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هاي مناطق جنگلي استان  از خاك Bacillus thuringiensisهاي بومي باكتري  جداسازي جدايه

  (Helicoverpa armigera)هاي كرم غنچه توتون ها روي لارو گلستان و ارزيابي سميت آن

Isolation of local isolates of Bacillus thuringiensis from forest soils of Golestan 

province and evaluation of their toxicity on larva of Helicoverpa armigera 

(Lepidoptera: Noctouidae). 
 

*1مرضيه شازده احمدي
 1سيد افشين سجادي و 

 

 4/2/1395: پذيرش                                       19/9/1394: دريافت

  

  چكيده

اي شكل است كه هـوازي و ميلـورزا، خاكزي، هـري گرم مثبت، اسپـك باكتي Bacillus thuringiensis (Bt)باكتري 

كنترل . باشد ترين عامل كنترل ميكروبي آفات مهم كشاورزي از جمله بالپولكداران، سخت بالپوشان و دوبالان ميمهم

اولين قدم به . تهاي بومي هر كشور يا منطقه اس موثر بسياري از اين آفات، مبتني بر يافتن و كاربردي كردن جدايه

ها به عنوان بانك ژن اين باكتري  هاي بومي و نگهداري آن ، جداسازي جدايهBtعنوان پايه و اساس تحقيق روي باكتري 

هاي مناطق مختلف جنگلي استان گلستان با استفاده از شيوه انتخابي استات  نمونه از خاك 24در اين پژوهش . است

انجام  LBAهاي اوليه خاك روي محيط كشت  كشت نمونه. به دست آمد Btباكتري  جدايه 60سديم غربال شد و تعداد

وي محيط كشت و گزينش نهايي بر اساس شناسايي ر Btها بر اساس شكل ظاهري كلني  شد و گزينش اوليه كلني

ها توليد كننده  در بررسي ميكروسكوپي، اكثر جدايه. ها صورت گرفت هاي مرفولوژيكي كريستال آن ميكروسكوپي ويژگي

 سومهاي سن هاي بومي روي لارو سنجي اين جدايهسپس، زيست. بودند) درصد 6/56(هرمي شكل پروتئين كريستالي دو

نتايج ارزيابي زيست . مورد بررسي قرار گرفتنددر شرايط آزمايشگاهي  (Helicoverpa armigera)آفت كرم غنچه توتون 

درصد  80- 55وي لاروهاي اين آفت تاثير كشندگي قابل قبولي داشته و در حدود ها ر سنجي نشان داد كه اين جدايه

هاي نواحي جنگلي، منبعي مناسب براي يافتن  به طور كلي نتايج اين تحقيق نشان داد كه خاك. تلفات نشان دادند

  .باشد مي Btهاي موثر باكتري  جدايه

  هاي جنگلي ، خاكHelicoverpa armigeraايه، جداسازي، ، جدBacillus thuringiensisباكتري  :واژگان كليدي
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  مقدمه

له باعث كاهش كميت و يكي از آفات بسيار مهم توتون است كه هر سا (Helicoverpa armigera)كرم غنچه توتون 

ناپذير و تاثير سوء بر كنترل آفات گياهي با استفاده از سموم شيميايي، خسارات جبران.گردد كيفيت محصول توتون مي

سلامت انسان و محيط زيست وارد كرده و از نظر اقتصادي با توجه به هزينه بالاي سموم شيميايي، استفاده از عوامل 

ه مبارزه بيولوژيكي به مفهوم ب ).Ammouneh et al., 2011( باشد ، بسيار مقرون به صرفه ميكنترل ميكروبي و بيولوژيك

ل بيولوژيك دارند عوامل ميكروبي، اهميت زيادي در كنتر. كارگيري دشمنان طبيعي به منظور كاهش جمعيت آفات است

هدف اثر سوء ندارند، موجب كاهش بقاياي موجودات غير  ساير براي انسان و كه، به طوريهستندزيادي  و داراي مزاياي

 ).Marzban and Salehi Jouzani, 2005( گردند سموم شيميايي شده و نيز موجب حفظ ساير دشمنان طبيعي آفات مي

ترين عامل كنترل ميكروبي آفات گياهي بوده و به ترين و شاخصثرؤيكي از م Bt( Bacillus thuringiensis( باكتري

اي يك باكتري گرم مثبت، اسپورزا، خاكزي، هوازي، ميله Bt. آيدميكروبي به شمار مي -كش زيستيعنوان يك حشره

كند كه  هاي سمي مي است كه در طي فرآيند اسپورزايي توليد اسپور و كريستال Bacillaceaeشكل، اسپورزا و از خانواده 

 ).Keshavarzi, 2008( باشد مختلف حشرات، سمي ميهاي  است و براي راسته Cryتري توكسين حاوي يك يا تعداد بيش

ا ـي Bacillus sottoرد و آن را ـازي كـداسـم جـشـريـرم ابـوازي را از كـوردار هـري اسپـاكتـب) 1901( اـواتـشيـاي

Sudden- collapsebacillus نام نهاد )Ishiwata, 1901.( آرد گندم ، باكتري مشابهي از پروانه ديگر در تحقيقي

(Anagasta kuhniella zell.)  آن را يدكهردگجداسازي Bt هاي كريستالي را كه داراي  سپس، پروتئين .ندگذاري كردنام

 ).Hannay and Fitz, 1955( دست آوردندهبه طور خالص ب Btآمينه بودند از باكتري  اسيد 17حداقل 

كه براي حشرات و گياهان ديگر، است، به طوريهاي مختلف  اختصاصي بودن آن براي ميزبان Btمزيت عمده باكتري 

بدين صورت است كه  Btنحوه عملكرد باكتري . باشد مياثر سميت ندارد و داراي مزيت ايمني زيست محيطي نيز 

اي هاي ويژههاي موجود در قسمت مياني مجراي هاضمه حشره به جاهاي پروتئيني پس از هضم توسط پروتئاز كريستال

چسبند و پس از چسبيدن، وارد فضاي پلاسمايي  -ها ميهاي مخاطي مجراي هاضمه لارو هاي سلولرززپـس ريأدر ر

 گردند سلول و ايجاد جراحت و زخم شده و موجب پاره شدن ديواره روده و عفونت خون و نهايتا مرگ حشره مي

)Feitelson et al., 1992 .(هاي باكتري دامنه ميزباني جدايه Bt ع بوده و حتي روي يك گونه حشره، شدت بسيار متنو

هاي مختلف  اين تنوع ژنتيكي ناشي از تنوع شرايط جغرافيايي و ميزبان. ها با هم تفاوت زيادي دارندزايي جدايه بيماري

قاط توان از اغلب نرا مي ها آنها شده و  هاي آن هاي پروتئيني و توكسين اين باكتري بوده كه موجب تفاوت در كريستال

هاي مختلف مانند خاك، گرد و غبار، محصولات  اين باكتري در طبيعت از زيستگاه ).Adang, 1991( آوري نموددنيا جمع

هاي هايي كه در كشور در بررسي. انباري، لارو حشرات مرده و بيمار و محيط پرورش كرم ابريشم گزارش شده است

  ). Chilcott and wigley, 1993( استدست آمده ه ب اغلب از خاك Bt مختلف انجام شده،

در خاك را مواد غذايي قابل دسترس  B. cereusو  B. thuringiensisهاي  ترين عامل بقا و دوام باكتريمهم محققان،

كش اختصاصي عمل به صورت حشره Btكريستال يا توكسين اصلي باكتري  ).Dulmage and Aizawa, 1989( دانند مي

با توجه به اينكه در مناطق . (Anear et al., 1997)د هدف اثر نداشته و يا اثرات سوء كمي دارن ت غيركرده و روي موجودا

هاي بومي و سازگار با شرايط  شوند، شناسايي جدايه هاي اين باكتري به صورت پراكنده يافت مي مختلف ايران، جدايه

آفات به عنوان گام نخست و آگاهي از دامنه ميزباني و  اقليمي هر منطقه به منظور يافتن عوامل كنترل كننده طبيعي

  ). Marzban and Salehi Jouzani, 2006( باشد ها روي آفات هدف به عنوان گام بعدي مي زايي آن شدت بيماري

ها  گيري فعاليت اسپور و كريستال آنو اندازه Btهاي بومي باكتري  ك بين جدايههاي بيولوژي براي ارزيابي تفاوت

وي حشره ر (Bioassay)سنجي ترين درصد مرگ و مير لاروي، آزمايشات زيستها با بيشترين جدايهثرؤجهت معرفي م

هدف از اين پژوهش، ارزيابي اثر كشندگي و سميت چند جدايه بومي باكتري . )Marzban, 2002( شود انجام مي ميزبان
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Bt هاي كرم غنچه توتون در شرايط وري شده بودند، روي لاروآهاي مناطق جنگلي استان گلستان جمع كه از خاك

 ،هستند لاروي مرگ و مير تلفات و ترين درصدداراي بالا كه ها ها و غلظت مناسب آن ترين جدايهثرؤآزمايشگاهي بود تا م

  .گردندشناسايي 

 

  ها مواد و روش

  هاي خاك آوري نمونهجمع

متري بوسيله سانتي 15ستان، به طور تصادفي از سطح خاك تا عمق حدود از مناطق جنگلي استان گل بردارينمونه

هاي پلاستيكي با  برداري شد و به طور جداگانه در داخل كيسهگرم خاك نمونه 200حدود  .انجام گرفت بيلچه استريل

گاه منتقل و در دماي هاي خاك به آزمايش نمونه. رعايت شرايط استريل و با قيد مشخصات مندرج روي آن، قرار داده شد

C° 4 آورده شده  1آوري شده در اين تحقيق در جدول هاي خاك جمع مشخصات نمونه. تا زمان استفاده نگهداري شدند

  . است

  

  از خاك Btسازي اختصاصي باكتري جدا

ق كه يك بدين طري .(Travers et al., 1987) از روش انتخابي استات سديم استفاده شد Btبراي جداسازي باكتري 

ليتر محيط كشت مايع محتوي استات ميلي 20در درجه سلسيوس  30ساعت در دماي  3گرم از نمونه خاك به مدت 

يك . شودمي Btهاي زني اسپوراستات سديم به طور اختصاصي مانع جوانه. كشت داده شد M 25/0(PH= 6/8)سديم 

بدين . قرار گرفتدرجه سلسيوس  70شوك حرارتي  دقيقه تحت 20ليتر از هر نمونه كشت داده شده به مدتميلي

سپس، . مانند باقي مي Btهاي مقاوم و جوانه نزده ها از بين رفته و تنها اسپور زده ساير باكتريهاي جوانهترتيب اسپور

Bt (LBAها روي محيط كشت اختصاصي  نمونه
1
 هاي باكتري روز از كشت، كلني 3- 5پس از گذشت . كشت داده شدند (

درصد در داخل يخچال با دماي  9/0گزينش اوليه شده و در داخل آب نمك ) سفيد مات( بر اساس شكل ظاهري كلني

C° 4 تا زمان استفاده بعدي نگهداري شدند.  

 

  كشت باكتري و شناسايي ميكروسكوپي كريستال

كشت  LBAكشت جامد هاي نگهداري شده در آب نمك با استفاده از يك لوپ برداشته شده و روي محيط نمونه

آميزي با استفاده از محلول كوماسي ها از روش رنگ از لحاظ فرم شكلي كريستال Btبندي باكتري براي گروه. داده شدند

كشت داده شده بودند، اسلايد  LBAروز روي محيط  3-5هايي كه به مدت  براي اينكار از جدايه. بريليانت بلو استفاده شد

دقيقه در معرض محلول كوماسي بلو قرار  3ها در دماي اتاق به مدت  بعد از خشك شدن آن ميكروسكوپي تهيه شد و

هاي  بر اساس شاخص 100گرفتند و بعد از شستشو و خشك شدن، زير ميكروسكوپ فاز كنتراست با بزرگنمايي 

  .مورد بررسي و شناسايي قرار گرفتند) اسپور، كلاهك و كريستال( Btميكروسكوپي باكتري 

 

  ها تهيه محلول باكتريايي از جدايه

، تمام سطح رويي محيط كشت مربوط به هر جدايه به طور جداگانه، )سنجيزيست( هاي سميت براي انجام تست

ه ـد و غلظت پايـه و خوب به هم زده شـر استريل ريختـر آب مقطـليتيـميل 10آوري و در اسب جمعـتوسط لوپ من

(CFU/ ml) 108× 1 سازي و تهيه شدند و صها به روش سري رقت از آن خال اير غلظتـو سپس، س دـه شـتهي

 .هاي حشره ميزبان به كار رفتسنجي و سميت روي لاروسوسپانسيون حاصل، در آزمايشات زيست

                                                           

1- Luria Bertani Agar 
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  هاي نواحي جنگلي استان گلستان مشخصات مناطق نمونه برداري از خاك - 1جدول 

Table 1. Characterization of sample locations from forest soils of Golestan province  

No. of sample   نام جنگل منطقه جمع آوري  Name of forest sample location   تاريخ جمع آوري  Date of collection         طول جغرافيايي 

Geo. Longitude  

 عرض جغرافيايي    

Geo. Latitude  

Height of sea level (m) 

             Galikesh forest                  10/3/13952016/5/30 37°  13´   3/8´´N 55° 28´ 50/1´´E  678 m               جنگل گاليكش          1

             Kalaleh forest                   12/3/1395  2016/6/1 37°  13´  29/9´´N 55°  20´ 50´´E 697 m  جنگل كلاله          2

             Gholitapeh minodasht forest          16/3/1395  2016/6/5 37°  8´   46/7´´N 55° 28´ 25/4´´E 498 m  جنگل قلي تپه مينودشت          3

             Chehehchai minodasht forest         16/3/1395  2016/6/5 37°  10´   14/1´´N 55° 28´ 32/2´´E 445 m  چهل چاي مينودشتجنگل           4

             Tashteh Ramiyan  forest            18/3/1395  2016/6/7 36°  59´   9/7´´N 55° 7´ 20/7´´E 319 m  جنگل تاشته راميان          5

             Dare mola Ramiyan forest         18/3/1395  2016/6/7 36° 59´  31/5´´N 55° 8´  3/7´´E 309 m  جنگل دره ملا راميان          6

             Daland forest park               18/3/1395  2016/6/7 37°  2´   37/2´´N 55° 5´12/3´´E 104 m  پارك جنگلي دلند          7

             Khan Bebin forest               18/3/1395  2016/6/7 36°  58´ 38/7´´N 55° 2´ 30/7´´E 120 m  جنگل خان ببين         8

             Azadshahr forest                 18/3/1395  2016/6/7 36°  58´   41´´N 55° 1´ 2/8´´E 114 m  جنگل آزادشهر         9

             Alang Dareh Gorgan forest      19/3/1395  2016/6/8 36°  47´ 29/9´´N 54° 27´ 50/5´´E 411 m  نگل النگ دره گرگانج        10

             Naharkhoran Gorgan forest      19/3/1395  2016/6/8 36° 46´  15/2´´N 54°  28´ 7/3´´E 486 m  جنگل ناهارخوران گرگان        11

             Tooskestan Gorgan forest      19/3/1395  2016/6/8 36°  46´ 33/5´´N 54°  34´48/9´´E 471 m  جنگل توسكستان گرگان        12

              Mohamadabad Nodehmalek      12/3/1395  2016/6/1 36°  50´ 45/5´´N 54°  40´ 3/7´´E 180 m  جنگل محمدآباد نوده ملك        13

              Ghorogh forest                    12/3/1395  2016/6/1 36°  52´  54/5´´N 54°  40´ 35/4´´E 139 m  جنگل قرق        14

              Gorgan Ziyarat forest park        19/3/1395  2016/6/8 36°  54´  18/5´´N 54°  38´ 21/8´´E 408 m  پارك جنگلي زيارت گرگان        15

              Kordkoy EmamReza forest park      11/3/1395  2016/5/31 36°  42´  35/2´´N 54°  7´ 38/4´´ E  112 m  پارك جنگلي امام رضا كردكوي        16

              Bandargaz forest                  11/3/1395  2016/5/31 36°  41´   58/9´´N 53°  53´ 19/6´´E 150 m  جنگل بندرگز        17

              Nokandeh forest                   11/3/1395  2016/5/31 36°   40´  17/9´´N 53°  45´ 14/1´´E 171 m  جنگل نوكنده        18

               East Livan forest                   11/3/1395  2016/5/31 36°  43´    4/1´´N 53° 50´ 34/9´´E 45 m  جنگل ليوان شرقي        19

               West Livan forest                   11/3/1395  2016/5/31 36°  41´    5/7´´N 53°  47´ 21/4´´E 32 m  جنگل ليوان غربي        20

              Maravehtappeh forest              18/3/1395  2016/6/7 37°  18´   40/7´´N 55°  28´ 29/4´´E 695 m  جنگل مراوه تپه        21

              Gorgan Valeshabad forest         19/3/1395  2016/6/8 36°  42´ 45/2´´N 54° 38´  7/3´´E 398 m  جنگل والش آباد گرگان        22

              Minodasht Dozein forest           16/3/1395  2016/6/5 37°  27´  41/9´´N 55°  21´ 35/1´´E 578 m  جنگل دوزين مينودشت        23

              Gorgan Taghartapeh forest         19/3/1395  2016/6/8 36°  32´  25/2´´N 54° 48´   7/3´´E 410 m  جنگل تقرتپه گرگان        24
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  حشره ميزبان آزمايشگاهي پرورش

در اواخر تيرماه از مزرعه تحقيقاتي توتون مركز تحقيقات و  (Helicoverpa armigera)هاي كرم غنچه توتون لارو

وعي به روش ـنـذاي مصـرورش لارو از غـراي پـب. نتقل شدندـگاه مـآوري و به آزمايشعـرتاش جمـون تيـوتـآموزش ت

Teakle and Jensen (1985) لوبيا چشم بلبلي خيس  شامل(بدين صورت كه ابتدا محيط غذاي مصنوعي، . استفاده گرديد

يدروكسي بنزوات، ، روغن آفتابگردان، آگار، متيل پاراه% 37خورده، مخمر، پودر جوانه گندم، اسيد آسكوربيك، فرمالدئيد

اي ريخته شد و براي مصارف هاي شيشه بعد از مخلوط شدن مواد با يكديگر، داخل پتري) اسيد آسكوربيك و آب مقطر

هاي پلاستيكي  ها روي غذاي مصنوعي و به صورت دسته جمعي در ظرفپرورش لارو. بعدي در يخچال نگهداري گرديد

در هر قوطي يك . هاي خالي فيلم عكاسي انجام شد به صورت انفرادي در قوطيتر هاي سنين بالادار و لاروشفاف درب

آوري و به ها به طور روزانه جمع فيرهـش. ويض شدـيان تعـك روز در مـك قرار داده و يـوعي كوچـذاي مصنـعه غـقط

و آوري غ نيز هر روز جمعحشرات بال. متر حاوي خاك اره منتقل شدندسانتي 11 × 18 × 5/5هايي به ابعاد  داخل ظرف

هاي  حاوي توري) مترسانتي 35 × 17به ابعاد ( اي از جنس پلاستيك شفافهاي استوانه گذاري، به ظرفبراي تخم

روي توري قرار %  10اي آغشته به آب و قند هاي پنبه ها، گلوله براي تغذيه پروانه. سلولزي جاذب رطوبت منتقل شدند

طور روزانه هبها اين تور .كردند ريزي مي تخم هاي تنزيبگيري روي توربالغ نر و ماده پس از جفتحشرات . شود داده مي

در هر پنبه خيس جهت حفظ رطوبت يك . شدند قرار داده مي يتعويض شده و سپس هر كدام به تنهايي در پلاستيك

درجه  27 ± 2ده دما ـرشد در شرايط كنترل ش روز دوره كمون، در اتاقك 4-3پس از  ها تخم .شد قرار داده پلاستيك 

روزانه حاصل،  هاتعداد لارو .ندشد حساعت، تفري 8ساعت و تاريكي  16، دوره روشنايي 65 ± 5گراد، رطوبت نسبي سانتي

  . شمارش و ثبت شدند

  

  باكتري هاي  سنجي جدايهآزمايشات زيست

انجام  )تست سميت( سنجيدر ميزبان، آزمايشات زيست Btتري هاي باك زايي جدايه به منظور ارزيابي قدرت بيماري

) 6 ×106 -3×106 – 2×107 -1×108(مختلف    در چهار غلظت Bt  هاي مختلف باكتري سنجي جدايهآزمايشات زيست. شد

تكرار در سطح پتري در  3كرم غنچه توتون در قالب طرح فاكتوريل بر پايه كاملا تصادفي با  3هاي سن روي لارو

گرم از غذاي حشره كه به  2هاي محتوي  درون پتري ديش هر لارو به طور جداگانه بدين صورت كه. آزمايشگاه انجام شد

به عنوان تيمار  تجاري موجود در بازار  Btفرآوردهاز . دقرار داده شهاي فوق بود،  طور جداگانه، آغشته به سوسپانسيون

از  برداريآمار .گرديددر تيمار شاهد به جاي سوسپانسيون باكتريايي، از آب مقطر استريل استفاده . استفاده شد شاهد

ق فرمول درصد مرگ و مير لاروي طب. و ثبت شد انجاماز اعمال تيمار  روز بعد 7و  5، 3 ،1درصد مرگ و مير لاروي 

Abbot (1925)  ،محاسبه گرديدكه در زير ذكر شده است . 

M [ %] = [ (t – c) \ (100- c) ] × 100 

M % =درصد مرگ و مير محاسبه شده  

t =مرگ و مير در تيمار  

c =مرگ و مير در شاهد  

ها به كمك  ه ميانگينمقايس. رد آناليز قرار گرفتندمو SAS 9.1 افزار آماريسنجي با نرمهاي حاصل از زيست داده

  .آزمون دانكن انجام شد
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  نتايج و بحث 

توسط  انتخابي نمونه خاك متعلق به نواحي جنگلي استان گلستان، با استفاده از روش گزينش 24در اين پژوهش، از 

ك گزينش اوليه شده و داخل آب نم) سفيد مات( اساس شكل ظاهري كلني بر جدايه باكتري 60استات سديم، تعداد 

. انجام شد Btهاي ميكروسكوپي باكتري  هاي جداسازي شده بر اساس شاخص گزينش نهايي جدايه. نگهداري شدند% 9/0

ها زير ميكروسكوپ، كريستال، اسپور و كلاهك اين باكتري مشاهده شد  آميزي و تهيه اسلايد و مشاهده كلنيبعد از رنگ

هرمي هرمي، كروي، بيضي، دوگروه شامل دو 5كريستال پروتئين به  هاي شناسايي شده بر اساس شكل جدايه). 1 شكل(

جدايه  8جدايه بيضي،  8جدايه كروي،  6هرمي، ه دوـدايـج 34 ها از بين آن هـدند كـبندي شم طبقهـي و نامنظـو بيض

  .بودندجدايه نامنظم  4هرمي و بيضي و دو

  

  

مشاهده شده در زير ميكروسكوپ  Bacillus thuringiensisباكتري  (Cap)و كلاهك  (S)اسپور  ،(C)كريستال  - 1شكل 

 )100 ×بزرگنمايي (

Fig. 1. Crystal (C), Spore (S) and Cap of Bacillus thuringiensis observed under the microscope (Zoom × 

100) 
  

  

  هاي خاك شكل شكل از نمونه Btمراحل جداسازي باكتري  -2شكل 

Fig. 2. Isolation stages of Bt from soil samples 
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  LBAروي محيط  Btهاي رشد يافته باكتري  كلني -3شكل 

Fig. 3. Bacterial colonies grown on LBA medium  
  

  
  سنجيپرورش مصنوعي حشره ميزبان و انجام مراحل زيست -4شكل 

Fig. 4. Artificial training of host insect and bioassay  
 

هاي  برداري، غربالگري و جداسازي از مكاناول نيازمند نمونه هكشي بالا، در درجهايي با پتانسيل حشره جدايهن يافت

انجام گرفته است، خاك زيستگاه طبيعي و  Btكه روي باكتري  هايي تر پژوهشبر اساس بيش .جغرافيايي مختلف است

هاي مناطق جنگلي استان گلستان براي  هاي اكوسيستم خاكاز اين رو در اين پژوهش نيز  .اصلي اين باكتري است

جداسازي شد كه  Btدر پژوهش كنوني نيز، تعداد قابل توجهي جدايه بومي باكتري . بررسي شد Btجداسازي باكتري 

  .هاي خاكي است و اين مطلب در پژوهش حاضر نيز تاييد شد دهنده فراواني قابل توجه اين باكتري در نمونهنشان

هاي  از خاك، مشخص شد كه اكثر گونه Btهاي انجام شده در زمينه جداسازي باكتري  ر اساس يكي از اولين پژوهشب

Bacillus thuringiensis د هرمي كردنهاي پروتئيني دو كه روي محيط كشت اختصاصي رشد يافته بودند، توليد كريستال

(Travers et al., 1987) .ري هاي باكت در بررسي جدايهBt ترين فرم و شكل كريستال پروتئين در كشور بنگلادش، بيش

نمونه خاك مناطق جنگلي  32، از )2014( گرايلي و همكاران. (Anear et al., 1997) هرمي گزارش كردندها را دو جدايه

ترين فرم بيشرا بر اساس روش انتخابي استات سديم جداسازي كردند و  Btجدايه بومي  144استان مازندران، تعداد 

ها با نتايج حاصل از  ها را دوهرمي و بعد از آن، كروي و بيضوي شناسايي كردند كه نتايج آن كريستال پروتئيني جدايه

  .(Grayeli et al., 2014)ت تحقيق كنوني مطابقت داش

متغير  زايي ريو قدرت بيما ژنوتيپ ،از لحاظ فنوتيپ است كهاز خاك جداسازي شده  Btبيش از چند هزار جدايه 

شناخته  خاك ترين فاكتور اكولوژيكي موثر در حفظ و بقاي اين باكتري در خاك، مواد غذايي قابل دسترسمهم .هستند
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هاي غني  تر از خاكهاي فقير و بدون پوشش گياهي مناسب، كم در خاك Btاحتمال حضور باكتري همچنين . شده است

  . )(Martin and Travers, 1989باشد  مي

ثر است، ؤتنها در صورت وارد شدن به چرخه زيستي حشرات م Btچه باكتري نتايج تحقيق كنوني، نشان داد كه گر

هاي نواحي مختلف و  در خاك Btهاي بومي  جدايهيافته شدن . باشد هاي مناطق مختلف پراكنده مي اما به خوبي در خاك

ف جنگلي استان گلستان، امكان جست و جو براي يافتن احي مختلآوري شده از نوهاي جمع پراكنش زياد آن در خاك

ثر ؤهاي م جدايههاي نواحي جنگلي، منبعي مناسب براي يافتن  بنابر اين، خاك. كند تر مي ثر را آسانؤهاي بومي م جدايه

هاي اين باكتري  جدايهكه در مناطق مختلف كشور، با توجه به اين .هستندبراي كنترل بيولوژيك آفات  Btبومي باكتري 

هاي بومي و موثر هر منطقه قبل از ورود  آوري جدايهشوند، لازم و ضروري است كه براي جمع به صورت پراكنده يافت مي

هاي بومي با شرايط اقليمي و جغرافيايي همان منطقه  زيرا جدايه تر اقدام شود، هاي غير بومي هر چه سريعجدايه

  .(Izadyar et al., 1998)د كنن تر عمل ميثرؤه و متري داشتسازگاري بيش

 بر كرم غنچه توتون نسبت به شاهد Btهاي بومي باكتري  ثير جدايهأسنجي تنتايج تجزيه واريانس آزمون زيست

از نظر  ،غلظت ×Bt، غلظت و اثر متقابل باكتري Btدر شرايط آزمايشگاه، نشان دادكه اثر باكتري ) Btفرآورده تجاري (

بر كرم غنچه  Btهاي بومي  مقايسه ميانگين تاثير سويه). 2جدول ( دار بودندماري در سطح احتمال يك درصد معنيآ

 /CFUبا غلظت 3و  2هاي  حاصل از نمونه Bt هاي توتون نسبت به شاهد در شرايط آزمايشگاه نشان داد كه جدايه

ml107×2 هاي به عنوان برترين و بهترين جدايه Bt  كه به تنهايي داراي  همناطق جنگلي استان گلستان شناخته شدبومي

  ).3جدول ( ندقرار گرفت )aرتبه ( ترين رتبهبالا و در ههاي اين آفت بوددرصد اثر كشندگي عليه لارو 80

  

ايط بر كرم غنچه توتون نسبت به شاهد در شر Bacillus thuringiensisهاي بومي  تجزيه واريانس تاثير جدايه - 2جدول 

  آزمايشگاه

Table 2. Variance analysis the impact of native isolates of Bt on Helicoverpa armigera compared to control 

in vitro condition. 

  منبع تغييرات

S.O.V  

 درجه آزادي

df  

  داريسطح معني

Significance level (Pr>f) 

 ميانگين مربعات

MS.  
  Replication  2  -  0.13تكرار 

  **Bt 24  0.0001  3591.93باكتري 

  **Concentration 3  0.0001  3080.89غلظت 

 **concentration Bt ×  72 0.0001  21.71 غلظت  ×Btباكتري 

  Error   198  - 1.11 خطا 

  CV%    2.33) درصد(ضريب تغييرات 

  Significant at 1% level of probability :**                                             د                              دار در سطح احتمال يك درص معني**: 

هاي مختلف ايران بررسي  نمونه خاك زراعي مربوط به استان 2200در  Btدر تحقيقي، انتشار و پراكندگي باكتري 

هاي سن دوم آفت كرم غوزه را روي لاروها  سنجي اين جدايههاي مذكور، زيست پس از جداسازي و شناسايي جدايه. شد

نتايج تحقيق مشخص نمود كه . درون پتري ديش در شرايط آزمايشگاهي انجام دادند (Heliothis armigera) پنبه

، مربوط به اختلافات جغرافيايي و Btهاي  زايي متفاوت در جدايه در خاك بوده و قدرت بيماري Btزيستگاه اصلي باكتري 

در پژوهشي، زيست سنجي و كارايي  ).Marzban and Salehi Jouzani, 2006( باشد ناطق مختلف ايران ميآب و هوايي م

هاي سن دوم آفت كرم غوزه به عنوان شاهد روي لارو ®Dipelبومي استان تهران به همراه فرآورده تجاري  Btجدايه  12

تر  طول مدت زمان تغذيه براي دريافت دوز مؤثر كوتاه نتايج تحقيق نشان داد كه هر چقدر. پنبه مورد بررسي قرار گرفت

ليتر به دست آمد كه نسبت به شاهد با در ميلي CFU 106 × 6جدايه موثر  LC50. تر است سريع Btباشد، اثر باكتري 

  ).Izadyar et al., 2002( اثر كشندگي يكساني را روي آفت مذكور داشت CFU 106 × 8دوز كشندگي 
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بر  Bacillus thuringiensisري ـي باكتـهاي بوم هـر جدايـثيأتدگي و ـكننرلـدرصد كنت ه ميانگينمقايس - 3جدول 

Helicoverpa armigera نسبت به شاهد در شرايط آزمايشگاه  

Table 3. Average comparison of mortality percentage and impact of native isolates of Bacillus thuringiensis 

on Helicoverpa armigera compared to control at in vitro condition. 

 Btتيمار 

 

Bt treatment 107× 2 

2 × 107  

107× 1 

1 × 107  

106× 6 

6 × 106  

106× 3 

3 × 106  
  Sample 1  78 a 72/1 C  62 GHI  60  IG  1نمونه 

  Sample 2 80 a  72/1 C  62 GHI  58/8  JK  2نمونه 

  Sample 3 80 a  75 B  65 F  62  GHI  3نمونه 

  Sample 4 40 N  37 OP  31 R  24  V  4نمونه 

  Sample 5 75 B  71 CD  62 GHI  60  IJ  5نمونه 

  Sample 6 40 N  37 OP  31 R  24  V  6نمونه 

  Sample 7 40 N  37 OP  31 R  24  V  7نمونه 

  Sample 8 75 B  68/8 E  64 FG  60  IJ  8نمونه 

  Sample 9 40 N  37 OP  31 R  24  V  9نمونه 

  Sample 10 40 N  37 Op  31 R  24  V  10نمونه

  Sample 11 72/1 C  65 F  57 K  50  M  11نمونه

  Sample 12 40 N  37 OP  31 R  24  V  12نمونه

  Sample 13 70 DE  63/3 FGH  56/6 K  50  M  13نمونه

  Sample 14 68/8 E   58/8 JK  57 K  50  M  14نمونه

  Sample 15 70 DE  61/1 E  57 K  60  IJ  15نمونه

  Sample 16 71 CD  68 E  65 F  60  IJ  16نمونه

  Sample 17 35 PQ  33 QR  31 R  28  TU  17نمونه

  Sample 18 63/3 FGH  57 K  54 L  50  M  18نمونه

  Sample 19 35PQ  28 TU  26 UV  24  V  19نمونه

  Sample 20 35 PQ  28 TU  26 UV  24  V  20نمونه

  Sample 21 33 QR  28 TU  26 UV  24  V  21نمونه

  Sample 22 33 QR  28 TU  26 UV  24  V  22نمونه

  Sample 23 33 QR  28 TU  26 UV  24  V  23نمونه

  Sample 24 33/3 Q  28 TU  26 UV  24  V  24نمونه

  Control 48/8 M  40 N  33/3 Q  20  W  )تجاري(شاهد

 

آفت  هاييت آن روي لاروـو سم شدهي جداساز كشوراردن در Btباكتري  هاي بومي جدايه ،ديگر در تحقيقي

Ephestia kuheniella zeller.  ها عليه  ترين درصد تلفات جدايهبيش طبق نتايج به دست آمده. قرار گرفتبررسي مورد

را از  Btهاي بومي باكتري  در پژوهشي ديگر، جدايه ).Obeidat et al., 2004( درصد است 80-55هاي اين آفت بين لارو

ها را روي لارو و  هاي شهرستان سلماس در استان آذربايجان غربي جداسازي كرده و سميت اين جدايه ستانخاك تاك

 50- 40هاي بومي روي حشرات كامل  بررسي كرده و دريافتند كه اين جدايه Tribolium castaneumحشرات كامل آفت 

  .)Frouzan et al., 2012(دهد مير نشان درصد تلفات و مرگ و مي 80-50هاي اين آفت بين درصد و روي لارو

  

  سپاسگزاري

 آقايان  از همكاريو معاون محترم پژوهشي مركز تحقيقات و آموزش تيرتاش و همچنين  يتبدين وسيله از مدير

در انجام اين  صالحي جوزاني و خانم دكتر هدي عاصمي غلامرضا ، دكترمهندس شهادتي مقدم و مهندس مسعودي

 .شود تشكر و قدرداني ميتحقيق، صميمانه 
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