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  دهیچک
ه ین نماتدها جهت تجزیا. شودیمحسوب م یاهیانگل گ ينفوذ و مهاجرت نماتدها يبرا یاصل یکیزبان، سد مکانیاه میگ یواره سلولید
ه یتجز يهامین آنزیاندوگلوکاناز از اول 4و  1 -بتا. کنند یرا ترشح م یواره سلولیه کننده دیتجز يهامیاز آنز ی، انواع مختلفیواره سلولید

 Meloidogyne incognita  ،Pratylenchusشامل سه گونهدر  مذکور میآنزت یفعال پژوهش، نیدر ا .ن ارتباط استیکننده شناخته شده در ا

loosi  و Aphelenchoides besseyi ر هر سه گونه نماتد، یو تکث ي، خالص سازیی، شناساينمونه بردارابتدا با انجام . مورد مطالعه قرار گرفت
 4و  1 - م بتایژن کد کننده آنز مراز،یپل يارهیو به کمک واکنش زنج یمر دژنره اختصاصیبا استفاده از پرا سپس. انجام شد  DNAاستخراج

و با استفاده از  هیته cDNA، بعد از آن .شد انجام کل از هر سه گونه  RNAاستخراج  .شد ص دادهیتشخ مذکور ياندوگلوکاناز در نماتدها
 یبررس هانمونه يبرااندوگلوکاناز  4و  1 -بتام یآنز ان ژن کد کنندهیسپس شدت ب. قرار گرفت یبررسها مورد   cDNAیدرست ،ژن مرجع

 .M(ان را در نماتد مولد گره یو شدت ب یمیت آنزین فعالیشتری، باندوگلوکاناز 4و  1 -بتام یژن کدکننده آنز ج نشان داد کهینتا. شد

incognita( يشه چاید مولد زخم رنمات .داشت )P. loosi( برگ برنج  يدیو نماتد نوك سف)A. besseyi( قرار  يبعد يهاب در رتبهیبه ترت
  .گرفتند

  .Aphelenchoides besseyi،Meloidogyne incognita ، Pratylenchus loosiسم، یتیپاراز :کلیدواژه

  لانیدانشگاه گ ،ينگارنده اول، ارائه شده به دانشکده علوم کشاورز ياز رساله دکتر یبخش* 
  jamali@yahoo.com :یکیالکترون پست مکاتبات، مسئول **
  .لانی، دانشگاه گي، دانشکده علوم کشاورزیاهیگ یشناس يماریب يدکتر يدانشجو .1
  .لانی، دانشگاه گي، دانشکده علوم کشاورزیاهپزشکیار گروه گیدانش. 2
  .لانی، دانشگاه گي، دانشکده علوم کشاورزيوتکنولوژیار گروه بیدانش. 3
  
  
  

  



  ياهيگگر مارينماتد بسه اندوگلوکاناز در  ۴و  ۱ - م بتايآنزت يفعال يبررس: ميرقاسمي و همكاران
 

2 2 
 

 
 

Study of the activity of β -1,4 endoglucanase enzyme in three plant 
parasites nematodes* 

 
 

S.N. Mirghasemi1, S. Jamali2*, M.M. Sohani3, and A. Zibaei2 

 
 (Received: 3.8.2018; Accepted: 26.3.2019)  

 
 

Abstract 
Host plant cell wall is the main mechanical barrier to penetration and migration by endoparasitic nematodes. 
In order to degradation of plant cell walls, the nematodes secrete various types of cell wall degrading 
enzymes. β‐1, 4‐endoglucanase was the first known cell wall degrading enzyme. In this research, the enzyme 
activites were studied in three species; Meloidogyne incognita (Kofoid & White 1919) Chitwood, 1949, 
Pratylenchus loosi Loof, 1960 and Aphelenchoides besseyi Christie, 1942. Initially, sampling, identification, 
purification and multiplication of the nematodes were performed and after extraction of their DNA, the 
encoding β - 1, 4 endoglucanase gene was detected in the nematodes  by using pairs of specific degenerate 
primers in polymerase chain reaction. After extraction of total RNA from three species of nematodes, cDNA 
was synthesized and determination of cDNA goodness was carried out by a reference gene. Gene expression 
of the β -1,4 endoglucaase was done for all samples. The results showed that the gene encoding β -1 ,4 
endoglucanase had the highest activity and expression in the root- knot nematode (M. incognita). Tea root 
lesion nematode (P. loosi) and Rice white tip nematode (A. besseyi) were classified in  next  step, 
respectively.
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  مقدمه
از  یکی (.Meloidogyne spp) شهیر مولد گره ينماتدها

. شوندیمحسوب م یاهیگ يزا خسارت ين نماتدهایمهمتر
ر یگسـترده و تعامـل بـا سـا     یزبانیع، دامنه میوس یپراکندگ

 زانی ـم در ییر بسـزا ین گروه تـأث یمارگرها باعث شده تا ایب
خسـارت  . داشـته باشـند   يخسارت محصـولات کشـاورز  

 ـتوسط اوارده  ، در يبـه محصـولات کشـاورز   ن نماتـدها  ی
کـه  است درصد گزارش شده  5سراسر جهان سالانه حدود 

 ـ يدر مناطق خاص و کشورهاالبته  ش از یدر حال توسعه ب
زخم مولد نماتد   (Muturi et al. 2010).باشدین مقدار میا
از  یک ـی Pratylenchus loosi Loof, 1960 ،يشـه چـا  یر

 یبرخ ـران و یا يچا يهادر باغ زا امل خسارتون عیمهمتر
 (Seraji et al. 2010)باشدیم ز جهانیخيچا ياز کشورها

ــف   . ــوك س ــد ن ــرگ ینمات ــرنج، دي ب  Christie, 1942ب
Aphelenchoides besseyi  انگل بخـش   از نماتدهاي یکی

 ـ  اه اسـت کـه  یگ ییهوا  از 1915ن بـار در سـال   یبـراي اول
پــراکنش وســیعی    نماتـد  این .گزارش شدوشوي ژاپن یک

 Bridge).  بـدایسادگی انتشار میق بذر بهدارد زیرا از طری

et al. 2005) ییمذکور علاوه بر جنبه خسـارتزا  ينماتدها ،
ب شامل حالات انگـل  یمتفاوت به ترت ياهیرفتار تغذ يدارا
مهـاجر   یمهاجر و انگل خـارج  یساکن، انگل داخل یداخل

 .ق مورد استفاده قرار گرفتندین تحقیبوده که در ا

ــد ــلول وارهی ــگ یس ــخ   اهی ــخت و ض ــاختار س  میاز س
 نیو پـروتئ  نیسـلولز، پکت ـ  یسلولز، هم ـ يهالیبریکروفیم

نماتـدهاي انگـل   . (Davis et al. 2011)شده است  لیتشک
گیاهی به منظور تسهیل نفوذ از طریق دیواره سلولی میزبان 

 یمختلف ـ يها ، آنزیمه خودیو تغذ و جهت گسترش حرکت
نماتـد،   یـی زايمـار یدر بمـوثر   يهانیپروتئ. کنندترشح می
و از  شـده  يرمزگـذار  يسم غدد مریتیپاراز يهاتوسط ژن

 Davis et( ابنـد ییاه راه میبافت گدرون لت به یق استایطر

al. 2000.( ها از نیبر ترشح پروتئ یمبن ین شواهد قطعیاول
 ـاز طر يغـدد مـر   يهـا سلول  شـن یزیمونولوکالیق روش ای

)Immunolocalization ( ترشحات انـدوگلوگاناز  مربوط به
شــه یبافـت ر حرکــت در  هنگـام ســت ینماتـد س  يلاروهـا 

 انجام شـده  يهاپژوهش .(Davis et al. 2011) بدست آمد
شـه  یناز و سلولاز در نفوذ نماتد به رید پکتینشان داد که تول

ترشـحات   .(Doyle & Lambert 2002)مؤثر اسـت   زبانیم
 در نفـوذ و حرکـت لارو سـن دوم    یاهی ـانگل گ يهانماتد

)J2( ـتغذ يهـا مکـان  يل و نگهداریاه، تشکیدر بافت گ  ه، ی
و سـرکوب   يکسب مواد مغـذ  يات سلول برایهضم محتو

-ژن(Curtis 2007).  زبان نقـش دارنـد  یم یدفاع يهاپاسخ

کدکننـده   يهـا اه، ژنی ـگ یواره سـلول یب کننده دیتخر يها
اندوگلوکاناز، گالاکتورونـاز،   4و  1 -ا بتایسلولاز  يهامیآنز
ــاز، پکتــات لینــاز، زایتیک ــاز و اکسپنســیاز، پکتیــلان  هــانین
)Expansins( هستند  .(Davis et al. 2011) 

 ینقش مهم ـاندوگلوکاناز  4و  1 -م بتایژن کد کننده آنز
 يبرقـرار  یدر ط ـ یواره سـلول یدر نرم کردن و اضمحلال د

متفـاوت   يبا رفتارهـا مختلف،  يسم نماتدهایتیارتباط پاراز
 ـا. برعهده دارد يه ایتغذ  Globodera در دو نماتـد ن ژن ی

rostochiensis Wollenweber,  1923  و Ichinohe, 

1952 Heterodera glycines د شـده  یم تولیو آنز ییشناسا
 ـا يهـا در غـدد مـر   توسـط آن   ـن دو نماتـد رد ی شــده  یابی

   (Smant et al. 1998).است
 4و  1 -بتــام یآنــزروســو و همکــاران ژن کــد کننــده 

را در لارو ســن دوم   Mi-eng-1بــه نــام  انــدوگلوکاناز
Meloidogyne. incognita (Kofoid & White 1919) 

Chitwood, 1949  ـمهم ا يها یژگیوو  ییشناسا  ن ژن را ی
لانـگ و   (Rosso et al. 1999). قـرار دادنـد   یمورد بررس ـ

دو ژن کـد   يو عملکـرد  یمولکـول  يهـا  یژگ ـیوهمکاران 
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 Ha-eng-2 يهـا به نام اندوگلوکاناز 4و  1 -بتام یآنزکننده 

 Heterodera سـت غـلات  یرا در نماتـد س  Ha-eng-3 و

avenae Mortensen, 1908  کردند ییشناسا )Long et al. 

 4و  1 -م بتایوهرا و همکاران دو ژن کد کننده آنزی). 2013
 را در Pp-eng-2 و  Pp-eng-1يهـا انـدوگلوکاناز بـه نـام   

گــزارش  Pratylenchus penetrans Cobb, 1917نماتــد
م یآنـز  وبن و همکـاران ژن  (Uehara et al. 2001). کردند
را در  Rr-ENG-1 بـه نـام   GHF5 انـدوگلوکاناز  4و  1 -بتا

 Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveiraنماتـد 
ــد ییشناســا ــتحل .کردن ــلوژنتیل فی در   Rr-ENG-1ژنک ی

 ـانه نشان داد کـه  ید آمید و اسیسطح نوکلئوت  بـه ژن ن ژن ی

Hg-ENG-6  ـزا شـباهت  یست سویدر نماتد س  . دارد يادی
 ینتـرون در تـوال  یا/اگـزون  یت نسـب یموقع از نظر نیهمچن
 Wubben et).(باشـد  یم Mi-ENG-2 ه به ژنین، شبیپروتئ

al. 2010 م بتایآنز يو همکاران چهار ژن کد کننده یفانل- 
 Pratylenchus vulnus را در نماتـد  انـدوگلوکاناز  4و  1

Allen and Jensen  و گزارش کردند ییشناسا.(Fanelli et 

al. 2014)  
 4و  1 -بتـا م یآنـز  و همکاران ژن کـد کننـده   یکوچیک

 Bursaphelenchus اندوگلوکاناز را در نماتد چـوب کـاج  

xylophilus Steiner & Buhrer, 1934  يســازمســانهه 
و  نمودند ین ژن را بررسیا يات عملکردیکرده و خصوص

 ـدر نها  B. xylophilus سـلولاز  ت مشـخص کردنـد کـه   ی

 ـکوزیو گل یقـارچ  ين شـباهت را بـا سـلولازها   یشتریب ل ی
که سلولاز نماتـد مولـد   یصورتدر  .دارد GHF45درولازیه
شـتر  یو ب GHF5 شه متعلق بـه یست و نماتد مولد گره ریس

 (Kikuchi et al. 2004).دارد هـا  يبه سلولاز باکترشباهت 
 -کد کننده بتـا  يهاس و همکاران وجود دو نوع از ژنیوید
 يهـا ، که در سـلول ENG2 وENG1 اندوگلوکاناز،   4و  1

سـت و  یدر دو نماتد مولد س يمر یشکم مجاور سطحغدد 

 .Davis et al).د کردندییرا تأ ،شوندیان میشه بیمولد گره ر

 4و  1-م بتایکد کننده آنز يهاگولنر و همکاران ژن  (2011
ــد  ــدوگلوکاناز را در نمات ــون یس ان  Globoderaســت توت

tabacum Milne  يهاان ژنیب اظهار کردند که و ییشناسا 
HG-ENG-1  و HG-ENG-2 ایســت ســویدر نماتــد س 

Heterodera glycines Ichinohe  يهاو ژن GT-ENG-1 

ها در نفوذ و مید نقش آنزینماتد، مؤن یادر   GT-ENG-2و
  (Goellner et al. 2000).باشـند یحرکت لارو سن دوم م ـ

ترشحات غـدد   (transcription)گائو و همکاران رونوشت 
ژن  51را مــورد مطالعــه قــرار داده و   H. glycinesنماتــد

 يهــاژن .(Gao et al. 2003) گــزارش کردنــد زايمــاریب
نـاز، پکتـات   یتیسـلولاز، ک  يهـا ل ژنمث ییزايماریب یفرض
وتـاز،  یسـمات م ین، کورین، گـالکت ین، آنکسیاز، کالمودولیل

 Heteroderaداز در نماتـد  ین و پراکس ـیردوکس ـ یپراکس ـ

cruciferae Franklin شده است  ییشناسا)Jabbari et al. 

2018.(  
-میکد کننده آنـز  يهانه ژنیکسب اطلاعات لازم در زم

 تحقیقـات  راهگشـاي  توانـد می ییزايماریل در بیدخ يها

 نماتـدهاي  خسـارت  کاهش و مدیریت در خصوص بیشتر

 ین پژوهش حاضر، با هدف بررسیبنابرا .باشد یاهیانگل گ
سه در  اندوگلوکاناز 4و  1 -بتام یآنزان یت و بیتفاوت فعال
 .Mمولد گرهنماتد شمال کشور شامل  يزایمارینماتد مهم ب

incognita  يشه چایزخم ر، نماتد مولد P. loosi  و نماتد
زم مختلف یبا سه مکان ،A. besseyiبرگ برنج  يدینوك سف

 .انجام گرفت ییزایماریب

 هامواد و روش
 ـو تکث ي، خـالص سـاز  یی، شناسـا ينمونه بـردار ) 1 ر ی

  هانماتد

ــه منظــور ته ــب ــه جمعی ــورد نت ی ــم ــ از ازی  .M دنمات
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incognita يوی ـکشـه از باغـات   یرخاك و ، تعدادي نمونه 
 یشگاه نماتدشناسیلان جمع آوري و به آزمایآلوده استان گ

 ییجهت شناسا .لان منتقل شدیدانشگاه گ یپزشک اهیگروه گ
ن یچن ـ ماده بالغ و هم بدن ییانتها قسمت یکولینقش کوتاز 

شـد  سـن دوم اسـتفاده    يلاروها یشناس ختیمشخصات ر
(Jepson, 1985) .تک ت خالص، یه جمعیر و تهیجهت تکث

 يهـا  اهچـه یگشـه  یمجـاور ر شده  ییتوده تخم گونه شناسا
 ـرقم حسـاس   یدو تا چهار برگ یگوجه فرنگ اوربانـا   یارل

)Early-Urbana ( ط گلخانه یاهان در شرایشد و گقرار داده
آلـوده بـه    يها شهیمجدداً رروز  60بعد از . شدند ينگهدار
 و بـرگ  کود خاك مزرعه، ماسه، مخلوط يحاو يهاگلدان
در آنهـا   یدو برگ یفرنگ گوجه يها اهچهیم و گیتقس تیپرل

وس و یسلس درجه  28-32 ينشاء شدند و در گلخانه با دما
دوره،  يدر انتهــا. شــدند نگهــداري ییســاعت روشــنا 16
ت خـالص  ی ـجمع يآلوده حاو يهایگوجه فرنگ يها شهیر

 یم بررس ـید سـد یپوکلرینماتد با استفاده از روش بلندر و ه
 ـه گردی ـتخم و لارو سن دوم نماتـد ته ون یو سوسپانس  .دی

(Taylor & Netscher 1974, Hussey & Barker 1973).  
 يتعـداد  ،P. loosi ت خـالص نماتـد  ی ـه جمعی ـته يبرا

جمع لان یاستان گ يشه از باغات آلوده چاینمونه خاك و ر
 شـه، بـر اسـاس روش   یهـا از ر نماتد يجداساز. شد يآور

 ,Coolen &  D'Herde) صـورت گرفـت  کـولن و دهـرد   

شـگاه طبـق   یط آزمایر نماتـد در شـرا  یتکثو کشت . (1972
 .(Moody et al. 1973) انجام شد جیسک هویروش د

ابتدا بذرهاي آلوده از مناطق  ،A. besseyi نماتد در مورد
کشت برنج دراستان گـیلان جمـع آوري و بـه آزمایشـگاه     

آب ســاعت در  12هــا بــه مــدت نمونــه. انتقــال داده شــد
 گرفـت به روش کولن و دهرد انجـام   استخراجخیسانده و 

(Coolen &  D'Herde 1972) .کشـت  از  ،نماتد براي تکثیر
اسـتفاده   PDA روي محـیط   Alternaria alternata قـارچ 

  .( Jamali et al. 2008; Wu et al. 2016) دیگرد

   DNA استخراج )2

DNA ن مختلـف  یمطالعـه از سـن   مـورد  يژنوم نماتدها
 زخـم مولـد  نماتـد   يبالغ ماده و نر برا يو نماتدها يلارو
 وA. besseyi بـرنج   يدینماتد نوك سـف  و  P. loosiشه یر

 شـه  ینماتـد مولـد گـره ر    يلارو سن دوم و ماده بالغ بـرا 

incognita.M  تیک با دستورالعمل، طبقوGenomic DNA 

Isolation  از ســپس  .شــدند ناژن اســتخراجیشــرکت ســ
 T/C)GTIAT(T/C/A)GTIG یدژنره اختصاص يآغازگرها

A(T/C)TGGCA)3' ENG1 5'(TA 5و'(GTICC(R) 

TA(Y) TCIGTIAC(R) AA)3' ENG2  ر ژن ی ـتکث يبـرا
اسـتفاده  مورد مطالعه  ينماتدهادر اندوگلوکاناز  4و  1 -بتا

 Rosso et al. 1999, Uehara et al. 2001, Fu et al)شد 

2012, Fanelli et al. 2014). مـراز   یپل ـ يارهیواکنش زنج
مخلـوط واکـنش    .دیانجام گردتر یکرولیم 25 ییحجم نها با

 ، مقـدار X PCR buffer10تر بافر یکرولیم 5/2شامل مقدار 

مـر رفـت و برگشـت    ی، پراmM dNTP 10تـر  یکرولیم 5/0
تـر  یکرولیک می تر،یکرولیم DNA 4تر، یکرولیک میهرکدام 

 Taq DNAم یتــــر از آنــــزیکرولیم Mgcl2 ،25/0از 

Polymerase )و مقدار آب مقطر ) ناژنیمحصول شرکت س
بـا اسـتفاده   ن واکنش یا. تر بودیکرولیم 75/14ل یدوبار استر

 -Thermal cycler 312- TC) کلر مـدل یدستگاه ترموس ـ از

techne)  ينماتدها يبرا. دیانجام گرد M .incognita وP. 

loosi واکــنش شــامل مرحلــه  یو زمــان ییط دمــایبــا شــرا
قـه،  یوس به مدت سه دقیدرجه سلس 94در  يواسرشته ساز

وس یدرجـه سلس ـ  94در  يچرخه شامل واسرشته سـاز  40
 50در  یژنـوم   DNAه، اتصال آغازگرها بهیثان یبه مدت س
 72در  DNAر ی ـقـه و تکث یک دقیوس به مدت یدرجه سلس
در انتهـا، مرحلـه   . قه بـود یک دقیوس به مدت یدرجه سلس
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وس بـه مـدت پـنج    یدرجه سلس ـ 72قطعات در ییبسط نها
 .Rosso et al. 1999, Uehara et al)قه به کار برده شد یدق

ــرا. (2001 ــد يب ــا  A.besseyiنمات ــه دم ــان ییبرنام  یو زم
ــاز   ــته س ــه واسرش ــامل مرحل ــنش ش ــه  94در  يواک درج

چرخـه شـامل واسرشـته     35قـه،  یوس به مدت دو دقیسلس
ه، اتصـال  ی ـثان یبه مدت س ـ وسیدرجه سلس 94در  يساز

وس به مـدت  یدرجه سلس 47در  یژنوم  DNAآغازگرها به
وس بـه مـدت   یدرجه سلس 72در  DNAر یقه و تکثیک دقی

 72قطعـات در   ییت، مرحله بسط نهایدر نها. قه بودیدو دق
 Fu). قه در نظر گرفته شد یوس به مدت پنج دقیدرجه سلس

et al. 2012)  

 RNA   استخراج) 3

فعال لارو سـن   هاز مرحل ،کل RNA استخراجبه منظور 
نماتـد مولـد    يو بـرا  M. incognitaمولـد گـره    نماتد مدو

 A.besseyi بـرنج  يدیو نماتد نوك سف P.loosi يزخم چا

 ن منظـور یبـد . شـد  هداسـتفا نماتد  يمراحل رشد يهیاز کل
) نماتـد  ده تا پانزده هزار یبیحدود تقر(ار بالا یت بسیجمع

 ـنماتـدها در  . قـرار گرفـت  اسـتفاده  مـورد  از هر گونه  ک ی
 Tissue lyserبا استفاده از RNX-PLUS تر از محلولیلیلیم

QIAGEN  ت دز شده سپس به م ـیقه هموژنایدق 5به مدت
 ياتاق نگهدار يقه در دمایدق 5 به مدته ورتکس و یده ثان
بـه  ا ه ـتر کلروفرم اضافه و نمونهیکرولیم 200سپس . شدند
 15هـا  نکـه نمونـه  یا پس از. ه تکان داده شدندیثان 15 مدت
ماندند، مخلوط حاضر به مدت  یخ خشک باقی يقه رویدق

وس بـا سـرعت ده هـزار    یدرجه سلس 4 يقه در دمایدق 15
وژ یفیسـانتر ) دارخچالیوژ یفیبه کمک سانتر(قه یدور در دق

 هـم منتقل و  يگرید وبیکروتیها به منمونه ییفاز رو. شد
به مـدت   حاصلمخلوط . اضافه شد زوپروپانولیا آن حجم

 4 يدر دمـا  سـپس . خشک قرار گرفـت  خی يرو قهیدق 15

و بـا سـرعت ده هـزار     قهیدق 15به مدت  وسیلسیدرجه س
 ختـه یها دور رنمونه ییفاز رو. شد وژیفیسانتر قهیدور بر دق

 ـدر صـد بـه هـر     75اتانول  تریل یلیم 1شد و مقدار  از  کی
 ـگردها اضافه نمونه درجـه   4 يدر دمـا  قـه یدق 8سـپس  . دی
. شـد  وژیفیسانتر قهیدور در دق 8500و با سرعت  وسیسلس
پنج  5به مدت  نیو فاز ته نش ختهیها دور رنمونه ییفاز رو
 50مقـدار   تاینها. اتاق قرار داده شد تا خشک شود يدر دما

هـا  بـه نمونـه   لیاســتر  ـریتقط دوبار مقطرآب  وبیکروتیم
 -20 يدر دمـا  cDNA سـاخت  يها بـرا افزوه شد و نمونه

 شـده،  اسـتخراج  RNA. شدند ينگهدار وسیسلس يدرجه
ــیتع( کمـــی بررســـی مـــورد ــ نیـ  Nanodrop)تغلظـ

Spectrophotometer   گرفـت  قـرار  (Sambrooke et al. 

2000, Puissant & Houdebine 1991).   

  cDNA اختس) 4

شـرکت   cDNA ت سـنتز ی ـتوسـط ک  cDNA سـاخت 
ــاز   SIGMA-ALDREICH cDNA Synthesis فرمنت
 Reaction،تـر یکرولیم 4از  یبـا مخلـوط  . رفتیصورت پذ

buffer 5x ، 2 تـر یکرولیمRibolock ، 2 تـر یکرولیمdNTP 

10mM ، 1 ــریکرولیم ــر یکرولیم Revert Aid ،1 تـ تـ
ـر ی ـدوبـار تقط  تر آب مقطریکرولیم 11و   Oligo-dTمریپرا

سـاخته شـده بـه     RNA  تـر از یکرولیم 1و مقـدار   لیاسـتر
و داده شـد  کر قـرار  یمخلوط اضافه و در دسـتگاه ترموسـا  

، جهت cDNAساخت بعد از  .انجام گرفت cDNA ساخت
ش، یمورد آزمـا  يها cDNAنان از صحت ساخته شدنیاطم

مـراز در دو مرحلـه بـا اسـتفاده از      یپل ـ يارهی ـواکنش زنج
  18sژن مرجـــــــع  یمـــــــر اختصاصــــــ ـیپرا
)TTAACAGAGACAAACGGGGG( F  و

AGTTGGCATCGTTTACGGTC)( R ک از یهر يبرا
حجـم  بـا مـراز   یپل ـ يارهی ـواکنش زنج .ها انجام شدنمونه
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   .هاي هدفبراي تکثیر ژن qRT-PCR مورد استفاده در آغازگرهاي اختصاصی. 1جدول
Table 1. Specific primers used in qRT_PCR for replication of target genes.  

Length of PCR 
Products Primer Sequences 

Seq (5'…….3') Annealing 
Temperature Primer Nematode 

Species 
268 F:AGGGGTAATTATTTGAGAGAGGGT 

R: CGGCAACGACTTTTTCGTGA 
58 
58  

Me M. incognita 

300 F: TATGTGCTYGTGGATTGG 
R: CCGGCGTARMGTGCA 

57 
57  

Pra P. loosi 

218 F: ATACTCAGCAGGACCGACTT C 
R: ATGTCGCTCCTTCCATTCCA 

59 
59 

Aph A. besseyi 

  
 ـانجام گردتر یکرولیم 25 یینها مخلـوط واکـنش شـامل     .دی

 ، مقــدارX PCR buffer10تــر بــافر یکرولیم 5/2مقــدار 

مــر رفــت و برگشــت ی، پراdNTP mM10تــر یکرولیم5/0
ــدام  ــر، یکرولیم 5/0هرک ــ CDNAت ــر،یکرولیک می  75/0 ت

ــر یکرولیم ــر از یکرولیم Mgcl2 ،25/0تـ  Taq DNAتـ

Polymerase )ر دوبـار  و آب مقط) ناژنیمحصول شرکت س
 ـا. تر در نظر گرفته شـد یکرولیم 19ل یاستر بـه  ن واکـنش  ی
 -Thermal cycler 312) کلر مـدل یدسـتگاه ترموس ـ  کمک

TC- techne)   گرفتانجام. 

 ـ يارهیان ژن با روش واکنش زنجیب یبررس) 5 مـراز  یپل
 Real time PCR (qRT-PCR) یدر زمان واقع

 با روش اندوگلوکاناز 4و  1 -بتا ان ژنیب یبررس جهت

 Real-time( یمـراز در زمـان واقع ـ  یپل ـ يارهیواکنش زنج

qRT-PCR( ،هـر   یاختصاص ـ مرهايیپرا نخست مرحله در
-نـرم  بـه کمـک   ومورد مطالعه در هر نماتد  يهااز ژن کی

مراز یپل يارهیواکنش زنج .شد یطراح AlleleID7  ®افزار
 Maxima SYBRت یــبــا اســتفاده از ک یدر زمــان واقعــ

Green/ROX QPCR   مخلـوط . شرکت فرمنتاز انجام شـد 
تـر از  یکرولیم cDNA  ،25/6تر ازیکرولیم 8/0شامل  واکنش

 10غلظـــت (تـــر یکرولیم qPCR ،5/0مخلـــوط واکـــنش 
 جـدول ( یاختصاص ـ يک از آغازگرهـا یاز هر ) کرومولیم

 یینهـا  مخلـوط بـه حجـم    DEPC تر آبیکرولیم 3/3و ) 1
ش بـه  یآزمـا  يهـا سپس نمونه. رسانده شد تریکرولیم 5/12

 Real time PCR (Rocheچاهـک مخصـوص دسـتگاه    

LightCycler 96) 3ییدما طیشرا بار یبرنامه تکث. منتقل شد 
 ییابتـدا  سـازي فعـال ( وسیسلس ـ درجه 95 دماي در قهیدق

 درجه 95 دماي در هیثان 30 هايچرخه با تکرار 39 و )میآنز

 59-58-57 يه در دمـا ی ـثان 45 )شدن واسرشت( وسیسلس
 وسیسلس درجه 72 دماي در هیثان 30 ،)آغازگر Tm يدما(

وس یدرجـه سلس ـ  72 يقـه در دمـا  یدق 5و ) یبیترک بسط(
 عنوان به18s rRNA مرجع  ژن. انجام شد ییبسط نها يبرا

 در واکـنش  هـر . استفاده شد پژوهش نیا در ،یداخل کنترل

ژن بـا   یان نسـب ی ـب یکم ـ يری ـگاندازه .شدتکرار انجام  سه
و   ct  (Livak & Schmittgen 2001)∆∆-2اسـتفاده از روش  

   .انجام شد 2و  1 يهامعادله
  – Ct∆∆Ratio=2  :1يمعادله

 Ct= (Ct target- Ct refrence) Control- (Ct:2يمعادله

target- Ct refrence) treatment ΔΔ  

 گلوکاناز 4و  1 - بررسی فعالیت آنزیم بتا) 6

گلوکانـاز بـه روش    4و  1 -فعالیـت آنـزیم بتـا   بررسی 
 ـ صـورت   یتوندج و همکاران همراه با اعمال تغییرات جزئ

 250مخلوط واکنش شامل  .Tondje et al. 2007) ( گرفت
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درصد کربوکسی متیل سلولز بود کـه   میکرولیتر محلول یک
 250مولار تهیـه شـده و مقـدار     05/0در بافر استات سدیم 
 يهـا با برابـر از گونـه  یتعداد تقر( ینزیممیکرولیتر عصاره آ

ــل     ــدها در داخ ــاس وزن نمات ــه براس ــورد مطالع ــد م نمات
آب مقطر  ين آنها، سپس با مقدار مساویوپ و توزیکروتیم

 Tissue lyserازل مخلوط شد و با استفاده از دستگاه یاستر

QIAGEN  بـه  و بعد از آن  ز شدهیقه هموژنایدق 3به مدت
وس بـا سـرعت ده   یدرجـه سلس ـ  4 يقه در دمایدق 1مدت 

ــزار دور در دق ــه یه ــانتر ق ــک س ــه کم دار، خچــالیوژ یفیب
 يگـر ید وبی ـکروتیها به منمونه ییفاز رو. وژ شدیفیسانتر

 500(مخلوط واکنش . با یکدیگر مخلوط شدند )منتقل شد
درجـه   50در حمـام آب   دقیقـه  30براي مـدت  ) میکرولیتر

میکرولیتـر   600ن کرد وس نگهداري و سپس با اضافهیسلس
و قرار دادن مخلوط واکنش در آب جوش بـه   DNSمعرف 

 ـمدت پنج دقیقـه، متوقـف گرد   سـپس حجـم مخلـوط    . دی
با اسـتفاده  . واکنش با آب مقطر به دو میلی لیتر رسانده شد

  (Varian Cary 100 Conc)از دســتگاه اســپکتروفتومتر
گیـري و منحنـی   نـانومتر انـدازه   500جذب در طول مـوج  

م یمختلـف گلـوکز ترس ـ   هـاي اندارد بر اسـاس غلظـت  است
نمونـه بـه وسـیله     دستگاه اسپکتروفوتومتر براي هر. دیگرد

درجـه   100مخلوط واکـنش کـه عصـاره آن در حمـام آب    
 ـسانتیگراد فعالیتش متوقف شده بود، صفر گرد  فعالیـت . دی

اختصاصی آنزیم به صورت میلی گرم گلوکز آزاد شـده در  
دقیقه به ازاي میلی گـرم پـروتئین کـل موجـود در عصـاره      

  .دیمشخص گرد

standard of OD
sample of ODmg/ml =  

  ن کلیزان پروتئیم يریگاندازه) 7

 Lowry et(و همکاران   ين با روش لوریسنجش پروتئ

  

  
 تفـاوت نقـوش محصـول پـی سـی آر بـا آغـازگر       .1شکل

 .M. incognita (Me); P در  ENG2و  ENG1اختصاصـی 

loosi (Pra); A. besseyi (Aph).  
Figure 1. Amplification of putative β-1,4 glucanase in 
M. incognita (Me); P. loosi (Pra); A. besseyi (Aph) 
using a pair of degenerate primer.  

  
al. 1951(  ی شــیت آزمایــبــه کمــک ک)Ziestchem 

Diagnostics ( به عنـوان   ين سرم گاویبا استفاده از آلبومو
مقدار جذب آن با اسـتفاده از دسـتگاه   . ن شدییاستاندارد تع

 ـرتی ـکروپلیم نـانومتر   545در  Microplate Reader)(در ی
  .خوانده شد

  ج ینتا
 ـر و ردیتکث -1   DNAانـدوگلوکاناز  4و  1 -ژن بتـا  یابی

  یژنوم

 ENG1 يدژنــــره  یاختصاص ـ ياآغازگره ـ جفـــت

، یژنـوم   DNAمرازیــره اي پلیدر واکــنش زنج  ENG2و
 4و  1 -ژن بتــا بــا انـــدازه مـــورد انتظـــار یقطعــات ژنــ

 ری ـتکث اندوگلوکاناز را در هر سه گونه نماتد مـورد مطالعـه  
 ير شـده بـرا  ی ـتکثDNA طـول قطعـات   ). 1 شکل(کردند 
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هـاي  انـدوگلوکاناز در گونـه   4و  1 -بتـا بیـان ژن  
 .M. incognita :Me; P. loosi :Pra; Aمختلـف نماتـد شـکل   

Figure 3.  Gene Expression rate of β
endoglucanase in nematodes species (released glucose 
milligram in minute in milligram protein or U/mg 
protein) Me:M.incognita; Pra: P.loosi

 برگ برنج يدیان در نماتد نوك سفین بی

 ).3 شکل (مشاهده شد

 يها، سلولازها توسط خانوادهیاهیانگل گ
 یمراحـل تکـامل   ییشناسـا . شـوند یم يمتعدد کدگذار

 یقابل تـوجه انگل کمک  ين ژن، به درك تکامل نماتدها
م ین مطالعه در مورد ژن کد کننده آنـز یج ا

مهـم،   يزايمـار یانـدوگلوکاناز در سـه نماتـد ب   
م در نماتـد مولـد گـره،    یت آنـز ی ـان و فعال

با توجه بـه  . ن مقدار را به خود اختصاص داده است
 يع و قدرت بـالا یوس یزبانیف میط يدارا
. ستیبدست آمده دور از انتظار ن نتیجهباشد، 

زان در مرحلــه لارو ســن دوم و نماتــد مــاده بــالغ 
 ـج بدست آمـده از ا ینتا. حداکثر مقدار خود را دارا است ن ی

که  يابه گونه. باشدین میگر محققیپژوهش همسو با نظر د
م مـورد  یبدست آمده از ژن کد کننده آنز 

 ۱۲- ۱ :۱۳۹۸ سال / ۱ شماره

 
براساس (هاي مختلف آنزیمی گونهمقایسه میانگین فعالیت 

شده در دقیقـه در میلـی گـرم پـروتئین یـا      
 Me: M. incognita; Pra: P. loosi; 

Figure 2. Mean comparison of enzyme assay in 
nematodes species (released glucose milligram in 
minute in milligram protein or U/mg protein) Me
:M.incognita; Pra: P.loosi; Aph: 

 P. loosi  bp490، در نماتد  840
   .است

  اندوگلوکاناز 4و  1 -

گـرم  یل ـیدر م یم ـیم به صـورت واحـد آنز  
 1 -م بتـا یت آنزیزان فعالین میشتر

 M. incognita   03/5بـا،U/mg 

 39/4U/mgبـا    P .loosiو پـس از آن در نماتـد  

 .Aم در نماتــدیت آنــزیــن مقــدار فعال

U/mg protein   2 شکل(مشاهده شد.( 

  اندوگلوکاناز

ژن  يهی ـ، ناح cDNAو سـاخت 
انــدوگلوکاناز بــا اســتفاده از  4و 

ر ی ـدر هر گونه نماتد تکث) 1جدول 
در نماتـد   انـدوگلوکاناز  4و  1 

نماتد مولـد زخـم    و بعد از آن در

  

  
بیـان ژن   میزان. 3شکل 

مختلـف نماتـد شـکل   
besseyi :Aph  

Gene Expression rate of β-1,4 
endoglucanase in nematodes species (released glucose 
milligram in minute in milligram protein or U/mg 

P.loosi; Aph: A.besseyi 

  
P. loosi  ن بیو کمتر

A. besseyi مشاهده شد

  بحث
انگل گ يدر نماتدها

متعدد کدگذار یژن
ن ژن، به درك تکامل نماتدهایا

ج اینتا .نموده است
انـدوگلوکاناز در سـه نماتـد ب    4و  1 -بتا

ان و فعالی ـکه ب داد نشان
ن مقدار را به خود اختصاص داده استیشتریب
دارا ن نماتدیکه انیا
باشد، یم يمارگریب
زان در مرحلــه لارو ســن دوم و نماتــد مــاده بــالغ یــمن یــا

حداکثر مقدار خود را دارا است
پژوهش همسو با نظر د

 cDNA يجداساز
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مقایسه میانگین فعالیت . 2شکل
شده در دقیقـه در میلـی گـرم پـروتئین یـا       میلی گرم گلوکز آزاد

U/mg protein( P. loosi; Aph: 

A. besseyi  
Mean comparison of enzyme assay in 

nematodes species (released glucose milligram in 
minute in milligram protein or U/mg protein) Me 

; Aph: A.besseyi 

  
M. incognita  bp 840نماتد 

استبوده  bp A. besseyi 470 و

-م بتایت آنزیشدت فعال -2

م به صـورت واحـد آنز  یت آنزیفعال
شتریب. ن شدیین کل تعیپروتئ

 M. incognitaاندوگلوکاناز در نماتد 4و 

protein    و پـس از آن در نماتـد
protein  ن مقــدار فعالیو کمتــر
besseyi   04/3باU/mg protein 

اندوگلوکاناز 4و  1 -ان ژن بتایب -3

و سـاخت   RNAپس از استخراج
و  1 -ان ژن بتــایــمســئول ب

جدول ( یاختصاص يمرهایپرا
 -ان ژن بتـا ی ـبن یشتریب. شد

و بعد از آن در  M. incognitaمولد گره
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 ـمؤ M. incognitaان آن در گونـه  یز بیمطالعه و آنال  ـد ای ن ی
ن انـدازه یهمچن ـ. (Rosso et al. 1999) اشـد  ییلـب م ـ مط
انـدوگلوکاناز در   4و  1 -ژن بتـا  qRT-PCR)(ان ی ـب يریگ

 Linford & Oliveriaدر نماتـد   ياسـه یشـش سـطح مقا  

1940 reniformis Rotylenchulus  ن یشـتر ینشان داد کـه ب
 مرحلـه  در آن از بعـد  و دوم سن لارو ان در مرحلهیمقدار ب
شـتر ژن  یت بی ـبـر فعال  یاست که گواه فعال بالغ يهانماتد
 .Rاندوگلوکاناز در مراحل نفوذ و حرکت نماتـد  4و  1-بتا

reniformis  ان ژن کـد کننـده   ی ـزان بین میباشد و کمتریم
. م مذکور در مرحله نماتد ماده بالغ سـاکن بـوده اسـت   یآنز
م ین مقدار آنزیشتریساکن، ب یت داخلیپاراز يهاگونه يبرا
 ـ Preparasiteاندوگلوکاناز در مرحله  4و  1 -بتا ا مرحلـه  ی
زبـان  یو قبل از نفوذ به داخل م ت لارو سن دومیفعال يابتدا

ت یازمند فعالیه و نفوذ نیتغذ يکه که لاروها برایاست، زمان
در ســال . (Wubben et al. 2010)م هســتند یآنــز يبــالا

  M. incognitaدر  MI-ENG-2بـه نـام   يدیژن جد ،2006
 ـکوزیکـه توسـط خـانواده گل    شـد  افـت ی  5 درولازی ـل هی

(GHF5)  انـدوگلوکاناز   4و  1 -ت بتـا ی ـفعال. شـود یکد م
مـورد   یشـگاه یط آزمایدر شـرا  MI-ENG-2 از ژن یناش ـ
 ـو ترجمـه ا  یس ـیرونو. د قـرار گرفـت  ییأت ن ژن در غـدد  ی

 داد نشـان ) مرحله آلوده کننـده (لاروسن دوم  يمر یترشح
سـم  یتین پارازیح یواره سلولیدب یدر تخر MI-ENG-2 که

-Massل یبر اساس تحل (Ledger et al. 2006).نقش دارد 

spectrometry ترشــحاتM. incognita   تعــداد کــل ،
 حـدود  ،شرکت دارند ییزايماریکه در روند ب ییهانیپروتئ
ژنوم نشـان داد کـه    یبررس .ن برآورد شده استیپروتئ 500

ــزیرانگــل فاقــد ژن تولیغ ينماتــدها ــده آن م ســلولاز یدکنن
   (Bellafiore et al. 2008).هستند

زان ی ـ، رتبـه دوم را در م يشـه چـا  یر زخـم مولـد  نماتد 
رفتــار . آن دارا بــود يان ژن رمزگــذاریــم و بیت آنــزیــفعال

 ـمهاجر بـوده و بـا تخر   ین نماتد انگل داخلیا ياهیتغذ ب ی
شه  حرکت نمـوده  ین سلولها در بافت کورتکس ریواره بید

ــطرو از  ــازوکارهای ــان يق س ــ یکیمک ــح ( ییایمیو ش ترش
. شـود یشـه م ـ یر يجاد زخم گسـترده رو ی، موجب ا)میآنز
ن نماتـد، بـه پررنـگ شـدن بعـد      یلت در ایبودن استا يقو
سه با نماتـد  یم در مقایب و جبران کمبود آنزیتخر یکیمکان

ن یر محقق ـیج مطالعات ساینتا. ، کمک نموده استمولد گره
 ـ انگر ارتبـاط یز بین  ـن تغذیب مترشـحه   يمهـا یان آنزی ـه و بی

بـه عنـوان   . باشـد  مـی مشابه  ياهیبا رفتار تغذ ییدرنماتدها
 ,Radopholus similis, (Cobb, 1893) Thorneمثـال در  

ــ  1949 ــار، ی ــد حف ــف ا نمات ــار ژن مختل ــاچه  4و  1 -بت
-semi یبررســـ. شـــده اســـت ییانـــدوگلوکاناز شناســـا

quantitative RT-PCR ـنشان داد که اها ن ژنیا  هـا  ن ژنی
 يدر مراحل مختلف رشـد  یمتفاوت ياتوسعه يالگو يدارا

 ییکـه سـه ژن از چهـار ژن شناسـا    یبـه طور . اندنماتد بوده
مـاده، از کـاهش    ينر نسبت به نماتدها يشده، در نماتدها

 ـعلـت ا . انـد ان برخوردار بـوده یب  ـن رخـداد، عـدم تغذ  ی ه ی
. آنها قلمداد شـده اسـت  زا بودن يماریر بینر و غ ينماتدها

 ـان این مقدار بیشتریب مـاده بـالغ و    يهـا در نماتـدها  ن ژنی
 ـا. دیسن دوم به ثبت رس ـ يلاروها ن نکتـه بـه حرکـت و    ی
مـاده مربـوط دانسـته     يشتر نماتـدها یب ییزايماریت بیفعال

سـه انجـام   یدر مقا.  (Haegeman et al. 2008) شده اسـت 
چ ی، ه ـ.similis  Rو  glycines  .Hماده ين نماتدهایشده ب
 ـرد یستیاندوگلوکاناز در نماتد س 4و  1 -ژن بتا . نشـد  یابی

 ـن نماتـد در ا ین امر، عدم تحرك و ساکن بودن ایل ایدل ن ی
   (Smant et al. 1998).باشد یم ییزايماریمرحله از ب
 ـ میآنـز  تیفعال و انیب زانیم نیکمتر ن سـه نماتـد   یدر ب

برگ برنج بـوده   يدیسف مورد مطالعه، مربوط به نماتد نوك
فـو و همکـاران در   . مهاجر است ین نماتد انگل خارجیو ا

ــال  ــن ســطح بیرابطــه بـ ـ 2012س  4و  1 -ان ژن بتــای
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. را گزارش کردنـد  ییزايماریشدت علائم ب اندوگلوکاناز و
ــاوت ب  ــه تف ــمطالع ــای ــدوگلوکاناز در  4و  1 -ان ژن بت ان

در سـه   Ritzema Bos  Aphelenchoides fragariaeنماتد
 يکــه رو ينماتــدهاFD : (fungus-diet( ياهیــســطح تغذ

کشـت   یمـدت طـولان   يبرا  .Clyndrocladium sppقارچ
اه ی ـانگـل کـه از گ   ينماتدها PD): (plant-dietداده شدند، 

ر یی ـکـه تغ  یینماتـدها  (diet-changed :DC) جدا شـدند و 
 ياه جدا شده و بعد بـرا یداشته و در ابتدا از گ ییم غذایرژ

ن یشـتر ینشان داد کـه ب  ر شدند،یها تکثقارچ يپنج نسل رو
جـدا   ياندوگلوکاناز مربوط به نماتـدها  4و  1 -ان ژن بتایب

ــده از گ ــش ــا رژی ــاه ب ــذای ــد از آن   PD ییم غ ــوده و بع ب
ــدها ــرار  DCينمات ــتند ق ــب ا . داش ــه جال ــه در ینکت نک
 ـاز ژن مـذکور د  یانیچ بیه  FDينماتدها  (2012ده نشـد  ی

(Fu et al.. ان ژن مـورد  ی ـن بـودن ب ید بتوان پائین شایبنابرا
برگ برنج را به رفتـار قـارچ    يدیمطالعه در نماتد نوك سف

  .بودن آن، مرتبط دانست یاهیدر کنار انگل گ يخوار
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