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روي كرم  Bacillus thuringiensis باكتري ي هاي مولكولي چند جدايه بررسي قدرت بيمارگري و ويژگي

  *ي پشت الماسي پره ي پنبه و شب وزهق
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  چكيده

ثير نامطلوب أوان مانند اثر اختصاصي روي لارو حشرات آفت، عدم تهاي فرا  خاطر مزيت به Bacillus thuringiensisباكتري 

اي در مـديريت   هاي كنترل، جايگاه ويـژه   روي محيط زيست و جاندارن غير هدف و همچنين سهولت تركيب و تلفيق با ساير روش

هاي بيمـارگر    ها و سويه  گري جدايهبررسي قدرت بيمار عنوان پايه و اساس تحقيق روي اين باكتري، اولين قدم به. كنترل آفات دارد

Dipel)تجـاري  ي بومي و يـك نمونـه   ي در اين تحقيق قدرت بيمارگري سه جدايه. دركنترل آفات مورد هدف است
®
روي لارو   (

ي  درجـه  27در دمـاي    Plutella xylostellaي پشـت الماسـي،   پـره  شـب و   Helicoverpa armigeraپنبـه،  ي  سـن دوم كـرم قـوزه   

ي  جدايهسه  (LC50)درصد  50غلظت كشنده . شد بررسي) روشنايي :تاريكي( 16:8ي نوري  و دوره% 65رطوبت نسبي  سلسيوس و

و  39/1×107، 8/8×107، 21/1×107ترتيـب   ي پنبـه بـه   ديپـل روي لارو سـن دوم كـرم قـوزه     ي تجاري نمونهو  KD2 ،20 ،6R بومي

ي پنبـه   درصد روي كرم قـوزه  50، با كمترين غلظت كشنده  KD2ي ري جدايهمحاسبه شد كه بيمارگليتر  اسپور در ميلي 91/6×107

 ،1/6×104ترتيـب   ي پشـت الماسـي بـه    پره شبهاي بومي فوق روي لاروهاي سن دوم  درصد جدايه 50 ي غلظت كشنده. بود بيشتر

در . بـود   20ي مربـوط بـه جدايـه    Btكه بيشترين قدرت بيمارگري بـاكتري   بود ليتر اسپور در ميلي 8/8×104و  9/2×105 ، 4/3×103

  .يكساني نيستند cryهاي  داراي ژن ي مورد بررسيها ها مشخص شد كه جدايه بررسي مولكولي جدايه

     ي پشت الماسي، قدرت بيمارگري، ويژگي مولكولي پره شبي پنبه،  ، كرم قوزهBacillus thuringiensis: هاي كليدي واژه

 

  مقدمه

 Helicoverpa armigera Hübnerپنبـه،   ي قـوزه  كرم

(Lep.: Noctuidae)    فرنگـي، ذرت،   آفت مهـم پنبـه، گوجـه

 (Fit, 1989). نخـود، توتـون، لوبيـا، سـويا و كنجـد اسـت      

گونـه   70بـوده و در دنيـا بـيش از    ژ فـا  پلـي  ياد شدهي  حشره

لاروهـاي ايـن آفـت از    . ميزبان براي آن گزارش شـده اسـت  

وه و غـلاف بـذور گياهـان    ها، بلال، مي هاي جوان، قوزه برگ

  .(Mitter et al., 1993)كند  ميزبان خود تغذيه مي

ــب ــره شــ ــم،   پــ ــد كلــ ــا بيــ ــي يــ ــت الماســ   ي پشــ
 

هــا مــريم  ي كارشناســي ارشــد خــانم ايــن مقالــه برگرفتــه از پايــان نامــه* 

 .باشد فرد مي كلانتري و زهرا معقولي

شـود   چليپائيان يافت مي ي هاي گياهان خانواده كشت بومدر 

داران  پولــك از بيشــترين پــراكنش جهــاني در بــين بــال    و 

در دنيا براي . (Talekar & Shelton, 1993)برخوردار است 

كنترل آن در جهان سالانه بـيش از يـك ميليـارد دلار هزينـه     

 ,.Verkerk & Wright, 1996; Dezianian et al)شـود   مـي 

عنوان يكي  توسط افشار به 1317در سال  پره شباين . (2010

و ) Behdad, 1982(از آفات مهم كلم از ايران گزارش شـد  

ــال  ــرد     1378در س ــان ك ــران طغي ــتان ته ــم اس ــزارع كل در م

(Marzban & Baniameri, 2004) .    اين آفـت بـا دارا بـودن

ــاد و     ــدمثل زي ــراكنش و تولي ــدرت پ ــالا، ق ــاني ب ــوع ميزب   تن
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  ...باكتري  چند جدايه هاي مولكولي و ويژگيبيمارگري بررسي قدرت  :همكاران و كلانتري  18

ي شـيميايي   هـا  كـش  خيلـي از آفـت   خصوصيات ژنتيكـي، بـه  

ــده ا  ــاوم ش ــتمق  ;Shelton, 2004; Wright, 2004)س

Grzywacz et al., 2009) هاي شيميايي  كش استفاده از آفت

هاي دور روشـي معمـول    براي كنترل آفات گياهي از گذشته

هاي اقتصادي بالا، ظهور نژادهاي مقـاوم   اما هزينه. بوده است

محيطـي و   هـاي زيسـت   هـاي شـيميايي، نگرانـي    كـش  آفـت  به

هـاي   غذايي سبب كاهش كاربرد روش ي آلودگي در چرخه

دلايـل فـوق   . شيميايي در كنتـرل آفـات گيـاهي شـده اسـت     

عنوان يـك چـالش    تر را به هاي سالم و ارزان روش دستيابي به

ــت  ــرار داده اسـ ــان قـ ــرآروي محققـ ــدي فـ ــتفاده از . جـ اسـ

اخير مورد توجه  ي هاي ميكروبي در يكي دو دهه كش حشره

روبي بسيار متنـوع هسـتند،   عوامل ميك. است جدي قرار گرفته

ولـي  . توانند درحشرات ايجاد بيماري نمايند ميها باكتري ده

 ـ  ت هسـتند كـه   فقط تعداد اندكي از نظر تجـاري داراي اهمي

واريتـه  . اسـت  .Bacillus thuringiensis Berها  مهمترين آن

ــه ــا زيرگون روي  B. thuringiensis subsp. kurstaki ي ي

. بسيار مؤثر اسـت پنبه  ي كرم قوزه ي پشت الماسي و پره شب

ثير أخاطر اثـر اختصاصـي روي آفـات، عـدم ت ـ     اين باكتري به

نامطلوب روي محيط زيست و جانـداران غيرهـدف جايگـاه    

ــژه ــات داردلاي را در مــديريت ت وي  & Kurstak)فيقــي آف

Tijssen, 1982).   بـاكتريB. thuringiensis   يـك بـاكتري ،

. بــا تــاژك جــانبي اســت گــرم مثبــت، اســپوردار و متحــرك

هـاي   زمان با تشكيل اسـپور داخـل اسـپورانژيوم، پـروتئين     هم

كـه بـراي    كنـد  اندوتوكسين توليـد مـي   كريستالي حاوي دلتا

دلتـا اندوتوكسـين بـا اتصـال     . باشـد  برخي حشرات سمي مـي 

ميـاني   ي هـاي اپيتليـال روده   هاي موجود روي سلول يرندهگ به

 Btبـاكتري  . شود آن ميحشره باعث تخريب سلولي و مرگ 

ي پشـت   پـره  شـب هيچ اثر سوئي روي زنبورهاي پارازيتوئيد 

، ولـي بـراي   )Brunner & Stevens, 1986(الماسـي نـدارد   

 هـاي  كـش  آفـت پشت الماسـي كـه بـه بسـياري از      ي پره شب

. (Sun et al., 1986)شيميايي مقاوم شده، بسيار سمي اسـت  

ي خـاك بـوده و در   ميـكروارگانيسم عمـوم  Btكه  از آنجايي

لذا . (Travis & O’Callaghan, 1989)شود  جا يافت مي     همه

هاي مختلـف ايـن    با مطالعات وسيع در جهت شناسايي جدايه

هـاي   توان به سـويه  باكتري در منـاطق اكولوژيكي كشـور مي

جديدي كه با شرايط اقليمي هر مــنطقه ســازگاري بيشـتري    

كليـدي و مهـم نظيـر كـرم     يافت كه براي آفـات   دارد، دست

ثر باشند، كه در اين ؤپشت الماسي م ي پره شبپنبه و  ي قوزه

هـاي   مختلـف از ايـن بـاكتري از خـاك     ي ها جدايـه   راستا ده

. (Marzban & Salehi, 2006)زراعي كشور جدا شده است 

ــد  اغلــــب ژن ــاي توليــ ــده هــ ــين در كننــ   ي دلتااندوتوكســ

B. thuringiensis  توسطDNA ومـوزومي كـه بـر    خارج كر

روي پلاسميد در انـدازه و تعـداد مختلـف قـرار دارنـد، كـد       

تـاكنون تعـداد زيـادي    ). Levinson et al., 1990(شـوند    مي

شـناخته شـده    B. thuringiensis ژن پلاسميدي در ارتباط بـا 

ي بررسي شده تعـداد پلاسـميد    گونه  زير 21است، كه در بين 

وجـود ژن  . غير بـوده اسـت  عدد در هر زيرگونه مت 12تا  2از 

ي كلون كـردن ژن    وسيله هكريستال پروتئيني روي پلاسميد ب

هاي مسئول كريستال   ژن. اثبات رسيده است و هيبريداسيون به

گونـه بـه شـكل پلاسـميدي و       توانند در يك زير  پروتئيني مي

ــند   ــته باش ــود داش ــوزومي وج ــن ژن . كروم ــه اي ــاي   اگرچ ه

هــا  و ممكـن اســت تنظــيم آن  كرومـوزومي ماننــد هــم نبــوده 

صـورت   هدر برخي مـوارد ژن كرومـوزومي ب ـ  . متفاوت باشد

شـود،    نهفته است كه فقط در حضور ژن پلاسميدي بيـان مـي  

هـاي مختلـف    ژن مختلف در زيـر گونـه   400تاكنون بيش از 

  .(Tanada & Kaya, 1993) است اين باكتري شناسايي شده 

شــرات  روي ح Btهــاي  بررســي بيمــارگري جدايــه  

ي ميزباني، انجام آزمايشات فراوانـي را   مختلف و تعيين دامنه

حاصل اين آزمايشات مبـين قـدرت عمـل و    . كند ايجاب مي

لـذا لـزوم   . يك عامل بيمارگر خواهد بودژخصوصيات بيولو

هاي استاندارد ساده و شناخته شده براي انجام   برقراري روش

نــوان هــا امــري ضــروري خواهــد بــود كــه تحــت ع  ارزيــابي

ــا  آزمايشــات زيســت ــي Bioassayســنجي ي . شــود   مطــرح م

هــاي  سـنجي جهـت تشــخيص تفـاوت    هـاي زيســت  آزمـايش 

و ارزيـابي كيفيـت و    Btهـاي بـاكتري     يكي بين جدايهژبيولو

هاي ايـن بـاكتري در ميزبـان صـورت      توان بيمارگري جدايه

ممكـن   آلـوده شـود   Btباكتري وقتي حشره با . خواهدگرفت

خير در رشد، أاي متفاوتي نظير مرگ حشره، ته  است واكنش

اگـر  . شدن حشـره رخ دهـد   كاهش وزن شفيره و نيز بدشكل

از بــين بــردن آفــت باشــد، بنــابراين در  Btهــدف از كــاربرد 
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از . گيـرد  عنوان معيـار قـرار مـي    سنجي، مرگ و مير به زيست

ت گيري پاسخ مرگ و مير جمعي ترين اندازه نظر آماري دقيق

درصد جمعيت حشره  50است كه  Btغلظتي از  حشره تعيين

در اين تحقيق  .باشد آن مي LC50عبارتي تعيين  كشد، به را مي

 غربـال  ي بـومي  جدايـه ها   كه از بين ده Btبيمارگري چند جدايه 

 (Marzban, 2001; Marzban & Salehi, 2006) انـد  شـده 

آفت مهم محصولات كشاورزي بررسـي و   ي روي دو حشره

همچنـين شناسـايي   . هاي برتـر معرفـي شـدند     جدايه جدايه يا

و الكتروفـورز    PCRهاي مزبور با استفاده از مولكولي جدايه

انجام شد، كه از مزاياي اين روش سرعت كـار و حساسـيت   

  .باشد بالا مي

  

  ها مواد و روش

  ش حشراترپرو -1

 مـزارع  پنبـه از  ي كـرم قـوزه   ي در اين بررسـي پروانـه  

. دش ـآوري و به آزمايشگاه منتقل  جمع گرگان فرنگي گوجه

 انفـرادي  صـورت  خواري، بـه  هم علت به لاروهاي اين حشره

مصـنوعي   غـذاي  روي )cm 6×1(هـاي آزمـايش    لوله درون

پـس از  .  (Teakle & Jensen, 1991)ندشـد  پـرورش داده 

 30هـاي     دسـته  در ها ظـاهر و  دوران لاروي و شفيرگي پروانه

قطـر   به پلاستيكي اي استوانه ظروف در )15♀ + 15♂( تايي

 درونـي  سـطح  نـد گرفت متـر قـرار   سـانتي  25و  17 و ارتفـاع، 

 شده پوشانده رطوبت جاذب كاغذ ي وسيله به ظروف ديواره

 قرار درصد 10 عسل و آب حاوي پتري استوانه، كف و در

 پرورش اتاق در آفت رشدي مراحل پرورش تمام. داده شد

 و درصـد  65نسـبي   بـت رطو سلسيوس، ي درجه 27 دماي با

كلنـي  . شـد  انجـام  سـاعت  16:8 به تاريكي ي روشنايي دوره

از مزارع كلم  P. xylostellaي پشت الماسي،  پره شبي  اوليه

آوري و بــه  جمــع) جنــوب تهــران(شــهر و كهريــزك  اســلام

قفس پرورش بـه   ازبراي تشكيل كلني . آزمايشگاه منتقل شد

بــه ابعــاد شــكل مكعــب مســتطيل از جــنس پلكســي گــلاس 

ــانتي 60×40×40 ــاي   س ــر در دم ــه 25مت ــيوس،  ي درج سلس

ــت نســبي  ــوري ي و دوره درصــد 65رطوب ــاريكي،:ن  16:8 ت

هـاي   بـرگ بـا اسـتفاده از   لاروها  ي تغذيه.استفاده شدساعت 

 .شد انجام درصد 10ها از محلول آب عسل  كلم و پروانه

  Btي ها در جدايه cryبررسي نوع ژن  -2

، KD2 ي بـومي  جدايـه در سـه   Btنوع سموم پروتئيني 

20 ،6R  هاي  ديپل از طريق رديابي ژن ي تجاري نمونهوcry 

، در DNAاستخراج  براي. ها مورد مطالعه قرار گرفت در آن

 NB ،100در محـيط كشـت     ساعته باكتري 18ابتدا از كشت 

فوژ كمـك سـانتري   هاي باكتري بـه  ميكروليتر برداشته و سلول

هـاي   سـلول . نشـين شـدند   تهدر يك دقيقه  g5000 با سرعت 

  ليتـــر بـــافر ليزكننـــده    ميكـــرو 100نشـــين شـــده در    تـــه

 1/0مـولار تـريس و    ميلـي  10پتاسيم ،  كلريدمولار  ميلي 50(

ــد  ــوئين درص ــده و  ) 20ت ــيون ش ــهسوسپانس ــور  ب ــدد ط مج

 99هـا بـه حمـام آبـي بـا دمـاي        سپس ويال. سانتريفوژ شدند

سلسيوس منتقـل شـده و در نهايـت رونشـين حـاوي      ي   درجه

DNA   ي درجـه  -20به ويال سترون ديگر منتقل و در دمـاي 

بـا   cryهاي  هاي ژن رديابي زيرگروه. سلسيوس نگهداري شد

، cry1 چهار جفت پرايمر عمومي شـامل جفـت پرايمرهـاي    

cry2 ،cry3  وcry4 ــه طــور خلاصــه  صــورت گرفــت، كــه ب

در اين مطالعـه در جـدول    cryاي ه مشخصات پرايمرهاي ژن

  .آورده شده است يك
 

 هـاي  مشخصـات عمـومي و خصوصـي پرايمرهـاي ژن     - 1جدول 

cry ا ه پروانه ي در راسته(Ben et al., 1997).  
Table 1- Characteuristics of general and specific 

primers for lepidopteran active cry-type genes (Ben 

et al., 1997). 

Product size 

(bp) 

Sequences Primers 

277 5-CATGATTCATGCGGCAGATAAAC-3  cry1(d) 

 5-TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT-3 cry1(r) 

498 5-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG-3 cry2(d) 

 5-CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT-3 cry2(r) 

1367-

1392 

5-CGTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC-3 cry3(d) 

 5-CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT-3 cry3(r) 

3762-

3738 

5-GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC-3 cry4(d) 

 5-GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC-3 cry4(r) 

 

  سازي باكتري آماده -3
ــه ــاي  جدايــــــ ــاكتري KD-2و  6R، 20هــــــ   بــــــ

 B. thuringiensisژيــك،از بخــش تحقيقــات كنتــرل بيولو 

 ).2جـدول  (پزشكي كشور فـراهم شـد    تحقيقات گياه ي موسسه

 LB ،(tryptone 1%, yeastهــا در محــيط كشــت  جدايــه
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extract 0.5%, NaCl 1%, pH 7–7.2)  ــاي  28در دم

شـيك   rpm190 روز بـا دور   4دت م ـ سلسـيوس بـه   ي درجه

 ي ها بـا مشـاهده   كريستال آزاد در نمونه-وجود اسپور. شدند

 5ييد شـد، سـپس داخـل يخچـال در دمـاي      أميكروسكوپي ت

 (Marzban et al., 2009)داري شدند  سلسيوس نگه ي درجه

 Tween80هـــا را داخـــل آب مقطـــر و  اســـپور و كريســـتال

نـواختي   پانسـيون يـك  صورت سوس به) درصد 04/0ميزان  به(

سـنجي   هاي حـداقل و حـداكثر بـا زيسـت     درآورده و غلظت

شـمارش  محاسبه، سپس بـا روش   مذكوراوليه روي حشرات 

هـاي ديگـر بـا     كـردن غلظـت حـداكثر، غلظـت     با رقيق كلني

بدين ترتيب براي هر جدايـه  . دست آمد هفواصل لگاريتمي ب

  . هفت غلظت مختلف حاصل شد

  

  .Btاي ه همشخصات جداي -2جدول
Table 2- Profile of Bt isolates. 

Area of collection  Host Isolates  

Mashhad  soil of field 20 

Kohgiluyeh-va-

Boyer Ahmad 

 soil of field KD-2 

Rasht  soil of jungle 6R 

commercial 

product 

 - Dipel 

  

  سنجي   هاي زيست روش -4

با اسـتفاده از غـذاي   ها  سنجي جدايه زيست -4-1

  ي پنبه  مصنوعي روي كرم قوزه

روزه  4سـنجي مقــدماتي روي لارو   ابتـدا يـك زيســت  

دست آوردن حداقل و حـداكثر مـرگ و ميـر انجـام      هبراي ب

 منظـور  بـه سنجي  آزمون زيست برايغلظت  هفتسپس . شد

در . تعيـين شـد  ) 2001(بر اساس روش مرزبان  LC50محاسبه 

و يــك جدايــه تجــاري    بــوميي  جدايــه ايــن روش ســه  

(Diple®)   با استفاده از غذاي مصـنوعي روي لارو سـن دو ،

ي پنبـه آزمـايش و ميـزان بيمـارگري      كرم قوزه) چهار روزه(

هـاي غـذاي مصـنوعي     تكـه . ها مورد بررسي قرار گرفـت  آن

وزن يك گرم بريده شـد و روي سـطوح هـر تكـه غـذا بـا        به

هاي تهيه شده  ر از غلظتليت ميكرو 10استفاده از سمپلر مقدار 

لازم . هاي آزمايش قرار داده شـدند  ريخته، سپس داخل لوله

به ذكر است كه آغشـته كـردن سـطوح غـذا از تيمـار شـاهد       

كاهش خطا انجـام   برايشروع و به تيمارهاي با غلظت بالاتر 

تـايي   15لوله آزمايش در سه تكرار  45براي هرغلظت، . دش

آزمايش يك لارو چهار روزه تدارك ديده شد، در هر لوله 

زمان تفريخ شده بودند و از نظر رنگ و اندازه يكسان  كه هم

مو روي غذاي  توسط قلم) (Evans & Shapiro, 1981بودند 

 Hughes)هاي آزمايش قرار داده شدند تيمار شده داخل لوله

et al., 1984)   ساعت كه لاروها از غذاي آلـوده   48پس از

هـاي آزمـايش مشـابه داراي     ند، به لولـه به باكتري تغذيه كرد

ــاري از   ــالم و عــــ ــذاي ســــ ــد  Btغــــ ــال يافتنــــ   انتقــــ

(Kumar et al., 2008) .    ميزان مرگ و مير لاروهـا تـا هفـت

ــد  ــت گردي ــر  . روز از شــروع آزمــايش ثب ــار مــرگ و مي معي

  .ي سوزن بود شدن و عدم واكنش لارو به ضربه لاروها، سياه

ده از غـذاي  ها با اسـتفا  سنجي جدايه زيست -4-2

  ي پشت الماسي پره شبطبيعي روي 

ده  ي براي هر غلظت سه ظرف پلاستيكي با قطر دهانـه 

متر در نظر گرفته كه براي تهويه  متر و ارتفاع سه سانتي سانتي

تـوري پوشـانده    ي مناسب درب ظروف سـوراخ و بـا پارچـه   

براي هر غلظت سه تكرار و در هر تكرار از دو ديسـك  . شد

هاي  ديسك. متر، استفاده شد لم با قطر سه سانتيبرگي تازه ك

منظور اطمينان از عدم  برگي قبل از آغشته شدن به باكتري، به

دقيقــه در محلــول هيپوكلريــت  10مــدت  هــا بــه آلــودگي آن

درصـد قـرار داده و سـپس سـه مرتبـه بـا آب مقطـر         5سديم 

 10روي هــر ســمت ديســك برگــي  . اســتريل شســته شــدند

ظت مورد نظر ريخته و با لوپ استريل پخش ليتر از غل ميكرو

بـراي شـاهد از   . تا تمام سطح برگ به باكتري آغشته گرديد

سـپس  . درصد اسـتفاده شـد   Tween 80 04/0محلول آب و 

ها خشك  ها را در محيطي استريل قرار داده تا سطح آن برگ

پنس استريل دو ديسك برگـي   ي وسيله در هر ظرف به. شود

اي برگ بـراي حفـظ    ده و در قسمت قاعدهتيمار شده قرار دا

درون هر ظرف . مرطوب قرار داده شد ي رطوبت برگ، پنبه

عدد لارو سن دوم قـرار   15موي استريل تعداد  قلم ي وسيله به

ــه    ــوط ب داده و ســپس روي درب هــر ظــرف، اطلاعــات مرب

در هـر دو روش  . تكرار و تـاريخ درج شـد   ي غلظت، شماره

 ي درجــه 27نــاتور بــا دمــاي ســنجي ظــروف در ژرمي زيســت

ي روشـنايي بـه    دورهو  درصـد  65سلسيوس و رطوبت نسبي 
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 21  1392 سال ،دو ي شماره ،لوا جلد پزشكي، گياه در زيستي مهار

سـاعت كـه    48پـس از  . گرفتنـد  قـرار   سـاعت  16:8 تاريكي

لاروها از غذاي آلوده به باكتري تغذيـه كردنـد، بـه ظـروف     

. انتقال يافتند Btآزمايش مشابه داراي غذاي سالم و عاري از 

فـت روز از شـروع آزمـايش    ميزان مرگ و مير لاروهـا تـا ه  

شدن و عدم واكنش   معيار مرگ و مير لاروها، سياه. دشثبت 

ــه ضــربه ــود لارو ب ــايش زيســت. ي ســوزن ب ــنجي  در آزم س

اي مـورد   افـزار رايانـه   ي نـرم  وسـيله  دست آمده به هاطلاعات ب

تعيـين و   LC50مقـدار  تحليـل آمـاري قـرار گرفـت و      تجزيه و

  .دشهاي آماري مربوطه مشخص  شاخص

  تجزيه و تحليل آماري

 ســنجي در قالــب طــرح كــاملاً  هــاي زيســت آزمــايش

نرم افـزار   ي وسيله دست آمده به تصادفي انجام و اطلاعات به

تحليـل قـرار گرفـت و غلظـت      و مورد تجزيه SASاي  رايانه

هــاي مختلــف بــاكتري  جدايــه (LC50) درصــد 50كشــنده 

راي ب ـ. بـاكتري مشـخص شـد    ي ثرترين جدايـه ؤمحاسبه و م ـ

ــهLC50  ي مقايســه ــم از دو روش   جداي ــا ه ــف ب ــاي مختل ه

Overlapping وRatio  استفاده شد.  

  

  نتايج
  Btهاي  در جدايه cryنتايج وجود ژن 

اي پليمــراز  نتــايج محصــول ناشــي از واكــنش زنجيــره 

ــاي  ژن ــه  cryه ــه جداي ــان داد ك ــاي  نش ــاوي  KDو 6Rه ح

حـاوي دو   20  جدايـه . باشـد  مي cry3 و cry1  ،cry2هاي ژن

مورد بررسـي   cryبود، حضور هر چهار ژن  cry3 و  cry1ژن

فقط در  cry4عبارتي ژن  به اثبات رسيد و به Dipelدر جدايه 

  .رديابي شد Dipelجدايه 

روي  Btهـاي   بيمـارگري جدايـه  شـدت   ي مقايسه

  ي پشت الماسي پره شبي پنبه و  كرم قوزه

اي كنترل نتايج نشان داد كه هر چهار جدايه باكتري بر

 پنبـه  ي ي پشت الماسـي و كـرم قـوزه    پره شبلارو سن دوم 

ــه. مناســب هســتند ــايج ب ــه دســت نت ــده ب ــه آم  ي كمــك برنام

 تجزيه و معادلـه خـط پروبيـت و     Probitو  SASكامپيوتري

LC50  پس از تعيين ميزان . دست آمد هرجدايه بهLC50  براي

. سه شـدند ها با هم مقاي هاي باكتري، جدايه هر يك از جدايه

از ) LC50(درصد جمعيت لاروي  50ميزان غلظتي كه در آن 

Dipelو 6R ,KD2, 20بين رفتند بـراي جدايـه   
®
روي كـرم    

و  8/8×107، 31/1×107 ،21/1×107ترتيــب  پنبــه بــه ي قــوزه

در  KD2 ي جدايه. برآورد شد 91/6×107ليتر  اسپور در ميلي

را دارد، كـه   LC50تـرين   هـاي ديگـر پـايين    مقايسه بـا جدايـه  

ي  جدايهبين دو  .برتر استفاده شود ي عنوان جدايه تواند به مي

پنبـه   ي از نظر مرگ و مير روي كرم قـوزه  6Rو KD2  بومي

مقـادير   .داري وجـود نـدارد   اختلاف معني درصد 5در سطح 

هـا روي لارو سـن دوم    درصد براي جدايه 50غلظت كشنده 

 ،1/6×104ترتيـب   به P. xylostellaي پشت الماسي،  پره شب

محاسـبه   8/8×104ليتـر   اسپور در ميلي و 4/3×103 ،9/2×106

 LC50گرديد و با توجـه بـه اينكـه مقـادير حـد بـالا و پـايين        

پوشــاني  هــم ،بــا هــم  6Rو KD-2 ،20هــاي بــومي  جدايــه

  ت بـا هـم اخـتلاف داشـتند    نداشتند، بنابراين از لحـاظ سـمي .

بـاكتري    20دايـه ج (LC50)درصـد   50مقدار غلظت كشنده 

B. thuringiensis هاي  نسبت به جدايهKD-2 ،Dipel  6وR 

بـود   كمتـر  ي پشـت الماسـي   پره روي لاروهاي سن دوم شب

عنوان مؤثرترين  به 20لذا با توجه به نتايج، جدايه . )2جدول (

  .معرفي شدي پشت الماسي  پره روي شبجدايه 

ي پنبـه دو   هـا روي كـرم قـوزه    سنجي جدايه در زيست

پوشاني  با هم هماز نظر كشندگي 6R و  KD2 ي بومي جدايه

ت دار از نظر سـمي  عدم اختلاف معني ي دهنده دارند كه نشان

 جدايـه ي پنبه است ولي ايـن دو   روي لارو سن دو كرم قوزه

پوشـاني نداشـت    هـم  20و جدايـه   ي تجـاري  نمونـه بـا   بومي

پوشـاني داشـت و    هم 20با جدايه   Dipelكه نمونه ورتيدرص

 ي بــومي جدايــهاز دو  20و جدايــه  ي تجــاري نمونــهت سـمي 

بـا توجـه بـه شـكل يـك در      ). B -1شـكل  ( بودديگر كمتر 

  بـا بقيـه   20حد بـالا و پـايين جدايـه     ي پشت الماسي  پره شب

 50همچنين مقدار غلظت كشـنده  . پوشاني ندارد ها هم جدايه

كمتـر   6Rو  Dipelنسـبت بـه    KD-2جدايـه   (LC50)صد در

پوشـاني   هـم  Dipelو اين جدايـه بـا جدايـه    ) 1جدول (است 

دار از نظـر   عـدم اخـتلاف معنـي    ي دهنـده  دارد كه اين نشـان 

ي پشــت الماســي،  پــره شــب ت روي لارو ســن دوم ســمي  

P. xylostella 6و  20 ي بـا جدايـه   ايـن جدايـه  ولي . استR 

ــه ته و ســميپوشــاني نداشــ هــم بيشــتر و از  6Rت آن از جداي

 ي علاوه بر اين جدايه). A -1شكل (كمتر است  20 ي جدايه
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6R 20هاي  نسبت به جدايه ،KD-2  وDipel  بالاترين غلظت

و اين جدايه بـا  ) 3جدول (را دارد ) LC50(درصد  50كشنده 

اين است  ي دهنده پوشاني نداشته كه نشان ها هم جدايه ي بقيه

  . ت را داردمترين سميكه ك

  

  .ي پنبه ي پشت الماسي و كرم قوزه پره شبسن دوم  هايروي لارو B. thuringiensisهاي باكتري  نجي جدايهس زيست -3جدول 
Table 3- Bioassay bacteria isolates on the second larvae of Cotton Bollworm and Diamondback moth. 

Pr>chisq df χ2 Intercept Slope Confidence Interval 
(%95) 

Low. limit     Up. limit 

LC50 
Spore ml-1 

Isolate Pest 

0.9863 5 0.63 -1.11 0.31 7.2×102-13×102 3.4×103 20  

0.9992 5 0.19 -1.51 0.31 1.9×104-42×104 8.8×104 Dipel Diamond back moth 

0.9785 5 0.77 -2.71 0.57 2.6×104-14×104 6.1×104 KD-2  

0.9944 5 0.43 -5.10 0.79 1.5×106-5.2×106 2.9×106 6R  

0.9892 5 2.53 -6.16 0.77 5.5×107-14×107 8.8×107 20  

0.9792 5 1.43 -2.56 0.96 4.5×107-11×107 6.9×107 Dipel Cotton Bollworm 

0.9985 5 2.84 -3.37 1.18 7.6×106-18×106 1.21×107 KD-2  

0.9763 5 1.28 -3.73 1.22 8.7×106-18×106 1.31×107 6R  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ي پشـت   شـب پـره   A. ،روي لارو سـن دوم  B. thuringiensisبـاكتري مـورد بررسـي   هـاي   جدايه LC50 ي تغييرات لگاريتم دامنه - 1شكل 

  .پنبه ي كرم قوزه B.الماسي و 

Fig. 1- Confidence intervals overlap of isolates LC50 on second larvae A. Diamondback moth and B. Cotton 

Bollworm .  

هاي مـورد آزمـايش    جدايه Ratio ،LC50 ي در مقايسه

ي بـاكتري   جدايـه  LC50تـرين   را بر كوچك  روي كرم قوزه

هـاي   جدايه LC50. ها مقايسه شد تقسيم و ميزان سميت جدايه

20 ،6R  وDipel  بـــرLC50  جدايـــهKD2 )تـــرين  كوچـــك

LC50 (   ي تقسيم شـد كـه جدايـهKD2  08/1 ،2/7  بـار   7/5و

  هـاي  جدايـه  LC50ي پشت الماسي  پره در شب. تر است سمي

  

6R ،KD-2 ،Dipel  بـــرLC50  تـــرين  كوچـــك( 20جدايـــه

LC50 (بـه   ترتيـب نسـبت   باكتري بـه  20ي  تقسيم شد و جدايه

ــه ــه 6Rو  KD-2 ،Dipelي  جداي ــزان  ب ــار  850و  26، 18مي ب

اخـتلاف ميـزان حساسـيت     ي دهنـده  اين نشـان . تر است يسم

  نسبت P. xylostellaي پشت الماسي،  پره لارو سن دوم شب

  .ي ديگر است در مقايسه با سه جدايه 20ي  جدايه به
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  بحث

ي  جدايـه در اين تحقيق اثرات قـدرت بيمـارگري سـه    

ي  روي كرم قوزه Dipelبا فرآورده تجاري  Btباكتري  بومي

ي  جدايـه ثير دو أت ـ بر اسـاس نتيـايج حاصـله   . مقايسه شدپنبه 

ي پشـت الماسـي    پـره  شـب ي پنبه و  روي كرم قوزه Bt بومي

مرگ و مير بيشـتري ايجـاد    Dipelنسبت به فرآورده تجاري 

را روي  B. thuringiensisهـاي بـومي بـاكتري     جدايـه . كرد

 Plodia interpunctellaي هنــدي، پــره شــبلارو ســن ســوم 

(Hubner)   تجـاري   ي جدايـه  بـه  نسـبتDipel    مـؤثرتر اعـلام

دست آمـده از آزمـايش مـا     هنتايج ب. (Marzban, 2001)كرد

نسـبت  ) 20و KD-2 (هاي بومي  نيز نشان داد كه تأثير جدايه

همچنـين ديلمـي در سـال    . تجـاري بيشـتر اسـت    ي به جدايـه 

 ي براي جدايه) LC50(درصد  50مقادير غلظت كشنده  2010

ــاكتر 20 ــن دوم  B. thuringiensisي بــ را روي لارو ســ

 3×103ليتـر   اسـپور در ميلـي   ي پشت الماسي، برابر بـا  پره شب

اعلام كرد و نشان داد كه قـدرت بيمـارگري ايـن جدايـه در     

 .(Izadyar, 2002)بيشتر است Dipelمقايسه با جدايه تجاري 

 ي همـراه فـراورده   بـه  Btي بـومي   سـنجي چنـد جدايـه    زيست

ي پنبـه را آزمـايش و مشـاهده     پل روي كرم قـوزه تجارتي دي

در تحقيقـات  . فاقد اگزوتوكسين است 6R ي كرد كه جدايه

ــاكتري   ــؤثرترين  B. thuringiesisانجــام شــده ب يكــي از م

ــر ــش ه حشـ ــه   كـ ــا عليـ ــبهـ ــره شـ ــي،  پـ ــت الماسـ   ي پشـ

P. xylostella،ســفيده كوچــك كلــم ،L. Pieris rapae و 
در آمريكـا   Hübner. Trichoplusia niكن كلم، كرم وجب

ــد   ــي ش ــر  . (Eckenrode et al., 1981)معرف ــين اث همچن

Thuricide   ــره ــدين حشـ ــا چنـ ــيميايي روي  را بـ ــش شـ   كـ

P. xylostella    ــن نتيجــه رســيدند كــه ــه اي بررســي شــد و ب

Thuricide  هــاي شــيميايي اســت   كــش مــؤثرتر از حشــره  

(Ho and Ng, 1970). تجــاري  ي همچنــين جدايــهBitrol 

مربـع   متر اسپور در سانتي 13×105در غلظت ) H-1 سروتايپ(

را در مدت  P. xylostellaي پشت الماسي،  پره شبلاروهاي 

 عـلاوه بـر ايـن   . (Rautapaa, 1967)بـرد   دو روز از بين مـي 

1967) (Burgerjon & Biache,  هـاي   سـروتايپH-1،H-3 ،

H-4 ،H-5 وH-6  ــاكتري را روي  B. thuringiensisبــــ

آزمـايش كـرده و    P. xylostellaالماسـي،  ي پشـت   پـره  شب

 .مؤثر اعلام كردنـد  P. xylostellaها را روي  سروتايپ  همه

هـاي تجــاري   وردهآتـأثير فـر   Ooi, 1981)(در همـين راسـتا   

Dipel  وBactospeine ي را روي لاروهــــــاي ســــــه روزه 

بررسـي و جدايـه    P. xylostellaي پشـت الماسـي،    پـره  شـب 

Dipel هر جدايه . ين آفت مؤثرتر اعلام كردرا براي كنترل ا

توليد كنـد   (Cry)تواند چند نوع توكسين  مي Btيا سروتايپ 

هـاي   ها مؤثر است امـا توكسـين   روي پروانه عموماً Cry1كه 

هـا در   پروانه. ها مؤثراند پره شبروي  Cry2ديگري نيز مانند 

نيز حساسيت يكساني ندارند،  Cry1هاي  ميان گروه توكسين

ي پشـت الماسـي    پـره  روي شب Cry1Dيا  Cry1Cرتي عبا به

 Cry1Aaثير اسـت، و يـا   أت ـ بي ي پنبه كرم قوزهمؤثر اما روي 

 ي پنبـه  كـرم قـوزه  نسـبت بـه   ي پشـت الماسـي    پره روي شب

و  Cry1Abاست، اما هر دو گونه اين حشره نسبت به  ترمؤثر

Cry1Ac   حسـاس هسـتند(Ben et al., 1997; Eldridge, 

روي  Btهـاي   ثير متفاوت جدايـه أدليل تاساس  براين (2011

 Btهـاي   سـروتايپ  خاطر تنوع توكسـين   ها به هاي پروانه گونه

هاي اين باكتري  ثير اختصاصي جدايهأت ي دهنده است و نشان

هـا مشـخص    در بررسي مولكولي جدايه. روي حشرات است

يكساني نيستند و نـه تنهـا    cryهاي  ها داراي ژن شد كه جدايه

در . با هـم تفـاوت دارنـد    Cryبلكه در سطح  Cry1طح در س

بر فاكتور پايداري ژنتيكي و  هاي تجاري علاوه انتخاب جدايه

ثير آن جدايه أت ي توانايي توليد اگزوتوكسين بايستي به دامنه

هاي مضـر   چرا كه ممكن است برخي از پروانه ،توجه داشت

 .Spodoptera sppهــاي  را كنتــرل و برخــي را ماننــد گونــه

  .خوبي كنترل نكند به

  

  سپاسگزاري

دانند از آقاي دكتر محسن فرزانه و  نگارندگان لازم مي

اي  هاي ارزنـده  خانم مهندس آرزو يوسفي به خاطر همكاري

تشكر و سپاس كمال به عمل آوردند در انجام اين تحقيق كه 

  .خود را اعلام نمايند
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Abstract 

Bacillus thuringiensis bacteria because of many advantages such as specific effect on pest insects larvae, no 

adverse effects on the environment and non-target organisms and also easy combination with other methods of 

pest control, has an important role in pest management programs. The first step as a basis for doing research on 

this bacteria is to study virulence of different isolates and strains of the pathogen in the control of the target pest. 

In this research, the virulence of three native isolates and a commercial product (Dipel
®
) was evaluated on the 

larvae of cotton bollworm, Helicoverpa armigera and diamondback moth, Plutella xylostella at 27
oC

, a relative 

humidity of 65% and 16L:8D photoperiod. Based on the calculated results, 50% lethal concentration (LC50) of 

three native isolates of KD2, 20, 6R and commercial product of Dipel on the 2
nd

 larval instars of H. armigera 

were obtained as 1.21×10
7
, 8.8×10

7
, 1.39×10

7
 and 6.91×10

7
 spore ml

-1
, respectively and KD2 isolate was the 

best strain among others. Results of 50% lethal concentration (LC50) bioassay of three native isolates and 

commercial sample of Dipel on the 2
nd

 larval instars of P. xylostella were calculated as 6.1×10
4
, 3.4×10

3
, 2. 

9×10
5
 and 8.8×10

4
 spore ml

-1
, respectively and isolate of 20 was the best strain among others. The molecular 

analysis of the isolates revealed that isolates cry genes are not identical. 

Key words: Bacillus thuringiensis, Helicoverpa armigera, Plutella xylostella, virulence, molecular characteristic.  
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