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از خاك برخي از مهمترين  Bacillus thuringiensisهاي بومي باكتري جداسازي سويه

  پره هنديمناطق استان فارس و ارزيابي اثر كشندگي آنها بر روي لارو حشره شب

  
  4، غلامرضا صالحي جوزاني 3، الهام معظميان*2، شهرام حسامي 1فاطمه توانگرزمين

 
  پزشكي، واحد شيراز، دانشگاه آزاد اسلامي، شيراز، ايران دانشجوي دكتري، گروه گياه - 1

 پزشكي، واحد شيراز، دانشگاه آزاد اسلامي، شيراز، ايران دانشيار، گروه گياه -2

  ايراناستاديار، گروه ميكروبيولوژي، واحد شيراز، دانشگاه آزاد اسلامي، شيراز،  -3

  استاد، گروه پژوهشي بيوتكنولوژي ميكروبي، پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي، كرج، ايران -4

  

  چكيده

         هاي مختلف حشرات سميكند كه براي گونههايي بلوري توليد مي پروتئين  Bacillu thuringiensis (Bt)باكتري

از نواحي استان فارس جداسازي و اثر كشندگي آنها روي حشره هاي برخي از خاك Bt هايباشد. در اين مطالعه سويهمي

جدايه باكتري از خاك  110) مورد بررسي قرار گرفت. بدين منظور، Plodia interpunctella Hubnerهندي ( پره شب

بلور ها بر اساس رنگ آميزي گرم و بررسي مناطق شيراز، مرودشت، فسا و سروستان جداسازي شد. شناسايي اوليه جدايه

پروتئيني با استفاده از ميكروسكوپ فازكنتراست صورت گرفت. جدايه ها از نظر شكل بلور پروتئيني كروي و لوزي 

بودند.  Cry1 حاوي ژن  جدايه 40آوري شده، جدايه جمع 110نشان داد كه از  PCRبودند. بررسي مولكولي به روش 

 ي مطالعه گرديد. بر طبق نتايج اين پژوهش، غلظت پره هندبررسي كشندگي آنها روي لارو سن سوم حشره شب

sporeml
 FA-16و   sh20،g44عنوان مؤثرترين تيمار در نظر گرفته شد و سه جدايه ساعت، به 72بعد از گذشت  2×108 1-

ندي ه پره هاي سن سوم حشره شبو مير را روي لارو  بالاترين ميزان مرگ 33/73و  80، 33/53ترتيب با درصد تلفات  به

ثير بودند. اميد ات هندي بي پره روي لارو سن سوم حشره شب E8و  g46-29 ،g45-5 ،TA22 ،35bهاي ايجاد نمودند. جدايه

  ، گامي مهم در راستاي توليد داخلي سموم بيولوژيك برداشت.Btهاي بومي باكتري است كه بتوان با معرفي اين جدايه

  
  ، جدايه بوميCry، ژن Bacillus thuringiensisكش بيولوژيك، حشره هاي كليدي:واژه
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  مقدمه

هاي انباري در ايران و سراسر جهـان  يكي از مهمترين آفات فرآورده  Hubner(Plodia interpunctellaپره هندي (شب

اي از محصولات از جمله غلات و حبوبات خـام و فـرآوري شـده،    جا زي طيف گستردهشود. اين گونه همهمحسوب مي

 ;Johnson et al., 1992; Marzban, 1997دهـد ( هاي خشك، خوراك دام و سير را مـورد حملـه قـرار مـي    خشكبار، ميوه

Oluwafemi et al., 2009پره هندي، بـا  شب. شود تكثير سرعت به توانداين حشره مي باشد، مطلوب شرايط كه). هنگامي

هـاي شـيميايي   كـش مثل زياد و خصوصيات ژنتيكي به خيلي از آفـت   و توليد تنوع ميزباني بالا، قدرت پراكنش دارا بودن

  ).Mbata & Osuji, 1983; Phillips et al., 2000مقاوم شده است (

در برابر آفات،  كشاورزي محصولات براي حفاظت از هاي شيمياييكشحشره از حد از و بيش شرط و قيد بي استفاده

كاهش يافته و در پـي آن   شكارگرها و هاانگل جمعيت زند. بدين ترتيب،را بر هم مي زراعي هاياكوسيستم طبيعي تعادل

 حد از بردن بيش به كار شود. از طرفيمي آفات در مقاومت ايجاد به منجر امر اين همچنين. كنندپيدا مي شيوع ثانويه آفات

زراعي به همراه  گياهان عملكرد و زيست محيط روي بر منفي تبعات كشاورزان و سلامت براي جدي خطرات هاكشآفت

    ).Gibbon D. 2011; Vimala Devi et al., 2019دارد (

 تنها مانند و نهبراي مدت طولاني در محيط باقي مي كه هستند سمومي و مضر مواد حاوي شيميايي هايكشآفت اكثر

). Georghiou, 1994كننـد ( نـابود مـي   نيـز  را اكوسيسـتم  مفيـد  هـاي ارگانيسم و حشرات از بسياري بلكه غيرهدف آفات

 به شيميايي هايكشاز حشره استفاده با تنها آفات محيطي، كنترلهاي زياد توليد و مخاطرات زيستبنابراين، به دليل هزينه

 تلفيقـي  مـديريت  بـه  رايـج  يمبـارزه  هايتواند نتايج مطلوبي در بر داشته باشد. از اين رو، تغيير روشطولاني نمي مدت

 زيـان  سـطح  زيـر  آفـات  جمعيت تثبيت براي اساسي و راهكار تكاملي روش يك بيولوژيك، يمبارزه محوريت با 1آفات

 عوامـل ميكروبـي،   بين از ).Sharma et al., 2000است ( باقيمانده افراد روي بر طبيعي انتخاب فشار ايجاد بدون تصادياق

كنترل آفات در سراسر جهان معرفي شده بـه طـوري كـه     ترين عاملموفق عنوان به  Bacillus thuringiensis (Bt) باكتري

  ).Vimala Devi et al., 2019خود اختصاص داده است ( به را بيولوژيك هاي كشآفت جهاني بازار درصد از 97اكنون هم

Bt فنـوتيپي  توجـه  قابل تفاوت هوازي اختياري و اسپورزاست. تنهااي شكل، گرم مثبت، هوازي يا بييك باكتري ميله 

اسـت كـه بـه     كشـي نوع از بلورهاي پروتئيني داراي خواص حشـره  چند يا يك توليد ، Bacillusهايگونه با ساير Bt بين

بالپوشان را از پاي درآورد ها، دوبالان وسختهاي مختلف نظير پروانهدهد تا لارو حشرات راستهباكتري اين توانايي را مي

  .)Roh et al., 2007اثر باشد (و روي پستانداران و حشرات مفيد غير هدف بي

هـاي جـاري و گـرد و خـاك     ، بقاياي گياهي، آبهاي مختلفي مانند خاك، لاشه حشراتگاهدر زيست Btهاي جدايه

محسـوب   Btترين منبع ترين و متنوعهاي خاكي فراوان). اما نمونهJara et al., 2006شوند (انبارهاي مواد غذايي يافت مي

كشور مختلف از پنج قاره جهان  30از  خاك نمونه 1115) 1989( 2). مارتين و تراورسAramideh et al., 2010شوند (مي

هـاي قـاره   در نمونـه  Btجداسازي كردند. ايشان همچنين گزارش نمودند كه  Btجدايه  8916را مورد بررسي قرار داده و 

مناطق مختلف كره آوري شده از جمعنمونه خاك  530از  در پژوهشي ديگرآسيا از بيشترين فراواني برخوردار بوده است. 

 هايسويه باسيلوس جدا شده از خاك 74در تونس، در ميان ). Kim et al., 1998جداسازي گرديد ( Btسويه  58 ، جنوبي

  ). Cherif et al., 2001جداسازي شد ( Btسويه  20 ،مختلف

                                                
1.  Integrated pest management, IPM 
1. Martin and Travers 
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و فروزان و همكاران  Btنمونه خاك زراعي شهرستان كرمانشاه يك جدايه  76) از 1381در ايران، مرزبان و همكاران (

جداسازي نمودند. صالحي جوزداني و Bt جدايه  25هاي انگور شهرستان سلماس نمونه خاك مربوط به باغ 60) از 1390(

         جداسـازي كردنـد.    Btجدايـه   128اوري نمـوده و  نمونه خاك زراعي از سراسـر ايـران را جمـع    2292) 2008همكاران (

لاروهاي مرده و مشـكوك  و دو نمونه  جنگل، باغ و مزرعه از خاك هنمون 148) ضمن بررسي 1394و همكاران ( نژادخرم

جداسـازي نمودنـد. گرايلـي مـرادي و      Btسـويه   10، به آلودگي از استان هاي گيلان، مازندران، آذربايجان غربي و البـرز 

هـاي  كل خـا آوري شده از مناطق مختلف اكولوژيكي استان مازندران شامهاي جمعكنمونه از خا 160) 1393همكاران (

باكتري  160جدايه به دست آوردند. از اين ميان  635بررسي كرده و  ي، شهري، زراعي و بدون پوششاغمناطق جنگلي، ب

  داراي كلاهك، اسپورزا و توليدكننده كريستال بودند. 

 ميكروبـي  كنتـرل  بـه  توانـد مـي  جديد ميزباني دامنه با همچنين بالا و كشيحشره پتانسيل با بومي هايسويه شناسايي

نمايد. در اين راستا، پژوهش حاضر بـا هـدف جداسـازي     شاياني كمك هاآن در مقاومت ظهور كاهش و آفت هايحشره

-هاي مختلف استان فارس و ارزيابي قـدرت بيمـاري  بومزيست از خاك Bacillus thuringiensisهاي بومي باكتري جدايه

  پذيرفته است. پره هندي صورتزايي آنها بر روي حشره شب

  

  هامواد و روش

  از خاك Btجداسازي باكتري 
 شيراز، سروستان، مرودشـت هاي شهرستانمنطقه مختلف استان فارس شامل  چهاربه صورت تصادفي از  بردارينمونه

(خاك بدون پوشـش، بـاغي، شـهري، جنگلـي،      از شش كاربري مختلف نمونه خاك 50 در مجموعانجام گرفت و  فسا و

ها بر اساس روش بهبود يافته سازمان بهداشت جهاني انجام جداسازي ايزوله آوري شد. ) جمعو بستر درياچه نمك زراعي

هاي مورد نظر، از رنگ آميـزي گـرم، رنـگ آميـزي توكسـين و      ييد جدايهأبه منظور ت .)Sanata et al., 2008( گرفت

  .)Soleimany et al., 2018( اي پليمراز استفاده گرديدشناسايي ژنوتيپي واكنش زنجيره

  

  رنگ آميزي توكسين بلوري

توكسـين   ،و ورود بـه مرحلـه اسـپورزايي    سلسيوسدرجه  27پس از كشت باكتري در محيط نوترينت آگار در دماي 

و و رنگ آميـزي بـا محلـول حـاوي رنـگ       تثبيت ايشيشه لام روي باكتري نمونه مرحله اين در .شد رنگ آميزي بلوري

. توكسين بلوري پس از مرحله شستشـو بـا آب   شددرصد انجام  50درصد بريلينت آبي حل شده در استيك اسيد  133/0

  .مورد بررسي قرار گرفت 100ميكروسكوپ نوري در بزرگنمايي با استفاده از مقطر 

   Btشناسايي مولكولي باكتري 

طبق دستورالعمل شـركت سـازنده (يكتـا طـب     ژنوم باكتريايي  DNA از كيت ويژه استخراج DNA استخراجبه منظور 

ميكروليتـر آب مقطـر اسـتريل،     18ميكروليتر،  25اي پليمراز با حجم شد. براي انجام واكنش زنجيره استفادهايران)  ،تجهيز

 10ايـران) بـا غلظـت     ،ميكروليتر كلريد منيزيم (سيناژن 75/0ايران)  ،برابر (سيناژن 10با غلظت  PCR ميكرو ليتر بافر 2/5

ايـران) بـا غلظـت ميكروگـرم بـر ميكروليتـر، يـك ميكروليتـر از          ،(سيناژن dNTP ميكروليتر 5/0ميكروگرم بر ميكروليتر، 

ايران)  ،ميكروليتر آنزيم پليمراز (سيناژن 25/0)، 1پيكومول بر ميكروليتر (جدول  10پرايمرهاي رفت و برگشت با غلظت 
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در ايـن    براي آغاز فرايند پليمريزاسيون. روگرم بر ميكروليتر مخلوط شدندميك 10الگو با غلظت   DNA و يك ميكروليتر

بـه   PCR چرخـه  35سـپس،   .سلسيوس تنظيم شد  درجه 94به مدت يك دقيقه روي دماي   ،3روش، ترميم سيكلر بيوراد

هايي به مـدت  سازي نعمل طويل وبراي يك دقيقه اجرا   سلسيوس  درجه 72ثانيه و  30سلسيوس براي   درجه 94شكل 

درصـد   1، الكتروفـورز روي ژل آگـارز   16S rDNAبراي اطمينان از تكثير ژن . درجه سلسيوس انجام شد 72دقيقه در  4

لوميناتور براي مشاهده نتايج ژل  ترانس UV ولت انجام و از دستگاه 90دقيقه در ولتاژ  60به مدت  TBE 1X  حاوي بافر

براي تعيـين تـوالي بـه     PCR ). در پايان محصولRampersad & Ammons, 2005; Soleimany et al., 2018استفاده شد (

قـرار  تحليـل  مـورد تجزيـه و    4نتايج تعيين توالي با استفاده از نرم افزار بلاست. شركت ماكروژن كره جنوبي فرستاده شد

  گرفتند.

  

  هاهاي جدايهتعيين ويژگي

      بـراي تمـامي  آز و تخميـر قنـدها   ، تجزيه نشاسـته، سـيترات، اوره  6، آزمون هموليزين5آزمون كاتالاز ،رنگ آميزي گرم

هـاي بيوشـيميايي   استفاده از تستسنجي) با (بر اساس نتايج زيست Btهاي . همچنين، مؤثرترين جدايهها انجام شدجدايه

  ).Martin & Travers, 1989ند (بندي شدبيوتيب 10، سوكروز9، لسيتيناز8، ساليسين7اسكولين

 
  Bacillus thuringiensisدر باكتري  Cry1هاي پرايمرهاي مورد استفاده براي تكثير ژن ويژگي -1جدول 

Table 1- Characteristics of primers for amplification of cry1 gene in Bacillus thuringiensis  
PCR Product Length Sequence (5' to 3')  Primers  Gene  

277bp  CATGATTCATGCGGCAGATAAAC 

TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT 

F 

R 
Cry1 

 

  هاسنجي جدايهزيست

شـد. لاروهـا روي مـواد غـذايي      تهيهشيراز اسلامي شناسي دانشگاه آزاد پره هندي از بخش حشرهحشره و لارو شب

لاروها به مدت يك  كامل و بادام، پسته، خرما، انجير خشك، توت، جيره غذايي پرورش داده شدند. حشرات، شامل گردو

 60رطوبت نسبي  وسلسيوس درجه  28دماي ، ساعت تاريكي 8 ساعت روشنايي و16با دوره نوري  اتاقك رشددر نسل 

درون يـك   ،در يـك روز شـده   آوريعهاي جم ـتخم ،درصد پرورش داده شدند. جهت به دست آوردن لاروهاي هم سن

جهت انجـام   از آنها به عنوان لاروهاي سن سوم ،روز از تغذيه لاروها 10و پس از گذشت  هظرف جداگانه نگهداري شد

    ).Momenzadeh et al., 2014(شد آزمايش استفاده 

sporeml (غلظـت  سوسپانسـيون بـاكتري  گرم از غذاي حشـرات بـا    5/1ها، جهت ارزيابي اثر كشندگي جدايه
-1 102 (

تعـداد تلفـات لاروي   به كـار گرفتـه شـد.     لارو سن سومعدد  5بود و در هر تكرار آغشته شد. هر تيمار شامل سه تكرار 

                                                
3 . BioRAD 
4 . BLAST 
5. Catalase 
6. Hemolysin 
6. Esculin 
7. Salicin 
8. Lecithinase 
9. Sucrose 
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ربه ض ـعـدم واكـنش بـه     مير در اثر باكتري، سياه شدن و ساعت مورد بررسي قرار گرفت. معيار مرگ و 72و  48، 24طي

با بـالاترين   Cry1جدايه باكتري حاوي هاي مؤثر (همچنين، اثر كشندگي جدايه ).Momenzadeh et al., 2014( سوزن بود

اسـپور بـر    2×109و  2×108، 3/6×106، 3×106، 2×106هـاي  ) با غلظـت مير روي لاروهاي شب پره هندي درصد مرگ و

لارو براي هر تكرار) صورت پذيرفت. مقايسـه   15تكرار ( 3ليتر بررسي شد. آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي با ميلي

 ـ LC50 انجام گرفت. مقادير SASافزار درصد و به وسيله نرم 1در سطح  LSDساس آزمون ها بر اميانگين  تجزيـه روش  هب

  تعيين گرديد.  polo-plus افزارنرمو با استفاده از  )Finney, 1952( پروبيت

  

  نتايج

  وسيله رنگ آميزي توكسينشناسايي به

روش رنـگ آميـزي بـه    درجـه سلسـيوس و    28ها روي محيط كشت آگار در انكوباتور با دماي  بعد از كشت باكتري

  در دو گروه كروي و لوزي قرار گرفتند.بلور پروتئين شناسايي شده و بر اساس شكل  Btجدايه  110، برليانت  كوماسي

  

 هاهاي جدايهتعيين ويژگي

باشـد.  (گرم مثبت) مي Btبه رنگ بنفش درآمدند كه اين يكي از ويژگي باكتري   هاآميزي گرم، همه جدايه پس از رنگ

هاي جداشده در توليد كاتالاز و همولايزين توانايي بارزي داشتند و همـه مثبـت بودنـد. سـويه هـاي       در تمام موارد سويه

ز اسكولين و نشاسته مثبت و تست اوره ها از نظر توليد هيدروليجداسازي شده از نظر حركت متغير بودند. اما تمامي سويه

هـاي  نمودند. هـيچ يـك از سـويه   ها توانايي تخمير گلوكز، فروكتوز را داشته وتوليد اسيد ميآز منفي را داشتند. اكثر سويه

  جداسازي شده توانايي تخمير مانيتول و استفاده از سيترات را نداشتند.

كه داراي بالاترين درصد مـرگ و ميـر روي    FA-16و  sh20 ،g44جداسازي شده از شيراز و فسا شامل  Btسه جدايه 

 و  g44بنـدي شـدند كـه ايزولـه     پره هندي بودند، بر اسـاس چهـار آزمـون تخميـري بيوتيـپ     لارو سن سوم حشره شب

sh20 متعلق به بيوتيپThuringiensis  و ايزولهFA-16  متعلق به بيوتيپKurstaki  2بودند (جدول.(  

  
  Bacillus thuringiensisهاي بندي ايزولهبيوتيپ -2جدول 

Table 2. Biochemical types of Bacillus thuringiensis 

  

  

  

  

  

 شناسايي باكتري به روش مولكولي

بودنـد   Cry1جدايـه حـاوي ژن    40جداشده از خاك،   Btجدايه باكتري 110نتايج مطالعات مولكولي نشان داد كه از 

شناسـي  تهيه شده از بخش ميكروب NCIMB9134با كد  Bt). در تمام مراحل كار از سويه استاندارد باكتري 2و  1(شكل 

  دانشگاه آزاد اسلامي شيراز، به عنوان شاهد استفاده شد.

Sucrose  Lecithinase  Salicin  Esculin  Biochemical 

type  
Strain  

+  +  +  + Thuringiensis g44  

+  +  +  + Thuringiensis sh20  

-  +  +  + Kurstaki FA-16  
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جفت  50: شاخص مولكولي Bacillus thuringiensis )M باكتري DNAبر روي  Cry1براي رديابي ژن   PCRنتايج محصولات -1شكل 

  : نمونه كنترل منفي).-C: نمونه كنترل مثبت و +C: جدايه هاي بومي، 97تا  1بازي، 
Fig 1- Results of PCR products to detect Cry1 gene on DNA of Bacillus thuringiensis (M: 50 bp molecular marker, 50 to 97: 

native isolates, C+: positive control sample and C-: negative control sample). 
  

  پره هنديبرروي لارو سن سوم شب Btهاي تاثيركشندگي جدايه

پـره هنـدي   مير لارو سن سوم حشره شب هاي مورد بررسي، درصد مرگ وكشي جدايهبه منظور بررسي اثرات حشره

Sporemlجدايه باكتري با غلظت   41براي 
به طور كلي نتايج نشان داد با توجه به درصـد   .)3(جدول  محاسبه شد 102 1-

، زمـان در ميـزان آنـاليز    Btجدايـه   41ساعت، در  72و  48هندي بعد از گذشت  پره  مرگ و مير روي لارو سن سوم شب

سـاعت اخـتلاف معنـي داري     72و  48، 24ها بعد از گذشت ها مؤثر است، به طوري كه بين تلفات حاصل از جدايهداده

سـاعت ثبـت شـد.     72جدايه، در  41. با گذشت زمان ميزان تلفات بيشتر شد و بالاترين ميزان مرگ و مير در وجود دارد

 33/73، 80، 33/53ت بـه ترتيـب بـا درصـد تلفـا      ساعت 72در sh20 و FA-16 ،g44 نتايج نشان داد كه سه جدايه شامل

 35bو   g46-29 ،g45-5 ،TA22 ،E8 هـاي داد. جدايـه هندي را نشان  پره مير لاروهاي سن سوم شب و  بالاترين ميزان مرگ

  . )3(جدول  ثير بودندأهندي بي ث پره روي لارو سن سوم حشره شب

 
16     15    14   13    12   10    9      8      7      6     5       4     3     2       1     

C+    M 

34   C-    35    36    37  38    39  40   41   42   43    44   45   46   47    
48    49 

17  18    19  20    21  22    23    24   25   26   27   28    29  30   31  32     
33 

 

81   82   83   84   85    86   87    88   89  90  91    92   93    94    95  96    

97 

M    50   51   52   53   54 55      56   57   58   59   60   61   62   63   64   
65 

C-     C+   66  67   68   69     73    72   71    70  74   75    76   77   78   

79    80  
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  پره هنديها روي لارو شبسنجي مؤثرترين جدايهزيست

غلظـت (غلظـت    5در  NBبا بالاترين درصد مرگ و مير درمحيط كشت sh20 و FA-16 ،g44سنجي سه جدايه زيست

ها نشـان  ). نتايج حاصل از از تجزيه واريانس داده5و  4) بررسي شد (جدول 2×106و  3×106، 3/6×106، 2×108، 2×109

جدايه به لحاظ درصد مرگ و مير اختلاف معناداري نداشتند، اما بين ميانگين درصد مرگ و  41ساعت اول،  24داد كه در 

دار ساعت در سطح آماري يك درصد، اختلاف معني 72عد از درصد و ب 5ساعت در سطح آماري  48ها بعد از مير جدايه

  ).6وجود دارد (جدول 

  
روي لارو سن سوم شب پره هندي در  Btهاي باكتري از سويه Spore ml-1 102  ) تلفات ايجاد شده با غلظتSE±ميانگين درصد (-3جدول 

  هاي مختلفزمان
Table 4- Mean percentage (± SE) of mortality caused by 102 Spore ml-1 concentration of Bt strains on the third instar larvae of 

Indian meal moth at different times  
  ساعت 72 ساعت 48 ساعت 24 نام سويه ها رديف

1 gohy 00/00g ± 00/00 66/26def ± 54/11 33/33cde ±54/11 

2 goho 00/00g ±00/00 00/00g ± 00/00 66/26def ±54/11 

3 gho1-13 00/00g ±00/00 00/20efg ±00/20 33/33cde ±54/11 

4 g41 00/00g ±00/00 33/13fg ±54/11 00/40bcd ±00/00 

5 g34-7 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 33/53b ±09/23 

6 ga24 00/00g ±00/00 33/13fg ±54/11 33/53b ±09/23 

7 g19 00/00g ±00/00 66/6g ±54/11 66/26def ±54/11 

8 g12-6 00/00g ±00/00 00/20efg ±00/00 00/20efg ±00/00 

9 g38-1 00/00g±00/00 66/6g ±54/11 00/20efg ±00/20 

10 g45-5 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 

11 g46-29 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 

12 g30 00/00g ±00/00 00/20efg ±00/00 33/33cde ±54/11 

13 g44 00/00g ±00/00 33/33cde ± 54/11 00/80a± 00/00 

14 goh1-10 00/00g ±00/00 66/26def ± 09/23 66/26def ±09/23 

15 55b 00/00g ±00/00 66/26def ± 54/11 66/26def ±54/11 

16 195b 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 66/26def ±09/23 

17 g35 00/00g ±00/00 66/26def ± 54/11 66/26def ±54/11 

18 sh33 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 00/00g ±00/00 

19 sh20 33/13fg ± 54/11 33/33cde ±54/11 33/73a ±54/11 

20 sh25-20 00/00g ±00/00 66/26def ± 54/11 66/26def ±09/23 

21 sh34 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 66/26def ±54/11 

22 sh19 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 33/53b ±54/11 

23 s1 00/00g ±00/00 33/13fg ±54/11 66/6g ±54/11 

24 F2 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 33/33cde ±54/11 

25 N3-2 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 66/26def ±09/23 

26 Na 00/00g ±00/00 66/6g ±54/11 66/6g ±54/11 

27 BT 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 33/33cde ±54/11 

28 E8 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 

29 E4 00/00g ±00/00 33/13fg ± 54/11 66/26def ±54/11 
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30 B1 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 33/53b ±54/11 

31 TA22 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 33/53b ±54/11 

32 B7 00/00g ±00/00 33/13fg ±54/11 66/46bc ±54/11 

33 FA1-13 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 33/53b ±54/11 

34 35b 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 

35 rf2 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 

36 125b 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 00/00g ±54/11 

37 FA-16 00/00g ±00/00 33/33cde ±54/11 33/53b ±54/11 

38 PTCC 66/6g ± 54/11 33/33cde ±54/11 33/53g ±54/11 

39 12N 00/00g ±00/00 66/26def ±54/11 66/26def ±54/11 

40 Sh17 00/00g ±00/00 33/13fg ±54/11 00/20efg ±00/00 

41 KLa3 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 00/00g ±00/00 

  ).LSD, P=0.01( دار ندارندهايي كه داراي حروف مشترك هستند با هم اختلاف معنيميانگين

  
  پره هندي ) تلفات ايجاد شده با پنج غلظت مختلف از جدايه هاي مؤثر بر روي لارو سن سوم شبSE±ميانگين درصد ( -4جدول 

Table 5- Mean percentage (± SE) of mortality caused by five different concentrations of the effective strains on the third instar 
larvae of Indian meal moth  

 ساعت48بعد از   ساعت 72بعد از
  غلظت

sh20 g44 FA-16 sh20 g44 FA-16 

44.44±16.77 abc 31.11±3.84 cde 22.22±10.18 ef 15.55±13.87 abc 20±3.84 ab 15.55±3.84 abc 109×2 

55.55±3.84 a 37.77±3.84 bcd 31.11±3.84 cde 17.77±3.84 abc 22.22±6.66 a 17.77±3.84 abc 108×2  

51.11±10.18 a 26.66±0 def 17.77±3.84 efg 13.33±6.66 abc 17.77±3.84 abc 11.11±3.84 abc 106×3/6 

44.44±13.87 abc 22.22±3.84 ef 15.55±3.84 efg 13.33±0 abc 17.77±10.18 abc 8.88±3.84 bc 106×3 

11.54±6.66 g 20±0 efg 17.77±3.84 fg 11.11±3.84 abc 15.55±3.84 abc 6.67±0 c 106×2 

  
  پره هنديروي لاروهاي سن سوم شب Bacillus thuringiensisهاي مختلف باكتري تجزيه واريانس اثر غلظت -5جدول 

Table 6- Analysis of variance for the effect of different concentrations of Bacillus thuringiensis on third instar larvae of Indian 

moth 
  ميانگين مربعات  درجه آزادي  اتمنابع تغيير

 A(  40سويه ها (
**86/780  

  B(  2  **04/28736زمان (

A× B 80  **26/458  

  14/92  246  خطاي آزمايش

  06/21  -  ضريب تغييرات

  درصد  1داري در سطح ** معني   
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هاي هندي در زمان پره روي لارو هاي سن سوم شب Bacillus thuringiensisتجزيه واريانس اثر غلظت هاي مختلف باكتري -6جدول 

  مختلف
Table 7- Analysis of variance for the effect of different concentrations of Bacillus thuringiensis on third instar larvae of Indian 

moth in different times 
  ساعت 72  ساعت 48  ساعت 24  درجه آزادي  منابع تغيير

  A(  2  ns987/0  *83/172  **46/1482سويه ها (

 B(  4  ns987/0مختلف (غلظت هاي 
*40/87  *24/180  

A× B 8  *987/0 *40/7  **09/612  

  22/62  53/37  987/0  30  خطاي آزمايش

  62/26  94/20  82/10  -  ضريب تغييرات

ns درصد  5داري درسطح دار وتفاوت معنيو * به ترتيب تفاوت غير معني 

  

  هندي پره روي لارو سن سوم شب Btباكتري  sh20و  FA-16 ،g44سه جدايه   LC50مقادير 

spore ml ساعت به ترتيب برابر با،  72و  48در زمان  g44جدايه  LC50مقدار 
-183/434 ، sporeml

محاسـبه   169/320-

spore ml ساعت به ترتيب برابر با  72و  48در زمان  sh20براي جدايه  LC50 شد. 
-172/711 ، spore ml

براي  و 171/463-

spore ml ساعت برابر با  72صفر و در زمان  48ر زمان د FA-16جدايه  
  ). 7به دست آمد (جدول  178/694-

  
ساعت پس از  72و  48هاي پره هندي در زمانروي لارو سن سوم شب  Bacillus thuringiensisهاي مؤثربراي جدايه LC50مقادير -7جدول 

  كاربرد
Table 8- Average lethal concentration (LC50) of Bacillus thuringiensis isolates on third instar larvae of Indian moth, 48 h and 72 

h after the application of the bacteria 
χ  درجه آزادي  زمان 

2 b ± SE  LC50  حد بالا  حد پايين  احتمال  

sh20  
 87/1002 24/541  00/3  72/711  53/0±057/0  21/21  2  ساعت 48

 88/638 07/271  42/2  71/463  0/.53±./. 68  56/18  2  ساعت 72

FA-16  
 12/5546 01/896  69/0  0  0/.60±./. 28  66/8  2  ساعت 48

 90/1001 87/511  59/1  78/694  /.51±./. 45  16/7  2  ساعت 72

g44  
 04/515 41/352  83/3  83/434  10/2±./. 92  32/15  2  ساعت 48

 71/381 41/256  89/4  69/320  0/.74±./.9  71/10  2  ساعت 72

  درصد 95فاصله اطمينان 

  

  بحث

  زيستگاه باكتري 

استان فارس شامل شـيراز،   هايبرخي از مهمترين شهرستانهاي مختلف در هاي اكوسيستماز خاك حاضر در پژوهش

هـاي خـاكي   نشان دهنده فراواني قابل توجـه آن در نمونـه  جداسازي شد، كه  Btجدايه  110 مرودشت، و فسا، سروستان

               هـاي خـاكي اسـت   هـاي مهـم جداسـازي ايـن بـاكتري نمونـه      هاي انجـام شـده، يكـي از مكـان    است. بر اساس پژوهش

)Khetan, 2001 .(خراج هاي مناطق استان فارس اسـت توان از خاك كه اين باكتري را مي مؤيد اين امر استر ضحا پژوهش

  نموده و مورد بررسي قرار داد. 
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 Btشناسي بلور پروتئيني باكتري شكل

ها به بعد از كشت، جدايهدر اين پژوهش، شناسايي باكتري بر اساس توليد سم و بررسي الگوي پروتئيني انجام گرديد. 

ها بر اساس تئيني، جدايه. بعد از رنگ آميزي و مشاهده بلور پروبودندشكل  يتخم مرغ لحاظ شكل ظاهري كلني، مات و

هاي انجام شـده در زمينـه جداسـازي    بندي شدند. يكي از اولين پژوهشلوزي شكل طبقه شكل بلور به دو دسته كروي و

صـورت  كـه بـه   Btهـاي  درصد از گونه  96تا  20نشان داد كه  انجام شد) 1987تراورس و همكاران ( توسط  Btباكتري 

   هاي توليدكننده كريستال بودند.شدند، باكتريتصادفي از محيط كشت جداسازي 

سـويه و اجيفـور و    20جداشده از خاك هاي مختلف در تـونس،   Btسويه  74) در ميان 2001و همكاران ( 11چريف

هـا كريسـتال توليـد    درصـد) در ميـان آن   6/32به دست آوردند كه (Bt نمونه  25نمونه خاك،  413) از 2002( 12جينسون

دهد كه جستجو براي يافتن اين باكتري با دستاوردهاي متغيري همراه بوده است. اغلب ها نشان ميپژوهشكردند. بنابراين 

 هاي خاكي است.مطالعات، بيانگر فراواني بالاي اين باكتري در نمونه

درصـد)   36هـا ( هاي اين باكتري نتيجه گرفتند كه اكثر جدايـه ) در تركيه در بررسي شكل بلور جدايه2005( 13اپايدين

درصـد از سـويه هـاي     40ها بلور پروتئيني دوهرمي داشتند. حدود درصد آن 2داراي بلورهاي پروتئيني كروي بوده وتنها 

هـا  جداسازي شده در پژوهش حاضر كريستال توليد كردند. در تحقيقات انجام شده در ژاپن مشخص شد كه بيشتر جدايه

درصد داراي بلور پروتئيني دوهرمـي   3صد داراي بلور پروتئيني نامنظم ودر 4/42درصد) داراي بلور پروتئين كروي،  53(

). در پژوهش حاضر بلور پروتئيني دوهرمي يافت نشد. در تحقيق ديگر مشـخص شـد كـه    Yasutake et al., 2007بودند (

 & Arrietaكروي بودند ( درصد آنها داراي بلور پروتئيني 3ها داراي بلورهاي پروتئيني نامنظم بوده و تنها درصد جدايه 47

Espinoza, 2006جدايه باكتري  445) شكل بلورهاي 2007( 14). همچنين آرمنگلBt  به دست آمده از مناطق طبيعي كلمبيا

ترين نوع بلور دوهرمي است، كه با نتايج ما مغايرت دارد. تفـاوت در توزيـع شـكل    را بررسي كردند و دريافتند كه فراوان

به دليل تفاوت در شرايط زيست محيطي  نيز احتمالا ها باشد كه آناست به علت تنوع ژنتيكي جدايهبلور پروتئيني ممكن 

  ).Al-Momani et al., 2004باشد (ثيرات زيستگاه ميايا ت

آوري كـرده  هاي اين باكتري كه از مناطق مختلف آذربايجان غربـي جمـع  ) در بررسي جدايه2010آرميده و همكاران (

جدايه شـبيه   696) از بين 1389هاي كروي بود. معظميان و همكاران(ند كه بيشترين نوع بلورها متعلق به فرمبودند، دريافت

نمونه داراي بلـور   50هاي انتخابي، جدايه را از نظر حضور بلور پروتئين مورد مطالعه قرار دادند .از بين كلني Bt ،146به 

  ) و كروي شكل (كوچك تر از اسپور) قرار گرفتند.(بزرگ تر از اسپور بودند و اجسام پاراسپورال در دو دسته لوزي شكل

  Cry1رديابي مولكولي ژن 

        بودنـد. تحقيقـات نشـان    Cry1جدايـه حـاوي ژن    40جداشده از خاك،  Btجدايه باكتري  110در پژوهش حاضر، از 

       باشـند. ايـن امـر    كد كردن توكسـين مـي  هاي متفاوت ژنتيكي در در خاك كشورهاي مختلف داراي ظرفيت Btدهد كه مي

هـاي  ) با مطالعه خاك1390تواند در نتيجه شرايط جغرافيايي مختلف و تنوع خاك و اقليم باشد. توحيدي و همكاران (مي

 16S rDNAهـا بـا اسـتفاده از روش    از تمـامي سـويه   DNAغرب مازندران (تنكابن) نشان دادند كـه پـس از اسـتخراج    

Sequencing هاي حاوي ژن هاي انتخابي، سويهو روشCry1  سويه جدا شـده   12شناسايي شدند. به اين ترتيب، از ميان
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نمونه خاك از مناطق مختلف تهران  100) 2017به روش مولكولي شناسايي گرديد. محمودي (Cry1 تنها در يك سويه ژن 

 هـا حـاوي ژن   درصـد از سـويه   40ان داد كـه  نش PCRبه دست آورد. وي با روش مولكولي  Btجدايه  41را بررسي و 

Cry1  .هستند  

هاي منـاطق بـاغي و جنگلـي و    هاي توليد كننده كريستال از خاكبر اساس نتايج پژوهش حاضر، بيشترين تعداد سويه

را در  Bt) تنوع بـاكتري  1393هاي نواحي بدون پوشش جداسازي شد. گرايلي مرادي و همكاران (كمترين تعداد از خاك

هاي مناطق جنگلي، باغي، شهري، زراعي نمونه از خاك 160هاي مختلف استان مازندران بررسي كردند. آنها از اكوسيستم

باكتري، توليد كننده اسپور و كريستال بوده است. نتـايج   160جدايه به دست آوردند كه از اين بين،  635و بدون پوشش، 

هـاي  درصد بوده و بنابراين خـاك  63/32توليد كننده كريستال در اكوسيستم جنگل با هاي آنها نشان داد كه بيشترين سويه

تنها در صورت  Btاست. اين بررسي نشان داد كه اگرچه  Btهاي مؤثر باكتري نواحي جنگلي منبع مناسبي براي يافتن سويه

اطق مختلف پراكنـده شـده و قابـل    شود، اما به خوبي در خاك هاي منوارد شدن به چرخه زيستي حشرات، مؤثر واقع مي

  رديابي است. 

  پره هنديبر روي لارو شب Btهاي اثر كشندگي جدايه

بعـد از  sh20 ) بـراي جدايـه بـاكتري    LC50درصـد (  50، مقدار غلظت كشـنده  هاكشندگي جدايهبر طبق نتايج آزمون 

ساعت برابر  72و  48بعد از گذشت  g44 براي جدايه  LC50و مقدار  71/463و  72/711ساعت برابر با  72و  48گذشت 

بسياري باشد. مي 78/694ساعت برابر با  72بعد از گذشت  FA-16براي جدايه  LC50و مقدار  69/320و  83/434است با 

، kurstaki ،aizawai ،entomocidus ،thuringiensis ،kenvae ،galleriae هـاي شـامل زيرگونـه   Btهاي باكتري از زيرگونه

candensis ،tolvorthi ،darmstadiensis ،aegypti  و wushansis   پـره هنـدي خاصـيت    روي سـنين مختلـف لاروي شـب

 و  HD-133هـاي  جدايه LC50) مقدار 1989و همكاران ( 15). سالاماRomeilah & Abde-megged, 2000كشندگي دارند (

HD-635 باكتريBt ميكروگـرم بيـان كردنـد.     95و  150وز را به ترتيب ر 7پس از  كرم برگخوار پنبه روي لارو سن سوم

پـره برگخـوار   براي كنترل لاروهاي سن دوم حشره شـب  Btباكتري  S701جدايه  LC50) مقدار 2004و همكاران ( 16سيلوا

(بر حسب رقت) محاسبه كردند. علت اختلاف در  نتايج را مي توان به تفاوت در روش آزمايش، نوع  5/6×10-7پاييزي را 

بـومي   Btيك جدايه  LC50) عنوان نمودند كه مقدار 2020فرد و همكاران (نسبت داد. معقوليCry هاي ها و بيان ژنجدايه

باشد. ايشـان  ليتر مياسپور در ميلي 78/2×10-7پروانه برگخوار مصري پنبه برابر با  روزه 5) روي لاروهاي GON-9ايران (

تواند كارايي و بازدهي اقتصادي كنترل پروانه برگخوار و نوكلئوپلي ويروس، مي Bt همچنين بيان داشتند كه كاربرد توأمان

  مصري را افزايش دهد.

درصـد   66/41 ،سـاعت  72خود به اين نتيجه دست يافتند كه بعد از گذشـت   ) در پژوهش2010آرميده و همكاران (

  را باعـث درصـد   75-100شره تلفـات بـين   روي لاروهاي اين ح درصد و 50-70ها روي حشرات بيد آرد تلفات جدايه

درصـد   58سـاعت،   72در چين نيز بعد از گذشـت   )2000و همكاران ( 17هونگيو انجام شده توسط پژوهش. در شوندمي

درصد نشان دادند. طبق نتـايج پـژوهش حاضـر، از بـين سـه       60ها نسبت به لاروهاي شب پره هندي تلفات بالاي جدايه

در حـالي  هندي باعث مرگ ومير لاروي بيشتري شـدند،   پره روي لاروهاي شب g44، جدايه  sh20و  FA1-16،g44جدايه 

گـاهي   ثير كمـي داشـتند.  اپره هندي تروي لاروهاي شب gho1-13 و   g12-6 ،g38-1 ،g41  ،s1شامل  هاجدايهبرخي كه 

                                                
15
 Salama 

16
 Silva 

17
 Hongyu 



   از... Bacillus thuringiensisهاي بومي باكتري جداسازي سويه: توانگر زمين و همكاران

٢١٢ 

 

براي يك حشره خاص متفاوت باشـد   زاييحتي در يك گونه در ميزان بيماري Btهاي مختلف باكتري جدايهممكن است 

ها بسـته  توان گفت كه باكتريها نسبت داد. بنابراين ميهاي مختلف توليد شده توسط استرينتوان آن را به توكسينكه مي

براي  Cryهاي مؤثر باكتري هاي مختلف، عملكردهاي مختلفي دارند كه احتمالاً مربوط به بيان ژنبه محيط كشت و ميزبان

باشد. گاهي ممكن است يك جدايه حاوي ژن كشنده باكتري براي يك نوع آفت باشد ولي در محـيط كشـت   هر آفت مي

بسته به محيط كشت باكتري و حتي  Btهاي سمي روي ژنوم باكتري هاي كريستالمورد استفاده، آن ژن بيان نشود. بيان ژن

         نوع آفت وحتي سن لاروهايي كـه از غـذاي آلـوده بـه بـاكتري تغذيـه       بسته به عواملي نظير سن لارو، شرايط رشد لارو، 

گاهي ممكن است ژن مربوطـه بيـان   ). Dutton et al., 2003كنند، متفاوت بوده و ممكن است ژن مربوطه بيان نشوند (مي

جـود در روده ميـاني،   هـاي مو د ولي به دليل كاهش اتصال توكسين بـه گيرنـده  نهاي پروتئيني ساخته شوكريستال شود و

پروتوكسين، انجام فرايندهاي پروتئوليتيك و تخريب و رسوب توكسين توسط پروتئازها، حشره نسبت بـه   حلاليتكاهش 

Bt مقاومت نشان دهد )Bruce et al., 2007 .(انتخاب محيط كشـت  ، پره هنديتر عليه شبمؤثرهاي يافتن جدايه ،بنابراين

ها با ديگر عوامـل كشـنده بـراي كـاهش     تركيب كردن باكتري تر وروهاي آفت در سنين پايينمبارزه با لا ،با عملكرد بهتر

بقيه بالپولكداران در لاروهـاي   پره هندي وكاهش صدمات حاصل از تغذيه لاروها اهميت دارد. شب مقاومت به باكتري و

حالي كه از سن چهارم لاروي به بعد،  در ،هاي خاص خود دارندسوم داراي حساسيت بالايي نسبت به توكسين سن دوم و

 ,.Bae et alدهنـد ( مقاومت نشان مـي  ،شوندهاي بالاي پروتئوليتيك كه منجر به تخريب كامل توكسين ميبه دليل فعاليت

1993; Keller et al., 1996.(  

رفت بـا  كه انتظار ميدار دارد. همان طور با توجه به نتايج حاصل از اين پژوهش، زمان در كشندگي حشرات اثر معني

 Btكـش ميكروبـي   پره هندي ناشـي از حشـره  گذشت زمان، ميزان مرگ و مير مشاهده شده در لارو سن سوم حشره شب

سـاعت ثبـت    72در  2×108با غلظت  Btبرداري بيشترين درصد كشندگي در تيمار بيشتر شد؛ طوري كه در آخرين نمونه

دهد با افزايش غلظت ميزان مرگ و مير افزايش يافته مشاهده شد كه نشان مي 2×106شد. كمترين اثر كشندگي در غلظت 

بـرداري در ارزيـابي   نوبـت نمونـه   3هـاي حاصـل از   تجزيـه واريـانس داده  ضـمن  ) 1395و همكـاران (  است. دماونديان

 ـ 3هاي برداريكه در نمونه دادندنشان  ،خوار از دوبالانكرم جوانه يك روي Btآزمايشگاهي  اخـتلاف   ،س از تيمـار روز پ

داري روز با شاهد اختلاف معنييك با غلظت نيم درصد پس از  Btداري بين تيمارهاي آزمايشي وجود داشت. تيمار معني

لاروهاي زنده را داشته كه  با غلظت يك درصد كمترين تعداد Btصورتي كه تيمار  در از نظر تعداد لاروهاي زنده نداشت.

نمونه شاهد  تعداد لاروهاي زنده در ،روز پس از تيمار 3و  2، 1 در هر سه زمان تيمار بوده است. ثير بيشتر اينأحاكي از ت

با غلظت يـك   Btتعداد لاروهاي زنده در تيمار  ،روز پس از تيمار سهنسبت به سه تيمار ديگر از لحاظ آماري بالاتر بود. 

 يابد. با گذشت زمان افزايش مي Btثير أدهد تداري كمتر از تيمار ديگر بود كه نشان ميدرصد به طور معني

 72در  ،نـد آوري شـده بود فسا جمـع  و كه از شيراز  sh20و FA-16 ،g44 كه سه جدايه شامل نشان دادهمچنين نتايج 

باعث هندي را  پره مير لاروهاي سن سوم شب و  درصد بالاترين ميزان مرگ 33/73 و 80، 33/53ساعت به ترتيب با تلفات 

كه نقاط ديگر قلات و شيراز و همچنـين از تبريـز و     E8و g46-29 ،g45-5 ،TA22 ،35b هايجدايه كهدر حالي .شوندمي

  هندي بي ثاثير بودند.  پره آوري شده بود، روي لارو سن سوم حشره شباصفهان جمع

هاي مبارزه ها به سوي روش، توجهي مبارزه با آفات و اثرات سوء استفاده از سموم شيمياييبا افزايش آگاهي در زمينه

ي بـازار مـواد بيولوژيـك    كه بخش عمـده  Btها به ويژه باكتري ها براي استفاده از پاتوژنو تلاشبيولوژيك معطوف شده 

هاي بـومي از منـاطق و منـابع    است. قابليت جداسازي جدايه كنترل كننده آفات را به خود اختصاص داده، رو به گسترش
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هـا را شناسـايي و جـدا نمـود.     توان آنهاي مختلف ميمورد توجه اين باكتري بوده و با استفاده از تكنيكمختلف ويژگي 

هاي مختلف اين باكتري در باغات و مناطق جنگلي استان پژوهش حاضر مؤيد وجود پتانسيل بالا در زمينه استخراج جدايه

توانند به نحو مطلوبي در كنتـرل آفـات بسـيار مـؤثر واقـع      ا ميهباشد. نتايج نشان داد كه تعداد زيادي از جدايهفارس مي

پـره هنـدي را   ساعت بر روي لارو حشـره شـب   72بالاترين اثر كشندگي بعد از   g44و Sh20 ،FA-16هاي گردند. جدايه

مقدار تلفات حـائز  ها بوده، اين ها فاقد مواد همراه و ساير تركيبات موجود در فرمولاسيونداشتند. با توجه به اينكه جدايه

هاي بومي و مؤثر اين باكتري، گامي مهـم در  باشد. از اين رو، اميد است كه بتوان با معرفي جدايهاهميت و قابل توجه مي

برداشت و فرهنگ مبارزه بيولوژيك و در پي آن رسيدن به غذاي سالم، بدن سالم  Btراستاي توليد داخلي سموم ميكروبي 

  ادينه ساخت.و محيط زيست سالم را نه

  

  
References  
Al-Momani, F., Obeidat, M., Saadoun, I. and Meqdam, M. 2004. Serotyping of 

Bacillus thuringiensis isolates, their distribution in different Jourdanian habitats and 

pathogenicity in Drosophila melanogaster. World Journal of Microbiology and 

Biotechnology, 20: 749-753. 

Apaydin, O., Yenidunya, A. F., Harsa, S. and Gunes, H. 2005. Isolation and 

characterization of Bacillus thuringiensis strains from different grain habitats in Turkey. 

World Journal of Microbiology and Biotechnology, 21,285-292. 

Aramideh, S., Saferalizadeh, M. H., Pourmirza, A. A., Rezazadeh Bari, M., 
Keshavarzi, M. and Mohseniazar, M. 2010. Characterization and pathogenic 

evaluation of Bacillus thuringiensis isolates from West Azerbaijan province-Iran. 

African Journal of Microbiology Research, 4: 1224-1229. 

Armengol, G., Escobar, M. C, Maldonado, M. E and Orduz, S. 2007. Diversity of 

Colombian strains of Bacillus thuringiensis with insecticidal activity against dipteran 

and lepidopteran insects. Journal of Applied Microbiology, 102: 77-88 

Arrieta, G. and Espinoza, A. M. 2006. Characterization of a Bacillus thuringiensis strain 

collection isolated from diverse Costa Rican natural ecosystems. International Journal 

of Tropical Biology, 54 (1): 13-27. 

Bae, C., Degheele, D., Janses, S. and Lambert, B. 1993. Activity of insecticidal proteins 

and strans of Bacillus thuringiensis against Spodoptera exempta (Walker). Journal of 

Invertebrate Pathology, 62: 211-215. 

Bruce, M. J., Gatsi, R., Crickmore, N. and Sayyed, A. H. 2007. Mechanisms of 

resistance to Bacillus thuringiensis in the Diamond back Moth. Biopesticides 

International, 3 (1): 1-12. 

Cherif, A., Ouzari, H., Daffonchio, D., Cherif, H., Ben Slama, K., Hassen, A., Jaoua, 
S. and Boudabous, A. 2001. Thuricin 7: A novel bacteriocin produced by Bacillus 

thuringiensis BMG1.7, a new strain isolated from soil. Letters in Applied Microbiology, 

32: 243-247. 

Damavandian, M., Pirouz, R. and Amiri Besheli, B. 2017. Laboratory and field 

evaluation of Bacillus thuringiensis Berliner for the control of Archips rosanus 

Linnaeus in Mazandaran province. Journal of Applied Entomology and Phytopathology, 

84 (2): 313-326. (in Persian with English summary) 



   از... Bacillus thuringiensisهاي بومي باكتري جداسازي سويه: توانگر زمين و همكاران

٢١۴ 

 

Dutton, A., Romeis, J. and Bigler, F. 2003. Assessing the risks of insect resistant 

transgenic plants on entomophagous arthropods: Bt-maize expressing Cry1Ab as a case 

study. Biocontrol, 48: 611-636. 

Ejiofor, A. O. and Johnson, T. 2002. Physiological and molecular detection of 

crystalliferous Bacillus thuringiensis strains from habitats in the South Central United 

States. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 28: 284-290.  

Finney, D. J. 1952. On the Precision of Biological Assays. Acta Pharmacologica et 

Toxicologica, 8: 55-70.  

Frouzan, M., Nuri, H., Rezaei, M. and Hasanzadeh, M. 2012. Extraction of local 

isolates of Bacillus thuringiensis from vineyard soils in Salmas and evaluation of its 

toxicity on larva and adults of Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: 

Tenebrionidae). Plant Pests Research, 1 (1): 60-66. (in Persian with English summary)  

Georghiou, G. 1994. Principles of insecticide resistance management. Phytoprotection, 75 

(4): 51–59.  

Gibbon, D. 2011. Save and Grow: A Policymaker's Guide to the Sustainable 

Intensification of Smallholder Crop Production. Food and Agriculture Organization of 

the United Nations, Rome, Italy. 112pp. 

Grayeli Moradi, F., Mohammadi Sharif, M., Hadizadeh, A. and Babaeizad, V. 2014. 
Diversity of Bacillus thuringiensis isolates in various ecosystems of Mazandaran 

province. Journal of Natural Environment, 67 (3): 313-321. (in Persian with English 

summary)  

Hongyu, Z., Ziniu, Y. and Wangxi, D. 2000. Isolation, distribution and toxicity of 

Bacillus thuringiensis from warehouses in China. Crop Protection, 19: 449-454. 

Jara, S., Maduell, P. and Orduz, S. 2006. Diversity of Bacillus thuringiensis strains in 

the maize and been phylloplane and their respective soils in Colombia. Journal of 

Applied Microbiology, 101: 117-120. 

Johnson, J. A., Wofford, P. L. and Whitehand, L. C. 1992. Effect of diet and 

temperature on development rates, survival and reproduction of the Indian meal moth 

(Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Economic Entomology, 85: 561–566. 

Keller, M., Sneh, B., Strizhov, N., Prudovski, E., Regev, M., Koncz, C., Schell J. and 
Zilberstein, A. 1996. Digestion δ-endotoxin by gut proteases may explain reduced 

sensitivity of advanced instars of Sodoptera littoralisto Cry1C. Insect Biochemistry and 

Molecular Biology, 26: 365-373. 

Khetan, S. K. 2001. Microbial Pest Control. Marcel Dekker, Inc. 300p Forsyth, G.,Logan, 

N.A.,2000. Isolation of Bacillus thuringiensisfrom Northern Victoria Land, Antarctica. 

Letters in Applied Microbiology, 30: 263-266. 

Khoramnezhad, A., Talaei-Hassanloui, R. and Ghassemi-Kahrizeh, A. 2015. 
Evaluating the virulence of Bacillus thuringiensis strains isolated from host and 

different habitats on diamondback moth, Plutella xylostella (Lep.: 

Plutellidae). Biological Control of Pests and Plant Diseases, 4(2): 167-172. (in Persian 

with English summary) 

Kim, H. S, Lee, D. W, Woo, S. D, Yu, Y. M and Kang, S. K. 1998. Distribution, 

serological identification, and PCR analysis of Bacillus thuringiensis isolated from soils 

of Korea. Current Microbiology, 37: 195-200.  

Magholifard, Z., Hesami, S., Marzban, R. and Salehi Jouzani, G. 2020. Individual and 

Combined Biological Effects of Bacillus thuringiensis and Multicapsid 

Nucleopolyhedrovirus on the Biological Stages of Egyptian Cotton Leafworm, 



 )201-217، (1399، سال 3، شماره 12جلد                                                                         شناسي فصلنامه تخصصي تحقيقات حشره

  

٢١۵ 

 

Spodoptera littoralis (B.) (Lep.: Noctuidae).  Journal of Agricultural Science and 

Technology, 22 (2): 465-476. 

  Mahmoudi, R., Irajian, G.H., Javadi, I. and Panahi kokhdan, E. 2017. The Molecular 

Characterization of Cry genes in Bacillus thuringensis Isolated from Soil. Armaghane 

danesh, 22 (2): 271-281. 

Martin, P. A. W. and Travers, R. S. 1989. Worldwide abundance and distribution of 

Bacillus thuringiensis isolates. Journal of Applied and Environmental Microbiology, 55: 

2437-2442. 

Marzban, R. 1997. Biological control of Plodia interpunctella in dried fruits (pistachio, 

walnut and almond) by Bacillus thuringiensis bacteria. M.Sc. Thesis, Tarbiat Modares 

University, Tehran. (in Persian with English summary) 

Marzban, R. 2002. Comparative bioassay of native isolates of Bacillus thuringiensis and 

Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki on Indian meal moth (Plodia interpunctella 

Habner). Applied Entomology and Phytopathology, 70 (1): 83-90. (in Persian with 

English summary) 

Mbata, G. N. and Osuji, F. N. C. 1983. Some aspects of the biology of Plodia 

interpunctella (H¨ubner) (Lepidoptera, Pyralidae), a pest of stored groundnuts in 

Nigeria. Journal of Stored Products Research, 19, 141–151. 

Moazamian, E., Bahador, N., Rasouli, M. and Azarpira, N. 2010. Isolation, 

characterization and serotype classification of Bacillus thuringiensis from different soil 

samples of Fars province. Journal of Microbial World, 3(1): 24-30. (in Persian with 

English summary) 

Momenzadeh, S., Hesami, S. and Gheibi, M. 2014. Biological characteristies of the 

Plodia interpunctella (Lep.: Pyralidae) on dried fig at different temperatures in 

laboratory conditions. Plant Protection Journal, 6 (1): 29-39. (in Persian with English 

summary) 

Oluwafemi, A. R., Rao, Q., Wang, X. Q. and Zhang, H. Y. 2009. Effect of Bacillus 

thuringiensis on Habrobracon hebetor during combined biological control of Plodia 

interpunctella. Insect Science, 16: 409-416.  

Phillips, T. W., Berbert, R. C. and Cuperus, G. W. 2000. Post-harvest integrated pest 

management, pp: 2690-2701. In: Francis, F. J. (ed.), Encyclopedia of food science and 

technology, 2nd ed. Wiley Inc., New York. USA.  

Rampersad, J. and Ammons, D. 2005. Bacillus thuringiensis isolation method utilizing a 

novel stain, low selection and high throughput produced atypical results. BMC 

Microbiology, 24: 5-52. 

Roh, J. Y., Choi, J. Y., Li, M. S., Jin, B. R. and Je, Y. H. 2007. Bacillus thuringiensis as 

a specific, safe, and effective tool for insect pest control. Journal of Microbiology and 

Biotechnology, 17: 547–559.  

Romeilah, M. and Abdel-Megged, M. A. 2000. The role of certain bacterial preparations 

(Bacillus thuringiensis) in controlling the cotton leafworm Spodoptera littoralis 

(Boisd.). Egytian Journal of Agricultural Research, 78: 1877-1887. 

Salama, H. S., Foda, M. S. and Sharaby, A. 1989. A proposed new biological standard 

for bioassay of bacterial insecticides versus Spodoptera spp. Tropical Pest Management, 

35: 326-330. 

Salehi Jouzani, G., Pourjan Abad, A., Seifinejad, A., Marzban, R., Kariman, K and 
Maleki, B. 2008. Distribution and diversity of Dipteran-specific cry and cyt genes in 

native Bacillus thuringiensis strains obtained from diverent ecosystems of Iran. Journal 

of Industrial Microbiology and Biotechnology, 35: 83-94.  



   از... Bacillus thuringiensisهاي بومي باكتري جداسازي سويه: توانگر زمين و همكاران

٢١۶ 

 

Santana, M. A., Moccia-V C. C. and Gillis, A. 2008. Bacillus thuringiensis improved 

isolation methodology from Soil Sanples. Journal of Microbiological Methods, 75 (2): 

357-358. 

Sharma, H. C., Sharma, K. K., Seetartam, N. and Oritz, R. 2000. Prospects for 

transgenic resistance to insects. Electronic Journal of Biotechnology, 3: 37-42. 

Silva, S. M. B., Silva-werneck, J. O., Falcão, R., Gomes, A. C., Fragoso, R. R., 

Quezado, M. T., Neto, O. B. O., Aguiar, B. J., deSá, M. F. G., Bravo, A. and 
Monnerat, R. G. 2004. Characterization of novel Brazilian Bacillus thuringiensis 

strainsactive against Spodoptera frugiperda and other insect pests. Journal of Applied 

Entomology, 128: 102-107.  

Soleimany, M., Moazamian, E. and Rasouli, M. 2018. Effect of Bacillus thuringiensis 

parasporal toxin on stimulating of IL-2 and IL-5 cytokines production. Biological 

Journal of Microorganism, 7 (25): 101-108.  

Tohidi, F., Nazemi, A., and Jafarpour, M. 2012. Isolation and molecular identification 

of Cry genes in Bacillus thuringiensis isolates from soil of West Mazandaran. Journal of 

Microbial Biotechnology, 3 (11): 1-6. 

Travers, R. S., Martin, P. A. W. and Reichelderfer, C. F. 1987. Selective process for 

efficient isolation of soil Bacillus spp. Applied and Environmental Microbiology, 53: 

1263-1266. 

Vimala Devi, P. S., Duraimurugan, P. and Chandrika, K. S. V. 2019. Bacillus 

thuringiensis-based nanopesticides for crop protection, pp: 249-260. In: Koul, O. (ed). 

Nano-Biopesticides Today and Future Perspectives, 1st ed. Academic Press, London, 

UK. 

Yasutake, K., Uemori, A., Kagoshima, K. and Ohba, M. 2007. Serological 

identification and insect toxicity of Bacillus thuringiensis isolated from the island 

Okinoerabu-jima, Japan. Applied Entomology and Zoology, 42 (2): 285-290.  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 )201-217، (1399، سال 3، شماره 12جلد                                                                         شناسي فصلنامه تخصصي تحقيقات حشره

  

٢١٧ 

 

  

  

  

Extraction of local isolates of Bacillus thuringiensis from the soils of Fars 
province and evaluation of their toxicity on larva of Plodia interpunctella 

(Hubner) 
 

F. Tavangarzamin
1
, Sh. Hesami

2*
, E. Moazamian

3
, Gh. r. Salehi Jouzani

4
 

 

1- Ph.D. Student, Department of Entomology, Shiraz branch, Islamic Azad University, Shiraz, Iran 

2- Associate Professor, Department of Entomology, Shiraz branch, Islamic Azad University, Shiraz, Iran 

3- Assistant Professor, Department of Microbiology, Shiraz branch, Islamic Azad University, Shiraz, Iran 
4- Professor, Department of Microbial Biotechnology, Agricultural Biotechnology Research Instituet, Karaj, Iran 

  
Abstract 

Bacillu thuringiensis (Bt) produces crystalline proteins that are toxic to various insect species. 

In this study, Bt strains were isolated from the soils of some areas of Fars province and their 

toxicity on larva of Plodia interpunctella (Hubner) was investigated. For this purpose, 110 strains 

were isolated from the soils of Shiraz, Marvdasht, Fasa and Sarvestan. Initial identification of the 

isolates was carried out on the basis of Gram staining and morphological characteristics of protein 

crystals using phase-contrast microscopy. The protein crystals of the isolates were spherical and 

rhombic. Molecular analysis by PCR showed that 40 isolates of the collection were contained Cry1 

gene. The isolates toxicity was studied on third instar larvae of P. interpunctella. According to the 

results of this study, 2×10
8
 sporeml

-1
 concentration after 72 hours was considered as the most 

effective treatment and the three isolates sh20, g44 and FA-16 had the highest mortality (53.33%, 

80% and 73.33%, respectively) on larva of Indian meal moth. Isolates g46-29, g45-5, TA22, 35b, 

and E8 were ineffective on the third instar larvae of Indian meal moth. In general, the bioassay 

results showed that the strains isolated from the soils of the study area had considerable toxic effect 

on Indian meal moth larvae. We hope that introducing these native isolates of Bt will be an 

important step to produce domestic biological pesticides. 
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