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چکیده
از خانواده گل رز و بعضی میوهدرختانانواعبهخیزکشورمیوهمناطقراکثخوار رزاسه درسرشاخهبلندشاخکسوسک

هاي آلوده به آفت سوسک هاي شاخهجمع آوري نمونه، پس از1391ماه از اردیبهشت تا بهمن. کندمیحملهدرختان میوه دیگر 
حشره جداسازي، لاروهاي گر قارچیو زردآلو در استان خراسان جنوبی، عوامل بیمارهاي بادام باغخوار رزاسه از سرشاخه

شناسی قارچ جداسازي شده بر اساس مشخصات ریخت. ها انجام شدهاي اثبات بیماري زایی و کارائی آنشناسایی و آزمون
.Pهاي متعلق بهتشخیص داده شد و در مطالعه فیلوژنی جدایه مورد مطالعه در کلاد گونهPaecilomyces formosusعنوان گونه به

formosus105، 104هاي در بررسی میزان کارایی آرایه قارچی، میانگین درصد مرگ و میر لاروهاي آفت در غلظت. گرفتقرار

.PقارچLC50میزانSASافزارنرمباپروبیتآنالیزاساسبود و بر86و 44،72اسپور در میلی لیتر قارچ به ترتیب 106و 

formosusدر پژوهش حاضر، آرایه .لیتر محاسبه شداسپور در میلی2×104وار رزاسه خبر لاروهاي سوسک سرشاخهP. formosus

با توجه به میزان مرگ . شودشناسی و مولکولی، براي اولین بار از روي این حشره در ایران گزارش میبر اساس خصوصیات ریخت
رزاسه، امکان استفاده از آن در برنامه کنترل بلندخکشاآرایه قارچی روي لاروي آفت سوسکایجاد شده توسط اینو میر بالاي 

.تواند مورد توجه قرار گیردتلفیقی آفت می

ITSکنترل بیولوژیک، بیمارگر حشرات، ناحیه : هاي کلیديواژه

مقدمه
Osphranteriaرزاسه با نام علمیبلندشاخکسوسک

)Col: Cerambycidae (coerulescensمناطقاکثردر
میوهدرختانانواعاین آفت به. داردوجودکشورزخیمیوه

هلو،گیلاس،به،گلابی،سیب،شاملرزاسهخانواده
رز،ژاپنی،بهزالزالک،آلبالو،گوجه،آلو،بادام،زردآلو،

این حشره در سال یک نسل . کندمیحملهزردآلووهلو
ها صورت لارو داخل شاخهبهگذرانی آندارد و زمستان

خسارت اصلی مربوط به لاروهاي این آفت است .دباشمی

هایی که با تغذیه از قسمت مرکزي شاخه ها و ایجاد کانال
در آن موجب قطع شدن آوندها و مختل شدن جریان شیره 

ها و شاخه ها پلاسیده و سپس نباتی شده و در نتیجه برگ
وسیعیمناطقدراین آفت.(Rajabi, 2002)شودخشک می

تغذیه و فعالیت این . انتشار داردراسان جنوبیاستان خاز
منجر به خسارت شدید شدهباداموزردآلوهايآفت در باغ

نیز نتوانسته است است و فعالیت برخی دشمنان طبیعی بومی 
Tavakkoli)طور کامل مهار کند خسارت آن را به

Korghond et al., 2019) .نفوذ ها و تفریخ سریع تخم
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ها عملا مبارزه شیمیایی را اخل شاخهه دلاروهاي آفت ب
هاي کنترل بیولوژیک در روش روش. کندتاثیر میبی

تواند کارایی کنترل را افزایش دهد و مدیریت تلفیقی می
ارزش هاي بیمارگر آفات منابع بالقوه باها و باکتريقارچ

براي این روش کنترل محسوب شده و در این راستا مطالعات 
ل آنتاگونیست جدید و امید بخش ضروري شناسایی عوام

Amaresan(باشد می et al., تاکنون عوامل قارچی ).2020
Beauveria bassiana ،Metarhiziumآنتاگونیست شامل 

anisopliae)Mohamadiani et al., 2019( ،
Paecilomyces lilacinus)Hamidi et al., 2005( روي

هاي مختلف نهگو. این آفت در کشور گزارش شده است
عنوان عوامل مهار در منابع مختلف بهPaecilomycesجنس 

عوامل بیماریزاي گیاهی، آفات و نماتدهاي زیستی روي
بیمارگر معرفی و اخیرا به عنوان عوامل محرك در رشد 

Moreno–Gavíra)اند گیاهان نیز گزارش شده et al.,

گروهدوبهPaecilomycesجنساعضاي. (2020
sect. Paecilomycesوsect. Isarioideaتفکیک

بیمارگرهايگونهفیلوژنتیکیمطالعاتاساسبر. شوندمی
.Pتیپبا گونهIsarioideaهدر گروو نماتدهاحشرات

farinosusگیرند میقرار)Inglis and Tigano, 2006(. با
و خسارات بالاي آفت سوسک توجه به دامنه میزبانی

ه محصولات مهم در خانواده رزاسه و از خوار بسرشاخه
هاي کنترل شیمیایی در مهار طرفی عدم کارایی موثر روش

هاي آن در راستاي این آفت، شناسایی آنتاگونیست
بکارگیري در مدیریت تلفیقی امري ضروري بوده و این 
تحقیق در راستاي شناسایی عوامل قارچی بیمارگر جدید و 

.گرفته استنجام موثر براي کنترل این آفت ا

هامواد و روش
و هاي بادام باغاز 1391از اردیبهشت تا بهمن ماه 

خوار رزاسه در به آفت سوسک سرشاخهآلوده زردآلو 
هاي شهرستاناستان خراسان جنوبی و در سه منطقه شامل 

لاروهاي . انجام شدبردارينمونهینو قافردوس، سرایان
ها ه از داخل شاخهمرده یا با علایم تغییر رنگ سیا

درصد و در ادامه 70آوري و بعد از ضدعفونی با اتانول جمع

کشتهايروي محیطدرصد 5/0با هپیوکلریت سدیم 
. کشت داده شد(PDA)آگار دکستروززمینیعصاره سیب

.درجه سلسیوس و تاریکی قرار گرفت25ها در دماي نمونه
و خالصار آگروي محیط آببه روش تک اسپورها جدایه

شناسی انجام قارچ بر اساس خصوصیات ریختشناسایی
Samson(گرفت  et al., 2009( . تکثیر بخشی از ناحیه ژنی

ITSشناسی انجام شدجهت تایید شناسائی مبتنی بر ریخت.
دن رکورها با غوطهزائی جدایهآزمون اثبات بیماري

106لاروهاي سن سه درون سوسپانسیون قارچ با غلظت 

در نمونه شاهد . ثانیه انجام شد10لیتر به مدت سپور در میلیا
جداسازي مجدد بیمارگر .استریل استفاده شدراز آب مقط

.)2011et al.,Pelizza(ها انجام شد از نمونه

ها شناسایی مولکولی جدایه
گرم میسلیوم رشدیافته روي محیط میلی100حدود 

استخراج . نتقل شدکشت مالت آگار به هر میکروتیوب م
DNA از میسلیوم باChelex100درصد به روش پنج

Walshتغییریافته  et al. (1991)جهت تکثیر . انجام شد
از ترکیب rDNAبخشی از ناحیه 

White)استفاده شد 		ITS4/ITS5	آغازگرهاي et al.,

ل میکرولیتر شام25با حجم نهایی PCRواکنش. (1990
Masterمیکرولیتر5/12 mix) شرکتWizpure( ،5/9

میکرولیتر 1الگو و DNAمیکرولیتر 1میکرولیتر آب مقطر، 
اي برنامه واکنش زنجیره. انجام شداز هر یک از پرایمرها
درجه 94سازي اولیه در یک چرخه پلیمراز شامل واسرشت

زي ساواسرشتچرخه شامل33دقیقه، و 2مدت سلسیوس به
دقیقه، اتصال 1مدت وس بهدرجه سلسی94با در دماي 

نیم دقیقه، مدت بهسلسیوسدرجه53آغازگرها در دماي 
2مدتبهسلسیوس درجه 72گسترش رشته جدید در دماي 

درجه 72دقیقه و یک چرخه شامل گسترش نهائی در دماي 
Mahmoudi(دقیقه انجام شد 10مدت بهسلسیوس  et al.,

انگر پس از با روش اتوماتیک سPCRمحصول. )2018
. یابی شدکره جنوبی توالیBioneerتخلیص توسط شرکت 

Bioedit (versionها با استفاده از نرم افزار اطلاعات توالی

جهانی به شماره ژن ویرایش و در بانک (5.0.6
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MW386464با ها توالی جدایهمقایسه .ثبت گردید
NCBIهاي موجود در پایگاه توالی

(www.ncbi.nlm.nih.gov)با نرم افزار آنلاینBlast

)http://blast.ncbi.nlm.nih.gov(انجام شد .
هاي سازي چندگانه توالی جدایه به همراه توالیهمردیف

در برنامه Clastal Wاستخراج شده از بانک ژن با رویه 
MEGA5ه درخت فیلوژنی با روی. انجام گرفتNeighbor–

Joining تکرار1000(همراه با آزمون حمایتی بوت استرپ (
Tamura(انجام شد  et al., 2013.(اي ازتوالی جدایه

Thermoascus crustaceusعنوان مستخرج از بانک ژن به
در ترسیم درخت تبارزائی ) outgroup(گروه خارجی 

.استفاده گردید

ر شرایط بررسی کارایی آنتاگونیستی قارچ د
آزمایشگاه

106و 105، 104سوسپانسیون اسپور قارچ در سه غلظت 

سوسک 3لیتر تهیه و لاروهاي سالم سن اسپور در میلی
5/0سدیم تخوار بعد از ضدعفونی با هیپوکلریسرشاخه
مدت یک دقیقه و شستشو با آب مقطر استریل، در درصد به

این . شدور ثانیه غوطه20مدت بهسوسپانسیون اسپور 
عدد لارو 10آزمایش در سه تکرار و در هر تکرار از 

25استریل در دماي پتريظروف لاروها درون . استفاده شد
درجه سلسیوس نگهداري و مشاهدات روزانه صورت ثبت 

نتایج با . در تیمار شاهد از آب مقطر استریل استفاده شد. شد
لیل با سه تکرار مورد تجزیه و تحANOVAرویه آماري 

میزان مرگ و میر تیمارها در مقایسه با تیمار .قرار گرفت
با ها دادهاصلاح وبه )Abbott, 1925(ابوت فرمولباشاهد

ها نرمال بودن داده. نرمال شدArcsin(x)استفاده از فرمول 
LC50مقادیر . تایید شدKolmogorov–Smirnovبا آزمون 

جزیهتبرايSASزارفااز نرمبا آنالیز پروبیت محاسبه و
.ها استفاده گردیدآماري داده

نتیجه و بحث
هاي انجام شده از درختان آلوده در بردارينمونهدر 

شهرستان فردوس، لاروهاي مرده مشاهده و عامل 

پرگنهقطرمتوسط. آنتاگونیست جداسازي و شناسایی شد
سلسیوسدرجه40دمايدرآگارزاپککشتمحیطروي

مالتکشتمحیطرويمتر،میلی4حدودروز5ازبعد
20حدودروز5ازبعدسلسیوسدرجه25دمايدرآگار
حدودروز5ازبعدسلسیوسدرجه30دمايدرمتر،میلی

روز5ازبعدسلسیوسدرجه35دمايدرمتر،میلی15
PDAروي محیط پرگنهرنگ. شدتعیینمترمیلی22حدود

سپسورنگسفیدابتداسیوسسلدرجه30دمايدر
طوربهکنیدیوفورها.شدرنگخرمائیزردتااستخوانی

–13شده و فیالیدهاي فلاسکی شکل با ابعاد منشعبنامنظم
وشکلاياستوانهتابیضیهاکنیدیوم.تشکیل شد2–3×7

ابعادبهوبلندزنجیرهايدرخرمایی،زردرنـگبـهغالبا
با دیوارهکلامیدوسپور.بودندومترمیکر10–5/3× 5–5/2

تشکیل و مردهلاروهايبدنوکشتمحیطدرصاف
قارچجنسیمرحله. )1شکل(هاي هیفی مشاهده شد تورم
.نشدمشاهدهفوقکشتهايمحیطروي

شناسی قارچ جداسازي شده، بر اساس مشخصات ریخت
Paecilomyces formosusعنوان گونه (Sakag., May.

Inoue &Tada)مشخصاتاز لحاظ تشخیص داده شد که
Samsonتوصیفباشناسیریخت et al. (2009)مطابقت

کشتمحیطرويرشدمیزانمیانگیندارد و فقط در مورد
رد مطالعه رشد کمتري نشان وهاي ممالت آگار، جدایه

مخمريبه ایجاد فازقادرقارچیآرایهاینهايجدایه. دادند
کهطوريهب. دارددوشکلیخصوصیتبنابراینبوده،
محیطرويشدهتلقیحلاروهايبدنازیافتهرشدهايپرگنه
تولیدوآرتروسپورتشکیلصورتبهآگار–مالتکشت
روز7گذشتازپس.مخمري مشاهده گردیدهايسلول
شکلتغییرکنیديوهیفبهفوقشرایطدرقارچیپرگنه

جدایهITSد ناحیه ژنی نوکلئوتیجفت514آنالیز .داد
100شباهت بلاستبا نرم افزارمورد مطالعه قارچنماینده

.Pدرصد با توالی گونه  formosusدسترسیشمارهبه
MH758716در مطالعه فیلوژنی جدایه مورد . نشان داد

شکل (گرفت قرارP. formosusهاي مطالعه در کلاد گونه
2.(
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پیونداساسبرPaecilomyces formosusگونهITSناحیهنوکلئوتیديهايتوالیازشدهترسیمتبارزائیدرخت–2شکل
)تکرار1000(استرپبوتآزمونباهمراهجواريهم

Fig. 2. Phylogenetic tree based on ITS sequences of Paecilomyces formosus strains using neighbor–joining
method. The reliability of fungal species in phylogenetic tree showed by bootstrap analysis with 1000 replicates
in nodes of tree.

درپرگنهرنگوشکل–1شکل
محیطرويسلسیوسدرجه35دماي
PDA)a(ايزنجیرههايکنیدیوم)b( ،
زاییو بیماري)c(هیفیتورم

)d(قارچجدایهPaecilomyces

formosus
Fig.1. Shape and color of the
colony at 35 ° C on PDA (a)
Chain conidia (b), hyphal
swelling (c) and pathogenicity of
Paecilomyces formosus (d)
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ها هفت روز بعد از تلقیح روي زایی جدایهبیماري
خوار رزاسه مشاهده و قارچ لاروهاي سوسک سرشاخه
در . )d–1شکل(ازي گردیدشناسایی شده مجددا جداس

بررسی میزان کارایی این جدایه نتایج تجزیه واریانس نشان 

داد بین غلظت هاي مختلف اسپور قارچ تفاوت معنی دار در 
). 1جدول (میزان کشندگی لاروهاي آفت وجود دارد 

سرشاخه خواربر لارو سوسکPaecilomyces formosusهاي مختلف قارچ تجزیه واریانس اثر آنتاگونیستی غلظت-1جدول
رزاسه

Table 1. Analysis of variance (ANOVA) of antagonistic effects by different Paecilomyces formosus
concentrations on Osphranteria coerulescens larvae

CV: 8.54داده ها در سطح یک درصد معنی دار                                                                                              **: 

مختلفهاي در غلظتPaecilomyces formosusحاصل از جدایهلارو سوسک رزاسه  میانگین درصد مرگ و میر -2جدول 
Table 2. Mean of mortality percentage of by Paecilomyces formosus in different concentrations

LSD groupMean of mortality
percentage

Concentration
(conidia/ mL)

a0Control
b44104

c72105

d86106

LSD: 0.09

هاي رصد مرگ میر لاروهاي آفت در غلظتمیانگین د
86و 44،72لیتر به ترتیب اسپور در میلی106و 105، 104

افزارنرمباپروبیتآنالیزاساسو بر)2جدول (درصد بود 
SASمیزانLC50قارچP. formosus3سن هاي لاروبر

لیتر در میلیاسپور2×104خوار رزاسه سوسک سرشاخه
هاي مختلف جنس گونه). 3شکل (محاسبه شد 
Paecilomycesعنوان عوامل کنترل در منابع مختلف به

در این تحقیق معرفی گونه . اندبیولوژیک آفات معرفی شده
P. formosusر رزاسه براي خواروي لارو سوسک سرشاخه

شود و نتایج نشان داد کارایی موثري اولین بار گزارش می
هايگونهبیندر. در پارازیته کردن لارو این آفت دارد

Paecilomyces،هايگونهIsaria farinose (syn.

Paecilomyces farinosus(وIsaria fumosorosea (syn.

P. fumosoroseus(،P. lilacinus وP. tenuipesعنوانبه

بسیاريمطالعاتوشدهشناختهحشراتبیمارگرهايآرایه
استشدهانجامحشراترويهاآنکارائیتاثیرمینهزدر

)Zimmermann, 2008(.گونهP. formosusگونهاز
ازمعدودياساسبرPaecilomyces variotiiکمپلکس

شدهجداملکولیهايدادهوشناسیریختخصوصیات
Samson(است  et al., منابعازP. variotiiگونه).2009

چوبهوا،خاك،پاستوریزه،غذاهاينظیرمختلف
عنوانبهگونهاینازهاییجدایهوشدهجداسازي

اندشدهگزارشپزشکیعلمدرضعیفبیمارگرهاي
Houbraken et al., .Pهايجدایه.)(2010 formosus نیز

Sabernasab)گیاهدربیمارگرعاملعنوانبه et al., 2019)،
Kuboi)انساندرپوستیحساسیتایجادعامل et al.,

Bilal(گیاهدراندوفیتعاملو(2019 et al., 2018(

.اندشدهگزارش

p–valueF–statisticMean SquaresDegrees of
freedom

Source

0.0001**2540.6223Treatments
0.0028error

11Total



...، بیمارگر جدیدPaecilomyces formosusآرایه :محمودي و همکاران140

3هاي سن نمودار درصد مرگ و میر لارو–3شکل 
هاي مختلف داران در غلظتخوار هستهسوسک سرشاخه

Paecilomyces formosusجدایه

Fig. 3. Mortality rate of Rosaceous longhorn larvae
following treatment by different concentrations of
the Paecilomyces formosus

Hamidi et al. (2005)آرایه قارچیP. lilacinus را به
خوار رزاسه جداسازي عنوان بیمارگر لارو سوسک سرشاخه

شناسی شناسائی و گزارش و بر اساس خصوصیات ریخت
توسط این زائیآزمون اثبات بیماريحالی که اند درنموده

.Pدر پژوهش حاضر، آرایه. محققان انجام نشده است

formosusشناسی و مولکولی بر اساس خصوصیات ریخت
بنابراین این دومین . شوداز روي این حشره گزارش می

ر رزاسه خواجداسازي این جنس قارچی از سوسک سرشاخه
ي این حشره در دنیا زائی آن روو اولین گزارش از بیماري

با حمایت MW386464(P. formosus(جدایه . باشدمی
هاي این گونه قرار کامل بوت استرپی در گروه جدایه

گیاهی هاي اندوفیت یا بیمارگرگیرد که مشتمل بر جدایهمی

این جدایه در دامنه دمائی رشد با . با دامنه میزبانی وسیع است
Mirzaeeشده توسطهاي بیمارگر پسته گزارشجدایه et al.

ت تفاوت داشت در حالی که خصوصیا(2016)
هاي پسته از نظر رنگ و شکل شناسی آن با جدایهریخت

و خصوصیات PDAخصوصیات ظاهري پرگنه روي محیط 
شباهت داشت، از این رو جهت تعیین حدود و شناسیریخت

ثغور گونه مطالعات مبتنی بر چندژنی و خصوصیات 
بر اساس . گرددکی در مطالعات بعدي پیشنهاد میفیزیولوژی

زا و هاي کنترل عوامل بیماريمطالعات متاژنومیک مکانیسم
شامل Paecilomycesهاي جنسحشرات در گونه

هاي مستقیم از جمله پارازیتیسم، رقابت و آنتی بیوز مکانیسم
هاي غیر مستقیم شامل القاي مقاومت در گیاهان و روش
Moreno–Gavíra(است  et al., 2020( . با توجه به

بیمارگري این گونه قارچی روي آفت مهم سوسک 
دار، امکان استفاده از آن در خوار درختان میوه هستهسرشاخه

کش بیولوژیک جهت استفاده در برنامه کنترل ساخت آفت
تواند مد نظر قرار گیرد و از طرفی باتلفیقی این آفت می

درتکمیلیمعرفی شده مطالعاتگونهبودنجدیدبهتوجه
وپارازیتویدهاجملهازمفیدحشراترويآنتاثیرخصوص

سازي محصول و بکارگیري در راستاي تجاريشکارگرها
. باشدهاي کنترل تلفیقی ضروري میرنامهدر ب

.
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Abstract

The Rosaceous long–horned beetle (Osphranteria coerulescens) attacks a range of fruit trees belonging to
Rosaceae family. Starting from May to February 2012, samples of branches infected with O. coerulescens were
collected from almond and apricot orchards in South Khorasan province of Iran and subsequently the fungal
pathogens were isolated and identified. Based on the morphological characteristics of the isolated fungus, it was
identified as Paecilomyces formosus and in the phylogenetic study the representative isolate was located in clade
of P. formosus. In evaluating the efficiency of fungal arrays, the mean mortality rate of larvae at concentrations
of 104, 105 and 106 spores per ml of was 44, 72 and 86, respectively. The LC50 for beetle larvae were calculated
as 2×104 spores per ml. In the present study, isolation and pathogenicity of P. formosus on this insect is reported
for the first time both in Iran and worldwide based on morphological and molecular data. Due to the high
mortality rate of this fungal array on the larvae of the beetle pest, the potential of its application in the integrated

pest control program can be considered.
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