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 چكیده

استت کته همته  یعوس یزبانیبا دامنه م یزخوارهمه چ یآفت ،Spodoptera littoralis (Boisduval) پنبهی خوار مصربرگ پروانه

 Bacillus thuringiensis یهتایههمه ستومشخص شده است که کند. یوارد م یبه محصولات کشاورز یساله خسارت قابل توجه
(Bt) قیتتحق یاجترا از هدف. مؤثرند آن های پروتئینی خود رویبا توجه به توکسین کمی هایسویه و نیستند مؤثر روی این آفت 

و بررسی تاثیر محیط کشت تکثیر باکتری بر قابلیتت  یمصر خوارکنترل پروانه برگ تیبا قابل یبوم Bt یهاهیسو به یابیدست حاضر،

روی ( R2NBشتد داده شتده در محتیط )ر Btومی بت ستویه 118، قدرت بیمتارگری منظور نیبد. بودهای منتخب کشی سویهحشره

بررسی و غربتال شتدند. در تد درجه سلسیوس روی غذای مصنوعی  27خوار مصری پنبه در دمای برگ پروانهلاروهای پنج روزه 

بته  QM–1و  GON ،2–QM ،13–GN–9 که چهتار ستویهلیتر نشان داد اسپور در میلی 310سویه باکتری با غلظت  118مرگ و میر 

–GN–12 ،EN–2 ،GON–12 ،GONستویه هتایو در تد، بتالاترین میتزان مترگ و میتر  33/43و  67/46، 70، 33/93تیتب بتا تر

7،CHI–2 ،AGI–7 ،AGI–3  وAGI–2   روی لاروهتتایS. littoralis هتتای متتؤثر در دو محتتیط ستتپس ستتویهتتتیثیر بودنتتد. بی

در محیط کشتت ی شدند. نتایج نشان داد چهار سویه منتخب تکثیر شده، روی آفت مذکور ارزیاب R2NBو  Nutrient Brothکشت

R2NB  نسبت بهNB  دار بتود. همننتین بیشتری داشتتند و تاتاوت آنهتا م نتیاثر کشندگی  یخوار مصربرگ لاروهای پروانهروی

ای پلیمتراز جیرهنتایج واکنش زن مورد بررسی و ردیابی قرار گرفت.های مؤثر در سویه cry2Abژن  خصو ا cryهای ژنمحتویات 

 هستند. cry2Abژن حاوی  GON–9و  QM–1 ،QM–2های نشان داد که سویه

 Spodoptera littoralis Bacillus ,، محتیط کشتت، ختوار مصتری پنبتهبترگ قتدرت بیمتارگری، پروانته :هاای لییادیواژه

thuringiensis, cry genes 
 

 مقدمه

 Spodoptera littoralis خوار مصری پنبتهبرگ پروانه

(Boisduval) (Lep.:Noctuidae)  همه چیزختواریک آفت 

بتیش که خسارت قابل توجهی به  است با دامنه میزبانی وسیع

 کنتدوارد متتیختانواده  44گونته گیتتاهی مت لتق بتته  112از 

(Alfazairy et al., 2013; Robinson et al., 2010; 

Hatem et al., 2011)ایی و آستیایی. در کشورهای مدیترانه 

 Ҫakici et)آیتداز آفات مهم پنبه، تنباکو و ذرت بشمار متی

al., 2014)  و در مناطق گرمسیری ایران باعث خسارت روی

شتتود )ختتداوردی و قنتتد و ستتبزیجات متتییونجتته، چدنتتدر

 15تتا  10(. خسارت این آفت در خوزستان، 1389همکاران،

در د گزارش شده استت  90های طدیان تا در د و در سال

هتتای شتتیمیایی، کتتش(. استتتااده از حشتتره1395 )متتدنی،
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استت کته در طتی  S. littoralisی کنترل رایج بترای ژاسترات

 Sorour et)های متمادی باعث بروز مقاومت شده است سال

al., 2011; Arrizubieta et al., 2014; Ullah et al., 

های شیمیایی، آثتار ستو  کش. از طرفی کاربرد آفت(2014

محیط زیست و دیگر موجودات زنده بخصوص روی انسان، 

 Xu et al., 2001; Arthur)گذارد دشمنان طبی ی آفات می

& Philips, 2003; Wei et al., 2003) .یریبکتارگ لتذا 

 زیستی ضتروری استت کنترل ژهیو به ییایمیرشیغ یهاروش

Lacey et al., 2001) ،1396و م قتولی فترد و همکتارانa .)

یکتتتتتی از  Bacillus thuringiensis  (Bt)بتتتتتاکتری

هتتای متتؤثر در کنتتترل آفتتات کشتتاورزی و میکروارگانستتیم

 Lacey et al., 2015; Salehi Jouzani et)هتا استت جنگل

al., 2017) باکتری .Bt باکتری هوازی و گرم مثبتت استت ،

که توانایی تولید بلورهای پروتئینی سمی یا دلتا اندوتوکسین 

شوند( در طول کد می cryهای برای حشرات )که توسط ژن

دوره استپور زایتتی دارنتتد. ایتتن بلورهتتای پروتئینتتی خا تتیت 

کشتتندگی بتتالایی روی طیتتی وستتی ی از آفتتات  بخصتتوص 

پوشتتتان و دوبتتتالان دارنتتتد  داران، ستتتخت بتتتالپولتتتکبال
(Mansour et al., 2012; Marzban et al., 2016; Salehi 

Jouzani et al., 2017) .از  رگونتهیز 100از  شیبت تتاکنون

 یپیو ستروتا یکیلتوژنتیمختلتی ف اتیبا خصو  Bt یباکتر

دهته  3 یآمتار، در طت نیاساس آختر برشده است.  ییشناسا

ژن  cry (cry1–cry78 ،)147ژن مختلی  820 حدودگذشته 

vip (vip1–3 و )ژن  40cyt (cyt1–3 )مختلتی  یهاهیسو در

Bt بتا یاهتژن میعظت تنتو  نیتاشده است.  ییشناسا ایدر دن 

 کیتتبتته  لیدرا تبتت Bt یبتتاکتر ع،یوستت یکشتتحشتتره دامنتته

 ایترده در دنمنحصر به فرد بتا کتاربرد گستت یستیکش زآفت

 (.Azizoglu et al., 2020نموده است )

روی لاروهتای  Cry9و  Cry1 ،Cry2های پروتئینی کریستال

. (Bravo et al.,1998)داران بیشترین تیثیر را دارند پولکبال

از راستته  S. littoralisکه لاروهای ستن اول و دوم در حالی

داران حساسیت بالایی نسبت بته دلتتا اندوتوکستین پولکبال

اختصا ی خود دارند امتا لاروهتای ستن ستوم تتا ششتم در 

 Dutton)دهنتد ب ضی موارد به این سموم مقاومت نشان متی

et al., 2003) از آنجتتا کتته کنتتترل ب ضتتی آفتتات بتتا .

ممکتتن نیستتت،  Btروتئینتتی موجتتود بتتاکتری های پکریستتتال

مطال ه بیشتتر روی ستموم زیستتی بتا قتدرت کشتندگی بتالا 

کته، گستترش مقاومتت حشترات ضروری است. بتدلیل ایتن

هتتای مت تتددی نیتتاز دارد، بتته مکانستتیم ،Btنستتبت بتته ستتموم 

نستتتبت بتتته  Btهتتتای مقاومتتتت آفتتتات بتتته فرمولاستتتیون

تمتال کمتتری های شمیایی با سرعت کمتر و بتا احکشآفت

 ,.Ullah et al., 2014; Qayyum et al)گیترد  تورت متی

های بتومی جدیتد و متؤثر بتا . با این حال، یافتن سویه(2015

احتمتال بتروز مقاومتت کمتتر ایتن آفتات بته آنهتا ضتتروری 

. لتذا، هتدف از اجترای  (Magholifard et al.,2020)استت

 وی پروانتتهر Btهتتای بتتومی تحقیتتق حاضتتر، غربتتال ستتویه

و انتختتاس ستتویه و محتتیط کشتتت  ختتوار مصتتری پنبتتهبرگ

 مناسب برای کنترل آفت مذکور بود.

 

 مواد و روش ها

 پرورش حشره –1

از مزار  پنبه دزفول  S. littoralisلاورهای سنین مختلی  

آوری و در اتاق پرورش سترون تحت شترایط محیطتی جمع

در تد و دوره  65درجه سلسیوس، رطوبتت نستبی 27دمای 

ساعت روی غذای مصتنوعی ابتداعی توستط  8:16ایی روشن

Navon (1985)  .بتا تدییراتتی بته شترر زیتر پترورش یافتنتد

در ( ♀ 15 + ♂15تتتایی ) 30های حشتترات بتتال  در دستتته

 25و ارتاتتا ،  17ای پلاستتتیکی بتته قطتتر، ظتتروف استتتوانه

متر قرار گرفتند. سطح درونی دیواره ظروف بته وستیله سانتی

ی پوشتانده شتد و در کتی استتوانه، پتتری اکاغذهای حوله

قتترار داده شتتد. بتترای تهیتته غتتذای  %10حتتاوی آس عستتل

 24گرم لوبیتا چیتتی کته بته متدت  5/266مصنوعی لاروها، 

گترم مخمتر  40ساعت در آس خیسانده شده بتود بته همتراه 

ین )متیتتتل پاراهیدروکستتتی ژآبجتتتو، دو و نتتتیم گتتترم نپتتتا

ستوربیک، چهتار  بنزووآت(، یک و بیست و پنج گرم استید

ستی ستی آس مقطتر، توستط  400گرم اسید آستکوربیک و 

 16دستگاه مخلوط کن برقی به خوبی مخلتوط شتد. حتدود 

سی سی آس مقطر ریخته و پتس از  400گرم آگار را داخل 

اتوکلاو با بقیه متواد مخلتوط شتد. غتذای آمتاده شتده را بته 

ظروف نگهتداری غتذای مصتنوعی منتقتل و در یخنتال در 
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چهار درجه سلیسیوس نگهداری شتد )بتا تدییراتتی در دمای 

 (.Navon, 1985جیره ارایه شده توسط 

 

 مراحل آماده سازی بالتری –2

هتای قتبلا از ختا  کته Btستویه بتومی بتاکتری  118ت داد 

زراعتتی منتتاطق مختلتتی کشتتور جداستتازی شتتده بودنتتد از 

کلکستتیون بختتش تحقیقتتات کنتتترل بیولوژیتتک مؤسستته 

 ,Marzban)کی کشتتور دریافتتت شتتد تحقیقتتات گیاهپزشتت

2002; Marzban & Salehi, 2006) چهتتار روز ب تتد از .

در  Nutrient agarهتا روی محتیط کشتت کشت اولیه سویه

بتاکتری کشتت داده  درجه سلسیوس، سته لتوا از 27دمای 

 99لیتر آس مقطر استریل مخلوط شد و بته شده در یک میلی

اره گوشت، پنج )سه گرم عص R2NBمحیط کشت لیتر میلی

گترم عصتاره بترنج در یتک لیتتر آس مقطتر  50گرم پپتون، 

اضافه شد که به مدت  یلیترمیلی 250استریل( در ارلن های 

دور  100درجه سلستیوس و سترعت  27ساعت در دمای  48

در دقیقه داخل شیکرانکوباتور و سپس به مدت یک ستاعت 

قترار زایتی بیشتتر درجه سلستیوس بترای استپور –4در دمای 

های اولیته گرفتند. ب د از کشت نهایی و انجام زیست سنجی

هتای برای بدست آوردن غلظت مطلوس، سوسپانسیون سویه

لیتر بوسیله رقیق کردن با اسپور در میلی 310باکتری با غلظت 

Tween 80 (0.4%) .تهیه شد 

 

 های بالتریگری سویهغربال –3

وزه بصتورت هتا، لاروهتای پتنج رگری سویهبرای غربال

متر و قطر انارادی داخل ظروف پلاستیکی )ارتاا  سه سانتی

متر متر( حاوی غذای مصنوعی به اب اد یک سانتیشش سانتی

مک ب قرار گرفتند. برای هر سویه سه تکرار و در هر تکترار 

 لیتترعدد لارو استااده شد. هر غذای مصنوعی با نیم میلی 15

گیتر آلتوده شتد و تیمتار هاز غلظت ساخته شده بوسیله نمونت

شاهد غذای مصنوعی بدون آلودگی در نظر گرفته شد. برای 

اطمینان از تدذیه لاروها از غذای آلوده، لاروها به متدت دو 

 Burges) نشدند هیتدذتا چهار ساعت قبل از شرو  آزمایش 

& Thompson, 1971) ظروف داختل ژرمینتاتور در دمتای .

در تتتد و دوره  65 درجتتته سلستتتیوس، رطوبتتتت نستتتبی 27

ستتاعت و  48ستتاعت قتترار گرفتنتتد. ب تتد از  8:16روشتتنایی 

اطمینان از تدذیه لاروها از غذای آلوده، لاروهای زنده مانده 

به داخل ظروف مشتابه همتراه بتا غتذای مصتنوعی عتاری از 

آلودگی منتقل شدند. میزان مرگ و میر لاروها تا هات روز 

هتای شدن سویه از شرو  آزمایش ثبت شد. پس از مشخص

هتا در دو محتیط مؤثر بتاکتری در کنتترل ایتن آفتت، ستویه

بطتتور جداگانتته کشتتت  R2NBو Nutrient Brothکشتتت 

شدند و آزمایشاتی مشابه با مراحل و شرایط آزمایشات قبلی 

های متؤثر سی اثر محیط کشت روی عملکرد ستویهبرای برر

  ورت گرفت. 

 

 مؤثرترین سویه بالتری 50LC تعیین –4

 .Sمتتؤثرترین ستتویه بتتاکتری روی  50LC بتترای ت یتتین

littoralis سنجی اولیه های حداقل و حداکثر با زیستغلظت

هتتای محاستتبه و بتتا استتتااده از فوا تتل لگتتاریتمی غلظتتت
610×9/1 ،610×3/6 ،710×9/1 ،710×3/6 ،810×9/1 ،
بتتتترای انجتتتتام لیتتتتتر میلیاستتتتپور در  9/1×910و 3/6×810

روی لاروهتتای پتتنج روزه آفتتت ستتنجی آزمایشتتات زیستتت

لارو بترای هتر غلظتت در سته تکترار  30ساخته شتد. ت تداد 

های قبلتی انجتام انتخاس شد. آزمایش مانند شرایط آزمایش

شد و شمارش تلاات از روز دوم آلتودگی بصتورت روزانته 

 ثبت شد.

 

 های مؤثر بالتریدر سویه cryهای ردیابی ژن –5
 DNAاستخراج  –1–5

بته  هتاابتدا سویهبومی،  هایسویهاز  DNAج برای استخرا

کشتتت داده  Luria–Bertaniمتتدت یتتک شتتب در محتتیط 

منتقتتل و  یلیتتترمیلییتتک و نتتیم  شتتدند. ستتپس بتته تیتتوا

انجام  دور در دقیقه( 14000سرعت  )پنج دقیقه با وژیسانتریا

میکرولیتتر آس  100 و ستپس مایه رویی دور ریخته شد .شد

 یتکپلتت ریختته شتد. بته متدت  مقطر دو بار استتریل روی

 از ب تد. شتد داده قترار درجه سلسیوس –70 ساعت در دمای

 به متدت پتنج دقیقته بته مستقیماً هاویال ساعت یک گذشت

بترای جداستازی متواد اضتافه، بته  .شتدند منتقتل جوش آس

دور در دقیقته ستانتریاوژ  14000مدت پنج دقیقه بتا سترعت 
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بکار گرفته  PCRبرای  DNA نمونه عنوان به رویی مایع. شد

با استااده از دستگاه استپکتروفتومتر  DNAغلظت نمونه شد. 

 گیری شد.اندازه )TMNanoDrop(نانودراا 

 

 (PCR)ای پیی مراز والنش زنجیره –2–5

بررسی حضور یا عتدم حضتور برای  ،DNAب د از استخراج 

 cry2Abو   cry1 ،cry1Ab ،cry1Ac ،cry1C،cry2 هتایژن

استتتتااده شتتتد  1هتتتای اشتتتاره شتتتده در جتتتدول از آغازگر
(Jua´rez–Pe´rez  et al., 1997; Seifinejad et al., 2008; 

Salehi Jouzani et al., 2008) .PCR  براستتاس روش

(Jua´rez–Pe´rez et al., 1997)  نتانوگرم کتل  250بترای

DNA  واحتتد آنتتزیم تتتک  5/2بتتاکتری بتتاDNA متتراز پلی

(Taq–DNA polymerase) ،200  میلتتتی متتتولار از هتتتر

یتک میلتتی ، dNTP)دزوکستی نوکلئوتیتتدهای سته فستتااته )

مولار از هر آغتازگر و سته میلتی متولار دی کلریتد منیتزیم 

)2MgCl(  تورت گرفتت. میکترو لیتتر  50در حجم نهتایی 

ای پلیمراز با استااده از دستتگاه ترموستایکلر واکنش زنجیره

رت گرفت. (  و(Bio–Red thermal cycler کت بیورادرش

–Pre)مراحل واکنش شتامل مرحلته واسرشتته ستازی اولیته 

denaturation)  5درجتته سلستتیوس بتته متتدت  94در دمتتای 

 94در دمتای  (Denaturation)دقیقه، مرحله واسرشته سازی 

چرخته(، مرحلته  25درجه سلسیوس بته متدت یتک دقیقته )

درجته سلستیوس  45در دمای  (Annealing)اتصال آغازگر 

در دمتای  (Extension) ثانیته، مرحلته گستترش  45به مدت 

درجه سلسیوس به مدت دو دقیقه و نهایتا مرحله گسترش  72

درجته سلستیوس بته  72در دمای (Final extension) نهایی 

 چرخه( بود.  25) دقیقه 10مدت 

 هاو آنالیز داده PCRالكتروفورز محصول  –3–5

–Tris در بافر در د یک بر روی ژل آگارز PCRمحصول 

acetate–EDTA  در دستتتتگاه الکتروفتتتورز آنتتتالیز و وزن

 1kb حا تله بته همتراه متارکر PCRمولکولی محصتولات 

ladder مربوطه )حاوی اتیدیوم بروماید( . ژل گیری شداندازه

ژل  سپس بتا دستتگاه وتحت نور لامپ ماورا  بناش بررسی 

برداری شد. در نهایتت انتدازه بانتدهای بدستت عکسدا  

با اندازه مورد انتظار مقایسه شد. لازم به ذکر است کته  آمده

 .دشآزمایشات برای هر ژن حداقل دو بار تکرار 

 موثر بر راسته بالپولکداران مورد استااده در تحقیق حاضر cryهای آغازگرهای عمومی و اختصا ی ژن –1جدول

Table 1. The universal and specific primers for lepidopteran active cry–type genes used in the present study 
 

Accession 

No. 
Product Size 

(bp) 
Sequence Primer Name cry 

gene 

  
1500–1600 

Degenerate           5 '–

TRACRHTDDBDGTATTAGAT–3 ' 
UNcry1(+) cry1 

Degenerate           5 '– 

MDATYTCTAKRTCTTGACTA–3 ' 
Note:  

B= C, G, or T;       D= A, G, or T;     H= A, C, or 

T;  
K= G or T ;            M= A or C;         R= A or G;    

      Y= T or C. 

UNcry1(–) 

M13898        1371 5 '– CGGATGCTCATAGAGGAGAA–3 ' SPcry1Ab(+) cry1Ab 
       5 '–TRACRHTDDBDGTATTAGAT–3 ' UNcry1(–) 

M11068 844        5 '– GGAAACTTTCTTTTTAATGG–3 ' SPcry1Ac(+) cry1Ac 
       5 '–TRACRHTDDBDGTATTAGAT–3 ' UNcry1(–) 

X07518      1,176 5 '– ATTTAATTTACGTGGTGTTG–3 ' SPcry1C(+) cry1C 
         5 '–TRACRHTDDBDGTATTAGAT–3 ' UNcry1(–) 

M31738  
X55416  
X57252 

   680–700 5 '–GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG–3 ' UNcry2(+) cry2 

5 '–CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT–3 ' 
UNcry2(–) 

X55416      546 5 '–GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG–3 ' UNcry2(+) cry2Ab 
5 '–TGGCGTTAACAATGGGGGGAGAAAT–3 ' SPcry2Ab(–) 
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 تجزیه و تحییل آماری –6

ها در قالب طرر کاملا تصادفی انجام و در د آزمایش

، M [%]= [(t–c)/(100–c)]×100تلاتات بتا فرمتول ابتوت 

=  t= در تد مترگ و میتر ا تلار شتده،  M)  ا لار شتد 

= در د مرگ  Cدر د مرگ و میر مشاهده شده در تیمار، 

آزمتایش  های حا ل از. داده(Abbott, 1925)و میر شاهد( 

( SPSS, 1998تجزیه و تحلیتل شتد ) SPSSتوسط نرم افزار 

هتا بوستیله آزمتون دانکتن در ستطح پتنج و مقایسه میتانگین

هتای جاتتی در ستطح پتنج در تد نمونه Tدر د و آزمون 

 50غلظتت کشتنده  SASبررسی شد. با استااده از نرم افتزار 

) SASمتتؤثرین ستتویه بتتاکتری محاستتبه شتتد 50LCدر تتد 

Institute, 1999) . 

 

 نتایج

سویه باکتری با  118بر اساس نتایج بدست آمده از بین 

 .Sلیتر روی لاروهتای پتنج روزه اسپور در میلی 310غلظت 

littoralis چهتتتتتار ستتتتتویه ،GON–9 ،QM–2 ،GN–13  و

QM–1  در تتد،  33/43و  67/46، 70، 33/93بتته ترتیتتب بتتا

 GN–12 ،EN–2هتایسویهو  تلاات را داشتهبالاترین میزان 

،GON–12 ،GON–7،CHI–2 ،AGI–7 ،AGI–3  وAGI–

 .(2)جدول  تیثیر بودندبی  2

مقایسه عملکرد چهتار ستویه متؤثر بتا بتالاترین در تد 

نشتتان داد کتته  NBو  R2NBتلاتتات در دو محتتیط کشتتت 

 .Sروی مرگ و میر لاروی  R2NBاکتری در محیط کشت ب

littoralis نسبت به NB از عملکترد  دار دارد وتااوت م نتی

 (.1)شکل  خیلی خوبی برخوردار است

هتا در محتیط کشتتت بتا توجته بتته عملکترد بهتتر ستتویه

R2NBسنجی چهار سویه مؤثر در این محیط کشت ، زیست

داری نسبت به سه ستویه بطور م نی GON–9نشان داد سویه 

 =F(3,8))دیگتتر دارای اثتترات کشتتندگی بتتالاتری استتت 

10.08, P˂0.004)  (3)جدول 

  Spodoptera littoralisروی لارو پنج روزه ی بوم Bacillus thuringiensisهای سنجی سویهزیست –2جدول 

Table 2. Bioassay of the Bt native isolates on the 5–old–day larvae of Spodoptera littoralis 

Mortality (%)±SE Isolate Mortality (%)±SE Isolate 
efg16.67±3.33 GN–17 def20±5.78 AGI–1 

gh6.67±3.33 GN–18 h0±00 AGI–2 
fgh10±5.78 GN–19 h0±00 AGI–3 
de30±5.78 GON–3 efg13.33±6.67 AGI–4 

efg16.67±6.67 GON–4 cd36.67±10 AGI–5 
gh6.67±3.33 GON–5 de26.66±14.5 AGI–6 
gh6.67±3.33 GON–6 h0±00 AGI–7 

h0±00 GON–7 gh3.33±3.33 AGI–8 
gh6.67±3.33 GON–8 def20±5.78 AL–1 

a93.33±3.33 GON–9 de26.67±6.67 AL–2 
efg13.33±3.33 GON–10 gh6.67±3.33 AL–3 
efg13.33±6.67 GON–11 def20±5.78 AL–4 

h0±00 GON–12 def20±5.78 AL–5 
efg16.67±3.33 HN–1 gh6.67±6.67 AL–6 

de30±5.78 HON–1 def20±00 AL–7 
gh676.67±6. HON–2 efg16.67±8.81 AL–8 
gh3.33±3.33 HON–3 def20±5.78 AL–9 
cd33.3±6.67 IM–1 gh3.33±3.33 AL–10 
de26.67±6.67 KH–1 gh3.33±3.33 AL–11 

gh3.33±3.33 KH–2 fgh10±5.78 AL–12 
def23.33±3.33 KH–3 efg16.67±6.67 AL–13 

gh3.33±3.33 KH–4 de30±5.78 ASHI–1 
hfg10±00 KH–5 efg16.67±8.82 ASHI–2 

efg16.67±12.01 KH–6 gh6.67±3.33 ASHI–3 
de30±5.78 KH–9 efg13.33±3.33 BR–1 

cd33.33±16.67 KH–10 fgh10±00 BR–2 
de30±10 KD–1 gh6.67±6.67 BR–3 
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gh3.33±3.33 KD–2 efg13.33±13.33 BR–5 
cd36.67±8.82 KD–3 def20±11.55 BR–6 

gef16.67±3.33 KD–4 efg13.33±6.67 BR–7 
def20±5.75 KD–5 fgh10±5.78 CHI–1 

gh6.67±3.33 KD–6 h0±00 CHI–2 
gh6.67±3.33 KD–7 fgh10±5.78 CHI–3 
gh6.67±3.33 KN–1 gh6.67±3.33 CHI–4 
gh3.33±3.33 KN–2 gh6.67±6.67 CHI–5 
gh3.33±3.33 KN–3 de30±25.2 CHI–6 

fgh10±00 KN–4 hg3.33±3.33 CHI–7 
de30±10 KON–1 gh6.67±3.33 CHI–8 

efg16.67±6.67 KON–3 gh3.33±3.33 CHI–9 
gh6.67±3.33 KON–4 h0±00 CHI–10 
gh6.67±3.33 KON–5 efg13.33±8.82 CHI–11 
gh3.33±3.33 KON–6 gh6.67±6.67 EN–1 

def20±00 KON–7 h0±00 EN–2 
fgh10±00 MI–1 fgh10±00 EN–3 

fge13.33±8.82 MI–2 fgh10±5.77 EN–4 
gh6.67±3.33 MN–1 efg16.67±3.33 EN–5 

def20±5.75 MN–2 gh6.67±3.33 FS–1 
efg16.67±12.01 QN–1 fgh10±5.75 GN–2 
bc46.67±23.33 QM–1 fgh10±5.75 GN–3 

b70±10 QM–2 efg16.67±3.33 GN–4 
def20±5.78 TN–1 gh3.33±3.33 GN–5 

efg13.33±6.67 YD–1 gh67±3.336. GN–6 
def20±11.54 YD–2 gh6.67±3.33 GN–7 

fgh10±00 YD–3 gh3.33±3.33 GN–8 
fgh10±00 YD–4 efg13.33±13.33 GN–9 

gh3.33±3.33 YD–5 def23.33±8.82 GN–10 
  efg16.67±6.67 GN–11 

  h0±00 GN–12 

  c43.33±3.33 GN–13 

  def20±15.27 GN–14 

  efg13.33±13.33 GN–15 

  efg13.33±13.33 GN–16 

  117 DF 

  3.418 F 

  0.001 P 

 کستانی حتروف یدارا کته ییهتانیانگیم( انجام شتد و P <0.05باشند. آزمون دانکن )می (SE±)های جدول بصورت میانگینداده

 .ندارند یداریم ن اختلاف هم با هستند ستون هر درون
The data in the table are means (±SE). Means within the same column followed by a different letter are 

significantat (P <0.05), according to Duncan test. 
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 NBو  R2NBهای کشت در محیط Spodoptera littoralisرو پنج روزه روی لا  Btهای منتخبسنجی سویهنتایج زیست –1شکل 

Fig.1. The bioassay results of the selected Bt strains on the 5–day–old larvae of Spodoptera littoralis in R2NB 

and NB media 

 

 Spodoptera( روی لارو پتنج روزه R2NBدر محتیط کشتت  شتدهکشتت ) Btهتای منتختب سنجی سویهنتایج زیست –3جدول 

littoralis  
Table 4. The results of bioassay of the selected strains cultured in R2NB on the 5–day–old larvae of Spodoptera 

littoralis  
Mortality (%)1,2 Isolate 

81.6±2.23a GON–9 
60.9±4.47b QM–2 
40.2±9.67c GN–13 
47.1±2.2bc QM–1 

3 DF 
10.08 F 
0.004 P 

 هتم بتا هستتند ستتون هتر درون کستانی حتروف یدارا کته ییهانیانگیم و باشندیم( SE) نیانگیم  ورتبه جدول یهاداده –1

 (.>05/0P دانکن، آزمون) ندارند یداریم ن اختلاف

 ا لار شد. Abbotدر د تلاات توسط فرمول  –2
1. The data in the table are means ±SE. Means within the same column followed by a different letter are 

significant (P <0.05), according to Duncan test. 

2. The percentage of mortality was corrected using Abbot’s formula. 

 

پتنج لارو  یرو یباکتر GON–9 یهسو )75LC(در د  75( و 50LC) در د 50 ،) 25LC(در د  25کشنده  ت یین مقادیر –4جدول 

 Spodoptera littoralisروزه 
Table 5. The bioassay results of the strain GON–9 on the 5–day–old larvae of Spodoptera littoralis 

 

 

 

 

 

Isolate 

 

25LC 

 

50LC 

 

75LC 

 

Slope 

 

Interce

pt 

 
2ᵪ 
 

 

df 

 

Pr> 

Chisq 

GON–9 

 

510×8.31 

–410×8.1(

)610×2.9 

710×2.78 

–710×1.1(

)710×6 

810×9.69 

–810×3.6(

)910×5.2 

0.44 –3.28 1.42 5 0.922

2 
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 75( و 50LCدر تد ) 25LC ( ،50(در تد  25مقادیر کشنده 

بتاکتری روی لاروهتای پتنج  GON–9سویه  )75LC(در د 

و  8/2×710، 3/8×510بته ترتیتب برابتر بتا  S. littoralisروزه
و جتدول  2محاسبه شد )شکل  اسپور در میلی لیتر 7/9× 810

4.) 

ان داد کته های منتخب نشدر سویه cryهای نتایج ردیابی ژن

 cry1Ab ،cry1Ac ،cry1Cشتامل cry1های ژن زیر مجموعه
وجود  GON–9و  GN–13، QM–1 ،QM–2یه چهار سو در

–QM–1 ،QMهای یهسودر  cry2Abحال ژن  ینبا ادارند. ن

 (.3مشاهده شد )شکل  GON–9و  2

 
روی لاروهتای  GON–9نتایج زیست سنجی سویه  –2شکل

 Spodoptera littoralis روزه پنج
Fig. 2. The bioassay results of the strain GON–9 on 

the 5–day–old larvae of Spodoptera littoralis 
 

 
سویه های  %1روی ژل الکتروفورز  PCRمحصول  –3شکل 

Bt ،A :QM–1 ،B :QM–2 ،C:GON–9  ،D ،کنترل مناتی :

E مارکر لدر ،.(Ladder) 
Fig. 3. Agarose gel (1%) electrophoresis of PCR 

products amplified from Bt strains. A: QM–1, B: 

QM–2, C: GON–9, D: negative control, E: 

molecular weight marker (1kb). 

 بحث

ستتویه بتتومی  118در ایتتن تحقیتتق قتتدرت بیمتتارگری 

شتد.  بررستی خوار مصری پنبه، روی پروانه برگBtباکتری 

–GON–9 ،QM–2 ،GNویه چهار س بر اساس نتایج حا له،

 33/43و  67/46، 70، 33/93بتتته ترتیتتتب بتتتا  QM–1و  13

در د تلاات لاروی ب نوان سویه های مؤثر انتختاس شتدند. 

، KON–4هتای نتایج تحقیقات قبلی نشان داده بود که ستویه

YD–5 ،AGI–2 ،MI–1 ، KH–4 وQM–1  باکتریBt  روی

 Xanthogaleruca)ختوار نتارون لاورهتای سوستک بترگ

luteola)  کشتتندگی  %65و  85، 53، 56، 68، 75بتته ترتیتتب

. در تحقیق حاضر، این شش (Nazarian et al., 2009)دارند 

خوار روی لاروهای پروانه برگ QM–1سویه باکتری به جز 

تتتیثیر کمتتی داشتتتند کتته نشتتان  (S. littoralisمصتتری پنبتته )

ستتند. پوشتان متوثر هبتالها بیشتر بر سختدهد این سویهمی

های متااوت کتد ، وجود ژنBtهای دلیل تیثیر متااوت سویه

طور میتزان بیتان ایتن و همین (Cry)های سمی کننده پروتئین

 Btهای مختلتی بتاکتری . سویه(Federici,1999)هاست ژن
حتی در یک گونه در میتزان بیمتاریزایی بترای یتک حشتره 

 توستط  هتای مختلتی تولیتد شتدهخاص  به دلیتل توکستین

. (Dulmage, 1970)ها ممکتن استت متاتاوت باشتند استرین

 GON–9طبق نتایج حا له از این تحقیق، از بین چهار سویه 

 ،QM–2  ،GN–13  وQM–1 ، ستتتتویهGON–9  متتتترگ و

ان داد. نشتتت .littoralis  Sمیتتتری بیشتتتتری روی لاروهتتتای 

همننین نتایج تحقیق حاضر نشان داد که نو  محتیط کشتت 

های تولیتد موثر است. سویه Btهای ی سویهبر میزان کشندگ

عملکترد بهتتری  NBنسبت به  R2NBشده در محیط کشت 

ها از نظر کشندگی نشان دادند. عملکردهای متااوت باکتری

هتتای مختلتتی احتمتتالا مربتتوط بتته میتتزان در محتتیط کشتتت

هتای است. بیان ژن(cry) های مؤثر باکتری تحریک بیان ژن

بستته بته محتیط  ،Btهای سمی روی ژنتوم بتاکتری کریستال

. (Dutton et al., 2005)کشتتت بتتاکتری متاتتاوت استتت 

 ,cry2Ab (Dahi, 2012) ،cry1Ac (Greenplateهتتای ژن

و  (Gossypium barbadense)در گیاه پنبه تراریخته  (1999

 cry2Abو ژن  cry1Ab  (Dutton et al., 2005)ژن 

(Svobodová et al., 2016)  در ذرت تراریختتته(Zea 
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mays)  و ژنcry1Ab  در چدندرقنتتتتد تراریختتتتته(Beta 

vulgaris) (Jafari et al., 2009)  بیان شده و باعث مقاومت

و  S. littoralisشتد.  S. littoralisاین گیاهان در برابر آفتت 

ای پولکتتداران در لاروهتتای ستتن اول و دوم داربقیتته بتتال

های خاص خود دارند در نحساسیت بالایی نسبت به توکسی

حالی که از سن سوم لاروی به ب د، بته دلیتل ف الیتت بتالای 

شتود، پروتئولیتیک که منجر به تخریب کامتل توکستین متی

. در (Bai et al., 1993; Keller et al., 1996)مقاومنتد 

هتتای متتواردی بتتا وجتتود بیتتان ژن و ستتاخته شتتدن کریستتتال

هتای ستین بته گیرنتدهپروتئینی، به دلیل کتاهش اتصتال توک

موجود در روده میانی، کاهش حل شدن پروتوکسین، انجتام 

فرآیندهای پروتئولیتیتک پروتوکستین و تخریتب و رستوس 

نشتتان داده شتتد  Btتوکستین توستتط پروتئازهتا، مقاومتتت بته 

(Bruce et al., 2007)تر علیته های قوی. بنابراین یافتن سویه

S. littoralis عملکرد بهتر و مبارزه  و انتخاس محیط کشت با

تر برای کتاهش مقاومتت بته با لاروهای آفت در سنین پایین

باکتری و کاهش  دمات حا تل از تدذیته لاروهتا اهمیتت 

 دارد. 

ستویه  )50LC(در د  50در این تحقیق، غلظت کشنده 

9–GON 710×8/2 لیتتتر محاستتبه شتتد. در استتپور در میلتتی

غلظتتت  تحقیقتتات  تتورت گرفتتته توستتط دیگتتر محققتتین،

بتاکتری  66Kو  27Mهتای ستویه )50LC(در د  50کشنده 

Bt ختوار برای کنترل لاروهای تازه تاریخ شده پروانه بترگ

استپور در  89/0×810و  31/0×810 مصتری پنبته، بته ترتیتب 

سویه  et alAlfazairy ( .50LC ,.2013(لیتر محاسبه شد میلی

27M  50با مقدارLC  9ستویه–GON شتابه در مطال تات متا م

ستویه   50LCبتا  66Kستویه  50LCبود. علتت تاتاوت مقتدار 

GON–9 توان تاتاوت در ستن لاروی و در این تحقیق را می

مقتدار غلظتت  Salama et al.(1989)نو  ستویه بیتان کترد. 

 HD–635و  HD–129هتای سویه )50LC(در د  50کشنده 

به  روی لارو سن دوم پروانه برگخوار مصری پنبه Btباکتری 

لیتتر بیتان میکروگترم در میلتی 6/1×310و 2/2×310 تیتب تر

 50LC ،Ac1Cryمقتتتدار   et alHatem).2012(کردنتتتد. 

 S. littoralis ،1010×8/5روی لارو ستتن اول  Btبتتاکتری 

لیترمحاستتبه کردنتتد. علتتت اختتتلاف در میکروگتترم در میلتتی

توان تااوت در روش آزمایشها و تااوت در نتو  نتایج را می

 دانست.  cryهای اوت در بیان ژنسویه و تا

، cry1 ،cry2 ،cry1Acهتای در این مطال ه، وجتود ژن

cry1C  وcry2Ab  کتته روی حشتترات راستتته بالپولکتتداران

، GON–9هتای در ستویه cry2Abمؤثرند، بررسی شد و ژن 

QM–1  وQM–2 .نژاد و همکتاران وجتود سیای ردیابی شد

 .Hهتتتای بتتتر علیتتته لارو QM–1در ستتتویه  cry2Abژن 

armigera  گزارش کردند(Seifinejad et al. 2008) لیو و .

هتتای کریستتتالی همکتتاران گتتزارش کردنتتد کتته توکستتین

Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry2Aa  وCry2Ab  بیشتتتتترین اثتتتتر

 Liao et)دارنتد  H. armigeraکشندگی را روی لاروهتای 

al., 2009)های . سویهBt هتایحاوی ژنcry1  وcry2  روی

. (Alfazairy et al., 2013) مؤثرنتد S. littoralisلاروهتای 

، cry1Aaهتتای حتتاوی ژن Btی بتتومی بتتاکتری هتتاستتویه

cry1Ac ،cry2  وcry3  بیشترین اثر کشندگی روی لاروهای

S. littoralis  نشتان دادنتد(Aly et al., 2008)هتای . ستویه

باعتتث متترگ و میتتر  cry1Acو  cry2Abهتتای حتتاوی ژن

.در پایتتان بتتا  (Dahi, 2012)شتتدند S. littoralisلاروهتتای 

گیری نمتود گونه نتیجهتوان اینتوجه نتایج تحقیق حاضر می

روی لاروهای پروانه   cry2Abهای حاوی ژن ف ال که سویه

ختوار مصتری پنبته کشتندگی ختوبی دارنتد و در ایتن برگ

کته حتاوی  QM–2و  GON–9 ،QM–1تحقیق نیز سه سویه 

روهتای ایتن آفتت اثتر کشتندگی این ژن بودند روی ایتن لا

بالایی نشان دادند. در ضمن تحقیق حاضر نشان داد که نتو  

اثر م نتی  Btهای محیط کشت استااده شده برای تولید سویه

 دارد. Btهای داری بر میزان کارایی و سمیت سویه
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Abstract  

The Egyptian cotton leafworm is a polyphagous pest with a broad range of hosts causing annually 

significant damage to agricultural crops. It has been found that no all strain of Bacillus thuringiesis are effective 

on this pest and small numbers of the isolates are effective due to the contents of their crystalline proteins. The 

aim of the present study was to obtain native isolates of Bt that were capable of controlling and investigate the 

effect of growth medium of Bt on the insecticidal ability of selected isolates. Hence, the pathogenicity of 118 

native isolates of B. thuringiesis cultivated in R2NB medium were determined on five–day–old larvae of 

Spodptera.littoralis at 27 °C on artificial diet. The mortality rate of 118 native isolates of Bt with a concentration 

of 103 spore ml–1 illustrated that the highest mortality rates belong to four isolates GON–9, QM–2, GN–13 and 

QM–1 with 93.33, 70, 46.67 and 43.43, respectively. In addition, GN–12, EN–2, GON–7, CHI–2, AGI–7, AGI–

3 and AGI–2 isolates were ineffective on S. littoralis larvae. Then, the effective isolates grown in nutrient broth 

and R2NB medium were evaluated on mentioned pest. The results showed that the four selected isolates were 

more lethal on R2NB medium than NB on larvae of Egyptian cotton leafworm and their differences were 

significant. Also, the content of cry genes particularly cry 2Ab in effective isolates were examined and traced. 

The outcomes of polymerase chain reaction demonstrated QM–1, QM–2 and GON–9 have cry 2Ab. 

Keywords: pathogenicity, Egyptian cotton leafworm, Bacillus thuringiesis, medium, cry gene 
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