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 چکیده

گیاهان آوندی را در سراسر جهان مورد حمله  تعداد زیادی ازکه  استگرهی انگل اجباری گیاهان  ریشه  نماتد     

های  در طی بررسی تنوع زیستی نماتدهای انگل گیاهی در باغ باشد. از نظر اقتصادی بسیار مهم می دهد و قرار می

 آوری جمعنارنگی  ریشه و خاک  مونهگرهی از ن ، یک جمعیت نماتد ریشه1396-97 سال مرکبات استان خوزستان در

 دائم اسلاید ها، ثابت کردن نماتد و کشتن گردید. بعد ازهای آلوده استخراج  سن دو از ریشههای بالغ و لارو  مادهد. ش

های بالغ  ژنومی از لارو سن دو و ماده DNAهای معتبر صورت گرفت.  شد. شناسایی گونه با استفاده از کلید تهیه

‌18S و جفت آغازگرهای ناحیه‌‌28Sاز ژن ‌D2/D3ناحیهاستخراج شده توسط جفت آغازگر ‌DNA استخراج گردید.
سنجی و تجزیه و تحلیل فیلوژنی نواحی تکثیر شده،  ی، ریختختشنا بر اساس خصوصیات ریخت یابی شد. تکثیر و توالی

های این گونه  آمده با سایر جمعیت دست ی جمعیت بهختشنا های ریخت تفاوت شناسایی گردید. M. javanicaگونه 

جفت  1678و دو قطعه  28Sجفت بازی توسط آغازگرهای ناحیه  799در این مطالعه دو قطعه  حث قرار گرفت.مورد ب

آلودگی نارنگی به نماتد بر اساس منابع موجود، این اولین گزارش از تولید شد.  18Sبازی توسط آغازگرهای ناحیه 

 باشد. در ایران می M. javanica گرهی ریشه

 

 گرهی ریشهمرکبات، نماتد  ،شناختی، فیلوژنی سنجی، ریخت ریخت :ها واژهکلید

 

 مقدمه
ترین‌محصولات‌باغی‌گرمسیری‌‌مرکبات‌یکی‌از‌مهم

 ،Citrus های‌فقط‌جنس‌هستند‌کهجهان‌ گرمسیری‌و‌نیمه

Poncirus
‌Furtunellaو 

‌از‌  ‌و ‌داشته ‌اقتصادی جنبه

‌ویژه ‌کشور‌اهمیت ‌در ‌تولید‌ای ‌‌های مرکبات‌کننده

‌هستند ‌کشت‌.(Wu et al., 2014)‌برخوردار ‌زیر ‌سطح

‌ ‌حدود ‌کشور ‌کل ‌می‌297869مرکبات ‌که‌باشد‌هکتار

‌و‌257310 ‌مرکبات ‌بارور ‌درختان هکتار‌‌‌40558هکتار

‌‌5113655تند.‌میزان‌تولید‌کل‌مرکبات‌کشوربارور‌هسغیر

‌استان‌خوزستان‌‌تن‌می درصد‌از‌اراضی‌بارور‌و‌‌5/2باشد.

باشد‌و‌‌یسهم‌از‌تولید‌مرکبات‌کشور‌را‌دارا‌م‌درصد‌46/1

‌تولید ‌میزان ‌نظر ‌استان‌،از ‌بین ‌در ‌را ‌ششم های‌‌رتبه
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‌است ‌داده ‌اختصاص ‌خود ‌به ‌مرکبات ‌تولیدکننده

(Ahmadi et al., 2019.)نماتدهای‌‌‌ ‌از ‌وسیعی طیف

‌ ‌با ‌استمرکبات‌‌فراریشهانگل‌گیاهی‌همراه ‌گزارش‌شده

مرکبات‌از‌آنها‌باعث‌خسارت‌به‌درختان‌اما‌فقط‌تعدادی‌

‌(.Verdejo-Lucas and McKenry, 2004)‌شوند‌می

‌ریشه ‌برکلی‌گرهی‌نماتد ‌توسط ‌بار ‌در‌1855)‌1اولین )

‌با ‌گلخانه ارتباط ‌شد‌خیار ‌گزارش  Garcia and)‌ای

Sanchez-Puerta, 2012; Jones et al., 2013.)‌

در‌اثر‌آلوده‌شدن‌به‌‌های‌هوایی‌گیاه‌قسمتعلائم‌‌معمولاً

‌ریشه ‌می‌نماتد ‌گرفته ‌نادیده ‌شبیه‌‌گرهی ‌اغلب ‌زیرا شوند

‌خشکسالی ‌از ‌ناشی ‌سایر‌علائم ‌یا ‌و ‌مغذی ‌مواد ‌کمبود ،

‌است‌تنش ‌زیستی نماتد‌‌(.Coyne et al., 2014)‌های

‌جهان‌‌مهم‌گرهی‌ریشه ‌سراسر ‌انگل‌گیاهی‌در ‌نماتد ترین

‌ ‌حدود ‌157است‌که‌کیفیت‌و‌عملکرد‌سالانه‌محصول‌را

‌کاهش‌می ‌دلار ‌(.Onkendi et al., 2014)‌هدد‌میلیون

شرح‌ Meloidogyne گونه‌97های‌بیش‌از‌‌تاکنون‌ویژگی

‌گونه ‌اما ‌است ‌شده  ,‌M. arenaria, (Nealهای‌داده

1889) Chitwood, 1949، M. incognita, (Kofoid 

& White, 1919) Chitwood, 1949 ،M. javanica, 

(Treub, 1885) Chitwood, 1949 و M. hapla, 

Chitwood, 1949 مهم لحاظ‌از‌ ترین‌‌اقتصادی

‌ریشه‌ترین‌گونه‌وگسترده  Hunt)‌گرهی‌هستند‌های‌نماتد

and Handoo, 2009.)‌‌‌

‌ ‌ Meloidogyne های‌گونهشناسایی ‌بر اساس‌عمدتا

‌ریخت ‌ریختختشنا‌خصوصیات ‌و ‌جمله‌‌ی ‌از سنجی

‌ ‌بدن،مشخصات ‌انتهای ‌کوتیکولی ‌در‌‌شبکه ‌مری شکل

 Hunt)‌استها‌و‌همچنین‌چندین‌ویژگی‌لارو‌سن‌دو‌‌ماده

and Handoo, 2009.)سال‌‌ ‌‌‌1980های‌در ‌1990و

و‌‌(PCRپلیمراز‌)ای‌‌واکنش‌زنجیره،‌های‌بیوشیمیایی‌روش

‌ ‌روش ‌شناسایی‌عنوان‌به‌آنزیمیهضم ‌روش برای‌‌مکمل

                                                           
1- Berkeley 

قرار‌استفاده‌مورد‌‌یگره‌نماتدهای‌ریشه‌های‌تشخیص‌گونه

‌(.Hyman, 1990, Adam et al., 2007) گرفت

‌‌داده ‌داده‌یختشنا‌ریختهای ‌با ‌ترکیب ‌صورت های‌‌در

‌ ‌مولکولی، ‌امکان ‌برای ‌‌شناساییبهتری ‌را فراهم‌گونه

‌شناسایی‌کند.‌می ‌روش ‌بهترین ‌اطلاعات‌، ترکیب

‌یختشنا‌ریخت ‌تولیدایزوزآ، ‌میزبان، ‌مولکولی، و‌‌مثلیم،

‌(.Karssen and Moens, 2006)‌تعداد‌کروموزوم‌است

‌مطالعه  ‌شناسایی‌مولکولی‌اولین  .Mهای‌گونه‌برای

incognita، M. hapla، M. javanica وM. 

arenaria استفاده‌‌ ‌انجام‌شد‌ PCR-RFLP از‌روش با

(Harris et al., 1990.)‌‌ ‌بین ‌ناحیه ‌تکثیر سیتوکروم‌با

‌ II اکسیداز ‌ 16S ژنو ‌ریبورزم  های‌گونهمیتوکندریایی،

M. incognita،‌M. hapla،M. javanica ،M. 

arenariaو‌M. chitwoodi Golden, O’Bannon, 

Santo & Finley, 1980 ای‌‌با‌استفاده‌از‌واکنش‌زنجیره

‌آنزیم ‌و ‌کننده‌پلیمراز ‌محدود ‌ های گردید‌شناسایی

(Powers and Harris, 1993).ناحیه‌ ITS rDNA به‌

‌ ‌برای ‌مناسب ‌ناحیه ‌مختلف‌گونه‌شناساییعنوان  های

Meloidogyne با‌توصیف‌ ‌ناحیه‌و ‌این ‌از ‌،استفاده

 ، M. incognita، M. hapla، M. javanica های‌گونه

M. arenaria، M. chitwoodi، M. konaensis 

Eisenback, Bernard & Schmitt, 1995،M. 

mayaguensis Rammah & Hirschmann, 1988 و 
M. graminicola Golden & Birchfield, 1965‌

‌ ‌)شناسایی ترکیب‌با  .(Powers et al., 1997گردید

‌گونه‌، SCAR-PCR و RFLP-PCR های‌روش هفت

‌هم‌تفکیک‌‌گرهی‌نماتد‌ریشه  ,.Adam et alشدند‌)از

2007)‌ ‌روش. ‌ریخت‌از ‌برای‌‌یختشنا‌های ‌مولکولی و

‌جمعیت ‌ M. arenaria از‌یشناسایی ‌است‌استفاده شده

(Skantar et al., 2008)‌  ،M. incognita هفت‌گونه.

M. arenaria، M. javanica، M. hapla،M. 

chitwoodi، M. fallax Karssen, 1996 وM. 
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enterolobii Yang & Eisenback, 1983 با‌استفاده‌از‌ 

Multiplex PCR و‌بوده‌این‌روش‌سریع‌،‌گردیدشناسایی‌

 ,.Kiewnick et al)‌شود‌باعث‌صرفه‌جویی‌در‌زمان‌می

2013).‌‌ ‌خصوصیات ‌از ‌استفاده ‌تکثیر‌‌شناسی‌ریختبا و

‌ ‌درون‌ویژگی ،ITSناحیه ‌جمعیت‌گونه‌های ‌چند  .Mای

graminicola‌‌ ‌گرفتمورد ‌قرار ‌علی‌بررسی رغم‌‌که

‌ریخت‌تفاوت ‌جمعیتختشنا‌های ‌این ‌به‌ها‌ی، گونه‌ متعلق

M. graminicola بودند‌(Salalia et al., 2017). 

در‌ ‌M. javanicaو M. incognita جمعیت‌دو‌گونه

آنزیم‌محدود‌کننده‌مورد‌ و RFLP-PCR با‌استفاده‌ازایران‌

‌ ‌قرار  ,.Mahdikhani-Moghadam et alگرفت‌)مقایسه

‌خصوصیات‌ با‌ M. javanicaگونه‌.(2007 ‌از استفاده

‌ختشنا‌ریخت ‌و ‌اختصاصی‌رآغازگی ‌کرمان‌‌های ‌استان از

‌ ‌)شناسایی ‌گونه‌.(Askarian et al., 2009گردید  .Mدو

javanica   و M. cruciani Garcia-Martinez, Taylor 

& Smart, 1982 ‌ ‌ازبا ی‌و‌ختشنا‌ریخت‌مشخصات‌استفاده

‌تنوع‌ژنتیکی‌درون‌گونه‌گردیدایی‌سنجی‌شناس‌ریخت ای‌‌و

‌بررسی‌آنها ‌‌مورد ‌)قرار ‌.(Rafiee et al., 2010گرفت

‌ریخت ‌درون‌‌شناسی‌ریخت‌،سنجی‌خصوصیات ‌تنوع و

‌قرار‌‌ M. javanicaای‌گونه ‌مطالعه ‌مورد ‌ایران ‌شمال در

‌هدف‌از‌مطالعه‌حاضر‌.(Hesar et al., 2011گرفته‌است‌)

 .‌Mگونه‌جمعیتی‌از‌سنجی‌ی‌و‌ریختختشنا‌شناسایی‌ریخت

javanicaکه‌ ‌ ‌از ‌بار ‌نخستین ‌برای ‌ریشه ‌ایران‌نارنگی در

 بر‌اساس‌نواحی‌ژنی‌آنبررسی‌مولکولی‌ وبود‌استخراج‌شده‌
D2-D328 از‌S rDNA 18 وS rDNA .بوده‌است 

 

 ها مواد و روش

اسلاید برداری، استخراج و تهیه  نمونه

  از نماتد: میکروسکوپی

‌‌برداری‌طی‌نمونه های‌‌باغ از 1396-‌97سال درهایی‌که

 و خاک نمونه یک گرفت، صورت خوزستان استان مرکبات

نارنگی‌در‌شهرستان‌‌میزبان گرهی‌از‌نماتد‌ریشه آلوده‌به ریشه

از‌انتهای‌بدن‌‌‌،.‌برای‌تشخیص‌گونهگردید آوری‌جمعدزفول‌

‌24ها‌‌.‌برای‌این‌منظور‌ابتدا‌ریشهنماتد‌ماده‌برش‌تهیه‌گردید

های‌‌.‌سپس‌ضمن‌بررسی‌نمونهندساعت‌در‌آب‌قراد‌داده‌شد

 های‌گال از کیسه‌تخم‌تک،‌استرئومیکروسکوپریشه‌در‌زیر‌

 رقم فرنگی‌گوجه ی‌نشاءهای‌ریشه مجاورت در و جدا ریشه

 خالص جمعیت تکثیر داده‌شدند.‌برای قرار روتگرز حساس

 شرایط در روز 60 مدت به شده زنی‌مایهنشاءهای‌‌نیاز، مورد

‌ مساعد ‌گلخانه ‌دمای ‌‌20با ‌‌25تا ‌سانتیگراد ‌درجه آبیاری‌و

‌ مناسب‌نگهداری ‌شدند. ‌آنها ‌تخم ‌کیسه ‌و از‌نماتدهای‌بالغ

‌استخراج ‌یک‌تشتک‌پتری‌حاوی‌آب‌مقطر‌‌ریشه ‌درون و

‌پلاستیکی،‌ ‌روی‌یک‌صفحه ‌را ‌ماده ‌نماتد ‌شدند. ‌داده قرار

‌ ‌داده ‌قرار ‌تشتک‌پتری ‌درون ‌یا ‌طلق ‌نماتد‌و سپس‌گردن

بعد‌از‌آن،‌قسمت‌برش‌‌تیز‌برش‌داده‌شد.‌سط‌یک‌اسکالپلتو

‌محتویات‌بدن‌ ‌شد‌تا ‌داده ‌توسط‌یک‌سوزن‌فشار ‌شده داده

‌اسید‌ ‌در ‌را ‌شده ‌داده ‌برش ‌کوتیکول ‌گردد. ‌خارج نماتد

از‌‌درصد‌قرار‌داده‌و‌کوتیکول‌توسط‌یک‌تیغ‌تیز‌45لاکتیک‌

به‌‌برش‌به‌شکل‌یک‌مربع‌آراسته‌شد‌و‌نیمه‌قطع‌شد‌و‌سپس

 ,Hartman and Sasser)‌گردیدلام‌منتقل‌گلیسیرین‌روی‌

 مقطر در‌آب جداگانه طور به ها‌ماده تخم های‌کیسه(.‌1985

‌شد داده قرار ثابت‌ و کشتن جهت ها،‌تخم تفریخ از پس.

‌دگریسه شده تکمیل روش از ،دوم سن لاروهای کردن

 De)‌دگردی تهیه یمئدا اسلاید‌میکروسکوپی‌وشد‌ استفاده

Grisse, 1969).و دوم سن لاروهای از اسلاید تهیه از پس‌ 

‌انتهای شبکه  میکروسکوپ از استفاده با بدن، کوتیکولی

Olympus CX31 مشخصات لوله به مجهز‌  ترسیم،

 ‌.قرار‌گرفت بررسی مورد ها‌آن سنجی‌ریخت و یختشنا‌ریخت

 و تکثیر نواحی ژنی: DNAاستخراج 

یک‌نماتد‌ماده‌بالغ‌و‌یا‌لارو،‌ابتدا‌‌‌‌DNAاستخراجبرای‌

تا‌‌8بار‌با‌آب‌مقطر‌سترون‌شستشو‌داده‌شد‌و‌بعد‌مقدار‌‌4تا‌‌3

 mM Tris-Cl, 0.5 mM 10 )حاوی AE میکرولیتر‌بافر‌10
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EDTA با pH = 9.0 نماتد‌روی‌یک‌لام‌‌(‌بسته‌به‌اندازه

سترون‌قرار‌گرفت‌و‌نماتد‌به‌آن‌منتقل‌شد.‌به‌آرامی‌یک‌

نماتد‌‌،لامل‌روی‌آن‌قرار‌گرفت‌و‌با‌ضربه‌زدن‌روی‌لامل

‌کمک‌سمپلر‌در‌ ‌با ‌سپس‌بافر‌حاوی‌نماتد‌له‌شده له‌شد.

‌ ‌‌جمع‌2/0میکروتیوپ ‌فریزر ‌در ‌و نگهداری‌‌-20آوری

‌‌(.Pedram et al., 2011)‌شدند ‌این ‌سه‌در ‌از تحقیق

‌آغازگر  و D2/D3، 1813F/2646R جفت

988F/1912R‌‌ ‌آغازگرها ‌مشخصات ‌شد. در‌استفاده

ذکر‌‌2در‌جدول‌‌رفته‌کار‌به‌مواد‌ریمقاد‌و‌نوع‌،1جدول‌

‌شده‌است.

‌95سازی‌اولیه‌در‌دمای‌‌ابتدا‌واسرشت‌PCRبرای‌واکنش‌

‌سپس‌ ‌گرفت. ‌انجام ‌دقیقه ‌پنج ‌مدت ‌به ‌سانتگراد درجه

درجه‌سانتیگراد‌به‌مدت‌‌94سازی‌در‌دمای‌‌های‌واسرشت‌سیکل

ثانیه‌و‌گسترش‌در‌دمای‌‌30ثانیه،‌اتصال‌آغازگرها‌به‌مدت‌‌30

چرخه‌تکرار‌‌35ثانیه‌به‌تعداد‌‌60درجه‌سانتیگراد‌به‌مدت‌‌72

درجه‌سانتیگراد‌‌72و‌در‌نهایت‌گسترش‌نهایی‌در‌دمای‌‌گردید

‌(.Pedram et al., 2011دقیقه‌انجام‌شد‌)‌10به‌مدت‌

‌از سه‌ نمونه، هر PCR محصول پس‌از‌انجام‌واکنش،

رنگی‌مخلوط‌ با‌دو‌میکرولیتر‌از‌محلول و برداشته میکرولیتر

‌گردید.‌ شد ‌الکتروفورز ‌درصد ‌یک ‌آگارز ‌ژل ‌روی و

‌
 گرهی نماتد ریشهتعیین گونه  جهت رفته کار به یآغازگرها یتوال و نام: 1جدول 

Table 1: Name and sequence of primers used for identification of the root-knot nematode 

Reference Amplified 

fragment Sequence Primer  

Nunn, 1992‌750 5'-ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG  -3' D2A 

Nunn, 1992‌750 5'- TCGGAAGGAACCAGCTACTA  -3' D3B 

Holterman et al., 

2006‌1020 5'- CTCAAAGATTAAGCCATGC  -3' 988F 

Holterman et al., 

2006‌1020 5'- TTTACGGTCAGAACTAGGG  -3' 1912R 

Holterman et al., 

2006‌805 5'- CTGCGTGAGAGGTGAAAT  -3' 1813F 

Holterman et al., 

2006‌805 5'- GCTACCTTGTTACGACTTTT  -3' 2646R 

 

 PCR واکنش یبرا هیپا مخلوط هیته در رفته کار به ریمقاد و مواد  نوع: 2جدول 

Table 2: Type of materials and quantities used in preparation of base mix for PCR  

Values in 25 µl The final concentration 

in the reaction tube 

The concentration of the base 

solution 

Component‌

µL 2.5 1X 10X PCR buffer 

1.5 µl mM 2.4 mM 25 MgCl2 

µl 0.5 mM 0.4 mM mix 10 dNTPs 

1μl of each primer 0.4 Pm of each primer  10 Pm Primers 
µl 0.5 Unit/µl 0.06 5 Unit/µl Taq polymerase 

4 µl - - DNA template 

14 µl - - Distilled water 
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 میزان بهنشانگر‌مولکولی‌‌ از ای‌چاهک‌هم،‌نمونه یک در

‌ وارد میکرولیتر چهار  90 ولتاژ با الکتریکی جریانشد.

 که منفی قطب از ،ژل در دقیقه 120 مدت به و ولت

‌پس‌از‌ برقرار مثبت به‌قطب دارند قرار ها‌چاهک گردید.

‌و‌ ‌قطع ‌جریان ‌الکتروفورز، ‌حرکت‌قطعات‌روی‌ژل پایان

‌جهت‌ ‌و ‌خارج ‌بافر ‌از ‌سپس‌ژل ‌گردید. ‌جدا الکترودها

قرار‌داده‌شد‌تا‌در‌ ی‌هدف‌درون‌دستگاهی‌باندهامشاهده

‌اشعه ‌بنفشزیر ‌ماورای ‌نظری ‌مورد ‌باندهای ‌و‌‌، مشاهده

 برداری‌شوند.عکس

  یابی و تجزیه ، توالیPCRسازی محصولات  خالص

 ها: وتحلیل توالی

‌محصول‌باقی ‌ PCR مانده ‌با میکرولیتر‌‌25همراه
‌‌آغازگر ‌‌25رفت‌و ‌شرکت‌‌آغازگرمیکرولیتر برگشت‌به

‌جنوبی‌جهت‌توالی ‌کره ‌پس‌از‌ماکروژن یابی‌ارسال‌شد.
ها‌‌مونتاژ‌توالییابی،‌ویرایش‌و‌دریافت‌نتایج‌حاصل‌از‌توالی

 Chromas verو BioEdit ver 4.0.6.2افزار‌از‌طریق‌نرم

‌شد 2.1.6 ‌‌.انجام ‌های‌توالی شباهت میزانسپس
‌شده‌‌شناخته های‌جدایه‌به مربوط های‌توالی با آمده‌دست‌هب
‌.گرفت‌قرار بررسی مورد بلاست جستجوی عملیات انجام با

‌نرم‌توالی ‌از ‌استفاده ‌با ‌نظر ‌مورد ‌‌Clustal Xافزار‌های
(Larkin et al., 2007هم‌ )‌‌ ‌گردیدند. ‌ارتباطردیف

‌به مربوط های‌توالی با آزمایش این های‌جدایه فیلوژنتیکی

‌الگوریتم از استفاده با مرجع و تاییدشده های‌گونه
 GTR + G + Iتکاملی مدل اساس و‌بر بیشینه نمائی‌درست

‌نرم‌ ‌از ‌استفاده ‌نسخه‌شش‌با ‌مگا  ,.Tamura et al)افزار

‌ها‌ی‌آنلوژنیف‌اندرختو‌‌گرفت قرار ارزیابی مورد‌(،2013
‌با توالی هر‌گروه برای مدل بهترین ید.‌ارزیابیگرد‌میترس

‌درصد افزار‌نرم همین از استفاده ‌کلادها تکرار انجام‌شد.

‌میلیون در ‌در گیری‌نمونه بار دو ‌استراپ(، ‌)بوت ‌کاذب
‌ریشه ‌ درج کلادها محل ‌‌درختگردید. ی‌لوژنیفهای

روابط‌‌زیحاصل‌از‌آنالآمده،‌‌دست‌به‌‌18Sو‌‌28Sنواحی‌

‌ترتیبلوژنیف ‌به ‌‌‌65ی ‌تاکسون‌‌51و ‌سه ‌جمله ‌از تاکسون
‌بودند. ‌‌غریبه ‌ناحیه ‌فیلوژنی ‌آنالیز های‌‌گونه‌28Sدر

Pratylenchus delattrei Luc, 1958‌،P. neglectus 

(Rensch, 1924) Filipjev & Schuurmans 

Stekhoven, 1941 و P. thornei Sher & Allen, 

های‌غریبه‌و‌در‌آنالیز‌فیلوژنی‌ناحیه‌‌عنوان‌تاکسون‌به 1953
18Sهای‌‌،‌گونهP. neglectus‌،P. scribneri Steiner 

in Sherbakoff & Stanley, 1943‌‌ ‌P. thorneiو

‌های‌غریبه‌انتخاب‌شدند.‌عنوان‌تاکسون‌به
 

 نتایج

Meloidogyne javanica (Treub, 1885) Chitwood, 

1949 
 مشخصات

‌سن‌شناسی‌ریخت خصوصیات بررسی با ‌و لارو ‌دو

 Eisenback andشناسایی کلید از استفاده با و ماده نماتد

Triantaphyllou (1991)گونهجمعیت‌مورد‌مطالعه‌‌ M. 

javanica تشخیص‌داده‌شد. 

‌شکل‌ماده :ماده ‌گلابی ‌تا ‌گرد ‌بالغ ‌های گردن‌،

‌شیری ‌کلاهک‌‌مشخص، ‌با ‌بدن ‌با ‌همطراز ‌سر رنگ،

‌کوتیکولی ‌شبکه ‌‌مـشخص، ‌اسـتایلت‌سر ‌متوسط، ‌رشد با

‌مخروطـی‌باریـک ‌قـسمت ‌به‌و ‌خمیده‌‌آن ‌پشتی طرف

‌2/2تا‌‌2/1های‌استایلت‌تقریبا‌گرد‌و‌با‌طول‌‌.‌گرهباشد‌می

میکرومتر،‌حباب‌میانی‌مری‌بزرگ،‌گرد‌‌6/3تا‌‌3و‌عرض‌

‌بیضی‌شکل‌و‌دار ای‌دریچه‌هلالی‌شکل‌بزرگ‌با‌طول‌تا

فرج‌و‌‌میکرومتر‌در‌مرکز،‌10تا‌‌5/8و‌عرض‌‌5/15تا‌‌14

‌انتهای‌بدن، ‌در ‌هم‌و کوتیکولی‌‌شـبکه‌مخرج‌نزدیک‌به

‌و ‌گـرد ‌پـشتی ‌کمـان ‌شکل، ‌بیضی ‌تا ‌گرد ‌بدن ‌انتهای

‌بلند‌باریک ‌کمی ‌صاف‌دار‌موج‌شـیارها‌،تا ‌یا‌تا ‌ممتد ،

سطوح‌جانبی‌‌مـشخص‌و‌خطـوطشکسته،‌انتهای‌دم‌غالبـا‌

را‌به‌دو‌‌شبکه‌کوتیکولی‌انتهای‌بـدن‌،طور‌مشخص‌بدن‌به

کمی‌میدها‌سکننـد‌و‌فا‌قسمت‌پشتی‌و‌شـکمی‌تقـسیم‌مـی

‌پوست‌دارای‌ ‌دارند. ‌طرفین‌آن‌قرار ‌در ‌مخرج‌و ‌از بالاتر

ترشحی‌جلوتر‌از‌حباب‌میانی‌-شیارهای‌عرضی،‌منفذ‌دفعی

‌دستگاه‌تناسلی‌ستایلت‌قرار‌دارد.غالبا‌بعد‌از‌انتهای‌ا‌مری‌و
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دارای‌دو‌لوله‌جنسی‌در‌هم‌پیچیده‌که‌به‌طرف‌جلوی‌بدن‌

‌.(3(‌)جدول‌2و1)شکل‌‌است‌کشیده‌شده

‌بدنی‌کوچـک‌و‌‌:دوم لاروهـای سـن کرمی‌شکل‌با

یا‌کمی‌صورت‌کشیده‌‌شدن‌به‌باریـک‌کـه‌پـس‌از‌تثبیـت

‌مـی‌خمیده ‌شیارهای‌عرضی‌آینـد.‌در ظریف‌و‌‌پوست‌با

‌ ‌بـا ‌جـانبی ‌سطوح ‌همطچهار ‌سر ‌بدن،‌شـیارطولی، راز

‌طـول ‌باریک‌بـه ‌‌‌9استایلت ‌گره‌12تـا های‌‌میکرومتر،

‌انتهـای ‌و ‌مخروطی‌شـکل ‌دم ‌به‌استایلت‌گرد، طور‌‌آن

‌طول‌ ‌با ‌‌47ظریفی‌گرد‌شده به‌‌هیـالین‌میکرومتر‌و‌51تا

‌ ‌‌9طول ‌می‌5/13تا ‌‌باشد‌میکرومتر ‌)جدول‌2و1)شکل )

3).‌

‌.یافت‌نشد‌نر:

 بررسی مولکولی

از‌ D2-D3 جمعیت‌مورد‌نظر،‌ناحیه برای‌مطالعه‌مولکولی

‌ناحیه  28S rDNA ژن ‌توالی 18S و ‌جهت‌‌تکثیر، ‌و یابی

‌تکثیری‌ ‌توالی ‌گرفت. ‌قرار ‌استفاده ‌مورد ‌فیلوژنی آنالیزهای

‌799این‌گونه‌پس‌از‌ویرایش‌به‌ترتیب‌‌18S و‌28S های‌ناحیه

‌ ‌‌ 1760و ‌داشت. ‌بلاست،‌نوکلیوتید ‌جستجوی ‌عملیات در

درصد‌شباهت‌‌‌‌34/99این‌نمونه،‌28Sهای‌مربوط‌به‌ناحیه‌‌‌توالی

‌جدایه ‌با ‌‌نوکلئوتیدی ‌M. javanica (KX646188)ی و‌‌

درصد‌شباهت‌نوکلئوتیدی‌با‌‌82/99این‌نمونه‌‌18Sتوالی‌ناحیه‌

موجود‌در‌بانک‌ژن‌‌M. javanica (MK390613)ی‌‌جدایه

‌ ‌دادند. ‌فنشان ‌مطالعه‌یلوژنیروابط ‌مورد ‌گونه‌گونه های‌‌با

.‌نتایج‌این‌بررسی‌قرار‌گرفت‌یجنس‌مورد‌بررس‌نیاز‌ا‌گریید

‌آورده‌شده‌است.‌4و‌‌3های‌‌در‌شکل

 گیری بحث و نتیجه

‌ ‌بدن ‌انتهای ‌کوتیکولی ‌شبکه ‌گونهنماتد ‌در  .Mماده

javanicaدر‌‌‌ ‌یکدیگر ‌موازی ‌خط ‌دو ‌داشتن ‌لحاظ به

‌به ‌بدن ‌جانبی ‌خطوط‌طوری‌سطوح ‌این شبکه‌‌،که

‌بخش‌ ‌دو ‌صورت‌واضحی‌به ‌به ‌را کوتیکولی‌انتهای‌بدن

های‌این‌جنس‌‌از‌سایر‌گونه،‌کند‌پشتی‌و‌شکمی‌تقسیم‌می

شبکه‌کوتیکولی‌انتهای‌بدن‌نماتدهای‌‌قابل‌تشخیص‌است.

‌این‌گون ‌بررسی‌نیز‌به ‌مورد ‌استایلت‌ماده ه‌شباهت‌داشت.

‌ ‌شبیه ‌مطالعه ‌این‌‌می‌M. incognitaجمعیت‌مورد باشد‌با

‌مخروط‌ ‌قسمت ‌بررسی، ‌مورد ‌جمعیت ‌در ‌که تفاوت

‌جمعیت‌مورد‌ ‌است. ‌سمت‌پشتی‌خمیده استایلت‌کمی‌به

 .Mو‌‌M. haplaهای‌هایی‌با‌گونه‌مطالعه‌همچنین‌شباهت

crucianiیت‌دارد‌ولی‌شبکه‌کوتیکولی‌انتهای‌بدن‌جمع‌

مورد‌نظر‌به‌دلیل‌نداشتن‌نقاط‌کوتیکولی‌اطراف‌مخرج،‌به‌

 Eisenback andگردد‌)‌خوبی‌از‌این‌دو‌گونه‌متمایز‌می

Triantaphyllou, 1991.)‌

‌اندازه ‌شرح‌مشخصات‌و ‌با ‌نمونه ‌افراد ‌ارائه‌‌های های

‌ ‌شده  .Mahdikhani-Moghadam et alتوسط

(2007)‌‌ ‌داشت.‌مطابقت‌Askarian et al. (2009)و

در‌مقابل‌‌14تا‌‌13تر‌)‌کوتاه‌VSبا‌این‌حال،‌طول‌شاخص‌

18‌‌ ‌این‌30تا ‌بود.  مناطق از ایران در گونه میکرومتر(

‌از مختلف ‌نارنج‌‌میزبان کشور ‌مانند: ‌زیادی های

‌و‌ ‌زیتون ‌)لرستان(، ‌انجیر ‌و ‌بادام ‌کرمان(، ‌و )خوزستان

‌و‌ ‌شرقی ‌آذربایجان ‌)مرکزی، ‌انگور ‌و ‌)فارس( پسته

‌است‌)اردبیل ‌گزارش‌شده )Ghaderi et al., 2018‌.)

‌گونه ‌از این در این ‌شهرستان‌ مطالعه، ‌در ‌نارنگی ریشه

و‌شناسایی‌گردید.‌ جداسازی خوزستان استان در دزفول

‌از‌ ‌بار ‌نخستین ‌برای ‌گونه ‌این ‌موجود، ‌منابع ‌اساس بر

‌شود.‌نارنگی‌در‌ایران‌گزارش‌می

‌گونه ‌جمعیت ‌درون ‌و ‌بین ‌نوکلئوتیدها های‌‌تفاوت

‌‌به ‌ناحیه ‌فیلوژنی ‌آنالیز ‌در ‌رفته ‌18Sکار ‌تا ‌صفر ‌از ،2/1‌

‌جمعیت ‌بین ‌تفاوت ‌بود. ‌گونه‌درصد ‌مختلف  .Mهای

javanica‌‌ ‌تا ‌صفر ‌از ‌ژنی ‌ناحیه ‌این ‌بود.‌‌9/0در درصد

‌جمعیت‌گونه ‌درون ‌و ‌بین ‌به‌تفاوت‌نوکلئوتیدها کار‌‌های

‌ ‌فیلوژنی‌ناحیه ‌آنالیز ‌در ‌28Sرفته ‌تا ‌صفر ‌از درصد‌‌5/1،

‌تفاوت‌بین‌جمعیت ‌M. javanicaهای‌مختلف‌گونه‌‌بود.

‌در‌این‌ناحیه‌ژنی‌از‌صفر‌تا‌یک‌درصد‌بود.‌
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 بر ها )اندازه خوزستان استان نارنگی در های ریشه از شدهجدا  Meloidogyne javanica سنجی ریخت های : ویژگی3جدول 

 باشد( می میکرومتر حسب
Table 3: Morphometric characteristics of Meloidogyne javanica recovered from tangerine roots from 

Khuzestan province (All measurements are in μm) 

Character‌ Female Second-stage juvenile 

n  10 10 

L 501 ± 18.5 (463-524) 407 ± 10.9 (392-425) 

a 1.7 ± 0.3 ( 1.2-2.6) 30.2 ± 2.9 (24.6-33) 

b - 4.5 ± 0.3 (4.2-5.3) 

b' - 3.4 ± 0.3 (3.1-4.2) 

c - 8.3 ± 0.4 (7.6-8.8) 

c' - 5.2 ± 0.6 (4-6) 

Greatest body diam. 274 ± 17 (211-346) 13 ± 0.3 (12.5-13) 

Body diam. at anus - 9 ± 0.5 (8-10) 

Head region height - 2.3 ± 0.1 (2.2-2.5) 

Head region diam. - 4.5 ± 0.3 (4-5) 

Stylet length 14.5 ± 1.2 (13-16) 10.5 ± 0.8 (9-12) 

DGO 3.5 ± 0.5 (3-4.5) 3 ± 0.4 (3-4.5) 

Head to Ex. Pore 40.5 ± 8.3 (30-52) 75.5 ± 2.1 (74-78) 

Vulva slit length 14 ± 0.4 (13-14) - 

Vulva-anus 11 ± 0.2 (11-12) - 

Distance between two phasmids  13 ± 0.1 (13-13.5) - 

Metacorpus length 32 ± 2.5 (27-35) - 

Metacorpus diam. 28 ± 4.5 (22-33) - 

Ant. end to end of gland lobe 166 ± 5.8 (159-173) - 

Neck length 209 ± 22.2 (186-232) - 

Hyaline tail - 11.5 ± 1.8 (9-13.5) 

Tail length  - 49 ± 1.9 (47-51) 
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: قسمت جلویی بدن، Gو  B: نمای کلی بدن، Kو  A(. G-K(، ماده )A-Fلارو سن دو ):  Meloidogyne javanica: گونه1شکل 

C-E ،تنوع دم :F ،سطوح جانبی در وسط بدن :H،استایلت : I  وJشبکه کوتیکولی انتهای بدن : 

Figure 1: Meloidogyne javanica: Second-stage juvenile (A-F), female (G-K). A & K: Entire body, B & G: 

Anterior region, C-E: Variations of tail shape, F: Lateral field at mid-body, H: Stylet, I & J: perineal 

pattern 
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:  C ،D ،L-N: نمای کلی بدن، B ،I-K(. K-O( و ماده بالغ )B-Jسن دو )(، لارو Aتخم ):  Meloidogyne javanica: گونه2شکل 

 B ،I-K :100: شبکه کوتیکولی انتهای بدن. )مقیاس: O: تنوع دم و F-H: سطوح جانبی در وسط بدن، Eقسمت جلویی بدن، 

  میکرومتر( A ،C-H ،L-O :20میکرومتر. 
Figure 2: Meloidogyne javanica: Egg (A), Second-stage juvenile (B-J) and adult female (K-O). B, I-K: 

Entire body, C, D, L-N: Anterior region, E: Lateral field at mid-body, F-H: Tail variation, O: Perineal 

pattern. (Scale bars: B, I-K = 100 μm. A, C-H, L-O = 20 μm) 
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 این از های دیگری توالی با مطالعه این در Meloidogyne javanicaگونه  از آمده دست به های توالی فیلوژنی روابط -3شکل 

 GTR + Gتکاملی  مدل اساس بر  28S rDNAژن از D2-D3ناحیه  به مربوط نمایی بیشینه تحلیل درست و تجزیه  از حاصل جنس،

+ Iاست  شده داده نشان مربوطه های شاخه روی درصد، در 50 از بیشتر . مقادیر 
Figure 3: Phylogenetic relationships of the sequences obtained from Meloidogyne javanica in this study 

with other sequences of this genus, derived from analysis of the D2-D3 domains of the 28S rDNA gene 

under the GTR + G + I model. Bootstrap values more than 50% are shown at the nodes 
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 این از های دیگری توالی با مطالعه این در Meloidogyne javanica گونه از آمده دست به های توالی فیلوژنی روابط -4شکل 

 50 از بیشتر مقادیر .GTR + G + Iتکاملی  مدل اساس بر 18S ژن به مربوط نمایی بیشینه تحلیل درست و از تجزیه  حاصل جنس،

  است شده داده نشان مربوطه های شاخه روی درصد، در
Figure 4: Phylogenetic relationships of sequences obtained from Meloidogyne javanica in this study with 

other sequences of this genus, derived from analysis of 18S gene data under the GTR + G + I model. 

Bootstrap values more than 50% are shown at the nodes 
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‌ ‌ناحیه ‌ژنی ‌‌28Sتوالی ‌شده‌‌18Sو ‌محافظت بسیار

‌گونه ‌سطح ‌تشخیص‌در ‌و ‌خصوص‌براهستند ‌به سه‌‌ی،

‌گرمس ‌جمله‌جیرا‌یریگونه  .M. incognita ،Mاز

javanicaو‌‌M. arenariaدشوار‌‌این‌توالیبر‌اساس‌‌‌ ها

 ;De Ley, 1999; Blok and Powers, 2009است‌)

Kiewnick et al., 2014; Janssen et al., 2016در‌‌.)

‌تفکیک‌ ‌به ‌قادر ‌رفته ‌کار ‌نواحی‌ژنی‌به ‌نیز ‌حاضر مطالعه

‌گونه ‌نبود‌دقیق ‌مذکور ‌سایر‌‌های ‌بررسی ‌دلیل ‌همین به

‌جهت‌شناسایی‌دقیق‌تر‌گونهنواح ریشه‌‌های‌نماتد‌ی‌ژنی،

‌گردد.‌گرهی‌در‌استان‌خوزستان‌پیشنهاد‌می
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Abstract 

Background and Objectives: The root-knot nematode is an obligatory plant parasite 

that attacks a large number of vascular plants worldwide and is economically important. 

The present study aimed to identify the Meloidogyne javanica species based on 

morphological, morphometric data and molecular characterization. 

Materials and Methods: During a survey on the biodiversity of plant-parasitic 

nematodes in citrus orchards of Khuzestan province from 2017 to 2018, a root-knot 

nematode population was collected from soil and root samples of tangerine. Adults and 

the second-stage juveniles were extracted from the infected roots. After killing and fixing 

the nematodes, permanent slides were prepared. Species identification was performed 

using valid keys. Genomic DNA was extracted from both juvenile and adult females. The 

extracted DNA was amplified and sequenced by the primers of the D2-D3 expansion 

segments of the 28S rRNA gene and the 18S rRNA gene. The newly obtained sequences 

of the D2-D3 fragments of 28S and 18S rRNA gene sequences and additional sequences 

of relevant species were selected after a BlastN search and were aligned by Clustal X 

using the default parameters. The both phylogenetic analyses were evaluated under the 

GTR + G + I model with two million generations. 

Results: M. javanica was identified based on morphological, morphometric data and 

phylogenetic analysis of amplified regions. The morphological differences of the 

recovered population in comparison with other populations were discussed. In this study, 

two 799 bp fragments were generated by the 28S rDNA gene region primers and two 

1678 bp fragments were generated by the 18S rDNA gene region primers. 

Discussion and conclusion: The perineal pattern of the studied female nematode is 

distinguished from the other species of this genus by having two parallel lines at the 

lateral surfaces of the body so that these lines clearly divide the perineal pattern into the 

dorsal and ventral parts. To the best of our knowledge, this is the first report of M. 

javanica in association with tangerine in Iran. 
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