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هاي گرسنگي، دمايي و باكتري لولي لارو ليسه سيب در برابر تنشهاي دفاع سواكنش
  Bacillus thuringiensis  زايبيماري

 مريم محمودزاده و *مريم عجم حسني

 ايران، شاهرود، دانشگاه صنعتي شاهرود

  25/10/97: تاريخ پذيرش  15/8/1397 :تاريخ دريافت

  چكيده

هر نوع  يرتأثهاي خوني تحت تعداد سلول. فنل اكسيداز در دفاع سلولي حشرات ثابت شده است هاي خوني و سامانهنقش سلول
زايي يك عامل توانند گاه روند بيماريحشرات با سامانه ايمني قوي مي. كندتنش يا ورود عامل بيگانه به همولنف تغيير مي

 Bacillusهاي دمايي و باكتري هاي گرسنگي، تنشنشدراين تحقيق، اثر ت. زا را تغيير داده و يا متوقف كنندبيماري

thuringiensis هاي گرسنگي نشان داد كه در نتايج آزمايش دوره. هاي سن پنجم ليسه سيب بررسي شدبر دفاع سلولي لارو
ها، هاي خوني، پروهموسيتداري در تعداد كل سلولساعت تفاوت معني 48زمان به مدت  باگذشتهمولنف لاروهاي گرسنه 

تنش گرسنگي  يرتأثهمچنين ميزان فعاليت آنزيم فنل اكسيداز تحت . ها و اونوسيتوئيدها ايجاد شدها، پلاسموتوسيتگرانولوسيت
هاي دمايي مختلف بر اثر تنش. ساعت گرسنگي روند افزايشي نشان داد 48داري كاهش يافت و بعد از ساعت بطور معني 24

 4افزايش و در دماي  35در دماي ) هاپروهموسيت جز به(ها و تفرقي سلول بطوريكه تعداد كل. بوددار معني كاملاًها تعداد سلول
. هاي گرما و سرما كاهش يافتفعاليت سامانه فنل اكسيداز بطور بارزي تحت تنش. نشان داد يتوجه قابلدرجه سلسيوس كاهش 

هاي خوني و فعاليت آنزيم فنل سلول دار تعداد همهايش معنيسبب افز B. thuringiensisهاي آلوده به باكتري تغذيه از برگ
هاي خوني در داري كاهش يافتند كه نشانگر واكنش مثبت سلولساعت بطور معني 24زمان تا  باگذشتاين عوامل . اكسيداز شد

يولوژيك ليسه سيب استفاده شود و هاي دفاع فيزاي براي شناخت ويژگيمقدمه عنوان بهتواند اين نتايج مي. برابر عامل بيگانه بود
  .قرارگيرد مدنظرهاي كنترل ميكروبي در برنامه

  Bacillus thuringiensisهاي خوني، تغذيه و دما، باكتري ليسه سيب، واكنش سلول: كليدي يها واژه

  shahroodm@gmail.com: ، پست الكترونيكي0915502227: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 Lepidoptera: Yponomeutidae (Zeller(ليسه سيب 

Yponomeuta malinellus آفتي مونوفاژ، تك نسلي و ،
باشد كه در سراسر مناطق درختان سيب مي خوار برگ

ليسه سيب ). 34(معتدله پالئاركتيك پراكنده است 
ترين و رايج) 9(مخصوص مناطق سردسير كوهستاني بوده 

هاي سيب و گلابي گزارش شده است هاي آن گونهميزبان
لاروهاي آفت بسيار پرخوار بوده و بطور  ).40و 34(

هاي ميزبان برگ ،هايهاي بين رگبرگاز بافت يجمع دسته
هاي ها ضمن تغذيه اقدام به تنيدن تارلارو. كنندتغذيه مي

ا به هم ها رها و سرشاخهابريشمي كرده و بدين وسيله برگ
در تحقيقي پارازيتيسم ليسه سيب توسط ). 9(چسبانند مي

در  Ichneumonidaeو  Braconidaeچند زنبور از خانواده 
براساس نتايج، زنبور . تركيه مورد مطالعه قرارگرفت

(Gravenhorst) (Hymenoptera: Ichneumonidae) 
Diadegma armillatum  را در انگلي كردن  يرتأثبيشترين

اي كه توسط در مطالعه ).36(هاي ليسه سيب نشان داد لارو
جهت ارزيابي كاربرد سموم  1379اسلامي در سال 

مبارزه با  منظور به Bacillus thuringiensisميكروبي بر پايه
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آفت ليسه درختان سيب انجام گرفت، نتايج آزمايش نشان 
هاي در مورد تمام دوز يپاش سمناشي از  يروم مرگداد كه 
و  جواد زاده). 1(صد در صد بوده است  B.tفي مصر

در كنترل ليسه سيب  B.tفرآورده داخلي  يرتأثهمكاران نيز 
در مناطق ). 3( قراردادند يموردبررس 1391را در سال 

توان با استفاده از تركيبات فسفره آلودگي بالا مي باسابقه
همچنين استفاده از تركيبات . متداول آفت را كنترل كرد

رشد حشرات  كننده يمتنظهاي ه شده براساس هورمونساخت
)IGR(  نيز از ديگر موارد كنترل آفت است)9 .(  

 بافت، شيمي و عملكرد شناسي، ريخت هاي ويژگي براساس
است   شده شناسايي دارانبالپولك در خوني سلول نوع پنج

-ها، گرانولوسيتها، پلاسموتوسيتكه شامل پروهموسيت

 جلالي). 48(باشند ها ميها و اسفرولوسيتها، اونوسيتوئيد
 خوني هاي سلول ي بامطالعه ،2008 سال در صالحي و

 .Papillio demoleus Lمركبات  خوار برگ ي پروانه

(Lepidoptera: Papilionidae) ميكروسكوپ ي  بوسيله 
. )28(كردند  شناسايي خوني سلول نوع پنج الكتروني،

داران مانند بيد  هاي بالپولك نتايج مشابهي براي ديگر لارو
 :Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidopteraكلم 

Plutellidae) )27( ،خرنوب  پره شبEctomoyelois 

ceratoniae (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) )4( ،
 Bombyx mori (Linnaeus)پروانه كرم ابريشم 

(Lepidoptera: Bombycidae) )49(وار سفيد ، پروانه برگخ
و لارو بيد ) Hyphantria cunea (Drury) )12اشجار 

گزارش ) Phthorimaea  operculella )42 زميني يبس
خوني  هايسلول انواع مشاركت با سلولي دفاع. شده است

كه تابع عوامل  است و فعاليت آنزيم فنل اكسيداز همراه
-يمختلفي مانند تغييرات دما، نوع تغذيه، ورود انواع آلودگ

 حشرات ايمني پاسخ درواقع ).47(باشد مي... ها و 
 از ناشي هاي آلودگي انواع به هاآن حساسيت مهم شاخص
 ها،باكتري و هاقارچ اسپور مانند بيگانه عوامل هجوم
 محيطي، گرسنگي، هايتنش اندازي، دياپوز، پوست سموم،
اين موضوع ). 52( است جنسيت حتي و غذايي رژيم تغيير

هاي جانوران مانند در مورد اكثر گروهر حشرات علاوه ب
 در دما نقش. )10و 5( گزارش شده استنيز ها ماهي

و 44، 19(است  شده شناخته خوبي به حشرات زندگي
 داشته بر همولنف زيادي تأثيرات است ممكن دما). 46

هاي تأثير بر مورفولوژي و فراواني سلول شامل كه باشد
-حرارت كه همانطور). 43(باشد ها ميآن خوني و عملكرد

 حشرات براي استرس منابع از يكي بالا و پايين هاي
 مستقيم بطور هاهموسيت تعداد كه است ممكن هستند،
بعلاوه تغذيه  .كند تغيير حرارت درجه در تغيير توسط

يك عامل حياتي در دفاع سلولي و مقاومت در  عنوان به
). 50و 41، 31( شناخته شده است زا يماريببرابر عوامل 

مطالعات نشان داده است كه محروميت مواد غذايي بر 
و 45، 30، 14(گذارد مي يرتأثهاي خوني حشره پاسخ سلول

اثر محروميت مواد غذايي روي حساسيت  در مطالعه). 53
به عفونت توسط بانويل و  L.( Galleria mellonella( لارو

روميت از نتايج نشان داد كه مح 2012همكاران در سال 
مواد غذايي منجر به كاهش پاسخ سلولي و ايمني و افزايش 

ها شود و در تراكم هموسيتحساسيت به عفونت مي
ووگل ويث و ). 15(دهد رخ مي داري يمعنكاهش 

هاي فراواني نسبي انواع سلول 2016همكاران در سال 
 حبه انگور پره شبخوني وابسته به رژيم غذايي را در 

(Lepidoptera:Tortricidae) Eupoecilia ambiguella 

(Hubner) ها نشان داد كه مشاهدات آن. بررسي كردند
هاي خوني و غلظت هر نوع سلول در غلظت كل سلول

هاي گزارش). 51(هاي غذايي مختلف متفاوت است رژيم
هاي ايمني حشرات مختلف در  متعددي نيز مبني بر واكنش

ها و يا  ها، باكتري قارچبرابر ورود عوامل بيگانه مانند 
بعنوان مثال عجم . تركيبات سنتزي به همولنف وجود دارد

هاي سن  هاي ايمني سلولي لارو ، واكنش)b1393(حسني 
 را عليه دو جدايه از قارچ  Spodoptera lituraچهارم 

Beauveria bassiana  و ذرات سنتزي لاتكس بيد بررسي
اكنش ايمني ، همچنين و)a1393(عجم حسني ). 7(كرد 

 Utethesia pulchellaهاي سن چهارم پروانه  سلولي لارو
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L. (Lepidoptera: Arctiidae) را در برابر دو جدايه از ،
و يك جدايه از قارچ   Criy)-(Bals.B. bassianaقارچ 

Isaria farinosae  عجم حسني و ). 6(بررسي كرد  را
د ، پاسخ ايمني پروانه برگخوار سفي)2013(همكاران 
 :Hyphantria cunea )Lepidoptera (Drury)آمريكايي 

Arctiidae( زاي  را در برابر چهار ايزوله از قارچ بيماري
 I. farinosae، و يك ايزوله ازB. bassianaحشرات به نام 

(Holmsk.)  پورعلي و عجم حسني ). 12(، بررسي كردند
 B. bassianaنشان دادند كه قارچ بيمارگر  2018در سال 
ساعت پس از ورود به همولنف لارو  6و  3هاي در زمان

هاي دار سلولسبب تغيير معني ينيزم بيسسن چهار بيد 
در بررسي كه ). 2(شوند مشاركت كننده در ايمني مي

انجام گرفت،  1992توسط دانفي و همكاران در سال 
 Lymantriaهاي خوني پروانه ابريشم باف ناجور سلول

(L.) dispar هاي ابر باكتريدر بر Xenorhabdus

luminescens  وnematophilus X.  ساعت  5و  5/1بترتيب
زمان، ليپو پلي  باگذشتشوند و دار ميپس از تزريق حفره

هاي ي سلولي باكتري بر ساختار سلولهاي ديوارهساكاريد
گذاشته و موجب متلاشي شدن  ريتأثخوني و اجسام چربي 

، به اين )2008(و همكاران  بورگز). 20(شود ها ميآن
 خوار نتيجه رسيدند كه واكنش دفاع سلولي سن خون

prolixus Rhodnius   در مقابل باكتريEscherichia coli 
هاي خوني و تغييرات مرفولوژيكي با افزايش تعداد سلول

منجر به غالب  تيدرنهاها همراه بود كه شديد اين سلول
). 18(كتري شد شدن سيستم ايمني حشره بر اين با

هاي ، كاهش در تعداد سلول)2009(اريكسون و همكاران 
با  Trichoplusia niخوني را پس از تيمار پروانه كلم 

مورد  E. coliو  B. thuringiensis (Btk)هاي كم غلظت
  ). 21. (قراردادندمطالعه 

كه  باشد يمليسه سيب از آفات برگخوار مهم درختان سيب 
، گاه خسارت بالاي آفت منجر به از بين بويژه در ارتفاعات

دچار  ها وهيم متعاقباًرفتن تمام سطح پارانشيم برگ شده و 
كنون گزارش مستندي مبني بر شناسايي تا. شوندريزش مي

ليسه سيب ارائه نشده است و حتي  يشناس يمنياهاي جنبه
هاي فيزيولوژيك اين آفت ناشناخته است، ساير ويژگي

هاي خوني قيق حاضر با معرفي انواع سلولرسد تحبنظر مي
هاي ها با تنشلارو سن پنج آفت و برهمكنش هموسيت

بتواند گام مؤثري در  B. t باكتري دمايي، گرسنگي و
 قطعاً. هاي دفاع سلولي آن برداردراستاي شناخت ويژگي

در اتخاذ  تواند يممطالعات فيزيولوژي اين آفت كليدي 
  .مثمر ثمر باشد B. tآن بر پايه هاي كنترل ميكروبي روش

  روشهامواد و 
هاي نئونات ليسه سيب دستجات لارو: حشرات يآور جمع
 20/2/1397هاي سيب شهرستان اسفراين در تاريخ از باغ
شدند و تا زمان انجام آزمايشات مربوطه درون  يآور جمع

سانتيمتر درون اتاقك  15×15×15ظروف پرورش به ابعاد 
و دوره نوري % 50و رطوبت نسبي  20±1رشد با دماي 

هاي سيب درون برگ. ساعت قرار داده شدند 14:10
ها ظروف روزانه مورد بازبيني قرار گرفتند و زمانيكه برگ

هاي تازه بطور كامل توسط لاروها خورده شده بودند، برگ
هاي سن پنج ليسه سيب جهت لارو. ها شدجايگزين آن
طول . ستفاده قرار گرفتندمورد ا يشناس يمنياآزمايشات 

ميليمتر و عرض كپسول سر  20بدن لارو سن پنج آفت 
  .ميليمتر است 2/1

 شناسايي جهت: هاي خوني ليسه سيبشناسايي سلول
. گيمسا استفاده شد يزيآم رنگاز ماده  خوني، هاي سلول
شناسايي ) 24(ها با كليدهاي موجود در منابع معتبر سلول

ها از برداري از سلولكسشدند و جهت مشاهده و ع
 Olympus BH2 ميكروسكوپ نوري 40بزرگنمايي 
ده عدد لارو سنين مختلف ليسه سيب بعنوان . استفاده شد

لاروها در بشر محتوي آب مقطر . ده تكرار انتخاب شدند
درجه سلسيوس قرار داده شدند و پس از  50–55در دماي 

سپس . تند پنج ثانيه برداشته و روي كاغذ صافي قرار گرف
بوسيله اسكالپل يك پاي كاذب لارو برش داده شد و 
مقداري از همولنف لارو را روي يك لام گذاشته و با لام 



 1399، 1، شماره 33جلد  )ايران شناسي يستزمجله (جانوري  مجله پژوهشهاي

78 

 شدن همولنف، خشك از پس. ديگر يك اسمير تهيه شد
 آب و گيمسا 9:1 محلول( گيمسا آميزي رنگ ماده مقداري
 دقيقه، 15 گذشت از پس قرار گرفت، اسمير روي) مقطر

گرفت و  قرار مقطر آب در ستن محلول رنگي لامجهت ش
 كربنات در ثانيه پنج بمدت لام سپس. به آرامي خارج شد

 رنگ تثبيت بمنظور امر اين( شد داده قرار شده اشباع ليتيم
 شستشو مقطر آب در دوباره لام). گرفت انجام ها سلول
  .ها با توجه به منابع معتبر شناسايي شدندشد و سلول داده

 بر تعداد كل و تفرقي مختلف هاي دما يرتأث يبررس
 اين براي: هاي سن پنج ليسه سيبخوني لارو هاي سلول
مورد  پنجم ليسه سيب سن هاي لارو از عدد ده منظور
 دماي دو در ساعت 24 بمدت تيمارها. قرار گرفتند استفاده

شرايط آزمايش براي ( .گرفتند قرار سلسيوس درجه 35 و 4
 45سيوس، يخچال و رطوبت نسبي درجه سل 4دماي 
درجه سلسيوس اتاقك رشد با  35و براي دماي  درصد

 نيز شاهد تيمار) در نظر گرفته شددرصد  45رطوبت نسبي 
و  سلسيوس درجه 02±1 دماي شامل لاروهايي بود كه در

. در اتاقك رشد قرار داده شدنددرصد  45رطوبت نسبي 
 ها، گرانولوسيت ها، پلاسموتوسيت ها، هموسيت كل تعداد

 شده تيمار هاي لارو اونوسيتوئيدهاي و ها پروهموسيت
ها با استفاده از لام نئوبار و شمارش سلول. شدند شمارش

به اين . ميكروسكوپ نوري انجام شد 40بزرگنمايي 
منظور، همولنف لاروهاي هر تيمار با استفاده از ميكروپيپت 

ماده ضد . و با بافر فيزيولوژيك رقيق شدند يآور جمع
). 33(انعقاد به كار رفته در آزمايش محلول تايسون بود 

ميكروليتر و شمارش  4:10نسبت همولنف به تايسون 
هاي خوني موجود هاي خوني با محاسبه تعداد سلولسلول

) به ابعاد يك ميليمتر مربع هركدام(از لام نئوبار  خانه پنجدر 
  ).92(انجام شد و با فرمول زير محاسبه گرديد 

  

  

 مقايسه و شد انجام SAS افزار نرم با ها داده تجزيه
 انجام درصد 1 احتمال سطح در توكي آزمون با ها ميانگين
  .گرفت

 تفرقي و كل تعداد بر گرسنگي هايدوره يرتأث بررسي
: پنج ليسه سيب سن هايلارو در خوني هايسلول
 پنجم ليسه سيب سن هايآزمايش لارو اين انجام بمنظور

 .قرار گرفتند گرسنگي ساعت در معرض 48 و 24 مدت هب
و  سلسيوس درجه 02±1آزمايش در اتاقك رشد با دماي (

ها تعداد كل هموسيت). انجام شد درصد 45رطوبت نسبي 
 ها پروهموسيت ها، گرانولوسيت ها، پلاسموتوسيت و تعداد

 هاداده تجزيه. شدند شمارش تكرارها اونوسيتوئيدهاي و
 مقايسه و SAS افزار نرم با تصادفي كامل رحط قالب در

 سه شامل آزمايش اين. شد انجام توكي آزمون با ها ميانگين
تحت تنش گرسنگي ظرف  گرسنه لاروهاي شاهد، تيمار

   .بود تكرار ده شامل تيمار هر ساعت و 48و  24مدت 

 Bacillus thuringiensisبيولوژيك  كش حشرهسميت 
تركيب بيولوژيك استفاده : يبروي لارو سن پنجم ليسه س

 زيرگونه Bacillus thuringiensis شده در تحقيق حاضر،
Kurstaki  به شكل پودر و ساخت شركت سي بي سي

باشد كه از مركز تحقيقات كشور ايتاليا مي) اينتراكوم بيو(
جهت انجام آزمايشات . كشاورزي شاهرود تهيه شد

از تركيب  ام يپپي  2و  1، 5/0، غلظتهاي يسنج ستيز
هاي سيب تيمار شد و به برگفوق كه در آب مقطر تهيه مي

عدد ديسك برگ سيب به  60براي هر غلظت، . شدند
عدد لارو سن پنج در نظر گرفته  60سانتيمتر و  2شعاع 

عدد و هر تكرار  4تعداد تكرارها براي هر تيمار . ( شد
 و با كمك ميكروپيپت، تركيب). عدد لارو بود 15شامل 

.tB  ميكروليتر در مركز هر برگ قرار داده  200به مقدار
روي هر برگ يك عدد لارو سن پنج ليسه سيب قرار . شد

مورد تغذيه آن به يك پتري  برگ به همراههر لارو . گرفت
تيمار شاهد شامل لاروهايي . جداگانه منتقل شدند طور به

ميكروليتر  200هاي سيب تيمار شده با بود كه روي برگ
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ها به اتاقك رشد با دماي پتري. مقطر قرار گرفتندآب 
و نسبت  درصد 45و رطوبت نسبي  سلسيوس درجه 1±02

و به لاروها  افتهي انتقالساعت  14:10روشنايي به تاريكي 
هاي آلوده ساعت از برگ 24 زمان مدتاجازه داده شد كه 

 25ساعت، غلظتي از تركيب كه  24پس از . تغذيه كنند
 LC25 ها را به دنبال داشت بعنوان غلظتلاروتلفات درصد 

در نظر گرفته شد و از آن در آزمايشات ) ام يپپي (
  .استفاده شد يشناس يمنيا

- بر تعداد كل و تفرقي سلول B. tباكتري  يرتأثبررسي 

به اين منظور ابتدا : هاي خوني لارو سن پنج ليسه سيب
وها تلفات در لاردرصد  25غلظتي از باكتري كه حدود 

. تعيين شد يسنج ستيزبا آزمون  LC25 كرد يعنيايجاد مي
هاي سپس ديسك. به دست آمد ام يپپي  1اين غلظت 

ديش متر تهيه شد و در ظروف پتريسانتي 2برگي به شعاع 
بطور جداگانه يك عدد ديسك برگي آلوده شده به غلظت 

يك عدد لارو سن پنج قرار  به همراهباكتري  ام يپپي  1
ساعت به لاروها اجازه داده شد  24و  12شد و مدت داده

 يشناس يمنياهاي سپس آزمايش. ها تغذيه كنندتا از برگ
اين آزمايش شامل سه تيمار . روي لاروها انجام گرفت

هاي سيب تيمار شده با آب لاروهايي كه از برگ(شاهد 
هاي ساعت از برگ 12، لاروهايي كه )مقطر تغذيه كردند

ساعت از  24كتري تغذيه كردند و لاروهايي كه آلوده به با
شدند و  يريگ خونهاي آلوده تغذيه كردند و سپس برگ

  .عدد لارو در نظر گرفته شد 15براي هر تيمار 

 اثر تعيين براي: اكسيداز فنل آنزيم فعاليت يريگ اندازه
 اكسيداز فنل فعاليت روي دمايي و گرسنگي هايدوره
 استفاده لايزيت هموسيت روش از آزمايش مورد هايلارو
در اين روش همولنف لاروهاي هر تيمار ). 32( شد

 5دور در دقيقه براي  10000آوري شده و در  جداگانه جمع
و مقدار  شده حذفمايع رو نشين . دقيقه سانتريفيوژ شدند

 شده اضافهبه رسوبات  =pH)7( ميكروليتر بافر فسفات 100
دور  12000دوباره در  محلول اخير. و سپس هموژنيزه شد

دقيقه سانتريفيوژ شده و مايع رونشين  15در دقيقه براي 
 25بدين منظور، . حاصل در برآوردهاي آنزيمي استفاده شد

 10ميكروليتر از محلول  50ها به  ميكروليتر از نمونه
 50و  L-dihydroxyphenylalanin (L-DOPA)مولار  ميلي

 5ين مخلوط بمدت ا. ميكروليتر بافر فسفات اضافه شد
ي سلسيوس انكوبه شده و سپس  درجه 30دقيقه در دماي 

نانومتر خوانده  490 موج طولتوسط دستگاه الايزا ريدر در 
ها با استفاده  تجزيه داده. تكرار انجام شد 3 آزمايش در. شد

ها با آزمون  ي ميانگين و مقايسه SAS يافزار نرماز برنامه 
  .انجام شد درصد 1توكي در سطح احتمال 

  نتايج
با : هاي خوني لارو سن پنج ليسه سيبشناسايي سلول

هاي هاي خوني لارواستفاده از ميكروسكوپ نوري، سلول
اين . شناسايي شدند Y. malinellusسن پنج ليسه سيب 

ها، ها، پلاسموتوسيتشامل گرانولوسيت ها سلول
. ها بودندها و اسفرولوسيتها، پروهموسيتاونوسيتوئيد
ي هايي مدور يا بيضي شكل با هستهها سلولگرانولوسيت

ها مشخص مركزي يا كناري بوده و در سطح سيتوپلاسم آن
ها متنوع اندازه گرانولوسيت. هاي فراواني ديده شدگرانول

هايي بزرگ در خون حشره مشاهده و از كوچك تا سلول
هاي ها بيشترين فراواني را در بين سلولاين سلول. شد

). 2و  1شكل (خوني به خود اختصاص دادند 
ها، دوكي شكل با دو زائده سيتوپلاسمي پلاسموتوسيت

ها بعد از اين سلول. كوچك در طرفين ديده شدند
ها بيشترين فراواني را به خود اختصاص دادند گرانولوسيت

 درها ها و گرانولوسيتپلاسموتوسيت). 2و  1شكل (
. ها را تشكيل دادنديتبيشترين فراواني هموس مجموع

شكل  يمرغ تخمهايي كوچك، گرد يا ها سلولاونوسيتوئيد
ها با هسته جانبي مشخص مشاهده شدند كه هسته مدور آن

اين . ي غشاي سلول كشيده شده استبطور كامل به كناره
ها ولي كوچكتر از ساير ها بزرگتر از پروهموسيتسلول
ها نسبت به ين سلولفراواني ا. باشندهاي خوني ميسلول
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و  1شكل (ها كمتر بود ها و پلاسموتوسيتگرانولوسيت
ي مركزي ها با هستهها كوچكترين سلولپروهموسيت). 2

تمام  يباًتقرها هسته پروهموسيت. و مدور مشاهده شدند
حجم سيتوپلاسم سلول را اشغال كرده است بطوريكه 

شاي سلول ي غنازك به كناره اي يهلاسيتوپلاسم به شكل 
  ). 2و  1شكل (كشيده شده است 

  
 هايسلول از 40يي بزرگنمابا  نوري ميكروسكوپ تصاوير -1شكل 
 Yponomeutaلارو سن پنج  در گيمسا با شده آميزي رنگ خوني

malinellus  
GR =،گرانولوسيت PL = ،پلاسموتوسيتOE = ،اونوسيتوئيدPR =

  اسفرولوسيت= SP پروهموسيت،

  

  
هاي خوني لارو سن پنج ليسه ين درصد فراواني سلولميانگ -2شكل 

  Yponomeuta malinellusسيب 

. هاي قبلي بودپايينتر از سلول نسبتاًها فراواني اين سلول
 يهسته يك بزرگ با نسبتاًهايي ها سلولاسفرولوسيت

 هاسلول اين سيتوپلاسم سطح مشاهده شدند كه فشرده
 فراواني ميزان ترين كمبود و  متعددي هاياسفرول داراي
  ).2و  1شكل (دادند  اختصاص خود به خوني را هاي سلول

 هاي سلول تعداد روي مختلف هاي دما يرتأث بررسي
هاي دفاع واكنش: ليسه سيب هاي سن پنجخوني لارو

هاي دمايي سلولي لارو سن پنج ليسه سيب در برابر تنش
صل از نتايج حا. دار بودمعني) درجه سلسيوس 35و  4(
هاي لارو سن پنج ليسه دمايي مختلف روي هموسيت يرتأث

ساعت  24هايي كه بمدت دهد كه در لاروسيب نشان مي
درجه سلسيوس قرار گرفتند؛ تعداد كل  35در دماي 
ها و ها، پلاسموتوسيتها، گرانولوسيتهموسيت

درجه  20±1دماي (ها نسبت به شاهد اونوسيتوئيد
ها نسبت به اما تعداد پروهموسيتافزايش يافت ) سلسيوس

داري در تعداد شاهد كاهش يافت بطوريكه تغييرات معني
، (F=4.23, df t,e=2, 12; P≤0.04)ها كل هموسيت
، (F= 3.77, df t,e=2, 12; P≤ 0.05)ها گرانولوسيت

و  (F=7.65, df t,e=2, 12; P≤0.007)ها پلاسموتوسيت
نسبت به  (F= 3.49, df t,e=2, 12; P≤ 0.05)ها اونوسيتوئيد

همچنين در اثر تنش سرما ). 1جدول (شاهد ايجاد شد 
ها، ، تعداد كل هموسيت)درجه سلسيوس 4دماي (

ها نسبت به شاهد كاهش ها و پلاسموتوسيتگرانولوسيت
داري در تعداد كل در اين دما تغييرات معني. يافت

، (F=4.23, df t,e=2, 12; P≤0.0408)ها هموسيت
، (F= 3.77, df t,e=2, 12; P≤ 0.0538)ها انولوسيتگر

و  (F=7.65, df t,e=2, 12; P≤0.0072)ها پلاسموتوسيت
نسبت  (F= 3.49, df t,e=2, 12; P≤ 0.0539)ها اونوسيتوئيد

  ).1جدول (به شاهد مشاهده شد 

 آنزيم فعاليت بر مختلف دمايي هايتنش يرتأث بررسي
 نتايج: سيب ليسه پنج سن لارو همولنف در اكسيدازفنل
- معني بطور دما كاهش و افزايش كه داد نشان آزمايش اين
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 دهدمي كاهش را اكسيدازفنل آنزيم فعاليت داري
)F=30.15, df t,e=2, 6; P≤0.0007 .(فنل آنزيم فعاليت -

 بر دقيقه بر مولميكرو 23/0±003/0 شاهد در اكسيداز
 فعاليت از بالاتر يهتوج قابل بطور كه بود پروتئين گرمميلي

 سلسيوس درجه 4 دماي تنش تحت هايلارو در آن
 و پروتئين گرمميلي بر دقيقه بر مولميكرو) 015/0±14/0(

 بر مولميكرو) 14/0±005/0( سلسيوس درجه 35 دماي
  ).2جدول (بود  پروتئين گرمميلي بر دقيقه

  Yponomeuta malinellus پنج سن هايلارو از عدد 20 خوني هايسلول انواع و اههموسيت كل تعداد بر هاي مختلفدما يرتأث بررسي -1جدول
OE 

(in mm3 
hemolymph) 

PR 
(in mm3 

hemolymph) 

PL 
(in mm3 

hemolymph) 

GR 
(in mm3 

hemolymph)

THC 
(in mm3 

hemolymph) 
Temperature 

2±0.29b 1.8±0.24c 16.6±0.85ab 22±0.86c 41.8±1.37c 25±1°C 

2±0.29b 3.2±0.38b 11±0.47b 11.2±0.64b 27.6±1.42b 4°C 

3.4±0.33a 2.2±0.38a 24.4±2.62a 23.6±3.85a 55.4±6.72a 35°C 

  % 1 احتمال سطح در توكي يبند گروه مبناي بر دارمعني اختلاف عدم نشانگر ستون هر در مشابه كوچك حروف    

در همولنف لارو سن پنج ) گرم پروتئينمول بر دقيقه بر ميليميكرو(اكسيداز اليت آنزيم فنلهاي دمايي مختلف بر فعير تنشتأثبررسي  -2جدول 
Yponomeuta malinellus  

Temperature (°C) 

35°C 4°C 20±1°C 
0.14±0.005 b 0.14±0.015 b 0.23±0.003 a 

Phenoloxidase activity 
(µm/min/mg protein) 

  درصد 1 احتمال سطح در توكي يبند گروه مبناي بر دارمعني اختلاف عدم گرنشان مشابه كوچك حروف      
كل و انواع  تعداد روي گرسنگي هايدوره يرتأث بررسي
 هايدوره يرتأث: سيب ليسه خوني لارو سن پنج هايسلول

 و هاپلاسموتوسيت ها،گرانولوسيت تعداد بر گرسنگي
خوني  هايلولس كل تعداد. بود دارمعني هااونوسيتوئيد

)F=34.56, df t,e=2, 12; P≤0.0001( تحت هايلارو در 
 شاهد با داريمعني تفاوت گرسنگي ساعت 24 تيمار

-سلول كل تعداد گرسنگي ساعت 48 از بعد ولي نداشت

 مكعب مترميلي در عدد 2/45±57/0 ميانگين با خوني هاي
 و يافت افزايش نسبت به شاهد داري يمعنهمولنف بطور 

 .رسيد همولنف مكعب مترميلي در عدد 6/63±75/1 به
) F=14.59, df t,e=2, 12; P≤0.0006( هاپروهموسيت تعداد
 كرده تحمل را گرسنگي ساعت 24 كه هاييلارو در نيز

 آن ميزان و نداد نشان شاهد با را داريمعني اختلاف بودند
 همولنف مكعب مترميلي در عدد 4/1±16/0 ميانگين با

بطور  گرسنگي ساعت 48 از بعد ولي فتيا كاهش
 8/3±24/0 به و يافت افزايش نسبت به شاهد داري يمعن
 اساس بر .رسيد همولنف مكعب مترميلي در عدد

 هايگرانولوسيت تعداد در داريمعني افزايش مشاهدات
 بودند، كرده تحمل را گرسنگي ساعت 24 كه هاييلارو

 ≥F = 11.32, df t,e=2, 12; P( داشت نسبت به شاهد وجود

 كل تعداد ساعت 48 از بعد همچنين). 0.0001
 2/30±92/0 ميانگين افزايش يافته و به  هاگرانولوسيت

 تعداد .رسيد همولنف مكعب مترميلي در عدد
 تحت) F=7.95, df t,e=2, 12; P≤0.0063( هاپلاسموتوسيت

 در عدد 4/18±16/0 ميانگين با ساعت 24 گرسنگي تنش
 ساعت 48 از بعد و يافت افزايش همولنف مكعب مترميلي

 8/22±92/0 روند افزايشي آن ادامه يافت تا به گرسنگي
-اونوسيتوئيد تعداد .رسيد همولنف مكعب مترميلي در عدد

 تنش تحت) F=56.16, df t,e=2, 12; P≤0.0001( ها
 مترميلي در عدد 2/1±13/0 ميانگين با ساعت 24 گرسنگي
 از بعد سپس يافت داري كاهشمعني بطور همولنف مكعب

 به و كرد پيدا افزايش بشدت گرسنگي ساعت 48
 رسيد همولنف مكعب مترميلي در عدد 26/0±6/6



 1399، 1، شماره 33جلد  )ايران شناسي يستزمجله (جانوري  مجله پژوهشهاي

82 

  ).3جدول (داد  نشان را داريمعني تغييرات شاهد به نسبت بطوريكه
 Yponomeutaپنج  سن هايلارو از عدد 20 خوني هايسلول انواع ها و هموسيت كل تعداد هاي گرسنگي برتنش يرتأث بررسي -3جدول 

malinellus  
OE 

(in mm3 
hemolymph) 

PR 
(in mm3 

hemolymph) 

PL 
(in mm3 

hemolymph) 

GR 
(in mm3 

hemolymph) 

THC  
(in mm3 

hemolymph) Starvation(h) 

2±0.29c 1.8±0.24b 16.6±0.85b 22±0.86c 41.8±1.37b Control 

1.2±0.13b 1.4±0.16b 18.4±0.16ab 23.8±0.38b 45.2±0.57b 24 h 

6.6±0.26a 3.8±0.24a 22.8±0.92a 30.2±0.92a 63.6±1.75a 48 h 
  درصد 1 احتمال سطح در توكي يبند گروه مبناي بر دارمعني اختلاف عدم نشانگر ستون هر در مشابه كوچك حروف  

- فنل آنزيم فعاليت بر گرسنگي هايتنش يرتأثبررسي 

نتايج : سيب ليسه پنج سن لارو مولنفه در اكسيداز
 زمان مدتحاصل از اين آزمايش نشان داد كه افزايش 

) 16/0±012/0(ساعت با ميانگين  24گرسنگي پس از 
گرم پروتئين موجب كاهش مول بر دقيقه بر ميليميكرو
 ;F=44.72, df t,e=2, 6(اكسيداز دار فعاليت آنزيم فنلمعني

P≤0.0002(  عت با ميانگين سا 48و بعد از)16/0±008/0 (
گرم پروتئين موجب افزايش مول بر دقيقه بر ميليميكرو

ميانگين فعاليت آنزيم . شوداكسيداز ميفعاليت آنزيم فنل
مول بر دقيقه ميكرو) 23/0±003/0(اكسيداز در شاهد فنل

  ).4جدول (گرم پروتئين تعيين شد بر ميلي

در همولنف لارو سن پنج ) گرم پروتئينمول بر دقيقه بر ميليميكرو(اكسيداز گي بر فعاليت آنزيم فنلهاي گرسنير تنشتأثبررسي  -4جدول 
Yponomeuta malinellus  

Starvation (h)  
48 h 24 h Control 

0.28±0.008 a 0.16±0.012 b 0.23±0.003 a 
Phenoloxidase activity 
(µm/min/mg protein) 

  درصد 1 احتمال سطح در توكي يبند گروه مبناي بر دارمعني اختلاف عدم نشانگر ابهمش كوچك حروف     

  malinellus Yponomeuta بر لارو سن پنج ليسه سيب Bacillus thuringiensisكش بيولوژيك سميت حشره -5جدول 

LC90 (90%FL) LC50 (90%FL) Slope±se Chi-squre Numbers Pest 
3.2-5.5ppm 1.7-2.8 ppm 5.2±0.531.4240 Yponomeuta malinellus  

  

 هايكل و انواع سلول روي تعداد  B. tيرتأثبررسي 
نتايج نشان داد كه واكنش : سيب ليسه خوني لارو سن پنج

تغذيه   B. tهاي آلوده به باكتري هايي كه از برگايمني لارو
دار روي بيشترين تغييرات معني. دار بوده استكردند معني

-ها از برگساعت تغذيه لارو 12هاي خوني بعد از لسلو

 12هاي آلوده به باكتري رخ داده است بطوريكه پس از 
هاي خوني داري در تعداد كل سلولساعت افزايش معني

)F=18.72, dft,e=2, 12; P≤0.0001(ها ، گرانولوسيت
)F=23.13, dft,e=2, 12; P≤0.0002(ها ، پلاسموتوسيت
)F=31.52, dft,e=2, 12; P≤0.03 (ها و پروهموسيت

)F=14.5, dft,e=2, 12; P≤0.0001 ( نسبت به شاهد اتفاق
  ).6جدول (افتاده است 

 در اكسيدازفنل آنزيم فعاليت بر B. t يرتأثبررسي 
نتايج اين آزمايش : سيب ليسه پنج سن لارو همولنف

سبب  B. tهاي آلوده به باكتري نشان داد كه تغذيه از برگ
 ,F=40.72(دار فعاليت آنزيم فنل اكسيداز شد ش معنيافزاي

dft,e=2, 12; P≤0.0001( . ميزان فعاليت آنزيم فنل اكسيداز
هاي آلوده به ساعت از برگ 12هايي كه بمدت در لارو

) 27/0±006/0(باكتري تغذيه كرده بودند با ميانگين 
داري گرم پروتئين بطور معنيمول بر دقيقه بر ميليميكرو

  ).7جدول . (سبت به شاهد افزايش يافتن
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عدد از لاروهاي سن پنج  20هاي خوني ها و انواع سلولبر تعداد كل هموسيت  Bacillus thuringiensis باكتري يرتأثبررسي  -6جدول 
Yponomeuta malinellus  

OE 
(in mm3 

hemolymph) 

PR 
(in mm3 

hemolymph) 

PL 
(in mm3 

hemolymph) 

GR 
(in mm3 

hemolymph) 

THC 
(in mm3 

hemolymph) B. t (1 ppm) 

2.2±0.19c 1.7±0.21b 16.6±0.7c 23±0.86b 41.8±1.37b Control 

4.2±0.23a 3.7±0.5a 24.7±0.5a 30.2±1.5a 48.2±0.67a 12 h 

3.6±0.26b 3.1±0.1a 21.5±0.45b 24.7±0.45b 40.6±2.52b 24 h 
   درصد 1 احتمال سطح در توكي يبند گروه مبناي بر دارمعني اختلاف عدم رنشانگ ستون هر در مشابه كوچك حروف    

 Yponomeutaدر همولنف لارو سن پنج ) گرم پروتئينمول بر دقيقه بر ميليميكرو(اكسيداز بر فعاليت آنزيم فنل B.tباكتري  يرتأثبررسي  -7جدول 

malinellus  
B. t (1 ppm) 

24 h 12 h Control 

0.26±0.003 a 0.27±0.006 a 0.24±0.002 b 
Phenoloxidase activity 
(µm/min/mg protein) 

   درصد 1 احتمال سطح در توكي يبند گروه مبناي بر دارمعني اختلاف عدم نشانگر مشابه كوچك حروف        

  يريگ جهينتبحث و 
نتايج تحقيق حاضر وجود پنج نوع سلول خوني شامل 

ها، ها، اونوسيتوئيدموتوسيتها، پلاسگرانولوسيت
هاي ها را در همولنف لاروها و اسفرولوسيتپروهموسيت

ليسه سيب اثبات كرد كه با مطالعاتي كه توسط ديگر 
هاي خوني انجام شده محققين در زمينه شناسايي سلول

 هايهموسيت بررسي براي مثال، در. شباهت نزديكي دارد
 Ephestia kuehniella Zeller آرد اي يترانهمد ي پره شب

 پلاسموتوسيت، پروهموسيت، شامل خوني سلول پنج نوع
 مورفوتايپ دو و اسفرولوسيت و اونوسيتوئيد گرانولوسيت،

 حسني عجم ).22( شد گزارش پودوسيت و ورميسيت ديگر
 مختلف مراحل در هموسيت نوع پنج 1394 سال در

 Hyles فرفيون دار شاخ كرم بالغ و شفيرگي لاروي،

euphorbiae L. (Lepidoptera: Sphingidae) شناسايي را 
 سلولي هاي يريگ اندازه از حاصل نتايج به توجه با). 8(كرد 
 سلول هايمورفوتيپ از يك هر كه است شده داده نشان
 اشكال نيز تحقيق اين در. هستند متنوعي هاياندازه داراي

 دهمشاه هاگرانولوسيت بويژه هاهموسيت برخي از متنوعي
 درشت هايي سلول تا كوچك از و متنوع هاآن اندازه كه شد
در  هايهموسيت تعداد. بودند پراكنده حشره خون در

 تنش به پاسخ در سرعت به تواندمي همچنين خون گردش

 دمايي تغييرات يا و تغذيه گرسنگي، عفونت، زخم، قبيل از
 خوني، هايسلول تعداد در تغيير ).35و 23(كند  تغيير
واكنش  و دهدمي قرار يرتأث تحت را حشره ايمني مانهسا

 كنترل مانند كنترل، هايروش انواع برابر در را حشرات
 مطالعاتي). 12(دهد تغيير مي شيميايي يا ميكروبيولوژيك

 هاي هموسيت تعداد بر حرارت درجه اثر با رابطه در كه
 گرفته، صورت محققين توسط مختلف، حشرات

 گرفته انجام هايبررسي در. است متفاوتي نتايج دهنده نشان
 تعداد در تغييراتي Antheraea mylitta (Drury) روي
. شد مشاهده دمايي هايتنش تحت خوني هايسلول تفرقي
 طي در هاگرانولوسيت و هاپلاسموتوسيت تعداد در كاهش
 اما شد، مشاهده معمولي دماي با مقايسه دمايي در هايتنش
همچنين . نداد نشان را مشابهي روند ينپاي و بالا دماي
 دماي در خوني هايسلول كل تعداد در يتوجه قابل كاهش
 يتوجه قابل افزايش بالا دماي در اما شد، مشاهده پايين
 Danausي ديگر روي لارو در يك مطالعه ).39( نشد ديده

chrysippus L.  نشان داده شد كه تنش سرما سبب كاهش ،
، تنش گرمايي وجود ينبااشود  ي ميهاي خون تعداد سلول

 طبق ).38(هاي خوني را بدنبال داشت  افزايش سلول
 با رابطه در 2013در سال  همكاران و قاسمي مشاهدات
 دمايي، هايتنش برابر در E.  kuehniellaايمني  هايواكنش
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 تغييرات دچار ها آن تعداد و خوني هايسلول شكل
 بالا حرارت درجه كه داد نشان هاآن نتايج. شد شديدي

 تعداد در يتوجه قابل افزايش سبب) سلسيوس درجه 40(
 و هااونوسيتوئيد بويژه خوني هايسلول كل

 درجه 4( پايين حرارت درجه و هاپلاسموتوسيت
 كل تعداد در يتوجه قابل كاهش به منجر) سلسيوس

 و ها پلاسموتوسيت سلولي ديواره. شد خوني هايسلول
 خوني هاي سلول ترين مهم بعنوان ها گرانولوسيت

 40 حدود دماي برابر در سلولي، ايمني در كننده شركت
 به ها آن سلولي محتويات و شدند پاره سلسيوس درجه
 سال در همكاران و پندي. )22. (شد پخش همولنف داخل
- لارو در را خوني هايسلول تفرقي و كل شمارش 2008

 مورد ماييد تنش تحت D. chrysippus پنجم سن هاي
 موجب سرما كه رسيدند نتيجه اين به و قراردادند بررسي
-سلول تعداد افزايش گرما و خوني هايسلول تعداد كاهش

 هاپروهموسيت ميانگين تعداد. دارد بدنبال را خوني هاي
 و سپس افزايش شدن و سرد شدن بترتيب گرم از پس

 مراحل تمام در هاپلاسموتوسيت درصد ،يابد يم كاهش
 و سرما دمايي هايتنش اين بر علاوه. يافت كاهش زمايشآ

 شكسته گذاشته و موجب يرتأث هاهموسيت ساختار بر گرما
 هاياندام و هسته شدن تكه تكه و پلاسما غشاي شدن

هاي دمايي بر تنش يرتأثدر بررسي ). 37(شود مي سلولي
 (Lepidoptera: Gelechiidae) زميني يبسسامانه ايمني بيد 
P. operculella ها و مشاهده شد كه تعداد كل هموسيت
ساعت تحت تنش دمايي  24هايي كه بمدت پلاسموتوسيت

دماي (گراد قرار گرفتند، نسبت به شاهد درجه سانتي 35
. افزايش يافت داري يمعنبطور ) گراددرجه سانتي 1±20

تعداد ) درجه سلسيوس 4دماي (همچنين در اثر تنش سرما 
ها نسبت ها و اونوسيتوئيدا، پلاسموتوسيتهكل هموسيت

در تحقيق حاضر ). 2(داري نشان داد به شاهد كاهش معني
هاي مربوط به بررسي دفاع سلولي ليسه نيز نتايج آزمايش

 اين كه داد نشان گرسنگي و دمايي هايتنش برابر سيب در
 داري يمعن بطور حشره اين ايمني سامانه ها برتنش

 نشان مربوطه آزمايشات از حاصل نتايج. دهستن يرگذارتأث
 كل تعداد در يتوجه قابل افزايش سبب گرما تنش كه داد

 كاهش سرما تنش مقابل در و) THC( ها هموسيت
 كه رسدمي بنظر بنابراين. داد نشان را THC در يتوجه قابل
 تواندمي بالا، دماي در حشره دادن قرار معرض در

 و مشابه مكانيسم يك ريقط از را لارو محيطي سازگاري
 و هاهموسيت كل تعداد افزايش يعني حرارت تنظيم رفتار

نتايج تحقيق . ببرد بالا هاپلاسموتوسيت افزايش بخصوص
هاي دفاع حاضر نشان داد كه تغذيه يا عدم تغذيه بر واكنش

 با شده توليد انرژي چراكهاست  مؤثرسلولي ليسه سيب 
 ايمني هايفعاليت و حفظ پايداري بدن براي تغذيه

 لاروهاي شناسي يمنيا مطالعات). 15(است  ضروري
 در كه داد نشان Apis mellifera زنبورعسل گرسنه

 پپتيدهاي غلظت روز هفت بمدت مانده گرسنه لاروهاي
 در. )13(يافت  كاهش فورين آريل مانند ضدميكروبي

 ميزان از خوار گرسنه موم پره شب لاروهاي ديگر تحقيقي
- پروتئين ليپوكالين و مانند ضدميكروبي پپتيدهاي كمتري

 به نسبت  فورين آريل و آپوليپوفورين مانند ايمني هاي
 هايمحروميت اثر .)15(بودند  مند بهره شاهد هايلارو

 مورد L. Tenebrio molitor ايمني عملكرد بر غذايي
 آنزيم غلظت است شده مشخص و است قرارگرفته مطالعه
 داريمعني بطور اند مانده گرسنه كه حشراتي در اكسيدازفنل
 همكاران و آدامو ).45(است  كرده تغذيه حشرات از كمتر

 سيستم بر غذايي هايمحروميت اثر بررسي با) 2016(
 غذايي محروميت كه دادند نشان تنباكو شاخدار كرم ايمني
 دارد حشره اين ايمني يسامانه بر متناقضي و پيچيده اثرات

 مانند مدت كوتاه انرژي ذخاير تغييرات وجبم بطوريكه
 يآستانه كاهش ها،پروتئين مانند مدت بلند و هاچربي
-فنل يسامانه مانند ايمني هايپاسخ برخي براي سازيفعال

در بخش ديگري از تحقيق حاضر  ).11(شود مي اكسيداز
با  B. tهاي سن پنجم ليسه سيب در برابر باكتري دفاع لارو
هاي خوني و فعاليت آنزيم ي سلولدار همهعنيافزايش م

با توجه به نتايج به دست آمده . فنل اكسيداز همراه بود
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 12چنين استنباط نمود كه در فاصله زماني حدود  توان يم
ساعت پس از ورود عامل بيگانه به بدن لارو، سامانه دفاع 

 درنگ يبها هاي تحريك شده و شمار كل سلولياخته
ضمن اينكه قسمت عمده . يافته است يتوجه لقابافزايش 

ها ها و پلاسموتوسيتاين افزايش مربوط به گرانولوسيت
هاي ها نقش عمده در فعاليتاين سلول. است

، تشكيل گره و كپسول اطراف عامل بيگانه خواري يگانهب
و  شده ترشحهاي توكسين به همراهدارند و ثابت شده 

ملانيزاسيون و حذف  فعاليت اجزاي فنل اكسيداز سبب
ساعت،  24با گذشت زمان تا ). 16(شوند عامل آلوده مي

هاي آلودگي ناشي از باكتري سبب كاهش تراكم سلول
. ضعيف شدن سامانه ايمني حشره شد يجهدرنتخوني و 

هاي دفاع سلولي حشرات در برابر عوامل بيگانه واكنش
ن مثال بعنوا .توسط ديگر محققين نيز به اثبات رسيده است

هاي خوني لارو ، جمعيت سلول)1982(هروهوو و دان 
را در اثر ورود  Manduca sextaكرم شاخدار توتون 

به  E. coliو   Pseudomonas aeruginosaباكتري 
بر اساس مشاهدات، تعداد . همولنف حشره بررسي كردند

داري افزايش يافت و هاي خوني، بطور معنيكل سلول
ها و ها، گرانولوسيت، پلاسموتوسيتهاتعداد پروهموسيت

ها نيز يك ساعت پس از ورود عامل بيگانه اسفرولوسيت
هنان در سال ). 26(افزايش يافت % 80به همولنف به ميزان 

در برابر  را Agrotis ipsilon ، دفاع هيومرال لاروهاي2012
 6مطالعه كرده و نتيجه گرفتند كه  B. thuringiensis باكتري

پس از تيمار لاروها با باكتري، فعاليت  ساعت 12و 
فعاليت ). 25(داري افزايش يافت ليزوزيمي بطور معني

هاي ايمني  ، در بررسي واكنش)b1393(عجم حسني 
عليه دو جدايه از   S. litura هاي سن چهارم سلولي لارو

و ذرات سنتزي لاتكس بيد، نشان داد  B. bassiana قارچ
اعت پس از تزريق اسپورها، هاي سه و شش س زمان كه در

ها و  ها، تعداد پلاسموتوسيت تعداد كل سلول
. داري بالاتر بود ها نسبت به شاهد بطور معني گرانولوسيت

شد و نشان داد كه  يريگ اندازهاكسيداز نيز فعاليت آنزيم فنل

هاي سه و شش ساعت ترين فعاليت اين آنزيم در زمانبالا
هاي خوني اين  در انتها سلول. ها بودپس از تزريق تيمار

اي چون اسپور قارچ و  حشره در مقابله با عامل بيگانه
ذرات سنتزي لاتكس بيد، فعاليت مثبتي از خود نشان داده 

را از بين  ها ، توانستند آنها و با تشكيل گره اطراف اسپور
در تحقيقي ديگر پاسخ ايمني پروانه برگخوار ). 7(ببرند 

در برابر چهار ايزوله از قارچ  neaH. cu سفيد آمريكايي
 .I، و يك ايزوله ازB. bassianaنام  زاي حشرات به بيماري

 farinosae ساعت پس  6نتايج نشان داد كه . ، بررسي شد
ها، تعداد  از تزريق اسپورهاي قارچ بيمارگر در همه جدايه

هاي در گردش  هاي خوني و تعداد ايمنوسيت كل سلول
). 12(نسبت به شاهد افزايش يافت  داريخون بطور معني

هاي انجام شده توسط بلانكو و همكاران در بررسي
برابر سه  در G. mellonella ، پاسخ ايمني لارو)2017(

 Actinobacillus  سويه باكتري گرم منفي

pleuropneumoniae  مثبت بود بطوريكه غلظت پپتيدهاي
ري داآنتي باكتريال را در همولنف حشره بطور معني

، ايمني )2017(پورعلي و عجم حسني ). 17(افزايش داد 
 P. operculella ينيزم بيس بيد سلولي لارو سن چهار

(Lepidoptera: Gelechiidae)  را در برابر دو جدايه از
بررسي  47و  Fashand شامل B. bassiana قارچ بيمارگر

-ساعت فراواني سلول 10و  6، 3پس از گذشت . كردند

هاي تيمار شده مورد بررسي قرار ر لاروهاي خوني د
هاي خوني، ها نشان داد كه تعداد كل سلولنتايج آن. گرفت

هاي تيمار شده ها در لاروها و گرانولوسيتپلاسموتوسيت
داري نسبت به شاهد ساعت بطور معني 3بعد از گذشت 

 10ها با گذشت زمان تا افزايش يافت ولي فراواني آن
ها نيز كاهش پروهموسيت. هش يافتكا جيتدر بهساعت 

ها نشان دادند ساعت پس از تزريق اسپور 6داري معني
)42.(  

ي دفاع سلولي مناسب ليسه نتايج اين تحقيق نشان دهنده
هاي هاي خوني حشره در دماچرا كه سلول. باشدسيب مي

داري نشان افزايش معني سلسيوسدرجه  35بالا مانند 
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ن از توان دفاعي خوب حشره در نشا احتمالاًدادند كه 
از طرف ديگر بر اساس . شرايط آب و هوايي مختلف است

دار تراكم هاي گرسنه با افزايش معنيمشاهدات، لارو
سازگاري  هاي خوني و فعاليت آنزيم فنل اكسيدازسلول

اين موضوع . مناسبي در برابر تنش گرسنگي نشان دادند
- ژي آفت و گذر لارودر مطالعات بيولو ينوع بهتواند مي

. باشد مؤثرهاي نئونات از شرايط بدون غذا در زمستان 
عامل ميكروبي  عنوان به Bacillus thuringiensis باكتري

داران گزارش مناسبي براي ليسه سيب و بسياري از بالپولك
فعاليت دفاعي ليسه سيب در برابر باكتري . شده است

وني و سيستم فنل هاي خبا مشاركت سلول B. t زايبيماري

تر در زمينه رسد مطالعات وسيعبنظر مي. اكسيداز همراه بود
هاي تواند جنبهعامل ميكروبي مي - اثر متقابل ايمني حشره

هاي كنترل ميكروبي عليه اين تري از استفاده از روشجديد
  .خوار سيب ارائه دهدآفت برگ

  سپاسگزاري

تي شاهرود نگارندگان از معاونت پژوهشي دانشگاه صنع
از خانم مهندس معصومه هاي مالي و بخاطر حمايت

 ي صحراييهادليل همكاري در نمونه برداريحيدرنيا ب
  .نمايندصميمانه سپاسگزاري مي

  منابع
ارزيابي كاربرد سموم ميكروبي بر پايه . 1379، .اسلامي، ع -1

Bacillus thuringiensis مبارزه با آفت ليسه  منظور به
اولين كنگره بيولوژي ، ).Hyponomeuta spp(درختان سيب 
 .كاربردي ايران

دو جدايه قارچ  يرتأث. 1397، .عجم حسني، مو ، .پورعلي، ز -2
بر ايمني لارو سن چهارم بيد  Beauveria bassianaبيمارگر 

 :Phthorimaea operculella (Lepidoptera زميني يبس

Gelechiidae) ،41جلد ، )مجله علمي كشاورزي( پزشكي ياهگ، 
 .31-40صفحه ، 3شماره 

 فرآورده يرتأثبررسي . 1391، .كليايي، رو ، .، مرزبان، ر.جوادزاده، م -3
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  .ايران پزشكي ياهگبيستمين كنگره 
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(Lepidoptera: Pyralidae) Ectomoyelois 
ceratoniae، صفحات )3( 2، شمارهتحقيقات آفات گياهي ،

39-30.  

هاي اثر درماني تجويز عصاره برگ و سرشاخه. 1395، .ربيعي، م -5
 كمان نيرنگ يآلا قزلگياه مو بر سيستم ايمني ماهي 

(Oncorhynchus mykiss) در مسموميت تجربي با سم 
 يشناس ستيزمجله (هاي جانوري مجله پژوهش، ديازينون

  . 308- 317صفحه ، 3شماره ، 30جلد ، )ايران

بررسي دفاع سلولي . 1393a، .عجم حسني، م -6
 :Utethesia pulchella (Lepidopteraهاي لارو

Arctiidae) هاي در مقابل قارچIsaria farinosae  و
Beauveria bassiana ،2جلد ، پزشكي مهار زيستي در گياه ،

  .57-67، صفحات 1شماره 
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Spodoptera littura (Fabricus) (Lepidoptera.: 

Noctuidae)  عليه قارچ بيمارگرBeauveria bassiana ،
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Cellular defense responses of 5th instar larvae of the Apple Ermine 
Moth, Yponomeuta malinellus (Lepidoptera: Yponomeutidae) 

against starvation, thermal stresses and entomopathogenic 
bacteria Bacillus thuringiensis 
Ajam Hasani M. and Mahmoudzadeh M. 

Shahrood University of Technology,  Shahroud, I.R. of Iran 

Abstract 

The role of hemocytes and the phenoloxidase system is well established in insect cell 
defense. The number of hemocytes could be affected by some sort of tension against 
insects or entry of any foreign agent to hemolymph. Insects with a strong immune 
system can sometimes alter the pathogenicity of a pathogenic agent or could even make 
them ineffective. In the current research, effect of  tensions like starvation and thermal 
as well as the efficacy of entomopathogenic bacteria Bacillus thuringiensis were 
considered on cell defense of fifth instar larvae of the apple ermine moth, Yponomeuta 
malinellus Zeller. Starvation experiments incited a significant difference in total 
hemocyte counts, prohemocytes, granulocytes, plasmatocytes, and oenocytoids of 48 
hours starved. Larve. The phenoloxidase activity was also significantly reduced 24 and 
48 hours post starvation. Starvation showed an increasing trend. The effect of different 
thermal stresses on total number of cells was quite significant. The total number of 
hemocytes, granulocytes, plasmatocytes and oenocytoids in larvae which were exposed 
to 35 ° C for 24 hours, significantly increased compared to the control and 4 °C, 
significantly reduced total number of hemocytes, granulocytes and plasmatocytes. In 
addition, thermal stresses reduced the phenoloxidase enzyme activity. Feeding on B. 
thuringiensis infested leaves significantly increased total number of hemocytes and 
phenoloxidase enzyme activity. These factors decreased significantly over time for up 
to 24 hours indicating a positive reaction of the blood cells against the foreign agent 
during the initial hours of entering the hemolymph. These results can be considered as a 
starting point for recognition of physiological defense characteristics in apple ermine 
moth and to be considered in microbial control programs. 

Key words: Yponomeuta malinellus, Response of hemocytes, Feeding and temprature, 
Bacillus thuringiensis 


