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  هاي تحقيق تازه
بومي نماتود  نتايج اين پژوهش اثبات كرد كه جدايه

-كه براي اولين بار از ايران گزارش مي K29بيمارگر 

زي بودن و رفتار پارازيتي، داراي آزاد باوجودشود، 
هاي كرم پتانسيل قابل توجهي جهت كاربرد عليه لارو

هاي . اين نماتود بيمارگر بومي در آزمونردداخراط 
شاخه قادر به ايجاد روي مختلف پتري ديش و 
هاي كرم خراط بود. نظر به بيماريزايي و تكثير در لارو

آگيني بالاي اين مشاهدات انجام شده در خصوص زهر
هاي هاي بيمارگر بر روي لاروبومي از نماتود جدايه

مثل آن در بدن آفت توليدكرم خراط، پتانسيل نفوذ و 
بومي در ورود و كشتن  و همچنين توانايي اين جدايه

هاي لاروي آفت در هاي كرم خراط درون دالانلارو
هاي درخت گردو از يك سو، و نيز سازگاري شاخه
هاي هاي مخفيانه لاروهاي بيمارگر با زيستگاهنماتود

رل سوي ديگر، در ميان ساير عوامل كنت كرم خراط از
عنوان  تواند بهبيولوژيك، اين عامل كنترل زيستي مي

يك عامل كنترل بيولوژيك موثر جهت كاربرد در قالب 
هاي مديريت كنترل اين آفت مهم اقتصادي در برنامه

 باغات گردو مورد توجه قرار گيرد.
 

  مقدمه
 حدود كشت زير سطح با.، Juglans regia L، گردو

 محصولات از يكي عنوان به ايران در هكتار 60،000
 ارزش و شده محسوب كشور ملي ذخاير و يراهبرد
 5/11 حدود ايران. دارد كشاورزان براي زيادي بسيار
 اختصاص خود به را محصول اين جهاني توليد از درصد
با توليد سالانه بيش از و  )Amirghasemi 2006( داده

جهاني  كنندهتوليد چهارمين عنوان به ،گردو تن 150000
 باشدو تركيه مي آمريكا ،اين محصول پس از چين

)Ebrahimi et al. 2009, Siahnouri et al. 2013(.  
 Lepidoptera: Cossidae( Zeuzera(كرم خراط 

pyrina L.،  در باغات گردومهمترين آفت اقتصادي 
شديد و هاي خسارتاخير  هايدر سالباشد كه مي

از كاري كشور گردو بسياري از مناطق ي بهقابل توجه
- طور كلي لارو هجمله استان كرمان وارد نموده است. ب

تعداد  بوده و علاوه بر گردو بهفاژ يكرم خراط پلهاي 
مثمر متعلق به يرو درختان غ يوهاز درختان م ياديز

 Gatwickكنند (مي حمله ياهيخانواده گ 30از  يشب

 ي خسارت اين حشره مربوط به مرحله). عمده1992
از چوب شاخه و تنه  هاآن ياصل يهتغذ لاروي است كه
 مرگ سبب، محصول به خسارت بر بوده و علاوه

 .Langström et alشوند (مي درخت از هاييقسمت

2004, Alford 2007 در حال حاضر براي از بين .(
هاي هاي لاروي اغلب از سيمها درون دالانبردن لارو

بر، سخت و در زمان شود كه روشيمفتولي استفاده مي
 اين با شيميايي باشد. مبارزهناپذير مي سطح زياد امكان

 حشرات تخمريزي دوره بودن طولاني دليل نيز به آفت
اي از مراحل همچنين مخفي بودن بخش عمده و بالغ

 تنها نه، زاي دوره زندگي از دسترس مبارزهخسارت
آفت  طبيعي دشمنان بردن بين از با بلكه، نبوده موثر
 ,Hegazi et al. 2009شود (مي نيز آفت افزايش باعث

Shamseldean et al. 2009غير كنترل هايروش ). از -

 توان بهمي خراط كرم هايلارو كنترل براي شيميايي
 دو صورت به حشرات بيمارگر هايباكتري و هاقارچ
 Bacillus  مانند تجاريغير و تجاري فرم

thuringiensis  )Myers 1988, Nashnosh et al. 

 و )Myers 1988( كيتين سنتز هايبازدارنده، )1993
 .Pasqualini et al. 1992, Nashnosh et alها (فرمون

1993, Avilla and Bosh 2001در كه ) اشاره نمود 
 قرار استفاده مورد مختلف هايكشور در اخير هايسال

هايي محدوديت يكسري داراي هاآن تمام اما، اندگرفته
هاي جايگزين موثر در كنترل لذا يافتن روش .هستند

  .اين آفت مهم اقتصادي امري ضروري است
 يكي عنوان به،EPNs(1حشرات ( بيمارگر هاينماتود

 بالايي پتانسيل از، موفق بيولوژيك كنترل عوامل از
 برخوردار، دارند مخفي زيستگاه كه آفاتي كنترل براي
 Burnell and Stock 2000, Koppenhöfer( باشندمي

2007, Lacey and Georgis 2012, Poinar and 

Grewal 2012, Lacey et al. 2015قبيل از ). آفاتي 
 :Cydia pomonella (L.) )Lepidopteraسيب  كرم

Tortricidae( )Lacey and Unruh 1998, Lacey et 

al. 2015(، مانند  زنبور هايپروانهSynanthedon 

pictipes (Grote & Robinson) (Lepidoptera: 

Sesiidae) )Cottrell et al. 2011(، Synanthedon 
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exitiosa (Say) (Lepidoptera: Sesiidae)  )Shapiro-

Ilan et al. 2014چوبخوار پروانه ) و Prionoxystus 

robiniae Peck (Lep., Cossidae)  )Canhilal and 

Carner 2006( مخفي هايزيستگاه ساكن آفات جمله از 
 هاينماتود توسط آميزموفقيت طور هب كه باشندمي

- نماتود موفقيت دلايل از اند. يكيشده كنترل بيمارگر

 زيستگاه نزديكي، آفاتي چنين كنترل در بيمارگر هاي
 هاينماتود طبيعي زيستگاه به آفت هايلارو مخفيانه
 هايدالان درون رطوبت ميزان بودن بالا و بيمارگر
 به آساني به توانندمي هانماتود كه باشدمي لاروي
 اين در همچنين. كنند پيدا دسترسي خود ميزبان

 شيميايي هايكش آفت از خوبي به هانماتود هازيستگاه
 رسان آسيب هاآن براي كه خورشيد بنفشفرا اشعه و

 كاهش هدف حشرات برابر در را هاآن كارايي و بوده
 .Shamseldean et al( شوندمي محافظت، دهندمي

هاي در خصوص بررسي تاثير نماتود هرچند ).2009
بيمارگر در كنترل كرم خراط مطالعات كمي انجام 

كه علاوه بر زيستگاه شده، ليكن تحقيقات بيانگر آنست
هاي بيمارگر، جهت كاربرد نماتود مناسب كرم خراط

 ي بيمارگرهانماتود بهاين آفت حساسيت بالايي 
 Abdel-Kawy et al. 1988, Sammourدارد (حشرات 

and Saleh 1996, Shamseldean et al. 2009, 

Ashtari et al. 2011, Salari et al. 2015.(  
-نماتود هاينژاد و هاگونه كه است ذكر به لازم البته

 توانايي، يبيمارگر ايجاد لحاظ از حشرات بيمارگر هاي
 در مانيزنده و ميزبان جستجوي رفتار، مثلتوليد

 كاربرد در لذا. متفاوتند يكديگر با مختلف شرايط
 بايستي خاص ايمنطقه در بيمارگر هاينماتود

 بومي هايگونه وجود عدم يا وجود مانند لازم اطلاعات
- سازگاري بهتر گونه دليل  بهباشد.  اختيار در عوامل اين

هاي دشمنان طبيعي و هاي بومي نماتود با جمعيت
هوايي منطقه خود، آفات موجود  و همچنين شرايط آب

تري توسط اين عوامل كنترل طور مؤثر هدر آن مناطق ب
 ,Miller and Barbercheck 2001( خواهند گرديد

Campos-Herrera and Gutiérrez 2009به ). نظر 
 و هوايي و آب تنوع سبب كه كرمان استان خاص اقليم

 تنوع غناي و متفاوت اكولوژيك مناطق ايجاد آن تبع به
 .Mehrabi Boshrabadi et al( است شده زيستي

 هاي بوميجمعيت كه داشت اميد توانمي ،)2008
ايجاد  پتانسيل استان اين در بيمارگر هاينماتود

هدف  رو اين از. باشند در كرم خراط را داشته يبيمارگر
يك  كيولوژيب كنترل بررسي پتانسيل حاضر پژوهش از

از  حشرات مرتبط با هاي بيمارگراز نماتود بومي جدايه
 درون يبيمارگر ارزيابي استان كرمان شامل مطالعات

 بدن اندازه بين رابطه بررسي شاخه، و پتري تشتك
 بررسي همچنين نماتود و به حساسيت و ميزبان
 هاي كرملارو بدن به نماتود نفوذ و مثلتوليد توانايي
  باشد.مي آزمايشگاه شرايط در خراط
  

  هامواد و روش
  هاي كرم خراط آوري و نگهداري لاروجمع

تا  در فاصله تير خراط كرم لاور هاينمونه آوريجمع
از باغات گردوي با آلودگي بسيار  1394شهريور ماه 

گذاري شده ي پلاكبالا به كرم خراط و درختان آلوده
زارچي از روستاي دهتوسط سازمان جهاد كشاورزي در 

  .توابع شهرستان بافت در استان كرمان انجام گرفت
 كنترل شرايط در سپس شده آوريجمع هايلارو 

براي تغذيه . شدند نگهداري رشد اتاقك درون شده
- هاي اين آفت از قطعات كوچكي از چوب شاخهلارو

- هاي تازه درخت گردو استفاده شد كه هر سه روز يك

هاي كرم خراط گرفت. لاروها قرار ميلاروبار در اختيار 
منظور بررسي جهت  قبل از استفاده در آزمايشات به

مدت  ها، حداقل بهها و بيماريعدم وجود ساير آلودگي
شدند و يك هفته در شرايط آزمايشگاه نگهداري مي

نظر  هايي كه از نظر تغذيه و حركت سالم بهتنها لارو
رد استفاده قرار گرفتند. رسيدند، در آزمايشات مومي

همچنين بر اساس ميانگين وزن، طول بدن و عرض 
كپسول سر، سنين مختلف لاروي از يكديگر تفكيك 

  شدند.
   

  مطالعه مورد بيمارگر هايتكثير نماتود
كه  K29بومي نماتود بيمارگر  در اين مطالعه از جدايه

 هايگالريا از نمونه هايگذاري لاروبا استفاده از طعمه
سازي شده بود، استفاده شد. بر كرمان جدا استان خاك
كليدي مورفومتريك  مشخصات از حاصل اطلاعات اساس

جدايه هاي مولكولي مشخص شد كه كمك داده بهو 
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K29 با مشخصات جنس Acrobeloides  از خانواده
Cephalobidae  .تاييد نهايي هويت اين مطابقت دارد

 Acrobeloides maximus Thorne, 1925نام  به جدايه

(Rhabditida: Cephalobidae)  دكتر خواكين توسط
دانشگاه  گياهي جانوري و شناسيزيست ابولافيا از گروه

de Jaén اسپانيا )Universidad de Jaén, Jaen, 

Spain .در راستاي انجام آزمايشات ) صورت پذيرفت
هاي سن بيمارگر بومي بر روي لارو مختلف، اين جدايه

 72تا  48خوار در آزمايشگاه تكثير شد. آخر پروانه موم
هاي آلوده به سازي، لاشه لاروساعت پس از آلوده

 درجه 25±1منتقل و در دماي  2وايتبيمارگر، به تله
هاي اتودبراي نگهداري نمنگهداري شدند.  لسيوسس

هاي لارو ،رــتات بيشــور مطالعظنم به دهـاستخراج ش
صورت يك روز روج، بهروز پس از خ 10تا  8زا، عفونت

آوري و با استفاده از آب مقطر استريل در ميان جمع
 در استفاده سه بار شستشو داده شده و جهت

- ميلي 150( فالكون هايبعدي، درون لوله آزمايشات

ي استريل در دماي هاي خرد شدهحاوي اسفنج) ليتري
 Kayaدر يخچال نگهداري شدند (وس يدرجه سلس 4

and Stock 1997.(  
  

  سنجي زيستهاي آزمون
درون تشتك پتري  K29 جدايه يآزمون بيمارگر

  خراط  كرم هايبر روي لارو
هاي كرم بر روي لارو K29 جدايه يآزمون بيمارگر

هاي مختلف از اين بيمارگر انجام خراط با تهيه غلظت
اسيت در خصوص حسدليل فقدان اطلاعات  گرفت. به

هاي مختلف اين بيمارگر، پس از هاي آفت به تراكملارو
غلظتي  (شامل دامنه يانجام آزمون مقدماتي بيمارگر

 هر ازاي به زاعفونت لارو 300و  200، 100، 50، 10
 لارو 100و  50، 20، 10، 5هاي )، غلظت آفت لارو

آب ليتر ميكرو 200در  آفت لارو هر ازاي به زاعفونت
براي انجام آزمايشات تكميلي روي آفت  مقطر استريل

هاي پتري ها درون تشتكتعيين گرديد. آزمايش
متر حاوي كاغذ صافي واتمن  سانتي 5قطر  اي بهشيشه

انجام شد. در تيمار شاهد تنها از  مرطوبشماره يك 
ليتر آب مقطر استريل استفاده شد. سپس ميكرو 200

                                                                                  
2. White trap 

هر  به يصورت انفراد هط بكرم خراسن آخر لارو  يك
 هاي پتري واحد آزمايشي اضافه شد. بهيك از تشتك

 ها از قطعات كوچك چوب تازهلارو منظور تغذيه
درخت گردو استفاده شد. اين ظروف به اتاقك رشد با 

 65±10 نسبي رطوبت و سلسيوس درجه 25±1دماي 
 ،ساعت 72 و 48 ،24 از پس. شدند منتقل درصد
 د و بهش محاسبهن تلفات ايجاد شده در آفت ميزا

بر روي  K29 آگيني جدايهمنظور تعيين شاخص زهر
اين بيمارگر پس از  LC50 هاي كرم خراط، ميزانلارو
تكرار  15گرديد. در مجموع محاسبه ساعت  72و  48

ها در نظر گرفته شد و كل به ازاي هر يك از غلظت
ي و تاييد آلودگي آزمايش دو بار تكرار شد. جهت بررس

توسط نماتود، اجساد در سومين روز بعد از شروع 
  آزمايش در زير استريوميكروسكوپ تشريح شدند.

  
 شاخه در K29 جدايه يآزمون بيمارگر

سالم و آلوده به كرم  هايشاخه آوريپس از جمع
- سانتي 13ها با طول تقريبي خراط (هر يك از شاخه

آزمايشگاه، ها به و انتقال آن متر)ميلي 12متر و قطر 
از تلفات حاصل از  دو آزمون شاخه به منظور اطمينان

نماتود انجام شد. هدف از انجام آزمون اول شاخه 
اطمينان از اين بود كه پس از كاربرد نماتود، تلفات 

  ها ناشي از اين بيمارگر خواهد بود. ايجاد شده در لارو
ورت ـص ط بهراـرم خــهاي سالم كمنظور لارو بدين

متر سانتي 15به قطر هاي پتري انفرادي درون تشتك
هاي و حاوي سه كاغذ صافي مرطوب، در جوار شاخه

ها فرصت داده شد تا سالم قرار گرفتند. سپس به لارو
ها با بيمارگر سازي آنشده و سپس آلودهها وارد شاخه

سازي منظور شبيه . آزمون شاخه دوم بهانجام گرفت
هاي آلوده به طبيعي با استفاده از شاخهنيمهشرايط 

هاي فعال لاروي انجام گرفت. كرم خراط و حاوي دالان
لارو  160ها در معرض غلظت سپس اين دو گروه شاخه

 5در حجم  K29متر مربع از جدايه زا در سانتيعفونت
ليتر آب مقطر استريل قرار گرفتند. روش انجام ميلي

ا درون ــههر يك از تيمارورت تزريق ـص آزمايش به
ها بود. در تيمار شاهد هاي لاروي هر يك از شاخهدالان

ليتر آب مقطر استريل ميلي 5هر دو آزمايش تنها از 
تكرار بود و كل آزمايش  7استفاده شد. هر تيمار داراي 
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هاي پتري واحد نيز دو بار تكرار شد. تمام تشتك
رايط كنترل آزمايشي با پارافيلم پوشيده شده و در ش

شده درون اتاقك رشد نگهداري شدند. پس از پنج روز، 
ها و هاي زنده و مرده با باز كردن شاخهتعداد لارو

 گرفتندها از شاخه مورد شمارش قرار خارج كردن لارو
 اجساد نماتودي آلودگي منظور تاييد و در نهايت به

  هاي مرده به تله وايت انتقال يافتند.لارو
  

 K29 جدايه 4تكثير و توانايي 3نفوذ ميزانبررسي 
 Galleria mellonella و خراط لارو كرم روي

هاي كرم در لارو K29 مثل جدايهميزان نفوذ و توليد
عنوان كنترل مثبت  هاي گالريا بهخراط و همچنين لارو

زا به ازاي هر لارو لارو عفونت 20و  5در دو غلظت (
قرار گرفتند. براي انجام آفت) مورد آزمون و مقايسه 

 ها بهعدد لارو سن آخر از هر يك از ميزبان 20آزمون، 

 5اي هاي پتري شيشهصورت انفرادي درون تشتك
طور جداگانه  به مرطوب يكاغذ صافمتري حاوي سانتي

ي مورد تيمار قرار بيمارگر بومبا اين دو غلظت مذكور 
رون هاي تيمار شده دگرفتند. سپس ظروف حاوي لارو

 رطوبت و سلسيوس درجه 25±1اتاقك رشد در دماي 
ساعت نگهداري  72مدت  به درصد 65±10 نسبي

 تكميل جهت بيمارگر هاينماتود كه آنجايي شدند. از
 سه از بيشتر به ميزبان بدن در مثلتوليد و زندگي دوره
 تعداد لذا، )Sharifi et al. 2014( دارند نياز زمان روز
 هر اجساد تشريح از پس روز سه كه بيمارگري هايلارو
، شدند شمارش ميزبان بدن درون هاميزبان از يك

 بدن به كه است بيمارگري هايلارو تعداد دهنده نشان
نيمي پس از سه روز،  بنابراين .اندكرده نفوذ هاميزبان

صورت تصادفي انتخاب شده و پس از  بهاز اجساد 
كل شستشو با آب مقطر، جهت تعيين و شمارش تعداد 

زاي نفوذ كرده به بدن هر يك از هاي عفونتلارو
ها، در زير استريوميكروسكوپ تشريح شدند. ميزبان

مثل جدايه منظور محاسبه پتانسيل توليد س بهسپ
K29، تقل من وايت شكل جداگانه به تله ساير اجساد به

كل زا، ميزان شده و تا پايان خروج آخرين لارو عفونت
 اجساد هر يك از خارج شده اززاي عفونتهاي لارو

                                                                                  
3. Penertation Test 
4. Reproduction Capability Tests 

هاي لاروعداد قرار گرفتند. بدين ترتيب ت شمارش مورد
خراط كرم هر لارو  يازا به شده يدتولزاي عفونت

يسه شدند. در تيمار مقا ياگالرهاي با لاروو  محاسبه
- ميكرو 200ها تنها به هر يك از ميزبانشاهد مربوط 

 15ليتر آب مقطر استريل استفاده شد. در مجموع 
ها در نظر گرفته شد و از غلظت يك تكرار به ازاي هر

  كل آزمايش دو بار تكرار شد.
  

لارو كرم خراط و ارتباط بين اندازه بدن  ارزيابي
   K29 جدايهها به ميزان حساسيت آن

زان ـبر مي انـتاثير اندازه بدن ميزبي ـور بررسـمنظ به
هاي بيمارگر، لارو هايها نسبت به نماتودحساسيت آن
رض ـه در معـور جداگانـط كرم خراط به سنين مختلف

قرار گرفتند. بدين منظور پس از توزين  K29 جدايه
بر اساس طول بدن، ها ، اين لاروسنين مختلفهاي لارو

 وعــمجمده از ـآمدست  هعرض كپسول سر و ميانگين ب
قرار  بزرگ و كوچكمتمايز  5گروه در دو هاوزن آن
هايي ترتيب شامل لارو گروه كوچك و بزرگ به گرفتند.

متر بود. ميانگين ميلي 26و  12با ميانگين طول حدود 
- عدد لارو) در هر يك از گروه 30ها (شامل وزن لارو

  ±10/4و  36  ±99/0ترتيب  هاي كوچك و بزرگ به
رم محاسبه شد. واحد آزمايشي براي هر يك از گ 285

بود و با  ياين دو گروه متمايز، مشابه آزمون بيمارگر
 LC50(يكي غلظت  دو غلظت مشخص از نماتود

زا به ازاي هر لارو عفونت 20بيمارگر و ديگري غلظت 
استريل تيمار  مقطر آب ليترميكرو 200لارو آفت) در 

ها، تنها از آب از گروهشدند. در تيمار شاهد در هر يك 
مقطر استريل استفاده شد. در مجموع آزمايش شامل 

تكرار بود و كل آزمايش نيز دو بار تكرار شد. درصد  15
هاي در گروه هاي كرم خراطتلفات تجمعي لارو

 72و  48و  24پس از در شرايط آزمايشگاهي،  ،مختلف
 نماتود محاسبه شد. بهساعت قرار گرفتن در معرض 

 در دو گروهور تاييد آلودگي نماتودي اجساد آلوده منظ
پس از سه روز در زير استريوميكروسكوپ تشريح شده 

 هاها بر اساس جثه آنلارو يت و تلفاتحساس يزانو م
  شدند. يسهمقا
  

                                                                                  
5. Size class 
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  تجزيه و تحليل آماري
بررسي ميزان حساسيت آفت به  به مربوط آزمايشات در

 تيمار در تلفات مشاهده صورت در هاي بيمارگر،نماتود
-تيمـار  در عوامل بيمارگر از ناشي تلفات درصد شاهد،

 گرديـد  اصـلاح  Abbott فرمـول  اسـاس  بـر  ديگـر  هاي
)Abbott 1925( .6آگينـي محاسـبه شـاخص زهـر    براي 

-دادههاي كـرم خـراط،   نماتود بيمارگر بومي روي لارو

افـزار  نـرم  از اسـتفاده  بـا سـنجي  هاي حاصل از زيسـت 
POLO-PC روش از وProbit Analysis  ــطح در ســ

و  گرفتنـد  قـرار  آمـاري  تجزيـه  مـورد درصد  5احتمال 
آگينـي و شـيب خـط    هايي از قبيل شاخص زهرپارامتر

لفات غلظـت بـا اسـتفاده از    رگرسيوني پروبيت ميزان ت
-از آزمـون آمـاري غيـر   دسـت آمـد.    افـزار بـه  اين نـرم 

جهت آنـاليز   Kruskal-Wallis (K-W) testپارامتريك 
ــه  ــرات جداي ــاري اث ــومي  آم ــون شــاخه  K29ب در آزم

هـا و  پـس از بررسـي نرمـال بـودن داده     استفاده شـد. 
طرفـه  دو ها، از آناليز واريـانس آنهمگن بودن واريانس 

اي هاي انـدازه گروهجهت مقايسه درصد تلفات تجمعي 
ساعت پس از قرار گـرفتن در معـرض    72مختلف آفت 

استفاده شـد (انـدازه    K29 ز جدايهدو غلظت متفاوت ا
غلظت بيمارگر). ميانگين ميـزان نفـوذ و    ×بدن ميزبان 

هاي خـراط و همچنـين   مثل بيمارگر در بدن لاروتوليد
آناليز واريـانس دو طرفـه طـرح    هاي گالريا، توسط لارو

ــد (غلظــت  فاكتو ــه × نمــاتود ريــل محاســبه گردي گون
 5 احتمـال  سـطح  در تجزيه واريانسكه ميزبان). زماني
جهـت   7اي توكي دار بود، آزمون چند دامنهدرصد معني
مـورد   هـا دار ميـان ميـانگين  معنـي  هـاي تعيين تفاوت

ذكر است كه محاسبه كليـه   لازم به .قرار گرفت استفاده
آگينـي  جـز محاسـبه شـاخص زهـر     هاي آماري بهآناليز

  انجام گرفت.  SASافزار عوامل بيمارگر، توسط نرم
  

  نتايج
درون تشتك پتري بر روي  K29 جدايه يبيمارگر

  هاي كرم خراطلارو
 ينتايج نشان داد كه در آزمون تشتك پتري (در دامنه

 هر ازاي به زاعفونت لارو 100 و 50، 20، 10، 5غلظت 

                                                                                  
6. LC50 
7. Tukey HSD Test 

 يقادر به ايجاد بيمارگر K29 بومي جدايه آفت) لارو
منظور  در آفت بود. آناليز پروبيت استفاده شده به

 72و  48اين بيمارگر پس از  LC50تعيين ميزان 
 1هاي كرم خراط در جدول شماره ساعت بر روي لارو

ارائه شده است. نتايج نشان داد كه با افزايش مدت 
، ميزان K29 زمان قرار گرفتن آفت در معرض جدايه

LC50  .محاسبه شده براي اين بيمارگر كاهش يافت
پس  K29بومي  ي جدايهمحاسبه شده برا LC50ميزان 

لارو بيمارگر  1/12و  2/15ترتيب  ساعت به 72و  48از 
  به ازاي هر لارو آفت تعيين گرديد.

  
محاسبه شده (لارو   LC50مقادير  -1 جدول شماره

 Acrobeloides maximusبيمارگر به ازاي هر لارو آفت) جدايه 

K29 هايعليه لارو Z. pyrina  
Table 1- The calculated LC50 values (IJs larva−1) for 

Acrobeloides maximus K29 isolate on Z. pyrina larvae in 
Petri dish bioassays  

 
P-valued

χ2c 
(df=3)  

Slope±SE  
Intercep±SEb

LC50 
(95% fiducial 

limits)a  
Incubation 

period (hours)

0.46 2.59 2.43 ± 0.42-2.26 ± 0.4815.2 (9.6 - 22.4)48 

0.930.45 2.59 ± 0.49-2.39± 0.5712.1 (7.3 - 17.7)72 
a Concentration are expressed in IJs larva-1; b SE, 
standard error; c Pearson χ2 of the slope; d P-values 
represent the probability of the slope 

  
در آزمون  K29  A. maximus جدايه يبيمارگر
  شاخه

، K29 A. maximus بومي پنج روز پس از كاربرد جدايه
هاي كرم خراط آلوده به در هر دو آزمون شاخه لارو

هاي گردو مشاهده شدند. ميزان نماتود درون شاخه
تلفات محاسبه شده لارو آفت در آزمون شاخه اول پس 

در زا لارو عفونت IJs cm−2 (160از تزريق مستقيم (
درصد  7/66ها، ميزان درون شاخهمتر مربع سانتي

مشاهده شد. نتايج آزمون شاخه دوم نشان داد كه 
 يهاي آلوده توانايي بيمارگردر شاخه K29 جدايه

هاي هاي سالم در لارونسبتا بالاتري در مقايسه با شاخه
باشد. در آزمون شاخه دوم پس از كرم خراط دارا مي

متر ر سانتيدزا لارو عفونت IJs cm−2 (160كاربرد (
ها، ميزان صورت تزريق مستقيم درون شاخه مربع به

  .درصد محاسبه شد 4/71تلفات آفت 
  



 227  1396زمستان  پاييز و، 2، شمارة 6هاي گياهي، دورة  كنترل بيولوژيك آفات و بيماري  

 بومي بيمارگر يزان نفوذ و توانايي تكثير جدايهم
  Galleria mellonellaهاي خراط و بر روي لارو

 K29بومي جدايه تكثير و نفوذ نتايج آناليز توانايي
هاي خراط و گالريا در درون حفره عمومي بدن لارو

ارائه شده است. نتايج اين بررسي  2 شماره جدول
 و نفوذ مطالعه، توانايي نشان داد كه اين جدايه مورد

هاي خراط و بدن لارو در آميزيموفقيت مثلتوليد
آميزي از موفقيتطور  ها نيز بهگالريا داشته و نتاج آن

بررسي  ها خارج شدند. نتايج آزموناجساد اين ميزبان
بيمارگر  توانايي نفوذ بيانگر آن بود كه در اين جدايه

مورد آزمون با افزايش غلظت بيمارگر، ميزان هجوم 
هاي خراط و زا به درون هموسل لاروهاي عفونتلاور

). F1, 76 = 2669.19, P < 0.0001يابد (گالريا افزايش مي
گونه تفاوت آماري بين اين در حاليست كه هيچ

هاي خراط و گالريا) در ميزان هاي مختلف (لاروميزبان
 ,F1, 76 = 2.55مشاهده نگرديد ( K29نفوذ جدايه بومي 

P = 0.1147 همچنين اثرات متقابل بين ميزبان و .(
بومي اثر  غلظت مورد كاربرد بيمارگر، براي اين جدايه

كنترل به بدن داري در ميزان نفوذ اين عامل بيومعني
  ). F1, 76 = 0.99, P = 0.3217نداشتند ( هاي ميزبانلارو

زا لارو عفونت 20بيشترين ميزان نفوذ در غلظت 
هاي كرم خراط محاسبه به ازاي هر لارو آفت در لارو

- ). هرچند كه در غلظت فوق هيچ3/15± 34/0شد (

 داري در ميزان نفوذ بيمارگر به حفرهت معنيگونه تفاو
). P > 0.05مشاهده نشد (هاي خراط و گالريا بدن لارو
 5ساعت، كمترين ميزان نفوذ در غلظت  72پس از 

 .Gهايزا به ازاي هر لارو آفت در لارولارو عفونت

mellonella ) طور مشابه  ) و به95/1± 18/0ثبت شد
داري در ميزان تفاوت معنيگونه در غلظت فوق هيچ

هاي خراط و گالريا نفوذ اين بيمارگر به بدن لارو
  ).2 شماره ) (جدولP > 0.05اهده نشد (مش

مثل اين بيمارگر نتايج آزمون بررسي پتانسيل توليد
مثل و نتاج حاصل از تكثير اين نشان داد پتانسيل توليد

داري طور معني هاي خراط بهبومي در لارو جدايه
 ,F1, 76 = 15.28هاي گالريا محاسبه شد (بيشتر از لارو

P = 0.0002 بومي  توانايي تكثير جدايه). همچنين
K29 داري طور معني هاي خراط و گالريا بهدرون لارو

با افزايش غلظت مورد كاربرد اين بيمارگر افزايش 

)، هرچند كه F1, 76 = 3344.47, P < 0.0001داشت (
ي ماتود و گونهاثرات متقابل بين غلظت مورد كاربرد ن

ر اين عامل داري در توانايي تكثيميزبان، تاثير معني
 = F1, 76هاي ميزبان بروز نداد (كنترل درون بدن لاروبيو

6.48, P = 0.13.(  
زا به لارو عفونت 20نتايج نشان داد كه در غلظت 

 K29بومي  مثل جدايهازاي هر لارو آفت، ميزان توليد
هاي داري بيشتر از لاروطور معني خراط بههاي در لارو

لارو  5حاليكه در غلظت  )، درP < 0.05گالريا بود (
داري در به ازاي هر لارو آفت، تفاوت معنيزا عفونت

هاي مختلف توانايي تكثير اين بيمارگر در بدن ميزبان
). P > 0.05هاي خراط و گالريا) مشاهد نشد ((لارو

 غلظت در مثل اين عوامل بيمارگرميزان توليد بيشترين
شد  محاسبه Z. pyrinaهاي در لارو زاعفونت لارو 20

زا). : ميانگين تعداد لارو عفونت5/30560 ± 3/559(
ذكر است كه با افزايش غلظت مورد استفاده اين  لازم به

زايي كه به بدن هر يك هاي عفونتبيمارگر، تعداد لارو
هاي لارو كرم خراط و گالريا نفوذ كردند، از ميزبان

توليد  افزايش يافت؛ اين در حاليست كه تعداد نتاج
هاي نفوذ كرده به بدن، متناسب با شده به ازاي لارو

پيدا نمودند  كاربرد بيمارگر كاهش غلظت در افزايش
  ).2 شماره (جدول
  

هاي كرم خراط و ارتباط بين اندازه بدن لارو
 ها به نماتود بيمارگرميزان حساسيت آن

تواند بر نتايج بررسي اينكه آيا اندازه بدن ميزبان مي
هاي بيمارگر ها نسبت به نماتودحساسيت آنميزان 

ساعت پس از  72گذار باشد يا خير، نشان داد كه تاثير
هاي تلفات ايجاد شده در لارو K29كاربرد جدايه بومي 

داري تحت تاثير غلظت بيمارگر طور معني كرم خراط به
). ميزان تلفات F1, 16 = 62.23, P < 0.0001قرار داشت (

به ازاي هر لارو آفت زا لارو عفونت 20آفت در غلظت 
داري بيشتر از تلفات ايجاد شده در غلظت طور معني به

LC50 هاي اين بيمارگر محاسبه شد. هرچند كه لارو
بزرگتر آفت نسبت به اين بيمارگر بومي حساسيت 

هاي كوچكتر نشان دادند، بيشتري در مقايسه با لارو
ر ايجاد شده در مي و اندازه بدن ميزبان در ميزان مرگ

اعت پس س K29 ،72بومي  هاي آفت در اثر جدايهلارو
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داري زيستي تاثير معنياز كاربرد اين عامل كنترل
). اثرات متقابل بين F1, 16 = 2.94, P = 0.11نداشت (

هاي آفت در ايجاد لارو بدن ها و اندازهغلظت نماتود
گرفتن هاي كرم خراط پس از قرار مير در لارو و مرگ

دار محاسبه معنيغير K29بومي  در معرض جدايه
). بيشترين ميزان F1, 16 = 1.06, P = 0.32گرديد (

زا به ازاي هر لارو آفت لارو عفونت 20تلفات در غلظت 
درصد تلفات و  3/93و سايز كلاس بزرگ آفت، با 

زا و سايز كلاس لارو عفونت 12كمترين آن در غلظت 
درصد تلفات در آفت  7/46 كوچك آفت، با ايجاد

  مشاهده شد.

در بدن  Acrobeloides maximus K29 زاي جدايههاي عفونتمثل لاروخطاي معيار) نفوذ و توليد ±ميانگين ( -2 جدول شماره
 آزمايشگاهدر شرايط  G. mellonella و Z. pyrina هايلارو

Table 2- Average number of Acrobeloides maximus K29 IJs invading Z. pyrina and G. mellonella larvae in the 
laboratory condition  

Application 
rates (IJs larva-1) 

Host EPN Invasion 
(IJs larva-1±SE)  

EPN Reproduction 
(IJs larva-1±SE) 

Reproduction rate 
(per invaded IJ) 

5 Z. pyrina 2.1±0.23b 8104.50±105.99b 3859.28571 

G. mellonella 1.59± 0.18b 7957.005±93.05b 3896.02564 

20 Z. pyrina 15.3± 0.34a 30560.50±559.27c 1997.4183 

G. mellonella 14.65± 0.22a 28160.20±469.75a 1922.19795 

 .دارند دارمعني اختلاف درصد 95سطح احتمال  درTukey آزمون  اساس متفاوت، بر هاي با حروفميانگين*
*Different letters indicate significant differences according to Tukey’s HSD test (P < 0.05) 

  
  بحث

هاي بيمارگر با زيستگاه نظر به سازگاري نماتود
توانند يها مهاي كرم خراط، اين بيمارگرلارومخفيانه 

ه با ززيستي مناسب در مبارعنوان يك عامل كنترل به
ن پژوهش اين آفت مطرح شوند. نتايج حاصل از اي

كه براي اولين بار از  K29بومي  كه جدايهبيانگر آنست
زي بودن و رفتار آزاد باوجود ،شودايران گزارش مي

يل قابل توجهي جهت كاربرد پارازيتي، داراي پتانس
 يباشد. آزمايشات بيمارگرهاي كرم خراط ميعليه لارو

سازي و كشتن نشان دادند كه اين جدايه قادر به آلوده
هاي خراط در آزمون تشتك پتري و نيز در داخل لارو

هاي درخت گردو هاي لاروي آفت درون شاخهدالان
قان در هاي ساير محقاين نتايج مويد يافته .بودند

 يهاي بيمارگر در ايجاد بيمارگرخصوص توانايي نماتود
هاي كرم خراط در درختان سيب، زيتون و در لارو

 Abdel-Kawy(گردو تحت شرايط محيطي مختلف بود 

et al. 1988, Sammour and Saleh 1996, 
Shamseldean et al. 2009, Ashtari et al. 2011, 

Salari et al. 2015(.  نتايج آزمونLC50 انگر آنستبي -

 بيمارگر بومي كه تحت شرايط آزمايشگاهي، اين جدايه

هاي كرم آگيني قابل توجهي بر روي لاروزهر داراي
نتايج يك مطالعه مشابه بر روي يك . باشدخراط مي

 Rhagiumآفت چوبخوار به نام سوسك شاخك بلند 

bifasciatum (Coleoptera: Cerambycidae) در ،
هاي مشابه با پژوهش حاضر، نشان اي از غلظتدامنه

- زهر هاي بيمارگر مورد كاربرد دارايداد كه نماتود

بودند  R. bifasciatum هاي آگيني بالايي بر روي لارو
)Harvey et al. 2012(.  همچنين، اشتري و همكاران

زا به ازاي لارو عفونت 2000نشان دادند كه در غلظت 
 Steinernemaهاي بيمارگر ههر لارو آفت گون

carpocapsae  وHeterorhabditis bacteriophora 
هاي كرم خراط در آزمون آگيني بالايي در برابر لاروزهر

درصد تلفات)  100تشتك پتري دارند (ايجاد 
)Ashtari et al. 2011(كه نتايج ستاين در حالي ؛

هاي ها در غلظتپژوهش حاضر بيانگر نتايج مشابه آن
زا به لارو عفونت 20تر بود (غلظت كمتر از بسيار پايين

هاي حاصل از اين پژوهش يافته ازاي هر لارو آفت).
، در غلظت K29نشان داد كه در آزمون شاخه جدايه 

متر مربع قادر به نفوذ به زا در سانتيلارو عفونت 160
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هاي سالم و آلوده به آفت درخت گردو و درون شاخه
گونه چهاي خراط بدون هيبالا در لاروايجاد تلفات 
ذكر است كه اين  داري بود. هرچند لازم بهتفاوت معني

- هاي آلوده به آفت نسبت به شاخهبيمارگر در شاخه

هاي بالاتري در برابر لارو يهاي سالم پتانسيل بيمارگر
خراط از خود نشان داد. يك دليل وجود اين تفاوت را 

هاي ميزبان درون و سن لارو توان عدم تشابه اندازهمي
هاي سالم ذكر هاي آلوده در مقايسه با شاخهشاخه

نمود. يك دليل ديگر براي وجود اين تفاوت ممكن 
- هاي فعال شاخهعلت آن باشد كه درون دالان است به

طور قابل توجهي  ههاي آلوده ميزان رطوبت نسبي ب
تري جهت بالاتر است و در نتيجه شرايط مناسب

- هاي آفت فراهم ميها به لاروي اين بيمارگردسترس

  كند.
يكي از شروط مهم و اساسي براي حفظ پايداري و 

هاي آميز توسط نماتودتايجاد آلودگي ثانويه موفقي
ها درون مثل اين بيمارگربيمارگر، توانايي نفوذ و توليد

 ,Susurluk and Ehlers 2008بدن ميزبان است (

Salame et al. 2010هاي حاصل از مچنين، يافته). ه
آگيني كه زهراز آنست هاي مختلف حاكيپژوهش
هاي مختلفي از جمله هاي بيمارگر به فاكتورنماتود

 Gauglerها بستگي دارد (مثل آنتوانايي نفوذ و توليد

1988, Lewis et al. 1993, Glazer et al. 2001 .(  
هاي مثل نماتودبنابراين، پتانسيل نفوذ و توليد

دهنده پويايي زبان نشانبيمارگر بر روي حشرات مي
رسد داشتن اطلاعات در نظر مي ها بوده و بهجمعيت آن

تواند در تعيين زمان و مقدار ها ميخصوص اين فاكتور
ها نقش داشته و در نتيجه در مصرف بعدي اين بيمارگر

هاي كاربرد اين عوامل موثر باشد كاهش هزينه
)Salame et al. 2010(.  در پژوهش حاضر پتانسيل

هاي مثل يك جدايه بومي از نماتودنفوذ و توليد
هاي گالريا هاي كرم خراط با لاروبيمارگر در بدن لارو

كنون مطالعاتي  مورد مقايسه قرار گرفت، هرچند كه تا
ها در كرم خراط انجام در خصوص بررسي اين فاكتور

، قادر به نفوذ K29 نشده بود. نتايج نشان داد كه جدايه
 آن به زايهاي عفونتبه بدن هر دو ميزبان بود و لارو

- ها خارج شدند. اگرآميز از اجساد ميزبانتطور موفقي

چه لازم به ذكر است كه در مدت زمان مشابه، موفقيت 

مثل، بر اساس غلظت مورد اين بيمارگر در نفوذ و توليد
يكديگر استفاده بيمارگر و گونه حشره ميزبان با 

هاي مثل گونهمتفاوت بود. تفاوت در توانايي توليد
هاي بيمارگر در خيلي از حشرات ميزبان مختلف نماتود

  ). Ebssa and Koppenhöfer 2011ديده شده است (
نتايج مطالعات ابسا و كوپنهوفر بيانگر آن بود كه 

هاي مثل سه گونه نماتود بيمارگر در لاروتوانايي توليد
 Agrotis ipsilon (Hufnagel)برطوقه كرم

(Lepidoptera: Noctuidae)  بر اساس گونه نماتود و
 Ebssa andمراحل رشدي آفت متفاوت است (

Koppenhöfer 2011.(  
همچنين نتايج نشان داد كه با افزايش غلظت 

مثل اين بيمارگر در بدن بيمارگر، ميزان نفوذ و توليد
ذكر  يافت. لازم به هاي كرم خراط و گالريا افزايشلارو

است كه با افزايش غلظت بيمارگر به ازاي نفوذ هر 
ها مثل بيمارگرزا به بدن ميزبان، ميزان توليدعفونتلارو

مثل در بدن ميزبان كاهش يافت. توانايي نفوذ و توليد
هاي در بدن لارو K29نسبتا بالاي مشاهده شده در 
خراط كه كرم د آنستكرم خراط در اين پژوهش موي

هاي بيمارگر خواهد ميزبان مناسبي براي كاربرد نماتود
- بود. سلامه و همكاران اثبات كردند كه تعداد لارو

تواند زاي بازيابي شده از بدن حشرات ميزبان ميعفونت
اي ــهنماتود رـبيشت هـتوسع جهت يـشاخص وانــعن به

ها را در نظر گرفته بيمارگر براي استفاده تجاري از آن
). همچنين مشخص شده Salame et al. 2010شود (

تواند مثل در ميزبان هدف مياست كه توانايي توليد
 ,Smits 1996موجب سركوب طغيان مجدد آفت شود (

Shields et al.1999.(  
گذار هاي اثرتواند يكي از فاكتوراندازه بدن آفت مي

هاي بيمارگر در كنترل آفات در تعيين موفقيت نماتود
باشد. نيلسن و فيليپسن بيان كردند كه ها هدف آن

هاي بزرگ دو يا توانند درون بدن ميزبانها مينماتود
 Nielsenتعداد بيشتري از نسل خود را سپري نمايند (

and Philipsen 2004 تاثير اندازه بدن ميزبان در .(
هاي مختلف راسته متفاوت بودن ميزان حساسيت گونه

Lepidoptera  وColeoptera هاي گونه بت بهنس
هاي بيمارگر مشاهده شده است. نتايج مختلف نماتود

هاي برخي از مطالعات حاكي از آن است كه ميزبان
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هاي بيمارگر بزرگتر حساسيت بيشتري در برابر نماتود
 .Hodson et al. 2011, Khatri-Chhetri et alدارند (

كه  طوري هباشد، ب). اما اين امر هميشه ثابت نمي2011
محققين ديگر نشان دادند با افزايش سن و اندازه 

اي ــها در برابر نماتودـهمير آن و مرگ زانــميحشرات، 
 Fuxa et al. 1988, Glazerيابد (بيمارگر كاهش مي

هاي بزرگتر در ). ميزان تلفات نسبتا بالاتر در لارو1992
ها آزمون ارتباط بين اندازه بدن ميزبان و حساسيت آن

مويد نتايج  K29 اي بيمارگر براي جدايههبه نماتود
هاي كورتل و همكاران بود كه نشان دادند در غلظت
هاي مشابه مورد استفاده در پژوهش حاضر، لارو

حساسيت  S. pictipesمتوسط و بزرگتر پروانه چوبخوار 
از خود  S. carpocapsaeجدايه از  4بيشتر در برابر 

  ).Cottrell et al. 2011نشان دادند (
  

  گيري كلينتيجه
بيمارگر بومي  كرد كه جدايه اثبات پژوهش اين نتايج
K29 كرم خراط  هايلاروو تكثير در  يقادر به بيمارگر

بخشي هاي موثر در كارايي و اثربود. همچنين فاكتور
مثل آن عليه اين بيمارگر مانند توانايي نفوذ و توليد

در اين پژوهش انجام گرفته  باركرم خراط براي اولين
است. بنابراين نظر به نتايج حاصل از اين پژوهش و نيز 

- هاي بيمارگر با زيستگاه مخفيانه لاروسازگاري نماتود

شرايط مطلوبي را جهت كاربرد هاي كرم خراط كه 
اين نماتود بيمارگر عوامل ميكروبي فراهم نموده است، 

نترل بيولوژيك توان به عنوان يك ابزار كبومي را مي
هاي مديريت كنترل اين جهت كاربرد در قالب برنامه

  آفت مهم اقتصادي در باغات گردو مورد توجه قرار داد. 
ليكن هنوز يك سوال اساسي در خصوص چگونگي 

ها در هاي تيمار شده با اين گروه از بيمارگررديابي لارو
هاي تنومند درختان گردو وجود دارد كه لازم است تنه
هاي آتي در اين رد توجه قرار گيرد. بنابراين بررسيمو

ن تري از كارايي ايانداز روشنتواند چشمخصوص مي
زيستي در مديريت كنترل كرم گروه از عوامل كنترل

  خراط در شرايط طبيعي ارايه نمايد.
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