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 چكيده

     مثلي) و تغييردهنده نسبت جنسي درعنوان يك همزيست درون سلولي (انگل توليدبه Wolbachiaباكتري 

هاي كنترل شناخته شده است. با توجه به اهميت اين همزيست در برنامه Trichogrammaهاي مختلف گونه

در شناخت اين همزيست و نيز شناخت ميزان شيوع آن   wspحاضر با هدف تعيين ميزان كارايي ژنبيولوژيك، مطالعه 

انجام  1389و  1388هاي انجام گرفت. در اين بررسي كه طي سال Trichogrammaهاي بومي زنبور در برخي جمعيت

را نشان دادند. تعداد هشت  شد، از بين نوزده جمعيت تريكوگراما، هفت جمعيت، آلودگي به اين باكتري همزيست

تعلق داشتند. دو سويه باقي  Kue و زيرگروه Aسويه از باكتري شناسايي شد كه از اين بين، شش سويه به بالا گروه 

 Trichogrammaهاي بودند. آلودگي دوگانه و چندگانه نيز در جمعيت Sibو زيرگروه  Bمانده مربوط به بالاگروه 

در   Wolbachia، بيشترين فراوانيT. brassicaeو  T. embryophagum ،T. evanescnes مشاهده شد. در بين سه گونه

آوري شده از استان مازندران بيشترين ميزان آلودگي به هاي جمعمشاهده شد. سوش T. brassicaeهاي جمعيت

Wolbachia هاي مختلفرا نشان دادند. با وجود تفكيك سويهWolbachia   براساس ژنwspد نوتركيبي نشان ، وجو

 بندي اين همزيست با استناد به اين ژن مورد ترديد است. داد كه نتايج گروه

 وضوح نشان داد.را به wspهاي مختلف اين باكتري در ژن آناليز نوتركيبي وجود برخي تبادلات ژنتيكي بين سويه
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  مقدمه

دو گروه  بهكل، در  هااين همزيست. باشدهاي حشرات رويكردي جديد در عرصه جهاني ميمطالعه همزيست

به هاي همزيست حشرات ). ميكروارگانيسمHarris et al., 2010( شوندمي بنديهاي اوليه و ثانويه تقسيمهمزيست

توان به         هاي همزيست ميترين باكتريها هستند. از مهمها باكتريترين آنمتداولو  داشتههاي مختلفي تعلق گروه

ترتيب) اشاره كرد كه دو جنس اول (به Spiroplasma و Portiera ،Buchnera ،Wolbachia ،Cardiniumهاي جنس

). Harris et al., 2010شوند (هاي ثانويه محسوب ميها و بقيه موارد، همزيستها و شتههمزيست اوليه سفيد بالك

  هاي اوليه در باكتريوسيت قرار نداشته و وجودشان نيز براي تغذيههاي همزيست ثانويه برخلاف همزيستباكتري

هاي بدن حشرات مستقر بوده و قادر نيستند آزادانه زندگي كنند             اين گروه، در سلول .باشدميزبان ضروري نمي

)Novakova et al., 2009 باكتري .(Wolbachia جنسي از خانوادهRickettsiaceae   يا راسته)Rickettsiales است كه (

). اين Werren et al., 2008شود (نتاج منتقل ميها، از طريق انتقال عمودي از مادر بهدر بسياري از بندپايان و نماتد

ها ان با بخش جلويي اووسيتبا استقرار در جوار ميكروتوبول ميزبدر فرد ماده  داشته و يتوارث سيتوپلاسم همزيست

در تخمدان و بيضه ميزبان  اعمومپراكنش اين همزيست  ).Ferree et al., 2005نمايد (ارتباط برقرار مي ن اووژنزدر حي

اثبات نيز بهاجسام چربي و  غدد بزاقينظير هاي بدن ساير بافت مثلي، وجود آن درهاي توليدبوده اما علاوه بر اندام

اي مهم در انتقال و تغيير نيز شيوه  Wolbachia). در كنار انتقال عمودي، انتقال افقيClark et al., 2005رسيده است (

با   Wolbachiaي ارتباطرشيوه برقرا). Baldo et al., 2006باشد كه در نهايت در بروز پاندمي موثر است (ميزبان مي

هاي ميزبان، اثرات فنوتيپي اين باكتري با تاثير روي سلول حايز اهميت است.ي اين همزيست ژبيولومطالعه در  ،ميزبان

ماده بروز زايي، نركشي، ناسازگاري سيتوپلاسمي و تبديل نرهاي ژنتيكي بهصورت مادهشود كه بهمتفاوتي را سبب  مي

ده در جمعيت لوآهاي سبب افزايش فراواني مادهغالبا  ،هر يك از اين تظاهرات). Stouthamer et al., 1994كند (مي

هم برگرفته  »يمثلانگل توليد« عنوان). Clark, 2007( شودشده و بنابراين راهكاري براي انتقال همزيست محسوب مي

، رديابي Wolbachiaسخت كشت بودن باكتري ).. با توجه بهWerren & O’ Neil, 1997( باشدثيرات ميااز همين ت

1آميزي رنگ و روش qPCRاين پروكاريوت استفاده از روش 
FISH و مشاهده ميكروسكوپي                           

)Hughes et al., 2011bهاي مولكولي، پيشرفتي سريع در مطالعه اين پذير است. در همين راستا، توسعه روش) امكان

آغاز   16Sژن بار با، نخستينWolbachiaهاي همزيست پديد آورده است. بررسي و مطالعات مولكولي در زمينه سويه

هاي اين دليل نرخ پايين جايگزيني در توالي اين ناحيه و عدم تفكيك سويه) اما بهBreeuwer et al., 1992گرديد (

كه داراي نرخ تكاملي بالاتري هستند براي انجام اين مهم استفاده  wspدنبال آن و به ftsZهاي باكتري در ادامه از ژن

  ).Kikuchi & Fukatsu, 2003شدند (

زير گروه  13هاي اين باكتري در ، به تقسيم بندي سويهWolbachiaمولكولي انجام گرفته روي  مطالعهتاكنون 

اين صورت است كه    هاي مختلف جانوري بهبا گروه Wolbachia). رابطه Augustinos et al., 2011منجر شده است (

هاي فيلاريال با نماتد Dو  Cستان، شش پايان و كليسرداران)، پوبندپايان (سخت  با سه گروه عمده Bو Aهاي بالاگروه

)Casiraghi et al., 2005(،E   با پادمان(Vandekerckhove et al., 1999) ،F ها              پايان و نماتدبا برخي از شش

)Lo et al., 2002 ،(G ها با برخي عنكبوت) (Rowley et al., 2004،H  با موريانه) هاBordenstein & Rosengaus, 

                                                             

1- Fluorescent in situ hybridization 
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2005 ،(I  وJ هايي از ككترتيب با گونهبه) هاCasiraghi et al., 2005 ؛Gorham et al., 2003 و برخي از نماتدهاي (

      مرتبط Bryobiaهاي جنس ، با كنهKو بالا گروه  )Dipetalonema gracile ()Casiraghi et al., 2005فيلاريال (

اي كه در زمينه تعيين و همكاران در مطالعه Augustinosميلادي نيز  2011). در سال Ros et al., 2009باشد (مي

معرفي كردند  Nو  Mها انجام دادند دو بالاگروه جديد تحت نام هاي مختلف شتهدر جمعيت Wolbachiaآلودگي به 

  ). Baldo et al., 2006باشد (يم Wolbachiaهاي همزيست مذكور، تاييدي بر تنوع ژنتيكي بالاي اين تعدد گروه

عرصه حشرات ناقل عوامل بيمارگر انسان و نيز ، بهWolbachiaترين رويكرد جهاني در زمينه مطالعه مهم

اين توانايي را دارد تا حشره همزيست  Wolbachiaشود. مطالعات اخير حاكي از اين است كه فيلاريوزها مربوط مي

هاي تحقيقاتي ). در حال حاضر، برنامهBian et al., 2010( بيمارگر محافظت نمايدخود را در مقابل طيفي از عوامل 

حشره، توانايي ناقل را در انتقال عوامل -باشد تا در نهايت از طريق همزيستي ولباخيامتعددي در دست اجرا مي

 Aedes aegyptiطريق  ) و تب دنگي ازsp. Anopheles )Hughes et al., 2011aبيمارگري چون عامل مالاريا توسط 

)McMeniman & O'Niell, 2010هاي نماتدي در انسان مثل ) از بين ببرند. زمينه مهم ديگر، امكان درمان عفونت

با انگل مذكور اين فرضيه را  Wolbachiaاست. همزيستي اجباري   Brugia malayi Brug آلودگي فيلاريوز توسط

هاي كاري احتمالي در درمان اين بيماري و بيماريتواند راهمي  B. malayiدر Wolbachiaتداعي نموده كه حذف 

  ). Dangi et al., 2009مشابه باشد (

ها نقش به) آنfitnessبا دشمنان طبيعي در افزايش شايستگي ( Wolbachiaدر عرصه كنترل بيولوژيك، همزيستي 

هاي توليد انبوه را افزايش ميزان پارازيتيسم، كاهش هزينه برزايي در زنبورهاي پارازيتوييد علاوهالقاي ماده .سزايي دارد

هاي ديگري هم در جهت شود كه مسيرعلاوه، پيش بيني ميبه ).Stouthamer et al., 1999دنبال خواهد داشت (به

حشرات در راستاي كنترل آفات گشوده شود كه شامل مهار جمعيت (مشابه روش نر -زيستي ولباخيااستفاده از هم

تاكنون  Wolbachiaآلودگي به همزيست  ).Brelsfoard & Dobson, 2009( ها باشدقيمي) و نيز جايگزيني جمعيتع

نقش قابل ). با توجه بهHilgenbocker et al., 2008هاي حشرات به اثبات رسيده است (اي از گونهدر طيف گسترده

اندازي نوين و اميدبخش ل موثر بر كارايي اين عوامل، چشمعنوان پارازيتوييد آفات، مطالعه عوامتوجه بال غشاييان به

هاي نفع ماده در گروهترين عامل تغيير نسبت جنسي بهمهم  Wolbachiaباشد. باكتريدر عرصه كنترل بيولوژيك مي

ي و باغي هاي زراعدر اكوسيستم  Trichogrammaباشد. از ميان پارازيتوييدها نقش زنبورهايمهمي از پارازيتوييدها مي

گونه در  Trichogramma 180). زنبورهاي Ashouri, 2001باشد (بيشتر از ديگر پارازيتوييدها در شرايط مشابه مي

) و Almeida et al., 2010هستند ( Wolbachiaها آلوده به درصد گونه 9ها ) كه از بين آنPinto, 1999جهان دارند (

-) نمايان ميVarve et al., 1999) و افزايش زادآوري (Stouthamer et al., 1994زايي (اين آلودگي به دو صورت ماده

، (Li, 1994)باشند هاي بيوكنترل ميپارازيتوييدهايي مهم در برنامه Trichogrammaاين كه زنبورهاي شود. با توجه به

هاي توليد انبوه را به ينهدنبال آن تغييرات ايجاد شده در سيستم توليدمثل، كاهش هزو به Wolbachiaوجود همزيست 

  ). Stouthamer et al., 1999همراه خواهد داشت (

رديابي شده در زنبورهاي  Wolbachiaهاي در تحقيق حاضر، تلاش شده است تا تنوع زيستي سويه

Trichogramma بندي بومي مناطقي از ايران با هدف مطالعه گروهWolbachia توالي ژن با استناد بهwsp رسي مورد بر

هاي موجود، قابليت قرارگيرد. در اين راستا، بعد از مشخص شدن هويت همزيست پارازيتوييد تلاش گرديد تا با روش
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ارزيابي شود. دو فرض اصلي اين مطالعه عبارت  Wolbachiaهاي ها و زيرگروهروابط بين گروه اين ژن در مطالعه

 بودند از

توانند قرابت فيلوژنتيك چنداني با هم نداشته مي  Trichogrammaهمزيست زنبورهاي  Wolbachiaهاي) سويه1

 باشند 

از منشا  Wolbachiaهاي شود كه مطالعه روابط بين سويهسبب مي  wsp) نوتركيبي حاصل از انتقال جانبي ژن2

ر خصوص شيوع هاي مختلف، با استناد به اين ژن چندان دقيق نباشد. در اين مسير علاوه بر ارايه اطلاعاتي دميزبان

مورد مطالعه، شناسايي مولكولي پارازيتوييد ميزبان نيز در دستور كار قرار   Trichogrammaهايباكتري در جمعيت

 گرفت. 

  

  ها مواد و روش

   بردارينمونه

هاي خراسان رضوي، مازندران، گيلان، گلستان، منشا زنبورهاي تريكوگراماي مورد استفاده در اين بررسي، استان

ها از مناطق مذكور، هاي پارازيت شده پروانهها و تخمانسكتاريوم از 1389 و 1388هاي ان و قم بود كه طي سالتهر

هاي زنبور پس از تهيه اسلايد ميكروسكوپي و برمبناي مشخصات ظاهري افراد بالغ شناسايي نمونه آوري گرديد.جمع

 نيز تاييد گرديد. Richard Stouthamerو توسط 

  

 ت مولكوليمطالعا

 DNAاستخراج 

فرد از  20) استفاده شد. ابتدا K-3032از كيت استخراج ژنومي بايونير (با شماره كاتالوگ DNA منظور استخراج به

طور كامل حذف شود. سپس، افراد داخل درصد روي كاغذ صافي منتقل شد تا الكل آن به 96هر نمونه از داخل الكل 

منظور هر درجه سلسيوس نگهداري شد. به -20ساعت در دماي  24مدت نتقل و بهليتري مميلي 5/1يك ميكروتيوب 

 180داخل نيتروژن مايع منتقل و سپس چه بهتر خرد شدن نمونه، ميكروتيوب حاوي نمونه در حين خرد كردن به

ن مرحله، نمونه در تيوب حاوي نمونه اضافه شد. پس از ايبه Kميكروليتر پروتئيناز  20ميكروليتر بافر ليز كننده و 

-سلسيوس نگه درجه 95دقيقه در دماي  10مدت چهار ساعت داخل بن ماري و سپس درجه سلسيوس به 60دماي 

استخراج شده در  DNAدستورالعمل كيت انجام گرفت و در نهايت داري شد. ساير مراحل استخراج با توجه به

  داري شد.درجه سلسيوس تا زمان استفاده، نگه -20دماي

  

 Trichogrammaدر زنبورهاي  ITS2تكثير ناحيه 

استفاده شد، شامل آغازگر مستقيم                                                      ITS2  آغازگرهايي كه براي تكثير ناحيه

ITS-F  (5´-TGTGAACTGCAGGACACATG-3´) و آغازگر معكوسITS-R (5´-GTCTTGCCTGCTCTGAG-

3´) )Stouthamer et al., 1999.واكنش  ) بودPCR  مواد استفاده شده در اين واكنش  انجام شد. ميكروليتر 25در حجم

ميكروليتر آغازگر  1ميكروليتر آغازگر مستقيم و  MgCl2 ،1ميكروليتر  10X ،1ميكروليتر بافر  5/2عبارت بود از 

الگو. برنامه دمايي واكنش  DNAميكروليتر  1و  Taq polymeraseميكروليتر آنزيم  dNTPs ،3/0ميكروليتر  5/0معكوس، 
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سيكل واكنش  30دنبال آن، دقيقه و به 5براي  درجه سلسيوس 94واسرشت اوليه در صورت مراز بهاي پليزنجيره

درجه  72ثانيه، گسترش در  90براي  درجه سلسيوس 52ثانيه، اتصال در  30براي  درجه سلسيوس 94(واسرشت در 

   دقيقه انجام شد 8مدت به درجه سلسيوس 72انيه) بود و در نهايت، گسترش نهايي در ث 90براي  سلسيوس

  

 Wolbachiaرديابي 

استفاده گرديد. بدين منظور از جفت  wspاز تكثير ناحيه Trichogramma  در زنبورهاي Wolbachiaبراي رديابي 

 wsp-691R (5´-AAAAATTAAACGوwsp-81F (5´-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3´)آغازگر

CTACTCCA-3´) ) استفاده شدBraig et al., 1998.( اين آغازگر با توجه به سويه Wolbachia 632تا  590طول اي بهقطعه 

ميكروليتر انجام شد. مواد استفاده شده در اين  25در حجم  PCR) واكنش Zhou et al., 1998كند (مي جفت باز تكثير

ميكروليتر  5/0ميكروليتر از هر يك از آغازگرها،  MgCl2 ،6/0ميكروليتر  10X ،75/0بافر ميكروليتر  3واكنش عبارت بود از 

dNTPs ،3/0 ميكروليتر  2مراز و پلي  ميكروليتر آنزيم تكDNA صورت مراز بهاي پليالگو. برنامه دمايي واكنش زنجيره

درجه  94مراحل مختلف واكنش (واسرشت در  سيكل 36دنبال آن دقيقه، به 3براي  درجه سلسيوس 94واسرشت اوليه در 

ثانيه)  60براي  درجه سلسيوس 72ثانيه و گسترش در  45براي  درجه سلسيوس 48ثانيه، اتصال در 30براي  سلسيوس

دقيقه انجام شد. در اين واكنش براي اطمينان از  5مدت به درجه سلسيوس 72انجام گرفته و در نهايت، گسترش نهايي 

عنوان شاهد مثبت باشد، بهكه آلوده به اين همزيست مي  Drosophila melanogasterمورد نظر، از گونهصحت تكثير ژن 

 استفاده گرديد.

 

 الكتروفورز

جفت بازي  100گر نردباني در كنار نشان PCRشده، چهار ميكروليتر از محصول  منظور مشاهده نواحي تكثيربه

 آميزي گرديد.سط اتيديوم برومايد رنگروي ژل آگاروز يك درصد بارگذاري شد و تو

  

 يابيتوالي

سازي بايونير خالص و در نهايت، توسط كيت خالص PCRيابي قطعات مورد نظر، ابتدا محصول منظور تواليبه

براي اطمينان، از هر  ) كره جنوبي ارسال شد.http://www.macrogen.comشركت ماكروژن (يابي بهجهت توالي

 يابي شد.توالي PCRبا هر دو آغازگر واكنش جمعيت سه نمونه 

  

  RFLPاستفاده از روش 

دست آمده و ارزيابي گرديد. براساس نتايج به in silico دست آمده برمبناي الگوي برش در شرايطبه  ITS2توالي

 Trichogramma )Sumer et al., 2009هاياطلاعات پيشين در خصوص آنزيم هاي برشي موثر در تفكيك گونه

منظور مطالعه پروفيل حاصل از هضم (فرمنتاز) به TaqIو   EcoRI،MseIهاي برشي )، آنزيمKumar et al., 2009؛

آنزيمي انتخاب گرديد. انجام واكنش برمبناي دستورالعمل شركت سازنده آنزيم انجام گرديد و در نهايت محصول 

 درصد الكتروفورز گرديد. 2هضم شده روي ژل آگاروز 
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 ها دادهآناليز 

بعد  .) بررسي و در صورت نياز ويرايش شدBioedit )Hall, 1999دست آمده توسط نرم افزار هاي بهكروماتوگرام توالي

به يك رشته واحد  DNA Baserيابي شده مستقيم و معكوس توسط نرم افزار ها، دو رشته توالياز اطمينان از صحت توالي

از بانك ژن  wspهاي مرتبط با ناحيه توالي ،Wolbachiaهاي سويهبندي براي تعيين گروهتبديل گرديد. 

)www.ncbi.nlm.nih.govتوسط نرم افزارهاي حاصل، همراه تواليبه ) دريافت وX  Clustal (Larkin et al., 2007)       

) براي تعيين Tamura et al., 2007(  MEGA4). سپس، از نرم افزار1و در آناليز استفاده گرديد (جدول  رديف شدههم

) و مدل Felsenstein, 1985تكرار بوت استرپ ( 1000با  Neighbor joining (NJ)روابط تبارشناسي، از روش 

توسط  Wolbachia). ميزان نوتركيبي بين نژادهاي مختلف Kimura, 1980استفاده شد ( K2Pجايگزيني نوكلئوتيدي 

در نرم افزار   3Seqو Maxchi ،Chimaera ،Siscan ،RDP ،GENECONV ،BootScan ،PhylPro ،LARDهاي روش

RDP3 )Martin et al., 2005صورت پيش فرض در نظر گرفته شد. ) محاسبه گرديد. در اين آناليز، تمام تنظيمات به

 بود. 70نيز   Variable site for windowsو مقدار  01/0معادل  P valueبالاترين مقدار 

 

 Wolbachiaتعيين فراواني 

عنوان متغير وابسته در نظر گرفته شد. ، آلودگي بهWolbachiaبه  Trichogrammaمنظور تعيين نرخ آلودگي به

بدين صورت كه حضور باكتري با كد يك و عدم حضور با كد صفر مشخص شد. تفاوت در نرخ آلودگي در ميان 

ها با دار بودن تفاوت) محاسبه گرديد و معنيKruskal-Wallis )Zar, 1999هاي مختلف توسط آزمون ها و استانگونه

P<0.05  نشان داده شد. آزمونDunn هاي آماري براساس نيز براي مقايسه دوتايي مورد استفاده قرار گرفت. تمام آناليز

 محاسبه شد.  SPSS ver.19 نرم افزار
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  ها در مطالعه حاضر به كار گرفته شده است.نآ wspكه توالي ژن  Trichogrammaهاي فهرست گونه -1جدول 
Table 1-The list of Trichogramma species and accession numbers of their wsp gene in current study.  

 

  نتايج

تكثير شد و سپس  28Sو  5.8Sهمراه با نواحي مرزي  Trichogrammaزنبورهاي  ITS2ناحيه  ،PCRدر واكنش 

هاي مورد مطالعه در برخي گونه ITS2هاي موجود در بانك ژن، مرز نواحي مشخص گرديد. توالي ناحيه توسط توالي

، HQ162663 ،HM214958 ،HQ332599 ،HQ332598 ،HQ343301هاي با شماره دسترسي

HM063427،HQ143679 ،HQ143678  ،HQ143677،HQ143675 ،HQ335390  ثبت رسيد. اين ناحيه در بانك ژن به

آوري شده از هاي جمعهاي مختلف را با درصد شباهت زياد از يكديگر متمايز كند. در بين جمعيتتوانست گونه

ترتيب ده، هشت و يك به T. embryophagum و T. brassicae ،T. evanscensهاي گونهمناطق مختلف كشور 

نشان  RFLPشود.نتايج حاصل از عنوان گونه غالب معرفي ميبه T. brassicaeخود اختصاص دادند كه جمعيت را به

Host Accession numbers Strain of wolbachia origin 

T. atopovirilia FJ746073  Brazil 

T. bourarachae AF071913 wBou Netherlands 

T. brassicae FJ441291 wBaT.bra Iran 

T. bruni FJ746074  Brazil 

T. cordubensis AF245164 Grey Portugal 

T. deion AF020084 wdei USA 

T. dendrolimi AB094397 wDen Fukuyama Japan 

T. dendrolimi DQ017752 wDen Tongliao China 

T. dendrolimi DQ017750 wDen Weihe China 

T. dendrolimi DQ017754 wDen Jiaohe China 

T. dendrolimi DQ017751 wDen Qiqihae China 

T. embryophagum AF245165 Uro3 Iran 

T. evanescens AF245167 M36 France 

T. kaykai AF071924 wKayB Netherlands 

T. nubilale AF071926 wNub Netherlands 

T. oleae AF245166 S2 Yugoslavia 

T. ostriniae AY633580 wOstC China 

T. ostriniae FJ997917 wHLJYMT.o B China 

T. ostriniae FJ997916 wHLJYMT.o A China 

T. ostriniae FJ997911 wHBYMT.o A China 

T. ostriniae EU403113 wOstDBWA China 

T. ostriniae AY633578 wOstDBWA China 

T. ostriniae EU157104 wOstGDAb China 

T. pratissolii FJ746078 23 Brazil 

T. pratissolii FJ746079 25 Brazil 

T. pretiosum FJ746071 5 Brazil 

T. semblidis AF245162 Semv France 

T. turkestanica DQ137265  Netherlands 
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را از  T. evanescensو  T. embryophagum ،T. brassicaeقادرند سه گونه  TaqIو  EcoRI ،MseIداد كه سه آنزيم 

با نتايج قبلي  TaqIو  EcoRI ،MseIتوسط سه آنزيم   ITS2). مقايسه الگوي برش ناحيه1مايز كنند (شكل يكديگر مت

  ) ارايه شده بود انطباق داشت.2009( و همكاران Sumer) و 2009و همكاران (  Kumarكه توسط

  
 

  T. evanescens (ev)و  T. embryophagum (em) ،T. brassicae (br)هاي در گونه ITS2ناحيه  PCRالگوي برش محصول  -1شكل 
Fig. 1- The restriction profile of PCR product of ITS2 region in T. embryophagum (em), T. brassicae (br) and T. evanescens 

(ev) 
 

   wspبرمبناي ژن   Wolbachiaهايمطالعه رابطه تبارشناسي سويه

در هفت  wspبا تكثير ناحيه  Wolbachiaهمزيست ايران آلودگي به بومي Trichogrammaهاي در بين جمعيت

    Wolbachiaهاي مختلف براي سويه wspژن  هاي). بعد از تكثير ناحيه مذكور، توالي2جمعيت تعيين گرديد (جدول 

 دست آمد.به

بانك ژن اخذ و در  توالي ژن مذكور از wsp ،28براساس ژن  Wolbachiaهاي منظور بازسازي تبارنماي سويهبه

نوكلئوتيد  269رديف شدند كه از اين بين نوكلئوتيد هم 458ايراني بررسي شد. در اين آناليز،  كنار هشت ايزوله

  نوكلئوتيد حاوي اطلاعات مفيد بود. 165نوكلئوتيد متغير و  189حفاظت شده، 

هاي درصد جمعيت 8/36. بر اين اساس، قرارگرفتند Bو  Aدر دو بالا گروه  Wolbachiaهاي در اين آناليز سويه

ترتيب به Bو  Aاين همزيست را نشان داد كه از اين بين، سهم بالا گروه آلودگي به Trichogrammaآوري شده جمع

و  Kueبودند در زيرگروه  Aهايي از اين باكتري كه متعلق به بالاگروه درصد بود. در اين بررسي، سويه 5/22و  5/77

 ).2 قرارگرفتند (شكل Sibدر زيرگروه  Bگروه هاي بالاسويه

 
 Wolbachiaها و حضور در اين مطالعه، منطقه جغرافيايي آن Trichogrammaمشخصات بررسي شده زنبور  -2جدول 

Table 2-The Trichogramma species, their geographic region and status of wolbachia infection 
Host species Province Detection of Wolbachia Host species Province Detection of Wolbachia 

T. evanescens Tehran - T. brassicae Guilan - 

T. brassicae Tehran - T. embryophagum Razavi Khorasan +W7 

T. brassicae Tehran - T. evanescens Mazandaran - 

T. brassicae Tehran - T. evanescens Guilan +W3 

T. brassicae Tehran +W2 T. evanescens Mazandaran - 

T. brassicae Mazandaran - T. evanescens Golestan +W4 & W6 

T. brassicae Guilan - T. evanescens Qom - 

T. brassicae Mazandaran +W10 T. evanescens Qom - 

T. brassicae Mazandaran +W1 T. evanescens Qom - 

T. brassicae Mazandaran +W5    
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 wspبرمبناي توالي ژن  K2Pاي و مدل دومتغيره NJبراساس روش  Wolbachiaهاي مختلف بندي سويهگروه -2شكل 

Fig. 2- Grouping of Wolbachia strains based on NJ method and K2P model using wsp sequences. 

 

 خود اختصاص دادرا به Wolbachiaبيشترين فراواني آلودگي به باكتري  T. brassicaeيد، يرازيتواز بين سه گونه پا

 ).4هاي آلوده را دربرداشت (شكل از لحاظ جغرافيايي نيز استان مازندران بيشترين جمعيت. )3 (شكل
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z z  
 Trichogrammaهاي مختلف فراواني نسبي باكتري همزيست در گونه -3شكل 

Fig. 3- The Prevalence of the Wolbachia endosymbiont within different species of Trichogramma 
 

 

 

 
 هاي مورد مطالعهدر استان Wolbachiaفراواني نسبي باكتري  -4شكل 

Fig. 4-The prevalence of Wolbachia in different studied area 

  

  آناليز نوتركيبي

ترتيب كه به W7و  W3 ،W5هاي ، مويد آن بود كه بين ايزولهWolbachiaهاي مختلف سويهآناليز نوتركيبي بين 

رابطه همزيستي داشتند، نوتركيبي وجود داشت.   T. embryophagumو  T. evanescens، T. brassicaeهاي با گونه

عنوان والدين كم و زياد به ترتيب با پتانسيلبه W5و  W3داراي پتانسيل نوتركيبي بوده و دو ايزوله  W7سويه 

درصدي از نوتركيبي  Maxchiبراي انجام اين آناليز، فقط روش  هاي استفاده شدهنوتركيبي تعيين شدند. در بين روش

شروع و در محل  393طوري كه عمل انفصال، از نوكلئوتيد جفت باز طول داشت به 302را نشان داد. قطعه نوتركيب 

  پايان يافت. 91نوكلئوتيد 

  

  بحث

ها وابسته استفاده شده است كه بيشتر آن Trichogramma هاي مختلفي براي شناسايي زنبورهايتاكنون از ويژگي

     كارگيري هاي اخير، به). در سالPinto, 1999; Stouthamer et al., 1999به خصوصيات ظاهري بوده است (

ند، رواج يافته است. تكنيك مولكولي كه در اين مطالعه به باشمي DNAيابي بر تواليهاي مولكولي كه مبتنيتكنيك



 )236-219( 1392، سال 3، شماره 5جلد                                                                   شناسي فصلنامه تخصصي تحقيقات حشره

 ٢٢٩

 

استوار بود. اين ابزار  ITS2يابي ناحيه به كار گرفته شد، برمبناي توالي Trichogrammaمنظور شناسايي زنبورهاي 

 Pinto etباشند (ويژه ژنيتالياي جنس نر وابسته ميهاي ظاهري بهويژگيهاي كلاسيك را كه بههاي روشمحدوديت

al., 1989هاي مختلف جنس آميز گونهطور موفقيت) را ندارد. در اين تحقيق، ناحيه مذكور بهTrichogramma  را از

 Trichogrammaهاي نزديك در جنس يكديگر متمايز كرد. پيش از اين نيز از اين ناحيه بين ژني براي تفكيك گونه

  .et alو 2009،(et al.  Ciociola (2001)( et al  Kumarبر اين،لاوهع .)Stouthamer et al., 1999استفاده شده بود (

Sumer )2009 با استفاده از ناحيه ژني مذكور و تكنيك (RFLP هايترتيب براي گونهبه Trichogramma  بومي

  هندوستان، برزيل و نواحي مديترانه كليد شناسايي مولكولي تهيه كردند.

 توانهستند و در برخي موارد از اين ويژگي مي Wolbachiaهمزيست آلوده به Trichogrammaهاي برخي از گونه

و     T. embryophagum). دو گونه Pinttureau, 1997هم استفاده كرد (هاي نزديك بهعنوان ابزاري براي تفكيك گونهبه 

T. cacoeciae اين دو گونه، تراكم افراد نر بسيار پايين زايي در دليل مادهباشند و بههم شبيه مياز نظر ظاهري بسيار به

اين دو  ITS2ها را از روي ژنيتالياي جنس نر با مشكل مواجه كرده است. توالي ناحيه بوده و همين امر شناسايي آن

ژنتيكي بوده ولي در  T. cacoeciaeزايي در افراد چنين مادهسازد. همگونه نيز امكان تفكيك اين دو گونه را ميسر نمي

 Stouthamer etگردد (برمي Wolbachiaوجود همزيست اين تغيير در سيستم توليدمثلي به T. embryophagumونه گ

al., 1990; Pintureae, 1993 اين همزيست در .(T. caceoiae  وجود ندارد اين درحالي است كهT. embryophagum 

  ). Pintureau et al., 2002اين همزيست را نشان داده است (آلودگي بالايي به

مطالعات انجام شده در  صورت روندي جهاني درآمده است. عمدهبه Wolbachiaهاي اخير، مطالعه روي در سال

بوده است                         wspهاي اين همزيست مستند به اطلاعات توالي ژن جهت تعيين مشخصات سويه

)Werren & Bartos, 2001تعيين آلودگي  بندي ومنظور گروههم بهگري م). اين ناحيه نشانWolbachia هاي در ميزبان

). كاركرد ژن مذكور كماكان نامعلوم مانده است اگر چه نظرياتي مبني بر et al., 2005 Casiraghiمختلف بوده است (

  ). Braig et al., 1998نقش احتمالي آن در برقراري رابطه ميزبان همزيست وجود دارد (

گونه گزارش شده  20در  Wolbachiaاند، آلودگي به كنون توصيف شدهكه تا Trichogrammaگونه  180در ميان 

 T. oleae Voegele & Pointelو  T. cordubensis Vargas) كه در اين ميان دو گونه Pintureau, et al, 2002است (

زايي راد جمعيت، ماده بوده و از طريق مادهدهند بدين صورت كه تمام اف) اين آلودگي را نشان ميfixedطور كامل (به

عنوان همزيست در   به  Wolbachia). هجده گونه باقي مانده نيز در صورتي كه Pintureau, et al, 2002يابند (ازدياد مي

      ). در بين هجده        Pintureau et al., 2002باشند (ها حضور داشته باشد قادر به ماده زايي ميهاي آنجمعيت

)، پنج گونه آلودگي mixedها جزئي است (در جمعيت آن  Wolbachiaكه آلودگي و حضور  Trichogrammaگونه

). شيوع Pintureau et al., 2002باشد (از اين گروه مي T. embryophagumدهند كه بالايي را از خود نشان مي

ها مشاهده مواردي، هيچ آلودگي در بين جمعيت همزيست در سيزده جمعيت باقي مانده اين جنس محدود بوده و در

همزيست با  Wolbachiaهاي دهد كه سويه). نتايج مطالعات گذشته نشان ميPintureau et al., 2002شود (نمي

Trichogramma  در دو بالاگروهA  وB گيرند (جاي ميPintureau et al., 2002 Almeida, 2004; بيشترين تفاوت .(

هاي درصد گزارش شده است. اين درحالي است كه اين تفاوت در بين سويه B ،15و  Aهاي ن گروهنوكلئوتيدي بي

در زنبورهاي  Wolbachiaهاي ). ابتدا سويهWerren et al., 1995يابد (درصد كاهش مي 3به   A درون بالاگروه

Trichogramma  در چهار زيرگروهSib ،Dei  ،Kay  وKue بندي شدند (دستهVan Meer et al., 1999 ،سپس .(
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Pintureau ) زيرگروه ديگري تحت نام 2002و همكاران (Sem  گزارش كردند كهWolbachia همزيست با گونه      

T. semblidis  را در برداشت علاوه بر اين، زيرگروهSib  وKay  درصد داشتند را با يكديگر  5/2را كه تفاوتي كمتر از

معرفي  Atoميلادي زيرگروه ديگري را تحت نام  2004در سال  Almeidaعرفي كردند. م Sibتلفيق كرده و تحت نام 

و  Aبه بالاگروه  Kueقرارداشت. لازم به ذكر است كه زيرگروه  T. atopoviriliaكرد در اين زيرگروه همزيست زنبور 

در زنبورهاي  Wolbachiaبندي تعلق دارند. تاكنون مطالعات متعددي مبني بر گروه Bها به بالاگروه ساير زيرگروه

Trichogramma اي كه انجام گرفته است. در مطالعهPintureau ) روي همزيست 2002و همكاران (Wolbachia  در

، T. brassicaeدر سه گونه  Wolbachiaهاي شناسايي شده اين گروه از زنبورهاي پارازيتوييد انجام دادند تمام استرين

T. evanescens  وT. embryophagum  در بالاگروهB  قرارگرفتند اين در حالي است كه در تحقيق حاضر، از بين

            و T. evanescens ،T. brassicaeهاي هشت سويه تعيين شده اين باكتري همزيست شش سويه كه به گونه

T. embryophagum  تعلق داشتند، در بالاگروهA هايي از همزيست در كنار ايزولهT. ostirnae تند. قرارگرف 

Poorjavad ) استريني از 2012و همكاران (Wolbachia  را در زنبورT. brassicae  رديابي كردند كه در بالاگروهB 

  نشان داد.   T. deionقراگرفت و رابطه نزديكي با 

Wolbachia باشد (هاي همزيست درون سلولي ميترين باكترييكي از متداولHobbs et al., 1998 كه اثرات (

 Wolbachiaرسد كه نظر مي). اين چنين بهStouthamer et al., 1999شوند (عي را روي ميزبان خود سبب ميمتنو

 افزايش طول عمر زنبورتوان بهبخشد كه در اين بين ميها را براي ميزبان خود بهبود ميبرخي از مشخصه

Trichogramma ي و نه در محيط آزمايشگاهي اشاره كرددر غياب ميزبان و افزايش توان پراكندگي در شرايط طبيع    

 )Pintureau et al., 2002 بنابراين، شناخت دقيق تاثير .(Wolbachia تواند در مسير كنترل روي زنبور ميزبان، مي

  ).Stouthamer, 1993ترين جمعيت عامل كنترل، مفيد باشد (بيولوژيك و انتخاب مناسب

استفاده شده است  Wolbachiaبندي مولكولي جنس گسترده براي طبقه طوربه wspطور كه اشاره شد، ژن همان

)Casiraghi et al., 2005 Zeh et al., 2005; ها نامناسب كرده ). اما مسايل متعددي اين ژن را براي تعيين بالاگروه

است كه موجب ها ترين اين مسايل، نوتركيبي داخل ژني بين بالاگروه). يكي از مهمBaldo et al., 2006است (

،  wsp). در مورد ژنBaldo & Werren, 2007ها شده است (نامناسب بودن معيارهاي فعلي براي تعيين بالاگروه

  ). نتيجه انتقال افقيHuigens et al., 2000شود (بر انتقال عمودي در برخي مواقع انتقال افقي نيز مشاهده ميعلاوه

كند كه ). اين پديده زماني بروز ميHuigens et al., 2000( مراه داشته باشدهتواند آلودگي دو يا سه گانه را بهمي

 2). بيش از Werren, 1997كنند (ريزي ميدر يك ميزبان تخم Wolbachiaهاي مختلف زنبورهاي آلوده به سويه

آلودگي، امكان  ). اين نوعWerren et al., 1995( هاي آلوده به همزيست مذكور آلودگي چندگانه دارنددرصد گونه

هاي ). در برخي سويهHuigens et al., 2000( سازدرا ميسر مي Wolbachiaهاي مختلف بروز نوتركيبي بين سويه

 & Jiggins et al., 2001 Werrenمشاهده شده است ( wspدر ژن  DNAمختلف اين باكتري، مواردي از تبادل 

Bartos, 2001;ها با اكتفا به يك ژن چندان قابل اعتماد نباشد سويه ). همين امر سبب شده كه بررسي انواع         

)Jiggins et al., 2001 Werren & Bartos, 2001;.(  مكانيسم نوتركيبي به نحوي است كهDNA  خارجي به جاي 

DNAشود اما حالات اين انتقال جا مياصلي در نواحي كه بيش از حد متغير هستند درون يك ژنوم واحد جا بهDNA ،

         هاي مشترك در يك ميزبانكه وقوع گسترده آلودگيتا كنون ناشناخته باقي مانده است. ضمن اين Wolbachiaدر 

). وجود نوتركيبي در Baldo et al., 2005وضوح، يك عرصه مناسب را براي اين نوع تبادلات فراهم آورده است (به
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با چالش مواجه  Wolbachiaبندي تعيين مشخصات و گروهت مربوط بهتنهايي در مطالعا، استفاده از آن را بهwspژن 

) و Baldo et al., 2005هاي يك بالاگروه (صورت مشخص درون سويه). نوتركيبي بهBaldo et al., 2005كرده است (

، ميزان ) مشاهده شده و اين رخدادBaldo & Werren, 2007هاي مختلف (هاي متعلق به بالاگروهندرت بين سويهبه

. گرچه )Baldo et al., 2005با استناد به ژن مذكور را كاهش داده است ( Wolbachiaهاي بندي جدايهگروهاطمينان به

مراتب رود كه نوتركيبي بهدهد، داراي فركانس بالاتري از نوتركيبي است اما انتظار ميرخ مي wspهايي كه در جهش

همراه داشته باشد ها را بهروتئين و افزايش بسيار سريع تنوع در ميان پروتئينتري در ظهور انواع پتاثير قابل توجه

)Baldo et al., 2006علاوه .( بر اين، نوتركيبي در ژنgltA )Baldo et al., 2006 ،(wsp ،ftsZ  وgltA )Jiggins, 2002 

 Reuter & Keller, 2003; Keller et al., 2004;  و(Verne et al., 2007  16و ژنS )Ros et al., 2009 در (

Wolbachia طور كلي، استفاده از ژن گزارش شده است. بهwsp هاي مختلف رخ كه نوتركيبي بين بالاگروهبا فرض اين

ها با چالش مواجه نموده را براي تعيين بالاگروه wspندهد قابل قبول خواهد بود. با اين حال چند مورد، استفاده از ژن 

هاي مختلف به هاي بالاگروهكه نوتركيبي بين سويه): اول اين;Baldo & Werren, 2007 Baldo et al., 2006است (

ها، فاقد معيارهاي هاي كنوني براي تعيين تيپ بالاگروهدهد و دوم، روشاحتمال زياد بيش از حد انتظار رخ مي

عنوان مرجع در مطالعات مطالعات گذشته بهدر  Bو  Aهاي هاي مختلف منتسب به بالاگروهباشند. سويهاستاندارد مي

هاي اين مراجع وجود خواهد داشت. شوند. اين درحالي است كه احتمال اشتباه در تعيين بالاگروهحاضر استفاده مي

كند با استفاده از اين ژن نامعتبر مي Wolbachiaها را در ، تعيين زيرگروه و بالاگروهwspعوامل مذكور و تنوع زياد ژن 

)Baldo & Werren, 2007باشد. اين رويكرد ). در اين راستا، رهيافت موثر، كاربرد چند ناحيه ژني به جاي يك ژن مي

MLST
 Wolbachiaجدايه » 2تيپ«زمان براي تعيين صورت همنام داشته كه در آن از مشخصات چند لوكوس به 1

اخير رواج يافته و رويكردي استاندارد و بدون ابهام هاي ). اين سيستم در سالBaldo et al., 2006شود (استفاده مي

 بهره گرفت Wolbachiaهايي چون بندي همزيستطور گسترده براي تعيين جايگاه و تيپتوان از آن بهاست كه مي

)Sintupachee et al., 2006; Zeh et al., 2005; Haine & Cook, 2005  وMalloch & Fenton, 2005.(          در مورد  

هاي همزيست، تعداد نواحي مورد استفاده، متغير است هر چند شناخته     ها و از جمله گروههاي مختلف باكتريگروه

                 fbpAو  gatB ،CoxA ،hcpA ،ftsZباشند كه عبارتند از مي 3ها، پنج ژن خانه داريترين اين ژنشده

)Baldo et al., 2006.(  

منجر به ارايه نتايجي در اين بررسي   Wolbachiaهاي ايرانيسويه  wspنوكلئوتيدي ناحيهميزان تفاوت  مطالعه

)، اين بررسي تكميل شود تا برخي MLSTگرديد كه لازم است با استفاده از رويكرد جديد مبتني بر چند لوكوس (

  ابهامات موجود مرتفع گردد 

  

  سپاسگزاري

) 14906پژوهشي دانشگاه فردوسي مشهد (طرح مصوب شماره  هزينه اجراي اين پژوهش توسط معاونت محترم

 Paul Rugmanو   Richard Stouthamer ،Paul de Almeidaشود. از همكاري تامين شده كه بدين وسيله قدرداني مي
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Jones ها ياري رساندند كه در مراحلي از انجام پژوهش، قدرداني مي شود. دكتر مجتبي حسيني در آناليز برخي داده

  شود. بدين وسيله سپاسگزاري مي
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Abstract 

The intracellular symbiont bacterium, Wolbachia is known as a reproductive parasite in 

different species of Trichogramma. Regard to importance of this symbiont in biological control 

programms, the present study addressed the efficiency of wsp gene to typing this symbiont from 

some populations of Trichogramma and also its prevalence. In this study which conducted 

through 2009 to 2010, 19 populations of Trichogramma were screened for Wolbachia infection. 

Among these, seven populations were determined as infected by Wolbachia. Eight strains of the 

bacterium were characterized which six strains belonged to subgroup Kue from A supergroup. 

The two remained strains were related to B supergroup and Sib subgroup. The double infection 

and superinfection were observed in Trichogramma populations. Among three species,                         

T. embryophagum, T. brassicae and T. evanescens, the highest prevalence of Wolbachia was 

observed in T. brassicae with 57 % of samples populations. The most infection rate belonged to 

populations of Mazandaran province. Despite the separation of different strains of Wolbachia on 

the basis of wsp gene, recombination analysis indicated a doubt about the grouping results of 

this symbiont inferring from this gene. This analysis indicated existence of some genetic 

exchangesbetween different strains of Wolbachia in wsp gene. The new approach called 

Multilocus Sequence Typing (MLST system) could be effective solution in more accurate 

characterization of these endosymbionts.  
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