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جذاسازی شذه از  thuringiensis Bacillus های بومی باکتری شناسایی ساختار شنی سویه

 های مناطق جنگلی استان مازنذران خاک

 

Genetic Characterization of Native Bacillus thuringiensis Strains Isolated from Forst 

Soil Samples of Mazandaran Province  
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 چکیذه

ػبما  سًلیاس    Cry1 ي غنمىبطق مرشلف اؾشبن مبظوسضان خساؾابظی  َبی خىگلی اظ ذبک Bacillus thuringiensis( Btَبی ثًمی )ؾًیٍ

ی ؾًیٍ 144ؾسیم، ومًوٍ ذبک مًضز ثطضؾی اظ ططیق ثبظزاضوسگی اوشربثی اؾشبر 32اظ . آوُب ضزیبثی قسزض  ضيی حكطار، ئیه مًثطدطيس

َابی  َب دطيسئیه% اظ ؾًی63/32ٍزض آمیعی اذشصبصی ي قىبؾبیی میکطيؾکًدی َب، ضوگخساؾبظی گطزیس. دؽ اظ کكز کلىی ثبؾیلًؼ

يخاًز   Cry1زض َفز خسایاٍ، غن  وكبن زاز کٍ  Btَبی ثطضؾی خسایٍ. ثؿیبضی اظ حكطار ؾمی َؿشىس کٍ ثطای کطیؿشبلی مكبَسٌ قس

، Cry1B ،Cry1C ،Cry1Dَابی   ( ي غنAdي  Aa ،Ab ،Ac)قابم   Cry1Aَبی سؼییه ؾبذشبض غوای ثاطای يخاًز رُابض غن      . آظمبیفزاضز

Cry1E ،Cry1F ،Cry1G ،Cry1H ،Cry1I ،Cry1J  يCry1K  ٌَابی  س. غنقا خفز آغبظگط اذشصبصی اوداب    14اظ ثب اؾشفبزCry1Ac  ي

Cry1I ٍَبی غن، يلی َب مكبَسٌ قسزض سمبمی ؾًیCry1Aa ،Cry1E  يCry1G ٍوشبیح ایه داػيَف  وكسوس.  یبفزَب زض َیچ یک اظ ؾًی

َابی ماًثط ضيی حكاطار    داطيسئیه کاٍ زاضای   Btَبی ثًمی ثابکشطی  سًان ثطای ضزیبثی ؾًیٍمیَبی مًلکًلی  قیًٌوكبن زاز کٍ اظ ایه 

 َؿشىس، اؾشفبزٌ کطز.

 

 Bt، قىبؾبیی مًلکًلی Cry1دطيسئیه کطیؿشبلی، غن  های کلیذی:واشه
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 مقذمه

یک ثبکشطی  Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) ثبکشطی

کف  ػىًان یک حكطٌاؾز کٍ اغلت ثٍظگط  مثجز ي اؾذًض

 گیطزفبزٌ قطاض میمیکطيثی زض ؾطح يؾیغ مًضز اؾش -ظیؿشی

زض  Btثبکشطی  (.Apaydin et al., 2008) ي َمکبضان دبیسیهآ

کىس کٍ سًلیس می یکطیؿشبل ، دطيسئیهطی فطآیىس اؾذًضظایی

 ظیبزی ضيیکكی  حكطٌقبثلیز ي وب  زاقشٍ اوسيسًکؿیه  -زلشب

ثبلذًقبن ي َبی ثبلذًلکساضان، ؾرز حكطار ضاؾشٍ لاضيَبی

زي وًع  .(Sauka et al., 2006) مکبضاني َ قًکب زاضززيثبلان 

( Cryَبی کطیؿشبلی )صًضر دطيسئیهاوسيسًکؿیه ثٍ-زلشب

( غیطاذشصبصی Cytَبی ؾیشًلیشیک )اذشصبصی ي دطيسئیه

زض  .(Martinez et al., 2004) ي َمکبضان مبضسیىع يخًز زاضز

َبی ي زي زؾشٍ اظ غن Cryَبی ، رُبض زؾشٍ اظ غن1989ؾبل 

Cyt  يیشلیي  َبفز قسوسسًصیف (Hofte and Whiteley, 

کىىس کٍ َبیی ضا ضمعگطزاوی میدطيسئیه Cry1َبی غن .(1989

ضيی  Cry2َبی غن ؛ی ثبلذًلکساضان ؾمیز زاضوسضيی ضاؾشٍ

ی ضيی ضاؾشٍ Cry3َبی غن ؛ی ثبلذًلکساضان ي زيثبلانَبضاؾشٍ

فؼبلیز ی زيثبلان ضيی ضاؾشٍ Cry4َبی ي غن ؛ ثبلذًقبنؾرز

 ,.Kaelin et al) ي َمکبضان کطیکمًضي َمکبضان،  کبلیه زاضوس

1994; Crickmore et al., 1998). 

زض ؾطاؾط خُبن ثطای  Btَبی ظیؿشی ثب دبیٍ کفحكطٌ    

کبض کىشطل اوًاع لاضيَبیی کٍ اظ آفبر مُم اقشصبزی َؿشىس، ثٍ

ٍ لاضي یک ک(. ظمبویBora et al., 1994) ي َمکبضان ثًضا ضيوسمی

ثلؼس، ضا می Btاؾذًض ثبکشطی  -حكطٌ حؿبؼ، مرلًط کطیؿشبل

قسٌ ي ی میبوی حكطٌ ح کطیؿشبل زض محیط قلیبیی مؼسٌ

ی میبوی َب اظ ططیق دطيسئبظَبی مؼسٌسًکؿیهؾذؽ ایه دیف

قًوس. سًکؿیه فؼبل ثٍ ثٍ دذشیسَبی ؾمی فؼبل سجسی  می

بوی مشص  قسٌ ي ی میَبی مؼسٌَبی ضيی ؾطح ؾلًلگیطوسٌ

ثب ایدبز مىبفصی زض غكبء ؾلًل، ػملکطز ثرف میبوی زؾشگبٌ 

ي َمکبضان  گگًقًوس گًاضـ ضا مرش  ي ثبػث مطگ حكطٌ می

(Gough et al., 2005). 

ط خُبن یبفز ي اظ مىبثغ مرشلف زض ؾطاؾ Btامطيظٌ ثبکشطی     

سًان ثٍ خساؾبظی ایه ثبکشطی اظ خملٍ میگعاضـ قسٌ اؾز. اظ

سًسًن ي ثقبیبی گیبَی سًسًن زض کكًضَبی  َبیؾًؾکقٍ لا

َبی (، ومًوKaelin et al., 1994ٍ) ي َمکبضان کبلیه مرشلف

(، Kim et al., 1998b) ي َمکبضان کیم خىًثیذبکی زض کطٌ

 ,.Kim et al) ي َمکبضان کیم خىًثیمحصًلار اوجبضی اظ کطٌ

1998aي َمکبضان یًَبوگ ( ي ریه (Hongyu et al., 2000 ،)

 کبثبلطيي  مبضسیىع َبی آثی ي ذبکی زض اؾذبویبظیؿشگبٌ

(Martinez and Caballero, 2002ٌظیؿشگب ،) َبی حجًثبر زض

 (، لده فبضلاة زض کبوبزا2005) ي َمکبضان بیسیهدآ سطکیٍ

(، ثبغبر Mohammedi et al., 2006) ي َمکبضان محمسی

( ي لاقٍ Cinar et al., 2008) ي َمکبضان ؾیىبض ظیشًن زض سطکیٍ

 ,.Khojand et al) ي َمکبضان ذًخىس آفبر دىجٍ زض ایطان

اظ مىبثغ مرشلفی  Bt( اقبضٌ ومًز. اگطرٍ ثبکشطی 2013

-سطیه ي مشىًعَبی ذبکی فطايان، امب ومًوٍخساؾبظی قسٌ اؾز

 ,.Aramideh et al) ي َمکبضان آضمیسٌ َؿشىس Btسطیه مىجغ 

2010.) 

ای  ثب قیًٌ ياکىف ظودیطٌ Btثبکشطی  Cryَبی قىبؾبیی غن    

ي  کبضيظی سًصیف قس 1991مطاظ ثطای ايلیه ثبض زض ؾبل  دلی

 Btَبی ؾمی  قىبؾبیی غن. (Carozzi et al., 1991) َمکبضان

کكی  ثیىی فؼبلیز حكطٌ سًاوس زض دیف می PCRاظ ططیق 

َب، ؾطیغ، مًثط ي َبی قىبؾبیی قسٌ کمک کىس. ایه ضيـ ؾًیٍ

َبی ؾىشی مجشىی  طمئه ثًزٌ ي خبوكیه مىبؾجی ثطای ضيـم

ثب  مًلکًلی َبییًٌزض ق ؾىدی َؿشىس. َمچىیه ثط ظیؿز

َبی  سًان اظ آوُب ثطای قىبؾبیی غن َبی خسیس می ؾبذز آغبظگط

Cry ی سًکؿیه اؾشفبزٌ  َبی سًلیس کىىسٌ خسیس ي ؾبیط غن

 (.Porcar and Juarez-Perez, 2003) دطظ-آضظذًي  دبضکط ومًز

سٌ کٍ ااقیبثییااسًال Cryغن  350سب ثٍ امطيظ، ثیف اظ     

قًز. زض ایه میبن، ضا قبم  می Cry51سب  Cry1َبی اصلی گطيٌ

ای کىشطل یی ضا ثطآثیكشطیه کبض Cry9ي  Cry1 ،Cry2َبی گطيٌ

سطیه فطايان Cry1َبی اوس. غنٍاااَبی ثبلذًلکساضان زاقشگًوٍ

 Cryَبی % اظ سًالی43یؼز ثًزٌ ي ثیف اظ زض طج Cryَبی غن

 ي َمکبضان گبضؾیب-اظظضي قىبذشٍ قسٌ مشؼلق ثٍ ایه گطيٌ اؾز

(Rosas-Garcia et al., 2008).  

َبی ثًمی گطی ؾًیٍَسف دػيَف حبضط خساؾبظی ي غطثبل    

Bt َبی اؾشبن قُطؾشبن خىگلیَبی َبی اکًؾیؿشماظ ذبک

َبی مًلکًلی ثطای ثطضؾی ًٌمبظوسضان ي َمچىیه کبضثطز قی

)ػبم  سًلیس سًکؿیه مؤثط ضيی حكطار آفز  Cry1يخًز غن 

ثط ایه ثب اؾشفبزٌ اظ آغبظگطَبی ثًز. ػلايٌ ی ثبلذًلکساضان(ضاؾشٍ

َبی ، غوًسیخ ؾًیCry1ٍَبی غن اذشصبصی ثطای ظیطگطيٌ

-زاضای ایه غن سؼییه ي ثط ایه اؾبؼ قبثلیز احشمبلی حكطٌ

قًز. ثسیه سطسیت امیس اؾز ثب ثیىی میدیف کكی آوُب ویع

َبی ثًمی خسیس، دؽ اظ مطاح  سکمیلی اظ آوُب مؼطفی ؾًیٍ

َبی میکطيثی زض ثطوبمٍ -َبی ظیؿشیکفثطای سًلیس حكطٌ

مسیطیز سلفیقی آفبر ي کىشطل ثیًلًغیک حكطار آفز اؾشفبزٌ 

 قًز.
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 هامواد و روش

 بردارینمونه

ثطزاقز مشطی  ؾبوشی 2-5َبیی اظ ػمق ثطزاضی ذبک ثطای ومًوٍ

َبی  آيضی قسٌ زض زاذ  کیؿٍ َبی ذبک خمغ ومًوٍ .قس

. ایه ي ثٍ آظمبیكگبٌ حم  گطزیسدلاؾشیکی اؾشطی  شذیطٌ 

 َبی خىگلی مىبطق مرشلف اؾشبن مبظوسضانَب اظ ذبک ومًوٍ

قُطؾشبن ثُكُط، وکب، ؾبضی، خًیجبض، قبئمكُط،  16قبم  

کىبض، آم ، وًض، ثلؿط، محمًزآثبز، فطیسينؾًازکًٌ، ثبث ، ثب

(. اظ 1قس )قک   آيضی خمغوًقُط، ربلًؼ، سىکبثه ي ضامؿط 

ی ذبک ثطای ومًوٍ 32ي زض مدمًع  َط قُطؾشبن زي ومًوٍ

 ثطزاقز گطزیس. Btخساؾبظی ثبکشطی 

 
 

 

 
 سضان )َط قُطؾشبن ثٍ سفکیک ثب دیکبن وكبن زازٌ قسٌ اؾز(َبی خىگلی اؾشبن مبظوثطزاضی اظ ذبکَبی ومًوٍ: مکبن1قک  

Fig. 1: Sampling locations from the forest soil samples of Mazandaran province (each county is separately showed by 

an arrow)  

 

 

 Btجذاسازی اختصاصی باکتری 

 یمؾساؾشبراظ ضيـ اوشربثی  Btثطای خساؾبظی ثبکشطی 

ؾبػز  3مسر ططیق کٍ یک گط  اظ ومًوٍ ثٍاؾشفبزٌ قس. ثسیه

0زض زمبی 
C30  کكز مبیغ محشًی لیشط محیطمیلی 20زض

ؾسیم ( کكز زازٌ قس. اؾشبر 8/6 ;PH) M25/0 ؾسیم اؾشبر

قًز. یک می Btظوی اؾذًضَبی طًض اذشصبصی مبوغ خًاوٍثٍ

زقیقٍ سحز  20مسر لیشط اظ َط ومًوٍ کكز زازٌ قسٌ ثٍمیلی

0سب  60قًک حطاضسی 
C70  قطاض گطفز. ثسیه سطسیت اؾذًضَبی

َب اظ ثیه ضفشٍ ي سىُب اؾذًضَبی مقبي  ي خًاوٍ ظزٌ ؾبیط ثبکشطی

-َب ضيی محیطمبوسوس. ؾذؽ ومًوٍثبقی می Btی  خًاوٍ وعزٌ

کكز  (CCY ي LBA ،T3) Btَبی کكز مؼمًل یب اذشصبصی 

َبی ثبکشطی ظ اظ کكز، کلىیضي 3-5زازٌ قسوس. دؽ اظ گصقز 

ثطاؾبؼ قک  ظبَطی کلىی )ؾفیس مبر( گعیىف ايلیٍ قسٌ ي 

0% زض زمبی 9/0زض زاذ  آة ومک 
C4  ي  سطايضظقسوس وگُساضی

 (.Travers et al., 1987)َمکبضان 
 

 کشت باکتری و شناسایی میکروسکوپی

کلًن سک  LBAکكزضيی محیط ثطخساؾبظی قسٌ  َبیؾًیٍ

ی  اظ کكز، ثب اؾشفبزٌ اظ قیًٌ ضيظ 3-5گصقز  قسوس. دؽ اظ

َب اؾلایس سُیٍ قس ي ثطاؾبؼ ثلً اظ ومًوٍآمیعی کًمبؾی ضوگ

ي ( Capکلاَک )سًلیس اؾذًض، ) Btَبی میکطيؾکًدی قبذص

 اودب  قس.قىبؾبیی  (کطیؿشبل

 

 باکتری DNAاستخراج 

سکثیط  LBAکكز ضيی محیط َبی خساؾبظی قسٌثبکشطی

لیشط اظ  زاذ  یک میلیقسٌ کكز  ومًوٍاظ  مقساضیقسوس. 

Tris ( M01/0 8 ;PH،)EDTA  ( M001/0 )حبيی  1محلًل 

ؾذؽ ثٍ دلز قس. ؾبوشطیًفًغ گطفز ي قطاض  NaCl (M1)ي 

µl200 ( اظ ثبفط اؾشرطاجTris ( M025/0 , 8 ;PH،)EDTA  

(M01/0 ؾبکبضظ ،)25( ي لایعيظایم %mg/ml 4) اضبفٍ قس ي )

0ػز ي ویم زض زمبی یک ؾبثمسر 
C37 ؾذؽ . قطاض گطفز

µl100 حبيی 2 اظ محلًلNaOH  (M10 میلی 2میعان ٍث-

 فریذونکنار
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لیشط( ي آة مقطط میلی 10میعان زضصس ثٍ 10) SDSلیشط(، 

 زقیقٍ زض 20مسر ٍي ث ثٍ آن افعيزٌ لیشط(میلی 88اؾشطی  )

0 زمبی
C20- زض ازامٍ. قطاض زازٌ قس µl200  اظNaCl (M5 ) ٍث

0زقیقٍ زض  40مسر ٍاضبفٍ ي  ثآن 
C20- ثؼس اظ آن ثبقی مبوس .

0مسر دىح زقیقٍ زض زمبی زيض ثٍ 15000َب زض ومًوٍ
C4 

محلًل ضيیی ثٍ میکطيسیًح خسیس مىشق  قس ي  .ؾبوشطیًفًغ قس

ثطاثط محلًل ثطزاقشٍ قسٌ ثٍ آن اسبوًل ؾطز  5/1-5/2ثٍ مقساض 

(0
C20- ٍ70ثب اسبوًل بز قسٌ اید قس. دلزي ؾبوشطیفًغ ( اضبف %

آن، زض محلًل اظ ذكک کطزن دؽ ي قس قؿز ي قً زي ثبض 

TE  محشًی(Tris  ثٍ غلظزmM10  يEDTA  ثٍ غلظزmM 

 (.Rolle et al., 2005) ي َمکبضان ضيل ( ح  قس1

 طراحی آغازگر

َبی اذشصبصی  َبی غوی اضائٍ قسٌ ثطای غن ثط مجىبی سًالی

Cry1ُم آغبظگطَبی مرشلفی ؾىشع َبی اطلاػبسی م ، زض ثبوک

 قسوس.

، Cry1Aaی آن ) ظیطمدمًػٍ 14ي  Cry1زض ایه دػيَف غن  
Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Ad ،Cry1B ،Cry1C ،Cry1D ،

Cry1E ،Cry1F ،Cry1G ،Cry1H ،Cry1I ،Cry1J  يCry1K )

ي َمکبضان  وػازؾیفیخفز آغبظگط  15ثب اؾشفبزٌ اظ 

(Seifinejad et al., 2008 مًضز ) (.1ثطضؾی قطاض گطفز )خسيل 

 

  Bacillus thuringiensisَبی آن زض ثبکشطی ي ظیط مدمًػٍ Cry1َبی آغبظگطَبی ػمًمی ي اذشصبصی ثطای سکثیط غن : يیػگی1خسيل 

Table 1: Characteristics of general and specific primers for amplification of cry1 and its subset genes in Bacillus 

thuringiensis 

 آغبظگط

Primer 

 aسًالی

Sequence
 

 مًقؼیز

Positions
 

 غن

Gene 

 (bpی محصًل )اوساظٌ

Product size (bp) 

قمبضٌ زؾشطؾی ثبوک 

 غن

Gen Bank 
Accession No. 

Cry1(F) 5′-tracrhtddbdgtattagat-3′ 726 Cry1 1542  

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′     
a 
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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 های آنو زیرمجموعه Cry1ردیابی مولکولی شن 

َبی مطاظ ثُیىٍ قسٌ ثطای غن ای دلی ظودیطٌ اخعای ياکىف

Cry1  زض حدمµl25  : قبمµl2  اظDNA ،µl5/0  اظdNTP 

 Taq DNAآوعیم  µl2/0(، Mm2/0)غلظز وُبیی: 

Polymerase  ،)مقساض وُبیی: یک ياحس(µl2  اظ َط کسا  اظ

)غلظز  MgCl2اظ  µl 1(، µM8/0آغبظگطَب )غلظز وُبیی 

 µl8/14( ي X1)مقساض وُبیی  PCRثبفط  mM2 ،)µl 5/2وُبیی: 

سطسیت قبم  آة مقطط اؾشطی  ثًز. مطاح  ياکىف ثٍ

0ؾبظی ايلیٍ زض زمبی  ياؾطقشٍ
C94 ٍ35مسر دىح زقیقٍ، ث 

0ؾبظی زض زمبی  رطذٍ قبم  ياؾطقشٍ
C94  ثبویٍ،  45ثٍ مسر

0ثبویٍ زض  30مسر یک زقیقٍ ي اسصبل ثٍ
C45  ي مطحلٍ طًی-

0ثبویٍ زض  30مسر یک زقیقٍ ي قسن ثٍ
C72  قسن ي طًی

0مسر دىح زقیقٍ زض زمبی وُبیی ثٍ
C72  .ثًز 

ی ظیطمدمًػٍ 14مطاظ ثطای ای دلیاخعای ياکىف ظودیطٌ    

ي زمبی  MgCl2ثب ایدبز سغییطار خعئی زض مقساض  Cry1غن 

ؾبظی گطزیس کٍ ػجبضسىس اظ: مطحلٍ اسصبل زض رىس غن ثُیىٍ

Cry1C  يCry1I  مقساضMgCl2  اظµl1  ٍثµl75/0  کبَف ي

0ی اسصبل اظ زمبی مطحلٍ
C45  ٍ0ث

C46  .زض مًضزافعایف یبفز 

Cry1D  يCry1J  سىُب میعانMgCl2  ٍکبَف یبفز.  75/0ث

 .ثًز Cry1َب مكبثٍ ثب غنؾبیط  PCRاخعای 

% 2ثب اؾشفبزٌ اظ غل آگبضيظ  PCRالکشطيفًضظ محصًلار     

زقیقٍ  5-10مسر آمیعی، غل مًضز وظط ثٍضوگ اودب  قس. ثطای

-ثطيمبیس قطاض گطفز. دؽ اظ اودب  ضوگزض زاذ  محلًل اسیسیً 

ثطزاضی اظ آمیعی، غل ثٍ آضامی ثب آة مقطط قؿشٍ قس. ػکؽ

( GEL LOGIC 200ذًان کساک )غل ثب اؾشفبزٌ اظ زؾشگبٌ غل

 صًضر گطفز.

 

 نتایج 

های ها براساس شاخصشناسایی سویهجذاسازی و 

 مورفولوشیک

 32)ؾفیس مبر( اظ  Btاؾبؼ قک  ظبَطی کلىی ثطزض اثشسا 

 144 سؼسازاؾشبن مبظوسضان  مىبطق مرشلف خىگلی ذبکومًوٍ 

ثلً آمیعی ثب کًمبؾیگطزیس. دؽ اظ اودب  ضوگگعیىف  خسایٍ

سًلیس َبی میکطيؾکًدی )مجىبی قبذص َب ثطقىبؾبیی خسایٍ

قىبؾبیی  (.2 )قک ( اودب  قس اؾذًض، کلاَک ي کطیؿشبل

ػمًمبً اظ ططیق میکطيؾکًح فبظ کىشطاؾز  Btمیکطيؾکًدی 

َب ثٍ ضوگ سیطٌ ي اؾذًضَب )زض فبظ قًز کٍ کطیؿشبل اودب  می

ثسیه سطسیت زض   (.Kaur, 2006) کبئًض قًوسضيقه( زیسٌ می

كبَسٌ َبی کطیؿشبلی قک  مَب دطيسئیه% اظ ؾًی63/32ٍ

 (.2گطزیس )خسيل 

 

 
 (100×ومبیی)ثعضگ Bacillus thuringiensisثبکشطی  (cap) کلاَک ( يs) (، اؾذًضc) کطیؿشبل :2قک  

Fig. 2: Crystal (c), spore (s) and cap of Bacillus thuringiensis (enlarge× 100) 
 

  Btهای بررسی ساختار شنی سویه

سٌ داطيسئیه کطیؿاشبلی ثاط ضيی    َابی سًلیسکىىا  اظ آودب کاٍ غن 

DNA  دلاظمیسی ایه ثبکشطی قطاض زاضز ثب اودب  سغییطار مرشلف

ٍ ثطای ایه ثبکشطی DNAثُشطیه قیًٌ اؾشرطاج  ؾابظی  َب ثُیىا

 ٍ ی ؾااًیٍ 47َااط  DNAخُااز اطمیىاابن ثیكااشط  قااس ي ثاا

ٍ  15طیؿشبل ثٍ َمطاٌ ی اؾذًض، کلاَک ي کسًلیسکىىسٌ ی ؾاًی

رطاج ي ثااطای اودااب  ااااکلاَااک اؾش ی اؾااذًض يکىىااسٌسًلیس

 َبی ثؼسی آمبزٌ گطزیس.آظمبیف

 Cry1های دارای شن شناسایی سویه

-، ایه خسایDNAٍؾبظی ي اودب  مطاح  اؾشرطاج دؽ اظ ثُیىٍ

 .قطاض گطفشىس PCRسحز ياکىف  Cry1آغبظگط ثب اؾشفبزٌ اظ  َب

َبی مًضز زض اوساظٌ Cry1 حبيی غنَفز ؾًیٍ اظ ثیه آوُب 

ي َفز ؾًیٍ زیگط  (3 )قک  ثًزوس( bp1600-1500ظبض )اوش

( سًلیس ومًزوس کٍ bp 600-500سط ) حسيز ویع قطؼبر کًرک

 َبی ثیكشط اؾز. یبثی ي ثطضؾیویبظمىس سًالی
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ن َبی خىگلی اؾشبی اؾذًض، کلاَک ي کطیؿشبل زض ذبکسًلیسکىىسٌ Bacillus thuringiensisَبی ثبکشطی : سًظیغ ؾًی2ٍخسيل 

 مبظوسضان

Table 2: Distribution of spore, cap and crystal forming isolates of Bacillus thuriengiensis in forest soil samples of 

Mazandarn province 
سؼساز 

 َبؾًیٍ

Total of 

strains 

 

َبی سؼساز ؾًیٍ

 سًلیسکىىسٌ اؾذًض

Total of spore 

forming strains 

ی سًلیسکىىسٌ َبسؼساز ؾًیٍ

 اؾذًض ي کلاَک

Total of spore and cap 

forming strains  

َبی سًلیسکىىسٌ سؼساز ؾًیٍ

 کطیؿشبل

Total of crystal forming 

strains 

َبی سًلیسکىىسٌ زضصس ؾًیٍ

 کطیؿشبل 

Percentage of crystal 

forming strains 

144 82 15 47 32.63 

 

 

 
: وكبوگط مًلکًلی Bacillus thuringiensis (M( زض َفز خسایٍ ثًمی ثبکشطی bp 1600-1500) Cry1: سکثیط اذشصبصی غن 3قک  

 يظوی(

Fig. 3: Specific amplification of Cry1 (1500-1600 bp) in seven native Bacillus thuringiensis isolates (M: Molecular 

weight marker) 
 

صاضی ي وحًٌ دطاکىف آوُاب  وبمگ Cry1َفز ؾًیٍ حبيی غن     

مرشلف اؾشبن سؼییه گطزیس.  َبیَبی ذبک قُطؾشبنزض ومًوٍ

قُطؾاشبن   16َابی ذابک خىگلای ماًضز ثطضؾای زض      اظ ومًوٍ

داىح قُطؾاشبن )واًض، ؾابضی، ؾاًازکًٌ،       Btَبی اؾشبن، ؾًیٍ

ثًزوااس کااٍ ثیكااشطیه   Cry1محمًزآثاابز ي ثُكااُط( زاضای غن 

طؾشبن وًض ثب ؾاٍ ؾاًیٍ ي رُابض    َبی ذبک قُفطاياوی زض ومًوٍ

 قُطؾشبن زیگط َط کسا  ثب یک ؾًیٍ محشًی ایه غن ثًزوس. 

 Cry1های شن بررسی زیرگروه

 Cryَابی غن  ثٍ واًع ي ظیطگاطيٌ   Btَبی دشبوؿی  ؾمیز ؾًیٍ

( 3(. زض خاسيل ) 2008)ي َمکابضان   آدبیاسیه آن ياثؿشٍ اؾاز  

زؾز آمسٌ ٍسىًع غوی ایه َفز ؾًیٍ ثطاؾبؼ الگًَبی ثبوسی ث

 اضائٍ قسٌ اؾز.

ٍ   Cry1Iي  Cry1Acَبی زض ایه ثطضؾی، غن َاب  زض سمابمی ؾاًی

زض َایچ   Cry1Gي  Cry1Aa ،Cry1Eَابی  یبفز قسوس، اماب غن 

ٍ  یک اظ ؾًیٍ َابی  َاب غن َب مكبَسٌ وكسوس. زض ثطذای اظ ؾاًی

Cry1D ،Cry1F ،Cry1J  يCry1K ٌَاابی مشفاابير اظ زض اوااساظ

، سکثیط قسوس. سًلیس مساي  ي سکثیط مىبؾت آوچٍ مًضز اوشظبض ثًز

زَىاسٌ اواساظٌ   َبی مًضزوظط وكابن ایه قطؼبر مشفبير زض ؾًیٍ

یابثی ایاه   َبی ثًمی اؾز. سًالیَب زض ایه ؾًیٍمشفبير ایه غن

َبی اؾاشبوساضز، زلیا  اذاشلاف زض    قطؼبر ي مقبیؿٍ آن ثب سًالی

فطاياوی طًل قطؼبر سکثیطی ضا مكرص ذًاَس کطز. زض ثطآيضز 

( سکثیط مثجز ثسين لحبظ اوساظٌ قطؼٍ، 4َب )قک  َط یک اظ غن

 مجىب قطاض گطفز.
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 Cry1های مختلف شن نیمرخ

سًاوس می Btغوی مرشلف زض ثبکشطی  َبیویمطخآگبَی اظ 

کبضگیطی آوُب ضا زض ثطاثط طیف يؾیؼی اظ حكطار احشمبل ثٍ

َبی مجشىی ثط آفز افعایف زازٌ ي ثبػث کبضآیی ثیكشط ثطوبمٍ

قًز. وشبیح وكبن زاز کٍ ایه َفز ؾًیٍ زاضای َفز  Btکبضثطز 

ثب ؾٍ غن، حساق   NR2غوی مشفبير َؿشىس. ؾًیٍ  ویمطخوًع 

َب زاضای سؼساز ثیكشطی (. ؾبیط ؾًی5ٍسىًع ضا زاضا ثًز )خسيل 

غوی زض  ویمطخسطیه ثًزوس. مشىًع Cry1َبی ظیط مدمًػٍ اظ غن

 MA1زض ؾًیٍ  Cry1ثب َكز ظیط مدمًػٍ غوی ایه اکًؾیؿشم 

 (.5مكبَسٌ قس )قک  

 

 

 َبی خىگلی اؾشبن مبظوسضانخساؾبظی قسٌ اظ ذبک  Bacillus thuringiensisَبی زض ؾًیٍ Cry1: ؾبذشبض غوی 3خسيل 

Table 3: Characterization of Cry1 genes in Bacillus thuringiensis isolates from the forest soil samples of Mazandaran 

province. 

    
 َبؾًیٍ

Strains 
   

 َبغن
Genes 

*NR1 NR2 NR3 SR1 SK1 MA1 BH1 

Cry1Aa    -** - - - - - - 

Cry1Ab - - - - - + - 

Cry1Ac + + + + + + + 

Cry1Ad + - + + + + + 

Cry1B - - + + + + - 

Cry1C - - - - - + - 

Cry1D ± ± - - + + - 

Cry1E - - - - - - - 

Cry1F - - + ± + - - 

Cry1G - - - - - - - 

Cry1H - - - - - + - 

Cry1I + + + + + + + 

Cry1J - - ± ± ± - ± 

Cry1K - - - ± - - - 

 : ثُكُطBH: محمًزآثبز ي MA: ؾًازکًٌ، SK: ؾبضی، SR: قُطؾشبن وًض، NRَب: ؾًیٍ *

 اوشظبضمًضز اوشظبض ي سکثیط غن زض اوساظٌ غیطقبث  مؼىی: ثسين سکثیط، سکثیط غن زض اوساظٌ سطسیت ثٍثٍ ±ي  +، -ػلایم  **

* The Isolates: NR: Noor, SR: Sari, SK: Savadkooh, MA: Mahmoud abad, BH: Behshahr 

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

fragment, respectively 
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Cry1 ژن های

Cry1 genes 
 َبی خىگلی اؾشبن مبظوسضانزؾز آمسٌ اظ ذبکٍث Bacillus thuringiensisَبی ؾًیٍ زض Cry1َبی : فطاياوی اوًاع غن4قک   

Fig. 4: Cry1 genes abundance in detected Bacillus thuringiensis isolates from the forest soil samples of Mazandaran 

province  

 

 

 َبی خىگلی اؾشبن مبظوسضانخساؾبظی قسٌ اظ ذبکBacillus thuringiensis َبی ثبکشطی زض ؾًیٍ Cry1: ویمطخ غوی 5خسيل 
Table 5: Cry1 gene profiles in isolated Bacillus thuringiensis strains from the forest soil samples of Mazandaran 

province  

 َبویمطخ
Profiles 

 وب  ؾًیٍ
Strains 

Cry1Ab,Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1B,Cry1C,Cry1D,Cry1H,Cry1I MA1 
Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1B,Cry1F,Cry1I,Cry1J,Cry1K SR1 
Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1B,Cry1D,Cry1F,Cry1I,Cry1J SK1 

Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1B,Cry1F,Cry1I,Cry1J NR3 

Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1I,Cry1J BH1 

Cry1Ac,Cry1Ad,Cry1D,Cry1I NR1 

Cry1Ac,Cry1D,Cry1I NR2 

 

 

 : وكبوگط مًلکًلی يظویBacillus thuringiensis  (M)اظ ثبکشطی MA1ویمطخ غوی ؾًیٍ  :5قک  
Fig. 5: Gene profile for MA1 strain of Bacillus thuringiensis (M: Molecular weight marker) 
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 بحث 

 Cryَبی غنثطای قىبؾبیی  PCRدؽ اظ مؼطفی ي سًصیف 

ایه (، Carozzi et al., 1991)ي َمکبضان  کبضيظی Btثبکشطی 

ثیىی فؼبلیز دیفثطای ػىًان یک اثعاض مًلکًلی ثٍ قیًٌ

اثعاض ثطای ایه اظ  َبی ثبکشطی دیكىُبز قس. ؾًیٍکكی حكطٌ

ي یب  يخًزي َمچىیه سؼییه  DNAَبی ذبصی اظ  سکثیط ثرف

 دطظ-آضظذًي  دبضکط قًز مییک غن َسف اؾشفبزٌ  يخًزػس 

(Porcar and Juarez-Perez, 2003 .)ٌمطاظ ای دلیياکىف ظودیط

َبی مرشلف زض ثطای ضزیبثی غنؾطیغ، زقیق ي مطمئه  یضيق

ؾىدی حكطار َبی ؾىشی ظیؿزقیًٌاؾز.  Btثبکشطی 

ودب  سیمبضَبی ٌ ثًزٌ ي احكطسؼساز ظیبزی ویبظمىس دطيضـ 

ثطز. اظ ایه ضي، قىبؾبیی مًلکًلی مرشلف ظمبن ظیبزی می

 َبی ؾىشی قًز.سًاوس ثرًثی خبیگعیه قیًٌَبی مًثط میؾًیٍ

َبی ؾًیٍ Cryَبی سًان اظ ؾبذشبض غنمی ضيـَمچىیه ثب ایه 

 .ثیىی کطز کكی آوُب ضا دیف ي قبثلیز حكطٌ ثًمی آگبَی یبفز

( ثااب اؾااشفبزٌ اظ Kim et al., 1998aي َمکاابضان )کاایم 

 Btؾاااًیٍ  163ضا زض  Cry1غن  9آغبظگطَااابی اذشصبصااای،  

-خساؾبظی قسٌ اظ اوجبض غالار ماًضز ثطضؾای قاطاض زازواس. غن      

Cry1Ab (47فطايان )%َابی  سطیه ي غنCry1G (2 ي )%Cry1E 

 %( زاضای کمشطیه فطاياوی ثًزوس.  1)

 Btؾاًیٍ   58( اظ 1998bي َمکابضان )  کیمزض دػيَف زیگط     

 Cry1Ab%( ي 57) Cry1Cَاابی ، غنخساؾاابظی قااسٌ اظ ذاابک

زض  Cry1Fي  Cry1Eَابی  َب ثًزوس ي غنسطیه غن%( فطايان45)

 َب یبفز وكسوس.َیچ یک اظ ؾًیٍ

ؾًیٍ  Bt ،34ؾًیٍ  70زض سحقیق مكبثُی زض ایطان اظ 

( زاضای 100%) Cry1Iثًزوس. غن  Cry1%( زاضای غن 49)

ي  Cry1B ،Cry1G ،Cry1Hَبی اوی ثًزٌ ي غنثیكشطیه فطاي

Cry1K َبی یبفز وكسوس. َمچىیه غنCry1C ،Cry1E  ي

Cry1J ٍاوشظبض  َبی غیطقبث َب زض اوساظٌزض ثطذی اظ ؾًی

 ,.Seifinejad et al)ي َمکبضان  وػازؾیفیمكبَسٌ قسوس 

مًثط ضيی حكطار  Btَبی (. زض َىس ویع ثب ثطضؾی ؾًی2008ٍ

ثب ثیكشطیه  Cry1Iثبلذًقبن، غن بی ثبلذًلکساضان ي ؾرزَضاؾشٍ

 ,.Pooja et al) ي َمکبضان دًخب %( مكبَسٌ قس05/7فطاياوی )

2013.) 

خع ذبک ویع اظ مىبثؼی ثٍ Btَبی خؿشدً ثطای یبفشه ؾًیٍ    

( 2008ي َمکبضان ) . آدبیسیهَمطاٌ زاقشٍ اؾزوشبیح مشغیطی ثٍ

زؾز آمسٌ اظ اوجبض ؾًیٍ ثٍ 36ض ضا ز Cry1غن ظیط مدمًػٍ  10

 Cry1E (100 ،)%Cry1Aaَبی غلار قىبؾبیی ومًزوس. غن

(95 ،)%Cry1Ac (91ثیكشطیه فطاياوی ي غن )% َبیCry1Ab 

(7 ،)%CryAd (6 ي )%Cry1B (3 .کمشطیه فطاياوی ضا زاقشىس )%

خساؾبظی قسٌ اظ لاضيَبی  Btؾًیٍ  40زض کكًض ؾًضیٍ اظ 

مكبَسٌ  Cry1Acي  Cry1Aaَبی َب غنًیٍآلًزٌ، زض سمبمی ؾ

 Cry1Ab (34ؾًیٍ( ي  37) Cry1Iَبی قسوس. دؽ اظ آن غن

ؾًیٍ( ثب کمشطیه  4) Cry1Dؾًیٍ( ثب ثیكشطیه فطاياوی ي غن 

 ,.Ammouneh et al)ي َمکبضان  آمًوٍفطاياوی مكبَسٌ گطزیس 

2013 .) 

-ی غنَبی مكبَسٌ قسٌ زض محشًیابر غوشیکا  احشمبلاً سفبير    

خملاٍ  اکًلًغیاک مىابطق مرشلاف اظ    سفابير  وبقی اظ Cryَبی 

دًقف گیبَی، سىًع حكاطار میعثابن ي سىاًع فاًن ذابک زض      

ي  کاایم ،ماابضسیه ي سااطايضظوااًاحی مشفاابير خغطافیاابیی اؾااز  

(. Martin and Travers, 1989; Kim et al., 1998b)َمکابضان  

غوشیکای   َب کٍ طی آن، سجبزلوقف فطآیىس دیًؾشگی زض ثبکشطی

َبی وًسطکیت ثب محشًیبر ثیه زي ثبکشطی مىدط ثٍ ایدبز ثبکشطی

 مرااسي قااًز ویااع مااًضز سًخااٍ اؾااز غوشیکاای خسیااسی ماای

(Makhdoom, 1998.) 

قاًز،  َاب ي سىاًػی کاٍ زض وشابیح زیاسٌ مای      ضغم سفبيرػلی    

َب زض مىابثغ ي واًاحی مرشلاف سقطیجابً مكابثٍ      فطاياوی ثطذی غن

 Cry1Gي  Cry1Aa ،Cry1Eَابی  غن اؾز. زض داػيَف حبضاط  
ویاع   Cry1Kي  Cry1Ab ،Cry1C ،Cry1Hَبی یبفز وكسٌ ي غن

َاب زض ثطذای اظ مطبلؼابر کمشاط     فطاياوی کمی زاقشىس. ایاه غن 

ي  کاایممكاابَسٌ قااسٌ ي یااب زض ثطذاای اصاالاً مكاابَسٌ وكااسوس 

ي  آضمىگاًل  ،اؾاذیىًظا ي  یشاب آضی ،ي َمکابضان  مبضسیىع ،َمکبضان

 Kim et al., 1998a; Kim et al., 1998b; Martinez)َمکبضان 

et al., 2005; Arrieta and Espinoza, 2006; Armengol et 

al., 2007.) 

َبی غوی زض ثیه َفز ؾًیٍ یبفز قسٌ ثىسی ویمطخثب زؾشٍ    

غن  8سب  3زض سحقیق حبضط، َفز وًع ویمطخ غوی مرشلف اظ 

، Cry1Abغن  سطیه ویمطخ زاضای َكزمكبَسٌ قس کٍ مشىًع

Cry1Ac ،Cry1Ad ،Cry1B ،Cry1C ،Cry1D ،Cry1H  ي

Cry1I .ثًز 

کٍ زض دػيَف مكبثٍ زیگطی کٍ زض ایطان اودب  قاس  زضحبلی    

 9ویمطخ غوی مرشلف اظ ا سب  Cry1 ،22ؾًیٍ محشًی غن  34اظ 

، Cry1Aaسطیه ویمطخ غوی زاضای وٍ غن غن مكبَسٌ قس. مشىًع

Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Ad ،Cry1C ،Cry1D ،Cry1E ،
Cry1F  يCry1I ( ضزیاابثی قااس 9/2ؾااًیٍ )ثااًز کااٍ زض یااک%

 (.2008)ي َمکبضان  وػازؾیفی

سىُاب   ،Cry1ؾًیٍ محشاًی غن   31َبی زیگط اظ زض دػيَف

( ي اظ 2006) اؾاذیىًظا  ي یشاب آضی%( مرشلف 42ویمطخ غوی ) 13

ٍ  ، Cry1ؾًیٍ زاضای غن  18 زؾاز  رُبض وًع ویمطخ مرشلاف ثا

، Cry1Aa ،Cry1Abسااطیه سااًالی ثااب دااىح غن آمااس کااٍ مشىااًع

Cry1Ac ،Cry1B  يCry1D   ( 7/77ؾااًیٍ ) 14ثااًز کااٍ زض%
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ي َمکابضان  آدبیاسیه  (. 2007)ي َمکبضان  آضمىگًلمكبَسٌ قس 

ویمطخ غوای   Cry1 ،18ؾًیٍ زاضای غن  36( زض سطکیٍ اظ 2008)

 9آن ثاب  ساطیه  غن( ضزیبثی ومًزوس کٍ مشىًع 9سب  2مرشلف )اظ 

، Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1B ،Cry1C ،Cry1Dغن 

Cry1E ،Cry1F  يCry1G   .مكبَسٌ گطزیس 

     ٍ  Btَاابی ثااًمی وشاابیح ایااه دااػيَف وكاابن زاز کااٍ ؾااًی

َابی خىگلای اؾاشبن مبظواسضان اظ سىاًع      قسٌ اظ ذبکخساؾبظی

َابی  غوشیکی قبث  سًخُی ثطذًضزاض َؿشىس. اظ آوداب کاٍ ذابک   

َابی   ضفز کٍ ؾًیٍ ظیؿشی ثبلایی زاضوس، اوشظبض می خىگلی سىًع

یبفز قًز. ػلايٌ ثط ایه يخاًز رىاسیه ویماطخ     Btمشؼسزی اظ 

( Cry1ظیاط مدمًػاٍ مطثاًط ثاٍ      8ساب   3َب )ثیه  غوی زض ؾًیٍ

ٍ  وكبن َاب ثاٍ ػىاًان آفاشکف      زَىسٌ قبثلیز مىبؾت ایاه ؾاًی

ٌ ؾىدی ثب اؾاشفبز  َبی ظیؿز ظیؿشی ثًمی اؾز. اودب  آظمبیف

َب ضيی یک یاب رىاس آفاز اظ ضاؾاشٍ ثبلذًلکاساضان،       اظ ایه ؾًیٍ

سطی اظ قبثلیز کبضثطز ػملی آوُب زض اذشیبض ذًاَس سًصیف زقیق

  ٍ -گصاقز کٍ امیس اؾز دؽ اظ طی مطاح  سکمیلای، زض ثطوبما

َبی کىشطل ثیًلًغیک ي مسیطیز سلفیقی آفابر ماًضز اؾاشفبزٌ    

 قطاض گیطوس.
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