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  چكيده

  دارو شپشه دندانه Ephestia kuehniella Zeller پره آردآفات انباري خرما در استان خوزستان شبترين بغال

Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus) با در نظر گرفتن اهميت استفاده از عوامل كنترل ميكروبي در باشند. مي

. در اين آفات انباري بررسي شدكنترل بر كنش اين عوامل بيمارگر مديريت تلفيقي آفات انباري نخل خرما، چگونگي برهم

هاي قارچ و Bacillus thuringiensis باكتري، اثرات متقابل قابليت اختلاطضمن مطالعه توانايي كشندگي و اين پژوهش 

منظور براي اين .بررسي شدجمعيت دو گونه آفت انباري  بر Beauveria bassianaو  Metarhizium anisopliae  بيمارگر

روز با استفاده از آمار مرگ و مير  10انتخابي مورد آزمايش و سپري شدن  هايپس از آلوده ساختن لاروها با استفاده از جدايه

پره آرد محاسبه شد. در ميان دار و شب دندانه تفكيك براي لارو شپشهدرصد به 99و  50 كشندههاي غلظتتركيب  ،تجمعي

ليتر بود.  اسپور در ميلي 49/3×103و معادل آرد پره روي لارو شپ M. anisopliaeمربوط به قارچ  LC50 مترينموارد آزمايش ك

ليتر بود.  اسپور در ميلي 69/2×104معادل  دارشپشه دندانهلارو روي  B. thuringiensis باكتريمربوط به LC50 بيشترين مقدار 

روز  07/7معادل  B. thuringiensis ثير باكتريادار تحت ت دندانه  شپشه ترتيب براي لارودرصد كشندگي به 50بالاترين زمان 

اسپور  .روز بود 69/4 و B. bassianaثير قارچ ادار تحت ت دندانه  درصد كشندگي مربوط به لارو شپشه 50ترين زمان بود. پايين

سازگاري نشان  B. thuringiensisها در شرايط اختلاط با باكتري  در تمام غلظت M. anisopliae و B. bassianaهاي قارچ

كاسته شده  سازگاريتدريج مقدار شاخص به B. thuringiensisاز طرفي با افزايش غلظت باكتري  ند.ابوده طاختلاداده و قابل 

  در كليه تيمارها داراي اثرات سينرژيستي بوده اما بالاترين سينرژيستي در شرايط اختلاط B. thuringiensisباكتري  است.

Bt50+ LC B. bassiana50 LC   با توجه به پتانسيل بالاي سازگاري ستا  بودهپره آرد شب تخمروي مرحله رشدي .bassiana. B و 

Btبسيار كارآمد است. كنترل زيستيبراي توليد  هم افزاييبرداري از اين ، امكان بهره 
  

  ، سازگاريبيمارگرقارچ  ،Bacillus thuringiensis ،دارآرد، شپشه دندانه پرهشب كليدي: هايواژه
*

 ostovan2001@yahoo.com پست الكترونيكي:  رابط، نويسنده 

  7/10/98تاريخ پذيرش مقاله: -2/8/98تاريخ دريافت مقاله: 

 دانشگاه آزاد اسلامي، واحد اراك

2008-4668شاپا   

http://jer.iau-arak.ac.ir 

 

شناسيفصلنامه تخصصي تحقيقات حشره  

پژوهشي) -(علمي  
    )297-313، (1398، سال 4، شماره11جلد 



   ...هايا قارچب  Bacillus thuringiensisقدرت كشندگي و قابليت اختلاط باكتريبهمني و استوان: 

298 

 

  مقدمه

روند. وسيله آفات از بين ميدرصد محصولات كشاورزي در انبارها، به 20تا  10طور متوسط ساليانه در كشور ايران به

مراتب بيشتر از اين مقدار اي از مواقع در محصولات بهخسارت در بعضي از نقاط كشور و در پاره مسلم است كه اين

 ,Col)داردندانهو شپشه  Ephestia kuehniella Zeller(lep, Pyralidae پره آردترين آفات انباري خرما شباست. از مهم

Cucujeidae) Oryzaephilus surinamensis Linnaeus  نه تنها به خرما بلكه به ساير محصولات كشاورزي نيز هستند كه

هاي مهم و عمومي مبارزه با اين آفت يكي از روش). Bagheri Zenouz, 2007; Latifian, 2004( سازدمي خسارت وارد

- مي زايي داشته و موجب تخريب لايه ازنجايي كه گازها خاصيت سرطاناستفاده از گازدهي با مواد شيميايي است. از آن

 Metarhizium هاي بيمارگرقارچهاي جايگزين نظير عوامل كنترل ميكروبي استفاده نمود. بايست از روشگردند. لذا مي

anisopliae  وBeauveria bassiana باشند از عوامل كنترل ميكروبي مي.(James et al., 2003) دهد كه ها نشان ميگزارش

ها بالا و قابل رقابت با عوامل كنترل موفقيت مورد استفاده قرار گرفته و كارايي آن اين قارچ بر روي آفات انباري خرما با

كار مكعب در شرايط انبارداري خرما بهاسپور در متر 105×3 به نسبت B. bassiana قارچ .(Charnley, 1992)شيميايي است 

قدرت بيمارگري   (Jassim et al., 1998).استرا كاهش داده  Walker  Carda cautella درصد جمعيت46 برده شده و تا 

خوار از هاي حشرهبيشتر از ساير قارچ O. surinamensis L   براي كنترل انواع آفات انباري از جمله B. bassiana قارچ

  (Padine et al., 1994).باشد مي Nomura earileyi Farlow و M. anisopliae جمله

داراي اثرات سينرژيستي مختلفي در كنترل آفات هستند  كيآنتوموپاتوژن يهاقارچو Bt  ي مختلف باكتريهاهيسو

)Navon, 2000 Wraight & Ramos, 2005;( . يهاگونه نيبمطالعات مختلفي اثرات تلفيقي در Bacillus  هاي قارچو

اثرات  B. amyloliquefaciens و Bacillus subtilisيهايباكتر اب B. bassiana تركيب. مطالعه شده استبيمارگر 

تلفيق و اثر بوده بي Beuveria brongniartii ها با قارچ بيمارگركه تلفيق اين باكتريحالي در .استسينرژيستي نشان داده 

از حاصل  يستياثرات آنتاگون .)Park et al., 1988( اثرات آنتاگونيستي نشان داده است M. anisopliae ها با قارچ بيمارگرآن

عوامل اسپور  هاي بيمارگر با ساير عوامل مورد بررسي قرار گرفته است. نتايج نشان داد سرعت رشدقارچمشترك  حيتلق

 ,.Boomsma et al( ستيمتفاوت نصورت مجزا و در تلفيق با ساير عوامل بيمارگر  آلوده به يدر لاروهابيمارگر قارچي 

2014; Pauli et al., 2018(.  

براي كنترل  anisopliae.M و B. bassiana هايقارچ و B. thuringiensis امكان اختلاط باكتريدر اين پژوهش فرضيه 

- ميكروبي مؤثرتر آفات انباري خرما بدون محدوديت رشدي براي عوامل ميكروبي مورد بررسي قرار گرفت. براي اين

جداگانه و  صورتبه B. thuringiensis و باكتري M. anisopliae و B. bassiana هاي بيمارگرسنجي قارچزيستمنظور 

 .B هايزني قارچبر رشد ميسيليومي و جوانه Bt آرد و اثرات باكتري پرهدار و شبجمعيت شپشه دندانهتلفيقي روي 

bassiana و M. anisopliae .بررسي شد 
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  هامواد و روش

هاي  تهيه گرديدند. خصوصيات جدايهپزشكي گياهمؤسسه تحقيقات هاي مورد استفاده در اين تحقيق از طريق  جدايه

  درج گرديده است. 1مورد مطالعه در جدول

  
 در پژوهش هاي ايراني مورد استفاده خصوصيات جدايه -1جدول 

Table 1- Characteristics of Iranian isolates used in the study 

Spore shape  colony color   Isolate code  Place collected  Fungus 

Spherical to nearly 

spherical 
White   IRAN 441C Saravan  B. bassiana 

Spherical to nearly 

spherical 
Gray   DEMID01 Saravan  M. anisopliae 

           سازي متوالي و مكرر حشره ميزبان ها نسبت به آلوده هاي هر يك از جدايه پس از آلوده نمودن حشرات كامل به اسپور

سازي متوالي و مكرر حشره ميزبان نه تنها از زهرآگيني قارچ  ها نشان داده است كه آلوده بار اقدام شد. آزمايش 10دفعات به

  ). Daoust & Roberts, 1982, 1983( افزايد آن مي  كند، بلكه به ميزان زهرآگيني و خاصيت تهاجمي جلوگيري نمي

كشت  SDAY غذايي محيطقارچي مورد نظر در  يجدايه دوسپور، هر كدام از روش تك اسازي به پس از خالص

سوزن انتقال خراش داده شد.  يوسيلههكشت بروزه) سطح محيط 14-12گرديدند. بعد از اسپورزايي كامل (كشت 

بود،  80درصد توئين  05/0سي آب مقطر استريل با محلول  سي 10اي كه حاوي  هاي جداگانه اسپورها در داخل ارلن

-منظور پراكنده شدن يكنواخت اسپورها در داخل آن بهبه سوسپانسيون فوق). Thomas et al., 1987( آوري گرديدند جمع

-استفاده شد. اين محيط SDA+Y كشتبراي افزايش توليد اسپور از محيط هم زده شد.طور پاندولي بههدقيقه ب 5مدت 

). Thomas et al., 1987( نمايد هاي ساپروفيت جلوگيري مي رشد باكتري) از PH=6/5( يديكشت با دارا بودن شرايط اس

علت ضعيف بودن از اسپورزايي محيط اخير به. استفاده گرديدPCA  كشتمدت طولاني از محيطها به براي نگهداري جدايه

 قدرت حياتي خود را حفظ نمايند )º C10مدت طولاني (در دمايها به شود جدايه شديد جلوگيري نموده و باعث مي

)Kaya, 1993 .(شناسي از محيط  براي مطالعه شكل كلني و مطالعات قارچPDA ساخت شركت ديفكو استفاده شد 

)Majidi-Shilsar et al., 2003.( براي انجام اين آزمايش از جدايه كروستاكي باكتري كه از طريق مؤسسه تحقيقات گياه

  اده شد.پزشكي تهيه گرديد، استف

  

  آفات انباريپرورش 

  پره آردشب -الف

- رقم ساير، مخلوط آب و مقداري مخمر نانوايي بر روي خرماهايي كه هسته  روي خرما جهت پرورش لارو ميزبان بر

 ها با توري صدفي تميزهاي پلاستيكي بدون در كه روي سر آن تعداد مساوي در ظرفشده سپس به اند، پاشيدهگيري شده

لاروها از آرد . پره آرد رها شده استها لارو شبتعداد مساوي در همه آنبه بسته شده،  قرار داده و كش كاملا وسيلهبه

كه لارو تبديل به شفيره گشت،  اند. بعد از گذشت چند روزدست آمدهريخ، بهفپره پس از تهاي شبتخم آلوده به

پره فضاي ، تا شبنمودهتري منتقل شدند، همراه با خرما به ظرف بزرگلاروهايي را كه در درون خرماها به شفيره تبديل 

ريخ شده و لارو فها ت ريزي نموده، تخمتخم ،گيريها پس از جفت . پروانهباشدگيري داشته مناسبي جهت پرواز و جفت
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ين بار در چندين نسل شود. اين سيكل چند خارج شده شروع به رشد كرده، به شفيره و سپس به پروانه بالغ تبديل مي

  كرد.مي پره سازگاري بيشتري با خرما پيدارفت، شب تكرار گرديد. هر چه تعداد نسل بالاتر مي

  

  دارتكثير شپشه دندانه -ب

آوري و به  برداري از انبارهاي خرماهاي آلوده استان خوزستان جمع دار با نمونه مراحل مختلف رشدي شپشه دندانه

هاي آبادان، شادگان و  از انبارهاي نگهداري خرما واقع در شهرستان ها عمدتا برداري نمونه داده شدند.آزمايشگاه انتقال 

سپيراتور اوسيله هب اهواز و از روي ارقام مهم منطقه از جمله ساير، زاهدي و ديري انجام شد. حشرات كامل (ماده و نر)

 درون و رشد اتاقك درون درصد 60±5نسبي   گراد و رطوبت سانتي درجه 27±5جداسازي شدند. پرورش آفت در دماي 

ته شده فها سوراخي جهت تهويه در نظر گرمتر كه در قسمت درب آن سانتي 5/7×5/8دار به ابعاد پلاستيكي درب ظروف

وشيده رقم ساير انجام گرفت. روي سوراخ با پارچه توري كه امكان عبور حشره از آن وجود نداشت پ بود بر روي خرماي

  شده بود. 

  

  سنجي عوامل ميكروبيزيست

  هاسنجي قارچزيست -الف

سازي مراحل  براي انجام آزمون بيمارگري از جمعيت لاروها (با اندازه متوسط حدود سن سوم) استفاده شد. براي آلوده

ثانيه درون سوسپانسيون اسپور فرو برده و پس از خروج درون انكوباتور با  20مدت ها را بهعدد از آن 20رشدي تعداد 

) براي دو روز 12:12: تاريكي ( روشنايي دوره و درصد 85±5 نسبي گراد و رطوبت سانتيي درجه 25±1درجه حرارت 

هاي مخصوص  در قفس) 12:12: تاريكي ( درصد و دوره روشنايي 40نسبي  نگهداري شدند. براي روزهاي بعد در رطوبت

در . داخل اتاقك رشد مشابه روش قبل منتقل گرديدندبه ها براي تغذيه خرما قرار داده شده بود قرار گرفتند وكه كف آن

 5/2ها با محلول هيپوكلريت سديم آوري و پس از ضدعفوني سطحي بدن آن بازديد روزانه مراحل رشدي مرده جمع

درآمده  عصورت اشبابه وع ظروف پلاستيكي بوده و كف آن با قرار دادن پنبه خيسدرصد درون اتاقك مرطوب كه از ن

وسيله آن هها بلاروكشت داده شد و  ها مجددا ها ظاهر گردد. اين قارچبود، قرار داده شدند، تا بار قارچ در سطح بدن آن

دي مورد آزمايش، اصول كخ براي آلوده گرديدند. پس از مرگ و ظهور مجدد اسپورها در سطح بدن مراحل مختلف رش

  .)Hokkanen & Pimentel, 1984( كامل گرديد جدايه مورد آزمايش اثبات بيمارگري

اين ترتيب عنوان حامل استفاده شد. بهبه 80توئيندرصد آب و  05/0هاي مختلف از  غلظت كشنده جدايه براي محاسبه

حالت معلق در آمدند. سپس به پتري خراشيده شده و درون محلولهاي مورد آزمايش از سطح  كه ابتدا اسپورهاي جدايه

سوسپانسيون حاصله از پارچه ململ دو لايه عبور داده شد تا قطعات ميسيليوم از آن جدا گردند. براي جدا شدن اسپورها 

اي ريخته و  شيشههاي  هاي حاوي سوسپانسيون قارچ مهره ها درون لوله از هم و عدم تشكيل زنجير در هنگام شمارش آن

هاي مختلف اسپور در واحد حجم از لام  شدت تكان داده شد. جهت شمارش اسپورها و تهيه تراكمبراي چند دقيقه به

-ها روز قبل از آزمايش مقدار اندكي از اسپورهاي مورد آزمايش به ماني اسپور گيري زنده نئوبار استفاده شد. براي اندازه

كشت شد. روز بعد   SDA+Yحالت تعليق در آمده و روي محيطبه 80توئيندرصد  05/0صورت استريل درون محلول 

مقدماتي  يها هاي آن جوانه زده بود. پس از انجام آزمايش درصد اسپور 85گرديد كه بيش از  هايي استفاده مي فقط از كشت

تهيه و   هاي حداقل و حداكثر، پنج غلظت لگاريتميسنجي انجام گرفت و تعيين غلظت هاي زيست كه نظير ساير روش
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تيمار  6ها در  عدد از هر مرحله رشدي استفاده شد. آزمايش 20ها انجام شد. براي هر تكرار هاي حياتي با آن آزمون

تكرار انجام گرفت. براي آلوده ساختن حشرات مشابه روش قبل اقدام گرديد. سپس  3هاي مختلف و شاهد) و (غلظت

داخل اتاقك ها براي تغذيه خرما قرار داده شده بود قرار گرفتند و بههاي مخصوص كه كف آن قفس ات هر تكرار درحشر

 روز ثبت و جدول مرگ و مير تجمعي 10مدت رشد مشابه روش قبل منتقل گرديدند. مرگ و مير حشرات هر روز و به

  ).Gross et al., 1985( ها تهيه شدآن

  

  باكتريسنجي زيست -ب

CFU/ml غلظت هاي مختلف باكتري با فواصل لگاريتمي بين حداقل و حداكثر  ابتدا غلظت
 CFU/ml 108و 1106

صورت خطي در تمام سطح ) بهNAاي حاوي آگار غذايي(دو ظرف شيشه ي باكتريانتخاب و تهيه شدند. براي جدايه

روز نگهداري و بعد از اين  7مدت گراد بهدرجه سانتي 30ظرف با رعايت شرايط استريل كشت داده شدند و در دماي 

يكنواختي درآورده و  صورت سوسپانسيونرا داخل آب مقطر استريل به هاآن و شده ليتشك يباكتر يكلن در اسپورمدت 

راي تعيين قدر باكتري به سوسپانسيون اضافه شد تا از لحاظ كدورت مانند لوله شماره يك استاندارد مك فارلند شدند. بآن

سنجي لاروها از روش جانسون و دقيق تعداد اسپور زنده در سوسپانسيون فوق از روش پليت كانت استفاده شد. در زيست

عدد تيوب فيلم عكاسي آماده شد. سپس اطراف  15اين ترتيب كه براي هر غلظت همكاران با كمي تغيير استفاده گرديد. به

گرم قرار  10- 8وزن تقريبي به سايريك تكه خرماي رقم  نموده و در داخل هر تيوبها را با سوزن كوچكي سوراخ تيوب

هاي مذكور روي هر برش خرما داخل مقدار دو ميكروليتر از سوسپانسيون باكتري از غلظتميكروپيپتبه يوسيلهداده شد. به

يك عدد لارو  داخل هر تيوبعت بهسا 24تيوب قرار داده شد. براي شاهد از آب مقطر استريل استفاده شد. بعد از 

نسبي رطوبت و 27±2ها را بسته سپس به انكوباتور با دماي متوسط اضافه گرديد. براي جلوگيري از فرار لاروها در تيوب

گرديد. سپس درصد مرگ و  ثبت هاصورت روزانه بررسي و ميزان مرگ و مير آنها بهدرصد منتقل شد. تيوب 60تا  50

  ).Navon & Ascher, 2000( استفاده از فرمول آبوت اصلاح و مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت مير لاروها با

 

  هاي بيمارگراختلاط باكتري با قارچ بليتبررسي سازگاري و قا

  ومي يثير باكتري در رشد ميسيلات -الف

روش با  B. bassiana  و M. anisopliae  ومي قارچيروي رشد ميسيلباكتري براي بررسي اثر سازگاري تركيبات 

كشت حاوي گيري رشد رويشي قارچ روي محيط منظور با اندازهكشت بررسي شد. براي ايناختلاط تركيب با محيط

اين صورت كشت داده شد و به SDA كشتدر چند پتري حاوي محيط B. bassiana و M. anisopliae تركيب ابتدا قارچ

ها به پس از اتوكلاو، در دماي اتاق قرار داده شد تا دماي آن SDAكشت محيطهاي حاوي  چند منبع تهيه گرديد. فلاسك

ميكروليتر تركيب باكتري در  1000 و 250،750هاي  همراه غلظتبه SDAكشت يابند. محيط كاهشدرجه سلسيوس  42-45

-سانتي 8قطر به ظروف پتريهاي حاصل درون  وجود آيد. محيط به د تا امولسيون يكنواختشزده  همكشت بهليتر محيط

 5قطر هاي قارچي به ليتر) و اجازه داده شد تا محيط جامد گردد. سپس ديسكميلي15- 10متري تقسيم (مقدار تقريبي 

تهيه و يك ديسك قارچ در  B. bassiana و M. anisopliaeهاي جوان قارچ  كن از كشتپنبه سوراخچوب متر توسطميلي

                                                                 
١-CFU يك واحد تشكيل	به انگليسي كلنيforming unit)-( Colony ،هاي واحدي است كه براي تخمين تعداد سلول	يا باكتريايي		رود كار ميهزنده در يك نمونه ب قارچي.  
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-تكرار هم بدون تركيب (محيط 4ها  كشت قرار داده شد. براي هر يك از غلظتحاوي محيطقسمت وسط ظروف پتري 

نسبي گراد و رطوبتسانتي يدرجه 25 ± 2زني شده در انكوباتور در دماي  هاي مايه كشت شاهد)، در نظر گرفته شد. پتري

گيري قطرهاي رشد ميسيليومي هر يك از تيمارها قرار داده شد. اندازه )16 : 8: تاريكي ( درصد و دوره روشنايي 55 ± 5

  انجام شد.  روز 12مدت به بار وهر سه روز يك

  

  زني اسپورثير تركيبات باكتري در جوانهات -ب

روش هب  B. bassiana و M. anisopliaeهاي زني اسپور قارچبراي بررسي اثر سازگاري تركيبات باكتري روي جوانه

هاي مربوطه مطابق روش قبل اقدام شد. هاي كشت و غلظتكشت بررسي شد. براي تهيه محيطاختلاط تركيب با محيط

وسيله يك ميله سطح به ها، ابتدا با استريل كردن مواد و وسايلجهت تهيه سوسپانسيون مشخصي از اسپورهاي قارچ

زده و به آن افزوده و هم 80ين توئ 02/0ليتر از محلول ميلي 10كشت را خراش داده، در ارلن ريخته و مقدار محيط

ليوم از آن جدا شوند. براي شمارش اسپورها و يسوسپانسيون حاصله از پارچه ململ دو لايه عبور داده شد تا قطعات ميس

كشت حاوي تركيب ها به محيطتعيين غلظت سوسپانسيون از لام نئوبار استفاده شد. بعد از اضافه كردن سوسپانسيون قارچ

زني اسپور زده تعيين شد. با محاسبه ميزان جوانهساعت درصد اسپورهاي جوانه 24يط كنترل، و گذشت باكتري و مح

دست ها مشخص شد. با بهزني قارچ وانهها در هر يك از تيمارها و مقايسه تيمارها با هم، اثرات تلفيقي باكتري در جقارچ

  شد.ها و باكتري مشخص آوردن اثرات تلفيقي، سازگاري قارچ

  

  محاسبه سازگاري -ج

  شرح ذيل محاسبه گرديد.) بهAlves et al.,1998و همكاران ( Alvesدرجه سازگاري بر اساس روش 

  
T= [(20(M)+80(G)]/100 

 

باشند. پس از  زني قارچ در شرايط اختلاط مي متوسط درصد جوانه Gمتوسط رشد ميسيلومي و  Mدر اين رابطه 

  د. شها برآورد سازگاري باكتري با قارچ ،2ي سازگاري بر اساس جدول مقدار آمار محاسبه

  
  Tرجه سازگاري براساس محاسبه شاخص د  -2جدول 

Table 2 - Degree of compatibility based on T index calculation 

T value  Compatibility quality 

0.30 Very toxic  
31-45  Toxic  
46-60  Slightly toxic  
60>  Compatible 

 

ها در قالب ارزيابي شد. آزمايش SRكنندگي يا بازدارندگي تلفيق تركيبات نيز با استفاده از شاخص  ثرات تشديدا

ها با استفاده از مصرفي و تيمار شاهد بود. پس از تجزيه واريانس، ميانگين دزطرح كاملاً تصادفي با شش تيمار شامل پنج 

  مقايسه گرديدند.اي دانكن روش چند دامنه
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  باكتري و قارچي بررسي اثرات تلفيقي عوامل بيمارگر

           دار و لاروهاي سوسـك شپشـه دندانـه   مرگ و مير روي  ها و باكتري مورد آزمايشقارچمنظور بررسي اثرات تلفيقي به

هـر دو   3روي مراحـل لاروهـاي سـن     باكتريسنجي هر دو قارچ و  توجه به نتايج حاصل از زيست پره آرد خرما، باشب

 ند:دش صورت زير تعريفبه هاي لازم براي انجام اين آزمايشغلظت .انجام گرديد

1- LC50 M. anisopliae 

2- LC50 Bt 

3- LC50 B. bassiana 

4- LC50 M. anisopliae + LC50 Bt 

5- LC50 B. bassiana + LC50Bt 

6- LC50 M. anisopliae + LC50 B. bassiana 

 

دست آمده بود را در به ها و باكتري را كه روي لاروها طي چندين مرتبه آزمايشجدايه قارچ LC50ها آزمايشاين براي 

بدون اضافه نمودن اسپور قارچ يـا بـاكتري اسـتفاده     Tween80% 0.05لوله آزمايش مخلوط نموده و براي شاهد از محلول

  .  شد

 

  هاتحليل داده

  د.ش) طبق فرمول افزايشي زير محاسبه Z(مطابق مدل آزمون  X2مقدار مرگ و مير مورد انتظار و 

  
E= OBt + OMetarhizium or Beauveria (1-OBt) 

X2= ((O-E)
2
)/E  

 

Eمرگ و مير مورد انتظار مربوط به مخلوط باكتري و قارچ = ،OBt مرگ و مير مربوط به باكتري = ،OMetarhizium or Beauveria 

براي تعيين بود.  = مرگ و مير مشاهده شده مربوط به مخلوط باكتري و قارچ Oو  = مرگ و مير مربوط به قارچ مورد نظر

  مطابق رابطه زير محاسبه شد. SRاثرات سينرژيستي يا آنتاگونيستي شاخص 

  

SR=[LT50(عامل بيمارگر قارچي)/LT50( قارچي عامل بيمارگر باكتريايي+عامل بيمارگر )] 

گاه تركيب داراي اثر آنتاگونيسـتي  باشد، آن>SR  1گاه تركيب داراي اثرات سينرژيستي و اگر باشد، آنSR <1چنانچه 

  بود.

  

  جينتا

 سنجي عوامل بيمارگر روي آفات انباريزيست

آرد  پرهدار و شب دندانه  روي مراحل رشدي لارو شپشه Btهاي بيمارگر و باكتري هاي قارچزايي جدايه توانايي بيماري

روز با استفاده از آمار  10انتخابي مورد آزمايش و سپري شدن  ختن لاروها با استفاده از جدايهبررسي شد. پس از آلوده سا

 را داشتند. سپس دز كشـنده AIC هاي رگرسيوني انتخاب گرديد كه كمترين  مرگ و مير تجمعي، تركيبي از پراكنش و مدل

  است.  منعكس شده  2 آرد محاسبه شد كه در جدول پرهدار و شب دندانه اي لارو شپشه تفكيك بردرصد به 99و  50
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آرد پـرورش يافتـه بـر روي     پرهدار و شب دندانه  هاي انتخابي بر روي شپشهجدايه هاي حاصل از كاربرد در مورد داده

لگاريتم بـا مـدل ترجيحـي بـا پاسـخ طبيعـي        –و لگاريتم ها از تركيب پراكنش لجستيك AICرقم خرماي ساير، كمترين 

  حاصل گرديد. 

-اسپور در ميلـي  49/3×103پره آرد و معادل روي لارو شب 01 مربوط به جدايه LC50در ميان موارد آزمايش كمترين 

ليتـر  اسـپور در ميلـي   69/2×104دار معـادل  روي لارو شپشـه دندانـه   LC50بود. بيشترين مقدار   M. anisopliaeليتر قارچ  

متفاوت بود. اين  ي عامل بيمارگر و آفت مورد آزمايشبود. بنابراين دز كشنده بسته به نوع گونه B. thuringiensisباكتري 

  دار بود. دندانه  پره آرد بيشتر از شپشهدز در شب

پـره آرد  شـب  و داردندانهبراي شپشه تفكيك به B. thuringiensisو  B. bassiana ،M. anisopliaeهاي كشندگي زمان

درصد كشندگي بـراي   50بالاترين زمان .از حشرات تلف شدند، محاسبه گرديد  هايي كه تا پايان آزمايش نيمي در غلظت

درصـد كشـندگي    50تـرين زمـان   روز بود. پـايين  07/7معادل  B. thuringiensisثير باكتري ادار تحت ت دندانه  لارو شپشه

  ).1روز بود (شكل  69/4و  B. bassianaدار تحت تأثير قارچ  دندانه  و شپشهمربوط به لار

  
 آرد پرهدار و شب رو شپشه دندانهروي لا B.thuringiensisو  B. bassiana ،M. anisopliaeهاي قارچ   جدايه دز كشنده -2جدول 

Table 2. Lethal dose of B. bassiana, M. anisopliae, and B. thuringiensis isolates on saw-toothed beetle and Fourmoth larvae  

Distribution 

Function 

LC50 (Spores per ml) (95% 

level) 

Square k AIC Pest Pathogen 

Logestic 

Logestic 

2.51×104 

(1.18×10
4
and 4.45×10

4
) 

0.54 0.53 O. surinamensis 

B. bassiana 
1.49×10

4 

(9.53×10
3
and 2.48×10

4
) 

0.64 0.76 E. kuehniella 

Logestic 

Log-Log 

2.46×10
4 

(5.47×10
3
and 5.36×10

4
) 0.61 0.45 O. surinamensis 

M. anisopliae 
3.49×10

3 

(4.06×102and 1.62×104) 
0.69 0.93 E. kuehniella 

Log-Log 

Log-Log 

2.69×104 

(7.72×10
3
and 5.28×10

4
)

 0.57 0.39 O. surinamensis 

B. thuringiensis 
6.29×10

3 

(2.28×102and 6.06×104) 0.71 0.39 E. kuehniella 
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a 

 
e 

 
b 

 
f 

 
c 

 
g 

  

 .Mدار ( دندانه  ب: شپشه )،B.bassiana(دار دندانه  متفاوت بر لارو  الف: شپشهدرصد كشندگي (روز) در دزهاي  50زمان  -1شكل 

anisopliaeدار( دندانه  )، ج:شپشهB. thuringiensisآرد ( پره) د: شبB. bassianaآرد پره) ه: شب  

 )M. anisopliaeآرد ( پره)و: شبB. thuringiensis( 

Fig. 1. 50% lethal time at different doses on larvae: a: Saw-toothed beetele (B. bassiana),b: Saw- toothed beetle (M. anisopliae), 
c:Saw-toothed beetle (B. thuringiensis) d: flour moth  

(B. bassiana), e: flour moth (M. anisopliae) and flour moth (B. thuringiensis) 
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  قابليت اختلاط باكتري و عامل كنترل ميكروبي

 ,ms=0.113)، ميزان رشد ميسيليومي (ms=1.75, df=4, CV=4.17زني ( نتايج تجزيه واريانس صفات درصد جوانه

df=4, CV=5.43سازگاري ( ) و پارامتر تعيين كنندهT)  (ms=1.14, df=4, CV=1.51اختلاف ا با باكتري ه) قارچ         

با SNK ها با استفاده از آزمون  ها، ميانگينمنظور مشخص شدن نحوه تأثير آنبهدرصد نشان داد.  5و  1داري در سطح معني

  ها در ادامه ارائه شده است.  هم مقايسه شدند كه نتايج آن

  زني الف) درصد جوانه

  در شرايط اختلاط با باكتري M. anisopliaeو B. bassianaهاي اسپور قارچزني ميانگين درصد جوانه نتايج مقايسه

B. thuringiensis  داري وجود  هاي مورد بررسي تفاوت معني درج گرديده است. براساس نتايج بين غلظت 3جدول در

كمتر بوده باكتري ها در شرايط استفاده از  در تمام غلظت M. anisopliaeزني اسپور قارچ  طوري كه درصد جوانهدارد. به

در شرايط استفاده از كليه  M. anisopliaeزني اسپور قارچ  تدريج از توانايي جوانهاست. از طرفي با افزايش غلظت به

  تركيبات باكتري كاسته شده است. 

  
 B. thuringiensisشرايط اختلاط با باكتري  در B. bassianaو  M. anisopliaeزني قارچ ميانگين درصد جوانه مقايسه –3جدول

Table 3 - Comparison the mean of germination percentage of M. anisopliae and B. bassiana Fungi under mixing with B. thuringiensis 

germination percentage±SE Bacterial Concentration Pathogenic fungi 

1.5 a  ±93.5  

1.6 b ±90.5  

0.5 c ±85.25  

250 

750 

1000 

B. bassiana 

0.5 c ±91.5  

1.7 c ±88.5  

0.5 e ±83.25  

250 

750 

1000 

M. anisopliae 

 

  ب ) رشد ميسيليومي 

هاي در شرايط اختلاط با غلظت M. anisopliaeو  B.bassianaهاي ميانگين رشد ميسيليومي قارچ نتايج مقايسه

ها در درج گرديده است. براساس اين جدول، بين رشد ميسيليومي قارچ 4در جدول  B. thuringiensisمختلف باكتري 

طوري كه ميزان رشد ميسيليومي دار وجود دارد. به مورد بررسي تفاوت معني B. thuringiensisهاي مختلف باكتري  غلظت

ومي قارچ يتر از ساير تيمارها بوده است. رشد ميسيلبالا B. thuringiensisباكتري  250هاي  در غلظت B. bassianaقارچ 

تدريج ترين سطح بوده است. از طرفي با افزايش غلظت به در پايين B. thuringiensisليتر اسپور در ميلي 1000در غلظت 

استه شده ك B. thuringiensisدر شرايط استفاده از باكتري  B. bassianaو  M. anisopliaeاز رشد ميسيليومي دو قارچ 

  است. 
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 B. thuringiensisدر شرايط اختلاط با باكتري  M. anisopliaeو  B. bassianaهاي مقايسه ميانگين رشد ميسيليومي قارچ –4جدول

Table 4 - Comparison the mean of mycelial growth of M. anisopliae and B. bassiana Fungi under mixing with B. thuringiensis 

mycelial growth ±SE Bacterial Concentration Pathogenic fungi 

0.41a  ±3.38  

0.17 b ±3.11  

0.32 c ±2.96  

250 

750 

1000 

B. bassiana 

0.15 b ±3.32  

0.41b ±3.14  

0.27d ±2.78  

250 

750 

1000 

M. anisopliae 

  

  ) Tج) شاخص سازگاري (

           در شرايط اختلاط با باكتري M. anisopliaeو  B. bassianaهاي ميانگين شاخص سازگاري قارچ نتايج مقايسه

B. thuringiensis  دهد كه بين باكتري درج گرديده است. نتايج نشان مي 5در جدولB. thuringiensis هاي  و در غلظت

   M. anisopliaeو B. bassianaهاي سازگاري اسپور قارچكه شاخص طوريدار وجود دارد. به مورد بررسي تفاوت معني

       داراي اختلاف بوده است. از طرفي با افزايش غلظت B. thuringiensisها در شرايط اختلاط با باكتري  در تمام غلظت

بالاترين شاخص كه طوريكاسته شده است. به B. thuringiensisدر شرايط استفاده از باكتري T تدريج مقدار شاخص به

  اسپور در 1000و كمترين شاخص سازگاري در شرايط اختلاط با غلظت  250غلظتسازگاري در شرايط اختلاط با 

ها از نظر قابليت كيفيت تركيب باكتري با قارچ Tبوده است. از طرفي بر اساس شاخص B. thuringiensis ليتر باكتري ميلي

 و B. bassianaهاي مورد آزمايش از نظر قابليت اختلاط با سوسپانسيون دو قارچ  اي است كه كليه غلظت گونهاختلاط به

M. anisopliae .سازگاري دارند  

  
 B. thuringiensisدر شرايط اختلاط با باكتري  M. anisopliaeو  B. bassiana) دو قارچ  Tمقايسه ميانگين شاخص ( –5جدول 

Table 5 - Comparison the mean of Index (T) of M. anisopliae and B. bassiana Fungi under mixing with B. thuringiensis 

Mixing quality Index (T)±SE Bacterial Concentration Pathogenic fungi 

Compatible 

0.47a  ±75.47  

0.04 b ±73.04  

0.32 d ±68.76  

250 

750 

1000 

B. bassiana 

Compatible 

0.14 b ±77.89  

0.31 b ±76.14  

0.23d ±73.01  

250 

750 

1000 

M. anisopliae 

 

  B. thuringiensisبا باكتري  M. anisopliaeو  B. bassianaهاي  اثرات متقابل قارچ

 .Bهاي روي قدرت بيمارگري قارچ B. thuringiensisمنظور بررسي اثرات سينرژيستي يا آنتاگونيستي تلفيق باكتري به

bassiana  و M. anisopliaeي زمان كشندگي تيمارهاي ضمن محاسبه دار دندانه ي ي آرد و شپشهپرهشب روي لارو

 درج گرديده است.   6 محاسبه گرديد كه نتايج آن در جدول SRتلفيقي، شاخص 
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 تيمارهاي تلفيقي SRزمان كشندگي و شاخص  -6 جدول

Table 6. Lethal time and SR index of the combined treatments 

SR LT90 LT50 LT10 Treatments Store pests 

1.18 17.75 12.82 6.49 LC50 B. bassiana + LC50 Bt 

O
. su

rin
a
m

e
n
sis 

1.05 20.21 13.88 5.77 LC50 M. anisopliae + LC50 Bt 

1.05 19.62 13.33 5.26 LC50 M. anisopliae + LC50 B. bassiana 

2.94 5.31 1.45 0.26 LC50 B. bassiana + LC50 Bt 

E
. ku

e
h
n
ie

lla
 

2.86 5.58 1.49 0.31 LC50 M. anisopliae + LC50 Bt 

3.64 6.24 1.17 0.16 LC50 M. anisopliae + LC50 B. bassiana 

  

تيمارها داراي اثرات سينرژيستي بوده اما بالاترين  در كليه B. thuringiensis، باكتري 6براساس نتايج جدول 

  . اند بودهآرد  پرهشبرشدي تخم  روي مرحله Bt50+ LC B. bassiana50 LCسينرژيستي در شرايط اختلاط 

  

  بحث

 .Bباكتري  + B. bassiana قارچتلفيقي  از طريق اسپري عنوان يك برنامه كاربردينتايج تحقيقات انجام شده به

thuringiensis باشد. مطالعات تغييرات جمعيت نشان داد كه ريزي ميدر مديريت كنترل آفات انباري خرما قابل برنامه

مدت در مدت و بلندصورت كوتاهبه دليل عوامل مرگ و مير لاروي و جلوگيري از ظهور حشرات كاملتيمار تلفيقي به

          باكتري + B. bassianaقارچ  سوسپانسيون كاربردي تلفيق اين، مديريت آفات انباري خرما كارايي دارد. علاوه بر

B. thuringiensis شود. صورت جداگانه ميها بهنسبت به كاربرد آنآرد  پرهدار و شبدندانه منجر به كنترل بهتر لاروشپشه

از سوي جود نداشت. و B. thuringiensisباكتري  + B. bassianaقارچ  علاوه بر اين، هيچ اثري از تعامل آنتاگونيست

 & Wraight)نسبت به مراحل رشدي ديگر بسيار مؤثر نبود  كنترل جمعيت لارويتنهايي در به B. bassiana ديگر،

Ramos,2002,2005)نتايج تحقيقات ساير محققان نشان . . علاوه بر اين، زمان قرار گرفتن در معرض يك عامل مهم است

 & Johnson et al., 1992; Johnsonثرتر خواهند بود (ؤبالاي لاروي م هايمكرر در شرايط تراكم ربرددهد كه كامي

Goettel, 1993; Inglis et al., 1996(.  ترتيب براي مرحله رشدي لارو برابري به 36/5و  2/11در اين مطالعه كاهش معادل

  ملاحظه شد. آرد پرهدار و شبسوسك شپشه دندانه

 ;Carruthers et al., 1985شود (ميدر دماي بالا محدود  B. bassiana در نظر داشت كه پتانسيل كنترلالبته بايد 

Ferron et a.l, 1991; Vestegarrd et al, 1995; Ekesi et al., 1999( .لذا اثربخشي B. bassiana توان با ايجادميرا 

در توده خرما نيز  B. bassiana بقاي بيشتر .داد كاربردي افزايشهاي برنامه در Bt هاي تلفيقي نظير باكتريفرمولاسيون

 در معرض اسپورهاي قارچ قرار بگيرند. از طريق تماسي نسبت به باكتري  دهد كه آفات زمان بيشترياجازه مي

               يهاي بيمارگيريهمهتركيبي عوامل ميكروبي براي كنترل حشرات اغلب پيچيده هستند. اما  اگر چه اين مكانيزم

شوند. مرگ و مير جمعيت كارايي كنترل مي منجر به افزايش ،تر بودهبيش از يك عامل ميكروبي معمولاگًستردهوسيله به

عنوان مثال يكي تماسي و ديگري گوارشي باشد، كه دو عامل بيمارگر از نظر فضايي جدا باشند، بهويژه هنگاميبه ميزبان،
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حاكي از اثرات سينرژيستي تعامل حاصل از اين پژوهش نيز هاي). يافتهJacques & Morris, 1981( دهدافزايش نشان مي

              ييداتحقيقات انجام شده توسط ساير محققان نيز اين موضوع را ت است. نتايج Bt و B. bassianaافزودني بين

 .(Sandner & Cichy, 1967; Costa et al, 2001; Ma et al, 2008) كندمي

عنوان مثال، لوئيس و همكاران وجود دارد. به B. bassianaو  Bt گزارشات متعددي از اثر متقابل همبستگي بين

 B. bassianaبه  ) موجب افزايش حساسيت سوسك ذرت اروپاييZea mays(ذرت  Bt) گزارش داد كه استفاده از 1996(

سوسك  لاروي روي جمعيت رب B. tenebrionisو  B. bassiana strain GHAشود. همچنين اثر متقابل همبستگي بينمي

در خصوص نحوه اثرات هاي متعددي مكانيسم ).Wraight & Ramos, 2005زميني گزارش شده است (سيب كلرادو

- پوست نيب يشدن فاصله زمان يطولان جهيرا نت يستينرژيس اثرات ايعده ارائه شده است. Btو  B. bassianaسينرژيستي 

زمان بيشتري براي نفوذ به  B. bassianaدر نتيجه اند، گزارش كردهBt اثر سموم اندوتوكسين ناشي از فعاليت  در اندازي

از طرفي لاروهاي تغذيه شده با غذاي آلوده  ).Wraight & Ramos, 2005( دارد كه از بين برود،بدن قبل از اين كوتيكول

 ). از سوي ديگرMa et al., 2008ند (ددست آورهب تر از طريق رودهعفونت باكتريايي را سريع B. bassianaبه اسپور 

با مختل كردن سيستم  Btدهد و باكتري مي را افزايش B. bassianaبه اسپور  گزارش شده است كه گرسنگي حساسيت

 & Miranpuriگردد (در جمعيت ميزبان آلوده به قارچ ميي ريگهمهگوارشي به اين روش باعث گسترش 

Khachatourians, 1991.(  

 كوليلارو و كاهش دفع كوت ياندازپوست نيشدن دوره ب ي، با طولانB. bassianaناشي از فعاليت بيمارگري  عفونت

را Bt  +  B.bassianaتواند افزايش اثر نيز مي اين مكانيسم	يابد.يم شيافزااست، در روده  يباكتركه در اثر فعاليت  ياروده

بيمارگر را چند روز  هايقارچ فعاليت بيشتر يلاروهاي زودرس زمينهحاصل از فعاليت باكتري ن وكسيتتوضيح دهد. اندو

ورود باكتري به دستگاه گوارش فراهم كرده و زمينه سينرژيستي بروز كامل بيماري و مرگ آفت را قبل از ورود به از بعد 

  ). Furlong & Groden, 2001( كندشفيرگي فراهم مي مرحله

 B. bassianaو  B. thuringiensis كش مبتني بر عملكرد سينرژيستييابي به يك آفتنتايج تحقيقات حاضر براي دست

بود. هرچند محققين ديگري نيز به نتايج مشابهي پيش از اين دست يافته بودند. اما در هر سيستمي متغيرهاي مختلفي 

هايي در مطالعات ساير پژوهشگران يي نهايي داشته باشد. نظير چنين تفاوتآاثرات متفاوتي بر كارتواند مي وجود دارد كه

  ).Sandner & Cichy ,1967; Lewis & Bing ,1996; Costa et al. ,2001مشاهده شده است (

مورد بررسي قرار  پوشانبالدر لارو سخت Serratia entomophila و باكتري M. anisopliaeاثرات متقابل بين قارچ 

 Cloutierگزارش شده است (Bt  افزايي در بيمارگري اين قارچ با باكتريگرفته است. در مطالعات مختلف سطح بالاي هم

& Jean, 1998; Costa et al., 2000; Hough-Goldstein et al., 1991; Zehnder & Gelernter, 1989.(  

هاي كشتوليد آفت برداري از اين همزيستي براي، امكان بهرهBt و B. bassianaبالاي سازگاري  با توجه به پتانسيل

اي كه داراي هزينه زيادي هستند و هر استراتژي هاي ميكروبيكشصرفه است. آفتبيولوژيك بسيار كارآمد و مقرون به

 بيشتر B. bassianaكند. تر ميها را در مديريت تلفيقي آفات جذابآن غلظت را فراهم كند، كاربرد امكان كاهش ميزان

تري داشته و دوام اثرسريع يدوره Btكه تر است. در حالياثر آن طولاني يگيرد و دورهتحت تأثير عوامل محيطي قرار مي

  كند.كنترل مناسب را در بسياري از موارد براي لارو آفات فراهم مي ،دومدت دارد. لذا تلفيق اينكوتاه
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Abstract 
The most common stored pests of date palm in Khuzestan province are Ephestia kuehniella 

Zeller and Oryzaephilus surinamensis (Linnaeus). Considering the importance of using microbial 

control agents in the integrated management of date palm pests, the interaction of these pathogens 

on control of these pests was investigated. In this study, we investigated the lethal concentration, 

compatibility and interaction effects of Bacillus thuringiensis and pathogenic fungi Metarhizium 
anisopliae and Beauveria bassiana on populations of two species of pest. For this purpose, after 

larvae infestation using selective isolates tested and 10 days elapsed using combined cumulative 

mortality data of 50 and 99% for saw-toothed beetle larvae and the flour moth was calculated. 

Among the tested cases, the lowest LC50 was for M. anisopliae on moth larvae with 3.49×10
3 

spores/ml. The highest amount of LC50 belonged to B. thuringiensis on saw-toothed beetle larvae 

equivalent to 2.69× 104 spores/ml. The highest mortality time of 50% for B. thuringiensis was 7.07 

days. The lowest time of 50% lethality was 4.69 days for saw-toothed beetle larvae affected by 

 B. bassiana. Spores of B. bassiana and M. anisopliae at all concentrations showed good 

computability with B. thuringiensis On the other hand, with increasing concentration of 

 B. thuringiensis, the amount of compatibility index decreased. B. thuringiensis had synergistic 

effects in all treatments but the highest synergistic effect was observed in LC50 

 B. bassiana + LC50 Bt mixing on moth egg. Given the high compatible potential of  

B. bassiana and Bt, the possibility of exploiting this synergy is highly efficient to produce 

biocontrol. 
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