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به منظور تهیه جمعیت خالص   ((.Meloidogyne sppگرهی ریشهگونه و نژاد نماتد  تعیین
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 چکیده 
دهند. توسعه  ترین عوامل تخریب سامانه ریشه در گیاهان بوده و عملکرد ارقام حساس را به شدت تحت تأثیر قرار میاز مهم  گرهینماتدهای ریشه

باشد. شرط لازم در انتخاب  نژادی در دنیا میهای بهگرهی، از اهداف برنامهها و نژادهای نماتد ریشهشده با مقاومت قابل قبول در برابر گونهارقام اصلاح 

به همین منظور، در پژوهش حاضر، از مناطق    باشد.منابع مقاومت برای مدیریت این نماتد، شناسایی صحیح جمعیت آن در سطح گونه و نژاد می

آوری شد. سپس نماتدهای ریشه گرهی جداسازی  های متعدد خاک و ریشه جمعهای گیلان و کهگیلویه و بویراحمد نمونهکاری استانسبزی و صیفی

های ساختاری الگوی کوتیکولی سازی و تکثیر گردیدند. بر اساس ویژگیفرنگی خالصو با استفاده از تک توده تخم روی رقم حساس ارلی اوربانا گوجه

شناسی، از آغازگر اختصاصی یید خصوصیات ریختأی اولیه صورت گرفت. در جهت تسنجی لاروهای سن دوم، شناسایو ریخت  انتهای بدن افراد ماده

Ink-14    وF/R jav   به عنوان نشانگرSCAR    و آغازگر عمومیD2A/D3B    28از ناحیهSrDNA  یابی استفاده گردید.  برای تکثیر اختصاصی و توالی

های  های موجود با استفاده از میزبانمقایسه شد. جمعیت  GenBankبانک ژن    های موجود در پایگاه جهانیهای جدید به دست آمده با توالیتوالی

و گیلان  کهگیلویه و بویراحمد  به ترتیب از دو استان    M. incognita  نژاد دو  و  Meloidogyne javanicaافتراقی نژاد، در سطح گونه به عنوان نژاد یک  

گری منابع جدید مقاومت و توسعه ارقام با مقاومت اختصاصی دربرابر نژادهای این دو گونه  غربال. نتایج حاصل از این مطالعه در  تشخیص داده شدند

 قابل استفاده خواهد بود. 
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Abstract 

The root-knot nematode (RKN) species cause substantial damages on roots of crops and decrease the yield of susceptible 

cultivars. Developing improved resistant cultivars, against species and races of root-knot nematodes, is the goal of breeding 

programs worldwide. Accurate identification of root-knot nematode species and races are prerequisites for the management of 

these pathogens. Accordingly, in the present study, several soil and root samples were collected from vegetable growing areas 

of Guilan and Kohgiluyeh and Boyer Ahmad provinces. The root-knot nematodes were isolated and each population was 

purified and cultured on the susceptible tomato cv. Early Urbana using single egg masses. Each population was morphologically 

identified based on perineal patterns and morphometrics of second-stage juveniles. To confirm morphological characteristics, 

SCAR primers Ink-14 and F/R jav, and universal primers D2A/D3B 28s rDNA were used for specific amplification and 

sequencing. The newly generated sequences were compared with previously deposited sequences at GenBank. The recovered 

species were identified as M. javanica and M. incognita from Kohgiluyeh and Boyer Ahmad and Guilan provinces, respectively 

based on differential host test. The results of the test revealed that the races of the recovered species belong to race one of M. 

javanica and race two of M. incognita, respectively. The obtained results of this study are useful in screening and developing 

new resources of resistance against root-knot nematodes. 
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 مقدمه 
کشاورزی برای امنیت در  های زیستی یک تهدید بالقوه  تنش

نژادهای جدید    گرها وشوند. ظهور بیمارغذایی جهان محسوب می

و فاکتورهای ژنتیکی    نیزم  شی و گرما  ییهواوآب  راتییتغبه علت  

 .Figueroa et al)نژادگران یک چالش بزرگ بوده است  برای به

مهم  .(2018 از  یکی  گیاهی،  انگل  نماتدهای  ترین  پارازیتیسم 

 .Fuller et al)های زیستی روی محصولات کشاورزی است  تنش

2008).  

  باعث  اجباری هستند که  هایبیمارگر گیاهی انگلهای  نماتد

در جهان می    تولید کشاورزیدر    سالانه  دلار خسارت  میلیاردها

  .( 2021et al2014; Khan . et alGhule .) شوند

به   (.Meloidogyne spp)گرهی ریشهنماتدهای در این میان 

سایر   با  تعامل  و  وسیع  میزبانی  دامنه  جهانی،  انتشار  دلیل 

عوامل  ترین  زاخسارتو  ترین  مهم   در ردیفبیمارگرهای گیاهی  

 ;Hussey & Mims 1990)  شوندمی  محسوبزای گیاهی  بیماری

. 2020et al Ghaderi  .)گونهمهم گروههای  ترین   .M  این 

arenaria  ،M. incognita    وM. javanica    که طور  بههستند 

مناطق سرد و    در  M. haplaمناطق گرمسیری و گونه  در    عمده

 .Mگونه    .(Williamson & Kumar 2006)   اند پراکندهمعتدل  

javanica  های شایع این جنس بعد از  یکی از گونهM. incognita 

ترین گونه در در جهان و مهم  گرهی ریشهدومین گونه مهم نماتد  

و  ایران خاک   است  شنی  در  میمشکلبسیار  های  باشند  ساز 

(. et alPathania  . 1984;et al Akhyani; . 1982et al Taylor

2014 .) 

شناسا ریخت  ییروش  بر صفات  بر  شناختیمبتنی   متداول 

و دم،    محفظه دهانی  ساختارمانند طول بدن،   ییهایژگیاساس و

  ن یا.  (Nisa et al. 2022)  است  صفات   ر یو سا  یجنس  ی هااندام

به دل   ی هاها و گونهجنس  انیدر م  یتنوع ظاهر  نبود  لیروش 

شناسایی نماتدهای انگل  را در    متخصصیناغلب    ،به هم  کینزد

از طرف   .(Oliveira et al. 2011)   نماید میمواجه  گیاهی با چالش  

-در تشخیص و شناسایی گونه شناسی ریخت  در استفاده ازدیگر  

نظر   از  اما  بسیار    صفات ظاهریهایی که  هویت مشابه هستند 

علاوه بر این، تنوع  . ی چندانی نداردکارآی ، ی متفاوتی دارندژنتیک

، نژادها  های پنهانپذیری فنوتیپی و گونهطبیعی ناشی از انعطاف

صحیح  ها  پاتوتیپو   داده   بررا  شناسایی  -ریختهای  اساس 

 .  سازدمیو دشوار مبهم  شناختی

دهایی هستند که  ادارای نژ  Meloidogyneهای  برخی از گونه

مجموعه میزبانبا  از  میزبان ای  آزمون  با  مطابق  افتراقی  های 

 Subbotin et)افتراقی کارولینای شمالی قابل تشخیص هستند  

al. 2021)چهار گونه  برای تشخیص    . آزمون میزبان افتراقیM. 

javanica  ،M. hapla،M. incognita   و  M. arenaria    و نژادهای

 & Hartman)  در دو گونه اخیر معرفی شده است  ویژههمیزبانی ب

Sasser 1985; Stanton & O'Donnell 1998)  .  ارقامآزمون 

های حساسیت و مقاومت به  ترکیبی از واکنش  مبنای  افتراقی بر

فرنگی، هندوانه و توتون  م فلفل، پنبه، بادام زمینی، گوجهشش رق

های افتراقی  میزبان. پاسخ  (Taylor & Sasser 1978)  استوار است

نماتد   جمعیت  گرهیبه  گونه  ریشه  شناسایی  نماتد  برای  های 

  (. Eisenback et al. 1981)نسبتا قابل اعتماد است    ریشه گرهی

 از   M. javanicaبا این حال این روش توانایی تفکیک جمعیت  

 .  را ندارد M. arenaria نژاد دو

-به عنوان روش  DNAهای مبتنی بر  روشهای اخیر  در سال

تکمیلی ه قابل  ،جایگزین  یاو    ای  شناسایی موفقیت  در    توجهی 

بگونه نزدیک  است    همه  های   ;Powers et al. 2005)داشته 

Subbotin et al. 2021).  کولی علاوه بر تکرارپذیری  های مولروش

  چرخه بودن، تحت تاثیر محیط نبوده و در هر مرحله از  و سریع

-روش  .(.Nisa et al. 2022)  کارگیری داردهزندگی نماتد قابلیت ب

معمولا  ه مقاوم  ارقام  و  زراعی  تناوب  مانند  مدیریتی  اصلی  ای 

نژادی و  بههستند. بنابراین در    ی نماتد گونه یا نژادها  اختصاصی

)یعنی    ، هویت دقیقریشه گرهیتوسعه یک رقم مقاوم به نماتد  

هدف  گونه و نژاد( جمعیت نماتد مورد مطالعه باید شناخته شود.  

پژوهش حاضر شناسایی دقیق جمعیت نماتدهای ریشه  یاز  -از 

روشگرهی   از  استفاده  منظور  با  به  موجود  به  های  دسترسی 

آزمایش برای  اطمینان  قابل  و  خالص  و    هایجمعیت  مقدماتی 

 . بودارقام مقاوم توسعه  هایدر برنامهپیشرفته 
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 )عکس از نویسندگان(   ( در لوبیاMeloidogyne incognitaگرهی)ریشه آلوده به نماتد ریشه  . 1شکل 

Fig. 1. Root infected by Meloidogyne incognita in common bean (by authors) 

 ها مواد و روش

 های گیاهی نمونهآوری  جمع

به   دسترسی  منظور  از    گرهیریشه  نماتد  هایجمعیتبه 

سبزیگلخانه ریشه  -های  دارای  به  علائمبا  های  صیفی  آلودگی 

استان گیلان و  دو  از    1398  در فصل زراعی،  (1)شکل   این نماتد

نمونه خاک و    یتعداد  وانجام  برداری  نمونهکهگیلویه و بویراحمد  

موسسه تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال منتقل    محلریشه به  

   .شد

 موجود های  سنجی جمعیتی و ریخت شناختبررسی ریخت

 single egg) بررسی و تک توده تخم  آلوده    هایریشه  نمونه 

mass)    .رقم  گوجه فرنگی  از  از آنها جدا شدEarly Urbana   برای

 .  گردید  های نماتد استفادهجمعیتداری  تکثیر و نگهسازی،  خالص

در مرحله تک توده تخم    ،دست آوردن جمعیت خالصهبرای ب

 تمتری در مجاورسانتی  سهدر عمق    ها گیاهچهدو تا چهار برگی  

چرخه زندگی    یکهفته    چهاردر  قرار داده شد.    رقم فوق ریشه  

  25در شرایط گلخانه با دمای متوسط  تخم    تودهنماتد و تولید  

های  . ریشهد گردیتکمیل    درصد  45درجه سلسیوس و رطوبت  

آزمایشگاه شست در  آب  ملایم  جریان  در  نظر   هآلوده  از  و    شده 

ب  توده گال و    وجود طور هتخم در هر دو جمعیت مورد مطالعه 

زیر   شدند.    استرئومیکروسکوپجداگانه  و  بررسی  بررسی  برای 

نماتد ماده،   انتهای کوتیکولی بدن  آرامی توده  مشاهده  به  تخم 

)حداقل    و با برش کوچکی روی گال، نماتد ماده بالغشده  برداشته  

طور تصادفی انتخاب و با یک برش در یک  هب  نمونه ماده بالغ(   10

قسمت انتهایی نماتد ماده بالغ جدا    ، کوتیکولسوم انتهایی بدن

دقیقه قرار داده    30درصد به مدت    45سید لاکتیک  شده و در ا

اسلاید   انتهایی  قسمت  کوتیکولی  الگوی  تشخیص  برای  شد. 

تهیه   شناسایی  و    (Taylor & Nestcher 1974)میکروسکوبی 

 اولیه انجام شد.  

ریخت گونهشناختمشخصات  خالص  جمعیت  مورد ی  های 

بر از    (Jepson 1987)اساس کلید شناسایی    مطالعه  استفاده  با 

میکروس   و    (Micros, Austria)میکروسکوپ  مقایسه  مورد 

گرفت قرار  جمعیت  و  بررسی  هر  دو  25  ،از  سن  برای    ملارو 

و    سپسشد.  گیری  اندازهسنجی  ریخت معیار  انحراف  میانگین، 

شاخص با  و  محاسبه  شاخص  هر  تغییرات  مهم  ضریب  های 

 . (Jepson 1987)تشخیص هر دو گونه مقایسه شد  

 آزمون میزبان افتراقی 

نماتد   ، M. javanica  گرهیریشهشناسایی چهار گونه مهم 

M. hapla ،M. arenaria  دو نژاد( و(M. incognita  )چهار نژاد(

توصیه شده است   1جدول  مطابق  اساس آزمون میزبان افتراقی    بر

(Taylor & Sasser 1978; Subbotin et al. 2021) . 

( برای اجرای آزمون  1ارقام مورد نظر )جدول  یک تا دو بذر از  

گلدان دهانه  در  با  پرلیت،  سانتی  20های  از  مخلوطی  با  متر 

کشت شدند. برای هر    1:  5/0:  1کوکوپیت و پیت ماس به نسبت  

- 4رقم سه تکرار و یک شاهد منفی در نظر گرفته شد. در مرحله  

د در  لارو سن دو و تخم نمات  6000تا    5000برگی، در حدود    6

متری مجاور ریشه لیتر آب استریل در عمق سه سانتیپنج  میلی

شدند مایه گلخانه  .زنی  در  افتراقی  ارقام  موسسه آزمون  ی 

درجه   25  تحقیقات ثبت و گواهی بذر و نهال در دمای متعارف

سلسیوس انجام شد. گیاهان در فواصل زمانی منظم و برحسب 

کامل   کود  و  آب  با  -Combifast, NPK 20-20) نیاز 

20+2MgO+TE)   .تغذیه شدند 
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)چهار    M. incognita)دو نژاد( و    M. javanica  ،M. hapla  ،M. arenaria  چهار گونه  هایها و نژادبرای تفکیک گونه   افتراقی  هایمیزبان  . 1جدول 

 (Taylor & Sasser 1978)  نژاد(
Table1. Differential hosts for separation of species and races of M. javanica, M. hapla, M. arenaria and M. incognita (Taylor 

& Sasser 1978 ( 

 رقم

Variety 
 گونه
Species 

 گیاه 

Plant 

Deltapine 16 Gossypium hirsutum L. Cotton 

NC 95 Nicotiana tabacum L. Tabaco 
California wonder Capsicum frutescens L. Pepper 

Charleston Gray Citrullus vulgaris Schrad. Watermelon 

Florunner Arachis hypogaea L. Peanut 

Rutgers, Tiny Tim Lycopersicon esculentum Mill. Tomato 

از گذشت ارقام    55  تا  50  پس  تلقیح، واکنش  از زمان  روز 

نماتد   جمعیت  دو  هر  به  گرهینسبت  و  ریشه  بررسی  مورد   ،

 Taylor & Sasser)تخم    تودهشاخص گال و    . ارزیابی قرار گرفت

تخم    توده جداگانه بررسی شدند. تعداد گال یا    به صورت  (1978

منفی  ش مثبت و  به ترتیب واکن  دوعدد و یا کمتر از    دوبیش از  

-واکنش حساسیت با توده تخم اندازهمعمولاً   .شددر نظر گرفته 

می مشابه گرچه    ،شودگیری  تخم  توده  و  گال  شاخص  مقادیر 

که   استتر  اما در بعضی مواقع شاخص توده تخم کوچک،  هستند

شده  گیری نهایی از توده تخم استفاده  در این صورت برای تصمیم

 . (Taylor & Sasser 1978) است

 شناسایی مولکولی  

دوم به  تخم، نماتد ماده و لارو سن    تودهآلوده،  های  ریشهاز  

 ،(Dong et al., 2001)  روش دانگ صورت جداگانه با استفاده از  

DNA  .ی هابرای خرد و پودر شدن نمونهژنومی استخراج گردید

 Tris-HCl 100) بافر استخراج  از ازت مایع استفاده شد.    ریشه

mM pH=8.5; EDTA 50 mM pH= 8; NaCl 100 mM; SDS 

10% 1%; 1, 4- Dithiothreitol 15 mM)    یک همراه  به 

به  ها اضافه شد و  به نمونه، K (µg/ml 100) میکرولیتر پروتئیناز

خرد و تکه تکه دفعات توسط تیپ استریل فشار وارد نموده تا  

دقیقه در حمام    40تا    30سوسپانسیون حاصل به مدت    .شوند

دمای   در  گرم  سلیسیوس    60آب  عصاره   دارینگهدرجه    شد. 

با  نسبت    حاصل  )به  الکل  ایزوامیل  کلروفروم،  (  1:24:25فنل، 

درجه سلسیوس در   چهاردقیقه در دمای    پنجبه مدت    تیمار و

 Centrifuge machine, Model)دهی  رسوبدور بر دقیقه    1300

5430R, Ependorf) و های جدید منتقل شدند. فاز رویی به لوله  

حجم عصاره، ایزوپروپانول سرد و  میزان همبه  DNAبرای رسوب  

به مدت    و ( اضافه   =2/5pH  و  مولار  3حجم استات سدیم )  1/0

  70الکل  ه و با  شد  دهیرسوبدور بر دقیقه  1300دقیقه در    15

میکرولیتر آب دیونیزه    50  در  DNAشدند. رسوب  شستشو  درصد  

  اسپکتروفوتومتر   دستگاه  با  DNA  کیفیت  و  کمیتحل و  استریل  

ND-1000, (Nanodrap )شد بررسی  . 

برای   SCAR  و اختصاصی  28S rDNAعمومی    آغازگرهایاز  

 دمای اتصال هر جفت آغازگر بر   .شناسایی مولکولی استفاده شد

  انجام اساس یک شیب دمایی تعیین و دمای اتصال مناسب برای  

زنجیره  پلیمرازواکنش  ترموسایکلر   ای  دستگاه  توسط 

(Mastercycler Gradient, Eppendorf)    (.  2انتخاب شد )جدول

زنجیره باواکنش  پلیمراز  )شرکت  آماده     Master Mixای 

واحد آنزیم    08/0حاوی  (،  2X)  برابر  دو سیناکلون، ایران( با غلظت  

Taq    ،2مولار  میلی  سهپلیمرازMgCl    میلی مولار    4/0وdNTPs  ،

میکرولیتر   10میکرولیتر شامل    20انجام شد. واکنش در حجم  

میکرولیتر هر یک از آغازگرها )با غلظت   5/0مسترمیکس آماده، 

و    چهارمیکرومولار(،    10 استریل  دیونیزه  آب   پنجمیکرولیتر 

به    PCRالگو انجام شد. برنامه حرارتی واکنش    DNAمیکرولیتر  

درجه سلسیوس به   94در  سازی اولیه  واسرشت  بود:  این صورت

تکثیر    سه مدت   شامل    35  در  DNAدقیقه،  ثانیه    40چرخه 

درجه سلسیوس، یک دقیقه دمای   94واسرشته شدن در دمای  

  72ثانیه گسترش در دمای    90درجه سلسیوس و  60اتصال در  

مدت    و  درجه سلسیوس  به  نهایت  دمای    10در  در   72دقیقه 

  5/1ر ژل آگارز  محصول حاصل د  .درجه سلسیوس بسط نهایی

 درصد بررسی شد.  

های  شده گونهبه دلیل عدم دسترسی به کنترل مثبت تایید

گرهی و برای اطمینان از صحت قطعات تکثیر شده،  نماتد ریشه
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شرکتتوالی توسط  شد.     Bioneer(South Korea)   یابی  انجام 

ردیفی  نتایج تعیین توالی با استفاده از برنامه جستجوی تشابه هم

توالی پایگاه  در  ژن  نوکلئوتیدها  بانک  های 

(www.ncbi.nlm.nih.gov)  های  چینی با توالیمقایسه و زیرهم

ردیفی  هم  نوکلئوتیدی موجود در بانک ژن توسط نرم افزار آنلاین

 انجام شد.   Clustalwهای چندگانه توسط توالی

 گرهیریشههای نماتد  گونهشناسایی    استفاده شده در  آغازگرهایمشخصات    . 2جدول 

Table 2. The primers used for identification of root-knot nematode species 

 نام 

Name 

 نشانگر

Marker 

 توالی

Sequence (5'-3') 

 Annealingدما  

temperature  

 ندازها
Size 

(bp) 

 منبع

Reference 

Jav SCAR 
F-GGT GCG CGA TTG AAC TGA GC 

60 670 
Zijlstra et al. 

(2000) R-CAG GCC CTT CAG TGG AAC TAT AC 

Inc-K14 SCAR 
F-CCC GCT ACA CCC TCA ACT TC 

60 399 
Randig et 

al., (2001) R-GGG ATG TGT AAA TGC TCC TG 

D2/D3 
28S 

rDNA 

F-ACA AGT ACC GTG AGG GAA AGT 
60 612 

Ye et al. 

(2015) R-TGC GAA GGA ACC AGC TAC TA 

 

 و بحث  نتایج
به مقاوم  ایمن ارقام  از  یکی  پایدارترین عنوان  و  ترین 

زیست مدیریت  راهکارهای  برای  بیماریمحیطی  زای  عوامل 

می شناخته   ;Vidhyasekaran 2007 )   شوندگیاهی 

Williamson & Kumar 2006.)  دیهی است که شناسایی دقیق  ب

بیماری عامل  منطقه، گونه  در  آن  ژنتیکی  تنوع  بررسی  و  زا 

برنامه اجرای  و  تدوین  در  اساسی  گام  اصلاحی  نخستین  های 

گردد که  ار میشود. اهمیت این موضوع زمانی آشکمحسوب می

مختلف،   مناطق  در  بیماری  بروز  میزان  و  غالب  گونه  به  اتکا  با 

طور بتوان ارقام مقاوم و سازگار با شرایط محیطی هر منطقه را به

 (. Aydinli & Mennan 2016) رفتکارگمند معرفی و بههدف 

حاضر پژوهش  جمعنمونه  ،در  از  های  شده  استان دو  آوری 

که و  بویراحمد  گگیلان  و  بریلویه  تکیه  ریخت  با  -خصوصیات 

الگوی و  دوم  سن  لارو  مشخصات  و  قسمت    سنجی  کوتیکولی 

بالغ    انتهایی ماده  نماتدهای  توسط  اساس   برو  بدن    شرح گونه 

 Eisenback et al. 1981; Taylor 1987; Jepson)  منابع معتبر

 .Mو    هبا مشخصات دو گونه مورد بحث مطابقت داشت  (1987

javanica    وM. incognita  شکل  ،  3جدول  )  تشخیص داده شدند

2A-E -).  میانگین طول بدن نماتد ماده  M. incognita   نسبت به

 اختلافمیکرومتر    یک(  Jepson 1987)  میانگین شرح اصلی گونه

جداسازی  طول بدن نماتد ماده  اندازه  میانگین    کهدر حالی.  داشت

مورد بحث  از گونه    (2009)شده در مطالعه حقیقی و همکاران  

طول دم و طول ناحیه شفاف انتهای دم بود.    بیشترمیکرومتر    12

شرح اصلی    هایاندازه  از  گونه مورد بحث  در لاروهای سن دوم

میکرومتر بیشتر بود.   7/3و    1/ 7به ترتیب    (Jepson 1987)  گونه

گزارش   لارو سن دوم در شرح گونهطول ناحیه شفاف انتهای دم  

و  میکرومتر بوده    6/11میانگین  با    (Uysal et al. 2017)دیگری  

به گونه    نسبت  و همکاران   M. incognitaشرح  حقیقی  توسط 

ماده  .  (3اختلاف جزئی داشت )جدول    (2009) بدن   .Mطول 

javanica    بدن    ازمیکرومتر    780با  M. incognita  مادهطول 

گونه  طول بدن ماده    (2009)بیشتر بود و عسکریان و همکاران  

 اندمیکرومتر گزارش کرده 3/828طور میانگین  هرا بمورد بحث  

 .  باشد که بیشتر از طول بدن گونه مورد بحث می

 میکرومتر   13  طولبه    لارو سن دومناحیه شفاف انتهای دم  

بود. طول دم نسبتا  بیشتر M. incognita مقدار آن در از تاحدی

در   میکرومتر(  50±93/1(46-52))  بلند گونه  شرح  مشابه    و 

در حالی که طول دم    .بود  (2020)عیسوند و همکاران  گزارش  

عسکریان و همکاران در    M. javanicaدر شرح گونه    لارو سن دوم

طول استایلت با    است.   بودهمیکرومتر    4/52  (57-46)  (2009)

 بود.  (2009)میکرومتر مشابه گزارش عسکریان و همکاران   8/11

بر  اغلب  نماتدها  به  م"ت  صفاساس    مقاومت  ثر  ؤتولیدمثل 

شود. گیاهان مقاوم سطح پایینی از تولیدمثل  تعریف می  "نماتد

 دهند.  می بروزهای گیاهان حساس را نسبت به ژنوتیپ
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 باشد(. می  مقیاس میکرومتردر  ها  اندازه)نژاد یک    M. javanica   ونژاد دوم     Meloidogyne incognitaسنجی  مشخصات ریخت  . 3جدول 
Table 3. Morphometrics characters of Meloidogyne incognita race 2 and M. javanica race one (All measurements are in μm 

and in the form: mean ±sd (rang)). 

  

 لارو سن دوم  ماده لارو سن دوم  ماده
مشخصات ریخت  

 سنجی

Female  J2  Female  J2  Morphometric 

characters 

Haghighi et al. 2009   Present Study 
M. incognita race 

2 

622 (512-721) 
402.7 (373.2-

412.5) 
(700 -505 )610  440)- (375  405±20  L   

414 (231.5-522) 14.1 (12.1-15.5) (520- 250 )415 (13-15) 14±0.7  W 

- 49.5 (27.2-55.5) - -51.1) (28.2  
47.8±6.92  a 

- 5.2 (4.8-5.4) - 5.5)- (4.6 5.1±0.31 b 

- 8.1 (7.6-8.7) - 8.4)- (7.2 8.1±0.5 c 

  - 6.1)- (4.7 0.53±5.6  Tail/A.B.W. 

16.5 (16.3-16.9) 11.8 (10.6-12.4) (17-16 )16.3 11.7±0.75 (10-12.5) Stylet 

3.9 (3.3-4.1) 2.8 (2.5-3.1) (3-4 )3.5 3)-(2 2.5±0.53 O 

- 52.1 (43.9-55.4) - 55.1)- (45. 
50.1±2.60 

Tail 

- 12.9 (10.6-14.2) - 15)-(10 12.6±1.49  Hyaline terminus 

length   
- 10.3 (8.9-12.3) - 12)-(9 10.3±0.82  Anal body width 

Askarian et al. 2009 Present Study M. javanica race 1 

828.3 (690-964) 410.8 (395-420) 
780±88.2 (680-

950) 405±13 (368-410)  L   

463 (350-530) 10.8 (9-11) 
403.5±48 (330-

500) 
1.2 (9-12) ± 10.5  W 

- - - 41.1 ±6.72 (27-53.2)  a 

- - - 4.9±0.25 (4.5-5.3)  b 

- 8.3 (7-9) - 7.9±0.3 (7.8-8.7) c 

- - - 5.5±0.58 (4.8-6.3)  Tail/A.B.W. 

16 (15.5-18) 11.4 (10.5-13) 16.5±1.1 (15-18) 11.81±0.96 (10-13) Stylet 

4.6 (3-6) 3.2 (2.5-4) 4.3±1.1 (3-6) 3±0.44 (2.5-4.1) O 

- 52.4 (46-57) - 50±1.93 (46-52) Tail 

- 13 (11-16) - 13±1.7 (11-16) 
 Hyaline terminus 

length   

- - - 10.5±1.5 (8-13)  Anal body width 
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آلوده.    ریشهروی    M. javanica  تخم  توده  :Meloidogyne incognita  .Aو  Meloidogyne javanicaدو گونه  ی  شناختمشخصات ریخت  . 2شکل  

B:  ماده بالغM. javanica .C  وD:  بدن نماتد ماده بالغ در  انتهایی قسمت کوتیکولی الگویبه ترتیبM. javanica  وM. incognita نمایی  )بزرگ

40X  .)E-    لارو سن دومM. incognita  بزرگ(  10نماییX) . 
Fig 2. Morphological features of Meloidogyne javanica and Meloidogyne incognita. A: Egg mass of M. javanica on infected 

root. B: Mature female of M. javanica. C and D: Perineal patterns morphology of adult females in M. javanica and M. incognita, 

respectively (40X). E- Second stage juvenile of M. incognita (10X). 

تولیدمثل منجر به کاهش تراکم جمعیت نماتد  از  بازدارندگی  

اغلب    "host race"اصطلاح    .(Starr & Mercer 2009)گردد  می

نمودن یک گونه های یک گونه نماتد در آلوده  به توانایی جمعیت

بندی  شود که در طبقهیا ارقام خاصی از گیاهان میزبان اطلاق می

های  شود. برخی از گونهها استفاده میها یا بیوتیپنژادها، پاتوتیپ

Meloidogyne    مجموعهدارای با  که  هستند  از نژادهایی  ای 

کارولینای میزبان افتراقی  میزبان  آزمون  با  مطابق  افتراقی  های 

 . (Subbotin et al. 2021)  قابل تشخیص هستندشمالی 

به دلیل تنوعی که در دامنه میزبانی چهار گونه اصلی نماتد  

دارد،    گرهیریشه گونهوجود  در  میزبانی  نژادهای  های  مفهوم 

در واقع  . نژادهای میزبانی  ه استپیشنهاد شد  گرهیریشهنماتد  

میزبانمجموعه از  استاندارد  افتراقی  ای  نژادهای  های  که  است 

  د نکنمیتشخیص و شناسایی    را  Meloidogyneچهار گونه مهم  

(Hartman & Sasser 1985)میزبان آزمون  بر.  افتراقی   های 

واکنش از  ترکیبی  نماتد  اساس  به  حساسیت  و  مقاومت  های 

-در ارقام خاصی از پنبه، توتون، فلفل، هندوانه، بادامگرهی  ریشه

و   میگوجهزمینی  انجام   .Van der beek et al)  گیردفرنگی 

1999) . 

  زنی مایهروز پس از    55تا    50ریشه    امانهس  ، حاضر  مطالعه در  

زمینی هیچ علائمی از وجود  جدایه اول با ارقام پنبه، فلفل و بادام

-برهمنتایج و  C)و  D, F -3)شکل  تخم نشان نداد  توده گال یا 

صورت واکنش ناسازگار در نظر گرفته شد. ارقام توتون و  هب  نشک

به     و   نماتد واکنش سازگار و مثبت داشتند این  هندوانه نسبت 

و  گال ستودهها  در  شده  تشکیل  تخم  ق   امانههای  ابل  ریشه، 

عنوان فرنگی به. رقم روتگرز گوجهE)و  B -3)شکل  مشاهده بود

گونه به  میزبان حساس  و  نماتد  شاهد  واکنش  گرهی  ریشههای 

توجه به الگوی  با  (.4و جدول A-3)شکل  سازگار با نماتد داشت
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افتراقی     جدایه   (Subbotin et al. 2021)جدول واکنش میزبان 

 مطابقت داشت.  M. javanicaبا نژاد یک گونه  مذکور

 M. incognitaجدایه  نسبت به  ارقام توتون، فلفل و هندوانه  

بر  داشتهسازگار    کنش برهم تخم  توده  شاخص  روش    و  اساس 

 دو ارزیابیبیشتر از    (Taylor and Sasser 1978)تایلور و ساسر  

  کنش برهمزمینی منفی و  پاسخ ارقام پنبه و بادامدر حالی که  شد.  

ناسازگار بود و علائمی از تکثیر نماتد و ازدیاد جمعیت در ارقام و  

 M. incognitaالگوی واکنش در نتیجه تکرارها مشاهده نگردید. 

( و  NC95. توتون )رقم  قطعی گردیدبا ارقام افتراقی با نژاد دوم  

)رقم   دوم    Deltapine 16)پنبه  نژاد  تعیین   M. incognitaدر 

که در نژاد یک واکنش به توتون و  طوریهباشد بتعیین کننده می

شود. اما واکنش هر  پنبه منفی و در نژاد چهار به هر دو مثبت می

باشد. در آزمون زمینی منفی میچهار نژاد به فلفل مثبت و به بادام

  میزبان افتراقی نتایج غیرعادی که مطابق جدول میزبان افتراقی 

(Subbotin et al. 2021)    جمعیت های نباشد، مشاهده نگردید و  

یک  خالص نژاد  با  شده  دوم    M. javanicaسازی  نژاد   .Mو 

incognita  (.4)جدول مرتبط بودند 

 های افتراقی در پژوهش حاضر واکنش ارقام میزبان  . 4جدول 
Table 4. The reaction of differential host varieties in the present study 

Tomato Watermelon Peanut Pepper Tobacco Cotton 
Variety 
Specie 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+2 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

-1 

- 

+ 

+ 

M. incognita 

Race one 
Race two 
Race three 
Race four 

+ + - - + - M. javanaica 
tResistance hos 2 Susceptible 1

جنس   در  گسترده  تنوع  به  توجه  نبود  و    Meloidogyneبا 

برای تعیین گونه، پاتوتیپ و  های افتراقی  از میزبان  دامنه وسیع

ها در  )های( موجود در هر گونه، امکان استفاده از این آزموننژاد

طرف  تر وجود ندارد. از  های کوچکبندیمقیاس کلان برای گروه 

دیگر به دلیل دامنه میزبانی وسیع این جنس و عدم شناسایی  

بهینه نماتد،  به  مقاومت  در  میزبان  فاکتورهای  سازی مولکولی 

 Stanton)  باشدپذیر نمی ها در حال حاضر امکاندقیق این آزمون

. 1997et al1998; Stanton  O’Donnell &)حال بهینه. با این-

با  مدیریتی    امانهبرای توسعه یک س  ه ویژازی دامنه میزبانی، بهس

 Fuller et)ارقام مقاوم و گیاهان غیرمیزبان ضرورت دارد تکیه بر

al. 2008.)  حاضر حال  ابزار    ،در  عنوان  به  افتراقی  ارقام  آزمون 

و نیز برای گرهی  ریشهای نماتدهای تشخیصی در تنوع بین گونه 

چند گونه قابل های مرکب از  های جدید یا جمعیتتشخیص گونه

 . (Moens et al. 2009)است ا اجر

ای در تشخیص  اهمیت ویژه  DNAهای شناسایی مبتنی بر  روش

گونه و تبارزایی درون جنس و گونه خواهد داشت. هر دو جمعیت 

عمومی   آغازگر  با  مطالعه  واکنش 28S D2a-D3b مورد  در 

- 4 )شکل  جفت بازی تکثیر نمودند  612ای پلیمراز قطعه  زنجیره

B)  آغازگر اختصاصی .jav    جفت بازی با    670قطعهDNA   مراحل

مختلف لاروی و ماده بالغ و ریشه آلوده تکثیر نمود که نماینده  

 )شکلجمعیت تحت بررسی بود    Meloidogyne javanicaگونه  

4-A)  .نمونه مرتبط با گونه Meloidogyne incognita    با آغازگر

قطعه    Inc- K14بدون تکثیر و با آغازگر اختصاصی    javاختصاصی  

 . (C-4 )شکلجفت بازی را تکثیر داد  399

داده  پایگاه  در  تکثیرشده  قطعات  توالی  با  ثبت  ژنومی  های 

 .Mبه ترتیب مرتبط با PQ818757و  PQ818756شمارهای رس

javanica     وM. incognita  رسباشد.  ثبت و در دسترس می-

  28S rDNAثبت شده مربوط به تکثیر ناحیه  PQ466918مار  ش

بیشترین درصد پوشش و همسانی )به    M. incognitaجمعیت  

از بانک ژن نشان    MT159685.1شمار  با رس  را(  97،  3/99ترتیب  

توالی   مقایسه  بازی    399داد.  توالی    M. incognitaجفت   با 

MZ522721.1  درصد    100درصد پوشش،    92موجود در بانک ژن

قطعه   توالی  تعیین  نتایج  داد.  نشان  بازی    670همسانی  جفت 

های بانک ژن،  در مقایسه با توالی  M. javanicaاختصاصی جدایه  

و    95با   پوشش  شمار    61/89درصد  رس  با  همسانی  درصد 

MT408130.1    .گرفت قرار  تائید  نسخهمورد  چند  ای ماهیت 

rDNAای گونهای و درون، تنوع و در عین حال، ثبات بین گونه

ملاحظه اهداف  قابل  برای  را  است  ای  نموده  فراهم  تشخیصی 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT159685.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YZSEB1TE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ522721.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YZUYE84T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT408130.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YZVE9U8N016
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(Adam et al. 2007)های بین مناطق سیسترون . اگرچه در توالی

rDNA شود، ولی نواحی کدکننده  ای دیده میملاحظهتنوع قابل

RNA( 18های ساختاریS  ،28S    5.8)وS    نسبت به نواحی بین

شده   رونویسی  غیر  و  شده  رونویسی    ( IGSو  ITS  ، ETS)ژنی 

بیشتری نشان میحفاظت  ;Moens et al. 2009)دهند  شدگی 

Kiewnick et al. 2014) . 
 

 
  (E)هندوانه  ،  (D)  فلفل ،  (C)زمینی  بادام،  (B)  توتون،  (A)   فرنگیگوجه  به ارقام افتراقی  Meloidogyne javanica  جمعیت خالص  واکنش  . 3شکل

 . (F)  پنبهو  
Fig. 3. Response of pure population of Meloidogyne javanica against differential varieties of tobacco, tomato, pepper, peanut, 

cotton and watermelon. 
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های استخراج شده از ریشه  نمونه  1-3. شماره  Meloidogyne javanicaاختصاصی گونه   SCAR جفت بازی با نشانگر    670تکثیر قطعه   A: .4شکل  

تکثیر   B: کنترل منفی.شاهد و NCو   Meloidogyne incognitaتوده تخم  10تک لارو سن دو و شماره  7-9تک نماتد ماده بالغ،   4-6گیاه آلوده،  

تکثیر اختصاصی   M. javanica.  (C  جمعیتمربوط به    4-6و    M. incognita  جمعیتمربوط به    1-3. شماره   28S rDNAجفت بازی ناحیه  612قطعه  

و عدم تکثیر     M. javanicaجدایه مرتبط با    4ریشه گیاه آلوده، شماره    1-3شماره    ،SCARنشانگربا    M. incognita  جمعیتجفت بازی    399قطعه  

آغازگر اختصاصی   بالغ، تک لارو سن دو و    5-7های  ، شمارهInc-K14با  خطکش ژنومی   M:  و  M. incognitaتخم جدایه    تودهتک نماتد ماده 

(Fermentase)  Mix    جفت باز.    10000تا    100ازNC  .کنترل منفی : 
Fig. 4. A: Amplification profile of SCAR marker (670 bp), M for Meloidogyne javanica, lines 1-3 from infected root, 4-6 

female, 7-9 J2 and line 10 egg mass. M in. for Meloidogyne incognita and NC for Negative control. B: Profile marker of 

amplified (612 bp) 28s rDNA (lines 1-3) from M. incognita and 4-6 for M. javanica C) Profile of SCAR marker Inc-k14 (399 

bp) for M. incognita, lines of 1-3 for infected root, line 4 for M. javanica and not amplified with Inc-k14 marker, lines of 5-7 

for female, J2 and egg mass of M. incognita,  M for ladder marker Mix (Fermentase) showing 100-10000 bp, and NC: negative 

control. 

به لحاظ اختصاصی بودن و توانایی تفکیک    SCARنشانگرهای  

با قدرت تمایز بالا    یگرعنوان نشان، بهگرهیریشههای نماتد  گونه

و در مطالعات مختلفی    (Zijlstra et al., 2000)اند  توصیه شده

نماتد    SCARگرهای  نشانیی  کارآ عمده  گونه  دو  شناسایی  در 

 Zeng et al. 2017; Katooli)به اثبات رسیده است   گرهیریشه

et al. 2020).  بر های هر دو گونه  جمعیت  بررسیمطالعه،    نیدر ا  

الگو قبل   یجاینت  نقوش کوتیکولی  یاساس  با مطالعات  ی  مشابه 

به عنوان    ریشه گرهیهای نماتد  و در جداسازی جمعیت  داشت

گام   و  مفید    بسیاراولین  افتراقی  میزبان  آزمون  نتایج  و  بود 

Munera 2004;  et al. Handoo)  مولکولی را نیز پشتیبانی نمود

 . 2017et alBehdani ; . 2010et al).    از برخی  حال  این  با 

هستند  محققان ارزش    معتقد  اعتبار  که  مهم ژگیو  نیاو    ی 

گرهینماتدهای   است  ریشه  در    ممکن  تنوع  ایجاد    ت یجمعبا 

تک   از  کاهش  حاصل  تخم  Sanchez & Garcia-)یابد  توده 

Puerta 2012; Aydinli & Mennan 2016).  الگوی    ،مطالعات

کوتیکولی   متغیر    را  M. ethiopicaگونه  در  نقوش  نشان بسیار 

بداده   زیادی  تشابه    دارد   M. incognitaو   M. arenariaا و 

(Strajnar et al. 2009; Conceicao et al. 2012) . 

بر افتراقی  میزبان  تکثیر  آزمون  توانایی  در   اساس  جمعیت 

گونه تمایز  به  منجر  که  گونه  میزبان خاص  چهار  نژادهای  و  ها 

  هایی داردمعایب و محدودیت  شود،می  گرهیریشهعمده نماتد  

میکه   قرار  تاثیر  تحت  را  آزمون  اعتبار  و  جمله  ارزش  از  دهد. 

گونه  کهاین سایر  شامل  گرهی نماتد  جدید  های  آزمون    ریشه 

بر  دوشمین یا  نیست.    مبنای  و  تمایز  قابل  محدود  آن  دامنه 

شود  در دامنه میزبانی گسترده می  ایجاد تنوعها مانع از  میزبان

(Moens et al. 2009).  پرآزار در  جمعیت  یامکان شناسای های 
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هایی ممکن  در گروه های نماتد  و جمعیت  وجود نداردارقام مقاوم  

که   گیرد  قرار  نباشد  کسعمناست  واقعی  تنوع  کننده 

(Robertson et al. 2009)  .  هایی از  مطالعات قبلی جمعیتدر 

M. arenaria  وM. incognita  متعلق به    وجود داشته است که

تعریف   به  نیاز  و  نبودند  شده  توصیف  نژادهای  از  کدام  هیچ 

جدید    ;Stanton & O’Donnell 1998)  داشت  وجودنژادهای 

Robertson et al. 2006)  تواند  میحال میزبان های افتراقی  با این

 . ددهای ناشناخته مفید واقع گردر شناسایی جمعیت

سال اخیر  در  مولکولی  اهمیت  های  دلیل  نشانگرهای  به 

و   بالا سرعت  گونه  حساسیت  شناسایی  انگل  در  نماتدهای  های 

بسیار برجسته شده چرخه نماتد    مختلفحل  ادر مر  ویژههگیاهی ب

  مدیریتی   یهاوه یشمولکولی در بهبود    ییشناسا   یهاروش است.  

  ر یو سا  یدر ارتباط با ارقام مقاوم، تناوب زراع   ریشه گرهی  نماتد

  ی نماتد بستگ  یهاگونه   حیصح  ییکه به شناسا  مدیریتاشکال  

پژوهش  در  ارائه شده    جینتا  .توجهی نموده استکمک قابلدارد،  

بر  کیبه    دنیرس  منظوربهمتنوع    یهاروش   اساس  حاضر 

-ی ژگیاست. درک و  گرهیریشهنماتد  دو گونه  از    قیدق  یی شناسا

  حیصح  ییشناسا  نینماتد و همچن  یهاتیجمع  یدمثلیتول  یها

-برنامهدر توسعه    خاص  یتیری مد  هایبردراهعلاوه بر اتخاذ  آنها  

موثر  بسیار  نیز  ارقام مقاوم مبتنی بر نژاد اختصاصی  نژادی  های به

 .  خواهد بود

 ی برا  یبعدچند  کردیرو  کی اتخاذ    دهدنشان می مطالعه    نیا

در رسیدن به هدف خاص از اهمیت    Meloidogyne spp  هایگونه

 ای برخوردار است. ویژه

 

 تضاد منافع
بین نویسندگان  شده ارائه  ی هاداده درگونه تضاد منافع  چیه

 .وجود ندارد

 

 گزاریسپاس
به    مصوب  این پژوهش بخشی از رساله دکتری در قالب طرح

در موسسه تحقیقات ثبت و گواهی    7-08-08-95102شماره  

نهال، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی     بوده بذر و 

از   است. را  خود  تشکر  و  تقدیر  مراتب  نگارندگان  وسیله  بدین 

معاونت ثبت و شناسایی ارقام گیاهی موسسه مذکور جهت فراهم 

 نمایند. نمودن امکانات لازم ابراز می
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