
 )393-400، (1396، سال 4، شماره 9جلد                                                                          شناسي فصلنامه تخصصي تحقيقات حشره

٣٩٣ 

 

 

 

 

 

 

  در بررسي تنوع ژنتيكي كفشدوزكRAPD ملكوليكاربرد نشانگر 

(Col.:Coccinellidae) Hippodamia variegata  در استان لرستان 

 
  3رضا جعفري ،3رضا ياري ،*2پور ، فاطمه نبي1مريم هاشمي

 

  ، ايرانواحد بروجرد ،دانشگاه آزاد اسلاميواحد بروجرد،  ملكولي، آموخته كارشناسي ارشد زيست شناسي سلوليدانش -1

  آباد، ايران آباد، دانشگاه آزاد اسلامي، خرمباشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، واحد خرم -2

  نايرا ه آزاد اسلامي واحد بروجرد،دانشگا، واحد بروجرد، گروه زراعت و اصلاح نباتات و شناسيگروه زيست ستاديار،ا -3
 

 چكيده

يكي از شكارگرهاي مهم آفات در كشتزارهاي ايران  Goeze Hippodamia variegata (Col.:Coccinellidae) كفشدوزك

نشانگر ژنتيكي مفيدي در بررسي RAPD كند. ماركر  ها تغذيه مي ها و پسيل اين شكارگر همه چيز خوار است و از شته .است

باشد. اين تحقيق با هدف شناسايي و بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت  ها مي كتنوع ژنتيكي و چندشكلي در بين كفشدوز

براي بررسي  .است هجمعيت پرورش تجاري صورت پذيرفت 2جمعيت طبيعي و  9در  Hippodamia variegataكفشدوزك 

استفاده  ) C-15،C-16  ،C-18 ،C-19 ،BE-03 ،BE-09 ،B-01 ،B-06( نوكلئوتيدي تصادفي 10آغازگر 8تنوع ژنتيكي از 

 شكل چندباند  %78/55باند يعني 82باند توليد شده  147پذير ايجاد كردند. از گرديد. تمامي آغازگرها باندهاي واضح و تكرار

ندروگرام بر اساس ضريب تشابه دجفت باز متغير بود.  20000تا  225طول قطعات تكثير يافته در آغازگرها از  .بودند

UPGMAبه روش  1جاكارد
           ، بيانگر وجود تفاوت ژنتيكي بالا در بينايخوشهنتايج حاصل از تجزيه . م گرديدرس 2

) كمترين 13(باند  C-16 ) بالاترين و پرايمر28(باند  BE-09 پرايمرهاي مورد مطالعه در سطح استان لرستان بود.  جمعيت

با ضريب  285/0ميزان آباد آن هم با درصد بسيار كم (بهخرمكه تنها دو جمعيت دورود و طوريهب تعداد باند را تشكيل دادند.

ها با درصد تشابه بسيار كم تشكيل شدند كه اين امر حاكي از  و ساير خوشه دادند ) نخستين خوشه را تشكيل ميجاكارد

فظ تنوع ژنتيكي مستعد بودن شرايط اكولوژي و جغرافيايي استان لرستان با وجود كوچك بودن سطح استان براي ايجاد و ح

  . باشد هاي استان مي در كفشدوزك
 كنترل بيولوژيك شانگر ملكولي،ن تنوع ژنتيكي، ،Hippodamia variegata ،RAPD: كليدي هايهواژ
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  مقدمه 

هاي زراعي با كاربردي موثر و  هاي مفيد در اكوسيستم ترين مجموعه يكي از مهم، (Coccinellidae)ها  خانواده كفشدوزك

 رود مياي به شمار  هاي مبارزه بيولوژيك با آفات گياهان زراعي، باغي، جنگلي، مرتعي و حتي گلخانه عملي در برنامه

)Shojaei,1998.( كفشدوزك Hippodamia variegaea فاژ با پراكنش جهاني در منطقه اروپا، شمال آسيا و  يك گونه پلي

 Gordon., 1990; Krafsur( گسترش پيدا كرده است (نئاركتيك) جا به منطقه آمريكاي شمالي (پالئاركتيك) بوده و از آن آفريقا

et al., 2002 .( كفشدوزك H.variegataخواري دارد از اين رو براي  هم  ها، تمايل كمي به برخلاف بسياري از كفشدوزك

 Gibson et al, 1992). ( گونه بسيار مفيدي است ،پرورشِ انبوه

هاي شكارگر  اين كفشدوزك با داشتن جثه كوچك، قدرت جستجوگري زياد و توانايي توليد مثلي بالا از موثرترين گونه

 تواند در مدت زمان كوتاه جمعيت خود را در طبيعت زياد كند ميكه  )،Ershova, 1981( باشد خانه ميدر شرايط گل

)Kontodimas, 2004(. سزايي در حفظ تنوع هتواند در راستاي اهداف مديريت جامع آفات، تاثير ب كنترل بيولوژيك مي

توجه به گستردگي دامنه پراكنش كفشدوزك در مناطق  با .زيستي، پايداري اكوسيستم و سلامت مواد غذايي داشته باشد

، ها در مناطقي كه وجود ندارد سازي آن هاي بومي كفشدوزك، وارد سازي، پرورش و رها مختلف كشور حمايت از جمعيت

آميز وفقيتكاربرد م .تواند نقش بسيار مهمي در كاهش استفاده از سموم شيميايي و تامين اهداف كنترل تلفيقي داشته باشد مي

هاي مختلف بيولوژيكي ها در مناطق مختلف نيازمند آگاهي از جنبه هاي آن عوامل كنترل بيولوژيك و استقرار مناسب جمعيت

  .)Jafari et al., 2009( باشد ها مي اين گونه

 كوتاه (معمولا RAPDطور مستقيم قادرند پراكندگي و تنوع ژنتيكي را تشخيص دهند. پرايمرهاي ماركرهاي مولكولي به

هاي فراواني نسبت به ساير  داراي مزيتRAPD باشند. نشانگرمي C+G %50و حداقل حاوي  نوكلئوتيدي) هستند 10

برداري هاي ديگر، نمونه توان به مواردي از جمله هزينه كمتر نسبت به بسياري از تكنيكباشد كه از آن جمله مي نشانگرها مي

جهت طراحي و ساخت پرايمر، امكان بررسي  DNA ژني، عدم نياز به اطلاعات اوليه در مورد رديفهاي  تصادفي از جايگاه

زياد براي بررسي تعداد زيادي نمونه، عدم نياز به كاوشگر، عدم  ها، سرعت نسبتازمان چندين جايگاه ژني در ژنوم نمونههم

ا پرايمرهاي يكسان و مطالعه تعداد زيادي نمونه در مدت هاي مختلف ب الگو، امكان بررسي گونه DNA نياز به مقدار زياد

هاي ژنتيكي، تعيين پيوستگي با  هاي ذكر شده، بررسي ژنتيك جمعيت، فيلوژنتيك، تهيه نقشه تر نسبت به ساير روش كوتاه

وع ژنتيكي، بر در بررسي تن). Deluchi, 1974( كننده صفات كمي اشاره كردهاي ژني كنترل صفات مطلوب، بررسي جايگاه

بيشترين تشابه بين  RAPD در استان مازندران با استفاده از نشانگر ملكولي Cryptolaemus montrouzieriروي كفشدوزك 

            چنين كمترين تشابه ميان بيان گرديد. هم درصد 78آوري از چالوس  هاي اينسكتاريوم بهشهر و جمعيت جمع نمونه

بر روي ي كه . بر اساس تحقيقات)Bamher et al., 2013( مشاهده شد درصد 47ريدونكنار با هاي تنكابن و ف جمعيت

ها مورد مطالعه از  ضريب تشابه بين كفشدوزكصورت گرفت، كشور مصر  در Coccinella undecimpunctata كفشدوزك 

بر (2002) و همكاران   Haubruge بر اساس گزارشات ).Haitham et al; 2009( بوده استمتغير  درصد 75/93تا درصد 40

اعلام  درصد 9/58 هاي مورد مطالعهدر كشور بلژيك ضريب تشابه بين نمونه Coccinella septempunctataروي گونه 

  .گرديد

هـاي   ها در ايـران پـژوهش   مورد تنوع ژنتيكي كفشدوزك ها در كنترل بيولوژيك و در با در نظر گرفتن اهميت كفشدوزك

هـدف از ايـن تحقيـق اسـتفاده از      رسـد.  نظـر مـي  ضـروري بـه  گرفته انجام تحقيق در اين زمينه امري لازم و  اندكي صورت

 Hippodamiaكفشـدوزك   هـاي منظور ارزيابي و بررسـي تنـوع ژنتيكـي و روابـط ژنتيكـي جمعيـت      نشانگرهاي ملكولي به

variegata .در استان لرستان بوده است  
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  ها مواد و روش
         آوري شده از مناطق مختلف استان لرستان جمع Hippodamia variegataجمعيت كفشدوزك  9از  در اين مطالعه

درصد  96در اتانول   DNAها پس از جداسازي تا زمان استخراج همراه دو نمونه پرورش تجاري آن استفاده گرديد كه نمونهبه

 ).Chapco et al., 1992( نگهداري شدند

 
  Hippodamia variegata هاي كفشدوزك آوري و كد نمونه محل جمع -1جدول

Table 1- Collecting locations and codes of samples of Hippodamia variegata 
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  DNA استخراج روش

ابتدا شكم يك كفشدوزك با اسكالپل باز و  .جام شدجميعيت مذكور با استفاده از كيت استخراج ان 11از  DNA استخراج

و در  شدبه شدت خرد ناحيه شكمي نمونه  با تيغ جراحيگرديد، و در انكوباتور خشك  داده شدبا آب مقطر استريل شستشو 

             ادامه مقدار . دراضافه شد  A(1( كنندهتجزيهميكرومولار بافر  600سپس مقدار  داده شدقرار  ml 5/1 ميكروتيوپ

هموژن و يكنواخت  تا كاملا وارونه نگهداشته شدثانيه  15مدت اضافه كرده و ميكروتيوب به K 2ميكرومولار پروتئيناز  40

دقيقه  10مدت ههزار دور ب 12ها در و نمونهداده شد گراد قرار  درجه سانتي 56ساعت در دماي  2بعد به مدت . گردد

كه B(3  rاز بافر ( آنمعادل حجم  ميكرومولار) به يك ميكروتيوب جديد منتقل و 600( الاييفاز بسپس  شدند.سانتريفيوژ 

ها در  و دوباره نمونه نگهداشته شدبار وارونه و چندينگرديد رود اضافه  كار ميين بهيباشد و براي حذف پروت حاوي فنل مي

 600سپس مقدار و د فاز رويي به يك لوله جديد منتقل . در مرحله بعشدنددقيقه سانتريفيوژ  10مدت ه ب هزار دور 12

(C) ميكرومولار بافر
گراد نگهداري  درجه سانتي- 20دقيقه در دماي  20و به مدت  شداضافه به آن حاوي الكل است كه  4

 200مقدار  وشد دور ريخته  فاز بالاييسپس . دقيقه سانتريفيوژ شدند 10مدت ه هزار دور ب 12ها در  نمونه مجددا گرديد.

ها  وارونه كرده و مجددا نمونه را آن بارو چندين گرديددرصد است اضافه  70كه حاوي الكل شستشو  ميكرومولار بافر

 نهايتاد و نتا خشك شو داده شدندهود قرار  زير 65دقيقه دردماي  5مدت بهها  لوله شد. تخليه فاز بالاييسانتريفيوژ شدند و 

 گراد در يخچال تا زمان انجام  درجه سانتي–20. محلول در دماي شدندافزوده و به آرامي وارونه  E(5( ميكرومولار بافر 30

PCRچنين براي بررسي كيفيت  هم  داري شد نگهDNA  ددرصد استفاده ش 7استخراج شده از الكتروفورز بر روي ژل آگارز 

et al., 2009) (Haitham.  

                                                             
1
 Lysis Buffer 

2
 Proteinase K 

3
Binding Buffer  

4
 Precipitation Buffer 

5
 Solvent Buffer 
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RAPDپرايمرهاي
1  

  آوران استفاده شد.نوكلئوتيدي خريداري شده از شركت ژن فن 10آغازگر تصادفي  8در تحقيق حاضر از 
 

نام و توالي آغازگرها ليست -2جدول  
Table 2- list of names and sequences of primers 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  2PCR واكنش زنجيره پليمراز
با اين روش از اتلاف اجزاء واكنش جلوگيري گرديده و دقت عمل  .استفاده شد Master mixاز روش  PCRبراي انجام 

براي تهيه مخلوط اصلي، حجم  .دشو ميدر نتيجه امكان آلودگي كمتر كند و  پيدا ميو موارد انتقال مواد كاهش  يابد مي افزايش

 .توزيع) محاسبه شد مها به علاوه يك واكنش بيشتر (جهت تامين مقادير اتلاف در هنگا كل آن با در نظر گرفتن تعداد نمونه

مخلوط شوند كه اين حجم نهايي مخلوط اصلي را  كرده تا كاملا ارونهها را و ش، آنپس از اضافه كردن هر يك از مواد واكن

 ميكروليتر از 2ميكروليتر از مخلوط اصلي و  23براي هر نمونه يك ميكروتيوب در نظر گرفته شد و به ميزان  .تشكيل داد

DNAدناتور شدن . ها اضافه گرديد الگو به آنDNA  دنبال ه دقيقه انجام شد و ب 5 مدتگراد به يدرجه سانت 94الگو در دماي

ثانيه، اتصال  30مدت گراد به درجه سانتي 94دناتوره شدن در  .سيكل به شرح زير انجام شد 39در  DNAآن واكنش تكثير 

ترش نهايي ثانيه و گس 40گراد به مدت  درجه سانتي 72ثانيه و گسترش پرايمر در  40گراد به مدت  درجه سانتي 36پرايمر در 

  .دقيقه صورت گرفت 5مدت درجه به 72در 

  
  ميكروليتر 25در حجم  PCRمواد مورد نياز براي انجام واكنش  رمقدا-3جدول 

Table 3- The amount of material required for PCR reaction in 25 µl volume 

 

 

 
 

 
   
 

 

 

 

                                                             
1
 Random Amplification of Polymorphic DNA 

2
 Polymerase chain reaction 

Sequence  Name of prime 

5
/
-GACGGATCAG-3

/
 C-١٥ 

5
/
-CACACTCCAG-3

/
 C-١٦ 

5
/
-TGAGTGGGTG-3

/
 C-١٨ 

5
/
-GTTGCCAGCC-3

/
 C-١٩ 

5
/
-TGGACTCGGT-3

/
 BE-٠٣ 

5
/
-CCCGCTTTCC-3

/
 BE-٠٩ 

5/-GTTTCGCTCC-3/ B-٠١ 

5/-TGCTCTGCCC-3/ B-٠٦ 

Concentration 
 The required 

amount for a total 

volume of 25 µl 

Compounds 

____  17 µl ddH2O(DW) 

1x  2/5 µl Buffer 10X 

2/5mM  µl  1  MgCl2 

0/2mM  5 µl /0  dNTP 
0/8mM  2 µl Primer 

2 U  4 µl/0 Taq polymerase 

10ng  2  U DNA 
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 PCR: سيكل دمايي 4جدول 

Table 4: Thermal cycle of PCR 

 

  الكتروفورز 

  براي. استفاده شد ml80ر حجم درصد د 5/1از الكتروفورز بر روي ژل آگارز  PCRجهت آشكارسازي محصولات 

  ها از رنگ سايبر گرين استفاده گرديد. آميزي نمونهرنگ

  

  اه آناليز داده

حضور يا  وارد شد و Excelافزارمحاسبه و در نرمDNA با محاسبات چشمي اندازه باندها با توجه به اندازه باندهاي ماركر

شده و از آن براي  NTSYpc 2.02و MVSP3.0ك/صفر وارد برنامه صورت ماتريس يعدم حضور هر باند براي هر جمعيت به

  صورت پذيرفت.  win Bootافزار  ها نيز با كمك نرم هاي فيلوژني استفاده گرديد. اعتبار سنجي دندروگرام ترسيم درختچه

  

  نتايج و بحث
دست آمده ههاي ب ايجاد كردند كه در ژلآغازگر به كار رفته در اين تحقيق، تمامي آغازگرها باندهاي قابل كد گذاري  8از 

 147). تعداد كل باندهاي تكثير شده توسط كل آغازگرها 1(شكل  كد گذاري شدند bp2000 تا  bp225 باندها در محدوده 

 C-16و آغازگر  چندشكلباند داراي بيشترين باند  16با  BE-09آغازگر  ند.بود چندشكلباند  82دست آمد كه شامل هعدد ب

تواند براي  مي ،را نشان داد چندشكلكه بيشترين تعداد باند  BE-09آغازگر  .بودند چندشكلي باند داراي كمترين باند 4با 

  كار گرفته شود. هبا استفاده از نشانگر ملكولي رپيد در سطح وسيع ب H.variegataمطالعه جمعيت 

مورد بررسي قرار گرفتند   MVSP Ver. 3.0افزارنرم جاكارد با استفاده از  و ضريب UPGMAبندي باندها با روشخوشه

نخستين خوشه درصد  285/0هم با درصد بسيار كم خرم آباد آن هاي مورد مطالعه تنها دو جمعيت دورود و كه در بين نمونه

دورود و  ). حداكثر شباهت بين دو جمعيت2(شكل  شدندها با درصد تشابه بسيار كم تشكيل  ساير خوشه دادند.را تشكيل 

 13/0ها به ميزان  و پلدختر با ساير جمعيت يكو حداقل شباهت بين خوشه حاوي نمونه استاندارد  285/0آباد به ميزان خرم

نتايج بيانگر وجود  .باشيم ها از يكديگر مي شاهد پراكندگي جمعيت PCoAبندي دو بعدي با روش مشاهده شد. در رسته

. اين امر حاكي از مستعد بودن شرايط بودهاي مورد مطالعه در سطح استان لرستان  يتتفاوت ژنتيكي بالا در بين جمع

براي ايجاد و  كيلومتر مربع) 300هزار و  28 بااكولوژي و جغرافيايي استان لرستان با وجود كوچك بودن سطح استان(تقري

هاي فوق  هاي طبيعي نمونه و صيانت از زيستگاه لزوم حفظ. اين امر باشد  مي اين منطقه هاي حفظ تنوع ژنتيكي در كفشدوزك

نفر  62درصد كل جمعيت كشور و تراكم  3/2جمعيت كشور معادل  (سيزدهمين استان پر در استان با توجه به تراكم جمعيت

  در هر كيلومتر مربع) و هجوم به نقاط زيست اين حشره، تاكيد دارد. 
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5(min) 94 
Initial           

Denaturation             

30(Sec) 94 Denaturation   

40(Sec) 36 Annealing   

40(Sec) 72 Extension    

 
5(min) 72 Final extension    
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نتايج اين گونه وجود ديگر ها با يكي اين كفشدوزك، امكان مقايسه دادهدليل عدم وجود اطلاعات در مورد تنوع ژنته ب

، بيشترين تشابه بين  Cryptolaemus montrouzieriاما پژوهش صورت گرفته در مورد بررسي تنوع ژنتيكي گونه. ندارد

هاي تنكابن و  جمعيت و كمترين تشابه بين 78/0آوري شده از چالوس با  هاي اينسكتاريوم بهشهر و جمعيت جمع نمونه

 Coccinellaدر بررسي تنوع ژنتيكي كفشدوزك ).Bamher et al., 2013( گزارش نمودند 47/0فريدونكنار با 

undecimpunctata از ده منطقه كشور مصر با استفاده از روشRAPD هاي  ضريب تشابه بين نمونهDNA 40را ها  كفشدوزك 

                باشد هاي مورد مطالعه مي درجه بالايي از تنوع ژنتيكي بين كفشدوزككه  ندگزارش نمود درصد 75/93تادرصد 

)Haitham et al; 2009.(  

در كشور بلژيك درجه بالايي از تنوع ژنتيكي بين septempunctata  Coccinellaدر بررسي تنوع ژنتيكي كفشدوزك 

ميزان تشابه  UPGMAها با روش و گروه بندي جمعيت Nei & Liكفشدوزك مورد مطالعه ارائه و با استفاده از ضريب تشابه 

       هاي بين جمعيتپلي مورفيسم روشي مناسب براي بررسي  RAPD% گزارش نمود و نشان داد كه نشانگر 9/58را 

مختلف كفشدوزك، هاي  تواند ناشي از استفاده از گونه ها مي كه اين تفاوت )Haubruge et al; 2002( باشد ها مي كفشدوزك

  .تفاوت در مناطق جغرافيايي، نوع پرايمرهاي مورد استفاده يا حتي شرايط آزمايش باشد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  C -19با استفاده از پرايمر H. Variegataكفشدوزك گونه RAPD: الگوي ژل الكتروفورز 1شكل
Fig 1- RAPD electrophoresis pattern of H. variegata spp. Using primer C-19 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  MVSP 3افزار با استفاده از نرم H.variegata يازده جمعيت كفشدوزكبراي  Jaccard، ضريبUPGMAروش بر اساس دندروگرام  -2شكل 
Fig 2-Dendrogram based on the UPGMA method, the Jaccard coefficient for 11 populations of H.variegata using MVSP 3 software 



 )393-400، (1396، سال 4، شماره 9جلد                                                                          شناسي فصلنامه تخصصي تحقيقات حشره
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  Jaccardو ضريب  UPGMAجمعيت مورد مطالعه با استفاده از روش  11ماتريس تشابه  -3شكل 
Fig 3-Similarity matrix of 11 populations studied using UPGMA method and Jaccard coefficient 
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Abstract 
Hippodamia variegata is one of the major predators of crop pests which feed an aphids and 

psyllids. RAPD is a useful genetically marker to determine polymorphism and relationship among 

LadyBirds species. The aim of this study was to identify and study the genetic diversity of 

Hippodamia variegata Goeze (Col.:Coccinellidae)in 9 natural populations and 2 commercial breeding 

populations. To investigate the genetic diversity of 8 primers, 10 randomized nucleotides (C-15, C-16, 

C-18, C-19, BE-03, BE-09, B-01, B-06) were used. All primers created clear and repeated bands. Of 

the 147 bands produced, 82 bands, 55.78 percent, were polymorphic. The length of amplified 

fragments by all primers varied from 225 to 2000 base pairs. The dendrogram was calculated based on 

the Jaccard similarity coefficient by UPGMA method. The results of cluster analysis indicated that 

there was a high genetic difference among the populations studied in Lorestan province. Primer BE-

09 (28 bands) produced the highest and primer C-16(13 bands) produced the lowest number of bands. 

Two populations Dorud and Kuhdasht formed the first cluster close to 0.28 Jaccard coefficient of 

using UPGMA method. Other clusters formed a very low percentage of similarity. This shows that the 

susceptibility of the ecology and geography of the province despite the small size establishes and 

maintains the genetic diversity in the province of the ladybirds. The results of cluster analysis 

indicated high genetic differences between populations studied in the Lorestan province. 
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