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 چكيده

شده از كرم غنچه توتون از برخي مزارع  آوري جمع هدروويروسنوكلئوپلي هايجدايه ژنتيكي تنوع بررسي و غربال منظور به

 جفت دو تصادفي ، طور هب Operon شركت ساخت يجفت باز ده RAPDآغازگر  10 بين از ،هاي مازندران و گلستان توتون استان

تجزيه و تحليل فيلوژنتيكي بـا  . شدند انتخاب دادند، نشان ها جدايه بين در را چندشكلي بيشترين كه OPM-16و  OPM-03 آغازگر

اي  خوشـه  ي تجزيـه . دش ـانجام و درخت فيلوژني و جدول فواصل ژنتيكـي رسـم    UPGMAروش  بهو  PyElphاستفاده از نرم افزار 

هـاي   تواند در غربـال جدايـه   و ميپنج گروه مجزا تقسيم بندي كند  به 20ژنتيكي  ي ها را در فاصله هاي مولكولي توانست جدايه داده

خـوار   پنبـه، كـرم ميـوه    ي توتـون، كـرم قـوزه    ي عنـوان عامـل كنتـرل بيولوژيـك در كنتـرل كـرم غنچـه        بههدروويروس  نوكلئوپلي

 .فرنگي نقش ايفا نمايد گوجه

  RAPDفيلوژنتيكي، نشانگر  توتون، روابط ي هدروويروس، كرم غنچهنوكلئوپلي :هاي كليدي واژه

  

  مقدمه

 ويـروس  اي ـ هـدروويروس نوكلئوپلي اهميت به عنايت با

 كـرم  بيولوژيـك  كنتـرل  در) HaNPV( ايهسـته  چندوجهي

 غربـال  ضـرورت  و) Assemi et al., 2012( توتـون  ي غنچه

 فيلـوژنتيكي  روابـط  و ژنتيكـي  تنـوع  بررسي برتر، هايجدايه

 كـه  ايـن  كما. يابدمي ميتاه ويروس اين مختلف هاي جدايه

هـاي   روابط خويشاوندي جمعيت ي بررسي جمعيت و مطالعه

كنترل بهتـر آفـات كمـك نمـوده و خـود       بهنواحي مختلف، 

ــب ژنتيكــي     ــت شناســي و تركي ــق جمعي ــش دقي ــد دان نيازمن

 Assemi et al., 2013, Khiaban et(جمعيت و گونه است 

al., 2010, Fakurdin et al., 2004 and Getting & 

McCarthy, 1982 .(نشانگرهاي از استفاده اخير هاي سال در 

 ارزيابي و ژنتيكي تنوع تعيين جهت ابزاري عنوان به مولكولي

 پيوسـتگي  نقشـه  ي تهيه و مهم صفات بر ثرؤم ژني هاي مكان

ــا ژن ــه ه ــار ب ــي ك ــد م ــه). (Jehle et al, 2006 رون  ازجمل

 كـه  هسـتند  RAPD نشـانگرهاي  ،PCR بـر  مبتني نشانگرهاي

 هـا  گونـه  و هـا  جمعيـت  بـين  تغييرات و تنوع تشخيص جهت

ــد ــي مفي ــند م ــا. باش ــتفاده ب ــانگر از اس ــتيابي  RAPDنش دس

هـاي   شناسـايي ارقـام و گونـه    و درتر بـوده   اطلاعات سريع به

هـا   مختلف گياهان و آفات، ارتباط ژنتيكي و فيلوژنتيكي آن

آغـــازگر  15بــا اســـتفاده از   ،2000 ســـال در. كــاربرد دارد 

RAPD   جمعيـت مختلـف    10تنوع ژنتيكـيHaNPV   مـورد

بررسي قرار گرفت كه در نتيجه شش لاين از ده لاين بسـيار  

ژنتيكي داشتند و بـين    بهدرصد تشا 90بودند و بيش از   بهمشا

  درصـــد چندشـــكلي ديـــده شـــد 68هـــاي مختلـــف  لايـــن

(Geetha & Rabindra, 2000) . ارزيـــابي مولكـــولي و

كشـور هندوسـتان    بهمتعلق  HaNPVت جدايه بيولوژيك هف

  تكنيـك  از اسـتفاده  بـا  بـه پن و فرنگـي  آفـت گوجـه   بـر روي 

PCR-RFLP        و آناليز جداگانـه بـا چهـار نـوع آنـزيم برشـي

 ي ، نشان دهنـده )EcoRIو   HindIII ،BamHI، PstIشامل (
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 ,.Mehrvar et al)ها بـود  وجود تنوع ژنتيكي بين اين جدايه

) Assemi et al., 2012 & 2013(لعـات  مطا ير پ ـد. (2008

ــات     ــه اختلاف ــي اولي ــال و بررس ــق، غرب ــن تحقي ــدف از اي ه

ــوژنتيكي و    ــط فيل ــتماتيكي و رواب ــاه سيس ــايي، جايگ جغرافي

هـاي مازنـدران و    در استان HaNPVهاي  خويشاوندي جدايه

  .باشد مي RAPDگلستان با استفاده از نشانگر 

  

  ها مواد و روش

  بـه لاروهاي آلـوده   آوري جمعظور من بهدراين تحقيق، 

HaNPV   مـرده و آويـزان    ،با علائم شل و آبكي بـودن بـدن

شدن از گل آذين توتـون، عمليـات نمونـه بـرداري صـورت      

آزمايشـگاه   بهها جهت انجام مراحل بعدي كار نمونه.  گرفت

بيوتكنولوژي مركز تحقيقات و آموزش تيرتاش منتقل شدند 

 ، اسـتخراج Jehle et al. (2006) روش بهو پس از خالص سازي 

DNA  ژنومي با استفاده از روشCTAB )با اندكي تغييرات (

ي هـا  جدايـه  ژنتيكـي  تنـوع  بررسـي  منظـور  بـه . انجام گرفـت 

HaNPV ، آغازگر تصادفي  10 از RAPD (10bp) تهيه شده

سـازي بـراي   پس از آمـاده . گرديد استفادهاز شركت اپرون، 

PCRبـا چنـد نوبـت    هـا  ، دماي آنيلينگ آنPCR   آزمايشـي

آغـازگر   10در نهايت، بعد از تست اوليه ايـن  . تعيين گرديد

ــه DNAروي  ــف،  جداي ــاي مختل ــين ازه ــا آن ب ــت دو ه  جف

 كــه OPM-16و  OPM-03هــاي  نــام بــه RAPD آغــازگر

 انتخـاب  دادنـد،  نشـان  را) مورفيسم پلي( چندشكلي بيشترين

 منـاطق  هايهجداي به مربوط DNA نمونه 16 روي بر و شدند

 PCR در گلسـتان،  و مازنـدران  هاياستان جغرافيايي مختلف

تصـاوير تهيـه شـده از     بـه در ادامه كار بـا توجـه   . شد استفاده

ا ي ـوجـود   بـه  RAPD-PCRهاي الكتروفورز محصـولات   ژل

ايـن  . و صـفر داده شـد   1ترتيب شاخص  بهعدم وجود باندها 

 ي س تجزيـه جمـع بنـدي و سـپ    Excelاطلاعات با نرم افـزار  

و  PyElphكلاستر و آناليز فيلوژنتيكي با استفاده از نرم افزار 

ي   بهچنين جـدول محاس ـ مه. انجام گرفت UPGMAروش  به

مناطق جغرافيايي  ي فواصل ژنتيكي موجود بين شانزده جدايه

ــف  ــزار    HaNPVمختل ــرم اف ــتفاده از ن ــا اس ــز ب و  PyElphني

  .رسم گرديد UPGMAروش  به

  نتايج

  RAPDباندهاي حاصل از دو آغازگر تصـادفي  الگوي 

ــه   ــانزده جداي ــق  HaNPVروي ش ــهمتعل ــف   ب ــاطق مختل من

ــتان ــتان در   اســ ــدران و گلســ ــاي مازنــ ــكلهــ ــان  شــ   نشــ

  .داده شده است

 RAPDدو آغازگر دست آمده نشان داد كه هر  هنتايج ب

مورد استفاده نوارهاي قابل كدگذاري ايجاد كردنـد كـه در   

 57دسـت آمـد كـه تعـداد      هامتيازدهي بباند قابل  80مجموع 

درصـد   71عبـارت ديگـر    بـه شكلي بودنـد و   باند داراي چند

  . نشان دادند يشكل باندهاي تشكيل شده چند

  

  

  
 OPM-03 آغازگر توسط PCR از حاصل باندهاي -1 شكل

 در OPM-16 آغـازگر   بـه  مربـوط  بانـدهاي  و اول تصوير در

 مربـوط  16 تـا  1 ايه ـ شـماره . است شده آورده دوم تصوير

 DNA Ladder  به مربوط (L) آخر چاهك و بوده ها جدايه به

   .باشد مي
Fig. 1. RAPD electrophoresis bands of HaNPV 

isolates using primer OPM-03 on 1st and OPM-16 

on 2nd gels, Isolates no 1 to 16 related to the 

isolates and the L well is DNA Ladder.  
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شكلي توليد شده با هر آغازگر و در  تعداد قطعات چند

قطعـات تكثيـر    ي انـدازه  ي باند و دامنه 15تا  10هر جمعيت، 

نتـايج حاصـل از رسـم ايـن تبارنمـا      . بود bp100-1500شده 

   .ارائه شده است 2شكل  در) درخت فيلوژني(

ــودي     ــط عمـ ــل، خـ ــوژني حاصـ ــدروگرام فيلـ در دنـ

در  20ژنتيكـي   ي تلف، در فاصـله هاي مخ گروه ي جداكننده

در . باشـد گروه ژنتيكي مجـزا مـي   5نظر گرفته شد كه شامل 

جعفرآباد گلسـتان از نظـر    2و  1گروه اول، دو جدايه مزرعه 

جغرافيـايي شــباهت بسـيار زيــادي    ي مورفولـوژيكي و ناحيــه 

دارنـد و در ايـن دنـدروگرام در مجـاور هـم در يـك گــروه       

. فرعـي مجـزا قـرار گرفتنـد     ي خهژنتيكي ولي در دو زير شـا 

دو زير شاخه اصلي و پنج زير شاخه فرعي  بهگروه دوم خود 

تقرتپـه گرگـان،   (هـاي منـاطق    جدايـه  هتقسيم شد و متعلق ب ـ

ساري،  ي برفتان، وارد محله 4و  2والش آباد گرگان، مزرعه 

ــه  ــاري، ناحي ــاركش س ــه  ي خ ــرب و ناحي ــز   ي غ ــرق مرك ش

گـروه سـوم، زيـر شـاخه     . اشـد ب مي) تحقيقات توتون تيرتاش

ــه    ــروه جداي ــن گ ــدارد و در اي ــي ن ــه   فرع ــاي مزرع  3و  2ه

 ي هاي مورفولوژيكي و ناحيه كوهساركنده كه از نظر ويژگي

در مجاورت  ، در اين بررسي نيز كاملاً بهجغرافيايي بسيار مشا

گـروه چهـارم، از   . همديگر در يك شاخه اصلي قرار گرفتند

وده ملك گلسـتان تشـكيل شـده    هاي پيچك محله و ن جدايه

هاي اسبوكلا سـاري و جامخانـه    گروه پنجم، از جدايه. است

ذكر است كه در اين بررسـي،   بهلازم . نكا تشكيل شده است

فرعـي ندارنـد و    ي هاي سوم، چهارم و پنجم زير شاخه گروه

هم گروه خود قرابـت ژنتيكـي نزديـك     ي هر كدام با جدايه

همچنـين،  . اشـند ب خـواهري مـي  هاي  صورت گروه بهداشته و 

هـاي ژنتيكـي موجـود بـين شـانزده       جدول فواصل و تفـاوت 

هــاي مازنــدران و گلســتان نيــز  اســتان NPVجدايــه مختلــف 

  ).1جدول ( رسم گرديد UPGMAبراساس روش 
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Fig. 2. Dendrogram of 16 HaNPV isolates of Mazandaran & Golestan provinces based on UPGMA method. 
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 .UPGMAهاي مازندران و گلستان بر اساس روش  استان از HaNPVجدايه  16فواصل ژنتيكي موجود بين  -1جدول

Tabel 1. Genetic distances of 16 HaNPV isolates of Mazandaran & Golestan provinces based on UPGMA method. 
Isolates 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

1 *                

2 34.7 *               

3 28 34.7 *              

4 28 34.7 19.9 *             

5 16.6 34.7 28 28 *            

6 6 34.7 28 28 16.6 *           

7 46.3 46.3 46.3 46.3 46.3 46.3 *          

8 19.5 34.7 28 28 19.5 19.5 46.3 *         

9 10 34.7 28 28 18.8 10 46.3 19.5 *        

10 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 *       

11 19.5 34.7 28 28 19.5 19.5 46.3 10 19.5 50.7 *      

12 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 50.7 0 50.7 *     

13 34.7 0 34.7 34.7 14.7 34.7 46.3 34.7 34.7 50.7 34.7 50.7 *    

14 16.6 34.7 28 28 12.4 16.6 46.3 19.5 16.6 50.7 19.5 50.7 34.7 *   

15 10 34.7 28 28 16.6 10 46.3 19.5 10 50.7 19.5 50.7 34.7 16.6 *  

16 46.3 46.3 46.3 46.3 46.3 46.3 0 46.3 46.3 50.7 46.3 50.7 46.3 46.3 46.3 * 

 

  بحث

ــهمتعلــق  يهــا جدايــه كــه شــد بينــي مــي پــيش ــاطق  ب من

همديگر، در يـك گـروه ژنتيكـي و در     بهجغرافيايي نزديك 

مجاورت هم در يك خوشه قرار گرفته و كمتـرين اخـتلاف   

باشند و هر  يكي با يكديگر داشتهژنتيكي و بيشترين قرابت ژنت

هاي مجـزا و دورتـر از يكـديگر     ها در خوشه چقدركه جدايه

قرار گرفتنـد، اخـتلاف ژنتيكـي بيشـتري بـا يكـديگر داشـته        

 بـا  و ويروسهاي  جدايه ي باشند، اما اين مسئله در مورد همه

صدق نكرد و تنـوع ژنتيكـي    ظاهراً و بعضاً بررسي روش اين

و با اطمينـان   توان كاملاً ها را نمي ن جدايهمشاهده شده در اي

كمااينكـه دنـدروگرام   . توزيـع جغرافيـايي مربـوط دانسـت     به

هـا متعلـق    نشان داد كه در گروه دوم، با اينكه جدايه 2شكل 

هـاي   دور از يكـديگر و از اسـتان   مناطق جغرافيايي و ظاهراً به

 گـردد كـه ايـن    متفاوت هستند ولي با اين وجود ملاحظه مي

و قرابـت ژنتيكـي    ها در يك گروه ژنتيكي قرار گرفته جدايه

هـا   دليل جهش، مهاجرت و يا انتقال ژن بهتواند  كه مي دارند،

  هـاي  دهـد كـه گـروه    دندروگرام نشان مـي . اتفاق افتاده باشد

  

سوم، چهارم و پنجم از نظر ساختار ظاهري و مورفولـوژيكي  

نظـر فيلـوژنتيكي و   داشـته، از   بهو پراكنش جغرافيايي نيز تشـا 

خويشاوندي نيز قرابت ژنتيكي با يكديگر دارنـد، امـا در سـه    

ــه قــرار گرفتــه  ــد گــروه جداگان همچنــين نزديكــي مكــان . ان

ها، وجود يك خزانـه ژنـي مشـترك را     جغرافيايي اين جدايه

انــد كــه روابــط  محققــان مشــخص كــرده. كنــد محتمــل مــي

ها  جغرافيايي آناز روابط  ها عمدتاً فيلوژنتيكي باكولوويروس

هــاي اكولــوژيكي، آب و  همچنــين تفــاوت .گيــرد مــي أمنشــ

هـــوايي و جغرافيـــايي از عوامـــل مهمـــي هســـتند كـــه بـــر  

تغييـر و تنـوع   . گذارنـد  ثير مـي أهاي نمونه برداري ت استراتژي

محـدوده جغرافيـايي    بـه ارتباط  اي معمولاً ژنتيكي درون گونه

از طرفـي  ). Getting & McCarthy, 1982(هـا دارد   نمونـه 

شواهدي از تنـوع ژنتيكـي كـه از الگـوي توزيـع جغرافيـايي       

 Patel et al., 2009, Sajjadi et al., 2013( كند تبعيت نمي

and Assemi et al., 2013(  ي نمايـد مطالعـه  ، پيشـنهاد مـي 

تـر   منظور بررسي دقيق به HaNPVهاي  كاملي بر روي جدايه

.ام شــــودهــــا انجــــ تنــــوع و قرابــــت ژنتيكــــي بــــين آن
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Abstract 

For screening Helicoverpa armigera Nucleopolyhedrovirus (HaNPV) isolated from tobacco fileds of 

Mazandaran and Golestan Provinces in northern Iran, out of 10 Operon RAPD primers (10-mer) that randomly 

selected, two primers (OPM-03 and OPM-16) which showed the highest polymorphism were selected. 

Phylogenetic analysis was done using PyElph software and UPGMA method. Then, phylogenetic tree and 

genetic distances table were drawn. The cluster analysis divides the 16 HaNPV isolates into five distinct groups.  

Such screening of HaNPV isolates is useful for improving biological control measures against tobacco budworm 

and cotton bollworm on different crops. 
Keywords: Helicoverpa armigera Nucleopolyhedrovirus, Tobacco budworm, Phylogenetic relationships, RAPD marker 

 


