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  چکیده
زهرآگینی  از عوامل موثر در میزان کنیدیومسطح ي هازنی، ویژگی، جوانهشناسیریخت جمله از هاي زیستی کنیدیومشاخص

 ،گریزيآب)، خاصیت زنیجوانه و زاییکنیديرشد رویشی، هاي رشدي (شاخص رو،از این .روندبه شمار می یک جدایه
قارچ  TT1 و جدایه) KA75و  Beauveria bassiana )JS1 ،JS2سه جدایه از قارچ  Pr1 پروتئاز فعالیت آنزیم

Metarhizium anisopliae ها روي لاروهاي سن آخر ا میزان زهرآگینی جدایهها بچنین ارتباط این شاخصارزیابی شد. هم
Galleria mellonella  و سن چهارمEphestia kuehniella رشد رویشی بین میزان . از نظر مورد بررسی قرار گرفت

 .بود TT1 هجدایمربوط به  متر)سانتی 05/7میزان آن (بالاترین اما  داري وجود نداشتتفاوت معنی B. bassianaهاي جدایه
 یزنها نشان داد. درصد جوانهرا نسبت به دیگر جدایه لیتر)کنیدي/میلی 11/4×106کنیدیوم (بالاترین میزان تولید  JS2 هجدای

زایی ثبت شد که با میزان کنیدي TT1 هجدای در ارتباط با )%100( مقدار آن ترینبیش اما بوددرصد  80ها بالاي جدایه ههم
 KA75گریزي سطح کنیدیوم مربوط به جدایه ترین میزان خاصیت آبکم .در یک سطح آماري قرار گرفتند KA75جدایه 

میزان بود.  %07/91با  TT1 همربوط به جدای آنبالاترین درصد ولی  ها داشت.داري با سایر جدایهبود که اختلاف معنی
 JS2و  TT1هاي ها نشان دادند که جدایهسنجیزیست تند.نداش داري با یکدیگرها اختلاف معنیجدایه Pr1فعالیت آنزیم 

زیابی، هاي مورد ارخوار بزرگ و بید آرد داشتند. از بین شاخصپره مومترین زهرآگینی را به ترتیب روي لاروهاي شببیش
نی بالاي با میزان زهرآگیتر بود که ها بیشزایی این دو جدایه نیز در مقایسه با سایر جدایهگریزي و میزان کنیديخاصیت آب

سایر نسبت به   B. bassianaقارچ  JS2و جدایه   M. anisopliaeقارچ TT1ها ارتباط مستقیم داشت. بنابراین، جدایه آن
یاهی هاي مهار زیستی آفات گگیري در برنامهرو، براي بهرهتري داشتند و از اینمورد بررسی کارآیی زیستی بیشهاي جدایه

  اهند بود.تر خومناسب
  .Galleria mellonella،Ephestia kuehniellaگریزي، فعالیت پروتئازي، هاي رشدي قارچ، آبویژگی :هاي کلیديواژه 
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Biological indices such as conidial morphology, germination, and surface characteristics influence the 
virulence of an isolate. Therefore, the growth indices (vegetative growth, conidiogenesis, and germina-
tion), hydrophobicity property and Pr1 protease enzyme activity of three isolates of Beauveria bassiana 
(JS1, JS2 and KA75) and TT1 isolate of Metarhizium anisopliae evaluated. Also, the relationship be-
tween these indices and the virulence of the isolates on the last instar larvae of Galleria mellonella and 
fourth instar larvae of Ephestia kuehniella investigated. There was no significant difference in vegeta-
tive growth rate between B. bassiana isolates, but the highest rate (7.05 cm) was related to the TT1 
isolate. JS2 isolate showed the highest conidial production (4.11×106 spores / ml) compared to the other 
isolates evaluated. All isolates showed germination above 80%, and the highest value (100%) was re-
lated to the TT1 isolate, which was statistically on par with the conidiogenesis of the KA75 isolate. The 
lowest hydrophobicity of the conidial surface was related to KA75 isolate, which was significantly 
different from other isolates. However, the highest percentage was related to TT1 isolate with 91.7%. 
Also, no differences were observed between the isolates in terms of Pr1 enzyme activity. Bioassays 
showed that TT1 and JS2 isolates had the highest virulence on the last instar larvae of G. mellonella 
and fourth instar larvae of E. kuehniella, respectively. Among the evaluated indices, the hydrophobicity 
and conidiogenesis of these two isolates were higher than the other isolates, which was directly related 
to their high virulence. Thus, the TT1 isolate of the M. anisopliae and the JS2 isolates of B. bassiana 
had greater bioefficiency than the other isolates and therefore, they will be more suitable for use in plant 
pest biological control programs. 
Key words: Fungal growth characteristics, hydrophobicity, protease activity, Galleria mellonella, 
Ephestia kuehniella 
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  مقدمه
گونه قارچ بیمارگر حشرات در جهان شناسایی شده است که اغلب متعلق به دو  1000تاکنون در حدود  
) و Metarhizium Sorokin, 1879و  Beauveria Vuillemin, 1912هاي (به ویژه از جنس Hypocrealesراسته 

Entomophthorales اند بوده که علیه طیف وسیعی از آفات گیاهی مورد استفاده قرار گرفته)Lacey, 2017( . مانع
اولین بنابراین، . )Chandler, 2017( است هاآن هاي بیمارگر حشرات کوتیکولاصلی آلودگی حشرات توسط قارچ

اي هقارچ با کوتیکول میزبان است. این اتصال شامل مکانیسم هايیدیومکارآمد کنآلودگی، اتصال ایجاد براي  گام
 ,.Boucias et al( شودکنترل می ومگریز دیواره سلولی کنیدیچسبندگی غیراختصاصی است که توسط خواص آب

راهم هاي قارچی فکنیدیومبستري مناسب براي چسبندگی  کوتیکول،گریز اپیکلی ماهیت آب طوربه). 1988
ت چنین ترشح مخاط موسیلاژ صورهمو و کوتیکول،  ومگریز بودن سطح کنیدیدلیل آبنماید. چسبندگی بهمی
 Boucias( ندکنگریز و الکترواستاتیک نیز نقش مهمی ایفا میها، نیروهاي آبها، لکتینآنزیم در این میان،گیرد. می

et al., 1988.( آنامورفیک راسته  يهاقارچHypocreales یومدیتعداد کن کمینه بهنیاز  زاییلب براي شروع عفونتاغ
 لیتر به دست آمده استکنیدي/میلی 910تا  210 از غلظت متوسط کشندگیکه برحسب  در سطح میزبان دارند ها
)Hesketh et al., 2010.( هاي این راسته به دنبال ایجاد سازگاري در مواجهه با مواد مومی کوتیکول بسیاري از قارچ

در این ). Chandler, 2017( اندگریز را درپیش گرفتههاي آبتولید کنیدیوم ،هاحشرات براي اتصال سریع به آن
گام ). Holder et al., 2007( ها هم دخیل هستندهاي هیدروفوبین موجود در سطح کنیدیوماتصال، حضور پروتئین

حت تگر روي کوتیکول میزبان است. این شاخص، کنیدیوم قارچ بیمارزنی جوانهزایی قارچی، بعدي در عفونت
و برخی از عوامل محیطی مانند دما و رطوبت بهینه  آن)مرحله حساس  (نوع و تاثیر عوامل مختلفی از قبیل میزبان

در ها . قارچغذایی مورد نیاز از زیرنهشت خود استجذب مواد  مندنیاز قارچ موفق زنیجوانه چنینقرار دارد. هم
ختلفی ترکیبات مشوند. روبرو می هاي کوتیکول حشراتهیدروکربنبا منابع مختلفی از زایی عفونتآغاز دوره 
ادر ق وجود دارند کهها، اسیدهاي چرب و لیپیدها در سطح کوتیکول حشرات ها، هیدروکربنپروتئینمانند انواع 

   ).Jarrold et al., 2007; Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013( تحت تاثیر قرار دهندرا  قارچ زنیجوانههستند 
جلد  ردیابی کوتیکول براي هاییمکانیسم بیمارگر و حشرات میزبان، هايدر جریان فرگشت متقابل قارچ

 هاي متنوعی از جمله فعالیتمنجر به انجام واکنش اند کهها پدید آمدهکنیدیوم بدن حشرات و سهولت چسبندگی
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گردد. کیتینازها می و پروتئازها ،P450 سیتوکروم کاتالازها، لیپازها، استرازها، ونچهایی همهیدرولیتیک توسط آنزیم
ثانویه اشاره  هايچنین متابولیتو هم تخصصی عفونی توان به تولید ساختارهايهاي فرگشتی میاز دیگر واکنش

 فاکتور ،هاعبارتی، این قارچبه ). Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013( سازندمی تسهیل را فرآیند عفونت که نمود
 )Butt et al., 2016( سازيعفونی ساختارهاي )،Chandler, 2017( کوتیکول کننده تخریب هايآنزیم چسبندگی،

 ).Pedrini, 2018( کنندمی تولید عفونت ایجاد و میزبان کوتیکول بر غلبه براي را سمی ثانویه هايمتابولیت و
نند. کنفوذ میبه درون بدن اي حلقهاسکلروتینه کوتیکول حشرات مانند نواحی بیناز نواحی غیراغلب ها قارچ
را با  فرایند نفوذکه شود ایجاد میپرسوریوم آبه  اندامی موسوم قارچ ، در انتهاي لوله تندشجلدي از نفوذ پیش
- عی از آنزیمطیف وسی ،میزبانهنگام نفوذ به کوتیکول نماید. تسهیل می و آنزیمی نیروهاي مکانیکیگیري از بهره

- حجم عمده ،هاکه، پروتئینجاییاز آن). Chandler, 2017( دنشوکننده کوتیکول توسط قارچ تولید میهاي تجزیه

ق نقش مهمی را در نفوذ موف ،رو، پروتئازها، از ایندهنداي از ترکیبات کوتیکول حشرات را به خود اختصاص می
ها، پروتئاز هضم کننده کوتیکول موسوم به آنزیم سرین پروتئاز . یکی از این آنزیمارندقارچ به میزبان بر عهده د

در در مراحل اولیه عفونت، یعنی  است که) like serine protease (designated Pr1)-Subtilisinسابتیلیسین (شبه
 زایی توسطدر شروع عفونتامل مهم وع ی ازعنوان یکبه این آنزیم مورد نیاز است. پرسوریومآتشکیل زمان 
 ,Gillespie et al., 1998; Zimmermann( از طریق نفوذ درکوتیکول میزبان شناخته شده است هاي بیمارگرقارچ

2007; Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013 .(هاي هاي مختلف قارچتوسط گونه هاي تولید شدهازپروتئ کارآیی
در مقایسه با  Pr1هاي کوتیکول حشرات متفاوت است. براي مثال آنزیم پروتئاز بیمارگر حشرات در نفوذ از لایه

). Dias et al., 2008( دهدتر افزایش میرا بیش Beauveria bassianaنفوذپذیري قارچ  Pr2تریپسین آنزیم شبه
لف رشدي براي هر میزبان و در مراحل مخت Metarhizium anisopliaeي به وسیله قارچ هاي تولیدازپروتئ

ك رنقش مهمی در د ،ف است. این مفاهیمهاي مختلاختصاصی بوده و بیانگر توانایی قارچ در آلوده کردن میزبان
  ).Santi et al., 2010( دربرداردها را ها و عوامل موثر در آنهاي سازگاري با میزبانمکانیسم

هستند،  مناسبی يگریزي و فعالیت پروتئازآبخواص زنی بالا، که داراي سرعت جوانه يهاي بیمارگرقارچ
رده و در هاي دفاعی میزبان را مختل کتعامل داشته و مکانیسمبا بدن میزبان خوبی از نظر بیوشیمیایی توانند بهمی

هاي بیمارگر بنابراین، پتانسیل قارچ). Shah et al., 2007; Hussain et al., 2010( نهایت منجر به مرگ میزبان شوند
 گریزيها ازجمله وجود خواص آبهاي بیولوژیک آنبستگی به شاخص ،زایی روي میزبانات در عفونتحشر

 زنی و تندش کنیدیوم، تواناییمناسب براي ایجاد چسبندگی اولیه روي کوتیکول حشرات، قدرت بالاي جوانه
ر ها است، قدرت تکثیر دارچهاي جلدي حشرات که توام با فعالیت شیمیایی و آنزیمی قمناسب در نفوذ از لایه

یزبان و تولید ملاشه رشد ساپروفیتی روي و در نهایت  هاي دفاعی سیستم ایمنی میزبانواکنشهمولنف با غلبه بر 
هاي در مطالعات پیشین، برخی از ویژگی ).Khachatourians, 1998; Hesketh et al., 2010( دارد جدید ومکنیدی

رد بررسی ها موها در ارتباط با میزان زهرآگینی قارچهاي بیوشیمیایی آنفعالیت شناسی وچون ریختکنیدیایی هم
 ).St Leger et al., 1986; Altre et al., 1999; Holder & Keyhani, 2005; Holder et al., 2007( قرار گرفته است

با میزان زهرآگینی  B. bassianaهاي قارچ طرفه، دوطرفه و چندطرفه کنیدیوماي دیگر، نوع تندش یکدر مطالعه
نی زهرآگی ،طرفههاي با تندش کنیدیایی یکآن روي حشرات مورد ارزیابی قرار گرفت و مشخص شد که جدایه

هاي مورد استفاده توسط هر قارچ مکانیسمکه جاییاز آن). Talaei-Hassanloui et al., 2007( تري داشتندبیش
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 تبیین ،پژوهشهدف این رو، ، از این)Khachatourians, 1998( استبراي نفوذ به کوتیکول میزبان متفاوت 
جداسازي  ،M. anisopliaeو  B. bassianaهاي بیمارگر حشرات، کنیدیوم چند جدایه از قارچ زیستیهاي شاخص

. از طرفی، ارتباط بین استحشرات روي دو گونه از  هاآنزهرآگینی هاي ایران و بررسی تنوع شده از خاك
ایی زکنیديزنی، سرعت رشد رویشی، میزان جوانهقدرت ازجمله  هاي بیمارگر حشراتزیستی قارچهاي ویژگی

 هاي)(انتخاب جدایهبنابراین، براي  .شدهاي بیمارگر بررسی قارچزهرآگینی  با میزان Pr1پروتئاز  آنزیم فعالیتو 
اي ههاي زیستی و میزان زهرآگینی قارچسازي مناسب بین شاخصبا ارتباطدر کنترل میکروبی حشرات مناسب 

  ت.هاي این نوع مطالعات بهره گرفتوان از یافتهها میآنزایی یند عفونتآفرتبیین بهتر  براي بیمارگر حشرات

  
  هامواد و روش

  پرورش حشرات 
 Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae)خوار بزرگ پره مومبراي پرورش شب

(تاریکی:روشنایی) استفاده شد.  16:8و شرایط نوري  C25±1°از غذاي مصنوعی و در شرایط آزمایشگاهی 
گرم)،   150گرم)،  عسل ( 75گرم)، مخمر ( 300ترکیبات به کار رفته براي تهیه غذاي مصنوعی شامل آرد (

گرم از غذاي آماده شده را داخل هر یک از ظروف  680گرم) بود. مقدار  30گرم) و موم ( 125(گلیسیرین 
شکی پزهاي تخم که از انسکتاریوم گروه گیاهمتر ریخته و برگه حاوي دستهسانتی 25×17×9پلاستیکی به ابعاد 

هور گیري، حشرات کامل پس از ظدانشگاه شهید مدنی آذربایجان تهیه شده بودند روي غذا قرار گرفتند. براي تخم
 17گیري پلاستیکی به قطر هاي تخمپره در داخل قیفشب 20آوري شده و تعداد با استفاده از آسپیراتور جمع

 ها به صورت جداگانه و به حالتها توسط پارچه توري مسدود شده بود قرار گرفتند. قیفمتر که دهانه آنسانتی
ي ها براگذاري نمایند. تخمقرار گرفتند تا حشرات ماده روي این کاغذها تخم وارونه روي کاغذ صافی استریل

  گرفتند. تشکیل کلنی در ظروف جدید حاوي غذا قرار می
در شرایط  Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) پره آردچنین، شبهم

(مخمر: آرد) پرورش یافت.  10:1با مخمر با نسبت وزنی  آزمایشگاهی مشابه و روي آرد گندم نانوایی مخلوط
دار هاي تهویهمتر با دربسانتی 9متر و با ارتفاع سانتی 18پروپیلنی گرد به قطر براي پرورش از ظروف استریل پلی

رار ق هاي حاوي تخم تهیه شده از همان انسکتاریوم، روي غذاي استفاده شد. دستهاو پوشیده شده با توري پارچه
شد. پس از شفیرگی، متر در نظر گرفته سانتی 3گرفتند. بیشینه ارتفاع آرد مصرفی در ظروف پرورشی همواره 

ریزي شفیره در داخل هر قیف تخم 20آوري شدند و تعداد ها جمعمحتویات غذاي داخل ظروف الک شده و شفیره
هاي به دست آمده، به طور جداگانه روي مخلوط تخم گیري، از روش بالا استفاده شد وقرار داده شدند. براي تخم

  گرفتند. آرد و مخمر در ظروف مجزایی قرار می
  هاي قارچیجدایه

و  IR41-KA75و  IR34-JS1 ،IR34-JS2هاي به نام B. bassianaها، سه جدایه از قارچ براي انجام آزمایش
از ) TT1و  JS1 ،JS2، KA75اختصاري  هايعلامتبا ( IR41-TT1با نام  M. anisopliaeیک جدایه از قارچ 
. پزشکی دانشگاه شهید مدنی آذربایجان تهیه شدندگروه گیاه ،آزمایشگاه پاتولوژي حشراتکلکسیون میکروبی 

آوري، شناسایی و مورد بررسی تبارزایی قرار گرفته هاي چند منطقه از ایران جمعتر از خاكها پیشاین جدایه
از  KA75هاي منطقه جیرفت (استان کرمان)، جدایه از خاك JS2و  JS1هاي . جدایه)Alizadeh, 2014(بودند 
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- شرقی) جمعهاي اطراف تبریز (استان آذربایجاناز خاك TT1شرقی) و جدایه منطقه خسروشهر (استان آذربایجان

 زمینیمحیط که شامل سیبمحتویات این استفاده شد.  PDAها از محیط کشت براي کشت قارچآوري شده بودند. 
لیتري ریخته شد و میلی 500اي گرم) بود در فلاسک شیشه 5/7گرم) و آگار ( 10گرم)، دکستروز ( 100پخته (

 C121°دقیقه در دماي  15لیتر رسید. مخلوط به دست آمده به مدت میلی 500حجم آن با افزودن آب مقطر به 
متري ریخته شدند و اجازه داده شد تا به طور سانتی 9ف پتري هاي مناسب به ظروو سپس در حجم اتوکلاو شد

 100هاي برش یافته حاوي میسلیوم قارچ به وسیله دهانه سرسمپلر استریل کامل سرد شوند. سپس، دیسک
 25±1دماي متر) به صورت وارونه در مرکز هر ظرف پتري قرار گرفته و براي رشد در میلی 5میکرولیتري (به قطر 

  قرار داده شدند.  سیوسدرجه سل
کار، براي اینشد.  ها تهیه و استفادهآن روزه15هاي از کشتهاي قارچی سوسپانسیون هر یک از جدایه

متري سانتی 9 درون ظروف پتري Tween-80محلول درصد از  03/0 با مخلوطآب مقطر استریل لیتر میلی 10 مقدار
ها از بافت قارچی جدا شوند. این کنیدیوماستریل هم زده شد تا موي قارچ ریخته شده و با قلممیسلیوم حاوي 

ار ددرون لوله آزمایش درب متقال دولایه عبور داده شده و بهپارچه اي مفروش با از قیف شیشهسوسپانسیون 
ورتکس دقیقه  5 مدتاز هیف قارچی سوسپانسیون به هاکنیدیوم کامل منظور جدا شدناستریل ریخته شد. به

  گردید. 
ده شتصحیحاز لام  هاکنیدیوم آن براي تعیین غلظت ها،هر یک از جدایه پس از آماده شدن سوسپانسیون

 )Neubauer improved bright line hemocytometer (Simax, Kavalier, Czech Republic)( نئوبار شمارگلبول
   ).Mehrvar, 2015( استفاده شد

  هاسنجیزیست
  خوار بزرگمومپره شب

 هاي متوالیهاي مقدماتی، غلظتپس از انجام آزمایش سنجی از لاروهاي سن آخر استفاده شد.براي زیست
لاروها لیتر تعیین شدند. کنیدي/میلی 710تا  310برابر از  10ها با فواصل سنجی قارچمورد استفاده براي زیست

دقیقه  2براي این کار سوسپانسیون هر جدایه به مدت  سنجی قرار گرفتند.مورد زیستي سازورروش غوطهبه
ور غوطه داخل سوسپانسیون قارچیثانیه  30 مدته لارو با استفاده از پنس استریل بورتکس شده و بلافاصله هر 

مفروش با کاغذصافی مرطوب قرار گرفتند. متري سانتی 6 لاروهاي تیمار شده داخل ظروف پتري پلاستیکی شد.
ند. ها با سلفون مسدود شداطراف پتري ،ي تعداد پنج لارو قرار گرفت. براي جلوگیري از فرار لاروهاداخل هر پتر

ه اي و فلزي پوشیدها تعبیه شد که با دو لایه توري پارچههایی روي درب پتريسوراخ ،تهویهانجام منظور به
 30تکرار و با  شششد. هر تیمار در  سنجیزیست Tween 80 (0.03%)شدند. تیمار شاهد با آب مقطر استریل و 

میکرولیتر  50 لارو انجام شد. در صورت خشک شدن کاغذهاي صافی داخل ظروف پتري در طول آزمایش، با
 16:8نوري دوره و  درجه سلسیوس 25±1 دمايدر شدند. ظروف پتري مقطر استریل مرطوب میآب

ساعت تا هفت روز پس از انجام آزمایش صورت  24از  هاي آلودهقرار گرفتند. شمارش لارو(تاریکی:روشنایی) 
هاي يها داخل پترلاروهاي مرده براي تایید آلودگی توسط قارچسنجی سه بار تکرار شد. . آزمایش زیستگرفت

 و داري شدند. در نهایت رشد قارچ روي اجسادمقطر استریل نگهآب آغشته بهصافی استریل مفروش با کاغذ
  کننده آلودگی توسط قارچ بود. تایید هاآن بررسی میکروسکوپی

  آرد پرهشب
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یین پس از تعپره آرد نیز استفاده شد. شب ملاروهاي سن چهار ازهاي موردنظر براي ارزیابی زهرآگینی قارچ
لیتر با فواصل کنیدي/میلی 710تا  310هاي مقدماتی (از ها در آزمایشبراي هر یک از جدایه هاي مورد نیازغلظت
- . براي این کار، ابتدا سوسپانسیونسنجی قرار گرفتندمورد زیستي سازورروش غوطه، لاروها بهبرابر) 10ترقیق 

با استفاده از  لارودقیقه ورتکس گردیدند. سپس هر  2ند و به مدت نظر تهیه شدهاي موردهاي قارچی در غلظت
به صورت جداگانه درون  لاروهادر نهایت ور شد. غوطهسوسپانسیون داخل ثانیه  10 مدت پنس استریل به

درصد  03/0مخلوط با صافی مرطوب قرار گرفتند. از آب مقطر استریل چاهک مفروش با کاغذ-هاي صفحهحفره
Tween 80 منظور تامین رطوبت براي لارو انجام شد. به 36عنوان شاهد استفاده شد. هر تیمار در سه تکرار و با به

مقطر استریل مرطوب شدند. آبمیکرولیتر  50 با ها در طول آزمایش،شدن کاغذصافی ها، در صورت خشکقارچ
  بقیه مراحل شبیه روش بالا انجام گرفت. این آزمایش سه بار تکرار شد.

  هاهاي زیستی قارچشاخصارزیابی 
  زاییو کنیدي رشد رویشی

از هر جدایه تهیه شده لیتر کنیدي/میلی 3×610 ها، سوسپانسیونی با غلظتبراي ارزیابی رشد رویشی قارچ
 ، دراستریل ریخته شد و پس از بستن محیطمتري سانتی 9 هايداخل پتري PDAکشت محیط لیتر میلی 20 و

از هر میکرولیتر  50 ایجاد شد و مقدارمیکرولیتري  100متر با قاعده سرسمپلر میلی 5 اي به قطرمرکز آن حفره
درجه  25±1 در انکوباتور با دماي پتريظروف ها تلقیح گردید. سپس از حفرهسوسپانسیون داخل هر یک 

مود برهم ثبت گردید. گیري دو قطر عروز با اندازه 15ها بعد از داري شدند. رشد رویشی قارچنگه سلسیوس
زایی کنیدي. براي بررسی )Alves et al., 1998; Ummidi & Vadlamani, 2014( آزمایش در سه تکرار انجام شد

 15هاي کشتز مرکز کلنی هر یک از میکرولیتري ا 100متر با قاعد سرسمپلر میلی 5 اي به قطرها، دایرهجدایه
 03/0 با مخلوطهاي آزمایش حاوي آب مقطر استریل طور جداگانه در داخل لولهها برداشت شد و بهجدایهروزه 

 مدت هاي هیفی بهها از رشتهکنیدیومبراي جدا شدن  اهلهلواین ریخته شد. هر یک از  Tween-80محلول درصد 
 نئوبار شمارولگلبشده تصحیحلام  غلظت سوسپانسیون با استفاده ازبا ورتکس به هم زده شدند. تعیین  دقیقه 5

  ).Ummidi & Vadlamani, 2014( انجام گرفت
  زنی جوانه

 1×610 از سوسپانسیون هر جدایه با غلظتمیکرولیتر  10 هاي قارچی،زنی جدایهبراي بررسی جوانه
 يپترظروف ها در تلقیح شده و لام PDAکشت محیطمیکرولیتر  100 روي لام استریل حاوي لیترکنیدي/میلی

زنی رصد جوانهد ،ساعت 24 قرار گرفتند و بعد از درجه سلسیوس 25±1 دماياي استریل داخل انکوباتور با شیشه
 40 نماییزده و جوانه نزده در سطح لام زیر میکروسکوپ با بزرگهاي جوانهومکنیدیها با شمارش تعداد کنیدي
ده در نظر زعنوان جوانهتر از قطر کنیدي بود بهها بیشهایی که طول لوله تندش آنومعیین گردید. کنیدیبرابر ت

 ,.Faraji et al., 2013; Hussain et al., 2015; Hosseinzadeh et al( شدگرفته شدند. آزمایش در سه تکرار انجام 

2018.(  
  گریزي نسبیفعالیت آب

 Shah et al. (2007)  ،Mascarin et al. (2013)ترکیب سه روش ارایه شده توسطبراي این ارزیابی از 
 روزه با غلظت 24هاي از قارچ ومیسوسپانسیون کنیدیابتدا  منظور،براي این  استفاده شد.  et al.Hussain (2015)و
با نانومتر  660 و جذب آن در طول موج تهیه گردید نیترات پتاسیم مولار 1/0در محلول  لیترکنیدي/میلی 1×710

عنوان جذب به ).Epoch™ Microplate Spectrophotometer, BioTek U.S( فرابنفش سنجاستفاده از دستگاه طیف
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 پس از افزودن و شد داخل لوله آزمایش ریختهاز سوسپانسیون لیتر میلی 2 مقدارسپس . شدثبت  )ODtotal(کل
و زمانی که دو فاز از دقیقه  15 ورتکس گردید. پس از گذشتدقیقه  2 به مدت ،حلال هگزانمیکرولیتر از  200

سنج در ا استفاده از دستگاه  طیف) بODaq( در فاز آبی کنیدیومو غلظت  شدهم جدا شدند، فاز حلال حذف 
نوان عهمراه با حلال بهچنین همو به صورت تنها یین گردید. از محلول نیترات پتاسیم تعنانومتر  600 طول موج

  : )Mascarin et al., 2013( گردیدگریزي نسبی با فرمول زیر محاسبه شاهد استفاده شد. درصد آب

Relative hydrophobicity (%) = 100 (1 −  ୈ౧

ୈ౪౪ౢ
)   (1)  

 
  ) Pr1سابتیلیسین (سرین پروتئاز شبهفعالیت آنزیم 

روزه برداشت شده و داخل  24هاي از هر جدایه، از سطح محیط کشت گرم کنیدیوممیلی 10 مقدار
که با  95/7معادل  pHمولار با  Tris-HCl  1/0لیتر ازمیلی 1 دردقیقه  5 میکروتیوب قرار گرفت و سپس به مدت

، تلقیح گردید و بود به عنوان سوبسترا مخلوط شده Succinyl-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilide مولارمیلی 1
 . مقدارشدسانتریفیوژ  g 12000× با درجه سلسیوس 4 در دمايدقیقه  10 سوسپانسیون به دست آمده به مدت

نانومتر  405 پهن ریخته و جذب آن درداخل میکروپلیت کف )مایل به زرد(با رنگ از لایه رونشین  میکرولیتر 200
). St Leger et al., 1991; Mascarin et al., 2013( عنوان شاهد استفاده گردیدد. از بافر سوبسترا بهگیري شاندازه

ده بوشود که در شرایط قلیایی به رنگ زرد مینیتروآنیلین -4نیتروآنیلید به -4 عالیت آنزیم پروتئاز باعث تبدیلف
 ).Mascarin et al., 2013( و نشانگر انجام واکنش مربوطه است

  هاتجزیه و تحلیل داده
هاي با ماهیت براي داده arcsine√xهاي مربوط به شمارش و از سازي دادهاز ریشه دوم اعداد براي نرمال

مقادیر مختلف ). Wraight et al., 2000( هاي مورد تجزیه واریانس قرار گرفتنددرصد استفاده گردید. سپس داده
LC  و LTافزار تجزیه پروبیت در نرم باSPSS (ver. 22) افزار به دست آمد و براي رسم نمودارها از نرمExcel 

پوشانی حدود از عدم هم 50LTو  50LCدار بین مقادیر محاسبه شده براي بیان اختلاف معنیاستفاده شد.  2010
و  (ANOVA)س تجزیه واریانبراي  SAS 9.2افزار از نرمدرصد استفاده شد.  95اطمینان بالا و پایین در سطح 

براي دخالت تصادفی استفاده شد.  درصد در قالب طرح کاملاً 5در سطح احتمال با آزمون توکی ها مقایسه میانگین
 50LCدر مقادیر  )Slope intervention factor (SIF)( دادن اثر شیب خط در مقدار کشندگی، ضریب تداخل شیب

  هاي زیر محاسبه شد: با فرمول 50LTو 
 

SIFେ  = ଵିୗ୪୭୮ୣ
୭ (େ୭୰୰ୣୱ୮୭୬ୢ୧୬ େఱబ ୴ୟ୪୳ୣ)

       (2) 
 

SIF  = ଵିୗ୪୭୮ୣ
େ୭୰୰ୣୱ୮୭୬ୢ୧୬ ఱబ ୴ୟ୪୳ୣ

              (3) 
  

به دست آمده براي هر یک  LC50 براي مقایسه مقادیر) Relative activity (RA)( فعالیت نسبی از شاخص
 :)Shapiro & Argauer, 2001(ها استفاده شد از جدایه
 

RA (%) = େఱబ(ୌ)– େఱబ() 
େఱబ(ୌ) 

× 100    (4) 
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مربوط به جدایه مورد بررسی (تیمار)  50LC(T)ها و در بین جدایه 50LCترین مقدار بیش 50LC(H)که در آن، 
از فرمول ارایه شده  )Relative speed of kill (RSK)( چنین، براي محاسبه درصد سرعت نسبی کشندگیاست. هم

   استفاده گردید: Shapiro & Argauer (2001)توسط 
  

RSK (%)  = 100 − ఱబ()×ଵ
 ఱబ(ୌ) 

  (5)  
  

مربوط به جدایه مورد بررسی  50LT(T)ها و در بین جدایه LT50ترین مقدار بیش 50LT(H)در این فرمول نیز 
  (تیمار) است.

  
   نتایج
  خوار بزرگپره مومسنجی شبزیست

 لیتر)کنیدي/میلی 50LC )510×79/1ترین میزان در کاربرد روي لاروهاي سن آخر این آفت کم TT1جدایه 
 32/91ها مشاهده گردید، ولی این جدایه با بین جدایه %95پوشانی زیادي با حدود اطمینان را نشان داد. هرچند هم

 JS1تر از جدایه برابر زهرآگین 51/11را به خود اختصاص داد که  (%RA)ترین میزان فعالیت زیستی بیش ،درصد
براي دخالت  C(SIF(). ضریب تداخل شیب در غلظت 1بود (جدول  50LCترین میزان به عنوان جدایه با بیش

ترین مقدار این شاخص به جدایه ها نیز نشان داد که بیشدادن اثر شیب خط در مقدار کشندگی هر یک از جدایه
TT1  ها نشان ). چون ضرایب به دست آمده هیچ تغییري در روند زهرآگینی جدایه1اختصاص دارد (جدول

  در این آزمایش قابل استناد بودند.  50LCندادند، بنابراین، روند مورد اشاره براي مقایسه مقادیر 
  
- نسبت به جدایه Galleria mellonellaکشندگی لاروهاي سن آخر -هاي تجزیه پروبیت غلظتواکنش -1جدول 

  .Metarhizium anisopliaeقارچ  TT1و جدایه   Beauveria bassianaقارچ KA75و  JS1 ،JS2هاي 
Table 1. Probit analysis of concentration-mortality responses of Galleria mellonella last instar larvae 
to JS1, JS2 and KA75 isolates of Beauveria bassiana and TT1 isolate of Metarhizium anisopliae. 

Isolates LC50 (95% CL) 
(× 105 conidia/ml) Slope ± SE χ2* 

(df=5) RA# (%) SIFC
& 

JS1 20.61 (14.96 – 29.51) 1.45 ± 0.17 4.06 0.00 18.56 
JS2 8.43 (2.61 – 40.18) 0.79 ± 0.12 11.59  59.10 20.12 
KA75 9.88 (2.56 – 15.81) 0.99 ± 0.14 2.84 52.06 19.80 
TT1 1.79 (1.30 – 24.38) 1.59 ± 0.18 2.70 91.32 23.16 

*All lines are insignificant at P < 0.05; #Relative activity; &Slope intervention factor for concentration. 
  

ها که همه جدایهجاییآمد، ولی از آن روز به دست TT1 ،95/4براي جدایه  50LTترین مقدار هرچند کم
). با 2دار در نظر گرفته شدند (جدول غیرمعنی ،هاداشتند، لذا این اختلاف TT1) با جدایه %95پوشانی کاملی (هم

بود. با  TT1درصد مربوط به جدایه  49/10با مقدار  (%RSK)این حال، بالاترین درصد سرعت نسبی کشندگی 
ها تغییري نیافت و روند موجود در سرعت نسبی کشندگی جدایه T(SIF(ب در زمان محاسبه ضریب تداخل شی

ترین مقدار عددي ترین مقدار عددي را به خود اختصاص داد. در این آزمایش بیشبیش TT1چنان جدایه هم
50LT  براي جدایهJS1  2به دست آمد (جدول.(  
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- نسبت به جدایه Galleria mellonellaکشندگی لاروهاي سن آخر -هاي تجزیه پروبیت زمانواکنش -2جدول 

  .Metarhizium anisopliaeقارچ  TT1و جدایه   Beauveria bassianaقارچ KA75و  JS1 ،JS2هاي 
Table 2. Probit analysis of time-mortality responses of Galleria mellonella last instar larvae to JS1, JS2 
and KA75 isolates of Beauveria bassiana and TT1 isolate of Metarhizium anisopliae. 

Isolates LT50 (95% CL) 
(days) Slope ± SE χ2* 

(df=5) RSK# (%) SIFT
& 

JS1 5.53 (5.20 – 5.89) 10.21 ± 1.56 1.53 0.00 16.24 
JS2 5.50 (5.17 – 5.86) 10.22 ± 1.60 5.35  0.54 16.32 
KA75 5.49 (5.16 – 5.84) 10.23 ± 1.60 3.14 0.72 16.35 
TT1 4.95 (4.70 – 5.08) 15.34 ± 2.25 0.95 10.49 17.10 

Concentration used for the LT50 calculations was 1×106 conidia/ml; *All lines are insignificant at P < 
0.05; #Relative speed of kill; &Slope intervention factor for time. 
 

  سنجی بید آرد زیست
 50LCترین میزان نسبت به لاروهاي سن چهارم بید آرد با کم JS2هاي مورد بررسی، جدایه در بین جدایه

چنین، ). هم3(جدول ترین جدایه روي این آفت شناخته شد به عنوان زهرآگین لیترکنیدي/میلی 09/1×510معادل 
ها این جدایه، اختلاف بین آن با دیگر جدایه 50LCهاي پایین و بالاي ) کرانه%95پوشانی (بر اساس عدم هم

به عنوان مبناي محاسبات درصد  لیتر)کنیدي/میلی 50LC )510×97/8ترین مقدار با بیش JS1دار بود. جدایه معنی
درصد بالاترین  85/87با  JS2رم این آفت درنظر گرفته شد. جدایه روي لاروهاي سن چها (%RA)فعالیت نسبی 

). هرچند مقادیر ضرایب تداخل شیب در غلظت 3را به خود اختصاص داد (جدول  (%RA)درصد فعالیت نسبی 
)C(SIF،  50تغییراتی جزیی در روند زهرآگینی نسبت به مقادیر خالصLC  نشان داد، ولی جدایهJS2 چنان با هم

  ترین مقدار در جایگاه اول قرار گرفت. بیش
  
نسبت به  Ephestia kuehniellaکشندگی لاروهاي سن چهارم -هاي تجزیه پروبیت غلظتواکنش -3جدول 

  .Metarhizium anisopliaeقارچ  TT1و جدایه   Beauveria bassianaقارچ KA75و  JS1 ،JS2هاي جدایه
Table 3. Probit analysis of concentration-mortality responses of Ephestia kuehniella fourth instar larvae 
to JS1, JS2 and KA75 isolates of Beauveria bassiana and TT1 isolate of Metarhizium anisopliae. 

Isolates LC50 (95% CL) 
(× 105 conidia/ml) Slope ± SE χ2* 

(df=5) RA# (%) SIFC
& 

JS1 8.97 (5.51 – 14.59) 0.90 ± 0.11 6.31 0.00 16.65 
JS2 1.09 (0.57 – 1.84) 0.75 ± 0.11 0.75  87.85 19.70 
KA75 8.11 (4.56 – 13.12) 0.82 ± 0.12 5.51 9.59 16.78 
TT1 8.53 (5.27 – 14.49) 0.88 ± 0.10 1.49 4.91 16.71 

*All lines are insignificant at P < 0.05; #Relative activity; &Slope intervention factor for concentration. 
 

هاي کاربردي علیه لاروهاي سن چهارم کشندگی جدایه-هاي زمانبر اساس نتایج تجزیه پروبیت واکنش
هاي جایی که، کرانه). از آن4اختصاص داشت (جدول  JS2روز به جدایه  71/3با  50LTترین میزان بید آرد، کم

آن با سایر  50LTپوشانی نداشت، بنابراین، اختلاف بین مقدار ها هماین جدایه با سایر جدایه 50LTپایین و بالاي 
درصد به این  24/28ترین میزان سرعت نسبی کشندگی با چنین، بیشدار در نظر گرفته شد. هممعنی ،هاجدایه
) نیز براي همین جدایه به دست آمد. روند 65/24ه اختصاص داشت. بالاترین ضریب تداخل شیب در زمان (جدای

هاي بیمارگر بود، بنابراین، هاي مورد ارزیابی قارچجدایه 50LTکاملا مشابه تغییرات مقادیر خالص  TSIFتغییرات 
ترین ). با این حال، بیش4قابل استناد بودند (جدول  در این آزمایش نیز 50LTاین روند تغییرات براي مقایسه مقادیر 

  روز بود. 17/5با  JS1مربوط به جدایه  50LTمقدار عددي 
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- نسبت به جدایه Ephestia kuehniellaکشندگی لاروهاي سن چهارم -هاي تجزیه پروبیت زمانواکنش -4جدول 

  .Metarhizium anisopliaeقارچ  TT1و جدایه   Beauveria bassianaقارچ KA75و  JS1 ،JS2هاي 
Table 4. Probit analysis of time-mortality responses of Ephestia kuehniella fourth instar larvae to JS1, 
JS2 and KA75 isolates of Beauveria bassiana and TT1 isolate of Metarhizium anisopliae. 

Isolates LT50 (95% CL) 
(days) Slope ± SE χ2* 

(df=5) RSK# (%) SIFT
& 

JS1 5.17 (4.88 – 5.48) 9.20 ± 1.17 1.66 0.00 17.56 
JS2 3.71 (3.45 – 3.96) 8.55 ± 1.00 1.90  28.24 24.65 
KA75 4.93 (4.65 – 5.22) 9.61 ± 1.20 2.09 4.64 18.34 
TT1 5.14 (4.82 – 5.49) 7.86 ± 1.03 0.38 0.58 17.93 

Concentration used for the LT50 calculations was 1×107 conidia/ml; *All lines are insignificant at P < 
0.05; #Relative speed of kill; &Slope intervention factor for time. 
 

  هاي قارچیهاي زیستی جدایهشاخص
 = F = 20.00; df)هاي مورد مطالعه از نظر میزان رشد رویشی بین جدایه ،بر اساس نتایج به دست آمده

3,20; P < 0.0001)  1(شکلA- ،(زایی کنیدي(F = 207.35; df = 3,20; P < 0.0001)  شکل)1B- درصد ،(
 = F = 8.85; df = 3,20; P)گریزي ) و خاصیت آب-1C(شکل  (F = 13.67; df = 3,20; P < 0.0001)زنی جوانه

 = Pr1 (F = 0.80; df = 3,20; Pداري وجود داشت ولی فعالیت آنزیم پروتئاز تفاوت معنی ،)-1D(شکل  (0.043

). بالاترین میزان رشد رویشی مربوط به جدایه -1Eها ایجاد نکرد (شکل داري بین جدایهتفاوت معنی، (0.503
TT1  1دار نشان داد (شکل ها اختلاف معنیمتر بود که با سایر جدایهسانتی 05/7با مقدارA- در مقابل، جدایه .(
JS2 ها نسبت به دیگر جدایهلیتر کنیدي/میلی 11/4×610را با مقدار  کنیدیومترین تولید داري بیشبه طور معنی

ترین اختلاف درصد را نشان دادند اما بیش 80زنی بالاي ها درصد جوانه). هرچند همه جدایه-2Bنشان داد (شکل 
). -1Cدرصد) بود (شکل  45/95(با  KA75درصد) و  100(با  TT1مربوط به دو جدایه زنی جوانهدار معنی

درصد  80به دست آمد و سه جدایه دیگر با بیش از  KA75گریزي در ارتباط با جدایه درصد آبترین چنین کمهم
 ). -1D(شکل دار با یکدیگر بودند فاقد اختلاف معنی ،گریزي کنیدیاییخاصیت آب
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زایی کنیدي (B)متر)، رشد رویشی (سانتی (A)زیستی: هاي خطاي معیار) شاخص ±(میانگین  -1شکل 

 Pr1فعالیت آنزیم  (E)گریزي (%) و خاصیت آب (D)ها (%)، زنی کنیدیومجوانه (C)لیتر)، (کنیدي/میلی
(μmol/ml/min)هاي ، جدایهJS1 ،JS2 وKA75  قارچBeauveria bassiana   و جدایهTT1  قارچMetarhizium 

anisopliae  با استفاده از آزمونHSD   توکی(P < 0.05) ،غلظت مورد استفاده براي ارزیابی میزان رشد رویشی .
- کنیدي/میلی 1×710و  1×610، 3×610، 3×610گریزي نسبی به ترتیب زنی و خاصیت آبزایی، درصد جوانهکنیدي

  لیتر بود.
Fig. 1. Mean (±SE) values of biological indices: (A) vegetative growth (cm), (B) conidiogenesis (co-
nidia/ml), (C) conidial germination (%), (D) hydrophobicity (%), and (E) Pr1 enzyme activity 
(μmol/ml/min), of JS1, JS2 and KA75 isolates of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae TT1 
isolate, separated using Tukey’s HSD test (P < 0.05). Concentration used for evaluation of fungal veg-
etative growth, conidiogenesis, conidial germination and relative hydrophobicity were 3×106, 3×106, 
1×106 and 1×107 conidia/ml, respectively. 

  
  بحث

  روي لاروهاي سن آخر M. anisopliaeو  B. bassianaهاي هر دو گونه از نظر کشندگی بین جدایه
 G. mellonella ۀاختلافی مشاهده نشد، اما جدای TT1 دیگر از قارچ  ۀدر مقایسه با سه جدایB. bassiana  فعالیت

 هاي مذکور روي لاروهاي سنزایی جدایهاین حال، ارزیابی قدرت بیماريتري نشان داد. با نسبی کشندگی بیش
 JS2 ۀکه، جدایها بود؛ به طوريدار بین زهرآگینی این جدایهحاکی از وجود اختلاف معنی E. kuehniellaچهارم 



  هاي بیمارگر حشراتهاي زیستی و زهرآگینی قارچارزیابی شاخصو همکاران: سلیمانی   292
 

 

پوشانی ها همرا به خود اختصاص داد اما سایر جدایه 50LCترین میزان داري کمبه طور معنی B. bassianaقارچ 
اي هها روي دو میزبان متفاوت نشان داد که عملکرد قارچزیادي با یکدیگر داشتند. مقایسه کشندگی این جدایه

اي هتواند بسته به نوع حشره میزبان متفاوت باشد. این اختلاف در میزان زهرآگینی جدایهبیمارگر حشرات می
ر دمورد توجه مطالعات پیشین نیز بوده است.  ،مختلفهاي هاي بیمارگر حشرات روي میزبانمختلف قارچ

 .Mو  B. bassianaهاي از قارچ ۀجدای 10براي بررسی میزان زهرآگینی  Faraji et al. (2013)آزمایشی که توسط 

anisopliae روي لاروهاي سن سوم )ایران( هاي منطقه مراغهآوري شده از خاكجمع ،E. kuehniella  انجام
 et al.Velasco -Rios (2014)داري براي هر دو قارچ مشاهده شد. اختلاف معنی 50LTو  50LCگرفت، بین مقادیر 

، را روي سه گونه آفت گیاه M. anisopliaeو  B. bassianaقارچ بیمارگر حشرات،  گونهزایی دو اثر بیماري
 Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)، Bactericera cockerelli (Hemiptera: Triozidae)فرنگی، گوجه

- ، مورد بررسی قرار دادند. تفاوت زهرآگینی بین قارچFrankliniella occidentalis (Thysanoptera: Thripidae)و 

  برابر متغیر بود. 4تا  1هاي بیمارگر روي آفات مذکور از 
ی هاي زیستي ارتباطات موجود بین ویژگیهاي بیمارگر حشرات در جستجوگروهی از مطالعات روي قارچ

هاي مختلف صورت گرفته است. در ها روي میزبانزایی و زهرآگینی آنها با میزان بیمارياین میکروارگانیسم
ی ایجاد توانای ،زنی و رشد رویشی بالاقدرت جوانه با ییهاجدایهها این موضوع به اثبات رسیده است که بررسی
 Fuxa, 1987; Hajek & St Leger, 1994 .(Samuels et al. (1989)( دارندنیزتر عفونت موثر علیه حشرات را سریع

 Nilaparvataروي زنجرك با زهرآگینی بالاتر  M. anisopliaeزنی و رشد رویشی سریع قارچ نشان دادند که جوانه

lugens  .در ارتباط استLiu et al. (2003) هاي هاي مورفولوژیک و فیزیولوژیک قارچنیز در بررسی ویژگیB. 

bassiana  وM. anisopliae براي مدیریت سن(Palisot de Beauvois, 1818) Lygus lineolaris  به این نتیجه
زنی و هاي با سرعت جوانهتري داشتند و جدایهزایی بیشکنیدي ،تربزرگ هاي با اندازه کنیدیومرسیدند که جدایه

هاي مختلف تر بودند. اما این موضوع در گونهزهرآگین L. lineolarisسن دوم  ةپور، روي لارشد رویشی با
هاي با جدایه ،Nomuraea rileyiکه در قارچ طوريهاي بیمارگر حشرات یکسان گزارش نشده است، بهقارچ

  . )Boucias & Pendland, 1984( تر بودندزهرآگین Noctuidaeزنی کندتر علیه لاروهایی از خانواده جوانه
 TT1هاي بیمارگر، میزان رشد رویشی جدایه هاي زیستی مورد بررسی قارچبا نگاهی به تغییرات شاخص

چنین، ). هم-1Aها بود (شکل تر از سایر جدایهداري بیشبا اختلاف معنی PDAدر ظروف پتري و روي محیط 
ها به دست آمد که این تر از سایر جدایهکم lonellaG. melاین جدایه روي لاروهاي سن آخر  50LCمقدار عددي 
تواند نشانگر نوعی ارتباط با میزان رشد رویشی زیاد این جدایه در نظر گرفته شود. با این حال، موضوع می

- با اختلاف معنی JS2متفاوت بود و این بار جدایه  E. kuehniellaوضعیت بیماریزایی این جدایه روي لاروهاي 

ارتباطی  فرآیند ،ترین جدایه روي این آفت شناخته شد. به عبارتی، تفاوت در نوع میزبانعنوان زهرآگینداري به 
خوش تغییر نمود. وضعیت هاي قارچی را دستمحتمل بین شاخص رشد رویشی و میزان زهرآگینی جدایه

ترین میزان آزمایش، بیشهاي مورد بررسی نیز مشاهده گردید. در این زایی قارچمشابهی براي میزان کنیدي
داري با بقیه ثبت شد که اختلاف معنی JS2لیتر از سوسپانسیون قارچی براي جدایه زایی به ازاي هر میلیکنیدي
این شاخص و قدرت زهرآگینی بالاي آن در بین ن بود بالا ). وجود ارتباط مستقیم بین-1Bل ها داشت (شکجدایه

ش افزای ،چهارم بید آرد قابل توجه است. بدیهی است در شرایط طبیعی ها در خصوص لاروهاي سنسایر جدایه
ها در واحد حجم و سطح هاي آنتر کنیدیومهاي بیمارگر حشرات موجب ازدحام بیشزایی قارچمیزان کنیدي

شده و درنتیجه احتمال برخوردهاي تصادفی و اتصال کنیدیایی با بدن حشرات میزبان نیز افزایش خواهد یافت. 
نیز  TT1زنی جدایه قابل تعمیم است. درصد بالاي جوانه JS2این موضوع در شرایط این بررسی نیز براي جدایه 
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هایی باشد که دلیلی بر فزونی میزان زهرآگینی این جدایه در کاربرد علیه تواند به عنوان یکی دیگر از شاخصمی
 هايگریزي هر یک از جدایهتغییرات خاصیت آب چنین، روندخوار بزرگ است. همپره موملاروهاي سن آخر شب

ترین ). بیش-1Dها روي دو آفت مورد بررسی ارایه نمود (شکل قارچی نیز ارتباط مطمئنی با میزان زهرآگینی آن
نداشت و فقط  JS2و  JS1داري با دو جدایه مشاهده شد که اختلاف معنی TT1گریزي براي جدایه خاصیت آب

داري از سه جدایه مذکور فاصله گرفت. در این بررسی میزان فعالیت پروتئازي با اختلاف معنی KA75جدایه 
  دار بود. ها تقریبا مشابه یکدیگر و بدون اختلاف معنیجدایه Pr1آنزیم 

هاي بیمارگر حشرات روي میزان بیماریزایی هاي زیستی قارچنگاهی به نتایج بالا، نشان داد که اثر شاخص
ها هرچند در بررسی یک گونه میزبانی معین و مشخص قابل استناد است ولی به عنوان یک قاعده گینی آنو زهرآ

- مجموعه ،اي تعمیم داد. به عبارتی، فرآیند بیماریزایی در میزبانهاي حشرهتوان نتایج آن را به همه میزبانکلی نمی

رسد نظر میلازم و ضروري خواهد بود. به زاییها در زمان عفونتاي از عوامل مختلفی است که حدوث آن
عوامل مرتبط با میزبان مانند فیزیولوژي و کوتیکول حشرات و شرایط محیطی ممکن است بر حساسیت میزبان و 

 .Bزهرآگینی قارچ  Rodriguez-Gomez et al. (2009)ها تأثیر بگذارد. درنتیجه میزان زهرآگینی قارچ نسبت به آن

bassiana رات کامل و لاروهايرا روي حش L., 1758 Tenebrio molitor  ومیر درصد مرگ 90بررسی کردند و به
روز دست یافتند. این پژوهشگران  11ومیر در لاروها بعد از درصد مرگ 80روز، و به  6کامل بعد از در حشرات

یت سطح کوتیکول درمراحل مختلف رشدي را به وجود اختلاف در ماه تفاوت در میزان زهرآگینی این قارچ
منی با کامل به کاهش پاسخ ایتر قارچ بیمارگر علیه حشراتحشره نسبت دادند. دلیل دیگر براي زهرآگینی بیش

اي هکامل بخش عمده انرژي براي انجام فعالیتافزایش سن حشره ارتباط داده شده است، چرا که در مرحله حشره
دن) از و کپسوله شاکسیدهاي دفاعی (فعالیت فنلمکانیسم تري برايشود و انرژي کممثلی ذخیره میتولید

  . )Schmid-Hempel, 2005( یابداختصاص می
 ها برتري داشتهها نسبت به سایر شاخصهاي زیستی ممکن است عملکرد بعضی از آندر بین شاخص

ت قارچی براي ایجاد عفونباشد. به عنوان مثال، موضوع چسبندگی کنیدي به کوتیکول ازجمله عوامل موثر و اولیه 
بت تواند به تنهایی نقش موثرتري نسگریزي کنیدیوم بستگی دارد. لذا این شاخص میاست و عمدتاً به میزان آب

هاي در بررسی ویژگی Hussain et al. (2010)هاي بیمارگر ایفا نماید. ها در بیماریزایی قارچبه سایر شاخص
و خاصیت  Pr1زنی کنیدیوم مستقل از فعالیت آنزیم نشان دادند که جوانه B. bassianaکننده زهرآگینی قارچ تعیین

گریزي ترین مقدار آبزنی و کمترین میزان جوانهبا بیش B8465ها مشاهده کردند که جدایه گریزي است. آنآب
شد. به  Rhynchophorus ferrugineus (Olivier, 1790)تري در لاروومیر کممنجر به مرگ Pr1و فعالیت آنزیم 

ر زنی کنیدیوم به تنهایی در عملکرد قارچ بیمارگر حشرات موثاین ترتیب این پژوهشگران نتیجه گرفتند که جوانه
چنین، این پژوهشگران تفاوت در رشد میزبان، عفونی شدن آن و دفاع میزبان را در درجه اول به نیست. هم

بت کننده کوتیکول نسهاي تخریبزنی و فعالیت پروتئازانهگریزي، جوزایی قارچ شامل آبهاي بیماريویژگی
گریزي و فعالیت پروتئازي چون خاصیت آبهاي بالایی همدادند. با این حال در پژوهش مذکور، وجود شاخص

مرتبط دانستند. در پژوهش حاضر نیز مشخص شد که  B8463تر را به زهرآگینی بالاي جدایه دیگري با نام بیش
نشان داد،  in vitroتري را در شرایط زایی بیشگریزي بالایی به همراه میزان کنیديخاصیت آب ،ايههرگاه جدای

ها بود. این شرایط براي هر دو جدایه زهرآگین تر از سایر جدایهمیزان زهرآگینی آن جدایه روي حشرات نیز بیش
  ) مشاهده گردید.B. bassianaقارچ  JS2و جدایه  M . anisopliaeقارچ  TT1این پژوهش (جدایه 
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هاي بیمارگر حشرات ممکن است تا حدودي ناشی نشان داده شده است که کاهش میزان زهرآگینی قارچ
 ,.St Leger et al( هاي مناسب براي تسهیل نفوذ در کوتیکول میزبان باشدهایی فاقد آنزیمومکنیدیاز حضور 

 غذایی مورد نیاز یابی به موادممکن است راهی براي دستوم کنیدیهاي آنزیمی موجود در سطح فعالیت ).1986
نی زچنین باعث تغییرات اولیه در سطح کوتیکول میزبان پیش از جوانهوم فراهم نمایند و همکنیدیزنی براي جوانه

تایج ا نتر در میزبان خواهد شد اممیزان فعالیت آنزیمی بالا منجر به آلودگی سریع. )St Leger et al., 1991( شوند
و زهرآگینی قارچ نشان نداد. این موضوع به احتمال زیاد در  Pr1پژوهش حاضر ارتباطی بین میزان فعالیت آنزیم 

هاي خود به این در آزمایش Shah et al. (2007)چه است. چنان PDAکشت در محیط هاي متوالیارتباط با کشت
و  ومهاي سطحی کنیدییجاد تغییرات سریع در ویژگیهاي متوالی و مکرر باعث انتیجه رسیدند که تهیه کشت

ها پس از سومین ومگریزي کنیدیچنین دریافتند چسبندگی و آبشود. هممی M. anisopliaeزهرآگینی قارچ 
 چنان کاهشهاي مکرر همدهد، در حالی که فعالیت آنزیمی با کشتکشت، دیگر ثابت مانده و کاهش نشان نمی

طوري که دارد، به in vitroو  in vivoدر حالت  ومفعالیت آنزیمی بستگی به شرایط تولید کنیدییابد. میزان این می
دهند. این موضوع سطوح بالاتري از میزان فعالیت آنزیمی را نشان می in vivoهاي تولید شده در شرایط ومکنیدی

آگین زهر ومبراي رشد و تولید کنیدیتري را تر و مناسبمواد مغذي بیش ،به این معنی است که حشره میزبان
هاي تولید شده روي اجساد حشرات از سطح بالاتري ومکنیدیدر حقیقت  ).Hussain et al., 2010(کند فراهم می

رچی هاي قاوم سویهکنیدیبرخوردار هستند. مطالعه دیگري در این زمینه نشان داد زهرآگینی  Pr1از فعالیت آنزیمی 
 :Lymantria dispar (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera  باف ناجورپره ابریشمرو شبپس از عبور از بدن لا

Erebidae, Lymantriinae) سازي مجدد آن بهبود یافته استو آلوده )Hajek et al., 1990 .( ،در مقابل Golo et 

al. (2015)  میزان فعالیت آنزیمPr1  قارچM. anisopliae هاي تولید شده روي اجساد کنه و روي در کنیدیوم
هاي تولید شده روي اجساد گیري کردند و مشاهده نمودند که فعالیت آنزیمی در کنیدیوماندازهمحیط کشت را 

 Mascarin et al. (2013)هاي تولید شده روي محیط کشت بود. تر از فعالیت آنزیمی در کنیدیومها نه برابر بیشکنه
 و  B. bassiana هاي ها ارتباطی با زهرآگینی قارچگریزي سطح کنیدیومیت آنزیمی و آبنشان دادند که فعال

Isaria fumosorosea  .علیه سفیدبالک پنبه نداشت  
هاي مختلف حشرات نسبت به یک گونه مشخص قارچی هنوز به طور کامل تنوع در میزان حساسیت گونه

اي ههاي بیمارگر حشرات موجب بروز واکنشر نسبت به قارچتحساسیت کم). Keyhani, 2018( تبیین نشده است
گردد. علت این امر به عوامل متعددي ازجمله فعالیت هاي مختلف حشرات میمتفاوتی از زهرآگینی روي گونه

زنی، تشکیل ساختارهاي نفوذي کوتیکول، قدرت اتصال و چسبندگی کنیدي، سرعت جوانهروآنزیمی سطح 
 Lewis et al., 2009; Wanchoo et( شودپرسوریوم و غیره نسبت داده میآلوله تندش و  مناسب و کارآمد نظیر

al., 2009; Pedrini et al., 2010; Rella et al., 2016.(  اما گروهی از پژوهشگران دلیل عمده آن را وجود تغییر در
). Gutierrez et al., 2015( دانندهاي مختلف حشرات میکوتیکول به ویژه ترکیبات چربی در گونهروترکیبات 

- ی روي گونهانتخابهاي لیپیدي برگرفته از کوتیکول برخی از حشرات، فعالیت ضدمیکروبی و ضدقارچی عصاره

مشخص روي  تفاوت در زهرآگینی یک گونه قارچ بیمارگر اند. در توجیهشرات را نشان دادههاي مختلف ح
در زمینه  ).Golebiowski et al., 2014, 2015( ورت گرفته استمطالعات مختلفی ص هاي مختلف حشرات،گونه

چنین سو و همهاي حشرات از یکدروکربناکسیداز کوتیکولی، اسیدهاي چرب و هیبررسی تغییر در سطح فنل
هاي بیمارگر حشرات از سوي زنی و زهرآگینی بالاي قارچمثبت بین شاخص سرعت جوانه وجود همبستگی

- با سرعت جوانه M. anisopliaeبه عنوان مثال، قارچ ). Raafat et al., 2015( ارایه شده است هاییدیگر، گزارش

که همین قارچ نسبت بود، در حالی L., 1767 Blattella germanicaترین زمان قادر به کشتن گونهزنی بالا در کوتاه
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این امر سبب ). Gutierrez et al., 2015( عملکرد بسیار ضعیفی را نشان داد L., 1758 Blatta orientalisبه گونه
ترکیب  19کم شد اسیدهاي چرب آزاد کوتیکولی این گونه مورد تجزیه و تحلیل بیوشیمیایی قرار گیرد. دست

که، کوتیکولی دو گونه مذکور گزارش شد؛ به طوريروهاي کربنه) در عصاره چربی-24کربنه تا -14مختلف (
ه حاوي ترکیبات منحصر به فردي از جمل تر نسبت به این قارچ،حساسیت کم ونه بابه عنوان گ B. orientalisگونه 

 همولینولئیک، دي)Arachidic( ، آراکیدیک)C-linoleic( لینولئیک-، سی)Myristoleic( اسیدهاي میریستولئیک
)Dihomolinoleic (و بنیک اسید )Behenic acid (بود )Gutierrez et al., 2015 .( دلیل حساسیت  ،پژوهشگراناین

کوتیکول این حشره دانستند که موجب کاهش روتر گونه دوم را وجود اسیدهاي چرب مذکور در ساختمان کم
بنابراین، به منظور فراهم نمودن درك بهتري از رفتار و فعالیت زیستی زنی و تندش قارچ بیمارگر شده است. جوانه
- هاي بیماريهاي مختلف باید دلایل مغایرتمارگر حشرات روي میزبانهاي بیهاي مختلف قارچها و جدایهگونه

چون عوامل مربوط به میزبان، عامل بیمارگر، تاثیر زیرنهشت و هاي متعددي همها از جنبهزایی و زهرآگینی آن
  عوامل محیطی مورد ارزیابی قرار بگیرند.

- نیديکداري در میزان رشد رویشی، ختلاف معنیطور که نتایج نشان دادند، اگیري کلی همانبه عنوان نتیجه

 B. bassianaهاي مورد بررسی از دو گونه قارچ گریزي بین جدایهها و خاصیت آبومکنیدیزنی زایی، درصد جوانه
هاي مورد داري بین جدایهتفاوت معنی ،Pr1مشاهده شد. اما از نظر فعالیت آنزیمی پروتئازي  M. anisopliaeو 

 خوار بزرگ مربوط به جدایهپره مومترین میزان زهرآگینی روي لاروهاي سن آخر شبوجود نداشت. بیشارزیابی 
TT1 پره آرد توسط جدایه و روي لاروهاي سن چهارم شبJS2 هاي مورد ارزیابی به دست آمد. در بین شاخص

مراه بود، آن جدایه میزان زهرآگینی زایی بالایی هاي با میزان کنیديگریزي جدایهقارچی، هرگاه میزان خاصیت آب
اي ههاي قارچی و گونهقابلیت تعمیم براي همه جدایه ،تري را نیز روي حشرات ایجاد نمود، اما این ویژگیبیش

 .M هیمیزبان مورد ارزیابی قرار بگیرد. با این حال، دو جدا-میزبانی را نداشته و باید براي هر نوع ارتباط قارچ

anisopliae TT1 و B. bassiana JS2 هاي مورد بررسیبا داشتن پتانسیل کشندگی بالا نسبت به سایر جدایه 
  هاي مهار زیستی آفات گیاهی دارند.گیري در برنامهتري براي بهرهکارآیی بیش

 
  سپاسگزاري

 نگارندگانشناسی کشاورزي نویسنده اول بوده و ارشد رشته حشرهنامۀ کارشناسیبخشی از پایان پژوهشاین 
پژوهش و فناوري دانشگاه شهید مدنی محترم معاونت هاي مادي و معنوي دانند که از حمایتبر خود وظیفه می

  قدردانی نمایند.آذربایجان تشکر و 
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