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بيه بوميمطالعه جدا  Heterorabditis bacteriophoraمارگر حشراتي نماتود
آني همزيباكترو .Photorhabdus luminescens subspست laumondii 

3و مهناز حسني كاخكي2، عباس مكرم حصار*1جواد كريمي

و دانشجوي كارشناسي ارشد دانشكدانشجوي سابقاستاديار،،1،2،3  ده كشاورزي كارشناسي ارشد
 دانشگاه فردوسي مشهد

)2/9/90: تاريخ تصويب-15/10/89:تاريخ دريافت(

دهيچك

بسحشرات انگلينماتودها مي از عوامل م. باشنديار مهم در كنترل آفات يهاان گروهياز

ا رينسبت به سا Heterorhabditidaeو Steinernematidaeن نماتودها، دو خانوادهيمرتبط با

بيها از اهمگروه ن عوامل در كنترليايبا توجه به كاربرد تجار. برخوردار هستنديشتريت

ايها گونهيي شناساي براياقات گستردهيآفات، تحق دني مختلف اين نماتودها در نقاط مختلف

م ط.رديپذيصورت مارگر حشرات در منطقهيبي در رابطه با وجود نماتودهايك بررسييدر

جمعيمشهد،  با.دي گرديجداسازاز خاك Heterorhabditisت از جنسيك گونه مورد نظر

وي مورد بررسيكيو مرفومتريكيات مرفولوژيتوجه به خصوص  گونهبعنوان قرار گرفت

H. bacteriphora ژنيناح.شدييشناسا و توالين نماتود تكثيا ITS rDNAيه .دي گرديابيير

ايا،NJو MPيها به روشيبنددر گروه ساين  مربوط به گونهيهاتير جمعيزوله در كنار

H. bacteriphora اي جداسازيباكتر. قرار گرفت ني شده از اتيز براساس خصوصين نماتود

ژني ناحين اطلاعات مولكوليو همچنيكيفنت دادينتا.دي گردييشناسا 16S rDNAيه ج نشان

ا زين باكتريكه .Photorhabdus luminescens sspرگونهي، laumondii نين اوليا. باشديم

ا و باكتريگزارش جامع از وجود آنيهمزين نماتود است . استراني در

ب:هاي كليديواژه  شناسايي،ITS ،16Sست،يهمزيباكتر، حشراتمارگري نماتود

 مقدمه
 ,Heterorhabditidae Poinar خانوادهينماتودها

مياجبارانگل 1976 تنها مرحله. باشندي حشرات
يان نماتودها لارو سن سوم است كه داريايآزادز
متعلق به Photorhabdus از جنسيياي باكترستيهمز

 ,Boemare)باشديم Enterobacteriaceaeخانواده 

م. (2002 يزبان، لاروهايپس از ورود نماتود به بدن
 را در هموسل حشره آزادي باكتريهازا سلولعفونت

و باكتر.دنينمايم ست آن، موجب مرگي همزينماتود
طيسر يپس از آلودگ ساعت48تا24يع حشره در

زياخيهادر سال. گردنديم  به مطالعهيادير توجه
دريبينماتودها مارگر حشرات به منظور كاربرد

بيها برنامه  Burnell)ك معطوف شده استيولوژيكنترل

& Stock, 2000) .مارگريبيوارد نمودن نماتودها
 خاصياكنترل به منطقهويبحشرات به عنوان عوامل 

ويازمند اطلاعات قبلين  از وجود آنها در آن محل
 ,Miller & Barbercheck) استي بوميها گونهييشناسا

مي.(2001 هايي كه به رسد كاربرد گونه همچنين به نظر
محيشرا و آفت مورد نظر بهتر سازگاريطيط  منطقه
 ,Bedding)ندشوميكنترل بهتر آفت اند باعث شده
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 هاي بومي سازگار با شرايطيافتن گونهرو ايناز . (1990
. محيطي داراي اهميت است

 تنهايدارا Heterorhabditidaeاكنون خانواده هم
 Stock et)باشديم Heterorhabditisك جنس با نامي

al.,  Heterorhabditis از جنس گونه20 تاكنون.(2002
ا شدهيي جهان شناسادر درياند كه ن تعداد روز به روز

,.Edgington  et al)ش استيحال افزا 2010; Plichta 

et al., 2009; Stock et al., 2002; Saleh, 1995).
بهي اتكابا Heterorhabditisيها گونهييشناسا  صرف

از مشكليشناسختيراتيبه خصوص و استفاده  است
نيز،ITS2و ITS1ينواحيمانند توالياطلاعات مولكول

ا زميدر ,.Nguyen et al) ضروري استنهين 2006; 

Phan et al., 2003).
طي نماتودها به شراي نژاديند سازگاري در فرآظاهراً

يست آن داراي همزيياي خاص، نقش نژاد باكتريطيمح
,.Emelianoff et al(باشديمتياهم يبرخ). 2008

دااتمطالع سميتيت پارازيده است كه موفق نشان
شر حشراتمارگريبينماتودها  خاصييايك باكتري به

,.Sicard et al( داردي بستگآنها تاكنون سه ). 2003
اند شدهييشناسا Photorhabdusاز جنسيباكترگونه 

مزيرگونهني چنديك دارايكه هر  باشندي متفاوت
)Tailliez et al., 2009.( 

.Sيهاگونه تاكنون carpocapsae ،S. feltiae،
S. bicornutum،S. glaseri ،S. kraussei و

H. bacteriphoraا  Agazadeh)اند ران گزارش شدهي از

et al., 2010; Nikdel et al., 2010; Eivazian Kary et.
al., 2009; Karimi et al., 2009; Parvizi, 2001).هدف 

 بيمارگر از نماتودهاياياز اين مطالعه، شناسايي جدايه
و همچنين باكتري همزيست آن بر اساسحشرات

هاي مولكولي بوده تواليوشناسي ريختمشخصات
و.است  توصيف نژادهاي بومي نماتودهاي بيمارگر

، اطلاعات بيشتري در زمينهآنهاهاي باكتريايي همزيست
 هاي بيوكنترل مناسب در برنامه عوامل بالقوهانتخاب
.آوردميفراهم

و روش هامواد
و آمادهيبيآورجمع يسازمارگر

س50 تعداد 1387در سال ي نمونه از عمق صفر تا

متري خاك بصورت تصادفي از مزارع چغندر قند سانتي
اطراف مشهد) نزديك به ريشه گياه چغندرقند(

 به منظور بررسي حضور نماتودهاي. آوري گرديد جمع
سنبيمارگر حشرات در نمونه  هاي خاك، از لاروهاي

يبرا Galleria mellonella L. (Lep.: Pyralidae) آخر
 ,Bedding & Akhurst)گذاري استفاده گرديد طعمه

)White, 1927(لاروهاي آلوده به تله وايت . (1975
و پس از  لاروهاي گذشت مدت زمان لازم، منتقل گشت

ويي كه وارد آب شده بودند جمعزاعفونت  دمايدرآوري
 & Kaya) درجه در يخچال نگهداري گرديدهشت

Stock, 1997) . 
 مارگريبيشناسختيريي شناسا

تي از افراد هرمافرودك نماتوديكلاسييدر شناسا
و لاروها و افراد ماده، نر زا نسل دوم عفونتينسل اول

 شرحيسنجختيرويشناسختيريارهايبا توجه به مع
 استفاده) Stock & Kaya)1996داده شده توسط

از)1 جدول(هاي لازميگير اندازه. گرديد  با استفاده
مجهز به لوله(BH2مپوسياليكروسكوپ نوريم

شد)ميترس . انجام
 مارگريب ITSهيمطالعه ناح
 ITSهير ناحيو تكثDNA استخراج

 Subbotin et از روشيژنوم DNA استخراجيبرا

al. (2003) شد ، PCRام واكنش جهت انج.استفاده
. مورد استفاده قرار گرفت AB28و TW81يهاآغازگر
PCR ،µl1بافرµl5/2 شامل PCR واكنشياجزا
 2MgCl(،µl5/0dNTPs ،µl1DNA(وميزيمنيدكلر

µl3/0 آغازگر برگشت،µl1 آغازگر رفت،µl1 الگو،
با. آب مقطر استريل بودندµl7/17و Taqآنزيم  واكنش

 صورتBiometraاز دستگاه ترموسايكلر استفاده
.)Subbotin et al., 2003(رفتيپذ
فيو آناليابييتوال  نماتوديكيلوژنتيز

 درMWGيابي به شركت جهت تواليPCRمحصول
 سازي باند مربوطهقبل از ارسال، خالص. آلمان ارسال شد

 توالي. انجام شدBioneerسازي كيت خالص با استفاده از
 BioEdit افزار نرمپس از دريافت با استفاده از مربوطه

7.0.5.3)Hall, 1999 (براي آناليز. ويرايش گرديد 
به25فيلوژنتيكي، از  گونه15 توالي ثبت شده مربوط
ژن(مختلف نماتود  استفاده شدNCBI) موجود در بانك
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و به همراه توالي بدست آمده در اين تحقيق، با كمك
,.Clustal X)Thompson et al 2.0.10 افزار نرم 1994 (
به عنوان گروه Oscheius tipulae گونه. مرديف شدنده

شد نظر خارجي در .)Edgington et al., 2010(گرفته
NJ2و MP1(Eck & Dayhoff, 1966)يهادرخترسم

)Saitou & Nei, 1987 ( افزار نرمبا كمك MEGA4،
(Tamura et al., 2007)ر درختد. انجام پذيرفتNJ ،

 Kimuraفاصله تكاملي با استفاده از ضريب دو متغيره

1. Maximum Parsimony 
2. Neighbor-joining 

آزمون بوت استرپ ). Kimura, 1980(محاسبه گرديد 
و تخمين ميزان ثبات شاخه هاي شجره با جهت ارزيابي

 ).Felsenstein, 1985( تكرار انجام شد 100000
 نماتود همزيستياستخراج باكتر

اني به روش مستقياستخراج باكتر جام گرفتم
)Akhurst, 1980 .(ضديت برايوليل كننده مرثياز استر

و استفادهنماتود بدنيسطحعفوني وني سوسپانس شد
رويحاصل از مراحل استخراج باكتر ط كشتيمحي،

MacConkey و پخش درجه25در دماي گرديد
 ).Akhurst, 1980(انكوباتور قرار داده شد سلسيوس در 

و آلومتري گونه هاي اندازه-1 جدول )برحسب ميكرومتر( H. bacteriophora ميكرومتري
زا)Hermaphroditic(ماده صفت نر لاروهاي عفونت

141514 تعداد افراد مورد استفاده
725±18 طول بدن  19±560  14±532  

)810-702()568-540 ()541-497 (
2/27±262/1±5/376/0±1/1 عريض ترين بخش بدن

)5/39-34()27-22()29-24(

A6/0±3/234/0±3/237/0±1/22
)2/24-8/19()1/24-9/23()7/23-4/21(

B2/0±2/53/0±2/51/0±7/5
)4/5-7/4()4/6-97/4()9/5-23/5(

C6/0±67/105/0±61/52/0±21/10
)2/11-8/9()2/6-9/4()4/10-6/9(

c' 1/0±1/43/0±29/61/0±96/2
)2/4-7/3()59/6-8/5()2/3-85/2(

V5/0±5/77
)79-76(__

V' 8/0±85
)88-84(__

5/117±5/2 ترشحي-منفذ دفعي  3/1±3/106  5/1±5/92
)121-111 ()109-92()6/94-86(

3/54±5/963/2±685/1±8/1 طول دم
)73-65()98-91()62-2/51(

2/95±4/912/1±931/1±1/2 ترشحي به طول مري-موقعيت منفذ دفعي
)97-84()92-89()3/97-4/91(

دم-موقعيت منفذدفعي 2/110±2/1 ترشحي به طول  3/2±3/152  
_)113-104 ()156-7/148 (

2/35±8/0 طول اسپيكول
__)36-29(

8/15±6/0 طول گوبرناكولوم
__)17-14(

59±2/1هاطول برگشتگي بيضه
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 همزيستيك باكترين مشخصات فنتييتع
 روي محيطهاي جدا شده پس از رشد اوليه باكتري

MacConkeyيط بررسيشرا.دي گردي تك كلني، باكتر
و تحرك شكل سلول. بوددرجه سلسيوس25 دماي ها
24به كمك كشت) قرمز خنثي(  Dyeو جذبآنها

 ).Akhurst & Boemare, 1988(ساعته مطالعه گرديد
ازي باكتريهاسلولمرفولوژي  با استفاده

) 1000ييابزرگنم(  Zeiss Axiostarكروسكوپيم
محيص فاز باكتريتشخ.دي گرديبررس طي با كمك

،  DNAseبررسي واكنش. پذيرفتكشت انجام
و نيز توان توليد رنگدانه بر اساس بيولومينسنس

 .Boemare et alو ) Akhurst & Boemare )1988روش
 هاي حاصله با اطلاعاتداده. صورت پذيرفت) 1997(

نه حرارتي رشد تعيين آستا. موجود مقايسه گرديد
وLB1با كشت باكتري در محيط) ماكزيمم دما(باكتري 

گيري اندازهدرجه سلسيوس±2/0 حمام آب گرم با دقت
 ساعت در شرايط دمايي48ها به مدت زمان شد، نمونه

قرار درجه سلسيوس40و35،36،37،38،39، 34
ا. گرفتند  ها موردي باكتريمانن مدت زمان زندهيبعد از
. قرار گرفتيبررس

Sمطالعه ناحيه rDNA16

و تكثDNAاستخراج  16Sهير ناحي ژنومي باكتري
rDNA 

 تك كلني باكتري پس از تاييد مشخصات
و بيوشيميايي در محيط كشت) LB )ml 10مرفولوژيك

و به مدت  شيكردار ساعت در انكوباتور24داده شد
)rpm140 (قرار گرفت درجه سلسيوس25و دماي .

 Fischer-le Sauxe et با توجه به روش DNAاستخراج

al.)1999(محلول. انجام گرفتDNA ژنومي با افزودن 
µl200يا و جهت استفاده TE بافر آب مقطر آماده شده

شد نگهداريدرجه سلسيوس-20 بعدي در دماي
(Fischer-le Sauxe et al., اي واكنش زنجيره. (1999

و به كمك تركيبات ساخت µl100 مراز در حجم پلي
 µl 10 مخلوط واكنش شامل. انجام شد Bioneerشركت

 واحد آنزيمdNTPs ،5/2 مخلوطPCR ×10،µl 8بافر
Taq مراز پلي ،µl1و . الگو بود µl2DNA از هر آغازگر

ازيآغازگرها  16S-Rو 16S-F مورد استفاده عبارت بود

1. Luria-Bertani 

همباكتري 16S تكثير ناحيهيكه برا ها نماتودزيست هاي
 معرفي)Fischer-le Sauxe et al.)1999توسط 
باكتري DNAعلاوه بر نمونه كنترل منفي،. گرديدند

Xenorhabdus bovienii به عنوان كنترل مثبت در
 PCRشرايط انجام واكنش. استفاده شد PCRواكنش 

. بود)Fischer-le Sauxe et al. )1999 مشابه مطالعه
آ و فينالتعيين توالي ي باكتريكيلوژنيز

در MWG به شركتيابييجهت توال PCRمحصول
دريتوال. آلمان ارسال شد افت با استفادهي مربوطه پس از

در. ويرايش گرديد) Bioedit)Hall, 1999 افزار نرماز 
 ايرانيارزيابي رابطه فيلوژنيك بين جدايه

Photorhabdus و گونهبا ديگر جدايه  هاي اين جنسها
سه25از، 16Sبر اساس توالي  توالي ثبت شده مربوط به
ژن(.Photorhabdus sppگونه مختلف موجود در بانك

(NCBI از عبارتاستفاده شد كه و AY278641( بود

NR_037074(P. luminescens ssp. luminescens ،

)AY280574 وAY280573(P. asymbiotica ssp.

australis ،)NR_036851(P. asymbiotica ssp.

asymbiotica ،)Z76753(P. asymbiontica،

P. luminescens ssp. laumondii )AY278650 ،
AY278648 ،AY278649 ،AY278647 ،EU250473،
EU600195 ،EU600196 وHQ696947(،

P. luminescens ssp. thracensis (EU122952, 
EU930335, AJ560634) ،)EU930333 وEU930334(

P. luminescens ssp. kayaii ،)AY278645 و
AY278643 (P. luminescens ssp. akhurstii،

)AY278657 وAY278652(P. temperate ،
Xenorhabdus nematophila YL001)EU124381 ( و

)NR_025336 (Proteus vulgaris.بهيتوال  مربوط
 Xenorhabdusو Proteus vulgarisيهايباكتر

nematophila درنظرگرفته شدنديبه عنوان گروه خارج 
)Akhurst et al., 2004(.مورد نظر، با كمكيهايتوال 

) Clustal X )Thompson et al., 1994 2.0.10 افزار نرم
نييتغ.ف شدنديهمرد و رسم شجره به روشيرات مورد  MP از

(Eck & Dayhoff, 1966) وNJ)Saitou & Nei, 1987 (
,.MEGA4 )Tamura et al افزار نرمبا كمك  2007(

، فاصله تكاملي با استفاده از NJدر درخت. پذيرفت انجام
 ,Kimura) محاسبه گرديد Kimuraمتغيره ضريب دو

و تخمين . (1980 آزمون بوت استرپ جهت ارزيابي



 357 ... مطالعه جدايه بومي نماتود بيمارگر:و همكارانكريمي

با شاخه ميزان ثبات  تكرار انجام 100000هاي شجره
.(Felsenstein, 1985) شد

جينتا
 Heterorhabditis bacteriophoraشرح گونه

ويبدن كش:ماده هرمافروديت مربوط به نسل اول ده
شكوتيكول، مستقيم و فاقد  فاقد،ار، سرصافي بدن صاف

كهمي همتراز بدنواريش حدباشد ي در قسمت بالا تا
محفظه دهان. استمتمايل به گردو (Truncate)تخت
وي، لوله اولو فراخشكليالوله هيثانولوله( سموسياه
كشيا لوله،)يمر و نسبتاً هيده كه عرض لوله اوليشكل
ميشتر از لوله ثانويب م. باشديه ويمريانيحباب  متورم

و گلابيمرييو حباب انتهاياچهيماه شكلي متورم
. دارد قراريمرايسموس در وسطيحلقه عصب. است
بيدر مريچه نين و . استيمه كرويو روده مشخص

در استي دو لوله جنسي داراتوليدمثلدستگاه  كه
كشيطرف ي برگشتگيو در انتها داراستاده شدهين بدن

كيشكاف فرج به صورت. باشنديميبه سمت شكم
لببوده در وسط بدن عرضيشيار هاي آن داراي كه

شكل واژن. باشدكمي برآمدگي مي و ماهيچهبه ايكوتاه
 نوك تيز كه طول آن تقريباًدم مخروطي با انتهاي. است

در. دو برابر عرض بدن در ناحيه مخرج است  فاسميد
،A-1شكل( هاي مورد بررسي قابل مشاهده نبودنمونه

D،H.( 
وليه به ماده هرمافروديشب: افراد ماده نسل دوم يت

م كوچكيكم .باشديتر
ازيكشو بدن بلند:افراد نر نسل دوم ده كه پس

بهداشتهبه طرف شكم خميدگي تثبيت شدن كمي  و
و. مشخص استحالت هلالي  پوست بدن نسبتاً صاف

كه بودههمتراز بدنو فاقد شيار، سر صاف، بدون شيار
مري كاملاً.باشدميقسمت بالايي آن تا حدي تخت

وايماهيچه و ثانويه مري است اي لولهبصورت لوله اوليه
و نسبتاً كشيده حباب مياني. قابل مشاهده استشكل

و حباب و قابل تشخيص  متورميمريي انتهامري متورم
درنيمه دوم لولهيحلقه عصب. باشدميشكليو گلاب

و در مجاورت حباب انتهاي . قرار داردمري ثانويه مري
و و روده، مشخص يمه كروين شكلبهدريچه بين مري

ميك لوله جنسييداراي توليدمثلدستگاه. است  باشدي
. استي به سمت شكمي برگشتگيدرانتها داراكه

شك كول به صورت جفتياسپ كهل بودهو هلالي
، گوبرناكولوم است آن نسبتاً كوچك)مانوبريوم(يها گره

و تقر  كوليباً به اندازه نصف طول اسپينسبتاً بلند
تيدم مخروط. باشد مي و نوك -1 شكل( استزي شكل
C،F،I.( 

كيبدن بلند، بار:دوم نسليزالاروهاي عفونت
. سن دوم قرار دارديده كه اغلب در پوسته لارويوكش

مريلوله اول ازي تشخي به صورت متورم كه گاهيه ص آن
م ويا لولهايسموس،،دباشمي مشكليانيحباب  شكل

ميكش و حباب انتهايمريانيده، حباب يمريي متورم
و گلاب نيحلقه عصب. استشكليمتورم ييدامه ابتي در

مريلوله ثانو كميه ميو با فاصله ياني نسبت به حباب
بيدر. دارد قراريمر مريچه و روده كاملاً مشخصين
 ).B،E،G-1شكل(باشندمي

 نماتودي مولكولييشناسا
 تكثير شده در اين نماتود،ITS1-5.8S-ITS2ناحيه

بهن 707اي به طول داراي قطعه  وكلئوتيد بود كه توالي
 با شماره دسترسي) NCBI(ده در بانك ژن دست آم

GU362544از. ثبت گرديد  براي آناليز فيلوژنتيكي
و) نشان داده نشده استشجره حاصل(MPيهاروش

NJ مشابه هاي حاصله درختتوپولوژي استفاده شد كه
2در شكل NJ كلادوگرام حاصل از ارزيابي به شيوه. بود

گ.نشان داده شده است  هاي سه گروه ونهبر اين مبنا
“bacteriphora”،“indica”و“megidis”كاملاً تفكيك 

اشدند سايزوله مورد بررسيو يهاتير جمعي در كنار
)94(استرپ بالا با مقدار بوت H. bacteriphoraگونه

 مطالعه بطور درخت به دست آمده از اين. قرار گرفت
.دبو)Edgington et al. )2010جي مشابه نتايآشكار
ي باكتريكيفنتييشناسا

و همزيستيباكتر  جدا شده مشخصات واضح
را روي محيط كشت P. luminescens تيپيك

MacConkey ا نمونه مورد نظر. نشان داد ن محيطيدر
اين1هاي فاز سلول. نمود را جذب خنثيكشت، قرمز

اباكتري و لزج داشت كه دري، حالت چسبنده ن مشخصه
نهاي ثانتيپ سلول بررسي خواص.دشوميويه ديده

بيوشيميايي اين جدايه باكتري نشان داد كه ماكزيمم 
واكنش.بود) C ±37°2/0و بعضاً(C36° دماي رشد آن

DNAse هيدر جداMashhad 1 مانند P. luminescens 

ssp. laumondii )استرين تيپT105565 CIP ( مثبت
.بود
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نر:C-زافونتعلارو:B- نماتود ماده:Heterorhabditis bacteriophora .A-1 شكل :E-بخش جلويي بدن نماتود ماده:D-نماتود

زابخش جلويي بدن لارو نر:F- عفونت زادم لارو:G- سر درنماتود نر:I-دم ماده:H-عفونت  دم

با ITSبر اساس توالي ناحيه  Heterorhabditisهايايزوله/اهو ديگر گونه H. bacteriophora رابطه فيلوژني بين ايزوله ايراني-2شكل
و اعداد كنار گره Oscheius tipulaeگونه. تكرار100000با NJاستفاده از روش  ها معرف به عنوان گروه خارجي در نظر گرفته شده
.باشدبوت استرپ مي
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ي باكتري مولكولييشناسا
 اي به طولقطعه اين باكتري، 16Sناحيه تكثيردر
ژنيتوال. بدست آمددي نوكلئوت1499  مربوطه در بانك
NCBI يبا شماره دسترسHQ696947 در.ديثبت گرد
اNJدرخت ريدر كنار سا Mashhad 1 سترين،
زهاي استرين .P. luminescens sspرگونهي مربوط به

laumondii 3شكل(با عدد بوت استرپ بالا قرار گرفت.(
د Mashhad 1سترينا ويرانيايهاتيگر جمعيبه همراه
ايغ و به نظريلين گونه تشكيايرانير ك شاخه را داد

 شماره دسترسي باBrecon( بركون استرينرسد مي
AY278647 (گروه خواهري اين شاخه باشد.

نشان داد كه NJاطلاعات به دست آمده از درخت
د Mashhad 1زولهيا ايبه همراه  هاي سترينگر

P. luminescens ssp. luminescens يادر شاخه
م Breconگروه جداگانه نسبت به .رديگيقرار

 بحث
تا كنون دو خانواده از نماتودهاي بيمارگر حشرات در

و Steinernematidaeاند كه شامل جهان شناسايي شده
Heterorhabditidae باشند مي)Poinar, 1993 .( خانواده
Steinernematidae جنسداراي دوSteinernema )با

يك( Neosteinernemaو) گونه30بيش از تنها داراي
و خانواده) گونه تنها داراي Heterorhabditidaeبوده

,.Edgington  et al)باشد مي Heterorhabditisجنس 

2010; Plichta et al., 2009; Stock et al., 2002;.
Saleh, 1995).

ي توصيف شده نماتودهاي جنسهابا افزايش گونه
Heterorhabditisهاي سنتي مانند مقايسه، كاربرد روش

). Stock, 2002(شناسي، استفاده محدودي دارد ريخت
كارهاي هاي مولكولي، راهدر عين حال، توسعه روش

و گونهمناسبي را براي شناسايي جمعيت هاي ها
بي. نماتودهاي بيمارگر فراهم آورده است ن در اين

ترين روشي است كه مورد متداول، DNAيابي توالي
 Stock, 2002; Stock et)گيرد استفاده محققين قرار مي

al., در.(1996  از جمله نشانگرهاي مولكولي به كار رفته
 استITS2و ITS1ها، ناحيه ژني اين گونه بررسي

با 16S بر اساس توالي ناحيه Photorhabdus هايايزوله/هاگر گونهو دي P. Luminescens رابطه فيلوژني بين ايزوله ايراني-3 شكل
و اعداد كنار گره Proteus vulgarisگونه. تكرار100000 با NJاستفاده از روش  ها معرف به عنوان گروه خارجي در نظر گرفته شده
.باشندبوت استرپ مي
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ايهداراي تنوع ژنتيكي مناسبي براي شناسايي گونه كه
Heterorhabditis و اطلاعاتي سودمند در زمينه بوده

هاي اين جنس در اختيار محققين تفسير فيلوژني گونه
,.Adams et al(دهد قرار مي توصيهرو ايناز ). 1998

هاي گردد در شناسايي افراد اين جنس، مشخصهمي
 موردي به همراه اطلاعات مولكولشناسي ريختمتفاوت 

گ ,.Stock et al(ردياستفاده قرار در هر گونه ).2002
ب نيب، خصوصيات ثابتي در ITSهي ناحمارگر،ينماتود

و توالي اما دارد افراديتمام بITSطول هاي گونهني در
و از متغيير مارگر حشراتيبي نماتودهامختلف است

و تماي تفكي مناسب برايماركررو اين ها گونهزيك
ا.دشوميمحسوب ي از محدوديت هايكين وجوديبا

 است هايي گونه،كاربرد اين ماركر در مطالعات فيلوژني
در. دارندديگريككه از لحاظ تكاملي، فاصله زيادي با

 بينITS مشكل هم رديفي توالي ناحيه اين حالت
ايد نتايج بررسي مقايسهشومي باعثي مختلفها گونه

 قابل تفسيربه سادگي، بعضاًها گونهينبتوالي مذكور در
ژن.نباشد  اين موضوع از مشكلات مهم استفاده از اين
، در اين گونه مواقع). Spiridonov et al., 2004(باشد مي

درهاي كه توالي آن در گونه28S ژن استفاده از  مختلف
 از ثبات بيشتري برخوردار است پيشنهادITSقياس با

.)Stock & Hunt, 2006(دشو مي
 باكتري همزيست اين نماتودخصوص جدايه در
 مثبت بود در حالي كه اين واكنشDNAseواكنش

.Pدر luminescens ssp. luminescens )استرين تيپ
T29999 ATCCهمزيست گروه بركون ،

H. bacteriophora (و همچنينP. luminescens ssp. 

Akhurstii )استرين تيپT105564 CIP همزيست ،
H. indica (اساس آزمايشات انجام شدهبر. منفي است 

در اين بررسي، خصوصيات بيوشيميايي جدايه
Mashhad 1 با جدايه در اكثر موارد مطابق 

P. luminescens ssp. laumondii تيپT105565 CIP 

ميو. بود  رسد از لحاظ همزيستي زيرگونهبه نظر
P. luminescens ssp. laumondii همراه نماتودهاي

و H. bacteriophoraعلق به مت HP 88 زيرگونه بوده
 ,Boemare & Akhurst) باشدمي TT01استرين تيپ آن 

بيصفات مهم مرفولوژ.(2006 و يباكترييايميوشيك
بهيهاست منطبق با دادهيهمز  P. luminescens مربوط

ssp. laumondii و اين تمايز با كمك آناليز ناحيه بود
16S عه، آناليز فيلوژني در اين مطال. نيز اثبات گرديد

.P بودن تك نياييدهنده نشان، 16Sناحيه  luminescens 

.Pو asymbiotica همچنين زيرگونه. بود 

P. luminescens ssp. luminescens فاصله بيشتري از 
).3شكل(داشت P. luminescensهاي ساير زيرگونه

نتايج مشابه حاصل از مطالعه ساير محققين، تأييد كننده
 & Agazadeh et al., 2010; An)اطلاعات بود اين 

Grewal, 2010; Tailliez et la., 2009).
يهاهاي كلاسيك تعيين هويت باكتريروش
هاي مبتني بر كشت باكتري روي محيطهمزيست،

در اين شيوه خصوصياتي چون رشد. باشدمختلف مي
 هوازي، توليد اسپور، توان حركت، واكنش هوازي يا بي

و نياز يا عدم1ز، بنزيدينكاتالا و اكسيداز، تخمير گلوكز
اين. گرددنياز به گلوكز در محيط كشت ارزيابي مي

. اندههاي جديد، ارتقاء يافت با افزايش تعداد جدايههاشيوه
، راهكار مطالعه اين گروه همزيستامروزه در
 تعيين مشخصات ژنوتيپي. باشد مرسوم مي2اي چندشيوه

 را اين گروهكار متخصصين ) RNAو DNAخصوصيات(
 از توانميايراهكار چند شيوهدر. تر نموده استآسان

توالي مشخصات،DNAـDNAي رابطهاطلاعاتي از قبيل
خصوصيات،)rop Dو gyr Bو بعضاً( 16Sناحيه 

باو همچنين فنوتيپيو بيوشيميايي ريبوتايپ
. استفاده نمودEcoRIاندونوكلئازهايي چون 

هاي زيرگونه/ها، علاوه بر تفكيك گونه16Sواليت
هاي مختلف را نيز متمايز باكتري، قادر است جمعيت

 16S rDNA تحقيقات نشان داده است توالي.نمايد
ها در سطح ابزاري سودمند در زمينه شناسايي باكتري

,.Fukushima et al(باشد جنس مي  براساس.)2002
از Xenorhabdusهاي توالي اين ناحيه، تمام نژاد

.ندشوميبطور آشكاري مجزا Photorhabdusنژادهاي 
البته لازم به ذكر است كه مطالعه توالي بخشي از ژن

16S rDNA براي بررسي رابطه فيلوژني در سطح جنس
كافي است اما با اين وجود توصيه بر اين است كه به 
نتايج فيلوژني كه تنها بر اساس يك ژن به دست آمده 
 
1. Benzidine 
2. Polyphasic 
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,.Liu et al(با احتياط نگريست در حاليكه ناحيه ). 1997
16S به عنوان يك گزينه مناسب براي شناسايي

ها در سطح جنس مطرح است، اما به نظر باكتري
حل مشكل باعث مي رسد گاهاً اين ناحيه ژني به جاي

 Peat et)هاي باكتريايي شده پيچيدگي روابط بين گونه

al., بهو به دليل تك(2010 امل آهسته ممكن است قادر
 Adams et)تفكيك نژادهاي نزديك از يكديگر نباشد 

al., ميرو ايناز (2006 گردد تا از چند ناحيه ژني توصيه
نيز در اينگونه مطالعاتglnAوgyrBديگر چون 

و رويكرد چند مرحله  با استناد به چند�اياستفاده گردد
,.Peat et al) ناحيه ژني ناظر بر همين مطلب است

2010).
در نماتوديهاح گونهيصحييشناسا قدمي مهم

مسايل مرتبط با كاربرد اين عوامل در بيوكنترل 
 
1. Polyphasic 

و انتخاب گونهبخصوص  كاربردي برتر برايا نژادهايها
شتريبياز طرف). Stock, 2002(دشوميمحسوب

زميبررس مارگر حشرات، عمدتاًيبينه نماتودهايها در
و همزييد شناسادر مور يهاستي خود نماتود بوده

 Emelianoff et) چندان مدنظر نبوده استييايباكتر

al., 2008)،ستي همزيهاي با توجه به نقش باكتر
و مرگ حشره، مطالعهينماتودها در بروز عفونت خون

اتوانميهاوتين گروه از پروكاريا يهازولهيد در شناخت
بيمؤثرتر نماتودها هر چند. وكنترل راهگشا باشدي عامل

تغيا اير قوانيين امر مستلزم نين مربوط به ورود
ا. به كشور استيستيزيهافرآورده باي در ن مقاله،

ريق كاربرد روش مولكوليتلف ،يكيو فنتيشناسختي،
- كمپلكس نماتوديي در شناساايچند مرحلهيروش
يرابيح داده شده است تا به عنوان منبعي توضيباكتر

آ ايمطالعات ازينده در مورد  حشراتيهابيمارگرن گروه
گيتوسط محقق .ردين مورد استفاده قرار
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