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   Steinernematidaeو  Heterorhabditidae هي بيمارگر حشرات خانوادها نماتود همطالع
  در خراسان شمالي
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  چكيده

دليل به. روندشمار ميترين عوامل كنترل زيستي بههاي بيمارگر حشرات يكي از مهمنماتود
يار حايز ي اخير، شناسايي اين عوامل بسها در دههكاربرد رو به رشد اين گروه از بيمارگر

در اين تحقيق به منظور جداسازي نماتودهاي بيمارگر احتمالي در خاك، . باشداهميت مي
در ادامه .  انجام گرفت1390بجنورد در سال  يمختلف منطقه زيستگاه سه برداري ازنمونه

-آوري شده، از مشخصات ريختهاي بيمارگر جمعهاي بومي نماتودبراي تعيين هويت گونه
با . اي استفاده شدگونههاي مولكولي و لقاح درون و بينهمراه دادهسنجي بهيختشناسي و ر

 آوري شده، نمونه خاك جمع50 بين بزرگ، از خوار موم پروانه لارو با گذارياستفاده از تله
تعيين مشخصات . جداسازي گرديد Heterorhabditis و Steinernemaاز دو جنس  جدايه پنج

هاي بندي جدايهسنجي منجر به گروهشناسي و ريخته مشخصات ريختمولكولي با اتكا ب
Steinernema موسوم به Boj1 ،Boj7 ،Boj8 و Boj9اي  در گروه گونه"feltiae" ي و جدايه

HBoj از جنس Heterorhabditis در گروه "bacteriophora"زايي دادهتحليل نسب.  گرديد -
هاي تعيين شده با مشخصات ريختي را  ها به گروه ايه نيز، تعلق جدITSهاي توالي ناحيه ژني 

هاي مربوط به  نشان داد جدايهITSتبارنماي بازسازي شده براساس ناحيه ژني . تاييد نمود
ي همچنين جدايه. گيرندهاي اين گروه در يك شاخه قرار مي با ساير جدايه"feltiae"گروه 
HBojي هاي گونه با ساير جدايهH. bacteriophora نتايج آزمون . گرفتدر يك شاخه قرار

 ي مرجعهـ با گونBoj9 و Boj1 ،Boj7 ،Boj8هاي  اي جدايهگونهلقاح درون و بين

Steinernema feltiae ي اول ، مويد آن بود كه جدايه(Boj1)ي  به گونهS. feltiae تعلق دارد .
 تعلق "Steinernema"س هاي جن، به ساير گونه)Boj9 و Boj7 ،Boj8(ي ديگر سه جدايه

  .داشتند
  

زايي، نماتود بيمارگر حشرات،  نسب سي،شنا  ريختبندي،  رده،خراسان شمالي: كليدواژگان
Steinernema ،Heterorhabditis ،ITS 

  
  مقدمه

 بيولوژيك، در كنترل عوامل عنوانهاي بيمارگر بهنماتود
هاي حشرات خاكزي جمعيت برخي گونه طبيعي تنظيم

 نــبي  همكاري.دـشونيـم ردهـب ارــكهـزي بو مخفي
 تواندمي همزيست هايباكتري و بيمارگر هاينماتود

 . ي زماني كوتاه از پاي درآوردميزبان را در بازه

Xenorhabdus و Photorhabdusمنفي  گرم هاي باكتري
 ترتيببه كه باشند، مي Enterobacteriaceae يخانوادهاز 
 و Steinernematidae يخانواده از بيمارگر هاينماتود اـب

Heterorhabditidae رابطه همزيستي اختصاص دارند 
)Adams and Nguyen 2002 .(ها اين گروه از نماتود

، تنها اين بين درباشند كه داراي چهار سن لاروي مي
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 موسوم به لارو آلوده كننده توانايي بقاء و لارو سن سوم
 Glazer(ز بدن ميزبان را دارد پايداري در محيط خارج ا

and Lewis 2000.(  
لارو آلوده كننده در خاك، ميزبان مناسب را يافته و 

هاي تنفسي، دهان، مخرج روزنه(از طريق منافذ طبيعي 
ي ميزبان و يا جلد بدن وارد بدن حشره) و ساير منافذ

وذ ـان نفـل ميزبـزماني كه نماتود به هموس. شودمي
ي ميزبان هاي همزيست را آزاد و حشرهكند، باكتريمي

 ساعت در اثر عفونت خوني يا توكسين 72 يا 48بعد از 
 در بدن  نماتودپس از تكميل دو تا سه نسل. ميردمي

 از درون لاشه خارج و ميزبان آلوده كنندهميزبان، لارو 
 كندي نسل جستجو مي ادامهمنظوربهجديدي را 

)Lacey and Unruh 2005 .(  
بيولوژيك هاي كنترل  روشدر خاك بارل آفات كنت

با وجود  ).Grewal et al. 2005(باشد  ميبسيار مشكل
ها با توجه به بروز رفتار جستجوگري متفاوت اين، نماتود

و همچنين سازگاري با خاك توانايي دستيابي و كنترل 
 Canhilal and(زي را دارند آفات خاكزي و مخفي

Carner 2006 .(  
 بيمارگر هاينماتود مطلوب هايويژگي رديگ از

 به توان ميبيولوژيك كنترل عوامل عنوانبه حشرات
 نظير گوناگون هايراسته (وسيع ميزباني يدامنه

 ان،ـپوش الـب تـسخ داران، كـولـپ الـب دوبالان،

 و هاموريانه ها،سوسري داران، ريشك بال ان،ــائيـغش الـب
 ساعت، 48 مدت زمان در ميزبان كشتن ، توانايي...)

 امكان مصنوعي، غذايي هايمحيط در پرورش امكان
 ايجاد عدم سازي،آلوده خاصيت حفظ با سازي ذخيره

 اشاره محيط براي بودن ضرربي و ميزبان در مقاومت
 Georgis et al.1991, Canhilal and Carner(نمود 

2006  .( 

هاي خاك در مناطق مختلف جهان بررسي نمونه
 نماتودهاي بيمارگر حشرات با ، فراوانيان داده استنش

متفاوت ي جغرافيايي توجه به فصل، زيستگاه و ناحيه
ترين عوامل موثر در توزيع و پراكنش  مهماز . است

رطوبت و بافت خاك، توان به  ميهاي بيمارگرنماتود
 Hominick(ها اشاره نمود حرارت و وجود ميزبان درجه

2002 .(  

هاي توصيف ي اخير، افزايش تعداد گونههادر سال
ي نماتودهاي بيمارگر حشرات، منجر شده تا تلفيقي شده

شناسي، مولكولي و سنجي و ريختهاي ريختاز داده
آزمون (اي گونهنتايج لقاح درون و بين اطلاعاتي نظير

در مسير شناسايي نماتودها لازم و ضروري ) دگرآميزي
هاي مولكولي  كه در روشدر اين بين، پيشرفتي .باشد

 شناسايي برايتواند كمك بزرگي حاصل شده، مي
 ,Dorris et al. 1999(ها نمايد نماتودها به تاكسونوميست

Adams et al. 2006.(  
هاي هاي نماتوداري از گونهــايي بسيـ امروزه شناس

هاي مولكولي تسهيل بيمارگر حشرات با استناد به داده
  ). Stock and Hunt 2005, Stock 2009(شده است 

اي  شيوه) آزمون دگرآميزي(١ايگونهلقاح درون و بين
هاي بيمارگر حشرات  هاي نماتود اثبات هويت گونهبراي

با توجه به اهميت روز ). Nguyen et al. 2006(است 
، بيولوژيكهاي كنترل افزون اين گروه از عوامل در برنامه

اي براي جداسازي ههاي گستردهاي اخير تلاشدر سال
هاي بيمارگر حشرات در سراسر جهان صورت نماتود

  . گرفته است
 جداسازي و معرفي برايهايي در ايران نيز تلاش

-هاي بومي صورت پذيرفته است و تا كنون گونهنماتود

 Steinernema feltiae Filipjeve ،S .carpocapsae هاي

Weiser،S .bicornutum Tallosi, Peters and Ehlers  ،
S .glaseri Steiner،S .kraussei Steiner  

از مناطق   Heterorhabditis bacteriophora Poinarو
 ,Parvizi et al. 1994(مختلف ايران گزارش شده است 

Karimi et al. 2009, Eivazian Kary et al 2009, 

Nikdel et al. 2010 .(  
تحقيق حاضر در جهت جداسازي و شناسايي 

هاي اطراف هاي بيمارگر حشرات در زيستگاه نماتود
در اين بررسي . شهرستان بجنورد صورت گرفته است

برداري از سه زيستگاه مختلف صورت پذيرفت و نمونه
هاي بيمارگر از يك زيستگاه بازيافت و با استفاده نماتود

 و همچنين ITSاز رويكرد مبتني بر اطلاعات ژن 
اي گونهن و بينشناسي و لقاح درومشخصات ريخت

  .شناسايي شدند
 

                                                                                  
1. Cross testing 
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  ها شمواد و رو
  ري خاكبردا نمونهموقعيت جغرافيايي منطقه و 

آوري نماتودهاي بيمارگر حشرات در منظور جمعبه
شهرستان بجنورد، تعداد پنجاه نمونه خاك از سه 

هاي زيستگاه متفاوت موجود در سطح شهرستان طي ماه
اين منطقه . رديدآوري گ جمع1390شهريور تا آذر سال 

 و 32/27˚از نظر موقعيت جغرافيايي در عرض شمالي 
مناطق مورد بررسي .  قرار دارد17/57 ˚طول شرقي
  . هاي باير بودها و زمينزارها، پاركشامل چمن
برداري با فواصل چند متر از يكديگر و در نمونه

متري خاك صورت پذيرفت و  پروفيل صفر تا سي سانتي
پس از .  به آزمايشگاه منتقل گرديدهاي خاكنمونه

مخلوط نمودن خاك هر نمونه، مقداري خاك از هر 
دار به حجم اي دربنمونه به ظروف پلاستيكي استوانه

سي منتقل و سپس تعداد پنج لارو سن آخر دويست سي
به هر ظرف عنوان طعمه  بهخوار بزرگ ي مومروانهپ

ين ظروف ا. )Bedding and Akhurst 1975( شد اضافه
داري ي سلسيوس نگه درجه25 تا 23در دماي محيط 

  .شدند
  

  هاي بيمارگر  نماتودجداسازي
 25 تا 23لاروها در دماي  ظروف حاوي نمونه خاك و

داري ي زماني ده روزه نگهي سلسيوس در دورهدرجه
هاي ماني نماتودمنظور بهبود شرايط تحرك و زندهبه. شد

لوگيري از خشك شدن خاك، بيمارگر احتمالي و نيز ج
سي آب روزانه هر ظرف تكان داده شد و به مقدار ده سي

ي هاي سن آخر پروانهلارو. مقطر استريل اضافه گرديد
بار  كـها، هر دو روز يموم خوار بزرگ هريك از ظرف

ي آلودگي احتمالي به نماتود بررسي منظور مشاهدهبه
هاي آلودگي  نشانههاي مرده با توجه به علائم ولارو. شد

 آخر سن هايلارو ويژه رنگبه نماتودهاي بيمارگر به
طور به) اي، قرمز و آجريقهوه(نماتودها  با شده آلوده

بعد ). White 1929 (ي وايت منتقل شدندانفرادي به تله
شكل دو هاي آلوده كننده بهآوري لارواز يك هفته، جمع

ه انجام گرفت ي زماني ده روزروز در ميان در دوره
)Kaya and Stock 1997.(   

آوري شده، با استفاده از هاي آلوده كننده جمعلارو
هاي فالكون در لولهآب مقطر استريل، دو بار شستشو و 

ي استريل در حاوي اسفنج خرد شده) سي سي150(
  . داري شددر يخچال نگهسلسيوس دماي ده درجه 

آوري شده، هاي جمعزايي نماتودمنظور تاييد بيماريبه
ي موم خوار بزرگ با استفاده هاي پروانهسازي لارو آلوده

  .هاي دوازده روزه دو مرتبه انجام شداز نماتود
  

  هاي بيمارگر  شناسايي نماتود
  يسنج ريختسي و شنا ريخت ةمطالع

هاي بيمارگر، ميانگين ي نماتودبندي اوليهمنظور گروهبه
 Adams(گيري شد نده اندازههاي آلوده كنطول بدن لارو

and Nguyen 2002.( ي افراد بالغ نسل يك و براي تهيه
ي موم خوار بزرگ با دو، ابتدا ده لارو سن آخر پروانه

. سازي گرديداستفاده از پنجاه لارو آلوده كننده آلوده
ي موم خوار بزرگ سپس تشريح لاروهاي سن آخر پروانه
سازي  پس از آلودهدر سومين، چهارمين و ششمين روز

ترتيب در سومين و افراد ماده و نر نسل يك به. انجام شد
چهارمين روز و همچنين افراد بالغ نسل دو در ششمين 

  . روز فراهم گرديدند
، در محلول 1969ها براساس روش دگريس نماتود

سي  سيº 96 +10اتانول سي  سيI )88تثبيت كننده 
سي  سي1 +سي اسيد استيك سي1+ فرمالدهيد
ي سلسيوس گرم شده  درجه80كه تا دماي ) گليسيرين

 درجه سلسيوس 37بود در محيط الكل اشباع و دماي
براي يك شبانه روز قرار داده شد، سپس چهار ساعت در 

سي  سيº 96 +5اتانول  سي سيII) 95تثبيت كننده 
پس از ). De Grisse 1969(قرار گرفتند ) گليسيرين

 IIIكننده ها در محلول تثبيت، نماتودتخليه محلول دوم
در ) گليسيرينسي  سيº 96 +50 سي اتانول سي50(

 درجه سلسيوس حداقل براي چهار ساعت 37دماي 
كننده نگهداري شدند تا الكل موجود در محلول تثبيت

كاملاً تبخير شود و نماتودها در گليسيرين خالص باقي 
يد ميكروسكوپي با ها، اسلاپس از تثبيت نماتود. بمانند
سپس . دـه گرديـن تهيـن و گليسريـاده از پارافيـاستف
هاي شناسي و ترسيم شكل، بخشمنظور بررسي ريختبه

ي مختلف بدن توسط ميكروسكوپ نوري مجهز به لوله
هاي گيري و دادهاندازه) BH2اليمپوس مدل (ترسيم 
شناسي با كليدهاي شناسايي استاك و هانت ريخت

   ).Stock and Hunt 2005(اده شدند تطبيق د
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  تعيين مشخصات مولكولي
  DNAاستخراج 

ر ـي بايونيـت ژنومــاده از كيـا استفـ بDNAراج ـاستخ
 دــام شــانج K3032 وگـالـاتـك ارهـا شمــب
)http://www.bioneer.com( . بدين منظور از يك فرد

ها به داخل نماتود. استفاده گرديد) ماده (نماتود بالغ
سي منتقل و پس از دو بار شستشو  سي5/1ميكروتيوپ 

. با آب مقطر دو بار استريل توسط ازت مايع خرد شدند
كروليتر پروتئيناز ي م20  وTL ميكروليتر بافر 180سپس 

K  در  ساعت 3مدت بهو   اضافهتيوب حاوي نمونهبه
 بقيه مراحل .داري شدهنگسلسيوس  درجه 60ي دما

العمل شركت سازنده انجام  استخراج با توجه به دستور
براي انجام  استخراج شده DNAدر نهايت . گرفت

- ي سلسيوس نگه درجه-20  در دمايمطالعات بعدي

  .داري شد
  

  )PCR(مراز  اي پلي واكنش زنجيره
راز ـم يـاي پلرهـش زنجيـر، واكنـاضــي حـررســدر ب

)PCR (ي ـي ژنهـيناحITSآوري اي جمعــه براي نمونه
 ITSي هـر ناحيــتكثيور ــمنظهـب. دـــام شـده انجـش

-´S18) 5م ـر مستقيـــازگــآغ تـجف دواز 

TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3ˊ ( و معكوس
S28 )5´-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3ˊ (

)Vrain et al. 1992 ( وAB28) 5´-

ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3ˊ( و TW81 
)5´-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3ˊ ( استفاده

  .شد
 سه شامل ميكروليتر 25 در حجم  PCR واكنش
 MgCl2، يك ميكروليترX PCR-buffer-10ميكروليتر

(25mM) ،5/0 ميكروليتر dNTPs (10mM) ،3/0 
يك ميكروليتر ، (U/μl 5)مراز  پليTaqميكروليتر 

تر آغازگر ، يك ميكرولي(pmol/μl 10)آغازگر مستقيم 
 الگو بود DNA و سه ميكروليتر (pmol/μl 10)معكوس 

 و شرايط واكنش در PCRي حرارتي واكنش چرخه(
   ). آمده است1جدول 

  
  يابي و بررسي روابط تبارشناسي توالي

يابي به شركت ماكروژن منظور توالي بهPCRمحصول 
) http://dna.macrogen.com) (سئول، كره جنوبي(كره 

هاي بدست آمده با كروماتوگرام توالي. ارسال گرديد
 بررسي و در BioEdit 7. 0. 5. 3استفاده از نرم افزار 

همچنين ). Hall 1999(گرديد ويرايش صورت نياز 
هاي مستقيم و معكوس با استفاده از نرم افزار  رشته

DNA Baser) ي  مقايسه.هم شدندسر) ي دومنسخه
از ) Gene bank(هاي معتبر در بانك ژن توالي با داده

).www.ncbi.nlm.gov( انجام پذيرفت nBLASTطريق 
  

  هاي نماتودهاي جداسازي شده در جدايهITSي ژني براي تكثير ناحيه PCR واكنش شرايط. 1جدول 
  تعداد چرخه  )ثانيه(مان ز  )گراد سانتي(دما   مرحله

  1   دقيقه4  94  واسرشت اوليه
  35   ثانيه60  94  واسرشت
  35   ثانيه90  56  اتصال

  35   ثانيه60  72  گسترش
  1   دقيقه7  72  گسترش نهايي

  
براي آناليز تبارشناسي، تعداد بيست و پنج توالي 

ITS براي جنس Steinernema و بيست و شش توالي 
ITSبراي جنس Heterorhabditis  از بانك ژن )NCBI (

  . اخذ گرديد
  با شمارهPellioditis typica Stefanskiي گونه

، Heterorhabditis جنس براي AF036946 دسترسي
 S. neocurtillae Nguyen and smart هـــونـدو گ

ترتيب با شماره دسترسي  بهS. intermedium Poinarو

AF122018 و AY230172براي جنس Steinernema  
در ادامه . عنوان گروه خارجي در نظر گرفته شدندبه

هاي حاصل  با تواليnBLASTهاي معتبر حاصل از توالي
 همرديف ClustalWاز اين بررسي با استفاده از نرم افزار 

  ). Thompson et al. 1994(گرديد 
، با استفاده از نرم افزار Neighbor_ Joiningتبارنماي 

MEGA 5 بازسازي شد )Saitou and Nei 1987, 

Thompson et al. 1994, Tamura et al. 2007.(  
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ي فواصل نوكلئوتيدي با استفاده از روش دو متغيره
Kimura محاسبه گرديد )Kimura 1980 .( آزمون بوت
ي ميزان منظور ارزيابي و محاسبهبه) هزار تكرار(استرپ 

هاي تبارنماي محاسبه شده استفاده پايداري شاخه
   ).Felsenstein 1985(ديد گر

  

   )آزمون دگرآميزي (اي گونه درون و اي گونه بين لقاح
ي بومي در گروه منظور تاييد هويت سه جدايهبه
لقاح درون و ) Steinernemaجنس  (”feltiae“اي  هـگون
 عـي مرجهـ گوني وـي بوماـهجدايهبين  ايگونهنـبي

“S. feltiae” ) ي تجاري فراوردهEntonem ( انجام
براي هر جدايه سي تكرار و ده شاهد در نظر . پذيرفت

 حجم(دار پلاستيكي آزمايش در ظروف درب. گرفته شد

پوشيده شده با كاغذ صافي مرطوب انجام ) ليتر ميلي 8
ي جدايه(ازاي هر ظرف دو عدد لارو آلوده كننده به. شد

ي موم و يك عدد لارو سن آخر پروانه) مرجع بومي و
طور سپس درب ظروف به. ر بزرگ قرار داده شدخوا

تا از خشك شدن كاغذ صافي جلوگيري شد كامل بسته 
ظروف با استفاده از يك نوار پلاستيكي محكم در . شود

ي زماني سه روزه ي سلسيوس در دوره درجه25دماي 
هاي پس از سپري شدن اين زمان، لارو. داري شد نگه

گ بررسي و اجساد ي موم خوار بزرسن آخر پروانه
 Kaya and(ي وايت انتقال يافتند شكل جداگانه به تله به

Stock 1997.( 
 

  نتايج
  هاي بيمارگر از خاك  نماتودسازي جدا

 زيستگاه سه از شده آورياز بين پنجاه نمونه خاك جمع
 بجنورد، در پنج نمونه متعلق شهرستان اطراف مختلف

) تري بجنورد كيلوم11ضلع جنوبي و (زيستگاه  يك به
 علائم با توجه به. هاي بيمارگر تاييد شدوجود نماتود

هاي سن آخر آلوده شده آلودگي از قبيل رنگ لارو خاص
ي تكثير، چهار جمعيت ها، بيمارگري و نحوهبا نماتود

 متعلق به جنس Boj9 و Boj1 ،Boj7 ،Boj8منسوب به 
Steinernema و جمعيت HBoj متعلق به جنس 

Heterorhabditis تشخيص داده شد .  
  

  ي بيمارگر بومي ها نماتودشناسايي 
  ي سنج ريختسي و شنا ريخت ةمطالع

هاي آلوده كننده ي طول بدن لاروميانگين اندازه
مشخص نمود كه از بين پنج جمعيت جداسازي شده، 

 800 تا 600ي بين يك جمعيت با ميانگين اندازه
، سه ”intermedium“اي ميكرومتر متعلق به گروه گونه

 ميكرومتر 1000 و 800ي بين جمعيت با ميانگين اندازه
 Stock and(باشد  مي”feltiae“اي متعلق به گروه گونه

Hunt 2005) ( 2جدول.(  
  

ي طول بدن بندي اوليه توسط ميانگين اندازهگروه. 2جدول 
هاي مربوط به جنس هاي آلوده كننده حشرات جدايهلارو

Steinernema 
د تعدا

ميانگين طول بدن   جنس  اي گروه گونه  جمعيت
  كننده لارو آلوده

  800 تا intermedium  Steinernema  600  يك
  1000 تا feltiae  Steinernema  800  سه
  

  ) Steinernema feltiae Filipjevگونة( بررسي جداية مورد
  اول نسل ةماد

 رارـق C شكلبه تثبيت از پس صاف، كوتيكول داراي
-6210 (اول نسل هايماده  در١بدن طول .گيرندمي

 ٢سر. باشد مي دوم نسل از ترو بزرگ) ميكرومتر 2300
 ٣دهاني يمحفظه. باشدمي بدن امتداد در و قدامي كوتاه،
 كوتيكولي يديواره همراهبه پهن ،)ميكرومتر 50 (كوتاه

 ي لوله ،٤ايماهيچه و كوتاه مري. باشدنامشخص مي
 يحدود سه برابر لولهطول آن  دري وسيلن ٥مري اوليه
 فاقد و متورم اندكي ٧مري مياني ، حباب٦مري ثانويه

 حباب آن دنبالبه و مري مشخص ثانويه يلوله دريچه،
 تحليل لختي سه يدريچه حاوي شكل گلابي ٨انتهايي
 ميكرومتر و عرض 30طول حباب انتهايي . باشدمي يافته
 در  معمولا٩عصبي يحلقه. باشد ميكرومتر مي28آن 

 قرار انتهايي حباب جلويي بخش يا ثانويه يلوله مجاورت
ي ثانويه لوله يناحيه  در١٠دفعي ترشحي منفذ. دارد
 فاصله  به١١ درصدي از طول گردن60در حدود  و مري
منفذ دفعي (دارد  قرار بدن ابتداي ميكرومتر از 77 حدود

ري قرار ي مي اوليهترشحي معمولا در بخش عقبي لوله

                                                                                  
1. Body length 
2. Head 
3. Stoma 
4. Pharynx 
5. Procorpus 
6. Isthmus 
7. Median bulb 
8. Terminal Bulb 
9. Nerve ring to anterior end 
10. Excretory pore  
11 . Neck 
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 درصدي از طول 80ي عصبي در حدود حلقه). دارد
 هاماده. تر از منفذ دفعي ترشحي قرار داردگردن و پايين

. باشدمي يافته  توسعه2برتخم مجراي و 1تخمدانه دو
 داراي و برآمده بدن، مياني بخش  در3تناسلي منفذ

 ديواره داراي  كوتاه،5واژن. باشدمي  كوچك4اپيپتيگماي

اي و حدود كمتر از نيمي از عرض بدن در همان چهماهي
راست روده كمتر از عرض . ناحيه را اشغال نموده است

 نسل هايماده  در6دم. باشدي مخرج ميبدن در ناحيه
  ).3جدول ) (1شكل  (باشدمي 7موكرون فاقد و  گرد اول

  
  

  
  S. feltiae ة  ترسيم مربوط به گونيوپ تصوير ميكروسك.1شكل 

A :كننده،  بخش جلويي لارو آلودهB : ،بخش جلويي نماتود نرC : ،نماي كلي نماتود نرD و E : ،دم نرF :كننده بخش عقبي لارو آلوده، 
G :نماي كلي ماده  

  
  

1. Ovary 
2. Oviduct 
3. Vulva to anterior end 
4. Epiptygma 
5. Vagina 
6. Tail 
7. Mucro 

20
50

300
300
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  S. feltiaeي نسل اول و لارو آلوده كننده چهار جدايه سنجي مادهمشخصات ريخت. 3جدول 
 )لارو سن سوم(كننده  لارو آلوده       ماده    

              نسل اول    

Locality بجنورد بجنورد بجنورد بجنورد  بجنورد بجنورد بجنورد بجنورد 

Habitat خاك خاك خاك كخا  خاك خاك خاك خاك 

n 4 4 4 4  10 10 10 10 

Isolate Boj1 Boj7 Boj8 Boj9  Boj1 Boj7 Boj8 Boj9 
 

Body length 2300-5110 4390-4780 4200-2840 3990-6210  750-890 890 740-890 810-900 

 4053±1529 4530± 217 3529±961 5100±1569  833±73  840±86 870±51 

MBW 185-250 250-310 230-250 182-280  20-27 30-32 25-32 22-31 

 225±35 290± 34 240±14 231±68  23±3 31±1 29±3 26±4 

Pharynx 125-182 167-175 120-172 172-180  97-130 113-126 96-126 101-115 

 157±29 170±3 146±37 179±5  118± 18 119± 9 111±15 106±7 

Excretory pore ant. end 90-110 67-85 72 72-85  48-62 64-65 52-64 58-65 

 99±10 75±8  78±8  57±7 64±0,7 60±6 60±3 

Gubernaculum - - - -  - - - - 

          

Spicules - - - -  - - - - 

          

Tail 37-55 42-60 32-37 35-42  60-85 74-81 74-81 80-91 

 43±10 51±8 35±3 38±5  72±12 77±4 77±3 85± 5 

Anus          

Vulva 52-77 70-90 57-87 52-70  - - - - 

 63±12 89±22 72±21 61±12  - - - - 

Vagina 17-32 20-27 30 15-25  - - - - 

 23±8 24±3  20±7  - - - - 

Mucro + + + +      

          

D% ⃰ 72-60,4  48,5-40  60 47,3-42   46-49 51-56 50-56 50-64 

      48± 1 54±3 53±2 56± 6 

D% ⃰ :100 ×ي منفذ دفعي ترشحي از ابتداي بدن به طول مرينسبت فاصله  
  
  دوم نسل مادة

 با باشدمي اول نسل هايماده مشابه كلي، هايويژگي
 عرض ، تركوتاه بدن طول دوم نسل در كه اختلاف اين
 دم ياندازه همچنين. باشدمي تركوتاه سر كمتر و بدن

 و ترباريك تر،بلند يك نسل با مقايسه در دوم لدر نس
  .باشدمي مخروطي

  نر نسل اول
بدن باريك . باشد ميJشكل بدن نماتود پس از تثبيت به

 1220-1760(هاي نسل يك و طول بدن در نر
 1010-1450(هاي نسل دو تر از نربزرگ) ميكرومتر
هاي سطح كوتيكول صاف، شيار. باشدمي) ميكرومتر

سر كوتاه، اندكي گرد و . ح جانبي نامشخص استسطو
 25(ي دهاني كوتاه محفظه. باشددر امتداد بدن مي

 ي كوتيكولي نامشخصهمراه ديواره، پهن به)ميكرومتر
اي، لوله اوليه مري سيلندري و مري ماهيچه. باشدمي
حباب مياني مري اندكي . باشدي ثانويه مي برابر لوله5/1

ص و ـري مشخـه مــي ثانوييچه، لولهمتورم و فاقد در
دنبال آن حباب انتهايي گلابي شكل حاوي دريچه سه به

 36,5و طول   ميكرومتر29 لختي تحليل يافته، به عرض 
 77-70در حدود ي عصبي حلقه. باشدميكرومتر مي

و معمولا در مجاورت لوله ثانويه  از طول گردندرصدي 
منفذ دفعي . دارديا بخش جلويي حباب انتهايي قرار 
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 محل اتصال حباب مياني با ترشحي مشخص، در 
و  ميكرومتر از ابتداي بدن 62-97به فاصله  و ايسموس

 داراي 1بيضه. قرار دارد  درصدي از طول گردن60حدود 
 105-67به طول  اندكي خميده 2برگشتي، اسپيكول

خي گرد،  صاف در بر4، مانوبريوم3ميكرومتر، فاقد بورسا

 ميكرومتر و حدود 55-22به طول  بلند 5گوبرناكولوم
نصف اسپيكول، كه ابتداي آن گرد و در انتها نوك تيز 

ها گرد و دارا يا دم مخروطي، در برخي نمونه. باشدمي
   ).4جدول ) (1شكل (باشند فاقد موكرون مي

  
   S. feltiaeة جداي4ي نر نسل اول و دوم سنج ريخت مشخصات .4جدول 

 نر      
    نسل دوم     نسل اول  

Locality بجنورد بجنورد بجنورد بجنورد  بجنورد بجنورد  بجنورد بجنورد 

Habitat خاك خاك خاك خاك  خاك خاك خاك خاك 

n 4 4 4 4  4 4 4 4 

Isolate Boj1 Boj7 Boj8 Boj9  Boj1 Boj7 Boj8 Boj9 

 
Body length 

1490-1760 1450-1570 1220-1380 1240-1650  1010-1180 1100-1300 1340-1450 1350-1080
 1626±135 1523±64 1273±92 1429±207  1090±85 1190±101 1383±58 1223±78 

MBW 120-150 120-140 62-97 112-137  65-92 67-95 100-234 67-107 

 135±15 126±11 83±18 125±12  75±14 82±13 154±70 81±12 

Pharynx 150-155 135-152 112-147 105-157  120-135 112-165 112-147 147-152 

 152±2  133±18 128±26  127±7 138±26 128±17 149±2 

Excretory pore ant. end 90-97 90-97 85-95 87-62  55-80 67-72 92-75 91-95 

 92±4 145±9 88±5 75±12  65±13 70±3 84±8 92± 2 

Gubernaculum 35-47 35-55 30-40 22-42  25-32 40-45 32-40 42-32 

 41±6 43±10 37±5 30±10  28±3 42±2 35±4 37±5 

Spicules 72-87 70-105 67-70 67-72  62-70 55-75 70-82 57-72 

 79±4 85±17 68±1 69±2  65±3 66±10 78±7 64± 7 

Tail 30 25-30 22-30 22-27  20-25 20-35 22-30 22-32 

 30 27±2,5 26±3 25±2  22±2 26±7 26±3 29± 5 

Anus 32-45 40-45 35-47 30-42  27-37 32-47 35-45 30-40 

 41±6 43±2 39±7 35±6  31±5 39±7 38±5 35± 5 

Vulva - - - -  - - - - 

          

Vagina - - - -  - - - - 

          

Mucro - - - -  - - - - 

          
D% 58-63 63-66 57-75 49-71  44-62 43-60 51-82 61-62 

 60±3 65±1 66±9 60±11  50±10 51±11 67±15 61± 0,5 

⃰ D% :100×نسبت فاصلة منفذ دفعي ترشحي از ابتداي بدن به طول مري  
  
  
  
  
  

1. Testis 
2. Spicules 
3. Bursa 
4. Manubrium 
5. Gubernaculum 
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  نرهاي نسل دوم
جدول (باشد  اول ميهاي نسلهاي كلي مشابه نرويژگي

4.(  
  

  كننده لاروهاي آلوده
 ييه و در ناحها پس از تثبيت، معمولا راستنمونه
به طول اي بدن استوانه.  هستندخميده ي اندكيشكم
بدن آنها از ابتداي مري تا . باشد ميكرومتر مي900-740

 تا ٢ و از فضاي مجاور مخرج١انتهاي بخش جلويي بدن
 و در امتداد كوتاه  سر.شودتر ميانتهاي دم كمي باريك

ي دهاني  عدد، محفظه9 ٣هاي سطوح جانبيبدن، شيار
 و مري بلندي لب صاف و در امتداد بدن، كوتاه، ناحيه

 ميكرومتر و داراي لوله اوليه 130-96كشيده به طول 
 برابر لوله 3-  4لوله اوليه مري .  استسترش يافتهمري گ

 حباب و باريك مري نويهثا لوله. باشدميثانويه مري 
 تحليل لختي سه دريچه داراي شكل گلابي مري انتهايي
 ميكرومتر و 17 طول حباب انتهايي حدود .باشدمي يافته

 عصبي يحلقه. باشد مي ميكرومتر 11حدود  عرض آن
و در  از طول گردن درصدي 80-75حدود  مشخص، در

 فذ دفعيمن. ناحيه لوله ثانويه مري قرار گرفته است
-65 قرار گرفته و حدود ٤ترشحي بين بخش جلويي بدن

- 48حدود  ميكرومتر از ابتداي بدن فاصله دارد و در 48
ي باكتريايي كيسه. باشدمي طول گردن درصدي از 50

 ٥اـتوسعه يافته، در بخش جلويي روده، نزديك كاردي
راست روده حدود نيمي از عرض بدن در همان . باشدمي

 60-91 (بلند دم مخروطي. وده استناحيه را اشغال نم
) 1 شكل(باشد  و فاسميد نامشخص مي)ميكرومتر

   ).3جدول (
، Boj1 ،Boj7ي نتايج نشانگر اين بود كه چهار جدايه

Boj8 و Boj9ي با گونهSteinernema feltiae Filipjeve 
، Boj1 ،Boj7ي چهار جدايه. بيشترين نزديكي را دارد

Boj8 و Boj9يعنوان گونه بهS. feltiae ي  از خانواده
Steinernematidaeشناسايي گرديد .  

  

                                                                                  
1. Anterior end 
2. Anal 
3. Lateral field 
4 . Corpus 
5. Cardia 

  ها جدايهمشخصات مولكولي 
ها نشان داد  در جدايهITSيابي نواحي ژني تكثير و توالي

، Boj1 ،Boj7هاي  براي جدايهITSي كه طول ناحيه
Boj8 ،Boj9 و HBojو 916، 916، 916، 916ترتيب  به 
هاي مرتبط با توالي داده. باشدمي) bps( جفت باز 795
شناسي چهار بندي اوليه و ريخت، گروهITSي ژني ناحيه
  .ي فوق را تاييد كردجدايه

اي ـهيـ توال٦ديـتجزيه و تحليل بلاست نوكلئوتي
، Boj1 ،Boj7هاي دست آمده، بيانگر شباهت جدايهبه

Boj8 و Boj9اي  با گروه گونه"feltiae" جنس 
"Steinernema"ي   و جدايهHBojاي  با گروه گونه
"bacteriophora" جنس Heterorhabditis باشدمي .  

 و Boj1 ،Boj7 ،Boj8هاي  جدايهITSي توالي ناحيه
Boj9هاي  با جدايهS. feltiae FUM1 با شماره دسترسي 

JF920964، Arak7 با شماره دسترسي JF920962 ،
Arak3 با شماره دسترسي JF358016  وArmenia با 

 درصد شباهت AY171256 100 -99شماره دسترسي 
 HBojي  جدايهITSهمچنين توالي . را نشان دادند

 درصد bacteriophora” ،99“اي مربوط به گروه گونه
-H. bacteriophora BGKBيشباهت را با توالي جدايه

  .  نشان دادJX993984 با شماره دسترسي  1/2007
و شباهت نوكلئوتيدي  تيكيژن فواصل بررسي ماتريس

 با "feltiae"اي ي منسوب به گروه گونهچهار جدايه
 نشان داد كه چهار Steinernemaهاي جنس ساير گونه

 كمترين فاصله را با Boj9 و Boj1 ،Boj7 ،Boj8ي جدايه
همچنين براي .  داردS. feltiaeي هاي گونهساير جدايه

ي اصله فBoj9 و Boj1 ،Boj7 ،Boj8هاي  جدايه
اي ــتبارنم. دــده نشــاي مشاههــگوننوكلئوتيدي درون

 نشان داد كه ITSي بازسازي شده مربوط به ناحيه
ر ـا سايــ بBoj9 و Boj1 ،Boj7 ،Boj8اي ــهجدايه
 با ميزان بوتسترپ بالا در S. feltiaeي هاي گونهجدايه

ي همچنين جدايه). 2شكل (يك شاخه قرار گرفتند 
HBojي بوط به ناحيه مرITS با ميزان اعتماد بالايي با 

 در يك شاخه قرار H. bacteriophoraهاي ساير جدايه

                                                                                  
6 . nblast 
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 اين بررسي در از حاصل هايتوالي). 3شكل (گرفتند 
  ). 5جدول (گرديد  ثبت NCBI ژن بانك

  
شده مربوط به نواحي ژني   دسترسي ثبتة شمار.5جدول 
   در بانك ژنشده در بررسي حاضر ي مطالعهها گونه

 شمارة دسترسي  گونة نماتود

S. feltiae Boj 1  KC675181  
S. feltiae Boj 7  KC675182  
S. feltiae Boj 8  KC675183  
S. feltiae Boj 9 KC675184  

H. bacteriophora HBoj  KC675180  

  )آزمون دگرآميزي (اي گونه درون و اي گونه بين لقاح
موارد با نتايج  تمام  درايگونهبين و درون آزمون لقاح

 زايي و كلاسيك هماهنگهاي نسبمربوط به تحليل
 ،Boj1 هايجدايه ايگونهبين و درون رو لقاح از اين.نبود

Boj7، Boj8 و Boj9 مرجع يگونه با S. feltiae 
 آن مويد)  Entonemي تجارياستفاده شده از فرآورده(

 سه و S. feltiae يگونه به) Boj1 (اول يجدايه كه بود
 جنس ، به)Boj9 و Boj7، Boj8 (ديگر يجدايه

"Steinernema" دارند تعلق.  
  

  
 گروه  Steinernema intermediumگونه. NJ روشبه Steinernema جنس در ITS ژن بر مبناي شده بازسازي تبارنماي. 2شكل 

  .باشدن بوت استراپ ميخارجي بوده و اعداد كنار گره معرف ميزا
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 عنوان  بهPellioditis typicaگونه . NJ روشبه Heterorhabditis جنس در ITS ژن بر مبناي شده بازسازي تبارنماي. 3شكل 

  .باشدگروه خارجي انتخاب گرديد و اعداد كنار گره مبين مقادير بوت استراپ مي
 

  بحث
آوري شده از پنجاه نمونه خاك جمعدر بررسي حاضر 

فراواني . هاي بيمارگر حشرات بودپنج نمونه داراي نماتود
غير  و زراعي مختلف هايزيستگاه هاي بيمارگر ازنماتود
 78 بين گلستان از و مازندران تهران، هاياستان زراعي
 و 30 ،38 تعداد ترتيببه(شده  آوري جمع خاك نمونه

 .Tanha Maafi et al).2006 (بود  درصد 4/0)  نمونه10
مورد  خاك نمونه 833 همكاران از و كاري عيوضيان
هاي  درصد را براي وجود نماتود2/3)  نمونه27(بررسي، 

 درصد داراي 2)  نمونه17(بيمارگر گزارش نمودند كه 

 درصد داراي 2/1)  نمونه10( و Heterorhabditisجنس 
همكاران  و كاخكي حسني.  بودSteinernemaجنس 
مشهد را  يمنطقه مختلف هاي نيز زيستگاه1391

 1(خاك تنها پنج نمونه  نمونه 260 بين بررسي و از
 .Eivazian Kary et al(داراي نماتود بيمارگر بود ) درصد

2009, Hassani kakhki et al. 2012 .(  
هاي هاي نماتودجدايه يا و هاگونه صحيح تشخيص

ي نماتود با ازگاري جدايهدليل سبيمارگر حشرات به
تواند براي حشره يا شرايط زيست محيطي مورد نظر مي

بيولوژيك مهم باشد  كنترل هايدر برنامه موفقيت
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)Stock 2009 .(و تجاري كردن اين عوامل بر اين،علاوه 
 ديگر و اختراع ثبت از استفاده براي انحصاري حقوق
 هاينماتود دكاربر و استفاده با رابطه در قانوني مسائل
ر ـارگـبيم عوامل اين قـدقي يـايـاسـشن نيازمند بيمارگر

  ). Stock 2009(باشد مي
 هاتعيين هويت گونههاي كلاسيك براي روشدر 

ري، روده، ـان، لب، مـي ده حفرهدـي ماننـارهايـساخت
ط ــي و دم توسـهاي حسسيستم توليد مثل، اندام
ود كه اين، فرايندي شگيري ميميكروسكوپ نوري اندازه

 ,Dorris et al. 1999(باشد مشكل و گاه شك برانگيز مي

Abebe et al. 2011 .(با افزايش تعداد رسد نظر ميبه
از قبيل   كلاسيكهايروششناسايي شده، هاي گونه

بندي اي در شناسايي يا ردهشناسي مقايسهريخت
 دليل كاهش تنوع در خصوصياتهاي بيمارگر بهنماتود

 .Campos-Herrera et al(ي بهينه ندارد ظاهري استفاده

علاوه، صفات مذكور تنها براي شناسايي به). 2012
-مناسب هستند و فاقد هر گونه ارزش تبارشناسي مي

  . باشند
هاي بيمارگر در كنار روش براي شناسايي نماتود
اي مبتني بر گونهدرون و بين كلاسيك، آزمايش لقاح

هاي جنس تواند در تشخيص گونهنه ميشناسي گوزيست
Steinernemaحاصل نيز نتايج با اين وجود .  موفق باشد
زايي و هاي نسببا نتايج مربوط به تحليلممكن است 

زيرا دو جدايه متعلق . كلاسيك همخواني نداشته باشد
ي دليل وجود فاصلهبه يك گونه ممكن است به

ه باشند اما اين جغرافيايي يا ساير عوامل، لقاح نداشت
ي مذكور متعلق به تواند مويد اين باشد كه دو جدايهنمي

ي ديگر موضوع احتمال نفوذ مسئله. باشديك گونه نمي
يك لارو آلوده كننده از هر جدايه به بدن ميزبان مورد 

رو ممكن است تك فردي كه از يك از اين. باشدنظر مي
گر جهت ي ديهمراه فردي ديگر از جدايهجدايه به

دلايل مختلف شود، بنا بهارزيابي دگرآميزي استفاده مي
در اين شرايط . شانسي براي ورود به ميزبان پيدا نكند

دليل عدم نفوذ و همچنين عدم توليدمثل اين دو نيز به
جدايه، احتمالا محقق در تعيين صحيح گونه با مشكل 

بنابراين براي ). Nguyen et al. 2006(شود مواجه مي
 گونه و تمايز يك اعضاي مشكلاتي از قبيل شناسايي لح

 هايدارند، از روش شناسي مشابهريخت كه هاييگونه

كلاسيك استفاده  هايروش عنوان مكملمولكولي به
  . گرديد

 هاي بيمارگر بااز نماتود ي اخير بسياريدر دو دهه
اند مولكولي شناسايي و توصيف شده ماركرهاي كمك

)Liu and Berry 1996, Stock and Hunt 2005 .( اين
هاي اي براي تفكيك گونهتنها اهميت ويژهها نهروش

در تبارشناسي  نماتود دارند بلكه جهت برآورد روابط
 Dorris(باشند بندي نيز ارزشمند مي  ردهسطوح مختلف

et al. 1999, Blaxter 2003, Kumari and Lišková 

2009, Stock 2009 (اي كه در جهت هاز نواحي هست
توان به شود ميهاي بيمارگر استفاده مي شناسايي نماتود

 و )زيرواحد بزرگ( S28، )زيرواحد كوچك( S18هاي ژن
ITS اشاره نمود )Blaxter et al. 1998, Liu et al. 

1999, Szalanaski et al. 2000, Stock et al. 2001, 

Adams and Nguyen, 2002 .(كوچك  زيرواحد
اي در تعيين اهميت ويژه) rDNA) S18ومي، ژن ريبوز

 .Blaxter et al(ها دارد هاي ناشناخته نماتود هويت نمونه

 شده با حفاظت دليل ماهيتاين زير واحد به). 1998
رو در بررسي اينيابد، ازمي تكامل كمي سرعت
 Stock(شود بندي در سطح خانواده استفاده مي طبقه

and Hunt 2005 .(ي ناحيهITS در DNA ريبوزومي 
 Steinernemaهاي جنس ماركري مهم در تفكيك گونه

 ,Adams et al. 1998(باشد   ميHeterorhabditisو 

Szalanaski et al. 2000, Nguyen et al. 2001 .( نواحي
D2/ D3) ي بخشي از توالي ناحيهS28 ( نيز در تعيين

د هايي كه قرابت چنداني با هم ندارنهويت نماتود
  ). Stock et al. 2001, Stock 2009(شود استفاده مي

 پنج جمعيت مولكولي شناسايي جهت بررسي اين در
Boj1، Boj7، Boj8، Boj9 و HBoj بررسي روابط بين  و
 از Heterorhabditis و Steinernema جنس هايگونه
رسد نظر ميبه. گرديد استفاده ITS ريبوزومي يناحيه
 Steinernemaي هاي پنج گانه گروه در بينITSي ناحيه

متغير بوده و ممكن است اين اختلاف در بين افراد يك 
ي ژني رو اين ناحيهاز اين. گونه نيز مشاهده گردد

 Steinernemaهاي ي گونهتواند براي تمايز كليه نمي
  ). Stock 2009(ماركري مناسب باشد 

ز ـايـراي تمـ بITSي هـاري از ناحيـي جـدر بررس
آوري شده نماتودهاي بيمارگر استفاده جدايه هاي جمع

لازم به ذكر است كه ناحيه مذكور در برخي . گرديد
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هاي نماتود بيمارگر را ندارد، موارد توانايي تفكيك گونه
هاي مختلف  كه توالي آن در گونهS28در اين موارد ژن 

 از پايداري بيشتري برخوردار ITSي در مقايسه با ناحيه
اين ). Stock and Hunt 2005(شود  استفاده مياست

هاي بيمارگر جنس ناحيه نيز در تعيين هويت نماتود
Steinernemaاستاك و همكاران .  استفاده شده است

براي نخستين بار از اين ناحيه در جهت بررسي مولكولي 
 .Stock et al(هاي بيمارگر استفاده نمودند نماتود

2001 .(  
 S. feltiaeي ي چهار جدايه از گونهي جاردر مطالعه

هاي  از خاكH. bacteriophoraي و يك جدايه از گونه
نظر به. مربوط به مناطق مورد بررسي جداسازي گرديد

هاي  در مقايسه با ساير گونهS. feltiaeي رسد گونهمي
در مقابل، .  گسترش جهاني دارندSteinernemaجنس 

 پراكنش جغرافيايي Steinernemaهاي جنس ساير گونه
تا به امروز ). Griffin et al. 2005(محدودتري دارند 

تهران، مازندران، همدان، هاي  از استانS. feltiaeي گونه

 .Tanha Maafi et al( و مشهد شرقي آذربايجان، اردبيل

2006, Eivazian Kary et al. 2009, Karimi et al. 
2009, Nikdel et al. 2010, Saffari 2011, Hassani 

kakhki et al. 2012 (و H. bacteriophora آذربايجان از 
 Parvizi(، اراك و مشهد تهران، شرقي آذربايجان غربي،

et al. 1998, Eivazian Kary et al. 2009, Karimi and 

Kharazi-pakdel 2007, Ashtari et al. 2011, Hassani 

kakhki et al. 2012 ( شده استگزارش.   
، Heterorhabditisهاي متعلق به جنس ين گونهدر ب

H. bacteriophora ،داراي گستردگي وسيعي در آمريكا 
هاي جنوبي و مركزي اروپا، استراليا و شرق آسيا بخش
  .)Burnell and Stock 2000(باشد مي

   
  يسپاسگزار

 مشهد به جهت ي دانشگاه فردوسياز معاونت   پژوهش
 نامه اني از پاينوان بخش به عقي تحقي از اجراتيحما

  . شودي مينگارنده اول  تشكر و قدردان
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