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ان و ( در ایرBrassicaceae( آفت مهم گياهان تيره چليپائيان ).Plutella xylostella Lبيد کلم )

کنند، اما آثار سوء های شيميایی نقش مهمی را در کنترل این آفت ایفا میکشجهان است. حشره

ها، کشها و همچنين وجود مقاومت قابل توجه آفت به طيف وسيعی از حشرهاستفاده از آن

ا موجب افزایش توجه به استفاده از ترکيبات و عوامل ایمن و سازگار با محيط زیست شده است. لذ

 Metarhizium anisopliaeاز قارچ  AH112و  AM111های در این تحقيق قدرت بيمارگری جدایه

روی لاروهای سن  4O3@Fe111AM Metarhizium anisopliaeقارچ سنتز شده -و همچنين نانو

قارچ و قارچ فرموله نشده -سوم بيد کلم در شرایط آزمایشگاهی بررسی شد. مقایسه سميت نانو

دار غلظت قارچ مورد استفاده در حالت فرموله شده آن بود، به طوری که ش معنیحاکی از کاه

ليتر بود که نشان از موثرتر بودن کنيدی در ميلی 5/2×  410قارچ -غلظت کشنده در حالت نانو

قارچ نسبت به حالت فرموله نشده آن در مقابل آفت است. بررسی مقایسه ميانگين -نانو

نتایج انجام شد و  قارچ فرموله نشده در مقابل لاروهای سن سوم بيد کلم قارچ با-دورکنندگی نانو

کند به طوریکه داری دور کنندگی بالاتری را ایجاد میقارچ به طور معنی-نشان داد که نانو

درصد بود.  66/74و  69قارچ برای لارو سن سوم آفت به ترتيب -ميانگين دورکنندگی قارچ و نانو

=( در اثر 11بهينه ) pHدر  Pr1سه فعاليت ویژه آنزیم پروتئاز همچنين در مطالعه آنزیمی، مقای

دار آماری بين تيمار قارچ و شاهد وجود دارد و در تيمار فعاليت قارچ نشان داد که اختلاف معنی

در تيمارهای قارچ و  Pr1 قارچ فعاليت آنزیم بالاتر بود. ميزان واحد فعاليت آنزیم ویژه پروتئاز 

گرم به دست آمد. نتایج ما نشان داد که واحد آنزیمی در ميلی 051/0و  994/2شاهد به ترتيب 

 Metarhiziumقارچ در مقایسه با قارچ فرموله نشده دارای تاثير بالاتری روی بيد کلم بوده و-نانو

4O3@Fe111AM anisopliae تواند به عنوان ترکيبی جدید و موثر در مدیریت تلفيقی این می

 رار گيرد.آفت مورد استفاده ق
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  مقدمه

 :Plutella xylostella L. (Lepidopteraبید کلم با نام علمی 

Plutellidae) ترین آفات گیاهان ترین و مخربیکی از مهم

 ,Schuler and Emden)تیره چلیپائیان در سراسر دنیا است 

که دلایل اصلی آن قابلیت مهاجرت این حشره به  (2000

گیاهان میزبان، فقدان فواصل طولانی، تنوع و فراوانی 

دشمنان طبیعی در بسیاری از مناطق غیر بومی و باروری 

. لاروها از برگ، (Saeed et al. 2010)باشد بالای آفت می

های سبز بیرونی ساقه و گاهی جوانه، گل، پوشینه، لایه

ای لاروها به این کنند. الگوی تغذیهاوقات از بذر تغذیه می

ن اول به صورت داخلی و به صورت است که لاروهای سنی

کنند. سایر سنین لاروی حالت مینوز از نسوج برگ تغذیه می

های مختلف تغذیه کرده و نیز به صورت خارجی از قسمت

. این (Ahmad et al., 2008)شوند باعث ایجاد خسارت می

 De) کنددرصد محصول کلم را نابود می 90آفت گاهی تا 

Groot, 2005)ک میلیارد دلار جهت . هر سال حدود ی

 Dezianian)شود مدیریت این آفت در سراسر دنیا هزینه می

et al. 2010) کنترل این آفت تا حد زیادی به استفاده از .

های مصنوعی وابسته است اما متاسفانه این آفت کشحشره

های رایج مقاومت پیدا کشهای مختلفی از حشرهبه گروه

بنابراین، لزوم کنترل آن از  .(Zhou et al. 2011)کرده است 

ها نظیر استفاده از عوامل بیمارگر قابل طریق سایر روش

 بررسی است. 

از امید  ها یکیدر بین عوامل کنترل بیولوژیک، قارچ

ای برخوردار و از اهمیت ویژهترین بیمارگرها بوده بخش

هستند. این عوامل با نفوذ مستقیم از کوتیکول میزبان 

  .St. Leger et al)شوندر آفت هدف میموجب آلودگی د

های بیمارگر حشرات قادرند تاثیرات بیولوژیک . قارچ(1991

متنوعی روی حشرات شامل مسمومیت عصبی، کاهش 

های کلسیم در سازی کانالفعالیت سیستم ایمنی بدن و فعال

. در (Vilicinskas et al. 1997)های بدن داشته باشند ماهیچه

های بیمارگر حشرات ل بیمارگری قارچحالت کلی، مراح

شامل چسبیدن اسپور به سطح کوتیکول، تندش اسپور، 

تولید اپرسوریوم، رخنه به کوتیکول و ورود به هموسل 

یکی از مشهورترین  .(Bidochka et al., 2001است )

 Metarhizium anisopliae های بیمارگر حشراتقارچ

(Metch.) Sorokin زایی در ت بیماریاست که دارای قابلی

آفات گیاهی و جانوری است. این قارچ به عنوان عامل 

شود و قارچی بیماری موسکاردین سبز حشرات شناخته می

گردد مهم در کنترل بیولوژیک حشرات آفت محسوب می

(TajickGhanbalani et al. 2009)های بیمارگر . قارچ

حشرات از طریق اسکلت خارجی )کوتیکول( به میزبان 

کنند که یک ساختار پیچیده با محتوای پروتئین بالا مله میح

های است. میسلیوم قارچ از طریق یک سری آنزیم

هیدرولیتیک مانند کیتیناز، پروتئاز و لیپاز به کوتیکول 

بیمارگر  هایکند. در برخی از قارچحشرات نفوذ می

 M. anisopliaeو  Beauveria bassianaحشرات نظیر 

مخرب کوتیکول مانند پروتئاز و کیتیناز  چندین آنزیم

مهمترین  Pr1اند. پروتئازهای خانواده شناسایی شده

های بیمارگر در طی فرآیند های تولید شده توسط قارچآنزیم

 . (Ali et al. 2009)زایی هستند بیماری

امروزه از فناوری نانو به عنوان یک عامل تاثیر گذار بر علم 

د و صاحب نظران و محققان نیز شوو صنعت استفاده می

اند که این فناوری به عنوان انقلابی در شرف تاکید نموده

ها را در جهان وقوع، آینده اقتصادی کشورها و جایگاه آن

هایی از تحت تاثیر جدی قرار خواهد داد. تاکنون نمونه

اند ولی های مختلف تولید شدههای نانو به روشکشحشره

ی برای گسترش این گروه از با توجه به نیاز جد

های مناسب تهیه نانوذرات ها، شناسایی روشکشحشره

ها لازم است. از طرف دیگر، با توجه به مشکلات کشحشره

محیطی و هزینه ناشی از مصرف مقادیر زیاد زیست

های معمولی در طبیعت و نیز مشکلات ناشی از کشآفت
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وسعه در زمینه ها، تحقیق و تکشمقاومت آفات به این آفت

 گردد. های نانو به عنوان یک ضرورت مطرح میکشآفت

اد نانوذرات مغناطیسی به ذراتی با ماهیت مستقل و با ابع

نانومتر و دارای عناصر مغناطیسی گفته  100حداکثر 

های فیزیکی و شیمیایی شود. این ذرات دارای ویژگیمی

از حالت نظیری هستند که به طرز قابل توجهی متفاوت بی

. در بین انواع (Osaka et al. 2006)ای مواد هستند توده

 نانوذرات، ذرات مغناطیسی به دلیل جداسازی آسان با یک

ده ها برای استفامیدان مغناطیسی خارجی و ظرفیت بالای آن

های گوناگون بیشترین توجه را به خود جلب در زمینه

های سنتز، شهای نانو ذرات مغناطیسی، رواند. ویژگیکرده

های شناسایی و دار کردن، روشپایدار کردن، عامل

های مختلف علوم ها در زمینهکاربردهای گوناگون آن

ف (. در بین انواع مختلFaraji et al. 2010اند )بررسی شده

نو نانو ذرات مغناطیسی، نانو ذرات اکسید آهن به ویژه نا

لیل عدم )مگنتیت( به د 4O3Feذرات سوپر پارامغناطیسی 

پذیری زیستی مناسب و عدم حفظ مغناطیس سمیت، انطباق

 باقیمانده بعد از حذف میدان مغناطیسی خارجی، بیشترین

 . به عبارت دیگر،(Cao et al. 2012)اند کاربرد را داشته

آوری جاذب را استفاده از نانو ذرات مغناطیسی امکان جمع

ی قوی های حجیم با کمک یک میدان مغناطیساز نمونه

توان نانوذرات کند. همچنین با اتصال سطح، میفراهم می

   ،OH–ای مانند های ویژهمغناطیسی اکسید آهن را با گروه

COOH-  2وNH- با  دار نمود تا برای اتصال بیشترعامل

های فعال زیستی با کاربردهای گوناگون مناسب مولکول

 . (Berry and Curtis, 2003)باشند 

ها و لعات متعددی که در زمینه بررسی جدایهرغم مطاعلی

های مختلف قارچی روی آفاتی مانند بید کلم انجام گونه

شده است، تاکنون هیچ گزارشی در مورد استفاده از 

های نانوذرات مغناطیسی برای تهیه فرم نانو شده قارچ

بیمارگر حشرات ارائه نشده است و تحقیق حاضر اولین 

باشد. همچنین در این تحقیق، گزارش در این مورد می

  .M زایی دو ایزوله قارچعلاوه بر بررسی قدرت بیماری

anisopliae  روی لاروهای سن سوم بید کلم، فرم نانو

کامپوزیت ایزوله موثرتر سنتز شده و خاصیت دورکنندگی و 

نیز مورد بررسی قرار گرفته  Pr1میزان فعالیت آنزیم پروتئاز 

 ت.اس

 

  هاروش و مواد

 پرورش گیاه و حشره

 (Brassica oleracea)برای پرورش بید کلم از گیاه کلم 

 10× 8استفاده شد. نخست بذور در ظروف یکبار مصرف )

سانتیمتری( کاشته شدند و پس از گذشت دو هفته هر یک 

 18×15های پلاستیکی )از نشاها به صورت مجزا به گلدان

برگ به ترتیب سانتیمتری( حاوی خاک باغچه، ماسه و خاک

قسمت منتقل و در شرایط گلخانه )دما  5/0و 1، 3به نسبت 

درصد، و  60-70سلسیوس، رطوبت نسبی درجه  25±1

ساعت تاریکی( در  10ساعت روشنایی و  14دوره نوری 

مرکز تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی ارومیه نگهداری 

شدند. برای ایجاد کلنی، لاروهای سن سوم یا چهارم و 

ها از مناطق کشت کلم ارومیه جمع آوری و به گلخانه شفیره

منتقل گردیدند و به مدت چندین نسل پرورش داده شدند. 

هایی به ها از قفسگیری از پروانهبرای تشکیل کلنی و تخم

شکل مکعب مستطیل از جنس طلق پلاستیکی و با چهار 

 سانتیمتر استفاده گردید. 50× 40×40چوب چوبی در ابعاد 

درصدی آب و عسل  10ها از محلول پرهبرای تغذیه شب

عدد شفیره درون قفس قرار  500تا  400استفاده شد. حدود 

های داده شدند تا بعد از تبدیل شدن به پروانه از تخم

ها برای تشکیل کلنی استفاده شود. برای سن آنهم

 15تا  10گیری از برگ کلم استفاده شد که به مدت تخم

های مذکور ن قفس قرار داده شدند. سپس برگساعت درو
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های مربوط به مرحله های تازه کلم در قفسروی برگ

ها لاروی منتقل شدند. برای تازه ماندن برگ، دمبرگ آن

شد. بسته به تعداد توسط پنبه اشباع شده با آب دربرگرفته 

های جدید هر دو یا سه روز یک ها، برگلاروها و تغذیه آن

ها تیار لاروها قرار داده شدند. برای انجام آزمایشبار در اخ

 از لاروهای سن سوم استفاده گردید. 

 تهیه و کشت جدایه قارچی

از  M. anisopliaeاز قارچ  AH112 و AM111هایجدایه

ی شناسی دانشگاه ارومیه تهیه گردیدند. براکلکسیون قارچ

-کستروزد-ها از محیط کشت سیب زمینیتکثیر این جدایه

آماده استفاده شد. محیط کشت تهیه شده به  (PDA)آگار 

درجه سلسیوس  121دقیقه در اتوکلاو با دمای  20مدت 

سترون شد و بعد از رسیدن دمای محیط کشت به حدود 

های درجه سلسیوس در شرایط سترون، به تشتک 50-45

حیط سانتیمتری افزوده شد. بعد از بستن م 8پتری پلاستیکی 

های قارچی در چندین های پتری، جدایهککشت داخل تشت

های پتری در تشتک پتری کشت داده شدند و تشتک

درجه سلسیوس به مدت دو هفته  25±1انکوباتور با دمای 

 ند.نگهداری شدند تا به میزان کافی رشد و اسپورزایی نمای

ها برای تهیه سوسپانسیون قارچی مورد سپس این تشتک

 استفاده قرار گرفتند.

 ه سوسپانسیون قارچتهی

برای تهیه سوسپانسیون قارچی، به هر تشتک پتری مقداری 

آب مقطر سترون اضافه شده و با کمک اسکالپل سترون، 

سطح کشت کاملا خراش داده شد تا اسپورها از سطح 

های ور شوند. سوسپانسیونکشت جدا شده و در آب غوطه

 آوری شدند و سپس برایحاصل در یک بشر سترون جمع

های قارچ، حذف قطعات احتمالی محیط کشت و یا میسلیوم

از پارچه توری سترون عبور داده شدند. سوسپانسیون 

آوری دار سترون جمعهای آزمایش درباسپورها در لوله

شدند. برای شمارش اسپورها در سوسپانسیون از لام 

هموسایتومتر استفاده گردید. عمل شمارش اسپورها از یک 

برابر  400نسیون چندین بار و با بزرگنمایی نمونه سوسپا

ها به میکروسکوپ نوری انجام گرفت و میانگین شمارش

عنوان تراکم سوسپانسیون نمونه اصلی محسوب شد. بر 

های سوسپانسیون، غلظت مورد نظر برای اساس تراکم نمونه

های سنجی تهیه شدند. پس از انجام آزمایشمطالعات زیست

 75تا  25ایی که مرگ و میری در حدود همقدماتی، تراکم

درصد در جمعیت ایجاد کردند، در آزمایش نهایی استفاده 

 شدند.

 Metarhiziumقارچ -تهیه ترکیب نانو

4O3@Feanisopliae 

 O2H.42FeClگرم( و  2) O2H6·3FeClهای ابتدا محلول

لیتر آب مقطر تحت میلی 20گرم( به طور جداگانه در  8/0)

دقیقه، تهیه گردیدند. سپس  10مدت  اثر بهگاز بی

های لیتر از غلظتمیلی 10های حاصل به آهستگی به محلول

های مقدماتی سوسپانسیون جدایه بدست آمده از آزمایش

AM111  از قارچM. anisopliae  اضافه گردیدند. محلول

گراد به مدت یک ساعت درجه سانتی 25حاصل در دمای 

( %25د. سپس، آمونیاک آبی )در شرایط خلاء به هم زده ش

حاصل شود. سپس  10بالای  pHبه محلول اضافه گردید تا 

درجه  25دقیقه در دمای  20محلول حاصل به مدت 

گراد با قدرت زیاد به هم زده شد. رسوبات با یک سانتی

آوری و چندین بار با آب شستشو ربای خارجی جمعآهن

 24به مدت  داده شدند و در نهایت به منظور خشک شدن،

 ,.Rostamnia et alساعت در شرایط خلاء قرار گرفتند )

2015.) 

شناسی و تعیین اندازه ذرات سنتز شده و سطح، ریخت

نانوکامپوزیت با  (EDX)یکس ا پرتوهمچنین پراش انرژی 

( SEMاستفاده از دستگاه میکروسکوپ الکترونی روبشی )

ساخت کشور چک FESEM-TESCAN MIRA3 مدل 
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سنجی طیفشد )شرکت دی پترونیک، تهران، ایران(. تعیین 

 FT-IRبا استفاده از اسپکتروفوتومتر( IR) قرمزمادون

ThermoNicolet Nexus 670  ساخت کشور آمریکا در

 cm 5/0-1و قدرت تفکیک  cm400-4000-1محدوده 

شده با پودر برمید پتاسیم  یهتهقرص جامد  صورتبه

(KBr(، ثبت گردید )دانشگاه ا.)رومیه، ارومیه، ایران 

ط قارچ در شرای-های قارچ و نانوسنجی جدایهزیست

 آزمایشگاهی

( با 2016و همکاران ) Duarteها بر اساس روش آزمایش

اندکی تغییرات انجام شد. پس از فراهم شدن سوسپانسیون 

ها شد. سازی و تهیه سری غلظتها، اقدام به رقیقجدایه

-810های اصلی قدماتی غلظتهای مپس از انجام آزمایش
لیتر به ترتیب برای کنیدی در میلی 510-910و  410

های تهیه و آزمایشAH112 و AM111 های جدایه

ها با استفاده از ها انجام شد. آزمایشسنجی با آنزیست

ورسازی برگ کلم انجام شد. برای این منظور روش غوطه

ی تازه کلم هاسانتیمتر( از برگ 8های برگی )قطر دیسک

 10های برگی به مدت یک دقیقه در تهیه شدند. دیسک

های اصلی سوسپانسیون لیتر از هر یک از تراکممیلی

ها پس از خشک شدن های قارچ قرار داده شدند. برگجدایه

سانتیمتر( قرار گرفتند و  8های پلاستیکی )قطر داخل پتری

لم قرار عدد لارو سن سوم بید ک 20در نهایت روی هر برگ 

ها در شرایط آزمایشگاهی نگهداری شدند. داده شدند. پتری

روز شمارش گردید. در  7مرگ و میر لاروها پس از 

های تازه کلم ساعت یک بار برگ 48صورت نیاز هر 

ساعت  24شدند. هر های برگی آغشته میجایگزین دیسک

بار لاروهای مرده جداسازی شدند و برای اطمینان از یک

میر مشاهده شده در اثر قارچ بیمارگر، هر لارو مرده مرگ و 

به طور جداگانه برای رشد قارچ بیمارگر داخل پتری 

روز،  10گرفت و پس از گذشت مدت زمان پلاستیکی قرار 

ساختارهای قارچی تشکیل یافته روی بدن آن مورد بررسی 

قارچ، موثرترین -گرفت. برای سنتز نانوکامپوزیتقرار 

های مربوط به انتخاب گردید. در آزمایش( AM111)ایزوله 

 Metarhiziumقارچ -سنجی نانوزیست

4O3@Feanisopliae ،1/0  100گرم از هر نانوکامپوزیت در 

درصد( ریخته  02/0) 80لیتر آب مقطر به همراه تویین میلی

شد. سپس فرصت داده شد تا آب کافی جذب گردد و 

اده شد و پس از دقیقه تکان د 10محلول حاصل به مدت 

های تازه ها در آب مقطر، برگپراکنش کامل نانوکامپوزیت

ور های حاصل غوطهکلم به مدت یک دقیقه در محلول

عدد لارو سن  20ها شدند و پس از تبخیر آب از سطح برگ

ها قرار داده شدند. مرگ و میر لاروها پس از سوم روی برگ

برای لاروهای ها هفت روز شمارش گردید. محدوده تراکم

ور شده در های غوطهسن سوم قرار گرفته در معرض برگ

لیتر بود. کنیدی در میلی 111AM 210-610قارچ جدایه -نانو

 هر تیمار سه تکرار داشت.

 Metarhiziumقارچ-بررسی اثر دورکنندگی قارچ و نانو

4O3@Feanisopliae در مقابل لارو سن سوم بید کلم 

قارچ -گی قارچ و نانودورکننداثر برای تعیین 

4O3@FeMetarhizium anisopliae  در مقابل لارو سن سوم

استفاده شد.  Khorrami et al. (2018)بید کلم از روش  

لیتر از میلی 10یک طرف از برگ کلم از خط میانی برگ در 

لیتر از سوسپانسیون قارچ مورد کنیدی در میلی 310غلظت 

دید و پس از خشک شدن ور گرثانیه غوطه 30نظر به مدت 

برگ در محیط آزمایشگاه، از قسمت دیگر برگ به عنوان 

شاهد استفاده شد و برای تیمار نیمه شاهد برگ تنها از آب 

استفاده گردید. پس از خشک شدن کامل  80مقطر و توئین 

برگ، آن به پتری پلاستیکی هشت سانتیمتری انتقال داده 

رطوبت در کف آن شد که کاغذ صافی مرطوب جهت تامین 

مو عدد لارو سن سوم با قلم 20قرار داده شده بود. سپس، 

به وسط برگ منتقل گردیدند و میزان دور کنندگی ایزوله 

 72قارچی برای لارو سن سوم پس از گذشت مدت زمان 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
97

.7
.2

.6
.7

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
28

 ]
 

                             5 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1397.7.2.6.7
http://gebsj.ir/article-1-272-fa.html


 خرمی و همکاران  ....تاثیر دو جدایه از قارچ

 

 180 1397 زمستانو  پایيز /2شماره  /هفتمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

ساعت بررسی شد. معیار دورکنندگی بر اساس تعداد 

لاروهای نفوذ کرده در هر نیمه برگ کلم بود. در 

 Metarhiziumقارچ -های مربوط به دورکنندگی نانوزمایشآ

4O3@Feanisopliae ،1/0  گرم از نانوکامپوزیت در غلظت
لیتر آب مقطر به همراه میلی 100لیتر در کنیدی در میلی 310

درصد( ریخته شد. شرایط آزمایش طبق  02/0) 80تویین 

روش توصیف شده در بالا انجام شد. هر آزمایش سه بار 

 کرار گردید.ت

 Pr1استخراج آنزیم پروتئاز 

Bradford (1976 )گیری مقدار پروتئین پیرو روش اندازه

های مختلف پروتئین سرم آلبومین انجام گردید و از تراکم

گاوی به عنوان استاندارد استفاده شد. جهت تهیه عصاره 

آنزیمی لاروهای تیمار شده با سوسپانسیون قارچی از 

ابتدا پوست لارو از بدن لارو جدا و با کوتیکول لاروی، 

 70به داخل آون با دمای ( pH 7.0)شستشو در بافر فسفات 

درجه جهت خشک شدن منتقل گردید و کوتیکول خشک 

شده با هاون چینی کاملاً پودر شد. جهت تهیه فَرماند 

)سوپرناتانت( آنزیمی مقدار مشخصی از کوتیکول خشک 

 20خته شد و به مدت جامد ری PDAشده به محیط کشت 

لیتر از سوسپانسیون میلی 10دقیقه اتوکلاو گردید. سپس 

درصد تراکم کشنده به مخلوط افزوده  50قارچی با تراکم 

دور  8000شد. بعد از گذشت هشت روز، در سانتریفیوژ با 

درجه سانتیگراد سانتریفیوژ  4دقیقه و در دمای  15به مدت 

ها به کار گرفته زیم در آزمایششد و فرَماند به عنوان منبع آن

و همکاران  St Legerشد. سنجش این آنزیم پیرو روش 

( انجام شد. جهت تهیه عصاره آنزیمی در تیمارهای 1987)

قارچ و شاهد به ترتیب از لاروهای سن سوم بید کلم تغذیه 

 50LCور شده در سوسپانسیون های کلم غوطهکرده از برگ

از  Pr1د. برای آنزیم پروتئاز قارچ و آب مقطر استفاده ش

 N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide سوبسترای 

استفاده گردید. پنجاه میکرولیتر از سوبسترا با غلظت نهایی 

میکرولیتر  850میلی مولار )حل شده در بافر تریس( با  1/0

 100مخلوط شده و  pH 8.5میلی مولار با  20از بافر تریس 

ماند آنزیمی به آن افزوده شد. نمونه به مدت میکرولیتر فر

گراد قرار گرفت و درجه سانتی 28دقیقه در دمای  30

 30میکرولیتر اسید استیک  250واکنش با اضافه کردن 

میکرولیتر از هر نمونه داخل هر  200درصد خاتمه یافت. 

تایی افزوده شد و جذب نوری با سه  96چاهک پلیت 

 405رچ و شاهد در طول موج تکرار برای تیمارهای قا

ساخت  Synergy HTنانومتر توسط دستگاه الایزا ریدر مدل 

 8800ثبت گردید. از ضریب جذب مولی  BioTekشرکت 

برای محاسبه غلظت نهایی پارانیتروآنیلین آزاد شده استفاده 

 . (Gupta et al. 1992)گردید 

 هاتجزیه داده

ای مربوط به هداده 25LCو  50LCبرای تعیین مقادیر 

 SPSS versionاز روش پروبیت در نرم افزار  سنجیزیست

 T-testها از روش استفاده شد. برای مقایسه میانگین 16

 2007ستفاده گردید. نمودارها نیز با استفاده از نرم افرار ا

EXCEL .رسم شدند 

 

  نتایج

و  FT-IRهای ارچ سنتز شده از دستگاهق-برای اثبات نانو

SEM فاده گردید و سمیت و دورکنندگی قارچ و نانواست-

روی لارو سن سوم بید کلم بررسی و  M. anisopliaeقارچ 

ز تئامقایسه شد. همچنین میزان واحد فعالیت آنزیم ویژه پرو

Pr1 گیری و مقایسه گردید.در قارچ و شاهد اندازه 

به  4O3Fe( a، منحنی 1سنجی مادون قرمز )شکلطیف

دهد نشان می cm 33/3415-1ی را در وضوح یک باند جذب

 (O-H)که مربوط به ارتعاشات کششی گروه هیدروکسیل 
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باشد. ارتعاشات خمشیمیموجود روی سطح نانوذره یا آب جذب شده در نمونه 

واقع شده است. باند  cm 65/1627-1نیز در  H-O-Hگروه 

مربوط به ارتعاش کششی  cm 24/1027-1جذبی در اطراف 

ذکر شده در بالا موید  FTIRهای است. طیف C-C-Cگروه 

سازی نمونه های ارگانیک در طول آمادهوجود ناخالصی

مربوط  cm 9/571-1باشند. علاوه بر این، دو باند جذبی در می

های تتراهیدرالی است که حاکی از به ارتعاشات کمپلکس

که مربوط b باشد. منحنی تشکیل ساختار هیدروکسید آهن می

 است، ارتعاشات کششی را در  Fungus4O3Fe@ه به نمون

1-cm53/1447 (N-C) دهد و یک باند پهن اطرافنشان می 

1-cm3403 (H-O  وH-N)  مربوط به دیواره قارچ است. با

 ( و a)منحنی  4O3Feمربوط به  FTIRهای مقایسه طیف

@Fungus4O3Fe  منحنی(b در شکل )توان به وضوح می 1

ها اثبات را با توجه به پیک 4O3Feحضور قارچ در اطراف 

تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی مربوط به نمود.

دهد که نشان می Fungus4O3Fe@نانوکامپوزیت 

شناسی منظمی است نانوکامپوزیت سنتز شده دارای ریخت

 (. 1)شکل 

 

 )چپb( @fungus4O3Fe )(و  4O3Fe (a)قرمز  سنجی مادون)راست( و طیف fungus4O3Fe@تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی -1شکل 
Figure 1- Scanning electro-micrograph of Fe3O4@fungus (right) and FT-IR spectra of Fe3O4 (a) and Fe3O4@fungus (b) (left) 

 

به هر حال، متوسط اندازه ذرات کریستالی بر اساس تصویر 

است. این نانومتر  40میکروسکوپ الکترونی روبشی، زیر 

اند و در سنتز شده 4O3Feدهد که نانو ذرات مورد نشان می

اند. آنالیز قسمت داخلی ساختار قارچ بیمارگر قرار گرفته

 Feو  C ،Oیکس نشان داد که تنها عناصر ا پرتوپراش انرژی 

درصد در  69/64و  28/33، 03/2به ترتیب با فراوانی نسبی 

 .Mغلظت کشنده دو جدایه مقادیر نانوکامپوزیت وجود دارند.

anisopliae AM111  وM. anisopliae AH112  به ترتیب

لیتر بودند کنیدی در میلی 7/1×  710و  9/1×  610برابر 

 M. anisopliae( که با توجه به موثرتر بودن 1)جدول 

AM111 .نانوکامپوزیت این جدایه قارچ بیمارگر سنتز گردید ،

 410برابر  M  4O3)@Fe111M(A anisopliae .غلظت کشنده

غلظت  کنیدی در میلی لیتر تعیین شد که نشانگر کاهش 5/2× 

مورد نیاز قارچ برای دستیابی به غلظت کشنده لاروهای بید 

 (.1کلم بود )جدول 
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 اهیایشگبرای لاروهای سن سوم بید کلم در شرایط آزم Metarhizium anisopliaeاز قارچ AH112 و  AM111های سمیت جدایه-1جدول 
Table 1-Toxicity of two entomopathogenic fungi isolates of Metarhizium anisopliae (AM111 and AH112) and Metarhizium 

anisopliae@Fe3O4 to the 3rd instar larva of Plutella xylostella under laboratory conditions 

Fungal 

treatment 

LC25 (conidia/ml) LC50 

(conidia/ml) 

LC90 (conidia/ml) Slope ± 

S.E. 

χ2 (df)  

M. 

anisopliaeAM1

11 

1.4 × 104 

(1.1×103-6.1×104) 

1.9 × 106 

(6.5×105-6.5×106) 

2.00 × 1010 

(1.4×109-3.3×1012) 

3.84 ± 0.05 1.58 (3)  

M. 

anisopliaeAH11

2 

1.6 × 105 

(1.6×104-6.5×105) 

1.7 × 107 

(6.2×106-5.5×107) 

1.2 × 1011 

(1.0×1010-1.2×1013) 

3.67 ± 0.04 1.00 (3)  

Metarhiziumaniso

pliae 

(AM111)@Fe3O4 

2.6 × 102 

(3.2×101-9.5×102) 

2.5 × 104 

(9.3×103-8.3×104) 

1.4 × 108 

(1.2×107-1.4×1010) 

4.67 ± 0.08 1.53 (3)  

95% fiducial limit (FL) is shown in parenthesis  LC: lethal concentration 
 .Mو  M. anisopliae AM111مقایسه میانگین دورکنندگی 

4O3@Fe111AM anisopliae  در مقابل لاروهای سن سوم

داری بین دورکنندگی دو بید کلم نشان دهنده تفاوت معنی

ترکیب مورد آزمایش در مقابل لاروهای آفت بود به طوری 

داری دور کنندگی بالاتری را که نانوکامپوزیت به طور معنی

 (.2سبت به قارچ فرموله نشده نشان داد )جدول ن

 
علیه لاروهای سن سوم  4O3@Fem anisopliaeMetarhiziuقارچ -و نانو 111AM Metarhizium anisopliaeمقایسه دورکنندگی تیمارهای -2جدول 

 ساعت پس از تیمار در شرایط آزمایشگاهی 72بید کلم 
Table 2-Comparison of the repellencies caused by the treatments with Metarhizium anisopliae (AM111) and Metarhizium 

anisopliae@Fe3O4 against the 3rd instar larva of Plutella xylostella after 72 h after treatment under laboratory conditions. 

Treatment Concentration (conidia/ml) % Repellency ± S.E  

Metarhizium anisopliae isolate AM111 1.0 × 103 

 

69.00 ± 0.57 

Metarhizium anisopliae AM111@Fe3O4 1.0 × 103 74.66 ± 0.88* 

*:  statistically significant difference (P ˂ 0.05). 

 

بهینه(  pH)در  Pr1مقایسه واحد فعالیت آنزیم ویژه پروتئاز 

داری بین تیمار قارچ و نشان داد که اختلاف آماری معنی

شاهد )بدون اعمال قارچ( وجود دارد. میزان واحد فعالیت 

و  994/2در قارچ و شاهد به ترتیب  Pr1آنزیم ویژه پروتئاز 

به دست آمد که نشان از گرم واحد آنزیمی در میلی 051/0

(. 2باشد )شکلفعالیت بالای این آنزیم در تیمار قارچی می

نشان دهنده قدرت  Pr1مقدار بالای آنزیم ویژه پروتئاز 

در مقابل بید کلم و در  M. anisopliaeبیماریزایی قارچ 

نتیجه بروز اثرات کشندگی بوده است و نقش ویژه این 

مشخص  لاروهای بید کلم آنزیم را در طول فرآیند آلودگی

نماید. همچنین نقش ویژه این آنزیم را در فرآیند نفوذ می

به داخل بدن لاروهای بید کلم اثبات  M. anisopliaeقارچ 

 کند.می
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ها دار میانگیناختلاف بسیار معنی در لارو سن سوم بید کلم با سه تکرار )حروف غیر مشابه در هر ستون نمایانگر وجود Pr1فعالیت ویژه پروتئاز -2شکل 

 .درصد است( 1خطای آماری  با سطح احتمال
Figure 2- Pr1 activity (columns with the different letters are highly significantly different (p˂ 0.01)) 

 

 

  بحث

زای حشرات، به عنوان قارچ بیماری M. anisopliaeقارچ 

های پایدار مهار زیستی آفات ایفا نقش مهمی در تعیین مدل

. عمده مطالعات پایه در (Foster et al. 2000)کرده است 

های بیوشیمیایی، فرمولاسیون، زایی، مکانیسمزمینه بیماری

ن قارچ آغاز کاربرد عملی با شناخت و بررسی بر روی ای

گردیده است. تاکنون نیز مطالعات گوناگونی روی این قارچ 

انجام شده و در برخی از کشورها اقدام به ساخت 

 Defaria and)فرمولاسیون تجاری آن گردیده است 

Wraight, 2007) تحقیق .Thumbi (2002 در بررسی )

نشان  .P. xylostella Lروی  M. anisopliaeکارایی قارچ 

این قارچ علیه لارو سن دوم و سوم به ترتیب در دوز  داد که
کنیدی/میلی لیتر خاصیت بیمارگری  2/3×610و  9/8×510

روز دارد. در تحقیق دیگری  5بالایی بعد از گذشت 

Godonou ( به بررسی توانایی ایزوله2009و همکاران ) های

 M. anisopliaeو  Beauveria bassianaهای مختلف قارچ

ها نشان پرداختند و نتایج تحقیق آن P. xylostellaدر کنترل 

های هر دو قارچ مذکور توانایی بالایی در داد که ایزوله

دهند. در تحقیق دیگری کاهش جمعیت آفت نشان می

Valda ( نیز توانایی بیماری2003و همکاران ) زایی

  .Mو B. bassianaهای های مختلف قارچایزوله

anisopliae وهای سن دوم را روی لارP. xylostella 

های این آزمایش کردند و گزارش نمودند که تمامی ایزوله

 70کنیدی/میلی لیتر کشندگی بالای  810دو قارچ در غلظت 

 .Mهای مختلف قارچ کنند. ایزولهدرصد را ایجاد می

anisopliae  وNomuraea rileyi ورسازی به روش غوطه

مورد  P. xylostellaوم ( علیه لارو سن س2000) Junتوسط 

 بررسی قرار گرفتند. نتایج این محقق نشان داد که ایزوله

F11248  از قارچM. anisopliae  با غلظت کشنده
 9کنیدی/میلی لیتر پس از گذشت مدت زمان  03/2×410

روز بیشترین تاثیر را داشته است. نتایج این محققین با نتایج 

 .Pعلیه M. anisopliaeتحقیق حاضر در موثر بودن قارچ 

xylostella .مطابقت دارد 
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های های مغناطیسی با ابعاد نانو در مقایسه با جاذبجاذب

 از مرسوم با ابعاد میکرونی دارای مزایای زیادی هستند که

توان به این موارد اشاره کرد: جداسازی ها میجمله آن

مغناطیسی سریع جاذب و نیاز به جاذب کمتر؛ سطح و 

 لای استخراج نانوذرات و سنتز ساده جاذب درراندمان با

 آزمایشگاه. کاربردهای این علم در زمینه علوم و صنایع

ه غذایی و ظرفیت بالای نانو ذرات مغناطیسی در این زمین

(. در Faraji and Fadavi 2013اند )مرور و بررسی شده

 4O3Fe( از 2015و همکاران ) Mohseni Bandpeiای مطالعه

ین اهای کربنی مغناطیسی استفاده کردند و به لهدر ساخت لو

های آبی را مورد طریق میزان جذب دیازینون از محلول

و ها نشان داد که نانبررسی قرار دادند. نتایج تحقیق آن

ن تواند به عنوامی 4O3Feهای کربنی مغناطیسی شده با لوله

 های آبی باشد.جاذب مناسبی برای حذف دیازینون از محیط

( ترکیب 2015و همکاران ) Rostamniaتحقیق دیگری  در

اند. ردهسنتز ک 4O3Feنانوکامپوزیت کاراگینان را با استفاده از 

ین اآنالیزهای مربوطه در تحقیق ایشان نشان از موثر بودن 

کاتالیست نانومغناطیسی داشته است که با نتایج تحقیق 

 حاضر همخوانی دارد. 

ارچ محدود بوده و تنها ق-مطالعه روی ترکیبات نانو

Sabbour (2015اشاره به عملکرد بالای ترکیبات نانو )-

علیه بید  M. flavoviridaeو Isaria fumosoroseaهای قارچ

داشته است. در  Phtorimaea operculellaسیب زمینی

های ارچق-تحقیق این محقق به نحوه آماده کردن فرم نانو

نو نا توان تاثیر بالای فرمای نشده است، اما میمذکور اشاره

سو با تحقیق حاضر های بیمارگر حشرات را همشده قارچ

 دانست. 

( نشان دادند که 2011و همکاران ) Mburuدر تحقیقی 

خاصیت دورکنندگی روی  M. anisopliaeهای قارچ ایزوله

 ودنبها( دارند. نتایج این محققین در دارا حشرات )موریانه

رچ مذکور با نتایج تحقیق حاضر خاصیت دور کنندگی قا

 همخوانی دارد. 

درصد کوتیکول حشرات را پروتئین  70با توجه به اینکه 

دهد، فعالیت آنزیم پروتئاز نقش مهمی در نفوذ به تشکیل می

ای در فرآیند میزبان دارد. از آنجا که پروتئازها نقش ویژه

نزیم ، آPr1، پروتئاز (Charnley, 2003)ها دارند نفوذ قارچ

های بیمارگر حشرات در طول اصلی تولید شده توسط قارچ

تواند قدرت فرآیند آلودگی است. بنابراین، این آنزیم می

زایی قارچ را در طول فرآیند آلودگی لاروهای بید بیماری

های دخیل در آلوده مشخص نماید. در ارتباط با آنزیم کلم

نظر بر این های بیمارگر حشرات زایی قارچپروسه بیماری

نشان دهنده  Pr1است که سطح فعالیت آنزیم پروتئاز 

  .St Leger et al)توانایی قارچ در ایجاد بیماری است

( در بررسی قارچ 2009و همکاران ) Ali. در تحقیقی (1988

Iseria fumosoroseus  علیه شب پره پشت الماسی به این

نقش را در بیشترین  Pr1های پروتئاز نتیجه رسیدند که آنزیم

 Bye andاند. در تحقیق دیگری نیز زایی قارچ داشتهبیماری

Charnley (2008) های مختلف قارچ ایزولهLecanicillium 

spp.  را روی ملخ و شته هلو بررسی کردند و نشان دادند که

ای در نفوذ نقش عمده Pr1پروتئازها خصوصا آنزیم پروتئاز 

. در تحقیق حاضر نیز قارچ به بدن این حشرات داشته است

در  Pr1داری در سطح فعالیت آنزیم پروتئاز اختلاف معنی

نمونه قارچی در مقایسه با شاهد مشاهده شد که با نتایج 

 محققان فوق مطابقت دارد.
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Abstract 

Diamondback moth (DBM), Plutella xylostella (L.) is one of the most destructive insect 

pests of brassicaceous crops in Iran and throughout the world. Chemical pesticides play a 

key role in managing DBM, however, the adverse effects of chemical insecticides and the 

significant resistance of the pest to the broad range of synthetic insecticides has led to 

increased attention to the use of safe and eco-friendly components. Therefore, in this 

research we examined pathogenicity of two Metarhizium anisopliae isolates (AM111 & 

AH112) and synthesized Metarhizium anisopliae AM111@Fe3O4 against the 3rd instar 

larva of diamondback moth under laboratory conditions. Toxicity comparisons of nano-

formulated fungus and non-formulated one demonstrated a significant decrease in the LC50 

value of Metarhizium anisopliae AM111@Fe3O4 estimated as 2.5 × 104 conidia/ ml that 

exhibited nano-formulated fungus was more efficient against the pest. Mean comparisons 

of pure and formulated fungus repellencies showed that nano-fungus significantly was 

more repellent against the third instar larvae of DBM, so mean repellency values of non-

formulated fungus and nano-fungus on 3rd instar larvae of DBM were equivalent to 69 and 

74.66%, respectively. Also, in enzymatic study, protease Pr1 activity comparisons in 

optimal pH (=11) exhibited significant difference between control and fungal treatment and 

the most level of Pr1 activity was observed in fungal treatment. Pr1 activity levels in nano-

fungus and non-formulated fungus treatments were equivalent to 2.994 and 0.051 mg/ml, 

respectively. Our results showed that nano-fungus was more effective on P. xylostella 

relative to pure-fungus and Metarhizium anisopliae AM111@Fe3O4 can be used as an 

efficient new component in integrated P. xylostella management. 

Key words: Plutella xylostella, protease, bioassay, entomopathogenic fungus, 

nanotechnology 
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