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مقدمه
مهمشاخصعنوانبهتواندمیحشراتدرایمنیواکنش

ایمنیسیستم. شودمحسوبآلودگیبهمیزبانحساسیت
باکرد،شناساییرامهاجمعواملاینکهازبعدحشرات

نشانواکنشبیگانهعواملبههیومرال،وسلولیهايپاسخ
Gillespie(دهدمی et al., 2000; Lavine and Strand,

2002; Stanly and Miller, 2006 .(خونی،هايسلول
ایجادوکردنکپسولهخواري،بیگانهطریقازراسلولیایمنی

ضدپپتیدهايهیومرال،ایمنیاما درکنندمیایجادگره
حدواسطهايمتابولیتواکسیدازفنلآنزیممیکروبی،

عاملمرگبهمنجرکهدارنداهمیتنیتروژنواکسیژن
Borges(شوندمیفهمولندرمهاجم et al., 2008 .(
هايسلولسطحهايگیرندهبا واکنشخواريبیگانهفرآیند
. دهدمیفاگوزومتشکیلوبا عامل مهاجم آغاز شدهخونی

ابتداترکیبوتجزیههايواکنشسريیکطیفاگوزوماین
خواهدتبدیللیزوزومواندوزومبهسپسوفاگولیزوزومبه

هاگرانولوسیتهمراهبههاپلاسموتوسیتحشرات،در. شد
خواريبیگانهدرکنندهشرکتهايسلولنوعترینمهم
استممکنهمهااوونوسیتکهشدهدیدهاماباشندمی

Borges)کنندنابودراباکتريهايسلول et al., 2008) .در
پارازیتوئیدها،تخممانندمهاجمدرشتذراتکردن،کپسوله
گرفته و قرارحملهموردخونیسلولاز زیاديتعدادتوسط

یاوهاباکتريکهاستآنیهشبجریاناین . شوداحاطه می
شودمینامیدهزاییگرهودنگیربرمیدرراقارچاسپورهاي

)Lavine and Strand, 2002 .(از دیگر اجزاي اکسیدازفنل
خون،انعقادرونددرمهمینقشایمنی حشرات است که 

طوربهوداشتهزخمبهبودو) کپسولیا(گرهشدنملانیزه
-فنلآنزیمبندپایاندر. شودمیسنتزییدهاانوسیتوتوسطعمده

سپسوشدهسنتزغیرفعالآنزیمیازایموژنعنوانبهاکسیداز
شودمیفعالسرینپروتئینازحضوردراکسیدازپروفنل

)Cerenius and Soderhall, 2008(.

Andrallus spinidensشکارگرسن (Fabricius)

(Hemiptera: Pentatomidae)بیولوژیکنترلکعامل
NoctuidaeوPyralidaeهايپروانهلاروهايازکهاست

Najafi-Navaee)کندمیتغذیه et al., 1998)،پورهاما-

Pentatomidaeخانوادهاعضايسایرماننداولسنهاي

هايعلفوبرنجهايجوانهشیرهازونداشتهشکارگريرفتار
Najafi-Navaee(ندنکمیتغذیهمزرعههرز et al.,

ازتاکنونوداشتهوسیعیانتشارA. spinidensسن. )1998
وایرانآذربایجان،هند،اندونزي،فیلیپین،ژاپن،تایوان،چین،

استشدهگزارشجهانمرطوبوگرمنواحیازبسیاري
(Mohaghegh and Najafi, 2003) .مناطقدرحشرهاین

Chiloبرنجينوارخوارساقهکرمازایرانشمال

suppressalis Walker (Lepidoptera: Crambidae)و
Naranga aenescensبرنج برگخوارسبزکرم Moore

(Lepidoptera: Noctuidae)بهرازمستانوکردهتغذیه
گیاهانسایروهرزهايعلفلايلابهدرکاملحشرهصورت

Najafi-Navaee)کندمیسپريمیزبان et al., 1998) .
هاي بیمارگر حشرات از موارد موثر کنترل قارچ

-توانند با ایجاد آلودگیبیولوژیک آفات گیاهی هستند که می

در مورد . هاي اپیدمیک سبب کاهش جمعیت آفات شوند
هاي کرم ساقه خوار نواري برنج مشخص شده است که غلظت

و BB1 ،BB2هاي لارو جدایهبراسپور 45000و 32، 90
BB3 ازBeauveria bassiana سبب ایجاد مرگ و میر در

در پژوهشی . (Ramzi and Zibaee, 2014)شودلاروها می
-اسپور در میلی103و 104هاي دیگر، مشخص شد که غلظت

سبب ایجاد مرگ و میر در AM-118وBB2هاي لیتر جدایه
Firouzbakht(شودسن میA. spinidensافراد بالغ  et al.,

بیمارگري بیشتري نسبت AM-118اقع جدایهدر و.)2015
بنابراین .نشان داده استروي سن آندرالوس BB2به جدایه 

خوار جدایه دوم گزینه بهتري براي مدیریت تلفیقی کرم ساقه
و اثبات این ار جهت درك بهتر این سازوک. برنج استنواري

چگونگی برهمکنش سامانه ایمنی سلولی با دو جدایه کارایی
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بنابراین هدف از انجام این . ر اهمیت زیادي داردمذکو
به عنوان گام نخست هاي خونیتعیین انواع سلول،پژوهش

، هاي خونیتغییر تعداد سلولارزیابی سامانه ایمنی سلولی،
ها و تشکیل گره و فعالیت فنل اکسیداز پس از تزریق جدایه

A. spinidensاکسیداز سن فنلتعیین ژن تولید کننده پیش

.بود

هامواد و روش
آوري و پرورش حشرات جمع

در بازه زمانی اوایل شهریور A. spinidensافراد بالغ سن 
هاي برنج شهرستان آمل از زمین1392تا اواسط مهرماه سال 

خوار نواري آوري و روي سن پنجم لاروي کرم ساقهجمع
متر، در سانتی40×25در ظروف پلاستیکی به ابعاد برنج

درجه سلسیوس، رطوبت 25±2رایط آزمایشگاهی با دماي ش
ساعت تاریکی 8ساعت روشنایی و 16ي و دوره% 80نسبی 

هاي تخم به دست آمده تا زمان دسته. پرورش داده شدند
-پوره. تفریخ در شرایط آزمایشگاهی مذکور نگهداري شدند

به بعد 3روي نشاهاي برنج تغذیه شده و از سن 2و 1هاي سن 
خوار نواري برنج پرورش داده شدندوي لاروهاي کرم ساقهر

(Sorkhabi-abdolmaleki et al., 2013).
هاي بیمارگرکشت و پرورش قارچ

AM-118و BB2شامل B. bassianaهاي جدایه

پزشکی شناسی گروه گیاهنگهداري شده در هرباریوم قارچ(
یط درجه سلسیوس روي مح25±2در دماي ) دانشگاه گیلان

ها روز کنیدي14پس از . کشت داده شدندPDAحاوي 
توسط اسکالپل استریل از محیط کشت جدا شده و به درون 

. انتقال داده شدند%) 80Tween)01/0حاويآب مقطر 
. تهیه اسپور در نظر گرفته شدمنبع اصلیبه عنوان 108غلظت 

هاي خونی توسط میکروسکوپ تعیین انواع سلول
نوري 

های سنیپاي جلو، هاي خونیتعیین نوع سلولجهت 
. طور مستقیم روي اسلاید گذاشته شدف بهنهمولبریده شده و 

دماي دقیقه در 40تا 25مدت پخش شده و بهفنسپس همول
هاي خونی با محلول گیمسا به سلول. قرار گرفتآزمایشگاه 

-رقیق شده با آب مقطر به(آمیزي شدند دقیقه رنگ20مدت 

و سپس بلافاصله توسط آب مقطر شسته شدند ) 9به 1نسبت
)Borges et al., آمیزي شده زیر هاي رنگنمونه). 2008

.مشاهده شدند40Xنمایی با بزرگمیکروسکوپ نوري
هاي قارچی بر تعداد کل و تفکیک جدایهاثر اسپور

هاي خونیشده سلول
-سلولهاي قارچی بر تعداد جدایهجهت تعیین اثر اسپور

) درصد01/0(80هاي خونی، یک میکرولیتر از محلول توئین 
و BB2هاي هاي قارچی جدایهاز اسپور105حاوي غلظت 

AM-118پاي حشره بالغ جفت، به حدفاصل اولین و دومین
- و لاتکس بید به80هاي توئین در ضمن از محلول. تزریق شد

Franssens(عنوان کنترل منفی و مثبت استفاده شد et al.,

ساعت از 48و 24، 18، 12، 6، 3، 1پس از گذشت . )2006
حشره بالغ در هر 5ف از نزمان تزریق موارد ذکر شده، همول

آوري ها جمعبازه زمانی براي هر تیمار با بریدن پاي جلویی آن
رولیتر بافر ضد انعقاد میک200هاي حاوي شد و در میکروتیوب

اتیلن دیامین تترا استیک اسید (محلول ضد انعقاد .ریخته شد
- میلی62مولار، سدیم کلرید میلی100مولار، گلوکز میلی10

8نسبت به) 6/4مولار با اسیدیته میلی26مولار و اسید سیتریک 
طبق روش آزامبوجا و )فنهمول-ماده ضد انعقاد(1به 

Azambuja)همکاران  et al., 1991)ف مخلوط نبا همول
ها ها و گرانولوسیتتعداد پلاسماتوسیتتعداد کل و . شد

Zahlkammer(توسط لام نئوبار Company ( شمارش
5سن بالغ در 5براي هر تیمار در هر بازه زمانی، تعداد . شدند

.تکرار مورد استفاده قرار گرفتند
هاي قارچ بر تعداد گرهاثر اسپور

جهت انجام این مرحله از روش فرانسنس و همکاران 
)Franssens et al., 2006 (حشره 5ف نهمول. استفاده شد

-ها جمعبالغ در هر بازه زمانی براي هر تیمار با بریدن پاي آن

میکرولیتر بافر 200هاي حاوي آوري شده و در میکروتیوب
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سن بالغ 5براي هر تیمار آزمایشی، تعداد . ضدانعقاد ریخته شد
.تکرار مورد استفاده قرار گرفتند5در 

اکسیدازهاي قارچ بر فعالیت فنل وراثر اسپ
گیري فعالیت فنل اکسیداز بر اساس روش لئونارد و اندازه
Leonard(همکاران  et al., 1985 (تزریق پس از . انجام شد

48و 24، 18، 12، 6، 3، 1ف پس از گذشت ن، همولهاجدایه
میکرولیتر ماده ضد انعقاد 200آوري شده و در ساعت جمع

10درجه سلسیوس به مدت 4ها در دماي نمونه.ریخته شد
میکرولیتر از 10مقدار. سانتریفیوژ شدندg26000دقیقه در

10میکرولیتر محلول 20عنوان نمونه مورد نظر به مایع رویی به
به L-DOPA (L-dihydroxyphenylalanin(مولار میلی

) 7اسیدیته (میکرولیتر بافر یونیورسال 50عنوان سوبسترا و 
-درجه سلسیوس به30دست آمده در دماي نمونه به. اضافه شد

نانومتر، در سه 492دقیقه انکوبه شده و در طول موج 5مدت 
دهنده یک واحد فعالیت فنل اکسیداز نشان.تکرار خوانده شد

نانومتر در هر 492مقدار آنزیم لازوم براي افزایش جذب در 
.دقیقه است

.Aز در سن بالغ فنل اکسیداتعیین ژن پیش
spinidens
RNAاستخراج 

عدد سن بالغ 10تعداد جهت بررسی توالی ژن مورد نظر، 
، از بافر RNAسپس براي استخراج . آندرالوس انتخاب شدند

RNX plus طبق دستورکار کیت(Cat#RN7713C) ارائه
بر اساس این روش . ستفاده شدشده توسط شرکت سیناکلون ا

لیتر میلی1لغ آندرالوس در عدد سن با10ف نهمول
-هموژنایز شده و قبل از انکوباسیون بهRNX™(plus)بافر

200سپس . ثانیه ورتکس شد10،دقیقه در دماي اتاق5مدت 
ثانیه تکان 5ها اضافه شده و پس از میکرولیتر کلروفرم به نمونه

یخ رويدرجه سلسیوس4دماي دردقیقه5مدت دادن، به
، سه g24000دقیقه سانتریفیوژ در 15پس از .شدندنگهداري

باشد و به آرامی میRNAفاز قابل رویت است که فاز بالایی 
فاز . شوداز بقیه فازها جدا شده و به یک تیوب جدید منتقل می

صورت یک حلقه سفید بوده و در است که بهDNA،میانی
-نهایت فاز پایینی صورتی رنگ شامل سایر اجزاي سلولی هم

حجم مساوي از الکل . باشدچون پروتئین و چربی می
ها اضافه شده و پس از چند بار پیپت ایزوپروپانول به نمونه

در . سانتریفیوژ انجام شدg24000دقیقه در 15مدت کردن، به
درصد 75لیتر اتانول مرحله بعد، فاز رویی حذف و یک میلی

8مدت ها بهثانیه ورتکس آرام، نمونه10پس از . اضافه شد
، g8800درجه سلسیوس با سرعت 4دقیقه در دماي 

میکرولیتر 50ها خشک و در نهایت، نمونه. سانتریفیوژ شدند
. ها اضافه شدبه آنDEPC(Diethylpyrocarbonate)آب 

.استخراج شده با اسپکتروفتومتر تعیین شدRNAکمیت 
cDNAساخت رشته 

داگانه از طور جمواد لازم بهcDNAجهت ساخت 
شرکت فرمنتاز خریداري و بر اساس دستورالعمل ارائه شده 

یک میکرولیتر از بنابراین. توسط این شرکت عمل شد
دقیقه 5به هر تیوب اضافه شده و به مدت oligo dTپرایمر

مخلوط واکنش . درجه سلسیوس قرار گرفت65در دماي 
یتر میکرول5x reaction buffer ،5/0میکرولیتر 4شامل 

Ribolock Ribo RNase Inhibitor (40µ/µl) ،1
RevertM-MuLVمیکرولیتر 9/0و dNTP Mixمیکرولیتر 

Reverse Transcriptase (200µ/µl)مقادیر ذکر . بود
بوده و حجم هر RNAمیکروگرم از5/2شده به ازاي هر

میکرولیتر 21از نوکلئاز به تیوب با استفاده از آب عاري 
دقیقه در 60به مدت PCRها در دستگاه تیوب. ده شدرسان

درجه 70دقیقه در دماي 5مدت درجه سلسیوس و به42دماي 
هاي ساخته شده cDNAقرار گرفتند و در نهایتسلسیوس
.درجه منتقل شدند-80به فریزر 

4نسبت ههاي ساخته شده بcDNAسازيرقیق
. فتآب مقطر استریل انجام گردر تر میکرولی16و میکرولیتر

اي ، واکنش زنجیرهcDNAجهت اطمینان از صحت ساخت
اختصاصی ژن مرجعآغازگرهايپلیمراز با استفاده از 



3،139529شماره،6جلد گیاهی،آفاتتحقیقات

[Forward:CACGGGAAATCTCACCAGG/
Reverse: CAGACAAATCGCTCCACCAACTA]

18srRNA(Lu et al., 2013) ، و پرایمرهاي طراحی شده
:Forward]یدازفنل اکسژن پیش

CAYCAYTGGCAYTGGCAYYT /Reverse:
CGRAANCKNGGNGGCCA و بر اساس برنامه تکثیر

، محصولات PCRپس از انجام واکنش . انجام شد1جدول 
.درصد الکتروفورز شدند5/1با استفاده از ژل آگارز 

بر اساس اطلاعات سایت فنل اکسیدازژن پیشآغازگرهاي
NCBI وBiology Work Benchجهت . طراحی شدند

Anasa tristisهاي هاي پیش فنل اکسیداز سنطراحی ژن

De Geer (Hemiptera: Coreidae) (JQ266747.1) و
Riptortus pedestris F. (Hemiptera: Coreidae)

(AK417606.1)افزار آنلاین توسط نرمClastalW با هم
.دژنره طراحی شدآغازگرو جفت شده

Andrallus spinidensسندراکسیدازفنلپیشژنتکثیرمهبرنا-1جدول
Table 1. Amplification program of proPhenoloxidase gene in Andrallus spinidens

نتایج و بحث
هاي خونی توسط میکروسکوپ شناسایی نوع سلول

نوري
ف حشره بالغ سن نهاي خونی، در همولچهار نوع سلول

A. spinidens 40توسط میکروسکوپ با بزرگنمایی
ها، ها، پلاسموتوسیتشناسایی شدند که شامل پروهموسیت

که نکته قابل توجه این. ها بودندیدها و انوسیتوئگرانولوسیت
1شکل (ها مشاهده شد دو شکل مرفولوژیک از پلاسماتوسیت

a-e .(و هایی گرد با هسته بزرگها سلولپروهموسیت
پلاسماتوسیت نوع اول ). 1aشکل (سیتوپلاسم باریک بودند 

با شکل نامنظم، هسته مشخص و تعدادي گرانول ) 1bشکل (
چشمی ) 1cشکل (سماتوسیت نوع دوم در سیتوپلاسم اما پلا

. بودندشکل با هسته مشخص و تراکم بیشتري از گرانول 
ها بیضوي با هسته مشخص و تعداد زیادي گرانول گرانولوسیت

گرد ،در نهایت، انوسیتوییدها). 1dشکل (قابل مشاهده بودند 
با هسته مشخص و پیرامونی و تعدادي گرانول اطراف هسته 

سنرويدر بررسی انجام شده دیگر . )1eشکل (بودند 
Hemiptera: Reduviidae)(L.Rhodnius prolixus با

نوع جالکترونی، وجود پننوري واستفاده از میکروسکوپ
ها، ها، پلاسماتوسیتسلول خونی شامل پروهموسیت

ها گزارش شدها و اونوسیتوئیدها، آدیپوهموسیتگرانولوسیت
(Borges et al., 2008). سن معمولی گندمدر

Eurygaster integriceps Puton (Hemiptera:
Scutelleridae) نوع سلول خونی شامل 4وجود

وهاها، گرانولوسیتپلاسماتوسیتها،پروهموسیت
طی این . شدف این سن گزارش نها در همولاونوسیتوئید

هایی کوچک و کروي شکل، ها سلولبررسی، پروهموسیت
بزرگ مرکزي و سیتوپلاسم ناحیه باریکی از همراه با هسته

هایی دوکی شکل و ها سلولاطراف هسته، پلاسماتوسیت
هایی ها سلولگرانول در سیتوپلاسم، گرانولوسیتکمیتعداد

بیضی شکل، همراه با هسته بزرگ و تعداد زیادي گرانول در 
هایی کروي شکل، داراي ها سلولاونوسیتوئیدوسیتوپلاسم، 

Step Temp Time Cycles

Initial denaturation 94 5 min

Denaturation 94 30 s

Annealing 42 30 s 39 Times

Extension 72 45 s

Final extension 65 5 s
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ه کوچک و غیر عادي همراه با تعداد بسیار کمی یک هست
,.Zibaee et al(گرانول داخل سیتوپلاسم توصیف شدند

2011( .

) dپلاسماتوسیت، ) b,cپروهموسیت، ) a. توسط میکروسکوپ نوريAndrallus spinidensهاي خونی تعیین سلول-1شکل 
انوسیتویید) e،گرانولوسیت

Figure 1. Determination of Andrallus spinidens hemocytes by light microscopy. a) Prohemocyte, b,c)
Plasmatocytes, d) Granulocyte, e) Enocytoids

دو وA. spinidensسنهاي خونیتعداد کل سلول
ها هاي درگیر در ایمنی شامل گرانولوسیتگروه مهم از سلول

تفاوت پس از تزریق هاي زمانی مها در بازهو پلاسماتوسیت
داري بین فراوانی حاکی از اختلاف معنی،نتایج. شدندتعیین

ها در و پلاسماتوسیتهاها و همچنین گرانولوسیتکل سلول
که با افزایش گذشت زمان چنان. هاي بعد از تزریق بودساعت

ها و فراوانی هاي اولیه تزریق، تعداد کل سلولاز ساعت
فهمولنلیتر میلیهر ها در نولوسیتها و گراپلاسموتوسیت
خونی بیشترین تعداد سلول. )3و 2هاي شکل(افزایش یافت

ساعت پس از 12و 12، 48، 48ترتیب شمارش شده به
AM-118وBB2، لاتکس بید، )شاهد(آلودگی، در توئین 

در مورد اثر قارچ بر تعداد تفکیک ). 2شکل (دست آمدندبه
افزایش ،هاها و گرانولوسیتوسیتپلاسموتبر تعداد شده 

و در 3و 24، 48، 48ترتیب در ها بهتعداد پلاسماتوسیت
ساعت پس 12و 12، 48، 48ترتیب درها نیز بهگرانولوسیت

AM-118و BB2، لاتکس بید، )شاهد(توئین از آلودگی در 

هاي خونی و افزایش تعداد کل سلول). 3شکل (مشاهده شد 
.Rسن نیز در )لاسماتوسیت و گرانولوسیتپ(ها ایمونوسیت

prolixus(Borges et al., 2008) ،E. integriceps

(Zibaee et al., Gryllus assimilisسیرسیرك ،(2011

Fabricius (Orthoptera: Gryllidae)سوسري آلمانی ،
Blatella germanica L. (Blattodea: Blatellidae)

)Hazarika and Gupta, 1987 ( سوسري آمریکایی، ملخ
Melanoplus sanguinipesشاخک کوتاه  Stal

(Orthoptera: Acrididae))Gillespie and

Khachatourians, Spodopteraهايپروانه،)1992

frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) و
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Pseudoplusia includes Walker (Lepidoptera:
Noctuidae))Gardiner and Strand, 2000( نیز گزارش

به هاي خونی افزایشی در تعداد سلولرونداین . شده است
-ها و گرانولوسیتها به پلاسماتوسیتدلیل تمایز پروهموسیت

خواري عامل ها بتوانند در فرآیند بیگانهست تا این سلولاها
Borges et al., 2008; Zibaee(مهاجم نقش داشته باشند

et al., 2011(.ها به ، افزایش تعداد ایمونوسیتوه براینعلا
باکتریایی، ضد قارچی، مواد ضدها در تولیددلیل اهمیت آن

فنل ف و سنتز پیشاز همولنتیروزین جذب ویروسی و 
پس از تشکیل گره و شرکت در ملانیزاسیون براياکسیداز 

,Gupta(کپسول اطراف عامل مهاجم است  1985.(

خطاي ±لیتربر میلی104×تعداد سلول ها(Andrallus spinidensهاي خونی کل سلولدهاي بیمارگر بر تعدارچتاثیر قا-2شکل 
)درصد5ون توکی، احتمال کمتر از آزم(اند آماري توسط حروف مختلف در هر تیمار نشان داده شدهتفاوت. )استاندارد

Figure 2. Effects of entomopathogenic fungi on total hemocyte counts of Andrallus spinidens (Mean
Numbers×104/ml±SE). Statistical differences have been marked by different letters in each treatment

(Tukey test, p≤0.05)
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Andrallusهاي ها و گرانولوسیتهاي بیمارگر بر تعداد پلاسماتوسیتتاثیر قارچ-3شکل  spinidens)بر میلی104×هاتعداد سلول -

)درصد5آزمون توکی، احتمال کمتر از (اند آماري توسط حروف مختلف در هر تیمار نشان داده شدهتفاوت. )خطاي استاندارد±لیتر
Figure 3. Effects of entomopathogenic fungi on plasmatocytes and granulocytes counts of Andrallus

spinidens (Mean Numbers×104/ml±SE). Statistical differences have been marked by different letters in
each treatment (Tukey test, p≤0.05)

- بهA. spinidensتشکیل شده در بیشترین میزان گره 

ساعت پس از آلودگی، در توئین 6و 12، 48، 48ترتیب در 
جدول (دست آمدبهAM-118و BB2، لاتکس بید، )شاهد(
هاي در تمامی ساعتBB2از لحاظ آماري، در جدایه .)2

،به شاهد مشاهده شدداري نسبت پس از تزریق تفاوت معنی
ساعت 1جز ها بهنیز در تمامی ساعتAM-118در جدایه اما

فرآیند . )2جدول (نبود داري پس از تزریق تفاوت معنی

سوله کردن، ناشی از چسبیدن و احاطه تشکیل ایجاد گره یا کپ
Ling(هاي خودي است هاي بیگانه توسط سلولکردن سلول

and Yu, 2006 .(هاي تشکیل شده در بیشتر بودن تعداد گره
A. spinidensدهنده اهمیت این پاسخ نسبت به شاهد نشان

که این طوريف است بهندر حذف اسپورهاي قارچ از همول
ساعت پس از تزریق نیز پا برجا مانده 48تفاوت آماري تا 

. است
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.Andrallus spinidensهاي سن هاي بیمارگر بر تعداد گرهتاثیر قارچ-2جدول 
Table 2. Effects of entomopathogenic fungi on number of nodules in Andrallus spinidens.

Treatment 1 3 6 12 24 48
Tween 80 0 0c 4±0.35d 8±0.47d 12±1.2c 24±5.4d
Latex
Bead

0 80±8.36b 100±12.3c 100±2.6c 150±7.8bc 250±49.3c

BB2 0 800±101.2
a

1200±26.8a 2800±85.2a 2000±101.2a 2000±125.6a

AM-118 0 0c 800±45.3b 800±32.6b 400±58.7b 400±92.2b
*. Statistical differences have been marked by different letters in each treatment (Tukey test, p≤0.05).

ساعت پس از 6میزان فعالیت آنزیم فنل اکسیداز بیشترین
ساعت پس از 3و AM-118وBB2آلودگی در توئین، 

در حشرات، . )4شکل (بید مشاهده شدآلودگی براي لاتکس
ه شود کفرآیند فعالیت فنل اکسیداز منجر به تشکیل ملانین می

در اطراف کپسول رسوب کرده و به دفع عامل بیگانه کمک 
آنزیم صورت پیشه اکسیدازهاي حشرات بفنل. کندمی

) انوسیتوییدهاعمده به طور(هاي خونی توسط سلولغیرفعال  
سنتز شده و پس از جراحت یا ورود عامل بیگانه با شکافت 

Cerenius)شوند پروتئینی فعال می et al., 2008) .ان این میز
اما در ،ف حشرات سالم بسیار پایین استنآنزیم در همول

طور سریع ه ها یا سایر بیمارگران بحشرات آلوده به قارچ
Cerenius)یابدافزایش می et al., 2008). چنین وضعیتی

M. sanguinipes)Gillespie andدر

Khachatourians, 1992( ،Spodoptera exigua
Hubner (Lepidoptera: Noctuidae))Hung and

Boucias, 1992( ،Lymantria dispar L.

(Lepidoptera: Lymantridae))Ashida et al., 1997(
E. integriceps(Zibaeeو et al., نیز مشاهده (2011

.شده است

توسط حروف مختلف در هر تیمار آماريتفاوت. Andrallus spinidensاکسیداز هاي بیمارگر بر فعالیت فنلتاثیر قارچ-4شکل 
)درصد5ون توکی، احتمال کمتر از خطاي استاندارد؛ آزم±میانگین(اند نشان داده شده

Figure 4. Effects of entomopathogenic fungi on phenoloxidase activity in Andrallus spinidens Statistical
differences have been marked by different letters in each treatment (Mean±SETukey test, p≤0.05)
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از نمونهcDNAو ساخت RNAپس از استخراج 
، ژن فنل اکسیداز با استفاده A. spinidensف سن بالغ نهمول

جهت اطمینان از صحت . از پرایمرهاي اختصاصی تکثیر شد
هاي ساخته cDNAهاي سفارش داده شده، طراحی آغازگر

ف در تکثیر ژن فنل اکسیداز و ژن مرجع نمولشده براي ه
18srRNAیزان کیفیت طی یک واکنش استفاده شد که م

هم NCBIسایت انجام بلاست در وب5ها در شکلتکثیر آن
درصدي با پیش فنل اکسیداز سن 66نشانگر پارامتر آدنت 

Anasa tristris De Geer (Coriade: Hemiptera)بود
ست آمده حاکی از صحت تکثیر ژن فنل دنتایج به. )6شکل (

بر . جفت باز بود676اکسیداز و تعیین توالی نشانگر ژنی با 

یابی شده ژن فنل اکسیداز توالیژنی،يناحیهاینتوالیاساس
.Aشباهت بسیاري به ژن فنل اکسیداز سن tristrisدارد

فنل اکسیداز افراد اطلاعات کمی در مورد ژن پیش). 6شکل (
Hemiptera هاي و فقط در سنوجود داردA. tristris ،

Riptortus pedestris Fabricius (Hemiptera:
Coreidae)دو زیر واحد در زنجرك وNilaparvata

lugens Stal (Hemiptera: Delphacidae) شناسایی شده
ضمن A. spinidensتعیین این ژن در سن شکارگر . است

تواند در درك بهتر میافزایش اطلاعات در این زمینه
.شناختی این حشره مفید باشدسازوکار ایمنی

Andrallusف از همولنcDNAتعیین صحت ساخت A. spinidens.سن بالغ mRNAتولید شده از PCRمحصول -5شکل 

spinidens با استفاده از ژن رفرنس.(a)18srRNAیش فنل اکسیداز و پ(b). جفت باز3000تا 100نشانگر مولکولی از
Figure 5. Determination cDNA goodness from hemolymph of Andrallus spinidens by 18srRNA (a) and

proPhenoloxidase (b). Ladder from 100 to 3000 bp

a b
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با استفاده از Anastis tristrisفنل اکسیداز و تطابق آن با پیشAndrallus spinidensداز در سن یفنل اکستوالی ژن پیش-6شکل 
Genedocافزار نرم

Figure 6. Sequencing of pro Phenoloxidase gene in Andrallus spinidens and its alignment with
proPhenoloxidase of Anastis tristris using Genedoc software

-فاده از عوامل کنترل بیولوژیک بهدر عصر حاضر است

خطر بیش از عنوان یک روش جدید، کم هزینه، کارآمد و کم
گذشته مورد توجه کارشناسان، محققین و مسئولین امر قرار 

-امروزه در صنعت کشاورزي مدرن دنیا از روش. گرفته است

هایی مطمئن از نظر صرفه اقتصادي و اثر سوء کمتر بر محیط 
ختلف زیر کشت محصولات زراعی، باغی زیست در سطوح م

عنوان یک محصول برنج هم به. و صیفی استفاده شود
ترین منابع غذایی مورد نیاز بشر از استراتژیک و یکی از مهم

با توجه به استفاده روزافزون از . این قاعده مستثنی نخواهد بود
هاي مختلف جهت دور ماندن این محصول از آفات کشآفت

ضروري این موضوع توجه به توسط کشاورزان، هاو بیماري
توجهی به تاثیر ها و بیرویه از این ترکیبکه استفاده بیاست 

صدمات جبران زیستمحیطبر موجودات مفید و تواند میآن 
یاز به یک روش ایمن که بتواند بنابراین، ن. وارد آوردناپذیري 

قل اثر سوء بر محیط زیست و عوامل غیرهدف را به حدا
رو برساند بیش از گذشته احساس برساند و ما را به هدف پیش

در این میان اگرچه بیمارگران حشرات نشانگر .خواهد شد

تاثیر روشی امیدوار کننده در کاهش جمعیت آفات هستند اما 
. ها بر عوامل بیوکنترل نیز باید مورد توجه قرار گیردجنبی آن

عنوان یک عامل توان بهمیاز آنجاکه تغییر در ایمنی سلولی را 
قابل استناد جهت فهم بهتر تاثیر دو عامل زنده بر یکدیگر و 

ترین شاخص آلودگی حشرات به عوامل عنوان مهمهمچنین به
دست آمده در این بنابراین اطلاعات بهشمار آورد، هبیگانه ب

.Bتواند توانایی مقابله این سن با قارچ بیمارگر پژوهش می

bassianaاین توانایی در افزایش تعداد سلول. ا نشان دهندر-

-هاي خونی، تداوم ایمنی به قارچ از طریق گره و فعالیت فنل

.اکسیداز مشهود بود
گزاريسپاس

مهندس مهدي سلیمی در کشت و مرحوم از مساعدت 
یهاي بیمارگر و همیچنین معاونت پژوهشپرورش قارچ

پژوهش قدردانی دانشگاه گیلان به سبب حمایت مالی این 
.شودمی
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Abstract
In this study, the effects of two isolates from the entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana

Boisduval were determined in immune system of the predatory hemipteran, Andrallus spinidens Fabricius
(Hemiptera: Pentatomidae). Four types of hemocytes were identified in the hemolymph of the adult bug
including prohemocytes, plasmatocytes, granulocytes and oenocytoids. Also, the effects of two
entomopathogenic fungus isolates and latex bead were studied on the activity of phenoloxidase. The
highest number of total hemocytes were found at time intervals of 12, 12, 48 and 48 hours post-injection
by Tween80 (Control), latex bead, BB2 and AM-118, respectively. The highest number of plasmatocytes
were determined 48, 48, 24 and 3 hours post-injection by Tween80 (Control), latex bead, BB2 and AM-
118 but the number of granulocytes were observed after 48, 48, 12 and 12 hours, respectively. The
highest number of nodules were observed 48, 48, 12 and 6 hours post-injection Tween80 (Control), latex
bead, BB2 and AM-118, respectively. The highest activity of phenoloxidase were determined 6 hours
post-injection by Tween80 (Control), BB2 and AM-118 and 3 hours post-injection by Tween80,
respectively. To determine the gene of proPhenoloxidase, RNAs of the hemocytes were extracted and it
was amplified by a pair of degenerate forward and reverse primers followed by cDNA synthesis. The
results revealed a product with 675 bp based on reverse sequencing which had a 66% similarity with
prophenoloxidase of Anasa tristis De Geer. Results of this study demonstrate that immune responses of
the predacious hemipteran are different regarding various isolates of B. bassiana so the isolates should be
used which have the lower virulence against the predator in integrated pest management programs.
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