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 چکیده

این بررسی، ست. در آنهاهای مختلف دفاع رفتاری، فیزیکی و ایمنی ذاتی ایمنی در حشرات شامل بخش

به Galleria mellonellaخوار بزرگ  ی کلیدی دخیل در سازوکارهای ایمنی ذاتی لارو پروانۀ مومها مؤلفه

ها و نیز تغییرپذیری فعالیت های خونی یا هموسیتعنوان حشرۀ مدل، )شامل تغییر در شمار و انواع یاخته

 Heterorhabditisبیمارگر حشرات،  جدایۀ بومی نماتود اکسیداز( در برابر دو گونه آنزیم فنل

bacteriophora  وSteinernema feltiae درنگ پس بی های خونی لارو میزبانی شد. شمار کل یاختهبررس

ها و ای، پلاسماتوسیت های مختلف یاختهافزایش یافت. در بین تیپ H. bacteriophoraاز تزریق گونۀ 

این واکنش متفاوت بود.  S. feltiaeلاروهای تیمارشده با گونۀ  ها فراوانی بیشتری داشتند. درگرانولوسیت

های اولیه )پانزده دقیقه تا چهار  در زمان های خونییری در نوسان سریع جمعیت یاختهتأثنماتود اخیر 

ساعت( پس از تزریق نداشت. اما با گذشت زمان، در هشت و دوازده ساعت پس از تزریق، جمعیت 

همولنف لاروهای تیمارشده با هر دو گونه نماتود کاهش یافت. در بخش دفاع در  های خونییاخته

اکسیداز در  باعث تحریک و افزایش فعالیت آنزیم فنل H. bacteriophoraهیومرال نیز مشخص شد که گونۀ 

که، تغییر سطح کمی این آنزیم شود درحالیپانزده دقیقه تا هشت ساعت پس از ورود به حفرۀ عمومی می

 به مراتب کمتر بود.  S. feltiaeزمان تقابل میزبان با گونۀ در 

 

حشرات، نماتودهای بیمارگر  بیمارگر، پاسخ هیومرال، ای یاختهایمنی حشرات، پاسخ  :کلیدواژگان

 حشرات.

 

 مقدمه

ترین  ایمنی ذاتی در حشرات آخرین و مهم امانةس

های حشرات  دفاعی است که بیمارگرها یا انگل بازدارندة

کننده در  شوند و اغلب نقشی تعیین می روروبها آن ب

و  ای یاختهاز دو بخش  سامانهمانی حشره دارد. این زنده

هایی مثل تشکیل هیومرال تشکیل شده است. واکنش

و تولید  ای یاختهکپسول، گره و فاگوسیتوز در بخش 

اکسیداز و انعقاد همولنف میکروبی، فنل ضدهای پروتئین

روند. اما شمار میهای بخش هیومرال بهشاز جمله واکن

تنها از هم جدا نبوده بلکه  خلاف ظاهر نهرها، باین پاسخ

 Tsakas) ندآیمی شماربهنیروهای دفاعی وابسته به هم 

and Marmaras 2010.) 
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ها، نماتودها و ها، قارچبیمارگرها حشرات )مانند، باکتری

ای دفاع فیزیکی و ه  بازدارندهبر ها( باید  میکرواسپرودی

گاه ایمنی ذاتی میزبان غلبه کرده و قادر به ایجاد عفونت  آن

 استفادهعنوان عامل کنترل زیستی در میزبان باشند تا به

(. در بین بیمارگرها نماتودها Vega and Kaya 2012) شوند

توانند   ، این گروه از بیمارگرها میدارندای اهمیت ویژه

برگ و تنة و)از جمله خاک، شاخ فعالانه در زیستگاه آفت

جوی میزبان پرداخته و آن را آلوده ودرختان( به جست

صورت ی بیمارگر که بهای از نماتودهاکنند. گروه عمده

شوند، مربوط به گرفته می کاربهتجاری علیه آفات مختلف 

 Heterorhabditidaeو  Steinernematidae هایخانواده

 ةهایی از خانوادا باکتریهستند، این نماتودها ب

Enterobacteriaceae همزیستی داشته و این  ةرابط

در بیمارگری این گروه دارد  همزیستی نقشی عمده

(Grewal et al. 2005.) 

های بسیاری از نماتودهای بیمارگر حشرات در گونه

 رفتهگبه کار  جهانکنترل آفات در نواحی مختلف 

از  دو بالانداران و ولکپپوشان، بالبالاند، سختشده

هایی هستند که کاربرد نماتود میزبان ینتر مهمجمله 

 Kaya andبوده است ) آمیز یتموفق آنهابیمارگر علیه 

Lacey 2007 .)ییکارااین نکته ضروری است که  بیان 

های بر ویژگی افزوننماتودهای بیمارگر حشرات 

 در کامل کردن فرآیند آنهازهرآگینی به توانایی 

زایی )نفوذ، غلبه بر سدهای ایمنی میزبان،  بیماری

های سازی باکتری همزیست( وابسته است که گونه رها

مختلف در این امر یکسان نیستند در همین راستا تورستون 

و همکاران پس از بررسی حساسیت کم سوسک کلرادو به 

دریافتند،  Steinernema carpocapsaeنماتود بیمارگر 

نماتود در هموسل این حشره  بیمارگر این بیشتر لاروهای

 .افتدخونی به دام می  هاییاختهتوسط کپسولی از 

 تواند می یادشده ةهای بیشتر نشان داد که حشربررسی

لارو بیمارگر نماتود را در هموسل  ویکبیستبیش از 

 .(Thurston et al. 1994کند )ر مها روشخود به همین 

 ةمیزبان و گونه و جدای ةنهای ایمنی بسته به گو پاسخ

. بنابراین (Li et al. 2007) نماتود بیمارگر متفاوت است

تقابل نماتودهای بیمارگر با میزبان، در کاربرد   یبررس

کنترل زیستی،  های عاملاین بیمارگرها به عنوان 

بررسی بیمارگری ناشی از ضروری است. در مسیر این 

عث مرگ حشرة یی که باآنهانماتود و باکتری همزیست 

 شوند، مشخص شدند.میزبان می

عنوان مدل به طورمعمول بهداران که پولکلاروهای بال

 استفادهشناسی حشرات های بیماری آزمایشگاهی در بررسی

 Galleria mellonella ،Manducaهای شوند شامل گونهمی

sexta  وSpodoptera litoralis ( استNielsen-LeRoux 

et al. 2012خوار بزرگ ر این میان لارو پروانة موم(، د 

G. mellonella ،یل حساسیت بالا، سادگی پرورش، به دل

اندازه و دورة رشدی مناسب به عنوان مدل آزمایشگاهی 

برای پرورش و بررسی چگونگی تقابل نماتودهای بیمارگر 

حشرات و البته دیگر بیمارگرها حشرات با سامانة ایمنی 

 .شودمی استفادهحشرات 

های بومی نماتودهای  جدایه یرتأث بررسیدر این 

بر جمعیت  S. feltiaeو  H. bacteriophoraبیمارگر 

اکسیداز های خونی و فعالیت آنزیم فنلیاختهانواع 

عامل دخیل در دفاع  ینتر مهملاروهای میزبان که 

 .شودمی یبررسهیومرال است، 

 

 هامواد و روش
 پرورش حشره

خوار بزرگ، در آزمایشگاه با برنامة  موم جمعیت لارو پروانة

 79درصد(، عسل ) 50غذایی مصنوعی شامل: آرد گندم )

درصد( و گلیسرین  5/19درصد(، مخمر ) 0/5درصد(، موم )

 Vilcinskas andلیتر( پرورش یافت ) یلیم 500درصد ) 77

Matha 1997 درجة  99(. کلنی در شرایط تاریکی، دمای

درصد، نگهداری شد.  50 ±5سلسیوس و رطوبت نسبی 

 شدند. استفادهلاروهای سن آخر در آزمایش 

 

 نماتودهای بیمارگر حشرات افزایش

های آوری نماتودهای بیمارگر حشرات، نمونه منظور گرد به

، از شهرستان بجنورد، واقع در استان 1971خاک در سال 

شدة های جداسازی آوری شد. نمونهخراسان شمالی گرد

رگر با استناد به مشخصات کلیدی ظاهری و نماتود بیما

ی شدند. تعیین هویت بند گروهسنجی )مرفومتریک(  ریخت

به روش مولکولی و  شده استخراجهای نماتود بیمارگر جدایه

انجام شد  ITSوتحلیل اطلاعات ناحیة ژنی  یهتجزا ب

(Karimi et al. 2009جدایه .) های بومی نماتودهای بیمارگر

 S. feltiaeو  H. bacteriophora (KM000854) حشرات



 01 ... اکسیداز های خونی و فعالیت فنل هبررسی تغییرپذیری یاخت و همکاران: خواهراحت 

(KC675182) خوار  برای تلقیح لارو سن آخر پروانة موم

وایت  تلة  بزرگ استفاده شدند، سپس لاروهای آلوده به 

 5-6انتقال یافته و پس از تکمیل چرخة زندگی در عرض 

های فالکون زا خارج شده، در ظرفروز، لاروهای عفونت

ایش در یخچال نگهداری شدند آوری و تا زمان آزمگرد

(Karimi et al. 2009.) 

 

 خونی  هاییاختهشناسایی 

خوار  موم ةخونی لارو پروان  هاییاختهمنظور شناسایی به

قطع کردن پای سوم کاذب،  راهبزرگ، همولنف لاروها از 

ای از همولنف روی لام آوری شد. سپس گسترهگرد

جاورت هوا و شدن همولنف در مایجاد شد. پس از خشک

( 9:1استیک ) در دمای اتاق، از ترکیب متانول: اسید

 .Altuntas et alاستفاده شد ) کننده یتتثبعنوان به

های یاختههمولنف،  ةشدن گستر(، پس از خشک2012

درصد، به مدت  10خونی با استفاده از محلول گیمسا 

آمیزی شد و سپس با آب شسته و در  پانزده دقیقه، رنگ

های (. یاختهGupta 1972هوا خشک شد ) مجاورت

(، ®Olympus) شده با استفاده از میکروسکوپ آمیزی رنگ

تصویر تهیه  آنها، بررسی و از DP 71مجهز به دوربین 

های ظاهری و خونی با توجه به ویژگی  هاییاختهشد. 

طول و عرض )بر حسب میکرومتر(، با استناد به  ةانداز

 Gupta 1972, Price and)شده توسط اطلاعات ارایه

Ratclifee 1974, Lavine and Strans 2002, Riberio. 

and Brehelin 2006.از یکدیگر متمایز شدند ) 

 

 تیمار با نماتود

 10با ده لارو بیمارگر نماتود همراه  در هر آزمایش،

میکرولیتر آب مقطر سترون با استفاده از سرنگ انسولین 

(G90 )(Soft ject)®ران پای کاذب سوم، ل پیش، از مح

به هموسل بدن میزبان تزریق شد. برای تیمار شاهد از 

 .شدآب مقطر سترون استفاده 

 

 های خونی یاختهشمارش کلی 

خونی،   هاییاختهکل  شمار پذیریبرای بررسی تغییر

 17و  1، 0، 7دقیقه ،  15های همولنف تازه در زمان

اتود از لاروهای ساعت پس از تزریق ده لارو بیمارگر نم

به نسبت  شده یگردآورآوری شد. همولنف  گرد، میزبان

 1گرم آسکوربیک اسید،  1)  ضد انعقادبا محلول  5:1

محلول رینگر(  لیتر یلیم 100گرم سیتریک اسید در 

های خونی با استفاده از لام  یاختهو سپس  شدرقیق 

نئوبار، شمارش شد. این آزمایش در چهار  گلبول شمار

 .شدرار و کل آزمایش دو بار انجام تک

 

 های خونی یاختهشمارش افتراقی 

 ةیاختجمعیت هر نوع  پذیریمنظور بررسی تغییر به

های با نماتودهای بیمارگر، در زمان رویاروییدر  یخون

ساعت پس از تزریق،  17و  1، 0، 7دقیقه،  15مشخص 

 شماراسلایدهای میکروسکوپی از همولنف، تهیه شده و 

های اسلاید به صورت قسمت همةاز  یاختهیست دو

(. این آزمایش در Gupta 1972تصادفی شمارش شد )

 .شدچهار تکرار و کل آزمایش دو بار انجام 

 

 اکسیدازواکنش آنزیم فنل  یبررسدفاع هیومرال، 

مهم دفاع هیومرال در  یها مؤلفهاکسیداز از  آنزیم فنل

لیت آنزیم حشرات است. بنابراین سنجش میزان فعا

تواند شاخصی در در تقابل حشره با نماتود، می یادشده

از ارزیابی فعالیت  پیشمیزان دفاع حشره باشد.  درک

 میزان کل پروتئین همولنف لارو در آغازآنزیم، 

G. mellonella به روش ،Bradford (1976.تعیین شد ) 

 

 تعیین میزان پروتئین و رسم منحنی استاندارد

منحنی  در آغازن میزان پروتئین  همولنف، منظور تعیی به

استاندارد پروتئین با استفاده از پروتئین استاندارد 

عنوان پروتئین خالص، در ده غلظت  آلبومین گاوی به

لیتر و نیز معرف گرم بر میلیمیلی 1تا  0مختلف 

 100، یادشدهمعرف  ةبردفورد، تهیه شد. برای تهی

Merck) (G250)بلو گرم پودر کوماسی بریالنت  میلی
®
) ،

 10درجه اضافه شد سپس  75لیتر اتانول  میلی 50به 

درصد به تدریج به محلول 15 یکفسفر یداسلیتر میلی

در  .ای تیره درآمدرنگ قهوه اضافه شد تا محلول به

لیتر رسانده و با استفاده از  1نهایت حجم محلول به 

های مختلف . غلظتشدآرامی صاف  کاغذ صافی، به

ریدر روتئین استاندارد با استفاده از دستگاه میکروپلیتپ

(Stat Fax 3200®; Awareness Technology Inc. 

Florida, USA نانومتر خوانده شد.  690 موج طول( در
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میکرولیتر از همولنف  10برای تعیین میزان پروتئین، 

شده، به معرف بردفورد اضافه شده و جذب آن در  رقیق

(. این آزمایش Bradford 1976نده شد )نانومتر خوا 690

 دو نوبت تکرار شد.در  آزمایشدر چهار تکرار و کل 

 

 اکسیداز لارو بررسی تغییر سطح فعالیت آنزیم فنل

G. mellonella در واکنش به نماتودهای بیمارگر حشرات 

اکسیداز  فعالیت آنزیم فنل پذیریمنظور بررسی تغییر به

بزرگ تیمارشده با نماتود  وارخ موم ةدرهمولنف لارو پروان

میکرولیتر از همولنف لاروهای تیمارشده با  10بیمارگر، 

 دقیقه، 15های مشخص نماتود بیمارگر، در زمان هرگونه

ریزلوله ساعت پس از تزریق در  17و  1، 0، 7

آوری گردلیتری روی یخ  میلی 7/0های (میکروتیوب)

با 1کلراید دوپامین هیدرو (سوبسترایبسترة )شد، سپس 

مولار با  میلی 50مولار در بافر فسفات  میلی 60غلظت 

6/1pH= و DMF 

7 (v/v 710 اسیدفسفریک، )درصد 

 MBTH درصد و

-Valadez) مولار تهیه شد میلی 5 9

Lira et al. 2012 .)آغازبرآورد میزان جذب، در  برای 

ریدر اضافه شد سپس   های میکروپلیتبه چاهک بستره

در  ها نمونهنف اضافه شده و جذب نوری همول درنگ بی

روزانه  ةبسترنانومتر خوانده شد. محلول  077 موج طول

 10با . تیمار شاهد شدتهیه و در ظرفی تیره نگهداری 

 همانندمیکرولیتر آب تیمار شد. شرایط تکرار آزمایش 

 بود. پیش

 

 تحلیل آماری

از تفاوت بین میانگین تیمارها در هر آزمایش با استفاده 

مقایسة تیمار با دو گونه نماتود با شاهد در هر زمان ، به 

، SAS(9.1)افزار  درصد با نرم 5در سطح  LSDکمک آزمون 

 محاسبه شد.

 

 نتایج
 خونی  هاییاختهشناسایی 

بزرگ، شامل پنج  خوارموم ةخونی لارو پروان  هاییاخته

از: پلاسماتوسیت،  عبارتندمختلف است که  جور

                                                                                  
1. Dopamin hydrochloride  
2. Dimethylformamid   
3. Meththyl 2-benzothiazolinone hydrozone 

     hydrochloride   

انوسیتوئید، اسفرولوسیت و پروهموسیت.  گرانولوسیت،

، ای یاخته جورترین عنوان فراوانها بهپلاسماتوسیت

 91/19± 97/0میکرومتر طول و  95/77 ±07/1اندازة 

الف و ب(،  -1 میکرومتر عرض داشتند )شکل

های گرانول در مرکزی و دانه ةها هستگرانولوسیت

 99/10±65/0 آنها ةسیتوپلاسم داشتند و انداز

میکرومتر عرض ثبت  51/10 ±95/0میکرومتر طول و 

میکرومتر  59/90±55/0ج(. انوسیتوئیدها -1 شد )شکل

جانبی و  ة، هستعرض یکرومترم 19/16 ±95/0طول و 

ها د(. اسفرولوسیت -1سیتوپلاسم شفافی داشتند )شکل

این  ةهایی بودند، اندازمرغی شکل و حاوی گویچه تخم

 79/19 ±51/0یکرومتر طول و م 76/71±6/0ها یاخته

ها پروهموسیت ةه(. انداز-1 میکرومتر عرض بود )شکل

میکرومتر عرض  05/9میکرومتر طول و   79/0±51/6

 و(. -1)شکل ثبت شد

 

 های خونیشمار کل یاخته پذیریتغییر

 ةهای خونی در لارو تیمارشده با گونیاختهکل  شمار
H. bacteriophora ساعت پس از  ود، در پانزده دقیقه و

داری داشت تزریق، در مقایسه با شاهد، افزایش معنی

(05/0≥P ،91/5 =7،71F 05/0؛≥P ،57/9=7،71F اما از ،)

ها کاهش یاخته شمارتدریج چهار ساعت پس از تزریق به

ساعت پس از  دوازدهو  هشتدر  که یطور بهیافت، 

های خونی در همولنف در کمترین یاختهتزریق، تراکم 

، P ،59/11=7،71F، 05/0≥P≤05/0مشاهده شد )  سطح

91/75=7،71F )های خونی در لارو یاختهکل  شمار

زمانی پانزده  ةدر فاصل S. feltiae ةتیمارشده با گون

نداشت  یادیزدقیقه تا چهار ساعت پس از تزریق، تغییر 

سیر  آنهاکل  شماراما در هشت ساعت پس از تزریق، 

 (.7کاهشی نشان داد )شکل 

 

 های خونیشمارش افتراقی یاخته

 ةها در لارو پروانپلاسماتوسیت شمار پذیریتغییر

، در H. bacteriophoraبزرگ تیمارشده با  خوار موم

پانزده دقیقه، دو و چهار ساعت پس از تزریق، افزایش 

، P≤05/0داری نسبت به تیمار شاهد داشت )معنی

99/0=7،71F ،77/76=7،71F ،19/00=7،71Fما در (، ا

ساعت پس از تزریق در مقایسه  دوازدهو  هشتهای زمان
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، P≤05/0دار، نشان داد )معنیولی با شاهد کاهش ناچیز 

7/1=7،71F، 1/99=7،71Fة(. در لاروهای تیمارشده با گون 

S. feltiae ها دار در انبوهی پلاسماتوسیتتفاوتی معنی

 های پس از تیمار مشاهده نشد.زمان همةدر 

 

 
 . اسفرولوسیت، E. انوسیتوئید، D. گرانولوسیت،C. پلاسماتوسیت، Bو  Aبزرگ. خوار  خونی در لارو پروانة موم  های. یاخته1لشک

F .پروهموسیت .Pl ،پلاسماتوسیت :Gr ،گرانولوسیت :Oe ،انوسیتوئید :Sp ،اسفرولوسیت :Pr.پروهموسیت : 
Figure1. Heamocytes of Galleria mellonella larvae. A and B: plasmatocyte, C: granulocyte, D: oenocyte, E: spherulocyte, F: 

prohaemocyte. Pl: Plasmatocyte, Gr: Granulocyte, Oe: Oenocytoid,Sp: Spherulocytes, Pr: Prohaemocytes. 

 

 
: شمار کل THCبا دو گونه نماتود بیمارگر.  تیمارشده Galleria mellonellaهای خونی در لارو  . تغییرپذیری جمعیت یاخته7شکل

 Hb :Heterorhabditis bacteriophora ،Sf :Steinernema: تیمار شاهد، C: پلاسماتوسیت. Pl: گرانولوسیت، Grهای خونی،  یاخته

feltiae  ها بر پایة آزمون دار میانگین شمار کل هموسیتة تفاوت معنیدهند نشان. حروفLSD   صد هستند.در 05/0در سطح 

 (.=THCهای خونی * میانگین شمار یاخته100) 

Figure 2. Chenges in haemocyte population in G. mellonella larvae treated with entomopathogenic nematode. Letters 

indicated significantly different in THC between treatments (Control, H. bacteriophora and S. feltiae) in each time post 

injection. Different letter(s) are significant at p≤ 0.05, according to LSD test. THC: Total haemocyte count, Gr: 

Granulocyte, Pl: Plasmatocyte, C: control, H.b: Heterorhabditis bacteriophora, S.f: Steinernema feltiae. 
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به لارو موجب شد  H. bacteriophoraزریق نماتود ت

در پانزده دقیقه تا دو  درنگ بیها، گرانولوسیت شمار

داری در مقایسه با ساعت پس از تزریق، افزایش معنی

(، P ،9/5=7،71F، 77/7=7،71F≤05/0شاهد داشته باشد )

های هشت و دوازده ساعت پس از تزریق، ولی در زمان

دار در قیاس با شاهد ا کاهشی معنیهیاختهتراکم این 

در (، P ،5/107=7،71F، 1/76=7،71F≤05/0نشان داد )

در  تنها، S. feltiae ةدر لاروهای تیمارشده با گون مقابل

ها، افزایش دو ساعت پس از تزریق تراکم گرانولوسیت

، P ≤05/0داری در مقایسه با شاهد داشت )کم، اما معنی

9/5=7،71Fزمان، در هشت و دوازده  (، اما با گذشت

کاهش  یادشدههای یاختهساعت پس از تزریق، تراکم 

 شدیدی در مقایسه با شاهد نشان داد.

انوسیتوئیدها در لاروهای  شمار پذیریتغییر

در  S. feltiae، و H. bacteriophora ةتیمارشده با گون

دار با های پانزده دقیقه و دو ساعت، تفاوتی معنیزمان

(، P ،19/1=7،71F، 967/0=7،71F≥05/0) شاهد نداشت

 شماراما با گذشت زمان، در دوازده ساعت به بیشترین 

 شمار(. P ،90/6=7،71F≤05/0در مقایسه با شاهد رسید )

ها در لاروهای تیمارشده با هر دو گونه پروهموسیت

، از دو تا دوازده S. feltiaeو  H. bacteriophoraنماتود

داری در مقایسه با شاهد ش معنیساعت پس از تزریق، کاه

، P، 6=7،71F≤05/0ساعت(، ) 17و  1، 0، 7داشت )

9=7،71F، 00/15=7،71F، 09/5=7،71F 7( )شکل.) 

 دفاع هیومرال 

، میزان پروتئین استانداردتوجه به منحنی با 

 شده به روش بردفورد، در همولنف لاروگیری اندازه
G. mellonella  لیتر،  رم بر میلیگ میلی 95/6±09/0برابر

 محاسبه شد.

 

اکسیداز در لارو  بررسی تغییر فعالیت آنزیم فنل

 تیمارشده با نماتودهای بیمارگر حشرات

اکسیداز در همولنف لارو پروانة  فعالیت آنزیم فنل

خوار بزرگ پس از تزریق نماتود بیمارگر در مقایسه  موم

 با شاهد نوسان زیادی نشان داد. پانزده دقیقه پس از

به هموسل  H. bacteriophoraورود لارو بیمارگر گونة 

درنگ با شیب زیادی افزایش  حشره، فعالیت آنزیم بی

دار با شاهد رسید یافت و به سطح تفاوت معنی

(05/0≥P ،5=7،71F سپس تا چهار ساعت، به تدریج ،)

 کاهش یافت. در هشت ساعت پس از تیمار، دوباره

فعالیت آنزیم افزایش ناگهانی نشان داد، اما در نهایت 

چهار ساعت بعد، در زمان دوازده ساعت پس از تزریق، 

اکسیداز لارو  فعالیت آن کاهش یافت. واکنش آنزیم فنل

در مقایسه  S. feltiaeخوار بزرگ در برابر گونة پروانة موم

، به مراتب کمتر بود، H. bacteriophoraبا گونة 

ن در مقایسه با تیمار شاهد اگرچه میزان فعالیت همچنی

 دار نبود آنزیم کاهش نشان داد اما تفاوت معنی

 (.9)شکل 

 

 
. (U/mg Protein ±SE)تیمارشده با دو گونه نماتود بیمارگر،  Galleria mellonellaاکسیداز در لارو  . تغییرات فعالیت آنزیم فنل9شکل

Gm :Galleria mellonella ،Hb :Heterorhabditis bacteriophora ،Sf :Steinernema feltiae . 
Figure 3. Phenoloxidase activity in G. mellonella larvae. (U/mg Protein ±SE) Gm: Galleria mellonella; H.b: 

Heterorhabditis bacteriophora; S.f: Steinernema feltiae. 
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 بحث

با  رویاروییرگرها حشرات در بیما یرتأثتقابل و  چگونگی

دیگری، از جمله  های بررسیایمنی ذاتی در  سامانة

(Ebrahimi et al. 2011, Li et al. 2009, El-Aziz et 

al. 2010, Valadez-Lira et al. 2011, Alvandi et al.. 

 یرتأث بررسیشده است. در این  بررسی( 2014

و  های خونییاختهنماتودهای بیمارگرحشرات روی 

خوار بزرگ به  موم ةاکسیداز لارو پروان فعالیت آنزیم فنل

 .شد یبررسعنوان مدل آزمایشگاهی 

 اندک زمانی پس از ورود لارو بیمارگر
H. bacteriophora عمومی  ةبه حفرG. mellonella 

های یاختهکل  شمار ،ی تحریک شدهایاختهدفاع  سامانة

در  .فتافزایش یا درنگ بیدر واکنش به آن  خونی

 (پارازیتهانگلی )نیز عنوان شده است که  دیگری بررسی

توسط نماتود  Helicoverpa armigeraشدن 

Ovomremis sinensis های باعث افزایش شمار کل یاخته

(. شمارش افتراقی Li et al. 2009شود )خونی می

در همان فاصلة زمانی نشان داد که  های خونییاخته

مربوط به انواع  های خونیکم یاختهقسمت عمدة افزایش ترا

ها، گرانولوسیت .استها گرانولوسیت و پلاسماتوسیت

زیادی  شمارهایی به شدت چسبنده هستند که یاخته

کنند که عمل تولید می 1کنندهییشناساهای مولکول

 Strandکند )می ساده وآسانشناسایی عامل بیگانه را 

 شماردر  هشد مشاهده(، بنابراین، افزایش 2008

ورود لارو بیمارگر  ةهای اولیها طی زمانگرانولوسیت

 سامانةسازی  عملکرد آن در فعال ةدهند نماتود، نشان

 Boucias and) است بیرونیی حشره در برابر عامل دفاع

Pendland 1998, Roelwy and Ratclifee 1980,. 

Beckage 2008) ها در کنار و همچنین پلاسماتوسیت

های خونی مهم دخیل در یاختهعنوان ها بهتگرانولوسی

 Pech andاند )پاسخ ایمنی حشرات شناخته شده

Strand 1996 با گذشت زمان حضور نماتود در هموسل .)

های خونی و یاختهکل  شمارلارو منجر به کاهش 

ها شد. ها و گرانولوسیتپلاسماتوسیت شمارآن  دنبالبه

در جمعیت  ریپذیاین تغییر ةبا مشاهد زمان هم

های خونی، با گذشت زمان، افزایش تراکم یاخته

                                                                                  
1. Molecular marker  

های باکتری همزیست نماتود، در همولنف ثبت یاخته

شد. رهاسازی باکتری همزیست در هموسل میزبان، 

 Photorhabdusنقشی مهم در بروز بیمارگری دارد، 

luminescens همزیست ،H. bacteriophora  که در

ه( پس از ورود به هموسل دقیق سیکوتاهی ) زمان مدت

بردن ی از جمله از بینچندهای شود، از راه رها می

باعث  آنهاو تخریب  های خونییاختهپلیمریزاسیون 

 .Aktories et alشود )در بروز عفونت خونی می تسریع

 ةتوسط گون یجادشدها، واکنش برابر(. در 2012
S. feltiae زریق اول، ت ةبسیار متفاوت بود، برخلاف گون

در ساعات اولیه،  G. mellonellaاین نماتود به هموسل 

های خونی ایجاد نکرد یاخته شماردر  یتوجه شایانتغییر 

های خونی یاختهکل  شماراما با گذشت زمان کاهش 

ترین دلیل این موضوع رهاسازی و مشاهده شد. عمده

در  Xenorhabdus bovieniiiباکتری همزیست  افزونش

ساعت پس از حضور  چهارکه تا  استن همولنف میزبا

 شود می افزونشنماتود در هموسل لارو رها شده، 

(Wang 1994)  های خونییاختهو با اتصال به سطح 

شود قابلیت اتصال به مهاجم را از دست بدهند باعث می

(Brivio et al. 2005فاصل .)کاهش ر زمانی متفاوت د ة

به دلیل همین  خونی، در دو تیمار  های یاختهجمعیت 

تفاوت در زمان رهاسازی باکتری همزیست در دو گونه 

 .استنماتود بیمارگر 

 ترکیب متفاوت چربی )لیپید(های کوتیکول گونة
S. feltiae شود ای حشره میباعث دفع پاسخ یاخته

(Dunphy and Webster1984همچنین در بررسی ،)  روی

تقلید "به سازوکار  Steinernemaواکنش دفاعی علیه 

نشان  این تحقیقاست، نتایج  اشاره شده "ملکولی

با اتصال و جذب  تواند  میدهد که این جنس  می

 پوستکهای همولنف میزبان در سطح پروتئین

عنوان عامل ایجاد کند که در هموسل به یخودپوشش

بیگانه شناخته نشود. به کارگیری این سازوکار باعث 

در  یرتأخو هیومرال با  ای یاختههای ایمنی شود پاسخمی

فعال شده و نماتود فرصت رهاسازی  گونه ینابرابر 

 Mastore and Brivioباکتری همزیست را داشته باشد 

شده، فعالیت مشاهده ای یاخته(. متناظر با پاسخ (2008

 H. bacteriophora ةاکسیداز نیز در برابر گون آنزیم فنل

بیشتری مشاهده و با شدت  تر یعسر S. feltiae نسبت به
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ورود  ةدر زمان اولی H. bacteriophoraشد. لارو بیمارگر 

سازی پاسخ هیومرال در میزبان  به هموسل باعث فعال

هیچ  S. feltiae ةشد. در مقابل، با ورود لارو بیمارگر گون

نوع واکنش هیومرال مشاهده نشد، ترکیبات سطح بدن 

نقشی مهم  اکسیداز پروفنل سامانةسازی  نماتود در فعال

باعث دفع  S. feltiae پوستکداشته و این ترکیبات در 

 (. (Brivio et al. 2002ندشومی هیومرالایمنی  سامانة

زمانی بالاتر پس  ةانوسیتوئیدها در باز شمارافزایش 

های یاختهتواند در ارتباط با نقش مهم این از تزریق، می

 نبالبه داکسیداز باشد که  عنوان منبع فنلخونی به

منجر به تولید بیشتر  احتمال به، آنها شمارافزایش 

 Ling and Yuشود )می ای یاختهاکسیداز از مسیر  فنل

2005 ,Ribeiro Brehelin 2006.) 

های بنیادی هستند که در یاخته مثابه بهها پروهموسیت

فرآیند واکنش، تبدیل به پلاسماتوسیت و گرانولوسیت، 

به  آنهاهای دفاعی شمار واکنش شوند بنابراین با آغازمی

یابد های ایمنی، کاهش میعلت وارد شدن در فعالیت

(Yamashita and Iwabuchi  2001 در لارو پروانة .)

خوار بزرگ تیمارشده با دو گونه نماتود، روند موم

تغییرپذیری پروهموسیت کاهشی بود، این کاهش مؤید 

 اعی است.های دفنقش این نوع یاختة خونی در فعالیت

و هیومرال نشان  ای یاختهپاسخ  های هنتایج مشاهد

 ةنسبت به گون H. bacteriophora ةدهد که گونمی
S. feltiae ایمنی تقابل شدیدتری  سامانةبا  رویارویی، در

در  با داشتن توانایی S. feltiae ةگون که یدرحالدارد، 

ز های ایمنی میزبان و نیپنهان ماندن و دوری از واکنش

با بروز عفونت  زمان همهای ایمنی، دفع موفق پاسخ

ایمنی میزبان ایجاد  سامانةخونی در آن، تقابل کمتری با 

(. این ویژگی جنس Castillo et al. 2011کند )می

.Steinernema spp باعث شده است در طول تکامل با ،

یابی با میزبان، دست رویاروییکمتر برای  ةصرف هزین

 نابع میزبان داشته باشد.تری به مآسان
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ABSTRACT 

Insect immunity comprises behavioral, physical and innate immunity. In this study, innate immune response 

of the greater wax moth larvae, Galleria mellonella against two species of entomopathogenic nematodes, 

Heterorhabditis bacteriophora and Steinernema feltiae,   as important biocontrol agents were studied. Total 

haemocyte count in larvae injected with H. bacteriophora increased immediately. In this case, plasmatocytes 

and granulocytes were the prevalent haemocyte types. The response of injected larvae with S. feltiae was 

different. There was no significant increase in haemocyte population by 15 min until 4 h after injection. 

Haemocyte populations in hemolymph of G. mellonella larvae after injection by both nematode species was 

decreased 8 and 12 h after post injection. In humoral response, H. bacteriophora caused a significant increase 

in phenoloxydase activity by 15 min until 8 h after injection to hemoceol. In contrast, phenoloxydase activity 

against S. feltiae showed lower fluctuation rather than those in treated larvae by H. bacteriophora. The result 

of cellular and humoral immune response of the larvae suggested that H. bacteriophora induced stronger 

reaction of the insect as compared with S. feltiae. The latter species not only evades of host immune response 

but also can suppress the immune responses, successfully. These, eventually suggests a weak interaction 

between the pathogen with host immune system.   

 

Keywords: Insect immunity, cellular response, humoral response, insect pathology, entomopathogenic 

nematod.    
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