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�������Bacillus thuringiensis����5�%���B�C��!�6���-��D)E��56F��!�*G�10H��10�"I�J�C!��K!�)�+��� !1L�M	NO��+���K

@10���������P�QN��1�R�����5
	'��S��TU-�1�V)-���W� 0!)+�X�1�5��/�Y�����10����Z[�1���.��X���������-���5���)[��0,��!

,0!,���6F������.���D)]�S�
1!���������S�!��10�P�����^��!�1����&� !	�E�0�U����0)]�"�0����!)X��������	��1��-������0�[U�����-

5�!�V)-�,0	����6F�����0,�.��!)X�������0�U����0)]�P�����S�!�0,������[+	U+��[��1�"�	������0�[_�(Dipel
®
) ��10H��10

����/	[]�D�[��D1,�S[��������[`�&Helicoverpa armigera ��1�R[$����[&����"[��U
!�5[*&��Plutella xylostella �����[�,�0,27���[X0,���

1�^	��N���"`�+�5�	B065�%�01,�1���0	+��16:8�)"#�0��:�"���$10�("�0���)$�.��)�*��5dNW50��)I0,(LC50)������!)X���

"�	��KD2��20��6R��1�+	U+��0�_���������/	[]�D�[��D1,�S[��10H��10�e[f�,����[���[`�&�����R[����107×21/1��107×8/8��107×39/1��1

107×91/6�"N���0,�0	f�!�����
�0�U������)$��`������!)X�����KD2 ��)�*��5dNW�S���U������50���/	[]�D����10�)I0,����[`�&��

��*���,	��.�)�*��5dNW���50���!)X�)I0,��D1,�S����-10H��10�h	6�"�	����-R$���&�����[��"[��U
!�5[*&�����R[����104×1/6� 

103×4/3�� 105×9/2��1104×8/8�"N���0,�0	f�!����
�,	� �������[�����0�U����0)]�S���*�����Bt�����[�!)X��[��j	[�����20 ��,	[��.�0,

��!)X�"
	#
	��"�0�����!)X����)$�k�*���-��-"�0���,0	���� ���!0!,����-cry�)����+�"+��#�.� �

�9������:���
��:Bacillus thuringiensis�/	]�D��������`�&��R$���&�"
	#
	��"�Z�1�����0�U����0)]��"��U
!�5*&������ �

 

���.���

D�� ��/	[]�������[`�&Helicoverpa armigera Hübner 

(Lep.: Noctuidae)�����[X	����[`�&�3['��56F�����0l��"[.+�6

������5[�!�)[_���1���	[����[��	
�� 	[�	���,	[�+ .(Fit, 1989) 

��*G����)$�,����"[N&���[6������/!���[���[�+,�0,�1��,	[�70����[+	�

��5[�!��)[$�@0!%�� F��!��� ��%���.����/!�5[6F�S[�!���[-10H

m����/	]�� !	X���-�����2����-���� �[-����01A[��V2[W�1��	

"����An��,	C� ��%����)��(Mitter et al., 1993).� �

R[[[[$���[[[[&����3[[[[N��)[[[[����[[[[��"[[[[��U
!�5[[[[*&��� �
 

 *�[[��+� �[[��&�/!��[[�6������[[
����S[[�!�3+�[[C�)[[$0!�"[[���$0������3��[[���[[-

"
	�o��!�-/�1����+2��"��,�6�)$��. 

�0,D	��5*���,!	+�C� �-������-���"��56��� ��p�f�Nq���,	[$

�1�����[[��S�[[��0,�"+�[['X����!�[[&�S���[[*���/!��[[
	&�� !0!,

�5�!�0!,0	C��(Talekar & Shelton, 1993)�.��!�����+,�0,

������[��%-�0H,�,0�[�N����[��/!���[���+H��� �'X�0,� F�����

�"[����,	[$(Verkerk & Wright, 1996; Dezianian et al., 

2010)�.�S�!R$���&�����0,1317����0�*6!�Y�	���"#�� !	�E

��)[$�@0!%�� !��!�/!�3N��3'����6F�/!)Behdad, 1982�(�1

��[[��0,1378�����,�[[�� �[[�nB� !�[['�� ��[[�!�3[[N��r0!%[[��0,

(Marzban & Baniameri, 2004)�.���� ,	[��!0!,��[��5[6F�S�!

����1�,�[[�/�es�)[[�
	��1����!�[[&��0)[[]��H�[[��"+�[[�%���r	[[��� �

� �
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���[���"[#��+�����I	JC���5[6F�/!�"[N�C���[����[-���"���U�[$��

�!��)[[$�D1�[[��5[[�(Shelton, 2004; Wright, 2004; 

Grzywacz et al., 2009)�56F�/!��,�Q��!�����"���U�$���-

��$A��/!�"-������6F�������!������	[Uo��"[$10�01,���-

5�!��,	��.���%-���!���D1�[�����-,!Z+�0	't��H����,�J�]!���-

����5[6F���[�����"[+!�.+��"���U�[$���[-���5[��/���[-���1�"[O���

�C�q�0,�"�,	
F���@10�,��0����-���R`��"�!AW�����[-

�����5[�!��)[$�"-�[�����[6F��[����0,�"���U�$�.���h	[6�e[�H,

���"�����,�@10� !/0!�1�3
�����-����!0��������
�[q��[�� !	�E

�5[[[�!��,!,�0!�[[[]� �[[[������10F�[[[6��)[[[X�.�/!��,�Q�[[[�!

��*G�����-,�1,�"#��0,�"�1�#�����-�����X	��,0	����C!

��6���0!�]��)X�5�!�.#���e�!	E����)��[�-�r	[����0�����"�1�

�,���������-"��)���U+��0�U���,�_�!��!�*G0,�)�+!	��.��"[
1

��[u�U-!��!0!,��0�[_���d+�/!�"�)+!�,!)o��Y�6����[��)��[�-�5

 F�S���U'����-Bacillus thuringiensis Ber.��5[�!�.���[��0!1

�[[+	���/��[[����B. thuringiensis subsp. kurstaki���10

R$���&�1�"��U
!�5*&����/	]�D�������`�&�5[�!��K���0�����.

����������S�!������[��D)[E����[6F��10�"[I�J�C!��[K!��B�CL���K

������[.��X�V)[-��W� !0!)[+�X�1�5��/�Y�����10�M	NO��+

�Z[[�1���5���)[[��0,�!0��!N,0!,���[[6F�"[[��Q(Kurstak & 

Tijssen, 1982). �������[�B. thuringiensis��������[���[���

v�[[����1�0!,0	f[[�!��5[[`s��D�[[��5[[�!�"`+�[[X�v��[[���[[��.

3-�����S�w�1�[&��D	�Z+!0	f[�!�e[C!,�0	f[�!�e�#*����� ��/�����[-

��
,��1�G�"
���������"[��)[�
	��S���	�1)+!��)[�������!�[���[�

�"[��"U���!�*G�"C����)[$���.������[J�!��[��S�[��	�1)+!��[�
,

�����)+���	N���10�,	X	����-����,10��[�N��&!���[-�����"+�[��

�m���1�"
	N��R�����xE�����*G"�� F�,	$�.�������[�Bt�

�)�p	��/!0�&���-0	`+/��10�"p	���K!�y�-�R[$����[&���5[*&��

���,0!)[+�"[��U
!)Brunner & Stevens, 1986(����!�[��"[
1��

R$���&��������/!��0��[����[���[��"[��U
!�5*&�5[6F���[�����[-�

��5[�!�"U��0�������)$�D1����"���U�$(Sun et al., 1986)�.

"��_+F�/!����Bt���	[UE�3��+��0!1�#[�����0,�1��,	[��v�[C�"

�U-�����"��56����X��,	$(Travis & O’Callaghan, 1989)�.�!A


��!)X�"�����$�5'X�0,�z��1���o
�O��������S[�!�{[N������-

"��0	[*��"#��	
	�!�PB�[���0,�����������	[����� !	������[-

�������[*����0��/�[[����O�[[���-�"U�N]!�Y�!�$��������)�)X

5�,��,0!,�����[6F��!������56�������D�[���[�d+�3['��1��)[�N�

�/	]����1��`�&R$���&�����"��U
!�5*&��S�!�0,�����)�$����K

�,����!0����[�!)X��-�������v�[C�/!������[��S[�!�/!�{[N��������[-

�5�!��)$�!)X�0	*��"E!0/(Marzban & Salehi, 2006)�.

 ��R[[[[NW!��)[[[[�
	����[[[[-��)[[[[����0,�S�[[[[��	�1)+!��
,��� �

B. thuringiensis��Y�	�DNA����|0�C�����[���[��"�1/	[�1

�������)[���)[+0!,�0!�[]�{[N����,!)[o��1��/!)[+!�0,�)�U�2&��10

"�����)+	[$)Levinson et al., 1990�.(�����,�[�/�,!)[o�� 	���[�

��[��j�`�0!�0,��)�U�2&� ��B. thuringiensis�����)[$���C��[$

�S���0,�����5�!21���/���+	�����)�U[�2&�,!)[o���)$�"�0����

�/!2����12�����+	���/��-�0,�,)E��5[�!��,	[����n�.�� ��,	[X1

��)�U�2&��10�"��w�1�&����������N��1���� �� ,�[�� 	N���

��� 	��!)��`�-�1�5�!��)��0���`K!�. �����������	w�����-

"��"��w�1�&����/����0,�)�+!	��������1��)�U[�2&�e#[$��[���[+	�

��)�[[$�����[[$!,�,	[[X1�"�1/	[[�1���.� ��S[[�!��[[q��!�����[[-

��,	[[`+�3[[-�)[[�+���"�1/	[�1���� F�3�[[d���5[[�!�S[#U��1���[[-

)$����1�Q���.���[��"�1/	[�1��� ��,0!	[��"C���0,�����0	[I

��"[�� �[����)�U�2&� ��0	}G�0,�Y�6����5�!���Q'+�����,	[$

�/!����� 	����400����[+	���[�/�0,�{N���� �����{[N������[-

��)$�"�����$��������S�!�5�!�(Tanada & Kaya, 1993).� �

���[[�!)X����0�[[U���"[[�0������[[-Bt�G��10���!�[[*

���!,�S��o��1�{N������!0�"[+!1!�6���*���/F�D�_+!��"+��%����

"��M�_�!�)���.����1�e[UE��0)[]�S�[`����*���/F�S�!�eI�G

	
	������I	JC�,	��)-!	C���0�U���e��E����.���D1%[
�!A[


@10��0!�]�����D�_+!��!����)$���C��$�1��,���,0!)+���!���-

"��[[�/0!��E�5[[����[[��,	[[��)[[-!	C��01�[[~���[[�!��[[-� !	[[�

5[[��/���[[*���/F���[[��"_�[[�Bioassay�"[[����[[O����,	[[$�.

����[�/F��5[[��/���[-�����1�[Q��k��[[*��5['X�"_�[�����[[-

	
	�����!)X�S���"#�����������[����[-Bt����1�5[�Q���"��[�/0!�1

��!)X����0�U��� !	��������0	[I� �[�%���0,������[��S[�!���-

56��)-!	C�.������*G�"�]1�������Bt���,	[$��,	[
F���S[#U�

���!1�5�!��-�����*G�m�����d+�"�1�Q�����L��)$0�0,���C

e#$)��%�+�1����Q$� /1��-�����)[-,��0���[*G� )$�.���[�!

�,��0�[[��/!�V)[[-Bt��0,�S�!���[[����)[[$���5[[6F� ,�[[��S�[[��/!
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5��/��������1�m����"_������"[��0!�[]�0�[�o�� !	�E��,�[���.�/!

P�],��0��F��d+��/!)+!�S����u�oUX�����1�m���4��&������5

S��o����*G��/!�"�dNWBt�����5�!50����*G�5�oUX�)I0,

"��!0�����)*���S��o��"�0�`ELC50�"�� F�)$��.��P�����S�!�0,

���!)X�)�q����0�U��Bt��,�S���/!�������-��[�!)X��"�	[������[��W�

��)[$��)[+!�(Marzban, 2001; Marzban & Salehi, 2006)�

��*G�1,��10�����1�"[�0����/01�*���H	J���3'��56F

�����!)X���!)X�����)+)[$�"[6�o���[������-�.���"��[���$�S�[�TU-

��!)X�"
	#
	��/!��,�Q��!����0	�%����-PCR ���/0	[61��#
!�1

���5�[���G�1�0�[��5E���@10�S�!����!%��/!�����)$�D�_+!

"��H���)$��.� �

��

;�	���0����
���

1<���$	���&4�;��

���[+!1�&�"[�0���S�!�0,������/	[]�D�[�����/!��[`�& �r0!%[� 

�X	��".+�6  ���� zUX��e�������.*���/F����1��01F�[$)�.

��*G�S�!���-10H ���5NE 3-���[����0!	C���0	[I ��,!�[Q+! 

 10, �
	
�������[�/F���[-)cm�6×1( �10 ��!A[W ��"E	�[J�

��,!,�@01�[&��)[$)+(Teakle & Jensen, 1991) �.��/!��[&

�+!1�&�"���Q$�1��10H� !01,��1��-�[t��- 0, ���[�,�������[-30�

"��� )♂15 + ♀15( 0,�V1�t �+!	��!��! "#���2&�������[O]

��r�[Q�0!�1�17��125��"�+�[����0!�[]��[�� �6���)[� ��O[� �"[+10, 

�0!	�,�V1�t ����N��1�� AW�� Ml�X 5�	B0 �)+�$	& �)$ 

0,�1 {� ��+!	��! ���& �1�G MF 1 e�E 10�)I0,�0!�] 

)$��,!,�.D�U��@01�& eG!�� �)$0 56F 0, h��! @01�& 

�� ���, 27��X0,�� �^	��N� 	B0�5[� ��"`[�+65��)[I0,�1 

�01,�"���$10���"#�0����� 16:8��5E�[� �D�[_+! �)[$�.��"[�N�

��
1!���R$���&���"��U
!�5*&��P. xylostella��3N��r0!%��/!

D2[[�!��v%[[��'��1��'[[$) !�[['��M	[[�X�(z[[UX���[[��1��01F

)$�e�������.*���/F�.�"�N��e�#*���!��/!����[��@01�&��Q]

�^2[[��"[[�#N&���[[X�/!�e�O�[[���R[[o#��e#[[$�,�[[o�!��[[�

40×40×60�"�+�[[������[[�,�0,��[[��25��[[X0,�����^	�[[�N�

�"`[[�+�5[[�	B065�)[[I0,��01,�1����0	[[+:�"#�0�[[��16:8�

�5E��)$��,�Q��!.��An������-10H���/!��,�Q�[�!��[��m�[������[-

�+!1�&�1�3N���e�E�MF�	N���/!��-10�)I0,�D�_+!�)$. 

2<��,9�=�'���	�cry�������	0�
���Bt��

�"��w�1�&�D	U��r	+Bt����[��0,��[�!)X��"�	[����KD2��

20��6R��1�+	U+��0�_���� ��"���,0�P��B�/!�ef�,����-cry�

 F�0,�56���0!�]��o
�O��,0	���-�.�!����|!����!DNA�0,��

�5*��/!�!)��!18����������E�������5[*��Y�[���0,NB��100�

	N��1���$!,������
1�#�����[�����������-������+�[���[U���	Q

�5E����� g5000�����],����0,�����)+)[$�S�[*+�.�	N[������[-

�[[[�����0,��)[[[$�S�[[[*+100�1�[[[#�������)[[[���%�
��6�[[[���[[[��
� �

)50�"N����0H	�)��N�����3����&10��"[N������1����[��0H	[�1/0�

�)[[I0,�S�p	[[�20�(��1��)[[$� 	�[[�+�f�	��[[���0	[[B�,)[[_�

)+)$��	Q���+���.��1��f�����������[�,��[��"[�F�D�[UG��[���[-99�

�X0,�����������1�[G�S�[*+10�5[��'+�0,�1��)[$�e[�����^	��N�

DNA�����[�,�0,�1�e������.�,� 1������1���20����[X0,���

)$��0!)'.+�^	��N��.�1����/�"���,0� ����-����-cry����[�

������[-�U�!�&�5[QX�e��[$�"�	UE��U�!�&�5QX�0�'q cry1��

cry2��cry3��1cry4��[[���[[���5[[6����0	[[I���[[I2C�0	[[B

 ����-�U�!�&���J�*��-���cry����1)[X�0,��[o
�O��S�!�0,

���5�!��)$��,01F.� �
 

�1)X1������� ����[-�U�!�&�"[I	JC�1�"�	[UE���[J�*�����[-�

cry����!0�0,����+!1�&�-��(Ben et al., 1997).� �
Table 1- Characteuristics of general and specific 

primers for lepidopteran active cry-type genes (Ben 

et al., 1997). 

Product size 

(bp) 

Sequences Primers 

277 5-CATGATTCATGCGGCAGATAAAC-3  cry1(d) 

 5-TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT-3 cry1(r) 

498 5-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG-3 cry2(d) 

 5-CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT-3 cry2(r) 

1367-

1392 

5-CGTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC-3 cry3(d) 

 5-CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT-3 cry3(r) 

3762-

3738 

5-GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC-3 cry4(d) 

 5-GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC-3 cry4(r) 

 

3<��0
�?�����
�� 
�� �
�[[[[[[[[�!)X����[[[[[[[[-20��6R��1KD-2������[[[[[[[[�� �

 B. thuringiensis	
	����[[������[[�������[[���/!��[[���

���	��������������������)[$�3-!�[6�0	*��"#$%&)��1)[X2.(�

�[[�!)X��5[[*��Y�[[���0,��[[-LB��(tryptone 1%, yeast 



20� ��$�%&'���(�����):��+��,����$-��$����-��.	�����/0�/0����)�1	�����23���$�'�-...  

extract 0.5%, NaCl 1%, pH 7–7.2)����[[�,�0,28�

�X0,������[��^	�[�N���[���)4���01,��[��/10 rpm190�����[$

)+)$�.0	f�!�,	X1��+	U+�0,�,!/F�����������)-�[*���[���-���

��"&	#�1�#��L��������[�,�0,��[T���e[C!,��f[���)[$�)��5�

�X0,����.+�^	��N���)+)$��0!,(Marzban et al., 2009)�
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Table 3- Bioassay bacteria isolates on the second larvae of Cotton Bollworm and Diamondback moth.�

Pr>chisq df χ2 Intercept Slope Confidence Interval�
(%95) 

Low. limit     Up. limit 

LC50�
Spore ml-1 

Isolate Pest 

0.9863 5 0.63 -1.11 0.31 7.2×102-13×102 3.4×103 20  

0.9992 5 0.19 -1.51 0.31 1.9×104-42×104 8.8×104 Dipel Diamond back moth 

0.9785 5 0.77 -2.71 0.57 2.6×104-14×104 6.1×104 KD-2  

0.9944 5 0.43 -5.10 0.79 1.5×106-5.2×106 2.9×106 6R  

0.9892 5 2.53 -6.16 0.77 5.5×107-14×107 8.8×107 20  

0.9792 5 1.43 -2.56 0.96 4.5×107-11×107 6.9×107 Dipel Cotton Bollworm 

0.9985 5 2.84 -3.37 1.18 7.6×106-18×106 1.21×107 KD-2  

0.9763 5 1.28 -3.73 1.22 8.7×106-18×106 1.31×107 6R  
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Fig. 1- Confidence intervals overlap of isolates LC50 on second larvae A. Diamondback moth and B. Cotton 
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(Ho and Ng, 1970).��[[�!)X�S�[[�TU-�����0�[[_�Bitrol�

)����1���H-1�(�5dNW�0,105×13�"�+���0,�0	f�!�������z[���

���-10HR$���&���"��U
!�5*&��P. xylostella���)��0,�!0

�"[��S���/!�/10�1,���,�[�(Rautapaa, 1967)�.���S[�!��[���12[E 

1967)�(Burgerjon & Biache,������1�[������[-H-1�H-3��

H-4��H-5�1H-6�������[[[[[[�B. thuringiensis���10�!0

R$����[&���5[*&�����"[��U
!P. xylostella����1��,�[�����[�/F

�U-������1�����10�!0��-P. xylostella��)[+,���D2E!��K��. 

�����[�!0�S�[U-�0,)(Ooi, 1981����[6���KL[�F�,01����0�[[_����[-

Dipel��1Bactospeine��/10��[[[[[[����[[[[[[-10H��10�!0���

�R[$����[&�����"[��U
!�5[*&��P. xylostella�����[�!)X�1�"[�0��

Dipel�!�������!���!0,���D2E!����K���56F�S��.���!)X��-

�����1�����Bt�"���S���	��r	+�)�q�)+!	�(Cry)���)[���)�
	�

���Cry1����	UE��+!1�&��10���S�[��	���[�!�5�!��K����-�����[-

�)�+���%�+���.�,Cry2���10R$���&�)+!�K����-�.�+!1�&���0,��[-

S���	���1��� �������-Cry1���)+0!)+�"+��#��5����G�%�+

����`E�"�0Cry1C����Cry1D�R$��10����[&����"[��U
!�5[*&��

��10���!��K���/	]�D����`�&���"���[�L����[��1��5[�!���KCry1Aa�

R$��10���&����"[��U
!�5[*&������[��5`[�+���/	[]�D�[����[`�&���

�K���������5`�+���*G�S�!��+	��1,��-���!��5�!Cry1Ab��1

Cry1Ac���)��[�-�^�[�G(Ben et al., 1997; Eldridge, 

2011)�S�!����^��!��e�
,L��[�!)X��1�Q�����K�����[-Bt���10

�+	���+!1�&���-�����-���S�[��	��r	����B�C������1�[������[-Bt�

 �*+�1�5�!��)�-,����L��!)X�"I�J�C!���K���������S�!���-

5�!��!�*G��10�.��!)X�"
	#
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	��"��+!	�����L���!)X� F���K
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Abstract 

Bacillus thuringiensis bacteria because of many advantages such as specific effect on pest insects larvae, no 

adverse effects on the environment and non-target organisms and also easy combination with other methods of 

pest control, has an important role in pest management programs. The first step as a basis for doing research on 

this bacteria is to study virulence of different isolates and strains of the pathogen in the control of the target pest. 

In this research, the virulence of three native isolates and a commercial product (Dipel
®
) was evaluated on the 

larvae of cotton bollworm, Helicoverpa armigera and diamondback moth, Plutella xylostella at 27
oC

, a relative 

humidity of 65% and 16L:8D photoperiod. Based on the calculated results, 50% lethal concentration (LC50) of 

three native isolates of KD2, 20, 6R and commercial product of Dipel on the 2
nd

 larval instars of H. armigera 

were obtained as 1.21×10
7
, 8.8×10

7
, 1.39×10

7
 and 6.91×10

7
 spore ml

-1
, respectively and KD2 isolate was the 

best strain among others. Results of 50% lethal concentration (LC50) bioassay of three native isolates and 

commercial sample of Dipel on the 2
nd

 larval instars of P. xylostella were calculated as 6.1×10
4
, 3.4×10

3
, 2. 

9×10
5
 and 8.8×10

4
 spore ml

-1
, respectively and isolate of 20 was the best strain among others. The molecular 

analysis of the isolates revealed that isolates cry genes are not identical. 

Key words: Bacillus thuringiensis, Helicoverpa armigera, Plutella xylostella, virulence, molecular characteristic.  


