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 سپاسگزاری                                                                                     

 در هبلک  ،هپروژ نای  امر در تنها نه انشهای  حمایت و ها راهنمایی خاطر به شاهرخ قرنجیک   ردکت  آقای ابنج  ردگرانق استاد حماتز زا میدانم مز لا دوخ  بر

 ود.نب  شما روی پیش راخی  رساله انشای  یاری  وندب شک بی .باشم هداشت  را  ردانیدق و تشکر کمال ، تحصیل دوران تمامی

کایک پرسش ها  حوصله، و رصب  با که انشای  نهوزا دلس  و ی شائبهب  حماتز خاطر به علی درخشان شادمهری ردکت  آقای ابنج   همچنین از  را  کلاتمش م  وی

 .نمایم می تشکر صمیمانه ،نددوب  وپاسخگ  داشتیچشم هیچ وندب

 برگ و اخش آنان هریش  زا و بیاسایم جودشانو پربار درخت درسایه تا ساخت نصیبم اکاردف مادری و ردپ کرم، روی زا که اکرمش بسی را  ایدخ

 ودنمب  بر است دلیلی انشنام  و مرس  بر است افتخاری  تاج ودنشانب  که ینیدوال .نمایم تلاش شدان  و علم کسب هرا  در جودشانو سایه زا و مرگی 

آنکه  دامی .وختندآم  نشیب و زفرا  زا پر زندگی وادی نای  در را  نرفت  هرا  و گرفتند را  دستم ،وده اندب  ام هستی مایه پروردگار زا پس جودو دو نای  که چرا 

 را جبران کنم.گوشه ای از محبتشان  وانم بت  روزی

کاری کارشناسان محترم آزمایشگاه مهندس مطهری نژاد، مهندس عبدالهی، مهندس فرجی، مهندس حسین پور، مهندس  انتها در از مساعدت و هم

غدیریان، ، وجیهه کلاسیهایم، خانم ها عصمت اشعارقدیم، مرضیه حسنی، آناهیتا پنجی، مهسا جوکار تمامی دوستان و هم شاکری و مهندس گلی و از

، فرشید عنایتی، شهریار دانش، بهرام  حسین زرگررامین اسدی صدر، و آقایان علیرضا شعبانی نژاد،  و آزاده محسنیصدیقه قریشی، مریم رمضانی 

 .مساختند، سپاسگزار  را  امشیرین دوران زندگی گوشه ای از خاطرات مدت این در که کسانی همه و سیف اله حمزه کلکناری و توکلیالله
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 هر که در هر کار با عشق است یار
 کار او باقیست اندر روزگار

 
گانی است که چراغ راه فرپیشرفت فرهنگ و علم مرهون خرد گی هیختگی اند و توسعه دانش و دانست ورزی ها و کوشش فرزان

کار مردان و زنان خستگی ناپذیری است که نهال علم و عمل را ت   اند.این سرزمین پروراندهوأمان در خاک وامدار تلاش و پشت

ا دریغ آنهدر و مادر فداکارم که حمایت های بیبدیل زندگی، پگردد به دو فرشته بیبه پای قدرشناسی، این رساله تقدیم می

ها را برایم ممکن ساخت.غیرممکن  

   

 علی حیدری 

4931تابستان   
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دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژی در کشاورزی دانشکده کشاورزی دانشگاه  علی حیدری اینجانب

 استفاده ازبا  .Beauveria sp زای حشراتبیماری قارچ یکیتنوع ژنت بررسینامه صنعتی شاهرود نویسنده پایان

 شوم.متعهد می دکتر علی درخشان شادمهری آقایان دکتر شاهرخ قرنجیک وتحت راهنمائی  ISSR نشانگر
 نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار استتحقیقات در این پایان. 
 های محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است.در استفاده از نتایج پژوهش 
 برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه نشده است. نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگریمطالب مندرج در پایان 
  و یا « دانشگاه صنعتی شاهرود » کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد و مقالات مستخرج با نام «

Shahrood  University  of  Technology  ».به چاپ خواهد رسید 
 گردد.نامه رعایت میاند در مقالات مستخرج از پایاننامه تأثیرگذار بودهرادی که در بدست آوردن نتایج اصلی پایانحقوق معنوی تمام اف 
 ها( استفاده شده است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت شده های آننامه، در مواردی که از موجود زنده )یا بافتدر کلیه مراحل انجام این پایان

 است.
 نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده است اصل رازداری، انجام این پایان در کلیه مراحل

 ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است.
 52/6/49         تاریخ:                                                                        

                                        امضای دانشجو:                                                                       

 

 

 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

 افزارها و ای، نرمهای رایانهکلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه

 باشد.متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود میتجهیزات ساخته شده است( 

 باشد.نامه بدون ذکر مرجع مجاز نمیاستفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان 

 تعهد نامه                               
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 کیده:چ

 یشوند و عامل مهم تنظیم کنندهدر طبیعت موجب بیماری حشرات می اغلب حشرات زاییهای بیمارارچق

جزو   Beauveria bassianaقارچ. که طبیعت آن را در اختیار آدمی قرار داده است جمعیت حشرات هستند

میزبانی وسیع به عنوان یک آفتکش زیستی مورد توجه قرار  دامنههای مشهوری است که به دلیل بیمارگر

را شامل  خانواده از حشرات 11راسته و  41ها را که حداقلاز میزبان ایدامنه گستردهاین قارچ . گرفته است

از نقاط مختلف شهرستان اهواز  جهت بررسی تنوع ژنتیکی این قارچ، ،در این تحقیق .کندمی شوند، آلوده می

با روش طعمه  B. bassiana جدایه مختلف قارچ 01)استان خوزستان( و شهرستان شاهرود )استان سمنان( 

زنی و و با استفاده از صفات مورفولوژیک مانند نرخ رشد، تولید اسپور و قدرت جوانه ندای جداسازی شدحشره

شرح  Tenebrionidae)Coleoptera( Tribolium castaneum : آزمون زیست سنجی علیه سوسک قرمز آرد

-ماریهای مورفولوژیک نشان داد که بین صفات نرخ رشد، تولید اسپور و درصد بیداده شدند. نتایج آزمایش

شکلی تکثیر شده نواحی بین ریز داری وجود دارد. همچنین، در این تحقیق از چندزایی همبستگی معنی

که از مناطق  B. bassiana جدایه مختلف قارچ 62به منظور بررسی سطوح تنوع ژنتیکی در  ISSR ایماهواره

پرایمر بر  61پرایمر مورد بررسی،  91 جغرافیایی متفاوت جداسازی شده بودند، استفاده شد. در این مطالعه، از

 349پرایمر مذکور، مجموعاً  61ها انتخاب شدند. پذیری باندشکلی و نیز تکراراساس میزان تشکیل باند، چند

های مختلف، شکلی قابل قبولی نشان دادند. تعداد قطعات تکثیر شده با پرایمرباند تولید کردند که همگی چند

عدد  63کمترین آن  و ISSR840 پرایمر عدد مربوط به 01تعداد قطعه تکثیر شده متفاوت بود. بیشترین 

-تعداد آلل، بیشترین Neiشاخص بود. بیشترین مقدار شاخص شانون، بیشترین  ISSRBIS29 مربوط به پرایمر

بود  ISSR840 مربوط به پرایمرمحتوای اطلاعات چندشکلی و بیشترین شاخص نشانگر ، بیشترین های موثر

-های مورد مطالعه را نسبت به سایر پرایمراین پرایمر تنوع ژنتیکی بین جدایهکه نشان دهنده این است که 

دهنده وجود تنوع ژنتیکی و مورفولوژیکی در بین . نتایج این پژوهش نشاندهدبهتر نشان می ISSR های

های تعیین تنوع ژنتیکی بین جدایهدر  ISSR های مورد بررسی بوده و بیانگر کارآمدی نشانگرهایجدایه

 باشند.مورد مطالعه می مختلف قارچ

 ISSR ، تنوع ژنتیکی، نشانگرB. bassiana زای حشرات،های کلیدی: قارچ بیماریواژه
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 لیست مقالات مستخرج از پایان نامه:             
 

بر روی لارو   Beauveria bassianaزای حشراتی بیمارگری قارچ بیماریمعرفی و مطالعه

 در شرایط آزمایشگاهی (Galleria melanolla) خوار زنبور عسلموم
 ، شاهرخ قرنجیک، علی درخشان شادمهریعلی حیدری

 دانشگاه تهران -های کشاورزیهای نوین در محیط زیست و اکوسیستماولین همایش یافته

 4939آذر 

 
 

 در کنترل سوسک قرمز .Beauveria spp های مختلف قارچبررسی آزمایشگاهی ایزوله
 (Tribolium castaneum) آرد

  ، شاهرخ قرنجیک، علی درخشان شادمهریعلی حیدری
دانشگاه  -اولین همایش بین المللی و نهمین همایش ملی بیوتکنولوژی جمهوری اسلامی ایران

 4931سوم تا پنجم خرداد  –شهید بهشتی تهران 

 

 bassiana  Beauveria زای حشراتقارچ بیماری های مختلفجدایه بررسی تنوع ژنتیکی
 ایدر شهرستان اهواز با استفاده از نشانگرهای بین ریز ماهواره

  ، شاهرخ قرنجیک، علی درخشان شادمهریعلی حیدری
دانشگاه تهران -دومین کنگره قارچ شناسی ایران            

1493شهریور یکم تا سوم            

 

-جداسازی، رشد و اسپورزایی جدایه روی مایع و جامد کشت محیط چند اثر بررسی

 Beauveria bassianaزای حشرات قارچ بیماری های مختلف
  ، شاهرخ قرنجیک، علی درخشان شادمهریعلی حیدری

دانشگاه تهران -دومین کنگره قارچ شناسی ایران                  

1493شهریور یکم تا سوم            
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 صفحه نامههای ذکر شده در پایانفهرست جدول

 0 کنندهای قارچی نکروتروف که به حشرات حمله میهای مهم و پارازیت: راسته4-4جدول 

 B. bassiana 41چ قارگزارش لاتردال از میزبان های  :6-4جدول 

 20 استفاده در تهیه بافر استخراجمواد مورد : 4-9جدول 

 23 های مورد استفادهو دمای اتصال پرایمرتوالی  :6-9جدول 

 B. bassiana 81جدایه مختلف قارچ  01جدول تجزیه واریانس برای نرخ رشد: 4-1جدول 

 B. bassiana 84های مختلف قارچ مقایسه میانگین نرخ رشد جدایه: 6-1جدول 

 B. bassiana 89جدایه مختلف قارچ  01جدول تجزیه واریانس برای تعداد کنیدی تولیدی: 9-1جدول 

 B. bassiana 89 مختلف هایجدایه کنیدی تولیدیمقایسه میانگین تعداد : 1-1جدول 

 B. bassiana 80جدایه مختلف قارچ  01زنیجدول تجزیه واریانس برای قدرت جوانه: 0-1جدول 

 B. bassiana   82 مختلف هایجدایهزنی قدرت جوانهمقایسه میانگین : 2-1جدول 

 B. bassiana 87جدایه مختلف قارچ  01زاییجدول تجزیه واریانس برای بیماری :7-1جدول 

 B. bassiana 88های مختلف قارچ مقایسه میانگین تلفات سوسک قرمز آرد توسط جدایه: 8-1جدول 

 411 های مورد مطالعهبرای جدایه  ISSRینشانگرها زیآنال از حاصل نتایج: 3-1جدول 

 414 هادر یکایک جمعیت Neiتنوع ژنی  زیآنالگیری شده های اندازهشاخص از حاصل نتایج : 41-1جدول 

 410 های مورد مطالعهبر اساس جمعیت نمودار حاصل از تجزیه واریانس مولکولی : 44-1جدول 

 410 های مختلف قارچ مورد مطالعهواریانس مولکولی برای جدایهتجزیه  :46-1جدول 

 ISSR 417های اصلی پرایمرهای نتایج حاصل از تجزیه به مولفه  :49-1جدول 

 441 های بدست آمده از آنهاو جدایه B. bassianaتعداد لاروهای آلوده و نرخ جداسازی قارچ ضمیمه:  4جدول 

 440 بدست آمده  B. bassianaهای مختلف قارچجغرافیایی جدایهمشخصات ضمیمه:  6جدول 
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 صفحه   نامههای ذکر شده در پایانفهرست شکل

 B. bassiana 3 شکل شماتیک از قارچ : 4-4شکل 

 ISSR 64شمایی از روش : 6-4شکل 

 17 های خاکآوری نمونه: جمع4-9شکل 

 13  خوار: مراحل زندگی پروانه موم6-9شکل 

 01 خوار و رهاسازی لارو بر روی خاکپرورش لارو پروانه موم: 9-9شکل 

 01 خوار زنبور عسل و محیط کشتروی لارو پروانه موم Beauveriaنمایی از قارچ  :1-9شکل 

 02 های بدست آمدهبانک اولیه از لاروهای آلوده و بانک ثانویه از جدایه ی تهیهنحوه: 0-9شکل 

 B. bassiana 20جدایه مختلف قارچ  62استخراج شده از  هایDNA: الگوی الکتروفورزی 2-9شکل 

 ISSR840  32 پرایمر از حاصل یباند یالگو :4-1شکل 

 419 مورد مطالعه B. bassianaقارچ های مختلف برای جدایهISSR  هایداده از حاصل دندروگرام :6-1شکل 

 ISSR 418 های پرایمر های اصلیپلات تجزیه مؤلفه :9-1شکل 

 ISSR 413  پرایمرهایی مولکول یهاداده یاصل یهامؤلفه هیتجز از حاصل یبعد سه نمودار :1-1شکل 

نمودار حاصل از بررسی همبستگی کوفنتیک دو ماتریس فاصله ژنتیکی و فاصله جغرافیایی  :0-1شکل 

 NTSYS 2.02e افزاربر اساس نرم  ISSRپرایمرهای 
441  
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 نامه و نام کامل آنهاکار رفته در پایانتعدادی از اختصارات به

 نام کامل                                                             اختصار           

AFLP Amplified Fragment Length of Polymorphism 

CTAB Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 

CV Coefficient Variance 

  CDA Czapeck- Dox- Agar 

DF Degrees of Freedom 

GBM Galleria Bait Method 

LC50 Letal Concentration 50 

LT50 Letal Time 50 

MS Mean of Square 

PVP PolyVinylPyrrolidone 

PCR Polymerase Chain Reaction 

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA 

RFLP Restriction Fragment Length of Polymorphism 

SDA+Y Sabroud-Dextrose-Agar + Yeast Extract 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

SSR Simple Sequence Repeat 

TBE Tris Borate Ehtylen Di-amin Tetra Acetate 

YPD Yeast extract Peptone Glucose Broth 
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  1زیستیکنترل  -1-1

های مختلف زراعی، باغی، جنگلی و مرتعی دارای دشمنان طبیعی آفات کشاورزی در تمام اکوسیستم

در  تتعادل طبیعو های گیاهخوار سبب کاهش جمعیت آفات هستند که با تغذیه از گونهمتعددی 

ها(، ها و ویروسها، باکتریقارچزا )های بیماریل شامل میکروارگانیسمشوند. این عوامها میاکوسیستم

جمعیت  کنترل و تنظیم به منظوراستفاده از موجودات زنده هستند.  شکارگرها و پارازیتوئیدها

را کنترل زیستی گویند. در واقع کنترل زیستی یا های هرز علف و 6های گیاهیحشرات آفت، بیمارگر

این میلینگ شود. آور گفته میمهار زیستی به بکارگیری عوامل زنده مفید علیه موجود زنده زیان

یش دشمنان طبیعی های موجود در حفاظت و افزاییرات محیط یا شیوهغت"عنوان  تحتتکنیک را 

دشمنان طبیعی نقش مهمی را در  .[6117میلینگ، ] داده استتوضیح  "برای کاهش اثرات آفات

های کنترل غیرشیمیایی استفاده از روش هنگامی که ،نمایندمحدود نمودن جمعیت آفات ایفاء می

استونر، ] دهندهای آفت را کاهش میجمعیت و خسارت گونه ،زنده ماندهمفید کنیم این موجودات 

4341] . 

های شیمیایی برخوردارند و لذا استفاده کشاز حساسیت بالایی نسبت به آفت بیشتر دشمنان طبیعی

ی به زیستکنترل . [4341استونر، ]از این مواد، موجب محدودیت کارایی دشمنان طبیعی خواهد شد 

های شیمیایی توصیف شده کشعنوان علمی کاربردی در رفع مشکلات استفاده طولانی مدت آفت

های د قارچحشرات بوجود آمده است. کاربر زایبیماریهای است و توجهات زیادی در کاربرد قارچ

ل طیفی وسیعی از سبب کنتر Beauveria bassiana (Bals) Vuill زای حشرات از جمله قارچبیماری

شود که اکثر این حشرات می Hymenoptera و  Coleoptera ،Lepidopteraهایآفات شامل راسته

. از آنجا که مطالعات اندکی روی تنوع ژنتیکی [6114]پادجاما و کواِر، آفات کشاورزی هستند 

های قارچی کمک کشتواند به توسعه حشرهین تحقیق میصورت گرفته است ا  Beauveriaقارچ

ت، به حفاظت از محیط زیست علاوه بر از بین بردن آفات مضر کشاورزی و افزایش محصولا و ودهنم

                                                 
Biological Control. 1  

 sPlant Pathogen .2  
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 نماید.نیز کمک 

 
 1حشرات  زاییهای بیمارقارچ -1-2

-حشرات راه زاییبیمارهای قارچ. هستند حشرات زاییهای بیمار، قارچعوامل کنترل زیستییکی از 

سراسر  در زای بیماریهااین قارچ .شوندحلی موثر و ایمن برای کنترل حشرات آفت محسوب می

ی دامنه میزبانی وسیع دیگر و برخی میزبانی محدود دامنهاند، برخی از آنها ها پراکندهسلسله قارچ

 Zoophthora radicans Batko ,Metarhizium anisopliae (Metshn.) Sorokinهای هد. گوندارن

Fusarium sp. Link,  وB. bassiana  های مختلفی از حشرات را در شرایط مزرعه و گونه

 . [6141علی و همکاران، ]نمایند آزمایشگاهی آلوده می

 Zygomycota، دار(های آسک)قارچ Ascomycota شاخهحشرات در  زاییهای بیمارقارچ

 راستهها به های این قارچقرار دارند و جنس های ناقص()قارچ Deuteryomycota وداران( 6)زیگوسپور

Entomophthorales  درZygomycota  و یا ردهHyphomycetes  درDeuteromycota  تعلق دارند

کننده طلب آلودهفرصت زایبیماریهای طور معمول به عنوان قارچهب Hyphomycetes ردهکه اعضای 

  .[6144هامبر، ] شوندهای حشرات در نظر گرفته میبسیاری از گونه

 ،Ascomycota هایشاخه حشرات در زاییبیمار مهم هایقارچطبق روابط فیلوژنتیک، 

Basidiomycota، Zygomycota و Chytridiomycota تاجیک و همکاران، ] شوندمیبندی طبقه

زای حشرات توانایی های بیماریشایان ذکر است که بیشتر قارچ. [6117سانگ و همکاران،  ؛6113

-( قارچ9جنسی )آنامورفهای غیراند. تمام فرمتکثیر از طریق تولید مثل جنسی خود را از دست داده

زا، اسپور )کنیدی( و بعضی هم کلامیدوسپور )نوعی اسپور استراحت با دیواره ضخیم( های بیماری

                                                 
Entomopathogenic fungi. 1  

Zigospore  .2 
Anamorph .3 
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اند، به همین خاطر در زا ناشناخته ماندههای بیماریهای قارچکنند. فرم جنسی اکثر گونهتولید می

-نهشوند. احتمال دارد که بسیاری از گوبندی میطبقه 4های ناقصیا قارچ etesDeuteromycشبه رده 

های ناقص شکل جنسی خود را در فرآیند تکامل از دست داده باشند و یا اینکه شکل های قارچ

توان این گیرد. به همین دلیل نمیشود و یا به ندرت شکل میجنسی آنها در طبیعت تشکیل نمی

اند ]کیفر و های ناقص را به خود گرفتهی تاکسونومی قرار داد و لذا عنوان قارچها را در آرایهقارچ

ای به صورت آنامورف در طبیعت به طور گسترده Beauveriaهای مختلف قارچ گونه[. 4333مورِلت، 

]ماگنای و همکاران، ها گزارش شده است عنوان یک مجموعه ناهمگن از جدایه پراکنده هستند و به

-آنجا که جنسشکل جنسی دارد. از  Cordycepsتنها جنس  Sordariomycetesی در شاخه. [4383

زا، شکل جنسی برای های بیماریها در قارچو دیگر جنس  Metarhiziumو Beauveria هایی مانند

 Cordycepsکنند. جنس عنوان می Cordycepsها را آنها ناشناخته مانده است، شکل جنسی این قارچ

هستند. مطالعات مختلف به پایان گونه دارد که همگی اندوپارازیت حشرات و دیگر بند 111نزدیک به 

که  است Cordycepsدر واقع  Beauveriaهای وضوح نشان داده است که فرم جنسی برخی از گونه

هستند ]سانگ و همکاران،  Cordyceps brongniartii و Cordyceps bassianaها شامل این گونه

شوند و عامل مهم در طبیعت موجب بیماری حشرات می اغلب حشرات زاییهای بیمارارچ[. ق6114

تاجیک و ] که طبیعت آن را در اختیار آدمی قرار داده است جمعیت حشرات هستند یکنندهتنظیم

زنی، آلودگی و اسپورزایی زای حشرات برای جوانههای بیماریبسیاری از قارچ .[6113همکاران، 

ی آلوده کننده به علت فقدان شرایط یی و رطوبتی دارند. در بعضی موارد مرحلهمحدودیت دامنه دما

کند و پرامیدترین کاندیدای قارچی که مراحل جداسازی و آزمایشگاهی مناسب، قوی و موثر عمل نمی

 یهای مقاومت مانند اسپورهای استراحترا گذرانده است برای کنترل آفات توانایی تولید و تشکیل فرم

 [. 6141دهد ]جارونسکی، را ندارد و کاربرد خود را در شرایط محیطی از دست می

                                                 
Imperfect Fungi .1  
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تاکنون اشاره شده است. هیفومیست  اعضای خانوادههای قارچی پارازیت و به راسته 4-4در جدول 

خان و ] حشرات گزارش شده است زاییهای بیمارگونه متعلق به قارچ 711جنس و  31بیش از 

بر روی حشرات مهم از منظر اقتصادی نظیر  زایهای بیمارهای قارچتمام گونهکه  [6146همکاران، 

-میصورت انگل عمل هدوبالان ب و 4بالان، راستNoctuidaeخانواده  هایپرهشبها، سفیده کلم، شته

، Beauveria ،Metarhiziumهای ناقصی مانند )قارچهای موسکاردین و لذا قارچنمایند 

Paecilomyces   وSorosporella[4371باتکو، ]های زیستی مناسب هستند کش( برای تولید حشره.  

. [6114بنجامین، ] کنندهای قارچی نکروتروف که به حشرات حمله میهای مهم و پارازیتراسته: 4-4جدول  

Chytridiomycota 

     Chytridiomycets 

          Blastocladiales- Coelomomyces 

Zygomycota  

     Zygomycetes 

          Entomophthorales 

                 Entomophthoraceae- Entomophaga, Entomophthora, Erynia, Furia, Massospora, 

                        Pandora, Zoophthora 

                 Neozygitaceae- Neozygites 

                 Ancylistaceae- Conidiobolus 

Ascomycota 

    Pyrenomycetes 

         Hypocreales 

                   Clavicipitaceae- Cordyceps, Cordycepioideus, Ophiocordyceps, Torrubiella, Nomurea, 

                          Gibellula, Pseudogibellula, Akanthomycese, Hymenositlbe, Hirsutella, Paraisaria 

                   Hypocrealean anamorphs- Aschersonia, Beauveria, Fusarium, Hirsutella, 

                          Metarhizium, Nomuraea, Isariae, Tolypocladium, Lecanicillium. 

   Loculoascomycotes 

       Myriangiales 

             Myriangiaceae- Myriangium  

        Pleosporales 

              Tubeufiaceae- Podonecteia 

    Unclassified anamorph- Entoderma 

Oomycota  

       Lagenidiales 

            Lagenidiaceae- Lagenidium   

                                                 
Orthopthera .1  
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های مندی برای استفاده از قارچو پس از آشکار شدن آثار سوء سموم شیمیایی، علاقه 4321در دهه 

های زیستی که بر کشزای حشرات برای کنترل آفات شکل گرفت. در حال حاضر بیشتر حشرهبیماری

های         باشند شامل قارچند و در بازار موجود میازای حشرات تولید شدههای بیماریاساس قارچ

B. bassiana  وM. anisopliae [.6114باشد ]رِدی و همکاران، می 

را به  همواره توجه دانشمندان ،آفات زیستیی کنترل در زمینه بالا ظرفیتزا به دلیل های بیماریقارچ

زا برای آفات هدف و نشو تحقیقات زیادی بر روی انتخاب نژادهای عوامل بیماری اند وخود جلب کرده

-موفقیت یاستفاده .[6118]میلینگ،  در حال انجام است زیستیو نمای آنها به عنوان عوامل کنترل 

به عنوان عوامل کنترل میکروبی در نهایت بستگی به استعمال آنها در یک  زایهای بیمارآمیز از قارچ

یزبان، لظت و زمان مناسب دارد. زمان مناسب و صحیح استعمال نیز به وجود مراحل حساس مغ

بندی سازگار با دیگر عملیات کشت و کار یا کنترلی نظیر آبیاری، شرایط محیطی مناسب و زمان

فعالیت کنترل میکروبی  سازی بیشتر درها و غیره وابسته است. بهینهکشاجتناب از استعمال قارچ

توأم با دیگر  یها، استفادهیی ترکیب آنها با دیگر فناورتوان به واسطهرا می زایبیمار هایسط قارچتو

ده از آفات هدف ، مدیریت محیط برای بهبود فرآیند آلودگی و همچنین استفازیستیعوامل کنترل 

 .[6114]لِیسی، ها، ارتقاء داد برای انتشار قارچ

 

  B. bassianaحشرات زاییقارچ بیمار -1-3

پرداخته خواهد شد.  B. bassianaزای حشرات صرفاً به قارچ های بیماریدر این پایان نامه از بین قارچ

ژنوم و ساختار شناسی قارچ، طیف میزبانی، در ادامه به تفصیل در خصوص قدمت و اهمیت قارچ، شکل

 توضیح داده خواهد شد.،  B. bassianaسلولی قارچ 
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 اهمیت قارچ قدمت و -1-3-1

که دانشمند ایتالیایی گردد. زمانیبه اوایل قرن نهم میلادی باز می منشأ کنترل میکروبی آفات 

 سفید در کرم ابریشم 6روی بیماری موسکاردینو تحقیق  سال مطالعه 91پس از  4آگوستینو باسی

(Bombyx mori Linnaeus) زایبیماری تشخیص داد که قارچ B. bassiana  .عامل این بیماری است

(، کشف باسی نه تنها 4379) 0( و پورتر4332) 1(، وان دریش و بلو4302) 9آنیس ورس یعقیده بنابر

، روبرت 2ریزی کرد بلکه به طور قابل توجهی کارهای لویی پاستورنیان کنترل میکروبی آفات را پایهب

. جنس [6112]لِنگل، حت تأثیر قرار داد میکروبیولوژی را ت یگام در زمینهو دیگر افراد پیش 7کخ

Beauveria  های بیشتر بر روی مورفولوژی و شرح داده شد. بررسی 8توسط ویلمین 4346در سال

انجام شد و  4301در سال  41و مک لئود 4309در سال  3تاکسونومی این جنس توسط بنهام و میراندا

 ،B. bassiana زای حشراتهای بیماریقارچ ده ازای با استفاکارهای مزرعه میلادی در اوایل قرن بیستم

Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch  وM. anisopliae   صورت گرفت. امروزه با گذشت بیش از

 ثبتشود، ها د مانع استفاده از این ارگانیسمسال هیچ گزارشی از اثرات مخرب و مضری که بتوان 411

میزبانی وسیع به  دامنههای مشهوری است که به دلیل بیمارگرجزو  B. bassianaچ قار نشده است.

قارچ به طور این . [6111]وِیسیم و همکاران، عنوان یک آفتکش زیستی مورد توجه قرار گرفته است 

کند. می یهای مختلف بندپایان ایجاد بیمارکند و به عنوان یک انگل در گونهطبیعی در خاک رشد می

اند و امروزه به عنوان یک حشرات دانستهزای های بیماریرا جزء قارچ B.bassianaبنابراین قارچ 

-انه، مگس سفید، شته، تریپس، سوسکبرای کنترل تعدادی از آفات از جمله موری زیستیکش حشره

                                                 
BassiAgostino . 1 

Muscardine. 2 

Anisworth .3  
Bellowsand  Van Driesche .4  

Porter .5  
Louis Pasteur. 6 
Robert Koch. 7 

Vuillemin .8 

Miranda  And Benham .9 
. Macleod10 
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های ضمن اینکه جدایه .[6146]بربریان، شود بسیاری دیگر از حشرات استفاده میهای مختلف و 

 .[6112لویی و همکاران، د ]طلائی حسنی بسیار متفاوتی دارنیزازبانی و بیماریمختلف آن دامنه می

آن  ی آفت جداسازی شده است وحشره 411از بیش از  B. bassiana قارچ های انجام شدهطبق بررسی

 .[6116، و همکاران4بیدوکا] اندزی رایج معرفی کردهرا یک قارچ خاک

 

 شناسی قارچشکل -1-3-2

های رشته رسد.دار و پودری به نظر میروی سطح محیط کشت، پشم مانند، کرک B. bassianaقارچ 

روز و در دمای  8ها در مدت باشند. قطر کلنیی عرضی میرنگ و دارای دیوارهای، بیمیسلیومی استوانه

نگ زرد ه سپس به ررسد. رنگ کلنی ابتدا سفید بودمتر میسانتی 2/1-9/6گراد به سانتی یدرجه 61

شوند. در تعدادی از منفرد بوده و به صورت منظم دور هم جمع می 6برهاآید. کنیدیرنگ در میکم

]آنونیموس، باشد می 9بر متورم بوده و به طرف انتها باریک و حامل کنیدیهای این قارچ کنیدیگونه

گرد تا های این قارچ شفاف، کنیدی بوده ومتر میکرو 0/9تا  0/4قارچ این کنیدی در  یاندازه. [4381

]میناسیان و شوند و به صورت انفرادی بر روی زواید کوچکی تشکیل می مرغی شکل، یک سلولیتخم

 .[4928علیزاده، 

های هوایی، د. این سه نوع عبارتند از: کنیدیتولید نمای اسپورقادر است سه نوع B. bassiana قارچ 

ی کشت جامد هاحشرات و محیط لاشهایی روی های هوور. کنیدیههای غوطو کنیدی1بلاستوسپورها

شوند که از کنیدی ی نازک بلاستوسپور نامیده میارههای هیفی تک سلولی با دیوشوند. اندامتولید می

نسبت به دو نوع اسپور دیگر  باشند. سرعت تندش بلاستوسپورنرم می یدارای دیواره تر بوده وبزرگ

                                                 
Bidochka .1 

Conidiophores .2 

onidium. C3     
Blastospores .4 
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پچاموتو ؛ 4387]توماس و همکاران، زنند درصد آنها جوانه می 01ساعت  0-2در عرض  تر بوده وسریع

 میسلیوم قارچ 4رنگی شدن آن ممکن است اثراتی روی Hp. نوع محیط کشت، نور و [6111و کمبل، 

B. bassiana  تواند در اختیاری است که می بیمارگریک . این قارچ [4301لئود، ]مکداشته باشد

باشد و روی بقایای گیاهی و مواد آلی می یزو پاتوژنی زنده بماند. هوازی و هم خاک یمراحل ساپروفیت

ماند های میزبان زنده میی یا درون لاشههای جنگلی چوبی برنج و تراشهپوسته در مزرعه همانند

 .[4339]تاندا و کایا، 

 

 

 

 

 

 

 

 (www.uoguelph.caاقتباس از )B. bassiana  شکل شماتیک از قارچ :4-4شکل 
 

 میزبانی دامنه -1-3-3

 یهای راستهوسیعی دارند. در این راستا گونه حشرات در اکوسیستم گسترش زاییهای بیمارقارچ

Entomophthorales میلینگ، اند های بندپا استفاده شدهمیزبانسازی به طور معمول، برای آلوده[

انجام   B. bassianaزایچ بیماریروی قاربر  6استین هاوس تحقیقی توسط 3431در سال  .[6118

خانواده از  11راسته و  41ها را که حداقلاز میزبان یادامنه گستردهود این قارچ شد که مشخص نم

را برای  Beauveriaقارچ  4320در سال  9. چندی بعد بارونکندشوند، آلوده میحشرات را شامل می

                                                 
Pigmentation. 1 

. Steinhaus2 

. Baron3 

http://www.uoguelph.ca/
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  .[4313، استین هاوس] حشرات آفت پیشنهاد داد زیستیکنترل 

های بالان بوده، ولی در راستهو ناجوربالپوشان های بالپولکداران، سختها از راستهبه طور عمده میزبان

-مهموجود دارند. از جمله  زای حشراتبیماری هایی برای این قارچغشائیان نیز میزبانبالان و بالدو

 ,Ostrinia nubilalis Hubnerبهتوان دی که به این قارچ حساس هستند میترین آفات از نظر اقتصا

Cydia pomonella Linnaeus, Popillia japonica Newman, Pieris brassicae Linnaeus, 

Leptinotarsa desemlineta Say و Blissus leucopterus Say 4371لاتردال در سال  کرد. اشاره 

[. این لیست از 4371گونه از حشرات معرفی کرد ]لاتردال،  412را از   B. bassianaقارچهای میزبان

 آمده است. 6-4ها در جدول میزبان

 

 B. bassianaچ قارهای از میزبان: گزارش لاتردال 6-4دولج

 نام علمی           راسته

Heteroptera     Picromerus bidens 

Anthocoris nemorum 

Homoptera     Eulecanium spp. 

Lepidoptera     Hepialus spp. 

Hypocrita jacobaea 

Cydia nigricans 

Coleoptera     Lathrobium brunnipes 

Calvia quattuordecimguttata 
Phytodectra olivacea 
Otiorhynchus sulcatus 

Sitona lineatus 

S. sulcifrons 

S. macularius 

S. hispidulus 

Anthonomus pomorum 

Hylaster ater 

Hymenoptera     Ichneumonidae 

Lasius fuliginosus 

Vespula spp. 
Bombus pratorum 

Diptera     Leriaserrata 

Spiders      

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
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ز حشرات گزارش شده است اما های زیادی ابر روی گونه  B. bassianaزایی قارچاگر چه بیماری

تخصص بالایی برخوردار هستند. این تخصص میزبانی ممکن است با  یهای این قارچ از درجهجدایه

فیزیولوژیک بدن میزبان، خواص کوتیکول حشره، نیازهای غذایی قارچ و دفاع سلولی  خصوصیات

  .[4339]تاندا و کایا، میزبان ارتباط داشته باشد 

 
 ژنوم و ساختار سلولی  -1-3-4

ها برخوردار است و در میان این موجودات، قارچ Gbp9 تا  Mbp41ای بین ها از اندازهژنوم یوکاریوت

یابی اولین قارچ در توالی( و Mbp) 01-41ویژه مخمرها دارای کوچکترین اندازه ژنوم هستند  هب

یابی کامل ژنوم با توالی هامبداء ژنومیکس قارچ. [6149گالاگان و همکاران، ] صورت پذیرفت4332

( 6149گفته گالاگان )و طبق  شد آغاز Hansenand  Meyen Saccharomyces cerevisiaeمخمر 

. [6149ران، گالاگان و همکا] استده یابی شطور کامل توالیقارچ به 11ژنوم بیش از  در حال حاضر

 زاییهای بیمارقارچ مشخص شده است که ژنوملکولی مختلف، وهای ماستفاده از تکنیک با اکنون

تعداد کروموزوم و اندازه ژنوم برای چندین  برخوردار هستند. Mbp11-91ای بین حشرات از اندازه

با استفاده از الکتروفورز  (4339تعیین شده است. فایفر و خاچاتوریان )  B. bassianaمتفاوت یجدایه

مگاباز تخمین زدند ]فایفر و خاجاتوریان،  2/11و اندازه ژنوم را  8کاریوتیپ، تعداد کروموزوم را 

( که با الکتروفورز کاریوتیپ تعداد کروموزوم قارچ 4332[. این نتیجه با نتایج ویاد و همکاران )4339

B. bassiana  ق بود. آنها اظهار داشتند که این عدد بسته به عدد تخمین زدند منطب 8تا  7را بین

انجام گرفت،  B. bassianaجدایه متفاوت  7ی مورد مطالعه دارد. در این مطالعه که بر روی جدایه

مگاباز گزارش شد  4/11تا  4/91مگاباز بود و اندازه کل ژنوم بین  7/7تا  4ی هر کروموزوم بین اندازه

 [.4332]ویاد و همکاران، 
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میتوکندریایی است. هر چند ممکن است که  DNAوم قارچ شامل اسید نوکلئیک داخل هسته و ژن

-ای باشند که در ایجاد چنددو رشته RNAها دارای عناصر کروموزومی اضافی مانند پلاسمید و قارچ

 RNA( از وجود 4338[. اولین بار ملزر و بیدوکا )6113ای نقش دارند ]استوک، گونههای بینشکلی

-جدایه مختلف قارچ بیماری 46که بر روی  خبر دادند. آنها با بررسی Beauveriaای در ژنوم دو رشته

جدایه دارای دو الگوی باندی  46جدایه از  6انجام دادند، مشخص نمودند که  B. bassianaزای 

و تصاویر  کیلوباز بود. با توجه به شواهد بدست آمده 6و دیگری  9متفاوتی هستند که اندازه یکی 

 بود، از آلوده شدن این Beauveriaمیکروسکوپ الکترونی که گویای حضور ذرات شبه ویروسی در 

  [.4338، ملزر و بیدوکاها خبر دادند ]قارچ توسط مایکوویروس

 

 تنوع ژنتیکی و اهمیت آن -1-4

ولوژیکی، زیست شناسی ترین جنبه تمام علوم زیستی از قبیل اکنوع ژنتیکی، اساسیاطلاع از سطح ت

تنوع ژنتیکی شامل تمام رود. ح و حفظ نباتات گیاهی به شمار میبندی، زراعت، اصلاتکاملی، رده

مبنای  ژنتیکی امروزه تنوع .اشدبها میها و میکروارگانیسماختلافات ژنتیکی در گیاهان، حیوانات، قارچ

جهت مطالعه تنوع ژنتیکی بوجود آمده است های زیادی های اخیر تکنیکدر سال هاست.همه گزینش

در شود. برای تعیین تنوع ژنتیکی های بیولوژیکی مختلف منجر میکه به درک مولکولی پایه پدیده

 . [6144 ،فرید و همکاران]استفاده شده است ای های ریزماهوارهکشورهای آسیایی و اروپایی از نشانگر

حشرات  زایبیماریهای چین بیش از هزار جدایه از قارچالمللی کشاورزی  در موسسه تحقیقات بین

 اینشانگرهای ریزماهوارهها از موجود در آن ژنتیکی آوری شده است که برای مطالعه تنوعجمع

از جمله نشانگرهای مولکولی مورد استفاده در بررسی تنوع  ISSR به عنوان مثال استفاده شده است.

های قارچی به سبب تنوع تعداد تکرارها جدایهحشرات است که در میان  زایبیماریهای ژنتیکی قارچ
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 بینتنوع ژنتیکی دهد که امکان سنجش و مقایسه چندشکلی بیشتری نشان می، و قابلیت تکثیر زیاد

 . [6117ولاسکوئز و همکاران، ]آورد میهای قارچ را فراهم گونه ها وجدایه

-پس میی ژنتیکی )مورفولوژیکی و مولکولی( ارزیابی می گردد. تنوع ژنتیکی با استفاده از نشانگرها

 باشند.توان گفت که نشانگرها به عنوان یکی از ابزارهای موثر در بررسی تنوع ژنتیکی می

 

 نشانگرها و انواع آن -1-5

های آنهاست کروموزوم DNAهر صفتی که بین افراد متفاوت باشد، ناشی از تفاوت موجود بین ردیف 

شود. حتی صفاتی که تحت تأثیر شرایط محیط نیز به صورت متفاوت بروز نتاج نیز منتقل می که به

عنوان نشانه  توانند بهها میهستند. این تفاوت DNAهای های موجود در ردیفکنند، بازتاب تفاوتمی

خ بشر دارد. استفاده از نشانگرهای ژنتیکی، قدمتی برابر با تاریکار گرفته شوند. یا نشانگر ژنتیک ب

نگرفته بودند و برای ادامه زندگی مجبور  هایی که هنوز کشاورزی را فراهای نخستین، حتی آنانسان

آوری بذر و میوه گیاهان بودند، بدون آنکه خود بدانند از نشانگرهای مورفولوژیک برای به جمع

-را بر برخی دیگر ترجیح می کرده و برخیشناختن و تمایز انواع بذر، میوه و جانوران وحشی استفاده 

یا نشانگرهای  علمی، شاید مندل نخستین کسی بود که از نشانگرهای مورفولوژیک صورتدادند. اما به

]نقوی و همکاران، برای مطالعه چگونگی توارث صفات در نخود فرنگی استفاده کرد  4مبتنی بر فنوتیپ

4987]. 

 

 

 

 

                                                 
1. Phenotype Based Markers  
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 نشانگرهای مورفولوژیک -1-5-1

کنند که در صفات ظاهری و قابل رویت تجلی پیدا می DNAهای موجود در توالی تفاوتبرخی از 

های ژنتیکی مورد نشانگر مورفولوژیک نامیده می شوند. خصوصیات مورفولوژیکی از جمله اولین نشانگر

ه آید. آن دسته از صفات مورفولوژیکی کها به شمار میاستفاده در ارزیابی تنوع بین و میان جمعیت

های ژنتیکی مورد شوند ممکن است به عنوان نشانگرتنها به وسیله یک مکان ژنتیکی کنترل می

استفاده قرار گیرند، زیرا تظاهر این دسته از صفات حتی در شرایط محیطی متفاوت نیز نسبتا ثابت 

متعددی با هزینه و آسان است اما عوامل [. ارزیابی این صفات معمولا کم4333است ]کومار و بنتزن، 

و  صفات به شرایط محیطیاولین عامل وابستگی بالای این  های مورفولوژیکی مرتبط هستند.نشانگر

مرحله رشدی موجود است. همچنین دارای آثار اپیستازی و پلیوتروپی هستند که سبب تغییر تظاهر 

هنوز مشخص شوند. اساس ژنتیکی بسیاری از نشانگرهای مورفولوژیک نشانگرهای مورفولوژیک می

صورتیکه این نشده است و گاهی برای مشاهده و ثبت آنها باید منتظر ظهور آنها ماند. در مجموع در

های مناسب در های مورفولوژیکی یکی از گزینهپذیری بالایی برخوردار باشند نشانگرصفات از توارث

-ها و تکنیکبدون نیاز به روشتواند آید، زیرا توارث این صفات میمطالعات تنوع ژنتیکی به شمار می

 [.4987های بیوشیمیایی و مولکولی ارزیابی شود ]نقوی و همکاران، های پیشرفته مانند تکنیک

 

 نشانگرهای پروتئینی -1-5-2

باشند و در واقع بازتابی از تنوع موجود در های ساختاری مینشانگرهای پروتئینی محصول نهایی ژن

هایی با ترکیبات ها ممکن است پروتئینهای گوناگون ژنآللسطح ردیف بازی ژنوم هستند. 

ای مختلف تولید کنند که به راحتی از طریق الکتروفورز روی ژل از یکدیگر جدا شده و اسیدآمینه

جایی که تیکی از آنها استفاده کرد. از آنتوان به عنوان نشانگر ژنشوند و بنابراین میشناسایی می
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شوند، لذا در برگیرنده همه تغییرات در تنوع ساخته می DNAاز توالی محصولات از روی قسمتی 

 .[4974]گروسی و وجدانی، توانند نماینده کل ژنوم باشند نیستند و نمی DNAژنتیکی در سطح 

دهند. های مختلف یک آنزیم را نشان میها هستند که فرمترین نشانگرهای پروتئینی، آیزوزایممعمول

-بارز نشان میها را در سطح ردیف و عمل ژن و به صورت نشانگرهای همن، تفاوتنشانگرهای پروتئی

دهند. از معایب این نشانگرها محدود بودن آنهاست. همچنین این نشانگرها تحت تاثیر تغییرات پس از 

. از دهندبروز میتظاهر کمی ها تحت تاثیر مرحله رشدی، پروتئین ها وترجمه بوده و برخی از آنزیم

های تهیه شده از این نشانگرها طوری رو نقشهآنجا که فراوانی این نوع از نشانگرها محدود است، از این

. بنابراین نشانگرهای پروتئینی نیز معایب یرندگکه فقط چند نشانگر در یک کروموزوم قرار می هبود

ها چندان زیاد مورد آیزوزایمها در آمیزی پروتئینهای رنگاینکه روشویژه خود را دارند. با توجه به 

صد توان از آنها به عنوان نشانگر استفاده کرد، به یکهای قابل ثبت و مشاهده که مینیست، آیزوزایم

ترین معایب آنها بوده و موجب رسد. محدودیت در تعداد نشانگرهای آیزوزایم، از عمدهعدد هم نمی

ن نشانگرها، محدودیت تنوع ژنتیکی قابل ثبت در شود. از نکات منفی دیگر ایکاهش کارایی آنها می

ها نه تنها کم هستند، بلکه چندشکلی و تفاوت قابل ثبت در هاست. به عبارت دیگر، آیزوزایمآیزوزایم

ها نیز که گاهی مشاهده شده های الکتروفورزی آیزوزایمآنها چندان زیاد نیست. پیچیدگی فنوتیپ

های مرکب نگرهاست. این پیچیدگی که به دلیل دخیل بودن آنزیماست، از دیگر معایب این قبیل نشا

]دشتی، کند بندی را دشوار میهاست، امتیازب برخی از آیزوزایمپپتید مستقل، در ترکیاز چند پلی

4973]. 
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 1نشانگرهای مولکولی -1-5-3

-واکنش زنجیره (، همچنین کشف4371های محدودالاثر توسط اسمیت و ویلکاکس )کشف انواع آنزیم

( فرصت مناسبی را برای بررسی تنوع و تفاوت 4387( توسط مولیس و فالونا )PCRای پلیمراز )

عصر  DNA لکولیونشانگرهای مامکان پذیر کرده است. توسعه  DNAموجودات مختلف در سطح 

فیزیکی و های ، بطوریکه به کمک این نشانگرها ایجاد نقشهجدیدی را در علم ژنتیک گشوده است

پذیر های کنترل کننده صفات کمی و کیفی امکانژنتیکی در موجودات زنده و همچنین شناسایی ژن

هستند که  DNAهای خاصی در مکان [. نشانگرهای مولکولی4987]نقوی و همکاران،  شده است

کننده کنترلهای ها ممکن است با ژن یا ژنکنند. این نشانگرتوارث موجود در سطح ژنوم را آشکار می

 [. 6118صفات، پیوسته یا ناپیوسته باشند ]آگراوال و وانگ، 

ها پایدارند و به سن، های مورفولوژیکی چندین مزیت دارند. آنهای مولکولی نسبت به نشانگرنشانگر

ها، دهند )اگزونهای ژنوم را پوشش میبافت و مرحله رشدی موجود وابسته نیستند، تمام قسمت

کننده(، همچنین تحت تاثیر محیط، اثرات غالبیت، اپیستازی و پلیوتروپی و نواحی تنظیمها اینترون

های ژنتیکی اند و در تجزیههای مولکولی معرفی شدهتاکنون تعداد زیادی از نشانگر گیرند.قرار نمی

-درجه چندها مانند ها از نظر بسیاری از ویژگیاند، این نشانگرموجودات مورد استفاده قرار گرفته

های تجزیه شده در آزمایش، توزیع در سطح کروموزوم، بارز بودن، تعداد جایگاهشکلی، غالب یا هم

اند. انتخاب و هزینه مورد نیاز از یکدیگر متفاوت DNAیابی پذیری، نیاز یا عدم نیاز به توالیتکرار

، ژنتیک جمعیت و روابط ی پیوستگیی نقشهنگاری، تهیهبهترین نشانگر به هدف مطالعه )انگشت

 [.4987نقوی و همکاران، تکاملی( و سطح پلوئیدی موجود مورد مطالعه بستگی دارد ]

                                                 
. Molecular Markers1  
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های نوکلئیک افراد مختلف شکلی موجود در بین اسیدهای مولکولی بر اساس آشکارسازی چندنشانگر

های شدن و جهشهای حذف، اضافه، جابجایی، دو برابر ها شامل پدیدهکنند. این تفاوتعمل می

 [.6118شود ]آگراوال و وانگ، های خاص و فعال را شامل نمیای است و تنها ژننقطه

های مبتنی بر های نوکلئیک، روشهای مختلف مورد استفاده، شامل هضم و هیبریداسیون اسیدروش

مختلف  هایو یا ترکیبی از این دو روش هستند. به علاوه روش (PCR)ای پلیمراز واکنش زنجیره

مکانی های چندتوانند یک یا چند مکان ژنومی را مورد بررسی قرار دهند. بطوریکه نشانگرنشانگری می

قادرند به طور همزمان چندین مکان ژنومی را مورد ارزیابی قرار دهند. بنابراین، امکان تشخیص حضور 

های هتروزیگوت برای آلل هاییا عدم حضور باند برای هر مکان وجود دارد ولی امکان تشخیص حالت

های ژنی های ویژه برای مکانها یا پرایمرمکانی از کاوشگرهای یکمشابه وجود ندارد. درحالیکه نشانگر

-های شناخته شده هستند. این نشانگربا توالی DNAگیری کنند و قادر به تکثیر یا دورگاستفاده می

 از یکدیگر های هموزیگوت و هتروزیگوت راشخیص مکاننامند که امکان تبارز میهای همها را نشانگر

  [.6113دهند ]ماندینی و همکاران، می

بیشترین نقش را در توسعه و تکامل  PCR یا پلیمرازبدون تردید، ابداع و معرفی واکنش زنجیره ای 

های مورد نظر یک روش سریع تکثیر آزمایشگاهی قطعه یا قطعه PCR داشته است. DNAنشانگرهای 

DNA  به دلیل اهمیت و نقش موثر . [4331؛ فویست و همکاران، 4970یاضی، ]قرهاستPCR  در

را به دو دسته کلی  DNA، محققین نشانگرهای DNAتحول و تکامل روزافزون فناوری نشانگرهای 

مبتنی  DNAو نشانگرهای  های مبتنی بر هیبریداسیونیا روش PCRمبتنی بر غیر DNAنشانگرهای 

 تقسیم نمودند.  PCRبر 

 
 (PCR)ای پلیمراز مبتنی بر واکنش زنجیرهغیر DNAهای نشانگر الف.

گیرند. سرگروه تولید و مورد استفاده قرار می PCRبدون استفاده از  DNAاین دسته از نشانگرهای 



 مه و کلیات مقد   -فصل اول
 

  

48 

 

های محدودالاثر است توسط آنزیمDNA های حاصل از از نشانگرها همان تفاوت طول قطعهاین دسته 

یابی ژنوم انسان توسط ن نشانگرهایی بودند که برای نقشهاولیاین نشانگرها شود. نامیده می RFLP4که 

( 4389) یابی ژنوم گیاهان توسط بر و همکاران( و پس از آن برای نقشه4381ران )بوتستین و همکا

( به 4371اولین بار توسط گرودزیکر و همکاران ) RFLPاند. البته روش مورد استفاده قرار گرفته

بوتستین  4381یافته آدنوویروس مورد استفاده قرار گرفت. ولی در سال منظور بررسی نژادهای جهش

های خاص نیست، بلکه در کل ژنوم پراکنده است. از الزاماً مختص ژن RFLPو همکاران دریافتند که 

-ژن یابی تمامبرای نقشه RFLPه دادند که در آن از نشانگرهای این رو، این پژوهشگران طرحی را ارائ

شکلی نسبتا دارای چند PCRبر  غیر مبتنی DNAهای نشانگر شد.ها در ژنوم انسان استفاده می

-دهند. با این وجود به دلیل وقتپذیری بالایی نشان میبارز داشته و تکرارباشند، توارث همزیادی می

طور وسیع با کیفیت بالا ب DNAقیمت و سمی و نیاز به ی گرانمواد رادیواکتیویتهگیر بودن، نیاز به 

هایی با پیچیدگی کمتر مانند ها سبب شده است که روششوند. این محدودیتمورد استفاده واقع نمی

 .[6113ماندینی و همکاران، ]توسعه یابند  PCRهای مبتنی بر نشانگر

 
 (PCR)ز مرایپل یرهایزنج واکنش بر یمبتن DNA ینشانگرها. ب

 نتیجه در و کاوشگر به نیاز آنها، در PCR از گیریبهره با که هستند نشانگرهایی شامل نشانگرها این

 برای پرایمر عنوان به الیگونوکلئوتیدی توالی از نشانگرها، از گروه این .شودمی حذف گیریدورگ

 گیرند،می قرار گروه این در زیادی نشانگرهای .کنندمی استفاده DNA از خاص ای قطعه تکثیر

RAPD ،DAF ،AFLP ،SSR ،STS ،SCAR و ISSR این در که ها هستندنشانگرهایی از این نمونه 

 به فقط ادامه در خاطر همین به و کنیممی استفاده ISSR ایریزماهواره بین نشانگر از ،پایان نامه

 .پردازیممی نشانگر این توضیح

                                                 
Restriction Fragment Length of Polymorphism .

1 
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 ISSRنشانگر  -1-5-4

 از ایزیرمجموعه .است شونده تکرار DNAاز  متنوعی انواع ها شاملیوکاریوت بخش اعظمی از ژنوم

 معمولاً جفت باز( را 4-2کوتاه ) های بسیارموتیف با حاوی تکرارهایی شونده، تکرار هایتوالی این

که در  نامندمینیز  (STR) کوتاه تکراریهای توالییا ( SSR) ساده تکراری هایتوالی ،هاریزماهواره

 ژنتیکی هستند نشانگرهای جمله از هاریزماهواره. ها وجود دارندها و یوکاریوتژنوم بیشتر پروکاریوت

نشانگرهای ریزماهواره به  .برخوردارند ژنوم طول در یکسانی پراکنش از و تقریباً بوده متنوع بسیار که

ترین ابزارهای مولکولی در بررسی تکرارپذیری بالا یکی از بهترین و کاملدلیل پوشش مناسب ژنومی و 

ها عموما از چندشکلی بالایی برخوردارند و در نواحی این توالیروند. تنوع ژنتیکی به شمار می

 ریزماهواره یک ژنی مکان که آنجایی ازکننده ژنوم موجودات مختلف وجود دارند. کدکننده و غیر کد

 هایپرایمر از توان می است، شده خویشاوند حفظ هایگونه در آن مجاور هایتوالی و بودهژنوم  خاص،

 با .کرد استفاده خویشاوند هایسایر گونه در هاریزماهواره تکثیر منظور به گونه یک شده برای ایجاد

و نقوی دارند ] جمعیت مطالعه ژنتیک در بالایی اهمیت نشانگرها این این خصوصیات، به توجه

 [.6110همکاران، 

 بالا، ماهیت شکلی چند اطلاعات محتوایاز جمله  فرد به منحصر هایویژگی علت به هاریزماهواره

آندایا و همکاران، ] اندگرفته قرار محققین فراوان استقبال ژنوم مورد در تصادفی و توزیع للیآ چند

نقشه  تهیه فیلوژنی، مطالعه ژنتیکی، مطالعه تنوع ریزماهواره نشانگرهای کاربرد ترینمهم [.4332

نشانگرها،  کمک به انتخاب ها،جمعیت تکامل اکولوژیک و هایپژوهش ها،ژن سازیهمسانه ژنتیکی،

 مطالعات در هاریزماهواره از استفاده. سیتوژنتیکی است مطالعات انجام و ژنتیکی مواد سازیخالص

است  شده گزارش مختلف محققان ژنتیکی توسط یابینقشه و هاژنوتیپ تمایز روابط خویشاوندی،

 [. 6111؛ لمبرت و همکاران، 4330فولاد و همکاران، ]
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 بکارگیری سهولت ای،ریزماهواره هایدر جایگاه آللی تنوع بالای ژنوم، سطح در هاریزماهواره فراوانی

 است ساخته متمایز کیژنتی سایر نشانگرهای از را آنها نشانگرها، قابل اعتماد و کم هزینه بودن این

 . [6116اُوسِنا و همکاران، ]

 قابل فاصله در DNA قطعه یک تکثیر شامل که است PCR بر مبتنی روش یک ISSR رهاینشانگ

 مورد ریزماهواره تکرارهای .باشدمی مخالف جهات با ریزماهواره تکراری ناحیه دو تکثیرپذیر میان

 استفاده مورد پرایمرهای. باشند نوکلئوتیدی پنج یا چهار سه، دو، توانندمی عنوان پرایمر، به استفاده

خود به یک تا چهار باز  0´ یا 9´انتهایمتصل شوند اگرچه معمولا در  DNAای از هر نقطه به توانندمی

وانگ و همکاران، ؛ 4331و همکاران،  زیتکوویچیابند ]گسترش می ،متصل بوده و بر اساس آنها

6119.] 

ISSR-PCR هاریزماهواره مزایای اغلب و است سریع و آسان روشی (SSR )قطعات طول تفاوت و 

-می هم در  (RAPD)دفیتصا شده تکثیر چندشکل DNA عمومیت با را (AFLP) تکثیر از حاصل

 نشاندارکردن فیلوژنی، ژنتیکی، تنوع مطالعات در و هستند چندشکل بسیار ISSR نشانگرهای .آمیزد

 [.6111ردِی و همکاران، ] هستند سودمند تکاملی شناسیزیست و ژنومی یابینقشه ژنی،

 نوکلئوتید، دی تکرارهای بر مبتنی پرایمرهای از استفاده با PCR بر مبتنی ISSRی نشانگرها امروزه

درآمده  متداول روش یک عنوان به محققان میان در نوکلئوتید، پنتا یا لئوتیدنوک تترا نوکلئوتید، تری

 چندگانه ژنی هایمکان ، ISSRتکنیک بر اساس. [4331و همکاران،  زیتکوویچ] (6-4است )شکل 

SSR  توالی که شودمی طراحی پرایمری روش این براید. شون آشکار آن مشابه الگوی با است مکنم 

 طبقبر  .باشد استفاده مورد اختیاری بازهای آن، توالی از قسمتی و SSR توالی از قسمتی دارای آن

 در پرایمر اختیاری بازهای اگر که است متصور پرایمر نوع دو قسمت، دو این نسبی هایمکان

-می حاصل دیگری پرایمر باشند 9´انتهای در که صورتی در و پرایمر نوع یک باشند 0´ انتهای

 چندشکلی دارای که را ها SSRبه نزدیک هایبخش مختلف قطعات همزمان، طور به  PCR.شود
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 [.4337]گادوین و همکاران،  کرد خواهد تکثیر هستند، بالایی

 

 قسمتی و SSR توالی را شودمی طراحی که پرایمری توالی از قسمتی نشانگر این در ، ISSRروش از مایی: ش6-4کل ش
 .[6116]اسکارانو و همکاران،  دهندتشکیل می 0´ یا 9´بازهای اختیاری را 

 

 

 اهداف تحقیق -1-6

-بیماری هایقارچ در لکولیوم نشانگر عنوان به ISSR استفاده از نشانگرهایبا  زیادیتاکنون مطالعات 

در این تحقیق  اینکه به توجه با. است نگرفته انجام B. bassiana قارچ خصوص به حشرات زای

 مختلف مناطق و خوزستان استان در اهواز شهرستان مختلف مناطق از قارچ این مختلف هایجدایه

 در اطلاعاتی آنها ژنتیکی قرابت از ولی است، شده جداسازی سمنان استان در شاهرود شهرستان

 تنوع بررسی در ISSR نشانگرهای از استفاده بر دال گزارشی تاکنون طرفی از و نیست دسترس

 :شد طراحی زیر اهداف با پژوهش این باشد،نمی موجود کشور در قارچ این ژنتیکی

 با شاهرود و اهواز هایشهرستان B. bassiana قارچ مختلف هایجدایه ژنتیکی تنوع ارزیابی .4

 مورفولوژیک صفات از استفاده
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های مختلف قارچ و تنوع ژنتیکی جدایه مورفیسمپلی بررسی جهت ISSR نشانگرهای کارایی . بررسی6

B. bassiana 

های اهواز و شاهرود    مناطق مختلف شهرستان های خاکیاز نمونه B.bassiana. تهیه کلکسیون قارچ 9
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 پراکنش جغرافیایی -2-1

های اکوسیستمها، ها نظیر جنگلبومحشرات در طیف وسیعی از زیست زاییهای بیمارقارچ

اند و توانایی آنها در تنظیم جمعیت حشرات و مناطق شهری پراکنده شده هاکشاورزی، مراتع، دشت

های مختلف نظیر نواحی گرمسیری و معتدل مطالعه شده است. خاک پناهگاه بومآفت در زیست

ر بنفش و تاثیرات مضّاوراءمتابش اشعه  باشد زیرا ازحشرات می زاییهای بیمارمناسبی برای قارچ

از قطب شمال تا نواحی گرمسیری و  زاییهای بیمارد. پراکنش قارچماننزنده و غیر زنده محفوظ می

سانچزپنا و همکاران مطالعات  باشد.ها، نواحی ساحلی و بیابان میهای جنگلی، ساوانا، باتلاقبومزیست

 زاییهای بیمارفاع در مناطق مختلف تاثیری بر روی حضور قارچدهنده این بود که ارتنشان( 6144)

زا یهای بیمارهای قارچاهمیت این عامل را روی تنوع جنس (6118) سان و لیو اما نداردحشرات 

ر دB. bassiana در مطالعات خود گزارش نمود که ( 6144و همکاران ) سانچزپنا. اثبات نمودند

ی قابلیت واسطه هو این ب زرع فراوانی بیشتری دارند های قابلدر خاک M. anisopliaeها و جنگل

و همکاران،  سانچزپنا] ای استدر عدم حضور میزبان حشره این دو قارچهای تر کنیدیدوام طولانی

6144].  

 یندر سطح یا خاک زیر M. anisopliaeشود و در بالای سطح خاک یافت می B. bassianaقارچ 

بوم، ایی، شرایط آب و هوایی، نوع زیستفاکتورهایی مانند موقعیت جغرافیاثرات . باشدساکن می

 زاییهای بیمارقارچپراکنش حضور و زنده بر های غیرو اثرات تنش های خاکسیستم کشت و ویژگی

، (pH)اسیدیته خاک یعنی دما،  هایویژگی .[6117، برگنیمیلینگ و ال] تحشرات مطالعه شده اس

 هاقارچاین تواند بر حضور و فعالیت می خاک، ترکیبات آلی و معدنی 4محتوای ارگانیک، رطوبت نسبی

 .[6119سیو و همکاران، آسن] اثرگذار باشد

غرب  از ترکیه، ساحل عاج، نواحی استوایی B. bassianaقارچ گزارشات حاکی از حضور و جداسازی 

                                                 
Relative Humidity (RH)  .1  
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 و ایران ژاپن ، چین،آفریقا، آفریقای مرکزی، آفریقای جنوبی، باهاما، نپال، شرق سیبری، نیوزیلند

های بدون پوشش زمیناز خاک مناطق کوهستانی،  B. bassianaقارچ طبیعی برای هستند. زیستگاه 

 های روان گزارش شده استهای شنی، خاک بیابان و آبتا خاک مناطق جنگلی، زراعی، تپه گیاهی

 . [6117]زیمرمن، 

. با [6111]واگنر و لوئیس، نیز از سطح و داخل گیاهان جداسازی شده است  B. bassiana قارچ

ی رایزوسفری ز پوست درختان نارون و خاک منطقها B. bassianaاستفاده از محیط کشت انتخابی، 

های این جنس از سطح اخیراً گونه .[4381]دوبرسکی و ترایب، درخت نارون جداسازی شده است 

  .[6112]میلینگ و ایلنبرگ، اند جداسازی شده برگ گیاهان تزئینی مختلف

 

 در کنترل آفات  B. bassianaزایقارچ بیماریکاربرد  -2-2

محدودی حشرات از سابقه چندانی برخوردار نبوده و مطالعات  زاییهای بیماری قارچدر ایران مطالعه

 یکه گستره M. anisopliaeو  B. bassianaهای قارچها انجام گرفته است. برای بررسی فلور این قارچ

، هاها، شته، شپشککنند. آلودگی حشراتی نظیر پروانهتوانند حشرات زیادی را آلوده جهانی دارند می

هوس استین متداولی است. ها امر طبیعی واین قارچ یها به وسیلهها و پشهها، مگسزنبورها، سوسک

حشرات برای انسان،  زاییهای بیماراولین کسی است که نتیجه گرفت میکروارگانیسم (4313)

جای مواد شیمیایی ها بهو بعدها پیشنهاد شد از این میکروارگانیسم ضرر هستندنات و گیاهان بیحیوا

 زایبیماری گزارش گردیده است که از قارچ [.4313هوس، برداری شود ]استیندر کنترل آفات بهره

B. bassiana استفاده  از جمله کنترل سوسک کلرادو ت زراعینوع از محصولا 71روی  در روسیه بر

های جدایهروی بررسی میزان زهرآگینی های اخیر اغلب مطالعات طی سال .[4971]کاظمی، شود می

 متمرکز شده است. به عنوان مثال  M. anisopliaeو  B. bassianaزایهای بیماریقارچ مختلف
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روی لارو سوسک  B. bassiana( ارزیابی آزمایشگاهی بیمارگری قارچ 4987) فراشیانی و همکاران

 بیمارگر اثر قارچ (4987) ، مجیدی شیلسر و همکارانAeolesthes sarta Solskyسارتا شاخک بلند 

B. bassiana ( بررسی 4987ای، خشاوه و همکاران )خوار نواری برنج در شرایط مزرعهروی کرم ساقه

را مورد مطالعه  M. anisopliae به قارچ Trogoderma dominica کامل یحساسیت لارو و حشره

را  M. anisopliaو   B. bassianaهای ایرانیجدایهتاثیر ( 4987مهدنشین و همکاران ) .اندقرار داده

 ای حبوبات بررسی کردند. روی سوسک چهار نقطه

برای کنترل سوسک  4320 سال در است B. bassianaکه اولین فرمولاسیون تجاری قارچ  4ورینب

و  6موینو .[4378؛ فرون، 6117فاریا و رِیت، ]دیزمینی و کرم سیب تولید شد سیبخوار برگ

 Sitophilus oryzaeل آفاترا برای کنتر B. bassiana قارچ از ی مختلفیهاجدایه (4338) همکاران

Linnaeus،Sitophilus zeamais Motschulsky  وRhyzopertha dominica Fabricius  زمایش آ

سازی حشرات کامل در شرایط آزمایشگاهی انجام گردید. بعد ی آغشتهسنجی به وسیلهکردند. زیست

   یهاحاسبه و با هم مقایسه شدند. گونهدر مورد هر سه حشره م 50LTمیر و وروز میزان مرگ 41از 

S. oryzae   وS. zeamais ی نسبت به گونهR. dominica ی هادر مقایسه با جدایهB. bassiana 

به طور کامل توسط چندین جدایه تحت   R. dominicaیحساسیت کمتری نشان دادند بطوریکه گونه

حشرات را بسیار  M. anisopliae قارچ مشاهده کردند که( 4338موینو و همکاران ) .تأثیر قرار گرفت

نه مطابقت داشته ین زمی. این نتایج با سایر گزارشات در ابرداز بین می B. bassianaتر از کندتر و آرام

تر موفق M. anisopliaeسازی نسبت به ممکن است در آلوده B. bassianaکند که و مشخص می

، جداسازی آنها از زایهای بیمارهای شناسایی قارچیکی از روش .[4338]موینو و همکاران،  باشد

باشد که حشرات می زاییهای بیماربرای تنوع قارچباشد. محیط خاک یک منبع مهم خاک مزارع می

                                                 
. Beauverin1 

. Moino2 
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تنوع و  اطلاع از [.4383]کِلر و زیمرمن، نقش قابل توجهی در تنظیم جمعیت حشرات آفت دارد 

ات در حشرات برای کاربرد آنها در کنترل جمعیت آف زاییهای بیمارهای بومی قارچپراکندگی گونه

جداسازی های متعددی برای روش [.6112]میلینگ و الینبرگ،  باشدهای زراعی مهم میاکوسیستم

طعمه روش  (6112اما میلینگ و ایلنبرگ ) .اندحشرات مورد استفاده قرار گرفته زایبیماریهای قارچ

های خاک معرفی در نمونه هاروش بسیار حساس جهت جداسازی قارچبه عنوان یک  را 4ایحشره

یکی مورد بررسی قرار رع کشاورزی ارگانرا در خاک مزا زایهای بیمارقارچ ،میلینگ و ایلنبرگ. نمودند

 B. bassiana: عبارتند از اندی فوق مورد شناسایی قرار گرفتهههایی که در مطالعداده و گونه

,Holmsk farinosus aecilomycesP, Smith fumosoroseus aecilomycesP, anisopliae M. 

Conidiobolus coronatus (Constantin) Bakto, Lecanicillium lecanii zare and Gans,  و

Hirsutella nodulosa Petch [6112، میلینگ و ایلنبرگ] بودند.  

های جنوبی آمریکا باغات گردو آمریکایی را در ایالت یزابیماری یها( قارچ6116همکاران )شاپیرو و 

حشرات  زاییگونه قارچ بیمارآوری شده دو نمونه خاک جمع 42اند. آنها از مورد مطالعه قرار داده

 اند.سازی کردهنمونه خاک جدا 42ا از ر M. anisopliae و  B. bassianaشامل

های طعمه را بر وجود قارچ یمزارع و حشره ی( اثر سیستم زراعی، حاشیه6116کلیجن و همکاران )

های زراعی تحت در خاکها حشرات مورد مطالعه قرار داده و نتیجه گرفتند که وجود قارچ زاییبیمار

داری بیشتر از مزارع تحت پوشش کشاورزی متداول می باشد، به طور معنی کپوشش کشاورزی ارگانی

های مورد شناسایی در این های مزارع فوق بدست نیاوردند. قارچداری در بین حاشیهاما تفاوت معنی

و  ,B. bassiana M. anisopliae, Fusarium merismoides Corda تحقیق عبارت بودند از

Tolypocladim cylindrosoporum Gams. 

 زای حشراتهای بیماریقارچ های ایرانیجدایهبه منظور ارزیابی تأثیر ( 4987مهدنشین و همکاران )

B. bassiana  و M. anisopliaاز حشرات کامل R. dominica های انبار شده استفاده روی گندم

                                                 
Bait Method (GBM) Galleria. 

1  
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میر وزا بودند. هر چند که سرعت مرگمورد آزمایش برای این حشره بیماریهای کردند. تمامی جدایه

 3/4×741و  2/3×041برابر  50LC4ترین که پایین ها نشان دادداده تجزیهآنها متفاوت بود. 

ی جدایه M. anisopliaeو  C 487 یجدایه B. bassianaبه ترتیب برای قارچ  لیترکنیدی/میلی

DEMI 001  50بود. مقدارLT6
روز متفاوت بود  68/3تا  77/2 از B. bassianaهای برای جدایه 

  روز محاسبه گردید. 60/8تا  M. anisopliae ،18/7های در مورد جدایه که این مقداردرحالی

ها بر علیه آفات انباری در سطوح آزمایشگاهی قارچ یهای انجام شده در ارتباط با استفادهاغلب بررسی

ها روی حشرات های کلانی در این زمینه صورت نگرفته است. اولین بررسی اثر قارچوده و بررسیب

صورت گرفت. وی در آزمایشاتش اثر رطوبت نسبی را بر روی کارایی  (7743) 9فرون انباری توسط

مورد  Acanthiscelide obtectous Sayسوسک لوبیا  لارویبرای آلودگی مراحل  B. bassianaقارچ 

کار برد. این قارچ را علیه این آفت ب توانکه تحت شرایط کنترل شده می کردارزیابی قرار داد و بیان 

Oryzaephilus surinamensis داردندانه یحساسیت شپشه (4381) 1پس از آن سرل و دوبرسکی

Linnaeus  را به قارچB. bassiana این حشره به  و بیان کردند که حساسیت مورد بررسی قرار دادند

درصد به بالاترین میزان خود رسیده و با کاهش رطوبت از میزان  31این قارچ در رطوبت بالای 

 شود.حساسیت آن به شدت کاسته می

 41به وسیله   S. zeamaisای را برای کنترل شپشه ذرت های اولیه( بررسی4332و همکاران ) 0ادان

زایی را بر روی این کار رفته قابلیت بیماریهای بجدایهتمام انجام دادند.  B. bassianaقارچ  یجدایه

ها بسیار متفاوت بوده و میزان تلفات این حشره نسبت جدایهزایی حشره دارا بودند اما میزان بیماری

 درصد متغیر بوده است.  411تا  41ها از جدایهبه 

                                                 
  Letal Concentration .1  

Letal Time .2 

Ferron .3 

Searle and Doberski. 4 

Adane .5  
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بر روی  M. anisopliaeو  B. bassiana زایبیماری هایقارچ ییافتههای وحشی و جهشجدایه

Fabricius maculatus Callosobruchus ( مورد ارزیابی قرار 4332و همکاران ) 4ویلاس بوس توسط

موینو و  باشد.می M. anisopliaeبیشتر از  B. bassianaزایی قارچ گرفته و بیان شد که میزان بیماری

را برای کنترل چندین گونه از آفات انباری مورد ارزیابی  B. bassiana( کارایی قارچ 4338همکاران )

و  6تواند به طور موثری این آفات را کنترل کند. بوراساقرار دادند و بیان کردند که این قارچ می

باعث B. bassiana قارچ  IMI330194 یجدایهیافتند که های خود در( در بررسی6114اران )همک

  .شودمی Horn Prostephanus truncatus ملدرصد تلفات در حشرات کا 411

-جدایهرا به  C. maculatusهای خود، حساسیت حشرات کامل ( در بررسی6110و همکاران ) 9چری

هیای ایین   مورد ارزیابی قرار دادند. در بررسیی  M. anisopliaeو  B. bassianaهای های مختلف قارچ

داشیته و بیشیترین    B. bassianaمحققین نیز ثابت شد که این حشره حساسیت بیشتری نسیبت بیه   

 های این قارچ بوده است.جدایهمربوط به  50LTو  50LCکمترین میزان  میزان تلفات و

 نمونه خاک مزارع 24حشرات در زای بیماری هایشناسایی قارچدر ایالت آلیکانته اسپانیا به منظور 

به عنوان طعمه استفاده گردید و مشخص شد  Galleria mellonella Linnaeusکشاورزی از لاروهای 

های ترین قارچفراوان %8/1با  L.lecaniiو  %1/2با  M. anisopliae، %8/96با  B. bassianaقارچ 

 . [6119سیو و همکاران، آسن] در خاک بودند زای حشراتیبیمار

بر روی  M. anisopliae مختلف قارچ جدایه 49و  B. bassiana مختلف قارچ جدایه 69در آزمایشی 

بررسی شدند. در رطوبت  Chagasناقل بیماری  Klug  Triatoma infestansم آفتهای سن سوپوره

مشاهده  % 0/47-0/37 در طیفی معادل ی مختلفهار میان جدایهزایی دمیزان بیماری %01نسبی 

و برای جدایه  لیترکنیدی/میلی 4/7 × 041معادل  B. bassianaقارچ  CG14برای جدایه  50LCشد و 

                                                 
Vilas Boas .1 
Bourassa. 2 
Cherry .3 
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CG491  قارچM. anisopliae  لوز و همکاران، ] دست آمدبلیتر کنیدی/میلی 9/1 × 241معادل

4338] . 

     و M. anisopliaeحشرات  زاییهای بیمارقارچ مختلف جدایه 46 (6110تای لاک و تای بایچ )

B. bassiana برنجآوری شده از حشرات آلوده مختلف را بر روی سن جمعLeptocorisa acuta 

Thunberg اعلام نمود.  %7/71و  %0/07ترتیب  میر حشرات را بهوبکار برد و درصد مرگ 

های بومی قارچ جدایه 44زایی بیماری( 6117در تحقیق دیگری توسط پیرعلی خیرآبادی و همکاران )

 M. anisopliae, B. bassianaهایگونههای مختلف ایران )ی شده از قسمتآورجمع زایبیماری

Lecanicillium psalliotae Treschew ) بر روی Say Rhipicephalus annulatus های با غلظت

درصد آلوده  و میروگوناگون سوسپانسیون اسپور بررسی گردید و پارامترهای مختلفی نظیر نرخ مرگ

در مراحل مختلف سیکل زندگی  جدایه 0های کنه در نظر گرفته شد و نتایج نشان داد که شدن تخم

       ، برای%31-411 معادل M. anisopliae قارچ میر کلی برایوزا هستند و نرخ مرگکنه بیماری

B. bassiana و برای  %71 برابرL. psalliotae گزارش گردید %2/02 معادل . 

حشرات و انجام کارهای  زایبیماریهای آوری و جداسازی قارچبا جمع( 6141تای لاک و همکاران )

ها را بر روی شته سیاه مرکبات و زایی آنجدایه را انتخاب نمود و بیماری 41، تعداد مورفولوژیکی

   و B. bassianaی هاهای تولیدی از جدایهکشپروانه مرکبات بررسی کرد. نتایج نشان داد که آفت

M. anisopliae ها نخواهند داشت. وجود در گلخانهباری بر دشمنان طبیعی منزیا ثراتا 

 بر M. anisopliae و B. bassiana ,Wize fumosorosea sariaIهای زایی قارچدر آزمایشی بیماری

گونه بومی آمریکای شمالی( در شرایط ) Leptoglossus occidentalis Heidemann ی آفترو

قارچ  در شرایط آزمایشگاه برای 50LCآزمایشگاه و شرایط طبیعی بررسی گردید و نتیجه گرفته شد که 

کمترین بود. در آزمایشات محیطی  M. anisopliae قارچ بالاترین و برای I. fumosorosea زایبیماری
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 . [6141بارتا، ]های قارچی کمتر از شرایط آزمایشگاهی بود جدایهمیر برای تمام ومیزان مرگ

-خاک اقدام شده است و بیماری از M. anisopliaeو   B. bassianaهایدر لبنان به جداسازی قارچ

  Myzus persicae Sulzerو Bemesia tabac Gennadiusمده بر روی دست آهای بهجدایزایی 

 . [6144ابراهیم و همکاران، ] بررسی گردید

و  B. bassiana حشرات زایهای بیماریلیتر قارچکنیدی/ میلی 4×  241از سوسپانسیون 

Metarhizium brunneum  برای لاروهایSynanthedon myopaeformis Borkhausen ستفاده ا

لیتر و کنیدی/میلی 1/9×  041و  3/6×  041های قارچی برابر  دست آمده برای جدایهبه 50LCگردید و 

50LT  برایB. bassiana  کاسنتین و همکاران، ]روز است  4/0روز و برای دیگری معادل  0/0برابر

6141] . 

را برای  M. anisopliaeجدایه قارچ  1و  B. bassianaجدایه قارچ  1( 6112مارانینو و همکاران )

 41بکار بردند، نتایج نشان داد که پس از  Capnodis tenebrionis Linnaeusکنترل لاروهای نئونات 

میر در طیفی معادل ولیتر میزان مرگکنیدی/ میلی 4×  841روز از تلقیح لاروها با سوسپانسیون 

د که دو جدایه قارچ های این حشره نشان داجدایه بر روی تخم 8بود. کاربرد این  % 0/69 -411

 شوند. ها میتفریخ تخم %0/31و  %0/81سبب کاهش  B. bassianaزای بیماری

       و M. anisopliae زایبیماریهای در موسسه کشاورزی و علوم جانوری نپال به جداسازی قارچ

B. bassiana پرداخته  گالریاکشت انتخابی و روش طعمه بیمار و خاک با استفاده از محیط از حشرات

 استفاده گردید  4spp.Polyphyllaکرم سفید ریشه آفت آمده در کنترلهای بدستجدایهشد و از 

  .[6112یوباکا داج، ]

روی  B. bassianaاز  جدایه مختلفزایی شش بیماری در آزمایشی( 6116و همکاران ) 6تودوراوا

را بررسی کردند و نشان دادند که  Perillus biocalatus Fabriciusسوسک کلرادو و سن شکارگر آن 

                                                 
)spp. Polyphylla( rub. White G1  

Todorova. 2 
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که روی سن شکارگر آن درحالی، شودمیی را در سوسک کلرادو موجب میر بالایومرگ IPP46 جدایه

ای که پتانسیل خوبی برای جدایهرا به عنوان  جدایهه این کشندگی ایجاد کرد. در نتیج ٪44 تنها

 کنترل سوسک کلرادو دارد در برنامه مدیریت آفات معرفی کردند.

 را B. bassianaهای ایرانی جدایهنیز کنترل سوسک کلرادو توسط ( 4987مهدنشین و همکاران )

مقدار  معرفی کردند. IRAN 187C جدایهبرای  ٪18/73میر را وبررسی کردند و بالاترین درصد مرگ

50LC بیان کردند. لیترکنیدی/ میلی 4×  741ا مربوطه ر 

 76انجام شد،  R. dominicaو  S. oryzae ،S. zeamaiz آفات انباری بر روی دیگر کهدر آزمایشی 

مشخص  مورد بررسی قرار گرفت. در این آزمایش B. bassianaو  M. anisopliaeهای جدایه از قارچ

ها نشان داد. بطوریکه یگر، حساسیت بالایی نسبت به قارچی دنسبت به دو گونه R. dominicaشد 

 81میر بیش از ومرگ M. anisopliaeهای از جدایه %92و  B. bassianaهای از جدایه %80بیش از 

 . [4338]موینو و همکاران،  این آفت موجب شدند درصد را در

     هایبیشتری نسبت به جدایه زاییبیماریف بر روی آفات هد B. bassianaهای کلی جدایهبطور

M. anisopliae  به چنین نتایجی در مورد اثر نشان دادند و این در حالی است که سایر محققین نیز

 ها بر روی دیگر آفات انباری دست یافتند. قارچ

ارچ ذکر شده علیه سوسک ( انجام گرفت، دو ق4332در آزمایشی که توسط ویلاس باوس و همکاران )

 B. bassiana، 50LT، از قارچ PL 256ی گرفته شد. در این آزمایش جدایه کارای حبوبات بچهار نقطه

 .نشان داد M. anisopliaeاز قارچ  PL 43ی کمتری نسبت به جدایه

ساعت در آرد  61که به مدت  T. castaneum ( نشان داد که لاروهای6141نتایج مطالعات لورد )

تغذیه شدند، به طور قابل توجهی از لحاظ میزان تغذیه و وزن در  .Beauveria spp اسپورهای آلوده به

کنند، کمتر بودند. بنابراین، وجود اسپورهای مقایسه با لاروهایی که در آرد غیر آلوده به قارچ تغذیه می



 مرور منابع -دومفصل 

  

99 

 

B. bassiana در آرد ممکن است باعث استرس رژیم غذایی شود. 

 411توانند موجب می B. bassiana های( نشان دادند که برخی از جدایه6110ویکفیلد و همکاران )

، O. surinamensis، Zeller Ephestia kuehniella میر در حشرات کاملودرصد میزان مرگ

earmanP patruelis Lepinotus و Linnaeus siro Acarus  روز بعد از تیمار با غلظت  41به مدت

 .لیتر شوندکنیدی/ میلی 4×841

 

 B. bassianaتشخیص و شناسایی مورفولوژیکی قارچ  -2-3

مورفولوژیک، بررسی صفات  شامل Beauveria هایهای معمول آزمایشگاهی برای افتراق گونهروش

باشد. از طرفی به دلیل تنوع صفات مورفولوژیک و هم خصوصیات ظاهری و میکروسکوپی کلونی می

های مختلف این کار با صرف مدت زمان طولانی همراه است که این امر ها بین گونهپوشانی این ویژگی

های فوق علاوه بر توان نتیجه گرفت که روشها کاسته شود. میشود از اعتبار این روشموجب می

های مولکولی به گیر بودن احتیاج به پرسنل مجرب نیز دارد. همین امر ضرورت استفاده از روشوقت

کند. در ادامه برای روشن اعتماد و تکرارپذیر بودن را بیش از پیش روشن میدلیل حساسیت بالا، قابل

زای حشرات پرداخته های بیماریی تشخیص و شناسایی در علم قارچشدن موضوع به معرفی دو واژه

 خواهد شد.

های که روش ،تشخیص یعنی تعیین حضور قارچ در محیط طبیعی )مانند خاک( و یا میزبان آن

های ظاهری و خصوصیات . معمولا از ویژگیها ارائه شده استمختلفی برای تشخیص قارچ

طور عمده برای مطالعات در تشخیص بهشود. مورفولوژیکی برای تشخیص جنس یک قارچ استفاده می

 . [6118تریلو و هامبر، کاس]شود سطح اکولوژیکی استفاده می

ای است چرا که استفاده از روش طعمه حشره Beauveriaهای تشخیص به عنوان مثال یکی از راه
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-قارچدر شوند. مشاهده می سفیدزنی بر روی لاشه حشره به رنگ اسپورهای قارچ پس از نفوذ و جوانه

نام نمونه پیش روی "ترین پاسخ را به سوال شناسی، شناسایی بارزترین ویژگی آن قارچ است که ساده

علمی مناسب و صحیح به موجود  به عبارت دیگر شناسایی یعنی تخصیص نام دهدمی "؟من چیست

 زنده است. 

-تر )زیرگونه، واریته( میینیا در سطوح پای بندی در سطح گونهها معمولا نیازمند رتبهشناسایی قارچ

شود. شناسایی جنس قارچ باشد. شناسایی در حد جنس معمولا برای مطالعات اکولوژیکی استفاده می

 پذیرد.بردار صورت میولی هزینهلکوهای ماغلب به آسانی توسط مورفولوژی بدون نیاز به روش

تا پیش از گسترش  باشد.دات میموجو بندیدر علم ردهشناسایی یک موجود یا یک گونه جزء مهمی 

 و های مورفولوژیکیهای یک موجود از ویژگیلکولی، دانشمندان برای شناسایی گونهونشانگرهای م

  .نمودندبیوشیمیایی استفاده می

 4هایی که دارای پراکنش جهانیحشرات باید گفته شود که تنها قارچ زاییهای بیماردر مورد قارچ

های توسط تکنیک Metarhizium وPaecilomyces, Lecanicillium, Beauveria ر هستند نظی

 .[6118کاستریلو و هامبر، ] اندلکولی مورد شناسایی و تشخیص قرار گرفتهوم

 

 B. bassianaانجام شده در مورد  کییتمطالعات تنوع ژنمرور کلی  -2-4

 و برای درک ساختار جمعیت، رانش ژنیای اهمیت زیادی تنوع ژنتیکی و ارتباط درون گونه یمطالعه

 طولدر حشرات دارد.  زیستیاثر اکولوژیکی موثری روی کنترل  همچنین و داشته هاجدایهبندی طبقه

 زایبیماریهای به بررسی ساختارهای ژنتیکی جمعیت قارچ گیاهی شناسانآسیب، گذشته هایسال

                                                 
Cosmopolitan .1   
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 .[4337دونالد، مک] اندکنترل آفات پرداختههای نوین جهت استراتژی به وجود آوردنجانوری برای 

 ،DNA (RAPD)چندشکلی تصادفی ، )AFLP)4هایی مانند چندشکلی طولی قطعات محدود تکنیک

غیره در مطالعات اکولوژیکی، تکاملی، تاکسونومیکی و ژنتیکی  و (SSR)های ساده تکرار شونده توالی

 .[6118وانگ، ]آگراوال و ها استفاده شده است گیاهان و قارچ

های جدیدی های تحلیلی مربوطه، فرصتهای مولکولی متعدد و روشبا ظهور تکنیک 4371 در دهه

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

های تکنیکمطالعات متعددی با موضوعاتی از قبیل کموتاکسونومی، بیوشیمی و  4331و  4381

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

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

ستفاده شده ا Beauveriaای جنس گونههای مولکولی جهت آشکارسازی تنوع درونی روشتوسعه

ها بطور موثری در حل و . با این حال تعداد کمی از این تکنیکبودند به شکل کارآمدتری عمل کردند

های در بسیاری از مطالعات، تکنیک اند.موثر بوده Beauveriaبندی و ارتباطات ژنتیکی فصل طبقه

کاریوتیپینگ، کموتاکسونومی، ها، رشته، ایزوزایمشکلی ساختار تکمولکولی چون سرولوژی، چند

ی میتوکندریایی ابداع شده است ی بریده شدهشکلی طولی قطعهریبوزومی، چند DNAهای اینترون

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

تایج چنین مطالعاتی کاری بس دشوار برای هر گونه تعمیم نBeauveria های مختلف قارچ حضور گونه

های حاصل از هایی چون دادههای اولیه با روشاست. لازم به ذکر است که بسیاری از این روش

یافته برای شکلی طولی قطعات تکثیرماهواره، توالی نوکلئوتیدی، چندنشانگرهای ریزماهواره و درون

 [. 6110ول، بلکاند ]وگا و آنالیز ارتباطات ژنتیکی جایگزین شده

                                                 
 Amplified Fragment Length of Polymorphism. 1  
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زای های بیماریهای قارچاز الکتروفورز آنزیمی چندمکانی برای ارزیابی تنوع ژنتیکی میان جدایه

[. از الکتروفورز 4336لِجر و همکاران، استفاده شده است ]استی .Beauveria sppحشرات مانند قارچ 

های بازها یا جهشتفاوت در تکآنزیمی چندمکانی به علت عدم توانایی این روش در نشان دادن 

کنند. به دهد، از آن در مطالعات سیستماتیک و فیلوژنی استفاده نمیاحتمالی که در ژنوم رخ می

بر  B. brongniartiiو  Beauveria amorpha (Hohn.) Samson and Evans عنوان مثال دو گونه

هستند اما روش الکتروفورز آنزیمی  B. bassianaقابل تفکیک از  DNAاساس مورفولوژی و آنالیز 

[. از 6113ها را ندارد ]فرناندز و همکاران، گونهدادن چنین تفاوتی بینچند مکانی توانایی نشان

زای حشرات استفاده های بیماریهای قارچالکتروفورز کاریوتیپ برای تمایز قائل شدن میان جدایه

( از TTAGGG(8تکرار  8جفت بازی با  403لومری ( از یک پروب ت4332شده است. ویاد و همکاران )

برای تعیین چندشکلی کاریوتیپی در  CHEFهمراه با الکتروفورز  Botrytis cinerea منطقه تلومری

 استفاده کردند. B. bassianaجدایه  3میان 

های ای پلیمراز که برای شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی در قارچهای مبتنی بر واکنش زنجیرهتکنیک

-(، ریزماهوارهAFLPشکلی طولی قطعات تکثیر یافته )شود شامل چندزای حشرات استفاده میبیماری

ای پلیمراز ی واکنش زنجیرهبر پایهRFLP ی عناصر تکرار شونده، ای پلیمراز بر پایهها، واکنش زنجیره

(PCR-Based RFLPنشانگرهای ریبوزومی و نشانگر ،).های میتوکندریایی است   

تنوع  به منظور مطالعه (RFLP)نگاری تلومر و چندشکلی طولی قطعات برشی ها، انگشتایزوآنزیم

راسکی و ]پاپ ه استمورد استفاده قرار گرفت B.bassianaروابط فیلوژنتیک درون قارچ  ژنتیکی و

 . [4337موررِ و همکاران، ؛ 4388همکاران، 

از قبیل  PCRعلاوه بر این، مطالعات مشابهی با استفاده از انواع مختلفی از نشانگرهای مبتنی بر 

شکلی طولی قطعات ، چند(Minisatellites)ها ریزماهوارک ،DNA (RAPD)چندشکلی تصادفی 
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های ساده تکرار شونده توالی ،(SCAR)مناطق تکثیریافته با توالی مشخص  ،(AFLP)یافته تکثیر

(SSR)  بر روی قارچB.bassiana توجهی در ژنتیکی قابل تنوع ،انجام شده است. در تمام این مطالعات

-تناقض و مبهمی در رابطه با تخصصینشان داده شد اما نتایج م B.bassianaهای قارچ درون جدایه

همکاران،  ]مورِر وارائه شده است  B.bassianaشدن میزبان و منطقه جغرافیایی تنوع ژنتیکی قارچ 

مورفیک و نشانگری قابل اعتماد، قدرتمند، پلی. لذا دسترسی به [6116بیدوکا و همکاران، ؛ 4337

ژنوتیپی دقیق و استنباط قوی در درون ساختار  جدایهدارای حساسیت بالا برای دستیابی به یک 

 ز اهمیت است.ئجمعیتی حا

قارچ  جدایه مختلف 93بررسی تنوع ژنتیکی  ها بهاده( با توجه به آنالیز د6110وانگ و همکاران )

Beauveria spp.  پرایمر  99با استفاده از ISSRپرایمر  40که نتایج بدست آمده نشان داد  پرداختند

پرایمر محصولات روشن، 48و در نهایت  که دور ریخته شدند محصولات ضعیف و مبهم تولید کردند

پرایمر توانست در مجموع  48ر انتخاب شدند. الیز بیشتچندشکل و قابل تکرار تکثیر کردند که برای آن

 6/1باند ) 7مورف و درصد( پلی 8/30باند ) 424جدایه مختلف قارچ تولید کنند که  93باند در  428

باند و میانگین  99/3درصد( مونومورف بودند. میانگین تعداد باندهای ایجاد شده برای هر پرایمر 

بیشترین تعداد باند دارای چندشکلی و  باند 43با  BIS22باند بود که پرایمر  31/8مورف باندهای پلی

 Neiباند کمترین باند دارای چندشکلی را نشان داد. میانگین شاخص تنوع ژنی  6با  BIS19پرایمر 

(h( و میانگین محتوای اطلاعات چندشکل )PIC برای )بود که  92/1و  66/1پرایمر به ترتیب  48

( و بیشترین محتوای اطلاعات چندشکل 16/1) Neiبیشترین شاخص تنوع ژنی  BIS09ایمر پر

( و کمترین محتوای اطلاعات 12/1) Neiکمترین شاخص تنوع ژنی  BIS17( و پرایمر 28/1)

 .( را داشتند49/1چندشکل )

قارچ  جدایه 44به منظور شناسایی و بررسی تنوع ژنتیکی را  ISSR ( نشانگر6112استرادا و همکاران )

B.bassiana  تنوع و روابط فیلوژنتیک بین این دادندبا منشاء جغرافیایی مختلف مورد استفاده قرار .
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تجزیه و تحلیل شد و سطح بالایی از پلی مورفیسم )نزدیک  ISSR نشانگر 41با استفاده از  جدایه 44

پرایمر مورد استفاده در  41شد. ای مولکولی نشان داده هنشانگردرصد( با استفاده از این  81به 

مورف و درصد( پلی 13/78باند ) 490جدایه مختلف قارچ تولید کردند که  44باند در  476مجموع 

 68/46درصد( مونومورف بودند. میانگین تعداد باندهای ایجاد شده برای هر پرایمر  04/64باند ) 97

بیشترین تعداد  باند 42با  888و  841رایمرهای پباند بود که  21/3مورف باند و میانگین باندهای پلی

باند کمترین باند دارای چندشکلی را نشان داد. میانگین  6با  834باند دارای چندشکلی و پرایمر 

کمترین  834( و پرایمر 3/8بیشترین ) 888بود که پرایمر  0پرایمر  41( برای Rpقدرت تفکیک )

های مورد بررسی در دروگرام حاصل از این تحقیق، جدایه( قدرت تفکیک را داشتند. بر اساس دن4/4)

 A1به دو زیرگروه  Aجدایه بودند، قرار گرفتند. گروه  9و  8که به ترتیب دارای  B و Aگروه اصلی  6

 .  جدایه بودند 7و  4تقسیم شدند که به ترتیب دارای  A2و 

 رسمو  B.bassianaقارچ  جدایه 44به منظور بررسی روابط ژنتیکی بین  (4333کاستریلو و همکاران )

 . نمودندستفاده ا ISSRهای نشانگردندروگرام از 

را با  بومی ژاپن B.bassianaجدایه مختلف قارچ  03( تنوع و روابط ژنتیکی بین 6117سوکا )تاکات

 03باند در  82پرایمر مورد استفاده در مجموع  9. مورد ارزیابی قرار داد ISSRنشانگر  9استفاده از 

درصد(  13/9باند ) 97مورف و درصد( پلی 04/32باند ) 89جدایه مختلف قارچ تولید کردند که 

باند و میانگین باندهای  27/68مونومورف بودند. میانگین تعداد باندهای ایجاد شده برای هر پرایمر 

گرام بر اساس بود. دندرو 60/1پرایمر  9باند بود. میانگین تنوع ژنتیکی برای هر  27/67مورف پلی

گروه قرار گرفتند. نتایج این  9های مورد مطالعه در ایجاد شد که در نهایت جدایه UPGMAآنالیز 

درصد( با استفاده از پرایمرهای  37پژوهش نشان داد که سطح بالایی از تنوع ژنتیکی )نزدیک به 

ISSR  در قارچB.bassiana  .وجود دارد  
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از مناطق مختلف  B.bassianaجدایه مختلف قارچ  11( تنوع ژنتیکی بین 6149تریسی و همکاران )

نشانگر مورد استفاده،  41مورد بررسی قرار دادند. از  AFLPنشانگر  41ترکیه و سوریه را با استفاده از 

اساس  درصد چندشکل( تولید کردند. بر 411باند ) 06درمجموع  P24m301و  P35m95نشانگر  6

که به ترتیب  C و A، Bگروه اصلی  9های مورد بررسی در دندروگرام حاصل از این تحقیق، جدایه

تقسیم  A4و  A1 ،A2 ،A3به چهار زیرگروه  Aجدایه بودند، قرار گرفتند. گروه  3و  44، 61دارای 

تقسیم شدند  B2 و B1به به دو زیرگروه  Bجدایه بودند. گروه  1و  1، 2، 2شدند که به ترتیب دارای 

های تجزیه به مؤلفهمؤلفه  دوهای اصلی نشان داد که جدایه بودند. تجزیه مولفه 1و  7که به ترتیب 

( از واریانس کل را %09/26)مجموعا  %30/42و  %08/10به ترتیب  PCoA1 ،PCoA2یعنی  اصلی

نسبتاً مناسبی در سطح ژنوم  برای نشانگرها بیان کردند. یعنی نشانگرهای مورد استفاده دارای توزیع

. در این اندهای مختلف مورد مطالعه، مناسب عمل کردهاند و در ارزیابی تنوع ژنتیکی جدایهبوده

ها بیشتر از نشان داد که تنوع ژنتیکی درون جمعیت (AMOVA) تجزیه واریانس مولکولیپژوهش 

و  %88ها درون جمعیت جدایه مختلف 11 میانگین تنوع ژنتیکیها است. تنوع ژنتیکی بین جمعیت

 بود. %46ها میانگین تنوع بین جمعیت

از مناطق  B.bassianaمختلف قارچ جدایه  48( تنوع و روابط ژنتیکی بین 4338برتا و همکاران )

که در مجموع  مورد ارزیابی قرار دادند RAPDنشانگر  46مختلف آرژانتین و برزیل را با استفاده از 

 69میانگین تعداد باندهای ایجاد شده برای هر پرایمر پرایمر تولید شد که  46باند توسط این  672

گروه قرار گرفتند. در  2های مورد بررسی در بود. بر اساس دندروگرام حاصل از این تحقیق، جدایه باند

با  % 0/41-6/36ضریب تشابه جاکارد ها بر اساس بندی دامنه تشابه ژنتیکی برای این جدایهاین گروه

 بود. %6/18میانگین 

مختلف قارچ جدایه  44( در تحقیقی تنوع ژنتیکی و تعیین فواصل ژنتیکی 6146مندونکا و همکاران )

B.bassiana  بومی برزیل را با استفاده از نشانگرهایRAPD که در مجموع  مورد بررسی قرار دادند
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بر درصد( مونومورف بودند.  36/62باند ) 41مورف و درصد( پلی 18/79د )بان 98باند تولید شد که  06

گروه اصلی قرار  1در  %01های مورد بررسی در فاصله اساس دندروگرام حاصل از این تحقیق، جدایه

های قارچی بر اساس ضریب تشابه بندی دامنه تشابه ژنتیکی برای این جدایهگرفتند. در این گروه

( و Betume2-SE) 33/07های بود. بیشترین تشابه بین جدایه %2/98با میانگین  % 6-77جاکارد 

32/09 (Moju-PA با ضریب تشابه )19/20های و کمترین تشابه بین جدایه %77 (Umbauba/SE-

C 33/03( و (Malhador/SE-C با ضریب تشابه )بود.  %6 

 ترکیهبومی  B.bassianaجدایه مختلف قارچ  49( تنوع و روابط ژنتیکی بین 6146سویم و همکاران )

جدایه مختلف قارچ  49باند در  429در مجموع . ددنمورد ارزیابی قرار دا AFLPرا با استفاده از نشانگر 

بر اساس بودند.  درصد( مونومورف 13/11باند ) 22مورف و درصد( پلی 04/03باند ) 37بدست آمد که 

-گروه اصلی قرار گرفتند. در این گروه 9های مورد بررسی در دندروگرام حاصل از این تحقیق، جدایه

بود. بیشترین  % 62-38ها بر اساس ضریب تشابه جاکارد بندی دامنه تشابه ژنتیکی برای این جدایه

و  %32با ضریب تشابه  KTU-8و KTU-23 و همچنین  KTU-8و  KTU-22های تشابه بین جدایه

 بود. %62با ضریب تشابه  KTU-57و  KTU-38های کمترین تشابه بین جدایه

 .Beauveria spمختلف قارچ جدایه  3( تنوع ژنتیکی و تعیین فواصل ژنتیکی 6141اتالا و همکاران )

نشانگر  46که  مورد بررسی قرار دادند ISSRنشانگر  0و  RAPDنشانگر  46بومی مصر را با استفاده از 

RAPD  64/14باند ) 28مورف و درصد( پلی 73/08باند ) 37باند تولید کرد که  420در مجموع 

باند و میانگین  70/49درصد( مونومورف بودند. میانگین تعداد باندهای ایجاد شده برای هر پرایمر 

گروه  9در  %43های مورد بررسی را در فاصله دندروگرام جدایهباند بود.  18/8مورف باندهای پلی

ها بر اساس ضریب تشابه جاکارد بندی دامنه تشابه ژنتیکی برای این جدایهاصلی قرار داد. در این گروه

و کمترین  872/1با ضریب تشابه  B.8و  B.9های بود. بیشترین تشابه بین جدایه 872/1-062/1
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باند  07در مجموع  ISSRنشانگر  0بود.  062/1یب تشابه با ضر B.1و  B.5های تشابه بین جدایه

درصد( مونومورف بودند. میانگین  20/03باند ) 91مورف و درصد( پلی 90/11باند ) 69تولید کرد که 

باند بود.  2/1مورف باند و میانگین باندهای پلی 1/44تعداد باندهای ایجاد شده برای هر پرایمر 

بندی گروه اصلی تقسیم کرد. در این گروه 9به  %61بررسی را در فاصله های مورد دندروگرام جدایه

بود. بر اساس  260/1-327/1ها بر اساس ضریب تشابه جاکارد دامنه تشابه ژنتیکی برای این جدایه

گروه  9در  %42های مورد مطالعه در فاصله ، جدایهISSRو  RAPDهای تلفیقی تجزیه کلاستر داده

ها بر اساس ضریب تشابه بندی دامنه تشابه ژنتیکی برای این جدایهند. در این گروهاصلی قرار گرفت

و  317/1با ضریب تشابه  B.8و  B.9های بود. بیشترین تشابه بین جدایه 027/1-317/1جاکارد 

 بود. 027/1با ضریب تشابه  B.2و  B.9های کمترین تشابه بین جدایه

-جمع B.bassianaجدایه مختلف قارچ  66( تنوع و روابط ژنتیکی بین 6112اوما دوی و همکاران )

پرایمر  2ند. مورد ارزیابی قرار داد AFLPنشانگر  41را با استفاده از کشور مختلف  3آوری شده از 

شن، پرایمر محصولات رو 1و در نهایت  که دور ریخته شدند محصولات ضعیف و مبهم تولید کردند

پرایمر توانست در مجموع  1 ر انتخاب شدند.چندشکل و قابل تکرار تکثیر کردند که برای آنالیز بیشت

 0/4باند ) 9مورف و درصد( پلی 0/38باند ) 434جدایه مختلف قارچ تولید کنند که  66باند در  431

باند و میانگین  0/18درصد( مونومورف بودند. میانگین تعداد باندهای ایجاد شده برای هر پرایمر 

فقط  B.bassianaجدایه مختلف قارچ  66باند بود. تشابه ژنتیکی در بین  70/17مورف باندهای پلی

. گروه بزرگ قرار داد 6در  %46های مورد بررسی را در فاصله دندروگرام جدایهدرصد مشاهده شد.  44

درصد( با استفاده از پرایمرهای  0/38نتایج این پژوهش نشان داد که سطح بالایی از تنوع ژنتیکی )

AFLP  در قارچB.bassiana  .وجود دارد  

، در این تحقیق پس از جداسازی حشراتزای های بیمارینتیکی قارچبا توجه به اهمیت بررسی تنوع ژ

های اهوازدر شهرستان کاری، مناطق جنگلی و سبزیباغات ، نخلستان،از مزارع B.bassiana قارچ
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-آوری، جداسازی و شناسایی جدایهتجهیزات آزمایشگاهی، جمع این فصل شامل مواد مورد استفاده،

شمارش  نرخ رشد، های مورفولوژیکیبررسی ویژگی ،B. bassianaزای یبیمار مختلف قارچهای 

های مورد محلول، مطالعات مولکولی، هازایی جدایهبیماریبررسی و زنی قدرت جوانه کنیدی تولیدی و

در باشد که می هاتجزیه دادههای چند متغیره آماری و ، تجزیهDNAو کیفیت  کمیترسی بر، نیاز

 ادامه به توضیح مراحل ذکر شده در بالا خواهیم پرداخت.

 

 مواد  -3-1

 کلرامفنیکل،، Tween 80 سیکلوهگزامید،، PDA، محیط کشت SDA محیط کشت عصاره مخمر، آگار،

 ید، اسید کلریدریک،مایسین، پپتون، سدیم هیدروکسدودین، کریستال ویولت، اسید لاکتیک، استرپتو

روغن معدنی،  آمونیوم استات، ،CTAB، PVPپودر ، EDTA، سدیم کلرید، Tris-HClاسید بوریک، 

سدیم هیدروکسید، سدیم دودسیل ، دکستروزاتانول، ایزوپروپانول، بتامرکاپتو رم، ایزوآمیل الکل،کلروف

 0/4و  6های تیوب، میکروکیمیا تجهیز پارس تهرانشرکت آگارز از اتانول، گلیسرول و سولفات، 

 ، DNase Free Deionized water،Ribonuclease A آبی و سفید،، سرسمپلرهای زرد لیتری،میلی

Gene Ruler 100bp   سپاهان طب اصفهان ز شرکتاای و پلاستیکی شیشه هایدیشپتریو،Taq 

DNA Master Mix  تهران( و  از شرکت( ویراژنLoading dye  .تهیه شد )از شرکت سیناژن )تهران

از  ISSRعمومی و  پرایمرهایتمامی مواد مورد استفاده دارای درجه خلوص بیولوژی مولکولی بود. 

 تهیه شد. شرکت تکاپو زیست تهران

   

 تجهیزات آزمایشگاهی  -3-2

 و انکوباتور )تهران، ایران(، آون Rozhin Teb)تهران، ایران(، اتوکلاو  Farpajouhهود میکروبی 
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Heraeus هانوآ، آلمان(، ورتکس(DENA Medical Industry  ،)ترموسایکلر  )تهران، ایران TaKaRa 

)سئول، کره جنوبی(،  LGلوئیس، امریکا(، مایکروویو  سنت)Eppendorf اُتسو، ژاپن(، سانتریفیوژ )

)سوبیا،  QUANTUM ST4)تهران، ایران(، ژل داک  DENA Medical Industryم حمام آب گر

)نورنبرگ،  Heidolph)تهران، ایران(، هات پلیت  Zhihat Teb Azmaر آلمان(، ترانس ایلومینیتو

)هامبورگ، آلمان(،   Neubauer Improved Bright-Lineلام هموسیتومتر از شرکت آلمان(،

 µl0111و  µl01 ،µl011)توکیو، ژاپن(، سمپلر  Olympus کولارو بنی میکروسکوپ نوری

Eppendorf هامبورگ، آلمان(،) pH مترMetrohm ،61فریزر  )پلیکان کریک، آمریکا(، یخچال- 

)تهران، ایران(،  Groucتهران، ایران(، اتاقک رشد ) Farpajouh، هود شیمیایی پارس )تهران، ایران(

 مورد استفاده قرار گرفت.  نامهپایان)گوتینگن، آلمان( در این  SARTORIUSترازو 

 

 B. bassianaزای بیماری های مختلف قارچآوری، جداسازی و شناسایی جدایهجمع -3-3

خوار به عنوان طعمه، این مرحله شامل نحوه نمونه گیری از خاک، دستورالعمل پرورش پروانه موم

سازی برای ها جهت آمادهسازی جدایه، خالصB. bassianaهای مختلف قارچ جداسازی جدایه

ها جهت دست آمده و مشاهده میکروسکوپی کنیدیهای بهگذاری جدایهمولکولی، ناماقدامات 

 است. B. bassianaهای مختلف قارچ شناسایی مورفولوژیکی جدایه

 

 خاک هایآوری نمونهجمع -3-3-1

ای خود قرار دارند، بنابراین ی حشرههاحشرات به طور طبیعی بر روی میزبان زاییهای بیمارقارچ

-ی میزبانی و شیوع گونهورد دامنهدست آوردن اطلاعات در مبرداری از حشرات میزبان سبب بنمونه

های د. اما تعداد زیادی از قارچشودر جمعیت طبیعی حشرات میزبان میها های قارچ به عنوان بیمارگر

ای ای حشرههی زندگی خود را بر روی میزبانحشرات فقط مدت زمان کوتاهی از چرخه زاییبیمار
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های استراحتی در خاک و در مجاورت گی خود به صورت کنیدی و یا اسپوری دوره زندبوده و بقیه

حشرات مرده بر سطح خاک افتاده و یک منبع قارچی را در محیط خاک  گذرانند.ی میزبان میلاشه

مهم و اصلی بنابراین خاک یک محیط بسیار خوب و منبع ذخیره . [6117]میلینگ،  کنندمهیا می

]سان و لیو، کند محافظت می  UVباشد و آنها را در برابر اشعهحشرات می زاییهای بیماربرای قارچ

، تتواند در نتیجه عملیات کشاورزی مثل تاریخ کشمی زایهای بیمار. وجود و پایداری قارچ[6118

 در اثر باران و باد، .[6114همکاران، گومز و -سوسا] بگیردها و کودها تحت تاثیر قرار کاربرد آفتکش

شوند ها به مناطق مجاور گسترده میهای قارچرزی و همچنین فعالیت حشرات اسپوروعملیات خاک

تواند اطلاعات آنها می ها دربرداری از خاک و بررسی قارچاین نمونه. بنابر[6112]میلینگ و الینبرگ، 

برای جداسازی  .[6117]میلینگ، حشرات به ما ارائه نماید  زاییهای بیمارزیادی را در مورد قارچ

گیری از خاک ای، روش عصارهتوان از سه روش طعمه حشرهمی از خاک حشرات زاییهای بیمارقارچ

از آنجا که خاک محل زندگی بسیاری از . استفاده نمود (4)اندوفیت استفاده از ریشه گیاهان گرامینه و

ها نظیر گیری، انواع مختلفی از میکروارگانیسمهشد استفاده از روش عصارباها میمیکروارگانیسم

-و ساپروفیت بر روی محیط کشت تشکیل کلنی می زایهای بیمارزاد، نماتدها، قارچهای خاکباکتری

حشرات  زاییهای بیمار. قارچنماینددهند که کار شناسایی مورفولوژیکی و جداسازی را سخت می

اما  [6144]وایرِبک و همکاران،  صورت اندوفیت زندگی کنندون ریشه گیاهان گرامینه بهتوانند درمی

چند که  هر گردیدای استفاده لذا از روش طعمه حشرهها مشکلات زیادی را در پی دارد جداسازی آن

ترین روش حساس .[6117میلینگ، ] خوار استای چون پروانه موماین روش مستلزم پرورش حشره

روش  Metarhiziumو  Beauveriaزای حشرات به خصوص های بیماریآزمایشگاهی جداسازی قارچ

آوری تعداد کافی نمونه خاک که جمع [.4332؛ وانینِن، 4382باشد ]زیمرمن، ای میطعمه حشره

                                                 
Endophyte .1  
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گیری نمونه[. 6119سیو و همکاران، پوشش مناسبی از جمعیت قارچ باشد امری ضروری است ]آسن

اهواز در استان خوزستان و همچنین از مناطق مختلف شهرستان شهرستان از مناطق مختلف از خاک، 

که این  شدآوری نمونه خاک اقدام از هر منطقه به جمع شاهرود در استان سمنان انجام پذیرفت و

-های بیماریرچضمیمه آورده شده است. با توجه به اینکه ثابت شده است که قا 4در جدول مناطق 

ها از منطقه گیریشوند نمونهزای حشرات متناسب با پوشش گیاهی هر منطقه در خاک توزیع می

گیری بدین شکل بود که سه نمونه [. نحوه نمونه6144وایربِک و همکاران، رایزوسفری انجام شد ]

و به ثبت مختصات جغرافیایی و ارتفاع از سطح گرفته شد  حاشیهاز خاک  دو نمونهو  مرکزاز  خاک

متر حفر شده سانتی 91برای هر نمونه در کنار ریشه گیاه یا درخت گودالی به عمق دریا اقدام گردید. 

گرم در پلاستیک ریخته شده و  411و خاک این عمق با یکدیگر مخلوط شده و سپس حجمی معادل 

و بعد از انتقال  گردیدروی کیسه پلاستیکی ثبت می شد. مختصات نمونه بردرب پلاستیک بسته می

 .(4-9کار برده شدند )شکل کده کشاورزی دانشگاه شاهرود در جداسازی بهدانش انسکتاریومها به نمونه

 ضمیمه آورده شده است. 6های بدست آمده و مختصات جغرافیایی آنها در جدولتعداد جدایه

 

 

 

 

 

 

 

بندی شده ب: حفر گودال به آوری شده و بستهالف: نمونه خاک جمع های خاک.آوری نمونه: جمع4-9 شکل

 متر در مجاورت ریشه درختسانتی 91عمق 
 

 الف ب
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 ایروش طعمه حشره -3-3-2

سازی شدند. این روش جدا ایطعمه حشرهروش  یهای موجود در خاک به وسیلهاین روش قارچ در

به عنوان یک روش حساس برای یافتن طیف وسیعی از  4382در سال  4اولین بار توسط زیمرمن

ای استفاده می شود که از حشره در این روش های خاک معرفی شد.در نمونه زایهای بیمارقارچ

ای که در این روش استفاده شد، لارو زا داشته باشد، لذا حشرهبیشترین حساسیت را به قارچ بیماری

ابتدا  [. بنابراین در6113]تونینگا و همکاران،  بود G. mellonellaزنبور عسل خوار بزرگ پروانه موم

 خوار در آزمایشگاه پرورش داد.یت مناسبی از لاروهای پروانه مومباید جمع

 

 خوارپرورش پروانه موم -3-3-3

خسارت عسل ایجاد جزء معدود حشراتی است که در کندوهای زنبور( G. mellonella)خوار موم پروانه

کنند. در های کهنه تغذیه میها در کندو و مومسن لاروی دارند و از ذخیره گرده گل 0کند. می

کنند و تمام محتویات کندو را شرایط مناسب به فاصله کوتاهی زنبوران عسل را وادار به مهاجرت می

سن لاروی،  0خم، زندگی این آفت شامل ت دورهسازند. ل میعظیمی از فضولات و کرم مبدّ به توده

متر بوده و در اردیبهشت تا مهر در میلی 91-14طول حشرات کامل به. باشدکامل می شفیره و حشره

  آیند.می مناطق معتدل به پرواز در

زای حشرات، پرورش راحت و های بیماریخوار زنبور عسل به قارچعلاوه بر حساسیت بالای پروانه موم

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

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

                                                 
. Zimmermann1 
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 نمایید.مراحل زندگی این حشره را ملاحظه می 6-9در شکل برایش فراهم باشد. 

 

 

 

 

 

 

 

 باشد:میرالعمل تهیه این غذا به شرح ذیل دستوشد. رای پرورش حشرات از غذای مصنوعی استفاده ب

 تا به گذاشتهپیمانه آب مقطر استریل را با یکدیگر مخلوط کرده و روی حرارت  نصف و پیمانه موم4

- رولیسپیمانه گل 4ن کاملا تبخیر شود سپس آتا آب  هم زدهین مخلوط را اسپس  ،رسدبنقطه جوش 

پیمانه سبوس و  4پیمانه آرد سفید،  6کنیم. پیمانه عسل را اضافه کرده خوب مخلوط می نصف، 87%

. عمل نیمکمیمایه را از قبل خوب با یکدیگر مخلوط کرده، به مواد درون ظرف اضافه خمیرپیمانه  4

. در داده شدآمده کاملا ورز دستهب دقیقه بر روی حرارت ادامه یافته سپس خمیر 41به مدت  نزدهم

متر دارای دریچه توری به جهت سانتی 91 ×40× 61)ظروف پلاستیکی با ابعاد  ایظروف پرورش گالر

ای ر داده و روی آن را با لایهنواری از تخم را بر روی آن قراای از این مواد ریخته سپس ، لایههوادهی(

 و رطوبت نسبیگراد سانتیدرجه  91 ± 4با دمای اتاقک رشدپوشانیم. ظروف حشرات را در موم می از

ها تفریخ شده و لارو سن اول که بسیار روز تخم 7بعد از گذشت  نماییم.داری مینگه 80% ± 9

مراحل بخشی از دهانه ظروف با تور سیمی کند. در تمام این وچک است شروع به تغذیه از موم میک

  .ضخیم و محکم پوشانیده شد تا هوادهی ظروف تامین گردد

 (لارو )الف(، شفیره )ب( و حشره کامل )جخوار. پروانه موممراحل زندگی  :6-9شکل     

 الف ج ب
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خوار از موم یپروانهو حشرات کامل لارو، تعدادی شفیره اولیه به منظور تهیه شایان ذکر است که 

فردوسی آزمایشگاه گیاهپزشکی دانشگاه واقع در پردیس کرج،  تهرانآزمایشگاه گیاهپزشکی دانشگاه 

ها تهیه و به آزمایشگاه منتقل گردید. شفیرهمشهد و همچنین از روستاهای اطراف شهرستان شاهرود 

-ها، تخمها پس از بیرون آمدن از شفیرهای پلاستیکی گذاشته شدند. پروانههبه همراه موم در جعبه

منتقل شدند. تعدادی از این  غذای مصنوعیحاوی های پلاستیکی ها به جعبهگذاری کرده و تخم

گانه پرورش داده شدند و های جداها جهت تداوم پرورش و استحصال حشرات کامل در جعبهتخم

های خاک مورد برای نمونه طعمه گذاریجهت  1و  9ین ها جهت پرورش لاروها تا سنسایر تخم

 (.9-9)شکل  [.6117میلینگ، ] استفاده قرار گرفتند

 

 خوار و رهاسازی لارو بر روی خاک.                 پرورش لارو پروانه موم :9-9شکل                                    

 

 

4 6 

9 

0 
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 خاک از B.bassiana جداسازی -3-3-4

که در ذیل  استفاده شد ایطعمه حشرهاز روش  B.bassianaدر این تحقیق برای جداسازی قارچ 

گرم از هر نمونه خاک با  61میزان ای،  دهیم. در روش طعمه حشرهطور اختصار توضیح میروش را به

ها را در اتوکلاو با دیش. پتریه شدمتری ریختمیلی 31های دیشمتری غربال و در پتریمیلی 4الک 

عدد لارو گالریا در  41اد تعددقیقه استریل شده بودند و  61گراد به مدت درجه سانتی 464دمای 

 67 ± 4و این ظروف در دمای  ها را با پارافیلم درزگیریرا در هر پتری قرار داده و پتری 1یا  9سنین 

نگهداری  یتاریک شرایط در و رشد اطاقک درصد داخل 71 ± 0نسبی  رطوبت با وگراد درجه سانتی

 . [6117میلینگ، ] ها انجام شدتیمار گرما روی لارو 4برای جلوگیری از تولید پیلههمچنین  شد.

دارند لذا برای تامین رطوبت پس از  زنی به رطوبت نیازکه اسپورهای قارچ برای جوانهدلیل اینبه

دیش پخش شد تاسر پتریمقطر استریل در سرآب  لیترمیلی 0-41دیش، میزان انتقال خاک به پتری

  .[6118سان و لیو، ]

 یبا مشاهده لاروهاجهت تماس بیشتر لاروها با خاک تکان داده شدند. ها نمونه روزهای اولیهدر 

آلوده که به رنگ سفید درآمده  ، لاروهای B.bassianaقارچ های مختلفجدایه جداسازی برای آلوده،

قارچ را پس از چند روز که قارچ به خوبی به درون لارو نفوذ کرده  به مشکوک نمونه های بودند و یا

 آب با و سطحی ضدعفونی دقیقه 4 مدت درصد به 9کلراکس  و درصد 32 اتیلیک الکلباشد را با 

 هایتشتک داخل شده بطور جداگانه ضدعفونی مرده لاروهای شدند. آبشویی بار 9 مقطر استریل

 شده، سپس داده قرار مرطوب استریل صافی متر، حاوی کاغذسانتی 41ای استریل دیش شیشهپتری

 شرایط در و رشد اطاقک درصد داخل 71 ± 0نسبی  رطوبت با سانتیگراد و درجه 67 ± 4دمای  در

 به شروع هاآلوده، قارچ لاروهای بدن ساعت روی 76ساعت تا  18 از پس شدند. انتقال داده تاریک

                                                 
ebbingW. 1  
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 4جدول در  .شد انجام لاروها بدن روی اسپورزایی روز بعد، هفت تا از پنج و کرده میسلیومی رشد

دست آمده از این لاروها های بهو تعداد جدایه B.bassianaبه قارچ  شده لاروهای آلوده ضمیمه تعداد

 آورده شده است.

 

 های قارچیجداسازی جدایه -3-3-5

هایی های دیگر و باکتری( در محیط خاک در معرض قارچ1-9)شکل  Beauveriaلارو آلوده به قارچ 

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

هایی مانند ها را با آنتی بیوتیکتوان باکتریکشت اصلی را آلوده کنند. در محیط کشت می

-نتی بیوتیکها را با آو همچنین قارچ 6، تتراسایکلین، استرپتو مایسین و کریستال ویولت4کلرامفنیکل

موادی نظیر سیکلوهگزامید، کنترل کرد. لازم به ذکر است که  1و دودین 9هایی مانند سیکلوهگزامید

-کشت افزوده میکریستال ویولت و دودین قابلیت اتوکلاو شدن را دارند و لذا قبل از اتوکلاو به محیط

محیط کشت، سرعت رشد نسبتاً زای حشرات در های بیمارییکی از موانع جدی برای رشد قارچ شوند.

کشت انتخابی بنابراین محیطهای فرصت طلب ساپروفیت است. ها در مقایسه با قارچکم این قارچ

)یعنی  2و مواد ضد میکروبی 0مناسب و کارا برای جداسازی یک گونه قارچی باید دارای منبع غذایی

-رشد قارچ هدف در برابر رشد قارچ بیوتیک( در غلظت مناسب باشد تا بتواند موجبکش و آنتیقارچ

نوع  9ی جداسازی قارچ برالذا  [6117لوز و همکاران،  ؛6141یانگ شین و همکاران، ]های دیگر شود 

                                                 
Chloramphenicol .1 

Crystal Violet. 2 

Cyclohexamide. 3  

Dodine. 4  

Nutrient Source  .5  
Antimicrobial  .6  
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 تعریف شد که محیط اول دارای ضد میکروبیانتخابی دارای مواد مختلف  SDAY 4کشتمحیط

 ، واسید لاکتیک و کلرامفنیکل دارای محیط دوم لاکتیک بود، و اسید ، سیکلوهگزامیدکلرامفنیکل

  و سیکلوهگزامید بود. [4339لیو و همکاران، ] محیط سوم دارای کریستال ویولت، دودین

های ساپروفیتی نظیر تریکودرما حشرات در مقابل قارچ زاییهای بیمارعلت سرعت رشد کمتر قارچبه

 شین و همکارانهای صورت گرفته توسط یانگکشت دیگری بر مبنای بررسیو آسپرژیلوس، محیط

-غنی PDA6چهارم شامل  کشت. محیطبا کمی تغییرات تعریف شد [6141یانگ شین و همکاران، ]

گرم  6/1)گرم بر لیتر(، کلرامفنیکل  0/1درصد ) 20گرم بر لیتر(، دودین   0/1شده با سیکلوهگزامید )

های بود که میسلیومگرم بر لیتر(  16/1ویولت )گرم بر لیتر( و کریستال 9/1) 9بر لیتر(، کلرید مس

دندان استریل دلیل عدم تولید میسلیوم بر روی لارو، اسپورها با کمک خلالقارچی و در برخی موارد به

 0و ضدقارچی 1ضدباکتریاییکیبات عنوان تر )این مواد به های تعریف شده انتقال یافتندکشتبه محیط

های دیشاخیر سبب کاهش آلودگی پتریاختصاصی کشت . استفاده از محیطاند(کار برده شدهبه

 شده گردید.کشت

زا به های بیماریقارچ 2کشت به علت توانایی تحملّهای مختلف دودین در محیطکاربرد غلظت

های غیر باشد در صورتیکه قارچکش میاین قارچبه  .Metarhizium sppو  .Beauveria sppخصوص 

میزان  Beauveriaهای از این قابلیت تحمّل برخوردار نیستند اما باید گفت تمامی گونه 7زابیماری

 . [6141رنجل و همکاران،  ؛6146گوینوسی و همکاران، ]تحمّل برابری نسبت به دودین ندارند 

سکوپی واسلاید میکر ،هادایهج، برای شناسایی جنس از تمامی ها بر روی محیط کشتبا رشد قارچ

آمده های بدستمشخص شد که تمامی جدایهها با استفاده از کلید شناسایی قارچتهیه گردید و 

                                                 
Agar + Yeast Extract -Dextrose -Sabroud .1  

Agar -Dextrose -Potato .2  
2CuCl .3  

Antibacterial .4  

Antifungal .5  

Tolerance .6  
7. Non- Entomopathogenic Fungi  
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  .[4338هامبر، ] باشدمی Beauveriaمربوط به جنس 

 

 

 

 

 

 B.bassiana مختلف هایسازی جدایهخالص -3-3-6

بدین طریق هیه شد اسپوری تهای تکهای چنداسپوری، کلنی، از کلنیهای قارچیبا جداسازی جدایه

 لیتر سوسپانسیونمیلی 41حاوی اتوکلاو شده که مقداری اسپور از هر جدایه را به درون لوله آزمایش 

شود( انتقال داده گسیختکی اسپورها می)نوعی سورفاکتانت بوده و سبب از هم 81توئین درصد  16/1

اِل دمیر، ] داده شدلیتر را به لوله دوم انتقال میلی4حجمی معادل  ،و پس از دو دقیقه ورتکسشد 

لیتر از میلی 4آماده گردید و مقدار اسپور  41-9 ی بادین روش برای هر جدایه، سوسپانسیونو ب [6112

 Beauveriaلارو آلوده به قارچ  Metarhiziumرو آلوده به قارچ لا

 

 ب الف

. )الف( رهاسازی لارو  خوار زنبور عسل و محیط کشتروی لارو پروانه موم Beauveria: نمایی از قارچ 1-9شکل

پس از   Beauveria. )ب( رشد قارچ Beauveriaخوار بر روی محیط خاک جهت آلوده شدن به قارچ پروانه موم

 .از لارو آلوده بر روی محیط کشت انتخابیانتقال 
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ها با پارافیلم به دیشانتقال یافت و پس از درزگیری پتری %6/4 4آگار-آب محیط این سوسپانسیون به

-تندشهای روز منتقل شد. با مشاهده میسلیوم 9گراد برای مدت درجه سانتی 91 انکوباتور با دمای

هر کدام دیش مشخص نموده و ها را در پشت پتریبا استفاده از مارکر این میسلیوم، (ایستارهشده )

گرم عصاره  41گرم پپتون،  40گرم دکستروز،  11)حاوی  PDAها به محیط کشت کلنیاز این تک

در  فوق غذایی دموا دیشپتری هایتشتک .شد دادهانتقال ( 9/2گرم آگار با اسیدیته  46مخمر و 

پرگنه  تا گرفتند قرار شرایط تاریکو درصد  71 ± 0 نسبی رطوبت و سانتیگراد درجه 67 ± 4 دمای

ی مراحل روش تک کلیه .های خالص بدست آمدهفته، جدایه 6پس از گذشت شود.  تشکیل قارچ

 اسپورگیری در شرایط استریل انجام شد. 

های مختلف قارچ آلوده شود، های مختلف یا جدایهگونه در واقع از آنجا که ممکن است لارو توسط

گیری استفاده شد. نام و بنابراین به منظور رسیدن به یک گونه یا یک جدایه، از روش تک اسپور

 ارائه شده است.  6آمده در ضمیمه دست های بمشخصات جدایه

، علاوه بر نهااز دست دادن آ ها و عدم آلودگی ومدت جدایهبرای حصول اطمینان از پایداری طولانی

های آزمایش حاوی محیط کشت با استفاده از لوله 9ثانویه، به تولید بانک قارچ 6خالص بانک قارچ اولیه

PDA درجه قرار  91ها را با زاویه کشت، لولههای حاوی محیطپس از اتوکلاو نمودن لوله .اقدام گردید

ها، لاروهای آلوده به میزان از دست دادن جدایه تماس افزایش یابد. جهت کاهش دادیم تا سطح

ها به هر دلیلی از جمله سازی جدایهسیلین استریل منتقل شد که اگر در حین خالصهای پنیشیشه

دد آنها را کشت ساپروفیتی مانند تریکودرما و آسپرژیلوس، بتوان مج هایها و قارچآلودگی باکتری

 (.0-9داری شد )شکل گراد نگهدرجه سانتی 1ال با دمای در یخچنمود. سومین بانک قارچ نیز 

 

                                                 
Agar (WA) -Water .1  

Bank. Purified First Fungi 2  

Bank. Secondary Fungi 3  
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ولیه بانک ادست آمده. الف: های ببانک اولیه از لاروهای آلوده و بانک ثانویه از جدایه ی تهیه: نحوه0-9شکل 

جهت تهیه بانک   PDAکشت های آزمایش حاوی محیطسازی لولهب: آماده .گیریبا استفاده از روش تک اسپور

ا درون ظروف یک بار  هو قرار دادن شیشه های جداگانه: قرار دادن هر لارو آلوده به قارچ درون شیشهثانویه ج

 گراد. ی سانتیدرجه 1داری در دمای مصرف برای نگه

 ب

 ج

 الف
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  دست آمدههای بهگذاری جدایهنام -3-3-7

برگرفته  SHUاست که  SHU.H.XXصورت آمده به دستب B.bassiana مختلف هایگذاری جدایهنام

پسوند دو رقمی برای  XXجداکننده و  6خانوادگیبرگرفته از حرف اول نام H، 4از نام دانشگاه شاهرود

 باشد.شده میجدایه خالص 01

 

 B.bassianaمطالعه میکروسکوپی قارچ  -3-3-8

بود. این  Beauveriaای تشخیص صحیح جنس قارچ ترین دلیل استفاده از روش طعمه حشرهمهم

کند. البته گاهی تولید جنس بر روی جلد بیرونی حشره پوشش سفید رنگی از میسیلیوم را ایجاد می

رنگ، کوتاه با کننده کنیدی به شکل خوشه و یا پیچ خورده و یا منفرد، بیسینماتا )سلول های تولید

ای گسترده ها در انتها به گونهکند. این سلولمیکروسکوپ( نیز میای گرد یا فلاسک مانند در زیر پایه

-کند. برای تشخیص گونهی زیگزاگی تولید کنیدی میهای کوتاه و پیوستهاند که با ایجاد شاخهشده

ها با استفاده از میکروسکوپ ی اسلاید و رویت اسلایدهای جداسازی شده، اقدام به تهیههای قارچ

[ که 6144]رِهنر و همکاران، باشد گونه می 46دارای  Beauveriaجنس [. 6146، نوری شد ]هامبر

ها از چندین کلید جهت شناسایی نمونهباشد. می B. bassiana ی این قارچترین گونهفراوان

؛ 4337؛ هامبر، 4381؛ پوینار و توماس، 4388]سمَسون و همکاران،  تاکسونومی استفاده گردید

 .[4338هامبر، 

و شکل اسپور، اتصال آنها  ، رنگمشخصاتی که برای شناسایی مورد استفاده قرار گرفتند شامل اندازه

ی        به عنوان مثال در گونه باشد.عرضی و اندام اتصالی می یبه هیف، وجود یا عدم وجود دیواره

B. bassiana  های الیکه در گونهحباشد. درمیکرومتر می 0/4-0/9شکل کنیدی کروی و اندازه کنیدی

[. در این مطالعه از تمامی 6141میکرومتر است ]درآگانووا و همکاران،  2تا  9دیگر اندازه کنیدی بین 

                                                 
Shahrood University .1  

. Heidari2  
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تشخیص داده  B. bassianaهای مورد مطالعه ی جدایهها اسلاید تهیه شد و در نهایت، همهجدایه

 شدند. 

بودن  کوچکبه علت ی کاتن بلو )یک قطرهنحوه تهیه اسلاید بدین گونه بود که پس از قرار دادن 

( بر روی لام، با استفاده از خلال دندان ستاآمیزی نیاز بلو برای رنگها به رنگ کاتنکنیدیاندازه 

استریل از مرز بین محیط کشت و محل تولید میسیلیوم میزان کمی بافت قارچی برداشته و به آرامی 

نسبت به لام با ملایمت قرار داده شد. برای  درجه 10ا با زوایه لامل ربا کاتن بلو مخلوط شد. در ادامه 

ثابت شدن لامل بر روی لام از برق ناخن استفاده شد. برای مشاهده بهتر ابتدا بزرگنمایی را با کمترین 

 [. 6146میزان و پس از رفع تاری دید بزرگنمایی افزایش داده شد ]هامبر، 

 

 B. bassianaقارچ  های مختلف جدایه های مورفولوژیکیبررسی ویژگی -3-4

کنیدی ، شمارش تعداد 4گیری نرخ رشدآزمایشاتی مانند اندازه Beauveriaپس از تایید جنس 

 صورت پذیرفت.ها در قالب طرح کاملاً تصادفی زنی تمامی جدایهقدرت جوانه تولیدی و

 

 نرخ رشد گیریاندازه آزمایش -3-4-1

شود زیرا این قارچی مزیت محسوب می زیستیزنی سریع و نرخ رشد بالا برای عوامل کنترل جوانه

های قارچی در برنامه صفات در آلودگی سریع میزبان نقش دارند. عامل کلیدی در انتخاب جدایه

 [. 4339]لیو و همکاران،  ، رشد سریع آن در دماهای مختلف استزیستیکنترل 

کنیدی/میلی  4 × 41-1ز روش ترقیق مکرر اقدام به تهیه سوسپانسیون اسپور )با استفاده ا، ابتدادر 

آگار استریل -میلی لیتر آب 40دیش استریل با لیتر از این سوسپانسیون در پتریمیلی 4شد.  لیتر(

                                                 
Growth Rate .1  
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گراد قرار داده شد. سپس در درجه سانتی 91ساعت در دمای  76پوشانده شد. پلیت مربوطه به مدت 

تکرار( را با ماژیک مشخص شدند و با  1زده )طرح کاملاً تصادفی در عدد کنیدی جوانه 1مقابل نور 

آگار -ها از محیط آبمتر( هر کدام از کنیدیمیلی 0استفاده از پیپت پاستور استریل با قطر مشخص )

 جدایه تکرار 01عمل برای  انتقال داده شدند. این PDAجدا شد و به مرکز پلیت حاوی محیط کشت 

 76گراد قرار داده شدند و پس از درجه سانتی 68عدد پلیت در انکوباتور در دمای  611شد و تعداد 

ساعت( شد. با توجه به قطر پیپت پاستور  61روز آغاز )هر  42ساعت اندازه گیری نرخ رشد به مدت 

این قطر کسر شد. آگار استفاده شد، رشد شعاعی روزانه از -ی آبمتر( که برای انتقال قطعهمیلی 0)

گیری از دو شاخص که به شکل متعامد پشت هر تکرار شایان ذکر است که برای افزایش دقت در اندازه

  [.6118کشیده شده بود، استفاده شد ]باجم و همکاران، 

یودر و همکاران، ] 4-9 رابطهمیزان رشد هر جدایه، برای محاسبه نرخ رشد از  گیریپس از اندازه

 استفاده گردید. [6113

 (  4-9)رابطه 

                                                    )0t-1)/ (t0R-1= (R rK 
 

                                                                                                   rK= نرخ رشد 

1R(مترمیلی) = نرخ رشد نهایی 

0R(مترمیلی) = نرخ رشد اولیه 

1t (روز) نهایی= زمان 

0t(روز) = زمان اولیه 

 Microsoft Excel 2010افزاراطلاعات مربوط به میزان رشد روزانه به نرمها، به علت حجم بالای داده

(Microsoft Office, 2010)  افزارتصافی در نرم طرح کاملاًقالب نتایج در وارد گردید وMSTATC  

 مورد ارزیابی واقع شد. 
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 تولیدی کنیدیشمارش تعداد آزمایش  -3-4-2

از تکرارهای آزمایش محاسبه نرخ رشد به علت فعّال ها به منظور شمارش تعداد کنیدی تولیدی جدایه

پتلامول و مقاله  بر پایهروز از آغاز آزمایش محاسبه نرخ رشد بهره گرفته شد.  42بودن پس از گذشت 

 0سطح مشخصی )قطری معادل  ستوربا استفاده از پیپت پاو اندکی تغییرات،  (6146پریزِرتسن )

حاوی  میلی لیتری 0/4های  را برداشته در میکروتیوب هر تکرار کلنی ترین ناحیهبیرونیاز متر( میلی

را بر میکرولیتر  6میزان  ،دقیقه ورتکس 6 ته و پس ازریخ 81درصد توئین 16/1لیتر محلول میلی 4

. این تعداد اسپورها را برای هر جدایه شمارش کردیم میکروسکوپروی لام هموسیتومتر ریخته و زیر 

مورد   MSTATCافزارتصافی در نرم طرح کاملاً قالب تکرار صورت پذیرفت و نتایج در 1آزمایش در 

 ارزیابی واقع شد.

 

 ها جدایهزنی( )قدرت جوانه 1پذیری کنیدیآزمایش زیست -3-4-3

شمارش اسپور، از تکرارهای موجود به دلیل فعال پس از پایان یافتن سنجش فاکتورهای نرخ رشد و 

ی سوسپانسیون با غلظت زنی استفاده شد. در ابتدا، اقدام به تهیهها برای آزمون جوانهبودن جدایه

میکرولیتر از این  411با استفاده از لام هموسیتومتر شد. در ادامه لیتر کنیدی/ میلی 4×241

درجه  68انتقال داده شد و لام را در دمای  PDAسوسپانسیون را بر روی لام حاوی محیط کشت 

ساعت یک لامل استریل را بر روی لام قرار داده شد و در محیط  61و پس از  گراد قرار داده شدسانتی

هایی که فاقد زنی با هر طولی که بودند و کنیدیکنیدیی که دارای لوله جوانه 411این لامل تعداد 

پتلامول و زنی مشخص شد ]زنی بودند شمارش شدند و برای هر جدایه درصد جوانهلوله جوانه

                                                 
   Viability of Conidium  .1  
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زنی با استفاده از [. برای صحت شمارش، این عمل سه بار تکرار شد. درصد جوانه6146پریزِرتسن، 

 سبه شد.محا 6-9رابطه 

 (                                  6-9)رابطه 

درصد جوانهزنی = (
𝑎

𝑎 + 𝑏
) × 100 

a =زدهتعداد اسپور جوانه       b =نزدهتعداد اسپور جوانه 

 

 (Tribolium castaneum) سوسک قرمز آردزایی بر روی بیماریبررسی  -3-5

 وچکک ایحشره Coleoptera: Tenebrionidae( Herbst Tribolium castaneum(سوسک قرمز آرد 

و از حشرات  4شایعباشد که آفتی متر به رنگ قرمز دارای قطعات دهانی جونده میمیلی 9-1طول  به

میر آفت وبرای محاسبه نرخ مرگدر این آزمایش، . [6110باتا و اَبوصفی، ] باشدانباری می موادمهم 

 4× 841بتدا سوسپانسیونی با غلظت ا B. bassiana مختلف هایتوسط جدایه castaneum .Tانباری 

کنیدی/  4× 841برای تهیه سوسپانسیون طریق که جدایه تهیه گردید بدین برای هرلیتر کنیدی/ میلی

مقداری اسپور  ،81توئین  درصد 16/1محلول لیتر میلی 4درون یک میکروتیوب حاوی لیتر میلی

 4×841. با جایگذاری غلظت گرفتصورت شمارش اسپورها ، ریخته و با استفاده از لام هموسیتومتر

توان تعداد اسپوری که بایستی در یک مربع می X = 250000 A)) 9-9 رابطهدرون  یترلکنیدی/ میلی

  .آیدلام شمارش نمود بدست می 1 × 1

حشره  91تکرار در نظر گرفته شد و با تهیه سوسپانسیون، تعداد  9زایی هر جدایه بیماریبررسی برای 

 ای استریلشیشههای دیشدر پتریثانیه درون سوسپانسیون فرو برده سپس  61کامل را به مدت 

درجه  91ساعت درون انکوباتور  61به مدت  را هادیشپترییم و رها نمود استریل دارای کاغذ صافی

های حاوی دیشقرار دادیم. بعد از گذشت این مدت زمان، حشرات کامل را درون پتریگراد سانتی

                                                 
Cosmopolitan .1  
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ها نمودیم و در ( رگندم استریل سبوسعسل، ، %40 ، گلیسرینگندم استریل )مخلوط آردمواد غذایی 

)تاریکی :  42:8ی نوری و دوره %80 ± 9 رطوبت نسبی ،گراددرجه سانتی 67  ± 4 با دمای ژرمیناتور

قرار دادیم. چهارمین تکرار برای هر جدایه، تیمار حشرات با آب مقطر  روز 42روشنایی( به مدت 

-ای، حشره مرده را به پتریرفت و با مشاهده مرگ حشرهیپذ طور روزانه صورتبه بازدیداستریل بود. 

دادیم تا اگر حشره در اثر فعالیت قارچ یا دیگر انتقال  استریل دیش استریل دارای کاغذ صافی

-ومیر حشرات شاهد، میزان مرگودر صورت مرگمشخص گردد.  ،ها از بین رفته باشدمیکروارگانیسم

-زایی طبقهنظر قدرت بیماریمها از تصحیح گردید و جدایه [4360ابوت، ] (1-9) 4ابوت رابطهبا  میر

 بندی شدند.

 (             1-9)رابطه 

    Corrected mortality (%) = 1-(n in T after treatment / n in CO after treatment) × 100 
 

Corrected mortality (%) = میر اصلاح شدهودرصد مرگ 

n                                                  =      جمعیت حشرات T= تیمار شده CO      = شاهد 

 بر پایه طرح کاملاً تصادفی انجام گرفت.  MSTATCافزارهای حاصل از هر جدایه با نرمارزیابی داده

 
 لکولیوم مطالعات -3-6

های رشد یافته بر روی محیط کشت از جدایه DNAاستخراج  سازی نمونه،آماده این مرحله شامل

ای با استفاده از واکنش زنجیرهISSR پرایمرهای تکثیر  و CTABبا استفاده از روش  YPDمایع 

 باشد. تمامی مراحل در شرایط استریل )سترون( به انجام رسید.پلیمراز می

 

                                                 
Abbott’s Formula .1  
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  سازی نمونهآماده -3-6-1

 4با استفاده از پرایمرهای اختیاری آنها، ها و شناساییتفکیک گونهتنوع ژنتیکی، برای مطالعه در زمینه 

-های تکبایستی از کشت DNA(، 9ها، فواصل ریبوزمی6یا پرایمرهایی برای نواحی ژنومی هدف )تلومر

آیند از دست میحشرات یا خاک به 1از لاشه هیفومیست هایکه قارچدست آید. از آنجاییاسپوری به

با وزن  DNAپذیرد. جداسازی صورت می 0رقتّ رو بایستی خالص گردند که این امر توسط سریاین

گرچه احشرات مهم است.  زاییهای بیمارلکولی قارچولکولی بالا و خلوص بالا در هر مطالعه موم

وجود دارد اما اصول و ضوابط آنها یکسان است و  ژنومی DNAهای مختلفی برای استخراج روش

 ها ونوکلئیک، جدا شدن اسید نوکلئیک از پروتئینشامل حذف دیواره سلولی قارچ و رها شدن اسید 

 .[6118کاستریلو و هامبر، ] باشدمی RNaseها با تیمار نمونه و دیگر مواد

 
 CTABبا استفاده از روش  DNAاستخراج  -3-6-2

-میلی 0/4و  6های ، تیوب CTABشامل: بافر استخراج DNAمواد و وسایل مورد نیاز برای استخراج 

 %71و  %32دار، اتانول سمپلر، هاون و دسته هاون، نیتروژن مایع، سانترفیوژ یخچاللیتری، سرسمپلر، 

(، آب 4:61)به نسبت  7ایزوآمیل الکل و 2کلروفرممولار، حمام آب گرم،  0/7سرد، آمونیوم استات 

ل و جدایه بر پایه آزمایش اولیه نرخ رشد، شک 62تعداد باشند. می 8ایزوپروپانول سردمقطر استریل و 

لیتر میلی 01در  خالص هایجدایهرنگ کلونی بر روی محیط کشت انتخاب شدند. هر یک از این 

                                                 
Arbitrary Primers .1  

Telomer .2  

Ribosomal Spacers .3 
Cadaver  .4  

Serial Dilution .5  

Chloroform  .6  

Isoamyl alcohol  .7  

Cold Isopropanol .8  
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گلوکز( گرم در لیتر  61 پپتون،گرم در لیتر  41 عصاره مخمر، گرم در لیتر 41) YPD4مایع محیط 

درجه  91 ± 4 روز در انکوباتور با دمای 9-1مدت  هو ب [6144وایرِبک و همکاران، ]کشت گردیدند 

 صافی های استریل دارای کاغذدیشرا به پتریهای تولیدی میسلیوم .شدندداری گراد نگهسانتی

صافی سبب ها بر روی کاغذ قرار دادن میسلیوم .شدندکشت منتقل جهت حذف محیطاتوکلاو شده 

بعد از گذشت تر شود. ها کاهش یابد و کوبیدن آنها در ازت مایع سادهشد تا میزان رطوبت میسلیوم

به  DNAاستخراج کوبیده شدند. به خوبی ازت مایع  درهاون چینی ها با کمک یک ساعت، نمونه

 CTAB 6% بافرلیتر میکرو 811در ادامه، . داستفاده ش [6111پلازا و همکاران، ] CTAB6روش 

به  aseRNمیکرولیتر  6و  1مرکاپتواتانول-βمیکرولیتر  SDS9 4% ،6میکرولیتر  411و  (4-9)جدول 

 سپس به مدتد. گردیدقیقه ورتکس افقی  4میسیلیوم کوبیده شده اضافه شد و میکروتیوب به مدت 

اجازه داده شد تا  ، سپسقرار داده شددر حمام آب گرم  گراددرجه سانتی 20دقیقه در دمای  21-91

( 4به  61ایزوآمیل الکل سرد )به نسبت -حجم مایع نمونه کلروفرم ، همدر دمای اتاق خنک شوند

مایع  .گراد سانتریفیوژ شددرجه سانتی 1 و دمای rpm46111ر دقیقه د 41و به مدت گردید اضافه 

و به  مولار 0/7آن، آمونیوم استات  حجمنصف جدید منتقل و به اندازه  بشناور رویی به میکروتیو

دقیقه در  91ها به مدت تیوبو به آرامی مخلوط گردید.  اضافه شدایزوپروپانول سرد  سوم آناندازه دو

به منظور رسوب  آید. محلول دربه صورت غیر DNAقرار داده شدند تا گراد درجه سانتی -61دمای 

DNA ،دقیقه در 41ها به مدت نمونه rpm46111 دور ریخته شد  رویی سانتریفیوژ شدند. فاز محلول

دقیقه در دمای اتاق قرار  91به مدت  و هاضافه گردید رسوببه  %32اتانول  میکرولیتر 811و سپس 

-سانتریفیوژ شد. رسوب حاصل سه بار با اتانول  rpm41111 دقیقه در  4داده شد و بعد از آن به مدت 

                                                 
Glucose Broth -Peptone -Yeast Extract.1 

Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB). 2 

Sodium Dodosil Sulfate (SDS)  .3  

Mercaptoethanol -β .4 
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 -411در نهایت اجازه داده شد تا در هوای آزاد خشک شود.  DNAسفید رسوب به شستشو و  71%

تا زمان  گراددرجه سانتی -61 در دمای فریزر به آن اضافه گردید و 4دیونیزهآب  میکرولیتر 01

با  TBE6در بافر  %4 الکتروفورز با ژل آگارز شدهاستخراج  DNAبرای مشاهده . استفاده نگهداری شد

میکرولیتر در  60) 9ه و پس از اتمام الکتروفورز، ژل با رنگ اتیدیوم برومایدصورت پذیرفت X1غلظت 

اختصاصی حذف شد و های غیرآمیزی شده سپس با آب مقطر رنگلیتر آب مقطر( رنگمیلی 011

 (.2-9)شکل برداری صورت پذیرفتتصویر

 : مواد مورد استفاده در تهیه بافر استخراج4-9جدول                                         

 نیاز به اتوکلاو   مواد  (Mغلظت ) میلی لیتر 411در 

   100mM   1            Tris-HCl 

pH=8           
 بله  

20mM    0.5      EDTA            بله 
1.4 mM   5       NaCl             بله 

2%           - CTAB            خیر 
0.2%          - mercaptoethanol   خیر 

1%           - PVP40          خیر 

 رسانده شد 0به  HCl آن با استفاده از pHلیتر و میلی411در نهایت حجم بافر توسط آب دو بار تقطیر استریل به حجم  

 

  B. bassianaجدایه مختلف قارچ  62استخراج شده از  های DNA الگوی الکتروفورزی: 2-9شکل              

                                                 
Dionized Water  .1  

amin Tetra Acetate (TBE) -Tris Borate Ethylene Di .2  

Ethidium Bromide .3  

 62  60  61  69   66  64 61   43  48  47 42   40  41  49  46  44  41    3    8     7   2     0     1    9    6    4   
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 های مورد نیازمحلول -3-7

 (:Tris-HCl 1M, pH = 8) مولار 1 محلول تریس اسید کلریدریک -3-7-1

 pHلیتر آب دو بار تقطیر، حل کرده بعد از حل شدن کامل میلی 811گرم تریس را در  4/464مقدار 

با استفاده از اسید کلریدریک  pHرسانده شد. تنظیم  8باشد به ( می0/41-44محلول که تقریبا )

 HClباید به این نکته توجه شود که اضافه کردن  pHغلیظ و در زیر هود انجام شد. در موقع تنظیم 

تا دمای محلول به دمای محیط برسد،  شود، باید صبر کردمحلول می pHباعث افزایش دما و کاهش 

برسد. بعد از این  8محلول در دمای محیط به  pHرا باید تا زمانی ادامه داد که  HClاضافه کردن 

لیتر رسانده، اتوکلاو کرده و در یخچال میلی 4111استریل به و بار تقطیر مرحله، حجم محلول با آب د

  نگهداری شد.

 

 (:EDTA 0.5M, pH = 8مولار ) 5/0محلول اتیلن دی آمین تترا استیک اسید  -3-7-2

میلی لیتر آب مقطر دو بار تقطیر حل شد و با استفاده از یک  70در  EDTAگرم  246/48مقدار 

رسانده  8مولار به  41محلول با استفاده از سود  pHهمزن مغناطیسی بهم زده شد تا کاملاً حل شود. 

 لیتر رسانده، اتوکلاو کرده و در یخچال نگهداری شد.میلی 411سپس با آب مقطر به حجم  شد،

 

 (:NaCl 5M)مولار  5کلرید  محلول سدیم -3-7-3

لیتر میلی 411طیر حل شد و سپس به حجم میلی لیتر آب دو بار تق 20در  NaClگرم  6/63مقدار 

 رسانده، اتوکلاو کرده و در دمای اتاق نگهداری شد.
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 :Tris-HCl-EDTA (TE) بافر -3-7-4

 (= 8pH)نیم مولار  EDTAمیکرولیتر  611و  (= 8pH) یک مولار Tris–HClمیکرولیتر  011مقدار 

لیتر رسانده، میلی 411ا با آب دوبار تقطیر به میلی لیتر آب دو بار تقطیر اضافه کرده، حجم ر 31به 

 اتوکلاو کرده و در دمای اتاق نگهداری شد.  

 

 :TBE بافر -3-7-5

گردد. برای تهیه مصرف می ×1تهیه و نگهداری و به صورت استوک  ×5به صورت استوک  TBE بافر

گرم  0/67 و (EDTA 0/5M, pH = 8)لیتر از استوک میلی Tris base ،61گرم  01مقدار  ×5استوک 

رسانده،  8محلول به  pHلیتر رسانده شد. میلی 701به حجم  را با هم مخلوط کرده اسید بوریک

 لیتر رسانده شد. 4سپس با آب مقطر به حجم 

 

 DNAو کیفیت  کمیترسی بر -3-8

 ژل آگارز والکتروفورز دو روش استخراج شده از  DNAغلظت  و به منظور تعیین خلوص

 اسپکتروفتومتری استفاده گردید.

 

 الکتروفورز ژل آگارز با دستگاه الکتروفورز افقی -3-8-1

استخراج شده  DNAو قطعه قطعه شدن بررسی  ژنومی از نظر شکستگی DNAجهت بررسی کیفیت 

برقرار  دقیقه 91و به مدت  411جریان الکتریکی با ولتاژ  درصد استفاده شد. 4ژل آگارز  الکتروفورز

 گردید.

 

 



 حیدری علی  – ISSR نشانگربا استفاده از   .Beauveria sp   زای حشراتبررسی تنوع ژنتیکی قارچ بیماری                          

 
 

 

28 

 

 روش اسپکتروفتومتری -3-8-2

استفاده از اسپکتروفتومتر است. حداکثر جذب تخلیص شده  DNAگیری غلظت ترین روش اندازهساده

روش کار به این صورت است که اگر باشد. نانومتر می 621نوری اسیدهای نوکلئیک در طول موج 

یا آب  TEحل شده باشد، ابتدا با محلول  یا آب مقطر TE( در بافر DNAیا  RNAاسید نوکلئیک )

. محلولی که نمونه در خوانیمرا می مونهکنیم. سپس جذب نمقطر به عنوان شاهد دستگاه را صفر می

 621و جذب نوری آن در  DNAیا  RNAآن حل شده بایستی شفاف و یکنواخت باشد. بین غلظت 

 نانومتر این رابطه وجود دارد:

و  ایرشتهتک  DNAیا  RNAبرای  لیترمیکروگرم در میلی 11جذب برابر با یک برابر است با غلظت 

باشد. شرط لازم در این موارد آن است که می ایدو رشته DNAبرای  لیترمیکروگرم در میلی 01

-8/4( بین 681به جذب در طول موج  621)نسبت جذب در طول موج  استخراج شده DNAکیفیت 

   باشد. لیترمیکروگرم در میلی 8/4-6استخراج شده بین  RNAلیتر و کیفیت میکروگرم در میلی 2/4

  

 ISSRو تکثیر پرایمرهای  (PCR) ای پلیمرازواکنش زنجیره -3-9

پرایمرهای استفاده شد.  (4331و همکاران ) 4زیتکوویچ، از دستور العمل PCR واکنش برای انجام

واد مورد نیاز برای تکثیر آورده شده است. م 6-9ای پلیمراز در جدول مورد استفاده در واکنش زنجیره

 4 ،الگوی تهیه شده DNAمیکرولیتر  4: محتوی PCRمیکرولیتر  61مخلوط شامل  ISSR پرایمرهای

آب میکرولیتر  8 و Taq-PCR Master Mixمیکرولیتر  ppm، 41 10با غلظت  پرایمر میکرولیتر

 31سیکل ) 90 آغاز گردید و دقیقه 0گراد: درجه سانتی 31 دمای با PCRپروتکل باشد. می دیونیزه

 76دقیقه( و  4گراد: درجه سانتی 76، ثانیه 10گراد: درجه سانتی 10-00دقیقه،  4گراد: درجه سانتی

                                                 
Zietkiewicz . 1 
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میکرولیتر از نمونه  0ای پلیمراز، میزان با اتمام واکنش زنجیره .ادامه یافتدقیقه  2گراد: درجه سانتی

 باندهایکیفیت در الکتروفورز افقی مورد استفاده قرار گرفت.  ISSR پرایمرهایبرای بررسی تکثیر 

 %9/4 ای پلیمراز بر روی ژل آگارزحاصل از واکنش زنجیره B. bassiana مختلف یهاتکثیری جدایه

در هر ژل برای شناسایی و امتیازدهی  l µ 2( به میزانbp411لکولی )ونشانگر وزن مو  بررسی گردید

لازم به ذکر است که جهت اطمینان از تکرارپذیری الگوی باندی  باندها مورد استفاده قرار گرفت.

حداقل سه  های قارچیبرای کلیه جدایه ISSRبرای هر کدام از پرایمرهای  PCRنشانگرها، واکنش 

 دهی شد.مرتبه تکرار گردید و فقط نشانگرهایی با باندهای تکرارپذیر رتبه

درجه  -61در دمای  سازیقرار گرفت که بعد از رقیقمورد استفاده  پرایمر 91تعداد در این تحقیق 

در  های انجام شدههای مورد استفاده در این پایان نامه با بررسیپرایمرنگهداری شدند. گراد سانتی

هایی که در مطالعات قبلی پرایمربانک ژن و مرور مقالات، طراحی و انتخاب گردیدند و سعی گردید تا 

اسامی پرایمرها، توالی و  6-9جدول  .نشان داده بودند استفاده گرددقارچ در ژنوم  بالایی چندشکلی

  .دهددمای اتصال آنها را نشان می

 

 های مورد استفادهو دمای اتصال پرایمرتوالی  :6-9ول جد

 پرایمر    دمای اتصال (' 3 '5)توالی  پرایمر دمای اتصال (' 3 '5)توالی 
T10)AG(       51 A7    T8(CT) 50 UBC815 

G8)AG(       54 809  A8)GA( 50 UBC812 

T8)GA(       54                 810  CG8T)G( 50 UBC849 

T8)AC(       50 825  RC8(CT) 48 P1 

TY8)GA(      50    840  CA8)C(T 52 P9 

RG8)A(C      50     848  YT8)GA( 46 P12 

YA8T)G(       50 849  A8T)A( 46 P13 

YG8)AC(       50 857  CT6)CA(CCA 55 MS3 

4)GACA(       48 873  G10)A(C 54 MS4 

GG6)GA(       54 BIS06 G10)AG( 55 MS7 

GT8)TG(       54 BIS07 C10)AG( 55 MS8 

TC8)AG(       54   BIS09 G10(CT) 55 MS11 

6)GTG(       54 BIS22 C10)TC( 46 MS12 

GC4)C(CT       54 BIS27 C10T)G( 50 MS13 

6)AAG(       48 BIS29 C10)TG( 55 MS14 
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 آگارز با الکتروفورز ژل PCRبررسی محصول  -3-9-1

با غلظت TBE در بافر  (W/V) درصد 9/4روی ژل آگارز  پرایمربرای هر  PCR تمحصولاالکتروفورز 

1X بافر لیتر میلی 411گرم آگارز با  9/4 پس از مخلوط کردن ،. برای تهیه ژلانجام گرفت TBE با

ولت الکتروفورز شدند. آنگاه ژل درون دستگاه  411دقیقه با جریان  21ها به مدت مونه، ن1Xغلظت 

 ، از ژل عکس تهیه شد. هاباندقرار گرفت و پس از مشاهده تحت اشعه ماوراء بنفش  4برداریعکس

 

 های ژنتیکیگیری فواصل و تشابهاندازه -3-10

های ها از روشتوان بسته به نوع دادههای ژنتیکی بین دو ژنوتیپ، جمعیت یا فرد را میفواصل یا تشابه

های نشانگرهای گیری فاصله ژنتیکی بر مبنای دادهآماری گوناگونی محاسبه کرد. به منظور اندازه

گیری فاصله ژنتیکی های اندازهترین روشلکولی چندین روش مختلف معرفی گردیده است. معمولوم

، شامل ضریب تشابه جاکاردروند کار میهای نشانگرهای مولکولی بیا تشابه ژنتیکی که برای داده

و با اعداد یک  باندها، وجود و عدم وجود منظور تجزیه و تحلیل دادهبه  باشند.تطابق ساده و دایس می

ها و ک بهتر شباهتتواند به منظور شناسایی و درمی مشخص شدند. استفاده از ماتریس تشابه صفر

های مورد بررسی بسیار موثر باشد. ضرایب تشابه از صفر تا یک متغیر است. ها در میان ژنوتیپتفاوت

شود و ها برای دو ژنوتیپ کاملا یکسان باشند، ضریب تشابه یک میی زمانی که نشانگردر این ارزیاب

 . ها برای دو ژنوتیپ کاملا متفاوت باشندصفر حالتی است که تمام نشانگر

 

 

                                                 
1. Gel Documentaion  
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 های چند متغیره آماریتجزیه -3-11

بین افراد استفاده  بندی ذخایر توارثی و تجزیه و تحلیل روابط ژنتیکییکی از بهترین راهکارهای طبقه

زمان های تجزیه و تحلیل چند متغیره از تجزیه هممتغیره است. در تکنیکچندهای آماری از الگوریتم

ای ها امروزه به طور گستردهشود. این تکنیکچندین متغیر برای بررسی روابط بین افراد استفاده می

های مورفولوژیکی، بیوشیمیایی یا ل دادههای مختلف از قبیبرای تجزیه و تحلیل تنوع ژنتیکی داده

و تجزیه به  4ایها، تجزیه خوشهاز بین این الگوریتم .گیرندلکولی مورد استفاده قرار میانگرهای مونش

 بیشتر از بقیه کاربرد دارند. 6های اصلیمولفه

 

 ایتجزیه خوشه -3-11-1

باشد بندی افراد میولیه آن گروههای چند متغیره که هدف اای به گروهی از تکنیکتجزیه خوشه

شود. در این نوع تجزیه افراد مشابه از نظر صفات مورد بررسی در یک خوشه واحد کنار هم اطلاق می

های گیرند دارای شباهتافرادی که در یک خوشه قرار می ،بندی کردنگیرند. در نتیجه دستهقرار می

دی به بنبنابراین اگر طبقه. تر هستندگیرند ناهمگنمیهای جداگانه قرار زیاد و افرادی که در خوشه

افرادی که در یک خوشه قرار دارند در نمایش هندسی در کنار هم قرار  طور صحیح انجام گرفته باشد،

 نظر ژنتیکی دورتر خواهند بود.های جدا قرار دارند از گرفته و افرادی که در خوشه

های مورد مطالعه، ند گروه از قبل تعیین شده، توسط دادهبندی، چبندی جهت گروههای طبقهدر روش

شود. ولی ها منتسب میها به یکی از گروهگیرند و یک فرد جدید بر اساس دادهمورد بررسی قرار می

-های تجزیه خوشهها وجود ندارد. در بین روشبندی ژنوتیپای هیچ اطلاعی از گروهدر تجزیه خوشه

های مبتنی شود. روشای مبتنی بر فاصله در تجزیه تنوع ژنتیکی استفاده میهای، بیشتر از الگوریتم

                                                 
1. Cluster Analysis 
2. Prinicipal Component Analysis (PCA) 
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و خروجی به صورت  گیرندتجزیه و تحلیل قرار می ها، ماتریس فاصله به عنوان ورودی موردبر فاصله

ای بیشترین کاربرد را برای تجزیه خوشه 6واردو روش  UPGMA4گردد. روش ه میدرختی قابل ارائ

ای توسط برخی از محققین بر 1و دورترین همسایه 9ترین همسایهها نیز مانند نزدیکروش دارند. سایر

 شود.کار برده میتجزیه و تحلیل تنوع ژنتیکی ب

 

3-11-2-  UPGMA 

های کوفنتیک باشد و برای رسم درختچههای مورد مطالعه میبندی نمونهخوشه یک روش ساده برای

ی ساختار موجود در یک ماتریس تشابه است ]لگِندره و کنندهمنعکسگیرد که مورد استفاده قرار می

 [.4338همکاران، 

 

 5ضریب کوفنتیک -3-11-3

بندی، تخمین ضریب همبستگی های مختلف خوشههای مقایسه کارایی الگوریتمیکی از روش

-تجزیه خوشهباشد که در آن همبستگی بین ماتریس شباهت یا فاصله به عنوان ورودی کوفنتیک می

گردد. باشد برآورد میای با ماتریس کوفنتیک که بر اساس دندروگرام که به عنوان خروجی تجزیه می

 ترین روشتواند به عنوان مناسبروشی که دارای بیشترین ضریب همبستگی کوفنتیک باشد می

 تجزیه و تحلیل تلقی گردیده و بکار رود.

 

                                                 
Unweighted Paris Group Method Alitmetic Average .1 

2
. Ward 

. Nearest Neighbour3  

 NeighbourFurthest  . 
4  
5. Cophenetic coefficient 
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 های اصلیتجزیه به مولفه -3-11-4

های چند متغیره است که دارای ای یکی دیگر از تکنیکهای اصلی مانند تجزیه خوشهتجزیه به مولفه

ی نمایش دو بعدی پراکنش افراد توان براکاربرد زیادی در تجزیه تنوع ژنتیکی دارد. این تکنیک را می

به  PCAباشد. می به ژنتیکی آن افراددهنده تشاافراد در یک ناحیه از پلات نشان کار برد. تجمعب

ها به منظور روشن ساختن روابط بین دو یا چند متغیر و توجیه عنوان روشی برای کاستن حجم داده

های اصلی و اولیه به وسیله تعداد محدودی از متغیرهای جدید مستقل به نام مولفهتغییرات کل داده

ا در بین افراد داده و مشاهده ا رهبندی اجازه نمایان شدن تفاوتباشد. این نوع دستههای اصلی می

 سازد.گروه را ممکن میهم

های اصلی به متغیرهای مستقل جدیدی که به ها به وسیله تبدیل خطی دادهکاسته شدن حجم داده

که اولین مولفه بیشترین مقدار تغییرات گیرد. بطوریانجام می ،شوندهای اصلی شناخته میعنوان مولفه

کند و مولفه دوم بیشترین مقدار تغییرات باقیمانده را بعد از مولفه اول جیه میهای اولیه را توداده

های قبلی کند که توسط مولفهمی کند. لازم به ذکر است که هر مولفه تغییراتی را توجیهتوجیه می

باشند هر مولفه و مستقل از یکدیگر می 4ها به صورت متعامدبیان نشده است. به علت اینکه مولفه

باشند و به صورت مستقل از یکدیگر باید تفسیر های اصلی مینشان دهنده خصوصیات متفاوتی از داده

 [.6119]محمدی و پراسانا، شوند 

کنند مولفه نخست تغییرات بیشتری را توجیه می 9تا  6هر چه همبستگی میان متغیرها بیشتر باشد، 

بودن این متغیرها است. نبود همبستگی در دهندة تصادفیتر باشد نشانو هر چه همبستگی پایین

-دهد این متغیرها جنبهلکولی ویژگی سودمند است زیرا نشان میهای مومیان این متغیرها برای داده

بیشتری مولفه اصلی برای  که در این صورت به تعداد کنندگیری میها را اندازههای گوناگونی از داده

تغییرات را توجیه  60/1باشد. اگر سه مولفه نخست کمتر از می های اولیه نیازتوجیه تغییرات داده

                                                 
1. Orthogonal 
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شود چرا که ها ناکارآمد میبندی دادهبعدی برای گروه 9و  6گیری از نمودارهای نمایند بهره

-های دیگر توجیه کردههمبستگی میان این سه مولفه اندک است و بخش بسیاری از تغییرات را مولفه

دهندة دهند ولی این رویداد نشانبندی مورد پذیرشی را انجام نمیعدی دستهب 9و  6اند و نمودارهای 

 [.6119]محمدی و پراسانا، کار رفته روی ژنوم است پرایمرهای بپراکنش خوب 

 

 (SIن )شاخص شانو -3-11-5

شناسان برای پی ها می باشد که به زیستشاخص شانون یک معیار ریاضی برای نشان دادن تنوع گونه

های مورد کند. شاخص تنوع شانون از شاخصبه ساختار جامعه و تنوع موجود در آن کمک می بردن

ی با تنوع بالا دارای شاخص تنوع شانون باشد. جامعهها در جامعه میاستفاده برای توصیف تنوع گونه

 بالا و جامعه با تنوع کم شاخص شانون پایینی دارد.

 

 ( He)مورد انتظار  تییهتروزیگوس -3-11-6

نسبت به کل افراد جمعیت برای آن جایگاه  سبه صورت فراوانی افراد هتروزیگو برای یک جایگاه ژنی

 ،آللی یکسان باشدها، افزایش یافته و زمانی که فراوانی د. مقدار آن با افزایش تعداد آللشوتعریف می

نسبت برآورد شده افراد هتروزیگوس برای هر  ،(He) هتروزیگوسیتی مورد انتظار. شودماکزیمم می

 4/1صورت تصادفی انتخاب شده است. یک جایگاه ژنی اگر هتروزیگوسیتی بیشتر از ه جایگاه ژنی که ب

 .باشد، به شدت چند شکل است 7/1 زو  اگر این مقدار بیش ا استچند شکل  ،باشد
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 (Neهای موثر )تعداد آلل -3-11-7

شود که برابر در هر جایگاه ریز ماهواره، تعداد آلل موثر برای آن جایگاه نامیده می تعداد آلل با فراوانی

گیرد که کمتر باشد. این شاخص به این دلیل مورد استفاده قرار میشاخصی برای ارزیابی تنوع ژنی می

 به اندازه نمونه حساس است. 

 

 (Naهای متفاوت )تعداد آلل -3-11-8

دهنده قدرت بالای آن پرایمر تر باشد، نشاننزدیک 6فاوت پرایمری به مقدار های متهر چه تعداد آلل

توان آن را به تولید تعداد باندهای هاست، که به نحوی میدر تولید باند چندشکل در بین جمعیت

 اختصاصی برای آن جمعیت ربط داد.  

 

 (PICشاخص محتوای اطلاعات چندشکلی ) -3-11-9

های مهم جهت مقایسه نشانگرهای مختلف از لحاظ قدرت چندشکلی یکی از شاخصمحتوای اطلاعات 

های نادر در باشد. مقادیر بالای این معیار دلالت بر چندشکلی زیاد و وجود آلل یا آللتمایز آنها می

یک جایگاه نشانگری است که در تفکیک و تمایز افراد نقش به سزایی دارد. با توجه به اینکه مقادیر 

توای اطلاعات چندشکلی از صفر تا یک متغیر است و هر چه این عدد بزرگتر باشد بیانگر فراوانی مح

 [.6110باشد ]ویِ و همکاران، های تحت بررسی میبیشتر چندشکلی برای آن جایگاه در ژنوتیپ

 

 (MI) شاخص نشانگر -3-11-10

د. به طور کلی شاخص نشانگر باششاخص نشانگر یک معیار کارائی نشانگر در تخمین چندشکلی می

 پلاسم استفاده گردد.تواند به عنوان یک معیار کلی برای پیشگویی کارائی نشانگر در یک ژرم می
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 هاتجزیه داده -3-12

الگوی باندی حاصل بر اساس وجود یا عدم وجود باند، به صورت صفر و یک امتیازدهی شد. سپس بر 

شباهت ژنتیکی بین افراد با استفاده از ضرایب مختلف محاسبه اساس ماتریس صفر و یک، فاصله یا 

های گردید. مقدار عددی ضرایب تشابه بین صفر و یک است که مقدار صفر، بیانگر عدم وجود باند

مشترک )عدم شباهت ژنتیکی( و مقدار یک، بیانگر الگوهای باندی یکسان )تشابه ژنتیکی کامل( است. 

 OPGENP 1.32و  NTSYS 2.02e  ،GenAlEx 6.5افزارهای وسط نرم های این ماتریس سپس تداده

 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند.

اندازه  NTSYS 2.02eرا ابتدا با استفاده از نرم افزار  ه دایس، جاکارد و تطابق سادهبتشا هایماتریس

ارزیابی همبستگی [ برای 4327منتل، ضریب همبستگی کوفنتیک محاسبه و آزمون منتل ]و  گرفتیم

ها کردن بهترین روش کلاستربندی نمونههای تشابه و دندروگرام نهایی جهت مشخصبین ماتریس

ها و رسم دندروگرام بر اساس ماتریس تشابه جاکارد و روش بندی نمونهانجام شد. در نهایت گروه

UPGMA  .هایاز نرم افزارانجام گرفت GenAlEx 6.5  وPopGene 1.32  گیری شاخص اندازهبرای

 های متفاوت، شاخص تنوع ژنیآللتعداد  ،های موثرانتظار، تعداد آللشانون، هتروزیگوسیتی مورد 

Nei( فراوانی آللی ،AF محتوای اطلاعات ،)چندشکلی، نسبت چندشکلی موثر (EMR) شاخص ،

استفاده درصد چندشکلی و تعداد باندهای چندشکل ، (AMOVA) نشانگر، تجزیه واریانس ملکولی

 شد.
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ی نتایج حاصل از این تحقیق در دو بخش پرداخته شده است. در بخش اول، نتایج در این فصل به ارائه

نرخ  ی ارزیابیاست. این نتایج در زمینهسنجی ارائه شده آزمون زیستمربوط به مطالعات مورفولوژیک و 

-بیماری قارچهای مختلف جدایه هایکنیدی زنیجوانهو ارزیابی  های تولیدیشمارش تعداد کنیدی رشد،

 4×  841غلظت تاثیر بررسی  همچنین و YDASو  PDA هایبر روی محیط کشت B. bassiana زای

در بخش باشد. می سوسک قرمز آردکشندگی  ربB. bassiana های مختلف قارچ لیتر جدایهکنیدی/ میلی

با استفاده از B. bassiana قارچ های مختلف وم نتایج مربوط به بررسی مولکولی تنوع ژنتیکی جدایهد

 آورده شده است. ISSRپرایمرهای 

 

 B. bassianaارزیابی نرخ جداسازی قارچ  -4-1

 که منبع جداسازی آن خاک در نظر گرفته شد Beauveria ی این تحقیق نشان داد که قارچنتیجه

تواند به علت تلف ندارد. که این عدم یکسانی میهای خاک مناطق مخپراکنش یکسان و برابری در نمونه

ه یکسان نبودن شرایط محیطی در نقاط مختلف جغرافیایی ذکر کرد. گویای این صحبت تعداد لارو آلود

شهرستان از مناطق مختلف گیری از خاک، نمونهدر این مطالعه،  باشد.ضمیمه می 6شده به قارچ و جدول 

. اهواز در استان خوزستان و همچنین از مناطق مختلف شهرستان شاهرود در استان سمنان انجام پذیرفت

در هر منطقه، تعداد لارو آلوده به قارچ به تعداد کل لارو  B. bassianaنرخ جداسازی قارچ  برای محاسبه

جنگل ابر با  منطقه ،در میان مناطق مورد مطالعه، بیشترین میزان جداسازی قارچقسیم شد. هر منطقه ت

لارو از  16سازی ( و منطقه ماهور با آلوده%18/47لارو مورد استفاده ) 611لارو از میان  14شدن آلوده

 ب



 نتایج و بحث -چهارمفصل 

  

73 

 

و منطقه ام الطمیر  (%0/4( و کمترین میزان جداسازی، منطقه موران )%40لارو مورد استفاده ) 681میان 

. لازم به ذکر است که از بین بودندلارو  961لارو از  8لارو و  611لارو از  9شدن ( به ترتیب با آلوده0/6%)

حلاف، عین دو، گوریه، طرفایه، غزاویه کوچک، غزاویه بزرگ، آوری شده، در مناطق های جمعخاک نمونه

وه ملی، گلستان، عرب راشد، شهرک نفت، حیاویه، خضریه، دغاغله، کیانشهر، کیان آباد، کوی باهنر، گر

نتایج بدست آمده حاکی از تفاوت  دیده نشد. B. bassianaهیچ گونه لارو آلوده به قارچ  مجن و حنیطه

بریج و براون ای را تونینگا و همکاراناز خاک است. چنین نتیجه B. bassianaنقاط متفاوت در جداسازی 

استفاده کردند نیز  از خاک Beauveriaای گالریا برای جداسازی روش طعمه حشرهو همکاران که از 

الت نیویورک، ی متفاوت ایمنطقه 0نمونه خاک از  601از  (6113)ران . تونینگا و همکابدست آوردند

( از مناطق جنگلی 4339) بریج و همکارانبدست آوردند. براون .Beauveria sppی جدایه 28تعداد 

ی متفاوتی را بدست آوردند. طبق ای گالریا، تعداد لارو آلودهبا استفاده از روش طعمه حشره اوتمتف

دست نیاوردند. بر اساس مطالعات انجام شده در مورد ای بمناطق هیچ لارو آلوده گزارش آنها، از بعضی از

 گزارش کردند( 6141سویم و همکاران ) ،ایبا استفاده از روش طعمه حشره Beauveriaجداسازی قارچ 

خصوصیات زیستگاه )زراعی، باغی و  به شرایط آب و هوایی، خصوصیات خاک Beauveriaکه حضور قارچ 

ترین گونه را فراوان B. bassianaبسیاری از محققان لازم به ذکر است که  و جنگلی( بستگی دارد.

ی نامه همهالعه در این پایانای که در مناطق مورد مطشمرند، به گونهبرمی Beauveriaشناسایی شده 

 ه است.لق به این گونها متعجدایه
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 PDAکشت ها بر روی محیطارزیابی نرخ رشد جدایه -4-2

های اقلیم B. bassiana هایدهد نرخ رشد جدایه( نشان می4-1بررسی نتایج تجزیه و تحلیل )جدول  

 مختلف قارچ هایبرای جدایه مقایسه میانگیننتایج دار شده است. درصد معنی 4مورد مطالعه در سطح 

B. bassiana ( نشان 6-1نرخ رشد )جدول  نتایج مقایسه میانگینمشخص شده است.  6-1جدول  در

به ترتیب با  (جسانیه کوچک) SHU.H.35 در کنار جدایه  (گمبوعه بزرگ) SHU.H.12 دهد که جدایهمی

-یمعن اند و اختلافجای داده شده A میانگین در کلاس از منظر سطحروز  /مترمیلی 601/1و  611/1

-جدایه داری برخوردارند.ها از اختلاف معنیرشد ندارند اما با سایر جدایهداری با یکدیگر در میانگین نرخ 

 2890/1)ماهور( هر سه با میانگین  SHU.H.10( و سید عامر) SHU.H.34، (ماهور)  SHU.H.09های 

)جنگل  SHU.H.48)عرب اسد(،  SHU.H.20های نرخ رشد در کنار جدایهاز کمترین میزان  روز /مترمیلی

)جنگل  SHU.H.49(، کوت عبدالله) SHU.H.37)جنگل ابر(،  SHU.H.44)عرب اسد(،  SHU.H.19ابر(، 

 و )ویس( SHU.H.28)جنگل ابر(،  SHU.H.46)ویس(،  SHU.H.27)موران(،  SHU.H.39ابر(، 

SHU.H.04 در سطح میانگین  ()ماهورO داری با اختلاف معنی هااست و این گروه از جدایه قرار گرفته

 اند.کمترین میزان نرخ رشد را به خود اختصاص داده به طور مشترک یکدیگر ندارند و

 

 B. bassiana جدایه مختلف قارچ 01: جدول تجزیه واریانس برای نرخ رشد4-1جدول                    

 F ضریب تغییرات   میانگین مربعات   درجه آزادی  اتتفییرمنابع 
 601/706**  %03/1 129/0          13        جدایه   

   117/1           401       خطا   

                433       کل    
 درصد معنی دار است. 4در سطح **
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   B. bassiana های مختلف قارچجدایه: مقایسه میانگین نرخ رشد 6-1جدول              

 سطح میانگین          میانگین نرخ رشد     نام جدایه  
SHU.H.35 

 

051/4 A 

SHU.H.12 011/4 AB 

SHU.H.31 011/4 BC 

SHU.H.36 151/4 C 

SHU.H.06 151/4 C 

SHU.H.43 100/4 C 

SHU.H.24 484/0 C 

SHU.H.03 868/0 D 

SHU.H.14 851/0 DE 

SHU.H.08 680/0 EF 

SHU.H.13 668/0 EF 

SHU.H.21 

 

 

668/0 EF 

SHU.H.07 608/0 F 

SHU.H.25 668/0 G 

SHU.H.01            604/0 GH 

SHU.H.41 611/0 GHI  

SHU.H.40 611/0 GHI  

SHU.H.02 566/0 GHIJ 

SHU.H.18 551/0       GHIJK 

SHU.H.38 508/0 HIJKL 

SHU.H.47 511/0 IJKL 

SHU.H.30 484/0 IJKL 

SHU.H.17            484/0 IJKL 

SHU.H.15 484/0 IJKL 

SHU.H.32 451/0 JKL 

SHU.H.11 451/0 JKL 

SHU.H.50 451/0 JKL 

SHU.H.05 451/0 JKL 

SHU.H.26 404/0 KL 

SHU.H.29 400/0 

 

KL 

SHU.H.23 408/0 

 

L 

SHU.H.16 408/0 

 

L 
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 PDAکشت بر روی محیط B. bassianaهای مختلف جدایه تولیدی ارزیابی تعداد کنیدی -4-3

 B. bassianaی مختلف جدایه 01( آزمایش شمارش کنیدی 9-1بر پایه جدول تجزیه واریانس )جدول 

جدول در  B. bassianaهای مقایسات میانگین مربوط به جدایه دار شده است ودرصد معنی 4در سطح 

 SHU.H.43جدایه دهد که نشان میها، ارزیابی شمارش کنیدی برای جدایهآورده شده است.  1-1

( عرب اسد)  SHU.H.19 جدایهو  از بیشترین لیترکنیدی/ میلی 93/92 × 241 ( با میانگین اسپورابرسج)

 . باشدبرخودار می کنیدی تولیدیاز کمترین میزان  لیترکنیدی/ میلی 963/9 ×241با میانگین 

SHU.H.42 406/0 

 

L 

SHU.H.33 411/0 

 

L 

SHU.H.22 8005/1 

 

M 

SHU.H.45 8068/1 

 

MN 

SHU.H.20 8111/1 

 

MNO 

SHU.H.48 8805/1 

 

MNO 

SHU.H.19 8448/1 

 

MNO 

SHU.H.44 8448/1 

 

MNO 

SHU.H.37 8005/1 

 

MNO 

SHU.H.49 8000/1 

 

MNO 

SHU.H.39 8000/1 

 

MNO 

SHU.H.27 8065/1 

 

NO 

SHU.H.46 8111/1 

 

NO 

SHU.H.28 8111/1 

 

NO 

SHU.H.04 8111/1 

 

NO 

SHU.H.09 6805/1 

 

O 

SHU.H.34 6805/1 

 

O 

SHU.H.10 6805/1 

 

O 

 باشند.می %4دار در سطح حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی
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 B. bassiana جدایه مختلف قارچ 01تولیدی: جدول تجزیه واریانس برای تعداد کنیدی 9-1جدول                 

 F ضریب تغییرات   میانگین مربعات   درجه آزادی  اتمنابع تفییر

 736/0186** %79/4 311/693          13        جدایه   

   131/1            401       خطا   

                433       کل    
 درصد معنی دار است. 4در سطح **

 

 B. bassiana مختلف هایجدایه کنیدی تولیدیمقایسه میانگین تعداد : 1-1جدول          

 سطح میانگین × 610 میانگین تعداد اسپور نام جدایه
SHU.H.43 04/03 A 

SHU.H.31 00/03 B 

SHU.H.35 43/00 C 

SHU.H.36 38/08 D 

SHU.H.21 04/08 E 

SHU.H.24 18/08 E 

SHU.H.15 01/03 F 

SHU.H.47 04/04 G 

SHU.H.12 40/03 H 

SHU.H.03 84/00 I 

SHU.H.17 08/00 IG   

SHU.H.07 04/00 J 

SHU.H.30 00/00 J 

SHU.H.08 00/00 K 

SHU.H.18 08/00 K 

SHU.H.37 30/00  L 

SHU.H.14 31/00  L 

SHU.H.38 01/00 L 

SHU.H.29 08/01 M 

SHU.H.02 08/01 M 

SHU.H.11 04/01 M 

SHU.H.26 33/04 N 

SHU.H.13 00/04 N 

SHU.H.16 03/04 N 
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SHU.H.50 01/08 O 

SHU.H.25 03/08 O 

SHU.H.32 00/08 P 

SHU.H.05 04/08 P 

SHU.H.33 00/03     Q 

SHU.H.23 08/03 Q 

SHU.H.42 04/03 Q 

SHU.H.01 43/04 R 

SHU.H.40 00/00 S 

SHU.H.49 08/00 S 

SHU.H.39 03/00 S 

SHU.H.09 01/00 S 

SHU.H.22 08/00 T 

SHU.H.34 04/00 U 

SHU.H.46 08/00 U 

SHU.H.27 48/01 V 

SHU.H.48 00/01 V 

SHU.H.06 483/4 W 

SHU.H.04 083/4 W 

SHU.H.41 088/8 X 

SHU.H.44 130/8 X 

SHU.H.45 088/8 Y 

SHU.H.10 084/3 Z 

SHU.H.28 000/4 Ω 

SHU.H.20 080/3 ℮ 

SHU.H.19 004/0 ϕ 

 باشند.  می %4دار در سطح حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی
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 هازنی کنیدیارزیابی جوانه -4-4

زایی بررسی بیماریرو لازم است قبل از از این زایی آن موثر استخواص فیزیولوژیکی هر جدایه بر بیماری

دهد ( نشان می0-1بررسی نتایج تجزیه و تحلیل )جدول زنی آنها تعیین شود. ها، قدرت جوانهجدایه

 دار شده است.درصد معنی 4های مورد مطالعه در سطح اقلیم B. bassiana هایجدایه زنیقدرت جوانه

 %80زنی بیش از از قدرت جوانه B. bassianaمختلف  هایجدایهنتایج آزمایش حاکی از آن بود که تمامی 

)ماهور(،  SHU.H.06 هایجدایه( 2-1اساس نتایج مقایسه میانگین )جدول بر برخوردار هستند. 

SHU.H.31  شیبان( و(SHU.H.12 زنی بوعه بزرگ( در سطح میانگین جوانه)گمA و  اندقرار گرفته

داری ها از اختلاف معنیزنی ندارند اما با سایر جدایهبا یکدیگر در میانگین قدرت جوانهداری معنی اختلاف

 SHU.H.19( و کوت عبدالله) SHU.H.37)عرب اسد(،  SHU.H.20های جدایه Jدر سطح  برخوردارند.

(، ویس) SHU.H.27(، جنگل ابر) SHU.H.45)حمیدیه(،  SHU.H.02های در کنار جدایه )عرب اسد(

SHU.H.04  ،)ماهور(SHU.H.09  ،)ماهور(SHU.H.26  ،)تل بومه(SHU.H.39  ،)موران(SHU.H.34 

)تل بومه(،  SHU.H.25 )حمیدیه(، SHU.H.01)بروایه(،  SHU.H.17)بروایه(،  SHU.H.16(، عامر سید)

SHU.H.48  ،)جنگل ابر(SHU.H.21  و )چم الحمید(SHU.H.47  )اند و کمترین گرفته جای)جنگل ابر

 اند.زنی را به خود اختصاص دادهمیزان جوانه

 

 B. bassiana جدایه مختلف قارچ 01زنیواریانس برای قدرت جوانه: جدول تجزیه 0-1جدول                    

 F ضریب تغییرات   میانگین مربعات   درجه آزادی  اتمنابع تفییر

 09/36** %46/4 09/63          13        جدایه   

    4             411       خطا   

                413       کل    
 معنی دار است.درصد  4در سطح **
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   B. bassiana مختلف هایجدایهزنی قدرت جوانهمقایسه میانگین : 2-1جدول             

 سطح میانگین زنی )%(قدرت جوانهمیانگین  نام جدایه
SHU.H.06 44 A 

SHU.H.31 48 A 

SHU.H.12 48 A 

SHU.H.24 44 B 

SHU.H.43 43 BC 

SHU.H.35 40 CD 

SHU.H.14 40 DE 

SHU.H.30 40 DE 

SHU.H.15 40 DE 

SHU.H.38 40 EF 

SHU.H.32 40 EF 

SHU.H.40 40 EF 

SHU.H.42 40 EF 

SHU.H.07 40 EF 

SHU.H.03 40 EF 

SHU.H.08 41 FG 

SHU.H.41 41  FG 

SHU.H.11 41  FG 

SHU.H.33 41 FG 

SHU.H.05 41 FG 

SHU.H.36 41 FG 

SHU.H.44 84 GH 

SHU.H.13 84 GH 

SHU.H.22 88 HI 

SHU.H.23 88 HI 

SHU.H.50 88 HI 

SHU.H.10 88 HI 

SHU.H.29 88 HI 

SHU.H.46 88 HI 

SHU.H.49 88     HI 

SHU.H.28 88 HI 
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SHU.H.18 88 HI 

SHU.H.02 88 IJ 

SHU.H.45 88 IJ 

SHU.H.27 88 IJ 

SHU.H.04 88 IJ 

SHU.H.09 88 IJ 

SHU.H.26 88 IJ 

SHU.H.39 88 IJ 

SHU.H.34 88 IJ 

SHU.H.16 88 IJ 

SHU.H.17 88 IJ 

SHU.H.01 88 IJ 

SHU.H.25 88 IJ 

SHU.H.48 88 IJ 

SHU.H.21 88 IJ 

SHU.H.47 88 IJ 

SHU.H.20 83 J 

SHU.H.37 83 J 

SHU.H.19 83 J 

 باشند.  می %4دار در سطح حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی

 

 

 

 

 
 

  سوسک قرمز آرد علیه B. bassiana های مختلف قارچ جدایهزایی تاثیر بیماری بررسی -4-5

 های مختلف قارچ لیتر جدایهکنیدی/ میلی 4×  841( اثر غلظت 7-1مطابق جدول تجزیه واریانس )جدول 

B. bassiana  ها با استفاده میانگیندار شد. مقایسه درصد معنی 4سوسک قرمز آرد در سطح رکشندگی ب

 در قالب طرح کاملاً تصادفی مورد استفاده قرار گرفتند.  MSTATCافزاراز نرم

 B. bassiana جدایه مختلف قارچ 01زایی: جدول تجزیه واریانس برای بیماری7-1جدول                      

 F ضریب تغییرات   میانگین مربعات   درجه آزادی  اتمنابع تفییر

 816/91** %67/41 673/4618      13        جدایه   

   828/90        411       خطا   

                413       کل    
 درصد معنی دار است. 4در سطح **

 ب
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 B. bassianaهای مختلف قارچ : مقایسه میانگین تلفات سوسک قرمز آرد توسط جدایه8-1جدول               

 سطح میانگین          میانگین تلفات  تعداد مشاهدات هابندی جدایهطبقه نام جدایه

SHU.H.43 A (High) 04 01/43 A 

SHU.H.35 A 08 44/40 A 

SHU.H.08 A 08 03/84 A 

SHU.H.07 A 08 03/84 A 

SHU.H.17 

 

 

A 08 03/84 A 

SHU.H.03 A 08 03/84 A 

SHU.H.47 A 08 03/84 A 

SHU.H.36 A 08 03/84 A 

SHU.H.37 A 03 40/88 B 

SHU.H.38 A 03 40/88 B 

SHU.H.02 A 03 40/88 B 

SHU.H.29 A 03 40/88 B 

SHU.H.14 A 03 40/88 B 

SHU.H.30 A 03 40/88 B 

SHU.H.31 A 00 00/80 BC 

SHU.H.21 A 00 88/38 CD 

SHU.H.01 B (Medium) 01 34/33 CDE 

SHU.H.09 B 04 83/31 DEF 

SHU.H.46 B 04 83/31 DEF 

SHU.H.23 B 08 13/48 EFG 

SHU.H.39 B 08 13/48 EFG 

SHU.H.24 B 08 13/48 EFG 

SHU.H.18 B 08 80/40 FGH 

SHU.H.15 B 08 80/40 FGH 

SHU.H.48 B 08 80/40 FGH 

SHU.H.13 B 08 00/40 FGH 

SHU.H.25 B 08 00/40 FGH 

SHU.H.22 B 08 00/40 FGH 

SHU.H.33 B 08 00/40 FGH 

SHU.H.42 B 08 00/40 FGH 

SHU.H.27 B 08 00/40 FGH 

SHU.H.40 B 03 41 GHI 

SHU.H.32 B 03 41 GHI 

SHU.H.26 B 03 41 GHI 

SHU.H.05 B 03 41 GHI 

SHU.H.12 B 03 30/34 GHI 

SHU.H.49 B 03 30/34 GHI 



 نتایج و بحث -چهارمفصل 

  

83 

 

     

SHU.H.50 B  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

03 30/34 GHI 

SHU.H.06 B 04 01/33 HIJ 

SHU.H.34 B 04 04/33 HIJ 

SHU.H.16 B 03 44/30 IJ 

SHU.H.11 B 00 84/08 J 

SHU.H.41 C (Low) 01 40/08 K 

SHU.H.10 C 01 40/08 K 

SHU.H.28 C 01 40/08 K 

SHU.H.19 C 01 40/08 K 

SHU.H.20 C 01 04/08 K 

SHU.H.04 C 01 04/08 K 

SHU.H.44 C 01 04/08 K 

SHU.H.45 C 8 38/00 K 

 باشند.                                                 می %4دار در سطح حروف غیرمشابه بیانگر اختلاف معنی

 
 

بر روی سوسک قرمز  B. bassianaقارچ  های مختلفجدایهدهد که تمامی نشان می سنجینتایج زیست

های مختلف با زایی جدایهمیر در آفت مذکور شدند اما توان بیماریومرگزا بودند و سبب آرد بیماری

های مختلف، جدایهمیزان حساسیت حشرات به  است که به این خاطر و این مسئلهیکدیگر متفاوت بود 

. بر اساس نتایج ها نیز اثرات متفاوتی را بر روی یک گونه حشره از خود نشان دادندجدایهمتفاوت بوده و 

(، جسانیه کوچک) SHU.H.35)ابرسج(،  SHU.H.43 هایجدایه( 8-1یسه میانگین )جدول مقا

SHU.H.08  ،)ماهور(SHU.H.07  ،)ماهور(SHU.H.17  ،)بروایه(SHU.H.03 (ام الطمیر ،)SHU.H.47 

و اختلاف  اندقرار گرفته Aزایی ( در سطح میانگین بیماریجسانیه کوچک) SHU.H.36)جنگل ابر( و 

)بسطام(،  SHU.H.41 هایجدایه Kزایی میان آنها وجود ندارد. در سطح داری در بیماریمعنی

SHU.H.10  ،)ماهور(SHU.H.28  ،)ویس(SHU.H.19  ،)عرب اسد(SHU.H.20  ،)عرب اسد(

SHU.H.04  ،)ماهور(SHU.H.44  و )جنگل ابر(SHU.H.45 جای گرفته )اند و کمترین میزان )جنگل ابر

بالای سوسک قرمز آرد  حساسیت دهندهنتایج این تحقیق نشان اند.را به خود اختصاص دادهزایی بیماری
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هایی با گری جدایهجهت غربال 50LC و 50LT باشد. با این حال آزمایشات بیشتری نظیربه قارچ مذکور می

 باشد.زایی بیشتر برای کنترل آفات انباری لازم میتوان بیماری

  

 زاییهمبستگی میان پارامترهای مورفولوژیکی نرخ رشد، شمارش تعداد کنیدی و بیماری -4-6

میان پارامترهای نرخ رشد و مشخص گردید که   MSTATCافزاربر اساس آنالیزهای انجام شده با نرم

بیشتر باشد تعداد کنیدی  تعداد کنیدی همبستگی وجود دارد بدان معنا که هر چه نرخ رشد یک جدایه

دهد هرچه زایی نشان میولیدی بیشتر خواهد بود. بررسی همبستگی میان دو پارامتر نرخ رشد و بیماریت

تر عمل سازی میزبان موفقزایی آن جدایه بیشتر و در آلودهای بیشتر باشد، قدرت بیمارینرخ رشد جدایه

ای تعداد کنیدی تولیدی جدایهزایی همبستگی وجود دارد و هر چه نماید. میان تعداد کنیدی و بیماریمی

به ترتیب با  SHU.H.35و  SHU.H.43های بنابراین جدایه زایی آن جدایه بیشتر است.یبیشتر باشد بیمار

 01/94 × 241و 93/92 × 214، میانگین کنیدی تولیدی روز /مترمیلی 601/1و  199/1میانگین نرخ رشد 

دارای بیشترین پتانسیل در مبارزه با سوسک قرمز  %03/36و  %91/32و میانگین تلفات  لیترمیلی /کنیدی

 باشند.آرد می

 

 بندی نتایج آزمایشات مورفولوژیکجمع -4-7
نمونه خاک مناطق گوناگون، تعداد  902ای گالریا از میان نامه با استفاده از روش طعمه حشرهدر این پایان

حاوی دودین، سیکلوهگزامید، کریستال ویولت و کشت انتخابی در محیطBeauveria جدایه قارچ  01

جداسازی گردید یعنی نرخ  Verticillium و Metarhiziumهایی مانند کلرید مس در کنار دیگر قارچ
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ها و های مورد مطالعه میزان بسیار کمی است و ضرورت تلقیح خاکدر اقلیم Beauveriaجداسازی قارچ 

توان با توجه به نتایج ما می Beauveriaاین اساس نرخ جداسازی بر . طلبداراضی زراعی و باغی را می

-ترین جنس در میان قارچفراوان Beauveriaگفت که در شرایط نسبتا مشابه از نظر دما و رطوبت، قارچ 

باشد که برخوردار می Metarhiziumحشرات است و از نرخ جداسازی بیشتری نسبت به  زاییهای بیمار

و  (4339) بریج و همکاران، براون(6113) تونینگا و همکاراناین نتیجه با نتایج حاصل از مطالعات 

جدول تعداد لاروهای آلوده و درصد جداسازی قارچ  خوانی دارد. بر اساسهم (6112) برگمیلینگ و الین

کاری و در مناطق سبزی Beauveriaحشرات  زاییتوان گفت فراوانی قارچ بیمارضمیمه( می 4)جدول 

های جنگلی بیشتر از مناطق زراعی و نخلستان است. در صحت این مطلب همین بس که از میان نمونه

کاری و جنگلی درصد جداسازی قارچ از مناطق سبزیجدایه ) 91کاری و جنگلی تنها خاکی مناطق سبزی

با نتایج مطالعات  Beauveriaی و پراکندگی قارچ در خصوص فراوان تحقیقدست آمد و نتیجه این ( به21%

 4مطابقت دارد. از سوی دیگر برحسب درصد جداسازی قارچ )جدول  (6144و همکاران ) سانچزپنا

توان گفت ممکن است عامل فراوانی ضمیمه( می 6دست آمده )جدول های بمیمه( و مشخصات جدایهض

حشرات  زایبیماریهای مهمی در فراوانی و کارایی قارچدانیم رطوبت عامل این قارچ، رطوبت باشد. می

جدایه  41 دست آمده،جدایه ب 01د بگوییم که از میان ای. در توضیح این مطلب ب[6117زیمرمن، ]است 

بودن از رطوبت کاری و جنگلیمناطق به علت سبزی ابر تعلق داشتند و این به منطقه ماهور و جنگل

شتری را از آن گیری برخوردار است و لذا توانستیم تعداد جدایه بیبیشتری نسبت به سایر مناطق نمونه

حلاف، عین دو، گوریه، طرفایه، غزاویه کوچک، غزاویه بزرگ، دغاغله، مناطق  درکه جدا نماییم درحالی

و  کیانشهر، کیان آباد، کوی باهنر، گروه ملی، گلستان، عرب راشد، شهرک نفت، حیاویه، خضریه، حنیطه

 دست نیامد. ای بهرطوبت پایین خاک هیچ گونه جدایه به علت مجن
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 B. bassianaزای حشرات مانند های بیماریتعداد کنیدی تولیدی قارچزایی و بیماری اثر دما بر نرخ رشد،

( با بررسی طیف 4333کسی و همکاران ). اِ[6119تِفارا و پرینگل، ]اثبات شده است  M. anisopliaeو 

زای حشرات، دمای های بیماریولیدی و نرخ رشد قارچگراد در میزان کنیدی تدرجه سانتی 40-91دمایی 

از  (6144) ترین طیف دمایی برشمردند. داربرو و همکارانن مناسبگراد را به عنوادرجه سانتی 67-60

گراد درجه سانتی 96و  62، 61دمای  9گیری نرخ رشد در هبرای انداز B. bassiana مختلف جدایه 41

ها در دمای جه گرفتند جدایهها بود و آنها نتیی رشد متفاوت این جدایهدهندهاناستفاده کردند و نتایج نش

گیری ( با اندازه6146) پتلامول و پریزِرتسن. گراد، از بیشترین میزان رشد برخوردار بودنددرجه سانتی 62

، مشخص نمود که CDAگراد در محیط کشت درجه سانتی 63در دمای  B. bassianaجدایه  0نرخ رشد 

برای  B. bassianaی ( از دو جدایه4333. اِکسی و همکاران )ها دارای میزان رشد متفاوتی هستندجدایه

گر تفاوت این دو جدایه استفاده کردند که نتایج آنها بیان SDAگیری نرخ رشد بر روی محیط کشت اندازه

گیری نرخ رشد دو ( با اندازه6117. صفوی و همکاران )گراد بوددرجه سانتی 60از نظر نرخ رشد در دمای 

محیط کشت مختلف، طیف رشدی متفاوتی را برای دو جدایه مشاهده  7در  B. bassianaی جدایه

 نمودند. 

سرل و ] Oryzaephilus surinamensisبرای کنترل آفات انباری مانند  B. bassianaزای از قارچ بیماری

 S. zeamais[، 6112؛ سامودرا و ابراهیم، 6111بلو و همکاران، دال] S. oryzae، [4381، دوبرسکی

 Acanthoscelides obtectus[، 6116پادین و همکاران، ] T. castaneum[، 4338هیدالگو و همکاران، ]

Say [ و 6116همکاران، پادین و ]Prostephanus truncates Horn  ،ر د[ 4333]اسمیت و همکاران

، S. oryzaeبرای کنترل  B. bassiana از (6116) پادین و همکاران. شرایط آزمایشگاه استفاده شده است
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T. castaneum  وA. obtectus .پتلامول و پریزرِتسنآزمایش  در شرایط آزمایشگاهی استفاده کردند 

 CDAمحیط کشت  بر روی B. bassiana جدایه 0های تولید شده توسط یدی( نشان داد تعدادکن6146)

محیط کشت با نسبت  7در  B. bassianaجدایه  6( با ارزیابی 6117صفوی و همکاران )متفاوت است. 

وت در تعداد ن متفاوت، تعداد کنیدی تولید شده را بررسی کردند. نتایج آنها گویای تفاکربن به هیدروژ

  های متفاوت بود.دی برای هر دو جدایه در محیط کشتکنیدی تولی

گراد صورت پذیرفت و به خوبی درجه سانتی 67 ± 4ارزیابی نرخ رشد و تعداد کنیدی ما نیز در دمای 

رشد گیری نرخ ها را از منظر نرخ رشد و تعداد کنیدی تولیدی نشان دهد. اندازهتوانست تفاوت میان جدایه

ها با گراد نشان داد سرعت رشد جدایهدرجه سانتی 67 ± 4های مناطق مورد مطالعه در دمای جدایه

متر/ روز قرار دارد. نتایج میلی 2890/1 – 601/1یکدیگر متفاوت است و این نرخ رشد در طیفی معادل 

، داربرو و همکاران (4333) دست آمده از این آزمایش با نتایج حاصل از آزمایشات اکسی و همکارانب

توان گفت نرخ و می همخوانی دارد (6146) پتلامول و پریزِرتسنو  (6117) صفوی و همکاران، (6144)

گراد با یکدیگر متفاوت است. درجه سانتی 62-68در طیف دمایی  Beauveriaهای مختلف رشد جدایه

دانست و علت آن را کاهش زمان لازم  زیستینرخ رشد سریع را مزیتی برای عامل کنترل  (4332) وارلا

-برای تولید انبوه کنیدی، استراتژی رقابتی قارچ در طی چرخه زندگی ساپروفیتی در برابر میکروارگانیسم

اند شماری تائید نموده. آزمایشات بیهای دیگر و تسریع کنترل آفت به علت آلودگی سریع میزبان برشمرد

 SDAYو  PDAحشرات  زاییهای بیمارخصوص قارچها و بهش قارچبرای پرور هاکشتکه بهترین محیط

لذا ما برای  [6114ژانگ و همکاران،  ؛6116زورک و همکاران،  ؛6146، سنپتلامول و پریزرِت]باشد می

 بهره بردیم.  هاکشتسنجش از این محیط 

های مورد مطالعه در دار میان جدایهدهنده تفاوت معنینتایج مقایسه میانگین تعداد کنیدی تولیدی نشان
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 (6117) صفوی و همکاران و (6146پتلامول و پریزِرتسن )ی است که با آزمایشات تعداد کنیدی تولید

جدایه قارچ  41تولیدی توسط  کنیدیبا بررسی میزان  (6146) پتلامول و پریزِرتسنهمسویی دارد. 

و لذا بر پایه  ( قرار دادندHigh) بالا را در سطح کنیدیای با بیشترین میزان حشرات، جدایه زاییبیما

-قرار می بالادر سطح  93/92×  241با میانگین تولید کنیدی  SHU.H.43بندی آنها، جدایه نحوه تقسیم

بررسی گردید و  Spodoptera lituraعلیه لاروهای  B. bassiana جدایه 0زایی در تایلند بیماری گیرد.

روز بعد از انکوبه نمودن حشرات آلوده به سوسپانسیون قارچ آغاز نمودند و مشاهده  6میر را ومرگ میزان

در  B. bassianaجمعیت برای قارچ  %411جمعیت در روز چهارم از بین رفتند و مرگ  %01شد بیش از 

زایی ماریظر بیها از منبندی جدایهبر همین مبنا به طبقهروز ششم توسط یک جدایه به ثبت رسید و 

ای که کمترین یر گردید را در سطح بالا و جدایهموای را که سبب بیشترین میزان مرگپرداختند و جدایه

 [. 6146پتلامول و پریزرِتسن، میر را در پی داشت در سطح پایین قرار دادند ]ومیزان مرگ

بود. با این  B. bassiana زایبیماری قارچنتیجه مطالعه ما گویای حساسیت بالای سوسک قرمز آرد به 

برای  زایی بیشترها با توان بیماریگری جدایهجهت غربال 50LCو  50LTحال آزمایشات بیشتری نظیر 

حشره  3میر ود مرگبر اساس درص (6118)باشد. اوما دوی و همکاران کنترل آفات انباری لازم می

-( طبقهC( و سطح پایین )Bمتوسط ) (، سطحAسطح بالا ) 9را در  B. bassiana  هایمختلف، جدایه

 Cو سطح  % 91-27میر وبا توان مرگ B، سطح % 28 -411زایی با توان بیماری Aبندی نمود که سطح 

ها از منظر بندی جدایهشده به سطحبود. لذا برحسب همین سطوح تعریف % 1-99زایی با توان بیماری

قرار گرفتند  Aجدایه در سطح  42بندی، این تقسیمبر اساس  (.8-1زایی پرداختیم )جدول توان بیماری

-)متوسط( و  Bها در سطح جدایه %06زایی بالایی برخوردار هستند. ها از توان بیماریجدایه %96یعنی 
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های زایی قارچسنجی برای تعیین بیماریزیست مطالعه)کم( قرار دارند.  Cها در سطح جدایه 42%

-ضروری است. بیماری زیستیزا به عنوان عوامل کنترل های بیماریگری جدایهحشرات و غربال زایبیمار

نگوین و همکاران، ]های قارچی کاندیدا برای کنترل حشرات است جدایهزایی عامل مهمی برای انتخاب 

در لیتر کنیدی/ میلی 4 × 841های مورد مطالعه با غلظتی معادل سنجی جدایهآزمایش زیست .[6117

زایی متفاوتی را بر روی حشرات های مختلف، توان بیماریبرابر سوسک قرمز آرد صورت گرفت و جدایه

  .مطابقت دارد (6144و همکاران ) نگان نتایج که بانشان دادند  T. castaneumکامل 

زنی هایی با سرعت جوانهمشخص گردید که جدایهB. bassiana های مختلف قارچ با استفاده از جدایه

میر وزنی اسپورها و درصد مرگزیاد، دارای نرخ رشد سریعی هستند و همبستگی متوسطی میان جوانه

میر وزنی نماید توانایی آن در آلودگی و مرگای سریعتر جوانهمعنی که هرچه جدایه مشاهده گردید بدین

نشان داد ربوط به آنالیز تجزیه واریانس صفات فوق م نتایجبه طور کلی . [6141سر، کی]آفت بیشتر است 

ای که دارای نرخ رشد ( وجود دارد یعنی جدایه%4داری )در سطح ر همبستگی معنیپارامت 9میان 

سازی میزبان زایی بیشتری در آلودهسریعتری است تعداد کنیدی تولیدی بیشتری دارد و از قدرت بیماری

 برخوردار است. 

 

 های مولکولیدادهنتایج  -4-8
در مناطق مختلف شهرستان  B. bassianaهای مختلف قارچ بین جدایه DNAشکلی برای بررسی چند

پرایمر  91اهواز در استان خوزستان و منطقه جنگل ابر در شهرستان شاهرود واقع در استان سمنان، 

ISSR  جدایه با خصوصیات متفاوت مورد آزمایش قرار گرفتند. با بررسی تعداد باندهای چند  62روی

 2پرایمر تعداد  91ها مورد استفاده قرار گرفتند. از شکل، پرایمرهای مطلوب شناسایی و برای کلیه نمونه

پذیری وضوح و قابلیت تکرارگونه باندی تولید نکردند و یا اینکه محصولات تکثیر شده آنها مورد از آنها هیچ
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باند تولید  349، مجموعا پرایمر 61پرایمر دارای باندهای چندشکل و تکرارپذیر بودند.  61کافی نداشتند. 

باندها چندشکلی  %72/33به عبارت دیگر  .کردند که تمامی پرایمرها، چندشکلی قابل قبولی نشان دادند

چندشکلی  .های مورد مطالعه استندشکل در بین نمونهنشان دادند که حاکی از درصد بالای قطعات چ

برداری ، وسعت مناطق نمونهISSRتوان به کارایی بالای نشانگرهای بالای حاصل در این پژوهش را می

، آغازگرها ISSRهای مورد بررسی نسبت داد، همچنین از آنجایی که در روش شده و به تعداد زیاد جدایه

ها مناطق تکرار شونده با فراوانی بالا در سراسر ژنوم باشند، که در یوکاریوتی میاریزماهواره مکمل نواحی

)جدول تواند سطح بالایی از چندشکلی را آشکار کند می ISSRاند، بنابراین استفاده از نشانگرهای پراکنده

1-3.)  

 

 21و مدت زمان  411درصد، با ولتاژ  9/4 تفکیک باندها روی ژل آگارز،  ISSR840پرایمر از حاصل یباند یالگو: 4-1شکل 

گمبوعه بزرگ  -9(، SHU.H.09) 6ماهور -6(، SHU.H.04) 4ماهور -4های مختلف مورد مطالعه: کد جدایه دقیقه انجام شد.

(SHU.H.12 ،)1- 4الهایی (SHU.H.14 ،)0- 6الهایی (SHU.H.15 ،)2- ( بروایهSHU.H.17 ،)7- ( عرب حسنSHU.H.18 ،)8- 

تل  -46(، SHU.H.23ملاثانی ) -44(، SHU.H.22) 6چم الحمید -41(، SHU.H.21) 4چم الحمید -3(، SHU.H.19اسد )عرب 

مولحه  -42(، SHU.H.28) 6ویس -40(، SHU.H.27) 4ویس -41(، SHU.H.26) 6تل بومه -49(، SHU.H.25) 4بومه

(SHU.H.30 ،)47- 4شیبان (SHU.H.31 ،)48- 6شیبان (SHU.H.32 ،)43- 4سید عامر (SHU.H.33 ،)61- 6سید عامر 

(SHU.H.34 ،)64- ( بحرهSHU.H.38 ،)66- ( مورانSHU.H.39) ،69- ( مقطوعSHU.H.40 ،)61- 2جنگل ابر (SHU.H.47 ،)

 (.SHU.H.50) 44جنگل ابر -62( و SHU.H.49) 8جنگل ابر -60
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باند  32/97مورف باند و میانگین باندهای پلی 11/98 پرایمرمیانگین تعداد باندهای ایجاد شده برای هر 

باند  63با ISSRBIS29  پرایمرباند بیشترین تعداد باند دارای چندشکلی و  01با  ISSR840 پرایمربود که 

 66درصد بود.  72/33ها پرایمرکمترین باند دارای چندشکلی را نشان داد. میانگین درصد چندشکلی 

و  ISSRBIS06 پرایمر 6درصد بیشترین درصد چندشکلی و  411کلی با میزان چندش پرایمر

ISSRBIS07  کمترین درصد چندشکلی را داشتند. 66/37و  37/32به ترتیب با چندشکلی 

و  11/1با میزان  ISSR840 پرایمربیشترین مقدار مربوط به بود که  91/1 (SIمیانگین شاخص شانون ) 

 بود.  67/1با میزان  ISSRBIS07کمترین مقدار مربوط به پرایمر 

متغیر بود. بیشترین  68/1تا  40/1برای پرایمرهای مختلف از  61/1( با میانگین h) Neiشاخص تنوع ژنی 

 پرایمرمربوط به  Neiو کمترین شاخص  68/1با میزان  ISSR840 پرایمرمربوط به  Neiشاخص 

ISSRBIS07  بررسی تنوع ژنتیکی ای به منظور ر مطالعهد (6110وانگ و همکاران )بود.  40/1با میزان

با  12/1-16/1را بین  Neiشاخص تنوع ژنی ISSR   هایپرایمر با استفاده از B.bassianaقارچ  جدایه 93

جدایه مختلف قارچ  03( تنوع و روابط ژنتیکی بین 6117سوکا )تاکاتگزارش نمودند.  66/1میانگین 

B.bassiana را با استفاده از نشانگرهای  بومی ژاپنISSR میانگین شاخص تنوع . مورد ارزیابی قرار داد

 بود. 60/1برای پرایمرها  Neiژنی 

متغیر بود که پرایمر  672/1تا  461/1برای پرایمرهای مختلف از  471/1با میانگین  (AFفراوانی آللی )

ISSRA7  بیشترین و پرایمرISSRP9  داشتند.کمترین فراوانی آللی را 

بیشترین و پرایمر  19/4با میزان  ISSR840 رایمرپبود که  68/4 (Ne)های موثر میانگین تعداد آلل

ISSRBIS07  کمترین تعداد آلل موثر را داشتند.  43/4با میزان 

 بیشترین و تنها پرایمرهای 6با مقدار  رایمرپ 66بود که  388/4 (Na) تفاوتهای ممیانگین تعداد آلل
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ISSRBIS06 و ISSRBIS07  کمترین تعداد آلل متفاوت را داشتند. 37/4با مقدار  

های متفاوت در هر نشانگر ریزماهواره مناسب های موثر و میانگین تعداد آللاز آنجا که میانگین تعداد آلل

های دهد، بنابراین پرایمرهایی که تعداد آللبودن آن مکان ژنی برای تخمین تنوع ژنتیکی را نشان می

شوند. همچنین اند برای بررسی تنوع ژنتیکی مناسب تشخیص داده میموثر و متفاوت زیادی نشان داده

های مورد تواند به دلیل منشا و خصوصیات متفاوت جدایههای موثر و متفاوت میتفاوت در تعداد آلل

 تکراری باشد.  مطالعه و نیز ماهیت نشانگرهای ریزماهواره از نظر تعداد نوکلئوتید واحدهای 

نسبت  (،PIC) محتوای اطلاعات چندشکلیهای با استفاده از فراوانی آللی، شاخص در این پژوهش،

 برای هر پرایمر و بطور جداگانه محاسبه گردید.  (MIشاخص نشانگر )و  (EMRچندشکلی موثر )

کمترین محتوای  93/1با میزان  ISSRBIS06بیشترین و پرایمر  79/1با میزان  ISSR840 پرایمر

-اطلاعات چندشکلی را داشتند. مقادیر بالای محتوای اطلاعات چندشکلی در تفکیک و تمایز افراد نقش به

هایی با خویشاوندی سزایی دارد بنابراین نشانگرهایی با محتوای اطلاعات چندشکلی بالا برای تمایز جدایه

 محتوای اطلاعات چندشکلیی مورد استفاده در این آزمایش از نزدیک بسیار مفید خواهند بود. پرایمرها

انتخاب صحیح و کارایی بالای پرایمرهای مورد استفاده در این  دهندهبالایی برخوردار بودند که نشان

های مختلف قارچ توان از این پرایمرها به خوبی برای بررسی تنوع ژنتیکی جدایهباشد. لذا میآزمایش می

بود در حالیکه در مطالعات  24/1بهره گرفت. میانگین شاخص محتوای اطلاعات چندشکلی  مورد مطالعه

 هایپرایمر با استفاده از B.bassianaقارچ  جدایه 93بررسی تنوع ژنتیکی برای  (6110وانگ و همکاران )

ISSR گزارش شد.  92/1 محتوای اطلاعات چندشکلی، میانگین 

و  01با میزان  ISSR840 پرایمربیشترین مقدار مربوط به بود که  88/97 نسبت چندشکلی موثرمیانگین 
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بود. لازم به ذکر است که با توجه به ژنوم و  19/94با میزان  ISSRBIS06کمترین مقدار مربوط به پرایمر 

های قارچی، نسبت چندشگلی موثر ممکن است متفاوت باشد که با تغییر در تعداد و نوع پرایمرها جدایه

 آید. نتایج متفاوتی بدست می

بود که  43/69با میانگین  0/92و  4/46شاخص نشانگری پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه بین  

کمترین شاخص نشانگری  4/46با میزان  ISSRBIS06بیشترین و پرایمر  0/92با میزان  ISSR840پرایمر 

 را نشان دادند. 

(، 11/1) بیشترین شاخص شانون(، 01بیشترین تعداد باند چندشکل ) ISSR840 پرایمر از آنجایی که

(، بیشترین محتوای اطلاعات 19/4) های موثربیشترین تعداد آلل Nei (68/1،)بیشترین شاخص 

( را به خود 0/92( و بیشترین شاخص نشانگر )01(، بیشترین نسبت چندشکلی موثر )79/1چندشکلی )

های مورد مطالعه را نسبت به سایر بین جدایه ژنتیکی تنوع پرایمرن ، بنابراین ایاختصاص داده است

  (.3-1دهد )جدول بهتر نشان می ISSRهای پرایمر
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 های مورد مطالعهبرای جدایه ISSRی نشانگرها زیآنال از حاصل : نتایج3-1 جدول            

 پرایمر
دمای 

 اتصال

نوع 

 پرایمر

 

تعداد کل 

 باندها

تعداد 

باندهای 

 چندشکل

درصد 

 چندشکلی

شاخص 

شانون 
(SI) 

شاخص تنوع 

 Nei (h) ژنی

فراوانی 

 آللی

(AF) 

-تعداد آلل

 های موثر

(Ne) 

های تعداد آلل

متفاوت )مشاهده 

 (Na) شده(

محتوای اطلاعات 

 (PIC) چندشکلی

نسبت 

چندشکلی 

 (EMR) موثر

شاخص 

 نشانگر

(MI) 

UBC812 50 ISSR 30 30 011 04/1 01/1 004/1 08/0 0 34/1 30 04/08 

UBC849 50 ISSR 31 31 011 03/1 01/1 080/1 04/0 0 30/1 31 8/03 

P1 48 ISSR 30 30 011 00/1 08/1 004/1 03/0 0 30/1 30 30/04 

P9 52 ISSR 04 04 011 08/1 03/1 001/1 01/0 0 48/1 04 0/01 

P12 46 ISSR 03 03 011 00/1 08/1 034/1 03/0 0 48/1 03 88/01 

MS7 55 ISSR 33 33 011 08/1 00/1 083/1 03/0 0 33/1 33 13/04 

MS8 55 ISSR 03 03 011 00/1 04/1 008/1 08/0 0 30/1 03 38/00 

MS11 55 ISSR 33 33 011 00/1 08/1 000/1 03/0 0 30/1 33 40/08 

MS12 46 ISSR 31 31 011 30/1 08/1 010/1 30/0 0 33/1 31 3/03 

A7 51 ISSR 01 01 011 03/1 01/1 083/1 04/0 0 33/1 01 8/04 

809 54 ISSR 03 03 011 03/1 01/1 033/1 04/0 0 31/1 03 3/00 

810 54 ISSR 33 33 011 00/1 08/1 000/1 04/0 0 30/1 33 08/08 

825 50 ISSR 08 08 011 08/1 00/1 000/1 04/0 0 33/1 08 00/03 

840 50 ISSR 41 41 011 33/1 08/1 033/1 30/0 0 80/1 41 4/03 

848 50 ISSR 33 33 011 08/1 00/1 008/1 00/0 0 30/1 33 40/08 

849 50 ISSR 08 08 011 00/1 04/1 003/1 03/0 0 33/1 08 00/03 

857 50 ISSR 04 04 011 03/1 01/1 008/1 08/0 0 31/1 04 00 

873 48 ISSR 00 00 011 03/1 00/1 014/1 00/0 0 30/1 00 33/01 

BIS06 54 ISSR 00 00 48/43 00/1 08/1 044/1 04/0 48/0 04/1 10/00 01/00 

BIS07 54 ISSR 03 04 00/48 08/1 04/1 048/1 04/0 48/0 38/1 10/03 00/03 

BIS09 54 ISSR 00 00 011 00/1 08/1 044/1 03/0 0 48/1 00 03/04 

BIS22 54 ISSR 08 08 011 00/1 08/1 000/1 03/0 0 31/1 08 0/00 

BIS27 54 ISSR 04 04 011 03/1 01/1 043/1 08/0 0 30/1 04 14/00 

BIS29 48 ISSR 04 04 011 00/1 08/1 084/1 03/0 0 41/1 04 4/03 

 04/00 88/08 30/1 448/0 08/0 081/1 01/1 03/1 83/44 43/08 13/08   میانگین
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به ترتیب ( Hs) هاو میانگین هتروزیگوسیتی درون جمعیت( Ht) میانگین هتروزیگوسیتی کل قابل انتظار

به ترتیب ( Nm) و میانگین جریان ژنی( Gst) بود. میانگین ضریب تمایز ژنی 2836/1و  4381/1

 (. 41-1بود )جدول  0344/1و  9418/1

 
 

 هایکایک جمعیت در Neiتنوع ژنی  زیآنالگیری شده های اندازهشاخص از حاصل : نتایج41-1 جدول          

 هامولفه
هتروزیگوسیتی کل 

 (Ht)قابل انتظار 

هتروزیگوسیتی 

 (Hs) درون جمعیت

ضریب تمایز ژنی 

(Gst)  جریان ژنی(Nm) 

 0344/1 9418/1 2836/1 4381/1 مقدار پارامتر

   1104/1 1422/1 انحراف معیار

 

شود و میزان برآورد کمتر تمایز در نظر گرفته میاز آنجا که میزان تمایز ژنی کمتر از یک به عنوان آستانه 

دهنده میزان کم تبادل ژنی خواهد بود. تمایز ژنتیکی ممکن است به دلیل اختلاف در صفات از آن، نشان

همچنین به دلیل  ژنتیکی که بر اثر تغییر شرایط محیطی و انتخاب طبیعی ایجاد شده است، باشد.

 فرآیندهای تصادفی مثل جهش باشد. و  هاجمعیتمهاجرت، میزان یا درجه تمایز 

های مورد مطالعه ( بیانگر پایین بودن تبادل ژنی بین جمعیت0344/1مقدار جریان ژنی در این بررسی )

 برداری خاک باشد. تواند به دلیل فاصله زیاد بین مناطق نمونهباشد که میمی

 23درصد برآورد شد که حدود  61حدود  (Ht) در این مطالعه میزان هتروزیگوسیتی کل قابل انتظار

درصد(  2درصد آن )یعنی  94و ( Hs) هادرصد( مربوط به تنوع ژنی درون جمعیت 41درصد آن )یعنی 
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ها در دهد که تنوع بین جمعیتبوده است. این معیار نشان می (Gst) هامربوط به تنوع ژنی بین جمعیت

دهد که اکثر تنوع مشاهده مطالعه کمتر است. این موضوع نشان میهای قارچ مورد قیاس با درون جمعیت

ها بوده و بررسی آن به صورت کلی در جمعیت، باعث های درون جمعیتشده ناشی از تنوع میان جدایه

 ها شد.مشاهده تنوع کمتری در بین جمعیت

 

 اینتایج آنالیز خوشه -4-8-1

، سه ضریب تشابه دایس، جاکارد و تطابق ساده برای ISSRهای ها براساس دادهبندی جدایهبه منظورگروه

مورد مطالعه محاسبه گردید، سپس با مقایسه ضریب کوفنتیک هر سه ماتریس با ضریب  هایجدایه

های کوفنتیک حاصل از مقایسه میزان همبستگی میان ضرایب تشابه، ضریب تشابه جاکارد برای داده

ISSR برای ترسیم دندروگرام انتخاب گردید. براساس این ماتریس تشابه  ترین ضریببه عنوان مناسب

های مختلف کلاستربندی مورد مقایسه قرار گرفت که با توجه به ضریب همبستگی کوفنتیک بین روش

ترین مناسب UPGMAروش  بندی براساسهای تشابه و ماتریس خروجی دندروگرام، کلاسترماتریس

 (. 6-1لبندی را ایجاد نمود )شکگروه
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 بامورد مطالعه. دندروگرام  B. bassianaقارچ های مختلف برای جدایه ISSR هایداده از حاصل دندروگرام: 6-1شکل 

 رسم شد. UPGMA یاخوشه زیآنال وضریب تشابه جاکارد ، NTSYS PC 2/02نرم افزار  از استفاده
 

خوشه اصلی تقسیم می شوند. در  6به  %49های مورد مطالعه در فاصله بر اساس این دندروگرام جدایه

، 4حسن، چم الحمید، عرب اسد، بروایه، عرب6، الهایی4، گمبوعه بزرگ، الهایی6، ماهور4ماهورخوشه اول 

، سید 4، سید عامرموران، بحره، مقطوع، 6، شیبان4شیبان، 6، ویس4، ملاثانی، مولحه، ویس6چم الحمید

قرار گرفتند.  44و جنگل ابر 8، جنگل ابر2، و در خوشه دوم جنگل ابر6، تل بومه4تل بومه، 6عامر

 ، گمبوعه بزرگ در6، ماهور4ماهورشوند. شامل خوشه اصلی تقسیم می 9به  %69دندروگرام در فاصله 

ی، مولحه، ، ملاثان6، چم الحمید4اسد، بروایه، عرب حسن، چم الحمید، عرب6، الهایی4الهاییخوشه اول، 

 ،6، تل بومه4، تل بومه6، سید عامر4سید عامر، موران، بحره، مقطوع، 6، شیبان4شیبان، 6، ویس4ویس
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دهد این سه قرار دارند که نشان می 44و جنگل ابر 8، جنگل ابر2جنگل ابردر خوشه دوم و در خوشه سوم 

ای نسبت مطالعه و در گروه جداگانههای مورد ی جغرافیایی دیگری نسبت به سایر جدایهاز منطقهجدایه 

مورد استفاده در این پژوهش  ISSR ها قرار گرفتند، بنابراین با استفاده از نشانگرهایبه سایر جدایه

های خوشه دوم نسبت به خوشه خوبی از یکدیگر تفکیک گردیدند.های شاهرود بههای اهواز از جدایهجدایه

از نتایج این پژوهش زایی را دارد. تعداد کنیدی و بیشترین بیماری اول و سوم بیشترین نرخ رشد، بیشترین

های بومی مناطق مورد مطالعه از نظر ژنتیکی یکسان نبوده و نسبت به هم آید که جدایهچنین بر می

نیز به  B. bassianaقارچ های مختلف ( با بررسی بر روی جدایه6110متنوع هستند. وانگ و همکاران )

بندی ای ممکن است با همدیگر گروههای بومی هر منطقهای دست یافته بودند که جدایهچنین نتیجه

 ها توزیع شوند. نشوند و در سراسر خوشه

 

 (AMOVA) واریانس ملکولی هتجزی -4-8-2

بر اساس  (AMOVA)ها، تجزیه واریانس مولکولی برای ارزیابی تنوع ژنتیکی درون و بین جمعیت

داری درون و بین مورد مطالعه انجام شد. اختلاف معنیهای تعریف شده نواحی جغرافیایی جمعیت

ای که تجزیه واریانس مولکولی بر مبنای گونه(، بهP<0.0010های قارچ مورد مطالعه وجود دارد )جمعیت

ها بین جمعیت ها بیشتر از تنوع ژنتیکیی پرایمرها نشان داد که تنوع ژنتیکی درون جمعیتاطلاعات کلیه

 است.
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 های مورد مطالعهبر اساس جمعیت : نمودار حاصل از تجزیه واریانس مولکولی44-1 جدول                   

 

 

 های مختلف قارچ مورد مطالعهتجزیه واریانس مولکولی برای جدایه: 46-1جدول                      

 درصد واریانس میانگین مربعات   مربعات مجموع     درجه آزادی  اتمنابع تفییر
 %94               191/661 492/832          1        هابین جمعیت 

 %23   001/23 299/4121         64       هادرون جمعیت 

 %411  723/6902         60       کل       
Stat       Value    P(rand >= data)    
PhiPT       913/1           114/1   

 

تریسی و نتایج  بود. %94ها و میانگین تنوع بین جمعیت %23ها میانگین تنوع ژنتیکی درون جمعیت

از مناطق مختلف  B.bassianaجدایه مختلف قارچ  11( در مطالعه تنوع ژنتیکی بین 6149همکاران )

( نسبت %88حاکی از وجود تنوع بیشتر درون جمعیتی ) AFLPنشانگر  41ترکیه و سوریه را با استفاده از 

بین جمعیت ها

94  %

درون جمعیت ها

23%
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تنوع زیاد درون جمعیتی حاصل از این مطالعه احتمالا به خاطر قابلیت  ( است.%46به بین جمعیتی )

های قارچ از لحاظ ی از جدایهو همچنین نزدیکی بعض ISSRبالای آشکارسازی توسط نشانگرهای 

 ISSRنشانگرهای  باشد.می هاو به عبارت دیگر قرابت جغرافیایی زیرجمعیت جغرافیایی نسبت به یکدیگر

های مورد های مورد مطالعه را از یکدیگر متمایز ساخت و میزان تمایز کلی بین جمعیتتا حدودی جمعیت

 بررسی قابل قبول بود.

 
 های اصلینتایج حاصل از تجزیه به مؤلفه -4-8-3

متغیره است های چندهای مولکولی یکی دیگر از تکنیک( بر اساس دادهPCOAهای اصلی )تجزیه به مولفه

که کاربرد زیادی در تجزیه تنوع ژنتیکی دارد. این تکنیک را می توان برای نمایش سه بعدی پراکنش افراد 

 باشد. دهنده تشابه ژنتیکی افراد میاحیه از پلات نشانبکار برد. تجمع افراد در یک ن

 های اصلیتجزیه به مؤلفه، سه مؤلفه ISSRنشانگرهای های اصلی تجزیه به مولفه بر اساس نتایج حاصل از

( از واریانس کل %13/26)مجموعا 61/41و 02/48، 23/63به ترتیب  PCoA3و  PCoA1 ،PCoA2یعنی 

کردند. یعنی نشانگرهای مورد استفاده دارای توزیع نسبتاً مناسبی در سطح ژنوم را برای نشانگرها بیان 

(. 49-1اند )جدولهای مختلف مورد مطالعه، مناسب عمل کردهاند و در ارزیابی تنوع ژنتیکی جدایهبوده

 9-1در شکل  ، ISSRپرایمرهایهای مختلف با استفاده از شباهت ژنتیکی مبتنی بر آرایش تجمعی جدایه

های دندروگرام حاصل ها در شاخهدر این نمودار مطابق با توزیع توده هاتوزیع جدایهنشان داده شده است. 

. در واقع نمودار دو گروه کاملاً مجزا قرار گرفتند 9ها در چراکه در این پلات جدایه باشد در این مطالعه می

تواند به عنوان روشی مکمل ها است که میدادن پراکنش جدایهها ابزار دیگری جهت نشان بعدی مؤلفه
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-داده یاصل یهامؤلفه هیتجز از حاصل یبعد سه نمودار 1-1در شکل ای به شمار رود. برای تجزیه خوشه

بعدی رسم شده کاملاً مشهود  9نشان داده شده است، با توجه به پلات  ISSRی نشانگرهای لکولوم یها

اند. فواصل فضایی نقاط روی نمودار با بندی شدهگروه طبقه 9ی مورد بررسی  در جدایه 62است که 

بندی نموده ای دستههای جداگانهها را در گروهها هماهنگی داشته و این روش جدایهفواصل ژنتیکی جدایه

  کنند.های مختلف یکدیگر را تایید میبطور کلی نتایج بدست آمده از تجزیه به روشاست. 

                       

 ISSRپرایمرهای های اصلی : نتایج حاصل از تجزیه به مولفه49-1جدول                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 مولفه ها   درصد مقادیر ویژه            درصد تجمعی     

          23/63 23/63 4 

          60/18   02/48 6 

          13/26 61/41 9 
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(، SHU.H.04) 4ماهور -4های مختلف مورد مطالعه: کد جدایه ،.ISSRپرایمرهای  های اصلیپلات تجزیه مؤلفه: 9-1شکل 

بروایه  -2(، SHU.H.15) 6الهایی -0(، SHU.H.14) 4الهایی -1(، SHU.H.12گمبوعه بزرگ ) -9(، SHU.H.09) 6ماهور -6

(SHU.H.17 ،)7- ( عرب حسنSHU.H.18 ،)8- ( عرب اسدSHU.H.19 ،)3- 4چم الحمید (SHU.H.21 ،)41- 6چم الحمید 

(SHU.H.22 ،)44- ( ملاثانیSHU.H.23 ،)46- 4تل بومه (SHU.H.25 ،)49- 6تل بومه (SHU.H.26 ،)41- 4ویس 

(SHU.H.27 ،)40- 6ویس (SHU.H.28 ،)42- ( مولحهSHU.H.30 ،)47- 4شیبان (SHU.H.31 ،)48- 6شیبان (SHU.H.32 ،)

 -69، (SHU.H.39موران ) -66(، SHU.H.38بحره ) -64(، SHU.H.34) 6سید عامر -61(، SHU.H.33) 4عامرسید  -43

در این (. SHU.H.50) 44جنگل ابر -62( و SHU.H.49) 8جنگل ابر -60(، SHU.H.47) 2جنگل ابر -61(، SHU.H.40مقطوع )

 اند.هم قرار گرفته هایی که با هم تشابه ژنتیکی بیشتری دارند، نزدیک بهپلات جدایه
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های مختلف . کد جدایهISSRهای پرایمری لکولوم یهاداده یاصل یهامؤلفه هیتجز از حاصل یبعد سه نمودار: 1-1شکل 

(، SHU.H.14) 4الهایی -1(، SHU.H.12گمبوعه بزرگ ) -9(، SHU.H.09) 6ماهور -6(، SHU.H.04) 4ماهور -4مورد مطالعه: 

چم  -3(، SHU.H.19عرب اسد ) -8(، SHU.H.18عرب حسن ) -7(، SHU.H.17بروایه ) -2(، SHU.H.15) 6الهایی -0

تل  -49(، SHU.H.25) 4تل بومه -46(، SHU.H.23ملاثانی ) -44(، SHU.H.22) 6چم الحمید -41(، SHU.H.21) 4الحمید

 4شیبان -47(، SHU.H.30مولحه ) -42(، SHU.H.28) 6ویس -40(، SHU.H.27) 4ویس -41(، SHU.H.26) 6بومه

(SHU.H.31 ،)48- 6شیبان (SHU.H.32 ،)43- 4سید عامر (SHU.H.33 ،)61- 6سید عامر (SHU.H.34 ،)64-  بحره

(SHU.H.38 ،)66- ( مورانSHU.H.39) ،69- ( مقطوعSHU.H.40 ،)61- 2جنگل ابر (SHU.H.47 ،)60- 8جنگل ابر 

(SHU.H.49 و )44جنگل ابر -62 (SHU.H.50 در این پلات ارقامی که با هم تشابه ژنتیکی بیشتری دارند، نزدیک به هم .)

 اند.قرار گرفته
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بر  ISSR یمرهایپرا یاییو فاصله جغراف یکیفاصله ژنت یسدو ماتر یککوفنت یهمبستگ ی: نمودار حاصل از بررس0-1شکل

 یوستگیهستند و پ یخط اصل یکنقاط نزد فرماییدمی ملاحظه شکل در که طورهمان. NTSYS 2.02e افزاراساس نرم

 Y و Xدو پارامتر است.  یانم یبر وجود همبستگ یدیدو پارامتر تائ ینا یانم کوفنتیک ضریب بودن بالا و شودمیمشاهده 

 GenAlEx 6.5 تست منتل یدتائ یآزمون برا ینهستند. لازم به ذکر است ا یکیژنت یسو ماتر یاییجغراف یسماتر یببه ترت

 صورت گرفت.
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 گیرینتیجه -4-9

زای های انجام شده توسط نگارنده، این پژوهش اولین مطالعه تنوع ژنتیکی قارچ بیماریطبق بررسی

 6110در ایران است، ضمن اینکه تا قبل از سال  ISSRبا استفاده از نشانگر  B. bassianaحشرات 

 میلادی مورد مشابهی با این کار در دنیا انجام نشده بود. 

استفاده شده پراکنش مناسبی در سرتاسر ژنوم قارچ  ISSRنتایج این تحقیق نشان داد که پرایمرهای 

مناسب هستند. از طرف دیگر های مختلف این قارچ مورد مطالعه دارند و برای بررسی تنوع ژنتیکی جدایه

با بررسی تنوع ژنتیکی بدست آمده از این تحقیق و بررسی فواصل جغرافیایی و دوری و نزدیکی افراد این 

و فواصل جغرافیایی   B. bassianaهای مختلف قارچداری بین جدایهنتیجه بدست آمد که ارتباط معنی

های مورد مطالعه وجود دارد، جدایهبل توجهی در بین نتایج حاصله نشان داد که تنوع قاآنها وجود دارد. 

گویای . های اصلی و فرعی در دندروگرام حاصل از ماتریس تشایه وجود دارددر بین گروه زیادیزیرا تمایز 

دهد ، این نشان می(6-1های مختلف درختچه رسم شده است )شکل ها در خوشهاین امر قرارگیری جدایه

، تنوع ژنتیکی بالایی وجود دارد. مطمئناً زیستگاهای  B. bassianaهای مختلفتکه در بین و درون جمعی

دهنده نتایج این پژوهش نشانهای مختلف دلیل اصلی این تنوع ژنتیکی است. بطور کلی متنوع جدایه

 هایبوده و بیانگر کارآمدی نشانگر ی مورد بررسیهاژنتیکی و مورفولوژیکی در بین جدایهوجود تنوع 

ISSR درصد  بطوریکهباشند، میمورد مطالعه  های مختلف قارچدر تعیین تنوع ژنتیکی بین جدایه

 بود. %411مورد استفاده  ISSRچندشکلی در اکثر پرایمرهای 
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 پیشنهادات -4-10

های ای، تعداد نمونهشود در صورت استفاده از روش طعمه حشره. طبق نتایج بدست آمده پیشنهاد می4

زیاد باشد چرا که پراکنش این قارچ در تمامی نقاط به یک اندازه نیست، به طوری که در میان خاک 

ها( از مناطق ماهور و جنگل ابر درصد جدایه 68گیری، بیشترین تعداد جدایه )یعنی مناطق مختلف نمونه

ه سایر مناطق ، ریزوسفر نسبت بمنطقه 6بودن در این کاری و جنگلیکه به علت سبزیجداسازی گردید 

 رطوبت بالاتری را در اختیار دارد. 

های بومی زای حشرات بهترین روش برای مبارزه با آفات، استفاده از قارچهای بیماری. در رابطه با قارچ6

المللی های شناخته شده با همتایان بینهای مورد مطالعه را با گونهتوان جدایههر منطقه است ولی می

زایی بر روی حشرات مختلف با یکدیگر شده جهانی در خصوص توان بیماری شناختههای خود و گونه

زایی حشرات مختلف آفت معرفی ها را در بیماریمقایسه نمود و بر اساس نتایج این آزمون، بهترین جدایه

 و با فرموله نمودن از آنها در کنترل این آفات استفاده نمود.

به منظور  ISSRمختلف قارچ با استفاده از تعداد بیشتر نشانگرهای های . بررسی تنوع ژنتیکی جدایه9

 ها اجرا گردد.پوشش بیشتر و بهتر ژنوم این جدایه

جهت بررسی تنوع ژنتیکی از نشانگرهای دیگر نیز استفاده شود و نتایج حاصل از آنها را با نتایج بدست . 1

های مختلف برای بررسی روابط بین جدایه مقایسه شوند و نشانگرهای برتر ISSRآمده از نشانگرهای 

 معرفی شوند.

در مناطق بیشتری از کشور با استفاده از نشانگرهای مورد استفاده در  B. bassianaتنوع ژنتیکی قارچ . 0

 این تحقیق مورد بررسی قرار گیرند.



 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 ضمائم

 

 

 



 

 

441 

 

 

 

 

 

 

 دست آمده از آنهاهای بو جدایه B. bassianaضمیمه: تعداد لاروهای آلوده و نرخ جداسازی قارچ  4جدول         

تعداد لارو  گیریمنطقه نمونه ردیف

 مورد استفاده

تعداد لارو   

 آلوده

نرخ جداسازی 

 )%(قارچ 

تعداد جدایه 

 دست امدهب

 6 12/1 49 961 حمیدیه 1

 4 0/6 8 961 ام الطمیر 2

 7 40 16 681 ماهور 3

 6 26/0 48 961 گمبوعه بزرگ 4

 4 64/9 3 681 الباجی 5

 6 63/1 46 681 الهایی 6

 6 07/9 41 681 بروایه 7

 4 36/6 7 611 عرب حسن 8

 6 21/1 49 681 عرب اسد 9

 6 92/0 40 681 چم الحمید  10

 6 11/9 44 961 ملاثانی 11

 6 19/2 48 681 تل بومه 12

 6 07/9 41 681 ویس 13

 6 19/2 48 681 مولحه 14

 6 0 41 681 شیبان 15

 6 63/1 46 681 سید عامر 16

 6 63/1 46 681 جسانیه کوچک 17

 4 89/0 7 461 کوت عبدالله 18

 4 0 2 461 بحره 19

 4 0/4 9 611 موران 20

 4 1 8 611 مقطوع 21

 4 47/1 0 461 بسطام 22

 4 27/2 8 461 کلامو 23

 4 0/7 3 461 ابرسج 24

 7 18/47 14 611 جنگل ابر 25

حلاف، عین دو، گوریه، طرفایه، غزاویه کوچک،  26

غزاویه بزرگ، دغاغله، کیانشهر، کیان آباد، کوی 

باهنر، گروه ملی، گلستان، عرب راشد، شهرک نفت، 

 خضریه، حنیطه، مجنحیاویه، 

6021 1 1 1 
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 بدست آمده  B. bassianaهای مختلف قارچ: مشخصات جغرافیایی جدایهضمیمه 6جدول

تاریخ 

 جداسازی

 ارتفاع از 

 سطح دریا

مختصات 

 جغرافیایی

 نام جدایه استان شهرستان منطقه محصول حاشیه/مرکز

 N ʺ31.97ʹ28˚31 21 93 مرداد

48˚26ʹ00.96ʺ E 
 SHU.H.01 خوزستان اهواز حمیدیه باغ   حاشیه 

 21 93مرداد  
31˚28ʹ32.91ʺ N 

48˚25ʹ51.11ʺ E 
 SHU.H.02 خوزستان اهواز حمیدیه کاریسبزی  حاشیه

 14 93مرداد  
31˚15ʹ01.66ʺ N 

48˚32ʹ18.71ʺ E 
 SHU.H.03 خوزستان اهواز ام الطمیر کاریسبزی حاشیه 

 19 93مرداد  
31˚27ʹ10.64ʺ N 

48˚29ʹ09.17ʺ E 
 SHU.H.04 خوزستان اهواز ماهور باغ  مرکز

 19 93مرداد  
31˚27ʹ20.98ʺ N 

48˚29ʹ27.16ʺ E 
 SHU.H.05 خوزستان اهواز ماهور  باغ حاشیه 

 20 93مرداد  
31˚27ʹ28.57ʺ N 

48˚29ʹ27.74ʺ E 
 SHU.H.06 خوزستان اهواز ماهور کاریسبزی حاشیه

 18 93مرداد  
31˚26ʹ56.89ʺ N 

48˚29ʹ24.59ʺ E 
 SHU.H.07 خوزستان اهواز ماهور کاریسبزی حاشیه

 18 93مرداد  
31˚27ʹ02.22ʺ N 

48˚29ʹ43.7ʺ E 
 SHU.H.08 خوزستان اهواز ماهور کاریسبزی حاشیه

 18 93مرداد 
31˚26ʹ51.56ʺ N 

48˚29ʹ42.51ʺ E 
 SHU.H.09 خوزستان اهواز ماهور نخلستان حاشیه

 N ʺ27.43ʹ26˚31 19 93مرداد 

48˚29ʹ30.13ʺ E 
 SHU.H.10 خوزستان اهواز ماهور مزرعه حاشیه

 17 93مرداد 
31˚23ʹ44.5ʺ N 

48˚31ʹ29.25ʺ E 
 SHU.H.11 خوزستان اهواز گمبوعه بزرگ کاریسبزی مرکز

 17 93مرداد 
31˚23ʹ12.19ʺ N 

48˚31ʹ28.96ʺ E 
 SHU.H.12 خوزستان اهواز گمبوعه بزرگ کاریسبزی حاشیه

 24 93مرداد 
31˚30ʹ12.41ʺ N 

48˚37ʹ28.7ʺ E 
 SHU.H.13 خوزستان اهواز الباجی کاریسبزی حاشیه

 10 93مرداد 
31˚00ʹ30.59ʺ N 

48˚22ʹ32.36ʺ E 
 SHU.H.14 خوزستان اهواز الهایی باغ حاشیه

 29 93مرداد 
31˚38ʹ41.13ʺ N

48˚35ʹ17.73ʺ E 
 SHU.H.15 خوزستان اهواز الهایی کاریسبزی مرکز

 28 93مرداد 
31˚37ʹ27.14ʺ N 

48˚35ʹ25.25ʺ E 
 SHU.H.16 خوزستان اهواز بروایه کاریسبزی حاشیه

 29 93مرداد 
31˚35ʹ44.57ʺ N 

48˚34ʹ38.81ʺ E 
 SHU.H.17 خوزستان اهواز بروایه مزرعه حاشیه

 31 93مرداد 
31˚49ʹ43.10ʺ N

48˚53ʹ56.97ʺ E 
 SHU.H.18 خوزستان اهواز عرب حسن کاریسبزی حاشیه

 28 93مرداد 
31˚51ʹ29.36ʺ N 

48˚53ʹ42.9ʺ E 
  SHU.H.19 خوزستان اهواز عرب اسد کاریسبزی مرکز

 31 93مرداد 
31˚51ʹ04.36ʺ N 

48˚53ʹ11.53ʺ E 
 SHU.H.20 خوزستان اهواز عرب اسد نخلستان حاشیه

 26 93مرداد 
31˚41ʹ04.25ʺ N

48˚51ʹ08.91ʺ E 
 SHU.H.21 خوزستان اهواز چم الحمید باغ مرکز

 25 93مرداد 
31˚40ʹ33.14ʺ N 

48˚51ʹ38.1ʺ E 
 SHU.H.22 خوزستان اهواز چم الحمید کاریسبزی حاشیه

 22 93مرداد 
31˚34ʹ15.27ʺ N 

48˚54ʹ11.8ʺ E 
 SHU.H.23 خوزستان اهواز ملاثانی باغ حاشیه

 28 93مرداد 
31˚35ʹ07.08ʺ N 

48˚53ʹ5.45ʺ E 
 SHU.H.24 خوزستان اهواز ملاثانی کاریسبزی حاشیه

 23 93مرداد 
31˚31ʹ47.76ʺ N 

48˚55ʹ53.26ʺ E 
 SHU.H.25 خوزستان اهواز تل بومه کاریسبزی حاشیه

 21 93مرداد 
31˚31ʹ28.93ʺ N 

48˚56ʹ09.64ʺ E 
 SHU.H.26 خوزستان اهواز تل بومه کاریسبزی حاشیه

 20 93شهریور 
31˚28ʹ35.49ʺ N 

48˚52ʹ05.85ʺ E 
 SHU.H.27 خوزستان اهواز ویس کاریسبزی حاشیه
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 23 93شهریور 
31˚29ʹ38.09ʺ N 

48˚52ʹ50.26ʺ E 
 SHU.H.28 خوزستان اهواز ویس مزرعه حاشیه

 24 93شهریور 
31˚27ʹ50.47ʺ N 

48˚51ʹ34.85ʺ E 
 SHU.H.29 خوزستان اهواز مولحه کاریسبزی مرکز

 24 93شهریور 
31˚28ʹ17.25ʺ N 

48˚52ʹ29.18ʺ E 
 SHU.H.30 خوزستان اهواز مولحه کاریسبزی مرکز

 27 93 مرداد
31˚24ʹ30.41ʺ N

48˚47ʹ39.16ʺ E 
 SHU.H.31 خوزستان اهواز شیبان باغ حاشیه

 21 93شهریور 
31˚24ʹ39.82ʺ N 

48˚48ʹ14.69ʺ E 
 SHU.H.32 خوزستان اهواز شیبان نخلستان مرکز

 18 93شهریور 
31˚23ʹ15.48ʺ N 

48˚44ʹ41.49ʺ E 
 SHU.H.33 خوزستان اهواز سید عامر کاریسبزی حاشیه

 18 93شهریور 
31˚23ʹ09.05ʺ N 

48˚45ʹ09ʺ E 
 SHU.H.34 خوزستان اهواز سید عامر نخلستان حاشیه

 20 93شهریور 
31˚23ʹ49.42ʺ N 

48˚44ʹ59.55ʺ E 
 SHU.H.35 خوزستان اهواز جسانیه کوچک باغ مرکز

 21 93 مرداد
31˚21ʹ49.64ʺ N 

48˚45ʹ38.19ʺ E 
 SHU.H.36 خوزستان اهواز جسانیه کوچک کاریسبزی حاشیه

 14 93شهریور 
31˚14ʹ01.75ʺ N 

48˚38ʹ22.61ʺ E 
 SHU.H.37 خوزستان اهواز کوت عبدالله نخلستان مرکز

 12 93شهریور 
31˚00ʹ28.45ʺ N 

48˚38ʹ11.74ʺ E 
 SHU.H.38 خوزستان اهواز بحره مزرعه حاشیه

 14 93شهریور 
31˚09ʹ42.6ʺ N 

48˚31ʹ18.59ʺ E 
 SHU.H.39 خوزستان اهواز موران باغ مرکز

 12 93شهریور 
31˚11ʹ33.32ʺ N 

48˚32ʹ08.45ʺ E 
 SHU.H.40 خوزستان اهواز مقطوع باغ حاشیه

 1405 93شهریور 
36˚29ʹ23.06ʺ N 

55˚00ʹ33.44ʺ E 
 SHU.H.41 سمنان شاهرود بسطام باغ حاشیه

 1423 93شهریور 
36˚36ʹ29.56ʺ N 

55˚03ʹ45.04ʺ E 
 SHU.H.42 سمنان شاهرود کلامو کاریبزیس حاشیه

 1707 93شهریور 
36˚34ʹ34.43ʺ N 

54˚55ʹ15.74ʺ E 
 SHU.H.43 سمنان شاهرود ابرسج کاریسبزی حاشیه

 1895 93شهریور 
36˚45ʹ53.53ʺ N 

55˚02ʹ19.88ʺ E 
 SHU.H.44 سمنان شاهرود جنگل ابر نمونه یک -

 2103 93شهریور 
36˚45ʹ32.81ʺ N 

55˚01ʹ57.17ʺ E 
 SHU.H.45 سمنان شاهرود جنگل ابر نمونه سه -

 2075 93شهریور 
36˚45ʹ16.44ʺ N 

55˚01ʹ52.33ʺ E 
 SHU.H.46 سمنان شاهرود جنگل ابر نمونه چهار -

 1852 93شهریور 
36˚44ʹ22.14ʺ N 

55˚01ʹ29.34ʺ E 
 SHU.H.47 سمنان شاهرود جنگل ابر نمونه شش -

 2008 93شهریور 
36˚44ʹ47.02ʺ N 

55˚02ʹ25.94ʺ E 
 SHU.H.48 سمنان شاهرود جنگل ابر نمونه هفت -

 2132 93شهریور 
36˚44ʹ46.31ʺ N 

55˚03ʹ02.63ʺ E 
 SHU.H.49 سمنان شاهرود جنگل ابر نمونه هشت -

 2083 93شهریور 
36˚45ʹ28.62ʺ N 

55˚02ʹ11.66ʺ E 
 SHU.H.50 سمنان شاهرود جنگل ابر نمونه یازده -
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Study on genetic diversity of fungus Beauveria sp. using ISSR markers 

 

Abstract 

Entomopathogenic fungi often in nature make insects diseases and important agent 

regulator insects population that nature of human had put it  . Insect pathogenic fungus, 

Beauveria bassiana a famous as pathogens because of the wide host range as a biological 

pesticide is considered. This fungus wide range of hosts that least 10 orders and 40 families 

of insects are included, infects. In this research, to study genetic diversity this fungus, from 

different regions of ahvaz (khuzestan province) and shahrood (semnan province) 50 

different isolates of B. bassiana fungus by Galleria Bait Method (GBM) have been isolated 

and using morphological traits such as growth rate, sporulation and germination power and 

pathogenicity against Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) were described. 

Morphological experiments results revealed that among the parameters of growth rate, 

sporulation and percent pathogenicity there is a significant correlation. Also, in this 

research from replicated polymorphisms of micro-satellite ISSR markers to assess the 

levels of genetic diversity in 26 different isolates of B. bassiana fungus isolated from 

different geographic regions were used. In this study, from 30 primers evaluated, 24 

primers on the basis of bond formation rate, polymorphism and repeatability of bands were 

selected. Mentioned 24 primers, in total 913 bands were produced, that all showed 

acceptable polymorphism. The number of replicated fragments by different primers were 

varied. The highest number of amplified fragment was 50 belong to ISSR840 primers and 

the lowest of them was 29 belong to ISSRBIS29 primers. The highest Shannon's variation 

coefficient, Nei's variation coefficient, Effective number of alleles, Polymorphism 

Information Content and Marker Index belong to ISSR840 primers that indicates that this 

primers variation between isolates show better. The results of this research indicate a 

molecular and morphological diversity among isolates and showed the efficiency of ISSR 

markers for determine genetically diversity of between different isolates that were studied. 

Keywords: Entomopathogenic fungi, B. bassiana, genetic diversity, ISSR markers 
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