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 چکیده

که در ایران به عنوان یکی از خسارتزاترین نماتدداای گاداای    Meloidogyne javanicaع مراحل مختلف رشدی گونه به منظور شناسایی سری
 از نقاط مختلف جالازکاری استان فارس )داراب، جنت شهر، استهبان، نورآباد، کوار ایگرهنمونه خاک و ریشه آلوده به نماتد ریشه 04شناخته شده، تعداد 

بدر   M. javanicaو شناسدایی گونده    Rutgersسازی به روش تک کاسه تخم روی ریشه گوجه فرنگی رقم ی گردید. پس از خالصآورشاراز( جمع و
ژنومی کلاه مراحل رشدی از مرحله تخم، لارو سن  DNAاای بالغ و لارو سن دوم، سنجی مادهشناسی )مورفولوژی( و ریختاای ریختاساس ویژگی
 ,Fjav/Rjavاستخراج شده با کمک جفت آغازگراای اختصاصی گونه  DNAاستخراج شد.  تد، به سه روش ژانگ، سالوا و لاوآاای بالغ نمادوم و ماده

Mj-MF/Mj-MR, Mj-DF/Mj-DR   تکثار گردید. در کلاه مراحل رشدی گونهM. javanica  جفت بازی توسط جفت آغدازگر   0564یک قطعه
Mj-DF/Mj-DR  سدط جفدت آغدازگر    جفت بدازی تو  605، یک قطعهMj-MF/Mj-MR    جفدت بدازی توسدط جفدت آغدازگر       554و یدک قطعده

Fjav/Rjav با جفت آغازگر قطعات این ولی  تکثار شدMI-F  وMI-R،  مربوط به نماتدM. incognita  و آب که به عنوان کنترل منفی در آزمایش
شناسی در مراحل مختلف رشدی نماتدد بده   غازگراا در قااس با خصوصاات ریخترسد کاربرد این جفت آ. لذا به نظر مینداستفاده شده بودند تکثار نشد

-Mjبهترین دما برای آغازگرادای   M. javanicaبرای تشخاص نماتد  PCRسازی شود. در بهانهمنجر می M. javanicaتشخاص سریع تر گونه 

MF  وMj-MR ،65 گراد برای درجه سانتیMj-DF  وMj-DR ،64 و برای  گرادسانتی درجهFjav  وRjav ،60 گدراد تعادان گردیدد،    درجه سانتی
در خصوص ماده کامل و کاسه تخم از یک ماکرولاتر به دو ماکرولاتر و لارو  PCRاای مختلف استخراج در آزمون الگو حاصل از روش DNAمازان 

مدولار در  مالی 2مولار به مالی 6/0با افزایش مازان آن از  MgCl2سن دوم از دو ماکرو لاتر به چهار ماکرولاتر بهترین نتاجه حاصل شد. در خصوص 
بهترین نتاجه حاصل گردید. بهترین روش استخراج که قادر به ردیابی تک لارو سن دوم نماتدد بدود روش لادوآ در نظدر      PCRماکرولاتری  26واکنش 

 Fjav/Rjavو  Mj-MF/Mj-MRاحل رشدی بودندد، جفدت آغدازگر   تمام مر درM. javanica گرفته شد. بهترین آغازگراا که قادر به ردیابی نماتد 
 بودند.
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 Meloidogyne نماتددداای ریشدده گراددی متعلدد  بدده جددنس  
ی باشند. این نماتداا یک گروه بساار پلی فداژ بدا اامادت اقتصداد    می

اندد و تقریبدا بده    باشند که در سراسر دناا گسترش یافتهبساار زیاد می
کننددد. شدددت خسددارت وارده توسددط تمددام گاااددان عددالی حملدده مددی

نماتداای ریشه گرای به گونه نماتدد، گاداه مازبدان، تنداوب زراعدی،      
 .(00)فصل زراعی و نوع خاک بستگی دارد 

قوبی در تاکسونومی باعث ایجاد ان 6آرسیپی اای مبتنی برروش
ادا  ادا شدده اسدت، چدرا کده ایدن روش      نماتداا و مطالعه ژنتادک آن 

ادای مختلدف را در ایدن    حساسات بالایی دارندد و امکدان تکثادر ژن   
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اند. امچنان غالبا بدست آوردن مقدار کدافی از  موجودات فراام آورده
DNA حداقل در مورد بعضی از نماتداا یا در بعضی از مراحل زندگی ،
اای مبتندی بدر   اا، کاری سخت و اغلب غار ممکن است که روشآن
ادای  . ادم اکندون روش  (8)اند این مشکل را بر طرف کرده آرسیپی

اای مولکدولی کامدل   کوساک تاکسونومی تا حد زیادی توسط روش
اددای مولکددولی جددایگزین انددد. در بعضددی از نقدداط دناددا، روششددده
ی شدده اندد، ادر چندد کده      اای سخت و وقت گار ماکروسکوپروش

ادای مولکدولی،   تقریبا اجماع جهانی بر این اسدت کده در کندار روش   
اای کوساک نادز بایدد انجدام شدوند و ایدن دو روش ندواقص       روش

 .(3)داند امدیگر را پوشش می
گونددده   05جمعادددت از  344( 0886اسبنشددداد و امکددداران ) 

Meloidogyne  ود مدورد  آوری شدده بد  را که از چند کشور دناا جمدع
اددای اسددتراز، مددالات مطالعدده قددرار دادنددد. در ایددن بررسددی از آنددزیم

دااددروژناز، سوپراکساددیسدموتاز و گلوتامددات اگزوالواسدتات تددرانس    
اددا اسددترازاا بدده عنددوان نشددانگر آماندداز اسددتفاده شددد و در ماددان آن

 Meloidogyneادای اصدلی   باوشاماایی مطلوب برای شناسایی گونه
 .(6) ه شدندمفاد تشخاص داد
سددازی ( پددس از خددالص2445) امکدداران و مقدددم مهدددیخانی

 .Mدر ایدران،   ایگدره ریشده اای مختلف دو گونه مهم نماتد جمعات

javanica و M. incognita اای بالغ و لارو سن دوم پروتئان از ماده
-SDSادای محلدول از روش   و برای تفکاک پروتئان نداستخراج کرد

PAGE ادای  . نقدوش پروتئاندی مربدوط بده جمعادت     استفاده نمودند
اای مختلف جدا شده بودندد،  مختلف ار یک از دو گونه که از مازبان

سطح بالایی از تشابه را نشان دادندد. در ایدن بررسدی شدش فنوتاد       
و چهدار فنوتاد     M. javanica ادای گونده  پروتئانی بدرای جمعادت  
ه گردید. این مشااد M. incognitaاای گونه پروتئانی برای جمعات

تحقا  نشان داد که با استفاده از پروتئان کدل سدلولی مدی تدوان دو     
ای از ام اای درون گونهگونه مذکور را از ام تفکاک کرد اما جمعات

 (.00قابل تفکاک ناستند )
اددا مختلددف  ( بددرای شناسددایی گوندده  2446)و امکدداران  آدام

Meloidogyne کی، ایزوزایم،در لابی از چهار روش بررسی مورفولوژی 

ادا، رپادد را بدرای    استفاده کردند و در ماان این روش 2و رپاد 0اسکار
اا ارزیابی کردندد  اای این جنس مطلوب تر از بقاه روشتفکاک گونه

از کده  اای ناشناخته این جدنس را  و حتی توانستند تعدادی از جمعات
ی لحاظ خصوصاات مورفولوژیکی متفاوت بودند در سطح گونه شناسای

  (.0) کنند
( برای بررسی تندوع ژنتاکدی مادان    0380) عسکریان و امکاران

در باغات پسته  M. incognitaو  M. javanicaاای مختلف جمعات

                                                           
1- SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) 

2- RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

. نتایا حاصله از تجزیده و  نداستان کرمان از تکناک رپاد استفاده کرد
اای بدست آمدده نشدان داندده وجدود تندوع ژنتاکدی در       تحلال داده
حددود   M. javanica ادای لف ار گونه بود. جمعاتاای مختجمعات
بده ادم شدباات     ٪85حددود   M. incognitaادای  ، و جمعات80٪

  .(2) داشتند
ای بان ( تنوع ژنتاکی درون گونه0388) امکاران و خوجو فدوی
در مدزارع گوجده فرنگدی اسدتان      M. javanicaاای مختلف جمعات

 بررسدی کردندد.   PCR-RAPDخراسان شمالی با استفاده از نشدانگر  
یددک تددوده تخددم از  ،اددا بددرای بدده دسددت آوردن جمعاددت خددالصآن

و بده گوجده فرنگدی تلقداح      مناط  مختلف جداسازی اای آلودهریشه
بددر اسدداس روش سددالوا و  DNAاسددتخراج  در مطالعدده آنهددا .کردنددد

اا را بر جمعات تواندنمیرپاد  نتایا آنها نشان داد روش .بودامکاران 
  جغرافاایی جددا کندد و امچندان تندوع ژنتاکدی قابدل       اساس مناط
 .(5نشد ) مشاادهM. javanica اای مختلف ای بان جمعاتموحظه
( تنوع مورفولوژیکی و ژنتاکی بان 2404) حصار و امکاران مکرم
اای مختلدف در مدزارع   روی مازبان M. javanicaاای گونه جمعات

مورفدومتریکی شدبکه    . مطالعدات بررسی کردنداستان خراسان رضوی 
کوتاکولی انتهای بدن نماتداای ماده و ناز خصوصاات مورفدومتریکی  

برای تایاد مطالعات مورفولدوژیکی   .لارواای سن دوم شناسایی شدند
 OPAFjavادای  به نام M. javanicaاز آغازگراای اختصاصی گونه 

ادا از طرید    تنوع ژنتاکدی بدان جمعادت    .استفاده شد OPARjavو 
بدر   .آغازگر ده نوکلئوتاددی بررسدی شدد    04رپاد با استفاده از  نشانگر

اای اساس نتایا این مطالعه تنوع مورفولوژیکی و ژنتاکی بان جمعات
اثبات شد اما ارتباط کاملی بدان ایدن دو    M. javanicaمختلف گونه 
  (.06) بندی مشااد نشدروش گروه

بده عندوان    3آرسیپی-با استفاده از روش اسکار( 2444)سترا لزیج
اای گونه اا و افرادیک روش قدرتمند برای شناسایی مطمئن جمعات

M. chitwoodi, M. fallax, M. hapla    که دارای صدفات مشدترک
با کاربرد این روش چندگانه با استفاده  اااین گونه. کرداستفاده  استند
 مطالعده در ایدن   .صاف شدتو ای شناسایی وسه جفت آغازگر آشاانهاز 

امچنان فایده تبددیل کدردن    شد وسازی ی تشخاصی بهانهااآزمون
 . (08) مارکراای رپاد به مارکراای اسکار مورد بحث قرار گرفت

( بعد از انجام واکنش رپاد و بدا اسدتفاده   2440) امکاران و دونگ
یابی بانداای اختصاصی که برای ارگونه پاددا کردندد، جفدت    از توالی

 .M. incognita, Mادای ار را برای گونده آغازگراای اختصاصی اسک

javanica  وM. arenaria  .امچنان با استفاده از آنها طراحی کردند
 .M. arenaria, M. hapla, Mادای  گونده  آر بدرای سدی پی-اسکار

incognita  وM. javanica   آغازگراای اختصاصی اسکار را طراحدی
وع ژنتاکددی ( تندد2446) امکداران  و فارگددت پژواشددی در .(0) کردندد 

                                                           
3- SCAR-PCR 



 011 ...    ايگرههاي مولکولی شناسایی نماتد عامل ریشهسازي روشبهینه

 .incognita, M. arenaria, , M. hapla, M اددایگوندده

mayaguensis, M. chitwoodiM. ،M. falax  وM. javanica  را
بررسی کردند و تندوع ژنتاکدی بدالایی را     AFLPبا استفاده از نشانگر 

  .(5) برای دو گونه اخار گزارش نمودند
گونه عمدده   ( برای تفکاک دو2445) امکاران و مقدم مهدیخانی

پدس  آنها استفاده کردند.  آرسیپینماتد ریشه گرای در ایران از روش 
ادای مختلدف   از تخم و لارواای سن دوم جمعات DNAاز استخراج 
با اسدتفاده از آغازگرادای    ،M. javanicaو  M. incognitaدو گونه 

در مطالعده   دادندد.  تکثار را ماتوکندریایی DNAاختصاصی قسمتی از 
بدرش   HinfIو  AluI ،DraIاای برشی طعات تکثاری با آنزیمقآنها 

ااچ گونده برشدی در قطعده     AluI ،DraIداده شدند. دو آنزیم برشی 
DNA  تکثار شده ایجاد نکردند اما آنزیمHinfI    نقدوش مشخصدی را

(. 02) ایجاد نمود M. incognitaو  M. javanicaاای برای جمعات
( بر اساس توالی یدابی ناحاده   0380)شکوای و امکاران  پژواشی در

ITS  ایگدره نماتد ریشهدی ان آ ریبوزمی Melodgyne spp.   نشدان
 (.05. )است M. javanicaاین گونه مشابه گونه  ندداد

، مولکولی، یاستفاده از روش مرفولوژیکبا نماتداا  شناسایی دقا 

 لازم و کاربردی است. امچندان اسدتفاده از   0گارشناسیامهمازبان و 
ادا مدی باشدد.    اای موثر کنترل ناز مستلزم شناسایی صحاح آنروش

شناسددایی نماتددداا غالبددا بددر اسدداس خصوصدداات مورفولوژیددک و    
و در بعضددی مددوارد نددوع مازبددان و   مددی شددودمرفومتریددک انجددام 

اا دخالدت دارندد. خصوصداات    اای افتراقی ناز در شناسایی آنمازبان
ادای  اسداداای نوکلئادک، روش  اای مبتنی بر باوشامایی و ناز روش
تواندد ابهامدات روش مرفولوژیدک را برطدرف     جدیدتری است که مدی 

بدرای   اای مولکولیبهانه سازی روشادف از این مطالعه  (.8نماید )
 است. M. javanicaشناسایی سریع مراحل مختلف رشدی گونه 

 

 هامواد و روش

اددایی کدده بدده مندداط  مختلددف   طددی بازدیددد  0380در سددال 
نمونه خاک و ریشه  04کاری استان فارس صورت گرفت تعداد ازیجال

برای بدسدت   .(0 جمع آوری گردید )جدول ایگرهریشهآلوده به نماتد 
آوردن جمعات خالص از ار نمونه، یک کاسه تخم بزرگ کده حداوی   

اایی که تعداد تخم باشتری بود، انتخاب گردید. سپس به تعداد گلدان
ند، کاسه تخم جدا شده در مجاورت نشاء گوجده  از قبل آماده شده بود

ادا  روز ریشه 54-54بعد از گذشت  قرار گرفت، Rutgersفرنگی رقم 
برداری به منظور تشخاص گونه و تکثادر  از گلدان خارج و برای نمونه

و شناسدایی نماتدد    DNAجهت اسدتخراج   .اا آماده شدندمجدد نماتد
مدراز سده روش مدورد    ای پلیرهبا استفاده از واکنش زنجا ایگرهریشه

                                                           
1- Epidemiology 

 .ه قرار گرفتاستفاد
 

 CTABاستخراج به روش 

امراه با تغارات به شرح زیدر انجدام    (08) روش ژانگ و امکاران
ادای  گرفت. ابتدا روی یک لام سه قطر آب استریل گذاشدته و مداده  

کامل و دیگر مراحل رشدی نماتد که از بافت استخراج شده بودندد در  
 6/4ادای  روفدب شستشدو شدد. سدپس داخدل اپند     این سده قطدره آ  

 CTABماکرولاتدر   64عددد نماتدد داخدل     04لاتری بده تعدداد   مالی
شدد. بدا کمدک سدرتا  در زیدر       انجامگذاشته و یک سانتریفوژ کوتاه 
 24ماکرولاتدر لادزوزیم بدافر )    6سدپس  و بانکولر نماتدداا لده شددند    

( اضافه شد pH=8با  Tris-HCLمولار مالی 04گرم لازوزیم در مالی
دقاقده   34به مدت گرادسانتی درجه 56و در حمام بنماری و در دمای 

 64دقاقه یک بار ورتکس شددند. سدپس    6اا ار داری شد. نمونهنگه
 6( اضافه و به مددت  20:0ماکرولاتر کلروفرم ایزامال الکل به نسبت )

 06به مددت   04444 با دور دقاقه شاک گردید سپس سانتریفوژ 06تا 
داخدل اپنددورف جدیدد    و فاز رویی با دقت برداشدته  انجام شد. دقاقه 

ریخته شد. دو برابر حجم فاز رویی ایزوپروپانل سدرد اضدافه گردیدد و    
بده   گدراد درجه سدانتی  -24شد و در فریزر  تکان دادهچند بار با دست 

دور در دقاقده   03444داری شد. سپس با سدرعت  دقاقه نگه 34مدت 
 044ه سانتریفوژ گردید. مواد رویی بارون ریخته و با دقاق 04به مدت 

به آرامی عمل شستشو انجام گرفت. سدپس بدر    ٪54ماکرولاتر الکل 
درجه گذاشته تدا الکدل خشدک     56ات پلات در دمای ا روی دستگاه

ماکرولاتر آب دو بار تقطار سترون اضافه  64شود. بعد از خشک شدن 
خدوب حدل گدردد،     DNAتدا   و نام ساعت در اوای آزاد گذاشته شد

از مراحدل رشددی مختلدف از     DNAبرای تعادان کمادت و کافادت    
 (.08الکتروفورز ژل اگارز استفاده گردید )

 

 استخراج به روش سیلوا 

امراه با تغاارات به شرح زیر انجدام گرفدت. در ایدن     روش سالوا
اای و ماده شد روش ابتدا سه قطر آب استریل روی یک لام قرار داده

ادای آب شستشدو   در ایدن قطدره   شدند از بافت بارون آورده کهمل کا
 64لاتددری کدده حدداوی مالددی 6/0اددای شدددند و بدده داخددل اپندددورف

شدد. ایددن   باشدد قدرار داده  ماکرولاتدر آب دوبدار تقطادر اسدتریل مددی    
 ند.دور سددانتریفوژ شددد 04444دقاقدده بددا  6اددا بدده مدددت اپندددورف
. بدا سدرتا    شددند داری ایع نگهدر ازت م دقاقه 6به مدت  اااپندورف

نماتداای مورد نظدر لده    ،مسدود شده بود آن که قبو روی شعله منفذ
 Tris 0.25gr, EDTA)ماکرولاتدر بدافر اسدتخراج     544شد و مقدار 

0.15gr, Nacl 1.6gr. β-mercaptoethonol 50µl, Water 

20ml)  دقاقده در حمدام آب گدرم در دمدای     34اضافه شدد و  به آنها 
ºc56 شد. گراد قرار دادهدرجه سانتی 
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 آوری شده در هر منطقه از جالیزکاری استان فارسهای جمعبرداری شده و تعداد نمونهمناطق نمونه -1جدول 
Table 1- Sampled areas and the number of samples collected in each area of Fars Province 

 تعداد نمونه
Number of samples 

 همزرع
Farm 

 گلخانه
Greenhouse 

 برداریمناطق نمونه
sampling areas 

 نام شهرستان
Name of county 

 کد نمونه

Sample code 

 خاار  3

Cucumber 
 رستم

Rostam 

 نورآباد
Nourabad 

R 

5 
 خاار

Cucumber 
 فسارود 

Fasaroud 
 داراب

Darab 
K 

5 
 گوجه فرنگی

Tomato 
 فسارود 

Fasaroud 
 داراب

Darab 
N 

5 
 بادمجان

Eggplant 
 فسارود 

Fasaroud 
 داراب

Darab 
G 

 خاار  10

Cucumber 
 جنت شهر

Janatshahr 
 داراب

Darab 
J 

 ریحان و خاار  5

Cucumber and Basil 
 ایا

Ij 
 استهبان

Estahban 
F 

3 
 گوجه فرنگی

Tomato 
 کوار 

Kavar 
 کوار

Kavar 
P 

 گوجه فرنگی  2

Tomato 

 باجگاه

Bajgah 
 شاراز

Shiraz 
H 

2 
 بادمجان

Eggplant 
 منزل مسکونی 

House 
 شاراز

Shiraz 
B 

 

در مرحله بعد به  .شد درجه قرار داده 04دقاقه در دمای  04سپس 
بده   و و فاز رویی برداشتهسانتریفاوژ شد دور  5444با دقاقه  04مدت 

 -ادم حجدم آن، مخلدوط کلروفدرم    شدد و  ماکرو تاوپ جدید منتقدل  
( اضافه و پدس از یدک تکدان شددید و     20:0سبت )ایزوامال الکل به ن

دور در دقاقده   03444دقاقده در   06مخلوط شددن کامدل بده مددت     
جدیدد   اپنددورف سانتریفوژ شد. پس از اتمام این مرحله فاز رویدی بده   
دقاقده شداک    6منتقل و ام حجم آن ایزوپروپانول سرد اضافه شد و 

سپس  .داامرار میدرجه ق -24دقاقه در  34به مدت  بعد از آن وشد 
دور در دقاقه رسدوب   03444دقاقه در  06به مدت  محتویات اپندورف

 54داده شد. فاز رویی به آرامی بارون ریخته و رسوب حاصله با الکل 
اات پلادت   روی دستگاه اپندورف مورد نظر. سپس شددرصد شستشو 

 34تا کامو خشک شدود.  شدگراد گذاشته درجه سانتی cº56 با دمای 
دقاقده در   34و شدد اکرولاتر آب مقطر دوبار تقطادر سدترون اضدافه    م

کامو حل شود و پس از چندد بدار    DNAتا  نگهداری شداوای اتاق 
 (. 08قرار گرفتند )گراد درجه سانتی -24ورتکس در فریزر 

 

 استخراج به روش لیوآ

روش لاوآ امراه با تغاارات در این روش تک ماده خدارج شدده از   
 05مالددی لاتددری کدده   2/4شستشددو در ماکروتاددوپ  بافددت پددس از

ماکرولاتر آب دوبار تقطار سترون شده بود قرار گرفت و با سرتا  زرد 
که منفذ آن روی شعله مسدود شده بود زیر بانکولر نماتد مورد نظر له 

 0.2M Nacl, 0.2M)ماکرو لاتدر بدافر اسدتخراج     24گردید. سپس 

Tris-Hcl (pH8) ,1%(V/V) β-Mercaptoethanol)   0اضدافه و 
-Trisمدولار  مالی 04گرم لازوزیم در مالی 24ماکرولاتر لازوزیم بافر)

HCL  باpH=8 دقاقه در ازت مایع و یک ساعت  04( اضافه گردید و
گراد قدرار  درجه سانتی ºc86دقاقه در  04گراد و درجه سانتی ºc56در 

دقاقده   2دور در دقاقده بده مددت     03444داده شد. سپس با سدرعت  
قرار داده شد. تمام مراحل  -24اا در فریزر سانتریفوژ شد. ماکروتاوپ

باشدد  برای تمامی مراحل رشدی نماتدد یکسدان مدی    DNAاستخراج 
 05فقددط نحددوه خددرد کددردن لارو سددن دوم متفدداوت بددود کدده ابتدددا 

ماکرولاتر آب درون راک الازا ریخته و لارو مورد نظدر درون آن قدرار   
 05کدولر لده گردیدد و    وشناسی زیر بانوزن صفر حشرهداده شد و با س

ماکرولاتر آب درون رک با سمپلر برداشدته درون ماکروتادوپ ریختده    
 (. 00مراحل بعد تکرار گردید )

 

 سازی آغازگرهارقیق

بر طب  بدرگ اطوعدات شدرکت     2برای ار جفت آغازگر جدول 
ر آغدازگر  باشد و مولاریته اد می ODسازنده که شامل اطوعات مانند 

سازی اضافه گردید. آغازگراا محاسبه و آب دیوناز تزریقی برای رقا 
سدازی  بوده و جامدکده بایدد رقاد     Lypholyse به صورت لایفولایز

دقاقدده  0بدده مدددت  03444ابتدددا توسددط سددانتریفوژ بددا دور   شددود.
برابدر رقادد    04ماانگریزسدازی گردیددده وسدپس اددر جفدت آغددازگر    

مولار در ار ماکرولاتدر تنظدام ودمدا    مالی 04ر گردیدند. رقت آن براب
 اتصال ار آغازگر بر اساس فرمول زیر محاسبه شد

 Tanneal=(4× (G+C) + 2× (A+T) -5 
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 ها و دمای اتصال بر اساس فرمولآن Tmنام آغازگرها همراه با توالی و دمای  -2جدول 
Table 2- The names of the primers along with their sequence and temperature Tm and connection temperature according to 

the formula 

ف
 ردی

R
o

w
 

 نام آغازگر
Primer 

name  

 توالی
Sequence 

 منبع
Reference 

 قطعه طول 
Fragment 

length 

براساس  Tm دمای

 شرکت تولید کننده
Temperature Tm 

based on the 

manufacturer 

دمای 
Annealing 

ساس فرمولبرا  
Annealing 

temperature 

according to 

the formula 

1 MJ-DF CCTTAATGTCAACACTAGAGCC3´´5 
Dong et al., 

2001b 
1650bp 60 59 

 MJ-DR GGCCTTAACCGACAATTAGA5´´3   56  

2 MJ-MF ACGCTAGAATTCGACCCTGG3´´5 
Meng et al., 

2004 
517bp 60 57 

 MJ-MR GGTACCAGAAGCAGCCATGC5´´3   63  

3 Fjav GGTGCGCGATTGAACTGAGC3´´5 
Zijlstra et 
al., 2000 

670bp 63 59 

 Rjav CAGGCCCTTCAGTGGAACTATAC5´´3   65  

4 MI-F GTGAGGATTCAGCTCCCCAG3´´5 
Meng et al., 

2004 
955bp 63 59 

 MI-R ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC5´´3   65  

 
ی مورفولوژیکی و مورفومتریک اابرای شناسایی نماتداا از روش

ادای  از روش M. javanicaبا کمک آغازگرادای اختصاصدی گونده    
 مولکولی مورد استفاده قرار گرفت.

 

 PCRآزمون 

و تایادددد شناسدددایی  M. javanicaبدددرای شناسدددایی گونددده 
و  Mj-DFادای کی، از سه جفت آغازگر اختصاصی بده ندام  یمورفولوژ
Mj-DR (0    که یدک قطعده اختصاصدی )1650 bp   کندد ایجداد مدی، 

ایجداد   517bp( که باند اختصاصدی  03) Mj-MRو  Mj-MFآغازگر 
 670bp( که یک قطعه اختصاصی 24) Rjavو  Fjavکند وآغازگر می

( کده یدک   03) Mi-Rو  Mi-Fکند استفاده گردیدد. آغدازگر   ایجاد می
 .Mمربددوط بدده گوندده کنددد وایجدداد مددی 955bpقطعدده اختصاصددی 

incognita ناز استفاده گردید. توالی این آغازگراا در جددول  باشدمی 
تنظام  3، بر اساس جدول آرسیمخلوط واکنش پی آورده شده است. 2

 و سپس بهانه گردید.

 

 M. javanicaبرای جفت آغازگرهای اختصاصی  PCRاجزای واکنش  -3جدول 

Table 3- PCR reaction components for specific primer pairs of M. javanica 
 مواد مصرفی مقدار مورد استفاده

Consuming materials 
2.5µl  بافرPCR(10X) 

PCR buffer (10X) 
0.75µl 250( کلرور منازیومmM(Mgcl  

Magnesium Chloride 50 

mM (Mgcl2) 
1µl آغازگر رفت (10mM) 

Forward Primer 
1µl آغازگربرگشت (10mM) 

Reverse Primer 
1µl DNA الگو 

DNA template 
18µl آب مقطر استریل 

Sterile distilled water 
0.5µl DNTP 10mM 

0.25µl  آنزیمTaq 

Taq enzyme 
25µl حجم نهایی 

the final Volume 
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ریختده شددد. برنامدده   0.2mlمخلدوط واکددنش درون یدک تاددوپ   

 اتصدال  (. دمای0آر برای ار جفت آغازگر بهانه گردید )جدول سیپی
سازی گردید که ار آغدازگر  ار آغازگر به طور جداگانه بهانه بر اساس

شرکت سازنده، فرمول، دمای منابع و بهترین دمایی که  Tmبر اساس 
 در این تحقا  به آن دست یافتام بهانه شد.

 
 آر برای جفت آغازگرها مختلفسیبرنامه پی -4جدول 

Table 4- PCR program for different primer pairs 
ادم  

Temperature 
 تعداد سیکل

Number of cycles 

 زمان
Time 

 مرحله 

Stage 
 دقاقه 04 1 95

10 min 
 واسرشت اولاه

Initial denaturation 
 دقاقه 0 38 95

1 min 
 واسرشت

Denaturation 
 دقاقه 0 38 *

1 min 
 اتصال

Annealing 
 دقاقه 34/0 38 72

1.5 min 
 گسترش

Extension 
 دقاقه 06 1 72

15 min 

Final Extension 

و  56با ولتاژ  ٪0اا در ژل آگارز الکتروفورز نمونه بهانه گردیده است.و سپس * دمای اتصال برای ار جفت آغازگر که با ستاره مشخص شده است بر طب  دمای محاسبه شده 
آمازی گردید و به مدت یک دقاقه در آب شستشو داده شد. دقاقه رنگ 04به مدت سپس در تانک حاوی اتادیوم بروماید  به مدت یک ساعت نام الکتروفورز گردید و  56آمپر 

 برداری گردید. قرار گرفت و عکس GBOX سپس در دستگاه ژل داکاومنت مدل

 *The annealing temperature for each pair of primers marked with an asterisk is used according to the temperature calculated and 

then optimized. Electrophoresis of the samples was electrophoresed in 1% agarose gel with 75 volts and 75 amps for half an hour and 

then stained in a tank containing ethidium bromide for 10 minutes and washed in water for one minute. Then it was placed in GBOX 

document gel system and photographed.  
 

 نتایج و بحث

 M. javanicaاا از گونده  نتایا حاکی از این بود که تمامی نمونه
که از لحاظ مرفولوژیکی و مولکولی بدا آغازگرادای    Bبود بجز نمونه 

 تنظام شده است.  6نتایا در جدول  .موجود شناسایی نشد
نماتدد  ادای منداط  مختلدف روی    آر نمونهسینتایا حاصل از پی

 .M جهدت ردیدابی نماتدد    Fjav/Rjavآغدازگر  بدا جفدت    بدالغ مداده  

javanica جفدت آغدازگر    وMi-F/Mi-R    جهدت ردیدابی نماتددM. 

incognita  نمونه شاراز با کدد   نشان داده شده است. 0در شکل(B) 
نتایا منفی بود کده   Mi-F/Mi-Rو  Fjav/Rjavبا جفت آغازگراای 

جفدت  بدا  امچندان   B باشدد. نمونده  بل مشااد میقا 2و  0در شکل 
آزمایش شدد  بود  M. incognitaآغازگراای دیگر که مربوط به گونه 

این امکان وجود دارد که ایدن نمونده یدک گونده      .که نتایا منفی بود
امان طور کده در   جدید از نماتد ریشه گرای برای منطقه شاراز باشد.

گردد نتایا حاکی از این است که عامل نماتد ریشه مشااد می 0شکل 
باشدد. در مدورد   مدی  M. javanicaثر مناط  استان گونه گرای در اک
از  M. incognitaکه قادر به ردیابی گونه  Mi-F/Mi-Rجفت آغازگر 

اا حاصل نگردیدد.  باشد ااچ باندی در کل نمونهمی ایگرهریشهنماتد 
 نشد. شناسایی Bامچنان در مطالعات مرفولوژی نمونه 

ماکرومتری با توجده بده   گاری خصوصاات برای این منظور اندازه
 8اای مختلدف ایدن نماتدداا از    صفات مورد نااز برای شناسایی گونه

اای کامدل و لارو سدن دوم مدورد بررسدی قدرار گرفتندد.       منطقه ماده
تنظدام گردیدد. از اطوعدات ایدن      5اای بدست آمدده در جددول   داده

اا بدالغ و لارو سدن   اای مادهتوان نتاجه گرفت که جمعاتجدول می
 .Mمتعلد  بده گونده    تواندد  که در این مطالعه بررسی شدند مدی دوم 

javanica .باشند که با نتایا مولکولی مطابقت دارد 
 

 DNAبهینه سازی استخراج 

مربدوط بده    DNAاای توصاه شده سه گانده اسدتخراج   در روش
قدادر بده    آرسدی نماتد بالغ در آزمون پدی  24ژانگ، سالوا و لاوآ تنها با 

نماتدد   04اای بهانه شده ام با تعداد اتد بودند. اما در روشردیابی نم
بالغ و ام با تک نماتد بالغ و امچنان در مراحل مختلدف رشددی بدا    
کمک تک کاسه تخم نماتد و تک لارو نماتد قادر بده ردیدابی بودندد    

اای مورد در روش DNA(. به منظور بهانه سازی استخراج 5)جدول 
زیدر صدورت پدذیرفت. در روش ژاندگ و      استفاده تغااراتی بده شدرح  

بدرای   Proteinase Kماکرولاتر  6( به جای استفاده از 08امکاران )
نتایا نشان داندده   .ماکرولاتر لازوزیم استفاده شد 6حذف پروتئان از 
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در روش سدالوا و   بدود.  DNAکار آمدد بدودن لادزوزیم در اسدتخراج     
د. در روش لادوآ و  ( نحوه خرد کردن نماتدداا تغاادر کدر   05امکاران )
ماکرولاتدر آب مقطدر پاشدنهادی در سده مرحلده       24(، 04امکاران )

ماکرولاتر کااش یافدت از بدافر اسدتخراج کده در      05رشدی نماتد به 
 ,mM DTT, 1.25% Tween20 2.5(روش لادوآ عبدارت بدود از    

0.025% gelatin, (125mM KCL, 25mM Tris HCL (pH 

)28.3) 3.75 mM Mgcl ی این بدافر اسدتخراج بدافری بدا     که به جا
-0.2M Nacl, 0.2M Tris-Hcl (pH8)  ,1%(V/V) β)فرمدول 

Mercaptoethanol) (8)،     8اسددتفاده گردیددد امچنددان بدده جددای 
 ماکرولاتر از بافر جدید استفاده گردید. 24ماکرولاتر از بافر لاوآ مازان 

 
 .Mو  M. javanicaمونه و نتایج مرفولوژیکی و مولکولی با آغازگرهای مختلف اطلاعات مربوط به کد نمونه، مناطق مختلف، تعداد ن -5جدول 

incognita  
Table 5- Information about sample code, different regions, number of samples and morphological and molecular results with 

different primers of M. javanica and M. incognita 

 نمونهکد 

Sample 

code 

 

 شهرستان
County  

 منطقه نمونه

 برداری
Sampled 

region 

 گلخانه
Greenhouse 

 مزرعه
Field 

 تعداد نمونه
Number of 

samples 

 نتایج
Results 

 مورفولوژیکی
Morphological 

آغازگرهای 
M.J 
M.J 

Primers 

آغازگرهای 
M.I 
M.I 

Primers 

R 
 نورآباد

Nourabad 
 رستم

Rostam 

 خاار

Cucumber 
 3 M. javanica + - 

K 
 داراب

Darab 
 فسارود

Fasaroud 
 خاار 

Cucumber 
5 M. javanica + - 

N 
 داراب

Darab 
 فسارود

Fasaroud 
 گوجه فرنگی 

Tomato 
5 M. javanica + - 

G 
 داراب

Darab 
 فسارود

Fasaroud 
 بادمجان 

Eggplant 
5 M. javanica + - 

J 
 داراب

Darab 
 هرجنت ش

Janatshahr 
 خاار

Cucumber 
 10 M. javanica + - 

F 
 استهبان

Estahban 
 ایا

Ij 

 ریحان و خاار

Cucumber 

and Basil 
 5 M. javanica + - 

P 
 کوار

Kavar 
 کوار

Kavar 
 گوجه فرنگی 

Tomato 
3 M.javanica + - 

H 
 شاراز

Shiraz 
 باجگاه

Bajgah 
 گوجه فرنگی

Tomato 
 2 M. javanica + - 

B 
 شاراز

Shiraz 
 منزل مسکونی

House 
 بادمجان 

Eggplant 
2 

 نا شناس
Unknown 

- - 

 

 
 آرسیپینتایج نقوش الکتروفورزی حاصل از  -1 شکل

 A670 باند  8امه آنها بجز نمونه شماره  که فارس : نماتداای جمع آوری شده از مناط  مختلف استانbp آغازگر جفت ند )در این الکتروفورز ایجاد نمودFjav/Rjav   که
 نشان ندادند )در این الکتروفورز 955bpباند ااچ یک  نماتداای جمع آوری شده از مناط  مختلف استان که: B، است استفاده شد( M. javanicaمربوط به ماده کامل گونه 

 .است مارکر مولکولی شرکت ساناژن Mارائه شده است.  2دول ج دراا کد نمونهاست استفاده شد(.  M. incognitaمربوط به گونه که  MI-F/MI-Rجفت آغازگر 
Figure 1- Electrophoresis patterns of PCR products 

 A: Nematodes collected from different parts of Fars province, all of which formed 670bp band except for sample No. 9 (in this 

electrophoresis, Fjav / Rjav primer pair, which is related to the adult female of M. javanica, was used),), B: Nematodes collected 

from different parts of the province that did not show any 955 bp band (MI-F / MI-R primer pair belonging to M. incognita species 

was used in this electrophoresis). The sample code is given in Table 2. M is a molecular marker of Sinagen Company. 

 

A 
B 
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 M. javanicaهای های بالغ و لاروهای سن دوم در جمعیتمشخصات مورفومتریک ماده -6جدول 
Table 6- Morphometric characteristics of adult females and second instar larvae in M. javanica populations 

 لاروهای سن دوم

 )به میکرومتر( 

Second instar larvae 

(in micrometers) 

 ها )به میکرومتر(ماده

Females (in micrometers) 

 مشخصات
Characteristics 

 طول بدن (828.3) 690-964 (410.8) 395-420
Body length 

 عرض بدن (436) 350-530 (10.8) 9-11
Body width 

 طول استایلت (16) 15.5-18 (11.4) 10.5-13
Style length 

 ه استایلتارتفاع گر (2.6) 2-3 (1.4) 1-1.6
Style knot height 

 عرض گره استایلت (4) 2-5 (2.2) 2.5-4
Style knot width 

 محل ریزش محتوای غده پشتی (4.6) 3-6 (3.2) 2.5-4
Valve of the dorsal gland 

 فاصله سر تا روزنه ترشحی (45) 42-47 -

Distance from head to the secretory 

orifice 
 فاصل انتهای بالایی تا مرکز حباب ماانی حد (93.2) 90-96 -

The distance from the top end to the 

center of the middle bubble 
 طول شکاف فرج (25) 18-30 -

The length of the vaginal cleft 
 فاصله فرج تا مخرج (17.5) 12-32 -

The distance from the vulva to the 

anus 
 بان دو فازماد فاصله (25) 20-30 -

The distance between the two 

phasmids 
 طول دم - (52.4) 46-57

Tail length 
 طول بخش شفاف انتهای دم - (13) 11-16

The length of the transparent part of 

the tail end 
 طول بدن/طول دم - (8.3) 7-9

Body length / tail length 
 

 24) ماکرولاتددر 0زیم بدده ماددزان امچنددان بددا جددایگزینی لاددزو 
( بده جدای   pH=8با  Tris-HCLمولار مالی 04گرم لازوزیم در مالی

تری حاصل شد. امچندان بده منظدور خدرد     نتایا مطلوب Kپروتئاناز 
 -085گدراد از دمدای  درجه سانتی -ºc54کردن نماتداا به جای دمای 

ساکل دمدای   گراد استفاده شد. در ادامه امانند روش لاوآدرجه سانتی
ºc56 04گراد به مدت یدک سداعت در حمدام بنمداری و     درجه سانتی 

گراد بدر روی دسدتگاه ادات پلادت     درجه سانتی ºc86دقاقه در دمای 
اای استخراج در ردیابی مولکولی نماتد در استفاده گردید کارآیی روش

 تنظام شده است.  5جدول 

بهانه شدده  گردد در روش مشااده می 5امان طور که در جدول 

عدد نماتد و تک فرد از مراحل مختلدف جدواب مثبدت    04لاوآ با تعداد 
حاصل شده است که می توان این روش را بده عندوان بهتدرین روش    

 استخراج قلمداد نمود. 

 

 ها در تشخیص نماتد ریشه گرهیسازی آغازگربهینه

 M. javanicaبا توجه به اینکه در اکثر مناط  نماتد ردیابی شده 
ده است بنابراین آغازگراای مربدوط بده ایدن گونده کده در منداط        بو

( اسدتفاده شدد. بددین    5مختلف مورد استفاده قرار گرفته بود )جددول  
کده   Fjav/Rjav در بان سه جفت آغازگر مورد استفاده آغدازگر  منظور

ایجاد  517bpکه یک قطعه  Mj-MF/Mj-MRو  670bpیک قطعه 



 013 ...    ايگرههاي مولکولی شناسایی نماتد عامل ریشهسازي روشبهینه

ادای مختلدف   ین آغازگرادا بدا روش  نمود عملکرد بهتری داشتند امی
اای مختلف و تک فرد نماتد استخراج و با مراحل رشدی و در جمعات

 Mj-DF/Mj-DRآزمایش شد که نتایا مطلوبی بدست آمدد. آغدازگر   
نمود در مرحله رشدی تک لارو سدن دوم  می 1650bpکه یک قطعه 

بی نماتدد  قطعه مورد نظر را ایجاد نکرد. مقایسه توان آغازگراا در ردیا
تنظدام گردیدده اسدت.     8در جدول  M. javanicaریشه گرای گونه 
 آر آورده شده است.سینتایا آزمون پی 2امچنان در شکل 

 
 های بهینه استخراج در ردیابی مولکولی نماتد ریشه گرهیمقایسه روش -7جدول 

Table 7- Comparison of optimal extraction methods in molecular tracing of root knot nematode 
 لارو سن دوم

Larvae of the 

second instar 

 کیسه تخم 

Egg sac 
 ماده کامل 

Adult female 
 های استخراجروش 

Extraction methods 

 عدد 0

1 individual 
 عدد 04

10 individuals 
 عدد 0

1individuals 
 عدد 04

10 
individuals 

 عدد 0

1 individuals 
 عدد 04

10 individuals 
 (0888ژانگ و امکاران ) روش بهانه شده

Optimized method of Zhang et al. 
(1998) 

 + د + د د د
 (2444روش بهانه شده سالوا و امکاران ) + د + د + د

Optimized method of Silva et al. 

(2000) 
 (2440روش بهانه شده لاوآ و امکاران ) + + + + + +

Optimized method of Liwa et al. 

(2001) 

 

 
 آرسینقوش الکتروفورزی حاصل از پی -2شکل 

 A با جفت آغازگر :Mj-DF/Mj-DR  1650باند حاصلهbp کنترل منفی، 0تک کاسه تخم، چااک  3تک ماده بالغ، چااک  2تک لارو سن دوم، چااک  0، چااک :B با :
-Mj : با جفت آغازگر C: کنترل منفی 0:تک کاسه تخم، چااک 3 چااک: تک ماده بالغ، 2: تک لارو سن دوم، چااک 0، چااک670bpباند حاصله  Fjav/Rjavجفت آغازگر 

MF/Mj-MR  517باند حاصلهbp  تک کاسه تخم، 3: تک ماده بالغ، چااک 2تک لارو سن دوم، چااک  0چااک :M 100: مارکر مولکولی شرکت ساناژنbp - 3000bp 

Figure 2- Electrophoresis patterns of PCR products 

 A: using Mj-DF / Mj-DR primer pair formed 1650bp band, well 1: single second instar larvae, well 2: single adult female, well 3: 

single egg sac and well 4: negative control, B: using Fjav / Rjav primer pair formed 670bp band, well 1: single second instar larvae, 

well 2: single adult female, well 3: single egg sac and well 4: negative control C: using Mj-MF / Mj-MR primer pair formed 517bp 

band, well 1: single second instar larvae, Well 2: single adult female, Well 3: single egg sac, M: molecular marker of Sinagen 100bp 

- 3000bp 
 

C 

M 1 2 
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 M. javanicaمقایسه توان آغازگرها در ردیابی  -8جدول 

Table 8. Comparison of primer power in tracking M. javanica 

  لارو سن دوم
Second instar larvae 

  کیسه تخم
Egg sac 

 ماده کامل

Adult female 
 نام آغازگر 

Primer name 

 عدد 0

1 individual 
 عدد 04

10 individuals 
 عدد 0

1 individual 
 عدد 04

10 individuals 
 عدد 0

1 individual 
 عدد 04

10 individuals 
 

 Mj-DF/R + + + + + د

+ + + + + + Fjav/Rjav 
+ + + + + + Mj-MF/R 
 Mi-F/R د د د د د د

 استند+ : آغازگراا قادر به تکثار 

+: Primers are able to reproduce 
 ندد : آغازگراا قادر به تکثار ناست

-: Primers are not able to reproduce 

 
-Mjگدردد جفدت آغدازگر    مشااده می 8امان طور که در جدول 

DF/R     قادر به ردیابی تک لارو سن دوم نبوده اسدت. جفدت آغدازگر
Mi-F/R     مربوط بده شناسدایی گوندهM. incognita  ت در تمدام  اسد

ادای  موارد منفی ارزیابی گردید. این نشدان از خدالص بدودن جمعادت    
 .باشدنماتد مورد استفاده می

 

 سازی دمای اتصال آغازگرهابهینه

ادای  اای مختلف و بدا سداکل  بدین منظور در این تحقا  از دما
نماتد ماده بالغ اسدتفاده شدد کده     04مختلف برای ار آغازگر با تعداد 

آورده شدده اسدت    5هانه شده مربوط به ار آغازگر در جددول  دمای ب
 .(0)جدول  ساکل بدست آمد 38تعداد ساکل بهانه ار کدام 

 

 
 آرسینقوش الکتروفورزی حاصل از پی -3شکل 

 A جفت آغازگر :Fjav/Rjav  گراد درجه سانتی 60با دمایB جفت آغازگر :Mj-DF/Mj-DR  گراد درجه سانتی 64با دمایC:  جفت آغازگرMj-MF/Mj-MR  65با دمای 
 ،گراددرجه سانتی 63با دمای  Mj-MF/Mj-MRجفت آغازگر  :چااک دو ،گراددرجه سانتی 63با دمای  Mj-DF/Mj-DRجفت آغازگر  :: چااک یکDگراد درجه سانتی

 .کنترل منفی :چااک چهار ،گراددرجه سانتی 63با دمای  Fjav/Rjavجفت آغازگر  :چااک سه
Figure 3- Electrophoresis patterns of PCR products 

 A: Fjav / Rjav primer pair at 54 ° C B: Mj-DF / Mj-DR primer pair at 50 ° C, C: Mj-MF / Mj-MR primer pair at 56 ° C and D: Well 

1, Mj-DF / Mj-DR primer pair at 53 ° C, well 2: Mj-MF / Mj-MR primer pair at 53 ° C, well 3: Fjav / Rjav primer pair at 53 ° C and 

well 4: negative control 
 

 
 
 

3000bp 

1500bp 

500bp 

A 
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 دمای بهینه شده اتصال هر آغازگر -9جدول 

Table 9- Optimized annealing temperature of each primer 
 اندازه باند مورد انتظار

Expected band size 
 سازی شدهدمای بهینه

Optimized temperature 
 نام جفت آغازگر

Name of the primer pair 
670bp 54 Fjav/Rjav 

1650bp 50 Mj-DF/Mj-DR 
517bp 56 Mj-MF/Mj-MR 
955bp 55 MI-F/MIR 

 

 آرسیپیسازی اجزای بهینه

الگدو   DNAآر از تغاار مازان سیسازی اجزای پیبه منظور بهانه
و  DNAتخراج اددای مختلددف اسدد در روش 2Mgclو تغااددر غلظددت 

ای اای مختلف نماتد ریشه گدره مراحل مختلف رشدی نماتد با آغازگر
استفاده شد که در روش استخراج از مداده کامدل     M. javanicaگونه

 2آر از سدی وکاسه تخم با استفاده از ار سه روش استخراج برای پدی 
مولار در یک مالی 2Mgcl 64الگو و یک ماکرولاتر  DNAماکرولاتر 

ماکرولاتری استفاده شد، نتایا نشان داد که این مادزان از   26نش واک
در  (.0 )شدکل  مواد ذکر شده برای ار سه جفت آغازگر کار آمدد بدود  

الگدو اسدتخراجی بده روش لادوآ و      DNAمورد لارو سدن دوم مقددار   
 6/0مددولار بدده مالددی 2Mgcl 64 ماکرولاتددر و 0( بدده 04امکدداران )
ماکرولاتری تنظدام   26برای یک واکنش افزایش یافت که  ماکرولاتر

 (.6 )شکل گردید و برای ار سه جفت آغازگر کار آمد بود

 

 
  µ2به  µ1الگو از  DNAو افزایش  µ 1به  µ 75/0از  2MgClآر با افزودن میزان سیپی نقوش الکتروفورزی حاصل از -4شکل 

 A کاسه تخم استخراج به روش ژانگ و  04تعداد  6و  0کنترل منفی، چااک  3، چااک (2444امکاران )الوا و کاسه تخم استخراج به روش س 04تعداد  2و  0: چااک
کاسه تخم استخراج به روش  04تعداد  2و0: چااک B، الگو µ 0 DNAو مازان  µ 56/4 2MgCl با استفاده از 670bpباند  ،Rjavو  Fjav( با جفت آغازگر 0888امکاران )

، الگو µ 2 DNAو مازان  µ 0 2MgClبا استفاده از مازان 517bp باند MR-Mjو  MF-Mjکاسه تخم استخراج به روش ژانگ با جفت آغازگر  04تعداد 0و  3 سالوا، چااک
C کاسه تخم استخراج به روش سالوا با جفت آغازگر  04تعداد  2و  0: چااکDF/R-Mj  1650باندbp با استفاده از مازانµ 0 2MgCl  و مازانµ 2 DNA گوال ،D : چااک
با استفاده از  670bpباند  Rjavو  Fjav: کنترل منفی، با جفت آغازگر 0 لارو سن دوم، روش استخراج سالوا و چااک 3:04ماده بالغ، چااک  2:04کاسه تخم، چااک  0:04

 .3000bp-100bpمارکر مولکولی شرکت ساناژن  :Mالگو و  µ 2 DNAو مازان  µ 0 2MgCl مازان
Figure 4- Electrophoresis patterns of PCR products while increasing the amount of MgCl2 from 0.75 µ to  µ 1 and increasing 

the template DNA from 1 µ to 2 µ.  
A: Wells 1 and 2: 10 egg sacs extracted by Silva et al. (2000), wells 3 negative control, wells 4 and 5: 10 egg sacs extracted by Zhang 

et al. (1998) with Fjav and Rjav primers, 670bp band formed by using 0.75 µ MgCl2 and 1 µ template DNA, B: wells 1 and 2, 10 
egg sacs extracted by Silva method, wells 3 and 4, 10 egg sacs extracted by Zhang method with Mj-MF and Mj-MR primers, 517 bp 
band formed by using 1 µ MgCl2 and 2 µ template DNA, C: wells 1 and 2 includes 10 egg sacs extracted by Silva method with Mj-

DF / R primer pair, 1650bp band formed using 1 µ MgCl2 and 2 µ template DNA, D: well 1: 10 egg sacs, well 2:10 adult females, 
well 3: 10 Second instar larvae extracted by Silva method, well 4: negative control, with Fjav and Rjav primer pairs, 670bp band 

formed using 1 µ MgCl2 and 2 µ template DNA, and M is molecular marker of Sinagen 100bp-3000bp. 
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گدردد، عددم افدزایش    مشااده مدی  A -0شکل  امانطور که در

ادای ضدعاف تدر و در    الگو سبب ایجاد باند DNAو  2MgClمازان 
 مواردی عدم ردیابی نماتد گردیده است.  

 

 
 µ4و  µ2به  µ1الگو از  DNAو افزایش  µ5/1به  µ 75/0از  2MgClآر با افزودن میزان سینقوش الکتروفورزی حاصل از پی -5شکل 

Aچااک 6 : ار DNA ( با کمک جفت آغازگر 2440استخراج شده ازتک لارو سن دوم باروش لاوآ و امکاران )Fjav/Rjav  2ماکرو لاتر  6/0با استفاده از مازانMgcl 64 
ماکرولاتر  0مولار و مالی 2Mgcl64ر ماکرولات 6/0با  Fjav/Rjavتک لارو سن دوم روش استخراج لاوآ با جفت آغازگر  0: چااک Bالگو  DNAماکرولاتر  2مولار و مالی

DNA  ،الگوC :3  چااک تک لاروسن دوم روش استخراج لاوآ با جفت آغازگرMR517bp-MF/Mj-Mj  ماکرولاتر  0که غلظتDNA  2ماکرولاتر  6/0الگو وMgcl 64 
 .مولار استفاده شده استمالی

Figure 5- Electrophoresis patterns of PCR products while increasing the amount of MgCl2 from 0.75 µ to 1.5  µ and 

increasing the template DNA from 1 µ to 2 µ and 4 µ 

 A: All 5 wells including DNA extracted from the second-instar larvae based on Liao et al. (2001) using Fjav / Rjav primer pair and 

applying  1.5 μl of 50 mM Mgcl2 and 2 μl of template DNA, B: well 1includes  single second instar larvae by Liao extraction method 

with Fjav / Rjav primer pair applying 1.5 μl of 250 mM Mgcl2 and 4 μl of template DNA, C: 3 wells including single second instar 

larvae extracted based on Liao Method with Mj-MF / Mj-MR primer pair using 4 μl of template DNA and 1.5 μl of 50 mM Mgcl2. 
 

 2MgClمشااده می گردد با افزودن مادزان   6امانطور در شکل 
( قدادر  04الگو و روش بهانه شده استخراج لاوآ و امکاران ) DNAو 

 حد نماتد یعنی تک لارو آن گردیده شد.به ردیابی کوچکترین وا
 

 گیرینتیجه

نماتد  نشان دادنتایا حاصل از شناسایی مورفولوژیکی و مولکولی 

 .Mبدرداری شدده اسدتان از گونده     ریشه گرای در اکثر مناط  نمونه

javanica از آغازگراای ، برای تایاد شناسایی مورفولوژیکی باشد.می
( و بر اسداس  24سترا و امکاران )لاختصاصی این گونه که توسط زیج

در تمدام   . نتدایا نشدان داد  استفاده شد استطراحی شده  روش اسکار
جفدت   554باند اختصاصی  ،مراحل رشدی براساس جمعات و تک فرد

 (0. آغازگر اختصاصی که توسط دونگ و امکاران )شودمیبازی تولاد 

 

1 2 3 
1 2 3 M 

4 
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تایا نشدان  ن که اند ناز بررسی شدکردهروش اسکار طراحی  بر اساس
تک مداده بدالغ و تدک کاسده      ،جمعات ،تمام مراحل رشدی نماتد داد

ایدن آغدازگر بدر     کند.میجفت بازی تولاد  0564تخم باند اختصاصی 
ادا در  بررسدی اساس تک لارو سن دوم نتوانست نماتد را ردیابی کند. 

استفاده از لازوزم بدافر   نشان داد اای استخراجسازی روشبهانهزمانه 
بهترین نتایا نشان داد باشد. بساار کارآمد می Protenase Kای به ج

مخصوصا در مورد تک فرد نماتد در مراحل لارو سدن   روش استخراج
( 04روش لادوآ و امکداران )   دوم، تک ماده بالغ و تدک کاسده تخدم   

 DNAتواند بخاطر استفاده از ساکل دمایی در استخراج این میاست. 
در مدورد   .تدر اسدت  دیگر قابل اطماندان  اایباشد که نسبت به روش

گراد امتحدان  درجه سانتی 50تا  08دمای اتصال آغازگراا در محدوده 
درجده   Rjav 60و  Fjavشد کده بهتدرین دمدا بدرای جفدت آغدازگر       

 Mj-MRو  Mj-MFبهترین دما برای جفدت آغدازگر    .گراد بودسانتی
-Mjو  Mj-DFگراد و بهترین دما برای جفت آغازگر درجه سانتی 65

DR 64 آغازگر اختصاصی طراحی شدده  . گراد بدست آمددرجه سانتی
( بر اساس روش اسکار  قادر به شناسایی 03امکاران ) توسط منگ و

نماتد در تمام مراحل رشدی آن و براساس جمعات و تک فدرد نماتدد   
دادد  نشان مدی  نتایاجفت بازی تولاد نمود. این  605باند اختصاصی 

بددر اسدداس خصوصدداات شددبکه  M. javanica ونددهکدده شناسددایی گ
تواندد  اای سدن دوم مدی  کوتاکولی انتهایی بدن و مورفومتریکی لارو

باشدد. در  مفاد و کار آمد باشد و برای تایاد شناسایی مولکولی لازم می
آر نسدبت بده روش اسدتخراج    سدی این تحقا  که اجزای واکنش پدی 

DNA آر سیدر یک ماکس پینمود و بهترین مازان موادی که  تغاار
ادای بهانده شدده اسدتخراج     بهانه گردید، که برای روش استفاده شد

( در تمددام مراحددل 05( و سددالوا و امکدداران )08ژانددگ و امکدداران )
( در مرحله رشدی ماده کامل و 04رشدی و در روش لاوآ و امکاران )

کندد. در مدورد لارو سدن دوم بده روش لادوآ و      کاسه تخم صدق مدی 
از  والگو افزایش یافدت   DNAو مقدار  2Mgcl( غلظت 04ن )امکارا

تدوان جهدت شناسدایی    لذا می مقدار آب موجود در ماکس کاسته شد.
 ،اای ریخدت شناسدی کده مشدکل    در کنار روش M. javanicaگونه 

ادای  باشدد از روش وقت گار و ناازمندد مهدارت و تواندایی زیداد مدی     
اردی که در این تحقا  و آغازگراای اختصاصی و مو DNAاستخراج 

کده متعلد  بده شدهر      Bلذا در مورد نمونده   بهانه گردید استفاده کرد.
و جفدت آغدازگر    M. javaniciباشد جفت آغازگراای گونه شاراز می
د جای تحقا  باشتر نآن را ردیابی کن ندنتوانست M. incognitaگونه 
 دارد.
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Introduction: Root-knot nematodes are the most common and destructive plant-parasitic nematode group 
worldwide and adversely influence many economically important crops, ornamental plants, and fruit trees. They 
are obligate parasites of the roots of many plant species, including herbaceous and woody plants. Symptoms 
associated with Root-knot nematodes infection include root galls, shoot chlorosis, stunted growth, nutrient 
deficiencies, and secondary infections by other pathogens. A high level of damage can lead to serious crop loss. 
Due to the considerable morphological similarity between species of Meloidogyne and high intraspecies 
variation, it is difficult to differentiate species from each other based on the morphology of their perineal patterns 
alone. Molecular techniques are used for detection, species differentiation, and phylogenetic analysis of species. 
Polymerase chain reaction (PCR) is a method widely used to rapidly make millions to billions of copies of a 
specific DNA sample, allowing scientists to take a very small sample of DNA and amplify it to a large enough 
amount to study in detail. The objective of this study was to improve molecular diagnosis of root knot nematode 
in vegetable crops in Fars province to enhance our diagnostic knowledge and allow species identification of root 
knot nematode through PCR by species-specific primers.  

Materials and Methods: In 2012, in order to identify the different stages of growth of Meloidogyne javanica 
species, 40 soil and root samples infected with the nematode were collected from different cultivation sites of 
Fars province (Darab, Jannatshahr, Estahban, Nurabad, Qavar, and Shiraz). The roots of plants were flushed with 
water to remove soil and then washed with soap for 10 min. To obtain the pure population of each sample, a 
large egg bag containing more eggs was selected. The isolated egg bag was placed adjacent to Rutgers tomato 
transplant. After 70-60 days, the roots were removed from the pot and prepared to identify species of the 
nematode. After purification of nematodes using single egg method on Rutgers tomato root and diagnosis of 
them on the morphological basis, the DNA was extracted at different growth stage of nematode using three 
optimized methods of Zhang, 1998, Silva, 2000, and Liao, 2005. PCR products (5 µl) were separated on standard 
agarose gels. A DNA ladder (Sinagen 100bp-3000bp) was used to determine the molecular sizes of the bands. 
Band patterns were photographed under UV light using the GBOX document gel system. The PCR was 
optimized by varying the reaction components and cycling conditions. The annealing temperature was optimized 
separately for each primer based on the manufacturer's Tm and formula. The roots were flushed with water to 
remove soil and then washed with a 0.52% NaClO soap for 10 min. Individual root knots were obtained after 
three to five washes. Furthermore, DNA extraction was performed using four methods. 

Results and Discussion: The root-knot nematodes were recovered from the vegetable crop soil samples. 
Species identification in this study was based on the PCR by species-specific primers. Specific primers of 
Fjav/Rjav, Mj-MF/Mj-MR and Mj-DF/Mj-DR could detect M. javanica with 670 bp, 517bp and 1650bp, 
respectively, proving their usefulness for PCR on root-knot nematodes. No band was detected using specific 
primer of M. incognita (MI-F/R primers) from the samples in PCR. During optimizing PCR method, it was 
revealed that the best annealing temperature is 54ºC for Mj-MF and Mj-MR primers, 56ºC for Mj-DF and Mj-
DR primers, and 50ºC and for Fjav and Rjav primers. Adding the DNA extracted template from 1µ to 2µ for 
single female and single egg cist and from 2µ to 4µ for single juvenile made the best result for detection of root-
knot nematode based on PCR. Changing the MgCl2 concentration from 1.5 mmol to 2 mmol in a 25µl PCR 
reaction made the best PCR result. The Liao optimized method was the best DNA extraction for monitoring M. 
javanica. Fjav/Rjav and Mj-MF/Mj-MR primers were the best primers in detecting M. javanica.  

Conclusion: The results of this study showed a remarkable ability of DNA extraction methods, specific 
primers and the cases optimized in this study in identifying root knot nematode. Identifying M. javanica species 
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based on morphological methods is time consuming and difficult, and requires high skills and also needs to be 
examined for a particular stage of nematode growth. In addition, identifying of this species based on biochemical 
methods is time consuming, affected by environmental conditions, requires relatively large amounts of living 
organism and a particular stage of the nematode's life cycle. Given these difficulties, DNA extraction methods, 
specific primers and the cases optimized in this study can be used to identify M. javanica species. However, as 
M. javanica and M. incognita primer pairs were not detected for a sample taken from Shiraz, more researches are 
needed to be carried out on this case. 
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