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 چکیده
تولیدشده در انواع  Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1)در پژوهش حاضر بیمارگری اسپور و کریستال باکتری 

، تعداد بررسی شد. تعداد کلنی .Ephestia kuehniella Lتخمیری روی سن دوم لاروی محیط کشت در شرایط تخمیری و غیر
ساعت  96نشده در شرایط تخمیری پس از شده و غنی( و وزن خشک سلولی در محیط کشت غنیODی )اسپور، ضریب شکست نور

 6/16×7670برلیتر( و )گرم6/77لیتر، برمیلیگرممیلی6/12×762لیتر، اسپوربرمیلی2/77×7676لیتر،برمیلی CFU 1/12×7670ترتیب )کشت به
CFU 7670نشده )برلیتر( و در شرایط تخمیرگرم 9/9لیتر، برمیلیگرممیلی 0/10×762لیتر، لیمیبراسپور 6/76×7676لیتر،برمیلی

-

×7/72CFU 2/76×7670برلیتر( و )گرم 9/2لیتر، بر میلیگرممیلی 0/76×762لیتر، میلیاسپوربر 7/2×7676لیتر،میلیبرCFU لیتر،میلیبر
سوسپانسیون اسپور و کریستال  LC50برلیتر( به دست آمد. شاخصگرم 9/1لیتر، برمیلیگرممیلی6/75×762لیتر، اسپوربرمیلی 0/1×7676

و  9/6ساعت کشت، پس از دو روز تیمار لاروها ) 96شده در مدت نشده در شرایط تخمیرشده و غنیرشد کرده در محیط کشت غنی
( و در شرایط 1/76و  1/6شده )در شرایط تخمیر LT50لیتر و شاخصبرمیلی( میکروگرم1/0و  5/7نشده )( و در شرایط تخمیر6/3

ومیر حاصل از سوسپانسون رشد کرده در محیط سنجی میزان مرگهای زیست( ساعت برآورد شد. بررسی6/71و  1/1نشده )تخمیر
( و در 6/06و  6/67به ترتیب ) ساعت کشت، پس از دو روز تیمار لاروها 96شده پس از نشده در شرایط تخمیرشده و غنیکشت غنی

شده سبب تولید بیشترین شده در شرایط تخمیر( درصد نشان داد. نتایج نشان داد محیط کشت غنی6/32و  3/53نشده )در شرایط تخمیر
 شد.E. kuehniella میزان اسپور و کریستال و در نتیجه افزایش زهرآگینی باکتری روی لارو سن دوم پروانه 

 

  .، تخمیر، محیط کشت غنی شدهBacillus thuringiensis  ،Ephestia kuehniella :یدیکل هایهواژ
Improvement the media culture for spore/crystal production of Bacillus 

thuringiensis subsp. kurstaki and evaluate their virulence against second larval 
instar of Ephestia kuehniella L. 
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Abstract 

In the present study, the pathogenicity of spores/crystals produced byBacillus thuringiensis subsp. 
kurstaki (HD-1) in different culture media within fermented and non fermented conditions were 
determined against the second larval instar of Ephestia kuehniella L. The colony forming unit (CFU), 
spore count, optical density (OD) and cell mass indices in enriched and non-enriched liquid media of 
fermented condition after 96 h cultivation were (28.2×1014 CFU.mL-1, 11.8×1010 spore.mL-1, 28.0×108 

mg.mL-1 and 11.0 g.L-1) and (26.6×1014  CFU.mL-1, 10.0×1010 spore.mL-1, 24.4×108 mg.mL-1 and 9.9 g.L-

1), respectively while those were found to be (18.1×1014 CFU.mL-1, 8.1×1010 spore.mL-1, 16.4×108 

mg.mL-1 and 8.9 g.L-1) and (16.8×1014 CFU.mL-1, 7.4 ×1010 spore.mL -1, 15.6×108 mg.mL-1 and 7.9 g.L-1) 
in non-fermented condition, respectively. The LC50 value of Btk spore/crystal cultured on enriched and 
non-enriched liquid media for 96h cultivation in fermented condition after 2 days treatment against larval 
instar were obtained (0.9 and 3.0) and in non-fermented condition (1.5 and 4.2) µg.mL-1, respectively.The 
LT50 value in fermented condition (6.2 and 10.7) and in non-fermented condition (7.2 and 12.6) h were, 
respectively. Bioassay studies indicated that the Btk spore/crystal suspention cultured on enriched and 
non-enriched media in fermented condition for 96h cultivation after 2 days treatment had (61.0 and 46.6-
%) and in non-fermented condition (53.3 and 38.6%) mortality, respectively. The results confirm that 
enriched culture medium in fermented conditions produced the highest amount of spores and crystals and 
thus increased bacterial toxicity on the second larval instar of E. kuehniella after treatment. 
Key words: Bacillus thuringiensis, Ephestia kuehniella, Fermentation, Enriched medium. 
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 مقدمه

افزایش روز افزون استفاده از ترکیبات شیمیایی امروزه 

اثرات جانبی  خطرات و حشرات آفاتکنترل  در

را به دنبال داشته است که از آن بوم در زیست بسیاری

توان به پدیده مقاومت، طغیان مجدد، خطر  جمله می

و در  ر روی موجودات غیرهدفیاثت، هاآفتکشبقایای 

 اشاره کرد نتیجه شکست چرخه کنترل بیولویک

(Ibrahim et al., 2010 .)سایر استفاده از  رو  از این

جایگزین، سازگار با محیط زیست و  های کنترلی روش

موثر در کنترل آفات هدف با به حداقل رساندن مصرف 

 ,.Goettel et al) باشدحائز اهمیت میمواد شیمیایی 

های های جایگزین روش(. از جمله روش1955

توان به بیمارگرهای حشرات خصوصا شیمیایی، می

در  Bacillus thuringiensis subsp. kurstakiباکتری 

 Guptaandکنترل لارو بالپولکداران اشاره کرد )

Dikshit, 2010 باکتری .)Bt  قابل کشت در محیط

 et al.Valicente ,)جامد، نیمه جامد و مایع بوده 

., 2012et alKersh -El2010 ;  ،و طی اسپورولاسیون )

-صیت حشرهدلتا اندوتوکسین با خا کریستال پروتئین

 Federici, 2007;Sanahuja et) کندکشی تولید می

al., 2011.) های ها روی راستهکریستال پروتئین

پوشان و دوبالان ها، سخت بالحشرات از جمله، پروانه

 ;Van Frankenhuyzen, 2009با اثرات زهرآگینی )

Dominguez-Arrizabalaga et al., 2019 و در )

ه، حیات وحش و حشرات بسیاری از موجودات زند

(. Sarker and Mahbub, 2012مفید بی ضرر هستند )

های سمی موثر روی بالپولکداران از جمله پروتئین

Cry1Aa ،Cry2Aa ،Cry1Ab و Cry1Ac  هستندکه با

کیلودالتون( در 005تا  11وزن مولکولی متفاوت )

فازهای مختلفی از اسپورولاسیون این باکتری تولید 

های (. ویژگیSchunemann et al., 2014شوند )می

امکان استفاده از  Btمنحصر به فرد و صرفه اقتصادی 

های بیشتر با تکنولوژی روز در تولید انبوه توکسین

. از آن قیمت کمتر برای بشر را فراهم کرده است

 علارغم Btجاییکه محصولات تولید شده از باکتری 

فشان های سودمندانه بدلیل عملکرد ضعیویژگی

های شیمیایی را ندارند توانایی رقابت با آفتکش

(Joung and Horticultural, 2000 امروزه برای غلبه .)

های تولید انبوه بر پایه بهبود و بر این چالش، فعالیت

و افزایش سمیت  Btتوسعه فرآیند تولید محصولات 

تر صورت گرفته ذاتی باکتری و تولید محصولات قوی

های مختلف استفاده شده در دنیا وشاست. از جمله ر

در تولید انبوه این باکتری، ایجاد فرمولاسیون پودری 

جهت افزایش طول دوره ماندگاری و حمل و نقل، 

افزودن مواد جانبی جهت جلوگیری از رسوب باکتری، 

افزودن مواد نگهدارنده در جهت افزایش عمر مفید 

نده در سوسپانسیون باکتری، افزودن مواد محافظت کن

نور  UVجهت جلوگیری از تجزیه سریع در برابر اشعه 

سازی محیط کشت و شرایط رشدی خورشید و بهینه

باکتری با استفاده مواد اولیه مختلف و فرایند تخمیر 

در جهت افزایش کارایی باکتری در کنترل آفات هدف 

 ,Rojas et al., 2018 Burges and Jonesباشد)می

زی محیط کشت بر حسب نوع سا(. در بهینه,1998

سویه و مواد اولیه بکار رفته در هر محیط کشت، نتایج 

(. از Amin et al., 2008) آیدمتفاوتی به دست می

سویی در فرایند تخمیر نیز میزان تولید، شدت 

زایی و امنیت محصولات تولید شده و همچنین بیماری

در دسترس بودن ترکیبات استفاده شده در محیط 

ای که کمترین خلل را در فرآیند تخمیر گونه کشت به

ایجاد کنند، بسیار حائز اهمیت است. نرخ رشد سلولی، 

اسپورولاسیون و تولید اندوتوکسین در طول فرآیند 

کشت و تخمیر، نیازمند انواع مختلف ترکیبات در 

(. به Mazmira et al., 2012باشد )محیط کشت می

رهای رشدی از عبارتی محیط غذایی و دیگر پارامت

های معدنی جمله دما، اسیدیته، غلظت اکسیژن، نمک

و نیز میزان تلقیح اولیه بسیار موثر در سینتیک رشد و 

و اسپوردر شرایط تولید مقادیر مختلف توکسین 

 ,Aharonowitz and Demainباشد )تخمیرصنعتی می

-(. همچنین در دسترس بودن منابع کربن می1980

شد سلولی، تولید اسپور و توکسین تواند در افزایش ر

(.  Tirado-Montiel et al., 2001بسیار موثر باشد )

بعنوان  Btعلارغم اهمیت و کارایی بسیار زیاد باکتری 

کش زیستی، متاسفانه در کشور ما در زمینه حشره

فرآیند اقتصادی تولید این باکتری تحقیقات بسیار 
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 (.Keshavarzi et al., 2005کمی صورت گرفته است)

در  استفاده از مواد غذایی متفاوت و شرایط تخمیر

و نیز افزایش  Btتولید انبوه اسپور و کریستال باکتری

-تواند یک روش مفید در برنامهمیزان سمیت آن می

های مدیریت تلفیقی آفات هدف باشد، در تحقیق 

-حاضر، شرایط بهینه و موثر در افزایش کارایی باکتری 

Bt subsp. kurstaki  از طریق افزایش در میزان تولید

اسپور و توکسین و در نتیجه افزایش در میزان 

ضمن بکارگیری کمترین میزان دوز مصرفی  زهرآگینی

باکتری با ایجاد بیشترین میزان تلفات  در کمترین 

 .Eمدت زمان تیمار در کنترل لارو سن دوم پروانه 

kuehniella .مورد بررسی قرار گرفت 

 

 هاوشمواد و ر

 های باکتریتهیه استرین

کلیه آزمایشات در آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشکده 

کشاورزی دانشگاه ارومیه انجام شد. سویه مرجع 

از  B.t. subsp. kurstaki de Barjac (Bti H-1)باکتری

بخش کنترل بیولوژیک موسسه تحقیقات گیاهپزشکی 

ن، ترویج کشاورزی تهرا سازمان تحقیقات، آموزش و

 ایران تهیه شد.

 

مانی اسپور و نمودار شرایط کشت، قابلیت زنده

 رشد

 ,.Ben Khedher et alطبق روش بن کدر و همکاران )

ای حاوی های باکتری در ظرف شیشه( استرین2011

( از قبل استریل شده NA, Difcoمحیط کشت آگار   )

درجه سلسیوس به مدت  050)در اتوکلاو در دمای 

درجه سلسیوس به مدت  12 ±5ر دمای دقیقه( د 51

ساعت حاوی محیط کشت داده شد. سپس  09

های رشد یافته برابر رقیق شده از باکتری0×0101مقدار

-در آب مقطر استریل تهیه و پس از همگن NAروی 

پخش و در دمای  NAای حاوی سازی در ظرف شیشه

ساعت جهت  09درجه سلسیوس به مدت  12 5±

 ید کریستال مجددا کشت داده شد )بلوغ اسپور و تول

El-Kersh et al., 2012;El-Kersh et al., 2014 در .)

توسط  NAگام بعد، مقداری از باکتری رشد کرده روی 

لیتری میلی 211اییک لوپ پلاتینی به ارلن شیشه

( NB, Difcoلیترنوترینت براس )میلی 011حاوی 

لرید % سدیم ک2% مخمر، 5% عصاره گوشت، 0شامل )

% پپتون( از قبل استریل شده در اتوکلاو با دمای 2و 

دقیقه انکوبه شده و  51درجه سلسیوس به مدت 050

 New Brunswickجهت رشد به انکوباتور شیکر)

Scientific Co., Inc., Edison, NJ21( با دور چرخش 

درجه سلسیوس به مدت  12 ±5دور بر دقیقه، دمای 

لیتر از باکتری یلیم 0ساعت منتقل شد. سپس  09

، V 511به انکوباتور تمام اتوماتیک ) NBرشد کرده در 

A 210، مدل-FS لیتر محیط کشت  6( یکبار حاوی

مایع غنی نشده و بار دیگر محیط کشت غنی شده 

بصورت مجزا منتقل شد. مجددا فرایند مذکور در 

شرایط بدون بیوراکتور و تخمیر نیز انجام شد. در 

ساعت یکبار سوسپانسیونی از  05مرحله بعدی هر 

های کشت اسپور و کریستال رشد کرده در تمام محیط

های تشکیل ساعت استخراج و تعداد کلنی 96به مدت 

(، تعداد اسپور، ضریب شکست نوری CFUیافته )

(OD و وزن خشک توده سلولی در طی فاز رشدی )

جهت تخمین رشد سلولی و رسم منحنی رشد 

های استخراج شده یت نمونهمحاسبه شد. در نها

سوسپانسیون اسپور و کریستال باکتری جهت انجام 

سنجی استفاده شد. جهت محاسبه های زیستآزمایش

CFU ،0 لیتر سوسپانسیون اسپور و کریستال میلی

های کشت مایع در هر استخراج شده از تمامی محیط

برابر رقیق شدن توسط آب  01ساعت، پس از  05

درجه  12 ±5در دمای  NAوی مقطر استریل ر

ها ساعت جهت رشد کلنی 09سلسیوس به مدت 

منتقل شد. شمارش تعداد اسپورها بر طبق روش لیو و 

با استفاده از لام گلبول ( ,Liu & Tzeng 2000تزنگ )

انجام شد. در این روش جهت حذف  Neubauerشمار 

برابر رقیق شده  01های رویشی، سوسپانسیونسلول

ریستال باکتری را در حمام آب گرم با دمای اسپور و ک

 01دقیقه قرار داده و 0درجه سلسیوس به مدت  91

لیتر از این سوسپانسیون جهت شمارش تعداد میکرو

لیتر بکار برده شد. محاسبه ضریب اسپور در هر میلی

( ODهای باکتری )شکست حاصل از تعداد سلول
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از  لیتر با استفادهگرم بر میلیبرحسب میلی

 60 -5199 -60، مدل V511،VA 22اسپکتوفتومتر )

LKBBiochrom 611، انگلستان( در طول موج 

نانومتر )طول موجی که اسپور بیشترین جذب نوری را 

(. برای محاسبه وزن Aneja, 2007دارد( انجام شد )

ها پس از خشک توده سلولی، رسوبات نمونه

به  دور بر دقیقه01111سانتریفیوژ با دور چرخش 

دقیقه و حذف مایع رویی لیپوفیلیزه و وزن  51مدت 

خشک رسوبات برحسب گرم بر لیتر محاسبه شد. از 

که وزن خشک توده سلولی متاثر از ذرات  آنجایی

باشد شمارش جامد معلق موجود در محیط کشت می

تر از محاسبه وزن خشک سلولی تعداد اسپورها دقیق

شده است  در تخمین میزان رشد سلولی برآورد

(Devidas et al., 2014برای کاهش خطا کلیه .) ی

محاسبات مذبور در سه تکرار انجام و میانگین آنها 

ها برای (. در نهایت نمونهUSDA, 2011برآورد شد )

سنجی استفاده شد. این آزمایشات طی دو انجام زیست

 Valicenteمرحله و هر مرحله در سه تکرار انجام شد )

et al., 2010.) 

 
 فرآیند تخمیر

پس از کشت در  Btkجهت انجام فرآیند تخمیر، سویه 

از  NBلیتر میلی 011لیتری محتوی میلی 211ارلن 

درجه سلسیوس به  050قبل استریل شده )در اتوکلاو 

دور بر  21دقیقه( در انکوباتور با دور چرخش 51مدت 

 09درجه سلسیوس به مدت  12 ±5دقیقه و دمای 

لیتر میلی 0د. پس از رشد، ساعت منتقل ش

سوسپانسیون اسپور و کریستال باکتری به بیوراکتور 

( با FS-10، مدل V511 ،A 2تمام اتوماتیک )

، دور 7( pH%، اسیدیته )1(DOاکسیژن محلول )

ساعته و  6دور بر دقیقه، هوا دهی اولیه 21چرخش

لیتر محیط کشت  6درجه سلسیوس حاوی  12دمای 

NB یل شده غنی نشده و ضد کف به مدت از قبل استر

ساعت تحت شرایط ثابت مذکور برای تولید اسپور  96

و کریستال باکتری در شرایط تخمیرمنتقل شد. 

سوسپانسیون اسپور و کریستال در بازه زمانی مختلف 

 96ساعت یکبار به مدت  05و بصورت جداگانه )هر 

بار مذکور یک ساعت( از بیوراکتور جداسازی شد. فرایند

دیگر بصورت مجزا در بیوراکتور حاوی محیط کشت 

( )شامل کازئین پپتون TSBتریپتون سویا براس )

-%، دی7/06%، سدیم کلرید 01%، سویا پپتون 7/26

%( غنی شده 1/59% و دکستروز 1/9فسفات  پتاسیم

گرم بر لیتر، سولفات روی  15/1آبه  7با سولفات آهن 

 1/1آبه  7ت منیزیم گرم بر لیتر، سولفا 15/1آبه  7

 % انجام شد.2% و کازئین 2گرم بر لیتر، مخمر 

 

 فرآیند بدون تخمیر

از قبل  Btkلیتر سوسپانسیون میلی 0در این روش 

 011لیتری حاوی میلی 211رشد کرده در ارلن 

غنی نشده از  NBلیتری  6، در فلاکس NBلیتر میلی

به  درجه سلسیوس 050قبل استریل شده )در اتوکلاو 

دقیقه( کشت و به انکوباتور با دور  51مدت 

درجه سلسیوس  12دور بر دقیقه، دمای  21چرخش

ساعت جهت تولید اسپور و کریستال  96به مدت 

باکتری در شرایط فاقد تخمیر منتقل شد. 

سوسپانسیون اسپور و کریستال در بازه زمانی مختلف 

 96ساعت یکبار به مدت  05و بصورت جداگانه )هر 

عت( از فلاکس جداسازی شد. این فرایند یکبار سا

لیتری محتوی محیط کشت غنی  6دیگر در فلاکس 

 شده مذکور انجام شد.

 

 Btkاستخراج و شناسایی اسپور و کریستال

های پروتئینی از روش بل و جهت استخراج توکسین

( بر اساس سانتریفیوژ دور Bel et al., 1997همکاران، )

این روش سوسپانسیون جدا شده بالا استفاده شد. در 

های مختلف باکتری حاوی اسپور، کریستال و در زمان

های مختلف های رویشی رشد کرده در محیطسلول

کشت مایع در شرایط تخمیرشده و نشده در 

دور بر دقیقه به 01111سانتریفیوژ با دور چرخش

دقیقه قرار گرفت و مایع رویی بالایی حذف  2مدت 

-میکرولیتر سدیم دی 001انده باشد. رسوب باقی م

% ترکیب 10/1بتا مرکاپتواتانول  -% 0( SDSسولفات )

ها حرارت دقیقه جهت رهایی کریستال 01و به مدت 

-داده شد و مجددا در سانتریفیوژ با دور چرخش
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دقیقه قرار داده شد  01دور بر دقیقه به مدت  01111

ب و در نهایت مایع رویی بالایی حذف شد. جهت رسو

کلرواستیک اسید میکرولیتر تری 001،پروتئین

(TCA)51 01% به رسوب حاصل اضافه شد و به مدت 

ها دوباره در دقیقه روی یخ قرار داده شد. نمونه

دور بر دقیقه به  01111سانتریفیوژ با دور چرخش

دقیقه قرار داده شد و مایع رویی بالایی با  02مدت 

یتر استون خالص لمیلی 011دقت حذف شد. در نهایت

ها اضافه شد و در سانتریفیوژ با دور به نمونه

دقیقه قرار  2دور بر دقیقه به مدت  05111چرخش

داده  شد و پس از حذف مایع رویی بالایی، رسوبات 

خالص برای استفاده در کروماتوگرافی و شناسایی بر 

-SDSاساس الکتروفورز پروتئین با استفاده از روش 

PAGE مولار 02/1ساوی بافر نمونه )شامل با مقدار م

Tris/Cl  مولار میلی 72/1، 9/9با اسیدیتهEDTA ،

% 2/5% بروموفنل آبی، 172/1مولار ساکارز،  72/1

تریتول( تیومولار دیمیلی 0/7سولفات و سدیم دی

میکرولیتر از هر نمونه با غلظت  01ترکیب شد. سپس 

آمید  آکریلپلی -سولفاتیکسان روی ژل سدیم دی

(SDS-PAGE با )ژل 0% ژل متمایز کننده و 05 %

ولت بارگذاری شد  021متراکم کننده با ولتاژ 

(Mosafaie, 2003;Laemmeli,1970رنگ .) آمیزی ژل

% محلول حجم به R ،92-521بلو % کوماسی0/1با 

% 2حجم متانول و آب مقطر استریل به همراه 

-میلی 211ای اسید گلاسیال در ظرف شیشهاستیک

لیتری حاوی محلول رنگی روی اوربیتال شیکر در 

روز انجام شد. فرآیند دمای اتاق و به مدت یک شبانه

اسید گلاسیال بری توسط محلول متانول استیکرنگ

% محلول متانول رقیق شده با آب مقطر استریل با 91)

% استیک اسید( روی اوربیتال 01حجم برابر به اضافه 

ی ژل و وضوح باندها انجام زمینه شیکر تا روشن شدن

% 01گرفت. در نهایت جهت ثابت شدن ژل از محلول 

% آب مقطر استریل 71% متانول و 51اسید، استیک

 استفاده شد و پس از اسکن به یخچال منتقل شد.

  

 سنجیزیست

جهت مقایسه تاثیر انواع محیط کشت در رشد اسپور و 

سنجی زیستزایی، کریستال باکتری و شدت بیماری

ها در روی لارو سن دوم پروانه انجام شد. لارو پروانه

شناسی دانشگاه ارومیه در شرایط بخش حشره

 Seyediاستاندارد و بر اساس روش سیدی و همکاران )

et al., 2017 پرورش داده شد. مراحل مختلف لاروی )

گیری طول و عرض کپسول سر توسط بر اساس اندازه

، Co. LTDOlympus (V551میکروسکوپ نوری 

A05/1 مدل ،CHKی روش بریندلی ( و بر پایه

(Brindley, 1930جداسازی شد. زیست ) سنجی روی

توسط  E. kuehniellaلارو سن دوم پروانه 

 Btkسوسپانسیون اسپور و کریستال باکتری 

(CFU/ml0100
( بدست آمده از محیط کشت غنی × ~

-ه در زمانشده و نشده در شرایط تخمیر شده و نشد

ساعت(  96ساعت به مدت  05های مختلف )هر 

های بصورت جداگانه انجام شد. پس از انجام تست

هایی از سوسپانسیون بدست آمده در اولیه، غلظت

و  90، 75، 61، 09، 16، 50، 05های مختلف )زمان

-51ومیر )ساعت( که کمترین و بیشترین مرگ 96

ظت بین آن بر %( را ایجاد کرده انتخاب و سه غل91

( تعیین Pourmirza, 2005اساس فرمول پورمیرزا )

های بدست آمده سنجی بر اساس غلظتکرده و زیست

( به CRDانجام شد. طرح آزمایش کاملا تصادفی )

( cm 0×2×7کمک پنج ظرف پلاستیکی با ابعاد )

 01محتوی پنج عدد دیسک آردی آغشته شده با 

یستال باکتری به میکرولیتر سوسپانسیون اسپور و کر

لارو پروانه در سه تکرار انجام شد  01همراه 

(Haunget al., 1997 در ظرف پلاستیکی دیگری نیز .)

طبق روش مذکور محتوی پنج دیسک آردی آغشته 

 91میکرولیتر  توئین 01شده با آب مقطر استریل و 

)فاقد اسپور و کریستال باکتری( به عنوان شاهد تهیه 

ار شده و شاهد در شرایط مشابه شد. لاروهای تیم

روز به 06:  9درجه سلسیوس، با دوره نوری  5±59)

شب( نگهداری شد. براساس روش پرومالسامی و 

( زمانی که Perumalsamy et al., 2009همکاران )

دادند مرده محسوب لاروها حرکت خود را از دست می

ساعت یکبار به  50ومیر هر شدند. شمارش مرگمی

-اعت انجام شد. برای تصحیح درصد مرگس 96مدت 
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ومیر در تیمارها در صورت وجود تلفات در شاهد از 

 ( استفاده شد.Abbott, 1925فرمول ابوت )

و  LC50)% جمعیت05ومیرغلظت و زمان مرگ

LT50) 

ایجاد شده توسط سوسپانسیون  LC50جهت محاسبه 

اسپور و کریستال به دست آمده از محیط کشت غنی 

ی نشده در شرایط تخمیر شده و نشده، از شده و غن

ومیر ایجاد شده توسط هر غلظت در لاروها درصد مرگ

ساعت از روش انجید  96ساعت یکبار به مدت  50هر 

( استفاده شد. Enegide et al., 2013و همکاران )

ومیر ایجاد براساس درصد مرگ LT50محاسبه مقادیر 

سیون ی سوسپانحاصل از کلیه LC50شده توسط 

استخراج شده از محیط کشت غنی شده و نشده در 

ساعت یکبار و تا  6شرایط تخمیر شده و نشده، هر 

 ومیر آخرین لارو انجام شد.زمان مرگ

 

ومیر ایجاد شده توسط مرگ مقایسه

سوسپانسیون اسپور و کریستال تخمیر شده و 

 Btkنشده باکتری 

ومیر ایجاد شده توسط جهت مقایسه مرگ

یون اسپور و کریستال به دست آمده از سوسپانس

های محیط کشت تخمیر شده و نشده در زمان

( محتوی cm 0×2×7مختلف، ظرف پلاستیکی با ابعاد )

میکرولیتر  51پنج عدد دیسک آردی آغشته شده با 

سوسپانسیون اسپور و کریستال استخراج شده باکتری 

م لارو سن دوم پروانه در سه تکرار انجا 01به همراه

شد. در ظرف پلاستیکی دیگری نیز طبق روش مذکور 

-پنج دیسک آردی آغشته شده با آب مقطر استریل و

)فاقد هر گونه سوسپانسیون  91میکرولیتر توئین 01

اسپور و کریستال باکتری( به عنوان شاهد تهیه شد. 

 59±5لاروهای تیمار شده و شاهد در شرایط مشابه )

روز به شب( 06: 9درجه سلسیوس، با دوره نوری 

نگهداری شد. زمانی که لاروها حرکت خود را از دست 

ومیر شدند. شمارش مرگدادند مرده محسوب میمی

 ساعت انجام شد. 96ساعت یکبار به مدت  50هر 

 

 تجزیه آماری

های به دست آمده جهت های آماری دادهکلیه تجزیه

 و خطای استاندارد هر LC50، LT50، Slopeمحاسبه 

غلظت از سوسپانسیون اسپور و کریستال به دست 

های مختلف با استفاده از آنالیز پروبیت آمده در زمان

(Probit( بر اساس روش فینی )Finney, 1971 انجام )

آن روی هم اورلپ  LC50شد. دو تیماری که فاصله 

دار در % بدون اختلاف معنی92باشد با اطمینان 

 ,.Gobatto et alزهرآگینی در نظر گرفته شد )

(. ارزیابی و مقایسه تاثیر سوسپانسیون اسپور و 2010

های کریستال باکتری روی لارو پروانه در آزمایش

 Oneسنجی، توسط آنالیز یک طرفه آنووا )زیست

Way ANOVAها با سازی واریانس داده( و همگن

 Shapiro andاستفاده از تست شاپیرو و ویلک )

Wilk, 1965ها . برای مقایسه میانگین داده( انجام شد

( در سطح TukyHSDبا استفاده از آزمون توکی )

 55)نسخه  SPSSافزار دار از نرم% معنی2آماری 

Chicago ،IL ،USA.استفاده شد ) 
 

 نتایج

و وزن خشک  ODاسپور،  تعداد، CFUمحاسبه 

 توده سلولی

(، تعداد CFUهای تشکیل شده )نتایج تعداد کلنی

( و وزن خشک توده ODیب شکست نوری )اسپور، ضر

 Btkسلولی سوسپانسیون اسپور و کریستال باکتری 

کشت شده روی محیط کشت غنی شده و نشده در 

شرایط تخمیر نشده و تخمیر شده به فاصله هر 

ساعت نشان داد که محیط کشت غنی شده تخمیر 05

شده سبب تولید بیشترین میزان توکسین و بیومس 

 (.0)شکل سلولی شده است 

 
محیط کشت تخمیر شده و  LT50و LC50 شاخص 

 نشده

های اسپور و بررسی سمیت هر یک از سوسپانسیون

کریستال استخراج شده از محیط کشت غنی شده و 

ساعت  05نشده در شرایط تخمیر شده و نشده هر 

ساعت جهت محاسبه غلظت موثر  96یکبار و به مدت 

مان موثر در ( و زLC50% جمعیت )21ومیردر مرگ
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 .E( عیله لارو سن دوم LT50% جمعیت )21ومیرمرگ

kuehniella  انجام شد. شاخصLC50  سوسپانسیون

اسپور و کریستال استخراج شده از محیط کشت غنی 

 96نشده در شرایط تخمیر شده و نشده به مدت 

 1/1ساعت، دو روز پس از تیمار شدن لاروها به ترتیب

 (.0لیتر محاسبه شد )جدول میکروگرم بر میلی 5/0و 
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کشت شده روی محیط  Btkو وزن خشک توده سلولی )بیومس( سوسپانسیون  OD، اسپور، CFU. لگاریتم تعداد کلنی0شکل 

 ده و نشده در شرایط تخمیر شده و نشده در فواصل زمانی مختلف.کشت غنی ش
Figure 1. Log colony forming unites (CFU), spores count, number of bacterial cells (OD) and Freeze 

dried powder weight (biomass) of Bki suspention cultured on enriched and non-enriched media at 

different intervals during the fermented and non-fermented process.  

 

تحت شرایط  غنی نشدهاستخراج شده از محیط کشت  Btk( سوسپانسیون اسپور و کریستال LC50. بررسی سمیت )0جدول 

 .Ephestia kuehniella ساعت یکبار، دو روز پس از تیمار شدن لارو سن دوم 05تخمیر شده و نشده هر 
Table 1. Assesmen toxicity (LC50) after 2 days of treatment by Btk spore/crystal suspention extracted 

from non enriched media under fermented and non-fermented condition every 12h against  second instar 

larvea of Ephestia kuehniella. 
Cultivation 

condition 
Extraction S/C time (h) Slope± SE X2 (df) 

LC50 (95% CLs*) 

(µg.mL-1) 

Before fermentation 

12 2.1± 0.92 0.59 (3) 57.6 (36.7- 1817.4) 

24 2.1 ± 0.84 0.04 (3) 54.8 (36.6 - 5409.7) 

36 2.1 ± 0.80 0.11 (3) 35.5 (22.0 -540.7) 

48 1.3 ± 0.50 0.23 (3) 34.2 (25.1- 185.6) 

60 1.6 ± 0.62 0.24 (3) 16.3 (12.0 - 63.0) 

72 1.6 ± 0.72 0.29 (3) 9.7 (7.2 - 40.6) 

84 1.2 ± 0.62 0.14 (3) 6.3 (3.4 - 55.4) 

96 1.0 ± 0.47 0.06 (3) 4.2 (1.7 - 8.8) 

After fermentation 

12 - - - 

24 - - - 

36 2.2 ± 0.77 0.14 (3) 24.5 (19.2 - 61.6) 

48 1.3 ± 0.44 0.13 (3) 23.5 (15.7- 92.7) 

60 1.6 ± 0.62 0.03 (3) 10.5 (7.8 - 21.7) 

72 1.8 ± 0.67 0.03 (3) 7.1 (5.1 - 11.4) 

84 1.3 ± 0.53 0.07 (3) 4.9 (2.9 - 8.8) 

96 0.8 ± 0.34 0.14 (3) 3.0 (1.3 - 14.3) 

 *Confidence limits 

 

سوسپانسیون اسپور و LC50 پایه  بر LT50شاخص 

کریستال استخراج شده از محیط کشت غنی نشده در 

ساعت، دو روز  96شرایط تخمیر شده و نشده به مدت 

و 7/01پس از تیمار شدن لارو سن دوم به ترتیب 

 (.5ساعت به دست آمد )جدول  6/05
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تحت شرایط تخمیر شده و  غنی نشدهاستخراج شده از محیط کشت  Btkسوسپانسیون اسپور و کریستال LT50 . شاخص 5جدول 
 .Ephestia kuehniellaساعت، دو روز پس از تیمار شدن لارو سن دوم  05نشده هر 

Table 2. LT50 based on LC50 after 2 days of treatment by Btk spore/crystal suspention extracted from non-
enriched media under fermented and non-fermented condition every 12h against second instar larvea of 

Ephestia kuehniella. 

Cultivation condition 
Extraction S/C 

time (h) 

LC50 

(µg/mL) 
Slope ± SE X2 (df) LT50 (95% CLs) (h) 

Before fermentation 

12 57.6 2.9 ± 0.32 17.2 (8) 22.5 (17.0 -  28.0) 

24 54.8 2.7 ± 0.30 13.9 (8) 20.1 (15.2 - 24.9) 

36 35.5 2.4 ± 0.33 17.2 (7) 17.9 (11.7 - 23.8) 

48 34.2 2.5 ± 0.31 10.1 (6) 16.4 (11.0 - 21.4) 

60 16.3 2.5 ± 0.31 12.2 (7) 15.3 (10.4 - 19.7) 

72 9.7 2.2 ± 0.30 14.4 (7) 15.1 (9.1 - 20.3) 

84 6.3 2.1 ± 0.29 15.1 (7) 13.8 (7.3 - 19.2) 

96 4.2 1.9 ± 0.31 13.7 (6) 12.6 (5.0 - 18.7) 

After fermentation 

12 - - - - 

24 - - - - 

36 24.5 2.6 ± 0.32 12.5 (7) 15.5 (10.7 - 19.8) 

48 23.5 2.5 ± 0.31 9.5 (7) 14.4 (11.6 - 17.1) 

60 10.5 2.4 ± 0.33 10.2 (6) 14.1 (9.9 - 19.6) 

72 7.1 2.3 ± 0.33 9.6 (6) 13.8 (8.7 - 18.2) 

84 4.9 2.4 ± 0.33 9.3 (6) 12.3 (9.5 - 14.9) 

96 3.0 2.1 ± 0.32 8.1 (6) 10.7 (8.5 - 14.5) 

 

سوسپانسیون اسپور و کریستال  LC50که در حالی

 96کشت شده در محیط کشت غنی شده به مدت 

ساعت در شرایط تخمیر شده و نشده، دو روز پس از 

-میکروگرم بر میلی 2/0و  9/1تیمار لاروها به ترتیب 

 (.1لیتر به دست آمد )جدول 

 

تحت شرایط تخمیر شده و  غنی شدهتخراج شده از محیط کشت اس Btk( سوسپانسیون اسپور و کریستال LC50. سمیت )1جدول 

 .Ephestia kuehniellaساعت یکبار، دو روز پس از تیمار شدن لارو سن دوم  05نشده هر 
Table 3. Assesmen toxicity (LC50) after 2 days of treatment by Btk spore/crystal suspention extracted 

from enriched media under fermented and non-fermented condition every 12h against second instar larvea 

of Ephestia kuehniella. 
Cultivation 

condition 

Extraction S/C 

time (h) 
Slope ± SE X2 (df) LC50 (95% CLs) (µg.mL-1) 

Before 

fermentation 

12 2.1 ± 0.87 0.46 (3) 45.9 (33.4 - 1793.0) 

24 1.8 ± 0.72 0.25 (3) 32.6 (23.0 - 345.3) 

36 2.1 ± 0.76 0.08 (3) 23.5 (16.3 - 42.0) 

48 1.1 ± 0.47 0.23 (3) 20.5 (13.0 - 607.1) 

60 1.4 ± 0.52 0.06 (3) 8.3 (5.2 - 13.1) 

72 1.3 ± 0.48 0.00 (3) 4.7 (1.9 - 6.9) 

84 1.2 ± 0.47 0.14 (3) 2.6 (0.7 - 3.8) 

96 0.9 ± 0.38 0.18 (3) 1.5 (0.0 - 2.5) 

After fermentation 

12 - - - 

24 1.6 ± 0.69 0.00 (3) 18.8 (14.0 -79.8) 

36 2.0 ± 0.69 0.33 (3) 12.9 (9.8 -18.9) 

48 1.1 ± 0.38 0.04 (3) 6.3 (3.6 - 11.7) 

60 1.4 ± 0.44 0.17 (3) 3.1 (1.2 - 4.3) 

72 1.2 ± 0.44 0.20 (3) 1.9 (0.3 - 3.0) 

84 0.8 ± 0.33 0.12 (3) 1.1 (0.0 - 2.0) 

96 0.7 ± 0.26 0.05 (3) 0.9 (0.1 - 1.7) 
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سوسپانسیون اسپور و  LC50بر پایه  LT50شاخص

کریستال استخراج شده از محیط کشت غنی شده در 

ساعت، دو روز  96شرایط تخمیر شده و نشدهبه مدت 

 5/7و  5/6پس از تیمار شدن لارو سن دوم به ترتیب 

 (.0ساعت به دست آمد )جدول 

 

تحت شرایط تخمیر شده و  غنی شدهخراج شده از محیط کشت است Btkسوسپانسیون اسپور و کریستال  LT50. شاخص 0جدول 

 .E. kuehniellaساعت، دو روز پس از تیمار شدن لارو سن دوم  05نشده هر 
Table 4. LT50 based on LC50 after 2 days of treatment by Btk spore/crystal suspention extracted from 

enriched liquid media under fermented and non-fermented condition every 12h against second instar 

larvea of Ephestia kuehniella. 
Cultivation 

condition 

Extraction S/C 

time (h) 

LC50 

(µg/mL) 

Slope ± SE X2 (df) LT50 (95% CLs) (h) 

Before 

fermentation 

12 45.9 2.6 ± 0.30 15.7(8) 19.2 (14.0 -24.3) 

24 32.6 2.3 ± 0.28 11.5 (8) 16.0 (12.8 - 18.9) 

36 23.5 2.5 ± 0.34 16.7 (6) 14.1 (7.6 - 19.8) 

48 20.5 2.3 ± 0.33 10.0 (6) 11.5 (6.6 - 15.6) 

60 8.3 2.1 ± 0.40 7.5 (4) 10.4 (2.2 - 14.5) 

72 4.7 1.9 ± 0.32 8.2 (6) 9.4 (6.0 - 12.3) 

84 2.6 2.1 ± 0.37 7.4 (5) 8.5 (5.6 - 11.0) 

96 1.5 1.8 ± 0.35 7.3 (5) 7.2 (4.7 - 11.1) 

After 

fermentation 

12 - - - - 

24 18.8 2.6 ± 0.37 11.6 (5) 14.4 (8.0 - 20.1) 

36 12.9 2.4 ± 0.33 11.4 (6) 13.1 (8.7 - 18.9) 

48 6.3 2.4 ± 0.37 8.2 (5) 11.0 (5.8 - 15.3) 

60 3.1 2.4 ± 0.37 9.4 (5) 10.2 (4.6 - 14.5) 

72 1.9 2.0 ± 0.36 6.9 (5) 9.2 (6.0 - 11.8) 

84 1.1 1.7 ± 0.35 8.1 (5) 7.4 (1.2 - 12.5) 

96 0.9 2.1 ± 0.37 8.0 (5) 6.2 (4.9 - 10.4) 

 

سنجی تایید کننده این نتایج آزمایشات زیست

موضوع است که سوسپانسیون اسپور و کریستال 

های رشد کرده در تمام محیط کشت Btkباکتری 

ها دارای خاصیت لاروکشی موثر مذکور در تمامی تست

باشد. با این می E. kuehniellaدر لارو سن دوم پروانه 

رشد کرده  تفاوت که سوسپانسیون اسپور و کریستال

در محیط کشت غنی شده در شرایط تخمیر شده 

در لارو سن دوم  LT50و  LC50دارای کمترین مقدار 

باشد. به عبارتی سوسپانسیون استخراج شده پروانه می

از محیط کشت غنی شده تخمیر شده با کمترین 

مقدار دوز مصرف و در کمترین زمان پس از تیمار، 

 .Eدوم پروانه  بیشترین تلفات را در لارو سن

kuehniella .ایجاد کرده است 

 

ومیر حاصل از اسپور و کریستال استخراج مرگ

 شده از انواع محیط کشت 

ومیر لارو سن دوم ها نشان داد که مرگآنالیز داده

تحت تاثیر غلظت سوسپانسیون  E. kuehniellaپروانه 

اسپور و کریستال استخراج شده از محیط کشت غنی 

-در شرایط تخمیر شده و نشده در زمان شده و نشده
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مقایسه میانگین و  (.2باشد )جدول های مختلف می

، SPSSافزار ( بدست آمده از نرمSEخطای استاندارد )

، آزمون ANOVAها با استفاده از آنالیز واریانس داده

های ( )درصد میانگینHSDتوکی با دامنه استاندارد )

هر ستون فاقد اختلاف با حروف الفبای مشابه واقع در 

 % طبق آزمون توکی هستند(.2دار در سطح معنی

نتایج نشان داد که سوسپانسیون اسپور و کریستال 

استخراج شده از محیط کشت غنی شده  Btkباکتری 

ومیر بیشتری نسبت به محیط کشت غنی نشده و مرگ

ومیر بیشتری نسبت همچنین شرایط تخمیر شده مرگ

 .Eبه شرایط تخمیر نشده در لارو سن دوم پروانه 

kuehniella  ایجاد کرده است. بر اساس نتایج به دست

ومیر حاصل از سوسپانسیون آمده بیشترین مرگ

ستخراج شده از محیط کشت غنی شده و نشده در ا

شرایط تخمیر شده در لارو سن دوم پروانه به ترتیب 

%(  2/00و  7/29ساعت کشت ) 90و  75پس از 

ومیر در که بیشترین میزان مرگمشاهده شد در حالی

ساعت  96و  90شرایط تخمیر نشده به ترتیب پس از 

دیگر با در %( به دست آمد. به عبارت  6/19و  1/21)

ومیر، سوسپانسیون اسپور و نظر گرفتن نرخ مرگ

کریستال استخراج شده از محیط کشت غنی شده در 

ومیر لارو شرایط تخمیر شده بیشترین تاثیر در مرگ

در کمترین زمان را  E. kuehniellaسن دوم پروانه 

 داشته است.
 

استخراج شده از محیط کشت غنی شده و نشده  Btkتال باکتری ومیر حاصل از سوسپانسیون اسپور و کریس. درصد مرگ2جدول 

 Ephestiaساعت، دو روز پس از تیمار لارو سن دوم پروانه  96ساعت یکبار و به مدت  05در شرایط تخمیر شده و نشده هر 

kuehniella  ( 12/1توسط ازمون توکیP=.) 
Table 5. Mean comparsion percentage of Btk spore/crystal suspention extracted from enriched and 

non- enriched media in fermented and non-fermented conditon effect per 12h for 96h against second 

instar larvea of Ephestia kuehniella by tukey test after 2 days of treatment (P = 0.05). 
% Mortality ± SE (After 2 days) 

Extraction time(h) 

Enriched medium Non enriched medium 

After 

fermentation 

Before fermentation 

After 

fermentation 

Before fermentation 

10.0 ± 0.0ef 5.5 ± 1.1ef 5.3 ± 1.1e 1.1 ± 1.1f 12 

14.4 ± 1.1de 12.7 ± 1.1de 8.8 ± 1.1de 4.4 ± 1.1e 24 

18.8 ± 1.1cd 21.1 ± 1.1cd 12.2 ± 1.1cd 5.5 ± 1.1e 36 

22.2 ± 1.1bc 27.4 ± 1.1c 19.4 ± 1.1c 7.6 ± 0.0e 48 

34.8 ± 1.1ab 35.5 ± 1.1b 28.1 ± 1.1b 11.9 ± 1.9cd 60 

58.7 ± 1.1a 45.7± 1.1ab 36.3 ± 0.0ab 18.3 ± 1.9bc 72 

59.8 ± 1.1a 50.0 ± 0.0a 44.5 ± 1.1a 24.4 ± 2.9b 84 

61.0 ± 1.1a 53.3± 1.9a 46.6 ± 0.0a 38.6 ± 1.9a 96 

1.1 ± 1.1f 1.1 ± 1.1f 0.0 ± 0.0f 0.0 ± 0.0f Control 

0.001 

97.2 

0.02 

38.1 

0.001 

109.1 

0.03 

19.4 

P 

F(8, 18) 

 

های استخراج شده با استفاده شناسایی پروتئین

 SDS-PAGEاز روش 

ط کشت های استخراج شده از محیپروفیل پروتئین

دهنده  غنی شده و نشده در شرایط تخمیر شده نشان

تا  01بیشترین تعداد باند پروتئینی با وزن مولکولی

کیلودالتون در محیط کشت غنی شده در مقایسه  521
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با محیط کشت غنی نشده است که این امر موید تاثیر 

مثبت محیط کشت و فرآیند تخمیر در افزایش میزان 

 (.6( )جدول 5اشد )شکلبتولید پروتئین می

 
استخراج شده از محیط کشت غنی شده و نشده در شرایط  Btkهای باکتری پروتئین Cry. الکتروفورز 5شکل 

 Cry. 0کیلودالتون(. ستون  521تا  01های پروتئینی بر حسب وزن مولکولی ): نشانگر مولکولMتخمیر شده.ستون 

های استخراج شده پروتئین Cry. 5ساعت کشت. ستون05نشده بعد از  های استخراج شده از محیط کشت غنیپروتئین

های استخراج شده از محیط کشت غنی نشده پروتئین Cry. 1ساعت کشت. ستون 05از محیط کشت غنی شده بعد از 

ساعت کشت.  50های استخراج شده از محیط کشت غنی شده بعد از پروتئین Cry. 0ساعت کشت. ستون  50بعد از 

-پروتئین Cry. 6ساعت کشت. ستون  16های استخراج شده از محیط کشت غنی نشده بعد از پروتئین Cry. 2 ستون

های استخراج شده از پروتئین Cry. 7ساعت کشت. ستون  16های استخراج شده از محیط کشت غنی شده بعد از 

ج شده از محیط کشت غنی شده های استخراپروتئین Cry. 9ساعت کشت. ستون  09محیط کشت غنی نشده بعد از 

ساعت کشت.  61های استخراج شده از محیط کشت غنی نشده بعد از پروتئین Cry. 9ساعت کشت. ستون  09بعد از 

 Cry. 00ساعت کشت. ستون  61های استخراج شده از محیط کشت غنی شده بعد از پروتئین Cry. 01ستون 

های استخراج پروتئین Cry. 05ساعت کشت. ستون  75ه بعد از های استخراج شده از محیط کشت غنی نشدپروتئین

های استخراج شده از محیط کشت پروتئین Cry. 01ساعت کشت. ستون  75شده از محیط کشت غنی شده بعد از 

 90های استخراج شده از محیط کشت غنی شده بعد از پروتئین Cry. 00ساعت کشت. ستون  90غنی نشده بعد از 

ساعت کشت. ستون  96های استخراج شده از محیط کشت غنی نشده بعد از پروتئین Cry. 02ون ساعت کشت. ست

06 .Cry ساعت کشت. 96های استخراج شده از محیط کشت غنی شده بعد از پروتئین 
Fig 2. SDS-PAGE profiles of Btk Cry proteins extracted from enriched and non-enriched medium in 

fermented condition. Media: lane M: protein molecular weight marker (10 to 250 kDa); lane 1: cry 

protein of non-enriched medium for 12h; lane 2: cry protein of enriched medium for 12h; lane 3: cry 

protein of non-enriched medium for 24h; lane 4: cry protein of enriched medium for 24h; lane 5: cry 

protein of non-enriched medium for 36h; lane 6: cry protein of enriched medium for 36h; lane 7: cry 

protein of non-enriched medium for 48h; lane 8: cry protein of enriched medium for 48h; lane 9: cry 

protein of non-enriched medium for 60h; lane 10: cry protein of enriched medium for 60h; lane 11: cry 

protein of non-enriched medium for 72h; lane 12: cry protein of enriched medium for 72h; lane 13: cry 

protein of non-enriched medium for 84h; lane 14: cry protein of enriched medium for 84h; lane 15: cry 

protein of non-enriched medium for 96h; lane 16: cry protein of enriched medium for 96h. 
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ساعت به  05استخراج شده دو نوع محیط کشت در شرایط تخمیر شده هر  Btkهای باکتری پروتئین Cry. وزن مولکولی6جدول 

 ساعت کشت. 96مدت 
Table 6. Molecular weight of Btk Cry proteins extracted from different media in fermented condition 

every 12h for 96h cultivation. 
Btk Cry proteins extracted from fermented condition(kDa) 

Extraction time (h) 
Enriched medium Non-enriched medium 

250- 130-17 250-95-17 12 

210- 95- 72- 50 280- 130- 95 24 

250- 190- 110- 91- 55- 17 95 - 72- 55- 36- 22- 19 36 

150- 130- 95- 55- 36- 22- 17- 10 110- 150- 210- 72- 17- 10 48 

130- 95- 22- 17- 15- 10 110- 55- 22- 17 60 

130- 95- 72- 25- 15- 17- 10 95- 72- 50- 17- 12 72 

200- 155- 130- 55- 50- 17- 12 140- 72- 50- 21- 10 84 

150- 95- 55- 72- 50- 25- 15- 10 95- 72- 38- 20- 17- 12 96 

 

 بحث

 Bacillus thuringiensis subsp. kurstakiباکتری 

( با خاصیت لاروکشی عموما در H1( )Btk)سروتایپ 

 ,Gupta and Dikshitشود )ها استفاده میکنترل پروانه

 Btهای سمی باکتری که پروتئیناز آنجایی(. 2010

نقش مهمی در مبارزه بیولوژیک دارند، شناسایی و 

سازی شرایط تولید بیشترین مقدار از این بهینه

تواند یک راه حل مناسب کش میهای حشرهپروتئین

 ,Yang and Wangهای مدیریتی باشد )در برنامه

به یک سری  برای رشد بهینه نیاز Bt(. باکتری 1998

عناصر از قبیل کربن و نیتروژن به عنوان منابع تامین 

(. به Sarrafzadeh et al., 2005کننده انرژی دارد )

عبارتی منابع مورد استفاده در محیط کشت و شرایط 

کشی رشد نقش مهمی در بازدهی، خاصیت حشره

کش اسپور و کریستال و تولید تجاری این حشره

شناسایی (. et al Devidas (2014 ,. بیولوژیک دارد

ی بیشترین مقدار تولید توکسین و شرایط ایجاد کننده

کشی بالا و اسپور در طی فاز رشدی با قدرت حشره

بازدهی بیشتر درکمترین مدت زمان تیمار با استفاده 

کنترلی در  از ترکیبات مختلف در دسترس و با ماهیت

 Poopathiترکیب محیط کشت امری ضروری است )

and Abidha, 2008های معدنی مختلف به (. نمک

عنوان منابع املاح از جمله این ترکیبات در جهت 

باشد که با تحریک رشد سازی محیط کشت میغنی

و  CFUداری در افزایش میزان  باکتری تاثیر معنی

-و در نتیجه بهینهتولید اسپور و کریستال پروتئین 

 ;Zouri et al., 2002دارد ) Btسازی تولید باکتری 

Ghribi et al., 2007.)  مخمر و سویا نیز به عنوان

منابع ازت از دیگر عوامل موثر در بهبود عملکرد محیط 

کشت و افزایش میزان توکسین و اسپور هستند 

(Valicente and Mourao, 2008 از سوی دیگر .)

ها نیز یکی از کشر جهت تولید آفتتکنولوژی تخمی

موثرترین فاکتورها در رشد و اسپورولاسیون باکتری 

Bt کش بیولوژیک بوده و سبب افزایش به عنوان حشره

معنی داری در میزان تولید اسپور و کریستال پروتئین 

(p=0.05نسبت به محیط کشت تخمیر نشده می )-

ضر جهت (. در تحقیق حاAbidha et al., 2002باشد )

شناخت اهمیت منابع غذایی در غنی سازی محیط 

در سازی رشد باکتری، کشت و توانایی آن در بهینه

شرایط رشدی مختلف از سوسپانسیون اسپور و 

رشد کرده در محیط کشت غنی  Btkکریستال باکتری 

شده و نشده در دو شرایط رشدی تخمیر شده و نشده 

در نهایت میزان لیتری استفاده شد و  7در فرمانتور 

اندوتوکسین و نرخ  رشد، اسپورولاسیون، تولید دلتا

ومیر ایجاد شده در لارو حشره هدف )لارو سن مرگ

( مورد بررسی قرار گرفت E. kuehniellaدوم 

(Sarrafzadehet al., 2005; Travers et al., 1987 .)

مطالعات حاضر نشان داد که میزان تولید اسپور و 

-به شرایط مختلف رشدی و محیطکریستال وابسته 

( Devidas et al., 2014باشد )های مختلف کشت می

ای که تعداد کم اسپور تولید شده در آزمایشات به گونه

سازی محیط مقدماتی قبل از فرآیند تخمیر و غنی

https://www.hindawi.com/83939510/
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لیتر( نشان دهنده عدم اسپوربرمیلی 0/7× 0101کشت)

شد تامین مواد غذایی مورد نیاز و شرایط بهینه ر

باکتری نسبت به آزمایشات نهایی در حضور فرآیند 

 9/00× 0101سازی محیط کشت  )تخمیر و غنی

باشد. به عبارتی در دسترس لیتر( میاسپوربرمیلی

بودن منابع مورد نیاز رشد باکتری از جمله پروتئین، 

های معدنی در ترکیبات محیط کشت و کربن و نمک

کتریای در محیط های بادر نتیجه رشد بهینه سلول

کشت غنی شده در شرایط تخمیر شده، سبب افزایش 

، OD، اسپور تولید شده، CFUقابل توجهی در میزان 

وزن خشک توده سلولی و در نتیجه سموم تولیدی 

. بر اساس (Poopathiand Archana, 2012شده است )

Montiel -Tiradoمونتیل و همکاران )-مطالعات تیرادو

., 2001et alفرآیند رشد باکتری  ( طیBt  میزان در

تواند نقش موثری در دسترس بودن مواد غذایی می

های مقاوم، اسپور و کریستال باکتری تولید سلول

داشته باشد. مطالعات کشاورزی و همکاران 

(Keshavarzi et al., 2005 نیز یک ارتباط مستقیم )

میان بیومس سلولی و ترکیبات محیط کشت را نشان 

به طور کلی سمیت ایجاد شده در پایان  دهد.می

فرآیند تخمیر وابسته به منابع غذایی محیط کشت و 

Lepe and Ramirez-Ramirez-شرایط رشدی بوده )

Suero, 2012 و در ارتباط مستقیم با تولید بیومس )

(. طبق تحقیق  2009et alSoccol ,.باشد )سلولی می

ر سازمان حاضر نیز که نتاج آن مطابق با گزارش اخی

(، سموم WHO, 1985باشد )جهانی بهداشت می

باکتریایی تولید شده در محیط کشت غنی شده در 

شرایط تخمیر شده، در کمترین دوز مصرفی بیشترین 

 .Eومیر لارو سن دوم پروانهدار در مرگتاثیر معنی

kuehniella  را در کمترین مدت زمان تیمار بر اساس

ای د کرده است به گونهایجا LT50و  LC50های شاخص

کشت شده در  Btkکه سوسپانسیون اسپور و کریستال 

محیط کشت غنی شده در کمترین مدت زمان تخمیر 

ساعت تخمیر(  75)های کشتنسبت به سایر محیط

ومیر لارو سن دوم دار در مرگبیشترین تاثیر معنی

%(، دو روز پس از تیمار نشان داد. طبق 7/29پروانه )

 et alValicente ,.والیسنت و همکاران )مطالعات 

رشد کرده در  Btk( نیز سوسپانسیون باکتری 2010

× 0101ساعت تخمیر با تولید  96محیط کشت پس از 

لیتر سبب ایجاد خاصیت سمی و اسپور بر میلی 9/05

 E. kuehniellaتلفات در سنین مختلف لارو پروانه 

-تکنیکبا استفاده از  SDS-PAGEشده است. آنالیز 

های استاندارد برای مشاهده پروفیل پروتئین باکتری 

(Laemmli, 1970نیز نشان دهنده این موضوع می )-

باشد که محیط کشت غنی شده در شرایط تخمیر 

و شمار  Cryهای شده سبب افزایش تولید پروتئین

باندهای پروتئینی شده است که این امر در ارتباط 

-افزایش شمار سلولمستقیم با شتاب در فاز رشدی، 

مانی بیشتر و در های باکتریایی با قابلیت رشد و زنده

وری از طریق افزایش در میزان نتیجه افزایش بهره

-سمیت در محیط کشت غنی شده تخمیر شده می

 (.Dulmage, 1970باشد )

 

 گیری کلینتیجه

، به دلیل Btهای کریستالی سموم حاوی پروتئین

وی موجودات غیر هدف و اختصاصی و بی خطر بودن ر

محیط زیست، عاملی موثر جهت کنترل تلفیقی آفات 

از  Btهدف هستند. تولید انبوه و اقتصادی سموم 

سازی شرایط رشدی با ایجاد شرایط طریق بهینه

تخمیر و نیز تامین ترکیبات مورد نیاز برای رشد 

 بستر تواندمیباکتری به کمک محیط کشت مناسب، 

اسپور/کریستال تولید افزایش ی برا بسیار مناسبی

وری و در نتیجه افزایش بهره B. thuringiensisباکتری

باکتری از طریق افزایش در زهرآگینی و تلفات بالا در 

برای کنترل حشرات آفات کمترین مدت زمان تیمار 

حل مناسبی برای غلبه بر مقاومت حشرات باشد و راه

(. Roh et al., 2007های شیمیایی باشد )به آفتکش

 نتایج تحقیق حاضر نیز نشان داد محیط کشت غنی

شده در شرایط تخمیری سبب تولید بیشترین میزان 

اسپور و کریستال و در نتیجه افزایش زهرآگینی در 

میگردد، بطوریکه با بکارگیری کمترین  Btkباکتری 

دوز مصرفی سبب ایجاد بیشترین میزان تلفات در 

 .Eروی لارو سن دوم پروانه کمترین مدت زمان تیمار 

kuehniella لذا انتخاب و استفاده صحیح و  .شده است
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 بهینه از منابع غذایی و محیط کشت و تکثیر باکتری

و بکارگیری بیوتکنولوژی تخمیری و  Btبیمارگر 

تواند بسیار موثر بیوراکتورها در تولید تجاری آن می

 باشد.
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