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Y Evaluation of asexual Wolbachia-infected Trichogramma brassicae
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Fig. 1. Release point of thelytokous asexual (A) and bisexual (B & CB) populations of Trichogramma brassicae (red arrow) and mounted bait

cards containing egg masses of grain moth (yellow arrows) on corn plants in greenhouse assesment.

58]
CB1 |3 B1 Al NI 250
20 m
B2 C2 CB2 [153m | A2
5
A3 CB3 Cc3 B3
c4 A4 B 4 CB 4

LWy 8L & 03911 iS5 Y A LG as e udailnﬂ oo )S > Trichogramma brassicae y455 $bcures Silolay oo asds —Y IS
.(Control) sali :C 5 (Cured Bisexual) &uy)ug] b oads jlog w93 Curer (CB ((Bisexual) b owingd Cuzos B (Asexual)

Fig. 2. Release map of the Trichogramma brassicae populations in the corn field experimental plots. A: asexual Wolbachia-associated, B:
natural bisexual, CB: cured bisexual, C: Control.
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Table 1. Parasitism rate of thelytokous asexual (A) and bisexual (B & CB) populations of Trichogramma brassicae in 48 hours on 14 corn
plants in greenhouse condition (M%SE).

Population Sex Ratio No. of parasitized No. of parasitized No. of parasitized bait No. of parasitized bait
(Line) (Female/Total egg/one female wasp egg/100 released card/one female wasp card/100 released wasps
) wasps
A 1 4.267%0.48"s 426.60* 0.0757£0.0010s 7.57%
B 0.662 3.888+0.44 257.38b 0.0680%0.004 4.50b
CB 0.662 5.232%0.69 346.222b 0.0751%0.001 4.97b

Means followed by the same letters within a column are not significantly different by Tukey's test (P<0.05).

ns: nonsignificant. A: asexual Wolbachia-associated, B: natural bisexual, CB: cured bisexual.

L
2.6+0.40 3.0+0.00 3.0+0.00 18.48+6.60 21.18+7.51 24.72+4.48
22030 2.420.15 2203 14.484.68 13.5624.00 13.72+4.47
2.4+0.24 2.6+0.24 2.8+0.20 25.62+7.21 19.88+3.65 28.58+7.38
2.8+0.2 3.0+0.00 3.0+0.0 22.68+4.79 26.18+2.62 31.66+3.58
2.4+0.4 2.6£0.24 3.0+0.0 23.50+5.45 28.64+4.83 32.02+7.19
3.0£0.0 3.0£0.00 2.8+0.2 25.86+3.79 37.88+3.09 37.50+£6.31
3.0+0.00 A 3.0+0.0 30.54+3.81 A 37.80+4.79
Release . B Release

2.6+0.24 Point 2.8+0.2 24.10+5.78 B point 30.22+6.41
3.0+0.00 cB 3.0£0.0 30.50+3.11 cB 46.22+7.96
3.040.0 2.8£0.2 3.0:0.0 24.98+5.51 34.56+3.28 34.30+4.79
2.8+0.2 2.8+0.2 2.8+0.2 28.46+2.69 32.62+5.06 32.34+4.87
2.0+0.0 3.0+0.0 2.8+0.2 34.38+5.71 45.82+3.12 40.36=6.40

£ £

5 5

o o

o o
2.8+0.2 2.8+0.2 2.8+0.2 21.78+5.07 29.94:6.82 21.60:£5.00
3.00.0 24204 2202 21.54+3.34 26.73+8.61 24.06+3.61
2.8+0.2 3.0+0.0 2.8+0.2 29.46+4.92 34.26+7.39 29.08+7.55

P > >
50 cm 50 cm

1955 03 loyd owingd g (b i 93 djodle win ST Cunen dw (Gilul) I Jols 459 diwd g 655 maasjl)b JESTy oges =Y JSWS
4 o)l eSS Y o ed (gilwlay o3l jo0; lus (ke + SE) WS Loty )3 <> wie VY (g9 el YA e o Trichogramma brassicae
&) sl PBC DYO/Y + YIS (CB) Saigm ] b oddsloys suizgd 5 OVFA + Y/Y :(B) Lanb owivgd clacumes OYS + 0/ (A) (oS,

A3l 050 2las PE w0l Cojlyl desb

Fig. 3. Distribution of parasitized eggs and egg batches by thelytokous asexual (A) and bisexual populations of Trichogramma brassicae (B &
CB) in 48 hours on 14 corn plants in greenhouse condition (MESE). Number of released female wasp: A= 536 = 5.9, B= 534.9 £ 3.3,
CB= 535.2 £ 2.6. PBC: No. of parasitized bait card, PE: No. of parasitized egg.
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Table 2. Parasitism rate of thelytokous asexual (A), natural bisexual (B), and cured bisexual (CB) populations of Trichogramma brassicae
in the corn field of Dashte Naz Agriculture Co. whitin 24 hours for different release dates (MESE).

Treatments
Release Date A B CB C
29 July PBC 1484031 1.27+0.20 1.6920.19 1.05%0.21
PE 2.86+1.2308 2.90+1.05 4.80%1.54 1.40%0.56
25 Aug. PBC 24740207 1.24%0.38 2.27+0.72 1.37+0.34
PE 11.60+1.3005 4.18%2.30 11.00+4.33 5.58+1.70
2 Sept. PBC 1.40£0.40%b 2.00£0.582 0.8310.12P 0.70%0.00P
PE 5.17+2.60b 8.60+2.702 2.19+1.50%0 0.70+0.00>
10 Sept. PBC 2.28+0.052 2.17+0.582 2.0610.292 0.9940.29b
PE 9.46+0.422 9.50+3.092 8.60+1.50 2.60+1.95b
19 Sept. PBC 2.00+0.112 1.05+0.21P 1.14+0.25P 1.10£0.30b
PE 7.27+0.52 2.10£0.83b 2.32+0.93b 2.80+1.22b
Total Mean PBC 1.94+0.212 1.56+0.392 1.60%0.312 1.32+0.13b
PE 7.26+1.208 5.46+1.992 5.82+1.968 2.46+0.99b

Means followed by the same letters within a row are not significantly different by Tukey's test (P<0.05).
ns: nonsignificant. A: asexual Wolbachia-associated, B: natural bisexual, CB: cured bisexual population, C: Control. PBC: No. of parasitized bait card,
PE: No. of parasitized egg.
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Abstract

In some Trichogramma species, parthenogenesis is mostly induced by intracellular symbiotic Wolbachia bacteria. Populations of this egg
parasitoid wasp that produce more female progeny can potentially have higher fitness. After finding a thelytokous Wolbachia-infected
native strain of Trichogramma brassicae, a study was conducted to evaluate its parasitism rate and foraging efficiency in the greenhouse and
field conditions. Treatments included a Wo/lbachia-associated thelytokous T. brassicae strain (A), an uninfected natural bisexual population
(B), and an antibiotic-cured bisexual population (CB). Results of the equal female wasps’ releases revealed no significant difference
among the three populations regarding their dispersal ability, mean parasitized eggs (PE) and parasitized bait cards (PBC) per female on
forage corn (SC704) in greenhouse condition. However, when equal wasp individuals were released (e.g. 100 individual wasps including
males in the bisexual populations), the number of mean parasitized egg batches by asexual line (7.57 PBC) was significantly higher
compared with that in B and CB bisexual populations (4.50 and 4.97 PBC, respectively). Similatly, in the corn field condition, the highest
number of parasitized bait cards and parasitized egg numbers belonged to asexual wasp (A) (1.94+0.21 PBC and 7.26+1.2 PE/female)
compated with those in B (1.5620.39 PBC and 5.461+1.99 PE/female), and CB (1.6+£0.3 PBC and 5.82 + 1.96 PE/female) bisexual
populations. In general, it can be concluded that the use of an asexual Wolbachia-infected line of T. brassicae can increase the efficiency of
this biological control agent at the field level in addition to reducing mass production costs.
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	چکیده: برخي از گونه‏هاي زنبور تريكوگراما، داراي نوعي همزيستي با باكتري Wolbachia هستند كه باعث القاء بكرماده‏زايي در آنها مي‏شود. جمعیت‌هایی از این زنبور پارازیتوئید تخم آفات که نتاج ماده بیشتری تولید می‌کنند، می‌توانند بالقوه از توان بالاتری برخوردار باشند. پس از شناسايي يك جمعيت بومی آلوده به باکتری ولباکیا در زنبور Trichogramma brassicae، بررسي‏هايي به منظور ارزیابی توانایی‌های جمعيت تك‏جنسي آلوده به باكتري (A) در قیاس با جمعيت‏هاي دوجنسي طبيعي (B) و تغذيه شده با آنتي‏بيوتيك (CB) این گونه در شرایط گلخانه و مزرعه انجام شد. مقايسه‎‏ قدرت پراکنش و پارازيتيسم جمعيت‏‏هاي تك‏جنسي و دوجنسي طبيعي روي ذرت علوفه‌ای (SC704) در شرايط گلخانه نشان داد كه از نظر میانگین تعداد تخم و دسته تخم پارازيته به ازاء يك زنبور ماده، تفاوت معني‏داري بين جمعيت‏‏هاي مورد آزمايش وجود ندارد. اما با رهاسازي تعداد مساوی زنبور از هر جمعیت (100 عدد زنبور شامل افراد نر در جمعيت دوجنسي)، تعداد دسته تخم پارازيت شده توسط زنبور تك‏جنسي (57/7 عدد) بيشتر از جمعیت‌های دوجنسي (50/4 و 97/4) برآورد شد. در شرايط مزرعه ذرت نيز با وجود معني‏دار نبودن تفاوت بين سه جمعيت مورد نظر، بيشترين تعداد دسته تخم و تخم‏هاي پارازيت شده از رهاسازي زنبور ماده‏زاي تك‏جنسي (A) به ميزان 21/0±94/1 دسته تخم، 2/1±26/7 تخم پارازيته و در دو جمعیت دیگر (B و CB) به ترتیب 39/0±56/1، 99/1±46/5  و 31/0±6/1، 96/1±82/5  به دست آمد. در مجموع چنين نتيجهگيري مي‎‏شود كه استفاده از اين لاين تك‏جنسي زنبور T. brassicae، مي‏تواند علاوه بر كاهش هزينه‏هاي توليد، عملکرد این عامل كنترل بيولوژيك را در سطح مزرعه افزایش دهد. 
	واژههاي كلیدي: جمعيت ماده‏زا، تریکوگراما، باکتری ولباکیا، پارازیتیسم، پراکنش، ذرت
	Citation: Farrokhi, S., Dadpour Moghanloo, H., Shirazi, J. & Attaran, M. R. (2023) Evaluation of asexual Wolbachia-infected Trichogramma brassicae performance in greenhouse and field conditions. J. Entomol. Soc. Iran 43 (1), 1-10. 
	مقدمه
	باکتري Wolbachia در تعداد زیادی از گونه‌های زنبور تريکوگراما به عنوان عامل القاء بکرماده‌زايي (Thelytokous Parthenogenesis Inducing: PI) شناخته‌ شده است (Stouthamer et al., 1990). غير از اين حالت، تنها در گونه‏ Trichogramma cacoeciae (Marchal) است که ماده‏‏زايي منشأ ژنتيکي داشته، نرها بسيار نادر بوده و حتي با پرورش افراد ماده در دماي بالا و يا استفاده از آنتي‏بيوتيک، توليد مثل آنها به حالت نرزایی (arrhenotoky) تبدیل نمی‌شود (Pinto & Stouthamer, 1994). این باکتری همزيست درون سيتوپلاسمي علاوه بر انتقال عمودی از نسلی به نسل دیگر، ممکن است به‌صورت افقی درون و بين‌گونه‌اي نیز می‌تواند منتقل شود (Stouthamer, 1997؛Huigens et al., 2000 ؛Farrokhi et al., 2010a ). در بين زنبورهاي تريکوگراماي شناخته شده در ايران، Trichogramma brassicae Bezd. به عنوان گونه غالب در کل کشور معرفي شده (Ebrahimi et al., 1998) و مادهزايي در جمعيتهايي از اين گونه بر اثر آلودگي به باکتري ولباکیا (Wolbachia) به اثبات رسيده است (Farrokhi et al., 2012). 
	اهميت و تأثير بسيار زياد انتخاب مؤثرترين گونه يا سوش زنبور تريکوگراما بر ميزان موفقيت آن، به عنوان يک اصل اساسي در کنترل بيولوژيک پذيرفته شده است (Hassan, 1990؛ Smith, 1996). فرضيه‌هایی نيز مبني بر مزيت‏هاي استفاده از گونه‏‏ها يا جمعيت‏هاي تک‏جنسي زنبورهاي پارازيتوئيد در رهاسازي عليه يک آفت وجود دارد (Aeschlimann, 1990؛ Stouthamer, 1993 & 2003). پژوهش‌هایی که در زمينه بررسي نوع همزيستي باکتري و اثرات آن روي شايستگي (fitness) ميزبان صورت گرفته‏، حاکي از اثرات بسيار متفاوت اين باکتري روي توليد مثل زنبورهاي تريکوگراما مي‏باشد. در بيشتر موارد، به ويژه در جمعيت‏هاي مختلط (mixed) اثر منفي و يا بيتأثير بودن اين نوع همزيستي گزارش شده‏‎ است. همچنين گزارش‏هايي نيز در مورد گونه‏‏هاي کاملاً آلوده مبني بر اثرات مثبت Wolbachia روي ميزان باروري، طول‏عمر در شرايط عدم حضور ميزبان، درصد خروج، قدرت پراکنش در شرايط گلخانه و نرخ پارازيتيسم وجود دارد (اقتباس از: Pintureau et al. (2002) و Farrokhi (2010)).    
	بهترين و عملي‏ترين روش براي ارزيابي اثر آلودگي باکتري Wolbachia بر توليد نتاج و ميزان باروري ميزبان، حذف نمودن باکتري از جمعيت و ايجاد لاينی عاري از آلودگي است. گر چه به دليل اثرات جانبي آنتي بيوتيک و حتي پرورش در دماهاي بالا، دقيق‏ترين شيوه مقايسه پتانسيل‏هاي مختلف زيستي يک جمعيت غيرآلوده و لاين آلوده‏ حاصل از انتقال افقي باکتري به همان جمعيت مي‏باشد. در زمينه‏ مقايسه ويژگي‏هاي زيستي جمعیت‌هاي تریکوگرامای آلوده و غيرآلوده به ولباکیا، بررسي‏هاي نسبتا خوبی در شرايط آزمايشگاهی انجام شده، اما تا پیش از این پژوهشی در شرايط مزرعه در این خصوص انجام نشده بود (Stouthamer & Luck, 1993؛ Silva et al., 2000؛ Hohmann et al., 2001؛ Pintureau et al., 2003؛ Almeida, 2004؛ Huigens et al., 2004؛ Miura & Tagami, 2004؛ Farrokhi, 2010؛ Kishani Farahani et al., 2015). به همین منظور، این پژوهش با هدف تکمیل آزمایش‌های قبلی و مقایسه کارایی جمعیت‌های غیرآلوده و آلوده زنبور Trichogramma brassicae به باکتری، در شرایط گلخانه و مزرعه طراحی و اجرا شد.
	  مواد و روشها
	جمع‌آوری زنبور تریکوگراما و ایجاد جمعیت‌های دوجنسی و تک‌جنسی آلوده به Wolbachia. در این پژوهش از زنبور تریکوگرامای جمعیت بابلسر، که پیش از این جمع‌آوری و به روش ماده انفرادی (isofemale) ایجاد شده بود، استفاده شد. نام علمی این زنبور بر اساس صفات مرفولوژيک (Ebrahimi et al., 1998)، و همچنین با استفاده از روش مولكولي (Stouthamer et al., 1990؛ Silva, 1999؛ Farrokhi, 2010)، Trichogramma brassicae Bezd. تعیین شده بود. 
	براي ارزيابي اثر باکتري ولباکیا و مقايسه برخی ویژگی‌های جمعيتهاي دوجنسي و مادهزا، سه جمعیت‌ خالص شده زنبور T. brassicae بابلسر، با اسامي اختصاري A (Asexual)، B (Bisexual) و CB (Cured Bisexual) ایجاد شد (Farrokhi et al., 2012). در جمعيت B توليدمثل دوجنسي به صورت طبيعي وجود داشت و جمعیت دوجنسی CB با استفاده از آنتي‌بيوتيک درماني، از لاین A که آلوده به PI-Wolbachia بود، بوجود آمد. به اين منظور به مدت چهار نسل زنبورهاي ماده آلوده به باکتري (A) با آب و عسل آغشته به آنتيبيوتيک تتراسايکلين هيدروکلرايد (SIGMA) به نسبت 50 ميليگرم بر ميليليتر، تغذيه (Tagami et al., 2002) و در شرايط آزمايشگاه (C° 1±21، رطوبت‌نسبي10±60 درصد و دوره روشنايي به تاريكي 16:8) پرورش داده شدند. به‌منظور جلوگیری از تاثیر احتمالی آنتی‌بیوتیک، همه آزمایش‌ها از نسل‌ چهارم به بعد انجام شد.
	تعيين قابليت‏هاي جمعيت‌ تک‏جنسي (ماده‌زا) Trichogramma brassicae در شرايط گلخانه. براي تهيه بوتههاي سالم و همسن، بذر ذرت علوفه‌ای (Single Cross 704) در گلدانهايي به قطر 22 سانتي‌متر در شرايط گلخانه (C° 3±23 و رطوبت نسبي 15±50 درصد) کاشته شد. پس از 10-8 برگي شدن بوتهها، برای هر تیمار 15 بوته ذرت در پنج ردیف سه‌تایی به نحوي روي سکوهاي محصور شده با توري قرار داده شدند که با اتصال برگها انتقال زنبورها به بوته مجاور از طريق راه رفتن نيز امکانپذير باشد. گلدان مياني که در مرکز هر دسته قرار داشت به عنوان محل رهاسازي در نظر گرفته شد (شکل 1 و شکل 3). به غير از بوته مياني، روي هر يک از بوتهها 3 عدد کارت کاغذي نواری شکل سبز رنگ شامل 2 دسته تخم بيد غلات قرار داده شد، به طوري که دسته‌هاي تخم 150 تایی در دو سطح رويي و زيرين برگ قرار مي‌گرفتند. براي ايجاد يکنواختي و کاهش تلفات احتمالي زنبورها، سطح تمام گلدانها با مقواهاي 30×30 سانتيمتر پوشانده شد (شکل 1). رهاسازي زنبور  T. brassicae در سه تيمار A، B وCB ، به طور هم‌زمان و نهایتا در پنج تکرار انجام شد. با توجه به میانگین درصد خروج و نسبت جنسي زنبورهاي مادهزا (A) و دوجنسي (B و CB)، تعداد زنبور ماده رهاسازي شده  براي هر سه تيمار تا حد ممکن یکنواخت در نظر گرفته شد (535 عدد). نوار‌های کاغذي طعمه 48 ساعت پس از رهاسازي زنبورها جمع‌آوري و به تفکيک هر بوته و تيمار تا سياه شدن تخم‌هاي پارازيته در لوله‌هاي آزمايش و داخل انکوباتور نگهداري شدند. پس از تبدیل داده‏های به‌دست آمده به روش جذري، درصد پارازيتيسم محاسبه شد. سپس داده‌ها براي مقايسه آماري بر پايه طرح کاملاً تصادفي در نرمافزار  SAS(نسخه 6.2) به روش GLM تجزيه و تحليل شدند.
	تعيين عملکرد جمعيت‌ ماده‌زا (تک‌جنسي) زنبور تريكوگراما در شرايط مزرعه. براي اين‏منظور قطعه‌ای به وسعت 3500 مترمربع از مزرعه ذرت علوفه‏اي (SC 704) شركت زراعي دشت ناز ساري انتخاب، و با حذف تعدادي از بوته‌ها در رديف‌هاي حاشیه‌ای، کرت‌هایی در داخل 4 بلوک مشخص شد (شكل 2). در هر بلوک چهار تيمار شامل رهاسازي جمعيت تک‏جنسي ماده‏زا (A)، رهاسازي جمعيت دوجنسي (B)، رهاسازي جمعيت دوجنسي تيمار شده با آنتي بيوتيک (CB) و شاهد بدون رهاسازي (C) در پنج تاريخ‏ مختلف از اوایل مرداد تا اواخر شهريور مورد ارزيابي قرار گرفت. تيمارها در پلات‏هايي به وسعت 400 مترمربع (20×20) به فاصله 15 متر از يکديگر در هر يک از قطعات در نظر گرفته شدند (برگرفته از: Wang et al. (1999) و Wright et al. (2002)). به دليل عدم آلودگي طبيعي و يكنواخت در مزارع، مانند روش Sigsgaard et al. (2017)، از دسته ‏تخم‌های طعمه استفاده شد. به اين صورت كه در زمان رهاسازي زنبورها، در هر كرت 30 عدد كارت مقوایی حاوي 100 عدد تخم تازه‏ بيد غلات، در سه رديف ده‏تايي و چهار عدد تريكوكارت 01/0 گرمي آماده تفریخ (معادل 600 عدد تخم پارازیته) از هر یک از جمعیت‌ها یا لاین‌های مورد نظر (A، B و CB)، با فاصله‏ 10 متر از يكديگر روي بوته‏ها نصب شدند (شكل 2). با توجه به حضور فعال بندپايان شكارگر در مزرعه، ‌24 ساعت پس از رهاسازي زنبورها، دستجات تخم به تفكيك هر تيمار جمع‏آوري و پس از انتقال به آزمایشگاه ميزان پارازيتيسم آنها‏ تعيين شد. ابتدا داده‏ها به روش جذري، تبديل و سپس بر پايه‏ طرح بلوک‌های کامل تصادفي بر اساس تعداد کارت و تخم پارازيته، ابتدا به‌صورت تجمیع شده (Pooled Data) در هر یک از سه جمعیت و سپس برای هر یک از تاريخ‌های رهاسازي به طور جداگانه در نرم افزار SAS (نسخه 6.2) و به روش GLM مورد ارزيابي قرار گرفتند.
	شکل 1 - محل رهاسازی جمعیت‌های‌‌ تک‌جنسی (A) و دوجنسی (B و CB) زنبور Trichogramma brassicae (پیکان‌ قرمز رنگ) و موقعیت قرار گرفتن نوارهای کاغذی حاوی تخم بید غلات روی بوته‌های ذرت (پیکان‌های زرد رنگ) در ارزیابی گلخانهای.
	Fig. 1. Release point of thelytokous asexual (A) and bisexual (B & CB) populations of Trichogramma brassicae (red arrow) and mounted bait cards containing egg masses of grain moth (yellow arrows) on corn plants in greenhouse assesment.
	شكل 2- نقشه محل رهاسازي جمعيتهاي زنبور Trichogramma brassicae در کرت‌های آزمایشی مزرعه ذرت. A: لاین تک‏جنسي آلوده به باکتری ولباکیا (Asexual)، B: جمعيت دوجنسي طبیعی (Bisexual)، CB: جمعیت دوجنسي تيمار شده با آنتي‌بيوتيک (Cured Bisexual) و C: شاهد (Control).
	Fig. 2. Release map of the Trichogramma brassicae populations in the corn field experimental plots. A: asexual Wolbachia-associated, B: natural bisexual, CB: cured bisexual, C: Control.
	نتایج
	ارزیابی جمعيت‌ تک‏جنسي Trichogramma brassicae در شرايط گلخانه. بر اساس نتايج بدست آمده، ميانگين تعداد دسته تخم و تخم پارازيته به ازاي يک زنبور ماده در هيچ يک از تیمار‏ها تفاوت معني‌داري را نشان نداد (24/2= F2,12؛ 149/0P=) و (61/1= F2,12؛ 241/0P=) (شکل 3)، گرچه از نظر عددی تعداد تخم پارازیت شده توسط جمعیت تیمار شده با آنتی بیوتیک (69/0 ± 232/5) بیش از دو جمعیت دیگر می‌باشد (جدول 1). همچنين مقايسه‏ ميزان پارازيتيسم تعداد دسته تخم و تخم پارازيتشده سه جمعيت در هر يک از گلدان‏هايي که نسبت به محل رهاسازي در فواصل مختلفی قرار گرفته‏بودند، تفاوت معني‏داري وجود نداشت (شکل 3). به عبارت ديگر مي‌توان چنين اظهار نمود که جمعیت‌های تک‌جنسی و دوجنسی مورد نظر، به لحاظ قدرت پراکنش از طريق راه رفتن و يا پرواز مشابه يکديگر ميباشند. هرچند محاسبات نشان داد كه با رهاسازي 100 عدد زنبور (شامل هر دو جنس نر و ماده در جمعيت‏هاي دوجنسي)، تعداد تخم و دستجات تخم بيشتري توسط لاین تک‌جنسی آلوده به ولباکیا (A) در مقايسه با جمعیت‌های‏هاي دوجنسي، پارازيته خواهد شد (جدول 1) و از نظر آماري نیز بین آنها تفاوت معنيداري در سطح احتمال 5% وجود دارد (24/2= F2,12؛ 0476/0P=) و (11/4= F2,12؛ 0438/0P=). 
	جدول 1- میزان پارازيتيسم حاصل از رهاسازي جمعیت‌های‌‌ تک‌جنسی (A) و دوجنسی (B و CB) زنبور Trichogramma brassicae طی مدت 48 ساعت روي 14 بوته ذرت در شرايط گلخانه (± SE ميانگين).
	Table 1. Parasitism rate of thelytokous asexual (A) and bisexual (B & CB) populations of Trichogramma brassicae in 48 hours on 14 corn plants in greenhouse condition (M±SE).
	No. of parasitized bait card/100 released wasps
	No. of parasitized bait card/one female wasp
	No. of parasitized egg/100 released wasps
	No. of parasitized egg/one female wasp
	Sex Ratio (Female/Total)
	Population (Line) 
	7.57a
	0.0757±0.001ns
	426.60a
	4.267±0.48ns
	1
	A
	4.50b
	0.0680±0.004
	257.38b
	3.888±0.44
	0.662
	B
	4.97b
	0.0751±0.001
	346.22ab
	5.232±0.69
	0.662
	CB
	Means followed by the same letters within a column are not significantly different by Tukey's test (P>0.05).
	ns: nonsignificant. A: asexual Wolbachia-associated, B: natural bisexual, CB: cured bisexual.
	شکل 3- نحوه پراکنش پارازيتيسم تخم و دسته تخم حاصل از رهاسازي سه جمعيت تکجنسي ماده‌زا، دو جنسی طبیعی و دوجنسي درمان شده زنبور Trichogramma brassicae طی مدت 48 ساعت روي 14 بوته ذرت در شرايط گلخانه (± SE ميانگين). تعداد زنبور ماده‏ رهاسازی شده در لاین تک‌جنسی آلوده به باکتري (A): 9/5 ± 536، جمعیت‌های دوجنسي طبیعی (B): 3/3 ± 9/534 و دوجنسي درمانشده با آنتيبيوتيک (CB): 6/2 ± 2/535. PBC: تعداد کارت طعمه پارازیت شده،PE : تعداد تخم پارازیته.
	Fig. 3. Distribution of parasitized eggs and egg batches by thelytokous asexual (A) and bisexual populations of Trichogramma brassicae (B & CB) in 48 hours on 14 corn plants in greenhouse condition (M±SE). Number of released female wasp: A= 536 ± 5.9, B= 534.9 ± 3.3, CB= 535.2 ± 2.6. PBC: No. of parasitized bait card, PE: No. of parasitized egg.
	ارزیابی جمعيت‌ تک‏جنسي Trichogramma brassicae در شرايط مزرعه. نتايج رهاسازي مزرعهاي در مجموع پنج نوبت رهاسازی، از نظر تعداد کارت طعمه و تخم پارازيت شده اختلاف معنيداري را بين شاهد (C) و جمعيتهاي A،B  و CB نشان ميدهد. با وجود آنکه از نظر ميزان پارازيتيسم، تيمارهاي A، B و CB در يک گروه قرار گرفته‌اند، اما از نظر عددي ميانگين لاین تك‏جنسي آلوده به ولباکیا (A) بيشتر از ساير تيمارها مي‏باشد (21/0 ± 94/1 کارت طعمه و 2/1 ± 26/7 عدد تخم پارازیت شده). تجزيه و تحليل دادهها نشان داد که در بين پنج نوبت رهاسازي، در تاریخ‌هاي 11 و 28 شهریور ماه (2 و 19 سپتامبر)، تيمارها به لحاظ تعداد کارت طعمه پارازيت شده داراي اختلاف معنيدار هستند و در آخرين رهاسازي (19 سپتامبر) نيز لاین تك‏جنسي آلوده به Wolbachia (A) ميانگين عددي بيشتري را در هر دو شاخص به خود اختصاص داده (به ترتیب 11/0 ± 00/2 و 52/0 ± 27/7)، به‌نحويکه در گروهي متفاوت از ساير تيمار‌ها قرار گرفت (جدول 2).  
	جدول 2- میزان پارازيتيسم حاصل از رهاسازي لاین تکجنسي ماده‌زا (A)، جمعيت‌های دوجنسي طبیعی (B) و دوجنسی درمان شده (CB) زنبور Trichogramma brassicae طی مدت 24 ساعت در شرایط مزرعه ذرت شرکت زراعی دشت ناز در تاریخ‌های مختلف رهاسازی  ± SE)ميانگين(.
	Table 2. Parasitism rate of thelytokous asexual (A), natural bisexual (B), and cured bisexual (CB) populations of Trichogramma brassicae in the corn field of Dashte Naz Agriculture Co. whitin 24 hours for different release dates (M±SE).
	Treatments
	C
	CB
	B
	A
	Release  Date
	1.05±0.21
	1.69±0.19
	1.27±0.20
	1.48±0.31ns
	PBC
	29 July
	1.40±0.56
	4.80±1.54
	2.90±1.05
	2.86±1.23ns
	PE
	1.37±0.34
	2.27±0.72
	1.24±0.38
	2.47±0.20ns
	PBC
	25 Aug.
	5.58±1.70
	11.00±4.33
	4.18±2.30
	11.60±1.30ns
	PE
	0.70±0.00b
	0.83±0.12b
	2.00±0.58a
	1.40±0.40ab
	PBC
	2 Sept.
	0.70±0.00b
	2.19±1.50ab
	8.60±2.70a
	5.17±2.60ab
	PE
	0.99±0.29b
	2.06±0.29a
	2.17±0.58a
	2.28±0.05a
	PBC
	10 Sept.
	2.60±1.95b
	8.60±1.50a
	9.50±3.09a
	9.46±0.42a
	PE
	1.10±0.30b
	1.14±0.25b
	1.05±0.21b
	2.00±0.11a
	PBC
	19 Sept.
	2.80±1.22b
	2.32±0.93b
	2.10±0.83b
	7.27±0.52a
	PE
	1.32±0.13b
	1.60±0.31a
	1.56±0.39a
	1.94±0.21a
	PBC
	Total Mean
	2.46±0.99b
	5.82±1.96a
	5.46±1.99a
	7.26±1.20a
	PE
	Means followed by the same letters within a row are not significantly different by Tukey's test (P>0.05).
	ns: nonsignificant. A: asexual Wolbachia-associated, B: natural bisexual, CB: cured bisexual population, C: Control. PBC: No. of parasitized bait card, PE: No. of parasitized egg.
	بحث و نتیجه‌گیری
	 باکتریهای همزیست به طور گسترده در حشرات و سایر جانوران دیده میشوند. بیشتر این باکتریها همراه با ژنهای میزبان خود انتقال عمودی داشته و باعث گسترش تنوع ژنتیکی وراثتپذیر در یک گونه میشوند (Ferrari & Vavre, 2011). یکی از باکتریهایی که برآورد میشود همزیست بیش از 70 درصد گونه‌های حشرات باشد، باکتری Wolbachia است (Hilgenboecker et al., 2008). از طرفي برخي دانشمندان به طور كلي معتقدند همزيستي Wolbachia در تعدادی از جانوران مثل نماتودها به صورت همياري (mutualism) و در بندپايان از نوع پارازيتيسم است (Fenn & Blaxter, 2006؛ Bordenstein et al., 2008) كه بر اين اساس، عدم انتفاع میزبان (به عنوان مثال: زنبور تريكوگراما) در تعامل با باكتري مزبور محتمل خواهد بود. با وجود اين، به لحاظ نظريه‏‏هاي تكامل در علم اكولوژي، روابطي همچون پارازيتيسم و همياري در طيف گسترده‏ همزيستي‏‏ها نقطه‏ ثابت و پاياني محسوب نمي‏شود. به عبارت ديگر در روند انتخاب طبيعي همواره اين امكان وجود دارد كه بسته به شرايط محيطي و نوع ميزبان ماهيت اين تعاملات تغيير يابد (Weeks et al., 2007؛ Bordenstein et al., 2008).
	بر اساس نتایج پژوهش‌های قبلی، آلودگي به باکتری  Wolbachiaدر جمعيت زنبور Trichogramma به دوصورت مختلط (mixed) و تثبیت شده (fixed) گزارش شده است. در جمعيتهاي fixed آلودگي به‌طور کامل تثبيت شده به نحوي که فقط افراد ماده‌زا (thelytokous) حضور دارند، اما در جمعيت مختلط زنبورهاي مادهزا به همراه افراد نرزا (arrhenotokous) ديده مي‌شوند و زنبورهاي ماده قادر به جفتگيري و توليد نتاج به هر دو شيوه جنسي و بکرزايي مي باشند. به نظر مي‌رسد استرين‌هايي از باکتري که وابسته به جمعيت‌هاي تثبيت شده هستند در بسياري از زمينه‌ها داراي جنبههاي تکاملي با ميزبانهايشان مي‌باشند (Huigens, 2003؛ Almeida, 2004). در جمعيت مختلط تعارض هسته و سيتوپلاسم سلولها به‌صورت يک توان بالقوه وجود دارد، در حالي که در جمعيت تثبيت شده ديگر چنين تعارضي ديده نمي‌شود و اين روند تکاملي بين دو گونه به لحاظ تاثير نيرو‌هاي انتخاب طبيعي در جهت کاهش اثرات منفي و تقويت رابطه مثبت پيش مي‌رود (Price, 1997). در چنين جمعيتهايي (fixed) اثر منفي باکتري بر شايستگي (fitness) ميزبان کاسته مي‌شود (Silva, 1999؛ Van Meer, et al., 1999؛ Huigens & Stouthamer, 2003؛ Huigens, 2003). بر اساس نتایج Farrokhi (2010)، میزان آلودگي به باکتری ولباکیا در جمعيت Trichogramma brassicae جمع‌آوري شده از بابلسر، 5/49 درصد و داراي حالت حد واسط بین جمعيت‌های مختلط و تثبیت شده می‌باشد. در هر حال، به منظور افزایش کارایی دشمنان طبیعی و کاهش هزینهها، مزيت استفاده از گونه‏‏ها يا جمعيت‏هاي تک‏جنسي زنبورهاي پارازيتوئيد در رهاسازي عليه يک آفت، در سالهای اخیر به‌خوبی مورد بررسی قرار گرفته است (Aeschlimann, 1990؛ Stouthamer, 1993 & 2003).
	با توجه به اینکه زنبور T. brassicae به‌عنوان گونه‏‏ غالب در مقايسه با ساير گونه‏ها از فراواني و گسترش بيشتري در کشور برخوردار بوده و در حال حاضر نيز براي رهاسازي در مزارع ذرت و برنج، در اغلب انسكتاريوم‏هاي كشور پرورش داده میشود (Ebrahimi et al., 1998؛ Ebrahimi, 1999)، معرفی جمعیت‌های دارای ویژگیهای زیستی و رفتاری برتر، کارایی برنامههای کنترل بیولوژیک را افزایش میدهد (Pourarian et al., 2021). مطالعات نشان داده که باکتري Wolbachia عامل القای بکرماده‌زایی در نمونه جمع‌آوري شده از بابلسر (استان مازندران) بوده و عدم اثرات منفي باکتري روي برخی از شاخصهاي زيستي زنبور اثبات شده است (Farrokhi, 2010). بررسيهاي تکميلي تعيين قدرت پراکنش و پارازيتيسم جمعيت‏ ماده‏زا و دوجنسي روي بوته‏هاي ذرت در شرایط گلخانه، برتری نسبی لاین تك‏جنسي آلوده به ولباکیا (A) را از نظر ميانگين تعداد تخم‏ و دستجات تخم پارازيت شده نسبت به جمعيتهاي دوجنسي (B و CB) نشان داد. از آنجایی که  تفاوت معني‏داري بین سه جمعيت در ميزان پارازيتيسم تخمهای میزبان روی بوتههای ذرت در فواصل مختلف نسبت به محل رهاسازي وجود نداشت، اين امر نشان مي‏دهد که اين سه جمعيت به صورت انفرادي از نظر ميزان پارازيتيسم، قدرت يافتن دسته‏هاي تخم ميزبان و قدرت پراکنش به هر دو شيوه‏ راه رفتن روي برگ و پرواز کردن، تفاوتي با يکديگر ندارند (شکل 3). این یافتهها با نتایج عدم تفاوت در قدرت جستجو يا ضريب حمله (a) برآورد شده براي دو جمعیت تک‌جنسی آلوده به ولباکیا و دوجنسی طبیعی زنبور T. brassicae بابلسر (Farrokhi et al., 2010b؛ Hosseini, 2011) هم‏خواني دارد. در بررسي گلخانهاي که پیش از این توسط Farrokhi et al. (2013) با استفاده از دو جمعيت تک‌جنسی آلوده به ولباکیا و دوجنسي طبیعی انجام شد، نتايج مشابهی بدست آمد که تاییدی بر یافتههای این پژوهش می‌باشد. اما با برآورد تعداد دسته تخم پارازيته به ازاء تعداد افراد رهاسازی شده هر جمعیت (برای مثال 100 عدد زنبور)، زنبورهاي تک‏جنسي آلوده به Wolbachia برتري محسوسي نسبت به جمعيتهاي دوجنسي طبیعی و درمان شده با آنتی‌بیوتیک (B و CB) در سطح احتمال 95% نشان داد، که علت آن را می‌توان به تفاوت نسبت جنسي و فقدان زنبور نر در لاین تك‏جنسي آلوده به ولباکیا (A) و به تبع آن عدم نياز به جفتگيري و صرف زمان نسبت داد. در آزمايش گلخانه‏اي که براي مقايسه جمعيت‏هاي دوجنسي و آلوده به باکتري در دو گونه زنبور T. cordubensis و T. deion، توسط Silva et al. (2000) انجام شد، تفاوت معني‏داري در برآورد تعداد دسته تخم‏هاي پارازيت شده حاصل از رهاسازي 100 عدد زنبور مشاهده شد که حاکي از برتري جمعيت‏هاي آلوده به باکتري بود، و با نتایج ما هم‌خوانی دارد.
	در ادامه، نتايج رهاسازي مزرعهاي در اين پژوهش نیز نشان داد که بين فرم تکجنسي (A) و جمعيتهاي دوجنسي (B و CB) تفاوت معني‌داري در تعداد تخم و کارت طعمه پارازيت شده وجود ندارد. همچنين تجزيه و تحليل آماري بر اساس تاريخ‌هاي رهاسازي نشان داد که در سه نوبت اول رهاسازی (7 مرداد، 3 و 11 شهریور ماه) اختلاف معنيداري در تعداد کارت طعمه و تخم پارازيته وجود ندارد، اما در آخرین رهاسازي (28 شهریور ماه) در هر دو شاخص اختلاف معني‌دار مشاهده شد و لاین تك‏جنسي آلوده به باکتری ولباکیا (A) از ميانگين عددي بيشتري برخوردار بود و در گروهبندي ميانگينها در گروه متفاوتي قرار گرفت. این نتایج در مجموع اثبات کرد که لاین تک‌جنسی در شرايط مزرعه از قدرت پراکنش بيشتري نسبت به جمعیت‌هاي دوجنسي برخوردار است. یکی از اثرات باکتری ولباکیا پس از تثبیت، افزایش مقاومت میزبان، به بیماریها و شرایط نامساعد محیطی است و شاید این برتری عمکرد مزرعهای در زنبور تک‌جنسی نسبت به فرم‌های دوجنسی، به واسطه افزایش بقای آنها باشد. مطالعات متعددی اثرات مثبت این باکتریهای همزیست را روی بقاء و مقاومت میزبانها نشان داده (Gil-Turnes et al., 1989؛ Gil-Turnes & Fenical, 1992؛ Haine et al., 2005) که موید نتایج حاضر است. بهعلاوه، بررسي‏هاي به عمل آمده در زمينه تأثير باکتري Wolbachia بر درصد خروج زنبورهاي آلودهاي که در دماهاي پائين ذخيره شده يا به دياپوز رفتهاند، نه تنها اثرات سوء و زيانباري را نشان نداده، بلکه برخي گزارش‏ها به لحاظ کاربردي و امکان ذخيره‌سازي جمعيتهاي تکجنسي، حاوي نکات مثبتي است. بنا به اظهار Wang & Smith (1996)، جمعيتهاي زنبور Trichogramma minutum Riley تک‌جنسی آلوده به باکتری همزیست، در مقايسه با جمعيتهاي دوجنسي بهتر مي‌توانند دماهاي پائين را تحمل کنند. همچنين اين جمعيت‌ها آستانه حرارتي پائينتري را براي رشد و نمو از خود نشان دادهاند و از طرفي نيز درصد خروج آنها پس از گذراندن يک دوره ذخيرهسازي در دماي 4 درجه سلسيوس، بيشتر بوده است. نتایج تحقیقات Farrokhi (2010) و Hosseini (2011) در زمینه تاثیر مثبت باکتری ولباکیا بر ذخیره‌سازی جمعیت ماده‌زای بابلسر، نظرات Wang & Smith (1996) را تایید می‌کند. 
	نتايج پژوهش‌های قبلی و یافته‌های جدید نشان داد که با وجود مشاهده برخي اثرات منفي Wolbachia بر زنبور تریکوگرامای ميزبان، تفاوت معنيداري بين جمعيت‏هاي بومی T. brassicae تک‌جنسی آلوده به ولباکیا و دوجنسي به لحاظ پراکنش، قدرت جستجوگري و پارازيتيسم، باروري و طول عمر وجود ندارد (Farrokhi, 2010؛ Farrokhi et al., 2010b؛ Farrokhi et al., 2013) و از لحاظ کاربردي نتايج اخیر حاکي از برتری نسبی عملکرد فرم مادهزا در شرايط گلخانه و مزرعه می‌باشد. از طرفی، بر اساس نتايج آزمايش‌های مقایسه‌ای که روی جمعیت‌های بومی گونه T. brassicae ماده‌زا و دوجنسی انجام شد، همبستگي خوبي بين ميزان باروري، پراکنش، درصد خروج، درصد پارازيتيسم لاین تك‏جنسي آلوده به باکتری در شرایط آزمايشگاه، گلخانه و مزرعه مشاهده شد. بنا‌براین، از جنبه‏ کاربردي با توجه به برتري نسبي این جمعيت از تریکوگراما در شرايط گلخانه و مزرعه، ميتوان پيش‌بيني نمود که تهیه و توزیع تريكوكارت‌های لاین تك‏جنسي زنبور T. brassicae آلوده به Wolbachia علاوه بر مزيت‏هاي اقتصادي آن در شرايط تكثير انبوه در انسكتاريوم، مي‏تواند در شرايط مزرعه نيز در ميزبان‏يابي و پارازيته كردن تخم آفت هدف، از كارايي مناسبي در مقایسه با هم‌گونه‏هاي دوجنسي خود برخوردار باشد. لذا برای اطمینان کامل از این فرضیه، پیشنهاد می‌شود ضمن تامین شرایط مناسب برای تکثیر انبوه و ذخیره‌سازی لاین تک‌جنسی ماده‌زای زنبور برگزیده تریکوگراما، کارایی آن با رهاسازی در شرایط مزرعه و کنترل آفت هدف مورد بررسی قرار گیرد. 
	سپاسگزاری
	این مقاله برگرفته از نتایج پروژه مؤسسه تحقیقات گیاه‌پزشکی کشور بوده و کلیه هزینه‌های آن توسط این موسسه تامین شده که شایسته قدردانی است. بدينوسيله از مدیریت محترم شرکت زراعی دشت ناز ساری، آقاي مهندس سلماسي، خانم مهندس حسيني، آقایان مهندس حسن‌زاده و مهندس شکری و تمامي همكارانی که در آزمايشگاه تحقيقات كنترل بيولوژيك آمل و بخش تحقيقات كنترل بيولوژيك مؤسسه تحقیقات گیاه‌پزشکی کشور در این پژوهش همکاری نمودند، سپاسگزاری مي‏شود. 
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	Abstract
	In some Trichogramma species, parthenogenesis is mostly induced by intracellular symbiotic Wolbachia bacteria. Populations of this egg parasitoid wasp that produce more female progeny can potentially have higher fitness. After finding a thelytokous Wolbachia-infected native strain of Trichogramma brassicae, a study was conducted to evaluate its parasitism rate and foraging efficiency in the greenhouse and field conditions. Treatments included a Wolbachia-associated thelytokous T. brassicae strain (A), an uninfected natural bisexual population (B), and an antibiotic-cured bisexual population (CB). Results of the equal female wasps’ releases revealed no significant difference among the three populations regarding their dispersal ability, mean parasitized eggs (PE) and parasitized bait cards (PBC) per female on forage corn (SC704) in greenhouse condition. However, when equal wasp individuals were released (e.g. 100 individual wasps including males in the bisexual populations), the number of mean parasitized egg batches by asexual line (7.57 PBC) was significantly higher compared with that in B and CB bisexual populations (4.50 and 4.97 PBC, respectively). Similarly, in the corn field condition, the highest number of parasitized bait cards and parasitized egg numbers belonged to asexual wasp (A) (1.94±0.21 PBC and 7.26±1.2 PE/female) compared with those in B (1.56±0.39 PBC and 5.46±1.99 PE/female), and CB (1.6±0.3 PBC and 5.82 ± 1.96 PE/female) bisexual populations. In general, it can be concluded that the use of an asexual Wolbachia-infected line of T. brassicae can increase the efficiency of this biological control agent at the field level in addition to reducing mass production costs.
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