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  يدهچك

هاي مختلف ها در مناطق مختلف نيازمند آگاهي از جنبههاي آنكاربرد موفقيت آميز عوامل كنترل بيولوژيك و استقرار مناسب جمعيت     

هاي مركبات  هاي آردآلود در باغترين دشمن طبيعي شپشكموثر Cryptolaemus montrouzieriكفشدوزك . ها استزيستي اين گونه

در هشت جمعيت طبيعي  RAPDاستفاده از نشانگر با اين تحقيق توصيف تنوع ژنتيكي اين گونه هدف . تان مازندران استهاي اسو چايكاري

پس از بهينه سازي شرايط واكنش . استفاده شدRAPD گر ده نوكلئوتيديزآغا 22ز ها ا آزمايشدر . بودو دو جمعيت پرورش تجارتي آن 

PCR ) دماي اتصال°C 38 ز دو درصد ، محصولات با استفاده از ژل آگارهاها روي تمام جمعيتو انجام آزمايش) بمدت يك دقيقه

شباهت . چند شكلي نشان دادند) درصد 9/76(نوار  334نوار قابل امتيازدهي توليد كردند كه  434اين آغازگرها در مجموع . الكتروفورز شدند

در نتيجه . متغير بود )جمعيت هاي چالوس و اينسكتاريوم بهشهر( 78/0تا ) دونكنارجمعيت هاي تنكابن و فري( 48/0از ها نتيكي ميان جمعيتژ

. بندي شدنددستههاي مورد بررسي در دو گروه جمعيت ،NTSYS-PCبا استفاده از نرم افزار و  UPGMAها با روش  بندي جمعيتروهگ

- هاي جمعقرار داشته و گروه دوم شامل جمعيت ي انسكتاريوم بهشهر هاي بابلسر، رامسر، ساري، تنكابن، چالوس و نمونهدر گروه اول جمعيت

بر مبناي ضريب تفكيك دندروگرام حاصل، . ي انسكتاريوم بابل بود كنار به همراه نمونهآوري شده از شهرهاي قائمشهر، سوادكوه و فريدون

 . تمايز متوسطي داشتندهاي مورد مطالعه جمعيت

  انگرهاي مولكولي، كنترل زيستي، استان مازندرانساختار ژنتيكي، نش :كليد واژه
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 مقدمه

 Cryptolaemus montrouzieriكفشدوزك     

Mulsant   شكارگر چندخوار است كه براي كنترل يك

اين گونه مفيد، بومي . شود هاي آردآلود استفاده ميشپشك

ق كاليفرنيا به اكثر مناطق جهان منتقل استراليا بوده و از طري

هاي شپشك .(Babu and Azam, 1987)شده است 

هاي  آردآلود از آفات مهم مركبات، درختان ميوه، درختچه

هاي شمالي و ساير مناطق هاي استانزينتي و چايكاري

-اين كفشدوزك براي كنترل زيستي شپشك. كشور هستند

از كشور اسپانيا وارد  1345هاي آردآلود اولين بار در سال 

اين گونه در تمام مراحل زندگي خود شكارچي . ايران شد

بوده و به دليل قدرت تحرك بالا و تغذيه زياد، در كنترل 

 ,.Esmaili et al) كند  هاي خود بسيار موثر عمل مي ميزبان

2008).   

كاربرد موفقيت آميز عوامل كنترل بيولوژيك در      

هاي مختلف زيستي د آگاهي از جنبهمناطق مختلف نيازمن

-تار و پويايي جمعيت، نحوه زمستانها همچون ساخآن

گذراني، توليدمثل، نسبت جنسي و  ترجيح ميزباني 

آگاهي .  (Macdonald and Loxdale, 2004)است

داشتن از تنوع جمعيتي آفات هدف و عوامل كنترل 

 هاي كنترلها به موفقيت بيشتر برنامهبيولوژيك آن

صرف نظر از مطالعات جمعيتي، . نمايد بيولوژيك كمك مي

شناسايي درست آفات هدف و عوامل كنترل بيولوژيك 

از . ها نيز براي بهبود كارايي اين عوامل ضروري استآن

هاي دشمنان طبيعي طرف ديگر، تعيين تنوع ژنتيكي جمعيت

هاي كنترل تواند در شناسايي نژاد مناسب براي برنامهمي

وژيك در يك منطقه جغرافيايي خاص مفيد باشد بيول

(Rijesh et al., 2012).  علاوه بر اين مشخص كردن تنوع

هاي متعلق به نواحي جغرافيايي مختلف  مولكولي در جمعيت

هاي مهم در مطالعات جمعيتي و مديريتي آفات  يكي از جنبه

از جمله عواملي كه در اين تنوع . هاستو دشمنان طبيعي آن

توان به جريان ژني، تمايز زمان استقرار در هر  ارند مينقش د

هاي مورد تغذيه در هر ناحيه  منطقه و تفاوت ميزبان

-در سال. (Yenagi et al., 2012)جغرافيايي اشاره كرد 

  اند براي بسياري از اين  هاي اخير نشانگرهاي ملكولي توانسته

  

رهاي نشانگ. هاي زيستي توصيف مناسبي ارائه نمايندشاخص

هاي حشرات  ملكولي، براي بررسي تنوع جمعيتي گونه

اند  هايي دقيق و مؤثر بودهمناطق مختلف شاخص

(Macdonald and Loxdale, 2004) . از نشانگرهاي

مولكولي رايج براي تعيين تنوع ژنتيكي حشرات، نشانگر 

RAPD  يك روش سريع، ساده و مقرون به صرفه براي

 ,Gadelhak and Enan)كند يها فراهم مارزيابي جمعيت

اين شيوه كارايي قابل قبولي براي آشكار نمودن . (2005

  . ها داردتنوع ژنتيكي جمعيت

-هدف اين تحقيق، توصيف تنوع ژنتيكي جمعيت     

و بررسي كارايي  C. montrouzieriهاي كفشدوزك 

بندي در تفكيك و گروه RAPDنشانگر مولكولي 

از . ختلف استان مازندران بودهاي آن در مناطق مجمعيت

هاي زراعي و هم باغي  آنجا كه اين گونه، هم در اكوسيستم

كاربرد دارد، شناسايي تفاوت مولكولي و امكان ارتباط 

هايي همچون كارايي شكارگري،  دادن آن با ويژگي

پايداري زيستي، امكان تحمل شرايط نامساعد و ساير عوامل 

هايي كاربردي در اختيار  دهدا  مرتبط با كاربرد عملي آن،

هاست كه در همچنين اين گونه سال. دهد محققين قرار مي

انسكتاريوم پرورش داده شده و در اختيار كشاورزان قرار 

هاي  گيرد، از اينرو مطالعه تفاوت ژنتيكي بين جمعيت مي

تواند در تحقيقات مرتبط با كاهش  طبيعي و پرورشي مي

ي در نتيجه پرورش طولاني احتمالي كارايي دشمنان طبيع

  . مدت، قابل استفاده باشد

هامواد و روش  

  بردارينمونه

در  C. montrouzieriهشت جمعيت كفشدورك      

هاي استان هاي مركبات شهرستاناز باغ 1390تابستان 

علاوه بر آن از دو ). 1جدول (آوري شدند  ماندران جمع

هاي بابل و از شهر جمعيت پرورش يافته در انسكتاريوم

هاي  ها همراه با شپشك كفشدوزك. بهشهر نيز استفاده شد

آوري و  هاي مختلف جمع هاي مركبات شهر آردآلود از باغ

ها پس از انتقال به نمونه. دندشبه آزمايشگاه منتقل 
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   .ددرصد نگهداري شدن 96و يا در اتانول  - C˚40دماي در  DNAآزمايشگاه جداسازي شده و تا زمان استخراج 
  

 Cryptolaemus montrouzieri هاي كفشدوزكآوري نمونههاي جمعاطلاعات مربوط به محل - 1جدول 

Table 1. Information on the collection areas of Cryptolaemus montrouzieri 

  
Location  Latitude (N)  Longitude (E) Altitude (m)  

Babolsar 36°40′N  52°40′E  -14 

Tonekabon 36°48′59″N   50°52′26″E  -20 

Chaloos 36°39′18″N  51°25′13″E  0  

Sari 36°33′48″N  53°03′36″E  132  

Savadkooh 36°05′N  52°55′E  238  

Gaemshahr 36°27′47″N  52°51′36″E  51.2  

Freydunkenar  36°41′11″N 52°31′21″E -13  

Ramsar 36°54′11″N  50°39′30″E  -21  

  

  

   DNAاستخراج 

 آزمايش و DNAهاي مختلفي براي استخراج شيوه    

روش . شدبهترين روش استخراج، توصيف و بهينه سازي 

براي مراحل عملي  salt-outعمومي زير بر مبناي شيوه 

 Sambrook(مورد استفاده قرار گرفت  DNAاستخراج 

and Russell, 2001(.  

 5/1كفشدوزك داخل ميكروتيوب يك عدد لارو 

 ميكروليتر بافر 400ليتري قرار گرفته و پس از افزودن ميلي

ميلي  EDTA 20ميلي مولار،  Tris 50شامل ( استخراج 

:  8( درصد  SDS 5ميلي مولار و  NaCl 400مولار، 

pH((طور كامل له شده، محتويات درون ميكروتيوب ب .

حاصل افزوده سپس دو ميكروليتر مركاپتواتانول به مخلوط 

قرار  C65˚داخل بن ماري در دماي و به مدت يك ساعت 

ميكروليتر استات پتاسيم پنج مولار  200ن پس از آ. گرفت

به آن افزوده و با ورتكس، محتويات درون لوله بخوبي 

دقيقه  10دور به مدت  13000نمونه در . مخلوط شد

سپس فاز مايع بالاي تيوب با استفاده از پيپت . سانتريفوژ شد

هم . دشبه آرامي برداشته شده و به تيوب جديدي منتقل 

نه به آن ايزوپروپانول افزوده و دوباره با حجم با ميزان نمو

درصد  70پلت ايجاد شده با اتانول . همان دور سانتريفوژ شد

داخل هر  DNAدر پايان به . دشدو بار شستشو و خشك 

افزوده و تا زمان انجام مراحل بعدي در دماي  TEلوله، بافر 

˚C20 -  نگهداري شد .  

 RAPDنشانگر  PCRواكنش 

آغازگر تصادفي ده نوكلئوتيدي  22العه از در اين مط     

 ,Operon Technologies Inc., Alamedaاستفاده شد  

CA)( ) واكنش ). 2جدولPCR  ميكروليتر  25در حجم

ترتيب زير هنسبت هر يك از اجزاء مورد استفاده ب. انجام شد

 MgCl2، يك ميكروليتر )X10(ميكروليتر بافر  5/2: بود

)mM 50( ،5/0 يتر ميكرولdNTPs )mM 10 ( 2/0و 

همه ساخت شركت ) µl/U5(پلي مراز  Taqميكروليتر 

ميكروليتر  2و ) ng/µl 20(الگو  DNAميكروليتر  2سيناژن، 

سيكل  45براي  PCRشرايط واكنش ). µM 10(از آغازگر 

ثانيه، اتصال در  60مدت هب C˚ 94واسرشته سازي در  :شامل

C˚ 38  ثانيه و گسترش در  60بمدتC˚ 72 60مدت هب 

در اين واكنش واسرشت اوليه در . ثانيه در نظر گرفته شد
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 ˚Cدقيقه و گسترش نهايي در دماي  5به مدت  C˚ 94دماي 

در پايان به منظور بارگذاري . دقيقه انجام شد 5به مدت   72

ميكروليتر از محصول واكنش به  8، مقدار PCRمحصول 

مخلوط شده و  (Dye)ميكروليتر از محلول رنگي  2همراه 

سپس به . درصد قرار داده شد 2در چاهك هاي ژل آگارز 

ولت الكتروفورز  70مدت يك ساعت و سي دقيقه با ولتاژ 

- دقيقه در محلول اتيديوم 10ه مدت انجام و سپس ژل ب

جهت رويت باند ها و . قرار گرفت) ppm 10(برومايد 

) GEL LOGIC 200( عكس برداري از دستگاه ژل داك

  .تفاده شداس

 مورد استفاده RAPDآغازگر  22توالي نوكلئوتيدي  - 2جدول

Table 2. Nucleotide sequence of 22 used RAPD Primers  
  

  آغازگرها

Primers 

  توالي

Sequence 5'→3' 

  آغازگرها

Primers 

  توالي

Sequence 5'→3' 

OPA01 CAGGCCCTTC OPB01 GTTTCGCTCC 

OPA02 TGCCGAGCTG OPB02 TGATCCCTGG 

OPA03 AGTCAGCCAC OPB03 CATCCCCCTG 

OPA04 AATCGGGCTG OPB04 GGACTGGAGT 

OPA05 AGGGGTCTTG OPB05 TGCGCCCTTC 

OPA06 GGTCCCTGAC OPB06 TGCTCTGCCC 

OPA07 GAAACGGGTG OPB07 GGTGACGCAG 

OPA08 GTGACGTAGG OPB08 GTCCACACGG 

OPA09 GGGTAACGCC OPB09 TGGGGGACTC 

OPA10 GTGATCGCAG OPB10 CTGCTGGGAC 

OPW01 CTCAGTGTCC OPW02 ACCCCGCCAA 

  

  هاداده تجزيه و تحليل

الگوي نوارهاي ايجـاد شـده از طريـق امتيـازدهي بـه            

در اين قالب به وجود و عدم وجود . قالب دو تايي تبديل شد

نواري بـه  . داده شد 0و  1ترتيب امتياز هباند در الكتروفورز، ب

عنوان چند شـكل در نظـر گرفتـه شـد كـه در يـك يـا چنـد         

. ها توليد نشده باشـد  اير جمعيتجمعيت وجود داشته و در س

در مورد هر جمعيت واكنش اوليه روي سه تا پنج فرد انجـام  

در تجزيــه تحليــل نهــايي از الگــويي اســتفاده شــده كــه . شــد

در ) 0و  1(هـاي دو تـايي    داده. بهترين تكثير انجام شـده بـود  

ثبت شده و در تجزيه  Microsoft office Excelنرم افزار 

 تشـابه  مـاتريس . مورد استفاده قرار گرفتهاي بعدي تحليل

) Dice, 1945(دايـس   تشـابه  ضـريب  استفاده با هاژنوتيپ

-توسـط نـرم   UPGMAاي به روش خوشه تجزيهو  محاسبه

انجام شـده و دنـدروگرام مربوطـه رسـم      NTSYS-pcافزار 

شـاخص  و  1تنوع ژنتيكي نـي  شاخص. (Rohlf, 1998) دش

) PopGene )Ver.1.32افزار وسيله نرمهب 2اطلاعاتي شانون

  . محاسبه شد

  نتايج و بحث

ــل از    ــاي حاصـ ــداد نوارهـ ــابي تعـ  PCRارزيـ

 RAPDآغازگرهاي 

از بين آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيـق بجـز        

ديگر آغازگرهـا نوارهـاي    OPB09و  OPB02دو آغازگر 

با استفاده از ايـن آغازگرهـا در   . قابل امتيازدهي ايجاد كردند

نـوار   7/21نوار قابل امتيازدهي با ميانگين  434وع تعداد مجم

  تعداد نوارهاي بدست آمده . براي هر آغازگر بدست آمد

                                                             

1- Nei's genetic diversity index 
2- Shanon information index 
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متغيـر  ) OPA07( 40تـا  ) OPA06( 6براي هـر آغـازگر از   

نـوار يعنـي    334از مجموع نوارهاي بدست آمده تعـداد  . بود

بـه طــور  . نوارهـاي تشـكيل شـده چنـد شـكل بودنـد      %  9/76

شـكل  (نوار چند شكل توليد كـرد   7/16ط هر آغازگر متوس

1 .(  

بسـته بـه    RAPDميزان چند شكلي در كاربرد نشـانگر    

ــوع       ــوص تن ــازگر و بخص ــداد آغ ــه، تع ــورد مطالع ــه م گون

از ايـن رو  . متغيـر اسـت   آوري شده، بسـيار  هاي جمع جمعيت

توان همبستگي مثبتـي بـين تعـداد آغـازگر مـورد      هميشه نمي

ــ ــرار نمــود اســتفاده و بان ــد شــكل برق ــاربرد . دهاي چن  20ك

اي ديگر  جمعيت گونه 12آغازگر براي مطالعه تنوع ژنتيكي 

 Coccinella septempunctataهـا يعنـي    از كفشـدوزك 

 5در واقع هر آغازگر . نوار چند شكل ايجاد نمود 100تعداد 

. (Haubruge et al., 2002)نوار چنـد شـكل توليـد كـرد     

ررسي تنـوع  براي ب RAPDآغازگر  9ز همچنين با استفاده ا

 Helicoverpaوزه پنبــه، غــژنتيكــي پــنج جمعيــت كــرم  

armigera  26هـا  دست آمـد كـه در بـين آن   هنوار ب 58تنها 

بانـد بـه ازاي    4/1طور متوسط هنوار چند شكل بودند، يعني ب

در بررسـي  . (Yenagi et al., 2012)هر آغازگر توليد شد 

ــا، تنــوع ژنتيكــي هفــت جمعيــت   ســرخرطومي حنــايي خرم

Rhynchophorus ferrugineus     با اسـتفاده از تنهـا شـش

نـوار چنـد    111هـا،  -از بين ايـن . نوار توليد شد 216آغازگر 

نوار  5/18طور متوسط به ازاي هر آغازگر هشكل بودند كه ب

در . (Gadelhak and Enan, 2005)چند شكل ايجاد شد 

 Macrosiphumجمعيـت شـته    15بررسـي تنـوع ژنتيكـي    

euphorbiae 113      ــنج ــتفاده از پ ــا اس ــكل ب ــد ش ــه چن قطع

بـه همـين   . (Raboudi et al., 2011)آغـازگر توليـد شـد    

قطعه چند شـكل در بررسـي تنـوع ژنتيكـي چهـار       52ترتيب 

اسـتفاده از پـنج آغـازگر     با   Aedes aegyptiجمعيت پشه 

ي در مورد ميزان نوارها. (Santos et al., 2011)توليد شد 

چند شكل بايد تعداد جمعيت آزمايش شده نيز مـورد توجـه   

با محاسبه تعداد باند چنـد شـكل   ديدگاه نظري از . قرار گيرد

  .  توان مقايسه بهتري فراهم كرد به ازاي هر جمعيت مي

  

  هابندي جمعيت فاصله ژنتيكي و گروه

دهي صفر و  ها بر اساس نمرهشباهت ژنوتيپي جمعيت     

متغيـر   78/0تـا  48/0از  ريب شـباهت دايـس  يك بر اساس ض

متوســـط شـــباهت ژنتيكـــي دو جمعيـــت ). 3جـــدول (بـــود 

. دسـت آمــد هبــ 63/0هــاي طبيعـي   آزمايشـگاهي بــا جمعيـت  

هاي انسـكتاريوم بهشـهر و    بيشترين شباهت ژنتيكي بين نمونه

جمعيت جمع آوري شده از چالوس و بيشترين اخـتلاف نيـز   

ميـزان  . ونكنار مشـاهده شـد  هاي تنكابن و فريـد  ميان جمعيت

هاي پرورش يافته در دو انسـكتاريوم شـهرهاي   شباهت نمونه

بيشترين شباهت ژنتيكي بين . دست آمدهب 69/0بابل و بهشهر 

اين شباهت بـين دو جمعيـت   . بود 75/0هاي طبيعي، جمعيت

نزديك به هم از نظر جغرافيايي يعني تنكابن و چـالوس ثبـت   

شده از بابلسر و رامسر بـا وجـود   آوري  دو جمعيت جمع. دش

. داشـتند  75/0فاصله زياد از يكديگر، ضريب شباهتي برابر با 

با وجـودي كـه شـباهت بـين دو جمعيـت پرورشـي كمتـر از        

ها با جمعيت هـاي طبيعـي بـود امـا مقايسـه دو بـه       شباهت آن

ها نشان داد كه نمي توان بـا قطعيـت ايـن تنـوع     دوي جمعيت

غييــرات ناشــي از پــرورش مــداوم    ژنتيكــي نســبي را بــه ت  

 . آزمايشگاهي ربط داد

هـاي مختلـف حشـرات     فاصله ژنتيكي بـين جمعيـت         

بسته به تمايز جغرافيايي و پيشينه زيستي هر گونه بسيار متغيـر  

 .C جمعيـــت كفشـــدورك 12تشـــابه ژنتيكـــي . اســـت

septempunctata   ــف ــايي مختل ــواحي جغرافي ــه ن ــق ب متعل

 ,.Haubruge et al) 87/0تـا   58/0كشـور بلژيــك بــين  

ــا،   (2002 ــايي خرم ــت ســرخرطومي حن  .R، هفــت جمعي

ferrugineus    تـا   38/0در كشور امارات متحده عربـي بـين

94/0 (Gadelhak and Enan, 2005)هاي پشـه   ، جمعيت

A. aegypti    ــا فاصــله ــه چهــار منطقــه ب ــق ب ــا  10متعل  20ت

ت آمـازون  كيلومتر از يكديگر در شهر مانائوس، مركـز ايال ـ 

و  (Santos et al., 2011) 988/0تـا   984/0در برزيل بـين  

در يكـي از   H. armigeraوزه پنبـه،  غ ـپـنج جمعيـت كـرم    

ــتان ــين      اس ــد ب ــي هن ــوب غرب ــاي جن ــا  74/0ه ــود  00/1ت ب

(Yenagi et al., 2012)    .  

  

A
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ها بـه دو  آن ،UPGMAها با روش  بندي جمعيت در گروه   

-در گـروه اول جمعيـت  ). 2ل شك(گروه اصلي تقسيم شدند 

ــه   ي  هــاي بابلســر، رامســر، ســاري، تنكــابن، چــالوس و نمون

-ه و گـروه دوم شـامل جمعيـت   انسكتاريوم بهشهر قرار داشـت 

ــع  ــاي جم ــوادكوه    ه ــهر، س ــهرهاي قائمش ــده از ش آوري ش

گـروه اول  . ي انسكتاريوم بابل بود فريدونكنار به همراه نمونه

هـاي بابلسـر و   معيـت خود بـه دو زيرگـروه تقسـيم شـده و ج    

در شاخه مجزايي از ديگـر افـراد ايـن     75/0با ضريب   رامسر

تـوان گفـت افـراد     در مورد گروه دوم مي. گروه قرار گرفتند

اين گروه تقريبا از لحاط منطقه جغرافيايي شباهت بيشتري بـا  

يكـي از  . هم داشته و از نظر جغرافيايي فاصله كمتـري دارنـد  

-احتمـالا مـي  ) تنوع ژنتيكـي پـايين  ( دلايل تشابه ژنتيكي بالا

ها در اسـتان باشـد   تواند ناشي از همپوشاني زياد اين جمعيت

هـا حاصـل شـده    كه در نتيجه ي جريان ژني در بين جمعيـت 

  .است

ــه       ــال  C. montrouzieriگون توســط  1345در س

هاي گيـاهي از اسـپانيا وارد   يانستيتوي بررسي آفات و بيمار

بنابراين از دلايل پايين بـودن  . (Behdad, 1984)است شده

 C. montrouzieriهاي گونه اختلاف ژنتيكي ميان جمعيت

توان به غيـر بـومي بـودن ايـن گونـه و       در استان مازندران مي

از طرفـي  . كوتاه بودن مدت استقرار آن در ايران اشاره كـرد 

ها در محدوده جغرافيـايي يـك اسـتان و    قرار داشتن جمعيت

هاي كوتاه بين شهرهاي مختلف دليل ديگـري  وجود مسافت

ايـن حشـره مفيـد در    . ها مي باشـد بر شباهت بين اين جمعيت

تواند در محيط هاي سرد باشد نميه داراي زمستانمناطقي ك

ه در سـواحل دريـاي خـزر ب ـ   . آزاد به زندگي خود ادامه دهد

سـرد باشـد قسـمت     بـه نسـبت   در سالهايي كـه زمسـتان   ويژه

انـد از بـين   فراد اين گونه كه در طبيعت رهاشـده ا اي ازعمده

ــد  ــي رون ــتان   . م ــه در زمس ــن گون ــل اي ــين دلي ــه هم ــا در ب ه

شوند تـا در بهـار   ها نگهداري و پرورش داده ميريوماينسكتا

 ,.Esmaili et al)در منــاطق آلــوده رهــا ســازي شــوند  

تـوان بـه   هـا مـي  ن از عوامل ديگر اين شـباهت بنابراي. (2008

ن در تكثير و رهاسـازي مصـنوعي ايـن گونـه در     دخالت انسا

هاي مركبات استان اشاره كرد كه باعث شـده ايـن   سطح باغ

ها در تبادل ژني باشند و در نهايت اين مسئله موجب جمعيت

. هـا شـود  بالا بودن جريان ژني و شباهت ژنتيكي بين جمعيت

روه مجــزا قــرار از آنجــا كــه دو جمعيــت پرورشــي در دو گــ

هـاي  رود كه اين تفاوت با تنوع جمعيـت تمال ميگرفتند، اح

هـا  اين جمعيت. اوليه مورد استفاده براي پرورش مرتبط باشد

آوري مي شوند و گـروه  غالبا از همان شهرهاي اطراف جمع

نشان داد كـه  ) 2شكل ( UPGMAها با روش بندي جمعيت

كه به يكديگر شبيه اين دو جمعيت آزمايشگاهي بيشتر از آن

آوري شده از شهرهاي نزديك به هاي جمعبه جمعيت باشند

ــراورد شــاخص . هــا شــبيه هســتند آن هــاي از طــرف ديگــر ب

و تعـداد آلـل مـوثر    ) Na(ميانگين تعداد آلـل مشـاهده شـده    

)Ne ( براي كل آغازگرها و همچنين ضريب تنوع ني)H ( و

نشـان داد كـه تنـوع    ) 4جدول ) (I(شاخص اطلاعاتي شانون 

هاي طبيعي بيش از دو جمعيت پرورش يافته ژنتيكي جمعيت

كاهش تنوع ژنتيكي حشرات پرورش يافته در شـرايط  . است

آزمايشگاهي يكي از مواردي است كـه در پـرورش متـوالي    

 Macdonald and)شـود  دشمنان طبيعي بـه آن توجـه مـي   

Loxdale, 2004)هاي رودكه جمعيت، از اين رو انتظار مي

تنوع ژنتيكـي   C. montrouzieriپرورش يافته كفشدوزك 

اما بايـد  . هاي طبيعي آن نشان دهندكمتري نسبت به جمعيت

توجه نمود كـه تعـداد افـراد و جمعيـت مـورد بررسـي از دو       

هشــت جمعيــت طبيعــي نســبت بــه دو  (گــروه متفــاوت بــود 

توانـد نتـايج را تحـت    كه اين موضوع مـي ) جمعيت پرورشي

تفاوت تنوع ژنتيكـي دو  اين احتمال در مورد . تاثير قرار دهد

نيـز   Aphis gossypiiگروه شته هاي بي بال و بالـدار گونـه   

 ,.Kheyrollahi et al)مــورد توجــه قــرار گرفتــه اســت 

بـرداري  هـاي نمونـه  علاوه بر اين گسـتردگي مكـان  . (2013

-جمعيـت . دهـد بطور آشكاري نتايج را تحت تاثير قـرار مـي  

اسـتان مازنـدران،   اي از شرق تـا غـرب   هاي طبيعي از گستره

داراي ارتفــاع از ســطح دريــا و دمــاي تــا حــدودي متفــاوت  

هاي روي گونه برداري،گر چه نمونه. ده بودندآوري شجمع

مختلف مركبات انجام شده بود و در نواحي غربي مازنـدران  

هــا كــاربرد دارد، امــا ايــن حشــره مفيــد بيشــتر در چايكــاري

، بيشـتر تنـوع   تفاوت ميزبان گياهي مـورد تغذيـه يـك آفـت    
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تـوان ارتبـاطي   پارازيتوئيدها را تحـت تـاثير قـرار داده و نمـي    

هـاي گيـاهي   دار بين تنوع ژنتيكي شـكارگرها و ميزبـان  معني

 .  (Macdonald and Loxdale, 2004)برقرار نمود

روشي راحت و سريع براي  RAPDكاربرد نشانگر      

-هتايج ببا توجه به ن. بررسي تنوع ژنتيكي فرآهم مي كند

توان به توزيع ، تنوع ژنتيكي مشاهده شده را نميدست آمده

هاي ست، به عبارت ديگر جمعيتجغرافيايي مربوط دان

آوري شده از مناطق غربي استان از نمونه هاي شرق جمع

همچنين با . استان بطور كامل قابل تفكيك ژنتيكي نبودند

هاي  رشهاي طبيعي و پرو استفاده از اين نشانگرها جمعيت

با توجه به سابقه . تجارتي تفاوت قابل تحليلي نشان ندادند

هاي مركبات و ي  استقرار اين گونه در باغساله 50حدود 

آوري، هاي استان مازندران و همچنين جمعكاريچاي

ها، تمايز ژنتيكي ملموسي بين پرورش و رهاسازي مكرر آن

البته در . بودهاي طبيعي و آزمايشگاهي قابل رديابي ننمونه

هاي تكميلي، با هدف بررسي كارايي صورتي كه پژوهش

داري ها، بتواند ارتباط معنيشكارگري هر يك از جمعيت

توان در مورد هاي ژنتيكي برقرار كند، ميبنديبا گروه

ي هاي آزمايشگاهي در نتيجهاحتمال زوال كارايي جمعيت

  .پرورش مكرر و كاهش تنوع ژنتيكي، قضاوت نمود

  

 بر اساس ضريب تشابه دايس  Cryptolaemus montrouzieri هاي كفشدوزكماتريس تشابه ژنتيكي جمعيت - 3 جدول

Table 3. Genetic similarity matrix of Cryptolaemus montrouzieri populations based on Dice similarity 
coefficient 

 

  

  Cryptolaemus montrouzieri هاي طبيعي و پرورشي كفشدوزكهاي تنوع ژنتيكي در جمعيتترپارام - 4جدول 

Table 4. Parameters of genetic diversity in natural and reared populations of Cryptolaemus 

montrouzieri 
  

 

* Na: Observed number of alleles, Ne: Effective number of alleles, H: Nei's index, I: Shanon's index 
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Babolsar 1.00                   

Ramsar 0.75 1.00         
Sari 0.70 0.67 1.00        

Gaemshahr 0.64 0.57 0.60 1.00       
Tonekabon 0.68 0.62 0.68 0.58 1.00      

Freydunkenar 0.59 0.50 0.57 0.65  0.48 1.00     
Chaloos 0.73  0.72 0.74 0.58 0.75 0.57 01.00    

Savadkooh 0.63 0.59 0.60 0.66 0.58 0.64 0.60 1.00   
Ins.1 (Behshahr) 0.65 0.72 0.72 0.59 0.74 0.52 0.78 0.61 1.00  

Ins.2 (Babol) 0.55 0.51 0.60 0.62 0.62 0.63 0.60 0.64 0.69 1.00  

I  H  Na  Na* Groups 

0.3812  0.275  1.55  1.55  Reared  
0.5725  0.3953  1.7114  1.95  Natural  

0.47685  0.33515  1.6307  1.75  Average  
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 Cryptolaemus montrouzieriروي كفشدوزك   RAPDتكثير شده توسط آغازگرهاي  PCRنتايج الكتروفورز محصولات  -1 شكل

Figure 1. Electrophoresis results of the generated PCR products by RAPD markers against 
Cryptolaemus montrouzieri 

  

 

 RAPD هايبا استفاده از آغازگر  Cryptolaemus montrouzieriدندروگرام ده جمعيت كفشدوزك  -2شكل

Figure 2. Dendrogram of the ten Cryptolaemus montrouzieri populations using RAPD primers 
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Abstract 

 

     Information on the various biotic aspects of biological control agents is basic need for their 
successful application and appropriate establishment of their populations. Cryptolaemus montrouzieri 
is the major natural enemy of mealybugs in citrus orchards and tea plantation of Mazandaran 
Province. The objective of this research was to describe the genetic diversity of eight natural and two 
commercial reared populations of this biological control agent by using RAPD marker. Twenty two 
10-mer primers were used for the assays. After optimizing the PCR conditions (annealing temperature 

at 38 °C for one minute) and conducting the experiments on all populations, the PCR products were 

electrophoresed in a 2% agarose gel. The primers generated a total of 434 score-able bands, of which 
334 (76.9%) displayed polymorphism. Genetic similarity of the populations ranged from 0.48 
(between Tonekabon and Freydunkenar populations) to 0.78 (Chalus and Behshahr insectarium 
populations). The populations were clustered into two distinct clades by UPGMA method using 
NTSYS-pc software. Babolsar, Sari, Ramsar, Tonekabon, Chaluos and one reared (Behshahr 
insectarium) populations were classified in one clade and Ghaemshahr,  Savadkooh, Freydunkenar 
and another reared (Babol insectarium) populations were clustered in a different clade. A moderate 
differentiation was resulted amongst the populations based on dendrogram coefficient.   
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