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 هاياز استان Bacillus thuringiensisايراني   جدايه دويك ژتفاوت بيولوبررسي 

  Helicoverpa armigera (Hubner)پنبه   روي كرم قوزهيزد و بوشهر بر 
 

Biological differences between Iranian isolates Bacillus thuringiensi from Yazd 

and Booshehr provinces on Helicoverpa armigera (Hubner) 

  

*4ندا خردپير و3غلامرضا صالحي جوزاني، 1، محمود شجاعي2، محمدرضا رضاپناه1سمانه خيري
 

  
  28/8/1394 :تاريخ پذيرش                                           2/3/1394: تاريخ دريافت

  

  چكيده

بوده  Bacillaceae  زا از خانواده هاي بيماري باكتريترين  عنوان يكي از مهم  به (Bacillus thuringiensis)باكتري 

كار هيك مؤثر در كنترل بسياري از حشرات بژعامل بيولو صورتهي سموم شيميايي بـزين عملـوان جايگـعن  كه به

ها  تنوع سويه و نيز ها ري بر روي حشرات مختلف ناشي از تنوع سروتايپـاوت اين باكتـهاي متف لـپتانسي. رود مي

داراي  و آفت خطرناك پنبه Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) پنبه وزه ـرم قـك. دـباش مي

كه از مزارع  Bt هاي كرم قوزه بر اثر دو جدايه بوميدر اين تحقيق ميزان مرگ و مير لارو. است هاي متعدد ميزبان

هر جدايه براي  LC50سپس مقدار . ودند، برآورد گرديدسازي شده بجدا) BR4(و بوشهر  )YD5( هاي يزداستان

تحت آزمايش . عنوان شاهد آزمايش استفاده گرديده ب Dipelه تجاري ـاز جداي. دـه شـهاي نئونات محاسبلارو

اسپور بر هر  YD5، 106×48  ليتر، براي جدايه اسپور بر هر ميلي Dipel ،2864/68  براي جدايه LC50سنجي زيست

نتايج اين . بودها ميزان كارائي اين ايزوله  دهنده ليتر نشان اسپور بر هر ميلي BR4،1012×77  براي جدايه ويتر ل ميلي

  .برخوردار استتري در مقايسه با ديگر جدايه ايراني سبتاً بالاناز كارايي  YD5جدايه  تحقيق نشان داد كه

  سنجي، يزد، زيستYD5، بوشهر، جدايه BR4ه جداي, Bacillus thuringinesisباكتري : واژگان كليدي
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  مقدمه

زراعي معطوف هاي به روش تر به سمتبا افزايش جمعيت و محدود شدن اراضي تحت كشت، توجه بشر بيش

سموم و اثرات مخرب   باقيمانده  ايجاد نسل مقاوم به سموم در ميان جمعيت آفات، همچنين مسئله. گشته است

 از مبارزه شيميايي  طبيعي از معضلات جدي استفاده انمحيطي، ايجاد آفات ثانويه و از بين رفتن دشمن  زيست

از طرق مهم مبارزه در يكي عنوان ه بكنترل بيولوژيك  نظيرهاي متعددي  در چنين شرايطي روش. دنشو محسوب مي

ها براي كنترل جمعيت آفات در هاي آن كارگيري عوامل بيمارگر يا فرآوردههب .مديريت تلفيقي آفات مورد توجه است

  .شود استفاده ميها براي كاهش جمعيت آفات  يك است كه در آن از ميكروارگانيسمژواقع بخشي از مبارزه بيولو

Ishiwata (1901) اري ـل بيمـعامSotto ري ـم كه باكتـرم ابريشـرا در كBacillus را  ف كرد و آنـود كشـب

Bacillus sotto نام نهاد .Berliner (1915)  محل  اس شهرـرد و بر اسـدا كـآرد ج  هاي شب پرهرا از لاروباسيلي

 .ناميد Bacillus thuringiensis (Bt) را آن آوري باكتري،جمع

Angus )1954 (تاثير اندوتوكسين Bt را عامل اصلي از بين بردن لارو حشرات  را به اثبات رسانيد و كريستال

به عنوان  1961 سال در Bt .در آمريكا به بازار عرضه شد Bt اولين محصول تجاري 1958 سال در. معرفي كرد

 13ها ـتن 1977ال ـتا س. ت گرديدـثب EPA (Environmental Protection Agency) رات در ـحش  كنترل كننده

مؤثر پولكداران هاي مشخصي از بال روي گونه فقطگونه زير 13شناسايي شده بود، كه تمامي اين  Btگونه از زير

ر ـو اولين زي )Goldberg et al., 1978( كشف شدند 1977در سال  روي دوبالانمؤثر هاي  گونهاولين زير. ندبود

علت مقاومت حشرات به  به Bt استفاده از. شناسايي شدند 1983در سال  پوشان بال روي سختمؤثر هاي  گونه

نقاط مام ـبيعي در تـصورت ط  به Bt .(Krieg et al., 1983) افزايش يافت 1980از سال  هاي سنتتيك كش آفت

ه ـگون ترين آن زير رديـترين و كارب مـه مهـده است كـش ازيـسداـي از آن جـراوانـهاي ف جهان وجود دارد و ايزوله

B. thuringiensis var. kurstaki (3a3b) باشد كه اولين بار توسط ميKurstak (1982) آرد   هاي بيمار شب پرهاز لارو

Angasta kuehniella وان استرين عن دست آمد و به هاي بيمار كرم سرخ پنبه بهاز لاروشد و بعد از آن  سازيجدا

HD-1 گذاري گرديد  نام)Dulmage and Martinez, 1973 .(در حال حاضر باكتري Bt هاي جهان در اغلب كشور

  .گيرد توليد و مورد استفاده قرار مي

Ferro and Gelernter (1989)  هاي جديدي از سميت استرين Bt  زميني مطالعه  روي سوسك كلرادو سيببر را

روي سوسك كلرادوي بر را  tenebrionisو  sandiego هايبه نام Bt زيرگونهدو  كشندگي اثراران فرو و همك. كردند

بومي عليه  Bt هايجدايهزايي فعاليت بيماريدر تحقيقات ديگر، . )Ferro et al. 1991( زميني بررسي كردند سيب

  واريته Btكارايي . )Lonc et al., 2001( گرفت مورد بررسي قرارسنجي  آزمايشات زيست بر اساس هاي دوبالانلارو

  .(Russel et al., 2003) مطالعه شدها در استراليا  در كنترل پشه israelensisفرموله شده 

اري مختلفي روي آفات گوناگون مورد بررسي قرار ـهاي تجبا نام Btاس ـيك بر اسژوـز مواد بيولـدر ايران ني

و  روي آفات بلوط، ايزديار) 1356-1354(هاي صفرعليزاده  توان به بررسي شده ميهاي انجام از جمله كار. اندگرفته

مرزبان  .باف ناجور اشاره كرد روي كرم ابريشمبر ) 1374(و حيدري  )1374( و حيدري جوانمقدم ،)1374( همكاران

) 1381(ايزديار  .ار دادرا مورد بررسي قر  Btباكتري  هندي در خشكبار بوسيله  كنترل بيولوژيكي شب پره )1376(

براي كنترل كرم  .ها را مورد مطالعه قرار داد اگزوتوكسين در آن پنبه و رديابي بتا  روي كرم قوزه Btبومي   جدايه 12

استفاده شد  B. thuringiensis var. kurstakiخوار برنج در راستاي كاهش مصرف سموم شيميايي از باكتري ساقه

  ).1391، و همكاران كريمي(

B. thuringiensis  ميكرون، با اسپور نيمه انتهايي و بيضي شكل  1- 2/1  ×   3- 4يك باكتري گرم مثبت به ابعاد

سلول . است اسپور متحرك با تاژك محيطي   كنندهاي شكل، توليد، ميلهBt يباكتري با نام معمولاين . باشد  مي

همزمان با تشكيل اسپور در داخل . شود وم ناميده ميكند اسپورانژي  رويشي وقتي شروع به توليد اسپور مي

هنگامي كه اسپورولاسيون به اتمام رسيد، اسپورانژيوم ليز شده . شود  هاي سمي يا كريستال توليد مياسپورانژيوم بلور

ده شناخته ش سموم قوي و Heimple (1967)  (Lianshen, 1994).شود  و اسپور و كريستال به محيط اطراف رها مي
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Bt  اين سموم شامل. ها پيشنهاد نمود  توكسين  گذاري  حروف الفباي يوناني را براي نام تشخيص و توسعه داد ورا :

  .باشند  آلفااگزوتوكسين، بتااگزوتوكسين، گامااگزوتوكسين، بتااندوتوكسين و دلتااندوتوكسين مي

ها تحت عناوين مختلفي  اين زيرگونه. اندشده شناسايي Btهاي هاي گذشته تعداد زيادي از زير گونه طي دهه

هاي   روش با Btهاي  زيرگونه. اند طرح شدهم Pathovarsو  Serotypes ،Strains ،Serovars ،Crystovarsنظير 

ليد ژن كريستال يا پاراسپورال بادي، توليد استراز، توها، آنتي  ژن تاژك  هاي بيوشيميايي، آنتي  مختلفي از جمله تست

يا  -Hبراساس سروتايپ Btهاي  بندي زيرگونهطبقه. شوند بندي لكتين متمايز ميها و گروهها، فاژ بيوتيك، آنزيمآنتي

استفاده از خصوصيات مورفولوژيكي ). de Barjac & Bonnefoi, 1972( انجام شد 1960 دهه ژن تاژك در اوايلآنتي

گونه زير 67بيش از  1998 سال تا اواخر). de Barjac, 1981(يپي بود بندي سروتا و بيوشيميايي، مكمل روش طبقه

   .(Bajwa and Kogan, 2001) تاژكي شناسايي شد H-serovarبر اساس 

گزارش شده  )1317( در ايران اولين بار توسط افشار Hubner  Helicoverpa armigeraپنبه يا غنچه  كرم قوزه

گونه ميزبان براي آن گزارش شده  70بيش از  وشود  پنبه محسوب مي فاژپليو  يكي از آفات مهم اين حشره . است

با توجه به سطح زير  .كاري شمال كشور شيوع داردپنبه كرم قوزه در اكثر مناطق ايران و بالاخص در نواحي.است

مناسب   راه مبارزهتواند يك  مي Bt استفاده از ،فرنگي و اهميت اقتصادي اين محصولات همچنين گوجه كشت پنبه و

هاي استانآوري شده از جمع Btهاي بومي جدايههدف از اين تحقيق ارزيابي . شمار آيد به اين آفتدر كنترل تلفيقي 

ها  دست آمد، علاوه بر تعيين كارايي اين ايزولهههايي كه از اين پروژه ب داده. باشدروي كرم قوزه پنبه مي يزد و بوشهر

 بر اساسگشا باشد و بتوان از اين پس ـات مولكولي راهـاط با مطالعـتواند در ارتب هدف، ميروي آفت تأثير در 

هاي بومي مورد نظر در اين طرح در  ايزوله. ها را تا حدودي تخمين زد هاي مولكولي، پتانسيل و كارايي جدايهنشانگر

به رشد استفاده از سموم ميكروبي در  به روند رواند و صرفاً با توجه  ايران و ساير نقاط جهان تاكنون بررسي نشده

  .هاي بومي بر روي آفت مورد نظر مفيد خواهد بود اطلاعات در مورد ارزيابي اثر كشندگي ايزولهاين كنترل آفات، 

  

  هامواد و روش

  ميزبان  حشرهآوري و پرورش جمع

هاي آلوده  ها از گوجهلارو. گان انجام گرفتفرنگي واقع در گر مرحله از مزارع گوجه دودر  كرم قوزهآوري  جمع

ها نيز به ظروف حاوي  شفيره. قوطي فيلم حاوي غذاي مصنوعي به آزمايشگاه منتقل گرديدند درونسازي و جدا

، سلسيوس  درجه 25مراحل رشدي آفت در اتاق پرورش با درجه حرارت   كليه.استريل انتقال داده شد  خاك اره

براي پرورش كرم قوزه پنبه به كمك غذاي مصنوعي از  .ساعت انجام گرفت 16روشنايي   ورهو د% 65رطوبت نسبي 

خيسانده شده در آب به مدت (لوبيا چشم بلبلي  :شدقابل دسترس به شرح زير استفاده   مواد غذايي و مواد نگهدارنده

 اسيد اسكوربيك، )گرم 1/1( اسيد سوربيك، )گرم 30( گندم  پودر جوانه، )گرم 35( مخمر نانوايي، )ساعت 24

روغن آفتابگردان ، )گرم 14(آگار  - آگار، )گرم 2/2() نيپاژين( متيل پارا هيدروكسي بنزوات، )گرم C( )5/3ويتامين(

 ).ليترميلي 5/2(% 37يد ئفرمالدو ) ميلي ليتر 5( )بدون آنتي اكسيدانت(

 180و در اتوكلاو با درجه حرارت  لن ريختهدرون ارآب مقطر  ml 700 همراه باگار آ- آگار محيط كشت ابتدا

 مراهه بهساعت  24بلبلي خيسانده شده در آب بعد از  لوبيا چشم . داده شددقيقه قرار  20به مدت  سلسيوسدرجه 

 نيپاژين همراه با كن با يكديگر آميخته شده ودر مخلوطمخمر، پودر جوانه گندم، اسيد سوربيك، روغن، فرمالدئيد 

با محتويات ه با سرعت بالا ـدقيق 1ن به مدت ـواي ارلـسپس محت. دـش آگار اضافه- آگار محلول يبه ارلن حاو

و شده اسيد اسكوربيك اضافه  ،رسيد سلسيوس درجه 55كه دماي مخلوط به  بعد از اين. كن آميخته شدمخلوط

 ومتر ريخته شده سانتي15به قطر  ي استريلها مواد غذايي زير هود در پتري. زده شدهم ب دقيقهيك به مدت مجدداً 

  .شدنددر يخچال نگهداري  ظور استفاده براي تغذيه حشراتنبه م

با ديواره پوشيده با كاغذ  cm17×35هاي پلاستيكي  در استوانه) ماده 5+ نر  5(تايي  10هاي  ها در دسته روانهپ

ها درنظر تغذيه افراد بالغ درون استوانهبه منظور % 10عسل -پتري حاوي آب .داده شدندقرار رطوبت  كنندهجذب
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قرار  همراه با يك قطعه پنبه مرطوب در ظروف بستني با درب بدون منفذ كرم غوزه هاي حاوي تخمنوار. گرفته شد

تايي در ظروف  60-70هاي  صورت دستهه هاي نئونات با قلم موي ظريف بها، لارو پس از تفريخ تخم .شدندداده 

درون قوطي فيلم حاوي غذاي  انفراديصورت ه روز ب 4بعد از گذشت  هالارو .گرفتندكم قرار بستني با درب مح

  .ب قوطي با توري ظريف پوشانده شددر. داده شدندمصنوعي قرار 

  

  مورد آزمايش Bt باكتري هاي تعيين ايزوله

بر اساس تحقيقات  (cry 1)اران پولكدبال  هاي مؤثر بر راسته ها، وجود ژن در اين آزمايش مبناي انتخاب جدايه

جدا شده ( BR4، )يزد  جدا شده از خاك مزرعه( YD5هاي به اين ترتيب جدايه. بود) 1386صيفي، (انجام شده قبلي 

استاندارد،   به عنوان جدايه Dipel (B. thuringiensis var. kurstaki)تجاري   و فرآورده) كلزا، بوشهر  از خاك مزرعه

ري ـي باكتـهاي بوم هـه از نمونـري، كشت اوليـهاي مختلف باكت غلظت  هـبراي تهي. گرفتند مورد بررسي قرار

 ساعته روي محيط 24بدين ترتيب بعد از كشت . گرفتصورت سلسيوس درجه  -60زر ـده در فريـز شـلئوفيلي

 آوري استريل جمعلوپ   ، كلني از روي محيط بوسيلهسلسيوس درجه 30در دماي  N.A. (Nutrient Agar) كشت

ارلن در شيكر با دور . (Sambrook et al. 1989) گرفتندقرار  Lb Broth هاي حاوي محيط كشت شده و به ارلن

rpm160 روز، محيط كشت  5بعد از . شدگذاشته  سلسيوس درجه 30در انكوباتور با دماي  و سپس قرار گرفته

دور (ريخته شده و بعد از قيد نام ايزوله روي آن، در سانتريفوژ  هاي استريل كريستال آزاد شده در لوله-حاوي اسپور

 ml 2 با باقيمانده و سازي شدهجدامايع رويي  .گرفتقرار ) دقيقه 10به مدت سلسيوس درجه  3با دماي  3000

ژ دقيقه مجدداً سانتريفو 10به مدت  سلسيوس درجه 3با دماي  3000و در دور  مخلوط شدمولار  1/0سديم  كلريد

اً ـهايتـن. دـشتريفوژ ـسان وافه ـه اضـتريل به لولـآب مقطر اس ml 2 و جداسازي شدهمايع رويي سپس . گرديد

 -13زر ـوط و در فريـريل كاملاً مخلـآب مقطر است ليتر ميلي 2/0را با سمپلر خارج و با  ته نشستكريستال - اسپور

 .(Bird and Akhurst, 2007) داري شددرجه نگه

 9اول   در لوله. شد) 5تا  1(گذاري  شماره براي هر سويهآزمايش استريل   لوله 5دا ـها، ابت غلظت  هـيبراي ته

كريستال به آن اضافه و سوسپانسيون يكنواختي -ليتر از استوك اسپور  ميلي 1ليتر آب مقطر استريل ريخته و  ميلي

اول به آن اضافه   ليتر از سوسپانسيون لولهميلي 1/0ريخته و ليتر آب مقطر استريل   ميلي 9/9دوم   در لوله. تهيه شد

از سوسپانسيون  ml 1/0آب مقطر استريل ريخته ودر هر لوله  ml 9/9هاي بعدي نيز به همين منوال  در لوله. گرديد

  .شدقبل اضافه   لوله

  

  اسپكتروفوتومترگيري غلظت پروتئين با استفاده از دستگاه اندازه

محلول  گرم ازميلي 20باكتري، )ليترميكروگرم بر ميكرو 20، 15، 10، 0(هاي مختلف  غلظته به منظور تهي

ليتر از معرف   ميلي 1 همراه با و حل كردهليتر آب مقطر   ميلي 1 را با BSA (Bovin Serum Albumin) استوك

پس از . ريخته شداي تهيه شده ه ليتري ريخته و بر روي آن از غلظت  ميلي 5/1هاي  در ويال% 20بردفورد 

ليتر معرف   ميلي 1 همراه باكريستال - ليتر از سوسپانسيون اسپورميكرو 5 روفوتومتر،دستگاه اسپكت كاليبراسيون

  .در دستگاه اسپكتروفوتومتر قرار داده شدبردفورد 

 خالصكريستال -اسپورابتدا سوسپانسيون رقيق شده از محلول استوك ها، هاي باكتريبه منظور شمارش اسپور

به . اين آزمايش با سه بار تكرار انجام گرفت .ليتر از آن براي شمارش اسپور استفاده شدميكرو 7و  شده، تهيه گرديد

. شداستفاده  CFU (Colony Forming Unit) هاي زنده با قابليت رشد و تندش از روشمنظور شمارش تعداد اسپور

ليتر روي ميكرو 100كريستال تهيه شده و از هر غلظت -محلول استوك اسپور هاي مختلف از به اين منظور رقت

ها  قرار داده و تعداد كلني سلسيوس  درجه 30محيط كشت را در انكوباتور با دماي . شدريخته  .N.Aمحيط كشت 

براي شمارش ، به عنوان رقت مبنا بودقابل شمارش  ها غلظتي كه در آن تعداد كلني. شدساعت شمارش  24پس از 
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ساعت  24تكرار در نظر گرفته شده و تعداد كلني بعد از  3براي اين غلظت مبنا، . شدكلني هر ايزوله در نظر گرفته 

دست هليتر محلول استوك ب شمارش در عكس رقت، تعداد اسپور در هر ميلي 3شمارش شده و با ضرب ميانگين اين 

 .آمد

قرار  سلسيوس  درجه 30كشت داده شد و در انكوباتور با دماي  .N.Aروي محيط غذايي  Btهاي بومي  جدايه

و  گرديدهاي تشكيل شده بر روي محيط كشت، لام تهيه  ساعت از كلني 96و  72، 48، 24بعد از گذشت . گرفت

  .رفتگآميزي گرم، با ميكروسكوپ فاز كنتراست مورد بررسي قرار پس از رنگ

ها جوانه آگار ظاهر و در اين فاصله زماني اسپور  وي محيط كشت نوترينتساعت اول ر 24هاي باكتري در  كلني

ساعت، اسپور در داخل سلول رويشي  48بعد از گذشت . رويشي بودند تكثير يافتند  هايي كه در مرحله زده و باكتري

 72بعد از . جاي داشتند صورت نيمه انتهايي در داخل باكتريهها باسپور. ضوح ديده شده وها تشكيل و ب اكثر باكتري

 96پس از  .كريستال خود را در داخل محيط كشت رها كردند- ها ليز شده و اسپور ساعت، تعداد كمي از باكتري

  .يافتساعت تعداد اسپور و كريستال آزاد شده در محيط كشت افزايش 

يستال، بر روي لامل قرار كر- سوسپانسيون اسپور  ليتر از محلول رقيق شدهميكرو 5آميزي گرم به منظور رنگ

، يك قطره لوگول و يك قطره ويوله  يك قطره كريستالبا به ترتيب  نمونهداده و بعد از تثبيت قطره با حرارت، 

در مجاورت هوا با در نهايت نمونه  .شسته شدو سپس با آب مقطر آميزي شده رنگثانيه  60به مدت  سافرانين

  .شدميكروسكوپ مشاهده 

  

  (Helicoverpa armigera)روي كرم قوزه پنبه  Bt هاي بومي جدايهسنجي   زيست

غلظت از هر جدايه و براي هر  5. هاي آماده شده استفاده گرديد ، از غلظتLC50سنجي و تعيين   براي زيست

در غلظت و شاهد  5بدين ترتيب براي . تكرار زماني نيز انجام پذيرفت 3قوطي فيلم در نظر گرفته شد و  25غلظت 

  .گذاري گرديدشماره قوطي فيلم عكاسي مهيا و 390هر جدايه 

؛ Bird and Akhurst, 2007( شدسنجي از روش آميختن باكتري با غذاي مصنوعي استفاده   زيست آزمايشدر 

Dulmage and Martinez, 1973( . مخلوط باكتري به از آب غذاي مصنوعي كاسته و % 10بدين ترتيب كه به ميزان

 50ليتر به ميلي 6/6 به ميزان دهـه شـاز هر غلظت باكتري تهي. به مخلوط غذاي مصنوعي اضافه شد 1:9 نسبت

درجه  50دماي مخلوط غذاي مصنوعي در اين مرحله  .ليتر غذاي مصنوعي اضافه و كاملاً مخلوط گرديدميلي

شد؛  ال در قوطي فيلم ريختهليتر غذاي مصنوعي حاوي اسپور و كريستميلي 2سپس  .نظر گرفته شد سلسيوس در

، با استفاده از عتسا 12تر از سن كم با يك لارو نئونات فعال. به حالت جامد تبديل شددقيقه غذا كاملاً  30پس از 

ليتر غذاي ميلي 50ليتر آب مقطر استريل به ميلي 6/6براي تيمار شاهد . قلم موي استريل به هر قوطي منتقل شد

  .مصنوعي اضافه شد

 16:8و دوره روشنايي به تاريكي % 65و رطوبت سلسيوس درجه  27سنجي در انكوباتور با دماي   زيست ظروف

معيار مرگ و مير در اثر باكتري، سياه شدن و عدم . شدروز بررسي  7ها بعد از ميزان مرگ و مير لارو. گرفتندقرار 

هاي باكتريايي  پولكداران براي فرآوردهبال  راسته سنجي در مورد  مرجع استاندارد زيست. بودسوزن   واكنش به ضربه

باشد كه در اين آزمايشات نيز از  مي B. thuringiensis var. Kurstakiهاي جهان و خصوصاً آمريكا در اكثر كشور

بار تكرار  3سنجي آزمايش زيست. تجاري دايپل ساخت كشور هلند استفاده گرديد  فرآورده صورتههمين باكتري ب

 LC50مقدار . قرار گرفت Probitافزار  وسيله نرم ديد و اطلاعات به دست آمده مورد تجزيه و تحليل آماري بهگر

 .مشخص گرديد ههاي آماري مربوط ارزيابي و شاخص

  

  نتايج

  .ييد گرديدأآميزي گرم مشخص وت اسلايد و رنگ  هاي ايراني با تهيه كريستال درجدايه وجود اسپور و



  ... Bacillus thuringiensisايراني   جدايه دويك ژتفاوت بيولوبررسي 

150 

مراه ه مزارع دو شهرستان يزد و بوشهر به هاي مختلف باكتري حاصل از رآورد تعداد اسپور در ايزولهب 1در جدول 

روي  LC50سنجي با روش  زيست صورتهب Btهاي باكتري  ارزيابي بيولوژيك جدايه. آورده شده است ايزوله شاهد

، نتايج محاسبات 2در جدول . بودرا دارا  و حساسيت لازم براي اين امرپنبه صلاحيت  هاي نئونات كرم قوزه لارو

اطمينان و عيار آزمون مربع لاتين   ، محدودهLC50خط، برآورد   معادله: هاي پروبيت افزار پروبيت شامل شاخص نرم

(x²) است معيار آزمون مربع لاتين ارائه شده (x²) نقاط با خطوط ) فيت بودن(برازش   شاخص رد يا قبول فرضيه

طور همان. ا نقاط مشاهده شده برازش دارندب% 1لذا تمامي خطوط پروبيت در سطح احتمال ). 1380، رضاپناه(است 

باكتري  هايدر مقايسه با ديگر جدايه YD5هاي باكتري در جدايه شود، تراكم اسپورمشاهده مي 1كه در جدول 

ها با استفاده تايج حاصل از مرگ و مير لاروتري قرار داشته و در عين حال نحاصل از مزارع بوشهر در سطح نسبتاً بالا

دهنده تواند نشاننزديك است كه همين امر مي Dipelاز اين جدايه بسيار به راندمان تلفات فرمولاسيون تجاري 

نقاط مربوط به  و احتمالنيز خطوط  2و  1 هايشكل. باشد BR4در مقايسه با جدايه  YD5كارآيي نسبي جدايه 

  .هندد ترتيب نشان ميها را به  نمونه

  

 )شاهد( Dipel  هاي بومي وهاي نئونات و جدايهسنجي با لارونهايي آزمايش زيست  نتيجه -1جدول 
Table 1. The final result of the bioassay of neonates and two native isolates and Dipel as control 

 

تعداد لارو مورد 

  آزمايش

Examined 

larvae number 

YD5  BR4  جدايهDipel )شاهد(  

اسپور در هر 

  غلظت

Spore in each 

concentration 

تعداد لارو باكتريايي 

   تلف شده

Bacterial 

killed larvae 

(No.) 

اسپور در هر 

  غلظت

Spore in each 

concentration  

تعداد لارو 

  باكتريايي تلف شده

Bacterial 

killed larvae 

(No.)  

  اسپور در هر غلظت

Spore in each 

concentration  

تعداد لارو باكتريايي 

  تلف شده

Bacterial killed 

larvae (No.)  

75  5.8×10
1  1  4.05×10

1  2 1.7×10
1
 34  

75  5.8×10
3  5  4.05×10

3  3 1.7×10
3  44  

75  5.8×10
5  15  4.05×10

5  6 1.7×10
5  56  

75  5.8×10
7  34  4.05×10

7  10 1.7×10
7  61  

75  5.8×10
9  63  4.05×10

9  19 1.7×10
9  67  

 

   افزار پروبيت محاسبات نرم  تيجهن -2جدول 
Table 2. The results of Probit software assessments 

Dipel BR4 YD5  جدايهIsolate 

Y =0.1710 X + 4.6864  Y = 0.1652 X + 2.7053  Y =0.4027 X + 1.9060  
  خط پروبيت  معادله

Equation of the Probit Line  

3  4 5 
  تعداد تكرار محاسبات

Replications 

0.3457  0.3955  2.7592  
 ²Xارزش 

X
2
 Value 

 Log (LC50)برآورد   7.6823  13.8906  1.8343

 LC50برآورد   48121075.9020  77727472691000.00  68.2864

0.6041  1.5875  0.2216  
 Log(LC50) خطاي استاندارد 

Standard Error 

  

در  (LC50)كرد  ميپنبه را تلف   هاي نئونات كرم قوزهجمعيت لارو% 50غلظتي از باكتري كه در اين مطالعه 

 Dipel ،7790/11  براي جدايه LC50. ها ارزيابي شد سنجي روز پس از آغاز زيست Bt  ،7هاي باكتري  مورد جدايه

اسپور بر هر  YD5،1015×18  ، براي جدايه%)95با اطمينان  4517/2تا  5618/1  در محدوده(ليتر  سپور بر هر ميليا

BR4  براي جدايه و) 21×107 تا ×31×1011در محدوده (ليتر  ميلي
  در محدوده(ليتر  اسپور بر هر ميلي 77×1210
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در  YD5كه جدايه  طوريهب .باشد ها مي زان كارائي اين ايزولهمي  دهنده نشان%) 95با اطمينان  11×1018تا  48×1010

با فرمولاسيون همچنان كه رغم آنبرخوردار بوده و علي LC50مقايسه با جدايه ايراني از راندمان بهتري در ارتباط با 

در تعيين و  .ستداشته ا BR4ها در مقايسه با تري در تلفات لاروداري دارد، اثر قويفاصله معني Dipelتجاري 

هاي استفاده شده، نوع  سنجي، استاندارد كردن روش، غلظت هاي زيست ها در آزمون ميزان كارائي باكتري  مقايسه

  .ها و استرين ژنتيكي اهميت بسزائي داردغذا، وزن لارو

  

Y=0.1710X+4.6864

1
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  Dipelاستاندارد   جدايه هاي نئونات وسنجي با لاروزيست - 1شكل 
Fig. 1. Bioassay the neonates and control isolate, Dipel 

 

Y= 0.4027x + 1.9060
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  YD5ايراني   جدايه هاي نئونات وسنجي با لارويستز - 2شكل 
Fig. 2. Bioassay the neonates and the native isolate, YD5  

 

  بحث

گيرد،  ر ميها مورد استفاده قرا زايي آن ها و تعيين بيماري هايي كه براي غربال كردن ميكروارگانيسم يكي از روش

  كنندهسنجي روشي است كه براي تعيين اثرات بيولوژيكي عوامل كنترل در حقيقت زيست. سنجي استزيست

اثرات بيولوژيكي مورد نظر شامل تأخير در رشد، . شود تحت شرايط كنترل شده انجام مي و ميكروبي در غلظت معلوم

سنجي نه  هاي زيست روش. باشد ير لارو و يا حشره كامل ميشكلي حشره و در نهايت مرگ و م كاهش وزن شفيره، بد
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كشي دارند نيز مورد  تنها در مورد تركيبات شيميايي سنتزي بلكه براي آزمايش مواد بيولوژيكي كه خاصيت آفت

راي سنجي روشي مناسب ب هاي اوليه، زيست به علت زياد بودن تعداد تعداد جدايه Btمثلاً در مورد . استفاده است

گيري  اندازه LC50و  LD50اي نظير هاي شناخته شدهدر اين روش پارامتر. ال استـهاي فع مشخص كردن جدايه

يك اصل مهم اين است كه . و در نهايت مرگ و مير موجود تحت آزمايش است Bt زاييشود كه مؤيد بيماري مي

بايستي آزمون روي موجود مناسب و حساس هاي حشرات  زايي پاتوژن براي سنجش خاصيت سمي و نيز بيماري

گذارند، اين اثرات حاصل  جا مي  هاي مورد آزمايش به اثرات متفاوتي روي ميزبان Btي مختلف اه جدايه. انجام گيرد

هاي  تواند گونه اهي ابزار مفيدي است كه ميگسنجي آزمايش لذا زيست. دنباش هاي اكولوژيكي مختلف مي تفاوت محيط

در . ندـلوم كـان معـر ميزبـظـدايه را از نـابي هر جـژگي انتخـخص كرده و ويـدايه را مشـس به هر جساـح

بر روي  Btباكتري  LC50مقدار  Hosseinzadeh and Aramideh (2016)توسط ته ـام گرفـانجمطالعات 

Spodoptera exigua Hubner ها در سنين و مير لاروگيري شد و نتايج حاصل نشان داد كه ميزان مرگ اندازه

لوب خود ـوزاد به سطح مطـون اسپينـمختلف در صورت تركب دو جدايه باكتري با يكديگر يا تركيب با فرمولاسي

طي بررسي خود بر روي  Shishir et al., (2012) .هاي باكتري به تنهايي مؤثر نخواهد بودرسد و استفاده از جدايهمي

ن ـد كه پنج نوع پروتئيـدريافتن ،ده بودندـسازي شگاه مختلف در بنگلادش جداكه از سه نوع زيست Btجدايه  57

شود كه همين تنوع بر كارايي نهايي هر جدايه براي كنترل هاي گوناگون مشاهده ميها با غلظتمختلف در اين سويه

بر روي  Bt اكتريسنجي پنج جدايه از بدر مطالعه ديگري بر روي زيست .جمعيت آفت هدف تأثير خواهد گذاشت

Spodoptera frugiperda  مشخص گرديد كه تنها دو سويهBt aizawai HD68  وBt thuringiensis 4412  به ترتيب

براي اين  LC50همچنين مقدار . تر شناسايي شدندها موفقهـر سويـن دوم از سايـهاي ستلفات لارو% 84و % 100با 

 رديدـه گـليتر محاسبسلول در ميلي 6/8 ×106ليتر محلول و سلول در ميلي 7/6 ×106دو سويه به ترتيب 

)Polanczyk et al., 2000.( يقات ـدست آمده از ساير تحقه با نتايج بهـه در مقايسـل از اين مطالعـايج حاصـنت

در . ستهاي كرم قوزه پنبه به دو سويه يزد و بوشهري مورد استفاده در اين بررسي ادهنده مقاومت نسبي لارونشان

همچنين در . ها استفاده شودهاي بسيار بالاي آنبايست از غلظتمي ميهاي بوصورت نياز به كاربرد اين جدايه

ترين ميزان مرگ و ، مشخص گرديد كه بيشBtتحقيقات ديگري در ارتباط با تأثير سن ميزبان بر قدرت كشندگي 

غ ـها يا افراد بالعات چنداني در مورد مرگ و مير شفيرهافتد؛ و تاكنون اطلامير در سنين بالاي لاروي اتفاق مي

؛ لذا با )Ghasemi Kahrizeh and Aramideh, 2015(هاي مختلف ميزبان در اثر مصرف اين باكتري وجود ندارد گونه

افراد  ها وهاي كرم قوزه پنبه و شفيرهتوان پيشنهاد نمود كه در مطالعات مشابه ميزان مرگ و مير لارواين اصل مي

  . هاي مورد استفاده در اين تحقيق بررسي شودبالغ در اثر جدايه
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