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 چکیده

 هاي سالدر استان خراسان شمالی، طی  فرنگی گوجهبه منظور شناسایی نماتدهاي ریشه گرهی 
در مناطق مختلف  فرنگی گوجهجمعیت از نماتدهاي ریشه گرهی از ریشه  21تعداد  1389و  1388

بالغ و خصوصیات  هاي مادهو شبکه کوتیکولی انتهاي بدن  آوري جمعاستان خراسان شمالی 
بین  اي ملاحظهمرفولوژیکی لاروهاي سن دو از لحاظ خصوصیات مرفولوژیکی مطالعه و تنوع قابل 

ژنتیکی مختلف این گونه مشخص نگردید. به منظور مطالعات مولکولی و بررسی تنوع  هاي جمعیت
و  سازي خالص، گونه مذکور در گلخانه تکثیر شد. پس از  Meloidogyne javanica اي گونهدرون 

و لاروهاي سن دوم هر  ها تخم) در گلخانه، Red colud( فرنگی گوجهتکثیر نماتد بر روي رقم حساس 
 هاي بررسی نومی نتایجژ DNAریشه جدا و به عنوان یک جمعیت در نظر گرفته شد. پس از استخراج 

ارزیابی و براي بررسی میزان تنوع  M. javanicaمرفولوژیکی توسط آغازگرهاي اختصاصی گونه 
حاصل از واکنش  هاي فرآوردهاستفاده شد.  RAPDمختلف این گونه از روش  هاي جمعیتژنتیکی در 

PCR  به وجود آمده از  هاي شکلیدرصد الکتروفورز و چند  7/1بر روي ژل آگارزDNA جمعیت در  هر
صفر و یک ثبت گردید و سپس  هاي دادهاین تکنیک، بر اساس وجود یا عدم وجود باند به صورت 

، ها جمعیتمحاسبه شد. جهت بررسی تنوع ژنتیکی بین  Diceماتریس تشابه بر مبناي ضریب شباهت 
انجام شد.  NTSYS افزار نرمدر  UPGMAبه روش  اي خوشهماتریس  فاصله ژنتیکی تشکیل و تجزیه 

به پنج گروه اصلی تقسیم شد. با توجه به  ٪73در سطح تشابه  RAPD هاي دادهدندروگرام حاصل از 
مختلف گونه مورد  هاي جمعیتتفاوت بین  ٪27تشابه و  ٪73توانست  RAPDنتایج کلی، نشانگر 
 مطالعه را نشان دهد.
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 مقدمه 

مهم دنیا است.  هاي سبزيبه لحاظ ارزش دلاري دومین محصول در بین  فرنگی گوجه
 2008میلیون تن در سال  649/130به  1995میلیون تن در سال  528/88تولید جهانی آن از 

سطح زیر کشت . میلیون تن رسیده است 5/5میلیون تن به حدود  4/2از  و در ایران
 باشد میتن در سال  103782هکتار و تولید آن  3724در استان خراسان شمالی  فرنگی گوجه

)Anonymous, 2011 .(زاي بیمارينیز مانند سایر گیاهان مورد حمله عوامل  فرنگی گوجه 
. که در این بین نماتدهاي ریشه گرهی باعث بروز گیرد میمختلف از جمله نماتدها قرار 

. نماتدهاي ریشه گرهی متعلق  به شوند می فرنگی گوجهجدي در مزارع  هاي تخسار
اجباري گروهی از گیاهان با ارزش اقتصادي  هاي پارازیت  Meloidogyne Goeldi, 1887جنس

 3000بیش از  ها آنهستند که در تمام مناطق جهان داراي پراکندگی هستند و دامنه میزبانی 
 90اگرچه تاکنون خصوصیات بیش از  ).Jepson, S, B., 1987( شود میگونه گیاهی را شامل 

               ،M. javanicaشرح داده شده است، اما چهار گونه  Meloidogyneگونه از جنس 
M. incognita، M. arenaria  وM. hapla  از نظر اقتصادي بیشترین اهمیت را دارا هستند

)Sikora et al., 2005.( 
را همراه با سایر نماتدها از روي  Meloidogyne javanicaگونه  Noori (1995در ایران (

را از روي  M. javanica گونه  Barooti (1997در منطقه کرج، ( هاي سبزيو سایر  فرنگی گوجه
 Mahdikhani Moghadam et(  اردبیل، آذربایجان شرقی و مغان، هاي استاندر  فرنگی گوجه

al. (2003  گونهM. javanica  فرنگی گوجهرا از روي) ،در مناطق مختلف کشور ،Pakniat 

استان  فرنگی گوجه هاي گلخانهرا در مزارع  و  M. incognitaو  M. javanica هاي گونه 2006)
را از روي  M. incognitaو  M. javanica هاي گونه)  Davarian et al., 2008فارس، (

          و M. javanica هاي گونه Salahi Ardakani (2010در استان گلستان، ( فرنگی گوجه
M. incognita  بویراحمداستان کهگیلویه و  فرنگی گوجهو مزارع  ها گلخانهرا در) ،Ahmadi et 

al. (2012  گونهM. javanica  در استان خوزستان و  هاي سبزيو سایر  فرنگی گوجهرا از مزارع
)Karkhaneh et al. (2012  گونهM. javanica  در استان  فرنگی گوجه هاي گلخانهرا از

 Meloidogyneو نژادهاي جنس  ها گونه یک. براي شناسایی و تفکاند کردهکرمانشاه گزارش 
روي  زایی بیماري، اکولوژیکی و علاوه بر خصوصیات مرفولوژیکی و مرفومتریکی، سیتولوژیکی

نیز  SCAR-PCRو  RAPD-PCR  ،PCR - RFLPمولکولی  هاي روشافتراقی، از  هاي میزبان
با   Fargette et al., 1997; Zijlstra et al., 2000) .(Powers et al. (1993( شود میاستفاده 

          ،Meloidogyne incognita ،M. arenaria ،M. javanicaپنج گونه  PCRاستفاده از 
M. hapla و M. chitwoodi  را شناسایی کردند. گونهM. incognita  وM. javanica  هر دو
و  M. chitwoodi هاي گونهکیلو بازي و  1/1، باند M. arenariaکیلو بازي، گونه  7/1تولید باند 
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M. hapla  کیلو بازي کردند. همچنین در این مطالعه براي متمایز کردن   52/0هر دو تولید باند

      و M. chitwoodiاز یکدیگر و تفکیک دو گونه  M. javanicaو  M. incognita هاي گونه
M. hapla محصول واکنش ، از همPCR  از هم  ها گونهبرشی قرار گرفت و   هاي آنزیمدر معرض

 تفکیک گردیدند. 
)Fargette et al. (1997  جنس  هاي گونهتنوع ژنتیکی بینMeloidogyne  هاي جمعیتو 

مورد بررسی قرار دادند.  RAPDدر مناطق گرمسیري را با استفاده از روش  گونه یکداخل 
یکسان بودن مناطق جغرافیایی  رغم علی M. arenariaنتایج این تحقیق نشان داد در گونه 

              هاي گونهرا داشتند. ولی تنوع در  اي گونه، بیشترین تنوع درون ها نمونه آوري جمع
M. incognita  وM. javanica  کم بود.  آوري جمعمتفاوت بودن مناطق جغرافیایی  رغم علی

)Zijlstra et al. (2000 هاي مشخص از جهت تعیین ترادفDNA هاي گونهM. incognita ،
M. javanica  وM. arenaria و همچنین طراحی آغازگرهاي اختصاصی از روش        
RAPD-PCR  جفت آغازگر،  12استفاده کردند. و با استفاده ازDNA مختلف سه  هاي جمعیت

گونه مذکور را بررسی کردند. همه آغازگرها تولیدات تکثیري خوب و الگوهاي باندي متفاوتی 
 ، OPA-12جفت آغازگر  3جفت آغازگر،  12نمودند. از بین این  گونه ایجادبراي این سه 

OPA-06  وOPA-01  هاياختصاصی گونه آغازگرهايبه ترتیب M. arenaria، M. incognita 
 .Fourie et al ( را به خوبی شناسایی و از هم تفکیک کردند. ها آنبوده و  M. javanicaو 

 هاي تکنیکنماتد ریشه گرهی در آفریقاي جنوبی را شناسایی و با استفاده از  هاي گونه 2001)
SCAR-PCR  وITS-PCR را از یکدیگر تفکیک نمودند و تکنیک  ها آنSCAR-PCR  توانست

جهت طراحی و تولید  Dong et al. (2001را به خوبی مشخص کند. ( ها گونهموقعیت 
و  M. arenaria  ،M. hapla  ،M. incognita هاي گونهآغازگرهاي اختصاصی براي شناسایی 

M. javanica  از روش ،RAPD-PCR  .جمعیت مختلف از کشورهاي  26 ها آناستفاده کردند
به  هاي شکلیآغازگر تصادفی مورد بررسی قرار دادند. چند  120اروپایی و آفریقایی را توسط 

را بررسی نمودند و سپس باندهاي تخصصی براي هر گونه را  ها جمعیتدست آمده بین این 
به دست آمده آغازگر اختصاصی گونه تعیین  هاي توالیکلون و تعیین توالی کردند و بر اساس 

از دیگر  M. incognitaجهت شناسایی اختصاصی گونه  Tesarova et al. (2003گردید. (
نوکلئوتیدي اختصاصی گونه استفاده کردند. بعد از انجام  20این جنس ، از آغازگر  هاي گونه

جفت بازي را در  502دي ، الگوي بان ٪1، تولیدات تکثیري بر روي ژل آگارز  PCRواکنش 
 ایجاد کردند.  M. incognitaمختلف  هاي جمعیت

) با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی Mahdikhani Moghadam et al. (2006در ایران، (
را  M. incognitaو   M. javanicaهاي مختلف دو گونهجمعیت PCR-RFLPگونه و با روش 

،  AluIمحدود کننده  هاي آنزیممورد مقایسه قرار دادند. پس از انجام واکنش قطعات تکثیري با 
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DraI  وHinf I  برش داده شد. دو آنزیم محدود کنندهAluI  وDraI  هیچ گونه برشی در طول

قطعه  M. javanica هاي جمعیتدر  Hinf Iتکثیر شده ایجاد نکردند اما آنزیم  DNAقطعه 
کیلو  7/1قطعه  M. incognita هاي جمعیتکیلو باز و در  7/0و 1کیلو باز را به دو قطعه  7/1

مختلف هر گونه  هاي جمعیتکیلو باز برش داد و تفاوتی بین  3/0و  4/0، 1باز را به سه قطعه 
 M. javanicaمختلف گونه  هاي جمعیت Askarian et al. (2006مشاهده نشد. همچنین (

مورد مطالعه قرار دادند،  RAPD-PCRشده از روي درختان پسته کرمان را با روش  وريآ جمع
 هاي جمعیتآغازگر چند شکلی خوبی را بین  10آغازگر تصادفی مورد استفاده ،  30از میان 
   ایجاد کردند. که بیشترین تعداد باند چند شکل مربوط به آغازگر M. javanicaمختلف 

OPA-10 د باند چند شکل مربوط به آغازگر و کمترین تعداOPA-08  ،با استفاده از  ها آنبود
مختلف گونه مذکور به دست  هاي جمعیترا در بین  ٪100تا  91تکنیک مذکور سطح تشابه 

با استفاده از  M. cruciani اي گونهدر بررسی تنوع ژنتیکی درون  Rafiei et al. (2010آوردند. (
این گونه نشان  هاي جمعیتتفاوت بین   ٪29تا  8تشابه و  ٪ 91تا  RAPD-PCR ،71  نشانگر

مختلف گونه  هاي جمعیتبین  اي گونهدادند. در این تحقیق، هدف بررسی تنوع ژنتیکی درون 
M. javanica استان خراسان شمالی با استفاده از روش  فرنگی گوجهشده از مزارع  آوري جمع
RAPD-PCR .بوده است 

 
 ها روشمواد و 

در مناطق  فرنگی گوجهجمعیت از نماتدهاي ریشه گرهی از ریشه  21در این تحقیق تعداد 
بر اساس خصوصیات  ها گونهو سپس شناسایی  آوري جمعمختلف استان خراسان شمالی 

و لاروهاي سن دوم صورت  ها مادهمرفولوژیکی و مرفومتریکی شبکه کوتیکولی انتهاي بدن 
به طور  ها مادهتخم هر یک از  هاي تودهبالغ،  هاي مادههاي بدن گرفت. پس از تهیه برش از انت

درون انکوباتور قرار داده شد. پس از تفریخ  سلسیوسدرجه  28جداگانه در آب مقطر در دماي 
 ,De Grisse, 1969، جهت کشتن و ثابت کردن لاروهاي سن دوم از روش تکمیل شده ( ها تخم

Seinhorst, 1959 پس از تهیه اسلاید از لاروهاي سن دوم و شبکه کوتیکولی ) استفاده گردید و
انتهاي بدن ، با استفاده از میکروسکوپ مجهز به لوله ترسیم، مشخصات مرفولوژیکی و 

حاوي توده تخم  هاي پتري،  سازي خالصمورد بررسی قرار گرفت. جهت  ها آنمرفومتریکی 
تفریخ و لاروهاي  ها تخمد. تا این که قرار داده ش سلسیوسدرجه  28درون انکوباتور در دماي 

خارج گردید. پس از خروج حداکثر لاروها از تخم، سوسپانسیون لاروها به  ها تخمسن دوم از 
گلخانه منتقل و هر سوسپانسیون به طور جداگانه در مجاورت ریشه یک نشاء حساس 

از خاك  فرنگی جهگو هاي ریشهروز  70قرار داده شد. پس از  )Red colud(رقم  فرنگی گوجه
خارج و پس از شستشو با آب ملایم ، از شبکه کوتیکولی انتهاي بدن نماتدهاي ماده بالغ برش 
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و صحت گونه  سازي خالصتهیه و همچنین با توجه به خصوصیات لاروهاي سن دوم ، از 

 هاي ریشهروي  M. javanica مختلف گونه هاي جمعیتاطمینان حاصل گردید. سپس  موردنظر
ي خالص جهت استخراج ها نمونه) در گلخانه تکثیر و از Red coludرقم ( فرنگی گوجهسالم 
DNA 1استفاده شد (جدول.( 

 
و کد  آوري جمعاز نظر محل و تاریخ  M. Javanicaنماتد  مورد مطالعه هاي جمعیتمشخصات   -1 جدول

 مولکولی
  Table 1. Characteristics of the study populations of M. javanica in terms of location and date of 
collection and the molecular code. 

Molecular code               Date Collection Row 
Tre 2009 North Reza abad-Shirvan 2 

Tbarz 2009 Barzoo-Shirvan 3 
Tto 2009 Todeh-Shirvan 4 
Tta 2010 Tanasovan-Shirvan 5 
Tgh 2010 Ghalecheh-Shirvan 6 
Tzy 2009 Zyarat-Shirvan 7 
Tma 2009 Mataranlo-Bojnourd 8 
Tkh 2009 Khoshmanzar-Bojnourd 9 
The 2009 Hesar-Garmkhan-Bojnourd 10 
Tgh 2009 Ghazi-Bojnourd 11 
Tbi 2009 Biar-Ashkhaneh 12 
Tsh 2009 Shirabad-Ashkhaneh 13 
Tmo 2009 Mola Hassan-Ashkhaneh 14 
Taz 2010 Azadegan-Ashkhaneh 15 
Tes 2010 Islam abad-Ashkhaneh 16 
Tsh 2010 Shahr abad-Maneh&Semelghan 17 
Tja 2010 Jafar abad-Farouj 18 

Tbarg 2010 Bargerd-Farouj 19 
Tfa1 2010 Farouj 20 
Tfa2 2010 Farouj 21 

 
 با مقداري تغییرات Tanha Maafi et al. (2003) روش ژنومی از DNAاستخراج براي 

 دو بار آب مقطر lµ8 حاوي لیتري میلی 2/0سن دوم به میکروتیوب تعدادي لارو استفاده شد.
قرار داده  سلسیوسدرجه  -80دقیقه در دماي  10ها به مدت میکروتیوب .ندشدتقطیر منتقل 

 استخراج بافر µl10مقدارشدند، سپس لاروها با استفاده از ورتکس خرد شدند. در این مرحله 
)500 mM  KCl  ،100 mM Tris-Hcl pH 8  ،15 mM MgCl2  ،4.5% Tween 20  و

0.05% mercapto ethanol  به (از افزودن اضافه شد. پس ها آن µl2  پروتئیناز K )600 

µg/ml( 10و  سلسیوسدرجه  65به مدت یک ساعت در دماي در ترموسایکلر ها میکروتیوب 
دقیقه  2سانتریفیوژ به مدت بعد از انجام قرار داده شدند.  سلسیوسدرجه  95دماي  دقیقه در

 قرار داده شدند. سلسیوسدرجه  -20 فریزر در ها نمونهدور در دقیقه ،  13000با 
از آغازگرهاي  ،PCRدر واکنش  M. javanicaمختلف  يها جمعیت DNAبه منظور تکثیر 

 SCARاین آغازگرها بر پایه روش  ).2(جدول استفاده شد OPARjavو  OPAFjavاختصاصی  
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 .Mو داراي توانایی بالایی در تشخیص گونه  اند شدهمعرفی  RAPDو با توجه به آنالیز 

javanica باشند می )Zijlstra et al., 2000 جفت بازي را در  670). این جفت آغازگر یک قطعه
توالی این  تکثیر نمود و این گونه را متمایز نمود. M. javanicaگونه  هاي جمعیتکلیه 

 آغازگرها به صورت زیر است: 
 

OPAFjav (5'- GGTGCGCGATTGAACTGAGC -3') 
OPARjav (5'- CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC -3') 

 

مطابقت دارد. همچنین  Zijlstra et al. (2000( آمده توسط به دستبا نتایج  ،نتایج حاصله
را داشت هیچ باندي را تولید نکرد. این  DNAبه جز  PCRشاهد منفی که تمام اجزاي واکنش 

آغازگرها به منظور آزمون شناسایی مورفولوژیکی مورد استفاده قرار گرفتند و شناسایی 
 ).1(شکل کنند می تأییدمختلف این گونه را  هاي جمعیتمورفولوژیکی 

 
 OPARjavو  OPAFjavبراي آغازگرهاي  PCRاجزا واکنش  -2جدول

Table 2. Reaction components for PCR primers OPARjav and OPAFjav 
Amount used Consumables materials 

2.5µl PCR Buffer(10x) 
1µl 25mM(MgCl2) 

0.5µl 10 mM dNTPs 
1µl DNA template 
1µl Forward primer 
1µl Backward primer 

0.3µl Taq enzymes 
17.7µl Sterile distilled water 
25µl The final volume 

 
 ریخته شد. ml 2/0هاي درون میکروتیوب 3طبق جدول   مخلوط واکنش

 

 OPARjav و OPAFjavبراي آغازگرهاي  PCRبرنامه  -3جدول
Table 3. PCR program for primers OPAFjav and OPARjav 

Number of cycles Temperature Time Reaction 
stage 

1 940C 2min Initial 
denaturing 

35 940C 30sec Denaturing 
35 640C 30sec Annealing 
35 720C 1min Extension 
1 720C 5min Final 

extension 

 
آغازگر که الگوهاي باندي  10، شده آغازگر استفاده 23از میان  RAPD براي انجام آزمون

). مخلوط 4(جدول  انتخاب شدند ،مختلف نماتد گره ریشه تولید کردند هاي جمعیتمتفاوت در 
 .اند شدهنشان داده  5در جدول  RAPD- PCRواکنش 
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 RAPDتوالی و اسامی آغازگرهاي مورد استفاده در آزمون  -4جدول

Table 4. Sequences and names of primers used in the RAPD test 
Sequences Primers 

5’- GAC CGC TTG T- 3’ OPA-17 
5’- AGG TGA CCG T- 3’ OPA-18 
5’- CTC GTG CTG G- 3’ OPA-14 
5’- AGC CAG CGA A- 3’ OPA-16 
5’- AGC GCC ATT G- 3’ OPD-11 
5’- GGA CTG CAG A- 3’ OPE-18 
5’- GGG TAA CGC C- 3’ OPA-09 
5’- AGT CAG CCA C- 3’ OPA-03 
5’- AAT CGG GCT G- 3’ OPA-04 

5’- TGT AAA ACG ACG GCC AGT- 3’ M-13 

                
 RAPDآزمونبراي  PCRواکنش  ءاجزا -5جدول

 Table 5. PCR reaction components for the RAPD test. 
Consumables materials Amount used 

PCR Buffer(10x) 2.5µl 
25mM(MgCl2) 1.2µl 
10 mM dNTPs 0.5µl 
DNA template 2µl 
Forward primer 1µl 

Backward primer 1µl 
Taq enzymes 0.3µl 

Sterile distilled water 16.5µl 
The final volume 25µl 

 
 

آورده شده  6در جدول PCRریخته شد. برنامه  ml 2/0هاي مخلوط واکنش درون میکروتیوب
 است.

 RAPDواکنش براي  PCRبرنامه  -6دولج
Table 6. PCR program for RAPD reaction 

Number of cycles Temperature Time Reaction stage 
1 940C 5min Initial denaturing 
40 940C 1min Denaturing 
40 350C 1min Annealing 
40 720C 2min Extension 
1 720C 5min Final extension 

 

ساعت انجام شد و سپس  3و به مدت  75،  ولتاژ  %7/1در ژل آگارز  ها نمونهالکتروفورز 
و پس از شستشو با  آمیزي رنگدقیقه  15تا  10) به مدت g/mlµ 5/0( ژل در اتیدیوم بروماید
تصاویر  شد. برداري عکس ماوراءبنفشتحت نور  UV transiluminatorآب مقطر در دستگاه 

که در آن قطعات تکثیر یافته توسط هر  PCRالکتروفورز محصولات  هاي ژلتهیه شده از 
آغازگر به صورت باندهایی از یکدیگر تفکیک شده بودند، مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. هر 

در نظر گرفته  })صفر( عدم حضور باند) و یک( حضور باند{باند به عنوان یک لوکوس با دو آلل 
 اي مشاهدهبه صورت چشمی و  UV transiluminatorبه دست آمده از دستگاه  هاي عکسشد. 

چند شکل اعم از ضعیف یا قوي و یا قابل  باندهايتجزیه و تحلیل شدند. در این بررسی کلیه 
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و بر مبناي ضریب تشابه  NTSYSpc V. 2.02 e افزار نرممذکور توسط  هاي دادهدیدن انتخاب و 

، ماتریس تشابه به ماتریس ها جمعیت. براي بررسی تنوع بین دایس مورد بررسی قرار گرفت 
 با )UPGMA(به روش میانگین حسابی غیروزنی اي خوشهفاصله ژنتیکی تبدیل و تجزیه 

 در یک دندروگرام خلاصه شد. اي خوشهانجام و نتایج تجزیه  مذکور  افزار نرم
 

 و بحثنتایج 
شبکه کوتیکولی انتهاي بدن مشخصات علاوه بر  Meloidogyneجهت شناسایی جنس 

طول و عرض بدن و طول  گیري اندازه پس از .لاروهاي سن دوم نیز استفاده شداز بالغ  هاي ماده
تهیه شد  بالغ اسلاید میکروسکوپی هاي مادهانتهاي بدن  برش ازبالغ ،  هاي مادهگردن 

مورفولوژیکی و مورفومتریکی آن مانند، شکل عمومی و کلی شبکه، وجود یا عدم مشخصات 
وجود خطوط جانبی، فرورفتگی در محل خطوط جانبی، ارتفاع کمان پشتی و شکل آن، وجود 
یا عدم وجود نقاط در ناحیه دم، شکل شیار، ظریف یا ضخیم بودن شیارها، پیوستگی یا عدم 

فاصله فرج تا مخرج، فاصله فاسمیدها، مشخص بودن انتهاي دم و ارها، اندازه فرج، یپیوستگی ش
شکل آن، طول کمان پشتی، طول و عرض شبکه کوتیکولی، فاصله شیارها از هم، وجود یا عدم 

 Meloidogyneگونه مورد بررسی  متصل به ناحیه فرج، مورد بررسی قرار گرفت. شیارهايوجود 

 javanica 3، شکل 7شناسایی گردید (جدول.( 
 ,OPA18, M13, OPA17آغازگر  10آغازگر مورد استفاده ،  23در این تحقیق از میان 

OPA4   OPA3, OPA9, OPE18, OPD11, OPA16وOPA14 مختلف  هاي جمعیت، بین
باند ایجاد نمودند.  153ده آغازگر مورد آزمون . نشان دادند شکلی چند M. javanicaگونه 

آغازگرهاي بیشترین چند شکلی را نشان داد و  باند چند شکلی 10 ایجاد با OPA4آغازگر 
OPA18  وOPD11 2، شکل8(جدول یک باند تولید نمودند تنها .( 
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، گونه 2بالغ و لاروهاي سن هاي مادهخصوصیات مورفومتریکی شبکه کوتیکولی انتهاي بدن  -7جدول

Meloidogyne javanica  ) بر حسب میکرومتر) ها اندازهاز استان خراسان شمالی 
Table 7. Morphometric characteristics on perineal patterns of adult females and J2s of 
Meloidogyne javanica in North Khorasan province (Measurements are in µm) 

Species M. javanica M. javanica 
Characters Female J2 

N 17 20 
a (1.65-1.81)1.71±0.05 (28.8-32.8)31.01±1.28 
b - (4.07-6.7)5.19±1.01 
b’ - (3.3-5.6)4.4±0.73 
c - (7.5-9.2)8.34±0.61 
c’ - (4.6-6.4)5.5±0.61 

Body length (730-850)798.7±43.9 (390-460)427.91±23.20 
Body width (440-491)465.8±18.1 (13-15)13.79±0.72 
Neck length (180-215)198.6 ±12.2 - 
Stylet length (14-16)15.12 ±0.58 (10-13)12.12±1.04 

Stylet knob height (2.2-2.4)2.31±0.06 (1.2-1.4)1.23±0.06 
Stylet knob width (2.1-2.3)2.18 ±0.08 (2-2.2)2.07±0.06 

DGO (3-5)3.68±0.75 (2.1-4)2.96±0.61 
Tail length - (42-61)51.41±5.38 
Tail width - (8-10)9.20±0.58 

Hyaline length - (12-18.5)15.20±2.02 
Anterior end to excretory pore (42-51)46.87±2.85 - 

Anterior end to centre of median 
bulb 

(89-102)94±3.92 - 

Vulval slit length (20-29)24.91±2.39 - 
Distance vulval slit to anus (17-22)20.25±1.71 - 

Interphasmidial distance (20-25)22.87±1.95 - 

 
 
 

 RAPDتعداد و اندازه باندهاي تولید شده توسط آغازگرهاي  -8ل جدو
Table 8. Size and number of bands generated by RAPD primers. 

Size bands(bp) Number of polymorphic 
bands 

The total number of 
bands generated Primers 

2900-400 4 12 OPA-17 
2700-350 3 13 M-13 
2700-300 1 15 OPA-18 
2700-300 7 16 OPA-14 
2700-300 9 17 OPA-16 
2700-300 1 12 OPD-11 
2700-350 3 16 OPE-18 
2700-300 7 18 OPA-09 
2700-300 8 17 OPA-03 
2700-350 10 17 OPA-04 
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  M. javanica تصاصی گونهخجفت باز توسط آغازگر ا 670تکثیر باند  -1 شکل 

Figure 1. Band of 670 bp was amplified by specific primers of M.  javanica 
L- ladder 100bp, 1- Tam , 2- Tre , 3- Tbarz , 4- Tto, 5- Tta, 6- Tgh, 7- Tzi, 8- Tma, 9- Tkh, 10- 
The, 11- Tgh, 12- Tbi, 13- Tsh, 14- Tmo, 15- Taz, 16- Tes, 17- Tsh, 18- Tja, 19- Tbarg, 20- Tfa1, 
21- Tfa2, 22- C  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 M. javanicaمختلف  هاي جمعیتدر مورد  OPE18با استفاده از آغازگر  RAPDالگوي نشانگر  -2شکل 
Figure 2. The pattern of RAPD markers in different populations using primers OPE18 of M. 
javanica 
L- ladder 100bp, 1- Tam , 2- Tre , 3- Tbarz , 4- Tto, 5- Tta, 6- Tgh, 7- Tzi, 8- Tma, 9- Tkh, 10- 
The, 11- Tgh, 12- Tbi, 13- Tsh, 14- Tmo, 15- Taz, 16- Tes, 17- Tsh, 18- Tja, 19- Tbarg, 20- Tfa1, 
21- Tfa2 
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: بخش جلویی بدن ماده  C: بخش جلویی بدن و دم لارو سن دوم ،  Meloidogyne javanica  :A-B - 3شکل
 (اصلی) : ماده بالغ E: شبکه کوتیکولی انتهاي بدن ماده بالغ و  Dبالغ، 

Figure 3. Meloidogyne javanica: A-B: The front part of the body and tail of the J2s, C: The front 
part of the body of adult female, D: Perineal pattern of adult female and E: Adult female (Orginal) 

 
استان خراسان شمالی متعلق به  فرنگی گوجهنماتد ریشه گرهی شناسایی شده در مزارع 

) در  Jepson, 1987( بندي گروه. گونه مورد بحث طبق باشد می Meloidogyne javanicaگونه 
گروه شش قرار دارد. گونه مذکور از لحاظ شکل شبکه کوتیکولی انتهاي بدن بسیار شبیه به 

با داشتن نقاط زیر کوتیکولی در اطراف مخرج  M. crucianiاست ولی گونه  M. crucianiگونه 
 تأیید. براي شود میمتمایز  M. javanicaط سطوح جانبی بدن از گونه و عدم گسترش خطو

و بر  Zijlstra et al. (2000شناسایی مورفولوژیکی از آغازگرهاي اختصاصی این گونه که توسط (
تولید باند اختصاصی  ها جمعیتاستفاده شد که در تمام  اند شدهطراحی  SCARاساس روش 

بر اساس  M. javanicaکه شناسایی گونه  دهد میجفت باز را نمود. این امر نشان  670
مفید و کارآمد باشد. بر اساس وجود یا عدم  تواند میخصوصیات شبکه کوتیکولی انتهاي بدن 

دروگرام وارد شد و دن NTSYSPC V-2.02 افزار نرمصفر و یک در  هاي داده، به صورت وجود باند
). دندروگرام 4رسم گردید (شکل Diceو ضریب شباهت  UPGMAمربوطه با استفاده از روش 

% به پنج گروه اصلی تقسیم شد. گروه اول که 73در سطح تشابه  RAPD هاي دادهحاصل از 
مربوط به هر پنج شهر را در خود  هاي جمعیتتعدادي از  باشد میگروه تشکیل شده  ترین بزرگ

از لحاظ منطقه جغرافیایی به  ها جمعیتجاي داده است و نشان دهنده این است که این 
مربوط به  هاي جمعیت. هر چند که در این گروه تا حدي بعضی از اند شدهدرستی از هم جدا ن
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کرد که جریان ژنی به این صورت تفسیر  توان میاین مسئله را  اند شدهشیروان از بقیه جدا 

مربوط به شیروان وجود ندارد. در گروه دوم، سه جمعیت از  هاي جمعیتبالایی حداقل در 
، اما سطح تشابه بالایی اند شدهآشخانه قرار گرفته هر چند که این سه جمعیت به نظر تفکیک 

قرار بین این گروه و گروه اول وجود دارد. در گروه سوم، دو جمعیت از شیروان و بجنورد 
. در گروه چهارم و پنجم فقط یک جمعیت قرار گرفته است که در گروه چهارم یک اند گرفته

جمعیت مربوط به آشخانه و در گروه پنجم یک جمعیت مربوط به فاروج قرار گرفته است و 
 .     اند گرفتهقرار Out groupگفت که این دو گروه به عنوان  توان می

                                                                                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 M. javanicaمختلف  هاي جمعیتدر مورد  RAPDدندروگرام حاصل از نتایج واکنش  -4شکل
Figure 4. Dendrogram of RAPD reaction results in different populations of M. javanica 

 
انتخاب شده از لحاظ  هاي جمعیتکرد که  گیري نتیجه توان میبه طور کلی این گونه 

بر اساس منطقه جغرافیایی به  ها جمعیتاز هم فاصله دارند و این  نسبتاًمنطقه جغرافیایی 
وجود دارد. فقط برخی از  ها نمونهو تنوع ژنتیکی کمی بین  اند شدهخوبی از هم تفکیک ن

مربوط به آشخانه در کنار هم قرار  هاي جمعیتمربوط به شیروان و تعدادي از  هاي جمعیت
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که  دهد میمربوط به سایر شهرها از هم فاصله دارند این امر نشان  هاي جمعیتو  اند گرفته

و شهر شیروان و آشخانه وجود دارد. همچنین د هاي جمعیتبالایی در  نسبتاًجریان ژنی 
، با وجود نزدیکی اند افتادهمربوط به دو شهر فاروج و شیروان از هم بسیار دور  هاي جمعیت

مشاهده گردید که نشانه تفاوت در  ها نمونهجغرافیایی این دو شهر، تنوع ژنتیکی بالایی بین 
 .Mمختلف گونه  هاي جمعیتتوانست ن RAPD. همچنین باشد مینماتدهاي مورد بررسی  منشأ

javanica  را بر اساس مناطق جغرافیایی تفکیک کند، که این نتیجه با نتایج آدام و همکاران
)2005 Adam et al.,.همخوانی دارد ( 
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