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 چکیده

با  است. شدهدر شمال ایران فروت در مناطق کشت کیویجدی خسارت ایجاد باعث  گرهیریشه ینماتدهاشیوع بیش از پیش های اخیر، در سال

تلاش  ،قیتحق نیدر ا .استحائز اهمیت محصول تولید صنعت در های این نماتد گونهشناسایی دقیق توجه به رواج چند گونه از این جنس در کشور، 

 ایهپروتئینیکی از کدکننده ی ژن اختصاص یآغازگرهااستفاده از با  ،مرازیپل یارهیگرهی به کمک واکنش زنجنماتد ریشه یمولکول ییشناساشد 

 نی. بدیردصورت گ ختیشناریختهای ویژگیهای مبتنی بر در جهت تایید شناسایی (pharyngeal gland secretory protein, sec-1) د مریغد

فاده با استاولیه  ییاقدام به شناسا ،و مازندران لانیگ یهااستاندر آلوده فروت کیوی یهااز باغ هانماتد یو جداساز یبردارپس از انجام نمونه ،منظور

به منظور  sec-1تکثیر ژن  یبرا SEC-1 یآغازگرهاجفت  و SCARبرای تکثیر ناحیه  Inc-K14 یآغازگرهاجفت . دیگردشناختی ریخت اتیخصوص از

جفت  633 ایقطعه ی،مورد بررس یهادر همه نمونه .قرار گرفتنداستفاده مورد ها گونه ریاز سا Meloidogyne incognita گونه یاختصاص صیتشخ

مورد انتظار برای  قطعاتکه  دیگرد ریتکث SEC-1 هایآغازگر جفت توسط یجفت باز 212 ایو قطعه Inc-K14 هایآغازگرجفت توسط  یباز

ی اختصاص یآغازگرها بیکه به ترت Rh/Fhو  Rjav/Fjav ،Rar/Far یآغازگرهابا استفاده از  PCRانجام آزمون  .باشندمی M. incognitaشناسایی گونه 

 SEC-1 آغازگر، . با توجه به نتایج به دست آمدهدر این مطالعه منجر به تکثیر باند نشد ،هستند M. haplaو  M. javanica ،M. arenaria هایگونه

 یبا آغازگرها یاختصاصریغ ریتکثو مشکلات مناسب بوده  )در این مطالعه( فروتکیوی آلوده هایدر باغ M. incognitaیی سریع و دقیق شناسا جهت

K14-Inc هیناح که SCAR نخواهد داشت ،کنندرا تکثیر می. 

 SCARناحیه شناسایی مولکولی، ، SEC-1آغازگر  کلیدی: کلمات
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Abstract 

In recent years, the increasing prevalence of root knot nematodes has caused serious damage to kiwifruit cultivation in 

northern Iran. Due to the prevalence of several species of this genus in the country, accurate identification of species of 

this nematode in the kiwifruit industry is important. In this study, we attempted to identify the root knot nematode species 

by polymerase chain reaction, using specific primers of the gene encoding one of the pharyngeal glands secretory proteins 

(sec-1) to confirm the morphological identifications. After sampling and isolation of the nematodes from kiwifruit 

orchards in Guilan and Mazandaran provinces, initial identification was performed using morphological characteristics. 

The Inc-k14 primer pair was used to amplify the SCAR region and the SEC-1 primer pair was used to amplify the sec-1 

gene for specific identification of Meloidogyne incognita from the other species. In all samples, a 399 bp was amplified 

by Inc-K14 primers and a 502 bp fragment was amplified by SEC-1 primers, which are expected as specific bands for M. 

incognita. The PCR test using Rjav/Fjav, Rar/Far, and Rh/Fh primers, which are specific primers of M. javanica, M. 

arenaria and M. hapla, respectively, did not lead to band amplification in this study. According to the results, SEC-1 

primer is suitable for rapid and accurate identification of M. incognita in infested kiwifruit orchards (in present study) 

and will not have non-specific band amplification problems using Inc-K14 primers that amplify the SCAR region.  
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 مقدمه
انگل گیاهی تهدید مهمی برای صنعت کشاورزی  نماتدهای

(. این عوامل Thoden et al. 2011روند )جهان به شمار می

دهند تولیدات گیاهی را به لحاظ کمی و کیفی تحت تأثیر قرار می

(Sikora et al. 2018نماتدهای ریشه .)( گرهیMeloidogyne 

spp. عد ای و مستریشه( باعث ایجاد گال در ریشه، کاهش سیستم

های قارچی و باکتریایی و در بیماری در برابرگیاهان  نمودن

 ;Karssen 2002شوند )عملکرد محصول می کاهش نتیجه

Sikora et al. 2018 توانند می بوده و(. این نماتدها، انگل داخلی

د نگونه گیاهی را مورد حمله قرار ده 6111های بیشتر از ریشه

(Abad et al. 2003 همچنین .)مختلف، در  یهااز گونه یبا تنوع

 Jones et) اندجهان پراکنده یریگرمس مهیو ن یریمناطق گرمس

al. 2013) جمعیت خود قادرند در صورت وجود شرایط مساعد،  و

 .Calderon-Urrea et alرا به آسانی در خاک افزایش دهند )

2016; Hajihassani et al. 2018 .)یتیریمد یهااتخاذ روش 

 ظرنگونه مورد  حیصح ییمستلزم شناسا ،مناسب جهت کنترل

رهی گسایی سریع و دقیق نماتدهای ریشهبنابراین، شنا. باشدیم

لیه ع ثرؤبرای جلوگیری از گسترش و انتخاب اقدامات کنترلی م

 (.Subbotin et al. 2021مهم است ) آنها

سطح  ، میزان تولید و2113بر اساس آخرین آمار فائو در سال 

تن و  4648111در جهان به ترتیب  فروتزیر کشت کیوی

ایران در بین تولید  (.FAO 2020باشد )هکتار می 238788

ای برخوردار است ، از جایگاه ویژهفروتکیویکنندگان محصول 

(Golmohammadi et al. 2019 )  هزار  644با  ،از نظر تولیدو

هکتار، رتبه چهارم را  12776تن و از لحاظ سطح زیر کشت با 

های (. با این حال، بیماریFAO 2020باشد )در جهان دارا می

کند که نماتد را تهدید می این محصولمختلفی، تولید 

 هاست.ترین آنیکی از مخرب .Meloidogyne sppگرهی ریشه

 از جمله نماتد فروتکیویزای ارتشناسایی عوامل خس در نتیجه

 Taoتأثیرگذار باشد )آن تواند در مدیریت تولید گرهی، میریشه

et al. 2017.)  سنجی مانند و ریخت ختیشناریختخصوصیات

شبکه کوتیکولی انتهای بدن ماده، اندازه کلی بدن لاروها، نرها و 

های ( از روشEisenback & Triantaphyllou 1991ها )ماده

از . باشندگرهی میهای نماتد ریشهمرسوم در شناسایی گونه

 M. incognita (Kofoid & White این جنس، ی رایجهاگونه

1919) Chitwood 1949، M. javanica (Treub 1885) 

Chitwood 1949، (Neal 1889) Chitwood 1949 M. arenaria 

طور وسیع در سطح  که به هستند Chitwood 1949 M. hapla و

  .اندجهانی پراکنده

 Meloidogyne هایگونه از گونه 43علاوه بر این چهار گونه، 

 که در اینباشند می کشورهامحدود به برخی  جغرافیایی نظر از

 Subbotin etآسیا گزارش شده است ) از گونه 22از  ، بیشمیان

al. 2021ه ب برشمرده، رایجچهار گونه ، ایران (. در بیشتر مناطق

 کنندوارد میخسارت  و زراعی تعداد زیادی از گیاهان باغی

(Eskandarzadeh 2020.)  استفاده از خصوصیات شبکه

ترین صفت (، رایجperineal patternکوتیکولی انتهای بدن ماده )

باشد می Meloidogyne هایگونه ختیشناریختتشخیصی 

(Hasan et al. 2020اما با ) هایگونه زیاد تعداد به توجه 

Meloidogyne ختیشناریخت هایویژگی در هاآن بالای تنوع و 

 یدفرآین اغلب ،با این روش آنها دقیق شناسایی سنجی،ریخت و

و  ترسریع ابزارهای مولکولی هایروشامروزه  است. دشوار

 نسبت گرهیریشه نماتد هایگونه شناسایی برای تری رامطمئن

 .Subbotin et al) کنندمی فراهم ختیشناریخت هایروش به

زا نیز مصداق عوامل بیماریسایر البته این قاعده در مورد . (2021

های تشخیص مولکولی، مکمل مطالعات داشته و روش

به هنگام و در  ،کننده شناسایی دقیقو یاری ختیشناریخت

 د بودخواه، اتخاذ راهکارهای صحیح کنترل آنها نهایت
(Arzanlou et al. 2016; Ghasemi Esfahlan et al. 2019). 

چندشکلی در  مانند DNAهای مولکولی مبتنی بر روش 

 RFLP: Restriction fragment length) طول قطعات هضم شده

polymorphisms) ، چند شکلی قطعاتDNA  حاصل از تکثیر

، (RAPD: Random amplified polymorphic DNA)تصادفی 

 SCAR: Sequence)شده  شناخته توالی با یافته تکثیر نواحی

characterized amplified regions) ،مرازای پلیواکنش زنجیره 

( Sequencingیابی )( و توالیReal-time PCR)در زمان واقعی 

رهی گنماتدهای ریشه ردیابی و شناساییابزارهای مناسبی برای 

، RAPD-PCR(. در واکنش Subbotin et al. 2021باشند )می

و از روی  نمودهیابی یک گونه را توالیاز باندهای اختصاصی 

کنند که طول دست آمده، آغازگرهایی را طراحی میهای بهتوالی

های دارند. به این توالی RAPDبیشتری نسبت به آغازگرهای 

 آغازگرهای ،گیردها طراحی صورت میکه از روی آن یاختصاص

-SCARs: Sequence)  شده شناخته توالی با یافته تکثیر نواحی

characterized amplified regions) گویند. این آغازگرها می

نسبت به تغییر شرایط واکنش، حساسیت کمتری از آغازگرهای 

RAPD همچنین این روش، کنندتر عمل میداشته و اختصاصی .

ثیر توانایی تکاز و  داشتهبه سن و مرحله رشدی نماتد بستگی ن

DNA های بالغ، لارو و توده تخم نماتد استخراج شده از ماده

با (. Fourie et al. 2001; Salgado et al. 2015) برخوردار است
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رد موها به اینکه اکثر آغازگرها با طیف وسیعی از نمونه عنایت

ایج نت ،ممکن است آغازگرهای اختصاصی اند،قرار نگرفتهآزمایش 

 (.Subbotin et al. 2021) نشان دهندمثبت و منفی کاذب 

های زیادی برای درک سازوکار های اخیر تلاشدر سال

گرهی انجام شده است و اعتقاد بر ریشهزایی نماتدهای بیماری

های سنتز شده در غدد مری و تزریق شده این است که پروتئین

ه انگلی ایجاد رابطاز طریق استایلت به بافت گیاه، نقش کلیدی در 

های این پروتئین(. Hewezi & Baum 2013) دارندنماتدها 

به عنوان عوامل موثر  بخشی از افکتورهای نماتدها بوده و ترشحی

برای ( Giant cellهای غول آسا )سلول در تشکیل و نگهداری

 .Ray et alکنند )عمل میو میزبان نماتد  رابطه انگلیحمایت از 

1994; Quentin et al. 2013تخریب هایآنزیم آنهااز  (. برخی 

ز( هستند و اندوگلوکانا -4و  1بتا  مانند) سلولی دیواره کننده

کی ی .ها شناخته شده استهمچنان انواع متعددی از این پروتئین

در جایگاه  SEC-1به نام  یمرغدد ترشحی های از این پروتئین

MIU09180 از ژنوم ،M. incognita  شده و توالی آنشناسایی 

مورد استفاده قرار گرفته است  گونهاین  اختصاصی در تشخیص

(Ray et al. 1994; Akyazi & Felek 2013). 

اکثر  وبوده  دشوار Meloidogyne جنس هایگونه تشخیص

 هایژن اساس بردر این خصوص، تحقیقات صورت گرفته 

 و هاایزوآنزیم ،(COXs) سیتوکروم اکسیداز میتوکندریایی، ناحیه

است استوار  (rDNA) ریبوزومی RNA ههای کدکنندژن

(Alvarez-Ortega et al. 2019). ریبوزومیرایج  نشانگرهای 

ی رایج این جنس هاتوانند به طور دقیق باعث تمایز گونهنمی

 و M. incognita ، M. arenaria  ،M. javanicaهای گونه :شامل

Chen & Zheng 1990 M. floridensis هایگونه گروه که M. 

incognita (M. incognita group را تشکیل )شوند دهند،می 

(Subbotin et al. 2021) .نواحیهای یکسانی بالا در توالی 

SCAR های در گونهM. incognita ،M. arenaria  وM. 

javanica باز برای سه جفت 463ای به طول )به طور مثال، قطعه

یک دقیق تفکمانع گونه نام برده، یکسانی توالی بالایی دارند( نیز 

رفع (. برای Tesarova et al. 2003) شودهای نام برده میگونه

نشانگرهای ژنتیکی دیگری  از شده است، تلاش هااین محدودیت

 که یکی از SEC-1 نامکد کننده پروتئینی به  ژن مانند

 M. incognitaتشخیص دقیق  ، برایاست مری دغد هایپروتئین

 به ابتدا و انتهای ژن مربوطه SEC های. آغازگراستفاده شود

ها را در و اینترون نو از آنجا که اگزو شوندمتصل می( 6)شکل 

ا هبین گونه شوندهناحیه کد یهایتوال چنانچه گیرند،بر می

ناطق م یهایتوالتفاوت در ، یکسانی توالی بالایی داشته باشند

 آشکار خواهد نمودرا  یاگونه نیتفاوت ب ،شوندهکد ریغ

(Tesarova et al. 2003بنابراین .)، یابی مولکولی این نماتدها رد

 برای مفید یروش ،شده نام بردهاده از جفت آغازگرهای با استف

 شود. تلقی می M. incognita دقیق گونه شناسایی

های انجام شده در سالهای برداریمطالعات میدانی و نمونه

 درختانهای بالای آلودگیبیانگر وقوع ، 1637-1638

گرهی در دو استان به نماتد ریشهنسبت  غاتدر با فروتکیوی

یش پا، حاضر مطالعهانجام هدف از بنابراین  .بودمازندران و گیلان 

آلودگی منطقه و ارزیابی روشی سریع و قابل اطمینان جهت 

 هایباغدر بروز یافته گرهی نماتد ریشهشناسایی دقیق گونه 

  .بودفروت کیویآلوده 

 

 هامواد و روش
 بردارینمونه

 1633و  1638 یهاسال اردیبهشت تا مردادهای در طی ماه

 یهاگرهی استانآلوده به نماتد ریشهفروت کیوی یهااز باغ

غ هر باشد. ابتدا ده باغ و از انجام  یبردارنمونهو مازندران  لانیگ

آلوده مشکوک به نماتد  یهاشهیپنج تا ده درخت انتخاب شد. ر

شماره  ،یبردارگرهی )چهار نقطه از اطراف درخت( نمونهریشه

 هایپژوهشکده مرکبات و میوه شگاهی( و به آزما1)جدول  یگذار

 .ندانتقال داده شد نیمه گرمسیری

 
  سنجیریختشناختی و ریخت شناسایی

آوری شده بر اساس های جمعدر مورد نمونهشناسایی اولیه 

ها های نقوش اثر انگشتی شبکه کوتیکولی انتهای بدن مادهویژگی

(. به این منظور، ابتدا Hartman & Sasser 1985صورت گرفت )

هایی به عمق سه تا ( در سوراخsingle egg massتک توده تخم )

 یارل مــقرفرنگی )گوجه ءهای نشامتر مجاور ریشهپنج سانتی

( در مرحله دو تا چهار برگی اضافه و در شرایط مناسب اوربانا

 یپس از بررس داری شدند.روز نگه 31تا  42گلخانه به مدت 

طبق روش  ،استریومیکروسکوپ ریگال ز و مشاهده هاشهیر

(1374 )Taylor & Netscher گال و خارج  یرو یبا برش کوتاه

بدن  یانتها یکولیز شبکه کوتا شه،یشدن نماتد ماده از بافت ر

ز انجام شد. ااولیه  ییها، شناساآن یو با بررس هیته یها برشماده

 استفاده شد.  DNA اجستخرا یامورد مطالعه، بر یهانمونه
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 .لانیدو استان مازندران و گ فروتیویک هایگرهی از باغمورد مطالعه نماتد ریشه یهاتیجمعکد  و منطقهمشخصات  .1جدول 

Table 1. Characteristics of the studied populations of root-knot nematode from kiwifruit orchards in Mazandaran and 

Guilan provinces. 

Site Code No. 

Mazandaran, Ramsar Ra-P1 1 

Mazandaran, Ramsar Ra-P2 2 

Mazandaran, Ramsar Ra-P3 3 

Mazandaran, Ramsar Ra-P4 4 

Mazandaran, Tonekabon, Dohezar To- D1 5 

Mazandaran, Tonekabon, Dohezar To- D2 6 

Guilan, Lahijan La-S1 7 

Guilan- Lahijan La-S2 8 

Guilan- Rasht R-U1 9 

Guilan- Rasht R-U2 10 

 

با  (Silva et al. 2000 Da) روشنماتد با  DNAاستخراج 

میکرولیتر مخلوط  61که اندکی تغییرات انجام شد. بدین صورت

و نماتد ماده بالغ به مدت نیم ساعت در دمای  متخم، لارو سن دو

پس از افزودن بافر  .گراد قرار داده شدنددرجه سانتی 81منفی 

 100mM Tris-Hcl pH 8; 1/4M NaCl; 20mMاستخراج )

EDTA; 3%CTAB; 1%mercaptoethanol دور به  11111( در

دقیقه در  61 هادهی شدند. سپس نمونهدقیقه رسوب پنجمدت 

داری شدند. عصاره حاصله پس از گراد نگهدرجه سانتی 32

( تیمار شد. 24:1دهی، با مخلوط کلروفرم ایزوآمیل الکل )رسوب

وسیله رسوب ایزوپروپانول سرد تغلیظ شده و بخش قابل حل به

 61. رسوب حاصله در گردیددرصد انجام  71شستشو با اتانول 

ها با کمیت و کیفیت نمونه وحل میکرولیتر آب مقطر استریل 

( در طول موج BMG LABTECH, Germanyدستگاه نانودراپ )

 . دشنانومتر بررسی  231

های اولیه، شناسایی گونه نمونه شناسایی تأیید منظور به

نمونه(، با آغازگرهای اختصاصی نماتد  11خالص شده )

 Inc-K14اختصاصی  هایگرهی انجام شد. از جفت آغازگرریشه

-SECهای اختصاصی جفت آغازگرو  (SCARبرای تکثیر ناحیه )

 .Mبرای شناسایی اختصاصی ، (sec-1برای تکثیر ژن ) 1

incognita  (. آغازگرهای اختصاصی 2استفاده شد )جدولRjav/ 

Fjavشناسایی اختصاصی برای M. javanica ،Rar/Far برای 

شناسایی  برای Rh/Fhو  M. arenaria شناسایی اختصاصی

شدند.  استفادهبه عنوان کنترل منفی  M. hapla اختصاصی

 2/12میکرولیتر شامل  22در حجم نهایی  PCRواکنش 

Master mix (Fermentas, USA ،)میکرولیتر مخلوط واکنش 

میکرولیتر آب استریل، یک میکرولیتر از هر آغازگر  2/8

(Pmol/µl 11 و دو میکرولیتر )DNA  نانوگرم(  21نماتد )غلظت

انجام  MJ RESEARCH PTC-200در دستگاه ترموسایکلر مدل 

شد. همچنین، از آب مقطر استریل به عنوان کنترل منفی 

آمده  6استفاده شد. برنامه دمایی هر کدام از آغازگرها در جدول 

 است. 

در بافر  درصدیک  آگارز ژل در محصول، PCRپس از انجام 

TBE 1X اه با دستگ تکثیر شدهو باندهای ران شده  ،الکتروفورز

UV  ترانسلومیناتور مدلUVP.محصول  ، مشاهده شدPCR  های

وجود م یهایبه دست آمده با توال جهیشد و نت یابییتوالحاصله 

 یوتکنولوژیاطلاعات ب یداده مرکز مل گاهیدر پا

(www.ncbi.nlm.nih.govمقا )یبا توال زیر هم چینیو  سهی 

انجام  MEGA Xافزار موجود در بانک ژن توسط نرم یدینوکلئوت

مربوط به دو ناحیه  SEC-1 هایجفت آغازگر (.6شد )شکل 

 هم زیرنشان دهنده  6شکل . هستندکدشونده و غیر کدشونده 

در  ،آغازگرها تیو موقع ینیپروتئ ،یدینوکلئوت یتوالچینی 

 Tesarova et) یکدشونده براساس بررس ریکدشونده و غ ینواح

al. 2003) دباشیم. 
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 گرهی.های نماتد ریشهمشخصات آغازگرهای استفاده شده در شناسایی گونه .2دول ج
Table 2. Primers used for identification of root-knot nematode species. 

Reference 
TM 

(°C) Sequence (5´-3´) 
Fragment 

(bp) 
Type primer or Gene 

fragment 
Species Primer 

Randig et al, 2002 60 GGGATGTGTAAATGCTCCTG 399 SCAR M. incognita Inc-K14-F 

Randig et al, 2002 60 CCCGCTACACCCTCAACTTC 399 SCAR M. incognita Inc-K14-R 

Tesarova et al, 2003 60 GGGCAAGTAAGGATGCTCTG 502 pharyngeal gland protein gene M. incognita SEC-1-F 

Tesarova et al, 2003 60 CGTGGCTATGAAAGAGGTGC 502 pharyngeal gland protein gene M. incognita SEC-1-R 

Zijlstra et al, 2000 64 GGTGCGCGATTGAACTGAGC 670 SCAR M. javanica Fjav 

Zijlstra et al, 2000 64 CAGGCCCTTCAGTGGAACTA 670 SCAR M. javanica Rjav 

Zijlstra et al, 2000 55 TCCGCGATAGAGGTAAATGA 420 SCAR M. arenaria Far-F 

Zijlstra et al, 2000 55 TCGGCGATAGACACTACAAC 420 SCAR M. arenaria Rar-R 

Zijlstra et al, 2000 57 TGACGGCGGTGAGTGCGA 610 SCAR M. hapla Fh 

Zijlstra et al, 2000 57 TGACGGCGGTACCTCATAG 610 SCAR M. hapla Rh 

 

برای آغازگرهای استفاده شده  PCRبرنامه حرارتی واکنش  .3جدول 

     .در این مطالعه

 Table 3. Thermal program of PCR reaction for the used 

primers in this study. 
Name of primer Amplification condition 

Inc-K14 

94ºC 3 min 

94ºC 30 s  

60ºC 30 s 

72ºC 1 min 

 

35 cycles 
72ºC 7 min 

SEC-1 

94ºC 4 min 

94ºC 60 s  

60ºC 1 min 

72ºC 90 s 

 

35 cycles 
72ºC 5 min 

Fjav/Rjav 

94ºC 3 min 

94ºC 30 s  

64ºC 30 s 

72ºC 1 min 

 

35 cycles 
72ºC 7 min 

Far/Rar 

94ºC 4 min 

94ºC 30 s  

55ºC 30 s 

72ºC 1 min 

 

35 cycles 
72ºC 10 min 

Fh/Rh 

94ºC 4 min 

94ºC 30 s  

57ºC 30 s 

72ºC 1 min 

 

35 cycles 
72ºC 10 min 

 نتایج و بحث

شناسایی دقیق و سریع، یکی از ملزومات مدیریت تلفیقی 

کشاورزی پایدار بیمارگر گیاهی، در جهت تحقق  نماتدهای

 هاینماتدتوسط های ایجاد شده خسارتشود. محسوب می

 و زبانیمانند آب و هوا، م یتواند بسته به عواملیم گرهیریشه

به  (.Subbotin et al. 2021) خاص نماتد متفاوت باشد یهاگونه

، Meloidogyne یهاگونه نیب یبالا ختیشناختیرشباهت  لیدل

 یندازمیبر بودن، نزمانای، شباهت بین گونه ای،گونه درون تنوع

 است دشوارجنس  نیا یهاگونهدقیق  زیبه مهارت و تجربه، تما

(Yang et al. 2021) .  

های تشخیصی با طیف وسیعی از علاوه بر این، اکثر روش

 جمعیت درک های رایج برایها آزمایش نشده و آزمایشنمونه

 جه،. در نتیباشدمی برانگیز ها، چالشو تنوع گونه خاک در نماتد

 Meloidogyne هایگونه تشخیص در PCR بر مبتنی هایروش

یافته است. با این حال، ممکن است نتایج  ایفزاینده اهمیت

حاصله موارد مثبت و منفی کاذب را هم به همراه داشته باشند 

(Subbotin et al. 2021با توجه به اینکه .) لقاب ژنتیکی تنوع 

دارد  وجود Meloidogyne جنس هایدسته بین توجهی

(Sellers et al. 2021شناسایی سریع و دقیق گونه ،) ها برای

های وارده به گیاهان از مدیریت این بیمارگر و کاهش خسارت

 .Tao et al)، از اهمیت بالایی برخوردار است فروتیویکجمله 

به طور دقیق  دتواننمی rDNAتوالی نوکلئوتیدی ناحیه . (2017

به خصوص چهار  Meloidogyneی رایج جنس هاباعث تمایز گونه

(. به عنوان Tesarova et al. 2003شوند ) گونه نام برده در بالا
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مثال، گزارشات مشابهی در زمینه عدم تفکیک دقیق سه گونه 

 M. arenariaو  M. incognita ،M. javanicaگرهی نماتد ریشه

حفاظت شدگی بالا در ژنوم، وجود دارند  نواحی باوجود به علت 

(Blok & Powers 2009; Janssen et al. 2016 .) نتایج اولیه به

برپایه الگوی  ختیشناریختدر خصوص شناسایی دست آمده 

ه گونحاکی از این بود که در این مطالعه انتهای بدن نماتد ماده 

 .Mگونه به  ،برداری شدهنمونهدر مناطق گرهی رایج ریشهنماتد 

incognita (. 1شکل ) تعلق دارد 

ی شناسایمولکولی ی هاروش از طرف دیگر، با توجه به اینکه

ها به است، لذا این روشبرخوردار نماتدها از حساسیت زیادی 

ر تبرای شناسایی دقیقامروزه های کلاسیک، روشعنوان مکمل 

 & Gasser 2001; Hussey) روندبه کار می های نماتدهاگونه

Janssen 2002; Zeng et al. 2018.) های در این مطالعه، نمونه

DNA  مده از آگرهی به دست ریشهنماتدهای استخراج شده از

با ( 1جدول )مازندران و گیلان  هایاستان فروتباغات کیوی

. نتایج تکثیر قرار گرفتندتمامی آغازگرهای ذکر شده مورد 

 است. قابل ملاحظه 2در شکل  انجام شده PCRهای آزمون

 

 

 .میکرومتر(21)اندازه =  استان گیلانآوری شده از جمع M. incognitaنقوش کوتیکولی انتهای بدن نماتد ماده بالغ . 1شکل 
Figure 1. Perineal pattern in mature female of M. incognita collected from Guilan province (Bar = 20 μm). 

 

 

های مازندران و گیلان با آغازگرهای فروت استانآوری شده از باغات کیویگرهی جمعریشهجمعیت از نماتد  11قطعات تکثیر شده از ژنوم  .2شکل 

تا  2: کنترل منفی، 1جفت باز(،  111)نشانگر  Lها به ترتیب: . چاهکA. Inc-K14 ،.B SEC-1 ،.C Rjav/Fjav ،D .Rar/Far ،.E Fh-Rhاختصاصی. 

 (.R-U2و  Ra-P1 ،Ra-P2 ،Ra-P3 ،Ra-P4 ،To- D1 ،To- D2 ،La-S1 ،La-S2،R-U1ها ): نمونه11
Figure 2. Amplified fragments of the genome of 10 populations of root knot nematode collected from kiwifruit orchards 

of the Guilan and Mazandaran provinces with specific primers. A. Inc-K14, B. SEC-1, C. Rjav/Fjav, D. Far/Rar, E. Fh-

Rh. Lines respectively: L: 100 bp DNA Ladder, 1: negative control, 2-10: Samples (Ra-P1, Ra-P2, Ra-P3, Ra-P4, To- 

D1, To- D2, La-S1, La-S2, R-U1 and R-U2). 
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از دو جفت آغازگر  ،تربررسی دقیق جهت ،در این ارزیابی

تکثیر ژن ) SEC-1و  (SCARتکثیر ناحیه ) Inc-K14متفاوت 

 (sec-1موسوم به  های غدد مریکدکننده یکی از پروتئین

(Randig et al. 2002; Tesarova et al. 2003)  برای شناسایی

 هایآغازگرجفت استفاده شد.  M. incognitaگونه اختصاصی 

 جفت باز وجفت 633ای به طول قطعه Inc-K14اختصاصی 

را باز جفت 212ای به طول قطعه SEC-1اختصاصی  هایآغازگر

ت بدس یدینوکلئوت یتوالچینی  هم زیر(. 2تکثیر کردند )شکل 

 تیموقعو  SEC-1های جفت آغازگرآمده در این مطالعه با 

 شده است.  نمایش داده 6در شکل  ی مورد استفادهآغازگرها

 

 

یابی توالی NCBIبه دست آمده در این مطالعه با توالی موجود در پایگاه  SEC-1چینی توالی نوکلئوتیدی ژن کد کننده پروتئین  هم زیر .3شکل 

 . (Tesarova et al. 2003)شده توسط 
Figure 3. Alignment of the nucleotide sequences of the gene encoding for the SEC-1 pharyngeal protein sequenced in 

present study with the available sequence in GenBank database deposited by Tesarova et al. (2003). 
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ات با نتایج مطالع ،تحقیق این بخش از نتایج به دست آمده در

 ،اندهنمودبرخی محققان که از این آغازگرهای اختصاصی استفاده 

 Tesarova et al. 2003; Devran & Sogut) نشان دادمطابقت 

(. تاکنون چندین نشانگر مولکولی و آغازگر اختصاصی برای 2009

مطالعات  اما است گردیدهاستفاده  M. incognitaشناسایی گونه 

برای  SEC-1با استفاده از جفت آغازگر اختصاصی  محدودی

 ;Tesarova et al. 2003شناسایی این گونه انجام شده است )

Adam et al. 2007; Niu et al. 2011; Subbotin et al. 2021.) 

-Inc یاختصاصعلاوه بر دو جفت آغازگر  ،تحقیقدر این  

K14  وSEC-1 گونه M. incognita،  از آغازگرهای اختصاصی

Rjav/ Fjav  برایM. javanica ،Rar/Far  برایM. arenaria  و

Rh/Fh  برایM. hapla  ص مشخحاصله . نتایج گردیدنیز استفاده

ای تکثیر نشد )شکل کرد که با هیچکدام از این آغازگرها، قطعه

اختصاصی بودن آغازگرهای مذکور  نشان دهنده هایافته(. این 2

گرهی نماتد ریشه ییبه دست آمده از شناسا جینتا .است

در خصوص اطمینان از دیگر محققان  جیبا نتا ،فروتیویک

 .Barros et al)د دای و مطابقت نشان همخواناختصاصی بودن، 

2018; Akyazi & Felek 2013.) ( 2013مطالعه)Akyazi & 

Felek   و دو جفت آغازگر آغازگرهای عمومی استفاده از با

 M. incognitaنشان داد تنها گونه  SEC-1و  SCARاختصاصی 

 همچنین. ه رواج دارداردو ترکی استان فروتیویکدر باغات 

Devran & Sogut (2009) های نماتد به شناسایی گونه

مبادرت آغازگرهای عمومی و اختصاصی استفاده از گرهی با ریشه

ترین گونه نماتد رایج M. incognitaگونه  کردندو مشخص  هنمود

به  .ه استبودترکیه طول مدت مطالعه آنها در گرهی در ریشه

ی و ختشناهای ریختبا روش  .Dong et al(2001) طریق مشابه،

PCR  آغازگرهای باRjav/Fjav ،Inc-k14-F/ Inc-k14-R  و

Rh/Fh  بر پایه طراحی شدهSCAR ،گرهی نماتد ریشه یهاگونه

 گزارش نمودندو  ییشناسا آفریقایی و اروپایی کشورهایدر را 

همچنین  هستند. M. javanicaگونه  ،هاجمعیتهمه  که

ور کش، با تحقیق انجام شده در حاضر های حاصل از بررسییافته

به کمک  M. incognitaگونه شناسایی  در خصوص جنوبی کره

 .(Hwang et al. 2016) مشابهت نشان داد، SEC-1آغازگر 

 هاینماتد عیوس ییزبایتوجه به دامنه مبابنابراین،  

 اآنهبردن به نقش یپ ،های گستردهو ایجاد آلودگیگرهی ریشه

. از درجه اهمیت خاصی برخوردار است ،زابه عنوان عامل خسارت

ی هانظارت مستمر بر نهالستانو سالم  لنها کاربردبدون شک 

ر که دگرهی است ریشهنماتد  تیریمد راهکارهای، از فروتیویک

 جی. نتاخواهد بود ریپذثر آن امکانمؤ یابیو رد ییشناسا هیسا

که  SEC-1 یحاضر نشان داد استفاده از آغازگر اختصاص قیتحق

، قادر است گیردمی ربار در کشور مورد آزمون قرا نیاول یبرا

به کار رفته و فراهم  M. incognitaگونه یی شناساپایش و جهت 

دست،  نیاز ا ییهاوشباشد. کاربرد ر ایگونه نیب زیکننده تما

و  یختشناختیربر پایه  صیتشخ یهاتواند نواقص روشیم

ها با گونه یاختصاص ریغ ریتکث نیو همچن یسنجختیر

ابزار  کیرا مرتفع ساخته و به عنوان  SCAR هیناح یآغازگرها

 .ردیمورد استفاده قرار گ ردیابی جهت قابل اطمینان، یمولکول
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