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  )121شماره پي در پي(1396خرداد و تير  ، 2، شماره22دوره 

در باسيلوس ترينجينسيس  cry بررسي وجود ژن 

  هاي جدا شده از خاك

  3كوخدان يل پناهي، اسماع1يرج جوادي، ا2انيراجي، غلامرضا ا1يرضا محمود
ست يگروه ز3، رانيا ،ران، تهرانيدانشگاه ا، يكروب شناسيگروه م2، رانيا ،شهرضا، واحد شهرضا ي، دانشگاه آزاد اسلاميگروه سم شناس1

  ران يا ،رشت ،لاني، دانشگاه گيشناس

  

  5/2/1396 :رشيخ پذيتار             22/4/1395: خ وصوليتار

  چكيده

 و توانايي بوده خاك باكتري اين زيستگاه ترين اصلي .است اسپورزا و مثبت گرم باكتري ترينجينسيس باسيلوس: زمينه و هدف

هاي باسيلوس  جداسازي سويه مطالعه اين از هدف .داراست را كشي شرهح خاصيت با كريستالي هاي پروتئين از متنوعي انواع توليد

  .بود Multiplex-PCRاز خاك هاي نقاط مختلف استان تهران  با استفاده از روش Cry ترينجينسيس حمل كننده ژن 

  

ي و در مجموع تعداد سانتي متري به طور تصادف 10گرم خاك  از عمق  200تحليلي مقدار  ـ در اين مطالعه توصيفي: روش بررسي

 مشكوك هاي كلني ،WHOبه وسيله شده ييدأت پروتوكل اساس بر سپس. شدآوري  نمونه خاك از مناطق مختلف شهر تهران جمع 100

پس از استخراج  .ييد شدندأت هاي ميكروبيولوژيكي و بيوشيميايي تست نظر از ها ايزوله و جداسازي تورنجينسيس باسيلوس به

DNA  16  ها، با استفاده از يهسو مياز تماS rDNA PCR Sequencing هاي حاوي ژن  باسيلوس ترينجينسيس بودن سويهCry دشييد أت، 

  .تجزيه و تحليل شدند ها با استفاده از آزمون آماري واريانس يك طرفه داده

  

سـويه   14نشـان داد كـه از    MPCR نتايج. سويه باسيلوس تورينجنسيس شناسايي شد 41هاي خاك مورد بررسي،  در نمونه: ها يافته

سـويه   3و  cry2واجـد ژن   ييبه تنها) درصد5/28(سويه  cry1 ،4واجد ژن  ييبه تنها) درصد 50(سويه  7حامل توكسين كريستالي، 

هــا  كـدام از ايزولـه   در هـيچ  cry5و  cry4ژن. بودنــد و بانـدهاي مربوطـه را نشـان دادنــد    cry3واجـد ژن   ييبـه تنهـا  ) درصـد  5/21(

   . كنمشاهده ) درصدفرص(

  

 حضور پروتئين شناسايي در دقيق فنوتيپي هاي روش وجود عدم و كريستالي پروتئين ژن زياد بسيار تنوع به توجه با: نتيجه گيري

 را كريستالي ژن حاوي هاي زياد باسيلوس العمل سرعت و اندك هزينه با تواند ميها  زمان اين ژن كريستالي، بنابراين تشخيص هم

  .نمايد ساييشنا

  

  .cry ،Multiplex-PCRهاي  باسيلوس تورينجنسيس، ژن: يكليدي واژها

  

  يشناس سم گروهواحد شهرضا، ، ياسلام آزاد دانشگاه شهرضا،، يجواد رجيا :سنده مسئولينو*

Email: irjava@yahoo.com 
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  مقدمه

كه ايشـي واتـا بـاكتري شـناس      1901از سال 

ه كـرم ابريشـم بـاكتري    لارو مـرد  ژاپني، از بـدن يـك  

تا كنون قريـب بـه    ،كرد باسيلوس ترينجينسيس را جدا

در زمينـه   اي گسـترده  هـاي  هيك قرن اسـت كـه مطالع ـ  

 ثيرات و نحـوه عملكـرد و اثـر ايـن بـاكتري انجـام      أت ـ

برلينر نيز در ناحيه تورجنياي  1911در سال  .گيرد مي

 را ي از پروانه آرد گندم جدا و آنهمشاب يآلمان باكتر

ايـن بـاكتري   . گـذاري كـرد   باسيلوس تورنجنسيس نام

اختصاصــي عمــل كـرده و در حشــرات مفيــد و   كـاملاً 

  .)1(نمايد ميانسان و ساير مهره داران بيماري ايجاد ن

اين باكتري، باسيل گـرم مثبـت و اسـپورداري    

است كه قادر است عليه آفـات كشـاورزي هماننـد يـك     

آفات مـورد   توكسين عمل كرده و در كنترل بيولوژيك

 مبـارزه  و طبيعـي  كنتـرل . )2(گيـرد استفاده قـرار مـي  

 يـا  و كـاهش  در كـه  اسـت  جـايگزيني  روش بيولوژيك

 كشـاورزي  در شيميايي هاي تركيب استعمال قطع حتي

 طـول  در كشاورزي آفات بيولوژيكي كنترل .دارد نقش

. اسـت  شـده  دنبـال  بيشـتري  توجـه  با گذشته سال ده

 در زا غير بيمـاري  اكتريب يك تورنجينسيس باسيلوس

 هـا كشحشره كننده برخي فعال عنصر كه انسان است

س از آلـوده شـدن سيسـتم    پ ـ .)3ـ ـ5(دهدمي تشكيل را

هـاي  پـروتئين گوارشي لارو حشـره بـه ايـن بـاكتري،     

شـوند و تحـت   مي كريستالي در روده لارو حشره حل

هـاي پروتئوليتيـك بـه يـك جـزء توكسـين       اثر با آنزيم

 هـاي اپيتليـال روده حشـره بـه    سـلول . وندشتبديل مي

   ).6ـ9(شوندسرعت متورم شده و تخريب مي

هـاي پروتئينـي   توليـد كريسـتال  اين باكتري با 

ـ گاما ـ ، Internal crystal protein) ICP هاي بنـام  درون هاگ

هاي كريستالي براي انـواعي   پروتئينو يا  اندوتوكسين

ــمي   ــرات ســـــــــ ــاي حشـــــــــ  از لاروهـــــــــ

 ؛اندو توكسـين وجـود دارد   دو نوع گاما .)10(باشد مي 

 cytاختصاصـي دارد و نـوع    كه عملكرد كـاملاً  cryنوع 

  .)11(هاي اختصاصي نياز نداردكه به رسپتور

ــين  ــا اندوتوكسـ ــده  Cry گامـ ــا گيرنـ ــاي بـ هـ

هاي اپيتيـال روده  اختصاصي كه بر روي سطح سلول

 بــه وســيلهدهنــد و بــرهمكنش مــي ،حشــره قــرار دارد

ــا ي ميزبــاني پــس از اتصــال بــه گيرنــده     پروتئازه

ــي  ــال م ــي فع ــكيل   اختصاص ــه تش ــر ب ــوند و منج ش

مقابـل،   در. )12و 13(دشـو  ميساختارهاي اليگومريك 

طور مستقيم با ليپيـدهاي غشـايي   ه ب Cytهاي توكسين

ــي   ــاء وارد م ــه درون غش ــرهمكنش داده و ب ــودب . ش

 مجموعـه  32امروزه شامل Cyt  و Cry هايپروتوكسين

)Cyt2 و Cyt1 , Cry1تا Cry67 (باشدمي)14(.  

جر بـه فلـج سيسـتم گوارشـي لارو     نباكتري م

دارد و حشره شده و در نهايت لارو را از تغذيه باز مي

عـدم تغذيـه لارو    ،حتي اگر لارو سـريعا كشـته نشـود   

منجر به كاهش خسارات وارده از لارو به محصـولات  

  .)15(شودكشاورزي مي

 اي پليمـراز  نجيـره واكـنش ز  هاي اخيـر در دهه

PCR اي به منظور بررسي محتواي ژنيبه طور گسترده 

)DNA (cry آوري شــده باســيلوس هــاي جمــعدر ســويه

هاي شناسايي ژن. شودگرفته مي كاره ترينجينسيس ب

بـه  اولـين بـار    PCRكريستالي ايـن بـاكتري بـر اسـاس     
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 از اســتفاده. )16(پــرز و همكــاران انجــام شــد وســيله

روش  تورينجنسيس باسيلوس كريستالي هايپروتئين

هــاي جــايگزين ارزشــمند در اســتفاده از حشــره كــش

ضرر بـودن در محـيط    فعاليت بالا و بي. معمولي است

ــي  ــون شــان، ايمن ــل پيرام ــراي كام  ســاير و انســان ب

 هـاي  تركيـب  ديگـر  با چنين سازگاري پستانداران و هم

هـا از مزايـاي آن اسـت و     كـش  حشره مثل كننده كنترل

 نسبتاً ، عملكرددرون تني صورت به توليد بالاي زينهه

 بيشترين معمولاً كه بالغ حشرات بر تأثير آهسته، عدم

به دليـل  . باشداز معايب آن مي ،كنند مي وارد را آسيب

داراي اثرات كارسينوژن  كه سموم شيميايي بعضاً اين

ولي سم تورينجنسيس داراي  ،باشندها ميبراي انسان

 بـر  تـأثير  عـدم  باريك و ميزباني جمله دامنهمزاياي از 

 سـاير  و انسـان  بـراي  كامل مفيد، ايمني حشرات روي

 كننده كنترل هاي تركيب ديگر با سازگاري پستانداران،

حشـرات و   پـاتوژن  نماتودهـاي  يا و ها كش حشره مثل

  . باشد ميمداوم  كنترل در نتيجه در نتيجه بقا

باسـيلوس  هـايي   به دليـل ايـن كـه بـاكتري         

 .باشـند مي (cry)هاي كريستالي تورينجنسيس داراي ژن

كـه   باشـند و ايـن   ميقادر به توليد توكسين مورد نظر 

  . ستالي فراواني بيشتري در محيط دارديكدام ژن كر

 پـروتئين  ژن زيـاد  بسـيار  تنـوع  بـه  توجـه  با

 در دقيـق  فنـوتيپي  هاي روش وجود عدم و كريستالي

يســتالي، بنـــابراين  كر حضــور پــروتئين   شناســايي 

 و انـدك  هزينه با تواند ميها  زمان اين ژن تشخيص هم

 كريسـتالي  ژن حاوي هاي باسيلوس زياد العمل سرعت

  .دكن شناسايي را

هــاي هــدف از ايــن مطالعــه جداســازي ســويه 

 جديـد از Cryباسيلوس ترينجينسـيس حمـل كننـده ژن    

توانـد بـه عنـوان     مـي كه  بوده است تهراناستان  خاك

هـا و   كنترل بيولوژيـك و جـايگزين حشـره كـش    عامل 

سموم شيميايي مورد استفاده در مصارف كشاورزي 

  .داشب

  

  روش بررسي

ــيفي   ــه توص ــن مطالع ــي   در اي ــ مقطع ــراي ـ ب

گـرم   200جداسازي باسيلوس تورنجينسيس از خاك، 

متري بـه صـورت تصـادفي از      سانتي 10خاك از عمق 

ــوع (منـــاطق مختلـــف تهـــران  ــ 100در مجمـ            ) هنمونـ

هــاي پلاســتيكي هــا در كيســهنمونــه. آوري شــدجمــع

گــراد تــا زمــان  درجــه ســانتي 4اســتريل و در دمــاي 

سـپس بـر اسـاس پروتوكـل     . آزمايش نگهداري شـدند 

گرم از خاك را در فويـل   WHO ،5 به وسيلهييد شده أت

سـاعت   5گراد به مدت  درجه سانتي 80در  مي آلومينيو

هـاي   باكتري بدين منظور(دند در آون خشك انكوبه ش

 ).وسـيله تيمـار حرارتـي كشـته شـدند     ه ب فاقد اسپور

ليتر سرم نمكي  ميلي 10گرم از نمونه خاك  1سپس به 

. اضافه نموده و ورتكس شد )درصد وزن بر حجم 85(

درجــه  80ليتــر از ايــن محلــول در    ميلــي 1ســپس 

دقيقـه   5و سـپس   انكوبـه  ساعت 5مدت گراد به  سانتي

از آن  10-3تا  10-1هاي   ي يخ قرار داده و غلطتبر رو

ميكرو ليتـر از هـر نمونـه بـر روي محـيط      100تهيه و 

ساعت انكوبه شـدن   24لوريا آگار كشت داده و بعد از 

هاي مشـكوك بـه    گراد، كلني درجه سانتي 37در دماي 

باسيلوس تورنجينسيس جداسازي و ايزوله ها از نظر 
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مورد بررسي قـرار   cryتست بيوشيميايي و وجود ژن 

  گرفتند

ــي   ــه باســيلوس    كلن ــه مشــكوك ب هــاي رشــد يافت

هـاي بيوشـيميايي ماننـد؛    تورنجينسيس از نظر آزمون

ــگ رنــگ ــزي گــرم و رن ــزي اســپور  آمي ــه روشآمي  ؛         ب

، تخمير قندهاي مالتوز، گلوكز، فروكتوز، بولتون ـشفر

مانتيول، سوكروز، ساليسين و تست تجزيه نشاسته با 

، توانـايي  )Starch Agar(محيط نشاسته آگـار استفاده از 

مصرف اسكولين با استفاده از محـيط بايـل اسـكولين    

تهيه شده در پليت ساخت شركت مرك كشور آلمان و 

ــ ــه ب ، توانــايي مصــرف دار صــورت شــيبه يــا در لول

سيترات با استفاده از محـيط كشـت سـيمون سـيترات     

و توليـد   شـركت مـرك آلمـان    بـه وسـيله  ساخته شده 

هــاي اوره آز، همــوليزين، كاتــالاز و تحــرك     آنــزيم

سـاخت  ( SIMجامد  ها با استفاده از محيط نيمه باكتري

از . مـورد مطالعـه قـرار گرفتنـد    ) كمپاني مـرك، آلمـان  

سويه استاندارد باسـيلوس تورنجينسـيس بـا شـماره     

NCIMB9134 مراحل كار  مي به عنوان كنترل مثبت در تما

  .استفاده شد

ــوالي در   پــس ــر مناســب، و ت از انتخــاب پرايم

NCBI بلاســت)BLAST(   ،ــران ــه شــركت ســيناژن اي و ب

بـا   DNAپـس از اسـتخراج   ). 1جدول(سفارش داده شد

 كـه معمـولاً   ياستخراج(كلرفرم ـاستفاده از روش فنل  

روشي معمـول بـراي    ،شود ميرسوب با اتانول انجام 

وش در ايـن ر . اسـت  DNA هاي حذف پروتئين از نمونه

 ،شـود  مـي با فنـول و كلروفـورم تركيـب     DNA محلول

DNA  در حـالي كـه    ،مانـد  ميمحلول در آب در فاز آبي

شـوند   ميهاي آلي دناتوره  ها به وسيله محلول پروتئين

 DNA فاز مايع كـه حـاوي  . گيرند ميو در فاز آلي قرار 

مراحـل   )آوري شـود  تواند جمع ميبدون پروتئين است 

PCR هـاي  ويه هـاي حامـل ژن  براي شناسايي س ـcry1 ،

cry2، cry3، cry4  و cry5   واكـنش   .انجـام شـدPCR   بـراي

هـاي اختصاصـي و   با استفاده از پرايمـر  Cryتكثير ژن 

براي . انجام شد باسيلوس تورنجينسيسژنوم باكتري 

 2ابتـدا يـك مخلـوط واكـنش داراي      انجام اين واكنش،

 PCR و بـافر  dNTPS ميلـي مـولار   MgCl2، 25/0 مولار ميلي

ــد  ــه ش ــنش . تهي ــم  PCRواك ــا   25در حج ــر ب         ميكروليت

ــزيم     ــد آن ــراه دو واح ــه هم ــوق ب ــنش ف ــوط واك                    مخل

Taq DNA Polymerase،10 هـا  پيكومول از هر يك از پرايمر

ــاكتري   200و  ــوم بــ ــانوگرم از ژنــ ــيلوس نــ باســ

 شرايط واكـنش  . انجام شداز هر نمونه تورنجينسيس 

PCR     يـك   ؛براي تكثير ژن مـورد نظـر عبـارت اسـت از

گـراد بـه    درجـه سـانتي   94واسرشت اوليـه در  مرحله 

با شرايط واسرشت DNA  چرخه تكثير 35دقيقه،  5مدت 

ثانيـه، مرحلـه    40گـراد بـه مـدت     درجه سـانتي  94در 

ثانيـه،   60گـراد بـه مـدت     درجـه سـانتي   52اتصال در 

ثانيـه   45ه مدت گراد ب درجه سانتي 72تكثير در دماي 

ــايي در   ــر نه ــه تكثي ــك مرحل ــت ي درجــه  72و در نهاي

چنين محصول  هم. باشددقيقه مي 5گراد به مدت  سانتي

تعيين تـوالي بـه شـركت مـاكروژن كـره       تكثيري براي

  .)17(دشجنوبي ارسال 

ــر   ــر از  5پــس از اتمــام واكــنش تكثي ميكروليت

گ ميكروليتر از بافر لودين 2محصول واكنش به همراه 

 100ثير ولتـاژ  أبرروي ژل آگارز يك درصـد تحـت ت ـ  

  .دشالكتروفورز 
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  توالي پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعه :1جدول 

  ژن  �5→�3توالي نوكلئوتيدي  طول قطعه تكثير شده  دماي آنالينگ

48  272  F: TGTAGAAGAGGAAGTCTATCCA 

R: TATCGGTTTCTGGGAAGTA 
cry1 

  

45  556  F: TAAAGAAAGTGGGGAGTCTT 

R: AACTCCATCGTTATTTGTAG 
cry2 

  

48  652  F: TTAACCGTTTTCGCAGAGA 

R: TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG 
cry3 

  

60  439  F: GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC 

R: GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC 

cry4 

 

50  474  F: TTACGTAAATTGGTCAATCAAGCAAA 

R: AAGACCAAATTCAATACCAGGG 

cry5 

 

  

  ها يافته

ــه  در ــر ازمطالعـ ــه 100 حاضـ ــاك  نمونـ خـ

مناطق مختلف شهر تهران، چهـل و  از آوري شده  جمع

بــا  جدايــه باســيلوس تورينجنســيس) درصــد 41(يــك 

                   ميكروبيولـــــوژيكي و  هـــــاي اســـــتفاده از تســـــت

ــيمي ــگايبيوشـــ ــر، رنـــ ــرم،  ي نظيـــ ــزي گـــ                            آميـــ

آز، بررســي تســت اورهآميــزي اســپور، كاتــالاز،  رنــگ

حركت و تست مصرف سيترات و ژلاتينـاز بـه دسـت    

  ). 1تصوير(آمد

هاي جـدا شـده در توليـد     در تمام موارد سويه

هـاي  سويه. كاتالاز و هموليزين توانايي بارزي داشتند

ــدهاي     ــر قن ــت و تخمي ــر حرك ــده از نظ ــازي ش جداس

هـا از   سويه  ساليسين و لاكتوز متغير بودند، اما تمامي

ــدروليز نشاســته و  ن ــزيم لســيتيناز و هي ــد آن ظــر تولي

اكثــر . اسـكولين مثبــت و تسـت اوره آز منفــي داشـتند   

ها توانايي تخمير گلـوكز، مـالتوز و فروكتـوز را    سويه

هـاي  هيچ كدام از سويه. نمودندداشته و توليد اسيد مي

جداسازي شده توانايي تخميـر مـانيتول و اسـتفاده از    

هـاي جداسـازي شـده بـر     مونـه ن. سيترات را نداشـتند 

ــاس  ــار    4اســــ ــري در چهــــ ــون تخميــــ                                     آزمــــ

ــان  ــن ميــ ــه در ايــ ــتند كــ ــرار داشــ                           ســــروتيپ قــ

                      و  )Sotto(متعلـــق بـــه ســـوتو   كمتـــرين ســـروتيپ  

 )(Kurstaki بيشترين تعداد متعلق به سروتيپ كورستاكي

 .بود

سويه حامل  14مولكولي نشان داد كه از نتايج 

                  واجـــد ) درصـــد 50(ســـويه 7توكســـين كريســـتالي، 

ــويه cry1 ،4ژن  ــد 5/28(ســـــ ــد ) درصـــــ                                     واجـــــ

ــويه  3و  cry2ژن  ــد 5/21(ســــ ــد ) درصــــ                                  واجــــ

                  و بانـــدهاي مربوطـــه را نشـــانباشـــند  مـــي cry3ژن 

                                    كــــــــدام از در هــــــــيچ cry5و  cry4ژن. دادنــــــــد

فراوانـي   1نمـودار . مشاهده نشـد ) درصد  0(ها  ايزوله

هاي كريسـتالي را در ايزولـه هـاي تحـت بررسـي       ژن

  .دهد نشان مي
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  بلاد آگارط كشت يمح) ب آگار نيل اسكوليط كشت بايمح) الف.1ر يتصو
  

  

  

  

  

  

  

  

   لوس تورينجنسيسسروتيپ هاي حاصل از باسي: 2جدول
  

  

  سينجنسيلوس  توريباس يها زولهيدر ا مورد مطالعه يستاليكرهاي  فراواني ژن :1نمودار

  

مربوط  652و باند  cry2مربوط به تكثير ژن  1556، باند cry1براي ژن  272باند  مراز؛يپل يا رهيواكنش زنچ الكتروفورز محصولات :1ريتصو

؛ كنترل منفي -Cو ) NCIMB 9134تورنجينسيس باسيلوس(؛ كنترل مثبت +C، )فرمنتاز)(DNA ladder )bp100بيانگر   M.باشد مي cry3به ژن

)Bacillus subtilis subsp. subtilis ATCC  6051 (باشد مي.  

  )درصد(تعداد سروتيپ ها  سوكروز  لسيتيناز  ساليسين  آسكولين  سروتيپ

  )4/21(3  +  + +  +  )1(ترنجنسيس

  )8/42(6  -  +  +  +  (Dipel) )2(كورستاكي

  )5/28(4  -  -  +  + (Xentari) )3(آيزاواي

  )5/7(1  -  +  -  +  )4(سوتو
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  بحث

 و مثبـت  گـرم  باكتري ترينجينسيس باسيلوس

 خـاك  باكتري اين زيستگاه ترين اصلي .است اسپورزا

 هـاي  پـروتئين  از متنـوعي  انـواع  توليد و توانايي بوده

 هدف از .داراست را كشي حشره خاصيت با كريستالي

ــويه  ــازي سـ ــه جداسـ ــن مطالعـ ــاي ايـ ــيلوس هـ باسـ

اسـتان   خـاك  جديد ازCryترينجينسيس حمل كننده ژن 

تواند بـه عنـوان عامـل كنتـرل      ميكه  بوده است تهران

ها و سموم شيميايي  بيولوژيك و جايگزين حشره كش

  .بوداده در مصارف كشاورزي مورد استف

 حشرات و كنترل آفات ترينجينسيس باسيلوس

 درصـد  90از  بـيش  توليـد  در كـه . دارد يادي ـت زياهم

 گياهـان  از زيـادي  تعـداد  و ميكروبـي  كش هـاي  آفت

 بـراي  عـاملي  عنـوان  بـه  به حشـرات  مقاوم تراريخته

 نـوعي  بـاكتري  ايـن  .كاربرد دارد بيولوژيك مبارزات

 اسـت  قـادر  است كـه  و اسپورداري مثبت گرم باسيل

 و عمل نموده توكسين يك همانند كشاورزي آفات عليه

ــرل در ــات بيولوژيــك كنت ــرار اســتفاده مــورد آف  ق

   ).18ـ21(گيرد

نمونـه خـاك مـورد     100از حاضـر  در مطالعه 

باسيلوس تورينجنسيس ) درصد 41(سويه 41بررسي 

هـاي روتـين و    دست آمـد كـه بـا اسـتفاده از تسـت     ه ب

ســرگروه تورينجنســيس،  4زمــره بيوشــيميايي در رو

در  cryژن . كورستاكي، سوتو و آيزاوايي قرار گرفتنـد 

هاي تحت مطالعه  از سرگروه) درصد  1/34(سويه  14

هـاي   شد كه بيشـترين و كمتـرين شـيوع ژن    يشناساي

  cry1ها به ترتيب مربـوط بـود بـه     كريستالين در ايزوله

 ،)درصـد  5/21سـويه،   3( cry3و ) درصد 50سويه،  7(

هاي  زمان ژن وجود هم) درصد 3/14سويه 2( چنين هم

cry1 ،cry2 و cry3  ــد ــان دادن ــت   41از . را نش ــويه تح س

را  cry5و  cry4هــاي  ژن) درصــد 0(كــدام  بررســي هــپچ

  .كردند ميحمل ن

و همكاران در تركيه  آسيكاين نتايج با مطالعه 

بــه  بــراوو و همكــاران در مكزيــك  . همخــواني دارد

ــي ــاي ژنويژگ ــاي ه ــاي در كلكســيون ســويه cryه ه

باسيلوس تورينجنسيس مكزيك پرداختنـد و دريافتنـد   

سويه باسيلوس تورينجنسيس ايزوله شـده   496كه از 

داراي  cry1هــاي داراي  ســويه ،نمونــه خــاك  503از 

كه با مطالعـه  ) درصد 5/49(بيشترين فراواني را بودند

نشـان   cry1مختلـف از  پروفايـل  . خـواني دارد  فعلي هم

بود كه با درصد  5/21برابر  cry3فراواني ژن . داده شد

   ).22و 23(خواني دارد همحاضر مطالعه 

) غـرب مازنـدران  (و همكاران در تنكابن   ميناظ

منطقـه از   35نشان دادند كه پـس از غربـالگري خـاك    

غرب استان مازندران به روش انتخابي استات سديم و 

L-Serine ه سـويه باسـيلوس تورنجنسـيس ب ـ    12، تعداد

ها، بـا   سويه مي از تما DNA پس از استخراج. دست آمد

ــتفاده از روش  ــاي  و روش 16S rDNA Sequencingاسـ هـ

انتخابي ابتدا باسيلوس تورنجنسـيس بـودن مشـخص    

 ميـان . ييد گرديدأت cryهاي حاوي ژن  سپس سويه. شد

س از كـلا  cryژن  سويه يك در تنها شده جدا سويه 12

1Aa گرديد كـه بـا مطالعـه     شناسايي مولكولي طريق به

توان در نتيجه شرايط  مياين تضاد . فعلي مغايرت دارد

ثيرات أجغرافيايي مختلف و تفـاوت در نـوع خـاك و ت ـ   
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 اين محققين دريافتند كـه؛ بـا  . اقليم بر اكوسيستم باشد

 و كريسـتالي  پـروتئين  ژن زيـاد  بسـيار  تنوع به توجه

 شناســايي در دقيــق فنــوتيپي ايهــ روش وجــود عــدم

ــروتئين ــن از كريســتالي، اســتفاده حضــور پ                روش اي

Semi-conserve PCR العمـل  سرعت و اندك هزينه با تواند مي 

 شناسـايي  را كريسـتالي  ژن حاوي هاي باسيلوس زياد

   .)24(كند

ــر    ــاران  در اه ــي و همك ــالك جلال ــتان (س اس

از درصـد   13و  29، 47دريافتند كه ) آذربايجان شرقي

بودنـد كـه    cry4و  cry1 ،cry3سويه به ترتيـب حامـل    62

 ،خـواني دارد  با مطالعه فعلي هـم  cry2و  cry1نتايج براي 

در مطالعه پيش رو بـا مطالعـه    cry4اما عدم وجود ژن 

ــي  ــيســالك جلال  ــ م ــه ت ــد در نتيج ــر أتوان ــيم ب ثير اقل

  .)25(شوداكوسيستم 

  

  گيري نتيجه

پـژوهش، دسـتيابي بـه پرايمـر     دستاورد ايـن  

بـه   يكريستال ژن 4جديدي است كه قادر به شناسايي 

وجـود باسـيلوس    احتمـالاً  .باشـد  ميزمان  صورت هم

تورينجنسيس مولد توكسين كريسـتالي در خـاك ايـن    

ثيرگـذار باشـد و   أتوانـد بـر رشـد لاروهـا ت     ميمناطق 

. باشـد  ثرؤخيزي خـاك م ـ  تواند در حاصل ميبنابراين 

تـر، بهتـرين خـاك    ست با انجـام مطالعـه وسـيع   بهتر ا

 . كش انتخاب گرددجهت توليد توكسين حشره

 

  تشكرر و يتقد

پايان نامـه دانشـجويي    بر گرفته ازاين مطالعه 

شناسي پزشـكي دانشـگاه    كارشناسي ارشد رشته سم

بـدين وسـيله از    ،باشـد  مـي واحد شهرضا  ميآزاد اسلا

نـت پژوهشـي   هاي كه دانشگاه و حـوزه معاو  مساعدت

جهت انجام اين تحقيق به عمل آوردند ، كمال تشـكر را  

 .داريم
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Abstract 
 

Background & aim: Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram-positive and sporulating bacteria. The 

main habitat of the bacteria is soil and able to produce a wide variety of insecticidal crystal protein's 

with Insecticide properties. The aim of the study was to detection of cry1, cry2, cry3, cry4 and cry5 

genes in the B. thuringiensis isolated from soil samples by Multiplex-PCR method. 

Methods: In this cross-sectional study, 200 grams of soil sample randomly were collected from at 

10 cm depth and totally 100 soil samples were taken from different areas of Tehran, Iran. 

According to the protocol approved by WHO, suspected colonies on B. thuringiensis isolated and 

strains were confirmed by the microbiological and biochemical tests. After DNA extraction 

Multiplex-PCR using specific primers in thermal cycler gradient the presence of cry genes were 

confirmed. Data were analyzed using one-way ANOVA. 

 

Results: Out of 100 soil samples studied, 41 strains were confirmed as B. thuringiensis. MPCR 

results showed that 14 strains carrying the crystalline toxin, 7 strains (50%) cry1, 4 strains (5.28%) 

cry2 and 3 strains (5.21%) cry3 genes. Cry4 and cry5 genes were not observed in any isolates 

(0.0%). 

 

Conclusion: Based on great diversity of crystal protein genes and the absence of reliable 

phenotypic methods for detection of the presence of crystal proteins, simultaneous identification of 

these genes can be found as low cost and high speed response for identification of crystalline 

genes produced by B. thuringiensis. 
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