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 Introduction:  Cotton bollworm (Helicoverpa armigera) is one of the major agricultural 

pests in the world and Iran, which larvae can damage more than 120 types of agricultural 

crops, including cotton, alfalfa, tomato, potato, tobacco, corn, rice, sorghum, different 

legumes and vegetables and several ornamental plants. Various methods have been 

proposed to control this pest, one of the safest of which is biological control using microbial 

agents.  

Materials & Methods: In the current research, during the summer of 2018-2019, several 

vegetable fields, including tomatoes, eggplants, peppers, etc., were investigated in East 

Azerbaijan province in Norwest Iran to collect H. armigera larvae. About 52 apparently 

diseased larvae were collected separately from several vegetable fields. The collected larvae 

were transferred to the laboratory under sterile and cool conditions. The samples were 

analyzed to find lethal infectious microbial agents.  

Result: In 12 samples, despite the contagious lethal property of larvae extract, no 

pathogenic bacteria or fungi were isolated. Due to the failure of the lethal agent to pass 

through the 0.45µm biological filters, the hypothesis of the virality of the pathogenic agent 

was rejected. Microscopic study showed that these specimens probably contain a type of 

eukaryotic single cell. DNA extraction was performed using CTAB method and the total-

DNA sample containing the genome of the host insect along with the pathogen was sent for 

whole genome sequencing.  

Conclusion:  The result showed that the collected samples are likely infected with a non-

cultivable single-cell Apicomplexa type of Plasmodium group and probably belonging to 

the Plasmodium yoelii species . 
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   پژوهشی  - علمی مقاله

 
 

 

کرم غوزه پنبه در بالقوه برای  مارگرعنوان عامل بی  هب yoelii  Plasmodium گونه شناسایی

 غرب ایران  شمال
 

 

 

 

 

 

 

 1الهی ، سویل نعمت 2ور ، رضا خاک1*، منیژه جمشیدی1پریناز شیبانی
 

 

 

 

 ایران  ،زیتبر  ،یدانشگاه آزاد اسلام  ،زی تبرواحد  ،  دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی  ،پزشکیگیاهگروه    1
 ، ایرانزیتبرپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه تبریز،  گروه گیاه  2

 چکیده   لمات کلیدی ک 
 تک سلولی 

 بیوکنترل
 سبزیجات 

Plasmodium yoelii 
Helicoverpa armigera   

 

 
 

توانند به  یمآن    یلاروها  باشد کهمی  ایرانفات عمده کشاورزی در دنیا و  آاز  (  Helicoverpa armigeraکرم غوزه پنبه )  مقدمه:  

،  انواع حبوباتتنباکو، ذرت، برنج، سورگوم،  ،ینیزمبیس ،یفرنگگوجه ونجه، یجمله پنبه، از کشاورزی محصول نوع  120از  شیب

خطرترین  فت پیشنهاد شده است که یکی از بیآهای مختلفی برای کنترل این  راهوارد کنند.    بی آس  ینتیز  اهیگ  نیو چند  جاتیسبز

 باشد. ها کنترل بیولوژیک با استفاده از عوامل میکروبی می آن

و    جانمباد  ،یاعم از گوجه فرنگ  یجاتمزرعه سبز  نی، چند1398-1399های  تابستان سال  یط در تحقیق حاضر    ها: مواد و روش

طور جداگانه  به ظاهراً بیمار لارو 52 گرفت. حدود  قرار یبررس مورد غوزه پنبه کرم  لارو یآورجمع  یبرا یشرقجانیاستان آذربا  فلفل در

منتقل گردید.   آوریلاروهای جمع  شد.  یآور  جمعفرنگی    گوجهمزرعه    نیچنداز   آزمایشگاه  به  استریل و خنک  شده در شرایط 

 کشنده مورد بررسی قرار گرفتند.و ها برای یافتن عوامل میکروبی مسری نمونه

کماکان عصاره لاروهای بیمار   ولی جداسازی نگردیدحشرات  بیمارگرزا  گونه باکتری یا قارچ بیماری نمونه، هیچ دوازدهدر  نتایج: 

سرایت می  خاصیت کشندگی  نشان  خود  از  زیستی  دادکننده  فیلترهای  از  عامل کشنده  عبور  عدم  به  توجه  با   .m45µ/0    فرضیه

سلولی یوکاریوتیک    زا رد گردید. مطالعه میکروسکوپی نشان داد این نمونه احتمالاً حاوی نوعی تک  ویروسی بودن عامل بیماری

نمونه    CTABروش    به  DNAباشد. استخراج  می با    ( حاوی ژنوم حشرهtotal-DNAکل )  DNAانجام و   بیمارگر میزبان همراه 

  ( ارسال گردید.Whole genome sequencingیابی کل )برای توالی

  کمپلکسای آپی آوری شده آلوده به نوعی های جمعنشان داد که به احتمال زیاد نمونه مولکولی آنالیزهای نتیجه گیری:  بحث و نتیجه 

 باشد.  می  Plasmodium yoeliiمتعلق به گونه    و Plasmodium داران جنسهاگ قابل کشت از گروهغیر

 
 
 
 
 
 

   نویسنده مسئول: پست الکترونیکی * 
ma.jamshidi@yahoo.com  

 

 

 1404 تیر  1 تاریخ دریافت: 

 1404 مرداد 5 تاریخ داوری:
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 قدمه م
چندخوار    آفتی Helicoverpa armigera (Hübner) پنبه  غوزة  کرم        

مختلفی    انواع به  زیادي  خسارتساله   هر  که  وسیع است  میزبانی هبا دامن

،  1)  آوردباغی در نقاط مختلف جهان وارد می محصولات زراعی واز  

 هاي رویشی و زایشی گیاهانآفت با تغذیه از اندام  . لاروهاي این(2

کاهش میزان   هاي بارده و در نتیجهسبب کاهش رشد اندام   ،میزبان 

هایی هزینهبر خسارت مستقیم،  علاوه   .(3)  دشونتولید محصول می 

شود نیز نقش مهمی  می منظور کنترل این آفت صرف  که هرساله به

شده توسط کشاورزان    سود کسب  کاهش تولید و  هايهزینه  در افزایش

کشور   کنترل این آفت در مزارع  در حال حاضر، روش اصلی .(4) ددار

  یرتروئیدها اپفسفره و   شیمیایی نظیر سموم متکی به استفاده از سموم

تبعات نامطلوبی از  بیش از حد به این روش    هکه متأسفانه تکی است 

انسان، بروز مقاومت   سلامتی تهدید محیطی، هاي زیستجمله آلودگی

آسیب به حشرات مفید    چنین  هم دشمنان طبیعی   در آفات، نابودي

علاوه براین، وجود بقایاي سموم    دنبال داشته است.  را بههدف  و غیر

غذایی، علوفه،    زیست مثل مواد  هاي مختلف محیطدر بخش  شیمیایی

  ( 5)  هاي زیادي شده استآب، خاک و حتی هوا منجر به بروز نگرانی 

هاي شیمیایی آفات در اکثر موارد کارآیی خوب  کننده   اگرچه کنترل

محققان همواره به   ،هاآن  اثرات نامطلوبدلیل    بهو سریعی دارند، اما  

 سموم شیمیایی در  رساندن مصرف دنبال راهکارهایی براي به حداقل

بوده اکوسیستم  کشاورزي  حاضر    .(6)  اندهاي  حال  و مهم در    ترین 

 استفاده ازبا  کنترل زیستی  ،  اتترین ابزار مدیریت تلفیقی آفاصلی

زنده  عوامل حشرات  کنترل  و    زا  بیماري  هايمیکروارگانیسم  ،مانند 

هاي مورد  ترین گروه یکی از مهم حشرات   است. بیمارگرهاي   جوندگان

  طوري   بههستند  محصولات کشاورزي  زیستی آفات  استفاده در کنترل

کنترل زیستی    جهانی  درصد( از بازار 7-80 اي )حدودعمده   قسمت  هک

به    عوامل میکروبی بیمارگر حشرات  (.7)  اندرا به خود اختصاص داده 

  ها، ، اختصاصی بودن و کارایی بالاي آنبراي انسان  ایمن بودندلیل  

مقاومت در برابر شرایط نامساعد محیط و نداشتن خاصیت تجمع در  

بوده   آفات  مدیریت تلفیقی هايداراي اهمیت بالا در برنامه غذایی  مواد 

استو   بوده  امر  اندرکاران  و دست  کارشناسان  توجه  مورد    . همواره 

کنترل زیستی   عوامل عنوان مفید به میکروارگانیسم  50 تاکنون بیش از

  اند آفت مورد استفاده قرار گرفته زیستی حشرات  کنترل  هايدر برنامه 

کرم غوزه   با توجه به پراکنش وسیع و دامنه میزبانی گستره آفت(.  8)

به محصولات   خسارت اقتصادي  کاهش   جهت  آفت کنترل موثر  لزوم  پنبه

هاي مختلفی براي کنترل این آفت در سراسر    باشد. روش   ضروري می

عی، شیمیایی و  هاي کنترل زرا   گردد که شامل روش   دنیا اسنفاده می 

هاي کاهش    یکی از جدیدترین و موثرترین روش باشند.  بیولوژیک می

کنترل بیولوژیک آفت با   هاي کارگیري روش هب  H. armigeraجمعیت  

ترین    مهم  باشند.  می  زاي انتوموپاتوژنیک  بیماري  هاي  باکترياستفاده از 

  Bacillus thuringiensisباکتري انتوموپاتوژن مورد مطالعه گونه   گونه

(BTمی ) از حشرات    بسیاري کشی بر روي  حشره که داراي خواص باشد

  صورت   به  که  است  فرد  به  منحصر  باکتري  یکاین باکتري    باشد.  می

  عمومی   بهداشت  و  کشاورزي  براي  مهم  حشرات  کنترل  براي  تجاري

در یک تحقیق دیگر اثرات کشندگی دو گونه    (.33)شود    می  استفاده

Pantoea agglomerans   وAlcaligenes piechaudii    بر روي لاروهاي

  لاروهاي   میر  و  حشره بررسی گردید. نتایج نشان داد که میزان مرگ

درصد در آلودگی   95 میزان  روز به  14  پس از H. armigera سوم سن

  A. piechaudiiاز آلودگی با  پس  درصد  75/98 و P. agglomeransبا 

اثر  در  باکتریایی  گونه  دو  این  بالاي  ظرفیت  نشانگر  که  است  بوده 

 (.  34)  باشد کشندگی بر روي این حشره می

 

 ها مواد و روش 
  ی ط:  زای کرم غوزه  آوری و جداسازی عوامل بیماریجمع        

  از گوجه  شامل  يسبز   مزرعه  نیچند  ،1398-1399  هايسال   تابستان

  ی شرقجان یآذربااستان مناطقی از در   رهیبادمجان و فلفل و غ ،یفرنگ

هاي حشره  لارو  يآورجمع   يبرا شبستر   ،آباد، مرند   ، بستاننظیر تبریز

H. armigera  غوزه در سنین    کرم  هايقرار گرفت. لارو  یمورد بررس

  ن ی از چند دادند،نکروز و بیماري را از خود نشان می   که علائم  مختلف

  آوري شده جمع  يبیمار مشکوک بهلارو تمام شد.  يآور جمع  منطقه

  زا بر روي  عامل بیماري تشخیص برايبه آزمایشگاه منتقل گردیدند.    و

با الکل   آوري شده از مزارع  ي بیمار و یا مرده جمعلاروها ابتدا لاروها 

با استفاده از    استریلضدعفونی سطحی شده سپس در شرایط    %70

هموژنایزر گردیدند  دستگاه  زیست  له  براي  استفاده    و  مورد  سنجی 

سازي  دست آمده پس از رقیق   ههاي ب عصاره کار   براي این. گرفتند  قرار

حشره اسپري   سالم روي لاروهاي (، به%1) استریل تا غلظت مقطر با آب

براي این  استریل،  کار، در داخل هر پتري شدند.  لارو سن    10دیش 

غوزه پنبه قرار داده شد. سپس عصاره هر لارو بیمار،    مسالم کر  مدو

پتري   هب از  یکی  داخل  جداگانه  گردید.  طور  اِسپري  بار  چندین  ها 

لاروها پس از آغشته شدن با عصاره لاروهاي بیمار، مجدد به محیط  

ادامه   خود  رشد طبیعی  به  تا  بازگردانده شدند  خود  استریل  کشت 

براي پرورش لاروها در شرایط آزمایشگاهی از غذاي مصنوعی  دهند.  

  مقدار  به  لوبیاي چشم بلبلی   شد که با فرمول زیر تهیه گردید: استفاده

  مقدار   بهگندم    پودر جوانه،  گرم  35مقدار    به  مخمر نانوایی،  گرم  250

  مقدار   به   آگار،  گرم   2/2  مقدار  به  متیل هیدروکسی بنزوات،  گرم  30

،  گرم 1/1 مقدار  به اسید سوربیک،  گرم 5/3اسید اسکوربیک ، گرم14
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مقدار    به  روغن آفتاب گردان،  لیترمیلی  5/2  مقدار  به  %37فرمالدئید  

در صورت مشاهده  .  لیترمیلی  850  مقدار  بهآب مقطر  و    لیترمیلی  5

  عصاره   اًمجدد  شده، از لاروهاي بیمار  تیمارمرگ و میر در لاروهاي  

تهیه  به روش  آن    شده  همان  از  و  و  باکتري  قارچ،  جداسازي  براي 

شد.   استفاده  حشره  بیمارگر  کشت  ویروس  محیط   Sabroudاز 

Dextrose Agar+Yeast extract (SDAY)   ها و  براي جداسازي قارچ

محیط کشت   باکتري   Nutrient Agarاز  استفاده  براي جداسازي  ها 

براي اثبات ویروسی بودن عامل بیماري و جداسازي احتمالی  گردید. 

سپس روي  بور داده شد ع m45µ/0آن، ابتدا عصاره از فیلتر زیستی  

 . (4)  لاروهاي سالم اسپري گردید

ها  بافت   آمیزيرنگ   براي  :بیماری  حشرات   هایبافت   آمیزیرنگ         

عوامل  منظور مشاهده    به.  (1)  استفاده شد   Ajamhassaniاز روش  

میکرولیتر از عصاره لاروهاي    10،  احتمالی  میکروبی غیرقابل کشت

روي یک لام گذاشته و با کمک یک  )له شده در هاون اتریل(  بیمار  

. سپس  هاي حشره تهیه گردیداز سلول (  smear)اسمیري  لام دیگر  

گیمسا   9:1)محلول   (Giemsa stain) گیمسا  آمیزيمقداري ماده رنگ 

دقیقه لام با    30گذاشته و پس از      و آب مقطر استریل( روي اسمیر

به   مقطر  گیمساآآب  رنگی  ماده  تا  شد  شسته  از    اضافی  هستگی 

داخل  اطراف پاک شود. سپس    و  روي  نمونه  کربنات لام رنگ  با    ها 

به از آنشد  تثبیتثانیه    10مدت    سدیم  پس  انکوباتور  لام   ،.  در  ها 

هاي  گراد( قرار داده شد تا خشک شوند. سلول درجه سانتی 42گرم )

(  YD2005)مدل    Ziessآمیزي شده با استفاده از میکروسکوپ  رنگ

 . (1)شکل    مورد بررسی قرار گرفتند  40×نمایی  در بزرگ 

مولکولی  DNAاستخراج          شناسایی  شناسایی  :  برای  براي 

-totalکل )  DNAابتدا    ،زاي کرم غوزه پنبه  مولکولی عوامل بیماري

DNAبیمار استخراج گردید.   ( از حشراتDNA ها با استفاده  از نمونه

  ی جزئ  راتییبا تغ  Ghoshو    Jangraروش    به  CTABاز بافر استخراج  

  تر یل  یلیم 8/2  شامل  ،يتریلیلیم  10  . بافر استخراج(13)  استخراج شد

NaCl   5  ،تریلیلیم  5/3مولار  CTAB  10  % ،  از    تریلیل یم  یک Tris-

HCl  1  0/8)  تریکرولیم  5/0،  مولار EDTA (pH 5/0  20،  مولار  

  2.  بود  لیآب مقطر استر  تریلیلیم  6/2مرکاپتواتانول، و  -β  تریلکرویم

 يتریلیلیم  2در لوله  ،  %70با الکل  شده    لیگرم از بدن حشره استر

بافر استخراج به    تری لیلیم  5/1خرد شد. سپس    هموژنایزرمنتقل و با  

مدت    به  گرادیانتس  درجه 65 يدما  ها درها اضافه شد. لولهوب یتکرویم

شدند. سپس حجم    هم زده  هب  قهیدق  10و در هر    داري  نگهساعت    1

ها اضافه شد و  وبی کروتی( به م1:24الکل: کلروفرم )ل یزوآمی ا  يمساو

شد.    وژیفیسانتر  (gهزار8)  دقیقه  دور در  10000در   قهیدق   15مدت   به

حجم    8/0منتقل شد و    دیجدتیوب  کروی لوله م  کیبه    ییبالا  مایع

درجه   -20  يدما در قهیدق  10 مدت و به سرد به آن اضافه  زوپروپانولیا

دور   10000کردن در    وژیفیبا سانتر  DNAشد.    يدار  گراد نگهی سانت

با   DNA  رسوبشد. سپس    رسوب داده  قه یدق  10مدت    به  در دقیقه 

شد.    70تانول  اِ شسته  مقطر    تریکرولیم  30در  ها  پلتدرصد  آب 

  گراد ی درجه سانت  4  يدر دماساغت    24مدت    و به  حل شده  لیاستر

  گراد ی درجه سانت  -20  يو تا زمان استفاده در دما  يدار   نگهیخچال  

  ي با استفاده از اسپکتروفتومتر   DNA تیو کم  تیفیک شدند. يدار نگه

(UV-Vis 1280 با اندازه )ي هانانومتر و نسبت  260جذب در    يریگ  

،  9)  شد  نیینانومتر تع  280نانومتر/  260نانومتر و    230نانومتر/  260

10). 

)توالی         نسل جدید   ;Next Generation Sequencingیابی 

NGS):  هاي  آلودگی)مثل  کشت  ها غیرقابل شناسایی آلودگی  منظور  به

(  Metagenomicsاز تکنیک متاژنومیکس ) ،مایکوپلاسمایی(  و  ویروسی

آنالیز   )با رهیافت توالی  حشره  کل   DNAو   Nextیابی نسل جدید 

Generation Sequence; NGS)  .ل یو تحل هیتجز  يبرااستفاده گردید 

NGS،   (  تریکرولینانوگرم در م 25) تریکرول یم 200تکرار، حدود  3در

از    DNAاز   شده  برا   يساز خالص   H. armigeraاستخراج  و    ي شد 

پلتفرم    هیته شد.  استفاده    Illumina 1.9 Novaseq 6000کتابخانه 

استفاده    نی، چNovogeneدر شرکت  ژنی  کتابخانه    کی  جادیا  يبرا 

نسخه    FastQCافزار  توسط نرم   Illuminaخام    يهاداده   تیفیک  .دش

  ب یو مشخصات ترک  يژنوم باکتر   ینیبش ی پ  يشد. برا   یبررس  73/0

نسخه    MetaPhlAn2  افزارنرم   خام توسط  يهاداده   ،یکروبیجوامع م

تجز  2.6.6.17 تحل  هیمورد  گرفتند.  لیو  ژنوم    يبرا   قرار  مونتاژ 

شده  یافت  نرمبیمارگرهاي  از  استفاده  با  نسخه    Bowtie2افزار    ها 

 GenBank  در مرجع که قبلاً    يهابا ژنوم  NGSخام    يها، داده 2.5.0

  ي هاخوانش   تمام  سپس  شد.  (Alignment)  سازي  ردیف  هم  بود،  شده  ثبت

مونتاژ   يبرا 3.15.4نسخه  metaSPAdesافزار شده توسط نرم  اصلاح

برا  شد.  تحل  يدینوکلئوت  یتوال   يبندخوشه   ياستفاده  بهبود   ل یو 

  4.8.1نسخه    CD-HIT افزارنرم  با استفاده از  هاکانتیگ  همه  ،يهای توال

 NCBI-Gen  هايبا داده ها  ژنوم   یتمام  تیشدند. در نها  يبندخوشه 

Bank  شدند هممقایسه  آنلاژنوم  ن،یچن  .  ابزار  از  استفاده  با    ن یها 

GhostKOALA یسینوهیحاش (Annotation) ی نیبش ی پ يشدند. برا 

  ي های شد. توال  استفاده  MetaGeneMark  نیآنلا  برنامه  از  ن،یپروتئ  یتوال

پا  به  ینیپروتئ از  استفاده  با  آمده   GhostKOALAداده  گاهیدست 

(https://www.kegg.jp/ghostkoala/)   یسینو هیحاش  معرضدر  (Annotation )  

مونتاژ   يها   ژنوم يبرا GhostKOALA  یسینوه یحاش  جینتا  گرفتند.  قرار

  ه یاز حاش یکل ينما  کی ن،یچن  ذکر شده است. هم 1 ولشده در جد

 . (9)  ذکر شده است  3ها در شکل  ژنوم   یسینو
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 تایج ن 
سال   2شدت آلوده در طی    هب  مزرعه سبزي  30در کل بیش از          

از مجموع لاروهاي جمع   زراعی قرار گرفت.  بازدید  آوري شده  مورد 

هاي از بدن،  بیماري )نکروز در قسمتعلائمی از  که  لارو    52تعداد  

...( را از خود نشان می  ،تحرکی، نرم بودن بدنبی   دادند بد شکل و 

و    (1)شکل   عواملانتخاب  جداسازي  احتمالی  براي  به    بیمارگر 

 . ند منتقل گردیدآزمایشگاه  

       

  

 
 شرقیآوری شده از مزارع استان آذربایجانجمع H. armigera آلودهظاهراً لارو  :1شکل 

  

طی           زیست در  به    هايلارو  عصاره  ازسنجی  آزمایش  مشکوک 

جدایه قارچی جداسازي    8جدایه باکتریایی و    75مجموعاً  ،  آلودگی

جدایه قارچی توان    3جدایه باکتري و    15ها،  از بین این جدایه  شد.

عنوان بیمارگر    هکدام ب  و هیچ  را نشان داد  %10-25کشندگی لارو از  

  ، لارو بیمار  12  از عصاره.  قوي لارو کرم غوزه پنبه شناسایی نشدند

بیماريعلی توان    زایی، هیچ  رغم داشتن خاصیت  با  قارچ  یا  باکتري 

ا این  نشد.  جداسازي  توجه  قابل  که  کشندگی  داشت  وجود  حتمال 

این لاروها آلوده به نوعی ویروس بیمارگر حشرات هستند. لذا براي  

اگر عامل   شدند. داده  عبور  m45µ/0  زیستی  ها از فیلتراطمینان، عصاره 

می بود  ویروسی  عبوربیماري  از  پس  فیلتر،  بایست  از  شدن   داده 

ها عموماً  چرا که ویروس   ؛کندکشندگی حفظ    کماکان خاصیت  عصاره 

این عامل    لذا احتمالاً  باشندمیکرومتر می  45/0قادر به عبور از منافذ  

نمی   بیماري ویروسی  عوامل    .باشدزا  سایر  با  آلودگی  بررسی  براي 

وپ  ک میزي زیر میکروس آزا، عصاره لاروهاي آلوده پس از رنگ  بیماري

ها نوعی آلودگی داخلی با  این نمونه   مورد بررسی قرار گرفت در همه

 .(2اسپورهاي تیره مشاهده گردید )شکل  
 

  
 شرقی آوری شده از مزارع استان آذربایجانجمع  H. armigeraهای لاروهای بیمار میزی سلولآرنگ: 2شکل 

 

هاي  طمحی در کشت )حداقل قابلغیر  ظاهراً آلودگی عامل این چون        

ظاهر   روي  از  و  بوده  تحقیق(  این  در  استفاده  مورد  معمول  کشت 

میکروسکوپ  آن زیر  روش  نوري  ها  با  حتی  تشخیص   PCRامکان 

از روش متاژنومیکس و توالی   ؛معمولی وجود نداشت ناچاراً  یابی  لذا 

شده  استخراج   کل   DNA.  نسل جدید کل ژنوم حشره استفاده گردید

  ی ابییدر معرض توال Illumineفرم   با استفاده از پلت هاي بیمارلارو  از
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  2خام با حجم    يهاداده   تی. در نهاندقرار گرفت  (NGSجدید )نسل  

دست  از هر تکرار به(  Read)  شجفت خوان   21178248و    تیگابایگ

 350  (insert size)  جفت باز و اندازه درج  150  خوانشآمد. طول هر  

  ي محتوا کی از آن بود که  آنالیز کیفیت خوانش ها حاجفت باز بود.  

GC  ها )کیفیت خوانش   و  باشد  می  ٪35حدود    کل ژنومPhred quality 

score.است قبول  قابل  و  بالا  برا بعدمرحله    در  (  آماري  برآورد    ي، 

  NGSخام    يها، داده H. armigeraداخل ژنوم  میکروبی    هايت یجمع

آنال نتا  MetaPhlAn2  زیتحت    MetaPhlanافزار    نرم  جیقرار گرفتند. 

محتواي ژنوم   %7/4در بین عوامل میکروبی شناسایی شده نشان داد 

(  Apicomplexaدار )هاي هاگ پروتوزوئر  از  ايگونه   به  مربوط  ه، شد  آنالیز

ه  بود. براي ب  Plasmodium yoeliiو گونه    Plasmodiumو از جنس  

هاگ گونه  این  ژنومی  خصوصیات  آوردن  و  دست  ژنوم  دار  مونتاژ 

ه استفاده گردید نتیجه آن ب  Bowtie2افزار    از نرم  بیمارگر یافت شده 

اندازه کل    1300دست آمدن   به  بود.   740کانتیگ    هزار نوکلئوتید 

خوانش  ابتدا   يهاتمام  شده  نرم  اسمبل    metaSPAdesافزار  توسط 

با   نرم سپس  از   نتیجه شدند.    يبندخوشه   CD-HITافزار  استفاده 

حاکی   .NCBI-GenBank  هاي با دادهها کانتیگ   یتمام سازي  ردیف  هم

اي  هاي اسمبل شده در این تحقیق با جدایه داده   %8/98از شباهت  

گونه  کد    Plasmodium yoelii  از  با  ژن  بانک  در  ثبت شده  ژنوم  با 

اساس  بر باشد.  می  UYID00000000.1 (accession number) دسترسی

ژنوم    نیپروتئ  1000حدود    NCBI PGAP  یسینو  هیحاش در 

Plasmodium yoelii  در   یسینوهیحاش لیو تحل هیشد. تجز ییشناسا

 ذکر شده است.   1جدول  
 

 شناسایی شده در بدن لاروهای بیمار    Plasmodium yoeliiهای  ن یپروتئ  :  1جدول     

H. armigera  حاشیه ( نویسی شدهAnnotated )یبند اساس طبقهبر KEGG  

تعداد پروتئین 

 شناسایی شده 
 وع پروتیئنن

مسیر 

 متابولیکی

 هاي ریبوزومی ینئپروت 49
        RNAR مراز  پلی  4
 DNA مراز  لیپ  3
 -آمینواستیلtRNA-سنتتاز 22
 اکسی کربوکسیل اسید متابولیسم-2هاي یمزآن  6

Orthologs, modules and networks 

 KEGGاورتولوژي  477
هاي پروتئینی خانواده  متابولیسم :

 ها آنزیم 277
 پروتئین کینازها 1
 فرازها  گلایکوسیل ترنس 4
 هاي مرتبط  ینئپروتئین فسفاتازها و پروت 4
 هاي لیپید بیوسنتتزپروتئین 14
 ها پپتیدازها و بازدارنده 42

 ساکارید بیوسنتتاز هاي لیپو پلیپروتئین 15

 هاي بیوسنتز و تجزیه پپتیدوگلایسینپروتئین 19

 پرنیل تزانسفراز  7

 هاي مرتبط با آمینواسید  آنزیم 17

 هاي فتوسنتزیز پروتئین 12

 

  
 FastQCافزار  با استفاده از نرم  NGSهای  آنالیز کیفیت داده: 3شکل 

  

 حث ب 
(  IPMفات گیاهی )آبرداري از عوامل میکروبی در مدیریت بهره         

(.  16،  15،  14باشد )پزشکان می یک اصل پذیرفته شده در بین گیاه 

ترین  که مهم  همراه است هايبا محدودیت عوامل این استفاده ازهرچند  

بودن  ها    آن ترکیبات  در    هاآن اثر  کند  با  مقایسه  میزبان در  کشتن 

نیز بحث مقاومت به آن  شیمیایی (.  3)  باشدها در طول زمان میو 

هاي تک سلولی هستند که حشرات پروکاریوت  هاي بیمارگرباکتري
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هاي میکروبی  کشحشره  ترینها موفقشده توسط آن  سمی تولید  مواد

هاي پروتینی تولید  متابولیت  .(17)  شوندمحسوب میاز نظر تجاري  

داراي خاصیت حشره   Betaproteobacteriaهایی از گونهشده توسط 

هاي انتوموفاژي که در دفع آفات گیاهی باکتري.  کشی بالایی هستند

به دارند  خانواده   اهمیت  هفت  به  مربوط  عمده   Bacillaceae  طور 
Micrococcaceae˓  Enterobacteriaceae˓˓  Streptococcaceae˓ 

Lactobacteriaceae  ˓Bacteriaceae  و  Pseudomonadaceae باشند  می

 Enthomopathogenic)بیمارگر حشرات    هايباکتري  از  استفاده  .(19)

bacteria  )و در حال   جدید روش یک ˓کنترل بیولوژیک عنوان عوامل به

اي نزدیک  در آینده  ˓شودبینی میدر کنترل آفات بوده و پیش  توسعه

نوین بیوتکنولوژیکی  هاي  عوامل با استفاده از روش  و کاربرد این   تولید

از  ا (.18)  هاي چشمگیري داشته باشد پیشرفت بیش از  مروزه بیش 

در حشرات ایجاد    زا شناخته شده است که  بیمارينوع باکتري    100

ها  زیست  زا در اکثر محیط  هاي بیماري   باکتري . (23) کنندبیماري می

مواد   گرد و خاک انبارهاي  ˓گیاهی بقایاي  ˓لاشه حشرات   ˓مانند خاک 

بیماري    ایجادقادر به   که  ییهاباکتر  هايگونه  کثرا.  شوند  می غذایی بافت

  باشند می  پاتوژن اختیاري و  کنندنمی  تولید اسپور  باشندحشرات می  در

از گروه هاگداران   Mattesia cf. geminateتوان به   از جمله می .(24)

پاتوژن    (31) (Apicomplexa: Lipotrophidae) کامپلکسااَپی  یا که 

  Apicystis bombi (Apicomplexa: Neogregarinorida)ها و    مورچه

عوامل میکروبی   در بین  (.32کرد ) است اشاره زنبور درودگر که پاتوژن

 Plasmodiumمحتواي ژنوم آنالیز شده، گونه    %7/4شناسایی شده  

yoelii .دارهاگ  گونه از پروتوزواهاي  این بود  (Apicomplexa)    و متعلق

خصوص   هیک بیمارگر قوي حشرات ب  بوده و    Plasmodium  به جنس

کنندگی آن    ولیکن همراهی یا آلوده  (14،  13)باشد  پشه مالاریا می 

کنون از کرم غوزه پنبه گزارش نشده است و این اولین گزارش از  تا

بیماري هاگ   احتمال  نوع  این  پنبه  زاي  غوزه  کرم  لاروهاي  در  دار 

گونه جدیدي  براي اولین بار در دنیا    این بررسیدر نتیجه    باشد.می

ب اجباري شناسایی گردید که  بیمارگر  طور اختصاصی فقط    هاز یک 

باشد و هیچ گزارشی از ایجاد  می  کرم قوزه پنبهلوده کردن  آقادر به  

ها یا حشرات مفید گزارش    بیماري توسط این گونه در انسان یا دام

است خسارت   H. armigeraآفت  .  (21،  22)  نشده  از  زاترین  یکی 

میآ شده  شناخته  گیاهی  علیفات  به  باشد  در  خسارت  ایجاد  رغم 

از   انواع روش   500بیش  بگونه گیاهی  برده شده    ههاي کنترلی  کار 

چنان در حال خسارت زدن    است تاثیر کافی نداشته و این آفت هم

ترین  (. یکی از امیدوارکننده18  ، 17باشد )کشاورزي می به محصولات

،  19باشد )هاي کنترل این آفت استفاده از عوامل میکروبی می  روش

  P. yoelii  گونه  جغرافیایی سرعت تکثیر و پراکنش که  جاییآناز (  20

لقوه براي  اب  عاملعنوان یک   هتواند ببسیار گسترده و سریع بوده و می 

توجه به ماهیت این میکروارگانیسم    شود. با  کار برده  هآفت ب  این  کنترل

و پارازیت اجباري بودن آن، امکان ایجاد مقاومت علیه آن در حشره  

به حشره  و  بوده  کم  نمی  بسیار  دشمن راحتی  این  به  نسبت  تواند 

لذا یافته(21)  طبیعی مقاوم گردد این تحقیق.  راهی نوین در   هاي 

  کنترل این آفت بسیار خطرناک را ایجاد کرده است. مطالعه ژنوم این 

تر نقاط قوت و ضعف آن  میکروارگانیسم راه را براي شناسایی عمیق 

توان در دستکارهاي ژنتیکی و تولید  ها میهموار نموده و از این داده 

استفاده نمود.عوامل میکروبی قوي    آفت   حشرات  از  زیادي  تعداد  تر 

ها  این باکتري  از  صیخا  ايهگونه  ولی  ها هستندباکتري  هايمیزبان

بر این اساس شناسایی    .کنند آلودگی ایجادمیزبان   تآف  روي  دتواننمی

  رسد می نظر  ضروري به  مدیریت تلفیقی  میکرو فون بدن آفت در برنامه

و    Shinde توسط  Stenotrophomonas  maltophilia  باکتري.  (24)

   Callosobruchusحبوبات  ايسوسک چهار نقطه  از (23همکاران )

maculatus F. (Coleoptera; Chrysomelidae) و خاصیت   جداسازي

اثرآنتاگونیستی  ( 25)حشره به اثبات رسید  این زایی آن روي  بیماري

S. maltophilia  قارچ مانند  روي  گیاهی  بیمارگر   Fusariumهاي 

graminearum  و Verticilium dahlia کارگیري    به  با  است  شده  اثبات  نیز

توسط   هاي ایجاد شده توان بیماري در کنترل بیولژیک می این باکتري

را کاهشآن درکشور    Serretia entomophila    باکتري.  (26)  داد  ها 

  (. 27)  صورت تجاري علیه آفات مراتع استفاده شده است  زلاندنو به

 Paenibacillus popilliae˓Lysinibacillus  هايگونه  کشیحشره

sphaericus  و  Brevibacillus laterosporus  ترتیب   ها قبل بهاز سال

بالپوشان   و سخت  دوبالان ˓بالپولکدارانو  لارو پشه   ˓ژاپنی سوسک علیه

  (. 28) گیرنداستفاده قرار می صورت تجاري مورد  بهاثبات رسیده و   به

قارچ  S. maltophiliaاثرآنتاگونیستی  نمونه    براي بیمارگر  روي  هاي 

نیز     Verticilium dahliaو   Fusarium graminearumگیاهی مانند  

توان    در کنترل بیولژیک می  باکتري  کارگیري این  شده است با به  اثبات

مواد بازدارنده    ترشحداد   ها را کاهششده توسط آن هاي ایجاد بیماري

سبب افزایش توان رقابت و در    S. maltophilia  توسط باکتري  رشد

هاي موجود در  نتیجه بقاي آن در در مقایسه با سایر میکروارگانیسم

می میزبان  همکاران  Xuتحقیقات    شودبدن  مگس    ،و  لارو  روي 

Stomoxys calcitrans    که داد  هیپرپارازیت    S. maltophiliaنشان 

در   زایی قارچ  بوده و موجب تضعیف شدت بیماري  B. bassianaقارچ 

حشرات از پتانسیل   انتخابی کنترل در  ترکیبات ینا .(29) دشومی حشره

ها براي انسان و  خطر بودن اکثر آن بیدلیل   به  بوده وبالایی برخوردار  

است  ان خونگرمجانور بوده  توجه  بازدارنده    ترشح  (.30)  مورد  مواد 

سبب افزایش توان رقابت و در    S. maltophilia  توسط باکتري  رشد

هاي موجود در  نتیجه بقاي آن در در مقایسه با سایر میکروارگانیسم

روي    Lavanderoو    Paulo-Zepedaتحقیقات    شودبدن میزبان می
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مگس   که    Stomoxys calcitransلارو  داد    S. maltophiliaنشان 
زایی   بیماري شدت تضعیف موجب و بوده  B. bassiana قارچ هیپرپارازیت

 . (30)  شوددر حشره می  قارچ
 

 تشکر و قدردانی 
دانشگاه    گیاهی  شناسی  يباکتر   آزمایشگاه  ولانئنویسندگان از مس        

گیاهی دانشگاه آزاد    فاتآگیاهی و   هاي  هاي بیماريتبریز و آزمایشگاه

خاطر فراهم نمودن امکان انجام این تحقیق کمال تشکر و    هتبریز ب

 . قدردانی را دارند
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