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  آيد  از دست و زبان كه بر

  در آيد كز عهده شكرش به

يگانه مهربان را شاكرم . گشت بي شك اگر لطف و عنايت حضرت حق همراه نبود، انجام مراحل مختلف اين تحقيق ميسر نمي
  .عبور نمايمكه چونان هميشه، دستم گرفت و راه هموار نمود تا از اين مرحله نيز به خوبي 

ام تشكر نموده و بر دستان پرمهرشان بوسه  شائبه پدر و مادرم در طول تمام مقاطع تحصيلي از زحمات بيدانم  بر خود لازم مي
  .چراغ وجودشان در زندگيم همواره روشن و مستدام باد. زنم مي

سال افتخار شاگردي ايشان را  11مدت  سپاس فراوان پيشكش استاد راهنماي فرزانه و بزرگوارم جناب آقاي دكتر جلالي كه
 . ام داشته و پيوسته از محضرشان كسب فيض نموده

  .هاي ارزنده شان امتنان فراوان از اساتيد محترم مشاور آقايان دكتر زيبايي و دكتر فارسي به پاس راهنمايي

زحمت بازخواني اين مجموعه را به عهده  زاده كه پور، دكتر صحراگرد و دكتر حاجي از اساتيد محترم مدعو آقايان دكتر محرمي
  .داشتند نهايت سپاس و قدرداني را دارم

  .ام شان بهره برده ها و مشاوره پزشكي كه در دوره دكترا از كمك كمال تشكر از همه اساتيد محترم گروه گياه

  .از كارشناس محترم گروه جناب آقاي مهندس سليمي و آقايان خاتمي و خشنود متشكرم

ها و مراتع كشور، موسسه تحقيقات  ران محترم گروه تحقيقات حمايت و حفاظت در موسسه تحقيقات جنگلاز همكا
پزشكي كشور، همكاران محترم مركز تحقيقات پرورش كرم ابريشم پسيخان، پرسنل محترم مزرعه تحقيقاتي پرند و پرنيان  گياه

  .اي اجراي تحقيق ياري رساندند بسيار سپاسگزارمه در ماسال و دوستان عزيزم كه هر كدام به نحوي، مرا در سال
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  143    ..خوار  ي برگ تلف پروانهدر لاروهاي سنين مخ ها ي ميانگين تعداد اوونوسيت مقايسه - 10جدول ضميمه 
  143  خوار سفيد ي برگ نهها در لاروهاي سنين مختلف پروا ي واريانس مربوط به تعداد اسفرولوسيت تجزيه- 11جدول ضميمه 
  143  .خوار سفيد ي برگ نين مختلف پروانهدر لاروهاي س ها ي ميانگين تعداد اسفرولوسيت مقايسه - 12 جدول ضميمه
  143    ساعت 1هاي خوني پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد كل سلول تجزيه- 13 جدول ضميمه

 144  ..ز تزريق تيمارها با آزمون توكيساعت پس ا 1هاي خوني  داد كل سلولي ميانگين تع مقايسه - 14جدول ضميمه 

 144    ساعت 3هاي خوني پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد كل سلول تجزيه- 15جدول ضميمه 

  144  ....وكي تزريق تيمارها با آزمون ت ساعت پس از 3هاي خوني  ي ميانگين تعداد كل سلول مقايسه-16جدول ضميمه 
 145    ساعت 6هاي خوني پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد كل سلول تجزيه- 17 جدول ضميمه

  145  ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 6هاي خوني  ي ميانگين تعداد كل سلول مقايسه- 18جدول ضميمه 
  145    ساعت 12هاي خوني پس از  ر تيمارها بر تعداد كل سلولي واريانس مربوط به تاثي تجزيه- 19جدول ضميمه 
  145  ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 12هاي خوني  ي ميانگين تعداد كل سلول مقايسه- 20جدول ضميمه 
 146    ساعت 24هاي خوني پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد كل سلول تجزيه- 21جدول ضميمه 

  146  ...تزريق تيمارها با آزمون توكي  ساعت پس از 24هاي خوني  ي ميانگين تعداد كل سلول مقايسه-22ول ضميمهجد
  146    ساعت 1ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پلاسموتوسيت تجزيه- 23جدول ضميمه 
  147    ...ا با آزمون توكي س از تزريق تيمارهساعت پ 1ها  ي ميانگين تعداد پلاسموتوسيت مقايسه- 24جدول ضميمه 
 147    ساعت 3ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پلاسموتوسيت تجزيه- 25جدول ضميمه 

  147    ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 3ها  ي ميانگين تعداد پلاسموتوسيت مقايسه-26جدول ضميمه 
  148    ساعت 6ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پلاسموتوسيت يهتجز- 27 جدول ضميمه

  148    ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 6ها  ي ميانگين تعداد پلاسموتوسيت مقايسه- 28جدول ضميمه 
 148    ساعت 12پس از  ها ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پلاسموتوسيت تجزيه- 29جدول ضميمه 

  148  ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 12ها  ي ميانگين تعداد پلاسموتوسيت مقايسه- 30جدول ضميمه 
 149    ساعت 24ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پلاسموتوسيت تجزيه- 31جدول ضميمه 

  149  ...مون توكي ساعت پس از تزريق تيمارها با آز 24ها  لاسموتوسيتي ميانگين تعداد پ مقايسه- 32 ضميمهجدول 
  149      ساعت 1ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گرانولوسيت تجزيه- 33جدول ضميمه 
  149    ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 1ها  ي ميانگين تعداد گرانولوسيت مقايسه- 34جدول ضميمه 
 150      ساعت 3ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گرانولوسيت تجزيه- 35جدول ضميمه 

  150    ..ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 3ها  ي ميانگين تعداد گرانولوسيت مقايسه -36جدول ضميمه 
150      ساعت 6ها پس از  تعداد گرانولوسيت ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تجزيه-  37جدول ضميمه 
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  150    ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 6ها  ي ميانگين تعداد گرانولوسيت مقايسه - 38جدول ضميمه 
 151    ساعت 12ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گرانولوسيت تجزيه- 39جدول ضميمه 

  151    ..ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 12ها  ي ميانگين تعداد گرانولوسيت يسهمقا - 40جدول ضميمه 
 151    ساعت 24ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گرانولوسيت تجزيه- 41جدول ضميمه 

  151    ..توكي  ا با آزمونساعت پس از تزريق تيماره 24ها  ي ميانگين تعداد گرانولوسيت مقايسه- 42جدول ضميمه 
  152      ساعت 1ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد اوونوسيت تجزيه- 43جدول ضميمه 
  152    ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 1ها  ي ميانگين تعداد اوونوسيت مقايسه -44جدول ضميمه 
  152      ساعت 3ها پس از  ير تيمارها بر تعداد اوونوسيتي واريانس مربوط به تاث تجزيه- 45جدول ضميمه 
  152    ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 3ها  ي ميانگين تعداد اوونوسيت مقايسه -46جدول ضميمه 
 153      ساعت 6ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد اوونوسيت تجزيه- 47جدول ضميمه 

  153    ..ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 6ها  ي ميانگين تعداد اوونوسيت مقايسه- 48جدول ضميمه 
  153      ساعت 12ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد اوونوسيت تجزيه- 49جدول ضميمه 
  153    ...با آزمون توكي اساعت پس از تزريق تيماره 12ها  ي ميانگين تعداد اوونوسيت مقايسه- 50 جدول ضميمه

 154      ساعت 24ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد اوونوسيت تجزيه- 51جدول ضميمه 

  154    ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 24ها  ي ميانگين تعداد اوونوسيت مقايسه- 52جدول ضميمه 
  154    دقيقه 30ها پس از  تاثير تيمارها بر تعداد پروهموسيتي واريانس مربوط به  تجزيه- 53جدول ضميمه 
 155    ا با آزمون توكيدقيقه پس از تزريق تيماره 30ها،  ي ميانگين تعداد پروهموسيت مقايسه- 54جدول ضميمه 

 155    دقيقه 60ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پروهموسيت تجزيه- 55جدول ضميمه 

  155    ...ا با آزمون توكيدقيقه پس از تزريق تيماره 60ها  ي ميانگين تعداد پروهموسيت مقايسه-56ميمه جدول ض
 155    دقيقه 90ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پروهموسيت تجزيه- 57جدول ضميمه 

  156    ...ا با آزمون توكيزريق تيمارهدقيقه پس از ت 90ها  ي ميانگين تعداد پروهموسيت مقايسه- 58جدول ضميمه 
 156    دقيقه 30ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پلاسموتوسيت تجزيه- 59جدول ضميمه 

  156    ....ا با آزمون توكيدقيقه پس از تزريق تيماره 30ها  ي ميانگين تعداد پلاسموتوسيت مقايسه-60جدول ضميمه 
 156    دقيقه 60ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پلاسموتوسيت تجزيه-61جدول ضميمه 

  157  ارها با آزمون توكي    دقيقه پس از تزريق تيم 60ها  ي ميانگين تعداد پلاسموتوسيت مقايسه-62جدول ضميمه 
 157    دقيقه 90پس از  ها ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد پلاسموتوسيت تجزيه-63جدول ضميمه 

  157    ...ا با آزمون توكي دقيقه پس از تزريق تيماره 90ها  ي ميانگين تعداد پلاسموتوسيت مقايسه-64جدول ضميمه 
  158      دقيقه 30ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گرانولوسيت تجزيه-65جدول ضميمه 
  158    .....يا با آزمون توكدقيقه پس از تزريق تيماره 30ها  اد گرانولوسيتي ميانگين تعد مقايسه- 66جدول ضميمه 
 158      دقيقه 60ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گرانولوسيت تجزيه-67جدول ضميمه 

  158    ...توكيا با آزمون دقيقه پس از تزريق تيماره 60ها  ي ميانگين تعداد گرانولوسيت مقايسه-68جدول ضميمه 
 159      دقيقه 90ها پس از  ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گرانولوسيت تجزيه-69جدول ضميمه 

  159    ...ا با آزمون توكي دقيقه پس از تزريق تيماره 90ها  ي ميانگين تعداد گرانولوسيت مقايسه- 70جدول ضميمه 
  159      ساعت 1ر تيمارها بر تعداد گره ها پس از ي واريانس مربوط به تاثي تجزيه- 71جدول ضميمه 
  159      ساعت پس از تزريق تيمارها با آزمون توكي 1ي ميانگين تعداد گره ها  مقايسه- 72جدول ضميمه 
160      ساعت 3ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گره ها پس از  تجزيه- 73جدول ضميمه 
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  160      ....ساعت پس از تزريق تيمارها با آزمون توكي  3تعداد گره ها ي ميانگين  مقايسه- 74جدول ضميمه 
  160      ساعت 6ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گره ها پس از  تجزيه- 75جدول ضميمه 
  160      .....ساعت پس از تزريق تيمارها با آزمون توكي  6ي ميانگين تعداد گره ها  مقايسه-76جدول ضميمه 

 161      ساعت 12ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گره ها پس از  تجزيه- 77ميمه جدول ض

 161    ....ساعت پس از تزريق تيمارها با آزمون توكي  12ي ميانگين تعداد گره ها  مقايسه- 78جدول ضميمه 

 161      ساعت 24ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر تعداد گره ها پس از  تجزيه- 79جدول ضميمه 

 161    ...ساعت پس از تزريق تيمارها با آزمون توكي  24ي ميانگين تعداد گره ها  مقايسه- 80جدول ضميمه 

 162    ساعت 1فنل اكسيداز پس از آنزيم ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر فعاليت  تجزيه- 81جدول ضميمه 

  162  ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 1سيداز ي ميانگين فعاليت آنزيم فنل اك مقايسه- 82جدول ضميمه 
  162    ساعت 3فعاليت فنل اكسيداز پس از آنزيم ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر  تجزيه- 83جدول ضميمه 
  163  ...ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 3ي ميانگين فعاليت آنزيم فنل اكسيداز  مقايسه- 84جدول ضميمه 
  163    ساعت 6فنل اكسيداز پس از آنزيم ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر فعاليت  تجزيه- 85جدول ضميمه 
 163  ..ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 6ي ميانگين فعاليت آنزيم فنل اكسيداز  مقايسه-86جدول ضميمه 

  164    ساعت 12فنل اكسيداز پس از آنزيم ها بر فعاليت ي واريانس مربوط به تاثير تيمار تجزيه- 87جدول ضميمه 
 164  ..ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 12ي ميانگين فعاليت آنزيم فنل اكسيداز  مقايسه- 88جدول ضميمه 

 164    ساعت 24ي واريانس مربوط به تاثير تيمارها بر فعاليت فنل اكسيداز پس از  تجزيه- 89جدول ضميمه 

 165    ..ا با آزمون توكي ساعت پس از تزريق تيماره 24ي ميانگين فعاليت فنل اكسيداز  مقايسه- 90يمه جدول ضم

  167        ي واريانس مربوط به تاثير دما روي فعاليت آنزيم فنل اكسيداز تجزيه - 91جدول ضميمه 
 167    ....ف با آزمون توكيي مختلفنل اكسيداز تحت تاثير دماهاآنزيم ي ميانگين فعاليت  مقايسه- 92جدول ضميمه 

  167      روي فعاليت آنزيم فنل اكسيداز (pH)ي واريانس مربوط به تاثير اسيديته  تجزيه - 93جدول ضميمه 
 168.ف با آزمون توكي مختل (pH)فنل اكسيداز تحت تاثير اسيديته هاي آنزيم ي ميانگين فعاليت  مقايسه- 94جدول ضميمه 

  168  س مربوط به تاثير يونهاي فلزي و نمكي مختلف روي فعاليت آنزيم فنل اكسيدازي واريان تجزيه - 95جدول ضميمه 
  169  ....يي با آزمون توكي ميانگين فعاليت آنزيم فنل اكسيداز تحت تاثير يونهاي فلزي و نمك مقايسه -96جدول ضميمه 
  169    ليت آنزيم فنل اكسيدازي واريانس مربوط به تاثير بازدارنده هاي سنتزي روي فعا تجزيه - 97جدول ضميمه 
  170  ..ي با آزمون توكي ي ميانگين فعاليت آنزيم فنل اكسيداز تحت تاثير بازدارنده هاي سنتز مقايسه - 98جدول ضميمه 

  172  خوار سفيد  برگ  ي ي واريانس تاثير تيمارهاي مختلف قارچي بر لاروهاي سن چهار پروانه تجزيه - 99 ضميمه جدول
  172  ...هاي  تاثير جدايه درصد تلفات لاروهاي سن چهار تحت) آزمون دانكن(هاي  ي ميانگين مقايسه - 100 ضميمه جدول
  172  ......هاي  ت تاثير غلظتدرصد تلفات لاروهاي سن چهار تح) آزمون دانكن(هاي  ي ميانگين مقايسه - 101 ضميمه جدول
  173.خوار برگ  ي ف پروانهه فشند بر لاروهاي سنين مختلهاي مختلف جداي ي واريانس تاثير غلظت تجزيه - 102 ضميمه جدول
  173      درصد تلفات لاروها در سنين مختلف) آزمون دانكن(هاي  ي ميانگين مقايسه - 103 ضميمه جدول
173...هاي  ت تاثير غلظتدرصد تلفات لاروهاي سنين مختلف تح) آزمون دانكن(هاي  ي ميانگين مقايسه -104 ضميمه جدول
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 يدهچك

يكي از آفات مهم درختان جنگلي دراستان  Drury (Lep.: Arctiidae) Hyphantria cuneaخوار سفيد اشجار  ي برگ پروانه
تحقيق حاضر با هدف بررسي اثرات . شود برگي كامل درختان مي باشد كه گاه شدت خسارت لاروهاي آن منجر به بي گيلان مي

 Isaria  و Beauveria bassianaهاي بيماريزاي  وار سفيد اشجار در برابر قارچخ ي برگ متقابل بين ايمني سلولي پروانه

farinosae ،اثر خوار سفيد اشجار و  ي برگ اكسيداز در لاروهاي سن پنجم پروانه و تعيين خصوصيات بيوشيميايي فنل سازي خالص
ي سفيد اشجار و نيز  پروانه 4روهاي سن روي لا I. farinosae ي و يك جدايه  B. bassianaي قارچ  جدايه 4بيماريزايي 

ي  دو روزه 4پنج نوع سلول خوني در همولنف لاروهاي سن . انجام شد حساسيت لاروهاي سنين مختلف به بيماريزاترين جدايه
ها و  ها، اوونوسيت ها، گرانولوسيت ها، پلاسموتوسيت خوار سفيد اشجار شناسايي شد كه شامل پروهموسيت ي برگ پروانه
يد روي ايمني سلولي و ب- و لاتكس I. farinosaeو يك جدايه  B. bassianaجدايه از قارچ بيمارگر  4تاثير . ها بودند فرولوسيتاس

خواري در برابر  ها به شكل بيگانه ها و گرانولوسيت نتايج نشان داد كه پلاسموتوسيت. اكسيداز مورد بررسي قرار گرفت فعاليت فنل
دقيقه پس از تزريق عامل بيگانه  60و  30خواري در  بيشترين فعاليت بيگانه. بلعند كنند و اين ذرات را مي قطعات بيگانه فعاليت مي

. تيمارها مشاهده شد ي ساعت پس از ورود عامل بيگانه به همولنف در همه 6و  3هاي  در زمان طور عمده بهزايي  اما گره. رخ داد
اكسيداز با حضور  فعاليت فنل. تيمارها افزايش يافتها بعد از تزريق  گرانولوسيت ها و هاي خوني، پلاسموتوسيت تعداد كل سلول

 12/0اكسيداز با ريكاوري  آنزيم فنل .شدها و لاتكس بيد تعيين  يهدر فواصل مشخص بعد از تزريق اسپور جدا L-DOPAسوبستراي 
مول و  ميلي 08/4به ترتيب  Vmaxو  Km. بار خالص شد 67/9به ميزان ) گرم پروتئين فعاليت آنزيم بر ميلي( 38/23و فعاليت ويژه 

شده در حضور  اي بهينه براي فعاليت آنزيم خالصاسيديته و دم. دست آمد گرم پروتئين به بر دقيقه بر ميليميكرومول  98/12
داري  عنيطور م هاي روي، مس، پتاسيم و سديم به وني. تعيين شد سلسيوس ي درجه 35و  10ميزان  L-DOPAسوبستراي 

فنيل متيل سولفونيل فلورايد به طور هاي سنتزي مانند دي اتيل دي تيو كاربامات و  فعاليت آنزيم را افزايش دادند و بازدارنده
 5سنجي با  آزمايش زيست .كيلو دالتون تعيين شد 33وزن مولكولي آنزيم خالص شده . داري سبب كاهش فعاليت آنزيم شدند معني

در طرح  4عدد لارو سن  10تكرار و در هر تكرار  4با ) آب مقطر(به همراه شاهد ) فاكتور دوم(غلظت  6و ) ر اولفاكتو(تيمار قارچي 
درصد  03/0لاروهاي شاهد با آب مقطر حاوي . شدند  با قارچ آلوده Topicalلاروها به روش . شد  پايه كاملا تصادفي انجام

80Tween-ي  ايهداد كه جد  نتايج نشان. شدند ، تيمارFashand  1872  درصد بيشترين و جدايه 39با ايجاد تلفاتc ي بعدي  در رده
ي  علاوه جدايه به. كرد درصد ايجاد 58بيشترين تلفات را به ميزان  108شده، غلظت   كاربرده  هاي به در ميان غلظت. قرارداشت
Fashand  در همان غلظت كمترين مرگ و مير را به  566ي  دايهدرصد و ج 5/72بالاترين تلفات لاروي را به ميزان  108در غلظت
و  2/0×103)6/6×103- 9/6×104(ترتيب  فوق به ي شده براي دو جدايه محاسبه LD50. درصد به همراه داشت 5/42ميزان 

 همچنين حساسيت لاروهاي سنين دوم، سوم و پنجم به بيمارگرترين. ليتر بود كنيدي در ميلي 1/3×107)8/4×1/2-106×109(
لاروهاي سنين . متفاوت بود Fashandي  حساسيت لاروهاي سنين مختلف به جدايه. شد جدايه نيز در يك آزمايش جداگانه بررسي

 در ضمن. درصد تلفات نشان دادند 29هاي سن پنجم  كه لارو درصد تلفات را نشان دادند در حالي 51و  57دوم و سوم به ترتيب 
 .درصد ايجاد كرد 85يزان بالاترين تلفات را به م 108غلظت 

 Isaria و  B. bassianaسنجي،  ، زيستاكسيداز فنل سازي هاي ايمني، خالص خوار سفيد اشجار، واكنش پروانه برگ: كلمات كليدي

farinosae

نسبت به  Hyphantria cunea (Drury) (Lepidoptera:Arctiidae)خوار سفيد اشجار  هاي ايمني سلولي پروانه برگ واكنش
  Beauveria bassianaارچ ق
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Abstract 

Hyphantria cunea Drury (Lep.: Arctiidae) is one of the important forest pests in Guilan province. Damage 
of larva of this insect that sometimes lead to leafless calls for drastic measures. So this research was 
carried out to study the immunological responses of H. cunea to entomopathogenic fungi, Beauveria 
bassiana and Isaria farinosae, purification and characterization of phenoloxidase from the hemolymph of 
H. cunea and pathogenicity of four isolates of B. bassiana and one isolate of I. farinosae on 4th larvae of 
H.cunea.Five morphological types of hemocyte were recognized in hemolymph of the 4th instar larvae of 
H. cunea. These hemocytes were namely prohemocytes, plasmotocytes, granulocytes, oenocytoids and 
spherulocytes. Tests were done on effects of four isolates of the entomopathogenic fungus Beauveria 
bassiana (Fashand, Spt-22, Ir-K-40 and 566), one isolate of Isaria farinosae and latex-beads on the 
cellular immune defense mechanism and PO activity of H. cunea. Observation showed that plasmatocytes 
and granulocytes engulfed fungal pathogens by phagocytosis. The most phagocytosis occurred 30 and 60 
min after injection but nodulation occurred in 3 and 6 houres after injection of different treatments. Total 
hemocyte count (THC) and granulocyte and plasmotocyte numbers increased after injection of spores. 
Phenoloxidase activity was determined in the presence of L-DOPA as a substrate in intervals after 
injection of fungal spores and latex beads. The purification fold of phenoloxidase was determined as 
9.67 with a recovery of 0.12 and a specific activity of 23.28 U/mg protein identified. Kinetic 
parameters of purified PO from the insect H. cunea were determined. The Michaelis constant 
(K

m
) and the maximal velocity (V

max
) were 4.08 and 12.98 µmol/min/mg protein, respectively. 

The optimal pH and temperature of the enzyme for oxidation of L-DOPA were 10.0 and 35 
º
C, 

respectively. The ions Zn
2+

, Cu
2+

, K
+ 

and Na
+ 

significantly increased the enzyme activity and 
synthetic inhibitors such as diethyldithiocarbamate (DETC) significantly decreased it. Finally, it 
was found that purified PO had a molecular mass of 33 KDa. Bioassay tests were conducted in 
the form of factorial and completely randomized design with 30 treatments and four replications. 
Ten larvae were topically infected with fungus spores. The control larvae were treated with 
distilled water plus Tween 80 0.03%. Results showed that Fashand isolate caused the highest 
percent mortality (39%), whereas 1872c was second in importance. In 108 concentrations Fashand 
caused the highest mortality (72.5%) and 566 had the lowest mortality (42.5%). LD50s of the 
above isolates were 0.2×103(6.6×103-6.9×104) and 3.1×107(4.8×106-2.1×109) conidia/ml., 
respectively. Susceptibility of different larval instars was varied too. Second and third instars had 
the most mortality rate (57 and 51%) respectively. In 108 concentrations Fashand isolate caused 
the 85% mortality. 
 
Key words: Hyphantria cunea, Immunological responses, Purification of Phenoloxidase, Bioassay, 
Beauveria bassiana and Isaria farinosae 
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 مقدمه - 1

يكي از آفات مهم درختان مثمر و  Hyphantria cunea (Drury)(Lepidoptera: Arctiidae)خوار سفيد اشجار  برگ ي پروانه
پهنـك   ،لاروهاي اين حشره در سنين بالا گاه به علت تغذيه زياد. باشد ويژه استان گيلان مي غيرمثمر در مناطق شمالي كشورمان به

ياهي براي اين حشره شناسـايي شـده امـا    گونه ميزبان گ 630حدود . آورند طور كامل به شكل توري در مي برگ گياهان ميزبان را به
روز بـوده و در شـرايط اسـتان     45طول دوره يك نسـل آن حـدود   . باشند توت و افراي سياه ميزبان ترجيحي لاروهاي اين پروانه مي

اي و  طينـه هـاي قرن  اقـدام ) اسـتان گـيلان  (از زمان ظهور اين آفت براي اولين بار در لشت نشا . باشد نسل در سال مي 2گيلان داراي 
هـاي فرومـوني، سـموم شـيميايي و دشـمنان       استفاده از تلـه . ]2009يارمند و همكاران،  [اي انجام گرفته است  هاي منطقه رديابي

ويژه پارازيتوئيدها و نيز باكتري باسيلوس توررنژينسيس نتايج خوبي را در پايين آوردن سطح جمعيت اين حشـره در   طبيعي آفت به
عليرغم . [Sikura et al., 1988; Yang et al., 2005 and Yarmand et al., 2009]به همراه داشته است مناطق مختلف دنيا 
كنون صورت گرفته اما تا سفيد اشجارخوار  برگ ي پروانه) شيميايي، مكانيكي، و بيولوژيك(اي كه در زمينه كنترل  تحقيقات گسترده

هـاي بيمـارگر حشـرات بيشـتر از طريـق       قـارچ  .بر آن به ثبت نرسـيده اسـت   هاي بيماريزاي حشرات گزارشي در خصوص تاثير قارچ
پـس از ورود قـارچ بـه حفـره     . ]Charnley, 1984[كنند  كوتيكول خارجي و نفوذ لوله تندشي به داخل هموسل، حشره را بيمار مي

رگر نوعي توكسـين در بـدن حشـره توليـد     هاي بيما برخي از گونه. گيرند عمومي بدن، اسپورها تكثير يافته و تمام هموسل را فرا مي
ويـژه در   خوار سفيد اشجار به ي برگ لاروهاي پروانه. ]Roberts, 1981[كنند  كنند و بدين ترتيب مرگ ميزبان آلوده را تسريع مي مي

ماننـد   هـاي كنتـرل ميكروبـي    جمعـي دارنـد، ايـن رفتـار حشـره بـراي اعمـال روش        سنين پايين به طور متراكم بوده و رفتار دسته
از طرفي شرايط اقليمي استان گيلان نيز به لحاظ رطوبتي بـراي رشـد و   . شود هاي بيمارگر يك امتياز محسوب مي پاشي قارچ محلول
و  Beauveria bassianaهـاي بيمـارگر    باشد لذا بخشي از اين پژوهش بر اساس تعيين بيماريزايي قـارچ  زني قارچ مناسب مي جوانه

Isaria farinosae  خوار سفيد اشجار طراحي شد ي برگ ماني پروانه زندهبر.  

هـا،   پاسخ حشرات به عوامل بيگانـه ماننـد اسـپور قـارچ     .يك شاخص مهم حساسيت ميزبان به آلودگي است ،ايمني هاي واكنش
 Strand and Lavin, 2002; Kanost et]كنـد   ها و نماتدها به شكل ايمني غير اختصاصي و اختصاصي بروز مي ها، ويروس باكتري

al., 2007] .هاي كوتيكولي لوله گوارش، منافذ تنفس و سيستم تناسلي در دفـع   غير اختصاصي به معناي مشاركت جلد، لايه ايمني
ايمني اختصاصي در حشرات از نوع ذاتي است چرا كه حشـرات  . روند عامل خارجي است كه موانع فيزيكي عوامل بيگانه به شمار مي

نقـش  . باشـد  ايمني ذاتي اختصاصي مشتمل بر دفاع سلولي و هيـومرال مـي  . [Gillespie et al., 1997]باشند  يفاقد ايمنوگلوبين م
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. باشـد  پـر رنـگ مـي    [Nardi et al., 2003]و تشكيل گـره و كپسـول   [Borges et al., 2008] خواري  خوني در بيگانه هاي  سلول

پولكداران نقش كليدي  هاي ايمني طيف وسيعي از بال اي حشرات در فعاليته ها به عنوان ايمنوسيت ها و پلاسموتوسيت گرانولوسيت
هـا، سيسـتم پروفنـل اكسـيداز و ملانيزاسـيون در       به علاوه، پپتيدهاي ضد ميكروبي، لكتـين . [Strand and Lavine, 2002]دارند 
ژيكي، ژنتيكي  هاي دفاعي، رفتاري، مرفولو ليتدر واقع، برآيندي از فعا. [Bulet et al., 1999]كنند  هاي هيومرال فعاليت مي واكنش

بنابراين، بديهي اسـت بررسـي تعامـل بـين ايمنـي      . كند ژيكي، حشره را در برابر عوامل زنده و غير زنده بيگانه محافظت مي و فيزيولو
چنانچه حشره توانـايي كـافي   . باشد تر عوامل ميكروبي  گيري بهتر و مناسب تواند رويكردي جديد در بهره حشرات با عوامل بيگانه مي

به منظـور درك  . عامل بيگانه، عامل بيگانه موفق است-براي انهدام عامل خارجي را نداشته باشد از پاي در آمده و در نبرد بين حشره
 ي هـاي ايمنـي پروانـه    خوار سفيد اشجار در برابر عوامل بيگانـه در بخـش ديگـري از ايـن تحقيـق، واكـنش       قدرت ايمني پروانه برگ

و ماده سنتزي غير زنـده لاتكـس    Isaria farinosaeو  Beauveria bassianaهاي بيمارگر  خوار سفيد اشجار در مقابل قارچ برگ
  .ارزيابي شده استساعت  24در مدت زماني بيد 

بـاكتري يـا   هـاي ديـواره    ايـن آنـزيم بـا ورود گليكـوپروتئين    . باشـد  اكسيداز مـي  يكي از عوامل مهم در ايمني حشرات آنزيم فنل
هـاي آزاد و در   هاي اسپورهاي قارچ و يا ايجاد زخم و جراحت در جلد حشره فعال شده و با توليـد كوئينـون، راديكـال    پپتيدوگليكان

فعاليت ايـن سيسـتم توسـط سـرين پروتئازهـا و يـون كلسـيم تنظـيم         . شود نهايت ملانيزه كردن عامل بيگانه منجر به مرگ آن مي
اكسـيداز و   هـاي فيزيولوژيـك، بررسـي پارامترهـاي كـاينتيكي فنـل       شناخت ويژگي. [Cerenius and Soderhall, 2004]شود  مي

كـه ارزيـابي    هاي اين آنزيم، سبب ضعيف كردن ايمني حشره و غالبيت عوامل ميكروبي خواهد شد، تـا جـايي   كنترل فعاليتسرانجام 
ي  اكسيداز، بررسي دامنه بنابراين، خالص سازي فنل. مفيد باشد تواند در كاهش جمعيت آفت و خسارت ناشي از آن هاي تكميلي مي

ها بر ميزان فعاليت ايـن آنـزيم در بخشـي از ايـن پـژوهش مـورد        ها و بازدارنده فعاليت آن در دما و اسيديته بهينه و تاثير برخي يون
  .مطالعه قرار گرفت

  :بارتند ازشوند ع گيري مي بنابر آنچه گفته شد اهدافي كه در اين رساله پي

 خوار سفيد اشجار و نقش آنها در ايمني حشره ي برگ هاي خوني پروانه شناسايي سلول -

 Isaria farinosae و Beauveria bassianaهاي خوني در رويارويي با اسپورهاي قارچي  بررسي تعداد كل و تفرقي سلول -

 ساعت 24تا و ذرات لاتكس بيد در فواصل زماني مختلف 
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دقيقه ابتداي تزريق اسپورهاي قارچي و لاتكـس بيـد بـه همولنـف      90هاي ايمنوسيت در  خواري سلول انهتعيين ميزان بيگ -
 حشره

هاي خوني در تشكيل گره در فواصل زماني پس از ورود اسـپورهاي قـارچي و لاتكـس بيـد بـه       تعيين ميزان مشاركت سلول -
 ساعت 24همولنف حشره تا 

 ساعت 24اسپورهاي قارچي و لاتكس بيد در فواصل زماني مختلف تا  اكسيداز در تقابل با تعيين فعاليت فنل -

 خوار سفيد اشجار ي برگ اكسيداز پروانه خالص سازي آنزيم فنل -

 كياكسيداز مانند پارامترهاي كاينتي هاي فيزيولوژيك فنل بررسي ويژگي -

 اكسيداز تعيين دما و اسيديته بهينه براي فعاليت فنل -

 اكسيداز هاي سنتزي در فعاليت فنل نمكي و بازدارنده هاي فلزي و بررسي نقش يون -

بـر   Isaria farinosae و يـك جدايـه از قـارچ    Beauveria bassianaجدايـه قـارچ    4هاي لگاريتمي موثر  بررسي غلظت -
 خوار سفيد اشجار برگ ي پروانه 4ماني لاروهاي سن  زنده

 خوار سفيد اشجار برگ ي پروانههاي سنين مختلف ماني لارو بررسي تاثير بيماريزاترين جدايه بر ميزان زنده -

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  فصل دوم

 ر سفيد اشجار خوا ي برگ هاي ايمني پروانه بررسي پاسخ
Hyphantria cunea (Drury) 

(Lepidoptera.:Arctiidae) هاي بيمارگر  در مقابل قارچ
Beauveria bassiana  وIsaria farinosae 


