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ــر کشــت،  ــار ســطح زی ــون هکت ــش از 7/4 میلی ــا بی ــور ب انگ
یکــی از محصولاتــی اســت کــه در  سراســر دنیــا بیشــترین 
ــر  ــد ه ــا مانن ــه خــود اختصــاص داده اســت. ام کشــت و کار را ب
محصــول دیگــری، همــواره در معــرض تهدیــد آفــات و بیماری‌هــا 
ــه اســتفاده از ســموم شــیمیایی فراوانــی  ــوده و همیــن منجــر ب ب
ــام  ــا ن ــور ب ــوار انگ ــه خ ــرم خوش ــات، ک ــن آف ــت. از بی ــده اس ش
ــارچ  ــل بیمــاری‌زا، ق ــن عوام علمــی Lobesia botrana و از بی
مهم‌تریــن  از   Eutypella microtheca لیگنینولایتیــک 
ــه  ــان ب ــر جه ــور در سراس ــادی انگ ــده اقتص ــد کنن ــل تهدی عوام

شــمار می‌آینــد.
ــا  ــوب اروپ ــه جن ــی از جمل ــتر در مناطق L. botrana بیش
)فرانســه، اســپانیا، ایتالیــا و جزایــر مدیترانــه‌ای( و آمریــکای 
جنوبــی، نظیــر آرژانتیــن و شــیلی اهمیــت اقتصــادی دارد. 
لاروهــای آن قــادر بــه تغذیــه از جوانه‌هــای گل و میــوه هســتند. 
 E. microtheca، ــای ــر گونه‌ه ــک، نظی ــای لیگنینولایتی قارچ‌ه
جنــس  گونه‌هــای  و   Phaeomoniella chlamydospora
ــا  Phaeoacremonium موجــب بــروز بیماری‌هــای تنــه مــو ب
علائمــی نظیــر نکــروز، تغییــر رنــگ چــوب، آلودگی‌هــای آونــدی 
و پوســیدگی می‌شــوند. خســارت اقتصــادی ناشــی از ایــن عوامــل 

ــده اســت. ــن زده ش ــال تخمی ــارد دلار در س ــش از 1/5 میلی بی
ــات  ــولا ترکیب ــل خســارت‌زا، معم ــن دو عام ــرل ای ــرای کنت ب
 L. botrana شــیمیایی اســتفاده می‌شــوند. البتــه بــرای کنتــرل
راهــکار اختــال در جفتگیــری نیــز در تاکســتان‌ها بــه کار گرفتــه 
می‌شــود. امــا بــا وجــود اســتفاده از ترکیبــات شــیمیایی ایــن آفــت 
همچنــان طغیــان می‌کنــد و بــا توجــه بــه آثــار زیــان‌ بــار زیســت

مقدمه
محیطــی کــه ایــن ترکیبــات روی تنــوع زیســتی دارنــد، بــه شــدت 
مــورد انتقــاد هســتند. البتــه هنــوز روش قطعــی و موثــر، اقتصادی 
و ســازگار بــا محیــط زیســت بــرای کنتــرل ایــن عوامــل خســارت‌زا 
ــرل  ــل کنت ــردن عوام ــن ک ــا جایگزی ــا ب ــت ام ــده اس ــه نش ارائ
بیولوژیــک مثــل قارچ‌هــای بیمارگــر حشــرات می‌توانیــم بــه 
کنتــرل آفــات، در عیــن دوســتی بــا محیط زیســت امیدوار باشــیم.

ــرری  ــان ض ــرای گیاه ــه ب ــتند ک ــی هس ــا قارچ‌های  EPF ه
ندارنــد بلکــه بــرای کنتــرل بیولوژیــک بندپایــان آفــت محصــولات 
ــا  ــن قارچ‌ه ــژه حشــرات اســتفاده می‌شــوند. ای ــه وی کشــاورزی، ب
ــی،  ــد مورفولوژیک ــی را از دی ــای قارچ ــیعی از گونه‌ه ــف وس طی
فیلوژنتیکــی و اکولوژیکــی شــامل می‌شــوند. اگــر چــه EPF هــا 
ــرای کنتــرل حشــرات آفــت در اکوسیســتم‌های  ــه طــور ویــژه ب ب
ــر  ــا مطالعــات اخی طبیعــی و مصنوعــی شــناخته شــده اســت، ام
بــه تازگــی نشــان داده‌انــد کــه برخــی از آن‌هــا اثــرات مهــاری در 
رشــد برخــی از عوامــل بیمــاری‌زای قارچــی نیــز دارنــد. بنابرایــن 
 EPF بــا گســترده‌تر شــدن مطالعــات، بــه اســتفاده از ایــن دســته
ــه  ــارت‌زا در برنام ــل خس ــد عام ــان چن ــرل همزم ــرای کنت ــا ب ه
ــود. ــدوار ب ــوان بســیار امی ــات )IPM( می‌ت ــی آف ــت تلفیق مدیری

 EPF در ایــن پژوهــش، اثــر ســه اســترین یکــی از گونه‌هــای
ــان روی  ــه طــور همزم ــام Metarhizium anisopliae ب ــه ن ب
ــه، و  ــگاهی و مزرع ــرایط آزمایش ــره L. botrana در ش ــب پ ش
ــارچ E. microtheca در شــرایط آزمایشــگاهی بررســی شــده  ق
ــتفاده از  ــه اس ــوان پای ــه عن ــش ب ــن پژوه ــای ای ــت. یافته‌ه اس
EPF بــه عنــوان عامــل بیوکنتــرل دوگانــه در تاکســتان‌ها بــرای 

ــود. ــه می‌ش ــا ارائ ــات و بیماری‌ه ــان آف ــرل همزم کنت
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EPF استرین‌های
اســترین‌های M. anisopliae از خــاک تاکســتان‌های واقــع 
در ســن خــوآن آرژانتیــن تهیــه شــدند. جداســازی اســترین‌ها از 
ــام علمــی  ــا ن ــا کمــک لاروهــای کــرم آرد، ب نمونه‌هــای خــاک ب
Tenebrio molitor بــه عنــوان طعمــه صــورت گرفــت. پــس از 
آزمایش‌هــای اولیــه مهارکننــده روی L. botrana، ســه اســترین 
آزمایــش  انجــام  بــرای   CEP591 و   CEP589  ،CEP413
اصلــی انتخــاب و ابتــدا از لحــاظ مورفولوژیکــی و ســپس ژنتیکــی 
ــه  ــتوانه‌ای ب ــای اس ــترین‌ها دارای کنیدی‌ه ــدند. اس ــایی ش شناس

طــول 5-9 میکرومتــر، بــه رنــگ ســبز زیتونــی بودنــد.

Lobesia botrana نمونه‌های
اثــرات اســترین‌های M. anisopliae روی لارو ســن پنجــم، 
شــفیره و حشــرات کامــل شــب پــره L. botrana مشــاهده شــد. 
لاروهــای تــازه از تخــم بیــرون آمــده از یکــی از کلنی‌های پرورشــی 
در شــهر مندوســا واقــع در آرژانتیــن جمــع آوری شــدند. از آنجایی 
کــه مشــاهدات قبلــی حاکــی از آن بودنــد کــه بــا بــالا رفتــن ســن 
ــود،  ــتر می‌ش ــا بیش ــارچ روی آن‌ه ــری ق ــرات بیمارگ ــا، اث لاروه
لاروهــای ســن پنجــم- ســن آخــر- بــرای آزمایــش انتخاب شــدند.

لاروهــا بــا جیــره مصنوعــی کــه در طــول رشــد بــه طــور آزاد 
فراهــم شــد تغذیــه شــدند. لاروهــا در یــک اتاقــک رشــد بــا دوره 
نــوری 16 ســاعته، در دمــای 5±25 درجــه سلســیوس و رطوبــت 

نســبی 30 درصــد الــی 50 درصــد نگهــداری شــدند.

Eutypella microtheca نمونه‌های
نمونه‌هــای قــارچ بیمارگــر گیاهــی E. microtheca از یکــی 
از تاکســتان‌های اســتان ســن خــوآن آرژانتیــن جمــع آوری شــدند. 
ــوز- شــامل برگ‌هــای  ــم بیمــاری یوتیپی ــاه کــه علائ چهــارده گی
ــی  ــان گره ــل می ــا فواص ــاقه‌هایی ب ــده، س ــگ پری ــک و رن کوچ
ــره و  ــوه‌ای تی ــوب قه ــه، چ ــاخه‌های کوتول ــخت، ش ــاه و س کوت
ــوده  ــان آل ــدند. گیاه ــاب ش ــتان انتخ ــخت- از تاکس ــوه‌ای س گ
ــگاه  ــه آزمایش ــدا و ب ــوده ج ــای آل ــدند و بافت‌ه ــن ش ــه ک ریش
ــی  ــای چوب ــز از بافت‌ه ــی نی ــه فرع ــا 5 نمون ــدند. 2 ت ــل ش منتق
ــم‌های  ــذف میکروارگانیس ــور ح ــه منظ ــد. ب ــازی ش ــوده جداس آل
غیــر انگلــی )غیــر هــدف( ســطح هــر نمونــه بــه مــدت 30 ثانیــه 
بــا اتانــول، 2 دقیقــه بــا محلــول 3/5 درصــد ســدیم هیپوکلریــت 
ــا اتانــول 70 درصــد اســتریل شــد.  و در آخــر دوبــاره 30 ثانیــه ب
ــت  ــط کش ــاوی محی ــای ح ــی در پتری‌ه ــای فرع ــپس نمونه‌ه س
گلوکــز آگار  و ظــروف حــاوی   )MEA( مالــت  آگار عصــاره 

ســیب زمینــی )PGA( کشــت داده شــدند. بــه منظــور جلوگیــری 
از آلودگــی باکتریایــی و مخمــری، بــه هــر دو محیــط کشــت 100 
میلــی گــرم در میلــی لیتــر استرپتومایســین ســولفات، 50 میلــی 
گــرم در میلــی لیتــر کلرتتراســایکلین هیــدروژن کلریــد، ، 5 میلــی 
گــرم در میلــی لیتــر دی کلــران اضافــه شــد. ظــروف بلافاصلــه در 
ــیوس  ــه سلس ــای 25 درج ــد در دم ــک رش ــک اتاق ــی در ی تاریک
قــرار گرفتنــد و در طــی 4 هفتــه بــه طــور روزانــه بررســی شــدند 
ــور  ــه منظ ــپس ب ــدند. س ــاهده ش ــد مش ــلیوم‌های جدی ــا میس ت
ــی  ــی در پ ــازی‌های پ ــارچ، جداس ــص ق ــترین خال ــتخراج اس اس
صــورت گرفــت. شناســایی قــارچ بیمارگــر گیاهــی ابتــدا بر اســاس 
ویژگی‌هــای مورفولوژیکــی و ســپس روش‌هــای مولکولــی صــورت 
ــال  ــلیوم در ح ــارچ از میس ــوم ق ــور، DNA ژن ــن منظ گرفت.بدی
ــت )MP( طــی 21  ــون مال ــع پپت ــط کشــت مای رشــد روی محی
روز بــا کمــک کیــت میکروبــی DNeasy UltraClean کشــور 
 DNA ــپس ــد. س ــتخراج ش ــازنده اس ــکل س ــق پروت ــان، طب آلم
ــده  ــی ش ــه رونویس ــد و ناحی ــازی ش ــص س ــده خال ــتخراج ش اس
 PCR ــا ــی )ITS2 ،ITS1 و S 5/8( ب ــی DNA ریبوزوم داخل
ــص  ــور خال ــه منظ ــولات PCR ب ــد. محص ــازی گردی ــد س همانن

ســازی و تعییــن توالــی بــه کــره جنوبــی ارســال شــد.
 E. microtheca به عنوان قــارچ CC58 در نهایــت، اســترین
شــناخته شــد و در یــک مجموعــه کلکســیون قــارچ شناســی واقــع 

در آرژانتیــن، اســتان چوبــوت نگهداری شــد.

اثر EPF روی L. botrana در 
آزمایشگاه

ــرایط  ــرات در ش ــی EPF روی حش ــر بیماری‌زای ــی اث ارزیاب
طبیعــی و آزمایشــگاهی، می‌توانــد بــا تکنیک‌هــای کاربــردی 
مختلــف، نظیــر فروبــردن حشــرات در سوسپانســیون اســپور، 
میکــرو اپلیکیشــن موضعــی و یــا اســپری کــردن مســتقیم 
ــان انجــام شــود.  ــا گیاه فرمولاســیون‌های EPF روی حشــرات ی
ــل  ــی M. anisopliae روی مراح ــش، بیماری‌زای ــن آزمای در ای
مختلــف رشــدی شــب پره‌هــا، بــا روش میکــرو اپلیکیشــن 
ــان  ــطح اطمین ــت و س ــری از دق ــطح بالات ــه از س ــی- ک موضع
ــف  ــل مختل ــیت مراح ــه حساس ــرای مقایس ــوده و ب ــوردار ب برخ

ــت. ــورت گرف ــت- ص ــر اس ــه EPF بهت ــدی ب رش
ــگاهی، 240 لارو  ــرایط آزمایش ــش در ش ــام آزمای ــرای انج ب
 )Ad( و 240 حشــره کامــل )PP( 240 شــفیره ،)L5( ســن پنجــم
ــه  ــد و س ــرار گرفتن ــاهده ق ــورد مش ــره L. botrana م ــب پ ش
اســترین انتخــاب شــده EPF بــا روش میکــرو اپلیکیشــن موضعــی 
روی آن‌هــا بــه کار رفــت تــا میــزان مــرگ و میــر مشــاهده و ثبــت 

ــد.  ــال ش ــه اعم ــدون پیل ــفیره‌های ب ــود. EPF روی ش ش
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آزمایش شامل چهار گروه بود:
CEP413 حشرات تیمار شده با استرین 	)1
CEP589 حشرات تیمار شده با استرین 	)2
CEP591 حشرات تیمار شده با استرین 	)3

تیمــار شــاهد )حشــرات تیمــار شــده بــا محلــول فاقــد هــر  	)4
)EPF گونــه اســترین

ــره 1  ــک قط ــا ی ــی ب ــه صــورت موضع ــروه ب ــر گ حشــرات ه
میکــرو لیتــری از اســترین مربــوط بــه گــروه خــود تیمــار شــدند. 
ــار  ــر تیم ــر آب مقط ــرو لیت ــا 1 میک ــز ب ــاهد نی ــار ش ــروه تیم گ
شــد. میــزان مــرگ و میــر بــا اســتفاده از زیــر مجموعــه‌ای از 20 
ــدازه گیــری شــد. پــس از اعمــال قارچ‌هــا،  ــرد در هــر تکــرار ان ف
ــل شــب  ــفیره‌ها و حشــرات کام ــای ســن پنجــم، ش ــه لاروه هم
ــی  ــتریل 90 میل ــای اس ــه پتری‌ه ــت ب ــا دق ــره L. botrana ب پ
ــل  ــتریل منتق ــی اس ــذ صاف ــط کاغ ــده توس ــانده ش ــری پوش مت
ــای  ــای رشــد در دم ــری در اتاقک‌ه ــه ظــروف پت شــدند. بلافاصل
27 درجــه سلســیوس انکوبــه شــدند. بــا توجــه بــه رقابــت شــدید 
لاروهــا بــرای غــذا، یــک رژیــم غذایــی مصنوعــی بــه صــورت آزاد 
در طــول آزمایــش در اختیــار لاروهــا قــرار گرفــت. حشــرات کامــل 
بــا دقــت بلافاصلــه پــس از اتمــام مرحلــه شــفیرگی تلقیــح شــدند 
ــری  ــانتی مت ــتیکی 20 در 10 در 15 س ــینی‌های پلاس ــه س و ب
ــول  ــا محل ــش ب ــول آزمای ــل در ط ــرات کام ــدند. حش ــل ش منتق
ــتیکی  ــرنگ پلاس ــتفاده از س ــا اس ــد ب ــید 5 درص ــکوربیک اس آس
تغذیــه شــدند. از آنجایــی کــه مــرگ و میــر در دوره‌هــای طولانــی 
مــدت نمی‌توانــد معــرف شــرایط مزرعــه باشــد، نــرخ مــرگ و میــر 
 L. botrana لاروهــای ســن پنجــم، شــفیره‌ها و حشــرات کامــل
تــا روز هفتــم آزمایــش انــدازه گیــری شــد. شــب پره‌هــای 
ــال  ــا از انتق ــدند ت ــارج ش ــا خ ــت از پتری‌ه ــه دق ــده ب ــته ش کش
ــرای جلوگیــری از فــرار حشــرات کامــل  افــق جلوگیــری شــود. ب
ازســینی، کشــته شــده‌ها تــا پایــان آزمایــش خــارج نشــدند. بــرای 
ــه دســت آوردن میــزان مــرگ و میــر تصحیــح شــده )CM( از  ب

ــه ابــوت اســتفاده شــد. معادل

اثر EPF روی L. botrana در مزرعه
بــر اســاس مــرگ و میــر تصحیــح شــده )CM( کــه در 
 M. anisopliae آزمایشــگاه مشــاهده شــد، یکــی از اســترین‌های
ــرای آزمایش‌هــای مزرعــه‌ای انتخــاب شــد.  ــام CEP591 ب ــه ن ب
ــارس  ــا م ــپتامبر 2018 ت ــال- از س ــک س ــول ی ــش در ط آزمای
ــار،  ــرار شــد. فصــل اول: در به ــف تک ــای مختل 2019- در فصل‌ه
ــا  ــای آن‌ه ــتند و گل آذین‌ه ــی داش ــد کاف ــان رش ــی درخت وقت
ــتان،  ــل تابس ــل دوم: در اوای ــود. فص ــده ب ــان ش ــی نمای ــه خوب ب
ــوم: در  ــل س ــد. فص ــه بودن ــعه نیافت ــوز توس ــه‌ها هن ــی خوش وقت
ــا  ــود. آزمایش‌ه ــا ب ــیدگی انگوره ــدای رس ــه ابت اواخرتابســتان، ک
در یکــی از مــزارع آزمایشــی واقــع در ســن خــوآن آرژانتیــن، کــه 
ــود، انجــام ــه ب از ســال 2011 در آن کشــت انگــور صــورت گرفت

شــد. آزمایــش در مســاحت حــدود 4/63 هکتــار صــورت پذیرفــت. 
ــه  ــچ گون ــش، هی ــول آزمای ــا در ط ــش ی ــل از آزمای از 45 روز قب
آفتکــش شــیمیایی یــا بیولوژیکــی بــه تاک‌هــا اضافــه نشــد. بــرای 
جلوگیــری از شــفیره شــدن، در آزمایــش از لاروهــای تــازه از تخــم 
بیــرون آمــده ســن ســوم )L3( و چهــارم )L4( شــب پــره اســتفاده 
شــد. آزمایــش شــامل 2 تیمــار بــود: EPF مثبــت و EPF منفــی؛ 
ــن  ــرو اپلیکیش ــک میک ــت. از تکنی ــرار داش ــار 6 تک ــر تیم و ه
ــور  ــه ط ــت، روی 20 لارو ب ــار EPF مثب ــد و در تیم ــتفاده ش اس
موضعــی 1 میکــرو لیتــر قطــره اســترین CEP591 اعمــال شــد. 
ــر  ــر آب مقط ــاهد، 1 میکرولیت ــار ش ــی تیم ــار دوم، یعن روی تیم
اســتریل اعمــال شــد. ســپس لاروهــا بــه مزرعــه آزمایشــی بــرده 
ــه ازای هــر خوشــه، روی  ــه تعــداد 20 لارو ب ــا دقــت ب شــدند و ب
ــوری  ــا ت ــه ب ــور بلافاصل ــه‌های انگ ــد. خوش ــرار گرفتن ــه‌ها ق خوش
پارچــه‌ای بــه قطــر منفــذ 500 در 500 میکرومتر پوشــانده شــدند. 
ــک  ــه محــور راشــیس خوشــه‌ها ی ــوری ب ــر ت ــالای ه ســپس از ب
ــور  ــی محص ــد آزمایش ــر واح ــا ه ــد ت ــل ش ــه‌ای متص ــوار پارچ ن
شــود. بدیــن ترتیــب، یــک سیســتم بســته بــه وجــود آمــد تــا از 
ورود و خــروج حشــرات بــه واحدهــای آزمایشــی جلوگیــری شــود. 
ــت.  ــه داش ــر فاصل ــل 20 مت ــا حداق ــایر تیماره ــار از س ــر تیم ه
بعــداز 7 روز، خوشــه‌ها بــه دقــت از درخــت جــدا شــدند و ظــروف 
ــرگ و  ــا م ــدند ت ــل ش ــگاه منتق ــه آزمایش ــته ب ــتیکی دربس پلاس
میــر لاروهــا مشــخص شــود. دمــای محیــط و رطوبــت نســبی در 
طــول هــر ســه فصــل، از یــک ایســتگاه هواشناســی خــودکار بــه 

دســت آمــد.

E. microtheca ارزیابی رشد
 ،CEP589 ،CEP413 مــا میــزان مهــاری ســه اســترین
 E. قــارچ   CC58 اســترین  رشــد  روی  بــر  را   CEP591 و 
ایــن  در   CC58 اســترین  کردیــم.  بررســی   microtheca
مطالعــه مــورد اســتفاده قــرار گرفــت، زیــرا فراوان‌تریــن اســترین 
بیمــاری‌زای گیاهــی موثــر بــر تاک‌هــای مــورد مطالعــه بــود. 
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 CC58 بــا  CEP591 و ،CEP589 ،CEP413 اســترین‌های
ــز  ــت آگار گلوک ــط کش ــاوی محی ــه ح ــری جداگان ــروف پت در ظ
ســیب زمینــی )PGA( کشــت داده شــدند. بــرای رســیدن بــه این 
ــای  ــه از لبه‌ه ــری، ک ــلیوم 5 میلی‌مت ــک میس ــک دیس ــدف، ی ه
ــز  ــود، در مرک ــده ب ــت آم ــه دس ــت 10 روزه CC58 ب ــک کش ی
ــه،  ــد. بلافاصل ــرار داده ش ــر PGA ق ــاوی 20 میلی‌لیت ــرف ح ظ
ــت‌های 10 روزه(  ــترین EPF )از کش ــک اس ــک از ی ــار دیس چه
ــاً  ــل تقریب ــار مح ــترین CC58 در چه ــا اس ــابه ب ــری مش ــا قط ب
ــروف  ــد. ظ ــرار داده ش ــری ق ــرف پت ــز ظ ــانتی‌متر از مرک 3 س
ــط  ــر روی محی ــا ب ــزش کنیدی‌ه ــری از ری ــرای جلوگی ــری ب پت
آگار وارونــه شــدند و ســپس در تاریکــی در دمــای 2±28 درجــه 
ــر  ــی E. microtheca ه ــد کلن ــدند. رش ــه ش ــیوس انکوب سلس
ــد  ــول 20 روز بع ــم، در ط ــر ه ــود ب ــاعت در دو محــور عم 96 س
زیــر استریومیکروســکوپ بــا اســتفاده از کولیــس دیجیتــال انــدازه 
 E. ــا اندازه‌گیــری رشــد شــعاعی اســترین گیــری شــد. کنتــرل ب
ــک‌های آگار  ــه )دیس ــد جداگان ــال رش ــه در ح microtheca ک
بــدون EPF( روی ظــروف پتــری جداگانــه )نشــان دهنــده رشــد 
بالقــوه اســترین E. microtheca( تعییــن شــد. درصــد بــازداری 

ــر محاســبه شــد:  ــا فرمــول زی رشــد )GI( ب
GI (%)=((A-B)/A)×100

کــه در آن A نشــان دهنــده رشــد شــعاعی )میلــی متــر( تیمــار 
ــوژن  ــر( پات ــی مت ــده رشــد شــعاعی )میل شــاهد و B نشــان دهن
تحــت تاثیــر EPF اســت. ســه پلیــت تکــراری بــرای هــر ترکیــب 
اســترین بیمــاری‌زای گیاهــی و EPF و بــرای تیمــار شــاهد تهیــه 

شــد.

آنالیزهای آماری
 CEP591 و   CEP589  ،CEP413 اســترین‌های  اثــر 
ــفیره‌ها  ــای ســن پنجــم )L5(، ش ــر لاروه ــرگ و می ــرخ م روی ن
در   L. botrana پــره  شــب   )Ad( کامــل  حشــرات  و   )Pp(
ــل  ــه )عام ــک طرف ــس ی ــل واریان ــا اســتفاده از تحلی آزمایشــگاه ب
ــح  ــر تصحی ــرگ و می ــخ: م ــر پاس ــترین EPF، متغی مســتقل: اس
ــب  ــترین CEP591 روی ش ــر اس ــد. اث ــز ش ــده )CM(( آنالی ش
پــره در مزرعــه نیــز بــا اســتفاده از تحلیــل واریانــس یــک طرفــه 
)عامــل مســتقل: فصــل ســال، متغیــر پاســخ: مــرگ و میــر 
 EPF ــتی ــرات آنتاگونیس ــد. اث ــز ش ــده )CM( آنالی ــح ش تصحی
ــس  ــل واریان ــا تحلی ــز ب ــارچ E. microtheca نی ــد ق روی رش
یــک طرفــه )عامــل مســتقل: اســترین‌های EPF، متغیــر پاســخ: 
ــوژن( تحلیــل شــد. آزمــون LSD فیشــر  درصــد مهــار رشــد پات
ــای هــر تیمــار انجــام شــد. بــرای تجزیــه و تحلیــل تفاوت‌ه

1. کنترل بیولوژیک L. botrana در 
آزمایشگاه

تمامــی اســترین‌های M. anisopliae بــه کار رفتــه در ایــن 
ــوده ســازی تمامــی مراحــل رشــدی کــرم  ــه آل ــادر ب آزمایــش، ق
ــفیره  ــم )L5(، ش ــن پنج ــل لارو س ــور، از قبی ــوار انگ ــه خ خوش
ــه  ــا ج ب ــف ت ــر 1- ال ــد )تصوی ــل )Ad( بودن )Pp( و حشــرات کام
 L5 روی EPF ترتیــب(. هیــچ تفــاوت معنــی داری بیــن اثــر
)F=0/22 و P= 0/8097( و Ad )F=0/12 و P=0/8905( مشــاهده 
ــی دار  ــا معن ــه Pp، تفاوت‌ه ــر روی مرحل ــورد اث ــا در م ــد. ام نش
 99/9( CEP591 اثــر اســترین .)P=0/0006 و F=33/25( بودنــد
 CEP589 ــترین ــتر از اس ــه Pp بیش ــرل مرحل ــد( روی کنت درص
)81/6 درصــد( و CEP413 )79/98 درصــد( بــود )تصویــر 2(. در 
ــر از  کل، مــرگ و میــر گــروه تیمــار شــاهد در همــه مــوارد کمت

ــود. 15 درصــد ب

نتایج

بخشــی  اثــر   .Lobesia botrana روی   EPF اثــر   -1 تصویــر 
لارو  روی   Metarhizium anisopliae اســترین‌های  آلودگــی 
اســت. مشــاهده  قابــل  )ج(  کامــل  حشــره  و  )ب(  شــفیره  )الــف(، 

الف ب

ج
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 E. روی رشد EPF 3. اثرات بازدارندگی
microtheca

اثــر  بــا  داری  معنــا  طــور  بــه   E. microtheca رشــد 
ــد )F=151/49 و P>0/0001(. در  ــه ش ــی EPF مواج بازدارندگ
 CEP589 ،CEP413 رشــد قارچ‌هــای تیمــار شــده بــا اســترین
و CEP591 کاهــش معنــا داری نســبت بــه تیمار شــاهد مشــاهده 
شــد )تصویــر 3(. در انتهــای آزمایــش بعــد از 480 ســاعت، درصــد 
بازدارندگــی اســترین CEP413 )65/2%±12/24( بــه طــور 
 CEP589 55/07%±10/11( و( CEP591 معنــاداری بیشــتر از

.)P=0/0013 و F=7/8( بــود )50/27%±9/12(

قــارچ  رشــد  مهــار  درصــد   -3 تصویــر 
 Eutypella گیاهــی  بیمــاری‌زای 
 Metarhizium تحــت تاثیــر microtheca
 ،CEP413 )اســترین   anisopliae
روز.   20 طــی  در   )CEP591 و   CEP589
کنتــرل شــامل پلاک‌هــای آگار بــدون اســپور 
قارچــی بــود. درصــد میانگیــن ± SD )انحراف 
معیــار( نشــان دهنــده ســه تکــرار اســت. 
ــی  ــازه زمان ــر ب ــا در ه ــن تیماره ــاوت بی تف
.)P>0/05 ــر؛ ــت )LSD فیش ــی دار اس معن

2. کنترل بیولوژیک L. botrana در 
مزرعه

ــام  ــور در تم ــوار انگ ــرم خوشــه خ ــه، لارو ک ــرایط مزرع در ش
ــال،  ــن ح ــا ای ــد. ب ــاس بودن ــه EPF حس ــده ب ــاد ش ــول ی فص
مــرگ و میــر آن‌هــا بــه طــور معنــا داری تحــت تاثیــر فصــل بــود 
)F=6/92 و P=0/0074(. بــه طــور کلــی، لاروهــا در ابتــدای بهــار 
)91 درصــد( و ابتــدای تابســتان )81/5 درصــد( نســبت بــه اواخــر 
ــه اســترین CEP591 داشــتند  تابســتان، حساســیت بیشــتری ب
)جــدول 1(. در انتهــای تابســتان، درصــد مــرگ و میــر تصحیــح 
شــده بــه طــور محسوســی بــه 64/9 درصــد کاهــش یافــت. مــرگ 
و میــر لاروهــای گــروه شــاهد در طــول فصــول نســبتا ثابــت بــود 

ــده‌اند. ــرد ش ــد گ ــه 5 درص )F=1/11 و P=0/3551( ک

تصویــر 2- درصــد مــرگ و میــر تصحیــح 
 Lobesia شــده لارو، شــفیره و حشــره کامــل
اســترین  ســه  تاثیــر  تحــت   botrana
 ،Metarhizium anisopliae (CEP413
ــن درصــدی  CEP589 و CEP591(. میانگی
± SD )انحــراف معیــار( افــراد آلــوده شــده در 
ــرار نشــان داده شــده اســت. حــروف  ســه تک
ــی دار  ــاوت معن ــده تف ــان دهن ــاوت نش متف
 L. بیــن تیمارهــا در هــر مرحلــه رشــدی
.)P>0/05 فیشــر؛ LSD( اســت botranaEPF استرین‌های
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عامــل  دو  کنتــرل  در   M. anisopliae اســترین‌های 
ــیار  ــگاهی بس ــی و آزمایش ــرایط طبیع ــور در ش ــارت‌زای انگ خس
ــالای  ــر ب ــرگ و می ــب م ــترین‌های EPF موج ــد. اس ــر بودن موث
ــار رشــد  ــور و مه ــوار انگ ــرم خوشــه خ ــام مراحــل رشــدی ک تم
قــارچ بیمارگــر گیاهــی E. microtheca شــدند. بــه طــور کلــی، 
ــوار  ــه خ ــرم خوش ــرل ک ــترین M. anisopliae در کنت ــه اس س
انگــور در مراحــل لارو ســن پنجــم، شــفیره و حشــره کامــل 
ــده در  ــح ش ــر تصحی ــرگ و می ــن م ــد. میانگی ــر بودن ــیار موث بس
ــود، در  ــا EPF بیــش از درصــد ب ــورد لاروهــای تیمــار شــده ب م
حالیکــه ایــن عــدد در مــورد شــفیره و حشــره کامــل بیــش از 85 
ــرای  ــح شــده ب ــر تصحی ــن حــال، مــرگ و می ــا ای ــود. ب درصــد ب
ــا  ــه طــور معن ــا اســترین CEP591 ب شــفیره‌های تیمــار شــده ب
ــرگ  ــا موجــب م ــود و تقریب ــر ب ــترین دیگ داری بیشــتر از دو اس
صــد درصــدی شــفیره‌ها شــد. ایــن نتیجــه زمانــی اهمیــت پیــدا 
می‌کنــد کــه مــا می‌دانیــم مرحلــه شــفیرگی در گونه‌هــای 
بــال پولــک داران، ســخت بالپوشــان و سوســری‌ها  نســبت 
ــای  ــه عفونت‌ه ــری ب ــت بالات ــدی مقاوم ــل رش ــه مراح ــه بقی ب
ــای  ــده، در پژوهش‌ه ــت آم ــه دس ــج ب ــق نتای ــی دارد. مطاب قارچ
ــغ رشــدی کــرم خوشــه  ــر EPF در مراحــل نابال ــز تاثی ــی نی قبل
خــوار انگــور، از قبیــل لارو و شــفیره بررســی شــده بــود. بــه طــور 
ــارچ Metarhizium و  ــان داد دو ق ــر نش ــش اخی ــابه، پژوه مش
ــازی  ــن جداس ــتان‌های آرژانتی ــاک تاکس ــه از خ Beauveria ک
شــده بودنــد، علیــه لارو ســن پنجــم کــرم خوشــه خــوار انگــور در 
شــرایط آزمایشــگاهی موثــر هســتند. عــاوه بــر آن، پژوهش‌هــای 
ــک جنــس  ــه Metarhizium ی انجــام شــده نشــان می‌دهــد ک
ــک داران  ــال پول ــی از ب ــک برخ ــرل بیولوژی ــق در کنت EPF موف
 Tuta و Spodoptera frugiperda، S. litura آفــت از قبیــل
absoluta و Plutella xylostella می‌باشــد و ایــن نشــان 
ــد  ــی را دارن ــن توانای ــس، ای ــن جن ــترین‌های ای ــه اس ــد ک می‌ده
کــه بــه عنــوان آفتکــش زیســتی علیــه چندیــن گونــه آفــت بــال 

پولکــی اســتفاده شــود.
پژوهش‌هــای قبلــی در زمینــه تاثیــر اســترین‌های EPF روی

کنتــرل L. botrana، بــه طــور ویــژه روی یــک مرحلــه رشــدی بحث
ــد. در  خــاص در چرخــه زندگــی ایــن حشــره تمرکــز کــرده بودن
ایــن پژوهــش، ایــن تاثیــر روی تمامــی مراحــل مختلــف رشــدی، 
ــل L. botrana در شــرایط  ــل لارو، شــفیره و حشــره کام از قبی
آزمایشــگاهی بررســی شــد. نتایــج ایــن پژوهــش، بــا ســایر 
ــک  ــوان ی ــه عن ــه نقــش اســترین‌های EPF را ب ــی ک پژوهش‌های
ــت  ــرات آف ــدی حش ــل رش ــام مرح ــرل تم ــد در کنت روش کارآم
 Dermanyssus gallinae، Tetranychus urticae، نظیــر
ــد،  ــی کرده‌ان Megalurothrips sjostedti و S. litura بررس
ــه لاروی و  ــر بخشــی EPF بیــن مرحل ــق دارد. تفــاوت در اث تطاب
ــدازی  ــت ان ــا دوره پوس ــت ب ــن اس ــفیرگی L. botrana ممک ش
بیــن دو مرحلــه مرتبــط باشــد. در مرحلــه لاروی، برخــاف مرحلــه 
شــفیرگی، ممکــن اســت فواصــل زمانــی بیــن پوســت اندازی‌هــای 
متوالــی کوتاه‌تــر باشــد کــه ایــن عامــل مهمــی در مقاومــت حشــره 

بــه عفونــت قارچــی گــزارش شــده اســت.
ــای  ــر لاروه ــرگ و می ــترین CEP591 در م ــه، اس در مزرع
ــن  ــا ای ــد. ب ــان داده ش ــر نش ــول موث ــول فص L. botrana در ط
ــه فصــل ســال  ــر CEP591 در کنتــرل L. botrana ب حــال، اث
ــی  ــتان، CEP591 بیماری‌زای ــای تابس ــت. در انته ــتگی داش بس
کمتــری روی L. botrana داشــت و موجــب شــد مــرگ و میــر 
ــه  ــر، ک ــل دیگ ــه دو فص ــبت ب ــه نس ــد ک ــد باش ــدود 64 درص ح
مــرگ و میــر لاروهــا در دامنــه 81 درصــد تــا 91 درصــد متغیــر 
ــا پژوهش‌هــای قبلــی،  ــود، کمتــر باشــد. نتایــج ایــن پژوهــش ب ب
کــه حاکــی از آن بودنــد کــه در مقایســه بــا شــرایط آزمایشــگاهی،  
ــت در  ــرات آف ــک EPF روی حش ــرل بیولوژی ــر کنت ــد تاثی رون
شــرایط مزرعــه، یــک ســیر نزولــی دارد. بــرای مثــال، رودریگــز و 
همکارانــش مشــاهده کردنــد کــه دز M. anisopliae کــه بــرای 
کشــتن پنجــاه درصــد کنه‌هــای Varroa destructor لازم 
ــبت  ــی نس ــل توجه ــرز قاب ــه ط ــگاهی ب ــرایط آزمایش ــود، در ش ب
ــاهدات  ــود. مش ــر ب ــه کمت ــی مزرع ــرایط طبیع ــه دز لازم در ش ب
ــه از  ــت ک ــورت گرف ــش ص ــرا و همکاران ــط آلتیمی ــابهی توس مش
 L. botrana ــرل ــرای کنت Beauveria pseudobassiana ب
در شــرایط آزمایشــگاهی و طبیعــی اســتفاده شــده بــود. ایــن تنوع 

جــدول 1- مــرگ و میــر تصحیــح شــده ± SD )انحــراف معیــار( بــرای لاروهــای L3 و L4 شــب پــره Lobesia botrana تحــت تاثیــر 
Metarhizium anisopliae )اســترین CEP591( در شــرایط مزرعــه. تمامــی آزمایش‌هــا در شــرایط طبیعــی یــک تاکســتان در ســن 
ــا ابتــدای تابســتان )S2( و انتهــای تابســتان )S3(، کــه  خــوآن آرژانتیــن صــورت گرفتنــد. آزمایــش از ابتــدای بهــار )S1( شــروع شــد و ت
.)P>0/05 ،فیشــر LSD( تفــاوت معنــا داری را بیــن فصــول نشــان می‌دهــد b و a دوره کامــل رشــدی انگــور اســت، انجــام گرفــت. حــرف
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در اثــر بخشــی EPF در شــرایط طبیعــی و آزمایشــگاهی ممکــن 
ــا عوامــل غیــر زیســتی از جملــه دمــا، رطوبــت نســبی و  اســت ب
تابــش فرابنفــش کــه بــر برخــی از فرایندهــای فیزیولوژیکــی نظیــر 

ــد. ــاط باش ــد، در ارتب ــر می‌گذارن ــی تاثی کنیدی‌زای
 M. anisopliae نتایــج حاکــی از آن اســت کــه ســه اســترین
در مهــار رشــد E. microtheca در طــول 20 روز در دمــای 28 
درجــه سلســیوس در تاریکــی تاثیــر داشــتند. هــر ســه اســترین به 
طــور معنــا داری رشــد قــارچ را تــا بیــش از 50 درصد مهــار کردند. 
اســترین CEP413 نســبت بــه دو اســترین دیگــر، در مهــار رشــد 
ــای  ــت. گونه‌ه ــتری داش ــر بیش ــر E. microtheca تاثی و تکثی
 Beauveria bassiana، Metarhizium مانند EPF مختلــف
brunneum، M. anisopliae، Lecanicillium lecanii و 
Isaria javanica بــه عنــوان گزینه‌هــای مناســب بــرای کنتــرل 
 Rhizoctonia solani، ــد ــی مانن ــاری‌زای گیاه ــای بیم قارچ‌ه
و   Pythium myriotylum، Sphaerotheca fuliginea
ــق  ــال، طب ــن ح ــا ای ــده‌اند. ب ــناخته ش Botrytis cinerea ش
ــر  ــه اث ــت ک ــاری اس ــن ب ــن اولی ــده، ای ــه ش ــای تهی گزارش‌ه
 E. microtheca روی M. anisopliae آنتاگونیســتی قــارچ
ــترین‌های  ــه اس ــد ک ــان می‌ده ــات نش ــود و مطالع ــی می‌ش بررس
ــرل  ــرای کنت ــد گزینه‌هــای مناســبی ب M. anisopliae می‌توانن
ــد. ــه کار رون بیولوژیــک یکــی از مهم‌تریــن بیمارگرهــای انگــور ب
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 M. anisopliae ایــن پژوهش نشــان داد کــه ســه اســترین
ــره  ــب پ ــدی ش ــف رش ــل مختل ــتن مراح ــی و کش در آلودگ
ــه  ــر ب ــگاهی تاثی ــی و آزمایش ــرایط طبیع L. botrana در ش
ــادر  ــترین ق ــه اس ــن س ــر آن، همی ــاوه ب ــتند. ع ــزایی داش س
ــاری‌زای  ــارچ بیم ــد ق ــگاهی، رش ــرایط آزمایش ــد در ش بودن
ــی از  ــج حاک ــد. نتای ــار کنن ــی E. microtheca را مه گیاه
ــد در ــترین‌های M. anisopliae می‌توانن ــه اس ــود ک آن ب

.	1 Aguilera-Sammaritano, J., Caballero, J., Deymié, M. et al. Dual effects of  entomopathogenic fungi on control of  the pest 

Lobesia botrana and the pathogenic fungus Eutypella microtheca on grapevine. Biol Res (2021(  44  ,54. https://rdcu.be/cH1gN

.	2 https://bugwoodcloud.org/images/384x1276025/256.jpg

منابع

ــور  ــه منظ ــات )IPM( ب ــی آف ــت تلفیق ــای مدیری برنامه‌ه
ــورد  ــتان‌ها م ــور در تاکس ــارت‌زای انگ ــل خس ــرل عوام کنت
اســتفاده قــرار بگیرنــد. بــا ایــن حــال، تحقیقــات بیشــتری 
ــرایط  ــی EPF در ش ــر بخش ــظ اث ــود و حف ــه بهب در زمین
طبیعــی، بــه ویــژه در شــرایط مختلــف محیطــی لازم اســت.


