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 Bacillus thuringiensisهای بومی باکتری در جدایه Cryهای ردیابی مولکولی انواع ژن

 های مازندران و گلستاناستان توتون مزارع هایجداسازی شده از خاک
Molecular detection of Cry genes in the Bacillus thuringiensis native isolates from 

the soils of tobacco fields of Mazandaran and Golestan provinces 

 

 *احمدی شازده مرضیه
 

28/5/1403پذیرش:                                             17/3/1403دریافت:   

 

 چکیده 

محیطی شده است. های زیستشیمیایی، موجب بروز مقاومت در آفات و آلودگی سمومهای اخیر، استفاده مداوم از در سال

ترین عوامل میکروبی در این های سازگار با محیط و ایمن، ضرورت یافته است. یکی از موفقکشرو، نیاز به کاربرد حشرهاز این

زایی، پس از اسپور و زا است، هوازی، خاکزی و اسپورمثبتگرمBt  باکتری است. Bacillus thuringiensis (Bt)زمینه، باکتری 

 90بدین منظور در این تحقیق، تعداد  شوند.گذاری میرمز Cry هایکه توسط ژن دهدهای کریستال تشکیل میپروتئین

ها بر جدایهجداسازی و بررسی مولکولی  ،های مازندران و گلستاناستانتوتون های مزارع از خاک Btبومی باکتری  جدایه

، Cry I ،Cry 1Ab ،Cry 1Acهای رای ژنـب یـاختصاص آغازگرجفت  7با استفاده از  PCRروش ، بر اساس Cryاساس ژن 

Cry 1F ،Cry 1I،Cry 2   وCry 9 های مورد نظر دست آمده نشان داد که فراوانی ژنههای ببررسی باندنتایج . صورت گرفت

های مورد در جدایه را بیشترین فراوانی Cry 1Abها مانند برخی از ژنکه طوریبه ؛بودهای مختلف، بسیار متفاوت جدایهدر 

 ترتفاوتهای مها در اندازهها، ژندر برخی از جدایه .بودندفراوانی کمترین دارای  Cry 1Iو  Cry I هایژن ولی، داشتند سیبرر

مؤثر روی  Cryهای ژندارای  Btهای بومی تواند برای ردیابی جدایهمورد انتظار، تکثیر شدند. نتایج این تحقیق، میسطح از 

 حشرات، مفید واقع شود.

 Cry ،Bacillus thuringiensis ،PCRهای ، ژنجدایهبررسی مولکولی، ان کلیدی: واژگ

 

 مقدمه

رو، محیطی شده است. از اینهای زیست، موجب بروز مقاومت در آفات و آلودگیشیمیایی هایکشاستفاده مداوم از حشره

ها، ضرورت یافته است. از طرف کشحشرهرای کاهش مقاومت به ـط بـحیـا مـار بـهای سازگکشرهـه کاربرد حشـیاز بـن

ترین این عوامل، باکتری ته که یکی از موفقـافـش یـزایـش افـکعنوان حشرهدیگر، تمایل به کاربرد عوامل میکروبی به

Bacillus thuringiensis Berliner (Bt)  است(Ammouneh et al., 2013). 

را جداسازی کرد، تاکنون  Btز بدن یک لارو مرده کرم ابریشم، باکتری شناس ژاپنی اواتا، باکتریکه ایشی 1901از سال 

تدریج باکتری ای در زمینه نحوه عملکرد و اثر این باکتری انجام شده است. بهبیش از یک قرن است که مطالعات گسترده

، Btگذاری شد. باکتری نام Bacillus thuringiensisمشابهی در ناحیه تورجینای آلمان، از پروانه آرد گندم جداسازی گردید و 

داری است که قادر است علیه آفات کشاورزی، همانند یک توکسین عمل کرده و در کنترل بیولوژیک باسیل گرم مثبت و اسپور

 آفات مورد استفاده قرار گیرد. کنترل بیولوژیک، روش جایگزینی است که در کاهش و یا حتی قطع کاربرد ترکیبات شیمیایی
 

 ایران مازندران، بهشهر، تیرتاش، توتون آموزش و تحقیقات مرکز بیوتکنولوژی، بخش محقق،

 noshinshazdeahmadi@yahoo.com نویسنده مسئول مکاتبات:
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صادقی و )اخیر، مورد توجه محققان بوده است  سالیانکشاورزی نقش دارد. کنترل بیولوژیک آفات کشاورزی در طی در 

ژیک را تشکیل های بیولوکشحشرهکننده برخی فعالعنصر  بوده وزا بیماریغیردر انسان ی باکتر این(. 1395همکاران، 

لارو حشره حل  یمیان های کریستالی در رودهپروتئیندهد. پس از آلوده شدن سیستم گوارشی لارو حشره به این باکتری، می

شره به سرعت های اپیتلیال روده حسلولشوند. میهای پروتئولیتیک به یک جزء توکسین تبدیل آنزیم تأثیرشده و تحت 

را از تغذیه باز  این باکتری، منجر به فلج شدن سیستم گوارشی لارو حشره شده و در نهایت، لارو .شوندمیمتورم و تخریب 

 ودـشمیزی اورـشـحصولات کـارات وارده از لارو به مـاهش خسـر به کـجـغذیه لارو منـدم تـ، عایتـدر نهدارد و می

(Hannay and Fitz, 1955).  باکتریBt های پروتئینی درون هاگیکریستالولید ـبا ت ،ICP= Internal Crystal Protein، یا 

، مربوط به Btکشی حشرهباشد. فعالیت میهای حشرات سمی های کریستالی، برای انواع لاروپروتئینو  اندوتوکسینگاما 

ل درصد از ک 20 -30ها، بالغ بر پروتئینهای کریستالی درون هاگی است. این وتئینپرتوانایی آن در سنتز مقادیر زیاد 

پلاسمیدی )روی  توانندمیهای کریستالی، پروتئینهای سازنده ژنشوند. میایی شامل پروتئین باکتری را در طول اسپورز

های های مختلف، بررسیبر طبق پژوهش(. 1386 نژاد و همکاران،سیفیپلاسمید( و یا کروموزومال )روی ژنوم باکتری( باشند )

ان دادند. های مناطق مختلف جهان نشکشی متفاوت در خاکرا با خواص حشره Btباکتری  گستردهپراکنش اکولوژیک اخیر، 

 ترین، مهمباشد. محققانمی Btهای باکتری این شواهد بیان کردند که خاک، زیستگاه اصلی و یک منبع مطلوب برای سویه

 .(Martinez and Caballero, 2002)دانند عامل بقا و دوام این باکتری در خاک را مواد غذایی قابل دسترس می

ای اختصاصی هکه به رسپتور Cytکند و نوع میاختصاصی عمل  که کاملاً Cryدو نوع گاما اندوتوکسین وجود دارد، نوع 

 Cryهای پروتئینابه بین اند. درجه تششدهبندی های آمینه طبقهوالی اسیدها بر اساس تتوکسیننیاز ندارد. این دو خانواده از 

اپیتلیال های سلولسطح  های اختصاصی که رویگیرندهبا  Cry. توکسین استدرصد متفاوت  45-95شدت متغیر بوده و از به

فعال شده و منجر به  ه گیرنده اختصاصیهای میزبانی، پس از اتصال بکنش داده و توسط پروتئازهمبرروده حشره قرار دارند، 

داده و به درون  کنشهمهای غشا برطور مستقیم با لیپیدبه Cytهای توکسیناما،  .شوندمیهای الیگومریک تشکیل ساختار

  (.1390توحیدی و همکاران، شوند )میغشا وارد 

سرعت افزایش به ریختهندسی ژنتیک و گیاهان ترادلیل کاربرد فراوان آن در مهبه Bt، استفاده از باکتری 1980از سال 

ر آفات شد. بدین نوع توکسین خاص، منجر به بروز سطوحی از مقاومت د یافت. افزایش فشار انتخابی و تداوم استفاده از یک

از آفات  وسیعی کشی روی طیفهای جدید با فعالیت حشرههای غربالگری در سراسر جهان، برای شناسایی سویهترتیب، برنامه

 (. 1396)محمودی و همکاران،  افزایش یافت

، ساترن (PCR)ز ای پلیمرازنجیرهواکنش عبارتند از ، ارائه شده که Btهای مختلفی برای جداسازی باکتری روشتاکنون، 

ی جهت ادهطور گستربه ،(PCR)ای پلیمراز های اخیر، واکنش زنجیرهدر دهه .سنجیزیستبلاتینگ، سروتایپینگ و روش 

شناسایی . (Martinez et al., 2005) شودکار گرفته میبه Btآوری شده باکتری جمع هایدر سویه Cryبررسی محتوای ژنی 

ها آنانجام شد.  (Juarez-Perez et al., 1997) پرز و همکاران ، اولین بار توسطPCRهای کریستالی این باکتری بر اساس ژن

 باشد.میکشی جدید حشرهناشناخته با فعالیت  Cryهای ژنیع و دقیق برای شناسایی ، یک روش سرPCRنشان دادند که 

های مختلف و همچنین با دامنه میزبانی جدید و امکان انتقال کشی بالا در سویههای بومی با پتانسیل حشرهشناسایی ژن

کنترل میکروبی آفات به تواند کمک بسیاری های انتقال ژن، میهای نوترکیب از طریق مهندسی ژنتیک و روشها در سویهآن

 باکتری بومی هایجدایه جداسازی پژوهش، این از هدف. (1387جهانگیری و همکاران، ) ها باشدو کاهش ظهور مقاومت در آن

Bt  هایژن وجود انواع بررسی مولکولی و های مازندران و گلستاناستان توتون مزارع خاک از Cry، ؤثرم توکسین تولید عامل 

 .پولکداران بودبال راسته آفات روی
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 هامواد و روش

 بردارینمونه

آباد کتول، گرگان، لیگز، کردکوی، ع های کلاله، بندر، از شهرستانبرداری از خاک مزارع توتون در دو استان گلستاننمونه

رفت. بدین ترتیب انجام گرتاش و نکا های ساری، سورک، قائمشهر، بهشهر، تی، از شهرستانو مازندران شهردشت و آزادمینو

 هایکیسه داخل و ریآوجمع سترون بیلچه توسط متریسانتی 2-5 عمق و رایزوسفر منطقه ازنمونه خاک  برداری،نمونه برای

ز مزارع ا خاک نمونۀ 55 ع،مجمو در .شدند منتقل تیرتاش آموزش توتون و تحقیقات مرکز آزمایشگاه به سترون پلاستیکی

 .گردید رداشتب Bt باکتری جداسازی برای دو استانتوتون 

 Bt  باکتری اختصاصی جداسازی

حاوی  LBمایع به این منظور از محیط کشت  .شد استفاده سدیم استات اختصاصی روش از Bt باکتری جداسازی برای

، سلسیوسرجه د 30 دمای در عتسا سه مدت به نمونه از گرم یک برابر با هشت استفاده گردید. pHمولار با  25/0 سدیم استات

و  شودمیBt کتریبا هایاسپور زنیجوانه از مانع اختصاصی طوربه سدیم استات شد. داده کشت محیطاز این لیتر میلی 20 در

باقی  Btوانه نزده های مقاوم و جهای احتمالی موجود در خاک از بین رفته و فقط اسپورسایر باکتری دهزهای جوانهاسپور

 قرارسلسیوس درجه  60 -70 حرارتی شوک تحت دقیقه 20 مدت به شده داده کشت نمونه هر ازلیتر میلی یکسپس  .ندماند

 شتگذ از پس .شدند داده کشت LBAو  NA ،T3مانند  Bt اختصاصی یا معمول کشت هایمحیط روی هانمونه ،سپس .گرفت

 درون و شده یهاول گزینش)سفید مات(  رنگ و)دو هرمی(  یکلن ظاهری شکل اساس بر باکتری هایکلنی کشت، از روز 5-3

 (.Travers et al., 1987) شدند گهدارینسلسیوس درجه  4 دمای در درصد9/0 نمکآب

 میکروسکوپی شناسایی و باکتری کشت

 از هاستفاد اب کشت، از روز 3-5 گذشت از پس .شدند سازیخالص شده، ذکر کشت هایمحیط روی یافته رشد هایجدایه

 کلاهک اسپور، )تولید Btباکتری  میکروسکوپی هایشاخص اساس بر و شد تهیه اسلاید هانمونه از بلو کوماسی آمیزیرنگ روش

 شناسایی (.1398؛ شازده احمدی و همکاران، ب1393 همکاران، ومرادی  گرایلی) گرفتند قرار شناسایی مورد کریستال( و

 رکتش ساخت Xion Inverso )مدل 100 ×کنتراست با بزرگنمایی فاز نوری وسکوپمیکر از طریق Bt باکتری میکروسکوپی

Euromex )شد. انجام هلند 

  Btهای باکتری جدایه DNAاستخراج 

ز محلول الیتر میلییک مقداری از نمونه کشت شده داخل ، های کشتهای رشد یافته روی محیطباکتریپس از تکثیر 

پس، به قرار گرفت و سانتریفیوژ شد. س یک مولار NaClو مولار  EDTA 001/0، (pH= 8) بامولار  Tris  01/0یک، حاوی

 و لایزوزایم صددر 25، ساکارز مولار pH= 8 ،EDTA 01/0با مولار  Tris  025/0شامل از بافر استخراجلیتر میکرو 200، تشتک

س از محلول دو، قرار گرفت. سپسلسیوس درجه  37 دقیقه در دمای 90اضافه شد و به مدت  لیترمیلی /گرممیلی 4 به میزان

 88یزان و آب مقطر استریل به م لیترمیلی 10به میزان  درصد SDS 10، لیترمیلی 2به میزان مولار  NaOH 10حاوی 

 200مقدار  مولار به NaCl 5سپس قرار داده شد. سلسیوس درجه  -20دقیقه در دمای  20به آن افزوده و به مدت  لیترمیلی

دور به  15000ها در ونهقرار داده شد. سپس، نمسلسیوس درجه  -20 دمای دردقیقه  40به آن افزوده و به مدت  لیترمیکرو

قدار دو برابر مسانتریفیوژ شدند. محلول رویی به میکروتیوب جدید منتقل شد و به سلسیوس درجه  4در دمای دقیقه  5مدت 

 70د شده با اتانولاضافه و سانتریفیوژ شد. پلت ایجا سلسیوسدرجه  -20با دمای محلول برداشته شده به آن، اتانول سرد 

مولار لییک می EDTAو  مولارمیلی 10به میزان  Trisمحتوی  TEبار شستشو شد و پس از خشک کردن، در محلول  دودرصد 

  .(1398 همکاران، و احمدی ؛ شازدهRolle et al., 2005)حل شد 
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کا( ، ساخت شرکت یونیکو آمریUV2100های حاصل، از دستگاه اسپکتروفتومتر )مدل DNAت سپس، برای تعیین کمی

خراج شده از هر است DNAهای ، نمونهDNAهای برای ارزیابی کیفیت باند متر استفاده شد.نانو 280و  260های در طول موج

ها با محلول لآمیزی ژفورز شدند. پس از رنگساعت الکتروولت به مدت یک  70درصد، در ولتاژ  8/0جدایه، روی ژل آگارز 

استخراج  DNAهای داری شده و کیفیت باندبر( عکسE-BOX-UX5ها توسط دستگاه ژل داک )مدل اتیدیوم بروماید، از ژل

 بررسی شد. ،شده

 های اختصاصیانتخاب آغازگر

استفاده اختصاصی  جفت آغازگرهفت از ، pidopteraLe پولکدارانبالثر بر آفات مؤ Cryهای برای آنالیز و شناسایی انواع ژن

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

 تحقیق این در استفاده مورد اختصاصی هایآغازگر هایویژگی -1جدول 

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

 آغازگر
Primer 

 والیت
Sequence 

 موقعیت در توالی
Positions 

 ژن
Gene(s) 

اندازه 

 محصول
Product 

size (bp) 

شماره دسترسی 

 بانک ژن
GenBank 

Accession No. 

UNcry1(+) 

UNcry1(-) 

5'-tracrhtddbdgtattagat-3' 

5'-mdatytctakrtcttgacta-3' 

726 

2268 
cryI  1500-1600  

SPcry1Ab(+) 
UNcry1(-) 

5 '- cggatgctcatagaggagaa-3'  
5'-mdatytctakrtcttgacta-3' 

940 cry1Ab 1,371 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 
 

  Btهای بومی های آن در جدایهگروهو زیر Cryهای ردیابی مولکولی ژن

روش  اصی و بر طبقـر اختصـازگـآغ فتـجهفت از اده ـا استفـب PCRنش ـده، واکـر شـهای ذکبرای شناسایی ژن

(Juarez- Perez et al., 1997)  انجام شد. برای ایجاد بهترین شرایطPCR های لظتها، غیمرو محاسبه دمای آنیلینگ پرا

سازی بهینه و واکنش در چند مرحله انجام گرفتها، آزمون گرادیان غلظت های آنو دما PCRدهنده مناسب اجزای تشکیل

 ،ترـلیومیکر 14عبارت بود از آب مقطر استریل به میزان مخلوط واکنش، لیتر میکرو 25در حجم کلی  PCRشد. واکنش 

PCR Buffer لیتررومیک 5/2 به میزان، dNTP 10 های رفت ، آغازگرلیترمیکرو 7/0 مولار به میزانماکرو(F)  و برگشت(R) 

 ر به میزانمولامیلی 50با غلظت  2MgCl ،لیترمیکرو 3/0به میزان  Taq DNA Polymerase ،لیترمیکرو 2هر یک به میزان 

ایکلر )مدل ـوسـاه ترمـتگـدر دس PCRنش ـیر واکـکثمراحل ت .لیترمیکرو 2به میزان  Btباکتری  DNAو  لیترمیکرو 5/1

MJ-MINI ساخت شرکت ،BIO-RAD 94سازی اولیه در دمای سرشتهسیکل، بدین شرح انجام پذیرفت: مرحله وا 35( برای 

تصال ابه مدت یک دقیقه، سلسیوس درجه  94سازی در دمای چرخه شامل واسرشته 35دقیقه،  5به مدت سلسیوس درجه 

 72ر دمای ددقیقه  2ثانیه، مرحله طویل شدن به مدت  30به مدت یک دقیقه و سلسیوس درجه  50-65ا در دمای هآغازگر

 . سلسیوسدرجه  72دقیقه در دمای  8و مرحله طویل شدن نهایی به مدت سلسیوس درجه 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=protein&list_uids=1922253&dopt=GenPept
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ها نمونه ورانده شد  درصد 2 در دستگاه ترموسایکلر، محصول تکثیر شده در ژل آگارز PCRپس از اتمام مراحل واکنش 

آمیزی رنگوم بروماید ولت الکتروفورز شدند. پس از اتمام الکتروفورز، ژل با محلول اتیدی 100ساعت در ولتاژ ثابت  3به مدت 

های مازندران استان در مزارع توتون بومی Btهای باکتری ها در جدایههای آنگروهو زیر Cryهای فراوانی وجود انواع ژنشده و 

 شدند. ثبت و مشاهده آمده دستبه باندی هایالگوه و ردیابی شدگلستان،  و

 

 نتایج

 مورفولوژیک هایشاخص اساس بر هاجدایه شناسایی و جداسازی

های مازندران و گلستان، با استفاده از روش گزینش در استانتوتون های مزارع برداری از خاکدر این پژوهش، پس از نمونه

ظاهری  بر اساس شکل Btبومی باکتری جدایه  90تعداد آوری شده، خاک جمعنمونه  55از ستات سدیم، انتخابی توسط ا

 آمیزیرنگ از درصد تا زمان استفاده بعدی نگهداری شدند. پس 9/0)سفید مات( گزینش اولیه شده و داخل آب نمک  کلنی

 و کلاهک اسپور، )تولید Btباکتری  میکروسکوپی هایمبنای شاخص بر هاجدایه شناسایی نهایی بلو،کوماسی محلول با

ن باکتری به جداسازی شده از خاک با روش استات سدیم نشان داد که کلنی ای Btهای نمونهتصاویر . شد انجام کریستال(

 و رهتی رنگ به Btی هاکریستالآمیزی گرم، شود. همچنین، توسط روش رنگمیرنگ سفید مات روی محیط کشت ایجاد 

  (.1 )شکل مشخص شدند روشن رنگ به هاراسپو
 

 
 (b) و با رنگ آمیزی گرم (a) جداسازی شده از خاک با روش استات سدیم Btهای نمونه -1شکل 

Fig. 1. Bt samples isolated from soil by sodium acetate method (a) and by gram staining (b) 

 

 به تفکیک استان آنهای گروهو زیر Cryهای انواع ژن های دارایجدایه فراوانی بررسیشناسایی و 

رار گرفتند. از بین ها تحت واکنش قگربا استفاده از آغاز Btی ها، جدایهDNAسازی و انجام مراحل استخراج پس از بهینه

 ،ترها نیز قطعات کوچکهر جدای( بودند و سایbp1300-1500های مورد انتظار )ها در اندازهها، حاوی ژنجدایهها، برخی از آن

نسیل سمیت تاـپ (.3و  2 هایشکلهای بیشتر است )سیریابی و برتولید کردند که نیازمند توالی ،bp500-600حدود 

 . (Apaydin et al., 2005)آن وابسته است  Cryهای ژن گروهبه نوع و زیر Btهای جدایه

 زندرانبومی استان ما Btهای در جدایه Cryهای فراوانی ژن

ژن عبارت بودند از استان مازندران  جداسازی شده از مزارع توتون در سطح بومی Btهای در جدایه Cryهای فراوانی ژن

Cry 1I  درصد، ژن  75/18با فراوانیCry1 درصد، ژن  6/16 با فراوانیCry 9 درصد، ژن  25 فراوانی باCry 1Ac فراوانی با 

 1/54 یـراوانـا فـب Cry 2د و ژن ـدرص 25/31 فراوانی با Cry 1Fدرصد، ژن  5/64 یفراوان با Cry 1Abدرصد، ژن  9/22

 (. 4شکل درصد )
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 ورد انتظار بودند. م bp1371با تولید باند  1Ab Cry ژنمتعلق به استان مازندران که حاوی  Btهای هایی از جدایهنمونه -2شکل 

Fig. 2. Samples of Bt isolates from Mazandaran province containing the Cry 1Ab gene producing the expected 

1371bp product band. 

 
 نبودند. bp350د مورد انتظار با اندازه بان Cry 9یک حاوی ژن متعلق به استان گلستان که هیچ Btهای هایی از جدایهنمونه -3شکل 

Fig. 3. Samples of Bt isolates from Golestan province, none of which contained the Cry 9 gene with the expected 

band size of 350bp. 
 

رین فراوانی بود دارای بیشت  Cry 1Abهای بومی موجود در مزارع توتون استان مازندران، ژنبر طبق نتایج فوق، در جدایه

ها یافت نشدند. در هفراوانی بودند و در برخی از جدای دارای کمترین CryIو  Cry 1Iهای ها یافت شد، اما ژنو در اکثر جدایه

، ممکن است که محتوی هاهای متفاوت از آنچه مورد انتظار بود، تکثیر شدند. این جدایههای در اندازهها، ژنبرخی از جدایه

 (. 2دول شند )جبخش باهایی باشند که برای کنترل بیولوژیک آفات و مدیریت مقاومت آفات، امیدیک ژن جدید یا ژن

 بومی استان گلستان Btهای هدر جدای Cryهای فراوانی ژن

 ودند از ژنببومی استان گلستان عبارت شده از مزارع توتون در سطح  جداسازی Btهای در جدایه Cryهای فراوانی ژن

Cry 1Ab  درصد، ژن  5/40با فراوانیCry 1Ac  درصد، ژن  2/14با فراوانیCry 1F  درصد، ژن  21با فراوانیCry I فراوانی با 

 .با فراوانی صفر درصد Cry 9درصد و ژن  8/5با فراوانی  Cry 1درصد، ژن  2/15با فراوانی  Cry 2 درصد، ژن 10
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آوری شده از جمع Btهای باکتری دایهـدر ج Cryهای شناسایی شده و ژنبرداری های نمونهها، مکانشماره جدایه -2 جدول

 های مازندران و گلستاناستان
Table 2. Isolate numbers, sampling locations, and identified Cry genes in Bt isolates collected from Mazandaran 

and Golestan provinces  

 

 شده ییشناسا Cry هایژن
Cry genes recognized 

  منطقه

 بردارینمونه
Sampling 

Location 

 شماره

 جدایه
No. 

 شده ییشناسا Cry هایژن
Cry genes recognized 

 منطقه

 رداریبنمونه

Sampling 

Location 
 استان

Province 

 شماره

 جدایه
No. 

Cry 1Ab – Cry 1Ac – Cry 1I تیرتاش Tir Tash 2 Cry 2 – Cry F – Cry 9 تیرتاش Tir Tash 

 مازندران
Mazandaran 

1 

Cry 1 Ab- Cry 1Ac تیرتاش Tir Tash 4 Cry 2 – Cry 1Ac – Cry 1I تیرتاش Tir Tash 3 

Cry 2 – Cry F – Cry 1 تیرتاش Tir Tash 6 Cry F- Cry 1 Ab تیرتاش Tir Tash 5 

Cry 2- Cry 1 Ab- Cry 1I نکا Neka 8 Cry 1 Ab- Cry 1 Ac تیرتاش Tir Tash 7 

Cry 2 – Cry 1 Ab- Cry 1 نکا Neka 10 Cry 1 Ab- Cry 9 نکا Neka 9 

Cry 1 Ab- Cry 1 Ac نکا Neka 12 Cry 2 – Cry F- Cry 1 Ab نکا Neka 11 

Cry 2- Cry 1 Ab- Cry 1I نکا Neka 14 Cry 1 Ab- Cry 9- Cry 1 نکا Neka 13 

Cry 2- Cry 1 Ab سورک Surak 16 Cry 2- Cry F- Cry 1 Ac نکا Neka 15 

Cry 2- Cry F سورک Surak 18 Cry 1 Ab- Cry 9 سورک Surak 17 

Cry 1 Ab- Cry 9 سورک Surak 20 Cry 2 – Cry 1 Ac سورک Surak 19 

Cry F- Cry 1 Ab- Cry 1I سورک Surak 22 Cry 2 – Cry 1 Ab سورک Surak 21 

Cry 1Ab- Cry 1 Ac ساری Sari 24 Cry 2- Cry F- Cry 1 ساری Sari 23 

Cry 2- Cry 1 Ab ساری Sari 26 Cry 1 Ab- Cry 1- Cry 1I ساری Sari 25 

Cry 2- Cry F- Cry 1I ساری Sari 28 Cry 1 Ab- Cry 9- Cry 1I ساری Sari 27 

Cry F- Cry 1 Ab ساری Sari 30 Cry 2- Cry 1 Ab ساری Sari 29 

Cry 1 Ab- Cry 9- Cry 1I ساری Sari 32 Cry 2- Cry F- Cry 1 ساری Sari 31 

Cry 2- Cry 1 Ab ساری Sari 34 Cry 2- Cry 1 Ac ساری Sari 33 

Cry 2- Cry 9- Cry 1 Ab بهشهر Behshahr 36 Cry 1 Ab- Cry 1 بهشهر Behshahr 35 

Cry 2- Cry 9- Cry 1I ربهشه Behshahr 38 Cry F- Cry 1 Ab بهشهر Behshahr 37 

Cry 2 – Cry 1 Ac بهشهر Behshahr 40 Cry F- Cry 9 بهشهر Behshahr 39 

Cry 2- Cry 1 Ac بهشهر Behshahr 42 Cry 1 Ab- Cry 1 بهشهر Behshahr 41 

Cry 1 Ab- Cry 1I شهر قائم Qaem Shahr 44 Cry 2- Cry 1 Ac شهر قائم Qaem Shahr 43 

    Cry F- Cry 1 شهر قائم Qaem Shahr 45 

Cry 1 Ac کردکوی Kordkuy 47 Cry 1 Ab- Cry 2 کردکوی Kordkuy 

 گلستان
Golestan 

46 

Cry 1 F- Cry 1 کردکوی Kordkuy 49 Cry 1 Ab کردکوی Kordkuy 48 

Cry 1 Ab کردکوی Kordkuy 51 Cry 2 کردکوی Kordkuy 50 

Cry 1 Ac بندرگز Bandar Gaz 53 Cry 1F کردکوی Kordkuy 52 

Cry 2 بندرگز Bandar Gaz 55  بندرگز Bandar Gaz 54 

Cry F کتول آباد علی Ali Abad Katul 57 Cry 1 Ab کتول آباد علی Ali Abad Katul 56 

Cry 1 Ab کتول آباد علی Ali Abad Katul 59 Cry 1 Ac کتول آباد علی Ali Abad Katul 58 

Cry 1 Ab کتول آباد علی Ali Abad Katul 61  کتول آباد علی Ali Abad Katul 60 

Cry 1 Ab کتول آباد علی Ali Abad Katul 63 Cry 2 کتول آباد علی Ali Abad Katul 62 

Cry 2 کتول آباد علی Ali Abad Katul 65 Cry F کتول آباد علی Ali Abad Katul 64 

Cry 1 F آزادشهر Azadshahr 67 Cry 1 Ab آزادشهر Azadshahr 66 

 Azadshahr 68 آزادشهر Azadshahr 69 Cry 1 Ab آزادشهر 

Cry 1 Ac مینودشت Minudasht 71 Cry 1 Ab آزادشهر Azadshahr 70 

Cry 1 Ab- Cry 1 مینودشت Minudasht 73 Cry 1F مینودشت Minudasht 72 

Cry 1 Ab شتمینود Minudasht 75  مینودشت Minudasht 74 

Cry 1F مینودشت Minudasht 77 Cry 1 Ac مینودشت Minudasht 76 

Cry 1 Ab مینودشت Minudasht 79 Cry 2 مینودشت Minudasht 78 

Cry 1 Ab گرگان Gorgan 81 Cry 1F مینودشت Minudasht 80 

Cry 1 Ab گرگان Gorgan 83 Cry 1 Ac- Cry 1 رگانگ Gorgan 82 

Cry 1F گرگان Gorgan 85 Cry 1 Ab - Cry 2 گرگان Gorgan 84 

Cry 1 Ab گرگان Gorgan 87 Cry 1F گرگان Gorgan 86 

Cry 1F کلاله Kalaleh 89 Cry 1 Ac کلاله Kalaleh 88 

    Cry 1 Ab کلاله Kalaleh 90 
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 استان مازندران بومی Btهای در جدایه Cryهای فراوانی ژندرصد  -4شکل 

Fig. 4. Cry genes frequency (Percentage) in detected Bt isolates from Mazandaran province 
 

بودند.  Cryی هااستان گلستان، دارای فراوانی کمتری از ژن مزارع توتون در بومی Btهای بق نتایج فوق، جدایهبر ط

طور محسوسی ها بهنژکه، فراوانی سایر درصد بوده است. در حالی 5/40با  Cry 1Abبیشترین فراوانی مربوط به ژن که، طوریبه

در  Cry 9ژن  درصد بوده است.صفر با  Cry 9درصد و نیز ژن  8/5با  Cry 1ه ژن کاهش یافته است. کمترین فراوانی مربوط ب

 (. 5شکل بومی استان گلستان یافت نشد ) Bt هایهیچ یک از جدایه
 

 
 بومی استان گلستان Btهای در جدایه Cryهای فراوانی ژن -5شکل 

Fig. 5. Cry genes frequency in detected Bt isolates from Golestan province 
 

 بحث

Bt ، تاکنونندتولید می ک حشرات برای سمی کریستالی هایپروتئین بوده که زاخاکزی و اسپور مثبت، گرم باکترییک . 

بندی دسته لفمخت گروه 53 به توالی در شباهت اساس بر که اندشده توالی تعیین و اسازیجد کریستالی پروتئین 300 از بیش

 با کشور مختلف مناطق در جدیدهای Bt شناسایی جدید، هایجدایه وجود امکان به توجه با .(Keshavarzi, 2008) اندشده

 هااکتریب شناسایی . همچنین،است بدیهی امری ،گرفت قرار ارزیابی مورد نیز تحقیق حاضر در که مطمئن و سریع هایروش

 ثرؤم بسیار هاژن این به اومتـمق ادـایج دمـع و دـجدی هایشـکآفت یدـلوت در دـتوانمی ها،در آن جدید هایژن شناسایی و

  .(Kaur, 2006) باشد

 تکنیکعنوان یک توان به، این روش را میBtباکتری  Cryهای برای شناسایی ژن PCRپس از معرفی و توصیف روش 

های خاصی برای تکثیر بخش نیک،تکپیشنهاد نمود. از این  Btهای کشی جدایهبینی فعالیت حشرهبرای پیش دقیق مولکولی
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ای واکنش زنجیره .(Carrozi et al., 1991)شود و همچنین، تعیین وجود و یا عدم وجود یک ژن هدف استفاده می DNAاز 

های روش .(Cinar et al., 2008) است Btهای مختلف در باکتری ، روشی سریع، دقیق و مطمئن برای ردیابی ژن(PCR)پلیمراز 

نیاز به زمان زیادی دارد. از های مختلف سنجی حشرات، نیازمند پرورش تعداد زیادی حشره بوده و انجام تیمارسنتی زیست

ن روش ـا ایـین، بـهای سنتی گردد. همچنخوبی، جایگزین روشتواند بهثر میؤهای مناسایی مولکولی جدایهـرو، شایـن

بینی نمود ها را پیشکشی جدایهومی آگاهی یافت و قابلیت حشرهـبهای دایهـدر ج Cryهای ار ژنـاختـوان از سـتیـم

(Porcar and Juarez-perez, 2003) .جدایه بومی باکتری  90تحقیق حاضر،  درBt، های مختلف از استان خاکنمونه  55 از

کریستالی  هایژن دوجو بررسی برای دقیق فنوتیپی روش یک وجود عدم به توجه . باگردید جداسازی مازندران و گلستان

(Cry)، باشد.می برخوردار بالایی اهمیت از ژنوتیپی روش همچنان 

های انجام شده در شوند. یکی از اولین پژوهشهداری میگن Btهای های بزرگی از جدایهامروزه در سراسر جهان، مجموعه

طور تصادفی از روی محیط کشت که به Bacillusهای درصد از گونه 96تا  20نشان داد که  Btزمینه جداسازی باکتری 

های گردر تحقیقی، با استفاده از آغاز. (Travers et al., 1987)کننده کریستال بودند های تولیدجداسازی شدند، باکتری

درصد  47با  Cry 1Abجداسازی شده از انبار غلات مورد بررسی قرار دادند. ژن  Btجدایه  163را در  Cry 1ژن  9اختصاصی، 

ی بودند ـراوانـن فـریـمتـدارای کی ـراوانـف دـک درصـیا ـب Cry 1Eو د ـدرص 2با  Cry 1Gهای رین و ژنـتـیشـدارای ب

(Kim et al., 1998) جدایه باکتری  70. در تحقیق دیگری، ازBt ،34  دارای ژن  یدرصد 49با فراوانی جدایهCry 1  .بودند

یافت  اصلاً Cry 1Kو  Cry 1B، Cry 1G ،Cry 1Hهای و ژنبود  بیشترین فراوانیدارای  یدرصد 100 فراوانیبا  Cry 1Iژن 

قابل انتظار مشاهده شدند های غیرها در اندازهدر برخی از جدایه Cry 1Jو  Cry 1C ،Cry 1Eهای نشدند. همچنین، ژن

(Seifinejad et al., 2008)های . در تحقیقی در کشور هند، با بررسی جدایهBt پولکداران و های بالروی حشرات راسته ثرؤم

 . (Pooja et al., 2013)مشاهده شد درصد  5/70به میزان  با بیشترین فراوانی Cry 1Iبالپوشان، ژن سخت

مشاهده  Cry 1Acو  Cry 1Aaژن دو ها، های آلوده در همه جدایهجداسازی شده از لارو Btجدایه  40در کشور سوریه از 

جدایه در چهار  Cry 1Dجدایه با بیشترین فراوانی و ژن  34در  Cry 1Abجدایه و  37در  Cry 1Iهای نشدند. پس از آن، ژ

  (.Nariman, 2007) با کمترین فراوانی مشاهده شدند

، داشتمورد بررسی در این تحقیق  Cryهای بیشترین فراوانی را در بین سایر ژن Cry 1 Abژن در تحقیق حاضر، 

 متعلق به Btهای درصد از جدایه 5/40استان مازندران و توتون  مزارع از حاصل Btهای رصد از جدایهد 5/64که طوریبه

ستان مازندران موجود در مزارع توتون ا Btهای درصد از جدایه 1/54بودند.  Cry 1 Abاستان گلستان، حاوی ژن  مزارع توتون

درصد  9/22 در Cry 1 Acژن  بودند. Cry 1Fن گلستان، دارای ژن استااز مزارع توتون  مستخرج Btهای درصد از جدایه 21و 

 Btهای درصد از جدایه 75/18. مشاهده گردید های استان گلستاندرصد از جدایه 2/14استان مازندران و  Btهای از جدایه

های استان مازندران و دایهدرصد از ج 6/16بودند.  Cry Iهای استان گلستان، دارای ژن درصد از جدایه 10استان مازندران و 

 Cry 9های استان مازندران، دارای ژن درصد از جدایه 25بودند.  Cry 1های استان گلستان، دارای ژن درصد از جدایه 8/5

ضمن  در پژوهشی،. (2)جدول  متعلق به استان گلستان یافت نشد Btهای که این ژن در هیچ یک از جدایهبودند، در حالی

های های نواحی جنگلی استان گلستان مشخص گردید که ژنجداسازی شده از خاک Btهای ژنی جدایه خصوصیات بررسی

Cry 1Ab ،Cry 2  وCry 1F ؛ (1398ها یافت شده و دارای بیشترین فراوانی بودند )شازده احمدی و همکاران، ر اکثر جدایهد

 با نتایج حاصل از تحقیق حاضر مطابقت داشت. هااین یافته

های مولکولی، (، مشخص گردید که بر اساس شاخصالف1393و همکاران، مرادی ژوهش انجام شده توسط )گرایلی در پ

های بدون پوشش گیاهی های زراعی و کمترین تعداد در خاکدر خاک Cry1های ژنی گروهبیشترین تعداد و تنوع از زیر

، به دلیل برخورداری از پوشش گیاهی و نیز، تنوع زیستی های زراعیگیری کردند که خاکنتیجههمین محققین مشاهده شد. 
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تری برای ، منبع مناسبBtهای خاک و در نتیجه، فراوانی میزبانی بیشتر برای باکتری مناسب برای حشرات و میکروارگانیسم

نمونه  2292اد در پژوهش دیگری، از تعد باشد، که با نتایج حاصل از تحقیق حاضر مطابقت داشت.می Btجداسازی باکتری 

جدایه،  128ها، کلنی باسیلی شکل جدا کردند که از بین آن 28445استان مختلف ایران، تعداد  28آوری شده از خاکی جمع

ها و تحقیقات انجام شده در داخل و خارج بررسیکلیه . نتایج حاصل از (Salehi Jouzani et al., 2008)کردند تولید کریستال 

های رو، در تحقیق حاضر نیز خاک. از اینهای خاک مناطق مختلف استدر نمونه Btفراوانی بالای باکتری  دهندهاز کشور، نشان

های از خاک Btتعداد قابل توجهی جدایه  و بررسی شد Bt مازندران و گلستان برای جداسازیهای در استانتوتون مزارع 

 های خاکی است.آن در نمونه دهنده فراوانی بالایجداسازی گردید که نشانمزارع توتون 

 14های خراسان و همدان، با استفاده از استانبومی  Btجدایه  50، (1388) ریاضی و همکاراندیگری توسط  در پژوهش

با استفاده از روش مولکولی  Cry 1gو  Cry 1a ،Cry 1b ،Cry 1C ،Cry 1d ،Cry 1e ،Cry 1fهای پرایمر اختصاصی برای ژن

PCR ها نشان داد که ژن رار گرفتند. نتایج آنمورد بررسی قCry 1a درصد  80که طوریدارای بیشترین فراوانی بوده است، به

و  Cry 1d ،Cry 1fهای بودند. ژن Cry 1aاستان همدان، حاوی ژن  Btهای درصد جدایه 64استان خراسان و  Btهای جدایه

Cry 1g  های ین سه ژن در هیچکدام از جدایها ؛ بدان معنی کهدرصد بودندصفر دارای فراوانیBt تا ها؛ این یافتهیافت نشدند 

 Cryهای های مشاهده شده در محتویات ژنتیکی ژنتفاوت احتمالاً داشت. غایرتحدودی با نتایج حاصل از تحقیق حاضر م

ک در نواحی مختلف ناشی از تفاوت اکولوژیک مناطق مختلف از جمله پوشش گیاهی، تنوع حشرات میزبان و تنوع فون خا

 .(Aramideh et al., 2010 ؛Kim et al., 1998)جغرافیایی باشد 

و  Cry 1Iهای دارای بیشترین فراوانی و ژن Cry 1Ab دست آمده از تحقیق حاضر، ژنبر اساس نتایج بررسی مولکولی به

Cry I  .های جزئی، حتوای ژنتیک بر خلاف شباهتشود، مطور که از نتایج استنباط میهمانبا کمترین فراوانی مشاهده شدند

دهنده آن است که نواحی جغرافیایی مختلف بر روی تنوع محتویات های بسیاری با یکدیگر دارند. مقایسه این نتایج نشانتفاوت

 .(Tuba Etinkaya, 2002)گذارد اثر می Btهای باکتری در جدایه Cryژن 

جهان، میزان مبادلات تجاری سموم  های مختلفبیولوژیک در کشورامروزه به دلیل درک صحیح از مزایای کنترل 

عنوان سموم و لاسیون و محصولات مختلف تجاری بهرسد و بیش از هزاران فرمومیلیون دلار می 300بیولوژیک به بیش از 

 در کنترل آفات خاص و به دلیل اهمیت بالا Btها، باکتری های جهانی موجود است، که از بین آنهای بیولوژیک در بازارکود

، Btعدم تأثیر سوء بر انسان و محیط زیست، به یک عامل بیولوژیک بسیار مهم تبدیل شده و اکنون، سموم حاصل از باکتری 

های تجاری شرکت (.1395)صادقی و همکاران،  باشنددرصد می 80بیش از ، ترین سموم بیولوژیک مورد کاربرد در جهانعمده

های دارای سمیت بیشتر روی یک یا چند آفت در هایی با دامنه میزبانی متفاوت و یا جدایهفتن جدایهبسیاری با هدف یا

را به منزله یک راهکار ایمن  Bt استفاده از ها، تمایل بهکنند. این پژوهشگذاری میسرمایه Btهای جدید جداسازی جدایه

به منزله راهکاری برای مدیریت مقاومت آفات به  چنینمهای شیمیایی و هکشمحیطی در مقایسه با بسیاری از حشره

هایی که در جهان در مورد باکتری با وجود همه پیشرفت. (Hongyu et al., 2000) های شیمیایی افزایش داده استکشحشره

Bt های بیولوژیک های بومی این باکتری و تولید فرمولاسیونسفانه تحقیقات محدود و اندکی در مورد جدایهأانجام شده، مت

های بومی مناطق مختلف، همچنین بررسی Btهای باکتری بنابراین، شناخت جدایهها در ایران صورت گرفته است. از آن

ها یابی و شناخت فعالیت آنو توالی ناشناخته های جدیدهای مربوطه، به خصوص ژنها به منظور تشخیص ژنژنتیکی آن

 (. 1399نژاد و همکاران،  سلطانیباشد )هم و ضروری میجهت تولید سموم بیولوژیک، امری م
 

 References                  منابع                                                                                                                     

در باسیلوس  Cryهای ی و شناسایی مولکولی انواع ژنجداساز .1390نژاد، م.ر. توحیدی، ف.، ناظمی، ع. و خاتمی

 .6-1(: 11)3فناوری دانشگاه آزاد اسلامی های غرب مازندران. مجله زیستهای جدا شده از خاکتورینجینسیس



 1403 سال ،1 شماره ،13 جلد ،کاربردی پزشکیگیاه

37 
 

در  Cryهای جدید شناسایی ژن .1387و نظریان، ا.  .، غ.، سعید، خ.ع.، مصدق، حیجوزانر.، صالحی جهانگیری،

 .صفحه 463 .ایران ژنتیک کنگره دهمین مقالات خلاصهایران.  Bacillus thuringiensisومی باکتری های بجدایه

 Bacillus thuringiensisهای در نمونه Cry1های شناسایی انواع ژن. 1388ریاضی، ا.، زرگری، ک. و کشاورزی، م. 

 . 28-19(: 2)4های خراسان و همدان. نشریه دانش زیستی ایران آوری شده از استانجمع

های ایرانی ویژه بالپولکداران در سویه Cryهای شناسایی ژن .1399نژاد، پ.، مهرخو، ف. و راشکی، م. سلطانی

Bacillus thuringiensisشناسی ایران. المللی زیست. بیست و یکمین کنگره ملی و نهمین کنگره بین 

ژنومیکس عملکردی باکتری باسیلوس . 1386زانی، غ.ر. جوهمتا، م.ر.، امیدی، م. و صالحینژاد، ع.، بیسیفی

 . 17-24(: 10)3(. نشریه ژنتیک نوین Cryهای تورینجینسیس )توکسین

های بومی باکتری بررسی برخی خصوصیات ژنی جدایه .1398م.، سجادی، ا. و شهادتی مقدم، ز.  احمدی،شازده

Bacillus thuringiensis 37-25 (:1)8 پزشکی کاربردین گلستان. مجله گیاههای مناطق جنگلی استااز خاک.  

کش زیستی. عنوان آفتبه Bacillus thuringiensis (Bt)مروری بر باکتری . 1395صادقی، م. صادقی، ا. و کریمی، ا. 

 . 114-99(: 2)9مجله ایمنی زیستی 

تری ـوع باکـتن .لفا 1393زاد، و. اییـابـزاده، ع. و بادیـریف، م.، هـدی شـمـحـگرایلی مرادی، ف.، م

Bacillus thuringiensis (: 3) 67های دارای پوشش گیاهی مختلف. مجله محیط زیست طبیعی، منابع طبیعی ایران از خاک

321–313 . 

های بومی ردیابی مولکولی جدایه .ب 1393زاد، و. زاده، ع. و باباییگرایلی مرادی، ف.، محمدی شریف، م.، هادی

(: 1)3های دارای پوشش گیاهی مختلف. مجله مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی از خاک Bacillus thuringiensisباکتری 

54–41. 

در باسیلوس  Cryبررسی وجود ژن  .1396کوخدان، ا. ر.، جوادی، ا. و پناهی، ر.، ایرجیان، غ.محمودی

 . 271–280(: 2)22های جدا شده از خاک. مجله ارمغان دانش تورینجینسیس
Ammouneh, H., Ismail, H., Al-bedda, A., Abou Baker, N. and Harba, M. 2013. Characterization of 

lepidopteran-active Bacillus thuringiensis isolates recovered from infected larvae. Biocontrol Science and 

Technology 23: 607-623. 

Apaydin, O., Yenidunya, A., Harsa, S. and Gunes, H. 2005. Isolation and Characterization of Bacillus 

thuringiensis strains from different grain habitats in Turkey. World Journal of Microbiology and 

Biotechnology 21: 285-292. 

Aramideh, Sh., Safaralizadeh, M.H., Pourmirza, A.A., Rezazadeh Bari, M., Keshavarzi, M. and 

Mohseniazar, M. 2010. Characterization and pathogenic evaluation of Bacillus thuringiensis isolates from 

west Azerbaijan province of Iran. African Journal of Microbiology Research 4: 1224-1229. 

Carrozi, N.B., Kramer, V.C., Warren, G.W., Evola, S. and Koziel, M. 1991. Prediction of insecticidal 

activity of Bacillus thuringiensis strains by Polymerase Chain Reaction product profiles. Applied and 

Environmental Microbiology 57: 3057-3061. 

Cinar, C., Apaydin, O., Yenidunya, A.F., Harsa, S. and Gunes, H. 2008. Isolation and characterization of 

Bacillus thuringiensis strains from olive-related habitats in Turkey. Journal of Applied Microbiology 104: 

515-525. 

Hannay, C.L. and Fitz, J.P. 1955. The protein crystals of Bacillus thuringiensis Ber. Canadian Journal of 

Microbiology 1: 694-710. 

Hongyu, Z., Ziniu, Y. and Wangxi, D. 2000. Isolation, distribution and toxicity of Bacillus thuringiensis from 

warehouses in China. Crop Protection 19: 449-454. 

Juarez- Perez, V.M., Ferrandis, M.D. and Frutus, R. 1997. PCR- based approach for detection of novel 

Bacillus thuringiensis Cry genes. Applied and Environmental Microbiology 63(8): 2997-3002. 

Kaur, S. 2006. Molecular approaches for identification and construction of novel insecticidal genes for crop 

protection. World Journal of Microbiology and Biotechnology 22: 233-253. 



 ... Bacillus thuringiensis باکتری بومی هایجدایه در Cry هایژن انواع مولکولی ردیابی

38 
 

Keshavarzi, M. 2008. Isolation, Identification and Differentiation of Local Bacillus thuringiensis Strains. 

Journal of Agriculture and Science Technology 10: 493-499. 

Kim, H.S., Lee, D.W., Woo, S.D., Yu, Y.M. and Kang, S.K. 1998. Distribution, serological identification, 

and PCR analysis of Bacillus thuringiensis isolated from soils of Korea. Current Microbiology 37: 195-200. 

Martinez, C., Ibarra, J.E and Caballero, P. 2005. Association analysis between serotype, cry gene content, 

and toxicity to Helicoverpa armigera larvae among Bacillus thuringiensis isolates native to Spain. Journal 

of Invertebrate Pathology 90: 91-97. 

Martínez, C. and Caballero, P. 2002. Contents of cry genes and insecticidal toxicity of Bacillus thuringiensis 

strains from terrestrial and aquatic habitats. Journal of Applied Microbiology 92: 745-752. 

Nariman, A.H. 2007. PCR Detection of cry Genes in Local Bacillus thuringiensis Isolates. Australian Journal 

of Basic and Applied Sciences 1(4): 461-466. 

Porcar, M. and Juarez-Perez, V. 2003. PCR- based identification of Bacillus thuringiensis pesticidal crystal 

genes. FEMS Microbiology Reviews 26: 419-432. 

Pooja, A.S., Krishnaraj, P.U. and Prashanthi, S.K. 2013. Profile of cry from native Bacillus thuringiensis 

isolates and expression of cry1I. African Journal of Biotechnology 12: 3545-3562. 

Rolle, R.L., Ejiofor, A. and Johnson, T.L. 2005. Determination of the plasmid size and location of δ-

endotoxin genes of Bacillus thuringiensis by pulse field gel electrophoresis. African Journal of 

Biotechnology 4: 580-585. 

Salehi Jouzani, G., Pourjan Abad, A., Seifinejad, A., Marzban, R., Kariman, K. and Maleki, B. 2008. 

Distribution and diversity of Dipteran-specific cry and cyt genes in native Bacillus thuringiensis strains 

obtained from different ecosystems of Iran. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology 35: 83-

94. 

Seifinejad, A., Salehi Jouzani, G.R. and Abdmishani, C. 2008. Characterization of Lepidoptera– active Cry 

and Vip genes in Iranian Bt strain collection. Biological Control 44: 216-226. 

Travers, R.S., Martin, P.A.W. and Reichelderfer, C.F. 1987. Selective process for efficient isolation of soil 

Bacillus spp. Applied and Environmental Microbiology 53: 1263-1266. 

Tuba Etinkaya, F. 2002. Isolation of Bacillus thuringiensis and Investigation of Its Crystal Protein Genes. 

Izmir Institute of Technology İzmir, Turkey. 



Applied Plant Protection, Vol. 13, No. 1, 2024 

3 

Molecular detection of Cry genes in the Bacillus thuringiensis native isolates from the soils 

of tobacco fields of Mazandaran and Golestan provinces 

 

M. Shazdeahmadi* 

 

Received: 6 Jun., 2024                                          Accepted: 8 Aug., 2024 

 
ABSTRACT 

In recent years, the continuous use of chemical pesticides has led to the emergence of resistance in pests and 

environmental pollution. Hence, the need for the use of environmentally friendly and safe insecticides has become 

necessary. One of the most successful microbial agents in this field is Bacillus thuringiensis (Bt). Bt is a gram-positive, 

aerobic, soil-dwelling, spore-forming, that, following sporulation, forms crystal proteins encoded by Cry genes. For 

this purpose, in this study, 90 native isolates of Bt from soils of tobacco fields of Mazandaran and Golestan provinces 

were isolated and molecularly examined based on the Cry gene, a factor producing effective proteins against pests, 

based on the PCR method using seven pairs of specific primers for the Cry I, Cry 1Ab, Cry 1Ac, Cry 1F, Cry 1I, Cry 

2 and Cry 9 genes. The results of bands obtained showed that the frequency of the genes in different isolates was very 

different, so that some genes such as Cry 1Ab had the highest frequency in the isolates studied, while the Cry I and 

Cry 1I genes had the lowest frequency. In some isolates, the genes were amplified in different sizes than expected. 

The results of this study can be useful for tracking native Bt isolates that have Cry genes effective on insects. 
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