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 چکیده

امروزه به دلیل  باشد. می جهانیکی از آفات مهم توتون در سراسر  (Helicoverpa armigera)کرم غنچه توتون 

محیطی و ایجاد مخاطرات برای سلامت انسان و سایر های شیمیایی از قبیل آلودگی زیست کشمشکلات استفاده از آفت

 (IPM)یریت تلفیقی آفات تر به استفاده از مدهای بالا و نیز بروز مشکل مقاومت آفات، باعث توجه بیش جانداران، هزینه

 در این تحقیق، اثرات متقابل .شده است NPVو ویروس Bt باکتری  مانند بیولوژیککنترل  و استفاده از عوامل مهم

 NPVویروس  برتر بومی جدایه یک و( 58و  50، 72، 73، 12های )جدایه Btبومی باکتری  برتر جدایه 5 توأم کاربرد

 2 با ترکیبدر ، (POB/ml 104- 103غلظت ) 2در  ،سازی شده بودندجداشمال ایران های مناطق مختلف استاناز  که

بررسی  کرم غنچه توتون دومهای سن لارو روی درصد کشندگیBt (spore/ml 107 × 1- 107 × 2 )از باکتری غلظت 

در شرایط آزمایشگاه  1395در سال رار تک 3تیمار و  20 باتصادفی  طرح فاکتوریل بر پایه کاملاً شد. آزمون در قالب

از  50و  72، 73، 12های  جدایهنتایج نشان داد که  .شدانجام پزشکی مرکز تحقیقات و آموزش تیرتاش بخش گیاه

ترین اثر کشندگی دارای بیش POB/ml 104 با غلظت NPVدر ترکیب با ویروس  spore/ml 107 × 2 با غلظت Btباکتری 

ترین اثر کم. مشاهده شددرصد اثر کشندگی  100تم و چهاردهم بعد از اعمال تیمار، های هفکه در روزطوریبودند، به

 لظتـبا غ NPVروس ـب با ویـرکیـدر ت spore/ml 107 × 1 ظتـبا غل Bt باکتری 58کشندگی مربوط به جدایه 

POB/ml 103 ندگی ایجاد کرد. ـد کشـدرص 2/42مار، ـال تیـبود که در روز چهاردهم بعد از اعمLC50  جدایه برتر

(Bt-72)  برابر باspore/ml 106  ×7  و برای جدایه برترNPV (NPV-10)  برابر باPOB/ml 104  ×1/8  .نتایج بوده است

 spore/ml 107 × 2با غلظت  Btو نیز  NPVدر ترکیب با هر دو غلظت از  spore/ml 107 × 1با غلظت  Btنشان داد که 

10در ترکیب با 
4 (POB/ml) ترین غلظت شـتی در ترکیب بیـسینرژیسابل ـمتقرات ـان دادند. اثـت افزایشی نشاثرا

طور کلی نتایج این تحقیق نشان مشاهده شد. به NPV (POB/ml103)ترین غلظت از و کم )Bt   spore/ml)107 × 2از

 گردد.ها میزایی و کشندگی آنمنجر به تشدید قدرت بیماری Bt + NPVداد که ترکیب 

  .های بومی، جدایهNPV، اثر متقابل، کرم غنچه توتون، Btکلیدی:  انگواژ
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 مقدمه

است که در حال حاضر،  تی چند نسلیآف ،Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)کرم غنچه توتون 

به خسارت جبران ناپذیری  هر ساله ؛ این آفتشود ترین آفت مزارع توتون در ایران و سراسر جهان محسوب میمهم

درصد  40گردد. این آفت در حدود  می آنگیری در کمیت و کیفیت موجب کاهش چشم و وارد کردهمحصول توتون 

فرنگی، ذرت، سویا، مهم مانند پنبه، گوجه زراعی به اکثر محصولات و علاوه بر توتون، برد محصول توتون را از بین می

با دارا بودن تنوع میزبانی بالا، قدرت پراکنش و تولید مثل زیاد، زند. این آفت، فرنگی، سورگوم و ... خسارت مینخود

 . (Abdual Qayyum et al., 2015) های شیمیایی مقاوم شده است کشنسبت به بسیاری از آفت اخیراً

، معضلات متعددی در زمینه بقایای غیرقابل تجزیه مواد شیمیایی در شیمیایی رویه از سمومامروزه با استفاده بی

 اکثر هم خوردن تعادل جمعیت حشرات، نابودی عوامل کنترل کننده طبیعی، بروز آفات ثانوی و مقاومتمحیط، به

شیمیایی، نه  هایحشره کشاستفاده از  .(Abbot, 1925) یی به وجود آمده استهای شیمیا کشحشرات در برابر حشره

و  های بهداشتی به کشاورزان و محیط زیست آسیبمخاطرات و دهد، بلکه باعث  هزینه تولید محصول را افزایش میتنها 

برای های گوناگونی ارشود. با توجه به چنین مشکلاتی، همواره راهک نیز می و دشمنان طبیعی آفات سایر جانداران

مورد بررسی قرار گرفته و در نهایت، روش کنترل تلفیقی برای محافظت محصول، با در نظر گرفتن مدیریت آفات 

های  آفات از میان تمام روش تلفیقی در مدیریت حداقل اثرات زیان بخش و کنترل پایدار آفات برگزیده شده است.

ا بر اساس اصول صحیح اکولوژیکی و با حفظ کمی و کیفی محیط زیست به ه ترین روشمفید در کنترل آفات، مطلوب

 . (Bravo et al., 2007) گردد صورت توأم استفاده می

های شیمیایی، تمایل به کاربرد عوامل  جایگزین اثرات سوء حشره کشبه عنوان ترکیبات امن و موثر به نیاز حیاتی 

به دلیل  بیولوژیکهای  ، حشره کش(IPM) های مدیریت تلفیقی آفات امهدر برنکنترل بیولوژیک را افزایش داده است، 

هزینه و حفظ سایر دشمنان طبیعی آفات، ، سازگاری با محیط زیست، نظیر نداشتن باقیمانده سممزایایی داشتن 

  .(Reddy and Manjunatha., 2000) روند برای کنترل آفات به شمار میل موارد ایده آترین مهماز  کمترمصرف دز 

توان  ها می ترین آنکه از مهماز جایگاه و اهمیت خاصی برخوردارند،  هابیمارگرهای مدیریت تلفیقی آفات،  در برنامه

ترین از موفقدو این اشاره کرد.  Nucleopolyhedrovirus (NPV)و ویروس  Bacillus thuringiensis (Bt)به باکتری 

های مختلف، راسته آفاتد که در مبارزه با تعداد زیادی از نشو آفات محسوب می در مبارزه بازای حشرات عوامل بیماری

 .(Hatem et al., 2012) ندکاربرد زیادی پیدا کرده ا پوشان(بالبالان و سخت، دوپولکدارانبال) مانند

های  یستالکر ای شکل و اسپورزا است که در زمان تشکیل اسپور، گرم مثبت، خاکزی، هوازی، میله Bt باکتری

  های راستهروی لارو به ویژههای مختلف روی حشرات راستهکه کند  می به نام دلتااندوتوکسین تولید پروتئینی سمی

کش حشرهترین مهمسال است که به عنوان  50یک باکتری خاکزی است که بیش از  Bt. باشد مؤثر می پولکدارانبال

گیرد. امروزه این باکتری به دلیل تخصص میزبانی و سمیت کم برای  ر میبیولوژیکی در سراسر جهان مورد استفاده قرا

های  کشترین حشرهها(، یکی از موفقها و پارازیتوئید)شکارگر موجودات زنده غیر هدف به ویژه دشمنان طبیعی

 (. Marzban et al., 2009) باشد می بیولوژیک در سراسر جهان

از عوامل  یکی بوده و Baculoviridaeاز خانواده  Nucleopolyhedrovirus (NPV)ای ویروس چند وجهی هسته

 گرید یها از گونه یو تعداد Heliothis یها گونهخصوص پولکداران و بهبال حشرات راسته هیعل کیولوژیمهم کنترل ب

 . (Fuxa, 2004) باشد یم

پس  Bt های پروتئینی رت که کریستالبدین صوباشد.  می میانی حشره  در معده NPVو ویروس  Btنحوه اثر باکتری 

پرزهای س ریزأای در رهای ویژهیگاههای موجود در قسمت میانی مجرای هاضمه حشره به جااز هضم توسط پروتئاز

چسبند و پس از چسبیدن، وارد فضای پلاسمایی سلول و ایجاد جراحت و  ها میهای مخاطی مجرای هاضمه لارو سلول

در  NPV. آلودگی ویروس شوند مرگ حشره می ن دیواره روده و عفونت خون و نهایتاًزخم شده و موجب پاره شد
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قلیایی با  pHدر میانی حشره   های اپیتیال معده حشرات نیز بدین صورت است که تکثیر ویروسی از هسته سلول

ای و انتشار هسته وجهیموجب آغاز انحلال اجسام چند آغاز شده وتعدادی آنزیم مرتبط با فعالیت تخریبی ویروس 

 یابد حشره گسترش می کامل های مختلف تا زمان مرگ آلودگی به بافت شود و در نهایت ها( می )ویریون ذرات ویروس

(Salama et al., 1993; Chang et al., 2003).  

ایه و اساس دارند. اولین قدم به عنوان پمتقابل دیگر، اثرات در حالت ترکیبی با هم( Btو  NPV)این دو پاتوژن 

باشد.  ها روی آفات هدف می های بومی و بررسی درصد کنترل کنندگی آن سازی جدایهتحقیق روی این دو پاتوژن، جدا

ها با  زایی جدایهبسیار متنوع بوده و حتی روی یک گونه حشره، شدت بیماری بیمارگرهای این دو  دامنه میزبانی جدایه

های مختلف بوده که موجب تفاوت  یکی ناشی از تنوع شرایط جغرافیایی و میزباناین تنوع ژنت هم تفاوت زیادی دارند.

 .(Knaak et al., 2005) آوری نمودتوان از اغلب نقاط دنیا جمع ها را می ها شده و به همین دلیل آن های آن در توکسین

شوند، به همین دلیل  اکنده یافت میبه صورت پر بیمارگرهای این دو  که در مناطق مختلف ایران، جدایهبا توجه به این

ها  زایی و دامنه میزبانی آنهای بومی و سازگار با شرایط اقلیمی هر منطقه و آگاهی از شدت بیماری شناسایی جدایه

  .(Marzban et al., 2009)اهمیت زیادی دارد 

، نیاز بـه  است، از جمله: اولاً هایی به تنهایی به عنوان یک عامل بیوکنترل دارای محدودیت NPVاستفاده از ویروس 

، اگـر ویـروس   کنـد(. ثانیـاً   )به آهستگی اثـر مـی   باشد طولانی بین آلودگی با ویروس و مرگ حشره می مدت زمان نسبتاً

NPV ط آب و هـوایی  ـخورشید و شرای رد، نورـه قرار گیـی در مزرعـوایـط آب و هـرض شرایـعـبه مدت چندسال در م

 Pingel) گردنـد  روس مـی ـداری وی ــب کاهش کارایی و پایـکی در آن، موجـیـتـش ژنـهـوز جرـان بـکـین امـو همچن

and Lewis., 1999) . همچنین، نقطه ضعف اصلی استفاده از باکتریBt  در ایـن اسـت کـه    تنهایی در کنتـرل آفـات،   به

داری خود را حفـظ نماینـد،   ـو پای یط باقی ماندهـولانی در محـدت زمان طـتوانند به م کشی آن، نمیهای لارو کریستال

 . (Schnepf et al., 1998) شوند ها سریع توسط نور خورشید یا سایر عوامل تجزیه کننده در محیط، غیر فعال می زیرا آن

ترکیـب و   دیگـر هـم با  توانند می به دلیل داشتن محدودیت در کاربرد انفرادی، NPVویروس  و Btباکتری  در نتیجه

 ــان مشخ ــقیقات محقق ــوبی در تح ــخ ـاثرات کنترل ترکیبی این دو عامل بهادغام گردند که   یان شـده اسـت  ـص و ب

(Padua et al., 1997; Chandrasekaran et al., 2015).        بنابراین، با توجه به هزینـه بـالا، گـران قیمـت بـودن و وجـود

هـا،   و افـزایش کـارایی آن   یمصرف دز اهشیک از این عوامل، همچنین به منظور کهایی در کاربرد انفرادی هر محدودیت

هـای   ی و تـوأم از فرمولاسـیون  ـروزه، اسـتفاده ترکیب ـ ـباشـد. ام ـ  ثرترین روش استفاده ترکیبی از این دو پـاتوژن مـی  ؤم

 ;Hatem et al., 2012)باشـد  مـی  (IPM)های مدیریت تلفیقـی آفـات    موفق در برنامهمهم و عنوان یک ابزار میکروبی، به

Mcyay et al., 1997) باکتری .Bt  و ویروسNPV های مختلفی مانند   توانند با یکدیگر دارای اثرات متقابل به صورت می

گونه جدایه پاتوژن ، زیرعملکرد و نحوه اثر عواملی همچونافزایشی( باشند که این امر به  ،ستی، آنتاگونیستیژی)سینر اثر

. کـاربرد ترکیبـی ایـن دو پـاتوژن     داردبستگی  سنجیآزمون زیستمختلف مورد استفاده و مدل های  غلظت کار رفته،هب

ها و نیز افزایش کارایی این عوامل  گشایی برای مشکلات مقاومت، کاهش غلظت و دوز مصرفی، کاهش هزینهتواند راه می

  (.(Mahmoud et al., 2012; Salama et al., 1987 بیوکنترل شود

 HaSNPVو  Bacillus thuringiensis Subsp.Kurstakiلی بـــین (، اثـــرات تعــام 2013معقــولی و همکــاران )  

(Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus )  روی کنترل آفت شب پره گل کلـم(Plutella xylostella)  را

ام ـج ــان HaSNPVغلظت از ویروس  Bt  +3غلظت از  3ت سنجی را با ات زیط آزمایشگاهی بررسی و آزمایشـرایـدر ش

Bt  (spore/ml 103 × 4/2 )ترین غلظتب کمـیـرکـت با (Synergistic) ه اثرات سینرژیستیـج نشان داد کـایـد. نتـدادن

 .(Magholi et al., 2013)حاصل گردید HaSNPV  (POB/ml 103 × 3/2 )ترین غلظت از ویروسبا کم

چه روی مرگ و میر لاروی کرم غن NPVو ویروس  Btکاربرد توأم باکتری  متقابلهدف از این تحقیق، بررسی اثرات 

 ها مشخص گردد. و با غلظت مناسب آنها  تا مؤثرترین جدایه بود یتوتون در شرایط آزمایشگاه
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 هاروشمواد و 

 میزبان پرورش حشره

اسـتفاده  (Ahmed et al., 1998)  از غـذای مصـنوعی بـه روش   کرم غنچـه توتـون در آزمایشـگاه،    برای پرورش لارو 

، پودر جوانـه  گرم( 35) مخمر گرم(، 205)صورت که ابتدا محیط غذای مصنوعی، )شامل لوبیا چشم بلبلی  گردید. بدین

روغـن آفتـابگردان،   گـرم(،   2/2نیپاژین )، لیتر(میلی 5/0) % 37، فرمالدئیدگرم( 1/1) ، اسید آسکوربیکگرم( 30) گندم

 و آب مقطـر گـرم(   3سـیلین ) گرم(، پنـی  3تر(، بنومیل )لیمیلی 2کلرامفنیکل )، گرمc (5/3 )ویتامین ، گرم( 14) آگار

ای برای مصارف بعدی در یخچال نگهداری های شیشه ( بعد از مخلوط شدن مواد با یکدیگر، داخل پتریلیترمیلی 700)

هـای  دار و لاروهای پلاستیکی شـفاف درب  صورت دسته جمعی در ظرفها روی غذای مصنوعی و بهگردید. پرورش لارو

های خالی فیلم عکاسی انجام شـد. در هـر قـوطی یـک قطعـه غـذای مصـنوعی         صورت انفرادی در قوطیتر بهین بالاسن

هـایی   آوری و بـه داخـل ظـرف   ها به طور روزانـه جمـع   قرار داده و یک روز در میان تعویض شد. شفیرهگرم(  2)کوچک 

آوری و بـرای  ل شدند. حشرات بالغ نیز هر روز جمـع متر حاوی خاک اره منتقسانتی 11 × 18 × 5/5به ابعاد پلاستیکی 

هـای سـلولزی    متر( حاوی توریسانتی 35 × 17)به ابعاد  ای از جنس پلاستیک شفافهای استوانه گذاری، به ظرفتخم

. شـد  % روی توری قرار داده 10ای آغشته به آب و قند های پنبه ها، گلوله جاذب رطوبت منتقل شدند. برای تغذیه پروانه

طور روزانـه تعـویض شـده و    هها باین تور کرده، ریزی  های تنزیب تخمگیری روی تورحشرات بالغ نر و ماده پس از جفت

شدند. یک پنبه خیس جهت حفظ رطوبت در هر پلاستیک قـرار داده   سپس هر کدام به تنهایی در پلاستیکی قرار داده 

، رطوبـت  سلسیوسدرجه  27 ± 2قک رشد در شرایط کنترل شده دما روز دوره کمون، در اتا 4تا  3ها پس از  شد. تخم 

 ها روزانـه شـمارش و ثبـت شـدند    ساعت، تفریخ شدند. تعداد لارو 8ساعت و تاریکی  16، دوره روشنایی 65 ± 5نسبی 

 .(1)شکل 

 

 Btباکتری  سازیتهیه و آماده

کـه در تحقیـق قبلـی انجـام      (58و  50، 72، 73، 12های )جدایه Btجدایه برتر بومی باکتری  5ز در این تحقیق، ا

آوری و با روش انتخابی استات سـدیم  جمع شمال ایرانهای  استان های مناطق مختلفشده توسط نویسندگان، از خاک

های روی لاروطور انفرادی( )به Btسنجی ها در آزمون زیست آن کشندگیسازی شده بودند و نیز قدرت مولار جدا 25/0

هـای برتـر   عنـوان جدایـه  و بـه  (1395 شازده احمـدی و همکـاران،  ) بررسی و تأیید شده بودغنچه توتون  کرم دومسن 

 لیتـری همـراه بـا   میلـی  5/1 هـای کریسـتال در ویـال  -راسپوصورت بهها این جدایهاستفاده گردید. انتخاب شده بودند، 

 مـایع  LBها درون محـیط   این جدایهه بودند. شددرجه نگهداری  -13با دمای لیتر آب مقطراستریل و در فریزرمیلی2/0

(Tryptone 1%, Yeast extract 0/5 %, Nacl 1%, PH= 7-7/5)  روز در دمای  4به مدت°C28   درون شیکر انکوباتور بـا

تأییـد کامـل   ها بـا مشـاهده میکروسـکوپی تأییـد شـد.       کریستال آزاد در نمونه -وجود اسپوررشد کردند.  rpm200دور 

هـای   بر اساس شـاخص  100نمایی ها توسط مشاهده زیر میکروسکوپ فاز کنتراست با بزرگ سپور و کریستالشناسایی ا

نگهداری شـدند.   C 4°سپس داخل یخچال با دمای )اسپور، کلاهک و کریستال( صورت گرفت.  Btمیکروسکوپی باکتری 

سوسپانسـیون یکنـواختی درآورده و   صـورت  بـه  Tween 80 0/04%محلـول   آب مقطـر و درون را  هـا  کریستال و اسپور

  .(1)شکل  تهیه شدندسنجی با روش سری رقت های مورد نیاز جهت زیست غلظت

 

 (NPV)ای وجهی هستهسازی ویروس چندتهیه و آماده

 استفاده شد ندگانـقبلی نویس معرفی شده در تحقیق Tirtash1به نام   NPVاز یک جدایه برتر بومی ویروس

سیون ویروسی ـبا سوسپان H.armigera دومن ـهای سظور، لاروــدین منـ. ب(1395مکاران، شازده احمدی و ه)

OBml
 انجام شد. NPVها به ویروس سازی لاروبدین ترتیب، آلوده روی غذای مصنوعی قرار داده شده و 1 × 107 1-
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های آلوده انجام شد. پیکره لارواز  NPVسازی ویروس خالصآوری شدند و سپس، های آلوده جمعپس از چهار روز، لارو

له شده و پس از عبور از چند لایه  آلوده در هاون چینی با استفاده از مقدار کمی آب مقطر، کاملاً بدین صورت که لارو

ویروس  (POBs)ای وجهی هسته(، در چند مرحله سانتریفیوژ گردیدند و در نهایت، اجسام چندصافی) پارچه تنزیب

صاره ـهای تمیز دیگری انتقال داده شد. بدین ترتیب ع به ویال بوده در قسمت محلول رویی سازی شده کهخالص

 .(1)شکل  سازی گردیدراج و خالصـآلوده، استخ هایکره لاروـاز پی NPVروس ـوی
 

 
 ؛LBA کشت طیمح یرو افتهیرشد  Bt یباکتر یهایکلنوسط(  ؛راست( مراحل پرورش حشره میزبان در آزمایشگاه -1شکل 

 سازی شده خالص NPVچپ( ویروس 

Fig. 1. Right) Host insect breeding in Laboratory; Middle) Bt colonies grown on LBA medium; Left) 

NPV virus purified in Laboratory. 
 

 (Bioassay) سنجیزیست ایشاتانجام آزم

لیتر میلی 9( شد. در لوله اول 5تا  1گذاری )جدایه شماره لوله آزمایش استریل برای هر 5ها، ابتدا برای تهیه غلظت

کریستال به آن اضافه و سوسپانسیون یکنواختی تهیه شـد. در  -لیتر از استوک اسپورمیلی 1آب مقطر استریل ریخته و 

 ـمیلی 1/0لیتر آب مقطر استریل ریخته و میلی 9/9لوله دوم  د. در ـگردی ـوله اول بـه آن اضـافه   ـلیتر از سوسپانسیون ل

لیتر از سوسپانسـیون  میلی 1/0لیتر آب مقطر استریل ریخته و در هر لوله میلی 9/9های بعدی نیز به همین منوال لوله

بـا  سـنجی،  برای آزمایشـات زیسـت   NPVو ویروس  Btاز باکتری های مورد نیاز  غلظتپس از تهیه  لوله قبل اضافه شد.

 NPV + Bt سنجی بررسی اثرات متقابـل تـزیس ونآزمدر این تحقیق،  .(2)شکل  دندـشوری شمارش ـکوپ نـمیکروس

لف از ویـروس  ـظت مخت ــدو غل ـ و Bt (CFU/ml 107  ×1- 107  ×2)ری ـت از باکت ــب دو غلظ ــترکی ـ اده ازـفـاست با

NPV (POB/ml 104
 

ده های برتر تعیـین ش ـ که در تحقیق قبلی انجام شده توسط نویسندگان به عنوان غطظت (104 -

 کرم غنچه توتـون در قالـب طـرح فاکتوریـل بـر پایـه کـاملًا        دومهای سن روی لاروو با استفاده از غذای طبیعی بودند 

تکـرار در سـطح    3 ( وNPVویـروس  ، دو غلظـت   Bt، دو غلظت Btجدایه باکتری 5ها شامل تیمار )تیمار 20 تصادفی با

بـرای هـر غلظـت     انجـام شـد.   1395آموزش تیرتاش در سـال  پزشکی مرکز تحقیقات و بخش گیاهپتری در آزمایشگاه 

هـر پتـری   . (1395 شازده احمدی و همکـاران، ) در نظر گرفته شدعدد پتری دیش  15هر تکرار رار و در کت 3ترکیبی، 

برگـی توتـون قبـل از آغشـته شـدن بـه        هـای  دیسـک بود.  دومسن یک عدد لارو دیسک برگی توتون و  دیش محتوی

دقیقـه در محلـول    10هـا بـه مـدت     ترکیبی نامبرده شده، بـه منظـور اطمینـان از عـدم آلـودگی آن     های  سوسپانسیون

% قرار داده و سپس سه مرتبه با آب مقطر اسـتریل شستشـو داده شـدند. سـپس، روی هـر سـمت       5هیپوکلریت سدیم 

با لوپ استریل پخش شده تا  های ترکیبی نامبرده ریخته و لیتر از هر یک از غلظتمیکرو 20دیسک برگی توتون، مقدار 

درون هـر   اسـتفاده شـد.   (آب مقطـر اسـتریل  )تیمار شـاهد  این تحقیق از یک در تمام سطح برگ توتون آغشته گردد. 

و سپس روی درب هر ظـرف، اطلاعـات    شد قرار داده دومعدد لارو سن  یکدیش، توسط قلم موی استریل، تعداد پتری

ها از غذای آلوده لاروتغذیه ساعت  48. پس از (2)شکل گردید یخ انجام آزمون درج تکرار و تار  مربوط به غلظت، شماره

از ایـن دو  ابه دارای غـذای سـالم و عـاری    ـدیـش مش ـ ف پتریو، به ظرBt +NPVهای مختلف ترکیب و آغشته به غلظت

 16رصـد و دوره نـوری   د 65، رطوبت نسـبی  سلسیوسدرجه  28درون ژرمیناتور با دمای  گر انتقال یافتند. سپس،بیمار
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ک بـار انجـام شـد،    ـسنجی اثر متقابل کـه ی ـ ه به آزمون زیستـبا توجد. ـنـی قرار گرفتـتاریکساعت  8روشنایی ساعت 

ثبـت شـد. معیـار    شـمارش و  اعمال تیمار  بعد ازروز  14و  7، 5، 3 های میزان مرگ و میر لاروها در زمانبرداری از آمار

   (.1395)شازده احمدی و همکاران،  (2)شکل  سوزن بود  ها به ضربهن و عدم واکنش لاروها، سیاه شدمرگ و میر لارو
 

 
های تلف شده بعد از انجام لاروچپ(  ؛یسنجانجام آزمون زیستوسط(  ؛های مورد نیاز تهیه سری رقتراست(  -2 شکل

 سنجیزیست

Fig 2. Right) The series of dilutions required; Middle) Performance of bioassay test; Left) Dead 

Larvae died after bioassay. 
 

 (CTF)ضریب اثر متقابل آزمون 

بندی نتایج  و طبقهBt + NPVکار رفته در ترکیب هبهای مختلف  بین غلظت متقابلدست آوردن نوع اثرات هبرای ب

و اثرات  (Syn)اثرات سینرژیستی  ،((Ant ستیاثرات آنتاگونی شامل به سه گروه مختلف ها آن نهایی اثرات ترکیبی

 :(Mansour et al., 1966; Wakil et al., 2012) ، از فرمول زیر استفاده شد(Add) افزایشی
CTF= (Oc – Oe) / Oe × 100 

CTFفاکتور سمیت = ،Oc مرگ و میر مشاهده شده توسط کاربرد ترکیب =NPV + Bt  وOe مرگ و میر مورد =

 های مورد استفاده گربیماراز  کدامانتظار توسط هر 

 

 هاو تحلیل دادهتجزیه 

صورت طرح فاکتوریـل بـر   کرم غنچه توتون، به دومهای سن روی لاروBt + NPVسنجی اثرات ترکیبآزمون زیست

در   SASیآمـار نرم افزار   دست آمده به وسیلهانجام و اطلاعات به در شرایط آزمایشگاه تصادفی کاملاً آنالیز واریانس پایه

بـا اسـتفاده از    (LC50)درصد  50مورد آنالیز و تجزیه واریانس قرار گرفتند و حداقل غلظت کشندگی% 99سطح اعتماد 

در سـطح   LSDهـا از آزمـون    برای مقایسه میـانگین داده ترین ترکیبات مشخص شدند. ثرمحاسبه و مؤ Polo-Pc  برنامه

   استفاده گردید.احتمال یک درصد 

 

 ایجنت

های کرم غنچه توتون در روز روی NPVو ویروس  Btهای مختلف باکتری  نتایج تجزیه واریانس اثر متقابل غلظت

های مختلف و ویروس  با غلظت Btبرداری نسبت به شاهد در شرایط آزمایشگاه نشان داد که اثر باکتری مختلف آمار

NPV برداری در سطح احتمال یک درصد از نظر هم آمارهای سوم، پنجم، هفتم و چهاردهای مختلف در روز با غلظت

وم ـهای سدر روز NPVروس ـوی × Btقابل باکتری ـج نشان داد که اثر متـنین، نتایـدار بودند. همچ نیـآماری مع

های پنجم و چهاردهم، در سطح احتمال یک درصد و در روز هفتم، در سطح بوده ولی در روزندار  برداری، معنیآمار

 (.1)جدول  دار بودند پنج درصد معنیاحتمال 
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کرم غنچه توتون  روی NPVو ویروس  B. thuringiensisهای مختلف باکتری  غلظتمتقابل  اتتجزیه واریانس اثر -1جدول 

 در شرایط آزمایشگاه

Table 1. Variance analysis of the interaction effects of different concentrations of B. thuringiensis and 

Nucleopolyhedrovirus on H. armigera under laboratory conditions. 
 

 منبع تغییر

(SOV) 

 

 درجه آزادی
Df. 

 Mean of squaresمیانگین مربعات                             

 روز سوم

D3 
 روز پنجم

D5 
 روز هفتم

D7 
 روز چهاردهم

D14 
Bt 4 648.4باکتری 

**
 467.09

**
 4137.6

**
 5218.5

**
 

NPV 1 389.6ویروس 
**

 670.6
**

 1186.3
**

 1245.7
**

 

 Btغلظت 
Bt concentration 

1 322.4
** 

 106.6
**

 6835.2
**

 2244.8
** 

 NPVویروس  × Btباکتری 

Bt bacteria× NPV virus 
4 17.7 ns 1.8 ns 44.7

**
 45.2

**
 

 Bt ×غلظت 

Bt×concentration 
4 4.4

**
 1.11

**
 272.8

**
 44.8

** 
 NPV ×غلظت 

NPV× concentration 
1 34.8

*
 2.8

**
 294.8

**
 1126.6

** 
Bt × NPV × غلظت 

Bt× NPV× concentration 
4 2.93

**
 1.11

**
 22.2ns  71.3

** 
 خطا

error 
40 8.14 8.8 14.69 5.94 

 7.72 6.39 5.02 2.91  (%) (CV) ضریب تغییرات )درصد(
 دار : غیر معنیns؛ درصد 5و  1حتمال دار در سطح امعنی: به ترتیب *و **

** and *: significant at 1% and 5% probability level; ns: no significant  

 

کرم غنچه  روی NPVو ویروس  Bacillus thuringiensisباکتری های مختلف  مقایسه میانگین اثرات متقابل غلظت -2ل جدو

 نسبت به شاهد در شرایط آزمایشگاهتوتون 

Table 2. Mean comparison of the interaction effects of different concentrations of Bacillus 

thuringiensis and Nucleopolyhedrovirus on Helicoverpa armigera compared to control under laboratory 

conditions.  

 ردیف
No. 

 Percentage ofلاروی              درصد مرگ و میر  Treatmentتیمار                               

Mortality  غلظتBt (spore/ml) 

Bt concentration 

 NPV (POB/ml)غلظت

NPV concentration 
 روز سوم 

D3 
 روز پنجم

D5 
 روز هفتم

D7 
 روز چهاردهم

D14 
1 Bt 12 (2 × 107) 104  a 46.6 ab 3.53 a 100 a  100 
2 Bt 73 (2 × 107) 104  a 46.6 a 55.5 a 100 a 100 
3 Bt 72 (2 × 107) 104  a 46.6 ab 53.3 a 100 a 100 
4 Bt 50 (2 × 107) 104  a 46.6 ab 53.3 a 100 a 100 
5 Bt 12 (1 × 107) 104  ab 42.2 bcd 48.8 ab 95.5 a 100 
6 Bt 50 (2 × 107) 103  bc 40 abc 51.07 c 77.7 a 95.5 
7 Bt 12 (2 × 107) 103  bc 40 abc  51.07 c 82.2 a 95.5 
8 Bt 72 (2 × 107) 103  bc 40 abc 51.07 c 82.2 a 100 
9 Bt 73 (2 × 107) 103  bc 40 abc 53.3 c 82.2 a 100 

10 Bt 50 (1 × 107) 104  bc 37.7 cd  46.6 b 93.3 a 100 
11 Bt 72 (1 × 107) 104  bc 37.7 cd 46.6 ab 97.7 a 100 
12 Bt 73 (1× 107) 104  bc 37.7 bcd 48.8 b 93.3 a 100 
13 Bt 72 (1× 107) 103  c 35.5 de 44.4 d 66.6 b 80 
14 Bt 50 (1 × 107) 103  c 35.5 de 44.4 d 62.2 c 73.3 
15 Bt 73 (1 × 107) 103  c 35.5 de 44.4 d 62.2 bc  75.5 
16 Bt 12 (1 × 107) 103  c 35.5 de 44.4 d 64.4 c 73.3 
17 Bt 58 (2 × 107) 104  d 26.6 ef 40 e 46.6 d 51.07 
18 Bt 58 (1 × 107) 104  d 24.4 gh 33.3 ef 44.4 de 48.8 
19 Bt 58 (2 × 107) 103  d 22.2 fg 37.7 ef 42.2 ef 44.4 
20 Bt 58 (1 × 107) 103  d 22.2 h 31.07 f 40 f  42.2 

 % ندارند.1داری در سطح احتمال  ارای حداقل یک حرف مشترک اختلاف معنیهای ددر هر ستون میانگین
Means followed by same letter in each column are not significantly different at 1% of probability level according 

to DMRT. 



 ...باکتری ومیب های جدایه برخی توأم کاربرد متـقابل راتاث بررسـی 

 
 

80 

در ترکیب  spore/ml 107 × 2با غلظت  Bt-50و  Bt-12 ،Bt-73 ،Bt-72های  نتایج مقایسه میانگین نشان داد که جدایه

دارای بیشترین اثر کشندگی بودند، به طوریکه در روزهای هفـتم و چهـاردهم    POB/ml 104با غلظت  NPVبا ویروس 

بـا غلظـت    Bt-58کمترین اثر کشندگی مربوط بـه جدایـه   درصد اثر کشندگی بودند.  100بعد از اعمال تیمار، دارای 

spore/ml 107 × 1 ترکیب با ویروس  درNPV  با غلظتPOB/ml 103      ،بود که در روز چهـاردهم بعـد از اعمـال تیمـار

 (.2)جدول  درصد کشندگی ایجاد کرد 2/42فقط 

در ترکیب با هر دو غلظت از  spore/ml 107 × 1با غلظت  Btنشان داد که  (CTF)نتایج آزمایشات فاکتور سمیت 

NPV  و نیزBt  با غلظتspore/ml 107 × 2 در ترکیب با NPV  10با غلظت
4
 (POB/ml)  .اثرات افزایشی نشان دادند

NPV (10ترین غلظت از و کم) Bt  )  spore/ml107 × 2ترین غلظت ازاثرات متقابل سینرژیستی در ترکیب بیش
3
 

POB/ml) های مشاهده شد. در این تحقیق، ایجاد اثرات سینرژیستی و افزایشی در مرگ و میر لاروH. armigera 

 کار رفته بستگی داشت.گر بهبه غلظت بیمار Bt + NPVمشاهده شده در ترکیبات مختلف 

LC50  جدایه برتر(Bt-72)  برابر باspore/ml 106  ×7  و برای جدایه برترNPV (NPV-10)    برابـر بـاPOB/ml 104  ×

   (.4بوده است )جدول  1/8
 

 بحث

 هایبرنامه طیف افزایش برای ایوسیله عنوان به ،NPV و Btمانند  میکروبی، کشحشره دو از امروزه، ترکیبی

-میسر می (IPM)زمان هم طوررا به متعدد آفات مدیریت ترتیب شود. بدینحشرات محسوب می زایمدیریت بیماری

کار رفته زایی به صورت ترکیب با یکدیگر به ها به منظور افزایش قدرت بیماریهمچنین ممکن است که بیمارگر .سازد

بعد از تیمار  (Add)اثر افزایشی  (Reddy and Manjunatha, 2000)و اثرات متقابل با یکدیگر داشته باشند. در تحقیق 

ر حاصل از ترکیب ـدست آمد و گزارش شد که مرگ و میهب Bt + NPVبا ترکیب  Spodoptera littoralisهای آفت لارو

در تحقیق کنونی، ایجاد ها به تنهایی بوده است. ربرد انفرادی هر یک از آنبیشتر از کا Bt (Dipel®)فرآورده تجاری 

به  Bt + NPVمشاهده شده در ترکیبات مختلف  H. armigeraای ـاثرات سینرژیستی و افزایشی در مرگ و میر لاروه

ابل ایجاد ـاثرات متقده بود که ـات گزارش شـر ترکیبـکه در سایکار رفته بستگی داشت، در صورتیگر بهغلظت بیمار

سنجی و زیست ، طراحی مدلBtگونه باکتری به عواملی مانند غلظت، زیر Bt + NPVبات مختلف ـط ترکیـشده توس

ان ـنش(، 2006کاران )ـو و همـلیایی ـنتایج نه . (Liu et al., 2006)گی داردـه در هر آزمایش بستـسن لاروی به کار رفت

(، اثرات POB/ml 107 × 3 - 106× 6) NPVترهای بالادوزبا  )Bt ( μg/g5/62کم غلظت  یبـورت ترکـدر صداد که 

( گزارش کردند که مرگ و میر 2009مرزبان و همکاران ) .(Liu et al., 2006) جاد شدـایی ـزایشـوع افـقابل از نـمت

ج با ـت. این نتایـشاثرات سینرژیستی و افزایشی دا H. armigeraروی  CPVو ویروس  Cry 1Acحاصل از ترکیب 

(، کارایی اثر بیوکنترلی و 1981) زوهدیمتر و . (Marzban et al., 2009)ت داشت ـطابقـم 2012های مرزبان، یافته

صورت را به (Helicoverpa armigera)های آفت کرم غوزه پنبه را بر روی لارو Bt + NPVزیستی دو ترکیب پاتوژن 

، در NPVو  Btها به هر یک از دو پاتوژن ر دادند. مشاهده شد که حساسیت لاروترکیبی و همزمان، مورد بررسی قرا

ها نشان داد که با افزایش سن لاروی، اثرات  ها، با افزایش سن لاروی کاهش یافت. نتایج نهایی آن هنگام کاربرد آن

و  Btنحوه اثر و عملکرد  .(Matter and Zohdy, 1981)زایشی بود ـوژن، از نوع سینرژیستی و افـمتقابل بین این دو پات

NPV باشد. توکسین های اپیتلیال در روده میانی حشره میبه صورت آسیب و تخریب سلولBt های کمتر در غلظت

ها شود، بنابراین به ویروس فرصتی جهت تکثیر و ایجاد اثرات کشندگی ممکن است باعث تأخیر در رشد و نمو لارو

ها اثرات در برخی از آزمون NPVو  Btدهد. این امر بیان کننده این است که چرا یتر در تعامل با باکتری مبیش

 .دهندسینرژیستی و تشدید کنندگی نشان می
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  کرم غنچه توتون روی NPVو  Btهای بومی جدایه( LC50درصد ) 50حداقل غلظت کشندگی  -4جدول 

Table 4. The minimum lethal concentration of 50% (LC50) of native Bt and NPV isolates on tobacco bud worm. 

 ردیف
No. 

Isolate   نام جدایه
,
s name                               غلظتConcentrations  میزان حداقل

 غلظت کشندگی

LC50 con. 

 عامل بیمارگر
Pathogen 

 نام جدایه

isolate 

103 

 104 1×107 2×107 

1  72 - - 55 62 7×106 

2  73 - - 53.3 60 8×106 

3 Bt 12 - - 53.3 60 8×106 

4  50 - - 53.3 60 8×106 

5  58 - - 51 53.3 9×106 

6 NPV 10 52 5

8 
- - 8.1×104 

 

در ترکیب با هر  spore/ml 107 × 1با غلظت  Bt-58به جز جدایه  Btهای نتایج تحقیق کنونی نشان داد که همه جدایه

دادند. اثرات ان ـشی نشـاثرات افزای 104 (POB/ml) در ترکیب با  spore/ml 107 × 2با غلظت  Btو نیز  NPVدو غلظت از 

NPV (10ترین غلظت از و کم) Bt  ) spore/ml107 × 2ترین غلظت ازرژیستی در ترکیب بیشـقابل سینـمت
3
 POB/ml) 

که در ها گردید. در صورتیزایی و کشندگی آنمنجر به تشدید قدرت بیماری Bt + NPVمشاهده شد و نشان داد که ترکیب 

 + Btنسبت به کاربرد ترکیب  H. armigeraهای سن سوم رش شده بود که لارو( گزا2013تحقیق کلانتری و همکاران )

NPV ترین ها همچنین بیان کردند که اثرات سینرژیستی زمانی مشاهده شد که کمتری نشان دادند. آنحساسیت بیش

 دادند نشان یشیافزا و یتسیآنتاگون اثرات هاآن باتیترک ریسا و بودند شده بیترک NPVترین غلظت از با بیش Btغلظت از 

فاکتور  شود،گونه که در جدول دیده میهمان. (Kalantari et al., 2013) داشت رتیمغا یکنون قیتحق نیا جینتا با که

با  NPV+ ویروس  2 × 107با غلظت   Btدر حالت اثر متقابل ترکیب باکتری Bt-73و  Bt-72برای دو سویه  (CTF)سمیت 

ترین مقدار بود. این دست آمد که دارای بیشهب (Syn)% و از نوع سینرژیستی  6/87% و 17/97بر با ترتیب برابه 103غلظت 

 (.3گردد )جدول  امر یک ویژگی بسیار مطلوب برای این دو سویه تلقی می
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ABSTRACT 

Helicoverpa armigera is one of the most important tobacco pests in all over the world. Today, due to the 

problems of using chemical pesticides such as environmental pollution and endangering the health of humans and 

other organisms, high costs and the problems of pest resistance, has led to more attention to use of IPM method and 

important biological control agents such as Bacillus thuringiensis (Bt) and Nuclear Polyhedrosis Virus (NPV). In 

this research, the interaction effects of combined use of 5 superior Bt isolates and one superior NPV isolate that in 

previous research of authors, were isolated from different parts of the northern of Iran, the investigation was 

conducted by combining two concentrations of Bt (2 × 10
7
 – 1 × 10

7
 spore/ml) and two concentrations of NPV (10

3
 

– 10
4
 POB/ml). The mortality of 2

th
 larvae of H. armigera was compared among the pathogen treatments on a 

completely randomized factorial design with 20 treatments and 3 replications under laboratory conditions in plant 

protection department of Tirtash Research and Education Center through 2016. The results showed that Bt isolates 

(12, 73, 72, 50) with (2 × 10
7
 spore/ml) concentration in combination with NPV (10

4
 POB/ml) had the most lethal 

effect, so that on 7 and 14 days after treatment, they had 100% lethal effects. The lowest mortality related to Bt-58 

with (1 × 10
7
 spore/ml) in combination with NPV (10

3
 POB/ml), which on the 4

Th
. day after applying the treatment, 

it caused only 42/2% mortality. LC50 of superior isolate (Bt-72) was equal to 7 × 10
6
 spore/ml and superior isolate 

(NPV-10) was equal to 8/1 × 10
4
 POB/ml. The results revealed that 1 × 10

7
 spore/ml concentration of Bt in 

combination with both two NPV concentrations and also Bt (2 × 10
7
 spore/ml) in combination with 10

4
 POB/ml 

showed Additive effects. Synergistic interaction effects were observed in combination of the highest concentration 

of Bt (2 × 10
7
 spore/ml) and the lowest concentration of NPV (10

3
 POB/ml). Generally, the results of this research 

showed that the combination of (Bt + NPV) leads to increase their pathogenicity and mortality. 

 

Key words: Bt, Interaction effect, Helicoverpa armigera, NPV, Native isolates. 
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