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 چكيده

 

  

  

از اين رو شناسايي . گيردهاي سپردار  به صورت سنتي بوسيله اختلافات مورفولوژيكي حشرات ماده بالغ صورت ميشناسايي شپشك

 DNAدر اين مطالعه از روش . ديده و جنس نر امري بسيار مشكل بوده و كنترل اين آفات دچار مشكل خواهد شدبالغ، صدمههاي نانمونه

- بدين منظور، نمونه برداري. هاي سپردار يافت شده در شرق استان گيلان استفاده شدباركدينگ براي شناسايي گونه هاي غالب شپشك

آوري برگ هاي آلوده به و پس از جمع. از باغات آلوده مركبات در شرق استان گيلان به عمل آمد 1389هاي مكرر در بهار و تابستان سال 

ها اسلايدهاي ميكروسكوپي تهيه گرديد و با استفاده از كليدهاي شناسايي مربوطه، شناسايي ه آزمايشگاه؛ از آنشپشك و انتقال ب

 Aonidiella citrina ،Lepidosaphes beckii ،Lepidosaphes بر اين اساس، پنج گونه شپشك سپردار شامل . مورفولوژيكي انجام شد

gloverii ،Parlatoria pergandii   وChrysomphalus dictyospermi سپس به منظور . هاي غالب در اين منطقه هستندگونه

جفت بازي از ژن ميتوكندريايي سيتوكروم  649ها و اختصاص يك باركد منحصر به فرد به هر گونه، يك توالي شناسايي مولكولي شپشك

مقايسه . ها در بانك ژن ثبت گرديديابي شد و تواليتكثيرو توالي LepR1و  Pcof1با استفاده از جفت پرايمر  (COI)اكسيداز زيرواحد يك 

باركدينگ ابزاري  DNAنتايج مطالعه حاضر ثابت كرد كه . هاي مذكور نمودهاي تكثير شده اين ژن ما را قادر به شناسايي گونهقسمت

   . هاي سپردار استقابل اعتماد براي شناسايي شپشك

 

 هاي سپردار ، مركباتباركدينگ، شپشك I ،DNAاكسيداز سيتوكروم : هاي كليديواژه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  مركبات درشرق  استان گيلان  (Hemiptera: Diaspididae)هاي سپردارهاي غالب شپشكشناسايي مولكولي گونه

بروجنيمحبوبه عبداللهي   
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bstract  

 

 

 

 
Armored scale insects are traditionally identified based on adult females morphological 

characters. Hence identification of immature stages, damaged specimens and males are difficult. 

This hampers controlling of these pests. Here we present DNA Barcoding approach to identify 

dominant armored scale species found in east of Guilan province. During spring and summer of 

2010, dominant species of armored scale insects were collected from infected leaves of citrus 

plants in eastern part of Guilan Province, the microscopic slides were prepared and the samples 

were identify using appropriate identification keys. The list of identified species is as follow:  

Aonidiella citrina, Parlatoria pergandii, Lepidosaphes beckii, Lepidosaphes gloverii and 

Chrysomphalus dictyospermi.So, a 649-bp segment of mitochondrial COI was amplified and 

sequensed  using the primer set Pcof1 and LepR1 to molecular identification and giving a unique 

barcode to each species. The sequences was submitted in genebank. We were able to identify 

species by comparison of the amplified fragment sequences. Our results proved DNA Barcoding is 

a reliable tool to identify armored scale insects. 

 

Key words: Armored scale insects, Citrus, Cytochrome oxidase I, DNA barcodining 
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         مقدمه

در حال حاضر . ردميوه مركبات محصول پر ارزشي است كه توسعه كشت و تهيه انواع مرغوب آن اهميت زيادي دا

درختان مركبات قرار دارد كه بالا بودن ميزان  مناطق وسيعي از زمين هاي كشاورزي در شمال و جنوب كشور زير كشت

كه به عقيده برخي از  بارندگي و رطوبت نسبي در شمال كشور، محيط مساعدي براي آفات به وجود آورده است؛ تا جايي

هاي گياهي كه به خصوص شپشك. محققين شرايط شمال كشور براي آفات مركبات، مناسب تر از درخت مركبات است

  ].  1376اسماعيلي، [ و مرطوب را مي پسندندشرايط معتدل 

و بالا  Sternorhynchaي زير راسته ،Hemipteraي هاي گياهي توسط بسياري از متخصصان در راستهشپشك

- ي نباتي تغذيه ميمكنده از شيره- هاي گياهي از طريق قطعات دهاني زنندهشپشك. گيرندقرار مي Coccoideaي خانواده

ها ي درخت و حتي ريشههاي گياه از جمله برگ، ميوه، شاخه، ساقه، تنهها به تمام قسمتمختلف شپشك هايكنند و گونه

هاي در حال حاضر شپشك. باشندزنند؛ اين حشرات داراي گستردگي جهاني به جز قطب شمال و جنوب ميصدمه مي

 Miller and[گزارش شده است  Coccoideaي گونه از بالا خانواده 7300باشند و بيش از خانواده مي 46گياهي داراي 

Ben- Dov, 2011 .[هاي ي كوچك، خسارات مهمي به اكوسيستمهاي گياهي علي رغم جثهبه طور كلي شپشك

  ].1388مقدم، [كنند كشاورزي وارد مي

ها ي شپشكاين خانواده،  بزرگترين خانواده. هاي سپردار هستندمعروف به شپشك Diaspididaeي افراد خانواده

ي بسيار كوچكهاي سپردار بعلت اندازهشپشك. هاي بسيار مهم از آفات استشوند و شامل تعدادي از گونهمحسوب مي

مقدم، [ها قابل مشاهده نيست باشند و اغلب تا رويت علائم خسارت، حضور آنشان از اجزاي پنهان اكوسيستم گياهي مي

اگر چه . ]Miller and Ben- Dov, 2011[جنس در دنيا است  400متعلق به  گونه 2737اين خانواده داراي ]. 1382

ها به دو زير هاي سپردار موجود است، ولي همگي متفق القول در تقسيم آنهاي متعددي در مورد شپشكبنديطبقه

  ]. Ferris, 1942[هستند  Aspidiotinaeو  Diaspidinaeي خانواده

سپر متشكل از . اندوچك و با بدني نرم هستند و در زير يك سپر پوششي پنهان شدههاي سپردار ماده، بسيار كشپشك

هاي مختلف متفاوت بوده و معمولاً از بدن حشره در زير آن جداست مواد مومي ترشح شده توسط حشره است كه در گونه

]Miller and Ben- Dov, 2011 .[شوند و تغذيه آنها از شيره يهاي مختلف گياهي ديده مهاي سپردار، روي اندامشپشك

ها است و ها و نيز خشكيدگي سرشاخهها، ريزش ميوه وبرگنكروز، تغيير شكل اندام نباتي همراه با عوارضي همچون زردي،



 3                مقدمه                                                                                                                        

 

اين عوارض ناشي از تزريق بزاق حشره درون نسج گياه . ها زياد باشد منجر به مرگ گياه خواهد شدكه تعداد آندر صورتي

  ]. 1376اسماعيلي، [زيولوژيك گياه ميزبان است و واكنش في

-كند، اما روشخسارت زياد به محصولات كشاورزي توسط اين حشره، لزوم شناسايي دقيق و كنترل آنها را توجيه مي

گير مي باشد و از طرف هاي شناسايي مورفولوژيكي سنتي، نيازمند دانش تخصصي و تهيه اسلايد است كه فرايندي وقت

اغلب كليدهاي شناسايي موجود بر خصوصيات حشرات ماده بالغ متكي هستند؛ بنابراين شناسايي حشرات نر و نابالغ ديگر 

تر و سرعتي تواند جايگزيني با كاربردي وسيعمي DNAيابي هاي تشخيص بر پايه تواليروش. شودبا مشكل مواجه مي

]. Rugman-Jones, 2009[نمايد ي آسيب ديده، نابالغ و جنس نر ميهابالاتر بوده و همچنين ما را قادر به شناسايي نمونه

  . اي از اهميت بالايي برخوردار استهاي قرنطينهشناسايي دقيق و سريع اين حشرات، به ويژه در اقدام

متشكل از يك باركد  DNA. باركدينگ است DNAهاي مورد استفاده در شناسايي حشرات، از جمله تكنيك 

اين تكنيك اولين بار توسط هبرت در . استI (COI) ژن سيتوكروم اكسيداز 5׳از انتهاي )  bp )705-58 648ي محدوده

 Hebert et[ معرفي شد و پس از آن به عنوان يك نشانگر جهاني در تحقيقات مختلف مورد استفاده قرار گرفت 2003سال 

al., 2003 .[اي، لزوم شناسايي مركبات و بويژه در اقدامات قرنطينه هاي سپردار در باغاتبا توجه به اهميت كنترل شپشك

هاي مشخصي از ژن ميتوكندريايي سيتوكروم اكسيداز زير واحد يك بدين منظور بخش. شوداين حشرات احساس مي

   .هاي سپردارمركبات در شرق استان گيلان مورد مقايسه قرار گرفتهاي غالب شپشكيابي شده و براي شناسايي گونهتوالي
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  جغرافيايي استان گيلانموقعيت  - 1- 1

درصد مساحت كشور را داراست و دومين استان  9/0كيلومتر مربع ، حدود  5/13810استان گيلان با وسعتي حدود 

درجه و  48دقيقه عرض شمالي و  27درجه و  38دقيقه تا  34درجه و  36اين استان در . گرددكوچك كشور محسوب مي

درازاي آن از شمال باختري به جنوب . قي از نصف النهار قرار گرفته استشردقيقه طول  34درجه و  50دقيقه تا  53

اين استان از شرق به استان مازندران، از غرب به  .كندكيلومتر تغيير مي 105تا  25كيلومتر و پهناي آن ، از  235خاوري 

سايت [ گيرددرياي خزر در بر مي را هاي قزوين و زنجان محدود است و حد شمالي آناستان اردبيل، از جنوب به استان

  .]1390جهاد كشاورزي استان گيلان، سال 

  

  به مركبات خسارت  در هااهميت شپشك -2- 1

به دليل شرايط ويژه اقليمي از مناطق مستعد كشور درزمينه توليد محصولات كشاورزي است و تنوع گيلان استان 

ترين محصولات استان است فندق، مركبات و زيتون از مهمبرنج، چاي، . گياهان زراعي و باغي گواه بر اين مطلب است

  .]1390جهاد كشاورزي استان گيلان، سال سايت [

هاي كشاورزي در شمال كشور زير كشت درختان مركبات قرار دارد كه بالا بودن در حال حاضر مناطق وسيعي از زمين

كه به عقيده برخي از محققين  آورده است؛ تا جاييميزان بارندگي و رطوبت نسبي، محيط مساعدي براي آفات به وجود 

اي نباتي كه شرايط معتدل هبه خصوص شپشك. تر از درخت مركبات استشرايط شمال كشور براي آفات مركبات، مناسب

هاي سپردار از ترين آفات در باغ مركبات هستند كه در اين ميان شپشكهاي نباتي، فراوانشپشك. پسندندرا مي و مرطوب

آنها از شيره نباتي همراه با  يشوند و تغذيههاي مختلف گياهي ديده مياين حشرات روي اندام. اي برخوردارنداهميت ويژه

اين عوارض . باشدها ميها و نيز خشكيدگي سرشاخهها، ريزش ميوه وبرگنكروز، تغيير شكل اندام عوارضي همچون زردي،

 .]1376 ،اسماعيلي[العمل فيزيولوژيك گياه ميزبان است ه و عكسناشي از تزريق بزاق حشره درون نسج گيا
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  رده بندي -3- 1

قرار  Coccoideaي و بالا خانواده  Sterrnorrhynchaي زير راسته ،Hemipteraي هاي گياهي در راستهشپشك

ي بالا خانواده گونه از 7300باشند و بيش از خانواده مي 46هاي گياهي داراي در حال حاضر شپشك. گيرندمي

Coccoidea 2011 ,گزارش شده است] [Miller and Ben-Dov .  

اكثراً از آفات مهم كه هاي سپردار هستند معروف به شپشك Diaspididaeي خانواده گياهي،هاي از ميان شپشك

- اكوسيستم گياهي ميشان از اجزاي پنهان ي بسيار كوچكهاي سپردار بعلت اندازهشپشك. شوندكشاورزي محسوب مي

  . ]1382مقدم، [ ها قابل مشاهده نيستباشند و اغلب تا رويت علائم خسارت، حضور آن

- اگر چه طبقه. Miller and Ben-Dov] [2011 ,باشد جنس در دنيا مي 400گونه متعلق به 2437اين خانواده داراي 

ي ها به دو زيرخانوادهدر تقسيم آنهاي سپردار موجود است، ولي همگي هاي متعددي در مورد شپشكبندي

Diaspidinae  وAspidiotinae متفق القول هستند.[Ferris, 1941]   

  

 شناسيهاي شكلويژگي -4- 1

ي سن قبلي ي پشتي پورهكنند كه با پوستهسپر مومي توليد مي Diaspididaeهاي سپردار هاي بالغ شپشكماده

، تنها سن متحرك  crawlerي ماده وجود دارد، اولين سن پورگي يا هميشه دو سن پورگي در حشره. شودتركيب مي

-در طي پوست. دهدي پشتي سن اول را در پوشش خود جاي مياندازي، سن دوم پورگي، پوستهبعد از اولين پوست. است

حشره در  .شودي جلويي بدن گسسته شده و سپس به سمت انتهاي پشتي رانده مياندازي پوسته شكمي در اطراف حاشيه

ماند، خرطوم خود را وارد بافت گياه ميزبان ي اول باقي ميي مرحلهسن دوم پورگي، بدون پا و شاخك بوده، در زير پوسته

هاي ها و كانالاز روزنه ي رشد، معمولاً مومدر طول دوره. دهدي گياهي به رشد خود ادامه ميكرده و با تغذيه از شيره

ي ماده براي مطالعات ميكروسكوپي آماده گردد، اين سپر قبل از اينكه حشره .شودترشح ميدر اطراف و روي بدن سطحي 

  . [Ferris, 1941]بايد برداشته شود

، )گلوله مانند(گرد هاي گونه اگر چه موارد استثنا هم وجود دارد، اما معمولاً .معمولا سه شكل كلي براي سپر وجود دارد

تر يا بيضوي، سپرها كشيده يا هاي كشيدهدرگونه. كنندمركزي يا كناري توليد مي پورگي ياي با پوستهيك سپر دايره

ي بالغ به جاي ترشح سپر ها، مادهدر بعضي از جنس. گيرددر كنار يا در انتها قرار مي پورگي يبيضوي شده و پوسته

در . شوندشناخته مي   pupilarialهايعنوان فرم ها بهماند كه اين فرمسن دوم باقي مي يپوره يپوششي، در ميان پوسته

سن دوم در اين حشرات به شدت . جداسازي كرد به طور سالمهاي بالغ را براي مطالعه مادهتوان اين فرم به سختي مي
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حفاظت  سن دوم برايي پوستههاي بالغ از ماده. ماندغشايي باقي ميي پردهي بالغ در ميان اسكلروتيزه خواهد شد و ماده

  كننداستفاده ميي ماده كامل حشرهاز سپر  non-pupillarialكنند؛ همان گونه كه فرم هاي ها استفاده مياز تخم

.[Williams and Watson, 1988] هميشه ي نر حشرهسپر . نرها در صورت وجود، داراي پنج سن رشدي هستند

ي سن اول كند كه با پوستهي سن دوم يك سپر مومي ترشح ميبعد از اولين پوست اندازي، پوره. هاستكوچكتر از ماده

پيش شفيرگي و (ي نر دو سن شفيرگي ي تغذيه است؛ پس از آن، حشرهسن دوم پورگي، آخرين مرحله. شودتركيب مي

است و ي بالغ نر فاقد قطعات دهاني كارآمد حشره. شودي بالغ ظاهر ميرا پشت سر گذاشته و به عنوان حشره) شفيرگي

   [Williams and Watson, 1988].    هاي بدون بال هم شناخته شده است باشد اما فرمداراي يك جفت بال مي معمولاً

تشخيص . شودي بالغ انجام ميي خصوصيات مادههاي سپردار به طور عمده بر پايهبندي شپشكدر حال حاضر، رده

به طور معمول، . گيردي ماده انجام مياسلايدهاي ميكروسكوپي حشرهي هاي سپردار نيز فقط از طريق تهيهصحيح شپشك

  : قابل مشاهده است ي اشاره شده در زيرهاي شپشك آماده شده روي اسلايد ويژگيدر يك نمونه

 اژنيتاليودر حشرات ماده،  1مخرج بند است، بند يازدهم شامل 11شكم حشرات به طور كلي متشكل از 
 9و  8بين بند 2

بند شكمي  8بيش از . هاي سپردار بندهاي شكم تمايل زيادي براي تركيب شدن با هم دارنداما در شكم شپشك. داردقرار 

ي كمي از بند بند شدن وجود ها نشانهسر و قفسه سينه در هم ادغام شده و در بيشتر گونه. در اين حشرات وجود ندارد

سينه سر و دو بند بعدي قفسه. سينه وجود دارديان قفسه و پس قفسهاما در هر حال علائمي از بند بند شدن بين م. دارد

بند انتهايي شكم در هم ادغام شده  4 .شوندمحسوب مي 4سينه و بندهاي عقبي؛ پست زوماو پس قفسه 3به عنوان پروزوما

شمارش از موهايي كه  .اي قابل انجام استي شمارش موهاي حاشيهتعيين بندها به وسيله .دهدو پيژيديوم را تشكيل مي

به اول تا چهارم بندهاي شكمي . يابدهاي مياني قرار دارند؛ آغاز شده و به سمت خارج ادامه ميي جانبي لوبدر زاويه

 Williams and]  .دهندو بندهاي پنجم تا هشتم شكم در هم ادغام و پيژيديوم تشكيل ميعنوان بندهاي آزاد شكمي 

Watson, 1988])1- 1شكل.(  

  

                                                      
1- anus 

2- genitalia 

3- prosoma 

4- postsoma 
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  هاشمچ - 1- 4- 1

ها بسيار كاهش يافته است و به ندرت در اگر چه اندازه آن. ها وجود دارندي گونهي بالغ همهها احتمالاً در مادهچشم

- اي ديده ميي سادهها اغلب به صورت نقاط اسكلريتهظاهر عادي چشم. اسلايدهاي ميكروسكوپي قابل تشخيص هستند

ي ها معمولاً در حاشيهچشم. يابند كه به سمت جلو يا عقب متمايلندتغيير شكل مي 1شود اما گاهي به صورت خارهايي

  .)1- 1شكل ( [Ferris, 1941]گيرندجلويي يا دقيقاً در كنار قطعات دهاني قرار مي

  

  شاخك - 2- 4- 1

خاصيت حسي شايد و گاهي نرم بوده ). 1-1شكل (هايي ساده با يك يا تعداد بيشتري مو هستند ها معمولا زائدهشاخك

يا تعداد بيشتري  2داراي  Diaspidinaeي از زيرخانواده Diaspidiniي در حالت كلي، شاخك در قبيله. داشته باشند

  [Williams and Watson, 1988].  به ندرت بيش از يك مو دارند Aspidiotiniي حاليكه در قبيلهدر . مو است

  

  هاي تنفسي روزنه - 3- 4- 1

 ي سينه قرار دارندي سينه و پس قفسهجفت روي بندهاي ميان قفسهدو به تعداد  )هااسپيراكل(هاي تنفسي روزنه

 ,Williams and Watson].  شودهاي تنفسي مشاهده ميهمراه با روزنهديسكي هاي روزنهگاهي اوقات . )1-1شكل(

1988]  

  

  پيژيديوم - 4- 4- 1

. شودتشكيل مي مخرج پيژيديوم و از مواد دفعيهاي مختلف موجود روي سپر پوششي اساساً از مواد مترشحه كانال

گيري سپر دارد؛ به ي پيژيديوم سهم مهمي در شكلمشخص كرده است، حاشيه ]Dixon, 1951[ديكسون چنانكه 

آگاهي از . كندآن كمك مي ي قطعات دهاني، به چرخشچرخيدن حشره به وسيلهتشكيل سپر و در طوري كه در هنگام 

هايي كه درست رنگ آميزي شده، در نمونه. هاي سپردار حياتي استي شپشكاي مطالعهخصوصيات پيژيديوم بر

  [Ferris, 1941].         شونداند، بيشتر رنگ آميزي ميساختارهايي كه با شدت بيشتري اسكلريته شده

  

                                                      
1- seta 


