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  چكيده

 نمونه خاك و ريشه آلـوده بـه   35، تعداد 1387 و  1386هاي    منطقه جيرفت، طي سال   هاي     نماتدهاي ريشه گرهي خيار در گلخانه      به منظور شناسايي  
هـاي     گلخانه خيار مربوط به سه منطقه عمده خيار كاري منطقه جمع آوري و از نمونه خاك براي استخراج نرهـا و از ريـشه                        10نماتدهاي ريشه گرهي از     

با توجه به مشخصات ريخت شناسي و ريخـت سـنجي لاروهـاي             . سن دوم و تكثير نماتد در گلخانه استفاده شد         بالغ، لارو هاي    خراج ماده آلوده جهت است  
بـه  .  شناسـايي گرديـد  Meloidogyne cruciani  و Meloidogyne javanicaهـا، دو گونـه    سن دوم، نرها و شبكه كوتيكولي انتهاي بدن مـاده 

پس از خالص سازي و تكثير نماتـد بـر   . ، گونه مذكور در گلخانه تكثير شدM. crucianiاي  لي و بررسي تنوع ژنتيكي درون گونهمنظور مطالعات مولكو
سـپس  . و لاروهاي سن دوم هر ريشه جدا و به عنوان يك جمعيت در نظـر گرفتـه شـد   ها    در گلخانه، تخم   ) Rutgers( روي رقم حساس گوجه فرنگي      

-RAPD، جهت بررسي تنوع در كل ژنوم، تكنيك         DNA به روش سيلوا و همكاران انجام و پس از تعيين كميت و كيفيت                هرجمعيت DNAاستخراج  
PCRهاي   با ده آغازگر ده نوكلئوتيدي و با استفاده از كيتBioneer's AccupowerTMPCR PreMixes  پـس از انجـام واكـنش،    .  انجـام گرفـت
 هر جمعيت در اين تكنيك، بـر اسـاس وجـود يـا عـدم      DNAبوجود آمده از  هاي     و چندشكلي  صد الكتروفورز  در 5/1 بروي ژل آگارز     PCRهاي    فرآورده

 محاسبه شد و جهـت بررسـي تنـوع بـين     Diceسپس ماتريس تشابه برمبناي ضريب شباهت  ويك در اكسل وارد  صفر وهاي    وجود باند به صورت داده    
 انجام و دنـدروگرام مربوطـه   NTSYS در نرم افزار UPGMAبه روش ای  ي تبديل و تجزيه خوشه   جمعيت ها، ماتريس تشابه به ماتريس فاصله ژنتيك       

 8-29تـشابه و   درصد 71-91 توانست RAPDدر دو گروه قرار گرفتند و با توجه به نتايج كلي، نشانگر ها   جمعيتدرصد 72در سطح تشابه   . رسم گرديد 
  .ان دهدگونه مورد مطالعه نشهاي  تفاوت بين جمعيت درصد

  
  ، تنوع ژنتيكي، خيار، جيرفتMeloidogyne cruciani ، RAPD-PCR: كليديهاي  واژه

  
    1   مقدمه

خيار يكي از سبزيجاتي است كه در ايران سطح زير كـشت قابـل              
 ،2005در سـال    فائو   طبق آمار    .توجهي را به خود اختصاص داده است      

را  از توليـد جهـاني    درصد 3/3 تن خيار حدود     1400000ايران با توليد    
. آيـد   مـي  هكتـار بدسـت    83000در اختيار داشته كه از سطحي معادل        

ايران بعد از چين و تركيه مقام سوم جهاني را به خـود اختـصاص داده                
 سطح زيـر كـشت      ،1385 بر اساس آمارنامه كشاورزي سال       ).3 (است

 هكتـار و بيـشترين سـطح زيـر كـشت            82350اين محصول در ايران     

                                                            
 دانـشكده   ، گياهپزشكي گروهبه ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد و استاديار         – 2و1

   دانشگاه فردوسي مشهد،كشاورزي
  )Email: rafieehamidreza@gmail.com        : نويسنده مسئول-(* 
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  21000منطقه جيرفت و كهنوج بوده كه در سطحي معـادل           متعلق به   
  از سطح كل كشور را شـامل        درصد 27شود كه حدود      مي هكتار كشت 

 ايـن گيـاه در شـرايط آب و هـوايي مختلـف در فـصول                 ).2 (شـود  مي
ــه  ــاييز و زمــستان درون گلخان ــه صــورت آزاد و در پ هــاي  مناســب ب

و هـوايي منـاطق     با توجـه بـه شـرايط آب          .شود  مي پلاستيكي كشت 
 ايـن گيـاه مـورد       ،مختلف ايران و هم چنين شرايط خاص گلخانه هـا         

 ريـشه گرهـي قـرار     هاي    حمله عوامل مختلف بيماري زا از جمله نماتد       
 Meloidogyneنماتدهاي ريشه گرهي متعلق بـه جـنس   . گيرد مي

Goeldi , 1887 ای   انگلѧي از گياهـان بـا ارزش   اجبـاري بـسيار  ه
مام مناطق جهان هـستند و بـيش از هـزاران گونـه             در ت بالا  اقتصادي  

 اين جنس اولين بار توسـط بركلـي         .دنده  مي گياهي را مورد حمله قرار    
ــه1885در ســال  ــار انگلــستان معرفــي شــد هــاي   از گلخان  .)17(خي

داخلي ساكن و اجباري هستند كه روي های   انگلاين جنسهاي    گونه



  1389 بهار، 1 ، شماره24، جلد)علوم و صنايع كشاورزي (نشريه حفاظت گياهان     44

برند و دامنـه ميزبـاني آنهـا          مي گياهي به سر  هاي    تعداد زيادي از گونه   
گرچـه تـاكنون    .)10(شـود    مـي  گونه گيـاهي را شـامل  3000بيش از   

 شـرح داده    Meloidogyne گونـه از جـنس       90خصوصيات بيش از    
 .M. javanica ، M. incognita ، M اما چهار گونـه  ،شده است

arenaria   و hapla         از نظر اقتصادي بيشترين اهميت را دارا هستند 
 Meloidogyneجنس هاي  يماري ريشه گرهي ناشي از گونهب). 18(

 مهمترين بيماري خيار در مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري جهـان           
 نـوع و    ، نماتدهاي ريشه گرهي بسته بـه گونـه نماتـد          .)22و 21(است  

 گياهـان   .كننـد   مي متفاوتي برروي ريشه خيار ايجاد    هاي    سن گياه گال  
ين نماتدها حساس بـوده و گـال هـايي          خانواده كدو و خيار نسبت به ا      

 .)18( شـود   مي نامنظم برروي ريشه آنها تشكيل    هاي    بزرگ و با شكل   
و نژادهـاي  هـا    طـي بررسـي گونـه   1363اخياني و همكاران در سـال    

از مناطق  (M. javanicaهاي   گونه،نماتدهاي ريشه گرهي در ايران
 M. incognita ،) قصر شـيرين و اهـواز  ، لنجانات، اصفهان،اردستان

نيـز از   (M. arenaria گونه 2و نژاد ) از اردستان و حسن رود رشت(
بـاروتي  ). 1( را روي خيار شناسايي و گزارش كردنـد       ) حسن رود رشت  

 ، در شناسايي فون نماتدهاي گيـاهي آذربايجـان شـرقي          1376درسال  
 را M. javanica علاوه بر چندين نماتد ديگـر گونـه   ،اردبيل و مغان

 .)4( گـزارش كـرد   ) در منطقه خلخـال و مـشكين شـهر        (خيار  از روي   
 در بررسـي و شناسـايي    1382مهديخاني مقـدم و همكـاران در سـال          

 را M. cruciani گونـه  ، در ايرانMeloidogyneجنس هاي  گونه
 حسن يوسف و گوجه فرنگي در كـرج و  ،كدوحلواييهاي  از روي ريشه  

 ميخـك در    ،شتگردخيـار در ه ـ   هـاي      هم چنين از روي ريـشه      ،مشهد
محلات و زيتـون در رودبـار جمـع آوري و بـراي اولـين بـار از ايـران            

و نژادهاي جنس   ها     براي شناسايي و تفكيك گونه     .)5( گزارش نمودند 
Meloidogyneــر خــصوصيات ريخــت شناســي، ريخــت    عــلاوه ب

هـاي     ميزبـان  زايـي بـرروي     و بيماري  سنجي، سيتولوژيك، اكولوژيك  
ــي ــا  از روش،افتراق ــولي ي ه  RAPD-PCR ، RFLP-PCRمولك

تـوان    مي مولكوليهاي     با روش  .شود  مي  نيز استفاده  SCAR-PCRو
مختلف يك گونه را نيز مـشخص كـرد         هاي    تنوع ژنتيكي بين جمعيت   

 پـنج   PCR بـا اسـتفاده از       1993 پاورز و هريس در سـال        .)23 و   11(
 .M. incognita ، M. arenaria ، M. javanica ، Mگونـه  

hapla و M. chitwoodiــد ــايي كردنـ ــه .  را شناسـ  .Mگونـ
incognita و M. javanicaگونه ،بازي  كيلو7/1دو توليد باند   هر 

M. arenariaهـاي    كيلوبازي و گونـه 1/1 باندM. chitwoodi و 
M. hapla بـراي متمـايز   . كيلو بـازي كردنـد  52/0 هر دو توليد باند 

 را PCR واكنش  محصولM. javanica و M. incognitaكردن 
 كيلوبـازي در  7/1 قطعـه  . قـرار دادنـد  Hinf Iدر معرض آنزيم برشي 

بـاز و در گونـه    كيلو3/0 و 4/0، 1 به سه قطعه M. incognitaگونه 
M. javanica بــراي ،بــاز بــرش خــورد كيلو7/0 و 1 بــه دو قطعــه 
 محـصول واكـنش   M. hapla و M. chitwoodiتفكيك دو گونه 

PCRم  را در معرض آنزيDra I قرار دادند كه در مورد M. hapla 
 ،290 سه قطعه M. chitwoodi جفت باز و در 230 و 290دو قطعه 

را از هـم    هـا      جفت باز توليـد شـد و از ايـن طريـق گونـه              100 و   230
 چهـار گونـه عمـده    DNA 1993در سـال    سنيز .)16(تفكيك كردند   

Meloidogyne       را با استفاده از روش RAPD-PCR  ررسي  مورد ب
 . نوكلئوتيـدي اسـتفاده شـد      10 آغـازگر    22اين تحقيق از      در .قرار داد 
 . چندشكلي واضحي را در بين چهار گونه نشان داد         OPA-01آغازگر  

با استفاده از اين آغازگر بعضي از باندهاي تكثير شده براي هر گونه از              
 بانـدهاي  M. incognitaنظر اندازه متفاوت بودنـد بـه طوريكـه در    

 در ، جفـت بـاز  580 بانـد  M. arenaria در ، جفت باز1000 و 540
M. javanica ــدهاي ــاز660 و 580 بان  M. hapla در ، جفــت ب

 در حاليكـه بقيـه      ، جفت باز را تكثير كـرد      1550 ،1100 ،850باندهاي  
 فارگـت و    .)8( دو يا سـه گونـه را تفكيـك كردنـد             ،آغازگرها تنها يك  

ــال  ــاران در س ــي 1997همك ــي ب ــوع ژنتيك ــه تن ــاي  ن گون ــنس ه ج
Meloidogyne  داخل يك گونه در مناطق گرمسيري   هاي     و جمعيت

 .M در گونـه  . مورد بررسي قرار دادنـد RAPD استفاده از روشرا با 
arenaria   جمع آوري شده از منـاطق جغرافيـايي        هاي     با اينكه نمونه

 ولي تنـوع در     .مشاهده شد ای    ين تنوع درون گونه    بيشتر ،يكسان بودند 
 عليـرغم اينكـه   ، كـم بـود  M. javanica و M. incognitaگونـه  
 .)11(از مناطق جغرافيـايي متفـاوت جمـع آوري شـده بودنـد              ها    نمونه

مشخص از  هاي     جهت تعيين ترادف   2000زيلسترا و همكاران در سال      
DNA هـــاي   گونــهM. incognita، M. javanica و M. 

arenaria  ــصاصي از ــين طراحــي آغازگرهــاي اخت روش  و هــم چن
RAPD-PCR جفــت آغــازگر12 اســتفاده كردنــد و بــا اســتفاده از ، 

DNA همـه   .مختلف سه گونه مذكور را بررسـي كردنـد        هاي     جمعيت 
الگوهاي باندي متفاوتي بـراي ايـن    آغازگرها توليدات تكثيري خوب و    

 سه جفت آغـازگر     ، جفت آغازگر  12بين اين     از .سه گونه ايجاد نمودند   
OPA-12، OPA-06   و OPA-01    ای     به ترتيب اختصاصي گونهѧه

M. arenaria ، M. incognita و M. javanica  بوده و آنهـا را 
 فوري و همكـاران در      .)23(به خوبي شناسايي و از هم تفكيك كردند         

نماتــد ريــشه گرهــي در آفريقــاي جنــوبي را هѧѧای   گونــه2001ســال 
 ITS-PCR و   SCAR-PCRهـاي     شناسايي و با استفاده از تكنيك     

 توانست  SCAR-PCR را از يكديگر تفكيك نمودند كه تكنيك         آنها
دونگ و همكـاران در     ). 12(به خوبي مشخص كند     را  ها    موقعيت گونه 

 جهــت طراحــي و توليــد آغازگرهــاي اختــصاصي بــراي  2001ســال 
 M. arenaria ،M. hapla ،M. incognitaهѧای   شناسايي گونه

 ـRAPD-PCR  از روشM. javanicaو   26آنهـا  . د استفاده كردن
 آغازگر  120جمعيت مختلف از كشورهاي اروپايي و آفريقايي را توسط          

بدست آمده بـين ايـن   هاي   چندشكلي. دادندتصادفي مورد بررسي قرار 
را بررسي نمودند و سپس باندهاي تخصصي براي هرگونـه          ها    جمعيت

بدسـت آمـده    هѧای     يين توالي كردند و بـر اسـاس تـوالي         را كلون و تع   
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 تساروا و همكـاران در سـال        .)9(تصاصي گونه تعيين گرديد     آغازگر اخ 
 از ديگـر  M. incognita جهـت شناسـايي اختـصاصي گونـه     2003
 نوكلئوتيـدي اختـصاصي گونـه       20 از آغـازگر     ،ايـن جـنس   هـاي     گونه

وليدات تكثيري بـر روي      ، ت  PCR بعد از انجام واكنش      .استفاده كردند 
هـاي    بـازي را در جمعيـت      جفت   502 الگوي باندي    ،درصد1ژل آگارز   
 مهديخاني مقـدم    ، درايران .)14( ايجاد كردند    M.incognitaمختلف  

 با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي گونـه و         1385و همكاران در سال     
ــا روش  ــتPCR-RFLPب ــاي   جمعي ــه  ه ــف دو گون  .Mمختل

javanica و M. incognita   پـس از  . را مورد مقايـسه قـرار دادنـد 
 ،Alu Iمحـدود كننـده   هـاي   ات تكثيري بـا آنـزيم  انجام واكنش قطع

ِDra I و Hinf Iدو آنـزيم محـدود كننـده    . برش داده شد Alu I و 
Dra I   هيچ گونه برشي در طـول قطعـه DNA    تكثيـر شـده ايجـاد 

 7/1 قطعـه  M. javanicaهاي   در جمعيتHinf Iنكردند اما آنزيم 
ــه   ــه دوقطع ــاز را ب ــ7/0 و 1كيلوب ــاز و در جمعي ــاي  ت كيلوب  .Mه

incognita   كيلـو   3/0 و   4/0 ،1 كيلوباز را بـه سـه قطعـه          7/1 قطعه 
 .)6( مختلف هر گونه مشاهده نشدهاي  برش داد و تفاوتي بين جمعيت    
 .Mمختلـف گونـه   هاي   جمعيت2006عسگريان و همكاران در سال 

javanica             جمع آوري شده از روي درختان پسته كرمـان را بـا روش 
RAPD-PCR  آغازگر تـصادفي    30 از ميان    .العه قرار دادند   مورد مط 

مختلـف  هاي   آغازگر چندشكلي خوبي را بين جمعيت     10 ،مورد استفاده 
M. javanica  ايجاد كردند كه بيشترين تعداد باند چندشكل مربـوط 

 و كمترين تعداد باند چند شكل مربوط به آغازگر          OPA-10به آغازگر   
OPC-08 تـا   91يك مذكور سـطح تـشابه        آنها با استفاده از تكن     . بود 

مختلف گونه مذكور بدست آوردنـد      هاي     را در بين جمعيت    درصد 100
هاي    در اين تحقيق هدف شناسايي و بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت          .)7(

 RAPD-PCR بـا اسـتفاده از روش   M. crucianiمختلـف گونـه   
  .بوده است

  
  مواد و روش ها
 به نماتـدهاي ريـشه       نمونه خاك و ريشه آلوده     35در اين تحقيق    

كاري منطقه  سه منطقه عمده خيار    گلخانه خيار مربوط به      10گرهي از   
هاي   خاك براي استخراج نرها و از ريشه      جيرفت جمع آوري و از نمونه       

سـن دوم و تكثيـر نماتـد در          بالغ، لارو هاي    آلوده جهت استخراج ماده   
خـت  بر اسـاس خـصوصيات ري       ها شناسايي گونه . گلخانه استفاده شد  

هـا،   شناسي و ريخت سـنجي شـبكه كوتيكـولي انتهـاي بـدن مـاده              
پس از تهيه برش از انتهاي بـدن        . لاروهاي سن دوم و نرها بوده است      

به طـور جداگانـه در      ها    تخم هر يك از ماده     ، كيسه هاي  بالغهاي    ماده
ها، جهـت كـشتن و ثابـت         پس ار تفريخ تخم   . آب مقطر قرار داده شد    

 و ســين ه از روش تكميــل شــده دگريــسكــردن لاروهــاي ســن دوم
اسـتفاده   ) De Grisse,1969 ., Seinhorst , 1959 (هورسـت  

 تهيه اسلايد از لاروهاي سن دوم و شـبكه كوتيكـولي            زگرديد و پس ا   
،  مجهز به لوله ترسيم     اليمپوس  با استفاده از ميكروسكوپ    ،انتهاي بدن 

ار  آنهـا مـورد بررسـي قـر        خت سـنجي  يخت شناسي و ر   يمشخصات ر 
 آب مقطر و يـك كيـسه        حاويهاي     پتري ، جهت خالص سازي   .گرفت

 درجه سانتي گراد قرار داده شد تـا         28تخم درون انكوباتور و در دماي       
 پـس   .خارج گرديـد  ها    تفريخ و لاروهاي سن دوم از تخم      ها    اينكه تخم 

به گلخانه منتقل   ها     سوسپانسيون لارو  ،تخم از خروج حداكثر لاروها از    
نسيون به طورجداگانه در مجاورت ريشه يك نشاء حساس         سوسپاو هر   

 روز 60-70پــس از . قــرار داده شــد) Rutgersرقــم (گوجــه فرنگــي
گوجه فرنگي از خاك خارج و پس ازشستشو با آب ملايم و            هاي   ريشه

بالغ، لاروهاي سن دوم و نرها، از شبكه كوتيكـولي          هاي    استخراج ماده 
 چنـين بـا توجـه بـه خـصوصيات           برش تهيه و هم   ها     ماده انتهاي بدن 

 از خالص سازي و صحت گونـه مـورد نظـر            ،لاروهاي سن دوم و نرها    
 Meloidogyneهـاي    پس از شناسايي گونـه   .اطمينان حاصل گرديد  
سنجي شبكه كوتيكـولي     ختيشناسي و ر   ختيبراساس خصوصيات ر  

مختلـف  هـاي     لاروهاي سن دوم جمعيـت     و نرها   ،ها انتهاي بدن ماده  
رقـم  (سـالم گوجـه فرنگـي    هـاي    روي ريـشه M. crucianiگونـه   

Rutgers (   خـالص جهـت اسـتخراج      هاي    از نمونه  در گلخانه تكثير و
DNA  هـاي     جهت بررسي تنـوع ژنتيكـي بـين جمعيـت          . استفاده شد

 بعد از تكثير    RAPDنشانگر مولكولي    استفاده از مختلف يك گونه با     
. ر نظـر گرفتـه شـد   نماتد در گلخانه، هر ريشه به عنوان يك جمعيت د  

خـم هـر ريـشه جـدا و اسـتخراج            كيسه هاي ت   سپس به طور جداگانه   
DNA     سن دوم هر جمعيت بـه روش سـيلوا و           از مخلوط تخم و لارو  

پـس از  ). 19(صـورت گرفـت    ) Silva et al., 2000( همكـاران  
 حاصـل در    DNA ، جهت ارزيابي كمي و كيفي آن      ،DNAاستخراج  

الكتروفورزگرديـد و بـا      X 5/0 TBE ژل آگارز يـك درصـد در بـافر        
 دقيقه رنـگ آميـزي   10– 15به مدت ) µg/ml5/0 (اتيديوم برومايد 

ــتگاه      ــر در دسـ ــا آب مقطـ ــشو بـ ــس از شستـ ــد و پـ  UVشـ
Transiluminator            در زير نور ماوراء بـنفش عكـسبرداري و مقـدار 

DNA        سـپس بـه كمـك دسـتگاه        . به طور چشمي تخمـين زده شـد 
 برحسب نانو گرم بـر ميكروليتـر انـدازه          DNAاسپكتروفوتومتر ميزان   

 درتمـام   DNA غلظـت    RAPD-PCRگيري و جهت انجام آزمون      
 جهت انجام   . با استفاده از آب دوبار تقطير يكسان تنظيم شد         ،ها نمونه

 از ده آغازگر ده نوكلئوتيدي سـاخت شـركت          RAPD-PCRتكنيك  
ــا و  ــوژي آمريكـــــ ــرون تكنولـــــ ــت اُپـــــ ــاي كيـــــ   هـــــ

 AccupowerTMPCR PreMixes Bioneer'sــتفاده شــد .  اس
كيت  چنين اجزاء و ميزان مواد موجود در       اسامي آغازگرها و هم    توالي و 

  . آمده است3 و 2جدول  به ترتيب در
 PCRپس از بهينه كردن كليه پارامترهـاي مربـوط بـه واكـنش              

 ميكرو ليتـر در     20واكنش درآب ديونيزه     حجم نهايي مخلوط براي هر    
ــزاجــزاء . نظــر گرفتــه شــد ــاز در يــك واكــنش  و مي  20ان مــورد ني
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  . آمده است4جدول  ميكروليتري با استفاده كيت مذكور در
  
نظر محل  مورد مطالعه ازهاي   مشخصات جمعيت-)1جدول (

  آوري و كد مولكولي جمع
  كد مولكولي  شماره گلخانه  وري آمحل جمع

 GR1  1گلخانه   جنگل آباد
 GR2  2گلخانه   جنگل آباد
 GR3  3خانه گل  جنگل آباد
 GR4  4گلخانه   جنگل آباد
 DO1  1گلخانه   دولت آباد
 DO2  2گلخانه   دولت آباد
 DO3  3گلخانه   دولت آباد
 BA1  1گلخانه   باقرآباد
 BA2  2گلخانه   باقرآباد
 BA3  3گلخانه   باقرآباد

  
 توالي و اسامي آغازگرهاي مورد استفاده در آزمون -)2جدول (

RAPD  
  آغازگر  توالي

5'- GTG  ACG  TAG  G -3' OPA-08 
5'- GTG  ATC  GCA  G -3' OPA-10 
5'- CAG  CAC  CCA  C -3'  OPA-13 
5'- GAC  CGC  TTG  T -3' OPA-17  
5'- GTA  GAC  CCG  T -3' OPB-11 
5'- AGG  GAA  CGA  G -3' OPB-17 
5'- TGC  ACC  GGT  G -3' OPC-08 
5'- GGA  CTG  CAG  A -3' OPE-18 
5'- TGA  CCC  GCC  T -3' OPP-17 
5'- AAG  AGG  CCA  G -3' OPAD-10 

   اجزاء و ميزان مواد موجود در كيت-)3جدول (
20 µl 

reaction Component 

1 U  Taq DNA Polymerase 

250 µM Each: 
dNTP(dATP,dCTP,dGTP,dTTP) 

 10 mM  Tris-HCL(PH  9.0)  
30 mM KCL 
1.5 mM MgCL2 

  Stabiilizer and tracking dye 
  
 با RAPD-PCR ميزان مواد مورد نياز براي انجام -)4جدول (

  استفاده از كيت
  مواد   غلظت مقدار در يك واكنش 

1.5 µl  25 ng/µl  Genomic DNA 
1 µl 10 Pmole  Primer 

17.5 µl    Distilled water 
20 µl   Total  

ــره ــنش زنجي ــراز دراي  واك ــي م ــدل   پل ــايكلر م ــتگاه ترموس دس
Biometra )  د با برنامه حرارتي زيـر انجـام ش ـ        )ساخت شركت آلمان 

  .)5 جدول(
  
  RAPD برنامه حرارتي مورد استفاده در تكنيك -)5جدول(

  مرحله  )Cº(حرارت   زمان  تعداد سيكل 
1 5 min 94  Initial denaturation 

40 1 min  94  Denaturation       
40 1 min 35 Annealing          
40 2 min  72 Extention           
1  5 min 72 Final extention  

  
 شـاهد   نيـز از  هـا      حداقل دو بار تكرار و در كنار نمونه        PCRعمل  

 پـس از انجـام      . استفاده گرديد  PCRهѧای     منفي جهت كنترل آلودگي   
 1kb) 1kb به همراه سايز ماركر نردباني PCRهاي   فرآورده،واكنش

DNA ladder lambada ( درصـد در بـافر   5/1وي ژل آگـارز  ربـر 
TBE 1xالكتروفورز گرديـد و  75لتاژ ثابت  به مدت سه ساعت و با و 

 15بـه مـدت     ) µg/ml 5/0(پس از رنگ آميزي با اتيـديوم برومايـد          
 UV در دسـتگاه  ، دقيقـه 10با آب مقطر بـه مـدت    شستشو دقيقه و

Transiluminator  هـاي     تصاوير تهيه شده از ژل     . عكسبرداري شد
هر  كه در آن قطعات تكثير يافته توسط         ،PCRالكتروفورز محصولات   

 مورد تجزيـه  ،آغازگر به صورت باندهايي از يكديگر تفكيك شده بودند 
 ، براي ايجاد ماتريس شـباهت بـين جمعيـت هـا        .تحليل قرار گرفتند   و

صـفر و   هـاي     انـدها بـه صـورت داده      يا عدم وجود هريك از ب      وجود و 
و در نرم افزار اكـسل وارد و        })2( و عدم وجود باند   ) 1( وجود باند {يك

بـراي  .  محاسبه گرديد  Diceه بر مبناي ضريب شباهت      ماتريس تشاب 
 ماتريس تشابه به ماتريس فاصله ژنتيكي       ،ها بررسي تنوع بين جمعيت   

ــه   ــه خوش ــديل و تجزي ــه روش اي  تب ــزار  UPGMAب ــرم اف  در ن
NTSYSPC V-2.02 يك  دراي   انجام گرفت و نتايج تجزيه خوشه

  .دندروگرام خلاصه شد
 

  نتايج و بحث
 Meloidogyne cruciani شناسايي) الف

، مشخـصات   هـا  ت شبكه كوتيكولي انتهـاي بـدن مـاده        مشخصا
 نـر و لاروهـاي سـن دوم مـورد           ، ماده خت سنجي يخت شناسي و ر   ير

ــت  ــرار گرف ــه .بررســي ق ــود گون ــر وج ــلاوه ب  Meloidogyne  ع
javanica     گونـه   ،خيـار منطقـه بـود     هـاي      كه گونه غالب در گلخانه 

Meloidogyne cruciani خـت  يمشخصات ر. اهده گرديد نيز مش
خـت  يمشخـصات ر  آمـده و  6در جدول  M. crucianiگونه  سنجي
  .باشد  مي آن به شرح زيرشناسي

 بـدون برجـستگي     ،گلابي شكل تا كـروي و سـفيد رنـگ          -ماده
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 سـر نـسبت بـه       ،، گردن بلند و خميده    )Protuberance(انتهاي بدن   
ت قـوي بـا     لاي اسـت  ، داراي يك يا دو شيار عرضـي       ،بدن كمي فرورفته  

 10 قــسمت مخروطــي اســتايلت هفــت تــا ،انتهــايي گــردهــاي  گــره
اسـتايلت  هـاي      فاصله محل ريزش غده پشتي مري از گـره         ،ميكرومتر

  ترشـحي ازناحيـه سـر دو       – فاصله منفذ دفعـي      ، تا پنج ميكرومتر   2/3
 و بـا    32-38×40-45 حباب مياني بزرگ به ابعـاد        ،برابر طول استايلت  

 ، ميكرومتـر 13×18د دريچه حبـاب ميـاني مـري        ابعا ،دريچه مشخص 
  و ابتـداي روده را نيـز       مجزاهاي    انتهايي مري به صورت غده    هاي    غده
كوتيكـولي در   ن داراي نقاط زير    شبكه كوتيكولي انتهاي بد    .ندنپوشا مي

 مـوج   ،كمان پشتي عميـق    هاي ، شيار جانبي و عقبي مخرج   هاي    كناره
وط سـطوح جـانبي بـدن تـا      خط.دار و گاهي اوقات شكسته شده است     

 .قسمتي از شبكه كوتيكولي انتهاي بدن كشيده شده ولي ادامـه نـدارد            
هـاي    لـب ، ميكرومتر از يكديگر25-36با فاصله    مشخص و ها    فاسميد

 انتهـاي   ،ظريفهاي    آن داراي شيار  هاي    فرج كمي دندانه دار و حاشيه     
هـاي  دم نامشخص كه توسط شيارهاي بريده شده شبكه كوتيكولي انت         

  . پوشيده شده استبدن 
سـر  . باشد  مي  كرمي شكل و بلند كه دو انتهاي بدن آنها گرد          -نر
 و  7 تـا    5 طـول سـر      ،شـيار عرضـي     داراي دو  ، به بدن فرورفته   نسبت

 اسـتايلت  ،شبكه كوتيكولي سر مشخص،   ميكرومتر 11 -13عرض آن   
ر،  ميكرومت ـ 12 -14 قسمت مخروطي اسـتايلت      ،گردهاي    قوي با گره  

استايلت شش تا هشت    هاي    ه محل ريزش غده پشتي مري ازگره      فاصل
 165 -196 طـول مـري       و مـري مـشخص   هاي     غده .ميكرومتر است 
 ترشحي مشخص و فاصـله آن از ناحيـه          - منفذ دفعي  .ميكرومتر است 

   . ميكرومتر است135-140سر 
  

  
  Meloidogyne crucianiرها و لاروهاي سن دوم گونه بالغ، شبكه كوتيكولي انتهاي بدن، نهاي   مادهخت سنجيي مشخصات ر-)6جدول (

  لاروهاي سن دوم
  

  نرها
 

  ماده ها
 

  پارامترها
 

13  
  8  12  n 

3/30-06/29  6/44-8/43  2-7/1  a 
1/6-8/4  -  -  b 
5/2-2/2  -  -  b' 
3/9-1/9  - -  c 
71/4-45/4  -  -  c' 

465-410  1360-1250  700-500  Body length 
16-5/13  31-28  625-320  Body with  

-  -  140  Neck length 
12-11  22-5/21  15-13  Stylet length 

4/1-2/1  1/3-9/2  5/2-2/2  Stylet knob height 
3/2-1/2  5-8/4  2/4-9/3  Stylet knob width 
6/3-2/3  4-5/3  5/3-3/3  Dorsal esophageal gland orifice to base of stylet knobs 

-  -  43-35  Anterior end to excretory pore 
-  -  87-75  Anterior to center of median bulb 
-  -  23-21  Vulva slit length 
-  -  19-16  Distance vulval slit to anus 
-  -  23-20  Interphasmidial distance 
-  30-29  -  Spicule length 
-  2/8-7  -  Gubernaculum 
50-45  -  -  Tail length 

6/10-1/10  -  -  Anal body width 
5/13-12  -  -  Hyalin length 
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 بخش جلويي بدن ماده؛ : C ه كوتيكولي انتهاي بدن ماده بالغ؛شبك : Meloidogyne cruciani:  A-B ماده ، نر و لارو سن دوم گونه -)1شكل (

D : نربخش جلويي بدن  ،E-F :  اسپيكول در نر؛دم و G : ومدم در لارو سن د  
  

ترشحي – شيار عرضي جلوتر از منفذ دفعي      5/3 اندازه   هميزونيد به 
 سطوح جانبي بدن داراي چهار شيار طولي است كه در ناحيه            .قرار دارد 

استايلت به صورت دو شـيار و از ناحيـه          هاي    جلوي بدن تا نزديك گره    
 و تـا انتهـاي دم       شود  ري به صورت چهار شيار ديده مي      حباب مياني م  

 ، اسپيكول خميده و در انتها گرد      ،دون بورسا ب دم كوتاه . كشيده شده اند  
هاي   وم داراي دندانه  ، سطح داخلي گوبرناكول    ميكرومتر 30-35به طول   
 تناسـلي قـرار     – ميكرومتر جلوتر از منفذ دفعـي      9/5ها     فاسميد ،ظريف

  .دارند
 سـر نـسبت بـه بـدن كمـي           ،كرمي شـكل   -لاروهاي سن دوم  

ه ميكرومتـر و     طـول سـر س ـ     ،فرورفته و با يك شيار عرضي مشخص      
 استايلت قـوي و قـسمت مخروطـي         ،عرض آن پنج تا هفت ميكرومتر     

استايلت گرد و متمايل به طرف عقـب        هاي     گره ، ميكرومتر 10 تا   9آن  
  حباب مياني مري مشخص بـه ابعـاد        ،انتهاي مري بلند  هاي     غده ،بدن

 طول مري   ي دريچه مياني مشخص و    او دار   ميكرومتر 16-12 × 9-7
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شيار طولي   سطوح جانبي بدن داراي چهار       .ومتر است  ميكر 162 -183
شـيار طـولي و در       استايلت به صـورت دو    هѧای     كه در ناحيه سر تا گره     

 دو. شوند  به صورت چهار شيار طولي ديده مي       ناحيه حباب مياني مري   
شيار طولي خـارجي     شيار طولي داخلي نزديك به دم خاتمه يافته و دو         

 انتهـاي  ، دم مخروطـي شـكل    .شود مي تا نزديك به انتهاي دم كشيده     
ه گاهي به صورت بريدگي مشاهده      نامنظم ك هاي    دم داراي فرورفتگي  

 41-53 طـول دم  ،مـشخص شيارهاي پوست در ناحيـه دم نا    . شوند مي
ــالين(بخــش كوتيكــولي انتهــاي دم  طــول  وميكرومتــر  10-15 )هي
  .باشد  ميميكرومتر
مخرج در قسمت  با داشتن نقاطي در اطراف M. crucianiگونه 

ديگـر ايـن جـنس      هـاي     از گونـه  ها    انتهاي بدن ماده  شبكه كوتيكولي   
  گونه ديگري كه داراي نقـاطي در شـبكه كوتيكـولي           .گردد  مي متمايز

، امـا در گونـه اخيـر     اسـت M. hapla باشـد  ها مـي  انتهاي بدن ماده
 دم و در سطح كوتيكول وجـود        خيلي مشخص تر و در انتهاي     ها    نقطه
، در اطـراف  گونه مورد بحث نقاط خيلي ظريف تـر حاليكه در ، در  دارند

 شـبكه كوتيكـولي     .شـوند   مـي  مخرج و به صورت زير كوتيكولي ديده      
گونه مـورد مطالعـه، در داشـتن خطـوط سـطوح      هاي    ي بدن ماده  انتها

 بـا ايـن تفـاوت    .باشد  ميM. javanica، شبيه گونه جانبي مشخص
، قـاطي در ناحيـه مخـرج    بـودن ن  ضمن داراM. crucianiكه گونه 

 گـسترش  M. javanicaخطوط سطوح جانبي بدن به انـدازه گونـه   
هـاي    هم چنين طول بدن لارو سن دوم در اين گونه از گونه           .نمي يابد 

 طول اسپيكول و فاصله محل ريزش غده        .ديگر اين جنس بلندتر است    
استايلت نيز در نرهـاي گونـه مـورد بحـث     هاي  پشتي مري از زير گره    

 .Mطـول اسـپيكول در   (باشـد    مـي M. javanicaر از گونـه  بيـشت 
jvanica 25            ميكرومتر و فاصله محل ريزش غده پشتي مري از زيـر 

ايــن ).  تــا ســه ميكرومتــر5/2اســتايلت در گونــه مــذكور هــاي  گــره
گونـه مـورد بحـث را مـشخص و از سـاير              يهـا   مشخصات و تفـاوت   

خـت  ياسـي و ر   خـت شن  يمشخصات ر . كند  مي مشابه متمايز هاي    گونه
-M. cruciani ) Garcia گونه مزبور با شـرح اصـلي گونـه    سنجي

Martinez et al., 1982 ( بـا   و اين مشخـصات  نيز مقايسه گرديد
اصلي اين گونه گوجه     ميزبان   .دهد  مي شرح اصلي گونه مطابقت نشان    

اين گونه اولين . باشد  مي )Lycopersicon esculentum( فرنگي 
ــيا   ــط گارس ــار توس ــاران–ب ــارتينز و همك ــال  م  از روي 1982 در س

گوجـه فرنگـي در جزايـر ويرجينـاي آمريكـا جمـع آوري و               هاي    ريشه
در ايران اين گونه اولين بار توسط مهـديخاني         ). 14 و 13(توصيف  شد    

كدوحلوايي، حسن يوسـف  هاي  از روي ريشه) 1382(مقدم و همكاران  
 ميخك در محلات    ،دو گوجه فرنگي در كرج و مشهد، خيار در هشتگر         

 در اين بررسـي گونـه   . گرديد و شناساييو زيتون در رودبار جمع آوري 
M. crucianiمنطقه جيرفت هاي  خيار در گلخانههای   از روي ريشه
  .جمع آوري گرديد

  

   Meloidogyne crucianiاي  ژنتيكي درون گونهتنوع ) ب
ت متعددي جه ـ هاي     جهت انجام مطالعات مولكولي تاكنون روش     

 بـه علـت   . گياهي ارائه شده اسـت      از نماتدهاي انگل   DNAاستخراج  
 وقـت گيـر نبـودن و خلـوص          ،عدم استفاده از مواد سمي و خطرنـاك       

بـه كـار    ) 19( در اين تحقيق روش سـيلوا و همكـاران           ،DNAبالاي  
 جمعيـت مـورد مطالعـه       10گرفته شـد و بـا اسـتفاده از ايـن روش از              

 .Mگونـه  هـاي    جمعيـت  مشخصات. صورت گرفتDNAاستخراج 
cruciani در ايـن تحقيـق از بـين ده         . آورده شده اسـت    1جدول   در

 OPA-08 ،  OPA-10 ؛ شش آغـازگر   ،آغازگر تصادفي مورد استفاده   
، OPA-17،  OPA-13،  OPC-08 و OPE-18 ــرين  بهتــــــ

 بيـشترين  . ايجاد نمودندM. cruciani جمعيت 10چندشكلي را بين 
 بانـد و  22با تعداد ) 2شكل  (OPA-08زگر تعداد باند چندشكل را آغا    

 بـا تعـداد دو بانـد    OPA-10كمترين تعداد باند چندشـكل را آغـازگر     
 هيچ كـدام از ايـن شـش آغـازگر بـه تنهـايي قـادر بـه                   .توليد نمودند 

متفاوت نبوده و   هاي    ه عنوان ژنوتيپ  بها    مشخص نمودن تمام جمعيت   
 .فاوت را نشان دهـد     كه تا حدي توانست اين ت      OPA-08پرايمر  تنها  

 جمعيـت   10 بانـد بـراي      60با استفاده اين شـش آغـازگر در مجمـوع           
 ايـن ده جمعيـت را تـا    DNAبدست آمد كه توانست پلـي مورفيـسم       

حاصـل از واكـنش     هـاي      تجزيـه و تحليـل داده      .حدودي نـشان دهـد    
RAPD-PCR در بين ده جمعيت مختلف گونه M. cruciani  بـر 

صـفر و يـك در      هـاي      به صـورت داده    ،نداساس وجود يا عدم وجود با     
 و ضـريب شـباهت      UPGMAاكسل وارد شد و با اسـتفاده از روش          

Dice،     در نرم افزار NTSYS   انجـام و دنـدروگرام     اي     تجزيه خوشـه
هـاي     جمعيـت  .)3شكل  (سم گرديد   راي    مربوط به نتايج تجزيه خوشه    

 72 در سطح شباهت RAPD بر اساس واكنش M. crucianiگونه 
 80با درصـد فراوانـي       ) I(  گروه اول    .  به دو گروه تقسيم شدند      درصد

 ،  GR1، GR2   ، GR3   ، GR4هـاي     درصد در بر گيرنـده جمعيـت      
DO1 ، DO2 ، DO3 و BA2ــه هــاي   جمــع آوري شــده از گلخان
 گـروه   .جنگل آباد ، دولت آباد و يك گلخانه از باقر آباد بود           هاي    منطقه
 BA1هاي    درصد در برگيرنده جمعيت    20با درصد فراواني     ) II( دوم  

 ميـزان شـباهت     .باقر آباد بـود   هاي     جمع آوري شده ازگلخانه    BA3و  
 و هـم چنـين      درصد 73 و گروه دوم     درصد 74گروه اول   هاي    جمعيت

.  تعيين شـد   درصد 71وجه اشتراك و شباهت اين دو گروه نسبت بهم          
 آبـاد و    رفت از آن جايي كه دو منطقـه جنگـل         همان طور كه انتظار مي    

دولت آباد از نظر موقعيت جغرافيايي نسبت به منطقه باقر آباد بـه هـم               
قـرار   ) Iگروه  ( اين دو منطقه در يك گروه       هاي     جمعيت ،نزديك ترند 

به جزء جمعيت مربوط به يـك     ( منطقه باقر آباد    هاي    گرفتند و جمعيت  
 ) I(  گـروه اول     .جاي گرفـت   ) IIگروه  ( در گروه دوم    ) گلخانه از آن    

 درصـد  74 و شباهت اين دو زير گروه        B و   Aخود شامل دو زير گروه      
 92 اسـت كـه      GR2 و   GR1 شـامل دو جمعيـت       A زير گروه    .است
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 RAPD  دندروگرام حاصل از نتايج واكنش-)3شكل(

 OPA-13 و OPA-08ا استفاده از آغازگرهاي  بRAPD-PCR تكثير شده با نشانگر DNA الگوي -)2شكل (

 زيـر  .دهنـد   مـي  باهم تفاوت نشان  درصد 8 شباهت دارند و تنها      درصد
 B1 زيـر گـروه     .باشـد   مـي  B2 و   B1 نيز شامل دو زير گروه       Bگروه  

 B2 و زير گـروه  BA2 و  GR3   ، GR4 ،  DO2هاي    شامل جمعيت 
هاي    است كه طبق نمودار جمعيت     DO3 و   DO1هاي    شامل جمعيت 

مربوط به يك گلخانـه از  منطقـه بـاقر آبـاد ودولـت آبـاد در كنـار دو         
كـه حـدود    ) B1زير گروه ( جمعيت از منطقه جنگل آباد جاي گرفتند     

ه  فقط دو جمعيت مربوط ب     B2 در زيرگروه    . درصد شباهت دارند   5/80
 RAPD با توجه به نتايج كلي ، نـشانگر  .منطقه دولت آباد قرار گرفت 

هـاي     تفاوت بين جمعيت   درصد 8-29 تشابه و    درصد 71-92توانست  
را نـشان   ) جنگل آباد ، دولت آباد و باقر آباد         (  مربوط به اين سه ناحيه    
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 هـيچ  M. crucianiر رابطـه بـا گونـه     دبا بررسي منابع موجود،

 .M( ولي برروي گونه نزديك ،گونه كار مولكولي صورت نگرفته است
javanica (  به گونهM. cruciani  تحقيقات مشابهي به شرح زيـر 

 آغـازگر   22 با به كـار گيـري        1993 سنيز در سال     .صورت گرفته است  
هـاي    يـت  نوكلئوتيدي نتوانست تنوع قابـل تـوجهي را دربـين جمع           10

 فارگت و همكاران در سال . بدست آوردM. javanicaمختلف گونه 
 مـورد  M. javanicaمختلف گونـه  هاي   ميزان تشابه جمعيت1997

 . گـزارش كـرد    درصد 4/97 آغازگر تصادفي    19مطالعه را با استفاده از      
 10 آغــازگر 30 بــا اســتفاده از2006عــسگريان و همكــاران در ســال 

هـاي     را در بـين جمعيـت      درصـد  91-100ه  نوكلئوتيدي سـطح تـشاب    

 در ايـن تحقيـق ميـزان    . بدسـت آورنـد  M. javanicaمختلف گونه 
 درصد 92 تا M. cruciani 71مختلف گونه هاي  تشابه بين جمعيت

حدودي توانـست بـسته       تا RAPD-PCR گرچه نشانگر    .بدست آمد 
 تفـاوت  M. crucianiهـاي   به نوع ناحيه از نظر ژنتيكي بين جمعيت

تعداد بيشتري آغازگر تصادفي استفاده شود       قايل شود ولي چنان چه از     
 نيز بـه صـورت مكمـل    AFLPنشانگرهاي مولكولي ديگر مانند  يا از 

گونـه از منـاطق     اين  بيشتري از   هاي    استفاده گردد و همچنين جمعيت    
 نتـايج بهتـري بدسـت       ،مختلف جمع آوري و مورد بررسي قـرار گيـرد         
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