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از خاك و اثر Bacillus thuringiensis وواي جدا نمودن روش انتخابي بر
Musca Domestica توكسين توليدي آن بر روي

ااسيامك نايبي
nayebis@yahoo.com استاديار گروه زيست شناسى، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمال

تاريخ دريافت: 87/12/28            تاريخ پذيرش: 88/2/26

چكيده
تاكنون Bacillus thuringiensis با داشتن پتانسيل بالاى مبارزه با آفات و حشرات مورد بررسى هاى زيادي قرار گرفته
باسيلوس ترشحى  از سم  استفاده  با  مگس  بيولوژيكى  دفع  بودن روش  كارآمد  ميزان  بررسى  تحقيق  اين  از  است. هدف 
باسيل هاى اندازه گيرى وزن پلاسميدهاى  و  بيوتيكى  آنتى  ميزان حساسيت  ابتدا  اين آزمايش  تورنجينستيس مى باشد. در 
آميزى رنگ  و  نيترات  احياء  كربوهيدرات،  متابوليسم  مثل  شناسايى  تست هاى  كمك  به  محيطى  نمونه هاى  از  شده  جدا 
فقط رشد قديمي كه  بر خلاف روش هاي  شناسايى شد.  باسيل  اين  از  ايزولات   20 انجام وسپس  پروتئين آن ها  كريستال 
توسط استات سديم Bacillus thuringiensis ارگانيسم دلخواه مدنظر قرار مي گرفت در اين روش ابتدا از رشد اسپورهايs
Bacillusاز اندوتوكسين ها  نهايي  جلوگيري گرديد وسپس در محيط كشت آگار غني شده رشد داده شدند، در مرحله 
Musca domestica مورد بررسي قرار گرفت. نتايج بدست آمده، استفاده از جدا و اثركشندگي آن ها بر thuringiensis

و توكسين توليدى آنرا به عنوان يك حشره كش موثر نشان داد.  Bacillus thuringiensis
بكليد واژه: باسيلوس تورينجينسيس، پلاسميد، اندوتوكسين، ايزولاسيون.

مقدمه
 قدمت مبارزه با آفات به اندازه تاريخ بشريت عمر دارد. 
صورت  راه  اين  در  بسياري  تلاش هاي  كه  اين  وجود  با 
از  را  خود  اهميت  و  نشده  حل  هنوز  مشكل  اين  گرفته، 
مبارزه  است. در طي 40 سال گذشته سموم  نداده  دست 
از آن  توليد شده ولي  فراوان  تنوع  با  با آفات و حشرات 
يا  مقاومت  نظر  از  حشرات  و  آفات  جمعيت  كه  جائي 
حساسيت به اين سموم يكسان نمى باشند، اثرات مختلفي 
از اين سموم در ميان حشرات گوناگون ديده شده است 
به وجود آمدن گونه هاي مقاوم  از آن جمله مى توان  كه 
مقابله  جهت  برد.  نام  سموم  اين  از  مكرر  اثراستفاده  در 

و مقدار  سموم،  برابر  در  آفات  گونه هاي  شدن  مقاوم  با 
دفعات استفاده از سموم آن قدر زياد شده كه در بعضي
اين با  گياهان  مسموميت  علت  به  30% محصول  تا  موارد 
به نيز  محيطي  آلودگي  طرفي  از  است.  رفته  هدر  سموم 
نه از سموم شيميايي طيف وسيعي داشته و  استفاده  علت 
تنها حشرات، بلكه جانوران و انسان ها نيزهدف اين سموم
دانشمندان فوق،  مشكلات  به  توجه  با   .(2) قرارگرفته اند 
را حشرات  و  آفات  با  مقابله  براي  جديدي  راه هاي 
سموم، توليد  صنعت  امروزه  داده اند.  قرار  بررسى  مورد 
از استفاده  با  است.  شده  همگرا  بيولوژيك  روش هاي  با 
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از  مى توان  اقتصادى)  و  صرفه  به  (مقرون  روش ها  اين 
هدر رفتن محصول جلوگيرى نمود(6). با در نظر گرفتن 
زمينه  در  حشرات  پتانسيل  به  بردن  پى  براى  فوق،  موارد 
قارچ ها،  باكترى ها،  از  تعدادى  پاتولوژيكى  حالت  ايجاد 
پروتوزوئرها و ويروس ها مورد مطالعه قرار گرفتند. يكى 
Bacillusاز بزرگ ترين موفقيت ها در اين زمينه استفاده از

 Bacillus كشف  گرچه  بود(12)،  thuringiensis

در اوايل قرن بيستم صورت گرفته است،  thuringiensis

ولي استفاده از آن به عنوان حشره كش به كندي پيشرفت 
باكترى ميله اى شكل،  Bacillus thuringiensis نمود.
هوازي و تشكيل دهنده اسپور كه اولين بار توسط ايشيواتا 
در سال 1902 از لارو كرم ابريشم جدا گرديد. خاصيت 
در   Bacillus cereus باسيل  با  باسيل  اين  تمايز  وجه 
(Lepidoptera(( ) لپيدوپترا لارو  براي  آن  بودن  پاتوژن 

ناشي در  پروتئين هاي كريستالي شكل  از وجود  بوده كه 
محيط  در  آن  اسپور  و  كريستال  باكتري،  شدن  ليز  موقع 
آزاد مي شوند(14). بررسى هاى ميكروسكوپ الكتروني و 
اشعه ايكس شبه كريستال پروتئينى به شكل الماس با ابعاد 
5/8×5 تا 15/5×9 نانومتر را نشان داده است.كريستال هاي 
پروتئيني كه به عنوان دلتا اندوتوكسين شناخته مي شوند، 
 ،(Lepidoptera) لپيدوپترا گونه هاي  بر روي لاروهاي 
))Diptera)توليد  )a ديپترا و   (Coleoptera)(( كلئوپترا 
لاروها،  اين  ى  روده  آنزيم هاي  مى كنند(8).  مسموميت 
شمار  به  مهم  آفات  جزو  و  نموده  فعال  را  اندوتوكسين 
Bacillus thuringiensisمي روند (1). در تحقيق حاضر

با روش انتخابي از خاك جدا و اثر توكسين آن روي لارو 
حشرات خانگي مورد بررسي قرار گرفته شده است. اين 
بررسى با هدف مطالعه روشى جديد براى مبارزه با آفاتى 
به طور مستقيم و غير مستقيم تحت  را  انسانى  كه جوامع 

تاثير قرار مى دهند، انجام شده است. 
مواد و روش ها

Bacillus thuringiensis براساس روش   جدا سازي
و  آب  نمونه هاي   (4) گرفت  انجام  همكاران  و  تراورز 
خاك از مناطق باتلاقي درلوله هاي شيشه اي جمع آوري و 

0/5گرم نمونه به10 ميلي ليتر آبگوشت و براى جلوگيرى از
Bacillus thuringiensis استات سديم رشد اسپورهاي
با غلظت 0/25 مولار اضافه گرديد وبه مدت 4 ساعت در
به نمونه  ليتر  ميلي   5 لوله  از هر  rpm 180 رشد و سپس 
سانتى گراد معرض حرارت 80 درجه  در  دقيقه   3 مدت 
قرارداده شدند. 0/1 ميلي ليتر از نمونه هاي حرارت ديده به
انتقال و براي يك شب در Luria Agar rمحيط هاي كشت

دماى37 درجه سانتى گراد كشت داده شدند. كلوني ها به
صورت تصادفي از محيط هاي كشت انتخاب و در معرض
تست هاي شناسايي از جمله رنگ آميزي گرم، متابوليسم
كربوهيدرات مانند گلوكز، گزيلوز، لاكتوز، گالاكتوز و
آميزي كريستال رنگ  نهايت  در  و  نيترات  احياء  مالتوز، 
كوچك لوله  يك  لوله،  هر  داخل  گرفتند.  قرار  پروتئين 
توليد گاز قرار داده شد كه در صورت  به طور برعكس 
لوله جمع شده داخل  گازها  اين  ميكروارگانيسم،  توسط 
و قابل مشاهده باشند. در تست احياء نيترات، كلوني ها در
اين تست نيترات كشت داده شدند. در  آبگوشت حاوي 
بعد از 24 ساعت نتايج  لوله هاي دورهام استفاده و  از  نيز 
به دست آمد.رنگ آميزي كريستال پروتئين توسط رنگ
انجام شد (Commasie brilliant blue) آبى كوماسي

.(5)
براى تست هاى حساسيت آنتى بيوتيكى از ديسك هاى آنتى
باكترى ها، بيوگرام استفاده گرديد. محيط هاى حاوى كشـت 
قبل از كشت با يك استـــاندارد از محـلول سولفــات باريــم
9 9 / 5 2 4 / + 0 / 5 2 , 2 )
شدند مقايسه  كدورت  نظر  از  ( 2 %1/175 /
از يكسان  غلظت  با  بيوگرام  آنتى  پليت هاى  همگى  تا 
دقت از  نتايج  و  شوند  داده  كشت  ميكروارگانيسم ها 
بيشترى برخوردار شود. آزمايش هاى جداسازي پلاسميد
rpmباكتري در با رشد  Bacillus thuringiensis از 
گراد سانتى  درجه   37 دردماي  ساعت   6 مدت  به   150
آغاز و جدا سازي پلاسميد ها بر اساس ليز نمودن سلول ها
و حذف ( توسط ليزوزيم و سديم دو دسيل سولفات(
DNA كروموزومي با قليا و سپس رسوب دادن و خالص
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ته  نهايت  در  و  كلروفرم  فنل  روش  با  پلاسميد ها  سازي 
عنوان  (به  گرفت  صورت  ايزوپروپانول  با  كردن  نشين 
E.coli استفاده  v 517 از پلاسميد هاي نشان گر (كنترل) 
Bacillus thuringiensis پلاسميد هاي   .(13) شد) 

آگارز  ژل  روي  E.coli  517 پلاسميد هاي  همراه  به 
قرار داده والكتروفورز درولتاژ60 ولت و جريان 24-48 
نيز  ژل  انجام شد. رنگ آميزي  دقيقه  براي 75  آمپر  ميلي 
با اتيديوم برومايد انجام گرديد. در مرحله نهايي با روش 
براي  پلاسميدها  مولكولي  وزن  استاندارد،  منحني  رسم 
آندوتوكسين،  استخراج  براى  شد.  مشخص  هرنمونه 
محيط  در  را   Bacillus thuringiensis ايزولات هاى
آگار در دماى 32 درجه سانتى گراد به مدت 72 ساعت 
رشد و از هر ايزولات به اندازه يك لوپ باكترى به ارلن 
ليترآبگوشت تريپتون  500 سى سى كه حاوى 100 ميلى 
فسفات بود انتقال گرديد. ارلن هاى حاوى باكترى در بن 
مارى 32 درجه سانتى گراد به مدت 24 ساعت كشت داده 
كشت  محيط  از  ليتر  ميلى   2 اول).  كشت  (محيط  شدند 
اول به ارلن هاى ديگر كه حاوى 100 ميلى ليتر آبگوشت 
تريپتوز فسفات بودند منتقل شده و 18 تا 20 ساعت رشد 
كردند (محيط كشت دوم) (15). به منظور تخمير از يك 
للمحيط كشت ويژه كه در هر ليتر شامل 10 گرم تريپتون، 
و  3 4 1گرم خميرمايه،  گرم   2 دكستروز،  گرم   5
بود، استفاده شد. 125ميلى ليتر از محيط  2 4 14 گرم
ليتر منتقل شد  كشت ويژه به ارلن هاى با حجم 500ميلى 
به اين  و از محيط كشت دوم تا رسيدن به غلظت كل %2
HCl محيط كشت را به كمك pH ارلن ها اضافه گرديد.

1 نرمال به 7 رسانده و با استفاده از سانتريفوژ، باكترى هاى 
موجود در محيط هاى كشت تخمير، رسوب داده شدند. 
لاكتوز (به حجم 1/10  رسوب حاصله با يك محلول %4
تتمقدار محيط كشت سانتريفوژ شده) به حالت سوسپانسيون 
در آمد و با استون (به اندازه 4 برابر حجم سوسپانسيون ) 3 
مرتبه استخراج شد(به كمك ارلن خلاء). رسوب ته نشين 
شده روى كاغذ صافى 24 ساعت در دماى اتاق باقى ماند 
و طى اين مدت استون استفاده شده كاملاً تبخير گرديد. 
رسوب حاصل به صورت پودر حاوى اسپور و كريستال 

از قسمتى  و  كريستال  كل  شامل  (اندوتوكسين  مى باشد 
ساختمان اسپور است). توكسين بدست آمده با رقت هاى
مختلف در محيط تغذيه اى لاروها قرار گرفت و 25 روز

بعد شمارش شفيره ها و حشرات انجام شد(3).
نتايج

از ايزولات   20 شده  انجام  تست هاى  نتايج  اساس  بر 
نمونه هاى در  Bacillus thuringiensisكلونى هاى
خاك شناسايى شدند(شكل 1). اين باكترى در نمونه هاى

جمع آورى شده آب، يافت نشد.
خصوصيات شده  جدا  نمونه  از20  شده  جدا  نمونه 
1 جدول  دادند.  نشان  خود  از  تست ها  اين  در  متفاوتي 
سازى جدا  دهد.  مي  نشان  را  شناسايي  تست هاي  نتايج 
كمك به  كه  بود  روش هايى  از  ديگر  يكى  پلاسميدها، 
آن وجود ايزولات هاى مختلف مورد تاييد قرار گرفته و
تعداد 6 پلاسميد پيدا شد (شكل2). در ضمن رابطه اى بين
الگوى پلاسميدها در هر ايزولات با اندوتوكسين توليدى،

يافت نشد.
شد مشاهده  بيوگرام  آنتي  تست هاي  نتايج  براساس 
مقاوم به  ايزولات ها  تمام  تقريبا  كه 

هستند(جدول3). 
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. شكل 2- ژل الكتروفورز پلاسميد هادر رديف هاي 1 و 22 پلاسميد هاي 517
به عنوان نشانگر استفاده شده است

شكل 1 -ساختار ميكروسكوپي
 : اسپور : كريستال پروتئين16
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Bacillus thuringiensis  جدول 1- نتايج تست هاى شناسايى براى ايزولات هاى

 تست
نمونه  . . .

3
.

.

.
.
. .

.

.
.
. . .

14 ++ + - - + - + - + - + +

16 + + + - + - + - + + + +

24 + + - - + - + - + + + +

28 +
+

+
+ + + + - - - + + - +

34 + + + - + - + - + - - +

35 + + + - + - - - + + + +

44 + + + - + - + - + + - +

45 + + + - + - + - + - - +

74 + + + - + - + - + + - +

81 + + + - + - - - + - - -

94 + + - + - + - + + - - +

101 + + - + - - - + - - - -

111 + + - + - - - - - - - -

412 + + - + - + - + - - + +

424 + + + - + - - - + + + +

432 + + + + + - - - - - + +

519 + + - - + - - - - + + +

131 + + + + + - + - + + + +

134 + + + + + - - - + + + +

226 + + + - + - - - + + + +

، احياء .، استفاده از گزيلوز = .، دكسترز = .، لاكتوز =  .، مالتوز =  .، گالاكتوز =  ساكارز = 
. رنگ آميزي كريستال = .، توليد اسيد از گلوكز =  . توليد گاز از گلوكز =  3 نيترات =

. رنگ آميزي گرم =

����57

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

Bacillus thuringiensis جدول 2 - تعداد و وزن مولكولي پلاسميد ها در نمونه هاي جدا شده

نمونه هاي جدا شده پلاسميد ها وزن مولكولي پلاسميد ها

14 4 6,0 , 9,8 , 32,2 , 35,8

16 2 32,2 , 61,1

24 4 3,2 , 5,3 , 36,2 , 66,1

28 4 3,2 , 5,3 , 34,2 , 64,5

34 2 34,2 , 61,2

35 2 34,2 , 66,3

44 4 1,8 , 34,2 , 61,1 , 74,6

45 4 34,2 , 43,6 , 45,9 , 74,6

74 2 34,2 , 61,1

81 6 3,1 , 3,6 , 5,3 , 35,8 , 61,1 , 74,6

94 3 2,3 , 34,2 , 61,1

101 2 34,2 , 61,1

111 5 2,3 , 3,2 , 3,4 , 34,2 , 61,1

412 5 2,3 , 2,9 , 3,3 , 34,2 , 61,1

424 5 3,5 , 3,8 , 34,2 , 61,1 , 74,6

432 3 2,3  , 34,2 , 61,1

519 3 2,3  , 34,2 , 61,1

131 3 6,1  , 34,2 , 61,1

134 2 2,3 , 34,2

226 3 2,3 ,34 ,2 , 61, 1
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جدول 3- نتايج تست هاى آنتى بيوگرام در 20 ايزولات 
قطر حلقه ها بر حسب ميلى متر مى باشد

AB

Iso. MY S P NA AMP S٣ TE C MET NV CN

14 21 24 18 24 35 29 19 17 23 24

16 19 22 16 18 23 22 15 20 20 23

24 21 28 19 22 33 28 18 23 29 26

28 18 24 18 21 34 28 19 24 24 24

34 12 20 29 16 25 31 20 19 28 21 22

35 20 23 17 20 18 18 17 23 24 22

44 20 25 19 24 34 29 19 23 23 25

45 12 20 29 16 25 31 20 19 28 21 22

74 20 25 19 24 34 29 19 23 23 25

81 11 20 20 14 25 22 16 9 25 21

94 20 25 14 21 28 20 15 23 21 25

101 29 20 21 21 35 27 47 22 21

111 25 60 26 46 25 26 43 24 28

412 15 26 15 24 27 22 15 23 20 23

424 20 23 17 20 18 18 17 23 24 22

432 20 21 18 20 20 19 18 19 18 20

519 17 25 17 28 30 24 18 22 22 221

131 16 18 17 20 31 22 12 22 21 21

134 23 25 21 26 32 21 20 33 19 21

226 21 24 21 32 19 20 18 35 19 20
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بحث
يافت  خاك  در  فقط  Bacillus thuringiensis

سازي،  جدا  براي  ويژه  روش  از  استفاده  با  و  مي شود 
حتي  تراكم  با   Bacillus thuringiensis كلوني هاي
كمتر از 100 اسپور در يك گرم از خاك جدا مي شوند. 
وارد  كه  ناخواسته  ميكروارگانيزم هاي  روش  اين  در 
اين  گرديدند.  حذف  حرارت  توسط  شدند،  رويشي  فاز 
روش متمايز از روش هاي عادي است كه در آن ها ازآنتي 
شود.  مي  استفاده  كننده  انتخاب  عامل  عنوان  به  بيوتيك 
چون درصورت استفاده ازآنتي بيوتيك، باكتري هاي مورد 
نظرنيز ممكن است از بين بروند. در واقع ناتواني گونه هاي 
براي رشد در محيط حاوي   Bacillus thuringiensis

استات سديم، جداسازي اين باكتري را توسط روش فوق 
فعاليت هاي  براساس  شناسايي  سازد.تست هاي  مي  ممكن 
صورت  Bacillus thuringiensis آنزيماتيكى
گرفت. يكي از اشكالات چنين روش هايي اين است كه 
گرفته  نظر  در  باكترى  دراين  موجود  كريستال هاي  اگر 
Bacillus Cereus يعني نزديك،  گونه  يك  نشود، 

اشتباه گرفته  Bacillus thuringiensis با  است  ممكن 
حلقه داراي  بيوتيك  آنتي  يك  Lincomycin شود. 

كه  Bacillus thuringiensis است.  β.-lactam
يك باكتري گرم مثبت است احتمالاً مقدار زيادي آنزيم
β-β-β lactam حلقه  كه  مي كند  توليد   β-lactamase

 Bacillus در  ’ 1 وجود مي كند.  تجزيه  را 
پني  به  را  گونه ها  تمامي  بودن  حساس  thuringiensis

سيلين توجيه مي كند (7). 
 تحقيقات آينده

از آنجايي كه نقش باسيل هاي تشكيل دهنده كريستال
در مبارزه با آفات، با نقش پني سيلين در درمان بيماري ها
مقايسه مي شود، مي توان اميدوار بود كه در آينده تحقيقات
بيشتري روي اين باكتري ها انجام شود به عنوان مثال ثابت
Cold shock نام  به  خاص  پروتئيني  وجود  كه  شده 
Bacillus thuringiensis در  protein D- CSPD

و ويروسي  پاتوژن هاي  به  تنباكو  گياه  مقاومت  باعث 
جديدي اندوتوكسين  چنين  هم  مي شود(11).  قارچي 
Bacillus thuringiensis از   ( 47 ) نام به  
انگل كه   Lucilia caprinaلارو روي  كه  شده  جدا 
گوسفند استراليايي است مؤثر بوده است (10). از طرفي
از آن ها  با  مقابله  براي  كه  انگلي  گونه هاي  از  بعضي  در 
است. شده  ديده  مقاومت  شده،  استفاده  ميكروبي  سموم 
كلم به  مربوط  كه  آفتي  (Trichoplasia-ni) مثلاً
برابر در  است  گياهي  لپيدوپتراي  لارو  يك  و  باشد  مي 
Bacillus thuringiensis كاملاً مقاوم var rr Kurstaki

اما همين نمونه هاي مقاوم در گياهان ديگري شده است. 
ازخود نمي توانند  هنوز  فلفل  و  فرنگي  خيار، گوجه  مثل 
با داشت  اميد  توان  مي  بنابراين   .(9) دهند  نشان  مقاومت 
Bacillus thuringiensisاز جديد  گونه هاي  كشف 
سموم از  وسيعي  طيف  آن ها،  سموم  دقيق  شناسايي  و 

ميكروبي، با تمام خصوصيات دلخواه كشف شود.
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