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 چكیده

ت این سیستم وابسته به  یقکند. میزان موفها فعالیت میغذا و دفاع در مقابل میکروارگانیسم  سیستم گردش خون در انتقال و ذخیرۀ 

بدن است.  ملکرد مناسب آنهای خونی و ع سلول   نوعتعداد و   برابر عوامل آلودگی در  تاثیرها در   Bacillusدر پژوهش حاضر، 

thuringiensis   ها و فعالیت فنل اکسیداز لارو سن پنجم بید کلم بررسی شد. در آزمایش اول،  های دما بر فراوانی هموسیت و تنش

و لاروهای سن  یهابرگ تیمار شده  باکتری  زیرکشنده  غلظت  با  برگ  کلزا  از  تغذیه  از  فواصل  پنج پس  در  ساعت    24و    12ها 

سلسیوس قرار گرفتند و تنش دما روی    درجۀ   30و    4ساعت در دو دمای    12گیری شدند. در آزمایش دوم نیز لاروها به مدت  خون

ساعت سبب    24و   12باکتری پس از گذشت   های کلزای آلوده بهتغذیه از برگ   ه ها بررسی شد. نتایج نشان داد ک آن   یهاهموسیت 

معنی سلولافزایش  کل  پلاسموتوسیتدار  گرانولوسیت ها،  و  فنلها  فعالیت  و  تنش ها  شد.  شاهد  به  نسبت  نیز اکسیداز  دمایی  های 

این افزایش در لاروهایی که تنش دمای بالا را    هاکسیداز را نسبت به شاهد سبب شدند ک ها و فعالیت فنلافزایش فراوانی هموسیت 

بودندتحمل کرد با شناخت ویژگیمعنی  ، ه  بتوان  تا  نیاز است  بود. قطعا تحقیقات تکمیلی  های حساس و  های ایمنی جمعیتدارتر 

 های کنترل میکروبی را علیه آن ارزیابی نمود.مقاوم بید کلم، امکان استفاده از روش

 های خونی، باسیلوس تورنژینسیس، دمام، سلولکل بید های کلیدی: واژه

 

 مقدمه 

نام علمی   بید کلم   Plutella xylostella (Linnaeus)با 

پشت  پروانه  از    Diamondback mothالماسی  یا  یکی 

چلیپاییان و چندین محصول    ۀ مهمترین آفات گیاهان خانواد

و جهان میگلخانه  ایران  ایران در  باشد.  ای در  این آفت در 

یانی داشته و خسارت شدیدی روی  های اخیر حالت طغلاس

چلیپاییان به ویژه کلم پیچ، شلغم و کلزا    ۀ لات خانوادمحصو

است   کرده  این  (Fahimi et al., 2008)ایجاد  لاروهای   .

های میزبان را مورد حمله قرار داده و از  آفت به شدت برگ 

  ع وکاهند. بید کلم دارای تنکیفیت و مرغوبیت محصول می

با تولید مثل  از قدرت پراکنش و  بوده و  لا و  میزبانی زیادی 

به   است،  برخوردار  فردی  به  منحصر  ژنتیکی  خصوصیات 

کش آفت  انواع  به  سرعت  به  خاطر  می همین  مقاوم  شود  ها 

(Zhao et al., 2006)  .  ،از طرفی سطح وسیع کاربرد سموم

و   طبیعی  دشمنان  رفتن  بین  از  و  آفت  مجدد  طغیان  سبب 

استدوموج شده  غیر هدف  از    . ات  کلم  بید  مدیریت  برای 

رو استفاده  ش انواع  شیمیایی  و  بیولوژیک  زراعی،  های 

مانند  می میکروبی  کنترل  در  موثر  عوامل  کاربرد  شود. 

باکتری قارچ و  آفات  ها  از  بسیاری  کنترل  در  بیماریزا  های 

استرین برگخوار توصیه شده است. چنان  باکتری  که  از  هایی 

Bacillus thuringiensis    با مخلوط  به شکل  یا  و  تنهایی  به 

های شیمیایی علیه لاروهای سنین مختلف بید کلم  کشآفت
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اساس گزارشات، گاه جمعیت  بر  هایی به کار گرفته شده و 

شده  مقاوم  آن  به  کلم  بید    . (Whalon et al., 2008)اند  از 

باکتری   به  آفات  مقاومت  در  مختلفی  کارهای  و  ساز 

است  وتباسیلوس   شده  شناخته  محققین  توسط  رینژینسیس 

(Ferre & Vanrie, 2002)  آن رایجترین  تغییراتی  که  ها، 

های ستونی معده  های توکسین در سلولاست که در گیرنده 

می که  .  (Sayyed et al., 2004)افتد  اتفاق  چند  هر 

در  فعالیت پروتئازها  فعالیت  درصد  یا  پروتئولیتیک  های 

این امر مشارکت دارد. به علاوه گزارش    فرایند هضم نیز در

نس مقاومت  که  پرشده  شب  بالای  آرد    ۀ بتا   Ephestiaبید 

kuehniella Zeller (Lep.: Pyralidae)    باکتری این  به 

 Rahman et)دهد  بیماریزا در نتیجه ایمنی بالای آن رخ می

al., 2004)   لخته و  ملانیزاسیون  قدرت  یا  در  و  خون  شدن 

استرین پنبه    یاهبرابر  غوزه  کرم  همولنف  در  باکتری  این 

Helicoverpa armigera (Lep.: Noctuidae)    قوی بسیار 

به  توکسین طوری بوده  انحلال  به  منجر  باکتری  که  های 

 .  (Ma et al., 2005)شود می

انواع   مقابل  در  حشرات  دفاعی  مانع  آخرین  همولنف 

است  تنش  بیگانه  عوامل  و    . (Lavin & Strand, 2002)ها 

ارد  های کوتیکولی جلد، وعوامل بیگانه پس از عبور از لایه 

مواجه   فیزیولوژیک  ایمنی  اجزای  با  و  شده  خون  گردش 

هموسیت می در شوند.  تغییر  با  خون  گردش  سیستم  در  ها 

ها و عوامل ورودی مهاجم تعداد، تیپ و مرفولوژی به تنش 

می  نشان  دارای  (Li et al., 2019)دهند  واکنش  حشرات   .

ن سیس از  ایمنی  ایمنی  تم  شکل  به  که  بوده  ذاتی  ایمنی  وع 

بیگانه،  سلو عوامل  ورود  برابر  در  هیومرال  ایمنی  و  لی 

 ,Riberio & Brehelin)شود  ها فعال میها و عفونت آلودگی 

بیگانه (2006 شکل  به  سلولی  ایمنی  گره .  و  و  خواری  زایی 

سلول  مشارکت  با  کپسول  یعنی  تشکیل  ایمنی  در  مهم  های 

 Lavin)گیرد ها صورت میها و گرانولوسیت سموتوسیت لاپ

& Strand, 2002).   هایی در واقع، ایمنی سلولی دارای مولفه

سلول  که  تشکیل  است  را  آن  اصلی  ارکان  خونی  های 

سلول می انواع  شناسایی  و  آن دهند  فراوانی  و  خونی  ها  های 

ایمنی  مطالعات  مرحله  اولین  حشره  هر  همولنف  شناسی در 

حشرات  سلول   .(Ajamhassani, 2015)  است خونی  های 

اما نقش   ،داران، نقشی در انتقال اکسیژن ندارندعکس مهره بر

های خونی که در  ها دارند. سلول اساسی در سیستم ایمنی آن 

می  مشاهده  بالپولکداران  غالب  شامل  خون  شود 

گرانولوسیت پروهموسیت  پلاسموتوسیت ها،  ها،  ها، 

ا و  گرانولوسیت رولوسیت فساونوسیتوئیدها  هستند.  با  ها  ها 

پروتئین  بیگانه  هاداشتن  عوامل  شناسایی  به  قادر  لکتین  ی 

سلول  این  پلاسموتوسیتهستند.  همراه  به  پروفایل  ها  با  ها 

بیگانه  با  و گره چندشکلی،  بیگانه  خواری  عامل  اطراف  زایی 

نشان می واکنش  مقابل عامل مهاجم  پروسه،  در  این  دهند و 

شود. دفاع هیومرال مربوط  ولی حشرات را شامل میلسایمنی  

پپت وآنزیمبه  میکربی  ضد  تشکیل  یدهای  که  است  هایی 

می تنظیم  را  مهاجم  عمل  دفع  و   ,Strand)کنند  ملانین 

قار.  (2008 اسپور  اکسیداز  ورود  فنل  پیش  باکتری  یا  چ 

های مالپیگی را  فعال موجود در اپیدرم، اندام چربی و لوله غیر

دهی سرین ه و سپس سامانه فنل اکسیداز با سیگنال د رفعال ک 

شده و    ازها شامل تریپسین، کیموتریپسین و الاستاز فعال پروتئ

ملانیزا نهایتا  و  فنل  و  کوئینون  تولید  به  عامل منجر  سیون 

لکۀبیگانه می این  انتهای    شود.  به  توسط جریان خون  دفعی 

می هدایت  گوارش  فعالیت  لوله  شود.  دفع  تا  زمان م هشود 

حشره  سلولی،  و  هیومرال  قدرتمن ایمنی  دفاع  با  علیه  ای  د 

باکتری قبیل  از  مضر  قارچمهاجمان  تکها،  و  یاختهها،  ها 

می نشان غیره  متعددی  گزارشات  پاسسازد.  های  خدهنده 

اولیۀ  ساعات  در  حشرات  به    ایمنی  مهاجم  عامل  ورود 

  ربهموسل است. روشن شده که معمولا ایمنی سلولی مقدم  

  ایمنی هیومرال رخ می دهد. عجم حسنی و همکاران در سال 

گرانولوسیت   2013 که  کردند  و  گزارش  ها 

سفید  پلاسموتوسیت  برگخوار  پروانه  پنجم  سن  لارو  های 

از  Hyphantria cunea (Drury)اشجار   پس  ، شش ساعت 

جدایه  اسپورهای  واکنش  ورود  باسیانا،  بووریا  مختلف  های 

دهند  در تعداد و تشکیل گره نشان می   ریدفاعی مناسبی با تغی

(Ajamhassani et al., 2013).   شده مرتبط با  مطالعات انجام

در مقابل    Rhodnius prolixusواکنش دفاعی سن خونخوار  

باکتری هموسیت  Escherichia coli حمله  داد  ها نشان 

خواری بالایی علیه باکتری نشان داده و  درگیر، فعالیت بیگانه 

 Borges et)کنند  در بازه زمانی کوتاهی منهدم می  ها راآن
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al., 2008) .    برگخوار کرم  دفاعی  واکنش  همچنین، 

Spodoptera litura  در مقابل  B. thuringiensis    با تغذیه از

معنی تغییرات  با  مختلف  سلول گیاهان  کل  تعداد  های  دار 

فنل  فعالیت  و  خونی،  ترانسفراز  اس  گلوتاتیون  اکسیداز، 

بود  یسملانیزا همراه  به    .(Vengateswari et al., 2020)ون 

های حاصل از  سیستم ایمنی قوی، قادر به تحمل تنش   علاوه،

تنش  نیز  و  گرسنگی  جلد،  سطح  در  زخم  و  های  جراحت 

 ,.Duarte et al)باشد  حاصل از تغییرات محیطی مانند دما می

مهرگان که فاقد های مختلف بیاین واقعیت در گروه   (2020

استنمای رسیده  اثبات  به  هستند   ,.Bao et al)وگلوبولین 

چنان (2007 هموسیت .  تعداد  و  شکل  شده  ثابت  ها  که 

چغندرقند   بید    Scrobipapla ocellatella Boydلاروهای 

های گرما و سرما دستخوش تغییرات بارزی  تحت تاثیر تنش 

دیوارمی گرانولوسیت   ۀ شود.  و  اونوسیتوئیدها  در  سلولی  ها 

سلولی    درجۀ  30دمای   محتویات  و  شده  پاره  سلسیوس 

می اونوسیتوئیدها   ریخته  دچار  بیرون  سلول  نتیجه  در  و  شود 

دیگر،    . (Ajamhassani, 2021)شود  مرگ می در گزارشی 

محققین نشان دادند که تیمار توام تنش گرما و قارچ بووریا  

به  معنیباسیانا  تعداد کل سلولطور  افزایش  های  داری سبب 

گرانولوسیت سموتوسیت لاپخونی،   فعالیت  ها،  و  ها 

درفنل ساقه  اکسیداز  برنجکرم   Chilo suppresslaisخوار 

(Walker)  شود  می(Shamakhi et al., 2019)  .  تنش

کاهش    درجۀ  40ی  ی سرما سبب  درصدی    44سلسیوس 

گردشسلول در  خونی   ،سوسری  خون  های 

Gromphadorhina coquereliana   به شمار  شد.  علاوه 

بیگانه لولس سرما  خوار  های  تاثیر  کاهش    16تحت  درصد 

سلول یافت   شکل  به  و  گردید  بارزی  تغییرات  دچار  نیز  ها 

سلولطوری  سطح  سلول که  به  نسبت  سرمادیده  های  های 

انداز به عبارتی،  افزایش یافت و  ها تحت سرما سلول   ۀ شاهد 

   .(Lubawy & Stocinska, 2020)افزایش نشان داد 

وجود  هموسیت   محققین  پلاسموتوسیت،    پنج  شامل 

اونوسیتوئید را  گرانولوسیت،  اسفرولوسیت  و  پروهموسیت   ،

کرده  گزارش  کلم  بید  همولنف   ,.Negreiro et al)اند  در 

2004; Correia et al., 2008) به نیز از    هاییعلاوه گزارش. 

گرانولوسیت  تراکم  پلاسموتوسیت تغییرات  و  این  ها  های 

 Xentari  ،  (Ribeiroو    Dipelهای  شک آفت در مقابل حشره 

et al., 2012) .  پا توسط  و   Diadegmaرازیتیسم 

semiclausum    وجود دارد(Huang et al., 2009)  از آنجا .

جمعیت میکه  کلم  بید  مختلف  واکنش های  های  تواند 

تحقیق   در  دهد،  نشان  آلودگی  نوع  هر  برابر  در  متنوعی 

مقا در  آفت  این  ایمنی  فعالیت  کشنده    لبحاضر،  زیر  دوز 

بیماریزای   دمایی  تنشو    B. thuringiensisباکتری  های 

مورد ارزیابی قرار گرفت. قطعا تحقیقات تکمیلی در شناخت  

ویژگی به  بیشتر  آن  واکنش  و  کلم  بید  شناسی  ایمنی  های 

 نماید.های میکروبی و شیمیایی ضروری میکشانواع حشره 

 

 هامواد و روش 

 م للاروهای بید کپرورش 

اولیۀ صنعت    کلنی  و  کشت  کلزای  مزارع  از  کلم  بید 

پزشکی دانشکده کشاورزی  زمایشگاه گیاه آتهیه و به  جوین  

با دمای   اتاقک رشد  )درون    20±1دانشگاه صنعتی شاهرود 

ساعت(    14:10نوری    ۀ و دور  %50و رطوبت نسبی  سلسیوس  

شد.   ابعاد    برای منتقل  به  پرورش  ظروف  از  لاروها  پرورش 

متر استفاده شد که در سطح بالایی پوشیده  سانتی 20× 15×30

تور ارگااز  تغذیۀ ی  بود.  برگ  نزا  از  استفاده  با  های  لاروها 

کلزا صورت گرفت. روزانه ظروف مورد بازبینی قرار گرفته 

برای  های جدید  و از فضولات لاروی پاکسازی شده و برگ

  ی ابرشد. از لاروهای سن پنجم  در ظرف قرار داده می  تغذیه

ایمنیآزمایش شهای  استفاده   Ajamhassani et)د  شناسی 

al., 2013)  . 

 

سلول فراوانی  درصد  در تعیین  خونی  های 

 همولنف لارو سن پنجم بید کلم  

سلول  درصد  تعیین  همولنف  برای  خونی،  لارو    20های 

طور   به  پنجم  محدودۀ سن  از  میکروپیپت  توسط    جداگانه 

استخراج شده و روی لام قرار این شکل    شکم  به  داده شد. 

لا هر  از  حدود  که  قرار  میکرولیتر    یکرو  لام  روی  خون 

رنگ برای  سلولگرفت.  مادآمیزی  از  خون  گیمسا   ۀ های 

میکرولیتر روی خون قرار    20استفاده شد که به حجم حدود  

آمیزی دقیقه، محلول رنگ   15داده شد. پس از گذشت زمان  
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و   شد  سلول   برای شسته  رنگ  تثبیت  و  لیتیم    ز اها  کربنات 

سلول شده  استفا استفاده  د.  با  خونی  میکروسکوپ  های  از 

بزرگنمایی    BH2نوری   شدند.    40و  شمارش  و  شناسایی 

به   ۀ نحو سلول  عدد  صد  تعداد  که  بود  اینگونه  طور  شمارش 

سلول انواع  و  شده  انتخاب  شدند  تصادفی  شمارش  ها 

(Gupta, 1985)  . 

 

م بید  سن پنج  وروی لار  B. thuringiensisکشندگی  

 کلم

بیولوژیک استفاده شده در تحقیق  .Bحاضر،    ترکیب 

thuringiensis    زیرگونهKurstaki    و پودری  شکل  به 

باشد  از کشور ایتالیا می   (CBC)ساخت شرکت سی بی سی  

شد.   تهیه  شاهرود  کشاورزی  تحقیقات  مرکز  از    برای که 

غلظتزیست   هایآزمایش انجام   ، 20،  10،  5های  سنجی، 

در آب مقطر تهیه  پی پی ام از ترکیب فوق    200و    100  ،40

برگشد   به  غلظت،  و  هر  برای  شدند.  تیمار  کلزا    60های 

عدد لارو    60متر و  سانتی  2عدد دیسک برگ کلزا به شعاع  

بید کلم در نظر گرفته شد. تعداد تکرارها برای هر   سن پنج 

با کم  15عدد و هر تکرار شامل    4تیمار    کعدد لارو بود. 

ترکیب   مقدار    B. thuringiensisمیکروپیپت،    200به 

از خشک  میکر پس  شد.  داده  قرار  برگ  هر  مرکز  در  ولیتر 

شدن، روی هر برگ یک عدد لارو سن پنج قرار گرفت. هر  

به  پتری  یک  به  آن  تغذیه  مورد  برگ  همراه  به  طور لارو 

که   بود  لاروهایی  شامل  شاهد  تیمار  شدند.  منتقل  جداگانه 

میکرولیتر آب مقطر    200ای کلزای تیمارشده با  هروی برگ 

گرف پتری قرار  دمای  تند.  با  رشد  اتاقک  به    درجۀ   20±1ها 

به تاریکی    %50و رطوبت نسبی    سلسیوس و نسبت روشنایی 

که    14:10 شد  داده  اجازه  لاروها  به  و  یافته  انتقال  ساعت 

های آلوده تغذیه کنند. پس از  ساعت از برگ  24مدت زمان  

که  تعسا  24 ترکیب  از  غلظتی  را    25%،  لاروها  تلفات 

دابه  غلظت  به   ،شتهمراه  نظر    25LCعنوان  در  ام(  پی  )پی 

شناسی استفاده شد  ایمنی  های آزمایشگرفته شد و از آن در  

(Jones, 1967)  . 

باکتری   برابر  در  کلم  بید  لارو  ایمنی   .Bبررسی 

thuringiensis 

دیسک آزمایش  این  شعادر  به  برگی    دو   عهای 

پتریسانتی ظروف  در  و  شد  تهیه  به متر  جداگدیش  انه  طور 

به غلظت   آلوده شده  برگی  ام    40یک عدد دیسک  پی  پی 

B. thuringiensis    قبل آزمایش  در  که  زیرکشنده  )غلظت 

همراه یک عدد لارو سن پنج قرار داده شد و  دست آمد( به به 

ها  گرساعت به لاروها اجازه داده شد تا از ب  24و    12 مدت

آزمایش سپس  کنند.  ایمنیتغذیه  لاروهای  روی  ها  شناسی 

شاهد   بود:  تیمار  سه  شامل  آزمایش  این  گرفت.  انجام 

برگ از  که  مقطر    کلزایهای  )لاروهایی  آب  با  تیمارشده 

که   کردند(، لاروهایی  برگ  12تغذیه  از  آلوده  ساعت  های 

-ساعت از برگ  24به باکتری تغذیه کردند و لاروهایی که  

ر  عدد لارو در نظ  40ی آلوده تغذیه کردند. برای هر تیمار  اه

به این شکل  10تکرار    4گرفته شد که شامل   بود.    که  تایی 

هر تکرار شامل همولنف ده لارو بود که با هم مخلوط شده  

نسبت   به  می   2:10و  رقیق  تایسون  بافر  با  شدند.  میکرولیتر 

 ها با فرمول جونز محاسبه شد. شمارش سلول

 

 های دماایمنی بید کلم در مقابل تنش یسبرر

پنج   سن  مدت  لاروهای  به  کلم  تحت    24بید  ساعت 

سلسیوس قرار گرفتند. تیمار شاهد    درجۀ   30و    4تنش دمای  

داشتند.   قرار  آزمایشگاه  دمای  در  که  بود  لاروهایی  شامل 

از   بعد  خون  24لاروها  شمارش ساعت  و  شدند  گیری 

آن سلول خونی  فرمولهای  با  آزمایش   ها  شد.  انجام  جونز 

تایی )لارو( بود.    10تکرار    4تیمار و هر تیمار شامل    3شامل  

داده  تجزیه  و  تصادفی  کامل  آزمایش  نرم طرح  با  افزار ها 

SAS  .انجام شد 

 

 تعیین فعالیت فنل اکسیداز 

تنش   B. thuringiensisباکتری    اثر   تعیین   برای های  و 

  از  آزمایش  مورد  هایلارو  اکسیداز  فنل  فعالیت  روی  دما

 ,.Leonard et al)  شد  استفاده   لایزیت   هموسیت  روش

جداگانه    .(1985 تیمار  هر  لاروهای  همولنف  روش  این  در 

در  جمع و  شده  برای    10000آوری  دقیقه  در  دقیقه    5دور 

مقدار   و  شده  حذف  نشین  رو  مایع  شدند.    100سانتریفیوژ 

فسفات   بافر  اضافه    =pH)7(میکرولیتر  رسوبات  و  دش به  ه 

در   دور  12000زه شد. محلول اخیر دوباره در  سپس هموژنی
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دقیقه سانتریفیوژ شده و مایع رونشین حاصل    15دقیقه برای  

منظور،   بدین  شد.  استفاده  آنزیمی  برآوردهای    25در 

نمونه  از  به  میکرولیتر  محلول    50ها  از    10میکرولیتر 

  50و    L–dihydroxyphenylalanin  (L–DOPA)مولار  میلی

مدت  میک به  مخلوط  این  شد.  اضافه  فسفات  بافر    5رولیتر 

دمای  دق در  سپس    نگهداریسلسیوس    درجۀ   30یقه  و  شده 

نانومتر خوانده    490توسط دستگاه الایزا ریدر در طول موج  

ها با استفاده  تکرار انجام شد. تجزیه داده  3 شد. آزمایش در

نرم  برنامه  مقایسه  SASافزاری  از  میانگین و  آزمون    های  با 

 انجام شد. %1احتمال توکی در سطح 
 

 نتایج

هموسیت   دهندۀ نشان   1شکل   انواع  در  فراوانی  ها 

گرانولوسیت  است.  کلم  بید  پنج  سن  لارو  و  همولنف  ها 

حدود  پلاسموتوسیت  مجموع  در  سلول  %70ها  های تراکم 

می  شامل  را  گرانولوسیت خونی  فراوانی  که  هرچند  ها  شوند 

سایر   از  پروهموسیتول لسبالاتر  اونوسیتوئیدها  هاست.  و  ها 

حدود   یک  و    %10هر  دارند  کلم  بید  خون  در  را  فراوانی 

 هاست.ها متعلق به اسفرولوسیت کمترین فراوانی سلول

 

 
های خونی لارو سن  میانگین درصد فراوانی سلول  -1شکل  

 پنج بید کلم
Figure 1– mean of percentage of hemocytes of fifth 

instar larvae of Plutella xylostella 

 

 

دهن   -1جدول   باکتری  ۀ دنشان  ر ب  B. thringiensis سمیت 

حدود   باکتری  زیرکشنده  دوز  است.  کلم  بید    40لاروهای 

بررسی در  که  آمد  دست  به  ام  پی  ایمنیپی  به های  شناسی 

 کار گرفته شد. 

 

تاثیر تعداد   B. thuringiensis  بررسی  و    روی  کل 

 بید کلم  خونی لارو سن پنج  هایانواع سلول

واکنش  که  داد  نشان  لارو  نتایج  از  ایمنی  که  هایی 

  ، تغذیه کردند  B. thuringiensisهای آلوده به باکتری  برگ

معنیمعنی تغییرات  بیشترین  است.  بوده  روی  دار  دار 

های  ها از برگ لارو   ۀساعت تغذی  12های خونی بعد از  سلول

داده   رخ  باکتری  به  طوری ساآلوده  به  از  ت  پس   12که 

معنی افزایش  تعداساعت  در  سلولداری  کل  خونی  د  های 

(≤0.002p=2, 37; t,eF=22.5, df) گرانولوسیت ها  ، 

(≤0.0001p=2, 37; t,eF=45.6, df پلاسموتوسیت ها  (، 

(≤0.001p=2, 37; t,eF=36.7, df پروهموسیت و  ها  ( 

(≤0.0006p=2, 37; t,eF=12.5, dfشاهد به  نسبت  اتفاق    ( 

اد کل  به تدریج با گذشت زمان تعد (. 2 است )جدولافتاده  

سلول  تفرقی  شدو  کاسته  لاروها  خونی  در    ،های  ولی 

برگ   24همولنف لاروهایی که   از  تغذیه  ساعت  آلوده  های 

بودند سلول  ،کرده  تعداد  از  همچنان  بالاتر  خونی  های 

 لاروهای شاهد بود. 

 

-فنل آنزیم الیتعف  بر  B. thuringiensis بررسی تاثیر

 بید کلم  پنج  سن لارو همولنف در اکسیداز

برگ از  تغذیه  که  داد  نشان  آزمایش  این  های  نتایج 

به باکتری افزایش معنی   B. thuringiensis آلوده  دار سبب 

فنل آنزیم  شد فعالیت  t,e(F=19.72, df ;37 ,2=  اکسیداز 

p≤0.0001) ی یاه. میزان فعالیت آنزیم فنل اکسیداز در لارو

به مدت   برگ  24و    12که  از  آلودساعت  باکتریهای  به    ه 

به  بودند  کرده  )تغذیه  میانگین  با  و  28/0±001/0ترتیب   )

میکرو0/ 002/0±31) میلی(  بر  دقیقه  بر  به  مول  پروتئین  گرم 

 (. 3داری نسبت به شاهد افزایش یافت )جدول طور معنی
 

 تعداد   روی  مختلف  هایدما   تاثیر  بررسی

 بید کلم  های سن پنج نی لارووخ هایسلول
در برابر    بید کلمو سن پنج های دفاع سلولی لارواکنش

)تنش دمایی  معنی  درجۀ  30و    4های  بود.  سلسیوس(  دار 
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لارو    یهانتایج حاصل از تاثیر دمایی مختلف روی هموسیت 

دهد که در لاروهایی که به مدت  سن پنج بید کلم نشان می

تعداد  لس  درجۀ  30ساعت در دمای    24 سیوس قرار گرفتند؛ 

هموسیت گرانولوسیت کل  پلاسموتوسیت هاها،  و  ،  ها 

سلسیوس(    درجۀ  20±1ها نسبت به شاهد )دمای  اونوسیتوئید

تغییرات معنی به طوریکه  یافت.  تعداد کل  افزایش  داری در 

،  p=2, 37; t,e (F=21.3, df(0.005≥ها  هموسیت

،  p ;=2, 37t,e (F= 17.7, df(0.05 ≥ها  گرانولوسیت 

و    0p=2, 37; t,e (F=32.4, df≥(0001.ها  پلاسموتوسیت

نسبت به    p=2, 37; t,e (F= 10.6, df(0.003 ≥ها  اونوسیتوئید

(. همچنین در اثر تنش سرما )دمای  4شاهد ایجاد شد )جدول 

ها و  ها، گرانولوسیتسلسیوس(، تعداد کل هموسیت  درجۀ  4

شاهد  پلاسموتوسیت به  نسبت  دما    شیافزاها  این  در  یافت. 

F=22.5, df) ها  سیتداری در تعداد کل هموتغییرات معنی

≤0.0001)p=2, 37; t,e،  2=ها  گرانولوسیت, t,e (F= 15.6, df

≤ 0.003)p37; 37 ,2=ها  ، پلاسموتوسیت; t,e (F=34.3, df

≤0.006)p   اونوسیتوئید p=2, 37; t,e (F= 25.8, df ≥ها  و 

 (. 4ه شد )جدول دهنسبت به شاهد مشا  (0.05

 عالیتف   بر  مختلف  دمایی  هایتنش  تاثیر  بررسی

بید    پنج   سن   لارو  همولنف  در  اکسیدازفنل  آنزیم

 کلم

  به  دما کاهش  و افزایش که  داد  نشان آزمایش این  نتایج

  دهد می   افزایش  را  اکسیدازفنل  آنزیم  فعالیت  داریمعنی  طور

≤0.003)p=2, 37; t,e (F=18.6, df  . م یآنز  فعالیت  

  ر ب  دقیقه  بر  مولمیکرو  0/ 2±001/0  شاهد  در  اکسیدازفنل

 از  ترپایین   توجهی  قابل  طور به   که   بود  پروتئین  گرممیلی

  سلسیوس   درجۀ  4  دمای  تنش   تحت  هایلارو   در  آن  فعالیت

  و   پروتئین  گرم میلی  بر  دقیقه  بر   مولمیکرو(  01/0±34/0)

  بر   مولمیکرو(  36/0±004/0)  سلسیوس   درجۀ  30  دمای

 (.  5بود )جدول  پروتئین  گرممیلی بر دقیقه

 

 

 Plutella xylostellaبر لارو سن پنج بید کلم  Bacillus thuringiensis کش بیولوژیکسمیت حشره  –1جدول 

Table 1. Pathogenicity of biological insecticide Bacillus thuringiensis on fifth instar larvae of Plutella xylostella 
(90%FL)90LC (90%FL)50LC Slope±se Chi–squre Numbers Pest 

140.3–

177.8ppm 
65.5–110 ppm 2.2±0.53 1.5 360 

Plutella 

xylostella 

 

 

 بید کلم های خونی لاروهای سن پنجها و انواع سلول بر تعداد کل هموسیت Bacillus thuringiensis تاثیر باکتری –2جدول 

Table 2. Effect of Bacillus thuringiensis on total hemocyte count and differential hemocyte count in fifth instar 

larvae of Plutella xylostella 
PR 

 3(in mm

hemolymph) 

PL 

 3(in mm

hemolymph) 

GR 

 3(in mm

hemolymph) 

THC 

 3(in mm

hemolymph) B. t(40 ppm) 

1.4±0.11b 17.6±1b 25±1.86b 48.5±2.45b Control 

4±0.5a 22.4±0.12a 37.2±1.2a 72±3.44a 12 h 

3.5±0.1a 17.5b 30.7±0.33b 58.7.6±3.44b 24 h 

 %  5 احتمال سطح در توکی بندیگروه  مبنای  بر دارمعنی اختلاف نشانگر ستون  هر در مختلف حروف
Different letters in each column show significantly difference among treatment using Tukey's range test 

(P≤0.05). 
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 بید کلماکسیداز در همولنف لارو سن پنج ت آنزیم فنلبر فعالی Bacillus thuringiensisتاثیر باکتری  –3جدول 

Table 3. Effect of Bacillus thuringiensis on phenoloxidase activity in hemolymph of fifth instar larvae of Plutella 

xylostella 

 
B. thuringiensis (40 ppm)  

  
24 h 12 h Control 

 

0.31±0.002 a 0.001a±0.28 0.16±0.003 b 
Phenoloxidase activity 

(µm/min/mg protein) 

 %  5 احتمال سطح در توکی بندی  گروه  مبنای بر دارمعنی اختلاف نشانگر مختلف حروف
Different letters show significantly difference among treatment using Tukey's range test (P≤0.05). 

 

 بید کلم پنج  سن های لارو خونی  هایسلول  انواع و  هاهموسیت کل  عدادت  بر تنش دما تاثیر –4جدول 

Table 4. Effect of thermal stress on total hemocyte count and differential hemocyte count in fifth instar larvae of 

Plutella xylostella 
OE 

 3(in mm

hemolymph) 

PR 
 3(in mm

hemolymph) 

PL 
3(in mm 

hemolymph) 

GR 
3(in mm 

hemolymph) 

THC 
3(in mm 

hemolymph) 
Temperature 

2b 1.8±0.224b 20.4±1.45ab 23±1.66b 45.8±4.4c 20±1°C 

3±0.1b 3.7±0.14a 21.56±0.33b 28.2±1.23b 58.8±1.3b 4°C 

4.4±0.15a 4±0.2a 38.87.4±3.4a 45±4.14a 94.5±5.72a 30°C 

 %5 احتمال سطح در توکی بندیگروه  مبنای  بر دارمعنی اختلاف انگرنش ستون  هر در مختلف حروف
Different letters in each column show significantly difference among treatment using Tukey's range test 

(P≤0.05). 

 

 اکسیداز در همولنف لارو سن پنج بید کلم تاثیر تنش دما بر فعالیت آنزیم فنل –5جدول 

Table 5. Effect of thermal stress on phenoloxidase activity in hemolymph of fifth instar larvae of Plutella 

xylostella 

 
Temperature (°C) 

  

30°C 4°C 20±1°C 
 

0.36±0.004 b 0.34±0.01 b 0.2±0.001 a 
Phenoloxidase activity 

(µm/min/mg protein) 

 %5 احتمال سطح در  توکی بندی گروه  مبنای بر دارمعنی اختلاف رنشانگ مختلف حروف
Different letters show significantly difference among treatment using Tukey's range test (P≤0.05). 

 

 

 بحث

ایمنی محققین  گزارشات  اساس  حشرات بر  شناسی 

  ند توا می  خون  درگردش  ها هموسیت   ثابت شده که جمعیت 

تغذیه،    گرسنگی،  جراحت جلد،  به  پاسخ  در  سرعت  به نوع 

ها، ذرات  و آلودگی ناشی از میکروارگانیسم  دمایی  تغییرات

و آلاینده  تغییرسموم   ,.Mowlds et al). کند  های محیطی 

2008; Duarte et al., 2020)  تغییر    به شکلین تغییر اصولا  ا

پلاسموتوسیت فراوانی  و  مرفولوژی  ها  یت نولوسگرا  و هادر 

می پروهموسیت مشاهده  بهشود.  سلول ها  و  عنوان  پایه  های 

به  و  شده  ساخته  هماتوپویزیز  طول  در  همراه بنیادی 

اندام پلاسموتوسیت  از  میها  آزاد  هماتوپویتیک  شوند.  های 

ها در شرایط تنش یا ورود عامل بیگانه به همولنف  این سلول 

سلول سایر  تربه  این  به  و  شده  مشتق  آها  دفاع  تیب  مادگی 

می افزایش  را  پلاسموتوسیت سلولی  و  دهند.  ها 

به گرانولوسیت  سلول ها  مشارکتعنوان  اصلی  در  های  کننده 
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می  مداخله  سلولی    . (Lavin & Starnd, 2002)  کنندایمنی 

ها در لارو کامل اکثر بالپولکداران  مجموع فراوانی این سلول 

شود. در  یامل مهای خونی را شکل سلول  %90تا    80حدود  

های سن پنجم بید کلم پس  بخشی از تحقیق حاضر دفاع لارو 

برگ  از  تغذیه  باکتری  از  به  آلوده  کلزای   .Bهای 

thuringiensis  معنی افزایش  سلول با  همۀ  و  دار  خونی  های 

در   تقریبا  تغییر  این  بود.  همراه  اکسیداز  فنل  آنزیم  فعالیت 

اولیه ورود آلودگی به همو از    سل رخهمان ساعات  داد که 

است  ویژگی جانوران  سلولی  دفاع   & Standly).های 

Miller, 2006)    ساعت   12در واقع، در فاصله زمانی حدود

بیگانه به بدن لارو، سامانه دفاع یاخته  ای  پس از ورود عامل 

می میتحریک  نظر  به  چنین  فرایند،  شود.  این  در  که  آید 

می تولید  جدید  هموسیت  زیادی  جا  شودتعداد  یگزین  و 

میهموسیت  نابود  های  بیگانه  عامل  به  واکنش  در  که  شود 

این  .  (Li et al., 2019)شوند  می قسمت عمده  اینکه  ضمن 

گرانولوسیت  به  مربوط  پلاسموتوسیت افزایش  و  است.  ها  ها 

سلول  فعالیت این  در  عمده  نقش  بیگانه ها  خواری،  های 

بت شده  و ثا  تشکیل گره و کپسول اطراف عامل بیگانه دارند 

توکسین  همراه  اجزای  به  فعالیت  و  شده  ترشح  های 

آلوده  فنل عامل  شدن  بلوکه  و  ملانیزاسیون  سبب  اکسیداز 

. نتایج نشان داد با گذشت زمان  (Beckage, 2008)شوند  می

ضعیف  24تا   کمی  حشره  ایمنی  سامانه  ولی  ساعت  شد  تر 

سلول  فراوانی  ذرات همچنان  به  پاسخ  در  خونی   .B های 

thuringiensis   معنی تغییر  بنابراین  بود.  شاهد  از  دار  بالاتر 

ها به حالت اولیه، یک  های خونی و برگشت آنتعداد سلول 

مقابل   در  خون  گردش  سیستم  فیزیولوژیکی   .Bفعالیت 

thuringiensis    موجود هموستازیس  حفظ  که  چرا  است. 

 Nakahara et)زنده در تمام مراحل رشدی ضروری است  

al., 2003) .   نیز مشخص کرده اند که حضور  محققین دیگر 

تراکم   در  تغییر  به  منجر  حشره  همولنف  در  مهاجم  عامل 

ایمنوسیت هموسیت  ویژه  به  میها  عجم  ها  چنانکه  شود. 

سیب   لیسه  لاروهای  که  کردند  اعلان  محمودزاده  و  حسنی 

Yponomeuta malinellus Zeller    از تغذیه  از  پس 

به  برگ آلوده  سیب  بیماریزای  باکترهای   .Bی 

thuringiensis    ساعت فعالیت ایمنی بالایی نشان    24تا زمان

ایمنوسیت  جمعیت  و  هموسیت داده  کل  تعداد  و  و  ها  ها 

فنل معنیفعالیت  تغییرات  دستخوش  شد  اکسیداز  داری 

(Ajamhassani & Mahmoodzadeh, 2020) .  هنان در سال

برابر    Agrotis ipsilon، دفاع هیومرال لاروهای  2012 را در 

B. thuringiensis     12و    6مطالعه کرده و نتیجه گرفتند که  

لیزوزیمی  فعالیت  باکتری،  با  لاروها  تیمار  از  پس  ساعت 

معنیبه  یافت  طور  افزایش  در  .  (Hanan, 2012)داری 

)بررسی همکاران  و  بلانکو  توسط  شده  انجام  (،  2017های 

لارو   ایمنی  بر  Galleria mellonellaپاسخ  سویه  در  سه  ابر 

منفی   گرم    Actinobacillus pleuropneumoniaeباکتری 
بطوری  بود  آنتی  مثبت  پپتیدهای  غلظت  در  که  را  باکتریال 

به  معنیهمولنف حشره  داد  طور  افزایش   Blanco et)داری 

al., 2017)  سلولهای خونی لاروهای کرم ابریشم .Bombyx 

mori    در ساعات اولیه هجوم باکتریE. coli  ار تغییر در  دچ

ها  ها و پلاسموتوسیت مرفولوژی و تعداد شدند. گرانولوسیت 

گره  ملانیزاسیون  با  در  شرکت  در  بیگانه  عامل  اطراف  زایی 

 Spodoptera. پاسخ ایمنی (Li et al., 2019)فعالیت کردند 

litura    تغذیه کرده از رژیم غذایی غنی از هیدرات کربن در

بیمارگر   نماتد  باکتری Mesorhabditis belariمقابل   ،

 Manjula)دار بود  های آن کاملا معنیهمزیست و متابولیت 

et al., 2020)  در همین راستا ورود اسپورهای قارچ بیمارگر .

B. bassiana  به همولنف لارو پروانه برگخوار سفید اشجار 

Hyphantria cunea Drury   (Ajamhassani et al., 

برگخو(2013 پروانه  لارو  شب ،  علوفه ار   Utethesiaایدر 

pulchella L.   (Ajamhassani, 2014)    بید لارو  و 

 Phthorimaea operculella Zeller (Pouraliزمینی  سیب

& Ajamhassani, 2018)    فاصله از    6و    3در  پس  ساعت 

ها و  تزریق قارچ، به شدت سبب افزایش معنی دار هموسیت 

 افزایش حجم خون گردید.  

در مهم  نقش  هموستازیس  رشد    دما  کار  و  ساز  و  حشرات 

فرایندهای  (Ghasemi et al., 2013)دارد   در  دما  نقش   .

تراکم   دما  است.  شده  ثابت  نیز  حشرات  ایمنی  سامانه 

آرد بید  پره  شب  خونی   Ephestia kuehniellaسلولهای 

zeller     به معنیرا  مرفولوژی  طور  گاه  و  داده  تغییر  داری 

م تغییر  را دستخوش  کند سلولها  های خونی  . غشای سلول ی 
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و   شده  میپاره  ریخته  بیرون  به  سلولی  شود  محتویات 

(Ghasemi et al.., 2013)  در تحقیقات پورعلی و همکاران .

سال   )2018در  پایین  دمای  سبب    درجۀ  4،  سلسیوس( 

سیب کوچ بید  لارو  خونی  سلولهای  شدن  و ک  زمینی 

آن سلولی  دیواره  به چروکیدگی  شد.  تقها    سیمات علاوه 

پروهموسیت  در  پلاسموتوسیتمیتوتیک  به ها،  و  ویژه ها 

های دمایی به شدت تحریک ها گاه در اثر تنش گرانولوسیت 

های  . تاثیر تنش (Pourali & Ajamhassani, 2018)می شود  

هموسیت  فراوانی  بر  لیسۀدمایی  لارو  در  سیب    ها 

(Ajamhassani & Mahmoodzadeh, 2020)    کرم و 

 ,Cossus cossusL.  ،(Ajamhassani & Pourali  جگری

  درجۀ   35–40ها دمای  نیز مشهود بود. در این بررسی  (2020

زمان بازه  در  معنی  24ی  سلسیوس  افزایش  سبب  دار ساعت 

هموسیت  کل  پلاسموتوسیتتعداد  ها  گرانولوسیت و  هاها، 

سرما   و  دمای  شد  معنی   درجۀ   4با  کاهش  دار سلسیوس 

دهموسیت  همراه  به  را  تنش اشت.  ها  حاضر  تحقیق  های  در 

ه سرما  و  گرما  معنیدمایی  افزایش  به  دو  جمعیت ر  دار 

 ۀ اکسیداز منتهی شد. به علاوه دیوارها و فعالیت فنل هموسیت 

گرانولوسیت  و  سلولی  شده  پاره  بالا  دمای  با  تنش  در  ها 

طرفی اندامک  از  شد.  ریخته  سلول  از  بیرون  به  سلولی  های 

و فشردسرما سبب ک  به سلول  ه شدنوچک  ویژه های خونی 

دیوارگرانولوسیت  و  شده  سلول   ۀ ها  اغلب  ا  هسلولی 

 ای(. چروکیده شده بود )نتایج مشاهده 

رود باکتری به  این تحقیق، تاثیر تنش دما و و هایآزمایشدر 

فنل سامانه  افزایش همولنف  سبب  و  تحریک  را  اکسیداز 

شد. آنزیم  این  فعالیت  دار  که معنی  های  تنش   مشاهده شده 

فنل   فعالیت  غذایی  رژیم  تغییر  و  گرسنگی  مانند  دیگر 

  Plodia interpunctellaاکسیداز را در لارو شب پره هندی  

 ,Ebrahimi & Ajamhassani)داری تغییر دادند  طور معنیبه 

فنل .  (2020 محصولات  از  یکی  که  شده  در  ثابت  اکسیداز 

شده    ادآز  طول دفاع حشره، ملانین است. ملانین و کویینون

گره  و  جراحت  و  زخم  سطح  توسط  در  شده  تشکیل  های 

بیگانه   به بلوکه کردن عامل  سلولهای خونی رسوب کرده و 

سال   در  همکاران  و  هرناندز  گزارش  به  کند.  می  کمک 

سلول گرانولوسیت   1999 ورود  ها  هنگام  که  هستند  هایی 

ب عفونت  و  سلولی  آلودگی  غشای  تغییر  با  همولنف  ه 

فمی اک توانند  اختصاصی  نل  سوبسترای  حضور  در  را  سیداز 

آزاد نمایند. در تحقیق حاضر مشاهده    L– DOPAخود یعنی  

گرانولوسیت  تعداد  دار  معنی  افزایش  با  همراه  در  شده  ها 

قابل   افزایش  نیز  اکسیداز  فنل  سامانه  فعالیت  تنش،  با  مقابله 

باید در   البته  است.  نتایج هرناندز منطبق  با  یافت که  توجهی 

دان در  ظر  اکسیداز  فنل  تولید  بالقوه  منابع  از  یکی  که  شت 

هستند   اونوسیتوئیدها  و    (Jiang et al., 1997)بالپولکداران 

سلول  این  تنش فراوانی  هنگام  نیز  تغییر ها  دمایی  های 

  محسوسی پیدا کرد.

به عنوان ارکان اصلی و پایه    خونی،  های سلول  تعداد  در  تغییر

  قرار  تاثیر  تحت   را  حشره   یمنی ا  انهای دفاع فیزیولوژیک، سام

از می حشره  ایمنی  چنانچه  برخوردار    دهد.  بالا  توانمندی 

می گاه  باشد  عکس  بر  و  آید  فایق  بیگانه  عامل  بر  تواند 

پیشرفت   سبب  ضعیف  ایمنی  سیستم  که  شده  مشاهده 

این  در  که  است  شده  برهمآلودگی  نتیجه  به  صورت،  کنش 

خ بیماریزا  باکتری  یا  قارچ  نوع  واهد  نفع  واقع،  در  بود. 

میکروبی مهاجم، به عامل   هایروش  کارایی  واکنش حشره 

ح  شیمیایی  و  میکروبیولوژیک  کنترل  مانند   کنترل تا  دود  را 

می  مشخص  متقابل  زیادی  اثرات  بررسی  و  مطالعه  لذا  کند. 

باکتری  از  حاصل  قارچآلودگی  و  در ها  بیمارگر  های 

هیوم و  سلولی  دفاع  اجزای  با  حهمولنف  ضروری  رال  شره 

روش اتخاذ  در  بتوان  تا  تدبیر  است  با  میکروبی  کنترل  های 

 بیشتری اقدام نمود. 
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Abstract  

The circulatory system is involved in the transport and storage of food and defense against microorganisms. The 

success rate of this system depends on the number and type of blood cells and their proper function against 

contaminants in the body. In the present study, the effect of Bacillus thuringiensis and temperature stress was 

investigated on homocyte abundance and phenol oxidase activity in fifth larvae of Plutella xylostella. In the first 

experiment, rapeseed leaves were treated with sub–lethal concentrations of bacteria and fifth instar larvae were 

bled at 12 and 24 hours after feeding on the leaves. In the second experiment, the larvae were exposed to 4 and 

30 degrees Celsius for 12 hours and temperature stress was examined on their homocytes. The results showed 

that feeding on canola leaves infected with bacteria after 12 and 24 hours caused a significant increase in total 

cells, plasmotocytes and granulocytes and phenol oxidase activity compared to the control. Temperature stresses 

also increased the number of homocytes and phenol oxidase activity compared to the control, which was more 

significant in larvae that tolerated high temperature stress. Certainly, additional research is needed to be able to 

evaluate the possible use of microbial control methods against cabbage willow by recognizing the safety 

characteristics. 
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