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هاي مختلف  از خاك اکوسیستم Bt (Bacillus thuringiensis( باکتري یهاي بوم سویه
، هاهروي حشربر ثر ؤعامل تولید پروتئین م Cry1 و ژنهاي استان مازندران جداسازي  شهرستان

به کمک شکل  سویه باسیلی 491رد بررسی، تعداد نمونه خاك مو 128از . ها ردیابی شد آندر 
دیم جداسازي شد. با استفاده از فاز کنتراست میکروسکوپ نوري، س بازدارندگی انتخابی استات

 باکتري تولیدکننده 113و  Capاسپور و  باکتري تولیدکننده 85کننده اسپور، باکتري تولید 293
ل از ک درصد 01/23و  31/17، 67/59ترتیب  هو کریستال شناسایی شدند که ب Capاسپور، 

زیر گروه ژنی آن  14و  Cry1بررسی مولکولی ژن  ادند.د هاي جداسازي شده را تشکیل می سویه
در اندازه مورد انتظار  Cry1جدایه ژن  15در جفت آغازگر اختصاصی انجام شد.  14با استفاده از 
ها  در تمامی سویه Cry1Iو  Cry1Acهاي  هاي ژنی، ژن در بررسی تعیین زیرگروه. شناسایی شد

ا مشاهده ه در هیچ یک از سویه Cry1Kو  Cry1Aa ،Cry1F ،Cry1Gهاي  یافت شدند اما ژن
هاي متفاوت از آنچه  در اندازه Cry1Jو  Cry1D ،Cry1Eهاي  ها ژن نشدند. در برخی از سویه

باشند.  هاي جدیدي ها ممکن است محتوي یک ژن و یا ژن نتظار بود، تکثیر شدند. این سویهمورد ا
تواند برد آن در مهندسی ژنتیک میو کار مختلفثر در مناطق هاي مؤ هاي بومی با ژن یهیافتن سو

 آفت در آینده مفید واقع شود. هايدر مدیریت حشره
 
 

 هاي کلیدي واژه
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  مقدمه

مقاومـت در   بروز موجب سنتزي هاي کش استفاده مداوم از حشره
 از اسـت.  هشـد  محیطی زیست هاي کشاورزي و آلودگی هاي تآف

 کاهش براي محیط با سازگار هاي کش حشره کاربرد به نیاز رو این
 ,.Neema et al( اسـت  یافتـه  ضـرورت  آفـت  حشـرات  مقاومت

 عنـوان  بـه  میکروبی عوامل کاربرد به تمایل دیگر، طرف از ).2010
 بـاکتري  عوامل، این ترین موفق از یکی که یافته افزایش کش حشره

)Bt( Bacillus thuringiensis Berliner  اسـت )Obeidat et al., 

2004.( 
 و هـوازي  شـکل،  اي میلـه  بـاکتري  یک B. thuringiensis باکتري

 کنار کریستال ريبیشت تعداد یا یک تولید طریق از که اسپورزاست
 قابــل اســپورزایی، دوره طــی در )Parasporal Crystal( اســپوري
 کـه  هسـتند  پروتئینـی  ساختارهایی ها کریستال این است. شناسایی

ــا ــین-دلت ــده )σ-Endotoxin(اندوتوکس ــده نامی ــ و ش ــورت هب  ص
 هسـتند.  سـمی  آفت مختلف حشرات از بسیاري روي اختصاصی

 )Cry( کریسـتالی  هاي پروتئین تصور به اندوتوکسین-دلتا نوع دو
 وجود اختصاصی غیر )Cyt( سیتولیتیک هاي پروتئین و اختصاصی

  ).Martinez et al., 2004( دارد
 هـاي  ژن از دسـته  دو و Cry هاي ژن از دسته چهار ،1989 سال در

Cyt شدند توصیف )Hofte & Whiteley, 1989.( هـاي  ژن Cry1 
 بالپولکـداران  ي راسته روي که ندکنمی رمزگردانی را هایی پروتئین

)Lepidoptera( هــاي ژن ؛دارنــد ســمیت Cry2 يهــا راســته روي 
 ي راسـته  روي Cry3 هـاي  ژن ؛) Diptera( دوبـالان  و بالپولکداران

 ي راسـته  روي Cry4 هـاي  ژن و ؛ )Coleoptera( بالپوشـان  سخت
 ,.Kaelin et al., 1994; Crickmore et al( دارنـد  فعالیت دوبالان

1998.( 
 مهندســی در آن کــاربرد علــت بــه Bt از اســتفاده ،1980 ســال از

  ).Rolle, 2004( یافت افزایش سرعت به تراریخته) (گیاهان ژنتیک
 توکسـین  خاص نوع یک از استفاده تداوم و انتخابی فشار افزایش

 بـدین  د.ش ـ آفت هايحشره در مقاومت از سطوحی بروز به منجر
 شناسـایی  بـراي  جهـان  سراسـر  در يغربـالگر  هـاي  برنامه ترتیب
 از وسـیعی  طیـف  روي کشـی  حشـره  فعالیـت  با جدید هاي سویه

 ).Neema et al., 2010( یافت افزایش آفت حشرات
 لاشـه  (خـاك،  اسـت  شـده  جداسازي مختلفی منابع از Bt باکتري

 امـا  انبـاري)،  محصـولات  پوسـیده،  یـا  تـازه  هـاي  برگ ،هاحشره
 هسـتند  Bt منبـع  تـرین  متنـوع  و تـرین  فـراوان  خـاکی  هـاي  نمونه

)Aramideh et al., 2010.(  پتانسـیل  بـا  بـومی  هـاي  ژن شناسـایی 
 میزبـانی  دامنـه  با همچنین و مختلف هاي سویه در بالا کشی حشره
 طریـق  از نوترکیـب  هـاي  سـویه  در هـا  آن انتقـال  امکـان  و جدید

 براي شایانی کمک تواندمی ژن انتقال هاي روش و ژنتیک مهندسی
 هـا  آن در مقاومت ظهور کاهش و آفت هايحشره میکروبی ترلکن

  باشد.
 بـومی  هـاي  سـویه  غربـالگري  و جداسـازي  حاضر پژوهش هدف

 اسـتان  در مختلـف  زیسـت بـوم   چهـار  هـاي  خـاك  از Bt باکتري
  .است بالپولکداران روي ثرمؤ Cry1 هاي ژن شناسایی و مازندران

 
  ها روش و مواد

 Bt باکتري بومی هاي سویه جداسازي
 زراعـی،  شـامل:  مختلـف  زیست بـوم  چهار هاي خاك از ها نمونه
 مازنـدران  اسـتان  شهرسـتان  16 از پوشـش  بـدون  و شـهري  باغی،

  .شد آوري جمع خاك نمونه 128 مجموع در و برداشت
 اسـتفاده  استات سدیم انتخابی روش از Bt باکتري جداسازي براي
 اسـتات  قابلیـت  بر شرو این اساس ).Travers et al., 1987( شد

 در است. استوار Bt اسپورهاي زنی جوانه از جلوگیري براي سدیم
 تمـامی  سدیم استات حاوي کشت محیط در نمونه کشت صورت
 شـوك  بـا  آن از پـس  زنند.می جوانه Bt اسپورهاي جز هب اسپورها
 مقـاوم  اسپورهاي و شده برده بین از زده جوانه اسپورهاي حرارتی

 ایـن  حـاوي  محلـول  ادامه در مانند.می باقی سالم Bt نزده جوانه و
 بـراي  شـوند. مـی  داده کشت سدیم استات فاقد محیط در اسپورها

 در سـاعت  سـه  مدت به نمونه از گرم یک شده ذکر مراحل انجام
 LB مـایع  کشت محیط لیتر میلی 20 درگراد  درجه سانتی 30 دماي

 یـک  شـد. دهدا کشت ):pH 8/6(مولار   25/0 سدیم استات محتوي
 60 حرارتی شوك ثیرتأ تحت شدهداده کشت نمونه هر از لیتر میلی

 بـدین  گرفـت.  قـرار  دقیقـه  20 مـدت  بـه گراد  درجه سانتی 70 تا
 تنهـا  و رفتـه ازبـین  هـا  بـاکتري  سـایر  زده جوانه اسپورهاي ترتیب

 هـا  نمونـه  سپس مانند. می باقی Bt ي نزده جوانه و مقاوم اسپورهاي
 و Bt )LBA، T3 اختصاصـی  یـا  معمـول  شـت ک هاي محیط روي

CCY( جدول شدندداده کشت) سه الـی پـنج   گذشت از پس ).1 
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 کلنـی  ظـاهري  شـکل  براسـاس  بـاکتري  هـاي  کلنی کشت، از روز

 درصـد  9/0 نمک آب داخل در و شده اولیه گزینش مات) (سفید
  .شدند نگهداري گراد درجه سانتی چهار دماي در

 میکروسکوپی شناسایی
 کلـون  تکال.بی.ا  کشت محیط روي بر شده جداسازي هاي سویه

 از اسـتفاده  بـا  کشـت،  از روز سه الـی پـنج   گذشت از پس شدند.
 هـا  نمونـه  از )Coomassie blue( بلـو  کوماسـی  آمیـزي  رنـگ  ةشیو

 تولیـد ( Bt میکروسکوپی هاي شاخص براساس و شد تهیه اسلاید
 شناسـایی  شـدند.  شناسـایی  )کریسـتال  و )Cap( کلاهـک  اسپور،

 کنتراست فاز طریق از به طور عمومی Bt هاي سویه میکروسکوپی
)Contrast phase( نـوري  میکروسکوپ )Nikon،  مـدل Eclipse 

E600( به ها کریستال تشخیص براي)  (در اسـپورها  و تیـره)  رنـگ 
 ).Kaur, 2006( شود می انجام روشن) فاز

 باکتري.اي  .دي.ان جداسازي
 شدند. تکثیر ال.بی.ا کشت محیط روي دهش جداسازي هاي باکتري
یـک   محلـول  از لیتـر  میلی یک داخل شده کشت نمونه از مقداري

 pH:،(        EDTA 8 بــــــامــــــولار   Tris )01/0 حــــــاوي

)Ethylenediaminetetraacetic acid( )001/0 مولار( و NaCl )1 
 Pellet( 200( پلت به سپس شد. سانتریوفوژ و گرفت قرار )مولار

 pH:،(EDTA 8 بامولار  Tris )025/0( استخراج بافر ازرولیتر میک
ــولار 01/0( ــاکارز )،م ــد 25 س ــزوزایم و درص   )Lysozyme( لای
 و سـاعت  یـک  مـدت به و شد اضافه )لیتر گرم بر میلی میلیچهار (

 100 آن از پـس  .گرفـت  قـرار گـراد   درجه سانتی 37 دماي در نیم
 دو میــزان هبــمــولار  NaOH )10حــاويدو  محلــول ازمیکرولیتــر 

 میـزان  هب درصد Sodium dodecyl sulfate( )10( SDS لیتر)، میلی
 ـ و افزوده آنبه لیتر) میلی 88( استریل مقطر آب و لیتر) میلی 10  هب

 در .شـد قـرارداده  گـراد  درجه سانتی -20 دماي در دقیقه 20 مدت
 ـ و اضـافه آنبه )مولارپنج ( NaCl از میکرولیتر 200 ادامه  مـدت هب
 در هـا  مونـه ن سـپس  .ماندباقیگراد  درجه سانتی -20 در دقیقه 40

گـراد   درجـه سـانتی  چهار  دماي در دقیقه پنج مدتبه دور 15000
 به و شد منتقل جدید میکروتیوپ به روییمحلول .شد سانتریوفوژ

 -20( سرد اتانول آن به شده برداشته محلول برابر 5/1-5/2 مقدار
 70 اتـانول  بـا  پلـت  شـد.  سـانتریفوژ  و افهاض ـ )گراد درجه سانتی

 در آن، کـردن  خشـک  از پـس  و شـد  شـو  و شست بار دو درصد

 بـه  EDTA ومـولار   میلی 10 غلظت به Tris (محتوي TE محلول
 ).Rolle et al., 2005شد( حل )مولار میلی یک غلظت
 آن هاي زیرگروه و Cry1 ژن مولکولی ردیابی

 ،Cry1Aa، Cry1Ab( آن وهزیرگر 14 و Cry1 ژن پژوهش این در
Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1B، Cry1C، Cry1D، Cry1E، Cry1F، 
Cry1G، Cry1H، Cry1I، Cry1J و Cry1K( ــا ــتفاده بـ  15 از اسـ
ــت ــازگر جف ــرکت ( آغ ــاخت ش ــوبی   ،BIONEER س ــره جن  )ک

)Seifinejad et al., 2008( جدول گرفت قرار بررسی مورد) 2.( 
 Polymerase Chain Reaction( زمرا پلی اي زنجیره واکنش اجزاي

(PCR) هـاي  ژن بـراي  شده بهینه Cry1 میکرولیتـر   25 حجـم  در
 (غلظـت  dNTP ازمیکرولیتـر   5/0 ،دي.ان.ا ازمیکرولیتر  2 شامل:

 Taq DNA آنــزیممــولار  میلــی 2/0 )،مــولار میلــی 2/0 نهــایی:

Polymerase هرکـدام  ازمیکرولیتـر  دو  واحد)، یک نهایی: (مقدار 
 ازمیکرولیتـر   یـک  )،میکرومـولار  8/0 نهایی (غلظت غازگرهاآ از

MgCl2 ــایی: (غلظــت ــی دو نه ــولار میل ــر  5/2 )،م ــافرمیکرولیت  ب
 استریل مقطر آبمیکرولیتر  8/14 و )X 1 نهایی (مقدار پی.سی.آر

 دمـاي  در اولیـه  سازي واسرشته شامل ترتیب هب واکنش مراحل بود.
 شــامل چرخــه 35 یقــه،دق پــنج مــدتبــهگــراد  درجــه ســانتی 94

 ثانیـه،  45 مـدت بـه گراد  درجه سانتی 94 دماي در سازي واسرشته
 وگـراد   درجـه سـانتی   45 در ثانیـه  30 و دقیقـه  یک مدتبه پیوند

درجـه   72 در ثانیـه  30 و دقیقـه  یک مدتبه شدن لانیطو مرحله
 72 دمـاي  در دقیقـه  پـنج  مدت به نهایی شدن طویل وگراد  سانتی

  بود.اد گر درجه سانتی
 آگـاروز  ژل از استفاده با واکنش محصول ،پی.سی.آر انجام از پس
 مشاهده آمده دست هب باندي الگوهاي و شد الکتروفورز درصد دو
 .شد ثبت و
 

  بحث و جینتا

 ظـاهري  شـکل  براساس و سدیم استات انتخابی شیوه از استفاده با
 باغی، ،زراعی خاك نمونه 128 از مات) سفید هاي کلنی( Bt کلنی

 بـا  سـپس  و گـزینش  جدایـه  491 تعـداد  پوشـش  بـدون  و شهري
 هاي شاخص براساس و بلو کوماسی آمیزي رنگ ي شیوه از استفاده

 )کریســتال و کلاهــک اســپور، تولیــد( Bt بــاکتري میکروســکوپی
 293 مرحلـه  ایـن  در اسـاس،  ایـن  بـر  ).1 (شکل شدند شناسایی

 1393بهار و تابستان / 1/ شماره ومس/ دوره و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  43

  [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
93

.3
.1

.5
.6

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
09

 ]
 

                             3 / 13

https://dorl.net/dor/20.1001.1.25885073.1393.3.1.5.6
http://gebsj.ir/article-1-173-en.html


 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
 Cap و اسپور ي لیدکنندهتو باکتري 85 اسپور، ي تولیدکننده باکتري

 (در اصـطلاح  کریستال و Cap اسپور، ي تولیدکننده باکتري 113 و
 شـدند  میکروسکوپی شناسایی کریستال) ي تولیدکننده هاي باکتري

 هـاي  یهسـو  کـل  از درصـد  01/23 و 31/17 ،67/59 ترتیـب  هب که

 ذکـر  موارد بررسی با همچنین دهند.می تشکیل را شده جداسازي
 درصد 13/29 با باغی هاي خاك گیاهی، پوشش چهار نبی در شده

 کریسـتال  هاي پروتئین تولیدکننده هاي سویه درصد بیشترین داراي
 ).3(جدول بودند

 Bacillus thuringiensisهاي کشت باکتري  اجزاي تشکیل دهنده محیط -1جدول 
Table 1- The components of media for culture of Bacillus thuringiensis 

 اجزاي محیط کشت محیط کشت
 لیتربر ) pH 8/6گرم) ( 34گرم)، استات سدیم ( 5( NaClگرم)،  5گرم)، عصاره مخمر ( 10تریپتون ( LBمایع 

LBA ) عصاره مخمر ( 10تریپتون ،(5گرم  ،(گرمNaCl )5 ) لیتر گرم) بر 15گرم)، آگار 
T3 ) ( 6سدیم ( گرم)، فسفات 5/1م)، عصاره مخمر (گر 2گرم)، تریپتوز ( 3تریپتون (8/6گرم pH ،(MnCl )005/0 ) لیتر گرم) بر 15گرم)، آگار 

CCY LBA  +ml/L 1 ) از محلول نمکیHCl )M 01/0 ،(ZnCl )M 05/0 ،(MgCl )M 5/0 ،(MnCl )M 1/0 ،(CaCl )M 2/0 ،(FeCl )M 05/0(( 

 

  Bacillus thuringiensisهاي آن در باکتري  و زیر مجموعه Cry1ن هاي آغازگرهاي عمومی و اختصاصی براي تکثیر ژ ویژگی -2جدول 
Table 2- Characteristics of general and specific primers for amplification of cry1 and its subset genes in Bacillus thuringiensis* 

ي محصول  اندازه ژن در توالی موقعیت توالی** آغازگر
)bp)Base pair(( 

 شماره دسترسی بانک ژن

Cry1(F) 5′-tracrhtddbdgtattagat-3′ 726 Cry1 1500-1600  
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′ 2268    

Cry1Aa(F) 5′-ttccctttatttgggaatgc-3′ 1023 Cry1Aa 1268 M11250 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′ 2268    

Cry1Ab(F) 5′- cggatgctcatagaggagaa-3′ 940 Cry1Ab 1371 M13898 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1Ac(F) 5′- ggaaactttctttttaatgg-3′ 1452 Cry1Ac 844 M11068 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1Ad(F) 5′ -acccgtactgatctcaacta-3′ 1057 Cry1Ad 1212 M73250 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1B(F) 5′- ggctaccaatacttctatta-3′ 1063 Cry1B 1323 X06711 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1C(F) 5′-atttaatttacgtggtgttg-3′ 1160 Cry1C 1176 X07518 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1D(F) 5′-caggccttgacaattcaaat-3′ 1126 Cry1D 1138 X54160 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1E(F) 5′-tagggataaatgtagtacag-3′ 1155 Cry1E 1137 X53985 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1F(F) 5′- gatttcaggaagtgattcat-3′ 1302 Cry1F 967 M63897 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1G(F) 5′-ggttctcaaagatccgtgta-3′ 1300 Cry1G 1128 Z22510 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1H(F) 5′-actcttttcacaccaataac-3′ 1696 Cry1H 572 Z22513 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     
Cry1I(F) 5′-acaatttacagcttattaag-3′ 1027 Cry1I 1000 X62821 
Cry1I(R) 5′-ctacatgttacgctcaatat-3′ 2141    
Cry1J(F) 5′-gcgcttaataatatttcacc-3′ 1162 Cry1J 1106 L32019 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

Cry1K(F) 5′- tgatatgatatttcgtaacc-3′ 1245 Cry1K 1043 U28801 
Cry1(R) 5′-mdatytctakrtcttgacta-3′     

 )Seifinejad et al, 2008(برگرفته از *
**IUB codes: b= g+t+c, d= g+a+t, k= g+t, m= a+c, r= a+g, y= c+t 
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 

  

 )100× (بزرگنمایی  Bacillus thuringiensisباکتري هاي بومی  سویه )cap( کلاهک ) وs( )، اسپورc( کریستال -1شکل 

Figure1. Crystal (c), spore (s) and cap of native isolates of Bacillus thuringiensis (× 1000) 
 

 هاي مختلف اکوسیستمدر  Bacillus thuringiensisباکتري ي اسپور، کلاهک و کریستال  هاي تولیدکننده توزیع سویه -3جدول 
Table 3- Distribution of spore, cap and crystal forming isolates in different ecosystems 

انواع 

 اکوسیستم

تعداد کل 

 ها سویه

هاي  تعداد سویه

 تولیدکننده اسپور

هاي تولیدکننده  تعداد سویه

 Capاسپور و 

هاي تعداد سویه

 تولیدکننده کریستال

هاي تولیدکننده کریستال نسبت درصد سویه

 هاي هر اکوسیستمبه تعداد کل سویه

 29.13 37 20 70 127 باغ

 23.97 35 28 83 146 شهري

 19.67 24 20 78 122 زراعی

 17.7 17 17 62 96 پوششبدون 

 

 Cry1 ژن داراي B. thuringiensis هاي سویه شناسایی
 هـم  بیشـتر،  اطمینان و میکروسکوپی شناسایی خطاي کاهش براي

ــویه دي.ان.ا ــاي س ــده ه ــتال تولیدکنن ــویه) 113( کریس ــم و س  ه
 و اسـتخراج  سـویه)  85( کلاهـک  و اسـپور  کنندهتولید هاي سویه
 و سـازي  بهینـه  از پـس  د.ش ـ آمـاده  بعدي هاي آزمایش انجام براي
 آغـازگر  از استفاده با ها جدایه این ،دي.ان.ا استخراج مراحل انجام
Cry1 15 هـا  آن بین از .قرارگرفتند پی.سی.آر واکنش انجام تحت 
 1500-1600( انتظـار  مـورد  هـاي  اندازه در Cry1 ژن حاوي سویه

 انتظـار  از کـوچکتر  قطعات نیز دیگر سویه پنج و دبودن )جفت باز
 و یـابی  تـوالی  نیازمنـد  کـه  نـد کرد تولیـد  )جفت بـاز  600-500(

  است. بیشتر هاي بررسی
 هـاي  زیسـت بـوم   در سـویه  15 ایـن  پراکنش چگونگی بررسی با

 پـنج  داراي هرکـدام  شـهري  و زراعـی  منـاطق  هاي خاك مختلف،
ــویه ــد 33/33( س ــاك و Cry1 ژن داراي )درص ــاي خ ــاغی ه  و ب
 33/13( سـویه  دو و )درصد 20( سه داراي ترتیب هب پوشش بدون

  بودند. Cry1 ژن داراي )درصد
 Cry1 ژن هاي زیرگروه بررسی
 آن Cry ژن هـاي  زیرگـروه  و نوع به Bt هاي سویه سمیت پتانسیل
ــته ــت وابس ــ( در ).Apaydin et al., 2008( اس ــار دولج  )چه
 بانـدي  الگوهاي براساس سویه 15 نای در Cry1 ژن هاي زیرگروه

 است.شده هارای آمدهدست هب
 یافت ها سویه تمامی در Cry1I و Cry1Ac هاي ژن بررسی، این در

 هـیچ  در Cry1K و Cry1Aa، Cry1F، Cry1G هـاي  ژن امـا  شدند
 هـاي  ژن هـا  سـویه  از برخـی  در نشـدند.  مشـاهده  ها سویه از یک
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
Cry1D، Cry1E و Cry1J مـورد  آنچـه  از متفـاوت  هاي اندازه در 

 ژن یـک  محتوي است ممکن ها سویه این شدند. تکثیر بود، انتظار
 و هـا حشـره  بیولوژیـک  کنتـرل  بـراي  که باشند هایی ژن یا جدید

 از یـک  هـر  فراوانی برآورد در باشند. امیدبخش مقاومت مدیریت
 قـرار  مبنـا  قطعـه،  انـدازه  لحاظ بدون مثبت تکثیر )2 (شکل ها ژن

 گرفت.
 Cry1 ژن مختلف )Profile( هاي رخنیم

 احتمـال  توانـد  می Bt باکتري در مختلف ژنی هاي نیمرخ از آگاهی
 آفـت  هـاي حشـره  از وسـیعی  طیـف  برابر در را ها آن کارگیري هب

 Bt کـاربرد  بر مبتنی هاي برنامه بیشتر ییکارآ باعث و داده افزایش
 ژنی یمرخن نوع هفت داراي سویه 15 این که داد نشان نتایج شود.

 هـا  سویه این در Cry1 ژنی توالی نوع ترین فراوان هستند. متفاوت
 همچنـین  و Cry1I و Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1D هاي ژن محتوي

Cry1Ac، Cry1Ad و Cry1I ــه اســت ــدام ک ــنج در هرک ــویه پ  س
 تـوالی  تـرین  متنوع همچنین ).5 (جدول شد دیده )درصد 33/33(

 ژن هشـت  محتـوي  کـه  )درصـد  AG-NH1 )66/6 سویه در ژنی
Cry1Ab، Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1B، Cry1C، Cry1D، Cry1H 

  د.ش مشاهده Cry1I و
 مختلف هاي زیست بوم در ژنی هاي نیمرخ تنوع

 زراعـی  هاي خاك به متعلق Cry1 ژن داراي ي سویه پنج بررسی با
 ـ یکـدیگر  از متفاوت ژنی نیمرخ نوع سه  همچنـین  آمـد.  دسـت  هب
پنج ( Cry1D سویه)، پنج( Cry1Ad سویه)، پنج( Cry1Ac هاي ژن

 دو( Cry1B هـاي  ژن و تـرین  فـراوان  سـویه)  پنج( Cry1I سویه)،
 یـک ( Cry1E سویه)، یک( Cry1C سویه)، یک( Cry1Ab سویه)،
زیسـت   ایـن  در را فراوانی ترین کم سویه)یک ( Cry1H و سویه)

 و Cry1Aa، Cry1F، Cry1G، Cry1J هــاي ژن دادنــد. نشــان بــوم
Cry1K نشد مشاهده زیست بوم این هاي سویه از یک هیچ در نیز 
  ).چهار (جدول

 سـویه  پـنج  از زراعی زیست بوم همانند نیز شهري زیست بوم در
 یکـدیگر  بـه  نسـبت  مختلف ژنی نیمرخ نوع سه ،Cry1 ژن داراي

زیست  این خاك در Cry1 مختلف هاي ژن تعداد اما شد. شناسایی
 داد. نشـان  را کمتـري  تنوع زراعی زیست بوم خاك به نسبت بوم

 ،Cry1Aa، Cry1Ab، Cry1B، Cry1C، Cry1E هاي ژن مثال، براي
Cry1F، Cry1G، Cry1H و Cry1K این هاي سویه از یک هیچ در 

 و Cry1Ac، Cry1Ad هـاي  ژن تنهـا  و نشـدند  مشاهده زیست بوم
Cry1I هاي ژن و ها سویه تمامی در Cry1D و Cry1J در ترتیببه 

 ).4 (جـدول  شـدند  مشـاهده  زیسـت بـوم   این از سویه کی و سه
 ژنـی  نیمرخ ترین متنوع ،مختلف Cry1 ژن پنج با UR-AM3 سویه

  بود. زیست بوم این
 مختلف ژنی نیمرخ نوع دو باغ زیست بوم به متعلق ي سویه سه از

 ایـن  هـاي  سـویه  در ).4 (جـدول  شـد  شناسایی یکدیگر به نسبت
ــوم ــا زیســت ب ــار تنه  ،Cry1Ac( شــد مشــاهده مختلــف ژن چه

Cry1Ad، Cry1D و Cry1I( شکل) 3.(  
 ژن داراي ي سویه دو داراي تنها که نیز پوشش بدون زیست بوم در

Cry1 ،یکـدیگر  از متفـاوتی  ژنـی  نیمـرخ  سـویه  نـوع  دو هر بود 
 مشاهده مختلف ژن پنج زیست بوم این در ).چهار (جدول داشتند

 ).4 (شــکل )Cry1I و Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1B، Cry1D( شــد
 ها زیست بوم این هاي سویه به متعلق هاي ژن تمامی رفته هم روي

 بیشترین با که هایی ژن -1 داد. جاي اصلی گروه سه در توانمی را
 شامل: ها ژن این شوند. می یافت ها زیست بوم تمامی در و فراوانی

Cry1Ac، Cry1Ad، Cry1D و Cry1I. 2- یک در تنها که هایی ژن 
 ،Cry1Ab هاي ژن که ترتیب بدین شدند. مشاهده زیست بوم دو یا

Cry1C، Cry1E و Cry1H ــا ــوم  در تنه ــت ب ــی زیس  ژن و زراع
Cry1J ژن و شهري زیست بوم در تنها Cry1B زیست  در تنها نیز

 در کـه  هایی ژن -3 شدند. مشاهده پوشش بدون و زراعی هاي بوم
 ،Cry1Aa، Cry1F شـامل:  نشـد،  یافـت  ها بومزیست  از یک هیچ

Cry1G و Cry1K 5(شکل.( 
 هـاي  خـاك  از شـکل  باسـیلی  بـاکتري  سویه 491 پژوهش این در

 113( درصـد  23 که دش جداسازي مختلف بومزیست  نوع چهار
  کردند. می کریستال هاي پروتئین تولید ها آن سویه)
 Bt هـاي  سـویه  از بزرگـی  هـاي  مجموعـه  جهان سراسر در امروزه

 زمینـه  در شده انجام هاي پژوهش اولین از ییک شود. می نگهداري
 هـاي  گونـه  از درصـد  96 تا 20 که داد نشان Bt باکتري جداسازي
Bacillus جداسـازي  کشـت  محیط روي از تصادفی صورت هب که 

 ,.Travers et al( بودنـد  کریستال ي تولیدکننده هاي باکتري شدند،

 530 از ،Bt بـاکتري  جداسـازي  بـراي  دیگـر  پژوهشی در ).1987
 Bt سـویه  58 جنـوبی  کـره  در مختلـف  مناطق هاي خاك از نمونه

 ).Kim et al., 1998b( دندکر جداسازي

 46 1393بهار و تابستان / 1/ شماره ومس/ دوره یستیو ایمنی زژنتیک مهندسی 
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 ادي و همکارانمر فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
 هاي استان مازندران ردیابی شده در خاك Bacillus thuringiensisهاي  هاي مربوط به آن در سویه و ژن Cry1هاي  ویژگی -4جدول 

Table 4- Characterization of Cry1 and its related genes in the detected Bt isolates of Mazandaran province soil samples 

ف
ردی

 

 نام سویه
C

ry1A
a

 C
ry1A

b
 C

ry1A
c

 C
ry1A

d
 C

ry1B
 C

ry1C
 C

ry1D
 C

ry1E
 C

ry1F
 C

ry1G
 C

ry1H
 C

ry1I
 C

ry1J
 C

ry1K
 

1 **AG-JR1 -* - + + - - ± - - - - + - - 
2 AG-JR2 - - + + - - ± - - - - + - - 
3 AG-BS1 - - + + + - ± ± - - - + - - 
4 AG-NK1 - - + + - - ± - - - - + - - 
5 AG-NH1 - + + + + + ± - - - + + - - 
6 UR-AM1 - - + + - - - - - - - + - - 
7 UR-AM2 - - + + - - ± - - - - + - - 
8 UR-AM3 - - + + - - ± - - - - + ± - 
9 UR-BB1 - - + + - - ± - - - - + - - 
10 UR-GH1 - - + + - - - - - - - + - - 
11 GD-BS1 - - + + - - - - - - - + - - 
12 GD-BS2 - - + + - - - - - - - + - - 
13 GD-RS1 - - + - - - ± - - - - + - - 
14 NV-MA1 - - + + - - - - - - - + - - 
15 NV-FK1 - - + - + - ± - - - - + - - 

 قابل انتظارانتظار و تکثیر ژن در اندازه غیرمورد  بدون تکثیر، تکثیر ژن در اندازه ترتیب به معنی: هب ±، + و -علایم *

 کنار : فریدونFK: محمودآباد و MA: رامسر، RSر، شه : قائمGH: بابل، BB: آمل، AM: نوشهر، NH: نکا، NK: بابلسر، BS: شهرستان جویبار، JRپوشش، : بدون NV: باغی، GD: شهري، URهاي زراعی،  خاك: AGعلایم **

*The marks, -, + and  ±  mean: no amplification, amplifying the expected fragment and amplifying unexpected fragment, respectively. 

**The Isolates: AG: Crop, UR: Urban, GD: Orchard and NV: Non-Vegetation soils 

JR: Juybar, BS: Babolsar, NK: Neka, NH: Nowshahr, AM: Amol, BB: Babol, GH: Ghaemshahr, RS: Ramsar, MA: Mahmoud abad, FK: Fereydunkenar 

 

 

 هاي خاك دست آمده از نمونه هب Bacillus thuringiensisهاي  در سویه Cry1هاي  فراوانی انواع ژن -2شکل 
Figure 2- Cry1 genes abundance in detected Bacillus thuringiensis isolates of soil samples 
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
 هـاي  خـاك  از شـده  جـدا  باسـیلوس  سویه 74 میان در تونس، در

 در ).Cherif et al., 2001( شـد  جداسـازي  Bt سـویه  20 مختلف
 خـاك  و گـرد  و خاك نمونه 413 از مرکزي متحده ایالات جنوب

 خـاك  از آن سـویه  21 که آمد دست هب Bt سویه 25 حبوبات، انبار
  ).Ejiofor & Johnson, 2002( بود شده جداسازي

 اسـتان  28 مـزارع  از خاکی ي نمونه 2292 از ایران در پژوهشی در
 بـین  از کـه  کردنـد  جدا شکل باسیلی کلنی 28445 ایران، مختلف

 Salehi Jouzani et( کردنـد  مـی  کریسـتال  تولید سویه، 128 ها آن

al., 2008.( هـاي  پژوهش در که است آن دهنده نشان نتایج تمامی 
 داشـته  متغییـري  دستاوردهاي باکتري این ردیابی براي شده انجام
 بـاکتري  ایـن  بالاي فراوانی ها، پژوهش بیشتر مشترك نتیجه است.

 در مطلـب  ایـن  کـه  اسـت  مختلـف  منـاطق  خـاکی  هاي نمونه در
 آمده دست هب مولکولی نتایج اساسبر شد. ییدتا نیز حاضر پژوهش

 ،Cry1Ac هـاي  ژن Cry1 ژن داراي سویه 15 از حاضر پژوهش در
Cry1I، Cry1Ad و Cry1D هـا  ژن سایر و فراوانی بیشترین داراي 

 ).2 (شکل شدند مشاهده کمتري فراوانی با
 ژن غـلات  انبـار  از شـده  جداسازي Bt سویه 163 از پژوهشی در

Cry1Ab )47 درصد( هاي ژن و ینتر وانفرا Cry1G )درصـد  دو( 
 ,.Kim et al( بودند فراوانی ترین کم داراي )درصد یک( Cry1E و

1998a.( سـویه  58 از دیگـري  پژوهش در پژوهشگران همین Bt 
 Cry1Ab و )درصـد  Cry1C )57 هاي ژن ،خاك از شده جداسازي

 Cry1F و Cry1E هـاي  ژن و بودند ها ژن ترین فراوان )درصد 45(
 در ).Kim et al., 1998b( نشـدند  یافـت  هـا  سویه زا کی هیچ در

 اجسـاد  و خـاك  از Bt بـاکتري  هـاي  سـویه  نیز صعودي عربستان
 شـدند.  جداسـازي  مکه استان از Spodoptera littoralis يلاروها

 مولکـولی  و مورفولوژیـک  هـاي  شـیوه  مبناي بر غربالگري این در
 ،Cry1Aa هاي ژن داراي ها آن تمامی که شد یافت Bt سویه هشت

Cry1Ab، Cry1Ac، Cry4A و Cry4B داراي هـا  آن از سویه سه و 
 بـودن  ثرمـؤ  احتمالی قابلیت دهنده نشان که بودند Vip3A هاي ژن
 Abulreesh et( بـود  دوبالان و بالپولکداران هاي راسته روي ها آن

al., 2012.( سـویه  40 از سوریه کشور در Bt  از شـده  جداسـازي 
 Cry1Ac و Cry1Aa هـاي  نژ هـا  سـویه  تمامی در آلوده، لاروهاي
 Cry1Ab و سـویه)  Cry1I )37 هـاي  ژن آن از پس شدند. مشاهده

 بـا  یه)سـو  چهـار ( Cry1D ژن و فراوانـی  بیشـترین  با سویه) 34(

 هند در ).Ammouneh et al., 2013( دش مشاهده فراوانی ترین کم
 هـاي  راسـته  هـاي حشـره  روي ثرمـؤ  Bt هـاي  سویه بررسی با نیز

 فراوانـی  بیشـترین  بـا  Cry1I ژن ،بالپوشـان  سخت و بالپولکداران
 پـژوهش  در ).Pooja et al., 2013( شـد  مشـاهده  )درصـد  05/7(

 نژ داراي )درصد 49( سویه Bt، 34 سویه 70 از ایران در مشابهی
Cry1 .ژن بودند Cry1I )100 بوده فراوانی بیشترین داراي )درصد 

 نشـــدند افـــتی Cry1K و Cry1B، Cry1G، Cry1H هـــاي ژن و
)Seifinejad et al., 2008( حاضر پژوهش با تري نزدیک نتایج که 

بـر   ژنتیک محتویات شود می استنباط نتایج از که همانگونه داشت.
 دارنـد.  یکـدیگر  با بسیاري هاي تفاوت یجزی هاي شباهت خلاف
 جغرافیـایی  نـواحی  کـه  اسـت  آن ي نشان دهنده نتایج این مقایسه
 Bt بـاکتري  هاي ویهس در Cry ژن محتویات تنوع روي بر مختلف

 بـه  تـوان  مـی  آن کنـار  در ).Apaydin et al., 2005( گـذارد  می اثر
 ایـن  طـی  در کـه  دکـر  اشـاره  ها باکتري در پیوستگی فرآیند نقش

 هـاي  بـاکتري  ایجـاد  بـه  منجـر  باکتري دو بین ژنتیک تبادل فرآیند
 در تنـوع  رو این از شود. می جدیدي ژنتیک محتویات با نوترکیبی

 ممکـن  هـا  آن ژنـوتیپی  محتویـات  و Bt باکتري مختلف هاي سویه
 هـاي  پـروتئین  رمزگـردان  هـاي  ژن بیشـتر  که حقیقت این به است
 قابـل  اضـافی  کرومـوزوم  پلازمیـدهاي  روي باکتري این کش آفت

 پلازمیـد  ایـن  روي ها آن گرفتن قرار باشد. مرتبط دارد، قرار انتقال
 دهد می سازگار هاي سویه بین فرآیند این طی را انتقالشان ي اجازه

 از جدیـدي  ژنـوتیپی  محتویـات  بـا  هـایی  سـویه  تولید به منجر که
 دیگـر  از ).Makhdoom, 1998( شـود  مـی  مختلـف  هـاي  توکسین

به طور  Cry1C ژن شده انجام هاي پژوهش بیشتر در که این موارد
 موضـوع  ایـن  نینهمچ و است بوده همراه Cry1D ژن با معمولی

 د.ش ـ مشـاهده  نیز ایران در ) .2008Seifinejad et alپژوهش ( در
 ولی هستند Cry1D ژن داراي سویه 10 اگرچه پژوهش این در اما

 بنـابراین  ).5(جـدول  بودند راههم Cry1C ژن با سویه یک در تنها
 نباشـد،  دفـاع  قابـل  کـافی  ي انـدازه  بـه  پیشـنهاد  این است ممکن

 شـده  اشاره موضوع این به نیز دیگري هاي وهشپژ در که همچنان
 در). Armengol et al., 2007; Martinez et al., 2005( اسـت 
 15 از تـا  13 در Cry1Ad و Cry1Ac هاي ژن ما پژوهش در مقابل
 کـه  داد نشـان  و شـده  مشاهده هم با همراه )درصد 66/86( سویه

 ).5(جدول دارند یکدیگر با بیشتري پیوند ژن دو این
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
 هاي استان مازندران جداسازي شده از خاكBacillus thuringiensis هاي باکتري  در سویه Cry1نیمرخ ژنی  -5جدول 

Table 5- Cry1 gene profiles in isolated Bacillus thuringiensis strains from soil samples of Mazandaran province  

 ردیف هاي ژنی نیمرخ تعداد سویه )فراوانی (درصد
6.66 1 Cry1Ab,Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1B,Cry1C,Cry1D,Cry1H,Cry1I 1 

6.66 1 Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1B,Cry1D,Cry1E,Cry1I 2 
6.66 1 Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1D,cry1I,Cry1J 3 

33.33 5 Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1D,Cry1I 4 
6.66 1 Cry1Ac,Cry1B,Cry1D,Cry1I 5 

33.33 5 Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1I 6 
6.66 1 Cry1Ac,cry1D,Cry1I 7 

 

 
 : نشانگر مولکولی وزنی)M(سمت چپ) ( GD-RS1(سمت راست) و  GD-BS2هاي  نیمرخ ژنی سویه -3شکل 

Figure 3- Gene profile of GD-BS2 (right) and GD-RS1 (left) strains (M: Molecular weight marker) 
 

 

 : نشانگر مولکولی وزنی)M(سمت چپ) ( NV-MA1(سمت راست) و  NV-FK1هاي  ویهنیمرخ ژنی س -4شکل 
Figure 4- Gene profile of NV-FK1 (right) and NV-MA1 strains (left) (M: Molecular weight marker) 
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 

 

 هاي مختلف بالپولکداران در اکوسیستماختصاصی  Cry1هاي  توزیع ژن -5شکل 
Figure 5- The Lepidopteran-specific active Cry1 genes distribution in different ecosystems. 

 بیشـترین  میکروسـکوپی  هـاي  شـاخص  براسـاس  پژوهش این در
 )درصد 29( باغ هاي خاك در کریستال تولیدکننده هاي سویه تعداد

 )درصـد  17( گیـاهی پوشـش   بـدون  هـاي  خـاك  در آن ترین کم و
 تنوع و تعداد بیشترین مولکولی هاي شاخص سبراسا د.ش مشاهده

 تعـداد  ترین کم و زراعی هاي خاك در Cry1 ژنی هاي گروه زیر از
 پوشـش  بـدون  هـاي  خـاك  در همچنـان  نیـز  ژن ایـن  داراي سویه

 هـاي  خاك که گرفت نتیجه گونه این توان می بنابراین د.ش مشاهده
 پی در و گیاهی هاي پوشش از برخورداري دلیل به زراعی و باغی

 خاك هاي میکروارگانیسم و حشرات براي مناسب زیستی تنوع آن
ــی نتیجــه در و ــانی فراوان ــراي بیشــتر میزب ــن ب ــاکتري، ای ــع ب  منب

  ند.شو می پیشنهاد Bt باکتري جداسازي براي تري مناسب
 داد نشان مولکولی و میکروسکوپی هايمشاهده بین مشترك نتیجه

 رابطه در را بخشی رضایت یجنتا گیاهی پوشش بدون هاي خاك که
 خـود  از بـوم زیست  از نوع این هاي خاك در باکتري این وجود با

 ایـن  جداسـازي  بـراي  مناسـب  منبعی عنوان به و است نداده نشان
  د.شو نمی پیشنهاد باکتري
سـه   (بین  سویه 15 این در ژنی نیمرخ چندین وجود این بر علاوه

 هـاي  ژن وجود همچنین و )Cry1 هب مربوط مجموعه زیر هشت تا
 عنـوان  بـه  هـا  آن مناسـب  قابلیت دهنده نشان ها سویه این در بومی
 هـاي  آزمـایش  انجـام  ادامـه  در اسـت.  بومیزیست  کش آفت یک

 از آفـت  چنـد  یا یک روي ها سویه این از استفاده با سنجی زیست
 عملـی  کـاربرد  قابلیـت  از تري دقیق توصیف بالپولکداران، خانواده

 مراحـل  طـی  از پس است امید که گذاشت خواهد تیاراخ در ها آن
 ها آفت مقاومت مدیریت و میکروبی کنترل هاي برنامه در تکمیلی،

  گیرند. قرار استفاده مورد آینده در
 هـاي  خـاك  از شـکل  باسـیلی  بـاکتري  سویه 491 پژوهش این در

 113( درصـد  23 که شد جداسازي مختلف بومزیست  نوع چهار
  کردند. می کریستال هاي پروتئین دتولی ها آن سویه)
 Bt هـاي  سـویه  از بزرگـی  هـاي  مجموعـه  جهان سراسر در امروزه

 زمینـه  در شده انجام هاي پژوهش اولین از یکی شود. می نگهداري
 هـاي  گونـه  از درصـد  96 تا 20 که داد نشان Bt باکتري جداسازي
Bacillus جداسـازي  کشـت  محیط روي از تصادفی صورت هب که 

 ,.Travers et al( بودنـد  کریستال ي تولیدکننده هاي باکتري شدند،

 530 از ،Bt بـاکتري  جداسـازي  بـراي  دیگـر  پژوهشی در ).1987
 Bt سـویه  58 جنـوبی  کـره  در مختلـف  مناطق هاي خاك از نمونه

 ).Kim et al., 1998b( دندکر جداسازي
 هـاي  خـاك  از شـده  جـدا  باسـیلوس  سویه 74 میان در تونس، در

 در ).Cherif et al., 2001( شـد  جداسـازي  Bt سـویه  20 مختلف
 خـاك  و گـرد  و خاك نمونه 413 از مرکزي متحده ایالات جنوب

 خـاك  از آن سـویه  21 که آمد دست هب Bt سویه 25 حبوبات، انبار
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 زراعی      شهري      باغی       بدون پوشش
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 مرادي و همکاران فاطمه گرایلی  ... Bacillus thuringiensis هاي بومی باکتري ردیابی مولکولی جدایه

 
  ).Ejiofor & Johnson, 2002( بود شده جداسازي

 اناسـت  28 مـزارع  از خاکی ي نمونه 2292 از ایران در پژوهشی در
 بـین  از کـه  کردنـد  جـدا  شکل باسیلی کلنی 28445 ایران، مختلف

 Salehi Jouzani et( کردنـد  مـی  کریسـتال  تولید سویه، 128 ها آن

al., 2008.( 

 شـده  انجـام  هاي پژوهش در که است آن دهنده نشان نتایج تمامی
 نتیجـه  است. داشته متغییري دستاوردهاي باکتري این ردیابی براي

 هـاي  نمونه در باکتري این بالاي فراوانی ها، ژوهشپ بیشتر مشترك
 نیـز  حاضـر  پژوهش در مطلب این که است مختلف مناطق خاکی
  شد. تایید

 15 از حاضـر  پـژوهش  در آمـده  دسـت  هب مولکولی نتایج براساس
ــویه ــاي ژن ،Cry1 ژن داراي سـ  و Cry1Ac، Cry1I، Cry1Ad هـ
Cry1D کمتـري  فراوانـی  بـا  ها ژن سایر و فراوانی بیشترین داراي 
 ).2(شکل شدند مشاهده

 ژن غـلات  انبـار  از شـده  جداسازي Bt سویه 163 از پژوهشی در
Cry1Ab )47 درصد( هاي ژن و ترین فراوان Cry1G )درصـد  دو( 

 ,.Kim et al( بودند فراوانی ترین کم داراي )درصد یک( Cry1E و

1998a.( سـویه  58 از دیگـري  پژوهش در پژوهشگران همین Bt 
 Cry1Ab و )درصـد  Cry1C )57 هاي ژن ،خاك از شده اسازيجد

 Cry1F و Cry1E هـاي  ژن و بودند ها ژن ترین فراوان )درصد 45(
 در ).Kim et al., 1998b( نشـدند  یافـت  هـا  سویه از یک هیچ در

 اجسـاد  و خـاك  از Bt بـاکتري  هـاي  سـویه  نیز صعودي عربستان
 شـدند.  جداسـازي  همک استان از Spodoptera littoralis لاروهاي

 مولکـولی  و مورفولوژیـک  هـاي  شـیوه  برمبنـاي  غربالگري این در
 ،Cry1Aa هاي ژن داراي ها آن تمامی که شد یافت Bt سویه هشت

Cry1Ab، Cry1Ac، Cry4A و Cry4B داراي هـا  آن از سویه سه و 
 بـودن  ثرمـؤ  احتمالی قابلیت دهنده نشان که بودند Vip3A هاي ژن
 Abulreesh et( بـود  دوبالان و بالپولکداران ايه راسته روي ها آن

al., 2012.( سـویه  40 از سوریه کشور در Bt  از شـده  جداسـازي 
 Cry1Ac و Cry1Aa هـاي  ژن هـا  سـویه  تمامی در آلوده، لاروهاي
 Cry1Ab و سـویه)  Cry1I )37 هـاي  ژن آن از پس شدند. مشاهده

 بــا ه)سـوی چهار( Cry1D ژن و فراوانــی بیشـترین  بــا سـویه)  34(
 هند در ).Ammouneh et al., 2013( شد مشاهده فراوانی ترین کم
 هـاي  راسـته  حشـرات  روي ثرمـؤ  Bt هـاي  سـویه  بررسـی  بـا  نیز

 فراوانـی  بیشـترین  بـا  Cry1I ژن بالپوشـان،  سـخت  و بالپولکداران
 ).Pooja et al., 2013( شد مشاهده )درصد 05/7(

ــژوهش در ــران در مشــابهی پ  49( ســویه Bt، 34 ســویه 70 از ای
ــد. Cry1 ژن داراي )درصــد  داراي )درصــد Cry1I )100 ژن بودن

ــترین ــی بیش ــوده فراوان ــاي ژن و ب  و Cry1B، Cry1G، Cry1H ه
Cry1K ــت ــدند یاف ــه )Seifinejad et al., 2008( نش ــایج ک  نت
  داشت. حاضر پژوهش با تري نزدیک

 فبر خلا ژنتیک محتویات ،شود می استنباط نتایج از که همانگونه
 مقایسـه  دارنـد.  یکدیگر با بسیاري هاي تفاوت یجزی هاي شباهت

 بـر  مختلف جغرافیایی نواحی که است آن ي نشان دهنده نتایج این
ــوع روي ــات تن ــوی در Cry ژن محتوی ــاي هس ــاکتري ه ــر Bt ب  اث

 نقـش  بـه  توان می آن کنار در ).Apaydin et al., 2005( گذارد می
 فرآینـد  ایـن  طـی  در که دکرد رهاشا ها باکتري در پیوستگی فرآیند
 با نوترکیبی هاي باکتري ایجاد به منجر باکتري دو بین ژنتیک تبادل

 هـاي  سـویه  در تنـوع  رو این از شود. می جدیدي ژنتیک محتویات
 ایـن  به است ممکن ها آن ژنوتیپی محتویات و Bt باکتري مختلف
 ایـن  کـش  آفـت  هـاي  پروتئین رمزگردان هاي ژن بیشتر که حقیقت
 دارد، قـرار  انتقال قابل اضافی کروموزوم پلازمیدهاي روي باکتري
 انتقالشـان  ي اجازه پلازمید این روي ها آن گرفتن قرار باشد. مرتبط

 تولید به منجر که دهد می سازگار هاي سویه بین فرآیند این طی را
 مختلـف  هـاي  توکسین از جدیدي ژنوتیپی محتویات با هایی سویه

 ).Makhdoom, 1998( شود می
 ژن شـده  انجـام  هاي پژوهش بیشتر در کهاست  ایندیگر  موارد از

Cry1C ژن با به طور معمول Cry1D همچنین و است بوده همراه 
 نیـز  ایـران  در) Seifinejad et al. 2008پـژوهش (  در موضوع این

  Cry1D ژن داراي سویه ده اگرچه پژوهش این در اما د.ش مشاهده
 (جـدول  بودند همراه Cry1C ژن با ویهس یک در تنها ولی هستند

 دفـاع  قابـل  کافی ي اندازه به پیشنهاد این است ممکن بنابراین ).5
 موضـوع  ایـن  بـه  نیـز  دیگـري  هاي پژوهش در که همچنان نباشد،
 ,.Armengol et al., 2007; Martinez et al( اسـت  شـده  اشـاره 

 در Cry1Ad و Cry1Ac هـاي  ژن مـا  پژوهش در مقابل در ).2005
 و شـده  مشـاهده  هـم  با همراه )درصد 66/86( سویه 15 از تا 13

 (جـدول  دارنـد  یکـدیگر  با بیشتري پیوند ژن دو این که داد نشان
5.( 
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 بیشـترین  میکروسـکوپی  هـاي  شـاخص  براسـاس  پژوهش این در

 )درصد 29( باغ هاي خاك در کریستال تولیدکننده هاي سویه تعداد
 )درصـد  17( گیـاهی  شپوش ـ بـدون  هـاي  خـاك  در آن ترین کم و

 تنوع و تعداد بیشترین مولکولی هاي شاخص براساس د.ش مشاهده
 تعـداد  ترین کم و زراعی هاي خاك در Cry1 ژنی هاي گروه زیر از

 پوشـش بـدون   هـاي  خـاك  در همچنـان  نیـز  ژن این داراي سویه
 د.ش مشاهده
 زراعـی  و باغی هاي خاك که گرفت نتیجه اینگونه توان می بنابراین

 زیستی تنوع آن پی در و گیاهی هاي پوشش از برخورداري دلیل به
 نتیجـه  در و خـاك  هـاي  میکروارگانیسـم  و هاحشره براي مناسب
 بـراي  تـري  مناسـب  منبـع  باکتري، این براي بیشتر میزبانی فراوانی

 ند.شو می پیشنهاد Bt باکتري جداسازي
 داد نشـان  مولکـولی  و میکروسکوپی مشاهدات بین مشترك نتیجه

 رابطه در را بخشی رضایت نتایج گیاهی پوششبدون  هاي خاك که
 خـود  از زیست بـوم  از نوع این هاي خاك در باکتري این وجود با

 ایـن  جداسـازي  بـراي  مناسـب  منبعی عنوان به و است نداده نشان
 د.شو نمی پیشنهاد باکتري
سـه   (بین  سویه 15 این در ژنی نیمرخ چندین وجود این بر علاوه

 هـاي  ژن وجود همچنین و )Cry1 به مربوط مجموعه زیر تهش تا
 عنـوان  بـه  هـا  آن مناسـب  قابلیت دهنده نشان ها سویه این در بومی
 هـاي  آزمـایش  انجـام  ادامـه  در اسـت.  بومی زیستی کش آفت یک

 از آفـت  چنـد  یا یک روي ها سویه این از استفاده با سنجیزیست 
 عملـی  کـاربرد  قابلیـت  از تري دقیق توصیف بالپولکداران، خانواده

 مراحـل  طـی  از پس است امید که گذاشت خواهد اختیار در ها آن
 ها آفت مقاومت مدیریت و میکروبی کنترل هاي برنامه در تکمیلی،

 گیرند. قرار استفاده مورد آینده در
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