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اي كرم غوزه  بررسي تاثير دماي محيط در قدرت بيماريزايي ويروس چند وجهي هسته
 در آزمايشگاه Helicoverpa armigera multiple nucleopolyhedrovirus پنبه

 2محمدرضا رضاپناه و *،1، جلال جلالي سندي1فرزانه مشتاقي ملكي

  رشت، دانشگاه گيلان، دانشكده كشاورزي، گروه گياه پزشكي 1

 پزشكي كشور، بخش كنترل بيولوژيك گياهموسسه تهران،  2

  8/3/90 :تاريخ پذيرش   12/10/88: تاريخ دريافت

  چكيده

دماي حاكم بر شرايط  .باشد ها مي اكولوويروسپايين بودن سرعت تاثير ويروس در مزرعه يكي از عوامل محدودكننده كاربرد ب
جانبي در كنار ساير عوامل موثر در كارايي و  عاملست كه به عنوان يك ميكروكليمايي موجود در منطقه از جمله عواملي ا

) LT50و  LD50(گراد بر فعاليت بيولوژيكي درجه سانتي 20 -30در اين بررسي تاثير دماي . باشد سرعت تاثير ويروس اثرگذار مي
در لاروهاي ) Helicoverpa armigera multiple nucleopolyhedrovirus( اي كرم غوزه پنبه ويروس چند وجهي هسته

در قالب % 50 -60و رطوبت نسبي  D8  :L16 در شرايط نوري.Helicoverpa armigera Hub كرم غوزه پنبه  3اوايل سن 
دما مورد ارزيابي قرار  عاملزم براي مرگ و مير با اهميت برابر در داخل دز و زمان لا طرح اسپليت پلات فاكتوريل به صورت

 62/1751و  82/2614 ،83/3580گراد به ترتيب  درجه سانتي 30و  26 ،20مربوط به ويروس در دماهاي  LD50مقادير .  گرفت
دهد كه با افزايش دما  با آزمون دانكن در هر سه دما نشان مي LD50مقايسه ميانگين مقادير .  شدهدر در هر لارو برآورد  پلي

تاثير دما در ميزان مرگ ومير به ويژه در دزهاي پايين .  يابد ايش ميدار افز ميزان مرگ و مير حاصل از ويروس به طور معني
گراد به ترتيب  درجه سانتي 30و  26 ،20هدر در هر لارو در دماهاي  پلي 5×  105مربوط به دز  LT50مقادير .  باشد دار مي معني

درجه  30دهد كه ويروس در دماي  ن نشان ميبا آزمون دانك LT50مقايسه ميانگين مقادير .  روز برآورد شد 58/6و  73/6 ،15/7
.  داري با دو دماي ديگر ندارد گراد اختلاف معني درجه سانتي 26گراد عمل كرده و در دماي  درجه سانتي 20تر از  گراد سريع سانتي

در سرعت و ميزان  دهد كه تاثير دما مربوط به ويروس و مقايسه آن با دوره نهفته آلودگي نشان مي LT50و  LD50بررسي مقادير 
گراد جهت حصول درصد مرگ ومير بيشتر  درجه سانتي 26 -30لذا دماهاي بالاي . باشد مرگ ومير بعد از دوره نهفته آلودگي مي

  .شود و افزايش سرعت مرگ ومير ناشي از ويروس توصيه مي

 Helicoverpa ،كرم غوزه پنبه ،آلودگيدوره نهفته  ،دماي محيط ،اي كرم غوزه پنبه ويروس چند وجهي هسته: هاي كليدي واژه

armigera  ،LD50  وLT50. 

    jjalali@guilan.ac.ir :، پست الكترونيكي0131-6690817: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
ها به عنوان يكي از  در طول سه دهه اخير باكولوويروس

براي كنترل جمعيت حشرات آفت در  ابزارهاي بالقوه مفيد
، 11( شوند هاي مديريت تلفيقي آفات به كار برده مي برنامه

فراورده  43 ،1996در سال  .پيوري و همكاران  ).40و 26
هاي ويروسي ثبت شده در جهان را گزارش  فرمولاسيون

هاي مايع تنظيم  كه اغلب به صورت سوسپانسيون ،دادند
گسترش ). 7(باشند مي) LE(شده بر اساس معادل لاروي

هاي ويروسي بستگي به قدرت سازگاري  انواع فرمولاسيون
 آنها با شرايط محيطي حاكم بر مزرعه و محيط كاربرد دارد

ها براي حفاظت  اخيرا تعدادي از باكولوويروس). 16(
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گياهان جنگلي و مراتع به ، سبزيجات، محصولات زراعي
ها در  باكولوويروس .)42 و 29، 28، 23(شوند كار برده مي

طبيعت تحت تاثير عوامل محيطي و كليمايي زيادي قرار 
، 32 ،30 ،22، 16، 10(تشعشعات خورشيدي ،گيرند مي
 ،)44(مقدار ازن در اتمسفر بالايي ،)22و  10، 1( دما، )34و

 22( محيط و شبنم موجود روي گياه pH ،)1(رطوبت نسبي
از ) 33و 31، 20، 18(گياه ميزبان  ميزبان و و گونه) 45و

ها  كارايي باكولوويروسجمله عوامل محيطي مطرح در 
دماي حاكم بر شرايط ميكروكليمايي موجود در  .باشند مي

جانبي  عاملمنطقه از جمله عواملي است كه به عنوان يك 
در كنار ساير عوامل موثر در كارايي ويروس اثرگذار 

ويروس  تاثير آن در بيماريزايي و سرعت پخش. باشد مي
وابسته به فصل و محلي بوده و به ويژه در مناطق گرم در 

نقش اساسي در ايجاد اپيدمي ويروس در  عواملكنار ساير 
دما در ميزان تكثير ).  21،27( داخل جمعيت ميزبان دارد

زيمم مقدار ويروس توليد شده در حشره كويروس و ما
ر دما هايي مبني بر تاثي گزارش). 36و 5،19( باشد موثر مي

 در سرعت و ميزان مرگ و مير ويروس در آفت وجود دارد
دهند افزايش دما تا  كه نشان مي ،)25، و 14، 9، 6، 5، 4(

يك محدوده مشخص باعث افزايش سرعت و ميزان مرگ 
با توجه . شود ويروس مي آلودگي به ومير لاروي در نتيجه

به اينكه يكي از دلايل عمده محدوديت استفاده از 
طولاني بودن  ،هاي مديريتي ها در برنامه وويروسباكول

سرعت تاثير ويروس و در نتيجه دوام لارو آلوده در محيط 
نقش دماي موجود در منطقه و تاثير آن ) 37و 7( باشد مي

بر سرعت مرگ و مير حاصل از ويروس حايز اهميت 
  .باشد مي

هدف از اجراي اين تحقيق بررسي تاثير دماي انكوباسيون 
نمو  محدوده دمايي رشد و بهينه(گراد  درجه سانتي 20- 30

ويروس چند ) LT50و  LD50(بر فعاليت بيولوژيكي ) حشره
 HaMNPV()Helicoverpa( اي كرم غوزه پنبه وجهي هسته

armigera multiple nucleopolyhedrovirus ( در لاروهاي

نواحي استان گيلان جمع آوري شده از كرم غوزه پنبه 
 .باشد مي

  هاروشد و موا
لاروهاي سنين مختلف كرم غوزه پنبه : ميزبان - 1

Helicoverpa armigera Hubner  از مزارع مختلف توتون
آوري و به صورت  احمد گوراب در استان گيلان جمع

انفرادي در اتاق پرورش استريل تحت شرايط محيطي 
و %  50- 60رطوبت نسبي  ،گراد درجه سانتي 26 ± 1دماي 

روي  ساعت تاريكي 8ساعت روشنايي و  16دوره نوري 
غذاي مصنوعي بر اساس لوبيا چشم بلبلي و جوانه گندم 

حشرات بالغ با آب  .نسل متوالي پرورش يافتند 4براي 
ريزي  اي براي بستر تخم تغذيه و كاغذهاي حوله% 10عسل 
  ).2(  ها بكار رفت پروانه

اي كرم  نمونه اوليه ويروس چند وجهي هسته: ويروس - 2
فراورده ميكروبي ( helicovirid-liquidغوزه پنبه با نام 

 - 10و نگهداري شده در دماي  1376 سال توليد شده در
از بخش تحقيقات كنترل ) گراد و تاريكي درجه سانتي

).  17( شدتهيه  پزشكي گياهبيولوژيك موسسه تحقيقات 
تهيه ) LC95~3 × 108 PIB/ml(اي از ويروس  غلظت كشنده

به  3سازي انفرادي لاروهاي اوايل سن  اي آلودهو بر) 39(
جهت توليد ) 7(دليل خاصيت كاني باليستيك بين لاروها 

زيمم مقدار ويروس با كارايي بيشتر در لارو آلوده در كما
لاروهاي آلوده به  .رگ و مير به كار رفتمراحل نهايي م

از روز پنجم آلودگي به بعد ) 16(ويروس تازه تلف شده 
گراد نگهداري  درجه سانتي -4و در دماي ) 43( آوري جمع
بار پاساژدهي ويروس در لاروهاي اوايل سن  3با .  شدند

 Tris-HClله كردن لاروها در محلول بافر  ،)41و  12، 8( 3

50mM (pH7.03)  عبور  ،اي با هموژنايزر شيشه
سوسپانسيون حاوي ذرات ويروس از پارچه دو لايه 

 ،)24( ميانگريز سازياز طريق  سازي آنها تنظيف و خالص
 Helicoverpa armigera multipleسوسپانسيون ويروسي

nucleopolyhedrovirus )HaMNPV ( تهيه و پس از كنترل
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با ) هدر در واحد حجم نمونه شمارش تعداد پلي(كمي 
) 32(فاز اختلاف و ميكروسكوپ  نئوباراستفاده از لام 

  .كار رفت براي ادامه بررسي به

 3لاروهاي يكسان و يكنواخت اوايل سن  :سنجي ستزي -3
كرم غوزه پنبه همزمان تفريخ شده از تخم مربوط به يك دوره 

 75/5 ± 49/0با ميانگين وزن لاروي ) 38( ريزي در تاريكي تخم
اي و ايجاد  گرم انتخاب و جهت خنثي شدن محتويات روده ميلي

 6به مدت حالت يكنواختي و در نتيجه پاسخ مناسب به ويروس 
غذاي تازه درست شده و ).  3( ساعت گرسنه نگهداشته شدند

ساعت غذاي  24اي كه براي  در اندازه) 13،39(بدون فرمالين 
) متر مكعب ميلي 2×2×1در ابعاد  "حدودا( تامين كندرا لاروها 

بريده و روي آب آگار نيمه جامد جهت جلوگيري از خشك 
104 ،شاهد(هاي  غلظت.  شدشدن غذا منتقل 

5/2 ،105 
×5/2  ،106

5/2 ،107
5/2  ،108

5/2(  از سوسپانسيون
تهيه و  Tris-HCl 50mM(pH7.03)ويروسي در محلول بافر 

ميكروليتر از هر سري غلظت بلافاصله بعد از تهيه روي  2مقدار 
در  )دقيقه 3-5حدود (سطح غذا ريخته شده و براي مدتي 

ار شاهد نيز شامل تيم). 35( فضاي آزمايشگاه قرار گرفت
. بودفاقد ويروس  Tris-HCl 50mM (pH=7.03)محلول 

، به اين ترتيب تعداد شدتيمار انتخاب  6لارو براي هر  30تعداد 
يكسان  3لارو اوايل سن  180كل لاروهاي مورد تيمار واقع شده 

و يكنواخت از لحاظ وضعيت فيزيولوژيكي و همزمان تفريخ 
  .سه تكرار انجام شد اين زيست سنجي در .بودشده 

لازم به ذكر است كه آلودگي سطحي غذا به صورت شروع از 
بالاتر ذرات هاي به سمت تيمارهاي با دز و سپس تيمار شاهد

لاروهاي . شدانجام كاهش خطاي آزمايشي ويروسي جهت 
با قلم موي  به صورت انفرادي گرسنه نگهداشته شده

ذرات  استريل روي غذاي آلوده با مقدار مشخص از
هاي پلاستيكي شفاف  به داخل قوطي) تيمارها(ويروس 

 ± 1متر منتقل و در دماهاي  ميلي 46فيلم عكاسي به ارتفاع 
گراد با رطوبت  درجه سانتي 30 ± 1و 26 ± 1 ،20

ساعت  16ساعت تاريكي و 8و دوره نوري % 50-60نسبي
ساعت  24بعد از . در هر سه دما نگهداري شدند روشنايي
كه كل غذاي حاوي ذرات ويروس را تغذيه كرده  لاروهايي

بودند به غذاي سالم بدون فرمالين و عاري از آلودگي 
لاروهاي مرده در نتيجه آسيب هنگام . ويروسي انتقال يافتند

مرگ و مير لاروي .  شداز شمارش حذف ... جابجايي و 
 و روزانه بطور از روز دوم آلودگي به بعد ناشي از آلودگي

هم بررسي و لاروهاي مشكوك به ساير عوامل تا روز د
مجموع مرگ و مير در روز . شدبيماريزا از شمارش حذف 

و  LD50دهم به عنوان شاخص تلفات براي تعيين مقادير 
در هر روز نيز براي تعيين مقادير  2- 10تلفات روزهاي 

LT50 كار گرفته شد به.  

از  هاي حاصل سنجي در سه تكرار انجام و داده اين زيست
افزار آماري  با نرم LT50و  LD50سنجي به روش  زيست

تلفات  يدرصد تبديل داده. پروبيت تجزيه و تحليل شد
و ميزان  انجام Arcsin باوها رحاصل از ويروس در لا

تلفات حاصل از ويروس و زمان لازم براي مرگ و مير به 
طرح اسپيلت (دما  عاملفرعي در داخل  عاملصورت دو 
تجزيه و  MSTATCافزار آماري  با نرم) يلپلات فاكتور

هاي مربوط به اين تجزيه واريانس تلفات  داده. شدتحليل 
 30 ± 1و  26 ± 1 ، 20 ± 1مربوط به دماهاي انكوباسيون 

×  104 ،5×  103 ،5×  102 ،دزهاي صفر ،گراد درجه سانتي
 ،چهارم ،هدر در هر لارو و روزهاي دوم پلي 5×  105و  5

  .باشند و دهم بعد از آلودگي ميهشتم  ،ششم

  نتايج
هدر در واحد حجم نمونه  كنترل كمي و شمارش تعداد پلي

 ليتر از ويروس استخراج شده نشان داد كه در هر ميلي
  .هدر وجود دارد پلي 5/2×  1010 تعداد

افزار پروبيت در هر سه دماي  نتايج محاسبات نرم
 ،LD50ورد برآ ،انكوباسيون به صورت معادله خط پروبيت

و معيار آزمون مربع  LD50مقادير % 95محدوده اطمينان 
شكل خط پروبيت و نقاط . آمده است 1لاتين در جدول 

و  2 ،1سنجي نيز در نمودارهاي  مشاهده شده در هر زيست
  .آمده است 3
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y = 0.6487 x + 2.6945 
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  .گراد درجه سانتي 20 ± 1در دماي انكوباسيون  HaMNPV كرم غوزه پنبه و 3سنجي با لاروهاي اوايل سن  زيست -1نمودار

 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
  

  .گراد درجه سانتي 26 ± 1در دماي انكوباسيون  HaMNPVكرم غوزه پنبه و  3سنجي با لاروهاي اوايل سن  زيست -2نمودار
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .گراد درجه سانتي 30 ± 1نكوباسيون در دماي اHaMNPV كرم غوزه پنبه و  3سنجي با لاروهاي اوايل سن  زيست -3نمودار

  .در سه دماي انكوباسيون  HaMNPVكرم غوزه پنبه و  3روزه با لاروهاي اوايل سن  10نتيجه آزمايش زيست سنجي  -1جدول 
 LD50 LD50اطمينان%95محدوده معادله خط پروبيت א2

(PIB/Larva) 
  دماي انكوباسيون

)1 ± C º(  
61/2 69/2  +x6487/0=Y 43/6769–97/1895 C 83/3580 20  
26/1 24/2  +x8066/0=Y 39/4176–55/1608 B 82/2614 26 

42/0 12/3  +x5785/0=Y 91/3535-09/838 A 62/1751 30 

 .باشند دار مي  اي دانكن فاقد اختلاف معني با حروف مشترك بر اساس آزمون چند دامنه LD50ميانگين مقادير 

ربوط به دماهاي مذبور در دزهاي بالاتر از م LT50مقادير 
افزار آماري پروبيت محاسبه شده و  مرگ و مير با نرم% 90

مقادير % 95محدوده اطمينان  ،LT50به صورت برآورد 
LT50  آمده است 2و شيب خط پروبيت در جدول. 

y = 0.8066 x + 2.2434
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دهد كه بين  هاي حاصل نشان مي تجزيه واريانس داده
زمان لازم  ،دز ويروس ،دماي انكوباسيون عواملسطوح 

زمان لازم براي × دما  ،دز ويروس ×دما  ،براي مرگ و مير

دز × دز ويروس و دماي انكوباسيون  ×زمان  ،مرگ و مير
% 1زمان لازم براي مرگ و مير در سطح احتمال× ويروس 

  ).3جدول ( داري وجود دارد اختلاف معني
  

  .ه دماي انكوباسيوندر س HaMNPVكرم غوزه پنبه و  3سنجي لاروهاي اوايل سن  مربوط به زيست LT50مقادير  -2جدول 

  .باشند دار مي اي دانكن فاقد اختلاف معني با حروف مشترك بر اساس آزمون چند دامنه LT50ميانگين مقادير *
  

  .كرم غوزه پنبه 3در لاروهاي اوايل سن  HaMNPVتجزيه واريانس ميانگين تلفات حاصل از تاثير دماي انكوباسيون در روند فعاليت  -3جدول 
 F ميانگين مربعات درجه آزادي منابع تغيير

141/30 2 دما  ** 87/10  

773/2 6 خطاي داخل دما   

107/2421 5 دز ويروس  ** 78/95  

دما×دز ويروس  10 55/86  ** 65/8  

64/4875 4 زمان مرگ و مير  ** 87/192  

دما×زمان مرگ و مير  8 35/185  ** 33/7  

دز ويروس×زمان مرگ و مير  20 13/579  ** 91/22  

زمان مرگ و مير×دز ويروس × ا دم  40 66/53  ** 12/2  

28/25 174 خطاي داخل فاكتورها   

   269 كل

 =.94/52C.V   %1دار در سطح احتمال معني **:

  

مقايسه : تاثير دماي انكوباسيون در ميزان مرگ و مير
 ± 1 ، 20 ± 1ميانگين ميزان تلفات در دماهاي انكوباسيون 

گراد با آزمون دانكن در سطح  نتيدرجه سا 30 ± 1و  26
دهد  نشان مي )61/0دار  حداقل اختلاف معني( %5احتمال 

در % 08/10گراد با ميانگين تلفات  درجه سانتي 30كه دماي 
گراد با  درجه سانتي 20بيشترين گروه و دماي انكوباسيون 

بين  .در كمترين گروه قرار دارد% 92/8ميانگين تلفات 
درجه  26-30و  20-26ي انكوباسيون ميانگين تلفات دما

عبارتي با  به .داري وجود ندارد اد اختلاف معنيگر سانتي
درجه  20- 30يون در فاصله سافزايش دماي انكوبا

  .يابد مرگ و مير حاصل از ويروس افزايش مي ،گراد سانتي

شيب 
خط 
 پروبيت

  LT50  LT50اطمينان % 95محدوده 
(day) 

  دماي انكوباسيون مرگ و مير% 
)1 ± C º(  

  دز ويروس
PIB/Larva 

64/8 59/7 – 74/6 B15/7 14/91 20 105  ×5 

72/8 97/6–49/6 AB73/6 59/98 26  

82/6 90/6-26/6 A58/6 72/92 30  
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مقايسه ميانگين : تاثير زمان و دز در ميزان مرگ و مير
حداقل ( %5ن در سطح احتمال ميزان تلفات با آزمون دانك

دهد كه ميزان مرگ و مير  نشان مي) 91/1دار  نيعاختلاف م
در روز دوم و چهارم بعد از آلودگي در يك گروه با 
كمترين مقدار و در روز دهم بعد از آلودگي در گروه 

بين روز دهم و هشتم  .انه با بيشترين مقدار قرار داردجداگ
تمامي .  اري وجود نداردد بعد از آلودگي اختلاف معني

 ،مقادير ميانگين ميزان تلفات نيز با افزايش دز مصرفي
  .يابد افزايش مي

مقايسه ميانگين : زمان در ميزان مرگ و مير× تاثير دز 
حداقل ( %5ميزان تلفات با آزمون دانكن در سطح احتمال 

دهد كه ميزان مرگ و مير  نشان مي) 31/3دار  اختلاف معني
روزهاي دوم و چهارم  ،اي مربوط به شاهددر همه روزه

بعد از آلودگي مربوط به كليه دزها و روز ششم بعد از 
هدر در  پلي 5×  102و  5× 103آلودگي مربوط به دزهاي 

هر لارو در يك گروه با كمترين مقدار و روز دهم بعد از 
هدر در هر لارو  پلي 5×  104و  5×  105آلودگي در دزهاي 
بين ميزان .  ه با بيشترين مقدار قرار دارددر گروه جداگان

مرگ و مير در روزهاي هشتم و دهم بعد از آلودگي در دز 
داري وجود  هدر در هر لارو اختلاف معني پلي 5×  105
به عبارتي تا روز چهارم بعد از آلودگي تاثير ويروس . ندارد

در كليه دزها نهفته بوده و از آن به بعد با افزايش دز 
رعت مرگ و مير حاصل از ويروس افزايش مصرفي س

  .يابد مي

مقايسه ميانگين : دز در ميزان مرگ و مير× تاثير دما 
حداقل (  %5تلفات با آزمون دانكن در سطح احتمال 

دهد كه دزهاي شاهد در  نشان مي) 62/3دار  اختلاف معني
هر سه دماي انكوباسيون در يك گروه با كمترين مقدار و 

هدر در هر لارو در هر سه دما در گروه  پلي 5×  105دز 
دهد  اين بررسي نشان مي.  ديگر با بيشترين مقدار قرار دارد

گراد در ميزان مرگ و  درجه سانتي 20- 30كه تاثير دماي 
ناچيز و ) هدر در هر لارو پلي 5× 105( مير در بالاترين دز

به عبارتي در لاروهاي آلوده به .  باشد دار مي غير معني
گراد  درجه سانتي 20-30تاثير دماي انكوباسيون  ،سويرو

ز اهميت بوده و در دزهاي بالا نقش ئدر دزهاي پايين حا
  .مهمي در ميزان مرگ و مير حاصل از ويروس ندارند

در هر سه دماي انكوباسيون  LD50تجزيه واريانس مقادير 
با درجه آزادي ( دهد كه بين ميانگين درصد تلفات نشان مي
در سطح احتمال  )53/27148ميانگين مربعات  و 6خطاي 

مقايسه ميانگين .  داري وجود دارد اختلاف معني 01/0
دهد كه بين اين  با آزمون دانكن نشان مي LD50مقادير 

داري  مقادير در هر سه دماي انكوباسيون اختلاف معني
درجه  20در دماي  LD50ميانگين مقدار . وجود دارد

 30كمترين گروه و در دماي ) مقدار با بيشترين(گراد  سانتي
بيشترين گروه را به ) با كمترين مقدار(گراد  درجه سانتي

  ).1جدول (خود اختصاص داده است

مقايسه ميانگين : زمان درميزان مرگ و مير× تاثير دما 
حداقل ( %5ميزان تلفات با آزمون دانكن در سطح احتمال 

زان مرگ و مير دهد كه مي نشان مي) 31/3دار  اختلاف معني
در هر سه دماي انكوباسيون تا روز چهارم بعد از آلودگي 

درجه  30در يك گروه با كمترين مقدار و در دماي 
گراد در روز دهم بعد از آلودگي در گروه جداگانه با  سانتي

  .بيشترين مقدار قرار دارد

هدر  پلي 5×  105مربوط به دز  LT50تجزيه واريانس مقادير 
با درجه آزادي (  در هر سه دماي انكوباسيوندر هر لارو 

دهد كه بين  نشان مي) 43/0و ميانگين مربعات  6خطاي 
داري  اختلاف معني 01/0اين مقادير در سطح احتمال 

با آزمون دانكن  LT50مقايسه ميانگين مقادير  .وجود دارد
نشان ) 59/0دار  حداقل اختلاف معني% (5در سطح احتمال 

گراد در  درجه سانتي 30انكوباسيون دهد كه دماي  مي
گراد در  درجه سانتي 20بالاترين گروه و دماي انكوباسيون 

گراد  درجه سانتي 26ترين گروه قرار گرفته و دماي  پايين
در ). 2جدول ( داري با دو دماي ديگر ندارد اختلاف معني
 )روز 10در طول ( توان گفت كه با افزايش دما مجموع مي
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  .يابد حاصل از ويروس نيز افزايش ميگراد سرعت مرگ و مير  درجه سانتي 20-30در محدوده 
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  ).شفيره پيش: PP ،6الي  1سنين لاروي : L1-L6(دماي مختلف   5شفيرگي كرم غوزه پنبه در  طول دوره رشدي سنين مختلف لاروي و پيش-4نمودار

 
مقايسه : ان مرگ و ميرزمان در ميز×  زد× تاثير دما 

 %5ها با آزمون دانكن در سطح احتمال  ميانگين داده
دهد كه ميزان  نشان مي) 10/8دار  حداقل اختلاف معني(

مرگ و مير تا روز چهارم بعد از آلودگي در كليه دزها در 
 105به استثناء روز چهارم بعد از آلودگي در دز (هر سه دما 

و ) گراد درجه سانتي 30اي هدر در هر لارو در دم پلي 5× 
 5×  103و  5×  102تا روز ششم بعد از آلودگي در دزهاي 

هدر در هر لارو در هر سه دما در يك گروه با كمترين  پلي
 5×  105مقدار و در روز دهم بعد از آلودگي در دز 

گراد در گروه  درجه سانتي 30هدر در هر لارو در دماي  پلي
  .قرار داردجداگانه با بيشترين مقدار 

طول دوره رشد و نمو لاروي سنين مختلف  4در نمودار 
گراد آمده  درجه سانتي 17-30كرم غوزه پنبه در دماهاي 

مقايسه ميانگين طول دوره رشد و نمو لاروهاي سالم  .است
) هاي منتشر نشده داده(سنين مختلف در دماهاي مختلف 

 درجه 28تا  17دهد كه با افزايش دما از  نشان مي
يابد  طول دوره رشد و نمو لاروي كاهش مي ،گراد سانتي

گراد افزايش  درجه سانتي 30ولي با افزايش دما به 

گراد  درجه سانتي 28و  26 ،20داري نسبت به دماهاي  معني
كه  طوري  شود به در طول دوره رشد و نمو لاروي ديده مي

درجه  17نمو بعد از  در اين دما طول دوره رشد و
 بهينه در نتيجه دما ،باشد اد در بيشترين مقدار ميگر سانتي

براي رشد سريع فيزيولوژيكي لاروهاي كرم غوزه پنبه 
باشد و در دماهاي بالاتر  گراد مي درجه سانتي 20-28دماي 
نمو لاروي  تر از اين محدوده كاهش سرعت رشد و و پايين
  .  شود ديده مي

  بحث
درجه  20- 30اين بررسي تاثير دماي انكوباسيون 

ي مير لاروها مرگ و و نيز سرعت گراد را در ميزان سانتي
افزايش در ميزان و سرعت . دهد نشان مي كرم غوزه پنبه

گراد  درجه سانتي 20- 30مرگ و مير در دماي انكوباسيون 
تواند به تاثير دما در سرعت تكثير ويروس در داخل  مي

 DNAويژگيهاي مربوط به  .بدن لارو نسبت داده شود
ويروس و اجزاي پروتئيني ساختماني و غير ساختماني در 
-قدرت بيماريزايي ويروس و روند فعاليت آن اثرگذار مي

نشان دادند كه تعدادي از محققين   ).44، 11( باشند
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هاي احساس به دما در دم BmNPVنژادهاي جهش يافته 
هيچ ) دماي بهينهبالاي (گراد  درجه سانتي 33غير مجاز 

با بررسي . )36( هدري در لاروهاي آلوده ايجاد نكردند پلي
درجه  33در  BmN4تكثير ويروس در محيط كشت 

ويروس  DNAگراد نشان داده شد كه سنتز طبيعي  سانتي
هدرها با  هاي جوانه زده و پلي رخ داده ولي توليد ويروس

در مراحل  شود كه نشان از عدم بيان ژن شكست مواجه مي
درجه  25با انتقال لاروها به  .باشد يي سنتز ميانتها

اغلب لاروها به بالغين سالم تبديل ) بهينهدماي ( گراد سانتي
گراد  درجه سانتي 33ماي دشدند كه حاكي از تاثير مخرب 

در بررسي ده . باشد هاي بيان ژن در ويروس مي در مكان
پپتيدهاي ويروس  روزه روي بازدارندگي تجمع پلي

Densonucleosis virus تليوم لوله  هاي اپي در سلول
در دماهاي  Bombyx moriحشره  4گوارش لاروهاي سن 

گراد  درجه سانتي 35غير مجاز عدم تكثير ويروس در دماي 
درجه  25لارو به  دوبارهولي با انتقال  شددر لارو گزارش 

پپتيدهاي  گراد تكثير مجدد ويروس شروع شده و پلي سانتي
هاي لوله گوارش و فضولات لاروي  لويروسي در سلو
محدوده  مشخص شد كهدر نتيجه  ،قابل رويت بودند

برداري و  دمايي غير مجاز در كوتاه مدت بر سطح نسخه
ترجمه ژني ويروس تاثير سويي نداشته و تنها ويروس را 

 كندنگه داشته و از تكثير آن ممانعت مي به حالت نهفته
كه تاثيرات مخرب دماهاي  توان نتيجه گرفت لذا مي.  )19(

بر تكثير ويروس بر اساس نوع ويروس و  بهينهبالاي 
در اين بررسي .  هاي بيولوژيكي آن متفاوت است ويژگي

 30در  HaMNPVآلودگي و از بين رفتن لاروها در نتيجه 
گراد حاكي از تكثير ويروس در اين دما  درجه سانتي

  .باشد مي

يكي ميزبان نيز از جمله هاي فيزيولوژيكي و بيولوژ ويژگي
عواملي هستند كه  در روابط بين دما و ويروس اثرگذار 

 17- 30بررسي رشد فيزيولوژيكي لاروها در  ،باشند مي
دهد كه بر خلاف افزايش  گراد نشان مي درجه سانتي

سرعت و ميزان مرگ و مير ويروسي رشد لاروها در دماي 

دماي به اينكه  با توجه .يابد گراد كاهش مي درجه سانتي 30
باشد  گراد مي درجه سانتي 20- 28براي رشد لاروها  بهينه 

كاهش در رشد فيزيولوژيكي لاروها در دماهاي بالا خود 
هاي  تواند دليلي بر مستعد بودن لاروها به آلودگي مي

در لاروهاي  NPVافزايش ميزان آلودگي .  ويروسي باشد
Trichoplusia ni درجه  28از  در محيط در دماهاي بيشتر

اين  ).1( گراد نيز با نتايج اين بررسي مطابقت دارد سانتي
آلوده به ويروس  كرم سيب در حالي است كه در لاروهاي

CpGV  ميزان آلودگي ويروس در محدوده دمايي رشد
ابتدا در بيشترين ) گراد درجه سانتي 26- 32(  سريع لارو

و كاهش يافته % 50-81و سپس به % 95مقدار و حدود 
 32از ) LT50(سرعت مرگ و مير حاصل از ويروس نيز 

تاثير  لذا. )9( يابد گراد به بعد كاهش مي درجه سانتي
بازدارندگي دما در تكثير ويروس در داخل بدن لارو در 
دماهاي بالا و دخيل بودن عوامل فيزيولوژيكي مرتبط با 

مطالعات   .مي باشدموثر لارو در روند آلودگي به ويروس 
در كارايي  UVعليرغم تاثير سوء اشعه  داده است كه نشان

در روزهاي آفتابي استفاده از  SpexNPVويروس 
فرمولاسيون هاي ويروسي در ساعات سرد شبانه بدليل 
تاثير سرماي محيط در كاهش فعاليت فيزيولوژيكي 

ميزان  از جمله كاهش Spodoptera exemptaلاروهاي 
سب ويروس جهت ايجاد تغذيه و در نتيجه كاهش ميزان ك

مرگ و مير كشنده در زمان معين محدود مناسب نبوده و 
تاثير اشعه ماوراء بنفش و دماي محيط حايز اهميت  تعامل

نتيجه اين تعامل بعد از استقرار ويروس در داخل  ،مي باشد
بدن ميزبان و دوام آن جهت كنترل به صورت مرگ و مير 

بان به ويژه در و ايجاد اپيدمي در جمعيت ميزطبيعي 
در مطالعه  . )10( باشدگر ميحالات طغياني آفت جلوه

فزايش دما امير حاصل از ويروس با  حاضر سرعت مرگ و
گراد افزايش يافت  درجه سانتي 20- 30در محدوده 

گراد لاروهاي آلوده به  درجه سانتي 30كه در  طوري به
اي تر از ساير لاروهاي آلوده موجود در دماه ويروس سريع

 نتايج حاصل از .گراد تلف شدند رجه سانتيد 26و  20
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 Buzuraدر لاروهاي  BsNPVبررسي بيماريزايي 

suppressaria كه سرعت تاثير ويروس با است ه نشان داد
درجه  30ر را در اافزايش دما افزايش يافته و بيشترين مقد

كاهش در ميزان  .)6( بدست آمده است گراد دارد سانتي
تواند دليلي  گراد مي درجه سانتي 30روي در رشد و نمو لا

بر تضعيف لارو در اين دما باشد كه خود باعث مستعد 
شدن لارو به آلودگي ويروسي و در نتيجه كاهش مقادير 

LT50  و افزايش سرعت مرگ و مير حاصل از ويروس در
  .شود لاروها مي

برابر بودن ميزان مرگ و مير در روزهاي دوم و چهارم بعد 
آلودگي در تمام دزهاي مربوط به هر سه دماي از 

دهد كه تاثير دما در دوره  انكوباسيون نشان مي

ناچيز بوده و بررسي ) دوره انكوباسيون ويروس(نهفتگي
مربوط به ويروس در يك دز ثابت نشان  LT50مقادير 

دهد كه تاثير دما در ميزان و سرعت مرگ ومير بعد از  مي
كه بعد از دوره  طوري به دهشروع شدوره نهفته آلودگي 

نهفته آلودگي افزايش دماي انكوباسيون باعث افزايش 
  .شود سرعت مرگ و مير حاصل از ويروس مي

با توجه به اينكه دما يكي از عوامل مهم محدود  در مجموع
بر اساس نتايج  ها مي باشد، كننده كاربرد باكولوويروس

ي بالاي در دماها HaMNPVحاصل از اين بررسي كاربرد 
گراد جهت حصول درصد مرگ و مير  درجه سانتي 26- 30

بيشتر و افزايش سرعت مرگ و مير ناشي از ويروس 
  .شود توصيه مي
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A laboratory investigation on the effect of environmental 
temperature on virulence of Helicoverpa armigera Multiple 

Nucleopolyhedrovirus 
Moshtaghi Maleki F.1, Jalali Sendi J.1 and Rezapanah M.R.2 

1 Plant Protection Dept., Faculty of Agriculture, University of Guilan- Rasht, I.R. of 
Iran 

2 Biological Control Dept., Institute of Plant Pests and Diseases, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Not only a low speed of the effect of virus is one of factors to limit the use of 
baculoviruses in the field but also microclimate thermal condition is a lateral factor 
besides other effective factors that can affect on virulence and speed of the effect of 
virus.  In this evaluation the effect of different temperatures 20-30 °C were investigated 
in biological activity (LT50, LD50) of a Helicoverpa armigera Multiple 
Nucleopolyhedrovirus isolate in early 3 rd instar larva of cotton budworm ( Helicoverpa 
armigera Hub.) in laboratory condition (50-60% relative humidity and 16L:8D 
photoperiod) in a factorial split plot. The viral dosage and the required time for 
mortality were similarly important in the temperature factor.  LD50 values in 
temperatures 20, 26 and 30 °C were estimated 3580.83, 2614.82 and 1751.62 PIB/ 
Larvae respectively.  The comparison of the mean LD50 values with Duncan,s multiple 
range test in three temperatures showed that viral range of mortality increases  
significantly with increasing temperature.  The effect of temperature in mortality is 
especially significant in low dosages.  LT50 values in viral dosage of 5 ×10 5 PIB/ 
Larvae in temperatures 20, 26 and 30 °C were estimated 7.15, 6.73 and 6.58 day 
respectively.  The comparison of the mean LT50values with Duncan,s multiple range test 
show that viral dosage in 30 °C is more active than 20 °C and its activity in 26 °C isn’t 
significantly different from two other temperatures.  Evaluation of LD50 and LT50 values 
of viral dosage and its comparison to incubation period show that the effect of 
temperature in the mortality rate and mortality speed is after the incubation period.  
Therefore temperatures in range of 26-30 °C could be recommended in reaching the 
high mortality percent and increasing the viral speed mortality. 

Keywords: Helicoverpa armigera Multiple Nucleopolyhedrovirus, environmental 
temperature, incubation period, Helicoverpa armigera, LD50 and LT50 

 

 

 

 


