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 چکیده
 Galleriaگذاری با لارو سن آخر لهــرات با استفاده از تـارگر حشـهای بیمارچـای از قدايهــبرداری از خاک، جونهـنم طی

mellonella ای ناحیه هشناختی و تجزيه و تحلیل تبارشناسی مبتنی بر ترادفهای ريختجداسازی و با استفاده از ويژگی

ITS-rDNA  وß-tubulin پارسیمونی )ینة های بیشروش طبق(Maximum Parsimony های د. در کنار بررسیش شناسايی

نام  به، ايی گونهشناس درستیسنجی، نتايج تجزيه و تحلیل تبارشناسی مبتنی بر هر دو ناحیه ژنومی شناختی و ريختريخت

Cordyceps farinosa میکرومتر و  13/0و عرض  39/9ها با میانگین طولی را تايید کرد. در جدايه مورد بررسی، کنیديوم

باشند. طول قطعه تکثیر ای میبوز عريض در بخش قاعدهبا گلو 50/5و عرض  13/4زاها با میانگین طولی بیضوی و کنیدی

جفت باز بود. در تمامی درختان تبارشناسی مبتنی بر 922و برای ناحیه ژنی بتاتوبولین  ITS ،002برای ناحیه  PCRشده طی 

در درخت . گرفتند قرار نیايیدر يک گروه تک C. farinosa CBS 541.81با جدايه  C. farinosa KJ3هر دو ناحیه ژنی، 

و در درخت مبتنی  C. coccidioperitheciataو C. albocitrinaاز  ، گروه متشکلITS-rDNAتبارشناسی مبتنی بر ترادف 

ظاهر شدند. با هدف بررسی کارايی  C. farinosaهای خواهری به عنوان گروه C. confrogasaبر ترادف ژنی بتاتوبولین، 

نواحی ژنومی مورد استفاده در مطالعات تبارشناختی جنس به صورت تنها و در ترکیب با هم، درختان تبارشناسی با گونه

های مشابه ترسیم و از نظر شاخص ثبات، شاخص بازداری و توپولوژی با هم مقايسه شدند. توپولوژی درخت تبارشناسی 

درخت مبتنی بر ترادف  ها در مقايسه باهر دو مکان ژنی پلیتومی کمتر و وضوح بیشتری در بیان روابط گونهحاصل از تلفیق 

ITS-rDNA  .در مجموع نتايج نشان داد که ترادف ناحیه ژنی بتاتوبولین در مقايسه با ناحیه داشتITS-rDNA  از کارايی

 .  باشدر میبرخوردا Cordycepsبیشتری در مطالعات تبارشناسی در جنس 

 ITS-rDNAشناسی، قارچ بیمارگر حشرات، توبولین، درخت تبارشناسی، ريخت-تاب :های کلیدیواژه
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Abstract  
An isolate of entomopathogenic fungus was isolated from the soil samples by using the Galleria bait 

method. Species identification was carried out using morphology and phylogenetic analysis of ITS-

rDNA region and ß-tubulin gene sequences by Maximum parsimony (MP) method. Based on the both 

morphological and molecular characterization, the isolate KJ3 was identified as Cordyceps farinosa. 

The isolates showed an ellipsoidal conidial shape with overall dimensions of 3.83 × 1.98 µm (length 

×width). The phialide of the isolate was characterized by a wide globose basal portion and overall 

dimensions of 4.98 × 2.21 µm. The PCR-amplified ITS and ß-tubulin regions were 615and 355 bp, 
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respectively. In all constructed phylogenetic trees, C. farinosa isolate KJ3 grouped together with C. 

farinosa CBS 541.81 as a monophyletic group. Based on the ITS-rDNA sequence, in reconstructed 

phylogenetic tree, a group including C. albocitrina and C. coccidioperitheciata appeared as sister group 

of C. farinose. Cordyceps confrogasa was the genealogically closest species to I. farinosa based on the 

ß-Tubulin sequence. With the aim of comparing the efficiencies of ITS-rDNA and ß-Tubulin sequences 

for Cordyceps spp. genealogic studies, MP phylogenetic trees with the similar sets of species were 

reconstructed based on the both genomic regions in combination and alone and then compared in terms 

of consistency index, retention index and topology. The results showed that phylogenetic analysis based 

on the ß-Tubulin sequence is more efficient way for genealogical studies in Cordyceps spp.. 
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 مقدمه
و  متخصصین بودهتوجه مورد همواره ، آفات زيستی مهارکارايی بالا در  دلیلحشرات به بیمارگرهای قارچ

ای هاستفاده در برنامه برایمناسب و کارآمد انتخاب نژادهای  های مختلف از جملهای در زمینههای گستردهبررسی

. در بحث مديريت تلفیقی آفات، پیگیری (Meyling, 2008)( صورت گرفته است IPMمديريت تلفیقی آفات )

ا توجه باشد. بها و تنوع موجود، از اهمیت اساسی برخوردار میاسايی دقیق گونهعوامل کنترل زيستی جديد و شن

ای ههای بیمارگر حشرات در نفوذ مستقیم به بدن حشره از طريق کوتیکول، اين عوامل در برنامهبه توانايی قارچ

 ,.Shipp et al)تند مکنده از اهمیت و کارايی بالايی برخوردار هس-مديريت آفات متعلق به گروه حشرات زننده

2003). 

، Clavicipitaceae ةبندپايان و متعلق به خانواد های آسکومیست، پارازيت داخلیاز قارچ Cordycepsجنس 

تا حدودی  Cordycepsجنس . (Eriksson et al., 2004)باشد می Sordariomycetes ةو رد Hypocereales ةراست

های اين چند بیشتر گونه . هر(Kendrick, 2003; Sung et al., 2007)باشد گونه می 011بیش از بزرگ و دارای 

يافت  Elaphomycesهای جنس های محدودی نیز روی قارچولی گونه ،باشندروی حشرات فعال می اساساً، جنس

 .(Samson et al., 1988)ند شومی

طور زی بوده و بهای خاکگونه Cordyceps farinosa (Holmsk) Fr. (syn: Paecilomyces farinosus)قارچ  

ه کند. اين قارچ پراکنش وسیع داشتهای حشرات را آلوده میهمه راسته باشد که تقريباًبیمارگر حشرات می معمول

های مختلف اين گونه برای کنترل حشرات آفت متعدد تر مؤثرتر است. سويهرسد در دماهای خنکنظر میو به

 .(Zimmermann, 2008)شوند ها استفاده میويژه سفیدبالکبه

ارها کضرورت استفاده از ديگر راه ،های قارچیشناختی در تشخیص گونهمشکلات استفاده از صفات ريخت

ندی بترين ناحیه ژنومی مورد استفاده برای شناسايی و ردهوده است. رايجناپذير نمبندی را اجتنابدر مطالعات رده

 وسیعی برای طورتنوع پیرامون سطح گونه بوده و به ةدهندنشان ITS ةطور کلی ناحیاست. به rDNAها، ناحیهقارچ

والی میزان انشعاب در ت حال ايند. با شوشناختی درون جنس استفاده میتحلیل تبار ها و تجزيهگونهشناسايی 

ITS ها درجه بالايی از تغییرپذيری درونهای قارچی مختلف، متفاوت باشد. بعضی گونهممکن است بین گروه-

های بسیار وابسته تفاوت کمی را بروز ها، گونهکه در برخی جنسدهند در حالیرا نشان می ITSای در ناحیه گونه

 (Rehner & Buckley, 2005; Rehner et al., 2011) دهندمی

های خاک متعلق به مناطق زراعی شهرستان ، که از نمونهCordycepsای از جنس در اين مطالعه جدايه

 شناختی و تجزيه و تحلیلدست آمده بود، با استفاده از صفات ريختجیرفت واقع در جنوب شرق کشور به

شناسايی و سپس جايگاه تبارشناسی آن در ارتباط  ß-Tubulin و  ITS-rDNAشناسی ترادف نوکلئوتیدی ناحیه تبار

در مطالعات مختلف و بر اساس صفات ريختی از ايران  گونه ايندر گذشته د. شهای گونه بررسی با ديگر جدايه
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ای هبر اساس بررسی منابع صورت گرفته در اين مطالعه در هیچ کدام از بررسیبود، ولی  شناسايی و گزارش شده

 ,.Ghazavi et al) بودهای ژنومی در شناسايی گونه استفاده نشده ر از تجزيه و تحلیل تبارشناختی ترادفمذکو

2005; Parsi, 2019.) 
 

 هامواد و روش
 های خاکآوری نمونهجمع

متری خاک سانتی 51تا  02در قالب ده زيرنمونه توسط بیلچه و از عمق صورت تصادفی بههای خاک نمونه

ها زيرنمونه .آوری شدمختلف زراعی و غیر زراعی شهرستان جیرفت واقع در جنوب شرق کشور جمعاز مناطق 

های خاک بعد از صورت يک نمونه واحد درآمدند. نمونهطور کامل و يکنواخت با يکديگر مخلوط و بهسپس به

خچال گذاری در يزمان تلههای پلاستیکی به آزمايشگاه منتقل و تا برداری داخل کیسهدرج مشخصات محل نمونه

 درجه سلسیوس نگهداری شدند. 3و در درجه حرارت 

  Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) پرورش پروانه موم خوار بزرگ، 

 ،00:3نوری  دورةدرجه سلسیوس و  53±5 در دمای کلنی پروانه موم خوار بزرگ در شرايط آزمايشگاهی

L:D  گرم(، پودر  0511نگهداری شدند. برای پرورش لاروها از غذای مصنوعی متشکل از آرد گندم )ساعت

 د.شمیلی لیتر( استفاده  211گرم( و گلیسیرين ) 051گرم(، موم ) 211گرم(، عسل ) 911مخمر )

 ها از خاکاستخراج قارچ

با حشرات انجام شد. اين روش که گذاری های خاک با استفاده از روش تلهبیمارگر از نمونه استخراج قارچ

 Zimmermanاولین بار توسط  ،گیردمی ماريزای حشرات مورد استفاده قراربرای استخراج نماتودهای بی اساساً

های خاک های بیمارگر حشرات از نمونهعنوان يک روش کارآمد در استخراج طیف وسیعی از قارچبه (1986)

های گیاهی، ها و جداسازی بافتاه بعد از اختلاط کامل و خردکردن کلوخهای خاک در آزمايشگمعرفی شد. نمونه

های گرمی به داخل پتری 21ة نمون 9خاک  توسط آب مقطر استريل )در صورت لزوم( مرطوب شدند. از هر نمونه

 01مدت خوار بزرگ منتقل و در محیط تاريک و در دمای اتاق بهعدد لارو سن آخر پروانه موم 02استريل حاوی 

روز نگهداری شدند. لاروهای مرده )دارای رشد قارچی يا فاقد آن( پس از شستشوی سطحی با هیپوکلريت سديم 

دت دو مهای حاوی کاغذ صافی استريل مرطوب منتقل و به، سه نوبت با آب مقطر استريل شستسو و به پتری0%

س با حصول اطمینان از عدم وجود آلودگی درجه سلسیوس نگهداری شدند. سپ 52هفته در انکوباتور با دمای 

( کشت Sabouraud Dexterose Agar +Yeast) SDAYهای قارچ در محیط های با رشد قارچی، نمونهدر نمونه

هايت يک د. در نشصورت متوالی رقیق و سپس کشت اسپور نمودن، سوسپانسیون کنیديوم بهدند. برای تکش

مطالعات بعدی در انکوباتور در دمای  برای( کشت و CFU = Colony Forming Unitواحد تشکیل دهنده کلنی )

 د.شسلسیوس ذخیره  درجه 52

 شناختيمطالعات ريخت

کنیديوم و  91استفاده شد. حداقل  SDAYروزه قارچ در محیط  01شناختی از کشت برای مطالعات ريخت

دند. شناسايی جدايه بر اساس صفات شگیری اندازه BX53زا با استفاده از میکروسکوپ المپوس مدل کنیدی

 .(Humber, 1997)ريختی و با استفاده از کلیدهای عمومی و اختصاصی انجام گرفت 

 يابيو ترادف PCRو انجام  DNAاستخراج 

گرم از میلی 21روزه استفاده شد. به اين صورت که حدود  51تا  02های از کشت DNAبرای استخراج 

لیتری منتقل و با استفاده از انجماد سريع در ازت میلی 2/0های جراحی به تیوبمیسلیوم قارچ با استفاده از تیغ 
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د. شها در محیط آزاد درجه سلسیوس ديواره سلولی تخريب و محتوای سلول 01مايع و بلافاصله گداخت در 

-Mercaptoethanol %0و  mM 21 Tris-Hcl  ،mM 21 EDTA ،9% SDSمیکرولیتر بافر لیز کننده ) 011سپس 

ß درجه سلسیوس نگهداری شد. بعد از دوره مذکور به  02( به هر تیوب اضافه و به مدت يک ساعت در دمای

( اضافه، 54به  0میکرولیتر مخلوط کلروفرم و ايزوآمیل الکل )به نسبت  921میکرولیتر فنل اشباع و  921ها تیوب

ريل های استشدند. سپس لايه رويی به تیوبدور در دقیقه سانتیريفیوژ  04111دقیقه در  02ورتکس و به مدت 

دقیقه در همان  01مدت منتقل و عملیات بالا با اضافه نمودن مخلوط کلروفرم و ايزوآمیل الکل و سانتريفیوژ به

 DNAسیب منظور تر بههای استريل، دور با هدف حذف بقايای فنل تکرار گرديد. پس از انتقال فاز رويی به تیوب

درجه  4دقیقه نگهداری در دمای  91اضافه و بعد از  %11مولار و ايزوپروپانول  9يم استات به هر نمونه سد

 ها با اتانولدند. بعد از حذف فاز رويی نمونهشدور در دقیقه سانتريفیوژ  04111دقیقه در  51سلسیوس، به مدت 

ه در آب ديونیزه حل استخراج شد DNAوشو و با قرارگیری در معرض هوا خشک شدند. در نهايت شست 01%

 .(Zhu et al., 1993)د شدرجه سلسیوس ذخیره  -51و تا زمان استفاده در دمای 

-´ITS5 5و  ´ITS4-5´TCCTCCGCTTATTGATATGC-3، از آغازگرهایITS-rDNAبرای تکثیر ناحیه 

GGAAG  TAAAAGTCGTAACAAGG-3´ (White et al., 1990)  و برای تکثیر بخشی از ژنTubulin-ß 

 و ´Bt2a-5´GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3ایــــــــــرهـــــــــازگــــــــــازآغ

Bt2b5´ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC3´ د ش ستفادها(Glass & Donaldson, 1995). 

د. اجزای واکنش شامل شیتر انجام میکرول 21در حجم  ITS-rDNAپلیمراز برای تکثیر ناحیه  واکنش زنجیره

میکرولیتر از  PCR 10x (10 mM Tris/Hcl PH 8, 50 mM Kcl, 1.5-2.0 mM Mgcl2 ،)4میکرولیتر از بافر  2

میکرولیتر  2/1پیکومول از هريک از آغازگرهای معکوس،  dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP ،)01مخلوط 

مدت های حرارتی شامل يک چرخه بهژنومی بود. چرخه DNAنانوگرم از  2-51و  Taq DNA polymeraseآنزيم 

 42درجه سلسیوس، يک دقیقه در  14ترتیب يک دقیقه در چرخه شامل: به 92درجه سلسیوس،  14دقیقه در  2

 درجه 05دقیقه در  2درجه سلسیوس و در نهايت يک چرخه انتهايی به مدت  05درجه سلسیوس و يک دقیقه در 

درجه  25از دمای اتصال  tubulinß–. برای تکثیر ناحیه ژنی (Rehner & Buckley, 2005)سلسیوس بود 

 AccuPrepسازی )خالص ، ابتدا با استفاده از کیتPCRهای فرآوردهيابی ترادف به منظورسلسیوس استفاده شد. 

PCR Purification Kit, 50 Ext و طبق دستورالعمل شرکت سازنده محصول حاصل از )PCR سازی و خالص

 يابی به شرکت تکاپوزيست ارسال شد.سپس برای ترادف

 مولکولي هایها براساس دادهشناختي جدايهتجزيه و تحلیل تبار

 (Chromas version 2.6.6,   2018)( 5.0.0 ة)نسخ  Chromasافزار های کروماتوگرام با استفاده از نرمفايل

يابی با استفاده از هر دو آغازگر مستقیم و معکوس صورت ترادف ITS-rDNAويرايش شدند. در مورد ناحیه 

( با Consensus sequenceهای کروماتوگرام و انتخاب ترادف اجماع )ها بعد از ويرايش فايلگرفت و ترادف

ر مجموع هر کدام از نواحی ژنومی مورد دند. دشبه يک خوانش تبديل  Bioedit(Hall, 1999) افزار استفاده از نرم

ستفاده های تبارشناسی اعنوان ترادف نهايی در تجزيه و تحلیليابی و ترادف اجماع بهبررسی در سه تکرار ترادف

صورت  e-valueو بر اساس شاخص  NCBIدر  Blastافزار های هومولوگ با استفاده از نرمد. يافتن ترادفش

چینی مورد مطالعه، زيرهم جدايهذخیره و سپس به همراه ترادف  FASTAدر فرمت  های هومولوگگرفت. ترادف

و  (Thompson et al., 1997)و براساس پارامترهای از پیش تعیین شده انجام  Clustal Xافزار با استفاده از نرم

و  MLو  NJ ،MPد. در بررسی روابط تبارشناسی از هر سه روش شیره ذخ FASTAماتريس حاصله در فرمت 

اده های مورد مطالعه استفنشان دادن تاريخچه گروه به منظوراز هزار تکرار برای ترسیم درخت بوت استرپ اجماع 
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گاه جاي 510و  ITS-rDNAجايگاه در ترادف  022های دارای فاصله يا داده گمشده حذف و در نهايت شد. جايگاه

 .مورد تجزيه و تحلیل تبارشناسی قرار گرفت  ß-tubulinدر ترادف 

 

 و بحث نتايج 
شد که بعد از شناخته می Paecilomyces farinosaدر گذشته با نام  C.  farinosaقارچ بیمارگر حشرات 

ها با میانگین د. در جدايه مورد بررسی کنیديومشمنتقل  Cordycepsگذاری اولیه به جنس سال از نام 91حدود 

دارای  50/5و عرض  13/4زاها با میانگین طولی شکل بیضوی و کنیدیمیکرومتر به 13/0و عرض  39/9طولی 

ها در شکل زاشناختی کنیديوم و کنیدیباشند. اشکال و نتايج مطالعه ريختای میگلوبوز عريض در بخش قاعده

با توصیف  KJ3سی نشان داد که صفات جدايه شنانشان داده شده است. بررسی ريخت 0و جدول  5و  0

 تطابق کاملی دارد. Cordyceps farinose (Humber, 1997)های گونه ويژگی

   

  
  

های در حال رشد را در جدايه مورد زا و کنیديومتصوير سمت راست زنجیره کنیديوم و چپ کنیدی -1شکل 

 است. mµ 2دهد. مقیاس تصاوير برابر با نشان می  Cordyceps farinosa KJ3مطالعه 

Fig. 1. Conidia (Right) and conidiogenous cells (Left) of studied isolate of Cordyceps farinosa KJ3. 

Scale bars represent 5 mm. 
 

 Cordyceps farinosa isolate KJ3سنجی جدايه مورد مطالعه مشخصات ريخت -1جدول           
         Table 1. Morphometric characters of Cordyceps farinosa isolate KJ3  

Conidiophore Conidia 

Width Length Width Length 

2.21±0.17 µm 4.98±0.48 µm 1.98±0.13 µm 3.38±0.38 µm * 
 . باشندمی گیری مستقل به همراه خطای استاندارد اندازه 91ها میانگین عددی داده *

* Data are the means (± SE) of 30 independent measurement. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SDAYروی محیط کشت  Cordyceps farinosa KJ3اسپورزايی  -5شکل 
Fig. 2. Sporulation of Cordyceps farinosa KJ3 on SDAY media 
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باز بود. در  tubulinß ،922–باز و برای ناحیه ژنی  ITS ،002برای ناحیه  PCRطول قطعه تکثیر شده طی 

و شاخص  490/1برابر با  (Consistency Index) ، شاخص ثباتITS-rDNAدرخت تبارشناسی مبتنی بر ترادف 

ها در خصوص درخت تبارشناسی مبتنی بر ژن بتاتوبولین به ترتیب بود. اين ارزش 0/1 (Retention Index) بازداری

به طور قابل  ITS-rDNAثبات در درخت تبارشناسی مبتنی بر ترادف  بود. هر چند که شاخص 391/1و  009/1

، اشدبتوجهی کمتر از درخت تبارشناسی حاصل از ترادف ژن بتاتوبولین بوده و نشان دهنده پارسیمونی بیشتر می

، ارزش بالاتر شاخص ثبات و در نتیجه (Rohlf, 2005)اما با توجه به رابطه عکس تعداد گونه و شاخص ثبات 

ها هتواند ناشی از تعداد پايین گونهوموپلاسی کمتر در درخت تبارشناسی حاصل از ترادف ژن بتاتوبولین، می

شناسی ها با درخت تباردرخت حاصل از ترادف ژن بتاتوبولین نشان دهنده برازش بهتر داده باشد. شاخص بازداری

مربوط به تعداد تواند میبود. اين اختلاف نیز  تا حدودی  ITS-rDNAمربوطه در مقايسه با درخت حاصل از 

 های مورد استفاده در تجزيه و تحلیل باشد. کمتر گونه

( نشان داد که اين 9)شکل  ITS-rDNAخت تبارشناسی مبتنی بر ترادف ها در درارزش بوت استرپ گره

ای تک هباشد اما در نشان دادن روابط گروهها از کارايی قابل قبولی برخوردار میناحیه هرچند برای تفکیک گونه

طالعات يکی از نشانگرهای کارآمد در م ITS-rDNAعملکرد قابل قبولی ندارد. ناحیه  های داخلینیايی در گره

 ,.Tian et al)آيد به تنهايی يا در ترکیب با ديگر نواحی ژنومی به شمار می .Cordyceps sppهای تبارشناسی قارچ

2010, Li et al., 2020)های مشابه در ترسیم گونه کارگیریبهامکان  ،ها. در مقايسه، هر چند که به دلیل نبود داده

و  های خارجیدرخت تبارشناسی بر اساس ترادف ژن بتاتوبولین میسر نبود، اما ارزش بوت استرپ در گره

(. اين وضعیت نشان دهنده کارايی بیشتر اين ناحیه، حداقل 4توجهی بیشتر بود )شکل های داخلی به طور قابل گره

ا ههای مورد بررسی در تجزيه و تحلیل، در مشخص نمودن روابط تبارشناسی و الگوی اشتقاق گونهبر اساس گونه

 باشد.می

در يک گروه تک  C. farinosaبا گونه  KJ3، جدايه ITS-rDNAدر درخت تبارشناسی حاصل از ترادف 

( گره اجدادی گروه مذکور نشان دهنده میزان صحت بالای %12نیايی قرار گرفت. ارزش بالای بوت استرپ )

به  نیز C. coccidioperitheciata و C. albocitrinaهای  گونه ياد شده،باشد. در درخت گروه بندی مورد نظر می

(. در درخت تبارشناسی مبتنی بر ترادف 9ظاهر شدند )شکل  C. farinosaهای خواهری برای گونه عنوان گونه

در يک گروه تک نیايی قرار  C. farinosa( با گونه %11با ارزش بوت استرپ بالا ) KJ3ژن بتاتوبولین نیز جدايه 

 (. 4د )شکل شبه عنوان گونه خواهری گروه مذکور ظاهر  C. confragosaگرفت و گونه 
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 ITS-rDNAترادف ناحیه  Maximum Parsimonyشناختی حاصل از تجزيه و تحلیل تبار درخت اجماع -3شکل 

گروه خارجی  عنوانبه Hypocrea luteaهای هومولوگ. گونه و ترادف Cordyceps farinosa isolate KJ3جدايه 

 در تجزيه و تحلیل منظور شده است. ارزش بوت استرپ در هر گره نمايش داده شده است.

Fig. 3. Consensus tree from the maximum parsimony analysis based on the sequence of the ITS-rDNA 

for Cordyceps farinosa isolate KJ3. Hypocrea lutea has been included as an outgroup in phylogenetic 

analysis. Bootstrap value has been shown in each node.  

 Cordyceps fumosorosea AY624184

 Cordyceps coleopterorum AY624176

 Cordyceps takaomontana JQ009304

 Cordyceps ghanensis AY624185

 Cordyceps blackwelliae MF140736

 Cordyceps tenuipes MK981150

 Cordyceps ochraceostromata AY245646

 Cordyceps jakajanicola MT966043

 Cordyceps cicadae MW188645

 Cordyceps lepidopterorum MT966050

 Cordyceps sphingum AY245641

 Cordyceps cateniannulata MT966059

 Cordyceps spegazzinii KP133191

 Cordyceps nakazawae MT595461

 Cordyceps cardinalis HQ330978

 Cordyceps acridophila JQ958607

 Cordyceps scarabaeucika AY491993

 Cordyceps taishanensis FJ008928

 Cordyceps poprawskii DQ403724

 Cordyceps javanica MT801895

 Cordyceps amoenerosea AY624168

 Cordyceps locusticola EU363501

 Cordyceps cateniobliqua MT000708

 Cordyceps succavus MK086060

 Cordyceps grylli AJ536556

 Cordyceps kirkii MK039703

 Cordyceps kyushuensis AY781661

 Cordyceps roseostromata AY245637

 Cordyceps hepialidicola AF315649

 Cordyceps ningxiaensis KF309670

 Cordyceps submilitaris KF937321

 Cordyceps inthanonensis MT000707

 Cordyceps rosea MT012344

 Cordyceps confragosa KJ542654

 Cordyceps brevistroma MT000709

 Cordyceps araneae MT000704

 Cordyceps kuiburiensis MN099708

 Cordyceps sp. isolate KJ3 MW405807

 Cordyceps farinosa AY624180

 Cordyceps albocitrina KJ857274

 Cordyceps coccidioperitheciata JN049865

 Cordyceps yinjiangensis MT560352

 Cordyceps morakotii MH828333

 Cordyceps chiangdaoensis KT261396

 Cordyceps neopruinosa MT000712

 Cordyceps ninchukispora MT966069

 Cordyceps bifusispora MG746394

 Cordyceps parvistroma MT000710

 Cordyceps pruinosa MG833288

 Cordyceps sinensis EF378610

 Cordyceps kurijimeansis JN415754

 Cordyceps nirtolii JN383815

 Cordyceps koreana AJ536569

 Cordyceps brasiliensis AJ536545

 Cordyceps ampullacea AJ536554

 Cordyceps polyarthra AJ536548

 Cordyceps cylindrica LC008213

 Cordyceps hauturu MW191773

 Cordyceps pleuricapitata JN943306

 Cordyceps cuncunae HQ661167

 Cordyceps fratricida JQ349068

 Cordyceps gunnii KF003089

 Cordyceps cf. ryogamimontana LC008215

 Cordyceps imagamiana AJ536547

 Cordyceps hesleri AY24563

 Cordyceps guangdongensis EU039881

 Cordyceps memorabilis MT446211

 Hypocrea lutea JN943361

99

99

99

95

88

85

96

84

85

80

76

76

77

85

74

74

74

65

62

58

58

56

56

51

65

43

36

36

36

36

34

34

35

46

29

27

28

28

33

23

18

17

16

16

15

13

12

12

12

13

41

20

11

10

8

6

5

5

36

11

10

2

2

0

2



 Cordyceps farinosa جداسازی و شناسايی قارچ بیمارگر حشراتزاده و همکاران: علی 450

 

 
 Tubulin-ßترادف ژنی  Maximum Parsimonyشناختی حاصل از تجزيه و تحلیل درخت اجماع  تبار -4شکل 

تجزيه  عنوان گروه خارجی دربه Hypocrea luteaهای هومولوگ. گونه و ترادف Cordyceps farinosa KJ3جدايه 

 و تحلیل منظور شده است. ارزش بوت استرپ در هر گره نمايش داده شده است.
Fig. 4. Consensus tree from the maximum parsimony analysis based on the sequence of the ß-tubulin 

for Cordyceps farinosa isolate KJ3. Hypocrea lutea has been included as an outgroup in phylogenetic 

analysis. Bootstrap value has been shown in each node.  
 

، Cordycepsدر مطالعات تبارشناختی جنس  Tubulin-ßو  ITS-rDNAهای مقايسه کارايی ترادف با هدف

 د. در درخت تبارشناسی حاصل ازشهای مشابه برای نواحی مذکور ترسیم درختان تبارشناسی با تعداد و گونه

ها در درخت مبتنی بر  بود. اين ارزش 01/1و شاخص بازداری  01/1، شاخص ثبات برابر با ITS-rDNAترادف 

Tubulin-ß  های مورد استفاده در تجزيه بود. نتايج نشان داد که صرف نظر از تعداد جايگاه 34/1و  09/1به ترتیب

روی درخت تبارشناسی بهتر و نیازمند هوموپلاسی  Tubulin-ßهای ترادف و تحلیل تبارشناسی، برازش داده

در درخت تبارشناسی حاصل از ( Polytomy) ان داد که میزان پلیتومیمقايسه توپولوژی نیز نش باشد.کمتری می

به  نیايی نسبتهای تکها و گروهروابط گونه بر اين اساس،به طور قابل توجهی کمتر بوده و  Tubulin-ßترادف 

تعداد هشت  ITS-rDNAباشد. در کل، در درخت تبارشناسی حاصل از ترادف می بیشتری برخوردار هم از وضوح

)شکل  صورت پلیتومی روی درخت قرار داردتنها سه شاخه به Tubulin-ßشاخه و در درخت مبتنی بر ترادف 

2 .) 
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 ITS-rDNAترادف ژنی  Maximum Parsimonyشناختی حاصل از تجزيه و تحلیل درخت اجماع  تبار -5شکل 

عنوان گروه خارجی در تجزيه به Hypocrea luteaهای هومولوگ. گونه و ترادف Cordyceps farinosa KJ3جدايه 

 و تحلیل منظور شده است. ارزش بوت استرپ در هر گره نمايش داده شده است.
Fig. 5. Consensus tree from the maximum parsimony analysis based on the sequence of the ITS-rDNA 

for Cordyceps farinosa isolate KJ3. Hypocrea lutea has been included as an outgroup in phylogenetic 

analysis. Bootstrap value has been shown in each node.  
 

ه از ترکیب ها، تجزيه و تحلیل تبارشناختی با استفادگونه به بهترين برآورد از روابط نیايیبه منظور دستیابی 

انجام شد. در درخت حاصل از تلفیق هر دو مکان ژنی، شاخص ثبات  Tubulin-ßو  ITS-rDNAهای ترادف

ها روی درخت و هوموپلاسی کمتر بود که نشان دهنده برازش بهتر داده 09/1و شاخص بازداری  00/1برابر با 

 علیرغم پلیتومی کمتری آن باشد.می به تنهايی ITS-rDNAها در مقايسه با درخت تبارشناسی مبتنی بر ترادف آن

، درخت ترسیم شده از تلفیق ترادف هر دو ناحیه Tubulin-ßدر مقايسه با درخت تبارشناسی حاصل از ترادف 

 ژنومی مورد مطالعه از شاخص ثبات و بازداری کمتری برخوردار بود.

های ها بر اساس ترادفبا نزديکترين گونه KJ3جدايه  (Pairwise genetic distance) فاصله ژنتیکی دوبدو

ITS-rDNA  وTubulin-ß  چنانچه نشان داده شده فاصله دوبدوی نشان داده شده است.  9و  5 هایجدولدر

ترتیب به C. coccidioperitheciata و C. albocitrinaهای صفر و گونه C. farinosa AY624180از  KJ3جدايه 

 با توپولوژی درخت اين نتايج کاملاًدهند. کمترين فاصله را با جدايه مورد بررسی نشان می 159/1و  150/1با 

نیز تطابق کاملی بین نتايج فواصل دوبدو و  Tubulin-ßتبارشناسی انطباق کامل دارد. در خصوص ترادف 

 د. شتوپولوژی درخت ثبت 
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-ITSتلفیق ترادف ژنی  Maximum Parsimonyشناختی حاصل از تجزيه و تحلیل درخت اجماع  تبار -6شکل 

rDNA  وTubulin-ß  جدايهCordyceps farinosa KJ3 های هومولوگ. گونه و ترادفHypocrea lutea عنوان به

 گروه خارجی در تجزيه و تحلیل منظور شده است. ارزش بوت استرپ در هر گره نمايش داده شده است.
Fig. 6. Consensus tree from the maximum parsimony analysis based on the combination sequences of 

the ITS-rDNA and ß-Tubulin for Cordyceps farinosa isolate KJ3. Hypocrea lutea has been included as 

an outgroup in phylogenetic analysis. Bootstrap value has been shown in each node.  
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د. ششناسايی  Cordyceps farinosa ةعنوان گون های ريختی بهبر اساس ويژگی KJ3در اين بررسی جدايه 

به تنهايی و در ترکیب با  tubulinß–و  ITS-rDNAمطالعات تکمیلی مبتنی بر تجزيه و تحلیل تبارشناسی نواحی 

سه توپولوژی يهای ريختی را تايید کرد. مقاهم و فواصل دوبدوی ژنتیکی نیز صحت شناسايی مبتنی بر ويژگی

در مقايسه  tubulinß–درختان تبارشناسی از نظر شاخص ثبات، شاخص بازداری و توپولوژی نشان داد که ترادف 

ه های تک نیايی بويژتری در نشان دادن روابط گروهو نیز ترکیب هر دو مکان ژنی از کارايی بیش ITS-rDNAبا 

 باشد. های داخلی برخوردار میدر گره
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 قدردانيتشکر و 
مولفین  بوده ونويسنده اول شناسی کشاورزی کارشناسی ارشد رشته حشره ةناماين تحقیق بخشی از پايان

مايت مالی اين تحقیق کمال تشــکر و از نظر حاز معاونت پژوهشــی و فناوری دانشــگاه شــهید مدنی آذربايجان 
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