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Gene Primer Primer sequence Amplicon (bp)
actin ACTIN -F GATAGCGTGAGGGAGAGCAT 224
ACTIN -R ACCCAGTTCTCTTGACCGAG
hps70 HPS70-F AACCACTTCGTTCAGGAGT 674
HPS70-R TTGTTGTCCTTGGTCATGGC
hps90 HPS90-F CAGTTCGGTGTGGGTTTCTA 518
HPS90-R TTGTAGAAGTCGCCGTACTCC
re- hsp70 re- HSP70-F AACCACTTCGTTCAGGAGT 183
re-HSP70- R CTCCTCTGTCGCTCGGTAT
re- hsp90 re- HSP90-F CAGTTCGGTGTGGGTTTCTA 197
re-HSP90- R GAGGATGACAAGCCCAAGAT
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a significant difference at the 0.01 level.
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Fig. 3- Sex ratio of Trichogramma brassicae treated at 30 and 33°C. The asterisk indicates a significant difference at the 0.01 level .
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Ok dilen alisee (gla g}y ;0 (oled i blus  Asp slayi ol Gl s (SHSP) o8 (sla sy s HSP40 g HSP60 HSP70
do g Ll Lol Lgus o Aoy 5 a5 byl 4y yuiSTg 3 olod (sbbpgp 4> ST .(Basha et al., 2012¢ King & MacRae, 2015) cusl o 45)l55 pol>
S b s (slaingy S5 A0l8 3 coonly sladslge lgie 4 g W) ade AT uf Ll 3 (ol by gl IS e oS il
5 hsp70) oy 3)90 Sl Sod 03 9 Ol Ol Limg cnl o (Ding et al., 2021) 390 d9290 Slopnsn sin dw Bl > sl
ablie ald (b > (blis bty Jsis Wb 4 hsp70 Sl Sed 0F ol i Gl 8l il oad sbl (ales (15 Sl & (hsp90
0l Sl IS hAs )d phee (oA Ltaw.»).»\ JRTLRVCAW @L\....JIL;J L;La:ﬁ,;)j ol Mg ablis glapia g o yiede il oo 0l dloul oled IS L
STy 4 ROS s 4 yomie Ugemd dewSlpgw (clag il Jio oloie 4 05)b Jld i) oloS 5 clale ials )b 5l okj cldgrge
S 5T o3l a1 bl )3 350 O g 3mST 4y ol s 4 ot YU 3l (g pm ST g Jlis 4 5 20,5 0 05g)ke
&g 5 (Tan et al., 2019) w3b o (gy9p0 sl Jleb g (gdm dw JS5 S5 cae bacnBigp opl 9,56 (gl HSP70 & L5 cplplo b o il 38l
@3l ol Js 4 o5 235 e (3,8kes 5 ()l lo) 3290 slapuBinn (sdm 4w JiBle o B8 & e Sl GhST OS5 clale Ll S
.(Pascual et al., 2023)
3 09 g0 bl e i g ges aby CByo odd canS (g5l ol 9 B I3 wlie J1 (6551 el 4 5L 355 ges g By Jolye (o (gly Olyis
ot |y opds o A g ga3 ) 990 (nl & 255 0 (mjliwgen) (s Il b Lo Car ol S (5 Bpo 4 e (A Iyl 5 (S
iz G pwSyn Mg Buo Clpis (6550 doyd Froodgas cunl osds 5155 a5 0k & 09y g5l Hluws (ga0])8 pgy Mg b aales 13 56
gd o HSPs aJgi iuls8l 4 @’L\wflgﬂ alobw o5 &y oo a8 15 55 Lol b i J ke (pl &S cudily dngr b Lol 00,8 0 g0y Jolye b
& Caol odds 0Ll diges leie & (King & MacRae, 2015¢ Chatterjee et al., 2018) s34 0 o > ATP pns (il58l cely g Cawl diyjnys
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O3l o KWV oo Mg ilidl g hsp70 5 hsp90 clays Slo Gl b e 5 i byl i b avlse j5 Ectomyelois ceratoniae Zeller
sl yidw G pao b (Farahani ef al., 2023) a3 o gl bl cpl & (CAT) 5YBK 5 (SOD) Ug0umnd dpuSpguw ¢ Slipus] L;"J" w2l 9o culad
Al g A )3 p3B L opda o 3 Wloee (Bl 0> G el (Sl glie dama b (2l g ilign ool M Gl o 55
wlod sy Gl 4 )81 Lo (158l b &S 0l asuin sl e auls wlel y (Serensen ef al., 2003) ui sales aslse J2o WJs 5 (5)9)L
laygs5 > &8 Kiles S 5,155 del Pino er al. (2020) yol> imgh b aol )3 b oo pialS Wodle Coms g musjll g 795 25 Lol adl il 38l
Ovgmmdas a3 YO & Lod il 381 b Lol 0945 o0 0ligS" (gily 090 Jobo (wgsmduw 4y Yo (glod b Trichogramma achaeae Nagaraja and Nagarkatti
89y Y9 b wyp 4 ag b Atashi ef al. (2023) (picred Cawl 4Bl ol bodle s Cuwd g Jbozos doyd g bgyY  Sleows;
S oy yieS Ay ogmdas 4> 0 YV glod jd sy 0y90 Job dx ST a8 Winges o )l58 calisee (slod cpiix yo Trichogramma euproctidis Girault ;g5

Sy ]y lod iz )3 5 M) Jood (55168 (slygsss g ol 4Bl LalS aled a4y Comd Lo () )3 (Sloossj (lje Lol o) 395

9 adghihl g9y Slgice omej 50,5 slod (aljil 45 5,8 SVl 4 ol plgie ;05 o SKdngy Sl byl g ol Siagh @l b a2g L

oz ol by Sdan S oply ) juelegise edlinal SIS i 86 Sufdsn S slagty) i Sl ke 2 ol @8
e olon g Ol Ll ).;b 9 ol il s S Lb a4 Sbie wdlaiwl 3)50 dygw b g a3sS Jumilis gmlf'l Wle Jelos & Trichogramma
Marchioro et ¢ Coelho Jr. et al,, 2016) wsl 048 s o)) 3390 mansiajhl 9 bl IS Cudbgn (ly conl (Koo Jolge opl (ol plo )l (Kiww
oo 40 YV glod )3 z9y3 5 g iyl e a7 W0l Ll alisie (gled pdin> wyp L Wang ef al. (2004) dses Jlgisa L(al, 2015
bl 5 Bari e al. (2015) buwg golie gols Cpied Dgb o puk (hgstiwd 8l ) sladomily lod Lol b g cul (S0 lales j jzeS
5 crroek abe lis & sl cwd & Dicladispa armigera (Oliver, 180) slaws5 (g9, Trichogramma zahiri (Polaszek, 2002) >,Slos

bl pe Sl )8 (5 5 6y ks (gl ye0 dod Sl Bl L &8 €85 o o ol (Cunl 039 (gl 42,0 YF 9 VA (glalod )5 Il
Loyl ()8 51 Gials 4y oo Wl o cnl g el amlss JLisl )5 Jrasdgi 9 05, (sl (a8 (55 clod sloitig A (sl e e apass
g Bl i 4 e Bl o oS e T S )

¢5)1) 2wl
Do o (I0y8 ¢ ais ol 5l Colen 5 (o mlie el ol L (Je g oSl

S0 9 Jlo Cules

Lo o] claaiym j) i 5 059 e Ly logy oSl Culen b g Jgl godimnsi 6555 Al celpnl ) ools gl J) oty obusly dlis
5 oyl L gy oSl
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Abstract

The increase in the earth's temperature is one of the latest problems threatening the earth's ecosystem. Insects, as poikilothermic
organisms, have a high dependence on their environment's temperature, so increasing global temperature makes impressions on their
distributions, activity, and biological parameters. Trichogramma brassicae (Hymenoptera.: Trichogrammatidae) wasp is one of
Iran's most important biological control agents used to control many species of lepidopterans. In this study, the effect of temperature
changes on biological parameters and the expression of two heat shock genes, Asp70 and hsp90, in T. brassicae was studied under
laboratory conditions. At first, the main 7. brassicae colony was divided into two groups, each separately reared for 20 generations
at 30 and 33 °C. Then, biological parameters, such as the rate of parasitism, appearance rate, and sex ratio, beside two heat shock
gene expressions were assessed. The results indicated that at 33 °C, the HSP90 and HSP70 expressions were 2.45 and 1.9 times
more than 30 °C, respectively, suggesting significant differences at a 99% confidence level. Furthermore, the parasitism rate of 7.
brassicae at 30 and 33 °C were 53.5 + 2.09 and 40.7 £ 2.14 (from 200 initial eggs), respectively. The results showed that rearing at
higher temperature caused to affect the sex ratio, adult appearance rate, and preadult development time. The results of the current
study show that increasing global temperature could reduce the natural enemies' efficacy, which will lead to an increase in the
probability of pest outbreaks.
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	دبیر تخصصی: جواد کریمی
	چکیده: افزایش دمای کره زمین یکی از جدیدترین مشکلاتی است که زيستبوم زمین را تهدید میکند. حشرات به عنوان موجوداتی خونسرد وابستگی زیادی به دمای محیط از خود نشان میدهند به گونهای که با افزایش دمای کره زمین در پراکنش، فعالیت و پراسنجههای زیستی آنها تغییراتی به وجود میآید. زنبور  Trichogramma brassicae (Hym.: Trichogrammatidae) یکی از مهمترین عوامل کنترل بیولوژیک در ایران است که برای مهار بسیاری از گونههای بالپولکداران مورد استفاده قرار میگیرد. در این مطالعه بررسی تغییرات دما روی پراسنجههای زیستی و بیان دو ژن شوک حرارتی hsp70 و hsp90 زنبور  T. brassicaeدر شرایط آزمایشگاهی مورد مطالعه قرار گرفت. بدین منظور کلنی اصلی این زنبورها به دو قسمت تقسیم و هر کدام از کلنیهای جدید به مدت 20 نسل در دو دمای 30 و 33 درجه سلسیوس پرورش داده شدند. بعد از 20 نسل پراسنجههایی مانند درصد پارازیتیسم، نرخ خروج، نسبت جنسی و بیان دو نوع پروتئین دمایی (HSP70 و HSP90) اندازهگیری شد. نتایج نشان داد که در دمای 33 درجه سلسیوس میزان بیان پروتئینهای دماییHSP90  به میزان 45/2 برابر و پروتئین دمایی HSP70  به میزان 9/1 برابر بیان آن در دمای 30 درجه سلسیوس بود که نشاندهنده‌ی وجود اختلاف معنیدار در سطح یک درصد بود. نرخ پارازیتیسم در دماهای 30 و 33 درجه سلسیوس به ترتیب 09/2 ± 5/53 و 14/2 ± 7/40 به ازای 200 تخم بود. درصد خروج زنبورهای بالغ در شاهد و تیمار به ترتیب 37/0 ± 8/96و 83/0± 8/82 بود. نسبت جنسی مادهها به کل جمعیت در دمای 30 و 33 درجه سلسیوس بترتیب  2/1 ± 3/62 و  8/0± 9/48 ثبت شد. در دمای 33 درجه دوره رشد پیش از بلوغ برابر با 029/0 ± 3/8 روز و در دمای30 درجه سلسیوس 029/0 ± 15/9 روز محاسبه شد. این نتایج نشان میدهد افزایش دمای کره زمین میتواند اثربخشی دشمنان طبیعی را کاهش دهد که منجر به افزایش احتمال طغیان آفات خواهد شد.
	واژههاي كلیدي: پروتئینهای شوک دمایی، زنبور تریکوگراما، پراسنجههای زیستی، بیان ژن
	Citation: Abrun, P., Madadi, H., Zibaii, A. & Fatehi, F. (2023) Response of Trichogramma brassicae to increasing temperature using molecular and biological methods. J. Entomol. Soc. Iran 43(3), 195–205. 
	مقدمه
	گرم شدن کره‌ی زمین در قرن اخیر یکی از بزرگترین پیامدهای اقدامات انسانی است که سامانههاي طبیعی را تحت تاثیر قرار داده است ( Gilman et al. 2006 ؛Walther et al., 2002). از زمان انقلاب صنعتی، دمای سالانه جهان در مجموع کمی بیش از دو درجه سلسیوس افزایش یافته است. بین سالهای 1880تا 1980، در هر 10 سال به طور متوسط، دما 07/0 درجه سلسیوس (13/0 درجه فارنهایت) افزایش پیدا کرده است. با این حال، از سال 1981، نرخ افزایش دما بیش از دو برابر شده است و در 40 سال گذشته، در هر دهه دمای کره زمین 18/0 درجه سلسیوس افزایش داشته است (Wunderling et al., 2023). پیش بینیها نشان میدهند که گرمایش جهانی منجر به تغییراتی گسترده در واکنشهای فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و اکولوژیکی طیفی وسیع از موجودات زنده شده که به دنبال آن باعث تغییراتی گسترده در زيستبومهاي طبیعی میگردد (Katz et al., 2005). در این بین موجودات خونسرد از جمله حشرات بیش از موجودات خونگرم " که دمای بدن آن‌ها ثابت است " تحت تاثیر قرار میگیرند (Schwartz, 2003). افزایش دما در طیف گستردهای از موجودات منجر به پیش افتادن زمان ظهور فرایندهای مختلف از جمله ظهور اولین برگها (Menzel et al., 2002)، گلدهی (Lu et al., 2007) و زمان برداشت (Menzel et al., 2005) در گیاهان، فراخوانی جفت و پرورش لارو دوزیستان (Gibbs & Breisch, 2001)، تخمگذاری و مهاجرت پرندگان ( Gaston et al., 2005؛Visser et al., 2004) شده است. نمونههایی بیشتر از اثرات گرمایش شامل تغییرات در پویایی جمعیت (Dandan, 2022)، ترکیب جامعه (Sagarin et al., 1999)، چرخه کربن زيستبومها (Cox et al., 2000) و کاهش غنای گونهای (Bradshaw & Holzapfel, 2001) در تعداد زیادی از پژوهشها اثبات شدهاند. 
	حشرات با حدود 5/1 میلیون گونه شناسایی شده به عنوان بزرگترین گروه موجودات خونسرد شناخته شدهاند و در برابر تغییرات دمایی نسبت به بسیاری از مهرهداران حساستر هستند (Roy & Sparks, 2000). تغییرات ایجاد شده روی این گروه از موجودات زنده منجر به تغییراتی شگرف در اکوسیستمهای طبیعی خواهد شد. افزایش دمای کره‌ی زمین باعث تغییر در رفتار، فراوانی حشرات و توزیع آنها شده و در حالت شدید نیز برخی از جمعیتهای محلی را به سمت نابودی سوق داده و باعث تغییر در ساختار جامعه آنها شده‌است (Roth, 2014). دلایل متعددی وجود دارد که نشان میدهد افزایش دمای زمین باعث طغیان آفات از طریق ساز و کارهای مختلف از جمله افزایش زندهمانی حشرات در زمستان (Kiritani, 2006) و تسریع رشد (Miles et al., 1997) حشرات شده است. گرم شدن هوا باعث شده بسیاری از گونه‌های حشرات، به‌ویژه آن‌هایی که در مناطق معتدل بهسر میبرند، در هماهنگی با این پدیده، پراکنش خود را به عرضهای جغرافیایی بالاتر تغییر دهند ( Hassell et al., 2007؛Battisti et al., 2005). بهعنوان مثال، 63 درصد از گونههای پروانههای مورد بررسی در اروپا، پراکنش خود را به سمت شمال گسترش دادهاند (Robinet & Roques, 2010) و در مناطق جدید و بدون حضور دشمن طبیعی جمعیت خود را به سرعت افزایش داده و گسترش مییابند و از این طریق خسارت بالایی به محصولات کشاورزی و پوششهای گیاهی طبیعی نظیر جنگلها و مراتع وارد میکنند.
	در سطح مولکولی نیز حشرات به افزایش دما به صورت فیزیولوژیکی واکنش نشان میدهند که یکی از مهمترین این پاسخها افزایش سریع سنتز مجموعهای از پروتئینهای حفاظت شده به نام پروتئینهای شوک حرارتی (HSPs)  میباشد. این پروتئینها اولین بار به دنبال تنش دمایی اعمال شده روی مگسهای سرکه Drosophila melanogaster Meigen, 1830 (Diptera: Drosophilidae)  شناسایی شدند که به همین دلیل به عنوان پروتئینهای شوک حرارتی نامیده میشوند (Tissieres et al., 1974). پژوهشها نشان داده است که پروتئینهای شوک حرارتی طیفی گسترده‌ از پروتئینها هستند که در برابر طیفی وسیع از عوامل تنشزای زنده (پارازیتوئیدها، شکارگرها و پارازیتها) و غیر زنده (تغییرات دمایی، خشکی و گرسنگی) واکنش نشان میدهند (Zhao & Jones, 2012). 
	در بین این تغییرات گسترده در فراوانی و توزیع حشرات که میتواند منجر به طغیان آفات شود تاثیر دشمنان طبیعی در کنترل و تنظیم این تغییرات اهمیت به سزایی دارد. از بین دشمنان طبیعی پارازیتوئیدها مهمترین نقش را در کنترل جمعیت آفات دارند ((Bellows & Fisher, 1999. در بین پارازیتوئیدها نیز زنبورها بزرگترین و با اهمیتترین گروه را تشکیل می‌دهند. تعداد گونه‌های راسته بال غشائیان بهطور تقریبی 115000 گونه تخمین زده شده است که از طریق کنترل طبیعی آفات نقشی مهم در حفظ تعادل زيستبومها ایفا میکنند (Ulrich, 1999). از میان زنبورهای پارازیتوئید که در سطح جهانی به عنوان عوامل کنترل زیستی مورد استفاده قرار می‌گیرند، زنبورهای خانواده Trichogrammatidae یکی از مهمترین عوامل کنترل بیولوژیک برای مهار آفات- به ویژه در چارچوب روش رهاسازی اشباعی (Inundative release) در بسیاری از کشورها بوده اند (Consoli et al., 2010). زنبور Bezdenko Trichogramma brassicae  به عنوان یکی از مهمترین گونههای این خانواده (Lundgren et al., 2002) و تجاریترین گونه زنبورهای پارازیتوئید در ایران است (Iranipour et al., 2009) که برای مهار تخم آفات مختلف مانند Helicoverpa armigera Hübner، Cydia pomonella L.، Spectrobates ceratoniae Zell ، Chilo suppressalis Walker ، Ostrinia nubilalis (Hübner) و  Tuta absoluta Meyrick پرورش یافته و مورد استفاده قرار میگیرند (Li et al., 2019).
	با توجه به اهمیت زنبورهای تریکوگراما در کنترل طیفی وسیع از تخم بالپولکداران، بررسی این تغییرات دمایی بر شایستگی و تغییرات مولکولی ایجاد شده در آنها بسیار حائز اهمیت میباشد. بسیاری از پژوهشگران به بررسی اثرات فوری دما در یک نسل روی فاکتورهای رشدی و فیزیولوژیکی حشرات پرداختهاند اما پژوهشهای اندکی به اثرات بلند مدت افزایش دما و چگونگی واکنش و سازش حشرات به این پدیده پرداخته است. بنابراین هدف از این مطالعه بررسی تغییرات ایجاد شده در زنبور T. brassicae تحت تاثیر دماهای گوناگون در مدت زمانهای طولانی (20 نسل) بر تعدادی از ویژگیهای زیستی مانند نرخ پارازیتیسم، نرخ ظهور بالغین، نسبت جنسی و بیان ژنهای شوک حرارتی (hsp70 و hsp90) به عنوان متداولترین ژنهای حساس به تغییرات دمایی بودهاست.
	مواد و روشها
	پرورش حشرات. جمعیت اولیه زنبورهای پارازیتوئید T. brassicae از موسسه تحقیقات گیاه‌پزشکی کشور تهیه شد و با استفاده از تخم نوعی پروانه به نام شب پره مدیترانهای آرد (Pyralidae: Lepidoptera) Ephestia kuehniella Zeller به مدت سه نسل پرورش داده شد. در ادامه جمعیت زنبور به دو گروه تقسیم شد. حشرات گروه شاهد در دمای بهینه 30 درجه سلسیوس (Negahban et al., 2021) و رطوبت 70 درصد نگهداری شدند. گروه دوم که حشرات گروه تیمار بودند در دمای 33 درجه سلسیوس که بالاتر از دمای بهینه رشد زنبور  T. brassicaeاست و رطوبت 70 درصد قرار گرفتند. هر دو گروه در دوره نوری 16 ساعت روشنایی و  8 ساعت تاریکی پرورش یافتند.
	پراسنجه‌های زیستی زنبور T. brassicae. بعد از 20 نسل پرورش زنبور T. brassicae، درون هر کدام از کلنیهای شاهد (30 درجه سلسیوس) و تیمار (33 درجه سلسیوس)، یک پَرگاله (Patch) حاوی 200 عدد تخم شب‌پره بید آرد E. kuehniella قرار داده شد. بعد از یک ساعت این پرگاله تخم از کلنی خارج و هر کدام در ظرف شیشهای به ابعاد10× 2 سانتیمتر قرار داده شدند. از روز ششم به بعد دو مرتبه در روز، این پرگالههای تخم بررسی و سوراخهای خروجی روی تخمهای میزبان شمارش و به عنوان زمان دوره پیش از بلوغ در نظر گرفته شدند. بیست و چهار ساعت بعد از اولین خروج بالغین، 30 عدد زنبور ماده جفتگیری کرده یک روزه به طور تصادفی از هر کدام از ظروف شاهد و تیمار انتخاب و به ظروف شیشهای به ابعاد 10× 2 سانتیمتر جداگانهای منتقل شدند. برای هر زنبور یک پرگاله به اندازه 6×1 سانتیمتر حاوی 200 عدد تخم تازه بید آرد E. kuehniella که به کمک آب عسل روی یک کارت مقوایی چسبانده شده بود، آماده و در هر کلنی قرار داده شد. این پرگالهها 24 ساعت در اختیار زنبور قرار گرفت و پس از آن، از دسترس زنبور ماده خارج شد. هر روز دو مرتبه لولههای حاوی زنبور بررسی شد و زمان مرگ زنبور ماده درون لوله ثبت گردید (de Freitas Bueno, 2012).  
	 بعد از گذشت پنج روز که تخمهای پارازیته شده سیاه شدند تعداد تخمهای پارازیته شده شمارش و ثبت شدند. برای به دست آوردن طول دوره رشدی پیش از بلوغ، بعد از روز هشتم روزانه دو بار پچهای تخم در زیر بینوکولر بررسی و تعداد زنبورهای خارج شده شمارش و ثبت شد. برای محاسبه درصد افراد بالغ ظاهر شده یا درصد ظهور زنبورهای بالغ (پارازیتیسم موفق) بعد از 36 ساعت از خروج اولین زنبور، تعداد کل زنبورها شمرده و جنسیت آنها از طریق شاخکها ثبت شد (Bowen & Stern, 1966).
	بررسی بیان ژن 
	تشریح حشرات. پس از 20 نسل پرورش زنبور تریکوگراما زنبورهای تازه ظاهر شده و تخم‌ریزی نکرده به آزمایشگاه منتقل شدند. به دلیل کوچکی این زنبور امکان تشریح وجود نداشت. بنابراین 500 زنبور برای هر تکرار در آب DEPC (Diethyl pyrocarbonate) فاقد  RNaseتحت شرایط استریل و روی یخ با استفاده از هموژنایزر شیشه ای همگن شدند. بافتهای همگن شده به میکروتیوبهای استریل برای استخراج RNA منتقل شدند (Amiri et al., 2016).
	استخراج RNA  و سنتز cDNA. استخراج RNA كل با استفاده از كيـت (Bio Flux) P-Biozol طبق دستورالعمل شرکت سازنده در سه تکرار بیولوژیک انجام شد و هر تکرار بیولوژیک از سه تکرار تکنیکال تشکیل شد. برای حذفDNA  ژنومي از تيمار به کمک  DNaseI (Fermentas)، صورت گرفت. پس از آن، كمّيت و كيفيت RNA استخراج شده با دستگاه نانودراپ (شرکت Thermo Scientific مدل 2000c) و الكتروفـورز در ژل آگارز یک درصد مورد ارزیابی قرار گرفت.
	برای ساخت cDNA  تک رشتهای، RNA به ميزان يك ميكروگرم (DNA Free) از هر نمونه و آغـازگر Oligo-dT 8و با استفاده از کیت سنتز cDNA AccuPower R RocketScriptTM Cycle RT PreMix (Bioneer، Daejeon، کره جنوبی) انجام شد.
	 برای آنکه از سنتز cDNA اطمینان حاصل شود، با استفاده از واكنش زنجيرهاي پلیمـراز و جفـت آغـازگر Actin به عنوان ژن کنترل داخلی (Housekeeping) تكثير قطعات انجـام شـد. ارزيابي محصول PCR  روي ژل آگـارز 5/1 درصـد در بـافر TBE صورت گرفت و رنگ آميزي ژل با اسـتفاده از مـاده FluoroDye 6× DNA Loading Dye (SMOBIO) انجام شد.
	طراحی آغازگر. در این مطالعه از دو پرایمر ژنهای hsp70 و hsp90 برای انجام PCR  و دو پرایمر ژنهای rt-hsp70 و rt-hsp90 برای اندازهگیری بیان ژن (Real-time PCR) ( جدول 1) استفاده شد (Farahani et al., 2020).
	بررسی تغییرات بیان ژن به روش .Real-Time PCR برای تعیین تغییرات بیان ژن در فازهای مختلف از تکنیک Real-time PCR Quantitative استفاده شد ((Macpherson et al., 2006. بدین منظور، یک میکرولیتر ازcDNA  برای انجام آنالیز بیان ژن استفاده شد ( بـا رقـت 1:20). علاوه برآن در محلول واکنش 5/0 میکرولیتر آغازگر اختصاصی ژنهای پروتئینهای دمایی (جدول 1) (10 میکرومولار)، 5 میکرولیتر SYBR green mix 2x و تا حجم 10 میکرولیتر آب DEPC و با استفاده از دستگاه  Rotor-Gene® Q thermocycler system (Qiagen)تنظيم و براي انجـام واكـنش مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت. بعد از انجام آزمون‌های اولیه، برنامه حرارتی شامل واسرشت اولیه به مدت 15 دقیقه در دمای 95 درجه سلسیوس و 40 چرخه با واسرشت سازی به مدت 15 ثانیه در دمای 95 درجه سلسیوس، اتصال پرایمر به مدت 20 ثانیه در دمای 55 و بسط به مدت 20 ثانیه در دمای 72 درجه سلسیوس انجام شد.
	جدول 1- مشخصات آغازگرها؛ ژنactin  (ژن کنترل داخلی) و ژنهای hps70 و hps90 برای PCR  و ژنهای re- hsp70 و re- hsp90  برای RT-PCR میباشند.
	Table 1- The characteristics of primers; actin gene (Housekeeping gene) and hps70 and hps90 genes for PCR and re-hsp70 and re-hsp90 genes for RT-PCR.
	Gene
	Primer
	Primer sequence
	Amplicon (bp)
	actin
	ACTIN -F
	GATAGCGTGAGGGAGAGCAT
	224
	ACTIN -R
	ACCCAGTTCTCTTGACCGAG
	hps70
	HPS70-F
	AACCACTTCGTTCAGGAGT
	674
	HPS70-R
	TTGTTGTCCTTGGTCATGGC
	hps90
	HPS90-F
	CAGTTCGGTGTGGGTTTCTA
	518
	HPS90-R
	TTGTAGAAGTCGCCGTACTCC
	re- hsp70
	re- HSP70-F
	AACCACTTCGTTCAGGAGT
	183
	re-HSP70- R
	CTCCTCTGTCGCTCGGTAT
	re- hsp90
	re- HSP90-F
	CAGTTCGGTGTGGGTTTCTA
	197
	re-HSP90- R
	GAGGATGACAAGCCCAAGAT
	شکل 1 – نرخ پارازیتیسم زنبورهای Trichogramma brassicae تیمار شده در دماهای 30 و 33 درجه سلسیوس برای 200 عدد تخم. علامت ستاره نشان دهنده تفاوت معنی‌دار در سطح یک درصد می‌باشد.  
	Fig. 1 - Parasitism rate of Trichogramma brassicae treated at temperatures of 30 and 33°C. The asterisk indicates a significant difference at the 0.01 level.
	بعد از اتمام برنامه تکثیر، منحنی ذوب از دمای 65-94 درجه سلسیوس با شیب افزایش دمایی یک درجه سلسیوس ترسیم گردید. تمام نمونهها در سه تکرار بیولوژیک حاوی سه تکرار تکنیکال مورد ارزیابی قرار گرفتند. کمیت نسبی بیان ژن با روش  - ΔΔCt2 محاسبه شد (Livak & Schmittgen, 2001). اهمیت تفاوت در بیان ژن با استفاده از نرم افزار Rest 2009 تعیین شد. 
	تجزیه آماری. تجزیه و تحلیل آماری به منظور تعیین معنیدار بودن تفاوت بین تیمارها با استفاده از آزمون آماری Paired Samples t-test و نرم افزار SPSS 26 انجام گرفت. برای تجزبه آماری نسبت جنسی نیز از آزمون کای اسکوئر دوسویه (Chi-Square test) در سطح احتمال 01/0 (P<0/01) استفاده شد (SAS 9.4). 
	شکل 2- درصد خروج زنبورهای بالغ Trichogramma brassicae تیمار شده در دماهای 30 و 33 درجه سلسیوس. علامت ستاره نشان دهنده اختلاف معنی‌دار در سطح یک درصد می‌باشد.  
	Fig. 2- The emergence percentage of Trichogramma brassicae adults treated at temperatures of 30 and 33°C. The asterisk indicates a significant difference at the 0.01 level.
	نتایج 
	نرخ پارازیتیسم. نتایج حاصل از تجزیه واریانس میزان پارازیتیسم توسط هر ماده نشان داد که بین زنبورهای پرورش یافته در 30 و 33 درجه سلسیوس اختلاف معنیداری وجود دارد (01/0P < ،16/4t= ، 29df= ، T-test). این نتایج که در شکل 1 نشان داده شده مشخص میکند که زنبورهای مورد بررسی در دمای 30 درجه سلسیوس قدرت پارازیته کردن بیشتری دارند و افزایش دما سبب کاهش قدرت تخمگذاری این زنبورها شده است.
	درصد خروج بالغین. مقایسهی انجام شده بین میانگینهای زنبورهای خارج شده در دو تیمار بیانگر وجود اختلافی معنیدار در درصد خروج بالغین از تخمهای میزبان بود (01/0P < ،43/13t = ، 29df= ، T-test). همانطور که در شکل 2 نشان داده شده است با افزایش دما، نموّ زنبور T. brassicae مختل شده و درصدی قابل توجه از افراد در همان مراحل اولیه پیش از بلوغ از بین میروند.
	دوره رشدی پیش از بلوغ. نتایج نشان داد بین طول دوره پیش از بلوغ زنبورهای T.  brassicae تحت تاثیر دماهای 30 و 33 درجه سلسیوس تفاوتی معنیدار وجود دارد (01/0P < ، 365/20t = ، 128df =  ،T-test).  دوره پیش از بلوغ در دمای30 درجه سلسیوس برابر با 029/0 ± 15/9 روز و در دمای 33 درجه سلسیوس برابر با 029/0 ± 3/8  روز بدست آمد. بنابراین، نتایج نشان میدهدکه افزایش دما میتواند دوره رشدی پیش از بلوغ را در زنبورها کاهش دهد.
	طول عمر افراد بالغ. تجزیه‌ی آماری دادهها نشان داد که بین طول عمر زنبورهای  T. brassicae در دو دمای 30 و 33 درجه سلسیوس تفاوت معنیداری وجود دارد (01/0P <، 15/6 = t ، 29df= ، T-test). زنبورهای بالغ T. brassicae در دمای 30 درجه سلسیوس 21/0 ± 5/4 روز و در دمای 33 درجه سلسیوس به مدت 16/0 ± 5/3 روز زنده ماندند. بر این اساس، با افزایش دما طول عمر زنبورهای بالغ کاهش یافت، به گونهای که در دمای 33 درجه سلسیوس میانگین عمر زنبورهای بالغ به کمتر از 4 روز رسیده است.
	نسبت جنسی. با تحلیل آماری دادههای نسبت جنسی زنبورها مشخص شد که از این نظر بین دو دما اختلاف معنیداری وجود دارد (01/0P <  ,966/44Chi-square test, df = 1, χ2 =) با توجه به نتایجی که در شکل 3 آمده است در دمای 30 درجه سلسیوس نسبت جنسی به نفع مادهها بوده که درصد مادهها برابر با 3/1 ± 62 درصد است در حالی که در دمای 33 درجه سلسیوس نسبت جنسی به نفع نرها و درصد نرها در جمعیت برابر با 9/0 ± 51 درصد بود.
	پروتئین‌های شوک دمایی. در مورد پروتئینهای دمایی تجزیه آماری نتایج نشان داد که بین بیان ژن hps90 در زنبورهای T. brassicae مورد بررسی در دماهای 30 و 33 درجه سلسیوس، اختلاف معنیداری وجود دارد (01/0P < ، 57/6t =   ،2 df = ،T-test). همچنین میزان بیان ژن hps70 بین دو تیمار مختلف دارای اختلافی معنیدار بود (01/0P < ، 27/7t = ، 2df =  ،T-test). پروتئین شوک دمایی HSP90 بیشتر از پروتئین شوک دمایی HSP70 تحت تاثیر افزایش دما تغییر کرده و بیان آن افزایش یافته است (شکل 4).
	شکل 3- نسبت جنسی زنبورهای Trichogramma brassicae تیمار شده در دمای 30 و 33 درجه سلسیوس. علامت ستاره نشان دهنده اختلاف معنی°دار در سطح یک درصد میباشد. 
	Fig. 3- Sex ratio of Trichogramma brassicae treated at 30 and 33°C. The asterisk indicates a significant difference at the 0.01 level. 
	شکل 4 – میزان بیان ژنهای پروتئینهای دماییHSP70  و HSP90 زنبورهای Trichogramma brassicae تیمار شده در دمای 30 و 33 درجه سلسیوس. علامت ستاره نشان دهنده‌ی اختلاف معنی‌دار در سطح یک درصد می‌باشد.  
	Fig. 4 - Expression level of HSP70 and HSP90 temperature proteins genes of Trichogramma brassicae treated at 30 and 33°C. The asterisk indicates a significant difference at the 0.01 level.
	بحث و نتیجه گیری
	تغییرات اقلیمی کره‌ی زمین و افزایش دمای آن باعث تحمیل طیف گستردهای از تغییرات فیزیولوژیکی، زیستی و مولکولی در حشرات شده است. تنشهای محیطی ایجاد شده منجر به تولید ترکیبات اکسیژنی فعال (Reactive oxygen species) در سطح سلولها میشود که این ترکیبات بسیار واکنش پذیر بوده و به ترکیبات مختلف شامل لیپیدها، پروتئینها و نوکلئیک اسیدها در سطح سلول حمله کرده و فعالیت آنها را مختل مینمایند. Zhao et al. (2020) گزارش کردند که پرورش عنکبوت Hylyphantes graminicola (Araneae: Linyphiidae) در دماهای بالاتر از بهینه منجر به افزایش تولید ترکیبات اکسیژنی فعال گردیده است. ساز وکار دفاعی حشرات در برابر تنشهای محیطی شامل پروتئینهای شوک حرارتی و سیستم آنتیاکسیدانی است. پروتئینهای شوک حرارتی به عنوان پروتئینهایی شناخته میشوند که با تاثیر روی طیف گستردهای از فرآیندهای فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی باعث سازگاری موجود با محیط اطراف خود میشوند. (King & MacRae, 2015). خانواده پروتئینهای دمایی متشکل از پروتئینها با اندازه و وزن مولکولی متفاوتی میباشند که شامل HSP100، HSP90، HSP70، HSP60 و HSP40 و پروتئینهای کوچک (sHSP) هستند. افزایش بیان ژنهای hsp در شرایط تنش دمایی در پژوهشهای مختلفی همانند پژوهش حاضر گزارش شده است ( King & MacRae, 2015؛Basha et al., 2012). اگرچه پروتئینهای دمایی در واکنش به شرایط تنشزا تولید میشوند اما باید توجه داشت که هر کدام از آنها وظایفی خاص، در شرایط غیر تنش بر عهده دارند و به عنوان مولکولهای چاپرون، در فرایند تشکیل پروتئینهای مختلف شرکت میکنند. به عنوان مثال، HSP70 در فرایند تا زدن و تشکیل ساختار سه بعدی پروتئین از رشتههای پلیپیتید تازه ترجمه شده شرکت دارند در حالی که HSP90 باعث حفظ ساختار سه بعدی پروتئینهای موجود میشود (Ding et al., 2021). در این پژوهش میزان بیان دو ژن شوک حرارتی مورد بررسی (hsp70 و hsp90) به دنبال تنش دمایی ایجاد شده افزایش یافت. افزایش میزان بیان ژن شوک حرارتی hsp70 به دلیل تشکیل پروتئین‌های حفاظتی در طی فرایند مقابله با تنش دمایی ایجاد شده میباشد. مهمترین پروتئینهای حفاظتی تولید شده آنزیمهای آنتیاکسیدانی هستند. این آنزیمها نقشی مهم در تعدیل تنش ایجاد شده در موجودات زنده از طریق کاهش غلظت ترکیبات اکسیژنی فعال دارند به عنوان مثال آنزیمهای سوپراکسید دیسموتاز منجر به تبدیل ROS به پراکسید هیدروژن میگردد و به دنبال تولید پراکسید هیدروژن، آنزیم کاتالاز منجر به تبدیل آن به اکسیژن و آب میشود. در شرایط تنش، تولید آنزیمهای آنتیاکسیدانی افزایش مییابد؛ بنابراین نیاز به HSP70 برای تاکردن این پروتئینها جهت تشکیل شکل سه بعدی و فعال آنها ضروری میباشد.(Tan et al., 2019)  از سوی دیگر افزایش غلظت ترکیبات اکسیژنی فعال منجر به تخریب ساختار سه بعدی پروتئینهای موجود (ساختاری و عملکردی) میگردد که به دنبال آن نیاز به HSP90 جهت تاکردن مجدد این پروتئینهای تخریب شده ضروری میباشد که این موضوع منجر به افزایش بیان hsp90 تحت شرایط تنش میشود  .(Pascual et al., 2023) 
	حشرات برای طی مراحل رشد و نمو خود نیاز به تامین انرژی از منابع غذایی دارند و این انرژی کسب شده صرف رشد، نمو و تولید مثل آنها میشود. قرار گیری در شرایط تنش منجر به صرف انرژی کسب شده جهت حفظ حالت پایدار بدن (هموستازیس) میشود که این موضوع رشد، نمو و تولید مثل حشره را تحت تاثیر قرار خواهد داد. تولید پروتئین فرایندی بسیار انرژیبر بوده، به طوریکه گزارش شده است حدود 40 درصد انرژی حشرات صرف تولید پروتئینهای مختلف طی مراحل رشدی میگردد. اما باید توجه داشت که این سازگار شدن با شرایط تنشزا که منجر به تولید سامانه آنتیاکسیدانی و افزایش تولید HSPs میشود، پرهزینه است و باعث افزایش مصرف ATP در بدن میشود (Chatterjee et al., 2018 ؛King & MacRae, 2015). به عنوان نمونه اشاره شده است که Ectomyelois ceratoniae Zeller در مواجه با شرایط تنشزای محیطی با افزایش بیان ژنهای hsp90 و hsp70 و افزایش تولید مالون دی آلدئید و افزایش فعالیت دو آنزیم آنتی اکسیدانی، سوپراکسید دیسموتاز (SOD) و کاتالاز (CAT) به این شرایط پاسخ میدهد (Farahani et al., 2023). با مصرف بیشتر منابع انرژی بدن برای تولید این پروتئینها و سازش با محیط، منابع اندکی برای فعالیتهای زیستی دیگر باقی میماند در نتیجه حشره با تاخیر در رشد و کاهش باروری و تولید مثل مواجه خواهد شد (Sørensen et al., 2003). بر اساس نتایج پژوهش حاضر، مشخص شد که با افزایش دما اگرچه بیان پروتئینهای دمایی افزایش یافته اما نرخ خروج و پارازیتیسم و نسبت مادهها کاهش مییابد. در تایید با پژوهش حاضر del Pino et al. (2020) گزارش کردهاند که در زنبورهای Trichogramma achaeae Nagaraja and Nagarkatti تا دمای 30 درجه سلسیوس طول دوره رشدی کوتاه میشود اما با افزایش دما به 35 درجه سلسیوس زندهمانی لاروها و درصد خروج بالغ و نسبت جنسی مادهها کاهش یافته است. همچنین Atashi et al. (2023) با توجه به بررسیهای خود روی زنبورTrichogramma euproctidis Girault  در چندین دمای مختلف گزارش نمودند که اگرچه طول دوره رشدی در دمای 33 درجه سلسیوس به کمترین حد خود رسیده اما میزان زندهمانی در این دما نسبت به بقیه دماها کاهش یافته است و زنبورهای کمتری تحمل رشد و بقا در چنین دمایی را داشتند.
	 با توجه با نتایج پژوهش حاضر و گزارشهای پژوهشگران دیگر میتوان اینگونه استدلال کرد که افزایش دمای کره‌ی زمین میتواند روی پارازیتوئیدها و به تبع آن در میزان اثر بخشی روشهای کنترل بیولوژیک تاثیر منفی بگذارد. استفاده موفقیتآمیز از راهبرد کنترل بیولوژیک توسط گونههای جنس Trichogramma به عواملی مانند آگاهی از پتانسیل گونه و یا سویه مورد استفاده، میزبانی که باید کنترل شود، نیازهای حرارتی و تأثیر شرایط آب و هوایی غالب بستگی دارد. بنابراین، این عوامل ممکن است برای موفقیت کنترل آفات و پارازیتیسم موفق آن تعیین کننده باشد ( Coelho Jr. et al., 2016؛Marchioro et al., 2015). بهعنوان نمونه Wang et al. (2004) با بررسی چندین دمای مختلف نشان دادند که میزان پارازیتیسم و نرخ خروج در دمای 33 درجه سلسیوس کمتر از دماهای دیگر است و با افزایش دما پراسنجههای زیستی آفت دستخوش تغییر میشود. همچنین نتایج مشابهی توسط Bari et al. (2015) از ارزیابی عملکرد Trichogramma zahiri (Polaszek, 2002) روی تخم‌های Dicladispa armigera (Oliver, 180) به دست آمد که نشان میداد پایینترین نرخ پارازیتیسم در دماهای 18 و 34 درجه سلسیوس بوده است. بنابراین میتوان نتیجه گرفت که با افزایش دما، زنبور برای سازگاری و خنثی کردن اثرات مضر آن با تخصیص منابع بیشتر برای تولید پروتئینهای دمایی، انرژی کمتری برای رشد و تولیدمثل در اختیار خواهد داشت و این میتواند منجر به کاهش اثرگذاری آنها در کنترل آفات شود که میتواند منجر به طغیان آفات شود. 
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	Abstract
	The increase in the earth's temperature is one of the latest problems threatening the earth's ecosystem. Insects, as poikilothermic organisms, have a high dependence on their environment's temperature, so increasing global temperature makes impressions on their distributions, activity, and biological parameters. Trichogramma brassicae (Hymenoptera.: Trichogrammatidae) wasp is one of Iran's most important biological control agents used to control many species of lepidopterans. In this study, the effect of temperature changes on biological parameters and the expression of two heat shock genes, hsp70 and hsp90, in T. brassicae was studied under laboratory conditions. At first, the main T. brassicae colony was divided into two groups, each separately reared for 20 generations at 30 and 33 °C.  Then, biological parameters, such as the rate of parasitism, appearance rate, and sex ratio, beside two heat shock gene expressions were assessed. The results indicated that at 33 °C, the HSP90 and HSP70 expressions were 2.45 and 1.9 times more than 30 °C, respectively, suggesting significant differences at a 99% confidence level. Furthermore, the parasitism rate of T. brassicae at 30 and 33 °C were 53.5 ± 2.09 and 40.7 ± 2.14 (from 200 initial eggs), respectively. The results showed that rearing at higher temperature caused to affect the sex ratio, adult appearance rate, and preadult development time. The results of the current study show that increasing global temperature could reduce the natural enemies' efficacy, which will lead to an increase in the probability of pest outbreaks. 
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