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چکیده
نـس  هايپرهشبتاکنون دو گونه از  Sesamiaج Guenee, 1852  اـم اـي  بـه ن Lefebvre, 1827(Sesamia nonagrioides(ه

.Sو cretica Lederer, 1857بـه روش  تحقیـق حاضـر  شـده اسـت.  گزارشآفات کشاورزي از ایران عنوان بهDNA

ایـن دو مطمـئن و یافتن راهی براي تشخیص سریعمورفولوژیک موجود وهايشناساییتأیید منظور بهبارکدینگ و
از روي گیاهان میزبان ذرت، نیشکر و هانمونهد. یگردانجام تخصص تاکسونومیکزمان عدم دسترسی بهدر گونه

DNAد. پس از اسـتخراج  شو به روش تاکسونومی کلاسیک شناساییآوريجمعخوزستان و فارس هاياستانبرنج در 
، هـا تـوالی سـازي  شد. پـس از همردیـف  یابیتوالیتکثیر و COIژن ،با استفاده از آغازگرهاي مناسبهانمونهاز 

پـنج بـه همـراه  این دو گونهفواصل ژنتیکی بینشد. مشخصمیزان واگرایی نوکلئوتیدها تخمین زده شد و بارکد گپ
 ـنمـایش داده )Neighbour-joining(اتصال همسایهدرختتوسط Sesamiaجنس ازدیگرنزدیک گونه  بـدین د.ش

را S. creticaوS. nonagrioidesهـاي گونـه نتایج حاصلهاستفاده شد.(K2P)منظور از مدل جایگزینی نوکلئوتیدي 
این نتایج در شناسایی سـریع و دقیـق  استفاده از یید کرد. أمورفولوژیک را تهايشناساییبه خوبی از هم متمایز نمود و 

.شودمیتوصیه ها آندو گونه مذکور و نیز شناسایی مراحل نابالغ 

Sesamia nonagrioides ،Sesamia cretica، بارکدینگCOI،DNA، خوارساقهآفات ها: کلید واژه

مقدمه
خـــانوادههـــايپـــرهشــب مختلفـــی از هـــايگونــه 

)Lepidoptera(Noctuidae به محصولات کشـاورزي
Sesamiaجنسهايپرهشبدو گونه ازتاکنون . زنندمیخسارت 

Lefebvre(Sesamia nonagrioides(هـاي  به نام

S. creticaو Ledererاز آفـات کشـاورزي   عنوان به
در جنــوب و خــوارانایــن ســاقه. شــده اســتگــزارشایــران

بـه  وجـود دارنـد و  جـا هـم صـورت  بـه غربی ایرانجنوب
نسـل در  5و تا دهذرت، نیشکر و برنج خسارت وارد آور

اـل   ؛Cheraghali et al., 2015(کننـد مـی ایجـاد  س
Daniali, .)Esfandiari et al., 2011b؛ 1985

ــه  ــمال  S. nonagrioidesگون ــا، ش ــوب اروپ در جن
نیز S. creticaآفریقا و غرب آسیا پراکنش دارد. گونه 

جنوب اروپا و آفریقا، در آسیا تـا هنـد پراکنـده    علاوه بر 
.S). گونه Zilli et al., 2005است ( cretica علاوه

بر پراکنش در نواحی جنوبی ایران، از نیمه شمالی کشـور  
Ebertنیز گزارش شـده اسـت (   and Hacker, 2002.(
.Sهـاي گونهدر ایران تاکنون علاوه بر  nonagrioidesو

S. cretica دو گونه ،S. rungsi Boursin, 1957

ــان ( Ebertاز هرمزگـ and Hacker, 2002 و (
)Walker, 1865(S. inferensهاي شمالی از استان
)Hacker, 1990 .نیز گزارش شده است (
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Noctuidaeخـانواده خـواران ساقههايگونهبسیاري از 

زیـادي بـه هـم دارنـد و شناسـایی      شناختیریختشباهت 
ــا رخ داده    ــاکنون باره ــات ت ــن آف ــتباه ای ــه  اش ــر ب و منج

؛ Holloway, 1998(اسـت انتشار اطلاعات غلط شده 
Polaszek, 1992 ؛Tams and Bowden, 1953.(

مشـخص شـده اسـت کـه گـزارش زیرگونـه آفریقــایی       اخیـراً 
Sesamia nonagrioides botanephaga Tams &

Bowden تیپیک گونه در ایراناز ایران اشتباه است و این آفت
S. nonagrioides باشـد مـی)Esfandiari et al., 2011b ؛

Esfandiari et al., هايگونهمرحله نابالغ تفکیک . )2015
صفات طور جامع بررسی نشده وبهیکدیگراز این جنس

ارائه نشده است.ها آنمطمئنی براي 
DNA  بارکدینگ در کاربرد اصلی خود کـه شناسـایی

و قـادر بـه   بودهمورد بررسی است، مفید هاينمونهسریع 
موجود اسـت  هايگونهدرصد90شناسایی دقیق بیش از 

)Hausmann et al., 2013 ؛Mutanen et al., 2014 .(
بارکدینگ از ناحیـه کوتـاه و اسـتاندارد    DNAدر واقع 

هــاگونــهبــراي شناســایی COIجفــت بــازي از ژن 648
که تحقیقات نشان داده در شناسایی نمونه کندمیاستفاده 

مختلـف موجـودات   هـاي گروهدر سطح گونه براي اکثر 
و غیره بسیار مـؤثر  هاماهی، هاپرنده، هاپروانهاز زنده اعم

در زمینه شناسایی و ).Janzen et al., 2005(باشدمی
مکمل خوبیتواندمیبارکدینگ DNA، هاگونهتشخیص 

در تواندمیمورفولوژیکی باشد. همچنین هايروشبراي 
معیوب و ناقص مورفولـوژیکی،  هاينمونهزمینه شناسایی 

هايگونهنابالغ حشرات، شناسایی اشکالشناسایی تخم و 
در چرخـه زنـدگی   چندشـکلی داراي هايگونهمخفی و 

روش ).Armstrong and Ball, 2005(مفید باشـد  
DNA زنـدگی یـا جنسـیت    چرخهوابسته به بارکدینگ

شناسـایی هايروشبودن گیروقت. با توجه به باشدنمیحشره 
ایـن  توسـط یـک متخصـص،    ها آنسنتی و الزام به انجام 

ابزار قدرتمندي ،هانمونهبا شناسایی سریع تواندمیروش 
خصوص در امور در دست متخصصان حفاظت گیاهان به

محصـولات واردات و صـادرات در مربوط به قرنطینه آفات
Ballباشد (کشاورزي and Armstrong, 2006.(
در Lymantriidaeخانواده هايپرهشبهايگونه

بـا  ) Ball and Armstrong, 2006نیوزلند توسـط ( 
ــتفاده از روش  ــدینگDNAاس ــایی بارک ــشناس .دندش

Nagoshi et al.)2011 (امکـان اسـتفاده از روش   نیز
DNA بـومی  هـاي گونهبارکدینگ در شناسایی و تفکیک

Spodopteraآفت جنس هايپرهشبخارجی هايگونهاز 

را در آمریکا بررسی نمودند و مشخص شد که این روش 
ــته و   ــت لازم را داش ــارایی و دق ــیک ــدم ــل روش توان مکم

محققین داخل کشـور  در ایران شناسایی مورفولوژیک باشد.
اســتفاده ایــن روش بــراي شناســایی بالپولکــدارانازتــاکنون

Rajaei andبا ایـن حـال   .اندنکرده Feizpour)2016(
bneruH(Gypsochroa renitidata(گونه و جـنس  

DNAجدیــد بــراي ایــران توســط گــزارشعنــوان بــهرا

.اندنمودهو منتشر تأییدبارکدینگ 
، اولـین مرحلـه  در هر راهبـرد مـدیریت آفـات   از آنجا که

Meijerman andباشـد ( تشخیص صحیح گونه آفت مـی 

Ulenberg, هـاي شناسـایی تأییـد  منظـور  لذا بـه )،1996
و استبر اساس تاکسونومی کلاسیککهرفولوژیک موجودوم

و S. creticaدو گونـه  سـریع  یافتن راهی براي تشخیصنیز 
S. nonagrioidesبدون نیاز به تخصص تاکسونومیک،

انجام شد.تحقیق حاضر 

هاروشو مواد
.Sخــوارســاقهت اآفــلاروهــاينمونــه cretica و

S. nonagrioides ــرنج  از ــکر، ذرت و ب ــزارع نیش م
آوريجمـع خوزسـتان وفارسهاياستاندر اطق مختلفمن
ــس ازو  ــرورشپ ــالغ از  ،پ ــره ب ــه آنحش ــا ب ــت ه ــددس آم

ــدول آوريجمــعهــاينمونــهام تناســلی انــداز.)1(ج
مورد مطالعه تاکسونومیک هانمونهشده اسلاید تهیه شد و

ــد.  ــرار گرفتن ــپسق ــهس ــاگون ــود   ه ــابع موج ــاس من ــر اس ب
)Tams and Bowden, ,.Zilli et al؛ 1953 2005(
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و شناسایی مورفولوژیکآوريجمع، گیاه میزبان، تاریخ آوريجمعبه همراه کد، اطلاعات محل DNAتهیه شده براي استخراج هاينمونهفهرست -1جدول 
Table 1. List of the material sampled: Specimen codes, geographic origin and host plant of the samples used for DNA extraction and morphological identification

Specimen code Region GPS coordinates Host plant Collection date Identification

SKhA1 Khuzestan, Amir Kabir Sugarcane Agro-industry 31°03′N, 48°18′E Sugarcane Jun. 2007 S. nonagrioides

SKhA3 Khuzestan, Amir Kabir Sugarcane Agro-industry 31°03′N, 48°18′E Sugarcane Jun. 2007 S. nonagrioides

NKhCH5 Khuzestan, Imam Khomeini Sugarcane Agro-industry 31°47′N, 48°43′E Sugarcane Oct. 2013 S. nonagrioides

WFaF2007 Fars, Firuzabad 29°00′N, 52°33′E Rice Sept. 2007 S. nonagrioides

WFaF2011 Fars, Firuzabad 29°00′N, 52°33′E Rice Sept. 2011 S. nonagrioides

SKhS1 Khuzestan, Farabi Sugarcane Agro-industry 30°59′N, 48°34′E Sugarcane May 2012 S. cretica

NKhS2 Khuzestan, Farabi Sugarcane Agro-industry 30°59′N, 48°34′E Sugarcane May 2012 S. cretica

SKhS3 Khuzestan, Amir Kabir Sugarcane Agro-industry 31°03′N, 48°18′E Sugarcane Jun. 2007 S. cretica

NKh42 Khuzestan, Shush 32°14′N, 48°12′E Unknown Apr. 2012 S. cretica

SKhA4 Khuzestan, Amir Kabir Sugarcane Agro-industry 31°03′N, 48°18′E Sugarcane Jun. 2007 S. cretica

WFaN1 Fars, Nurabad 30°05′ N 51°30′ E Maize Sept. 2011 S. cretica

WFaN7 Fars, Nurabad 30°05′ N 51°30′ E Maize Sept. 2011 S. cretica
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سر و سـینه حشـره بـالغ جهـت اسـتخراج      . ندشناسایی شد
DNA بـه روشDe La Poza et al.)2008(  جـدا

DNeasyشد و استخراج با اسـتفاده از کیـت اسـتخراج    

Blood & Tissue Kit  شـرکتQiagen  انجـام شـد.
در ایـن مطالعـه   COIتکثیر ناحیـه  آغازگرهایی که براي

مورد استفاده قرار گرفتند، شامل جفت آغازگر مستقیم و 
Hajibabaei(معکوس زیر بودند et al., 2006:(

LEP-F(5'-ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3')

LEP-R(5'-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3')

)SKhA4, WFaN1, WFaN7تنها براي سه نمونه (
)Moyal et al.)2011bآغازگرهاي توصیه شده توسطاز 

به دلیل در دسترس نبودن آغازگرهاي فوق اسـتفاده شـد.   
کننـد. زیرا این آغازگرها نیز منطقه یکسانی را تکثیـر مـی  

مـواد  میکرولیتـر انجـام شـد.    25در حجم PCRواکنش 
میکرولیتـر 5/2شـامل  PCRمورد نیاز براي انجـام واکـنش   

مــولار،پنجــاه میلــیMgcl2میکرولیتــر 10X ،5/1بــافر 
لیتـر  مـولار، یـک میکـرو   ده میلـی dNTPمیکرولیتر 5/0

لیتـر آنـزیم   میکـرو 4/0مـولار،  میکـرو 10از هر آغـازگر  
Taqواحـد در میکرولیتـر)، یـک میکرولیتـر     5مراز (پلی

DNA میکرولیتر آب دو نوبت یونیزه بود. برنامه 1/17و
مراز در دستگاه ترموسایکلر اي پلیدمایی واکنش زنجیره

Bio-Radدرجه سلسیوس 94صورت واسرشت اولیه در به
94در سـازي ثانیه، شش چرخـه: (واسرشـت  60در مدت 

درجـه  45ثانیـه در  90ثانیـه، اتصـال   60درجه سلسـیوس  
36درجـه سلسـیوس)،   72ثانیـه در  75سلسیوس، گسترش 

ثانیـه،  60سلسـیوس  درجـه 94در سـازي چرخه: (واسرشت
ثانیـه  75درجه سلسیوس، گسترش 51ثانیه در 90اتصال 

درجـه  72درجه سلسـیوس) و گسـترش نهـایی در    72در 
دقیقه بود.5سلسیوس به مدت 

یابی به شـرکت  جهت توالیCOIناحیه تکثیر شده از ژن 
)Macrogen Inc, Seoul, Koreaماکروژن کره جنوبی (

ــوالی   ــس از ت ــد. پ ــال ش  ــارس ــابی، ب ــرم هی ــیله ن ــزار وس اف
MEGA 6)Tamura et al., 2004, 2013ها ) توالی

بــاز از جفــت600در صــورت نیــاز ویــرایش شــده و نهایتــاً 

دیــف شــدند.رهمClustalWهــا توســط الگــوریتم آن
ــا مــدل جــایگزینی   تخمــین  ــدها ب ــی نوکلئوتی ــزان واگرای می

1Kimura 2-parameter (K2P)نوکلئوتیدي کیمـورا 

MEGAافـزار  در نـرم Pairwise deletionو بـه روش  

بـــه روش2انجــام شــد. جهــت محاســـبه بارکــد گــپ     
Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD)

)Puillandre et al., 2012  نیز پس از محاسـبه فواصـل (
، بــا MEGAافــزار هــا توسـط نــرم دو بـه دو همــه تــوالی 

)Past V.3)Hammer et al., 2001افزار استفاده از نرم
صورت گرافیکـی نشـان داده شـد. در ایـن     هیستوگرام آن به

شد.تعیین1000محاسبات مقدار بوت استرپ 
درخت مربوطه بـر  3به روش الگوریتم اتصال همسایه

افــزار هــا و توســط نــرماســاس فاصــله ژنتیکــی بــین گونــه
MEGA   ترسیم شد. بدین منظـور از مـدل(K2P)  کـه

ترین مدل براي مطالعات در سطح گونه و در فواصـل مناسب
اسـترپ ) و آزمـون بـوت  Hebert et al., 2003کم است (

تکـرار اسـتفاده شـد. همچنـین بـه دلیـل وجـود        10000با 
Pairwise deletionاز 4هایی با داده از دست رفتهتوالی

تــوالی از 10اســتفاده شــد. در رســم ایــن درخــت تعــداد  
تـوالی 10وS. nonagrioidesو S. creticaهايگونه

سایر منـاطق دنیـا از   از Sesamiaگونه دیگر جنس 5از 
بانک ژن جهت تحلیل و مقایسه دریافت و استفاده گردید.

نتایج و بحث
زا بـه  خـوار خسـارت  پـره سـاقه  هـاي شـب  از بین نمونـه 

بــرداري شــده دو محصــولات کشــاورزي در منــاطق نمونــه
به شرح زیر تشخیص داده شـد.  Sesamiaگونه از جنس 

: حشره بـالغ نـر بـا شـاخک     S. nonagrioidesگونه - 1
40- 26هاي بـاز  اي دوطرفه (پروش)، عرض بدن با بالشانه
نـارنجی  –متر. سر، سینه و رنگ زمینه بال جلو از ماشیمیلی

اي کمرنگ و کـاهی، روي بـال جلـو    کمرنگ و بژ تا قهوه
هایی در قسـمت میـانی و انتهـایی مشـاهده گردیـد،      تیرگی

1- Kimura-two-parameter
2- Barcode gap
3- Neighbour-joining
4- Missing data
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فاقد خطوط عرضی و لکه، خطوط پیش میانی و پس میانی 
ممکن است توسط نقاط سیاه رنگـی مشـخص باشـند. بـال     

اي روشـن. مـاده:   عقب سفید یکدست با خط انتهایی قهـوه 
انـدام  ).a1شبیه نر، کمی بزرگتر و با شاخک نخی (شـکل  

جـدا از هـم،   2و سـاکولوس 1تناسلی نر داراي کوکولـوس 
انـدام  ). درb1غشایی است (شـکل  4ساده و مانیکا3وکستای

تـر و گردتـر، منفـذ    تناسلی مـاده کیسـه جفتگیـري کشـیده    
ریته تر و اسکلریته و یـک صـفحه اسـکل   باریک5جفتگیري

S. cretica:گونـه  - c1 .(2جلو منفذ جفتگیري است (شـکل  

باشـد.  مـی S. nonagrioidesاز نظر ظاهري بسیار شـبیه  
تـایی از  4اما حشره نر بـالغ روي شـاخک داراي دسـتجات    

تر و بـا شـاخک   موي ریز است. ماده: شبیه نر، کمی بزرگ
انـدام تناسـلی نـر کوکولـوس و     ). درd1نخی است (شکل 

ساکولوس با هم ادغام شده، یوکستا داراي برآمدگی میانی 
انـدام تناسـلی مـاده    ). درe1و مانیکا خـاردار اسـت (شـکل    

تر، منفـذ جفتگیـري پهـن و    تر و پهنکیسه جفتگیري کوتاه
).f1فاقد ناحیه اسکلریته قابل توجه است (شکل 

نمونـه از  5از ناسـایی شـده  هـاي ش در بـین نمونـه  نهایتاً
S. creticaنمونه از گونـه  7و S. nonagrioidesگونه

هاي خوزستان و فـارس از روي  که از مناطق مختلف استان
آوري شده بود در گیاهان میزبان ذرت، نیشکر و برنج جمع

مطالعات ژنتیکی استفاده شد.
COIیابی ژن تکثیر و توالی

ــی   ــانگر ژنتیک ــهCOIنش ــوالی ب ــه ت ــور تهی ــایی منظ ه
ــا موفقیــت  DNAاز  دو گونــه آفــت یــاد شــده توانســت ب

تکثیــر شــود. ایــن ناحیــه از ژن میتوکنــدري کــه کدکننــده  
هـاي  تـوالی باشـد. پروتئین اسـت بسـیار حفاظـت شـده مـی     

دست آمده در بانک ژن ثبـت شـدند و شـماره دسترسـی     به
جفـت بـاز در   600تـوالی  آمـده اسـت.  2ها در جـدول  آن

هـا اسـتفاده شـد. از گونـه     این مطالعه همردیف و در تحلیـل 
S. cretica تـــوالی تنهـــا یـــک در بانـــک ژن از قبـــل

1- Cucullus
2- Sacculus
3- Juxta
4- Manica
5- Ostium bursae

.بوددر دسترس COIمیتوکندریایی از ژن 
دست آمده بـا  هاي بهبررسی میزان انطباق توالی

هاي بانک ژنداده
هـــاي مورفولوژیـــک انجـــام جهــت تأییـــد شناســـایی 

هـاي ثبـت شـده در    دست آمده با تـوالی هاي بهشده، توالی
هاي بانک ژن توسط جستجوي بلاسـت انطبـاق   پایگاه داده

درصـد  100تـا  99ها با درجه شباهتی بین داده شدند. توالی
تنهـا یـک تـوالی    هایی در بانک ژن منطبـق شـدند.  با توالی

تـوالی بررسـی شـده    12از درصد داشت.97میزان شباهت
هـایی در بانـک ژن   هـا بـا تـوالی   نتیجه بلاسـت همـه تـوالی   

ــده را      ــام ش ــک انج ــایی مورفولوژی ــدند و شناس ــق ش منطب
نمودند.تأیید

اي و بـین  محاسبه فاصله بین تنـوع درون گونـه  
اي (بارکد گپ)گونه

ــداد  ــه 10تعـ ــوالی از گونـ ــايتـ .Sهـ creticaو
S. nonagrioides ــا از بانــک ژن  از ســایر منــاطق دنی

هاي مطالعه حاضر اضافه شد. پـس از  استخراج و به توالی
هـاي  دسـت آوردن فواصـل دو بـه دو بـین همـه تـوالی      هب

فاصله حاصل شد. سـپس هیسـتوگرام   231موجود، تعداد 
). بـا  2ها رسم شد (شکل این فواصل بر اساس فراوانی آن

دسـت آمـده، حـداکثر فاصـله درون     همراجعه به فواصل ب
بـود.  081/0اي و حداقل فاصله بین گونـه 035/0اي گونه

تـوان  شود مـی نیز مشاهده می2که در شکل بنابراین چنان
نتیجه گرفت که با توجه به ایـن فواصـل،   با احتیاط چنین 

است.درصد8بارکد گپ کمی کمتر از 
میزان واگرایی نوکلئوتیدي بین دو گونه بررسی شده 

Kimura 2-parameterدر این مطالعه بر اساس مدل 

ــوت ــون ب ــا و آزم ــبه  1000اســترپ ب ــراي محاس تکــرار ب
اي در دو گونـه  حاصل شد. تنوع بین گونـه 6خطاي معیار

S. nonagrioides وS. cretica ) ــا ــر ب ) SEبراب
.Sاي نیز در گونـه  گونهبود. تنوع درون014/0±096/0

nonagrioides ــا ــر بـ و در SE (001/0±004/0(برابـ
بود.SE (002/0±011/0(برابر با S. creticaگونه 

6- Standard error
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) آن و حشره ماده بالغc) و ماده (b)، دستگاه تناسلی نر (Sesamia nonagrioides)aحشره ماده بالغ -1شکل 
Sesamia cretica)d،() دستگاه تناسلی نرe) و ماده (fآن (

Figure 1. Adult female of Sesamia nonagrioides (a), its male (b) and female (c) genitalia and adult
female of Sesamia cretica (d), its male (e) and female (f) genitalia

به همراه نام و بانک ژن توسط جستجوي بلاستهايتوالیدر این مطالعه با دست آمدههبهايتوالیانطباق -2جدول
شماره دسترسی گونه مورد نظر، درصد شباهت و میزان پوشش

Table 2. GenBank accession number, Blast Hits, corresponding taxon, % similarity and coverage
between our sequences and those from the NCBI GenBank database

Coverage
(bp)

Similarity %
Corresponding

taxon
Best Genbank

BLAST hit
Morphological
identification

Specimen code
(GenBank accession#)

633100%S. nonagrioidesKP011969.1S. nonagrioidesSKhA1 (KU891967)

633100%S. nonagrioidesKP011969.1S. nonagrioidesSKhA3 ( KU891968)

64399%S. nonagrioidesJX282463.1S. nonagrioidesNKhCH5 (KU891969)

633100%S. nonagrioidesKP011908.1S. nonagrioidesWFaF2007 (KU891970)

633100%S. nonagrioidesKP011969.1S. nonagrioidesWFaF2011 (KU891971)

58699%S. creticaKP682635.1S. creticaSKhS1 (KU891972)

58699%S. creticaKP682635.1S. creticaNKhS2 (KU891975)

58699%S. creticaKP682635.1S. creticaSKhS3 (KU891973)

58697%S. creticaKP682635.1S. creticaNKh42 (KU891974)

40499%S. creticaKP682635.1S. creticaSKhA4 (KU891976)

40499%S. creticaKP682635.1S. creticaWFaN1 (KU891977)

40499%S. creticaKP682635.1S. creticaWFaN7 (KU891978)
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مدلتحلیل فواصل دو به دو و بر اساسحاصل از ايگونهو تنوع بین ايگونهبین تنوع درون بارکد گپ -2شکل
Kimura 2-parameter

Figure 2. Barcode gap between intra and interspecific pairwise distances based on Kimura
2-parameter pairwise distance analysis

هاگونهبین فاصله ژنتیکیبررسی 
S. creticaهايگونهتوالی از 10ه ذکر شد تعداد کچنان

دیگــر جــنسگونــه5تــوالی از 10وS. nonagrioidesو 
Sesamia سایر مناطق دنیا از بانک ژن جهت تحلیـل  از

موجـود اضـافه شـد.    هـاي تـوالی و مقایسه استخراج و بـه  
S. calamistisعبـارت از  هـا گونـه این  Hampson،

S. penniseti Tams & Bowden،S. epunctifera

Hampson ،S. poephaga Tams & Bowden

مطالعـه  هـاي نمونـه بودند.Walker(S. inferens(و 
شـباهت در تـوالی  بـر اسـاس  مـذکور  هـاي گونـه شده از 

) بررســی و NJتوســط روش اتصــال همســایه (COIژن 
ندمربوطـه ترسـیم شـد   طبق فواصل ژنتیکـی روي درخـت   

گونـــهدو هـــايتـــوالیبـــینفاصـــله ژنتیکـــی ).3(شـــکل 
S. nonagrioidesوS. cretica  درصـد 6/9به میـزان

هـاي تـوالی بـین  ودرصـد 8/10بود. بیشترین فاصـله نیـز  
S. penniseti وS. cretica.بود

یک واحد تک نیایی بزرگ Sesamiinaزیر قبیله 
Sesamiaگونه، از جمله جـنس  201جنس و 10شامل 

خـوار سـاقه ایـن زیرقبیلـه   هـاي گونهگونه می باشد. 59با 
. بنابراین باشندمیاز آفات کشاورزي ها آنهستند و اکثر 

دارد. پـراکنش  ايویژهاهمیت ها آنبررسی سیستماتیکی 

بسـیار  هايگونهعمدتاً در قاره آفریقا است و هاگونهاین 
کمی در سایر نواحی گرمسیري و نیمه گرمسـیري دنیـاي   

در یــک ). Zilli et al., 2005قـدیم انتشــار دارنـد (  
) Tams and Bowden)1953تاکسـونومیک بـازنگري 

و برخـی  Sesamiaجـنس  خوارساقهمختلف هايگونه
ــنس ــايج ــا آن ه ــرتبط ب ــا   را م ــان در آفریق ــا آن زم ــه ت ک
هـاي گونهها آنبه اعتقاد.بررسی نمودندشده بودشناخته

ــایی  ــنس آفریق ــفات Sesamiaج ــاس ص ــر اس ــدب ام ان
. اول گروه گونـه شوندمیبه دو گروه تقسیم نر و ماده 1تناسلی

S. nonagrioidesو دوم گروه گونهS. creticaباشندمی.
تفکیک این دو گروه، جدایی یکی از صفات برجسته در 

نر در گروه تناسلیام اند2ساکولوس و کوکولوس در والو
nonagrioides  ــروه ــن دو در گ ــام ای creticaو ادغ

عنوان کردنـد کـه گونـه آسـیایی    ها آن. همچنین باشدمی
S. inferensًشبیه بـه گـروه   ظاهراcretica بـه  اسـت .

از آن زمــان تــاکنون تعــداد ) Moyal)2006گــزارش
هايجنسو Sesamiaجنس توصیف شده ازهايگونه

برابر شده است.دومرتبط 
Tams andمقالههايگونهدر مطالعه حاضر برخی 

1- Genitalia
2- Valve
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Bowden)1953( که توالی ژنCOIدر بانک ها آن
ژن موجود بود بـه همـراه دو گونـه بررسـی شـده در ایـن       

ژنتیکی در درختـی بـه روش اتصـال   واصلتحقیق بر اساس ف
). بر اساس نتـایج  3(شکلنمایش داده شده استهمسایه

S. nonagrioidesو S. creticaدو گونه،فاصله ژنتیکی

دسـت  بـه هـاي نمونـه در درخت مذکور مشخص شـده و  
آمــده در ایــن تحقیــق از ایــران نیــز بــه درســتی در کنــار  

دهنـده  که نشاناندگرفتهمرتبط قرار هايگونههايتوالی
.باشدمیمورفولوژیک هايشناساییصحت 

.NJ، به روش Sesamiaاز جنسگونههفتدر COIژن هايتوالیبین )K2P(ژنتیکیاصلوبر اساس فدرخت رسم شده - 3شکل 
ترسی از بانک ژن استخراج شده استداراي شماره دسهايگونهشرح داده شده و 2و 1جداول درهانمونهکد 

Figure 3. Neighbor-joining tree of COI sequence divergences in seven Sesamia species, using K2P
genetic distances. Specimen code details are explained in Table 1 and 2 and those with accession

numbers obtained from the NCBI GenBank database
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S. inferensاگرچه در درخت مـذکور نزدیکـی گونـه    

بـه  S. calamistisمانند ايگونهو نیز S. creticaبه 
S. nonagrioidesبا آنچه توسطTams and Bowden

حال چنانکـه ذکـر   بیان شده مطابقت دارد، اما با این)1953(
جدیـد بسـیاري بـه جـنس     هـاي گونهشد از آن زمان تاکنون 

Sesamia ــروهو ــايگ ــی از ه ــده و برخ ــافه ش ــرتبط اض م
Kergoatاسامی قبلی نیز اصلاح شده اسـت (  et al., 2015؛

Kruger, 2005؛Moyal et al., 2011a ؛Moyal, 2006.(
Sesamiinaمطالعات اخیر نشان داده است که در زیرقبیلـه  

مورفولوژي به تنهایی قادر بـه  Sesamiaویژه جنس و به
که ساختار ژنتیکـی  نبوده است، در حالیهاگونهتفکیک 
. بنـابراین بررسـی   دهاي بارزي دارها تفاوتي در اینمیتوکندر

Sesamiaدر جـنس  هـا گونـه روابط فیلوژنتیک و تفکیـک  

نیازمند یک بازنگري عمده با استفاده از صفات ژنتیکی و 
).Moyal et al., 2011a(باشدمیمورفولوژیکی 

S. rungsiدر ایران دو گونهکه ذکر شد چنان Boursin

اـن (  Ebertاز هرمزگ and Hacker, 2002و (S. inferens

.انـد ) نیز گزارش شدهHacker, 1990هاي شمالی (از استان
.Sگونه inferensخصوصه آفتی مهم در هند و شرق آسیا ب

از افغانسـتان نیـز  S. rungsiگونـه  ودر مزارع نیشکر است
.)Zilli et al., 2005؛Box, 1953(توصیف شـده اسـت  

S. inferensکمیـاب اسـت و گـزارش    S. rungsiگونه 

Personalمورد تردید است (ایران از  communication,

Laszlo Ronkay.(
ــایج ــهنت ــرمطالع ــمنحاض ــد ض ــاییتأیی ــايشناس ه

طـورکلی ایـن امکـان را بـراي     بـه ،مورفولوژیک موجـود 
تـا توسـط روش   آوردمـی گیاهپزشکان و محققین فـراهم  

را خواريدو گونه آفت مهم ساقه، COIبارکدینگ ژن 
که در این تحقیق بررسی شده اسـت بـه سـرعت و دقـت     

علاوه ابزار خـوبی نیـز بـراي شناسـایی     شناسایی نمایند. به
کـه ذکـر شـد از گونـه     چنـان . باشدمیها آنمراحل نابالغ 
S. cretica تـوالی از ژن  تنها یک تاکنونCOI  در بانـک

در تواندمینتایج این بررسی ژن در دسترس بود. بنابراین
نیز Sesamiaجنس تحقیقات مرتبط با تاریخچه تکامل 

مورد استفاده قرار گیرد. 

گزاريسپاس
نویسندگان مرهون آقایان دکتر حسـین رجـایی از مـوزه   

تاریخ طبیعـی اشـتوتگارت آلمـان و دکتـر حمیـد رجبـی       
معماري از گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه شـهید  

ایـن  هـاي تحلیـل چمران اهواز به خاطر کمـک در انجـام   
تحقیق هستند. این تحقیق با حمایت مالی دانشـگاه شـهید   

چمران اهواز انجام گرفته است.
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Identification of two stem borers, Sesamia nonagrioides (Lep.: Noctuidae)
and S. cretica by DNA barcoding

N. Mehravar1, M. Esfandiari2*and P. Soheilifar3

1- Researcher of Iranian Institute of Research & Development in Chemical Industries, Karaj, Iran
2- *Corresponding Author: Associate Professor, Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture,

Shahid Chamran University of Ahvaz and Biotechnology and Bioscience Research Center, Shahid
Chamran University of Ahvaz, Ahvaz, Iran (apameini@yahoo.com)

3- Former M.Sc. student, Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, Shahid Chamran University
of Ahvaz, Ahvaz, Iran

Received: 15 March 2016 Accepted: 13 Febuary 2017

Abstract
Two species of the genus Sesamia, Sesamia nonagrioides (Lefèbvre, 1827) and S. cretica
Lederer, 1857, have been reported as agricultural pests in Iran. DNA barcoding was used
to confirm morphological identifications and achieve a reliable and rapid species
identification of these pests when the expertise is limited. Specimens were sampled from
host plants of maize, sugarcane and rice in Khuzestan and Fars provinces and identified
by a classical taxonomy. The COI region was amplified from extracted DNA by appropriate
primers and sequenced. The sequences were aligned and barcode gap, nucleotide divergence
were calculated. Genetic distances between sequences of the two mentioned species and
five closely related Sesamia species were evaluated based on a Neighbour-joining tree,
using the Kimura 2-parameter distance model. Results could make a satisfactory species
delineation and approved morphological identifications for S. nonagrioides and S. cretica. It
is recommended to use these results for a rapid and precise species identification of these
two species both in the immature and adults stages.
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