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شناسایی 30 جدایه قارچ Metarhizium با استفاده از توالی      

ناصر فرخی*1 ، مهسا جوکار2 ، مهدیه پارسائیان3، علی درخشان شادمهری4، ابوالفضل 
مسعودی5 

چکیده

.Metarhizium spp قــارچ بیمارگری اســت که در کنترل زیســتی طیف 
وســیعی از آفــت هــا نقــش دارد و بــر پایــه ویژگــی هــای تبارشــناختی 
و ملکولــی شناســایی مــی گــردد. توالــی هــای ITS و S8/5 ریبوزومــی، 
بــرای شناســایی گونــه ها و ســویه هــای 30 جدایــه ی جمع آوری شــده 
از خــاک هــای شــاهرود و شــمال ایــران بــه همــراه 10 توالــی از گونــه 
هــای شــناخته شــده بــرای رســم درخــت تبارشــناختی متارایزیــوم بــه 
کار بــرده شــدند. صفــات نــرخ رشــد، زهرآگینــی و تعــداد کنیــدی هــای 
تولیــدی جدایــه هــا روی محیــط کشــت PDA حــاوی قــارچ کــش هــای 
انتخابــی انــدازه گیــری شــدند. سوسپانســیون 108× 1 کنیدی/میلی لیتر 
ایــن جدایــه هــا جهــت تاییــد کنتــرل زیســتی آنهــا، روی حشــره ی کامل 
  Tribolium castaneum (Col, Tenebrionidae)ــز آرد ــک قرم سوس
تیمــار شــد. نتایــج نشــان داد کــه بالاتریــن میــزان نرخ رشــد بــه جدایه 
 SHU.J.11، SHU.J.35، SHU.J.22 ، SHU.J.33، SHU.J.27،هــای
ــر  ــه ب ــت. 10 جدای 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 کــه در ایــن بیــن جدایــه ی  SHU.J.01 بــا 
میانگیــن تولیــد 107 × 8/025 کنیــدی، بــر طبــق گــروه بنــدی پتلامــول و 
پراسرتســان ، بــه عنــوان مهاجــم تریــن جدایــه جهــت کنتــرل زیســتی 
آفــت شناســایی شــد.  ضریــب همبســتگی معنــی دار )p < 0/01( صفات 
نیــز نشــان داد کــه جدایــه هــای دارای نــرخ رشــد ســریعتر، بــا تولیــد 
تعــداد کنیــدی بیشــتر، از قــدرت زهرآگینــی بیشــتری در آلــوده ســازی 
میزبــان برخوردارنــد و از نظــر کاربــردی مــی توانند در کنترل زیســتی 

آفــات، بطــور موفــق مــورد اســتفاده قــرار گیرنــد. 

تنــوع   Metarhizium، Tribolium castaneum، کلیــدی:  واژگان 
ــتی  ــرل زیس ــی ، کنت ژنتیک

مقدمه
قــارچ همــه جــازی Metarhizium  (Ascomycota, Hypocreales) بــا تــوان آلــوده ســازی بیش 
از 200 گونــه آفــت نقــش موثــری در مبــارزه زیســتی داشــته اســت. ایــن قــارچ نخســتین مرتبــه در ســال 
1883 توســط )Metchnikoff ( روســی بــه عنــوان بیمارگــر سوســک قهــوه ای گنــدم  معرفــی 
   M. anisopliae                       به Sorokin در همان ســال توســط .)Khan et al., 2012( شــد
ت    غییــر نــام داد )Entz, 2005(.در گذشــته از توصیــف گرهــا و کلیدهای ریخت شناســی بــرای رده 
بنــدی اســتفاده مــی شــد ولــی بــا گــذر زمــان روشــن گردیــد کــه شناســایی گونــه هــای قارچــی منجمله 
انــواع بیمارگــر حشــرات منحصــر بــر ویژگــی هــای ریخــت شــناختی کــه تحــت تاثیــر محیــط هســتند 
ســخت و گاهــی غیرممکــن اســت )Neelapu et al., 2009; Tangthirasunun et al., 2010 (. در 
مقابــل اســتفاده از فنــون ملکولــی، درک صحیحــی از روابــط ژنتیکــی درون و بیــن گونــه ای را 
فراهــم مــی آورنــد )Tangthirasunun et al., 2010(. مطالعــه ی توالــی هــای DNA و مقایســه 
ی بیــن آنهــا مــی توانــد دیدگاهــی جدیــد دربــاره ی تنــوع اشــکال جنســی و غیــر جنســی قــارچ 
ــا  ــان آنه ــناختی می ــط تبارش ــازی رواب ــفاف س ــه ش ــم آورد و ب ــرات فراه ــر حش ــای بیمارگ ه
کمــک نمایــد (Sosa-Goemez et al., 2009). هربــرت )2002( شناســایی موجودات را با اســتفاده از 
بارکدهــای ملکولــی پیشــنهاد نمــود. یکــی از روش های معمول شناســایی قارچ ها اســتفاده از تنــوع در توالی 
 .)White et al., 1990; Stockinger et al., 2010( اســت )ITS( فواصــل رونویســی شــده ی داخلــی
 )Driver et al., 2000(  بــه همــت درایــور و همــکاران Metarhizium در ارزیابــی تبارشــناختی

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

  M. guizhouenseدر طبقــه بنــدی جدیدتــر 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 ایــن 
جنــس معرفــی شــدند )Bischoff et al., 2009(. اشــنایدر 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 ایــن جنــس، گونــه 
ی  M. anisopliaeرا ترکیبــی از گونــه هــای دیگــر از منظــر تکاملــی دانســت بــر ایــن اســاس، 
دو گونــه ی            M. brunneum و M. anisopliae بــا داشــتن ارزش بــوت اســترپ پاییــن، 
 ITS برخــوردار بودنــد. تحلیــل توالــی ITS از قرابــت کمــی در خوشــه بنــدی بــر اســاس توالــی
و S 5/8 بــرای شناســایی .SHU.J 25 جدایــه Metarhizium جمــع آوری شــده از حشــرات 
 anisopliae .M، album .M، میزبــان و خــاک مناطــق مختلــف تایلنــد نشــان داد کــه جدایــه هــای
anisopliae var. anisopliae .M و  M. flavovirideبــه وضــوح از یکدیگــر تفکیــک مــی شــوند 
و .SHU.J 25 جدایــه قارچــی بــه 4 گــروه اصلــی تفکیــک شــدند )Gams & Roszypal,1973(. بــا 
  M. anisopliae var. anisopliaeایــن حــال، ایــن مطالعــه نتوانســت تفــاوت میــان جدایــه هــای
ــل  ــد )Tangthirasunun et al., 2010(.  تحلی و  M. anisopliae var. majusرا مشــخص نمای
ITS و ژن EF-1α در .SHU.J 145 جدایــه ی Metarhizium بدســت امــده از خــاک هــای ژاپــن، 

جدایــه هــا را در 2 گــروهM. flavoviride  var. pimphigi  و M. lepidiotae دســته بنــدی نمــود 
 Metarhizium ــه ــداد .SHU.J 82 جدای ــره، تع ــاک ک ــه خ )Nishi et al., 2011(. در 1080 نمون
 Young( شناســایی شــدند ITS بــر اســاس ناحیــه .Beauveria spp 125 جدایــه 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(. همچنی

 .)Luan et al., 2013( مونوفیلتیــک نیســتند M. robertsii خواهــری آن یعنــی
  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 نتای ــر پای ــود، ب ــن وج ــا ای ــت. ب ــده اس ــرده ش ــه کار ب ــگاهی ب ــرایط آزمایش 2006( در ش

کیســر )Keyser, 2010( بیمــاری زایــی آزمایشــگاهی ممکــن اســت مناســب تریــن نمایــه پتانســیل 
ــد از  ــر نباشــد )Roberts and St. Leger, 2004( و بای ــارچ هــای بیمارگ ــه ای ق ــت مزرع فعالی

Petch

(Herbst)
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ــه و ارزیابــی  ــر نــرخ رشــد و تعــداد کنیــدی تولیــدی توســط یــک جدای دیگــر شــاخص هــا نظی
ــارچ هــای بیمارگــر  ــان ق ــرخ رشــد در می ــز اســتفاده شــود. بررســی ن تاثیرعوامــل محیطــی نی
ــارچ  ــه ســایر ق ــه M. anisopliae نســبت ب ــکاران نشــان داد ک ــور و هم حشــرات توســط درای
هــا، نــرخ رشــد ســریع تــری دارد )Darbro et al., 2011(. ابراهیــم و همــکاران نیــز بــا بررســی 
نــرخ رشــد جدایــه هــای M. anisopliae  در محیــط هــای کشــت مختلــف گــزارش نمودنــد کــه 
ســرعت رشــد ایــن جدایــه در محیــط  SDAنســبت بــه ســایر محیــط هــای کشــت دیگــر بیشــتر 
ــرات  ــا تعیی ــر ب ــف متناظ ــای مختل ــریع در دماه ــرخ رشــد س اســت )Ibrahim et al., 2011(. ن
دمایــی زیســت بــوم آفــت هــدف بایــد از گزینــه هــای انتخــاب بیــن جدایــه هــای مختلــف قــارچ 
زیســت مهارگــر باشــد )Keyser, 2010(. بررســی کیسرنشــان داد کــه دمــای بهینــه ی نرخ رشــد 
جدایــه هــای Metarhizium spp بیــن 30-25 درجــه ســانتی گــراد اســت. پتلامول و پراسرتســان 
)Petlamul and Prasertsan, 2012( اظهــار داشــتند کــه تعــداد کنیــدی تولیــدی بــه نــوع جدایــه 
ی مــورد اســتفاده بســتگی دارد و جدایــه هــای B. bassiana از بیشــترین میــزان کنیــدی تولیــدی 
برخــوردار بودنــد همچنیــن، عــاوه بــر نــوع جدایــه مــورد اســتفاده، ترکیــب محیــط کشــت، منبــع 
کربــن، غلظــت و نســبت کربــن بــه نیتــروژن نیــز بــر تعــداد کنیــدی تولیــدی توســط جدایــه هــا 
تاثیرگــذار مــی باشــد. بــا توجــه بــه مــوارد مذکــور، هــدف ایــن مطالعــه، شناســایی گونــه هــای 
ــه از 7 اســتان کشــور، ار طریــق ترســیم درخــت  ــد منطق قارچــی جــدا شــده از خــاک هــای چن
تبارشــناختی بــر پایــه ی ارزیابــی تکثیــر توالــی ITS آنهــا اســت. همچنیــن بررســی تفــاوت هــای 
میــان ایــن جدایــه هــا از نظــر خصوصیاتــی چــون نــرخ رشــد و تولیــد کنیــدی توســط زیســت 
ســنجی آزمایشــگاهی بــه منظــور انتخــاب جدایه-هایــی بــا تــوان زهرآگینــی بیشــتر علیــه میزبــان 
هــدف )سوســک قرمــز آرد( از دیگــر اهــداف ایــن پژوهــش مــی باشــد. اطلاعــات حاصــل از ایــن 
پژوهــش مــی توانــد جهــت انتخــاب موثرتریــن جدایــه هــای قارچــی در کنتــرل زیســتی سوســک 

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

منطقه مورد مطالعه و نمونه گیری خاک
در ایــن پژوهــش، هفــت ناحیــه  )ناحیــه 1: شــهنما، ناحیــه 2: کلاتــه اســد، میامــی، ابراهیــم آبــاد، 
ناحیــه 3: مرادآبــاد، ده مــا، کلاتــه مــا، مومــن آبــاد، حــداده، ناحیــه 4: مغــان، شــهرک ابــوذر، 
ناحیــه 5: جــاده شــاهرود/آزاد شــهر، جنــگل ابــر، روســتای ابــر، جنــگل قطــری، چهارطــاق پــرو، 
ــزج،  ــان، دی ــه 7: روی ــاش و ناحی ــه، فرحــزاد، مجــن، ت ــه 6: بســطام، امیری ــان، ناحی ــه نوخرق قلع
ــه  ــری انتخــاب شــد و از هــر ناحی ــه گی ــرای نمون شــهرک دانشــگاه( در شهرســتان شــاهرود ب
تعــداد 30 نمونــه خــاک گرفتــه شــد. نحــوه نمونــه گیــری بــه ایــن صــورت بــود کــه در فصــل 
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بهــار، از هــر بــاغ یــا مزرعــه دو نمونــه )یکــی از حاشــیه بــاغ یــا مزرعــه و دیگــری از مرکــز آن( 
جمــع آوری شــد و بــه ثبــت مختصــات جغرافیایــی اقــدام گردیــد. نمونــه بــرداری در فصــل بهــار، 
در مناطــق زراعــی و باغــی بــا رطوبــت مناســب انجــام پذیرفــت. بــرای هــر نمونــه در کنــار ریشــه 
گیــاه یــا درخــت گودالــی بــه عمــق 30 ســانتی متــر حفــر شــد و خــاک ایــن دو ناحیــه بــا یکدیگــر 
ــاغ و  ــه شــد. مختصــات ب ــوط شــد و ســپس حجمــی معــادل 500 گــرم در پلاســتیک ریخت مخل
ــی  ــی و کارای ــی در فراوان ــل مهم ــت عام ــد. رطوب ــت گردی ــر روی کیســه پلاســتیکی ثب ــه ب نمون
قــارچ هــای بیمارگــر حشــرات اســت )Zimmerman, 2007( در ادامــه، دامنــه ی نمونــه گیــری 
ــگل گلســتان )نهارخــوران(،  ــف شــمال کشــور، شــامل جن ــدا کــرد و از مناطــق مختل توســعه پی
شــهرهای بابــل، بابلســر، آمــل و رامســر در اســتان مازنــدران، منطقــه ســرولات )چابکســر( از 
اســتان گیــان، پــارک جنگلــی چیتگــر در تهــران، روســتای حســن آبــاد اســتان هرمــزگان و البــرز 

)فردیــس کــرج( نیــز 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 بیمارگ ــارچ ه ــازی ق جداس
)Zimmerman, 2007(. در ایــن روش، میــزان 20 گــرم از هــر نمونــه خاکــی بــا الــک 1 میلــی 
متــری غربــال و در پتــری دیــش هــای 90 میلــی متــری ریختــه شــد )Meyling, 2007(. تعداد 10 
عــدد لارو گالریــا در ســنین 3 یــا 4 در هــر پتــری قــرار داده شــد پتــری هــا بــا پارافیلــم درزگیــری 

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

بــه علــت ســرعت رشــد کمتــر قــارچ هــای بیمارگــر حشــرات در مقابــل قــارچ هــای ســاپروفیتی 
نظیــر تریکودرمــا و آســپرژیلوس، محیــط کشــتDOC2-PDA (Young Shin et al., 2010)  بــا 
کمــی تغییــرات )0/5 گــرم ســیکلوهگزامید )ســیگما، ســنت لوئیــس، آمریــکا(، 0/5 گــرم دودیــن  
ــس  ــد م ــرم کلری ــکا(، 0/3 گ ــس، آمری ــنت لوئی ــیگما، س ــکل )س ــرم کلرامفنی ــد ، 0/2 گ 65 درص
ــتفاده  ــیدیته 5/8 اس ــا اس ــکا( ب ــس، آمری ــنت لوئی ــیگما، س ــت )س ــتال ویول ــرم کریس و 0/02 گ
شــد. بــا جداســازی جدایــه هــا، از کلنــی هــای چنداســپوری، بــا اســتفاده از روش ســری رقّــت 
ــب  ــن ترتی ــد و بدی ــه ش ــپوری تهی ــک اس ــای ت ــی ه (Petlamul and Prasertsan, 2012)، کلن

.SHU.J 30 جدایــه خالــص بــه دســت آمــد.

محاسبه نرخ جداسازی
ــای  ــتان ه ــک از اس ــر ی ــاک و از ه ــه خ ــداد 30 نمون ــاهرود تع ــه ش ــت ناحی ــک از هف ــر ی از ه
گلســتان، گیــان، 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 دیــش 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 تقســیم شــد
بررسی نرخ رشد جدایه ها

ــا قطــری  ــت پاســتور ب ــه توســط پیپ ــک اســپور هــر جدای ــک ت ــی هــای جــوان حاصــل از ی کلن
معــادل پنــج میلــی متــر بــه پتــری دیــش حــاوی Lifechem(ADP ، میلانــو، ایتالیــا( انتقــال و پــس 
از گذشــت 72 ســاعت قطــر کلنــی درحــال رشــد، بــه طــور روزانــه تــا 15 روز انــدازه گیــری شــد 
)Darbro et al., 2011(. ایــن آزمایــش در ســه تکــرار صــورت پذیرفــت. پــس از انــدازه گیــری 
 Yoder et( میــزان رشــد هــر جدایــه، بــرای محاســبه نــرخ رشــد از رابطــه زیــر  اســتفاده شــد
al., 2009(. کــه در آن = R1 نــرخ رشــد نهایــی، = R0 نــرخ رشــد اولیــه،  = t1زمــان نهایــی و 

 = t0زمــان اولیــه بــود.

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

آزمایش شمارش تعداد کنیدی
بــر پایــه مقالــه پتلامــول و پراسرتســان )Petlamul and Prasertsan, 2012( و اندکی تغییرات، 
پــس از گذشــت 15 روز، بــا اســتفاده از پیپــت پاســتور ســطح مشــخصی )قطــری معــادل 5 میلــی 
متــر( از  ناحیــه ی میانــی کلنــی از هــر تکــرار آزمایــش ســنجش نــرخ رشــد برداشــته شــد و در 
میکروتیــوب حــاوی 1 میلــی لیتــر محلــول 0/2 درصــد توئیــنMerck( 80، فرانکفــورت، آلمــان( 
ریختــه شــد پــس از 2 دقیقــه ورتکــس شــدن، میــزان 0/01 میلــی لیتــر بــر روی لام هموســیتومتر 
)Neubauer Improved Bright-Line، هامبــورگ، آلمــان( ریختــه و زیــر میکروســکپ تعــداد 

اســپورها بــرای هــر جدایــه شــمارش شــد. ایــن آزمایــش در ســه تکــرار صــورت پذیرفــت.
حشرات

 ،Merck( %15 ــرین ــبوس، گلیس 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 دیگــری انتقــال یافتــه و 

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

سوسپانســیون 108 × 1 )کنیدی/میلــی لیتــر( از هــر جدایــه تهیــه و میــزان 0/01 میلــی لیتــر از ایــن 
سوسپانســیون  بــه محیــط کشــت SDA غنــی شــده بــا عصــاره مخمــر1  انتقــال یافــت. ســپس 
پتــری دیــش هــا درون انکوباتــور بــا دمــای 1 ± 27 درجــه ســانتی گــراد و رطوبــت نســبی %85 
1-Sabroud Dextrose Agar + Yeast Extract



8S-ITS 2/5 - ITS1 استفاده از توالی Metarhizium شناسایی 30 جدایه قارچ ناصر فرخی و همکاران 234

نگهــداری شــدند. پــس از گذشــت 24 ســاعت از انکوباســیون، بــه هــر پتــری دیــش تعــداد ســه 
قطــره رنــگ لاکتوفنــول کاتــن بلــو به-طــور تصادفــی بــرای تثبیــت و رنــگ آمیــزی و جلوگیری از 
جوانــه زنــی بیشــتر اضافــه شــد. ایــن آزمایــش بــر مبنــای آزمایــش پتلامــول و پراسرتســان بــا 
اندکــی تغییــرات صــورت پذیرفــت )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 همچنی ــداد کل اس تع
توســط فرمــول زیــر بــرای هــر جدایــه محاســبه شــد )Ble Kanga et al., 2003(. بــا توجــه بــه 
درصــد بــه دســت آمــده، جدایــه هــای بــا بالاتریــن میــزان زنــده مانــی بــرای زهرآگینــی اســتفاده 

شــدند.

T. castaneum زهرآگینی جدایه ها علیه
در ایــن آزمایــش، بــرای محاســبه نــرخ مــرگ و میــر آفــت انبــاری  T. castaneumتوســط جدایــه 
ــه  ــه تهی ــرای هــر جدای ــا غلظــت 108 × 1 ب ــدا سوسپانســیونی ب ــارچ Metarhizium  ابت هــای ق
شــد. بــرای بیمــاری زایــی هــر جدایــه ســه تکــرار در نظــر گرفتــه شــد و بــا تهیــه سوسپانســیون، 
ــپس  ــد و س ــرده ش ــرو ب ــیون ف ــه درون سوسپانس ــدت 30 ثانی ــه م ــل ب ــره کام ــداد 30 حش تع
ــتر  ــاس بیش ــور تم ــه منظ ــد. ب ــا ش ــی ره ــذ صاف ــتیکی دارای کاغ ــای پلاس ــش ه ــری دی در پت
اســپورهای قــارچ بــا حشــرات کامــل سوسپانســیون را بــر روی کاغــذ صافــی ریختــه و پتــری 
دیــش هــا  بــه مــدت 24 ســاعت درون انکوباتــور 30 درجــه ســانتی گــراد قــرار داده شــدند. در 
 )Abbott, 1925( صــورت مــرگ و میــر حشــرات شــاهد، میــزان مــرگ و میــر  بــا فرمــول ابــوت
 Yip( تصحیــح گردیــد و جدایــه هــا از منظــر قــدرت زهرآگینــی بــر طبــق فرمــول یــپ و همــکاران

et al., 1992( طبقــه بنــدی شــدند.

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

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

بررسی های آماری 
تجزیــه واریانــس یــک طرفــه ی داده هــای حاصــل از هــر آزمایــش در قالب طــرح کامــا تصادفی، 
بــا اســتفاده از نــرم افــزار SAS 9.1 انجــام گرفــت و مقایســه میانگیــن داده هــا بــا آزمــون چنــد 
ــر اســاس آزمــون اندرســون- ــودن داده هــا ب ــه ای دانکــن انجــام شــد. ســنجش نرمــال ب دامن

دارلینــگ، توســط نــرم افــزار Minitab Inc. 2013(  16.2.4 Minitab( انجــام شــد. از ضریــب 
1-منظور اسپورهایی است که شروع به رشد نموده اند و لوله تندش آنها ظاهر شده است
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همبســتگی پیرســون کــه مناســب داده هــای نرمــال اســت بــرای بررســی رابطــه بیــن نــرخ رشــد، 
شــمارش اســپور و زهرآگینــی بــا پارامترهــای ریخــت شناســی اســتفاده شــد.

DNA استخراج
جدایــه هــای خالــص در 50 میلــی لیتــر محیــط مایــع  YPD1  عصــاره مخمــر، 1% پپتــون، %2 
ــا بــر طبــق روش وایربــک و همــکاران کشــت شــد و بــرای  گلوکــز (Lifechem(، میلانــو، ایتالی
 Wyrebek( مــدت 4-3 روز در انکوباتــور بــا دمــای 1 ± 30 درجــه ســانتی گــراد نگه داری شــدند
ــت و  ــال یاف ــوب انتق ــه میکروتی ــه ب ــر نمون ــلیوم ه ــرم از میس ــدار 0/02 گ M et al., 2011(. مق

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

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

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

انگلســتاناضافه و میکروتیــوب بــه مــدت 5 دقیقــه ورتکــس افقــی شــد. بــا اســتفاده از ترکیــب فنــل، 
کلروفــروم و ایزوآمیــل الــکل )Merck( )1:24:25، فرانکفــورت، آلمــان و Bioscience، کمبریــج، 
انگلســتان( بــه مــدت 30 دقیقــه در حمــام آب 65 درجــه ســانتی گــراد قــرار داده شــد و بــه مــدت 
ــول  ــوب DNA از ایزوپروپان ــت رس ــد. جه ــانتریفیوژ  گردی ــا دور rpm 10000 س ــه ب 10 دقیق
ــه  ــای 20- درج ــاعت در دم ــد و 16 س ــتفاده ش ــتان( اس ــج، انگلس ــرد )Bioscience، کمبری س
ســانتی گــراد انکوبــه شــد. پــس از ســانتریفیوژ، رســوب ســفید رنگــی در جــداره و انتهــای تیــوب 
 )rpm مشــاهده گردیــد. دو بــار شستشــو بــه ترتیــب بــا الــکل 96 و 70 درصــد و ســانتریفیوژ
12/000 بــه مــدت 10 دقیقــه( صــورت گرفــت. رســوب در هــوای آزاد خشــک شــد. بــه رســوب 

DNA، آب مقطــر اســتریل دوبــار تقطیــر اضافــه شــد.

 ITSواکنش زنجیره ای پلیمراز و تکثیر منطقه
بــرای تکثیــر 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 دقیقــه 
آغــاز شــد و  35 چرخــه )94 درجــه ســانتی گــراد: 1 دقیقــه، 55 درجــه ســانتی گــراد: 1 دقیقــه، 72 
درجــه ســانتی گــراد: 1 دقیقــه( و گســترش نهایــی 72 درجــه ســانتی گــراد:  بــه مــدت10 دقیقــه 
ادامــه یافــت. کیفیــت ناحیــه تکثیــری ITS جدایــه هــا ی جنــس Metarhizium حاصــل از واکنــش 
ــج، انگلســتان( بررســی شــد  ــر روی ژل آگارز Bioscience( %1، کمبری ــراز ب ــره ای پلیم زنجی
و بــر اســاس خــط کــش ژنــی )Bioscience، کمبریــج، انگلســتان( مشــخص شــد ایــن ناحیــه در 

1-Yeast Extract- Peptone- Glucose Broth

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

ارســال شــد.
توالی یابی و شناسایی 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 پذیرفــت. ســپس بــه منظــور تطبیــق خوانــش 

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

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

ــا شناســایی  ــه انجــام رســید. ب ــی هــا ب ــن توال ــا ای ــرده شــدند)جداول 1 و 4( و مقایســه ب کار ب
گونــه هــای قارچــی جــدا شــده از خــاک، درخــت تبارشــناختی رســم شــد و تفــاوت هــای میــان 
ــس از  ــت. درخــت تبارشــناختی، پ ــرار گرف ــورد بررســی ق ــی م ــا از منظــر تکامل ــه ه ــن جدای ای
تاییــد آزمــون نیکویــی بــرازش، بــا الگوریتــم بیشــینه ی پارســیمونی )پــس از رســم درخــت بــا 
ــا اســتفاده  ــوت اســترپ 1000 ب ــد( و ب ــج آورده نشــده ان ــم هــا )نتای اســتفاده از ســایر الگوریت
از نــرم افــزار  Tamura et al., 2011( 5.2 MEGA( ترســیم گردیــد. بــوت اســترپ 10000 نیــز 
بطــور آزمایشــی در شــروع رســم درخــت مــورد آزمــون قــرار گرفــت و نتایــج اختلافــی بــا بــوت 
اســترپ 1000 نشــان ندادنــد از اینــرو در ادامــه از بــوت اســترپ 1000 بــرای تســریع در رســم 

درخــت تبارســنجی اســتفاده شــد.
همبستگی پراکنش جغرافیایی و تنوع ژنتیکی

بــرای محاســبه همبســتگی میــان پراکنــش جغرافیایــی و تنــوع ژنتیکــی ناحیــه ITS جدایــه هــا از 
 6.5 (http://www.biology.anu.edu.au/GenAlEx/) (Peakall and  GenAlEx نــرم افــزار
 30 ITS اســتفاده شــد. ماتریــس تشــابه ژنتیکــی بــر پایــه ی توالــی منطقــه ی(Smouse, 2012 

ــه ی مختصــات  ــر پای ــی ب ــه جغرافیای ــس فاصل ــد. ماتری ــه Metarhizium  محاســبه گردی جدای

1-Contig

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

cat/ntsyspc/ntsyspc.html) (Rohlf, 1997( وارد شــدند تــا ضریــب کوفنتیــک دو ماتریــس 

بــا اســتفاده از آزمــون منتــل محاســبه گــردد. 
نتایج

نرخ جداسازی قارچ ها
پراکنــش قــارچ Metarhizium صــرف نظــر از نــوع گونــه، در نمونــه هــای خــاک هفــت ناحیــه 
شــاهرود و نمونــه هــای دیگــر اســتان هــا یکســان نیســت و بــه شــرایط محیطــی نقــاط مختلــف 
جغرافیایــی بســتگی دارد. در میــان نواحــی شــاهرود، بیشــترین میــزان جداســازی قــارچ، ناحیــه 
شــهنما بــا آلــوده ســازی 70 لارو از میــان 300 لارو مــورد اســتفاده )یعنــی 23/3%( و کمتریــن 
میــزان جداســازی، منطقــه شــهرک ابــوذر- مغــان )یعنــی 2%( بــود. از بیــن نمونــه خــاک هــای 
ــرخ  ــا ن ــتان ب ــران( گلس ــرز و ته ــزگان، الب ــان، هرم ــتان، گی ــدران، گلس ــر )مازن ــتان دیگ 6 اس
جداســازی 2% کمتریــن و گیــان بــا نــرخ جداســازی 20% بیشــترین میــزان جداســازی قــارچ را 

بــه خــود اختصــاص داده انــد.
ارزیابی نرخ رشد

جدایــه هــای Metarhizium جمــع آوری شــده از اقلیــم هــای مــورد مطالعــه تفــاوت بســیار معنــی 
داری )P< 0/01( از نظــر نــرخ رشــد نشــان دادنــد )جــدول 1(. نتایــج مقایســه ی میانگیــن جدایــه هــای 
 SHU.J.11 در جــدول 2 آورده شــده اســت. بــر ایــن اســاس، جدایــهMetarhizium spp.

)شــهنما( بــا میانگیــن 24/179 میلــی متــر/ روز و پــس از آن جدایــه هــای SHU.J.22 )ســرولات( 
و SHU.J.33)شــهنما(، SHU.J.27 )فردیــس(،  SHU.J.24 )نهارخــوران(،   SHU.J.02)رویــان( 
ــا برخــوردار  ــه ه ــه ســایر جدای ــرخ رشــد نســبت ب ــزان ن ــن می و SHU.J.29)شــهنما( از بالاتری

بودنــد.
ارزیابی شمارش تعداد کنیدی

ــاوت  ــرار، تف ــه  .Metarhizium spp در 3 تک ــده ی 30 جدای ــمارش ش ــای ش ــدی ه ــداد کنی تع
بســیار معنــی داری )در ســطح 1 درصــد( داشــتند. نتایــج مقایســه ی میانگیــن ایــن صفــت نشــان 
ــترین  ــپور107 × 8/025 از بیش ــد اس ــن تولی ــا میانگی ــد( ب ــه اس ــه SHU.J.01 )کلات ــه جدای داد ک
  SHU.J.15،)شــهنما( SU.J.17میــزان تولیــد کنیــدی برخــوردار بــود. در حالــی کــه جدایــه هــای
ــن  ــان( کمتری ــگاه( و  SHU.J.08)روی ــهرک دانش ــهنما(، SHU.J.25 )ش ــهنما(، SHU.J.31 )ش )ش
میــزان کنیــدی را تولیــد کردنــد. عــاوه بــر ایــن نتایــج، جدایــه ی  SHU.J. 01 برپایــه ی تقســیم 
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ــه از  ــن جدای ــز برتری ــول و پراسرتســان )Petlamul and Prasertsan, 2012(، نی ــدی پتلام بن
نظــر تولیــد کنیــدی شــناخته شــد.

زنده مانی کنیدی
قــدرت زنــده مانــی کنیــدی یکــی از عواملــی اســت کــه بــر پتانســیل بیمــاری زایــی جدایــه هــا 
تاثیرگــذار اســت. از ایــن رو لازم اســت قبــل از بررســی زهرآگینــی جدایــه هــا، زیســت پذیــری و 
قــدرت جوانــه زنــی آنهــا تعییــن شــود. نتایــج ایــن آزمایــش حاکــی از آن بــود کــه تمامــی جدایــه 
هــای  .Metarhizium sppاز قــدرت زنــده مانــی بیــش از 89 درصــدی برخــوردار بودنــد. لازم 
بــه ذکــر اســت کــه تمامــی جدایــه هــا در شــرایط یکســان )درون انکوباتــور بــا دمــای 1 ± 27 
درجــه ســانتی گــراد و رطوبــت نســبی 85%( و ســن یکســان )24 ســاعت پــس از انکوباســیون( 

نگهــداری شــده بودنــد.
ارزیابی زهرآگینی

تجزیــه واریانــس نتایــج زیســت ســنجی نشــان داد کــه تــوان زهــر آگینــی جدایــه هــای مختلــف 
بــر سوســک قرمــز آرد بســیار متفــاوت )P < 0/01( بــود )جــدول 1(. بــر اســاس نتایــج مقایســه 
  SHU. J. 35،)ســرولات( SHU. J. 22 بیشــترین زهرآگینــی بــه جدایــه هــای )میانگیــن )جــدول 2
  SHU. J.10،)شــهنما( SHU. J.33  ،)رویــان(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 حالیکــه جدایــه هــای
SHU. J.14، SHU. J.15، SHU. J. 25، SHU. J. 31، SHU. J. 30 و SHU. J. 09 از کمتریــن میــزان 

زهرآگینــی برخــوردار بودنــد. مطالعــه ی مــا گویــای حساســیت بــالای سوســک قرمــز آرد بــه 
قــارچ مذکــور مــی باشــد. بــا ایــن حــال آزمایــش هــای بیشــتری نظیــر LC50 ،LT50 بــرای غربــال 
گــری جدایــه هایــی بــا تــوان زهرآگینــی بیشــتر بــرای کنتــرل آفــات انبــاری لازم اســت.  یــپ و 
 M. anisopliae ــای ــه ه ــر جدای ــرگ و می ــزان م ــی می ــا بررس ــکاران )Yip et al., 1992( ب هم
 Adoryphorus coulonii                                                          (Col, بــر روی حشــره
 (Scarabaeidae بــه تقســیم بنــدی جدایــه هــا بــر پایــه ی میــزان ایجــاد مــرگ و میــر پرداختنــد 
و بــر ایــن اســاس جدایــه هــا را در ســه ســطح شــامل ســطح  Aبــا تــوان زهرآگینــی %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 جدای ــطح بن ــه س ــده ب ــف ش ــطوح تعری ــن س ــب همی ــر، برحس حاض
ــد  ــرار گرفتن ــه در ســطح A ق ــه، 10 جدای ــب ک ــن ترتی ــه شــد )جــدول 2(. بدی ــی پرداخت زهرآگین
ــا در  ــه ه ــی برخــوردار هســتند. 50% جدای ــی بالای ــوان زهرآگین ــا از ت ــه ه ــی 33/3% جدای یعن

ســطح B )متوســط( و 16/7% جدایــه 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 ریخ ــان پارامتره ــتگی می همبس
ــی زهرآگین

محاســبه ی ضریــب همبســتگی پیرســون بیــن پارامتر‌هــای انــدازه گیــری شــده نشــان داد ایــن 
ــا یکدیگــر دارنــد )جــدول 3(. بــدان  پارامترهــا روابــط همســو و بســیار معنــی داری )p>۰/۰۱( ب
ــود.  ــه، تعــداد کنیــدی تولیــدی آن بیشــتر خواهــد ب ــا افزایــش نــرخ رشــد یــک جداي ــا کــه ب معن
همچنیــن، نظریــه همبســتگی مثبــت ومعنــی دار دو شــاخص نــرخ رشــد وتعــداد کنیــدی بــا قــدرت 
زهرآگینــی،  هرچــه نــرخ رشــد و تعــداد کنیــدی جدایــه ای بیشــتر باشــد، قــدرت زهرآگینــی آن 

جدایــه بیشــتر و در آلــوده ســازی میزبــان موفــق تــر عمــل مــی نمایــد نیــز مشــاهده گردیــد. 
روابط تبارشناختی

ــا 1000 تکــرار  ــوت اســترپ ب ــه روش بیشــینه پارســیمونی و ب بررســی درخــت رســم شــده ب
 ،STI ــانگر ــد. نش ــرار گرفتن ــه ق ــای Metarhizium در 20 خوش ــه ه ــان داد، جدای ــکل 1( نش )ش
تنــوع ژنتیکــی بالایــی را در جدایــه هــای شــاهرود و دیگــر مناطــق نمونه-گیــری شــده نشــان داد. 
گویــای ایــن امــر قرارگیــری جدایــه هــا در 21 خوشــه در درخــت تبارشناســی رســم شــده اســت 
)شــکل1(. بــه نظــر مــی رســد جدایــه هــای شــاهرود پلــی فیلتیــک باشــند و منطقــه STI توانســته 
اســت گونــه هــای جدیــدی را در کنــار گونــه هــای شــناخته شــده جهانــی شناســایی نمایــد و 5 
  M. anisopliae، M. velutinum، M. guizhouense، M. robertsii، M. brunneumگونــه
 M. ،)از اقلیــم زراعــی شــاهرود )شــهنما M. velutinum .نمایندگانــی در اقلیــم شــاهرود دارنــد
ــهنما( و  ــاهرود )ش ــی ش ــی و باغ ــم زراع ــرولات( و اقلی ــان )س ــی گی ــم جنگل robertsii از اقلی
ــم  ــا اقلی 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 دیگــر جدایــه 
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 ایــن حاکــی از پراکنــش جغرافیایــی قــارچ بیمارگــر حشــرات Metarhizium و ســهولت 
اســتقرار آن در اقلیــم هــای مختلــف اســت.  در خوشــه هــای 5، 6، 11، 12، 13، 14، 15، 16، 17، 
18، 19 و 20 جدایــه هــای اقلیــم اســتان ســمنان و دیگــر اســتان هــای نمونــه گیــری شــده قــرار 
ــک درخــت  ــد. در ی ــرای Metarhizium ندارن ــه گــزارش شــده ب ــی از 12 گون ــه همتای ــه ک گرفت
ترســیم شــده، جدایــه هــا، گــروه هــای تاکســونی فعــال هســتند و از نظــر تکاملــی جدایــه هــای 
اقلیــم شــاهرود گونــه هــای جدیدتــری نســبت بــه 12 گونــه شناســایی شــده هســتند و احتمــال 
گونــه زایــی1  در مــورد جدایــه هــای اقلیــم شــاهرود وجــود دارد. قرارگیــری جدایــه هــای اقلیــم 
شــاهرود و شهرســتان هــای اطــراف در 17 خوشــه نشــان از تنــوع فیلوژنــی بــالای ایــن جدایــه 
1-Speciation
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هــا اســت. احتمــال داده مــی شــود کــه جدایــه هــای بدســت آمــده از ایــران، گونــه هــای جدیــدی 
ــا اســتفاده از دیگــر توالــی  هســتند کــه شناســایی دقیــق آنهــا نیازمنــد بررســی هــای بیشــتر ب

هــای ژنــی نظیــر  EF-1αو -β توبولیــن مــی باشــد.
همبستگی میان تنوع جغرافیایی و تنوع ژنتیکی

نتایــج همبســتگی تنــوع جغرافیایــی و ژنتیکــی بــر پایــه ی ضریــب همبســتگی کوفنتیــک، نشــان 
داد کــه میــان ایــن دو پارامتــر همبســتگی معنــی داری وجــود نــدارد )r = ۰/۱۴( اگرچــه بررســی 
ارتبــاط بیــن پراکنــش جغرافیایــی جدایــه هــای مختلــف Beauveria بــا تنــوع موجــود در منطقــه

ITS توســط قیــکاس و همــکاران )Ghikas et al., 2010( انجــام شــد و نتایــج نیــز حاکــی از عــدم 

وجــود همبســتگی بیــن محــل جمــع آوری و تنــوع موجــود در منطقــه ی ITS بــود، لازم بــه ذکــر 
اســت ایــن آزمــون تاکنــون درمــورد تعییــن ارتبــاط پراکنــش جغرافیایــی قــارچ بیمارگــر حشــرات 

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

 Metarhizium spp. بــا اســتفاده از روش طعمــه حشــره ای گالریــا، تعــداد 30 جدایــه ی قــارچ
ــن،  ــاوی دودی ــی ح ــت انتخاب ــط کش ــون، در محی ــق گوناگ ــاک مناط ــه ی خ ــان 240 نمون از می
 Beauveria، ســیکلوهگزامید، کریســتال ویولــت و کلریــد مــس در کنــار دیگــر قــارچ هایــی ماننــد
قــارچ  جداســازی  نــرخ  گردیــد.  جداســازی   Trichoderma و   Nectria، Phytophthora
Metarhizium در اقلیــم هــای مــورد مطالعــه 12/5درصــد بــود کــه میــزان بســیار کمــی اســت. 
  (Sevim et al., 2010)،  Sanchez-Pena(Sánchez-Peña et al., 2011)ــکاران ــویم و هم س
نیــز میــزان جداســازی Metarhizium را در خــاک زیســت بــوم هــای مختلــف انــدک گــزارش 
نمودنــد. مســعودی )Masoudi, 2013( در بررســی نــرخ جداســازی قــارچ Beauveria در 
بــاغ هــای مرکبــات، گــزارش نمــود کــه در شــرایط بــه نســبت مشــابه از نظــر دمــا و رطوبــت، 
قــارچ Beauveria فــراون تریــن جنــس در میــان قــارچ هــای بیمارگــر حشــرات اســت و از نــرخ 
جداســازی بیشــتری نســبت بــه Metarhizium برخــوردار اســت ایــن نتیجــه بــا نتایــج حاصــل 
 Bridge M( بریــج و همــکاران ،)Tuininga et al., 2009( از پژوهــش هــای توینینــگا و همــکاران
et al., 1993(، میلینــگ و الینبــرگ )Meyling and Elinberg, 2006( و نتایــج حاصــل از ایــن 

تحقیــق نیــز هــم خوانــی دارد. بــر پایــه ی جــدول تعــداد لاروهــای آلــوده و درصــد جداســازی 
قــارچ مــی تــوان اظهــار داشــت کــه فراوانــی قــارچ بیمارگــر حشــرات Metarhizium در خــاک 
هــای زراعــی بیشــتر از مناطــق جنگلــی اســت. یافتــه هــای پژوهــش حاضــر در خصــوص فراوانی 
 Sánchez-Peña et( ــای ســانچز-پنا ــج پژوهــش ه ــا نتای ــارچ Metarhizium ب ــی ق و پراکندگ
ــش  ــکاران )Sevim et al., 2010( پراکن ــه ســویم 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 زیــاد گــزارش نمودنــد. 
از ســوی دیگــر، برحســب درصــد جداســازی قــارچ و مشــخصات جدایــه هــای بــه دســت آمــده 
مشــاهده شــد ایــن قــارچ احتمــالا در مناطقــی با رطوبــت بیشــتر از پراکندگــی بیشــتری برخوردار 
اســت. نظــر بــه اینکــه رطوبــت عامــل مهمــی در فراوانــی و کارایــی قــارچ هــای بیمارگــر حشــرات 
ــق داشــت کــه  ــه ی شــهنما تعل ــه منطق ــه ب ــه دســت آمــده، 15 جدای ــه ب ــان 30 جدای اســت از می
بــه علــت ســبزی کاری از رطوبــت بیشــتری نســبت بــه ســایر مناطــق نمونــه گیــری برخــوردار 
بــود و بنابرایــن، تعــداد جدایــه هــای بیشــتری از آنجــا جــدا شــد درحالــی کــه نــرخ جداســازی 
از مناطــق کلاتــه اســد- ابراهیــم آبــاد- میامــی- جــو دانــه و ده مــاّ- کلاتــه مــاّ- مــراد آبــاد- 

حــدّاده- مومــن آبــاد بــه علــت رطوبــت پاییــن خــاک محــدود بــه تنهــا یــک جدایــه شــد.
فاکتورهــای زهرآگینــی، تولیــد اســپور و رشــد قــارچ هــای بیمارگر حشــرات، تحــت تاثیــر فاکتور 
 M. anisopliae و B. bassiana مهــم دمــا هســتند. ایــن تاثیــر در بســیاری از قــارچ هــا ماننــد
ــف  ــا طی ــه ب ــورت گرفت ــات ص ــت )Tefera and Pringle, 2003(. مطالع ــیده اس ــات رس ــه اثب ب
دمایــی متفــاوت )از 30-15 درجــه ســانتی گــراد( در ارزیابــی تولیــد اســپور و نــرخ رشــد، حاکــی 
از مناســب بــودن طیــف دمایــی 27- 25 درجــه ســانتی گــراد مــی باشــد)Ekesi et al., 1999(. در 
ــدی در دمــای 1 ± 27 درجــه ســانتی  ــرخ رشــد و تعــداد کنی ــی ن ــز، ارزیاب پژوهــش حاضــر نی
گــراد صــورت پذیرفــت و بــه خوبــی توانســت تفــاوت میــان جدایــه هــا را از منظــر نــرخ رشــد 
ــر  ــا یکدیگ ــا ب ــه ه ــن اســاس، ســرعت رشــد جدای ــر ای ــدی نشــان دهــد. ب ــدی تولی ــداد کنی و تع
متفــاوت بــود و در طیفــی معــادل 24/1 – 9/2 میلــی متــر/ روز قــرار داشــت. نتایــج بــه دســت 
 ،)Ekesi et al., 1999( آمــده از ایــن تحقیــق بــا نتایــج حاصــل از آزمایشــات 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 ســریع را مزیتــی مهــم در کنتــرل زیســتی دانســتند 
و علــت آن را کاهــش زمــان لازم بــرای تولیــد انبــوه کنیــدی، اســتراتژی رقابتــی قــارچ در طــی چرخــه 
زندگــی ســاپروفیتی در برابــر میکروارگانیســم هــای دیگــر و تســریع کنترل آفــت به علت آلودگی ســریع 
 Petlamul( میزبــان برشــمردند. ارزیابــی شــمارش تعداد کنیــدی با آزمایشــات پتلامــول و پراسرتســان
and Prasertsan, 2012(، صفــوی و همــکاران )Safavi et al., 2007( همســویی داشــت و بــر 

پایــه ی تفســیم بنــدی پتلامــول و پراسرتســان )Petlamul and Prasertsan, 2012( جدایــه ی 
SHU.J.01 بــا تولیــد بیشــترین تعــداد کنیــدی، نســبت بــه بقیــه ی جدایــه هــا برتــر بــود.

مطالعــه ی زیســت ســنجی بــه منظــور تعییــن زهرآگینــی قــارچ هــای بیمارگــر حشــرات و غربــال 
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گــری جدایــه هــای بیمــاری زا بــه عنــوان عوامــل کنتــرل بیولوژیــک ضــروری اســت. زهرآگینــی عامــل 
 .)Nguyen et al., 2007( مهمــی بــرای انتخاب ســویه هــای قارچی کاندیــدا در کنتــرل حشــرات اســت
آزمایــش زیســت ســنجی جدایــه هــای مــورد مطالعــه علیــه سوســک قرمــز آرد بــا غلظتــی معــادل 
108 × 1 انجــام شــد و جدایــه هــای مختلــف، تــوان زهرآگینــی متفاوتــی را بــر روی حشــرات کامــل 

T. castaneum نشــان دادنــد. نتایــج بتــا و ابوصفیــح )Batta and Abu Safieh, 2005(، خشــاوه  
)Khashaveh and Sakenin Chelav, 2013(، میکالاکــی  و همــکاران  و ســاکنین شــالاو 
)Michalaki et al., 2006( و نانــگ  و همــکاران )Nong et al., 2011( نیــز تــوان زهر-آگینــی 

متفاوتــی را در جدایــه هــای پژوهــش هــای خــود گــزارش نمودنــد.
ســاموئل و همــکاران )Samuels et al., 1989( در بررســی ارتبــاط میــان جوانه زنی، نرخ رشــد، 
  M. anisopliaeتولیــد اســپور، تولیــد آنزیــم هــای بــرون ســلولی1  بــا زهرآگینــی 24 جدایــه ی
علیــه Nilaparvata lugens (Arthropoda,Hemiptera) (Stål,1854) را گــزارش کردنــد. بــا 
اســتفاده از جدایــه هــای  Metarhizium اظهــار داشــتند کــه جدایــه هــای بــا ســرعت جوانــه زنــی 
ــا عنایــت بــه وجــود همبســتگی مثبــت و  ــاد، از نــرخ رشــد ســریعی برخوردارنــد همچنیــن ب زی
معنــی دار بیــن دو شــاخص درصــد جوانــه زنــی اســپورها و میــزان مــرگ ومیــر آفــت میزبــان، 
آنهــا نتیجــه گرفتنــد کــه هرچــه جدایــه ای ســریعتر جوانــه زنــی نمایــد توانایــی آن در آلودگــی 
ــای  ــه ه ــج بررســی همبســتگی جدای ــت بیشــتر اســت )Keyser, 2010(. نتای ــر آف ــرگ و می و م
Metarhizium در تحقیــق حاضــر نیــز مبیــن وجــود روابــط مثبــت و معنــی دار بیــن شــاخص 
هــای ارزیابــی شــده بــود بــه طــوری کــه جدایــه هــای دارای نــرخ رشــد ســریعتر و تولیــد کنیــدی 

بیشــتر قــدرت زهرآگینــی بیشــتری در آلــوده ســازی میزبــان نشــان دادنــد.
  (Curran et al., 1994)بررســی هــای تبــار شــناختی پیشــین ماننــد آنچــه کــوران و همــکاران
 Metarhizium 5 بــرای درک روابــط تکاملــی درون جنــس/s8 و ژن ITS بــا اســتفاده  از ناحیــه
انجــام دادنــد و تحلیــل پارســیمونی2  و آزمــون احتمــال دنبالــه3  نشــان داد کــه ایــن جنــس تــک 
(Sung, 2007)ســانگ ،)Driver et al., 2000( نیایــی اســت. پژوهــش هــای درایــور و همــکاران

 Metarhizium نیــز 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 نیای ــی ت جنس
جدایــه هــای M. anisopliae var. anisopliae در یــک خوشــه، ایــن گونــه را تــک نیایــی دانســت 
 51 ITS ــی ــی توال ــز فیلوژنتیک ــی آنالی 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 بی جدای
1-Extracellular Enzyme

2*Parsimony Analysis

3-Tail Probability (T-PTP) Test
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آن M. robertsiiتــک نیایــی نیســتند. بررســی حاضــر نیــز نشــان داد کــه جدایــه هــای شــاهرود 
پلــی فیلتیــک هســتند و بررســی تنــوع منطقــه ی ITS، گونــه هــای جدیــدی را در کنــار گونــه هــای 
شــناخته شــده ی جهانــی جــای داد. همچنیــن، چنانچــه میــزان نمونــه بــرداری )از نظــر فاصلــه 
و دفعــات( دراقلیــم شــاهرود و شهرســتان هــای اطــراف افزایــش یابــد ایــن احتمــال وجــود دارد 
کــه تعــداد گونــه هــای جدیــد حــاوی زیــر گونــه هــای متنــوع بیــش از ایــن نیــز باشــد. همچنیــن 
ضــرورت دارد تــا ایــن یافتــه هــا بــا نشــانگرهای ملکولــی دیگــر و همچنیــن مطالعــات ســلولی و 

میکروســکوپی آتــی مــورد تائیــد و بررســی قــرار گیرنــد.
بســیاری از محققــان M. anisopliae را فــراوان تریــن گونه ی شناســایی شــده Metarhizium در 
بیــن قــارچ هــای بیمارگــر حشــرات برمــی شــمرند ) ;Bischoff et al., 2009 Yip et al., 1992( با 
ایــن وجــود، در مناطــق مــورد مطالعــه در ایــن پژوهــش صرفــا 0/4 درصــد از جدایــه هــا )یعنــی 
جدایــه هــای SHU. J. 01، SHU. J. 28 و SHU. J. 35( متعلــق بــه ایــن گونــه بودنــد.  تجزیــه ی 
خوشــه ای جدایــه هــا بــر پایــه ی محــل جمــع آوری نشــان داد کــه جدایــه هــای  SHU. J. 22از 
ســرولات )گیــان(، SHU. J. 12 و  SHU. J. 29از شــهنما )شــاهرود( در کنــار،M. robertsii  در 
خوشــه 1 گروهبنــدی شــدند. در خوشــه ی 2 جدایــه 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 روی
گرفتنــد. در خوشــه ی 3 جدایــه هــای SHU. J. 19، SHU. J.31 از شــهنما و SHU. J. 06 بســطام 
ــر  ــگل اب ــای جن ــه ه ــی از جدای ــد. نمایندگان ــار M. guizhouense جــای گرفتن )شــاهرود( در کن
و شــهنما در خوشــه 4 در کنــار M. anisopliae قــرار گرفتــه انــد و برپایــه 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 جدای ــدند. در خوش ــایی ش ــابه شناس مش
 SHU. J. 27 از شــهنما در کنــار هــم بــا قرابــت 85 درصــدی قــرار گرفتنــد. جدایــه ی SHU. J. 15

بــه تنهایــی در خوشــه ی 6 جــای گرفــت و قرابتــی بیــن آن و دیگــر گونــه هــا مشــاهده نشــد. در 
خوشــه هــای 7 و 9 دو نماینــده ی شــناخته شــده ی جهانــی قــرار گرفتنــد و معادلــی از جدایــه 
هــای ایــران نداشــتند. در خوشــه 8 جدایــه SHU. J. 02 رویــان )شــاهرود( بــا قرابــت 88 درصــد 
  M. lepidiotae،ــه ی ــه گون ــه ی 10، س ــد. در خوش ــایی گردی ــام M. brunneum شناس ــا ن ب
 M. acridumو M. globosum قرابتــی بــا جدایــه هــای ایــران نشــان ندادنــد. در 8 خوشــه ی 

بعــدی تنهــا جدایــه هــای ایــران قــرار دارنــد و بــا توجــه بــه عــدم قرابــت بــا نماینــدگان گونــه 
هــای شــناخته شــده ی جهانــی احتمــالا گونــه هــای جدیــدی باشــند کــه ادعــای ایــن امــر مســتلزم 
 SHU. J. 10 ،)شــهنما( SHU. J. 11 بررســی هــای بیشــتر اســت. در خوشــه ی 19، جدایــه هــای
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)شــهنما(،  SHU. J. 05)بســطام( و SHU. J. 33 )شــهنما( در کنــار یکدیگــر قــرار گرفتند. در خوشــه 
ی 20 نیــز دو جدایــه 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 ی
آنالیــز فیلوژنــی اســتفاده گردیــد. بــا توجــه بــه درختچــه ی فیلوژنــی چنیــن نتیجــه گیــری مــی 
 M. majus، M. lepidiotae، M. ــه هــای ــرای گون ــده ای ب ــق حاضــر، نماین ــه در تحقی 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 بســیار مشــابه یکدیگــر هســتند و شناســایی آنهــا  از منظــر ریخــت شــناختی و تب
تنهــا بــر مبنــای مقایســه ی توالــی هــای ITS بــه دســت آمــده بــا توالــی هــای موجــود در پایــگاه 
ــرای  ــد ب ــز بای ــی  نی ــی ژن ــایر نواح ــه س ــت. در نتیج ــر نیس ــکان پذی ــی GenBank ام اطلاعات

شناســایی و تفکیــک ایــن گونــه هــا اســتفاده شــوند.
از میــان 30 جدایــه ی توالــی یابــی شــده، 14 جدایــه بــه باغــات مختلــف، 12 جدایــه بــه مــزارع 
ــکاران  ــای ســانچز-پنا و هم ــه ه ــق یافت ــه طب ــق داشــت، ک ــی تعل ــه مناطــق جنگل ــه ب و 4 جدای
ــتر  ــات بیش ــزارع و باغ ــارچ در م ــن ق ــش ای ــور و پراکن )Sanchez-Pena et al., 2011( حض
ــن  ــف ای ــه ی مختل ــران در 11 خوش ــای ای ــه ه ــن جدای ــرار گرفت ــت. ق ــی اس ــق جنگل از مناط
ــور  ــرات در کش ــر حش ــای بیمارگ ــارچ ه ــان1  از ق ــای پنه ــه ه ــود گون ــر وج ــه، نمایانگ درختچ
 .)Bidochka M et al;2005 Bidochka et al., 2001; Hughes et al., 2004( مــی باشــد
 M. نشــان داد کــه جدایــه هــای )Balachander et al., 2012( مطالعــه ی بالاچنــدر و همــکاران
anisopliae var. acridum بررســی شــده بــه شــاخه هــای مختلفــی تعلــق دارنــد و هیــچ کــدام 
از آنهــا بــه توالــی هــای گــزارش شــده در پژوهــش هــای انجــام شــده ی قبلــی توســط درایــور 
ــباهتی  ــکاران )Bischoff et al., 2006( ش ــاف و هم ــکاران )Driver et al., 2000( و بیش و هم
ندارنــد. محققیــن زیــادی بــر ســودمندی ناحیــه ی ITS1، S8/5، و ITS2 در شناســایی مولکولــی 
قــارچ هــا تاکیــد نمودنــد )Pereira de Lyra et al., 2012(. تحقیقــات  تنگتیراســونان و همــکاران 
 M. درون گونــه ی ITS نیــز نشــانگر تنــوع بــالای ناحیــه ی )Tangthirasunun et al., 2010(
ــورد  ــای م ــه ه ــی جدای ــر پراکندگ ــی ب ــر مبن ــش حاض ــای پژوه ــه ه ــا یافت ــود. ب anisopliae ب
مطالعــه در تاکســون هــای مختلــف هماهنگــی داشــت. اگــر چــه ایــن انتظــار وجــود داشــت کــه 
ــج  ــا نتای ــد ام ــرار گیرن ــک گــروه خواهــری ق ــه، در ی ــک منطق ــه هــای اســتخراج شــده از ی جدای
کســب شــده، ایــن انتظــار را تامیــن ننمــود. بــا توجــه بــه تکامــل نســبتا آهســته ی توالــی هــای 
هســته ای نظیــر ITS ایــن توالــی هــا مــی تواننــد مرجــع مهمــی بــرای شناســایی قــارچ هــا باشــند.
1-Cryptic Species
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سپاسگزاری 
از زحمــات جنــاب آقــای مهنــدس ســعید متیــن  کــه همــکاری هــای ایشــان در مراحــل انجــام ایــن 

پــروژه همــواره احســاس مــی گردیــد کمــال امتنــان و تشــکر را داریــم.

جدول 1: تجزیه واریانس صفات بیماری زایی، تعداد کنیدی و نرخ رشد جدایه های قارچ . 

Metarhizium spp
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جــدول 2:مقایســه میانگیــن نــرخ رشــد، تعــداد کنیــدی و تلفــات سوســک قرمــز آرد در جدایــه 

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

هــا بــر طبــق روش پتلامــول و پراسرتســان )2012(



247دوره سی و یکم، شماره 1، بهار 1397مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

جــدول3: همبســتگی میــان ســه پارامتــر نــرخ رشــد، تعــداد کنیــدی و بیمــاری زایــی جدایــه هــای 

.Metarhizium spp

جــدول 4: لیســت گونــه هــای Metarhizium و شــماره دسترســی آن در پایــگاه ژنی NCBI اســتفاده 

شــده در ترســیم درختچــه فیلوژنی
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ــارچ  ــای ق ــه ه ــه ITS جدای ــه ناحی ــای دو طرف ــی ه ــل از توال ــنجی حاص ــت تبارس ــکل 1: درخ ش

.Metharizium spp بــه روش بیشــینه پارســیمونی و بــوت اســترپ 1000. درخــت تبــار ســنجی 

ــک هســتند و  ــی فیلیتی ــای شــاهرود پل ــه ه ــد و جدای ــه 20 خوشــه تقســیم مــی کن ــا را ب ــه ه جدای

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

ــد. ــایی نمای شناس
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