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شناسايی 30 جدايه قارچ Metarhizium با استفاده از توالی      

ناصر فرخی*1 ، مهسا جوكار2 ، مهديه پارسائیان3، علی درخشان شادمهری4، ابوالفضل 
مسعودی5 

چکیده

.Metarhizium spp قــارچ بیمارگری اســت كه در كنترل زيســتی طیف 
وســیعی از آفــت هــا نقــش دارد و بــر پايــه ويژگــی هــای تبارشــناختی 
و ملکولــی شناســايی مــی گــردد. توالــی هــای ITS و S8/5 ريبوزومــی، 
بــرای شناســايی گونــه ها و ســويه هــای 30 جدايــه ی جمع آوری شــده 
از خــاک هــای شــاهرود و شــمال ايــران بــه همــراه 10 توالــی از گونــه 
هــای شــناخته شــده بــرای رســم درخــت تبارشــناختی متارايزيــوم بــه 
كار بــرده شــدند. صفــات نــرخ رشــد، زهرآگینــی و تعــداد كنیــدی هــای 
تولیــدی جدايــه هــا روی محیــط كشــت PDA حــاوی قــارچ كــش هــای 
انتخابــی انــدازه گیــری شــدند. سوسپانســیون 108× 1 كنیدی/میلی لیتر 
ايــن جدايــه هــا جهــت تايیــد كنتــرل زيســتی آنهــا، روی حشــره ی كامل 
  Tribolium castaneum (Col, Tenebrionidae)ــز آرد ــک قرم سوس
تیمــار شــد. نتايــج نشــان داد كــه بالاتريــن میــزان نرخ رشــد بــه جدايه 
 SHU.J.11، SHU.J.35، SHU.J.22 ، SHU.J.33، SHU.J.27،هــای
ــر  ــه ب ــت. 10 جداي ــق داش SHU.J.24، SHU.J.02 و  SHU.J.29  تعل
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اســاس طبقــه بنــدی Yip، در ســطح A بــا قــدرت تهاجمــی بــالا علیــه 
آفــت میزبــان، قــرار گرفتنــد كــه در ايــن بیــن جدايــه ی  SHU.J.01 بــا 
میانگیــن تولیــد 107 × 8/025 كنیــدی، بــر طبــق گــروه بنــدی پتلامــول و 
پراسرتســان ، بــه عنــوان مهاجــم تريــن جدايــه جهــت كنتــرل زيســتی 
آفــت شناســايی شــد.  ضريــب همبســتگی معنــی دار )p < 0/01( صفات 
نیــز نشــان داد كــه جدايــه هــای دارای نــرخ رشــد ســريعتر، بــا تولیــد 
تعــداد كنیــدی بیشــتر، از قــدرت زهرآگینــی بیشــتری در آلــوده ســازی 
میزبــان برخوردارنــد و از نظــر كاربــردی مــی توانند در كنترل زيســتی 

آفــات، بطــور موفــق مــورد اســتفاده قــرار گیرنــد. 

تنــوع   Metarhizium، Tribolium castaneum، كلیــدی:  واژگان 
ــتی  ــرل زيس ــی ، كنت ژنتیک

مقدمه
قــارچ همــه جــازی (Metarhizium  )Ascomycota, Hypocreales بــا تــوان آلــوده ســازی بيش 
از 200 گونــه آفــت نقــش موثــری در مبــارزه زيســتی داشــته اســت. ايــن قــارچ نخســتين مرتبــه در ســال 
1883 توســط )Metchnikoff ( روســی بــه عنــوان بيمارگــر سوســک قهــوه ای گنــدم  معرفــی 
   M. anisopliae                       به Sorokin در همان ســال توســط .)Khan et al., 2012( شــد
ت    غييــر نــام داد )Entz, 2005(.در گذشــته از توصيــف گرهــا و کليدهای ريخت شناســی بــرای رده 
بنــدی اســتفاده مــی شــد ولــی بــا گــذر زمــان روشــن گرديــد کــه شناســايی گونــه هــای قارچــی منجمله 
انــواع بيمارگــر حشــرات منحصــر بــر ويژگــی هــای ريخــت شــناختی کــه تحــت تاثيــر محيــط هســتند 
ســخت و گاهــی غيرممکــن اســت )Neelapu et al., 2009; Tangthirasunun et al., 2010 (. در 
مقابــل اســتفاده از فنــون ملکولــی، درک صحيحــی از روابــط ژنتيکــی درون و بيــن گونــه ای را 
فراهــم مــی آورنــد )Tangthirasunun et al., 2010(. مطالعــه ی توالــی هــای DNA و مقايســه 
ی بيــن آنهــا مــی توانــد ديدگاهــی جديــد دربــاره ی تنــوع اشــکال جنســی و غيــر جنســی قــارچ 
ــا  ــان آنه ــناختی مي ــط تبارش ــازی رواب ــفاف س ــه ش ــم آورد و ب ــرات فراه ــر حش ــای بيمارگ ه
کمــک نمايــد (Sosa-Goemez et al., 2009(. هربــرت )2002( شناســايی موجودات را با اســتفاده از 
بارکدهــای ملکولــی پيشــنهاد نمــود. يکــی از روش های معمول شناســايی قارچ ها اســتفاده از تنــوع در توالی 
 .)White et al., 1990; Stockinger et al., 2010( اســت )ITS( فواصــل رونويســی شــده ی داخلــی
 )Driver et al., 2000(  بــه همــت درايــور و همــکاران Metarhizium در ارزيابــی تبارشــناختی

 Metchnikoff
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 M. anisopliae تعــداد 10 خوشــه در ايــن جنــس مشــخص شــد کــه ،ITS بــا اســتفاده از ناحيــه
 M. anisopliae، lepidiotae )Driver & Miner) J.F.Bisch., دربرگيرنــده ی چهــار گونــه 
Rehner & Humber، M. acridum )Driver & )Miner) J.F.Bisch., Rehner & Humber و

  M. guizhouenseدر طبقــه بنــدی جديدتــر گونــه هــای .)Bisch et al., 2009( بــودM. majus 

 ، M. anisopliae ، M. pingshaense ، M. acridum، M. majus ، M. lepidiotae . M.
globosum ، M. brunneum وM. robertsii  J.F. Bisch., S.A. Rehner & Humberدر ايــن 
جنــس معرفــی شــدند )Bischoff et al., 2009(. اشــنايدر و همــکاران )2011(  پــس از معرفــی 
 M. majus  )J.R.Johnst) J.F.Bisch., Rehner & Humber, M. guizhouens، گونــه هــای
 M. pingshaense، M. anisopliae، M. robertsiiو M. brunneum  در ايــن جنــس، گونــه 
ی  M. anisopliaeرا ترکيبــی از گونــه هــای ديگــر از منظــر تکاملــی دانســت بــر ايــن اســاس، 
دو گونــه ی            M. brunneum و M. anisopliae بــا داشــتن ارزش بــوت اســترپ پاييــن، 
 ITS برخــوردار بودنــد. تحليــل توالــی ITS از قرابــت کمــی در خوشــه بنــدی بــر اســاس توالــی
و S 5/8 بــرای شناســايی .SHU.J 25 جدايــه Metarhizium جمــع آوری شــده از حشــرات 
 anisopliae .M، album .M، ميزبــان و خــاک مناطــق مختلــف تايلنــد نشــان داد کــه جدايــه هــای
anisopliae var. anisopliae .M و  M. flavovirideبــه وضــوح از يکديگــر تفکيــک مــی شــوند 
و .SHU.J 25 جدايــه قارچــی بــه 4 گــروه اصلــی تفکيــک شــدند )Gams & Roszypal,1973(. بــا 
  M. anisopliae var. anisopliaeايــن حــال، ايــن مطالعــه نتوانســت تفــاوت ميــان جدايــه هــای
ــل  ــد )Tangthirasunun et al., 2010(.  تحلي و  M. anisopliae var. majusرا مشــخص نماي
ITS و ژن EF-1α در .SHU.J 145 جدايــه ی Metarhizium بدســت امــده از خــاک هــای ژاپــن، 

جدايــه هــا را در 2 گــروهM. flavoviride  var. pimphigi  و M. lepidiotae دســته بنــدی نمــود 
 Metarhizium ــه ــداد .SHU.J 82 جداي ــره، تع ــاک ک ــه خ )Nishi et al., 2011(. در 1080 نمون
 Young( شناســايی شــدند ITS بــر اســاس ناحيــه .Beauveria spp 125 جدايــه SHU.J. و .spp
ــه  ــه M. anisopliae و گون ــد ک ــان دادن ــکاران نش ــوآن و هم ــن ل Shin et al., 2013(. همچني

 .)Luan et al., 2013( مونوفيلتيــک نيســتند M. robertsii خواهــری آن يعنــی
  Tribolium castaneum                      , Herbst,1797; در کنترل آفات انباری M. anisopliae قارچ
  Batta, 2004 Batta and Abu Safieh, 2005; Khashaveh and Sakenin Chelav, 2013;

 Sitophylus orizae Kavallieratos et al.,( و   T. confusum )Jacquelin duVal,1863)

ــج  ــه نتاي ــر پاي ــود، ب ــن وج ــا اي ــت. ب ــده اس ــرده ش ــه کار ب ــگاهی ب ــرايط آزمايش 2006( در ش

کيســر )Keyser, 2010( بيمــاری زايــی آزمايشــگاهی ممکــن اســت مناســب تريــن نمايــه پتانســيل 
ــد از  ــر نباشــد )Roberts and St. Leger, 2004( و باي ــارچ هــای بيمارگ ــه ای ق ــت مزرع فعالي

Petch

)Herbst)
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ــه و ارزيابــی  ــر نــرخ رشــد و تعــداد کنيــدی توليــدی توســط يــک جداي ديگــر شــاخص هــا نظي
ــارچ هــای بيمارگــر  ــان ق ــرخ رشــد در مي ــز اســتفاده شــود. بررســی ن تاثيرعوامــل محيطــی ني
ــارچ  ــه ســاير ق ــه M. anisopliae نســبت ب ــکاران نشــان داد ک ــور و هم حشــرات توســط دراي
هــا، نــرخ رشــد ســريع تــری دارد )Darbro et al., 2011(. ابراهيــم و همــکاران نيــز بــا بررســی 
نــرخ رشــد جدايــه هــای M. anisopliae  در محيــط هــای کشــت مختلــف گــزارش نمودنــد کــه 
ســرعت رشــد ايــن جدايــه در محيــط  SDAنســبت بــه ســاير محيــط هــای کشــت ديگــر بيشــتر 
ــرات  ــا تعيي ــر ب ــف متناظ ــای مختل ــريع در دماه ــرخ رشــد س اســت )Ibrahim et al., 2011(. ن
دمايــی زيســت بــوم آفــت هــدف بايــد از گزينــه هــای انتخــاب بيــن جدايــه هــای مختلــف قــارچ 
زيســت مهارگــر باشــد )Keyser, 2010(. بررســی کيسرنشــان داد کــه دمــای بهينــه ی نرخ رشــد 
جدايــه هــای Metarhizium spp بيــن 30-25 درجــه ســانتی گــراد اســت. پتلامول و پراسرتســان 
)Petlamul and Prasertsan, 2012( اظهــار داشــتند کــه تعــداد کنيــدی توليــدی بــه نــوع جدايــه 
ی مــورد اســتفاده بســتگی دارد و جدايــه هــای B. bassiana از بيشــترين ميــزان کنيــدی توليــدی 
برخــوردار بودنــد همچنيــن، عــلاوه بــر نــوع جدايــه مــورد اســتفاده، ترکيــب محيــط کشــت، منبــع 
کربــن، غلظــت و نســبت کربــن بــه نيتــروژن نيــز بــر تعــداد کنيــدی توليــدی توســط جدايــه هــا 
تاثيرگــذار مــی باشــد. بــا توجــه بــه مــوارد مذکــور، هــدف ايــن مطالعــه، شناســايی گونــه هــای 
ــه از 7 اســتان کشــور، ار طريــق ترســيم درخــت  ــد منطق قارچــی جــدا شــده از خــاک هــای چن
تبارشــناختی بــر پايــه ی ارزيابــی تکثيــر توالــی ITS آنهــا اســت. همچنيــن بررســی تفــاوت هــای 
ميــان ايــن جدايــه هــا از نظــر خصوصياتــی چــون نــرخ رشــد و توليــد کنيــدی توســط زيســت 
ســنجی آزمايشــگاهی بــه منظــور انتخــاب جدايه-هايــی بــا تــوان زهرآگينــی بيشــتر عليــه ميزبــان 
هــدف )سوســک قرمــز آرد( از ديگــر اهــداف ايــن پژوهــش مــی باشــد. اطلاعــات حاصــل از ايــن 
پژوهــش مــی توانــد جهــت انتخــاب موثرتريــن جدايــه هــای قارچــی در کنتــرل زيســتی سوســک 

قرمــز آرد بطــور کاربــردی مــورد اســتفاده قــرار گيــرد.
مواد و روش ها

منطقه مورد مطالعه و نمونه گیری خاک
در ايــن پژوهــش، هفــت ناحيــه  )ناحيــه 1: شــهنما، ناحيــه 2: کلاتــه اســد، ميامــی، ابراهيــم آبــاد، 
ناحيــه 3: مرادآبــاد، ده مــلا، کلاتــه مــلا، مومــن آبــاد، حــداده، ناحيــه 4: مغــان، شــهرک ابــوذر، 
ناحيــه 5: جــاده شــاهرود/آزاد شــهر، جنــگل ابــر، روســتای ابــر، جنــگل قطــری، چهارطــاق پــرو، 
ــزج،  ــان، دي ــه 7: روي ــاش و ناحي ــه، فرحــزاد، مجــن، ت ــه 6: بســطام، اميري ــان، ناحي ــه نوخرق قلع
ــه  ــری انتخــاب شــد و از هــر ناحي ــه گي ــرای نمون شــهرک دانشــگاه( در شهرســتان شــاهرود ب
تعــداد 30 نمونــه خــاک گرفتــه شــد. نحــوه نمونــه گيــری بــه ايــن صــورت بــود کــه در فصــل 
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بهــار، از هــر بــاغ يــا مزرعــه دو نمونــه )يکــی از حاشــيه بــاغ يــا مزرعــه و ديگــری از مرکــز آن( 
جمــع آوری شــد و بــه ثبــت مختصــات جغرافيايــی اقــدام گرديــد. نمونــه بــرداری در فصــل بهــار، 
در مناطــق زراعــی و باغــی بــا رطوبــت مناســب انجــام پذيرفــت. بــرای هــر نمونــه در کنــار ريشــه 
گيــاه يــا درخــت گودالــی بــه عمــق 30 ســانتی متــر حفــر شــد و خــاک ايــن دو ناحيــه بــا يکديگــر 
ــاغ و  ــه شــد. مختصــات ب ــوط شــد و ســپس حجمــی معــادل 500 گــرم در پلاســتيک ريخت مخل
ــی  ــی و کاراي ــی در فراوان ــل مهم ــت عام ــد. رطوب ــت گردي ــر روی کيســه پلاســتيکی ثب ــه ب نمون
قــارچ هــای بيمارگــر حشــرات اســت )Zimmerman, 2007( در ادامــه، دامنــه ی نمونــه گيــری 
ــگل گلســتان )نهارخــوران(،  ــف شــمال کشــور، شــامل جن ــدا کــرد و از مناطــق مختل توســعه پي
شــهرهای بابــل، بابلســر، آمــل و رامســر در اســتان مازنــدران، منطقــه ســرولات )چابکســر( از 
اســتان گيــلان، پــارک جنگلــی چيتگــر در تهــران، روســتای حســن آبــاد اســتان هرمــزگان و البــرز 

)فرديــس کــرج( نيــز نمونــه ی خــاک جمــع آوری شــد.
جداسازی قارچ از خاک

ــت  ــورت گرف ــره ای1  ص ــه حش ــط روش طعم ــرات توس ــر حش ــای بيمارگ ــارچ ه ــازی ق جداس
)Zimmerman, 2007(. در ايــن روش، ميــزان 20 گــرم از هــر نمونــه خاکــی بــا الــک 1 ميلــی 
متــری غربــال و در پتــری ديــش هــای 90 ميلــی متــری ريختــه شــد )Meyling, 2007(. تعداد 10 
عــدد لارو گالريــا در ســنين 3 يــا 4 در هــر پتــری قــرار داده شــد پتــری هــا بــا پارافيلــم درزگيــری 

شــد و در دمــای  27 درجــه ســانتی گــراد بــه مــدت 17 روز در انکوباتــور قــرار داده شــدند.
جداسازی و خالص سازی جدايه ها

بــه علــت ســرعت رشــد کمتــر قــارچ هــای بيمارگــر حشــرات در مقابــل قــارچ هــای ســاپروفيتی 
نظيــر تريکودرمــا و آســپرژيلوس، محيــط کشــت(DOC2-PDA )Young Shin et al., 2010  بــا 
کمــی تغييــرات )0/5 گــرم ســيکلوهگزاميد )ســيگما، ســنت لوئيــس، آمريــکا(، 0/5 گــرم دوديــن  
ــس  ــد م ــرم کلري ــکا(، 0/3 گ ــس، آمري ــنت لوئي ــيگما، س ــکل )س ــرم کلرامفني ــد ، 0/2 گ 65 درص
ــتفاده  ــيديته 5/8 اس ــا اس ــکا( ب ــس، آمري ــنت لوئي ــيگما، س ــت )س ــتال ويول ــرم کريس و 0/02 گ
شــد. بــا جداســازی جدايــه هــا، از کلنــی هــای چنداســپوری، بــا اســتفاده از روش ســری رقّــت 
ــب  ــن ترتي ــد و بدي ــه ش ــپوری تهي ــک اس ــای ت ــی ه (Petlamul and Prasertsan, 2012(، کلن

.SHU.J 30 جدايــه خالــص بــه دســت آمــد.

محاسبه نرخ جداسازی
ــای  ــتان ه ــک از اس ــر ي ــاک و از ه ــه خ ــداد 30 نمون ــاهرود تع ــه ش ــت ناحي ــک از هف ــر ي از ه
گلســتان، گيــلان، مازنــدران، تهــران، هرمــزگان و البــرز تعــداد 10 نمونــه خــاک جمــع آوری شــد 
1-Galleria Bait Method (GBM)
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و بــرای هــر نمونــه خــاک تعــداد 10 لارو در پتــری ديــش قــرار داده شــد. بــرای محاســبه نــرخ 
جداســازی قــارچ Metarhizium در هــر منطقــه، تعــداد لارو آلــوده بــه قــارچ بــه تعــداد کل لارو 

.)Masoudi, 2013( هــر منطقــه تقســيم شــد
بررسی نرخ رشد جدايه ها

ــا قطــری  ــت پاســتور ب ــه توســط پيپ ــک اســپور هــر جداي ــک ت ــی هــای جــوان حاصــل از ي کلن
معــادل پنــج ميلــی متــر بــه پتــری ديــش حــاوی Lifechem)ADP ، ميلانــو، ايتاليــا( انتقــال و پــس 
از گذشــت 72 ســاعت قطــر کلنــی درحــال رشــد، بــه طــور روزانــه تــا 15 روز انــدازه گيــری شــد 
)Darbro et al., 2011(. ايــن آزمايــش در ســه تکــرار صــورت پذيرفــت. پــس از انــدازه گيــری 
 Yoder et( ميــزان رشــد هــر جدايــه، بــرای محاســبه نــرخ رشــد از رابطــه زيــر  اســتفاده شــد
al., 2009(. کــه در آن = R1 نــرخ رشــد نهايــی، = R0 نــرخ رشــد اوليــه،  = t1زمــان نهايــی و 

 = t0زمــان اوليــه بــود.

Kr = )R1-R0)/ )t1-t0)

آزمايش شمارش تعداد كنیدی
بــر پايــه مقالــه پتلامــول و پراسرتســان )Petlamul and Prasertsan, 2012( و اندکی تغييرات، 
پــس از گذشــت 15 روز، بــا اســتفاده از پيپــت پاســتور ســطح مشــخصی )قطــری معــادل 5 ميلــی 
متــر( از  ناحيــه ی ميانــی کلنــی از هــر تکــرار آزمايــش ســنجش نــرخ رشــد برداشــته شــد و در 
ميکروتيــوب حــاوی 1 ميلــی ليتــر محلــول 0/2 درصــد توئيــنMerck( 80، فرانکفــورت، آلمــان( 
ريختــه شــد پــس از 2 دقيقــه ورتکــس شــدن، ميــزان 0/01 ميلــی ليتــر بــر روی لام هموســيتومتر 
)Neubauer Improved Bright-Line، هامبــورگ، آلمــان( ريختــه و زيــر ميکروســکپ تعــداد 

اســپورها بــرای هــر جدايــه شــمارش شــد. ايــن آزمايــش در ســه تکــرار صــورت پذيرفــت.
حشرات

 ،Merck( %15 ــرين ــبوس، گليس ــی از آرد، س ــز آرد در مخلوط ــک قرم ــل سوس ــرات کام حش
ــای 27  ــر در دم ــانتی مت ــاد 15 × 20 × 20 س ــا ابع ــی ب ــل در ظروف ــان( و عس ــورت، آلم فرانکف
درجــه ســانتی گــراد انکوبــه شــدند. تخــم و لاروهــای حاصــل بــه ظــرف ديگــری انتقــال يافتــه و 

نســل 1F آنهــا مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد.
زنده مانی كنیدی ها

سوسپانســيون 108 × 1 )کنيدی/ميلــی ليتــر( از هــر جدايــه تهيــه و ميــزان 0/01 ميلــی ليتــر از ايــن 
سوسپانســيون  بــه محيــط کشــت SDA غنــی شــده بــا عصــاره مخمــر1  انتقــال يافــت. ســپس 
پتــری ديــش هــا درون انکوباتــور بــا دمــای 1 ± 27 درجــه ســانتی گــراد و رطوبــت نســبی %85 
1-Sabroud Dextrose Agar + Yeast Extract
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نگهــداری شــدند. پــس از گذشــت 24 ســاعت از انکوباســيون، بــه هــر پتــری ديــش تعــداد ســه 
قطــره رنــگ لاکتوفنــول کاتــن بلــو به-طــور تصادفــی بــرای تثبيــت و رنــگ آميــزی و جلوگيری از 
جوانــه زنــی بيشــتر اضافــه شــد. ايــن آزمايــش بــر مبنــای آزمايــش پتلامــول و پراسرتســان بــا 
اندکــی تغييــرات صــورت پذيرفــت )Petlamul and Prasertsan, 2012(. در محــل هــر قطــره 
ــی  ــده مان ــدرت زن ــمارش و ق ــوده1  ش ــدش نم ــپورهای تن ــن اس ــپورها و همچني ــداد کل اس تع
توســط فرمــول زيــر بــرای هــر جدايــه محاســبه شــد )Ble Kanga et al., 2003(. بــا توجــه بــه 
درصــد بــه دســت آمــده، جدايــه هــای بــا بالاتريــن ميــزان زنــده مانــی بــرای زهرآگينــی اســتفاده 

شــدند.

T. castaneum زهرآگینی جدايه ها علیه
در ايــن آزمايــش، بــرای محاســبه نــرخ مــرگ و ميــر آفــت انبــاری  T. castaneumتوســط جدايــه 
ــه  ــه تهي ــرای هــر جداي ــا غلظــت 108 × 1 ب ــدا سوسپانســيونی ب ــارچ Metarhizium  ابت هــای ق
شــد. بــرای بيمــاری زايــی هــر جدايــه ســه تکــرار در نظــر گرفتــه شــد و بــا تهيــه سوسپانســيون، 
ــپس  ــد و س ــرده ش ــرو ب ــيون ف ــه درون سوسپانس ــدت 30 ثاني ــه م ــل ب ــره کام ــداد 30 حش تع
ــتر  ــاس بيش ــور تم ــه منظ ــد. ب ــا ش ــی ره ــذ صاف ــتيکی دارای کاغ ــای پلاس ــش ه ــری دي در پت
اســپورهای قــارچ بــا حشــرات کامــل سوسپانســيون را بــر روی کاغــذ صافــی ريختــه و پتــری 
ديــش هــا  بــه مــدت 24 ســاعت درون انکوباتــور 30 درجــه ســانتی گــراد قــرار داده شــدند. در 
 )Abbott, 1925( صــورت مــرگ و ميــر حشــرات شــاهد، ميــزان مــرگ و ميــر  بــا فرمــول ابــوت
 Yip( تصحيــح گرديــد و جدايــه هــا از منظــر قــدرت زهرآگينــی بــر طبــق فرمــول يــپ و همــکاران

et al., 1992( طبقــه بنــدی شــدند.

Corrected mortality )%) = )Mobs - Mcontrol)/ )100 - Mcontrol) × 100

 Mobs =تعداد مرگ و مير مشاهده شده   Mcontro = تعداد مرگ و مير در شاهد %1 

بررسی های آماری 
تجزيــه واريانــس يــک طرفــه ی داده هــای حاصــل از هــر آزمايــش در قالب طــرح کامــلا تصادفی، 
بــا اســتفاده از نــرم افــزار SAS 9.1 انجــام گرفــت و مقايســه ميانگيــن داده هــا بــا آزمــون چنــد 
ــر اســاس آزمــون اندرســون- ــودن داده هــا ب ــه ای دانکــن انجــام شــد. ســنجش نرمــال ب دامن

دارلينــگ، توســط نــرم افــزار Minitab Inc. 2013(  16.2.4 Minitab( انجــام شــد. از ضريــب 
1-منظور اسپورهايی است که شروع به رشد نموده اند و لوله تندش آنها ظاهر شده است
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همبســتگی پيرســون کــه مناســب داده هــای نرمــال اســت بــرای بررســی رابطــه بيــن نــرخ رشــد، 
شــمارش اســپور و زهرآگينــی بــا پارامترهــای ريخــت شناســی اســتفاده شــد.

DNA استخراج
جدايــه هــای خالــص در 50 ميلــی ليتــر محيــط مايــع  YPD1  عصــاره مخمــر، 1% پپتــون، %2 
ــا بــر طبــق روش وايربــک و همــکاران کشــت شــد و بــرای  گلوکــز (Lifechem(، ميلانــو، ايتالي
 Wyrebek( مــدت 4-3 روز در انکوباتــور بــا دمــای 1 ± 30 درجــه ســانتی گــراد نگه داری شــدند
ــت و  ــال ياف ــوب انتق ــه ميکروتي ــه ب ــر نمون ــليوم ه ــرم از ميس ــدار 0/02 گ M et al., 2011(. مق

 CTAB  بــه روش DNA نمونــه هــا بــا کمــک کندانســور در ازت مايــع کوبيــده شــدند. اســتخراج
Tris- ،40 1 درصــد PVP ،2 درصــد CTABبــا تغييراتــی انجــام شــد. بافــر )Płaza et al., 2004)

SDS 2 1/4 مــولار( و NaCl 20 ميلــی مــولار و EDTA ،100 ميلــی مــولار HCl

کمبريــج،   ،RNase Bioscience و  آلمــان(  فرانکفــورت،   ،Merck( -β ، 1%مرکاپتواتانــول 

انگلســتاناضافه و ميکروتيــوب بــه مــدت 5 دقيقــه ورتکــس افقــی شــد. بــا اســتفاده از ترکيــب فنــل، 
کلروفــروم و ايزوآميــل الــکل )Merck( )1:24:25، فرانکفــورت، آلمــان و Bioscience، کمبريــج، 
انگلســتان( بــه مــدت 30 دقيقــه در حمــام آب 65 درجــه ســانتی گــراد قــرار داده شــد و بــه مــدت 
ــول  ــوب DNA از ايزوپروپان ــت رس ــد. جه ــانتريفيوژ  گردي ــا دور rpm 10000 س ــه ب 10 دقيق
ــه  ــای 20- درج ــاعت در دم ــد و 16 س ــتفاده ش ــتان( اس ــج، انگلس ــرد )Bioscience، کمبري س
ســانتی گــراد انکوبــه شــد. پــس از ســانتريفيوژ، رســوب ســفيد رنگــی در جــداره و انتهــای تيــوب 
 )rpm مشــاهده گرديــد. دو بــار شستشــو بــه ترتيــب بــا الــکل 96 و 70 درصــد و ســانتريفيوژ
12/000 بــه مــدت 10 دقيقــه( صــورت گرفــت. رســوب در هــوای آزاد خشــک شــد. بــه رســوب 

DNA، آب مقطــر اســتريل دوبــار تقطيــر اضافــه شــد.

 ITSواكنش زنجیره ای پلیمراز و تکثیر منطقه
بــرای تکثيــر توالــی ITS قــارچ از آغازگرهــای ITS1 و Bioneer( ITS4، داجــون، کــره جنوبــی( 
اســتفاده شــد )White et al., 1990(. دســتورالعمل PCR بــا 94 درجــه ســانتی گــراد: 5 دقيقــه 
آغــاز شــد و  35 چرخــه )94 درجــه ســانتی گــراد: 1 دقيقــه، 55 درجــه ســانتی گــراد: 1 دقيقــه، 72 
درجــه ســانتی گــراد: 1 دقيقــه( و گســترش نهايــی 72 درجــه ســانتی گــراد:  بــه مــدت10 دقيقــه 
ادامــه يافــت. کيفيــت ناحيــه تکثيــری ITS جدايــه هــا ی جنــس Metarhizium حاصــل از واکنــش 
ــج، انگلســتان( بررســی شــد  ــر روی ژل آگارز Bioscience( %1، کمبري ــراز ب ــره ای پليم زنجي
و بــر اســاس خــط کــش ژنــی )Bioscience، کمبريــج، انگلســتان( مشــخص شــد ايــن ناحيــه در 

1-Yeast Extract- Peptone- Glucose Broth

2-Sodium dodecyl  Sulfate (SDS)
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طولــی ميــان 600-500 جفــت بــاز قــرار دارد. توالــی هــای تکثيــری هــر جدايــه، بــا اســتفاده از 
کيــت(DNA Gel Extraction )Norgen, Sant Catrine, Canada  خالــص ســازی و بــرای 
  Bioneer و  Bioscience )Cambridge, England)خوانــش دو طرفــه توالــی بــه شــرکت

ارســال شــد.
توالی يابی و شناسايی گونه ها

     )http://www.mb.mahidol.ac.th /pub/Chromas/chromas.html) با اســتفاده از نرم افــزار
Chromas Lite v2.1 خوانــش توالــی هــا صــورت پذيرفــت. ســپس بــه منظــور تطبيــق خوانــش 

  Codon Code Aligner دو آغازگــر پيشــرو و معکــوس بــرای هــر جدايــه، از نــرم افــزار
ــه هــم   (.Codon Code Corporation, Dedham, MA(اســتفاده شــد و متوســط طــول منطق

پوشــان1 بــرای هــر 30 جدايــه معــادل 530 نوکلئوتيــد بــه دســت آمــد. منطقــه هــم پوشــان بــه 
ــرای  ــیNCBI )www.ncbi.nlm.nih.gov (  ب ــگاه ژن ــش  BLASTn 2 پاي ــده در بخ ــت آم دس
ترســيم درخــت تبارشــناختی  در کنــار توالــی هــای 30 جدايــه ايــران، توالــی هــای ITS مربــوط 
بــه 10 گونــه شــناخته شــده Metarhizium بــا اســتفاده از شــماره دسترســی آن هــا در مقــالات 
Schneider et al., 2011)، Destéfano )Destéfano et al., 2004)redienhcS(  نيــز بــه 

ــا شناســايی  ــه انجــام رســيد. ب ــی هــا ب ــن توال ــا اي ــرده شــدند)جداول 1 و 4( و مقايســه ب کار ب
گونــه هــای قارچــی جــدا شــده از خــاک، درخــت تبارشــناختی رســم شــد و تفــاوت هــای ميــان 
ــس از  ــت. درخــت تبارشــناختی، پ ــرار گرف ــورد بررســی ق ــی م ــا از منظــر تکامل ــه ه ــن جداي اي
تاييــد آزمــون نيکويــی بــرازش، بــا الگوريتــم بيشــينه ی پارســيمونی )پــس از رســم درخــت بــا 
ــا اســتفاده  ــوت اســترپ 1000 ب ــد( و ب ــج آورده نشــده ان ــم هــا )نتاي اســتفاده از ســاير الگوريت
از نــرم افــزار  Tamura et al., 2011( 5.2 MEGA( ترســيم گرديــد. بــوت اســترپ 10000 نيــز 
بطــور آزمايشــی در شــروع رســم درخــت مــورد آزمــون قــرار گرفــت و نتايــج اختلافــی بــا بــوت 
اســترپ 1000 نشــان ندادنــد از اينــرو در ادامــه از بــوت اســترپ 1000 بــرای تســريع در رســم 

درخــت تبارســنجی اســتفاده شــد.
همبستگی پراكنش جغرافیايی و تنوع ژنتیکی

بــرای محاســبه همبســتگی ميــان پراکنــش جغرافيايــی و تنــوع ژنتيکــی ناحيــه ITS جدايــه هــا از 
 6.5 )http://www.biology.anu.edu.au/GenAlEx/) )Peakall and  GenAlEx نــرم افــزار
 30 ITS اســتفاده شــد. ماتريــس تشــابه ژنتيکــی بــر پايــه ی توالــی منطقــه ی)Smouse, 2012 

ــه ی مختصــات  ــر پاي ــی ب ــه جغرافياي ــس فاصل ــد. ماتري ــه Metarhizium  محاســبه گردي جداي

1-Contig

2-Nucleotide  Basic Local Alignment Search Tool
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جغرافيايــی )طــول و عــرض جغرافيايــی( مــکان جمــع آوری نمونــه هــای خاکــی بــه دســت آمــد. 
 NTSYS 2.02e )http://www.exetersoftware.com/ماتريــس هــای حاصلــه بــه نــرم افــزار

cat/ntsyspc/ntsyspc.html) )Rohlf, 1997( وارد شــدند تــا ضريــب کوفنتيــک دو ماتريــس 

بــا اســتفاده از آزمــون منتــل محاســبه گــردد. 
نتايج

نرخ جداسازی قارچ ها
پراکنــش قــارچ Metarhizium صــرف نظــر از نــوع گونــه، در نمونــه هــای خــاک هفــت ناحيــه 
شــاهرود و نمونــه هــای ديگــر اســتان هــا يکســان نيســت و بــه شــرايط محيطــی نقــاط مختلــف 
جغرافيايــی بســتگی دارد. در ميــان نواحــی شــاهرود، بيشــترين ميــزان جداســازی قــارچ، ناحيــه 
شــهنما بــا آلــوده ســازی 70 لارو از ميــان 300 لارو مــورد اســتفاده )يعنــی 23/3%( و کمتريــن 
ميــزان جداســازی، منطقــه شــهرک ابــوذر- مغــان )يعنــی 2%( بــود. از بيــن نمونــه خــاک هــای 
ــرخ  ــا ن ــتان ب ــران( گلس ــرز و ته ــزگان، الب ــلان، هرم ــتان، گي ــدران، گلس ــر )مازن ــتان ديگ 6 اس
جداســازی 2% کمتريــن و گيــلان بــا نــرخ جداســازی 20% بيشــترين ميــزان جداســازی قــارچ را 

بــه خــود اختصــاص داده انــد.
ارزيابی نرخ رشد

جدايــه هــای Metarhizium جمــع آوری شــده از اقليــم هــای مــورد مطالعــه تفــاوت بســيار معنــی 
داری )P> 0/01( از نظــر نــرخ رشــد نشــان دادنــد )جــدول 1(. نتايــج مقايســه ی ميانگيــن جدايــه هــای 
 SHU.J.11 در جــدول 2 آورده شــده اســت. بــر ايــن اســاس، جدايــهMetarhizium spp.

)شــهنما( بــا ميانگيــن 24/179 ميلــی متــر/ روز و پــس از آن جدايــه هــای SHU.J.22 )ســرولات( 
و SHU.J.33)شــهنما(، SHU.J.27 )فرديــس(،  SHU.J.24 )نهارخــوران(،   SHU.J.02)رويــان( 
ــا برخــوردار  ــه ه ــه ســاير جداي ــرخ رشــد نســبت ب ــزان ن ــن مي و SHU.J.29)شــهنما( از بالاتري

بودنــد.
ارزيابی شمارش تعداد كنیدی

ــاوت  ــرار، تف ــه  .Metarhizium spp در 3 تک ــده ی 30 جداي ــمارش ش ــای ش ــدی ه ــداد کني تع
بســيار معنــی داری )در ســطح 1 درصــد( داشــتند. نتايــج مقايســه ی ميانگيــن ايــن صفــت نشــان 
ــترين  ــپور107 × 8/025 از بيش ــد اس ــن تولي ــا ميانگي ــد( ب ــه اس ــه SHU.J.01 )کلات ــه جداي داد ک
  SHU.J.15،)شــهنما( SU.J.17ميــزان توليــد کنيــدی برخــوردار بــود. در حالــی کــه جدايــه هــای
ــن  ــان( کمتري ــگاه( و  SHU.J.08)روي ــهرک دانش ــهنما(، SHU.J.25 )ش ــهنما(، SHU.J.31 )ش )ش
ميــزان کنيــدی را توليــد کردنــد. عــلاوه بــر ايــن نتايــج، جدايــه ی  SHU.J. 01 برپايــه ی تقســيم 
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ــه از  ــن جداي ــز برتري ــول و پراسرتســان )Petlamul and Prasertsan, 2012(، ني ــدی پتلام بن
نظــر توليــد کنيــدی شــناخته شــد.

زنده مانی كنیدی
قــدرت زنــده مانــی کنيــدی يکــی از عواملــی اســت کــه بــر پتانســيل بيمــاری زايــی جدايــه هــا 
تاثيرگــذار اســت. از ايــن رو لازم اســت قبــل از بررســی زهرآگينــی جدايــه هــا، زيســت پذيــری و 
قــدرت جوانــه زنــی آنهــا تعييــن شــود. نتايــج ايــن آزمايــش حاکــی از آن بــود کــه تمامــی جدايــه 
هــای  .Metarhizium sppاز قــدرت زنــده مانــی بيــش از 89 درصــدی برخــوردار بودنــد. لازم 
بــه ذکــر اســت کــه تمامــی جدايــه هــا در شــرايط يکســان )درون انکوباتــور بــا دمــای 1 ± 27 
درجــه ســانتی گــراد و رطوبــت نســبی 85%( و ســن يکســان )24 ســاعت پــس از انکوباســيون( 

نگهــداری شــده بودنــد.
ارزيابی زهرآگینی

تجزيــه واريانــس نتايــج زيســت ســنجی نشــان داد کــه تــوان زهــر آگينــی جدايــه هــای مختلــف 
بــر سوســک قرمــز آرد بســيار متفــاوت )P > 0/01( بــود )جــدول 1(. بــر اســاس نتايــج مقايســه 
  SHU. J. 35،)ســرولات( SHU. J. 22 بيشــترين زهرآگينــی بــه جدايــه هــای )ميانگيــن )جــدول 2
  SHU. J.10،)شــهنما( SHU. J.33  ،)رويــان(SHU. J.02  ،)شــهنما( SHU. J.29 ،)جنــگل ابــر(
ــور  ــه ط ــه ب ــت ک ــق داش ــهنما( تعل ــوذر(  و SHU. J.12 )ش ــهرک اب ــهنما(، SHU. J.04 )ش )ش
 SHU. J. 08، SHU. J. 26، مشــترک در گــروه برتــر آمــاری قــرار گرفتنــد. در حاليکــه جدايــه هــای
SHU. J.14، SHU. J.15، SHU. J. 25، SHU. J. 31، SHU. J. 30 و SHU. J. 09 از کمتريــن ميــزان 

زهرآگينــی برخــوردار بودنــد. مطالعــه ی مــا گويــای حساســيت بــالای سوســک قرمــز آرد بــه 
قــارچ مذکــور مــی باشــد. بــا ايــن حــال آزمايــش هــای بيشــتری نظيــر LC50 ،LT50 بــرای غربــال 
گــری جدايــه هايــی بــا تــوان زهرآگينــی بيشــتر بــرای کنتــرل آفــات انبــاری لازم اســت.  يــپ و 
 M. anisopliae ــای ــه ه ــر جداي ــرگ و مي ــزان م ــی مي ــا بررس ــکاران )Yip et al., 1992( ب هم
 Adoryphorus coulonii                                                          (Col, بــر روی حشــره
 (Scarabaeidae بــه تقســيم بنــدی جدايــه هــا بــر پايــه ی ميــزان ايجــاد مــرگ و ميــر پرداختنــد 
و بــر ايــن اســاس جدايــه هــا را در ســه ســطح شــامل ســطح  Aبــا تــوان زهرآگينــی %68-100، 
ــش  ــد. در پژوه ــدی نمودن ــوان 33-0% گروهبن ــا ت ــطح C ب ــوان 67-34% و س ــا ت ــطح B ب س
ــوان  ــر ت ــا از منظ ــه ه ــدی جداي ــطح بن ــه س ــده ب ــف ش ــطوح تعري ــن س ــب همي ــر، برحس حاض
ــد  ــرار گرفتن ــه در ســطح A ق ــه، 10 جداي ــب ک ــن ترتي ــه شــد )جــدول 2(. بدي ــی پرداخت زهرآگين
ــا در  ــه ه ــی برخــوردار هســتند. 50% جداي ــی بالاي ــوان زهرآگين ــا از ت ــه ه ــی 33/3% جداي يعن

ســطح B )متوســط( و 16/7% جدايــه هــا در ســطح C )کــم( قــرار گرفتنــد.

Adoryphorus coulonii )Burmeister)
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ــوان  ــپور و ت ــمارش اس ــد، ش ــرخ رش ــناختی، ن ــت ش ــای ريخ ــان پارامتره ــتگی می همبس
ــی زهرآگین

محاســبه ی ضريــب همبســتگی پيرســون بيــن پارامتر هــای انــدازه گيــری شــده نشــان داد ايــن 
ــا يکديگــر دارنــد )جــدول 3(. بــدان  پارامترهــا روابــط همســو و بســيار معنــی داری )p>۰/۰۱( ب
ــود.  ــه، تعــداد کنيــدی توليــدی آن بيشــتر خواهــد ب ــا افزايــش نــرخ رشــد يــک جداي ــا کــه ب معن
همچنيــن، نظريــه همبســتگی مثبــت ومعنــی دار دو شــاخص نــرخ رشــد وتعــداد کنيــدی بــا قــدرت 
زهرآگينــی،  هرچــه نــرخ رشــد و تعــداد کنيــدی جدايــه ای بيشــتر باشــد، قــدرت زهرآگينــی آن 

جدايــه بيشــتر و در آلــوده ســازی ميزبــان موفــق تــر عمــل مــی نمايــد نيــز مشــاهده گرديــد. 
روابط تبارشناختی

ــا 1000 تکــرار  ــوت اســترپ ب ــه روش بيشــينه پارســيمونی و ب بررســی درخــت رســم شــده ب
 ،STI ــانگر ــد. نش ــرار گرفتن ــه ق ــای Metarhizium در 20 خوش ــه ه ــان داد، جداي ــکل 1( نش )ش
تنــوع ژنتيکــی بالايــی را در جدايــه هــای شــاهرود و ديگــر مناطــق نمونه-گيــری شــده نشــان داد. 
گويــای ايــن امــر قرارگيــری جدايــه هــا در 21 خوشــه در درخــت تبارشناســی رســم شــده اســت 
)شــکل1(. بــه نظــر مــی رســد جدايــه هــای شــاهرود پلــی فيلتيــک باشــند و منطقــه STI توانســته 
اســت گونــه هــای جديــدی را در کنــار گونــه هــای شــناخته شــده جهانــی شناســايی نمايــد و 5 
  M. anisopliae، M. velutinum، M. guizhouense، M. robertsii، M. brunneumگونــه
 M. ،)از اقليــم زراعــی شــاهرود )شــهنما M. velutinum .نمايندگانــی در اقليــم شــاهرود دارنــد
ــهنما( و  ــاهرود )ش ــی ش ــی و باغ ــم زراع ــرولات( و اقلي ــلان )س ــی گي ــم جنگل robertsii از اقلي
ــم  ــا اقلي M. guizhouense  از مناطــق زراعــی و باغــی شــاهرود، M. anisopliae از مناطــق ب
متفــاوت )بــاغ، جنــگل و زراعــی( و M. brunneum در مناطــق باغــی شــاهرود و ديگــر جدايــه 
ــده  ــدا ش ــی ج ــق جنگل ــات و مناط ــزارع و باغ ــراف از م ــای اط ــتان ه ــاهرود و شهرس ــای ش ه
انــد کــه ايــن حاکــی از پراکنــش جغرافيايــی قــارچ بيمارگــر حشــرات Metarhizium و ســهولت 
اســتقرار آن در اقليــم هــای مختلــف اســت.  در خوشــه هــای 5، 6، 11، 12، 13، 14، 15، 16، 17، 
18، 19 و 20 جدايــه هــای اقليــم اســتان ســمنان و ديگــر اســتان هــای نمونــه گيــری شــده قــرار 
ــک درخــت  ــد. در ي ــرای Metarhizium ندارن ــه گــزارش شــده ب ــی از 12 گون ــه همتاي ــه ک گرفت
ترســيم شــده، جدايــه هــا، گــروه هــای تاکســونی فعــال هســتند و از نظــر تکاملــی جدايــه هــای 
اقليــم شــاهرود گونــه هــای جديدتــری نســبت بــه 12 گونــه شناســايی شــده هســتند و احتمــال 
گونــه زايــی1  در مــورد جدايــه هــای اقليــم شــاهرود وجــود دارد. قرارگيــری جدايــه هــای اقليــم 
شــاهرود و شهرســتان هــای اطــراف در 17 خوشــه نشــان از تنــوع فيلوژنــی بــالای ايــن جدايــه 
1-Speciation
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هــا اســت. احتمــال داده مــی شــود کــه جدايــه هــای بدســت آمــده از ايــران، گونــه هــای جديــدی 
ــا اســتفاده از ديگــر توالــی  هســتند کــه شناســايی دقيــق آنهــا نيازمنــد بررســی هــای بيشــتر ب

هــای ژنــی نظيــر  EF-1αو -β توبوليــن مــی باشــد.
همبستگی میان تنوع جغرافیايی و تنوع ژنتیکی

نتايــج همبســتگی تنــوع جغرافيايــی و ژنتيکــی بــر پايــه ی ضريــب همبســتگی کوفنتيــک، نشــان 
داد کــه ميــان ايــن دو پارامتــر همبســتگی معنــی داری وجــود نــدارد )r = ۰/14( اگرچــه بررســی 
ارتبــاط بيــن پراکنــش جغرافيايــی جدايــه هــای مختلــف Beauveria بــا تنــوع موجــود در منطقــه

ITS توســط قيــکاس و همــکاران )Ghikas et al., 2010( انجــام شــد و نتايــج نيــز حاکــی از عــدم 

وجــود همبســتگی بيــن محــل جمــع آوری و تنــوع موجــود در منطقــه ی ITS بــود، لازم بــه ذکــر 
اســت ايــن آزمــون تاکنــون درمــورد تعييــن ارتبــاط پراکنــش جغرافيايــی قــارچ بيمارگــر حشــرات 

Metarhizium بــا تنــوع ژنتيــک موجــود در منطقــه ITS اســتفاده نشــده اســت.
بحث

 Metarhizium spp. بــا اســتفاده از روش طعمــه حشــره ای گالريــا، تعــداد 30 جدايــه ی قــارچ
ــن،  ــاوی دودي ــی ح ــت انتخاب ــط کش ــون، در محي ــق گوناگ ــاک مناط ــه ی خ ــان 240 نمون از مي
 Beauveria، ســيکلوهگزاميد، کريســتال ويولــت و کلريــد مــس در کنــار ديگــر قــارچ هايــی ماننــد
قــارچ  جداســازی  نــرخ  گرديــد.  جداســازی   Trichoderma و   Nectria، Phytophthora
Metarhizium در اقليــم هــای مــورد مطالعــه 12/5درصــد بــود کــه ميــزان بســيار کمــی اســت. 
  )Sevim et al., 2010)،  Sanchez-Pena)Sánchez-Peña et al., 2011)ــکاران ــويم و هم س
نيــز ميــزان جداســازی Metarhizium را در خــاک زيســت بــوم هــای مختلــف انــدک گــزارش 
نمودنــد. مســعودی )Masoudi, 2013( در بررســی نــرخ جداســازی قــارچ Beauveria در 
بــاغ هــای مرکبــات، گــزارش نمــود کــه در شــرايط بــه نســبت مشــابه از نظــر دمــا و رطوبــت، 
قــارچ Beauveria فــراون تريــن جنــس در ميــان قــارچ هــای بيمارگــر حشــرات اســت و از نــرخ 
جداســازی بيشــتری نســبت بــه Metarhizium برخــوردار اســت ايــن نتيجــه بــا نتايــج حاصــل 
 Bridge M( بريــج و همــکاران ،)Tuininga et al., 2009( از پژوهــش هــای توينينــگا و همــکاران
et al., 1993(، ميلينــگ و الينبــرگ )Meyling and Elinberg, 2006( و نتايــج حاصــل از ايــن 

تحقيــق نيــز هــم خوانــی دارد. بــر پايــه ی جــدول تعــداد لاروهــای آلــوده و درصــد جداســازی 
قــارچ مــی تــوان اظهــار داشــت کــه فراوانــی قــارچ بيمارگــر حشــرات Metarhizium در خــاک 
هــای زراعــی بيشــتر از مناطــق جنگلــی اســت. يافتــه هــای پژوهــش حاضــر در خصــوص فراوانی 
 Sánchez-Peña et( ــای ســانچز-پنا ــج پژوهــش ه ــا نتاي ــارچ Metarhizium ب ــی ق و پراکندگ
ــش  ــکاران )Sevim et al., 2010( پراکن ــه ســويم و هم ــی ک ــت داشــت. درحال al., 2011( مطابق
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Metarhizium را در خــاک هــای زراعــی انــدک و در جنــگل هــای فنــدق زيــاد گــزارش نمودنــد. 
از ســوی ديگــر، برحســب درصــد جداســازی قــارچ و مشــخصات جدايــه هــای بــه دســت آمــده 
مشــاهده شــد ايــن قــارچ احتمــالا در مناطقــی با رطوبــت بيشــتر از پراکندگــی بيشــتری برخوردار 
اســت. نظــر بــه اينکــه رطوبــت عامــل مهمــی در فراوانــی و کارايــی قــارچ هــای بيمارگــر حشــرات 
ــق داشــت کــه  ــه ی شــهنما تعل ــه منطق ــه ب ــه دســت آمــده، 15 جداي ــه ب ــان 30 جداي اســت از مي
بــه علــت ســبزی کاری از رطوبــت بيشــتری نســبت بــه ســاير مناطــق نمونــه گيــری برخــوردار 
بــود و بنابرايــن، تعــداد جدايــه هــای بيشــتری از آنجــا جــدا شــد درحالــی کــه نــرخ جداســازی 
از مناطــق کلاتــه اســد- ابراهيــم آبــاد- ميامــی- جــو دانــه و ده مــلّا- کلاتــه مــلّا- مــراد آبــاد- 

حــدّاده- مومــن آبــاد بــه علــت رطوبــت پاييــن خــاک محــدود بــه تنهــا يــک جدايــه شــد.
فاکتورهــای زهرآگينــی، توليــد اســپور و رشــد قــارچ هــای بيمارگر حشــرات، تحــت تاثيــر فاکتور 
 M. anisopliae و B. bassiana مهــم دمــا هســتند. ايــن تاثيــر در بســياری از قــارچ هــا ماننــد
ــف  ــا طي ــه ب ــورت گرفت ــات ص ــت )Tefera and Pringle, 2003(. مطالع ــيده اس ــات رس ــه اثب ب
دمايــی متفــاوت )از 30-15 درجــه ســانتی گــراد( در ارزيابــی توليــد اســپور و نــرخ رشــد، حاکــی 
از مناســب بــودن طيــف دمايــی 27- 25 درجــه ســانتی گــراد مــی باشــد)Ekesi et al., 1999(. در 
ــدی در دمــای 1 ± 27 درجــه ســانتی  ــرخ رشــد و تعــداد کني ــی ن ــز، ارزياب پژوهــش حاضــر ني
گــراد صــورت پذيرفــت و بــه خوبــی توانســت تفــاوت ميــان جدايــه هــا را از منظــر نــرخ رشــد 
ــر  ــا يکديگ ــا ب ــه ه ــن اســاس، ســرعت رشــد جداي ــر اي ــدی نشــان دهــد. ب ــدی تولي ــداد کني و تع
متفــاوت بــود و در طيفــی معــادل 24/1 – 9/2 ميلــی متــر/ روز قــرار داشــت. نتايــج بــه دســت 
 ،)Ekesi et al., 1999( آمــده از ايــن تحقيــق بــا نتايــج حاصــل از آزمايشــات اکســی و همــکاران
ــکاران )Safavi et al., 2007( و  ــوی و هم ــکاران )Darbro et al., 2011(، صف ــورو و هم دارب
پتلامــول و پراسرتســان )Petlamul and Prasertsan, 2012( مطابقــت داشــت.  وارلا و مورالز 
)Varela and Morales, 1996( نــرخ رشــد ســريع را مزيتــی مهــم در کنتــرل زيســتی دانســتند 
و علــت آن را کاهــش زمــان لازم بــرای توليــد انبــوه کنيــدی، اســتراتژی رقابتــی قــارچ در طــی چرخــه 
زندگــی ســاپروفيتی در برابــر ميکروارگانيســم هــای ديگــر و تســريع کنترل آفــت به علت آلودگی ســريع 
 Petlamul( ميزبــان برشــمردند. ارزيابــی شــمارش تعداد کنيــدی با آزمايشــات پتلامــول و پراسرتســان
and Prasertsan, 2012(، صفــوی و همــکاران )Safavi et al., 2007( همســويی داشــت و بــر 

پايــه ی تفســيم بنــدی پتلامــول و پراسرتســان )Petlamul and Prasertsan, 2012( جدايــه ی 
SHU.J.01 بــا توليــد بيشــترين تعــداد کنيــدی، نســبت بــه بقيــه ی جدايــه هــا برتــر بــود.

مطالعــه ی زيســت ســنجی بــه منظــور تعييــن زهرآگينــی قــارچ هــای بيمارگــر حشــرات و غربــال 



8S-ITS 2/5 - ITS1 استفاده از توالی Metarhizium شناسایی 30 جدایه قارچ ناصر فرخی و همکاران 242

گــری جدايــه هــای بيمــاری زا بــه عنــوان عوامــل کنتــرل بيولوژيــک ضــروری اســت. زهرآگينــی عامــل 
 .)Nguyen et al., 2007( مهمــی بــرای انتخاب ســويه هــای قارچی کانديــدا در کنتــرل حشــرات اســت
آزمايــش زيســت ســنجی جدايــه هــای مــورد مطالعــه عليــه سوســک قرمــز آرد بــا غلظتــی معــادل 
108 × 1 انجــام شــد و جدايــه هــای مختلــف، تــوان زهرآگينــی متفاوتــی را بــر روی حشــرات کامــل 

T. castaneum نشــان دادنــد. نتايــج بتــا و ابوصفيــح )Batta and Abu Safieh, 2005(، خشــاوه  
)Khashaveh and Sakenin Chelav, 2013(، ميکالاکــی  و همــکاران  و ســاکنين شــالاو 
)Michalaki et al., 2006( و نانــگ  و همــکاران )Nong et al., 2011( نيــز تــوان زهر-آگينــی 

متفاوتــی را در جدايــه هــای پژوهــش هــای خــود گــزارش نمودنــد.
ســاموئل و همــکاران )Samuels et al., 1989( در بررســی ارتبــاط ميــان جوانه زنی، نرخ رشــد، 
  M. anisopliaeتوليــد اســپور، توليــد آنزيــم هــای بــرون ســلولی1  بــا زهرآگينــی 24 جدايــه ی
عليــه (Stål,1854) Nilaparvata lugens )Arthropoda,Hemiptera( را گــزارش کردنــد. بــا 
اســتفاده از جدايــه هــای  Metarhizium اظهــار داشــتند کــه جدايــه هــای بــا ســرعت جوانــه زنــی 
ــا عنايــت بــه وجــود همبســتگی مثبــت و  ــاد، از نــرخ رشــد ســريعی برخوردارنــد همچنيــن ب زي
معنــی دار بيــن دو شــاخص درصــد جوانــه زنــی اســپورها و ميــزان مــرگ وميــر آفــت ميزبــان، 
آنهــا نتيجــه گرفتنــد کــه هرچــه جدايــه ای ســريعتر جوانــه زنــی نمايــد توانايــی آن در آلودگــی 
ــای  ــه ه ــج بررســی همبســتگی جداي ــت بيشــتر اســت )Keyser, 2010(. نتاي ــر آف ــرگ و مي و م
Metarhizium در تحقيــق حاضــر نيــز مبيــن وجــود روابــط مثبــت و معنــی دار بيــن شــاخص 
هــای ارزيابــی شــده بــود بــه طــوری کــه جدايــه هــای دارای نــرخ رشــد ســريعتر و توليــد کنيــدی 

بيشــتر قــدرت زهرآگينــی بيشــتری در آلــوده ســازی ميزبــان نشــان دادنــد.
  )Curran et al., 1994)بررســی هــای تبــار شــناختی پيشــين ماننــد آنچــه کــوران و همــکاران
 Metarhizium 5 بــرای درک روابــط تکاملــی درون جنــس/s8 و ژن ITS بــا اســتفاده  از ناحيــه
انجــام دادنــد و تحليــل پارســيمونی2  و آزمــون احتمــال دنبالــه3  نشــان داد کــه ايــن جنــس تــک 
)Sung, 2007)ســانگ ،)Driver et al., 2000( نيايــی اســت. پژوهــش هــای درايــور و همــکاران

 Metarhizium نيــز اثبــات نمــود کــه )Spatafora et al., 2007) و اســپتوفورا و همــکاران
ــام  ــدی تم ــا گروهبن ــکاران (Pantou et al., 2003( ب ــوآ و هم ــت. پانت ــی اس ــک نياي ــی ت جنس
جدايــه هــای M. anisopliae var. anisopliae در يــک خوشــه، ايــن گونــه را تــک نيايــی دانســت 
 51 ITS ــی ــی توال ــز فيلوژنتيک ــی آنالي ــا بررس ــکاران(Luan et al., 2013(  ب ــوآآن و هم ــا ل ام
ــه ی خواهــری  ــه ی M. anisopliae و گون ــه گون ــد ک ــان نمودن ــه .Metarhizium spp بي جداي
1-Extracellular Enzyme

2*Parsimony Analysis

3-Tail Probability (T-PTP) Test
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آن M. robertsiiتــک نيايــی نيســتند. بررســی حاضــر نيــز نشــان داد کــه جدايــه هــای شــاهرود 
پلــی فيلتيــک هســتند و بررســی تنــوع منطقــه ی ITS، گونــه هــای جديــدی را در کنــار گونــه هــای 
شــناخته شــده ی جهانــی جــای داد. همچنيــن، چنانچــه ميــزان نمونــه بــرداری )از نظــر فاصلــه 
و دفعــات( دراقليــم شــاهرود و شهرســتان هــای اطــراف افزايــش يابــد ايــن احتمــال وجــود دارد 
کــه تعــداد گونــه هــای جديــد حــاوی زيــر گونــه هــای متنــوع بيــش از ايــن نيــز باشــد. همچنيــن 
ضــرورت دارد تــا ايــن يافتــه هــا بــا نشــانگرهای ملکولــی ديگــر و همچنيــن مطالعــات ســلولی و 

ميکروســکوپی آتــی مــورد تائيــد و بررســی قــرار گيرنــد.
بســياری از محققــان M. anisopliae را فــراوان تريــن گونه ی شناســايی شــده Metarhizium در 
بيــن قــارچ هــای بيمارگــر حشــرات برمــی شــمرند ) ;Bischoff et al., 2009 Yip et al., 1992( با 
ايــن وجــود، در مناطــق مــورد مطالعــه در ايــن پژوهــش صرفــا 0/4 درصــد از جدايــه هــا )يعنــی 
جدايــه هــای SHU. J. 01، SHU. J. 28 و SHU. J. 35( متعلــق بــه ايــن گونــه بودنــد.  تجزيــه ی 
خوشــه ای جدايــه هــا بــر پايــه ی محــل جمــع آوری نشــان داد کــه جدايــه هــای  SHU. J. 22از 
ســرولات )گيــلان(، SHU. J. 12 و  SHU. J. 29از شــهنما )شــاهرود( در کنــار،M. robertsii  در 
خوشــه 1 گروهبنــدی شــدند. در خوشــه ی 2 جدايــه هــای  SHU. J. 26و SHU. J. 30 از شــهنما 
ــه ی M. velutinum لهســتان جــای  ــار گون ــا قرابــت 81 درصــد در کن ــان ب و SHU. J. 09 روي
گرفتنــد. در خوشــه ی 3 جدايــه هــای SHU. J. 19، SHU. J.31 از شــهنما و SHU. J. 06 بســطام 
ــر  ــگل اب ــای جن ــه ه ــی از جداي ــد. نمايندگان ــار M. guizhouense جــای گرفتن )شــاهرود( در کن
و شــهنما در خوشــه 4 در کنــار M. anisopliae قــرار گرفتــه انــد و برپايــه ی قرابــت 3 گونــه 
 SHU. J. 35، SHU. J. 01و  SHU. J. 28بــا عنــوان M. anisopliae بــه عنــوان گونــه هــای 

ــدران( و  ــر )مازن ــای SHU. J. 34 از رامس ــه ه ــه ی 5 جداي ــدند. در خوش ــايی ش ــابه شناس مش
 SHU. J. 27 از شــهنما در کنــار هــم بــا قرابــت 85 درصــدی قــرار گرفتنــد. جدايــه ی SHU. J. 15

بــه تنهايــی در خوشــه ی 6 جــای گرفــت و قرابتــی بيــن آن و ديگــر گونــه هــا مشــاهده نشــد. در 
خوشــه هــای 7 و 9 دو نماينــده ی شــناخته شــده ی جهانــی قــرار گرفتنــد و معادلــی از جدايــه 
هــای ايــران نداشــتند. در خوشــه 8 جدايــه SHU. J. 02 رويــان )شــاهرود( بــا قرابــت 88 درصــد 
  M. lepidiotae،ــه ی ــه گون ــه ی 10، س ــد. در خوش ــايی گردي ــام M. brunneum شناس ــا ن ب
 M. acridumو M. globosum قرابتــی بــا جدايــه هــای ايــران نشــان ندادنــد. در 8 خوشــه ی 

بعــدی تنهــا جدايــه هــای ايــران قــرار دارنــد و بــا توجــه بــه عــدم قرابــت بــا نماينــدگان گونــه 
هــای شــناخته شــده ی جهانــی احتمــالا گونــه هــای جديــدی باشــند کــه ادعــای ايــن امــر مســتلزم 
 SHU. J. 10 ،)شــهنما( SHU. J. 11 بررســی هــای بيشــتر اســت. در خوشــه ی 19، جدايــه هــای
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)شــهنما(،  SHU. J. 05)بســطام( و SHU. J. 33 )شــهنما( در کنــار يکديگــر قــرار گرفتند. در خوشــه 
ی 20 نيــز دو جدايــه ی SHU. J. 14 و SHU. J. 20 هــر دو از شــهنما بــا شــباهت 79 درصــدی 
ــروپ در  ــوان اوت گ ــه عن ــه ی Isaria farinosa ب ــد. گون ــرار گرفتن ــروه خواهــری ق ــک گ در ي
آناليــز فيلوژنــی اســتفاده گرديــد. بــا توجــه بــه درختچــه ی فيلوژنــی چنيــن نتيجــه گيــری مــی 
 M. majus، M. lepidiotae، M. ــه هــای ــرای گون ــده ای ب ــق حاضــر، نماين ــه در تحقي شــود ک
 Metarhizium وجــود نــدارد. مشــخص شــده اســت کــه گونــه هــای M.globosum وacridum 

  M. album، M. anisopliae، M. brunneum، M. robertsii، M. lepiditumبــه خصــوص
ــار شــناختی بســيار مشــابه يکديگــر هســتند و شناســايی آنهــا  از منظــر ريخــت شــناختی و تب
تنهــا بــر مبنــای مقايســه ی توالــی هــای ITS بــه دســت آمــده بــا توالــی هــای موجــود در پايــگاه 
ــرای  ــد ب ــز باي ــی  ني ــی ژن ــاير نواح ــه س ــت. در نتيج ــر نيس ــکان پذي ــی GenBank ام اطلاعات

شناســايی و تفکيــک ايــن گونــه هــا اســتفاده شــوند.
از ميــان 30 جدايــه ی توالــی يابــی شــده، 14 جدايــه بــه باغــات مختلــف، 12 جدايــه بــه مــزارع 
ــکاران  ــای ســانچز-پنا و هم ــه ه ــق يافت ــه طب ــق داشــت، ک ــی تعل ــه مناطــق جنگل ــه ب و 4 جداي
ــتر  ــات بيش ــزارع و باغ ــارچ در م ــن ق ــش اي ــور و پراکن )Sanchez-Pena et al., 2011( حض
ــن  ــف اي ــه ی مختل ــران در 11 خوش ــای اي ــه ه ــن جداي ــرار گرفت ــت. ق ــی اس ــق جنگل از مناط
ــور  ــرات در کش ــر حش ــای بيمارگ ــارچ ه ــان1  از ق ــای پنه ــه ه ــود گون ــر وج ــه، نمايانگ درختچ
 .)Bidochka M et al;2005 Bidochka et al., 2001; Hughes et al., 2004( مــی باشــد
 M. نشــان داد کــه جدايــه هــای )Balachander et al., 2012( مطالعــه ی بالاچنــدر و همــکاران
anisopliae var. acridum بررســی شــده بــه شــاخه هــای مختلفــی تعلــق دارنــد و هيــچ کــدام 
از آنهــا بــه توالــی هــای گــزارش شــده در پژوهــش هــای انجــام شــده ی قبلــی توســط درايــور 
ــباهتی  ــکاران )Bischoff et al., 2006( ش ــاف و هم ــکاران )Driver et al., 2000( و بيش و هم
ندارنــد. محققيــن زيــادی بــر ســودمندی ناحيــه ی ITS1، S8/5، و ITS2 در شناســايی مولکولــی 
قــارچ هــا تاکيــد نمودنــد )Pereira de Lyra et al., 2012(. تحقيقــات  تنگتيراســونان و همــکاران 
 M. درون گونــه ی ITS نيــز نشــانگر تنــوع بــالای ناحيــه ی )Tangthirasunun et al., 2010(
ــورد  ــای م ــه ه ــی جداي ــر پراکندگ ــی ب ــر مبن ــش حاض ــای پژوه ــه ه ــا يافت ــود. ب anisopliae ب
مطالعــه در تاکســون هــای مختلــف هماهنگــی داشــت. اگــر چــه ايــن انتظــار وجــود داشــت کــه 
ــج  ــا نتاي ــد ام ــرار گيرن ــک گــروه خواهــری ق ــه، در ي ــک منطق ــه هــای اســتخراج شــده از ي جداي
کســب شــده، ايــن انتظــار را تاميــن ننمــود. بــا توجــه بــه تکامــل نســبتا آهســته ی توالــی هــای 
هســته ای نظيــر ITS ايــن توالــی هــا مــی تواننــد مرجــع مهمــی بــرای شناســايی قــارچ هــا باشــند.
1-Cryptic Species
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سپاسگزاری 
از زحمــات جنــاب آقــای مهنــدس ســعيد متيــن  کــه همــکاری هــای ايشــان در مراحــل انجــام ايــن 

پــروژه همــواره احســاس مــی گرديــد کمــال امتنــان و تشــکر را داريــم.

جدول 1: تجزيه واريانس صفات بيماری زايی، تعداد کنيدی و نرخ رشد جدايه های قارچ . 

Metarhizium spp
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جــدول 2:مقايســه ميانگيــن نــرخ رشــد، تعــداد کنيــدی و تلفــات سوســک قرمــز آرد در جدايــه 

هــای مختلــف قــارچ .Metarhizium spp بــه روش چنــد دامنــه ای دانکــن وطبقــه بنــدی جدايــه 

هــا بــر طبــق روش پتلامــول و پراسرتســان )2012(
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جــدول3: همبســتگی ميــان ســه پارامتــر نــرخ رشــد، تعــداد کنيــدی و بيمــاری زايــی جدايــه هــای 

.Metarhizium spp

جــدول 4: ليســت گونــه هــای Metarhizium و شــماره دسترســی آن در پايــگاه ژنی NCBI اســتفاده 

شــده در ترســيم درختچــه فيلوژنی
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ــارچ  ــای ق ــه ه ــه ITS جداي ــه ناحي ــای دو طرف ــی ه ــل از توال ــنجی حاص ــت تبارس ــکل 1: درخ ش

.Metharizium spp بــه روش بيشــينه پارســيمونی و بــوت اســترپ 1000. درخــت تبــار ســنجی 

ــک هســتند و  ــی فيليتي ــای شــاهرود پل ــه ه ــد و جداي ــه 20 خوشــه تقســيم مــی کن ــا را ب ــه ه جداي

ــی  ــده جهان ــناخته ش ــای ش ــه ه ــار گون ــدی را در کن ــای جدي ــه ه ــت گون ــته اس ــی ITS توانس توال

ــد. ــايی نماي شناس
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