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  چکیده

هاي مختلف دهاي بیمارگر حشرات، در بین جدایهغرب ایران با هدف یافتن نماتهاي شمالاز خاك برداريطی نمونه
 ITS-rDNAسنجی، آزمون دگرآمیزي و ترادف ناحیه شناختی، ریختهاي ریختبر اساس بررسی TS25آوري شده جدایه جمع

شناختی جدایه مورد هاي ریختی و ریخته ویژگیشناسایی گردید. مقایس Weiser  Steinernema carpocapsaeبه عنوان گونه
ها بین جدایه مورد بررسی با گونه و نیز تجزیه و تحلیل داده هاي مولکولی نشان دهنده وجود برخی تفاوت Allنظر با جدایه 

 باین و دامنه از نظر میانگ dو  bبه جز نسبت  کنندههاي مربوط به لارو آلودهدر جدایه مورد مطالعه تمام ویژگیتیپ بود. 
تفاوت داشت. بین دیگر صفات مورد  DD 136جدایه از  ،از نظر میانگین و دامنه NRهاي گونه فوق مطابق بود. در نرها، داده

هاي مولکولی و ترسیم درخت نیایی، داده شناختی مبتنی برداري مشاهده نگردید. تجزیه و تحلیل نسبمطالعه اختلاف معنی
  قرار داد. S. carpocapsaeگونه  Allدر یک گروه مونوفایلتیک با جدایه جدایه مورد بررسی را 

  
  .ITS-rDNAدهاي بیمارگر حشرات، شناختی، نماتسنجی، ریختشناختی، ریختنسب: واژه هاي کلیدي
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  مقدمه
هاي خانواده دهاي بیمارگر حشرات متعلق بهنمات

Steinernematidae ها، هاي همزیست آنو باکتري
Xenorhabdus، هاي اجباري و کشنده حشرات انگل

جازي و عوامل ارزشمند ها یک گروه همههستند. آن
 باشندمی آورحشرات زیانزیستی با کاربري گسترده علیه 

)Kaya and Gaugler 1993(. دها لارو در این نمات
 ،باشدمی 2زاعفونتمرحله کننده سن سوم که آلوده

ر قسمت جلویی را د Xenorhabdusباکتري همزیست 
با ورود به هموسل میزبان،  وحمل  ي خودروده

رها  را به داخل هموسل حشره هاي همزیستباکتري
در هموسل تکثیر یافته  به سرعتها باکترياین . سازدمی

 24- 48و معمولا ظرف  3و حشره در اثر عفونت باکتریایی
د تا زمان تهی شدن . تولیدمثل نماتشودساعت کشته می

یابد که معمولا امکان تشکیل ز مواد غذایی ادامه میلاشه ا
با اتمام مواد  .گردددو یا سه نسل در این فاصله فراهم می

غذایی لاشه، لارو مرحله دوم که در اواخر مرحله رشدي 
باشد تغذیه خود را متوقف و توده باکتریایی را خود می

با اندازي خود کرده و بعد از پوست 4باکتریایی فضايوارد 
کنندگی وارد مرحله آلودهمرحله قبلی  حفظ پوسته لاروي

لاشه را به دنبال یافتن  که معمولا گرددمییا لارو مقاوم 
کننده تغذیه نکرده و ند. لارو آلودهکمیزبان جدید ترك می

نماید تواند چند ماه را بدون تغذیه در خاك سپري می
)Kaya and Gaugler 1993 .(   

دهاي هاي نماتها و جدایهگونهشناسایی و معرفی 
بیمارگر حشرات در سراسر دنیا شتاب بسیار زیادي پیدا 
کرده است و با اضافه شدن مفهوم زیستی گونه و 
نشانگرهاي مولکولی، دقت شناسایی به طور چشمگیري 

حال حاضر تجزیه و تحلیل  است. در افزایش یافته
ارهاي هاي مولکولی از ابزشناختی مبتنی بر دادهنسب

هاي جدید و همچنین شناسایی ضروري در توصیف گونه
  باشد.ها میگونه

براي  Weiser  Steinernema carpocapsaeگونه
از یک  Neoaplectana carpocapsaeاولین بار با نام 
از  Laspeyresia pomonellaبه نام  میزبان بالپولکدار

توصیف و سپس از  Weiser (1955)توسط چکسلواکی 
                                                             

2 Infective juvenile 
3Septicemia 
4Bacterial pounch 

این ). Poinar 1967مختلف جهان گزارش شد ( نواحی
گونه نه تنها به آسانی از خاك قابل جداسازي است بلکه 

. نیز به دست آورد آلوده دارانتوان آن را از لارو بالپولکمی
فرانسه،  از لهستان، مکزیک، S. carpocapsae گونه

، کانادا، ایالات متحده، آرژانتین، استرالیا، دئروسیه، سو
 Ehlers and Hokkanenاست ( ا و آلمان گزارش شدهایتالی

1996 ،Poinar 1967 .(  
حشرات در  دهاي بیمارگرکارایی بالاي نمات با توجه به

کنترل زیستی حشرات آفت و اهمیت شناسایی دقیق 
هاي موجود به عنوان اولین گام در کاربرد ها و جدایهگونه

ت این عوامل ارزشمند زیستی، مطالعه حاضر، صفا
سنجی، آزمون دگرآمیزي جدایه شناختی، ریختریخت
TS25 د بیمارگر حشرات شناختی نماتو جایگاه نسب

Steinernema carpocapsae غرب ایران را مورد از شمال
  است.  بررسی قرار داده

  
  هامواد و روش

  بردارينمونه
طی بررسی خاك باغات شهرستان سردرود (استان  

دهاي بیمارگر حشرات ف یافتن نماتا هدشرقی) بآذربایجان
با استفاده از عوامل ارزشمند زیستی تنها یک جدایه از این 

 5خوار بزرگپروانه موم سن آخر گذاري با لاروروش تله
)Bedding and Akhurst 1975 (جهت  .به دست آمد

دهاي کشته شده با هاي قابل مطالعه نماتسازي نمونهآماده
 Kaya and Stockمنتقل ( 6AFTحرارت به تثبیت کننده 

به گلیسیرین  7) و سپس با استفاده از روش تبخیر1997
نر از هر جدایه از افراد ). Poinar 1975خالص رسانده شد (

 کنندهبالغ نسل اول و دوم و لاروهاي آلودهو ماده 
 هاي میکروسکوپی دایمی با روش حلقه پارافیناسلاید
نر و ماده  ،سن سوماز تمامی مراحل لارو . گردیدتهیه 

متصل به  DP50تصاویر دیجیتالی با استفاده از دوربین 
هاي تمامی بررسیتهیه شد.  BX41میکروسکوپ المپوس 

سنجی با استفاده از میکروسکوپ شناختی و ریختریخت
  مجهز به لوله ترسیم صورت گرفت. BX41مدل  المپیوس

  
  

                                                             
5Galleria mellonella Fabricius 
6triethanolamin-formalin 
7Evaporation method 
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  SEMتهیه تصاویر 
تصویربرداري با  ها جهتسازي نمونهآماده براي

از  LEO-41مدل استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی 
استفاده  Nguyen and Smart (1995)تغییریافته  روش

دوم و  و اول نسلهاي نرها و مادهبه این منظور، . گردید
اي که یک هفته از عمر آنها کنندهنیز لاروهاي آلوده

بار  دها بعد از چندانتخاب شدند. نمات ،گذشتمی
وشو در محلول رینگر، جهت تثبیت به محلول شست

ساعت در  24منتقل و به مدت  درصد 3 8یدئگلوتارآلد
 سپس. ندداري گردیدنگه درجه سلسیوس 8 دماي

دقیقه در محلول  15 بار و هر بار به مدتچهار  ادهنمات
وشو شست  2/7 اسیدیتهبا  M1/0 9سدیم کاکودیلات

 درصد 2 10م تتروکسایدبه محلول اسمیو بعدو  ندشد
درجه  24 ساعت در دماي  12منتقل و به مدت 

بار و دها چهار نمات ،. مجدداندگردیدنگهداري سلسیوس 
دقیقه در محلول سدیم کاکودیلات  15 هر بار به مدت

هاي وشو قرار گرفته و با استفاده از شیبمورد شست
، 20، 10، 5 هايغلظت شاملاتانول که غلظت  مختلف

و در نهایت الکل درصد  90، 80، 70، 60، 50، 40، 30
الکل به  در هر غلظت دهانماتو  ، آبگیريشدمی خالص
 M1/0 دقیقه قرار داده شدند. سدیم کاکودیلات  20 مدت

هاي تهیه تمامی محلول دربه عنوان بافر  2/7اسیدیتهبا 
ها نمونه ٬ذکر شده مورد استفاده قرار گرفت. بعد از آبگیري

منتقل  SEMبرداري تصویر 11هاي مخصوصپایهروي  به
دهاي نر و ماده ، وضعیت . ناحیه سر و دم در نماتندگردید

جانبی طولی سطوح ها و الگوي شیارهاي هفرج در ماد
کننده در تصاویر حاصل از میکروسکوپ لاروهاي آلوده

  .ندالکترونی روبشی مورد مطالعه قرار گرفت
  

اختی و شنصفات ریختصفات مورد بررسی 
  مورد مطالعه در این بررسی سنجیریخت

)، Wبدن ( ترین قسمتیض، عر)L( : طول بدنشامل
، طول )T)، طول دم (Abw( 12عرض بدن در ناحیه مخرج

-دفعیتا منفذ ابتداي جلویی بدن )، فاصله Esمري (

                                                             
8Glutaraldehyde 
9Sodium cacodylate 
10Osmium tetroxide 
11 Stub 
12Anal body width 

حلقه محل  تا بدن جلوییابتداي ، فاصله )Ep(13ترشحی
-دفعیتا منفذ  نابتداي بدفاصله نسبت )، Nr( 14عصبی

بر طول دم  طول بدننسبت )، E%(ترشحی بر طول دم 
)c ،( ترین قسمتضیرعبر  طول بدننسبت ) بدنa طول ،(

تا منفذ  ابتداي بدنفاصله  نسبت )،bبر طول مري ( بدن
ابتداي فاصله  ، نسبت)D%(ترشحی بر طول مري - دفعی
)، eطول دم ضرب در صد (ترشحی بر -دفعیتا منفذ  بدن
)، طول Spw)، عرض اندام نرینه (SpL( 15اندام نرینه طول

نسبت طول  ،)Gw)، عرض گوبرناکولوم (Gl( 16گوبرناکولوم
 نسبت )،GS( ضرب در صد گوبرناکولوم به طول اندام نرینه
طول اندام نسبت ) و SpLWطول اندام نرینه بر عرض آن (

. هر بودند) SW( 17نرینه بر عرض بدن در ناحیه مخرج
  گیري شد.اندازهد نماتفرد  20 در صفت حداقل

  
  آزمون دگرآمیزي

براي اطمینان بیشتر از صحت شناسایی گونه، از 
که  S. carpocapsaeگونه  Allآزمون دگرآمیزي با جدایه 

آزمایشگاه بیوکنترل در دانشگاه ملی ایرلند تهیه شده از 
 )Poinar 1967همولنف (بود با استفاده از روش قطره 

  د.استفاده گردی
  

  هاي مولکولیبررسی
مراز با اي پلیو واکنش زنجیره DNAاستخراج 

صورت  Eivazian Kary et al. (2009)استفاده از روش 
سازي گرفت. قطعه تکثیر شده با استفاده از کیت خالص

)Qiagen, Leusden, The Netherlandsسازي و ) خالص
یابی به شرکت تکاپوزیست ارسال سپس براي ترادف

هاي کروماتوگرام حاصله با یابی، فایلد. بعد از ترادفگردی
ویرایش و تجمیع  ChromasPro 1.41استفاده از برنامه 

-ITSگردید. ترادف ویرایش شده به همراه ترادف ناحیه 

rDNA هاي تعدادي از گونهSteinernema  با استفاده از
اساس پارامترهاي از پیش بر و ClustalX 2.0 افزارنرم

هاي مورد چینی گردید. ترادفشده برنامه، زیرهم تعیین
 .S. abbasii  )AY248749 ،(S:استفاده عبارت بود از

arenarium )DQ314288 ،(S. aciari )AY787660 ،(S. 

                                                             
13 Secretory-excretory pore position 
14 Nerve ring position 
15Spicule length 
16Gubernaculum length 
17Sl/Abw 
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cholashanense )EF431959 ،(S. diaprepesi  
)AF122021 ،(S. glaseri )AY230171 ،(S. karii 
)AY230173 ،(S.krausseii )EU914856 ،(S. kushidai 
)AB243440،( S. affine (AF331899) ،(AF331888) S. 

ceratophorum ،S. cubanum (AF331889) ،S. 
intermedium (AF331909)، S. longicaudum 

)AY170338،( S. monticolum (AF331895) ،S. 
oregonense (AF331891)، S. rarum )DQ221117،(S. 

scapterisci (AF331898) ، S. feltiae (AF331906) ،
S.carpocapsae (AF331900) ،S. bicornutum 

(AF331904) ،S. texnum )EF152568(  و
Caenorhabditis elegans  (X03680)  به عنوان گروه

  ها منظور گردید.خارجی در تجزیه و تحلیل
 

  شناختیتجزیه و تحلیل نسب
اساس روش بیشترین شناختی برتجزیه و تحلیل نسب

یکسان  با استفاده از برنامه ) با وزن MP( 18پارسیمونی
PAUP*4.0 (Swofford 1995) بر اساس جستجوي  و

تکرار براي  100و با تنظیمات زیر انجام گردید:  19ابداعی
ها از )، جانشینی شاخهRTA( 20افزودن تصادفی تاکسون

. تمامی 21نوع اتصال دوبخشی و با نگهداري چندین درخت
رت غیر خطی، کاراکترها با وزن یکسان و ها به صوداده

شده فرض گردیدند. براي هاي گمبه عنوان داده 22هافاصله
 1000با  اطمینان از توپولوژي درخت آزمون بوت استرپ

  تکرار انجام گردید.
  

  و بحث نتایج
هاي خاك تنها یک نمونه از نظر وجود در بین نمونه

بسیار پایین  این گونه مثبت بود که نشان دهنده پراکنش
  باشد.این گونه در منطقه مورد بررسی می

  
  شناسیریخت

سر تخت و  ،کوتیکول صاف ،ها: طول بدن متغیرماده
داراي شش پاپیل لبی و چهار پاپیل سر  ،تا حدي گرد

قسمت جلویی لوله اولیه  ،اي). مري ماهیچه 1A،B(شکل
متصل به حباب  ،در پشت محفظه دهان تا حدي متورم

نسبتا طویل که در ادامه به لوله ثانویه مري منتهی میانی 
                                                             

18Maximum Parsimony 
19 Heuristic search 
20Random Taxon Addition 
21Multiple Trees Retained 
22Gaps 

گردد. شده و به حباب انتهایی با دریچه کوچک متصل می
 ي دوم لوله ثانویه مري و جلوتر ازحلقه عصبی در نیمه

) جلوتر از 1Aترشحی (شکل -منفذ دفعی حباب انتهایی،
داراي دو  ،شیارهاي سطوح جانبی نامشخص ،حلقه عصبی

 ،در طرفین بدن و در انتها داراي برگشتگیي جنسی لوله
. دم تا حدي 23آمدهبر فرج به صورت یک شکاف عرضی و

ي کوچک مخروطی یا گنبدي شکل با یا بدون زایده
هاي دوم و بعدي فاسمیدها نامشخص. نسل ،انتهایی دم
  هاي نسل اول ولی تا حدي کوچکتر.شبیه ماده

 ،)Fو E 1ها (شکلنرها: ناحیه جلویی بدن شبیه ماده
یک جفت اندام نرینه با  ،داراي یک بیضه با برگشتگی

). قسمت سر اندام نرینه Hو   1Gخمیدگی متوسط (شکل
تر از عرض آن و داراي برامدگی در ناحیه شکمی طویل
تیغه اندام نرینه داراي خمیدگی  ،داراي شفت ،خود

ف گردد و یا با انتهاي صامتوسط که به طرف انتها تیز می
  داراي ولوم مشخص. ،)G 1 (شکل

اي و کشیده که به تدریج به کننده: بدن استوانهلارو آلوده
دهان و  ،)Dو  1Cطرف سر و دم باریک می گردد (شکل

جانبی داراي سطوح  ،رفتهمري و روده تحلیل ،مخرج بسته
) 1Cشش برجستگی مشخص در ناحیه میانی بدن (شکل

 Nguyen andاز کلید  ولی. با استفادهو یا هفت شیار ط

Smart (1995)  جدایه مورد مطالعه با اطمینان بالا به
با استفاده از  .شناسایی گردید S. carpocapsaeعنوان 

نیز جدایه مورد بررسی   Hominick et al. (1997) کلید
همخوانی داشت. بر اساس  S. carpocapsaeبا مشخصات 

لید و ک Adams and Nguyen (2002)کلید چندگانه
 Nguyenطراحی شده توسط 

)ifas.ufl.edu/~kbn/steinkey.htmمشابهی به  ) نیز نتیجه
 .S دست آمد و صحت تشخیص این جدایه به عنوان

carpocapsae .تایید شد  
هاي مربوط به در جدایه مورد مطالعه تمام ویژگی     

از نظر میانگین و  dو  b لارو آلوده کننده  به جز نسبت
هاي گونه فوق در هر سه کلید مورد استفاده دهدا بادامنه 

 جدایها ب ،از نظر میانگین و دامنه NRمطابق بود. در نرها، 
  سنجی مربوطهاي ریختتفاوت داشت. داده  DD 136تیپ

  

                                                             
23Protuberance 
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) Dکننده. ده) شیارهاي طولی لارو آلوCهاي لبی و سري در ماده. ) پاپیلBترشحی ماده. -) منفذ دفعیS. carpocapsae :A. 1شکل 
  .هاي جنسی) پاپیلH) اندام نرینه. Gترشحی نر. -) مري و منفذ دفعیF) نر. Eکننده. دم لارو آلوده
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جدایه و  TS25کننده و نرهاي جدایه به لاروهاي آلوده
  ذکر شده است. 2و  1به ترتیب در جداول  DD 136تیپ 

  
  آزمون دگرآمیزي

در دگرآمیزي بین  نتیجه  این آزمون ایجاد نتاج بارور
در بیش  S. carpocapsaeگونه  Allو جدایه  TS25جدایه 

توان درصد تکرارها بود. بنابراین با اطمینان زیاد می 80از 
  بر شناسایی دقیق گونه صحه گذاشت. با این حال باید 

تحت نام Steinernema از  اياخیرا گونه توجه داشت که
S. hermaphroditum  د از اندونزي باشیهرمافرودیت مکه

  .)Griffin et al. 2001( است گزارش شده
  

  شناختیتجزیه و تحلیل نسب
هاي شناختی بر اساس دادهتجزیه و تحلیل نسب

 2منجر به تشکیل درخت شکل  ITS-rDNAترادف ناحیه 
گردید. چنانچه مشخص است جدایه مورد نظر در درخت 

) S. carpocapsae )AF331900ترسیم شده با گونه 
تشکیل یک گروه مونوفایلتیک داده است. ارزش بوت 

درصد گره فوق نشان دهنده اطمینان بسیار  100استرپ 
بندي صورت گرفته در آن بخش از درخت بالا از گروه

هاي است. فاصله ژنتیکی جدایه مورد بررسی با گونه
  آورده شده است. 3نزدیک در جدول 

حاصل از  بندي کلی و با توجه به نتایجدر جمع
سنجی با آن چه که شناختی و ریختهاي ریختمقایسه

هاي جنس در کلیدهاي تنظیم شده براي شناسایی گونه
Steinernema  ذکر شده است و نیز نتیجه آزمون

هاي به دست آمده از بررسی دگرآمیزي و همچنین داده
توان نتیجه گرفت که با اطمینان می ITS-rDNAناحیه 

بوده و جدایه ایرانی  S. carpocapsaeونه خیلی بالا این گ
TS25 هاي گزارش شده این گونه در در کنار سایر جدایه

  باشد.سراسر جهان می

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

نشان  Steinernemaهاي گونهشناختی جدایه مورد بررسی را در رابطه با دیگر . درخت بیشترین پارسیمونی که جایگاه نسب2شکل 
  باشد.اد نمایش داده شده در گره نشان دهنده ارزش بوت استرپ براي گروه مونوفایلتیک مربوطه میدهد. اعدمی
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 .DD 136 و جدایه تیپ Steinernema carpocapsaeي گونه TS25کننده جدایه ایرانی سنجی لاروهاي آلوده. مقایسه ریخت1جدول 

  + عدم دسترسی به داده ؛** دامنه تغییرات ؛انحراف استاندارد ±* میانگین 
  
  
  

  DD 136.  و جدایه تیپ Steinernema carpocapsaeي گونه TS25  سنجی افراد نر جدایه ایرانی. مقایسه ریخت2جدول 

  داده ه+ عدم دسترسی ب ؛** دامنه تغییرات ؛انحراف استاندارد ±* میانگین 
  

 n L W Abw T Es Ep Nr a b c %D e 

IRA18 
n=20 

20 614 ± *23  
578 - **645  

27 ± 2 
26 - 30 

14± 5/0  
13 –16 

57 ±3 
53– 62 

117± 5 
104-125 

37 ± 2 
35-40 

85 ± 15 
76 - 128 

22 ± 1 
18– 25 

4/5 ± 3/0  
6/4  – 7/5  

5/10 ±  6/0  
10– 7/11  

33±  2 
29– 35 

73± 5 
65– 73 

Isolate 
DD 136 
n=55 
Poinar 
(1967) 

54 560 
650-438  

26 
20-30 

+ 54 
46-61 

123 
103-190 

37 
30-60 

84 
78-90 

21 
18-26 

5/4  
7/4 -4  

10 
9/10-5/9  

26 
22 -26 

60 
55-63 

 L W Abw T Es Ep Nr SpL SpW Gl SpLW GS %D 

IRA18 
n=20 

1205 ± 185* 
962 – 2000** 

74 ± 15 
61 - 91 

30 ± 2 
29 - 42 

24 ± 3 
18 - 30 

127 ± 6 
119 - 155 

57 ± 6 
50 - 78 

84 ± 5 
75 - 95 

65 ± 3 
55 - 70 

2/11 ± 5/0  
2/9  – 2/12  

42 ± 6/2  
35 - 50 

5± 4/0  
6/3 – 4/5  

71 ± 4 
62 - 75 

42± 2 
40 - 45 

Isolate 
DD 136 
n=25 
Poinar 
(1967) 

1390 
1710-1120  

99 
125-75  

6/41  
6/55-5/33  

29 
37-4/22  

150 
160-135  

59 
72-48  

108 
119-92  

5/61  
5/72-5/55  

2/11  
8/12-3/9  

48 
55-41  

+ + + 



                  1393، بهار 1، شماره 1جلد ، آفات کشاورزيمدیریت  8
 

  .هاي نزدیک هم. فاصله ژنتیکی بین جدایه3جدول                                   
3 2 1  
  0 S. carpocapsae TS25 
 0 01/0  S. carpocapsae (AF331900) 
0 09/0  08/0  S. scapterisci (AF331898) 
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Abstract 
During a survey in north-west of Iran, an entomopathogenic nematode isolate named TS25 was isolated by 

Galleria baiting from soil samples collected near Sardroud, East Azarbaijan, North-west of Iran during 2012. 

Based on morphological and molecular characters as well as cross breeding test, it was identified as Steinernema 

carpocapsae (Weiser 1955). Morphology and morphometric characterization and comparison with All and DD 

136 isolates revealed differences in ratios b and d between their infective juvenile and NR in males. There were 

no significant differences among other characters. Maximum parsimony constructed Phylogenetic tree based on 

the sequences of Internal Transcribed spacer of ribosomal  DNA clearly showed that the studied  isolate 

constitute well supported monophyletic group with well-known  S. carpocapsae isolate All. In constructed 

Phylogenetic tree, S. scapterisci showed nearest genealogic relationship with S. carpocapsae.  Bootstrap value 

showed that defined monophyletic group has high confidence. Here we describe TS25 isolate in details. 

  

Keywords:   Entomopathogenic nematodes, ITS- rDNA, Iran, Morphometric, Morphology, Phylogenetic 

analysis, Steinernema carpocapsae.                 


