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 یژهتشکر و 

گانه که توکل به ذات مقدسش و ذکر یادش آرامش بخش قلب حمد  ی بزرگ و ی  .هاستو سپاس خدا

 .شدنامه انجام نمیبرادر و خواهر عزیزم که بدون حمایت آنها این پایان

 تشکر و قدردانی

 اساتید محترم آقایان دکتر فرّخی، دکتر درخشان، دکتر ممرآبادی و سرکار خانم دکتر پارسائیان.

دان ، مهندس مرضیه  خلیلیمهندس سعید متین مهسا جوکار ،مهندس   و آقای علی حدا

 یونسیمهندس و جعفری   رزی استان هرمزگان به ویژه مهندساعضای محترم  جهاد کشاو

مهندس و  دهقان مهندسو جهادکشاورزی شهرستان جهرم خیراندیش  مهندسو جم مهندسبه ویژه  شهرستان فسا اعضای محترم جهادکشاورزی 

 پناهیزدان

  جوادی آباد استان کرمان به وبژه مهندس وکیلاعضای محترم جهادکشاورزی شهرستان  

لهیآزمایشگاه مهندس  کارشناسان محترم   .پور، مهندس گلی و مهندس مطهری نژادفرجی، مهندس شاکری، مهندس حسین، مهندس عبدا
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 تعهدنامه

دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژی کشاورزی دانشکده کشاورزی دانشگاه  مسعودی ابوالفضل اینجانب

تحت  باغات مرکباتاز  زای حشراتخاک زاد بیماری هایقارچ یکیمطالعۀ تنوع ژنتنامه نویسنده پایان صنعتی شاهرود

 شوم.راهنمائی آقایان دکتر ناصر فرّخی و دکتر علی درخشان شادمهری متعهد می

 نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار استتحقیقات در این پایان. 

 محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است. هایدر استفاده از نتایج پژوهش 

 نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در مطالب مندرج در پایان

 هیچ جا ارائه نشده است.

  مقالات مستخرج اند در نامه تأثیرگذار بودهآوردن نتایج اصلی پایان دستبهحقوق معنوی تمام افرادی که در

 گردد.نامه رعایت میاز پایان

 ها( استفاده شده است های آننامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافتمراحل انجام این پایان در کلیه

 ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده است.

 دسترسی یافته یا استفاده ، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد نامهدر کلیه مراحل انجام این پایان

 شده است اصل رازداری، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است.

 تاریخ:                                            

  :امضای دانشجو                                           

 

 

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

 های )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن

افزارها و تجهیزات ساخته شده است( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود ای، نرمرایانه

 باشد. این مطلب باید به نحو مقتضی در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود.می

 باشد.نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمیاستفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان 
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 0921، بهمن شناسی، دانشگاه فردوسی مشهددر آرایه DNA Barcodingاولین همایش 

 به روش ترمولیز .Beauveria sppژنومی از  DNAجداسازی 

 ابوالفضل مسعودی، ناصر فرّخی، علی درخشان شادمهری، مجتبی ممرآبادی، مهدیه پارسائیان 

 دانشکده کشاورزی دانشگاه شاهرود 

 

 0920، شهریور پزشکی، دانشگاه شیرازی گیاهکنگرهبیستمین 

های از باغات مرکبات استان Beauveriaزاد های قارچ خاکبررسی خصوصیات مورفولوژیک جدایه

 گلستان و مازندران

 ناصر فرّخی، ابوالفضل مسعودی، علی درخشان شادمهری، مجتبی ممرآبادی، مهدیه پارسائیان

 شاهروددانشکده کشاورزی دانشگاه 

  

 0929، تیر هشتمین همایش ملی بیوتکنولوژی، دانشگاه تهران

 Beauveriaهای قارچ بیمارگر حشرات، ابزاری مناسب برای شناسایی ملکولی گونه ITSی ناحیه

spp. 
 ابوالفضل مسعودی، ناصر فرّخی، مهسا جوکار، سعید متین، مهدیه پارسائیان، علی درخشان شادمهری

 دانشگاه شاهروددانشکده کشاورزی 

 

 0929، فروردین پدافند غیرعامل در بخش کشاورزی )جزیره قشم(

-از باغات مرکبات استان  .Beauveria sppهای قارچ خاکزادبررسی خصوصیات مورفولوژیکی جدایه

 های هرمزگان و فارس

 ، مجتبی ممرآبادیابوالفضل مسعودی، ناصر فرّخی، علی درخشان شادمهری، مهدیه پارسائیان

 دانشکده کشاورزی دانشگاه شاهرود
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یک سیستم مدل ه عنوان ۀ، توزیع جهانی دارد و بBeauveria زاد بیمارگر هایفومایستقارچ خاک

ی بیمارگری و کنترل بیولوژیک حشرات آفت مورد علاقه است. به علت نبود اطلاعات برای مطالعه

ها در این تنوع گونه یو مطالعه Beauveriaهای شناخت گونه ،لازم از نظر تاکسونومیکی مورفولوژیکی

 .شدجداسازی  از نقاط مختلف ایران Beauveriaی جدایه 011 در این تحقیق، .دشوار استجنس 

انجام گرفت. جدایه  93برای  (ITSی داخلی )فواصل رونویسی شدهیابی توالیملکولی براساس  آنالیز

 92های مورفولوژیکی و ملکولی، ویژگی ای جداسازی شدند. براساسحشرهها با روش طعمه این جدایه

 .Bیک جدایه به عنوان  ،B. amorphaجدایه  Beauveria bassiana ،9جدایه به عنوان 

brongniartii یک جدایه ،B. sungii و یک جدایه ،B. malaweinsis ی شناسایی شدند. درختچه

در . مجزا قرار گرفتندی شاخه 9های ایرانی در جدایهترسیم شد.  0اتصال مجاورفیلوژنی براساس روش 

 B. bassiana هایجدایه به ارزیابی ،کنترل بیولوژیک برای ای مؤثرجدایهیافتن  جهتاین مطالعه به 

گیری نرخ رشد ، اندازهSitophilus oryzaeها بر روی زایی جدایهها شامل بیماریاین ارزیابی پرداختیم.

لام هموسیتومتر بر روی  ها با استفادهزایی، غلظت کنیدیبرای انجام بیماری بود. کنیدیو شمارش 

با  22SHU.M.0ی جدایه، B. bassinaهای در میان جدایهلیتر تنظیم شد. کنیدی/ میلی 0×  801

های جدایه داشتند. S. orayzaeزایی را بر روی بیشترین بیماری درصد مرگ و میر 2/82

SHU.M.018 ،SHU.M.163  وSHU.M.142  زایی حداقلی را زایی، درصد بیماریدرصد بیماری 93با

-میلی 98/08با میانگین  SHU.M068ی ارزیابی نرخ رشد نشان داد که جدایه از خود نشان دادند.

داشتند. آزمایش متر/روز( را میلی 90/4) رشد کمترین نرخ SHU.M.023ی متر/روز بیشترین و جدایه

لیتر کنیدی/میلی 98/93×  101با میانگین  .156SHU.Mی تعداد کنیدی تولیدی نشان داد که جدایه

لیتر کمترین کنیدی/میلی 02/4×  101با میانگین  15SHU.M.0ی بیشترین تولید کنیدی و جدایه

   تعداد کنیدی را داشت.

                                                                                                                                  
0- Neighbor-Joining (NJ)  
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 صفحه نامهفهرست جداول ذکر شده در پایان

 01 کنندهای قارچی نکروتروف که به حشرات حمله میهای مهم و پارازیت: راسته0-0جدول 

 B.bassiana 99های قارچ بیمارگر : گزارش لاتردال از میزبان9-0جدول 

 13 ای پلیمراز: پرایمرهای مورد استفاده در واکنش زنجیره0-9جدول 

 NCBI 34 براساس پایگاه ژنی  Beauveria های : شناسایی جدایه0-4جدول 

 33 مورد استفاده در پایگاه ژنی .Beauveria sppهای مختلف : لیست گونه9-4جدول 

 3زایی، تعداد اسپور و نرخ رشد : خلاصه جدول تجزیه واریانس برای بیماری9-4جدول 

 B. bassianaجدایه 

32 

 94زایی، تعداد اسپور و نرخ رشد :  خلاصه جدول تجزیه واریانس برای بیماری4-4جدول 

  B. iranicaجدایه مختلف 

32 

 Beauveria spp 81 های شناسایی شده ای از مطالعات مورفولوژیک گونه: گزیده3-4جدول 

 B. bassiana 81 های ی برنج توسط جدایه: مقایسه میانگین تلفات شپشه1-4جدول 

 .B های مختلف قارچ برنج توسط جدایهی :  مقایسه میانگین تلفات شپشه3-4جدول 

iranica 

80 

 B. bassiana 84 های مختلف قارچ : مقایسه میانگین نرخ رشد جدایه8-4جدول 

 B. iranica 84  های مختلف قارچ : مقایسه میانگین نرخ رشد جدایه2-4جدول 

 B. bassiana 83 های مختلف قارچ : مقایسه میانگین تعداد کنیدی جدایه01-4جدول 

 B. iranica 83  های مختلف قارچ : مقایسه میانگین تعداد کنیدی جدایه00-4جدول 

 22 و محل جداسازی آنها Beauveria spp های قارچ : جدایه0پیوست 

 Beauveria spp 013 ی نرخ جداسازی قارچ : محاسبه9پیوست 

 Beauveria 013 گونه متفاوت  ITS ،09 : درصد همولوژی میان مناطق 4پیوست 



 

 ش

 

 صفحه نامهها و نمودارهای قید شده در پایانفهرست شکل

 Beauveria 08: چرخه زندگی دو شکلی 0-0شکل 

 B. bassiana 93ای در دو رشته RNA: 9-0شکل 

 91 های بیمارگر حشراتهای ملکولی برای شناسایی قارچ: نمایی از توانمندی روش9-0شکل 

 99 ریبوزومیDNA: دیاگرام ساختار 4-0شکل 

 43 گیری خاک از انها انجام شده استها و شهرهایی که نمونه: استان0-9شکل 

 42 خوار زنبور عسل: مراحل پرورش لارو و حشرات کامل پروانه موم9-9شکل 

 30 کشتخوار و محیطروی لارو پروانه موم .Beauveria  spp: نمایی از قارچ 9-9شکل 

 33 : نحوه تهیه ژن بانک اولیه از لاروهای آلوده4-9شکل 

 PDA 33کشت درون فالکون حاوی محیط   Beauveria: نمایی از کشت قارچ 3-9شکل 

 Beauveria   38: تصویر میکروسکپی قارچ 1-9شکل 

 14 : نمایی از کاندانسور3-9شکل 

ای پلیمراز برای قارچ بر پایه واکنش زنجیره DNAنگاری : مراحل کلی انگشت8-9شکل 

   Beauveriaزای بیماری

13 

 39 بر روی ژل الکتروفورز ITSای پلیمراز برای منطقه : محصول واکنش زنجیره0-4شکل 

 Beauveria  spp. 31های مختلف : ایجاد درختچه فیلوژنی برای جدایه9-4شکل 

 S.oryzae 89بر روی  Beauveria bassianaزایی : اثر بیماری9-4شکل 

 001 بر روی حشره میزبان خود  C. militaris: رشد 0شکل پیوست 

 ,Ardovskaی که بر روی تخته سنگی در منطقه B. brongniartiiتصویر : 9شکل پیوست 

Cave .کشور اسلوواکی رشد کرده است 

 B. brongniartiiتصویر لارو آلوده به : 9شکل پیوست 

001 

 

009 

 B. bassiana 000نمایی از لاروهای آلوده به : 4شکل پیوست 

 SDAY 009بر روی محیط کشت  SHU.M.102ی جدایه: 3شکل پیوست 
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 نامهکار رفته در پایاناختصارات به

 

 

 

 نامه و نام کامل آنهاکار رفته در پایاناختصارات به

 اختصار

PDA 

WA 

SDA+Y 

PCR 

RFLP 

RAPD 

AFLP 

SSR 

MLEE 

ET 

PFGE 

ITS 

IGS 

ARDRA 

EF 1-α 

GBM 

CTAB 

SDS 

PVP 

TBE 

DMSO 

EDTA 

 نام کامل

Potato-Dextrose Agar 

Water- Agar 

Sabroud- Dextrose- Agar + Yeast Extract 

Polymerase Chain Reaction 

Restriction Fragment Length of Polymorphism 

Random Amplified Polymorphic DNA 

Amplified Fragment Length Polymorphism 

Simple Sequence Repeat 

Multi-Locus Enzyme Electrophoresis 

Electromorph Type 

Pulsed Field Gel Electrophoresis 

Internal Transcribed Spacer 

Inter-Genic Spacer or Non-Transcribed Spacer 

Amplified rDNA Restriction Analysis 

Elongation Factor 1-α 
Galleria Bait Method 

Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 

Sodium Dodocil Sulfate 

PolyVinyl Pyrrolidone 

Tris Borate EDTA 

Dimethyl Sulfoxide 

Ethylene Di-amin Tetra Acetic Acid  
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 دانشگاه شاهرود

های گذشته منجر به مقاومت آفات، سمیت برای کاربرد انواع مختلفی از مواد شیمیایی در طی سال

و زیرزمینی، ایجاد مشکل در صنعت شیلات، نامناسب کردن  های سطحیمحیط زیست، آلودگی آب

امروزه های ریزوسفر و اثرات مضر در سلامتی انسان شده است. شرایط زیستی برای میکروارگانیسم

کنترل بیولوژیک به عنوان بخشی از علوم بسیار مورد توجه قرار گرفته است و به عنوان راهکاری برای 

شود. محققان زیادی معتقدند که های شیمیایی محسوب میکشتی کاربرد وسیع آفحل مسئله

توانند های بیمارگر حشرات ضمن مهار بسیاری از آفات، معایب سموم شیمیایی را نداشته و میقارچ

 جایگزین آنها شوند. 

 ی تجاری از آنها در مدیریت تلفیقی آفات است.استفاده ،بیمارگر حشراتهای ی قارچهدف از مطالعه

نی، تعداد وهایی که براساس مطالعات مورفولوژیکی مانند شکل و رنگ کلهرچند که جدایه یا جدایه

و بهترین  گردندمیقرار بررسی و مقایسه  موردزایی قدرت بیماریاسپور تولیدی، سرعت رشد آنها و 

ی معرفی جدایه اما نباید این نکته را از نظر دور داشت گرددجدایه به عنوان عامل کنترلی انتخاب می

ی و تهیهشناسایی  راه مناسب. و دارای شناسنامه باشد شده باید به شکل صحیح شناسایی شده باشد

در  های ملکولی است.استفاده از روش بودن قابل تکرار نیز باشد، اعتماد شناسنامه،که علاوه بر قابل

زایی، تعداد اسپور و بررسی فاکتورهایی مانند بیماری Beauveriaرچ بیمارگر این رساله ضمن معرفی قا

بندی از این شود. این طبقهبندی ملکولی این قارچ پرداخته میبه شناسایی و طبقه تولیدی و نرخ رشد

 Beauveria bassianaهای یک گونه برای مثال توان فهمید که حتی جدایهمی نظر اهمیت دارد که

با اینکه از نظر مورفولوژیکی، رنگ و شکل کلونی یکسان اند، یک نمونه خاک جداسازی شدهکه از 

قرار  یمختلف های خواهریگروهها و اما ممکن است که از نظر ملکولی و فیلوژنی در خوشه هستند

به ندرت بر روی فیلوژنتیک بوده است و  Beauveriaتمرکز کارهای گذشته در مورد قارچ  گیرند.

بندی و به شکل ویژه کاربرد نشانگرهای ملکولی برای نشان دادن اختلاف ید بیشتر بر روی ردهتأک

به سوالاتی از قبیل منشأ  Beauveriaها بوده است. تلاش بر این است که در فیلوژنی میان جدایه
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  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

ترین نیا( است؟ گروه خواهری )نزدیک)تک 0مونوفیلتیک Beauveriaتکاملی این جنس چیست؟ آیا 

های چیست؟ آیا گونه Beauveriaگیرند( برای هایی که با یکدیگر در یک گروه قرار میگونه

-شوند؟ آیا گونهمونوفیلتیک هستند؟ و چگونه آنها به یکدیگر مرتبط می Beauveriaمورفولوژیکی در 

نقدر به که توزیع جغرافیایی دارند ممکن است از نظر مورفولوژیکی و ژنتیکی ای Beauveriaهای 

به  Cordycepsآیا شکل جنسی  یکدیگر نزدیک باشند که از نظر فیلوژنتیکی در یک گروه قرار بگیرند؟

Beauveria  نزدیک است؟ آیا شکل جنسیCordyceps  ازBeauveria به  انشقاق پیدا کرده است؟

توان تفاوت می دنیا ها از نقاط دیگرهای بومی با دیگر جدایهی ساختار فیلوژنی گونهعلاوه با مقایسه

در ادامه در مورد ضرورت مطالعه و کنترل  های مختلف را از نظر فیلوژنی مشاهده کرد.جدایه

های بیمارگر حشرات و جایگاه آنها در بیولوژیک آفات و آثار مخرب سموم دفع آفات نباتی، قارچ

حشرات توسط  های بیمارگر، کاربردی شدن قارچو شکل جنسی آنها Hypocrealesی راسته

 شود.صحبت می ها از منظر بیوتکنولوژی به تفصیلبیوتکنولوژی، اهمیت اندوفیت بودن این قارچ

 ضرورت مطالعه و کنترل بیولوژیک آفات و آثار مخرب سموم دفع آفات نباتی. 1-1

علت عمده . انسان معاصر با مسائل زیادى مواجه است که یکى از آنها موضوع امنیت غذایى است

ها، تباه شدن محصولات کشاورزى است که در اثر عوامل گوناگونى اتفاق مى افتد. خشکسالى، قحطى

سرماى ناگهانى هوا و شرایط نامناسب انباردارى مى توانند به از بین رفتن این محصولات منجر شوند. 

هاى ه روشناآگاهى و عدم دسترسى ب. اما شاید بتوان گفت نقش آفات در این میان برجسته تر است

رویه و بدون منطق هاى سنتى و پرخطرى چون استفاده مکرر و بىجدید کنترل آفات و تکیه بر روش

 .شوندهاى نادرست فعالیتاینگونه کش، باعث شده که انسان و محیط زیست قربانى از سموم آفت

ی سموم رویهبا مصرف بیشود که تر مىها زمانى ملموسکشمشکلات ناشى از مصرف بى رویه آفت

                                                                                                                                  
0- Monophyletic  
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 دانشگاه شاهرود

 .[0] یمموجب طغیان آفات و ظهور آفات جدید مى شو شیمیایی

رسد. میترین راه به نظر کار بردن روش کنترل بیولوژیک عاقلانهبه  رایب پیشنهادبا این توضیحات  

ی بیوکنترل اولین بار به عنوان بازداری جمعیت حشرات توسط دشمنان طبیعی تعریف شد. واژه

ها هستند. حشرات نیز مانند سایر کننده آفات میکروارگانیسمبیولوژیکی کنترل هایمهمترین فرآورده

ر در شوند و ابتلای به بیماری یکی از عوامل مهم مرگ و میهای زنده به بیماری مبتلا میارگانیسم

ها، نماتدها و ها، قارچها، باکتریشرایط طبیعی است. بیمارگرهای میکروبی حشرات شامل ویروس

های ها شامل جداسازی و کشت در محیط کشت. استفاده از میکروارگانیسم[9] پروتوزوآها می باشند

برای استفاده در زمان و مکان مناسب در در مقیاس وسیع  تلقیح آزمایشگاهی و سپس تولید مایه

هایی مناسب است که به راحتی در گلخانه و یا مزرعه است. البته این تکنیک برای میکروارگانیسم

های مقاوم و یا سایر اندام کنیدیکنند و همچنین امکان تحریک آنها به تولید محیط کشت رشد می

ها ها با این روش سازگارند ولی ویروسها و باکتریز قارچبرای انبارداری و کاربرد وجود دارد. بسیاری ا

عواملی چون کاهش تأثیر کنترل . [9]شوند های زنده تکثیر ماً در اندامهایی دارند و باید حتمحدودیت

یشتر الطیف و اینکه بسیاری از آفات بهای وسیعکششیمیایی به علت مقاومت بسیاری از آفات به آفت

-کششوند، شناسایی خطرهای زیست محیطی بسیاری از آفتاز این توسط مواد شیمیایی کنترل نمی

ی ها در داخل و یا روی مواد غذایی باعث شد که جامعهکشها، افزایش نگرانی در مورد بقایای آفت

-استفاده از قارچهای کنترل غیرشیمیایی بیفتد. اعتقاد بر این است که جهانی به فکر استفاده از روش

های زیستی کشی آنها به صورت حشرههای بیمارگر حشرات به عنوان کنترل بیولوژیک با توسعه

های اختیاری و به دلیل راحتی های بیمارگر حشرات به عنوان پارازیتپیوند خورده است. قارچ

در طبیعت دارند  مطالعات آزمایشگاهی و اینکه در نبود میزبان مناسب توانایی زندگی ساپروفیتی

اند. سازگاری با محیط زیست، عدم وجود باقیمانده بر روی بیشتر مورد توجه محققان قرار گرفته

 ن برای موجودات غیرهدف از مزایایخطر بودهای کشاورزی، اختصاصی عمل کردن و بیفرآورده



 

3 

 

  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

 .  [4] شوندهای بیمارگر حشرات تهیه میهای زیستی است که با کمک قارچکشحشره

 های بیمارگر حشراتقارچای بر مقدمه .1-2

ها حضور شوند آنیافت می 0و در هر جا که بندپایان موجودات هستند ی متنوعی ازمجموعهها قارچ

-هها شناسایی شدای قارچمیلیون گونه 3/1-3/0ی هزار گونه از سلسله 091نزدیک به  .[3] دارند

ه حشرات شناخت زایعامل بیماریجنس به عنوان  21گونه در  311، هابین این گونهاز  .[1]اند

های قارچ گونه از 09کنترل آفات بر اساس حداقل  تجاری برای محصول 031تقریباً  تاکنون و اندشده

برخی از زا دشمنان طبیعی بسیاری از حشرات و های بیماریقارچ اندشده زای حشرات تولیدبیماری

آفات در  برای مهمو کنترلی  یابزارزیست محیط  کم برهستند و با اثر منفی  9هاکنههای گونه

 .[3]دشوناکوسیستم محسوب می

تولید مثل زای حشرات توانایی تکثیر از طریق های بیماریرسد که بیشتر یا همۀ قارچبه نظر می 

، Aspergilusهای جنس های مهمند تولید مثلی در پاتوژناند. این روجنسی خود را از دست داده

Aschersonia ،Beauveria ،Culicinomyces ،Fusarium ،Gibellula ،Hirsutella ،

Hymenostilbe ،Lecanicillium ،Metarhizium ،Nomuraea ،Paecilomyces ،Sorosporella  و

cladiumTolypo و  (4کنیدیاسپور ) ،ها( این قارچ9های غیرجنسی )آنامورفشود. تمام فرمدیده می

جنسی اکثر  فرمکنند. تولید میی ضخیم( )نوعی اسپور استراحت با دیواره 3بعضی هم کلِامیدسپور

 Deuteromycetesشبه رده در ها این جنس. به طور سنتی اندشناخته ماندهها ناهای این جنسگونه

                                                                                                                                  
0- Arthropods 

9- Mites 

9- Anamorph 

4- Conidia  

3- Chlamydospores  
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 دانشگاه شاهرود

شکل های ناقص های قارچاحتمال دارد که بسیاری از گونه .شوندبندی میطبقه 0های ناقصیا قارچ

ها در طبیعت تشکیل ده باشند و یا اینکه شکل جنسی آناز دست دا جنسی خود را در فرآیند تکامل

ی تاکسونومی آرایهدر را ها توان این قارچبه همین دلیل نمی .گیردشکل میشود و یا به ندرت نمی

 .[8] اندرا به خود گرفته های ناقصقارچ عنوانو لذا  قرار داد

هایی . از آنجا که جنسشکل جنسی دارد Cordyceps تنها جنس Sordariomycetesی در شاخه

، شکل جنسی برای آنها های بیمارگردر قارچ هاو دیگر جنس Metarhiziumو  Beauveriaمانند 

 Cordycepsجنس  کنند.عنوان می Cordycepsها را ، شکل جنسی این قارچناشناخته مانده است

 اندوپارازیت حشرات و دیگر بندپایان هستند. همگی Cordycepsهای گونه دارد و گونه 411نزدیک به 

بنا به مطالعات اند. از آسیا توصیف شده این جنس هایاین جنس توزیع جهانی دارد و بسیاری از گونه

 .Cاست و فرم جنسی  eCordycipitacea یخانواده Beauveria( منشاء تکاملی 9110) 9فیلوژنی سانگ

scarabaeicola  9یشاخهدر Beauveria  خواهری گروه و درB. caledonica هم[2] قرار گرفت .-

 Beauveriaهای ، تولید قارچCordyceps یهای جدا شده از استروماتا چندین گونهچنین سویه

  کردند.

 Cordycepsدر واقع  Beauveriaهای ی برخی از گونهوضوح نشان داد که فرم جنس طالعات ایشان بهم

. [2] هستند C. staphylinidaecolaو  C. bassiana  ،C. brongniartiiها شامل است و این گونه

و  Cordyceps رنر و همکاران و مشاهدات مورفولوژیکی (rDNA) براساس فیلوژنی ملکولی

Beauveria  جنس . [01]هستند دارای جد مشترکBeauveria ی در خانوادهCordycipitaceae  و

های زای حشرات عموماً میزبانهای بیماریقارچقرار دارند.  Clavicipitaceaeدر  Cordycepsجنس 

کنند )مانند کنند اگرچه بعضی از طریق مجرای گوارشی آلوده میخود را از طریق کوتیکول آلوده می

                                                                                                                                  
0- Imperfect Fungi   

9- Sung  

9- Cluster   
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Ascosphaera ،Culicinomycesاز سطح بدن  0ها(. بعد از مرگ میزبان و تحت شرایط مطلوب، هیف

کنند. اسپورزایی بر روی سطح میزبان رخ های اسپورزا میلشوند و تولید سلومردۀ میزبان آشکار می

 . [00]شود ها میدهد که منجر به رها سازی کنیدیمی

)شکل جنسی  Cordycepsآلوده شدن حشرات به جنس  02و  08قرن  ها درچینیاز نظر تاریخی 

های خود ثبت تهرا در نوش د(قرار دار Clavicipitaceaی زای حشرات که در خانوادههای بیماریقارچ

در ایتالیا انتشار یافت که ( 0893) 9آگوستینو باسیتوسط  یزایی میکروباولین اثبات بیماری .اندکرده

وی نشان  .[09] گردیدمعرفی  9شمزای کرم ابریبه عنوان قارچ بیماری  assianabBeauveriaدر آن 

ابریشم دیگر را نیز دارد. پس از های شود و توانایی انتقال به کرمکه قارچ سبب مرگ حشره می داد

ی مفید کرم ابریشم، طولی نکشید که زای حشرات روی حشرهاثبات اولین اثر ویرانگری قارچ بیماری

زایی این قارچ برای کنترل حشرات آفت افتادند. پاستور با محققانی به فکر استفاده از بیماری

را مطرح کرد. او در حالی استفاده از قارچ  پیشنهادی، استفاده از قارچ مبنی بر کنترل حشرات آفت

 یهای مسرا در مزارع انگور توصیه کرد، که برای کنترل آن از محلول 4ی فیلوکسرابرای کنترل شته

در روسیه شروع به کار بر  0838از سال  (،ی نوبلزهی جایبرنده)، 3مچنیکف .[09]کردند استفاده می

و حشره کامل  1ای گندمسوسک قهوهبه عنوان عامل کنترل کننده  ،eMetarhizium anisopliaروی 

برای شرایط لازم  ،قارچ 8ی میسیلیومیتولید توده با، وی .[04] کرد 3طومی چغندر قندسرخر

متعاقب این کش زیستی حشرات پدید آمد. آفتاولین  ترتیبو بدین  را فراهم آوردای آزمایشات مزرعه

                                                                                                                                  
0- Hyphes  

9- Agostino Bassi   

9- Silkworm  

4- Phylloxera  

3- Eli Metchnikoff  

1- Anisoplia austriaca    

3-Cleonus punctiventris  

8- Mycelium  
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رطومی سرخبرای کنترل  در روسیه eM. anisopliaبه طور گسترده از  ،(0888)  0کراسیلچیک یافته

زای حشرات در کنترل آفات، تنها های بیماریقارچبا وجود کشف پتانسیل  .استفاده کرد، چغندر قند

ها بهره از این قارچآفات  های کنترلیآمیزی در برنامهموفقیت بود که به طورهای اخیر در سال

در جهت کنترل آفات  هااین قارچ مؤثر و قابل اعتماد گیریزیستی برای به کارتوانایی علوم  .جستند

های بیولوژیک کارائی های شیمیایی را بگیرد اگرچه روشکشسته است که جای آفتهنوز نتوان

ذرا )برخلاف با تأثیر گ ولی بر کسی پوشیده نیست که از نظر اکولوژیکی ترکیبات شیمیایی را ندارند

فعالیت آنها به  اماها هستند ی زیست بومکمتر برهم زننده های شیمیایی با تأثیر پایدار(کشآفت

زنی، آلودگی و ها برای جوانهبسیاری از این قارچ .[03] استبه شرایط محیطی وابسته  شدت

به علت  ی آلوده کنندهدر بعضی موارد مرحله ی دمایی و رطوبتی دارند.محدودیت دامنه اسپورزایی

و  جداسازیمراحل که  قارچی ایمیدترین کاندیداو پر کندمیو مؤثر عمل ن قوی ،نبود شرایط مناسب

مانند  های مقاومتبرای کنترل آفات توانایی تولید و تشکیل فرم را گذرانده است آزمایشگاهی

در  .[01] دهداز دست میدر شرایط محیطی و کاربرد خود را  نداردرا  ذخیره اسپورهای استراحت و

 زای حشرات اشاره شده است.های مهم بیماریبه راسته 0-0جدول 

 نظر بیوتکنولوژی کشاوزیهای بیمارگر حشرات و اهمیت آنها از چقار .1-3

شود. امروزه های بیمارگر حشرات صحبت میدر این مقدمه از نقش بیوتکنولوژی در گسترش قارچ

های بیمارگر حشرات تا های مختلف قارچها و جدایهها، گونهبیوتکنولوژی از شناسایی جنس

های بیمارگر هایی که در آن از قارچ. روش[03]فرمولاسیون و تولید تجاری آنها نقش داشته است 

مورد معرفی کرد.  4( آنها را در 9110) 9برگشود اولین بار الینحشرات آفت استفاده می حشرات علیه

                                                                                                                                  
0- Krassilstchik   
2- Eilenberg   
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ن مدیریت کنترلی )عدم استفاده از سموم بدو 9ای غیربومیکه در آن از جدایه 0بیوکنترل کلاسیک -0

ی که در آن از جدایه 9سازیبیوکنترل از طریق آلوده 9شود. شیمیایی( برای مدت طولانی استفاده می

شود. بدون مدیریت کنترلی )عدم استفاده از سموم شیمیایی( برای مدت طولانی استفاده می 4بومی

 -4گردد. که در آن آفت با رهاسازی انبوه جدایه محدود می 3بیوکنترل انبوه یا رهاسازی انبوه -9

، مبنای این روش تغییر محیط برای افزایش آلودگی با قارچ است. معمولاً 1کنترل بیولوژیک حفاظتی

های زیستی استفاده از کشهای زیستی است. منظور از حشرهکشبیوکنترل انبوه متکی بر حشره

های بیمارگر نترل انبوه آشکارترین کاربرد بیوتکنولوژی در مورد قارچهای بیمارگر است. بیوکمیکروب

مورد  4( آنها را در 9110) 3برگشود اولین بار الینحشرات آفت استفاده می .[08]حشرات است 

بدون مدیریت کنترلی )عدم  2ای غیربومیکه در آن از جدایه 8بیوکنترل کلاسیک -0معرفی کرد. 

که  01سازیبیوکنترل از طریق آلوده 9شود. اده از سموم شیمیایی( برای مدت طولانی استفاده میاستف

بدون مدیریت کنترلی )عدم استفاده از سموم شیمیایی( برای مدت طولانی  00ی بومیدر آن از جدایه

جدایه محدود  که در آن آفت با رهاسازی انبوه 09بیوکنترل انبوه یا رهاسازی انبوه -9شود. استفاده می

، مبنای این روش تغییر محیط برای افزایش آلودگی با قارچ 09کنترل بیولوژیک حفاظتی -4گردد. می

های زیستی کشهای زیستی است. منظور از حشرهکشاست. معمولاً بیوکنترل انبوه متکی بر حشره

-بیوتکنولوژی در مورد قارچهای بیمارگر است. بیوکنترل انبوه آشکارترین کاربرد استفاده از میکروب

 .[08]های بیمارگر حشرات است 

                                                                                                                                  
1- Classical Biological Control   

2- Exotic  

3- Inoculative Biocontrol   

4- Endemic  

5- Inundative Biological Control (Mass Release)   

1- Conservation Biological Control   

7- Eilenberg   

8- Classical Biological Control   

9- Exotic  

10- Inoculative Biocontrol   

11- Endemic  

12- Inundative Biological Control (Mass Release)   

09- Conservation Biological Control   
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  .[02]کنند های قارچی نکروتروف که به حشرات حمله میهای مهم و پارازیتاسته: ر0-0جدول

Chytridiomycota 

     Chytridiomycets 

          Blastocladiales- Coelomomyces 

  Zygomycota 

     Zygomycetes 

          Entomophthorales 

              Entomophthoraceae- Entomophaga, Entomophthora, Erynia, 

                    Furia, Massospora, Pandora, Zoophthora 

              Neozygitaceae- Neozygites 

              Ancylistaceae- Conidiobolus 

Ascomycota 

    Pyrenomycetes 

         Hypocreales 

                   Clavicipitaceae- Cordyceps, Cordycepioideus, Ophiocordyceps, 

                       Torrubiella, Gibellula, Pseudogibellula, Akanthomycese, 

                        Nomurea, Hymenositlbe, Hirsutella, Paraisaria 

                   Hypocrealean anamorphs- Aschersonia, Beauveria, Fusarium, 

                       Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Isariae, 

                       Tolypocladium, Lecanicillium. 

    Loculoascomycotes 

       Myriangiales 

             Myriangiaceae- Myriangium  

        Pleosporales 

              Tubeufiaceae- Podonecteia 

    Unclassified anamorph- Entoderma 

Oomycota  

       Lagenidiales 

            Lagenidiaceae- Lagenidium   
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های مندی برای استفاده از قارچو پس از آشکار شدن آثار سوء سموم شیمیایی، علاقه 0211ی در دهه

های زیستی که بر کشحال حاضر بیشتر حشره بیمارگر حشرات برای کنترل آفات شکل گرفت. در

 Beauveriaباشند شامل اند و در بازار موجود میهای بیمارگر حشرات تولید شدهاساس قارچ

bassiana  وMetarhizium anisoplia ی میسیلیوم خشک شده، به عنوان . توسعه[91] باشدمی

ی های بیمارگر حشرات است. بدین شکل که بوسیلهراهی مؤثر برای تولید انبوه و استفاده از قارچ

شوند. اجسام هیفی شکل پس از شستشو با آب و قبل از فیلتراسیون اجسام هیفی شکل، گرفته می

استفاده  B. bassianaشوند. از این روش برای تولید انبوه پوشش داده میخشک شدن با محلول شکر 

های بیمارگر حشرات هستند. برای تولید کنیدی روشی دیگر برای تولید انبوه قارچ .[90] شده است

رنج( و مایع به عنوان کشت استارتر استفاده تولید کنیدی از بسترهای جامد )معمولات غلات مانند ب

باشد که این کنند. مزیت کشت استارتر مایع نسبت به جامد شامل افزایش توانایی رقابتی قارچ میمی

تر قارچ در مراحل اولیه گردد. رشد سریعهای دیگر بر روی محیط کشت میعامل مانع از رشد آلودگی

قارچ به منظور وجود یا عدم وجود آلودگی است. و امکان بررسی محیط کشت قبل از کشت 

بیوتکنولوژی با نظارت بر فرآیند تولید، فرمولاسیون و کاربرد و سازگاری این سه مرحله با یکدیگر 

 . [99] های بیمارگر حشرات در کشاورزی داردنقش مهمی در استفاده از قارچ

دارند. بعضی از این  را های بین سلولیها و توکسینهای بیمارگر حشرات توانایی تولید آنزیمقارچ

اند. این ارزیابی خود بر روی حشرات مورد ارزیابی قرار گرفته 0های زیستیها به عنوان فعالمتابولیت

های ها برای کنترل حشرات آفت است. آنزیمنوعی روش بیوتکنولوژی برای استفاده ار این متابولیت

گذارند شامل های بیمارگر حشرات که به نوعی بر هضم کوتیکول حشره تأثیر میشناخته شده از قارچ

کش نیز های حشرهحشرات تولید توکسین های بیمارگرباشند. قارچپروتئازها، لیپازها و کیتینازها می

کند. بورسین می 9تولید توکسین معروف بورسین spp. Beauveria. برای مثال قارچ [99] کنندمی

                                                                                                                                  
0- Bioactives  

2- Beauvericin  
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بر روی بسیاری از  (. بورسین خاصیت سمی0پپتیدپپتیدی با یک یا چند گروه آمیدی است )دپسی

های آن توانایی تولید بورسین را ندارند. بورسین از و جدایه Beauveriaهای ی گونهحشرات دارد. همه

 Paecilomycesتوان به ها میی این قارچهای دیگر جداسازی شده است. از جملهقارچ

fumosoroseus   اشاره کرد. گزارش شده است کهB. bassiana  تولیدBeauverolides ،Isarolides 

 . [94] هستند 9کند. ترکیبات نام برده همگی سیکلوتترادپسی پپتیدمی Bassianolidesو 

یابی ها برای دستکنند. هنگامی که این قارچبیوتیک میهای بیمارگر حشرات تولید آنتیبرخی از قارچ

بیوتیک توسط آنها دور از کنند تولید آنتیها رقابت میها و باکتریبه بقایای حشرات مرده با دیگر قارچ

کنند که سم ضعیف یا هایی میتولید متابولیت Cordycepsو  Hirsutellaذهن نخواهد بود. جنس 

 varH. thompsonii .از  4بیوتیکی به نام فومالاکتون( آنتی0224) 9بیوتیک است. کراسنف و گاپاآنتی

synnematosa 5کردند که نسبت به  جداسازیRhagoletis pomonella کشندگی و سمی  خاصیت

و  Tolypocladium ،Beauveriaهای بیمارگر از قبیل داشت. فومالاکتون برای دیگر قارچ

Metarhzium هایی از آسیا از لارو صدپای آلوده به . در بخش[93] خاصیت بازدارندگی دارد

Cordyceps کنند. احتمالاً این خاصیت ها استفاده میبه عنوان یک داروی سنتی برای درمان عفونت

تواند با . در آینده بیوتکنولوژی می[91] است 1سیپینبیوتیکی به نام کردیدرمانی به خاطر تولید آنتی

-ها و آنتیها، توکسینهای بیمارگر حشرات )آنزیمهای زیستی تولیدی قارچاستفاده از کشف فعال

کش زیستی یا کنترل حشرات آفت نقش دارند، با فرموله کردن آنها به عنوان حشرهها( که در بیوتیک

های بیمارگر حشرات در کنترل آفات های تراریخت نقش مهمی در به کارگیری مؤثر قارچایجاد جدایه

 مهم کشاورزی ایفا کند.

                                                                                                                                  
1- Depsipeptide   

2- Cyclotetradepsipetides  

9- Krasnoff and Gupta   

4- Phomalactone   

5- Apple Maggots  

1- Cordycipine  
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هایی با بهبود در های بیمارگر حشرات شامل مواردی ازقبیل ایجاد جدایهورزی در قارچهدف از دست

-هایی که در فرآیند بیماریکنترل حشرات آفات به منظور کاهش در زمان مرگ میزبان، تغییر در ژن

هایی که زایی را به خوبی درک کرد و ایجاد جدایهزایی درگیر هستند که بتوان ژنتیک فرآیند بیماری

های گزارشگر استفاده از این ژن است. GFPیا  β- Glucuronidaseهای گزارشگری از قبیل حاوی ژن

گردد. این ردیابی اطلاعات مهمی ورزی شده و رها شده در طبیعت میهای دستسبب ردیابی جدایه

-یت، در سال. در نها[93] دهدهای بیمارگر حشرات به ما میی میزبانی قارچدر مورد اکولوژی و دامنه

های بیمارگر حشرات پیشرفت زیادی های بیوتکنولوژی در مطالعه و گسترش قارچهای اخیر روش

که در  ای شده استهای زیستیکشاند. بهبود در فرمولاسیون باعث ساخت و تولید حشرهداشته

. بهبود در انتخاب جدایه، [98] شرایط غیره منتظره نیز موفق عمل کردند )مانند کنترل ملخ در افریقا(

های زایی و اکولوژی از دیگر دستاوردهای بیوتکنولوژی در مورد قارچشناسایی و درک فرآیند بیماری

نه تنها امکان  توسط بیوتکنولوژی ترهای شناسایی اختصاصیبیمارگر حشرات است. ایجاد سیستم

-بندی فیلوژنتیک قارچکند بلکه سبب بهبود طبقههای زیستی را فراهم میکشبازنگری کاربرد حشره

های بیمارگر حشرات به ها، کاربرد تجاری قارچشود. با وجود این موفقیتهای بیمارگر حشرات می

لا، ناکافی بودن کارایی آنها، محدودیت در تولید ی باکش زیستی به دلایلی از قبیل هزینهعنوان حشره

های بیمارگر محدود شده است. با این حال، قارچداری ها و کوتاه بودن مدت زمان نگهانبوه این قارچ

کش ی فرمولاسیون تجاری جهت کاربرد در حشرهها برای تهیهحشرات نسبت به دیگر میکروب

ها توانایی بقای محصول برای چند ماه و رشد آسان این قارچزیستی مزایایی از قبیل اسپورزایی قوی، 

  . [92] بر روی محیط کشت دارند

 کشاورزی های بیمارگر و اهمیت آنها از منظر بیوتکنولوژیاندوفیت بودن قارچ .1-4

زیستی . این هم[91] کنندها برقرار میزیستی با قارچی همدرصد گیاهان آوندی رابطه 21بیش از 

شامل افزایش سلامت گیاه، حفاظت گیاه در مقابل  کند. این مزایامزایای زیادی برای گیاه فراهم می
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های طبیعی بسیاری از . در اکوسیستم[90] ای گیاه استبیمارگرهای گیاهی و بهبود سیستم تغذیه

ها متکی هستند. قارچ میکوریزا از گیاهان برای بهبود جذب عناصری چون نیتروژن و فسفر به قارچ

متعلق به فیلوم   ی گیاه قادر به انتقال مواد غذایی به گیاه است. این قارچطریق همزیستی با ریشه

Glomeromycota های بیمارگر . اخیراً تحقیقات ثابت کرده است که برخی از قارچ[99] است

. تعدادی هستندانتقال نیتروژن موجود از حشره به گیاه  قادر بهآسکومایکوت توانایی اندوفیتی دارند و 

کنترل بیولوژیک در کشاورزی استفاده  های بیمارگر حشرات در حال حاضر به عنوان عواملاز قارچ

زیست با به عنوان هم Metarhiziumو  Beauveriaشوند. تحقیقات اخیر حاکی از همراهی جنس می

 . بنابراین نه[99] ی حشرات به گیاه را دارندروژن بدن مردهکه توانایی انتقال نیت استی گیاهان ریشه

مضر  به عنوان عامل کنترلی حشرات آفتهای کشاورزی  ها در سیستماز این قارچتوان میتنها 

تواند در جهت حفظ سلامت گیاه به کار گرفته شود. با درک و زیستی میبلکه این هم ،استفاده کرد

 هایورزیها، دستزیستی بین گیاه و این قارچی همروشن شدن مکانیسم ژنتیکی شکل دهنده

تواند صفات مفید و مؤثری را به گیاهان زراعی اعطا کند. از بیوتکنولوژی منتج شده از این درک می

های شیمیایی در محیط، کاهش استفاده از کشتوان به کاهش ضرر و زیان حشرهاین صفات مفید می

 .[94] ی گیاه و ایجاد مقاومت در گیاه به شرایط شوری نام بردکودهای شیمیایی جهت تغذیه

از نظر ژنتیکی به  زیست آنهم رو در بیوتکنولوژی تغییر گیاه زراعی یا قارچهای پیشیکی از چالش

های مسئول این ارتباط گیاه است. اولین قدم شناسایی ژن-زیستی قارچمنظور تسهیل ارتباط و هم

کند. می فراهمزیستی قارچ با گیاه را هم کارهای بیوتکنولوژی را برای تسهیلاست. این شناخت راه

های گیاه قبل از تماس فیزیکی قارچ با گیاه افزایش تحقیقات نشان داده است که بیان برخی از ژن

 زیستی استهای قارچی جهت تحریک گیاه برای همکند که این امر تأییدی بر ترشح ملکولپیدا می

های دفاعی گیاه به ویژه مسیر بیوسنتزی ین ارتباط قارچ با گیاه سیستم. در مراحل آغاز[94]
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کند. عموماً افزایش بیان مسیر سالیسیلیک افزایش پیدا می 9و سالیسیلیک اسید 0جاسمونیک اسید

-زیستی این تعادل ایجاد میکند. در طول همهای گیاهی افزایش پیدا میی پاتوژناسید در اثر حمله

کند تا به یک وضعیت پایدار برسد. اگر گیاه نتواند این مکانیسم این مسیر کاهش پیدا میشود و بیان 

گردد. از موضوعات گفته زیست کنترل کند سبب حذف این ارتباط میدفاعی را در مقابل قارچ هم

کنند در های مفید مسیر بیوسنتزی سالیسیلیک اسید را متوقف میتوان نتیجه گرفت که قارچشده می

ی گیاه با . این امر گویای ارتباط ویژه[93] های بیمارگر گیاهی چنین توانایی را ندارندحالیکه قارچ

زیستی بین تواند همهای مسئول ارتباط گیاه با قارچ میهای مفید است. شناسایی و کنترل ژنقارچ

، ژن 31MtScpزیستی گیاه با قارچ شناسایی شده است. دین ژن مؤثر در همآنها را افزایش دهد. چن

. [91] کندهای قارچی به گیاه را کد میپپتیداز درگیر در انتقال سیگنالگیاهی است که کربوکسی

4Mad2توان به های قارچی می، ژن قارچی است که در اتصال قارچ به گیاه نقش دارد. از دیگر ژن

myc  اشاره کرد که همراه باmad2 های قارچی را قبل از اتصال قارچ به گیاه عمل تنظیم ترشح ملکول

-توان در سطح ملکولی دچار دستها را می.  این ژن[94] کنندزیستی را کنترل میو تحریک به هم

-ی گیاه را بهبود بخشید. به منظور روشن شدن مجموعه ژنزیستی قارچ با ریشهورزی کرد و عمل هم

میکوریزا در نظر گرفت و  توان این ارتباط را با و بدون قارچهایی که در این ارتباط مؤثر نقش دارند می

های درگیر در این به کشف ژن 3به روش نوین DNAیابی توالی با استفاده از آنالیزهای پروتئومیکس و

های بیمارگر توان از قارچزیستی میهای درگیر در همشدن ژن برد. پس از درک و روشنارتباط پی

های ژنتیکی استفاده کرد. استفاده از این ورزیبرای ارزیابی دست Metarhiziumو  Beauveriaمانند 

زیستی هایی نسبت به قارچ میکوریزا که قارچی با ویژگی همهای بیمارگر جهت چنین ارزیابیقارچ

                                                                                                                                  
0- Jasmonic Acid (JA)    

9- Salicylic Acid (SA)    

9- Serine Carboxypeptidase   

Mitotic Arrest Deficient 2  -4  

3- Next Generation Sequencing (NGS)   
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کند دارای این مزیت است که آنها به آسانی بر اجباری است و عملاً بر روی محیط کشت رشد نمی

  . [94] شوندورزی مینظر ژنتیکی دست کنند و به راحتی ازروی محیط کشت رشد می

-های بیمارگر حشرات برای کنترل حشرات کاهش استفاده از حشرهاز مزایای مهم استفاده از قارچ

های شیمیایی برای سلامت انسان مضر هستند. باید کشهای شیمیایی است. بسیاری از این آفتکش

های شیمیایی، سبب مقاومت آفات به این کشی بیش از حد از حشرههبه نکته توجه کرد که استفاد

ای دارند. آنها ی زندگی دوگانهچرخه Metarhiziumو  Beauveriaهای بیمارگر شود. قارچسموم می

کنند. مهندسی ژنتیک در ن پاتوژن حشرات نقش ایفا میعنوان اندوفیت گیاهی و هم به عنواهم به 

به شکل مناسب زایی نقش دارند هایی که در بیماریرا برای افزایش بیان ژن هایی فرصتچنین قارچ

درگیر در متابولیسم چربی و ژن  31estدر هضم کوتیکول، ژن  2chy1و  1Pr1های کند. ژنفراهم می

4mad1 ی میزبانی، زایی و دامنهدرگیر در اتصال قارچ به کوتیکول نقش دارند. با توجه به امر بیماری

هایی با قدرت ورزی در آنها و ایجاد جدایهها و دستتواند با امانت گرفتن این ژنکنولوژی میبیوت

 .    [93] دهدتر نشان برجسته حضور خود را در دنیای امروززایی بیشتر بیماری

پردازیم. در ادامه به می .Beauveria sppهای بیمارگر حشرات صرفاً به قارچ در این رساله از بیان قارچ

ی میزبانی حضور طبیعی، توزیع جغرافیایی و دامنه ،Beauveriaی زندگی تفصیل در خصوص چرخه

 ، صحبت خواهد شد.Beauveriaقارچ 

 

 

                                                                                                                                  
like Serine Protease (Pr1) -Subtilisin -1 

2- Chymotrypsin   

9- Esterase 

st Deficient 1Mitotic Arre -4 
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  Beauveriaی زندگی چرخه. 1-5

ی زندگی دارد. در نبود میزبان اختصاصی خود چرخه 0ی زندگی دوشکلیچرخه Beauveria جنس

است را در  9های زیگزاگیگیری کنیدیای و شکلزنی، رشد میلهکه شامل جوانه 9غیرجنسی رویشی

خود بر  4زاییی بیماریبه چرخه Beauveriaب(. در حضور میزبان خود، -0-0 گیرد )شکلپیش می

های هیفی شکل ایجاد زنند و لولههای این قارچ بر روی سطح کوتیکول جوانه میگردد. کنیدیمی

کند. پس از نفوذ، قارچ مورفولوژی رشدی خود را تغییر شده مستقیماً به درون بدن حشره نفوذ می

کند. این اجسام هیفی همراه با می 1شود و تولید اجسام هیفیمی 3شبه مخمری دهد و وارد فازمی

الف(. پس از مرگ -0-0شوند )شکل تکثیر می 3زنیی جوانهکنند و بوسیلههمولنف حشره گردش می

گردد. احتمالاً توانایی تغییر به فاز شبه ی زندگی قارچ به رشد هیفی شکل خود باز میمیزبان چرخه

 زایی است.   ی بیماریزمهمخمری لا

 .Beauveria sppحضور طبیعی و توزیع جغرافیایی قارچ بیمارگر حشرات،  .1-6

شود. این قارچ محسوب می Beauveriaی جنس فراوانترین گونه Beauveria bassianaقارچ بیمارگر 

 . شودعموماً سبب آلودگی حشرات در مناطق گرمسیری و معتدل در سراسر جهان می

 

 

 

 

                                                                                                                                  
1- Dimorphic Life Cycle  

2- Asexual Vegetative Life Cycle  

3- Sympoduloconidia   

4- Pathogenic Life Cycle  

5- Yeast-Like Phase   

6- Hyphal Bodies  

7- Budding   
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. )الف( نمایی از فاز پارازیتی شبه مخمری قارچ در رویارویایی با  Beauveriaی زندگی دوشکلی : چرخه0-0شکل

های زیگزاگی  ی کنیدیدهندهمیزبان حساس. )ب( نشانگر فاز غیرجنسی قارچ در عدم حضور میزبان. )ج( نشان

 است. Beauveriaقارچ 
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و  ی متفاوت حشرات در نقاط مختلف کاناداگونه 19را از  B. bassianaی گونه[ 1] [98]0لودمک

شناسی حاکی از عدم ایجاد بیماری های بافتبررسیهر چند  جداسازی کرد جاندار  04ی بافت ریه

 .[98] توسط این قارچ است ی جانوریهادر بافت پاتولوژیک

حی استوایی غرب آفریقا، ترکیه، ساحل عاج، نوا از B. bassiana و جداسازی از حضورحاکی گزارشات  

زیستگاه طبیعی  هستند. ، شرق سیبری، نیوزلند و ژاپنآفریقای مرکزی، آفریقای جنوبی، باهاما، نپال

جنگلی،  تا خاک مناطق های بدون پوشش گیاهیزمین، از خاک مناطق کوهستانی B. bassianaبرای 

نیز از  B. bassianaقارچ  .[92] استگزارش شده های روان های شنی، خاک بیابان و آبتپهزراعی، 

از  B. bassianaبا استفاده از محیط کشت انتخابی . [41] استسطح و داخل گیاهان جداسازی شده 

اخیراً  .[40] جداسازی شده است درخت نارون ی رایزوسفریمنطقه خاکپوست درختان نارون و 

 . [49] اندگیاهان تزئینی مختلف جداسازی شده 9سطح برگهای این جنس از گونه

 بانیی میزدامنه. 1-7

ای از حشرات جداسازی شده در همه جا وجود دارد و از طیف گسترده B. bassianaقارچ بیمارگر 

 011 از را B. bassianaهای قارچ بیمارگر ( میزبان0231ن ). لاتردال از انگلستا[49, 92, 98]است 

ی دامنهبراساس  آمده است. 9-0ها در جدول ست از میزبان. این لی [49] معرفی کرد گونه از حشرات

. این لیست شامل اندلیست کردهرا  B. bassianaگونه از حشرات میزبان  313 9و گوتل ، لیمیزبانی

خانواده  1جنس و  3ها که در گونه از کنه 09به علاوه راسته بود.  03خانواده از  042جنس از  390

 .[92] اندهارائه شدقرار دارند در این لیست 

واضح ، های مختلفراسته وتعداد زیادی از حشرات  از B. bassianaقارچ و جداسازی  با وجود حضور 

                                                                                                                                  
0- MacLeod    

9- Phylloplane   

9- Li & Goettle  
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هایی چنین مثالهم دارند. ی میزبانی محدود و مشخصیهای این قارچ دامنهاست که بیشتر جدایه

 از حشرات B. bassianaهای مختلف قارچ جدایهآوردن  دستبهو  با وجود جداسازی که وجود دارد

 . [48-44] اندزا بودهحشرات بیماریبه دیگر  دت نسبتبه شها اما همین جدایهیا از خاک  دیگر

شامل بررسی صفات مورفولوژیک،  Beauveriaهای های معمول آزمایشگاهی برای افتراق گونهروش

-باشد. از طرفی به دلیل تنوع صفات مورفولوژیک و همخصوصیات ظاهری و میکروسکوپی کلونی می

کار با صرف مدت زمان طولانی همراه است و از دقت  های مختلف اینها بین گونهپوشانی این ویژگی

توان نتیجه ها کاسته شود. میشود از اعتبار این روشباشد که این امر موجب میکافی برخوردار نمی

گیر بودن احتیاج به پرسنل مجرب نیز دارد. همین امر ضرورت های فوق علاوه بر وقتگرفت که روش

دلیل حساسیت بالا و قابل اعتماد و تکرار پذیر بودن را بیش از پیش های ملکولی به استفاده از روش

های همراه با داده ITSی ی حاضر استفاده از تعیین توالی منطقهکند. هدف از مطالعهروشن می

است. در ادامه برای روشن شدن موضوع به معرفی  Beauveriaهای مورفولوژیک برای شناسایی گونه

 های بیمارگر حشرات پرداخته خواهد شد. اسایی در علم قارچی تشخیص و شندو واژه

 شناسایی و تشخیص .1-8

های ملکولی مناسب امری در هر مطالعه برای شناسایی و تشخیص، تعریف هدف و تعیین تکنیک 

رسد. قبل از هرتصمیمی برای انتخاب تکنیک ملکولی یا نشانگر ملکولی چند نکته ضروری به نظر می

ها )کشت خالص شناسایی سطح تاکسونومی )شناسایی گونه در مقابل سویه(، خلوص نمونهشامل 

های اجباری در ) پاتوژن هادر دسترس بودن نمونه ها(،ناشی از تک اسپور در مقابل مخلوطی از نمونه

ه و بندی )گونه، جنس، خانواد. شناسایی در سطح طبقهباید مدنظر قرار گیرد مقابل پاتوژن اختیاری(

 تواند به تفکیک بپردازد.تا حد معینی میغیره( امری مهم است زیرا هر تکنیک ملکولی مشخص فقط 

های ملکولی برای ، برخی از نشانگری ژنتیکی مورد نظر در ژنوممنطقه بسته به محل و پایداری

 گونه از ترپائینها بسیار مناسب هستند اما برای مطالعات مطالعات جمعیتی و شناسایی سویه



 

90 

 

  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

. در مقابل نشانگرهای ملکولی که برای مناطق به شدت محافظت بیش از حد متغیر هستند )زیرگونه(

تر از آن را به ما ندهند اما شوند ممکن است اطلاعاتی در حد گونه یا پایینمی شده در ژنوم استفاده 

 .[42]برای مطالعات فیلوژنتیکی مناسب باشند 

 B. bassiana ژنوم قارچ. 1-11

و  فایفرتعیین شده است.  B. bassianaی متفاوت چندین جدایه ی ژنوم برایتعداد کروموزوم و اندازه

 1/41ی ژنوم را و اندازه 8با استفاده از الکتروفورز کاریوتیپ، تعداد کروموزوم را ( 0229) 0خاچاتوریان

که با الکتروفورز کاریوتیپ ( 0221) 9. این نتیجه با نتایج ویاد و همکاران[31] مگاباز تخمین زدند

عدد تخمین زدند منطبق بود. آنها اظهار داشتند که این  8تا  3را بین  B. bassianaتعداد کروموزوم  

 B. bassianaی متفاوت جدایه 3ی مورد مطالعه دارد. در این مطالعه که بر روی عدد بسته به جدایه

 0/44تا  0/94ی کل ژنوم بین مگاباز بود و اندازه 3/3تا  0ی هر کروموزوم بین انجام گرفت، اندازه

های ملکولی متکی بر چند شناسایی و تشخیص قارچ با استفاده از روش. [30] گزارش گردید مگاباز

-ها، توالیها در مناطق غیرکد کننده شامل اینتروناست. بیشتر این چند شکلی DNAملکول  شکلی

دهند. به علت فشار انتخاب، مناطق کد کننده های تکرار شونده رخ میو توالی 9های بین ژنی

درصد است و در  91ای قارچ نزدیک به هسته DNAشوند. مناطق غیرکد شونده محافظت بیشتری می

 DNAدهد. چند شکلی در ها درصد کوچکی را به خود اختصاص میبا ژنوم دیگر یوکاریوت مقایسه

 23جایی، واژگونی یا خطا در همانندسازی ایجاد شود. بیش از بهممکن است به علت حذف، درج، جا

ناشی از تغییرات تک بازی است. ژنوم قارچ شامل اسید نوکلئیک داخل  DNAدرصد از چند شکلی 

 ها دارای عناصر کروموزومی اضافی میتوکندریایی است. هر چند ممکن است که قارچ DNAهسته و 

                                                                                                                                  
0- Pfeifer and Khachatourians   

9- Viaud  

9- Spacers 
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 B. bassianaهای قارچ بیمارگر : گزارش لاتردال از میزبان9-0جدول 

 نام علمی راسته

Heteroptera Picromerus bidens 

Anthocoris nemorum 
Homoptera Eulecanium spp. 

Lepidoptera 
Hepialus spp. 

Hypocrita jacobaea 

Cydia nigricans 

Coleoptera 

Lathrobium brunnipes 

Calvia quattuordecimguttata 

Phytodectra olivacea 

Otiorhynchus sulcatus 

Sitona lineatus 

S. sulcifrons 

S.macularius 

S. hispidulus 

Anthonomus pomorum, 

Hylaster ater 

Hymenoptera 

Ichneumonidae 

Lasius fuliginosus 

Vespula spp. 

Bombus pratorum 

Diptera Leriaserrata 

Spiders  
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. [39]ای نقش دارند های بین گونهای باشند که در ایجاد چند شکلیدو رشته RNAمانند پلاسمید و 

خبر دادند. آنها با  Beauveriaای در ژنوم دو رشته RNA( از وجود 0228) 0اولین بار ملزر و بیدوکا

جدایه  09جدایه از  9که نمودند انجام دادند، مشخص  B. basssianaی جدایه 09بررسی که بر روی 

ا توجه به شواهد کیلوباز بود. ب 9و دیگری  9دارای دو الگوی باندی متفاوتی هستند که اندازه یکی

 Beauveriaدر  9بدست آمده و تصاویر میکروسکوپ الکترونی که گویای حضور ذرات شبه ویروسی

ای دیگر که توسط در مطالعه .[39] خبر دادند 9هابود، از آلوده شدن این قارچ توسط مایکوویروس

جدایه دارای دو الگوی  0ی مورد مطالعه، جدایه 09( صورت گرفت از 9111) 4دالزوتو و همکاران

کیلوباز بود. آنها پس از استخراج  4و دیگری  3/9باندی متفاوت با شاهد بود. یکی از باندها دارای 

ی که نتیجه قرار دادند  RNase A و  DNaseاسید نوکلئیک ژنومی، به شکل جداگانه آن را در معرض 

تا کنون گزارشی در مورد  .[34]( 9-0شکل دارند ) RNAر نمود که این دو باند ماهیت آشکا آن

-گونه ژنوم میتوکندریایی برایهای بیمارگر حشرات گزارشی در دست نیست. حضور پلاسمید در قارچ

ی ژنوم یابی شده است. اندازهبه شکل کامل توالی B. brongniartiiو  B. bassianaهای 

 B. brongniartii 919/99ی جفت باز و برای گونه B. bassiana 291/99ی میتوکندریایی برای گونه

   .[33]جفت باز است 

ای ی محیطی مانند خاک با روش طعمه حشرهدر این رساله تشخیص برمبنای حضور قارچ در نمونه

صورت گرفت که جایگاه این روش در سلسله مراتب   ITSی انجام گرفت و شناسایی براساس منطقه

مشخص شده است و در ادامه و پس از معرفی  9-0ای بیمارگر حشرات در شکل هبندی قارچرده

های بیمارگر بندی قارچهایی که برای شناسایی و طبقهبه معرفی روش Beauveriaفیلوژنی جنس 

های غیر ای پلیمراز و روشهای مبتنی بر واکنش زنجیرهشود در قالب روشحشرات استفاده می

                                                                                                                                  
1- Melzer & Bidochka   

2- Virus-Like Particles (VLP)  

3- Mycoviruses   

4- Dalzoto  
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 شود.ای پلیمراز پرداخته میمبتنی بر واکنش زنجیره

 Beauveria فیلوژنی. 1-11 

 قارچهای SSU rRNA0 فیلوژنی Beauveriaاولین فرضیهی فیلوژنتیک ملکولی برای منشأ تکاملی 

کلاویسیپیتاسه9 و دیگر پیرونومایستها9 توسط سانگ4 و همکاران ارائه شد ]2[. در این فیلوژنی 

Beauveria( 1یک گروه مونوفیلتیک3 در سورداریومایست Hypocreales: Clavicipitaceae بود )

. براساس همولوژی توالی [31] SSU rRNA بین   B. bassiana و   B. caledonica رسد که به نظر می 

Beauveriaمنشأ  های . نبود اطلاعاتی چون ژن[33]میلیون سال قبل( بوده است  011تا  33اخیراً ) 

ه نتوان به شود کهای غیرکدکننده بین این دو گونه باعث میها و توالیی پروتئین، اینترونکدکننده

منشأ جنس زمان و  ،قطع Beauveria روشن گردد. براساس مطالعات   SSU rRNA و کهرباهایی که  

3 93 میلیون سال قبل بوده B. cf. bassianaدرون فسیل یافت شدهاند مشخص شده است که منشأ 

هایی که در جنس . در آینده برای اظهار نظر در مورد منشأ و واگرائی[38] است Beauveria اتفاق  

های یها و توالی پروتئین، اینترونهای کدکنندههایی که ازموقعیت ژنافتاده علاوه بر نیاز به داده

مهمی که  ناپذیر است.  استنباطهای جدید امری اجتناب غیرکننده بدست آمده، نیاز به کشف فسیل

SSU rRNAاز آنالیز دست آمد اثبات ارتباط بین به  Beauveria و فرم جنسی جنس   Cordyceps بود  

های فیلوژنتیکی مشخص شد که که در بررسی Cordyceps militaris ی در نزدیکی شاخه 

Beauveria قرار گرفت و   C. scarabaeicola ی درون شاخه  Beauveria خواهر   B. caledonica  

                                                                                                                                  
0- Small Subunit Ribosomal RNA Gene  

9- Clavicipitaceous Fungi   

9- Pyrenomycetes   

4- Sung et al   

3- Monopheletic   

1- Sordariomycetes   

3- B. pseudobassiana   
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ی مورد گویای مارکر، لاین وسط جدایه Mلاین  .B. bassianaای در دو رشته RNA: 9-0شکل

طور که ای است. هماندو رشته RNAی دارای استفاده به عنوان شاهد است. لاین آخر جدایه

 [. 34کیلوباز است ] 4و  3/9ی ای با اندازهدو رشته RNAشود این جدایه دارای دو دیده می
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 Beauveriaها در جنس ی این فرضیه است که حداقل بعضی از گونهها تقویت کنندهاست. این یافته

 .[2]اند به شکل جنسی باقی مانده

-ITS1-5.8Sای یکی های هستهجایگاه ژنبراساس آنالیز دو  9100تا سال  Beauveriaفیلوژنتیک در 

ITS2  و دیگریα-EF1 ی متفاوت شامل گونه 1( از 9113) 0شد. رنر و بوکلیانجام میB. amorpha ،

B. bassiana ،B. brongniartii ،B. caledonica، B. vermiconia و B. varroae  ی سه گونهو

Cordyceps  شاملC. staphylinaedicola ،C. bassiana  وC. scarabaeicola  با استفاده از مناطق

. علاوه بر این در این [01]پرداختند  Beauveriaبه بررسی فیلوژنی  EF1-αو  ITS1-5.8S-ITS2ژنی 

پرداخته شد. در این بررسی  B. bassianaهای مختلف مطالعه به بررسی ساختار فیلوژنتیکی جدایه

 ITS1-5.8S-ITS2( تفکیک شدند. نتایج آنالیز A-Fی مجزا )شاخه 1ونه در  گ 1مشخص شد که این 

قرار گرفتند.  Cو  Aی در دو شاخه B. bassianaهای متفاوت مشخص کرد که جدایه EF1-αو 

است. در گذشته قادر به  )چندنیایی( فیلتیکپلی B. bassianaی بنابراین آنها نتیجه گرفتند که گونه

های غیرقابل تفکیک، کوچک، کروی تفکیک این دو شاخه از یکدیگر نبودند. هر دو گروه تولید کنیدی

تولید  Cی میکرومتر و شاخه 9/9-9/9ی تولید کنیدی با اندازه Aی کنند )شاخهتا حدی کروی می

تنها راه تشخیص این دو شاخه از لوژیکی از نظر مورفوکند(. میکرومتر می 0/9-2/9ی کنیدی با اندازه

زایی گیرند الگوی بیماریهایی که در این دو شاخه قرار میبود. حتی گونهی کنیدی یکدیگر، اندازه

توزیع جهانی  Aی . ثابت شده است که شاخههای خود دارندپوشانی زیادی در میزبانیکسان و هم

کنند، احتمالاً این کار می B. bassianaهای مختلف جدایه دارد و بیشتری افرادی که در سراسر دنیا با

 . [01] قرار دارند Aی ها در  شاخهجدایه

 9RPB1 ،0RPB2 ،9TEFجایگاه ژنی ) 4( براساس 9100) 9حاصل مطالعات آقای رنر و همکاران

                                                                                                                                  
0- Rehner and Buckly  

9- Rehner et al.  

9- RNA Polymerase II Largest Subunit   
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9Bloc)  ی جدید گونه 1ای که در بالا به آنها اشاره شد، گزارش گونه 1علاوه برBeauveria [32] بود .

 .B. sungii, B.kipukae, B. australis, B. asiatica, B. malawiensis, B گونه شامل 1این 

pseudobassian  نتایج تحقیق آنها نشان داد که جنس است .Beauveria  [32]مونوفیلتیک است. 

نتایج تحقیق با  EF1-αو  ITSدلیل این ادعا این است که با ترکیب نتایج مطالعات مناطق ژنی 

در یک شاخه  Beauveriaی های شناخته شدهتمام گونه Blocو  RPB1 ،RPB2جایگاه  9براساس 

 نیایی است. تک Beauveriaقرار گرفتند. بناراین آنها نتیجه گرفتند که جنس 

که های ملکولی ، روشBeauveria در ادامه پس از صحبت و ذکر کلیاتی در مورد تنوع ژنتیکی قارچ 

  دند.گرمعرفی می ،Beauveriaاستفاده شده در مورد قارچ بندی و تنوع ژنتیکی برای شناسایی، طبقه

 Beauveriaارزیابی تنوع ژنتیکی در قارچ . 1-12

های جدیدی های تحلیلی مربوطه، فرصتهای ملکولی متعدد و روشبا ظهور تکنیک 0231ی در دهه

ی ایجاد شد. در طول دهه Beauveriaبندی، فیلوژنتیک و ژنتیک جمعیت قارچ جهت پیشبرد طبقه

های موضوعاتی از قبیل کموتاکسونومی، بیوشیمی و تکنیکمطالعات متعددی با  0221و  0281

منتشر  Beauveriaبرای توصیف الگوهای تنوع ژنتیکی و ارتباط این الگوها با قارچ  DNAمبتنی بر 

که به تنهایی و قبل از  شد. هر کدام از این نشانگرهای ملکولی نسبت به مطالعات مورفولوژیکی

استفاده شده  Beauveriaای جنس ارسازی تنوع درون گونههای ملکولی جهت آشکی روشتوسعه

ها به طور مؤثری در حل بودند به شکل کارآمدتری عمل کردند. با این حال تعداد کمی از این تکنیک

 هایاند. در بسیاری از مطالعات، تکنیکمؤثر بوده Beauveriaبندی و ارتباطات ژنتیکی و فصل طبقه

، 4، کموتاکسونومی9،کاریوتیپینگ9ها، ایزوزایم0شکلی ساختار تک رشته ، چند4چون سرولوژی ملکولی

                                                                                                                                               
0- RNA PolymeraseII Second Largest Subunit   

9- Translation Elongation Factor-1a   
9- Nuclear Intergenic Region   

4- Serology 



 کلیات  -فصل اول

 

98 

 

 دانشگاه شاهرود

ابداع شده است  1ی میتوکندریاییی بریده شده، چند شکل طولی قطعه3ریبوزومی DNAهای اینترون

ها به طور کامل مورد ارزیابی قرار نگرفته است. به طور کلی، به علت وجود و اما سودمندی این روش

برای هر گونه تعمیم نتایج چنین  Beauveriaهای متفاوت قارچ مختلف و جدایه هایحضور گونه

هایی های اولیه با روشمطالعاتی کاری بس دشوار است. لازم به ذکر است که بسیاری از این روش

، چند شکلی 2و درون ریزماهواره 8نشانگرهای ریزماهواره ،3های حاصل از توالی نوکلئوتیدیچون داده

این مطالعات  (.9-0اند )شکل برای آنالیز ارتباطات ژنتیکی جایگزین شده 01عات تکثیر یافتهطولی قط

شده استفاده می Beauveriaهای بندی گونههای مورفولوژیکی مرسوم که برای طبقهگذاری از روش

و های مولکولی مورد اعتماد به عنوان اساس تعیین ارتباطات ژنتیکی ی پذیرش روشبه مرحله است

 .[38]اند بوده Beauveriaبندی قارچ طبقه

شوند به دو های قارچی استفاده میها و گونههای ملکولی که برای شناسایی و تشخیص سویهتکنیک 

 شوند.ای پلیمراز تقسیم میو مستقل از واکنش زنجیره 00ای پلیمرازبر واکنش زنجیره گروه مبتنی

الکتروفورز ، 09الکتروفورز آنزیمی چندمکانی ای پلیمراز شاملهای غیرمبتنی بر واکنش زنجیرهتکنیک

از الکتروفورز آنزیمی چند جایگاهی برای است.  04بریده شده هچندشکلی طولی قطع، 09کاریوتیپ

استفاده  Beauveria sppزای حشراتی مانند های بیماریهای قارچارزیابی تنوع ژنتیکی میان ایزوله

. از الکتروفورز آنزیمی چند جایگاهی به علت عدم توانایی این روش در نشان دادن [11]شده است 
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2- Isozymes  

3- Karyotyping    

4- Chemotaxonomy   

5- Ribosomal DNA Introns  

1- Mitochondrial Restriction Fragment Length Polymorphisms   

3- Nucleotide Sequence Data   

8- Microsatellite Marker   

2- Inter-Microsatellite PCR (ISSR-PCR) Marker  

01- Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)   

00- Polymerase Chain Reaction   
12- Multi-Locus Enzyme Electrophoresis (MLEE)  

13- Karyotype Electrophoresis  

14- Restriction Fragment  Length Polymorphism (RFLP)  



 

92 

 

  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

تماتیک و دهد از آن در مطالعات سیسهای احتمالی که در ژنوم رخ میتفاوت در تک بازها یا جهش

براساس مورفولوژی و آنالیز  B. brongniartiiو  B. amorphaکنند. برای مثال فیلوژنی استفاده نمی

DNA  قابل تفکیک ازB. bassiana  هستند اما روش الکتروفورز آنزیمی چند جایگاهی توانایی نشان

. از الکتروفورز کاریوتیپ برای تمایز قائل شدن میان [10]ها را ندارد دادن چنین تفاوتی بین گونه

 032و همکاران از یک پروب تلومری  0ویاد ه است.ه شدهای بیمارگر حشرات استفادهای قارچجدایه

همراه با الکتروفورز  Botrytis cinereaی تلومری ( از منطقهTTAGGG)8تکرار جفت بازی با هشت 

9CHEF  ایزوله  2برای تعیین چند شکلی کاریوتیپی در میانassianabBeauveria   استفاده کردند

[30] . 

های ای پلیمراز که برای شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی در قارچزنجیرههای مبتنی بر واکنش تکنیک

، [19] (AFLPشود شامل چند شکل طولی قطعات تکثیر یافته )بیمارگر حشرات استفاده می

ی واکنش بر پایه RFLP، 4ی عناصر تکرار شوندهای پلیمراز بر پایه، واکنش زنجیره[19] 9هاریزماهواره

 (، نشانگرهای ریبوزومی و نشانگرهای میتوکندریایی است.PCR- Based RFLPای پلیمراز)زنجیره

ی فیلوژنی نشانگرهای ریبوزومی جهت تشخیص، شناسایی و مطالعهنظر به اینکه در این رساله از 

پردازیم و به منظور استفاده شده است صرفاً به معرفی این نشانگر می Beauveriaهای جدایه

ها که در متن در خصوص ی کلام، خواننده را به منابع مرتبط به سایر روشجلوگیری از اطاله

Beauveria دهیم. یاشاره شده است ارجاع م 

 

 

 

                                                                                                                                  
0- Viaud et al.    

9- Contour-Clamped Homogeneous Field  

9- Microsatellites or Simple Sequence Repeat (SSR)  

4- Repetitive Element- Based PCR (REP-PCR)  
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 شاخه

 : PCR های غیرمبتنی برروش-1

 هاها و آلوزایمیزوزایمآ

 DNA-DNA هیبریداسیون

 کاریوتیپ

 : PCR های مبتنی برروش-2

AP-PCR/RAPD 

AFLP 

 هاریزماهواره

PCR-RFLP 

ITS     ریبوزومی 

IGS     ریبوزومی 

 آنالیز توالی

DNA ریبوزومی 

     ITS 

     IGS 

      18S     

28S     

  DNA های  یایی )با ژنکندریتوم

 کدکننده(

 ایهای کد کننده هستهژن

 جمعیت زیرگونه گونه جنس خانواده رده

ی بیمارگر حشرات: بیانی ساده برای نشان  هاشناسایی قارچهای ملکولی برای : نمایی از توانمندی روش9-0شکل 

-زای حشرات. روشهای بیماریبندی قارچهای ملکولی در مطالعات جمعیتی و شناسایی و طبقهدادن کاربرد روش

ای پلیمراز ای پلیمراز و وابسته به واکنش زنجیرههای ملکولی مورد استفاده به دو بخش مستقل از واکنش زنجیره

ها شامل  های برشی بود. این روشبا کشف آنزیم PCRشوند. شروع کار با نشانگرهای مستقل از بندی میقسیمت

با کشف  DNAی دیگر از نشانگرهای ها، هیبریداسیون و کاریوتیپ کرورموزومی است. دستهها و آلوزایمآیزوزایم

توان به ی این نشانگرها میوسعه یافتند که از جملهای پلیمراز ابداع شدند. این نشانگرها به سرعت تواکنش زنجیره

PCR  با آغازگر اختیاری(Arbitrary Primed-PCR  ) اشاره کرد. در این روش از آغازگرهای الیگونوکلئوتیدی

که بیشترین کاربرد را در علم   PCRشود. از جمله دیگر نشانگرهای مبتنی بر تایی و یا بیشتر استفاده می 91

ITS (Internal که خود شامل   9RFLP-PCR، 9ها، ریزماهواره0AFLPمارگر حشرات دارند شاملهای بیقارچ

Transcriped Spacer)  وIGS (Intergenetic Spacer)   ریبوزومی است، آنالیز توالی که خود شامل آنالیز

DNA ( ریبوزومیITS, IGS, 18S, 28S) آنالیز ،DNA ای است ی هستهکدکنندههای میتوکندریایی و آنالیز ژن

[39.] 

 
-1 Amplified Fragment Length Polymorphism  

-2  Microsatellites 

-3  Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length polymorphysm 
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 نشانگرهای ریبوزومی. 1-21

 RNA( است که rDNAریبوزومی ) DNAها مربوط به ها و دیگر یوکاریوتدر قارچ بخشی از ژنوم

نسخه به شکل توالی  911تا  011ریبوزومی در بیش از  DNAکند. ژن ( را کد میrRNAریبوزومی )

ریبوزومی یک نسخه از زیر واحد بزرگ ریبوزوم  DNAتکراری پشت سرهم وجود دارد. هر واحد ژنی 

(S98( زیر واحد کوچک ریبوزوم ،)S08 و زیرواحد )S8/3 های زیرواحدهای را دارد. ژنDNA 

شوند. مناطق بین هر واحد از یکدیگر جدا می( ITS) 0ی داخلیریبوزومی توسط فواصل رونویسی شده

گویند. که این فواصل بین ژنی غیر رونویسی می (IGS) 9ژنی را فواصل بین ژنی غیر رونویسی شده

 یمنطقه . از تنوع موجود در[14] (9-0)شکل  باشدمی rRNA S8/3ای دارای شده، به طور جداگانه

ITS  یمنطقه و از تنوع موجود در گونهبرای شناسایی IGS شود. برای شناسایی زیر گونه استفاده می

ها در های آنت محافظت شده است و توالیدر موجودات مرتبط به شد S08و  S98از آنجا که مناطق 

و  ITSتوان برای آنالیز چند شکلی موجود در های مختلف مشخص شده است بنابراین مییوکاریوت

IGS اطق از پرایمرهایی استفاده کرد که با بخشی از منS98  وS08 برای بررسی [13] مکمل هستند .

توان مستقیماً از ژل آگارز برای بررسی چند می IGSو  ITSو آنالیز چند شکلی موجود در مناطق 

شکلی موجود استفاده کرد یا اینکه قطعات تکثیر شده را با اندونوکلئازهای برشی تیمار نمود و قطعات 

 گویندمی 9ریبوزومی تکثیر شده DNAحاصل را روی ژل آگارز برد که به این روش آنالیز برش  برشی

یابی نمود. توان برای متمایز نمودن قطعات تکثیری در سطح جفت باز آنها را توالیچنین می. هم[11]

ی تنوع بین و درون نه تنها برای مشاهده IGSو  ITSچند شکلی موجود در مناطق  در گذشته از

بلکه با طراحی پرایمرهای  [12-11] زای حشرات استفاده شده استهای بیماریای در قارچگونه

 . [31, 42] اختصاصی از آنها برای مطالعات تشخیصی استفاده شده است

                                                                                                                                  
0- Internal Transcribed Spacer   

9- Non-Transcribed Spacer = Intergenic Spacer  

9- Amplified rDNA Restriction Analysis (ARDRA)  
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ی پرایمرهایی است که با بخشی از ها نشان دهندهفلش -ریبوزومی DNA: دیاگرام ساختار 4-0 شکل

-را دارا می ITSمکمل هستند. این پرایمرها توانایی تکثیر مناطق  S08و  S98ی مناطق محافظت شده

پشت سرهم را از   rDNAی ، واحدهای تکرار شوندهIGSشود همانطور که در تصویر دیده می .باشند

 [.  39کند ]یکدیگر جدا می
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های بیمارگر حشرات، نقش بیوتکنولوژی در کاربردی کردن این تاکنون، کلیاتی در مورد معرفی قارچ

 فصل دومهای ملکولی اشاره شد. در ها با روشبندی این قارچشناسایی و طبقه ،ها در کشاورزیقارچ

و به مرور شود های بیمارگر حشرات اشاره میبندی قارچو نقش آن در طبقه بارکدینگ DNAدر 

 پردازیم.منابع مرتبط می
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ک شناسایی صحیح و . ی[39, 30]همواره چالش برانگیز بوده استی موجود زندهشناسایی صحیح گونه

دلیل اصلی برای گسترش روشی جدید  بندیردهدقیق باید قابل تکرار و قابل اعتماد باشد. این مشکل 

بارکدینگ، شامل توالی کوتاه  DNA. شد DNAها براساس توالی خاصی از برای شناسایی سریع گونه

-های موجود بر روی کرهم گونهجفت باز طول دارد و برای تما 811تا  411ای بین ژنی است که اندازه

. با پیشرفت و افزایش مهارت در ژنتیک ملکولی، تکنولوژی [34, 39] ی زمین قابل استفاده است

دهد که به سرعت و این اجازه را به محققین می DNAتعیین توالی و علم بیوانفورماتیک، بارکدینگ 

برای  DNAهای کوتاه های مورد نظر خود بپردازند. استفاده از توالیبا دقت به شناسایی گونه

با هدف شناسایی سریع، صحیح و قابل تکرار  0پائول هبرت های بیولوژیکی اولین بار توسطشناسایی

ز یک استفاده ا .[33] ها بودها از قبیل حیوانات، گیاهان و میکروارگانیسمها از تمام شاخهتمام گونه

ها به کار رود اولین بار که به عنوان نشانگر شناسایی جهانی برای تمام گونه DNAبخشی از ملکول 

برای گیاهان توسط  DNAاستاندارد بارکد  مکان ژنی. با این حال [34] برای حیوانات استفاده شد

. پس از چندین دوره غربالگری [31] به صورت رسمی پذیرفته نشد بعدسال  1شناسی تا ی گیاهکمیته

و ژن زیر واحد  matK 9های گیاهی، نهایتاً دو ژن پلاستیدیو بازنگری در مورد مناطق ژنی در ژنوم

 قرار گرفت  DNAمورد توافق برای بارکدینگ  9فسفات کربوکسیلاز/ اکسیژنازبیس 3و 0بزرگ ریبولوز 

سال است که برای شناسایی و مطالعات فیلوژنتیکی  91ای برای بیش از هسته rDNA یمنطقه. [33]

 است S98 و S08 ،S8/3های ای ژنیوکاریوتی دار rDNA یمنطقه. [38] شودمیها استفاده در قارچ

( ITS2و  ITS1ی بین ژنی )شوند. پس از رونویسی، دو فاصلهرونویسی می Iمراز پلی RNAکه توسط 

( که معمولاً در مطالعات فیلوژنتیکی S08) 4. ژن زیرواحد کوچک ریبوزومی[32] شوندجدا می

های باکتریایی استفاده ریبوزومی است که برای شناسایی گونه S01ولوگ زیرواحد مشود هاستفاده می

                                                                                                                                  
0- Paul Hebert   

9- Maturase-Encoding Gene    

9- Ribulose 1-5 Biphosphate Carboxylase/Oxygenase Large Subunit Gene   

4- Ribosomal Small Subunit rRNA Gene (SSU)    
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ها را دارد و گاهی در ( تا حدی قدرت تفکیک گونهS98) 0. ژن زیرواحد بزرگ ریبوزومی[81] شودمی

 DNAسترش مفاهیم شود. در مخمرها قبل از گها استفاده میبرای شناسایی گونه ITSترکیب با 

شده ها استفاده میژن زیرواحد بزرگ ریبوزومی برای شناسایی گونه D1/ D2ی بارکدینگ از منطقه

درصد آن  31در بانک ژنی موجود است که  ITSتوالی کامل  111/039. در حال حاضر [80] است

ی مطالعه 311/00جنس است که از  311/9گونه و  311/03ی باشند که نمایندههمراه با نام علمی می

به فراوانی در  9ی پروتئینیدههای کدکننژن .[89] ی علمی به دست آمده استمجله 311علمی در 

استفاده  Ascomycotaاند. در ها استفاده شدهشناسی و در مطالعات فیلوژنتیکی یا شناسایی گونهقارچ

 برای حل ارتباط در سطوح تاکسونومی متنوع عموماً بهتر است rDNAهای ها نسبت به ژناز این ژن

 3α-TEF 1توان به اند میها که به شکل اختصاصی برای شناسایی استفاده شده. از این ژن[89]

-های محلول در سلولترین پروتئینبه ریبوزوم و یکی از فراوان tRNAانتقال آمینو آسیلی  مسئول)

در ایجاد ساختار  αهمراه با توبولین  βتوبولین ) توبولین -βو  Fusariumبرای  های یوکاریوتی است(

ها مدت از آنجا که این ژن. [33] اشاره کرد Penicilliumبرای  ها نقش دارند(مری میکروتوبولپلی

های بیشتری جهت ارزیابی، هنوز نیاز به اندها به کار گرفته شدهکوتاهی است که در مورد برخی از ژن

ی بارکد در منطقه این مناطق ژنی هنوز به عنوان بنابراین .های یک جنس نیاز دارندتفکیک گونه

 IIپلیمراز  RNAترین زیرواحد ی پروتئینی بزرگهای کد کنندهدر میان ژن اند.ها پذیرفته نشدهقارچ

(RPB 1ممکن است که دارای پتانسیل اس ) از این زیرواحد [84]تفاده به عنوان بارکد قارچی باشد .

ها  Protistaو بعضی از  Basidiomycota ،Zygomycota ،Microsporidiaدر مطالعات فیلوژنتیکی 

مورد استفاده  4ی حیات قارچیی درختچهی پروژهبرای تهیه RPB 1استفاده شده است. پرایمرهای 

                                                                                                                                  
0- Ribosomal Large Subunit rRNA Gene (LSU)  

9- Protein-Coding Genes   

3- Translation Elongation Factor 1-α   

4- Assembling the Fungal Tree of Life (AFTOL) project 
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. با این موجود است http://www.lutzonilab.net/aftol/( 0WASABI (یسامانهدر و  اندقرار گرفته

 . [33]استفاده نشده است  هادر قارچ به طور فراگیر بارکدینگ به شکلاز این زیرواحد استفاده حال 

با  Beauveriaدر ادامه به مرور منابع آزمایشات مورفولوژیک، مطالعات فیلوژنی انجام شده در مورد 

 شود.بندی مطالب گفته شده پرداخته میعو در نهایت به جم ITSی استفاده از منطقه

 مرور منابع آزمایشات مورفولوژیک 2-1

 .Mو  B. bassianaی بیمارگر حشرات  هاقارچ کنیدی زایی و تعداداثر دما بر نرخ رشد، بیماری

anisopliae 03-91با بررسی طیف دمایی  (0222) و همکاران 9اکسی .[83] مشخص شده است 

درجه  93-93های بیمارگر حشرات، دمای د قارچتولیدی و نرخ رش کنیدیگراد در میزان درجه سانتی

  .[81] برشمردندترین طیف دمایی را به عنوان مناسب

 Oryzaephilusبرای کنترل آفات انباری مانند  Beauveria bassianaاز قارچ بیمارگر 

9surinamensis [83] ،4Sitophilus oryzae [88-21]، 3zeamaise Sitophilus [20]،Tribolium  

1castaneum [29]، 3Acanthoscelides obtectus [29]، 8Prostephanus truncates [29]  در

برای کنترل   Beauveria bassianaو همکاران از  2پادین شرایط آزمایشگاه استفاده شده است.

Sitophilus oryzae ،Tribolium castaneum  وAcanthoscelides obtectus  درشرایط آزمایشگاهی

 B. bassianaی دیگر به قارچ نسبت به دو گونه S. oryzae. آنها گزارش کردند که [29] استفاه کردند

ی دیگر ندارد. این تنها گزارش ری بر کشندگی دو گونهاین قارچ تأثی بسیار حساس است در حالی

                                                                                                                                  
Web Accessible Sequence Analysis for Biological Inference  -1  

9- Ekesi  

Sawtoothed Grain Beetle  -3  

Rice Weevil  -4  

Maize Weevil  -5  

Red Flour Beetle  -6  

Seed Beetles   or Bean Weevils -7  

Larger Grain Borer  -8  

9- Padin  

http://www.lutzonilab.net/aftol/
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 باشد. می S. oryzaeبرای کنترل  B.bassianaموجود جهت استفاده از قارچ 

 SDAگیری نرخ رشد بر روی محیط کشت برای اندازه B. bassianaی از دو جدایه اکسی و همکاران

-ی سانتیدرجه 93استفاده کردند که نتایج آنها بیانگر تفاوت این دو جدایه از نظر نرخ رشد در دمای 

محیط کشت  3در   .ianabassBگیری نرخ رشد دو جدایه با اندازه و همکاران 0.  صفوی[81] گراد بود

 01از  و همکاران 9. داربرو[24] مختلف، طیف رشدی متفاوتی را برای دو جدایه مشاهده نمودند

گراد استفاده درجه سانتی 99و  91، 91دمای  9گیری نرخ رشد در برای اندازه B. bassianaجدایه  

 91ها در دمای ها بود و آنها نتیجه گرفتند جدایهجدایهدهنده رشد متفاوت این نمودند و نتایج نشان

همکاران  و 9لوییطلایی حسن. [23] گراد، از بیشترین میزان رشد برخوردار بودنددرجه سانتی

ها بر و نرخ رشد این جدایه S. lituraبر روی  B. bassianaجدایه  3زایی ( آزمایشات بیماری9109)

 4پتلامول .[21] ای را میان این دو پارامتر مشاهده نکردندرا انجام داده و همبستگی SDAروی محیط 

گراد در محیط درجه سانتی 92در دمای  B. bassianaجدایه  3گیری نرخ رشد ( با اندازه9109)

چنین گزارش ها دارای میزان رشد متفاوتی هستند و هم، مشخص نمودند که جدایهCDA3کشت 

متر/ روز را میلی 93دی معادل گراد رشدرجه سانتی 92ها در دمای نمودند که یکی از این جدایه

  .[23] داشت

 .Bجدایه  3های تولید شده توسط ( نشان داد تعداد کنیدی9109آزمایش پتلامول و همکاران )

bassiana  بر روی محیط کشتCDA ( بیان نمود که 0221) و همکاران 1. وارلا[23] متفاوت است

د چرا که این ویژگی موجب شونرخ رشد سریع یک قارچ، مزیتی در کنترل بیولوژیک محسوب می

کاهش زمان لازم برای تولید انبوه کنیدی شده و نوعی استراتژی رقابتی قارچ در طی چرخه 

                                                                                                                                  
1- Safavi  

2- Darbro  

3- Talaei-Hassanloui  

4- Petlamul  

3- Czapeak Dox Agar   

1- Varela  
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شود و موجب تسریع کنترل آفت به علت ها محسوب میساپروفیتی در برابر سایر میکروارگانیسم

 B. bassianaی جدایه 9( با ارزیابی 9113صفوی و همکاران ) .[28] گرددآلودگی سریعتر میزبان می

محیط کشت با نسبت کربن به نیتروژن متفاوت، تعداد کنیدی تولید شده را بررسی کردند. نتایج  3در 

 های متفاوت بودکشتآنها گویای تفاوت در در تعداد کنیدی تولیدی برای هر دو جدایه در محیط 

( برای ارزیابی تعداد کنیدی تولیدی گویای تفاوت 9109. نتایج آزمایش پتلامول و همکاران )[24]

  . [23] بود CDAت بر روی محیط کش B. bassianaی جدایه 3میان 

 ITSی منطقه با استفاده از Beauveriaنی انجام شده در مورد ژومطالعات فیل. 2-2

استفاده  B. bassianaجدایه  00ی فیلوژنی برای مطالعه ITSی از منطقه (9111) 0و همکاران کروز

ی ی مجزا از یکدیگر قرار گرفتند. تکثیر منطقهشاخه 9جدایه در  00کردند. آنها ابراز داشتند که این 

ITS  با استفاده از پرایمرهای ITS1 وITS4 ها برای جدایه ی تکثیریی منطقهانجام گرفت و اندازه

ی و منشأ جغرافیایی های ایجاد شده در درختچهجفت باز بود. نتایج آنها نشان داد که بین گروه 343

 Agrilusرا از Beauveriaجدایه  38(، 9109) 9.  جانی و همکاران[22]ها ارتباطی بدست نیامد جدایه

Buprestidae((Coleoptera:  3planipennis .از نقاط مختلف استان آنتاریو، کانادا جداسازی کردند 

بود و  B. pseudobassinaو  B. bassianaی دو گونه ITSی های شناخته شده براساس منطقهگونه

ی تکثیری خوانش شده با یکدیگر قرار گرفتند. طول منطقهی مجزا نسبت به شاخه 9ها در این جدایه

. میلینگ و [011]نوکلئوتید بود  341ها برای تمام جدایه ITS4و  ITS1استفاده از پرایمرهای 

از نقاط مختلف سوئیس  3Meligethes aeneusرا از   Beauveriaجدایه  99(، 9109) 4همکاران

تکثیر شد و نتایج آنها نشان داد  ITS5و  ITS4با استفاده از پریمرهای  ITSی منطقه جداسازی کردند.

                                                                                                                                  
1- Cruz and et al.  

2- Johney and et al.  

3- Emerald Ash Borer (EAB)  

4- Meyling  

5- Pollen Beetle    
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 دانشگاه شاهرود

های شناخته شده براساس نوکلئوتید بوده است و گونه 314که طول خوانش شده برای این منطقه 

 9های مذکور در بود. از نظر فیلوژنی جدایه B. brongniartiiو  B. bassianaی دو گونه ITSی منطقه

های ابزاری مفید برای شناسایی گونه ITSی ی مجزا قرار گرفتند. آنها ابراز داشتند که منطقهشاخه

Beauveria  [010]است .   

 های آیندهگیری و افق. نتیجه2-3

ها کمک کنند، فقط برای های ملکولی که ممکن است به تشخیص یا شناسایی قارچبسیاری از تکنیک

ها ای پلیمراز آنی واکنش زنجیرهمفید هستند که تاکسونومی بر پایههای قارچی آن دسته از آرایه

های مربوط به مطالعات ملکولی آنها به چاپ رسیده است که این امر امکان وجود دارد یا حداقل داده

تشخیص و شناسایی ملکولی محدود به  Hypocrealesی کند. در راستهها را فراهم میی دادهمقایسه

، Beauveria ،Metarhiziumهای قارچی شامل شود. این جنسها میجنس تعداد کمی از

Lecanicillium ،Isaria ،Paecilomyces  وNomuraea  که نه تنها توزیع جهانی دارند بلکه کاربرد

زای حشرات که اطلاعات های مهم بیماریای در کنترل حشرات آفت دارند. دیگر قارچعملی گسترده

ی ها در راسته Zaygomycesرای شناسایی و تشخیص ناقص است شامل ها بفیلوژنتیکی آن

Entomophthorales ،Blastocladialems  ها درCoelomomyces 0های شبه زنگو بازیدیومایست 

و جنس دارد و ممکن  بندی خانوادهتمایل به طبقه 9باشند. عموماً تشخیصها می Septobasidiumدر 

-داشته باشد. شناسایی تمایل به طبقه 9تکنیکی متفاوتی نسبت به شناساییهای است نیاز به روش

بندی در حد گونه و زیرگونه دارد. با تجدید نظری که در جزئیات روابط فیلوژنتیکی قارچی انجام شده 

های سنتی وابسته است. حتی ها تا استفاده از روشاست، شناسایی اولیه بیشتر به تطبیق توالی

                                                                                                                                  
0- Rust-Like Basidiomycetes  

9- Diagnose  

9- Identification  
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  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

ی شناسایی صحیح یابی که اجازهی توالیهای بر پایههای قارچی که با دادهداد آرایههنگامی که تع

زای حشرات های بیماریدهند، پیوسته رو به افزایش باشد، تعداد کل قارچجنس، گونه و زیرگونه را می

ای که ندهچنان پائین خواهد ماند. در آیشوند همیابی شناسایی میی توالیهای بر پایهکه با داده

های مختلف از نظر تاکسونومی دردسترس خواهند بود، بدون ها و قارچمشخص نیست چه تعداد از ژن

ی وسیعی از این چنان به عنوان تنها ابزار برای شناسایی دامنهشک صفات سنتی و مورفولوژیکی هم

 شود.ها استفاده میقارچ

ایجاد   Beauveriaجنسبیمارگر حشرات به ویژه در مورد های با توجه به شناختی که نسبت به قارچ

در فصل شود. اشاره میهای استفاده شده در این رساله به مواد و روشسوم . در ادامه و در فصل شد

 شود و در نهایت در فصل پنجم علاوه بر بحث در مورد نتایج  ی نتایج تحقیق پرداخته میچهارم به ارائه

 شود.لازم بسنده میی پیشنهادات کسب شده، به ارائه
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  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

های گلستان، مازندران، از نمونه خاک از استان Beauveriaدر این فصل در خصوص جداسازی قارچ 

ه ای صحبت شدحشره سمنان و آذربایجان شرقی با استفاده از روش طعمههرمزگان، فارس، کرمان، 

ی بانک ژنی اولیه و ثانویه، شناسایی سازی قارچ با استفاده از روش تک اسپورگیری، تهیهخالص. است

انجام آزمایشات مورفولوژیک از قبیل نرخ رشد، شمارش تعداد کنیدی تولیدی و ، مورفولوژیکی قارچ

در نهایت برای انجام  در ادامه صحبت شده است. از مباحث دیگری است که جیسنآزمون زیست

، پرایمرهای مورد استفاده، Beauveriaژنومی از قارچ  DNAای پلیمراز، روش استخراج واکنش زنجیره

 شود.یابی ذکر میای پلیمراز برای توالیسازی محصول واکنش زنجیرهخالص

ای، روشی مفید و با حساسیت بالا جهت گیری حشرهروش طعمهنتایج مطالعات ما نشان داد که  

به خوبی انجام  0از خاک بود. با این روش انجام عمل تشخیص Beauveriaجداسازی قارچ بیمارگر 

گیری از خاک است. از ای در مقایسه با روش عصارهشد. تشخیص، مهمترین مزیت روش طعمه حشره

ی مناسب و بر پرورش حشره که نیاز به تغذیهفرآیند زمان توان بهای میمعایب روش طعمه حشره

های دیگری که برای جداسازی قارچ داری بهینه حشره دارد اشاره کرد. یکی از روششرایط نگه

گیری از خاک است. این روش سرعت بیشتری  و شود روش عصارهاستفاده می Beauveriaبیمارگر 

-هایی توصیه میای نیاز دارد. این روش برای آزمایشگاهی کمتری نسبت به روش طعمه حشرههزینه

های های قارچی شکل گرفته، حضور داشته باشند. قارچشود که افراد مجرب جهت شناسایی کلونی

ها برخوردارند بیمارگر حشرات معمولاً از سرعت رشد کمتری بر روی محیط کشت نسبت به دیگر قارچ

انتقال پیدا کند  Beauveriaگیری با اینکه کنیدی قارچ صارهو همین عامل باعث شده که در روش ع

ها فرصت رشد بر روی محیط کشت را پیدا نکنند. هر اما به دلیل رشد کم در مقایسه با دیگر قارچ

هایی نظیر سیکلوهگزامید و دودین در محیط کشت جهت جلوگیری از رشد کشتوان از قارچچند می

و  Trichodermaالرشدی چون های سریعا تجربه نشان داده است که قارچها استفاده کرد امدیگر قارچ

                                                                                                                                  
1- Diagnosis 
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 دانشگاه شاهرود

Aspergillus گیرند.ها در محیط کشت قرار میکشکمتر تحت تأثیر این قارچ 

 مواد شیمیایی 3-1

SDA ،PDA ،Agar ،Yeast Extract  از شرکتLifechem ،،خریداری شد. ،ایتالیا میلانو 

، سنت لوئیس، امریکا، Sigmaاز شرکت   Bovine Serum Albumin (BSA) ،سیکلوهگزامید

 dNTP ،2MgCl ،PCR Buffer ،Smart Taq DNA Polymerase، DNase Freeخریداری شد. 

Deionized water ،Ribonuclease A ،Phenol ،Agaros ،Loading Buffer ،Gene Ruler 100bp 

، Tween 80، β- Mercaptoethanol ،CTAB کمبریج، انگلستان خریداری شد.، Biosienceاز شرکت 

PVP ،Tric-HCL، EDTA ،NaCl ،Chloroform ،Iso Amil Alcohol ،Isopropanole ،Boric 

Acid  از شرکتMerck ، ،خریداری شد. آلمانفرانکفورد ،DNA Gel Extraction Kit  وDNA Gel 

Purification Kit  از شرکتNorgen ،لام هموسیتومتر از شرکت  شد.کاترین، کانادا خریداری سنت

Neubauer Improved Bright-Line ، ،پرایمرهای تهیه گردید و  آلمانهامبورگITS1  وITS2  از

 ، داجون، کره جنوبی تهیه شد.  Bioneerشرکت 

 های آزمایشگاهیدستگاه 3-2

 DENA Medical(، ورتکس )، هانوآ، آلمانHeraeus(، آون )، تهران، ایرانRozhin Tebاتوکلاو )

Industryهود میکروبی )(، ، تهران، ایرانFarpajouh(، انکوباتور )، تهران، ایرانHeraeus ،هانوآ ،

حمام آب گرم (، سنت لوئیس، امریکا، Sigmaسانتریفیوژ ) (،، اُتسو، ژاپنTaKaRa(، ترموسایکلر )آلمان

(DENA Medical Industry(، مایکروویو )، تهران، ایرانLG ژل داک جنوبی، سئول، کره ،)

(QUANTUM ST4ترانس ایلومینی، سوبیا، آلمان ،)تور(Zhihat Teb Azma)تهران، ایران ، ،

، µl1000 (Eppendorfو  µl10 ،µl100سمپلر  (،، توکیو، ژاپنOlympusمیکروسکوپ نوری )

(، آلمان، نورنبرگ، Heidolphهات پلیت ) (،، توکیو، ژاپنOlympusکولار )بینی (،هامبورگ، آلمان
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 دانشگاه شاهرود

pH ( مترMetrohmپلیکان کریک، آمریکا ، ،) دیش (، پتری، تهران، ایران)پارس -91یخچال، فریزر

، اتاقک (، تهران، ایرانFarpajouh(، هود شیمیایی )، تهران، ایرانای و پلاستیکی )نوین تجهیزشیشه

در این رساله مورد استفاده  (، گوتینگن، آلمانSARTORIUS(، ترازو )، تهران، ایرانGroucرشد )

  قرار گرفت.

 Beauveriaجداسازی قارچ  .3-3

رد. این سه منبع عبارتند از توان از سه منبع متفاوت جداسازی کمی را Beauveriaقارچ بیمارگر 

-019, 49] باشدمی و گزنه ی گرامینهخانواده ی مانندگیاهان و ریشه و برگ مرده حشرات خاک،

است که از باغات مرکبات  هاییخاکاز  Beauveriaنامه منبع جداسازی قارچ . در این پایان[013

برای جداسازی این قارچ از روش آوری شده است. ایران جمع ، مناطق جنگلی و زراعیشمال و جنوب

زاد های خاکقارچترین روش آزمایشگاهی جداسازی حساس .[011] ای استفاده شدحشره هطمع

-011] باشدای میحشره هطمعروش ( Metarhiziumو  Beauveriaزای حشرات )به خصوص بیماری

شد امری ضروری قارچ با آوری تعداد کافی نمونه خاک که پوشش مناسبی از جمعیت . جمع[018

ی گلستان، هااز باغات مرکبات استان هانمونه خاک. برای رسیدن به این مطلوب [012] است

و زراعی )آذربایجان شرقی،  ، مناطق جنگلی )شاهرود، جنگل ابر(مازندران، هرمزگان، فارس و کرمان

که یک جدایه نیز از استان البرز )پردیس کشاورزی دانشگاه  آوری شد. لازم به ذکر استجمعمراغه( 

های بیمارگر حشرات توزیع قارچبا توجه به اینکه ثابت شده است که . مورد استفاده قرار گرفتتهران( 

ها گیریشوند نمونهمیتصادفی در خاک ندارند، و متناسب با پوشش گیاهی هر منطقه در خاک توزیع 

بود که سه نمونه  بدین شکل از باغات گیریی نمونه. نحوه[001] ی رایزوسفری انجام شداز منطقه

های خاک آوری نمونهمحل جمع 0-9شکل گرفته شد.  باغ خاک از مرکز و یک نمونه خاک از حاشیه

شده  آورده 0ها در پیوست دست آمده و مختصات جغرافیایی آنههای بدهد. تعداد جدایهرا نشان می

  است.
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 دانشگاه شاهرود

 ایحشرهروش طعمه  .3-4

شود که بیشترین حساسیت را به قارچ بیمارگر داشته باشد. ای استفاده میدر این روش از حشره

 بود Galleria mellonella, (Lepidoptera: Pyralidae)شد ای که در این روش استفاده حشره

های را درون پتری دیش Galleriaدد لارو ع 01تعداد  Beauveriaبرای جداسازی قارچ  .[000]

ها را به مدت سپس این پتری دیش .[009] حاوی خاک مرطوب مربوط به هر منطقه قرار داده شدند

درصد  41گراد و رطوبت نزدیک به ی سانتیدرجه 93روز به درون انکوباتور )تاریکی( با دمای  03

ها و انجام عمل تکان دادن سه بار در دیشبا سرکشی روزانه به پتریروز اول  3انتقال داده شدند. در 

شد ترجیح بر هایی که در روزهای بعدی انجام میروز مانع از شفیره شدن لاروها شدیم. با سرکشی

دیش استریل دیگری ها خارج کرده و به پتریدیشرا از پتری 0این بود که لاروهای مرده با رنگ قرمز

صافی استریل مرطوب بود منتقل شوند. در صورتی که لارو آلوده به قارچ شده بود، در که حاوی کاغذ 

 شد. روزهای آتی نمود اسپورزایی بر روی لارو دیده می

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                  
0- Red Colouration  
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گیری خاک از آنها انجام شده است با رنگ صورتی در شکل دیده  ها و شهرهایی که نمونه: استان0-9شکل 

گر حضور با خودروی سواری و مسیرهای زرد رنگ بیانگر حضور به شکل  بیانشود. مسیرهای آبی رنگ می

 باشد.گیری با خودروی سواری میهوایی در مرکز استان و رسیدن به محل نمونه
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 دانشگاه شاهرود

 خوار. پرورش پروانه موم3-5

پرورش راحت و کم های بیمارگر حشرات، خوار زنبور عسل به قارچعلاوه بر حساسیت بالای پروانه موم

ی این حشره در شرایط آزمایشگاهی یکی از دلایل مهم برای استفاده از آن برای جداسازی هزینه

های بیمارگر حشرات است. این حشره در شرایطی تکثیر زیادی دارد که دما و رطوبت کافی قارچ

ها را دارند. بدین فراهم باشد. حشرات بالغ تمایل به تخم گذاری در فواصل نازک بین شکافبرایش 

با بازدید روزانه  داری حشرات بالغ از ظروفی که دارای این ویژگی بودند استفاده شد.منظور برای نگه

مت برداشته و به ظروف پلاستیکی به یبه ظروف پرورش، نوارهای تخم شکل گرفته شده را با ملا

شدند. پرورش انبوه آزمایشگاهی اده متر که حاوی موم عسل بودند انتقال دسانتی 41و قطر  03ارتفاع 

گراد انجام شد. بعد از ی سانتیدرجه 93 ± 9درصد و دمای  13 ± 3خوار در رطوبت نسبی پروانه موم

کند. ها تفریق شده و لارو سن اول که بسیار کوچک است شروع به تغذیه از موم میروز تخم 3گذشت 

ر سیمی ضخیم و محکم پوشانیده شد تا هوادهی در تمام این مراحل بخشی از دهانه ظروف با تو

تا حدی ظروف تأمین گردد. لاروهای این آفت به علت تحرکات زیاد و با قطعات دهانی جونده خود 

 (.9-9)شکل  .باشندمیقادر به سوراخ نمودن تور سیمی و خارج شدن از ظرف 

 از لارو آلوده: Beauveriaجداسازی قارچ  .3-6

هایی ها دیگر و باکتری( در محیط خاک در معرض قارچ9-9، )شکل Beauveriaلارو آلوده به قارچ 

توانند محیط می ،بر روی محیط کشت Beauveriaقرار دارد که هنگام انتقال کنیدی یا میسیلیوم 

 هایی مانندبیوتیکها را با آنتیتوان باکتریکشت اصلی را آلوده کنند. در محیط کشت می

های کلرامفنیکل، تتراسایکلین و استرپتومایسین کنترل کرد. یکی از موانع جدی برای رشد قارچ

 های فرصت طلب ها در مقایسه با قارچبیمارگر در محیط کشت، سرعت رشد نسبتاً کم این قارچ
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 ج د

 ب الف

خوار زنبور عسل. )الف( انتقال نوارهای تخم به : مراحل پرورش لارو و حشره کامل پروانه موم9-9شکل 

خوار زنبور عسل. )ج( ظروف حاوی موم . )ب( ظروف استفاده شده برای پرورش حشره کامل پروانه موم

خوار زنبور عسل. )د( رهاسازی لاروهای پرورش یافته درون پتری لاروهای سن سوم و چهارم پروانه موم

 مرطوب.   حاوی خاک دیش
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های است. بنابراین در محیط کشت نیاز است که از ترکیباتی استفاده شود که از رشد قارچ 0ساپروفیت

( که برای جداسازی قارچ 9-9ساپروفیت جلوگیری شود. در این پژوهش محیط کشت انتخابی )شکل 

Beauveria  9استفاده شدSDAY [009] گرم  9/1کلرامفنیکل )هایی مانند بیوتیکبود که حاوی آنتی

گرم بر  3/1درصد ) 13هایی مانند دودین کش( و قارچگرم بر لیتر 9/1( و استرپتومایسین )بر لیتر

از نقاط مختلف جداسازی شد  جدایه 013بود . با این روش  گرم بر لیتر( 3/1)و سیکلوهگزامید  (لیتر

 (.0)پیوست 

 .Beauveria sppمحیط کشت انتخابی برای جداسازی  .3-7

گرم سیکلوهگزامید و  3/1ی مخمر، گرم عصاره 3گرم آگار،  09گرم گلوکز،  91گرم پپتون،  01ابتدا 

ها( را بر روی هات پلیت قرار داده شد. در ادامه با شیک ملایم، حجم کشدودین )به عنوان قارچ

را با  pHلیتر رسانیده شد. پس از اطمینان از حل شدن کامل محیط کشت،  0مایر را به فلاسک ارلن

-ی سانتیدرجه 090دقیقه در دمای  91تنظیم شد و به مدت  9/1یک مولار روی  HCLاستفاده از 

 میکرولیتر استرپتومایسین 311و  (گرم بر لیتر 9/1) میکرولیتر کلرامفنیکل 311گراد اتوکلاو شد. 

پس از این مراحل محیط کشت بیوتیک( به محیط کشت اضافه شد. تیبه عنوان آن) (گرم بر لیتر 9/1)

 های استریل انتقال داده شد.دیشبه پتری

 در هر منطقه Beauveriaقارچ  ی نرخ جداسازیمحاسبه .3-8

-برخوردار هستند. با علم به این موضوع شروع نمونه باغات مرکبات در شمال کشور تقریباً از پیوستگی

-ی نمونهکیلومتر فاصله، منطقه 31ی مینودشت استان گلستان بود که به ازای هر گیری از منطقه

 گیری شهر رامسر که انتهای حوزه ی نمونهشد. پایان منطقهگیری با توجه به شرایط مدنظر انتخاب می

                                                                                                                                  
0- Saprotrophic   

9- Sabouraud Dextrose Agar Yeast extract  
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خوار زنبور عسل و محیط کشت. )الف(  روی لارو پروانه موم Beauveria: نمایی از قارچ 9-9شکل

. )ب(  Beauveriaرهاسازی لارو پروانه موم خوار بر روی محیط خاک جهت آلوده شدن به قارچ 

 پس از انتقال از لارو آلوده بر روی محیط کشت انتخابی. Beauveriaرشد قارچ 

 Beauveriaلارو آلوده به قارچ  قارچ لارو غیرآلوده به

 ب الف
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استحفاظی استان مازندران بود انتخاب شد. در جنوب کشور باغات مرکبات شرایط شمال کشور را 

شد و در هر باغ باغ انتخاب  3اند. به طور کلی در هر منطقه نداشته و براساس هر منطقه توزیع شده

های ها داخل کیسهشد. نمونه خاکی باغ گرفته مرکز و یک نمونه خاک از حاشیهسه نمونه خاک از 

نمونه خاک از  991به این ترتیب شد. شدند و درب آنها جهت حفظ رطوبت بسته پلاستیکی ریخته 

ی نمونه خاک از منطقه 4نمونه خاک از شاهرود )جنگل ابر( و  91باغات مرکبات شمال و جنوب، 

ها براساس نام ، اقدام به تفکیک آنها به آزمایشگاهپس از انتقال نمونه خاکری شد. آومراغه جمع

دیش اک داخل پتریگرم خ 91ها، میزان منطقه شد. برای هر منطقه موقع پلیت کردن نمونه خاک

گرم خاک که ترکیبی از  91گرم خاک از نمونه خاک حاشیه و  91بدین شکل که شد. استریل ریخته 

 به این ترتیب برای هر منطقهریخته شد.  جداگانهدیش استریل ه خاک مرکز بود درون پتریسه نمون

عدد لارو  01دیش درون هر پتریگرم خاک فراهم شد. در ادامه  91 دیش حاویپتری 01باغ،  3با 

شد.  عدد لارو استفاده 011با این توصیف برای هر منطقه تعداد  خوار زنبور عسل رها شد.ی مومپروانه

، تعداد لارو آلوده به قارچ به تعداد کل در هر منطقه Beauveriaقارچ ی نرخ جداسازی برای محاسبه

ذکر  9در هر منطقه، در پیوست  Beauveriaقارچ درصد نرخ جداسازی  لارو هر منطقه تقسیم شد.

 شده است.

 با استفاده از روش تک اسپورگیری  Beauveriaسازی قارچ خالص .3-9

سازی قارچ امری بر روی محیط کشت انتخابی و رشد آن، خالص Beauveriaپس از انتقال قارچ 

-که ممکن است لارو توسط گونه است جهت قابل توجیه این رسد. این ضرورت ازضروری به نظر می

های مختلف قارچ آلوده شود، به منظور رسیدن به یک گونه یا یک جدایه، از های مختلف یا جدایه

ای برای مراحل بعدی چون استخراج سازی قارچ امری پایهخالصتک اسپورگیری استفاده شد.  روش

DNA باشد. چرا که برای شناسایی صحیح و دقیق نیاز است یک توالی مشخص تکثیر شده از یک می
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در شرایط استریل  0ی مراحل روش تک اسپورگیرییابی گردد. کلیهی منحصر به فرد توالیجدایه

لیتر آب مقطر میلی 2و بقیه حاوی  01عدد لوله آزمایش را که اولی حاوی  9. در ابتدا تعداد شد انجام

استریل بود آماده شد. با استفاده از خلال دندان استریل میزان کمی از کنیدی قارچ را برداشته و 

شدن و  لیتر آب مقطر استریل قرار داده شد. پس از ورتکسمیلی 01ی آزمایش حاوی درون لوله

ی دوم انتقال لیتر از این سوسپانسیون را به لولهمیلی 0اطمینان از یکنواختی کامل سوسپانسیون، 

ی سوم انتقال داده شد و لیتر از لوله دوم برداشته و به لولهمیلی 0داده و ورتکس شد. به همین ترتیب 

است( را به  01-9سوسپانسیون  لیتر از سوسپانسیون لوله سوم )رقت اینمیلی 0ورتکس شد. در نهایت 

لیتر آب آگار استریل به آن اضافه شد و به طور ملایم میلی 03دیش استریل انتقال داده و میزان پتری

-ها، پتریدیش تکان داده شد. جهت تندش کنیدیبرای مخلوط شدن سوسپانسیون و آب آگار پتری

وبه شد. پس از این مرحله با قرار دادن ساعت انک 39گراد به مدت ی سانتیدرجه 91دیش در دمای 

دیش دیش در جهت انعکاس نور مناسب تک کنیدی تندش یافته را با ماژیک بر روی پتریپتری

مشخص کرده و در زیر هود، با خلال دندان استریل اطراف این تک کنیدی را برش داده و بر روی 

گرم آگار  09گرم عصاره مخمر و  01گرم پپتون،  03گرم دکستروز،  49)حاوی  PDA2محیط کشت 

 آمده انجام شد. دستبههای انتقال داده شد. این مراحل برای تمام جدایه( 9/1با اسیدیته 

 از لاروهای آلوده ی بانک ژنی اولیهتهیه .3-11

و اطمینان از در این پژوهش به علت حجم بالای کار، برای جلوگیری از دست رفتن لاروهای آلوده 

ی بانک ژنی اولیه از لاروهای آلوده شد. قارچ بر روی محیط کشت انتخابی، اقدام به تهیه انتقال مؤثر

ی این بانک ژنی بدین شکل بود که هر لارو آلوده )هر لارو آلوده به عنوان یک جدایه در نظر تهیه

تقال . در طی مراحل ان(3-9)شکل  سیلین استریل قرار داده شدی پنیگرفته شد( را درون یک شیشه

                                                                                                                                  
0- Single Spore Isolation Method  

9- Potato- Dextrose- Agar  
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شدند و پس از انتقال قارچ از بدن لارو آلوده، ها خارج میقارچ بر روی محیط کشت، لاروها از شیشه

ی درجه 4ها در دمای ی شیشهشدند و مجموعهها قرار داده میمجدداً لاروهای آلوده درون شیشه

  شدند.داری میگراد نگهسانتی

 ی بانک ژنی ثانویهای قارچ به منظور تهیهکشت درون شیشه .3-11

های مختف قارچ ممکن است پیش بیاید از دست رفتن یک یکی از مشکلاتی که در حین کار با جدایه

های ی بانک ژن شد که درون لولهجدایه است. برای به حداقل رساندن این مشکل اقدام به تهیه

-یکی از راه(. 3-9بود کشت قارچ انجام شد )شکل  PDAآزمایش و فالکون که محتوی محیط کشت 

ی آزمایش حاوی محیط کشت دست آمده کشت آنها درون لولههای بهداری جدایههای حفظ و نگه

است( باید به خوبی در  PDAاست. روش کار بدین صورت است که محیط کشت مورد نظر )در اینجا 

 PDAشده باشد. روش کار بدین صورت است که محیط کشت مورد نظر )در اینجا  آب مقطر حل

لیتر محیط کشت را درون میلی 01است( باید به خوبی در آب مقطر حل شده باشد. پس از آن میزان 

گراد اتوکلاو شد. پس از ی سانتیدرجه 090دقیقه در دمای  91ی آزمایش ریخته و به مدت لوله

سطح هود( درجه با  91ی ی آزمایش حاوی محیط کشت در زیر هود به شکل اریب )زاویهاتوکلاو لوله

شود پس از سرد شدن محیط کشت، یک سطح مقطع بیضوی شکل گذاشته شد. این عمل باعث می

ی آزمایش ایجاد شود. برای کشت قارچ، با استفاده از لوپ استریل یک سطح مقطع از قارچ به در لوله

رشد  ی آزمایش مورد نظر انتقال داده شد. برای یکهمراه محیط کشت برداشته شد و درون لوله

گراد ی سانتیدرجه 93هفته در دمای  9های مختلف به مدت های آزمایش حاوی جدایهمناسب لوله

داری گراد نگهی سانتیدرجه 4ها در دمای شدند. برای نگهداری طولانی مدت، این لوله قرار داده

 شدند.

 

 



 

33 

 

  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

درون فالکون محتوی محیط کشت  Beauveria: نمایی از کشت قارچ 3-9شکل 

PDA ها با پارافیلم  اطمینان از عدم آلودگی پس از کشت قارچ درب فالکون. جهت

 پوشیده شده است.  

قرار دادن هر لارو آلوده به قارچ درون ی ژن بانک اولیه از لاروهای آلوده. الف: ی تهیه: نحوه4-9شکل 

داری در ها درون ظروف یک بار مصرف برای نگهآوری و قرار دادن شیشههای جداگانه.  ب: جمعشیشه

 .گرادی سانتیدرجه 4دمای 

 ب الف
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 هاگذاری جدایهی نام. نحوه3-12

 0از نام انگلیسی دانشگاه شاهرود SHUگذاری گردید که پیشوند های بدست آمده بدین شکل نامجدایه

 دستجدایه به 011اخذ شد و از آنجا که  9از حرف اول فامیلی نگارنده Mگرفته شد. پیشوند 

 رقمی برای هر جدایه انتخاب شد. 9آمد پسوند 

 Beauveriaشناسایی مورفولوژیکی قارچ . 3-13

بود. این   Beauveriaای تشخیص صحیح جنس قارچمهمترین دلیل استفاده از روش طعمه حشره

گاهی تولید کند. البته را ایجاد میسیلیوم جنس بر روی جلد بیرونی حشره پوشش سفید رنگی از می

رنگ، کوتاه ی کنیدی به شکل خوشه و یا پیچ خورده و یا منفرد، بیهای تولید کنندهسلول)9سینماتا

ای ها در انتها به گونه. این سلولکندنیز می (ای گرد یا فلاسک مانند در زیر میکروسکوپبا پایه

برای تشخیص کند. گی تولید کنیدی میی زیگزاه و پیوستههای کوتااندکه با ایجاد شاخهگسترده شده

ی اسلاید و رویت اسلایدها با استفاده از میکروسکوپ های جداسازی شده، اقدام به تهیههای قارچگونه

ی این قارچ ترین گونهکه فراوان [32] باشدگونه می 09دارای  Beauveriaجنس . [004]نوری شد 

B. bassiana های جنس شناسایی گونهدر  باشد.میBeauveria ترتیب از فاکتورهای شکل، اندازه و به

 شود. رنگ کنیدی استفاده می

 B. bassianaی ی کنیدی استفاده شد. در گونهی قارچ از شکل کنیدی و اندازهبرای شناسایی گونه

های دیگر اشد. در حالی که در گونهبمیکرومتر می 3/0-3/9ی کنیدی شکل کنیدی کروی و اندازه

-و تفکیک آنها براساس شکل کنیدی صورت می [003]میکرومتر است  1تا  9ی کنیدی بین اندازه

های ، جدایهامکانات موجود و و با توجه به بضاعت اسلاید تهیه شد جدایه 13 از گیرد. در این مطالعه

                                                                                                                                  
0- Shahrood University  

9- Masoudi  

9- Synnemata   



 

33 

 

  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

  بودند. B. bassiana (Hypocreles: Cordycipitace) مطالعهمورد 

)برای مشاهده بهتر ی کاتن بلو ی تهیه اسلاید بدین گونه بود که پس از قرار دادن یک قطرهنحوه 

بر روی لام، با استفاده از خلال دندان استریل از مرز بین ها به جهت کوچک بودن اندازه آنها( کنیدی

لید میسیلیوم میزان کمی بافت قارچی برداشته و به آرامی با کاتن بلو مخلوط محیط کشت و محل تو

درجه نسبت به لام با ملایمت قرار داده شد. برای ثابت شدن لامل  43ی شد. در ادامه لامل را با زاویه

ز رفع بر روی لام از برق ناخن استفاده شد. برای دید بهتر ابتدا بزرگنمایی را با کمترین میزان و پس ا

ی ساختار میکروسکوپی قارچ با توجه به مشاهده .[004] تاری دید بزرگنمایی افزایش داده شد

. تشخیص سریع ای برخوردار استهای مورفولوژیک جهت تشخیص قارچ از اهمیت ویژهویژگی

-در آزمایشگاه به طور معمول از لاکتو فنل کاتن بلو برای رنگ آمیزی دارد.رنگمیکروسکوپی نیاز به 

رنگ کاتن بلو خود ترکیبی از مواد کریستال فنل، گلیسرول و اسید لاکتیک کنند. آمیزی استفاده می

و موجب حفظ ساختمان و  آمیزی اسید لاکتیک به درون هیف قارچ نفوذ کردهاست. در این رنگ

شود. کاتن بلو با اتصال به غیر فعال شدن سلول زنده میگردد. کریستال فنل سبب ی قارچ میپیکره

سرول سبب نیمه دائمی شدن رنگ یگلشود. ی میسیلیوم و کنیدی سبب رنگ شدن آن میدیواره

جدایه برای آزمایشات  93های بدست آمده، از میان جدایه کند.شده و از رسوب رنگ جلوگیری می

، تعداد اسپور 0مورفولوژیک انتخاب شد. و در قالب طرح کاملاً تصادفی پارامترهایی چون نرخ رشد

 آنها مورد ارزیابی قرار گرفت. 9زاییو بیماری 9تولیدی

 

 

 

                                                                                                                                  
0- Radial Growth Rate  

9- Spore Count or Sporulation  

9- Pathogenicity or Virulence  
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 د ج

: تصویر میکروسکوپی قارچ  1-9شکل 

Beauveriaها به شکل توپ: الف: کنیدی-

شوند.  کنار یکدیگر دیده میهای فشرده 

ی کنیدی با  های تولید کنندهد: سلول-ب

-ای، که کنیدیی متورم و محور دندانهپایه

 اند.ها روی هر دندانه شکل گرفته

 ب الف
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 دانشگاه شاهرود

 گیری شعاعی نرخ رشداندازه .3-14

کنیدی/  0× 01-4ی سوسپانسیون اسپور ) در گام نخست، با استفاده از روش ترقیق مکرر اقدام به تهیه

آگار  -لیتر آبمیلی 03دیش استریل با لیتر از این سوسپانسیون در پتریمیلی 0لیتر( شد. میلی

گراد قرار داده شد. ی سانتیدرجه 91ساعت در دمای  39استریل پوشانده شد. پلیت مربوطه به مدت 

)طرح کاملاً تصادفی در سه تکرار( را با ماژیک مشخص سپس در مقابل نور سه عدد کنیدی جوانه زده 

ها از محیط متر( هر کدام از کنیدیمیلی 3شدند و با استفاده از پیپت پاستور استریل با قطر مشخص )

 11انتقال داده شدند. این عمل برای  PDAآب آگار جدا شد و به مرکز پلیت حاوی محیط کشت 

 39درجه قرار داده شدند و پس از  98لیت در انکوباتور در دمای عدد پ 028جدایه تکرار شد و تعداد 

ساعت( شد. با توجه به قطر پیپت پاستور  94روز آغاز )هر  01گیری نرخ رشد به مدت ساعت، اندازه

ی آب آگار استفاده شد، رشد شعاعی روزانه از این قطر کسر شد. متر( که برای انتقال قطعهمیلی 3)

گیری از دو شاخص که به شکل متعامد پشت هر تکرار ی افزایش دقت در اندازهقابل توجه است برا

-روز با استفاده از رابطه 01گیری شده در طی های خام اندازه. داده[41]کشیده شده بود استفاده شد 

 .[001]تصحیح شدند  0-9ی 

 

 

نرخ  ی میانگینمقایسهها ثبت شدند. اجرا و داده  Microsoft Excel 2013افزار ی بالا در نرمرابطه

-درصد با نرم 3در قالب طرح کاملاٌ تصادفی در سطح  LSDهای مختلف براساس آزمون رشد جدایه

  بندی شدند. گروه SAS 9.1 ( SAS Institude Inc., Ver 9.1)افزار 

 شمارش تعداد کنیدی تولیدی .3-15

( از مرکز کلونی تکرارای هر 9109با اندکی تغییرات در روش شمارش اسپور پتلامول و همکاران )

جدایه، با استفاده از پیپت پاستور سطح مشخصی از محیط کشت همراه با کنیدی قارچ برداشته شد و 

 متر/ روز(نرخ رشد )میلی
 نرخ رشد نهایی –نرخ رشد اولیه 

 زمان نهایی –زمان اولیه 
= 
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 دانشگاه شاهرود

انتقال  لیترمیلی 0درصد( با حجم  19/1)  81لیتری حاوی آب و توئین میلی 3/0های به میکروتیوب

دقیقه ورتکس شد که زمان  3ی انتقالی به مدت داده شد. سپس میکروتیوب حاوی آب، توئین و قطعه

میکرولیتر از این  9ها از محیط کشت فراهم شود. در ادامه میزان کافی برای جدا شدن کنیدی

. [23]سوسپانسیون را بر روی لام هموسیتومتر انتقال داده شد و اقدام به شمارش کنیدی شد 

در قالب طرح کاملاٌ  LSDهای مختلف براساس آزمون ی میانگین  تعداد اسپور تولیدی جدایهقایسهم

 بندی شدند.گروه SAS 9.1افزار درصد با نرم 3تصادفی در سطح 

  1پذیری )زنده مانی( کنیدیانجام آزمایش زیست .3-61

تکرارهای موجود به دلیل فعال پس از پایان یافتن سنجش فاکتورهای نرخ رشد و شمارش اسپور، از 

-سنجی، اقدام به تهیهسنجی استفاده شد. قبل از انجام آزمون زیستها برای آزمون زیستبودن جدایه

 011لیتر با استفاده از لام هموسیتومتر شد. در ادامه کنیدی/ میلی 0×101ی سوسپانسیون با غلظت 

انتقال داده شد و لام را در  PDAمحیط کشت میکرولیتر از این سوسپانسیون را بر روی لام حاوی 

استریل را بر روی لام قرار  9ساعت یک لامل 94گراد قرار داده شد و پس از ی سانتیدرجه 98دمای 

زنی با هر طولی که بودند ی جوانهای که دارای لولهکنیدی 011داده شد و در محیط این لامل تعداد 

زنی زنی بودند شمارش شدند و برای هر جدایه درصد جوانهی جوانههایی که فاقد لولهو کنیدی

تا  29ها زنی جدایه. برای صحت شمارش، این عمل سه بار تکرار شد. درصد جوانه[23]مشخص شد 

 محاسبه شد. 9-9ی زنی با استفاده از رابطهدرصد بود. درصد جوانه 011

درصد جوانهزنی = (
𝑎

𝑎+𝑏
)  × 100 

 

                                                                                                                                  
   0- Viability of Conidium   

9- Cover Slip  

aتعداد اسپور جوانه زده = 

bتعداد اسپور جوانه نزده = 
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 دانشگاه شاهرود

 سنجیانجام آزمون زیست .3-17

به عنوان ماده  81درصد تویین  9/1زایی از محلول های مختلف از نظر بیماریی جدایهبرای مقایسه

درصد  9/1های مورد آزمایش درون محلول های جدایهحامل استفاده شد. برای این منظور کنیدی

لیتری به حالت معلق در آمدند و با استفاده از ورتکس میلی 9میکروتیوب استریل در درون  81تویین 

 0×  801ی تراکم دقیقه تکان داده شد. جهت شمارش کنیدی و تهیه 3محلول حاصل به مدت 

لیتر از لام هموسیتومتر استفاده شد. پس از انجام آزمایشات مقدماتی و تعیین غلظت کنیدی/میلی

تکرار به  9وری در سنجی به روش غوطهنجام گردید. آزمایش زیستسنجی امشخص آزمون زیست

 4( انجام گرفت. در هر تکرار به طور متوسط از تعداد 81درصد تویین  9/1همراه تیمار شاهد ) محلول 

-میلی 0ها در های برنج، شپشهی برنج استفاده گردید. بعد از جداسازی شپشهعدد حشره کامل شپشه

های در معرض سوسپانسیون ور شدند. در ادامه شپشهثانیه غوطه 91اسپور به مدت لیتر سوسپانسیون 

دیش با کاغذ صافی مرطوب استریل انتقال داده شدند. بعد از ساعت به درون پتری 94را به مدت 

های استریل به میزان کافی برنج استریل قرار داده شد و حشرات دیشمراحل گفته شده درون پتری

ها اطراف ر جدایه و تکرار به درون آنها انتقال داده شد و به منظور جلوگیری از فرار شپشهمربوط به ه

، 94 ± 0ها به درون اطاقک رشد با شرایط دمایی دیشها را با پارافیلم مهر و موم شد. پتریدیشپتری

ز نگهداری رو 09: روشنایی( به مدت  تاریکی، 01:  8ی نوری )درصد و دوره 11 ± 01رطوبت نسبی 

ها روزانه ثبت شد. میزان مرگ و میر برای هر جدایه در هر تکرار در صورت شدند. مرگ و میر شپشه

-ی میانگین درصد مرگ ومیر جدایه. مقایسه[003]شاهد با فرمول ابوت تصحیح شد  مرگ و میر در

 SASافزار  درصد با نرم 3در قالب طرح کاملاً تصادفی در سطح  LSDهای مختلف براساس آزمون 

 بندی شدند.گروه  9.1
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 دانشگاه شاهرود

 DNAبر روی محیط کشت مایع به منظور استخراج  Beauveriaکشت قارچ . 3-18

جدایه براساس فراوانی در هر منطقه،  93ای که وارد آزمایشات مورفولوژیک شدند، تعداد جدایه 13از 

 آزمایش اولیه نرخ رشد، شکل و رنگ کلونی بر روی محیط کشت انتخاب شدند. این تعداد جدایه وارد 

شدند. به منظور ای پلیمراز با استفاده از واکنش زنجیره ITSی منطقهو تکثیر  DNAاستخراج 

های مختلف بر روی محیط کشت مایع رشد کردند. بدین شکل که پس از جدایه DNAاستخراج 

)حاوی گلوگز  YPD0لیتر محیط کشت میلی 31مایر میزان ی محیط کشت در هر فلاسک ارلنتهیه

ریخته شد و اتوکلاو گردید. پس از استریل و خنک شدن، میزان ( %0و عصاره مخمر  %0، پپتون 9%

مایر حاوی با خلال دندان استریل برداشته شد و درون فلاسک ارلن ی مورد نظرکمی کنیدی از جدایه

 گراد انکوبه شد. ی سانتیدرجه 91روز این فلاسک در دمای  4تا  9محیط کشت ریخته شد و به مدت 

 DNAسازی نمونه جهت استخراج آماده .3-19 

توان از پرایمرهای اختصاصی یا پرایمرهایی که برای ها و شناسایی آنها، میی تمایز گونهبرای مطالعه

ی اسید ها رشتهمناطق خاصی از ژنوم )تلومر یا فواصل ریبوزومی( است استفاده کرد. در مورد قارچ

یابی به آید. برای دستکشت خالص قارچ به دست می ای پلیمراز ازنوکلئیک الگو برای واکنش زنجیره

. اماّ در مطالعات ژنومی، [008]توان بهره جست می 9از تکنیک تک اسپور کردنیک تک کلون قارچی 

توان به تکثیر موجود هدف با اختصاصیت بالای پرایمرها پرداخت و دریافت که آیا جاندار مورد نظر می

یا خیر. توجه شود که  در میان موجودات برگرفته از یک زیست بوم وجود دارد Beauveriaمثلاً قارچ 

اسید  مراز مانندای پلیی واکنش زنجیرهاهمیت آلودگی نمونه با مواد طبیعی بازدارنده ی حائزنکته

شوند. برای رفع این مشکل و می که سبب ممانعت از انجام واکنش ها استساکاریدپلی و هیومیک

                                                                                                                                  
0- Yeast Extract- Peptone- Glucose Broth 

9- Single Spore Isolation Method  
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 دانشگاه شاهرود

، دی متیل 0گاویلگو از موادی مانند آلبومین سرم ا DNAافزایش کارایی واکنش پرایمر با 

زای های بیماریشود. در مطالعات ملکولی در قارچاستفاده می T49ژن  99و پروتئین  9سولفوکساید

استخراجی باید از کیفیت مناسبی برخوردار باشد و بسته به در دسترس بودن مواد  DNAحشرات، 

ممکن است از اسپور، میسیلیوم، اجسام هیفی شکل  DNAقارچی، ماهیت مطالعه و مورد استخراج، 

ی بر پایه DNAنگاری مراحل کلی انگشت 2-9شکل  .آید دستبهیا مخلوطی از موارد گفته شده 

 دهد.نشان می Beauveriaی پلیمراز را برای قارچ بیمارگر واکنش زنجیره

 ژنومی DNAاستخراج . 3-21

پس از حصول اطمینان از رشد کافی میسیلیوم قارچ بر روی محیط کشت مایع، میسیلیوم را از  

کاغذی و یک لایه کاغذ دیشی که حاوی یک لایه دستمال مایر خارج کرده و به پتریفلاسک ارلن

صافی استریل بود انتقال داده شد تا محیط کشت مایع اضافی از میسیلیوم جذب شود. پس از گذشت 

لیتری قرار داده میلی 3/0گرم( را درون میکروتیوب  0/1 دقیقه میزان کافی از میسیلیوم )تقریباً 91

در  ( به خوبی کوبیده شد.3-9)شکل  4کاندنسورشد و در تماس غیر مستقیم با ازت مایع با استفاده از 

درصد به  1SDS 0میکرولیتر  011درصد و  3CTAB 9 میکرولیتر محلول بافر 118ادامه میزان 

 Tris-HClدرصد،  PVP 40 0در صد از  CTAB 9ی بافر . برای تهیهمیسیلیوم کوبیده شده اضافه شد

 3میکروتیوب به مدت سپس،  مولار استفاده شد. NaCl 4/0مولار و میلی EDTA 91مولار، میلی 011

با کمک سانتریفیوژ ها ها و پروتئیندقیقه ورتکس افقی شد. پس از حذف ترکیباتی مانند کربوهیدرات

(rpm 0111  01به مدت  )به منظور رسوب دقیقهDNA مدت  از ایزوپروپانول سرد استفاده شد و به 

                                                                                                                                  
0- Bovine Serum Albumin (BSA)   

9- Dimethyl Sulfoxide (DMSO)  

9- T4 Gene 32 Protein 

4- Condenser (Dental care)   

  romideB mmoniumA rimethylTetyl C -5 

1- Sodium Dodecyl Sulfate  

http://en.wikipedia.org/wiki/Cetyl_trimethylammonium_bromide
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ابزاری که از آن برای کوبیدن میسیلیوم در طی   -نمایی از کاندنسور: 3-9شکل 

 استفاده شد. DNAفرآیند استخراج 
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 لارو آلوده به قارچ

 ی آلوده به قارچحشره

 سازی قارچ با روش تک اسپورکردنخالص انتقال قارچ به روی محیط کشت انتخابی

 DNAاستخراج 

 ای پلیمرازواکنش زنجیره

 الکتروفورز

 یابیتولی

شناسایی ملکولی و رسم  

 ی فیلوژنیدرختچه

 

زای ی پلیمراز برای قارچ بیماریی واکنش زنجیرهبر پایه DNAنگاری : مراحل کلی انگشت8-9شکل

Beauveriaای قارچ بیمارگر حشرات از خاک جداسازی شد و با  . در این شکل با استفاده از روش طعمه حشره

ژنومی با   DNAگردید. در ادامه پس از جداسازی استفاده از روش تک اسپور کردن ایزوله مورد نظر خالص 

یابی با  های حاصل از تولیدر ژنوم تکثیر شد. در نهایت داده ITSی منطقه ITS4و  ITS1استفاده از پرایمرهای 

 بیوانفورماتیک مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.استفاده از علم 
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 دانشگاه شاهرود

 01به مدت  rpm 0111)گراد انکوبه شد. پس از سانتریفیوژ سانتیدرجه  -91ساعت در دمای  01

 21و  31با الکل ترتیب بهرسوب سفید رنگی ته تیوب دیده شد. سپس با دو بار شستشو ، دقیقه(

. پس از برعکس های احتمالی حذف شدندناخالصیدقیقه  01به مدت  rpm 0911و سانتریفیوژ درصد 

، DNAدقیقه رسوب سفید رنگ خشک شد. بعد از خشک شدن رسوب  91کردن تیوب به مدت 

استخراجی  DNAبه آن اضافه شد. سپس نمونه یل دوبار تقطیر میکرولیتر آب مقطر استر 011مقدار 

استخراجی بر روی  DNAکیفیت  .داری شدر بررسی ملکولی نگهگراد به منظوی سانتیدرجه -91در 

که  شدتهیه   10xصورت استوک با غلظت)این بافر به 0.5x با غلظت  TBEو بافر  درصد 0ژل آگارز 

( باشدمی بوریک اسید مولارمیلی 821و  مولار تریسمیلی EDTA  ،821 /. مولار3 مواد مصرفی شامل

 .بررسی شد

 ای پلیمراززنجیرهواکنش . 2-21

ای پلیمراز انجام واکنش زنجیره DNA، پس از استخراج ITSی در این آزمایش به منظور تکثیر ناحیه

برای  آورده شده است. 0-9ای پلیمراز در جدول مورد استفاده در واکنش زنجیره پرایمرهای .گرفت

-تکرار، مطلوب 93حرارتی  با  میکرولیتر الگوی 93ای پلیمراز در حجم بهینه کردن واکنش زنجیره

 93 دقیقه، 3: سانتی گراددرجه  24به شرح  PCRپروتکل بود.  ITSی ترین شرایط برای تکثیر ناحیه

 0سانتی گراد: درجه  39دقیقه،  0: سانتی گراددرجه  33دقیقه،  0: سانتی گراد درجه 24سیکل )

 Beauveriaجنس  ITSتکثیری ی ناحیهکیفیت  .دقیقه بود 01سانتی گراد: درجه  39دقیقه( و 

ای پلیمراز واکنش زنجیره .درصد بررسی گردید 0ای پلیمراز بر روی ژل آگارز زنجیره از واکنش حاصل

 dNTP/. میکرولیتر PCR buffer 10x ،3میکرولیتر  9میکرولیتر انجام شد که شامل  91در حجم 

 Taq DNA/. میکرولیتر آنزیم 3پیکومول(،  3میکرولیتر برای هر آغازگر ) 0مولار(، میلی 01)

polymerase ،DNA 2میکرولیتر،  0 الگوMgCl (31 به میزان میلی )میکرولیتر  0/. میکرولیتر، 1مولار

BSA (0 و )میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر بود. 9/09/. میکروگرم/میکرولیتر 
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  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   .[002] ای پلیمراز: پرایمرهای مورد استفاده در واکنش زنجیره1-3جدول 

 دمای ذوب توالی پرایمر

C˚)) 

امپلیکون اندازه 

(bp) 

ITS1 

 )پیشرو(

5΄TCCGTAGGTGAACCTGCGG3΄ 38  341  

ITS4 

 معکوس()

5΄TCCTCCGCTTATTGATATGC3΄ 3/30  341  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 هامواد و روش -فصل سوم
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 دانشگاه شاهرود

 ای پلیمرازسازی محصول واکنش زنجیرهخالص. 3-22

سازی شرکت ، قطعه تکثیری با استفاده از کیت خالصITSی تکثیر منطقهپس از حصول اطمینان از 

و جهت انجام  خالص شداز روی ژل طبق دستورالعمل ( Norgen Biotek, Ontario, Canadaنورژن )

 Bioscience (Source BioScience LifeSciences Sequencing Service)یابی به شرکت توالی

 ارسال شد.

 ITS1-5.8S-ITS2ی ها با استفاده از منطقه. شناسایی جدایه3-23

استفاده ها با توالیکیفیت ی اول ای پلیمراز، در مرحلهپس از تعیین ترادف محصولات واکنش زنجیره

. بررسی شد Chromas  (http://www.mb.mahidol.ac.th/pub/chromas/chromas.htm)افزار از نرم

ی آغازگر پیشرو و آغازگر معکوس خوانش شدند و ی تکثیری به وسیلهجدایه منطقه 93 برای هر

 341جدایه  93برای هر  آغازگر معکوسو  ی تکثیری توسط آغازگر پیشرومتوسط طول ناحیه

 ,CodonCode Aligner (CodonCode Corporation افزاردر ادامه با استفاده از نرم بود.د وتیئنوکل

Dedham, MA.) ر جهت شناسایی دبدست آمد. پوشان برای خوانش هر جفت پرایمر ی هممنطقه

 .مقایسه شدندهای موجود در بانک ژنی با توالی پوشان هر جدایهی همهاجدایه، توالی 93هر  هایگونه

)http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 0nBLAST( [091].  های ی فیلوژنی جدایهدرختچهدر نهایت

 MEGA 5.2 (Kumar Lab, Arizona, USA) افزارمورد مطالعه با استفاده از نرم

]http://www.kumarlab.net/publications[  چنین جهت ارزیابی تنوع میان هم .[090]رسم شد

با  Beauveriaی گونه ITS 09همولوژی میان مناطق ، Beauveriaهای متفاوت گونه ITSمناطق 

 انجام ) guess.cgi)-http://xylian.igh.cnrs.fr/bin/alignAlign Queryافزار آنلاین استفاده از نرم

 (. 4شد )پیوست 

                                                                                                                                  
0- Basic Local Alignment Search Tool  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://xylian.igh.cnrs.fr/bin/align-guess.cgi)انجام
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  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ
 دانشگاه شاهرود

 ورد مطالعه ملکولیهای م. نتایج شناسایی جدایه3-5

 CodonCodeافزار خوانش هر جفت پرایمر با نرم 0پوشانی هممنطقهپس از آنکه برای هر جدایه 

Aligner 9افزار پوشان مربوطه به نرمی همبدست آمد، منطقهnBLAST معرفی شد.  9در پایگاه ژنی

پوشان مربوط به هر جدایه بیش ی همنتایجی مورد توجه قرار گرفت که امتیاز همردیفی آنها با منطقه

 1-4مربوط به آن در جدول  4ترین جدایه با شماره دسترسی. برای هر جدایه شبیهدرصد باشد 22از 

 آورده شده است.

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

                                                                                                                                  
0- Contig  

9- Basic Local Alignment Search Tool  

9- National Center for Biotechnology Information (NCBI)  

4- Accession number (AC)  
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 دانشگاه شاهرود
 / نتایج چهارمفصل 

ی نتایج در این فصل شامل ارائه .پرداخته شده استحاصل از این تحقیق  ی نتایجرائهدر این فصل به ا

های قارچ برای جدایه ITSی نتایج آنالیز فیلوژنی براساس منطقه ،در بخش اول دو بخش است.

Beauveria توان با درخت فیلوژنی شرح داد. ها را میارائه گردیده است. روابط فیلوژنی میان ژن

ی فیلوژنی از دهد. برای رسم درختچههمردیف شده را نشان میهای فیلوژنی روابط میان توالیدرخت 

ی شود. در این رساله مبنای ترسیم درختچهای استفاده میهای نوکلئوتیدی یا اسید آمینهتوالی

است. در این تحقیق برای ترسیم  ITSی های نوکلئوتیدی براساس منطقهفیلوژنی استفاده از توالی

موجود در  ITSی های ناحیههای مورد استفاده، از توالیهای جدایهر توالیی فیلوژنی علاوه بدرختچه

 پایگاه اطلاعاتی مربوط به اسید نوکلئیک نیز استفاده شده است.  

تأثیر  ی در زمینه نتایج این. ارائه شده است فولوژیکنتایج مربوط به مطالعات موردر بخش دوم، 

ارزیابی  ،ی برنجبر کشندگی شپشه Beauveriaهای مختلف جدایه لیترکنیدی/میلی 0×  801غلظت 

ارزیابی شمارش کنیدی  و PDAمحیط کشت  بر روی Beauveriaهای متفاوت نرخ رشد جدایه

 .باشدبر روی محیط کشت می  Beauveriaهای جدایه

 یابی با استفاده از توالی ITSی یابی به ناحیهی تکثیر و دستنحوه .4-1

تکثیر شد و پس از  ITS4و  ITS1با استفاده از پرایمرهای  ITSی های انتخابی، ناحیهبرای جدایه 

یابی شد. همانطور که در ی ژنی مورد نظر توالیای پلیمراز، منطقهسازی محصول واکنش زنجیرهخالص

رسد. جدایه تقریباً یکسان به نظر می 93ی تکثیری برای هر شود طول ناحیهدیده می 0-4شکل 

ی خوانش شده یابی گویای این مسئله نیز بود. بدین شکل طول ناحیههای حاصل از توالیچند دادههر

جدایه تقریباً  93نوکلئوتید بود. با اینکه طول تکثیری برای هر  341برای پرایمر پیشرو و معکوس 

-ز پایگاه ژنی، گونهپس از انجام شناسایی با استفاده ا جدایه 92جدایه،  93یکسان بود اما از میان این 

ی های متفاوتی داشتند. جدایهی دیگر گونهجدایه 1بودند در حالی که  B. bassianaی 

SHU.M.102 ی گونهB. brongniartii های بود. جدایهSHU.M.077 ،SHU.M.074  و

SHU.M.153 ی گونهB. amorpha ی  بودند. براساس شناسایی منطقهITS ی جدایهSHU.M.123 
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 دانشگاه شاهرود
  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ 

 .Bی گونه SHU.M.160ی شناسایی شد. شناسایی ملکولی ثابت کرد که جدایه B. sungii یگونه

malawiensis ی (. منطقه0-4است )جدولITS است  9و بخش متغیر 0شامل دو بخش حفاظت شده

است. از مناطق محافظت شده برای آنالیزهای  S8/3ی ژنی (. بخش حفاظت شده منطقه0-0)شکل 

های ایرانی با دیگر کشورها از شماره دسترسی ی جدایهشود. برای انجام مقایسهمیفیلوژنی استفاده 

ی ثبت شده در پایگاه ژنی مربوط به مناطق جغرافیایی مختلف نیز استفاده شد. در جدول چند جدایه

 اند اشاره شده است.که تا کنون شناسایی شده B. bassianaهای متفاوت به لیست  گونه 4-3

 Beauveriaهای ی فیلوژنی برای جدایهتایج رسم درختچه. ن4-2 

با  Beauveriaهای جنس ایرانی و دیگر گونهBeauveria های مختلف ی فیلوژنی برای جدایهدرختچه

طور (. همان9-4تکرار ترسیم شد )شکل 0111با  bootstrapو آنالیز  9افزار مگا، روش اتصال مجاورنرم

-های گونههای مورد استفاده در این مطالعه همراه با دیگر جدایهجدایه شوددیده می 9-4که در شکل

های اجدادی ی مجزا قرار گرفتند. ملاک ایجاد شاخه، گرهشاخه 4در  Beauveriaهای جنس 

 4های داخلی نیز به نام واحدهای تاکسونومیکی فرضی)داخلی( موجود در درختچه هستند. گره

های خارجی های خارجی هستند. گرهاین است که آنها جد فرضی گرهشوند و تأکیدی بر شناخته می

ی ژنتیکی است که در این رساله شوند، یک واژهنامیده می 3)انتهایی( که واحدهای تاکسونومیکی فعال

( است. با توجه به B1, B2) B( و A1, A2) Aهای داخلی شامل ی قارچی دارد. گرهاشاره به هر جدایه

شاخه قرار گرفتند. با توجه به اینکه در  9در  Beauveriaهای مختلف ها، جدایهرهدر نظر گرفتن گ

های ایرانی قرار گرفته است، این گره، یک شاخه در نظر گرفته شد. طبق مطالعات تنها جدایه 9گره 

 ی گونه 00ی ترسیم شده گونه است. براساس درختچه 09دارای  Beauveriaآقای رنر، جنس 

                                                                                                                                  
0- Highly Conserved Region  

9- Highly Variable Region  

9- Neighbor Joining (NJ)  

4- Hypotthetic Taxonomic Unit (HTU)  

3- Operating Taxonmic Unit (OTU)   
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 دانشگاه شاهرود
 / نتایج چهارمفصل 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M

ی جدایه 93شود بر روی ژل الکتروفورز. همانطور که دیده می ITSی ای پلیمراز برای منطقه: محصول واکنش زنجیره0-4شکل 

کش ژنی که  خط 0اند. در چاهک شماره جفت باز قرار گرفته 111تا  311در طولی بین  ITSی تکثیری مورد مطالعه از نظر منطقه

 جفت باز قرار دارد.   311تا  0311ای بین اندازه
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 دانشگاه شاهرود
  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (NCBI)براساس پایگاه ژنی  Beauveriaهای : شناسایی جدایه0-4جدول 

 
میزان همولوژی  شماره دسترسی نام جدایه

)%( SHU.M.022 JX624254, B. bassiana 99 

SHU.M.123 AY532030, B. sungii 99 

SHU.M.115 JX110389, B. bassiana 99 

SHU.M.077 HQ880804, B. amorpha 99 

SHU.M.160 AY334553, B. malawiensis 99 

SHU.M.163 AY334543, B. bassiana 99 

SHU.M.164 AY334544, B. bassiana 99 

SHU.M.102 AY334545, B. brongniartii 99 

SHU.M.113 JN593242, B. bassiana  99 

SHU.M.076 JQ999972, B. bassiana 99 

SHU.M.078 KC121560, B. bassiana 99 

SHU.M.142 JQ999971, B. bassiana 99 

SHU.M.021 KC753383, B. bassiana 99 

SHU.M.023 KC753383, B. bassiana 99 

SHU.M.024 JX406519, B. bassiana 99 

SHU.M.018 KC753383, B. bassiana 99 

SHU.M.071 JX284408, B. bassiana 99 

SHU.M.058 KF308683, B. bassiana 99 

SHU.M.082 JX110389, B. bassiana 99 

SHU.M.100 EU315003, B. bassiana 99 

SHU.M.101 K2478657, B. bassiana 99 

SHU.M.093 KC551959, B. bassiana 99 

SHU.M.122 JX284408, B. bassiana 99 

SHU.M.112 JX284408, B. bassiana 99 

SHU.M.074 HQ880804, B. amorpha 99 

SHU.M.068 EF672307, B. bassiana 99 

SHU.M.139 KC759730, B. bassiana 99 

SHU.M.013 EU673371, B. bassiana 99 

SHU.M.153 HQ880804, B. amorpha 99 

SHU.M.156 HQ259059, B. bassiana 99 

SHU.M.001 JF837133, B. bassiana 99 

SHU.M.162 JF837130, B. bassiana 99 

SHU.M.158 KC461115, B. bassiana 99 

SHU.M.165 KC759728, B. bassiana 99 

SHU.M.166 JX178686, B. bassiana 99 
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 دانشگاه شاهرود
 / نتایج چهارمفصل 

 

 

 

 

 

ی مورد استفاده از پایگاه ژنی برای ترسیم درختچه .Beauveria sppهای مختلف : لیست گونه9-4جدول 

 فیلوژنی

 نام علمی کشور AC منبع

[32] AY532012 شیلی B. vermiconia 

[32] AY531936  کره

 جنوبی

B. asiatica 

[01] AY531978 لهستان B. bassiana 

[01] AY532036  کره

 جنوبی

B. bassiana 

[01] AY532045 ویتنام B. bassiana 

[32] AY532015 استرالیا B. bassiana 

[32] HQ880803 آمریکا B. kipuka 

[32] HQ880806 شیلی B. amorpha 

[32] HQ880776 ژاپن B.brongniartii 

[01] AY531989 ژاپن B. bassiana 

[099] FJ177437 ترکیه B. bassiana 

[01] AY532037 چین B. bassiana 

[32] HQ880799 چین B. pseudobassiana 

[32] AY532030  کره

 جنوبی

B. sungii 

[32] HQ880821 استرالیا B. caledonica 

[32] HQ880825 استرالیا B. malawiensis 

[01] AY532010 امریکا   

 آمریکا

B. bassiana 

[01] AY531995 بلژیک B. bassiana 

[32] HQ880788 استرالیا B. australis 

[32] HQ880801 فرانسه B. varroae 
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 دانشگاه شاهرود
  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ 
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 دانشگاه شاهرود
 / نتایج چهارمفصل 

Beauveria ی به جز گونهB. bassiana قرار گرفتند.  0ی شماره در شاخه 

و  SHU.M.102 ،SHU.M.160 ،SHU.M.123 ،SHU.M.153 ،SHU.M.074های جدایه

SHU.M.077 ی ی خود و براساس منطقهبراساس نوع گونهITS اند نیز در این شاخه شناسایی شده

 SHU.M.158و  SHU.M.022 ،SHU.M.163 ،SHU.M.058 ،SHU.M.164های قرار گرفتند. جدایه

 .Bهای با دیگر گونه 9ی بودند در شاخه B. bassianaی گونه ITSی که همگی براساس منطقه

bassiana  .ی رسد که گونهبه نظر می از دیگر کشورها قرار گرفتندB. bassiana  .مونوفلتیک است

 B. bassianaهای متفاوت ی ایرانی با جدایهجدایه 92دهد که ، نشان میBLASTهرچند که ارزیابی 

 0ی فیلوژنی ترسیم شده و درصد شباهت( اما براساس درختچه0-4در پایگاه ژنی شباهت دارد )جدول 

ی گونه SHU.M.158و  SHU.M.022 ،SHU.M.163 ،SHU.M.058 ،SHU.M.164ی جدایه 3تنها 

B. bassiana  .ی درصد شباهت منطقههستندITS های جدایهSHU.M.022 ،SHU.M.163 ،

SHU.M.058 ،SHU.M.164  وSHU.M.158 ی با گونهB. bassiana  شناسایی شده توسط رنر و

بود. این امر صحت  9/28و  3/29، 3/28، 3/29، 2/29( بر حسب درصد عبارتند از 9100همکاران )

-را تأیید می B. bassianaی ی گونههادر کنار سایر جدایه 9ی ایرانی را در شاخه جدایه 3قرارگیری 

  کند.

 9/43به طور متوسط  B. bassianaاند با قرار گرفته 9ی های ایرانی که در خوشهدرصد شباهت جدایه

 Beauveriaهای کمترین شباهت را با دیگر گونه B. asiaticaی درصد بود. قابل توجه است که گونه

درصد  0/41اند به طور متوسط قرار گرفته 9در شاخه  هایی کهچنین جدایه(. هم4دارد )پیوست 

هایی که در رسد که جدایهدارند. با توجه به مطالب گفته شده به نظر می B. asiaticaاهت با بش

نگارنده کنیم. که برای اولین بار آن را گزارش می هستندی جدید اند یک گونهقرار گرفته 9ی شاخه

ی فیلوژنی این براساس درختچه نام نهاد. B. iranicaی جدید را گونهبا مشورت اساتید راهنما این 

                                                                                                                                  
0- Identity  
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ای از ترکیه دارد که به زیر گونه است و این گونه شباهتی با جدایه 4تا  9ی جدید احتمالاً دارای گونه

 گزارش شده است.  B. bassianaی گونه [099]و همکاران اشتباه توسط دمیرباگ 

 یبر کشندگی شپشه spp. Beauveria لیتر قارچ میلی/کنیدی 1×  811تأثیر غلظت . 4-3

 برنج

لیتر قارچ / میلیکنیدی 0×  801اثر غلظت  (4-4و )جدول  (9-4طبق جدول تجزیه واریانس )جدول 

B. bassiana  وB. iranica  از آنجا که  .دار شددرصد معنی 0ی برنج در سطح بر کشندگی شپشه

در ها نرمال شدند و سپس دادهتب افزار مینیبود با استفاده از نرم زایی برحسب درصدهای بیماریداده

ده قرار گرفتند. نمودار تست نرمال بودن در قالب طرح کاملاً تصادفی مورد استفا SAS 9.1افزار نرم

 .B  ی دو گونه های مختلفکه جدایه دهدنتایج این تحقیق نشان میباشد. می 9ها در پیوست داده

bassiana و B. iranica  و سبب مرگ و میر در آفت مذکور شدند زا بودند بر روی شپشه برنج بیماری

یک  ITSی از آنجا که براساس منطقه های مختلف با یکدیگر متفاوت بود.زایی جدایهاما توان بیماری

 B. amorphaو سه گونه  B. malawiensisیک گونه  ،B. sungii، یک گونه B. brongniartiiگونه 

خلاصه شدند. براساس نتایج مقایسه  1-4یک آنها در جدول شناسایی شدند نتایج مطالعات مورفولوژ

داری از تفاوت معنی B. bassianaچهار جدایه ( 3-4)جدول  B. bassiana هایبرای گونهمیانگین 

کمترین  )مراغه، آذربایجان شرقی( SHU.M.163ی و جدایه زایی با یکدیگر نداشتندنظر بیماری

 B. iranicaی جدایه 99، براساس نتایج مقایسه میانگیندرصد( را از خود نشان داد.  93)زایی بیماری

زایی مربوط به کمترین بیماریداری با یکدیگر نداشتند. زایی تفاوت معنیاز نظر بیماری( 8-4)جدول 

 93آباد، کرمان( با )وکیل SHU.M.142آباد، مازندران( و ) کلوده و حسین SHU.M.018های جدایه

زایی تفاوت های این گونه از نظر بیماریدرصد بود. براساس گروه بندی این دو جدایه با دیگر جدایه

   داری دارند. معنی

 



 

32 

 

 دانشگاه شاهرود
 / نتایج چهارمفصل 

 

 

 

 

 

 

 

 B. bassiana ی مختلفجدایه 3زایی، تعداد اسپور و نرخ رشد بیماریخلاصه تجزیه واریانس برای  9-4جدول

 ضریب تغییرات میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر

تعداد  نرخ رشد زاییبیماری تعداد کنیدی نرخ رشد  

 کنیدی

 زاییبیماری

 جدایه

 خطا

 کل

4 **1883/9 **9324/091 **9219/0391 1828/01 1193/92 4318/03 

01 

04 

9213/1 9880/48 9313/008  

 
 دار استمعنی %0در سطح  **

 

 

 

 B. iranica ی مختلفجدایه 94زایی، تعداد اسپور و نرخ رشد : خلاصه تجزیه واریانس برای بیماری4-4جدول 

 ضریب تغییرات میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر

تعداد  رشدنرخ  زاییبیماری تعداد کنیدی نرخ رشد  

 کنیدی

 زاییبیماری

 جدایه

 خطا

 کل

99 **9488/99 **0203/999 **1919/0143 1828/01 3321/9 3128/03 

48 

30 

3431/1 3988/1 1344/091  

 
 دار استمعنی %0در سطح  **
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 0×801در غلظت  B. bassina های مختلف قارچمقایسه میانگین تلفات شپشه برنج توسط جدایه :1-4جدول

 لیتر در روز دوازدهم آزمایشکنیدی/میلی

-سطح بیماری نام جدایه

 زایی

مرگ  و میر در 

 تکرارها

مرگ و میر در 

 شاهد

 سطح میانگین میانگین تلفات

SHU.M.022 A 11 1 89.967 A 

SHU.M.158 A 9 2 72.980 A,B 

SHU.M.58 B 8 2 64.983 B 

SHU.M.164 B 7 0 58.333 B 

SHU.M.163 C 3 0 25.000 C 

. این آزمون در یک تکرار انجام شد. لازم به ذکر درصد است 0در سطح داری حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی

 است که یک تکرار شاهد بود.

 

 

  .Beauveria spp یهای شناسایی شدهازمطالعات مورفولوژیک گونه ایگزیده: 3-4 جدول

 متر/روز(نرخ رشد )میلی زاییدرصد بیماری گونه
تعداد کنیدی تولیدی 

 (لیتر)کنیدی/میلی

SHU.M.102 (B. brongniartii) 88.97 5.57 637.83 × 10 

SHU.M.077 (B. amorpha) 89.96 9.16 621.91 × 10 

SHU.M.074 (B.amorpha) 58.33 7.45 6 30 × 10 

SHU.M.153 (B. amorpha) 80.97 7.45 616.91 × 10 

SHU.M.123 (B. sungii) 90.98 10.7 616.91 × 10 

SHU.M.160 (B. malawiensis) 58.33 8.24 616.91 × 10 
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 0×801در غلظت  B. iranica های مختلف قارچمقایسه میانگین تلفات شپشه برنج توسط جدایه :3-4جدول 

  لیتر در روز دوازدهم آزمایشکنیدی/میلی

تمیانگین تلفا سطح میانگین مرگ و میر در  

 شاهد

مرگ و میر در 

 تکرار

-سطح بیماری

 زایی

 نام جدایه

A 88.9733 1 11 A SHU.M.165 

A 88.9733 1 11 A SHU.M.156 

A 88.9733 1 11 A SHU.M.078 

B,A 84.3103 2 10 A SHU.M.093 

A,B,C 83.3333 0 10 A SHU.M.139 

A,B,C 83.3333 0 10 A SHU.M.082 

A,B,C 80.9773 2 10 A SHU.M.113 

A,B,C,D 75.0003 0 9 A SHU.M.024 

A,B,C,D 75.0003 0 9 A SHU.M.021 

A,B,C,D 74.3203 1 9 A SHU.M.004 

A,B,C,D 73.9803 1 9 A SHU.M.001 

B,C,D,E 66.6673 0 8 B SHU.M.101 

D,E,C 64.9803 2 8 B SHU.M.166 

D,E 59.0203 0 7 B SHU.M.023 

D,E 58.3333 0 7 B SHU.M.115 

D,E 57.3203 0 7 B SHU.M.131 

D,E 57.3133 0 7 B SHU.M.162 

E 50.0003 0 6 B SHU.M.015 

E 50.0003 0 6 B SHU.M.132 

E 48.9903 1 6 B SHU.M.100 

E 48.9903 1 6 B SHU.M.076 

E 48.9903 1 6 B SHU.M.068 

F 25.0003 0 3 C SHU.M.018 

F 25.0003 0 3 C SHU.M.142 

 توجه: حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنیدار در سطح 0% میباشند.

 

 

 



 

89 

 

 دانشگاه شاهرود
  ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در  S. oryzae.بر روی  Beauveria bassianaزایی : اثر بیماری9-4شکل 

-دیده می S. oryzaeبر روی  SHU.M.022ی زایی جدایهتصویر بیماری

 شود.

 9تکرار  0تکرار 

 9تکرار  شاهد
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 PDAکشت بر روی محیط B. iranicaو  B. bassianaهای ارزیابی نرخ رشد جدایه .4-4

 .Bهای مختلف قارچ ( میانگین نرخ رشد جدایه4-4و جدول  9-4ول تجزیه واریانس )جدول اطبق جد

bassiana  وB. iranica تکرار و در قالب طرح  9این آزمون در دار شده است. درصد معنی 0ح در سط

 8-4جدول در  B. bassianaهای برای جدایه نتایج مقایسه میانگینکاملاً تصادفی انجام گرفت. 

 مراغه،) .461SHU.M که جدایهراساس نتایج مقایسه میانگین مشخص گردید ب شده است.مشخص 

متر/روز از بیشترین میزان رشد برخوردار بود و در میلی 94/2( با میانگین نرخ رشد شرقیآذربایجان

میانگین  و در سطح داری با یکدیگر نداشتندتفاوت معنی هاجدایهدیگرقرار گرفت.  Aسطح میانگین 

B های نتایج مقایسه میانگین برای جدایه .قرار گرفتندB. iranica  دهد که ( نشان می2-4)جدول

   .بودمتر/روز( میلی 98/08)رامسر، مازندران( دارای بیشترین نرخ رشد ) SHU.M.068ی جدایه

کشت بر روی محیط B. iranicaو  B. bassianaهای جدایه کنیدیابی شمارش یارز .4-5
PDA  

 .Bی جدایه 3 کنیدیآزمایش شمارش  (4-4و جدول  9-4)جدول ول تجزیه واریانس ابراساس جد

bassiana  ی جدایه 94و تکرار  9درB. iranica  اتدار شده است و مقایسدرصد معنی 0در سطح 

 00-4و جدول  01-4ول در جدبه ترتیب  B. iranicaو  B. bassianaهای مربوط به گونهمیانگین 

-که این جدایهدهد نشان می، B. bassianaهای برای جدایه ارزیابی شمارش کنیدیآورده شده است. 

، جنگل ابر) SHU.M.158ی . جدایهیکدیگر از نظر تعداد کنیدی ندارندداری با ها تفاوت معنی

لیتر کمترین میزان کنیدی را داشته است و سطح میانگین کنیدی/میلی 99/99× 101سمنان( با تولید 

B های را به خود اختصاص داده است. ارزیابی شمارش کنیدی برای جدایهB. iranica  نشان داد که

لیتر بیشترین و کنیدی/میلی 31/91×  101)جنگل ابر، سمنان( با تولید  SHU.M.156ی جدایه

لیتر کمترین میزان کنیدی /میلی 20/4×  101)بهشهر، مازندران( با تولید  SHU.M.015ی جدایه

 دهند.کنیدی تولیدی را به خود احتصاص می
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  آزمایش پانزدهمدر روز  B. bassiana های مختلف قارچمقایسه میانگین نرخ رشد جدایه: 8-4جدول 

 نام جدایه میانگین نرخ رشد سطح میانگین
A 9.38493 SHU.M.164 

SHU.M.058 B 7.72123 

B 7.68583 SHU.M.158 

SHU.M.163 B 7.47673 

B 7.32983 SHU.M.022 

 باشند.می %0دار در سطح توجه: حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی

 

 در روز پانزدهم آزمایش B. iranica های مختلف قارچمیانگین نرخ رشد جدایهمقایسه : 2-4جدول 

 نام جدایه میانگین نرخ رشد سطح میانگین
A 18.28973 SHU.M.068 
B 10.42533 SHU.M.166 

B,C 10.14803 SHU.M.165 
B,C 9.83953 SHU.M.078 

B,C,D 9.39063 SHU.M.100 
B,C,D 9.34533 SHU.M.139 
C,D,E 8.91683 SHU.M.018 
C,D,E 8.89873 SHU.M.132 
D,E,F 8.38143 SHU.M.021 

D,E,F,G 8.07603 SHU.M.156 
E,F,G 7.89923 SHU.M.142 
E,F,G 7.79213 SHU.M.115 

E,F,G,H 7.64593 SHU.M.093 
E,F,G,H 7.60333 SHU.M.113 
F,G,L 7.41533 SHU.M.082 
F,G,L 7.38103 SHU.M.001 

F,G,H,I 7.20193 SHU.M.004 
G,H,I,J 6.95153 SHU.M.015 

G,H,I,J,K 6.27203 SHU.M.162 
I,J,K 5.93703 SHU.M.101 
J,K,L 5.57733 SHU.M.131 
K,L 5.18513 SHU.M.076 
K,L 5.16253 SHU.M.024 
L 4.31683 SHU.M.023 

باشند.می %0دار در سطح توجه: حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی  
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 در روز پانزدهم آزمایش  B. bassianaهای مختلف قارچ جدایه کنیدیمقایسه میانگین تعداد : 01-4 جدول

 نام جدایه میانگین تعداد اسپور011 × سطح میانگین
A 31.3333 SHU.M.058 

A,B 27.6673 SHU.M.163 

A,B 27.0003 SHU.M.022 

B 25.0003 SHU.M.164 

B 22.3333 SHU.M.158 

باشند.می %0دار در سطح توجه: حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنی  

 

 در روز پانزدهم آزمایش  B. iranicaهای مختلف قارچ جدایه کنیدیمقایسه میانگین تعداد : 00-4جدول 

 نام جدایه میانگین تعداد اسپور011 × سطح میانگین
A 36.50003 SHU.M.156 

B 34.66673 SHU.M.132 

C 32.00003 SHU.M.018 

D 28.66673 SHU.M.100 

E 26.50003 SHU.M.024 

F 24.58333 SHU.M.115 

F 23.80003 SHU.M.162 

F 23.66673 SHU.M.131 

G 22.00003 SHU.M.101 

G,H 21.00003 SHU.M.021 

H,I 20.33333 SHU.M.139 

H,I 20.25003 SHU.M.076 

I 19.50003 SHU.M.023 

J 17.33333 SHU.M.078 

J 16.91673 SHU.M.001 

K 13.75003 SHU.M.082 

K 13.66673 SHU.M.068 

K 13.16673 SHU.M.093 

L 11.58333 SHU.M.113 

L 11.00003 SHU.M.142 

M 9.73333 SHU.M.166 

M 8.83333 SHU.M.004 

N 6.93333 SHU.M.163 

O 4.91673 SHU.M.015 

باشند.می %0دار در سطح حروف غیر مشابه بیانگر اختلاف معنیتوجه:   
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لیتر کمترین میزان کنیدی را داشته است و سطح میانگین کنیدی/میلی 99/99× 101سمنان( با تولید 

B های را به خود اختصاص داده است. ارزیابی شمارش کنیدی برای جدایهB. iranica  نشان داد که

لیتر بیشترین و کنیدی/میلی 31/91×  101)جنگل ابر، سمنان( با تولید  SHU.M.156ی جدایه

لیتر کمترین میزان کنیدی /میلی 20/4×  101)بهشهر، مازندران( با تولید  SHU.M.015ی جدایه

 دهند.کنیدی تولیدی را به خود احتصاص می

 زاییارتباط میان نرخ رشد، تعداد کنیدی تولیدی و قدرت بیماری .4-6

-میان دادهبستگی پیرسون، ی ضریب همو محاسبه SAS 9.1ازار با نرمبراساس همبستگی انجام شده 

مشاهده شد که هیچ ارتباط  ،زایی، تعداد کنیدی تولیدی و نرخ رشدهای حاصل از قدرت بیماری

 .وجود نداشته استسه فاکتور داری بین این معنی

 Beauveriaنتایج جداسازی . 4-7

که منبع جداسازی آن خاک در نظر  Beauveriaی این تحقیق نشان داد که قارچ بیمارگر نتیجه

های مناطق مختلف ندارد. که این عدم یکسانی گرفته شد پراکنش یکسان و برابری در نمونه خاک

تواند به علت یکسان نبودن شرایط محیطی در نقاط مختلف جغرافیایی ذکر کرد.گویای این صحبت می

باشد. بیشترین میزان جداسازی قارچ می 9رو آلوده شده به قارچ و جدول موجود در پیوست تعداد لا

Beauveria   لارو رها  011لارو از  98حسین آباد استان مازندران با آلوده شدن -ی کلودهاز منطقه

مربوط به مناطق فسا از استان  Beauveriaدرصد( بدست آمد. کمترین میزان جداسازی  98شده )

درصد(، لیوان شرقی از استان گلستان و گنبد از استان  0درصد(، بند ملّا از استان هرمزگان ) 0فارس )

ی کلوده و از منطقه Beauveriaدرصد( بود. در این مطالعه بیشترین لارو آلوده به قارچ  0گلستان )

  درصد( بدست آمد. 99ستان فارس )درصد( و جهرم ا 98حسین آباد استان مازندران )
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 دانشگاه شاهرود
 ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ

های بیمارگر بومی برای ایجاد بینشی متناسب با تنوع زیستی بندی قارچجداسازی و خصوصیت  

-رسد. این گونهدهد امری ضروری به نظر میی خاص رخ میقارچی، که از نظر طبیعی در یک منطقه

های بیمارگر های غیربومی قارچای برای کنترل حشرات آفات دارند. استفاده از جدایهپتانسیل بالقوهها 

اند به علت حشرات که برای مقابله با حشرات آفت، که در کشورهای مختلف تولید و فرموله شده

بیمارگر حشرات و های متفاوت بودن جدایه و شرایط محیطی امری غیر مؤثر است. بنابراین توزیع قارچ

های بیمارگر بومی امری مهم در ها جهت شناسایی ساختار جمعیتی قارچارزیابی فیلوژنی این قارچ

 آید.ی خاص به حساب میاستفاده از آنها برای بیوکنترل در یک منطقه

گندروی و اندوفیت  ،زاد، بیمارگر بندپایانزی، آنامورف، خاکجابا لغات، همه Beauveriaجنس 

گونه است  09دارای  Beauveria( جنس 9100شود. طبق گزارش رنر و همکاران )یاهان شناخته میگ

هنوز دارای  Beauveria. گزارش آنها حاکی از این است که [32] که تا کنون شناخته شده است

های طبیعی و ای هستند و در زیستگاههای پنهان دارای توزیع بین قارههای پنهان است. این گونهگونه

ی فیلوژنی ( جداسازی و مطالعه9109)، شین و همکاران گزارشیدر کشاورزی حضور دارند. 

Beauveria ی جدایه 41ی جنوبی را انجام دادند، از در کرهBeauveria ی سه گونهB. bassiana ،B. 

brongniartii  وB. pseudobassiana ی را با استفاده از منطقهITS [099] کردند گزارش   . 

 

 از خاک Beauveriaبحث پیرامون جداسازی . 5-1

-چنین نتیجهاز خاک است.  Beauveriaنتایج بدست آمده حاکی از تفاوت نقاط متفاوت در جداسازی 

که از روش طعمه  [094]( 0229و همکاران ) 9بریج، براون[000] (9112و همکاران ) 0ای را تونینگا

تونینگا و  از خاک استفاده کردند نیز کسب کردند. Beauveriaای گالریا برای جداسازی حشره

 Beauveriaی جدایه 18ی متفاوت ایالت نیویورک، تعداد منطقه 3نونه خاک از  931همکاران از 

                                                                                                                                  
0- Tuininga  

9- Brownbridge   
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ای بریج و همکاران از مناطق جنگلی متفاوت با استفاده از روش طعمه حشرهبدست آوردند. براون

هیچ لارو ی متفاوتی را به دست آوردند. طبق گزارش آنها، از بعضی مناطق گالریا، تعداد لارو آلوده

با  Beauveriaبراساس مطالعات انجام شده در مورد جداسازی قارچ  ای به دست نیاوردند.آلوده

(، سویم و 9113(، موراک و همکاران )9119تایه و همکاران )ای، استفاده از روش طعمه حشره

شرایط آب و به  Beauveria( گزارش کردند که حضور قارچ 9100( و رنر و همکاران )9101همکاران )

   .[099] هوایی، خصوصیات خاک، خصوصیات زیستگاه )زراعی، باغی و جنگلی( بستگی دارد

ای گالریا است. با توجه به همانطور که ذکر شد تشخیص صحیح، مهمترین مزیت روش طعمه حشره

شد که لارو بینی میپیش)پوششی سفید رنگ  بر روی لارو آلوده( ها شکل ظاهری آلوده شدن جدایه

های گیری سلولی شکلی اسلاید و مشاهدهاست. پس از تهیه Beauveriaآلوده به جنس 

ها ها شکل زیگزاگی آنهاست، مشخص شد تمام جدایهی کنیدی که ویژگی اصلی این سلولتولیدکننده

Beauveria ی مورفولوژیکی ای گالریا و مطالعهطعمه حشرهروش س به جنی تشخیص بودند. نتیجه

های مورد منطبق بود و جدایه ITSی با نتایج شناسایی ملکولی براساس منطقه Beauveriaجنس 

های دارای کنیدی B. bassianaی از آنجا که گونهبودند.  Beauveriaی ملکولی نیز جنس مطالعه

های مورد مطالعه دارای کنیدی جدایه حدس بر این بود که جدایه 93کروی است با تهیه اسلاید از 

های اما پس از اتمام مطالعات ملکولی این نتیجه حاصل شد که شناسایی گونه. کروی هستند

Beauveria  با تهیه اسلاید و مشاهده با میکروسکوپ نوری امری مشکل است. نتایج ملکولی نشان داد

 .B. bassiana ،B. brongniartii ،B. sungii ،Bهای گونهی مورد مطالعه جدایه 93که 

malaweinsis  وB. amorpha  .ی های ایجاد شده که با رسم درختچهبا توجه به آنالیز خوشهبودند

ی یک، به این نتیجه در شاخه Beauveriaهای متفاوت فیلوژنی به دست آمد و قرارگیری گونه

-ای جدید هستند که تا کنون گزارش نشدهاند، گونهقرار گرفته 9هایی که در شاخه رسیدیم که جدایه

 B. amorphaجدایه  BLAST ،9نتایج طبق نام نهادیم.  B. iranicaی جدید را اند. این گونه

(SHU.M.153 ،SHU.M.074  وSHU.M.077 یک جدایه ،)B. sungii (SHU.M.123 یک جدایه ،)
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 ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ

  B. malawiiensis (SHU.M.160 و یک جدایه )B. brongniartii (SHU.M.102 .بود ) این امر ضعف

های . دقت شود که امر شناسایی مورفولوژیکی گونهدهدرا نشان می روش شناسایی مورفولوژیکی

Beauveria است و بدون تردید  دشوارهای مورفولوژیکی کاری بس پوشانی زیاد ویژگیبه دلیل هم

برای امر شناسایی گونه تنها به توان امر خطیر خواهد بود. اما نمیگشای این مطالعات ملکولی راه

روشن  SHU.M.102ی توان با شناسایی جدایهی ملکولی اکتفا کرد. چنین موضوعی را میمطالعه

درصد که دو  22، سه جدایه با شباهت NCBIاین جدایه در  ITSی  منطقه BLAST ینتیجه .نمود

نشان ی شباهت بود را در بالاترین درجه B. brongniartiiو یک جدایه  C. brongniartiiی آن جدایه

 )پیوست داد

ها ی آنها با دیگر جدایهو مقایسه Beauveriaهای گونهبندی( )شاخه. استنتاج فیلوژنی 5-2

 هاو گونه

است. در واقع اساس روش اتصال مجاور واگرایی میان  0براساس ماتریس فاصله الگوریتم اتصال مجاور

نیز نتایج مشابه الگوریتم اتصال  9UPGMAو  9های دیگر چون تکامل کمینههاست. الگوریتمتوالی

ترسیم درختچه براساس کمترین تعداد  4کنند. در الگوریتم ماکزیمم پارسیمونیمجاور را ایجاد می

گیرد. که این اساس با فرض بیشترین تفاوت موجود بین دو صورت می DNAهای تغییر در توالی

های قابل ی توپولوژیتوالی جهت تفکیک دو گونه از یکدیگر سازگار نیست. در واقع در این روش همه

شود. شود و درختی که نیاز به کمترین تغییر دارد به عنوان بهترین درخت انتخاب میقبول ارزیابی می

هایی است که فرض آنها ترین روش مورد استفاده برای ترسیم درختچهر رایجامروزه روش اتصال مجاو

 bootstrapی ترسیم شده با آنالیز هاست. ارزیابی صحت درختچهبراساس واگرایی )فاصله( میان توالی

                                                                                                                                  
0- Distance Matrix  

9- Minimum Evolution  

9- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic  

4- Maximum Parsimuny (MP)  
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های درون یک یک روش ساده و مؤثر برای آزمودن پایداری نسبی گروه bootstrapانجام شد. آنالیز 

ی تواند به طور کلی برای همهاین است که می bootstrapژنتیکی است. مزیت اصلی روش درخت فیلو

یک فرآیند خنثی است که تنها اخطار )یا  bootstrapهای ایجاد درختچه به کار رود. خود الگوریتم

-تههای ایجاد درخت مورد استفاده قرار گرفی روشهایی که به وسیلهاختلال( فیلوژنتیکی را در داده

-ها یا گروهای برای شاخهکند. به طور کلی، در شرایط معمولی، اطمینان قابل ملاحظهاند، منعکس می

درصد تأیید  31هایی که با کمتر از درصد وجود دارد و بالعکس شاخه 33یا  31های با تأیید بیش از 

  اند، باید با احتیاط مورد بحث قرار بگیرند.شده

در بالایی را  فیلوژنیبه خوبی صورت گرفت. این تحقیق تنوع  ITSی با استفاده از منطقه امر شناسایی

های نشان داد. گویای این صحبت قرار گیری جدایه ITSی های ایرانی براساس منطقهمورد جدایه

ر و غی های بومیاست که برای جدایه ی فیلوژنیدرختچه مجزا در)زیست دسته(  0یشاخه 9ایرانی در 

گونه  1آقای رنر و بوکلی  EF1-αو  ITSی ژنی براساس منطقه. (9-4رسم شده است )شکل  بومی

( 9100طبق مطالعات آقای رنر و همکاران )چنین، هم. [01]معرفی کردند  Beauveriaبرای جنس 

گونه برای جنس  09 ،صورت گرفت RBP2و  ITS ،EF1-α ،RPB1که براساس مناطق ژنی 

Beauveria  ی ( براساس منطقه9113وکلی )رنر و ب انآقاینتایج تحقیق . [32]معرفی کردندITS  و

α-EF1 ی بودن گونه 9تیکلفیبیانگر پلیB. bassiana  بود. دلیل آنها قرار گرفتن این گونه در دو

جداسازی بر اساس  دآنها ابراز داشتن نام گذاری کردند. Cو  A. آنها این دو شاخه را ی مجزا بودشاخه

نتایج  باشد.در این دو شاخه می B. bassianaهای مختلف مؤثر در قرار دادن جدایه یعامل 9فاصله

بودن ( یا تک نیا تبار)هم 4تیکبیانگر مونوفیل ژنی یمنطقه 4براساس ( 9100تحقیق رنر و همکاران )

های قارچی ها )در این رساله منظور از تاکسون جدایهگروهی از تاکسون بود. B. bassianaی گونه

                                                                                                                                  
0- Clade   

9- Polyphyletic   

9- Isolation By Distance   

4- Monophyletic   
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 ابوالفضل مسعودی -زای حشرات از باغات مرکباتخاک زاد بیماری  هایمطالعۀ تنوع ژنتیکی قارچ

 دارند.  تبار(نیا یا همی یکسان هستند منشأ مونوفیلتیک )تکشاخهاست( که متعلق به یک   

 B. bassiana رسد کهاینطور به نظر می ،در این تحقیق( 9-4 ی ترسیم شده )شکلدرختچهطبق 

از  B . bassianaهای جدایه قرار گرفتندلیل این صحبت  تیک است.فیلمونو ITSی براساس منطقه

این نتیجه با نتایج رنر و  کشورها است. دیگرهای این گونه از کنار سایر جدایهدر  9ی شاخه در ایران

( قرار 0در یک شاخه )شاخه  Beauveriaهای با توجه به اینکه دیگر گونه همکاران منطبق است.

  نیز مونوفیلتیک باشند. Beauveriaهای رسد که دیگر گونهاند، به نظر میگرفته

 9ی هایی که در خوشهنشان داد که جدایه ITSی های ایرانی براساس منطقهمطالعات فیلوژنی جدایه

گذاشته شد. با توجه به  B. iranicaای جدید است که در این رساله نام آن اند گونهقرار گرفته

نسبت به دیگر  B. iranicaی رسد که از نظر تکاملی گونهی فیلوژنی ترسیم شده به نظر میدرختچه

 ITSی ی فیلوژنی که با استفاده از منطقهبراساس درختچهجدیدتر است.  Beauveriaهای گونه

ی زیرگونه است. تجزیه 4تا  9دارای  B. iranicaی توان نتیجه گرفت که گونهترسیم شده است می

گذارد که این آوری بر این نکته صحّه میبراساس محل جمع 9هایی که در شاخه ای جدایهخوشه

ی قابل تأمل در مورد نکتهای سازگار با این ماکروکلیما است. جدید مختص ایران است و گونهی گونه

-جدایه 3شود. دیده می ITSی تنوعی است که در منطقهبا  ،های قارچی و محل جداسازی آنهاجدایه

(، SHU.M.164 ،SHU.M.163های متفاوتی چون کوهستانی )مراغه= ایرانی از اقلیم B. bassianaی 

( SHU.M.058 ،SHU.M.022( ساحل دریای خزر )مازندران= SHU.M.153جنگلی )جنگل ابر= 

های جداسازی شد. این خود حاکی از پراکنش جغرافیایی این گونه و سهولت استقرار آن در اقلیم

بین پراکنش جغرافیایی  برای بررسی ارتباط ITSی گیکاس و همکاران که از منطقهمختلف است.  

 نتیجهاین به  . آنهااستفاده کردند ITSی با تنوع موجود در منطقه Beauveriaهای مختلف جدایه

  .[33] وجود ندارد ITSی تنوع موجود در منطقهبین محل جداسازی با  هیچ همبستگی که رسیدند
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های شکل توان بر صحت شاخه، میbootstrapی ترسیم شده با آنالیز بر ارزیابی صحت درختچهعلاوه 

نتایج ، 4پیوست های شناخته شده صحهّ گذاشت. گونه ITSی گرفته با ارزیابی شباهت منطقه

 ITSی کمترین شباهت منطقهدهد. نشان می را ی با یکدیگری شناخته شدهگونه 09همولوژی میان 

ی با توجه به درختچه است. Beauveriaهای با دیگر گونه B. asiaticaها مربوط به در میان گونه

 گیرد.قرار می B. australisبا گروه خواهری  0در درون شاخه  B. asiaticaی ترسیم شده گونه

کمترین شباهت  B. asiticaی درصد است. از آنجا که گونه 2/82این دو گونه  ITSی شباهت منطقه

قرار  Beauveriaهای و به دور از دیگر گونه 0ی دارد در انتهای شاخه Beauveriaهای را با دیگر گونه

این گویای این امر است که الگوریتم انتخاب شده برای رسم درختچه با فرض انتخاب شده گرفت. 

گزارش  های متفاوت( منطبق است.جدایه ITSی )شناسایی گونه براساس واگرایی میان توالی منطقه

های جنس با دیگر گونه B. asiaticaی آقای رنر گویای تفاوت مورفولوژیکی و فیلوژنتیکی گونه

Beauveria .ی گونه 00براساس گزارش آقای رنر  استBeauveria و  نیز در یک شاخه قرار گرفتند

در یک گروه  B. australisی و با گونه Beauveriaهای به دور از دیگر گونه B. asiaticaی گونه

البته خواهری قرار گرفتند. آنها ابراز داشتند که این دو گونه قرابت مورفولوژیکی و فیلوژنتیکی دارند. 

تواند نمی Identity صرفاًنباید از نظر داشت معیار فیلوژنی الگوهای جایگزینی نوکلئوتیدی است و 

 میزان شباهت را نشان دهد. 

 SHU.M.165ی ( مربوط به جدایه8-4)جدول  B. iranicaهای زایی برای گونهبیشترین بیماری

قرار دارد و کمترین  B. iranicaی گونه 9ی درصد که در زیرگونه 23/88)ساری، مازندران( با 

 SHU.M.142آباد، مازندران( و ) کلوده و حسین SHU.M.018های زایی مربوط به جدایهبیماری

ی و جدایه 0 یدر زیرگونه SHU.M.018ی که جدایه درصد بود 93آباد، کرمان( با )وکیل

SHU.M.142  ی گونه 9در زیرگونهB. iranica  .ی از نظر نرخ رشد جدایهقرار داردSHU.M.068 

-)کلوده و حسین SHU.M.023ی و جدایه 0ی زیرگونهدر متر/روز میلی 98/08با  )رامسر، مازندران(

قرار گرفت. بیشترین تعداد کنیدی تولیدی مربوز به  9متر/روز در زیرگونه میلی 90/4آباد، مازندران( با 
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ی لیتر و جدایهکنیدی/میلی 31/91×  101)جنگل ابر، سمنان( با تولید  SHU.M.156ی جدایه  

SHU.M.015  لیتر کمترین میزان کنیدی کنیدی /میلی 20/4×  101)بهشهر، مازندران( با تولید

 قرار دارند. B. iranicaی گونه 4ی تولیدی را داشتند که هر دو در زیرگونه

 

 بندی آزمایشات مورفولوژیکجمع. 5-2

أکید دارد و نتایج ت Beauveriaبه قارچ بیمارگر  S. oryzaeنتایج تحقیق این رساله بر حساسیت بالای 

زایی های مختلف استفاده شده در این مطالعه از نظر قدرت بیماریگویای این است که میان جدایه

 S. oryzaeبر روی  Beauveriaزایی تنها گزارش موجود از بیماری داری وجود دارد.تفاوت معنی

های مختلف نشان داد که این ( است. ارزیابی نرخ رشد جدایه9119و همکاران ) 0مربوط به پادین

، داربرو [24]( 9113، صفوی و همکاران )[81]( 0222نتایج با نتایجی که دیگران ]اکسی و همکاران )

آوردند یکسان بود. نتایج آنها بدست  Beauveria.[ در مورد نرخ رشد [23]( 9100و همکاران )

-براساس نتایج مقاسیه از نظر نرخ رشد بود.  Beauveriaهای متفاوت حکایت از تفاوت در میان جدایه

های مورد ارزیابی از نظر تعداد کنیدی تولیدی تفاوت توان نتیجه گرفت که جدایهی میانگین، می

برای  Beauveriaی جدایه 3ان نیز از تفاوت بین داری با یکدیگر دارند. نتایج پتلامول و همکارمعنی

علیه  B. bassianaجدایه   3زایی بیماریدر تایلند . .  [23]تعداد کنیدی تولیدی حکایت دارد 

نمودن حشرات روز بعد از انکوبه  9بررسی گردید و درصد مرگ و میر را  Sodospora lituraلاروهای  

جمعیت در روز چهارم از بین  %31آلوده به سوسپانسیون قارچ آغاز نمودند و مشاهده شد بیش از 

در روز ششم توسط یک جدایه به ثبت  B. bassianaدرصدی جمعیت برای قارچ  011رفتند و مرگ 

ای را که سبب یهزایی پرداختند و جداها از منظر بیماریبندی جدایهرسید و بر همین مبنا به طبقه

                                                                                                                                  
0- Padin  
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ای را که کمترین میزان مرگ و میر را در و جدایه 0بیشترین میزان مرگ و میر گردید را در سطح بالا

شپشه برنج به نتیجه مطالعه ما گویای حساسیت بالای  .[23]قرار دادند  9پائینپی داشت در سطح 

-گری جدایهغربال جهت 3LT50 ،4LC50نظیر . با این حال آزمایشات بیشتری بود Beauveria قارچ

 [093]اوما دوی و همکاران  باشد.زایی بیشتر برای کنترل آفات انباری لازم میهایی با توان بیماری

، (A) ه سطح بالا را در س B. bassianaهای حشره مختلف، جدایه 2براساس درصد مرگ و میر 

با  B، سطح %18-011زایی با توان بیماری Aبندی نمود که سطح طبقه (C) و پائین  (B) متوسط 

های مورد مطالعه بود. برای جدایه %1-99زایی با توان بیماری Cو سطح  %94-13توان مرگ و میر 

  ارائه شده است. 8-4و جدول  3-4بندی در جداول چنین سطح

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                  
1- High 

2- Low  

9- Lethal Time  

Lethal Concentration  -4  
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 . پیشنهادات5-4  

وجود یک  ،شودها در نظر گرفته میی بارکد در قارچمنطقهبه عنوان  ITSی گذشته از اینکه منطقه

جهت شناسایی و  ژنی دلیل استفاده زیاد از این منطقه مخزن اطلاعاتی بسیار خوب در پایگاه ژنی

اخیراً با تحقیق جامعی که آقای رنر و همکاران بر روی دیگر مناطق ژنی  مطالعات فیلوژنی است.

Beauveria و امکان این اطمینان  و ثبت اطلاعات مربوط به آن مناطق ژنی در پایگاه ژنی، انجام دادند

دیگر مناطق ژنی  ITSی علاوه بر منطقه شود که با انجام کارهای مشابهبرای دیگر محققان ایجاد می

-های بهی توالیبومی هر منطقه و مقایسه هایبر روی جدایه Blocو  EF1-α ،RPB1 ،RPB2چون 

-این مجموعه داده به تفسیر نتایج خود بپردازند.های ثبت شده با اطمینان بالاتری توالیبا دست آمده 

چند های شناسایی براساس و سیستم PCR-RFLPهایی چون تواند اساسی برای گسترش روشها می

خواهد  Beauveriaهای این امر کمک بسزایی در تصحیح تاکسونومی گونه باشد. 0شکلی نوکلئوتیدی

تری نسبت به دیگر هایی دقیقروش یابیهای مبتنی بر توالیکرد. هرچند تصور بر این است که روش

هم صورت  یابیکه البته اینگونه است اما نباید از نظر دور داشت که حتی اگر توالی ها هستندروش

-روشیابی هم مفید فایده نخواهند بود. های توالیروشبگیرد اما ملاک مقایسه وجود نداشته باشد 

-یابی استفاده نمینیز استفاده کرد هرچند از توالی شناسایی توان از آنها برایهایی وجود دارند که می

ی ناشناخته با الگوی باندی گونهی با مقایسهاست. در این روش  9PCR-APها . یکی از این روشکنند

در  از آنجا که ی مورد نظر را شناسایی کرد.توان گونهاند میهایی که شناخته شدهالگوی باندی گونه

شود تایی برای یک گونه ایجاد می 03-01درصد باندهایی که توسط یک پرایمر  81-011این روش 

درصد باندهای ایجاد شده در  1-91در حالی که  شودهای همان گونه هم ایجاد میی جدایهبرای بقیه

روشی مفید برای شناسایی  ددهسان الگوی باندی متفاوت میهای همهای گونهبین جدایهاین روش 

تهیه کرد و  AP-PCRیک الگوی  اندهایی که شناسایی شدهتوان با جدایه. به اعتقاد نگارنده میاست

                                                                                                                                  
0- SNP Based Identification Systems   

9- Arbitrarily Primed PCR= Single- Primer PCR Analysis (Random Amplified Polymorphic DNA)  
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توان از آن برای کرد. مزیت این الگو در این خواهد بود که میداری را در آزمایشگاه نگهاین الگو 

های ایران های دانشگاهی این آرشیو برای آزمایشگاهسریع و ارزان استفاده کرد. اهمیت تهیهشناسایی 

و مجبور به ارسال نمونه به خارج از کشور هستند جهت  دهای خود را ندارنیابی نمونهکه توانایی توالی

 رسد.امری ضروری به نظر می ،زمانز صرف هزینه و جلوگیری ا

های اخیر جهت شناسایی و مطالعات فیلوژنی ژنوم میتوکندری یکی از مناطق ژنومی است که در سال

به طور کامل  B. brongniartiiو  B. bassianaی هدو گون ژنوم میتوکندری کنند.از آن استفاده می

ی های راستهو مشخص شده است که ژنوم میتوکندری آنها نسبت به دیگر قارچ یابی شده استتوالی

Hypocreales بنابراین از این تری دارنداینترون، عناصر متحرک بیشتر و مناطق درون ژنی طولانی .

ژنوم گیکاس و همکاران نشان دادند که ای استفاده کرد. توان برای تفکیک بین و میان گونهویژگی می

نسبت به  Beauveriaبرای جنس  های بیشتریندری به دلایل گفته شده توانایی تفکیک گونهمیتوک

ی استفاده از ژنوم میتوکندری را برای محققان و وصیهت . از اینرو نگارنده[33] دارد ITSی منطقه

 DNAتخراج امکانات مناسبی جهت اسمواد شیمیایی و دهد که هایی مدنظر قرار میآزمایشگاه

 میتوکندریایی دارند. 

های بیمارگر حشرات، توانایی فرموله کردن آنهاست. یکی از مهمترین عوامل مؤثر در موفقیت قارچ

ای که ممکن است ترکیبات همراه در فرمولاسیون هم برای قارچ و هم برای منفیگذشته از اثرات 

های یک مانی کنیدیی ماوراء بنفش و خشکی هوا از عوامل اصلی کاهش زندهاشعه داشته باشد،گیاه 

شرایط بد گردد. نگارنده معتقد است که برای تأثیر بهتر و پرهیز از ی قارچی در فرموله میجدایه

های توان از جدایهمی، Beauveriaبر روی بقای قارچ، و با توجه به اثبات اندوفیت بودن قارچ محیطی 

زیستی نه تنها استفاده کرد. این هم ی گیاهانبدست آمده جهت کلونیزاسیون و معرفی آنها به ریشه

از  حیطیتواند سبب محافظت قارچ از شرایط نامساعد متواند به سلامت گیاه کمک کند بلکه میمی

    گردد.  و خشکی هوا ی ماوراء بنفشقبیل اشعه
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 1پیوست 

 او محل جداسازی آنه .Beauveria spp قارچ هایجدایه

 مختصات حاشیه/ مرکز باغ استان محل )شهر( شماره جدایه
ارتفاع از 

سطح دریا 

 )متر(

تاریخ 

 جداسازی

SHUM-001 حاشیه 0 گلستان گنبد 
55˚ 10´ 14″ E 

37˚ 14´ 17″ N 
 21آبان  41

SHUM-002 حاشیه 9 گلستان مینودشت 
55˚ 17´ 25″ E 

37˚ 10´ 21″ N 
 21آبان  31

SHUM-003 مرکز 9 گلستان مینودشت 
55˚ 17´ 23″ E 

37˚ 10´ 26″ N 
 21آبان  48

SHUM-004 06 ´52 ˚53 مرکز 0 گلستان لیوان شرقی″ E 
36˚ 44´ 41″ N 

 21آبان  -33

SHUM-005 06 ´52 ˚53 حاشیه 0 مازندران بهشهر″ E 
36˚ 44´ 41″ N 

 21آبان  -93

SHUM-006 10 ´52 ˚53 مرکز 4 مازندران بهشهر″ E 

36˚ 44´ 40″ N 
 21آبان  -99

SHUM-007 13 ´52 ˚53 مرکز 4 مازندران بهشهر″ E 

36˚ 44´ 44″ N 
 21آبان  -91

SHUM-008 16 ´52 ˚53 مرکز 4 مازندران بهشهر″ E 

36˚ 44´ 46″ N 
 21آبان  -98

SHUM-009 16 ´52 ˚53 مرکز 4 مازندران بهشهر″ E 

36˚ 44´ 46″ N 
 21آبان  -98

SHUM-010 32 ´52 ˚53 حاشیه 4 مازندران بهشهر″ E 
36˚ 44´ 53″ N 

 21آبان  -93

SHUM-011 32 ´52 ˚53 حاشیه 4 مازندران بهشهر″ E 
36˚ 44´ 53″ N 

 21آبان  -93

SHUM-012 32 ´50 ˚53 حاشیه 9 مازندران بهشهر″ E 

36˚ 44´ 53″ N 
 21آبان  -99

SHUM-013 32 ´50 ˚53 حاشیه 9 مازندران بهشهر″ E 

36˚ 44´ 53″ N 
 21آبان  -99

SHUM-014 42 ´54 ˚53 مرکز 9 مازندران بهشهر″ E 

36˚ 41´ 23″ N 
 21آبان  -93

SHUM-015 12 ´54 ˚53 حاشیه 9 مازندران بهشهر″ E 

36˚ 41´ 06″ N 
 21آبان  -91

SHUM-016 12 ´54 ˚53 حاشیه 9 مازندران بهشهر″ E 
36˚ 41´ 06″ N 

 21آبان  -91

SHUM-017 12 ´54 ˚53 حاشیه 9 مازندران بهشهر″ E 
36˚ 41´ 06″ N 

 21آبان  -91

SHUM-018 27 ´57 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 31´ 13″ N 
 21آبان  0

SHUM-019 32 ´57 ˚52 مرکز 0 مازندران ساری″ E 

36˚ 31´ 05″ N 
 21آبان  09

SHUM-020 35 ´16 ˚52 مرکز 0 مازندران کلوده″ E 

36˚ 31´ 13″ N 
 21آبان  1

SHUM-021 35 ´16 ˚52 مرکز 0 مازندران کلوده″ E 

36˚ 31´ 13″ N 
 21آبان  1

SHUM-022 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 
36˚ 31´ 13″ N 

 21آبان  3

SHUM-023 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 
36˚ 31´ 13″ N 

 21آبان  3

SHUM-024 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 

36˚ 31´ 13″ N 
 21آبان  3
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SHUM-025 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 

36˚ 31´ 13″ N 
 21آبان  3

SHUM-026 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 

36˚ 31´ 13″ N 
 21آبان  3

SHUM-027 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 

36˚ 31´ 13″ N 
 21آبان  3

SHUM-028 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 
36˚ 31´ 13″ N 

 21آبان  3

SHUM-029 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 
36˚ 31´ 13″ N 

 21آبان  3

SHUM-030 35 ´16 ˚52 حاشیه 0 مازندران کلوده″ E 
36˚ 31´ 13″ N 

 21آبان  3

SHUM-031 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 30´ 16″ N 
 21آبان  00

SHUM-032 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 30´ 16″ N 
 21آبان  00

SHUM-033 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 30´ 16″ N 
 21آبان  00

SHUM-034 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 
36˚ 30´ 16″ N 

 21آبان  00

SHUM-035 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 
36˚ 30´ 16″ N 

 21آبان  00

SHUM-036 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 
36˚ 30´ 16″ N 

 21آبان  00

SHUM-037 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 30´ 16″ N 
 21آبان  00

SHUM-038 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 30´ 16″ N 
 21آبان  00

SHUM-039 32 ´23 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 30´ 16″ N 
 21آبان  00

SHUM-040 35 ´29 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 26´ 19″ N 
 21آبان  03

SHUM-041 35 ´29 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 26´ 19″ N 
 21آبان  03

SHUM-042 36 ´27 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 
36˚ 28´ 17″ N 

 21آبان  91

SHUM-043 36 ´27 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 28´ 17″ N 
 21آبان  91

SHUM-044 36 ´27 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 28´ 17″ N 
 21آبان  91

SHUM-045 36 ´27 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 28´ 17″ N 
 21آبان  91

SHUM-046 36 ´27 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 28´ 17″ N 
 21آبان  91

SHUM-047 36 ´27 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 
36˚ 28´ 17″ N 

 21آبان  91

SHUM-048 36 ´27 ˚52 مرکز 9 مازندران کلوده″ E 
36˚ 28´ 17″ N 

 21آبان  91

SHUM-049 34 ´26 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 24´ 21″ N 
 21آذر  99

SHUM-050 34 ´26 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 24´ 21″ N 
 21آذر  99

SHUM-051 34 ´26 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 24´ 21″ N 
 21آذر  99

SHUM-052 34 ´26 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 24´ 21″ N 
 21آذر  99

SHUM-053 34 ´26 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 
36˚ 24´ 21″ N 

 21آذر  99

SHUM-054 34 ´26 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 
36˚ 24´ 21″ N 

 21آذر  99
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SHUM-055 34 ´26 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 24´ 21″ N 
 21آذر  99

SHUM-056 34 ´26 ˚52 حاشیه 9 مازندران کلوده″ E 

36˚ 24´ 21″ N 
 21آذر  99

SHUM-057 06 ´36 ˚52 مرکز 3 مازندران کلوده″ E 

36˚ 12´ 16″ N 
 21آذر  91

SHUM-058 48 ´27˚52 حاشیه 0 مازندران خزر شهر″ E 
36˚40´ 34″ N 

 21آذر  -93

SHUM-059 48 ´27˚52 حاشیه 0 مازندران خزر شهر″ E 
36˚40´ 34″ N 

 21آذر  -93

SHUM-060 46 ´27˚52 مرکز 9 مازندران خزر شهر″ E 
36˚40´ 32″ N 

 21آذر  -99

SHUM-061 49 ´27˚52 حاشیه 9 مازندران خزر شهر″ E 

36˚40´ 35″ N 
 21آذر  -90

SHUM-062 49 ´27˚52 حاشیه 9 مازندران خزر شهر″ E 

36˚40´ 35″ N 
 21آذر  -90

SHUM-063 44 ´26˚52 مرکز 9 مازندران خزر شهر″ E 

36˚41´ 32″ N 
 21آذر  -93

SHUM-064 40 ´26˚52 حاشیه 4 مازندران خزر شهر″ E 
36˚41´ 26″ N 

 21آذر  -93

SHUM-065 49 ´26˚52 مرکز 3 مازندران خزر شهر″ E 
36˚41´ 38″ N 

 21آذر  -91

SHUM-066 49 ´50 ˚50 مرکز 0 مازندران رامسر″ E 
36˚ 49´ 18″ N 

 21آذر  -91

SHUM-067 46 ´50 ˚50 حاشیه 0 مازندران رامسر″ E 

36˚ 49´ 14″ N 
 21آذر  -01

SHUM-068 46 ´50 ˚50 حاشیه 0 مازندران رامسر″ E 

36˚ 49´ 14″ N 
 21آذر  -01

SHUM-069 46 ´50 ˚50 حاشیه 0 مازندران رامسر″ E 

36˚ 49´ 14″ N 
 21آذر  -01

SHUM-070 46 ´50 ˚50 حاشیه 0 مازندران رامسر″ E 

36˚ 49´ 14″ N 
 21آذر  -01

SHUM-071 46 ´50 ˚50 حاشیه 0 مازندران رامسر″ E 

36˚ 49´ 14″ N 
 21آذر  -01

SHUM-072 46 ´50 ˚50 حاشیه 0 مازندران رامسر″ E 
36˚ 49´ 14″ N 

 21آذر  -01

SHUM-073 28 ´08 ˚57 مرکز 0 هرمزگان بند ملاّ-رودان″ E 

27˚ 27´ 11″ N 
 21آذر  909

SHUM-074 32 ´08 ˚57 حاشیه 9 هرمزگان رودان″ E 

27˚ 27´ 17″ N 
 21آذر  911

SHUM-075 32 ´08 ˚57 حاشیه 9 هرمزگان رودان″ E 

27˚ 27´ 17″ N 
 21آذر  911

SHUM-076 32 ´08 ˚57 حاشیه 9 هرمزگان رودان″ E 

27˚ 27´ 17″ N 
 21آذر  911

SHUM-077 38 ´11 ˚57 مرکز 9 هرمزگان رودان″ E 
27˚ 21´ 29″ N 

 21آذر  023

SHUM-078 38 ´11 ˚57 مرکز 9 هرمزگان رودان″ E 
27˚ 21´ 29″ N 

 21آذر  023

SHUM-079 06 ´55 ˚55 حاشیه 0 هرمزگان آبادحاجی″ E 

28˚ 19´ 11″ N 
 21آذر  291

SHUM-080 06 ´55 ˚55 حاشیه 0 هرمزگان آبادحاجی″ E 

28˚ 19´ 11″ N 
 21آذر  291

SHUM-081 06 ´55 ˚55 حاشیه 0 هرمزگان آبادحاجی″ E 

28˚ 19´ 11″ N 
 21آذر  291

SHUM-082 13 ´55 ˚55 مرکز 9 هرمزگان آبادحاجی″ E 

28˚ 19´ 04″ N 
 21آذر  210

SHUM-083 18 ´53 ˚55 حاشیه 3 هرمزگان آبادحاجی″ E 
28˚ 15´ 08″ N 

 21آذر  828

SHUM-084 18 ´53 ˚55 حاشیه 3 هرمزگان آبادحاجی″ E 
28˚ 15´ 08″ N 

 21آذر  828
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SHUM-085 30 ´18 ˚56 مرکز 0 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 03´ 42″ N 
 21 آذر 0139

SHUM-086 30 ´18 ˚56 مرکز 0 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 03´ 42″ N 
 21آذر  0139

SHUM-087 29 ´18 ˚56 حاشیه 0 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 03´ 40″ N 
 21آذر  0131

SHUM-088 29 ´18 ˚56 حاشیه 0 هرمزگان شمیل بالا″ E 
28˚ 03´ 40″ N 

 21آذر  0131

SHUM-089 29 ´18 ˚56 حاشیه 0 هرمزگان شمیل بالا″ E 
28˚ 03´ 40″ N 

 21آذر  0131

SHUM-090 34 ´18 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 
28˚ 03´ 45″ N 

 21آذر  0183

SHUM-091 34 ´18 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 03´ 45″ N 
 21آذر  0183

SHUM-092 34 ´18 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 03´ 45″ N 
 21آذر  0183

SHUM-093 34 ´18 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 03´ 45″ N 
 21آذر  0183

SHUM-094 32 ´24 ˚56 مرکز 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 
28˚ 09´ 43″ N 

 21آذر  0121

SHUM-095 32 ´24 ˚56 مرکز 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 
28˚ 09´ 43″ N 

 21آذر  0121

SHUM-096 31 ´24 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 
28˚ 09´ 41″ N 

 21آذر  0124

SHUM-097 31 ´24 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 09´ 41″ N 
 21آذر  0124

SHUM-098 31 ´24 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 09´ 41″ N 
 21آذر  0124

SHUM-099 35 ´26 ˚56 مرکز 4 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 11´ 44″ N 
 21آذر  0011

SHUM-100 35 ´26 ˚56 مرکز 4 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 11´ 44″ N 
 21آذر  0011

SHUM-101 37 ´26 ˚56 حاشیه 3 هرمزگان شمیل بالا″ E 

28˚ 12´ 45″ N 
 21آذر  0013

SHUM-102 58 ´19 ˚56 مرکز 9 هرمزگان ی میمنددهنه″ E 
27˚ 58´ 30″ N 

 21دی  0932

SHUM-103 58 ´19 ˚56 مرکز 9 هرمزگان ی میمنددهنه″ E 

27˚ 58´ 30″ N 
 21دی  0932

SHUM-104 58 ´19 ˚56 مرکز 9 هرمزگان ی میمنددهنه″ E 

27˚ 58´ 30″ N 
 21دی  0932

SHUM-105 58 ´19 ˚56 مرکز 9 هرمزگان ی میمنددهنه″ E 

27˚ 58´ 30″ N 
 21دی  0932

SHUM-106 52 ´19 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان ی میمنددهنه″ E 

27˚ 58´ 31″ N 
 21دی  0939

SHUM-107 52 ´19 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان ی میمنددهنه″ E 
27˚ 58´ 31″ N 

 21دی  0939

SHUM-108 52 ´19 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان ی میمنددهنه″ E 
27˚ 58´ 31″ N 

 21دی  0939

SHUM-109 52 ´19 ˚56 حاشیه 9 هرمزگان ی میمنددهنه″ E 

27˚ 58´ 31″ N 
 21دی  0939

SHUM-110 42 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس ساف″ E 

29˚ 00´ 17″ N 
 21دی  0432

SHUM-111 45 ´40 ˚53 مرکز 0 فارس جهرم″ E 

28˚ 30´ 45″ N 
 21دی  0021

SHUM-112 45 ´40 ˚53 مرکز 0 فارس جهرم″ E 

28˚ 30´ 45″ N 
 21دی  0021

SHUM-113 45 ´40 ˚53 مرکز 0 فارس جهرم″ E 
28˚ 30´ 45″ N 

 21دی  0021

SHUM-114 45 ´40 ˚53 مرکز 0 فارس جهرم″ E 
28˚ 30´ 45″ N 

 21دی  0021
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SHUM-115 45 ´40 ˚53 مرکز 0 فارس جهرم″ E 

28˚ 30´ 45″ N 
 21دی  0021

SHUM-116 42 ´40 ˚53 حاشیه 0 فارس جهرم″ E 

28˚ 30´ 44″ N 
 21دی  0024

SHUM-117 42 ´40 ˚53 حاشیه 0 فارس جهرم″ E 

28˚ 30´ 44″ N 
 21دی  0024

SHUM-118 42 ´40 ˚53 حاشیه 0 فارس جهرم″ E 
28˚ 30´ 44″ N 

 21دی  0024

SHUM-119 42 ´40 ˚53 حاشیه 0 فارس جهرم″ E 
28˚ 30´ 44″ N 

 21دی  0024

SHUM-120 42 ´40 ˚53 حاشیه 0 فارس جهرم″ E 
28˚ 30´ 44″ N 

 21دی  0024

SHUM-121 42 ´40 ˚53 حاشیه 0 فارس جهرم″ E 

28˚ 30´ 44″ N 
 21دی  0024

SHUM-122 42 ´40 ˚53 حاشیه 0 فارس جهرم″ E 

28˚ 30´ 44″ N 
 21دی  0024

SHUM-123 09 ´47 ˚53 مرکز 9 فارس جهرم″ E 

28˚ 42´ 12″ N 
 21دی  0022

SHUM-124 09 ´47 ˚53 مرکز 9 فارس جهرم″ E 
28˚ 42´ 12″ N 

 21دی  0022

SHUM-125 09 ´47 ˚53 مرکز 9 فارس جهرم″ E 
28˚ 42´ 12″ N 

 21دی  0022

SHUM-126 13 ´47 ˚53 حاشیه 9 فارس جهرم″ E 
28˚ 42´ 07″ N 

 21دی  0910

SHUM-127 13 ´47 ˚53 حاشیه 9 فارس جهرم″ E 

28˚ 42´ 07″ N 
 21دی  0910

SHUM-128 13 ´47 ˚53 حاشیه 9 فارس جهرم″ E 

28˚ 42´ 07″ N 
 21دی  0910

SHUM-129 13 ´47 ˚53 حاشیه 9 فارس جهرم″ E 

28˚ 42´ 07″ N 
 21دی  0910

SHUM-130 13 ´47 ˚53 حاشیه 9 فارس جهرم″ E 

28˚ 42´ 07″ N 
 21دی  0910

SHUM-131 13 ´47 ˚53 حاشیه 9 فارس جهرم″ E 

28˚ 42´ 07″ N 
 21دی  0910

SHUM-132 13 ´47 ˚53 حاشیه 9 فارس جهرم″ E 
28˚ 42´ 07″ N 

 21دی  0910

SHUM-133 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 

28˚ 31´ 27″ N 
 21دی  0082

SHUM-134 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 

28˚ 31´ 27″ N 
 21دی  0082

SHUM-135 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 

28˚ 31´ 27″ N 
 21دی  0082

SHUM-136 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 

28˚ 31´ 27″ N 
 21دی  0082

SHUM-137 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 
28˚ 31´ 27″ N 

 21دی  0082

SHUM-138 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 
28˚ 31´ 27″ N 

 21دی  0082

SHUM-139 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 

28˚ 31´ 27″ N 
 21دی  0082

SHUM-140 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 

28˚ 31´ 27″ N 
 21دی  0082

SHUM-141 51 ´38 ˚53 مرکز 4 فارس جهرم″ E 

28˚ 31´ 27″ N 
 21دی  0082

SHUM-142 01 ´40 ˚53 حاشیه 4 کرمان آبادوکیل″ E 

28˚ 31´ 54″ N 
 21دی  0901

SHUM-143 01 ´18 ˚56 حاشیه 4 کرمان آبادوکیل″ E 
28˚ 26´ 39″ N 

 21دی  0118

SHUM-144 01 ´18 ˚56 حاشیه 4 کرمان آبادوکیل″ E 
28˚ 26´ 39″ N 

 21دی  0118
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ی شماره

 جدایه

نمونه 

 خاک

مختصات  استان محل

 جغرافیایی

ارتفاع از سطح 

 دریا

تاریخ 

 جداسازی

 SHUM-145 4 50 ´02 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 44´ 47″ N 
 21بهمن  9110

SHUM-146 4 50 ´02 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 44´ 47″ N 
 21بهمن  9110

SHUM-147 4 50 ´02 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 44´ 47″ N 
 21بهمن  9110

SHUM-148 3 23 ´11 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 
36˚ 38´ 51″ N 

 21بهمن  9082

SHUM-149 3 23 ´11 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 
36˚ 38´ 51″ N 

 21بهمن  9082

SHUM-150 3 02 ´27 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 31´ 16″ N 
 21بهمن  9911

SHUM-151 8 43 ´24 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 29´ 08″ N 
 21بهمن  9021

SHUM-152 09 12 ´19 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 21´ 46″ N 
 21بهمن  9004

SHUM-153 09 14 ´33 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 25´ 01″ N 
 21بهمن  9129

SHUM-154 09 14 ´33 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 
36˚ 25´ 01″ N 

 21بهمن  9129

SHUM-155 04 43 ´30 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 
36˚ 23´12″ N 

 21بهمن  9008

SHUM-156 03 38 ´32 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 25´21″ N 
 21بهمن  0393

SHUM-157 08 02 ´48 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 31´15″ N 
 21بهمن  0131

SHUM-158 02 16 ´46 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 30´24″ N 
 21بهمن  0111

SHUM-160 01 16 ´46 ˚55 سمنان جنگل ابر″ E 

36˚ 30´24″ N 
 21بهمن  0113

SHUM-161 3 13 ´52 ˚53 مازندران  بهشهر″ E 
36˚ 44´ 44″ N 

 21آبان  -9

SHUM-162 1 16 ´14 ˚46 آذربایجان شرقی مراغه″ E 
37˚ 23´00″ N 

 21بهمن  0492

SHUM-163 0 16 ´13 ˚46 آذربایجان شرقی مراغه″ E 

37˚ 23´11″ N 
 21بهمن  0433

SHUM-164 9 21 ´14 ˚46 آذربایجان شرقی مراغه″ E 

37˚ 23´27″ N 
 21بهمن  0310

SHUM-165 9 32 ´57 ˚52 مازندران ساری″ E 

36˚ 31´ 05″ N 
  21بهمن  3

SHUM-166  25 ´59 ˚50 البرز کرج″ E 

35˚ 43´15″ N 
0919  
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 Beauveriaی نرخ جداسازی قارچ محاسبه

تعداد لارو آلوده  تعداد کل لارو رها شده استان نام منطقه

 به قارچ

 برای هر منطقهنرخ جداسازی قارچ 

 درصد 9 9 011 گلستان مینودشت

 درصد 0 0 011 گلستان گنبد

 درصد 0 0 011 گلستان لیوان شرقی

 درصد 04 04 011 مازندران بهشهر

 درصد 9 9 011 مازندران بهشهر

 درصد 9 9 011 مازندران قائمشهر -ساری

 درصد 8 8 011 مازندران خزرشهر

حسین  -کلوده

 آباد

 درصد 98 98 011 مازندران

 درصد 3 3 011 مازندران رامسر

 درصد 3 3 011 هرمزگان رودان

 درصد 0 0 011 هرمزگان بند ملّا

 درصد 1 1 011 هرمزگان آبادحاجی

 درصد 8 8 011 هرمزگان ی میمنددهنه

 درصد 03 03 011 هرمزگان شمیل بالا

 درصد 0 0 011 فارس فسا

 درصد 99 99 011 فارس جهرم

 درصد 9 9 011 کرمان آبادوکیل

 درصد 04 04 011 سمنان جنگل ابر

 درصد 9 9 011 آذربایجان شرقی مراغه
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 3پیوست 
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Mean 57.38

StDev 13.68

N 55

AD 0.622

P-Value 0.100

Probability Plot of C1
Normal 

 

  تبمینی افزارزایی با استفاده از نرمسازی شده بیماریهای نرمالنمودار داده

های سازی صورت پذیرفت سپس با استفاده از دادهافزار وارد شد و نرمالنرمتکرار به  9ها یعنی میانگین درصد داده

ها از انحراف استاندارد و محور ( پراکندگی دادهC1نرمال شده برای رسم گراف مورد استفاده قرار گرفتند. محور افقی )

 باشد.ها میمیانگین داده (Percent)عمودی
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 Beauveriaی متفاوت گونه ITS ،09درصد همولوژی میان مناطق 
 A B C D E F G H I J K L 

A  
 

  B 82/9 

C 43/3 43/3 

D 29/1 29/1 44/8  
 

 
 

 
 

 

 

E 82/9 82/9 44/2 29/9 

F 29/4 29/4 41/0 22/0 20/8 
 

G 20/9 20/9 43/9 23/0 29/0 21/2 

H 29/1 29/1 41/9 28/2 29/8 28/3 23/0 

 
 

I 21/3 21/3 41/9 23/1 82/8 21/1 23/4 23/0 

J 29/4 29/4 43/3 28/1 29/4 28/1 23/8 28/1 24/3 

K 83/2 83/2 41/1 20/1 23/1 20/9 20/1 20/8 82/0 20/0 

L 29/1 29/1 2/82  22/1 29/1 22/0 21/2 28/2 23/1 28/9 20/1 

 

A = B. bassiana, B = B. amorpha , C = B. asiatica , D = B. brongniartii , E = B. caledonica , F 

= B .kipuka , G = B. malawiensis , H = B. pseudobassiana , I = B. sungii , J = B. varroae , K = 

B. vermiconia , L = B .australis 
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 5پیوست   

 با استفاده از مطالعات ملکولی و مورفولوژیکی B. brongniartiiی شناسایی گونه

های تولید )زیگزاگی بودن سلول Beauveriaی اسلاید میکروسکوپی حاکی از وجود جنس نتیجه

ای یا خطی بر روی ها به شکل زنجیرهکنیدی Cordycepsی کنیدی در حالی که در جنس کننده

بود. بنابراین پذیرش  SHU.M.102ی گیرند( برای جدایهی کنیدی قرار میهای تولید کنندهسلول

تر انجام شدن امر شناسایی دو کار کم رنگ شد. برای بهتر و دقیقبرای این جدایه  Cordycepsجنس 

. در گام صورت گرفت Beauveriaبا جنس  Cordycepsی مورفولوژیکی جنس انجام شد. ابتدا مقایسه

 Cordyceps. USی از سامانه rdycepsoCهای رشدی جنس دوم ویژگی

(http://cordyceps.cgrb.oregonstate.edu/مورد بررسی قرار گرفت. طبق کلید شناسایی هامبر )0 

 ایجاد کنیدی به شکل خطی بر رویعلاوه بر  ،Cordycepsی مورفولوژیکی جنس ، مشخصه[041]

های تولیدی قارچ )در واقع همان هیف 9 ای شکلی کنیدی، تولید اجسام میوههای تولید کنندهسلول

ی ای در مورد جدایهگی(. از آنجا که چنین ویژه0-4باشد )شکل بر روی اجساد حشرات نیز میاست( 

SHU.M.102 ،ی گونهصادق نبودB. brongniartii ی برای جدایهSHU.M.102  .در انتخاب شد

جداسازی شده از  B. brongniartii( تصویر ماکروسکوپی 9118و همکاران ) 9ای، آقای جورادومطالعه

برای شکل رشدی میسیلیوم آقای جورادو و همکاران  (.9-4کشور اسلوواکی را ارائه کرده بودند )شکل 

در این تصویر قارچ بر روی تخته  .را توصیف کردند 4ای شکلساختار پنجه .brongniartii Bقارچ 

از نظر ساختار مورفولوژی بسیار  Beauveriaهای رشد کرده است. آنها بیان داشتند که گونه سنگی

متنوع هستند و متناسب با شرایط رشدی از قبیل دما، رطوبت و منبع تغذیه ساختار مورفولوژیکی آنها 

های تهیه شده از لاروهای آلوده، یک شباهت واضح از با مراجعه به آرشیو عکس .[091] کندتغییر می

                                                                                                                                  
0- Humber   

2- Fruit Body  

3- Jurado   

4- Claw-Like Structure  

http://cordyceps.cgrb.oregonstate.edu/
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ی از آن جداسازی شده بود با شکل رشد SHU.M.102ی شکل آلوده شدن لاروی که جدایه

-کرد. شکل رشدی قارچ بر روی لارو به شکل پنجهجلب توجه می B. brongniartiiی میسیلیوم گونه

صورت  B. bassianaی ای که با دیگر لاروهای آلوده شده توسط گونه(. با مقایسه9-4ای بود )شکل 

-با یک لایه B. bassianaی های آلوده به قارچ توسط گونه( مشخص گردید که لارو4-4گرفت )شکل 

این است که پس از  SHU.M.102ی ی جالب در مورد جدایهشوند. نکتهی سفید رنگی پوشیده می

(. هر 3-4کند )شکل رشد می B. bassianaی ( کاملاً شبیه گونهSDAYانتقال بر روی محیط کشت )

بدون شک بود اما  Beauveriaهای مسیری قابل اطمینان برای شناسایی گونه ITSی چند منطقه

خواهد  Beauveriaهای ترکیب مطالعات ملکولی و مورفولوژی مکمل بسیار خوب برای شناسایی گونه

 بود.
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ی که بر روی تخته سنگی در منطقه B. brongniartii: تصویر 9شکل پیوست 

Ardovska, Cave ای شکل میسیلیوم کشور اسلوواکی رشد کرده است. ساختار پنجه

 [.091]قارچ مشهود است 

بر روی حشره میزبان خود.  C. militaris: رشد 0شکل پیوست 

ای شکل از بدن حشره بینید، اجسام میوههمانطور که در تصویر می

ای شکل در تصویر با پیکان نشان میوهاند. اجسام مرده خارج شده

داده شده است.  

(http://cordyceps.cgrb.oregonstate.edu  .) 

http://cordyceps.cgrb.oregonstate.edu/
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SHU.M.022 

SHU.M.023 SHU.M.024 

SHU.M.025 

  با پیکان B. bassianaهای . جدایهB. bassiana: نمایی از لاروهای آلوده به 4شکل پیوست 

   .اندبا پیکان زرد مشخص شده .Metarhizium spp هاینارنجی و جدایه

شود همانطور که در تصویر دیده می .B. brongniartii: تصویر لارو آلوده به 9شکل پیوست 

پیکان قرمز  ای شکل ایجاد کرده است. این ساختار با این گونه تولید میسیلیوم با ساختار پنجه

 رنگ نشان داده شده است.

SHU.M.102 
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Abstract: 

Beauveria is a globally distributed genus of soil-borne entomopathogenic hyphomycetes 

of interest as a model system for the study of entomopathogenesis and the biological 

control of pest insects. Species recognition in Beauveria is difficult due to a lack of 

taxonomically informative morphology. This matter has prevented assessment of 

species diversity in this genus. In total, we have isolated 166 isolates of Beauveria from 

different location of Iran. These isolates were isolated with insect bait method. 

Molecular analyses were done based on nuclear ribosomal internal transcribed spacer 

(ITS) sequences for thirty five isolates. Based on molecular characteristics, 29 isolates 

were identified as Beauveria bassiana, 3 isolates as B. amorpha, 1 isolate B. 

brongniartii, 1 isolate B. malawiensis and 1 isolate B. sungii. Phylogenetic trees were 

inferred using Neighbur-Joining method. Four well supported clades with compared 

Beauveria from anothers species.   

In this study, in order to find a more effective and safe biological control agent, we 

investigated different isolates of B. bassiana and tested their pathogenicity on Sitophilus 

oryzae, measure of growth rate and conidial production. For bioassays, Concentrations 

of conidia were calculated using a haemocytometer and adjusted to 1 × 108 viable 

conidi/ml. Isolate SHU.M.022 was the most pathogenic against S. oryzae, with 89.9 % 

mortality. Isolates SHU.M.018, SHU.M.163 and SHU.M.042 were the least pathogenic 

against S. oryzae, with 25 % mortality. Investigation of growth rate showed isolate 

SHU.M.068 with mean 18.28 ml/day was the most growth rate and the isolate 

SHU.M.023 was the least growth rate (4.31 ml/day). Examination of conidial 

production exihibit isolate SHU.M.156 with mean 37.83 × 106 conidi/ml was the most 

conidial production and the isolate SHU.M.015 with mean 4.417 conidi/ml was the least 

conidial production.  

 

 

 

 

 

 


