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چکیده
ازپسگاماولینبالپوش،سختآفاتکنندهکنترلtenebrionisvar.Bacillus thuringiensisتولیددانشسازيبومیبراي

.Bازمطالعهایندر. گرفتقرارمطالعهموردحاضرپروژهدرکهاشدبمیتولیدمحیطسازيبهینهباکتري،جداسازي

thuringiensis var. tenebrionis–BN1 (Btt–BN1)نارونبرگخوارسوسککنترلبرايبیولوژیککشآفتیکعنوانبه
ارزشباB. thuringiensisبیولوژیککشآفتتولیدراندمانافزایشمطلوب،کشتمحیطکردنبهینهازهدف. شداستفاده
شربتوگندمسبوسدوسر،جونیشکر،ملاس(غذاییصنایعوکشاورزيضایعاتازکشتمحیطایندرکهباشدمیبالاافزوده
روشبهآزمایشطراحیازکشتمحیطپارامترهايسازيبهینهبراي. استشدهاستفادهقیمتارزاناولیهموادعنوانبه) ذرت
نیتروژنمنبعمقداروکربنمنبعمقدارشاملمتغیرهاي مستقل. شداستفادهمرکزيمرکبطراحیرویکردباو)(RSMسطح پاسخ

درصد 5تا 1درصد سبوس گندم و 9/0تا 3/0درصد جو دوسر، 9/0تا 3/0درصد ملاس نیشکر، 1تا 6/0(سطح غلظت 3در
بدستنتایج. گرفتقراربررسیموردنارونبرگخوارتلفاترصددو(CFU)پرگنهدهنده واحدهاي تشکیلاسخپبا)شربت ذرت

حداقلبرايCFUمیزانحداکثرکهدادنشانساعت72ازپسسلسیوسدرجه30دمايوpH = 7عملیاتیشرایطدرآمده
1(ذرتبتشرغلظتحداقلو%) 1(نیشکرملاسغلظتحداکثر،%)3/0(گندمسبوسغلظتحداقل،%)3/0(دوسرجوغلظت

و 5/0غلظتدودادنشاننارونبرگخواررويBtt–BN1سنجیزیستنتایجهمچنین. بدست آمدspores.ml−18.3611معادل%) 
.کندمیایجادتلفات%80و% 7/67ترتیببهدرصد1

Bacillus thuringiensis: هاي کلیديواژه var. tenebrionis،ستر تولید، شرایط رشد، بتولیدراندمان، نارونبرگخوار
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حوزهدررابیولوژیککنترلعواملبهنیازآنها،رفعجهت
Oberemok)استکردهبرجستهبسیارهاکشآفت et al.,
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خانواده. هستندايویژهجایگاهدارايلوژیکبیو

Chrysomelidae)مهمآفاتشامل) برگسوسک
Agelastica alniتوسکابرگسوسک. استخواربرگ

(Coleoptera: Chrysomelidae)آفاتترینجديازیکی
سیبري،قفقاز،،اروپادرکهاستتوسکاوفندقدرختان

,Suchy)استشدهاکندهپرترکیهوقزاقستانشرقیشمال

1988; Bauer et al., 1991; Urban, 1999) .هايسوسک
رایجیحشراتXanthogaleruca luteolaنارونبرگخوار

وجوندمیراناروندرختانبرگزیرینقسمتکههستند
الگويازنوعیوبرگ بصورت توري مانند درآمده

معروفزيسااسکلتبهکهکنندمیایجادرادیدگیآسیب
برگخوارسوسکلاروتوسطدیدهآسیبهايبرگ.است

,Thurston)شوند میرهادرختانازموعداززودترنارون

ازدستهاینکنترلبرايموفقیبرنامهحال،اینبا. (1998
Sezen)نداردوجودبالپوشسختآفات et al., 2004).

هايکشآفتدرموجودپروتئینیهايکریستال
سبب(Bt)تورنجینسیسباسیلوسباکتريپایهبرلوژیکبیو

Lepidoptera،Coleopteraنظیرآفاتازبسیاريکشندگی

,Marzban)شوندمیDipteraو از% 70حدود. (2012
هايکشآفتاختیاردربیولوژیککنترلجهانیبازارهاي

Cannon, 1993; Melo).استBtبرمبتنیبیولوژیک et

al., 2016; Osman et al., 2015; Rodriguez et al.,

2019; Sayed & Behle, 2017) .Btمثبتگرمباکتري
اندوتوکسیندلتانامبهپروتئینیتولیدکریستالکهاست

یانیماپیتلیال رودههايسلولهايگیرندهبهکهکندمی
وشدهحشراتفیزیولوژيدراخلالسببومتصلحشرات 

درهاکشآفتاین. انجامدمینهاآمرگبهنهایتدر
صورتبهداريجنگلوکشاورزيدرحشراتکنترل

Elleuch).شوندمیاستفادهتجاري et al., 2016; Mazid

& Kalita, 2011; Marzban et al., 2016).بیندر
فعالیت1985درسالباراولینبراي،Btمختلفهايسویه
Bacillus thuringiensisبیولوژیکیکشآفت var.

tenebrionis (Btt)خانوادههايسوسکروي
Chrysomelidaeزمینیسیبکلرادويسوسکجملهاز

گردیداثباتآلماندرهمکارانولانجنبروختوسط
(Langenbruch et al., 1985).Bttکمیتأثیردامنۀداراي

وزمینیسیبکلرادويسوسکلاروهاياختصاصیواست
Chrysomelidaeخانوادهسوسکهايازمحدوديتعداد

Ferro)باشدمی et al., 1993).Ozkan et al. ثیرتأ(2003)
حاصل از اندوتوکسیندلتاسنتزرا بر میزانتغذیهوکشت

. مورد ارزیابی قرار دادند) HD500(تورنجینسیسباسیلوس
لاکتوز،مالتوز،دکسترین،اینولین،کردند کهگزارشآنها

محیط کشت مصنوعی را گلیسرولپنیر وآبساکارز،
بازملاسونشاسته،گلوکز،کهحالیدرکنندسازي میشبیه

مصنوعیمحیطدرراحتیبهBtهاياند  سویهدارنده
مانندسنتزينیمهمحیطیکازاستفاده. یابندمیپرورش

سنتزوبهینهرشدبرايرااساسیمغذيموادمصرفسویا،
کندمیتضمینهاباکتريتوسطثانویهايهمتابولیت

(Zouari & Jaoua, 2002) .براينیتروژنوکربناثر منابع
توسط Btباکتري درکریستالپروتئینتولیدمیزانافزایش

Icgen)گرفت قراربررسیایزگن و همکاران مورد et al.,

و مقادیرBtبین میزان کشندگی نتایج نشان داد که. (2002
موجود در محیط کشت، اینولینولاکتوزوز،ساکار

نیزملاسوپنیرآب.داري وجود داردهمبستگی مثبت معنی
اندوتوکسین–دلتاسمتولیدبرايکربنبالقوهبسترهاي

گلیسرول،گلوکز،جملهازدیگرکربوهیدراتهاي. بودند
تولیدراسمازکمتريمقادیردکسترینونشاستهمالتوز،
بهینهتولیدباعثآلی،نیتروژنمنبعبهترینونپپت. کردند
. بودسلولتراکمدر بیشتریناسپورمیزان
مانعتخمیر،برايتجاريکشتمحیطهزینهحال،اینبا

شیمیاییبا سمومآفت کش هاي بیولوژیکرقابتاز
کشهايآفتسازيتجاريبرايمانعیهمچنینوشودمی

بنابراین،. استوسعهتدر حالکشورهايدربیولوژیک
وغذاییصنایعضایعاتوفاضلابهايخانهتصفیه
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اینکشتمحیطبرايجایگزینهايگزینهکشاورزي
Ballardo)استباکتري شدهمشخصهمچنین. (2017 ,

هايلجنمانند(پیچیدهبسترهايازپروتئینیکریستالهايکه
قیتلفیهايکشتمحیطازترکشنده) صنعتییاشهري

Azmi)باشندمیمصنوعی et al., 2015; Schnepf et al.,

Btکش بیولوژیکآفت،INRSتحقیقاتیگروهدر.(1998

نشاستهحاصل از صنعت تولیدفاضلابازاستفادهبا
(SIW=starch industry wastewater)منابع ازکه سرشار

محیطجایگزینتواندمیوتولیدشدهاستنیتروژنوکربن
شودتخمیرفراینددراستفادهموردقیمتگرانهايتکش

(Dang Vu et al., 2009; Gnepe et al., 2014) .دلیلبه
کش،در آفتباکتريکریستال و اسپورهايازاستفاده
درتولیدبرايانتخابباکتري بهترینوريغوطهکشت
Rao YK)استبالامقیاس et al., 2007).

بدلیلکشتمحیطترکیباتازيسبهینهمرسومروشهاي
گرانوگیروقتبسیارمتغیرهااززیاديتعدادگرفتننظردر

متغیرهايبینتعاملتعیینومشکلاینرفعمنظوربه. است
سطحروشوآزمایشیفاکتوریلطرحیکازمطالعه،مورد
Tokcaer).شداستفادهسازيبهینهبرايپاسخ et al.,

2006; Gorret et al., 2004)سویهمورددرکمیتحقیقات
دهند میقرارهدفراColeopteraکهBttباکتريهاي

انجام شدهتحقیقاتیمطالعاتاین،برعلاوه. استشدهانجام
فراوردهکمتروکندنمیبرآوردهراBttتولید فنیشرایط
واسپورزاییرشد،کهآنجااز. استدسترسدرBttتجاري

وپتاسیمنیتروژن،کربن،منابعبهBttندوتوکسیناا دلتتولید
میزانودما،pHتأثیرتحتوداردنیازفلزيهايیون

می ضروريعواملاینسازيبنابراین بهینهاست،هوادهی
.باشد

بررسی تأثیر منابع کربن و نیتروژن مطالعه،اینازهدف
وژیک کش بیولآفاتبراي تولیدBttدر رشد و اسپورزایی 

و برگخوار نارونکنترلدرBttبومیسویه هايازمؤثر
سازي محیط کشت اقتصادي به منظور تامین بهینههمچنین

کارآییاز ضایعات صنعتی با بیشترینمنابع مورد نیاز باکتري
همچنین به منظور بررسی .استآزمایشگاهیشرایطدر

هاي یستالکرکارایی این باکتري بومی و با هدف تایید تولید 

سنجی روي حشره ، آزمون زیستاندوتوکسین–پروتئینی دلتا
.کامل برگخوار نارون انجام شده است

مواد وروش ها
میکروارگانیسم

سویهیکتحقیقایندراستفادهموردمیکروارگانیسم
.Bبومی thuringiensisازبرگخوار نارونازجدا شده

ک مؤسسه بخش تحقیقات کنترل بیولوژیBtکلکسیون 
ملاس نیشکر از مجتمع کشت . استتحقیقات گیاه پزشکی

و صنعت نیشکر هفت تپه، سبوس گندم از شرکت رقم نوید 
شهرکرد، جو دوسر از کارخانه سویاي سبحان شربت ذرت 

سایر . گرا تهیه شدنداز شرکت فناوري زیستی طبیعت
و 80تویین هاي محیط کشت، محلولترکیبات شامل نمک

.شرکت مرك آلمان خریداري شدازغیره

کشت اولیهتهیه
محیط کشت ازB. thuringiensisباکتري تکثیربراي
%1/0معدنیهاينمکحاوي) نوترینت براث(NBتجاري 

(w/v)KH2PO4،1/0%(w/v)K2HPO4،03/0%(w/v)

MgSO4 7H2O،002/0 %(w/v)ZnSO4. 7H2O،002/0 %
(w/v)FeSO4 7H2O،1/0و%(w/v) CaCO3شده غنی

درجه 121در دماي بوسیله اتوکلاواستفاده و سپس ترکیب
در نهایت به میزان. شدستروندقیقه15به مدت سلسیوس

درجه30دمايودربه آن اضافهBtt–BN1از باکتري 5٪
شیکررويrpm200با دور ساعت24مدتبهسلسیوس

.قرار داده شد

کشتمحیط
آزمایشگاهی به حجم ارلنفلاسکر یکها دآزمایش

سبوس گندم، جو دوسـر  (منابع کربن . سی انجام شدسی500
Corn Steep)شربت ذرت، (و منبع نیتروژن ) نیشکرو ملاس

Liquorو) طبــق طراحــی آزمــایش(مختلــف هــاينســبتدر
ــک  ــین نمـ ــدنی همچنـ ــاي معـ KH2PO4%3/0هـ (w/v) ،

3/0%(w/v)K2HPO4 4/0و%(w/v)MgSO4 با هم مخلوط
میـزان  1جـدول  . شـد سی سی تهیـه 100هاي کشت و محیط

کربن، نیتروژن و سایر عناصر هر یک از منابع کربنی اسـتفاده  
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شده را بر اسـاس آنـالیز عنصـري انجـام شـده در آزمایشـگاه       
دهـد  نشـان مـی  آنالیز مرکزي پـردیس علـوم دانشـگاه تهـران    

(CHNS/O Elemental Analyzer–Eager 300 EA1112).
pH 15مـدت بـه نمونـه هـا  . شـد تنظیم7درکشتمحیطهر

و پـس از خنـک   سـترون سلسیوس درجه121دمايدردقیقه
درجـه  30در دمـاي  وتلقیحاولیهشتکاز محیط%5شدن با 

ــهسلســیوس ــدتب ــا دور 72م در شــیکر rpm200ســاعت ب
.انکوباتور کشت داده شد

.بع کربنی استفاده شده در این تحقیقآنالیز عنصري منا-1جدول 
Table 1. Elemental analysis of carbon sources used in this study.

Carbon source C (%) H (%) N (%) S (%)
Sugar Cane molasses (SCM) 32.61 6.06 1.88 0.71
Wheat bran (WB) 41.5 6.19 2.78 0.19
Oat (OA) 42.3 6.73 2.58 ND

به روش مرکب مرکزي RSMراحی آزمایش ط
)Central Composite Design(

بررسی اثر هدف از طراحی آزمایش در این تحقیق،
طراحی کمکهمچنین با . استمتغیرهاي عملیاتی ینترمهم

یرمتغیرهاي مؤثر و تأثبررسی همزمان اثرآزمایش، امکان
سازيهینهمتقابلی که احتمالاً بر روي همدیگر داشته و نیز ب

. داردها، وجود ها، با انجام حداقل تعداد آزمایشمقادیر آن
هاي اولیه و بر اساس مطالعه تحقیقات با استفاده از آزمایش

مهمترین متغیرهاي عملیاتی در این فرایند مقدار گذشته، 
کربن در منبع جو دوسر، منبع سبوس گندم، منبع ملاس 

شربت ذرت در نظر نیشکر و نیز مقدار نیتروژن در منبع
پاسخ عنوانبهCFUمقدار متغیرهابر مبناي این . گرفته شد

با روش مرسوم هایشطراحی آزما.مد نظر قرار گرفت
Design Expert Versionتوسط نرم افزار مرکب مرکزي 

روش طراحی، ابتدا با استفاده از در این . انجام شده است7.3

ته، محدوده تغییر هر گذشهاي اولیه و تجربیاتآزمایش
هاي تغییر تعیین متغیر مشخص شده و سپس بر اساس دامنه

افزار محاسبه توسط نرممتغیرهاتغییر براي سطح3شده، 
براي فاکتورهاي شدهطراحیهايیشتعداد آزما. شودمی

تعداد kآمده که در آن دستبه) 2(از رابطهعددي
در نقطه هاتعداد تکرارCpو ي مستقل عدديمتغیرها

:باشدمرکزي می

مقادیر متغیرهاي مستقل طراحی را براي چهار 2جدول 
–1،+1ترکیب مذکور و موثر در محیط کشت در  سه سطح 

.دهدنمایش می0و 

مقادیر حداقل و حداکثر متغیرهاي مستقل مورد مطالعه در طراحی آزمایش.2جدول 
Table 2. Minimum and maximum values of the main parameters in the experimental design
Level Oat

OA (%)
Corn syrup

CS (%)
Wheat bran

WB (%)
Sugar cane molasses

SCM (%)‒1 0.3 1.0 0.3 0.6
0 0.6 3.0 0.6 0.8
+1 0.9 5.0 0.9 1.0

پرگنهدهنده تعداد واحدهاي تشکیلتعیین
(colony forming unit=CFU)

ور زنده باکتري در هر یک از براي محاسبه تعداد اسپ
پرگنههاي کشت از روش رقیق سازي و شمارش محیط

که از قبل در آون لوله آزمایش 10بدین منظور . استفاده شد
) دقیقه30درجه سلسیوس،180دماي (شده بودند سترون

9داخل هر کدامها لولهگذاريآماده کرده و بعد از شماره
mlو سترونآب مقطراز محلولTween80) 04/0به نسبت

)1(
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Btمحلول اولیه باکتري ml1سپس. ریخته شد) درصد

داشته و درون بررسمپله وسیله بداخل هر میکروتیوب را
با این کار رسید، ml10به حجم آن خته وریاول ي لوله

ساخته 10–1و غلظت شدهبرابر رقیق10باکتري هاي موجود
. یت لوله حاصل روي دستگاه ورتکس قرار داده شدو در نها

سی سی 1/0سپس .مورد نظر ادامه پیدا کردرقتاین کار تا 
ظروفدربرداشته و ا سمپلرداخل لوله آزمایش باز محلول 

توسط ندحاوي نوترینت آگاري که از قبل آماده شده بود
داده هر نمونه در سه تکرار کشت. پاستور پخش شدپیپت 

درجه سلسیوس30دماي ساعت در24به مدت روف ظ. شد
ها شمارش وپرگنهتعداد سپسوشدندانکوباتور قرار داده

یادداشت میانگین سه تکرار محاسبه و ، 1مطابق با رابطه 
بیانگر یک واحد اسپور زنده پرگنههر . گردید

Kalantari)است et al., 2013).

Bacillus thuringiensisآزمون سمیت var.

tenebrionisروي برگخوار نارون
، در هر Btt–BN1کش سنجی آفتبراي انجام زیست

حشره برگخوار نارون در سه تکرار و در 15تیمار تعداد 
15در این آزمایش هر . حشره در نظر گرفته شد45مجموع 

حشره در یک ظرف بصورت جداگانه به همراه سه عدد 
در Bttمیکرولیتر 100ف با هر ظر. برگ نارون قرار داده شد

تیمار شاهد بدون . درصد آلوده شد1و 5/0هاي غلظت
سازي با باکتري، تنها با آب مقطر آغشته و ظروف آلوده

درجه سلسیوس 28تیمار شده در داخل ژرمیناتور با دماي 
هاي تازه در اختیار ساعت برگ48قرار گرفته و پس از 

روز ثبت 5ات بعد از مرگ و میر حشر. حشرات قرار گرفت
.شد

نتایج 
حاصل از سه منبع (ثیر کربن تأبررسی هدفمند به منظور

و نیز نیتروژن ) ملاس نیشکر، سبوس گندم، جو دوسر
بر روي میزان اسپورزایی ) حاصل از منبع شربت ذرت(

آزمایش با روش مرکب مرکزي طراحی، Bttباکتري 
. باشدمیآزمایش25شامل حاصل یحاطر. صورت گرفت

میزان(نیز پاسخ طراحیسطوح کدگذاري شده متغیرها و 
CFU( شده استگزارش 3در جدول.

آنالیز واریانس و مدل پیشنهادي طراحی آزمایش
در این مدل، اطلاعات به صورت کامل و بصورت مدل 

ANOVAو نتایج 4بر اساس جدول . مکعبی ارائه شده است

CFUبراي مقدار شود که در مدل پیشنهاديمشاهده می

این است کهبسیار پایینPو مقدار 26/151با برابر Fمقدار 
.بینی پاسخ استنشان از دقت بالاي مدل براي پیش

، ANOVAجیو نتارهایبراي متغهانیتخمبیاز ترک
و ازلحاظ آماري معنادار به دست ياچندجملههايمدل
پیشنهاد شده زیرمدلCFUمقدار بینی یشپکه براي آیدمی

:مشاهده می شودزیرکه در رابطه 

(R1)1.01=+3.713E+011–9.938E+010*A–

4.833E+010*B–3.185E+011*C+2.365E+010*D+
3.035E+010*AB+6.173E+010AC–
1.037E+010AD+3.285E+010*BC+2.197E+009*B
D –
1.938E+010*CD+1.242E+010*A2+4.376E+009*B2

+3.395E+010*C2+2.269E+010*D2

از مقایسه مقادیر آزمایشگاهی و 1همانطور که در شکل 
شود، مدل از دقت مقادیر پیش بینی شده مدل مشاهده می

97بالایی برخوردار بوده و رگرسیون بدست آمده معادل 
نمودار برهمکنش مقدار منابع 2در شکل .  درصد می باشد

و منبع کربن جو دوسر، سبوس گندم و ملاس نیشکر
. نشان داده شده استCFUتروژن شربت ذرت با پاسخ نی

فت برهمکنش رانتظار می2نمودار شکل ازهمانطور که 
میان تمامی پارامترها با پاسخ وجود دارد و رگرسیون زیادي

.براي هر پارامتر بدست آمده است96%–95

CFUها روي مقدار اثر متغیرها و برهمکنش آن

ش شده از ترکیب منابع کربن نمونه هاي آزمایCFUمقدار 
هاي با درصد) سبوس گندم و ملاس نیشکرجو دوسر، (

Bttمورد نیاز باکتري ) شربت ذرت(مختلف با منبع نیتروژن 

.در شرایط طراحی شده، مورد بررسی قرار گرفت

)2(
)3(
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يمرکزمرکبروشباشیآزمایطراحآزمایشات انجام شده مطابق با –3جدول 
Table 3. Experiment runs designed by central composite design (CCD)

ResponseMain parameters levelStd run

valueCFU
Sugar cane molasses

SCM
Wheat bran

WB
Corn syrup

CS
Oat
OA

7.4211-1-1-1-11
4.711-1-1-1+12

5.8611-1-1+1-13
4.1211-1-1+1+14
1.3211-1+1-1-15
9.1210-1+1-1+16
0.9211-1+1+1-17
7.310-1+1+1+18

8.3611+1-1-1-19
5.1211+1-1-1+110
6.3811+1-1+1-111
4.6811+1-1+1+112
1.5811+1+1-1-113
0.4211+1+1-1+114
1.111+1+1+1-115
8.810+1+1+1+116
2.911000017

3.9811000-118
1.811000+119

3.541100-1020
2.121100+1021
5.44110-10022
0.65110+10023
2.6311-100024
3.3111+100025

ثیر متقابل پارامترهاي مقدار منبع کربن، نوع تأ3در شکل 
ثیر آنها روي  میزان ر منبع نیتروژن و تأع کربن و مقدامنب

CFU3شکل در. بررسی شده است(a) تأثیر متقابل
مقدار بر جو دوسر و شربت ذرت دو منبع کربنپارامترهاي 

CFU3طبق نمودار. استبررسی شده(a)در توان گفتمی
و کمترین مقدار کربن )شربت ذرت(کمترین مقدار نیتروژن 

بطور مشابه در . بیشینه شده استCFUمیزان،)جو دوسر(
حالتی که دو منبع شامل کربن جو دوسر و نیز کربن سبوس 

و دو منبع شامل کربن سبوس گندم و ) (b)3شکل (گندم 
همزمان و در پایین ترین ) (d)3شکل (نیتروژن شربت ذرت 

CFUغلظت این منابع استفاده شده، بیشترین میزان پاسخ 

که در نمودارهاي حاوي منبع صورتیدر . بدست آمده است
نتایج متفاوتی ) (f)3و (c)3شکل (کربن ملاس نیشکر 

بهترین ، (f)3و شکل (c)3در شکل . شده استحاصل 
در حالتی حاصل شده است که غلظت ملاس CFUپاسخ 

نیشکر در بالاترین غلظت خود بوده حال آنکه غلظت جو 
هاي لر یک از شکدوسر و نیز سبوس گندم به ترتیب در ه

، (e)3در شکل . باشندترین حد خود میفوق، در پایین
.تغییرات ملاس نیشکر تاثیر معناداري روي پاسخ ندارد

نمودار سه بعدي تاثیر همزمان سه منبع کربن و 4شکل 
در این . دهدرا نشان میCFUمقدار منبع نیتروژن بر مقدار 

ع کربنی روي هم و یا بعدي که اثر متقابل منابنمودارهاي سه
تایج منابع کربن با منبع نیتروژن بر پاسخ نمایش داده شده، ن

.شودیید میبعدي تأهاي دوحاصل از گراف

بررسی میزان کشندگی باکتري 
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آزمایشات مربوط به بررسی میزان کشندگی اسپور 
در . هاي تولیدشده روي برگخوار نارون انجام شدکریستال

اند در صورتی که در دو حشرات زنده ماندهتیمار شاهد تمام 
از ) لیتر بر لیترمیلی10و 5معادل (درصد 1و 5/0غلظت 

Btt–BN1 80و% 7/67میزان کشندگی آن به ترتیب %
کش بدست آمد که بیانگر عملکرد مناسب این آفت

.باشدبیولوژیک می

ده از طراحی آزمایشبدست آمCFUتبدیل و پاسخ درصدآنالیز واریانس براي -4جدول 
Table 4. The analysis of variance for CFU response obtained from the model of experimental design

CFUمقدار مدل براي شدهینبیشیپریمقادباآزمایشگاهیریمقادسهیمقا-1شکل 

Figure 1. Comparison of experimental and model predicted values for CFU response

Sum of Mean F P–value

Source Squares df Square Value Prob > F

Model 2.19E+24 14 1.56E+23 151.26 1.57E–8 significant

A–OA 1.78E+23 1 1.78E+23 172.0325 1.27E–09

B–CS 4.2E+22 1 4.2E+22 40.67882 1.24E–05

C–WB 1.83E+24 1 1.83E+24 1766.95 5.59E–17

D–SCM 1.01E+22 1 1.01E+22 9.745855 0.006998

AB 1.47E+22 1 1.47E+22 14.2605 0.00183

AC 6.1E+22 1 6.1E+22 59.00375 1.42E–06

AD 1.72E+21 1 1.72E+21 1.664992 0.216468

BC 1.73E+22 1 1.73E+22 16.70977 0.00097

BD 7.72E+19 1 7.72E+19 0.074708 0.788329

CD 6.01E+21 1 6.01E+21 5.816341 0.02915

A^2 4E+20 1 4E+20 0.386979 0.543232

B^2 4.96E+19 1 4.96E+19 0.048009 0.829518

C^2 2.99E+21 1 2.99E+21 2.889385 0.109801

D^2 1.33E+21 1 1.33E+21 1.291209 0.273654

Residual 1.55E+22 15 1.03E+21

Lack of Fit 1.54E+22 10 1.54E+21 94.18406 4.68E–05 significant

Pure Error 8.19E+19 5 1.64E+19

Cor Total 2.2E+24 29
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، سبوس (b)ذرت، شربت(a)جو دوسر ،CFUي منابع کربنی و منبع نیتروژن با پاسخ مترهااپاریرتأثمودار برهمکنش ن-2شکل 
(d)و ملاس نیشکر(c)گندم 

Figure 2. Interaction of the effect of carbon and nitrogen source parameters with CFU response a) oats, b) corn
syrup, c) wheat bran and d) sugar cane molasse
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منبع کربن جو دوسر و منبع نیتروژن شربت CFU،(a)بن و نیتروژن بر پاسخ ي منابع کرمترهااپاریرتأثي دوبعدنمودار -3شکل 
منبع کربن (d)منبع کربن ملاس نیشکر و منبع کربن جو دوسر، (c)منبع کربن سبوس گندم و منبع کربن جو دوسر، (b)،ذرت

سبوس گندمملاس نیشکر و(f)ملاس نیشکر و شربت ذرت، (e)سبوس گندم و منبع نیتروژن شربت ذرت، 
Figure 3. Two–dimensional diagram of the effect of carbon and nitrogen source parameters on CFU response, a)
oat carbon source and corn syrup nitrogen source b) wheat bran carbon source and oat carbon source, c) sugar
cane molasses carbon source and oat carbon source, d) wheat bran carbon source and corn syrup nitrogen source,
e) sugar cane molasses and corn syrup, and f) sugar cane molasses and wheat bran
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و دوسر و منبع نیتروژن شربت جمنبع کربن ،CFU(a)ي منابع کربن و نیتروژن بر پاسخ مترهااپاریرتأثي بعدنمودار سه -4شکل 
منبع کربن (d)منبع کربن ملاس نیشکر و منبع کربن جو دوسر،(c)منبع کربن سبوس گندم و منبع کربن جو دوسر، (b)ذرت

ملاس نیشکر و سبوس گندم(f)ملاس نیشکر و شربت ذرت، (e)سبوس گندم و منبع نیتروژن شربت ذرت، 
Figure 4. Three–dimensional diagram of the effect of carbon and nitrogen resource parameters on CFU response,
a) oat carbon source and corn syrup nitrogen source b) wheat bran carbon source and oat carbon source, c) sugar
cane molasses carbon source and oat carbon source, d) wheat bran carbon source and corn syrup nitrogen source,
e) sugar cane molasses and corn syrup, and f) sugar cane molasses and wheat bran
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بحث
سوسک برگخوار نارون مهمترین آفت درخت نارون در 

معرفی یک . بسیاري از کشورهاي جهان از جمله ایران است
ن درختان با توجه به کاشت ثر براي ایؤروش غیرشیمیایی م

ها در فضاي سبز شهري و محدودیت استفاده از سموم آن
به دلیل اثرات سو در سلامتی (ها شیمیایی در این محیط

سویهنتایج تحقیق حاضر حاصل از. بسیار مهم است) انسان
تواند به براي کنترل این آفت امیدبخش بوده و میBttمحلی

ر با محیط زیست مطرح عنوان یک روش کنترل سازگا
در این مطالعه، به منظور دستیابی به عملکرد کارآمد . گردد

هاي برگخوار نارون، محیط کشت با در کنترل سوسک
استفاده از . استفاده از پسماندهاي کشاورزي بهینه شده است

جدا شده از لاروهاي برگخوار Btt (BN1)این سویه محلی
وبی براي کنترل آفات ارائه تواند پتانسیل بسیار خنارون می

از آنجا که این آفت هر ساله خسارت قابل توجهی به . دهد
کند، ارائه روش مدیریت پایدار درختان نارون وارد می

نمودارهاي ارائه شده .تواند قابل توجه باشدکنترل آفات می
همه حالات دهند که درنشان می3و 2هاي در شکل

بهترین پاسخ ) شربت ذرت(ژن ترین غلظت منبع نیتروپایین
CFU منبع کربنی آزمایش شده نیز 3از بین . استرا داشته

ترین غلظت بهترین پاسخ جو دوسر و سبوس گندم در پایین
اند و تنها ملاس نیشکر در بالاترین غلظت، ماکزیمم را داشته

که ،(e)3و (c)3هاي کلدر ش. را داشته استCFUمیزان 
شکر به ترتیب در ترکیب با جو دوسر و در هر یک ملاس نی

ملاس شود که غلظتباشد، مشاهده میشربت ذرت می
توان بر علت آن را می. ثیر چندانی روي پاسخ نداردشکر تأنی

، در کم بودن میزان کربن موجود 1هاي جدول اساس داده
در ملاس نیشکر در مقایسه با سایر منابع کربنی دانست که 

از بین . شودد نیز تایید می2مودار شکل این موضوع توسط ن
منابع کربنی، بهترین پاسخ مربوط به سبوس گندم بوده است 

ترین غلظت منبع نیتروژنی شربت و این منابع کربنی در پایین
:اندرا داشتهCFUذرت به ترتیب زیر بهترین پاسخ 

سبوس گندم‹جو دوسر ‹ملاس نیشکر 

ده کاملا منطبق بر نتایج آنچه که در نتایج فوق بدست آم
همانطور . باشدمی) 1جدول (آنالیز مقدار کربن منابع کربنی 

شود میزان کربن ملاس نیشکر مشاهده می1که از جدول 
کمتر از دو منبع دیگر است و این دلیلی است بر نتایج 

در بیشترین غلظت CFUکه بیشترین پاسخ 4و 3هاي شکل
به نوعی جبران کمبود ملاس نیشکر بدست آمده است تا
درآمدهبدستنتایج. محتواي کربنی این منبع شده باشد

ازپسسلسیوسدرجه30دمايوPH = 7عملیاتیشرایط
آزمایش طراحی شده توسط روش پاسخ 25براي ساعت72

براي حداقل غلظت CFUمیزان حداکثرکهدادسطح نشان
، %)3/0(، حداقل غلظت سبوس گندم %)3/0(جو دوسر 

و حداقل غلظت شربت %) 1(حداکثر غلظت ملاس نیشکر 
. بدست آمدspores.ml−18.3611معادل %) 1(ذرت 

نیز بیانگر Btهاي سایر مطالعات روي بستر رشد سویه
Saberi)اهمیت منابع کربن و نیتروژن در رشد باکتري است

et al., 2014).اندرسون و همکاران روي سویه تحقیقات
Galleriaeهاي بالاي گلوکز باعث نشان داد که غلظت

هاي شود در صورتیکه غلظتافزایش دانسیته سلولی می
خیر در اسپورزایی شده است وجب تأبالاي مخمر م

(Anderson and Jayaraman, 2003) . در تحقیق دیگري
زاده نشان داد که شربت ذرت، استات سدیم و یون صراف

ثر به شدت مؤBt–H14ه سولفات منگنز روي رشد سوی
همچنین بخش دیگري از . (Sarrafzadeh, 2012)است 

مطالعات به استفاده از منابع ارزان قیمت در کاهش 
.sv2Bهزینه تولید براي سویه هاي تولید نشان دادند هزینه

thuringiensis برابر کاهش 23با آرد سویا به میزان
Chandrashekhar Devidas)یافت et al., 2014).

سنجی سویه در نهایت نتایج حاصل از آزمون زیست
به خوبی )Btt–BN1(تورنجینسیسباسیلوسباکتري بومی

دهد که کش بیولوژیک تولیدشده را نشان میتوانمندي آفت
تواند در فرایند مدیریت کنترل پایدار آفات نقش بسزایی می

.ایفا کند
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Abstract

For knowledge localization of Bacillus thuringiensis (Bt) production as biological pest control, optimization of
culture medium is necessary. In this study, Bacillus thuringiensis var. tenebrionis–BN1 (Btt–BN1) was used as a
biological pesticide to control elm leaf beetles. The aim of optimizing the desire culture medium is to increase
the production efficiency of Bt biopesticide using agricultural and food wastes as cheap raw materials. To
optimize the parameters of the culture medium, experimental design of response surface methodology (RSM)
was applied with a central composite design (CCD) approach. The parameters including the amount of carbon
(sugar cane molasses, oats and wheat bran sources) and the amount of nitrogen (corn syrup source) at three
levels (0.6 to 1 percent of sugar cane molasses, 0.3 to 0.9 percent of oat, 0.3 to 0.9 percent of wheat bran and 1 to
5 percent of corn syrup) were investigated with colony forming unit (CFU) response. The results obtained under
operating conditions of pH = 7, temperature of 30oC after 72 hours. The results showed that the maximum CFU
for the minimum concentration of oats (0.3%), the minimum concentration of wheat bran (0.3%), the maximum
concentration of sugar cane molasses (1%) and the minimum concentration of corn syrup (1%) were equivalent
to 8.36 11 spores.ml–1. In addition, the results of Btt–BN1 bioassay survey on elm leaf beetle showed that two
concentrations of 0.5 and 1.0 percent cause 67.7% and 80.0% of mortality, respectively.
Keywords: Bacillus thuringiensis var. tenebrionis, elm leaf beetle, production efficiency, production substrate,
growth conditions


