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های از خاک Bacillus thuringiensisهای بومی باکتری ژنی جدایه خصوصیات برخی بررسی

 مناطق جنگلی استان گلستان
Study some of the genetic characterization of native Bacillus thuringiensis isolates 

from forest soil of Golestan Province 
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 چکیده

های مختلف استان های مناطق جنگلی شهرستاناز خاک Bacillus thuringiensis (Bt)های بومی باکتری جدایه

نمونه  42ردیابی شد. از کل  اهثر روی حشرات در آنؤتولید توکسین و پروتئین م عامل Vipو  Cryسازی و ژن گلستان جدا

ها، سازی گردید. پس از کشت کلنیجدا Btجدایه  160خاک مورد بررسی از طریق بازدارندگی انتخابی استات سدیم، تعداد 

کشنده برای بسیاری وتئین کریستالی ، پرانجام شد هادرصد از جدایه 40آمیزی اختصاصی و شناسایی میکروسکوپی در رنگ

د. نشتوجود دا Vipو   Cryهایجدایه ژن 12نشان داد که در  Btهای بررسی مولکولی جدایه. گردیدمشاهده از حشرات 

، Cry1I ،Cry1Fهای ( و ژنCry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac)شامل  Cry 1Aژن  سهآزمایشات تعیین ساختار ژنی برای وجود 

Cry2 ،Cry9  وVip3Aa  های گر اختصاصی انجام شد. ژنجفت آغاز 8با استفاده ازCry1Ab ،Cry2  وCry1F در همه 

داشتند و یا در هیچ  درصد( 20تر از کم) فراوانی بسیار کم Cry1Acو  Cry1Aa ،Cry1Iهای ها مشاهده شد، ولی ژنجدایه

های که دارای پروتئین Btهای بومی باکتری جدایه تواند برای ردیابیمیها یافت نشدند. نتایج این تحقیق یک از جدایه

 ثر روی حشرات هستند، مفید واقع شود.ؤکریستالی م

 ، شناسایی مولکولی Vip ،Bacillus thuringiensisو  Cryهای پروتئین کریستالی، ژن کلیدی: گانواژ
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 مقدمه

 کنترل بیولوژیک عوامل کاربرد به علاقه، شیمیایی هایکشحشره ایگزینج عنوانبه ؤثرم و نام ترکیبات برای حیاتی نیاز

 محیطی اثرات زیست بنابراین کنند،می عمل اختصاصی بسیار آفات هدف علیه عموماً میکروبی عوامل .تاس داده زایشاف را

 شوند.می مختلف هایاکوسیستم در مفید ماندن حشرات زنده موجب و دارند کمتری

کش بیولوژیک یک باکتری گرم مثبت و اسپورزاست که اغلب به عنوان یک حشره Bacillus thuringiensis (Bt)باکتری 

این باکتری در طی فرآیند اسپورزایی،  (Apaydin et al., 2005).گیرد در سطح وسیع در سراسر جهان مورد استفاده قرار می

رات ـهای حشی زیادی روی لاروـکشت حشرهـین نام داشته و قابلیـاندوتوکسکند که دلتاپروتئین کریستالی تولید می

ا ـهکریستال .(Cinar et al., 2008) داردها و نماتدبالان ان و دوـپوشبالداران، سختپولکم از بالـف اعـتلـهای مختهـراس

 ستندـخیص هـت و تشـیؤوسیله میکروسکوپ الکترونی یا نوری قابل رتوانند شکل متفاوتی داشته باشند که بهمی

(Hannay and Fitz, 1955). های محققان، ژنCry ها به چندین و میزان عملکرد اختصاصی آن هالیارا با توجه به شباهت تو

تای اول به ترتیب برای پنج . Cry9و  Cry1 ،Cry2 ،Cry3 ،Cry4 ،Cry5 ،Cry6های ه اند: پروتئینگروه مختلف تقسیم کرد

اند بوده کشندهها بالان و نماتدپوشان، دوبالان، سخت بالداران و دوپولکداران، بالپولکهای باللارو حشرات راسته

(Seifinejad et al., 2008). های پروتئینCry6 ها با سایر رسد که منشأ آنها سمی هستند، اما به نظر میماتدنیز برای ن

اند گزارش شدهداران سمی پولکنیز علیه بال Cry9های پروتئین .(Pooja et al., 2013) متفاوت باشد Cryهای پروتئین

(Martinez et al., 2002). 

روند. های آفات مهم کشاورزی به کار میلاروانواع کنترل  در سراسر جهان برای Btهای بیولوژیک با پایه کشحشره

ده ـکه برای حشرات و موجودات زنطوریهای مختلف است، بهمزیت عمده این باکتری، اختصاصی بودن آن برای میزبان

مخلوط پس از بلعیده شدن . نحوه عملکرد باکتری بدین صورت است که (Apaydin et al., 2005) اثر سمی نداردهدف غیر

ها از ، کریستال در محیط قلیایی معده میانی حشره حل شده و سپس پیش توکسینتوسط لارو Btکریستال باکتری  -اسپور

های سطح گیرنده با اتصال بر روی شوند. توکسین فعالهای سمی فعال تبدیل میهای معده میانی به پپتیدطریق پروتئاز

عملکرد بخش میانی دستگاه گوارش حشره را مختل و در نهایت  های معده میانی با ایجاد منافذی در غشاء سلول،سلول

آوری جمعاز منابع مختلف در سراسر جهان  Bt امروزه باکتری .(Hannay and Fitz, 1995) شودموجب مرگ آن حشره می

وتون در ایای گیاهی تـهای توتون و بقکـه سوســازی آن از لاشـسداـوان به جـتمله میـاز ج ،تـده اسـو گزارش ش

و چین  (Kim et al., 1998) محصولات انباری از کره جنوبی وهای خاک نمونه ،(Kaelin et al., 1994)های مختلف کشور

(Hongyu et al., 2000) ،های آبی و خاکی در اسپانیازیستگاه (Martinez et al., 2005)، ات در ـبوبـهای حتگاهـزیس

تون در ـات زیـاغـب و (Mohammedi et al., 2006)ادا ــانـلاب در کـن فاضــلج، (Apaydin et al., 2005)یه ـرکـت

های خاکی سازی شده است، اما نمونهاز منابع مختلفی جدا Btاشاره نمود. اگرچه باکتری  (Cinar et al., 2008)ه ـیـرکـت

  (Aramideh et al., 2010).بوده اند  Bt ترین منبع باکتریترین و متنوعفراوان

 های گیاهی متنوع و پایداری برخوردار هستند، در نتیجه تنوع زیستی بالایی نیز دارندهای جنگلی از پوششاکوسیستم

گذارند. در کنار آن، عامل مهم های موجود در خاک در اختیار میارگانیسمزیستگاه مناسبی برای انواع حشرات و میکرو و

و این ویژگی را تداوم بخشد، استفاده نکردن و یا  داشته باشد وع زیستی بالاایجاد تنتواند نقش بسزایی در دیگری که می

. تمامی این کندتواند به حفظ تنوع زیستی کمک است که میجنگل های شیمیایی در اکوسیستم کشاستفاده کمتر از آفت

بنابراین،  ؛کنندفراهم می Btتری عوامل در کنار هم شرایط مناسبی را به منزله یک منبع و یا یک زیستگاه مناسب برای باک

)گرایلی و  و کنترل بیولوژیک آفات است Btثر باکتری ؤهای مهای نواحی جنگلی، منبعی مناسب برای یافتن جدایهخاک

 (.1393همکاران، 
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هم ها با  جدایهزایی  بسیار متنوع بوده و حتی روی یک گونه حشره، شدت بیماری Btهای باکتری  جدایهدامنه میزبانی 

های مختلف این باکتری بوده که موجب  تفاوت زیادی دارند. این تنوع ژنتیکی ناشی از تنوع شرایط جغرافیایی و میزبان

آوری توان از اغلب نقاط دنیا جمع را می Btها شده و به همین دلیل  های آن های پروتئینی و توکسین تفاوت در کریستال

های جدید و عدم  کشتواند در تولید آفت ها، می آن Cryهای توکسین  و ژن Btهای جدید  جدایهنمود. همچنین شناسایی 

با روش  Btباکتری  Cryهای شناسایی ژن .(Salehi Jouzani et al., 2008) ثر باشدؤها بسیار م ایجاد مقاومت به این ژن

های سمی شناسایی ژن. (Carrozi et al., 1991)شد  انجام 1991برای اولین بار در سال  (PCR)ای پلیمراز واکنش زنجیره

Bt  از طریقPCR ثر و ؤها سریع، مهای شناسایی شده کمک کند. این روشکشی جدایهبینی فعالیت حشرهتواند در پیشمی

های مولکولی با سنجی هستند. همچنین در روشهای سنتی مبتنی بر زیستبوده و جانشین مناسبی برای روش ترمطمئن

توکسین  کنندۀهای تولید جدید و سایر ژن Vipو  Cryهای ها برای شناسایی ژنتوان از آنجدید می هایساخت آغازگر

ها کاهش  های موثر، دقت کار افزایش و زمان انجام آزمایش های جدید مولکولی برای ردیابی جدایه در شیوه .استفاده نمود

یابی لیاتو Cryژن  350محققان در سراسر جهان، بیش از  تاکنون توسط (Porcar and Juarez- perez, 2003).یافته است 

ترین کارایی بیش Cry9و  Cry1 ،Cry2های شوند. در این میان، گروهرا شامل می Cry5تا  Cry1های اصلی اند که گروهشده

 43بیعت بوده و بیش از در ط Cryهای ترین ژنفراوان cry1های اند. ژنداران داشتهپولکهای بالرا برای کنترل آفات گونه

 .(Pooja et al., 2013)بوده است شناخته شده متعلق به این گروه  Cryهای از توالی درصد

سازی شده جدا Btسویه  70ای در موثر بر آفات پروانه Vipو  Cry(، شناسایی محتویات ژنی 2008نژاد و همکاران ) سیفی

ها نشان داد که  های اختصاصی انجام دادند. نتایج آنبا پرایمر PCR روشاز با استفاده  را از مناطق مختلف اکولوژیکی ایران

ها بر اساس  بوده است. سپس، آن  Cry9و  Vip 3Aa ،Cry2،Cry1ن های محتوی ژ ترین فراوانی در جدایهبه ترتیب بیش

های روی لارو یشات زیست سنجیرا برای انجام آزماداران پولکبالراسته  جدایه فعال اختصاصی علیه 20مطالعات مولکولی،

های جنگلی مناطق  ( از خاک1393گرایلی و همکاران ) .(Seifinejad et al., 2008) انتخاب نمودند آفت کرم غوزه پنبه

ثر روی حشرات ؤعامل تولید پروتئین م Cry1سازی کرده و ژن را جدا Btه باکتری جدای 144مختلف استان مازندران، تعداد 

و   Cry1Aaهای ها نشان داد که ژن جفت پرایمر اختصاصی شناسایی و ردیابی کردند. نتایج آن 14ا استفاده از ها را ب در آن

Cry1I  ای وجود نداشتند. جدایهها یا دارای فراوانی بسیار کم بوده و یا در هیچ  ها وجود داشتند، ولی سایر ژن جدایهدر تمام

آن وابسته است. تولید مداوم و  Cryهای ژن  گروهبه نوع و زیر Btهای  جدایهها همچنین بیان کردند که پتانسیل سمیت  آن

 های بومی است هجدایها در این  های مورد نظر، نشان دهنده اندازه متفاوت ژن جدایهتکثیر مناسب این قطعات متفاوت در 

 (.1393)گرایلی و همکاران، 

های مختلف استان های مناطق جنگلی شهرستاناز خاک Btهای بومی باکتری سازی جدایههدف از این پژوهش، جدا

داران( بود. علاوه بر این با پولکثر روی آفات راسته بالؤعامل تولید توکسین م) Vipو  Cryهای بررسی وجود ژنگلستان و 

بر این اساس،  های دارای این ژن تعیین و، ژنوتیپ جدایهCry1های ژن گروههای اختصاصی برای زیراستفاده از آغازگر

های بومی برتر برای تولید توان از جدایهده میـو در آینود ـشبینی میشـها نیز پیشی آنـکمالی حشرهـیت احتـقابل

 استفاده نمود. (IPM)های مدیریت تلفیقی آفات های بیولوژیک در برنامهکشحشره
 

 ها مواد و روش

 ه برداریننمو

 توسط بیلچه متریسانتیدو الی پنج  از عمقاز منطقه رایزوسفر هایی خاک 1395 در بهار سالبرداری، برای نمونه

و به آزمایشگاه مرکز تحقیقات و آموزش  های پلاستیکی سترون انتقالداخل کیسههای خاک به نمونهآوری و جمعسترون 
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شهرستان بندرگز،  14شامل  های مناطق جنگلی مختلف استان گلستانها از خاکتوتون تیرتاش حمل شدند. این نمونه

کردکوی، گرگان، گمیشان، علی آباد کتول، آق قلا، بندرترکمن، رامیان، آزادشهر، مینودشت، گالیکش، کلاله، گنبدکاووس و 

 Btسازی باکتری خاک برای جدا نمونۀ 42ر شهرستان سه نمونه و در مجموع (. از ه1)شکل  آوری شدندتپه جمع مراوه

 برداشت گردید. 

 
 استان گلستان های مختلفشهرستان های جنگلیبرداری از خاکهای نمونهمکان -1کل ش

Fig. 1. Sampling locations from the forest soil of different county of Golestan Province 
 

 Btسازی اختصاصی باکتری جدا

 سهگرم از نمونه به مدت  بدین طریق که یکشد.  استات سدیم استفاده انتخابی روش از Bt باکتری سازیجدا برای

کشت داده شد. استات  pH=8مولار با  25/0محیط کشت مایع محتوی استات سدیم  ml 20در  C30°ساعت در دمای 

 20از هر نمونه کشت داده شده به مدت  ml 1شود. می Btهای باکتری زنی اسپورسدیم به طور اختصاصی مانع از جوانه

ن رفته ـیـها از بتریـایر باکـوانه زده سـهای جورـن ترتیب اسپـت. بدیـقرار گرف C70 – 60°رارتی ـک حوـت شـقه تحـدقی

 Btمول یا اختصاصی ـت معـای کشـهها روی محیطباقی ماندند. سپس نمونه Btهای مقاوم و جوانه نزده و فقط اسپور

(NA, T3 , LBA)  های باکتری بر اساس شکل ظاهری از کشت، کلنی روز سه الی پنجکشت داده شدند. پس از گذشت

نگهداری شدند  C 4°درصد در دمای  9/0آب نمک  ونمات( گزینش اولیه شده و در )سفید )دو هرمی( و رنگ کلنی
.(Travers et al., 1987) 

 

 ت باکتری و شناسایی میکروسکوپیکش

روز از کشت، با  سه الی پنجد. پس از گذشت شدنسازی خالص، ذکر شده کشتهای روی محیط رشد یافتههای جدایه

)تولید  Bt باکتریهای میکروسکوپی ها اسلاید تهیه شد و بر اساس شاخصآمیزی کوماسی بلو از نمونهاستفاده از روش رنگ

 (.1393)گرایلی و همکاران، قرار گرفتند شناسایی مورد اسپور، کلاهک و کریستال( 

 

 Btباکتری های جدایه DNAاستخراج 

حاوی  1از محلول  ml 1کشت تکثیر شدند. مقداری از نمونه کشت شده داخل  هایروی محیط رشد یافتههای باکتری

Tris 0.01 M  با(pH=8)، EDTA (0.001 M)  وNaCl (1M)  قرار گرفت و سانتریفیوژ شد. سپس به پلیتµL200  از بافر

 90اضافه شد و به مدت  (4mg/ml)% و لایزوزایم 25اکارز ، سpH = 8  ،EDTA (0.01 M)با  Tris (0.025 M)استخراج 

( و ml10)به میزان  SDS 10%(، mL2)به میزان  NaOH 10Mحاوی  2از محلول قرار گرفت. سپس  C 37°دقیقه در دمای 

از  µL 200قرار داده شد. مقدار  -C20°دقیقه در دمای  20( به آن افزوده و به مدت mL88آب مقطر استریل )به میزان 
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NaCl (5M)  دقیقه داخل فریزر با دمای  40به آن افزوده و به مدت°C20- دور به  15000ها در قرار داده شد. سپس، نمونه

برابر محلول  روتیوپ جدید منتقل شد و به مقدار دوکسانتریفیوژ شدند. محلول رویی به می C 4°دقیقه در دمای  5مدت 

% دوبار شستشو شد و 70و سانتریفیوژ شد. پلت ایجاد شده با اتانول گردید ( اضافه -C20°برداشته شده به آن، اتانول سرد )

 .(Rolle et al., 2005)حل شد  EDTA (1mM)و  Tris (10mM)محتوی  TEپس از خشک کردن آن، در محلول 

( مریکا، ساخت شرکت یونیکو آUV2100 )مدلهای حاصل، از دستگاه اسپکتروفتومتر  DNAسپس، برای تعیین کمیت

استخراج شده از  DNAهای  ، نمونهDNAبرای ارزیابی کیفیت باندهای متر استفاده شد.نانو 280و  260های  در طول موج

ها با  ژلآمیزی بعداز رنگولت به مدت یک ساعت الکتروفورز شدند.  70درصد، در ولتاژ 8/0روی ژل آگارز  ،جدایههر 

استخراج  DNAهای و کیفیت باند شدهبرداری عکس (E-BOX-UX5 )مدل ل داکها توسط دستگاه ژ از ژلاتیدیوم بروماید 

 .(2شکل ) شده بررسی شد

 
 درصد 8/0روی ژل آگارز  Btهای بومی باکتری  جدایههای استخراج شده از DNAنمایی از  -2شکل 

Fig. 2. View of DNA extracted from native Bt isolates on Agarose gel 0.8%  

 

 اب آغازگرهای اختصاصیانتخ

جفت آغازگر اختصاصی استفاده شده  هشت ،ای موثر بر آفات پروانه Vipو  Cryهای  برای آنالیز و شناسایی انواع ژن

 .(1)جدول به کار گرفته شد  Seifinejad et al. (2008)توسط 
 

 های اختصاصی مورد استفاده در این تحقیقهای آغازگرویژگی -1جدول 

Table 1. Characteristics of the specific primers used in this research. 

 Primer آغازگر 
                                 توالی

Sequence 
 Gene(s)   ژن  Positions           موقعیت

 PCRاندازه محصول 

(bp) 
PCR Product size 

شماره دسترسی بانک 

 ژن
GenBank 

Accession No. 

UNcry1(+) 
UNcry1(-) 

5'-tracrhtddbdgtattagat-3' 
5'-mdatytctakrtcttgacta-3' 

726 

2268 

cryI Aa 

 
1500-1600  

SPcry1Ab(+) 

UNcry1(-) 

5 '- cggatgctcatagaggagaa-3'  

5'-mdatytctakrtcttgacta-3' 
940 cry1Ab 1371 M13898 

SPcry1Ac(+) 
UNcry1(-) 

5 '- ggaaactttctttttaatgg-3 ' 
5'-mdatytctakrtcttgacta-3' 

1452 cry1Ac 844 M11068 

SPcry1F(+) 

UNcry1(-) 

5 '- gatttcaggaagtgattcat-3 '  

5'-mdatytctakrtcttgacta-3' 

1302 

 
cry1F 967 M63897 

SPcry1I(+) 

SPcry1I(-) 

5 '-acaatttacagcttattaag-3 '  

5 '-ctacatgttacgctcaatat-3' 

1027 

2141 
cry1I 1000 X62821 

UNcry2(+) 

UNcry2(-) 
5 '-gttattcttaatgcagatgaatggg-3 ' 

5 '-cggataaaataatctgggaaatagt-3 ' 

726-750 , 1402-1426, 
1444-1468, 2120-2144, 

2695-2719, 3359-3383 

All cry2 genes 
701 
701 

689 

M31738 
X55416 

X57252 

UNcry9(+) 

UNcry9(-) 

5 '- cggtgttactatt agcgagggcgg-3 ' 

5 '- gtttgagcc gcttcacagcaatcc-3 ' 

2774–2797, 3104–3127 
2272–2295, 2602–2625 

4354–4377, 4681–4704 

2338–2361, 2668–2691 

All cry9 genes 351-354 

X58120 
X75019 

Z37527 

D85560 
SPvip3A(+) 

SPvip3A(-) 

5 '- cctctatgttgagtgatgta -3 ' 

5 '- ctatactccgcttcacttga -3' 

365 

1394 
vip3Aa 1000 AAC37036 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=protein&list_uids=1922253&dopt=GenPept


  ... هایخاک از Bacillus thuringiensis باکتری بومی هایجدایه ژنی خصوصیات برخی بررسی

 

30 

 

 Btهای بومی باکتری های موثر در جدایهردیابی مولکولی ژن

جفت پرایمر اختصاصی و بر طبق روش توصیف شده شت از هبا استفاده  PCRهای ذکر شده، واکنش  برای شناسایی ژن

ها، و محاسبه دمای آنیلینگ پرایمر PCR شرایط بهترین ایجاد برایانجام شد.  (Juarez- perez et al., 1997) توسط

ها، آزمون گرادیان غلظت تعیین گردید و واکنش در چند مرحله  های آنو دما PCRهای مناسب اجزا تشکیل دهنده   غلظت

 PCRاز  µL 5/2از آّب مقطر استریل،  µL 14مخلوط واکنش، شامل ) μL25  در حجم کلی PCRسازی شد. واکنش بهینه

buffer، µL 7/0  ازdNTP  مولارماکرو 10با غلظت ،µL 2 های رفت از هر کدام از آغازگر(F) شتـبرگ و(R)  ،µL3/0  از

Taq DNA Polymerase ،µL 5/1  ازMgCl2  و مولار میلی 50با غلظتµL2  ازDNA باکتری Bt .بود ) 

سیکل  35که برای  (BIO-RAD، ساخت شرکت MJ-MINIمدل ) در دستگاه ترموسایکلر PCRمراحل تکثیر واکنش 

چرخه شامل  35دقیقه،  5به مدت  C94°سازی اولیه در دمای مرحله واسرشته تنظیم شده بود، بدین شرح انجام پذیرفت:

ثانیه، مرحله  30دقیقه و  1به مدت  C65 - 50°ها در دمای دقیقه، اتصال آغازگر 1به مدت  C94°ای سازی در دمواسرشته

 .بود C°72دقیقه در دمای 8و مرحله طویل شدن نهایی به مدت  C72°دقیقه در دمای  2طویل شدن به مدت 

شد و  راندهدرصد  8/1آگارز  ژل محصول تکثیر شده دررموسایکلر، ـدر دستگاه ت PCRبعد از اتمام مراحل واکنش 

ولت الکتروفورز شدند. بعد از اتمام الکتروفورز، ژل با محلول اتیدیوم بروماید  100ساعت در ولتاژ ثابت ت سه ها به مدنمونه

 بررسی گردید. Btهای بومی در این جدایه Vipو  Cryهای فراوانی وجود انواع ژن وآمیزی رنگ

 

 نتایج

  های مورفولوژیکها بر اساس شاخصهدایجسازی و شناسایی جدا

های مختلف استان گلستان، نمونه خاک جنگلی شهرستان 42)سفید مات( از  Btدر ابتدا بر اساس شکل ظاهری کلنی 

ای ـها بر مبنناسایی جدایهـبلو، شزی با محلول کوماسیـآمیجدایه انتخاب و گزینش گردید. پس از رنگ 160تعداد 

از  Bt)تولید اسپور، کلاهک و کریستال( انجام شد. شناسایی میکروسکوپی باکتری  Btکوپی باکتری های میکروسشاخص

انجام شد، تصاویر نشان داد  (هلند Euromexساخت شرکت  Xion Inverso )مدل فاز کنتراستنوری میکروسکوپ طریق 

ها، درصد از جدایه 25/31این ترتیب در (. به 3ن بودند )شکل ـپورها به رنگ روشـها به رنگ تیره و اسکه کریستال

 (. 2)جدول های کریستالی مشاهده شدند روتئینـپ

 
 مشاهده شده زیر میکروسکوپ نوری فاز کنتراست Btباکتری  (C)و کریستال  (Cap)، کلاهک (S)نمایی از اسپور  -3شکل 

 (100 ×نمایی )بزرگ

Fig. 3. View of Spores (S), Cap, and Crystal (C) of the Bt observed under the optical contrast microscope 

(magnification × 100) 
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 Btهای باکتری بررسی ساختار ژنی جدایه

قرار دارند، با انجام تغییرات  Btپلاسمیدی باکتری  DNAکننده پروتئین کریستالی روی های تولیداز آن جا که ژن

جدایه  50هر  DNAسازی شد و به جهت اطمینان بیشتر، برای این باکتری بهینه DNAبهترین روش استخراج  جزئی

 جدایه تولید کننده اسپور و کلاهک استخراج و برای انجام آزمایشات بعدی آماده گردید.  20کننده کریستال به همراه تولید

 

  Vipو  Cryهای های دارای ژنشناسایی جدایه

قرار گرفتند.  PCRتحت واکنش  هاها با استفاده از آغازگر، این جدایهDNAاستخراج  سازی و انجام مراحلپس از بهینه

-نیز قطعات کوچکها جدایه سایرو ( بودند bp1600 –1500های مورد انتظار )در اندازهها جدایه حاوی ژن 12ها از بین آن

-اسامی مناطق نمونه .(4)شکل  تر استبیشهای یابی و بررسی( تولید کردند که نیازمند توالیbp600- 500تر )حدود 

 آورده شده است. 3ها در جدول برداری و نام جدایه

 
 Btهای بومی باکتری در جدایه Vipو  Cryهای تکثیر اختصاصی ژن -4شکل 

Fig. 4. Specific amplification of Cry and Vip genes in native Bacillus thuringiensis isolates. 

L: Ladder (Molecular weight marker) 
The native Bt strains (Bn, BT, AL, MO, G, K, Gn, Rm, AZ, Ag, GC, MV, respectively). 

 
های مناطق جنگلی کننده اسپور، کلاهک و کریستال در خاکتولید Bacillus thuringiensisهای باکتری توزیع جدایه -2جدول 

 استان گلستان.
Table 2. Distribution of Spore, Cap and Crystal forming isolates of Bacillus thuringiensis in forest soil 

samples of Golestan Province. 
 هاتعداد کل جدایه

 

Number of Total 

isolates 

 های تعداد جدایه

 تولید کننده اسپور

Number of spore forming 

isolates 

 ه های تولیدکنندتعداد جدایه

 اسپور و کلاهک

Number of spore and Cap  

Forming isolates 

 های تعداد جدایه

 تولیدکننده کریستال

Number of crystal 

 Forming isolates 

 های درصد جدایه

 تولیدکننده کریستال
Percentage of crystal 

 Forming isolates 

160 90 20 50 31.25 
 

 یهای ژنگروهبررسی زیر

. در (Apaydin et al., 2005)آن وابسته است  Vipو  Cryهای های ژنبه نوع و زیر گروه Btهای یل سمیت جدایهپتانس

و  Cry1Abهای دست آمده ارائه شده است. در این بررسی، ژنهای باندی بهجدایه بر اساس الگو12تنوع ژنی این  4جدول 

Cry 2  وCry1F های ژنها یافت شدند، اما در همه جدایهCry1Aa ،Cry1I  وCry1Ac  فراوانی بسیار کم داشتند و یا در

چه های متفاوت از آندر اندازه Cry1Acو  Cry1F ،Cry1I هایها ژندر برخی از جدایه ها یافت نشدند.هیچ یک از جدایه
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ورد نظر نشان دهنده اندازه های ممورد انتظار بود، تکثیر شدند. تولید مداوم و تکثیر مناسب این قطعات متفاوت در جدایه

های استاندارد، دلیل ها با توالییابی این قطعات و مقایسه آنباشد. توالیهای بومی میها در این جدایهمتفاوت این ژن

تکثیر مثبت بدون  ،(5ها )شکل اختلاف در طول قطعات تکثیری را مشخص خواهد کرد. در برآورد فراوانی هر یک از این ژن

 اندازه قطعه مبنا قرار گرفت.فتن در نظر گر

 

 مختلف ژن پروفایل های نیمرخ

ها را در برابر طیف وسیعی از آفات کارگیری آنتواند احتمال بهمی  Btهای ژنی مختلف در باکتریآگاهی از نیمرخ

نتایج تحقیق (. 1393)گرایلی و همکاران،  های مبتنی برکنترل بیولوژیک شودافزایش داده و موجب کارآیی بیشتر برنامه

ژن، حداقل تنوع را  دوبا  )کمیشان( Coنوع نیمرخ ژنی متفاوت هستند. جدایه  12رای اجدایه د 12کنونی نشان داد که این 

زیر  10ترین نیمرخ ژنی در این اکوسیستم با ها بودند. متنوعژن تری ازدارای تعداد بیشها (. سایر جدایه3)جدول  دارا بود

 (. 6 مشاهده شد )شکل )کردکوی( K)مینودشت( و  Mo هایر جدایهمجموعه ژنی د

 

 
 های جنگلی استان گلستاندست آمده از خاکبه Btهای  هجدایدر  Vipو  Cryهای  نمودار درصد فراوانی ژن -5 شکل

Fig. 5. Diagram of Cry and Vip genes frequency in detected Bt isolates from the forest soil samples of 

Golestan Province.  
 

 ها حاوی چند ژن بوده و جدایهکه برخی از طوریهب بود متفاوت Btهای مختلف  های مورد نظر در جدایه فراوانی ژن

ترین فراوانی مربوط بیش. در برخی دیگر هیچ ژنی وجود نداشته و یا دارای فراوانی کم بوده است تری داشتند وفراوانی بیش

 (.5)شکل  درصد بوده است 6/16با   Cry1ترین فراوانی مربوط به ژنکم درصد و 5/64با  Cry1Abبه ژن 

و کنترل  Btثر باکتری های مؤخاک نواحی جنگلی، منبعی مناسب برای یافتن جدایهکه داد نتایج این تحقیق نشان 

ثر ؤهای توکسین م و ژن Btه باکتری های جدید شناسایی شد جدایهتوان در تحقیقات بعدی از  میبیولوژیک آفات است. 

کاهش آلودگی محیط زیست استفاده های بیولوژیک جدید به منظور کاهش مقاومت آفات و  کشحشرهها، برای تولید  آن

 نمود. 
 

 بحث

عنوان یک ابزار توان به، این روش را میBtباکتری  Cryهای برای شناسایی ژن PCR پس از معرفی و توصیف روش

 DNAهای خاصی از پیشنهاد نمود. از این ابزار برای تکثیر بخش Btهای کشی جدایهبینی فعالیت حشرهرای پیشمولکولی ب

  (Carrozi et al., 1991).شود و همچنین تعیین وجود و یا عدم وجود یک ژن هدف استفاده می
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 جنگلی استان گلستان های مناطقسازی شده از خاکجدا Btهای باکتری نیمرخ ژنی در جدایه -3جدول 
Table 3. Gene profiles in isolated Bt strains from the forest soil samples of Golestan province  

 Sampling location برداریمنطقه نمونه Profiles                                                                                           هانیمرخ
 نام جدایه

Isolates 
Cry1Ac – Cry1Ab – Cry1Aa – Cry1I – Cry1F – Cry2 – Cry9 – Vip 3Aa  مینودشت Minoodasht Mo 

Cry1Ac – Cry1Ab – Cry1Aa – Cry1I – Cry1F – Cry2 – Cry9  کردکوی Kordkooy K 

Cry1Ab – Cry1Aa– Cry1F – Cry2 – Cry9 – Vip3Aa بندرگز Bandargaz Bn 

Cry1Ac – Cry1Ab – Cry1Aa – Cry1I آق قلا Agh-Ghala Ag 

Cry1F – Cry2 – Cry9 – Vip3Aa بندرترکمن Bandar Torkman BT 

Cry1Ab – Cry1Aa – Cry1I – Cry1F گرگان Gorgan G 

Cry1Ac – Cry1Ab – Cry1F – Cry2 – Cry 9 علی آباد Aliabad Al 

Cry1F – Cry2 – Cry9 – Vip 3Aa – Cry1Ab گنبد Gonbad Gn 

Cry2 – Cry 9 – Vip 3Aa – Cry1Ab رامیان Ramian Rm 

Cry2 – Cry9 – Vip 3Aa- Cry1F – Cry1Ab آزادشهر Azadshahr Az 

Cry1Ab – Cry9 – Cry1F – Cry2 گالیکش Galikesh Gc 

Cry1Ab – Cry1Aa – Cry1I  تپهمراوه Maraveh Tappeh Mv 

 

 
 : نشانگر مولکولی وزنیBt. (M )از باکتری  Moیه نیمرخ ژنی جدا -6شکل 

Fig. 6. Gene profile for Mo isolate of Bt. (M: Molecular Weight Marker). 

 
 های جنگلی استان گلستانسازی شده از خاکجدا Btهای بومی ساختار ژنی در جدایه -4جدول 

Table 4. Characterization of genes in Bt isolates from the forest soil samples of Golestan province 

 Genes     هاژن
 Isolates                                                                                                                               هاجدایه

Mv Gc Az Rm Go A1 G BT Ag Bn K Mo 

Cry1Ac - - - - - - - - - - - + 
Cry1Ab + ± - + + + + + ± ± + + 
Cry1Aa - + ± + + + + - + - - - 
Cry1I ± + - - - - ± - - + + ± 
Cry1F - - + ± ± ± - - + + - + 
Cry2 + + ± - - - + ± + + + + 
Cry9 ± - + + + + ± - - - + + 
Vip3Aa - ± ± - - - - - ± + + + 

 انتظار ترتیب به معنی: بدون تکثیر، تکثیر ژن در اندازه مورد انتظار و تکثیر ژن در اندازه غیر قابل به ±و  +،  -علائم 
The marks -, + and ± mean: no amplification, amplifying the expected fragment and amplifying unexpected fragment, 

respectively 
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است.  Btهای مختلف در باکتری وشی سریع، دقیق و مطمئن برای ردیابی ژنر ،(PCR)ای پلیمراز واکنش زنجیره

های مختلف نیاز به زمان سنجی حشرات نیازمند پرورش تعداد زیادی حشره بوده و انجام تیمارهای سنتی زیستروش

نتی شود. همچنین با این های ستواند به خوبی جایگزین روشهای موثر میرو، شناسایی مولکولی جدایهزیادی دارد. از این

 بینی کردها را پیشکشی آنهای بومی آگاهی یافت و قابلیت حشرهجدایه Vipو  Cryهای توان از ساختار ژنروش می

(Parcar and Juarez-perez, 2003)ژن  9های اختصاصی، . کیم و همکاران، با استفاده از آغازگرCry1  جدایه  163را درBt 

% و 2با  Cry1Gهای ژن ترین و% دارای بیش47با  Cry 1Abنبار غلات مورد بررسی قرار دادند. ژنسازی شده از اجدا

Cry1E  ترین فراوانی بودند% کم1با (Kim et al., 1998) جدایه باکتری  70. در تحقیق دیگر، ازBt  ،34 %( 49جدایه )

 اصلاً Cry1Kو  Cry1B ،Cry1G، Cry1Hهایبوده و ژن ترین فراوانیدارای بیش% 100با  Cry1Iبودند. ژن  Cry1دارای ژن 

 قابل انتظار مشاهده شدند های غیرها در اندازهدر برخی از جدایه Cry1Jو  Cry1C ،Cry1Eهای یافت نشدند. همچنین ژن

(Seifinejad et al., 2008). های در تحقیقی در کشور هند، با بررسی جدایهBt داران پولکلهای باموثر روی حشرات راسته

تن ـجستجو برای یاف .(Pooja et al., 2013) %( مشاهده شد 5/70ترین فراوانی )با بیش Cry1Iپوشان، ژن بالو سخت

عه ومجمژن زیر10که در پژوهشی، طوریاز منابعی به جز خاک نیز نتایج متغیری به همراه داشته است. به Btهای جدایه

Cry1  های ه از انبار غلات شناسایی نمودند. ژندست آمدجدایه به 36را درCry1E (100 ،)%Cry1Aa %(95 ،)Cry1Ac 

 تندـترین فراوانی را داش( کم3)% Cry1B( و 6) % Cry1Ab %(7 ،)Cry1dهای ی و ژنـراوانـن فـریـتشـ( بی91)%

(Apaydin et al., 2005) . 

مشاهده  Cry1Acو  Cry1Aaها، ژن لوده در تمامی جدایههای آسازی شده از لاروجدا Btجدایه  40در کشور سوریه از 

جدایه( با  4) Cry1Dراوانی و ژن ـترین فشـبی جدایه( با 34) Cry1Abدایه( و ـج 37) Cry1Iهای شدند. پس از آن، ژن

های کی ژنهای مشاهده شده در محتویات ژنتیتفاوت . احتمالاً(Martinez et al., 2005) ترین فراوانی مشاهده گردیدکم

Cry  وVip  ناشی از تفاوت اکولوژیک مناطق مختلف از جمله پوشش گیاهی، تنوع حشرات میزبان و تنوع فون خاک در

ها که طی آن، تبادل ژنتیکی نقش فرآیند پیوستگی در باکتری .(Martinez et al., 2002) نواحی متفاوت جغرافیایی است

 است  ود نیز مورد توجهـشیکی جدید میـنوترکیب با محتویات ژنت هایبین دو باکتری منجر به ایجاد باکتری

(Makhdoom, 1998). 

. در بودمشابه  ها در منابع و نواحی مختلف تقریباً، فراوانی برخی ژنشدها و تنوعی که در نتایج دیده علی رغم تفاوت

ها . این ژننشدند یافتای یا در هیچ جدایه فراوانی بسیار کم داشتند و Cry1Acو  Cry1Aa ،Cry1Iهای تحقیق کنونی، ژن

. با (Kim et al., 1998; Martinez et al., 2005)مشاهده نشدند  تر مشاهده شد و یا در برخی اصلاًدر برخی از مطالعات کم

شاهده ژن م 8تا  3نوع نیمرخ ژنی مختلف از  12جدایه یافت شده در تحقیق کنونی، 14های ژنی در بین بندی نیمرخدسته

جدایه  34از   ،یکه در پژوهش مشابه دیگری که در ایران انجام شدژن بود. در حال 8ترین نیمرخ دارای شد که متنوع

، Cry1Aaژن  9ترین نیمرخ ژنی دارای ژن مشاهده شد. متنوع 9تا  1نیمرخ ژنی مختلف از  Cry1 ،22محتوی ژن 

Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Ad ،Cry1C ،Cry1D ،Cry1E،Cry 1F  وCry1I ( ردیابی شدند  9/2بود که تنها در یک جدایه )%

(Seifinejad et al., 2008) . 

، چهار نوع نیمرخ Cry1جدایه دارای ژن  18( و از 42نیمرخ ژنی مختلف )% 13، تنها Cry1جدایه محتوی ژن  31از 

 14بود که در  Cry1Dو  Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Bترین توالی با پنج ژن دست آمد که متنوعژنی مختلف به

نیمرخ  Cry1 ،18جدایه دارای ژن  36. در تحقیقی در کشور ترکیه، از (Carrozi et al., 1991)%( مشاهده شد  7/77جدایه )

، Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1B ،Cry1Cژن  9ترین آن با ژن( ردیابی نمودند که متنوع 9تا  2ژنی مختلف )از 

Cry1D ،Cry1E ،Cry1F  وCry1G مشاهده گردید (Apaydin et al., 2005). 
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های جنگلی استان گلستان از تنوع ژنتیکی سازی شده از خاکجدا Btهای بومی نتایج این تحقیق نشان داد که جدایه 

های بسیار هرفت که جدایهای جنگلی تنوع زیستی بالایی دارند، انتظار میقابل توجهی برخوردار هستند. از آنجا که خاک

مجموعه زیر 8تا  3ها )بین د. علاوه بر این، وجود چندین نیمرخ ژنی در جدایهنیافت شو Btتری از باکتری متعدد و بیش

های مدیریت های بیولوژیک بومی در برنامهکشحشرهها به عنوان دهنده قابلیت مناسب این جدایهنشان ،(Cry1مربوط به 

 . باشدمی (IPM)تلفیقی آفات 
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ABSTRACT 

Native strains of Bacillus thuringiensis (Bt) were isolated from forest soils of the different areas of Golestan 

Province and Cry and Vip genes, responsible of the effective toxin, were monitored. From a total of 42 soil samples 

examined through selective sodium acetate detention, 160 Bt isolates were separated. After planting the colonies, 

specific staining and microscopic identification were observed in 40% of isolates crystalline proteins that are toxic 

to many insects. Molecular study showed that in 12 isolates, gene Cry1 existed. Genetic structure tests for presence 

of 3 gene Cry1A (including Cry1Ac, Cry1Ab, Cry1Aa) and genes Cry1I, Cry1F, Cry2, Cry 9, Vip3Aa was carried 

out using the 8 pair of specific primers. Genes Cry1Ab, Cry2, Cry F were observed in all isolates, but the genes of 

Cry1Aa, Cry1I, Cry1Ac had very low frequency (Lower than 20%) or not found in any of the isolates. The results of 

this research could be very useful for tracking native Bt isolates that contain effective crystalline proteins for insects. 

 

Key words: Crystalline protein, Cry and Vip genes, Bacillus thuringiensis, Molecular identification 
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