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Abstract 
 

Background & Objectives: Gram-positive bacterium, Bacillus thuringiensis, produces protein 

crystals with insecticidal properties. Partial rDNA sequence analysis is used to study the evolution 

and classification of living organisms. The study was conducted on 16S rDNA sequence of five 

native isolates of Bacillus thuringiensis using the polymerase chain reaction technique. 

Materials & Methods: Characteristics and phylogenetic relationships between five sequences of 

native isolates along with other isolates in the gene bank and other species of the genus Bacillus 

were performed with Mesquite software and leBIBIQBPP database.  

Results: The five native isolates were 92.06 to 99.93% similar to each other and 99.73% to 100% 

similar to other isolates of Bacillus thuringiensis. Phylogenetic trees showed Bt 1019, Bt 1020 and 

Bt 1039 in the first group and Bt 1001 and Bt 1091 in the second group. Based on Bt 1001         

sequence analysis using leBIBIQBPP, the minimum distance with Bacillus frigoritolerans was     

obtained. The sequence of Bacillus anthracis was close to Bt 1019. The Bt 1020 sequence was 

closest to Bacillus cereus. In the case of Bt 1039, in addition to Bacillus cereus, the lowest          

distance was observed with Bacillus marcorinectum. The Bt 1091 sequence showed the most     

similarity with Bacillus frigoritolerans. 

Conclusion: Protein crystals were observed in the native bacteria. Toxic crystals are produced 

only by Bacillus thuringiensis. BLAST program for 16S rDNA gene sequence in the native        

isolates also showed the most similarity to Bacillus thuringiensis isolates in the gene bank.      

Moreover, the results predicted that the three native isolates Bt 1019, Bt 1020 and Bt 1039 could 

be toxic against lepidopteran pests and two isolates Bt 1001 and Bt 1091 could be toxic against 

coleopteran pests.  
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 ها مجله دنیای میکروب
 1051( بهار 05سال پانزدهم شماره اول )پیاپی 

 01-00صفحات 

با باسیلوس تورينجینسیس های ايرانی باكتری  مطالعه بیوانفورماتیك و روابط فیلوژنتیك جدايه

  SrDNA16 11 استفاده از توالی ژن

 2و مجتبی مرتضوی* 1مريم راشکی
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 چکیده

هوای  کند. تحلیل تووالوی می کشی تولید  با خاصیت حشره  های پروتین باکتری گرم مثبت باسیلوس تورینجینسیس بلور : سابقه و هدف

ای  رود. این مطالعه با استفاده از تکنیك واکنش زنوجویوره می  کار بندی موجودات زنده به برای مطالعه تکامل و رده  rDNAکوچك ژن

 شد.  بومی باسیلوس تورینجینسیس انجام  از پنج جدایه S Rdna 11روی توالی  پلیمراز 

بانك ژن های دیگر موجود در  های بومی همراه با جدایه پنج توالی جدایهمیان   ها و روابط فیلوژنتیك بررسی ویژگی  :هامواد و روش

 شد.  انجام QBPPleBIBIپایگاه و مسکوئیت افزار  با نرم باسیلوس،های جنس  و سایر گونه
های باسویولووس  درصد با سایر جدایه 122تا  66/99درصد با یکدیگر و به میزان  66/69تا  62/21پنج جدایه بومی به میزان : هایافته

در   Bt 1091و  Bt 1001در گروه اول و  Bt 1039و  Bt 1019،Bt 1020داد  تورینجینسیس شباهت داشتند. درخت فیلوژنتیك نشان 

سیلوس فریگوریتولرانس بودسوت  ، کمترین فاصله با باleBIBIQBPPبا کمك   Bt 1001گرفتند. بر اساس تحلیل توالی گروه دوم قرار

نزدیك بوود.  Bt 1019داد. توالی باسیلوس آنتراسیس به   نیز بیشترین شباهت را با باکتری مذکور نشان  Bt 1091آمد، همچنین توالی 

علاوه بر باسیلوس سرئوس، کمترین فاصولوه بوا  Bt 1039بیشترین نزدیکی را با باسیلوس سرئوس داشت. در مورد   Bt 1020توالی

 شد.  باسیلوس مارکورستینکتوم مشاهده 

های بومی بویوشوتوریون  در جدایه S rDNA  11شدند. بلاست توالی ژن  های بومی مشاهده  های پروتینی در باکتری بلور : گیرینتیجه

داد. همچنین به دلیل استخراج بلورهای سم از جدایه ها،  های باسیلوس تورینجینسیس موجود در بانك ژن نشان  شباهت را به جدایه

علویوه   Bt 1091و  Bt 1001علیه آفات بالپولکداران و دو جدایه  Bt 1039و   Bt 1019،Bt 1020کرد سه جدایه بومی   بینی نتایج پیش

 توانند موثر و سمی باشند.  بالپوش می  آفات سخت

 ای پلیمراز.  افزار، واکنش زنجیره نفورماتیك، نرم ، بلاست، بیواSrDNA11 :واژگان کلیدی

 1/21/2/22پذیرش مقاله:                                1/22/12/21ویرایش مقاله:                              1/22/12/1دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: گروه تنوع زیستی، پژوهشگاه علوم و تکنولوژی پیشرفته و علوم محیطی، 
 دانشگاه تحصیولات توکومویولوی صونوعوتوی و فونواوری پویوشورفوتوه، کورموان، ایوران.

  ma_rashkigh@yahoo.comپست الکترونیك:                29/99991111تلفن:  

 م دمه     

های شیمیایی باع    وور و گسوتورش                                 کش    استفاده از حشره               

زیسوت        های انسانی و تخری  محیوط                         مقاومت در ناقلین بیماری                       

عموما ، عوامل میکروبی علیه آفات  هدف بسیوار                                            (.      1است         شده   

کنند و باع  حفو  حشورات موفویود در                                 می    تخصصی عمل           

باسیلوس تورینجینسویوس                             (.      2شوند          شده می        محصو ت تیمار              
    Bacillus thuringiensis     )                            های       باکتری گرم مثبتی است که بلور

این باکوتوری،             (.      9کند         می    کشی تولید             با خاصیت حشره                 پروتین      

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خولاقوانوه  
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب



 مریم راشکی و همکاران. .SrDNA11با توالی ژن باسیلوس تورینجینسیس مطالعه بیوانفورماتیك  .1/21ها، سال پانزدهم شماره اول ب ار  دنیای میکروب

 

43 

است و         شده         کش زیستی استفاده                  عنوان حشره            قرن به        بیش از نیم          

ای از         ابزاری ایمن، خا  و موثر برای کنترل  یو  گسوتورده                                             

بواسویولووس         هوای بواکوتوری              (. جدایه        /حشرات آفت است                 
هوای       علیه حشرات آفت موتوعولو  بوه راسوتوه                             تورینجینسیس             

(. در       9دارند           پوشان، فعالیت                 بال     بالپولکداران، دوبا ن و سخت                          

برخی موارد، مقاومت حشرات آفت نسبت به سموم کریسوتوال                                                   

(.    1اسوت           شوده     مشواهوده        باسیلوس تورینجینسیس                     باکتری        

 ور مداوم مطالعات فروانی در خصو  جداسوازی                                            این، به         بنابر     

 شود.      می      های جدید و بومی انجام                       و شناسایی جدایه               

بورای موطوالوعوه               rDNAهای کوچك ژن               تجزیه و تحلیل توالی                   

رود و با استفواده از                       می    کار       بندی موجودات زنده به                      تکامل و رده           

 Polymerase Chainای پولویوموراز                تکنیك واکنش زنجیوره                  

Reaction     روی توالی           (، بر    S rDNA11           ها تحقیوقوات              در باکتری

دهود       ها نشان می            مقایسه این توالی                (.      1است         شده       فراوانی انجام               

در میان موجودات زنده از یك جونوس                                   rDNAهای ژن        که توالی        

شده است اما بین موجودات متعولو                                  و گونه بسیار ثابت و حف                        

(. محقوقویون           1باشد        های گوناگون، متفاوت می                        به جنس و گونه             

همان ناحیه بیش از حد متو ویور                                      1  دادند که ناحیه انت ایی                          نشان      

    hypervariant region                                 در این ژن و در هر جودایوه بسویوار )

اختصاصی است و شاخصی قابل استفاده برای شونواسوایوی و                                                 

(.    9شوود         موی      محسوب       باسیلوس       های جنس           بندی گونه           گروه    

    نشان    باسیلوس         های جنس           مثال، مطالعه تعدادی از جدایه                               ور       به  

  باسیلوس سورئووس                   در دو گونه            S rDNA11های       دهنده تنوع ژن             

  Bacillus cereus )     بود       تورینجینسیس               باسیلوس       و   .) 

هوای       ها، استفاده از بورنواموه                       با این وجود، برای مطالعه باکتری                               

یابی الزامی است و کواربورد                            های توالی           مختل  در کنار تکنیك                   

(   phylogeneticهای فیلوژنتیك                   ( بدون داده           BLASTبلاست        

من وور، ابوزار                (. بدین       6ها مناس  نیست                   برای شناسایی باکتری                   

(   BIBIهوا        بیوانفورماتیك خا  برای مطالعه و بررسی باکتری                                            

هوا      کردن تجزیه و تحلیل توالوی                          است که قادر به آسان                     ارایه شده           

 (.    6است       

های بوموی ایون                  هدف از این تحقی ، بررسی فیلوژنتیك جدایه                                       

یابی        ، توالی       ای پلیمراز            واکنش زنجیره            باکتری با استفاده از تکنیك                            

هوای                     ژن      ترتیو ، تووالوی              های بیوانفورماتیك بود. بدین                             و ابزار       

S rDNA11            تورینجینسیوس               باسیلوس       پنج جدایه بومی                متعل  به  

  ژن    شوده در بوانوك             های ثوبوت         با یکدیگر و با تعدادی از توالی                              

ایون       (   phylogenetic relationship    و روابط فیلوژنتیك                     مقایسه      

 شدند.         ها تعیین          جدایه     

 

 ها    مواد و رو           

  12های خا  از عومو  پونوج توا                         نمونه     برداری:           نمونه     ال (      

های کرمان  کرمان(، مورکوزی  خومویون(،                                    متری از استان               سانتی     

  اصف ان  گلپایگان(، فارس  شیراز( و خراسان ر وی  چنواران(                                                      

گورم       12که، از هر نمونه میزان                         صورت          این     شدند. به          آوری        جم    

های پلاستیکی استریل ریخته و کدگذاری شود.                                          خا  در  رف          

های مذکور در آزمایشگاه و در دموای چو وار درجوه                                              نمونه     

   .سلسیوس نگ داری شدند                   

هوای بووموی بواکوتوری بواسویولووس                           سازی جدایوه            جدا    ج(    

سدیم برای جوداسوازی                     از روش انتخابی استات                        تورینجینسیس:            

که، یك گرم از هر نمونه خا                               صورت          این     (. به     12استفاده شد              

  ا لیتر محیط کشت موایو  لووری                         میلی      22 پس از الك شدن( در                    

(  تریپتون، مخمور، کولوریود                         Bertani, ibresco-Luria برتانی          

گرم در لیوتور( بوه                   22مو ر          2/21سدیم        سدیم( حاوی استات                

دور       222درجه سلسیوس با سرعت                       92مدت چ ار ساعت در                  

لیتر از هر نمون  کشت شده                            شد. سپس یك میلی                 در دقیقه کشت              

درجوه        2 توا      92دقیقه تحت شو  حورارتوی                        12به مدت        

سلسیوس قرار گرفت. پس از سرد شودن موحولوول حواوی                                            

میکرولیتر از هر نمونه روی محیط جامود                                       12اسپورهای باکتری،                  

گورم        Nutrient Agar, BioMaxima S.A.   )  2 نوترینت آگار                

 داری شد.            درجه سلسیوس نگه                 91کشت و در دمای               در لیتر(          

های بومی باکتری باسیلوس تورینجیونوسویوس:                                        د( بررسی جدایه              
بواسویولووس         اولین و م مترین گوام دربوررسوی بواکوتوری                                    

و     و در ادامه              (   gram stainingآمیزی گرم               رن      ، تورینجینسیس           
و مشاهده بلور پروتینوی بوه                            (   Coomassie Blueآبی کوماسی              

بندی آن از لوحواظ                   وسیله میکروسکو  فاز کنتراست و گروه                                  

آمیزی با کیت رن  آمیزی                            مراحل رن            .شکل بلور پروتینی بود                    
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به این شر  است: ابتدا رن  کریستال ویوله                                              گرم ب ارافشان             

crystal violet           ثانیه روی گستره باکتری ریوخوتوه                                12به مدت

ثانیه با لوگل                               12شد. پس از شستشو با آب، به مدت                               

Lugol s iodine         شد. پس از شستشوی گستره با آب،                                   ( پوشانده

زدا(        در معر  یك تا دو قطره الکل استون  به عنوان ماده رنو                                                    

قرار گرفت. سپس، با آب شستشو شد. در انت ا سط  گستره بوا                                                       

شود. گسوتوره               ثانیه پوشانده               12( به مدت           safraninسافرانین          

باکتری پس از شستشو با آب و خشك شدن، با میکروسوکوو                                                   

  مورد بررسی قرار گرفت.                         x1222نوری و بزرگنمایی                  

گورم(        2/21برای ت یه محلول کوماسی بلو، ابتدا پودر کوماسی                                                 

    لیتر( حل و روی حرارت ملایم قرار داده                                     میلی      12درون اتانول               

لیتر( به محلول ا افه و در                             شد. سپس اسید استیك  هفت میلی                            

لیتر( حل شد. محلول ت یه شده                               میلی      12داخل آب دوبار تقطیر                       

 های آن جدا شوند.                  از کاغذ صافی عبور داده شد تا ناخالصی                                    

برای شنواسوایوی ژن                             یابی:       ای پلیمراز و توالی                    واکنش زنجیره            ه(    

S rDNA11    تورینجینسیس                 باسیلوس       های بومی باکتری                   جدایه     در

،   forwardشامل توالی رفت                    S ITS rDNA11از جفت آغازگر               

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG                                       و توووالووی بوورگشووت

    reverse    ،)CAAGGCATCCACCGT         شد  شورکوت            استفاده

ای پلویوموراز بورای                   واکنش زنجیره                برنامه      (.      11پیشگام، ایران(                  

بوه ایون شور  بوود: یوك مورحولوه                            SrDNA11آغازگر        

( اولیه به مدت چ ار دقیقوه در                              denaturationسازی          واسرشت      

دور بوا          91سلسیوس، یك مجموعه برنامه برای                                 درجه        /6دمای      

سلوسویووس          درجه      /6سازی مجدد در                  یك دور شامل واسرشت                  

( در دموای           annealingبرای یك دقیقوه، اتصوال آغوازگور                               

سلسیوس(           درجه        12و ریورس           11اختصاصی آغازگر  فوروارد                         

سلسیوس            درجه      92( در      extensionبرای یك دقیقه و گسترش                         

سلسیوس بورای                 درجه      92برای یك دقیقه و گسترش ن ایی در                                

ای پلیمراز برای هور پونوج                          پنج دقیقه. محصول واکنش زنجیره                             

یوابوی  شورکوت              ( توالوی       sangerجدایه باکتری با روش سنگر                            

آموده در           دسوت       هوای بوه        پیشگام، ایران( انجام گرفت و توالی                                 

 شدند.         ژن ثبت          بانك    

  باسیلووس       های بومی باکتری                   بررسی روابط فیلوژنتیك جدایه                           و(    

هوای       : برای بررسی روابط فیلوژنتیوکوی جودایوه                                   تورینجینسیس           

هوای       بررسی شده در این پژوهش با یکدیگر و با سایر جودایوه                                                

ژن استوخوراج              جدایه از بانك               //ژن،       شده در بانك               گروه ثبت          هم  

 Bacillus subtilis    ناتو    زیرگونه           باسیلوس سوبتیلیس                شد. گونه            

subspecies natto    خارج گروه             گونه      عنوان         ( بهout-group     )    در

 شد.       گرفته       ن ر   

( در پایگاه مرکوز مولوی ا ولاعوات                             BLASTبا ابزار بلاست                   

(، توالوی          NCBI       )http:// www.ncbi.nlm.comفناوری            زیست    

ها بوراسواس             های بومی برای شناسایی باکتری                              نوکل وتیدی جدایه                

شده از پوایوگواه                 های انتخاب            شدند. توالی             شباهت توالی، بررسی                  

های بومی با استفواده                       فناوری و جدایه                مرکز ملی ا لاعات زیست                    

تراز و سوپوس، بوا                  ( هم    MA  Tv.7       )12تی        افزار م           از نرم      

(   Mesquite v. 3.10       )19افزار مسوکووئویوت                   استفاده از نرم              

توری                                             -کویوو     افوزار آی          شودنود. بوا اسوتوفواده از نورم                         بررسی     

    IQ-tree       )Nguyen et al. 2015       )1/          تووری                                                         ( و اسووپوولوویووت

    SplitsTreev.4.16.1       )11    توریون        ترتی  درختی بوا بویوش                    ( به

توراز        های هوم        شد تا روابط فیلوژنتیك میان توالی                                  احتمال ساخته              

شد. درخت ایجاد                  شوند و شبکه فیلوژنتیکی نیز رسم                                شده تعیین             

(                         igtree v.1.4.3 توری         افوزار فویو            شده با استفاده از نورم                       

    http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/      مشواهوده            ( قابول

 شد.     

برای مشاهوده نوواحوی                     (:    motifsشده           ز( بررسی نواحی حف                   

هوای       جدایوه       در  S rDNA11ژن    شده در توالی نوکل وتیدی                             حف    

مورد بررسی، از پوایوگواه                         تورینجینسیس               باسیلوس       باکتری        بومی      

های       شد و سپس، توالی                 ( استفاده           MOTI  Searchسر          موتی      

لووگوو                                                    شده با جوزیویوات بویوشوتور بوا بورنواموه وب                                  حف      

  Weblogo.v.2.8.2     )11             .بررسی شدند ) 

های ا لاعواتوی و                 به کمك پایگاه              ( بررسی روابط فیلوژنتیك:                           

شده پونوج           شناسی، توالی کامل ناحی  کلون                                افزارهای زیست               نرم   

    های باکوتوری            تورینجینسیس با سایر گونه                            بومی باسیلوس            جدایه       

مونو وور، بوه کوموك پوایوگواه                                    شدند. بدین              مقایسه و مطالعه               

QBPPleBIBI    -http://umr5558 ای    مووحوواسووبووه      -ا وولاعوواتووی       

bibiserv.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi                 این پونوج تووالوی )

http://www.ncbi.nlm.nih.gov


 مریم راشکی و همکاران. .SrDNA11با توالی ژن باسیلوس تورینجینسیس مطالعه بیوانفورماتیك  .1/21ها، سال پانزدهم شماره اول ب ار  دنیای میکروب

 

45 

(. این پایگاه روابط فیلوژنتیکوی هور                                   19تجزیه و تحلیل شدند                      

کند. سپس، درخت فیلوژنتیك توالوی                                  توالی را کاملا مشخ  می                     

های بواکوتوری              ژن هر جدایه بومی به همراه توالی ژن سایر گونه                                            

 شد.     رسم   

 

 ها    يافته     

پوس    های بومی باسیلوس تورینجینسیس:                                 سازی جدایه            ال ( جدا        

های کشوت بواکوتوری                  کلنی، محیط            از کشت باکتری و ت یه تك                       

بور      باسیلوس تورینجینسیوس                   های مشابه باکتری                    بررسی و کلنی            

های کرم یا سفید رن  با حاشیه                                اساس شکل  اهری یعنی کلنی                        

  باسیلوس تورینجینسیس                   های       (. نمونه        1شدند  شکل           گرد انتخاب            

 بودند.        1261و     1296،   1222،   1216،   1221انتخابی شامل              

باسیلوس تورینجینسویوس  های بومی  توالی باکتری  جدایه، اندازه
 شدند. ژن ثبت  در بانك  1کرد که مطاب  جدول   را ارایه

 باسیلوس تورینجینسیس.شده  سازی خال   ای از کشت نمونه:  1شکل 

های بومی باسیلوس تورینجویونوسویوس بوا  ب( بررسی جدایه
داد تمام  آمیزی نشان  نتیجه رن  آمیزی گرم و کوماسی بلو: رن 

هوا بوا  های باکتری گرم مثبت بودند. در ادامه کوریسوتوال نمونه

 آمیزی کوماسی بلو مطالعه شدند.  روش رن 

و  1296، 1222، 1216، 1221های  بلورهای پروتینی در نمونه

نوامونو وم،        -موکوعوبوی-به ترتی  به اشوکوال کوروی 1261

نامونو وم و -دوهرمی-مکعبی، کروی-کروی، کروی-هرمی دو

 (.2شد  شکل   نامن م مشاهده–مکعبی -کروی

یابی: نتیجه الکوتوروفوورز  ای پلیمراز و توالی ج( واکنش زنجیره

ای پلیمراز با اسوتوفواده از آغوازگور           محصول واکنش زنجیره

S rDNA16  مشواهوده  قابل  9با ژل آگارز یك درصد در شکل

ای پولویوموراز هور  محصول واکنش زنجیره  است. تعیین توالی 

هوای  شوده در جودایوه مشاهدهپروتینی های  های مختل  بلور شکل:  2شکل

(؛ د( دوهورموی     CI(؛ ج( نامن م  CC(؛ ب( مکعبی  CSبومی: ال ( کروی  

 CB .)Sp.اسپور : 

با استفاده از آغازگور    ای پلیمراز الکتروفورز محصول واکنش زنجیره:   9شکل 

S rDNA11 های یك تا هفت از سمت چپ به  با ژل آگارز یك درصد. ستون

 1261، 1296، کنترل منفی، 1222، 1216، 1221های  راست به ترتی  نمونه

  kb1و مارکر 

در  ثبت شدهتورینجینسیس   باسیلوسبومی مشخصات پنج جدایه :  1جدول 

 ژن. بانك

 رديف
نام جدايه 

 باكتری

  دست اندازه توالی به

 )جفت باز( آمده

 شمار رس

 (Accession No.) 

1 1221 1//1 MW581923 

2 1216 1/12 MW485925 

9 1222 19 6 MW512500 

/ 1296 1/12 MW512501 

1 1261 91/ MW486654 
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 بواسویولووسهوای بووموی  بررسی روابط فیلوژنتیك جدایهد( 

های مورد ن ر در این پوژوهوش پوس از  : توالیتورینجینسیس

( مورد تجزیه و تحلویول قورار  BLASTNان  بررسی با بلاست

شود، پنج جدایوه  ملاح ه می 2گونه که در جدول  گرفتند. همان 

مورد بررسی در این پژوهش بر اساس توالی نوکل وتویودی بوه 

درصد با یکدیگر شوبواهوت داشوتونود.  66/69تا  62/21میزان 

درصد با سایور  122تا  66/99همچنین، این پنج جدایه به میزان 

 بواسویولووسهای موجود در بانك ژن موتوعولو  بوه  جدایه

 (.9دادند  جدول  شباهت نشان  تورینجینسیس

Bt 1019،Bt 1020  وBt 1039  در گروه اول و دو جودایوهBt 

 گرفتند.  در گروه دوم قرار Bt 1091و 1001

های نوکل وتیودی  ( در توالیmotifsشده   ه( بررسی نواحی حف 
تورینجینوسویوس:   باسیلوسهای بومی  جدایهدر S rDNA11ژن 

مودل  BICشده بر اساس معیار ا لاعاتی  ب ترین مدل انتخاب 

HKY+ +I+G4 1122شوده از  بود. بر اساس بررسی انوجوام 

  پنج جودایوه  توالی مورد بررسی  توالی   /کاراکتر موجود در 

 2 19گوروه( توعوداد  های هوم جدایه از باکتری  9/و Bt  بومی

درصد( به صورت ثابت و بقیه مت یور بوودنود.  2//1 کاراکتر  

هوای موورد بوررسوی،  شده تووالوی برای مشاهده الگوی حف 

بوه  1لوگو در شکل  شده با برنامه وب همردی  سازی  های توالی

شوده در  اند. در این شکل سه ناحیه حفو  شده تصویر کشیده 

 شدند.  مشخ   C3و  C1، C2صورت  های بومی به باکتری

بوا   توریونوجویونوسویوس  باسیلوس  درصد تشابه پنج جدایه بومی :  2جدول 

 یکدیگر.

Bt 1091 Bt 1039 Bt 1020 Bt 1019 Bt 1001 جدایه باکتری 

        ۰۱۱ Bt 1001 

      ۰۱۱ 94/16 Bt 1019 

    ۰۱۱ 99/86 94/04 Bt 1020 

  ۰۱۱ 99/93 99/79 94/04 Bt 1039 

۰۱۱ 92/06 92/22 92/22 99/21 Bt 1091 

 باسیلوسهای  درصد تشابه پنج جدایه باکتری بومی با سایر جدایه:  9جدول 

 .تورینجینسیس

 BLASTنتایج حاصل از 
های بومی جدایه  

 باکتری

 جدایهاندازه  رس شمار نام جدایهدرصد 

99/93 Bt  262AG2 K 836519   1//1 Bt 1001 

122 Bt  SY KY974313   1/12 Bt 1019 

122 Bt  K -1 MG266322   1/12 Bt 1020 

99/73 Bt  B 5 MT706014   649  Bt 1039 

99/93  Bt  RTS-BT4 KJ524503   19 6 Bt 1091 

روابط فیلوژنتیکی با استفاده از درخت و شبکه فیلووژنوتویوکوی 

اند. نتایج حاصل از شده داده  نشان  1و   /های  ترتی  در شکل به

های مورد بررسی در دو شکل با یوکودیوگور  بندی جدایه  بقه

هوای  شوود، جودایوه گونه که ملاح ه می داشتند. همان مطابقت 

 122سوتور   ا نیوایوی بوا بووت مورد بررسی در دو گروه تك

هوای  گرفتند. سه جدایه مورد بررسی در این پژوهش با نوام قرار

 جدایوه 9/تری برای -کیو درخت فیلوژنتیك رسم شده با برنامه آی:  /شکل 

بواسویولووس های بومی و باکوتوری  ژن همراه با جدایه دست آمده از بانك به
دهنده اختولاف   عنوان خارج گروه. میله افقی نشان به ناتوگونه  زیر سوبتیلیس

 باشد. های نوکل وتیدی می درصدی در شباهت 2/22

 .تری شده با برنامه اسپلیتس  شبکه فیلوژنتیك رسم:  1شکل 
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اسوت، هور  شده   نشان داده 11تا  9های  که در شکل  ور همان

های بووموی بوا  آمده در مورد جدایه  دست های به کدام از توالی

شده در بانك ژن متعل  بوه  های باکتریایی ثبت سری از گونه یك

 بیشترین شباهت را داشتند. (Bacillaceaeخانواده باسیلاسه  

بیشترین نزدیکی و کمترین فاصله را بوا  ،Bt 1001توالی جدایه 

اشوت د(  B. frigoritolerans    سیلوس فریگوریتولرانوس باگونه 

داد کوه  نشوان   شده دیگور   (. درخت فیلوژنتیك رسم9 شکل 

 باسویولووس آنوتوراسویوس          متعل  به گونه S rDNA11توالی ژن 

  B. anthracis به توالی )Bt 1019 شوکول   نزدیك اسوت   .)

بیشترین نزدیکی و کمترین فاصله را بوا   Bt 1020توالی جدایه

(. در مورد توالی جدایه 6داشت  شکل   باسیلوس سرئوسگونه 

Bt 1039  کمترین فاصلوه بوا باسیلوس سرئوسعلاوه بر گونه ،

( B. marcorestinctum    باسیلوس مارکورسوتویونوکوتوومگونه 

 Bt، توالی باکتری Bt 1001(. مشابه جدایه 12شد  شکل  مشاهده

سویولووس  بوانیز بیشترین شباهت و نزدیکی را با گونوه  1091
 (.11داد  شکل  نشان فریگوریتولرانس 

 باسیولووسهای  شده جدایه های همردی  سازی تصویرسازی توالی:  1شکل 

 وب لوگو.  با برنامه تورینجینسیس

 های بووموی بواسویولووس و( بررسی روابط فیلوژنتیك جدایه
به کوموك پوایوگواه های باکتری:  تورینجینسیس با سایر گونه

 Sپونوج تووالوی ژن  QBPPleBIBIای موحواسوبوه-ا لاعاتوی

rDNA11های بومی   متعل  به جدایهBt 1001 ،Bt 1019 ،Bt 

1020 ،Bt 1039 وBt 1091.تجزیه و تحلیل شدند )  

 .Bt 1001مربوط به توالی جدایه QBPPleBIBI شده با استفاده از درخت فیلوژنتیك رسم: 9شکل 
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 .Bt 1019  مربوط به توالی جدایه QBPPleBIBI شده با استفاده از درخت فیلوژنتیك رسم :  شکل

 .Bt 1020به توالی جدایه  مربوط QBPPleBIBI شده با استفاده از درخت فیلوژنتیك رسم : 6شکل 
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 .Bt 1039مربوط به توالی جدایه  QBPPleBIBI شده با استفاده از  درخت فیلوژنتیك رسم: 12شکل 

 .Bt 1091مربوط به توالی جدایه  QBPPleBIBI شده با استفاده از درخت فیلوژنتیك رسم : 11شکل 
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 بح    
های بووموی بواکوتوری                     در این تحقی ، رابطه فیلوژنتیك جدایه                                   

ای      واکنش زنجیوره            با استفاده از تکنیك                         تورینجینسیس               باسیلوس       

شود.       های بیوانفوورمواتویوك بوررسوی                         یابی و ابزار              ، توالی       پلیمراز       

پنوج جودایوه           متعل  به            S rDNA11های       ژن      ترتی ، توالی              بدین    

شده از این گونه                     های ثبت         با یکدیگر و با تعدادی از توالی                              بومی      

ها توعویویون            و روابط فیلوژنتیك این جدایه                               مقایسه        ژن    در بانك       

روابوط         QBPPleBIBI  ای    محاسبه      -به کمك پایگاه ا لاعاتی                         شدند.       

هوای جونوس           های بومی با سایر گوونوه                       فیلوژنتیکی این جدایه                    

های مورد بوررسوی در دو                        شدند. جدایه               نیز مقایسه            باسیلوس       

گرفتند. سه جدایه مورد بررسوی در ایون                                     نیایی جای           گروه تك       

در گروه اول               Bt 1039و      Bt 1019 ،Bt 1020های       پژوهش با نام            

 داشتند.          در گروه دوم قرار                  Bt 1091و      Bt 1001و دو جدایه          

منا   مرتعی،                  های مورد بررسی در این پژوهش، از خا                                      نمونه     

    آوری      جنگلی و باغی با اقلیمی خشك و نیموه خشوك جومو                                          

هوا      شدند. اما، برخی محققان از سط  بدن حیوانات و مدفوع آن                                                    

بورداری          کردند که بستر مناسبی بورای نوموونوه                                 برداری         نیز نمونه         

 (.      22و 16و  1بوده است            تورینجینسیس               باسیلوس       باکتری        

هوای       اسوت و آزموایوش                دشوار           باسیلوس       های       تمایز میان گونه               

(. در       21است         شده       شناسی متعددی برای این من ور انجام                                     شکل   

باسیلوس         های       های باکتری            آمیزی بلور            تحقی  حا ر، بعد از رن                       

کونوتوراسوت،            بلو و مشاهده توسط میکروسکو  فواز                                 با کوماسی         

  هستند     تورینجینسیس                 باسیلوس       های سم که مخت  باکتری                         بلور    

شد که بیشترین فراوانی مربوط بوه شوکول                                      مشاهده و مشخ                

هرم و اشوکوال               های مکعبی، دو               البته شکل           .های کروی بود              بلور    

های مختل  باکتری                    شدند. در بررسی جدایه                      نامن م نیز مشاهده                   

در شرق آسیا، بیشترین فرم و شوکول                                تورینجینسیس                 باسیلوس       

( کوه بوا         12کردند           کریستال پروتین را هرمی و کروی گزارش                                     

 های تحقی  حا ر مطابقت نشان داد.                                   یافته     

 Sبر اسواس تووالوی ژن                  ژن      بررسی با ابزار بلاست در بانك                           

rDNA11                     بواسویولووس       بواکوتوری            نشان داد که پنوج جودایوه  

مورد بررسی در این مطالعه در گوروه بواکوتوری                                         تورینجینسیس             

با یکدیگور               قرار داشتند و شباهت پنج جدایه                               باسیلوس سرئوس             

    باسیلووس سورئووس                   بود. گروه باکتری                  66/69تا      62/21بین     

  ، باسیولووس آنوتوراسویوس                  ، باسیلوس سرئوس             های       شامل گونه         

بوا      (.    22است         مایکوایدس             باسیلوس         و تورینجینسیس                 باسیلوس       

های بومی بررسی شده بر اساس تووالوی ژن                                                     وجود، جدایه             این   

S rDNA11           ثوبوت     تورینجینسیس                 باسیلوس       های       گونه      با سایر زیر

دادنود         درصد شباهت نشان                   122تا      99/66شده در بانك ژن از                     

،   Bt 262AG2   ،BT SY   ،Bt K -1ها عبارتند از:                  گونه      که این زیر          

Bt RTS-BT4     وBt B 5.                     بور اسواس ژن                              در تحقیقی دیوگور

S rDNA11                      بوا    تورینجینسیوس               باسیلوس         میزان شباهت باکتری  
 (.      29  درصد بود            66گروهش بیش از                های هم        سایر باکتری           

تن ا با توولویود                 تورینجینسیس               باسیلوس       البته، قابل  کر است که                        

قابل تفکیك است                    گروهش       های هم        های سم از سایر باکتری                       بلور    

تووکسویون                    -های ژن دلوتوا             های ویژه توالی                و با استفاده از آغازگر                      

    delta-toxin            دلیل، محققین بوا                   این       (. به       /2شود         ( شناسایی می

ای بر اساس نوواحوی موخوتولو                                               ان    های دی        استفاده از پروب               

S rDNA11  عنوان روشی سری  توانستند دو گونه نزدیوك بوه                                             به

را از       تورینجینسویوس                 باسیلوس       و     باسیلوس سرئوس             هم یعنی         

کوه،         صوورت        بودیون        (.    21کنند          یکدیگر متمایز و شناسایی                         

شود کوه           شدند و مشاهده               های هر دو گونه با هم مقایسه                               توالی     

است توا قوادر بوه  وراحوی                        های کافی          حاوی مت یر            1 ناحیه       

در        باشد و باع  تمایز این دو گوونوه شوود.                                      DNAهای       پروب    

آموده از           دست       به    باسیلوس سرئوس             های       مطالعه نام برده، جدایه                      

های بیوشیمویوایوی و                    های مختل  شناسایی و با آزمایش                               محیط    

شدند و تعداد نوه                       ای پلیمراز بررسی                  های واکنش زنجیره                  پروفایل       

شودنود و بوا             ت یویود         باسیلوس سرئوس             عنوان گونه              جدایه به        

  داشوتونود. حوتوی             های کلاسیك شناسایی مطوابوقوت                            آزمایش      

  باسیلوس سورئووس             عنوان         های معمول به              هایی که با روش                جدایه     

بواسویولووس         یابی در گروه                بودند با روش توالی                    نشده        شناسایی         
بواسویولووس         گرفتند و شش جدایه که در گذشته                                 قرار      سرئوس     

یابوی بوه           با روش توالی                بودند، در حقیقت                   شده     معرفی         سرئوس     

(. در مطالع               21شدند            شناسایی       تورینجینسیس                 باسیلوس       عنوان       

هووای                                               شووده در بوواکووتووری               حووفوو      حووا وور، سووه نوواحوویووه                

و                              C1 ، C2صوورت      بوه  تووریونوجویونوسویوس                 باسیولووس       بومی      
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C3      هوای     ترتی  بوا تووالوی                بهGTACGGGAGGCAGCAG   ،

GTGCCAGCAGCCGCGGTAA     وAACAGGATTAGA 

TACCCTGGTA         ظ   که، در ناحیه حو                   وری        شد؛ به        مشخ

هوا بوه         در تمام باکوتوری                TTAGATACCCTشده سوم، توالی                  

ترتویو          به    C3و    C1 ، C2داشت. سه ناحیه                  صورت ثابت وجود                

نوکل وتید بودند و نوکل وتید غال  در سوه                                          21و     16،   11حاوی      

ناحیه به ترتی  گوانین، گوانین و آدنین شناسوایوی شود. ایون                                                       

هوای       های زیور واحود              کنش با پروتین               شده در میان             نواحی حف            

اند و هور            شده     ریبوزومی نقش م می دارند که  ی تکامل حف                                          

شدن ریبوزوم خواهود                     فعال        گونه ت ییر در این نواحی باع  غیر                                  

بینی نیاز به ا لاعات کوریسوتوالووگورافوی و                                       شد. البته این پیش                   

 مطالعات بیوانفورماتیك بیشتر دارد.                                 

بومی بر اسواس                  های     بررسی روابط فیلوژنتیك باکتری                              همچنین،       

ها شوبواهوت و رابوطوه                    داد که این جدایه                  نشان    S rDNA11ژن    

داشتند و از دو                  تورینجینسیس               باسیلوس       تری با باکتری                 نزدیك     

بواسویولووس         و     باسیلوس سورئووس             گروه دیگر یعنی                  گون  هم       

های مورد بررسوی                  دارای فاصله بیشتری بودند. جدایه                                 آنتراسیس        

گرفتند. سه جدایه مورد بررسوی در                                 نیایی جای           در دو گروه تك             

در گروه            Bt 1039و     Bt 1019  ،Bt 1020های     این پژوهش با نام                

داشتنود.          در گروه دوم قرار                   Bt 1091و    Bt 1001اول و دو جدایه              

شده       شناخته        های       گونه      زیر   ترین خوشه به گروه اول شامل                              نزدیك     

  آیوزاوای                                           گوونوه        زیور     باسیلوس تووریونوجویونوسویوس                   شامل        

 subspecies ai awai  B   t      گوونوه        زیر     باسیلوس تورینجینسیس                   ( و

  هوا    گوونوه      زیر   ( بود که این                Bt subspecies kurstakiکورستاکی        

     (.  21علیه حشرات راسته بالپولکداران سمی هستند                                           

  SY49.1در جودایوه        S rDNA11در مطالعه مشاب ی، بررسی ژن                            

تورینجینسویوس                 باسیلوس       از باکتری               گونه        با دو زیر            6شباهت       

 BGSC4AW1  )andalousiensis BGSCشامل آندالوسینسیس                 

4AW1            و مونتری )BGSC 4AJ1 )monterrey BGSC 4AJ1   )

های بومی تووسوط                 بررسی ژن مذکور در جدایه                           (.    11داد           نشان    

، دارای رابط  بسویوار                     Bt63داد که جدایه بیمارگر،                           محققان نشان           

  اسرلنسیوس          گونه      زیر   تورینجینسیس                 باسیلوس       گونه        نزدیك با زیر            

    Bt subspecies israelensis                  هوا بوا هوم            ( است و تمام جدایه

(. مشابه تحقی  حوا ور، بوررسوی                            29دهند          می      شباهت نشان          

یابی ژن یك جدایه هندی، شباهت با یوی بوا بواکوتوری                                                توالی     

 (.       2داد         نشان      تورینجینسیس               باسیلوس       و     باسیلوس سرئوس             
هوای       داده کوه توموام جودایوه                    تجزیه و تحلیل دندروگرام نشان                            

بوودنود           شده       که از حشرات مرده جدا                    تورینجینسیس                 باسیلوس       

  کورسوتواکوی        گونه        زیر     باسیلوس تورینجینسیس                     رابطه نزدیکی با               

فواصولوه زیوادی                         کورستاکوی        گونه        که از زیر           Bt-64    دارند بجز         

های گروه اول فاصولوه                       اما در تحقی  حا ر، جدایه                        .     ( 26داشت        

  باسیلوس تورینجویونوسویوس                     زیادی از ن ر فیلوژنتیك با جدایه                               

در تحقیقی، روابط تکاملی بور                                ندادند.           نشان      کورستاکی        گونه        زیر   

نویوز       باسیلوس تورینجینوسویوس                   های مربوط به                اساس سایر ژن            

شده بر اساس توالی                     های مطالعه              مثال، جدایه              ور     شدند. به          بررسی     

بواسویولووس         هوای       گوونوه      ، شباهت زیوادی بوا زیور                     gyrBژن  
(   Bt subspecies finitimus        فینیتیموس           گونه      زیر   تورینجینسیس             

 (.  92دادند             ( نشان      Bt subspecies ai awai  آیزاوای         گونه        و زیر     

های بومی            در تحقی  حا ر، روابط فیلوژنتیك هر کدام از جدایه                                               

هوا بوا         های بواکوتوری            نیز با سایر گونه                  باسیلوس تورینجینسیس                   

داد که هر جدایه                   نشان          شد. نتایج           بررسی       QBPPleBIBI     استفاده از          

به کدام گونه باکتری شوبواهوت                           S rDNA11بر اساس توالی ژن                  

بیشترین نزدیکی و                    ، Bt 1001است. توالی جدایه                    بیشتری داشته            

داشوت.         سیلوس فریگوریتولورانوس                      با  کمترین فاصله را با گونه                         

عنوان بیمارگر دو گوونوه از                            به    سیلوس فریگوریتولرانس                      با  گونه      

    شده     ( معرفی         Scarabaeidaeاسکاراب ید                بالپوشان خانواده                  سخت   

 Bt 1001شود که جدایوه                بینی می         وسیله، پیش            (. بدین       91است       

بالپوشان سمی باشد که بورای ایون                                 هم بتواند علیه راسته سخت                        

من ور باید آزمون زیست سنجی تعیین بیمارگری انجوام شوود.                                                      

 Sداد که تووالوی ژن                   نشان          شده دیگر              درخت فیلوژنتیك رسم                  

rDNA11               به توالی            باسیلوس آنتراسیس                متعل  به گونهBt 1019  

بیشترین نزدیکی و کمترین                            Bt 1020نزدیك است. توالی جدایه                      

داشت. در موورد تووالوی                         باسیلوس سرئوس             فاصله را با گونه                  

، کوموتوریون          باسیلوس سرئوس             علاوه بر گونه                 Bt 1039جدایه     

شود. گوونوه            مشاهوده        باسیلوس مارکورستینکتوم                      فاصله با گونه               

، بوا      S rDNA11بر اساس توالی ژن                    باسیلوس مارکورستینکتوم                      
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  و   باسیولووس آنوتوراسویوس                های       درصد به گونه              61/1شباهت       
 (.      92بسیار نزدیك است                   تورینجینسیس               باسیلوس       

نیز بویوشوتوریون               Bt 1091، توالی باکتری                Bt 1001مشابه جدایه             

داد که برای               نشان      سیلوس فریگوریتولرانس                        با      شباهت را با گونه                  

بالپوش دور              این جدایه بومی نیز بیمارگری علیه حشرات سخت                                          

های بومی            از انت ار نیست. بررسی روابط فیلوژنتیکی میان جدایه                                                 

 دهنده رابطه نزدیك این دو جدایه بود.                                       نیز نشان        

  باسویولووس سورئووس             در گروه         S rDNA11نوکل وتیدی                توالی     

    سطو  بسیار با یی از شباهت توالی را مویوان اع وا  نشوان                                                  

بواسویولووس         متعلو  بوه          S rDNA11های       (. توالی        99دهد         می  

از یوکودیوگور و از                تورینجینسیوس                 باسیلوس         و   مایکوایدس         

از چ ار توا            باسیلوس سرئوس                 و   باسیلوس آنتراسیس                های       توالی     

بواسویولووس         هوای       (. جودایوه        22نه نوکل وتید متفاوت هستند                             
درجه سولوسویووس رشود                   99در دماهای بین چ ار تا                       سرئوس       

توانونود          ( می    psychrotrophsهای سرمادوست                  کنند و جدایه              می    

(   enterotoxinهوازی سم داخلی                    به هر دو حالت هوازی و بی                        

  بواسویولووس       های گونه            (. این ویژگی در جدایه                     /9کنند          تولید       

باسیلوس سرئووس               شود. اما گونه                 می      نیز مشاهده          تورینجینسیس             
کوه در             ( است     hemolytic activityدارای فعالیت همولیتیك                         

دیوده        تورینجینسویوس               باسیلوس       های دیگر گروه از جمله                         گونه    

  بواسویولووس       خولاف بواکوتوری              (. همچنین، بور             91شود         نمی     

گروه توولویود              های هم        کریستال سم در سایر گونه                         تورینجینسیس           

 شود.        نمی     

های موخوتولو              به من ور افزایش دقت و سرعت شناسایی گونه                                       

های مووجوود در                خصو  گونه           به    باسیلوس       های جنس           باکتری      

که دارای رابطه نزدیك با یوکودیوگور                                باسیلوس سرئوس               گروه      

 S    شود علاوه بر تجزیه و تحولویول تووالوی                                 می      هستند، پیشن اد              

rDNA11         از ژن ،gyrB    عنوان یك مارکر مولکولی تشخیوصوی                                 به

ای پلیوموراز              اینکه نتیجه واکنش زنجیره                            دلیل      شود. به           نیز استفاده           

ژن مذکور مطاب  با تکنیك پروب هیبوریوداسویوون بور پوایوه                                                                        

S rDNA11                              ای پولویوموراز،               است، این روش ساده واکنش زنجیره

های ایون گوروه در                   ابزاری قدرتمند برای ت یید و تفکیك گونه                                      

 بود.      آوری شده خواهد                  های جم          تمامی نمونه           

  یری      نتیجه     

بووموی      هوای       های پروتینی در بواکوتوری                       در تحقی  حا ر، بلور                   

  بواسویولووس       های سم تن ا توسط باکتری                           شد. این بلور              مشاهده        
شوند. انجام بلاست و همترازی تووالوی                                    می    تولید       تورینجینسیس             

نیز بیشترین شباهت را بوه                             های بومی          جدایه     در    S rDNA11ژن    

ثبت شده در بوانوك ژن                      تورینجینسیس               باسیلوس       های       باکتری      

که سه جودایوه بووموی                                بینی کرد          پیش   داد. همچنین نتایج                     نشان      

Bt 1019 ،Bt 1020    وBt 1039                             علیه آفات متعلو  بوه راسوتوه

عولویوه آفوات              Bt 1091و    Bt 1001بالپولکداران و دو جدایه                       

 توانند سمی باشند.                   بالپوش می           سخت   

 

 م   ات ا   ی            

نویسندگان تمامی نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار                                                       

سازی را در این مقوالوه رعوایوت                            ها و داده         دوگانه، تحری  داده                  

 اند.    کرده    

 

 ت کر و  دردانی                

بوا        9/ /   66/119این پژوهش در قال   ر  پژوهشی شماره                                    

استفاده از اعتبارات پژوهشی پژوهشگاه علوم و توکونوولووژی                                                     

علوم محیطی، دانشگاه تحصیلات تکمیلی صنعتی و                                               پیشرفته و         

 است.      فناوری پیشرفته، کرمان، ایران انجام شده                                      

 

 تعار  در مناف               

 وجود ندارد.           
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