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 به انتخابو  نموده تواند تنوع در جمعيت آفات را آشکاراستفاده از نشانگرهای ملکولي مي

آفت مهم )يق حاضر تنوع ژنتيکي در کرم خراط در تحق. کمک کندها های مناسب کنترل آن روش

مورد  ITSو  COIآغازگرهای منطقه ده از امناطق مختلف آلوده کشور با استف در( خوار گردوچوب

بر هم انطباق داده شده و  BioEditهای  کمک برنامهدست آمده بهههای ب توالي. بررسي قرار گرفت

موقعيت  COI ،656های  در انطباق توالي. ار گرفتمورد تجزيه و تحليل قر PAUPکمک برنامه به

غير اطلاع رسان موقعيت  961صورت نقاط با ثبات، هموقعيت ب 651برای نوکلئوتيدها مشخص شد که 

موقعيت برای  ITS-1 ،506های در حالي در انطباق توالي. موقعيت اطلاع رسان بودند 61و 

اطلاع موقعيت  91 غير اطلاع رسان وموقعيت  311موقعيت باثبات،  901نوکلئوتيدها مشخص شد که 

های  ، جمعيتCOIهای مربوط به ناحيه  در درخت فيلوژنتيکي ترسيم شده برای توالي. ندبودرسان 

کم بين  دهنده تفاوتمنطقه گناباد، شاهرود، تبريز، کرمان و کرج در کنار هم قرار گرفتند، که نشان 

 تری به چشم مي خوردنيز با وضوح بيش ITS-1برای منطقه اين اختلاف کم . ها بودهای آن توالي

های مناطق کرج، شهريار، شاهرود و خراسان،  يکي ترسيم شده جمعيتتکه در درخت فيلوژنطوریبه

و گناباد ( استان خراسان جنوبي)جمعيت سرايان  کهبسيار نزديک به هم قرار گرفتند، در حالي

توان  مي بر اين اساس. تند، بسيار دورتر از هم قرار گرفتندکه تقريبا هم مرز هس( خراسان رضوی)

های کرم خراط کمتر تحت تاثير تغييرات ژنتيکي بوده و ساير شرايط از  گفت که تفاوت بين جمعيت

 . باشند دارا ميدر اين خصوص تری را  جمله ميزبان نقش پر رنگ

 

 های کليدی‬واژه
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از آفات  يكي pyrina  Zeuzera(.Cossidae Lep) کرم خراط

بوده که خسارت زيادی به درختان ميوه به ويژه گردو  خوارچوب

اين آفت در مناطقي با ارتفاع در کشور ما . سازد و سيب وارد مي

متر هر سه سال دو نسل و در مناطق مرتفع تر هر  1511کمتر از 

سالي در با تشديد خشك(. Radjabi 1986)دو سال يك نسل دارد 

های اخير اين آفت به باغات کشور خسارت زيادی وارد سال

مورفومتريك  و مطالعه ژئومتريك(. Radjabi 2001)ساخته است 

 مرکزی و مازندران ،های تهران سه منطقه از استان خراط در کرم

بر های مورد بررسي  وجود تغييرات و تنوع در جمعيتنشان از 

 راين ام (.Nozari 2008) اشته استدرختان سيب و گردو د روی

و رفتارهای  ای و رجحان ميزبانينحوه رفتارهای تغذيه تواند بر مي

از  ييها گونه رياحتمال وجود ز ليدلهب. باشدتاثيرگذار  توليدمثلي

 رديصورت گ یتر عيمطالعات وس ستيبا يم کرم خراطپروانه 

(Nozari 2008 .)خوبي امكان مشخص ههايي که ب هيكي از را

های احتمالي را مشخص  کردن تنوع جمعيتي و وجود زيرگونه

. (Ardeh 2008)کند استفاده از نشانگرهای ملكولي است  مي

از جمله نشانگرهای استاندارد برای مطالعه تنوع  ITS 1منطقه ژني

(. Tautz et al. 2003)باشد  مي( های نزديك به هم گونه)ملكولي 

منطقه ژني هم به لحاظ قابل اعتماد بودن و هم به لحاظ  اين

برای مطالعات ( در عين دارا بودن تغييرات کافي)پايداری مناسب 

که طوریهب (.Keller et al. 2010)باشد قابل استفاده مي فيلوژني

، COIهای منطقه  دست آمده از تواليهتجزيه و تحليل اطلاعات ب

                                                           
1
 ITS =Internal Transcribed Spacer 

شود  اسي در مهره داران استفاده ميبرای تكميل مطالعات تبارشن

(Vences et al. 2005 .)هااين درحالي است که در برخي گزارش 

دليل وجود تعداد به( های مورد بررسي در نمونه)عدم امكان تمايز 

 .Shull et al)است زياد تغييرات در اين منطقه ژني نيز بيان شده

 Cossus(Hammerschmidt) مطالعه دو گونهعلاوه به. (2001

redtenbacheri  وCossus insularis   (Staudinger ) نشان داده

های  ها کمتر تحت تاثير تفاوتکه تغييرات مشاهده شده در بين آن

ژنتيكي بوده و ساير موارد رفتاری و اکولوژيكي در اين تنوع و 

ترين از مهم (.Vergara et al. 2012)تری دارند رنگتفرق نقش پر

ترل اين آفت خطرناک که تقريبا در تمام مناطق کشور های کن راه

توصيه شده، استفاده از ( های متوالي خصوص در پي خشكساليهب)

 Synanthedon) های جنسي اين آفت و پروانه زنبورمانند فرمون

tipuliformid )با اين وجود قدرت . باشد برای شكار انبوه آن مي

-هب. فاوت استهای جنسي نصب شده مت کنندگي فرمونجلب

که در يك منطقه يك نوع فرمون و در منطقه ديگر فرمون طوری

های کرم  بررسي تنوع جمعيت. ترين شكار را داردديگر بيش

تواند وجود  خراط، بر اساس دامنه ميزباني و پراکنش، مي

برای اين منظور . ها را آشكارتر سازد اختلافات و تفاوت

آذربايجان شرقي، تهران،  های های کرم خراط از استان نمونه

حداقل )خراسان رضوی، خراسان جنوبي، کرمان، مرکزی و يزد 

 .وری شدآجمع( حشره کامل از هر منطقه 11

 

 

 
 های کرم خراط يابي نمونهتواليبرای  ای پليمراز واکنش زنجيرهآغازگرهای مورد استفاده در  -1جدول 

 آغازگرها محل اتصال (5' -1')توالي 

TTCTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGCTTAA Forwards 
ITS-1 GCATCGATGAAGAACGCAGC Reveres 

ATGTGCGTTCRAAATGTCGATGTTCA Forwards 
ITS-1 TACACACCGCCCGTCGCTACTA Reveres 

TGTGAACTGCAGGACACAT<G> Forwards 
ITS-2 ATGCTTAAATTTAGGGGG<T> Reveres 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTG<G> Forwards 
COI 

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATC<A> Reveres 
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 (ITS1و سمت چپ  COIسمت راست )هايي از تصوير باندهای تشكيل شده بر روی ژل آگارز  نمونه -1شكل 

 

از آغازگرهای ذکر شده در منابع  DNAاستخراج پس از 

(Vergara et al. 2012; Shull et al. 2001; Lewter et al. 2006) 

 زای پليمرا واکنش زنجيرهدر  COIو  ITSهای  برای تكثير قسمت

ای  واکنش زنجيرهدر نهايت آغازگرهايي که محصول . شداستفاده 

ترين باندها را بر روی ژل ايجاد کرده بودند  واضح هاآن پليمراز

 (.1جدول )انتخاب و مورد استفاده قرار گرفت 

سازی اوليه در دمای يك چرخه واسرشت های دمايي شاملچرخه

رخه شامل چ 11گراد به مدت سه دقيقه،  درجه سانتي 95

ثانيه، مرحله  51گراد به مدت  درجه سانتي 99سازی در واسرشت

بسته )گراد  درجه سانتي 55-59اتصال آغازگرها به رشته الگو در 

ثانيه و مرحله گسترش  95به مدت ( به دمای ذوب آغازگرها

ثانيه و  95گراد به مدت  درجه سانتي 22رشته جديد در دمای 

گراد  درجه سانتي 22ايي در دمای سرانجام يك چرخه گسترش نه

بر  ای پليمراز واکنش زنجيرهمحصول . بودبه مدت چهار دقيقه 

های حاصله  ز شده و باندوردرصد الكتروف 1/1روی ژل آگاروز 

برای اطمينان از (. 1شكل )د شتصوير برداری  UVبه کمك اشعه 

تكرار پذير بودن باندهای حاصله، حداقل سه بار برای هر نمونه 

مانده سپس قسمت باقي. تكرار شد ای پليمراز واکنش زنجيره

برای ( زورلكتروفبعد از ا) ای پليمراز واکنش زنجيرهمحصول 

، مورد استفاده (Forward)طرفه، با آغازگر ابتدايي يابي يكتوالي

 به روشدست آمده هب یدينوکلئوتهای  توالي. قرار گرفت

ClustalW Multiple Alignment فاده از برنامهبا است (Hall 

1999)BioEdit  هگيری بازها، بشده و محل قرار 1سازیرديفهم-

های نوکلئوتيدی با استفاده  توالي. دقت مورد بازنگری قرار گرفت

                                                           
1
 Alignment 

 Maximum Likelihoodو  Maximum Parsimonyدو روش از 

مورد تجزيه تحليل  PAUP (Swofford 2002) افزارموجود در نرم

 .درخت فيلوژنتيكي ترسيم شدواقع شده و 

-که برای توالي ای پليمراز واکنش زنجيرهمحصول  52از مجموع 

برای انطباق  ،COIتوالي مربوط به قسمت  19يابي ارسال شد، 

 659های منطبق شده،  در توالي. مناسب و قابل استناد بودند

 هموقعيت ب 959موقعيت برای نوکلئوتيدها مشخص شد که 

 99و  1موقعيت غير اطلاع رسان 199، 2تصورت نقاط باثبا

خوبي هب ITS-1که منطقه در حالي. بودند 9موقعيت اطلاع رسان

يابي شد و بسياری از نقاط مبهم نيز با بررسي نمودارهای توالي

صورت البته تكرار بازهای مشابه، که به. ها مشخص شد توالي

ها را دشوار  يها تكرار شده بود، انطباق توال متناوب در اين توالي

 ITS-1 ،111موقعيت نوکلئوتيدها برای منطقه  519از . ساخت مي

موقعيت  11 غير اطلاع رسان وموقعيت  121موقعيت باثبات، 

 یها برای يافتن تفرق احتمالي بين جمعيت. بودنداطلاع رسان 

های حاصل از  يابيبر اساس تفرق بين تواليآوری شده جمع

ه شماربا  Zeuzera leuconotumونه يك توالي از گ COIمنطقه 

مورد استفاده قرار  5برون گروه عنوانبه JQ806092 دسترسي

و  Heuristic searchروش های ارتباطي به دو  درخت. گرفت

Linkages های منطبق شده از قسمت  برای تواليCOI ( و  2شكل

  .دشايجاد  (5و 9شكل ) ITS-1قسمت و ( 1

 

                                                           
2
 Constant 

3
 Uninformative 

4
 Informative 

5
 out group 
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به روش  PAUPافزار شده با استفاده از نرم ميترس يكيلوژنتيدرخت ف -2شكل 

های حاصله از  برای توالي Heuristic searchو ( تكرار 11111)بوت استرپ 

 COI قسمت

 

 
 و Branch lengthsروش دست آمده بههب يكيلوژنتيفدرخت  -1شكل 

Linkages های حاصله از قسمت برای توالي COI 

 

نشان از در  COIی مربوط به ناحيه ها نتيجه تجزيه و تحليل توالي

های منطقه گناباد، شاهرود، تبريز،  کنار هم قرار گرفتن جمعيت

دهنده داشته که نشان( از روی هر دو ميزبان)کرمان و کرج 

اگرچه تفرق بين . باشدميها  اختلافات جزئي بر اساس اين توالي

 خصوص برای استان مرکزی و شاهرود و تا حدودیهها ب جمعيت

شود، اما اين نتيجه ها ديده مي خراسان رضوی با ساير جمعيت

تواند حاصل تفرق درون فردی باشد تا تفرق واقعي بين مي

و   C. redtenbacheriتشابه ژنتيكي در دو گونه  اين نوع .جمعيتي

C. insularis  (ای بسيار به کرم خراط شبيه که به لحاظ تغذيه

های ژنتيكي کمتر از  تفاوتکه طوریهنيز مشاهد شده ب( هستند

ها نقش داشته تغييرات رفتاری و اکولوژيكي در تنوع و تفرق آن

 (.Vergara et al. 2012)است 

نيز  ITS-1های کرم خراط، برای منطقه  اختلاف کم بين جمعيت

های مناطق  که جمعيتطوریتری به چشم خورد بهبا وضوح بيش

خراسان، بسيار نزديك به  مختلف مانند کرج، شهريار، شاهرود و

استان خراسان )جمعيت سرايان  کههم قرار گرفتند، در حالي

هم مرز هستند،  که تقريباً( خراسان رضوی)و گناباد ( جنوبي

 (.5و  9شكل ) شدندبسيار دورتر از هم ديده 

 

 
روش به PAUPافزار شده با استفاده از نرم ميترس يكيلوژنتيدرخت ف -9شكل 

حاصله از  یهايتوال یبرا Heuristic search و( تكرار 11111)بوت استرپ 

  ITS1منطقه 

 

 
  و Branch lengthsروش دست آمده بههب يكيلوژنتيفدرخت  -5شكل 

Linkages های حاصله از قسمت برای توالي ITS1 

 

وجود يكي ديگر از مشكلات مشاهده شده در اين تحقيق 

بود که  ITSخصوص در منطقه خي بازها بههای متوالي از بر تكرار

اين . ساخت  ها را با چالش مواجه مي يابي و تجزيه و تحليلتوالي

 Spodopteraهای  چالش در بررسي تفرق ژنتيكي بين جمعيت

frugiperda در دو ايالت آرکانزاس و فلوريدا نيز گزارش شده-
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در  يتفرق کاف ،در بررسي ديگر(. Lewter et al. 2006)است 

ها  ميبر اساس آلوآنز Ostrinia nubilalis ی گونه یها تيجمع

بررسي در  مايزت نياما ا، (Thomas et al. 2003)ده اهده شمش

DNA نبوده است  ديو تائ يابيقابل رد ييايتوکندريم(Martel et 

al. 2003.) نتواسته تفرق بين  ييايتوکندريم يابيتواليطور همين

از جمله که  را نشان دهد، Aglais urticaeهای گونه  جمعيت

حدود )دلايل آن وجود تعداد زياد نوکلوتيدهای آدنين و تيمين 

 .Vandewoestijne et al)است ها ذکر شده در توالي( درصد 91

ه بين سال 2تا  5/1 با توجه به فاصلهنكته ديگر اين که، (. 2004

 اين یها تغيير ساختار ژنتيكي در جمعيت، ها در کرم خراطنسل

آفت نسبت به آفاتي که چندين نسل در سال دارند، کمتر محتمل 

 . رسد نظر ميبه

آوری شتده  هتای جمتع   دست آمده بين جمعيتت هبر اساس نتايج ب

تمايز ژنتيكتي قابتل    تلف مورد مطالعهخنقاط ماز  Z. pyrinaگونه 

 هتای آن  شود و تفرق ديده شده بين جمعيتمشاهده نمياستنادی 

ای و يا شتراي  اقليمتي    های ميزباني، تغذيهاصل تفاوتتواند حمي

 . حاکم در منطقه فعاليت اين آفت باشد
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