
1393، سال 2، شماره 3، جلد پزشكي كاربرديگياه  

 

١١٩ 
 

هاي در استان (HaNPV)هاي مختلف نوكلئوپلي هيدروويروسجدايه تنوع ژنتيكي
  .RAPDنشانگر مولكولي با استفاده از  مازندران و گلستان

Genetic diversity among the different isolates of Nucleopolyhedrovirus in 
Mazandaran and Golestan provinces using RAPD molecular marker 

  1سيد افشين سجادي و 1مقدم، زين العابدين شهادتي1، هدي عاصمي1احمديمرضيه شازده

  20/6/1393:پذيرش                               17/1/1393: دريافت

  چكيده
ويروس چند  .شود مي محسوب توتون مزارع كليدي  از آفات مهم و  يكي (Helicoverpa armigera)توتون   كرم غنچه

هاي كرم غنچه و تعدادي از گونهز عوامل مهم كنترل بيولوژيك عليه يكي ا (Nucleopolyhedrovirus) ايهستهوجهي 
جمعيت  16هاي مختلف نوكلئوپلي هيدروويروس در اين تحقيق با هدف بررسي تنوع ژنتيكي جدايه .باشد ديگر مي

در از مزارع توتون وده به ويروس ـه توتون آلـغنچرم ـهاي كنمونه. هاي مازندران و گلستان انجام شدانطبيعي است
انجام  CTABبا استفاده از روش  DNAسازي ويروس و استخراج خالص. شدند آوريجمع هاي مازندران و گلستاناستان

استفاده گرديد كه از بين  NPVويروس  DNAجهت تكثير آغازگر جفت  دهابتدا از  RAPDهاي در آزمون نشانگر .شد
 DNAنمونه  16روي آغازگر اين دو جفت . مورفيسم را داشتند، انتخاب شدندترين پليكه بيشآغازگر جفت  ها دوآن

هاي قابل وارـي نـاده همگـازگر مورد استفـآغ جفتدو . بررسي شدند فـهاي مناطق جغرافيايي مختلجدايهمربوط به 
به دست آمد كه از دهي باند قابل امتياز 87 موع تعداد، در مجPCRپس از الكتروفورز محصولات . گذاري ايجاد كردندكد

. انجام شد  PyElphها با استفاده از نرم افزارداده تجزيه و تحليل .شكلي بودندداراي چند) درصد 86( باند 75 ها،بين آن
انگر وجود كه اين بي شاخه اصلي مشاهده شد ، پنج20در فاصله ژنتيكي  UPGMAها با روش بندي جمعيتپس از گروه

. ها مطابقت زيادي نداشتاين تنوع ژنتيكي با توزيع جغرافيايي جدايه، ولي هاي مورد بررسي بودتنوع ژنتيكي ميان جدايه
ترين قرابت ژنتيكي در يك خوشه ژني قرار با بيشهايي از نوكلئوپلي هيدروويروس جدايه RAPDبا مبنا قرار دادن نشانگر

هاي مطالعه شده تنوع خوبي وجود داشت كه نتايج ثابت كرد كه بين جدايه. نشان دادند ترين شباهت راگرفتند و بيش
  . ها استفاده نمودتوان از آنو همچنين كنترل بيولوژيك مي به نژاديهاي جهت برنامه

 
  NPV، ويروس RAPDر نشانگكرم غنچه توتون، تنوع ژنتيكي،  :هاي كليديواژه
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  مقدمه
 گياهان به علاوه بر توتونكه  شود  مي محسوب توتون مهم آفات از يكي (Helicoverpa  armigera)توتون  غنچه كرم

  اي، خوشه ذرت ، لوبيا ، سوژا  بادمجان،  كنجد، ، نخود ، ذرت ، شبدر ، كنف ، خشخاش ، يونجه ، فرنگي  گوجه ، پنبه قبيل از ديگر
كنترل اين آفت هاي شيميايي در كشاز حشره رويهاستفاده بي ).Fakrudin et al., 2004( كند مي حمله نيز شاهانهو  كدو

در . (Mehrvar, 2007) ها شده استكشمقاومت آفت مزبور در برابر حشرهبروز  منجر به ،علاوه بر آلودگي محيط زيست
شد اما در حال حاضر  هاي عمومي كنترل ميكشباغات تنها توسط آفتو آفات در مزارع، جنگل جمعيت هاي اخير دهه
 اولين .(Brown, 1982) دنباش هاي شيميايي ميكشمناسبي براي آفت هاي ميكروبي و بيولوژيكي، جايگزينكشآفت

 1970سال از. رسيد ثبت به Sandoz شركت طـتوس Elcar ارتيـتج نام با كاـمريآ از 1973 درسال ويروسي شـكحشره
 دـيـرس امـانج به ها وويروسـولـباك كـژنتي و اسيـشناريـبيم هـزمين در زيادي هايپيشرفتها و يـبررس 1985 تا

(Odak et al., 1984) .به هاويروساين  از كولوويروس،با هايجدايه روي بر مولكولي هاي بررسي بر علاوه 1990 دهه در 
 پيشنهاد اخيرا و) Wood and Robert, 1991( استفاده شده است زيست فناوري و ژنتيك مهندسي در يژن ناقلين عنوان
 در). Khiaban et al., 2010( گردد استفاده نيز هاانسان ژنتيكي هايبيماري درمان در هاباكولوويروس از كه است شده
 .(Mehrvar et al., 2008) است رسيده ثبت به دنيا در تجاري ويروسي بيولوژيك كنترل عامل نوع 50 زا بيش حاضر حال

از خانواده   Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HaNPV)اي كرم غنچه توتون،وجهي هستهويروس چند
از  يو تعداد وتيسـهلي يهاگونه هـيعل كيژولويرل بـاز عوامل مهم كنت يكبوده و ي )Baculovirus(ها باكولوويروس

 .(Smith and Summers, 1978; Zalucki et al., 1986) دباش يمخوار ذرت همانند كرم برگ آفات گريد يهاگونه
  طبيعي هايجمعيت عليه  HaNPV مختلف جغرافيايي هايجدايه كشندگيزايي و اختلافات وسيعي در بيماري

Helicoverpa  armigera گزارش شده است نجها در (Battu and Arora, 1996).  
 ديـوكپسيـورت تك نوكلئـبه دو ص Nucleopolyhedrovirus)( روسـدروويـهي يـوپلـنوكلئي ـپـيـوتـوع ژنـتن 

single enveloped NPV (SNPV)) ( به صورت چند نوكلئوكپسيدي يا و ) (multiple enveloped NPV (MNPV) در
ت ـدودگر جهـهاي محزيمـاده از آنـاستف. (McIntosh, et. al., 1987) ود داردـوج سـوتيـهلي فـمختلهاي هـگون

ات ـر بوده و به اثبـراگيـهاي اين ويروس فيتـف جمعـلـهاي مختها در ژنوتيپوويروسـولـات باكـي مشخصـبررس
م ـات ناشي از هضـاوت طول قطعـاي متفهوـولي الگـكـهاي مولرـانگـاده از نشـفـبا است انـقـقـمح .ده استـرسي
هاي نوكلئوپلي ، اختلاف جغرافيايي جدايهRestriction fragment Length Polymorphism (RFLP))( يـآنزيم

 Smith and) نمودند مشخصرا هاي يك ميزبان از گونهGranuloviruses (GVs) هيدروويروس و گرانولوويروس 

Summers, 1979; Shapiro et al., 1991) . همكاران مهرور و(Mehrvar et al., 2008) ويروس جدايه هفتNPV  روي را 
 محصولجداگانه تجزيه و تحليل ه و پس از كرد بررسيPCR-RFLP ك تكني از استفاده پنبه با و فرنگي گوجه گياهان
 .ها نشان داده شدجدايه بين ژنتيكي تنوع  EcoRIو  HindIII، BamHI،PstIبرشي  آنزيم نوع چهار باها جدايه پليمراز

شناسايي درست، آگاهي از وضعيت  .دادند نشان كلاستر تجزيه از استفاده با را هاآن بين فيلوژني روابط همچنين
هاي يك گونه در به كارگيري خصوص در سطح جمعيته سيستماتيكي و همچنين بررسي تكاملي و ژنتيكي آفات ب

چندين روش براي . (Williams and Payne, 1984)ها اهميت داردنترل آنهاي مناسب براي ككشها و حشرهروش
، DNAهاي ماركر .هاي مولكولي استكارگيري ماركره ها بارزيابي تنوع ژنتيكي در حشرات وجود دارد كه يكي از آن

تحت تاثير  پيك ندارند وهاي مورفولوژيكي دارند، پلي مورف هستند و آثار اپي استاتيك و پليوترومزايايي نسبت به ماركر
از طرفي، تنوع . روند بردن ذخيره ژرم پلاسم به كار مي بنابر اين در جهت افزايش و بالا. گيرند شرايط محيطي قرار نمي

هاي مولكولي كه به طور رايج در ميان نشانگر .(Rabello et al., 2008) باشد گران ميژرم پلاسم يكي از نقاط توجه به نژاد
هاي رسي تنوع ژنتيكي در دسترس هستند، نشانگر رپيد يك روش سريع، ساده و موثر را براي ارزيابي جمعيتبراي بر
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سازي تنوع ژنتيكي در جهت آشكار) چند شكلي تكثير شده تصادفي RAPD)DNAي هاماركر .كند حشرات فراهم مي
يك روش RAPD-PCR ش رو. (Lou et al., 1998) اند هاي حشرات مورد استفاده فراوان قرار گرفتهها و جمعيتژنوتيپ

مواردي  توان بهباشد و داراي مزاياي بسياري است كه از آن جمله مي ساده و آسان در جهت شناسايي تنوعات ژنتيكي مي
سازي آسان روي ، عدم طراحي پرايمر اختصاصي و شناسايي ژن مورد نظر، آشكارDNAكارگيري مقادير كم ه ب همچون
  .(Rana and Bhat, 2005) سازي توسط مواد راديواكتيو اشاره كردو در نهايت عدم نياز به آشكار ژل آگارز

ها را با گونه از جنس باكولوويروس بيستتنوع ژنتيكي و ميزان قرابت ژنتيكي  (Battu and Arora, 1996) باتو و آرورا
نظر از % 50جدايه بيش از  دوازده ر اساس نتايج حاصلب هاي مولكولي و بيوشيميايي بررسي كردند كهاستفاده از نشانگر

هاي متعلق به يك منطقه جغرافيايي بودند كه نشانگر وجود دودمان هاو اغلب جدايه ديگر متفاوت بوده ژنتيكي از هم
 كريستين و همكاران .باشد ها در مناطق مختلف جغرافيايي جهان ميژنتيكي مختلف براي جنس باكولوويروس

(Christian et al., 2001)  هاي مختلف ويروسجدايهيك روش سريع براي شناسايي و متمايز نمودنNPV  نمودندارائه .
ها نشان نتايج آن. بررسي كردند AFLPهاي منطقه جغرافيايي مختلف را با استفاده از نشانگر پانزدهاز  جدايه چهلها آن

هاي مجزا ها محدود بوده و به صورت گروهمايز، جريان ژني بين آنجمعيت مورد بررسي از نظر ژنتيكي متپانزده داد كه 
هاي اخير در فناوري و اطلاعات چه پيشرفتاگر .ها نسبتا كم بودآن بندي شدند و تنوع ژني نيز در بيناز هم گروه

چه، با استفاده از كرم غنروي و نيز  هاهاي فيلوژنتيكي آنهاي حشرات براي شناسايي و بررسيمولكولي در اغلب گروه
شده در مواردي بررسي  (MacDonald and Loxdale, 2004; Hossein Galal, 2009)ها در ساير نقاط جهان ساير نشانگر

هاي مختلف آفات، متاسفانه تاكنون هيچ گونه است، اما بر اساس منابع موجود مطالعات ژنتيكي انجام شده روي گونه
در . انجام نشده است در ايران (HaNPV) كرم غنچه توتوناي وس چند وجهي هستهو مولكولي روي وير بررسي ژنتيكي
هاي روي كرم غنچه توتون در مناطق مختلف استان NPVويروس هاي بررسي تنوع ژنتيكي جدايه براياين پژوهش، 

 سازيي آن براي آشكاردليل انتخاب اين شيوه پتانسيل بالا. استفاده شد RAPD مازندران و گلستان، از نشانگر مولكولي
  .بود NPVهاي مختلف ويروس و تعيين فاصله ژنتيكي جدايه تنوع ژنتيكي ميزان
  

  ها مواد و روش
ساري، خاركش ساري، وارد محله در استان مازندران، شامل NPVتحقيق از هشت منطقه آلوده به ويروس  اين در
در  كا، ناحيه غرب و شرق مركز تحقيقات توتون تيرتاش وكوهساركنده ساري، اسبوكلا ساري، جامخانه ن 3و  2مزرعه 

 برفتان 4و  2جعفر آباد گرگان، تقرتپه، والش آباد، پيچك محله، نوده ملك، مزرعه  2و  1مزرعه از مناطق استان گلستان، 
منطقه  16، از NPVهاي كرم غنچه توتون آلوده به ويروس لارو. صورت گرفتبرداري عمل آمده و نمونهه بازديد ب

جهت  آوري شده،جمعجدايه  شانزده. )1شكل ( آوري گرديدندهاي مازندران و گلستان جمعجغرافيايي مختلف در استان
تا زمان استخراج انجام مراحل بعدي كار به آزمايشگاه بيوتكنولوژي مركز تحقيقات و آموزش تيرتاش منتقل شدند و 

DNA  رار گرفتندگراد قدرجه سانتي -40در فريزر با دماي.   
سازي ويروس به آزمايشگاه، ابتدا خالص NPVويروسهاي آلوده به بعد از انتقال لارو :NPVسازي ويروس خالص

NPV به روش هاي آلوده از پيكره لارو(Mehrvar et al., 2008) هاي آلوده به ابتدا لاروبراي اين منظور،  .انجام شد
سوسپانسيون تهيه شده از پارچه  سپس. گرديدطره آب مقطر به آن اضافه و چند ق شدنددر هاون چيني له  NPVويروس

و مايع رويي سانتريفيوژ شد  rpm 1000ر دقيقه و دو 3و سوسپانسيون صاف شده به مدت  شدمتقال ظريف عبور داده 
تا كاملا ( شدسانتريفيوژ  rpm 5000ر دقيقه د 20محلول رويي به مدت . آوري گرديدجمع موجود در هر ميكروتيوب

هاي ويروس و در نهايت، قسمت رسوب ته هر ميكروتيوب كه محتوي پلي هدرال) دنبافت لاروي و اندام ويروس جدا شو
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سازي شده سوسپانسيون خالص ،ورتكسپس از  و گرديدليتر آب مقطر اضافه ميكرو 1000را نگهداري و به آن  بود
  .دست آمده ب NPVويروس 

با اندكي ( CTAB از روش HaNPVهاي مختلف جدايهژنومي از  DNAاستخراج جهت  :ژنومي DNAاستخراج 
م به حج CTABبافر (، )مخصوص حشرات( CTAB بافر µl 500ابتدا  HaNPV دايهـجبراي هر . اده شدـاستف) تغييرات

ml 100 گرم از  21/1: شاملTris-Hcl ،18/8  گرم ازNacl ،74 ./ گرم ازEDTA ،2  گرم از پودرCTAB ،ml 100  آب
دقيقه در بن  15ها به مدت مركاپتواتانول داخل يك ميكروتيوب ريخته شد و آن µl 2با  CTABبافر ). باشد ميمقطر 
سازي شده لاروي داخل همان سوسپانيون خالص µl500 ، به مخلوط قبلي. قرار داده شدند)  C◦ 65 دماي( ماري

 µl 500به مخلوط قبلي . قرار داده شدند) C◦ 65 با دماي(بن ماري  ساعت در 5/1ها به مدت ميكروتيوب ريخته شد و آن
 rpm 13000ر دقيقه د 10ها به آرامي تكان داده شدند و به مدت ايزوآميل الكل اضافه شد و ميكروتيوب -كلروفرم

ها تيوب. ضافه شدايزوپروپانول سرد اآن فاز رويي را برداشته و به تيوب جديد منتقل شده و هم حجم . سانتريفيوژ شدند
رسوب شدند و به  سانتريفيوژ rpm 13000دقيقه در 10 ه و سپسقرار داده شد -C ◦ 20ر به مدت يك شب در فريز

ها خالي سانتريفيوژ شدند، اتانول آن rpm 13000ر دقيقه د 10ها به مدت اضافه شد و تيوب% 70اتانول  µl400حاصله 
دست آمده در ه هاي برسوبها مجددا سانتريفيوژ شده و ها اضافه شد، تيوبه آنب% 70اتانول  µl400شد و دوباره مقدار 

µl 20  بافرTE و تا زمان انجام مراحل بعدي در حل شدند C◦20- ارزيابي كميت و غلظت . نگهداري شدندDNA 
اسپكتروفتومتر  از دستگاه استفاده با نانومتر 280و  260هاي در طول موج يروفتومترـاسپكتاز روش راجي، ـاستخ

perkin-Elmer مدل ،EZ-201 صورت گرفت.   
  :از فرمول زير، نيز استفاده شد DNAبراي تعيين كميت 

 OD260 × 50  ×  غلظت  =ميزان رقتDNA (µg/ml) 

 هايهـونـه نمـ، از كليRAPD-PCR هايام آزمايشـانج برايه، ـونـر نمـبراي ه DNAت ـظـه غلـاسبـپس از مح
DNA ان ـهاي يكسي، غلظتراجـستخاng/µl 25 دـدنـداري شـهـراد نگـگيـانتـه سـدرج -20اي ـه و در دمـتهي 

(Rana and Bhat, 2005). ارزيابي كيفيت  برايDNAهاي ، نمونهDNA  درصد، .  /8ژنومي استخراج شده روي ژل آگارز
برداري به عمل آمد و اه ژل داك عكسها توسط دستگسپس، از ژل. به مدت يك ساعت الكتروفورز شدند 70در ولتاژ 

  . استخراج شده بررسي شد DNAهاي كيفيت باند
 

 

  در سمت راست و لارو سالم در سمت چپ  NPVلارو كرم غنچه توتون آلوده به  - 1شكل 
Fig. 1. Tobacco bud worm larvae infected NPV at the right and healthy larvae at the left 
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اپرون تهيه  شركت كه از كيت RAPD (10bp) آغازگر ده ابتدا از RAPDهاي در آزمون نشانگر :RAPD يهاآغازگر
در . آزمايشي تعيين گرديد PCRها با چند نوبت پرايمر اتصال، دماي PCRسازي براي پس از آماده. شده بود، استفاده شد

و  OPM-03هاي به نام RAPDهاي مختلف، دو پرايمر DNAروي  مورد نظر RAPD هايآغازگر اين بررسينهايت، بعد از 
OPM-16 انتخاب شدندتر پذيري بيشرا داشتند، بر اساس وضوح و تكرار )چند شكلي( ترين پلي مورفيسمكه بيش 

 آزمايشهاي مناطق جغرافيايي مختلف، جدايهاستخراج شده از  DNAنمونه  16روي  RAPDپرايمر اين دو ). 1جدول (
  .انجام شد انتخاب شده RAPDنمونه با استفاده از اين دو جفت پرايمر  16اين  PCRنهايت، واكنش شدند و در 

  
  انتخاب شده RAPDهاي نام پرايمر -1جدول 

Table 1. Name of selected RAPD primers  
  توالي  نام پرايمر
OPM-03 GGGGGATGAG  
OPM-16 GTAACCAGCC  

  
ليتري استفاده ميلي 2/0هاي از ميكروتيوب RAPD-PCRجهت انجام واكنش  :(PCR)ز اي پليمراواكنش زنجيره

ژنومي  DNAليتر ميكرو PCR master mix ،5/1ليتر ميكرو 5/12(ليتر شاملميكرو 25شد و حجم نهايي هر واكنش 
ها در نمونه. ددر نظر گرفته ش) بار تقطير ليتر آب دوميكرو 5/9و  µM 10ت با غلظ ليتر آغازگرميكرو 5/1ويروس، 

برنامه زماني جهت انجام . قرار گرفتند PCRجهت انجام واكنش  BIO RADساخت شركت مدل  دستگاه ترموسايكلر
چرخه  44گراد، درجه سانتي 94دقيقه با دماي  4سازي اوليه به مدت مرحله واسرشته: (شامل RAPD-PCRواكنش 

گراد به مدت درجه سانتي 38گراد، درجه سانتي 94يقه با دماي سازي ثانويه به مدت يك دقمرحله واسرشته مشتمل بر
گراد به درجه سانتي 72گراد به مدت دو دقيقه و در پايان نيز مرحله بسط نهايي با دماي درجه سانتي 72ثانيه و  40

. ورز شدندالكتروف TBE 1Xدرصد بارگذاري شده و در بافر   8/1روي ژل آگارز   PCRمحصولات  .بود) دقيقه 6مدت 
دقيقه با محلول  15ژل به مدت . استفاده شد100 bp(Gene Ruler, fermentas) ها از سايز ماركر براي تعيين اندازه باند

مدل  ژل ثبت برداري از ژل توسط دستگاهپس از شستشوي ژل با آب مقطر، عكس. رنگ آميزي شد داتيديوم بروماي
  .ش انجام شددر زير نور ماورا بنف BIO RADساخت شركت 

  
مورد تجزيه و  RAPD-PCRهاي الكتروفورز محصولات تصاوير تهيه شده از ژل :هاي مولكوليتجزيه و تحليل داده

خواني به وسيله باز هاباند )صفر نمره( عدم حضور يا )يكنمره (حضور  از نظر RAPDهاي دادهبررسي  .تحليل قرار گرفتند
بندي شده و سپس، جمع Excelاين اطلاعات با نرم افزار  .انجام شد Photocapt Mwها در برنامه مقادير كامپيوتري ژل

همچنين . انجام شد UPGMAو به روش  PyElphفيلوژنتيكي با استفاده از نرم افزار  آناليز تجزيه و تحليل كلاستر و
بر اساس روش  HaNPVويروس مناطق جغرافيايي مختلف  جدايهجدول محاسبه فواصل ژنتيكي موجود بين شانزده 

UPGMA رسم گرديد.  
  

     نتايج و بحث
نشان  2در جدول  NPVآلوده به ويروس   Helicoverpa armigeraهايآوري شده از لاروهاي جمعمشخصات نمونه

  .داده شده است
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  ازندران و گلستانم هايي شده از استانآورجمع NPVآلوده به ويروس   Helicoverpa armigeraهاي لارو هاينمونه -2جدول 
Table 2. S of Helicoverpa armigera NPV Virus Larvae collected in this research of Mazandaran & Golestan 
provinces. 

 

  

 مشخصات جغرافيايي

Geographical characteristics 

آوريمنطقه جمع  

Collection site 

 شماره ن

Sample No.  

36o 43'19/71"N 

53 o43'38/65"E 
   East of Tirtash center  1                    ناحيه شرق مركز تحقيقات تيرتاش         

36o35'48/2"N 

53 o18'57" E 
  Farm 3 of Kohsarkande Sari  2           كوهسار كنده ساري               3مزرعه 

36o 51'36/8"N 

54 o40'18/3"E 

 Farm 2 of Jafarabad                                     جعفرآباد             2مزرعه

 
3  

36o 51'50/7"N 

54 o40'2/3"E 
  Farm 1 of Jafarabad  4                                   جعفرآباد                  1مزرعه 

36o 51'21/1"N 

54 o38'56/2"E 
  Taghartapeh  5                                                       تقرتپه                        

36o 43'22/13"N 

53 o43'38/54"E 
  West of Tirtash research center  6ناحيه غرب مركز تحقيقات و آموزش تيرتاش 

36o 55'21/6"N 

54 o49'36/7 "E 
  Pichakmahalleh  7                               پيچك محله                                  

36o 54'3/4"N 

54 o48'20/2"E 
  Farm 2 of Baraftan  8                                برافتان                         2مزرعه 

36o 32'3/1"N 

53 o10'10/4"E 
  Sari Kharkesh 9                                                         خاركش ساري         

36o 37'25/3"N 

53 o14'53/5"E 
  Neka Jamkhaneh  10                                                      جامخانه نكا           

36o 54'15/7"N 

54 o48'26/3"E 
  Farm 4 of Baraftan  11                                        برافتان                 4مزرعه 

36o 32'51"N 

53 o11'43/5 "E 
  Sari Esbokola  12                                                         اسبوكلا ساري         

36o 33'57"N 

53o19'40/2 "E 

 Farm 2 of Kohsarkandeh                               كوهساركنده      2مزرعه

  
13  

36o 50'45/6"N 

54 o37'8/6"E 
  Gorgan Valeshabad  14الش آباد گرگان                                                   و

36o 29'33/6"N 

53 o8'52/2"E 
  Sari Varedmahaleh  15وارد محله ساري                                                    

36o 52'36"N 

53 o48'21/7 "E 
  Nodehmalek  16                                                        نوده ملك               
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  DNAكميت و كيفيت 

نانومتر نيز از  280اين عدد براي . متغير بود.  /416تا .  /402هاي مختلف از DNAنانومتر براي  260جذب نوري در 
ليتر به گرم در ميكرونانو 1870تا  1810از تر نانوم 260ها بر اساس جذب نوري در DNAغلظت . بود.  /218تا .  /205

 .بودها DNAمتغير بود كه نشان دهنده كيفيت مناسب  95/1تا  71/1نيز از  280به  260نسبت جذب نوري . دست آمد
   ).2 شكل( سالم و تجزيه نشده تلقي گرديد DNAدهنده حضور تك باند شفاف با وزن مولكولي بالا، نشان

  

  

  

 
 
 
 

  درصد 8روي ژل آگارز  HaNPVهاي مختلف جدايههاي استخراج شده DNAمايي از ن - 2شكل 
Fig. 2. View of DNA extracted from different HaNPV isolates on 0.8 % agarose gel 

 
 هاي مناسبآغازگرها و انتخاب آغازگراتصال تعيين دماي 

روي  RAPDپرايمر  ده آزمونبعد از . دست آمده ب C◦ 38 مناسب اتصالدماي ها، آغازگر اتصالدر بررسي دماي 
DNA هاي مختلف، دو پرايمرRAPD هاي به نامOPM-03  وOPM-16 را نشان ) چند شكلي(مورفيسم ترين پلي بيش
نمونه  16بر روي  RAPD آغازگر تصادفياين دو  ).2شكل ( انتخاب شدند گذاري ايجاد كردند وهاي قابل كدنوار داده و
DNA شدند و مورد تكثير  آزمونز مناطق جغرافيايي مختلف اPCR هاي باندي مربوط به الگو .قرار گرفتند
آغازگر  دوكه  داددست آمده نشان ه نتايج ب. نشان داده شده است) 4و  3(هاي هر آغازگر در شكل  RAPD-PCRواكنش

در ) هالوكوس% 86( لوكوس 75ها كه در بين آنگذاري شدند لوكوس قابل نمره 87تصادفي مورد استفاده منجر به تكثير 
  .شكل بودندهاي تشكيل شده چنددرصد باند 86، به عبارت ديگر ها چند شكلي خوبي را نشان داد تمام توده

  

  

  OPM-03 ر جمع آوري شده از مناطق مختلف با استفاده از پرايم NPVهاي ويروسجدايه RAPDپروفايل الكتروفورز  - 3شكل 
Fig. 3. RAPD electrophoresis profiles of NPV virus isolated collected from different regions using primer(OPM- 03) 
  

نشانگر وزن  Lچاهك . باشدهاي مازندران و گلستان ميجغرافيايي مختلف در استان از مناطق HaNPVهاي جدايه مربوط به  15تا  1هاي چاهك
  .فرمنتازساخت شركت  جفت بازي 100مولكولي 
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  RAPD (OPM-16)توسط پرايمر  PCRهاي حاصل از باند - 4شكل 

Fig. 4. The bands of RAPD-PCR using primer(OPM- 16)   
 

ن نشانگر وز Lچاهك . باشدهاي مازندران و گلستان مياز مناطق جغرافيايي مختلف در استان HaNPVمربوط به جدايه هاي  15تا  1هاي چاهك
  .فرمنتاز جفت بازي ساخت شركت 100مولكولي 

 
  تجزيه كلاستر و رسم درخت فيلوژني

در  .)5شكل ( شاخه اصلي مشاهده شد پنج PyElphبا استفاده از نرم افزار  UPGMAها با روش بندي جمعيتبا گروه
لازم به ذكر ( در نظر گرفته شد 20هاي مختلف، در فاصله ژنتيكي كننده گروهخط عمودي جدا ،)دندروگرام( اين تبارنما

هاي جدايهمجزا در  ژنتيكيگروه  پنجخط عمودي، نشان دهنده وجود ). به صورت تجربي فرض شد 20است كه فاصله 
بر همين  .نددديگر تفكيك ش درصد از يك 100ها يا ضريب اطمينان همه اين گروه .مورد بررسي بود HaNPVمختلف 

گروه مجزا و مهم  پنج در اين درخت فيلوژني،. بندي شدندها گروهختلافات ژنتيكي آنبر اساس ا NPVهاياساس، جدايه
تقرتپه  اطقـهاي منجدايهاز  گروه دوم،. بودآباد گرگان جعفر 2و  1هاي مزرعه جدايه، شامل گروه اول.تشكيل شد

يه غرب و ناحيه شرق مركز ناح - خاركش ساري -وارد محله ساري -برفتان 4و  2مزرعه  -والش آباد گرگان-گرگان
شامل  ارم،ـگروه چه، كنده كوهسار 3و  2هاي مزرعه جدايهاز  گروه سوم،. بودتحقيقات توتون تيرتاش تشكيل شده 

 .بودتشكيل شده  اسبوكلا ساري و جامخانه نكاهاي جدايهاز  گروه پنجم، بوده وهاي پيچك محله و نوده ملك جدايه

، ولي در يك گروه ژنتيكي قرار بودندديگر  ها متعلق به مناطق جغرافيايي دور از يكيهجداكه  در گروه دوم، با اين
ها از مناطق جغرافيايي مختلف هستند، ولي از نظر ژنتيكي با جدايهكه برخي  دهد با اين اين امر نشان مي .گرفتند

ها به دليل جهش، مهاجرت و يا انتقال ژن تواند مي كه يكديگر قرابت ژنتيكي دارند و در يك گروه ژنتيكي قرار گرفتند
ها نيز مشاهده شد كه اين شاخه اصلي شاخه پنجدرصد  20در ضريب تشابه  .)Serrano et al., 2004( اتفاق افتاده باشد

). 5شكل ( باشد هاي مختلف ميكه اين بيانگر وجود تنوع ژنتيكي بالا ميان جدايه شاخه تقسيم شدندهر كدام به چند زير
روش . (Battu and Arora, 1996)محققان ديگر تا حدودي مطابقت داشت  ها، با نتايجوجود تنوع بالا در ميان جدايه

RAPD  تنوع ژنتيكي  با توجه به نتايج به دست آمده،. كند براي بررسي تنوع ژنتيكي فراهم ميسريع و راحت يك ابزار
هاي دايهـجبه عبارت ديگر  دانست،هاي مورد بررسي مرتبط جدايهتوزيع جغرافيايي  فقط باتوان مشاهده شده را نمي

آوري شده از مناطق غربي هاي جمعجدايهها، هاي مازندران و گلستان و حتي در بعضي از نمونهاستانآوري شده از جمع
  . هاي شرق استان قابل تفكيك ژنتيكي نبودنداستان از نمونه

دار فرض شد، يعني با توجه به دندروگرام حاصل، اختلاف غير معني 20كي زير ، اختلاف ژنتي56بر اساس نتايج شكل 
هاي مورد مطالعه از ها با هم ديگر اختلاف ژنتيكي چنداني نداشته كه بيانگر جدا نبودن جمعيتدر اين محدوده جدايه

هستند، از  20اي اختلافات بالاي هايي كه داربر همين اساس، جدايه. باشد ها مييك ديگر و تبادل ژنتيكي زياد بين آن
  .تري دارندنظر ژنتيكي با همديگر اختلاف بيش
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Farm 1 of Jafarabad (Golestan)        

Farm of 2 of Jafarabad (Golestan)   
Taghartapeh                                       
Valeshabad(Golestan)                       
Varedmahalleh                                  
Kharkesh(Mazandaran)                     

West of Tirtash research center         

East of Tirtash research center          

Farm 4 of Baraftan(Golestan)           
 

 
Farm 2 of Baraftan(Golestan)           
Farm 2 of Kohsarkandeh                   

 Farm 3 of Kohsarkandeh                   
Farm 2 of Pichakmaleh                     
Nodehmalek(Golestan)                     
Esbokola(Mazandaran)                     

    
  
  

به دست  Nucleopolyhedrovirus (HaNPV) دايهشانزده جبه  مربوط UPGMAروش رسم شده بر اساس ) درخت فيلوژني(نما تبار -5 شكل
 هاي مازندران و گلستان استان از آوري شدهجمع Helicoverpa armigeraآمده از لاروهاي 

Fig. 5. Phyllogenetic tree based on UPGMA of sixteen isolates of Nucleopolyhedrovirus (HaNPV) obtained from 
Helicoverpa armigera larva collected from Mazandaran and Golestan Provinces 

  
هاي مختلف ويروس جدايهها و سازي جمعيتقادر به تفكيك و جدا RAPDنتايج اين تحقيق نشان داد كه نشانگر 

HaNPV  ول فواصل و همچنين، جد. باشد ها ميجدايهبوده و ابزار مفيدي در جهت تعيين خويشاوندي و تفكيك بهتر اين
 UPGMAهاي مازندران و گلستان نيز بر اساس روش استان HaNPVمختلف  جدايهتفاوت ژنتيكي موجود بين شانزده 

مناطق مورد بررسي از  HaNPVهاي جدايهنتايج اين تحقيق، نشان داد كه تقريبا اكثر ). 3جدول ( گرديد تعيين
ديگر قرابت  و با يك گيرند مييك گروه درخت فيلوژني قرار  ديگر، از نظر ژنتيكي نيز در جغرافيايي نزديك به يك

توان كاملا به توزيع جغرافيايي مربوط دانست، به تنوع ژنتيكي مشاهده شده را نمي همچنين. دارند تريبيش ژنتيكي
بت ژنتيكي ، نيز قرابودند رـديگ تر از يكايي دورـاطق جغرافيـي كه مربوط به منهايجدايهي از ـكه در بعضوريـط

هاي جدايهها و سازي جمعيتقادر به تفكيك و جدا RAPDر كه نشانگ دادهمچنين نتايج اين تحقيق، نشان  .مشاهده شد
 HaNPVويروس  هاي مختلفهـر ايزولـاوندي و تفكيك بهتـدي در جهت تعيين خويشـد و ابزار مفيـباش مختلف مي
 كند ل ميـر ژنتيكي تسهيـاز نظرا ف ـمختل اييـق جغرافيـمناط هايهـاسايي ايزولـكه شنوريـود، به طـش محسوب مي

(Geetha and Rabindra, 2000) .هاي مولكولي در تعيين قرابت دهنده كارآيي نشانگردر مجموع نتايج اين تحقيق، نشان
  .باشد مي HaNPVهاي مختلف ويروس ها و جدايهاوندي و روابط فيلوژنتيكي ايزولهـو خويش
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 به Nucleopolyhedrovirus (HaNPV) مربوط به شانزده جدايه UPGMAروش شده بر اساس  تعيينفواصل ژنتيكي  -3جدول 
  هاي مازندران و گلستاناز استان شده آوريجمع Helicoverpa armigera هايدست آمده از لارو

Tale 3. Genetic distermined by UPGMA method related to siteen isolates of Nucleopolyhedrovirus 
(HaNPV) oobtained from Helicoverpa armigera larva collected from Mazandaran and Golestan provinces 
 

Isolate  1 2    3  4  5  6  7 8 9 10 11 12 13  14  15 16 
NPV1 *                       
NPV2 34.7  *                     

NPV3 28  34.7  *                   
NPV4 28  34.7  19.9  *                 
NPV5 16.6  34.7  28  28  *               
NPV6 6  34.7  28  28  16.6  *              
NPV7 46.3  46.3  46.3  46.3  46.3  46.3  *            
NPV8 19.5  34.7  28  28  19.5  19.5  46.3 *           
NPV9 10  34.7  28  28  18.8  10  46.3 19.5 *          

NPV10 50.7  50.7  50.7  50.7  50.7  50.7  50.7 50.7 50.7 *         
NPV11 19.5  34.7  28  28  19.5  19.5  46.3 10 19.5 50.7 *        
NPV12 50.7  50.7  50.7  50.7  50.7  50.7  50.7 50.7 50.7 0 50.7 *       
NPV13 34.7  0  34.7  34.7  34.7  34.7  34.7 34.7 34.7 50.7 34.7 50.7 *      
NPV14 16.6  34.7  28  28  12.4  16.6  46.3 19.5 16.6 50.7 19.5 50.7 34.7  *    
NPV15 10  34.7  28  28  16.6  10  46.3 19.5 10 50.7 19.5 50.7 34.7  16.6  *  
NPV16 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 * 

  
  سپاسگزاري

اين تحقيق ي  هان تيرتاش براي فراهم كردن امكانات اجراي آزمايشمركز تحقيقات و آموزش توتومسئولين از 
 .شود سپاسگزاري مي
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