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 Bacillus thuringiensis بومي باكتري ةفرمولاسيون پودر وتابل براي دو سوي  سازي  بهنيه
  

   حسن مرسلي.3؛  معاونالهام. 2 ؛*غلامرضا صالحي جوزاني. 1

  بيوتكنولوژي كشاورزي ايرانةدانشيار بخش تحقيقات بيوتكنولوژي ميكروبي و ايمني زيستي پژوهشكد. 1
)ABRII(،ايران ، كرج  

  بيوتكنولوژي كشاورزي ايرانةن بخش تحقيقات بيوتكنولوژي ميكروبي و ايمني زيستي پژوهشكدامحقق .3 و 2
)ABRII(،ايران، كرج   

   )14/7/93:  تاريخ تصويب- 23/1/93: تاريخ دريافت( 
  

 چكيده
باكتري  YD5و KH4 سازي فرمولاسيون پودر وتابل دو سوية بومي  بهينه، هدف اين تحقيق

Bacillus thuringiensisاي   براي افزايش كارايي و ماندگاري آن به منظور كنترل آفات پروانه
شده در  دو سوية مذكور در محيط كشت اقتصادي و شرايط بهينه. پوش بود بال و سخت

فرمولاسيون مورد . توليد شدند) CFU/mg( اسپور 6×109فرمانتور غيرپيوسته با غلظت حدود 
 درصد مواد افزودني با 75ها و   و كريستال هركدام از سويه درصد اسپور25استفاده حاوي 

 ضد ،كننده  مواد پايدار،ها  سورفاكتنت،دهنده هاي مختلف شامل مواد پركننده و حجم درصد
UV ،ميكروبي در قالب پنج  كننده و تركيبات ضد مواد جذب، دهنده كننده و رطوبت مواد پخش

 ،) درصد6( پرليت ،) درصد4(ي حاوي پودر شير تيمارها. تيمار آماري مختلف استفاده شد
 نشاسته ،) درصد20( آلكيل نفتالين ،) درصد8( سديم لوريل سولفات ،) درصد2(ايروزيل 

 1(كازئين ، ) درصد1( سوربات پتاسيم ،) درصد10(شكر ، ) درصد9( ژلاتين ،) درصد10(
 2/0(م گلوتاميت و مونو سدي)  درصد3( پتاسيم دي اكسايد ،) درصد2(، گلوتن )درصد
شوندگي و مدت زمان جذب رطوبت به ميزان   درصد سوسپانسيون71 و 73با ميزان ) درصد

 YD5فرمولاسيون مذكور براي سوية .  انتخاب شدKH4 و   YD5 ثانيه براي دو سوية24 و 25
 و داراي بيش از 2/6 و 1/6اسيديته ،  درصد7 و 6ترتيب داراي محتواي رطوبتي   بهKH4و 
فرمولاسيون منتخب  LC50سنجي نشان داد كه  هاي زيست آزمايش. اه ماندگاري بود م12

 بر لاروهاي سن يك كرم غوزة پنبه و سوسك برگخوار نارون KH4 و YD5هاي  سويه
  .متر مربع برگ است  نانوگرم بر سانتي510 و 550ترتيب  به

  

 .Bacillus thuringiensisكش بيولوژيك، فرمولاسيون،   پودر وتابل، حشره:كليدواژگان
 

  مقدمه
 شيميايي دفع آفات نباتي در از سموم گسترده ةاستفاد

ناپذيري بر سلامت  كشاورزي موجب خسارات جبران
. شود  ساير موجودات زنده و محيط زيست مي،انسان

 آفات كه ةكنند استفاده از عوامل ميكروبي كنترل
 بر تري  اثر محدود و اختصاصيةهاي كمتري و دامن زيان

تواند تا حدود زيادي معضلات   مي،حشرات هدف دارند
 ميان عوامل از. ندكمرتبط با سموم شيميايي را رفع 

 Bacillus thuringiensis  باكتري، ميكروبيةكنند كنترل
)Bt(تر بر   اثر اختصاصيةاي زياد و دامن علت تنوع گونه  به

 در سطح ، ايمني زيستي بالاهمچنين،آفات مختلف و 
 .Schnepf et al(  پيدا كرده استاي يژهي جايگاه وجهان

 نسبت به ساير Bt هاي بيولوژيك سهم فراورده. )1998
 بيش 90 ةهاي ميكروبي كنترل بيولوژيك در ده فراورده

 درصد بود كه با گسترش ساير عوامل ميكروبي 90از 
 درصد 70 الي 60 حدود ،اين ميزان در حال حاضر

 ,Global Industry Analysts, Inc. (GIA)( رسيده است

2013; Salehi Jouzani et al. 2008a,b( . باكتريBt  از
و يك باكتري گرم مثبت و اسپورزا  Bacillaceaeة خانواد

هاي   پروتئين، اسپورزاييةاست كه در طول مرحل
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 .كند كريستالي حاوي دلتا اندوتوكسين توليد مي
اكتري به هاي مختلف اين ب هاي كريستالي سويه پروتئين

هاي خاصي از حشرات  شكل اختصاصي تنها بر گروه
ة بر يك راستها  كدام از آن هرطور معمول  هو بند ثرؤم

 ژن 400حدود ، تاكنون. استثر ؤاز حشرات مخاص 
 جداسازي و Bt هاي مختلف از سويه cryمختلف 

  ). Seifinejad et al. 2008(شناسايي شده است 
 از Bt هاي باكتري ويهيابي به بهترين س پس از دست

تلاش براي توليد دامنة ميزباني، و زايي  بيماريلحاظ 
 Capalbo( دشو مي انجامها   آنةانبوه و مقرون به صرف

1995; Huang et al. 2007( .مورد ةعلاوه بر نوع سوي 
 يكي ، در فرمانتورBt هاي توليد باكتري استفاده و روش

 در Btهاي   بر كارايي سويهمؤثرترين عوامل  ديگر از مهم
سطح مزرعه براي كنترل آفات كشاورزي و منابع 

با توجه به . است نوع فرمولاسيون مورد استفاده ،طبيعي
وصا نور  به شرايط محيطي و مخصBt حساسيت بالاي

تواند باعث افزايش   فرمولاسيون مناسب مي،خورشيد
 به ؛ افزايش كارايي فراورده شود،ماندگاري و در نهايت

 ةعنوان يك فراورد  بهBtهمين دليل از زمان شروع توليد 
 بحث فرمولاسيون ،كنترل آفات كشاورزي براي بيولوژيك

در ). Morris 1983(همواره مورد توجه جدي بوده است 
اي بيولوژيك علاوه بر ه هاي فراورده ختار فرمولاسيونسا
 تركيبات كمكي مختلفي ،)عامل ميكروبي(ثره ؤ مةماد

 .Prabakaran et al(ها مثل آميلوز  كننده شامل پخش

ها مثل توين  كننده ها و مرطوب  سورفكتانت،)2001
)Lisansky et al.1993(،ها مثل ژلاتين و   چسباننده

ها  ها مثل صمغ دهنده  قوام،)Parekh et al. 2000(ملاس 
هاي  كننده  تنظيم،)Morris et al.1994(و پليمرها 

اسيديته مثل سديم فسفات و پتاسيم فسفات 
)Prabakaran et al. 2001(،ها  كف مثل الكل  عوامل ضد

 عوامل ضد ،)Ejiofor and Okafor 1991(ها  و روغن
UVليگنين و ملاس ، مثل فوليك اسيد )Behle et al. 

 آفت از بافت گياه ةكننده تغذي  عوامل تحريك،)1996
 عوامل ،)McGuire  et al.1994(مثل آرد ذرت و ساكارز 

ميكروبي مثل سوربيك اسيد و پروپيونيك اسيد  ضد
)Marshall 1999(،ها مثل سوربيتول و   سينرژيست

مواد حامل  ،)Tamez-Guera et al. 2002(اسيدها برخي 
 مواد ،)Yardin et al. 2000(آريل آميد مثل آلژينات و 

 Losel et(ها و آلكالوئيدها  جاذب حشرات مثل فرمون

al.1998 (كننده مثل ساكارز و  و مواد سوسپانسيون
انواع  .شوند استفاده مي )Dubois et al.1993(سوربيتول 

هاي مايع و جامد وجود دارد كه  مختلفي از فرمولاسيون
ها در اكوسيستم خاصي  نهركدام از اين فرمولاسيو

 ةبه دو دستها  اين فرمولاسيون. دشون مياستفاده 
و  )ها ها و بريكت  گرانول،گردها(محصولات خشك 

بندي  تقسيم) ها امولسيون و آبي يا روغني( ها سوسپانسيون
 Ninfa and Rosas-García 2008; Jones( شده است

and Burges 1998.( هاي خشك  در ميان فرمولاسيون
يشترين توجه به فرمولاسيون نوع پودر وتابل يا ب

 و استداري آن بالا   زيرا كه زمان نگه،پذير است رطوبت
راحتي با استفاده  قابليت اختلاط خوب با آب را دارد و به
اين . رود كار مي از تجهيزات سمپاشي معمولي به

 5ـ45 ،همؤثر ةماددرصد  20ـ80فرمولاسيون شامل
كننده و   پخشةماد درصد 1ـ10 ، پركنندهةماددرصد 

 .Teera-Arunasiri et al(است سورفكتانت درصد  3ـ5

2003; Jones and Burges 1998 .(تحقيقات زياد رغم به 
 جداسازي و شناسايي در مورد در كشور شده انجام
هاي خارجي   و توليد سويهBt هاي مختلف باكتري سويه

 ،نهسفاأ مت،هاي خصوصي و داخلي توسط برخي شركت
سازي فرمولاسيون براي كاربرد اين باكتري   بهينهبارةدر

هاي بومي انجام  در شرايط كشور مخصوصا براي سويه
پژوهش تلاش شده است تا اين  در بنابراين،. نشده است

 ايران Bt بومي ةفرمولاسيون پودر وتابل براي دو سوي
شده از مزارع خراسان و حاوي  جداسازي (KH4شامل 

 YD5و ) پوشان بال  بر سختمؤثر cryهاي  ژن
بر مؤثر  cryهاي  حاوي ژنشده از مزارع يزد و  جداسازي(

تهيه شود كه در تحقيقات قبلي ما ) اي آفات پروانه
 ;Salehi Jouzani et al. 2008 a,b(ند جداسازي شده بود

Nazarian et al. 2009; Seifinejad et al. 2008 .(  
  

  ها  مواد و روش
   استفادههاي مورد سويه

 KH4ايران شامل  Bt بومي ة سويدوتحقيق اين در 
 بر آفات مؤثر (YD5و ) پوشان بال  بر سختمؤثر(

ند كه در تحقيقات قبلي گروه شداستفاده ) اي پروانه
 .Nazarian et al (. جداسازي و انتخاب شده بودند
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2009; Salehi Jouzani et al. 2008a,b; Seifinejad et 

al. 2008( .هاي مورد استفاده در محيط كشت  سويه
 - C80° گليسرول در دماي  درصد20 حاوي LBتجاري 

  .داري شدند نگه
  

  ها در فرمانتور توليد سويه
 ازت و املاح ،مين نياز كربنأتركيب محيط كشت براي ت

سازي  معدني براساس نتايج قبلي در ارتباط با بهينه
 YD5و KH4 هاي  سويهمحيط كشت براي توليد انبوه 

 3(شده   هيدروليزةبر اين اساس تركيب نشاست. شدانجام 
و نمك )  درصد حجمي3( ذرت شربت خيساندة ،)درصد

 و تركيب ملاس YD5 ة برابر براي سويچهاردريا با رقت 
 درصد 3( ذرت شربت خيساندة ،) درصد ساكارز2(

قيمت  منابع ارزان KH4 ةو نمك دريا براي سوي) حجمي
 ـ يابي به مقادير بالايي از اسپور تي براي دسمؤثرو 

 Salehi(ند هستهاي مورد مطالعه  كريستال باكتري

Jouzani et al. 2009, 2010 .(به ،براي هر فرمانتاسيون 
ليتر از كشت   ميلي1 كشت فعال ةمنظور تهي

ليتر محيط   ميلي5 به )-C80°(شده در سرما  داري نگه
ر دماي  ساعت د10ـ12كشت مايع اضافه و به مدت 

ليتر از   ميلي5/1 ،سپس.  شدقرار داده) C 30° (بهينه
ليتر محيط كشت تلقيح اضافه   ميلي150كشت فعال به 

تلقيح هر فرمانتاسيون از محيط ماية  كشت براي. دش
كشت يكسان با محيط كشت اصلي فرمانتاسيون استفاده 

 ـ بيو(دار  زن  همةخان  ساعت در گرم12مدت   و بهشد
 و C 28°با دماي )  ژاپن،BR-3000LF  مدل،شيكر

 همة. شد داري   دور بر دقيقه نگه200سرعت چرخشي 
 BIOFLO) ليتري10فرايندهاي توليد در فرمانتور 

2000, Newbruwnswick Scientific, USA) و به حجم 
 ةاسيديت. صورت بچ و هوازي انجام شد ه ليتر ب10

 YD5 و KH4 ة براي هر دو سويمطلوب مورد استفاده
 90 و 70 و ميزان غلظت اكسيژن 7 و 5/6ترتيب  به

  . درصد بود
  
  Bt فرمولاسيون پودر وتابل ةتهي

 6×109 مورد نظر با غلظت حدود ةپس از توليد دو سوي
ها  فرمولاسيون ،C40° دماي در آون رد آن سازي و خشك

، كننده  مواد مختلف شامل مواد سوسپانسيونيبكبا تر
 به مقاوم مواد ،دهنده ننده و حجم مواد پرك،جاذب رطوبت

 و ها كننده داريپا ،ها كننده  پخش،بنفش ماوراي ةاشع
ها با درصدهاي مختلف  و سورفاكتنت ها سينرژيست

كردن  ور فرمولهـه منظـب). 1 دولـج(استفاده شدند 
 FAO داردـاستان ابقـمط هـورد مطالعـاي مـه سويه

http://www.fao.org/fileadmin/templates/agphome/do)

uments/Pests_Pesticides/PestSpecsManual.pdf( 25 از 
 مواد درصد 75 و ها سويه و كريستال اسپور تودة ددرص

  .شد استفادهمختلف  تيمار آماري پنج در قالب افزودني

  
 YD5 و KH4 ةسوي رمولاسيون پودر وتابل براي دوسازي ف  تركيبات مورد استفاده به منظور بهينه.1جدول 
  5 تيمار  4 تيمار  3 تيمار  2 تيمار  1 تيمار  مواد

   باكتري
  سيپرنات

   شير   پودر

25  
24  
4  

25  
10  
4  

25  
14  
4  

25  
0  
4  

25  
0  
6  

  6  6  0  4  0 پرليت پودر
  ايروزيل

   لوريل سولفات   سديم
1  
4  

1  
4  

1  
4  

2  
8  

1  
6  

 نفتالين آلكيل
   نشاسته
   ژلاتين
 شكر
   پتاسيم   سوربات
  سديم بنزئات
   و گلوتن كازئين
  اكسايد دي پتاسيم

 سديم گلوتاميت       مونو

24  
0  
0  
12 
1 
1 
1 
3  
3/0  

24 
7 
7 
7 
1 
1  
1  
3  
3/0  

24 
12 
5 
5 
1 
1 
1  
0  
3/0  

20 
10 
9 
10 
1 
0 
2 
3  
2/0  

24 
5 
7 
12 
2 
1 
1 
4 
3/.  

   100  100  100  100  100  )گرم (كل جمع
  

 مواد اصلي افزودني فرمولاسيون شامل الكيل 
 و) بنفش ماوراي ةاشعافزايش مقاومت به (نفتالين 
. ندبود) دهنده حجم و كننده پر ةماد (سيپرنات و نشاسته

 در اين فرمولاسيون شامل سديم لوريل فرعيمواد 
 پودر شير و شكر دهنده، رطوبت نعنوا بهسولفات 

 ،)UVضد ( پتاسيم دي اكسايد كننده، پايدار عنوان به
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 تركيبات عنوان بهسوربات پتاسيم و بنزئات سديم 
 ميزان ةافزايند عنوان به، كازئين و گلوتن ميكروبي ضد

 كاهشبه منظور . ندخوشمزگي و جاذب حشره بود
 287ز  فرمولاسيون نيكشندگي افزايش و LC50ميزان 
 شد افزوده گلوتاميت سديم مونو ليتر در ليتر ميكرو

 اضافي، تركيبات و مؤثره ةماد تركيب از پس). 1جدول (
كل مواد موجود در فرمولاسيون به كمك آسياب 

 پودر خشك تبديل شد و از آنجايي كه اين صورت به
 اثر بر ميل جت در داخل دستگاه ندهستذرات بسيار ريز 

 تر ريز ذرات صورت به پايين مايد در و هوا تراكم
  .شدند همگن و نددرآمد

  

شوندگي  قابليت سوسپانسيوناسيديته و گيري  اندازه
 ها فرمولاسيون

 pHميزان اسيديتة هر فرمولاسيون با استفاده از دستگاه 
) آمريكا Fisher Scientific  شركت Accumetمدل (متر 
. اساس روش استاندارد شركت سازنده تعيين شد بر

اساس  ها بر شوندگي فرمولاسيون قابليت سوسپانسيون
 گرم 3.  شدتعيين Teera-Arunisiri et al. (2003)روش 

ليتر آب مقطر   ميلي97 به هر فرمولاسيون نهايياز 
شد و يك ساعت در جاي ساكن  سر و تهبار   سيو اضافه 
ليتر  ميلي 5 ،قسمت بالايي مخلوط از .گرفتقرار 

 در آون هواي C105° رداشته و در دمايعنوان نمونه ب به
قابليت تعليق بر . شد تا به وزن ثابت برسدقرار داده گرم 
محصول ( وزن هر تيمار نسبت به وزن كنترل مثبت ةپاي

بار  سه هر تيمار ؛گيري شد اندازه) با سوسپانسيون كامل
  . تكرار شد

  
 پذيري فرمولاسيون  گيري ميزان رطوبت اندازه

 250هاي   آب مقطر داخل ارلنليتر  ميلي100
شده   گرم از پودر فرموله1/0 ،سپسمتري ريخته و  ميلي

 زمان مورد نياز براي سپس، .به سطح آب ريخته شد
ين آزمايش براي هر ا. گيري شد شدن كامل پودر اندازه تر

 . (Lisansky et al. 1993)د شبار تكرار  سهتيمار 
  

اسپور و ميزان دلتا تعيين تعداد (تعيين ميزان ماندگاري 
  )اندوتوكسين

فرآوردة  ، تعيين ميزان ماندگاري هر فرمولاسيونبراي
مدت  اي تيره رنگ به نهايي هر تيمار در ظروف شيشه

داري شدند و  يك سال در شرايط دما و رطوبت اتاق نگه
برداري انجام و جمعيت اسپور  سپس، در پايان سال نمونه

سال و زمان شروع هاي پايان  و كريستال در نمونه
 و CFUاز روش تعيين بدين منظور . آزمايش مقايسه شد

براي . گيري ميزان دلتا اندوتوكسين استفاده شد اندازه
هاي   ابتدا از هر نمونه رقتCFUگيري ميزان  اندازه

 C°30آگار در دماي  LBمناسب تهيه و بر محيط كشت 
پس از پايان مدت .  ساعت كشت داده شدند16 مدت به
تعداد شده شمارش و   تعداد كلني تشكيل،نكوباسيونا

  .  گزارش شدCFUصورت  هبسلول 
 ميزان دلتا اندوتوكسين موجود در ة مقايسبراي

گرم   ميلي1 ابتدا از هر فرمولاسيون ،فرمولاسيون
ليتر محيط كشت حل و   ميلي10برداري و در  نمونه
دقيقه  در  دور10000 دقيقه در 10 مدت   به،سپس
بار با محلول  شده دو ريوفيوژ شد و رسوب تشكيلسانت

. شو داده شد و  بار با آب مقطر شست دو  مولار و1نمك 
 50ليتر محلول   ميلي1 رسوب مذكور در ،سپس
سوسپانسيون ) pH 5/12( مولار هيدروكسيد سديم ميلي
در .  انكوبه شدC°30 ساعت در دماي دومدت  و به

 معرف برادفورد اتانت ب ميزان پروتئين كل سوپرنا،نهايت
  .    )Zouari et al. 2002(گيري شد  و روش برادفورد اندازه

  
  ها   فرمولاسيونLC50سنجي و تعيين  زيست

 فرمولاسيون انتخابي LC50گيري ميزان  براي اندازه
 پنبه ة از لاروهاي سن يك كرم غوز YD5ةسوي

)Helicoverpa (Heliothis) armigera (استفاده شد .
 نانوگرم 1000 تا 100هاي مختلف از  بدين منظور غلظت
ر مربع برگ مت شده در آب بر سانتي فرمولاسيون حل
. كنترل منفي در تحقيق آب مقطر بود. پنبه استفاده شد

هاي  تشتكها به   برگ،ها دن سطح برگكر    كبعد از خش
ها با   منتقل شدند كه كف آنمتر سانتي 15 با قطر پتري

طور  هضمنا ب.  مرطوب پوشانده شده بودكاغذ صافي
ده لارو سن يك . شد  جايگزين ميكاغذهاي صافيروزانه 

 قرار داده تشتك پتريهاي هر   پنبه روي برگةكرم غوز
 ها در دماي سنجي زيست).  تكرارچهارهر غلظت در (شد 

C° 25 درصد و روشنايي و 60ـ70 و رطوبت نسبي 
 مير بعد مرگ ودرصد . انجام شدند ساعت 8و 16تاريكي 

در . گيري و با كنترل مقايسه شد  روز اندازهچهاراز 
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گيري شد  افزار پروبيت اندازه با نرم LC50 ميزان ،نهايت
)Seifinejad et al. 2008 .(گيري ميزان  براي اندازهLC50 

 از لاروهاي سن يك  KH4ةفرمولاسيون انتخابي سوي
 Xanthogaleruca luteolaسوسك برگخوار نارون 

Muller (Coleoptera: Chrysomellidae)) (مطابق روش 
Nazarian et al. (2009) بدين منظور . داستفاده ش

 نانوگرم فرمولاسيون 1000 تا 100هاي مختلف از  غلظت
 استفاده نارونمتر مربع برگ  شده در آب بر سانتي حل
بعد از . كنترل منفي در تحقيق آب مقطر بود. شد

با هاي پتري  به تشتكا ه  برگ،ها دن سطح برگكر خشك
كاغذ ها با   منتقل شدند كه كف آنمتر سانتي 15قطر 
طور روزانه  هضمنا ب.  مرطوب پوشانده شده بودصافي

ده لارو سن يك . شد جايگزين ميكاغذهاي صافي 
 تشتك پتريهاي هر  سوسك برگخوار نارون روي برگ

ها  سنجي زيست). تكرار چهارهر غلظت در (قرار داده شد 
 درصد و 60ـ70 رطوبت نسبي و C°25 در دماي

درصد . د ساعت انجام شدن8و 16روشنايي و تاريكي 
گيري و با كنترل   روز اندازهچهارمير بعد از  مرگ و

ه روش آماري  بLC50 ميزان ،در نهايت. مقايسه شد
  . (Dunkle and Shasha 1988) گيري شد پروبيت اندازه

  

  و بحثنتايج

هاي خشك بيشترين توجه به  در ميان فرمولاسيون
 كه  زيرا،پذير است فرمولاسيون نوع پودر وتابل يا رطوبت

 و قابليت اختلاط خوب با آب استداري آن بالا  زمان نگه
راحتي با استفاده از تجهيزات سمپاشي  را دارد و به
 20ـ60اين فرمولاسيون شامل. رود كار مي معمولي به

 1ـ10 ، پركنندهةماددرصد  5ـ45 ،همؤثر ةماددرصد 
است سورفكتانت درصد  3ـ5كننده و   پخشةماددرصد 

)Broderick et al. 2000; Jones and Burges1998( .
 با توجه به شرايط محيطي كشور و مزاياي اين بنابراين،

 در اين تحقيق تلاش شد تا با استفاده ،نوع فرمولاسيون
 ةقيمت و قابل دسترس براي دو سوي از تركيبات ارزان

 بر مؤثر (KH4و ) اي  بر آفات پروانهمؤثر (YD5بومي 
. دشوفرمولاسيون پودر وتابل تهيه ) پوش بال آفات سخت

با توجه به اهميت فاكتورهايي از قبيل قابليت 
شدن و   قابليت سوسپانسيون،شدن و پراكندگي خيس
 Lisansky(سازي آن  بودن و پايداري هنگام ذخيره معلق

et al.1993 ( ميزان همچنين،و LC50، تلاش شد تا اين 

 ةدر نتيج .ه شوندفاكتورها به شكل بهينه در نظر گرفت
در فرمانتور بچ  YD5 و KH4  بوميةتوليد دو سوي

شده  هاي كشت اقتصادي اشاره اساس شرايط و محيط بر
با غلظت حدود  KH4ة سوي ،ها در قسمت مواد و روش

گرم پروتئين در   ميلي900 و )CFU/ml( اسپور 5/6×109
 اسپور 1/6×109 با غلظت حدود YD5 ةليتر و سوي ميلي

)(CFU/ml ليتر توليد گرم پروتئين در ميلي  ميلي780 و 
 با توجه به نتايج اين تحقيق و نتايج قبلي .شدند

 Salehi Jouzani et،1389 ،صالحي جوزاني و همكاران(

al. 2008 a,b; Nazarian et al. 2009; Seifinejad et 

al. 2008(، اين دو سويه نه تنها داراي كارايي بالايي از 
هاي   بلكه در محيط كشت، هستندزبانيدامنة ميلحاظ 
 پتانسيل بالايي در توليد اند و قيمت امتحان شده ارزان
ه با منابع سوي اين دو بنابراين،. ندداركريستال  ـ اسپور
شده در نتايج براي توليد صنعتي يا  قيمت معرفي ارزان
  .ندشو صنعتي توصيه مي نيمه

 25 از ه مطالعموردهاي  سويهكردن  به منظور فرموله
 مواد  درصد75  به همراه مربوطهBt سوية بيوماس درصد

 مواد  درصد75از . دشافزودني در فرمولاسيون استفاده 
كننده و   مواد پردرصد آن به16 حدود ،افزودني
 51و حدود ) ثل پودر پرليت و نشاستهم(دهنده  حجم
كننده مواد   مواد پايدار،نتا به مواد سورفاكتدرصد
-Tamez(دهنده اختصاص يافت  رطوبتكننده و  پخش

Guera et al. 2002(.كردن   منظور خشك از سيپرنات به
در بردن ذرات سوسپانسيون  و حفظ ظاهر و بالا

مواد افزودني اصلي شامل  .شد استفاده فرمولاسيون
 ةافزايش مقاومت به اشع( الكيل نفتالين ،سيپرنات

) دهنده كننده و حجم  پرةماد(و نشاسته ) ماوراي بنفش
عنوان   شامل سديم لوريل سولفات بهفرعيمواد . بود

 ،كننده عنوان پايدار  پودر شير و شكر به،دهنده رطوبت
 سوربات پتاسيم و بنزئات ،)UVضد (پتاسيم دي اكسايد 

 كازئين و گلوتن ،ميكروبي عنوان تركيبات ضد سديم به
جاذب  ميزان خوشمزگي براي لارو و ةعنوان افزايند به

افزايش  و LC50كاهش ميزان  به منظور .ه بودحشر
ليتر در ليتر   ميكرو287  ازكشندگي فرمولاسيون نيز

 .Prabakaran et al( شد ستفادهمونو سديم گلوتاميت ا

2001; McMullan 2000; Montermini et al. (1993.   
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 فرمولاسيون پودر وتابل با تركيبات ةاز تهي پس
ها  كيفيت فرمولاسيون ايه شاخص ،1 جدول در شده اشاره

ت ــابليـق ،دگيــشون سوسپانسيون تــابليـل قــامـش
 ميزان ماندگاري و ميزان كشندگي ،پذيري رطوبت

)LC50 (ها بررسي شد آن.  
ي ـدگـشون ونـانسيـوسپـس تـابليـق ونـآزم جـايـ نت

 نشان داد كه ميزان YD5 ةهاي مختلف سوي فرمولاسيون
 56هاي مختلف بين  لاسيونشوندگي فرمو سوسپانسيون

 درصد 73 درصد متفاوت بود و تيمار چهارم با 73تا 
شوندگي را نشان  بالاترين ميزان قابليت سوسپانسيون

 25مدت زمان جذب رطوبت نيز براي تيمارها بين . داد
چهار  ة ثانيه بود كه در اين ميان تيمار شمار75تا 

يزان م. ترين قابليت جذب رطوبت را نشان داد سريع
ها تا زمان يك سال بدون تغيير باقي  ماندگاري سويه

مشاهده نسبت به زمان توليد داري  ت معنيوماند و تفا
  ).2جدول  (شدن

  
شوندگي و   قابليت سوسپانسيونهاي ارزيابينتايج . 2جدول 
 YD5 ةهاي مختلف براي سوي پذيري فرمولاسيون رطوبت

 شوندگي سوسپانسيون قابليت  تيمار
  دقيقه 30 رد) درصد(

 قابليت
 پذيري رطوبت

  )ثانيه(

 و دوام ميزان
  )ماه (ماندگاري

1  4±65 b 5±60 d* ماه 12 از بيش  
2  4±63 b 5±75 e ماه 12 از بيش  
3  3±56 a 4±38 c ماه 12 از بيش  
4  5±73 c 3±25 a ماه 12 از بيش  
5  5±73 c 3±32 b ماه 12 از بيش  
رصد د 95در سطح دار  حروف كوچك متفاوت نشانگر تفاوت معني* 

  .بين تيمارهاي مختلف است
  

 ةهاي مختلف براي سوي نتايج بررسي فرمولاسيون
KH4  شوندگي  نشان داد كه ميزان سوسپانسيوننيز

 درصد بود كه 71 تا 55هاي مختلف بين  فرمولاسيون
شوندگي بالاترين   درصد سوسپانسيون71تيمار چهارم با 

  .ميزان را نشان داد
 24رطوبت نيز براي تيمارها بين  مدت زمان جذب 

ترين قابليت   سريعچهار ة ثانيه بود و تيمار شمار71تا 
ميزان .  ثانيه نشان داد24جذب رطوبت را با زمان 

ها تا زمان يك سال بدون تغيير باقي  ماندگاري سويه
  .)3جدول (داري مشاهده نشد  ماند و تفاوت معني

  

شوندگي و  سپانسيونقابليت سوهاي  ارزيابي نتايج .3جدول 
 KH4 ةهاي مختلف براي سوي پذيري فرمولاسيون رطوبت

 شوندگي سوسپانسيون قابليت  تيمار
  دقيقه 30 در) %(

 قابليت
 پذيري رطوبت

  )ثانيه(

 و دوام ميزان
  )ماه (ماندگاري

1  5±61 b 4±62 d ماه 12 از بيش  
2  4±55 a 5±71 e ماه 12 از بيش  
3  4±56 a 3±38 c ماه 12 از بيش  
4  5±71 c 2±24 a ماه 12 از بيش  
5  5±69 c 2±39 b ماه 12 از بيش  

  
 مذكور از ةنشان داد كه دو سويآمده  دست بهنتايج 

 فرمولاسيون ة تهيبراينظر واكنش به تيمارهاي مختلف 
 چهارتقريبا خصوصيات يكساني را نشان دادند و تيمار 

جدول  (مذكور نشان داد ةبهترين نتايج را براي دو سوي
شوندگي فرمولاسيون بهينه  قابليت سوسپاسيون. )3و  2

بسيار بالاتر از درصد )  درصد71ـ73(در اين تحقيق 
مده آ آ دست ههاي ب شوندگي فرمولاسيون سوسپاسيون

شده توسط تيرا و  در تحقيقات انجام)  درصد55حدود (
اما از نظر . بود) Teera-Arunsiri et al. 2003(همكاران 

ت نتايج اين تحقيق و تحقيقات قابليت جذب رطوب
 .Teera-Arunsiri et al(ن ديگر تقريبا مشابه بود امحقق

2003; Sulaiman et al. 1997.(  فرمولاسيون حاصل از
 متمايل روشنتيمار چهار براي هر دو سويه داراي ظاهر 

محتواي رطوبتي فرمولاسيون براي . به خاكستري بود
صد بود و  در7 و 6ترتيب  به KH4 و YD5 ةسوي

 ةفرمولاسيون براي دو سوية  ميزان اسيديتهمچنين،
YD5 و KH4بود 2/6 و 1/6ترتيب   به .  

هاي دو   ميكروسكوپي اسپور و كريستالةمشاهد
هاي  سويه در داخل فرمولاسيون نشان داد كه كريستال

ند و در هست) لوزوي( به شكل دو هرمي YD5 ةسوي
. يجاد نشده استها ا يند نيز تغييراتي در آنآطول فر

 مكعبي و صورت بهنيز  KH4 ةهاي سوي شكل كريستال
كروي بود كه با نتايج قبلي در داخل فرمانتور مطابقت 

 كه نكته استاين موضوع نشانگر اين . كامل داشت
ها و  ي بر ساختار كريستالتأثيرتركيبات فرمولاسيون 

اين نتايج با ). الف و ب: 1شكل (اند  اسپورها نداشته
 شكل ظاهري و ساير بارةن قبلي درا محققهاي تهياف

 Bok et al.1993, 94 (خصوصيات مطابقت دارد

;Tamez-Guera et al. 2002; Gaudet and Puritch 

1989(.  
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 الف

  
  ب

  KH4:  بYD5: هاي مورد مطالعه در فرمولاسيون نهايي الف ها و اسپور سويه مورفولوژي كريستال:  الف.1شكل 
  

 ة سويچهارسنجي فرمولاسيون تيمار  ستنتايج زي
YD5روي لاروهاي ، است مؤثراي   كه عليه آفات پروانه

 آن LC50 پنبه نشان داد كه ميزان ةسن يك كرم غوز
 استمتر مربع برگ   نانوگرم بر سانتي550عليه اين آفت 

هاي قبل مطابقت  كه با توجه به نتايج قبلي در پروژه
صورت خالص  هن سويه بداشت كه اسپور و كريستال اي

بدين . استفاده شده بود و حتي نتايج بهتري نشان داد

 مخلوط LC50 قبلي ميزان هاي ترتيب كه در آزمايش
متر مربع   نانوگرم بر سانتي141اسپور كريستال حدود 

 در ،كه در حالي). Seifinejad et al. 2008(بود 
 25در آن  Btه مؤثر ةفرمولاسيون حاضر كه ميزان ماد

متر مربع   نانوگرم بر سانتي550درصد بود اين ميزان به 
 چهارسنجي فرمولاسيون تيمار  نتايج زيست .برگ رسيد

 ،است مؤثرپوش  بال  كه عليه آفات سختKH4 ةسوي
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روي لاروهاي سن يك سوسك برگخوار نارون نشان داد 
 نانوگرم بر 510 آن عليه اين آفت LC50كه ميزان 

 يهاي قبل نتايج پروژه كه با تاسمتر مربع برگ  سانتي
صورت  همطابقت داشت كه اسپور و كريستال اين سويه ب

. خالص استفاده شده بود و حتي نتايج بهتري نشان داد
 LC50 قبلي ميزان هاي  بدين ترتيب كه در آزمايش

 نانوگرم 165حدود  KH4 ةمخلوط اسپور كريستال سوي
 در .)Nazarian et al. 2009(متر مربع بود  بر سانتي

 Btه مؤثر ة در فرمولاسيون حاضر كه ميزان ماد،كه حالي
 نانوگرم بر 510 درصد بود اين ميزان به 25در آن 
 نتايج نشانگر اين ةمجموع .متر مربع برگ رسيد سانتي

شده به منظور افزايش  موضوع است كه تركيب تهيه
 مناسب و قابل مقايسه با نتايج ساير ةكارايي دو سوي

با توجه به نياز جدي به ارزيابي . استدر گذشته ن امحقق
 در ، مورد مطالعه در سطح مزرعهةفرمولاسيون دو سوي

هاي مذكور   جديدي فرمولاسيونة در قالب پروژ،ادامه
 هاي سطح آزمايش در پوش بال سخت و اي پروانه آفات عليه

  . اي انجام خواهد شد مزرعه
  

  سپاسگزاري
 ةقيقاتي پژوهشكد تحةتحقيق در قالب پروژاين 

 اين نويسندگان. بيوتكنولوژي كشاورزي ايران انجام شد
 از همكاران بخش بيوتكنولوژي ميكروبي و ايمني مقاله

 از مديريت و همكاران همچنين،زيستي پژوهشكده و 
اين  در اجراي فراوانهاي   همكاريدليل هشركت گياه ب

 .كنند تحقيق تقدير و تشكر مي
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