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چکیده
، هشت Steinernema feltiaeنماتود بیمارگر حشراتهاي و مولکولی جدایهسنجی، ریختشناختیبا هدف مطالعه صفات ریخت

شناختی مشاهده نگردید ولی تنوع ریختتنوع ها جدایهدر بین . گرفتقرارمورد شناسایی و بررسی غرب ایراناز شمالجدایه 
،متفاوت قرار گرفتندکننده در سه گروه هاي جغرافیایی بر اساس صفات لاروهاي آلودهسنجی قابل توجهی ردیابی و جدایهریخت

با  IRA17و IRA23و IRA21،IRA28 ،IRA34،IRA22گروه دوم شامل ،IRA30و IRA25هاي جدایهگروه اول متشکل از
. ها را در چهار گروه قرار دادسنجی افراد نر، جدایهریختهاي دادهبندي بر اساس گروه. گروه سوم را تشکیل دادفاصله بیشترین 

هر کدام در یک IRA17و IRA30گروه دوم و IRA25و IRA28،IRA34،یک گروهIRA21و IRA22،IRA23هاي جدایه
ترین فاصله به صورت جداگانه و با بیشIRA17بندي حاصل از لاروهاي آلوده کننده، جدایهگروهمشابه . گرفتندقرارگروه جداگانه 
ها جدایهبرشی اختلافی بین با شانزده آنزیمITS-rDNAناحیه PCR-RFLPدر بررسی الگوي .گرفتقرارها گروهنسبت به بقیه 

. اي مشاهده گردیداي به عنوان تنوع درون گونهملاحظهاختلاف قابل Pumpingهاي ایرانی و جدایه مشاهده نگردید ولی بین جدایه
هاي جهت تفکیک جدایهMboIو HinfI،MspIهاي آنزیمITS-rDNAناحیه PCR-RFLPکه الگوي هر چندنتایج نشان داد 

هاي بومی فاقد کارایی بوده و لازم است باشد اما در تفکیک جدایهدي مینشانگر کارآمPumpingحداقل از جدایه مورد بررسی
یا دیگر نواحی ژنومی ITS-rDNAهاي کارآمدتر، از جمله تجزیه و تحلیل نسب شناختی مبتنی بر ترادف نوکلئوتیدي روش

.مناسب، مورد ارزیابی و استفاده قرار گیرد
ITS-rDNA ،PCR-RFLPنماتود بیمارگر حشرات، سنجی،ریختهاي برشی،آنزیم: کلیديواژگان
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Abstract
The study was intended to investigate the morphological, morphometric and molecular characterization of
eight geographical isolates of the entomopathogenic nematode Steinernema feltiae from northwest of Iran.
The results showed no detectable morphological variations, but significant morphometric variations were
recorded among the isolates. Clustering based on morphometry of infective juveniles, classified the isolates in
the following three separate groups: group I consists of IRA30 and IRA25; group II includes IRA21, IRA23,
IRA34, IRA28 and IRA21 and group III contains of IRA17. Clustering the isolates based on the male's
morphometric characters, yielded nearly similar results and four groups were constructed as follows: group I
is made up of IRA22, IRA23 and IRA21; group II holds IRA25, IRA34 and IRA28; group III contains IRA30
and IRA17 constitutes group IV. No intraspecific variation was observed among PCR-RFLP patterns of the
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native isolates resulted from16 restriction enzymes but significant variations were recorded within the isolate
Pumping by HinfI, MspI and MboI. Although these markers serve as effective tools in separating the native
isolates from the exotic ones, they are unable to detect variations among native isolates. Therefore, only ITS-
rDNA sequence based phylogenetic analysis can effectively clarify the intraspecific variations of S. feltiae.
Keywords: Entomopathogenic nematode, ITS-rDNA, Morphometric, PCR-RFLP, Restriction enzymes
Received: 13 June 2016, Accepted: 1 February 2017

مقدمه

و Steinernematidaeخانواده متعلق به) Entomopathogenic nematodes (EPNs)(نماتودهاي بیمارگر حشرات 
Xenorhabdusها، همزیست آنباکتري spp.،جازي و یک گروه همهها آن. هاي اجباري و کشنده حشرات هستندانگل

عنوان عوامل کنترل زیستی بهها آنقابلیت.  باشندمیآورزیانحشرات عوامل ارزشمند زیستی با کاربري گسترده علیه 
و در شرایط هاي متفاوتی را در مورد آفات خاصهاي مختلف کاراییجدایهها و زیرا گونهبوده آفات مختلف بسیار بالا 

Eivazian Kary)دهندمیخاص نشان  et al., 2012; Eivazian Kary et al., 2011; Kaya & Gaugler, 1993).
ــا ــانواده نماتودهـ ــارگر خـ ــنس Steinernematidaeي بیمـ ــامل دو جـ Steinernemaشـ Travassos, 1927 و

Neosteinernema Nguyen & Smart, 1994اي هـاي گونـه  اي مشتمل بـر گـروه  این جنس داراي پنج گروه گونه. هستند
Glaseri ،Feltiae ،Intermedium ،Carpocapsae وBicornutumگونه توصـیف شـده   79با مجموع)Nguyen, 2015( و

Nguyenتوسـط  1994دارد کـه در سـال   N. longicurvicaudaجنس دوم این خانواده تنهـا یـک گونـه بنـام      & Smart

.توصیف شده است
باکتري ،باشدمیSteinernemaنماتودهاي )Infective Juveniles(يزاعفونتمرحله لارو آلوده کننده سن سوم که 

کننده بـه هموسـل میزبـان،    با ورود لارو آلوده. کندحمل میي خودرا در قسمت جلویی رودهXenorhabdusهمزیست 
در هموسل حشـره تکثیـر یافتـه و حشـره در اثـر عفونـت       به سرعتها باکترياین . شوندهاي همزیست رها میباکتري

با اتمام مواد غذایی لاشه، لارو مرحله دوم که در .شودساعت کشته می 24-48و معمولا ظرف ) Septicemia(باکتریایی
خود کـرده و بعـد از   باکتریاییفضايباشد تغذیه خود را متوقف و توده باکتریایی را وارد اواخر مرحله رشدي خود می

کننـدگی  و سـپس آلـوده  ) pre-infective(کننـده  وارد مرحله پیش آلوده مرحله قبلی اندازي با حفظ پوسته لارويپوست
.نمایدتواند چند ماه را بدون تغذیه در خاك سپري لارو آلوده کننده تغذیه نکرده و می. گرددمی

هاي متعدد نماتودهاي بیمارگر حشرات که به صورت گسترده تولید و به عنوان عوامل کنترل در فهرست گونه
Steinernema feltiaeشند، گونهبازیستی مورد استفاده وسیع می (Filipjev, 1934)Wouts, Mracek, Gerdin &

Bedding, 1982هاي کنترل زیستی به شمار ها در برنامهازجایگاه ویژه اي برخوردار بوده و یکی از پرکاربردترین گونه
شناسایی .)Hominick, 2002(این گونه داراي پراکنش جهانی بوده و در بسیاري از نقاط جهان وجود دارد .  آیدمی

شناختی و ریختبه دلیل کمبود صفات ،با استفاده از روش هاي سنتی و رایجدقیق نماتودهاي بیمارگر حشرات 
ابزارهاي باشد و لذا استفاده از راه کارهاي مکمل از جمله آزمون دگرآمیزي و قابل اعتماد بسیار مشکل میسنجیریخت

هاي برش دهندهاي پلیمراز با استفاده از آنزیمزنجیرهتکثیر یافته در واکنش هايبرش فراوردهمولکولی از جمله
)Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)(به هاي ژنیهاي تعریف شده در بانکو مقایسه آن با ترادف

اي براي به طور گستردهRFLPs. مطرح می باشنداین نماتودهاهايگونهدر شناسایی سریع مکمل و هايروشعنوان
Phan)استبه کار گرفته شدهSteinernemaهاي تشخیص و شناسایی گونه et al, 2001; Hominick et al., 1997;

Reid et al., 1997 & Stock et al., 1998).
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غرب ایران گزارش و از نظر ریختی و مولکولی هاي متعددي از نماتودهاي بیمارگر حشرات از شمالگونهتاکنون 
,Nikdel)مورد بررسی قرار گرفته است  et al., 2011; Nikdel et al.,  2010; Eivazian Kary, 2010; Eivazian Kary,

et al., 2010Eivazian Kary, et al. 2009) .
حشرات در کنترل زیستی حشرات آفت و اهمیت شناسایی دقیق ي بیمارگرنماتودهابا توجه به کارایی بالاي 

صفات هاي موجود به عنوان اولین گام در کاربرد این عوامل ارزشمند زیستی، این تحقیق با هدف یافتن جدایهها و گونه
ITS-rDNAناحیه PCR-RFLPهاي ایرانی به مطالعه صفات ریخت شناختی، ریخت سنجی و الگوي اختصاصی جدایه

.Sگونهي بیمارگر حشرات نماتودهاهاي جغرافیایی جدایهبرخی از  feltiae ها آنبندي گروهدر شمال غرب ایران و
.پرداخته است

هامواد و روش

بردارينمونه
رایج در انپوشش گیاهواجدهاي زمیناز وهاي آذربایجان شرقی، آذربایجان غربی و اردبیلبرداري از استاننمونه

بعد از انتقال به آزمایشگاه با استفاده از هانمونهو گرفت انجام )گندم و مراتعویونجهمزارع سیب، هايباغ(منطقه 
از نظر وجود نماتودهاي بیمارگر )Bedding & Akhurst, 1975(بزرگخوار مومپروانه سن آخرگذاري با لاروتلهروش 

آوري لاروهاي پروانه موم خوار روزانه بررسی و لاشه ها در دماي اتاق درتله وایت جهت جمع. حشرات بررسی شدند
.)White, 1929(نگهداري شدند ) صورت آلودگی لاشه حشره به نماتودهاي بیمارگر حشراتدر (لاروهاي آلوده کننده 

تهیه اسلاید میکروسکوپی
جهت هاي میکروسکوپیبالغ نسل اول و دوم و لاروهاي آلوده کننده اسلایدنر و ماده از افراد ،هر جدایهبراي 

به محلول تثبیت Cº65شدن در محلول رینگر بعد از کشتهنماتودها . تهیه شدسنجیشناسی و ریختمطالعات ریخت
& Woodring() لیتر آب مقطر استریلمیلی91لیتر تري اتانول آمین و میلی2،%40لیتر فرمالدئید میلیTAF)7کننده 

Kaya, 1988( ها به گلیسریننمونهو رساندن انتقالبراي . داري شدندشبانه روز در دماي اتاق نگهجپنمنتقل و به مدت
هایی  در مورد لاروهاي آلوده کننده از آن.  )Kaya & Gaugler, 1993(استفاده گردیداز روش تبخیر تدریجیصخال

,Nguyen & Smart(یک هفته بعد از ظهور اولین لارو آلوده کننده در تله وایت لاشه را ترك کرده بودند کهاستفاده شد 

مجهز به لوله BX41مدل المپیوسکوپ سنجی با استفاده از میکروسریختشناختی و ریختهاي تمامی بررسی.)1994
براي اطمینان بیشتر از صحت شناسایی گونه، از . اندازه گیري شدنماتود 20درهر صفت حداقلوترسیم صورت

.که از آزمایشگاه بیوکنترل در دانشگاه ملی ایرلند تهیه شده بود استفاده گردید4CFMOآزمون دگرآمیزي با جدایه 

ها با استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشیتصویربرداري از نمونهآماده سازي و 
از LEO-41مدل ها جهت تصویر برداري با استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی نمونهسازي منظور آمادهبه

شو در محلول نماتودها بعد از چند بار شست و. استفاده شدو با اعمال برخی تغییرات Nguyen & Smart (1995)روش
Cº8ساعت در دماي24منتقل و به مدت % Glutaraldehyde(3(رینگر، جهت تثبیت به محلول گلوتارآلدید

اي در محلول سدیم کاکودیلاتدقیقه15يچهار مرتبهابعد از دوره زمانی ذکر شده، نماتوده. شدنددارينگه
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)Sodium cacodylate (M1/0 باpH2/7شست وشو و سپس به محلول اسمیوم تتروکساید)Osmium tetroxide(2  %
اي در محلول سدیم دقیقه15يمجددا نماتودها چهار مرتبه. شدندداري نگهCº24ساعت در دماي 12منتقل و به مدت 

، 70، 60، 50، 30،40، 20، 5،10هاي غلظتمشتمل براتانول هاي مختلفشیبوشو و با استفاده از شستکاکودیلات 
درعنوان بافر بهpH2/7با M1/0سدیم کاکودیلات . شدندآبگیري دقیقه20به مدت و در نهایت الکل خالص،90، 80

هاي مخصوص پایهروي ها نمونه،بعد از آبگیري. هاي ذکر شده مورد استفاده قرارگرفتمحلولتهیه تمامی 
. ندمنتقل گردیدSEMتصویربرداري 

هاي مولکولیبررسی
Eivazian Karyاي پلی مراز با استفاده از روشو واکنش زنجیرهDNAاستخراج  et al. (2009) شانزده انجام و

هاي موجود مورد استفاده جدایهITS-rDNAبررسی چند شکلی احتمالی موجود در ناحیه شناسایی وآنزیم برشی جهت
. ساعت صورت گرفت12ولیتر از فراورده تکثیر یافته در میکر15استفاده ازو با Cº37برش در دماي تیمار. گرفتندقرار

Maniatis(تفکیک شدنددرصد8/1ژل آگارز برشی با استفاده از الکتروفورزقطعات  et al., 1989(.
Eivazian Karyهاي بومی ایران که توسط جدایهITS-rDNAترادف ناحیه ،جهت شناسایی et al. (2009)و

Nikdel et al. (2010)اند از بانک ژنی استحصال و الگوي گزارش شدهRFLP آن با استفاده از
بعد از تعیین . هاي مورد مطالعه مقایسه شدندتهیه و با الگوي جدایهhttp://www.restrictionmapper.orgافزارنرم

از )Pumping)AY170336، جهت اطمینان بیشتر، جدایه S. feltiaeهاي مورد بررسی با جدایهRFLPشباهت الگوهاي 
.هاي مورد بررسی مقایسه گردیدندبانک ژن انتخاب و با الگوي جدایه

هاي آماريتجزیه
به منظور تثبیت خطاي نوع ) MANOVA(ها ابتدا تجزیه واریانس چند متغیره جمعیتهاي بین تفاوتبراي تعیین 

هاي تجزیه،هاجمعیتبعد از اطمینان یافتن از وجود تفاوت بین . گیري شده انجام گردیداندازهدر مورد صفات ،اول
اختلافات موجود در نیز براي هر کدام از صفات براي تعیین متغیرهاي تاثیرگذار بر) ANOVA(واریانس تک متغیره 

آزمون نرمال بودن متغیرها توسط روش کومولوگراف ،هاي واریانستجزیهقبل از انجام . ها صورت گرفتجمعیت
هاي توسط روش لون و آزمون یکنواختی ماتریسANOVAارتباط با ها دراسمیرنوف و آزمون یکنواختی واریانس

ها ها ابتدا فاصله آنجمعیتبندي گروهبه منظور . انجام شدMANOVAدر ارتباط با Boxکوواریانس به وسیله روش 
بهترین محل . صورت گرفتUPGMAاي با استفاده از روش توسط معیار فاصله اقلیدسی محاسبه و سپس تجزیه خوشه

ها بر اساسگونهها و جمعیتجهت بررسی تفاوت بین . برش در دندروگرام توسط تجزیه تابع تشخیص تعیین شد
. استفاده گردیدSPSS 15.0سنجی از نرم افزار ریختهاي داده

نتایج و بحث

کشور غربشمالو غیر زراعی هاي زراعی از خاكS. feltiaeجدایه جغرافیایی از گونه 8در این بررسی 
.)1جدول (جداسازي و مورد بررسی قرار گرفتند 
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شناختیهاي ریختویژگی
چهـار پاپیـل   ،)1Aشـکل  (هر یک داراي یک پاپیل در انتها ،گرد یا بریده با شش لبسر. کوتیکول صاف: هاماده

پرورابدیونبه صورت یـک سـاختار مشـخص در بخـش     ،ها به  خوبی اسکلرتیزهکیلورابدیون،آمفیدها نا مشخص،سري
،حباب انتهایی گلابی شکل. Steinernemaهاي شبیه دیگر گونه،مري در مقایسه با طول بدن کوتاه. هاعقبی کیلورابدیون

غـدد ترشـحی در قسـمت    ،ترشحی هم سطح حباب میانی یا کمی جلـوتر از آن -سوراخ دفعی. داراي دریچه سه جزئی
هاي فرج با اپیپتیگماي بیرون زده و کوچـک  لبه. یک جفت لوله جنسی با برگشتگی انتهایی. جلویی روده و سمت پشتی

هاي نسل اول نـوك تیـز و داراي   لبه عقبی مخرج معمولا متورم، دم در ماده.راست روده و مخرج مشخص). 1Bشکل(
).1Dشکل (هاي نسل دوم گرد و داراي موکرون و در ماده) 1Cشکل (موکرون 

هاي جغرافیایی هاي جداسازي جدایهمحل و پوشش گیاهی غالب جایگاه-1جدول 
Steinernema feltiae ایرانغربشمالدر

Table 1. Location and vegetation of sites with entomopathogenic nematodes of
the geographical isolates of Steinernema feltiae from north-west of Iran

بیضـه داراي برگشـتگی   . کاردیـا بـزرگ  ). 2Aشـکل  (هـا  ناحیـه جلـویی بـدن شـبیه مـاده     ،کوتیکول صاف: نرها
و 5/1نسبت طول سر اندام نرینه به عرض آن بزرگتر از ،سر اندام نرینه طویل،اندام نرینه تا حدي خمیده). 2Bشکل (

از دیـد شـکمی   . انتهـاي انـدام نرینـه صـاف    ،بدون ولوم،تیغهبا خمیدگی متوسط،شفتکوتاه،معمولا دو برابر عرض آن
جفـت پاپیـل و یـک پاپیـل پـیش      11داراي ). 2Cشکل (گوبرناکولوم در قسمت جلویی تیز و داراي یک گردن باریک 

یـک  ،دو جفـت کنـار مخرجـی   ،ترشحی-مخرجی جنسی بزرگ که به صورت پنج جفت شکمی در جلوي روزنه دفعی
دم نـوك تیـز بـا مـوکرون     . گیرنـد تقریبا انتهایی و یک جفت تقریبا پشتیروي دم قرار میدو جفت شکمی،جفت جانبی

.طویل
باریکاي، از قاعده مري به طرف انتهاي جلویی و از ناحیه مخرج به سمت انتهاي دم بدن استوانه: آلوده کنندهلارو

کـه از  شیار طـولی نه وبرجستگیهشت دارايجانبی سطوح. )3Aشکل (نامشخص پوستهاي عرضیشیار. گرددمی
با بقیـه تـا حـدودي تحلیـل     سهدر مقای)بیرونی(حاشیه اي کنارهاي برجستگی. دنیابنزدیکی سر شروع و تا دم ادامه می

درصد عرض بدن را اشغال 33تا 25مري طویل و باریک که در حدود .یریدها در سطح همیزونایداد. )3Bشکل (رفته
. حلقه عصـبی مشـخص  . دریچهاراي دانتهاییحلقه عصبی، منتهی به حبابمحلتر در ص باریککند، به طور مشخمی

Isolate Province Locality Vegetation

IRA17 East Azarbaijan Varzegan Grassland

IRA21 East Azarbaijan Ahar Grassland

IRA22 East Azarbaijan Ahar Grassland

IRA23 East Azarbaijan Sarab Wheat field

IRA25 East Azarbaijan Ahar Alfalfa field

IRA28 East Azarbaijan Shabestar Orchard

IRA30 East Azarbaijan Heris Orchard

IRA34 Ardabil Meshgin Shahr Orchard
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کیسه حامل باکتري همزیست توسط دیواره روده در زیر کاردیا مسـدود  . داراي کاردیا. سطح حباب انتهاییهمهمیزونید 
راسـت روده . بـدن ی نسـبت بـه   بدون فرورفتگ ـدم . در نیمه عقبی بخش غیر شفاف دمومیدها کوچکسفا.  شده است

.نوك تیزدم مخروطی با انتهاي . مخرج مشخص،طویل و باریک

شناسـایی  S. feltiaeجدایه هاي مورد مطالعه با اطمینان بالا به عنوان Nguyen & Smart (1996)با استفاده از کلید
. نزدیکـی بیشـتري داشـت   S. krausseiبود که با گونه IRA17طول لاروهاي الوده کننده در جدایه ،شدند و تنها تفاوت

Stock et al. (1997) از صفات ریخت شناختی جهت رده بندي نماتودهايSteinernema استفاده و کلید شناسایی براي
با اسـتفاده از  . شناخته شدندS. feltiaeهاي مورد نظر به عنوان گونه با پیروي از کلید فوق کلیه جدایه. آنها ایجاد نمودند

Hominickکلید et al. (1997)ها تحـت نـام   نیز این جدایهS. feltiae  اسـتفاده از کلیـد چندگانـه   . شناسـایی گردیدنـد
Adams & Nguyen (2002)نیز نتایج مشابهی در بر داشت.

سنجیتنوع ریخت
هـاي مـورد بررسـی گونـه    جدایـه لاروهاي آلـوده کننـده و نرهـاي    سنجیهاي ریخت بررسیهاي مربوط بهداده
S. feltiaeدرج 6و 5، 4هاي واریانس چند متغیره و تک متغیـره در جـداول   و نتایج مربوط به  تجزیه3و 2در جدول

ه و نیز افراد نر در تجزیه واریانس چند متغیره هر چهار نوع آزمون در ارتباط با خصوصیات لاروهاي آلوده کنند. شده اند
با تثبیت خطاي نوع اول در سـطح احتمـال یـک    (هاي مورد مطالعه دار بودند که نشانگر وجود تفاوت بین جمعیتمعنی

هاي لاروهاي آلوده کننده و نرها نیز نشان داد که از نظر کلیـه  هاي واریانس تک متغیره براي ویژگیتجزیه. است) درصد
گیـري  توان عنوان کرد که تمامی صفات مورد انـدازه بنابراین می. ها وجود داردبین جمعیتاین متغیرها تفاوتی معنی دار 

.اندهاي مورد مطالعه موثر بودهدر ایجاد تمایز بین جمعیت

انتهاي ) S. feltiae :Aماده -1شکل 
) C،فرج در ماده نسل دوم) B،جلویی بدن 

دم در نسل دوم) Dدم در نسل اول و
Fig. 1. Female of S. feltiae: A)
Anterior end of body, B) Vulva of
2ndgeneration, C) Tail of 1st

generation and D) Tail of 2nd

generation.
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بخـش انتهـاي بـدن نـر، انـدام نرینـه و       ) Tr(،C(برگشـتگی بیضـه   ) B،انتهـاي جلـویی بـدن   ) S. feltiae :Aنر -2شکل
گوبرناکولوم

Fig. 2. Male of S. feltiae: A) Anterior end of body, B) Testis reflexion and C) Posterior end of body,
spicule and gubernaculum.

UPGMAسنجی لاروهاي آلوده کننده با استفاده از الگوریتم ها بر اساس صفات ریختبندي جدایهگروه

و فاصله اقلیدسی
کننده لاروهاي آلودهسنجیهاي ریختبر اساس دادهS. feltiaeهاي جغرافیایی مورد مطالعه بندي جدایهگروه

و IRA25هاي گروه اول متشکل از جدایه،بنديدر این گروه). 5و 4شکل (وجود سه گروه متفاوت را نشان داد 
IRA30، گروه دوم شاملIRA21،IRA28 وIRA34،IRA22 وIRA23ه سوم فقط شامل و در نهایت گروIRA17

الگوي خاصی در ارتباط با تطابق پراکنش جغرافیایی . ها داشتترین فاصله را با دیگر گروهبیشIRA17جدایه . باشدمی
) منطقه جغرافیایی مشابه(از اهر IRA25و IRA21هاي جدایه،عنوان نمونهبه. ها مشاهده نگردیدبندي بین جدایهو گروه

.ها نیز مطابقتی نداشتبندي حاصل با زیستگاه جدایهگروه. وت قرار گرفتندهاي متفادر گروه

ناحیه جانبی که شیارهاي طولی سطوح جانبی مشخص ) Bانتهاي جلویی و ) S. feltiae :Aلارو آلوده کننده -3شکل
.باشدمی

Fig. 3. Infective juvenile of S. feltiae: A) Anterior end of body, B) Lateral field showing longitudinal
ridges.
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مورد هاي جغرافیایی بندي جدایهگروه-4شکل
هاي ریخت سنجی بر اساس ویژگیS. feltiaeمطالعه

و با استفاده از الگوریتم لاروهاي آلوده کننده
UPGMAو فاصله اقلیدسی

Fig. 4. UPGMA clustering of geographical
isolates of S. feltiae based on infective
juvenile morphometric data.

تجزیه تابع تشخیص دو بعدي در ارتباط با  تجزیه-5شکل
4کلاستر شکل 

Fig. 5. Two dimensional canonical discriminant
analysis related to cluster analysis of fig. 4.

و فاصله UPGMAسنجی افراد  نر  با استفاده از الگوریتم ها بر اساس صفات ریختبندي جدایهگروه
اقلیدسی

نر، وجود چهار گروه متفاوت را سنجی افرادهاي ریختبر اساس دادهS. feltiaeهاي جغرافیایی بندي جدایهگروه
صورت جداگانه و با بهIRA17ي بندي حاصل از لاروهاي آلوده کننده، جدایهمشابه گروه). 7و 6شکل (نشان داد 

بندي بر اساس ها نیز کم و بیش با گروهبندي دیگر جدایهگروه. ها قرارگرفتترین فاصله نسبت به بقیه گروهبیش
در این مورد نیز الگوي خاصی در ارتباط با تطابق . ها حفظ شده بودمشابه و تقریبا قرابت جدایهلاروهاي آلوده کننده

. ها مشاهده نشدبندي بین جدایهپراکنش جغرافیایی و گروه
مورد مطالعههايجدایهنر افرادسنجی لاروهاي آلوده کننده ومتغیرهاي ریختدر موردواریانس چند متغیره هايتجزیه-4جدول

S. feltiae.
Table 4. Multivariate analysis of infective juvenile and male morphometric data of S. feltiae isolates.

Significant difference at*دار در سطح احتمال یک درصد                                                                    معنی*  P < 0.01

StatisticdfF valueSource

3.2888085.693*Pillai`s TraceInfective Juveniles

0.00643.450.522*Wilk`s Lambda

81456.2373878274.3*Hotelling`s Trace

81451.4101685549.2*Roy`s Largest Root

4.3155926.665*Pillai`s TraceMales

0.0047237.684*Wilk`s Lambda

13714.315228604.41*Hotelling`s Trace

13700.667477988.37*Roy`s Largest Root
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دگرآمیزيآزمون 
توان بر صحت تردید میبی،درصد تکرارها بود85با انجام این مطالعه که نتیجه آن ایجاد نتاج بارور در بیش از 

شناختی و اساس صفات ریختها براز سویی این آزمون نشان داد که شناسایی گونه. ها اطمینان خاطر داشتشناسایی جدایه
ها را به عنوان تنوع از صفات جمعیتی بوده و بایستی آنPCR-RFLPمولکولی صحیح بوده و تنوع مشاهده شده در الگوي 

.    اي مدنظر قرار داددرون گونه

هاي جغرافیایی مورد بندي جدایهگروه-6شکل 
مطالعه

S. feltiaeهاي ریخت سنجی افراد بر اساس ویژگی
و فاصله UPGMAنر و با استفاده از الگوریتم 

اقلیدسی
Fig. 6. UPGMA clustering of geographical
isolates of S. feltiae based on male
morphometric data.

تجزیه تابع تشخیص دو بعدي در ارتباط با  -7شکل 
6ي کلاستر شکل تجزیه

Fig. 7. Two dimensional canonical discriminant
analysis related to cluster analysis of figure 6.

هاجدایهITS-rDNAبرشی ناحیه الگوي 
هاي بررسی شده الگوي مشابهی را نشان براي آنزیمS. feltiaeهاي  مورد مطالعه جدایهتمام ITS-rDNAناحیه 

فاقد جایگاه برشی HindIIIو PvuII،XbaI،KpnI،MvaI،SaII،BamHI،EcoRI،هاي مورد بررسیآنزیماز بین . دادند
با . جفت بازي بود170و 490،220شامل سه قطعه HinfIها بر اساس آنزیم جدایهITS-rDNAالگوي برشی ناحیه . بودند

که ناحیه مورد بررسی براي این آنزیم داراي بیش از دو جفت بازي قطعه تکثیري می توان اظهار داشت1000توجه به طول 
یابی این ناحیه توالیبا ،بنابراین. اندجایگاه برشی بوده ولی قطعات حاصله به علت کوچکی قابل تشخیص در ژل آگارز نبوده

و 830دو قطعه ،مورد مطالعهناحیه با یک جایگاه برشی درBsuRIآنزیم . هاي برش را تعیین کردجایگاهتوان تعداد دقیق می
و 820داراي یک جایگاه برشی با دو قطعه Hin6Iهاي فوق براي آنزیم جدایهITS-rDNAناحیه . جفت بازي ایجاد کرد180
در مورد این آنزیم نیز احتمال وجود حداقل یک جایگاه برشی دیگر که یک قطعه کوچک غیر قابل . جفت بازي بود150

جفت 210و 510،290داراي دو جایگاه برشی و سه قطعه AluIآنزیم . باشدایجاد نموده محتمل میردیابی در ژل آگارز
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و 850مشخص شد  که ناحیه مورد نظر داراي یک جایگاه برشی بوده و دو قطعه به طول MspIدر برش با آنزیم . بازي بود
داراي S. feltiaeهاي مورد مطالعه جدایهITS-rDNAناحیهRsaIبراي آنزیم . جفت بازي حاصل برش با این آنزیم بود130

از یک PstIآنزیم . جفت بازي حاصل گردید140و 420،230،210سه جایگاه برشی بودند و در نتیجه چهار قطعه به طول 
اي دو جایگاه نیز دارMboIآنزیم . جفت باز را ایجاد کرد380و 610جایگاه برشی برخوردار بوده و دو قطعه به طول تقریبی 

ITSترادف ناحیه ).  8شکل (را ایجاد نمود 130و 580،250بوده و سه قطعه به طول ITS-rDNAبرشی بر روي ناحیه 

با S. feltiaeهاي مورد مطالعه جدایههاي احتمالی بین ها و شباهتمنظور بررسی تفاوتبه)Pumping)AY170336جدایه 
Restrictionآن با استفاده از نرم افزار ITS-rDNAانتخاب و الگوي برشی ناحیه از بانک ژن جدایه دیگري از این گونه 

Mapper هاي مورد ها بین جدایهنتایج نشان دهنده وجود برخی تفاوت). 7جدول (براي آنزیم هاي مورد آزمون تهیه شد
تواند میMboIو HinfI،MspIهاي آنزیمITS-rDNAناحیه PCR-RFLPبود و بنابراین الگوي Pumpingبررسی با جدایه 

Reid. مورد استفاده قرار گیردPumpingحداقل از جدایه ،هاي مذکورجهت تفکیک جدایه et al. (1997) گزارش کردند که
و یک جدایه UK 76جدایه (A1تیپ : را به دو تیپ مشخص تقسیم می کنندS. feltiaeهاي جدایهRsaIو HinfIهاي آنزیم

هاي جدایهنیز مشخص گردید بین Yoshida (2003)در بررسی صورت گرفته توسط ). UK 107جدایه (A2و ) از نگاین
هاي  آنزیمITS-rDNAناحیه PCR-RFLPاي در  الگوي گونههاي اروپایی تنوع درون جدایهژاپنی مورد بررسی و برخی از 

DdeI،HinfI،RsaI،Sau3AI،TaqI وTru9Iوجود دارد .

16با S. feltiaeنماتودIRA34جدایه ITS-rDNAفراورده تکثیري ناحیه الگوي برشی-8شکل 
50و 100هاي راست و چپ به ترتیب نشانگرهاي مولکولی ستون). اي بالاییهردیف(آنزیم برشی 

.باشندجفت بازي می
Fig. 8. Digestions of ITS-rDNA of isolate IRA34 using 16 restriction enzymes (upper
rows). Left and right columns indicate 50 and 100 bp. ladder, respectively.

37,1396١٤٧)1(شناسی ایران، امه انجمن حشرهن

و 850مشخص شد  که ناحیه مورد نظر داراي یک جایگاه برشی بوده و دو قطعه به طول MspIدر برش با آنزیم . بازي بود
داراي S. feltiaeهاي مورد مطالعه جدایهITS-rDNAناحیهRsaIبراي آنزیم . جفت بازي حاصل برش با این آنزیم بود130

از یک PstIآنزیم . جفت بازي حاصل گردید140و 420،230،210سه جایگاه برشی بودند و در نتیجه چهار قطعه به طول 
اي دو جایگاه نیز دارMboIآنزیم . جفت باز را ایجاد کرد380و 610جایگاه برشی برخوردار بوده و دو قطعه به طول تقریبی 

ITSترادف ناحیه ).  8شکل (را ایجاد نمود 130و 580،250بوده و سه قطعه به طول ITS-rDNAبرشی بر روي ناحیه 

با S. feltiaeهاي مورد مطالعه جدایههاي احتمالی بین ها و شباهتمنظور بررسی تفاوتبه)Pumping)AY170336جدایه 
Restrictionآن با استفاده از نرم افزار ITS-rDNAانتخاب و الگوي برشی ناحیه از بانک ژن جدایه دیگري از این گونه 

Mapper هاي مورد ها بین جدایهنتایج نشان دهنده وجود برخی تفاوت). 7جدول (براي آنزیم هاي مورد آزمون تهیه شد
تواند میMboIو HinfI،MspIهاي آنزیمITS-rDNAناحیه PCR-RFLPبود و بنابراین الگوي Pumpingبررسی با جدایه 

Reid. مورد استفاده قرار گیردPumpingحداقل از جدایه ،هاي مذکورجهت تفکیک جدایه et al. (1997) گزارش کردند که
و یک جدایه UK 76جدایه (A1تیپ : را به دو تیپ مشخص تقسیم می کنندS. feltiaeهاي جدایهRsaIو HinfIهاي آنزیم

هاي جدایهنیز مشخص گردید بین Yoshida (2003)در بررسی صورت گرفته توسط ). UK 107جدایه (A2و ) از نگاین
هاي  آنزیمITS-rDNAناحیه PCR-RFLPاي در  الگوي گونههاي اروپایی تنوع درون جدایهژاپنی مورد بررسی و برخی از 

DdeI،HinfI،RsaI،Sau3AI،TaqI وTru9Iوجود دارد .

16با S. feltiaeنماتودIRA34جدایه ITS-rDNAفراورده تکثیري ناحیه الگوي برشی-8شکل 
50و 100هاي راست و چپ به ترتیب نشانگرهاي مولکولی ستون). اي بالاییهردیف(آنزیم برشی 
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Fig. 8. Digestions of ITS-rDNA of isolate IRA34 using 16 restriction enzymes (upper
rows). Left and right columns indicate 50 and 100 bp. ladder, respectively.
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نتایج حاصله از، Pumpingهاي مورد بررسی و اختلاف آن با جدایه جدایهPCR-RFLPبا توجه با شباهت کامل الگوي
، حداقل کشورغربشمالS. feltiaeجدایه هاي جغرافیاییتفکیکدرکارایی این نشانگربررسی صورت گرفته نشان دهنده

هاي ي بیمارگر غیربومی در قالب برنامهنماتودهاهاي اخیر تاثیر استفاده از در سال. باشدمی)Pumping(از جدایه مورد مقایسه 
ران غیرهدف از جمله فرار از محل مورد استفاده و تاثیر منفی بر روي فون و فلور بومی کنترل زیستی آفات بر روي جاندا

آغاز هر چند این مطالعات هنوز در . )Henneman & Memmott, 2001(مورد بررسی و توجه قرار گرفته است ،غیرهدف
هاي مدیریتی آفات، توانایی مسیر قرار دارند اما اولین گام در ارزیابی هر عامل کنترل کننده زیستی غیربومی در قالب برنامه

ي بیمارگر حشرات نماتودهادر صورت رها سازي تجاري . باشدهاي آن از عوامل بومی میتفکیک و شناسایی جمعیت
هاي جدایهدهند جهت تفکیک و مطالعه میهاي بومی و غیربومی چندشکلی نشان جدایههاي برشی که بین آنزیمتوان از می

.بومی و غیربومی براي مقاصد خاص بهره جست
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