
  

 

  

  

  

  

 هايتاكستان از خاك Bacillus thuringiensisجداسازي جدايه هاي بومي باكتري 

 Tribolium و ارزيابي سميت آن روي لارو و حشرات كامل شهرستان سلماس

castaneum(Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae)  
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 چكيده

 Bacillus thuringiensis شرايط آب و هوايي يافت مي بيشتر كه در سراسر جهان و در استيك باكتري گرم مثبت، اسپورزا و خاكزي 

ورزي طور اختصاصي آفات مهم محصولات كشاه  كه بدكنپروتئين هايي توليد مياين باكتري ، cyt و cry و vipبه دليل وجود ژن هاي . شود

 Bt جدايه بومي باكتري 25 سميت بدين منظور. كندكنترل ميآلوده و از جمله سخت بالپوشان، بالپولكداران، دوبالان و حتي نماتدها را 

-جدايه. مورد بررسي قرار گرفتند Tribolium castaneum هاي زراعي شهرستان سلماس روي لارو و حشره كاملجداسازي شده از خاك

 ،براساس نتايج. هاي مرفولوژيكي كريستال با استفاده از ميكروسكوپ نوري مطالعه شدويژگي. ندشد جداسازي استات  روشبر اساس Bt هاي

ها  درصد جدايه40در مرحله حشره كامل اين آفت . دو هرمي بودندها داراي كريستال پروتئين  درصد جدايه40 جداسازي شد و Bt جدايه 25

نشان دادند و بطور كلي نتايج نشان داد كه باكتري تاثير قابل توجهي  %75و % 25ها به ترتيب تلفاتي بيش ازدايه درصد ج8و در مرحله لاروي 

  . روي لارو و حشره كامل حشرات مورد بررسي داشت

  

   Tribolium castaneumسميت،  ،هاجدايه ،Bacillus thuringiensisباكتري : كلمات كليدي

   مسئول مكاتبه٭
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  مقدمه

تـرين عامـل محـدود كننـده در توليـد       حشرات آفت مهـم  

ــاطق     ــالانه در من ــستند و س ــشاورزي ه ــصولات ك ــق مح موف

برنـد   درصـد محـصول را از بـين مـي          25 تا   15 مختلف حدود 

)Boulter et al., 1989( .  

 هـا  رويه از آفـتكش   ي بي   يش از حد و استفاده     وابستگي ب 

منجر به خسارت جبران ناپذيري به محيط زيست شده است و          

هـا منجـر بـه ظهـور و گـسترش             كـش   تداوم استفاده از حـشره    

كــشاورزي و نــاقلين امــراض محــصولات مقاومــت در آفــات 

  . )Georghiou, 1990(شود  انساني مي

ــز يكــي اTribolium castaneum حــشره ــات  ني ز آف

 تحـت   ه عمـد   بـه طـور    انباري مهم از نظر اقتصادي اسـت كـه        

 ,Zettler and Arthur) گيـرد كنتـرل شـيميايي قـرار مـي    

هـاي  افـزايش مقاومـت بـه حـشره كـش      ،با ايـن حـال    (2000

 تجمـع  ،چنين وجود باقيمانده سموم بعد از كنتـرل     شيميايي هم 

ان، هاي گياهي و بدن پستانداران و پرنـدگ       مواد سمي در بافت   

ها و آبزيـان، از بـين رفـتن حـشرات سـودمند و               آلودگي آب 

 دانـشمندان  )Janofsky, 2006(اختلال در تعادل اكوسيستم 

هـاي ميكربـي بجـاي آفـت        تفاده از آفـت كـش     ـرا متوجه اس ـ  

 Flinn et al., 2006; Kramer) كندهاي شيميايي ميكش

et al. 2000; Arthur, 1996) . كنتــرل ميكربــي آفــات

از  بيمارگرهـاي حـشرات   ت كشاورزي با اسـتفاده از       محصولا

اگرچـه  . است اكولوژيكي استراتژي مديريت آفات      هايجنبه

 هـم بـه عنـوان عوامـل كنتـرل           بيمـارگر ويروس و قارچ هـاي      

 Bacillusرســدنظــر مــيه شــود امــا بــميكربــي اســتفاده مــي

thuringiensis   را براي ايـن منظـور دارا باشـد      توانبيشترين  

)(Aronson et al. 1986 .  

Bt تـرين عامـل كنتـرل     صورت تجاري به عنوان موفـق     ه  ب 

ــات ــت   آف ــده اس ــي ش ــان معرف ــر جه .   محــصولات در سراس

(Carlton, 1988) Bt  دار، داراي هـاي كريـستال  از بـاكتري

 اسـت  Bacillaceaeاسپور هوازي و گـرم مثبـت از خـانواده        

)(Konecka et al., 2007 .ــ  ــاكتري ط ــن ب ــد ـاي ي فراين

كند كه حاوي يـك     ورزايي توليد كريستال پاراسپورال مي    اسپ

 راي و ممكــن اســت بــاســت cry بيــشتري پــروتئين يــا تعــداد

 Crickmore and(سـمي باشـد   هاي مختلف حشرات راسته

Zeigler, 2007( .هــاي كريــستالي بــسيار خــاص و پــروتئين

آميزي طور موفقيته  ببنابراين. سازگار با محيط زيست هستند

اي، دوبــالان و پروانـه  ن عوامـل ميكربــي عليـه آفـات   بـه عنـوا  

ــان اســتفاده  ــي ســخت بالپوش  ;Feitelson,1993) ندشــوم

Schnepf et al.,1998) .ــاكتري از زيــس ــن ب هــاي تگاهـاي

 و  لاروهـاي بيمـار   ه و   دان ـ خـاك، گـرد و غبـار         مختلف مانند 

 Obeidat et ( محيط پرورش كرم ابريشم گزارش شده است

al., 2000; Dulmage and Aizawa, 1982; Smith 

and Couche, 1991( .  

ي بـاكتري   هاي اكولوژيك اخير، توزيـع گـسترده      بررسي

Bacillus thuringiensis كشي متفاوت را با خواص حشره

 Delucca et(انـد  مختلف جهان نـشان داده  در خاك مناطق

al., 1981; Martin and Travers, 1989( . اين مشاهدات

هـاي   بـراي جدايـه    مطلـوب ند كه خاك يك منبـع       ابيان كرده 

ــاكتري  ــت Bacillus thuringiensisب ــه اس ــرل در ك  كنت

  . استحشرات آفت موثر 

زيست سـنجي   با  چين  كشور  هاي بومي     در ارزيابي جدايه  

-و شـب  )Plodia interpunctella(ي هنـدي  پره روي شب

مشخص ) Spodoptera exigua(برگخوار چغندرقند  يپره

ي هنـدي و      پره  براي لاروهاي شب   ها درصد جدايه  58شد كه   

ي برگخوار چغندرقنـد      ها براي لاروهاي پروانه    آن  درصد 71

  درصــد شــدند 60ســمي بودنــد و ســبب تلفــات بــيش از     

)Hongyu et al., 2000( .هاي در اين تحقيق سميت جدايه

 انگـور سـلماس      هاي  از خاك باغ   جدا شده  Bt بومي باكتري 

  . گرفتبي قرار يامورد بررسي و ارز

  

  هامواد و روش

خـاك از   نمونـه    شـصت    در حـدود  : هـا   آوري نمونه   معـج

 تا بـه حـال هـيچ    هاآن  كه در  هاي انگور شهرستان سلماس   باغ

  . آوري شدبود، جمعگونه باكتري پاشي صورت نگرفته 
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ي كنـار زدن مـواد سـطحي بـا      هاي خاك بـه وسـيله       نمونه

 تا 5 گرمي از عمق 10ي  كاردك و سپس برداشتن يك نمونه     

ه دور ي خورشـيد ب ـ  متري خاك كـه از تـابش اشـعه        سانتي 15

هـا داخـل ليـوان      نمونـه .  صورت گرفت  اسپاتولوسيله  ه  بوده ب 

 و در شـد قـرار داده  پلاسـتيكي  يكبار مصرف و داخـل كيـسه       

جداسازي . درجه سلسيوس نگهداري شد    20 تا   15ي اتاق   دما

 براي جداسازي از روش انتخابي B. thuringiensisباكتري 

در غلظـت  ) Acetate sodium selection(اسـتات سـديم   

اسـتات  . )Travers et al., 1987(شـد    مولار اسـتفاده  25/0

هاي اسپوردار غير از بـاكتري      زني باكتري سديم موجب جوانه  

B. thuringiensis هـا بـه داخـل حمـام آب      ه سپس لولهشد

 80گرم منتقل و به مدت هفت دقيقه در معرض آب با دمـاي              

ــرار داده درجــه ــر حمــام آب گــرم. شــدي سلــسيوس ق  در اث

هاي اسپوردار  هاي غير اسپوردار و فرم رويشي باكتري      باكتري

در نتيجه محلول خارج شده از حمام آب گرم         رود،  از بين مي  

 Ejiofora(خواهـد بـود    B. thuringiensisوي باكتري حا

and Johnson, 2002( .    بـا ده ميكروليتـر از محلـول را كـه 

پتـري  ظرف   درون بودشده  اي رقيق     روش رقيق سازي مرحله   

ريخته و داخل انكوباتور بـا دمـاي       1حاوي محيط مغذي  ديش  

 تـا    شـد   سـاعت نگهـداري    24ي سلسيوس به مـدت         درجه 30

  . دكنن ها رشد كلني

اساس حضور كريستال صورت  بر Btايي اوليه ـناسـش

 گرفتآميزي صورت ي رنگبه وسيله كه اينكار گيردمي

)Adang, 1991( .وسيله ه  بي تفكيك شدههاسپس كلني

 T3  محيط مقدار مساوي حاوي كه آزمايشهايلوپ به لوله

مخمر   گرم،2تريپتوز   گرم،3از تركيب تريپتون به مقدار (

 8/6pH=( ،005/0( مولار 05/0سولفات سديم   گرم،5/1

در يك ليتر آب  تهيه شده گرم آگار 15گرم كلريد منيزيم و 

 روز در دماي 5 تا 4به مدت و كرده  پخش باشد،مي) مقطر

بعد از آن . داده شد در انكوباتور قرار سلسيوس درجه 30

 .Bهاي فعاليت باكتري. شد سميت انجام هايآزمايش

                                                 
    1  - Nutrient agar  

thuringiensis شده با استفاده از شپشه آرد مورد جداسازي 

  . بررسي قرار گرفت

براي مشاهده : هاي مرفولولوژيكي كريستالويژگي

كه با توجه به اينوسيله ميكروسكوپ ه كريستال پروتئين ب

در مرحله اسپورزايي در فاز  B. thuringiensisباكتري 

اين اين زمان بنابر. دكن ركود توليد اسپور و كريستال مي

بهترين موقع براي تهيه اسلايد )  ساعت72 الي 48كشت (

 ,Adang (استي كريستال پروتئين  ميكروسكوپي و مشاهده

ها بندي آن از لحاظ فرم شكلي كريستالگروهبراي . )1991

-رنگ براي. هاي مختلف رنگ آميزي وجود داردشرو

.  ستفاده شد انت بلوكوماسي برلياها از محلول آميزي باكتري

 T3 براي اينكار از جدايه هاي كشت داده شده روي محيط

ها   و بعد از خشك شدن آنشداسلايد ميكروسكوپي تهيه 

بلو  دقيقه در معرض محلول كوماسي3در دماي اتاق به مدت 

قرار گرفتند و بعد از شستشو و خشك شدن بدون استفاده از 

 با راستكنتلامل و روغن امولسيون زير ميكروسكوپ فاز 

  .  مورد بررسي قرار گرفتند100بزرگنمايي 

براي انجام : ها جدايهتهيه محلول باكتريايي از

هاي سميت تمام سطح رويي محيط كشت توسط لوپ تست

 ميلي ليتر آب مقطر ريخته و 20آوري و در مناسب جمع

 تهيه شد و CFU)(109×1خوب به هم زده شد و غلظت 

اي زيست سنجي و سميت روي هسوسپانسيون در آزمايش

  . ميزبان به كار رفت

شپشه آرد از بخش بيولوژيك : پرورش حشره ميزبان

پزشكي كشور تهيه، كلني اوليه آن در مؤسسه تحقيقات گياه

 60±5، رطوبت نسبي C°1±30نكوباتور با در دماي آدستگاه 

  ساعت روشنايي و تاريكي8: 16 دوره زماني شامل درصد و

 قسمت وزني آرد و 10نوعي شامل تركيبي از روي غذاي مص

 روز 1-7از حشرات كامل . يك قسمت مخمر پرورش يافت

جهت .  استفاده شدT. castaneum و لاروهاي سن دوم

 مقدار حشرات مورد آزمايشها روي ارزيابي تاثير ايزوله

   پتري ريخته شد وظروف  داخلحشراتغذاي  گرم از5/1
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 ساعت 4 ها به خوبي مخلوط و بعد از سوسپانسيون ايزولهبا

 10تكرار كه در هر بود تكرار 3هر تيمار شامل . نددشخشك 

 حشره براي 30ه و در كل سازي شد هم سن رهايحشرهعدد 

كامل و  حشرات ارزيابي مرگ و مير. كار رفته هر تيمار ب

  .  ساعت صورت گرفت72بعد از لاروها 

  

  نتايج و بحث

  جدايه25بعد از رنگ آميزي و مشاهده كريستال پروتئين 

Bt مورد شناسايي قرار گرفتند و بر اساس شكل كريستال 

بيضي، دوهرمي و  گروه شامل دو هرمي، كروي، 5پروتئين به 

 6ي،  جدايه دو هرم10كه  نامنظم طبقه بندي شدند،  وبيضي

 3 جدايه دوهرمي و بيضي و 2 جدايه بيضي، 4جدايه كروي، 

 روزه 5 تا 4با استفاده از كشت . جدايه نامنظم شناسايي شدند

) (CFU  و تهيه غلظتT3روي محيط كشت ها جدايه

ها روي حشرات ها، ميزان سميت اين ايزوله از آن1×109

 . )1جدول ( دشلاروهاي سن دوم شپشه آرد تعيين  كامل و

  

  ساعت72ها بعد از بر حسب تعداد جدايه Tribolium castaneumدرصد تلفات  - 1جدول 

Table 1. Percentage mortality of the Tribolium castaneum due to some Bt strains after 72 h  

 
Adult   

T. castaneum  

  Larvae 

T. castaneum  
 Percentage 

mortality  
Number of   

strains 

Percentage 

of strains 

  Number of 

strains 

Percentage 

of strains 

0-25  15  60    5  20  

25-50  10  40    8  32  

50-75  -  -    10  40  

75-100  -  -    2  8  

  

 در شرق آسيا بيشترين Btهاي باكتري در بررسي جدايه

ها را دو هرمي گزارش فرم و شكل كريستال پروتئين جدايه

 از هم چنين. )Martin and Traverse, 1989( ندكرد

دست آمده از ه هاي باكتري ببررسي شكل كريستال جدايه

-هاي خاك، مواد انباري، بقاياي حشرات و ديگر محيطنمونه

 بوده دو هرمي  مشخص شد كه بيشترين شكل كريستالها

)Bernhard et al., 1997( كه با نتايج اين تحقيق مطابقت 

  . دارد

 ساعت مشخص شد 72 بعد از گذشت تحقيقاتساير در 

 جدايه ها روي حشرات كامل شپشه آرد تلفات %66/41كه 

 درصد را نشان دادند و روي لاروهاي اين حشره 75-50

 ,Aramideh( درصد را نشان دادند 75-100تلفات بين 

تحقيق در مورد لاروها مطابقت دارد اين كه با نتايج  )2010

 تلفات ر حشرات كاملنه دولي با توجه به نوع متفاوت گو

 را از خاك مناطق Btباكتري  همچنين .اندكي ديده شد

 كه گرديدمشخص و شد غربي جداسازي مختلف آذربايجان

بيشترين درصد تلفات در مورد حشرات كامل شپشه آرد بين 

  مطابقت دارداين تحقيق درصد است كه با نتايج 75-50

)Aramideh, 2010( .  

 را از خاك و زيستگاه Btاكتري  ب،قيق ديگريحدر ت 

حشرات در نيوزيلند جداسازي كرده و سميت آن را روي 

 بررسي كرده و Tenebrio molitorلاروهاي سخت بالپوش 

 نيم درصد جدايه ها عليه اين حشره فعاليت دارد دريافتند كه

Chilcott and Wigley, 1993( . تحقيق نيز اين در

 حشرات كامل برايكتري هاي با جدايهبيشتركه شد مشخص 

   .شپشه آرد سميت كمي داشتند
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Abstract  
Bacillus thuringiensis is a gram-positive, spore-forming bacterium and terrcolous with abundant 

agricultural and scientific attractions throughout the world and are found in most climatic conditions. 

Due to genes Cyt, Cry and Vip proteins produced by this bacterium that infest and control specific 

agricultural pests including Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, and even nematodes. For this purpose, 

25 strains of indigenous Bt. bacteria separated from agricultural soils (Salmas city) and the amount of 

their toxicity were examined on the larvae and adult of T. castaneum. Bt. isolates based on 

morphological characteristics were isolated using acetate method. The morphological characteristics 

of Bt. crystal were studied by light microscopy. 25 isolates of Bt. was isolated and the most commonly 

isolates were pyramidal shapes. In the adult stage of this pest 40 percent of the isolates and in the 

larval stage eight percent of isolates were showed more than 25% and 75% losses respectively. 

General results showed that the bacteria have significant effect on larvae and adult of examined 

insects.  
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