
By: Ayda Khorramnejad

Supervisors
Dr. Reza Talaei-hassanloui
Dr. Baltasar Escriche Soler

Dr. Yolanda Bel Cortes

PhD  in 
Agricultural Entomology University of Tehran

and
Biotechnology and Biomedicine University of 

Valencia

Structural and functional 
diversity of Bacillus thuringiensis

toxins on animal, plant and 
microbial cells

PhD Dissertation

November 2018





1 

Diversidad estructural y funcional de las toxinas de Bacillus 

thuringiensis y su efecto en animales, plantas y células microbianas

Tesis realizada por 

Ayda Khorramnejad 

Directores 

Dr. Reza Talaei-Hassanloui 

Dr. Baltasar Escriche Soler 

Dra. Yolanda Bel Cortes 

Programa de Doctorado de Biotecnología y Biomedicina 

Universitat de València 

Noviembre 2018 

University of Tehran 

College of Agriculture & Natural Resources 

Plant Protection Department 

Universitat de València 

Facultat de Ciències Biològiques 

Departament de Genètica 



2 

 Resumen

Bacillus thuringiensis (Bt) es uno de los agentes entomopatógenos de mayor éxito en el 

control biológico de plagas. La identificación de nuevas cepas es importante para 

descubrir nuevas toxinas de Bt que amplíen la gama de actividades insecticidas y poder 

gestionar el problema de la aparición de resistencia en insectos. Poe ello, cepas iraníes de 

Bt se analizaron comprobando su toxicidad contra Plodia interpunctella. Se seleccionó 

un grupo de cepas con diversa actividad larvicida y se caracterizó de acuerdo con su 

contenido de genes, composición de proteínas, el espectro de actividad insecticida contra 

lepidópteros plaga y líneas celulares de insectos, la producción de β-exotoxina, la 

actividad antimicrobiana y los efectos bioquímicos sobre las células vegetales. Como 

resultado, las cepas AzLp, IE-2 e IP-2 Bt se propusieron como candidatos para el 

desarrollo de nuevos bioinsecticidas. La inoculación de plantas de tomate con mezclas de 

esporas y cristales de las cepas Bt seleccionadas, provocó un aumento la actividad de 

enzimas antioxidantes e indujo resistencia frente a probables invasiones de patógenos y 

al estrés biótico y abiótico, pero no indujo actividades antimicrobianas contra 

fitopatógenos tales como el hongo Fusarium oxysporum subsp. lycopersici y / o la 

bacteria Erwinia sp. 

El análisis del contenido de genes de las cepas de Bt con más capacidad insecticida 

condujo al aislamiento del gen cry1Ia38 de la cepa IE-1. Posteriormente, el gen se clonó 

y expresó. Nuestros resultados muestran que la proteína Cry1Ia38 tiene un gran potencial 

para controlar Ostrinia nubilalis y Grapholita molesta. Debido a las características 

particulares de las proteínas Cry1I, se investigó la posible formación de una estructura 

oligomérica y su posible asociación con la actividad insecticida de esta proteína. Según 

nuestros resultados, parece que la oligomerización no es un proceso generalizado entre 

las toxinas Cry1Ia. 

Palabras clave: Lineas celulares de insecto, LC-MS/MS, Proteínas Cry1Ia, Formación 

de oligómeros, Actividad antimicrobiana, Respuesta bioquímica en plantas.
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Antecedentes 

Debido a los efectos nocivos de los insecticidas químicos en los ecosistemas y 

sobre los organismos beneficiosos, la implementación de agentes de control biológico ha 

recibido considerable atención. Entre los agentes de control biológico, se ha dedicado 

gran interés a los entomopatógenos, debido a su potencial para controlar plagas agrícolas 

y domésticas, vectores de enfermedades humanas y animales, sin introducir material no 

degradable en el medio ambiente. Bacillus thuringiensis (Bt) es el agente de control 

microbiano comercial más utilizado en la actualidad, con efectividad contra diferentes 

especies de insectos plaga. Las cepas de Bt producen cristales paraesporales proteináceos 

durante la fase de esporulación del crecimiento bacteriano llamados proteínas δ-

endotoxina o Cry (de cristal). Además, esta bacteria, durante la fase de crecimiento 

vegetativo, produce otro tipo de proteínas insecticidas, como son las Cry1I, Vip y Sip. 

Las proteínas Cry1I no forman parte del cristal Bt, pero también se denominan "Cry" 

porque comparten una estructura de 3 dominios con la mayoría de las proteínas 

cristalinas. Las proteínas insecticidas Cry de Bt son altamente selectivas, no tóxicas para 

los vertebrados y rápidamente degradables. Debido a estas características, Bt ha ganado 

una gran importancia en el control de plagas de insectos agrícolas y muchos estudios se 

han centrado, en el pasado y presente, en el aislamiento y la caracterización de nuevas 

cepas que puedan conducir a encontrar nuevas toxinas con un espectro de actividad más 

amplio y mayor toxicidad insecticida. 

Objectivos 

La importancia de Bt en el control biologico de plagas, hizo que esta tesis tuviese los 

siguientes objetivos: 

- - Caracterización de nuevos aislados de Bt iraníes

- - Expresión, aislamiento y purificación de nuevas proteínas insecticidas

(Cry1Ia) 

- - Evaluación de la actividad insecticida y citotóxica de las toxinas Cry1Ia

- - Estudio de la oligomerización en el modo de acción de las proteínas Cry1Ia

- - Evaluación de la actividad antimicrobiana de las cepas Bt.
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- Determinación de los efectos bioquímicos de las cepas de Bt en células

vegetales

De acuerdo con estos objetivos, la tesis se ha dividido en seis partes principales que 

corresponden a cada uno de ellos. 
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Materiales y Métodos 

Los materiales y métodos generales utilizados en este trabajo se describen a continuación. 

Las metodologías específicas utilizadas para alcanzar cada uno de los seis objetivos 

principales de esta tesis, se describirán posteriormente, bajo el título de cada uno de ellos. 

- Cepas bacterianas

En este estudio se utilizaron un total de 130 cepas de Bt iraníes, del stock de Bt del 

Biological Control Laboratory (Universidad de Teherán). Además, las cepas B. 

thuringiensis HD1 (HD1S2005, proporcionada por Valent Bioscience, Inc., Libertyville, 

IL, EE. UU.) y B. thuringiensis subesp thuringiensis HD2 (Berliner, obtenida del Bacillus 

Genetic Stock Centre, BGSC, Universidad Estatal de Ohio, Ohio, EE. UU.), se usaron 

como cepas de referencia. Las cepas DHα5 y BL21 (DE3) de Escherichia coli se 

emplearon para la clonación de genes y la expresión de proteínas. 

- Cría de insectos

Para realizar los experimentos de toxicidad (bioensayos) y los ensayos de 

formación de oligómeros, se utilizaron ocho especies de lepidópteros plaga y una de 

coleópteros. Las especies de insectos lepidópteros utilizados en los bioensayos fueron 

Spodoptera exigua, S. littoralis, Mamestra brassicae y Helicoverpa armígera, que 

pertenecen a la familia Noctuidae, y Grapholita molesa, Plodia interpunctella y Ostrinia 

nubilalis, que pertenecen a las familias Tortricidae, Pyralidae y Crambidae, 

respectivamente. Lobesia botrana (Tortricidae), O. nubilalis y el coleóptero Leptinotarsa 

decemlineata (familia Chrysomelidae), se usaron para la preparación de vesículas de 

membrana de borde en cepillo (BBMV) y la realización de los ensayos de formación de 

oligómeros. Todas las colonias de insectos se criaron en dieta artificial y se mantuvieron 

a 25 ± 1 °C, humedad relativa (HR) de 70 ± 5% y con fotoperiodo de 16:8 horas de 

luz/oscuridad (L/O). 

- Líneas celulares de insecto

Se utilizaron cuatro líneas celulares: BTI-Tn-5B1-4 (Hi5) de células de ovario de 

Trichoplusia ni, RP-HzGUTAW1 (HzGUT) de células de intestino de Helicoverpa zea , 

UCR-SE de S. exigua y Sf21 (de células de ovario de S. frugiperda). Las líneas celulares 



6 
 

se cultivaron en medios de cultivo celular apropiados y se mantuvieron en las condiciones 

recomendadas por los proveedores. 

- Preparación de vesículas de membrana de borde en cepillo (BBMV)  

Las vesículas de membrana de borde en cepillo (BBMV) se realizaron a partir de 

intestinos de larvas de último estadio de O. nubilalis y L. decemlineata, o de larvas enteras 

de L. botrana, mediante el método de precipitación diferencial con magnesio 

(Wolfersberger et al., 1987), modificado por Escriche et al., (1995). Las BBMV se 

cuantificaron mediante Bradford y se almacenaron a -80 ° C hasta su uso. 

- Producción, solubilización y activación de protoxinas 

Las cepas de B. thuringiensis se crecieron en medio CCY y se incubaron 2 días a 

29°C. La producción y la solubilización de las proteínas cristalinas de Bt se realizó según 

lo descrito por Estela. et al., (2004). La concentración de proteína se determinó mediante 

el ensayo de Bradford (Bradford, 1976). La activación de la protoxina se llevó a cabo 

añadiendo 10% de tripsina e incubando la muestra 2 horas a 37 ° C. Las proteínas 

solubilizadas y activadas se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 

al 12% con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) siguendo Laemmli 1970. 

- Expresión, purificación y activación de proteínas Cry clonadas 

La proteína Cry1Ab se obtuvo de una cepa recombinante de E. coli GG094-208 

(Dr. R. A. de Maagd, Universidad de Wageningen, Países Bajos). La proteína Cry1Ia7 

(Martínez et al., 2004), fue cedida por el Dr. Primitivo Caballero (Universidad Pública de 

Navarra, Pamplona, España). Las proteínas Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V y Cry1Ia7 se 

expresaron en las células recombinantes de E. coli, BL21 (DE3) en esta tesis. 

La expresión, purificación, solubilización y activación de Cry1Ab, se realizó 

siguiendo Sayyed et al. (2005). La purificación de la toxina activada se realizó por 

cromatografía de intercambio aniónico con una columna MonoQ 5/5 usando el Äkta 100 

Explorer (GE Healthcare, Reino Unido). Las fracciones eluidas se analizaron 

individualmente mediante SDS-PAGE. 

La expresión de las proteínas Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V y Cry1Ia7 en células 

BL21 (DE3) de E. coli, su purificación por cromatografía de afinidad usando columnas 
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HisTrapTM FF crude (GE Healthcare Bio-Sciences, Upsala, Suecia), diálisis y activación 

con tripsina, se realizaron según Khorramnejad et al. (2018). 

Las concentraciones de Cry1Ab, Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V y Cry1Ia7, se 

estimaron por densitometría mediante el programa TotalLab Quant, version 12.3, usando 

BSA (albúmina de suero bovino) como estándar. 

Metodología específica por objetivos 

Primera parte: Caracterización de cepas Iraníes de B. thuringiensis 

Aislamiento de las cepas de Bt 

Se usó el método de selección con acetato para aislar, inicialmente, cepas Bt de 

diferentes muestras. El acetato de sodio inhibe selectivamente la germinación de esporas 

de Bt. Las esporas germinadas y otras bacterias no esporulantes, se eliminaron por 

tratamiento térmico (7 min a 80 ºC). Posteriormente las muestras se plaquearon en agar 

nutritivo y se dejaron crecer o/n a 29 °C. Las colonias obtenidas se examinaron mediante 

tinción de Gram y se observó la presencia de cristales paraesporales mediante 

microscopía de contraste de fases. Los aislados de Bt se clasificaron como tales tras 

observar su capacidad de producir cristales paraesporales. 

Bioensayos 

La selección preliminar de las cepas de Bt, se realizó observando su toxicidad 

contra larvas de segundo estadio de P. interpunctella. Los bioensayos se realizaron con 

una concentración única discriminante de 108 células/ml (superior a la CL50 calculada) 

mediante el método de incorporación en dieta. Los ensayos se llevaron a cabo utilizando 

20 larvas, con tres repeticiones. Como control negativo se usó agua. La mortalidad se 

registró tras 72 horas de tratamiento. Como resultado, se seleccionaron siete cepas de Bt 

y se bioensayaron contra larvas neonatas de S. exigua, G. molesta, O. nubilalis y M. 

brassicae por el método de contaminación de la dieta en superficie (Hernández-Martínez 

et al., 2008). Los bioensayos se realizaron con protoxinas y toxinas activadas, y se 

repitieron tres veces, con 48 larvas por réplica. El tampón de solubilización y HD1 se 
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usaron como control negativo y cepa de referencia, respectivamente. Los bioensayos se 

realizaron a 25 ± 1°C, 60 ± 5% HR y 16:8 L/O. La mortalidad se registró a los 7 días. 

- Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad celular se registró usando CellTiter 96® AQueous One Solution 

Reagent (Promega Co., Madison, WI, EE. UU.), basado en la detección de la reducción 

de sal de tetrazolio (MTT- 3- (4,5-Dimetil-2-tiazolil) 2,5-difenil-2H). Los ensayos se 

realizaron utilizando cuatro líneas celulares de los lepidópteros T. ni (Hi5), H. zea 

(HzGUT), S. exigua (UCR-SE) y S. frugiperda (Sf21). La actividad citotóxica fue 

investigada mediante observación microscópica, ensayo de dosis única y ensayo de dosis-

respuesta. Para determinar dicha actividad, se realizó un ensayo de dosis única con las 

proteínas de los cristales de las cepas Bt seleccionadas solubilizadas y activadas, frente a 

cada una de las cuatro líneas celulares. Posteriormente, se realizaron ensayos de dosis-

respuesta para las cepas más tóxicas contra las líneas celulares de insectos más 

susceptibles. Para los ensayos de dosis única, se usaron 10 μg de proteína solubilizada o 

7 μg de toxina activada. Para el ensayo de dosis-respuesta, las células se trataron con 

diferentes concentraciones de toxina (0,64, 3,2, 16, 80 y 400 μg/ml). Los cambios 

morfológicos inducidos por las toxinas se registraron tras observación microscópica 

(Leica DMI 3000B), en diferentes tiempos (1, 3, 6 y 16 horas) después de la exposición 

a la toxina. La viabilidad celular se midió 16 horas después de tratar las células en los 

ensayos de dosis única, y 6 horas después de la exposición en ensayos de dosis-respuesta. 

Todos los experimentos se realizaron por duplicado y se repitieron dos veces. 

Perfil proteico y análisis proteómico 

Las proteínas activadas y solubilizadas se analizaron mediante SDS-PAGE 

(Laemmli 1970) para obtener el perfil proteico. 

Técnicas de cromatografía líquida y espectrometría de masas en tándem (LC-MS 

/ MS) realizadas en la instalación de proteómica del SCSIE ( Servei Central de Apoyo a 

la Investigación Experimental), en la Universitat de València (Valencia, España) se 

utilizaron para la obtención del prefil proteómico. 
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- Identificación del contenido génico

El ADN total de cada cepa Bt seleccionada se extrajo y purificó siguiendo 

Ferrandis et al. (1999). Las cepas se caracterizaron genéticamente usando 27 pares de 

cebadores diseñados en este trabajo o descritos previamente en la bibliografía. Los 

productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. El ADN 

amplificado se purificó usando NucleoSpin Gel y kit de limpieza de productos de PCR 

(MACHEREY-NAGEL, Alemania) y se secuenció (Stab Vida, Investigación y Servicios 

en Ciencias Biológicas Lda, Portugal). Las secuencias fueron editadas y analizadas 

utilizando Geneious (versión 10.0.9). Los análisis de la secuencia de ADN se realizaron 

usando la base de datos NCBI. 

- Production de β-exotoxina

La posible presencia de β-exotoxina en las cepas de Bt se determinó mediante LC-

MS / MS. La preparación de la muestra se realizó según lo descrito por Hernández et al. 

2003. 

Segunda Parte: Aislamiento, clonación, expresion y purificación de nuevas 

proteínas insecticidas 

La caracterización exhaustiva de la cepa IE-1 (aislada de las larvas infectadas de 

Ephesia kuehniela) dio lugar al descubrimiento de un nuevo gen tipo cry1Ia, que fue 

denominado cry1Ia38 (Gene Bank Acc. Number MG584186). 

Clonaje del gen cry1Ia38 

El gen completo cry1Ia38 se clonó a partir del ADN genómico extraído de la cepa 

IE-1. Los cebadores utilizados para la amplificación del gen por PCR fueron Ia38-F 

(5'GGATCCATGAAACTAAAGAATCAAGAT 3') e Ia38-R 

(5'GTCGACCTACATGTTACGTTACGCTCAATC 3'). Después de la amplificación, 

los productos de PCR se clonaron en el vector de clonación pGEM-Teasy. 

Posteriormente, el gen cry1Ia38 clonado se subclonó en el vector de expresión, pET-30a 

(+). La construcción resultante se transformó en células E. coli DHα5. La secuencia 

insertada se confirmó mediante secuenciación con iniciadores de inserción, en ambas 

direcciones. Después de la secuenciación, los transformantes exitosos se transformaron 

en células E. coli BL21 (DE3) para su expresión. La proteína Cry1Ia38 producida se 
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purificó por cromatografía de afinidad (ver "Expresión, purificación y activación de 

proteínas Cry clonadas"). 

- Mutagénesis dirigida 

La sustitución de Ile116 por Val en la posición 116 se realizó mediante PCR de 

solapamiento-extensión, usando el gen cry1Ia38 clonado en pET-30a (+) como molde. 

La secuenciación del ADN verificó la mutación puntual. 

Tercera parte: Investigación de las propiedades insecticidas y citotóxicas de 

las toxinas Cry1Ia  

La caracterización molecular, actividades insecticidas y citotóxicas de la 

protoxina Cry1Ia38 y de la proteína activada, se estudiaron usando larvas neonatas de O. 

nubilalis, G. molesta, H. armigera, S. exigua y S. ittoralis, a una concentración de 1000 

ng / cm2 por el método de contaminación en superficie. Además, las actividades 

citotóxicas de Cry1Ia38 protoxina y de toxina se determinaron contra la línea celular 

Sf21, usando cuatro concentraciones diferentes (0,16, 0,8, 4 y 20 μg / ml). 

La actividad insecticida de Cry1Ia38-I116V (protoxina y toxina activada) se 

evaluó contra neonatos de O. nubilalis, S. exigua, G. molesta y S. littoralis a 1000 ng / 

cm2, como se ha descrito anteriormente. Las actividades citotóxicas también se 

determinaron contra la línea celular Sf21, a las cuatro concentraciones usadas para 

Cry1Ia38. 

Para comparar las actividades insecticidas con otras proteínas Cry1Ia, se escogió 

la toxina Cry1Ia7, previamente analizada y clonada, y disponible en el Laboratorio de 

Control Biotecnológico de Plagas (Departamento de Genética, Universitat de València), 

donde se ha realizado esta tesis. La secuencia de aminoácidos de Cry1Ia38 fué 96% 

idéntica a la deCry1Ia7. La actividad insecticida se evaluó frente a larvas de primer 

estadio de O. nubilalis, G. molesta, M. brassicae y S. littoralis, a 1000 ng / cm2 

similarmente a Cry1Ia38. La actividad citotóxica a cuatro concentraciones diferentes 

(0.16, 0.8, 4 y 20 μg / ml) también fue evaluada contra dos líneas celulares de insectos, 

Sf21 y Hi5. 

Cuarta parte: Estudio de la oligomerización en el modo de acción de las 

proteínas Cry1Ia 
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- Marcaje de Cry1Ia con biotina

La proteína Cry1Ia activada se marcó utilizando kit para marcaje con biotina de 

GE Healthcare (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom), siguiendo las 

instrucciones del fabricante, como describió Hernández-Martínez et al. (2014). 

- Ensayos de oligomerización con células Sf21.

Los ensayos de oligomerización se realizaron según lo descrito por Portugal et al 

(2014) con ligeras modificaciones. En resumen, 100 μl de suspensión celular (2x106 

células / ml) se trató con toxinas activadas (Cry1Ia biotinilada y Cry1Ab) a una 

concentración final de 0,03 μg proteína / μl. Las placas se incubaron durante 3 horas a 25 

° C. Posteriormente, las células se recogieron por centrifugación a 16.200 × g, 4 ° C 

durante 15 minutos, se lavaron con 200 μl de tampón de carbonato 50 mM pH 10.5 y se 

recuperaron tras centrifugación durante 45 min a 18.800 × g. Las células se 

resuspendieron en 10 μl de tampón y se calentaron a 50 ºC, 3 minutos. Las proteínas 

presentes en la muestra se separaron por SDS-PAGE al 10% y se electrotransfirieron a 

una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF). La membrana se bloqueó o/n en 

PBS con Tween 20 al 0,1% (PBST) suplementado con leche desnatada al 5% con 

agitación suave. Tras tres lavados con PBST, la membrana se incubó con anticuerpos: 

Cry1Ab se detectó con anticuerpo policlonal anti-Bt Cry1Ab / 1Ac de conejo (Abraxis 

Warminster, Pennsylvania, Estados Unidos) (1: 10.000, 60 min) de seguido de anticuerpo 

secundario (1: 20,000; 60 min) acoplado con con peroxidasa de rábano picante (HRP) 

mientras que la proteína Cry1Ia biotinilada fue detectada con HRP conjugada con 

estreptavidina (1: 2.000; 60 min). Ambas proteínas Cry1Ab y Cry1Ia se visualizaron por 

quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECLTM (GE Healthcare) y el analizador de 

imágenes ImageQuant LAS400. Cada ensayo de oligomerización se repitió al menos tres 

veces. 

- Ensayos de oligomerización con BBMV.

Los ensayos se realizaron siguiendo Ocelotl et al (2015) con algunas 

modificaciones: 2 μg de Cry1Ia marcada con biotina o Cry1Ab activada se incubaron, 

durante una hora con 5 μg de BBMV de L. botrana o L. decemlineata, o con 20 μg de 

BBMV de O. nubilalis, a 37 ° C, en un volumen final de 50 μl. Proteínas activadas 
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incubadas en ausencia de BBMV y muestras que contenían solo BBMV, se usaron como 

controles. El resto del experimento se llevó a cabo como se ha expuesto en la sección 

anterior. Los ensayos se repitieron, al menos, tres veces. 

Quinta Parte: Evaluación de la actividad antimicrobiana de las cepas de Bt 

El efecto inhibidor de las cepas de Bt se evaluó frente al hongo fitopatógeno, F. 

oxysporum subsp. lycopersici, y a la bacteria Erwinia sp. La presencia de genes de endo 

y exoquitinasas se investigó por PCR utilizando dos pares de cebadores específicos. La 

actividad antibacteriana contra Erwinia sp. se analizó usando el método de difusión 

descrito por Djenane et al., (2017). La actividad antifúngica de las cepas Bt contra F. 

oxysporum subsp. lycopersici se estudió utilizando el método de cultivo dual (Knaak et 

al., 2007). 

Sexta Parte: Determinación de los cambios bioquímicos y fisiológicos 

provocados por Bt en las células vegetales 

- Mantenimiento de las plantas de tomate e inoculación bacteriana 

Plantas de tomate, Solanum lycopersicum L., (cultivar Falat), se desarrollaron y 

mantuvieron en condiciones controladas (25 ± 5°C, 16:8 horas (L/O), 65 ± 5% RH) en 

invernaderos, en suelo estéril autoclavado. Plántulas de tomate de dos semanas se 

transfirieron a macetas (dos plantas por tiesto) y se regaron diariamente con agua. Las 

plantas de seis semanas se dividieron en cuatro grupos: 1. Inoculación de la rizosfera, 2. 

Controles que recibieron agua destilada estéril en la rizosfera, 3. Inoculación de filoplano 

y 4. Controles cuyo filoplano fue rociado con agua destilada estéril. En dos tratamientos, 

las plantas se pulverizaron o inocularon con mezclas de esporas y cristales de la cepa 

AzLp. La inoculación de la rizosfera se hizo con pipetas, añadiendo 5 ml de una 

suspensión de 108 esporas / ml cerca de las raíces. En el tratamiento de pulverización, el 

suelo se cubrió con plástico para evitar la transferencia de la suspensión de Bt al suelo, y 

se realizó con una  suspensión de 108 esporas / ml, hasta la escorrentía. Se usaron 28 

tiestos de tomate en cada tratamiento, 96 tiestos en total. Después de 0 (2 horas tras la 

aplicación de Bt como 0 días), 1, 2, 3, 5, 7, 10 y 15 días después del tratamiento, se 

recogieron las hojas maduras, se molieron en nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80 ° 

C hasta su uso.  
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- Respuestas bioquímicas y fisiológicas de las plantas de tomate

Las actividades enzimáticas catalasa, superóxido dismutasa, ascorbato 

peroxidasa, fenilalanina amoniaco-liasa y polifenol oxidasa y parámetros no enzimáticos 

(proteínas, carbohidratos, fenilalanina y contenido fenólico) se determinaron y 

compararon en hojas de plantas tratadas y no tratadas. 

Para medir las actividades enzimáticas, se homogeneizaron 0,5 g de hojas en 1 ml 

de tampón de fosfato 50 mM pH 6,8, seguido de centrifugación a 13000 x g 15 minutos 

a 4ºC. El sobrenadante se utilizó para la determinación de catalasa (Aebi 1984), 

superóxido dismutasa (Beauchaup y Fridovich, 1971), ascorbato peroxidasa (Ranieri et 

al., 2003) y polifenol oxidasa (Kar y Mishra, 1976). La actividad de la fenilalanina 

amoniaco-liasa se midió siguiendo el protocolo de Wang et al. (2006). 

El contenido de prolina se determinó mediante el uso de ninhidrina ácida (Carillo 

y Gibon, 2011). La estimación del contenido fenólico total se realizó mediante el uso de 

reactivo Folin-Ciocalteu (Ainsworth y Gillespie, 2007). El contenido de proteína y el 

hidrato de carbono total soluble se midieron como se describe en Bradford (1976) y 

Dreywood (1946), respectivamente. 
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Resultados y Discusión 

Primera parte: Caracterización de cepas iraníes de B. thuringiensis 

En este estudio se utilizaron 130 cepas de Bt: 88 procedentes de una colección de 

Bt del Laboratorio de Control Biológico de la Universidad de Teherán, y 42 aisladas de 

muestras de suelo y larvas de insectos infectados recogidos de localizaciones 

ambientalmente diversas en Irán. 

Se realizaron pruebas preliminares de selección con mezclas de esporas y cristales 

usando larvas de segundo estadio de P. intenpunctella. En base a estos resultados, las 130 

cepas de Bt se clasificaron en función de su toxicidad en tres grupos de virulencia: alto, 

medio y bajo Cinco cepas de Bt aisladas de larvas infectadas (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 e 

IEp), así como otras dos cepas de Bt aisladas del suelo (DCf y MCh), se clasificaron en 

la primera categoría, causando una mortalidad de más del 67%. La mayoría de las cepas 

(119 cepas de Bt) no causaron mortalidad significativa (menos del 34%) y solo cuatro 

cepas mostraron actividad moderada (34% a 67% de mortalidad). A partir de estos 

resultados, siete cepas de Bt con diversa actividad larvicida (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 e IEp, 

altamente tóxicas y las cepas KhF y RM Bt que mostraron actividad respectivamente baja 

y no tóxica) fueron seleccionadas y caracterizadas con más detalle en este trabajo. 

El espectro de actividad tóxica se evaluó mediante bioensayos usando el método 

de contaminación superficial, utilizando larvas de primer estadio de los lepidópteros S. 

exigua, M. brassicae, G. molesta y O. nubilalis (que representan las familias Noctuidae, 

Tortricidae, Crambidae y Pyralidae de orden Lepidoptera) a una concentración de 1000 

ng/cm2. G. molesta y O. nubilalis, fueron los insectos más susceptibles tanto a las 

protoxinas como a las toxinas activadas. Diversos grados de mortalidad se observaron 

cuando se usaron larvas de S. exigua y M. brassicae. Entre ellos, las protoxinas y las 

toxinas activadas de AzLp, IE-2 e IP-2 exhibieron los niveles más altos de toxicidad para 

estos dos insectos en comparación con las del estándar Bt HD-1. 

Para completar el análisis toxicidad, se realizaron ensayos in vitro con líneas 

celulares de lepidópteros (actividad citotóxica) de la familia Noctuidae. Las proteínas 

cristalinas de AzLp, IE-2 e IP-2 fueron las más tóxicas para todas las líneas celulares, 

especialmente para Sf21. Los ensayos in vitro indicaron que las cepas IE-1 y RM fueron 
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poco tóxicas para todas las líneas celulares analizadas, similarmente a la cepa de 

referencia HD-1. Además, después de exponer las células Sf21 a diferentes 

concentraciones de toxinas activadas de AzLp IE-2 e IP-2, se observaron cambios 

morfológicos, como hinchado osmótico o células con forma de globo. El resultado de los 

ensayos mostró que al aumentar la concentración de toxina, la viabilidad de las células 

disminuía. Las cepas IE-2 e IP-2 exhibieron una actividad citotóxica estadísticamente 

similar, con EC50 de 1,03 y 1,60 μg / ml, respectivamente. 

Nuestros resultados mostraron que las cepas Bt seleccionadas presentaban perfiles 

proteicos similares en SDS-PAGE, compuestos por proteínas con pesos moleculares entre 

130 y 20 kDa. Los perfiles de bandas fueron, generalmente, similares al de Bt HD-1 y 

consistieron principalmente en dos bandas de aprox. 130 (que podrían corresponder a 

proteínas de tipo Cry1) y sobre 65 kDa (probablemente correspondiente a proteínas de 

tipo Cry2 o Cry1 procesada). Tras la solubilización, las proteínas activadas con tripsina 

mostraron perfiles de bandas en prácticamente idénticos, evidenciando dos bandas 

mayoritarias de alrededor de 65 kDa. 

El análisis proteómico por LC-MS / MS mostró que las proteínas Cry1Aa, 

Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca, Cry1Da y Cry2Aa eran las más abundantes en los cristales de 

las cepas Bt seleccionadas. Las proteínas de la familia Cry1A fueron las más abundantes 

según los valores cuantitativos. Cry1Ac fue la única proteína asignada a la cepa RM. Para 

la cepa KhF, no se identificó ninguna proteína similar a las proteínas cristalinas 

insecticidas Bt conocidas. 

El análisis de PCR se llevó a cabo para identificar los genes codificantes para 

proteínas Bt, tanto las secretadas durante la etapa vegetativa de Bt (genes cry1I, vip y sip) 

como las presentes en los cristales (genes cry, cyt y ps). Se observó que el gen cry2 estaba 

presente en todas las cepas probadas. Excluyendo KhF, las otras cepas produjeron los 

amplicones esperados en base a los resultados obtenidos en anteriormente. Las cepas IE-

1, AzLp, IE-2, IP-2 e IEp mostraron amplificación por PCR positiva para los genes 

cry1Ac, cry1I, vip3. En ninguna de las cepas se amplificaron los genes cry1Ad, cry1Ag, 

cyt1, cyt2, vip1, vip2, sip1, ps1, ps2, ps3 o ps4. 

Como paso final en la caracterización, se investigó la producción de β-exotoxina, 

requisito necesario para proponer una nueva cepa de Bt como candidato para uso 
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comercial. La β-exotoxina es tóxica para vertebrados, por lo que los bioinsecticidas 

basados en Bt que la producen están prohibidos. La presencia de β-exotoxina se determinó 

por LC-MS / MS en el sobrenadante del cultivo de Bt en fase vegetativa. Los resultados 

mostraron su ausencia en todas las cepas Bt seleccionadas, clasificándolas como aptas 

para futuros bioplaguicidas. 

En resumen, de un total de 130 cepas iraníes de Bt, 7 fueron seleccionadas para 

ser extensivamente caracterizadas empleando diferentes metodologías. Como resultado, 

debido a la alta toxicidad para diferentes larvas y líneas celulares de insectos, la presencia 

de proteínas insecticidas y la ausencia de β-exotoxina, las cepas AzLp, IE-2 e IP-2 se 

pueden proponer como candidatas para el desarrollo de nuevos bioinsecticidas basados 

en Bt. 

Segunda Parte: Aislamiento, clonación, expresión y purificación de nuevas proteínas 

insecticidas 

Debido a la extensa aplicación de productos basados en Bt, en algunos insectos 

plaga se han detectado brotes de resistencia. Se han empleado diversas estrategias para 

mejorar la eficacia de los insecticidas basados en Bt y el descubrimiento de nuevas cepas 

es necesario para descubrir nuevas toxinas con diferentes modos de acción y quizás un 

rango más amplio de actividad insecticida. En esta Tesis, en la búsqueda de nuevos genes 

cry que codifiquen nuevas toxinas, en la cepa IE-1se encontró un nuevo gen tipo cry1Ia. 

Fue llamado cry1Ia38 (Gene Bank Acc. Number MG584186), y se observó que tenía 

2160 pb que codificaban una proteína de 719 aminoácidos. Éste gen se clonó a partir del 

ADN genómico extraído de la cepa IE-1 y se expresó en células de E. coli BL21. El gen 

codificó para una proteína de 80 kDa, masa molecular única entre las proteínas cristalinas 

de 3dominios y común a todas las toxinas Cry1I. La activación dió como resultado un 

péptido estable de aprox. 50 kDa. 

Posteriormente se comparó la toxicidad de Cry1Ia38 con la de un mutante puntual 

de ésta generado mediante mutagénesis dirigida, el Cry1Ia38-I116V, que tiene sustituída 

Ile por Val en la posición 116, en el dominio I de la proteína. La expresión de Cry1Ia38-

I116V resultó en una protoxina de 80 kDa, que tras activarla se mostró como una banda 

de 50 kDa en SDS-PAGE. 



17 

Tercera parte: Investigación de las propiedades insecticidas y citotóxicas de las 

toxinas Cry1Ia  

Los bioensayos mostraron que la protoxina Cry1Ia38 era altamente toxica para O. 

nubilalis y G. molesta, poco tóxica para S. exigua y S. littoralis, e inocua para H. 

armigera. La proteína Cry1Ia38 activada, resultó altamente tóxica para G. molesta y 

moderadamente tóxica O. nubilalis. En base a los ensayos de viabilidad celular, Cry1Ia38 

(protoxina o toxina) no fue tóxica para las células Sf21 a las concentraciones probadas. 

La actividad insecticida de la protoxina y la proteína tripsinizada de Cry1Ia38-

I116V, se deterninó frente a larvas de O. nubilalis, G. molesta y S. exigua y S. littoralis a 

una concentración de 1000 ng / cm2. La protoxina resultó tóxica para O. nubilalis y G. 

molesta, mientras que el mutante activado con tripsina perdió la toxicidad contra ambos 

insectos. Por lo tanto, los datos indican que la mutación afectó la actividad insecticida. 

De forma similar a lo que se había encontrado con Cry1Ia38, la protoxina y la toxina 

activada de Cry1Ia38-I116V no resultaron tóxicas para las células Sf21. 

La caracterización molecular y las actividades insecticidas y citotóxicas de 

Cry1Ia7 se analizaron y compararon con las proteínas obtenidas en el presente trabajo, 

Cry1Ia38 y Cry1Ia38-I116V. Nuestros resultados mostraron que la protoxina de Cry1Ia7 

era tóxica para O. nubilalis y G. molesta. Pero la toxina activada dio una toxicidad menor 

que la de Cry1Ia38 para G. molesta. El ensayo de viabilidad celular mostró que Cry1Ia7 

no era tóxica para las células Sf21 o Hi5 a las concentraciones probadas (no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre ellas). Solo después de 48 horas de 

exposición a la concentración más alta de Cry1Ia7 activada (20 μg / ml), se observó una 

pérdida del 40% de la viabilidad celular en ambas líneas celulares. 

En resumen, en esta investigación se evaluó y comparó el espectro insecticida de 

diferentes proteínas Cry1Ia. De acuerdo con nuestros hallazgos, las protoxinas de 

Cry1Ia38 y Cry1Ia7 fueron tóxicas para las larvas de O. nubilalis y G. molesta. Pero la 

Cry1Ia7 activada con tripsina no mostró actividad insecticida contra las larvas de G. 

molesta, mientras que Cry1Ia38 sí lo hizo. Tomados en conjunto, aunque existe una alta 

identidad entre las secuencias de aminoácidos de las proteínas Cry1Ia probadas, se 

detectaron diferencias significativas en la actividad insecticida de las formas activadas 

por tripsina de estas toxinas, en aprticular, contra G. molesta.  
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Cuarta parte: Estudio de la oligomerización en el modo de acción de las proteínas 

Cry1Ia 

El modo de acción de las toxinas Cry de Bt comienza por la ingestión de las 

inclusiones cristalinas paraesporales y su solubilización (por las condiciones de pH del 

intestino medio del insecto), convirtiéndolas en protoxinas. Éstas son activadas por las 

proteasas del intestino medio del huésped, produciendo núcleos resistentes a proteasas o 

toxinas. El modo de acción de las proteinas Cry de 3-dominios que componen el cristal 

paraesporal de Bt, no está totalmente dilucidado. De acuerdo con el modelo de unión 

secuencial, después de esta activación proteolítica, en el intestino los monómeros se unen 

a receptores de membrana tipo cadherina. Esta unión desencadena un segundo corte 

proteolítico que favorece la oligomerización de toxinas, y tras ello, su inserción en las 

membranas intestinales y la formación de poros. La formación de un oligoméro antes de 

la inserción en membrana se ha descrito como un paso importante necesario para el 

proceso de toxicidad. Debido a las características específicas de las proteínas Cry1I (las 

cuales tienen 3 dominios pero no forman cristal), una mejor comprensión de su modo de 

acción es fundamental para mejorar su eficacia frente a las plagas de insectos. En este 

estudio, se ha determinado por primera la vez formación de oligómeros de Cry1Ia y la 

posible relación entre éstos y su actividad insecticida. 

Dado que las proteínas Cry1I tienen actividad doble contra las plagas de 

lepidópteros y coleópteros, se estudió la formación de oligómeros de Cry1Ia7 después de 

incubar la proteína con BBMV del coleóptero susceptible L. decemlineata, del 

lepidóptero susceptible L. botrana, y del lepidóptero no susceptible O. nubilalis. Además, 

en este estudio se empleó la línea celular Sf21 como modelo derivado de células. Además, 

se seleccionó Cry1Ab como control debido a que su oligomerización ha sido demostrada 

en varios estudios. Nuestros resultados mostraron claramente que Cry1Ab puede 

oligomerizar en la forma de tetrámero propuesta por otros autores (tamaño de peso 

molecular de 250 kDa) tras entrar en contacto con BBMV o células de insectos 

independientemente de la susceptibilidad del huésped, ya que se observaron oligómeros 

después de la incubación de la proteína tripsinizada con BBMV de O. nubilalis o L. 

botrana (insectos susceptibles) , pero también con BBMV de L. decemlineata (no 

susceptible) y células Sf21 (células no susceptibles). Pero la toxina Cry1Ia formó 

oligómeros solo después de la incubación con BBMV de L. decemlineata (coleóptero 
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susceptible) pero no después de la incubación con BBMV de lepidópteros o células, 

independientemente de su susceptibilidad. En base a nuestros resultados, el modelo de 

unión secuencial del modo de acción de las toxinas de Bt de tres dominios, que incluye 

la oligomerización, puede no ser general para todos los miembros de la familia Cry de 

tres dominios. Estos datos indican que posiblemente Cry1Ia tenga un modo de acción 

diferente a otras proteínas Cry, favoreciendo que puedan usarse en combinación con éstas 

últimas en insecticidas o plantas transgénicas, para retrasar la evolución de la resistencia 

en los insectos diana. 

Quinta Parte: Evaluación de la actividad antimicrobiana de las cepas de Bt 

Hasta ahora, solo las propiedades insecticidas de Bt atraían atención. Sin embargo, 

en los últimos años, se han descubierto otras acciones de Bt en el control de enfermedades 

de las plantas, ya que existen evidencias de una acción antibiótica de esporas y cristales 

de cepas de Bt sobre hongos y bacterias fitopatógenas. Encontrar una formulación basada 

en Bt específica, fácilmente degradable y de bajo coste para controlar tanto las plagas de 

insectos como las enfermedades de las plantas, sería altamente valiosa en el control 

biológico. 

En esta Tesis, se evaluó la actividad antimicrobiana de las siete cepas de Bt 

previamente seleccionadas, contra patógenos de plantas tales como el hongo F. 

oxysporum o la bacteria Erwinia sp. Además, se estudió el gen de quitinasa como un 

importante agente antifúngico en las cepas de Bt estudiadas. 

Nuestros resultados mostraron que las cepas IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 e IEp poseen 

exoquitinasa. El gen de la endo-quitinasa se detectó en las cepas AzLp, IE-2 e IP-2. La 

actividad antifúngica de las siete cepas Bt se evaluó por el método de cultivo dual frente 

a F. oxysporum subsp. lycopersici que causa podredumbre de la raíz en plantas de tomate. 

El fitopatógeno creció en la superficie de placas de Agar de Dextrosa de Patata y las 

barreras bacterianas de Bt no inhibieron su crecimiento. Como resultado, se concluyó que 

la mezcla de esporas y cristales de las cepas de Bt seleccionadas no poseían actividades 

antifúngicas. No se observó correlación entre la presencia de genes de quitinasa y la 

actividad antifúngica, lo que podría explicarse por una baja transcripción del gen o por 

secuencias no transcritas. 
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La actividad antibacteriana de las cepas Bt seleccionadas se probó por el método 

de difusión en agar, frente a la bacteria patógena Gram negativa, Erwinia sp.. La bacteria 

fitopatógena creció en toda la superficie de la placa de Agar Nutritivo y no se observaron 

zonas claras alrededor de las colonias de Bt, lo que indica que éstas no pudieron controlar 

Erwinia sp., que causa la enfermedad de pudredumbre blanda del tomate. La actividad 

antimicrobiana descrita en otras cepas de Bt podría ser una consecuencia de la adaptación 

de dichas cepas a su hábitat. Por lo tanto, debido a que la mayoría de las cepas de Bt 

estudiadas (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 e IEp) habían sido aisladas de larvas de insectos 

infectados o muertos, lo más probable es que no mostraran ninguna actividad 

antimicrobiana contra los agentes fitopatógenos utilizados en este estudio, usualmente 

presentes en el suelo (F. oxysporum subsp lycopersici y Erwinia sp). 

Sexta Parte: Determinación de los cambios bioquímicos y fisológicos 

provocados por Bt en las células vegetales 

Se ha descrito que cepas Bt tienen potencial para promover el crecimiento de las 

plantas, mejorar la absorción de nutrientes y protegerlas en condiciones de estrés abiótico 

y biótico. Bt puede proteger las plantas a través de la producción de sideróforos, actividad 

quitinasa, aumentando las actividades de las enzimas de resistencia de las plantas e 

induciendo la resistencia sistémica. Aunque los pesticidas basados en Bt se han usado 

ampliamente durante años, se sabe muy poco sobre la interacción entre las células 

vegetales y Bt. El objetivo de esta parte de la tesis fue estudiar la interacción planta-Bt a 

nivel celular, centrándonos en el efecto de la inoculación de Bt sobre el estado 

antioxidante de la planta. 

Cuando las plantas están sujetas a estrés biótico o abiótico, hay una producción 

de especies reactivas de oxígeno que dañan sus células. Por lo tanto, enzimas 

antioxidantes tales como catalasa, superóxido dismutasa, fenilalanina amoniaco-liasa y 

ascorbato peroxidasa son necesarias para eliminar dichas especies reactivas y restaurar 

las condiciones normales a nivel celular. Cuando las plantas sufren estrés biótico (como 

invasión de patógenos), se producen las reacciones oxidativas (superóxido, peróxido de 

hidrógeno y radicales hidroxilo) que desencadenan la defensa de la planta en dos fases; 

la fase uno es inespecífica y ocurre inmediatamente después del reconocimiento del 

patógeno, pero la fase dos se prolonga y conduce a la resistencia a la enfermedad. En este 
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trabajo de Tesis, se estudió la actividad de los enzimas antioxidantes tras tratar plantas de 

tomate (rociando el filoplano o inoculando la rizosfera) con las cepas de Bt seleccionadas. 

El resultado fue un aumento significativo de dichas actividades, muy probablemente para 

reducir el estrés oxidativo. En el caso de tratar (en filoplano o rizosfera) las plantas de 

tomate con una mezcla de esporas y cristales de la cepa AzLp, se observaron estas dos 

fases. 

El tratamiento de plantas de tomate con suspensión de Bt (mezcla de esporas y 

cristales) tanto en filoplano como en rizosfera, mejoró significativamente la acumulación 

de proteínas, carbohidratos, prolina y contenido fenólico en hojas de tomate en 

comparación con el tratamiento no inoculado. Los componentes no enzimáticos, como la 

prolina, actúan como una defensa principal contra las especies reactivas de oxígeno. Por 

lo tanto, al aumentar los contenidos fenólicos, de carbohidratos, proteínas y prolina en las 

hojas de tomate, se disminuye el daño oxidativo. En conjunto, de acuerdo con nuestras 

observaciones, el impacto de la suspensión de Bt en las células de tomate condujo a 

respuestas fisiológicas y bioquímicas, que aumentaron la actividad de las enzimas 

antioxidantes y la resistencia inducida al estrés biótico. 

En resumen, nuestra investigación ha caracterizado extensivamente algunos 

aislados de Bt iraníes seleccionados según su toxicidad a P. interpunctella, mediante el 

uso de diferentes técnicas complementarias. La caracterización se realizó en base al perfil 

electroforético de proteínas, contenido de genes, análisis proteómico, perfil insecticida y 

citotóxico y producción de β-exotoxina. Esta caracterización integral ha revelado tres 

cepas Bt muy potentes para controlar plagas de lepidópteros. Siguiendo los objetivos de 

esta tesis, el efecto de las proteínas de las cepas de Bt seleccionadas se evaluó usando 

células animales (líneas celulares de insectos), células microbianas (cultivos de Erwinia 

sp. y Fusarium) y células vegetales (plantas de tomate). Para encontrar nuevas actividades 

insecticidas, se exploraron las cepas seleccionadas en busca de nuevos genes cry. Como 

resultado, se descubrió el gen cry1Ia38, y tanto éste como un mutante puntual de éste, se 

clonaron y expresaron. Las actividades insecticidas y citotóxicas de las proteínas Cry1I 

se evaluaron frente a diferentes especies de lepidópteros y líneas celulares de insectos. 

Los resultados de nuestros bioensayos mostraron que Cry1Ia38 en forma de protoxina o 

de toxina activada, tiene un gran potencial para controlar O. nubilalis y G. molesta. 

Finalmente, se realizaron estudios de biología molecular para estudiar la oligomerización 
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de la proteína Cry1Ia. Nuestros hallazgos mostraron que la oligomerización no es un paso 

necesario en la toxicidad de estas proteínas. 
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Conclusiones: 

- Se ensayó la actividad insecticida de 130 cepas de Bt iraníes aisladas de

diferentes hábitats, contra larvas de segundo estadio de P. interpunctella.

Sólo 7 cepas (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2, IEp, DCf y MCh) fueron activas contra

esta plaga.

- Para estudiar y predecir la potencia insecticida de las nuevas cepas de Bt, se

llevaron a cabo diferentes tipos de caracterización complementarios: ensayos

de toxicidad in vivo e in vitro, perfiles proteicos por SDS_PAGE, análisis

proteómico, identificación de contenido génico y producción de β-exotoxina.

- Debido a la alta toxicidad frente diferentes lepidópteros y líneas celulares, la

presencia de las proteínas insecticidas, Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca y

Cry1Da, y la ausencia de β-exotoxina, AzLp, IE-2 e IP-2 fueron propuestas

como candidatas adecuados para el desarrollo de futuros insecticidas basados

en Bt.

- Las cepas Bt estudiadas (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2, IEp, RM y KhF), no

pudieron controlar la bacteria patógena de plantas Erwinia sp.

- Las cepas IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 e IEp poseen exoquitinasa y el gen de endo-

quitinasa se observó en las cepas AzLp, IE-2 e IP-2 Bt. Sin embargo, la

mezcla de esporas y cristales de las cepas Bt no mostraron actividad

antifúngica contra F. oxysporum subsp. lycopersici. No se observó

correlación entre la presencia de genes de quitinasa y la actividad

antifúngica.

- La inoculación o rociado de las plantas de tomate con AzLp redujo el estrés

oxidativo a través de un aumento significativo de las actividades enzimáticas

antioxidantes (catalasa, superóxido dismutasa, fenilalanina amoniaco-liasa y

ascorbato peroxidasa).

- La inoculación o rociado de las plantas de tomate con suspensiones de

esporas y cristales de Bt mejoró significativamente la acumulación de

proteínas, carbohidratos, prolina y contenido fenólico en las hojas de tomate.

- El impacto de Bt en las células de tomate condujo a respuestas fisiológicas y

bioquímicas, y finalmente aumentó la actividad de enzimas antioxidantes y
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la resistencia sistémica inducida en las plantas frente a posibles invasiones 

de fitopatógenos. 

- El gen cry1Ia38 se aisló de la cepa IE-1 y se clonó y expresó con éxito en

células de E. coli.

- Cry1Ia38 tiene un gran potencial para controlar O. nubilalis y G. molesta.

- La protoxina de Cry1Ia38-I116V, generada por mutagénesis dirigida, resultó

tóxica para G. molesta, mientras que la proteína activada perdió su toxicidad

hacia esta plaga.

- La protoxina de Cry1Ia7 resultó tóxica para O. nubilalis y G. molesta.

Después de 48 horas de exposición a la concentración más alta de Cry1Ia7

activada (20 μg / ml), se observó una pérdida del 40% de la viabilidad celular

en las líneas celulares Sf21 e Hi5.

- Se detectaron por primera vez oligómeros de Cry1Ia, pero sólo después de

su incubación con BBMV de L. decemlineata (coleóptero susceptible). No

se encontró estructura oligomérica tras incubación con BBMV de

lepidópteros o con células Sf21, independientemente de su susceptibilidad.

Por lo tanto, parece que la oligomerización, puede no formar parte del modo

de acción de las proteínas Cry1Ia.
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Resum 

Bacillus thuringiensis (Bt) és un dels agents entomopatògens de més èxit en el 

control biològic de plagues. La identificació de noves soques és important per descobrir 

noves toxines de Bt que ampliïn la gamma d'activitats insecticides i poder gestionar el 

problema de l'aparició de resistència als insectes plaga. Per això, soques iranianes de Bt 

es van analitzar, comprovant la seva toxicitat contra Plodia interpunctella. Es va 

seleccionar un grup de soques amb diversa activitat larvicida i es van caracteritzar en 

profunditat d'acord amb el seu contingut de gens, composició de proteïnes, l'espectre 

d'activitat insecticida contra lepidòpters plaga i contra línies celꞏlulars d'insectes, la 

producció de β-exotoxina, l'activitat antimicrobiana i els efectes bioquímics sobre les 

cèlꞏlules vegetals. Com a resultat, les soques AzLp, IE-2 i IP-2 Bt es van proposar com 

a candidats per al desenvolupament de nous bioinsecticides. La inoculació de plantes de 

tomàquet amb barreges d'espores i cristalls de les soques de  Bt seleccionades, va 

provocar un augment l'activitat d'enzims antioxidants i va induir resistència enfront de 

probables invasions de patògens i l'estrès biòtic i abiòtic, però no va induir activitats 

antimicrobianes contra fitopatògens tals com el fong Fusarium oxysporum subsp. 

lycopersici i / o el bacteri Erwinia sp. 

L'anàlisi del contingut de gens de les soques de Bt amb més capacitat insecticida 

va conduir a l'aïllament del gen cry1Ia38 de la soca IE-1. Posteriorment, el gen es va 

clonar i expressar. Els nostres resultats mostren que la proteïna Cry1Ia38 té un gran 

potencial per controlar Ostrinia nubilalis i Grapholita molesta. A causa de les 

característiques particulars de les proteïnes Cry1I, es va investigar la possible formació 

d'una estructura oligomèrica i la seva possible associació amb l'activitat insecticida 

d'aquesta proteïna. Segons els nostres resultats, sembla que la oligomerització no és un 

procés generalitzat entre les toxines Cry1Ia. 

Paraules clau: Bacillus thuringiensis, línies de cèlꞏlules d'insectes, LC-MS / MS, 

proteïnes Cry1Ia, formació d'oligomers, activitat antimicrobiana, resposta bioquímica de 

plantes. 



Antecedents 

A causa dels efectes nocius dels insecticides químics en els ecosistemes i sobre 

els organismes beneficiosos, la implementació d'agents de control biològic ha rebut 

considerable atenció. Entre els agents de control biològic, s'ha dedicat gran interès als 

entomopatògens, per la seva potencial per controlar plagues agrícoles i domèstiques, 

vectors de malalties humanes i animals, sense introduir material no degradable en el 

medi ambient. Bacillus thuringiensis (Bt) és l'agent de control microbià comercial més 

utilitzat en l'actualitat, amb efectivitat contra diferents espècies d'insectes plaga. Les 

diferents soques de Bt produeixen, durant la fase d'esporulació del creixement bacterià, 

cristalls paràsporals composats de proteïnes, anomenades δ-endotoxines o proteïnes Cry 

(de cristall). A més, aquest bacteri, durant la fase de creixement vegetatiu, produeix un 

altre tipus de proteïnes insecticides, a saber, Cry1I, Vip i Sip. Les proteïnes Cry1I no 

formen part del cristall Bt, però també s’anomenen "Cry" perquè comparteixen, amb la 

majoria de les proteïnes de cristall, una estructura de 3 dominis. Les proteïnes 

insecticides Cry de Bt són altament selectives, no tòxiques per als vertebrats i 

ràpidament degradables. A causa d'aquestes característiques, Bt ha guanyat una gran 

importància en el control de plagues d'insectes agrícoles i molts estudis s'han centrat, en 

el passat i present, en l'aïllament i la caracterització de nous ceps que puguin conduir a 

trobar noves toxines amb un espectre d'activitat més ampli i major toxicitat insecticida. 

 

Objectius 

La importància de Bt en el control biològic de plagues, va fer que aquesta Tesi 

tingués els següents objectius: 

- Caracterització dels aïllats de Bt iranians 

- Expressió, aïllament i purificació de noves proteïnes insecticides com Cry1Ia 

- Avaluació de l'activitat insecticida i citotòxica de les toxines Cry1Ia 

- Estudi del pas d'oligomerització en el mode d'acció de les proteïnes Cry1Ia 

- Avaluació de l'activitat antimicrobiana de les soques Bt 

- Determinació dels efectes bioquímics de les soques Bt sobre les cèlꞏlules vegetals 



Segons aquests objectius, la tesi s'ha dividit en sis parts principals que corresponen a 

cadascun d'ells. 

Materials i mètodes 

Els materials i mètodes generals utilitzats en aquest treball es descriuen a 

continuació. Altres metodologies específiques utilitzades en cadascuna de les sis parts 

principals que componen aquesta tesi es descriuen després, sota el títol de cadascuna de 

les parts anunciades. 

- Soques bacterianes

En aquest estudi es van utilitzar un total de 130 soques de Bt iranianes que 

formaven part de una colꞏlecció de Bt al Laboratori de Control Biològic de la 

Universitat de Teheran. A més, la soca HD1S2005 de B. thuringiensis HD1 (Bt HD1) 

(proporcionada amablement per Valent Bioscience, Inc., Libertyville, IL, EUA) i B. 

thuringiensis subsp. thuringiensis HD2 (Berliner) (Bt HD2, obtinguda del Bacillus 

Genetic Stock Center, BGSC, Ohio State University, Ohio, EUA), es va utilitzar com a 

soques estàndard de referència. Les soques d'Escherichia coli DHα5 i BL21 (DE3) es 

van utilitzar com a cèlꞏlules competents per a la clonació gènica i l'expressió de 

proteïnes. 

- Cria d'insectes

En aquesta investigacióes van utilitzar vuit espècies diferents de lepidòpters i 

una plaga de coleòpters, per realitzar els bioassaigs i els assaigs de formació 

d'oligòmers. Entre les espècies d'insectes lepidòpters que es van utilitzar per realitzar els 

experiments de bioassaigs, estan Spodoptera exigua, S. littoralis, Mamestra brassicae i 

Helicoverpa armigera pertanyen a la família Noctuidae, Grapholitamolesta, Plodia 

interpunctella i Ostrinia nubilalis de les famílies de Tortricidae, Pyralidae i Crambidae, 

respectivament. Lobesia botrana (Tortricidae), O. nubilalis i un coleopter; Leptinotarsa 

decemlineata de la família Chrysomelidae, van ser seleccionats per a la obtenció i 

preparació de vesícules de membrana intestinal, per la realització dels assaigs de 

formació d'oligòmers. Totes les colònies d'insectes van ser criades en la dieta artificial i 

mantingudes a 25 ± 1 ° C, 70 ± 5% RH i amb un fotoperíode L: D de 16: 8. 



- Línies celꞏlulars d'insectes 

Es van utilitzar quatre línies de cèlꞏlules d'insectes en aquest estudi: BTI-Tn-

5B1-4 (Hi5), obtingudes a partir de cèlꞏlules ovàriquesde Trichoplusia ni, RP-

HzGUTAW1 (HzGUT) obtingudes a partir de cèlꞏlules intestinals d'Helicoverpa zea, 

UCR-SE, de S. exigua i cèlꞏlules Sf21, obtingudes de cèlꞏlules dels ovaris de S. 

frugiperda. Les línies celꞏlulars d'insectes es van cultivar en un mitjà adequat de cultiu 

celꞏlular i es van mantenir sota les condicions recomanades pel proveïdor (Laboratori de 

Virologia, Universitat de Wageningen, Països Baixos). 

- Preparació de vesícules de membrana intestinal (BBMV) 

Les vesícules de membrana intestinals (BBMV) van ser purificades a partir de 

intestins obtinguts de larves d'últim estadi larvari d'O. nubilalis i L. decemlineata i 

d’insectes sencers (larves d'últim estadi larvari) de L. botrana,. Per obtindre les BBMV. 

es va aplicar el mètode diferencial de precipitació de magnesi (Wolfersberger et al., 

1987), modificat per Escriche et al., (1995). Les BBMV purificades es va quantificar 

mitjançant l'assaig de Bradford i es va emmagatzemar a -80 ° C fins a l'ús. 

- Solubilització de protoxina i activació de la toxina 

Les soques de B. thuringiensis es van cultivar en un medi CCY-agar i es van 

incubar a 29ºC durant 2 dies. La producció i la solubilització de les proteïnes del cristall 

es van realitzar tal com ho va descriure Estela et al. (2004). La concentració de 

proteïnes va ser determinada per l'assaig de Bradford (Bradford, 1976). L'activació de 

protoxina es va realitzar afegint 10% de tripsina (w / w) i incubant la mostra durant 2 

hores a 37 ° C. Les proteïnes activades solubilitzades i tripsines van ser analitzades 

mitjançant electroforesi en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del 12% de dodecilsulfat 

sòdic tal com es descriu en Laemmli 1970. 

- Expressió, purificació i activació de proteïnes Cry clonades 

La proteïna Cry1Ab (utilitzada com a control en aquest estudi), es va obtenir a 

partir de la soca recombinant de E. coli GG094-208 (del Dr. R.A. de Maagd, Universitat 

de Wageningen, Països Baixos). La proteïna Cry1Ia7 originalment obtinguda d'una soca 

espanyola de Bt, HU4-2 (Martínez et al., 2004), va ser amablement proporcionada pel 

Dr. Primitivo Caballero (Universitat Pública de Navarra, Pamplona, Espanya). Les 

proteïnes Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V i Cry1Ia7 es van expressar a les cèlꞏlules E. coli, 

BL21 (DE3) recombinants. 



L'expressió de proteïna Cry1Ab, la purificació dels cossos d'inclusió, la 

solubilització i l'activació de protoxina mitjançant tripsina es va realitzar tal com s'ha 

descrit anteriorment (Sayyed et al., 2005). Per obtenir el fragment principal 

corresponent a la toxina activada de Cry1Ab, es va realitzar una cromatografia 

d'intercanvi anionic en una columna MonoQ 5/5 utilitzant el sistema explorador Äkta 

100 (GE Healthcare, Regne Unit). Les fraccions eluïdes de la columna es van analitzar 

individualment mitjançant electroforesi SDS-PAGE. 

L'expressió de les proteïnes Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V i Cry1Ia7 en les 

cèlꞏlules recombinants E. coli, BL21 (DE3), la purificació d'afinitat mitjançant una 

columna bruta HisTrapTM FF (GE Healthcare Bio-Sciences, Upsala, Suècia), la diàlisi 

de proteïnes i l'activació de protoxina per la tripsina es va realitzar segons s’ha publicat 

en Khorramnejad et al., (2018). 

La concentració de les proteïnes Cry1Ab, Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V i Cry1Ia7 

es va estimar mitjançant densitometria utilitzant la versió 12.3 del programa TotalLab 

Quant, emprant albúmina sèrica bovina (BSA) com a proteïna estàndard. 

 

Metodologia específica per objectius: 

Primera part: caracterització de les soques de B. thuringiensisde Iran 

- Aïllament de soques de Bt a partir de mostres de Iran 

El mètode de selecció amb acetat es va utilitzar per aïllar, inicialment, les soques 

Bt. Aquest mètode es basa en que l'acetat de sodi (0,25 mM) inhibeix de manera 

selectiva la germinació de les espores de Bt i no d'altres espores, de manera que es 

poden eliminar les espores germinades i també altres bacteris que no formen espores, 

seguint un tractament tèrmic de 7 min a 80 ̊C. A continuació, les mostres es van sembrar 

en placa (en agar nutritiu) i es van incubar 16 hores a 29 ° C. Les colònies obtingudes es 

van examinar mitjançant tinció de Gram i es va observar la presència de cristalls 

paraesporals mitjançant microscòpia de contrast de fases. Els aïllats de Bt es van 

classificar com a tals després d'observar la seva capacitat de produir cristalls 

paraesporals. 

 

 



-Bioassaigs

Es va realitzar una selecció preliminar de soques Bt amb capacitat insecticida 

enregistrant la toxicitat de les 130 soques de Bt natives contra larves de segon estadi de 

P. interpunctella. Els bioensayos es van realitzar amb una concentració exclusiva de 108

cèlꞏlules / ml (més alta que la LC50 calculada) contra les larves de P. interpunctella pel

mètode d'incorporació en dieta. Els assaigs es van dur a terme utilitzant 20 larves, amb

tres repeticions. L'aigua es va utilitzar com a control negatiu. La mortalitat es va

registrar després de 72 hores de tractament.

Basant-se en aquest cribratge, es van seleccionar set soques de Bt amb diferents 

activitats larvicides i es van analitzar contra larves nounades de S. exigua, G. molesta, 

O. nubilalis i M. brassicae, per mètode de contaminació superficial tal com ho descriu

Hernández-Martínez et al., 2008. Es van realitzar experiments amb protoxines i toxines

activades, i es van repetir tres vegades, amb 48 larves en cada replicat. El tampó de

solubilització i la soca HD1 es van utilitzar com a control negatiu i soca de referència,

respectivament. Els bioensayos es van realitzar a 25 ± 1 ° C, 60 ± 5% RH i 16: 8

fotoperíode L / D. La mortalitat es va enregistrar després de 7 dies de tractament.

- Assajos de viabilitat celꞏlular

La viabilitat celꞏlular es va analitzar utilitzant el reactiu CellTiter 96 ® AQueous 

One Solution (Promega Co, Madison, WI, EUA). La técnica es basa en la detecció de la 

reucció de la sal de tetrazolium (MTT- 3- (4,5-Dimetil-2-tiazolil) 2,5-difenil-2H -

tetrazolium bromide). L'assaig de viabilitat celꞏlular es va realitzar amb quatre línies 

celꞏlulars procedents de T. ni (Hi5), H. zea (HzGUT), S. exigua (UCR-SE) i S. 

frugiperda (Sf21). L'activitat citotòxica es va investigar mitjançant observació 

microscòpica, assaig d'una sola dosi i assaig de dosi-resposta. Es va realitzar un assaig 

de dosi única amb proteïnes dels cristalls solubilitzades i tripsinizades, per determinar 

l'activitat citotòxica de totes les soques Bt seleccionades contra les quatre línies 

celꞏlulars d'insectes. Posteriorment, es van realitzar assaigs de dosi-resposta per a les 

soques més tòxiques contra les línies celꞏlulars d'insectes més susceptibles. Per als 

assaigs d'una sola dosi, es van utilitzar 10 μl de proteïna solubilitzada (a una 

concentració de 1 μg / μl) o toxina activada amb tripsina (a una concentració de 7 μg / 

μl). Per a l'assaig de dosi-resposta, les cèlꞏlules es van tractar amb proteïna tripsinitzada 

a diferents concentracions, des de 0,64, 3,2, 16, 80 a 400 μg / ml. Els canvis 

morfològics induïts per toxines es van registrar després de l'observació amb un 



microscopi invertit (Leica DMI 3000B), en els intervals temporals d'1, 3, 6 i 16 hores 

després de l'exposició a la toxina. La viabilitat celꞏlular es va mesurar 16 hores després 

del tractament de les cèlꞏlules en assaigs de dosi única, i 6 hores després de l'exposició, 

en assaigs de dosi-resposta. Tots els experiments es van realitzar per duplicat i es van 

repetir dues vegades. 

- Perfil de proteïna i anàlisi proteòmic

Per tal d’obtindre el perfil proteic, les proteïnes solubilitzades i també les 

tripsinizades van ser analitzades mitjançant electroforesi en gel de poliacrilamida 12% 

(SDS-PAGE) tal com va descriure Laemmli 1970. Les proteïnes de cristall insecticida 

produïdes per cadascuna de les soques Bt van ser analitzades per cromatografia líquida i 

l'espectrometria de masses tàndem LC-MS / MS. Aquestes tècniques es van realitzar al 

Servei de Proteòmica del SCSIE-Servei Central de Suport a la Investigació 

Experimental, a la Universitat de València, València, Espanya.. 

- Identificació de contingut genètic

L'ADN total de les soques Bt seleccionades va ser extret i purificat segons 

Ferrandis et al. (1999). Les soques de Bt es van caracteritzar utilitzant 27 parells de 

primers, be dissenyats en aquest treball o be descrits anteriorment a la bibliografia. Els 

productes de PCR es van analitzar amb gel d'electroforesi en agarosa, al 1%. L'ADN 

amplificat es va purificar utilitzant kit NucleoSpin Gel i PCR Clean-up (MACHEREY-

NAGEL, Alemanya) i va ser enviat a Stab Vida (Investigação e Servicis em Ciências 

Biologicas Lda, Portugal) per a la seqüenciació. Les seqüències van ser editades i 

analitzades utilitzant el programa Geneious (versió 10.0.9). Els analisi de les seqüències 

d'ADN es van realitzar mitjançant la base de dades del NCBI. 

- Producció d'-exotoxina

La possible presència d'β-exotoxina a les soques Bt també va ser determinada 

per LC-MS / MS. La preparació de la mostra es va fer tal com ho descrivia Hernández 

et al. 2003. 



Segona part: Aïllament, clonació, expressió, i purificació de noves proteïnes 

insecticides 

La soca de Bt IE-1, aïllada de les larves infectades d'Ephestia kuehniela, es va 

caracteritzar en profunditat, analitzant el seu contingut genètic i la seva composició de 

proteïnes insecticides. La investigació va conduir al descobriment d’un nou gen cry1Ia 

en la soca IE-1. Va ser nomenat cry1Ia38 (Gene Bank Acc. Número MG584186). 

- Clonació del gen cry1Ia38

El gen complet cry1Ia38 es va clonar a partir de l'ADN genòmic extret de la 

soca IE-1. Els encebadors utilitzats per a l'amplificació del gen per PCR van ser el Ia38-

F (5'GGATCCATGAAACTAAAGAATCAAGAT 3 ') i el Ia38-R 

(5'GTCGACCTACATGTTACGTTACGCTCAATC 3'). Després de l'amplificació, els 

productes de PCR es van clonar en el vector de clonació pGEM-T easy. Posteriorment, 

el gen cry1Ia38 clonat es va subclonar en el vector d'expressió, PET-30a (+). La 

construcció resultant es va transformar en cèlꞏlules E. coli DHα5. La seqüència inserida 

es va confirmar mitjançant seqüenciació amb iniciadors d'inserció, en ambdues 

direccions. Després de la seqüenciació, els transformants reeixits es van transformar en 

cèlꞏlules E. coli BL21 (DE3) per a la seva expressió. La proteïna Cry1Ia38 produïda es 

va purificar per cromatografia d'afinitat (veure "Expressió, purificació i activació de 

proteïnes Cry clonades"). 

- Mutagènesi dirigida pel lloc.

La substitució de Ile116 per Val en la posició 116 es va realitzar mitjançant PCR 

de solapament-extensió, usant el gen cry1Ia38 clonat en PET-30a (+) com a motlle. La 

seqüenciació de l'ADN va verificar la mutació puntual. 

Tercera part: Investigació de les propietats insecticides i citotòxiques de les 

toxines Cry1Ia 

La caracterització molecular, activitats insecticides i citotòxiques de la protoxina 

Cry1Ia38 i de la proteïna activada, es van estudiar amb larves nounades d'O nubilalis, 

G. molesta, H. armigera, S. exigua i S. littoralis, pel mètode de contaminació en

superfície, a una concentració única de 1000 ng / cm2. A més, les activitats citotòxiques



de la protoxina Cry1Ia38 i de la toxina activada es van determinar contra la línia 

celꞏlular Sf21, usant quatre concentracions diferents (0,16, 0,8, 4 i 20 mg / ml). 

L'activitat insecticida de la Cry1Ia38-I116V (protoxina i toxina activada) es va 

avaluar contra nounats d'O nubilalis, S. exigua, G. molesta i S. littoralis a 1000 ng / 

cm2, com s'ha descrit anteriorment. Les activitats citotòxiques també es van determinar 

contra la línia celꞏlular Sf21, a les quatre concentracions usades per Cry1Ia38. 

Per comparar les activitats insecticides amb altres proteïnes Cry1Ia, es va 

escollir la toxina Cry1Ia7, prèviament analitzada i clonada, i disponible al Laboratori de 

Control Biotecnològic de Plagues (Departament de Genètica, Universitat de València), 

on s'ha realitzat aquesta tesi. La seqüència d'aminoàcids de Cry1Ia38 va ser 96% 

idèntica a la de Cry1Ia7. L'activitat insecticida es va avaluar amb larves de primer estadi 

d'O nubilalis, G. molesta, M. brassicae i S. littoralis, a 1000 ng / cm2 similarment a 

Cry1Ia38. L'activitat citotòxica a quatre concentracions diferents (0.16, 0.8, 4 i 20 mg / 

ml) també va ser avaluada contra dues línies celꞏlulars d'insectes, la Sf21 i la Hi5.

Quarta part: Estudi del pas d'oligomerització en el mode d'acció de les 

proteïnes Cry1Ia 

- Marcatge amb biotina de la proteïna Cry1Ia

La proteïna Cry1Ia activada amb tripsina va ser biotinilada utilitzant el kit de 

biotinilació de proteïnes de GE Healthcare (GE Healthcare, Little Chalfont, Regne Unit) 

segons les instruccions del fabricant, tal com es descriu en la bibliografia (Hernández-

Martínez et al., 2014). 

- Assajos d'oligomerització amb cèlꞏlules Sf21

Els assajos d'oligomerització es van realitzar segons el metode de Portugal et al 

(2014) amb lleugeres modificacions. En resum, 100 ml de suspensió celꞏlular (2x106 

cèlꞏlules / ml) es va tractar amb toxines activades (Cry1Ia biotinilada i Cry1Ab) a una 

concentració final de 0,03 mg proteïna / ml. Les plaques es van incubar durant 3 hores a 

25 ° C. Posteriorment, les cèlꞏlules es van recollir per centrifugació a 16.200 × g, 4 ° C 

durant 15 minuts, es van rentar amb 200 ml de tampó de carbonat 50 mM pH 10.5 i es 

van recuperar després de centrifugació durant 45 min a 18.800 × g. Les cèlꞏlules es van 

re-suspendre en 10 ml de tampó i es van escalfar a 50 ºC, 3 minuts. Les proteïnes 



presents a la mostra es van separar per SDS-PAGE al 10% i es van electrotransferir a 

una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF). La membrana es va bloquejar o 

/ n en PBS amb Tween 20 al 0,1% (PBST) complementat amb llet desnatada al 5%, 

amb agitació suau. Després de tres rentats amb PBST, la membrana es va incubar amb 

anticossos: (1) Cry1Ab es va detectar amb anticòs policlonal anti-Bt Cry1Ab / 1Ac de 

conill (Abraxis Warminster, Pennsylvania, Estats Units) (1: 10.000, 60 min), seguit 

d'anticòs secundari ( 1: 20,000; 60 min) acoblat amb peroxidasa de rave picant (HRP), i 

(2) la proteïna Cry1Ia biotinilada va ser detectada amb HRP conjugada amb 

estreptavidina (1: 2.000; 60 min). Les dues proteïnes Cry1Ab i Cry1Ia es van visualitzar 

per quimioluminescència utilitzant el reactiu ECLTM (GE Healthcare) i l'analitzador 

d'imatges ImageQuant LAS400. Cada assaig d'oligomerització es va repetir almenys 

tres vegades. 

- Assajos d'Oligomerització amb BBMV 

Els assajos es van realitzar seguint el protocol d’Ocelotl et al (2015) amb 

algunes modificacions: 2 mg de Cry1Ia marcada amb biotina o Cry1Ab activada es van 

incubar, durant una hora amb 5 mg de BBMV de L. botrana o L. decemlineata, o amb 

20 mg de BBMV d'O nubilalis, a 37 ° C, en un volum final de 50 ml. Proteïnes 

activades incubades en absència de BBMV i mostres que contenien només BBMV, es 

van usar com a controls. La resta de l'experiment es va dur a terme com s'ha exposat en 

la secció anterior. Els assajos es van repetir, almenys, tres vegades.  

 

Cinquena part: Avaluació de l'activitat antimicrobiana de les soques de Bt 

seleccionades  

L'efecte inhibitori es va avaluar contra els fongs fitopatògens, F. oxysporum 

subsp. lycopersici i bacteri Erwinia sp. Inicialment, la presència de gens d'endo i exo-

quitinasa es va estudiar mitjançant l'amplificació dels gens respectius per PCR, utilitzant 

dos parells de primers específics. L'activitat antibacteriana de les set soques de Bt 

seleccionades contra Erwinia sp. es va provar utilitzant el mètode de difusió tal com ho 

descriu Djenane et al., (2017). L'activitat antifúngica de les soques Bt contra F. 

oxysporum subsp. lycopersici es va estudiar utilitzant el mètode de cultiu dual (Knaak et 

al., 2007). 

 



Sisena part: Determinació dels canvis bioquímics i fisiològics provocats per 

les soques Bt, sobre cèlꞏlules vegetals 

- Manteniment de les plantes de tomàquet i inoculació bacteriana

Plantes de tomàquet, Solanum lycopersicum L., (conrear Falat), es van 

desenvolupar i van mantenir en condicions controlades (25 ± 5 ° C, 16: 8 hores (L / O), 

65 ± 5% RH) en hivernacles, en sòl estèril autoclavat. Plàntules de tomàquet de dues 

setmanes es van transferir a testos (dues plantes per test) i es van regar diàriament amb 

aigua. Les plantes de sis setmanes es van dividir en quatre grups: (1). Inoculació de la 

rizosfera, (2). Controls que van rebre aigua destilꞏlada estèril en la rizosfera, (3). 

Inoculació de filoplano i (4). Controls del filoplano, que va ser ruixat amb aigua 

destilꞏlada estèril. En dos tractaments, les plantes es van polvoritzar o inocular amb 

barreges d'espores i cristalls de la soca AzLp. La inoculació de la rizosfera es va fer amb 

pipetes, afegint 5 ml d'una suspensió de 108 espores / ml prop de les arrels. En el 

tractament de polvorització, el sòl es va cobrir amb plàstic per evitar la transferència de 

la suspensió de Bt a terra, i es va realitzar amb una suspensió de 108 espores / ml, fins a 

la escorrentia. Es van usar 28 testos de tomàquet en cada tractament, 96 testos en total. 

Després de 0 (2 hores després de l'aplicació de Bt com 0 dies), 1, 2, 3, 5, 7, 10 i 15 dies 

després del tractament, es van recollir les fulles madures, es van moldre en nitrogen 

líquid i es van mantenir a - 80 ° C fins al seu ús.  

- Respostes bioquímiques i fisiològiques a les plantes de tomàquet

Es van determinar i comparar les activitats enzimàtiques (catalasa, superóxido 

dismutasa, ascorbato peroxidasa, fenilalanina ammonia-liasa i polifenol oxidasa) i 

paràmetres no enzimàtics (proteïnes, hidrats de carboni, fenilalanina i fenòlics) en fulles 

tractades i no tractades. 

Per mesurar l'activitat enzimàtica, 0,5 g de la mostra de la fulla es va 

homogeneïtzar en un ml de tampó fosfat 50 mM pH 6,8 seguit de centrifugació a 13000 

× g durant 15 min a 4 ° C. El sobrenedant obtingut es va utilitzar com extracte 

enzimàtic i es va utilitzar per a la determinació de la catalasa (Aebi 1984), superóxido 

dismutasa (Beauchaup i Fridovich, 1971), ascorbato peroxidasa (Ranieri et al., 2003) i 

polifenol oxidasa (Kar i Mishra, 1976). L'activitat de la fenilalanina ammonia-liasa es 

va mesurar seguint el protocol descrit per Wang et al., (2006). 



El contingut de la prolina en les mostres de la fulla es va determinar utilitzant 

ninhidrina àcida (Carillo i Gibon, 2011). L'estimació del contingut fenòlic total es va 

realitzar mitjançant el reactiu Folin-Ciocalteu (Ainsworth i Gillespie, 2007). El 

contingut de proteïnes i el carbohidrat soluble total en fulles de tomàquet es van 

mesurar tal com es va descriure en Bradford (1976) i en Dreywood, (1946) 

respectivament. 

Resultats i discussió 

Primera part: caracterització de soques de B. thuringiensis 

En aquest estudi es van utilitzar 130 soques de Bt: 88 procedents d'una 

colꞏlecció de Bt del Laboratori de Control Biològic de la Universitat de Teheran, i 42 

aïllades de mostres de sòl i larves d'insectes infectats recollits de localitzacions 

ambientalment diverses a l'Iran. 

Es van realitzar proves preliminars de selecció amb barreges d'espores i cristalls 

usant larves de segon estadi de P. intenpunctella. En base a aquests resultats, les 130 

soques de Bt es van classificar en funció de la seva toxicitat en tres grups de virulència: 

alt, mitjà i baix. Cinc soques de Bt aïllades de larves infectades (IE-1, AzLp, IE-2, IP- 2 

e IEP), així com altres dues soques de Bt aïllades del sòl (DCF i MCH), es van 

classificar en la primera categoria, causant una mortalitat de més del 67%. La majoria 

de les soques (119 soques de Bt) no van causar mortalitat significativa (menys del 34%) 

i només quatre soques van mostrar activitat moderada (34% a 67% de mortalitat). A 

partir d'aquests resultats, set soques de Bt amb diversa activitat larvicida (IE-1, AzLp, 

IE-2, IP-2 i IEP, altament tòxiques i les soques KHF i RM Bt que van mostrar activitat 

respectivament baixa i no tòxica) van ser seleccionades i caracteritzades amb més detall 

en aquest treball. 

L'espectre d'activitat tòxica es va avaluar mitjançant bioassajos usant el mètode 

de contaminació de la dieta en superfície, utilitzant larves de primer estadi dels 

lepidòpters S. exigua, M. brassicae, G. molesta i O. nubilalis (que representen les 

famílies Noctuidae, Tortricidae, Crambidae i Pyralidae d'ordre Lepidoptera) a una 

concentració de 1000 ng / cm2. G. molesta i O. nubilalis, van ser els insectes més 

susceptibles tant a les protoxines com a les toxines activades. Diversos graus de 

mortalitat es van observar quan es van usar larves de S. exigua i M. brassicae. Entre 



ells, les protoxines i les toxines activades de AzLp, IE-2 i IP-2 van exhibir els nivells 

més alts de toxicitat per a aquests dos insectes en comparació amb les de l'estàndard Bt 

HD-1. 

Per completar l'anàlisi toxicitat, es van realitzar assajos in vitro amb línies 

celꞏlulars de lepidòpters (activitat citotòxica) de la família Noctuidae. Les proteïnes 

cristalꞏlines de AzLp, IE-2 i IP-2 van ser les més tòxiques per a totes les línies 

celꞏlulars, especialment per Sf21. Els assajos in vitro van indicar que les soques IE-1 i 

RM van ser poc tòxiques per a totes les línies celꞏlulars analitzades, similarment a la 

soca de referència HD-1. A més, després d'exposar les cèlꞏlules Sf21 a diferents 

concentracions de toxines activades de AzLp IE-2 i IP-2, es van observar canvis 

morfològics, com inflat osmòtic o cèlꞏlules amb forma de globus. El resultat dels 

assajos va mostrar que en augmentar la concentració de toxina, la viabilitat de les 

cèlꞏlules disminuïa. Les soques IE-2 i IP-2 van exhibir una activitat citotòxica 

estadísticament similar, amb EC50 de 1,03 i 1,60 mg / ml, respectivament. 

Els nostres resultats van mostrar que les soques de Bt seleccionades presentaven 

perfils proteics similars en SDS-PAGE, compostos per proteïnes amb pesos moleculars 

entre 130 i 20 kDa. Els perfils de bandes van ser, generalment, similars al de Bt HD-1 i 

van consistir principalment en dues bandes de aprox. 130 (que podrien correspondre a 

proteïnes de tipus Cry1) i sobre 65 kDa (probablement corresponent a proteïnes de tipus 

Cry2 o Cry1 processada). Després de la solubilització, les proteïnes activades amb 

tripsina van mostrar perfils de bandes en pràcticament idèntics, evidenciant dues bandes 

majoritàries d'al voltant de 65 kDa. 

L'anàlisi proteòmic per LC-MS / MS va mostrar que les proteïnes Cry1Aa, 

Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca, Cry1Da i Cry2Aa eren les més abundants als cristalls de les 

soques Bt seleccionades. Les proteïnes de la família Cry1A van ser les més abundants 

segons els valors quantitatius. Cry1Ac va ser l'única proteïna assignada la soca RM. Per 

a la soca KHF, no es va identificar cap proteïna similar a les proteïnes cristalꞏlines 

insecticides de Bt conegudes fins ara. 

L'anàlisi de PCR es va dur a terme per identificar els gens codificants per 

proteïnes Bt, tant les secretades durant l'etapa vegetativa de Bt (gens cry1I, vip i sip) 

com les presents en els cristalls (gens cry, CYT i ps). Es va observar que el gen cry2 

estava present en totes les soques provades. Excloent KHF, les altres soques van produir 

els amplicons esperats en base als resultats de proteòmica obtinguts anteriorment. Les 



soques IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 i IEP van mostrar amplificació per PCR positiva per als 

gens cry1Ac, cry1I, vip3. En cap de les soques es van amplificar els gens cry1Ad, 

cry1Ag, cyt1, cyt2, vip1, vip2, sip1, ps1, ps2, ps3 o PS4. 

Com a pas final de la caracterització, es va investigar la producció de β-

exotoxina, requisit necessari per a proposar una nova soca de Bt com a candidat per a ús 

comercial. La β-exotoxina és tòxica per a vertebrats, de manera que els bioinsecticides 

basats en Bt que la produeixen estan prohibits. La presència de β-exotoxina es va 

determinar per LC-MS / MS en el sobrenedant del cultiu de Bt en fase vegetativa. Els 

resultats van mostrar la seva absència en totes les soques Bt seleccionades, classificant 

com a aptes per a futurs bioplaguicides. 

En resum, d'un total de 130 soques iranianes de Bt, 7 van ser seleccionades per 

ser extensivament caracteritzades emprant diferents metodologies. Com a resultat, a 

causa de l'alta toxicitat per a diferents larves i línies celꞏlulars d'insectes, la presència de 

proteïnes insecticides i l'absència de β-exotoxina, les soques AzLp, IE-2 i IP-2 es poden 

proposar com a candidates per al desenvolupament de nous bioinsecticides basats en Bt. 

Segona Part: Aïllament, clonació, expressió i purificació de noves proteïnes 

insecticides 

A causa de l'extensa aplicació de productes basats en Bt, en alguns insectes 

plaga s'han detectat brots de resistència. S'han emprat diverses estratègies per millorar 

l'eficàcia dels insecticides basats en Bt i el descobriment de noves soques és necessari 

per descobrir noves toxines amb diferents modes d'acció i potser un rang més ampli 

d'activitat insecticida. En aquesta Tesi, en la recerca de nous gens cry que codifiquin 

noves toxines, a la soca IE-1, es va trobar un nou gen tipus cry1Ia. Va ser anomenat 

cry1Ia38 (Gene Bank Acc. Number MG584186), i es va observar que tenia 2160 pb, 

que codificaven una proteïna de 719 aminoàcids. Aquest gen es va clonar a partir de 

l'ADN genòmic extret de la soca IE-1 i es va expressar en cèlꞏlules d'E coli BL21. El 

gen va codificar per una proteïna de 80 kDa, massa molecular única entre les proteïnes 

cristalꞏlines de 3dominis, i comú a totes les toxines Cry1I. L'activació va donar com a 

resultat un pèptid estable d'aprox. 50 kDa (toxina activada). 

Posteriorment es va comparar la toxicitat de Cry1Ia38 amb la d'un mutant 

puntual d'aquesta generat mitjançant mutagènesi dirigida, el Cry1Ia38-I116V, que té 



substituïda Ile per Val en la posició 116, en el domini I de la proteïna. L'expressió de 

Cry1Ia38-I116V va resultar en una protoxina de 80 kDa, que després d’activar es va 

mostrar com una banda de 50 kDa en SDS-PAGE.  

Tercera part: Avaluació de les propietats insecticides i citotòxiques de les 

toxines Cry1Ia  

Els bioassaigs van mostrar que la protoxina Cry1Ia38 era altament tòxica per O. 

nubilalis i G. molesta, poc tòxica per a S. exigua i S. littoralis, i innòcua per H. 

armigera. La proteïna Cry1Ia38 activada, va resultar altament tòxica per G. molesta i 

moderadament tòxica O. nubilalis. En base als assaigs de viabilitat celꞏlular, Cry1Ia38 

(protoxina o toxina) no va ser tòxica per a les cèlꞏlules Sf21 a les concentracions 

provades. 

L'activitat insecticida de la protoxina i la proteïna tripsinizada de Cry1Ia38-

I116V, es va deterninar amb de larves d'O nubilalis, G. molesta i S. exigua i S. littoralis 

a una concentració de 1000 ng / cm2. La protoxina va resultar tòxica per O. nubilalis i 

G. molesta, mentre que el mutant activat amb tripsina va perdre la toxicitat contra tots

dos insectes. Per tant, les dades indiquen que la mutació va afectar l'activitat insecticida.

De manera similar al que s'havia trobat amb Cry1Ia38, la protoxina i la toxina activada

de Cry1Ia38-I116V no van resultar tòxiques per a les cèlꞏlules Sf21.

La caracterització molecular i les activitats insecticides i citotòxiques de Cry1Ia7 

es van analitzar i van comparar amb les proteïnes obtingudes en el present treball, 

Cry1Ia38 i Cry1Ia38-I116V. Els nostres resultats van mostrar que la protoxina de 

Cry1Ia7 era tòxica per O. nubilalis i G. molesta. Però la toxina activada va donar una 

toxicitat menor que la d'Cry1Ia38 per G. molesta. L'assaig de viabilitat celꞏlular va 

mostrar que Cry1Ia7 no era tòxica per a les cèlꞏlules Sf21 o Hi5 a les concentracions 

provades (no es van observar diferències estadísticament significatives entre elles). 

Només després de 48 hores d'exposició a la concentració més alta de la Cry1Ia7 

activada (20 mg / ml), es va observar una pèrdua del 40% de la viabilitat celꞏlular en les 

dues línies celꞏlulars. 

En resum, en aquesta investigació es va avaluar i va comparar l'espectre 

insecticida de diferents proteïnes Cry1Ia. D'acord amb els nostres troballes, les 

protoxines de Cry1Ia38 i Cry1Ia7 van ser tòxiques per a les larves d'O nubilalis i G. 



molesta. Però la Cry1Ia7 activada amb tripsina no va mostrar activitat insecticida contra 

les larves de G. molesta, mentre que Cry1Ia38 sí que ho va fer. En conjunt, tot i que hi 

ha una alta identitat entre les seqüències d'aminoàcids de les proteïnes Cry1Ia provades, 

es van detectar diferències significatives en l'activitat insecticida de les formes activades 

per tripsina d'aquestes toxines, en particular, contra G. molesta. 

 

Quarta part: Estudi de la oligomerització en la manera d'acció de les 

proteïnes Cry1Ia  

El mode d'acció de les toxines Cry de Bt comença per la ingestió de les 

inclusions cristalꞏlines paraesporals i la seva solubilització (per les condicions de pH de 

l'intestí mitjà de l'insecte), convertint-les en protoxines. Aquestes són activades per les 

proteases de l'intestí mitjà de l'hoste, produint nuclis resistents a proteases o toxines. El 

mode d'acció de les proteïnes Cry de 3-dominis que composen el cristall paraesporal de 

Bt, no està totalment dilucidat. D'acord amb el model d'unió seqüencial, després 

d'aquesta activació proteolítica, a l'intestí els monòmers s'uneixen a receptors de 

membrana tipus cadherina. Aquesta unió desencadena un últim tall proteolític que 

afavoreix la oligomerització de toxines, i després d'això, la seva inserció en les 

membranes intestinals i la formació de porus. La formació d'un oligómer abans de la 

inserció en membrana s'ha descrit com un pas important i necessari per al procés de 

toxicitat. A causa de les característiques específiques de les proteïnes Cry1I (les quals 

tenen 3 dominis però no formen cristall), una millor comprensió del seu mode d'acció és 

fonamental per millorar la seva eficàcia enfront de les plagues d'insectes. En aquest 

estudi, s'ha determinat per primera vegada la formació d'oligòmers de Cry1Ia i la 

possible relació entre aquests i la activitat insecticida d’aquesta proteïna. 

Atès que les proteïnes Cry1I tenen activitat doble contra les plagues de 

lepidòpters i coleòpters, es va estudiar la formació d'oligòmers d'Cry1Ia7 després 

d'incubar la proteïna amb BBMV del coleòpter susceptible L. decemlineata, del 

lepidòpter susceptible L. botrana, i del lepidòpter no susceptible O. nubilalis. A més, en 

aquest estudi es va emprar la línia celꞏlular Sf21 com a model derivat de cèlꞏlules. 

També es va seleccionar Cry1Ab com a proteïna control, per que la seva 

oligomerització ha estat demostrada en diversos estudis. Els nostres resultats van 

mostrar clarament que Cry1Ab pot oligomerizar en la forma d'tetràmer proposada per 

altres autors (mida de pes molecular de 250 kDa) després d'entrar en contacte amb 



BBMV o cèlꞏlules d'insectes independentment de la susceptibilitat de l'hoste, ja que es 

van observar oligòmers després de la incubació de la proteïna tripsinizada amb BBMV 

d'O nubilalis o L. botrana (insectes susceptibles), però també amb BBMV de L. 

decemlineata (no susceptible) i cèlꞏlules Sf21 (cèlꞏlules no susceptibles). Però la toxina 

Cry1Ia va formar oligòmers només després de la incubació amb BBMV de L. 

decemlineata (coleòpter susceptible) però no després de la incubació amb BBMV de 

lepidòpters o cèlꞏlules, independentment de la seva susceptibilitat. Basant-se els nostres 

resultats, el model d'unió seqüencial del mode d'acció de les toxines de Bt de tres 

dominis, que inclou la oligomerització, pot no ser general per a tots els membres de la 

família Cry de tres dominis. Aquestes dades indiquen que possiblement Cry1Ia tingui 

un mode d'acció diferent a altres proteïnes Cry, afavorint que puguin usar-se en 

combinació amb aquestes últimes en insecticides o plantes transgèniques, per retardar 

l'evolució de la resistència en els insectes diana. 

 

Cinquena part: Avaluació de l'activitat antimicrobiana de les soques Bt 

Fins ara, només les propietats insecticides de Bt atreien atenció. No obstant això, 

en els últims anys, s'han descobert altres accions de Bt en el control de malalties de les 

plantes, ja que hi ha evidències d'una acció antibiòtica d'espores i cristalls de soques de 

Bt sobre fongs i bacteris fitopatògens. Trobar una formulació basada en Bt específica, 

fàcilment degradable i de baix cost per controlar tant les plagues d'insectes com les 

malalties de les plantes, seria altament valuosa en el control biològic. 

En aquesta Tesi, es va avaluar l'activitat antimicrobiana de les 7 soques de Bt 

prèviament seleccionades, contra patògens de plantes com ara el fong F. oxysporum o el 

bacteri Erwinia sp. A més, es va estudiar el gen de quitinasa com un important agent 

antifúngic en les soques de Bt estudiades. 

Els nostres resultats van mostrar que les soques IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 i IEP 

posseeixen exoquitinasa. El gen de l'endo-quitinasa es va detectar en les soques AzLp, 

IE-2 i IP-2. L'activitat antifúngica de les set soques Bt es va avaluar pel mètode de 

cultiu dual davant de F. oxysporum subsp. lycopersici que causa podridura de l'arrel en 

plantes de tomàquet. El fitopatógen va créixer en la superfície de plaques d'Agar de 

Dextrosa de Patata i les barreres bacterianes de Bt no van inhibir el seu creixement. 

Com a resultat, es va concloure que la barreja d'espores i cristalls de les soques de Bt 



seleccionades no posseïen activitats antifúngiques. No es va observar correlació entre la 

presència de gens de quitinasa i l'activitat antifúngica, el que podria explicar-se per una 

baixa transcripció del gen o per seqüències no transcrites. 

L'activitat antibacteriana de les soques de Bt seleccionades es va provar pel 

mètode de difusió en agar, davant el bacteri patogen Gram negativa, Erwinia sp, que 

causa la malaltia de podridura tova del tomàquet. El bacteri fitopatógen va créixer en 

tota la superfície de la placa d'Agar Nutritiu i no es van observar zones clares al voltant 

de les colònies de Bt, el que indica que aquestes soques no van poder controlar Erwinia 

sp. L'activitat antimicrobiana descrita en altres soques de Bt podria ser una 

conseqüència de l'adaptació d'aquestes soques al seu hàbitat. Per tant, a causa de que la 

majoria de les soques de Bt estudiades (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 i IEP) havien estat 

aïllades de larves d'insectes infectats o morts, el més probable és que no mostressin cap 

activitat antimicrobiana contra els agents fitopatògens utilitzats en aquest estudi, 

usualment presents en el sòl (F. oxysporum subsp lycopersici i Erwinia sp). 

 

Sisena part: Determinació dels canvis bioquímics i fisiològics provocats per 

Bt en les cèlꞏlules vegetals  

S'ha descrit que soques de Bt tenen potencial per promoure el creixement de les 

plantes, millorar l'absorció de nutrients i protegir-les en condicions d'estrès abiòtic i 

biòtic. Bt pot protegir les plantes a través de la producció de siderófors, activitat 

quitinasa, augmentant les activitats dels enzims de resistència de les plantes i induint la 

resistència sistèmica. Tot i que els pesticides basats en Bt s'han fet servir àmpliament 

durant anys, se sap molt poc sobre la interacció entre les cèlꞏlules vegetals i Bt. 

L'objectiu d'aquesta part de la tesi va ser estudiar la interacció planta-Bt a nivell 

celꞏlular, centrant-nos en l'efecte de la inoculació de Bt sobre l'estat antioxidant de la 

planta. 

Quan les plantes se sotmeten a estrès biòtic o abiòtic, hi ha una producció 

d'espècies reactives d'oxigen que danyen les seves cèlꞏlules. Per tant, enzims 

antioxidants com ara catalasa, superòxid dismutasa, fenilalanina amoníac-liasa i 

ascorbat peroxidasa són necessàries per eliminar aquestes espècies reactives i restaurar 

les condicions normals a nivell celꞏlular. Quan les plantes pateixen estrès biòtic (com 

invasió de patògens), es produeixen les reaccions oxidatives (superòxid, peròxid 



d'hidrogen i radicals hidroxil) que desencadenen la defensa de la planta en dues fases: la 

fase un és inespecífica i passa immediatament després del reconeixement del patogen, 

però la fase dues es perllonga i condueix a la resistència a la malaltia. En aquest treball 

de Tesi, es va estudiar l'activitat dels enzims antioxidants després de tractar plantes de 

tomàquet (ruixant el filoplano o inoculant la rizosfera) amb les 7 soques de Bt 

seleccionades. El resultat va ser un augment significatiu d'aquestes activitats, molt 

probablement per reduir l'estrès oxidatiu. En el cas de tractar (en filoplano o rizosfera) 

les plantes de tomàquet amb una barreja d'espores i cristalls de la soca AzLp, es van 

observar aquestes dues fases. 

El tractament de plantes de tomàquet amb suspensió de Bt (barreja d'espores i 

cristalls) tant en filoplano com a rizosfera, va millorar significativament l'acumulació de 

proteïnes, carbohidrats, prolina i contingut fenòlic en fulls de tomàquet en comparació 

amb el tractament no inoculat. Els components no enzimàtics, com la prolina, actuen 

com una defensa principal contra les espècies reactives d'oxigen. Per tant, en augmentar 

els continguts fenòlics, de carbohidrats, proteïnes i prolina en els fulls de tomàquet, es 

disminueix el dany oxidatiu. En conjunt, d'acord amb les nostres observacions, l'impacte 

de la suspensió de Bt en les cèlꞏlules de tomàquet va conduir a respostes fisiològiques i 

bioquímiques que van augmentar l'activitat dels enzims antioxidants i la resistència 

induïda a l'estrès biòtic. 

En resum, la nostra investigació ha caracteritzat extensivament alguns aïllats de 

Bt iranians seleccionats segons la seva toxicitat a P. interpunctella, mitjançant l'ús de 

diferents tècniques complementàries. La caracterització es va realitzar sobre la base del 

perfil electroforètic de proteïnes, contingut de gens, anàlisi proteòmic, perfil insecticida 

i citotòxic i producció de β-exotoxina. Aquesta caracterització integral ha revelat tres 

soques Bt molt potents per controlar plagues de lepidòpters. Seguint els objectius 

d'aquesta tesi, l'efecte de les proteïnes de les soques de Bt seleccionades es va avaluar 

usant cèlꞏlules animals (línies celꞏlulars d'insectes), cèlꞏlules microbianes (cultius 

d'Erwinia sp. i Fusarium) i cèlꞏlules vegetals (plantes de tomàquet). Per trobar noves 

activitats insecticides, es van explorar les soques seleccionades a la recerca de nous gens 

cry. Com a resultat, es va descobrir el gen cry1Ia38, i tant aquest com un mutant 

puntual d'aquest, es van clonar i expressar. Les activitats insecticides i citotòxiques de 

les proteïnes Cry1I es van avaluar enfront de diferents espècies de lepidòpters i línies 

celꞏlulars d'insectes. Els resultats dels nostres bioassaigs van mostrar que Cry1Ia38 en 



forma de protoxina o de toxina activada, té un gran potencial per controlar O. nubilalis i 

G. molesta. Finalment, es van realitzar estudis de biologia molecular per estudiar la

oligomerització de la proteïna Cry1Ia. Els nostres troballes van mostrar que la

oligomerització no és un pas necessari en la toxicitat d'aquestes proteïnes.

Conclusions 

-Es va assajar l'activitat insecticida de 130 soques de Bt iranianes aïllades de diferents

hàbitats, contra larves de segon estadi de P. interpunctella. Només 7 soques (IE-1, 

AzLp, IE-2, IP-2, IEP, DCF i MCH) van ser actives contra aquesta plaga. 

-Per estudiar i predir la potència insecticida de les noves soques de Bt, es van dur a

terme diferents tipus de caracterització complementaris: assajos de toxicitat in 

vivo i in vitro, perfils proteics per SDS_PAGE, anàlisi proteòmic, identificació de 

contingut gènic i producció de β- exotoxina. 

-A causa de l'alta toxicitat front diferents lepidòpters i línies celꞏlulars, la presència de

les proteïnes insecticides, Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca i Cry1Da, i 

l'absència de β-exotoxina, les soques AzLp, IE-2 i IP-2 van ser proposades com a 

candidates adequades per al desenvolupament de futurs insecticides basats en Bt. 

- Les soques Bt estudiades (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2, IEP, RM i KHF), no van poder

controlar el bacteri patogen de plantes Erwinia sp. 

-Les soques IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 i IEP posseeixen exoquitinasa i el gen d'endo-

quitinasa es va observar en les soques AzLp, IE-2 i IP-2 Bt. No obstant això, la 

barreja d'espores i cristalls de les soques de Bt no van mostrar activitat antifúngica 

contra F. oxysporum subsp. lycopersici. No es va observar correlació entre la 

presència de gens de quitinasa i l'activitat antifúngica. 

-La inoculació o ruixat de les plantes de tomàquet amb AzLp va reduir l'estrès oxidatiu

a través d'un augment significatiu de les activitats enzimàtiques antioxidants 

(catalasa, superòxid dismutasa, fenilalanina amoníac-liasa i ascorbat peroxidasa). 

-La inoculació o ruixat de les plantes de tomàquet amb suspensions d'espores i cristalls

de Bt va millorar significativament l'acumulació de proteïnes, carbohidrats, 

prolina i contingut fenòlic en els fulls de tomàquet. 



-L'impacte de Bt en les cèlꞏlules de tomàquet va conduir a respostes fisiològiques i 

bioquímiques, i finalment va augmentar l'activitat d'enzims antioxidants i la 

resistència sistèmica induïda en les plantes enfront de possibles invasions de 

fitopatògens. 

-El gen cry1Ia38 es va aïllar de la soca IE-1 i es va clonar i expressar amb èxit en 

cèlꞏlules d'E coli. 

-Cry1Ia38 té un gran potencial per controlar O. nubilalis i G. molesta. 

-La protoxina de Cry1Ia38-I116V, generada per mutagènesi dirigida, va resultar tòxica 

per G. molesta, mentre que la proteïna activada perdre la seva toxicitat cap a 

aquesta plaga. 

-La protoxina de Cry1Ia7 va resultar tòxica per O. nubilalis i G. molesta. Després de 48 

hores d'exposició a la concentració més alta de Cry1Ia7 activada (20 mg / ml), es 

va observar una pèrdua del 40% de la viabilitat celꞏlular en les línies celꞏlulars 

Sf21 i Hi5. 

-Es van detectar per primera vegada oligòmers de Cry1Ia, però només després de la 

seva incubació amb BBMV de L. decemlineata (coleòpter susceptible). No s'ha 

trobat estructura oligomèrica després incubació amb BBMV de lepidòpters o amb 

cèlꞏlules Sf21, independentment de la seva susceptibilitat. Per tant, sembla que la 

oligomerització, pot no formar part del mode d'acció de les proteïnes Cry1Ia. 
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 Abstract

Bacillus thuringiensis (Bt) is one of the most successful entomopathogens in biological 

control of pests. The identification of new Bt strains is a topical issue in order to discover 

novel Bt toxins to broaden the range of insecticidal activities and to manage insect 

resistance. Due to the importance of Bt, Iranian Bt strains were screened according to 

their toxicity against Plodia interpunctella. Strains with diverse larvicidal activity were 

characterized according to their gene content, protein composition, the spectrum of 

insecticidal and cytocidal activity against lepidopteran pests, the production of β-

exotoxin, and the anti-microbial activity and biochemical effects on plant cells. As a 

result, due to high toxicity exhibited towards lepidopteran insect larvae and cell lines, and 

to the absence of β-exotoxin, the AzLp, IE-2 and IP-2 Bt strains were introduced as 

suitable candidates for development of new Bt based bio-insecticides. The inoculation of 

tomato plants with spore and crystal mixture of the selected Bt strains, increased the 

activity of antioxidant enzymes and induced resistance to probable pathogen invasions 

and to biotic and abiotic stress in the tomato plants, but no antimicrobial activities were 

recorded against phytopathogens such as the fungus Fusarium oxysporum subsp. 

lycopersici and or the bacteria Erwinia sp.  

The gene content analyses of the highly insecticidal Bt strains conducted to the isolation 

of the cry1Ia38 gene from the IE-1 Bt strain. Subsequently, the gene was successfully 

cloned. Based on our results, Cry1Ia38 protein has a great potential for controlling 

Ostrinia nubilalis and Grapholita molesta. Due to the specific features of the Cry1I 

proteins, the formation of an oligomeric structure formed by Cry1Ia toxin monomers and 

the association between oligomerization and insecticidal activity of this protein, have 

been investigated. Based on our results, toxin oligomerization may not be widely 

generalized for the Cry1Ia toxins. 

Key words: Bacillus thuringiensis, Insect cell lines, LC-MS/MS, Cry1Ia proteins, 

Oligomer formation, Anti-microbial activity, Plant biochemical response.
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Summary 

Background and aim of the study: 

Due to deleterious effects of chemical insecticides on ecosystem and non-target 

organisms, implementation of biological control agents has received considerable 

attention. Amongst biological control agents, remarkable interest has been devoted to 

entomopathogens, because of their potential for controlling agricultural and household 

pests, vectors of human and animal diseases without introducing non-degradable material 

into environment. Bacillus thuringiensis (Bt) is the most commercially used microbial 

control agent with effectiveness against different insect pest species. Different Bt strains 

produce proteinaceous parasporal crystals during the sporulation phase of bacterial 

growth, called δ-endotoxin or Cry (from crystal) proteins. Moreover, this bacterium, 

during the vegetative growth phase, produces other type of insecticidal proteins, namely 

Cry1I, Vip and Sip. The Cry1I proteins do not form part of the Bt crystal but are also 

named “Cry” because they share, with the majority of crystal proteins, a 3-domains 

structure. The Bt Cry insecticidal proteins are highly selective, non-toxic to vertebrates 

and rapidly degradable. Hence, due to these characteristics, Bt has gained a great 

importance in agricultural insect pests control and many studies have focused on the 

isolation and characterization of novel Bt strains that may lead to finding new toxins with 

broader spectrum of activity and greater insecticidal toxicity. 

Specific objectives: 

Due to importance of Bt in microbial control of pests, this thesis was aimed to 

investigate the following objectives: 

- Characterization of Iranian Bt isolates

- Expression, isolation and purification of new insecticidal proteins such as

Cry1Ia

- Assessment of insecticidal and cytocidal activity of Cry1Ia toxins

- Study of the oligomerization step in mode of action Cry1Ia proteins

- Evaluation of the antimicrobial activity of Bt strains

- Determination of the biochemical effects of Bt strains on plant cells
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According to these objectives, the thesis has been divided into six main parts that 

correspond to each one of them. 
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Materials and methods 

The general Materials and Methods used in this work, are described below. Other specific 

methodologies used in each one of the six main parts that compose this thesis, are 

described after, under the title of each one of the announced parts. 

- Bacterial strains

A total number of 130 Iranian Bt strains form Bt stock of Biological Control 

Laboratory in the University of Tehran, were used in this study. Moreover, the B. 

thuringiensis HD1 strain HD1S2005 (Bt HD1) (kindly provided by Valent Bioscience, 

Inc., Libertyville, IL, USA) and the B. thuringiensis subsp. thuringiensis strain HD2 

(Berliner) (Bt HD2) (obtained from the Bacillus Genetic Stock Center, BGSC, Ohio State 

University, Ohio, USA), were used as reference standard strains. Escherichia coli DHα5 

and BL21 (DE3) strains were employed as competent cells for gene cloning and protein 

expression. 

- Insect rearing

Eight different lepidopteran species and one coleopteran pest were used in this 

research for performing the bioassays experiments and oligomer formation assays. 

Amongst the lepidopteran insect species, Spodoptera exigua, S. littoralis, Mamestra 

brassicae and Helicoverpa armigera belong to Noctuidae family, Grapholita molesa, 

Plodia interpunctella and Ostrinia nubilalis of the families of Tortricidae, Pyralidae and 

Crambidae, respectively, were used to perform the bioassay experiments. While Lobesia 

botrana (Tortricidae), O. nubilalis and one coleopteran host; Leptinotarsa decemlineata 

of the family Chrysomelidae, were selected for preparation of brush border membrane 

vesicles and performing oligomer formation assays. All the insect colonies reared on the 

artificial diet and kept at 25 ± 1 °C, 70 ± 5% RH and with a 16:8 L:D photoperiod. 

- Insect cell lines

Four insect cell lines were used in this study: BTI-Tn-5B1-4 (Hi5) from ovarian 

cells of cabbage looper, Trichoplusia ni, RP-HzGUTAW1 (HzGUT) from gut cells of 

Helicoverpa zea , UCR-SE from beet armyworm, S. exigua and Sf21 cells from ovaries 

of the fall armyworm, S. frugiperda. Insect cell lines were grown in appropriate cell 
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culture medium and maintained under the conditions recommended by the supplier 

(Laboratory of Virology, Wageningen University, The Netherlands). 

 

- Brush border membrane vesicles (BBMV) preparation 

Brush border membrane vesicles (BBMV) were purified from dissected midguts of last 

instar larvae of O. nubilalis and L. decemlineata and whole insect (last instar larvae) of 

L. botrana, by the differential magnesium precipitation method (Wolfersberger et al., 

1987), as modified by Escriche et al., (1995). Purified BBMV were quantified by 

Bradford protein assay and stored at -80°C until use. 

- Protoxin solubilisation and toxin activation 

B. thuringiensis strains were grown on CCY agar medium and incubated at 29°C 

for 2 days. Production and further solubilization of the Bt crystal proteins was performed 

as described by Estela et al., (2004). Protein concentration was determined by Bradford 

assay (Bradford, 1976). Protoxin activation was carried out by adding 10% trypsin (w/w) 

and incubating the sample for 2 hours at 37°C. Solubilized and trypsin activated proteins 

were analyzed by sodium dodecyl sulphate 12% polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) as described by Laemmli 1970. 

- Cry proteins expression, purification and trypsin activation 

The Cry1Ab protein (used as a control in this study), was obtained from a 

recombinant E. coli strain GG094-208 (from Dr. R.A. de Maagd, Wageningen University, 

The Netherlands). The Cry1Ia7 protein originally obtained from a Spanish strain of Bt, 

HU4-2 (Martínez et al., 2004), was kindly provided by Dr. Primitivo Caballero 

(Universidad Pública de Navarra, Pamplona, Spain). The Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V and 

Cry1Ia7 proteins were expressed in the recombinant E. coli, BL21 (DE3) cells. 

The Cry1Ab protein expression, inclusion bodies purification, solubilization and 

protoxin activation by trypsin was performed as described previously (Sayyed et al., 

2005). To obtain the main fragment corresponding to Cry1Ab activated toxin, anion-

exchange chromatography in a MonoQ 5/5 column using Äkta 100 explorer system (GE 

Healthcare, United Kingdom) was performed. The eluted fractions from the column were 
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individually analysed by sodium dodecyl sulphate 12% polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). 

The expression of Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V and Cry1Ia7 proteins in the 

recombinant E. coli, BL21 (DE3) cells, affinity purification using a HisTrapTM FF crude 

column (GE Healthcare Bio-Sciences, Upsala, Sweden), protein dialysis and protoxin 

activation by trypsin were performed as reported by Khorramnejad et al., (2018).  

The concentration of Cry1Ab, Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V and Cry1Ia7 proteins 

were estimated by densitometry using TotalLab Quant program version 12.3, employing 

bovine serum albumin, as a standard protein. 

Specific Methodology: 

First part: B. thuringiensis strains characterization 

 Iranian Bt strains isolation 

The acetate selective method was used to isolate, initially, the Bt strains. In this 

method, sodium acetate (0.25 mM) selectively inhibits the germination of Bt spores not 

that of other spore-formers, thus the germinated spores and other non-spore forming 

bacteria were eliminated by following heat treatment, 7 min at 80 ̊C. Then samples were 

plated on nutrient agar and allowed to grow overnight at 29°C. Colonies resembling Bt 

were examined for gram staining and the presence of parasporal crystals were observed 

by phase contrast microscopy. The Bt isolates were detected based on the capacity of 

producing parasporal crystal inclusions.  

- Bioassay experiments

Preliminary selection of insecticidal Bt strains was performed recording the 

toxicity of the 130 native Bt strains against second instar larvae of P. interpunctella. The 

screening bioassays were performed with a single discriminating concentration of 108 

cells/ml (higher than the calculated LC50) against P. interpunctella larvae by food 

incorporation method. Assays were carried out using 20 second instar larvae of Indian 

meal moth per concentration, with three replicates. Water was used as a negative control. 

Mortality was recorded after 72 hours treatment. 
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Based on this screening, seven Bt strains with different larvicidal activity were 

selected and bioassayed against neonates of S. exigua, G. molesta, O. nubilalis and M. 

brassicae by surface contamination method as described by Hernández-Martínez et al., 

2008. Bioassay experiments were performed with protoxins and activated toxins, and 

were repeated three times with 48 larvae in each replicate. The solubilization buffer and 

HD1were used as negative control and reference strain, respectively. Bioassays were 

conducted at 25 ± 1°C, 60 ± 5% RH and 16:8 L/D photoperiod. Mortality was scored after 

7 days. 

- Cell viability assays

Cell viability was assayed using CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent 

(Promega Co., Madison, WI, USA) based on tetrazolium salt (MTT- 3-(4,5-Dimethyl-2-

thiazolyl) 2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) reduction method. The cell viability 

assay, as a less cost, time and material consuming technique, was performed using four 

lepidopteran cell lines from T. ni (Hi5), H. zea (HzGUT), S. exigua (UCR-SE) and S. 

frugiperda (Sf21). The cytocidal activity was investigated by microscopic observation, 

single-dose assay and dose-response assay. A single-dose assay was carried out with 

solubilized and trypsin activated proteins to determine the cytotoxic activity of all 

selected Bt strains against the four different insect cell lines. Subsequently, dose-response 

assays were performed for the most toxic strains against the most susceptible insect cell 

lines. For the single-dose assays, 10 µl of either solubilized protein (at a concentration of 

1 µg/µl) or trypsin activated toxin (at a concentration of 7 µg/µl), were used. For dose-

response assay, cells were treated with trypsinized protein at different concentrations, 

from 0.64, 3.2, 16, 80 to 400 µg/ml. Morphological changes induced by toxins were 

recorded after observation with an inverted microscope (Leica DMI 3000B), at the time 

intervals of 1, 3, 6 and 16 hours after exposure to toxin. Cell viability was measured 16 

hours after treating the cells in the single-dose assays, and 6 hours after exposure in dose-

response assays. All experiments were performed in duplicate and repeated twice. 

- Protein profile and proteomic analysis

Solubilized and trypsin activated proteins were analyzed by sodium dodecyl 

sulphate 12% polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) as described by Laemmli 

1970. Liquid chromatography and tandem mass spectrometry (LC–MS/MS) was 
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performed at the proteomics facility of the SCSIE (Servei Central de Suport a la 

Investigació Experimental), at the University of Valencia, Valencia, Spain. The 

insecticidal crystal proteins produced by each one of the Bt strains were analyzed by LC–

MS/MS. 

- Gene content identification

The total DNA from the selected Bt strains was extracted and purified following 

Ferrandis et al. (1999). Bt strains were characterized by using 27 pairs of primers designed 

in this work or previously described in the bibliography. PCR products were analyzed by 

1% agarose gel electrophoresis. The amplified DNA was purified using NucleoSpin Gel 

and PCR Clean-up kit (MACHEREY-NAGEL, Germany) and sent to Stab Vida 

(Investigação e Serviços em Ciências Biologicas Lda, Portugal) for sequencing. The 

sequences were edited and analyzed using Geneious software (version 10.0.9). The DNA 

sequence analyses including alignment and blast were performed using the NCBI 

database.  

- Β-exotoxin production

The possible presence of β-exotoxin in the Bt strains was also determined by LC-

MS/MS. Sample preparation was done as described by Hernández et al. 2003. 

Second part: Expression, isolation and purification of new insecticidal 

protein 

IE-1 Bt strain isolated from infected Ephestia kuehniela larvae was characterized 

deeply according to its gene content and crystal protein composition. In the investigation 

of gene contents of Bt strains, new cry1Ia-type gene was found in the Bt IE-1 strain. It 

was named cry1Ia38 (Gene Bank Acc. Number MG584186).  

- Cloning of cry1Ia38 gene

The full-length cry1Ia38 gene was cloned from extracted genomic DNA of IE-1 

Bt strain. The primers used for amplification of cry1Ia38 gene by PCR were Ia38-F 

(5´GGATCCATGAAACTAAAGAATCAAGAT 3´) and Ia38-R (5´ 

GTCGACCTACATGTTACGTTACGCTCAATC 3´). After amplification, full-length PCR 
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products were cloned into a cloning vector, pGEM-Teasy. Later, the cloned cry1Ia38 

gene was sub-cloned into the expression vector, pET-30a(+). The resulting construct was 

transformed into E. coli DHα5 cells. The correct sequence of generated amplicon was 

confirmed by sequencing with insert primers, in both directions. After sequencing, 

successful transformants were transformed into E. coli BL21 (DE3) cells for protein 

expression. The expressed Cry1Ia38 protein was purified with Ni2+ affinity 

chromatography due to the histidine tag, as explained in “Expression, purification and 

trypsin activation of Cry proteins” part. 

- Site-directed mutagenesis

The substitution of the Ile116 by Val at the position 116 in domain I was obtained 

by overlap-extension PCR, using cry1Ia38 gene cloned into pET-30a(+) as a template. 

DNA sequencing at the STABVIDA verified the single point mutation. Therefore, 

Cry1Ia38-I116V mutant was generated by site-directed mutagenesis. 

Third part: Assessment of insecticidal and cytocidal activity of Cry1Ia toxins 

The molecular characterization, insecticidal and cytocidal activities of Cry1Ia38 

protoxin and trypsin activated protein were studied in this research against O. nubilalis, 

G. molesta, H. armigera, S. exigua and S. littoralis neonates, at the concentration of 1000

ng/cm2. The cytotoxic activity of Cry1Ia38 protoxin and trypsin activated toxin was also 

determined against Sf21 cell line, at four different concentrations (0.16, 0.8, 4 and 20 

µg/ml). 

The insecticidal activity of protoxin and trypsin activated toxin of Cry1Ia38-

I116V protein was assessed against O. nubilalis, S. exigua, G. molesta and S. littoralis 

neonates at the concentration of 1000 ng/cm2, by surface contamination method. The 

cytotoxic activity of Cry1Ia38-I116V protoxin and trypsin activated toxin was also 

determined against Sf21 cell line, at four different concentrations (0.16, 0.8, 4 and 20 

µg/ml). 

To compare the insecticidal activity of Cry1Ia38 with other Cry1Ia proteins, 

Cry1Ia7 toxin has been selected. The Cry1Ia7 protein, had deeply been analyzed 

previously and was available as a cloned gene in Biotechnological Control of Pest 
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Laboratory, Genetic Department at the University of Valencia (laboratory where this PhD 

work has been partially accomplished). The amino acid sequence of Cry1Ia38 is 96% 

identical to Cry1Ia7 protein. The insecticidal activity of Cry1Ia7 protein originally 

obtained from a Spanish Bt strain HU4-2, was assessed against O. nubilalis, G. molesta, 

M. brassicae and S. littoralis first instar larvae at a concentration of 1000 ng/cm2. The

cytotoxic activity of Cry1Ia7 toxins at four different concentrations (0.16, 0.8, 4 and 20 

µg/ml) was also evaluated against two lepidopteran cell lines, Sf21 and Hi5. 

Forth part: Studying the oligomerization step in mode of action Cry1Ia 

proteins 

- Cry1Ia biotin labelling

Trypsin activated Cry1Ia protein was biotinylated by using the protein 

biotinylation kit from GE Healthcare (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom) 

according to the manufacturer’s instructions, as described elsewhere (Hernández-

Martínez et al., 2014).  

- Oligomerization assays with Sf21 cells

The oligomerization assays were performed as described by Portugal et al (2014) 

with slight modifications. In short, 100 µl of cell suspension by the concentration of 2×106 

cells/ml were treated with final concentration of 0.03 µg protein/µl of activated toxins 

(biotinylated Cry1Ia and unlabelled Cry1Ab). The plates were incubated for 3 hours at 

25°C. After the incubation, the treated cells were collected and pelleted by centrifugation 

at 16,200 ×g, 4°C for 15 min. After washing the pellet with 200 µl of 50 mM carbonate 

buffer pH 10.5, the Sf21 cells (in the pellet) were recovered by centrifugation 45 min at 

18,800 ×g. The final pellet was resuspended 10 µl of buffer and heated at 50 ◦C for 3 min. 

The proteins present in the sample were separated by SDS-PAGE 10% and 

electrotransferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane. The membrane was 

incubated overnight in blocking buffer (PBST; 0.1% Tween 20 in phosphate-buffered 

saline supplemented with 5% skimmed milk) with gentle shaking, and washed three times 

with PBST before incubation with antibodies. Cry1Ab protein was detected with 

polyclonal rabbit anti-Bt Cry1Ab/1Ac (1:10,000; 60 min) from Abraxis (Warminster, 
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Pennsylvania, United States) followed by secondary antibody (1:20,000; 60 min) coupled 

with horseradish peroxidase (HRP), whereas biotinylated Cry1Ia protein was detected by 

streptavidin-conjugated horseradish peroxidase (1:2,000; 60 min). Both Cry1Ab and 

Cry1Ia proteins were visualized by chemiluminescence using ECLTM prime western 

blotting detection regent (GE Healthcare) using an ImageQuant LAS400 image analyzer. 

The molecular weight marker used was Precision Plus Protein™ Dual Color Standard 

(Bio-Rad, Carlsbad, CA). Each oligomerization assay was repeated at least three times. 

- Oligomerization assays with BBMV 

The oligomerization assays with BBMV were performed following Ocelotl et al (2015) 

with some modifications: 2 µg of biotin labelled Cry1Ia and activated Cry1Ab toxins 

were incubated for one hour with 5 µg of L. botrana or L. decemlineata BBMV, or with 

20 µg of O. nubilalis BBMV, at 37°C, in a final volume of 50 μl. Activated proteins 

incubated in the absence of BBMV and samples containing only BBMV were used as 

controls. The rest of experiment was carried out as explained in the previous section. 

These experiments were repeated, at least, three times. 

 

Fifth part: Evaluating the antimicrobial activity of Bt strains 

The inhibitory effect of seven previously fully characterized Bt strains was 

assessed against phytopathogenic fungi, F. oxysporum subsp. lycopersici, and bacterium 

Erwinia spp. Initially, the presence of endo- and exo-chitinase genes was studied by PCR 

amplification using two pairs of specific primers. The antibacterial activity of seven Bt 

strains against Erwinia spp. was tested using plug diffusion method as described by 

Djenane et al., (2017). The antifungal activity of Bt strains against F. oxysporum subsp. 

lycopersici was studied using dual culture method (Knaak et al., 2007). 

 

Sixth part: Determining the biochemical effects of Bt strains on plant cells 

- Plant growth and bacterial inoculation 

Tomato plants, Solanum lycopersicum L. (Falat cultivar) were grown in an 

autoclaved and sterile soil in greenhouse under controlled conditions (25 ± 5°C, 16L:8D 
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hours photoperiod, 65 ± 5% RH). After two weeks, tomato seedlings were transferred to 

plastic pots with two plants per pot and watered daily with tap water. Later, six-week old 

plants were split into four groups; 1. Rhizosphere inoculation, 2. Control plant which 

received sterile distilled water in the rhizosphere, 3. Phylloplane inoculation and 4. 

Control plants which the phylloplane was sprayed with sterile distilled water. In two 

treatments, plants were inoculated by the mixture of spores and crystals of AzLp Bt strain 

at the concentration of 108 spore/ml, through spraying the phylloplane and/or inoculating 

the rhizosphere. In rhizosphere inoculation treatment, 5-ml of a 108 spore/ml suspension 

of AzLp Bt strain was applied with a pipette near the roots of each plant in the pot. In the 

phylloplane inoculation treatment, the soil was covered with plastic to prevent the 

transference of Bt suspension to the soil. The phylloplane of tomato plants were sprayed 

with 108 spore/ml suspension of AzLp Bt strain till run-off. In this experiment, 28 tomato 

pots were used in each treatments, all together 96 tomato pots were employed.  After 0 (2 

hours after Bt application was considered as 0 day), 1, 2, 3, 5, 7, 10 and 15 days post 

treatment, mature leaves were collected and completely ground in liquid nitrogen. The 

leaf powder samples were kept at -80 °C till use.  

- Tomato plants biochemical and physiological responses

The enzymatic activities (catalase, superoxide dismutase, ascorbate peroxidase, 

phenylalanine ammonia-lyase and polyphenol oxidase) and non-enzymatic parameters 

(protein, carbohydrate, phenylalanine and phenolic contents) were determined and 

compared in treated and non-treated leaves.  

For measuring the enzymatic activity, 0.5 g of the leaf sample was homogenized 

in one ml of 50 mM phosphate buffer pH 6.8 followed by centrifugation at 13000 ×g, for 

15 min at 4 °C. The obtained supernatant was used as enzyme extract and used for 

determination of catalase (Aebi 1984), superoxide dismutase (Beauchaup and Fridovich, 

1971), ascorbate peroxidase (Ranieri et al., 2003) and polyphenol oxidase (Kar and 

Mishra, 1976). The activity of phenylalanine ammonia-lyase was measured following 

Wang et al., (2006) protocol.  

The proline content in the leaf samples was determined by using acid ninhydrin 

(Carillo and Gibon, 2011). Estimation of the total phenolic content was performed by 

using Folin-Ciocalteu reagent (Ainsworth and Gillespie, 2007). The protein content 
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(Bradford, 1976) and the total soluble carbohydrate (Dreywood, 1946) in tomato leaves 

were measured as described elsewhere. 
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Results and Discussion 

First part: B. thuringiensis strains characterization 

A total number of 130 Iranian Bt strains were used in this study: 88 Bt strains 

came from a Bt stock of Biological Control Laboratory in the University of Tehran, and 

42 Bt strains were isolated from soil and infected insect larvae collected from 

environmentally diverse sources in Iran.  

Preliminary screening tests were performed with mixtures of spores and crystals 

on P. intenpunctella second instar larvae. Based on the results, the 130 Bt strains were 

classified regarding to their toxicity in three different virulence groups; high, medium and 

low. All the five Bt strains isolated from infected larvae (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp), 

as well as, two other Bt strains isolated from soil (DCf and MCh), were categorized in the 

most toxic group, causing a mortality of more than 67%. In spite of using high 

concentration, most strains (119 Bt strains) did not cause significant mortality (less than 

34%) and only four strains showed moderate activity (34% to 67% mortality). From these 

results, seven Bt strains with diverse larvicidal activity against P. interpunctella were 

selected and characterized in more detail in the present work. The selected strains were: 

IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp, highly toxic for Indian meal moth larvae, and KhF and 

RM Bt strains which showed respectively, low and non-toxic activity against P. 

interpunctella. 

The spectrum of lepidopteran toxic activity was assessed against S. exigua, M. 

brassicae, G. molesta and O. nubilalis that represent four different families, Noctuidae, 

Tortricidae, Crambidae and Pyralidae of order Lepidoptera. The susceptibility of the 

lepidopteran pests to the solubilized and trypsin activated crystal proteins at a single 

concentration of 1000 ng/cm2, was evaluated by surface contamination method using first 

instar larvae. Two species, namely G. molesta and O. nubilalis, were the most susceptible 

insects to both, the protoxins and the trypsin activated toxins. Various degrees of mortality 

were found in S. exigua and M. brassicae neonates treated with the selected strains. 

Among those, AzLp, IE-2 and IP-2 protoxins and activated toxins, exhibited the highest 

levels of toxicity for S. exigua and M. brassicae, compared to those of the standard 

reference Bt (HD-1-S-2005). 
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To complete the analysis of the insecticidal activity, in vitro toxicity assays with 

lepidopteran cell lines (cytocidal activity) were performed. According to the effect of Bt 

toxins on cultured insect cells from family Noctuidae, (order Lepidoptera), crystal 

proteins from AzLp, IE-2 and IP-2 were the most toxic for all tested cells especially for 

Sf21. In vitro assays indicated that IE-1 and RM strains were the least toxic for all the 

tested cell lines, as the reference strain HD-1. Moreover, morphological changes 

including osmotic swelling and balloon-shaped cells, were observed in Sf21 cells after 

exposing to different concentrations of AzLp. IE-2 and IP-2 trypsin activated toxins. The 

result of dose-response assays showed that by increasing the concentration of trypsin 

activated toxin, viability of Sf21 cells decreased. IE-2 and IP-2 Bt strains exhibited a 

similar cytotoxic activity, statistically similar EC50 values (1.03 and 1.60 µg/ml, 

respectively). 

According to our findings, the selected Bt strains showed similarity in their SDS-

PAGE and protein profile, composed of proteins with molecular weights between 130 

and 20 kDa. The protein compositions resembled that of Bt subsp. kurstaki (HD-1) and 

consisted of two major bands of 130 and 60 kDa. The most common pattern was 

composed of proteins around 130 kDa in size, corresponding to Cry1-type proteins. 

Parasporal inclusions from strains IE-1, IP-2 and IEp showed a distinct additional band 

by the weight of 65 to 75 kDa corresponding, most probably, to cry2-type proteins. After 

solubilization, proteins were treated with 10% trypsin (w/w) for activation. SDS-PAGE 

profiles of the activated toxins were almost identical for all strains and showed two major 

bands of about 65 kDa. 

The LC-MS/MS analysis (which served as a confirmation of the transcription of 

the previously detected genes) showed that Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca, Cry1Da 

and Cry2Aa proteins were the most abundant proteins in the solubilized crystals of the 

selected Bt strains. The proteins from the Cry1A family were the most abundant ones 

according to quantitative values. Cry1Ac was the only protein assigned to RM strain. For 

KhF strain, no protein similar to the known Bt insecticidal crystal proteins were identified. 

PCR analysis was carried out to identify the genes encoding the Bt proteins, 

including both the ones secreted during vegetative step of Bt (cry1I, vip and sip genes) 

and the ones present in the crystals (cry, cyt and ps genes). Positive amplification of cry2 
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gene was observed in all tested strains. Excluding KhF, the other strains yielded the 

expected amplicons (based on the results obtained in the SDS-PAGE analysis) for cry1 

genes. Strains IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp showed positive PCR amplification of the 

predicted bands for cry1Ac, cry1I, vip3 genes. None of the strains showed amplification 

for cry1Ad, cry1Ag, cyt1, cyt2, vip1, vip2, sip1, ps1, ps2, ps3 and ps4 genes. 

As a final step in the characterization of the selected strains, the production of β-

exotoxin was investigated as a necessary requirement to propose a new Bt strain as a 

candidate for commercial use. The β-exotoxin (an ATP analog) shows toxicity to 

vertebrates. Then, bioinsecticides based on Bt producing β-exotoxin are prohibited by law 

in many countries. The presence of β-exotoxin was determined in the supernatant of liquid 

culture of Bt strains by LC-MS/MS and results showed absence of type I β-exotoxin in 

all the selected Bt strains, making them suitable as candidates for future biopesticides. 

In brief, of a total of 130 Bt Iranian strains, 7 were selected to be thoroughly 

characterized by employing different methods. As a result, due to high toxicity towards 

different lepidopteran insect larvae and insect cell lines, the presence of the insecticidal 

proteins, and the absence of β-exotoxin, three Bt strains; AzLp, IE-2 and IP-2, were 

introduced as suitable candidates for development of Bt based bio-insecticides. 

Second part: Expression, isolation and purification of new insecticidal protein 

Because of the extensive application of Bt-based products, resistance has been 

reported in some insects. Many strategies have been employed to improve the efficacy of 

Bt-based insecticides and to overcome the resistance evolution. Identification of native 

Bt strains are needed to discover novel toxins, with different mode of action and broader 

range of insecticidal activity. In the search for novel cry genes encoding new toxins within 

the Iranian Bt strains, a new cry1Ia-type gene was found in the Bt IE-1 strain. It was 

named cry1Ia38 (Gene Bank Acc. Number MG584186). The cry1Ia38 gene comprised a 

2160 bp open reading frame encoding a protein of 719 amino acids. In the present work, 

the full-length cry1Ia38 gene was cloned from the genomic DNA extracted from the IE-

1 Bt strain. The isolated gene was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) cells. That 

cry1Ia38 gene encoded an 80-kDa protein, a molecular mass unique amongst the 3D 
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proteins and common to all the Cry1I toxins. Trypsin-activation of Cry1Ia38 resulted in 

a 50-kDa peptide stable form.  

Moreover, the toxicity of a Cry1Ia38 mutant with a single point mutation 

(Cry1Ia38-I116V) was compared with that of Cry1Ia38 wild-type. The Cry1Ia38-I116V 

mutant was generated by site-directed mutagenesis, and exhibits substitution at the 

position 116, resulting in a single replacement of the Ile116 by Val at domain I. The effect 

of this amino acid substitution was studied in molecular characterization, insecticidal and 

cytocidal activities. The Cry1Ia38-I116V mutant expression was resulted in 80-kDa 

protoxin. A band of almost 50-kDa was observed following SDS-PAGE of trypsin 

activation of Cry1Ia38-I116V protein. 

Third part: Assessment of insecticidal and cytocidal activity of Cry1Ia toxins 

According to bioassay results, the purified Cry1Ia38 protoxin showed high 

toxicity to O. nubilalis and G. molesta, low toxicity to S. exigua and S. littoralis, and non-

toxic activity to H. armigera first instar larvae. The trypsin activated Cry1Ia38 was only 

highly toxic for G. molesta larvae and moderately toxic for O. nubilalis neonates. Based 

on the result of cell viability assay, Cry1Ia38 protein was not toxic for Sf21 cells at the 

tested concentrations. No statistically significant differences in viability percentage of 

Sf21 cells was observed after exposure to protoxin and trypsin activated toxin of Cry1Ia38 

protein. 

The insecticidal activity of Cry1Ia38-I116V protoxin and trypsinized protein with 

a molecular weight of 80 kDa and 50 kDa respectively were determined against O. 

nubilalis, G. molesta and S. exigua and S. littoralis larvae with a concentration of 1000 

ng/cm2. The Cry1Ia38-I116V protoxin was toxic for O. nubilalis and G. molesta neonates 

while, the trypsin activated constructed mutant lost the toxicity against both of them. 

Therefore, the data indicate, single point mutation affected the insecticidal activity of 

Cry1Ia38 wild-type. Similarly to what had been found in cytocidal activity of Cry1Ia38 

protein, Cry1Ia38-I116v protoxin and trypsin activated toxins were not toxic for Sf21 

cells. 
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The molecular characterization, insecticidal and cytocidal activities of Cry1Ia7 

were compared to the closely related Cry1Ia proteins obtained in the present work (the 

Cry1Ia38 and Cry1Ia38-I116V proteins). Based on our results, protoxin and trypsin 

activated Cry1Ia7 were toxic to O. nubilalis. The result of cell viability assay showed that 

Cry1Ia7 was not toxic for Sf21 and Hi5 cells at the tested concentrations. No statistically 

significant differences were observed between viability of Sf21 and Hi5 cells. Only after 

48 hours of exposure to the highest concentration of activated Cry1Ia7 (20 μg/ml), a 40% 

loss of cell viability was observed in both insect cell lines. 

In summary, in this research the insecticidal spectrum of different Cry1Ia proteins 

was assessed and compared. According to our findings, protoxins of Cry1Ia38 and 

Cry1Ia7 were toxic to O. nubilalis and G. molesta larvae. But trypsin activated Cry1Ia7 

showed no insecticidal activity against G. molesta larvae whereas Cry1Ia38 did. Taken 

together, although there is a high identity between amino acid sequences of the tested 

Cry1Ia proteins, significant differences were detected in insecticidal activity of the trypsin 

activated forms of these toxins against G. molesta neonates since G. molesta first instar 

larvae were susceptible only to the trypsin activated of Cry1Ia38 wild type.  

Forth part: Studying the oligomerization step in mode of action Cry1Ia proteins 

Insecticidal activity of Cry Bt toxins relies on the ingestion of parasporal 

crystalline inclusions to reach to the midgut epithelium. Once ingested by the susceptible 

larvae, parasporal crystals dissolved by the pH conditions of the midgut and converted to 

protoxins. The solubilized protoxins are cleaved by host midgut proteases yielding 

protease resistant core. According to the sequential binding model, after this proteolytic 

activation, monomers bind to cadherin receptors in the surface of the insect midgut cells. 

This binding triggers the second proteolytic cleavage that leads to toxin oligomerization, 

membrane insertion and pore formation. The formation of an oligomeric structure prior 

to the insertion of the toxin into the insect midgut membrane has been described as a 

major step necessary for the toxicity process in the mode of action of three domain Cry 

proteins which compose the Bt parasporal crystal. Due to specific features of Cry1I 

proteins, a better understanding of their mode of action is critical for enhancing their 

efficacy against their target insect pests. In this study, the Cry1Ia oligomer formation and 
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the dependency of the insecticidal activity of Cry1Ia on the oligomerization have been 

determined for the first time.  

Since Cry1I proteins have dual activity against lepidopteran and coleopteran pests, 

the oligomer formation of Cry1Ia was studied after incubation of the protein with brush 

border membrane vesicles (BBMV) of coleopteran susceptible host, Leptinotarsa 

decemlineata, and lepidopteran susceptible Lobesia botrana, and non-susceptible O. 

nubilalis insects. Moreover cultured insect cells, Sf21 cell line, as another cell-derived 

model, was employed in this study. To perform this study, Cry1Ab has been selected to 

be used as control because its oligomerization has been reported in several studies. 

Therefore, Cry toxins oligomerization was studied in two proteins, Cry1Ab and Cry1Ia. 

Our results clearly showed that that Cry1Ab can oligomerize in the proposed tetramer 

form (250 kDa molecular weight size) regardless to its host susceptibility, as oligomers 

were observed after incubation of the tripsinized protein with O. nubilalis or L. botrana 

BBMV (susceptible insects), but also with L. decemlineata BBMV (non-susceptible 

insect) and Sf21 cells (non-susceptible cultured cells). But Cry1Ia toxin formed oligomers 

only after incubation with L. decemlineata BBMV (coleopteran susceptible host) but not 

following incubation with lepidopteran BBMV or Sf21 cells, regardless to its 

susceptibility. Based on our results, sequential binding model of the three-domain Bt 

toxins mode of action, followed by toxin oligomerization, may not be widely generalized 

for all three-domain Cry family members. These data indicate the feasibility of employing 

Cry1Ia toxins (due to their different mode of action) pyramided with other Cry toxins in 

Bt-based insecticides or transgenic plants, to delay the evolution of insect resistance. 

 

Fifth part: Evaluating the antimicrobial activity of Bt strains 

Previously, only the insecticidal properties of Bt attracted extensive attention. 

However, in recent years, the roles of Bt in plant disease control have been found out. 

Finding a specific, easily degradable and low cost Bt-based formulation as an alternative 

to chemical pesticides, for controlling both insect pests and plant diseases, would be 

highly valuable in biological control. 
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There are evidences of an antibiotic action of spores and crystals of Bt strains on 

phytopathogenic fungi and bacteria. In this study the antimicrobial activity of the seven 

previously characterized Bt strains was assessed against plant pathogens such as the 

fungus F. oxysporum or the bacteria Erwinia sp.. Further, chitinase gene, as an important 

antifungal agent, was traced in the studied Bt strains. 

According to our findings, IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp Bt strains possessed 

exo-chitinase. The endo-chitinase gene was present in AzLp, IE-2 and IP-2 Bt strains. 

The antifungal activity of the seven Bt strains was assessed against F. oxysporum subsp. 

lycopersici causing root rot in tomato plants, by the dual culture method. The 

phytopathogenic fungus grew on the surface of Potato Dextrose Agar plate and the 

presence of bacterial plugs did not inhibit the fungus growth. As a result, the mixture of 

spores and crystals of the selected Bt strains showed no antifungal activity against 

pathogenic fungus. There was no correlation between the presence of chitinase genes and 

antifungal activity. This could be explained by a low transcription of the gene or un-

transcribed sequences. 

The antibacterial activity of the seven selected Bt strains was tested against Gram 

negative plant pathogenic bacterium, Erwinia sp. by the agar plug diffusion method. The 

phytopathogenic bacteria grew on the whole surface of Nutrient Agar plate and no clear 

zone around the bacterial plugs was observed indicating that the studied Bt strains could 

not control Erwinia sp., which causes soft rot disease. The antimicrobial activity of 

different Bt strains might be a consequence of the adaptation of the strain to its habitat. 

Therefore, because most of our studied lepidopteran toxic Bt strains (IE-1, AzLp, IE-2, 

IP-2 and IEp) had been isolated from infected or dead insect larvae, most probably they 

did not show any antimicrobial activity, against none of the soil-born phytopathogen 

agents used (F. oxysporum subsp. lycopersici and Erwinia spp). 

Sixth part: Determining the biochemical effects of Bt strains on plant cells 

It has been demonstrated that Bt strains have potential to promote plant growth, 

to improve nutrient uptake and to protect plants under abiotic and biotic stress conditions. 

Different Bt strains can protect the plants from phytopathogens through siderophores 
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production, chitinase activity, increasing the activities of plant resistance enzymes and 

induction of systemic resistance. Although pesticides based on Bt have been widely used 

for years, little is known about the interaction between plant cells and Bt strains. The aim 

of this part of the thesis was to study plant-Bt interaction at the cellular level, by focussing 

on the effect of Bt inoculation on plant anti-oxidant status. 

When plants are subjected to biotic and abiotic stress, there is a production of 

activated oxygen species that lead to plant cells damage. Therefore, antioxidant enzymes 

such as catalase, superoxide dismutase, phenylalanine ammonia-lyase and ascorbate 

peroxidase enzymes are needed to scavenge the reactive oxygen species and restore the 

plant to the normal conditions. In the present work, as a result, the activity of the studied 

antioxidant enzymes in both treatments (spraying the phylloplane and inoculating the 

rhizosphere) increased significantly compared to non-treated plants, most probably to 

reduce oxidative stress.  

When plants encounter with biotic stress (such as pathogen invasion), the 

oxidative bursts (superoxide, hydrogen peroxide and hydroxyl radicals) occur. The 

oxidative burst triggers plant defence in two phase; phase one is non-specific and happens 

immediately after pathogen recognition, but phase two is prolonged and leads to disease 

resistance. In the case of inoculating the tomato plants with mixture of spores and crystals 

of AzLp Bt strain in both treatments, these two phase were observed. 

Inoculation of the phylloplane and rhizosphere tomato plants with Bt suspension 

(mixture of spores and crystals) significantly improved the accumulation of protein, 

carbohydrate, proline and phenolic contents in tomato leaves compared to the non-

inoculated treatment. Non-enzymatic components such as proline act as a main defence 

against reactive oxygen species. Therefore, increasing the phenolic, carbohydrate, protein 

and proline contents in treated tomato leaves, decreases the oxidative damage. Altogether 

according to our observations, the impact of Bt suspension on tomato cells leads to 

physiological and biochemical responses, and eventually increased the activity of 

antioxidant enzymes and induced resistance to biotic stress. 

To summarize, our investigation has deeply characterized some selected Iranian 

Bt isolates by using different complementary techniques. The characterization was 

performed based on the protein profile, gene content, proteomics analysis, insecticidal 
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and cytocidal spectrum of activity focusing on four lepidopteran families (Noctuidea, 

Pyralidae, Tortricidae and Crambidae) and β-exotoxin production. These comprehensive 

characterization has introduced three highly potent Bt strains for controlling lepidopteran 

pests. Following the objectives of this thesis, the effect of selected Bt toxins were 

evaluated on animal cells (insect cell lines), microbial cells (Erwinia sp. and Fusarium 

cultures) and plant cells (tomato plants). With the aim of finding novel insecticidal 

activities, the new Bt strains were explored looking for new cry genes. As a result, a new 

Cry1Ia gene, the cry1Ia38 gene, was discovered, and this gene and a mutant generated 

were cloned and expressed. The insecticidal and cytocidal activity of Cry1Ia proteins 

were assessed against different lepidopteran species and insect cell lines. According to 

our bioassays results, Cry1Ia38 in the form of protoxin or of trypsin activated toxin has a 

great potential in controlling the lepidopteran pest G. molesta. Ultimately, molecular 

biology studies were performed to study the occurrence of an oligomerization step in the 

mode of action of Cry1Ia protein. Our findings clearly demonstrated that oligomerization 

is not a necessary step in toxicity of Cry1Ia proteins. 
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Conclusions: 

- The insecticidal activity of 130 Iranian Bt strains isolated from soil and

infected larvae was screened against P. interpunctella second instar larvae.

Few Bt strains (7 out of 130: IE-1, AzLp, IE-2, IP-2, IEp, DCf and MCh) were

active against this pest.

- To study and predict the insecticidal potency of newly isolated Bt strains,

different complementary characterization approaches were carried out: in vivo

and in vitro toxicity assays, protein profiling, proteomics analysis, gene

content identification and β-exotoxin production.

- Due to high toxicity towards different lepidopteran insect larvae and cell lines,

the presence of the insecticidal proteins, Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca

and Cry1Da, and the absence of β-exotoxin, AzLp, IE-2 and IP-2 Bt strains

were proposed as suitable candidates for development of future Bt based bio-

insecticides.

- The studied Bt strains IE-1, AzLp, IE-2, IP-2, IEp, RM and KhF, could not

control the plant pathogenic bacterium Erwinia sp. that causes soft rot disease.

- IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp Bt strains possessed exo-chitinase and the

endo-chitinase gene was present in AzLp, IE-2 and IP-2 Bt strains. Though,

the mixture of spores and crystals of Bt strains showed no antifungal activity

against the pathogenic fungus, F. oxysporum subsp. lycopersici, causing root

rot in tomato plants. No correlation between the presence of chitinase genes

and antifungal activity was observed.

- The tomato plants inoculation with AzLp strain suspension reduced the

oxidative stress through increased significantly antioxidant enzyme activities

(catalase, superoxide dismutase, phenylalanine ammonia-lyase and ascorbate

peroxidase) compared to non-treated plants. This was observed in two type of

treatments (spraying the phylloplane and inoculating the rhizosphere).

- Inoculation of the phylloplane and rhizosphere tomato plants with Bt

suspension (mixture of spores and crystals) significantly improved the

accumulation of protein, carbohydrate, proline and phenolic contents in

tomato leaves compared to non-inoculated treatment.
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- The impact of Bt suspension on tomato cells leaded to physiological and

biochemical responses, and eventually increased the activity of antioxidant

enzymes and induced systemic resistance in plants to possible phytopathogen

invasions.

- The cry1Ia38 gene was isolated from IE-1 Bt strains and successfully cloned

and expressed in E. coli cells.

- The protoxins of Cry1Ia38 protein have a great potential for controlling of

Ostrinia nubilalis and Grapholita molesta first instar larvae.

- The protoxin of Cry1Ia38-I116V, generated by site-directed mutagenesis, was

toxic for G. molesta first instar larvae, while the trypsin activated Cry1Ia38-

I116V lost its toxicity toward this pest. The single point mutation affected the

insecticidal activity of Cry1Ia38 wild-type to G. molesta larvae.

- The protoxin of Cry1Ia7 was toxic to O. nubilalis and G. molesta larvae. After

48 hours exposure to the highest concentration of activated Cry1Ia7 (20

μg/ml), a 40% loss of cell viability was observed in Sf21 and Hi5 lepidopteran

cell lines.

- The Cry1Ia toxin formed oligomers only after incubation with L. decemlineata

BBMVs (coleopteran susceptible host) and no Cry1Ia oligomeric structure

was found following incubation with Lepidopteran BBMVs or insect cell line

regardless to its susceptibility. Therefore, it seems that oligomerization, as an

important step for toxicity in the sequential binding model, may not be part of

the mode of action of the Cry1Ia proteins.
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 Abstract

Bacillus thuringiensis (Bt) is one of the most successful entomopathogens in biological 

control of pests. The identification of new Bt strains is a topical issue in order to discover 

novel Bt toxins to broaden the range of insecticidal activities and to manage insect 

resistance. Due to the importance of Bt, Iranian Bt strains were screened according to 

their toxicity against Plodia interpunctella. Strains with diverse larvicidal activity were 

characterized according to their gene content, protein composition, the spectrum of 

insecticidal and cytocidal activity against lepidopteran pests, the production of β-

exotoxin, and the anti-microbial activity and biochemical effects on plant cells. As a 

result, due to high toxicity exhibited towards lepidopteran insect larvae and cell lines, and 

to the absence of β-exotoxin, the AzLp, IE-2 and IP-2 Bt strains were introduced as 

suitable candidates for development of new Bt based bio-insecticides. The inoculation of 

tomato plants with spore and crystal mixture of the selected Bt strains, increased the 

activity of antioxidant enzymes and induced resistance to probable pathogen invasions 

and to biotic and abiotic stress in the tomato plants, but no antimicrobial activities were 

recorded against phytopathogens such as the fungus Fusarium oxysporum subsp. 

lycopersici and or the bacteria Erwinia  sp.  

The gene content analyses of the highly insecticidal Bt strains conducted to the isolation 

of the cry1Ia38 gene from the IE-1 Bt strain. Subsequently, the gene was successfully 

cloned. Based on our results, Cry1Ia38 protein has a great potential for controlling 

Ostrinia nubilalis and Grapholita molesta. Due to the specific features of the Cry1I 

proteins, the formation of an oligomeric structure formed by Cry1Ia toxin monomers and 

the association between oligomerization and insecticidal activity of this protein, have 

been investigated. Based on our results, toxin oligomerization may not be widely 

generalized for the Cry1Ia toxins. 

Key words: Bacillus thuringiensis, insect cell line, LC-MS/MS, Cry1Ia proteins, 

oligomer formation, anti-microbial activity, plant biochemical response.
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1.1. INTRODUCTION 

Due to deleterious effects of chemical insecticides on ecosystem and non-target 

organisms, implementation of biological control agents has received considerable 

attention. Amongst biological control agents (predators, parasitoid and insect pathogens), 

remarkable interest has been devoted to entomopathogens, because of their potential for 

controlling agricultural and household pests, vectors of human and animal diseases 

without introducing non-degradable material into environment. Insecticidal bacteria with 

an invasive power to colonize the gut, especially members of the two families of 

Bacillaceae and Streptococcaceae belonging to the group of gram-positive bacteria, have 

attracted the most attention. Bacillus thuringiensis (Bt), a gram positive, aerobic or 

anaerobic and endospore forming bacterium, has been proven to be the most successful 

and commercially used microbial control agent (Federici, 1991; Raymond et al., 2010). 

Bt based insecticides or transgenic crops expressing Bt toxins are widely used as an 

alternative to pesticides and chemical agents (Bravo et al., 2011). As a result, the 

importance of Bt in the microbial control of pests, is the subject of this study. 

Bt produces parasporal crystal proteins that are toxic for many insects, nematodes, mites, 

protozoa and human cancer cells (Schnepf et al. 1998; van Frankenhuyzen 2009; Ohba et 

al. 2009). Also, this bacterium produces secreted proteins during the vegetative phase of 

its growth stage, like Vip and Sip proteins (Palma et al., 2014; Chakroun et al., 2016). 

Due to the specificity, insecticidal activity and safety of Bt toxins for the environment 

and other non-target organisms, many studies around the world have focused on isolation 

of this bacterium from different environments and sources (Bel et al. 1997; Bravo et al., 

1998; Uribe et al., 2003; Hernández et al., 2005; Berón and Salerno 2006; 

Thammasittirong and Attathom 2008; Seifinejad et al., 2008; Vidal-Quist et al., 2009; 

Djenane et al., 2017). However, the extensive and non-standard use of Bt-based products 

has led to the emergence of resistance in insect pests against Bt toxins (Ferré et al., 1995). 

Therefore, isolation and characterization of native Bt strains by the aim of finding new 

toxins with new insecticidal activity or a broader range of insecticidal activity seems 

necessary to manage the insect resistance problem (Ferré et al., 1995; Juárez-Pérez et al., 

1997). 
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For this reason, this study firstly focuses on the isolation of Iranian Bt strains from dead 

and diseased larvae, as well as from soil of forest, fruit gardens, agricultural field and 

natural vegetation areas. After the initial screening of the Bt strains, the toxicity of Bt 

strains was determined based on the insecticidal activity against the second instar larvae 

of Indian meal moth (Plodia interpunctella). Various methods have been used to 

characterize Iranian Bt strains, to provide comprehensive information on the selected 

strains. 

In many studies on the identification and characterization of Bt strain, polymerase chain 

reaction (PCR)-based techniques are used as a tool for identification of gene content and 

prediction of insecticidal activity of Bt strains (Juárez-Pérez et al., 1997; Ferrandis et al., 

1999). In this thesis, the gene content of Bt strains was determined by polymerase chain 

reaction. However this quick and accurate technique is disable to indicate the expression 

level of detected genes (Porcar and Caballero 2000), so protein profile, resulted from 

SDS-PAGE analysis, can confirm the expression of the detected genes, though multiple 

toxins may have similar molecular masses. On the other hand, the relative proportion of 

each protein in parasporal crystals plays an important role in prediction of insecticidal 

potency of the Bt strain. Therefore LC/MS-MS analysis can detect protein composition 

of Bt strains. By considering the interaction between different toxins produced by a strain 

in insect midgut, bioassays provide complementary characterization information. 

Moreover, in vitro toxicity assays with insect cell lines can be used as a rapid means of 

characterization of Bt strains insecticidal activity, as it has been employed previously to 

predict different Bt toxins toxicity. On the other hand, the incorporation of in vitro 

techniques, using different insect cell lines, with insect bioassays, promotes toxin activity 

screening. Due to the money, time and material costs associated to insect rearing and 

time-consuming characteristics of insect bioassays, cell-based assays have been 

employed for toxicity characterization of Bt strains or toxins (Kwa et al., 1998; 

Gringorten et al., 1999; Willcoxon et al., 2016). Moreover, the use of insect cell lines 

allows researchers to work with insect species without considering regulatory restrictions 

or prohibitions. In this study, all the mentioned methods were employed to thoroughly 

investigate Bt strains. 
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In evaluating the characteristics of Bt strains, the determination of β-exotoxin production 

is of particular importance, since the production of this analogue adenosine triphosphate 

(ATP), is an essential step before commercialization of Bt strains. Therefore, in the last 

step of characterization, the production of non-proteinaceous β-exotoxin was studied in 

all the selected Bt strains. 

Therefore, in the first part of this thesis, all described methods were used to determine the 

characteristics of selected Bt strains, with a comprehensive information on the gene 

content, the protein profile and crystal protein composition, the spectrum of 

insecticidal activity, cytocidal activity and β-exotoxin production. 

Different strategies have been developed to improve the efficiency of Bt-based 

insecticides, to maximize the effect of Bt toxins, to overcome or at least to delay the insect 

resistance to Bt toxins. Therefore, the use of a combination of multiple Bt toxins, (if 

possible with a different mode of action) is highly recommended. The experiments in the 

second part of this thesis have been focused on the introduction of a new gene (cry1Ia38) 

in one of the Iranian strains of Bt. Therefore, in the third part of the dissertation, after 

performing the gene cloning, the expression, extraction and purification of the Cry1Ia38 

protein were carried out. Later the insecticidal and cytocidal activity of the expressed 

gene (cry1Ia38) were evaluated. The reason for choosing this gene was the unique 

features of cry1I genes family. Among the characterized cry genes, the cry1I family has 

unique traits: (a) these genes are usually silent in Bt strains but can be expressed in 

Escherichia coli cultures, (b) Cry1I-type proteins do not accumulate in crystals, but 

because of their similar structure to other Cry1 proteins, were classified in this group, (c) 

Cry1I protoxins have a molecular weight of 70 to 81 kDa (usually, the molecular weight 

of Cry1 protoxins is about 130 kDa) and (d) they are toxic for lepidopteran and 

coleopteran pests (Tailor et al., 1992; Choi et al., 2000). Therefore, in the fourth chapter 

of this thesis, the insecticidal and cytocidal activity of Cry1Ia proteins were studied.  

It is generally accepted that for the mode of action of Bt Cry proteins, the parasporal 

crystal inclusions have to be ingested by the susceptible host. The ingested Cry toxins 

dissolve in the alkaline environment of the gut, thereby releasing soluble protoxins. The 

inactive Cry protoxins are then cleaved at specific sites by midgut proteases yielding 

active protease-resistant fragments of about 60 kDa (Schnepf et al., 1998; Bravo et al., 
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2007). In the sequential binding model of Bt toxins mode of action, Bt toxins sequentially 

interact with two different receptor molecules (Bravo et al., 2004). Receptors for Bt Cry 

proteins are located on the apical microvilli membrane of the midgut epithelium columnar 

cells. The interaction of Cry toxin with its primary receptor (210 kDa membrane-bound 

cadherin protein) facilitates further proteolytic cleavage of the N-terminal, removing helix 

α-1; this cleavage induces the formation of an oligomeric pre-pore that is membrane 

insertion competent (Gómez et al., 2002). The pre-pore oligomer then binds to a second 

GPI-anchored receptor, either aminopeptidase-N (APN) or alkaline phosphatase (ALP) 

depending on the lepidopteran insect species, leading finally to insertion of the toxin into 

membrane lipid rafts (Bravo et al., 2004). This binding leads midgut epithelial cells 

disruption and eventually insect death (Vachon et al. 2012). It seems that a clear 

understanding of the effect of Bt toxins is necessary to increase the efficacy of Bt toxins 

against insect pests. Therefore, in the fifth part of the dissertation, with respect to the 

unique properties of the identified cry1I gene, the mode of action of Cry1Ia toxin was 

studied. 

In addition to insecticidal activity, Bt δ-endotoxin has antimicrobial activity against some 

pathogenic bacteria, such as Erwinia and Pseudomonas (Yudina and Burtseva 1997). 

Finding a specific, easily degradable and low cost Bt-based formulation as an alternative 

to chemical pesticides, for controlling both insect pests and plant diseases, would be 

highly valuable in biological control. There are evidences of an antibiotic action of spores 

and crystals of Bt strains on phytopathogenic fungi and bacteria. In this study the 

antimicrobial activity of the seven previously characterized Bt strains was assessed 

against plant pathogens such as the fungus F. oxysporum or the bacteria Erwinia sp.. 

Further, chitinase gene, as an important antifungal agent, was traced in the studied Bt 

strains. 

It has been demonstrated that Bt strains have potential to promote plant growth, to 

improve nutrient uptake and to protect plants under abiotic and biotic stress conditions. 

Different Bt strains can protect the plants from phytopathogens through siderophores 

production, chitinase activity, increasing the activities of plant resistance enzymes and 

induction of systemic resistance (Dimpka et al., 2009; Compant et al., 2009). On the other 

hand, based on the interaction between plant and Bt strains, the experimental evidence 
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shows that this bacterium has the ability to transfer and move vertically in the plant, 

colonize and present actively in the vegetative stage inside the plant (Bizzarri and Bishop 

2007, 2008; Maduell et al., 2007; Vidal-Quist et al., 2013; García-Suárez et al., 2017). 

Although pesticides based on Bt have been widely used for years, little is known about 

the interaction between plant cells and Bt strains. The aim of this part of the thesis was to 

study plant-Bt interaction at the cellular level, by focussing on the effect of Bt inoculation 

on plant anti-oxidant status. As a result, the seventh section of this thesis focuses on the 

metabolic and biochemical effects of Iranian strains of Bt on tomato plant cells. 

 Generally, with the above considerations, these are the clear objectives of this thesis: 

- Determination of insecticidal and molecular characteristics of isolates of Bt 

- Expression, purification and activation of Cry1Ia proteins 

- Assessment of insecticidal and cytocidal activity of Cry1Ia toxins 

- Determine the oligomer formation of Cry1Ia toxin 

- Estimation of antimicrobial activity of Bt strains  

- Determination of physiological and biochemical effects of Bt strains on plant cells 
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1.2. BACILLUS THURINGIENSIS 

 

Bacillus thuringiensis (Bt), spore forming, gram-positive, aerobic or anaerobic bacterium, 

produces crystal proteins during the stationary phase of its growth cycle. This species of 

the Bacillaceae family, in the class of bacteria those their growth does not depend on light 

(Scotobacteria), is a phylum of the bacteria with a thick layer of peptidoglycans in cell 

membrane (Firmicutes) and Prokaryotes kingdom. In addition, this species is present in a 

group of Bacillus species producing endospores, and this endospore does not cause 

swelling of the rod-shaped bacterial cell (Fig. 1-1). The strains of this species often have 

lateral flagella, metabolism through both respiration and supernatant and the appropriate 

pH for growth of this bacterium is 7.5-8. 

The bacterium (Bt) was isolated in 1901 by a Japanese biologist Ishiwata from the 

infected silkworm, and named as B. sotto. In 1911, Bt was isolated from Ephestia 

kuehniella (The Mediterranean flour moth or mill moth) infected larvae by Ernest 

Berliner in the Thuringia region of Germany and was called B. thuringiensis. For the first 

time in 1928, bacterial crystals of Bt were used to control the European corn borer 

Ostrinia nubilalis Hüber (Lepidoptera: Crambidae). The first commercial Bt-based 

product, Sporine, was produced in France in 1938 and was used to control flour moths. 

By characterization of more toxins from the Bt strains, a revolution has occurred in 

genetically modified cry gene products (Lambert and Peferoen, 1992). The synthesis of 

cry genes from Bt strains led to the introduction of transgenic plants that were resistant to 

pests (Letourneau et al., 2003). Since 1996, the cultivation of insect resistant plants known 

as Bt crops has expanded worldwide (Kleter et al., 2007). 

Bt is widely dispersed in the environment as a spore-forming bacterium and can be easily 

isolated from soil, water, plants, insect feces, dust, and storage products (Federici et al., 

2006). When the food is sufficient for the growth of the bacterium, the spores germinate 

and begin the growth stage and reproduce through duplicate reproduction. The bacterium 

continues to proliferate until food sources are sufficient to sustain vegetative growth. 

Under adverse conditions, the Bt strain produces spore and one or more insecticidal 

protein crystals during the sporulation phase (De Maagd et al., 2003). Bt is a member of 

the group B. cereus sensu lato, which in addition to Bt includes five different species of 
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basil; B. cereus sensu stricto, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides and B 

weihenstephanensi. Crystals are the main attributes of differentiation of Bt strains from 

other related species (Xu et al., 2014). 

 

 

Fig. 1. 1. Different crystal morphology in Bt strains. A; Bt HD73. B; Bt YBT-020 and 

C; Bt LM1212 (Deng et al., 2014). 

 

1.2. NOMENCLATURE, DISCOVERING AND CLASSIFICATION OF 

Bt TOXINS  

 

In the early 1980s, immediately after the development of the recombinant DNA 

production technique, researchers found that Bt δ-endotoxin genes were located on 

bacterial plasmids. This finding was the starting point for genetic studies and molecular 

biology of Bt toxins. These genetic studies led to the cloning and sequencing of a number 

of Bt δ-endotoxin genes. As a result, due to the urgent need for a naming system for the 

organization of newly discovered genes, numerous and confusing names have referred to 

proteins and δ-endotoxin genes (Adang et al. 2014). In 1989, Hofte and Whitely proposed 

a new nomenclature method for the protein and Bt genes based on the range of activity of 

these proteins. In this nomenclature system, proteins are called Cry (for crystalline 

proteins) and Cyt (for cytolytic proteins). In this naming system, Bt toxins were grouped 

with Roman numerals according to their range of insecticidal activity. For example, CryI 

toxins were found toxic for the Lepidoptera, CryII for Lepidoptera and Diptera, CryIII 

for Coleoptera and CryIV were found specifically for toxic for Diptera. One of the 

problems with this nomenclature system was to name a new toxin. Because firstly it was 
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necessary to perform bioassay experiments using new toxins against all insects that were 

previously detected as susceptible to other toxins (Palma et al., 2014). To avoid these 

problems, the Bt nomenclature committee proposed a new naming system in 1998. In this 

system, Bt toxins are named based on the similarity of the sequence of amino acids. In 

this naming system, the name of a toxin is composed of four levels; for example: 

Cry41Ab1 toxin, numbers are used to specify the first and fourth levels. Uppercase and 

lowercase letters are used respectively to interpret the second and third levels. In this way, 

proteins that are less than 45% similar in amino acid sequence have a new number (for 

example, Cry1 and Cry2). Proteins that have less than 78 percent similarity to other 

described proteins, will receive new letters in the second level (uppercase letters) (for 

example, Cry1A and Cry1B). Proteins that are similar other proteins less than 95% are 

different in the third level (lowercase letters) (for example, Cry1Aa and Cry1Ab) and, 

finally, to differentiate proteins that are more than 95% similar, the fourth level (Cry1Aa1 

and Cry1Aa2) will be changed (Palma et al., 2014). 

The insecticidal activity of Bt strains depends on the crystal protein that this bacterium 

produces during the sporulation phase. Crystals are the main attributes of the 

differentiation of Bt from other species associated with Bacillus cereus and even the rest 

of the bacilli. These crystalline inclusions contain one or more proteins, most of which 

are highly toxic to one or more insect species. These proteins, called toxins or δ-

endotoxins, are generally found in the Cry toxin group (for crystalline proteins) and Cyt 

toxins (for cytolytic proteins). 

As already mentioned, Bt strains produce proteins that are toxic to many insects, mites, 

nematodes, protozoa and human cancer cells. These proteins can be accumulated in 

parasporal crystalline inclusion during the stationary growth phase of bacterial life cycle, 

such as Cry, Cyt, and Parasporin proteins, or they can be secreted during the vegetative 

phase of the bacterial growth, such as Cry1I, Vip and Sip proteins (Van Frankenhuyzen 

2009; Ohba et al., 2009; Palma et al., 2014; Chakroun et al., 2016; Khorramnejad et al., 

2018). Further, the definition of each Bt toxin is discussed. 
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1.2.1. CRY TOXINS 

 

Parasporal crystals of Bt strains are composed of crystalline proteins, which are called 

crystalline toxins or δ-endotoxins, and are generally found in two groups of Cry and Cyt 

toxins. Cry toxins are toxic for the most insects, some of them have a very broad host 

range and show different degrees of pathogenicity. To date, the Bt toxin nomenclature 

committee has introduced about 75 groups of Cry toxins with different initial descriptive 

levels (from Cry1 to Cry75), which are toxic against Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, 

nematodes, parasites of humans and animals and human cancer cells 

(http://www.btnomenclature.info). Cry toxins, despite differences in the sequence of 

amino acids and protoxin, have a three-dominant structure. Presence of one to five 

conserved block in the amino acid sequences of Bt Cry toxins is the dominant feature of 

Cry three domain toxins (Pardo-Lopez et al., 2013). The three-dimensional structure of 

the Cry2Aa toxin is shown in the figure below. Latin numbers in Figure 1-2 represent the 

Cry2Aa protein domains; the domain I: pore forming domain, the domain II; or the central 

domain, involved in receptor-toxin interactions, the domain III; responsible for binding 

the toxin to the receptor and pore formation (Palma et al., 2014). 

 

 

Fig. 1. 2. Three-dimensional structure of Cry2Aa toxin (Palma et al., 2014). 
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The domain I or perforating domain, located at the N-terminal of the protein consists of 

seven α-helix cluster that is subjected to proteolytic cleavage in all three-domain Cry 

proteins during toxin activation and this may be responsible for toxin membrane insertion 

and pore formation. in which the Alpha Five hydrophilic helix is surrounded by six 

amphipathic helix. The domain II or central (middle) domain consists of three anti-

parallel β sheets and plays an important role in the interactions between toxin and 

receptor, toxin oligomerization and membrane insertion. Finally, domain III is a β 

sandwich that consists of two anti-parallel β sheets and is important in receptor binding 

and the formation of pores (Xu et al., 2014). 

Cry and Cyt toxins belong to a group of bacterial toxins that are known as pore-forming 

toxin. These toxins are water-soluble proteins that undergo structural changes to binding 

and transfer in the membrane of their host cells (Bravo et al., 2007). There are two major 

groups of pore-forming toxin: 1. Toxins with the alpha chain, which create alpha helix 

regions in the host cell membrane, and 2. Β toxins, through the structures of the β sheets 

are attached to the host cell membrane (Parker and Feil 2005). The first group of toxins 

which forms pores, including colisin, exotoxin A, diphtheria toxin, and also three domain 

toxins. While aerolysins, alpha-hemolysin, cholesterol-dependent toxins, and also Cyt-

toxins, belong to the second group of toxins (Parker and Feil 2005). But in general, pore-

forming toxins are associated with specific receptors on the surface of the host cells. 

 

1.2.2. CYT TOXINS 

 

Cyt toxins were initially found in B. thuringiensis subsp. israelensis (Adang et al., 2014). 

Cyt toxins in terms of the amino acid sequence are very similar to Cry toxins and are 

commonly toxic to Diptera. Cyt toxins are referred to as toxins that have a hemolytic 

effect. Also, Cyt toxins have the property of eliminating erythrocytes (red blood cells) in 

vertebrates and in the invertebrate (Mizuki et al., 1999). The group of toxins genetically 

divides into three main groups of Cyt1, Cyt2 and Cyt3, which were formerly CytA, CytB 

and CytC, respectively (Schnepf et al., 1998). Figure 1-3 shows that Cyt toxins are 

composed of a single-domain with three layers of alpha-β proteins (Palma et al., 2014). 
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Cyt toxins, like Cry, are produced as protoxins and after activation, small portions of the 

amine and carboxylic ends are cleaved (Li et al., 1996). Cyt toxins with a molecular 

weight of 28 kDa play a synergistic role for some Cry toxins (Adang et al., 2014). 

Cyt toxins are generally toxic for mosquitoes and flies. But recent studies have shown 

that some subspecies of Bt, for example B. thuringiensis subsp. morrisoni has cyt genes, 

which for a wide range of insects include Diptera, Lepidoptera, and Coleoptera 

(Guerchicoff et al., 2001). Cyt1A and Cyt2A protoxins are ingested by the host insect 

then cleaved by the digestive protease enzymes at the carboxylic and amine end of the 

protein and converted to the resistant core of 25 and 23 kDa, respectively. Activated Cyt 

toxin has a strong tendency to attach to the lipids of the membrane of midgut epithelial 

cells of the host. Based on the model presented by López-Diaz et al. (2013), the binding 

of Cyt-activated toxin to membrane lipids leads to changes in the structure of toxin, the 

formation of oligomeric structures, pore formation, and ultimately death of the cell. 

 

Fig. 1. 3. Three-dimensional structure of Cyt1Aa toxin (Palma et al., 2014). 

 

1.2.3. PARASPORIN TOXINS 

 

For several years, Bt has been believed to have obtained its insecticidal activity in relation 

to the evolution of the insects through a host-parasitic relationship. This hypothesis has 

been appealing to many researchers, but based on the evidence, a new hypothesis has 
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emerged that the Bt bacterium, as a species, is principally an environment saprophyte, not 

an insect pathogen. This hypothesis is supported by a significant increasing number of 

natural Bt isolates without insecticidal properties compared to insecticidal isolates. In 

other words, more than 90% of Bt isolates, which are isolated from the soil or from the 

surface of the foliage and leaves of plants, do not have insecticidal activities. So, the 

question is that: do these strains that do not have insecticidal properties have any other 

biological activity that remains unknown? It is clear that these proteins have biological 

activity, but this activity has not yet been known. Nematicidal and antimicrobial activity 

of the crystalline inclusion bodies of some Bt strains that can not kill insects has been 

proven (Yudina and Burtseva 1997). For the first time in 1999, Mizuki and co-workers 

reported a unique activity of Bt toxins. Thus, non-insecticidal proteins of some Bt strains 

have the ability to eliminate human cancer cells. The newly discovered proteins are both 

different in terms of toxicity and activity levels. These proteins are called Parasporin 

because of the differences in cancer cells and healthy cells that can detect cancer cells and 

only kill the cancer cells. Parasporins are isolated from Bt strains that have no insecticidal 

activities. Initially, parasporin was identified as Cry protein, but significant cytocidal 

activity and an increase in the number of members of this group made parasporins unique. 

The committee for the classification and nomenclature of these proteins was formed in 

2006, which attributed the name Parasporin to a group of Bt proteins that do not have the 

ability to kill insects and tend to kill cancer cells. (Adang et al., 2014). 

 

1.2.4. SECRETED TOXINS 

 

In addition to the Cry and Cyt toxins produced during the sporulation phase of the 

bacterial growth cycle, another group of Bt toxins is released into the bacterial culture 

during the vegetative stage. These insecticidal secreted proteins are divided into two 

general groups: vegetative insecticidal proteins (Vip) and secreted insecticidal proteins 

(Sip). The nomenclature system for Vip and Sip toxins is similar to that of Cry and Cyt 

toxins. Up to now, four main groups of Vip toxins, from Vip1 to Vip4, and a Sip toxin 

group have been reported (Crickmore et al. 2014) 
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The position of the vip genes has not yet been identified, but it seems to be on the same 

plasmids that code the cry genes. The first known vegetative secreted protein, Vip1 and 

Vip2, were weighted 100 and 52 kDa in size, and were very toxic for some Coleopteran 

insect pests (Hernandez-Rodriguez et al., 2009). The other group, Vip3, is toxic to the 

Lepidoptera and produces proteins with a molecular weight of 88.5 kDa. The mode of 

action of Vip proteins is similar to that of the δ-endotoxin and consists of separate stages. 

The symptoms of host infection to vegetative insecticidal proteins, such as those caused 

by crystalline proteins, except that the signs of contamination caused by ingestion of 

crystals occur 16 to 24 hours after feeding. While in the case of vegetative proteins, 

symptoms appear at 48 to 72 hours after feeding the larvae. The range of insecticidal 

activity of Vip proteins is vast and includes important agricultural pests that are less 

susceptible to δ-endotoxin. For example, the toxicity of vegetative proteins against 

Agrotis ipsilon is 260 times more than that of Cry1A proteins. Unlike Cry toxins, 

vegetative insecticidal proteins do not form crystalline inclusions, they are secreted from 

the same primary cells into the medium (Lee et al., 2003). 

The group of secreted insecticidal proteins has only one member, Sip1Aa1, which is toxic 

for larvae of Coleopteran pests. The Sip protein was first isolated from the Bt EG2158 

strain medium. The sip1Aa1 gene has 1104 base pair that codes a protein of 367 amino 

acids and a molecular weight of 41 kDa (Palma et al., 2014). 

 

1.2.5. OTHER VIRULENCE FACTORS OF BT STRAINS 

 

Different Bt strains besides Cry proteins, also produces other factors with insecticidal 

activity such as thuringicin, zwitteramycin, Mtx toxins, and bin-like toxins, as well as 

antimicrobial enzymes.  

- β-exotoxin 

The β-exotoxin, called Thuringiensin (Thu), is a heat-resistant secondary metabolite of 

Bt. β-exotoxin has insecticidal activity against wide range of insects in the Diptera, 

Coleoptera and Lepidoptera, Hymenoptera, Orthoptera and Hemenoptera orders species, 
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and even some species of nematodes. Unlike insecticidal crystalline proteins, Thu is 

composed of adenosine, glucose, phosphoric acid and gluconic dyslacid with the chemical 

formula C22H32O19N5P, not a protein, but a small oligosaccharide molecule that contains 

adenosine, glucose, Phosphoric acid and gluconic dioxide with a ratio of 1:1:1:1. The 

molecular weight of Thu is 701 kDa. 

β-exotoxin is resistant to heat and is expressed during vegetative growth phase and is 

secreted into the culture medium. β-exotoxin was firstly identified by McConnell and 

Richards in 1959; they injected autoclaved supernatant of Bt culture into several species 

of insects and eventually this injection killed the insects. The insecticidal mechanism of 

Thu is not well defined. However, we know that Thu is an analogue of adenosine 

triphosphate (ATP), which interferes with the activity of the RNA polymerase. In fact, 

Thu inhibits RNA synthesis by competing with ATP to attach to the bonding site. The 

symptoms of Thu caused in insects are different from the symptoms of Cry toxins. 

Thu toxicity for mammals has long been the subject of debate, and several studies have 

shown that Thu is toxic for mammals. As a result, according to the World Health 

Organization (WHO), the general use of Thu has been banned (Liu et al., 2014). 

 

- Acyl Homoserine Lactone (AHL) lactonase 

Many of the important bacterial pathogens such as Agrobacterium tumefaciens, 

Burkholderia cepacia, Erwinia chrysanthemi, E. carotovora, Pantoea stewartii and 

Pseudomonas aeruginosa for quorum sensing use Acyl Homoserine Lactone (AHL) 

lactonase as a signal molecule. This system allows the pathogen to regulate the expression 

of toxic factors in order to effectively attack their host. The AHL lactonase enzyme is a 

250 amino acids protein with a zinc-binding motif that is protected among various groups 

of metallo hydrolase enzymes (Dong et al., 2001). The AHL lactonase gene has been 

detected in more than 500 Bt strains, and the results indicate that the gene encoding 

enzyme is widely found in the Bt genome. The exact role of AHL lactonase in Bt and the 

reason for the presence of AHL lactonase gene in B. cereus bacteria is not yet known 

(Zhou et al., 2008). Some studies have highlighted the role of AHL lactonase as an 

enhancer of the competition power of Bacillus species in the soil (Vinoj et al., 2014). In 
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justifying the presence of AHL lactonase gene, the hypothesis of competition is raised. In 

this way, Bt strains with insecticidal activity through self-induced-degenerative activity 

cause the elimination of other gram-positive bacteria that exist in natural ecosystems with 

them (Lee et al., 2002). Of course, this hypothesis contrasts with the effect of Bt on gram-

negative bacteria, including E. carotovora. On the other hand, many strains lacking this 

gene are able to survive in the same ecosystems. Finally, all of these findings indicate that 

AHL lactonase has a self-regulating function that changes some of the behaviors of Bt 

strains in a way that is beneficial for themselves (Zhou et al., 2008). 

 

- Zwittermicin A 

Zwittermicin is an antibiotic that has a very wide range of activities. This antibiotic has a 

high activity against humans and moderate activity against some gram-negative bacteria 

and many pathogenic fungi, such as Alternaria, Fusarium, Helminthosporium and 

Ustilago (Silo-Suh et al., 1994). Many strains of Bacillus that produce Zwittermicin 

inhibit the growth of E. herbicola bacteria. Zwittermicin A has a strong inhibitory effect 

on germination of cysts and growth of the germ tube. In addition to the wide range of 

antibiotic activity of Zwittermicin, it has also been proven that there is a synergistic 

relationship between Zwittermicin and Bt toxins (Broderick et al., 2003). 

 

- Bacteriocin 

Bacteriocins are natural, small, and heat resistant antimicrobial peptides that are 

synthesized and secreted by bacteria. Bacteriocins, through competition in the use of 

available food, have the ability to control or eliminate bacterial species close to 

themselves. Bacteriocins are small peptides with a molecular weight of 3 to 12 kDa, which 

are produced during the stationary phase of Bt growth. Bacteriocin produced by a 

Mexican Bt strain showed antimicrobial activity against gram positive and gram negative 

bacteria; B. cereus, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterobacter 

cloacae, Escherichia coli, Salmonella sp. and Pseudomonas aeruginosa (Fuente-Salcido 

et al., 2008). 
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- Chitinase 

Chitin is a long polymer of β-1 and 4-n-acetylglucosamine monomers, which is found in 

the external skeletal cell wall of fungi and algae. Bacteria do not have the ability to 

synthesize chitin, but some bacterial species secrete chitin degrading enzymes, and the 

ability to hydrolyze this polymer and liberate acetyl glucosamine units for use as a carbon 

source or nitrogen (Bhattacharya, 2007). Chitinase enzyme is one of the most important 

antifungal agents known in different Bt strains. Bt strains that are capable of producing 

chitinase enzyme, have a high anti-fungal activity against Fusarium roseum var. 

sambucinum (causative agent of dry rot in potato tubers), Sclerotium rolfsii, Penicillium 

chrysogenum, Rhizoctonia sp., Fusarium oxysporum, Urocystis tritici, F. verticillioides 

and B. cinerea (Salehi Jouzani et al., 2017). 

 

- Enhancin-like proteins 

Enhancin proteins in Bt strains are 20 to 30 percent similar to viral Enhacins. The viral 

enhacins increase the pathogenicity of viruses through eliminating the mucin of 

peritrophic membrane in the gut of insects. One of the known enhacins in Bt, is Bel 

enhancin, that can increase the toxicity of toxin in oral administration with Cry1Ac toxin 

to Helicoverpa armigera larvae (Fang et al., 2009). 

 

1.3. CRY TOXINS MODE OF ACTION 

 

The current model of Cry toxin mode of action in the insect midgut is given in Fig. 1.4. 

As it is shown in the figure, after ingestion of Bt crystals by susceptible larvae, toxin 

crystals are solubilized in the midgut fluids to yield the Cry protoxin form, which is 

processed to an activated Cry toxin form equivalent to the Cry toxin ingested by insects 

feeding on transgenic Bt crops. The Cry toxin core then traverses the peritrophic matrix, 

which is able to retain some of the toxin (darker toxin molecules in the figure). Once 

reaching the brush border membrane of the midgut epithelium, the Cry toxin binds with 

high affinity to cadherin, which results in activation of intracellular cell death pathways 
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(represented by G protein, adenylate cyclase and cAMP in the figure), and/or according 

to the ‘sequential binding’ model, further proteolysis of the toxin monomer to result in 

formation of a pre-pore oligomer. This pre-pore oligomer is proposed to bind to alkaline 

phosphatase (ALP) or aminopeptidase (APN) to insert in the membrane forming a pore 

that leads to osmotic cell death. The insertion of toxin monomer and formation of a pore 

by oligomerization of inserted monomers is also presented as an alternative step. 

Disruption of the midgut epithelium barrier allows for bacterial invasion of the 

haemocoel, leading to septicemia and death of the insect. 

 

Fig. 1. 4. Representation of the current models of Cry toxin action in the insect midgut 

epithelium (Adang et al., 2014). 

Different models have been proposed for the mode of action of Cry toxins, in which there 

is a more consistent evidences for the sequential binding model (Figure 1.5). The 

sequential binding model for Cry1A toxin and its receptors has been investigated (Bravo 

et al., 2004). The results showed that in the sequential binding model (fig 1.5) the primary 

and reversible binding of Cry1A activated toxin to the primary receptor, the extracellular 

part of the cadherin, leads to changes in the structure of the toxin. Cadherin, a polyp 

peptide with a size of 720 to 750 amino acids, is composed of three domains. Cadherins 

are transmembrane proteins with a cytoplasmic domain and an extracellular ectodomain 

with several cadherin repeats, 12 in the case of Bt-R1 (Vadlamudi et al., 1995). The 
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ectodomain contains calcium-binding sites, integrin interaction sequences and cadherin 

binding sequences. 

 

Fig. 1. 5. Sequential model of Cry toxins mode of action. Cry toxins interact with 

different receptor molecules in lepidopteran larva. 1.  Solubilization of the ingested 

crystals due to alkaline environment of insect midgut and activation of protoxins by 

midgut proteases; 2. Binding the toxins to receptors GPI, aminopeptidase and alkaline 

phosphatase; 3. Binding of monomeric Cry toxin to the first receptor (cadherin or 270 

kDa glycol-conjugate receptor); 4. Conformational changes is induced in the toxin and 

α-helix 1 is cleaved; Binding of oligomeric toxin to second receptor 

(glycosylphosphatidyl-inositol-APN or glycosylphosphatidyl-inositol-ALP); 5. 

Oligomer formation; 6. Insertion of the oligomeric toxin into lipid rafts, pore formation 

and cell death (Xu et al., 2014). 

 

Due to the binding of Cry toxins to the cadherin receptors, another proteolytic cleavage 

at the N-terminal of the alpha 1 of the domain I occurs. This cleavage induces the 

formation of oligomeric toxins. These 250 kDa oligomers are more likely to interfere with 

secondary receptors including glycosyl phosphatidyl-inositol, N-aminopeptidase and 

alkaline phosphatase. The binding of toxins to aminopeptidase and alkaline phosphatase 

receptors increases the concentration of toxin oligomers in the membrane of the midgut 

epithelial cells. Subsequently, oligomeric structures bound to secondary receptors 
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penetrate into the midgut epithelial cells and, through pore formation and opening of ion 

canals, cause cell death due to osmotic shock (Bravo et al ., 2007).  

For Cry1A, at least four different proteins in the midgut of the insect have been identified 

(Figure 1-6); cadherin, aminopeptidase, alkaline phosphatase and a receiver connected to 

a 270 kDa glycol (Bravo et al., 2007). 

 

Fig. 1. 6. Receptors molecules of Cry1A proteins. CADR: cadherin receptor; APN, 

aminopeptidase-N, ALP, alkaline phosphatase, GCR, 270 kDa glycol-conjugate 

receptor (Bravo et al., 2007). 

 

1.4. THE ROLE OF Bt IN CONTROLLING PLANT DISEASES 

 

Formerly, only the insecticidal properties of B. thuringiensis attracted extensive attention. 

However, in recent years, the roles of Bt in plant disease control have been found out. 

Preparing a formulation based on Bt, that is able to suppress insect pests and plant disease 

simultaneously, is a powerful alternative to synthetic chemicals (Mohammad et al., 2013). 

In addition to the insecticidal action of delta-endotoxins, some are active against some 

bacteria (Kamenek et al., 2012). There is also evidence of an antibiotic action of spore 

and Bt complex on phytopathogenic fungi (Grishechkina et al., 2002). It has been 

demonstrated that delta-endotoxin has antibacterial effect on Erwinia and Pseudomonas 

and antifungal activity against Fusarium, Bipolaris, Phytophthora, Sclerotium, 

Colletotrichum, Botrytis, Alternaria, and Rhizoctonia (Kameneck et al., 2012; Zheng et 

al., 2013; Shrestha et al., 2015). Apart from crystal protein and other insecticidal 
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substances, Bt also produces other active components with good prospects of application 

as following: zwittermicin A, which is extremely efficient at preventing the damping-off 

of alfalfa caused by Phytophthora medicaginis (Silo-Suh et al. 1994), acyl homoserine 

lactone (AHL) lactonases, which can quench bacterial pathogenicity (Dong et al. 2002), 

chitinase, an important antifungal agent, fengycin a lipopeptide with potent ability to 

control phytopathogenic fungus, and bacteriocin as a preservative and natural 

antimicrobial peptide (Fuente-Salcido et al., 2008). These findings widen the target range 

of Bt besides insecticidal activity and help people to better understand its role in soil 

ecosystem. 

1.5. EFFECT OF Bt ON PLANT CELLS 

 

The results of the previous studies point to the role of Bt in stimulating plant growth 

through the production of plant hormones, such as auxins, or by acting on the balance of 

plant ethylene, increasing mineral nutrition. The biocontrol activity of Bt strains is 

accomplished owing to the production of bacteriocins, autolysins, lactonases, 

siderophores, β-1,3-glucanase, chitinases, antibiotics and hydrogene cyanide. Moreover, 

there are several researches about the roles of Bt strain regarding to the protection of plant 

against abiotic stresses, antimicrobial activity against fungi and bacterial pythopathogens, 

siderophore production, chitinase production and induction of systemic resistance in 

plants (Raddadi et al., 2008; Goes et al., 2012).  

On the other hand, regarding to the interaction of plant and Bt, experimental evidences 

show that the bacterium has the ability to transfer and move vertically in the plant, 

colonize and present it in the form of active (metabolically active) in the plants (Bizzarri 

and Bishop 2007, 2008; Maduell et al., 2008; Parca et al., 2012; Vidal-Quist et al., 2013; 

García-Suárez et al., 2017). 

Some species of Bacillus genus, with endophytic properties, have several benefits to the 

plant, including protection of plants against pythopathogens, insects and nematodes, 

induction of systemic resistance and stimulation of plant growth without causing any 

damage to the environment. Some species of Bacillus genus namely; B. thuringiensis, B. 

subtilis, B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. cereus, B. pumilus and B. licheniformis 



34 

 

are among the most widely used species of Bacillus species in agriculture (Lopes et al., 

2018). 

The most important role of the mentioned bacteria is to protect the plant against an attack 

by plant pathogens. Because during the pathogen invasions to the plant, various reactive 

oxygen species (ROS), such as superoxide anions (O2●ˉ), hydrogen peroxide (H2O2), 

and hydroxyl radicals (OH●) are produced. These reactive oxygen species are produced 

by cytoplasmic enzymes, enzymes bound to the membrane or extracellular enzymes that 

are involved in reduction reactions (Grene et al., 2002). To prevent possible damage of 

these reactive oxygen species, plant cells have several anti-oxidant enzymes and non-

enzymatic parameters that make reactive oxygen non-toxic. Under stress conditions, the 

formation and elimination of reactive oxygenates becomes equilibrium. However, some 

biotic and abiotic stresses such as pathogens, increased light energy, drought and low 

temperatures increase the production of reactive oxygen species, which leads to cell 

damage and inactivity of enzymes. Finally, if the concentration of reactive oxygen is 

increased, cell death occurs as the system does not have the ability to detoxify the ROS. 

Several enzymes have been found to be involved in the metabolism of reactive oxygen 

species, following a pathologic attack on plants. Meanwhile, superoxide dismutase 

enzymes (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; EC 1.11.1.6), guaiac peroxidase (GPX; EC 

1.11.1.7) and ascorbate peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) are of particular importance. 

These enzymes prevent the loss of plant cell integrity due to reactive oxygen species 

during plant-pathogenic interactions (Bolwell et al., 2002; Mittler 2002). The excessive 

production of reactive oxygenates during oxidative reactions is part of the response of 

plant cells to pathogens. The relationship between the formation of reactive oxygen 

species and the increased activity of the enzymes involved in their metabolism, under the 

influence of host plant defense responses to the attack of pathogens, is found in many 

plants and reviewed elsewhere (Wojtaszek 1997). 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF B. 

tHURINGIENSIS STRAINS 
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2.1. INTRODUCTION 

 

The purpose of Bt isolation from diverse biological sources is to find isolates that have a 

greater or newer activity. Consequently, after discovery of Bt bacteria, the characteristics 

of the isolates must be determined. The new isolates of Bt should be described, 

categorized and ultimately the insecticidal activity, cytocidal activity, nematicidal activity 

or potential antimicrobial activity have to be investigated. Different methods have been 

used to determine the characterization of Bt isolates, including; biochemical experiments, 

serotyping (based on flagella antigens), determination of gene content, sequencing of the 

entire genome, protein profiles analysis, determination of the composition and type of 

proteins in the parasporal crystalline inclusion bodies, bioassay experiments, 

investigation of cytocidal activity, antimicrobial activity, and the effect of Bt strains on 

growth and physiological features of plants. 

Different Bt strains have the ability to live in diverse biological environments. The Bt 

isolates are obtained from different habitats such as soil, dead and infected insects, dust, 

stored products and plant leaves. So far, many studies around the world have been focused 

on the isolation of Bt strains from a wide variety of biological sources (Bel et al., 1997; 

Bravo et al., 1998; Uribe et al., 2003; Hernández et al., 2005; Arrieta and Espinoza 2005; 

Thammasittirong and Attathom 2008; Vida-Quist et al., 2009; Alper et al., 2014; Djenane 

et al., 2017). 

In Iran, a few studies have been focused on isolation of Bt strains from different 

environmental sourced and characterization of Bt strains based on Bt gene diversity, the 

identification of specific and active genes for lepidopteran, coleopteran and dipteran 

insect pests as well as nematicidal activity (Salehi Jouzani et al., 2008a; Salehi Jouzani 

2008b; Seifinejad et al., 2008; Nazarian et al., 2009). During the years 1380-1378, 2234 

soil samples from all Iranian provinces were collected and 128 Bt isolates were isolated 

(Marzban, 2005). In 2008, the Agriculture Department in Iran collected 514 samples of 

dead and infected insects as well as soils from 8 provinces of Iran, and obtained 127 

isolates of Bt. Armamideh (2010) also collected 48 native Bt isolates from biological 

environments such as soil, dead and diseased insect, plant remnants, current water and 

dust and food storage warehouses in West Azerbaijan province. 
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In a study performed by Mizuki et al. (2000), a gene with 2169 bp length was found, 

consisting of 723 amino acids, with a molecular weight of 81052 Daltons. This gene, like 

all other Cry proteins, encoded a protein that consisted of five conserved blocks. This 

novel gene showed a very low similarity (less than 25%) to other known Cry proteins 

characterized so far. The effect of this new protein has been determined on several cell 

lines. The used human cell liness were as follows: leukemic T cells, HeLa cells (cancer 

cells of the uterus), lung cancer cells and healthy and normal lung cells.  In the mentioned 

research, two insect cell lines including silkworm cells (Bombyx mori) and mosquito cells 

(Aedes albopictus) were also used. The results showed that, when this protein was 

hydrolyzed by proteases and converted to molecular weights of 40 and 60 kDa, they 

exhibited cytocidal activity. The trypsin-activated Parasporin protein is only toxic for 

uterus and blood cancer cells and has no effect on healthy cells and insect cells. 

Comparison of protein band patterns obtained by SDS-PAGE, evaluation of gene content 

(screening of cry1, cry3, cry7, and cry8 genes) and studying the insecticidal potential on 

Spodoptera frugiperda and Premnotrypes vorax, were used as criterion for 

characterization of 108 Bt isolates from Colombia (Uribe et al., 2003). The results showed 

that cry1 gene was the most frequent among the studied genes, and some of the studied 

strains showed high toxicity on the target pests. 

With the aim of finding new strains, Bt isolates from soil, dust, dead insects, spider and 

mites from different regions of Argentina were isolated. The characteristics of the 

obtained were described based on the crystal protein profiles and gene contents focusing 

on the cry1 and cry3 genes. The insecticidal activity of the obtained isolates was tested 

towards the lepidopteran pests S. exigua and Anticarsia gemmatalis, and 41 Bt strains 

with insecticidal properties against these pests were introduced (Berón and Salerno 2006). 

The characterizations of 70 Bt strains isolated from soil, dead insects and leaves of plants 

from different climate zones in Iran were determined by different methods. One of the 

used methods to describe the indigenous Bt isolates of Iran could be to study the gene 

content using polymerase chain reaction methods (by employing 25 specific and general 

primers for the cry1, cry2, cry9 and vip3Aa genes), crystal morphology, plasmid profiles, 

SDS-PAGE protein band patterns and insecticidal activity on larvae of Helicoverpa 

armigera (Seifinejad et al., 2008). The vip3Aa gene was the most frequent amongst the 
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Bt strains. Based on molecular studies and morphology of the native Bt strains, the 

insecticidal activity of 20 Bt strains was tested against H. armigera larvae. The results 

showed that four Bt strains were toxic more than B. thuringiensis subsp kurstaki for H. 

armigera larvae. But, interestingly these four strains, from the point of view of the protein 

profile and the cry gene content, have similarities to the B. thuringiensis subsp kurstaki 

(Seifinejad et al., 2008). A variety of cry and cyt specific genes were studied in 128 Bt 

isolates from different parts of Iran. The morphological characteristics, protein profiles 

and genomic content of the isolates were studied. A total of 38 cry gene profiles were 

identified and some of these genes had not been previously described. Due to 

morphological characteristics, protein profiles and genetic content, the described Bt 

strains could be considered as suitable candidates for controlling Lepidopteran insect 

pests (Salehi jouzani et al., 2008a).  

The characterization of the novel Bt strain namely, Bt M15 was performed based on the 

cry genes content, the cloning of identified genes and the determination of the range of 

insecticidal activity of the analyzed proteins. The M15 strain was isolated from the 

Tetranychus urticae. It produced crystalline inclusion with spherical shape. Based on the 

results of gel electrophoresis, this Bt strain contained at least two main proteins of 86 and 

79 kDa. Following the cloning of the cry genes, the cry31Aa2 was discovered and named 

based on the similarity in the sequence of amino acids with other Cry proteins. An 

interesting point was that, unlike the primary isolation of this bacterium from ticks, the 

M15 strain is not a pathogen for them, and even though does not produces beta-exotoxin, 

the results of using this toxin on mammalian cells indicates that Cry31Aa2 is toxic to 

some human cancer cells but does not have any harmful effects on healthy cells when it 

is proteolysis by trypsin (Jung et al., 2007).  

For the screening of Bt isolates, in the study performed by Antonino de Souza et al. 

(2009), the insecticidal activity of the obtained Bt strains from soil samples was studied. 

The bioassay of 30 Bt isolatates at a single concentration of 1×109 spores/ml, was 

investigated against the first instar larvae of S. frugiperda. Among the tested isolates, the 

I4A7 Bt strains were the most toxic for this target. The calculated LC50 value for this 

strain was similar to that of B. thuringiesis var. israelensis, and significantly more than 

B. thuringiensis var. kurstaki.  
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In the study performed by Baig et al. (2010), 31 Bt isolates were described based on 

crystal morphology, biochemical tests, and cry gene profile. Using specific and general 

primers, the presence or the absence of cry1, cry4, cry7, cry8, cry9 and cry10 genes was 

investigated. The results showed that cry1 gene was the most frequent among the studied 

strains. 

Lenina et al. (2014) used the morphology of the bacterial colonies, the characteristics of 

crystals and the protein profiles as criteria for describing seven Bt strains. Also, these 

strains were studied in terms of gene content, focusing on cry and ps genes. The results 

of this study showed that 4 ps genes were present in two Bt strains. Then, in examining 

proteolytic activity, it was found that this Ps4 protein was not toxic to S. litura and H. 

armigera. 

The shape of crystals, the gene content (cry1, cry2, cry9 and vip3), antifungal and 

antibacterial activity of 157 Bt strains isolated from diverse sources in Algeria were 

evaluated by Djenane et al. (2017). Based on the results, most of the Bt isolates had 

antifungal activity and a few Bt strains showed antibacterial activity. In terms of the 

crystal morphology, a large variety of shapes was found: bipyramidal, irregular, 

triangular, cuboid and oval. In this study, cry2 gene was the most frequent gene among 

the studied genes in the Bt strains. 

Bioassay experiments provide comprehensive and complementary information on the 

insecticidal activity of the Bt strains or of the purified Bt toxins. The increasing number 

of articles related with toxicity of Bt strains or Bt toxins indicates the importance of 

bioassay experiments in determining the characteristics of the Bt strains. Many studies 

have focused on the relative toxicity of Bt toxins. Some variability can always be 

observed in the result of bioassays, these differences are due to the performance of way 

of performing the bioassay experiments, the type of used toxin (such as parasporal 

crystals, protoxins or activated toxin), the source of Bt toxin and Bt strain and also the 

susceptibility of the insect colony. 

The insecticidal activity of seven purified Cry proteins, Cry1Ab, Cry1Ja, Cry1Fa, 

Cry1Ia7, Cry2Aa, Cry1Ab and Cry9Ca toxins, was tested against Lobesia botrana. Based 
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on the results, L. botrana larvae were highly susceptible to Cry9Ca toxin (Ruiz de 

Escudero et al., 2007). 

Insecticidal activity of some Cry proteins such as Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ba, 

Cry1Ca, Cry1Da, Cry1Fa, Cry2Aa and Cry2Ab (active for the lepidopteran pests), was 

tested on three different Spodoptera exigua laboratory populations. Based on the results, 

Cry1Ca, Cry1Da and Cry1Fa toxins had the highest levels of toxicity against S. exigua 

first instar larvae (Hernández-Martínez et al., 2009). 

The susceptibility of a population of European corn borer, Ostrinia nubilalis, to a 

formulation containing the reference Bt strain of Bt HD-1-S-2005, and its constituent 

toxins (Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, and Cry2Aa) was investigated. Based on the results, 

O. nubilalis larvae showed less susceptibility to Cry1Aa and Cry2Aa toxins. Most 

probably the presence of Cry1Ab and Cry1Ac proteins in the formulation was the reason 

of toxicity of the tested formulation to O. nubilalis larvae (Crava et al., 2009).  

The mixture of spore and crystals of SY49.1 Bt strain was bioassayed on the Indian meal 

moth larvae, Plodia interpunctella. The results showed that the LC50 value of the 

examined Bt strain was 2×106 spores/ml (Yilmaz et al., 2012).  

The insecticidal activity of Cry1Aa, Cry1Ac, Cry1Ca, Vip3Aa, Vip3Af and Vip3Ca 

toxins (individually and also mixed together) has been evaluated against Grapholita 

molesta larvae. Based on the bioassay results, the most toxic proteins were Vip3Af and 

Cry1Aa (Scaramal Ricietto et al., 2016). 

The insecticidal activity of MPUB9 Bt strain, alone and mixed with Vip3Aa proteins, was 

investigated on S. exigua, Cydia pomonella and Dendrolimus pini larvae. Based on the 

results, the crystals of the studied Bt strain were the most toxic component for D. pini. 

The use of a mixture of MPUB9 crystals with Vip3Aa toxins has a synergistic effect and 

increases the insecticidal activity of the strain (Baranek et al., 2017). 

The susceptibility of resistant insect colonies from Tricholusia ni, P. interpunctella, 

Helicoverpa armigera and O. furnacalis species to Cry1, Cry2 and Dipel formulation 

were evaluated to Vip3Aa and Vip3Ca proteins As expected, the resistant insect colonies 

to Cry1A and Cry2Ab showed no cross-resistance to Vip3 toxins. Also, Vip3Ca toxin 
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was highly toxic for O. furnacalis larvae, while Vip3Aa toxin had no growth inhibitory 

effect on these larvae (Gomis-Cebolla et al., 2018). 

One of the molecular methods used for characterization of Bt strains, is SDS-PAGE 

analyses to show the differences in protein patterns of different isolates. With this 

methodology, different Bt strains are characterized and classified according to the number 

and the size of the protein bands observed in the gel, and eventually, their potential in 

insecticidal activity is predicted. This methodology has been used in some studies, along 

with other methods (studying the morphology of crystals, bioassays, determination the 

gene content) to set the characteristics of some Bt strains (Hernández et al., 2005; 

Rampersad et al., 2005; Seifinejad et al., 2008; Vidal-Quist et al., 2009; Hernández-

Fernandez et al., 2011). 

One of the common methods for determining the gene content of new Bt strains is to 

detect genes by polymerase chain reaction. Identification of the gene content using 

Polymerase Chain Reaction Methods (PCR) is a quick and accurate way to reproduce a 

specific DNA fragment, in order to determine the presence or absence of the target gene. 

Identification of Bt toxin genes with polymerase chain reaction can be used to predict the 

insecticidal activity of Bt strain (Porcar 2003). Identification of Bt cry genes based on the 

polymerase chain reaction was firstly performed by Carozzi et al., in 1991. They have 

described this method as a rapid means of prediction of the insecticidal activity of Bt 

strains. It has been published that PCR-based screening resulted in the identification of 

22 distinct cry genes in 126 Bt isolates (Ben-Dov et al., 1997). Several researches have 

predicted the toxicity of Bt strains by focusing on the gene content of some specific genes 

(Uribe et al., 2003; Baig et al., 2010; Lenina et al., 2014; Djenane et al., 2017). 

Another method for characterization of Bt strains is to evaluate the composition of 

proteins present in Bt crystals. Generally researchers use LC-MS/MS methods to 

determine the presence of Cry proteins. For instance, by using the combination of SDS-

PAGE gel electrophoresis and LC-MS/MS proteomics analysis, the crystal protein 

composition of two B. thuringiensis subsp. kurstaki and B. thuringiensis subsp. 

israelensis strains have been determined (Li et al., 2012). The result of this study has 

shown that Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, and Cry2Aa protoxins are present in B. 
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thuringinesis subsp. kurstaki and Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa, and 

Cyt2Ba protoxins are present in B. thuringiensis subsp. israelensis (Fu et al., 2008).  

By combining polymerase chain reaction and proteomics-based methods, 4.0718 Bt strain 

was characterized in terms of gene content and composition of Cry proteins. The results 

showed that there are five different genes of cry; cry1Aa, cry1Ac, cry2Aa, cry2Ab and 

cry1Ia in the genome, and three protoxins, Cry1Aa, Cry1Ac and Cry2Aa, in the crystal 

inclusions (Sun et al. 2008).  

The total protein content of 4.0718 Bt strain was studied in three stages of the bacterial 

growth: vegetative phase of growth, early sporulation and late sporulation phases, using 

proteomics MALDI-TOF/TOF MS. Based on the results, insecticidal crystalline proteins 

including Cry1Ac, Cry2Aa, and immune system inhibitors (InhA) were identified in the 

strain. Immune system inhibitors (InhA) were produced at the mid-stage of the vegetative 

stage of the Bt strain growth, and these factors are likely to contribute to the survival of 

the bacteria within the host's body. The Cry insecticidal proteins were identified at the 

beginning of the sporulation stage (Li et al., 2012). Approximately 830 proteins and 1700 

peptides (of total protein content of 4.0718 Bt strain) were also detected in the late stages 

of sporulation of the bacterial life cycle in two-dimensional LC-MS/MS studies. The 

proteomics results showed that a total of seven out of 15 insecticidal proteins in this strain, 

were introduced as new toxins (Yang et al., 2015). 

Today, more than 500 cell lines of insects derived from different tissues of insects 

(belonging to different orders) have been isolated and are maintained in laboratory 

conditions. Insect cell lines are used as a research tool in virology studies, and also to 

study signaling mechanisms in the immune system, gene expression, and in screening 

programs for the discovery of insecticidal toxins (Smagghe et al., 2009). The use of cell 

lines instead of insect colonies can overcome the problems of rearing the insect colony, 

insect diet preparation, growing the plant, time, money and cost for insect maintenance, 

quarantine issues, the inaccessibility of all species. As a result, many researchers have 

begun to use the insect cell lines. The use of insect cell lines can be particularly useful in 

screening studies, when is necessary or interesting to check the effect of a large number 

of toxins or bacterial strains on a large number of insects to determine the range of toxin 

activity or the insecticidal activity of a Bt strain. Also, insect cell lines are important from 
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the point of view of examining the effect of single Bt toxins (Portugal et al., 2014; Chen 

et al., 2015; Willcoxon et al., 2016; Portugal et al., 2017). 

The cytocidal activity of 1744 Bt strains was investigated against human cancer cells by 

Mizuki et al., (1999). From these 1744 Bt strains, 1684 strains did not have any hemolytic 

activity and 42 strains were toxic for human cancer cells. Parasporins extracted from these 

strains did not have insecticidal properties against lepidopteran insects.  

The effect of Bt δ-endotoxins on eight different insect cell lines was investigated. The 

insect cell lines derived from Manduca sexta and Choristoneura fumiferana showed the 

highest susceptibility to δ-endotoxins. Based on the results, it can be concluded that the 

study of the toxic effect of Bt toxins on the insect cell lines is a convenient and fast method 

to study their toxicity, but the response of insect cells to Bt toxin in laboratory conditions 

is often different from the results of bioassays on the insects (Gringorten et al., 1999).  

 

MATERIALS AND METHODS 

 

2.1. BACTERIAL STRAINS  

 

In total, 130 Iranian Bt strains were used in this study. Among the examined Bt strains, 

88 strains were selected from the Bt collection of Biological Control Laboratory, Plant 

Protection Department at the University of Tehran and 42 strains were collected during 

sampling for this thesis. Also, in this research work, the two standard Bt strains HD-1-S-

2005 and HD-2, prepared by the ERI of Biotechnology and Biomedical Sciences at the 

University of Valencia, Spain, were used as reference. The sequence, number and type of 

insecticidal genes of these two reference strains have been already described and 

published. In addition, different strains (DH5α and BL21) of Escherichia coli were used 

as competent cells for cloning and expression of Bt cry genes. 
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2.2. INSECTS  

 

In this thesis, larvae of eight different species of lepidopteran pests and one coleopteran 

pest were used for bioassay experiment and oligomer formation assays. Among the pests 

used, four species of Spodoptera exigua, S. littoralis, Mamestra brassicae and 

Helicoverpa armigera belong to the Noctuidae family. Grapholita molesta and Lobesia 

botrana are from the family Tortricidae. The two species of Plodia interpunctella 

(belonging to the family Pyralidae) and Ostrinia nubilalis (Crambidae family) were also 

used in this study. Also, Leptinotarsa decemlineata (Col.: Chrysomelidae) was used for 

oligomer formation assays of Bt toxins. All insects used in this research were reared on 

artificial diet (McGaughey and Beeman 1988; Lozzia and Manachini 2003; Ruiz de 

Escudero et al., 2007; Hernández-Martinez et al., 2008; Bel et al., 2011; Gomis-Cebolla 

et al., 2017), and kept at an appropriated condition under temperature conditions of 25 ± 

3 ° C, relative humidity of 5 ± 70% and photoperiode of 16: 8 hours of light: darkness. 

2.3. INSECT CELL LINES 

 

In this study, four cell lines originated from tissues of insect pests belonging to the 

Noctuidea family were used to study the effect of Bt toxins (Table 2.1). 

Table 2. 1. Names of used insect cell lines. 

Reference 
Derived 

tissue 
Insect Cell line 

Granados et al., 1994 Ovarian cells Trichoplusia ni BTI-Tn-5B1-4 (Hi5) 

Goodman et al., 2004 Gut Helicoverpa zea RP-HzGUT-AW1 

Gelernter and Federici 1986 Larvae S. exigua UCR-SE 

Vaughn et al., 1977 Ovary S. frugiperda Sf21 

 

The cell lines were maintained in incubators at 25 ± 2 ° C. The HzGUT and UCR-SE cell 

lines were cultured in Excell (Sigma-Aldrich) culture medium enriched by fetal bovine 
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serum (FBS) 5%. For maintenance of the Hi5 and Sf21 cell lines, TNM-FH (Sigma-

Aldrich) cell culture media with 5% FBS and Grace's (GibcoTN) with 10% FBS, 

respectively, were used. 

2.4. SAMPLE COLLECTION 

 

Sampling of dead or diseased larvae, and also soil from diverse sourced including;  forest, 

fruit trees garden, agricultural lands and natural vegetation areas were collected from 

Mazandaran, Guilan and Alborz provinces. For sampling from the soil, the extra materials 

from the surface of the sol was removed, then at an appropriate distance from the surface 

(at a depth of 5 to 15 cm), samples were collected. The samples should be taken to the lab 

in a plastic bags with the label of information on origin, location and date of sampling. 

The dead and diseased insect larvae that were likely to die from bacterial infection, were 

collected and transferred to the laboratory inside glass tubes. A total of 24 soil samples 

and infected larvae were collected and Bt was isolated from them. 

2.5. ISOLATION OF Bt STRAINS  

 

For isolation of Bt isolates from soil samples, sodium acetate selective was used (Travers, 

1987). The basis of this method is that the germination of spores of Bt isolates is 

selectively inhibited by 0.35 M sodium acetate, while the spores of other spore-forming 

bacteria are able to germinate. Then, by treating the samples containing the bacteria that 

their spores germinate, as well as the bacteria that are not essentially capable of producing 

spores, by heat for seven min at 80°C. As a result, following the heat treatment all the 

bacteria whether those their spores germinate and those non-spore forming bacteria are 

eliminated. Consequently, after heating the sample, only Bt isolates will remain in the 

sample. The methodology consisted in sieving the samples, then use one gram of soil and 

add it to a sterile test tube containing 10 ml of sodium acetate (35 M). The samples were 

incubated for 4 hours in sodium acetate and every 10 minutes the tubes were shaken 

thoroughly. Then, test tubes containing sodium acetate and soil were transferred to a 

warm bath and stored for at 80 °C for seven minutes. Ten µl of the solution extracted 

from the hot water bath, which probably contains only Bt spores, was cultured on a plate 
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containing a nutrient agar (NA) medium (containing five grams of peptone, three grams 

of meat extract and 15 grams of agar per liter of culture media). The plates were incubated 

at 30 °C for 24 hours. 

To isolate Bt from insects, the dead and alive larvae suspected to be infected were first 

disinfected in 0.2% sodium hypochlorite, 70% alcohol and distilled sterilized water. Then 

the larvae were dissected to take out the material inside the larvae. The dissected larvae 

were cultured in Nutrient Agar plates. After incubation at 30 °C for 24 hours, if the larvae 

were contaminated with Bt, white to milky bacterial colonies appeared on the culture 

medium. 

After isolation of the bacteria from the soil, dead and diseased larval samples, Bt colonies 

grown on the nutrient agar plates were characterized and described in terms of their 

appearance and morphology (colony color, colony surface view, growth pattern, margin 

and colony growth) of the bacterial colonies. The individual colonies were isolated and 

transferred into a new culture medium. Then, bacterial colonies that were similar to Bt, 

were firstly confirmed by microscopy observation to check the presence of spores and 

crystals using a phase-reference microscope (Zeiss Axiophot 20, Germany), and then 

were submitted to Gram staining and catalase test. The colonies classified as Bt, were 

named (under the name of the collecting site and the host plant), and subsequently 

cultured. In order to carry out supplementary studies, the isolates were stored at -20 and 

-80 ° C, for short and long-term storage, respectively. 

 

2.6. STORAGE OF BACTERIAL CULTURES 

 

For short and long term storage of Bt isolates, samples were frozen with glycerol (to 

preserve the cells in cool storage). First, bacterial isolates of Bt were cultured in Petri 

dishes containing CCY medium (Stewart et al., 1981) and kept at 29 °C for one night. 

Ten ml of CCY liquid medium were inoculated with a fresh single colony of Bt, and kept 

for two days at 29 °C and 200 rpm in a shaker incubator. Then the presence of the spores 

and crystals was checked by microscopy observation. When the presence of spores and 

crystals was observed in about the 90% of the bacterial cells, thermal treatment was 
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performed (70 ° C for 20 minutes) for synchronization. After cooling the culture medium 

containing bacteria, glycerol storages of 50% and 20% were prepared for storage of 

bacterial isolates at temperatures of -20°C and -80°C, respectively. To store the Bt isolates 

at -20 °C, 500 μl of bacterial culture medium was added to 500 μl of autoclaved glycerol 

in sterile cryotubes. Similarly, for storage at -80 ° C, 850 μl of culture medium was added 

to sterilized cryotubes containing 150 μL of autoclaved glycerol. The contents of the vials 

were slowly mixed with vortexing for 10 seconds and then placed into liquid nitrogen for 

a few minutes. Finally, protected bacterial strains were transferred to cryotube storage 

boxes to the corresponding freezers. 

 

2.7. DETERMINATION OF THE BACTERIAL MORPHOLOGY 

 

The identification key used to detect 22 important species of Bacillus species, was based 

on Thiery and Frachon (1997) key, and was performed according to the minimum 

phenotypic characteristics of the cells. The identification key is presented in Figure 2.1. 

Then, according to the morphological characteristics of the reproductive stage of the 

bacterium and the observation of spores and crystals, the diagnosis of Bt was established, 

also taking into account the results of the Gram staining and catalase tests.  
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Fig. 2. 1. Identification key of the major groups of Bcillus spp. bacteria (Thiery and 

Frachon, 1997). 

 

2.8. GRAM STAINING 

 

After microscopic observation of bacterial morphology and basal identification of the 

bacteria, a gram staining test was performed to detect the gram positive or gram negative 

results of the isolates. The cultured petri dishes were incubated at 30 °C for 16 to 18 hours. 

Then, at a time when the bacterium is in the vegetative growth stage, in sterile conditions, 

a bacterial colony is removed and mixed with a drop of sterilized sterile water on a clean 

slide. When the mixture of cells and water was dried in the vicinity of the flame, the 

sample was fixed for 1 minute in crystal violet dye solution (1 g in 100 ml) and then in a 

1 minute iodine solution (1 g in 20 ml). Then the extra color was washed with 90% 

ethanol. The sample was kept at a 45 ° angle and the drop of alcohol dropped over the 

slide until the last drop of color dropped out, then the slide was washed immediately with 

https://en.wikipedia.org/wiki/Crystal_violet
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distilled water. In the next step, the bacterial smear was placed in a fuchsine colored 

solution (0.1 g in 100 ml) for 15 seconds and then washed immediately with distilled 

water. After the slide was dried, the sample was observed under microscope at a 

magnification of 1000. For comparison and as a control of gram-negative bacteria, 

Pseudomonas sp., was used. As a result, the gram-positive bacteria become dark in violet, 

while the gram-negative bacteria become pink. 

 

2.9. CATALASE TEST 

 

Aerobic bacteria that require oxygen for metabolism use hydrogen catalase to convert 

hydrogen peroxide (H2O2) into water and oxygen and produce oxygen. In order to detect 

the presence of catalase in bacterial isolates, diluted hydrogen peroxide was added to the 

fresh bacterial culture. The rapid appearance of oxygen bubbles confirmed the presence 

of catalase enzyme in the isolate. The methodology consisted in preparing fresh 16-18 

hours cultures from bacterial isolates in nutrient agar medium. The volume of 200 μl of 

hydrogen peroxide (3 to 6%) was transferred to a clean micro-tube. Using a sterile loop, 

a single colony of bacteria was removed and transferred to the micro-tube wall adjacent 

to hydrogen peroxide. When the diluted hydrogen peroxide reaches a bacterial extent and, 

if there is a catalase enzyme, oxygen bubbles appear and the colony is classified as 

catalase positive. 

 

2.10. IDENTIFICATION OF BACILLUS spp. GROUP 

 

The isolates were examined for the shape of spore and sporangium (bacterial cell) 

according to Thiery and Frachon (1997) identification keys. In this key, Bacillus species 

are classified into three groups based on the morphology of spores and sporangium (Fig. 

2.2). The first group (I) produces an ovoid endospore that does not cause swelling of the 

rod-shaped cell, which is itself divided into two categories: in the first group, the cell 

width is greater than 0.9 μm such as Bt and the second group has a cell width of less than 

0.9 μm, such as B. subtilis. The second group of Bacillus species produce oviod 
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endospores that cause swelling of sporangium, such as Brevibacillus and Paenibacillus. 

The third group has spherical spores with swollen sporangium, such as Lysinibacillus 

(Thiery and Frachon, 1997). 

 

 

Fig. 2. 2. The morphological characteristics of Bacillus spp. (Thiery and Frachon, 

1997). 

 

2.11. SCREENING OF Bt ISOLATES BASED ON THE TOXICITY ON 

P. iNTERPUNCTELLA 

 

Initial screening of 130 Iranian Bt isolates, was based on their toxicity to the second instar 

larvae of P. interpunctella. To prepare the bacterial suspension, the Bt isolates were 

grown on nutrient agar and kept in incubator for 4 days at 29 °C. After four days, the 

presence of spores and crystals was observed by microscopy, and the destruction of the 

wall of 90% of the bacterial cells (cell lysis) was initially confirmed. Then, the bacteria 

were grown on a culture medium under sterile conditions, collected by sterile loop and 

added to a suitable volume of sterile distilled water. After preparation of the serial 
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dilution, the concentration of bacterial suspension was determined by counting the 

number of spores by means of hemocytometer (counting-chamber). This method of 

determining the concentration is an estimation of the number of Bt spores per ml of 

suspension. Also, by placing the microscope in the phase contrast state, at a magnification 

of 1000, using the immersion oil, the number of crystals was also estimated. To determine 

appropriate concentration, 2 ml of five different concentrations (from 104 to 108 cells/ml) 

of Bt spore and crystal suspension of AzLp Bt strain were incorporated into 2 mg of 

Indian meal moth artificial diet containing wheat bran, yeast, glycerol and honey 

(McGaughey and Beeman 1988). The mixture was air-dried and used to feed second 

instar larvae of P. interpunctella. According to LC50 calculated by probit analysis using 

Polo-Plus, other screening bioassays were performed with single concentration of 108 

cells/ml (higher than LC50) against second instar larvae of P. interpunctella. Assays were 

carried out using 20, second instar larvae of Indian meal moth per concentration with 

three replicates. Water was used as a negative control. Mortality was recorded 72 hours 

after treating the larvae with Bt.  

Based on the results of primary screening, the 130 Iranian Bt strains were categorized into 

three toxicity groups: 1. the group with high toxicity: Bt strains with a potential to cause 

over 67% mortality on P. interpunctella larvae. 2. Moderate toxicity group: mortality 

between 34 to 66%, and 3. low toxicity group: strains that caused less than 33% of 

mortality. Seven Bt strains (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2, IEp, RM, and KhF) were selected 

from all three groups and were studied comprehensively and fully by using multiple 

methods. Among these seven strains, five Bt strains (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp) 

belong to the high toxicity group. In order to compare the characteristics of these five 

strains, other two strains selected from the group with moderate or low toxicity were 

included: the KhF and RM strains, respectively. Other characterization studies performed 

in this thesis were done on these selected seven Bt strains. 

2.12. COMPARISON OF PROTEIN PROFILES OF Bt STRAINS 

 

The first step for the characterization of the seven selected Bt strains, was the analyses of 

the number and molecular weight of the proteins found in their respective crystal 

inclusions. In short, the procedure started with the isolation of the spores and crystals 
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from the Bt culture media, and then, after several steps of centrifugation and washing, the 

crystals were isolated and dissolved in solubilization buffer at room temperature. A part 

of the protoxin obtained was activated with trypsin enzyme. Finally, the protein profiles 

of protoxins and activated toxins of each one of the Bt strains were analyzed on SDS-

PAGE. 

The solubilization of the crystal proteins was performed according to the protocol 

provided by Estela et al. (2004). Bt strains were cultured on CCY agar medium and 

incubated at 29 °C for 2 days. Then, from 5 to 20 ml of CCY liquid medium, was 

inoculated with a colony of Bt grown on the solid CCY medium (pre-culture). The pre-

culture was incubated for about two days in an incubator (with shaker ranging from 180 

to 200 rpm) at 29 ° C. After two days, the presence of spores and crystals was observed 

by microscopy. If the presence of spores and crystals is confirmed, the thermal treatment 

was applied for 20 minutes at 70 °C (in the absence of the spores and crystals, pre-culture 

is incubated for a longer period of time). The reason for applying heat treatments is to 

prevent contamination and to create synergistic growth in bacterial cells. Because at this 

temperature, the vegetative form is destroyed and only the spore remains. The final 

culture was prepared by inoculation of 200 ml of CCY liquid medium, with 5 ml of the 

pre-culture that had been heat treated. The final culture was kept at 29 °C and 180 rpm 

for two days, until 90% of the bacterial cells were lysed. The culture was then centrifuged 

for 12 minutes at 6000 ×g at 4 °C (Beckman Coulter Centrifuge, AvantiTM J-20 XPI) 

and crystals were isolated from the medium and the rest of the cell debris. The pellet was 

washed twice with 1 M NaCl and washed with 10 mM EDTA. All of these steps were 

carried out on ice. A centrifugation of 12 minutes at 17000 ×g 4 °C was performed for 

each washing step. In the last washing step, 10 mM KCl was added and the sample was 

centrifuged at 4 °C for 15 minutes at 24000 ×g. At the end of this step, the Bt crystals 

were separated from the spores, and in the next step, the crystals should be dissolved in 

the solubilization buffer 50 mM carbonate buffer Na2CO3 and 10 mM DTT, at pH 10.5. 

The solubilization buffer was added to the pellet and mixed thoroughly. The resulting 

mixture was incubated at about 60 rpm at room temperature for two hours. After 

centrifugation at 24000 ×g, for 15 minutes at 4 °C, the soluble protein in the sample was 

transferred to a clean Falcon tube. The soluble protein from crystals was passed through 

a 0.2 μm filter (GE Healthcare Whatman ™, United Kingdom). The concentration of 
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soluble protein, which is the Bt protoxin whole content, was determined by Bradford 

method (Bradford, 1976). Activation of Bt-protoxin was performed by adding trypsin 

from porcine pancreas (Sigma-Aldrich) at a concentration of 10% w/w, and incubating 

the sample in a hot water bath with a temperature of 37 °C for two hours. Then, the 

protoxin and toxin profiles of Bt strains were analyzed and compared by SDS-PAGE. 

 

2.13. DETERMINATION OF CRYSTAL PROTEIN COMPOSITION OF 

Bt STRAINS BY LC-MS/MS 

 

In the previous section, the molecular weight and number of proteins found in Bt crystals 

were determined by analyzing SDS-PAGE. But the protein pattern obtained by SDS-

PAGE alone is not enough, because it is possible that several proteins have the same 

molecular weight. Also, the relative frequency of each protein in the crystals of Bt plays 

an important role in predicting the insecticidal potential of that strain. As a result, 

proteomics analysis by LC/MS-MS method is a suitable method for identifying the 

content and composition of proteins present in the crystalline bodies of Bt strains. 

Proteomics studies were conducted at the Servei Central de Suport a La Investigacio 

Experimental (SCSIE) of the University of Valencia. The solubilized crystals from Bt 

strains, which were in the form of a protein mixture, were completely digested with the 

trypsin enzyme to obtain peptide mixture (Promega). The protein mixture was diluted 1: 

4 with 2.5 mM DTT, 50 mM NH4HCO3 and 11 mM DTT and after several incubation 

steps of 20, 30 and 30 minutes at 60 ° C, the trypsin enzyme was increased to 1:10 (w/w) 

and sample was incubated at 37 ° C for one night (12 to 16 hours). By adding seven μl of 

trifluoroacetic acid (TFA), protein digestion by trypsin was stopped. All the samples were 

concentrated in a speed vacuum. Then, 5 µl of each sample was loaded onto a trap column 

(NanoLC Column, 3µ C18-CL, 100 umx 15 cm; Nikkyo) and desalted with 0.1% TFA at 

2µl/min during 10 min. The peptides were loaded onto an analytical column (LC Column, 

3 µ C18-CL, 75umx12cm, Nikkyo) equilibrated in 5% acetonitrile 0.1% formic acid (FA). 

Peptide elution was carried out with a linear gradient of 5 to 40% B in 45 min (GC) (A: 

0.1% FA; B: ACN, 0.1% FA) at a flow rate of 300 nl/min. Peptides were analyzed in a 

mass spectrometer nanoESI qQTOF (5600 TripleTOF, ABSCIEX). The tripleTOF was 
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operated in information-dependent acquisition mode, in which a 0.25-s TOF MS scan 

from 350–1250 m/z, was performed, followed by 0.05-s product ion scans from 100–

1500 m/z on the 50 most intense 2-5 charged ions. The MS/MS information was sent to 

PARAGON via the Protein Pilot v 4.5 (ABSciex). ProteinPilot default parameters were 

used to generate peak list directly from 5600 TripleTof wiff files. The Paragon algorithm 

of ProteinPilot was used to search NCBI protein database with the following parameters: 

trypsin specificity, cys-alkylation, no taxonomy restriction. To avoid using the same 

spectral evidence in more than one protein, the identified proteins were grouped based on 

MS/MS spectra by the Protein-Pilot Progroup algorithm. Thus, proteins sharing MS/MS 

spectra were categorized, regardless of the peptide sequence assigned. The protein within 

each group that could explain more spectral data with confidence was shown as the 

primary protein of the group. Only the proteins of the group for which there was 

individual evidence (unique peptides with enough confidence), were listed. Proteins 

identified by LC-MS/MS with a confidence level of at least 95% were considered 

significant and gave a score of 1.3. Protein value or protein score was calculated. The 

percent confidence and protein values corresponding to them are given in Table 2.2. 

 

ProtScore = - log (1- 
Percent confidence

100
 ) 

 

Table 2. 2. Confidence intervals for protein score. 

Confidence Percentage Protein Score 

99% 2 

95% 1.3 

90% 1 

66% 0.47 
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As a result, proteins with a confidence level of at least 95, were selected. Among the 

remaining proteins in the identification list, there were proteins that have an insecticidal 

effect or are involved in the toxicity of the Bt strains, and for each one of them, several 

distinct, and specific peptides had been identified. Finally, the selected proteins of the list 

were confirmed through the alignment tools in the NCBI database 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

2.14. DETERMINATION OF GENE CONTENT 

 

In order to know the genetic content of Bt strains, one of the common methods for Bt 

strains identification was used: the polymerase chain reaction (PCR). PCR-based 

screening can accurately and quickly determine the genetic content of bacterial strains 

(Carozzi et al., 1991; Juárez-Pérez, et al., 1997; Ferrandis et al., 1999). 

 

2.14.1. DNA EXTRACTION 

 

The extraction and purification of total genomic content was performed following 

Ferrandis et al. (1999). To identify the gene content, the entire genome, both plasmid and 

chromosomal DNA was extracted from each Bt strain. Thus, overnight culture of Bt 

strains was made in CCY agar medium. Single-colonies were selected and inoculated 

with four ml of LB medium. The liquid culture was prepared in an incubator shaker for 

one night at 29 °C at 180 rpm. The grown bacterial cells were separated from the culture 

medium through centrifugation for 10 minutes at 5000 rpm at 4 °C. To extract the DNA, 

the Qiagen kit, DNeasy Blood & Tissue Kit (Hilden, Germany) was used, according to 

the manufacturer's instructions. The quantity and quality of DNA extracted was also 

investigated. 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.14.2. PRIMER DESIGNING 

 

For identification of Bt strains gene content, our investigation was firstly focused on the 

genes that code the proteins that do not have the ability to accumulate in the crystals of 

Bt strains, such as Vip and Sip proteins, which are bacterial vegetative and secreted 

proteins. Also, the Cry1I protein, that although belongs to the Cry protein group and to 

the Cry1 family, does not have the ability to crystallize and accumulate in crystal proteins 

of the Bt. As a result, specific primers for cry1I genes (Nazarian et al., 2009), vip1 and 

vip2 (Hernández-Rodríguez et al., 2009), vip3 (Djanane et al., 2017) and sip1 genes 

(present study), were prepared. Then, using the general primers, the genes cry1 and cry2 

(Ben dov et al., 1997), cyt1 (Bravo et al., 1998), cyt2 (Guerchicoff et al., 2001), ps1 

(Yasutake et al. 2007), ps2, ps3 and ps4 (Lenina et al., 2014). The cry1 gene fragments 

(from the cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac and cry1Ad genes (Juárez-Pérez et al., 1997), Cry1Ag 

(present research), cry1C (Cho et al., 2001), cry1D (Juárez-Pérez et al., 1997), cry1G, 

cry1H and cry1I (present study) were amplified using general published primers or 

primers designed in this work (Table 2.3). The PCR technique was also used for 

confirmation of proteomics results. Primer design was done using the Primer3Plus 

(https://primer3plus.com) and SnapGene Viewer software. Qualitative and technical 

control of all designed primers including primer length (number of nucleotides), 

molecular weight, secondary structure (hair pin), failure to create dimer, melting 

temperature and content of cytosine and guanine, and synthesis of primers were verified 

by Sigma-Aldrich website. The list of primers used in this essay is given in Table 2-3. 
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Table 2. 3. The list of primers used in this study. 

Reference 

Product 

size 

(base pair) 

Melting 

temperature 
(°C) 

Primer sequence (5´ - 3´) 
Target 

gene 
Primer 

Ben dov et al., 

1997 
274-277 

67.2 
CATGATTCATGCGGCAGATA

AAC 
cry1 

Un1-f 

66.7 
TTGTGACACTTCTGCTTC 

CCA TT 
Un1-r 

Nazarian et al., 

2009 
1000 

48.1 ACAATTTACAGCTTATTAAG 
cry1I 

Cry1I-f 

51.8 CTACATGTTACGCTCAATAT Cry1I-r 

Ben dov et al., 

1997 
689-701 

63.3 
GTTATTCTTAATGCAGATGA

ATGGG 
cry2 

Un2-f 

61.1 
CGGATAAAATAATCTGGGA

AATAGT 
Un2-r 

Bravo et al., 

1998 
522 

68.2 
AACCCCTCAATCAACAGCA

AGG 
cyt1 

Cyt1-f 

63.9 
GGTACACAATACATAACGC

CACC 
Cyt1-r 

Guerchicoff et 

al., 2001 
469 

51.3 AATACATTTCAAGGAGCTA 
cyt2 

Cyt2-f 

48.4 TTTCATTTTAACTTCATATC Cyt2-r 

Hernández-

Rodríguez et 

al., 2009 

585 

70.9 

TTATTAGATAAACAACAACA

AGAATATCAATCTATTMGNT

GGATHGG 
vip1 

Vip1-sc.fw 

69.2 

GATCTATATCTCTAGCTGCT

TTTTCATAATCTSARTANGG

RTC 

Vip1-sc.rev 

Hernández-

Rodríguez et 

al., 2009 

845 

61.2 
GATAAAGAAAAAGCAAAAG

AATGGGRNAARRA 
vip2 

Vip2-sc.fw 

65.8 
CCACACCATCTATATACAGT

AATATTTTCTGGDATNGG 
Vip2-sc.rev 

Hernández-

Rodríguez et 

al., 2009 1395 

54.2 TGCCACTGGTATCAARGA 

vip3 

Vip3-sc (f) 

Djenane et al., 

2017 
71.1 

CCATTAATYGGAKTCAAAA

ATGTTTCACTGAT 
Vip3-scII (r) 

Yasutake et al., 

2007 
1135 

56.3 
ATCAAGAATTTTCCGATAAT

C ps1 
Ps1-f 

57.6 CCAAAAGTGCCAGAATG Ps1-r 

Lenina et al., 

2014 
503 

62.1 
TGTTGGGACTGTTCAGTACG

T 
ps2 

Ps2-f 

60.7 
CGTCACGGTACCTCTTAGTG

T 
Ps2-r 

Lenina et al., 

2014 
701 

65.4 GGAATCCAGGTGCACTGCT 
ps3 

Ps3-f 

66.9 GTCCCGGATCATACGTTGGA Ps3-r 

Lenina et al., 

2014 
681 

67.6 
AGTGGTCTCCAGGCTCATAC

TGG 
ps4 

Ps4-f 

68.5 
TGATATTCCCGAACCTGCCC

T 
Ps4-r 
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Continued table 2.3. The list of primers used in this study. 

Reference 

Product 

size 

(base pair) 

Melting 

temperature 
(°C) 

Primer sequence (5´ - 3´) 
Target 

gene 
Primer 

In current 

work 

541 
64.1 TCAAGCATGTCAGCTTTTGC 

sip1 
Sip1A70D 

63.7 CCAGCCAAAGCAACTACTCC Sip1A611R 

420 
63.3 

TGCTGCTAAGGGAGTAGTTG

C sip1 
Sip1A582D 

67 TGTAAATTCGGCCGGGGTAT Sip1A1002R 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
1286 

62.5 TTCCCTTTATTTGGGAATGC cry1Aa IAa 

45.7 MDATYTCTAKRTCTTGACTA cry1 I(-) 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
1371 61.9 

CGGATGCTCATAGAGGAGA

A 
cry1Ab IAb 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
844 54.6 GGAAACTTTCTTTTTAATGG cry1Ac IAc 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
1212 56.2 ACCCGTACTGATCTCAACTA cry1Ad IAd 

In current 

work 

1027 

62.1 
TCCGATTATGTTGTGGAATT

G 

cry1Ag 

Cry1Ag-1F 

62.2 
ATGTGGTTGCCTATATTCTG

GTT 
Cry1Ag-1R 

1193 
60.1 

CACTTACTGTATTAGATATC

GTTGCTC 
Cry1Ag-2F 

63.1 ACCCGATTTGATTGGAAGAA Cry1Ag-2R 

1172 

62.2 
TCCGTTTAACTTTTCAAATG

GAT 
Cry1Ag-3F 

62 
CGCCCTTCTAATTCTTCAAA

A 
Cry1Ag-3R 

942 

60.6 
TCGTTTATAAAGAGGCAAA

AGAA 
Cry1Ag-4F 

63.7 
GAGGTGATGTCCGTTTTTCA

TTA 
Cry1Ag-4R 

Cho et al., 

2001 
1050 

59.4 GGAGAAAGATGGGGATTG 
cry1C 

Cry1C-f 

57.2 AACTCGTGCATCCCTACT Cry1C-r 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
1138 61.5 CAGGCCTTGACAATTCAAAT cry1D CryID 

In current 

work 
1244 

61.9 
GTTATGCCATGCTAGATTTG

CTA 
cry1H 

Cry1H-f 

62.5 
ACCCATACACCTAAGTCCTC

ATT 
Cry1H-r 

In current 

work 
713 

51.8 ATTACGAYATCCGAACATA 
cry1G 

Cry1G-f 

51.5 CTGTAAAWCCTGGTCCT Cry1G-r 

 

2.14.3. POLYMERASE CHAIN REACTIONS 

 

To amplify the desired genes using general or specific primers, a 25 μl reaction mixture 

was prepared as described in Table 2.4. In this reaction, the DNA taq polymerase enzyme 

manufactured by the Biotools Company and the standard buffer containing 50 mM MgCl2 
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were used. Thermal conditions of polymerase chain reaction was performed according to 

Table 2-5 and in Eppendorf Mastercycler thermal cycler. The products obtained from the 

polymerase chain reaction were examined on a 1% agarose gel in a Tris-borate-EDTA 

buffer system. The amplified fragments were extracted from the gel or from the final PCR 

reaction mixture by NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit kit, and sent to Stab Vida for 

sequencing. Editing and analyzing of the resulting sequences were performed using 

Geneife software (version 10.0.9) and the NCBI database. 

Table 2. 4. The amounts and concentration of used materials for PCR reaction mix. 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 2.5 10X 
10X reaction buffer (50 mM 

)2ClMg 

U/µl 0.04 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 

mM 0.4 1 mM 10 dNTPs mix 

µM 0.4 1 µM 10 Forward primer 

µM 0.4 1 µM 10 Reverse primer 

ng/µl 4 1 ng/µl 100 Template DNA 

 17  Sterile bidistilled water 

 25  Total volume 

 

 

Table 2. 5. Thermal conditions of polymerase chain reaction. 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 

1 5 min 94 Initial denaturation 

 1 min 94 Denaturation 

25-35 45-60 sec 45-67 Annealing 

 1-2 min (60 sec / 1Kbp) 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 
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2.15. β-EXOTOXIN PRODUCTION 

 

The existence or absence of beta-exotoxin was determined by LC-MS/MS in the 

Department of Proteomics, University of Valencia (SCSIE), and the technique was 

applied to the bacterial cultures of the seven studied Bt strains. Preparation of samples 

was done following Hernández et al. (2003). In short, 10 ml of CCY liquid culture was 

inoculated with a bacterial colony of Bt and kept at a temperature of 28 °C for 48 hours 

on a shaker (180 rpm). After 48 hours, the samples were centrifuged for 10 minutes at 

9000 ×g. The supernatant was transferred to a clean tube and autoclaved for 20 minutes 

at 120 °C. The samples were again centrifuged for 10 minutes at 9000 ×g. The supernatant 

was passed through a 0.2 micrometers filter. The standard curve was obtained by using 

different concentrations (12.5, 25, 50 and 100 μg/ml) of pure beta-exotoxin (Beta-

Exotoxin (Type-1) from B. thuringiensis subsp. thuringiensis HD-2 (Berliner), kindly 

supplied by Isabelle Thiéry). As positive controls, two Bt strains of (HD-2 and B. 

thuringiensis subsp. thuringiensis VMA10.30) were assayed and HD-1 strain was used 

for negative control. 

 

2.16. EVALUATION THE SPECTRUM OF INSECTICIDAL ACTIVITY 

OF Bt STRAINS FOCUSING ON LEPIDOPTERAN INSECT SPECIES 

 

So far, gene content and crystal protein composition of seven Bt strains has been studied, 

and according to the information obtained, the the insecticidal activity of these Bt strains 

can be predicted. However, due to the possible interaction between active toxins with the 

midgut of the host larvae, supplemental bioassay experiments have to be performed for 

better identification of the range of insecticidal activity of Bt strains. Considering that the 

initial screening of 130 Iranian Bt strains was carried out based on their toxicity on P. 

interpunctella larvae, a lepidopteran pest, accordingly, the spectrum of insecticidal 

activity of seven selected Bt strains was also studied against different lepidopteran insect 

pests.   
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2.16.1. INSECT BIOASSAY 

 

The toxicity of the seven selected Bt strains was assessed against S. exigua, G. molesta, 

O. nubilalis and M. brassicae larvae by surface contamination method (Hernández-

Martínez et al., 2008). The bioassay experiments with Bt protoxins and activated toxin 

were carried out at a single concentration of 1000 ng/cm2. Protoxin and Bt-activated toxin 

were prepared according to the previous section (paragraph 3.2). The concentration of 

protoxin was quantified by Bradford (Bradford, 1976) and the concentration of trypsin-

activated toxins was calculated after separation in the SDS-PAGE gel, using a 

densitometry method using TotalLab Quant software (version 12.3) using serum albumin 

(BSA) protein as standard. Samples of protoxin and active toxin of each strain were 

prepared at a concentration of 1000 ng/cm2. Bioassay experiments were carried out in 

plastic trays of 128-wells (surface area of each well is 1 cm2). A volume of 50 μl of 

protoxin or toxin-activated protein was added to each well. The bioassay trays were 

placed under the hood with a gentle stream of air to dry. When the protein solution 

(protoxin or active toxin) was dried, one larva of 1st stage was transferred to each well. 

Bioassay tests were performed in triplicate and 48 larvae were used in each replicate. The 

number of dead larvae was recorded after seven days and the percentage of mortality was 

calculated. For negative control, to the surface of the artificial diet, 50 μl of 50 mM 

carbonate buffer at pH 10.5 was added. Bioassay trays were incubated at 25 ± 1 °C, with 

relative humidity of 60 ± 5% and 16 hours light / eight hours darkness. 

 

2.17. CELL VIABILITY ASSAY 

 

Cytocidal activity of selected Bt strains was investigated in three different aspects: 

microscopic observation, single dose assay and dose response assay. The cell viability 

assay was performed using a CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent, which is 

based on tetrazolium salts (MTT- 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl) 2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide) reduction method. The tetrazolium salts reduction method is a 

colorimetric method that determines the number of viable cells. The tetrazolium 
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compounds processed by living cells become a colored substance called Formazan, which 

is soluble in cell culture media (Figure 2-3). This transformation of the tetrazolium salt 

into the formazan compound is bio-reduced by NADPH or NADH produced from the 

dehydrogenase enzymes of the cells that are metabolically active. The amount of 

formazan produced is measured by absorbance at 490 nm wavelength. The amount of 

measured formazan is a proportional of the number of living cells present in the cell 

culture medium. 

 

 

 

Fig. 2. 3. Transformation of tetrazolium salt into the formazan compound (Fotakis and 

Timbrell, 2006). 

 

The cytocidal activity of the toxins from the selected Bt strains was investigated against 

four different lepidopteran insect cell lines: Sf21, Hi5, UCR-SE and HzGUT. The target 

cell lines were kept in 25 centimeters cell culture flasks with a culture medium suitable 

for insect cells containing FBS. For the cell viability assay, the previous culture medium 

containing FBS was removed and fresh culture medium without FBS was added to the 

flask. The confluent monolayer of insect cells were mixed gently with fresh culture media 

to provide a uniform suspension of the cells. The concentration of prepared cell 

suspension was determined by Countess Automated Cell counter (Invitrogen). Ten 

microliters of cell suspension were well mixed with 10 μl of blue trypan blue in a clean 

micro-tube and 10 μl of the resulting mixture was analyzed in the Countess Automated 
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Cell counter. The microscopic slide of this device are made up of two separate 

compartments A and B, for repeating the concentration determination. The total cell count 

is 0.4 μl, equivalent to four square 1 mm × 1 mm of standard hemocytometer. the 

Countess Automated Cell counter calculates the total number of cells, the number of live 

cells, the number of dead cells and the percentage of live cells. The live cells had dark 

blue and dark margins after coloring with a trypan blue, but the dead cells were blue in 

color, because trypan blue has the ability to penetrate into the dead cell. Consequently, a 

concentration of 2 × 106 cells/ml was prepared from the cell suspension and 100 μl of the 

suspension concentration was added to each well from a 96-well plate. The plate 

containing the cells was incubated for at least two hours at 25 °C to allow the cells to have 

enough time to connect to the bottom of the well. The cell viability assay was carried out 

in two ways: 1. Single dose assay: The effect of protoxins and activated toxin of all Bt 

strains was investigated in only one concentration against all of the four cell lines. Based 

on the result of single dose assay, the most susceptible insect cell line and the most toxic 

Bt strains have been employed for performing the dose-response assay. 2. Dose-response 

assay: In this test, EC50 of the target strain was determined using five concentrations of 

activated toxin of the most toxic Bt strains against the most susceptible cell line. 

For single dose assay, 10 μl of protoxin at a concentration of 1 μg/μl and 10 μl of active 

toxin at a concentration of 0.7 μg/μl were added to each well of 96-well plate The cell 

viability was measured after 16 hours. In the dose-response assay, cells were treated with 

10 μl of active toxin at the concentrations of 0.64, 3.2, 16, 80 and 400 μg/ml. The number 

of viable cells was recorded after six hours. After passing 16 and 6 hours of treating the 

cells with protoxin and activated toxin Bt, in single dose and dose-response assays, 20 μl 

of CellTiter 96® AQueous One Solution was added to each well and the plate was 

incubated for two hours. Then, the number of live cells was measured by measuring the 

absorbance at 490 nm wavelength in a spectrophotometer (Tecan infinite Pro200). In the 

negative control, the cells were treated with protein buffer (50 mM carbonate buffer, pH 

10.5) and in the positive control cells were treated with 0.2% TritonX-100. The viability 

percentage was calculated using the following formula: 

Percentage of viability = [(Absorbance sample - Absorbance positive control) / (Absorbance 

negative control - Absorbance positive control)] x 100 
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2.3. RESULTS AND DISCUSSION 

 

2.3.1. ISOLATION OF Bt STRAINS  

 

In this thesis, a total of 130 Iranian Bt strains isolated from various environmental sources 

were used. Among the selected Bt strains, 88 strains were collected from Biological 

Control Laboratory, Plant Protection Department at the Tehran University and 42 Bt 

strains were collected from 24 samples of soil and dead insects. Bt strains were firstly 

isolated and identified by sodium acetate selective method and then the ability of Bt 

strains to produce parasporal crystalline inclusion bodies was studied. Finally, after the 

microscopic observation, Gram staining and catalase test, additional information was 

provided on the selected strains. As a result, after microscopic slide preparation and 

observation of rod-shaped bacterial cells, confirmation of presence of spores and crystals, 

confirmation of being gram positive and the presence of catalase enzyme, 42 Bt strains 

were found. 

Due to the importance of Bt in the biological control of pests, many studies have focused 

on the isolation of this bacterium from a wide variety of environmental sources (Bel et 

al., 1997; Uribe et al., 2003; Berón and Salerno 2006; Seifinejad et al., 2008; Djenane et 

al., 2017). In this thesis, the characterization of Iranian Bt strains have been studied in 

terms of gene content and crystal protein composition, as well as the spectrum of 

insecticidal activityactivity. In Iran, there are a few study focusing on isolation of Iranian 

Bt strains and characterization based on the diversity of Bt strains and identification of 

specific and active cry, cyt, and vip genes toxic for lepidopteran, coleopteran and dipteran 

insect pests, as well as nematicidal activity (Salehi Jouzani et al., 2008a; Salehi Jouzani 

et al., 2008b; Seifinejad et al., 2008; Nazarian et al., 2009). 
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2.3.2. PRELIMINARY SCREENING OF Bt STRAINS 

 

The initial screening for 130 Bt strains was done based on the toxicity of the selected 

strains on second instar larvae of Indian meal moth, P. interpunctella, at a single 

concentration of 108 spores/ml. The selected discriminating concentration (108 spores per 

milliliter) for initial screening was determined based on the LC50 value of the reference 

Bt strain, AzLp, which was previously proven to be toxic to other lepidopteran insect 

pests (Plutella xylostella, Ectomyelois ceratoniae and Ephestia kuehniella) 

(Khorramnezhad, 1391). The estimated LC50 value for the AzLp Bt strain on the second 

instar larvae of Indian meal moth larvae was 2 × 106 spores per milliliter (Table 2-6). 

 

Table 2. 6. Probit analysis of B. thuringiensis AzLp strain against second instar larvae 

of P. interpunctella 

Bt strain No. Slope ± SE χ2 df 
LC50 

(cells/ml) 

C.I. 95% 

Lower       upper 

AzLp 360 5.316 ± 0.510 2 13 2.1 × 106 1.4 × 106 3.2 × 106 

 

Based on the results of primary screening, 130 Bt strains were classified into three groups 

based on their toxicity on second instar P. interpunctella larvae (Table 2-7). 

Table 2. 7. Classification of Bt strains based on their toxicity on P. interpunctella 

larvae. 

Sample habitat 

Number of isolates 

causing mortality 

>67% 

Number of isolates 

causing mortality 34-

67% 

Number of 

isolates causing 

mortality <34% 

Infected larvae 5 0 0 

Soil 2 4 120 
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Five Bt strains namely; IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp, isolated from infected larvae, 

besides two DCf and MCh Bt strains, were isolated from agricultural field (cauliflower) 

and fruit gardens (cherry trees) caused more than 67% mortality on second instar larvae 

of P. interpunctella, were classified into the most toxic group (Table 2-8). It is importamt 

to mention that 119 Bt strains showed the lowest toxicity (less than 34% mortality) for P. 

interpunctella larvae. Only four Bt strains, with a mortality percentage between 34% and 

67%, were found in moderate toxicity group. Two strains of IP-2 and IEp, which were 

highly toxic to Indian meal moth larvae, were isolated from the infected larvae belonging 

to the Pyralidae family from the Lepidoptera order. 

Table 2. 8. Toxicity of spore and crystal mixture (108 cells/ml) of Bt strains (Mortality% 

± SE). 

1SE ±Mortality%  Sample source Bt strain 

*bc 3 ± 67 Ectomyelois ceratoniae larvae IE-1 

bc 6 ± 68 Plodia interpunctella larvae AzLp 
ab 4 ± 88 Ectomyelois ceratoniae larvae IE-2 

a 0 ± 100 Plodia interpunctella larvae IP-2 
a 0 ± 100 Ephestia kuehniella larvae IEp 

ab 7± 87 Agricultural field (Cauliflower) DCf 
bc 12 ± 67 Fruit garden (Cherry) MCh 

* Different letters within each column represent statistical significant differences (P-

value<0.05) among the Bt strains. 

 

For further studies, five Bt strains (IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp) with two pyramidal 

crystals and two Bt strains of KhF belonging to the moderate toxicity group (42% ± 2 of 

mortality) and RM of a group with low toxicity (0% ± 0% mortality), which produce 

spherical and irregular crystals, respectively, were selected and studied in more detail. 

The reason for choosing two strains of KhF and RM was to compare the characteristics 

of these Bt strains with the most toxic ones. 
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The primary screening results of Iranian Bt strains showed that the majority of the studied 

Bt strains were not highly toxic for P. interpunctella larvae. Only 7 out of 130 Bt strains 

were found highly toxic for second instar larvae of Indian meal moth. Previous studies 

have shown the susceptibility of P. interpunctella larvae to Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, 

Cry1Ad, Cry1B, Cry1C, Cry1D, Cry1E, Cry1F, Cry1I, Cry2A, Cry9, Cry39 and Cry49 

proteins (Gryspeirt and Gregoire 2012; Shojaaddini et al., 2012). The estimated LC50 

value for AzLp is 2 × 106 spore/ml or spores/gram of artificial diet, this is the same as the 

calculated LC50 for the spore and crystal mixture of Bt SY49.1 strain, 147.33 μg/g, 

equivalent to 2 ×106 spores per gram against P. interpunctella larvae (Yilmaz et al., 2012). 

The aim of the first chapter of this thesis was to characterize Iranian Bt strains with diverse 

larvicidal potential against P. interpunctella larvae, based on protein profiles, gene 

content (cry, cyt, vip, sip and ps genes), the crystal protein composition, the spectrum of 

insecticidal activity, cytocidal activity, and β-exotoxin production were extensively 

investigated. The studies were conducted on seven Bt strains of IE-1, AzLp, IE-2, IP-2, 

IEp, KhF and RM. 

 

2.3.3. COMPARISON OF PROTEIN PROFILE OF Bt STRAINS 

 

The protein patterns of the parasporal crystals of the different Bt strains were compared 

after SDS-PAGE analysis. Similar profiles were found among these strains, composed of 

proteins with molecular weights between 130 and 20 kDa. The protein compositions 

resembled that of Bt subsp. kurstaki (HD-1) and consisted of two major bands of 130 and 

60 kDa. It has previously been shown that the standard strain of HD1 produces Cry1Aa, 

Cry1Ab, Cry1Ac and Cry2Aa proteins (Schnepf et al., 1998). The combination of these 

proteins explains the observation of the original two 130 kDa (corresponding to Cry1 

proteins) and 65 kDa (consistent with Cry2 proteins). Also, the observation of other bands 

between the two original bands of 130 and 60 kDa was part of the protein in question due 

to proteolysis. Similar to the HD1 reference strain, in the test strains, a band of 130 kDa 

was observed, which could be compatible with Cry1, Cry7, Cry8 and Cry9 proteins 

(Arrieta et al., 2004). The proteins found in IE-1, IP-2 and IEp strains had a 65 to 75 kDa 
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band, possibly corresponding to the Cry2, Cry3, and Cry22 proteins (Fig. 2-4, Figure A). 

After solubilization, proteins were treated with 10% trypsin (w/w). Activated toxins 

profiles shown in the figure 2.4 panel B, were almost identical for all strains and showed 

two major bands of almost 65 kDa.  

 

Fig. 2. 4. SDS-PAGE analysis of solubilized crystal proteins. A; Protoxins, B; trypsin 

activated proteins. The names of the different Bt strains are indicated in the top of each 

lane. MMW markers (Prestained protein ladder, Nippon Genetics), HD1 reference 

strain Bt HD1. 

 

2.3.4. DETERMINATION OF CRYSTAL PROTEIN COMPOSITION OF 

Bt STRAINS BY LC-MS/MS 

 

The insecticidal crystal proteins produced by each one of the Bt strains were analyzed by 

LC-MS/MS. Results with the confidence of identification of at least 95% were considered 

significant. Redundant proteins obtained in analysis were omitted, but proteins with high 

ProtScore values and proteins with several discriminating, distinct and specific peptides, 

were recorded. These selected proteins were further validated by using Basic Local 

Alignment Search Tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Following these criteria, the final 

analysis showed that Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca, Cry1Da and Cry2Aa proteins 

were present in the solubilized crystal protein mixtures of each one of the selected Bt 

strains (Table 2.9). The Cry1A family proteins were the most abundant insecticidal crystal 
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proteins according to quantitative values. Cry1Ac was the only protein assigned to RM 

strain. For KhF strain, no protein corresponding to Bt insecticidal crystal proteins were 

identified. It could be possible that, either the insecticidal crystal proteins in KhF Bt 

strains were under the detectable level of Paragon algorithms employed by proteomics 

facility of the SCSIE at the University of Valencia or the KhF parasporal crystals does 

not contain insecticidal crystal proteins. 

False-positive identification of Cry1Ag and Cry1H was obtained based on proteomics 

results. Due to the Cry1A proteins have a high degree of homology (Crickmore et al., 

1998), the Cry1Ag and Cry1H proteins were identified through two and multiple peptides, 

respectively. In the case of Cry1Ag, two peptide sequences were specific for cry1Ag gene 

(when translated to nucleotide) and showed 100% identity with Cry1Ag protein. The 

alignment of all Cry1A-type genes shows high sequence similarity, and cry1Aa and 

cry1Ag genes, have a 97% identity. Moreover, alignment of Cry1Aa protein with Cry1Ag 

peptide sequences identified by proteomics in the present work, showed only one single 

amino acid substitution in C-terminal of Cry1Ag protein. Therefore, distinguishing 

Cry1Ag from Cry1Aa with LC-MS/MS results was almost impossible. On the other hand, 

cry1Ag gene was not detected with PCR, although expected size bands were observed but 

analysis with different restriction enzymes and sequences of PCR products indicated that 

there is no cry1Ag gene in the tested strain. Studying of Cry1H multiple peptides via 

TBLASTN showed that these peptides were not specific for cry1H gene. Besides Cry1H 

positive strains did not amplify any product with universal and specific primers for 

cry1Ha and cry1Hb genes. It is noteworthy that no known proteins of known crystalline 

biosynthesis were found in the crystalline cellulose of KhF. One of the disadvantages of 

detecting the crystalline protein content of the LC-MS/MS method used in this paper is 

that the probability of detecting new proteins is very low. Because the Protein Pilot v 4.5 

(ABSciex) software helps the NCBI database to detect peptides, the only known proteins 

that are listed in NCBI or UniProt (Sequence Database) Protein) is detected and, if there 

are new ones, information about those proteins is lost. 
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Table 2. 9. Pesticidal crystal proteins identified by LC-MS/MS analysis 

Isolate N1 Unused2 Coverage%3 Accession Name Peptides (95%) N*4 

IE-1 1 418.24 89.3 sp|P05068| Cry1Ac 1237 522 

 2 117.09 85.2 sp|P0A368| Cry1Aa 1038 123 

 3 74.5 71.56 sp|P0A377| Cry2Aa 205 81 

AzLp 1 303.97 83.46 sp|P0A372| Cry1Ab 572 357 

 2 156.25 74.43 sp|P0A376| Cry1Ca 332 154 

 4 58.62 82.57 sp|P0A367| Cry1Aa 505 71 

 24 19.26 37.6 sp|P19415| Cry1Da 162 19 

 45 10.34 73.26 sp|P05068| Cry1Ac 394 7 

IE-2 1 132.98 66.36 gi|757772063 Cry1Ca 714 92 

 2 88.92 62.5 gi|757747932 Cry1Aa 695 61 

 3 54.72 57.17 gi|757772066 Cry1Da 67 33 

IP-2 1 370.36 87.88 sp|P0A372| Cry1Ab 965 433 

 2 183.02 74.18 sp|P0A375| Cry1Ca 619 178 

 3 109.98 72.88 sp|P19415| Cry1Da 425 81 

 4 73.1 85.46 sp|P0A367| Cry1Aa 877 78 

IEp 1 457.69 90.66 sp|P05068| Cry1Ac 1249 540 

 2 93.02 79.62 sp|P0A377| Cry2Aa 256 105 

RM 1 337.53 75.21 sp|P05068| Cry1Ac 494 360 

1: The rank of the specified protein relative to all other detected proteins. 

2: ProtScore; A measure of the protein confidence for a detected protein, calculated from 

the peptide confidence for peptides from spectra that are not already completely used by 

higher scoring winning proteins. 

3: The percentage of matching amino acids from identified peptides having confidence 

greater than 0 divided by the total number of amino acids in the sequence. 

4: The number of peptide with the contribution value more than zero. 
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The content of Cry protein identified after analysis of LC-MS/MS results showed that 

two strains causing 100% mortality of second-instar P. interpunctella larvae were IP-2 

and IEp, completely different protein content they had. The comparison between the 

results of biomass and proteomics showed that not only the protein content of Bt strain 

crystals, but also the relative frequency of proteins present in crystals, is also important 

in the toxicity of Bt strains. A justifiable reason to prove this claim is to compare the 

protein content and the toxicity of IE-1, RM, and IEp Bt strains. These three strains have 

similar protein profiles, but have a different tixicity against P. interpunctella larvae. 

 

2.3.5. DETERMINATION OF GENE CONTENT 

 

PCR analysis was carried out to identify genes encoding proteins, secreted during 

vegetative step of Bt such as; cry1I, vip and sip. Also, determination of cry, cyt and ps 

genes were performed. Excluding KhF, the other strains yielded the expected amplicons 

for cry1 genes. Positive amplification of cry2 gene was observed in all tested strains. 

Strains IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp showed positive amplification of predicted band 

size for cry1Ac, cry1I, vip3 genes. The cry1Aa gene was present in IE-1, AzLp, IE-2 and 

IP-2. Two genes of cry1C and cry1D were found in three strains: AzLp, IE-2 and IP-2. 

However, no cry1Ad, cry1Ag, cry1G, cry1H, cyt1, cyt2, vip1, vip2, sip1, ps1, ps2, ps3 and 

ps4 genes were not replicated in any of the studied strains (Table 2-10). 

In many studies on the identification and characterization of Bt strains, 

polymerase chain reaction methods were used to determine the gene content and predict 

the insecticidal activity of the studied Bt strains (Juárez-Pérez et al., 1997; Ferrandis et 

al., 1999). However, this accurate and fast technique is not able to show the expression 

level of the identified genes. Consequently, in this research, proteomics studies were used 

to complete the results of gene content determination. 
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Table 2. 10. Distribution of cry, cyt, vip, sip and ps genes in Bt strains, examined by 

PCR (sign + signifies the presence of the gene and the sign – shows the absence of the 

gene). 

IE-1 AzLp IE-2 IP-2 IEp RM KhF Genes 

+ + + + + + - cry1 

+ + + + - - - cry1Aa 

- + - + - - - cry1Ab 

+ + + + + + - cry1Ac 

- - - - - - - cry1Ad 

- - - - - - - cry1Ag 

- + + + - - - cry1C 

- + + + - - - cry1D 

- - - - - - - cry1G 

- - - - - - - cry1H 

+ + + + + - - cry1I 

+ + + + + + + cry2 

- - - - - - - cyt1-2 

- - - - - - - vip1-2 

+ + + + + - - vip3 

- - - - - - - sip1 

- - - - - - - ps1-4 

 

 

In general, the proteomic analysis and PCR results were consistent in the sense that when 

a protein was detected in a strain, the corresponding gene was detected by PCR. This 

correspondence did not always happen in the opposite direction. Indeed, the cry2 gene 

was amplified in all tested strains but the protein was only detected in IE-1 and IEp. Also 

the cry1Ac gene was detected in IE-2 and IP-2 but the protein was not detected in the LC–

MS/MS analyses. This could be explained by a low transcription rate of the gene for 

diverse reasons, or due to the presence of defective un-transcribed sequences. In 
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conclusion, the PCR analyses, widely used in Bt screenings, can be useful solely to predict 

the proteins that may compose the Bt crystal. Genes of the cry1 family were found in all 

strains, excluding KhF, in accordance with the presence of the major band of about 130 

kDa in SDS-PAGE and with the proteomic analyses. In the previous reports (Uribe et al. 

2003; Thammasittirong and Attathom 2008), cry1G was considered as an abundant gene 

in the Bt collections, contrarily to our results. On the other hand, in the Chinese (Wang et 

al. 2003) and Iranian (Seifinejad et al. 2008) Bt collection, cry1G and cry1H were found 

rarely in agreement with our results. Therefore, the presence of these genes could be 

related with the origin of the strains. In the present work, the cry2 gene was detected in 

all strains, in agreement with several studies that report the high frequency of cry2 genes, 

especially among cry1 containing strains (Porcar and Jua´rez-Pe´rez 2003; Seifinejad et 

al. 2008). Regarding vip and sip genes, the frequencies found in this and other screening 

studies differ or not depending on the origin of the samples analyzed (Salehi Jouzani et 

al. 2008; Seifinejad et al. 2008; Hernandez-Rodriguez et al. 2009; Djenane et al. 2017). 

 

2.3.6. EVALUATION OF THE INSECTICIDAL ACTIVITY SPECTRUM 

OF Bt STRAINS  

 

A bioassay screening at a single concentration was performed for these seven selected 

strains to detect any toxic activity of Bt protoxin and/or trypsin activated toxin against 

different larvae within the Lepidoptera order, including S. exigua, G. molesta, M. 

brassicae and O. nubilalis. Two species G. molesta and O. nubilalis were the most 

susceptible insects to protoxins and trypsin activated toxins. Various degrees of mortality 

were found in S. exigua and M. brassicae neonates treated with the selected strains. 

Among those, AzLp, IE-2 and IP-2 protoxins and activated toxins, exhibited highest 

levels of toxicity for S. exigua and M. brassicae compared to that of the reference strain, 

HD-1. Moreover, HD-1 and IE-1 trypsin activated toxins caused higher mortality on M. 

brassicae neonates compare to protoxins of these strains. Neither toxic activity nor 

growth inhibition was observed for KhF protoxins. Trypsinized proteins of this strain 

were not analyzed since it was not possible to solubilize the KhF crystals. The mortality 

obtained from toxin and protoxin of reference Bt strain, HD-1, at the tested concentration, 
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was more than 95% for G. molesta and O. nubilalis but for S. exigua and M. brassicae 

the highest mortality was in the range of 50 to 90% (Table 2.11).
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Table 2. 11. Insecticidal activity of the seven selected Bt Iranian strains, and the reference strain HD-1. The values written in the table 

are the mean of percentage of mortality ± standard error. 

Values represent the mean of the percentages of mortality ± SE. Statistics of one-way ANOVA analysis for each column data are included, 

and the analyses which rendered P values lower than 0.05 were followed by Tukey test. Different letters within each column represent 

statistical significant differences (Tukey test P-value<0.05) among the Bt strains used. Sign – indicates not analyzed.  

 Protoxin (1000 ng/cm2)  Trypsin activated (1000 ng/cm2) 

Strain S. exigua G. molesta O. nubilalis M. brassicae  S. exigua G. molesta O. nubilalis M. brassicae 

HD1 6 ± 4c* 99 ± 1a 100 ± 0a 38 ± 13b  10 ± 5c 100 ± 0 100 ± 0a 60 ± 11ab 

IE-1 56 ± 7b 99 ± 1a 94 ± 6a 8 ± 2c  48 ± 8b 100 ± 0 100 ± 0a 41 ± 17bc 

AzLp 99 ± 1a 99 ± 1a 98 ± 2a 94 ± 4a  97 ± 3a 100 ± 0 100 ± 0a 100 ± 0a 

IE-2 95 ± 4a 100 ± 0a 98 ± 2a 79 ± 13a  96 ± 4a 100 ± 0 86 ± 7a 82 ± 17ab 

IP-2 100 ± 0a 100 ± 0a 98 ± 2a 97 ± 2a  98 ± 0a 100 ± 0 98 ± 2a 100 ± 0a 

IEp 41 ± 11b 100 ± 0a 92 ± 2a 22 ± 7bc  55 ± 3b 100 ± 0 100 ± 0a 24 ± 14bc 

RM 20 ± 9bc 100 ± 0a 98 ± 2a 8 ± 6c  42 ± 10b 100 ± 0 100 ± 0a 29 ± 9bc 

KhF 2 ± 2c 25 ± 3.5b 2 ± 2b 4 ± 2c  -** - - - 

ANOVA statistics          

F-value 47.8 383.8 139.4 44.1  33.3 - 3.1 7.6 

P-value <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001 - 0.038 0.0009 
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The toxicity spectrum of second series of bioassays was restricted to four different 

lepidopteran families, namely Noctuidae, Tortricidae, Crambidae and Pyralidae. As a 

result, three Bt strains, AzLp, IE-2 and IP-2, showed higher toxicity against S. exigua and 

M. brassicae neonates than the standard HD1 (Table 2.11). This was in accordance with 

the loss of viability observed in the UCR-SE cells exposed to the activated toxins of AzLp, 

IE-2 and IP-2 strains. The toxicity of these strains on S. exigua could be due to the 

presence of Cry1C and Cry1D proteins (Hernández-Martínez et al. 2008). M. brassicae 

neonates are susceptible to Cry1C (Gilliland et al. 2002), and accordingly, the highest 

mortality was recorded in the Cry1C protein producers, AzLp, IE-2 and IP-2 strains 

(Tables 1 and 2). 

G. molesta was the most susceptible insect in this study, due to the high toxic effect of 

Cry1Aa, Cry1Ac and Cry1C proteins against this pest (Scaramal Ricietto et al. 2016). As 

reported in other studies (Hernández-Martínez et al. 2008) Cry1Ac is not toxic for S. 

exigua, which would be in agreement with the absence of toxicity exhibited by RM, a 

strain that following our proteomics and PCR results only possesses and express cry1Ac 

gene. There are several studies that report susceptibility of O. nubilalis to Cry1Aa, 

Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Fa, Cry1Ie2, Cry9Ca and Cry9E (van Frankenhuyzen 2009; Zhae 

et al. 2015). Regarding the presence of Cry1Aa, Cry1Ab and Cry1Ac in the Bt strains 

studied, high susceptibility of O. nubilalis was expected and indeed observed (Table 

2.11). 

 

2.3.7 EVALUATION THE CYTOCIDAL ACTIVITY OF Bt STRAINS  

 

The cytotoxicity spectrum of selected Bt strains was studied against four lepidopteran cell 

lines in terms of loss of cell viability. The result of single-dose assay showed no 

statistically significant difference between cytocidal activity of HD-1 solubilized and 

trypsinized proteins, against all tested insect cells (Figure 2.5). IE-1 and RM Bt strains 

were the least toxic for all the tested cell lines, as the reference strain HD-1. The 

susceptibility of all the cells toward the solubilized proteins of IEp was statistically 
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similar, while IEp active toxins were specifically toxic for Hi5 cells, causing 84% of loss 

of viability. Solubilized and trypsinized proteins of AzLp, IE-2 and IP-2 Bt strains were 

highly cytocidal for Sf21, Hi5, UCR-SE and HzGUT cell lines. Indeed, after 16 hours 

exposure to AzLp, IE-2 and IP-2 protoxins and toxins, no Sf21 viable cells could be 

observed.  

 

Fig. 2. 5. Susceptibility of UCR-SE, HzGUT, Hi5 and Sf21 cells to protoxins (Pro) and 

trypsin activated proteins (Act) from the different Bt strains. Bars represent percentages 

of viability after 16 h of exposure to 1 mg/ml of protoxins or 0.7 mg/ml of activated 

toxins. SE of the results from three different experiments were represented in each bar. 

(*) Statistically significant differences between protoxin and activated protein 

treatments (t test): in HzGUT cell line; HD-1 (t = 18.6, df = 4, P<0.0001), IE-1 (t = 

254.6, df = 4, P<0.0001), AzLp (t = 3.4, df = 4, P-value = 0.0268), IE-2 (t = 12.7, df = 4, 

P-value = 0.0002), IP-2 (t = 6.0, df = 4, P-value = 0.0039), IEp (t = 8.6, df = 4, P-value 

= 0.0010) and RM (t = 18.0, df = 4, P<0.0001). In UCR-SE cell line; IE-2 (t = 3.1, df = 

4, P-value = 0.0350), IP-2 (t = 5.8, df = 4, P-value = 0.0044) and IEp (t = 5.4, df = 4, P-

value = 0.0057). In Hi5 cell line; IE-2 (t = 11.2, df = 4, P-value = 0.0004) and IEp (t = 

18.7, df = 4, P-value<0.0001). 
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Sf21 cell line was employed for further investigation due to its high susceptibility to Bt 

toxins. Figure 3 shows the result of dose-response assay with trypsin activated proteins 

of AzLp, IE-2 and IP-2 Bt strains. Three hours after treating the Sf21 cells with 16 µg/ml 

of activated toxin (mid-concentration), osmotic swelling and balloon-shaped cells were 

observed (Fig 2.7). After one hour exposing to highest concentration of AzLp active toxin 

(400 µg/ml), swelling cells were detected and after 6 hours, lysed cells were observed. 

Viability of Sf21 cells decreased with the increase of trypsin activated toxin 

concentration. AzLp and IP-2 Bt strains exhibited a similar cytotoxic activity, following 

the same trend statistically different from IE-2 slope (-1.45±0.26). After 6 hours exposure 

to 400 µg/ml of active toxins of AzLp, IE-2 and IP-2, the number of Sf21 viable cells 

reduced to less than 10%. There was no statistically significant difference between EC50 

values of AzLp and IP-2, 1.35 and 1.12 µg/ml respectively (Table 2.12), but the EC50 of 

IE-2 strain was significantly lower (0.73 µg/ml).   

 

 

Fig. 2. 6. Dose-response curves of Sf21 cell viability exposed to different concentrations 

of AzLp, IE-2 and IP-2 activated toxins 
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Table 2. 12. Effective concentration of trypsin activated proteins from AzLp, IE-2 and 

IP-2 Bt strains against Sf21 cells. 

Slope ± SE 95% confidence Interval (µg/ml) 50EC Bt strains 

-1.67 ± 0.22 1.50-2.36 1.89 AzLp 

-1.53 ± 0.18 0.84-1.27 1.03 IE-2 

-1.46 ± 0.24 1.14-2.23 1.60 IP-2 

 

The results of the microscopic observation show that after the Sf21 cells were subjected 

to intermediate concentrations of toxin (16 μg/ml) for three hours, the cells that were 

osmotic, balloon-shaped and swollen cells appeared. When cells were exposed to the 

highest concentration of toxin, 400 μg/ml, complete lysed cells were observed and 

recorded (Fig. 2-7). 

 

Fig. 2. 7. Sf21 cells treated with activated toxin of AzLp, IE-2 and IP-2 strains. The 

morphological changes were recorded three hours after the cells were exposed to toxin, 

at 0.64, 0.6, and 400 μg/ml concentrations. The white arrow points to swollen and 

balloon-shaped cells. The black arrow shows the damaged cells. The scale in the image 

is 50 micrometers. 
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To expand our knowledge of the insecticidal activities of the selected strains, H. zea, T. 

ni, S. exigua and S. frugiperda, cell lines were used. It has been discussed that the response 

of cell lines to different Bt toxins is not necessarily correlated with the in vivo activity 

toward the insect from which the cells are derived (Witt et al. 1986). To test this, the 

toxicity of our Bt strains towards S. exigua neonates and the S.exigua cell line UCR-Se 

was assessed and compared. Our results showed high correlation between bioassays and 

cell viability assays, pointing to the feasibility of using insect cell lines for toxicity 

screening. 

In this study, the cell viability assays indicated that the crystal proteins from AzLp, IE-2 

and IP-2 (the three most toxic strains in bioassays) were highly toxic for H. zea, T. ni, S. 

exigua and S. frugiperda cells. This is in accordance to what has been described for Sf21 

and Hi5 cells lines, highly susceptible to Cry1C toxins (Kwa et al. 1998; Gringorten et al. 

1999). According to our cell viability assay, Sf21, UCR-SE, Hi5 and HzGUT were not 

susceptible to IE-1 and RM, strains that mainly produced Cry1Ac protein. This is in 

agreement with Gringorten et al. (1999) and Chen et al. (2015) that reported no 

susceptibility for Sf9, Sf21 and Hi5 cells to Cry1Aa, Cry1Ab and Cry1Ac proteins. 

Cry1Ac and Cry1F are toxic for heliothines (Siebert et al. 2008), in contrast to our cell 

viability assays, that showed low susceptibility of HzGUT to IE-1, IEp and RM strains, 

in which the cry1Ac gene was expressed. 

2.3.8. EXAMINATION OF β-EXOTOXIN PRODUCTION 

 

As the last step of the characterization of Iranian Bt strains, the presence or absence of 

beta-exotoxin was determined by LC-MS/MS. In this test, the standard beta-exotoxin 

(type I) was obtained from strain of B. thuringiensis subsp. thuringiensis HD-2 (Berliner). 

Two strains of HD-2 and B. thuringiensis subsp. thuringiensis VMA10.30 were used as 

positive controls and for negative control, the HD-1 strain was employed. The results 

indicated that none of the seven studied Bt strains, like the negative control (HD1), 

produce beta-exotoxin (Table 2-13). Determination of the production of beta-exotoxin is 

an essential and essential step before introducing a Bt strain for commercial use. 
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Table 2. 13. Determination of beta-exotoxin production in Bt strains. 

Sample type Sample text Concentration (µg/ml) 

Standard β-exotoxin  12.5 µg/ml 13.8707 

 25 µg/ml 23.2155 

 50 µg/ml 45.7588 

 100 µg/ml 104.6550 

Negative control HD-1 0 

Positive control HD-2 19.7885 

 VMA10.30 15.8343 

Bt strains IE-1 0 

 AzLp 0 

 IE-2 0 

 IP-2 0 

 IEp 0 

 RM 0 

 KhF 0 

 

In summary, to predict the insecticidal potency of newly isolated Bt strains, the LC/MS-

MS analysis (which assess crystal protein composition) is a useful technique much more 

convenient than PCR-based characterization which can only offer a prediction of the 

proteins composing the crystal. But bioassays (with insects or with cell lines) are crucial 

and unavoidable steps to complete the strains characterization, since protein proportion 

and protein interaction between different toxins seem to be decisive for toxicity. As a 

result, due to the high toxicity towards different lepidopteran insect larvae and cell lines, 

the presence of the insecticidal proteins Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca and Cry1Da, 

and the absence of β-exotoxin, AzLp, IE-2 and IP-2 Bt strains could be considered as 

important candidates for development of future Bt based insecticides.  

In the second chapter of this thesis, we have tried to answer to another question. The 

question was raised: Is there a new and unique toxin among the newly identified Iranian 

native Bt strains? After the extensive studies that have been done on the gene content and 
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the crystal protein composition, is there any possibilities to find novel Bt genes? The 

answer to this question is presented in the next chapter. 
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CHAPTER THREE 

SCREENING AND CLONING OF THE POSSIBLE NOVEL Bt 

GENES 
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3.1. INTRODUCTION 

 

Due to the use of Bt-based biological pesticides, resistance to a number of insect pests 

has been reported (Ferré et al., 1991). Different approaches have been taken to increase 

the efficiency of Bt products. To maximize the effect of Bt-based bio-insecticides and 

also to overcome resistance or at least to delay the resistance, application of several 

different Bt toxins (if possible with a different mode of action), in transgenic plants or in 

Bt products, seems appropriate. So far, many Bt genes have been identified, cloned and 

their insecticidal activity, have been investigated. In this chapter of the dissertation, the 

suitable genes for cloning were first determined based on the results obtained from 

identifying the protein content of the crystals and determining the gene content of the Bt 

strain. Then, due to the unique properties of Cry1I proteins, the study has been focused 

on the identification and cloning of the cry1I gene. 

A large number of Cry1I proteins have been identified and described so far, and their 

insecticidal activity has been evaluated against potentially susceptible pests, including 

Spodoptera spp., Manduca sexta, Cydia pomonella, Agrotis ipsilon, Earias insulana, 

Plutella xylostella, Prays olea, Telchi licus licus, Bombyx mori, H. armigera, T. ni, 

Ostrinia spp., H. zea, Pyrrhalta aenescens, Leguminivora glycinivorella, Epiphyas 

postvittana, Artogeia rapae, Leptinotarsa decemlineata, Anthonomus grandis and 

Tenebrio molitor (Tailor et al., 1992; Koo et al., 1995; 1998; Choi et al., 2000; Tounsi et 

al., 2003; Song et al., 2003; Boncheva et al., 2006; Ruiz de Escudero et al., 2006; Martins 

et al., 2007; Grossi-de-Sa et al., 2007; Guo et al., 2009; Dammak et al al., 2010; Craveiro 

et al., 20 10; Dammak et al., 2011; Guo et al., 2011; Bergamasco et al., 2013; Zhao et al. 

2015; Shin et al. 2015; Oliveira et al., 2016; Khorramnejad et al., 2018 ) 

For the first time in 1992, Tailor and co-workers, found a new δ-endotoxin from Bt, which 

had unique features in terms of protoxin molecular weight, structure and range of 

insecticidal activity. The newly found gene was named cryV and cloned. The bioassay 

results of insecticidal activity of novel CryV protein showed that this protein was toxic 

for L. decemlineata and O. nubilalis. 
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In 2000, Choi et al., cloned cry1Id1 gene. The sequences of amino acids derived from this 

gene were similar to those of Cry1Ia, Cry1Ib and Cry1Ic, 89.7, 87.2 and 83.4% 

respectively. Cry1Id1 toxin was toxic for P. xylostella larvae, but no significant 

insecticidal activity was observed on B. mori and Agelastica coerulea larvae. 

The cry1Ie1 gene was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) cells. The effect of 

recombinant protein on different pests was investigated. Based on the results, Cry1Ie1 

protein was toxic for P. xylostella, O. furnacalis and L. glycinivorella, whereas it had no 

insecticidal activity for H. armigera, S. exigua and P. aenescens (Song et al., 2003). 

The effect of protoxin and activated toxin from Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ba, 

Cry1Ca, Cry1Cb, Cry1Da, Cry1Fa and Cry1Ia was investigated on C. pomonella larvae. 

The results showed that there was no significant difference between the toxicity of Cry1Ia 

protoxin and the activated toxin for C. pomonella larvae. While, for other studied proteins, 

the trypsin activated toxins were toxic at least 3 to 4 times higher than the protoxins. Also, 

Cry1Ia had the least toxicity for the tested pests comparing to other tested Cry proteins 

(Boncheva et al., 2006). 

Another cry1I gene with 2.2 kbp length namely cry1Ia7 gene has been cloned.  The 

molecular weights of protoxin and activated toxin of Cry1Ia7 were calculated 80.9 and 

60 kDa, respectively. The spectrum of insecticidal activity of Cry1Ia7 toxin was 

investigated against different insect pests from Noctuidae, Tortricidae, Plutellidae and 

Chrysomelidae families. Based on the results, Cry1Ia7 protein has been found toxic for 

pests including L. botrana, P. xylostella, L. decemlineata and E. insulana. The remarkable 

point about Cry1Ia7 toxin was that it did not compete with Cry1Ab and Cry1Ac toxins to 

bind to receptors on the surface of the midgut epithelial cells of L. botrana and E. insulana 

(Ruiz de Escudero et al., 2006). 

The cry1Ia12 gene is isolated and cloned from the Bt S811 strain. The length of this gene 

is 2160 bp and encodes a protein of 719 amino acids, weighing 81 kDa. The sequence of 

amino acids of Cry1Ia12 protein is similar to other known proteins of Cry1Ia, up to 99%. 

The toxicity of Cry1Ia12 was tested against the most important pests of cotton, S. 
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frugiperda and A. grandis. The bioassay results showed that the recombinant protein has 

a moderate toxicity against the tested pests (Grossi-de-Sa et al., 2007). 

The activity of the Cry1Ie protoxin, activated toxin (monomer) and oligomeric form was 

investigated on P. xylostella larvae. Based on bioassay results, LC50 values were 14, 21 

and 1400 µg/ml, for the protoxin, activated monomer and oligomer, respectively. As a 

result, the Cry1Ie protoxin has the most toxicity effect on P. xylostella larvae (Guo et al., 

2009). 

Two toxins of Cry1Aa11 and Cry1Ia11 were treated with midgut juice from Prays oleae 

larvae. The protoxin activation was investigated by using trypsin and chymotrypsin 

enzymes, as well as midgut intestinal extracts. Based on the results, the LC50 value of 

Cry1Ia11 toxin was significantly higher than other two proteins which are different in 

terms of the mode of action (Damak et al., 2010) and insecticidal activity.  

The effect of Cry1Ia10 toxin, alone and mixed with toxin Vip3Aa, was investigated on 

first instar larvae of S. frugiperda, S. albula, S. eridania and S. cosmioides. Also, the 

interaction of these two toxins with binding sites on the midgut cells was studied. The 

results showed that the two Cry1Ia10 and Vip3Aa toxins did not compete for the same 

receptors in the epithelial cells, and they had a different mode of action. Bioassay results 

showed that Cry1Ia10 toxin had a lower toxicity for S. frugiperda, S. albula, and S. 

cosmioides than the Vip3Aa toxin, but the simultaneous use of both toxins, rendered a 

synergistic effect on S. frugiperda, S. albula and S. cosmioides larvae (Bergamasco et al., 

2013).  

The susceptibility of H. armigera larvae to transgenic maize expressing Cry1Ie and 

Cry1Ab toxins was studied. Cry1Ie toxin transgenic corn plants were considered toxic to 

H. armigera and O. furnacalis larvae, so that after six days, 50% of the larvae fed on the 

corn died. Although transgenic maize with Cry1Ab or Cry1Ac toxin had a higher rate of 

toxicity for H. armigera larvae than the Cry1Ie toxin, there was a lower toxic effect in 

Cry1Ac toxin resistant insects. Based on the results, the Cry1Ie protein has a different 

mode of action comparing to Cry1Ab and Cry1Ac proteins. Consequently, Cry1Ie toxin 

transgenic corn can delay the evolution of resistance in field insects (Zhang et al., 2013). 
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The potential use of Cry1Ie2 toxin at the same time with two other proteins, Cry1Ab and 

Cry1Fa, to control the Ostrinia spp. larvae was investigated. Protoxin and activated toxin 

of Cry1Ie2 weighted 81 and 55 kDa, respectively. Based on the results, the Cry1Ie2 

protoxin has a high toxicity for O. furnacalis and O. nubilalis larvae. Also, the results of 

Zhao et al. (2015) have shown the possibility of simultaneous use of two toxins, Cry1Ie2 

and Cry1Ab, to control the Ostrinia spp. larvae. Because the two proteins have different 

binding sites, they do not compete with the receptors in the midgut epithelial cells.  

Based on the results obtained in the research of Oliveira et al. (2016), transgenic cotton 

with Cry1Ia12 toxin, has caused more than 40% mortality of S. frugiperda larvae, and the 

developmental period of these insects is up to 30 times higher than that insects fed on 

non-transgenic cotton. Also, A. grandis population is controlled by 60%. The larvae and 

adults of A. grandis insects fed on transgenic cotton are significantly smaller and weaker 

than insects fed on ordinary cotton. Based on the results obtained in this study, Cry1Ia12 

toxin controls both S. frugiperda and A. grandis.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 

3.1. FINDING A CANDIDATE GENE FOR CLONING 

 

In this section of the dissertation, the goal was cloning a new gene and examining the 

effect of the protein produced by that gene on larvae and insect cells. To this end, first, 

we have focused on the results of proteomics analysis. Consequently, a list of candidate 

genes from identified proteins, and of new proteins that had not yet been investigated for 

their insecticidal activity, has been prepared. The genes related to the newly detected 

proteins were traced by PCR. The amplified fragments were sequenced and the sequence 

result was investigated in the NCBI database. However, it should be considered that all 

Bt genes are not expressed, so we will not have any information about the protein 

produced by these genes in the proteomics results. As a result, due to the protein profile 
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and the spectrum of insecticidal activity of Bt strains, the probability of the presence of 

some insecticidal genes was investigated by polymerase chain reaction. 

The new proteins based on LC/MS-MS and PCR results, which had not yet been 

investigated, included Cry1Ag, Cry1Ha, Cry1Hb, Cry1G, Cry1Ad and Cry1Ia proteins. 

 

3.1.1. cry1Ag GENE 

 

According to proteomics results, in IE-1 Bt strain, the Cry1Ag protein is present and, 

according to a review of the databases, the insecticidal activity of this protein has not yet 

been investigated. A list of all peptides identified for this protein (with a high confidence 

level of 95%) was provided. The prepared list contains 491 peptide sequences with a 

length of more than six amino acids, unique and without repeat. The peptide sequences 

were compared with the nucleotide and peptide sequences in the NCBI gene bank using 

software PBlast and tBlastn, respectively. The results of comparative alignment between 

nucleotide sequences and amino acids indicate that the studied peptide fragments were 

related to the Cry1Ag protein with accession number of Q9S515.1. The highest similarity 

was found with the cry1Ag gene with accession number of AF081248.1. Then, after 

obtaining a complete nucleotide sequence of the cry1Ag gene, with the accession number 

AF081248.1, specific primers were designed to amplify this gene. The cry1Ag gene has 

3859 bp and the CDS of this gene is from nucleotide number 159 to 3659. From the 

translation of this gene, a protein of 1166 amino acids is obtained. For complete 

apmlification of this gene, four pairs primer, as described previously, were designed. 

The amplified fragments in PCR, after removal of non-target components and remaining 

reagents by using the NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit, were sent to StabVida 

Company for sequencing. But no amplification for the first part of the gene was obtained 

with the first pairs of primer. Consequently, using the genome walking technique, the 

nucleotide sequence of the first part (upstream) of the cry1Ag gene, which was not 

replicated by the primers, was identified.  
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The method of genome walking or DNA walking is a simple way to find the unknown 

sequence of genomic DNA that is flanking the known sequence. Thus, by using a 

fragment of the gene where its sequence is known, the sequence of a DNA or gene that is 

unknown or unidentified will be determined. In short, as shown in Fig. 3.1, the method 

of performing genome walking is as follows. Firstly, the genomic DNA of high quality, 

purity and high concentration has to be prepared. Different aliquots of DNA were 

prepared and each was completely digested using different restriction enzymes that 

produce a sticky end. Then, into two ends of the digested genomic DNA fragments, 

appropriate adapter was inserted. These genomic fragments with adapter inserted are 

called genomic libraries. After making these genomic libraries, it was necessary to carry 

out two nested PCRs, in which the second PCR was performed using the first PCR 

product. To perform these PCRs, two primers are needed, which used to amplify the 

upstream or downstream of our desired sequence. These primers are designed in reverse 

order or forward depending to the unknown region of the desired gene. The other pair of 

pairs are designed based on the sequence of adapters attached to the sticky end of the 

genomic DNA fragments. In the first PCR, Gene Specific Primer number 1 (GSP1) was 

used and in the second PCR, Gene Specific Primer number 2 (GSP2). Given that the 

upstream region of cry1Ag gene is unknown, the GSP2 primer is closer to the unknown 

region of the gene and GSP1 primer is located far away from the unknown region. The 

original PCR product, initiated by the GSP1 primer, was used to carry out the second PCR 

with the GSP2 primer. Then the second PCR products were sequenced and the sequence 

of unknown cry1Ag gene was obtained. 
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Fig. 3. 1. Different steps for performing the genome walking technique. 
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According to the explanation, in the first step, it was necessary to extract the IE-1 genomic 

DNA. To extract the DNA, Qiagen kit, DNeasy Blood & Tissue Kit (Hilden, Germany) 

was used according to the manufacturer's instructions. Then, the quantity and quality of 

DNA extracted was investigated using a Nanodrop instrument. To investigate the 

integrity of the extracted DNA, one microliter of the extracted DNA, plus 4 μl of the 

sample buffer, was loaded in 1% ethidium bromide-agarose gel. The purity of the 

extracted DNA was investigated using DraI restriction enzyme. This enzyme has a 

recognition site of six nucleotides (TTTAAA) and produces blunt end. Thus, in a 0.5 mL 

micro-tube, five µl of the desired DNA with a concentration of 0.1 μg/ml, 1.6 μl of the 

DraI enzyme (10 units / μl), 10 μl buffer (of DraI enzyme) and 11.4 μl sterile distilled 

water was added. In the case of the negative control, sterile water was used instead of the 

enzyme. Micro-tubes were incubated at 37 ° C for two hours. Five μl of the reaction 

mixture was loaded on a 1% agarose gel. At this step, it was expected that DNA extracted 

by the DraI restriction enzyme would be digested and smeared. In the next step, four 

restriction enzymes DraI, EcoRV, PvuII and StuI, which produce blunt ends, were used 

to construct four genomic libraries. 

To create genomic libraries, one micro-tube of 1.5 milliliters was used for each enzyme 

and the extracted DNA (25 μl) at concentration of 0.1 μg/ml, eight μl of restriction 

enzyme (with concentration of 10 units/μl), 10 μl 10x restriction enzyme buffer and 57 

μL sterile distilled water was added. Microttubes were incubated at 37 ° C for two hours, 

and then five μl of each library was loaded on a 1% agarose gel to in order to investigate 

the DNA digestion. It was expected that in each digestion, the smear was seen in the sense 

that the enzyme has cut DNA in different positions. After digestion, the extracted DNA 

was purified by phenol-chloroform. In this way, 95 microliters of phenol were added to 

each micro-tube and the micro-tubes were vortexed at a very low speed between 5 and 10 

seconds. After the formation of two phases, the aqueous phase (the supernatant) was 

carefully transferred to a new micro-tube. Then, 95 microliter chloroform were added to 

each micro-tube, the micro-tubes were vortexed at a very low speed between 5 and 10 

seconds. After the formation of two phases, the blue phase (the supernatant) was carefully 
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transferred to a clean micro-tube. Then, 190 μl of cold 95% ethanol, 9.5 μl of 3 M NaOAc, 

were added to each tube, and the micro-tubes were vortexed at a very low speed between 

5 and 10 seconds. The centrifugation was performed for 15 minutes at 4 ° C at 14000 

rpm. The supernatants were discarded and the pellet was dissolved in 20 μl of TE buffer 

(10 / 0.1, pH 7.5), and then micro-tubes were vortexed at a very low speed between 5 and 

10 seconds. The quality and quantity of one microliter from each genomic library were 

determined in a 1% agarose gel and a Nanodrop instrument, respectively. The Genome 

Walking Universal Kit (Clontech Laboratories, Inc., A Takara Bio Company, California, 

USA) was used. The adapters of this kit were connected to the sticky ends of the gene 

fragments in each library, as shown in Figure 2.2. To prevent the formation of secondary 

structures and pins, it was necessary to connect the adapter to the blocker. Adapter and 

blocker were mixed at a 1: 1 ratio, and to avoid the formation of double-stranded DNA, 

the resulting mixture was heated at 99 ° C for one minute. 

 

 

 

 

 

Fig. 3. 2. Adaptors and blockers used in genome walking technique. 

 

In the next step, to insert the adapter to the gene fragments, to each genome library, a 0.5-

millimeter micro-tubes was allocated and in which 7.5 microliter of digested and purified 

DNA, 10 microliters of adapter with a concentration of 25.5 μM/0.5 μL of T4 (Thermo 

scientific EL0014) with a concentration of five units per μl, and one μL of 10X binding 

buffer were added. The micro-tubes were incubated at 16 °C overnight. To stop the 

reaction, the micro-tubes were placed at 70 ° C for five minutes, and to each tube 72 μLof 

TE (1/10, pH 7.5) buffer was added and later the micro-tubes were vortexed at a very low 
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speed between 5 and 10 seconds. The two specific primers for cry1Ag gene amplification 

called GSP1 and GSP2 were required for the first and second PCRs, respectively. For 

designing the primers in order to apply genome walking technique, certain conditions 

have to be considered: 

- The length of these primers should be between 26 and 30 nucleotides, with an optimum 

of 27 nucleotides, 

- 40 to 60% of GC content of the primers, even if the melting point will be very high, 

- No secondary structure due to the large number of nucleotides, 

- The 3' end of primer should not be attached to the 3'end of the adapter, 

- The melting temperature of 67 °C has to be considered, 

- In the las six nucleotides present at the end of the primer, there should not be more than 

three guanines and three cytosine. 

Given these conditions, two specific primers were designed. As mentioned previously, 

the first part of cry1Ag gene was unknown, therefore the upstream the gene has to be 

amplified. Thus the primers of the adapter (AP1 and AP2) were considered as forward 

primers and the designed primers were used as reverse. The reaction mixture was 

prepared for the first PCR as described in Table 3.1. KAPA HiFi hot start (KaPA 

Biosystems, Basel, Switzerland) was used to amplify the required regions. 

Table 3. 1. Amounts and concentrations of consumed materials in the first PCR. 

Final 

concentration 

Used volume 

(µl) 
Initial 

concentration 
Components 

1X 10 5X 5X KAPA HiFi reaction buffer  
U/µl 0.02 1 1U/µl taq KAPA HiFi hot start 
mM 0.8 4 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.2 1 µM 10 Adaptor primer (forward) 

µM 0.2 1 µM 10 GSP1 primer (reverse) 

ng/µl 4 2 ng/µl 100 Template DNA 
 31  Sterile bidistilled water 

 50  Total volume 
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Touchdown PCR in two different stages, was used for performing the genome walking. 

In the sense that the PCR was started at a high melting temperature, then at each step, the 

temperature dropped to prevent non-specific binding. The conditions for the first PCR 

were described in Table 2.2. The products of the first PCR on a 1% agarose gel were 

examined. 

 

Table 3. 2. PCR conditions for performing the first PCR in genome walking. 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 

1 3 min 95 
Initial 

denaturation 

 20 sec 98 Denaturation 

7 30 sec 70 (-1°C/cycle) Annealing 

 3 min 72 Extension 

 20 sec 98 Denaturation 

30 45 sec 63 Annealing 

 3 min 72 Extension 

1 10 min 72 
Final 

extension 

 

It is expected that in the second PCR, bands of smaller size will be detected comparing to 

those of the first PCR. It means that the unknown part of the gene, which is lacated 

between GSP2 to AP2, was amplified. Therefore as discussed previously, GSP2 in 

comparison to GSP1, is located closer to the unknown part of the gene. Preparation of the 

reaction mixture for the second PCR, such as the first PCR, was perfomred except that 

instead of the gene library (DNA template), two μl of the original PCR products diluted 

1:50 were used. The products of the first and second PCR were sequenced. The obtained 

sequences were edited with the Geneise software (version 10.0.9) and consensus 

sequences were obtained. The result of the consensus blast showed that the amplified 



95 

 

 

gene portion is related to cry1Aa gene, not cry1Ag gene. It seems that in PCR 

amplification of cry1Ag gene, both cry1Aa1 and cry1Ag1 genes were multiplied 

simultaneously. Later, by using specific restriction enzymes for each gene, the presence 

of each genes was revealed. From Bt δ-endotoxin nomenclature website 

(http://www.btnomenclature.info/), the accession number of each of these genes, the 

resulting nucleotide sequence of the gene at the NCBI database were obtained. A list of 

restriction enzymes for each of these genes was prepared using the Clone Manager 

software. Then, considering that the restriction site of these enzymes is in the proper range 

of PCR products, in the sense that the bands obtained from the cut are visible on the gel, 

a list of specific restriction enzymes for each gene was prepared (Table 3.3). Selective 

restriction enzymes were the SmaI enzyme for the cry1Aa1 gene, and the SacI enzyme 

for the cry1Ag1 gene. The SacI enzyme cuts the cry1Aa1 gene at nucleotide 1869, whose 

nucleotide position is consistent with nucleotide number 1392 in the consensus sequence 

of IE-1, so if the cry1Aa1 gene in PCR is amplified and cut by the restriction enzyme, 

two pieces with a size of 524 and 669 bp would be expected. However, if the product is 

a cry1Ag1 gene, the result, after the SmaI enzyme cutting, would be two bands with gel 

sizes of 154 and 788 bp. The appropriate buffer was determined for the activity of each 

enzyme and optimal temperature according to the manufacturer's instructions. The 

pET30a vector was used to determine the accuracy of the restriction enzymes. 
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Table 3. 3.The list of specific restriction enzymes for each of the cry1Aa1 and cry1Ag1 

genes. 

gene cry1Ag1 gene cry1Aa1 

Restriction 

site 

Number of 

cut 
Enzyme 

Restriction 

site 

Number of 

cut 
Enzyme 

2020 1 BceAI 2693 1 BanII 

2507 1 Cfr10 I 159 1 BspM I 

3853 1 Hpy99 I 415 1 BstAP I 

1610 1 PshA I 1869 1 Ec1136 II 

3854 1 Sal I 372 and 289 2 HPa I 

3005 1 Sma I 2038 1 MscI 

3005 1 Xma I 176 1 PciI 

   1869 1 SacI 

   703 1 SpeI 

 

3.1.2. cry1Ha AND cry1Hb GENES 

 

The next candidate genes for cloning were cry1Ha and cry1Hb. These genes were selected 

based on the results of proteomics on IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp Bt strains. In IE-1 

Bt strain, 12 peptide fragments with a length of more than six amino acids have been 

reported. The detected and selected peptides specifically matched with Cry1Hb protein 

with a high confidence level of 95%. PBlast (protein-protein blasts) and TBlastN (protein 

blast to nucleotides) were performed for these 12 peptides to ensure that the reported 

peptides are related to the Cry1Hb protein. The distribution of these 12 peptides along the 

protein and the cry1Hb gene was also studied.  
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In IP-2 Bt strain, the proteomics analysis resulted in 20 fragments of peptides with a 

length of more than six amino acids, which, with a high confidence level of 95%, 

specifically correlated with the Cry1Ha protein. Blast results indicated that these peptides 

are generally found at the N-terminal end of the identified protein, which is highly 

conserved among the Cry proteins, especially the Cry1 family. The result was that, based 

on the location of identified peptides for each protein, degenerate primers were designed 

to amplify the desired gene. Therefore, the first step was to align the identified peptides 

and the gene to determine the location of these peptides on the gene. Twelve peptides of 

the Cry1Hb protein are from the nucleotide 1300 to 3100 on the corresponding gene. In 

the case of the Cry1Ha protein present in the IP-2 strain, it was similar to the previous 

protein. First, the location of these peptides was investigated on the gene, and primers 

were designed. Information of the designed primers to amplify cry1Hb and cry1Ha genes 

is presented in Table 4-4. PCR products were sent to Stab Vida for sequencing. 

Table 3. 4. Primers Designed for the amplification of cry1Ha and cry1Hb genes. 

Primer 
Target 

gene 
Primer sequence (5´ - 3´) (C°)m T  Product 

size (bp) 
GC% 

E1-Hb-F cry1Hb GGGAATTTAGAGTTTCTCGAA 58.9 209 38.1 

E1-Hb-R ATGAATCATGGCGATGTT 58.8 38.9 

P2-Ha-F cry1Ha GATARATTAMAAGCGGATACGAAT 51.6 570 29.2 

P2-Ha-R TTCATAGACTGACGCATA 52.1 38.9 

P2-Ha-

R.deg 
GCTTYCATANGYTTCGTC 

52.5 38.9 

Y= C or T, R= A or G, M= C or G and N= any base. 

 

3.1.3. cry1G GENE 

 

The next gene candidate for cloning was the cry1G gene. In the proteomics results of IEp 

strain, Cry1G protein was reported. To design the universal cry1G gene primer, all Cry1 
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family holotypes were firstly aligned, and conserved blocks and variable regions in this 

gene family were identified. The 5´ end of gene is variable, resulting in a design of primers 

from a variable region of the gene with other genes. Then, all family members of the 

cry1G gene, including cry1Ga, cry1Gb and cry1Gc, were aligned to design the specific 

primers for all members of Cry1G family. The reaction mixture and the thermal cycles of 

the polymerase chain reaction were prepared in accordance with Tables 3.5 and 3.6. PCR 

products were sent for sequencing and the received sequences were edited and the results 

were analyzed in the NCBI. 

Table 3. 5. Amounts and concentrations of consumed materials for the amplification 

of the cry1G gene. 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 2.5 10X )210X reaction buffer (50 mM MgCl 

U/µl 0.04 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 

mM 0.4 1 mM 10 dNTPs mix 

µM 0.4 1 µM 10 Forward primer 

µM 0.4 1 µM 10 Reverse primer 

ng/µl 4 1 ng/µl 100 Template DNA 

 17  Sterile bidistilled water 

 25  Total volume 

 

Table 3. 6. PCR conditions for amplification of cry1G gene. 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 

1 5 min 94 Initial denaturation 

 1 min 94 Denaturation 

35 45 sec 45 Annealing 

 90 sec 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 
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3.1.4. cry1Ad GENE 

 

Cry1Ad protein was reported in proteomics results of IE-1 Bt strain. As a result, the next 

candidate gene was the cry1Ad gene. According to proteomics results, there were 29 

specific peptides for this gene with a high confidence level of 95%. The location of these 

peptides was first specified in the cry1Ad gene. Then, after alignment of all the genes of 

the cry1 family a specific primer for this gene was designed. The remaining steps are 

similar to those described above. 

3.1.5. cry1Ia GENE 

 

According to the results of gene content screening of Bt strains, cry1I gene was amplified 

in five Bt strains IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp. The sequencing and blast results showed 

that the amplified gene fragment is related to cry1Ia gene. The complete nucleotide 

sequence of the cry1Ia gene in the NCBI gene bank is 2965 bp, with a nucleotide number 

355 to 2514 relative to the coding sequences or CDS genes. Consequently, three pairs of 

primer were designed to amplify the entire 2160 nucleotide genes of cry1Ia (Table 3.7). 

The reaction mixture is similar to the one described in Table 2-3. Thermal reaction of 

polymerase chain reaction was adjusted according to Table 3-8. The PCR products were 

analyzed on a 1% agarose gel. 
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Table 3. 7. The designed primers for amplification of cry1Ia gene. 

Primer 

number 

Primer 

name 
Primer sequence (5´ - 3´) 

 (C°) 

m T 
GC% 

First pair 

of primers 

Cry1I-33F AGAGCAACTTAATCAAGCAGAGA 61.1 39.2 

Cry1I-

1246R 
TTGGGCTGTAGTTTTAATTGGA 62.1 36.4 

Second 

pair of 

primers 

Cry1I-866F CGCATTAGAATTGATGTTCGTTC 64.3 39.2 

Cry1I-

2253R 
TCCAAGCACCATTGTGAATGTA 63.1 39.2 

Third pair 

of primers 

Cry1I-

1883F 
TGAGCCAAATAGCATTACACAAA 63.1 34.8 

Cry1I-

2957R 
TGATGAAAAGAAAAGCCCTCA 63.5 38.1 

 

The results of the polymerase chain reaction for the second and third pairs of primers 

were positive for all five strains, the first primer pairs could not amplify the 5´ end of the 

gene. Using genome walking technique, as previously described for cry1Ag gene, the 

whole cry1Ia gene was amplified only in the IE-1 Bt strain. The nucleotide sequence of 

1945 bp was determined from the gene, for amplification of the 5' end, it was necessary 

to move upstream of the gene, so the reverse primers of GSP1 and GSP2 were designed 

(Table 3-9). The spacing between the two reverse primers is 300 nucleotides. The reaction 

mixture and thermal conditions of the first and second PCRs were prepared according to 

tables 3.10, 3.11 and 3.12. 
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Table 3. 8. The primers used in cry1Ia nested PCR. 

Primer 
Target 

gene 
Primer sequence (5´-3´) (C°)mT 

Cry1Ia-

GSP1 

cry1Ia 

TAGATTCAGCCCTGCCAATGATTCAGT 71.7 

Cry1Ia-

GSP2 
AAGTCGTACTTGTAAAACTTGGATGCG 67.5 

 

Table 3. 9. PCR reaction mix. 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 10 5X 5X KAPA HiFi reaction buffer  

U/µl 0.02 1 1U/µl taq KAPA HiFi hot start 

mM 0.8 4 mM 10 dNTPs mix 

µM 0.2 1 µM 10 Adaptor primer (forward) 

µM 0.2 1 µM 10 GSP1 or GSP2 primer (reverse) 

ng/µl 4 2 ng/µl 100 Template DNA 

 31  Sterile bidistilled water 

 50  Total volume 
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Table 3. 10. PCR conditions for first PCR in genome walking. 

Number of cycles Time Temperature (°C) Cycle step 

1 3 min 95 Initial denaturation 

 20 sec 98 Denaturation 

7 30 sec 72 (-1°C/cycle) Annealing 

 3 min 72 Extension 

 20 sec 98 Denaturation 

30 45 sec 65 Annealing 

 3 min 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 

  

Table 3. 11. PCR conditions for second PCR in genome walking. 

Number of cycles Time Temperature (°C) Cycle step 

1 3 min 95 Initial denaturation 

 20 sec 98 Denaturation 

7 30 sec 70 (-1°C/cycle) Annealing 

 3 min 72 Extension 

 20 sec 98 Denaturation 

30 45 sec 63 Annealing 

 3 min 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 

 

After revealing the first and second PCR products on a 1% agarose gel, the amplified 

fragments were sequenced and edited. As a result, the nucleotide sequence of the whole 

cry1Ia gene was obtained. The obtained gene sequence was compared with the other 
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genes in the NCBI gene bank. Later, Bt δ-endotoxin Nomenclature Committee, named 

our novel Bt gene as cry1Ia38. 

3.1.6. CLONING OF cry1Ia38 GENE 

 

Among the candidate genes, the cry1Ia gene was selected for cloning. The complete 

sequence of the cry1Ia gene, including the encoding region (CDS), as well as the 

untranslated regions of the 3' and 5' (3' and 5'UTR) termini, which is 3162 bp, was 

deposited in the gene bank NCBI. The accession number of cry1Ia38 in NCBI is 

MG584186. For cry1Ia38 gene cloning, firstly a cloning vector and then an expression 

vector were used.  

3.2.6.1. SELECTING THE APPROPRIATE VECTOR  

 

To clone cry1Ia38 gene, a T-cloning vector, pGEM-Teasy (Fig. 3.3), and a pET30a (+) 

expression vector (Fig. 3.4), were used. The pGEM-Teasy vectors are linearized vectors 

with a single 3´-terminal thymidine at both ends. The T-overhangs at the insertion site 

greatly improve the efficiency of ligation of PCR products by preventing re-

circularization of the vector and providing a compatible overhang for PCR products 

generated by certain thermostable polymerases. The pGEM-Teasy vector contains T7 and 

SP6 RNA polymerase promoters flanking a multiple cloning region within the α-peptide 

coding region of the enzyme β-galactosidase. Insertional inactivation of the α-peptide 

allows identification of recombinants by blue/white screening on indicator 

platesTherefore, due to the incorporation of the DNA fragment into the cloning region, 

the recombinant colonies in a medium containing the X-Gal-IPTG reagent were screened 

by blue/white detection.  

The expression vector pET30a (+) is a 5421 bp plasmid with His-Tag and S-Tag 

sequences at the N-terminal, as well as the restriction sites for thrombin and enterokinase 

enzymes at the C-terminal.  
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After selection of the appropriate vectors, the restriction enzymes used in the cloning were 

determined. A list of restriction enzymes was prepared by using NEBcutter (Version 2.0) 

software and compared with the restriction site in the cloning and expression vectors 

(Figure 3-8). The selected restriction enzyme should not have the restriction site in 

cry1Ia38 gene. The result of this comparison showed that the three restriction enzymes 

XhoI, HindIII, and NdeI were shared between the vector and the fragment, hence the three 

enzymes were not used. The selected restriction enzymes, BamHI, and SalI, were used to 

clone cry1Ia38 gene. 
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Fig. 3. 3. The map of pGEM-Teasy vector (www.promega.com). 
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Fig. 3. 4. The map of pET-30a(+) vector (www.addgene.org). 

 

Then, the compatibility of selected restriction enzymes for double digestion was 

investigated in NEBcutter software. After ensuring that the restriction enzymes are 

compatible, the restriction sites for the two enzymes Thrombin and Enterokinase was also 

investigated in the amino acid sequence of the protein derived from the cry1Ia38 gene. 

Before starting the cloning, all the steps of cry1Ia38 cloning in cloning and expression 

vectors were analyzed in silico by computer simulation by sing of two different softwares 

Clone Manager and SnapGene Viewer. 
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In order to amplify the cry1Ia38 gene for cloning, a pair of primers was designed 

considering the restriction sites for BamHI and SalI restriction enzymes at the 5' and 3' 

ends of the gene, respectively (Table 3- 13). 

Table 3. 12. Primers used in the cry1Ia38 gene amplification for cloning. 

Primer )´3-´(5 *ecsequen Primer  (C°)m T GC% 

Ia38-F ATGAAACTAAAGAATCAAGATGGATCC 64.2 33.4 

Ia38-R CTACATGTTACGTTACGCTCAATCGTCGAC 64.8 44 

 

* The sections indicated in the upstream and downstream primers are related to the 

restriction position of the restriction enzymes. 

To amplify only the coding region of the cry1Ia38 gene, 2100 bp, after designing the 

primers, the reaction mixture and the PCR conditions were set according to Tables 3-14 

and 3-15. 

Table 3. 13. The amounts and concentration of used materials for the complete 

amplification of cry1Ia38 gene by PCR. 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 10 10X )210X reaction buffer (50 mM MgCl 

U/µl 0.02 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 

mM 0.4 2 mM 10 dNTPs mix 

µM 0.2 1 µM 10 Forward primer 

µM 0.2 1 µM 10 Reverse primer 

ng/µl 4 2 ng/µl 100 Template DNA 

 33  Sterile bidistilled water 

 50  Total volume 
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Table 3. 14. PCR condition for amplification of cry1Ia38 gene. 

Number of cycles Time Temperature (°C) Cycle step 

1 5 min 94 Initial denaturation 

 1 min 91 Denaturation 

35 45 sec 59 Annealing 

 2 min 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 

 

PCR products were purified before being used for cloning with IBI extraction kits and 

DNA was extracted and a gene fragment was prepared for transferring to the cloning 

vector. 

3.2.6.2. PGEM-TEASY VECTOR 

 

Before transferring cry1Ia38 gene fragment to the expression vector, a T-vector as a 

cloning vector, pGEM-Teasy was used. For inserting a 2100 bp fragment of cry1Ia38 

gene to the cloning T-vector, poly A tail (adenine) was added to both ends of the amplified 

gene. For adding poly A tail, the reaction mixture was prepared as written in table 3.16 

and kept at a temperature of 72 ° C for 30 minutes. 

Table 3. 15. Amounts and concentrations of used materials to add the poly A tail, to the 

sticky end of cry1Ia38 gene. 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 
Initial 

concentration 
Components 

1X 1 10X )2ffer (50 mM MgCl10X reaction bu 
U/µl 0.02 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 
mM 0.4 2 mM 10 dATPs mix 

ng/µl 25 5 ng/µl 50 PCR product 
 1  Sterile bidistilled water 

 10  Total volume 
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The ligation of PCR product with poly A tail to the pGEM-Teasy vector was performed 

by preparing the reaction mixture according to Table 3-17. The prepared mixture was 

kept at room temperature (25 ° C) for one hour. 

Table 3. 16. The amounts and concentration of the materials used in the pGEM-Teasy 

vector ligation. 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Component 

1X 5 2X 2X ligation buffer 

0.1 U/µl 1 U/µl 1 T4 DNA ligase 

ng/µl 2.5 0.5 ng/µl 50 pGEM-Teasy vector 

ng/µl 10 2 ng/µl 50 Purified PCR product with poly-A tail 

- 1.5 - Sterile bidistilled water 

 10  Total volume 

 

After performing the ligation, pGEM-Teasy vector containing the gene fragment was 

transformed into the competent cells that have the ability to replicate. Transformation was 

performed by thermal shock method using DH10α from E. coli as competent cells of. The 

competent cells of DH10α are used only for cloning. Vector transformation into 

competent cells was performed following the mentioned protocol. Two micro-tubes 

containing 100 μl of DH10α competent cells were taken out from -80°C freezer and 2 μl 

of ligation product (with insert) was added in one tube and in the other one 2 μl of ligation 

reaction without insert was added (as control). The cells were firstly incubated on ice for 

twenty minutes, then kept at 42°C for 90 seconds, and again for two minutes on ice. To 

each micro-tube, 800 μl of LB medium was added and kept at a temperature of 37 ° C in 

shaker incubator at 180 rpm for one hour. Then, 100 μl of bacterial suspension was 

transferred to Petri dishes containing LB medium and the antibiotic ampicillin (100 μg / 

ml) and X-Gal-IPTG reagent and stored at 37 °C for one night. To investigate the 

transformation of recombinant colonies, from the grown white colonies, 16 bacterial 
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colonies were randomly selected. The selected colonies were initially sub-cultured and 

then used for polymerase chain reaction to confirm the ligation of DNA in pGEM-Teasy 

vector. In this way, 30 ml of sterile distilled water was poured into 1.5 ml micro-tubes. 

The selected bacterial colonies were transferred from plates to micro-tubes by an 

autoclaved tip. A single colony was transferred from the culture medium and added to 

distilled water inside the micro-tube. The micro-tubes were heated at 100 °C for 10 

minutes, and then centrifuged for 1 min at 14,000 rpm. From the supernatant mixture, 

three microliters were removed and used in polymerase chain reaction as DNA template. 

The primers used in this PCR were primers for the amplification of cry1Ia38 gene, as 

well as the primers of vector. Thermal conditions and reaction mix were adjusted 

according to tables 3-18 and 3-19. 

Table 3. 17. The amount and concentration of materials used for the screening of 

recombinant colonies by PCR. 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 10 10X )210X reaction buffer (50 mM MgCl 

U/µl 0.02 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 

mM 0.4 2 mM 10 dNTPs mix 

µM 0.2 1 µM 10 Forward primer (T7 or Ia38-F) 

µM 0.2 1 µM 10 Reverse primer (SP6 or Ia38-R) 

- 2 - Template DNA 

 33  Sterile bidistilled water 

 50  Total volume 

 

 

 

 



111 

 

 

Table 3. 18. PCR condition for performing the colony PCR. 

Number of 

cycles 
Time Temperature (°C) Cycle step 

1 5 min 95 Initial denaturation 

 1 min 94 Denaturation 

30 30 sec 50 Annealing 

 3 min 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 

 

The product of the polymerase chain reaction was checked on 1% agarose gel 

electrophoresis. In case of amplification of the desired DNA fragment, the bacterial 

colony was cultured for one night at 37 °C at 180 rpm in four ml of the LB medium 

containing ampicillin antibiotic (100 μg/ml). The vector ligated with insert in the DH10α 

bacterial cells was extracted using the NucleoSpin Plasmid plasmid extraction kit 

according to the manufacturer's instructions. After determining the concentration of the 

extracted recombinant vectors, double digestion was performed using BamHI and SalI 

restriction enzymes for 30 minutes at 37°C (Table 3.20). To stop the digestion reaction, 

the mixture was kept at 65°C for 10 minutes. The products of enzymatic digestion were 

examined on 1% agarose gel electrophoresis. The bacterial colonies that showed two 

bands corresponding to the size of insert and linearized vector (indicating the presence of 

both the pGEM-Teasy vector and the cry1Ia38 gene insert) were detected. 
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Table 3. 19. The Amounts and concentration of materials used for enzymatic digestion 

of recombinant vector pGEM-Teasy. 

Final 

concentration 

Used volume 

(µl) 

Initial 

concentration 
Component 

1X 10 10X 10X Fast digestion buffer 

U/µl 0.02 2 1U/µl BamHI restriction enzyme 

U/µl 0.02 2 1U/µl SalI restriction enzyme 

ng/µl 30 15 ng/µl 200 Recombinant vector 

- 71 - Sterile bidistilled water 

 100  Total volume 

 

After digestion of the pGEM-Teasy vector containing cry1Ia38 gene, the bands of the 

gene fragments were isolated from the agarose gel and extracted using a NucleoSpin Gel 

and PCR clean-up kit. The cry1Ia38 gene was prepared for transferring to the pET-30a 

expression vector (+). 

 

3.2.6.3. THE EXPRESSION VECTOR PET-30A (+) 

 

Prior to transferring the gene fragment to pET-30a (+), the selected expression vector was 

digested by BamHI and SalI restriction enzymes. For double digestion of pET-30a 

(+)vector, the reaction mixture was prepared according to Table 3-21 for 30 minutes at 

37 ° C and kept at 65 °C for 10 minutes to stop the digestion. 

 

 



113 

 

 

Table 3. 20. The amounts and concentrations of materials used for double digestion of 

pET-30a(+) vector. 

Final 

concentration 

Used volume 

(µl) 

Initial 

concentration 
Component 

1X 10 10X 10X Fast digestion buffer 

U/µl 0.02 2 1U/µl BamHI restriction enzyme 

U/µl 0.02 2 1U/µl SalI restriction enzyme 

ng/µl 10 50 ng/µl 20 Recombinant vector 

- 36 - Sterile bidistilled water 

 100  Total volume 

 

After enzymatic digestion of pET-30a(+) vector to prevent re-circularize of the vector, 

dephosphorylation was performed by alkaline phosphatase enzymes. For doing this, 10 

μl of a 10x dephosphorylation buffer was mixed with a unit of alkaline phosphatase 

enzyme (Roche, Basel, Switzerland), the desired concentration from the linear vector was 

added, and the final volume reached to 100 μL by adding sterile distilled water. The 

mixture was kept at 37 °C for four hours and later incubated at 65 °C for ten minutes to 

stop the reaction. 

The insertion of the gene fragment extracted from the agarose gel into a linear and de-

phosphorylated pET-30a(+) vector was carried out by using the T4 DNA ligase enzyme 

(Promega Biosciences, Wisconsin, USA), according to Table 3-22. The mixture was 

incubated with a vector ratio of 1 to 3 for one night at 4 ºC. The reaction was stopped 

after incubation at 65ºC for 10 minutes. The transformation of the recombinant vector 

was carried out, as previously described for the pGEM-Teasy cloning vector. However, 

at this step, BL21 cells E. coli were used as competent cells suitable for gene expression. 

According to the previous section, confirmation of successful cloning was carried out 

through polymerase chain reaction of bacterial colonies grown on a LB medium and 
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digestion of the recombinant plasmid extracted from BL21 cells. The plasmid of three 

positive bacterial colonies were sent to StabVida Company for sequencing with three 

primers (forward and reversed primers of insert and forward primer of vector). 

 

Table 3. 21. The amounts and concentration of the materials used in the pET-30a(+) 

vector insertion reaction. 

Final 

concentration 

Used volume 

(µl) 

Initial 

concentration 
Component 

1X 10 2X 2X ligation buffer 

U/µl 0.1 1 1U/µl T4 DNA ligase 

ng/µl 2.5 5 ng/µl 10 pET-30a(+) vector 

ng/µl 3 3 ng/µl 20 cry1Ia38 gene 

- 1 - Sterile bidistilled water 

 20  Final volume 

 

The sequencing results showed that the cloned gene in nucleotide number 346 differs 

from the cry1Ia38 gene, so that instead of the adenine nucleotide, there is a guanine 

nucleotide. This difference leads to a change in one amino acid from isoleucine to valine. 

As a result, using a site-directed mutagenesis technique, adenine nucleotide should be 

replaced by guanine. 

3.2.7. SITE-DIRECTED MUTAGENESIS 

 

Changing the nucleotide sequence of the cloned gene was carried out using a site-directed 

mutagenesis based on the polymerase chain reaction. In this method, the nucleotide 

change is accomplished by performing a PCR using the primer where the desired mutation 

is entered. An important point in site-directed mutagenesis based on PCR is the proper 
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design of the primer. The basis of the work is that (Fig. 3.5), the plasmid is amplified by 

the polymerase chain reaction using the designed primers. Then, using the DpnI 

restriction enzyme under optimal conditions, native plasmids that contain the incorrect 

nucleotide are digested and eliminated. The DpnI enzyme digests DNA fragments that 

are not methylated and the GATC is the restriction site for this enzyme. Methylation of 

DNA occurs at the time of transcription in the living system (here in the used E. coli 

strain). As a result, DNA fragments amplified in the PCR are not methylated and not 

digested by the DpnI enzyme. In this way, maternal plasmids whose nucleotide sequences 

are misplaced or non-target are eliminated. Then, a large number of plasmid replication 

copies are amplified by PCR within competent cells, such as DH10α and DH5α (non-

expressive). Transformed plasmids are extracted and sequenced. In the case of the correct 

mutations in the nucleotide sequence, the recombinant plasmid is transformed into the 

expression competent cells (BL21). 

 

Fig. 3. 5. Different steps of site-directed mutagenesis (www.agilent.com). 

 

 

http://www.agilent.com/
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3.2.7.1. PRIMER DESIGNING FOR SITE-DIRECTED MUTAGENESIS 

The following conditions were considered in the design of the suitable primer for site-

directed mutation based on the polymerase chain reaction: 

- At least eight non-overlapping nucleotides should be introduced at the 3' end of the both 

primers. 

- The primers pairs must complement each other at 5' rather than 3' to avoid primer self-

amplification and self-extension. 

- The desired mutation can be placed as close as 4 bases away from the 5' terminus and at 

least 6-8 bases from the 3' end.  

- The melting temperature of the primers was determined to be more than 75 °C. 

- The length of primers was chosen between 25 and 45 pairs. 

- At least one cytosine or guanine nucleotide was considered at the end of 3' and 5' ends. 

Considering the above conditions, a pair of primers was designed to perform a site-

directed mutagenesis based on the polymerase chain reaction (Table 3-23). 

Table 3. 22. Primers used for site-directed mutagenesis based on polymerase chain 

reaction. 

Primer )´3-´(5 *Primer sequence 
**(C°) 

mT 

Primer 

length 

(bp) 

G346A-

F 
ACAGTATCAACTTATGCAAGAAATAAAGCACTTACAAAAA 70.3 40 

G346A-

R 
TTTTTGATTAATAATCTCTTCTACATGTTCTGCATAAGTTGATA 69.3 44 

* The bold nucleotides in the primers indicate the point of mutation. 

** The melting temperature listed in the table is calculated by the Sigma Aldrich website 

and varies with the usual melting temperature for primers used for the site-directed 

mutagenesis technique. 
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3.2.7.2. POLYMERASE CHAIN REACTION FOR SITE-DIRECTED 

MUTAGENESIS  

 

The reaction mixture and thermal conditions of polymerase chain reaction for the mutated 

plasmid were prepared according to Tables 3-24 and 3-25. The recombinant vector 

contains cry1Ia38 gene, with 7569 bp length. KAPA HiFi was used as DNA polymerase 

enzyme to amplify this vector. Polymerase chain reaction was carried out with a lower 

concentration of template and primers. 

Table 3. 23. Amounts and concentrations of used reagents for site-directed mutagenesis 

PCR. 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 5 5X 5X KAPA HiFi reaction buffer  

U/µl 0.04 1 1U/µl taq KAPA HiFi hot start 

mM 0.3 0.75 mM 10 dNTPs mix 

µM 0.3 0.75 µM 10 Forward primer 

µM 0.3 0.75 µM 10 Reverse primer  

ng/µl 50 0.5 ng/µl 100 Template plasmid 

- 16.75 - Sterile bidistilled water 

 25  Total volume 

 

Table 3. 24. PCR condition for site-directed mutagenesis. 

Number of 

cycles 
Time Temperature (°C) Cycle step 

1 3 min 95 Initial denaturation 

 20 sec 98 Denaturation 

16 30 sec 60 Annealing 

 6 min 72 Extension 

1 15 min 72 Final extension 
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3.2.7.3. REMOVAL OF MATERNAL PLASMIDS 

 

After completing the polymerase chain reaction, the DpnI enzyme was added to eliminate 

the maternal plasmids in PCR products. Accordingly, maternal plasmids were removed 

and only mutated plasmids remained. An enzyme digestion mixture was prepared by 

adding one unit of DpnI enzyme at a concentration of 1 U/μl and 2 μl of 10X buffer to 

PCR products. The prepared mixture was initially incubated for 10 minutes at 37 °C, then 

for five minutes at 80 °C, and finally was kept on ice for two minutes. 

 

3.2.7.4. TRANSFORMATION OF THE RECOMBINANT VECTOR 

 

The obtained plasmids were initially transferred into competent cells of DH10α. Then, by 

performing the colony PCR with bacterial colonies, cry1Ia38 gene was amplified and sent 

to StabVida for the sequencing of the nucleotides. After confirming the mutation in the 

nucleotide, mutated recombinant plasmids were transferred to recombinant cells of BL21. 

The glycerol storage of 50% and 20% were prepared and BL21 cells with recombinant 

plasmids were stored at -20 °C and -80 °C. 

3.3. RESULTS AND DISCUSSION  

 

As previously mentioned, a list of candidate genes for cloning, based on the novelty of 

screened genes, was prepared based on LC/MS-MS and PCR results. Candidate genes 

included cry1Ag, cry1Ha, cry1Hb, cry1G, cry1Ad and cry1Ia. The results of tracing each 

candidate gene are as follows. 

3.3.1. cry1Ag GENE 

 

Based on the results of proteomics, there was a protein called Cry1Ag in the list of 

proteins identified in IE-1 Bt strain. Due to the lack of research on the insecticidal activity 
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of this protein, it was considered as an appropriate candidate for cloning. In crystalline 

inclusion bodies of IE-1 Bt strain, 808 peptides with the length of more than six amino 

acids, attributed to Cry1Ag, have been identified. From the identified peptides for this 

protein, 491 peptide sequences (without repetition) with a high confidence interval of 

95% are related to Cry1Ag protein. Among these peptides, two peptides were found that 

specifically matched to Cry1Ag with a confidence level of 99%, as listed in Table 2-26. 

The results of tblastn and blastp indicated that the studied peptide fragments are belong 

to Cry1Ag protein with the accession number of Q9S515.1 access numbers and matched 

with cry1Ag gene with the accession number of AF081248.1. 

 

Table 3. 25. Information and the sequences of the peptides attributed to Cry1Ag protein, 

with a confidence level of 99%. 

Sequence 
Contribution 

value3 
Protein name 

Accession 

number 
Coverage%2 Rank1 

LSHVPMLSQAAGAVY

TLR 
2 

Pesticidal 

crystal protein 

Cry1Ag 

sp|Q9S515| 71.6 126 

GWRGSHDITIQGGDDV

FK 
0.267 

Pesticidal 

crystal protein 

Cry1Ag 

sp|Q9S515| 71.6 126 

1) The rank of protein among the total proteins identified (303 proteins) in the crystals of 

IE-1 Bt strain. 

2) The percentage of matching amino acids from identified peptides having confidence 

greater than 0 divided by the total number of amino acids in the sequence. 

3) The contribution of this peptide, in protein score units, to the unused protein score for 

a protein in this group. The sum of contribution values from all black peptides in a group 

equals the unused protein score of the winner protein in that group. 

 



120 

 

 

Following the preparation of a map of the distribution of peptides attributed to Cry1Ag, 

a general and specific primers for amplification of whole gene was developed. The full 

length of cry1Ag gene was amplified by PCR. Based on the results, the 808 peptides 

related to Cry1Ag protein have covered 71.6% of the cry1Ag gene. These peptides were 

located throughout the gene using alignment tools in NCBI gene bank. 

To amplify cry1Ag gene with 3859 bp length, four different pairs of primers were used. 

Two negative controls were used in this PCR: the first one did not contain template DNA 

and water was added instead, and the second one template DNA from HD-1 Bt strain was 

used, which lacked the cry1Ag gene. There was no positive control for this polymerase 

chain reaction. The presence of cry1Ag gene was studied in all of the seven studied Bt 

strains. Based on the obtained results, no fragments were amplified by the first pair of 

primers (Figure 3-6). Noteworthy, for the negative control of HD-1, as well as other Bt 

strains, using a second, third, and fourth pair of primers, the correct amplicons were 

amplified. 

 

Fig. 3. 6. The results of polymerase chain reaction for cry1Ag gene amplification. 

Panel A shows the amplified parts of cry1Ag gene by the first and second pairs of 

primers, and the panel B; indicates the fragments amplified by the third and fourth 

pairs of primers. 
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Based on the nucleotide sequences of the amplified fragments in IE-1 and HD-1 Bt 

strains, a consensus of 2824 pp was obtained using Genious software. Blast results of 

these two consensus showed that part of the cry1A gene was amplified for the reference 

strain HD-1, and for the IE-1 strain, part of the cry1A gene. This issue had happened due 

to the high similarity between the two cry1Aa and cry1Ag genes, (97% similarity), 

indicate the reason for the amplification of cry1Aa gene fragments in the HD-1 strain. 

Subsequently, using the genome walking technique, the nucleotide sequences of the first 

part of the cry1Ag gene was not amplified by the designed primers. As explained in detail 

in the material and methods, in the first step, genomic DNA was prepared with high 

quality, purity and high concentration. Then, different amounts of DNA were prepared 

and each of them completely digested with different restriction enzymes that produced 

the sticky end, and genomic libraries were prepared. Following the preparation of the 

three genomic libraries, EcoRV, PvuII and StuI, the first polymerase chain reaction was 

performed. Using the first PCR product, the second polymerase chain reaction was 

performed to move to the upstream of the gene (Fig. 3.7). 

 

 

Fig. 3. 7. The first (A) and the second (B) PCR in genome walking. Letter M represents 

the molecular marker, Con-: negative control, and DraI, EcoRV, PvuII and StuI are 

the genomic libraries.  
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In the first PCR, fragments were amplified using the gene specific primer 1 (GSP1), in 

the DraI and EcoRV genomic library. Then, in the second PCR using the previous PCR 

products and the gene specific primer 2 (GSP2), bands were observed in the DraI, EcoR 

V and StuI libraries. It was expected that the amplified fragment in the second polymerase 

chain reaction would have a smaller size than the first product, since it was directed to 

move upstream of the gene, and the GSP2 primer to the unknown gene is closer and the 

primer of the GSP1 is located far away from the unknown region. According to the size 

of the amplified parts, in two nested PCRs, the amplified parts in the DraI genomic library 

have an appropriate proportional ratio. The amplified fragment in the first PCR of the 

DraI genomic library is about 2,000 base pairs and in the second PCR, 1,500 base pairs. 

The result of sequencing of the amplified fragments in both PCRs in the DraI genomic 

library indicates that the gene was fully amplified. The consensus blast results showed 

that the replicated gene was 100% similar with the cry1Aa gene and 94% with the cry1Ag 

gene. As a result, the cry1Aa gene was amplified instead of the cry1Ag gene. Based on 

the results of proteomics and the determination of the genetic content of the IE-1 strain, 

both Cry1Aa and Cry1Ag are present in this Bt strain. Consequently, it is likely that due 

to the high similarity of the nucleotide sequence of these two genes, the cry1Ag gene 

amplifies in the IE-1 strain as well as the same cry1Aa gene. To investigate this, specific 

restriction enzymes for each gene were used to cut the PCR products. As previously 

mentioned, selective restriction enzymes were the SmaI enzyme for the cry1Aa1 gene, 

and the SacI enzyme, and for the cry1Ag1 gene. After amplification of the parts of the 

gene where the restriction enzymes were located (Fig. 3-8, Figure A), PCR products were 

digested with SmaI and SacI enzymes. In this experiment, HD-1 Bt strain was also used 

as a control for the cry1Aa gene. As shown in Fig. 3-8 Panel B, after digestion of the PCR 

products, no fragment was obtained with the specific enzyme for cry1Ag, SmaI. This 

indicates that there is no cry1Ag gene in PCR products and only the cry1Aa gene has been 

amplified. However, the PCR amplified part was correctly cut off with the selective 

enzyme for cry1Aa, SacI, and two pieces of 524 and 669 bp were observed in the gel. The 

pET30a vector was also digested by restriction enzymes showing the efficiency of the 

used restriction enzymes. 
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Fig. 3. 8. Digestion of PCR products of amplification of cry1Ag gene with specific 

restriction enzymes. Panel A; PCR products of partially amplification of cry1Ag gene, 

and panel B shows the digestion of PCR products using the SmaI and SacI restriction 

enzymes. Lane one: non-digested pET30a vector; lane two: pET30a vector digested 

with the restriction enzyme; lane three: PCR product, non-digested HD-1; lane four: 

digested PCR product of HD-1 strain; lane five: not digested PCR of product IE-1 

strain, and lane six: digested PCR product of IE-1 strain. 

 

By aligning the two cry1Aa and cry1Ag genes and finding variable regions in these two 

genes, specific primers for amplification of cry1Ag gene was designed. Based on the 

results of PCR, no fragments were amplified using the specific primers of the cry1Ag 

gene in the IE-1 strain. The final result is that the IE-1 Bt strain lacked cry1Ag gene and 

the reason for reporting this protein in proteomics data was due to the false-positive 

identification of Cry1Ag protein, which is similar to other Cry proteins. The protein 

composition of the solubilized crystals of IE-1 Bt strain was analyzed by LC-MS/MS 

method two times, and each time the Cry1Ag protein was found in the list of proteins 

present in the crystal. It turned out, however, in the last two replicates of proteomics 

analysis, no specific peptide associated with the Cry1Ag protein was found. 
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3.3.2 cry1Ha, cry1Hb, cry1G AND cry1Ad GENES 

 

Considering the difficulties in finding cry1Ag gene, cry1Ha, cry1Hb, cry1G and cry1Ad 

candidate genes, the list of specific peptides for each protein has been prepared (Table 

3.27). 

Table 3. 26. Information on candidate proteins for cloning. 

Coverage% 
Contribution 

value 
Protein name 

Accession 

number 

Specific 

1peptide 

Peptide 

(95%) 

Bt 

strain 

32.51 18.79 

Pesticidal 

crystal 

protein 

Cry1Ha 

sp|Q45748| 20 256 IP-2 

21.99 11.56 

Pesticidal 

crystal 

protein 

Cry1Hb 

sp|Q45718| 12 102 IE-1 

60.22 28.08 

Pesticidal 

crystal 

protein 

Cry1Ad 

sp|Q03744| 29 272 IE-1 

33.19 6 

Pesticidal 

crystal 

protein 

Cry1Gb 

sp|Q9ZAZ6| 3 281 IEp 

1) The number of peptides that are specifically assigned to only one protein. 

Then, according to the location of the detected peptides, the sequences of amino acids 

were returned to the nucleotide sequence on the desired gene and degenerative primers 

were designed. 
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As a result, polymerase chain reactions did not amplify any parts of the desired genes. 

Because, the same mistake as the Cry1Ag protein, occurred in the cry1Ha, cry1Hb, cry1G 

and cry1Ad genes. Finally, it was decided to analyze the proteomics data based on new 

criteria. The criteria are as follows: 

1- Unused value: A measure of the protein confidence for a detected protein, calculated 

from the peptide confidence for peptides from spectra that are not already completely 

“used” by higher scoring winning proteins.  

2- Contribution value: The value of contribution for each peptide with a length of more 

than six amino acids, between zero and two. If the peptide has a contribution value of 

two, it means that it has a protein with a high confidence level of 99%. The total value of 

the specific peptides involved for each protein is defined and reported as unused value. 

3- Rank: The rank of the protein group for which this protein is the winner. The more 

peptides detected for a specific protein, the higher the rank (the first, the highest rank) 

will be assigned to that protein.  

4. NCBI: The location of the peptides associated with each protein should be investigated 

in the NCBI gene bank. If the identified peptides are located in the conserved part of the 

cry genes, the result is not reliable. 

3.3.3. cry1Ia GENE 

 

Based on the results obtained from the determination of the gene content of Bt strains, the 

only remaining candidate gene for cloning was the cry1I gene. The cry1I gene was 

expressed in five strains IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp Bt. The complete sequence of 

cry1I gene, determination, and gene were fully identified. The results of the cry1I gene 

amplification are described using three pairs of primers in Fig. 3-9. 
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Fig. 3. 9. The amplification of the cry1I gene with three pairs of primer. 

As shown in the figure above, the 5' part of the gene has not been amplified. As a result, 

similar to the cry1Ag gene, using the genome walking technique, the whole gene was also 

amplified (Fig. 3.10). 

The fragments amplified by the first and the second PCRs in genome walking in the DraI 

and PvuII genomic libraries were sequenced. The obtained consensus is 3162 bp in length. 

The full length gene was deposited at the NCBI gene bank, with accession number of 

MG584186. Consequently, Bt δ-endotoxin nomenclature committee, named our novel 

gene, cry1Ia38. 

 

Fig. 3. 10. The results of the first (A) and the second (B) polymerase chain reactions 

for the cry1I gene amplification in the genome walking technique. The letter M; 

represents the marker, con-: a negative control; DraI, EcoRV, PvuII and StuI; 

genomic libraries provided. 
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3.3.4. CLONING OF cry1Ia38 GENE 

 

The fragment of 2112 bp length was amplified by the specific primers to clone cry1Ia38 

gene. Before performing the ligation in the cry1Ia38 gene cloning, all the steps and the 

used components were examined on a 1% agarose gel. Then, the ligation step was 

performed and the recombinant vector was transformed into the BL21 competent cells 

from E. coli. The correct recombinant vectors were detected through colony PCR (Fig. 

3.11) and double digestion of the recombinant plasmid extracted from BL21 (Figure 

3.12). For this purpose, 22 bacterial colonies were selected randomly, and in 14 colonies, 

the presence of the target gene in the recombinant vector was tested by polymerase chain 

reaction using cloning primers. The results showed that out of 14 tested colonies, 12 of 

them were positive and the gene was successfully cloned. 

 

 

Fig. 3. 11. The result of the colony PCR in the recombinant pET30a-cry1Ia38 vector. 

The letter M; represents the molecular marker and the specified numbers shows the 

examined E. coli colonies. 

In eight other bacterial colonies, the presence of the insert was studied based on the double 

digestion method (Fig. 3.12). Based on the results of double digestion of recombinant 

vectors, cloning in four E. coli colonies was correctly performed, in which two bands 

were detected corresponding to the size of linear vector and the insert (cry1Ia38 gene). 
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Fig. 3. 12. The result of double digestion of recombinant pET30a-Cry1Ia38 vector. The 

letter M; represents the molecular marker and the specified numbers shows the 

examined E. coli colonies. 

The extracted plasmid of three positive bacterial colonies were sent to StabVida Company 

for sequencing with three primers (forward and reverse primers of insert and forward 

primer of vector). The sequencing results showed that the cloned gene in nucleotide 

number 346 located in domain I differs from the cry1Ia38 gene. In this position adenine 

was replaced wrongly by guanine. This difference leads to a change in one amino acid, 

instead of isoleucine, valine has been found. Consequently, this substitution was 

performed by using site-directed mutagenesis technique. 

3.3.5. Site-directed mutagenesis 

 

The substitution of the nucleotide in the gene sequence of the cloned gene was carried out 

using site-directed mutagenesis based on the polymerase chain reaction. In this method, 

the nucleotide change was accomplished by performing a PCR using the primer where 

the desired mutation was introduced. The result of the PCR assay is shown in Fig. 3.13, 

which has been amplified in six different annealing temperatures, and the recombinant 

vector has been fully amplified. 
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Fig. 3. 13. The recombinant pET30a-cry1Ia38 vector amplification for changing one 

nucleotide in cry1Ia38 gene. The letter M indicates the molecular marker and the 

specified numbers shows the different annealing temperatures, which are 45.4, 48, 

50.7, 53.5, 56, 58.1, and 59.8 ºC, respectively. 

After transformation recombinant vector into the competent cells, cloning has been 

confirmed by performing double digestion method. 

Six recombinant vector extracted from competent cells were sent to StabVida Company 

for sequencing. The sequence of the cloned gene was determined using three primers: 

forward, reverse, and intermediate. The results indicated that nucleotide replacement was 

performed correctly in each of the six recombinant vectors, and the adenine nucleotide 

was replaced by guanine. 

Based on the results obtained in the third chapter of this dissertation, a new gene was 

found in the IE-1 Bt strain. The novel gene and was named cry1Ia38 according to the Bt 

δ-endotoxin nomenclature committee. The cry1Ia38 gene was successfully cloned. 

Similarly, the mutant of this gene was obtained with a nucleotide difference at position 

348 located in the second amplification, called cry1Ia38-I116V.  

Considering the unique features of Cry1I protein family, including dual activity against 

lepidopteran and coleopteran insect pests, the question was raised that whether the new 

Cry1Ia38 toxin has an insecticidal and cytocidal activity on the Lepidopteran pests. Also, 

in the case of the Cry1Ia38-I116V, the question came whether the change in one amino 
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acid affects the toxicity of Cry1Ia38 wild-type. In other words, due to the difference in 

only one amino acid in the Cry1Ia38 protein and the Cry1Ia38-I116V mutant, are the 

structural characterization and insecticidal activities of these two toxins differ? And 

finally, is there a similarity between the structure and activity of the two toxins Cry1Ia38 

and Cry1Ia38-I116V, with another Cry1Ia toxin, called Cry1Ia7? To find the answer to 

the above questions, the experiments of the next chapter were designed and implemented. 
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CHAPTER FOUR 

ASSESSMENT OF INSECTICIDAL AND CYTOCIDAL 

ACTIVITY OF Cry1Ia TOXINS 
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4.1. INTRODUCTION 

 

After the cloning of the cry1Ia38 gene, the desired protein was expressed, extracted and 

purified. Also, the cry1Ia7 gene present in a Spanish Bt strain, HU4-2, previously cloned 

by Ruiz de Escudero et al. (2006), expressed and purified. There is a homology of the 

96% in sequence of amino acids in the two Cry1Ia38 and Cry1Ia7 proteins. Therefore, 

Cry1Ia7 toxin was also used in this study to examine if a small difference in the sequence 

of amino acids leads to a change in the insecticidal activity of Bt toxin. In addition, the 

mutant protein derived from cry1Ia38 gene, cry1Ia38 -I116V gene, which differs in only 

one amino acid comparing to the wild-type gene, was also expressed, extracted and 

purified. As a result, the three proteins Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V and Cry1Ia7 were 

studied and compared in terms of the molecular characterization, insecticidal and 

cytocidal activities.  

To better understand the mode of action of Bt toxins, complementary information will be 

obtained based on different steps in toxicity of Bt toxins including; receptor binding, 

oligomer formation, pore formation and the role of each the Bt proteins receptors. This 

complementary information will be obtained base on single point mutation to check 

which amino acid is responsible for the different steps mentioned above. Therefore, 

different point mutations are done to remove, add, or replace an amino acid in order to 

modify the structure of the toxin. Moreover, sometimes a part of Bt toxin structure is 

eliminated (Ocelotl et al., 2015) to determine the effect of modified toxin and the role of 

the deleted portion. In Figure 1.4, a summary of the examined mutations, the importance 

and role of each mutation in Cry1Aa toxin function and its insecticidal activity is 

presented. 

Based on the results of the previous studies, the change or changes (mutations) that have 

been occurred in domain II, influenced the specificity of Bt Cry toxins (maybe 

modification or improvement). Also, point mutations occurring in loop sequences of 

domain II, in many cases led to the introduction of mutants with increased insecticidal 

activity. The point mutation of N372A in the second loop of Cry1Ab toxins, and the triple 

mutations of N372A, A282G and L283S in the same loop, increased the toxicity of this 
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toxin by 8 and 36 times, respectively, compared to wild-type against L. dispar larvae. 

Interestingly, increased insecticidal activity has a direct and positive correlation with 

increased affinity of toxin binding to the receptors on epithelial cells of L. dispar larvae 

midgut (Rajamohan et al., 1996). 

 

Fig. 4. 1. The three-dimensional structure of Cry1Aa toxin, focusing on the points 

where the changes or mutations, increase the insecticidal activity in various Cry toxins 

(Bravo et al., 2013). 

 

These results suggest that domain II loop swapping could provide a strategy for improving 

or changing the specificity of Cry toxins. Site-directed mutagenesis of domain II loop 

sequences has in some cases resulted in mutant toxins with increased insecticidal activity. 

The first example of domain II loop mutants with increased insecticidal activity was 

Cry1Ab toxin where mutations in loop 2 resulted in higher insecticidal activity against 

Gypsy moth (Lymantria dispar) (Rajamohan et al., 1996). A single Cry1Ab mutation in 

loop 2, N372A, or a triple loop 2 mutant in residues N372A, A282G and L283S showed 

8- and 36-fold higher toxicity to Gypsy moth larvae respectively. Interestingly, the 

increased insecticidal activity correlated with increased binding affinities to BBMV 

isolated from Gypsy moth (Rajamohan et al., 1996). Similarly, it was shown that 

mutations of domain II loop regions in the coleopteran Cry3Aa resulted in enhanced 
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toxicity to yellow mealworm (Tenebrio molitor) (Wu et al., 2000). A triple domain II loop 

1 mutant R345, Y350F, Y351F showed tenfold higher toxicity to yellow mealworm than 

Cry3Aa and twofold higher toxicity against Colorado potato beetle that correlated with 

twofold higher binding affinity to Colorado potato beetle BBMV (Wu et al., 2000). These 

results show that domain II loop regions are key binding regions of Cry toxins that are 

suitable targets for mutagenesis and selection of Cry toxins with improved insecticidal 

properties. In the case of domain III, there are just few examples of mutations in two 

different exposed loop regions with some mutants showing a moderate non-significant 

increase in toxicity against different insect species (Xiang et al., 2009; Lu et al., 2011; 

Shan et al., 2011). Nevertheless, there are few studies that have mapped the domain III 

binding epitopes with ALP or APN receptors (Atsumi et al., 2005; Gómez et al., 2006; 

Arenas et al., 2010). Mutagenesis of these domain III binding regions is likely to provide 

means for increasing Cry toxins insecticidal activity such as domain III swapping that has 

been shown to create novel toxins with improved toxicities (de Maagd et al., 2000). 

Besides the domain I mutations introducing protease cleavage sites described above, two 

other modifications in domain I of Cry1Ab or Cry2Aa have shown to increase insecticidal 

activity. Cry1Ac helix α 5 mutant V171C was shown to have 25-fold higher insecticidal 

activity against Gypsy moth without affecting its toxicity to the tobacco hornworm 

(Alzate et al., 2010). The increased toxicity of Cry1Ac V171C was proposed to be due to 

a higher unfolding rate allowing the more rapidly partitioning of the toxin into the 

membrane (Alzate et al., 2010). In the case of Cry2Aa, two modifications in domain I 

resulted in a Cry2Aa mutant with four- to six-fold higher toxicity against cotton leaf worm 

(S. litura), cotton bollworm (H. armigera) and black cutworm (Agrotis ipsilon) (Mandal 

et al., 2007). The first modification that enhanced threefold the toxicity of Cry2Aa, 

consisted in the deletion of the first 42 amino acid residues at the N-terminal end. Cry2Ab 

three-dimensional structure revealed the first 49 amino acids precedes domain I helix α1 

and these residues are normally cleaved out during protease activation of Cry2Ab 

protoxin. This N-terminal fragment was shown to occlude a domain II hydrophobic patch 

proposed to be involved in receptor interaction (Morse et al., 2001). Thus, the proteolytic 

cleavage of the N-terminal protoxin fragment could be a rate-limiting step that is avoided 

with the 42 amino acid deletion (Mandal et al., 2007). Two additional point mutations in 
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Cry2Aa helix α1 residues K63F and K64P were introduced based on enhancing the 

hydrophobic nature of a putative transmembrane region identified in silico (Mandal et al., 

2007). Finally, a threefold increase in the insecticidal activity of Cry3Aa against Asian 

longhorn beetle (Anoplophora glabripennis) was achieved by fusion of an eight amino 

acid residue peptide (Guo et al., 2012).  

It has been shown that areas of the exposed loops in domain II play a determining role in 

the specificity of Cry toxins (Bravo et al., 2005). Cry4Ba toxin has a toxic effect on Culex 

spp. mosquitoes. While Cry4Aa toxin is toxic for all mosquitoes (Abdullah et al., 2003). 

The sequences of the amino acids of the third loop in domain II of Cry4Aa was fussed to 

regions of second loop of domain III of Cry4Ba. Based on the results the new mutant 

(4BL3GAV) retains its insecticidal activity against A. aegypti, and also showed toxicity 

towards Culex spp. mosquitoes (Abdullah et al., 2003). The same has been done for 

Cry1Aa, the loop regions of the domain II of Cry1Aa toxin were engineered to imitate 

the 4BLGAV mutant of Cry4Ba toxin. The results indicate that modified and engineered 

Cry1Aa toxin is toxic for, C. pipiens larvae, although its activity is three times less than 

the 4BLGAV mutant (Liu and Dean, 2006). 

In the case of Cry2Aa toxin, two changes in the domain I produced a mutant that is four 

to six times more toxic than the wild-type for S. litura, H. armigera and Agrotis ipsilon 

(Mandal et al., 2007). The first change that increased the toxicity of Cry2Aa three folds, 

included the removal of 42 amino acids from the N-terminal end of this toxin. The three-

dimensional structure of the Cry2Aa toxin showed that these 49 amino acids form α-1 

helix, which is usually removed during the activation of the Cry2Ab protoxins by 

proteases. Two other point mutations in the α-1 helix, K63F, and K64P have been 

introduced into the Cry2Aa toxin, which increases the hydrophobicity of the membrane 

portion of this toxin (Mandal et al., 2007). 

With the assumption that insecticidal activity of Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V and Cry1Ia7 

toxins are different, the experiments of this chapter were designed and performed. 
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4.2. MATERIALS AND METHODS 

 

4.2.1. THE EXPRESSION, PURIFICATION AND ACTIVATION OF THE 

CRY1IA38 PROTEIN 

 

The expression of Cry1Ia38 in recombinant E. coli BL21 cells was carried out as reported 

by Ruiz de Escudero et al. (2006), with slight modifications. Briefly, the expression of 

Cry1Ia38 in 750 ml of tryptone-yeast extract (2×TY) culture medium with kanamycin (50 

µg/ml), was induced with 1 mM of isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) at 25°C 

for 2 hours. Then, cells were recovered by centrifugation at 16,000 ×g for 15 min. Each 

gram of cell pellet was resuspended in 10 ml of binding buffer (40 mM imidazole, 4 M 

NaCl, 160 mM Tris-HCl, pH 7.9). Enzymatic cell lysis was performed after 30 min 

incubation at room temperature with 0.2 mg/ml of lysozyme, 20 µg/ml of DNAse and 1 

mM of PMSF. Cells were then lysed mechanically with 10 cycles of sonication (60 

seconds pulse on, 60 seconds pulse off). Protein purification was performed by affinity 

purification using a HisTrapTM FF crude column (GE Healthcare Bio-Sciences, Upsala, 

Sweeden) according to the manufacturer’s instructions. Eventually, protein dialysis was 

done with SnakeSkinTM Dialysis Tubing (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) to 

exchange the elution buffer with carbonate buffer (50 mM Na2CO3, 100 mM NaCl, pH 

11.3). Cry1Ia38 protoxin quantification was determined by Bradford assay (1976). 

Cry1Ia38 protoxin was trypsin-activated for insect bioassays and cell viability assays. 

The activation was carried out with 10% trypsin (w/w) for two hours at 37°C. Cry1Ia38 

protoxin and trypsin-activated were analyzed by sodium dodecyl sulfate 12% 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), as described by Laemmli (1970). After 

separation of trypsinized protein with SDS-PAGE, the concentration of Cry1Ia38 active 

toxin was estimated by densitometry using TotalLab Quant software (version 12.3), using 

bovine serum albumin, as a standard protein. 

 



137 

 

 

4.2.2. ASSESSMENT OF THE INSECTICIDAL ACTIVITY OF 

CRY1IA38 PROTEIN 

 

The insecticidal and cytocidal activities of Cry1Ia38 were evaluated on O. nubilalis, G. 

molesta, S. exigua, S. littoralis and H. armigera larvae and Sf21 cells. 

4.2.2.1 BIOASSAYS 

 

A single concentration of 1000 ng/cm2 of protoxin and activated toxin Cry1Ia38 was used 

for bioassays based on surface contamination method. Insecticidal activity and growth 

inhibitory effect of Cry1Ia38 protein on first instar larvae of O. nubilalis, G. molesta, S. 

exigua, S. littoralis and H. armigera were investigated. Bioassay experiments were 

repeated three times and in each replicate, 48 first instar larvae were used. The larvae in 

the control were treated with 50 mM carbonate buffer with pH 10.5. Bioassay trays were 

kept at 25 ±1°C, relative humidity 60 ± 5% and 16 hours light / eight hours darkness. The 

number of dead larvae and larvae remaining at the first instar were recorded after seven 

and ten days. 

4.2.3. CELL VIABILITY ASSAY 

 

The cytocidal activity of Cry1Ia38 protoxin and activated toxin were performed based on 

cell viability, as described previously in 2.2.16.2 section, on Sf21 cells. Ten microliters 

of different concentrations of protoxin and trypsin activated protein Cry1Ia38  (20, 4, 0.8 

and 0.16 μg / ml) were seeded into each well of a 96-well plate containing 2×106 cells / 

ml. After 24 hours of treatment the number of viable Sf21 cells was measured by adding 

20 μl of the CellTiter 96® AQueous One Solution to each well and measuring the 

absorbance at 490 nm wavelength in a spectrophotometer. The morphological changes of 

Sf21 cells were recorded after 24 hour exposure to protoxins and activated toxin of 

Cry1Ia38 protein. 
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4.2.4. EXPRESSION, PURIFICATION AND ACTIVATION OF THE 

CRY1IA38-I116V MUTANT 

 

Expression, extraction, purification and activation of the Cry1Ia38 mutant were 

performed as previously described for the Cry1Ia38 protein. 

4.2.5. ASSESSMENT OF THE INSECTICIDAL ACTIVITY OF 

CRY1IA38-I116V 

 

 The insecticidal and cytocidal activities of the Cry1Ia38 mutant (Cry1Ia38-I116V) were 

studied on first instar larvae of O. nubilalis, G. molesta, S. exigua and S. littoralis and on 

Sf21 cells. 

 

4.2.5.1. BIOASSAY 

 

Toxicity and growth inhibitory activity of two concentrations of 100 and 1000 ng/cm2 of 

protoxin and activated toxin of Cry1Ia38 mutant was studied against O. nubilalis, G. 

molesta, S. exigua and S. littoralis larvae based on surface contamination method. 

Bioassay experiments were performed in three replicates and 48 first instar larvae were 

used in each replicate.  

4.2.5.2. CELL VIABILITY ASSAY 

 

Cell viability was assayed using CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent based on 

tetrazolium salt (MTT- 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl) 2,5-diphenyl-2H-tetrazolium 

bromide) reduction method. The cytotoxic activity of protoxins and trypsinized toxin of 

Cry1Ia38-I116V protein was determined against Sf21 cells. The concentration of cells 

was measured with a Countess Automated Cell counter (Invitrogen). Then, 100 µl of cell 

suspension (in Grace’s medium without FBS) at a concentration of 2×106 cells/ml, was 

seeded into 96-well plates and incubated at 25°C at least for two hours. Subsequently, 10 
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µl of trypsin activated Cry1Ia38-I116V at several concentrations (0.16, 0.8, 4 and 20 

µg/ml) was added into each well. Cell viability was measured at different times (16, 24 

and 48 hours) after exposure to Cry1Ia38-I116V, by adding 20 µl of CellTiter 96® 

AQueous One Solution reagent. After two hours of incubation, the amount of formazan 

produced (proportional to the number of living cells) was measured by absorbance at 490 

nm with a spectrophotometry plate reader (Tecan Infinite Pro200). Negative and positive 

control wells received 10 µl of either protein buffer (50 mM Na2CO3 buffer, 100 mM 

NaCl, pH 10.5) or 0.2% Triton X-100, respectively. The percentage of viability was 

calculated as: [(Absorbance sample - Absorbance positive control) / (Absorbance 

negative control - Absorbance positive control)] x 100. The viability assays were carried 

out in duplicate and repeated three times. Analyses were conducted with GraphPad Prism 

software. 

4.2.6. EXPRESSION, PURIFICATION AND ACTIVATION OF CRY1IA7 

PROTEIN 

 

The Cry1Ia7 protein is derived from a Spanish Bt strain, called HU4-2 (Martínez et al. 

2004) The amino acid sequences of two proteins Cry1Ia7 and Cry1Ia38  are 96% similar. 

These two proteins differ in 27 amino acids out of 719 total amino acids in their protein 

sequences. The insecticidal activity of these two proteins, derived from different Iranian 

and Spanish strains of Bt, was compared. Cry1Ia7 protein was expressed in E. coli BL21 

(DE3) recombinant cells. The expression, extraction and purification of Cry1Ia7 protein 

was carried out according to the method described for Cry1Ia38 protein. The small amino 

acid difference seems to be effective in stability of protein in the buffer. The suitable 

buffer for Cry1Ia7 protein is 50 mM carbonate buffer, 100 mM sodium chloride at pH 11.  

4.2.7. ASSESSMENT OF THE INSECTICIDAL AND CYTOCIDAL 

ACTIVITY OF CRY1IA7 PROTEIN 

The insecticidal activity of Cry1Ia7 protein was investigated against first instar larvae of 

O. nubilalis, G. molesta, S. exigua and S. littoralis. The cytocidal activity of trypsin 

activated Cry1Ia7 was assessed against Sf21 and Hi5 cells. Bioassays of the Cry1Ia7 

protoxin at a concentration of 1000 ng/cm2 on first instar larvae of G. molesta and S. 
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littoralis based on the surface contamination method were performed. The activated toxin 

activity of Cry1Ia7 protein was tested in the same way. Bioassay experiments were 

performed in three replications and 48 first instar larvae were used in each replicate. The 

procedure for conducting bioassay experiments was carried out in accordance with the 

previous section. The cell viability assay with Cry1Ia7 activated toxin was carried out 

base on tetrazolium salt reduction method as described in the previous section. For this 

assay, 100 μl of Sf21 and Hi5 cells with a concentration of 2×106 cells / ml were treated 

with 10 μl of Cry1Ia7 toxin with four diferent concentrations of 20, 4, 0.8 and 0.16 μg/ml. 

The percentage of viable cells was recorded 16, 24 and 48 hours after exposing to the 

toxin. 

4.3. RESULTS AND DISCUSSION 

4.3.1. EXPRESSION, PURIFICATION AND ACTIVATION OF 

CRY1IA38 PROTEIN 

Cry1Ia38 protein was expressed in E. coli BL21 (DE3) cells and a protein with a 

molecular weight of 80 kDa was obtained as a protoxin. After activating 80 kDa protein 

with the trypsin enzyme, the activated form of Cry1Ia38 toxin, with a molecular weight 

of 50 kDa, was obtained (Fig. 4.2). The concentration of Cry1Ia38 protoxin and activated 

toxin was estimated by densitometry using TotalLab Quant software (version 12.3), using 

bovine serum albumin, as a standard protein. 
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Fig. 4. 2. Expression, purification and activation of Cry1Ia38 protein. Panel A; lanes 

1 to 3: Protein expression in E. coli cells, M: Pink pre-stained protein ladder, Nippon 

genetics, lane 4: Cry1Ia38 protein after purification, lanes 5 and 6: Cry1Ia38 protein 

after dialysis, lane 7: flow thorough. Panel B; lanes 1 to 4: Four different 

concentrations of BSA as standard protein 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 mg/ml, M: Protein 

Marker, Lane 5: Cry1Ia38 purified and dialyzed protoxin and lane 6: Cry1Ia38 

activated toxin. The arrow indicates Cry1Ia38 protoxin. 

 

4.3.2. THE INSECTICIDAL ACTIVITY CRY1IA38 TOXIN 

 

The insecticidal activity of Cry1Ia38 protoxin and trypsin activated toxin was investigated 

at a single concentration of 1000 ng/cm2 against first instar larvae of O. nubilalis, S. 

exigua, G. molesta, S. littoralis and H. armigera. The results of bioassays performed with 

the Cry1Ia38 protein are presented in Table 4.1. Based on the results, Cry1Ia38 protoxin 

and activated toxin had the highest level of toxicity on G. molesta larvae. Also, Cry1Ia38 

protoxin caused 100% moratality on O. nubilalis larvae, while Cry1Ia38 activated toxin 

causes 45% mortality on the first instar larvae of O. nubilalis. In other words, there is a 

significant difference (p-value = 0.0003) between the susceptibility of first instar larvae 

of O. nubilalis to protoxin and activated toxin of Cry1Ia38. However, there was no 
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significant difference between the susceptibility of the larvae of other tested lepidopteran 

pests to Cry1Ia38 protoxin and activated toxin. As shown in the table, S. exigua, S. 

littoralis and H. armigera larvae showed lower susceptibility to Cry1Ia38 protein. As a 

result, G. molesta and O. nublalis were recognized as the most susceptible hosts for 

Cry1Ia38 protein. 

Table 4. 1. Toxicity of protoxin and trypsin activated Cry1Ia38 against lepidopteran 

first instar larvae (Mortality ± standard error).  

Cry1Ia38  protein 

)2Activated toxin (1000 ng/cm )2Protoxin (1000 ng/cm Insect species 

b 9 ± 45 a* 0 ± 100 O. nubilalis 

c 10 ± 17 b 10 ± 20 S. exigua 

a 0 ± 100 a 0 ± 100 G. molesta 

c 4 ± 13 b 2 ± 15 S. littoralis 

c 0 ± 0 c 0 ± 0 H. armigera 

 

* Statistics of one-way ANOVA analysis for each column data are included, and the 

analyses which rendered P values lower than 0.05 were followed by Tukey test. Different 

letters within each column represent statistical significant differences (Tukey test P-

value\0.05) among different insect species used. 

 

4.3.3. THE CYTOCIDAL ACTIVITY OF CRY1IA38 PROTEIN 

AGAINST SF21 CELLS 

 

The cytocidal Activity of the Cry1Ia38 protein was investigated against Sf21 cell line. 

The percentage of viable Sf21 cells was determined according to the percentage of live 

cells in the negative and positive controls, which received 50 mM carbonate buffer (pH 

10.5) and Triton X-100 0.2%, respectively. The results showed that Cry1Ia38 protoxin 
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and activated toxin had no toxicity for Sf21 cells. Also, there was a statistically significant 

difference between the percentage of live viable cells after exposure to different 

concentrations (p-value = 0.8745) of protoxin and active toxin (p-value = 0.5106). (Figure 

4.3). Most of the Sf21 cells (90%) were alive and metabolically active after exposing to 

the highest concentration (20 μg/ml) of Cry1Ia38 protoxin and activated toxin for 24 

hours. No morphological changes weres observed in Sf21 cells after being incubated with 

the Cry1Ia38 protein for 24 hours (Fig. 4.4). 

 

 

Fig. 4. 3. Susceptibility of Sf21 cells to protoxins and trypsin activated Cry1Ia38 

protein. Bars represent percentages of viability after 24 h of exposure to different 

concentration of Cry1Ia38 protein. SE of the results from three different experiments 

were represented in each bar. 
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Fig. 4. 4. Sf21 cells after treatment with Cry1Ia38 protoxin and activated toxins. 

Morphological changes recorded after 24 h of exposure to different concentrations of 

protein. Bars in the figure represent 50 µm.  

 

4.3.4. EXPRESSION, PURIFICATION AND ACTIVATION OF THE 

CRY1IA38-I116V PROTEIN 

 

Cry1Ia38-I116V protein was also expressed in E. coli BL21 (DE3) cells. As a result, a 

protein with a molecular weight of 80 kDa was purified from the cells of E. coli as a 

protoxin. Cry1Ia38-I116V protoxin with a molecular weight of 80 kDa was activated with 

a 1:10 weight/weight ratio of trypsin and resulted in an active form of Cry1Ia38 -I116V 

toxin, with a molecular weight of 50 kDa (Fig. 4.5). The concentration of protoxin and 

activated toxin of Cry1Ia38-I116V was determined using four different concentrations of 

BSA, by densitometry using a Total-Lab software. 
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Fig. 4. 5. Expression, purification and activation of the Cry1Ia38-I116V protein. Panel 

A: Lanes 1 to 3: Protein expression in E. coli cells Lane 4: Flow thorough , M: Protein 

markers, Lanes 5-6: Protein Cry1Ia38-I116V After purification and dialysis, and panel 

B, lanes 1 to 4: four concentrations of BSA standard protein 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 

mg/ml, M: Protein Marker, lanes 5 and 6: activated, purified, and dialyzed Cry1Ia38-

I116V toxin, and lanes 6 and 7: purrified and dialyzed protoxin Cry1Ia38-I116V. The 

arrow in Figure refers to the protoxin Cry1Ia38-I116V. 

 

4.3.5. THE INSECTICIDAL ACTIVITY OF CRY1IA38-I116V TOXIN  

 

The insecticidal activity of protoxin and activated toxin of Cry1a38-I116V at 

single concentration of 1000 ng /cm2 was assessed against first instar larvae of O. 

nubilalis, S. exigua, G. molesta and S. littoralis. Bioassay results indicated that activated 

toxin of Cry1Ia38-I116V did not have insecticidal activity on the studied insects. While 

the protoxin of mutant was highly toxic for G. molesta and O. nubilalis, causing 100 and 

95% mortality on treated larvae. There is no significant difference between the 

susceptibility of O. nubilalis and G. molesta to activated toxin of Cry1Ia38-I116V. 
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Table 4. 2. Toxicity of protoxin and trypsin activated Cry1Ia38-I116V against 

lepidopteran first instar larvae (Mortality ± standard error). 

Cry1Ia38 -I116V protein 

)2Activated toxin (1000 ng/cm )2Protoxin (1000 ng/cm Insect species 

5 ± 11 *a2 ±95  O. nubilalis 

0 ± 0 b± 312  S. exigua 

2 ± 4 a 0 ± 100 G. molesta 

2 ± 4 b 2 ± 4 S. littoralis 

* Statistics of one-way ANOVA analysis for each column data are included, and the 

analyses which rendered P values lower than 0.05 were followed by Tukey test. Different 

letters within each column represent statistical significant differences (Tukey test P-

value\0.05) among different insect species used. 

 

4.3.6. THE CYTOCIDAL ACTIVITY OF CRY1IA38-I116V PROTEIN  

 

The results of cell viability assays showed that Cry1Ia38 -I116V protoxin and 

activated toxin have no cytocidal activities against Sf21 cell line. No significant 

differences were observed between the percentage of viable cells after exposure to 

different concentrations of protoxin (p-value = 0.2821) and activated toxin (p-value = 

0.2305) of Cry1Ia38-I116V protein (Figure 4.6). No morphological changes were 

observed in Sf21 cells exposing to the highest concentration (20 μg/ml) of protoxin and 

activated Cry1Ia38-I116V protein (Fig. 4.7). 
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Fig. 4. 6. Susceptibility of Sf21 cells to protoxins and trypsin activated Cry1Ia38-I116V 

protein. Bars represent percentages of viability after 24 h of exposure to different 

concentration of Cry1Ia38-I116V protein. SE of the results from three different 

experiments were represented in each bar. 

 

Fig. 4. 7. Sf21 cells after treatment with Cry1Ia38-I116V protoxin and activated toxins. 

Morphological changes recorded after 24 h of exposure to different concentrations of 

protein. Bars in the figure represent 50 µm.  
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4.3.8. EXPRESSION, PURIFICATION AND ACTIVATION OF CRY1IA7 

PROTEIN 

 

The expression of the Cry1Ia7 gene in E. coli BL21 (DE3) cells resulted in 

production of a protein with molecular weight of 80 kDa. After trypsin activation of 80 

kDa protoxin, a stable core of 50 kDa, called activated toxin, was obtained (Fig. 4.8). 

 

Fig. 4. 8. Expression, purification and activation of Cry1Ia7 protein. Panel A: Lanes 

1-4: Protein expression in E. coli cells, Lanes 5 and 6: Flow thorough, M: Protein 

markers, Lane 7: Cry1Ia7 protein. Panel B; Lanes 1-4: Four different concentrations 

of the standard protein BSA (0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 mg/ml), M: Protein markers, Lanes 

5 and 6 Activated, purified, and dialyzed Cry1Ia7 toxin. The arrow refers to the 

expression of Cry1Ia7 protoxin. 

 

4.3.9. THE INSECTICIDAL ACTIVITY OF CRY1IA7 TOXIN  

 

Based on the bioassay results, Cry1Ia7 activated toxin was not highly toxic in the 

tested concentration of 1000 ng/cm2 for first instar larvae of O. nubilalis, G. molesta, M. 

brassicae and S. littoralis. There was no significant difference between the susceptibility 

of the tested larvae to Cry1Ia7 activated toxin (p-value> 0.05). While the Cry1Ia7 

protoxin was highly toxic for G. molesta and O. nubilalis first instar larvae (Table 4.3).  
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Table 4. 3. Toxicity of protoxin and trypsin activated Cry1Ia7 against lepidopteran first 

instar larvae (Mortality ± standard error). 

Cry1Ia7 protein 

)2Activated toxin (1000 ng/cm )2Protoxin (1000 ng/cm Insect species 

5 ± 21 1a5 ±90  O. nubilalis 

11 ± 21 a 0 ± 100 G. molesta 

6 ± 9 2- M. brassicae 

4 ± 13 b 2 ± 15 S. littoralis 

1) Statistics of one-way ANOVA analysis for each column data are included, and the 

analyses which rendered P values lower than 0.05 were followed by Tukey test. Different 

letters within each column represent statistical significant differences (Tukey test P-

value\0.05) among different insect species used. 

2) The sign (-) indicates not analyzed. 

 

4.3.10. THE CYTOCIDAL ACTIVITY OF CRY1IA7 PROTEIN  

 

The cytocidal activity of Cry1Ia7 toxin was assessed against two lepidopteran 

insect cell lines, Sf21 and Hi5. Results showed that there was no significant difference 

between percentage of viability of Sf21 and Hi5 cells after being exposed to Cry1Ia7 

toxin for 16 and 24 hours (Fig. 4.9; A and B ). However, after 48 hours of incubation of 

the tested cell lines with the highest concentration of toxin, 40% of the Sf21 and Hi5 cells 

lost their metabolic activity (Figure 4.9, C). Results indicate that Cry1Ia7 toxin has no 

significant cytocidal activity in the concentrations used for Sf21 and Hi5 cell lines. 

The results of microscopic observation on the morphological changes of the cells 

exposed to Cry1Ia7 toxin show that, after 48 hours, Sf21 and Hi5 cells were affected by 

the highest concentration of the toxin. Destruction of the cell wall was evident in swollen 

and balloon-shaped cells (Fig. 4.10). 
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Fig. 4. 9. Susceptibility of Sf21 and Hi5 cells to trypsin activated Cry1Ia7 protein. Bars 

represent percentages of cell viability after exposure to different concentration of 

Cry1Ia7 protein. SE of the results from three different experiments were represented 

in each bar. The percentage of viable cells were measured after being subjected to 

Cry1Ia7 toxin for 16 hours (A), 24 hours (B) and 48 hours (C). 
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Fig. 4. 10. The morphological changes of Hi5 (A) and Sf21 (B) cells after exposure to 

the highest concentration (20 μg/ml) of Cry1Ia7 activated toxin. Bars in the figure 

represent 50 µm. The black arrows point to the damaged cells. 

 

As previously discussed, different strategies are being developed to deal with the 

resistance problems of insect pests to Bt-based insecticides. To maximize the effect of Bt 

toxins and to overcome the resistance or at least delay the resistance of pests, several 

toxins from Bt with different mode of action are commonly used in formulations based 

on Bt or in transgenic plants. But the important point is that so far, few Bt toxins have 

been identified that have a different mode of action. Therefore, the study of new cry genes 

for the production of recombinant bacterial strains and transgenic plants has a great 

importance. Since Cry1I proteins have a different mode of action comparing to other 

three-domain Cry proteins, they can be pyramided with other Bt toxins to reduce pest 

resistance.  

Based on the result of this thesis, cry1Ia38 gene from B. thuringiensis IE-1 strain, was 

successfully cloned. The complete sequence of this gene encodes a protein of 720 amino 

acids with a length of 2160 nucleotides. The newly identified gene was sent to the Bt δ-
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endotoxin Nomenclature Committee (http://www.btnomenclature.info) and assigned the 

name "Cry1Ia38". 

Protoxin of all three studied proteins, Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V and Cry1Ia7, had the 

same molecular weight, about 80 kDa. The estimated molecular weight is common for 

Cry1I family (Song et al., 2003; Ruiz de Escudero et al., 2006; Guo et al., 2009; Zhao et 

al. al. 2015). Also, trypsin activated toxin was studied in these three proteins, resulted a 

stable core with a molecular weight of 50 kDa. The three-dimensional structure of the 

three proteins was investigated and compared with the structure of other known Bt toxins, 

including Cry1Aa, Cry23 / 37, Cyt2Aa, and Vip2Aa (Fig. 4.12). The difference in amino 

acids sequences of the three proteins Cry1Ia38, Cry1Ia38 -I116V and Cry1Ia7 were 

shown in Figure 4.11. 

Many of the Cry1I proteins have been identified and described, and their insecticidal 

activity against pests from several orders have been evaluated , including Spodoptera 

spp., Manduca sexta, Cydia pomonella, Agrotis ipsilon, Earias insulana, Plutella 

xylostella, Prays olea, Telchi licus licus, Bombyx mori, H. armigera, T. ni, Ostrinia spp., 

H. zea, Pyrrhalta aenescens , Leguminivora glycinivorella, Epiphyas postvittana, 

Artogeia rapae, L. decemlineata, Anthonomus grandis and Tenebrio molitor (Tailor et 

al., 1992; Koo et al., 1995; 1998; Choi et al., 2000; Tounsi et al. 2003; Song et al., 2003; 

Boncheva et al., 2006; Ruiz de Escudero et al., 2006; Martins et al., 2007; Grossi-de-Sa 

et al., 2007; Guo et al., 2009; Dammak et al., 2010; Craveiro et al., 2010; Dammak et al., 

2011; Guo et al., 2011; Bergamasco et al., 2013; Zhao et al., 2015; Shin et al., 2015; 

Oliveira et al., 2016; Khorramnejad et al., 2018). 

The bioassay results of the three studied proteins showed that activated toxin of all three 

proteins was highly toxic for G. molesta and O. nubilalis larvae. Also, O. nubilalis larvae 

showed a high susceptibilty to Cry1Ia38 protoxin. In contrast, S. exigua, S. littoralis, H. 

armigera and M. brassicae were not highly susceptible to Cry1Ia proteins. The findings 

of these assays were supported by earlier studies pointing to the activity of Cry1Ie1 and 

Cry1Ie2 toxins, against Ostrinia species and the absence of susceptibility of S. exigua and 

H. armigera larvae to Cry1Ie toxins (Zhao et al., 2015). It is noteworthy that the 

insecticidal activity Cry1Ia protoxin was higher than that of activated toxin. The 
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insecticidal activity of protoxin, activated toxin (monomer) and Cry1Ie oligomers were 

investigated on P. xylostella larvae (Guo et al., 2009). Based on the bioassay results, LC50 

values were 14, 21 and 1400 micrograms per milliliter, respectively for protoxin, 

monomer and oligomer. As a result, Cry1Ie protoxin was the most toxic one for P. 

xylostella larvae (Guo et al., 2009). It has been demonstrated that Cry1Ab and Cry1Ac 

protoxins are toxic for resistant insect population comparing to their active toxins 

(Tabashnik et al., 2015). In the case of Cry1Ac toxin, it has also been reported that there 

is no significant difference between calculated LC50 values for protoxin and Cry1Ac-

activated toxin versus CF-203 cell line (Li et al., 2018). The results of SDS-PAGE and 

Western blot indicate that 130 kDa protoxins have been the cause of the death of CF-203 

cells, and protoxin has not been converted to active toxin. It is also interesting that the 

two toxins Cry1Ia38 and Cry1Ia38-I116V exhibited different insecticidal activity despite 

the difference in only one amino acid.  

Several studies have been performed on the insecticidal activity of Cry1I protein family, 

but there is no report of the cytocidal activity of these toxins. In the present work, for the 

first time, the cytocidal activity of the three Cry1Ia proteins was studied. Therefore, the 

results of the cytocidal activity of Cry1Ia proteins were compared with the bioassay 

results of other studies. Previous studies showed that, Cry1Ia7, Cry1Ie1 and Cry1Ie2 were 

not toxic for S. frugiperda and T. ni larvae (Ruiz de Escudero et al., 2006; Zhao et al., 

2015) similarly to present results. However, the susceptibility of S. frugiperda larvae and 

Sf21 or Hi5 cells to Cry1Ia, Cry1Ia10 and Cry1Ia12, in other studies, were contradictory 

with our results (Martins et al., 2007; Grossi-de-Sa et al., 2007; Bergamasco et al., 2013; 

Oliveora et al., 2016). The variation in the activity of Cry1I proteins could be due to 

differences in allele resulting in different proteins which finally affects the insecticidal 

activity. Moreover, the differences in the virulence of different Cry1I proteins, could be 

due to differences in susceptibility of tested insect pests in various studies (Hernández-

Martinez et al., 2008). 
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Fig. 4. 11. The alignment of the amino acid sequences of Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V and Cry1Ia7 proteins. The amino acids shown in 

red indicate the differences in amino acids sequences (www.uniprot.org).

http://www.uniprot.org/


155 

 

 

 

Fig. 4. 12. Comparison of the 3D structure of Bt toxins. The above image shows the 

structure of the 3D structure of known Bt toxins (Bravo and Soberón, 2008). (a) The 

Cry1Aa protein. b) Cry23Aa/Cry37Aa binary toxin, c) Cyt2A, and d) Vip2Aa toxin. The 

below image indicates the three-dimensional structures of the three used proteins in 

this thesis, Cry1Ia38, Cry1Ia38-I116V and Cry1Ia7. The difference in the sequence of 

amino acids is marked in red. In the image of the three-dimensional structure of the 

Cry1Ia3 -I116V toxin, the red arrow points to the amino acid number 116. Three-

dimensional structures of Cry1Ia toxins were modeled using the Phyre2 software 

(Kelley et al., 2015). 

 

Based on the results obtained in this chapter, the new Cry1Ia38 toxin was found toxic for 

G. molesta and O. nubilalis first instar larvae. Also, the slight differences in the nucleotide 

sequence of Cry1Ia38 resulted in significant differences in the activity of Cry1Ia38-I116V 

mutant and Cry1Ia7 protein. But it is noteworthy that the toxicity of Cry1Ia protoxins was 
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greater than the trypsin-activated toxins. Cry1I proteins, despite their distinctive and 

unique properties, are included in the Cry1 protein group. Therefore, for the upcoming 

chapter, two questions are arisen: 1. Do Cry1I proteins have the same mode of action as 

other three domain Cry proteins? Focusing on this fact that, do Cry1Ia proteins form 

oligomeric structures? And the second question is 2. Is there any association between 

oligomerization and insecticidal activity of Cry1Ia protein? The answers to these 

questions are given in the following chapter. 
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CHAPTER FIVE 

ASSOCIATION BETWEEN OLIGOMERIZATION AND 

INSECTICIDAL ACTIVITY OF BACILLUS tHURINGIENSIS 

Cry1Ia TOXIN 
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5.1. INTRODUCTION 

 

Insecticidal activity of Bt toxins relies on the ingestion of parasporal crystalline inclusions 

to reach to the midgut epithelium. Once ingested by the susceptible larvae, parasporal 

crystals dissolved by the pH conditions of the midgut and converted to protoxins. The 

solubilized protoxins are cleaved by host midgut proteases yielding protease resistant 

core. Toxin insertion leads to pore formation, cell lysis, disruption of midgut epithelial 

cells and eventually insect death (de Maagd et al., 2003; Bravo et al., 2007). According 

to the sequential binding model, after proteolytic activation of Cry1A proteins, monomers 

bind to the cadherin receptors that leads to conformational changes and proteolytic 

cleavage. This binding triggers the second proteolytic cleavage that leads to toxin 

oligomerization, membrane insertion and pore formation (Vachon et al., 2012). Oligomer 

formation of the Cry proteins prior to toxin insertion into membrane has been described 

as a major step in toxicity process of Bt toxins (Gomez et al., 2002). The sequential 

binding of Cry toxins to at least two receptor molecules resulting in oligomer formation, 

has been greatly investigated in the case of Cry1A toxins (Hara et al., 2003; Jiménez-

Juárez et al., 2007; Arenas et al. 2010; Pardo-López et al., 2013). 

Oligomerization has been studied in several wild type and mutant Bt toxins such as; 

Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca, Cry1Da, Cry1Ea, Cry1Fa, Cry1Ie, Cry3Aa, Cry3Ba, 

Cry3Ca, Cry4Ba, Cry11Aa, Cry64Aa1, Cyt1Aa, Sip, and Vip (Tingue et al., 2001; 

Rausell et al., 2004; Herrero et al., 2004; Pérez et al., 2007; Fabrick et al., 2009; Groulx 

et al., 2011; Carmona et al., 2011; López-Diaz et al., 2013; Khomkhum et al., 2015; Abe 

et al., 2017; Palma et al., 2017). It has been claimed that oligomer formation, as an 

intermediate responsible for pore formation, is a conserved mechanism for different Cry 

proteins (Rausell et al., 2004; Muñoz-Garay et al., 2009). 

Among the characterized cry genes, the cry1I gene family has unique traits: (a) these 

genes are usually silent in Bt strains but can be expressed in E. coli cultures, (b) Cry1I-

type proteins do not accumulate in crystals, but because of their similar structure to other 

Cry1 proteins, were classified in this group, (c) Cry1I protoxins have a molecular weight 

of 70 to 81 kDa (usually, the molecular weight of Cry1 protoxins is about 130 kDa) and 
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(d) they are toxic for lepidopteran and coleopteran pests (Tailor et al., 1992; Choi et al.,

2000). 

Clear understanding of Bt toxins mode of action is critical for enhancing and sustaining 

their efficacy against pests. In the present work, for the first time, oligomer formation of 

Cry1Ia toxins, as an important step in the mode of action of Cry toxins in sequential 

binding model, has been examined. Indeed, Cry1I family proteins display several specific 

and remarkable characteristics including unique molecular weight of protoxins compare 

to the other members of Cry1 family and dual activity against lepidopteran and 

coleopteran pests (Tailor et al., 1992; Choi et al., 2000; Khorramnejad et al., 2018). In 

this chapter, the association between the formation of oligomeric structures and the 

insecticidal activity of Cry1Ia toxin was also investigated. 

The binding behavior of Cry3A, Cry3B and Cry3C proteins and theri ability to bind to 

receptors on the brush border membrane vesicles from Colorado potato beetle, L. 

decemlineata, were examined. Based on the results, all three Cry3 proteins have the same 

binding site and compete for the common biding sites. The formation of oligomeric 

structures was also studied in these proteins. Based on the obtained results, Cry3 toxins 

formed oligomeric structure similar to Cry1A toxins. Moreover, positive and direct 

correlation has been found between the oligomer formation and the pore formation by 

these proteins in the midgut of L. decemlineata (Rausell et al., 2004). 

In the research performed by Likitvivatanavong et al. (2005), the formation of oligomeric 

structures and toxicity of Cry4Ba mutants and wild type were studied and compared. The 

mutants have been prepared by substitution of alanine with other amino acids in helix α-

5 in domain I. All mutants produced a protein with a molecular weight of 130 kDa similar 

to the wild type. Insecticidal activity of the N183A mutant against the Stegomyia aegypti 

mosquito larvae was completely vanished. While insecticidal activity of the other four 

mutants was reduced significantly. Interestingly, the N183K mutant lost its ability to form 

oligomeric structure. Based on the results, the asparagine amino acid, located at position 

183, plays a major role in toxicity and the formation of the oligomeric structures of the 

Cry4Ba protein.  
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Previous studies have shown that Cyt1Aa toxin increases the insecticidal activity of 

Cry11Aa toxin. Because Cyt1Aa toxin acts as a receptor bound to the membrane for 

Cry11Aa toxin. In the case of Cry toxins, the binding of toxin to the receptor induces the 

formation of oligomeric structures. As a result, it is expected that the binding of Cry11Aa 

toxin to Cyt1Aa toxin as a receptor will lead to the formation of Cry11Aa oligomers. 

According to the study carried out by Pérez et al. (2007), the binding of Cry11Aa toxin 

to Cyt1Aa toxin resulted in the formation of an oligomer and the formation of pores in 

the epithelial cells of target insect pest. Also, Cyt1Aa toxin has a synergistic role and 

reduces the resistance of pests to Cry11Aa toxin. 

Silent cry1Ie gene in Bt strains was expressed by Guo et al (2009), and cloned in E. coli 

BL21 cells. Bioassay results showed that the 84 kDa Cry1Ie protein was toxic for P. 

xylostella, O. furnacalis and L. glycinivorella. After expression and purification of Cry1Ie 

protoxin, activation was done using the trypsin enzyme, and active toxin monomers were 

obtained. Glutaraldehyde as a cross-linker was added to the resulting protein solution. 

Then the protein solution was separated by size-exclusion chromatography. Based on the 

obtained results from chromatography, monomers and oligomers of Cry1Ie proteins were 

detected and purified. The Cry1Ie oligomers were observed as dimers and aggregations 

larger than tetramers. 

Different steps in the mode of action including receptor binding, oligomer formation and 

pore formation of Cry1Ab wild-type and eleven mutants have been studied (Rodríguez-

Almazán et al., 2009). The insecticidal activity of eleven mutants was assessed against 

M. sexta and compared with that of wild-type. The mutations that occurred in helix α-4 

of domain I of Cry1Ab toxin, completely eliminated the toxicity. These mutants lost their 

ability to bind to receptors and consequently oligomer formation. As a result, 

oligomerization seems to be an important and essential step in the toxicity of Cry toxins 

(Rodríguez-Almazán et al., 2009). 

The results of bioassays performed by Cry4Ba-E159K and Cry11Aa-V142D mutants 

against Aedes aegypti showed that the insecticidal activity of these mutants against the 

larvae has completely disappeared. Because these mutations lost their ability to form the 

oligomeric structures (Carmona et al., 2011). 



161 

 

 

It has been demonstrated that modified Cry1Ab protoxin has insecticidal activity towards 

resistant population of M. sexta. Also, oligomeric structures were observed in this 

modified protein (Gómez et al., 2014). 

The mode of action of Cry1Ab toxin (wild-type) and the mutants based on receptor 

binding, oligomerization and pore formation were studied on CF-1 cell line. Cry1Ab 

mutants lost their insecticidal activity against M. sexta larvae and CF-1 cells. But a 

mutation in the helix α-1 of Cry1Ab toxin resulted in an increase in the toxicity of this 

toxin on CF-1 cells. This mutant is able to form oligomeric structure without binding to 

receptors (Portugal et al., 2014). 

The interaction between Cry1Ac toxin and modified Cory1Ac toxin (Cry1AcMod) was 

evaluated against the midgut cells of Pectinophora gossypiella resistant and susceptible 

populations. The Cry1AcMod toxin has 56 amino acids less in N-terminal end of domain 

I (helix α-1) compare to the Cry1Ac. Based on the results, Cry1AcMod has the ability to 

form oligomeric structures without binding to the cadherin receptors. Moreover, the 

Cry1AcMod was 1,000 times more toxic for Cry1Ac toxin-resistant P. gossypiella larvae 

than Cry1Ac toxin. As a result, the resistance of P. gossypiella larvae to Cry1Ac toxin 

was due to reduced ability of the protein to bind to the receptor and to loss of the formation 

of oligomeric structures. The results of this study confirm the role of cadherin in the 

oligomerization of Cry toxins. Consequently, Cry1AcMod toxin can oligomerize and kill 

the host larvae without binding to the cadherin receptors, in resistant larvae that have 

mutated their cadherin (Ocelotl et al., 2015). 

The Cry46Aa1 protein, also called Parasporin-2 (PS2), has the ability to form oligomeric 

structures after binding to Glycosyl Phosphatidyl Inositol-binding protein (GPI-binding 

proteins) receptors. It should be noted that Cry46Aa1 proteins have cytocidal activity 

against human cancer cells (Abe et al., 2017). 

Xu et al. (2018) showed that activation of Cry2Aa protoxin with midgut juice of P. 

xylostella larvae is essential for the insecticidal activity of this toxin. The mutants from 

Cry2Aa toxin, mutated in the four and five alpha helix, do not form oligomer, and their 
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toxicity have been severely affected against P. xylostella larvae. The findings of these 

researchers point to the importance of forming oligomeric structures in the Cry2Aa toxin.  

Therefore, the formation of oligomeric structures in Cry1Ia toxin and the association 

between the formation of these structures and the toxicity of Cry1Ia toxin was considered 

as the hypothesis of this chapter. 

 

5.2. MATERIALS AND METHODS 

 

5.2.1 PREPARATION OF CRY1IA AND CRY1AB PROTEINS 

 

Oligomerization of Cry1Ab in solution and membrane-bound conditions, small or large 

unilamellar vesicles, cadherin-like peptide (scFv73), cadherin fragment, brush border 

membrane vesicles, insect cell lines or fraction of cell membrane, has been confirmed in 

several studies (Rausell et al., 2004; Gómez et al., 2014; Portugal et al., 2014; Nair and 

Dean 2015; Tanaka et al., 2016). Accordingly, Cry1Ab toxin was selected as a model 

(control) to study and confirm the oligomer formation of Cry1Ia7 protein. Therefore, Cry 

toxins oligomerization was studied in two proteins, Cry1Ab and Cry1Ia7, from a same 

family structurally related to each other. 

The Cry1Ab protein used in this study was obtained from E. coli GG094-208 recombinant 

strain donated by Dr. R.A. de Maagd (Wageningen University, Wageningen, 

Netherlands). Protein expression, extraction, purification, solubilization and activation 

were performed according to Sayyed et al. (2005). Brifiely, E. coli cells were cultured in 

TB culture medium (KH2PO4 17 mM, K2HPO4 72 mM, pH 10.8, 21.6 g yeast extract and 

0.36% glycerol, in one liter of water) containing 25 μg ampicillin per milliliter of culture 

medium at 37 ° C. Each gram of bacterial cells containing the expressed protein of 

Cry1Ab was mixed with three ml of lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 5 mM EDTA, 

100 mM NaCl) and 800 μg of lysozyme enzyme. The DNA in the protein mixture was 

digested with 50 μg / ml DNase enzyme. The mixture was kept at 37 ° C for one hour. 
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After centrifugation at 40,000 ×g for 40 minutes, the pellet containing Cry1Ab proteins 

was washed several times with the washing buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 1% Triton 

X-100, 1M NaCl). For solubilization of Cry1Ab protoxins, the solubilization buffer (50 

mM Na2CO3 pH 10.0, 100 mM NaCl, 10 mM dithiothreitol) was used for two hours at 

37 ° C with gentle agitation. The soluble protoxins of Cry1Ab was separetd from other 

parts (non-soluble materials) by centrifugation at 158000 ×g for 15 minutes. Activation 

of Cry1Ab protoxin was carried out by using the trypsin enzyme with a weight / weight 

ratio of ten mg of Cry1Ab protein to one mg of the trypsin enzyme at 37 °C for two hours. 

Purification of Cry1Ab activated toxin was performed by ion exchange chromatography 

using the MonoQ 5.5 column and in the ÄKTA 100 explorer system (GE Healthcare, 

United Kingdom). Initially, the buffer of Cry1Ab activated toxin was replaced by the 

dialysis buffer (20 mM Tris-HCl buffer at pH 9). The dialyzed protein was centrifuged at 

16000 ×g for 15 minutes at 4 °C. The obtained supernatant was filtered through 0.2 

micrometer filter nylon membrane. The filtered protein was loaded in the HiTrap Q HP 

(GE Healthcare) column with the volume of 5 ml. Cry1Ab protein was separated and 

washed from the column at the slope of 20 to 70% with 20 mM Tris-HCl buffer and 1 M 

NaCl (pH 9.0). One milliliter of the column flow thorough was obtained and analyzed on 

a 12% SDS-PAGE gel. 

As previously described, Cry1Ia protein was also taken from a Spanish Bt strain namely 

HU4-2. The protein expression, extraction, purification and activation of the Cry1Ia 

protein are described in 2.2.3 section. 

At the end, the concentration of Cry1Ab and Cry1Ia active toxins was estimated by 

densitometry using TotalLab Quant program version 12.3, employing bovine serum 

albumin, as a standard protein. 

 

5.2.2. INSECTS  

 

The formation of oligomeric structures on different cell derived models, insect cell lines 

and BBMV was studied. For host selection we paid attention to different aspects: (1) 
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Oligomerization was investigated on different cell derived models; insect cell line and 

brush border membrane vesicles. (2) Due to dual activity of Cry1I proteins, different 

insect species from Lepidoptera and Coleoptera orders were employed in our study, 

including; Ostrinia nubilalis and Lobesia botrana neonates and cell line from Spodoptera 

frugiperda (Sf21) from lepidopteran pests and Leptinotarsa decemlineata neonates from 

coleopteran pests. (3) Susceptibility of the selected insect species to Cry1Ab and Cry1Ia 

toxins, had been taken into account to categorize the selected host into susceptible and 

non-susceptible (or tolerant) groups. 

Two different lepidopteran species, L. botrana (Lep.: Tortricide) and O. nubilalis Hübner 

(Lep.: Crambidae), and one coleopteran species, Colorado potato beetle (CPB) L. 

decemlineata (Col.: Chrysomelidae) were used in this study. The insect species were 

reared on the artificial diet as described before (Lozzia and Manachini 2003; Ruiz de 

Escudero et al., 2007)  and kept at 25 ± 3°C with 70 ± 5% RH and a photoperiod of 16/8 

h (light/dark). 

Lepidopteran cell line, Sf21, from ovaries of fall armyworm S. frugiperda (Lep.: 

Noctuidea) was employed for oligomer formation assays. Sf21 cells were maintained on 

Grace’s medium (Gibco® Life technologiesTM, Carslbad, CA) supplemented with 10% 

FBS (fetal bovine serum) in 25 cm2 cell culture flask. Insect cell line was maintained 

under the conditions recommended by the supplier. Cell concentration was measured by 

countess automated cell counter (Invitrogen).   

5.2.3. INSECT DISSECTION AND BBMV PREPARATION 

 

Midguts were dissected from fifth-instar larvae of O. nubilalis and forth-instar larvae of 

L. decemlineata. The dissected midguts were rinsed in ice-cold MET buffer, 0.3 M 

mannitol, 5 mM EGTA, 17 mM Trsi-HCl pH7.5, preserved in liquid nitrogen and kept at 

-80°C until use.  Brush border membrane vesicle (BBMV) was purified from dissected 

midguts of last instar larvae of O. nubilalis and L. decemlineata and whole insect (last 

instar larvae) of L. botrana, by the differential magnesium precipitation method 

(Wolfersberger et al., 1987), as modified by Escriche et al., (1995). Purified BBMVs were 
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quantified by Bradford protein assay and stored at -80°C. In the case of the last-larvae of 

L. botrana, midgut was not disected and BBMV was prepared from the whole larvae body 

because their very small size. In the case of L. botrana, the total larvae were mixed with 

nine times of MET buffer volume to the weight. The whole process of BBMV was made 

on ice. The large intestinal components that were not well homogenized were separated 

by centrifugation for 15 minutes at 4 ° C at 2500 ×g. The supernatant was centrifuged 

again for 30 minutes at 4 ºC at 31000 ×g. The resulting mixture was kept on ice for 15 

minutes. The supernatant and pellet were separated by centrifugation for 15 minutes at 4 

° C and 2500 ×g. The final sample was mixed, with 12 mM MET buffer. The 50 and 100 

μl fractions of purified BBMV were stored in liquid nitrogen after concentration 

determination using Bradford method, and stored in a freezer at -80 ° C. 

 

5.2.4 BIOTIN LABELLING 

 

After the incubation of Cry1Ab and Cry1Ia7 proteins with structures derived from insect 

cells (BBMV and / or insect cell line), the proteins have to be visualized by western blot 

technique. For detecting the desired protein in western blot technique, specific antibody 

is needed. Another alternation is to label the desired protein with biotin. Therefore, in the 

case of the Cry1Ab protein, a polyclonal specific antibody available in the University of 

Valencia, Biotechnological Control of Pest Laboratory, was employed. However, to 

detect the Cry1Ia protein, due to the lack of specific anti-antibodies, Cry1Ia protein was 

labelled with biotin. 

Biotin or vitamin B7, in fact, is a coenzyme for carboxylase enzymes that contribute to 

the formation of fatty acids, carbohydrates, and amino acids. In biochemistry, 

biotinylation is referred to as a process that biotin binds to a protein, nucleic acid, or other 

molecules. Biotinylation is a very accurate, specific, and fast process, and does not disrupt 

the natural activity of the molecules attached to, due to the small size of the biotin 

(molecular weight equal to 244.31 g / mol). Biotin is linked to streptavidin and avidin 

with a high affinity and specificity. In this method (biotin labelling) appropriate 
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concentration of biotin reagent was incubated with Cry1Ia protein. After two hours 

incubation time at room temperature, biotin molecules were attached to the Cry1Ia 

protein, which itself can bind a large number of streptavidin and avidin protein molecules, 

which ultimately led to increased sensitivity in detecting the desired protein. 

The trypsin activated Cry1Ia was labeled with biotin using the Protein Biotinylation Kit, 

according to the manufacturer's instructions. Prior to labelling the protein, Cry1Ia 

activated toxin was dialyzed in sodium carbonate buffer (40 mM Na2CO3  pH 6.8) for 

one night at 4 ºC. The dialyzed protein was centrifuged for 15 minutes at 16000 ×g, at 4 

° C. The supernatant was collected and the concentration of protein was determined in 

the supernatant. According to the manufacturer's instructions, each 1000 micrograms of 

Cry1Ia protein was incubated with 40 μl of biotin label and kept at room temperature for 

one hour. Then, the labelled proteins were passed through the PD-10 desalting column 

(GE Healthcare), which was previously balanced with 1X phosphate saline buffer. The 

eluted fractions were quantified by NanoDrop 2000 spechtophotometer (Thermo 

scientific), analysed by 12% SDS-PAGE and verified by western blot. Due to instability 

of Cry1Ia proteins in pHs lower than 11 and therefore loss of huge amount of protein in 

dialysis prior to biotin labelling, several fractions of biotinylated Cry1Ia were pooled and 

concentrated by using an Amicon Ultra-4 10K centrifugal filter device (Millipore). 

5.2.5. STUDYING THE OLIGOMERIC STRUCTURES USING SF21 

CELL LINE 

 

For the oligomerization assays, after suspending confluent monolayer growing Sf21 cells 

in fresh Grace’s medium without FBS, cell concentration was measured by countess 

automated cell counter. Then, 100 µl of cell suspension by the concentration of 2×106 

cells/ml were seeded into 96-well plates and incubated at 25°C at least for 30 min. Later, 

20 µl of activated toxins (biotinylated Cry1Ia7 and unlabelled Cry1Ab) with the 

concentration of 0.2 µg/µl (final concentration of protein in each well is 0.03 µg/µl) were 

added to the cells and the plates were incubated for 3 hours at 25°C. The control wells 

received 20 µl of 50 mM carbonate buffer (pH 10.5). After the incubation time, the treated 

cells were collected and transferred to a clean micro-tube. The cells were pelleted by 
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centrifugation at 16,200 ×g, 4°C for 15 min. The supernatants containing unbound 

preoteins, were kept to compare with the pellet in the western blot analysis. The proteins 

bound to the Sf21 cells were resuspended in 200 µl of 50 mM carbonate buffer pH 10 and 

recovered by centrifugation 45 min at 18,800 ×g. The supernatant was discarded and the 

final pellet was resuspended 10 µl of 50 mM carbonate buffer. The samples were heating 

at 50 ◦C for 3 min. Proteins were separated by SDS-PAGE 10% and electrotransferred 

onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane. The membrane was blocked overnight 

in blocking buffer (PBST; 0.1% Tween 20 in phosphate-buffered saline) supplemented 

with 5% skimmed milk in gentle shaking and washed three times with PBST before 

incubation with antibodies. Cry1Ab protein was detected with polyclonal rabbit anti-Bt 

Cry1Ab/1Ac (1:10,000; 60 min) from Abraxis followed by secondary antibody (1:20,000; 

60 min) coupled with horseradish peroxidase (HRP), whereas biotinylated Cry1Ia7 

protein was detected by streptavidin-conjugated horseradish peroxidase (1:2,000; 60 

min). Both Cry1Ab and Cry1Ia7 bound proteins were revealed with ECLTM prime 

western blotting detection regent (GE Healthcare) and visualized with a 

chemiluminescence detection procedure (GE Healthcare), using an ImageQuant LAS400 

image analyzer. Molecular weight marker used in all assays was precision plus protein 

dual colour standards (Bio-Rad, Carlsbad, CA). Each oligomerization assay was repeated 

at least three times. 

 

5.2.6. STUDYING THE OLIGOMERIC STRUCTURES USING BBMV 

 

Before start, BBMV aliquots were centrifuged for 10 min at 16,000 ×g and suspended in 

the appropriate volume of 50 mM Na2CO3 pH 10.5. The oligomerization assays with 

BBMVs were performed by incubating 2 µg of biotin labelled Cry1Ia7 and activated 

Cry1Ab toxins for one hour with 5 µg of L. botrana and L. decemlineata BBMVs and 20 

µg of O. nubilalis BBMVs at 37°C in a total volume of 50 μl of alkaline buffer, pH 10.5. 

Proteolysis was stopped by adding 1 mM phenylmethylsulfoyl fluoride (PMSF). In the 

control, activated proteins were incubated in the absence of BBMVs under the same 

experimental conditions and also control samples contained only BBMVs were 
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considered in this experiment. After the incubation, BBMVs were recovered the by 45 

min centrifugation at 18,400 ×g at 4°C. The supernatant containing monomers or unbound 

oligomers, was recovered to compare with the pellet in the gel. The obtained pellet was 

washed once with 100 μl ice-cold alkaline buffer (50 mM Na2CO3). The final BBMV 

pellets containing bound labelled Cry1Ia7 and/or unlabeled Cry1Ab, were resuspended 

in 10 µl of carbonate buffer. After incubating the samples for 3 min at 50°C, proteins 

were separated by 10% SDS-PAGE and blotted onto PVDF membrane. Associated 

proteins were visualized by western blot as mentioned in the previous section. These 

experiments were done a minimum of three times. 

 

 

5.3. RESULTS AND DISCUSSION  

 

3.1.3 FORMATION OF OLIGOMERIC STRUCTURES IN CRY1IA 

PROTEIN 

 

As previously mentioned, Cry1I toxins have unique features amongst the family of three-

domain Cry1 proteins. The complete and correct understanding of the performance of 

Cry1I toxins is necessary to increase their efficacy in plant pest control. In the sequential 

binding model, the formation of oligomeric structures prior to binding of toxin to 

receptors is known as the main step in the toxicity of three-domain Cry toxins. In this 

study, for the first time, the formation of oligomeric structure of Cry1I proteins incubated 

with the BBMVs from susceptible and non-susceptible host and also insect cell line, was 

determined by Western blot. Later, the oligomer formation of Cry1Ia toxin and its 

correlation with insecticidal activity of this protein were analyzed and compared with that 

of Cry1Ab toxin 
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5.3. PREPARATION OF CRY1IA AND CRY1AB PROTEINS 

 

Cry1Ia toxin was expressed successfully in E. coli cells and a protein (protoxin) with a 

molecular weight of 80 kDa was obtained. After purification and activation of Cry1Ia 

protoxin with the trypsin enzyme, active toxin with a molecular weight of about 50 kDa 

was obtained. Cry1Ab activated toxin with trypsin enzyme was purified by 

chromatography using the ÄKTA explorer system. The quality and quantity of active and 

purified toxin Cry1Ab were investigated on a 12% SDS-PAGE gel (Figure 5.1). To 

determine the concentration of bands related to activated toxins Cry1Ab and Cry1Ia7, 

four different concentrations (0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 mg / ml) of BSA as standard protein, 

were used. At the end, the concentration of Cry1Ab and Cry1Ia active toxins was 

estimated by densitometry using TotalLab Quant program version 12.3, employing 

bovine serum albumin, as a standard protein. 

 

Fig. 5. 1. Expression and purification of Cry toxins. Panel A shows the active and 

purified Cry1Ab toxin; Lanes 1 to 4 show four different concentrations of BSA: 0.05, 

0.1, 0.2 and 0.4 mg/ml, M; color protein marker (Nippon genetics), lanes 5 and 6; active 

and purified Cry1Ab toxin. Panel B shows the active and purified Cry1Ia toxin; Lanes 

1 to 4 show four different concentrations of BSA; M; color protein markers; Lanes 5 

and 6 are Cry1Ia protoxin and activeed toxin. 
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5.3.3. BIOTIN LABELLING OF CRY1IA  

 

After purification and trypsin activation the Cry1Ia protein, the resulting toxin was 

labeled by biotin. The accuracy of the Cry1Ia protein labeling was confirmed by Western 

blot (Fig. 5-2). The un-labelled Cry1Ia (without biotin binding) was loaded as a control 

in the gel. It was expected that no signal from this protein was detected after the western 

blot, as shown in Figure 5.2, the lane with the letter I (input). Lanes number one to eight 

refer to different fractions of the labelled protein that pass through the PD-10 column. 

Lanes two, three and four, which contain a relevant concentration of proteins marked with 

biotin, were used for oligomerization assays. The results of the Western blot showed that 

the Cry1Ia protein is successfully labelled with biotin. 

 

Fig. 5. 2. The result of Cry1Ia biotin labelling. The letter I; the input protein, the letter 

M; the molecular marker and the numbers from one to eight indicated elution of 

Cry1Ia7proteins. 

 

5.3.4. FORMATION OF OLIGOMERIC STRUCTURES USING SF21 

CELL LINE 

 

Oligomerization was studied by western blot using Sf21 cells and BBMVs from 

susceptible and non-susceptible larvae to Cry1Ia7 toxin. Cry1Ab toxin was employed as 

a control in order to confirm and compare Cry1Ia7 oligomer formation results. As a result, 
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after the incubation of trypsin-activated Cry1Ab proteins with Sf21 cells, two main bands 

of approximately 60 and 250 kDa were clearly observed corresponding to Cry1Ab 

monomers and oligomers respectively. Whereas in the case of Cry1Ia7, monomeric 

structure found inserted into membrane pellet and no oligomer was detected. A portion 

monomeric structure of both Cry1Ab and Cry1Ia7 proteins found unbound to membrane 

and soluble in supernatant (Fig. 5.3). Some bands were observed in the lane of Sf21 cells 

without treating with toxin it may be due to the reaction of used antibodies with some 

proteins in the membrane of the Sf21 cells. 

 

Fig. 5. 3. Oligomeric structure formation of Cry1Ab and Cry1Ia proteins by Sf21 cells. 

In both Cry1Ab and Cry1Ia7 panels, lanes 1 and 2 are controls receiving only Sf21 

cells and input of tested protein, respectively. Lanes 3 indicate the membrane pellet with 

bound protein and lanes 4 are the supernatant containing soluble and unbound 

fraction of protein. Lanes M represent molecular mass marker (Precision Plus Protein 

Dual Color standars, Bio-Rad). Oligomeric structure of Cry1Ab was obtained after the 

incubation of Cry1Ab activated toxin with Sf21 cells. Cry1Ab oligomer is revealed as a 

250 kDa band and a band of 60 kDa correspond to Cry1Ab monomers as observed in 

lane 3. The triangle points to Cry1Ab oligomers. No oligomer was detected for Cry1Ia7 

after incubation with Sf21 cells, only a band of 50 kDa is observed in lane 3 that 

corresponds to Cry1Ia7 monomer. 
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5.3.3. FORMATION OF OLIGOMERIC STRUCTURES USING BBMV 

To validate the oligomer formation protocol by using the BBMVs, oligomeric structure 

of Cry1Ab incubating with O. nubilalis BBMVs, as a susceptible host, was determined. 

As a result, after incubation of trypsin activated Cry1Ab toxin with 20 µg of O. nubilalis 

BBMVs, a band with molecular weight of approximately 250 kDa reacted to polyclonal 

Cry1Ab antibody, was revealed as an oligomeric structure by western blot. While under 

the same experimental conditions, biotin labelled Cry1Ia did not oligomerize. The 

membrane-associated Cry1Ia toxin was detected as a faint signal of 50 kDa corresponding 

to Cry1Ia monomers (Fig. 5.4). The trypsin activated Cry1Ab and Cry1Ia7 toxins were 

recovered in soluble fraction as 60 and 50 kDa monomers, respectively. 

 

Fig. 5. 4. Oligomerization of Cry1Ab and Cry1Ia toxins in the presence of O. nubilalis 

BBMVs. Trypsin activated Cry1Ab and biotinylated Cry1Ia toxins with the final 

concentration of 0.04 µg/µl were incubated with 20 µg of BBMVs form O. nubilalis, 

separated by SDS-PAGE and revealed by western blot. In both panels, lanes 1 and 2 

are controls with 20 µg O. nubilalis BBMVs and 200 ng of tested proteins as an input, 

respectively. Lanes 3 in both panels are the supernatant containing soluble and 

unbound monomers of Cry1Ab and Cry1Ia. Lanes 4 represent the membrane pellet 

with bound protein, which for Cry1Ab two bands of 250 and 60 kDa were detected but 

for Cry1Ia only a faint band of 50 kDa was revealed by western blot using streptavidin-

conjugated horseradish peroxidase. Lanes M correspond to molecular mass marker. 

Triangle is pointing to Cry1Ab oligomeric structures. 
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In the next step, the importance of oligomerization in the Cry1Ia toxin toxicity was 

investigated after incubating the protein with two sensitive host membrane fragments 

from two different strains. L. botrana was selected as a sensitive host for both Cry1Ab 

and Cry1Ia proteins. After incubating two micrograms of labeled Cry1Ia protein with five 

micrograms of BBMV from L. botrana, no oligomeric structure attached to the membrane 

was found in the pellet. While under similar conditions significant amounts of Cry1Ab 

oligomers were detected. In the supernatant, soluble monomers were observed for both 

proteins (Fig. 5.5). It is noteworthy that in this experiment, the signal related Cry1Ia 

monomer attached to the membrane is much stronger than Cry1Ab monomer attached to 

the membrane, indicating that the Cry1Ia monomer is further attached to the membrane. 

Also, in some repetitions of this experiment, an extremely weak band with a molecular 

weight of more than 250 kDa was observed irregularly during the incubation of the Cry1Ia 

toxin with BBMV from L. botrana. This oligomer represents structures with more than 

five to six units, which is larger than typical tetramer templates. On the other hand, Cry1Ia 

toxin, unlike Cry1Ab, was processed proteolytically with proteases associated with L. 

botrana cell membrane fragments. In the sense that, by increasing the concentration of 

BBMV from 5 μg to 20 μg, a weak signal of monomers was detected.  
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Fig. 5. 5. Oligomer formation of Cry1Ab and Cry1Ia toxins in the presence of L. 

botrana BBMVs. Cry1Ab and Cry1Ia activate proteins were incubated with 5 µg of 

BBMVs form L. botrana. In both panels, lanes 1 show 5 µg L. botrana BBMVs without 

toxin and lanes 2 represent control of activated proteins (200 ng). Lanes 3 indicate the 

membrane pellet with bound protein and lanes 4 are the supernatant containing soluble 

and unbound proteins. Lanes M correspond to molecular mass marker. Cry1Ab 

oligomers were clearly observed in lane 3 of Cry1Ab panel as a band of 250 kDa. In 

contrast, Cry1Ia did not form oligomer after incubation with BBMVs from susceptible 

host and only a band of 50 kDa corresponding to monomers, was revealed by western 

blot in lane 3. Triangle is pointing to Cry1Ab oligomeric structures. 

As previously mentioned, Due to dual activity of Cry1I proteins towards lepidopteran and 

coleopteran hosts, L. decemlineata was employed as a coleopteran susceptible host to 

study Cry1Ia oligomer formation. Interestingly, Cry1Ab and Cry1Ia oligomeric structures 

formed after interaction of both toxins with BBMVs from L. decemlineata and subsequent 

centrifugation. In addition to considerable amount of Cry1Ia oligomers, high molecular 

mass aggregates were observed after the incubation of biotin labelled Cry1Ia with CPB 

BBMVs. For Cry1Ab, except monomeric and oligomeric structures bound into L. 

decelineata BBMVs, a band of approximately 150 kDa was detected corresponding to 

Cry1Ab dimers. Surprisingly, detectable amount of oligomers was found in the 
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supernatant of both proteins. It seems that L. decemlineata BBMVs triggered 

oligomerization of Cry1Ab and Cry1Ia toxins in solution. (Fig. 5.6). 

 

Fig. 5. 6. Oligomer formation of Cry1Ab and Cry1Ia toxins in the presence of L. 

decemlineata BBMVs. The amount of 2 µg of trypsin activated Cry1Ab and Cry1Ia 

were incubated with 5 µg of BBMVs form L. decemlineata. In both panels, lanes 1 show 

5 µg BBMVs without toxin and lanes 2 represent control of activated proteins (200 ng). 

Lanes 3 indicate the membrane pellet with bound protein and lanes 4 are the 

supernatant containing soluble and unbound proteins. Lanes M correspond to 

molecular mass marker. A 250 kDa band showing Cry1Ab and Cry1Ia oligomers, was 

observed in lanes 3 and 4 of both panels. In lanes 3 and 4 of Cry1Ab panel, besides 

monomeric and oligomeric structures, a band of less than 150 kDa corresponding to 

Cry1Ab dimers, was detected. In lane 3 of Cry1Ia panel, an aggregates with molecular 

weight of higher that 250 kDa was observed. 

Cry1I proteins have three-domain structure similar to other Cry proteins, therefore, it 

seems that, despite the unique features of Cry1I proteins (accumulation in crystals, the 

low molecular weight of protoxins, dual activity for lepidopteran and coleopteran pests), 

Cry1I proteins have the same mode of action of other Cry1 proteins. The purpose of this 

section of the dissertation was to study the formation of the oligomer and the association 

between oligomerization and the toxicity of Cry1Ia toxin.  
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Several studies have been done on the importance and necessity of the oligomer formation 

in mode of action and insecticidal activity of Cry Bt toxins (Tingue et al., 2001; 

Likitvivatanavong et al., 2005; Jiménez-Juárez et al., 2007; Portugal et al., 2014). The 

results of previous researches indicate that toxicity of Cry toxins mutants, which do not 

have the ability to form oligomeric structures, has been greatly reduced (Tingue et al., 

2001; Herrero et al., 2004; Jiménez -Juárez et al., 2007). It has also been shown that 

Cry1A mutants that lost their insecticidal activity do not have the ability to form 

oligomeric structures (Rodríguez-Almazán et al., 2009; Portugal et al., 2014). 

In the present study, the oligomerization of Cry1Ia protein incubated with the BBMVs 

and insect cell line were determined for the first time by western blot analysis. There is 

only one report about oligomeric structure of Cry1I toxins that, Guo and coworkers 

(2009) have analyzed oligomerization of Cry1Ie by size-exclusion chromatography using 

glutaraldehyde as a cross-linker. According to their results, Cry1Ie proteins form 

oligomers composed of dimers and also aggregates of bigger than tetramers. While 

according to our results, Cry1Ia formed oligomers as high molecular mass aggregates, 

only following incubation with L. decemlineta BBMVs. 

As far as we concern this is the first study comparing the oligomer formation of Bt toxins 

in contact with BBMVs from susceptible and non-susceptible hosts. Previous studies of 

Bt toxins oligomerization have focused on susceptible and resistance populations of the 

same insect (Ocelotl et al., 2017). According to their results, great association has been 

found between resistance and reduced oligomerization (Ocelotl et al., 2015). Moreover, 

several studies reported that oligomerization plays a crucial role in insecticidal activity of 

Cry toxins (Tingue et al., 2001; Likitvivatanavong et al., 2005; Jiménez-Juárez et al., 

2007; Portugal et al., 2014), in a way that, Cry protein mutants that showed severely 

decreased toxicity, did not form oligomers (Herrero et al., 2004; Jiménez-Juárez et al., 

2007). Likewise, the Cry1A mutants that lost their toxicity compare to wild-type, are 

incapable of oligomerization and pore formation (Rodríguez-Almazán et al., 2009; 

Portugal et al., 2014). The mutation of Cry1Ab and Cry1Ac toxins affected the toxin 

oligomerization and also toxicity towards M. sexta. In the pellet fraction of these two 

mutants, only monomeric structures were detected showing serious defect in oligomer 
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formation and consequently in insecticidal activity (Tingue et al., 2001). Previous 

researches have demonstrated that, Cry1A engineered toxins, whether mutants or 

modified toxins, which retained their insecticidal activity, are able to form oligomeric 

structure. Though according to our results, surprisingly Cry1Ab forms oligomer 

regardless to its host susceptibility as it oligomerized after incubation with O. nubilalis 

and L. botrana BBMVs (susceptible insects) and L. decemlineata BBMVs and Sf21 cells 

(non-susceptible insects). Observation of Cry1Ab oligomeric structure after incubation 

with non-susceptible hosts, can be explained by reversible binding of oligomers to 

vesicles or inefficient insertion to membrane. Since, following several washes of M. sexta 

BBMVs incubated with Cry1Ab, only monomers were recovered after centrifugation 

(Pacheco et al., 2009). Similarly to biotinylated Cry1Aa, Cry1Ab and Cry1Ac, that after 

several steps of washing the BBMVs, monomeric structure of toxins were detected by 

western blot (Vachon et al., 2012). So, it seems that toxin insertion into membrane did 

not occur efficiently. Therefore, the necessity of oligomerization in insecticidal activity 

of Cry1Ab toxin is questionable. The same phenomena has observed regarding to Cry1Ia7 

oligomerization. Following incubation of L. botrana BBMVs, as a susceptible host, with 

biotin labelled Cry1Ia, no oligomeric structure was detected. Biotinylation cannot 

interfere oligomerization, as it has been tested in this study that biotin labelled Cry1Ab 

formed oligomers after incubation with O. nubilalis BBMVs similar to unlabeled toxin 

(data not shown). Furthermore, performing bioassay with full-length toxin, monomeric 

and oligomeric structures of Cry1Ie protein against Plutella xylostella larvae indicated 

significantly lower insecticidal activity for oligomers compare to both monomers and full-

length Cry1Ie (Guo et al., 2009). Thus, in our study, we could not provide convincing 

association between insecticidal activity and oligomerization of Cry1Ab and Cry1Ia 

toxins. 

According to our experiments, Cry1Ia toxin was processed by L. botrana brush border 

membrane associated proteases. Because by increasing the BBMVs concentration, the 

oligomer concentration decreased and at the highest concentration, 20 µg of BBMVs, 

monomeric and oligomeric structures were completely processed. This result is in 

agreement with decreasing the amount of Cry1Ca oligomers by increasing the 

concentration of S. exigua and M. sexta BBMVs reported by Herrero et al., (2004). 
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According to their oligomerization assay, incubation of Cry1Ca protoxin with 10 µg of 

S. exigua BBMVs was enough to completely activate the protoxin and reducing at the 

same time the amount of the oligomer.  

The oligomeric structure of Cry1Ab toxin was mainly found in the membrane pellet 

according to our results and previous reports. Though in the case of L. decemlineata 

BBMVs, Cry1Ab oligomers were detected in the soluble supernatant. Similarly to helix 

α-4 mutants of Cry1Ab that oligomers were detected in the soluble fraction in contrast to 

Cry1Ab wild-type (Rodríguez-Almazán et al., 2009). These toxins with mutation in 

domain I, which is involved in membrane insertion and pore formation, lost drastically 

their insecticidal activity. Similarly to our result that the oligomeric structures of Cry1Ab 

(after incubation with BBMVs from CPB), found in supernatant, strongly suggesting that 

these oligomers are incapable to insert into membrane and form pores, resulted in the loss 

of toxicity. 

Monomeric structures of Cry1Ab and Cry1Ia, a band of 60 and 50 kDa respectively, were 

observed in lane corresponding to membrane pellet regardless to the presence of bound 

oligomers. Ocelotl and coworkers (2015) have claimed that these monomers are likely 

disassemble oligomers, or in the case of Cry1Ia, monomer inserted into membrane. 

Ultimately, according to our findings, Cry1Ab toxin formed oligomers in contact with all 

the tested BBMVs whether from susceptible or from non-susceptible insect midguts and 

cells. Cry1Ia toxin formed oligomers only after incubation with L. decemlineata BBMVs 

(coleopteran susceptible host) and no Cry1Ia oligomeric structure found following 

incubation with Lepidopteran BBMVs and cell line regardless to its susceptibility. Hence, 

sequential binding model of Bt toxins mode of action, followed by toxin oligomerization, 

may not be thoroughly generalized for all Cry family members. It seems that 

oligomerization as an important step in sequential binding model may not be attributable 

to Cry1Ia mode of action.  

In summary, the results obtained in this section of the dissertation indicate that Cry1Ab 

toxin formed oligomers after being incubated with fragments of susceptible and non-

susceptible host cells. While in the case of Cry1Ia toxin only oligomeric structures were 
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formed after incubating the protein with a coleopteran susceptible host, L. decemlineata, 

and no oligomer was formed after the protein was exposed to susceptible and non-

susceptible lepidopteran hosts. Therefore, in the mode of action of Cry toxins, based on 

the sequential binding model, the formation of an oligomer cannot be generalized for all 

Cry toxins and all host pests. Based on the results of this chapter, the formation of an 

oligomer is an important, but not necessarily essential step, for the Cry1Ia toxin toxicity. 

Based on the obtained results, Cry1Ia proteins due to their different mode of action can 

be pyramided with other Cry toxins to increase the efficiency of Bt based products and 

Bt crops and also to manage the pest resistance problems. So far according to our obtained 

results, three Bt strains of AzLp, IE-2 and IP-2 strains and also novel cry1Ia38 gene 

showed great potential for controlling lepidopteran insect pests. So these Bt strains and a 

novel gene can be considered to be used Bt-based bio-pesticides. However, before 

recommending the use of AzLp, IE-2 and IP-2 strains and Cry1Ia38  toxin, in controlling 

lepidopteran pests, it was question whether the bacterial strains provides antimicrobial 

activity against other plant pathogens including fungi and bacteria. In other words, do our 

selected Bt strains also have the ability to control plant pathogens during pest 

management? In the following chapter, we tried to provide an answer to this question. 
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6.1. INTRODUCTION  

Formerly, only the insecticidal properties of B. thuringiensis attracted extensive attention. 

However, in recent years, the roles of Bt strains in plant disease control, antibiotic action 

of Bt strains, plant growth promoting activities, induction of systemic resistance in plant 

and plant colonization have received considerable attention. There are evidences of an 

antibiotic action of spores and crystals of Bt strains on phytopathogenic fungi and 

bacteria. Finding a specific, easily degradable and low cost Bt-based formulation as an 

alternative to chemical pesticides, for controlling both insect pests and plant diseases, 

would be highly valuable in biological control 

The antifungal activity of five Bt strains which their insecticidal activity had been proven 

previously, was assessed against Fusarium reseum var. sambucinum (Safdi et al., 2001). 

The five selected Bt strains did not have the ability to control the pathogenic fungus in 

vitro. While in vivo, the disease was controlled between 41% and 52%. 

Antimicrobial activity of endotoxins and proteins with low molecular weight (33 to 36 

kDa) from B. thuringiensis subsp. israelensis has been proven (Yudina et al., 2003). In a 

study performed by Dong et al. (2004), Gram-positive bacterium, Bt, disrupted the 

signalling systems of quorum sensing of the Gram-negative bacterium Erwinia 

carotovora, which severely reduces the pathogenicity of E. carotovora. All seven Bt 

strains studied by Dong and co-workers (2004) could effectively control the soft rot 

disease on potato tubers. 

According to Kim et al. (2004), the CMB26 Bt strain produces a lipopeptide that has anti-

fungal activity against the anthracnose agent, the Colletotrichum gloeosporiodes fungus. 

Proteins derived from strains B. thuringiensis subsp. israelensis with molecular weights 

of 34 and 36 kDa had antimicrobial activity against Micrococcus luteus and growth 

inhibition for Streptomyces chrysomallus (Revina et al., 2005). 

The chitinase enzyme from B. thuringiensis subsp. kurstaki inhibits the mycelial growth 

of the Aspergillus niger, which produces black mold on onions and almonds (Driss et al., 
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2005). The apple cultivars treated with Bt strains were resistant to soft rot caused by E. 

carotovora (Zhang et al. 2007). 

Bt strains used in the study of Choi et al. (2007) showed a high fungal activity against 

barley and cucumber powdery mildew and insecticidal activity against P. xylostella and 

A. aegypti. The antifungal activity of B. thuringiensis GS1 strain was investigated against 

R. solani fungus. The transplantation of the bacterial culture significantly inhibited 

mycelial growth of the pathogenic fungus (Dong-Jun et al., 2012). 

In colonies of the fungus F. oxysporum subsp. lycopersici affected by the endotoxin of B. 

thuringiensis subsp. thuringiensis, the growth rate and sporulation rate were significantly 

decreased and changes in the shape and colour of the fungal colonies were evident. In the 

study of the protective effect of δ-endotoxin on tomato fruits against Fusarium fungi 

during storage, it was found that the late blight disease was significantly reduced in the 

fruits with early fungal damage (Kamenek et al. 2012). 

In the research performed by Mohammad et al. (2013), the mycelial growth of the 

Rhizoctonia solani fungus decreased significantly after inoculation with different strains 

from Bt, Bt HD-1 and Bt HD-203. Also, the inoculation of cotton seedlings with R. solani, 

previously treated with a mixture of spores and crystals of Bt, showed that not only the 

severity of fungal disease severely decreased, but also the growth of root and cotton buds 

significantly increased.  

The KB1 endophyte Bt strain isolated from the Arabidopsis thaliana root extract, strongly 

increased the resistance in tomato plants to Botrytis cinerea and Pseudomonas syringae 

(Hong et al., 2015). 

The chitinase activity of B. thuringiensis subsp. tenebrionis DMS-2803 strain was studied 

against C. gloeosporioides fungi. The results showed that the main antifungal activity of 

this strain from Bt was related to the endo-chitinase enzyme (Fuente-Salcido et al., 2016).  

Antifungal activity of 137 Bt strains against five pathogenic fungi: Aspergillus niger, 

Colletotricum sp., Monilia sp., Thielaviopsis sp. and Fusarium sp., and four bacterial 

pathogens of Staphylococcus aureus wild-type (SM) and methicillin-resistant strains 
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(RM), and two Gram-negative E. coli and Pseudomonas aeruginosa bacteria were 

investigated (Djenane et al., 2017). Based on the results, almost all selected strains (135 

out of 137 strains) had antifungal activity against at least one of the selected fungi. In the 

case of antibacterial activity, only 29.9% of the selected Bt strains were active against at 

least one of the selected pathogenic bacteria. 

Bt strains used in the study of Hollensteiner et al. (2017) have the ability to inhibit the 

mycelial growth of Verticilluim longisporum and V. dahliae fungi. All Bt strains showed 

an antagonistic effect on V. dahliae fungus. 

The hypothesis in this chapter of the thesis was that Iranian Bt strains have antimicrobial 

activity against plant pathogens. 

6.2. MATERIALS AND METHODS 

 

In this section, the antimicrobial activity of toxins and seven selected Bt strains were 

studied on plant pathogenic agents. To investigate the possible antifungal activity of Bt 

strains, Fusarium oxysporum subsp. lycopersici, was prepared by Plant Protection 

Department of University of Tehran. Antibacterial activity of Bt toxin was studied on 

Erwinia sp. plant pathogen bacterium, kindly prepared by the section of Plant Pathology, 

Department of Plant Protection of Urmia University. 

6.2.1. THE EVALUATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY  

 

The antifungal activity of selected Bt strains against Fusarium oxysporum subsp. 

lycopersici, was studied. The effect of Bt strains was studied directly and indirectly. In 

indirect way, the presence of endo- and exo-chitinase genes, enzymes for hydrolysing 

chitin, which are the main source of antifungal activity of Bt strains, were investigated. 

Also, in direct effect, the effect of toxin and bacterial cells on the growth of F. oxysporum 

subsp. lycopersici was studied 
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6.2.1.1. POLYMERASE CHAIN REACTION TO DETECT CHITINASE 

GENES 

 

The genomic DNA of Bt strains was extracted as described in chapter two. Subsequently, 

suitable primers (Table 6.1) for amplification of endo- and exo-chitinase genes were 

ordered from Sigma-Aldrich (Djenane et al., 2017). The presence of endo- and exo-

chitinase genes were investigated in seven selected Bt strains. The reaction mixture and 

the PCR thermal condition were prepared according to the following tables (table 6.2 and 

6.3). Polymerase chain reaction products were examined on a 1% agarose gel and the 

nucleotide sequences of the amplified fragments were determined by StabVida Company. 

Table 6. 1. Used primers for amplification of endo- and exo-chitinase genes 

Primer 
Target 

gene 
Primer sequence (5´-3´) Tm (°C) 

Product 

size (bp) 

Chit (f) 
Endo-

chitinase 

ATTCACACTGCTATTACTATC 50 

1997 

Chit (r) TGACGGCATTTAAAAGTTCGGC 68.7 

Chit36 (f) 
Exo-

chitinase 

GATGTTAAACAGGTTCAA 50.2 

1083 

Chit36 (r) TTATTTTTGCAAGGAAAG 52.9 
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Table 6. 2. Amounts and concentrations of consumed materials in amplification of 

chitinase genes 

Final 

concentration 

Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 2.5 10X 10X reaction buffer (50 mM MgCl2) 

U/µl 0.04 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 

mM 0.4 1 mM 10 dNTPs mix 

µM 0.4 1 µM 10 Forward primer 

µM 0.4 1 µM 10 Reverse primer 

ng/µl 4 1 ng/µl 100 Template DNA 

 17  Sterile bidistilled water 

 25  Total volume 

  

Table 6. 3. PCR condition for amplification of chitinase genes 

Number of cycle Time 
Temperature 

(°C) 
Cycle step 

1 4 min 94 Initial denaturation 

 40 sec 94 Denaturation 

35 1 min 50 Annealing 

 1-2 min (60 sec / 1Kbp) 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 

 

6.2.1.2. DUAL CULTURE METHOD 

 

Antifungal activity of Bt strains was investigated by using dual culture method (Knaak et 

al., 2007), with some modifications. The tested fungus, F. oxysporum subsp. lycopersici 

was cultured on a Potato Dextrose Agar (PDA) medium for seven days at 28 °C. The 

fungal plugs with six millimetres diameter were made Fusarium cultures. Bt strains were 

grown in Nutrient Agar medium and bacterial plugs were provided with six millimetres 
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diameter from bacterial culture that contained only one single Bt colony. The Dual culture 

method is the concept of cultivating fungi and bacteria in one plate, under appropriate 

conditions for growth of the fungus. The fungal and bacterial plugs was transferred to a 

petri dish containing PDA medium. The fungal plug was then transferred to the centre of 

the culture medium, and then three bacterial plugs, each of which belonged to one Bt 

strain, were radially placed at a distance of 2.5 cm from the centre of the petri dish. The 

fourth position in the petri dish was considered blank as the negative control, to record 

the highest growth rate of the fungus. In this test, HD1 Bt strain was used as reference or 

standard strain. Petri dishes were kept at 28 °C for seven days. Then, the radial growth of 

the fungus in the face of bacterial strains was measured by comparison with the control.  

 

6.2.2. ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF BT STRAINS  

The antibacterial activity of selected Bt strains was studied against Erwinia sp. based on 

disk diffusion method. The Bt strains were cultured on Nutrient Agar medium and stored 

at 29 °C for 48 hours. Then, bacterial suspensions of Erwinia sp. with a concentration of 

108 CFU/ml was prepared as an inoculum for the preparation of lawn culture. For 

culturing Erwinia sp. based on lawn culture, 100 μl of the bacterial suspension prepared 

and spread on the surface of the Nutrient Agar medium, the suspension was uniformly 

seeded at the culture medium. Different bacterial plugs of the selected Bt strains were 

prepared and transferred under sterile conditions radially to a petri dish. As in the previous 

section, one position on the plate was kept as blank until the detection of maximal growth 

of Erwinia spp. The prepared petri dishes were kept at 29 ° C for 48 hours. The bacterial 

growth rate was measured in the presence of Bt strains and compared with the control. 

6.3. RESULTS AND DISCUSSION 

 

Finding a Bt based formulation, toxic to plant pests and pathogens, can be easily 

degradable into the environment and has a suitable production cost, as a substitute for 

chemical insecticides would be valuable in biological control of insect pests and 

phytopathogens (plant pests and disease). As a result, in this section of the dissertation, 
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regarding to finding suitable Bt strains  with a wide range of insecticidal activity against 

Lepidopteran pests, the antimicrobial activity of the selected Bt strains have been 

determined.  

6.3.1. ANTIFUNGAL ACTIVITY OF Bt STRAINS  

 

Antifungal activity of selected Bt strains was assessed against fungal phytopathogen F. 

oxysporum subsp. lycopersici. The antifungal activity of Bt strains was investigated in 

two ways: 1. Spore and crystal plugs of different Bt strains and 2. Toxins of selected Bt 

strain were used. The results showed that seven selected Bt strains did not show antifungal 

activity in dual culture method against F. oxysporum subsp. lycopersici. So that the 

growth radius of the fungus was studied in seven strains of Bt and compared with negative 

control and standard Bt strain. In the case of negative control, no bacterial was 

incorporated to the maximum growth radius of the fungus F. oxysporum subsp. 

lycopersici and compared with the radius of fungal growth in the Bt strains. The results 

indicated that there was no significant difference between the growth radius of the fungus 

in the negative control with the treatments (Fig. 6.1). Similarly, the growth of the fungus 

in the standard strain, HD-1, was similar to that of the selected Bt strains. In this way, the 

seven selected Bt strains did not show antifungal activity against the tested 

pythopathogen, F. oxusporum subsp. lycopersici. 
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Fig. 6. 1. Antifungal activity of Bt strains. Panel A: Antifungal activity of bacterial plug 

containing spores and crystals. Panel B: Antifungal activity of toxins of different 

selected Bt strains. Images A1, A2, A3, B1, B2, and B3 refer to seven different strains 

of Bt and negative control. 

 

In the previous studies, the antifungal activity of different Bt strains was assessed 

against different pythopathogenic fungi. Accordingly, different results from the 

antifungal activity of Bt strains were obtained, obviously our results are in agreement with 

those research studies that did not find any antifungal activity in their selected Bt strains 

and in contrast to the studies reported the antifungal activity.  But it is noteworthy to 

mention that, in the most of studies, the antifungal activity has been reported from the 

examined Bt strains. As an example, in the research performed by Safdi et al. (2001), five 

Bt strains, previously proven to have insecticidal activity towards different insect pests, 

were used to control F. reseum var. sambucinum. As a result, the selected Bt strains did 

not have the ability to control the pathogenic fungus in vitro. While in vivo, the soft rot 

disease was controlled between 41% and 52% on potato tubers. Also, amongst the 30 Bt 

strains studied by Gomaa (2012), only one Bt strain namely, NM101-19 Bt strain, showed 
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antifungal activity due to high activity of chitinase enzyme. Therefore, the mentioned Bt 

strain (NM101-19) has been selected as a candidate for biological control of plant diseases 

due to its potential for destroying the cell wall of the plant pathogenic fungi. In addition, 

some fungal colonies of F. oxysporum subsp. lycopersici were treated with δ-endotoxin 

from B. thuringiensis subsp. thuringiensis. In these fungal colonies the growth and 

sporulation rates were significantly decreased and the changes in the shape and colour of 

the fungal colonies were completely evident. As well, the δ-endotoxin from B. 

thuringiensis subsp. thuringiensis effectively protected tomato fruits from soft rot disease 

during the storage time. So treating the tomatoes with δ-endotoxin from B. thuringiensis 

subsp. thuringiensis prevent the prevalence of infection (Kamenek et al. 2012). In another 

study, the antifungal activity of 137 Bt strains was investigated against five pathogenic 

fungi (Djenane et al., 2017). Selected pathogenic fungi included Aspergillus niger, 

Colletotricum sp., Monilia sp., Thielaviopsis sp. and Fusarium sp. It is noteworthy that, 

contrary to the results obtained in this thesis, almost all selected strains (135 out of 137 

strains) had antifungal activity against at least one of the selected fungi. The highest 

antifungal activity was observed in A. niger fungus, so that 77.4% of Bt strains inhibited 

the growth of this fungus. The lowest antifungal activity is also found in Fusarium sp. 

reported. 

On the other hand, chitinase enzyme is one of the most important antifungal agents 

in different Bt strains. Different Bt strains with the ability of producing chitinase enzyme 

showed high antifungal activity against F. roseum var. sambucinum, Sclerotium rolfsii, 

Penicillium chrysogenum, Rhizoctonia sp., F. oxysporum, Urocystis tritici, F. 

verticillioides and B. cinerea (Salehi Jouzani et al., 2017). As a result, in this work, 

specific primers were employed for amplification of endochitinase and exochitinase 

genes in selected Bt strains. The amplification of endo-chitinase gene was positive in the 

three Bt strains of AzLp, IE-2 and IP-2, and the exo-chitinase gene was found in five 

strains IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp (Fig. 6.2). 
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Fig. 6. 2. The amplification of endo-chitinase and exo-chitinase genes in seven Bt 

strains. Panel A: refers to the amplification of part of the exo-chitinase gene with a 

1083 bp length, and panel B illustrates the amplification of endo-chitinase gene with  

the length of 1997 bp. The letter M, molecular marker, C-, negative control, C+, positive 

control, and other lanes refer to different Bt strains. 

 

In the study of Djenane et al. (2017), exo-chitinase and endo-chitinase genes were 

investigated in 137 Bt strains. The result is that the presence of the endo-chitinase gene 

in 82 strains and the exo-chitinase gene in 66 Bt strains were confirmed. The presence of 

both genes was detected in 43.8% of the studied strains. In our study, there was no 

association between the presence of chitinase genes and the range of antifungal activity. 

Because, none of the seven examined strains showed antifungal activity against F. 

oxysporum subsp. lycopersici. While, positive correlation between the presence of 

chitinase genes and the antifungal activity of the studied Bt strains were found by Djenane 

et al., (2017).  
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6.3.2. ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Bt STRAINS 

 

The antibacterial activity of selected Bt strains was studied against Erwinia sp. Based on 

the results, no inhibitory effect was observed from the studied Bt strains against Eriwinia 

sp. (Fig. 6.3). For the standard strain, HD-1, a similar situation was observed. In the sense 

that none of the selected Bt strains showed antibacterial activity against Erwinia sp. 

 

Fig. 6. 3. Antibacterial activity of Bt strains. Figures 1, 2 and 3 refer to seven different 

Bt strains and negative control. 

It has been demonstrated that different Bt strains have antibacterial activity against 

diferent plant pathogens. The results of previous research on the antibacterial activity of 

different Bt strains suggest that Bt strains are able to disturb the quorum sensing of Gram 

negative bacterium, E. carotovora, therefore these Bt strains have the ability to reduce 

the pathogenicity of E. carotovora (Dong et al., 2004; Zhang et al., 2007). The 

antibacterial activity of Bt strains against four bacterial pathogens including two Gram-

positive bacteria, Staphylococcus aureus wild-type (SM) and methicillin resistant strain 

(RM), and two Gram-negative bacteria E. coli and Pseudomonas aeruginosa was 

investigated (Djenane et al., 2017). Of the 137 Bt strains, 41 strains were active against 

at least one of the selected bacteria. Based on the results of Djenane and co-workers 

(2017) the antibacterial activity was detected in 30 Bt strains against S. aureus SM, 27 Bt 

strains on S. aureus RM, 20 Bt strains against E. coli and 10 Bt strains on P. aeruginosa. 

The reason for not observing antimicrobial activity (antifungal and antibacterial) in the 

studied Bt strains in this thesis, can be related to the origin of these strains. Because it has 
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been claimed that Bt strains isolated from soil, dust, stored products and herbs, are more 

closely associated with the microbial communities in their habitat, therefore they have the 

potential for antimicrobial activity. While, five Bt strains of IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and 

IEp used in this study were isolated from infected and dead larvae, and only two strains 

RM and KhF were isolated from the soil. 
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CHAPTER SEVEN 

 

BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL CHANGES IN 

TOMATO PLANTS IN RESPONSE TO Bt STRAIN 
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7.1. INTRODUCTION 

 

The results of the previous studies point to the role of Bt in stimulating plant growth 

through the production of plant hormones, such as auxins, or by acting on the balance of 

plant ethylene, increasing mineral nutrition. The biocontrol activity of Bt strains is 

accomplished owing to the production of bacteriocins, autolysins, lactonases, 

siderophores, β-1,3-glucanase, chitinases, antibiotics and hydrogene cyanide. Moreover, 

there are several researches about the roles of Bt strain regarding to the protection of plant 

against abiotic stresses, antimicrobial activity against fungi and bacterial pythopathogens, 

siderophore production, chitinase production and induction of systemic resistance in 

plants (Raddadi et al., 2008; Goes et al., 2012).  

On the other hand, regarding to the interaction of plant and Bt, experimental evidences 

show that the bacterium has the ability to transfer and move vertically in the plant, 

colonize and present it in the form of active (metabolically active) in the plants (Bizzarri 

and Bishop 2007, 2008; Maduell et al., 2008; Parca et al., 2012; Vidal-Quist et al., 2013; 

García-Suárez et al., 2017). 

Some species of Bacillus genus, with endophytic properties, have several benefits to the 

plant, including protection of plants against pythopathogens, insects and nematodes, 

induction of systemic resistance and stimulation of plant growth without causing any 

damage to the environment. Some species of Bacillus genus namely; B. thuringiensis, B. 

subtilis, B. amyloliquefaciens, B. velezensis, B. cereus, B. pumilus and B. licheniformis 

are among the most widely used species of Bacillus species in agriculture (Lopes et al., 

2018). 

The most important role of the mentioned bacteria is to protect the plant against an attack 

by plant pathogens. Because during the pathogen invasions to the plant, various reactive 
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oxygen species (ROS), such as superoxide anions (O2●ˉ), hydrogen peroxide (H2O2), 

and hydroxyl radicals (OH●) are produced. These reactive oxygen species are produced 

by cytoplasmic enzymes, enzymes bound to the membrane or extracellular enzymes that 

are involved in reduction reactions (Grene et al., 2002). To prevent possible damage of 

these reactive oxygen species, plant cells have several anti-oxidant enzymes and non-

enzymatic parameters that make reactive oxygen non-toxic. Under stress conditions, the 

formation and elimination of reactive oxygenates becomes equilibrium. However, some 

biotic and abiotic stresses such as pathogens, increased light energy, drought and low 

temperatures increase the production of reactive oxygen species, which leads to cell 

damage and inactivity of enzymes. Finally, if the concentration of reactive oxygen is 

increased, cell death occurs as the system does not have the ability to detoxify the ROS. 

Several enzymes have been found to be involved in the metabolism of reactive oxygen 

species, following a pathologic attack on plants. Meanwhile, superoxide dismutase 

enzymes (SOD; EC 1.15.1.1), catalase (CAT; EC 1.11.1.6), guaiac peroxidase (GPX; EC 

1.11.1.7) and ascorbate peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) are of particular importance. 

These enzymes prevent the loss of plant cell integrity due to reactive oxygen species 

during plant-pathogenic interactions (Bolwell et al., 2002; Mittler 2002). The excessive 

production of reactive oxygenates during oxidative reactions is part of the response of 

plant cells to pathogens. The relationship between the formation of reactive oxygen 

species and the increased activity of the enzymes involved in their metabolism, under the 

influence of host plant defense responses to the attack of pathogens, is found in many 

plants (Table 7.1) and reviewed elsewhere (Wojtaszek 1997). 
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Table 7. 1. Response of different plants to pathogens 

Reference 
Observation Pathogen Plant 

Plant-fungus interactions 

Anderson 

et al., 1991 

Accumulation 

of free radicals 

and cell death 

Colletotrichum 

lindemuthianu 

galactoglucomannan 

Dark red kidney bean 

Vera-

Estrella et 

al., 1992 

Increased 

peroxidase 

activity 

Cladosporium fulvum Tomato 

Bach et al., 

1993 
None 

Pythium 

aphanidermatum 

secreted compounds 

Carrot protoplasts 

Davis et 

al., 1993 

 2O2H

production, 

heterogeneity 

in oxidative 

processes 

Verticilluim dahliae Cotton 

Nurnberger 

at al., 1994 

 2O2H

production 

P. megasperma pure 

glycoprotein 
Parsley 

Bottin et 

al., 1994 

Salicylic acid 

enhances the 

oxidative burst. 

Crude cell wall P. 

parasitica 
Tobacco 

Foyer et 

al., 1994 
production ˉ2O● 

Phytophthora zoospores 

or hyphal wall 

components 

Potato tuber discs 

Bolwell et 

al., 1995 

Alkalization of 

apoplast 

C. lindemuthianum crude 

cell wall, chitin or 

chitosan oligomers 

French bean 

Kuchitsu et 

al., 1995 

Accumulation 

of free radicals 

N-Acetylchito-

pligosaccharides 
Rice 

Auh and 

Murphy 

1995 

production 

2O2H 

Phythophthora sp. Crude 

cell wall 
Rose 

May et al., 

1996 
production ˉ2O● C. fulvum Tomato cotyledons 
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Continued Table 7.1. Response of different plants to pathogens 

 

Results of spraying of B. subtilis AUBS1 strain on rice plant significantly decrease the 

disease of rice pods by increasing the activity level of PAL and CAT enzymes (Jayaraj et 

al., 2004). 

The effect of B. subtilis strain on the activity of the cucumber plant defence system for 

the control of Fusarium wilt disease, by Chen et al. (2010). The highest levels of 

peroxidase activity in cucumber were observed when the plant was inoculated with B. 

subtilis bacteria. 

Reference Observation Pathogen Plant 

Plant-bacterium interactions 

Devlin and 

Gustine 1992 
production 2O2H 

Pseudomonas 

corrugate cells 
White clover 

Baker et al., 1993 Not identified 
Erwinia amylovora 

cells 
Tobacco 

Levine et al., 

1994 

H2O2 production 

and cell death 

P. syringae pv. 

glycinea 
Soybean 

Glazener et al., 

1996 

Normal phase of 

ROS production, 

but no cell death 

observed. 

P. syringae pv. 

syringae 
Tobacco 

Flores-Cruz and 

Allen 2009 

H2O2 and free 

radicals 

production 

Ralstonia 

solanacearum 

Tomato and 

Tobacco 

Mandal et al., 

2011 
H2O2 production R. solanacearum Tomato 
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The effect of inoculation of corn with different species of Bacillus  including B. 

licheniformis, B. thuringiensis, B. amyloliquefaciens and B. subtilis, on growth, osmotic 

pressure and antioxidant status of corn have been studied (Vardhalajula et al., 2011). The 

results indicated that under the influence of Bacillus species, plant biomass, relative water 

content and leaf water potential increased. Inoculation of corn with bacteria specifically 

Bacillus species resulted in increased proline, carbohydrates and free amino acids 

contents, and reduced the activity of antioxidant enzymes such as ascorbate peroxidase, 

catalase and glutathione peroxidase. The result of inoculating the corn plant with Bacillus 

spp showed the physiological response of plant, these responses could reduce the negative 

effects of drought stress on corn. 

In the study of Armada et al. (2015), several physiological parameters were measured in 

corn grown under drought stress, treated and untreated with Bt suspensions. The 

measured parameters included plant growth, photosynthesis efficiency, food content, 

oxidative lipid degradation, proline accumulation and other antioxidant compounds. 

Under drought stress, inoculation of corn with Bt increased the accumulation of nutrition 

in the plant significantly. In general, inoculation of corn under drought stress, with Bt, 

increased growth, increased nutrition and improved physiological conditions of the plant. 

However, there was no significant difference in proline concentration in normal and 

untreated plants with Bt. 

When the French lavender plant Lavandula dentata is treated under drought stress with 

different microorganisms, including five species of mycorrhizal fungi and Bt, it could 

overcome oxidative destructive reactions. Particularly when inoculated with Bt bacteria, 

it fights more effectively with drought stress through anti-oxidant mechanisms. In other 

words, antioxidant defence in Bt-treated plants, by increasing the activity of the catalase, 

ascorbate peroxidase and superoxide dismutase enzymes, leads to the reduction of free 

oxygen radicals (Armada et al., 2016). Therefore, in seventh chapter of this thesis the 

effect of spore and crystal mixture of Bt strain on tomato plants was studied at the cellular 

level focussing on the anti-oxidant status. 
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7.2. MATERIALS AND METHODS 

7.2.1. GROWING THE TOMATO PLANTS 

Seeds of tomato plant cultivar Sultan were grown in autoclaved soil of a mixture of 

cocopeat and perlite. Tomato seedlings were transferred to plastic pots after two weeks. 

A total of 96 tomato pots were prepared for this section of the research. The pots were 

kept in the research greenhouse of the Department of Plant Protection (Agricultural 

Entomology section) under controlled and appropriate conditions. Five-week-old tomato 

plants were inoculated with Bt suspension. 

7.2.2. INOCULATION OF TOMATO AND SOIL WITH Bt SUSPENSION 

The lepidopteran highly toxic Bt strain, AzLp strain, was selected for performing this 

experiment. AzLp Bt strain was grown on Nutrient Agar (NA) medium and incubated at 

29 ° C for four days. Then, the grown bacterial colonies on NA plates were transferred to 

a clean micro tube (1.5 ml) containing sterile distilled water by sterile loop, under sterile 

conditions. The resulting mixture was well vortexed to obtain a homogenous suspension 

of spore and crystal mixture. The concentration of Bt suspension was determined by of 

haemocytometer (counting-chamber device), and the concentration of 108 spores/ml was 

prepared. The inoculation of tomato plants with Bt suspensions was carried out by 

spraying on phylloplane and inoculating the soil around the root (rhizosphere). To 

inoculate the phylloplane, firstly, the pot soil was completely covered with several layers 

of cellophane to prevent the penetration of suspensions sprayed on the phylloplane into 

the soil (Fig. 7.1). Then, the Bt suspension was completely sprayed on the plant with a 

hand sprayer on the plant. Spraying on the phylloplane was continued until the 

observation of runoff. For soil treatment, five millilitres of suspension from AzLp strain 

were inoculated into the soil around the root. In the case of controls, the same volume of 

suspension, sterilized distilled water was sprayed on the phylloplane, or added to the soil 
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around the root. As a result, in this experiment, two treatments of rhizosphere and 

phylloplane as well as two controls were considered in three replications. 

 

Fig. 7. 1. Pots of tomato plants where the surface of the soil is covered with cellophane. 

 

7.2.3. SAMPLING 

 

Eight different time intervals were considered for collecting the leaf samples from tomato 

plants. So, two hours after spraying the Bt suspension on the phylloplane of the plant 

(after air drying the suspension), the time was taken as zero, then at 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10 and 

15 days leaf samples were collected after inoculation of plants and soil. Different time 

intervals were selected base on the required time for performing bioassay experiments 

with toxin or mixture of spore and crystal of Bt strains. At each selected time, two 

treatments and two controls were considered. All the experiment was repeated three 

times. At the time of sampling in each of the eight selective time periods, 12 pots were 

transferred to the laboratory. In each sampling period, the leaves of the tomato plant were 

cut and transferred to crucible (a ceramic container). Liquid nitrogen was added to the cut 

leaves, and well-ground to obtain a light powder from the leaves. Then, the dried leaves 

of each treatment or control were transferred to a labelled Falcon tube (named after 

treatment or control and date) and stored at -80 ° C until use. 
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7.2.4. STUDYING THE ENZYMATIC AND NON-ENZYMATIC 

PARAMETERS 

The studied enzymatic parameters included enzyme activity of catalase (CAT), 

superoxide dismutase (SOD), guaciotic peroxidase (GPX), ascorbate peroxidase (APX), 

polyphenol oxidase (PPO) and phenylalanine ammonia-lysis (PAL). For non-enzymatic 

parameters, protein content, total phenolic content, soluble carbohydrates and proline 

were considered. Activity of hydrogen peroxide degrading enzymes was carried out using 

the following formula: 

Enzyme activity = (ΔOD × L × Vt × df) / (ɛ × I × T × Vs) 

In this formula, ΔOD; the difference between the optical density at the first and the last 

reading time; L; the H2O2 coefficient in the equation; Vt; the final volume of the reaction; 

df; the diluent factor; ε; the molecular absorption coefficient or the coefficient of 

extinction I; the distance passed by light thorough the solution, T; the time and Vs; the 

sample size. 

The activity of other enzymes was calculated using the following formula: 

(Time min × volume of extracted enzyme ml) / (concentration of produced product μmol 

/ ml × final volume of reaction ml) = enzyme activity. 

The unit of enzyme activity calculated by this formula is μmol.ml-1.min-1. 

7.2.4.1. ACTIVITY OF THE CATALASE ENZYME 

The amount of 0.5 g of tomato leaves was weighed and homogenized in one millilitre of 

50 mM phosphate buffer with pH 6.8. The obtained homogenous solution was centrifuged 

at 13000 ×g for 15 minutes at 4 ° C. The supernatant was used as an enzyme extract for 

catalase, superoxide dismutase, guaiacol peroxidase, ascorbate peroxidase and 

polyphenol oxidase enzymes. 

The activity of the CAT enzyme was determined by measuring the rate of disappearing 

or vanishing of hydrogen peroxide, H2O2, at a wavelength of 240 nm (Aebi 1984). The 
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activity of catalase enzyme was measured for three minutes, with absorbance reading at 

240 nm in 30 second intervals. The reaction mixture was prepared according to Table 7.2. 

In the case of control, instead of the enzyme extract, ten microliter of phosphate buffer 

was used. 

Table 7. 2. Quantities and concentrations of consumed materials for measuring the 

activity of the CAT enzyme. 

Volume (µl)ConcentrationComponent

30050 mMPhosphate buffer

300.05%2O2H 

30-Enzyme extract 

360-Total volume 

7.2.4.2. ACTIVITY OF THE ENZYME GUAIACOL PEROXIDASE 

The activity of the GPX enzyme was measured according to the protocol of Plewa et al. 

(1991). The reaction mixture was prepared according to Table 7.3. By adding the enzyme 

extract, the reaction was initiated and the absorbance was measured at 470 nm every 30 

seconds for three minutes. Enzyme activity was quantitatively measured by the amount 

of tetraguaiacol formed by molar adsorption coefficient (ε) mM-1.cm-1 6.26. It is worth 

noting that four mole of H2O2 are needed to produce a mole of tetraguaiacol. In the case 

of control, 30 μl of phosphate buffer was used instead of the enzyme extract. 
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Table 7. 3. Quantities and concentrations of consumed materials for measuring the 

activity of the GPX enzyme 

Volume (µl) Concentration Component 

240 50 mM Phosphate buffer 

10 30% 2O2H 

10 10 mM Guaiacol solution 

30 - Enzyme extract 

290 - Total volume 

 

7.2.4.3. ASCORBATE PEROXIDASE ENZYME ACTIVITY 

 

The activity of the APX enzyme was measured by ascorbic acid oxidation at 290 nm with 

a molar absorption coefficient of 2.8 mM-1.cm-1 for ascorbate (Ranieri et al., 2003). The 

reaction mixture was prepared according to Table 4.4 and the activity of the APX enzyme 

was measured and recorded every 30 seconds in three minutes. In the case of control, 30 

μl of phosphate buffer was used instead of the enzyme extract. 

Table 7. 4. Amounts and concentrations of consumed materials for the evaluation of 

APX activity 

Volume (µl) Concentration Component 

190 50 mM  Phosphate buffer 

10 1% 2O2H 

30 0.5 mM Ascorbic acid 

30 0.1 mM EDTA 

30 - Enzyme extract 

290 - Total volume 
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7.2.4.4 ENZYME ACTIVITY OF SUPEROXIDE DISMUTASE 

 

The level of activity of superoxide dismutase enzyme (SOD) is measured by the ability 

of this enzyme to inhibit the photochemical regeneration of nitro-blue tetrazolium 

chloride (NBT) (Beauchaup and Fridovich, 1971). In this experiment, during 

photochemical events, initially, the free oxygen radicals, ●O2
ˉ, are produced, and then 

NBT is used to detect this radical. In fact, NBT detects free radicals, ●O2
ˉ. In general, 

SOD activity measurements consist of two main components: one that is a producer of 

superoxide radicals, and the second component detects produced superoxide radicals. In 

this thesis, the photochemical method was used to produce superoxide radicals using 

riboflavin, and the generated radicals were identified by photometry. An SOD activity 

unit is defined as a part of the enzyme, which inhibits the recovery of NBT by up to 50%. 

The reaction mixture was prepared according to Table 7.5 and kept under fluorescent for 

20 minutes. For this experiment, two controls were considered: the darkness and the light 

of control. All dark micro tubes were covered with aluminium foil and kept away from 

light exposure. In the case of control, instead of the enzyme extract, 10 µl of phosphate 

buffer was used. NBT reduction was measured at 560 nm. 

Table 7. 5. Concentrations and amounts of substances used to measure the activity of 

the SOD enzyme 

Volume (µl) Concentration Component 

2350 50 mM Phosphate buffer 

200 13 mM EDTA 

300 50 mM Methionine 

2000 1 mM NBT 

50 0.2 mM Riboflavin 

10  Enzyme extract 

4910  Total volume 
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The inhibitory activity of the SOD enzyme was calculated by the formula p = [(V-V0) / 

V0] × 100). In this formula, p; the percentage of inhibition or activity of the enzyme SOD, 

V; the reaction rate in the presence of the enzyme; and V0; the rate of reaction in the 

absence of the enzyme. 

7.2.4.5. ACTIVITY OF POLYPHENOL OXIDASE ENZYME 

 

To measure PPO activity, the reaction mixture was prepared according to Kar and Mishra 

(1976), in accordance with Table 7.6. The absorbance of the reaction product, 

Purpurogallin, from the PPO reaction in tomato plant tissue with Pyrocatehol as a 

substrate, was measured at 420 nm wavelength. Absorption rate was measued and 

recorded in three minutes, every 30 seconds. In the case of control, 50 μl of phosphate 

buffer was used instead of the enzyme extract. 

Table 7. 6. Amounts and concentrations of consumed substances to measure the activity 

of the PPO enzyme 

  

 

 

 

 

 

7.2.4.6. ACTIVITY OF THE PHENYL ALANINE AMMONIA-LYASE 

 

To measure the activity of the PAL enzyme in tomato plants, 0.5 g of powdered leaves 

per millilitre of 50 mM Tris-HCl buffer with a pH of 7.8 was homogenized. The 

homogenous product was centrifuged at 13000 ×g for 15 minutes at 4 °C. The obtained 

supernatant was used as an enzyme extract. The activity of the PAL enzyme is determined 

by the rate of production of cyanic acid (Wang et al., 2006). The reaction mixture was 

Volume (µl) Concentration (mM) Component 

200 50  Phosphate buffer 

50 50 Pyrocatechol 

50 - Enzyme extract 

300 - Total volume 
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prepared for measurement of PAL activity according to Table 7.7 for treatment and 

control. However, in the case of control, instead of an enzyme extract of 30 μl Tris-HCl 

buffer was used. 

 

Table 7. 7. Concentrations and volumes used to measure the activity of the enzyme PAL 

Volume (µl) Concentration (mM) Component 

100 50 Tris-HCl buffer 

60 30 L-phenylalanine 

30 - Enzyme extract 

190 - Total volume 

 

The prepared mixture for treatment and control was kept at 37 °C for one hour. Adding 

50 μl of 6 M HCl to each sample, the enzyme reaction was stopped. The reaction product 

was extracted by adding one millilitre of ethyl acetate to each sample, and then evaporated 

with nitrogen gas. To the residual reaction, 300 μl of NaOH was added 0.05 M. Finally, 

the concentration of cinnamic acid was estimated by optical absorption measure at 290 

nm. 

7.2.4.7. TOTAL PHENOLIC CONTENT 

 

The total phenolic content of tomato leaves was measured by colorimetry method through 

the interaction of phenolic compounds with a reagent, called Folin-Ciocalteu (F-C). The 

F-C method, based on the transfer of electrons in an alkaline environment, is a phenolic 

compound to phosphomolybidic/phosphotungstic acid compounds, which results in the 

formation of blue compounds that can be measured at 760 nm with a spectrophotometer. 

The Ainsworth and Gillespie (2007) protocol was used to measure total phenolic content. 

The standard curve is plotted using Gallic acid, equivalent to phenolic content. For 

preparing the standard curve, various concentrations of Gallic acid were used from 0.33 

to 2.5 mg/ml. The Gallic acid solution was prepared in 95% methanol (v / v). The method 



207 

 

 

of doing this was that 50 milligrams of plant tissue were homogenized in one millilitre of 

95% methanol. The homogenized material was kept for 48 hours in darkness and at room 

temperature. Then, the samples were centrifuged at 13000 ×g for 15 minutes at a 

temperature of 4 °C. In addition, 100 μl of each standard sample, 95% methanol, were 

added to the two-millilitre micro tubes, respectively for treatment, standard and control. 

Then, 200 microliters of 10% F-C reagent were added to the micro tubes and the tubes 

were well-vortexed. In the next step, 800 μl Sodium carbonate (700 mM Na2CO3) was 

added to the micro tubes. The samples were kept at room temperature for two hours. For 

optical density readings, 200 μl of each sample was recorded in 96-well plates. Finally, 

the absorbance was measured at an appropriate wavelengths of 765 nm. 

 

7.2.4.8. PROLINE CONTENT  

Proline content of the treated and untreted tomato plants was measured by Carillo and 

Gibon (2011). Proline is a highly soluble amino acid, which is easily extracted from the 

plant tissue. For proline content measurement, 0.5 g of plant tissue was kept in a mixture 

of volume ratio: 60 : 40, water : ethanol. The homogeneous product was prepared and 

kept at 4 °C for one night. Then, the samples were centrifuged at 14000 × g for 5 minutes 

at 4 ° C. To prepare the standard curve, proline solutions were prepared at a concentration 

of 0.0156 to 1 mM, in the same medium as 60:40, water: ethanol. To prepare the reaction 

mixture, a 1% (w / v) Ninhydrin reagent was added to acetic acid (60% v / v) and ethanol 

(20% v / v). Then, 300 μl of the reaction mixture was added to each of the prepared micro 

tubes for testing. Subsequently, 150 μl of standard, ethanol mixture: water or enzyme 

extracts were added to the standard microtiter, control and treatment, respectively. Micro 

tubes were kept at 95 °C for 20 minutes and then centrifuged at 2500 rpm for one minute 

at 4 °C. A 100 μl sample was taken from the supernatant and read and recorded by optical 

spectrometry at 520 nm. 
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7.2.4.9. PROTEIN CONTENT 

The protein content of the samples was determined by the Bradford method (1976). For 

this purpose, 0.5 g of plant tissue was homogenized in a millilitre of 50 mM Tris-HCl 

buffer at pH 7.8. Samples were centrifuged at 13000 ×g for 15 minutes at a temperature 

of 4 ° C. The protein found in the supernatant was measured. In order to obtain a standard 

curve, Bovine Serum Albumin (BSA) protein was used as standard protein. 

Concentrations of 2 to 0.00625 milligrams per millilitre of BSA were prepared. From 

Bradford Reagent, 500 μl was taken and mixed with 10 μl of plant extract. The optical 

density was measured at 595 nm and 450 nm at two wavelengths. 

7.2.4.10. SOLUBLE CARBOHYDRATES 

To measure the soluble carbohydrate, 0.5 g of plant tissue was homogenized in a millilitre 

of deionised water. The obtained homogenous product was centrifuged at 14000 rpm for 

10 minutes at 4 ° C. Determination of carbohydrate concentration in the supernatan was 

carried out using an Anthrone reagent, and based on the Dreywood method (1946). To 

obtain the standard curve, various concentrations of glucose were used, from one to 

0.0039 μg / ml. The reagent of Anthrone was prepared in sulfuric acid, so that two grams 

of Anthrone were mixed with one liter of 96-98% sulfuric acid. The reagent was 

transferred to a glass container covered with aluminium foil. Then, each of the micro 

tubes prepared for testing, 600 μL of the Anthrone agent was added. After that, 200 μl of 

standard, water or herbal extracts were added to the standard, control and treatment 

microtiter, respectively. Micro tubes were kept for 10 minutes at 4 ° C (in the refrigerator), 

then, for 20 minutes at 100 ° C, and then at ambient temperature for 20 minutes. Finally, 

the absorbance of light in 200 μl of the resulting mixture was read at 620 nm. 

7.3. RESULTS AND DISCUSSION 

In this section, the metabolically and biochemically effect of Iranian Bt strain on tomato 

plant cells were studied. The effect of Bt suspension in two different ways were assessed 

in the form of spraying on the foliage and plant leaf or / and inoculation of the rhizosphere. 
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In general, based on the results, inoculation of tomato plant with Bt strain increased the 

activity of examined antioxidant enzymes. Among the studied parameters, the results 

related to the catalase, ascorbate peroxidase, phenylalanine ammonia-lyase and 

polyphenol oxidase enzymes and the phenolic, protein, proline and soluble carbohydrate 

content, are given in detail and discussed completely. 

7.3.1. CATALASE ACTIVITY 

 

The activity of catalase enzyme in both soil and spraying of Bt on phylloplane treatments 

increased significantly compared to controls (P <0.0001). As a result of plant interactions 

with spore and crystal Bt, the highest activity of catalase enzyme was observed in soil 

treatment on 2, 7, and 10 days after inoculation. In the soil treatment, after one day, the 

activity of the catalase enzyme increased sharply so that on the second day it reached the 

maximum of its activity, but then, until the fifth day, proceeded with a downward trend. 

From the fifth day until the tenth day, the level of activity of the catalase enzyme has 

increased dramatically and regained its maximum activity on the seventh and tenth day. 

In phylloplane treatment, only one peak associated with the highest activity of the catalase 

enzyme was recorded on the tenth day (Figure 7.2). After the tenth day, the activity of the 

catalase enzyme has been decreasing. The highest activity of catalase enzyme in soil 

treatment was 0.039 and in phylloplane treatment, it was 0.059 μmol.ml-1.min-1. 

The catalase enzyme is one of the most important antioxidant enzymes that acts in the 

main resistance system against the accumulation and toxicity of oxygen radicals by 

eliminating H2O2 (Shakir et al., 2018). In this research, the activity of catalase enzyme 

has increased in both treatments inoculated with Bt spores and crystals. In comparing the 

effect of Bt with chemical pesticides on the biochemical reactions of the plant, it is 

possible to increase the activity of the catalase enzyme in tomato plants following 

treatment by Imidacloprid pesticide (Shakir et al. 2018). 
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Fig. 7. 2. The average of catalase activity (± standard error) in μmol.ml-1.min-1, in 

tomato plants treated with and without Bt. Panel A shows the soil treatment and panel 

B; the spray treatment on the phylloplane. The letters at each point of time indicate a 

significant difference (p <0.05) in the level of activity of the catalase enzyme in the 

treatment during different days and a significant difference between treatment and 

control (P <0.05). 
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7.3.2. ACTIVITY OF ASCORBATE PEROXIDASE ENZYME  

The level of activity of ascorbate peroxidase enzyme in tomato plants that are inoculated 

with Bt through phylloplane, has increased compare to related control.  

 

Fig. 7. 3. The average of ascorbate peroxidase activity (± standard error) in terms of 

μmol.ml-1.min-1 in tomato plants treated and untreated with Bt suspension. Figure A 

shows the soil treatment and figure B; the spray treatment on the phylloplane. The 

letters at each point of time indicate a significant difference (p <0.05) in the level of 

activity of the ascorbate peroxidase enzyme in the treatment during different days and 

a significant difference between treatment and control (P <0.05). 

The activity of APX enzyme significantly increased in the two treatments of soil and 

spray on the phylloplane, in comparison to both controls. In soil treatments, the activity 
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of the APX enzyme is increasing from the first hours after inoculation, and on the second 

day it reached to the peak, then a descending process was observed. However, again on 

the tenth day, the second peak of its activity was detected (Figure 7.3). Generally, APX 

activity during different days in soil inoculation treatment was higher than Bt spray 

treatment on phylloplane (P <0.0001). 

According to the obtained results in this study, as a result of the interaction of Bt with the 

tomato plant, the level of activity of the ascorbate peroxidase enzyme has also increased. 

Ascorbate peroxidase enzyme is one of the most important antioxidant enzymes produced 

in plants for the detoxification of H2O2. This enzyme uses ascorbate, as an electron donor, 

to reduce H2O2 (Dong-Jun et al., 2012). 

 

7.3.3. PHENYLALANINE AMMONIA-LYASE ENZYME ACTIVITY 

 

The activity of phenylalanine ammonia-lyase has been altered in tomato plants following 

treatment with Bt suspension (mixture of spores and crystals). Based on the results, the 

activity of the PAL enzyme increased significantly compared to the control in some of 

the selected time intervals. In both treatments (rhizosphere and phylloplane), the activity 

of the PAL enzyme reached to its peak on the first, seventh and fifteenth days after 

inoculation (Figure 4.7). Then, after the seventh day, the procedure decreased, but again, 

after the tenth day, the enzyme activity had a rising trend till the end of our selected time 

intervals. 
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Fig. 7. 4. The average of phenylalanine ammonia-lysis activity (± standard error) in 

terms of μmol.ml-1.min-1, in tomato plants treated and untreated with Bt. Figure A 

shows the soil treatment and figure B; the spray treatment on the phylloplane. 

The phenylalanine ammonia-lyase enzyme is a key enzyme in the pathway of 

phenylpropanoid biosynthesis. Moreover, this enzyme (PAL) plays a major role in the 

production of flavonoids and lignin synthesis. Phenylalanine ammonia-lysis enzyme 

activity is reported to be directly related to the immune system of many plants against 

pathogens invasion (Thilagavathi et al., 2007). 
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7.3.4. POLYPHENOL OXIDASE ENZYME ACTIVITY 

The activity of polyphenol oxidase enzyme in tomato plants treated with Bt spores and 

crystals decreased significantly comparing to control plants.  

 

Fig. 7. 5. The average of polyphenol oxidase enzyme activity (± standard error) in 

μmol.ml-1.min-1 in tomato plants treated and untreated with Bt. Figure A shows the soil 

treatment and figure B; the spray treatment on the phylloplane.  

PPO activity decreased in both soil treatments and Bt spray on the phylloplane, as 

compared to the control (Fig. 7.5). The lowest levels of activity of this enzyme were 

observed in the treatment of phylloplane on days 5 and 7. However, there was no 

significant difference in PPO activity in soil treatments during different days (P = 0.1409). 
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The polyphenol oxidase enzyme plays a role in inducing resistance in plants against pests 

and pathogens. The induction of polyphenol oxidase activity by pathogens has been 

reported in many plants (Schaller, 2008). In tomato plants, increasing the expression and 

the activity of the polyphenol oxidase enzyme has led to an increase in plant resistance to 

Pseudomonas syringae. 

7.3.5. PHENOLIC CONTENT 

The amount of phenolic compounds in soil treatment increased significantly from the 

third day until it reached to the peak on the 10th day after inoculation and then followed a 

downward trend. However, in the case of Bt spray treatment on phylloplane, phenolic 

compounds increased significantly from the first hours of inoculation compared with the 

control and reached to the first peak one day after spraying. The second courier was 

observed on the seventh day, and then, as in the soil treatment, the amount of phenolic 

compounds decreased (Fig. 7.6). The highest phenolic content in soil treatments and spray 

on phylloplane was 1.786 and 1.767 mM, respectively, which did not differ significantly 

(P-value = 0.7541). 
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Fig. 7. 6. The average of total phenolic content (± standard error) in mM/g fresh weight. 

Figure A shows the soil treatment and figure B; the spray treatment on the phylloplane. 

The letters at each point of time indicate a significant difference (p <0.05) in phenol 

concentration in each treatment during different days and a significant difference 

between treatment and control (P <0.05). 

The direct and positive correlation has been reported between increasing the activity of 

peroxidase enzymes under adverse conditions and the strengthening of cell walls of the 

plant with phenolic compounds (Mandal et al., 2011). 

7.3.6. SOLUBLE CARBOHYDRATE CONCENTRATION 

 

Under the influence of inoculation of tomato plants with Bt, in soil treatment, the 

concentration of soluble carbohydrates increased compared to the control (Figure 7.7). 



217 

 

 

 

Fig. 7. 7. The average of concentration of soluble carbohydrates (± standard error) in 

mg/g fresh weight, in tomato plants treated and untreated with Bt suspension. Figure 

A shows the soil treatment and figure B; the spray treatment on the phylloplane. The 

letters at each time point indicate a significant difference (p <0.05) in carbohydrate 

concentration in each treatment during different days and a significant difference 

between treatment and control (P <0.05). 

One and five days after inoculation of the plant with Bt, the concentration of soluble 

carbohydrate reached to the first and second peaks, respectively. Finally, until the last day 

of the experiment (on the fifteenth day), the carbohydrate concentration in the tomato 

plant tissues has an upward trend. However, in the case of Bt spray treatment on 

phylloplane, the second day after inoculation, the concentration of soluble carbohydrates 
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reached to maximum, and then proceed to a downward trend. However, after the seventh 

day, until the last day of the experiment, the trend is rebounding (Figure 7.7). 

 

7.3.7. TOTAL PROTEIN CONTENT 

The protein content of tomato plant in phylloplane is influenced by the interaction of plant 

cells with Bt spores and crystals. Therefore, the total protein concentration in the soil 

treatments on the seventh and fifteenth days after inoculation was increased (P = 0.0002) 

and decreased (P = 0.0043), respectively. In the case of Bt spray treatment on phylloplane, 

on the 2nd and 10th days after inoculation, an increase in protein concentration was 

observed in treated plant tomatoes (P <0.0001). But finally, in the case of Bt spray 

treatment on phylloplane, similar to the soil treatment, total protein concentration, after 

the second peak, showed the decreasing trend until the last day of the experiment (Figure 

7.8). However, for the rest of the experimental days, the total protein content in treatments 

did not have a significant difference comparing to the control. 
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Fig. 7. 8. The average of total protein concentration (± standard error) in mg/g fresh 

weight in tomato plants treated and untreated with Bt. Figure A shows the soil 

treatment and figure B; the spray treatment on the phylloplane. The letters at each 

point of time indicate a significant difference (P <0.05) in protein concentration in each 

treatment during different days and a significant difference between treatment and 

control (P <0.05). 

 

Protein content in tomatoes treated with Bt did not differ significantly from the control. 

In soil treatment, on the seventh day and in the case of Bt spray treatment on phylloplane, 

the increase in protein concentration was observed on the second and the tenth day after 

inoculation. Previous studies on the effect of chemical pesticides on the plant have shown 
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that the use of pesticides such as Imidacloprid, Cypermethrin and Chlorpyrifos has 

reduced the protein content of the plant tested (Parween et al., 2012; Shakir et al., 2018). 

7.3.8. PROLINE CONCENTRATION 

 

Proline concentrations in Bt-treated tomato plants was studied as one of the most 

important metabolites that accumulate in tissues in response to oxidative stresses, 

contribute to the damage to plant tissue as a result of biotic stress. The phenolic content 

of Bt-treated plants using soil inoculum was lower in the early days of the experiment 

than in the control, but on the 5th and 15th days, the proline concentration was increased, 

which increased compared to the treatment. The similar situation was observed in Bt 

spray treatment on phylloplane, which was not observed in the early days of plant 

inoculation. There was no significant difference between proline concentration in control 

and treatment (Fig. 7.9). But from the seventh day after inoculation, proline accumulated 

in plant cells and had a significant difference with the control (on days 7, 10 and 15 after 

inoculation). As a result, due to the interaction of tomato plants with Bt, proline 

accumulation in both treatments was more than control in the final days of the experiment. 

Proline is one of the most important compounds that can be produced in many plant 

species in response to stress such as salinity, drought, cold, food poverty, heavy elements, 

pathogenic invasions, and high acidity. Proline is a small molecule that can easily dissolve 

in water at physiological pH, as a result of the accumulation of proline in plant cells under 

stress conditions, proline can reduce the possible cell damage. Generally, proline helps to 

maintain and protect the plant cells through the capture of free oxygen radicals. Plant cells 

have the ability to store proline or quickly decompose if needed. In osmotic stress 

conditions, plant cells rapidly increase the proline content in plant tissues and store 

proline in cells (Trovato et al., 2008). 
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Fig. 7. 9. The average of total proline concentration (± standard error) in nM/g fresh 

weight, in tomato plants treated and untreated with Bt suspension. Figure A shows the 

soil treatment and figure B; the spray treatment on the phylloplane. The letters at each 

point of time indicate a significant difference (P <0.05) in proline concentrations in 

each treatment during different days and a significant difference between treatment 

and control (P <0.05)  

 

Incensement and accumulation of proline contents in plant cells is due to induction of 

p5cs (Pyrroline-5-carboxylate synthetis) gene expression and proDH (Proline 

dehydrogenase) gene suppression. When the stress is eliminated in the plant, proline 
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concentration decreases due to the excess toxicity of the proline in the plant cell. Previous 

studies have shown that the concentration and accumulation of proline in plant cells that 

are under the influence of pathogens, is greatly increased (Fabro et al., 2004; Trovato et 

al., 2008). As a result, determining the concentration of proline amino acids is of 

particular importance for evaluating the physiological state and stress tolerance in plants. 

Plant cells are capable of producing and detoxifying the oxygen-free radicals. Under 

normal conditions, free radicals of oxygen are inevitably produced as reaction products 

in plants. Plant cells have mechanisms that minimize the concentration of free oxygen 

radicals. Plants in the face of potential pathogens produce oxidative bursts, leading to the 

formation of radicals such as superoxide, hydrogen peroxide and hydroxyl. These 

oxidative bursts stimulate the plant's defence system in two phases; the first phase has a 

short period of time, and it is specialized, and begins within a few minutes after the 

pathogen is detected by the plant. While the second phase is longer, it begins after a long 

time after the pathogen is detected by the plant. The second phase of oxidative bursts 

induces the expression of genes involved in the immune system leading to resistance to 

disease or pathogen invasion (Apel and Hirt 2004). 

The occurrence of oxidative bursts and the production of free oxygen radicals occurs 

immediately after the pathogen invasion to the plants. In studies of plant cells infected 

with the pathogens, the pathogen interaction began one to two minutes after 

contamination, reaching the maximum after several minutes and expiring within 30 to 60 

minutes. But when plant tissue are infected to the pathogens, the plant response begins 

after a longer period of time, 8 to 12 hours after inoculation (Wojtaszek 1997). In this 

study, in the case of CAT and PAL enzymes, an increase in antioxidant activity was 

observed two hours after inoculation with spore and crystal Bt strain (zero day in the 

selected time intervals). 

The results of physiological and biochemical responses of tomato plants to Bt strain in 

this thesis are compared with the results of studies that have shown the effect of bacterial 

or non-pathogenic bacteria (useful bacteria or antagonistic agents) on different plants. 

Similar to our results, previous studies showed that in the leaves of the tomato plant 

infected with the gram-negative bacterium Ralstonia solanacearum, hydrogen peroxide 
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has been identified. As the population of the bacterial increased, the free radicals 

produced in the plant are also increased (Flores-Cruz and Allen 2009). 

The results of this study were similar to those of Mandal et al. (2011). Thus, roots of two 

different varieties of tomato, AM as a sensitive cultivar and BT-10 as a resistant to 

bacterial rots, were inoculated with 2.5 ml of suspension of R. solanacearum with a 

concentration of 7×106 CFU.ml-1. Tomato inoculation with R. solanacearum caused 

incensement in H2O2 production in both tomato varieties. After the first oxidative burst, 

a sharp decline in H2O2 production was observed in both cultivars. This decreasing trend 

continued on the sensitive cultivar (AM), while in the resistant cultivar (BT-10), again 

showed a sharp increase in the production of H2O2. After the second peak of H2O2 

production in the BT-10, the accumulation of H2O2 decreased gradually. The activity of 

two SOD and CAT enzymes increased 12 hours after inoculation with the pathogen. The 

highest activity of SOD in the sensitive tomato variety was reported 72 hours after 

inoculation. However, in the case of resistant cultivars, the increasing trend of SOD 

activity was observed until the end of the test period. In the case of CAT, the enzyme 

activity in the resistant cultivar was significantly more sensitive than the cultivar and has 

been increasing until the end of the experiment. The activity of the GPX enzyme has been 

markedly increased in both cultivars after a short period of time from inoculation. The 

GPX activity reached to its peak in the resistant cultivar at 24 and 96 hours after 

inoculation. The activity of the APX enzyme has also increased sharply in the resistant 

cultivar, in comparison to the susceptible cultivar and controls. It should be noted that the 

highest phenolic content was found in the resistant cultivar with the pathogen, which 

peaked 72 hours after inoculation. 

The results of this study on the activity of antioxidant enzymes showed two incremental 

phases, which has been observed in many pathogenic interactions (Bargabus et al., 2003; 

Mandal et al., 2011). There are several reasons for observing two incremental phases in 

the production of free oxygen radicals in plant pathogenic interactions. It has been shown 

that H2O2 is essential for the physical strengthening of the cell wall of the plant through 

the association between cell wall proteins and peroxidases that catalyse the ligninization 

process (Lamb and Dixon, 1997). On the other hand, the high concentrations of free 
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oxygen radicals are directly toxic to microorganisms. Consequently, higher 

concentrations of H2O2 in resistant cultivars, as mentioned in many studies (Tomankova 

et al., 2006; Chen et al., 2008), are justifiable. The results of this study indicate that the 

activity of ASC, CAT and PAL enzymes is two maximal limits. In addition to the above, 

it has been reported that the Bt has the ability to migrate from the root to the plant leaf 

(Damgaard 2000; Bizzarri and Bishop 2007; Maduell et al., 2007; Gomes Monnerat et 

al., 2009). Consequently, two phases of enzyme activity were observed due to the 

migration of Bt from soil to plant leaf and the like due to the ability of the bacterium to 

disperse into the plant and to colonize the plant. The first phase, which was observed 

immediately after inoculation, was due to the initial inoculation and the second phase, 

probably due to the bacterial endophytic in the tomato plant. 

The interaction of B. subtilis with host plant has been investigated in several studies. B. 

subtilis bacterium is one of the most effective antagonists in biological control of plant 

pathogens. This bacterium, on one hand through the production of enzymes such as 

chitinase and beta-1 and 3-glucanase and antibiotics, can control the plant diseases caused 

by different pathogens agents, and on the other hand, by increasing the activity of the 

enzymes involved in the immune system, induces systemic resistance in the plant. 

Different strains of B. subtilis increases the activity of polyphenol oxidase, peroxidase 

and phenylalanine ammonia-lyase enzymes (Jayaraj et al., 2004; Chen et al., 2010). 

Similar to the results of AzLp strain interactions with tomato plants, AR12 strains of B. 

subtilis caused increased activity of CAT, PAL, PPO and SOD enzymes in tomato plants 

inoculated with bacteria. This is important in preventing the prevalence of bacterial wilt 

and induction of plant resistance (Li et al., 2008). However, the results of the study 

performed by Jayaraj et al. (2004) regarding the reduction of the activity of CAT and PAL 

enzymes are incompatible with this thesis. Results of spraying of B. subtilis AUBS1 strain 

on rice plant significantly decrease the disease of rice pods by increasing the activity level 

of PAL and CAT enzymes (Jayaraj et al., 2004). 

The effect of B. subtilis bacteria on the activity of the cucumber plant immune system for 

the control of Fusarium wilt disease, has been reported by Chen et al. (2010). The highest 

levels of peroxidase activity in cucumber were when the plant was inoculated with B. 
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subtilis bacteria. The results obtained from this study on the activity of catalase enzyme 

in tomato plants are similar to the results of Chen et al. (2010). As a result, treating the 

cucumber seeds and root soil (rhizosphere) with B. subtilis, effectively control rot disease 

caused by Fusarium spp. The highest activity of peroxidase enzyme was observed in the 

plants treated with B. subtilis. In the treatment of cucumber seed inoculated with bacterial 

suspension, from the first day of the experiment until the fifth day, the activity of the 

peroxidase enzyme has risen. Then, on the fifth day, there was a marked decrease in 

enzyme activity, but again until eleven days, the activity of the enzyme was ascending. 

The activity of the PAL enzyme in cucumber plants treated with B. subtilis was similar 

to our research results, (Chen et al., 2010). In addition, the activity of PAL in the treatment 

was greater than the control, and in the treated plants, a different trend in the activity of 

the PAL enzyme was observed during the 15 days of experiment. The maximum activity 

of the PAL enzyme was recorded in the treatment on the fifth and eleventh days after 

inoculation. These results are contradictory with the research by Chen et al. (2010) 

regarding to PPO activity in cucumber plants treated with B. subtilis. In the research, PPO 

enzyme activity was higher in treated plants compared to control, despite having a 

variable rate. 

The strain of GS1 from Bt induces resistance in cucumber plants to the Rhizoctonia solani 

fungus. Similar to the results of this study, the activity of the gaiacol peroxidase, ascorbate 

peroxidase and polyphenol oxidase enzymes in cucumber treated with Bt increased 

compared to the control. However, the highest levels of activity of ascorbate peroxidase 

and polyphenol oxidase enzymes are in cucumber plants treated with R. solani fungi. Due 

to the increased activity of the enzymes involved in the immune system by the Bt, the 

plant disease of the cucumber plant has been suppressed (Dong-Jun et al., 2012). 

Inoculation of corn with different species of Bacillus genus namely, B. licheniformis, B. 

thuringiensis, B. amyloliquefaciens and B. subtilis, in non-stress conditions, caused 

changes in the activity of the antioxidant enzymes such as ascorbate peroxidase, catalase 

and Glutathione peroxidase. However, under drought stress, a significant increase in the 

activity of these enzymes was observed in inoculated corn plants compared to non-

inoculated plants with Bacillus  spp. (Vardhalajula et al ., 2011). The results indicated 



226 

that the corn plant was inoculated with Bacillus spp. responded physiologically and this 

response can reduce the negative effects of drought stress. 

According to the study of Egamberdieva et al. (2017), the use of B. subtilis NUU4 

endophyte strain improved the growth parameters of chickpea (Cicer arietinum) plant, 

increased resistance to salinity stress and reduced the severity of root rot disease caused 

by F. solani. The inoculation of Chickpea with B. subtilis caused a decrease in H2O2 

production and increased proline content of the plant. In the present study, the proline 

content of chickpea plant treated with Bt increased compared to that of the control plants. 

Based on the results obtained in this chapter from our study, it seems that the tomato plant 

initially considered our tested Bt strain as a pathogen following exposure to high 

concentrations of Bt. Therefore, the immune system of tomato plants responded to Bt 

strain and consequently increased the activity of the plant's antioxidant enzymes. 

Increasing the activity of the enzymes associated with the plant's immune system plays 

an important role in inducing plant resistance and suppressing plant pathogens population, 

resulting in a significant and important aspect of the interaction between bacteria Bt and 

host plants. The activity of the anti-oxidant enzymes is then restored to the natural state 

because tomato plants did not recognize Bt as a pathogen. As a result, if a plant is attacked 

by a pythopathogen that has been sprayed or inoculated with Bt, the plant is less 

susceptible and more capable of combating the disease. 
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8.1. OVERALL CONCLUSION 

In this dissertation, the initial studies including observation of spores and crystals, 

morphological characteristics of crystals and bacterial colonies, and catalase test were 

carried out on 130 Iranian Bt strains. Based on sodium acetate selective method, Bt strains 

were isolated from diverse environmental sources and infected, dead and diseased larvae 

and initially detected. Then, 130 Bt strains were screened based on their insecticidal 

activity on second instar larvae of P. interpunctella at a concentration of 108 spores/ml. 

In the sense that the selected strains were classified into three groups of high, moderate 

and low toxicity, based on the severity of the disease on P. interpunctella larvae. Out of 

the 130 strains, only seven Bt strains were found in the high toxic for P. interpunctella 

second instar larvae and categorized in high virulence group. Whereas, most of the studied 

Bt strains (119 strains out of 130) were not toxic to P. interpunctella larvae and 

categorized in low virulence group. 

For further study, a total of seven Bt strains were selected, and several features were 

investigated in them. Five Bt strains of IE-1, AzLp, IE-2, IP-2 and IEp, isolated from 

infected larvae produced pyramidal crystals and showed high toxicity towards P. 

interpunctella larvae. Two Bt strains of KhF (with spherical crystals) and RM (with 

irregular crystals), respectively, belonged to moderate and low toxicity groups, were also 

selected for further investigations. As a result, in the first part of this thesis, the 

characterization of seven Iranian Bt strains was performed comprehensively based on; 

gene content, the composition of crystal proteins, protein profile, the spectrum of 

insecticidal and cytocidal activity against lepidopteran insect pests and determination of 

β-exotoxin production. 

- Introduction of AzLp, IE-2, and IP-2 strains as suitable candidates for

development of future Bt based bio-insecticides. 

In conclusion, based on the results from the first section, the gene content (cry1, cry2, 

cyt1, cyt2, ps1, ps2, ps3, ps4, vip1-2, vip3 and sip genes) of the selected Bt strains were 

determined by PCR-based methods and the insecticidal proteins in each Bt strain were 
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predicted. Afterwards, by using the LC-MS/MS method, the composition of the proteins 

in the crystalline inclusions of Bt strains was determined and their insecticidal activity 

was predicted. However, bioassay experiments (with insects or with cell lines), as an 

essential and inevitable step in the characterization of Bt strains, provide comprehensive 

information on insecticidal and cytocidal activity of Bt strains. These findings led to the 

introduction of AzRp, IE-2 and IP-3 Bt strains as suitable candidates for the production 

of Bt-based bio-insecticides. Because these three strains have the potential to control 

economic important lepidopteran pests, they have insecticidal crystalline proteins toxic 

for lepidopteran pests such as; Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ca and Cry1Da proteins, 

as well as none of the selected Bt strains produced β-exotoxin.  

- Introducing the new gene of cry1Ia38  

The second part of this thesis has focussed on cloning of the new Bt gene namely 

cry1Ia38. The cry1Ia38 gene, was identified from the screening study of B. thuringiensis 

IE-1 strain and successfully cloned. The complete sequence of this gene encodes a protein 

of 720 amino acids with a length of 2160 nucleotides. The newly identified toxin was 

named Cry1Ia38, according to the decision of Bt δ-endotoxins nomenclature committee, 

(http://www.btnomenclature.info). After expression, extraction and purification of 

Cry1Ia38 protein, insecticidal and cytocidal activity were studied. The unique features of 

the Cry1I family of toxins, most importantly having different mode of action comparing 

to other Cry proteins, were the criteria for choosing this gene. The structural 

characterization, insecticidal and cytocidal activity of Cry1Ia38 protein was compared 

with the Cry1Ia38 -I116V (Cry1Ia38 mutant) and Cry1Ia7 proteins. The results show that 

the cry1Ia38 gene is a suitable candidate for corn transgenic resistant to European corn 

borer, Ostrinia nubilalis. 

Based on the results, the protoxins of all three studied proteins, Cry1Ia38, Cry1Ia38 -

I116V and Cry1Ia7, had the same molecular weight, about 80 kDa. Also, trypsin 

activation resulted in a stable core with a molecular weight of 50 kDa. The results of 

bioassay of the three studied proteins showed that protoxin of all three proteins were 

highly toxic for G. molesta larvae. Similarly, O. nubilalis larvae showed a high 
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susceptibility to the Cry1Ia38 protein. However, the four insect species of S. exigua, S. 

littoralis, H. armigera and M. brassicae were not highly susceptible to Cry1Ia proteins. 

- Difference in insecticidal activity of Cry1Ia38 protein following the occurance of 

single point mutation. 

It should be noted that the two toxins Cry1Ia38 and Cry1Ia38 -I116V exhibited different 

insecticidal activity despite the difference in only one amino acid. Changing an amino 

acid leads to a change in the protein's insecticidal activity. In this way, protoxin and 

activated toxin Cry1Ia38 had the highest levels of toxicity on G. molesta larvae. Also, 

Cry1Ia38 protoxin and activated form resulted in 100% and 45% mortality of O. nubilalis 

larvae, respectively. While, in the case of Cry1Ia38 -I116V, only the protoxin of this 

protein was toxic for G. molesta and O. nubilalis larvae, and the activated toxin lost its 

insecticidal activity. 

- The challenge of the oligomerization of Bt toxins in the sequential model: The 

association between the formation of oligomeric structures and toxicity of Cry1Ia 

protein. 

 In the fourth part, due to the unique features of Cry1I family toxins and the different 

mode of action of Cry1I toxin, the ability of this protein to form oligomeric structures 

was studied. Then, the relationship between the formation of oligomeric structures and 

the pathogenicity of Cry1Ia protein was questioned. Therefore, the oligomerization of 

Cry1Ia protein, after being incubated with BBMV from susceptible and non-susceptible 

hosts and also insect cell line was investigated for the first time by using the Western blot 

technique. The findings of this thesis indicate that Cry1Ia toxin formed oligomeric 

structures only after the incubation BBMV from coleopteran susceptible host, L. 

decemlineata. No oligomers were detected following incubation of Cry1Ia proteins with 

BBMV from susceptible and non-susceptible lepidopteran host besides lepidopteran 

cultured cells (Sf21 cell line). Therefore, following the mode of action based on the 

sequential model, the formation of an oligomeric structure may not be generalized for all 

Cry toxins and for all host insect species. Based on the results of present study, the 
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formation of an oligomer is an important, but not necessarily essential step, for the Cry1Ia 

toxin toxicity. 

- Antifungal and antibacterial activity of Bt strains 

In the sixth part of this dissertation, due to the finding of appropriate Bt strains for 

development of bio-insecticides, the antimicrobial activity of the Bt strains was also tested 

against phytopathogenic bacterium, Erwinia sp., and fungus. F. oxysporum subsp. 

lycopersici. Based on the results, no antimicrobial activity (antifungal and antibacterial) 

was observed in the tested Bt strains against selected plant pathogenic agents, Erwinia sp. 

and F. oxysporum subsp. lycopersici. 

- Occurrence of biochemical and physiological responses in Bt inoculated tomato 

plants. 

 In the seventh part of the dissertation, the physiological and biochemical effects of 

Iranian Bt strains on plant cells was studied. Tomato plants were inoculated with the 

mixture of spores and crystals of AzLp Bt strain through spraying on the plant foliage, 

and inoculation of rhizosphere. Different enzymatic and non-enzymatic parameters were 

measured including; catalyse (CAT), superoxide dismutase (SOD), gaiacol peroxidase 

(GPX), ascorbate peroxidase (APX), polyphenol oxidase (PPO) and Phenylalanine 

ammonia-lyase (PAL) and non-enzymatic parameters such as; protein content, total 

phenolic content, soluble carbohydrates and proline. In general, according to the results, 

inoculation of tomato plant with spores and crystals of Bt strain increased the activity of 

antioxidant enzymes. As a result, increased activity of the enzymes associated with the 

plant's immune system plays an important role in inducing plant resistance. 

In summary, in this PhD dissertation, the characterization of Iranian Bt strains based on 

gene content, crystal protein composition, the spectrum of insecticidal and cytocidal 

activity, antimicrobial activity, and metabolic and biochemical effect of Bt on plant cells 

were determined. These studies led to the introduction of the new cry1Ia38 gene from IE-

1 Bt strain. The Cry1Ia38 protein has a great potential for controlling G. molesta and O. 

nubilalis larvae. Also, the Cry1Ia38 protein, due to its different mode of action in 

comparison with other three-domains Cry proteins, can pyramided with other Cry 
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proteins to delay the occurrence of resistance in insects. On the other hand, selected Bt 

strains showed no antimicrobial activity against Erwinia sp. and fungi F. oxysporum 

subsp. lycopersici. While, due to the physiological and biochemical effects tomato plant 

cells, they play an important role in inducing plant resistance and suppression of probable 

diseases. The results of this study led to the introduction of AzLp, IE-2 and IP-2, and 

Cry1Ia38 toxin from Bt, which had a great potential for controlling lepidopteran insect 

species and also had a favourable effect on host plants. Therefore, the use of three Bt 

strains of AzLp, IE-2 and IP-2 in Bt-based bio-insecticide and the use of Cry1Ia38  toxin 

are recommended for the production of future Bt products. 
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8.2. SUGGESTIONS 

For further studies based on this thesis, the following suggestions can be considered: 

- Primary screening focusing on the toxicity of Bt strains against other insect orders

(Coleoptera and Diptera). 

- Additional studies on the KhF Bt strain: Full genome sequencing of this strain,

performing bioassay experiments with other insect pests from different orders (not only 

focusing on lepidopteran pest) 

- Determination of damage to plant cells, by changing the permeability of the membrane,

by electrolyte leakage. 

- Screening based on toxic genes for other organisms (nematodes, mites, protozoa, etc.)

- Activation of Cry1Ia38 and Cry1Ia38 -I116V with midgut juice of susceptible insects

- Binding competition assays of Cry1Ia38 and Cry1Ia38 -I116V toxins in susceptible

insects 

- Labelling of protoxin Cry1Ia7, and an examination of oligomeric structures in protoxin.

- Investigating the endophytic activity of Bt strains in the host plant

- Investigating the metabolic effects of Bt endophytic on host plants.
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 چکیده

 کدر کنترل بیولوژی ی کاربردیبا استفاده حشرات بیمارگرترین ، موفقBacillus thuringiensis (Bt)باکتری 

هایی که تخصص میزبانی متفاوت ، با هدف یافتن توکسینBtهای جدید از باکتری شناسایی سویه باشد.آفات می

جه رسد. با توآفات، امری ضروری و مهم به نظر می جمعیتتری دارند، برای مدیریت کشی وسیعی حشرهو دامنه

آوری و بر اساس شدت بیماری روی ، جمعBtهای بومی جدایه، در کنترل میکروبی آفات، Btبه اهمیت باکتری 

هایی که پتانسیل کنترلی متفاوتی روی   های سویه، غربال شدند. ویژگیPlodia interpunctellaلاروهای 

شی و کی فعالیت حشرههای کریستال، محتوای ژنی، دامنهداشتند، از منظر ترکیب پروتئینی هندی پرهشب

ابولیسمی و اگزوتوکسین و اثرات مت-پولکدار، فعالیت ضد میکروبی، تولید بتاکشی با تمرکز بر آفات بالسلول

ی هه دست آمده، سه سویهای بطور جامع تعیین گردید. بر اساس یافتههای گیاهی، بهبیوشیمیایی روی سلول

AzLp ،IE-2  وIP-2تعدد و تنوعپولکدار، های سلولی آفات بال، به دلیل زهرآگینی زیاد علیه لاروها و رده 

های شکعنوان کاندیدهای مناسبی برای تولید حشرهاگزوتوکسین، به-کش و عدم تولید بتاهای حشرهپروتئین

ورد مطالعه های مفرنگی با سوسپانسیون سویهتلقیح گیاه گوجه کهبا وجود این معرفی شدند. Btی زیستی بر پایه

های مربوط به سیستم ایمنی و القای مقاومت در گیاه گردید، فعالیت ، موجب افزایش فعالیت آنزیمBtاز باکتری 

، در cry1Ia38 جدید ژن مشاهده نشد. زای گیاهی مورد آزمونضد قارچی و ضد باکتریایی علیه عوامل بیماری

سازی گردید. پس از بیان، استخراج همسانه، شناسایی و با موفقیت Bt IE-1ی محتوای ژنی سویه بررسیی نتیجه

. بر دشارزیابی  کشی این پروتئینکشی و سلولهای مولکولی، حشره، ویژگیCry1Ia38سازی پروتئین و خالص

 Ostrinia nubilalisو  Grapholita molesta علیهمناسبی  کشیحشره پتانسیل این پروتئیناساس نتایج، 

ها در کنترل آفات ، برای افزایش کارایی آنCry1Iهای ی عملکرد توکسیناز نحوه درستیدارد. درک کامل و 

، و ارتباط آن با بیمارگری Cry1Iaی تشکیل ساختارهای الیگومری توکسین . مطالعهرسیدگیاهی، ضروری به نظر 

ای مهم، مرحله عنوان، به، تشکیل الیگومرCryهای ی اثر توکسینبر اساس مدل اتصال متوالی نحوه د کهنشان دا

ای هتوکسین ی توأمعمومیت ندارد. این مسئله، امکان استفاده Cryهای ی توکسیناما نه لزوماً ضروری، برای همه

Cry1I های با سایر پروتئینCry ی های بر پایهفرمولاسیون ، درBt به تعویق انداختن برای  هو یا گیاهان تراریخت

 دهد.نشان می بروز مقاومت را

، تشکیل Cry1Ia، پروتئین LC-MS/MSی سلولی حشرات، ، ردهBacillus thuringiensis واژگان کلیدی:

  الیگومر، فعالیت ضد میکروبی، پاسخ بیوشیمیایی گیاه.
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 ی

 

 Sf21 (B) ................................................................................................ 146( و A) Hi5 یهاسلول یظاهر تیوضع -10 -4شکل 

 Cry1Ia7. ............................ 150و  Cry1Ia38 ،Cry1Ia38-I116V نیسه پروتئ یانهیدآمیاس یهایتوال یترازهم -11 -4شکل 

 Bt ............................................................................................. 151 یباکتر یهانیتوکس یساختار سه بعد یسهیمقا -12 -4شکل 

 Cry ..................................................................................................................... 168 یهانیتوکس یسازو خالص هیته -1 -5شکل 

 169 .................................................................................................نیوتیبا ب Cry1Ia7 نینشاندار کردن توکس یجهینت -2 -5شکل 

 Sf21 .................. 170 یهاالقاء شده توسط سلول Cry1Ia7و  Cry1Ab یهانیتوکس یگومریال یساختارها لیتشک -3 -5شکل 

 O. nubilalis.. ... 171حاصل از  BBMV القاء شده توسط Cry1Ia7و  Cry1Ab یهانیتوکس یگومریال یساختارها لیتشک -4 -5شکل 

 L. botrana............ 172حاصل از  BBMVالقاء شده توسط  Cry1Ia7و  Cry1Ab یهانیتوکس یگومریال یساختارها لیتشک -5 -5شکل 

 L. decemlineata .. 173حاصل از  BBMVالقاء شده توسط  Cry1Ia7و  Cry1Ab یهانیتوکس یگومریال یساختارها لیتشک -6 -5شکل 

 Bt .................................................................................................................. 186 یباکتر یهاهیسو یضد قارچ تیفعال -1 -6شکل 

 Bt. .................................................. 188 یاز باکتر یمورد بررس هیدر هفت سو نازیتیو اگزوک نازیتیاندوک یهاژن ریتکث -2 -6شکل 

 Bt .............................................................................................................. 189 یباکتر یهاهیسو ییایضد باکتر تیفعال -3 -6شکل 

 198 ............................................................... که سطح خاک با سلفون پوشانده شده است. یفرنگگوجه اهیگ یهاگلدان -1 -7شکل 

 min1-µmol.ml .......................................................... 208.-1( بر حسب اریمع یخطا ±کاتالاز ) میآنز تیفعال نیانگیم -2 -7شکل 

 min1-µmol.ml. ................................... 209.-1( بر حسب اریمع یخطا ±) دازیآسکوربات پراکس میآنز تیفعال نیانگیم -3 -7شکل 

 min1-µmol.ml................................... 211.-1( بر حسب اریمع یخطا ±) ازیل-ایآمون نیلانلآیفن میآنز تیفعال نیانگیم -4 -7شکل 

 min1-µmol.ml ........................................... 212.-1( بر حسب اریمع یخطا ±) دازیفنول اکسیپل میآنز تیفعال نیانگیم -5 -7شکل 

 mM/ g fresh weight .................................................... 213( بر حسب اریمع یخطا ±کل ) یفنول یمحتوا نیانگیم -6 -7شکل 

 mg/g fresh weight .......................................... 214( بر حسب اریمع یخطا ±محلول ) دراتیغلظت کربوه نیانگیم -7 -7شکل 

 mg/g fresh weight ...................................................... 216( بر حسب اریمع یخطا ±کل ) نیغلظت پروتئ نیانگیم -8 -7شکل 

 nM/g fresh weight ........................................................ 218( بر حسب اریمع یخطا ±کل ) نیغلظت پرول نیانگیم -9 -7شکل 
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 مقدمه -1-1

ی وسعه، تهای شیمیایی علیه آفاتکشحشره یرویهبه دلیل بروز مشکلات متعدد ناشی از کاربرد بی

گیری از سه گروه شکارگرها، پارازیتوئیدها و بیمارگرهای حشرات، های کنترل بیولوژیک با بهرهروش کارگیریبه

لید ی کاربرد، هزینه تواست. در میان عوامل کنترل بیولوژیک، بیمارگرهای حشرات در نحوه ناپذیرامری اجتناب 

های شیمیایی بوده و جایگاه خوبی را به خود اختصاص کشای مشابه آفتثیر نسبتاً سریع، تا اندازهأمناسب و ت

 ژهوی، بهمیانی و هموسل بدن حشراتی به روده با قدرت تهاجمی مناسبهای بیمارگر حشرات اند. باکتریداده

های گرم مثبت، بیشترین متعلق به گروه باکتری Streptococcaceaeو  Bacillaceaeی اعضای دو خانواده

باکتری گرم مثبت، هوازی  ،Bacillus thuringiensis (Btباکتری ) که. ثابت شده اندتوجه را به خود جلب کرده

        ترین و پرکاربردترین عامل کنترل میکروبیموفق ؛ی اسپور درونیکننده هوازی اختیاری، و تولیدو یا بی

و یا  Btی های بر پایهکشحشره (.Federici, 1991; Raymond et al., 2010) باشدمی سازی شدهتجاری

گیرند و می طور وسیع مورد استفاده قرارکنند، بهرا بیان می Btکش های حشرهای که توکسینگیاهان تراریخته

در نتیجه، به دلیل اهمیتی  (.Bravo et al., 2011های شیمیایی باشند )کشتوانند جایگزین مناسبی برای آفتمی

 این رساله قرار گرفت. و عنوان بررسیحشرات دارد، موضوع  میکروبیکنترل  مقولهدر  Btکه باکتری 

 ئرهاا، پروتوزوهبسیاری از حشرات، نماتدها، کنهکند که برای های کریستالی می، تولید پروتئینBtباکتری 

 Schnepf et al., 1998; van Frankenhuyzen 2009; Ohbaهای سرطانی انسان، زهرآگین هستند )و سلول

et al., 2009کش، های ترشحی حشرهی رشد رویشی، پروتئیندر طی مرحله چنین، این باکتری(. همVip  و

Sipتولید می ،( کندPalma et al., 2014; Chakroun et al., 2016به دلیل تخصص میزبانی و بی .) ضرر

جودات غیر هدف، مطالعات زیادی در سراسر دنیا، بر وبرای محیط زیست و سایر م Btهای باکتری بودن توکسین

 ;Bel et al., 1997; Bravo et al., 1998اند )تمرکز کرده ها و منابع متفاوتجداسازی این باکتری از محیط

Uribe et al., 2003; Hernández et al., 2005; Berón and Salerno 2006; Thammasittirong and 

Attathom 2008; Seifinejad et al., 2008; Vidal-Quist et al., 2009; Djenane et al., 2017 ،اما .)

ی مقاومت آفات نسبت به ه بروز مسئله، منجر بBtی ی بیش از حد و غیر اصولی از محصولات بر پایهاستفاده
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، Btهای باکتری بنابراین، جداسازی و شناسایی سویه (.Ferré et al., 1995)شده است  Btهای باکتری توکسین

ه باشند، کشی متفاوتی داشتی فعالیت حشرههای جدیدی که تخصص میزبانی و یا دامنهبا هدف یافتن توکسین

 Ferré et al., 1995; Juárez-Pérezرسد )حشرات، امری ضروری به نظر می ی مقاومتبرای مدیریت مسئله

et al., 1997 .) 

لاروهای مرده ، از Btهای ایرانی باکتری به همین منظور، در این رساله نیز، ابتدا، روی جداسازی سویه

مناطقی با پوشش های کشاورزی و خاک جنگل، باغ درختان میوه، زمین از چنینو هم ،و مشکوک به آلودگی

ها ایی آنزهای مورد بررسی، بر اساس شدت بیماریی سویهگری اولیهپس از غربال تمرکز گردید. گیاهی طبیعی

های انتخابی تعیین گردید. ویژگی سویه (Plodia interpunctella)ی هندی پرهروی لاروهای سن دوم شب

های متفاوتی بهره جسته شده، تا اطلاعات جامعی ، از روشBtهای ایرانی از باکتری های سویهبرای تعیین ویژگی

 های مورد بررسی فراهم آید.از سویه

های مبتنی ، از روشBtهای باکتری های مربوط به شناسایی و تعیین ویژگی سویهدر بسیاری از پژوهش

 فعالیت یگویی دامنهژنی و پیشعنوان ابزاری مناسب برای ارزیابی محتوای مراز، بهای پلیهای زنجیرهبر واکنش

(. در این Juárez-Pérez et al., 1997; Ferrandis et al., 1999استفاده شده است ) Btهای سویه کشیحشره

این  (1 که بدین دلیلتعیین گردید. اما  مرازای پلیبا واکنش زنجیره Btهای باکتری رساله نیز، محتوای ژنی سویه

ا درون اجسام ههای بیان شده و فراوانی نسبی هر یک از پروتئینسریع، توانایی نشان دادن پروتئین روش دقیق و

، SDS-PAGEالکتروفورز  حاصل از های مورد بررسیالگوهای پروتئینی سویه (2را نداشت،  Btکریستالی باکتری 

رائه کند، ا مراز راای پلینش زنجیرههای شناسایی شده توسط واکاطلاعات دقیقی از میزان بیان ژن توانستنمی

در این   (،(Porcar and Caballero 2000چند پروتئین وزن مولکولی یکسانی داشته باشند ) )زیرا ممکن است

برای تعیین ترکیب  LC-MS/MS، از روش SDS-PAGEمراز و الکتروفورز ای پلیرساله در کنار واکنش زنجیره

های وکسینت       کنش بیناستفاده گردید. با در نظر گرفتن اهمیت برهم یستالیهای موجود در اجسام کرپروتئین

-ستهای زیآزموننتایج ی میزبان، ی میانی حشرههای پوششی رودههای سلول، با پروتئازها و گیرندهBtباکتری 

ر و ببا توجه به زمانهای مورد بررسی را فراهم آوردند. اما کشی سویهسنجی اطلاعات تکمیلی از فعالیت حشره



 نژادآیدا خرم   های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین   

3 

 

ی ههایی بر پایسنجی و نیاز به پرورش کلنی حشرات، به کار گرفتن آزمونهای زیستبر بودن آزمایشهزینه

 Btای باکتری هکشی توکسینتواند جایگزین بسیار مناسبی برای شناسایی فعالیت حشرههای حشرات، میسلول

(. از دیگر مزایای استفاده Kwa et al., 1998; Gringorten et al., 1999; Willcoxon et al., 2016باشد )

ا هدهد که بدون در نظر گرفتن محدودیتگران این امکان را میبه پژوهش های سلولی حشرات این است کهاز رده

یق ها تحقهای سلولی حاصل از آنهای قوانین قرنطینه برای کار کردن با برخی از آفات، روی ردهو یا ممنوعیت

 کنند. 

 اشد،بای برخوردار میاز اهمیت ویژه اگزوتوکسین-، تعیین تولید بتاBtهای های سویهبررسی ویژگی در

، Btتری های باکسازی سویهای ضروری قبل از تجاریفسفات، مرحلهزیرا بررسی تولید این آنالوگ آدنوزین تری

اگزوتوکسین  -بتا و یا عدم تولید تولید، Btهای انتخابی از باکتری در آخرین مرحله از بررسی ویژگی سویهباشد. می

  قرار گرفت. مطالعهمورد 

ای ههای سویههای شرح داده شده، برای تعیین ویژگیبنابراین در بخش اول این رساله، از تمامی روش

ای هترکیب پروتئینو  پروفایل، محتوای ژنیبهره جسته شد و اطلاعات جامعی از  Btانتخابی از باکتری 

های مورد ویهدر س اگزوتوکسین-تولید بتاو  کشیکشی و سلولی فعالیت حشرهدامنه، کریستال

 .شدبررسی، فراهم 

در نظر گرفته شده است. برای به  Btی های بر پایهکشراهکارهای متفاوتی برای بهبود کارایی حشره

ای هی مقاومت آفات به توکسینحداقل به تعویق انداختن مسئله ، مقابله و یاBtهای حداکثر رساندن تأثیر توکسین

Btگردد. شدت توصیه میی اثر متفاوتی دارند، به، که در صورت امکان نحوههایی، استفاده از مخلوطی از توکسین

در یکی از  (cry1Ia38معرفی ژن جدید )این رساله انجام گرفت، منجر به  دوممطالعاتی که در بخش 

 سازی ژن شناسایی شده، بیان،رساله، روی همسانه سومشد. بنابراین، در بخش  Btهای ایرانی باکتری سویه

 .ز گردیدتمرک ن توکسینای کشیکشی و سلولفعالیت حشرهو بررسی  Cry1Ia38پروتئین سازی استخراج و خالص

ها ترین این ویژگیکه از مهم بود cry1Iی های خانوادههای منحصر به فرد ژنویژگی دلیل انتخاب این ژن،
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توانند در خاموش هستند اما می Btهای باکتری ها عموماً در سویه( این ژن1کرد؛ اشاره توان به موارد زیر می

، با وجود شباهت ساختاری با سایر Cry1Iهای ( پروتئین2بیان شوند.  Escherichia coliباکتری  هایکشت

اند، توانایی تجمع در اجسام کریستالی را ندارند. بندی شدهدسته در همین گروه طور که، همانCry1های پروتئین

 که Cry1ی در بین افراد خانواده کیلودالتون دارند که 81تا  70ی بین ، وزن مولکولCry1Iهای توکسین( پیش3

ها فعالیتی ( این پروتئین4 .، عجیب استکنندتولید می کیلودالتون 130ی دازهنهایی با اتوکسینپیش طور معمولبه

(. در نتیجه، در Tailor et al., 1992; Choi et al., 2000دارند ) بالپوشپولکدار و سختدوگانه علیه آفات بال

-ی اثر متفاوتی نسبت به سایر توکسینبا توجه به اینکه نحوه Cry1Iaهای روی پروتئین چهارم این رسالهبخش 

و  هیختها )چه در گیاهان ترارزمان با سایر توکسینو از پتانسیل مناسبی برای استفاده هم های شناخته شده دارند

 صورت گرفت. های اختصاصیهای زیستی( برخوردار هستند، پژوهشکشچه در حشره

متکی بر بلعیده شدن اجسام کریستالی توسط لارو میزبان  Btهای باکتری کشی توکسینفعالیت حشره

توکسین حل و تبدیل به پیش یقلیای pHی وسیلهها بهی لارو حساس، کریستالروده خش میانیدر بباشد. می

 فعال سینشوند و توکشکسته می ی میانی حشره میزبانهای پروتئاز رودهها توسط آنزیمتوکسینشوند. پیشمی

به  خاصیهای الحاق به گیرندهها با (، توکسینBravo et al., 2007گردد. در مدل اتصال متوالی )حاصل می

 Vachonشوند )ی میزبان میی میانی و نهایتاً مرگ حشرههای پوششی رودهصورت متوالی، باعث تخریب سلول

et al., 2012های ی اثر توکسیندرکی روشن از نحوه رسد که(. این طور به نظر میBt امری لازم و ضروری ،

با توجه به  رساله پنجمباشد. بنابراین، در بخش در برابر حشرات آفت، میها برای افزایش و حفظ کارایی توکسین

مورد مطالعه قرار  Cry1Iaی اثر توکسین ، نحوهcry1Iی ژن شناسایی شده، های منحصر به فرد خانوادهویژگی

 گرفت.

ر های بیمارگآنتاگونیست برخی از باکتری ،کشیحشره فعالیت ، علاوه برBtدلتا اندوتوکسین باکتری 

یافتن فرمولاسیونی (. Yudina and Burtseva 1997باشد )نیز می Pseudomonasو  Erwiniaگیاهی، مانند 

، به راحتی در خاک تجزیه شود و هزینه مؤثر عمل کندآفات و بیمارگرهای گیاهی  در کنترلکه  Btی بر پایه

 بسیار با ارزش است. یپزشکگیاه درعنوان جایگزینی برای ترکیبات شیمیایی به ،مناسبی داشته باشد نسبتاً تولیدی
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کشی ی فعالیت حشرهبا دامنه Btهایی مناسب از باکتری از رساله، با توجه به یافتن سویه ششم در بخش در نتیجه

نبوه نیز های کاندید برای تولید ای فعالیت ضد میکروبی سویهدامنه بر آن شدیم که پولکداروسیع روی آفات بال

روی بیمارگرهای  Btهای ایرانی باکتری سویههای اثر توکسین این رساله به ششم، در بخش بنابراین. شودآزمون 

 پرداخته شد. گیاهی

 ,.Dimpka et alاند )اشاره کرده گیاه در تحریک رشد Btچنین، مطالعات زیادی به پتانسیل باکتری هم

2009; Compant et al., 2009کنش گیاه و باکتری (. از سوی دیگر، در ارتباط با برهمBt  شواهد آزمایشی

جایی عمودی در گیاه، کلونیزه کردن و حضور به صورت فرم این باکتری توانایی انتقال و جابه دهد کهنشان می

-Bizzarri and Bishop 2007, 2008; Maduell et al., 2007; Vidalرویشی فعال در داخل گیاه را دارد )

Quist et al., 2013; García-Suárez et al., 2017 با وجود در دسترس بودن اطلاعات زیادی از باکتری .)

Bt کنش بین گیاه و باکتری دانش کمی در مورد برهم ،در ارتباط با گیاهBt باکتری روی  اثر این نظر هاز نقط

از این  فتمهباشد. در نتیجه، در بخش در دست می گیاه میزبانهای سلولو بیوشیمیایی  کهای فیزیولوژیویژگی

 های گیاهی تمرکز شد. روی سلول Btهای ایرانی از باکتری رساله، روی اثرات متابولیسمی و بیوشیمیایی سویه

 :بود موارد زیر جزء اهداف این رساله چه که در بالا اشاره شد،ی آنطور کلی، با ملاحظهبه 

  Btهای باکتری جدایه کشی و مولکولیحشره هایتعیین ویژگی -

 Cry1Iaهای سازی پروتئینبیان، استخراج و خالص -

  Cry1Iaهای کشی توکسینکشی و سلولفعالیت حشره سنجش -

 Cry1Iaاثر توکسین  تعیین سازوکار -

 Btهای باکتری فعالیت ضد میکروبی سویه تخمین -

 های گیاهیروی سلول Btهای باکتری اثرات متابولیسمی و بیوشیمیایی سویه تعیین -
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 کلیات -1-2

 Bacillus thuringiensisباکتری  -1-2-1

هوازی جازی، گرم مثبت، هوازی یا بییک باکتری همه ،Bacillus thuringiensis (Bt)باکتری 

 یی سکون چرخهکه در طی مرحله باشدمی مقاوم نسبت به حرارتو ی اسپور درونی تشکیل دهنده ،اختیاری

هایی که ی باکتری، در ردهBacillaceaeی کند. این گونه از خانوادهمی های پروتئینیرشدی خود تولید کریستال

ضخیم پپتیدوگلیکان در ی های دارای لایهی باکتری، شاخه(Scotobacteria)رشدشان به نور وابستگی ندارد 

های باشد. به علاوه این گونه در گروهی از گونهمی 1هاپروکاریوتی و از سلسله (Firmicutes)ی خود دیواره

Bacillus لول باکتری س کند و این آندوسپور باعث تورمگیرد که آندوسپورهای بیضوی انتهایی تولید میقرار می

های این گونه اغلب دارای تاژک جانبی بوده، متابولیسم از طریق تنفس، سویه. (1-1شود )شکل ای شکل نمیمیله

 باشد. می 8-5/7مناسب رشد  pHگیرد و تخمیر و یا هر دو صورت می

از کرم ابریشم آلوده جداسازی  Ishiwata شناس ژاپنی به نام توسط یک زیست 1190این باکتری در سال 

 ی بید آرداز لاروهای آلوده Btباکتری  ،Ernest Berlinerتوسط  1911. در سال نام گرفت B. sottoو  شد

Ephestia kuehniella ی در منطقهThuringia  آلمان جداسازی گردید وB. thuringiensis اولین  .نامیده شد

 Ostrinia nubilalisخوار اروپایی ذرت برای کنترل کرم ساقه Btهای باکتری ، از کریستال1928بار در سال 

Hüber (Lepidoptera: Crambidae).ی تجاری بر مبنای اولین فرآورده ، استفاده گشتBt به نام ،Sporine ،

با شناسایی  های آرد مورد استفاده قرار گرفت.و برای کنترل کرم تولید شد 1938در کشور فرانسه در سال 

رخ داد  cryهای ی ژنانقلابی در محصولات تغییر یافته ژنتیکی بیان کننده Btهای بیشتری از باکتری توکسین

(Lambert and Peferoen, 1992سنتز ژن .) هایcry  باکتریBt ای شد که منجر به معرفی گیاهان تراریخته

رات کشت محصولات تراریخته مقاوم به حش 1996(. از سال Letourneau et al., 2003به آفات مقاوم بودند )

 (.Kleter et al., 2007در سراسر دنیا گسترش یافت ) Btبه نام محصولات 

                                                           
1 Procaryote 
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به طور وسیع در محیط زیست پراکنده شده  ی اسپورباکتری تشکیل دهندهعنوان یک به Btباکتری 

باشد میو محصولات انباری  یاهان، مدفوع حشرات، گرد و غبار،است و به راحتی قابل جداسازی از خاک، آب، گ

(Federici et al., 2006وقتی مواد غذایی برای رشد باکتری کافی باشد، اسپورها جوانه می .)د زنند و مرحله رش

ی که منابع دهد تا زمانکنند. باکتری به تکثیر خود ادامه میرویشی را آغاز و از طریق تکثیر دوتایی تولیدمثل می

کند و در حین تولید اسپورزایی می Bt باکتری ،ط نامساعدی کافی نباشد. تحت شرایی رشد رویشغذایی برای ادامه

باکتری (. de Maagd et al., 2003کشی تولید کند )تواند یک یا چند کریستال پروتئینی با قابلیت حشرهاسپور می

Bt عضو گروه ،B. cereus sensu latoعلاوه بر باشد که ، میBt ؛شودرا نیز شامل میدیگر  ی باسیلپنج گونه 

B. cereus sensu stricto ،B. anthracis ،B. mycoides ،B. pseudomycoides  وB. 

weihenstephanensi .ویژگی اصلی و وجه تمایز باکتری هاکریستال Bt باشدهای مرتبط میاز سایر گونه (Xu 

et al., 2014) . 

 

را  Btاز باکتری  HD73ی ؛ سویهA. تصویر Btالگوهای متفاوت از تولید کریستال در باکتری  -1 -1شکل 

ی ؛ سویهCو  YBT-020ی ؛ سویهBدهد، کریستال تولید شده در کنار اسپور قرار گرفته است. نشان می

LM1212 را نشان می( دهدDeng et al., 2014.) 

 

 Btهای توکسینبندی گذاری، تعریف و طبقهنام -1-2-2

ریافتند پژوهشگران دنوترکیب،  دی.ان.ایبلافاصله بعد از گسترش تکنیک تولید  1980ی در اوایل دهه

 ینقطه یافتهاند. این قرار گرفته باکتری هایروی پلاسمید Bt هایاندوتوکسین-ی دلتاهای بیان کنندهکه ژن
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ود. این مطالعات ژنتیکی ب Btی هامولکولی توکسینشناسی تحقیقات و مطالعات ژنتیکی و زیست آغازی برای

به دلیل نیاز مبرم به در نتیجه،  .شد Bt اندوتوکسین-های دلتایابی تعدادی از ژنو توالیسازی همسانهمنجر به 

ها و ئینبه پروت ایگیج کننده های تازه یافت شده، اسامی متعدد وی سامان دادن به ژناگذاری بریک سیستم نام

 Whitelyو  Hofte 1989تا اینکه در سال  (.Adang et al., 2014)اطلاق گردید اندوتوکسین -های دلتاژن

پیشنهاد کردند. در  های فعالیت این پروتئینس دامنهبر اسا Btهای گذاری جدیدی برای پروتئین و ژنروش نام

های سیتولیتیک( اطلاق )برای پروتئین Cytها( و های کریستال)برای پروتئین Cryها، گذاری به پروتئیناین نام

 کشی خودی فعالیت حشره، با اعداد رومی با توجه به دامنهBtهای گذاری، توکسیندر این سیستم نام شد.می

پولکداران و دوبالان، بال برای CryII، برای بالپولکداران، CryIهای شدند. برای مثال؛ توکسینبندی میدسته

CryIII بالپوشان و برای سختCryIV یکی از مشکلات این  زهرآگین بودند. طور اختصاصی برای دوبالانبه

نجی با استفاده سهای زیستانتخاب نام برای یک توکسین جدید بود، زیرا ابتدا لازم بود تا آزمون گذاری،سیستم نام

جام گیرد ها مشخص شده بود، انسایر توکسینه بها تر حساسیت آنعلیه تمام حشراتی که پیش از توکسین جدید

(Palma et al., 2014برای اجتناب از این مشکل .)های گذاری توکسینکمیته نام هاBt، گذاری سیستم نام

توالی اسیدهای آمینه  شباهتبر اساس  Btهای داد. در این سیستم توکسینپیشنهاد  1998ال جدیدی در س

یک توکسین از چهار سطح تشکیل شده است؛ برای مثال:  اسم گذاریاین سیستم نام . درشوندمیگذاری نام

یرند. از حروف بزرگ گمورد استفاده قرار می برای مشخص کردن سطح اول و چهارم اعداد، Cry41Ab1توکسین 

 45از  مترهایی که کپروتئین شود. بدین صورتبه ترتیب برای تفسیر سطوح دوم و سوم استفاده می و کوچک

برای مثال؛ دهند )ی خود شباهت دارند، عدد اول جدیدی به خود اختصاص میدرصد در توالی اسیدهای آمینه

Cry1  وCry2تفاوت دارند  ت دارند، در سطح سوم )حروف بزرگ(درصد شباه 78هایی که کمتر از (. پروتئین

 درصد شباهت دارند در سطح سوم )حروف کوچک( 95که کمتر از  هایی(. پروتئینCry1Bو  Cry1A)برای مثال؛ 

درصد  95ی که بیش از های( و در نهایت، برای تمایز پروتئینCry1Abو  Cry1Aa متفاوت هستند )برای مثال؛

 (.Palma et al., 2014)کند تغییر می( Cry1Aa2و  Cry1Aa1چهارم ) سطح شباهت دارند
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های پروتئینی که این باکتری در طی اسپورزایی تولید را به کریستال Btزایی باکتری فعالیت بیماری

های مرتبط به ویژه از سایر گونه Btها ویژگی اصلی و وجه تمایز باکتری دهند. کریستالکند، نسبت میمی

Bacillus cereus  یرند که گباشد. این اجسام کریستالی یک یا چند پروتئین را در بر میها میبقیه باسیلو حتی

 هابه آن هها ک. این پروتئینباشندمیهای حشرات بسیار سمی گونه تعدادی ازها برای یک یا اکثر این پروتئین

( و های کریستالی)برای پروتئین Cryهای شود، عموماً در گروه توکسینهم گفته می توکسین یا اندوتوکسین

 گیرند.میهای سیتولیتیک( جای )برای پروتئین Cytهای توکسین

کند که برای بسیاری از حشرات، هایی تولید میپروتئین Btتر اشاره شد، باکتری طور که پیشهمان

ریستالی توانند در اجسام کها میهای سرطانی انسان سمی هستند. این پروتئینو سلول ها، نماتدها، پروتوزوئرهاکنه

و پاراسپورین،  Cry ،Cytهای تولید شوند، مانند پروتئین Btی زندگی باکتری ی سکون چرخهپاراسپورال در مرحله

 Sip (Vanو  Cry1I ،Vipهای ی رشد رویشی باکتری ترشح شوند، مانند پروتئینو یا اینکه در طی مرحله

Frankenhuyzen 2009; Ohba et al., 2009; Palma et al., 2014; Chakroun et al., 2016; 

Khorramnejad et al., 2018.)  های باکتری هر یک از توکسینتعریف در ادامه، بهBtشود.، پرداخته می 

 Cryهای توکسین -1-2-2-1

ستالی باکتری  سام کری ست که به آناز پروتئین Btاج شده ا شکیل  ستالی ت سین هاهای کری ای هتوک

ستالی یا دلتا سین-کری سینها اطلاق میاندوتوک گیرند. جای می Cytو  Cryهای شود، و عموماً در دو گروه توک

ی میزبانی بسیار وسیعی دارند و درجات ها دامنهبرای اکثر حشرات سمی هستند، برخی از آن Cryهای توکسین

شان می زاییبیماریمتفاوتی از  سبت به موجود هدف از خود ن سینکمیته نام تاکنون .دهندن  Btای هگذاری توک

ها در که زهرآگینی آن (Cry75تا  Cry1از ) با سطح توصیفی اولیه متفاوت Cryهای گروه از توکسین 75حدود 

های لولها و سهای انسانی و حیوانی، برخی از حلزونبالپوشان، دوبالان، نماتدها، انگلداران، سختپولکبرابر بال

شده، شخص  سانی م ست ) کردهگذاری نام سرطانی ان های سین(. توکhttp://www.btnomenclature.infoا

Cry سیدهای آمینه و طول پیشهایی در رغم تفاوتعلی سینتوالی ا سه دومینی، توک شابهی دارند.  1ساختار  م

                                                           
1 Domain 
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سووه دومینی اسووت  Cryهای ثابت توکسووین هایویژگی از های حفاظت شوودهی توالیپنج قطعه یک تاحضووور 

(Pardo-Lopez et al., 2013.) شکل زیر سه بعدی  در  سینساختار  ست. Cry2Aa توک شده ا  نمایش داده 

: دومین ایجاد Iباشووود؛ دومین می Cry2Aaهای پروتئین ی دومیندهندهنشوووان ،2-1در شوووکل  لاتیناعداد 

؛ مسئول اتصال به IIIتوکسین، دومین -های گیرندهکنش؛ یا دومین مرکزی، درگیر برهمIIی منفذ، دومین کننده

 (.Palma et al., 2014باشد )گیرنده و تشکیل منفذ می

 

: دومین II، دومین ی منفذایجاد کننده : دومینI، دومین Cry2Aaساختار سه دومینی توکسین  -2 -1شکل 

: در اتصال به گیرنده و تشکیل IIIهای بین توکسین و گیرنده دخیل است، دومین کنشمرکزی که در برهم

 (.Palma et al., 2014منفذ نقش دارد )

 

یچ که در آن مارپ تشکیل شده آلفا مارپیچای از هفت مجموعه از ر انتهای آمینی پروتئیند واقع Iدومین 

ی در طی مرحله Iبخشی از دومین پاتیک احاطه شده است. توسط شش مارپیچ آمفی مرکزی آبگریز آلفای پنج

دومین مسئولیت اتصال توکسین به غشاء و گردد. این پروتئولیز می Cryهای سه دومینی سازی پروتئینفعال

ی غیر موازی تشکیل شده است و ی بتاسه صفحهاز ، یا دومین میانی IIدومین  یل منفذ را به عهده دارد.شکت
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کند. ازی میب ء،و الحاق به غشا توکسین الیگومریزاسیونهای بین توکسین و گیرنده، کنشنقش مهمی در برهم

ده غیر موازی تشکیل شبتای ی از دو صفحه که باشدبه صورت یک ساندویچ بتا می IIIساختار دومین  در نهایت،

  .(Xu et al., 2014)تشکیل منفذ اهمیت دارد در اتصال به گیرنده و  است و

وان عنکه به های باکتریایی هستندمتعلق به گروهی از توکسین Btباکتری  Cytو  Cryهای توکسین

آب هستند که  هایی محلول درها، پروتئینشوند. این توکسینشناخته می 1ی منفذهای تشکیل دهندهتوکسین

ه باشند های میزبان خود را داشتجایی در غشای سلولشوند تا قابلیت اتصال و جابهدستخوش تغییرات ساختاری می

(Bravo et al., 2007دو گروه عمده از توکسین .) هایی با زنجیره توکسین. 1های تشکیل دهنده منفذ وجود دارد؛

، که از 3ی بتاهای با صفحه. توکسین2کند و آلفا در غشای سلول میزبان منفذ ایجاد می مارپیچ، که نواحی 2آلفا

(. Parker and Feil 2005شوند )طریق ساختارهای سنجاق سری صفحات بتا به غشای سلول میزبان متصل می

  نینچشامل کولیسین، اگزوتوکسین آ، توکسین دیفتری و هم های تشکیل دهنده منفذاولین گروه توکسین

های وابسته به ها، توکسینهمولیزین-ها، آلفاشوند. در حالی که آئرولیزینمی Cryهای سه دومینی توکسین

 Parkerهای تشکیل دهنده منفذ هستند )، متعلق به گروه دوم توکسینCytهای چنین توکسینکلسترول و هم

and Feil 2005های هایی اختصاصی در سطح سلولهای تشکیل دهنده منفذ با گیرندهبه طور کلی توکسین (. اما

 میزبان ارتباط دارند.

 Cytهای توکسین -1-2-2-2

یافت شدند  B. thuringiensis subsp. israelensisی در ابتدا در زیرگونه Cytهای توکسین

(Adang et al., 2014 .)های توکسینCyt های از لحاظ توالی اسیدهای آمینه شباهت کمی به توکسین

Cry های . توکسیندارند و عموماً برای دوبالان سمی هستندCyt هایی که خاصیت همولیتیکی به توکسین

خاصیت از بین بردن  Cytهای توکسین ،چنینشود. همی همولنف( دارند، اطلاق میی کننده)تجزیه

(. این گروه Mizuki et al., 1999مهرگان را دارند )داران و در بیقرمز( در مهره هایها )گلبولاریتروسیت

                                                           
1 Pore-forming toxin (PET) 
2 α-helix 
3 β-barrel 
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ها به ترتیب، تر به آنکه پیش Cyt3و  Cyt1 ،Cyt2ها به لحاظ ژنتیکی به سه گروه اصلی از توکسین

CytA ،CytB  وCytC گفتند، تقسیم میمی( شوندSchnepf et al., 1998 .) نشان  3-1توجه به شکل

بتا، تشکیل شده است -های آلفااز یک تک دومین با سه لایه از پروتئین Cytهای دهد که توکسینمی

(Palma et al., 2014 .)ها توکسینCyt  نیز مانندCry شوند و پس از توکسین تولید میصورت پیشبه

(. Li et al., 1996دهند )های کوچکی از انتهای آمینی و کربوکسیلی خود را از دست میسازی بخشفعال

دارند  Cryهای کیلودالتون، نقش سینرژیستی برای برخی از توکسین 28با وزن مولکولی  Cytهای توکسین

(Adang et al., 2014.) 

 

 Cyt1Aa (Palma et al., 2014.)ساختار سه بعدی توکسین  -3 -1شکل 

 

سیاه زهرآگین هستند. اما مطالعات اخیر نشان داده  یهاها و مگسعموماً برای پشه Cytهای توکسین

 cytهای ، ژنB. thuringiensis subsp. morrisoni، برای مثال؛ Btهای باکتری اسوت که برخی از زیرگونه

زهرآگینی دارد بالپوشووان پولکداران و سووختی وسوویعی از حشوورات شووامل دوبالان، بالدارند که برای دامنه

(Guerchicoff et al., 2001پیش .)سین شره Cyt2Aو  Cyt1Aهای توک سط ح شده تو ه ی میزبان ببلعیده 

سیله ستگاه گوارشآنزیم و سیلی و آمینی پروتئین  های پروتئاز د رتیب، تبدیل به و به ت هیدرولیزدر انتهای کربوک

تمایل زیادی به اتصال به لیپیدهای  فعال شده Cytین شوند. توکسکیلودالتونی می 23و  25ی مقاوم یک هسته
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و  López-Diazدارد. بر اساس مدل ارائه شده توسط  ی میزبانی میانی حشرههای پوششی رودهغشای سلول

ختار توکسووین، امنجر به تغییر در سوو به لیپیدهای غشوواء Cytی (، اتصووال توکسووین فعال شووده2013همکاران )

 شود.الیگومری، ایجاد منفذ و نهایتاً مرگ سلول میتشکیل ساختارهای 

 های پاراسپورینتوکسین -1-2-2-3

کشی خود را در ارتباط با تکامل فعالیت حشره Btبرای چندین سال اعتقاد بر این بوده است که باکتری 

انگلی به دست آورده است. این فرضیه برای بسیاری از محققین  -ی میزبانزمان با حشرات از طریق یک رابطههم

عنوان یک به Btکه باکتری  گردیدی جدیدی مطرح جذاب بوده است، اما بر اساس شواهد به دست آمده فرضیه

 یلاحظهمحشرات. این فرضیه با  بیمارگرگونه، صرفاً و در وهله اول یک ساپروفیت محیط زیست است نه یک 

       خاصیت های داراینسبت به جدایهکشی خاصیت حشره بدون Btهای طبیعی باکتری جدایه ادفزونی تعد

که از خاک و یا از سطح شاخ و  Btهای باکتری درصد جدایه 90شود. به عبارتی بیش از حمایت می ،کشیحشره

هایی ویهسشود، این در اینجا این سوال مطرح می ،کشی ندارند. بنابراینشوند، خاصیت حشرهبرگ گیاهان جدا می

دارند که همچنان ناشناخته مانده است؟ پر واضح است که این  زیستیکشی ندارند، چه فعالیت که خاصیت حشره

کروبی تاکنون شناخته نشده است. فعالیت نماتدکشی و ضد می این فعالیت ها فعالیت بیولوژیکی دارند، اماپروتئین

 Yudina andکه توانایی از بین بردن حشرات را ندارند، ثابت شده است ) Btهای سویهئینی برخی از اجسام پروت

Burtseva 1997 1999(. برای اولین بار در سال ،Mizuki های و همکاران، فعالیت منحصر به فردی از توکسین

Bt .های یهسوکش برخی از به این ترتیب که اجسام پروتئینی غیر حشره گزارش کردندBt  توانایی از بین بردن

از لحاظ طیف سمیت و هم از نظر سطح هم  ی تازه یافت شده،هاهای سرطانی انسان را دارند. پروتئینسلول

ادر به ق ،های سالمهای سرطانی و سلولهای سلولبه جهت تفاوتکه  هافعالیت متفاوت هستند. این پروتئین

( نام Parasporinپاراسپورین ) ،شوندهای سرطانی میفقط وارد سلول تند وسهای سرطانی هشناسایی سلول

در ابتدا پاراسپورین  .اندکشی ندارد، جداسازی شدهکه خاصیت حشره Btهایی از سویهها، از گرفتند. پاراسپورین

وه، این گرکشی قابل توجه و افزایش تعداد اعضای شناسایی شد، اما فعالیت سلول Cryهای عنوان پروتئینبه

 2006ال ها در سگذاری این پروتئینبندی و نامای برای طبقهها را منحصر به فرد کرده است. کمیتهپاراسپورین
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را ندارند و تمایل  حشراتکه توانایی از بین بردن  Btهای که نام پاراسپورین را به گروهی از پروتئین گشتتشکیل 

 .(Adang et al., 2014) های سرطانی دارند، نسبت دادندبه سلول

 

 های ترشحیتوکسین -1-2-2-4

شوند، گروه ی اسپورزایی چرخه باکتری تولید میکه در طی مرحله Cytو  Cryهای علاوه بر توکسین

شوند. این ترشح می د رویشی به درون محیط کشت باکتریی رشدر طی مرحله ،Btهای دیگری از توکسین

( و 1Vipکش )های رویشی حشرهشوند: پروتئیندو گروه کلی تقسیم میکش به های ترشحی حشرهپروتئین

و  Cryهای مشابه توکسین Sipو  Vipهای گذاری توکسینسیستم نام(. 2Sipکش )های ترشحی حشرهپروتئین

Cyt های که تاکنون چهار گروه اصلی از توکسین باشدمیVip از ،Vip1  تاVip4 و یک گروه توکسین ،Sip 

 (. Crickmore et al., 2014گزارش شده است )

ست vipهای جایگاه ژن شده ا شناخته ن سمیداما به نظر می ،هنوز  سد روی همان پلا شد که هایر ی با

بودند که از  Vip2و  Vip1کش شووناخته شووده، های رویشووی حشوورهکند. اولین پروتئینرا رمز می cryهای ژن

ند شدت زهرآگین بودبالپوشان بهکیلودالتون وزن داشتند و برای برخی از سخت 52و  100لحاظ اندازه به ترتیب، 

(Hernandez-Rodriguez et al., 2009 ،گروه دیگر .)Vip3ست و پروتئین، برای بال سمی ا هایی پولکداران 

اندوتوکسووین پیچیده  -دلتاهمانند  Vipهای ی اثر پروتئینحوهن .کندکیلودالتون تولید می 5/88با وزن مولکولی 

ست. علائم آلودگی میزبان به پروتئینمی شده ا شکیل  شد و از مراحل مجزایی ت ش، مانند کهای رویشی حشرهبا

باشوود، با این تفاوت که ظهور علائم آلودگی ناشووی از بلع های کریسووتالی میعلائم ایجاد شووده توسووط پروتئین

تا  48، کشهای رویشی حشرهدر مورد پروتئین کهدهد، در حالیساعت بعد از تغذیه رخ می 24تا  16ها، الکریست

شامل آفات Vipی میزبانی دامنه گردد.علائم ظاهر می ی لاروهااعت بعد از تغذیهس 72 سیع بوده و  سیار و ها ب

؛ سمیت شود. برای مثالدهند، نیز میاندوتوکسین نشان می-مهم کشاورزی که حساسیت کمتری نسبت به دلتا

باشوود. بر خلاف می Cry1Aهای برابر پروتئین Agrotis ipsilon ،260کش علیه های رویشووی حشوورهپروتئین

                                                           
1 Vegetative insecticidal proteins 
2 Secreted insecticidal proteins 
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ای هها از همان سلولدهند، آناجسام کریستالی تشکیل نمی کش،های رویشی حشره، پروتیئنCryهای توکسین

 .(Lee et al., 2003) شونده به درون محیط کشت ترشح میاولی

آفات     برای لاروهای  که، دارد Sip1Aa1کش، تنها یک عضوووو، های ترشوووحی حشووورهگروه پروتئین

، Bt EG2158ی ، اولین بار از رونشووین محیط کشووت سووویهSipباشوود. پروتئین ، زهرآگین میبالپوشسووخت

اسید آمینه و به وزن مولکولی  367ی به اندازه باز دارد و پروتئینی راجفت sip1Aa1 ،1104جداسازی گردید. ژن 

 (.Palma et al., 2014کند )کیلودالتون، رمز می 41

 Btباکتری  یسایر فاکتورهای زهرآگین -1-2-2-5

،  1ینتورینجیینسکشی مانند؛ ، فاکتورهای دیگری با فعالیت حشرهCryهای پروتئین از به غیر Btباکتری 

 هایی با خاصیت ضد میکروبیچنین آنزیمهم و ،Bin شبه هایو توکسین Mtxهای ، توکسین2زوئیترمایسین ای

 کند.تولید می

 اگزوتوکسین-بتا -

ویه و مقاوم نگویند، متابولیت ثاهم می Thuو به اختصار  Thuringiensinاگزوتوکسین که به آن -بتا

کشی برای طیف وسیعی از حشرات حشرهاگزوتوکسین فعالیت -باشد. بتامی Btبه حرارت ترشح شده از باکتری 

ای هبالان و جوربالان و حتی برخی از گونهغشاییان، راستپولکداران، بالبالپوشان و بالدوبالان، سختهای راسته

با فرمول شیمیایی  Thu، کشهای کریستالی حشرهدارد. بر خلاف پروتئین کشی، فعالیت میزباننماتد

P5N19O32H22C ،روتئین نیستیک پاسید تشکیل شده است، گلوکز، فسفریک اسید و گلوکونیک دی، از آدنوزین 

سید به اباشد، که از آدنوزین، گلوکز، اسید فسفریک و گلوکونیک دیبلکه یک مولکول کوچک الیگوساکارید می

 باشد. کیلودالتون می Thu ،701تشکیل شده است. وزن مولکولی  1:1:1:1نسبت 

در طی مرحله رشد رویشی بیان و به محیط کشت ترشح  است و مقاوم به حرارتاگزوتوکسین -بتا

ها رونشین شناسایی شد، آن Richardsو  McConnellتوسط  1959اگزوتوکسین اولین بار در سال -شود. بتامی

                                                           
1 thuringiensin 
2 zwittermicin A 
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 شدند.را به چندین گونه از حشره تزریق کردند و باعث مرگ حشرات  Btاتوکلاو شده از محیط کشت مایع باکتری 

یک آنالوگ آدنوزین  Thuدانیم که به خوبی شناسایی نشده است. با این وجود، می Thuکشی مکانیسم حشره

را از  RNAسنتز  Thuکند. در واقع مراز اختلال ایجاد میپلی RNAباشد، که در فعالیت می (ATPفسفات )تری

ره اندازی و شفیره شدن حشکند، بنابراین پوستبرای اتصال به جایگاه باند شدن، مهار می ATPطریق رقابت با 

های شود متفاوت از علایم توکسیندر حشرات ایجاد می Thuدهد. علایم بیماری که توسط را تحت تأثیر قرار می

Cry شود. اندازی و شفیره شدن حشره دیده میاست و تنها در طی پوست 

ند اث بوده است و چندین تحقیق نشان دادهبرای پستانداران برای مدت طولانی موضوع بح Thuسمیت 

( استفاده عمومی WHOباشد. در نتیجه، بر اساس نظر سازمان سلامت جهانی )برای پستانداران سمی می Thuکه 

 . (Liu et al., 2014ممنوع اعلام شده است ) Thuاز 

 ( لاکتوناز AHLآسیل هموسرین لاکتون ) -

، Agrobacterium tumefaciens ،Burkholderia cepaciaبسیاری از بیمارگرهای باکتریایی مهم از جمله؛ 

Erwinia chrysanthemi ،E. carotovora ،Pantoea stewartii  وPseudomonas aeruginosa  برای

 لاکتوناز( AHLآسیل هموسرین لاکتون ) ازو در آن سنجش تراکم جمعیت از سیستم حد نصاب حساسیت 

مؤثرتر  دهد که به منظور حملهکنند. این سیستم به بیمارگرها اجازه میهای سیگنال، استفاده میعنوان مولکولبه

اسیدآمینه و یک موتیف  250لاکتوناز،  AHLبه میزبان خود، بیان فاکتورهای زهرآگینی را تنظیم کنند. آنزیم 

 ,.Dong et alمختلف متالوهیدرولازها، حفاظت شده است )های متصل شونده به روی دارد که در میان گروه

که ژن رمز  هاکی از آن بودحنتایج  وشده یابی رد Btسویه از باکتری  500لاکتوناز در بیش از  AHL(. ژن 2001

و  Btلاکتوناز در باکتری  AHLوجود دارد. نقش دقیق  Btای در ژنوم باکتری کننده این آنزیم به طور گسترده

 Zhou et، هنوز مشخص نیست )B. cereusهای گروه باکتری در لاکتوناز AHLی ژن رمز کننده جودودلیل 

al., 2008 .)ها به نقش برخی از پژوهشAHL های ی قدرت رقابت گونهعنوان تقویت کنندهلاکتوناز به

Bacillus موجود در خاک اشاره می( کنندVinoj et al., 2014 .)توجیه وجود ژن  درAHL  لاکتوناز، فرضیه
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 کشی از طریق فعالیت با خاصیت حشره Btهایی از باکتری سویه شود. به این ترتیب کهرقابت مطرح می

ها عی همراه با آنهای طبیشوند که در اکوسیستمهای گرم مثبتی میتخریبی باعث از بین رفتن باکتری-خودالقایی

های گرم منفی روی باکتری Btاثر باکتری با موضوع (. البته این فرضیه در تضاد Lee et al., 2002وجود دارند )

ا ههایی که فاقد این ژن هستند در همان اکوسیستماست. از طرف دیگر، بسیاری از سویه E. carotovoraاز جمله 

لکرد خودتنظیمی دارد لاکتوناز یک عم AHLدهد که، ها نشان میقادر به بقا هستند. در نهایت، تمام این یافته

 (. Zhou et al., 2008دهد )ای که برای خود سودمند باشد، تغییر میگونهرا به Btکه برخی از رفتارهای 

- Zwittermicin A 

عالیت زیادی در مقابل بیوتیک فبیوتیک است که دامنه فعالیت بسیار وسیعی دارد. این آنتیزوییترمیسین، یک آنتی

، از یاهیگهای بیمارگر های گرم منفی و بسیاری از قارچو فعالیت متوسط در برابر برخی از باکتری هااوومیست

(. Silo-Suh et al., 1994دارد ) Ustilagoو  Alternaria ،Fusarium ،Helminthosporiumجمله؛ 

کنند. را مهار می E. herbicolaکنند، رشد باکتری ترمیسین تولید مییکه زوی Bacillusهایی از بسیاری از سویه

ها و رشد لوله تندش دارد. علاوه بر دامنه وسیع زنی سیستترمیسین آ، خاصیت مهارکنندگی قوی در جوانهیزوی

های توکسین چنین ثابت شده است که رابطه سینرژیستی بین زوییترمیسین وبیوتیکی زوییترمیسین، همفعالیت آنتی

 (. Broderick et al., 2003وجود دارد ) Btباکتری 

 1باکتریوسین -

ا سنتز و ترشح ههستند که توسط باکتری ه حرارتمقاوم بکوچک و  ،ها، پپتیدهای ضدمیکروبی طبیعیباکتریوسین

از طریق رقابت در استفاده از مواد غذایی در دسترس، توانایی مهار و یا از بین بردن  ،هاباکتریوسین .شوندمی

کیلودالتون  12تا  3ها پپتیدهای کوچکی با وزن مولکولی نزدیک به خود را دارند. باکتریوسینهای باکتریایی گونه

شوند. باکتریوسین تولید شده توسط یک سویه تولید می Btهستند که در طی مرحله سکون چرخه زندگی باکتری 

، B. cereusهای بیمارگر مهم گرم مثبت و گرم منفی؛ فعالیت ضدمیکروبی علیه باکتری Btمکزیکی از باکتری 

                                                           
1 Bacteriocin 
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Staphylococcus aureus ،Streptococcus pneumoniae ،Enterobacter cloacae ،Escherichia 

coli ،Salmonella sp.  وPseudomonas aeruginosa( دارد ،Fuente-Salcido et al., 2008.) 

 کیتیناز -

که در اسکلت خارجی بندپایان، دیواره  ان استیل گلوکز آمین است-4وβ-1مر بلندی از واحدهای کیتین، پلی

باکتریایی  هایها توانایی سنتز کیتین را ندارند اما برخی از گونهشود. باکتریها یافت میها و جلبکسلولی قارچ

استیل  احدهای انمر و آزادسازی وکنند و توانایی هیدرولیز این پلیی کیتین ترشح میهای تجزیه کنندهآنزیم

(. آنزیم کیتیناز یکی Bhattacharya, 2007عنوان منبع کربن و یا نیتروژن، دارند )گلوکز آمین را، برای استفاده به

که  Btهایی از باکتری سویهاست.  Btهای مختلف باکتری ترین عوامل ضد قارچی شناخته شده در سویهاز مهم

 Fusarium roseum var. sambucinum، فعالیت ضد قارچی زیادی در برابر کیتیناز را دارند متوانایی تولید آنزی

، Sclerotium rolfsii ،Penicillium chrysogenumزمینی(، )عامل بیماری پوسیدگی خشک غده سیب

Rhizoctonia sp. ،Fusarium oxysporum ،Urocystis tritici ،F. verticillioides  وB. cinerea  از

 (. Salehi Jouzani et al., 2017دهند )خود نشان می

 1Enhancinهای شبه پروتئین -

های ویروسی، Enhacinدرصد با  30تا  Bt ،20های باکتری موجود در سویه Enhancinهای پروتئین

ی دور غذا، باعث افزایش زهرآگینی های ویروس، با از بین بردن موسین موجود در پردهEnhacinشباهت دارند. 

در تجویز که  باشدمی Bt ،Bel enhancinهای شناخته شده در باکتری Enhacinشوند. یکی از میها ویروس

زایی ، باعث افزایش شدت بیماریHelicoverpa armigeraبه لاروهای  Cry1Acبا توکسین  خوراکی همراه

 (.Fang et al., 2009گردد )توکسین، می

 

                                                           
1 Enhancin-like proteins 
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 Cryهای توکسین ی اثرنحوه -1-2-3

میزبان حساس، انحلال از خورده شدن باکتری توسط  پس، Bt باکتری زاییمرحله در روند بیماریاولین 

باشد. عوامل زیادی می Cryهای توکسینسولفیدی و آزادسازی پیشاز طریق شکستن پیوندهای دیها کریستال

جمله؛ شرایط فیزیکوشیمیایی د، از نگذاری میزبان تأثیر میی حشرهدر روده Cryهای توکسینروی انحلال پیش

ایی یزیکوشیمتوکسین و شرایط فیپیش ارتباط بین انحلال .های کمکیروده، ترکیب کریستال و فعالیت پروتئین

فیدی و سولکه البته بستگی به پیوندهای دی شودمواقع باعث تخصص میزبانی می ی میزبان، در برخیروده

توکسین در معرض ی پیشهای حل شدهارد. سپس، مولکولد Cry هایهای غالب در توکسیناسیدآمینه

ی توکسین گیرند و هستهقرار می Btپروتئازهای داخلی باکتری  و/یا ی میزبانپروتئازهای موجود در مایعات روده

ن، با سازی توکسیآید. این مرحله از فعالفعال شده که نسبت به پروتئولیزهای بعدی مقاوم است، به وجود می

 . سازی شده استی حشرات، مدلها در مایعات رودهترین آنزیماستفاده از تریپسین و کیموتریپسین، متداول

ایی با هقرار گرفتند، تبدیل به توکسین ههایی که مورد مطالعتوکسینسازی، اکثر پیشدر طی روند فعال

به ترتیب از انتهای آمینی و کربوکسیلی  اسیدآمینه، 43و  500که  شوندمی کیلودالتون 65الی  55وزن مولکولی 

، Cry8Daهایی که برای دوبالان سمی هستند و ، توکسینCry11Aaو  Cry4A. اما در مورد گرددمیجدا 

شود که به هم ی پپتیدی تولید میسازی دو قطعه، طی روند فعالScarabeidaeهای مخصوص سوسکتوکسین 

باعث تسریع  Btپروئتازهای داخلی  .را به وجود بیاورند توکسین دوتاییی مانند تا یک مجموعهمی پیوسته باقی

اتریس دور کند، مشوند. سپس توکسین فعال شده از غشای دور غذایی عبور میتوکسین میسازی پیشروند فعال

أثیر ت شود، در نتیجه روی حساسیت میزبان به باکتریکنش بین توکسین و جایگاه تأثیر میغذا، باعث کاهش برهم

 Btباکتری  )اندوکیتیناز یا اگزوکیتیناز(های کیتیناز اما این نقش حفاظتی غشای دور غذا، با فعالیت آنزیم .گذاردمی

 (.Ferre and Van Rie 2002; Bravo et al., 2004; Adang et al., 2014) روداز بین می

روده را در حشرات میزبان  پوششی هایسلول Cryکش های حشرهتوکسین ،شده است که نشان داده

 یی نحوهمطالعات وسیعی در زمینه گرچه برند.را از بین می ی میزبانحشرهسد این دهند و مورد هدف قرار می

 های موجود دربین پروتئین کنشبرهم سازوکار زئیاتجاما بحث در مورد صورت گرفته  Cryهای توکسینعمل 
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شود، همچنان بحث که منجر به بیماری و مرگ می Cryهای توکسینی میانی و های پوششی رودهسطح سلول

     هایی را در مشخص شده است که توکسین فعال شده، باید جایگاه (.Vachon et al., 2012) ادامه دارد

وکسین ت ی اتصالی میانی حشرات شناسایی و زهرآگینی خود را اعمال کند. همین مرحلههای سلول رودهپروتئین

کنش ی برهمهای آزمایشگاهی برای مطالعهاز مدل .کندرا مشخص می Btهای توکسین تخصصی بودن یرنده،به گ

ان عنوهای متعددی بهی میانی استفاده شده است. لیپیدها و پروتئینهای رودهو سلول Cryهای بین توکسین

ن فسفاتاز داز، آلکالییهای آمینوپپتپروتئینهای موجود به اکثر داده ، لیکنپیشنهاد شده Cryهای ی توکسینگیرنده

 ;Gomez et al., 2002; Bravo et al., 2004اند )کرده اشارهی توکسین باکتری عنوان گیرندهو کادهرین به

Pacheco et al., 2009) . 

مدل اتصال ، ارائه شده است که در آن بین Cryهای زایی توکسینهای متفاوتی برای روند بیماریمدل

ی آن مورد بررسی هاو گیرنده Cry1Aبرای توکسین  مدل اتصال متوالی .(4-1)شکل  باشدتر می، متعارفمتوالی

ی پذیر توکسین فعال شدهدهد که اتصال اولیه و برگشتنشان مینتایج ، (Bravo et al., 2004) قرار گرفته است

Cry1A ود.شبه بروز تغییراتی در ساختار توکسین می، منجر بخش خارج سلولی کادهرین ی اولیه،گیرنده به 

از سه دومین تشکیل شده است؛ دومین خارجی بسته به  ،اسید آمینه 750تا  720پپتیدی با اندازه پلی ،کادهرین

غشایی و دومین تشکیل شده است، دومین بین CRیا  Cadherin repeatتکرار کادهرین  12تا  9گونه حشره از 

 .(Bravo et al., 2004درون سلولی )

 

های بلعیده شده ( انحلال کریستال1در مدل اتصال متوالی.  Btی اثر باکتری مراحل نحوه -4 -1شکل 

، آمینوپپتیداز و GPIهای متصل شونده به ( اتصال به گیرنده2ی میانی، توسط پروتئازها در محیط قلیایی روده



 نژادآیدا خرم   های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین   

21 

 

-ام میهای فعال انجیابی و افزایش غلظت توکسینمرحله صرفاً جهت موقعیت، مکانآلکالین فسفاتاز، )این 

( القای 5آلفای یک در انتهای آمینی،  مارپیچ( شکست 4( اتصال توکسین فعال شده به کادهرین، 3گیرد.(، 

شود ل می( نفوذ الیگومرها به درون غشاء که منجر به تشکیل منفذ و مرگ سلو6تشکیل ساختارهای الیگومری، 

(Xu et al., 2014.) 

ه برش پروتئازی دیگری در انتهای آمینی توکسین کهای کادهرین، اتصال توکسین به گیرنده به دلیل

دهد. این برش باعث القای تشکیل ساختارهای الیگومری شود، رخ میمی Iشامل زنجیره آلفای یک دومین 

ه شامل ک ثانویههای تمایل بیشتری برای اتصال به گیرندهکیلودالتونی  250شود. این الیگومرهای توکسین می

وپپتیداز های آمیناتصال به پروتئینو آلکالین فسفاتاز هستند، دارند.  Nاینوزیتول، آمینوپپتیداز -گلیکوزیل فسفاتیدیل

 .شودمی نیی میاهای پوششی رودهدر غشای سلولو آلکالین فسفاتاز باعث افزایش غلظت الیگومرهای توکسین 

 نند و باکی میانی نفوذ میهای پوششی رودهسلولبه  های ثانویهدر ادامه، ساختارهای الیگومری متصل به گیرنده

 .(Bravo et al., 2007) دنشومرگ سلول بر اثر شوک اسمزی می های یونی، باعثباز کردن کانال تشکیل منفذ و

پولکدار، شناسایی پروتئینی متفاوت در حشرات بالی ، حداقل چهار گیرندهCry1Aهای برای توکسین

 270 اتازهای قلیایی و یک گلیکول متصل به گیرندهکادهرین، آمینوپپتیداز، فسف (؛5-1شده است )شکل 

 (.Bravo et al., 2007کیلودالتونی )



 نژادخرم آیدا  مقدمه و کلیات :اولفصل  

22 

 

 

ان، -: آمینوپپتیدازAPN: گیرنده کادهرین، Cry1A .CADRهای های گیرنده پروتئینمولکول -5 -1شکل 

ALP فسفاتاز قلیایی و :GCR 1کیلودالتونی متصل شونده به گلیکول 270: گیرنده (Bravo et al., 2007). 

راهی برای ورود اسپورهای باکتری ، Btهای ی میانی توسط توکسینهای پوششی رودهتخریب سلول

Bt زنی اسپورهای منجر به جوانه ورود اسپورها به همولنف کند.ایجاد میبه همولنف  زیستهای همو باکتریBt 

عفونت خونی و بروز منجر به  ،در همولنف میزبان Btهای رویشی سلولپس از رشد و تکثیر در نهایت، . شودمی

 دهد. را نشان می Cryهای توکسین ی اثرجزئیات نحوه ،6-1شکل  شود.می ی میزبان،مرگ حشره

                                                           
1 270 kDa glycol-conjugate receptor 
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ی میزبان. بعد ی میانی حشرهدر روده Cryهای ی اثر توکسیننمایشی از مدل متعارف نحوه -6 -1شکل 

ن را به توکسیشوند و پیشی میانی حل میها در مایعات رودهاز بلع توکسین توسط لارو حساس، کریستال

د. مشابه همین شوهای پروتئاز، تبدیل به توکسین فعال میتوکسین نیز تحت تأثیر آنزیمآورند پیشوجود می

ی دور از پرده Cryی توکسین افتد. سپس هستهاتفاق می Bt هی لاروها از گیاهان تراریختروند، هنگام تغذیه

د. زمانی کنتر، در شکل(، عبور میهای تیرههاست )مولکولغذایی که قادر به نگه داشتن بسیاری از توکسین

های کادهرین به گیرنده Cryهای ی میانی لارو میزبان رسید، توکسینهای پوششی معدهکسین به سلولکه تو

شود )در شکل با های میزبان میشوند، که منجر به فعال شدن مسیر درون سلولی مرگ سلولمتصل می

تصال پیاپی، بعد از حلقوی نشان داده شده است( و / یا بر اساس مدل ا AMP، آدنیلات سیکلاز و Gپروتئین 

منومر توکسین و تشکیل ساختارهای الیگومری، الیگومر به آمینوپپتیداز و آلکالین فسفاتاز جزئی پروتئولیز 

 شود. با از بینشود، و با ایجاد منفذ به درون غشای سلول وارد و منجر به مرگ اسمزی سلول میمتصل می

ه عفونت کنند، که منجر بها به هموسل بدن میزبان حمله میی میانی، باکتریهای پوششی رودهرفتن سد سلول

 (. Adang et al., 2014شود )خونی و در نهایت مرگ میزبان می

 

 های گیاهیدر کنترل بیماری Btنقش باکتری  -1-2-4

های های اخیر نقش این باکتری در کنترل بیماری، در سالBtکشی باکتری علاوه بر خاصیت حشره

که توانایی کنترل آفات و بیماری گیاهی را  Btگیاهی نیز مورد توجه قرار گرفته است. تهیه فرمولاسیونی بر پایه 

(. Mohammad et al., 2013تواند جایگزین مناسبی برای ترکیبات شیمیایی باشد )به طور همزمان دارد، می
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 Kamenek etها نیز فعال هستند )ر مقابل باکتریکشی، دها علاوه بر خاصیت حشرهاندوتوکسین-برخی از دلتا

al., 2012بیوتیکی مخلوط اسپور و کریستال چنین شواهدی از فعالیت آنتی(. همBt گیاهیهای بیمارگر روی قارچ 

تشابهی  Btهای ضدمیکروبی باکتری شود که فعالیت(. گمان زده میGrishechkina et al., 2002وجود دارد )

 Pseudomonasو  Erwiniaبرای  Btنحوه عملکرد این باکتری در حشرات دارد. فعالیت ضدباکتریایی باکتری  به

، Fusarium ،Bipolaris ،Phytophthora ،Sclerotium ،Colletotrichum، Botrytisو ضدقارچی برای 

Alternaria  وRhizoctonia ( ثابت شده استKamenek et al., 2012; Zheng et al., 2013; Shrestha 

et al., 2015; Salehi Jouzani et al., 2017 درنتیجه باکتری .)Bt عنوان پتانسیل مناسبی برای استفاده به

ی، کشهای کریستالی و مابقی مواد با خاصیت حشرهبه غیر از پروتئین کش میکروبی دارد.کش و یا باکتریقارچ

وان به تهای گیاهی اهمیت دارند. از آن جمله میدر کنترل بیماریکند که ترکیبات فعالی تولید می Btباکتری 

یونجه  میریبوته عامل بیماری Phytophthora medicaginisزویترمیسین آ، عاملی کارا و مؤثر در کنترل 

(Silo-Suh et al., 1994( آسیل هموسرین لاکتون ،)AHL لاکتوناز، که )بردرا از بین می های بیمارگرباکتری 

(Dong et al., 2002کیتیناز ،) ای هتوانایی کنترل قارچبا یک لیپوپپتید  1یک عامل ضد قارچی مهم، فنجایسین

 Fuente-Salcido etیک ماده نگهدارنده و پپتید ضدمیکروبی طبیعی ) عنوانبهبیمارگر گیاهی و باکتریوسین 

al., 2008ها دامنه فعالیت باکتری ( اشاره کرد. این یافتهBt دهد و کشی گسترش میرا در کنار خاصیت حشره

 شود.می خاک در اکوسیستم Btباعث درک بهتری از نقش 

 های گیاهیروی سلول Btاثر باکتری  -1-2-5

ا هکنشهای متفاوتی اشاره کرد که در طی این برهمتوان به جنبه، میBtدر مورد روابط گیاهان و باکتری 

رکیبات گیاهی با تولید برخی تو یا اینکه  برای باکتری مفید باشدفراهم آوردن آشیانه اکولوژیکی با تواند گیاه می

 متفاوتی رویتواند اثرات نیز می Btاز طرف دیگر، باکتری  اعمال کند. Btزایی باکتری اثر سوء روی شدت بیماری

 گیاه میزبان داشته باشد.

                                                           
1 Fengycin 
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در سطح گیاه، خاک و  Btاکولوژیکی متنوع برای باکتری های های پیشین، به وجود آشیانهپژوهشدر 

چنین، . هماقدام شده استها از این آشیانه Btو به جداسازی باکتری  شده ریزوسفر اطراف گیاهان مختلف اشاره

 ,.Dimpka et alعنوان محرک رشدی گیاه، انجام گرفته است )به Btمطالعات زیادی در ارتباط با نقش باکتری 

2009; Compant et al., 2010 نتایج این مطالعات، حاکی از آن بوده است که باکتری .)Bt پتانسیل تحریک ،

ها و یا از طریق اثرگذاری روی تعادل اتیلن گیاه، های گیاهی مانند اکسینرشد گیاه را از طریق تولید هورمون

هایی تولید ، متابولیتBtهای باکتری دارد. برخی از سویه زایی در حبوباتافزایش مواد غذایی معدنی و تحریک گره

وان به؛ تشود. از جمله این ترکیبات میهای غیر زنده، میکنند که باعث افزایش رشد گیاه تحت شرایط تنشمی

 Salehiرد )کی فسفات، اشاره های حل کنندهاسید استیک، پرولین و آنزیم-3-ای.سی.سی دآمیناز، ایندول

Jouzani et al., 2017های مختلفی از باکتری سویه مشخص شده که چنین(. همBt توانایی حفاظت از گیاه در ،

تولید  های بیمارگر گیاهی، تولید سیدروفور،ها و باکتریهای غیر زنده، فعالیت ضد میکروبی علیه قارچبرابر تنش

 (.Raddadi et al., 2008; de Goes et al., 2012دارند ) یکی در گیاه راکیتیناز و القای مقاومت سیستم

 Btدهد که باکتری ، شواهد آزمایشی نشان میBtکنش گیاه و باکتری از سوی دیگر، در ارتباط با برهم

جایی عمودی در گیاه، کلونیزه کردن و حضور به صورت فرم رویشی فعال )از لحاظ توانایی انتقال و جابه

 Bizzarri and Bishop 2007, 2008; Maduell et al., 2008; Parcaمتابولیسمی( در داخل گیاه را دارد )

et al., 2012; Vidal-Quist et al., 2013; García-Suárez et al., 2017 اما، تأثیر این انتقال عمودی .)

 باکتری بر گیاه، هنوز شناخته نشده است.

های متعددی نشان کرد. پژوهش توان به موارد متعددی اشاره، میBtباکتری -های گیاهکنشدر برهم

برای برخی از آفات، روی گیاهان مختلف، متفاوت است. تانن موجود در  Btزایی باکتری اند که شدت بیماریداده

عنوان یک آلکانوئید در به شده است. افزایش سطح نیکوتین Btهای گیاهان، باعث کاهش کارایی فرمولاسیون

ر به کاهش جدارد که در نهایت من B. thuringiensis subsp. kurstakiی کشی روگیاه تنباکو، اثر باکتری

ی زایها، شدت بیماری، گشته است. از سوی دیگر، برخی آللوکمیکالManduca sextaدرصد مرگ در لاروهای 

Bt را افزایش می( دهندShikano et al., 2018 .) 
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ی بیمارگرها، ازدیاد انرژی نوری، مانند حملههای زنده و غیر زنده، برخی از تنش گیاهان در پاسخ به

̄ ● های سوپراکسید )آنیون (، مانندROS) 1پذیرهای واکنشخشکی و دمای پایین، تولید انواع اکسیژن
2O  پراکسید ،)

که این افزایش منجر به آسیب سلول  دهدرا افزایش می ،(OH●روکسیل )دهای هی( و رادیکال 2O2Hهیدروژن ) 

وری طشدت افزایش یابد، بهپذیر بههای واکنششود. در نهایت، اگر غلظت اکسیژنها میو غیر فعال شدن آنزیم

ی دهد. در پی حملهها را نداشته باشد، مرگ سلول رخ میبرنده توانایی غیر سمی کردن آنکه سیستم از بین

ذیر، شرکت پهای واکنشدر متابولیسم اکسیژن اند کهین سیستم آنزیمی یافت شدهبیمارگرها به گیاهان، چند

(، CAT; EC 1.11.1.6) 3(، کاتالازSOD; EC 1.15.1.1) 2های سوپراکسید دیسموتازکنند. در این بین، آنزیممی

ای اهمیت ویژه (، ازAPX; EC 1.11.1.11) 5( و آسکوربات پراکسیدازGPX; EC 1.11.1.7) 4گایاکول پراکسیداز

پذیر، شهای واکنی اکسیژنهای گیاهی به وسیلهها، مانع از بین رفتن انسجام سلولبرخوردار هستند. این آنزیم

(. تولید بیش از حد به Bolwell et al., 2002; Mittler 2002شوند )بیمارگر می-های گیاهکنشدر طی برهم

یا  دفاع باشد. اینگرها میری بیمان سد دفاعی گیاه در برابر حملهپذیر، اولیهای واکنشرسد که اکسیژننظر می

به صورت مستقیم باعث از بین رفتن بیمارگر شده و یا به صورت غیر مستقیم روی نفوذ بیمارگر به درون گیاه، 

اکسیدانی آنتیهای از سوی دیگر، تولید این آنزیم (.Mandal et al., 2011گذارد )اثر می زایی آنتکثیر و بیماری

کشی فنول اکسیداز، باعث افزایش فعالیت حشرههای زنده و غیر زنده، برای مثال آنزیم پلیدر گیاه در پاسخ به تنش

، برای آفت Bt ،(®Dipel)زایی فرمولاسیون تجاری شود. شدت بیماریمی Btهای باکتری برخی از توکسین

Helicoverpa zeaیری گفرنگی زیاد بود، افزایش چشمفنول اکسیداز در گیاه گوجه، زمانی که فعالیت آنزیم پلی

های توانند از طریق افزایش فعالیت آنزیممی Btهای باکتری که، برخی از سویهی قابل توجه آنپیدا کرد. نکته

داتیو در یاکس هایاکسیدانی مانند؛ سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز باعث کاهش تنشآنتی

 گیاه شوند. 

                                                           
1 Reactive Oxygen Species (ROS) 
2 Superoxide dismutase 
3 Catalase 
4 Guaiacol peroxidase 
5 Ascorbate peroxidase 
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  Btهای باکتری های سویهتعیین ویژگیجداسازی و فصل دوم: 

 مقدمه  -2-1

ی ی فعالیت جدیدهایی است که دامنهاز منابع زیستی متنوع، یافتن جدایه Btهدف از جداسازی باکتری 

های به های جدایهنیاز است ویژگی Btو یا زهرآگینی بیشتری داشته باشند. در نتیجه، پس از جداسازی باکتری 

دی بن، باید بر اساس خصوصیات مختلفی توصیف، طبقهBtهای باکتری عبارتی، جدایهدست آمده، تعیین گردد. به

و  کشیکشی، نماتدکشی، کنهکشی، سلولهای مشخص معرفی شوند و در نهایت پتانسیل حشرهعنوان سویهو به

ای ههای متفاوتی برای تعیین ویژگیهای مختلف، از روشخص گردد. در پژوهشمش هایا فعالیت ضد میکروبی آن

بر اساس  1های بیوشیمیایی، سروتایپینگتوان به آزمونشود. از آن جمله میاستفاده می Btهای باکتری جدایه

یب و نوع ترک ، تعیین توالی کل ژنوم، بررسی پروفایل پروتئینی، تعیین2های تاژک، تعیین محتوای ژنیژنآنتی

روبی و ی فعالیت ضد میککشی، مطالعهسنجی، بررسی فعالیت سلولهای زیستهای کریستال، آزمونپروتئین

 ها روی رشد و صفات فیزیولوژیکی گیاه اشاره کرد.بررسی اثر سویه

های زیستگاه از Btباکتری  هایی ازجدایه دارد. متنوعی زیستی هایتوانایی زندگی در محیط Btباکتری 

 .است شده سازیمحصولات انباری و برگ درختان جدا ،، گرد و خاکمرده و آلوده متفاوتی نظیر خاک، حشرات

 ,.Bel et alاند )از منابع زیستی متنوعی در سراسر دنیا تمرکز کرده Btشماری بر جداسازی باکتری مطالعات بی

1997; Bravo et al., 1998; Uribe et al., 2003; Hernández et al., 2005; Arrieta and Espinoza 

2005; Thammasittirong and Attathom 2008; Vida-Quist et al., 2009; Alper et al., 2014; 

Djenane et al., 2017های بومی (. در ایران نیز، جدایهBt  از مناطق مختلف جداسازی، و بر اساس تنوع     

-پولکداران، دوبالان و سختهای بالهای اختصاصی و فعال برای آفاتی از راسته، شناسایی ژنBtهای توکسین

 Salehi Jouzani et al., 2008a; Salehiن فعالیت نماتدکشی، تعیین ویژگی شدند )یچنبالپوشان، و هم

Jouzani 2008b; Seifinejad et al., 2008; Nazarian et al., 2009 .)1378-1380های در طی سال 

 گردیدجداسازی  Btجدایه باکتری  128آوری و  تعداد های ایران جمعنمونه خاک زراعی از کلیه استان 2234د تعدا

                                                           
1 Serotyping 
2 Gene content 
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استان ایران  8، از نمونه از خاک و حشرات مرده و آلوده 514، 2008در ایران در سال  1کشاورزی (.1384)مرزبان، 

از  Btبومی  یجدایه 48نیز (، 2010) 2شد. آرمیده Btجدایه باکتری  127 آوری کرد، و موفق به جداسازی جمع

غذایی  مواد انبارهای خاک و گرد و جاری هایآب گیاهی، بقایای حشرات، یلاشه های زیستی نظیر خاک،محیط

 کرد.آوری در استان آذربایجان غربی جمع

که از  شدباز پیدا جفت 2169ی ی ژنی به اندازه، قطعه2000و همکاران در سال  Mizukiدر تحقیق 

-ی ژنی مانند سایر پروتئینباشد. این قطعهمیدالتون  81052اسیدآمینه تشکیل شده است و وزن مولکولی آن  723

های شناخته Cryدرصد( به  25از پنج بلوک حفاظت شده تشکیل شده است، اما تشابه کمی )کمتر از  Cryهای 

ن های انسانی مورد استفاده به ایی سلولی بررسی کردند. سلولدهشده دارد. اثر این پروتئین جدید را روی چند ر

ی های سرطانی دهانه)سلول HeLaهای (، سلولleukemic T cellهای خونی سرطانی )ترتیب بوده است: سلول

 املشهای سالم و عادی شش. در این تحقیق از دو کشت سلولی حشرات های سرطانی شش و سلولرحم(، سلول

. نتایج نشان نیز استفاده شد (Aedes albopictusهای پشه )( و سلولBombyx moriکرم ابریشم )های سلول

کیلودالتون  60و  40و به قطعاتی با وزن مولکولی  هیدرولیزی پروتئازها وسیلهداد که، زمانی که این پروتئین به

، تنها برای ن فعال شده توسط تریپسیند. پروتئین پاراسپوریندهکشی از خود نشان میتبدیل شود، فعالیت سلول

های حشرات های سالم و سلولی رحم کشنده است و هیچ تأثیری روی سلولهای سرطانی خونی و دهانهسلول

 ندارد.  

( و cry8و  cry1 ،cry3 ،cry7های باندهای پروتئینی، بررسی محتوای ژنی )ژن یی الگومقایسه

، Premnotrypes voraxو  Spodoptera frugiperdaکشی با تمرکز روی دو آفت ی پتانسیل حشرهمطالعه

بیشترین  cry1آمده نشان داد که ژن  ، قرار گرفت. نتایج به دستBtجدایه باکتری  108های معیار تعیین ویژگی

فات ادی برای آهای مورد بررسی، زهرآگینی زیهای مورد بررسی داشته است و برخی از سویهفراوانی را در بین ژن

 (.Uribe et al., 2003هدف، داشتند )

                                                           
1  Keshavarzi 
2  Aramideh 
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هایی از خاک، گرد و غبار، حشرات ، از نمونهBtهایی از باکتری های جدید، جدایهبا هدف یافتن سویه

های به دست آمده از های جدایهمرده و تار عنکبوت، از مناطق مختلف در کشور آرژانتین، جداسازی شد. ویژگی

ی کش. پتانسیل حشرهگردید، تعیین cry3و  cry1های پروتئینی و محتوای ژنی با تمرکز روی ژن نقطه نظر پروفایل

 Anticarsiaو  S. exiguaبالپوشان، پولکداران و سختهای بالهای به دست آمده روی آفاتی از راستهجدایه

gemmatalis سویه  41 و، ارزیابیBtکشی برای ، با خاصیت حشرهS. exigua  وA. gemmatalis شد، معرفی 

(Berón and Salerno 2006.) 

ی جدا شده از خاک، حشرات مرده و برگ گیاهان، از سه منطقه Btسویه از باکتری  70های ویژگی

های به کار گرفته شده برای های متفاوتی تعیین گردید. از جمله روشمتفاوت آب و هوایی در ایران، با روش

های مبتنی بر واکنش توان به بررسی محتوای ژنی با استفاده از روشبومی ایران می Btهای توصیف جدایه

، vip3Aaو  cry1 ،cry2 ،cry9های آغازگر اختصاصی و عمومی برای ژن 25با به کارگیری  مرازای پلیزنجیر

لاروهای سن  رویکشی ها، پروفایل پلاسمیدها، الگو باندهای پروتئینی و فعالیت حشرهشناسی کریستالریخت

که ژن  Btهایی از باکتری (. سویهSeifinejad et al., 2008اشاره کرد ) Helicoverpa armigeraیک 

vip3Aa ناسی شاند. بر اساس مطالعات مولکولی و ریخترا داشتند، بیشترین فراوانی را به خود اختصاص داده

، آزمون H. armigeraسویه در برابر لاروهای سن یک  20کشی ، فعالیت حشرهBtهای بومی باکتری سویه

تر از زهرآگین H. armigera، برای لاروهای Btی گردید. نتایج به دست آمده حاکی از آن بود که چهار سویه

B. thuringiensis subsp. kurstaki  بودند، اما این چهار سویه، از نقطه نظر پروفایل پروتئینی و محتوای

 (.Seifinejad et al., 2008داشتند ) B. thuringiensis subsp. kurstakiهایی به ، شباهتcryهای ژن

 ایران که از نقاط مختلف Btجدایه بومی از باکتری  128اختصاصی دوبالان در  cytو  cryهای ژن تنوع

پروتئینی و محتوای ژنومی شناختی، پروفایل های ریختویژگیگرفت. مورد بررسی قرار  شده بود، آوریجمع

ها قبلاً منتشر نشده بودند و شناسایی شد و تعدادی از این ژن cryپروفایل ژنی  38. تعداد گردید مطالعهها جدایه

برای  رسد کاندیدهای مناسبیبه نظر میمحتوای ژنی  های مورفولوژیک، پروفایل پروتئینی وبا توجه به ویژگی

 (.Salehi jouzani et al., 2008a) باشندکنترل دوبالان می
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 ،cryهای وای ژنت، از نقطه نظر محM15 تحت عنوان ،Btی جدیدی از باکتری های سویهویژگی

 M15 یویهس تعیین گردید. های تولید شده،ی میزبانی پروتئینو تعیین دامنه شناسایی شدههای ژن سازیهمسانه

تولید اجسام کریستالی کروی شکل  (Tetranychus urticae)مرده  ایلکهی تارتن دو جداسازی شده از کنه

کیلودالتونی تولید  79و  86ها بر اساس نتایج ژل الکتروفورز، حداقل دو پروتئین اصلی که این کریستال کردمی

 نام ،بر اساس تشابه در توالی اسیدهای آمینه، به این ژن بافت شده، cryهای ژن سازیهمسانهکنند. بعد از می

cry31Aa2 سویهی جالب این بود که برخلاف جداسازی اولیه این باکتری از کنه، اطلاق گردید. نکته M15 

ستفاده از این کند، نتایج ازا نیست و همچنین با اینکه تولید بتا اگزوتوکسین نمیای بیماریهی دو لکبرای کنه

شود، برای زمانی که با تریپسین شکسته می Cry31Aa2دهد که های پستانداران نشان میتوکسین روی سلول

 ,.Jung et al) های سالم نداردهای سرطانی انسان کشنده است اما هیچ اثر سوئی روی سلولبرخی از سلول

2007). 

و  Antonino de Souzaهای خاک در پژوهش به دست آمده از نمونه Btهای گری جدایهبرای غربال

جدایه از باکتری  30گرفت. زهرآگینی  مبنا قرارسنجی، های زیستآزمون کشی و(، فعالیت حشره2009همکاران )

Bt لیه لارو سن یک علیتر، اسپور بر میلی 1×910، در یک غلظتS. frugiperda مورد بررسی قرار گرفت. در ،

ی هدف داشتند. مقدار ، بیشترین زهرآگینی را برای لاروهای حشرهI4A7ی های مورد بررسی، سویهمیان جدایه

50LC  محاسبه شده برای این سویه برابر باisraelensisvar.  B. thuringiesisداری بیشتر از ، و به طور معنی

B. thuringiensis var. kurstaki.بوده است ، 

های ، بر اساس شکل کریستال، آزمونBtجدایه از باکتری  31(، 2010و همکاران ) Baigدر پژوهش 

. با استفاده از آغازگرهای اختصاصی و عمومی، حضور و یا عدم ، توصیف گردیدcryهای بیوشیمیایی و پروفایل ژن

ها نشان داد که ژن . نتایج بررسی آنشد، بررسی cry10و  cry1 ،cry4 ،cry7 ،cry8 ،cry9های حضور ژن

cry1های مورد بررسی، بیشترین فراوانی را داشته است، در بین سویه. 

 سویههفت  یف، معیارهای توصو پروفایل پروتئینی هاکریستال های باکتریایی، ویژگیکلنی شناسیریخت

Bt  در پژوهشLenina  محتوای ژنی با تمرکز ها از لحاظ سویهاین  چنین،هم قرار گرفت. ،(2014)و همکاران
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 حضور ps4های ژن سویه،دو در  داد که . نتایج این پژوهش نشانمورد مطالعه قرار گرفتند psو  cryهای ژنروی 

 H. armigeraو  S. lituraبرای  Ps4یتیکی، مشخص شد که این پروتیئن در بررسی فعالیت پروتئول دارد. سپس

 .سمی نیست

 157(، فعالیت ضد قارچی و ضد باکتریایی vip3و  cry1 ،cry2 ،cry9ها، محتوای ژنی )شکل کریستال

(. بر اساس نتایج به دست Djenane et al., 2017جداسازی شده در الجزایر، ارزیابی گردید ) Btجدایه از باکتری 

ها، کریستال اسیشنها فعالیت ضد قارچی و تعداد کمی فعالیت ضد باکتریایی داشتند. از لحاظ شکلآمده، اکثر جدایه

مرغی مشاهده گردید. در این پژوهش، تنوع زیادی شامل اشکال؛ کرومی، دوهرمی، نامنظم، مثلثی، مکعبی و تخم

 ، داشته است.Btهای های مورد بررسی در جدایه، بیشترین فراوانی را در بین ژنcry2ژن 

های و یا توکسین Btهای باکتری کشی سویهسنجی، اطلاعات جامعی از فعالیت حشرههای زیستآزمون

، نشان Btهای و یا توکسین های مرتبط با زهرآگینی سویههاآورند. تعداد روزافزون مقاله، فراهم میBt خالص شده

باشد. مطالعات زیادی بر بررسی ، میBtهای باکتری سنجی در تعیین ویژگیهای زیستی اهمیت آزموندهنده

سنجی های زیستهایی در انجام آزمونکه البته، تفاوتاند ، تمرکز کردهBtهای باکتری زهرآگینی نسبی توکسین

سین و توکسین، و یا توکسین فعال شده(، منشاء توکنوع توکسین مورد استفاده )اجسام کریستالی، پیش دلیلبه 

 چنین کلنی حشره مورد بررسی دیده شده است. ی مورد استفاده، و همسویه

، Cry1Ab ،Cry1Ja های، شامل توکسینCryی شدهکشی هفت توکسین خالصپتانسیل حشره

Cry1Fa ،Cry1Ia7 ،Cry2Aa ،Cry1Ab  وCry9Ca  برای کنترلLobesia botrana مورد آزمون قرار ،

، Cry9Ca، بیشترین حساسیت را نسبت به توکسین L. botranaگرفت. بر اساس نتایج به دست آمده، لاروهای 

 (.Ruiz de Escudero et al., 2007داشتند )

، Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac پولکدار؛فعال برای آفات بال Cryکشی نه پروتئین فعالیت حشره

Cry1Ba ،Cry1Ca ،Cry1Da ،Cry1Fa ،Cry2Aa  وCry2Ab روی سه جمعیت آزمایشگاهی متفاوت ،

Spodoptera exigua های توکسین ردید. بر اساس نتایج به دست آمدهآزمون گCry1Ca ،Cry1Da  و



سازی و تعیین ویژگیفصل دوم  نژادآیدا خرم Btهای باکتری های سویه: جدا

33 

 

Cry1Fa بیشترین زهرآگینی را علیه لاروهای سن یک ،S. exigua ،( داشتندHernández-Martínez et al., 

2009.) 

ی مرجع از ، به یک فرمولاسیون حاوی سویهOstrinia nubilalisحساسیت یک جمعیت اروپایی از 

 Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Acی آن سویه؛ های تشکیل دهنده، و توکسینBt ،Bt HD-1-S-2005باکتری 

ی مرجع، زهرآگینی ی فرمولاسیون سویه، به اندازهCry1Acو  Cry1Ab، بررسی گردید. دو توکسین Cry2Aaو 

 Crava، نشان دادند )Cry2Aaو  Cry1Aaهای ینکسحساسیت کمتری به تو O. nubilalisداشتند و لاروهای 

et al., 2009.) ی زهرآگینی مخلوطی از اسپور و کریستال سویهSY49.1  باکتریBtی پره، روی لاروهای شب

ی مورد بررسی، برابر سویه 50LC، آزمون شده است، نتایج حاکی از آن بود که  interpunctellaPlodiaهندی، 

، Cry1Aaهای کشی توکسین(. فعالیت حشرهYilmaz et al., 2012اسپور بر گرم بوده است ) 2×610با 

Cry1Ac ،Cry1Ca ،Vip3Aa ،Vip3Af  وVip3Ca (چنین مخلوط با همبه صورت انفرادی و هم)  علیه

ای هترین پروتئینسنجی، زهرآگینارزیابی شده است. بر اساس نتایج زیست Grapholita molestaلاروهای 

 (.Scaramal Ricietto et al., 2016بودند ) Cry1Aaو  Vip3Afمورد بررسی، 

، Vip3Aaهای ، به تنهایی و مخلوط با پروتئینBt MPUB9ی های سویهکشی کریستالفعالیت حشره

، بررسی گردید. بر اساس نتایج به Dendrolimus piniو  S. exigua ،Cydia pomonellaی لاروهای رو

داشتند. استفاده از مخلوط  D. piniی مورد بررسی بیشترین زهرآگینی را برای های سویهدست آمده، کریستال

اثر سینرژیستی داشته و باعث افزایش فعالیت  Vip3Aaهای ، با توکسینBt MPUB9ی های سویهکریستال

 (.Baranek et al., 2017ی مورد نظر شده است )کشی سویهحشره

شامل  ؛Dipelو فرمولاسیون  Cry1 ،Cry2های هایی از حشرات مقاوم به توکسینحساسیت کلنی

   ، به O. furnacalisو  Tricholusia ni ،P. interpunctella ،Helicoverpa armigera هایگونه

هایی از حشراتی رفت، کلنیطور که انتظار میمورد بررسی قرار گرفت. همان Vip3Caو  Vip3Aaهای پروتئین

از خود نشان ندادند.  Vip3های بودند، مقاومت تقاطعی نسبت به توکسین Cry2Abو  Cry1Aکه مقاوم به 
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که توکسین زهرآگین بود، در حالی O. furnacalisبه شدت برای لاروهای  Vip3Caتوکسین  چنینهم

Vip3Aa( اثر بازدارندگی رشد هم روی لاروهای مذکور نداشته است ،Gomis-Cebolla et al., 2018.) 

ها ، تفاوت جدایهBtهای باکتری های جدایههای مولکولی مورد استفاده برای تعیین ویژگیاز جمله روش

باشد. در این می SDS-PAGEهای توکسین، در الکتروفورز مولکولی پروتئین در الگوی باندهای پروتئینی و وزن

ی باندهای پروتئینی مشاهده شده در ژل، توصیف، با استناد به تعداد و اندازه ،Btهای متفاوت باکتری  سویه روش،

شماری از های بیگردد. در پژوهشگویی میها پیشکشی احتمالی آنشوند و فعالیت حشرهبندی میگروه

، سنجیها، زیستشناسی کریستالهای ریختها )بررسی ویژگی، در کنار سایر روشSDS-PAGEالکتروفورز 

 ;Hernández et al., 2005گردد )استفاده می Btهای باکتری های سویهتعیین محتوای ژنی( برای تعیین ویژگی

Rampersad et al., 2005; Seifinejad et al., 2008; Vidal-Quist et al., 2009; Hernández-

Fernandez et al., 2011.) 

ها به ، ردیابی ژنBtهای جدید از باکتری های معمول برای تعیین محتوای ژنی سویهیکی از روش

ای هواکنشبر  یمبتن هایبا روش محتوای ژنی ییشناساباشد. مراز، میای پلیهای زنجیرهی واکنشوسیله

ی خاصی از دی.ان.ای، به منظور بررسی حضور یا عدم مراز، روشی سریع و دقیق برای تکثیر قطعهای پلیزنجیره

ی کشتواند فعالیت حشرهمراز، میای پلیبا واکنش زنجیره Btهای توکسین باشد. شناسایی ژنحضور ژن هدف، می

ای زنجیره بر اساس واکنش Btباکتری  cryهای (. شناسایی ژنPorcar 2003گویی کند )سویه مورد نظر را پیش

عنوان ابزاری انجام گرفت، و این روش را به 1991و همکاران در سال  Carozziبرای اولین بار توسط  ،مرازپلی

های مبتنی بر با استفاده از روشمعرفی کردند.  Btهای کشی سویهگویی فعالیت و یا پتانسیل حشرهبرای پیش

های فعال و زهرآگین برای حشراتی از بر مبنای داشتن ژن Btهای باکتری مراز، سویهای پلیزنجیرهواکنش

، منجر cry یهاگری بر اساس ژنبندی شدند. این غربالبالپوشان و دوبالان دستهداران، سختپولکهای بالراسته

های (. پژوهشBen-Dov et al., 1997گردید ) Btی باکتری جدایه 126در  cryژن مشخص  22به شناسایی 
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-هکشی سویهای مدنظر، تعیین و پتانسیل حشره، با تمرکز روی ژنBtهای باکتری شماری، محتوای ژنی سویهبی

 ,.Uribe et al., 2003; Baig et al., 2010; Lenina et alگویی کردند )های مورد بررسی را تفسیر و پیش

2014; Djenane et al., 2017.) 

های موجود در ، ارزیابی ترکیب پروتئینBtهای های سویههای تعیین ویژگییکی دیگر از روش

های ، برای تعیین پروتوکسینLC-MS/MSهای باشد. عموماً محققین، از روش، میBtهای باکتری کریستال

-LCهای ژل الکتروفورز و پروتئومیکس به روش کنند. با استفاده از بلوکموجود در کریستال، استفاده می

MS/MSی های موجود در دو سویه، ترکیب پروتئینB. thuringiensis subsp. kurstaki  وB. 

thuringiensis subsp. israelensisای هتوکسینپیش داد که ، تعیین گردید. پژوهش صورت گرفته نشان

Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac  وCry2Aa ی در سویهkurstaki های توکسینو پیشCry4Aa ،Cry4Ba ،

Cry10Aa ،Cry11Aa ،Cyt1Aa  وCyt2Ba  زیرگونهدر israelensis ( وجود داردFu et al., 2008.) 

از باکتری  4.0718ی مراز و پروتئومیکس، سویهای پلیهای مبتنی بر واکنش زنجیرهبا تلفیقی از روش

Btهای کریستال، شناسایی گردید. نتایج به دست آمده نشان داد که پنج ، از لحاظ محتوای ژنی و ترکیب پروتئین

، Cry1Aaتوکسین ، در ژنوم و سه پیشcry1Iaو  cry1Aa ،cry1Ac ،cry2Aa ،cry2Ab؛ cryژن متفاوت 

Cry1Ac  وCry2Aa4.0718ی ، در اجسام کریستالی سویه ( وجود داردSun et al., 2008.) 

ی رشدی باکتری؛ رشد رویشی، اوایل ، در سه مرحلهBt 4.0718ی کل محتوای پروتئینی سویه

مورد مطالعه قرار گرفت.  MALDI-TOF/TOF MSهای پروتئومیکس، اسپورزایی و اواخر اسپورزایی، با روش

های ، مهارکنندهCry1Ac ،Cry2Aaکش شامل های کریستالی حشرهبر اساس نتایج به دست آمده، پروتئین

(، در اواسط InhAهای سیستم ایمنی )ی مورد بررسی، شناسایی گردید. مهارکننده، در سویه(InhAسیستم ایمنی )

مانی باکتری رود این فاکتورها به زندهتولید شدند، احتمال می Btی زندگی باکتری ی رشد رویشی چرخهمرحله

 Li etکش شناسایی شدند )های حشرهی اسپورزایی، پروتئینکند. در ابتدای مرحلهدرون بدن میزبان کمک می

al., 2012.) 
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کل محتوای پروتئینی  LC-MS/MSپپتید طی مطالعات دو بعدی  1700پروتئین و  830در حدود 

ی زندگی باکتری شناسایی گردید. نتایج پروتئومیکس ی اسپورزای چرخه، در اواخر مرحلهBt 4.0718ی سویه

ین ها هفت توکسویه از باکتری شناسایی شده که در بین آنتوکسین در این س 15نشان داد که در مجموع تعداد 

 (.Yang et al., 2015جدید معرفی گشته است )

ای ههای گوناگون حشرات متعلق به راستهی سلولی حشرات مشتق شده از بافترده 500امروزه، بیش از 

های یسمشناسی، مکانمطالعات ویروسعنوان ابزار تحقیقاتی در های سلولی حشرات، بهمختلف، تهیه شده است. رده

تفاده قرار کش مورد اسهای حشرهگری کشف توکسینهای غربالسیگنالی در سیستم ایمنی، بیان ژن و در برنامه

های سلولی حشرات، مشکلات پرورش کلنی حشره مورد (. در استفاده از ردهSmagghe et al., 2009گیرد )می

 ی زیاد برای نگهداریگیاه، انسکتاریوم برای نگهداری کلنی، زمان و هزینه ی رژیم غذایی، پرورشنظر، تهیه

های آفت مورد نیاز، وجود ندارد. در نتیجه، امروزه ای، در دسترس نبودن تمامی گونهحشرات، مسائل قرنطینه

داد الگری که اثر تعویژه در مورد مطالعات غرباند. بههای سلولی روی آوردهبسیاری از محققین به استفاده از رده

یت توکسین ی فعالگیرد تا دامنهی باکتریایی، روی تعداد زیادی از حشرات بررسی میزیادی از توکسین و یا سویه

ای هی اثر توکسینهای سلولی از نقطه نظر بررسی نحوهچنین، ردهی مورد بررسی تعیین گردد. همو یا سویه

 ;Portugal et al., 2014; Chen et al., 2015; Willcoxon et al., 2016اند )اهمیت پیدا کرده Btباکتری 

Portugal et al., 2017.) 

قرار بررسی مورد های خونی سرطانی در برابر سلول Btسویه از باکتری  1744تعداد کشی فعالیت سلول

های خونی سرطانی سلول سویه 42هیچ فعالیت همولیتیکی نداشتند و  Bt سویه 1684. از این میان، تعداد گرفت

و دوبالان  پولکدارانکشی در برابر بالها، خاصیت حشرهسویههای استخراج شده از این را از بین بردند. پاراسپورین

  .(Mizuki et al., 1999) نداشتند

های . ردهگرفتی سلولی حشرات مورد بررسی قرار روی هشت رده Btاندوتوکسین باکتری -اثر دلتا

گرفته بودند، بیشترین حساسیت را در برابر  Choristoneura fumiferanaو  Manduca sextaسلولی که از 

ی بیشترین دامنه B. thuringiensis subsp. entomocidusدلتا اندوتوکسین از خود نشان دادند. همچنین 
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روی  Btای ه، بررسی اثر توکسینت آمدههی داشته است. بر اساس نتایج به دسهای آزمایشگامیزبانی را در بررسی

روشی بسیار مناسب و  Btی اثر ی نحوهی سلولی حشرات برای بررسی حضور یک پروتئین خاص و مطالعهرده

در شرایط آزمایشگاهی اغلب با نتایج حاصل از  Btهای های حشرات به توکسینباشد اما پاسخ سلولسریع می

بنابراین فرضیه مورد بررسی در این  .(Gringorten et al., 1999) استسنجی روی خود موجود متفاوت زیست

از مناطق بکر در  Btای بومی از باکتری فصل از رساله، به این ترتیب بود که احتمال جداسازی و شناسایی سویه

 کشی، وجود دارد. ( با فعالیت حشرهBtی پاشش محصولات ایران )بدون سابقه

 هاروشمواد و  -2-2

 های مورد استفادههای باکتریسویه -2-2-1

مورد استفاده قرار گرفت. از بین  Btی ایرانی از باکتری سویه 130در این پژوهش در مجموع، تعداد 

کنترل  شگاهیحشرات موجود در آزما یمارگرهایب ونیکلکس ، ازBtی باکتری یهسو 88های مورد بررسی، سویه

تهیه  برداری برای این رساله،در طی نمونه سویه 42پزشکی دانشگاه تهران انتخاب و در گروه گیاه آفات کیولوژیب

، تهیه شده توسط گروه بیوتکنولوژی HD-2و  HD-1-S-2005 مشخص یسویهاز دو  در این رساله، نیچنهم .شد

این کش حشرههای نوع ژنگردید. توالی، تعداد و استفاده  مرجع عنوانبه، اسپانیا، 1پزشکی دانشگاه والنسیاو زیست

 یباکتر( BL21و  DH5αهای متفاوت )سویه علاوه ازبه ثبت شده است.مشخص و  سویه مرجعدو 

Escherichia coli هایژن انیو ب سازیهمسانه یبرا ،ییایباکتر زبانمی عنوانبه cry  باکتریBt  بهره گرفته

 شد. 

 حشرات مورد استفاده -2-2-2

ی بالپوشان براپولکدار و یک گونه از سختی متفاوت از آفات باللاروهای هشت گونهدر این رساله از 

ی میانی استفاده های رودهبه گیرنده Btتوکسین باکتری  2های اتصالسنجی و آزمونهای زیستانجام آزمایش

و  Spodoptera exigua ،S. littoralis ،Mamestra brassicaeشد. از میان آفات مورد استفاده، چهار گونه 

                                                           
1 ERI Of Biotechnology And Biomedicine, University Of Valencia 
2 Binding Assay 
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Helicoverpa armigera   متعلق به خانوادهNoctuidae ؛ دار انتخابیپولکباشند. دو گونه از آفات بالمی

Grapholita molesta  وLobesia botrana ی از خانوادهTortricidae یلاروهای دو گونه. هستند Plodia 

interpunctella ( متعلق به خانوادهPyralidae)  وOstrinia nubilalis ( از خانوادهCrambidae)  نیز در این

 Leptinotarsa decemlineataزمینی، سیب خواربرگچنین سوسک هم پژوهش مورد استفاده قرار گرفتند.

(Col.: Chrysomelidae)  های باکتری بالپوش برای توکسینعنوان میزبان سختبهBt  تمامی بودانتخاب شده .

 ;McGaughey and Beeman 1988استفاده در این پژوهش روی رژیم غذایی مصنوعی )حشرات مورد 

Lozzia and Manachini 2003; Ruiz de Escudero et al., 2007; Hernández-Martinez et al., 

2008; Bel et al., 2011; Gomis-Cebolla et al., 2017 درجه سلسیوس، رطوبت  25±3(، در شرایط دمایی

 ساعت روشنایی:تاریکی پرورش داده شدند. 16:8و شرایط نوری  درصد 70±5نسبی 

 مورد استفاده 1های سلولیرده -2-2-3

برای بررسی اثر  Noctuideaی خانوادهپولکدار ی سلولی از آفات بالچهار رده از در این پژوهش

 .(1-2)جدول  شداستفاده  Btهای باکتری توکسین

 های سلولی مورد استفاده.اسامی رده -1 -2جدول 

Reference 
Derived 

tissue 
Insect Cell line 

Granados et al., 1994 Ovarian cells Trichoplusia ni BTI-Tn-5B1-4 (Hi5) 

Goodman et al., 2004 Gut Helicoverpa zea RP-HzGUT-AW1 

Gelernter and Federici 1986 Larvae S. exigua UCR-SE 

Vaughn et al., 1977 Ovary S. frugiperda Sf21 

 

های درجه سلسیوس نگهداری شدند. رده 25±2های سلولی مورد مطالعه، در انکوباتور با شرایط دمایی رده

شده با سرم جنین  غنی Aldrich)-Excell (Sigmaدر محیط کشت سلولی  SE-UCRو  HzGUTسلولی 

                                                           
1  Cell Line 
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های به ترتیب از محیط Sf21و  Hi5های سلولی درصد کشت داده شدند. برای نگهداری رده( پنج FBS) 1گاوی

، FBSبا ده درصد  Grace’s (GibcoTN)و  FBSبا پنج درصد  TNM-FH (Sigma-Aldrich)کشت سلولی 

 استفاده گردید.

 برداری از خاک و میزباننمونه -2-2-4

 هایچنین خاک جنگل، باغ درختان میوه، زمینآلودگی و همبرداری از لاروهای مرده و مشکوک به نمونه

ز خاک، برداری اکشاورزی و مناطقی با پوشش گیاهی طبیعی در استان مازندران و البرز انجام گرفت. برای نمونه

ها درون متری از سطح خاک انتخاب و نمونهسانتی 15تا  5های دور از تابش مستقیم آفتاب در عمق محل

لاروهای  برداری، به آزمایشگاه منتقل شدند. اجسادپلاستیکی با درج میزبان گیاهی، محل و تاریخ نمونههای کیسه

 به ایهای شیشهلوله درون و آوریداشت، جمع وجود ییباکتریا آلودگی اثر در هاآن مرگ احتمال که مختلف

ها جداسازی از آن Btآوری و باکتری نمونه خاک و لارو آلوده جمع 24در مجموع تعداد  .گردیدند منتقل آزمایشگاه

 شد. 

 Btجداسازی باکتری  -2-2-5

غلظت   با( Travers ،1987) مسدی استات انتخابی روشهای خاک، از نمونه Btبرای جداسازی باکتری 

ری زنی اسپورهای باکتترتیب است که ابتدا جوانهاساس این روش به این . مولار مورد استفاده قرار گرفت 35/0

Bt  های تشکیل که اسپور سایر باکتریشود. در حالیمولار مهار می 35/0به طور انتخابی توسط استات سدیم

ده است ها جوانه زهایی که اسپور آنزنی هستند. سپس با اعمال تیمار حرارتی باکتریی اسپور قادر به جوانهدهنده

رارت در نتیجه پس از کشت مایع حشوند. هایی که اساساً توانایی تولید اسپور ندارند، حذف مین باکتریچنیو هم

روش قابل رؤیت هستند.  Btهای باکتری آوری شده، کلنیی جمعدر نمونه Btدیده، در صورت وجود باکتری 

نمونه  خاک هر گرم از کی شدند، سپس الک سپس و زده بهم خوب هانمونه انجام کار به این ترتیب بود که ابتدا

ها به مدت چهار نمونه مولار افزوده شد. 35/0لیتر استات سدیم میلی 10ی آزمایش استریل حاوی توزین و به لوله

                                                           
1  Fetal Bovine Serum (FBS) 
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 یاوح های آزمایشتکان داده شدند. سپس، لولهها به خوبی ساعت در استات سدیم انکوبه و هر ده دقیقه، لوله

 ه داشته شدند.نگ وسیدرجه سلس 80 یدر دما قهیبه حمام آب گرم منتقل و به مدت هفت دق خاکو  میاستات سد

 یظروف پتر درباشد، یم Bt یاسپور باکتر یحاو احتمالاً  از محلول خارج شده از حمام آب گرم که تریکرولیم ده

آگار در یک لیتر آب گرم  15، حاوی پنج گرم پپتون، سه گرم عصاره گوشت و (NA)1غذایی آگار طیمح یحاو

 گردید. یساعت نگهدار 24به مدت  وسیدرجه سلس 30 یانکوباتور با دما . ظروف پتری درشد مقطر کشت داده

 میسد تیپوکلریدر ه یمرده و مشکوک به آلودگ یلاروهااز میزبان، ابتدا  Btبرای جداسازی باکتری 

 غیاسکالپل )ت کیسپس به کمک  ضد عفونی سطحی شدند. لیدرصد و آب مقطر استر 70درصد، الکل  2/0

 24. پس از داده شدکشت  غذایی آگار طیمح دربدن لارو  اتیبدن لارو شکاف داده شد و محتو لی( استریجراح

 باکتری در صورت آلوده بودن لاروها به وس،یدرجه سلس 30 یدر انکوباتور در دما ی ظروف پتریساعت نگهدار

Bt، ند. شدکشت ظاهر  طیدر سطح مح یرنگ یریتا ش دیسف هاییکلن 

غذایی آگار که از لحاظ  طیمح یرشد کرده بر رو هاییکلنپس از جداسازی باکتری از خاک و میزبان، 

طح و س هیرشد، حاش ی، نحوهمنظره سطح کلنی، کلنی رنگشناسی، از نقطه نظر های ظاهری و ریختویژگی

ابه باکتری های باکتریایی که مشسپس کلنی  محیط کشت جدیدی تک کلنی شدند.ی متفاوت بودند، جدا و در کلن

Bt  میکروسکوپی، حضور اسپور و کریستال با استفاده از میکروسکوپ فازکنتراست  دیاسلا یهیبا تهبودند، ابتدا

ز ا گرفت.آمیزی گرم و تست کاتالاز انجام تأئید و سپس آزمون رنگ Zeiss Axiophot 20 (Germany)مدل 

آوری و میزبان گیاهی، ها با توجه به نام محل جمع، بعد از نامگذاری آنBtهای مربوط به باکتری تمام کلنی

درجه  -80و   -20های به دست آمده در دمای . به منظور انجام مطالعات تکمیلی، جدایهشدزیرکشت تهیه 

 نگهداری شدند.ی به ترتیب کوتاه و طولانی مدت برای ذخیرهسلسیوس 

 

 

                                                           
1  Nutrient Agar 
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 نگهداری ذخایر کشت باکتریایی -2-2-6

، گلیسرول منجمد کردن به همراه ، از روشBtهای باکتری برای نگهداری کوتاه و طولانی مدت جدایه

در ظروف پتری  Btهای باکتری استفاده شد. به این ترتیب که ابتدا جدایه عنوان یک محافظت کننده از سرمابه

درجه سلسیوس  29( کشت و به مدت یک شب در دمای Stewart et al., 1981) CCYحاوی محیط کشت 

تلقیح شد و به مدت دو  Btبا یک تک کلنی تازه از باکتری  CCYلیتر از محیط مایع نگه داشته شدند. ده میلی

در شیکر انکوباتور نگهداری گردید. سپس حضور اسپور  دور در دقیقه 200و با درجه سلسیوس  29روز، در دمای 

با مشاهده میکروسکوپی مورد بررسی قرار گرفت. در صورت مشاهده اسپور و کریستال در  Btو کریستال باکتری 

انجام گرفت. بعد از  درجه سلسیوس 70دقیقه در دمای  20های باکتری، تیمار حرارتی به مدت درصد سلول 90

های باکتری درصد برای نگهداری جدایه 20و  50ی گلیسرولی شت حاوی باکتری، ذخیرهخنک شدن محیط ک

Bt  500، درجه سلسیوس  -20تهیه شد. برای ذخیره در دمای  درجه سلسیوس -80و   -20به ترتیب در دماهای 

استریل  1وویالمیکرولیتر گلیسرول اتوکلاو شده موجود در کرای 500میکرولیتر از محیط کشت حاوی باکتری، به 

محیط کشت به  زمیکرولیتر ا 850 ،درجه سلسیوس -80اضافه گردید. به همین ترتیب برای ذخیره در دمای 

ثانیه،  10به مدت ها ویالمحتویات میکرولیتر گلیسرول اتوکلاو شده افزوده شد.  150کرایوویال استریل حاوی  

چند دقیقه در نیتروژن مایع قرار گرفتند. در نهایت و سپس به مدت  کردن مخلوط شدند 2ورتکسبا  آرامیبه 

درجه  -80و  -20های به فریزر های مخصوص نگهداری کرایوویالهای باکتریایی محافظت شده، در جعبهسویه

 منتقل شدند. سلسیوس

 ی باکتریشناختتعیین ویژگی ریخت -2-2-7

اسایی ارائه ه کلید شنباکتری، با استناد بای شکل از مرحله رشد رویشی های میلهبعد از تشخیص سلول

آمیزی گرم و تست کاتالاز انجام گرفت. این کلید شناسایی، با توجه به حداقل ، آزمون رنگ2-1شده در شکل 

 Thiery andگیرد )مورد استفاده قرار می Bacillusگونه مهم از جنس  22های فنوتیپی، در تشخیص ویژگی

                                                           
1 Cryovial 
2 Vortex 
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Frachon, 1997شناختی مرحله رشد زایشی باکتری و مشاهده اسپور و های ریختجه به ویژگی(. سپس با تو

 محرز شد.  Btکریستال، تشخیص باکتری 

 

 (.Thiery and Frachon, 1997های باسیلی شکل )های اصلی باکتریکلید شناسایی گروه -1 -2شکل 

 

 آمیزی گرمرنگ -2-2-8

برای  ،اهتشخیص باسیلی فرم بودن باکتریشناسی باکتری و میکروسکوپی ریختبعد از مشاهدات 

رنگ آمیزی گرم انجام گرفت. به این  ، آزمونهای به دست آمدهتشخیص گرم مثبت یا گرم منفی بودن جدایه

به صورت خطی کشت داده  یک کلنیهای به دست آمده روی محیط غذایی آگار، برای داشتن ترتیب که جدایه

درجه سلسیوس انکوبه شدند. سپس در  30ساعت در دمای  18تا  16شدند. ظروف پتری کشت داده شده به مدت 

در شرایط استریل یک کلنی از باکتری را برداشته و با یک قطره  باشد،رویشی می زمانی که باکتری در مرحله رشد

ی ی باکتریایی مخلوط شده با آب در نزدیک. پس از اینکه گسترهآب مقطر استریل روی یک لام تمیز مخلوط شد
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 100)یک گرم در  1بنفشی تثبیت شده به مدت یک دقیقه ابتدا در محلول کریستال شعله خشک گردید، گستره

ل بری با الکلیتر( نگه داشته شد. سپس عمل رنگمیلی 20)یک گرم در  2لیتر( و بعد یک دقیقه در محلول یدمیلی

درجه نگه داشته و الکل قطره قطره روی گستره ریخته شد تا زمانی که  45ی درصد انجام گرفت. لام با زاویه 90

عد ی بی رنگی از گستره خارج گردد، سپس بلافاصله با آب مقطر شست و شو داده شد. در مرحلهآخرین قطره

لیتر( قرار گرفت و بعد سریعاً با آب یلیم 100گرم در  1/0) 3ثانیه در محلول رنگی فوشین 15ی باکتری گستره

مقطر شست و شو داده شد. بعد از خشک شدن لام، یک قطره روغن ایمرسیون مستقیماً روی لام ریخته و با 

، sp.  Pseudomonasمشاهده گردید. برای مقایسه و به عنوان شاهد از باکتری گرم منفی 1000بزرگنمایی 

-ه باکتریآیند در حالی کهای گرم مثبت به رنگ بنفش تیره در میگرم، باکتریآمیزی استفاده گردید. پس از رنگ

 شوند.های گرم منفی صورتی رنگ می

 تست کاتالاز -2-2-9

های هوازی که برای متابولیسم به اکسیژن نیاز دارند، با استفاده از آنزیم کاتالاز، پراکسید هیدروژن باکتری

(2O2H) های هکنند. برای تشخیص وجود کاتالاز در جدایاز اکسیژن تولیدی استفاده می را به آب و اکسیژن تبدیل و

ای هی باکتری افزوده شد، ظهور سریع حبابپراکسید هیدروژن رقیق شده به گسترهباکتریایی به دست آمده، 

ه ابتدا بود کاکسژن، مؤید حضور آنزیم کاتالاز در جدایه مورد بررسی بود. روش انجام این تست به این ترتیب 

میکرولیتر پراکسید  200. حجم شدهای باکتریایی در محیط غذایی آگار تهیه ساعته از جدایه 18تا  16ی کشت تازه

از  ی یک لوپ استریل، یک تک کلونی. به وسیلهگردیددرصد به یک میکروتیوب تمیز منتقل  6تا  3هیدروژن 

ب، شد. با کج کردن میکروتیو هت پراکسید هیدروژن کشیدباکتری برداشته و به دیواره میکروتیوب در مجاور

ژن یاکس هایرسد و در صورت وجود آنزیم کاتالاز، حبابی باکتریایی میبه گسترهرقیق شده پراکسید هیدروژن 

 گردد.ظاهر می

 

                                                           
1 Crystal Violet 
2 Iodine  
3 Fuchsin 
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 Bacillusمشاهده اسپور و تشخیص گروه  -2-2-10

 Thiery and Frachonهای مورد مطالعه، از نظر شکل اسپور و اسپورانژیوم طبق کلید شناسایی جدایه

بر اساس مرفولوژی اسپور و  Bacillusهای مربوط به جنس گونه( مورد بررسی قرار گرفتند. در این کلید، 1997)

نند کنتهایی بیضوی شکلی تولید می( اندوسپورهای اI(. گروه اول )2شوند )شکل اسپورانژیوم به سه گروه تقسیم می

سلول  شود: در دسته اول عرضشود که خود به دو دسته تقسیم میای شکل باکتری نمیکه باعث تورم سلول میله

است.  B. subtilis، مثل میکرومتر 9/0و در دسته دوم عرض سلول کمتر از  Btمثل  میکرومتر 9/0بیشتر از 

های انند جنسشود، مکنند که باعث تورم اسپورانژیوم میبیضوی شکلی تولید میهای گروه دوم، اندوسپورهای گونه

Brevibacillus  وPaenibacillus گروه سوم اسپورهای کروی شکل با اسپورانژیوم متورم دارند، مانند .

Lysinibacillus (Thiery and Frachon, 1997.)  

 

 Bacillus (Thiery and Frachon, 1997.)های جنس ی گونهشناختریختهای ویژگی -2 -2شکل 
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 ی هندیپرهبر اساس زهرآگینی روی لاروهای شب Btهای باکتری گری جدایهغربال -2-2-11

ی پرهشب لاروهای سن دوم، بر اساس زهرآگینی روی Btجدایه ایرانی از باکتری  130ی گری اولیهغربال

روی محیط غذایی  Btهای ی سوسپانسیون باکتری، جدایهانجام گرفت. برای تهیه  P. interpunctellaهندی، 

درجه سلسیوس در انکوباتور نگه داشته شدند. بعد از چهار روز، ابتدا با  29آگار کشت و به مدت چهار روز در دمای 

های باکتری درصد از سلول 90ی وارهانجام مشاهدات میکروسکوپی، حضور اسپور و کریستال و از بین رفتن دی

های رشد کرده روی محیط کشت، زیر هود تحت شرایط استریل، (، تأئید گشت. سپس باکتری1ها)لیز شدن سلول

آوری و به حجم مناسبی از آب مقطر استریل اضافه گردید. بعد از تهیه سری رقت، به وسیله یک لوپ استریل جمع

ظت شد. شمار با شمارش تعداد اسپورها تعیین غللام هموسیتومتر یا لام گلبول سوسپانسیون باکتریایی به کمک

ن چنیباشد. هملیتر از سوسپانسیون میدر هر میلی Btاین روش تعیین غلظت، تخمینی از تعداد اسپورهای باکتری 

ایمرسیون تعداد ، با استفاده از روغن 1000با قرار دادن میکروسکوپ در وضعیت فازکنتراست، در بزرگنمایی 

برای انجام  Btشمار تخمین زده شد. برای مشخص کردن غلظتی مناسب از باکتری ها نیز با لام گلبولکریستال

 P. interpunctellaروی لاروهای سن دوم  AzLpی سویه ، پنج غلظت از2سنجی تنها با یک غلظتزیست

ها تعیین تک غلظت مورد نظر برای سایر سویه، AzLpتخمین زده شده برای سویه  50LC. بر مبنای آزمون شد

انجام گرفت. به این ترتیب که پنج  3با غذای لارو Btسنجی به روش ترکیب سوسپانسیون . آزمون زیستشد

لیتر از هر غلظت با دو گرم تهیه و دو میلی AzLpلیتر از باکتری اسپور بر میلی 810و  710، 610، 510، 410غلظت 

 McGaughey andی هندی، شامل سبوس گندم، عسل، مخمر و گلیسرول )پرهمصنوعی شباز رژیم غذایی 

Beeman 1988 مخلوط شد. مخلوط حاصله در دمای اتاق خشک و سپس به لاروهای سن دوم )P. 

interpunctella  50خورانده شد. بر اساسLC  محاسبه شده برای سویهAzLp ،130 ی ایرانی از باکتری جدایه

Bt ی اسپور بر گرم ماده 810ی هندی در یک غلظت پرهزایی روی لاروهای شبها در بیماریاس توانایی آنبر اس

لیتر از آب مقطر استریل مخلوط شد. این گری شدند. در مورد شاهد، رژیم غذایی لارو با دو میلیغذایی غربال

ی هندی استفاده گشت. بعد از پرهدوم شبعدد لارو سن  20آزمون در سه تکرار انجام گرفت و در هر تکرار از 

                                                           
1 Cell Lysis 
2 Single-Dose Assay 
3 Food Incorporation 
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، تعداد لاروهای مرده ثبت و درصد Btی لاروها از غذای تیمار شده با سوسپانسیون ساعت از تغذیه 72گذشت 

 مرگ محاسبه گردید.

ها روی لاروهای سن دوم بر مبنای زهرآگینی آن Btهای باکتری گری اولیه سویهبر اساس نتایج غربال

. گروه با زهرآگینی 1بندی شدند؛ ، در سه گروه از لحاظ زهرآگینی دستهBtسویه باکتری  130دی، ی هنپرهشب

. گروه با زهرآگینی P. interpunctella 2درصد مرگ روی لاروهای  67بیش از  با توانایی هایزیاد: سویه

درصد  33کمتر از های با توان سویه. گروه با زهرآگینی کم: 3درصد مرگ، و  66تا  34بین ایجاد مرگ متوسط: 

از هر سه گروه انتخاب و به طور جامع و  KhFو  IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2 ،IEp ،RMی مرگ. هفت سویه

های متعدد، شناسایی شدند. سایر مطالعات این رساله روی این هفت سویه صورت کامل، با به کارگیری روش

متعلق به گروه با زهرآگینی زیاد  IEpو  IE-1، AzLp ،IE-2 ،IP-2ی گرفت. در بین این هفت سویه، پنج سویه

 KhF یهایی که زهرآگینی کمتری دارند، سویههای این پنج سویه، با سویهی ویژگیباشد و به منظور مقایسهمی

 از گروه با زهرآگینی کم انتخاب گردید. RMی از گروه با زهرآگینی متوسط و سویه

 Btهای باکتری پروتئینی جدایهی پروفایل مقایسه -2-2-12

های موجود در پروتئین، تعداد و وزن مولکولی Btدر اولین قدم از تعیین ویژگی هفت سویه باکتری 

با هم مقایسه شدند. روش کار به طور خلاصه به این ترتیب بود که بعد  های این هفت سویه مشخص وکریستال

( و محیط کشت 1های سلولیهای سلول باکتری )آشغالمابقی بخش ، ابتدا اسپور و کریستال ازBtاز کشت باکتری 

ر های به دست آمده، در باف. سپس کریستالشدندها جدا وشو، کریستالجدا و سپس بعد از چندین مرحله شست

توکسین به دست آمده، توسط آنزیم . بخشی از پیششدتوکسین حاصل انحلال در دمای محیط، حل و پیش

های باکتری سویه یهای فعال شدهها و توکسینتوکسینپیش. در نهایت پروفایل پروتئینی گردیدتریپسین فعال 

Bt سولفات سدیم دو دسیل الکتروفورز روی ژل ( 2پلی آکریل آمیدPAGE-SDS.مورد بررسی قرار گرفت ) 

                                                           
1 Cell Debris 
2 Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
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و  Estelaکل ارائه شده توسط بر اساس پروت Btهای باکتری های پروتئینی سویهانحلال کریستال

کشت  CCYدار روی محیط کشت آگار Btهای باکتری سویه . به این ترتیب کهگرفت( انجام 2004همکاران )

، CCYلیتر از محیط مایع میلی 20الی  5درجه سلسیوس انکوبه شدند. سپس  29داده و به مدت دو روز در دمای 

کشت تهیه پیش ، تلقیح گشت.CCYکشت، با یک کلنی از باکتری رشد کرده روی محیط جامد عنوان پیشبه

 1دور در دقیقه 200تا  180درجه سلسیوس و دور  29شده، به مدت دو روز و یا بیشتر در شیکر انکوباتور با دمای 

ررسی قرار و کریستال مورد بحضور اسپور  بعد از سپری شدن دو روز، با تهیه اسلاید میکروسکوپی، نگه داشته شد.

درجه سلسیوس اعمال  70تیمار حرارتی به مدت بیست دقیقه در دمای  گرفت. در صورت وجود اسپور و کریستال،

یل اعمال شود(. دلکشت برای مدت زمان بیشتری انکوبه میگردید )در صورت عدم رؤیت اسپور و کریستال، پیش

های باکتری است. زیرا در این دما فرم رشدی در سلول 2زمانیو ایجاد هم تیمار حرارتی، جلوگیری از ایجاد آلودگی

 ردد.گماند، در نتیجه در مراحل رشدی باکتری هماهنگی ایجاد میرود و تنها فرم زایشی باقی میرویشی از بین می

کشتی که تیمار حرارتی پیشلیتر از ، با پنج میلیCCYلیتر از محیط مایع میلی 200کشت نهایی با تلقیح سپس 

دور  180دور و درجه سلسیوس  29در آن اعمال شده است، تهیه گردید. کشت نهایی به مدت دو روز، در دمای 

با سانتریفیوژ  Btاسپور و کریستال باکتری های باکتری از بین بروند. درصد سلول 90نگه داشته شد تا  در دقیقه

(20 XPI-J TMAvantiBeckman Coulter Centrifuge,  )دقیقه با دور  12مدت  بهg× 6000 در دمای ،

 NaCl نشین به دست آمده دو مرتبه باته چهار درجه سلسیوس، از محیط کشت و مابقی بقایای سلولی جدا گشت.

این مراحل روی یخ انجام گرفت و ما بین هر  وشو داده شد. تمامیشستمولار ده میلی 3EDTAیک مولار و 

، دمای چهار درجه سلسیوس سانتریفیوژ g× 17000دقیقه با دور  12به مدت  مخلوط حاصل وشو،مرحله شست

، در g× 24000دقیقه با دور  15مدت مولار اضافه و به ده میلی KClنشین وشو، به تهشد. در آخرین مرحله شست

تقریباً از اسپورها  Bt های باکتری. در انتهای این مرحله، کریستالگشتدمای چهار درجه سلسیوس سانتریفیوژ 

 50بافر انحلال؛ بافر کربنات  . در نتیجه،کردحل را در بافر انحلال ها ی بعد باید کریستالجدا شدند و در مرحله

                                                           
1 Round Per Minute (rpm) 
2 Synchronization 
3 Ethylendiaminetetraacetic Acid 



 نژادآیدا خرم های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین   

48 

 

نشین مخلوط نشین اضافه و به خوبی با تهبه ته pH 5/10مولار، با ده میلی 1DTTو  (3CO2Naمولار )میلی

سانتریفیوژ در دور بعد از  انکوبه شد. دور در دقیقه 60گشت. مخلوط حاصل به دو ساعت در دمای محیط با دور 

g× 24000 آوری و به دقیقه در دمای چهار درجه سلسیوس، پروتئین محلول موجود در رونشین، جمع 15، به مدت

میکرومتری  2/0دست آمده از انحلال کریستال، از فیلتر  پروتئین محلول به یک لوله فالکون تمیز منتقل گردید.

(United Kingdom, TMGE Healthcare Whatman.عبور داده شد )  غلظت پروتئین محلول که همان

 های باکتریتوکسین. فعال کردن پیششدتعیین Bradford ( 1976باشد، به روش )می Btتوکسین باکتری پیش

Bt تریپسین، با افزودن آنزیم (Trypsin from porcine pancreas, Sigma-Aldrich)  به نسبت وزنی/وزنی

(w/wده درصد و انکوبه کردن پیش ) درجه سلسیوس به مدت دو ساعت،  37توکسین در حمام آب گرم با دمای

د مور SDS-PAGEبا ژل  Btهای باکتری توکسین و توکسین سویه. سپس پروفایل پروتئینی پیشگرفتانجام 

 بررسی و مقایسه قرار گرفت.

 LC-MS/MSبه روش  Btهای باکتری تعیین محتوای پروتئینی کریستال -2-2-13

های کریستالدر موجود های ، تعداد و وزن مولکولی پروتئینSDS-PAGEدر قسمت پیشین با آنالیز 

نیست، زیرا  فیتنهایی کا، به SDS-PAGEمشخص گردید. اما الگوی پروتئینی به دست آمده توسط  Btباکتری 

ر پروتئین چنین فراوانی نسبی هوزن مولکولی یکسانی داشته باشند. هم ،این احتمال وجود دارد که چندین پروتئین

یجه، کند. در نتکشی آن سویه ایفا مینقش مهمی در پیشگویی پتانسیل حشره Btدر اجسام کریستالی باکتری 

ای هپروتئین، روشی مناسب برای شناسایی محتوا و ترکیب 2MS-LC/MSتجزیه و تحلیل پروتئومیکس به روش 

 Servei Centralباشد. مطالعات پروتئومیکس در بخش می Btهای باکتری موجود در اجسام کریستالی سویه

de Suport a la Investigacio Experimental (SCSIE) های دانشگاه والنسیا انجام گرفت. کریستال

( Promegaبا آنزیم تریپسین ) پروتئینی بودندکه به صورت مخلوط  Btهای باکتری ل یافته از سویهپروتئینی انحلا

با  1:4به طور کامل هضم و تبدیل به مخلوط پپتیدی شدند. به این ترتیب که مخلوط پروتئینی به نسبت 

3HCO4NH 50 مولار رقیق گشت و بعد از گذراندن چندین مرحله انکوباسیون در میلیDTT 5/2 مولار، میلی

                                                           
1 Dithiothreitol 
2 Liquid Chromatography And Tandem Mass Spectrometry 
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3HCO4NH 50 مولار و میلیDTT 11 درجه  60دقیقه در دمای  30و  30، 20مولار، به ترتیب به مدت میلی

ساعت( در دمای  16تا 12افزوده و به مدت یک شب ) (w/w) آنزیم تریپسین به نسبت یک به دهبا سلسیوس، 

، هضم پروتئینی 1(TFAفلئورواستیک اسید )تر تریشد. با اضافه کردن هفت میکرولی تیماردرجه سلسیوس  37

ری در ستون ها برای بارگذاتغلیظ شدند. در نتیجه، نمونهتحت خلأ  هاتوسط تریپسین، متوقف گردید. تمامی نمونه

LC Column, 3 µ C18-CL, 75umx12cm, Nikkyo  تن پپتیدها از ستون با شیب خطی شس. شدندآماده

 nanoESI qQTOF (5600سنج جرمی دقیقه انجام گرفت. پپتیدها با دستگاه طیف 45درصد، به مدت  40تا 5

TripleTOF, ABSCIEX) .اطلاعات دستگاه از طریق آلگوریتم  تجزیه و تحلیل شدندPARAGON  به

برای شناسایی  2NCBIافزار از پایگاه اطلاعاتی فرستاده شد. این نرم Protein Pilot v 4.5 (ABSciex)افزار نرم

-ا دستهههای شناسایی شده را بر اساس طیف جرمی/جرمی آنگیرد و پروتئینپپتیدهای به دست آمده کمک می

 هایی که طیف جرمی/جرمی یکسانی دارند، بدون توجه به توالی پپتیدهاییکند. به این مفهوم که پروتئینبندی می

، با LC-MS/MSهای شناسایی شده از طریق گیرند. پروتئیندهند، در یک گروه جای میها نسبت میکه به آن

داده شد. ارزش  3/1ای معادل ها نمرهدار در نظر گرفته شدند و به آندرصد، معنی 95درصد اطمینان حداقل 

متناظر  های پروتئینی پروتئینی از طریق فرمول زیر محاسبه شد. درصد اطمینان مختلف و ارزشیا نمره 3پروتئینی

 آمده است. ،2-2ها در جدول با آن

ProtScore = - log (1- 
Percent confidence

100
 ) 

 های پروتئینی متناظر با آن.درصد اطمینان و ارزش -2 -2جدول 

Confidence Percentage Protein Score 
99% 2 
95% 1.3 
90% 1 
66% 0.47 

 

                                                           
1 Trifluoroacetic Acid 
2 National Center For Biotechnology Information 
3 Protscore 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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های زائد و اضافی شناسایی ، انتخاب و سایر پروتئین95حداقل هایی با درصد اطمینان در نتیجه، پروتئین

که خاصیت  هاییهای باقی مانده در لیست شناسایی شده، پروتئینشده، از لیست حذف گردید. در بین پروتئین

ها چندین پپتید متمایز کننده، نقش دارند و برای هر کدام از آن Btکشی دارند و یا در زهرآگینی باکتری حشره

های انتخاب شده از طریق ابزارهای مشخص و مخصوص شناسایی شده باشد، انتخاب شدند. در نهایت، پروتئین

 مورد تأئید قرار گرفتند. NCBIموجود در پایگاه اطلاعاتی  (https://blast.ncbi.nlm.nih.govترازی )هم

 محتوای ژنیتعیین  -2-2-14

ها بر های معمول، شناسایی سویه، یکی از روشBtهای باکتری برای دستیابی به محتوای ژنی سویه

توان به دقت و با سرعت می PCRهای مبتنی بر باشد. با آزمون( می1PCRمراز )ای پلیهای زنجیرهاساس واکنش

 ;Carozzi et al., 1991; Juárez-Pérez, et al., 1997های باکتریایی را تعیین کرد )محتوای ژنی سویه

Ferrandis et al., 1999) . 

 استخراج دی.ان.ای -2-2-14-1

( انجام گرفت. برای 1999و همکاران ) Ferrandisسازی کل محتوای ژنومی به روش استخراج و خالص

استخراج شد. به  Btباکتری های سویهکل ژنوم، هم پلاسمیدی و هم کروموزومی شناسایی محتوای ژنی، ابتدا 

انتخاب و چهار  از باکتری ک کلنیتهیه شد. ت CCYدر محیط جامد  Btباکتری  یک شبه از کشتاین ترتیب که 

در شیکر انکوباتور به مدت یک شب در  . کشت مایع تهیه شدهشد تلقیحبا آن  LBلیتر از محیط کشت مایع میلی

های باکتریایی رشد کرده، از طریق نگه داشته شد. سلول دقیقهدور در  180درجه سلسیوس با دور  29دمای 

درجه سلسیوس، از محیط کشت جدا شدند.  4در دمای  دور در دقیقه 5000دقیقه با دور  10به مدت سانتریفیوژ 

طبق  Qiagen DNeasy Blood & Tissue kit (Hilden, Germany)از کیت  دی.ان.ایبرای استخراج 

اه نانودراپ با استفاده از دستگاستخراج شده  دی.ان.ایت ت و کیفیّسپس، کمیّ استفاده شد.دستور شرکت سازنده، 

 مورد بررسی قرار گرفت.

                                                           
1 Polymerase Chain Reaction 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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 طراحی آغازگرها -2-2-14-2

هایی تمرکز شد که پروتئین حاصل از ، ابتدا روی ژنBtهای باکتری برای شناسایی محتوای ژنی سویه

های که به ترتیب پروتئین Sipو  Vipهای را ندارند، مانند پروتئین Btها توانایی تجمع در اجسام کریستال آن

و در خانواده  Cryهای ، با اینکه در گروه پروتئینCry1Iچنین پروتئین هستند. هم Btرویشی و ترشحی باکتری 

Cry1 های پروتئینی باکتری تالقرار دارد، اما توانایی کریستالیزه شدن و تجمع در کریسBt  ،را ندارد. در نتیجه

-vip2 (Hernándezو  cry1I (Nazarian et al., 2009 ،)vip1های آغازگرهای اختصاصی برای ژن

Rodríguez et al., 2009 ،)vip3 (Djanane et al., 2017و ژن ) هایsip1  سپس شد)پژوهش حاضر( تهیه .

 ,.cry2 (Ben dov et al., 1997 ،)cyt1 (Bravo et alو  cry1های نبا استفاده از آغازگرهای عمومی، ژ

1998 ،)cyt2 (Guerchicoff et al., 2001 ،)ps1 (Yasutake et al., 2007 ،)ps2 ،ps3  وps4 (Lenina 

et al., 2014 ردیابی شدند. با توجه به تکثیر صحیح و مثبتی از قطعات ژن )cry1  توسط آغازگر عمومی و

، cry1Aa ،cry1Abهای برای تأئید نتایج پروتئومیکس، با استفاده از پرایمرهای اختصاصی، تکثیر ژنچنین هم

cry1Ac  وcry1Ad (Juárez-Pérez et al., 1997 ،)cry1Ag  ،)پژوهش حاضر(cry1C (Cho et al., 2001 ،)

cry1D (Juárez-Pérez et al., 1997 ،)cry1G ،cry1H  وcry1I  )طراحی بررسی شد)پژوهش حاضر .

 SnapGene Viewer( و https://primer3plus.com) Primer3Plusافزارهای آغازگرها با استفاده از نرم

انجام گرفت. کنترل کیفی و فنی کلیه آغارگرهای طراحی شده از جمله طول آغازگر )تعداد بازها(، وزن مولکولی، 

سری(، عدم ایجاد دایمر، دمای ذوب و درصد محتوای سیتوزین و گوانین، و سنتز آغازگرها ثانویه )سنجاقساختار 

آمده  3-2جدول . فهرست آغازگرهای مورد استفاده در این رساله در انجام گرفت 1آلدریچ-توسط شرکت سیگما

 است. 

 

 

 

                                                           
1 Sigma-Aldrich 

https://primer3plus.com/
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 آغازگرهای مورد استفاده در این رسالهفهرست و اطلاعات  -3 -2جدول 

Reference 
Product 

size 
(base pair) 

Melting 

temperature 
(°C) 

Primer sequence (5´ - 3´) Target 

gene 
Primer 

Ben dov et al., 

1997 
274-277 

67.2 
CATGATTCATGCGGCAGATAAA

C 
cry1 

Un1-f 

66.7 
TTGTGACACTTCTGCTTC CCA 

TT 
Un1-r 

Nazarian et al., 

2009 
1000 

48.1 ACAATTTACAGCTTATTAAG 
cry1I 

Cry1I-f 

51.8 CTACATGTTACGCTCAATAT Cry1I-r 

Ben dov et al., 

1997 
689-701 

63.3 
GTTATTCTTAATGCAGATGAAT

GGG 
cry2 

Un2-f 

61.1 
CGGATAAAATAATCTGGGAAAT

AGT 
Un2-r 

Bravo et al., 

1998 
522 

68.2 AACCCCTCAATCAACAGCAAGG 

cyt1 

Cyt1-f 

63.9 
GGTACACAATACATAACGCCAC

C 
Cyt1-r 

Guerchicoff et 

al., 2001 
469 

51.3 AATACATTTCAAGGAGCTA 
cyt2 

Cyt2-f 

48.4 TTTCATTTTAACTTCATATC Cyt2-r 

Hernández-

Rodríguez et 

al., 2009 

585 
70.9 

TTATTAGATAAACAACAACAAG

AATATCAATCTATTMGNTGGAT

HGG vip1 

Vip1-sc.fw 

69.2 
GATCTATATCTCTAGCTGCTTTT

TCATAATCTSARTANGGRTC 
Vip1-sc.rev 

Hernández-

Rodríguez et 

al., 2009 

845 
61.2 

GATAAAGAAAAAGCAAAAGAA

TGGGRNAARRA 
vip2 

Vip2-sc.fw 

65.8 
CCACACCATCTATATACAGTAA

TATTTTCTGGDATNGG 
Vip2-sc.rev 

Hernández-

Rodríguez et 

al., 2009 1395 
54.2 TGCCACTGGTATCAARGA 

vip3 

Vip3-sc (f) 

Djenane et al., 

2017 
71.1 

CCATTAATYGGAKTCAAAAATG

TTTCACTGAT 
Vip3-scII (r) 

Yasutake et al., 

2007 
1135 

56.3 ATCAAGAATTTTCCGATAATC 
ps1 

Ps1-f 

57.6 CCAAAAGTGCCAGAATG Ps1-r 

Lenina et al., 

2014 
503 

62.1 TGTTGGGACTGTTCAGTACGT 
ps2 

Ps2-f 

60.7 CGTCACGGTACCTCTTAGTGT Ps2-r 

Lenina et al., 

2014 
701 

65.4 GGAATCCAGGTGCACTGCT 
ps3 

Ps3-f 

66.9 GTCCCGGATCATACGTTGGA Ps3-r 

Lenina et al., 

2014 
681 

67.6 
AGTGGTCTCCAGGCTCATACTG

G ps4 
Ps4-f 

68.5 TGATATTCCCGAACCTGCCCT Ps4-r 
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 فهرست و اطلاعات آغازگرهای مورد استفاده در این رساله -2-2ی جدول ادامه

Reference 

Product 

size 

(base pair) 

Melting 

temperature 

(°C) 

Primer sequence (5´ - 3´) 
Target 

gene 
Primer 

In current 

work 

541 
64.1 TCAAGCATGTCAGCTTTTGC 

sip1 
Sip1A70D 

63.7 CCAGCCAAAGCAACTACTCC Sip1A611R 

420 
63.3 TGCTGCTAAGGGAGTAGTTGC 

sip1 
Sip1A582D 

67 TGTAAATTCGGCCGGGGTAT Sip1A1002R 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
1286 

62.5 TTCCCTTTATTTGGGAATGC cry1Aa IAa 

45.7 MDATYTCTAKRTCTTGACTA cry1 I(-) 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
1371 61.9 CGGATGCTCATAGAGGAGAA cry1Ab IAb 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
844 54.6 GGAAACTTTCTTTTTAATGG cry1Ac IAc 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
1212 56.2 ACCCGTACTGATCTCAACTA cry1Ad IAd 

In current 

work 

1027 
62.1 TCCGATTATGTTGTGGAATTG 

cry1Ag 

Cry1Ag-1F 

62.2 ATGTGGTTGCCTATATTCTGGTT Cry1Ag-1R 

1193 
60.1 

CACTTACTGTATTAGATATCGTT

GCTC 
Cry1Ag-2F 

63.1 ACCCGATTTGATTGGAAGAA Cry1Ag-2R 

1172 
62.2 TCCGTTTAACTTTTCAAATGGAT Cry1Ag-3F 

62 CGCCCTTCTAATTCTTCAAAA Cry1Ag-3R 

942 
60.6 TCGTTTATAAAGAGGCAAAAGAA Cry1Ag-4F 

63.7 GAGGTGATGTCCGTTTTTCATTA Cry1Ag-4R 

Cho et al., 

2001 
1050 

59.4 GGAGAAAGATGGGGATTG 
cry1C 

Cry1C-f 

57.2 AACTCGTGCATCCCTACT Cry1C-r 

Juárez-Pérez et 

al., 1997 
1138 61.5 CAGGCCTTGACAATTCAAAT cry1D CryID 

In current 

work 
1244 

61.9 GTTATGCCATGCTAGATTTGCTA 
cry1H 

Cry1H-f 

62.5 ACCCATACACCTAAGTCCTCATT Cry1H-r 

In current 

work 
713 

51.8 ATTACGAYATCCGAACATA 
cry1G 

Cry1G-f 

51.5 CTGTAAAWCCTGGTCCT Cry1G-r 
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 مرازای پلیهای زنجیرهواکنش -2-2-14-3

 25برای تکثیر قطعات ژنی مورد نظر با استفاده از آغازگرهای عمومی و یا اختصاصی، مخلوط واکنش 

ساخت شرکت  taqمراز آماده گردید. در این واکنش از آنزیم دی.ان.ای پلی 4-2میکرولیتری به شرح جدول شماره 

مراز ای پلیهای زنجیرهمولار استفاده گردید. برنامه حرارتی واکنشمیلی 2MgCl 50و بافر استاندارد حاوی  1بیوتولز

انجام شد. محصولات  2Eppendorf Mastercycler thermal cycler تنظیم و در دستگاه 5-2مطابق جدول 

 Tris-borate-EDTAمراز، روی ژل آگاروز یک درصد در سیستم بافری ای پلیهای زنجیرهحاصل از واکنش

ی مثبت، از ژل و یا از مخلوط واکنش توسط کیت مورد بررسی قرار گرفتند. تمامی قطعات تکثیر شده

3up kit-NucleoSpin Gel and PCR clean  4استخراج و برای تعیین توالی به شرکتStab Vida  ارسال

و پایگاه اطلاعاتی  Geneious (version 10.0.9)افزار های به دست آمده، در نرمآنالیز توالیشده است. ویرایش و 

NCBI .انجام گرفته است 

 مرازای پلیهای زنجیرهغلظت و حجم مواد تشکیل دهنده مخلوط واکنش -4 -2جدول 

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 2.5 10X 10X reaction buffer (50 mM 

)2MgCl 
U/µl 0.04 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 
mM 0.4 1 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.4 1 µM 10 Forward primer 

µM 0.4 1 µM 10 Reverse primer 
ng/µl 4 1 ng/µl 100 Template DNA 

 17  Sterile bidistilled water 

 25  Total volume 

 

 

 

                                                           
1 Biotools B&M Labs, S.A. Madrid, Spain 
2 Eppendorf AG, Barkhuasenweg, Germany 
3 MACHEREY-NAGEL, Germany 
4 INVESTIGAÇÃO E SERVIÇOS EM CIÊNCIAS BIOLOGICAS, LDA, Portugal 
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 مرازای پلیهای زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -5 -2جدول 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 
1 5 min 94 Initial denaturation 

 1 min 94 Denaturation 
25-35 45-60 sec 45-67 Annealing 
 1-2 min (60 sec / 1Kbp) 72 Extension 
1 10 min 72 Final extension 

 

 

 بررسی بتا اگزوتوکسین -2-2-15

به  ،Btاز باکتری  مورد مطالعه یسویههفت رونشین کشت مایع بتا اگزوتوکسین در یا عدم وجود وجود 

ها به روش سازی نمونهآماده .شدتعیین  (SCSIEدر بخش پروتئومیکس دانشگاه والنسیا ) LC-MS/MSروش 

Hernández ( انجام گرفت.2003و همکاران ) لیتر از محیط کشت مایع ده میلی به این ترتیب کهCCYیک  ، با

درجه سلسیوس نگه  28در دمای  دور در دقیقه 180ساعت روی شیکر با  48، تلقیح و به مدت Btکلنی از باکتری 

سانتریفیوژ شدند. رونشین به میکروتیوب  g 9000×ها به مدت ده دقیقه با دور ساعت نمونه 48داشته شد. بعد از 

ا هدرجه سلسیوس، فشار یک اتمسفر اتوکلاو شد. دوباره نمونه 120دقیقه، در دمای  20تمیزی منتقل و به مدت 

برای رسم  عبور داده شد. 1یمیکرومتر 2/0سانتریفیوژ شدند. رونشین از فیلتر  g× 0009به مدت ده دقیقه با دور 

ز چهار غلظت نیاز بود که ا و استاندارد )نوع یک( اگزوتوکسین خالص های متفاوتی از بتابه غلظت ،منحنی استاندارد

 B. thuringiensis ویهساگزوتوکسین )نوع یک( استاندارد از  استفاده شد. بتا µg/ml 100و  50، 25، 5/12

2 (Berliner)-HD thuringiensissubsp.  2 و از جانبryéIsabelle Thi مثبت  شاهدعنوان . بهبودشده  تهیه

 سویهمنفی از  شاهدو برای  B. thuringiensis subsp. thuringiensis VMA10.30و  HD-2 یدو سویه از

HD-1 .استفاده شد  

 

                                                           
1 GE Healthcare WhatmanTM, United Kingdom 
2 Institute Pasteur, France 
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 پولکداربا تمرکز بر آفات بال Btهای باکتری کشی سویهفعالیت حشرهی ارزیابی دامنه -2-2-16

حاصل شده است و با  Btتاکنون اطلاعات مربوط به محتوای ژنی و پروتئینی هفت سویه از باکتری 

نش کیزبانی این هفت سویه را پیشگویی کرد. اما، با توجه به برهممی توان دامنهتوجه به اطلاعات به دست آمده می

تی سنجی اطلاعاهای زیستی میانی لارو میزبان، آزمایشهای فعال تولید شده در رودهاحتمالی بین توکسین

با توجه به اینکه،  کنند.ارائه می Btهای باکتری سویهکشی ی فعالیت حشرهدامنهتکمیلی برای شناسایی بهتر 

پولکدار ها روی لاروهای یک آفت بالزهرآگینی آن ، بر اساسBtی ایرانی از باکتری جدایه 130ی گری اولیهغربال

باکتری  هایکشی سویهی فعالیت حشرهاند، دامنهی انتخابی بر این اساس انتخاب شدهبوده است، و هفت سویه

Btپولکدار تعیین گشت.، با تمرکز روی آفات بال 

 کشیفعالیت حشره -2-2-16-1

Martínez et -Hernández) 1سازی سطحیروش آلودهی انتخابی با کشی هفت سویهفعالیت حشره

al., 2008 ) روی لاروهای سن یکS. exigua ،G. molesta ،O. nubilalis  وM. brassicae  .بررسی شد

 2ng/cm 1000در غلظت  Btهای باکتری ی سویهتوکسین و توکسین فعال شدهسنجی با پیشهای زیستآزمایش

تهیه شد. غلظت  12-3مطابق بند  Btی باکتری توکسین و توکسین فعال شدهانجام گرفت. به این ترتیب که پیش

های فعال شده با تریپسین بعد از ( و غلظت توکسین1976) Bradfordتوکسین به روش های پیشپروتئین

 TotalLab Quant (version 12.3)افزار با کمک نرم 2سنجی، به روش چگالیPAGE-SDSجداسازی در ژل 

توکسین از پیش 2ng/cm 1000( تعیین گردید. غلظت 3BSAو با استفاده از پروتئین استاندارد سرم آلبومین گاوی )

ای با خانه 128استیرن های پلیسنجی در سینیهای زیستها تهیه شد. آزمایشو توکسین فعال هر یک از سویه

باکتری  هایی سویهتوکسین و توکسین فعال شدهمیکرولیتر از پیش 50ام شد. حجم متر مربع انجسطح یک سانتی

Btسنجی اضافه و در سطح رژیم غذایی مصنوعی موجود در هر چاهک به های زیست، به هر چاهک از سینی

نی اسنجی زیر هود با جریان ملایم هوا قرار داده شدند تا خشک شوند. زمهای زیستخوبی پخش گردید. سینی

                                                           
1 Surface Contamination 
2 Densitometry 
3 Bovine Serum Albumin 
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توکسین یا توکسین فعال( اضافه شده در سطح ماده غذایی خشک شد، یک عدد لارو که محلول پروتئینی )پیش

لارو  48سنجی در سه تکرار انجام و در هر تکرار تعداد های زیستسن یک به هر چاهک منتقل شد. آزمایش

محاسبه گردید. برای شاهد منفی، سطح استفاده گردید. تعداد لاروهای مرده بعد از هفت روز ثبت و درصد مرگ 

، آغشته شد. درمورد شاهد مثبت، pH 5/10مولار با میلی 50میکرولیتر بافر کربنات  50رژیم غذایی مصنوعی به 

سنجی در دمای های زیستاستفاده گردید. سینی HD-1ی استاندارد توکسین سویهاز توکسین فعال شده و پیش

ساعت روشنایی/هشت ساعت تاریکی  16نوری درصد و دوره 60±5نسبی درجه سلسیوس، رطوبت  1±25

 نگهداری شد.

 کشیفعالیت سلول -2-2-16-2

های ، در دو روش مشاهدات میکروسکوپی و آزمونBtهای انتخابی از باکتری کشی سویهفعالیت سلول

 CellTiter 96® AQueousز معرف مانی سلول با استفاده امانی سلول، مورد بررسی قرار گرفت. آزمون زندهزنده

1One Solution Reagent یا  2های تترازولیومکه اساس آن نمکMTT  نمک تترازولیوم  3احیاءاست، به روش

های زنده را مشخص سنجی است که تعداد سلولهای تترازولیوم، یک روش رنگنمک احیاءانجام گرفت. روش 

 4ه نام فورمازانی رنگی بشوند، تبدیل به یک مادههای زنده احیاء میکند. ترکیبات تترازولیومی که توسط سلولمی

(. این تبدیل نمک 3-2به صورت محلول وجود دارد )شکل  هاکه این ماده در محیط کشت سلول گردندمی

هایی های دهیدروژناز سلولتولید شده از آنزیم NADHیا  NADPHتترازولیوم به ترکیب رنگی فورمازان، توسط 

گیرد. مقدار ترکیب فورمازان تولید شده، از طریق میزان جذب در از لحاظ متابولیکی فعال هستند، صورت می که

ای هگیری شده، مستقیماً نسبتی از سلولشود. مقدار ترکیب فورمازان اندازهگیری مینانومتر، اندازه 490طول موج 

 باشد.ی موجود در محیط کشت سلولی میزنده

                                                           
1 Promega Co., Madison, WI, USA 
2 MTT- 3-(4,5-Dimethyl-2-Thiazolyl) 2,5-Diphenyl-2H-Tetrazolium Bromide 
3 Reduction Method 
4 Formazan 
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 (.Fotakis and Timbrell, 2006تبدیل نمک تترازولیوم به ترکیب رنگی فورمازان )  -3 -2شکل 

 

ی سلولی از آفات ، روی چهار ردهBtهای انتخابی از باکتری های سویهکشی توکسینفعالیت سلول

های سلولی مورد نظر، در محیط مورد بررسی قرار گرفت. رده HzGUTو  Sf21 ،Hi5 ،UCR-SEپولکدار، بال

متر مربعی نگه داشته سانتی 25های کشت سلولی ، در فلاسکFBSهای حشرات حاوی کشت مناسب سلول

خارج گردید و محیط کشت  FBSها، محیط کشت سلولی قبلی حاوی مانی سلولشدند. برای آنجام آزمون زنده

های رشد کرده با محیط کشت تازه به متراکم سلولی به فلاسک اضافه گشت. سپس تک لایه FBSتازه فاقد 

اه ها حاصل شود. غلظت سوسپانسیون تهیه شده با دستگخوبی مخلوط شدند تا سوسپانسیون یکنواختی از سلول

Countess Automated Cell counter (Invitrogen)  تعیین گشت. به این ترتیب که ده میکرولیتر از

در یک میکروتیوب تمیز به خوبی مخلوط شد و ده  1یتر از رنگ آبی تریپانسوسپانسیون سلول با ده میکرول

ی داگانهی جهای این دستگاه از دو محفظهمیکرولیتر از مخلوط حاصل به لام مخصوص دستگاه انتقال یافت. لام

A  وBیتر، میکرول 4/0های شمرده شده برابر با ، برای تکرار تعیین غلظت، تشکیل شده است. حجم کل سلول

های باشد. این دستگاه تعداد کل سلولمی از لام هموسیتومتر استاندارد، mm 1×mm 1معادل با چهار مربع 

های زنده، کند. سلولمانی را محاسبه میهای مرده و درصد زندههای زنده، تعداد سلولشمرده شده، تعداد سلول

ک های مرده به صورت یمرکزی روشن داشتند، اما سلولای تیره و آمیزی با رنگ آبی تریپان، حاشیهبعد از رنگ

دست آبی رنگ بودند، زیرا رنگ آبی تریپان توانایی نفوذ به درون سلول مرده را دارد. به این ترتیب، غلظت 

                                                           
1 Trypan Blue 
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cells/ml 610×2  میکرولیتر از سوسپانسیون تعیین غلظت شده به هر چاهک  100از سوسپانسیون سلول تهیه و

درجه سلسیوس انکوبه  25ای افزوده شد. پلیت حاوی سلول به مدت حداقل دو ساعت در دمای خانه-96از پلیت 

مانی سلول به دو صورت انجام ها زمان کافی برای اتصال به کف چاهک را داشته باشند. آزمون زندهشد تا سلول

تنها در یک غلظت  Bt های باکتریی سویهتوکسین و توکسین فعال شده: اثر پیش1. آزمون تک غلظت1گرفت؛ 

، برای آزمون Btترین سویه ی سلولی و زهرآگینترین ردهی سلولی بررسی شد، تا نتیجتاً حساسروی چهار رده

ی پاسخ: در این آزمون با استفاده از پنج غلظت از توکسین فعال شده-. آزمون دز2انتخاب گردد.  2پاسخ-دز

 های مورد نظر تعیین گشت.سویه 50ECی سلولی، ردهترین ها در برابر حساسترین سویهزهرآگین

و ده میکرولیتر از  µg/µlتوکسین با غلظت یک های تک غلظت، ده میکرولیتر از پیشبرای آزمون

و  شدای اضافه خانه-96های موجود در هر چاهک پلیت ، به هر سلولµg/µl 7/0توکسین فعال شده با غلظت 

های با ده میکروایتر از پاسخ، سلول-گیری شد. در آزمون دزساعت اندازه 16از ها، بعد مانی سلولدرصد زنده

های زنده بعد از شش تیمار شدند و تعداد سلول µg/ml 400و  80، 16، 2/3، 64/0توکسین فعال در پنج غلظت 

های ، در آزمونBtتوکسین و توکسین ها با پیشساعت از تیمار سلول 6و  16گردید. بعد از سپری شدن  ثبتساعت 

به هر چاهک  CellTiter 96® AQueous One Solutionاز معرف  µl 20پاسخ، -به ترتیب تک غلظت و دز

گیزی میزان جذب در طول های زنده از طریق اندازهاضافه و به مدت دو ساعت انکوبه شد. سپس، تعداد سلول

ها با بافر ( تعیین گشت. در شاهد منفی، سلولTecan infinite Pro200نانومتر در دستگاه اسپکتروفوتومتر ) 490

درصد، تیمار شدند.  TritonX-100 2/0( و در شاهد مثبت با pH 5/10مولار، میلی 50پروتئین )بافر کربنات 

 مانی از طریق فرمول زیر محاسبه گردید.درصد زنده

   100× ])جذب شاهد مثبت - جذب شاهد منفی(/)جذب شاهد مثبت – جذب نمونه([ = درصد زندهمانی

  

                                                           
1 Single-Dose Assay 
2 Dose-Response Assay 
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 نتایج و بحث -2-3
 

 Bt های باکتریجداسازی سویه -2-3-1

محیطی متنوعی جداسازی که از منابع زیست Btسویه باکتری  130در این رساله، در مجموع، از تعداد 

مورد استفاده در این پژوهش در ضمیمه رساله آورده  Btسویه باکتری  130فهرستی از شده بودند، استفاده گردید. 

کنترل  شگاهیحشرات موجود در آزما یمارگرهایب ونیکلکس ازسویه  88های انتخابی، از میان سویهشده است. 

از  برداری برای این رساله،در طی نمونه سویه 42و  گرفته شدپزشکی دانشگاه تهران در گروه گیاه آفات کیولوژیب

بتدا، به روش ، در اBtهای باکتری سویه .شد ی خاک و حشرات مرده و مشکوک به آلودگی جداسازینمونه 24

پورال ها در تولید اجسام کریستالی پاراسجداسازی و شناسایی شدند و سپس توانایی سویه انتخابی استات سدیم

گرم و تست کاتالاز، اطلاعات های معیار انتخاب قرار گرفت. در نهایت، پس از مشاهدات میکروسکوپی، آزمون

 یی اسلاید میکروسکوپی و مشاهدههای انتخابی را فراهم آوردند. در نتیجه، بعد از تهیهتکمیلی در مورد سویه

جود آنزیم کاتالاز، و تأئید و هاای شکل، تأئید حضور اسپور و کریستال، گرم مثبت بودن سویهسلول باکتریایی میله

Bt  گردید.  سویه، محرز 42بودن 

در بحث کنترل بیولوژیک آفات، مطالعات زیادی بر جداسازی این باکتری از  Btبه دلیل اهمیت باکتری 

 Bel et al., 1997; Uribe et al., 2003; Berón and Salernoاند )محیطی متنوعی، تمرکز کردهمنابع زیست

2006; Seifinejad et al., 2008; Djenane et al., 2017 های ایرانی از های سویهاین رساله نیز ویژگی(. در

کشی، مورد مطالعه قرار گرفته ی فعالیت حشرهچنین دامنه، از منظر محتوای ژنی و پروتئینی، و همBtباکتری 

های های پیشین، بر مبنای تنوع جدایه، در پژوهشBtهای ایرانی باکتری های دیگری از سویهاست. البته، مجموعه

Btهای اختصاصی و فعال ی ژن، شناسایcry ،cyt  وvip بالپوشان پولکداران، سختهای بالبرای آفاتی از راسته

 ,.Salehi Jouzani et alاند )کشی نیز مورد بررسی و مطالعه قرار گرفتهچنین فعالیت نماتدو دوبالان و هم

2008a; Salehi Jouzani et al., 2008b; Seifinejad et al., 2008; Nazarian et al., 2009   .) 
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  Btهای باکتری ی جدایهگری اولیهغربال -2-3-2

های زایی سویهانجام گرفت، بر اساس شدت بیماری Btسویه باکتری  130ای که روی گری اولیهغربال

لیتر، اسپور بر میلی 810، در یک غلظت (P. interpunctella)ی هندی پرهانتخابی، روی لاروهای سن دوم شب

ی مرجع سویه 50LCگری اولیه، بر مبنای لیتر( برای انجام غربالاسپور بر میلی 810بود. غلظت انتخابی )غلظت 

AzLp پولکدار )تر زهرآگینی آن روی سایر آفت بالکه پیشPlutella xylostella،Ectomyelois ceratoniae 

تخمین زده شده برای  50LCتعیین گشت. مقدار  (1391نژاد، ( ثابت شده بود )خرمEphestia kuehniellaو 

 (.6-2باشد )جدول لیتر میاسپور بر میلی 2×610ی هندی، پرهروی لاروهای سن دوم شب AzLpی سویه

 .AzLpسویه  50LC، جهت محاسبه Plus-Poloی پروبیت با استفاده از نتایج تجزیه -6 -2جدول 

Bt strain No. Slope ± SE χ2 df 
LC50 

(cells/ml) 
C.I. 95% 

Lower       upper 

AzLp 360 5.316 ± 0.510 2 13 2.1 × 106 1.4 × 106 3.2 × 106 

 

 .Pزایی روی لاروهای سن دوم ، بر اساس شدت بیماریBtسویه  130گری اولیه، بر اساس نتایج غربال

interpunctella(.7-2بندی شدند )جدول ، به سه گروه زهرآگین تقسیم  

 .Plodia interpunctellaها روی لاروهای ، بر اساس زهرآگینی آنBtهای بندی سویهگروه -7 -2جدول 

Sample habitat Number of isolates 

causing mortality 

>67% 

Number of isolates 

causing mortality 34-

67% 

Number of 

isolates causing 

mortality <34% 

Infected larvae 5 0 0 

Soil 2 4 120 

 

همراه دو ، جدا شده از لاروهای آلوده، بهIEpو  IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2؛ Btی از باکتری پنج سویه

لو(، آلباکلم( و باغ میوه )درختان ، به ترتیب جداسازی شده از زمین کشاورزی )کاشت گلMChو  DCfی سویه

 بندیترین گروه، دستهی هندی ایجاد کردند و در زهرآگینپرهدرصد مرگ روی لاروهای سن دوم شب 67بیش از 
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درصد مرگ( را برای  34سویه کمترین زهرآگینی )کمتر از  119ی قابل توجه آنکه، تعداد نکته (.8-2شدند )جدول 

درصد در گروه با  67تا  34با ایجاد درصد مرگ بین  داشتند. تنها چهار سویه P. interpunctellaلاروهای 

زا شدت بیماریی هندی بهپرهکه برای لاروهای شب IEpو  IP-2ی زهرآگینی متوسط جای گرفتند. دو سویه

 جداسازی شده بودند.  Lepidopteraی از راسته Pyralidaeی بودند، از لاروهای آلوده متعلق به خانواد

 .Plodia interpunctella، روی لاروهای Btهای زهرآگینی مخلوط اسپور و کریستال سویه -8 -2جدول 

1SE ±Mortality%  Sample source Bt strain 
bc 3 ± 67 Ectomyelois ceratoniae larvae IE-1 
bc 6 ± 68 Plodia interpunctella larvae AzLp 
ab 4 ± 88 Ectomyelois ceratoniae larvae IE-2 

a 0 ± 100 Plodia interpunctella larvae IP-2 
a 0 ± 100 Ephestia kuehniella larvae IEp 

ab 7± 87 Agricultural field (Cauliflower) DCf 
bc 12 ± 67 Fruit garden (Cherry) MCh 

( بین میانگین Tukey test p-value <0.05دار )معنیی وجود تفاوت آماری ( حروف متفاوت نشان دهنده1
 باشد. می Btهای درصد مرگ سویه

 

( با IEpو  IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2) Btی زهرآگین باکتری برای مطالعات بعدی، پنج سویه

درصد  42 ± 2متعلق به گروه با زهرآگینی متوسط ) KhFی های دو هرمی شکل به همراه دو سویهکریستال

های کروی و نامنظم تولید درصد مرگ(، که به ترتیب کریستال 0 ± 0عضو گروه با زهرآگینی کم ) RMمرگ( و 

ی ، مقایسهRMو  KhFدلیل انتخاب دو سویه  مورد مطالعه قرار گرفتند.کنند، انتخاب و با جزئیات بیشتری می

 .بود ترهای زهرآگینها با سویههای آنخصوصیات و ویژگی

های مورد نشان داد که تعداد بسیاری کمی از سویه Btهای ایرانی باکتری ی سویهگری اولیهنتایج غربال

 هایکشی داشتند. پژوهشی هندی فعالیت حشرهپرهعلیه لاروهای سن دوم شبسویه  130سویه از  7بررسی، 

، Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Adهای را به پروتئین P. interpunctellaپیشین، حساسیت لاروهای 

Cry1B ،Cry1C ،Cry1D ،Cry1E ،Cry1F ،Cry1I ،Cry2A ،Cry9 ،Cry39  وCry49 اند نشان داده
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(Gryspeirt and Gregoire 2012; Shojaaddini et al., 2012 مقدار .)50LC ی تخمین زده شده برای سویه

AzLp  50باشد، این مقدار مشابه گرم میلیتر یا اسپور بر اسپور بر میلی 2 × 610برابر باLC شده از  محاسبه

اسپور بر گرم در برابر لاروهای  2 × 610، معادل با SY49.1 ،g/gµ 33/147ی مخلوط اسپور و کریستال سویه

P. interpunctella می( باشدYilmaz et al., 2012.) 

های سویه، بود Btهای جدید ایرانی از باکتری های سویهدر بخش اول این رساله که هدف تعیین ویژگی

 محتوای، پروفایل پروتئینی، بر اساس P. interpunctellaکشی علیه لاروهای با پتانسیل حشره Btباکتری 

ی فعالیت ، دامنههای موجود در کریستالمحتوای پروتئین(، psو  cry ،cyt ،vip ،sipهای )ژن ژنی

ور، با طور جامع بررسی شدند. مطالعات مذکبه اگزوتوکسین-بتاو تولید  کشیسلول، فعالیت کشیحشره

 صورت گرفت. RMو  IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2 ،IEp ،KhFی دقت روی هفت سویه

 Btهای باکتری ی پروفایل پروتئینی جدایهمقایسه -2-3-3

اکتری های هفت سویه از بهای موجود در کریستالبرای بررسی الگوهای پروتئینی و تفکیک پروتئین

Bt از الکتروفورز ،SDS-PAGE ی استاندارد مورد استفاده، استفاده گردید. پروفایل پروتئینی سویهHD1 مشابه ،

ها مشاهده کیلودالتون در سویه 130و  60، بود. به این ترتیب که دو باند اصلی Btهای انتخابی از باکتری سویه

 Cry2Aaو  Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Acهای ، پروتئینHD1استاندارد  یتر مشخص شده که سویهشد. پیش

 130ی دو باند اصلی های نام برده شده، مشاهده(. این ترکیب پروتئینSchnepf et al., 1998کند )تولید می

ند. ک( را توجیه میCry2های کیلودالتون )مطابق با پروتئین 65( و Cry1های کیلودالتون )متناظر با پروتئین

      کیلودالتون، به دلیل پروتئولیز بخشی از  60و  130ی باندهای دیگر بین دو باند اصلی چنین، مشاهدههم

ی های مورد آزمون نیز، باندی با اندازه، در سویهHD1ی مرجع های مورد نظر بوده است. مشابه با سویهپروتئین

مطابقت داشته باشد  Cry9و  Cry1 ،Cry7 ،Cry8های پروتئینتواند با کیلودالتون مشاهده گردید، که می 130

(Arrieta et al., 2004پروتئین .)های های سویههای موجود در کریستالIE-1 ،IP-2  وIEp 75تا  65، باند 

(. بعد Aتصویر  ،4-2داشتند )شکل  Cry22و  Cry2 ،Cry3های کیلودالتونی دیگری، احتمالاً متناظر با پروتئین

های باکتری ای سویهههای به دست آمده با آنزیم تریپسین، پروفایل پروتئینی توکسینتوکسینعال کردن پیشاز ف
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Bt  نیز مورد بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج به دست آمده، پروفایل پروتئین یکسانی، متشکل از یک باند اصلی

سازی (. باند به دست آمده بعد از فعالBتصویر  ،4-2ها حاصل شد )شکل ی سویهکیلودالتونی، برای همه 60

باشد. مشابه همین می Cryهای ی پروتئینهای فعال شدهها، وزن مولکولی رایج در بین توکسینتوکسینپیش

 نیز به دست آمد. HD1ی مرجع باند در سویه

 

ها و تصویر توکسین؛ پیشAهای موجود در کریستال. تصویر پروتئین SDS-PAGEالکتروفورز  -4 -2شکل 

Bدرج شده است.  ،ستونهر های باکتری در بالای دهد. اسامی سویههای فعال شده را نشان می؛ توکسین

M( ؛ مارکر پروتئینیPink restained protein ladder, Nippon Genetics و ،)HD1ی مرجع باکتری ؛ سویه

Btباشد.، می 

 

 LC-MS/MSبه روش  Btهای باکتری تعیین محتوای پروتئینی کریستال -2-3-4

، با استفاده Btهای باکتری های هر یک از سویهکشی موجود در کریستالهای با خاصیت حشرهپروتئین

، بر اساس Btهای شناسایی شده در کریستال آنالیز شدند. از میان فهرست کل پروتئین LC-MS/MSاز روش 

کشی بازیابی شدند. وجود چندین پپتید متمایز کننده، مشخص و های با خاصیت حشرههای خاصی، پروتئینمعیار

 ترین معیارهای اتخاذ شده برای شناسایی محتوای پروتئینیمخصوص برای هر پروتئین شناسایی شده، از جمله مهم

ترازی شده از طریق ابزارهای هم های انتخاببود. در نهایت، پروتئین Btهای باکتری های سویهکریستال
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)  موجود در پایگاه اطلاعاتیNCBI های مورد تأئید قرار گرفتند. پروتئین

 (.9-2د )جدول بندی شدنها دستهشناسایی شده برای هر سویه، با توجه به فراوانی نسبی آن پروتئین در کریستال

، Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Caهای حاکی از آن بود که مخلوطی از پروتئین LC-MS/MSنتایج 

Cry1Da  وCry2Aa های انتخابی از باکتری های سویهدر کریستالBt ی های خانوادهوجود دارد. پروتئین

Cry1A های شناسایی شده، داشتند. پروتئین بیشترین فراوانی را در بین پروتئینCry1Ac تنها پروتئین شناسایی ،

 بود.  RMی شده در سویه

ی ای سویههای در کریستالکش شناخته شدهی قابل توجه آنکه هیچ پروتئین کریستالی حشرهنکته

KhF ها با روش یافت نشد. یکی از معایب شناسایی محتوای پروتئینی کریستالLC-MS/MS گرفته شده  ه کارب

 Protein Pilot vافزار های جدید بسیار کم است. زیرا نرمدر این رساله این است که احتمال شناسایی پروتئین

4.5 (ABSciex)  از پایگاه اطلاعاتیNCBI گیرد، در نتیجه برای شناسایی پپتیدهای به دست آمده کمک می

)بانک اطلاعاتی توالی پروتئین(  1UniProtو یا  NCBIها در ای که فهرست آنهای شناخته شدهتنها پروتئین

ها از دست گردد و در صورت وجود موارد جدید، اطلاعات مربوط به آن پروتئینوجود داشته باشد، شناسایی می

های به ، زیر سطح شناسایی الگوریتمKhFی کش سویههای کریستالی حشرهرود. در نتیجه، احتمالاً پروتئینمی

کش جدیدی دارد. های حشرهپروتئین KhF استفاده بودند، به این مفهوم که سویه افزار موردشده در نرم کار گرفته

ی یههای کروی شکل سوکشی در کریستالالبته این احتمال هم وجود دارد که هیچ پروتئین کریستالی حشره

KhF .وجود ندارد 

 

 

 

 

                                                           
1 https://www.uniprot.org/ 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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 .LC-MS/MSکش شناسایی شده توسط های کریستالی حشرهپروتئینفهرست  -9 -2جدول 

Isolate N1 Unused2 Coverage%3 Accession Name Peptides (95%) N*4 

IE-1 1 418.24 89.3 sp|P05068| Cry1Ac 1237 522 

 2 117.09 85.2 sp|P0A368| Cry1Aa 1038 123 

 3 74.5 71.56 sp|P0A377| Cry2Aa 205 81 

AzLp 1 303.97 83.46 sp|P0A372| Cry1Ab 572 357 

 2 156.25 74.43 sp|P0A376| Cry1Ca 332 154 

 4 58.62 82.57 sp|P0A367| Cry1Aa 505 71 

 24 19.26 37.6 sp|P19415| Cry1Da 162 19 

 45 10.34 73.26 sp|P05068| Cry1Ac 394 7 

IE-2 1 132.98 66.36 gi|757772063 Cry1Ca 714 92 

 2 88.92 62.5 gi|757747932 Cry1Aa 695 61 

 3 54.72 57.17 gi|757772066 Cry1Da 67 33 

IP-2 1 370.36 87.88 sp|P0A372| Cry1Ab 965 433 

 2 183.02 74.18 sp|P0A375| Cry1Ca 619 178 

 3 109.98 72.88 sp|P19415| Cry1Da 425 81 

 4 73.1 85.46 sp|P0A367| Cry1Aa 877 78 

IEp 1 457.69 90.66 sp|P05068| Cry1Ac 1249 540 

 2 93.02 79.62 sp|P0A377| Cry2Aa 256 105 

RM 1 337.53 75.21 sp|P05068| Cry1Ac 494 360 

 های شناسایی شده در هر سویه.( رتبه پروتئین شناسایی شده در میان کل پروتئین1
ده، تکرار با طول بیش از شش اسیدآمینه که به پروتئین شناسایی شهای پپتیدی بدون تعداد توالیتعداد پپتید: ( 2

 نسبت داده شده است.
 ود.شدرصدی از پروتئین که توسط کل پپتیدهای شناسایی برای آن پروتئین پوشش داده میدرصد پوشش: ( 3
ایی شده، مطابقت شناسای که تنها با پروتئین تعداد پپتیدهای اختصاصی و متمایز کنندهپپتیدهای اختصاصی: ( 4

 دارد.
 

نشان داد که دو  LC-MS/MSشناسایی شده، پس از تجزیه و تحلیل نتایج  Cryهای محتوای پروتئین

، محتوای IEpو  IP-2، شدند؛ P. interpunctellaای که باعث مرگ صد درصدی لاروهای سن دوم سویه

ها محتوای سنجی و پروتئومیکس نشان داد که نه تنی بین نتایج زیستپروتئینی کاملاً متفاوتی داشتند. مقایسه
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های موجود در کریستال نیز در شدت ، بلکه فراوانی نسبی پروتئینBtهای باکتری های سویهپروتئینی کریستال

شدت  ی محتوای پروتئینی وباشد. یک دلیل موجه برای ثابت کردن این ادعا، مقایسهزایی، حائز اهمیت میبیماری

، پروفایل پروتئینی تقریباً مشابهی دارند، اما باشد. این سه سویهمی IEpو  IE-1 ،RMی زایی سه سویهبیماری

 داشتند. P. interpunctellaزهرآگینی متفاوتی علیه لاروهای 

 محتوای ژنی تعیین -2-3-5

ر موجود د کشهای حشرهمراز، به منظور شناسایی ژنای پلیهای زنجیرهگری بر مبنای واکنشغربال

ها در اجسام هایی تمرکز شد که پروتئین حاصل از آن ژنانجام گرفت. در ابتدا، روی ژن Btهای باکتری سویه

هایی که در های کد کننده پروتئین. سپس ژنsip1و  cry1I ،vip1 ،vip2 ،vip3شوند؛ کریستالی مجتمع نمی

بررسی شدند. در نهایت،  psو  cry ،cytهای ژنی انوادهشوند؛ خطی فاز اسپورزایی درون اجسام کریستالی جمع می

ردیابی گشت.  LC-MS/MSهای گزارش شده توسط های مربوط به پروتئینبرای تأئید نتایج پروتئومیکس، ژن

های مورد آزمون در تمامی سویه cry2نشان داد که ژن  Btهای انتخابی باکتری نتایج مطالعه محتوای ژنی سویه

، cry1Ad ،cry1Ag ،cry1G ،cry1H ،cyt1 ،cyt2 ،vip1 ،vip2 ،sip1 ،ps1های ما در مقابل ژنوجود دارد. ا

ps2 ،ps3  وps4 های های مورد مطالعه تکثیر نگردید. تکثیر ژندر هیچ یک از سویهcry1Ac ،cry1I  وvip3 ،

ژن  IP-2و  IE-1 ،AzLp ،IE-2های مثبت بوده است. سویه IEpو  IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2های در سویه

cry1Aa  را داشتند. دو ژنcry1D  وcry1C ی در سه سویهAzLp ،IE-2  وIP-2  (.10-2یافت شد )جدول 

های مبتنی ، از روشBtهای باکتری های مربوط به شناسایی و تعیین ویژگی سویهدر بسیاری از پژوهش

ی مورد بررسی های میزبانی سویهگویی دامنهژنی و پیشمنظور تعیین محتوای مراز بهای پلیهای زنجیرهبر واکنش

(. اما، این تکنیک دقیق و سریع، Juárez-Pérez et al., 1997; Ferrandis et al., 1999کنند )استفاده می

های شناسایی شده را ندارد. در نتیجه، در این پژوهش، از مطالعات پروتئومیکس برای توانایی نشان دادن بیان ژن

 نتایج تعیین محتوای ژنی، بهره گرفته شد. تکمیل
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بررسی شده با واکنش  Btهای باکتری ، در سویهpsو  cry ،cyt ،vip ،sipهای پراکنش ژن -10 -2جدول 

 باشد(.، نشانی از عدم حضور ژن می-ی حضور ژن و علامت مراز )علامت +، نشان دهندهای پلیزنجیره

Genes IE-1 AzLp IE-2 IP-2 IEp RM KhF 
cry1 + + + + + + - 

cry1Aa + + + + - - - 
cry1Ab - + - + - - - 
cry1Ac + + + + + + - 
cry1Ad - - - - - - - 
cry1Ag - - - - - - - 
cry1C - + + + - - - 
cry1D - + + + - - - 
cry1G - - - - - - - 
cry1H - - - - - - - 
cry1I + + + + + - - 
cry2 + + + + + + + 

cyt1-2 - - - - - - - 
vip1-2 - - - - - - - 
vip3 + + + + + - - 
sip1 - - - - - - - 

ps1-4 - - - - - - - 
 

ای هطور کلی، نتایج تعیین محتوای ژنی با پروتئومیکس، تطابق داشتند. به این مفهوم که ژن پروتئینبه

مراز شناسایی گردیده است. اما، این تطابق ای پلیهای زنجیره، توسط واکنشLC-MS/MSگزارش شده در نتایج 

مورد آزمون، تکثیر شد اما  Btهای در تمامی سویه cry2افتد. برای مثال؛ ژن همیشه در جهت عکس اتفاق نمی

و  IE-2ی در دو سویه cry1Acچنین، ژن ، شناسایی گردید. همIEpو  IE-1های ، تنها در سویهCry2پروتئین 

IP-2 یوسیلههای بهیافت شد، اما پروتئین حاصل از آن در کریستال وجود نداشت. در نتیجه، ردیابی ژن PCR ،

، در cry1ی های خانوادهژن باشد.مفید می Btهای باکتری گویی محتوای پروتئینی احتمالی کریستالبرای پیش

کیلودالتونی در  130ی باند با مشاهده cry1یافت شدند. تکثیر ژن  KhFهای مورد بررسی به غیر از تمام سویه

چنین نتایج پروتئومیکس تطابق کامل داشت. مطابق با نتایج این پژوهش، و هم SDS-PAGEنتایج الکتروفورز 

 های، ژنBt( از باکتری Seifinejad et al., 2008( و ایرانی )Wang et al., 2003های چینی )در مجموعه

cry1G  وcry1H های پیشین )اند. نتایج برخی پژوهشندرت یافت شدهبهUribe et al., 2003; 
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Thammasittirong and Attathom 2008 نشان داده که ژن )cry1G های ی سویهدر مجموعهBt  مورد

ده در که نتایج به دست آمهای شناسایی شده، داشته است. در حالیها، بیشترین فراوانی را در بین ژنبررسی آن

های شناخته شده، داشته است، مطابق با گزارش بیشترین فراوانی را در بین ژن cry2این رساله متفاوت بوده و ژن 

 Porcar and Juárez-Pérez 2003; Seifinejadاند )اشاره کرده cry2مطالعات دیگر که به فراوانی زیاد ژن 

et al., 2008های ن(. در مورد فراوانی ژvip  وsip در این رساله و مطالعات دیگر، بسته به منشاء و محل ،

 ;Salehi Jouzani et al., 2008; Seifinejad et al., 2008برداری نتایج متفاوتی حاصل شده است )نمونه

Hernandez-Rodriguez et al., 2009; Djenane et al., 2017.) 

 Btهای باکتری سویه کشیی فعالیت حشرهارزیابی دامنه -2-3-6

همراه سویه به Btهای انتخابی از باکتری توکسین و توکسین سویهکشی پیشی فعالیت حشرهدامنه

مورد  O. nubilalisو  S. exigua ،G. molesta ،M. brassicae، در برابر لاروهای سن یک HD1مرجع 

ترین حساس O. nubilalisو  G. molestaنتایج به دست آمده نشان داد که  (.11-2بررسی قرار گرفت )جدول 

تیمار شده با  M. brassicaeو  S. exiguaبودند. درجات متفاوتی از درصد مرگ لاروهای سن یک  آفات میزبان

 هایتوکسین و توکسین سویهمشاهده گردید. در آن بین، پیش Btهای باکتری توکسین سویهتوکسین و پیش

AzLp ،IE-2  وIP-2 ها و حتی سویهزایی بیشتری نسبت به سایر سویهشدت بیماری( ی مرجعHD1 .داشتند )

های مورد آزمون هیچ خاصیت کشندگی و مهارکنندگی رشدی در برابر میزبان KhFی های سویهتوکسینپیش

مورد بررسی قرار نگرفت، زیرا حل کردن  KhFی ی سویههای فعال شدهکشی توکسیننداشتند. فعالیت حشره

 پذیر نبود.و بافرهای متفاوت امکان pHبا وجود آزمودن  KhFی های کروی شکل سویهکریستال

  



  
 

 

 

 

 باشد.خطای معیار می ±های نوشته شده در جدول، میانگین درصد مرگ . ارزشHD-1و سویه مرجع  Btی ایرانی باکتری کشی هفت سویهفعالیت حشره  -11 -2جدول 

 

 

(، Tukey test p-value <0.05دار )ی تفاوت معنیبرای هر ستون آورده شده است. حروف متفاوت در هر ستون، نشان دهنده ANOVAی آماری *نتایج تجزیه

 باشد.، میBtهای باکتری بین سویه

  باشد.مفهوم آزمون نشده می(، به-( علامت )2

 Protoxin (1000 ng/cm2)  Trypsin activated (1000 ng/cm2) 

Strain S. exigua G. molesta O. nubilalis M. brassicae  S. exigua G. molesta O. nubilalis M. brassicae 

HD1 6 ± 4c* 99 ± 1a 100 ± 0a 38 ± 13b  10 ± 5c 100 ± 0 100 ± 0a 60 ± 11ab 

IE-1 56 ± 7b 99 ± 1a 94 ± 6a 8 ± 2c  48 ± 8b 100 ± 0 100 ± 0a 41 ± 17bc 

AzLp 99 ± 1a 99 ± 1a 98 ± 2a 94 ± 4a  97 ± 3a 100 ± 0 100 ± 0a 100 ± 0a 

IE-2 95 ± 4a 100 ± 0a 98 ± 2a 79 ± 13a  96 ± 4a 100 ± 0 86 ± 7a 82 ± 17ab 

IP-2 100 ± 0a 100 ± 0a 98 ± 2a 97 ± 2a  98 ± 0a 100 ± 0 98 ± 2a 100 ± 0a 

IEp 41 ± 11b 100 ± 0a 92 ± 2a 22 ± 7bc  55 ± 3b 100 ± 0 100 ± 0a 24 ± 14bc 

RM 20 ± 9bc 100 ± 0a 98 ± 2a 8 ± 6c  42 ± 10b 100 ± 0 100 ± 0a 29 ± 9bc 

KhF 2 ± 2c 25 ± 3.5b 2 ± 2b 4 ± 2c  - - - - 

ANOVA statistics          

F-value 47.8 383.8 139.4 44.1  33.3 - 3.1 7.6 

P-value <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001 - 0.038 0.0009 
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، Noctuidaeی ، محدود به چهار خانوادهBtهای باکتری کشی سویهی فعالیت حشرهبررسی دامنه

Tortricidae ،Crambidae  وPyralidae سنجی نشان های زیستی آزمونپولکداران بود. نتیجهی بالاز راسته

 .Sی مرجع برای لاروهای سن یک زهرآگینی زیادی، بیشتر از سویه IP-2و  AzLp ،IE-2ی داد که سه سویه

exigua  وM. brassicae  داشتند. حساسیت لاروهایS. exigua های به توکسینCry1C  وCry1D 

(Hernández-Martínez et al., 2008)  و حساسیت لاروهای سن یکM. brassicae  به توکسینCry1C 

(Gilliland et al., 2002) شی کی نتایج پروتئومیکس و فعالیت حشرهاز پیش مشخص بود. در نتیجه، از مقایسه

بودند به همین دلیل بیشترین  Cry1Cی توکسین تولید کننده IP-2و  AzLp ،IE-2ی معلوم گردید که سه سویه

 زهرآگینی را روی لاروهای مذکور داشتند.

ترین میزبان در این پژوهش بود که این حساسیت به دلیل زهرآگین ، حساسG. molestaکرم هلو، 

 ,.Scaramal Ricietto et alبرای این آفت بوده است ) Cry1Cو  Cry1Aa ،Cry1Acهای بودن توکسین

 Cry1Ac( نشان داده شده که توکسین Hernández-Martínez et al., 2008های پیشین )(. پژوهش2016

که بر اساس نتایج  RMی زهرآگین نیست، نتایج این رساله نیز نشان داد که سویه S. exiguaبرای لاروهای 

زهرآگینی ندارد.  S. exiguaدر اجسام کریستالی خود دارد، برای لاروهای  Cry1Acپروتئومیکس تنها توکسین 

، Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Acهای نرا نسبت به توکسی O. nubilalisمطالعات زیادی حساسیت لاروهای 

Cry1Fa ،Cry1Ie2 ،Cry9Ca  وCry9E اند )گزارش کردهvan Frankenhuyzen 2009; Zhao et al., 

های مورد بررسی از در سویه Cry1Acو  Cry1Aa ،Cry1Abهای (. در نتیجه، با توجه به وجود توکسین2015

 مورد تأئید قرار گرفت. O. nubilalis، حساسیت لاروهای Btباکتری 

نشان داد که این سویه برای هیچ یک از حشرات  KhFی های سویهتوکسینسنجی با پیشنتایج زیست

را در این سویه نشان داده  cry2باشد. نتایج تعیین محتوای ژنی نیز تنها وجود ژن مورد استفاده، زهرآگین نمی

شی شناخته کاست. لازوم به ذکر است که نتایج پروتئومیکس پس از سه بار تکرار هیچ پروتئین کریستالی حشره

برای لاروهای سن  KhFی های این سویه یافت نکرد. اما، مخلوط اسپور و کریستال سویهای را در کریستالشده

زهرآگینی شدید داشته  G. molestaوسط، و برای لاروهای سن یک زهرآگینی مت P. interpunctellaدوم 
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در این  1های ایمنی و باسیولایزینتواند به دلیل وجود فاکتورهای زهرآگین؛ مهارکنندهاست. این زهرآگینی می

 اند.سویه از باکتری باشد که طی تجزیه و تحلیل نتایج پروتئومیکس یافت شده

 Btهای باکتری کشی سویهسلولی فعالیت ارزیابی دامنه -2-3-7

و  Bt های انتخابی از باکتریکشی )به مفهوم فقدان فعالیت متابولیکی( سویهی فعالیت سلولدامنه

پولکدار مورد بررسی قرار گرفت. در ابتدا، ی سلولی متفاوت از آفات بال، در برابر چهار ردهHD-1ی مرجع سویه

های سلولی مورد نظر، ، تنها در یک غلظت روی ردهBtهای ی سویهین فعال شدهتوکسین و توکسزهرآگینی پیش

ها( را مانی سلول)درصد زنده Btهای کشی سویه، نتایج به دست آمده از فعالیت سلول5-2مطالعه گردید. شکل 

توکسین توکسین و نسبت به پیش HzGUTهای دهد. بر اساس نتایج به دست آمده، حساسیت سلولنشان می

( داشته است، 0.00268تا  0.0001>از  p-valuesدار )آزمون شده، تفاوت معنی Btهای ی تمام سویهفعال شده

چنین، د. همنداشتن شده توکسین و توکسین فعالحساسیت متفاوتی نسبت به پیش Sf21های که سلولدر حالی

ای      هتوکسین و توکسین فعال سویهه با پیشزمانی ک Hi5و  UCR-SEی سلولی ی دو ردههای زندهدرصد سلول

IE-2 (p-value  و 0004/0و  0350/0به ترتیب؛ )IEp (p-value  تیمار شدند، 001/0و  0057/0به ترتیب؛ )

توان به را می Btهای مختلف باکتری کشی سویهدار وجود داشته است. اما، تفاوت در فعالیت سلولتفاوت معنی

، نقش Cryهای سازی پروتئینها نسبت داد، زیرا این پروتئازها در فعالمتفاوت در غشای سلولوجود پروتئازهای 

 کنند. بسزایی ایفا می

های سلولی کشی یکسانی برای تمامی رده، فعالیت سلولBt HD1ی های سویهطور کلی، پروتئینبه

 94برابر با  HD1ی لولی تمیار شده با سویهی سهای زنده هر چهار ردهمورد آزمون داشتند. میانگین درصد سلول

شدت زهرآگین ی سلولی بهبرای هر چهار رده IP-2و  AzLp ،IE-2ی های سه سویهدرصد، بوده است. پروتئین

های تیمار شده، گشتند. در واقع، پس از درصدی سلول 100تا  60مانی بودند، به طوری که باعث کاهش زنده

قرار  IP-2و  AzLp ،IE-2ی های سه سویهساعت در معرض پروتئین 16مدت  ، بهSf21های اینکه سلول

کمترین زهرآگینی را برای  RMو  IE-1ی های دو سویهای مشاهده نگردید. پروتئینگرفتند، هیچ سلول زنده

                                                           
1 Bacillolysin 
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های دو نیهای زنده پس از تیمار شدن با پروتئعبارتی، میانگین درصد سلولهای سلولی آزمون شده داشتند. بهرده

ها برای تمامی سلول IEpی های سویهتوکسیندرصد بوده است. زهرآگینی پیش 92، برابر با RMو  IE-1سویه 

که، زهرآگینی ها( محاسبه گردید، در حالیمانی سلولدرصد زنده 92یکسان و به طور متوسط هشت درصد )

 ت.درصد بوده اس 93تا  24ی این سویه بین های فعال شدهتوکسین

 

( و توکسین فعال Proتوکسین )به پیش Sf21و  UCR-SE ،HzGUT ،Hi5های حساسیت سلول -5 -2شکل 

 16های زنده، پس از آنکه ها در این نمودار، میانگین درصد سلول. ستونBtهای باکتری ( سویهActشده )

دهد. ، قرار گرفتند را نشان میBtهای باکتری سویهی توکسین و توکسین فعال شدهساعت در معرض پیش

( به مفهوم تفاوت آماری *ستون، نشان داده شده است. علامت ) های بالای هربه صورت میلهخطای معیار در 

 باشد. (، میt-test, p<0.05توکسین در هر تیمار )دار بین توکسین فعال شده و پیشمعنی
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، Sf21ی سلولی ها در تک غلظت، ردهمانی سلولآزمون درصد زندهبر اساس نتایج به دست آمده از 

ها، معرفی ترین سویهعنوان زهرآگین، بهIP-2و  AzLp ،IE-2ی ی سلولی و سه سویهترین ردهعنوان حساسبه

نسبت  Sf21ی سلولی پاسخ روی حساسیت رده-های دزتر، آزمونشدند. در نتیجه، برای تحقیق و بررسی دقیق

های مانی سلول، صورت گرفت. نتایج حاکی از آن بود که، زندهIP-2و  AzLp ،IE-2ی های سه سویهبه توکسین

Sf2150مقدار  (.6-2یابد )شکل های مورد استفاده، کاهش می، با افزایش غلظت توکسینEC ی سه سویهAzLp ،

IE-2  وIP-2ی دهد که، دو سویهی آماری نشان می، محاسبه گردید و نتایج تجزیهIE-2  وIP-2 زهرآگینی ،

 (.12-2بیشتری داشتند )جدول 

 

-IPو  AzLp ،IE-2های که در معرض توکسین Sf21های مانی سلولپاسخ درصد زنده-منحنی دز -6 -2شکل 

 ، قرار داشتند.2

 

 

های ، در برابر سلولIP-2و  AzLp ،2-IEهای های سویه( توکسین50ECدرصد ) 50غلظت مؤثر  -12 -2جدول 

Sf21. 

Slope ± SE 95% confidence Interval (µg/ml) 50EC Bt strains 

-1.67 ± 0.22 1.50-2.36 1.89 AzLp 

-1.53 ± 0.18 0.84-1.27 1.03 IE-2 

-1.46 ± 0.24 1.14-2.23 1.60 IP-2 
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، به مدت سه ساعت در معرض Sf21های دهد، پس از آنکه سلولمیکروسکوپی نشان مینتایج مشاهدات 

هایی که دچار تورم اسمزی شدند و بادکنکی شکل هستند، قرار گرفتند، سلول (µg/ml 16)غلظت میانی توکسین 

یب کامل ، قرار گرفتند، تخرµg/ml 400ها در معرض بالاترین غلظت توکسین، ظاهر گشتند. زمانی که سلول

 (.7-2ها، مشاهده و ثبت گردید )شکل سلول

 

. تغییرات IP-2و  AzLp ،IE-2های ی سویهتیمار شده با توکسین فعال شده Sf21های سلول -7 -2شکل 

، 400و  µg/ml 64/0 ،16ها در معرض توکسین، در سه غلظت شناختی، سه ساعت پس از آنکه سلولریخت

ند. کهای متورم و بادکنکی شکل اشاره میهای سفید رنگ، به سلولقرار گرفتند، ثبت گردیده است. پیکان

میکرومتر  50دهد. مقیاس موجود در تصویر، معادل های تخریب شده را نشان میرنگ، سلولهای سیاهپیکان

 باشد.می

کشی ، فعالیت سلولBtهای ایرانی باکتری ی اطلاعات به دست آمده از سویهبه منظور گسترش دامنه

لولی های سپولکدار، آزمون گردید. لازم به ذکر است که، پاسخ ردهی سلولی از آفات بالها نیز در برابر چهار ردهآن

ی سلولی از آن مشتق شده است، ی لاروی که رده، لزوماً مشابه واکنش زندهBtهای متفاوت باکتری به توکسین

مانی و آزمون زنده S. exiguaسنجی لاروهای (. برای بررسی این ادعا، نتایج زیستWitt et al., 1986نیست )

، Btری های باکتکشی سویه، با هم مقایسه شدند. نتایج حاکی از آن بود که، فعالیت سلولUCR-SEهای سلول
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، بیشترین IP-2و  AzLp ،IE-2 یطوری که، سه سویهسنجی روی لارو آفت تطابق کامل دارد. بهبا نتایج زیست

 UCR-SEهای داشتند، حال آنکه فعالیت متابولیکی سلول S. exiguaزهرآگینی را برای لاروهای سن یک 

شدت کاهش یافت. بنابراین، ، نیز بهBtی این سه سویه ( تیمار شده با توکسین فعال شدهS. exigua)برگرفته از 

، روشی سریع، قابل اعتماد Btهای باکتری مطالعات پایش زهرآگینی سویههای سلولی حشرات، در استفاده از رده

 باشد.و دقیق می

، بیشترین IP-2و  AzLp ،IE-2 یهای سه سویهمانی سلول نشان داد که، پروتئینهای زندهنتایج آزمون

های ج با پژوهشداشتند. این نتای S. frugiperdaو  H. zea ،T. ni ،S. exiguaهای زهرآگینی را روی سلول

های سلولی (، کاملاً مطابقت دارد که حساسیت زیاد ردهKwa et al., 1998; Gringorten et al., 1999پیشین )

Sf21  وHi5  را نسبت به توکسینCry1Cهای سلولی ، نشان داده بودند. ردهSf21 ،UCR-SE ،Hi5  و

HzGUT ی توکسین های تولید کنندهنسبت به سویهCry1Ac ؛IE-1  وRMهای ، حساسیت نداشتند. در گزارش

 Sf9 ،Sf21های ( نیز به عدم بروز حساسیت در سلولGringorten et al., 1999; Chen et al., 2015دیگر )

 ، اشاره شده است.Cry1Acو  Cry1Aa ،Cry1Abهای نسبت به توکسین Hi5و 

 بررسی تولید بتا اگزوتوکسین -2-3-8

بتا یا عدم وجود وجود ، Btهای ایرانی باکتری های سویهز مراحل تعیین ویژگیعنوان آخرین مرحله ابه

 ویهساگزوتوکسین )نوع یک( استاندارد از  بتا در این آزمون از .تعیین گشت LC-MS/MSبه روش  اگزوتوکسین ،

B. thuringiensis subsp. thuringiensis HD-2 (Berliner)ی، و دو سویه HD-2  وB. thuringiensis 

subsp. thuringiensis VMA10.30 سویهمنفی از  شاهدبرای  عنوان شاهدهای مثبت، وبه HD-1  استفاده

-بتا (،HD1ی مورد مطالعه، همانند شاهد منفی )نتایج حاکی از آن بود که، هیچ یک از هفت سویه .گردید

روری، ای اساسی و ضاگزوتوکسین، مرحله-تعیین تولید یا عدم تولید بتا (.13-2کنند )جدول اگزوتوکسین تولید نمی

 باشد.سازی، میبرای تجاری Btپیش از معرفی یک سویه از باکتری 
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 .Btهای باکتری اگزوتوکسین در سویه-بررسی تولید بتا -13 -2جدول 

Sample type Sample text Concentration (µg/ml) 

Standard β-exotoxin  12.5 µg/ml 13.8707 

 25 µg/ml 23.2155 

 50 µg/ml 45.7588 

 100 µg/ml 104.6550 

Negative control HD-1 0 

Positive control HD-2 19.7885 

 VMA10.30 15.8343 

Bt strains IE-1 0 

 AzLp 0 

 IE-2 0 

 IP-2 0 

 IEp 0 

 RM 0 

 KhF 0 

 

 باشد؛ برایگردد، بدین شرح میی کلی که از بخش اول این رساله حاصل میطور خلاصه، نتیجهبه

ای های زنجیرههای مبتنی بر واکنش، در کنار روشBtهای جدید باکتری کشی سویهگویی پتانسیل حشرهپیش

باشد. اما، انجام دی می، روشی بسیار کاربرLC-MS/MSها به روش مراز، تعیین محتوای پروتئینی کریستالپلی

ای بسیار ضروری و غیر قابل اجتناب برای تکمیل های سلولی(، مرحلهسنجی )با حشرات یا با ردههای زیستآزمون

ش موجود کهای حشرهباشند. به این دلیل که، فراوانی نسبی پروتئینهای جدید، میکشی سویههای حشرهویژگی

ای میزبان ههای مختلف با پروتئازها و گیرندهکنشی که بین توکسینتر برهمدر کریستال هر جدایه و از همه مهم

 مورد بررسی، دارد.  Btزای و فعالیت سویه وجود دارد، نقشی تعیین کننده در شدت بیماری

های ، به دلیل زهرآگینی زیاد علیه لاروها و ردهIP-2و  AzLp ،IE-2ی بنابراین، در این رساله سه سویه

، Cry1Daو  Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Caکش های حشرهپولکدار، وجود پروتئینفات بالسلولی آ

، معرفی Bt یهای زیستی بر پایهکشعنوان کاندیدهای مناسبی برای تولید حشرهاگزوتوکسین، به-و عدم وجود بتا

 شدند.
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های جدید ویهکشی سحشره پتانسیلگویی پیششناسایی، تعیین ویژگی و برای در فصل دوم این رساله 

حاصل آمد.  Btهای های مختلف و مکمل بهره جسته شد که متعاقباً اطلاعات جامعی از سویهروش، Btباکتری 

با توجه به  ،بومی ایرانی تازه شناسایی شده Bt هایسویهدر بین آیا که؛  شداین سوأل مطرح اما 

 ست،صورت گرفته ا های کریستالپروتئینترکیب ای که در محتوای ژنی و عات گستردهلمطا

 .تارائه شده اسپاسخ این سوأل در فصل بعدی  توان توکسین جدید و منحصر به فردی یافت؟می
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 فصل سوم
 

های در سویه احتمالیجدید سازی ژن همسانهردیابی و 

 Btایرانی باکتری 
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 Btهای ایرانی در سویه احتمالیژن جدید  سازیهمسانهردیابی و فصل سوم: 

مقدمه  -3-1  

مقاومت در تعدادی از حشرات آفت  Btی های زیستی بر پایهکشرویه از آفتی بیاستفادهبه دلیل 

در نظر گرفته  Bt(. راهکارهای متفاوتی برای افزایش کارایی محصولات Ferré et al., 1991گزارش شده است )

 برای غلبه بر مقاومت و یاچنین و هم Btی های زیستی بر پایهکششده است. برای به حداکثر رساندن اثر آفت

ی )در صورت امکان با نحوه Bt متفاوت از باکتری به تأخیر انداختن بروز مقاومت، استفاده از چند توکسین حداقل

های زیادی تاکنون ژن رسد.، راهکاری مناسب به نظر میBtدر گیاهان تراریخت و یا در محصولات  اثر متفاوت(

دا . در این فصل از رساله، ابتها بررسی شده استکشی آنسازی و فعالیت حشره، شناسایی، همسانهBtاز باکتری 

ای باکتری هها و تعیین محتوای ژنی سویهبر اساس نتایج به دست آمده در شناسایی محتوای پروتئینی کریستال

Btسازی ژن سازی تعیین گردید. سپس، روی شناسایی و همسانههای مناسب برای همسانه، ژنcry1I  با توجه

 تمرکز شده است.، Cry1Iهای های منحصر به فرد پروتئینبه ویژگی

یه ها علکشی آن، تاکنون شناسایی و توصیف شده است، و فعالیت حشرهCry1Iتعداد زیادی پروتئین 

وان تاست، که از آن جمله می بالپوشان، ارزیابی شدهپولکداران و سختی بالآفات حساس احتمالی، از دو راسته

، Spodoptera spp. ،Manduca sexta ،Cydia pomonella ،Agrotis ipsilon ،Earias insulanaبه؛ 

Plutella xylostella ،Prays olea ،Telchi licus licus ،Bombyx mori ،H. armigera ،T. ni ،

Ostrinia spp. ،H. zea ،Pyrrhalta aenescens ،Leguminivora glycinivorella ،Epiphyas 

postvittana ،Artogeia rapae ،Leptinotarsa decemlineata ،Anthonomus grandis  وTenebrio 

molitor ( اشاره کردTailor et al., 1992; Koo et al., 1995; 1998; Choi et al., 2000; Tounsi et 

al., 2003; Song et al., 2003; Boncheva et al., 2006; Ruiz de Escudero et al., 2006; Martins 

et al., 2007; Grossi-de-Sa et al., 2007; Guo et al., 2009; Dammak et al., 2010; Craveiro et 

al., 2010; Dammak et al., 2011; Guo et al., 2011; Bergamasco et al., 2013; Zhao et al., 

2015; Shin et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Khorramnejad et al., 2018.) 
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، پیدا کردند Btاندوتوکسین جدیدی از باکتری -، دلتا1992و همکاران در سال  Tailorبرای اولین بار 

. ژن تازه کشی داشتی فعالیت حشرهتوکسین، ساختار و دامنههای منحصر به فردی از لحاظ اندازه پیشکه ویژگی

سنجی با محصول این ژن، نشان داد که پروتئین سازی شد. نتایج زیستگرفت و همسانه، نام cryVیافت شده 

CryV  برایL. decemlineata  وO. nubilalisباشد.، زهرآگین می 

ی پروتئین سازی کردند. توالی اسیدهای آمینهرا همسانه cry1Id1و همکاران، ژن  Choi، 2000در سال 

درصد شباهت  4/83و  2/87، 7/89، به ترتیب Cry1Icو  Cry1Ia ،Cry1Ibی هاحاصل از این ژن، با پروتئین

گیری کشی چشمزهرآگین بود، اما فعالیت حشره P. xylostellaبرای لاروهای  Cry1Id1نشان داد. توکسین 

 نداشت. Agelastica coeruleaو  B. moriروی لاروهای 

، Escherichia coli BL21 (DE3)های سازی و در سلولهمسانه cry1Ie1بازی جفت 1548ژن 

بالپوشان، پولکداران و سختی بالبیان گردید. اثر پروتئین نوترکیب به دست آمده روی آفات مختلفی از دو راسته

 P. xylostella ،O. furnacalisبرای  Cry1Ie1مورد بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج به دست آمده، پروتئین 

 .Pو  H. armigera ،S. exiguaکشی برای که فعالیت حشرهزهرآگین بوده، حال آن L. glycinivorellaو 

aenescens( نداشته است ،Song et al., 2003.) 

، Cry1Aa ،Cry1Abپولکدار؛ ی نه پروتئین فعال برای آفات بالتوکسین و توکسین فعال شدهاثر پیش

Cry1Ac ،Cry1Ba ،Cry1Ca ،Cry1Cb ،Cry1Da ،Cry1Fa  وCry1Ia روی لاروهای ،C. pomonella ،

عال پروتئین توکسین و توکسین فدار بین زهرآگینی پیشمورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که، تفاوت معنی

Cry1Iaزایی توکسین فعال شده، های مورد بررسی شدت بیماری، وجود نداشته است، اما برای سایر پروتئین

کمترین زهرآگینی را برای آفت هدف  Cry1Iaچنین، توکسین بوده است. هماز پیش برابر بیشتر 4الی  3حداقل 

 (.Boncheva et al., 2006مورد مطالعه داشته است )

عال ف توکسین و توکسینسازی شده که وزن مولکولی پیش، همسانهcry1Ia7بازی کیلو جفت 2/2ژن 

کشی توکسین ی فعالیت حشرهودالتون بوده است. دامنهکیل 60و  9/80ی حاصل از آن، به ترتیب برابر با شده

Cry1Ia7های ، در برابر آفاتی از خانوادهNoctuidae ،Tortricidae ،Plutellidae  وChrysomelidae مورد ،
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 .L. botrana ،Pبرای آفاتی از جمله،  Cry1Ia7بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج به دست آمده، پروتئین 

xylostella ،L. decemlineata  وE. insulanaی قابل توجه در مورد توکسین ، زهرآگین بوده است. نکته

Cry1Ia7های ، عدم رقابت با توکسینCry1Ab  وCry1Acهای موجود در سطح ، برای اتصال به گیرنده

 ,.Ruiz de Escudero et al، بوده است )E. insulanaو  L. botranaی میانی های پوششی رودهسلول

2006.) 

باز طول دارد جفت 2160سازی شده است. این ژن جدا و همسانه Bt S811ی از سویه cry1Ia12ژن 

ی پروتئین کند. توالی اسیدهای آمینهکیلودالتون را رمز می 81اسیدآمینه، با وزن  719و پروتئینی به طول 

Cry1Ia12ی های شناخته شده، با سایر پروتئینCry1Ia ،99  درصد شباهت دارد. زهرآگینی پروتئینCry1Ia12 

سنجی نشان داد که، ، آزمون گردید. نتایج زیستA. grandisو  S. frugiperdaترین آفات پنبه؛ علیه مهم

 (.Grossi-de-Sa et al., 2007پروتئین نوترکیب زهرآگینی متوسط علیه آفات آزمون شده، دارد )

 .P، روی لاروهای Cry1Ieتوکسین فعال شده )منومر( و الیگومرهای  توکسین،کشی پیشفعالیت حشره

xylostella50سنجی، ، مورد بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج زیستLCبه ترتیب برای  های به دست آمده

ین توکسلیتر، بودند. در نتیجه، پیشمیکروگرم به میلی 1400و  21، 14توکسین، منومر و الیگومر پروتئین، پیش

Cry1Ie بیشترین زهرآگینی را بری لاروهای ،P. xylostella ( داشته استGuo et al., 2009.) 

، Prays oleaeکشی روی لاروهای ، ار منظر فعالیت حشرهCry1Ia11و  Cry1Aa11دو توکسین 

چنین همین و های تریپسین و کیموتریپستوکسین با استفاده از آنزیمسازی پیشتوکسین، فعالروش انحلال پیش

توکسین  50LCی میانی، مورد بررسی قرار گرفتند. بر اساس نتایج به دست آمده، ی رودهتحت تأثیر عصاره

Cry1Ia11ی اثر با هم متفاوت بودند )داری بیشتر، بوده و این دو پروتئین از نظر نحوه، به طور معنیDamak 

et al., 2010.) 

، روی Vip3Aa، به تنهایی و مخلوط با توکسین Cry1Ia10ی اثر توکسین کشی و نحوهفعالیت حشره

، مورد بررسی قرار گرفت. S. cosmioidesو  S. frugiperda ،S. albula ،S. eridaniaلاروهای سن یک 

عه ی میانی حشرات نام برده شده، مطالهای پوششی رودهکنش این دو توکسین با قطعاتی از سلولچنین، برهمهم
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های های یکسانی در سلول، برای گیرندهVip3Aaو  Cry1Ia10گردید. نتایج حاکی از آن بود که دو توکسین 

، Cry1Ia10سنجی نشان داد که، توکسین کنند و جایگاه اثر متفاوتی دارند. نتایج زیستپوششی، رقابت نمی

، داشتند Vip3Aa، نسبت به توکسین S. cosmioidesو  S. frugiperda ،S. albulaزهرآگینی کمتری برای 

 .Sو  S. frugiperda ،S. albulaزایی روی زمان دو توکسین، اثر سینرژیستی بر شدت بیماریی هماما، استفاده

cosmioides( داشته است ،Bergamasco et al., 2013.) 

، بررسی و با هم Cry1Abو  Cry1Ieتوکسین  به ذرت تراریخت با H. armigeraحساسیت لاروهای 

 .Oو  H. armigera، به شدت برای لاروهای Cry1Ieمقایسه گردید. گیاه ذرت تراریخت شده با توکسین 

furnacalisدرصد جمعیت لاروهای تغذیه کرده از این  50طوری که بعد از گذشت شش روز، ، زهرآگین بودند، به

، Cry1Ie، نسبت به توکسین Cry1Acو یا  Cry1Abهای های تراریخت با توکسینذرت از بین رفتند. گرچه ذرت

زایی کمتری در حشرات مقاوم به داشتند اما، شدت بیماری H. armigeraزهرآگینی بیشتری برای لاروهای 

ت ی اثر متفاوتی نسب، نحوهCry1Ie، مشاهده گردید. بر اساس نتایج به دست آمده، پروتئین Cry1Acتوکسین 

توانند ، میCry1Ieهای تراریخت شده با توکسین ، دارد. در نتیجه، ذرتCry1Acو  Cry1Abهای به پروتئین

 (.Zhang et al., 2013بروز مقاومت را در حشرات مزرعه، به تعویق بیاندازند )

ای ، برای کنترل لاروهCry1Faو  Cry1Abبا دو پروتئین  Cry1Ie2زمان توکسین ی همامکان استفاده

Ostrinia spp.ی توکسن و توکسین فعال شده، مورد بررسی قرار گرفت. پیشCry1Ie2 55و  81، به ترتیب 

 O. furnacalis، زهرآگینی زیادی برای لاروهای Cry1Ie2توکسین کیلودالتون، وزن دارند. بر اساس نتایج، پیش

زمان دو توکسین ی هم(، امکان استفاده2015و همکاران ) Zhaoچنین نتایج پژوهش ، دارد. همO. nubilalisو 

Cry1Ie2  وCry1Ab  را برای کنترل لاروهایOstrinia spp. نشان داده است. زیرا، دو پروتئین مذکور ،

میانی  یهای پوششی رودههای موجود در سلولهای اتصال متفاوتی دارند، در نتیجه برای اتصال به گیرندهجایگاه

 کنند.فت، با هم رقابت نمیی آحشره

(، پنبه تراریخت شده با توکسین 2016و همکاران ) Oliveiraبر اساس نتایج به دست آمده در پژوهش 

Cry1Ia12 درصد باعث مرگ لاروهای  40، بیش ازS. frugiperda ی نموی این حشرات، تا شده است و دوره
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 60تا  A. grandisچنین، جمعیت اند. همخت، تغذیه کردهبرابر بیشتر از حشراتی شده که از پنبه غیر تراری 30

تر و داری کوچکطور معنیروی پنبه تراریخت، به A. grandisدرصد کنترل شده است. لاروها و حشرات بالغ 

اند. بر اساس نتایج به دست آمده در این پژوهش، ی معمولی تغذیه کردهتر از حشراتی هستند که، از پنبهضعیف

 شود.، میA. grandisو  S. frugiperda، باعث کنترل هر دو آفت Cry1Ia12توکسین 

فرضیه مورد بررسی در این فصل از رساله بدین قرار تعیین گشت؛ احتمال یافتن توکسین جدید و منحصر 

 وجود دارد. Btهای ایرانی باکتری ی اثر در بین سویهی میزبانی و نحوهبه فردی از نقطه نظر دامنه

 هامواد و روش -3-2

 سازیانهسیافتن ژن کاندید برای هم -3-2-1

و لارژنی جدید و بررسی اثر پروتئین حاصل از آن ژن، روی  سازیهمسانه، هدف این بخش از رسالهدر 

ان تمرکز شد و از میپروتئومیکس  بدین منظور، ابتدا روی نتایج مطالعات .بود پولکدارآفات بالهای سلولو 

وده، ها پژوهشی صورت نگرفته بکشی آنجدید که تاکنون روی فعالیت حشره ، مواردشده شناسایی هایپروتئین

ا انجام بی جدید، های شناسایی شدههای مربوط به پروتئینژن های کاندید تهیه گشت.انتخاب و فهرستی از ژن

PCR اتی توالی در پایگاه اطلاعو نتیجه  شدند توالی تعیین ،تکثیر شده اتمورد بررسی قرار گرفتند. قطعNCBI 

بیان  Btکش باکتری های حشرهمورد بررسی قرار گرفت. اما، این نکته را باید در نظر داشت که، تمامی ژن

ها را در نتایج پروتئومیکس نخواهیم داشت. در شوند، در نتیجه اطلاعات مربوط به پروتئین حاصل از آن ژننمی

های با کمک واکنش ،Btهای باکتری کشی سویهی فعالیت حشرهپروتئینی و دامنهنتیجه، با توجه به پروفایل 

 کش نیز بررسی شد.های حشرهمراز، احتمال حضور برخی از ژنای پلیزنجیره

کنون که تا ،PCRو نتایج  LC/MS-MSهای بر اساس گزارش های جدیدپروتئین فهرست تهیه شده از

 Cry1Iaو  Cry1Ag ،Cry1Ha ،Cry1Hb ،Cry1G، Cry1Ad بود، شامل؛صورت نگرفته  هاتحقیقی روی آن

 بودند. 
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 cry1Agژن  -3-2-2

تاکنون وجود دارد و بر اساس مرور منابع،  Cry1Agپروتئین  ،IE-1 طبق نتایج پروتئومیکس، در سویه

ی این ایی شدهشناسکشی این پروتئین مورد بررسی قرار نگرفته است. فهرستی از تمام پپتیدهای فعالیت حشره

با طول بیش از شش  توالی پپتیدی 491 تهیه شد، این فهرست شامل درصد 95اطمینان بالای با حدود  پروتئین

یدی و پپتیدی های نوکلئوتتوالی پپتیدهای به دست آمده با توالی باشد.می بدون تکرار ومنحصر به فرد  اسیدآمینه،

نتایج مقایسات مقایسه شدند.  tBlastnو  PBlastافزارهای به ترتیب نرمبا استفاده از  NCBIموجود در بانک ژن 

تئین قطعات پپتیدی مورد بررسی مربوط به پروای حاکی از آن بود که، های نوکلئوتیدی و اسیدآمینهترازی توالیهم

Cry1Ag  با شماره دستیابیQ9S515.1 ژن  ارا ب تطابقبیشترین و  باشدمیcry1Ag  با شماره دستیابی

AF081248.1 د. سپس، بعد از حصول توالی نوکلئوتیدی کامل ژن دارcry1Agاره دستیابی ، با شم

AF081248.1.ژن  ، آغازگرهای اختصاصی برای تکثیر این ژن طراحی شدندcry1Ag ،3859  جفت باز دارد و

1CDS  اسیدآمینه  6611از رمز شدن این ژن، پروتئینی با اندازه  .باشدمی 3659تا  159این ژن از نوکلئوتید شماره

پوشانی دارند، مطابق آنچه پیشتر توضیح آید. برای تکثیر کامل این ژن، چهار جفت آغازگری که همبه دست می

 داده شده است، طراحی شد.

مانده واکنش، با استفاده از کیت بعد از حذف قطعات غیر هدف و اجزای باقی PCRقطعات تکثیر شده در 

NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit،  برای تعیین توالی به شرکتStabVida  .هیچ اما ارسال شد

، 2پیمایینگانژ بود. درنتیجه، با استفاده از تکنیک تکثیر نشده آغازگراولین جفت با ای برای بخش اول ژن، قطعه

شد. های طراحی شده تکثیر نشده بود، مشخص آغازگرکه توسط  cry1Agتوالی نوکلئوتیدی قسمت ابتدایی ژن 

 دی.ان.ای، روشی ساده برای یافتن توالی ناشناخته از (DNA walkingیا  Genome walking) پیماییژنگانراه 

ای قرار دارد. به این ترتیب با استفاده از بخشی از ژن که توالی ژنومی است که درست در کنار توالی شناخته شده

ود. به طور ش، مشخص میناشناخته یا تکثیر نیافته استیا ژن که  دی.ان.ایآن مشخص است، توالی قسمتی از 

به  نیاز ،، بدین شرح است: برای شروعروش انجام کارآمده است،  ،1-3خلاصه و همان طور که در شکل شماره 

                                                           
1 Coding Sequence 
2 Genome Walking 
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و هر کدام به طور تهیه  دی.ان.ایمتفاوتی از  1های. سهمبود ژنومی با کیفیت، خلوص و غلظت زیاد ان.ایدی.

. سپس به دو انتهای شدندکنند، هضم ایجاد می 3مختلف که انتهای صاف 2برشیهای با استفاده از آنزیم کامل

. به این قطعات ژنومی متصل به آداپتور گردیدمتصل  4ژنومی هضم شده، به طور جداگانه آداپتور دی.ان.ایقطعات 

ای آشیانه PCRهای ژنومی نیاز به انجام دو گویند. بعد از ساخت این کتابخانههای ژنومی میاصطلاحاً کتابخانه

شود. برای انجام این اول انجام می PCRدوم با استفاده از محصول  PCRکه  ترتیب، به این (nested PCRبود )

PCR توالی نیاز هست که با توجه به اینکه آغازگربه دو عدد ها تنها upstream  یاdownstream  قطعه مورد

 والیت دیگر، بر اساس جفت آغازگر. شودطراحی می روپیشیا  معکوس وبه ترتیب  آغازگرهای، نیاز استنظر 

از ، PCR اولین د. درگردطراحی می ،ژنومی متصل شده است دی.ان.ایآداپتورهای که به انتهای صاف قطعات 

استفاده  (GSP2) 6دوشماره اختصاصی  آغازگراز  PCR( و در دومین GSP1) 5اختصاصی شماره یک آغازگریک 

تر به قسمت ناشناخته ژن نزدیک GSP2ناشناخته است، آغازگر  cry1Agبا توجه به اینکه نواحی بالادست ژن . شد

که با آغازگر اولیه  PCRنسبت به بخش ناشناخته در فاصله دورتری قرار دارد. محصول  GSP1 آغازگر است و

GSP1  انجام انجام شد، برایPCR  با آغازگر دومGSP2  سپس محصولات  قرار گرفت. استفادهموردPCR  دوم

 .آمدبه دست  cry1Agو توالی بخش ناشناخته ژن  شدندتعیین توالی 

 

 

 

 

                                                           
1 Aliqout 
2 Restriction Enzyme 
3 Blunt End 
4 Adaptor 
5 Gene Specific Primer 1 
6 Gene Specific Primer 2 
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؛ استخراج دی.ان.ای ژنومی مورد نظر، هضم دی.ان.ای با استفاده پیماییژنگانمراحل انجام  -1 -3شکل 

، اتصال آداپتور به قطعات دی.ان.ای ژنومی با انتهای صاف، تکثیر ژن مورد نظر در تمامی برشیهای از آنزیم

 های ژنومی تهیه شده.کتابخانه

 

استخراج شود. برای  IE-1 سویهژنومی  دی.ان.ایدر قدم اول نیاز بود تا  ،داده شدهبا توجه به توضیح 

طبق دستور  Qiagen DNeasy Blood & Tissue kit (Hilden, Germany)از کیت  دی.ان.ایاستخراج 

مورد  با استفاده از دستگاه نانودراپاستخراج شده  دی.ان.ایسپس، کمیت و کیفیت  استفاده شد.شرکت سازنده، 

 دی.ان.اییک میکرولیتر از  دی.ان.ای استخراج شده، 1یکپارچگیتمامیت یا بررسی  برای بررسی قرار گرفت.

                                                           
1 Integrity 
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 بارگذاریدرصد  یکآگارز -بروماید استخراج شده به همراه چهار میکرولیتر از بافر نمونه در هر چاهک ژل اتیدیوم

این آنزیم ردیف مورد بررسی قرار گرفت.  DraI برشیبا استفاده از آنزیم  ،استخراج شده دی.ان.ایشد. خلوص 

در یک میکروتیوب  ترتیب که،کند. به این دارد و انتهای صاف ایجاد می TTTAAAشناسایی شش نوکلئوتیدی 

 DraI برشیمیکرولیتر از آنزیم  µg/ml 1/0 ،6/1مورد نظر با غلظت  دی.ان.ایپنج میکرولیتر از ، لیتریمیلی 5/0

(10 units/µl) ، 10دو میکرولیتر از بافرX  آنزیمDraI  در میکرولیتر آب مقطر استریل، اضافه گردید.  4/11و

 37ها به مدت دو ساعت در دمای میکروتیوبمورد شاهد منفی، به جای آنزیم از آب مقطر استریل استفاده شد. 

این مرحله  شد. در بارگذاریرصد واکنش در ژل آگارز یک دمخلوط پنج میکرولیتر از  .درجه سلسیوس انکوبه شدند

ی بعد . در مرحلهدیده شود smear هضم و DraI برشیدی.ان.ای استخراج شده توسط آنزیم  رفت کهانتظار می

برای ساخت چهار کتابخانه  کنند، که انتهای صاف ایجاد میStuIو  DraI ،EcoR V ،PvuII برشیاز چهار آنزیم 

 ژنومی استفاده گردید. 

اختصاص داده شد و به لیتری میلی 5/1میکروتیوب  ، به هر آنزیم یکهای ژنومیکتابخانه برای ساخت

مورد نظر با  برشی، هشت میکرولیتر آنزیم µg/ml 1/0استخراج شده با غلظت  دی.ان.ایمیکرولیتر از  25 آن

. اضافه گشتمیکرولیتر آب مقطر استریل  57و  برشیآنزیم  10X(، ده میکرولیتر بافر units/ µl 10غلظت )

و سپس پنج میکرولیتر از هر کتابخانه در ژل  انکوبهدرجه سلسیوس  37ها به مدت دو ساعت در دمای میکروتیوب

 که در هر هضم فترمورد بررسی قرار گیرد. انتظار می آنزیمی دی.ان.ایشد تا هضم  بارگذاریآگارز یک درصد 

smear  پس از هضم  برش داده است. دی.ان.ای راهای مختلفی که آنزیم در جایگاه وماین مفهدید شود به

میکرولیتر  95تیوب، میکروبه این صورت که به هر خالص شد. کلروفورم -فنولآنزیمی، دی.ان.ای حاصل به روش 

ثانیه ورتکس شدند. بعد از تشکیل دو فاز آبی و آلی،  10تا  5ها با سرعت بسیار کم بین میکروتیوب وفنول اضافه 

میکرولیتر کلروفورم  95تیوب میکرو. سپس به هر انتقال یافتفاز آبی )لایه رویی( با دقت به میکروتیوب تمیزی 

عد از تشکیل دو فاز آبی و آلی، ثانیه ورتکس شدند. ب 10تا  5ها با سرعت بسیار کم بین اضافه گردید، میکروتیوب

 5/9درصد،  95میکرولیتر اتانول سرد  190. سپس گردیدفاز آبی )لایه رویی( با دقت به میکروتیوب تمیزی منتقل 

سیار ها با سرعت ب، میکروتیوبگشتمیکروگرم گلیکوژن به هر تیوب اضافه  20سه مولار و  NaOAcمیکرولیتر 

دور  14000دقیقه در دمای چهار درجه سلسیوس با  15ند. سانتریفیوژ به مدت ثانیه ورتکس شد 10تا  5کم بین 
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حل  TE (10/0.1, pH 7.5)میکرولیتر از بافر  20نشین در انجام گرفت. رونشین دور ریخته شد و ته در دقیقه

یتر یکرولیک مکیفیت و کمیت ثانیه ورتکس شدند.  10تا  5ها با سرعت بسیار کم بین گردید و سپس میکروتیوب

ینیک راه برای انجام تک .گشتنانودراپ تعیین  دستگاه ودر ژل آگارز یک درصد  کتابخانه ژنومی، به ترتیباز هر 

 Genome Walking Universal Kit (Clontech Laboratories, Inc. A Takara از کیت ژنگان پیمایی

Bio Company, California, USA) .به انتهای صاف قطعات ژنی موجود در هر کتابخانه استفاده شد ،

تشکیل ساختارهای برای جلوگیری از . گشتمتصل  آمده است، 2-3طور که در شکل آداپتورهای این کیت، همان

با هم مخلوط و برای  1:1آداپتور و بلاکر با نسبت  .متصل شود 1نیاز بود تا آداپتور به بلاکر ،سریثانویه و سنجاق

  شدند. درجه سلسیوس نگهداری 99ای، مخلوط حاصل به مدت یک دقیقه در دمای دو رشته دی.ان.ایتشکیل 

 

 

 

 

 .پیماییژنگانتوالی آداپتور و بلاکر مورد استفاده برای  -2 -3شکل 

 لیتریمیلی 5/0برای اتصال آداپتور به قطعات ژنی، به هر کتابخانه یک میکروتیوب در مرحله بعد، 

 µM 25 ،5/0هضم و خالص شده، ده میکروایتر آداپتور با غلظت  دی.ان.ایمیکرولیتر  5/6 اختصاص داده و به آن

با غلظت پنج واحد در هر میکرولیتر و یک  T4 (Thermo scientific EL0014)لیگاز دی.ان.ایمیکرولیتر از 

. درجه سلسیوس انکوبه شدند 16یک شب در دمای ها اضافه شد. میکروتیوب ،10X 2اتصال میکرولیتر از بافر

درجه سلسیوس قرار گرفتند و به هر  70ها به مدت پنج دقیقه در دمای برای پایان دادن به واکنش، میکروتیوب

 10تا  5 ها با سرعت بسیار کم بیناضافه گردید و میکروتیوب TE (10/1, pH 7.5)میکرولیتر از بافر  72تیوب 

 ثانیه ورتکس شدند.

                                                           
1 Blocker 
2 Ligation Buffer 
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نیاز  PCRبه ترتیب برای اولین و دومین  GSP2و  GSP1های با نام cry1Agاختصاصی ژن  آغازگربه دو عدد 

  ی رعایت شد:شرایط خاص ،ژنگان پیماییتکنیک راه برای  آغازگرطراحی در بود. 

 بود،می نوکلئوتید 27بهینه ، درشرایط ئوتیدوکلعدد ن 30تا  26باید بین  آغازگرهاطول این  -

 رفت،میدمای ذوب خیلی بالا  رحتی اگ آغازگرها GCمحتوای درصدی  60تا  40ی ملاحظه -

 داد زیاد نوکلئوتیدها،ساختار ثانویه با توجه به تععدم تشکیل  -

 ،آداپتور 3´پرایمر به انتهای   3´انتهای رعایت نچسبیدن  -

 ه رشته الگو.اتصال پرایمرها ب عنوان دمایبه درجه سلسیوس 67دمای لحاظ  -

 داشت.میپرایمر نباید بیشتر از سه گوانین و سه سیتوزین وجود  3´در شش نوکلئوتید موجود در انتهای  -

مورد  که در طراحی شد. با توجه به این معکوساختصاصی  آغازگردو عدد  با در نظر گرفتن این شرایط،

 1آداپتور آغازگر، در نتیجه شدمیید به سمت بالادست ژن حرکت با بودقسمت ابتدایی ژن ناشناخته  cry1Agژن 

(AP1  وAP2)مورد استفاده قرار  عنوان آغازگر معکوسرو و آغازگرهای طراحی شده، بهپیش آغازگرعنوان ، به

تهیه گردید. برای تکثیر نواحی ژنی مورد نیاز  1-3به شرح جدول  PCRین لاوگرفت. مخلوط واکنش برای انجام 

 استفاده شد. taq KAPA HiFi hot start (KAPA Biosystems, Basel, Switzerland)از آنزیم 

 پیمایی.ژنگانراه  PCRمقادیر و غلظت مواد مصرف شده در اولین  -1 -3جدول 

Final 

concentration 
Used volume 

(µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 10 5X 5X KAPA HiFi reaction buffer  
U/µl 0.02 1 1U/µl taq KAPA HiFi hot start 
mM 0.8 4 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.2 1 µM 10 Adaptor primer (forward) 

µM 0.2 1 µM 10 GSP1 primer (reverse) 
ng/µl 4 2 ng/µl 100 Template DNA 

 31  Sterile bidistilled water 

 50  Total volume 

                                                           
1 Adaptor Primer 1 And Adaptor Primer 2 
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دو  که در شودنامیده می touchdown PCR ژنگان پیماییتکنیک راه  برای مورد استفاده PCRنوع 

تا  یافتو بعد در هر مرحله دما کاهش  شدبا دمای بالای اتصال  شروع  PCRبه این مفهوم که  انجام شد. مرحله

محصولات حاصل از  بود. 2-3به شرح جدول  PCR اولین غیر اختصاصی جلوگیری شود. شرایطهای از اتصال

 روی ژل آگاروز یک درصد بررسی شدند. PCRاولین 

 پیمایی.ژنگانمراز راه ای پلیهای زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -2 -3جدول 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 

1 3 min 95 Initial denaturation 

 20 sec 98 Denaturation 

7 30 sec 70 (-1°C/cycle) Annealing 

 3 min 72 Extension 

 20 sec 98 Denaturation 

30 45 sec 63 Annealing 

 3 min 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 

 

به این مفهوم  دیده شوداول  PCRتر نسبت به باندهایی با اندازه کوچک رفتمیدوم انتظار  PCRر د

هست، تکثیر شود و چون همان طور که گفته شد  AP2تا  GSP2فاصله بین  دکه بخش ناشناخته ژن که در ح

GSP2  نسبت بهGSP1 تهیه مخلوط  .دارد قرار تری نسبت به قسمت شناخته نشده ژنی نزدیکدر فاصله

ی ژنی )دی.ان.ای الگو(، اول تهیه شد با این تفاوت که به جای کتابخانه PCR، مانند PCRدومین  واکنش برای

اولین و  تشد. محصولا استفادهرقیق شده بودند،  1:50اولیه که به نسبت  PCRاز محصولات از دو میکرولیتر 

ویرایش و  Geneious (version 10.0.9)افزار های به دست آمده با نرمیابی شدند. توالیتوالی PCRدومین 

ربوط م ، نشان داد که قطعه ژن تکثیر شده،به دست آمده اجماع توالیترازی نتیجه هم توالی اجماع حاصل گردید.

، cry1Agتکثیر ژن  PCRکه در محصولات  رسیدبه نظر در نتیجه، . cry1Agباشد نه ژن می cry1Aaبه ژن 

های با استفاده از آنزیم PCRاند، پس برش محصولات زمان تکثیر شدهبه طور هم cry1Ag1 و cry1Aa1دو ژن 
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ت وب سای با توجه به. بنابراین ابتدا کردها را اثبات اختصاصی برای هر ژن، حضور هر کدام از این ژن برشی

شماره دستیابی هر یک از این  ،Bt ،(http://www.btnomenclature.info/)های باکتری گذاری توکسیننام

هر یک  برشیهای وجو شد. فهرستی از آنزیمجست، NCBIپایگاه ها، حاصل و توالی نوکلئوتیدی آن ژن در ژن

جایگاه برش این  اینکه، با توجه به سپس، .به دست آمد Clone Managerافزار ها با استفاده از نرماز این ژن

 ،قرار بگیرند، به این مفهوم که، باندهای حاصل از برش قطعه PCRی مناسبی از محصولات ها، در محدودهآنزیم

های آنزیم .(3-3)جدول  تهیه شداختصاصی برای هر ژن  برشیآنزیم فهرستی از قابل رؤیت باشند،  روی ژل

، ژن SacIبود. آنزیم  SmaI آنزیم ،cry1Ag1و برای ژن  SacI آنزیم ،cry1Aa1انتخابی، برای ژن  برشی

cry1Aa1  در توالی  1392این نوکلئوتید مطابق با نوکلئوتید شماره جایگاه دهد که برش می 1869را در نوکلئوتید

دو قطعه با  آنزیمی آن، تکثیر شده باشد از برش PCRدر  cry1Aa1 است، پس اگر ژن IE-1 سویهاجماع 

 یآنزیم بعد از برش باشد، cry1Ag1اگر محصول واکنش ژن اما  گردد.حاصل میباز جفت 669و  524های اندازه

SmaIبافر مناسب برای فعالیت هر آنزیم و دمای شوددر ژل رؤیت میباز جفت 788و  154های ، دو باند با اندازه .

 وکتوراز  یبرشهای برای بررسی صحت عملکرد آنزیم .شدبهینه با توجه به دستورالعمل شرکت سازنده تعیین 

pET30a .استفاده گردید 

و  cry1Aa1های اختصاصی برای هر کدام از ژن برشیهای لیست تهیه شده از آنزیم -3 -3جدول 

cry1Ag1. 

gene cry1Ag1 gene cry1Aa1 

Restriction 

site 
Number of 

cut Enzyme Restriction 

site 
Number of 

cut Enzyme 

2020 1 BceAI 2693 1 BanII 
2507 1 Cfr10 I 159 1 BspM I 
3853 1 Hpy99 I 415 1 BstAP I 
1610 1 PshA I 1869 1 Ec1136 II 
3854 1 Sal I 372 and 289 2 HPa I 
3005 1 Sma I 2038 1 MscI 
3005 1 Xma I 176 1 PciI 

   1869 1 SacI 

   703 1 SpeI 
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 cry1Hbو  cry1Haهای ژن -3-2-3

ها بر اساس نتایج بودند. این ژن cry1Hbو  cry1Ha، سازیبرای همسانه کاندید بعدیهای ژن

قطعه پپتیدی با  IE-1 ،12 سویه. در شدندانتخاب  IEpو  IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2 سویهپروتئومیکس پنج 

درصد به طور اختصاصی تنها با  95طول بیش از شش اسیدآمینه گزارش شده است که با حدود اطمینان بالای 

 TBlastN)بلاست پروتئین به پروتئین(،  و  PBlastقطعه پپتیدی  12خوانی دارد. با این هم Cry1Hbپروتئین 

 Cry1Hbطمئن شویم پپتیدهای گزارش شده مربوط به پروتئین )بلاست پروتئین به نوکلئوتید( انجام گرفت تا م

 IP-2 سویهدر  نیز مورد بررسی قرار گرفت. cry1Hbپپتید در طول پروتئین و ژن  12پراکنش این  باشد.می

ه با ک گزارش کردقطعه پپتیدی با طول بیش از شش اسیدآمینه،  20نیز، نتایج حاصل از پروتئومیکس  Btباکتری 

نتایج بلاست نشان  .شتخوانی داهم Cry1Haدرصد، به طور اختصاصی با پروتئین  95حدود اطمینان بالای 

-ن پروتئیناند که این بخش در بیدهد که این پپتیدها عموماً در انتهای آمینی پروتئین شناسایی شده قرار گرفتهمی

نتیجه بر این شد که با توجه به مکان قرارگیری . بسیار حفاظت شده است Cry1به ویژه خانواده  Cryهای 

برای تکثیر ژن مدنظر طراحی شود. بنابراین  degenerateپپتیدهای شناسایی شده برای هر پروتئین، پرایمرهای 

( بین پپتیدهای شناسایی شده و ژن مورد نظر بود تا مکان قرارگیری این alignmentترازی )اولین قدم انجام هم

روی ژن  3100تا  1300از نوکلئوتید  Cry1Hbدوازده پپتید مربوط به پروتیئن  ژن مشخص شود.پپتیدها روی 

توالی  وماًد پوشانی داشته باشند واین پپتیدها با هم هم اولاً  که بوداما هدف یافتن مکانی  .اندمربوطه قرار گرفته

 سویهموجود در  Cry1Haر مورد پروتئین د .به به ژن رفرنس داشته باشندمشا سوماً نوکلئوتیدی مشابه به هم و

IP-2 قرار سی بررمورد گیری این پپتیدها روی ژن مورد نظر . ابتدا مکان قرارنیز مانند پروتئین قبلی عمل شد

اطلاعات مربوط به آغازگرهای  .ندشتپوشانی داکه پپتیدها هم نداز مکانی از ژن انتخاب شدگرفت و آغازگرها 

برای تعیین  PCRآمده است. محصولات  4-3در جدول cry1Haو  cry1Hbهای ژنطراحی شده برای تکثیر 

 ارسال شدند. Stab Vidaتوالی به شرکت 
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 .cry1Hbو  cry1Haهای آغازگرهای طراحی شده برای تکثیر ژن -4 -3جدول 

Primer 
Target 

gene 
Primer sequence (5´ - 3´) (C°)m T  

Product 

size (bp) 
GC% 

E1-Hb-F cry1Hb GGGAATTTAGAGTTTCTCGAA 58.9 209 38.1 

E1-Hb-R ATGAATCATGGCGATGTT 58.8 38.9 

P2-Ha-F cry1Ha GATARATTAMAAGCGGATACGAAT 51.6 570 29.2 

P2-Ha-R TTCATAGACTGACGCATA 52.1 38.9 

P2-Ha-

R.deg 
GCTTYCATANGYTTCGTC 

52.5 38.9 

Y= C or T, R= A or G, M= C or G and N= any base. 

 

 cry1Gژن  -3-2-4

وجود پروتئین ، IEp سویهبود. در نتایج پروتئومیکس  cry1G سازی، ژنبرای همسانه ژن کاندید بعدی

Cry1G ژن  آغازگر اختصاصیبرای طراحی  .گزارش شدcry1Gهای خانواده ، ابتدا تمام هولوتایپCry11تراز، هم  

این ژن ناحیه متغیر است  5´انتهای  .شدند و نواحی حفاظت شده و نواحی متغیر در این خانواده ژنی مشخص شدند

تمامی اعضای خانواده ژنی . سپس، شد آغازگرها اقدام به طراحی در نتیجه از ناحیه متفاوت این ژن با سایر ژن

cry1G  که شاملcry1Ga ،cry1Gb  وcry1Gc  ،اختصاصی برای تمام اعضای  آغازگریشدند تا  ترازهمهستند

 6-3و  5-3مراز مطابق جدول ای پلیی حرارتی واکنش زنجیرهمخلوط واکنش و برنامه .این خانواده طراحی شود

 بررسی شد. NCBIهای دریافتی ویرایش و نتایج در یابی ارسال و توالیبرای توالی PCRمحصولات  آماده گشت.

 

 

                                                           
1 Align 
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 cry1Gتکثیر ژن مقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای  -5 -3جدول 

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 
Initial 

concentration 
Components 

1X 2.5 10X )210X reaction buffer (50 mM MgCl 
U/µl 0.04 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 
mM 0.4 1 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.4 1 µM 10 Forward primer 
µM 0.4 1 µM 10 Reverse primer 

ng/µl 4 1 ng/µl 100 Template DNA 
 17  Sterile bidistilled water 
 25  Total volume 

 

 cry1Gمراز برای تکثیر ژن ای پلیهای زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -6 -3جدول 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 
1 5 min 94 Initial denaturation 

 1 min 94 Denaturation 
35 45 sec 45 Annealing 
 90 sec 72 Extension 
1 10 min 72 Final extension 

 

 cry1Adژن  -3-2-5

 ژن ژن کاندید بعدی،در نتیجه، . گزارش شد IE-1 سویهدر نتایج پروتئومیکس  Cry1Adپروتئین 

cry1Ad  ،درصد وجود  95پپتید اختصاصی برای این ژن با حدود اطمینان بالای  29بود. طبق نتایج پروتئومیکس

ترازی هم ، پس ازسپس مشخص گشت. cry1Adابتدا مکان قرار گیری این پپتیدها در ژن  در نتیجه،. داشت

شد. مابقی مراحل مشابه آنچه پیشتر ژن طراحی  برای ایناختصاصی  آغازگری ،cry1خانواده ژنی  هایژنتمامی 

 توضیح داده شد، انجام گرفت.
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 cry1Iaژن  -3-2-6

، IE-1 ،AzLp ،IE-2ی سویه پنجدر  cry1I، ژن Btهای باکتری طبق نتایج تعیین محتوای ژنی سویه

IP-2  وIEp  باکتریBt .به  ی ژن تکثیر شده، مربوطنتایج تعیین توالی و بلاست نشان داد که قطعه وجود داشت

باز است که از جفت NCBI ،2965در بانک ژن  cry1Iaباشد. توالی نوکلئوتیدی کامل ژن می cry1Iaژن 

ی آغازگرجفت سه باشد. در نتیجه، ژن می CDSمربوط به توالی کد شونده یا  2514تا  355ی نوکلئوتید شماره

مخلوط واکنش مشابه . (7-3)جدول  طراحی شد cry1Iaنوکلئوتیدی  2160ژن کل برای تکثیر  پوشانی دارند،هم

-واکنش ی حرارتیکه پیشتر در بخش تعیین محتوای ژنی توضیح داده شده است، تهیه گشت. برنامه 3-2جدول 

روی ژل آگارز یک درصد مورد بررسی  PCRتنظیم شد. محصولات  8-3مراز مطابق جدول ای پلیهای زنجیره

 قرار گرفتند.

 cry1Iaآغازگرهای طراحی شده برای تکثیر کل ژن  -7 -3جدول 

Primer 

number 
Primer name Primer sequence (5´ - 3´)  (C°)m T  GC% 

First pair of 

primers 

Cry1I-33F AGAGCAACTTAATCAAGCAGAGA 61.1 39.2 

Cry1I-1246R TTGGGCTGTAGTTTTAATTGGA 62.1 36.4 

Second pair 

of primers 

Cry1I-866F CGCATTAGAATTGATGTTCGTTC 64.3 39.2 

Cry1I-2253R TCCAAGCACCATTGTGAATGTA 63.1 39.2 

Third pair of 

primers 

Cry1I-1883F TGAGCCAAATAGCATTACACAAA 63.1 34.8 

Cry1I-2957R TGATGAAAAGAAAAGCCCTCA 63.5 38.1 

 

 

 

 cry1Iaمراز برای تکثیر ژن ای پلیهای زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -8 -3جدول 
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Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 
1 1 min 96 Initial denaturation 

 1 min 96 Denaturation 
35 45 sec 56-58 Annealing 
 2 min 72 Extension 
1 10 min 72 Final extension 
 

ت ی مورد بررسی، مثبمراز برای جفت آغازگرهای دوم و سوم برای هر پنج سویهای پلیهای زنجیرهواکنشنتایج 

با  هدر نتیجتکثیر نگشت. این ژن  5´قسمت ابتدایی ژن یا انتهای ای با جفت آغازگر اول در بود اما هیچ قطعه

اقدام به تکثیر  توضیح داده شده، cry1Agطور که پیشتر در مورد ژن ، همانژنگان پیماییراه  کاستفاده از تکنی

نوکلئوتید از ژن مذکور تعیین شده  1945شد. توالی  Btباکتری  IE-1ی ، تنها در سویهcry1Iaقسمت ابتدایی ژن 

و  GSP1، لازم بود به سمت بالادست ژن حرکت شود، بنابراین آغازگرهای معکوس 5´انتهای بود، برای تکثیر 

GSP2  باشد. نوکلئوتید می 300حد فاصل بین دو آغازگر معکوس طراحی شده،  (.9-3طراحی شدند )جدول

 آماده گردید.  12-3و  11-3، 10-3 جداولهای اول و دوم مطابق PCRی حرارتی مخلوط واکنش و برنامه

 cry1Ia ژنگان پیماییآغازگرهای مورد استفاده در تکینک راه  -9 -3جدول 

Primer Target gene Primer sequence (5´-3´) (C°)mT 

Cry1Ia-GSP1 
cry1Ia TAGATTCAGCCCTGCCAATGATTCAGT 71.7 

Cry1Ia-GSP2 AAGTCGTACTTGTAAAACTTGGATGCG 67.5 
 

 ژنگان پیماییراه  PCRمقادیر و غلظت مواد مصرف شده در اولین  -10 -3جدول 

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 
Initial 

concentration 
Components 

1X 10 5X 5X KAPA HiFi reaction buffer  
U/µl 0.02 1 1U/µl taq KAPA HiFi hot start 
mM 0.8 4 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.2 1 µM 10 Adaptor primer (forward) 
µM 0.2 1 µM 10 GSP1 or GSP2 primer (reverse) 

ng/µl 4 2 ng/µl 100 Template DNA 
 31  Sterile bidistilled water 
 50  Total volume 

 PCR، اولین ژنگان پیماییمراز راه پلیای های زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -11 -3جدول 
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Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 

1 3 min 95 Initial denaturation 

 20 sec 98 Denaturation 

7 30 sec 72 (-1°C/cycle) Annealing 

 3 min 72 Extension 

 20 sec 98 Denaturation 

30 45 sec 65 Annealing 

 3 min 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 

 

 PCR دومین، ژنگان پیماییمراز راه ای پلیهای زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -12 -3جدول 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 

1 3 min 95 Initial denaturation 

 20 sec 98 Denaturation 

7 30 sec 70 (-1°C/cycle) Annealing 

 3 min 72 Extension 

 20 sec 98 Denaturation 

30 45 sec 63 Annealing 

 3 min 72 Extension 

1 10 min 72 Final extension 

 

یابی و اول و دوم روی ژل آگارز یک درصد، قطعات تکثیر شده توالی PCRپس از بررسی محصولات 

ی توالی ژن به دست آمده با به دست آمد. با مقایسه cry1Iaنوکلئوتیدی کل ژن توالی در نتیجه، . ویرایش شدند

 ,Prof. Neil Crickmore (University of Sussex، و از طریق مکاتبه با NCBIهای موجود در بانک ژن ژن

UK)های باکتری ، مسئول کمیته نامگذاری توکسینBt نام ،cry1Ia38  به ژن یافت شده در سویهIE-1 اطلاق ،

 گشت.
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 cry1Ia38 سازی ژنهمسانه -3-2-7

، شامل cry1Iaانتخاب شد. توالی کامل ژن  سازیبرای همسانه cry1Iaهای کاندید، ژن از میان ژن

 3162ی (، به اندازه1UTR ´and 5 ´3) 5´و  3´( و نیز نواحی ترجمه نشده انتهای CDSشونده ) رمزی ناحیه

سازی ژن همسانه برای .گردید ثبت MG584186با شماره دستیابی  NCBIدر بانک ژن یابی و توالی باز،جفت

cry1Ia38 استفاده شد. به این ترتیب که، قطعه ژن  3بیانی وکتورو سپس از یک  2سازیهمسانه وکتور، ابتدا از یک

 کتوروبودند، تکثیر و به  برشیهای مناسب برای آنزیمهای سازی که دارای جایگاهمورد نظر توسط آغازگرهای همسانه

زی جدا سای مورد نظز از وکتور همسانهو جوش، قطعه یهای برش. سپس، با استفاده از آنزیمشدسازی منتقل همسانه

 منتقل گردید.  در وکتور بیانو 

 وکتورانتخاب  -3-2-7-1

و  (3-3)شکل  4Teasy-pGEM تی، به نام سازیهمسانه وکتور ز، اcry1Ia38سازی ژن برای همسانه

های تی، ایجاد انتهاهای چسبنده برای وکتورهای از ویژگیاستفاده شد.  (4-3)شکل  (+)5pET30aبیانی وکتور

-هایی خطی با یک رشتهوکتور، pGEM-Teasyهای وکتورباشد. می PCRسازی آسان قطعات حاصل از همسانه

)تیمیدین( در محل اتصال، از طریق ممانعت از  6ی تیهستند. انتهای چسبنده 3´ی تیمیدین در هر دو انتهای 

، کارایی الحاق PCRو فراهم آوردن انتهای چسبنده مناسب برای قطعات حاصل از  وکتورحلقوی شدن مجدد 

برای  SP6و  T7 7اندازهای، راهTeasy-pGEM وکتوردهد. سازی افزایش میرا در همسانه PCRمحصولات 

 9سازی چندگانهی همسانه، در ناحیه8گالاکتوزیداز-ای برای آنزیم بتای کد شوندهچنین ناحیهمراز و همار.ان.ای پلی

یب، در های نوترکسازی، درون پپتیدآلفا، کلنیی همسانهدارد. بنابراین به دلیل الحاق قطعه دی.ان.ای به ناحیه

های آبی/سفید، قابل تشخیص هستند. گری کلنیریق غربال، از طX-Gal-IPTGمحیط کشت حاوی معرف 

                                                           
1 Untranscribed Region 
2 Cloning Vector 
3 Expression Vector 
4 Promega, Wisconsin, USA 
5 Novagen, USA 
6 T-Overhangs 
7 Promoter 
8 Β-Galactosidase 
9 Multiple Cloning Site 
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-Sو  His-Tag هایتوالی جفت بازی است که در انتهای آمینی 5421، یک پلاسمید (+)pET30aبیانی  وکتور

Tag، هایچنین جایگاه برش برای آنزیمو هم thrombin  وenterokinase در انتهای کربوکسیلی علاوه،، بهدارد 

-مورد استفاده در همسانه برشیهای های مورد استفاده، آنزیموکتورقرار دارد. بعد از انتخاب His-Tag نیز، توالی 

های برشی که جایگاه اثر روی قطعه ژن دارند، با استفاد از سازی تعیین شد. بدین ترتیب که، فهرستی از آنزیم

سازی سانهبیانی و هم وکتورهای برش موجود در تهیه و با جایگاه1NEBcutter (Version 2.0 )افزار آنلاین نرم

 نداشته باشد. cry1Ia38انتخابی جایگاه برشی در ژن  برشیبا این هدف که، آنزیم  (.8-3مقایسه گردید )شکل 

و قطعه مشترک هستند از  وکتوربین  NdeIو  XhoI ،HindIII برشی سه آنزیمنتیجه این مقایسه نشان داد که، 

و  cry1Ia38 ،BamHIسازی ژن انتخابی برای همسانه برشیهای آنزیم .نشداین رو از این سه آنزیم استفاده 

SalI .بودند 

                                                           
1 Http://Nc2.Neb.Com/Nebcutter2/ 
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: توالی نوکلئوتیدی Bو  وکتور: تصویر حلقوی pGEM-Teasy .Aسازی همسانه وکتورنقشه  -3 -3شکل 

 (.www. promega.comسازی )مکان همسانهطرفین 
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ی و تصویر پایین توالی نوکلئوتید وکتورتصویر بالا فرم حلقوی  .(+)pET30aبیانی  وکتورنقشه  -4 -3شکل 

 (.www.addgene.org)دهد سازی را نشان میطرفین مکان همسانه

 

http://www.addgene.org/
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مورد  cutterNEB افزارنرمدر  ،1هضم دوتایی های برشی کاندید برای انجامسازگاری آنزیم ،سپس

جایگاه برشی برای دو آنزیم  ،برشیهای بعد از حصول اطمینان از سازگار بودن آنزیمبررسی قرار گرفت. 

Thrombin  وEnterokinaseای پروتئین حاصل از ژن ، روی توالی اسیدآمینهcry1Ia38 .قبل  نیز بررسی شد

سازی به صورت شبیه (+)pET-30aدر حامل بیانی  cry1Ia38سازی سازی کلیه مراحل همسانهاز شروع همسانه

 سازی شد.شبیه SnapGene Viewerو  Clone Managerافزار ( در دو نرمin silicoای )رایانه

 سازیبرای همسانه cry1Ia38آغازگر و تکثیر ژن طراحی  -3-2-7-2

های برش برای یک جفت آغازگر با در نظر گرفتن جایگاه سازی،برای همسانه cry1Ia38به منظور تکثیر ژن 

-3ژن مورد نظر قرار دارند، طراحی شد )جدول  3´و  5´به ترتیب در انتهای  SalIو  BamHIهای برشی آنزیم

13.)  

 سازیبرای همسانه cry1Ia38آغازگرهای مورد استفاده در تکثیر ژن  -13 -3جدول 

Primer )´3-´(5 *Primet sequene  (C°)m T GC% 

Ia38-F ATGAAACTAAAGAATCAAGATGGATCC 64.2 33.4 
Ia38-R CTACATGTTACGTTACGCTCAATCGTCGAC 64.8 44 

 د.باشمی برشیهای جایگاه برشی آنزیم رو و معکوس، مربوط بههای مشخص شده در آغازگرهای پیشبخش  *

باز، پس از طراحی آغازگر، مخلوط واکنش جفت 2100، به طول cry1Ia38ی ژن ی کد شوندهتکثیر صرفاً ناحیه برای

 تهیه شد. 15-3و  14-3مراز، مطابق جداول ای پلیی حرارتی واکنش زنجیرهو برنامه

 PCRدر  cry1Ia38تکثیر کامل ژن مقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای  -14 -3جدول 

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 
Initial 

concentration 
Components 

1X 10 10X )210X reaction buffer (50 mM MgCl 
U/µl 0.02 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 
mM 0.4 2 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.2 1 µM 10 Forward primer 
µM 0.2 1 µM 10 Reverse primer 

ng/µl 4 2 ng/µl 100 Template DNA 
 33  Sterile bidistilled water 
 50  Total volume 

                                                           
1 Double digestion 
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 cry1Ia38مراز تکثیر کامل ژن ای پلیهای زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -15 -3جدول 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 
1 5 min 94 Initial denaturation 

 1 min 91 Denaturation 
35 45 sec 59 Annealing 
 2 min 72 Extension 
1 10 min 72 Final extension 

 

،  1extractionIBI scientific DNA سازی، با کیت استخراجقبل از استفاده برای همسانه PCRمحصولات 

 سازی آماده گردید.همسانه وکتورسازی شدند و قطعه ژنی برای انتقال به پاک

 

 pGEM-Teasy وکتور -3-2-7-3

pGEM-سازی تی، به نامهمسانه وکتوربیانی از یک  وکتوربه  cry1Ia38ی ژنی قبل از انتقال قطعه

 2Teasy بازی حاصل از تکثیر کل ژن جفت 2100ی استفاده شد. برای الحاق قطعهcry1Ia38 وکتور، به 

)آدنین( به هر دو انتهای قطعات تکثیر یافته، اضافه گردید. برای اضافه کردن دم پلی  Aسازی تی، دم پلی همسانه

A  به انتهای صاف قطعات تکثیر شده درPCRبه مدت  ،16-3جدول سازی مطابق ، مخلوط واکنش، بعد از آماده

 درجه سلسیوس نگه داشته شد. 72دقیقه در دمای  30

 cry1Ia38 ، به انتهای صاف ژنAافزودن دم پلی مقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای  -16 -3جدول 

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 
Initial 

concentration 
Components 

1X 1 10X )2reaction buffer (50 mM MgCl10X  
U/µl 0.02 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 
mM 0.4 2 mM 10 dATPs mix 

ng/µl 25 5 ng/µl 50 PCR product 
 1  Sterile bidistilled water 
 10  Total volume 

                                                           
1 Dubuque, Iowa, USA 
2 Promega, Wisconsin, USA 
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مطابق جدول  واکنش الحاق، با تهیه مخلوط Teasy-pGEM وکتور، به Aدارای دم پلی  PCRمحصول  1الحاق

 درجه سلسیوس( به مدت یک ساعت نگه داشته شد. 25انجام گرفت. مخلوط آماده شده، در دمای محیط ) 3-17

 .pGEM-Teasy وکتورمقادیر و غلظت مواد مصرف شده در واکنش الحاق  -17 -3جدول 

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 
Initial 

concentration Component 

1X 5 2X 2X ligation buffer 
0.1 U/µl 1 U/µl 1 T4 DNA lagase 

ng/µl 2.5 0.5 ng/µl 50 pGEM-Teasy vector 
ng/µl 10 2 ng/µl 50 Purified PCR product with poly-A tail 
- 1.5 - Sterile bidistilled water 

 10  Total volume 

 

های ی ژنی مور نظر، به درون سلولحاوی قطعه pGEM-Teasy وکتورپس از انجام واکنش الحاق، 

های با روش شوک حرارتی با استفاده از سلول 2سازیمستعد که توانایی همانندسازی دارند، وارد شد. تراریخت

استفاده  سازیهمسانهتنها برای  DH10β های مستعدانجام گرفت. از سلول E. coliاز باکتری  DH10βمستعد 

میکرولیتر  100میکروتیوب حاوی دو  های مستعد به این ترتیب انجام شد که،به دورن سلول وکتورشود. انتقال می

 3قطعهحاوی  مخلوط واکنش الحاقدرجه سلسیوس خارج و دو میکرولیتر از  -80از فریزر  DH10βهای از سلول

یقه روی ها بیست دق. سپس سلولگردیدها به صورت جداگانه اضافه تیوبمیکروبه  ،(عنوان شاهدبهقطعه )و بدون 

میکرولیتر  800. به هر میکروتیوب قرار گرفتنددرجه سلسیوس و مجدداً دو دقیقه روی یخ  42ثانیه در دمای  90یخ، 

 180با دور درجه سلسیوس در شیکر انکوباتور  37اضافه شد و به مدت یک ساعت در دمای  LBمحیط کشت 

 میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری در ظروف پتری حاوی محیط کشت 100. سپس، نگهداری شدند دور در دقیقه

LB آمپیبیوتیک آنتی همراه با( سیلینµg/ml 100 و معرف )X-Gal-IPTG  منتقل و به مدت یک شب در دمای

د رنگ رشد های سفیهای نوترکیب، از کلنیبرای بررسی تراریخت شدن کلنی درجه سلسیوس نگهداری شدند. 37

های انتخابی ابتدا زیرکشت تهیه شد و سپس برای کلنی به صورت تصادفی انتخاب شدند. از کلنی 16کرده، 

                                                           
1 Ligation 
2 Transformation 
3 Insert 
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، مورد استفاده Teasy-pGEM وکتور، برای تأئید الحاق دی.ان.ای تکثیری در 1مرازای پلیهای زنجیرهواکنش

لیتری ریخته میلی 5/1های میکرولیتر آب مقطر استریل، در میکروتیوب 30که، مقدار قرار گرفت. به این ترتیب 

شد. با نوک یک تیپ استریل، یک تک کلنی از روی محیط کشت برداشته و به آب مقطر درون میکروتیوب اضافه 

دقیقه با دور  درجه سلسیوس نگه داشته، و سپس، به مدت یک 100ها به مدت ده دقیقه در دمای شد. میکروتیوب

ای ای زنجیرههسانتریفیوژ شدند. از رونشین به دست آمده، سه میکرولیتر برداشته و در واکنش دور در دقیقه 14000

چنین ، آغازگرهای مربوط به قطعه تکثیر شده و همPCRمراز استفاده گردید. آغازگرهای مورد استفاده در این پلی

 19-3و  18-3مراز مطابق جداول ای پلیی حرارتی و مخلوط واکنش زنجیرهبودند. برنامه وکتورآغازگرهای خود 

 تنظیم شد. 

 PCRوسیله های نوترکیب بهگری کلونیغربالمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای  -18 -3جدول 

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 10 10X )210X reaction buffer (50 mM MgCl 

U/µl 0.02 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 
mM 0.4 2 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.2 1 µM 10 Forward primer (T7 or Ia38-F) 
µM 0.2 1 µM 10 Reverse primer (SP6 or Ia38-R) 
- 2 - Template DNA 

 33  Sterile bidistilled water 

 50  Total volume 

 

 های نوترکیبگری کلونیغربالبرای مراز ای پلیهای زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -19 -3جدول 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 
1 5 min 95 Initial denaturation 

 1 min 94 Denaturation 
30 30 sec 50 Annealing 
 3 min 72 Extension 
1 10 min 72 Final extension 

                                                           
1 Clony PCR 
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مراز روی ژل آگارز یک درصد مورد بررسی قرار گرفت و درصورت تکثیر ای پلیمحصول واکنش زنجیره

بیوتیک حاوی آنتی LBلیتر از محیط مایع قطعه دی.ان.ای مورد نظر، کلنی باکتریایی مربوطه در چهار میلی

نگه  دور در دقیقه 180درجه سلسیوس با دور  37(، کشت و به مدت یک شب در دمای µg/ml 100سیلین )آمپی

،  با استفاده از کیت استخراج پلاسمید DH10βهای باکتریایی های حاوی الحاق موجود در سلولوکتورداشته شد. 

1NucleoSpin Plasmid شرکت سازنده، استخراج شدند. بعد از تعیین غلظت  و با توجه به دستورالعمل

 30، به مدت SalIو  BamHI برشیهای پلاسمیدهای استخراج شده با نانودراپ، هضم دوتایی با استفاده از آنزیم

برای توقف واکنش هضم، مخلوط تهیه شده به  (.20-3درجه سلسیوس انجام گرفت )جدول  37دقیقه در دمای 

درجه سلسیوس نگه داشته شد. محصولات حاصل از هضم آنزیمی روی ژل آگاروز  65دقیقه در دمای  10مدت 

و  pGEM-Teasy وکتورهایی که دو باند مربوط به یک درصد مورد بررسی قرار گرفتند. توالی نوکلئوتیدی، کلنی

 یح روی ژل داشتند، به دست آمد. ی صحبا اندازه cry1Ia38ژن 

  pGEM-Teasyنوترکیب  وکتورهضم آنزیمی مقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای  -20 -3جدول 

Final 

concentration 
Used volume 

(µl) 
Initial 

concentration Component 

1X 10 10X 10X Fast digestion buffer 
U/µl 0.02 2 1U/µl BamHI restriction enzyme 
U/µl 0.02 2 1U/µl SalI restriction enzyme 

ng/µl 30 15 ng/µl 200 Recombinant vector 
- 71 - Sterile bidistilled water 

 100  Total volume 

 

ی ژنی از ژل مربوط به قطعه باند، cry1Ia38حاوی ژن  pGEM-Teasy وکتورپس از هضم آنزیمی 

برای  cry1Ia38استخراج شد. ژن  NucleoSpin Gel and PCR clean-up kitآگارز جدا و با استفاده از کیت 

 آماده گردید. (+)pET-30aبیانی  وکتورانتقال به 

 

                                                           
1 MACHEREY-NAGEL, Germany 
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  (+)pET-30a بیان وکتور -3-2-7-4

 BamHI برشیهای بیانی مورد استفاده توسط آنزیم وکتور، (+)pET-30aی ژنی به قبل از انتقال قطعه

تهیه گشت  21-3، مخلوط واکنش مطابق جدول (+)pET-30a وکتوربرش داده شد. برای هضم دوتایی  SalIو 

 65دقیقه در دمای  10درجه سلسیوس و برای توقف واکنش هضم به مدت  37دقیقه در دمای  30به مدت  و 

 درجه سلسیوس نگه داشته شد.

  (+)pET-30a وکتورهضم دوتایی مقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای  -21 -3جدول 

Final 

concentration 
Used volume 

(µl) 
Initial 

concentration Component 

1X 10 10X 10X Fast digestion buffer 
U/µl 0.02 2 1U/µl BamHI restriction enzyme 
U/µl 0.02 2 1U/µl SalI restriction enzyme 

ng/µl 10 50 ng/µl 20 Recombinant vector 
- 36 - Sterile bidistilled water 

 100  Total volume 

 

، وکتورحلقوی شدن مجدد از ، برای جلوگیری (+)pET-30a وکتوربعد از هضم آنزیمی و خطی شدن 

  ×10میکرولیتر از بافر  10دفسفوریله شد. به این ترتیب که،  وکتور، دو سر 1قلیایی با استفاده از آنزیم فسفاتاز

 وکتور، غلظت مورد نظر از (Roche, Basel, Switzerland) قلیایی ، با یک واحد از آنزیم فسفاتازدفسفریلاسیون

مدت چهار مخلوط تهیه شده به میکرولیتر رسانده شد.  100خطی شده مخلوط و با آب مقطر استریل به حجم 

درجه سلسیوس، نگه  65درجه سلسیوس و برای توقف واکنش، به مدت ده دقیقه در دمای  37ساعت در دمای 

 داشته شد.

، با (+)pET-30aی خطی و دفسفوریله شده وکتوری ژنی استخراج شده از ژل آگارز به الحاق قطعه

 22-3(، مطابق جدول Promega Biosciences, Wisconsin, USAدی.ان.ای لیگاز ) T4استفاده از آنزیم 

به قطعه یک به سه، به مدت یک شب در دمای چهار درجه  وکتورانجام گرفت. مخلوط تهیه شده با نسبت 

                                                           
1 Alkaline phosphatase 
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درجه سلسیوس به مدت ده دقیقه، غیر فعال گشت.  65سلسیوس نگه داشته شد. واکنش الحاق با تیمار حرارتی 

توضیه داده شده  pGEM-Teasyسازی همسانه وکتورپیشتر درمورد  نوترکیب، مطابق آنچه وکتورسازی تراریخت

، که برای بیان E. coliاز باکتری  BL21های مستعد بود، انجام گرفت. با این تفاوت که در این مرحله از سلول

ای ای زنجیرههسازی موفق، از طریق واکنشپروتئین مناسب هستند، استفاده شد. مطابق بخش قبل، تأئید همسانه

و هضم دوتایی پلاسمید نوترکیب استخراج شده از  LBهای باکتریایی رشد کرده روی محیط جامد مراز کلنیپلی

، انجام شد. پلاسمید مربوط به سه کلنی باکتریایی مثبت، برای تعیین توالی با سه آغازگر BL21باکتری 

 ارسال گشت. StabVida(، به شرکت وکتوررو رو و معکوس قطعه ژن و پیش)آغازگرهای پیش

 .(+)pET-30a وکتورمقادیر و غلظت مواد مصرف شده در واکنش الحاق  -22 -3جدول 

Final 

concentration 
Used volume 

(µl) 
Initial 

concentration 
Component 

1X 10 2X 2X ligation buffer 
U/µl 0.1 1 1U/µl T4 DNA ligase 
ng/µl 2.5 5 ng/µl 10 pET-30a(+) vector 

ng/µl 3 3 ng/µl 20 cry1Ia38 gene 
- 1 - Sterile bidistilled water 

 20  Final volume 

 

تفاوت  cry1Ia38با ژن  346سازی شده در نوکلئوتید شماره یابی نشان داد که، ژن همسانهنتایج توالی

 یدارد، به این ترتیب که به جای نوکلئوتید آدنین، نوکلئوتید گوانین وجود دارد. این تفاوت منجر به تغییر اسیدآمینه

گزین زایی هدفمند، نوکلئوتید آدنین باید جایشود. در نتیجه، با استفاده از تکنیک جهشایزولوسین به والین می

 شد.نوکلئوتید گوانین می

 1ایی هدفمندزجهش -3-2-8

ی ازایی هدفمند برمبنای واکنش زنجیرهسازی شده، با روش جهشتغییر توالی نوکلئوتیدی ژن همسانه

با استفاده از آغازگری که جهش مورد نظر  PCRمراز انجام گرفت. در این روش، تغییر نوکلئوتید با انجام یک پلی

                                                           
1 Site-directed mutagenesis (SDM) 
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، طراحی مناسب آغازگر PCRی زایی هدفمند بر پایهجهشی مهم در پذیرد. نکتهدر آن وارد شده است، صورت می

مراز و با ای پلیپلاسمید مورد نظر با واکنش زنجیره (،5-3باشد. اساس کار به این ترتیب است که )شکل می

تحت شرایط بهینه،  DpnI برشیشود. سپس، با استفاده از آنزیم استفاده از آغازگرهای طراحی شده، تکثیر می

با جایگاه شناسایی  DpnIگردند. آنزیم ی مادری که حاوی نوکلئوتید اشتباه هستند، هضم و حذف میپلاسمیدها

GATCبرداری در کند. متیله شدن دی.ان.ای در زمان نسخه، قطعاتی از دی.ان.ای را که متیله نشده، هضم می

افتد. در نتیجه، قطعات دی.ان.ای می(، اتفاق E. coliی مورد استفاده از باکتری سیستم زنده )در اینجا در سویه

شوند. به این ترتیب پلاسمیدهای مادری که هضم نمی DpnIو توسط آنزیم  ، متیله نشدهPCRتکثیر شده در 

ی دههای تکثیر شگردند. سپس، تعداد زیادی از نسخهتوالی نوکلئوتیدی اشتباه یا غیر هدف دارند، حذف می

شود. می رمونسف)غیر بیانی(، تر DH5αو  DH10βمستعد، مانند  هایدرون سلول PCRپلاسمید توسط 

شوند. در صورت اعمال صحیح جهش مورد نظر در توالی یابی میپلاسمیدهای تراریخت شده، استخراج و توالی

 شوند.می منتقل(، BL21های مستعد بیانی )نوکلئوتیدی، پلاسمید نوترکیب تهیه شده، به درون سلول

 

مراز ای پلیزایی هدفمند بر مبنای واکنش زنجیرهطرحی شماتیک از مراحل انجام جهش -5 -3شکل 

(www.agilent.com.) 

http://www.agilent.com/


 نژادآیدا خرم  Btهای ایرانی باکتری سازی ژن جدید احتمالی در سویه: ردیابی و همسانهسوم فصل 

 

111 
 

 زایی هدفمندطراحی آغازگر برای جهش -3-2-8-1

مراز، شرایط ای پلیمبنای واکنش زنجیرهزایی هدفمند بر در طراحی آغازگر مناسب برای انجام جهش

 زیر در نظر گرفته شد:

 ، هر دو آغازگر قرار داده شد.3´پوشان در انتهای حداقل هشت نوکلئوتید غیر هم -

 پوشانی داشتند.هم 5´جفت آغازگرها در انتهای  -

کلئوتیدی و شش تا هشت نو 5´ی چهار نوکلئوتیدی نسبت به انتهای جهش مورد نظر، حداقل با فاصله -

 قرار داده شد. 3´نسبت به انتهای 

 درجه سلسیوس تعیین گشت. 75دمای ذوب جفت آغازگرها بیش از  -

 باز انتخاب گردید.جفت 45تا  25طول آغازگرها بین  -

 در نظر گرفته شد. 5´و  3´حداقل یک نوکلئوتید سیتوزین یا گوانین در انتهای  -

زایی هدفمند بر مبنای واکنش زگر برای انجام جهشبا در نظر گرفتن شرایط مشروحه، یک جفت آغا

 آمده است.  23-3مراز طراحی شد که اطلاعات مربوط به آغازگرهای طراحی شده در جدول ای پلیزنجیره

 رازمای پلیزایی هدفمند بر مبنای واکنش زنجیرهآغازگرهای مورد استفاده برای انجام جهش -23 -3جدول 

Primer )´3-´(5 *Primer sequence 
**(C°) 

mT 

Primer 

length 

(bp) 

G346A-F TATCAACTTATGCAAGAAATAAAGCACTTACAGACAAAAA 70.3 40 

G346A-R TTTTTGATTAATAATCTCTTCTACATGTTCTGCATAAGTTGATA 69.3 44 

 دهند.ی اعمال جهش را نشان مینوکلئوتیدهای مشخص شده در آغازگرها، نقطه *
محاسبه شده است و با دمای ذوب معمول  Sigma Aldrichسایت دمای ذوب ذکر شده در جدول توسط وب**

 زایی هدفمند متفاوت است.برای آغازگرهای تکنیک جهش
 

 مراز برای تکثیر پلاسمید جهش یافتهای پلیانجام واکنش زنجیره -3-2-8-2

مطابق  ،مراز برای تکثیر پلاسمید جهش یافتهای پلیواکنش زنجیرهمخلوط واکنش و برنامه حرارتی 

 وکتورباز دارد. برای تکثیر این جفت cry1Ia38 ،7569نوترکیب حاوی ژن  وکتورتهیه شد.  25-3و  24-3جداول 
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مراز، با غلظت کمتری از دی.ان.ای ای پلیاستفاده شد. واکنش زنجیره KAPA HiFiمراز از آنزیم دی.ان.ای پلی

 الگو و آغازگرها انجام گرفت. 

مراز تکثیر پلاسمید جهش ای پلیواکنش زنجیرهمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای  -24 -3جدول 

 .یافته

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 

Initial 

concentration 
Components 

1X 5 5X 5X KAPA HiFi reaction buffer  

U/µl 0.04 1 1U/µl taq KAPA HiFi hot start 
mM 0.3 0.75 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.3 0.75 µM 10 Forward primer 
µM 0.3 0.75 µM 10 Reverse primer  

ng/µl 50 0.5 ng/µl 100 Template plasmid 
- 16.75 - Sterile bidistilled water 

 25  Total volume 

 

 مراز تکثیر پلاسمید جهش یافتهای پلیزنجیره برنامه حرارتی واکنش -25 -3جدول 

Number of cycle Time Temperature (°C) Cycle step 
1 3 min 95 Initial denaturation 

 20 sec 98 Denaturation 
16 30 sec 60 Annealing 
 6 min 72 Extension 
1 15 min 72 Final extension 

 

 حذف پلاسمیدهای مادری -3-2-8-3

های پلاسمید شده، تکثیربه محصولات  DpnIمراز، با افزودن آنزیم ای پلیزنجیره بعد از اتمام واکنش

باقی ماندند. به این ترتیب که مخلوط هضم آنزیمی با اضافه  جهش یافته مادری حذف شدند و تنها پلاسمیدهای

، تهیه گشت. PCRبه محصولات  10Xو دو میکرولیتر از بافر  U/µl 1با غلظت  DpnIکردن یک واحد از آنزیم 

درجه  80درجه سلسیوس، سپس پنج دقیقه در دمای  37مخلوط تهیه شده، ابتدا به مدت ده دقیقه در دمای 

 هایت دو دقیقه روی یخ نگه داشته شد. سلسیوس و در ن
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 کردن وکتور نوترکیب رمونسفتر -3-2-8-4

تراریخت شدند. سپس، با انجام واکنش  DH10βهای مستعد پلاسمیدهای به دست آمده، ابتدا به سلول

تیدها به شرکت یابی نوکلئوی ژنی تکثیر و برای توالیهای باکتریایی به دست آمده، قطعهمراز کلنیای پلیزنجیره

StabVida  ارسال شد. پس از حصول اطمینان از بروز جهش در نوکلئوتید مورد نظر، پلاسمیدهای نوترکیب جهش

های سلولدرصد، برای نگهداری  20و  50ی گلیسرولی ذخیره شدند. منتقل BL21های مستعد یافته، به سلول

BL21 ی پروتئین نوترکیب بیان کنندهCry1Ia38،  تهیه  درجه سلسیوس -80و   -20به ترتیب در دماهای

 گشت.

 نتایج و بحث -3-3
 

ه سازی، با توجه بکاندید برای همسانههای پروتئین تر بدان اشاره شد، فهرستی ازطور که پیشهمان

های کاندید، تهیه گشت. ژن ،PCRو نتایج  LC/MS-MSهای بر اساس گزارش های ردیابی شده،جدید بودن ژن

نتایج مربوط به ردیابی هر ژن کاندید بودند.  cry1Iaو  cry1Ag ،cry1Ha ،cry1Hb ،cry1G، cry1Ad شامل؛

 باشد.به شرح زیر می

 cry1Agژن  -3-3-1

ی ای سویهههای شناسایی شده در کریستالبر اساس نتایج حاصل از پروتئومیکس، در فهرست پروتئین

IE-1  از باکتریBt پروتئینی به نام ،Cry1Agکشی این ، وجود داشت. با توجه به اینکه، روی فعالیت حشره

جسام سازی در نظر گرفته شد. در اعنوان کاندید مناسبی برای همسانهپروتئین، پژوهشی صورت نگرفته بود، به

از ناسایی شده بود. ، شCry1Agپپتید با طول بیش از شش اسیدآمینه، منسوب به  IE-1 ،808ی کریستالی سویه

منحصر به ، درصد 95اطمینان بالای با حدود  توالی پپتیدی 491 ی این پروتئین،میان پپتیدهای شناسایی شده

طور اختصاصی با ، به26-3باشد، که از آن بین، دو توالی پپتیدی مشخص شده در جدول می بدون تکرار وفرد 

دهد ، نشان میblastpو  tblastnهای بود. نتایج بلاست Cry1Agدرصد، متعلق به پروتئین  99حدود اطمینان 
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، به ترتیب متعلق به پروتئین AF081248.1 و Q9S515.1 یابیدست هایشمارهبا  یمورد بررس یدیقطعات پپتکه 

 .هستند cry1Agو ژن 

 درصد. 99، با حدود اطمینان Cry1Agاطلاعات و توالی پپتیدهای منسوب به پروتئین  -26 -3جدول 

Sequence 
Contribution 

3value Protein name 
Accession 

number 
2Coverage% 1Rank 

LSHVPMLSQAAGAVY

TLR 
2 

Pesticidal 

crystal protein 

Cry1Ag 
sp|Q9S515| 71.6 126 

GWRGSHDITIQGGDDV

FK 
0.267 

Pesticidal 

crystal protein 

Cry1Ag 
sp|Q9S515| 71.6 126 

 

های باکتری پروتئین( در کریستال 303های شناسایی شده )رتبه پروتئین شناسایی شده، در میان کل پروتئین (1
Bt IE-1. 

 .Cry1Agی منسوب به پروتئین ، توسط کل پپتیدهای شناسایی شدهCry1Ag( درصد پوشش پروتئین 2

 اختصاصی بودن یک پپتید برای یک پروتئین.( ارزش مشارکتی، ارزشی است بین صفر و دو، به مفهوم 3
 

 

 cry1Ag، روی توالی کامل ژن Cry1Agی نقشه پراکندگی پپتیدهای منسوب به پس از تهیه

مراز انجام گرفت. ای پلیهای زنجیرهآغازگرهای عمومی و اختصاصی برای تکثیر کل ژن، طراحی شد و واکنش

را پوشانده  cry1Agدرصد از ژن  6/71، روی Cry1Agتوالی پپتیدی پروتئین  808بر اساس نتایج به دست آمده، 

ن افزار بلاست بانک ژترازی پپتیدها در نرمبودند، محل قرار گرفتن این پپتیدها در طول ژن با استفاده از هم

NCBI .مشخص گردید ، 

استفاده گشت. پوشانی دارند، چهار جفت آغازگری که هم از cry1Ag یبازفتج 3859ژن برای تکثیر 

که به جای دی.ان.ای الگو، آب به مخلوط واکنش اضافه  -conبهره جسته شد؛  PCRاز دو شاهد منفی در این 

 باشد. شاهد مثبت برای انجام این واکنشمی cry1Ag، که فاقد ژن Btاز باکتری  HD-1ی شده بود و سویه

ی مورد مطالعه، بررسی گشت. بر ، در هر هفت سویهcry1Agمراز، در دسترس نبود. تکثیر ژن ای پلیزنجیره

(. 6-3ای تکثیر نشد )شکل اساس نتایج به دست آمده، با استفاده از اولین جفت آغازگر طراحی شده، هیچ قطعه
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، با استفاده از جفت آغازگرهای Btهای باکتری سویه، نیز مانند سایر HD-1نکته قابل توجه آنکه، برای شاهد منفی 

 ی صحیح تکثیر یافت.ای با اندازهدوم، سوم و چهارم، قطعه

 

؛ قطعات تکثیر A. تصویر cry1Agمراز برای تکثیر ژن ای پلیهای زنجیرهی واکنشنتیجه -6 -3شکل 

؛ قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگرهای سوم و Bشده توسط جفت آغازگرهای اول و دوم، و تصویر 

 دهد.چهارم، را نشان می

، با استفاده از HD-1و  IE-1های های نوکلئوتیدی قطعات ژنی تکثیر شده در سویهبر اساس توالی

باز حاصل شد. نتایج بلاست این دو توالی اجماع نشان داد جفت 2824، توالی اجماع با طول Geniousافزار نرم

تکثیر  cry1A، بخشی از ژن IE-1ی ، و در مورد سویهcry1Aa، بخشی از ژن HD-1ی مرجع که در مورد سویه

درصد تطابق(، دلیل تکثیر قطعات  97، )cry1Agو  cry1Aaچنین شباهت زیاد دو ژن شده بود. این موضوع و هم

دی ، توالی نوکلئوتیژنگان پیماییراه  در ادامه، با استفاده از تکنیککند. را مشخص می HD-1ی ویهژنی در س

طور که گشت. همانتکثیر نشده بود، مشخص  ،های طراحی شدهآغازگرکه توسط  cry1Agقسمت ابتدایی ژن 

ژنومی با کیفیت، خلوص و غلظت  در قسمت مواد و روش به تفصیل شرح داده شده است، در قدم اول؛ دی.ان.ای

ای هبا استفاده از آنزیم و هر کدام به طور کاملتهیه  دی.ان.ایمتفاوتی از  هایسهمسپس؛  .تهیه گردید زیاد

 ییهتهاز  پس. آماده گردید های ژنومیکتابخانهشدند و کنند، هضم مختلف که انتهای صاف ایجاد می برشی

-3مراز انجام گرفت )شکل ای پلیاولین واکنش زنجیره ،StuIو  DraI ،EcoR V ،PvuIIهای ژنومی کتابخانه
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واکنش ، با حرکت روی ژن به سمت بالادست ژن، دومین PCR(. با استفاده از محصولات اولین A، تصویر 7

 (. B، تصویر 7-3مراز انجام شد )شکل ای پلیزنجیره

 

در تکنیک  cry1Ag( برای تکثیر ژن B( و دوم )Aمراز اول )ای پلیهای زنجیرهواکنشی نتیجه -7 -3شکل 

ی ژنومی از آب شاهد منفی که به جای کتابخانه؛ -conی مارکر، ؛ نشان دهندهM. حرف پیماییژنگانراه 

 باشد.های ژنومی تهیه شده، می؛ کتابخانهStuIو  DraI ،EcoR V ،PvuII استفاده شده است،

و  DraIی ژنومی (، در کتابخانهGSP1)اختصاصی شماره یک  با استفاده از آغازگر، PCR اولین در

EcoR V،در دومین  ، قطعاتی تکثیر گشت. سپسPCR  با استفاده از محصولاتPCR  اختصاصی  آغازگرقبلی و

ی رفت، که قطعهمشاهده شد. انتظار می StuIو  DraI ،EcoR Vهای (، باندهایی در کتابخانهGSP2)دو شماره 

تری نسبت به اولین محصول داشته باشد، زیرا ی کوچکمراز، اندازهای پلیتکثیر شده در دومین واکنش زنجیره

 آغازگر تر است وبه قسمت ناشناخته ژن نزدیک GSP2و آغازگر باشد، جهت حرکت به سمت بالادست ژن می

GSP1 ی قطعات تکثیر شده، در دو در فاصله دورتری قرار دارد. با توجه به اندازهناخته نسبت به بخش ناشPCR 

 ی تکثیرای صحیحی برخوردار هستند. قطعه، از نسبت اندازهDraIی ژنومی متوالی، قطعات تکثیر شده در کتابخانه

باز، طول دارد. جفت PCR ،1500باز و در دومین جفت 2000، حدوداً DraIی ژنومی کتابخانه PCRشده در اولین 

دهد، که ژن مورد ، نشان میDraIی ژنومی در کتابخانه PCRی تعیین توالی قطعات تکثیر شده در هر دو نتیجه
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نظر به طور کامل تکثیر گردیده است. نتایج بلاست توالی اجماع به دست آمده، حاکی از آن بود که ژن تکثیر شده، 

به جای ژن  cry1Aaمطابقت دارد. در نتیجه، ژن  cry1Agدرصد با ژن  94و  cry1Aaدرصد با ژن  100

cry1Agی ، تکثیر شده بود. بر اساس نتایج پروتئومیکس و تعیین محتوای ژنی سویهIE-1 هر دو پروتئین ،

Cry1Aa  وCry1Ag  در این سویه از باکتریBtوجود دارد. در نتیجه، این احتمال وجود دارد، که به دلیل ، 

زمان ژن طور هم، بهIE-1ی ، در سویهcry1Agشباهت زیاد توالی نوکلئوتیدی این دو ژن، در طی تکثیر ژن 

cry1Aa برش  برایاختصاصی برای هر ژن،  برشیهای از آنزیمشود. برای بررسی این مسئله، نیز تکثیر می

 ،cry1Aa1انتخابی، برای ژن  برشیهای آنزیمتر ذکر شد، طور که پیشاستفاده گردید. همان PCRمحصولات 

های هایی از ژن که محل برش آنزیمپس از تکثیر بخشبود.  SmaI آنزیم ،cry1Ag1و برای ژن  SacI آنزیم

برش داده  SacIو  SmaIهای ، با آنزیمPCR(، محصولات A، تصویر 8-3ها وجود داشت )شکل در آن برشی

طور که در ، نیز استفاده گردید. همانcry1Aaعنوان شاهد برای ژن ، بهHD-1ی شدند. در این بخش از سویه

، cry1Ag ،SmaI، با آنزیم اختصاصی ژن PCRمشخص است، پس از برش محصولات  ،Bتصویر  8-3شکل 

، cry1Aaوجود ندارد و تنها ژن  PCRدر محصولات  cry1Agای حاصل نشد. به این مفهوم که، ژن هیچ قطعه

، برش cry1Aa ،SacIانتخابی ژن  برشی، به درستی با آنزیم PCRی تکثیر شده در اما، قطعهتکثیر شده است. 

توسط  pET30a وکتورحاصل در ژل رؤیت گردید. برش باز جفت 669و  524های دو قطعه با اندازهیافت و 

 دهد.های مورد استفاده را نشان می، صحت کارایی آنزیمبرشیهای آنزیم

و یافتن نواحی متفاوت ژن، اقدام به طراحی آغازگرهای  cry1Agو  cry1Aaترازی دو ژن با هم

ای با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن ، هیچ قطعهPCRشد. بر اساس نتایج  cry1Agاختصاصی برای ژن 

cry1Ag ی در ژنوم سویهIE-1ی ، تکثیر نشد. نتیجه نهایی آنکه، سویهIE-1 فاقد ژن ،cry1Ag باشد و دلیل می

، که در Cry1Agپروتئین  1های پروتئومیکس به دلیل شناسایی مثبت کاذبگزارش کردن این پروتئین در داده

ود های موجباشد، بوده است. ترکیب پروتئینکه شباهت زیادی دارند، اشتباهی رایج می Cryهای مورد پروتئین

، آنالیز شدند و هر بار LC-MS/MSیگر نیز به روش ی د، دو مرتبهIE-1ی ی سویههای حل شدهکریستال

                                                           
1 False-positive identification 
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های موجود در کریستال، یافت گردید. اما در دو تکرار آخر، هیچ پپتید در فهرست پروتئنی Cry1Agپروتئین 

 ، یافت نگردید. Cry1Agاختصاصی منسوب به پروتئین 

 

؛ محصولات Aاختصاصی. تصویر  برشیهای با آنزیم cry1Agتکثیر ژن  PCRبرش محصولات  -8 -3شکل 

PCR  تکثیر بخشی از ژنcry1Ag و تصویر ،B ؛ برش محصولاتPCR برشیهای با استفاده از آنزیم SmaI 

هضم  pET30a وکتورهای دو؛ هضم نشده، شماره pET30a وکتورهای یک؛ دهد. شمارهرا نشان می SacIو 

های هضم نشده، شماره HD-1ی سویه PCRهای سه؛ محصول شده با آنزیم برشی مشخص شده، شماره

هضم نشده و  IE-1ی سویه PCRهای پنج؛ محصول هضم شده، شماره HD-1ی سویه PCRچهار؛ محصول 

 دهند.هضم شده، را نشان می IE-1ی سویه PCRهای شش؛ محصول شماره

 

 cry1Adو  cry1Ha، cry1Hb، cry1Gهای ژن -3-3-2

، cry1Ha ،cry1Hbهای کاندید در مورد ژن ،cry1Agبا توجه به مشکلات پیش آمده برای یافتن ژن 

cry1G  وcry1Ad گشت.  (27-3، ابتدا فهرست پپتیدهای اختصاصی برای هر پروتئین تهیه )جدول 
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 سازی.های کاندید برای همسانهبه پروتئیناطلاعات مربوط  -27 -3جدول 

Coverage% Contribution 

value Protein name Accession 

number 
Specific 

1peptide 
Peptide 

(95%) 
Bt 

strain 

32.51 18.79 
Pesticidal 

crystal protein 

Cry1Ha 
sp|Q45748| 20 256 IP-2 

21.99 11.56 
Pesticidal 

crystal protein 

Cry1Hb 
sp|Q45718| 12 102 IE-1 

60.22 28.08 
Pesticidal 

crystal protein 

Cry1Ad 
sp|Q03744| 29 272 IE-1 

33.19 6 
Pesticidal 

crystal protein 

Cry1Gb 
sp|Q9ZAZ6| 3 281 IEp 

 اند.( تعداد پپتیدهایی که به صورت اختصاصی، به تنها به یک پروتئین منسوب شده1

محل قرارگیری پپتیدهای شناسایی شده، روی ژن مدنظر، توالی اسیدهای آمینه به  سپس، با توجه به

  .توالی نوکلئوتیدی برگردانده و آغازگرهای دژنره طراحی گردید

 های مورد نظر تکثیر نشد. زیرا،ای از ژنمراز، هیچ قطعهای پلیهای زنجیرهنتیجه آنکه، با انجام واکنش

نیز رخ داده بود.  cry1Adو  cry1Ha ،cry1Hb ،cry1Gهای ، در مورد ژنCry1Agاشتباهی مشابه پروتئین 

 ، مورد مطالعه، تجدید نظر شد.Btهای باکتری های موجود در کریستال سویهدر نتیجه، در گزارش پروتئین

نجام امعیارهای جدیدی  بر اساسهای پروتئومیکس داده تجزیه و تحلیل ،تصمیم بر آن شد که در نهایت

 باشند:. معیارهای اتخاذ شده به این قرار میگیرد

1- Unused valueه این شود، ب: ارزشی است که به پپتیدهای شناسایی شده برای یک پروتئین داده می

ری ت. هر چقدر این ارزش عدد بزرگخوانی دارندهم ،مفهوم که این پپتیدها تنها با پروتئین گزارش شده

 شناسایی شده برای آن پروتئین، بیشتر و نتیجه قابل اعتمادتر است. باشد، تعداد پپتیدهای اختصاصی

2- Contribution valueن بی : ارزش مشارکت برای هر پپتید با طول بیش از شش اسید آمینه، مقداری

برابر با دو داشته باشد به این مفهوم است که با حدود  ارزش مشارکتیاگر پپتیدی  باشد.، میصفر تا دو
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های مشارکت پپتیدهای ارزشخوانی دارد. مجموع درصد با پروتئین گزارش شده هم 99ی اطمینان بالا

 شود.تعریف و گزارش می unused valueصورت به پروتئین، اختصاصی شناسایی شده برای هر

3- Rank :اکتری های بیافت شده در کریستالهای پروتئین ی پروتئین شناسایی شده در فهرسترتبهBt ،

اشد( داشته بی یک، بالاترین رتبه میی بالاتری )رتبههر چقدر پروتئین شناسایی شده، رتبه دارد.اهمیت 

، یافت شده است که به نوعی Btباشد، تعداد پپتیدهای بیشتری برای آن پروتئین در کریستال باکتری 

 د.باشهای گزارش شده، میی فراوانی نسبی آن پروتئین در میان پروتئینمنعکس کننده

4- NCBIبانک ژندر  ، باید: محل قرارگیری پپتیدهای منسوب به هر پروتئین NCBI  مورد بررسی قرار

باشند، نتیجه قابل  قرار گرفته cryهای بگیرد. اگر پپتیدهای شناسایی شده در قسمت حفاظت شده ژن

 اعتماد نیست.

 cry1Iaژن  -3-3-3

، تنها ژن کاندید باقی مانده برای Btهای سویهبر اساس نتایج به دست آمده از تعیین محتوای ژنی 

وجود  Btباکتری  IEpو  IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2ی سویه پنجدر  cry1Iبود. ژن  cry1Iسازی، ژن همسانه

 cry1I، تعیین و ژن به طور کامل شناسایی گردد. نتایج تکثیر ژن cry1Iدر قدم نیاز بود، توالی کامل ژن  داشت.

 آمده است.  ،9-3با استفاده از سه جفت آغازگر در شکل 

 

 با سه جفت آغازگر. cry1Iتکثیر ژن  -9 -3شکل 
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ژن، تکثیر نشده است. در نتیجه،  5´ای از قسمت طور که در شکل بالا، مشخص است، هیچ قطعههمان

  (.10-3، قسمت ابتدایی ژن نیز تکثیر گردید )شکل پیمایی ژنگان، با استفاده از تکنیک راه cry1Agمشابه ژن 

، PvuIIو  DraIهای ژنومی مراز اول و دوم، در کتابخانهای پلیهای زنجیرهقطعات تکثیر شده در واکنش

باز طول دارد، که پس از ثبت توالی نوکلئوتیدی کل ژن، جفت 3162یابی گردید. توالی اجماع به دست آمده، توالی

سایت گذاری و در وب، نامProf. Neil Crickmoreتوسط  ،MG584186، با شماره دستیابی NCBIدر بانک ژن 

http://www.btnomenclature.info  ثبت گردید و پروتئینCry1Ia38 .نام گرفت 

 

در تکنیک  cry1I( برای تکثیر ژن B( و دوم )Aمراز اول )ای پلیهای زنجیرهی واکنشنتیجه -10 -3شکل 

ی ژنومی از آب ؛ شاهد منفی که به جای کتابخانه-conی مارکر، ؛ نشان دهندهM. حرف پیماییژنگانراه 

 باشد.های ژنومی تهیه شده، می؛ کتابخانهStuIو  DraI ،EcoR V ،PvuII استفاده شده است،

 

 cry1Ia38سازی ژن همسانه -3-4

باز از ناحیه جفت 2112ی ای با اندازه، قطعهcry1Ia38سازی ژن آغازگرهای مورد استفاده برای همسانه

، تمامی اجزای مورد cry1Ia38سازی ژن ی الحاق در همسانهکدشونده ژن، تکثیر کردند. قبل از انجام مرحله

ه های نوترکیب بوکتوری الحاق انجام گرفت و درصد بررسی شدند. سپس، مرحلهاستفاده، روی ژل آگاروز یک 

های سازی موفق، از طریق واکنش، منتقل شدند. تأئید همسانهE. coliاز باکتری  BL21های مستعد سلول

و هضم دوتایی پلاسمید  (11-3)شکل  LBهای باکتریایی رشد کرده روی محیط جامد مراز کلنیای پلیزنجیره

عدد کلنی باکتریایی به  22بدین منظور،  (.12-3، انجام گرفت )شکل BL21نوترکیب استخراج شده از باکتری 
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ی مراز با استفاده از آغازگرهای قطعهای پلیکلنی، با انجام واکنش زنجیره 14صورت تصادفی انتخاب، و در 

کلنی مورد  14وترکیب، آزمون شد. نتایج حاکی از آن بود که، از ن وکتورسازی شده، وجود ژن هدف در همسانه

 سازی شده است.مورد ژن مورد نظر به درستی همسانه 12بررسی، در 

 

؛ M. حرف pET30a-Cry1Ia38نوترکیب  وکتورسازی شده در نتیجه تکثیر ژن همسانه -11 -3شکل 

 باشد.می E. coliهای مورد بررسی از باکتری های مشخص شده؛ کلنیو شمارهی مارکر مولکولی نشان دهنده

رسی ی ژنی مورد نظر برسازی شدن قطعهدر هشت کلنی باکتریایی دیگر، با روش هضم دوتایی همسانه

سازی در چهار های نوترکیب، همسانهوکتوربر اساس نتایج به دست آمده از هضم دوتایی  (.12-3گردید )شکل 

ه و خطی شد وکتورهای ها دو باند متناظر با اندازهبه درستی صورت پذیرفته بود، که در آن E. coliکلنی باکتری 

 ، مشاهده گردید.cry1Ia38ژن 

 

 pET30a-Cry1Ia38های نوترکیب وکتوردر  cry1Ia38ساژی ژن بررسی صحت همسانه -12 -3شکل 

های مورد های مشخص شده؛ کلنیی مارکر مولکولی و شماره؛ نشان دهندهMبه روش هضم دوتایی. حرف 

 باشد.می E. coliبررسی از باکتری 
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و و رپلاسمید مربوط به سه کلنی باکتریایی مثبت، برای تعیین توالی با سه آغازگر )آغازگرهای پیش

یابی نشان داد که، ژن ارسال گشت. نتایج توالی StabVida(، به شرکت وکتوررو معکوس قطعه ژن و پیش

تفاوت دارد، به این ترتیب  cry1Ia38، با ژن I، قرار گرفته در دومین 346سازی شده در نوکلئوتید شماره همسانه

ن به ایزولوسی یکه، به جای نوکلئوتید آدنین، نوکلئوتید گوانین وجود دارد. این تفاوت منجر به تغییر اسیدآمینه

گوانین  زایی هدفمند، نوکلئوتید آدنین باید جایگزین نوکلئوتیدشود. در نتیجه، با استفاده از تکنیک جهشوالین می

 شود.

 زایی هدفمندجهش -3-4-1

ی ازایی هدفمند برمبنای واکنش زنجیرهسازی شده، با روش جهشتغییر توالی نوکلئوتیدی ژن همسانه

با استفاده از آغازگری که جهش مورد نظر  PCRمراز انجام گرفت. در این روش، تغییر نوکلئوتید با انجام یک پلی

آمده است، که برای شش دمای  13-3گردیانت در شکل  PCRی در آن وارد شده بود، صورت پذیرفت. نتیجه

 کامل تکثیر شده است.طور نوترکیب، به وکتوراتصال متفاوت مورد استفاده، جواب مثبت داده و 

 

 سازیبرای تغییر توالی نوکلئوتیدی ژن همسانه pET30a-Cry1Ia38نوترکیب  وکتورتکثیر  -13 -3شکل 

های مشخص شده؛ دمای ی مارکر مولکولی و شماره؛ نشان دهندهMزایی هدفمند. حرف شده، با روش جهش

 باشد.درجه سلسیوس، می 8/59و  1/58، 56، 5/53، 7/50، 48، 4/45اتصال متفاوت، که به ترتیب 

های مستعد، با روش هضم دوتایی، موفقیت های نوترکیب تکثیر شده به سلولوکتورپس از انتقال 

 .سازی و انتقال مورد بررسی قرار گرفتهمسانه
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-ژن همسانه ارسال شدند. توالی قطعه StabVidaنوترکیب، برای تعیین توالی به شرکت  وکتورشش 

رو، معکوس و میانی، تعیین گشت. نتایج حاکی از آن بود که، که در هر سازی شده با استفاده از سه آغازگر؛ پیش

نوترکیب تهیه شده، جایگزینی نوکلئوتید به درستی انجام گرفته و نوکلئوتید آدنین جایگزین گوانین  وکتورشش 

 .شده است

و بر اساس نظر  شد یافت Bt IE-1ی در سویه یآمده در فصل سوم این رساله، ژن جدید بر اساس نتایج به دست

. شدسازی با موفقیت همسانه cry1Ia38. ژن گرفتنام  Bt، cry1Ia38های باکتری گذاری توکسینکمیته نام

 cry1Ia38-I116V، به نام Iدومین واقع در  348چنین موتانتی از این ژن با تفاوت یک نوکلئوتید در موقعیت هم

از جمله فعالیت دوگانه روی  Cry1I یخانواده هایتوکسین های منحصر به فردویژگی حاصل آمد. با توجه به

       فعالیت  Cry1Ia38توکسین جدید که آیا این سوأل مطرح شد ، بالپوشآفات بالپولکدار و سخت

 Cry1Ia38-I116Vچنین در مورد موتانت هم پولکدار دارد؟کشی روی آفات بالکشی و سلولحشره

وتئین اثر پراین آیا تغییر در یک اسیدآمینه، روی زهرآگینی تیپ وحشی که  پرسش پیش آمداین 

و موتانت  Cry1Ia38یک اسیدآمینه در پروتئین  تنها در تفاوت وجود به عبارتی با توجه به گذارد؟می

Cry1Ia38-I116V ، ؟ودشمیمتفاوت نیز زهرآگینی این دو توکسین و  ساختاریهای ویژگیآیا 

 کشی دو توکسینکشی و سلولآیا شباهتی بین ساختار و فعایت حشره اینکهو در نهایت 

Cry1Ia38  وCry1Ia38-I116Vهای ، با توکسین مشابه دیگری از گروه پروتئینCry1I به نام ،

Cry1Ia7 های فصل بعد طراحی و اجرا شده، آزمایشهای مطرح برای یافتن پاسخ به پرسش وجود دارد؟

شدند.



  
 

 

 

 

 

 
 فصل چهارم

 

 

کشی کشی و سلولمقایسه ساختار و فعالیت حشره

 Cry1Iaهای پروتئین
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 aCry1I هایپروتئین کشیکشی و سلولحشره فعالیت مقایسه ساختار و :چهارمفصل 

 مقدمه  -4-1

چنین، سازی گردید. همپروتئین مربوطه بیان، استخراج و خالص ،cry1Ia38سازی ژن پس از همسانه

 Ruiz de Escuderoتر توسط که پیش Bt ،HU4-2ی اسپانیایی از باکتری موجود در یک سویه cry1Ia7ژن 

یل سازی شد. به دلسازی شده بود، بیان و پروتئین استحصال شده، استخراج و خالص( همسانه2006و همکاران )

نیز در  Cry1Ia7، از توکسین Cry1Ia7و  Cry1Ia38های دو پروتئین درصدی توالی اسیدآمینه 96همولوژی 

بررسی شود که آیا تفاوت اندک در توالی اسیدهای آمینه، منجر به تغییر فعالیت این رساله بهره جسته شد، تا 

، که تنها یک cry1Ia38-I116Vعلاوه، پروتئین موتانت به دست آمده از ژن شود. بهکشی توکسین میحشره

وتئین سازی شد. در نتیجه در این رساله، سه پراسید آمینه با ژن تیپ وحشی تفاوت دارد نیز، بیان، استخراج و خالص

Cry1Ia38 ،Cry1Ia38-I116V  وCry1Ia7کشی مورد مقایسه کشی و سلول، از لحاظ ساختار، فعالیت حشره

 قرار گرفتند.

به دست آوردن اطلاعات تکمیلی از اهمیت هر یک  Btهای ی عملکرد توکسینبرای درک بهتر نحوه

صال توکسین به گیرنده، تشکیل ساختارهای الیگومری، ایجاد منفذ، و نقش هر یک از زایی؛ اتاز مراحل بیماری

ای به منظور تغییر بخشی از ساختار توکسین، به صورت های مختلف جهش نقطههای پروتئینی، از روشگیرنده

حذف  Btین وکسچنین، گاهی بخشی از ساختار تکنند. همحذف، اضافه و یا جایگزینی یک اسیدآمینه استفاده می

( تا عملکرد توکسین تغییر یافته بررسی و نقش قسمت حذف شده، تعیین گردد. Ocelotl et al., 2015شود )می

ی عملکرد توکسین های مورد بررسی، اهمیت و نقش هر کدام در نحوهای از جهش، خلاصه1-4در شکل 

Cry1Aa کشی آن، نمایش داده شده است. و فعالیت حشره 

توان تخصص میزبانی ، میIIهای دومین ، با تغییر لوپهای صورت گرفتهپژوهش نتایجبر اساس 

 IIهای لوپ دومین که در توالی ایهای نقطهجهش ،چنینرا تغییر داد و یا بهبود بخشید. هم Cryهای توکسین

ای طهجهش نق است. کشی شدهدهد در بسیاری از موارد منجر به معرفی موتانتی با افزایش فعالیت حشرهرخ می

N372A در لوپ دو توکسین ،Cry1Abتایی ، و جهش سهN372A ،A282G  وL283S  در همین لوپ، باعث
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شده است. نکته جالب  L. disparبرابری زهرآگینی این توکسین نسبت به لاروهای  36و  8افزایش به ترتیب 

میانی  یهای پوششی رودهسلولکسین به کشی با افزایش تمایل اتصال توتوجه آنکه، افزایش فعالیت حشره

 (.Rajamohan et al., 1996دارد ) مستقیمو  مثبتبستگی هم L. dispar لاروهای

 

ها باعث افزایش با تمرکز بر نقاطی که ایجاد تغییر در آن Cry1Aaساختار سه بعدی توکسین  -1 -4شکل 

 (.Bravo et al., 2013شود )مختلف می Cryهای کشی در توکسینفعالیت حشره

-سخت Cry3Aaدر توکسین  IIهای دومین چنین نشان داده شده است که جهش در نواحی لوپهم

تایی (. جهش سهWu et al., 2000شود )می Tenebrio molitorمنجر به افزایش زهرآگینی در برابر  بالپوشان

R345 ،Y350F  وY351F  در لوپ یک دومینIIآگینی این موتانت را در برابر ، زهرT. molitor  و سوسک

(. این نتایج نشان Wu et al., 2000به ترتیب ده و سه برابر کرد ) Cry3Aaنسبت به  زمینیکلرادوی سیب

-و نقاط هدف مناسبی برای جهش Cryهای ، نواحی اساسی در اتصال توکسینIIدهند که نواحی لوپی دومین می

که تنها های در معرض وجود دارد های محدودی از بروز جهش در لوپ، مثالIIIاما درمورد دومین زایی هستند. 

ده است دار بوهایی یافت شده است که افزایش زهرآگینی نسبت به آفت هدف، غیر معنیها موتانتدر برخی از آن

(Bravo et al., 2013 .) 
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نقشی تعیین کننده در تخصص میزبانی  IIهای در معرض دومین نواحی از لوپ مشخص شده است که

های خاصیت زهرآگینی در مقابل پشه Cry4Ba(. توکسین Bravo et al., 2005دارند ) Cryهای توکسین

Culex sp. که توکسین ندارد در حالیCry4Aa برای تمامی پشه( ها زهرآگین استAbdullah et al., 2003 .)

وارد شده  Cry4Baتوکسین  II، به لوپ سه دومین Cry4Aaتوکسین  IIنه لوپ سه دومین توالی اسیدهای آمی

 Aedesکشی خود را در برابر ( فعایت حشره4BL3GAVاست، نتایج حاکی از آن است که نه تنها موتانت جدید )

aegypti های حفظ کرده است، بلکه برای پشهCulex sp. نیز زهرآگین می( باشدAbdullah et al., 2003 .)

 4BLGAVتا تقلیدی از موتانت  مهندسی شد Cry1Aaتوکسین  IIدر راستای همین اندیشه، نواحی لوپ دومین 

 C. pipiensبرای لاروهای  Cry1Aaتوکسین مهندسی شده  باشد، نتایج نشان داد که Cry4Baتوکسین 

 (.Liu and Dean, 2006است ) 4BLGAVزهرآگین است، گرچه فعالیت آن سه برابر کمتر از موتانت 

، موتانتی ایجاد کرده که چهار تا شش برابر زهرآگینی Iدو تغییر در دومین  Cry2Aaدرمورد توکسین 

(. اولین تغییری Mandal et al., 2007دارد ) Agrotis ipsilonو  S. litura ،H. armigeraبیشتری نسبت به 

اسیدآمینه از انتهای آمینی این توکسین بود. ساختار سه  42را سه برابر کرد، شامل حذف  Cry2Aaکه سمیت 

دهند که ، تشکیل میIآلفای یک را در دومین  مارپیچاسیدآمینه،  49نشان داد که این  Cry2Aaبعدی توکسین 

ت که این قطعه شود. مشخص شده اس، شکسته میCry2Abتوکسین سازی پروتئازی پیشمعمولاً در طی فعال

ای دیگر کنش با گیرنده نقش دارد. دو جهش نقطهکند و در برهمرا مسدود می II، بخش آمینی دومین حذف شده

وارد شده است که باعث افزایش ذات  Cry2Aaدر توکسین  K64Pو  I ،K63Fدر زنجیره آلفای یک دومین 

 (.Mandal et al., 2007گریزی بخش بین غشایی این توکسین شده است )آب

هایی برای برش پروتئازی، دو تغییر به منظور وارد کردن مکان Iهایی هدفمند در دومین به غیر از جهش

ی کشنشان داده شده است که منجر به افزایش فعالیت حشره Cry2Aaو  Cry1Abهای توکسین Iدیگر در دومین 

تیپ وحشی خود، در  رابر بیشتر نسبت بهب 25کشی فعالیت حشره Cry1Acتوکسین  V171Cشود. موتانت می

دارد در حالی که زهرآگینی خود را نسبت به کرم شاخدار تنباکو حفظ کرده است  ،Lymantria dispar برابر

(Alzate et al., 2010 .) 
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 Anoplphora سوسک در برابر Cry3Aaکشی توکسین افزایش سه برابری فعالیت حشره

glabripennis ی از خانوادهCerambycidae،  با امتزاج هشت اسیدآمینه که به طور اختصاصی به سلولاز روده

 (. Guo et al., 2012شوند، حاصل شده است )میانی متصل می

 Cry1Ia7و  Cry1Ia38 ،Cry1Ia38-I116Vهای کشی توکسینبا این فرض که فعالیت حشره

 انجام گردید.های این فصل از رساله طراحی و باشد، آزمایشمتفاوت می

 هامواد و روش -4-2

 Cry1Ia38بیان پروتئین  -4-2-1

 Ruiz de، بر اساس پژوهش E. coli BL21های نوترکیب در سلول Cry1Ia38بیان پروتئین 

Escudero انجام شد. روش کار به این ترتیب بود که ابتدا با برداشتن یک  (، با کمی تغییرات2006همکاران ) و

لیتر محیط کشت مایع میلی 20، و تلقیح LBرشد کرده روی محیط کشت جامد  E. coliکلنی از باکتری تک 

LB با غلظت  1بیوتیک کانامایسینحاوی آنتیmg/ml 50 ،37به مدت یک شب در دمای کشت تهیه و پیش 

 16)حاوی  2xTYمحیط  در کشت نهاییسپس،  شد. دارینگه دور در دقیقه 180 درجه سلسیوس روی شیکر با

در یک لیتر آب( انجام گرفت. دو لیتر محیط  4و پنج گرم سدیم کلراید 3ی مخمرگرم عصاره 10، 2گرم تریپتون

ت نهایی تهیه آن اضافه شد. کشبیوتیک کانامایسین به تلقیح و آنتیکشت لیتر از پیشمیلی  20با  2xTYکشت 

 شدند تا درجه سلسیوس نگهداری 37و دمای  180 دقیقهدور در ساعت روی شیکر با دور  به مدت چهار شده

برسد. بعد از  6/0تا  5/0به حدود  ( توسط محیط کشتی که در آن باکتری رشد کرده است،600ODجذب نوری )

درجه سلسیوس با  25دقیقه در دمای  45محیط کشت تلقیح شده به مدت  به مقدار مورد نظر، 600ODرسیدن 

مولار به محیط با غلظت یک میلی 5IPTG . سپس، برای افزایش بیان پروتئینداشته شدنگه  دور در دقیقه 180

دور در  180درجه سلسیوس با  25دو ساعت در دمای به مدت  IPTGمحیط کشت حاوی  کشت اضافه گردید.

                                                           
1 Kanamycin 
2 Tripton 
3 Yeast extract 
4 NaCl 
5 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
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درجه سلسیوس نگهداری  4دمای پیشتر در )سرد  1X 1در ادامه، یک لیتر بافر فسفات نمکی . نگه داشته شد دقیقه

درجه  4دقیقه، در دمای  15به مدت  محیط کشت سانتریفیوژ ، باسپس، به محیط کشت اضافه گشت. (بودشده 

که حاوی محیط کشت  رونشین های باکتری جدا گردید.محیط کشت از سلول دور در دقیقه 8000سلسیوس با 

 نشینهته از قبل وزن خالی آن اندازه گرفته شده بود، منتقل و وزن به لوله فالکونی ک نشینتهو  شد دور ریخته بود،

  درجه سلسیوس نگه داشته شد. -80به مدت یک شب در دمای  نشین به دست آمده،ته. گردید و ثبت محاسبه

 Cry1Ia38 سازی پروتئیناستخراج و خالص -4-2-2

هر یک . دتخریب شدنهای باکتری به روش آنزیمی و مکانیکی برای استخراج پروتئین بیان شده، سلول

 4مولار، سدیم کلراید میلی 40)ایمیدازول  2بافر اتصاللیتر های باکتری با ده میلینشین حاوی سلولگرم از ته

های باکتری، با استفاده از آنزیم هضم آنزیمی سلول ( مخلوط شدند.pH 9/7مولار، میلی Tris-HCl 160مولار، 

و یک  DNAseاز  µg/ml 20از آنزیم لیزوزیم،  mg/ml 2/0لیزوزیم انجام گرفت. به این صورت که، غلظت 

دقیقه در دمای  30مدت نشین، مخلوط و به (، با هر گرم از تهPMSFسولفونیل فلوراید )مولار از فنیل متان میلی

های باکتری، به وسیله امواج نگه داشته شد. سپس، تخریب مکانیکی سلول دور در دقیقه 60محیط با شیکر 

تخریب آنزیمی بعد ها، صورت گرفت. ثانیه استراحت در حد فاصل چرخه 60ای، با ثانیه 60، در ده چرخه، 3صوتی

درجه سلسیوس با  40دقیقه در دمای  15با سانتریفیوژ به مدت  ، پروتئین بیان شده،های باکتریسلول و مکانیکی

 وتئینکه حاوی پر به دست آمده سلولی جدا شدند. رونشین ذراتهای باکتریایی و مابقی از سلول، g 16000×دور 

Cry1Ia38 درجه سلسیوس  -20نشین در فریزر در دمای منتقل و ته باشد، به لوله فالکون استریلی روی یخمی

سازی این پروتئین دارد، جدا کردن و خالص برچسب هیستیدین Cry1Ia38با توجه به اینکه پروتئین  نگهداری شد.

 4columnCrude  FF TMHisTrap سازیهای موجود در رونشین، با استفاده از ستون خالصاز مابقی پروتئین

با توجه به دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. به این  HisTrapسازی پروتئین در ستون خالص .صورت گرفت

لیتر آب مقطر استریل )پنج حجم از حجم ستون( و ، ابتدا با پنچ میلییلیتریک میلی HisTrapترتیب که، ستون 

                                                           
1 Phosphate Buffer Saline (PBS) 
2 Binding buffer 
3 Sonication 
4 GE Healthcare BioSceince, Upsala, Sweden 
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شو و موازنه ووشو داده شد. سرعت جریان مایع در ستون در هنگام شستلیتر از بافر اتصال، شستسپس با پنج ملی

عبور  ml/min 8/0وشو، محلول پروتئینی از ستون با سرعت تنظیم گشت. بعد از اتمام شست ml/min 1ی رو

 15تا  10. سپس، ستون با شدآوری ، درون یک ظرف تمیز روی یخ، جمع1از ستون خارج شد که داده شد. آنچه

 10با برچسب هیستیدین،  Cry1Ia38های وشو داده شد. برای جداسازی پروتئینلیتر از بافر اتصال شستمیلی

( از ستون عبور داده شد. pH 4/7مولار، میلی 500، ایمیدازول 1X)بافر فسفات نمکی  2استخراجلیتر از بافر میلی

باشد، در نتیجه خروجی ستون در ده میکروتیوب گردد، پروتئین مدنظر میآنچه در این مرحله از ستون خارج می

. غلظت پروتئین موجود در هر تیوب با نانودراپ در شدآوری لیتر( جمعتیوب، یک میلیلیتری )در هر میلی 5/1

. محلول پروتئینی عبور کرده از ستون و خالص شده، برای تعویض بافر استخراج شدنانومتر، تعیین  280طول موج 

محلول  ،Cry1Ia38 پروتئیندیالیز ، دیالیز گشت. برای pH 5/10(، با 3CO2Naمولار )میلی 50با بافر کربنات 

ریخته به مدت یک شب ( 3Dialysis tubing TMSnakeSkin)در یک غشای با خاصیت نفوذ تراوایی  یپروتئین

ه ب پروتئین دیالیز شده، .نگه داشته شد دور در دقیقه 30روی شیکر با سلسیوس دمای چهار درجه  بافر کربنات، در

 ی فالکونرونشین به لوله. گردیددر دمای چهار درجه سلسیوس سانتریفیوژ  g 16000×مدت ده دقیقه با دور 

 شد. ( تعیین1976نشین حذف گردید. غلظت پروتئین به روش بردفورد )تمیزی منتقل و ته

 وسیله تریپسینبه Cry1Ia38توکسین فعال کردن پیش -4-2-3

)وزنی/وزنی(  1:10به توکسین فعال، از آنزیم تریپسین به نسبت  Cry1Ia38توکسین برای تبدیل پیش

گرم از آنزیم تریپسین یک میلی با Cry1Ia38توکسین گرم از پیشاستفاده گردید. به این ترتیب که، ده میلی

درجه سلسیوس نگه داشته شد. سپس، توکسین فعال شده، به مدت ده  37مخلوط و به مدت یک ساعت در دمای 

در دمای چهار درجه سلسیوس سانتریفیوژ گردید. رونشین بعد از انتقال به میکروتیوب  g 16000×با دور  دقیقه،

روی  ،Cry1Ia38توکسین و توکسین فعال شده تمیز، با روش بردفورد تعیین غلظت شد. پروفایل مربوط به پیش

روی ژل، غلظت  Cry1Ia38ین درصد مورد بررسی قرار گرفت. بعد از جداسازی پروتئ دوازده SDS-PAGEژل 

                                                           
1 Flow through 
2 Elution buffer 
3 Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 
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و با استفاده از چهار  TotalLab Quant (version 12.3)افزار سنجی، در نرمتوکسین فعال شده، با روش چگالی

 عنوان پروتئین استاندارد، تعیین غلظت شد.مربوط به غلظت مختلف از سرم آلبومین گاوی

 Cry1Ia38بررسی اثر زهرآگینی پروتئین  -4-2-4

 .O، روی لاروهای Cry1Ia38ی توکسین و توکسین فعال شدهکشی پیشکشی و سلولحشرهفعالیت 

nubilalis ،G. molesta ،S. exigua ،S. littoralis  وH. armigera های و سلولSf21  شدارزیابی. 

 سنجیزیست -4-2-4-1

-برای زیست، تهیه و Cry1Ia38ی توکسین و توکسین فعال شدهاز پیش 2ng/cm 1000تک غلظت 

ندگی کشی و خاصیت بازداری غذایی، مورد استفاده قرار گرفت. فعالیت حشرهسازی سطح مادهسنجی به روش آلوده

 O. nubilalis ،G. molesta ،S. exigua ،S. littoralisروی لاروهای سن یک  Cry1Ia38پروتئین  1رشدی

لارو سن یک  48به تکرار و در هر تکرار از سنجی سه مرتهای زیستبررسی گردید. آزمایش H. armigeraو 

. ظروف شدآغشته  pH 5/10مولار با میلی 50استفاده شد. سطح غذای مصنوعی لاروها در شاهد به بافر کربنات 

ساعت روشنایی/هشت  16نوری درصد و دوره 60±5درجه سلسیوس، رطوبت نسبی  25±1سنجی در دمای زیست

ی سن یک لاروی باقی مانده بودند، تعداد لاروهای مرده و لاروهایی که در مرحلهساعت تاریکی نگه داشته شدند. 

 بعد از هفت و ده روز ثبت گردید.

 مانی سلول آزمون زنده -4-2-4-2

مانی ، به روش درصد زندهCry1Ia38ی پروتئین توکسین و توکسین فعال شدهکشی پیشفعالیت سلول

انجام گرفت. ده  Sf21های توضیح داده شده است، روی سلول 2-16-2-2 طور که پیشتر در بندها، همانسلول

 Cry1Ia38 (µg/ml 20 ،4 ،8/0ی پروتئین توکسین و توکسین فعال شدههای متفاوت پیشمیکرولیتر از غلظت

 لیتر بودند، اضافه گردید. بعد از گذشتسلول/میلی 2×610ای که حاوی خانه 96( به هر چاهک از پلیت 16/0و 

 CellTiter 96® AQueous One Solutionاز معرف  µl 20، با افزودن Sf21های ساعت از تیمار سلول 24

نانومتر در دستگاه  490گیزی میزان جذب در طول های زنده از طریق اندازهبه هر چاهک، تعداد سلول

                                                           
1 Growth inhibition 
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، Sf21های روی سلول Cry1Ia38سناختی حاصل از اثر پروتئین اسپکتروفوتومتر تعیین گشت. تغییرات ریخت

 ساعت ثبت گردید. 24نیز بعد از 

 Cry1Ia38-I116Vسازی و فعال کردن موتانت استخراج، خالص، بیان -4-2-5

ین ی پروتئبرای پاسخ دادن به این سوال، که آیا تفاوت در یک اسیدآمینه در توالی اسیدهای آمینه

Cry1Ia38 شود یا خیر، موتانت کشی موتانت میی فعالیت حشرهباعث بروز تفاوت در دامنهCry1Ia38-I116V 

سازی و فعال کردن موتانت بیان، استخراج، خالصسازی شد. بیان و پروتئین حاصل از آن استخراج و خالص

Cry1Ia38 مطابق آنچه پیشتر در مورد پروتئین ،Cry1Ia38 .توضیح داده شده است، انجام گرفت 

 Cry1Ia38-I116V بررسی اثر زهرآگینی موتانت -4-2-6

 .O. nubilalis ،G. molesta ،S، روی لاروهای Cry1Ia38کشی موتانت ی فعالیت حشرهدامنه

exigua  وS. littoralisکشی موتانت ، و فعالیت سلولCry1Ia38های ، روی سلولSf21  وHi5  مورد بررسی

 قرار گرفت.  

 سنجیزیست -4-2-6-1

ی موتانت از توکسین فعال شده 1000و  2ng/cm 100خاصیت زهرآگینی و بازدارندگی رشدی دو غلظت 

Cry1Ia38 روی لاروهای سن یک ،O. nubilalis ،G. molesta ،S. exigua  وS. littoralis  به روش

-Cry1Ia38توکسین موتانت کشی پیشی غذایی، مورد بررسی قرار گرفت. فعالیت حشرهسازی سطح مادهآلوده

I116V  روی لاروهای سن یکG. molesta  وS. littoralis سنجی در سه های زیستبررسی گردید. آزمایش

سنجی مطابق قسمت های زیستلارو سن یک استفاده شد. روش انجام آزمایش 48تکرار انجام و در هر تکرار از 

 پیشین انجام گرفت.

 ولمانی سلآزمون زنده -4-2-6-2

ها، مانی سلول، به روش درصد زندهCry1Ia38-I116Vی موتانت کشی توکسین فعال شدهفعالیت سلول

با غلظت  Hi5و  Sf21های بررسی گشت. به این ترتیب که، سلول Hi5و  Sf21های مطابق بخش قبلی، سلول
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ی موتانت توکسین فعال شده 16/0و  g/mlµ 20 ،4 ،8/0های ده میکرولیتر از غلظت لیتر، باسلول/میلی 2×610

Cry1Ia3820ساعت بعد از تیمار شدن، با افزودن  48و  24های زنده ، تیمار شدند. درصد سلول µl  از معرف

CellTiter 96® AQueous One Solution نانومتر در دستگاه  490گیزی میزان جذب در طول از طریق اندازه

های روی سلول Cry1Ia38-I116Vسناختی حاصل از اثر پروتئین شت. تغییرات ریختاسپکتروفوتومتر تعیین گ

Sf21 Hi5  ساعت ثبت گردید. 48و  24نیز بعد از 

 Cry1Ia7سازی پروتئین سازی و فعالبیان، استخراج، خالص -4-2-7

توسط  2004، که اولین بار در سال HU4-2، به نام Btی اسپانیایی باکتری از یک سویه Cry1Ia7پروتئین 

Martínez ،ی دو پروتئین گرفته شده است. در توالی اسیدهای آمینه و همکاران معرفی شده بودCry1Ia7  و

Cry1Ia38 ،96  اسیدآمینه کل پروتئین، با هم  719اسیدآمینه از  27درصد شباهت وجود دارد. این دو پروتئین در

گرفته  Btهای متفاوت ایرانی و اسپانیایی از باکتری این دو پروتئین که از سویه کشیتفاوت دارند. فعالیت حشره

 E. coliاز باکتری  BL21 (DE3)های نوترکیب در سلول Cry1Ia7شده بودند، با هم مقایسه شدند. پروتئین 

با این  صورت گرفت، Cry1Ia38، مطابق پروتئین Cry1Ia7سازی پروتئین بیان شد. بیان، استخراج و خالص

دارد. بعد از حدوداً گذشت  6/0و  5/0بین  600ODتفاوت که، کشت نهایی به مدت زمان کمتری برای رسیدن به 

چنین این تفاوت کم در تعداد اسیدآمینه، در پایداری پروتئین اضافه گردید. هم IPTGدو ساعت، به کشت نهایی 

 50، بافر کربنات Cry1Ia7سب برای نگهداری پروتئین در بافر نیز تأثیرگذار بوده است. به طوری که بافر منا

بود. در نتیجه، دیالیز پروتئین نیز در بافر متفاوتی  pH 3/11مولار در میلی 100مولار به همراه سدیم کلراید میلی

 سازی و فعال کردن پروتئین، مشابه بخش پیشین بود.انجام گرفت. اما سایر مراحل استخراج، خالص

 Cry1Ia7کشی پروتئین فعالیت حشره بررسی -4-2-8

، O. nubilalis ،G. molesta، روی لاروهای سن یک Cry1Ia7کشی پروتئین ی فعالیت حشرهدامنه

S. exigua  وS. littoralisهای کشی آن، روی سلول، و فعالیت سلولSf21  وHi5   .مورد بررسی قرار گرفت 
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 سنجیزیست -4-2-8-1

روی لاروهای سن  2ng/cm 1000در یک غلظت  Cry1Ia7توکسین پروتئین خاصیت زهرآگینی پیش

ی غذایی، مورد بررسی قرار گرفت. فعالیت سازی سطح مادهبه روش آلوده S. littoralisو  ،G. molestaیک 

 .Oنیز با همان روش قبلی روی لاروهای سن یک  Cry1Ia7ی پروتئین کشی توکسین فعال شدهحشره

nubilalis ،G. molesta ،S. exigua  وS. littoralis سنجی در سه تکرار های زیستآزمون گردید. آزمایش

سنجی مطابق قسمت پیشین های زیستلارو سن یک استفاده شد. روش انجام آزمایش 48انجام و در هر تکرار از 

 انجام گرفت.

 مانی سلولآزمون زنده -4-2-8-2

ها، مطابق مانی سلول، به روش درصد زندهCry1Ia7ی پروتئین کشی توکسین فعال شدهفعالیت سلول

 Sf21های میکرولیتر از سلول 100بررسی گشت. به این ترتیب که،  Hi5و  Sf21های بخش قبلی، روی سلول

توکسین فعال  16/0و  g/mlµ 20 ،4 ،8/0های ده میکرولیتر از غلظت لیتر، باسلول/میلی 2×610با غلظت  Hi5و 

ها با ساعت بعد از تیمار شدن آن 48و  24، 16های زنده ، تیمار شدند. درصد سلولCry1Ia7ی پروتئین شده

 تعیین گشت.  Cry1Ia7پروتئین 

 نتایج و بحث -4-3

 Cry1Ia38پروتئین  سازی و فعال کردن، خالصبیان -4-3-1

پروتئینی با وزن مولکولی ، بیان گردید و E. coli BL21 (DE3)های ، در سلولCry1Ia38پروتئین 

کیلودالتونی با آنزیم  80توکسین توکسین، به دست آمد. پس از فعال کردن پیشعنوان پیشکیلودالتون، به 80

غلظت  (.2-4کیلودالتون، ایجاد شد )شکل  50، با وزن مولکولی Cry1Ia38ی توکسین تریپسین، فرم فعال شده

سنجی با ، به روش چگالیBSA، با استفاده از چهار غلظت متفاوت از Cry1Ia38توکسین و توکسین فعال پیش

 تعیین گردید. Total Labافزار استفاده از نرم
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های یک تا سه: بیان ؛ شمارهA. تصویر Cry1Ia38سازی و فعال کردن پروتئین بیان، خالص -2 -4شکل 

 Pink pre-stained protein ladder, Nipponمارکر پروتئینی ): E. coli ،Mهای پروتئین در سلول

geneticsی چهار: پروتئین (، شمارهCry1Ia38 های پنج و شش: پروتئین سازی، شمارهپس از خالص

Cry1Ia38 پس از دیالیز، شماره( ی هفت: جریان خروجی از ستونflow throughرا نشان می ،) دهد. تصویر

Bلیتر از پروتئین گرم/میلیمیلی 4/0و  2/0، 1/0، 05/0چهار: چهار غلظت به ترتیب، های یک تا ؛ شماره

و شماره  Cry1Ia38ی توکسین خالص و دیالیز شدهی پنج: پیش: مارکر پروتئینی، شمارهBSA ،Mاستاندارد 

توکسین ، به بیان پیشAدهد. پیکان در تصویر ، را نشان میCry1Ia38ی شش: توکسین فعال شده

Cry1Ia38کند.، اشاره می 

 Cry1Ia38کشی توکسین فعالیت حشره -4-3-2

مترمربع، نانوگرم/سانتی 1000، در یک غلظت Cry1Ia38توکسین و توکسین کشی پیشفعالیت حشره

، مورد H. armigeraو  O. nubilalis ،S. exigua ،G. molesta ،S. littoralisعلیه لاروهای سن یک 

آمده است. بر اساس  ،1-4، در جدول Cry1Ia38های انجام شده با پروتئین سنجیگرفت. نتایج زیستبررسی قرار 

، بیشترین زهرآگینی را روی لاروهای سن Cry1Ia38ی توکسین و توکسین فعال شدهنتایج به دست آمده، پیش

 O. nubilalisوهای ، باعث مرگ صد درصدی لارCry1Ia38توکسین چنین، پیشداشتند. هم G. molestaیک 

 .Oدرصدی لاروهای سن یک  45، باعث مرگ Cry1Ia38ی که توکسین فعال شدهشده است، در حالی
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nubilalis  شده است. به عبارتی، بین حساسیت لاروهای سن یکO. nubilalis توکسین و توکسین به پیش

داری بین حساسیت دارد. اما تفاوت معنی( وجود p-value = 0.0003دار )، تفاوت معنیCry1Ia38ی فعال شده

طور که ، وجود نداشت. همانCry1Ia38ی توکسین و توکسین فعال شدهپولکدار به پیشلاروهای سایر آفات بال

، حساسیت کمتری نسبت به H. armigeraو  S. exigua ،S. littoralisآید، لاروهای از نتایج جدول برمی

 ترینعنوان حساسخوار اروپایی ذرت، بهن دادند. در نتیجه، کرم هلو و کرم ساقه، از خود نشاCry1Ia38پروتئین 

 ، شناخته شدند. Cry1Ia38پولکدار برای پروتئین های بالمیزبان

توکسین و توکسین پیشکشی خطای معیار( مرگ ناشی از فعالیت حشره ±میانگین ) -1 -4جدول 

Cry1Ia38  پولکدار.چند گونه آفت بالدر  

Cry1Ia38 protein 
)21000 ng/cmActivated toxin ( )21000 ng/cmProtoxin ( Insect species 

b 9 ± 45 a* 0 ± 100 O. nubilalis 
c 10 ± 17 b 10 ± 20 S. exigua 
a 0 ± 100 a 0 ± 100 G. molesta 

c 4 ± 13 b 2 ± 15 S. littoralis 
c 0 ± 0 c 0 ± 0 H. armigera 

های موجود در هر ستون انجام گرفته است و زمانی که ، برای دادهTwo-way ANOVAتجزیه و تحلیل آماری 
p-value<0.05 های درصد مرگ به روش بوده، میانگینTukeyبندی شده است. حروف متفاوت در هر ، گروه

 باشد.های مختلف آفت، می(، بین گونهp-value < 0.05ی تفاوت آماری معنی دار )ستون، نشان دهنده

 Cry1Ia38کشی پروتئین فعالیت سلول -4-3-3

 ها، رویمانی سلولمفهوم فقدان فعالیت متابولیکی یا زنده، بهCry1Ia38کشی پروتئین فعالیت سلول

های زنده ل، با توجه به درصد سلوSf21های مانی سلولمورد بررسی قرار گرفت. درصد زنده Sf21ی سلولی رده

درصد،  Triton X-100 2/0(، و pH 5/10مولار )میلی 50در شاهد منفی و شاهد مثبت که به ترتیب، بافر کربنات 

کشی ، خاصیت سلولCry1Ia38توکسین و توکسین فعال اند، سنجیده شد. نتایج نشان داد که، پیشدریافت کرده

های زنده، پس از اینکه در داری بین درصد سلولمعنیچنین، تفاوت آماری نداشتند. هم Sf21های روی سلول

 = Cry1Ia38 (p-valueتوکسین و توکسین فعال ( از پیشp-value = 0.8745های متفاوتی )معرض غلظت

ساعت در معرض  24، به مدت Sf21های پس از اینکه سلول (.3-4(، قرار گرفتند، وجود نداشت )شکل 0.5106
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درصد  90قرار گرفتند،  Cry1Ia38توکسین و توکسین فعال مورد استفاده از پیش ،µg/ml 20بالاترین غلظت، 

، بعد از انکوبه شدن Sf21های شناسی در سلولها، زنده و از لحاظ متابولیکی فعال بودند. هیچ تغییر ریختسلول

 (.4-4، مشاهده نگردید )شکل Cry1Ia38با پروتئین 

 

 

توکسین و توکسین پیشدر مقابل  Sf21های مانی سلولخطای معیار( درصد زنده ±میانگین ) -3 -4شکل 

 . Cry1Ia38فعال شده 
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توکسین ( پیشµg/ml 20پس قرار گرفتن در معرض بالاترین غلظت ) Sf21های وضعیت سلول -4 -4شکل 

 میکرومتر(. 50و مقیاس معادل با  20×قرار گرفتند )بزرگنمایی  Cry1Ia38ی و توکسین فعال شده

 Cry1Ia38-I116Vسازی و فعال کردن پروتئین بیان، خالص -4-3-4

، E. coli BL21 (DE3)های ، در سلولCry1Ia38، نیز مانند پروتئین Cry1Ia38-I116Vپروتئین 

 E. coliهای باکتری توکسین، از سلولعنوان پیشکیلودالتون، به 80بیان گردید. پروتئینی با وزن مولکولی 

کیلودالتونی با آنزیم تریپسین به نسبت وزنی/وزنی یک:ده فعال شد، فرم فعال  80توکسین سازی شد. پیشخالص

-غلظت پیش (.5-4کیلودالتون، حاصل گردید )شکل  50 ، با وزن مولکولیCry1Ia38-I116Vی توکسین شده

سنجی ، به روش چگالیBSA، با استفاده از چهار غلظت متفاوت از Cry1Ia38-I116Vتوکسین و توکسین فعال 

 تعیین گردید. Total Labافزار با استفاده از نرم
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های یک تا ؛ شمارهA. تصویر Cry1Ia38-I116Vسازی و فعال کردن پروتئین بیان، خالص -5 -4شکل 

: مارکر M(، flow throughی چهار: جریان خروجی از ستون )، شمارهE. coliهای سلولسه: بیان پروتئین در 

؛ Bسازی و دیالیز، و تصویر پس از خالص Cry1Ia38-I116Vهای پنج و شش: پروتئین پروتئینی، شماره

ئین لیتر از پروتگرم/میلیمیلی 4/0و  2/0، 1/0، 05/0های یک تا چهار: چهار غلظت به ترتیب، شماره

ی های پنج و شش: توکسین فعال، خالص و دیالیز شده: مارکر پروتئینی، شمارهBSA ،Mاستاندارد 

Cry1Ia38-I116V توکسین خالص و دیالیز شده های شش و هفت: پیشو شمارهCry1Ia38-I116V را ،

 کند.، اشاره میCry1Ia38-I116Vتوکسین ، به بیان پیشAدهد. پیکان در تصویر نشان می

 Cry1Ia38-I116Vکشی توکسین فعالیت حشره -4-3-5

 2ng/cm، در تک غلظت I116V-Cry1a38ی توکسین فعال شدهتوکسین و پیشکشی فعالیت حشره

مورد بررسی قرار  S. littoralisو  O. nubilalis ،S. exigua ،G. molestaروی لاروهای سن یک  1000

کشی ، فعالیت حشرهCry1Ia38-I116Vی توکسین فعال شده سنجی حاکی از آن بود که،گرفت. نتایج زیست

ای توکسین موتانت مورد نظر، برای لاروهپولکدار مورد بررسی، نداشته است. در حالی که، پیشهای بالروی میزبان

 درصدی 95و  100باعث مرگ  ترتیببه شدت زهرآگین بوده وبه O. nubilalisو  G. molestaسن یک 

و  O. nubilalis ،S. exigua ،G. molestaلاروهای تیمار شده، گشته است. بین حساسیت لاروهای سن یک 

S. littoralis  به توکسین فعالCry1Ia38-I116Vدار وجود ندارد. ، تفاوت معنی 
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توکسین و توکسین پیشکشی خطای معیار( مرگ ناشی از فعالیت حشره ±میانگین ) -2 -4جدول 

Cry1Ia38-I116V.  

Cry1Ia38-I116V protein 

)2Activated toxin (1000 ng/cm )2Protoxin (1000 ng/cm Insect species 
5 ± 11 a2 ±95  O. nubilalis 

0 ± 0 b± 312  S. exigua 
2 ± 4 a 0 ± 100 G. molesta 
2 ± 4 b 2 ± 4 S. littoralis 

های موجود در هر ستون انجام گرفته است و زمانی ، برای دادهTwo-way ANOVA( تجزیه و تحلیل آماری 1
بندی شده است. حروف متفاوت در ، گروهTukeyهای درصد مرگ به روش بوده، میانگین p-value<0.05که 

 باشد.های مختلف آفت، می(، بین گونهp-value < 0.05ی تفاوت آماری معنی دار )هر ستون، نشان دهنده
 

 Cry1Ia38-I116Vکشی پروتئین فعالیت سلول -4-3-6

ی سلولی ، روی ردهCry1Ia38-I116Vی توکسین و توکسین فعال شدهکشی پیشنتایج فعالیت سلول

Sf21 ی توکسین و توکسین فعال شدهنشان داد که پیشCry1Ia38-I116Vهای مورد آزمون، فعالیت ، در غلظت

های زنده، پس از اینکه در داری بین درصد سلولندارند. تفاوت آماری معنی Sf21ی سلولی کشی روی ردهسلول

-Cry1Ia38-I116V (pتوکسین و توکسین فعال ( از پیشp-value = 0.2821های متفاوتی )معرض غلظت

value = 0.2305 های پس از اینکه سلول (.6-4(، قرار گرفتند، وجود نداشت )شکلSf21 ساعت  24، به مدت

قرار گرفتند،  هیچ  Cry1Ia38-I116Vتوکسین و توکسین فعال از پیش µg/ml 20در معرض بالاترین غلظت، 

 (.7-4، مشاهده نگردید )شکل Sf21های شناسی در سلولتغییر ریخت
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توکسین و توکسین پیشدر مقابل  Sf21های مانی سلولخطای معیار( درصد زنده ±میانگین ) -6 -4شکل 

 . Cry1Ia38-I116Vفعال شده 

 

( µg/ml 20پس قرار گرفتن در معرض بالاترین غلظت ) Sf21های وضعیت ظاهری سلول -7 -4شکل 

  میکرومتر(. 50معادل با  و مقیاس 20×)بزرگنمایی  Cry1Ia38-I116Vی توکسین و توکسین فعال شدهپیش
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 Cry1Ia7سازی پروتئین سازی و فعالبیان، استخراج، خالص -4-3-7

 80ی ، منجر به تولید پروتئینی با اندازهE. coli BL21 (DE3)های در سلول cry1Ia7بیان ژن 

کیلودالتون،  50ی ی مقاومی با اندازهکیلودالتونی، هسته 80توکسین سازی پیشکیلودالتون گردید. پس از فعال

 (.8-4نام توکسین فعال، تشکیل شد )شکل به

 

های یک تا چهار: بیان ؛ شمارهA. تصویر Cry1Ia7سازی و فعال کردن پروتئین بیان، خالص -8 -4شکل 

: مارکر M(، flow throughهای پنج و شش: جریان خروجی از ستون )، شمارهE. coliهای پروتئین در سلول

های یک تا چهار: چهار غلظت به ترتیب، ؛ شمارهB، و تصویر Cry1Ia7های هفت: پروتئین پروتئینی، شماره

های پنج و : مارکر پروتئینی، شمارهBSA ،Mلیتر از پروتئین استاندارد گرم/میلیمیلی 4/0و  2/0، 1/0، 05/0

-، به بیان پیشAدهد. پیکان در تصویر را نشان می Cry1Ia7شش: توکسین فعال، خالص و دیالیز شده 

 کند.اشاره می Cry1Ia7توکسین 

 Cry1Ia7کشی توکسین فعالیت حشره -4-3-8

، 2ng/cm 1000، در غلظت آزمون شده، Cry1Ia7ی بر اساس نتایج به دست آمده، توکسین فعال شده

عبارتی، ، زهرآگین نبود. بهS. littoralisو  O. nubilalis ،G. molesta ،M. brassicaeبرای لاروهای سن یک 

(. در p-value>0.05دار وجود نداشت )، تفاوت معنیCry1Ia7بین حساسیت لاروهای آزمون شده به توکسین 

زهرآگین بود.  O. nubilalisو  G. molesta، به شدت برای لاروهای سن یک Cry1Ia7توکسین که، پیشحالی



 نژادآیدا خرم های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین

 

144 
 

لاروها گردید.  %100، باعث مرگ Cry1Ia7توکسین ، با غلظت آزمون شده از پیشG. molestaتیمار لاروهای 

 ، نداشت.S. littoralisکشی در برابر لاروهای ، فعالیت حشرهCry1Ia7توکسین اما، ، پیش

ین توکسین و توکسپیشکشی خطای معیار( درصد مرگ ناشی از فعالیت حشره ±میانگین ) -3 -4جدول 

Cry1Ia7 پولکدار. در چهار گونه آفت بال 

Cry1Ia7 protein 
)21000 ng/cmActivated toxin ( )2Protoxin (1000 ng/cm Insect species 

5 ± 21 a5 ±90  O. nubilalis 

11 ± 21 a 0 ± 100 G. molesta 
6 ± 9 - M. brassicae 

4 ± 13 b 2 ± 15 S. littoralis 
های موجود در هر ستون انجام گرفته است و زمانی ، برای دادهTwo-way ANOVA( تجزیه و تحلیل آماری 1

بندی شده است. حروف متفاوت در ، گروهTukeyهای درصد مرگ به روش بوده، میانگین p-value<0.05که 
 باشد.های مختلف آفت، می(، بین گونهp-value < 0.05ی تفاوت آماری معنی دار )هر ستون، نشان دهنده

 باشد.ی آفت در برابر توکسین، میی عدم بررسی حساسیت حشره(، نشان دهنده-( علامت )2

 

 Cry1Ia7کشی پروتئین فعالیت سلول -4-3-9

لی ی سلوها، روی دو رده، به مفهوم فقدان فعالیت متابولیکی سلولCry1Ia7کشی توکسین فعالیت سلول

های مانی سلولداری بین درصد زنده، آزمون گردید. نتایج نشان داد که، اختلاف معنیHi5و  Sf21پولکداران، از بال

Sf21  وHi5 ساعت در معرض توکسین  24و  16، بعد از اینکه به مدتCry1Ia7 قرار گرفتند، وجود نداشت ،

سلولی مورد آزمون با بالاترین های ساعت از انکوبه کردن رده 48که، پس از (. در حالیBو  Aتصاویر  ؛9-4)شکل 

، فعالیت متابولیکی خود را از دست دادند )شکل Hi5و  Sf21های درصد از سلول µg/ml 20 ،40غلظت توکسین، 

-کشی چشمفعالیت حشره Cry1Ia7(. نتایج به دست آمده حاکی از آن است که، توکسین Cتصویر  ،9-4شکل 

 ، ندارد.Hi5و  Sf21های سلولی های به کار رفته برای ردهگیری در غلظت

هایی که در معرض توکسین شناسی سلولهای ریختنتایج مطالعات میکروسکوپی روی ویژگی

Cry1Ia7 های ساعت، سلول 48دهد که، پس از گذشت بودند، نشان میSf21  وHi5 از بالاترین غلظت مورد ،
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، در های متورم و بادکنکی شکلی سلولی، سلولدیوارهطوری که تخریب اند. بهاستفاده از توکسین، متأثر شده

 (.10-3باشد )شکل ها مشهود میآن

 

در مقابل توکسین فعال شده  Hi5و  Sf21های مانی سلولخطای معیار( درصد زنده ±میانگین ) -9 -4شکل 

Cry1Ia716به مدت های زنده، پس از اینکه، پس از اینکه . درصد سلول ( ساعتA ،)24 ( ساعتB و )48 

 ، قرار گرفتند، در نمودار نشان داده شده است.Cry1Ia7(، در معرض توکسین Cساعت )

 



 نژادآیدا خرم های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین

 

146 
 

 

(، پس از قرار گرفتن در معرض بالاترین B) Sf21( و A) Hi5های وضعیت ظاهری سلول -10 -4شکل 

میکرومتر(.  50و مقیاس معادل با  20×)بزرگنمایی  Cry1Ia7ی ( توکسین فعال شدهµg/ml 20غلظت )

 کنند.های آسیب دیده اشاره میرنگ به سلولهای سیاهپیکان

های متفاوتی برای مقابله با بروز مقاومت آفات نسبت تر به آن پرداخته شد، استراتژیطور که پیشهمان

و برای مقابله با بروز  Btهای گردد. برای به حداکثر رساندن اثر توکسیناتخاذ می ،Btی های بر پایهکشبه حشره

ی اثر متفاوتی دارند، که نحوه Btمقاومت و یا حداقل به تأخیر انداختن مقاومت آفات، چندین توکسین از باکتری 

گیرند. اما مورد استفاده قرار می تراریختو یا در گیاهان  Btی های بر پایهزمان در فرمولاسیونعموماً به طور هم

ی اثر ، شناسایی شده است که نحوهBtهای باکتری ی مهم اینجاست که تاکنون، تعداد کمی از توکسیننکته

های باکتریایی نوترکیب و گیاهان ، برای تهیه سویهcryهای جدید ی ژنمتفاوتی داشته باشند. بنابراین، مطالعه

ی اثر متفاوتی نسبت به ، نحوهCry1Iهای باشد. از آنجایی که، پروتئینبرخوردار میتراریخت، از اهمیت بسزایی 

های دیگر، برای کاهش بروز مقاومت آفات، مورد استفاده توانند همراه با توکسیندارند، می Cryهای سایر پروتئین

-Cry1Ia38و  cry1Ia38های سازی ژنقرار بگیرند. در نتیجه در این رساله، بر آن شدیم که پس از همسانه

I116Vهای سازی پروتئین، سپس، بیان، استخراج و خالصCry1Ia38 ،Cry1Ia38-I116V  وCry1Ia7 ،

ا این هدف پولکدار، ارزیابی گردد. بها، با تمرکز روی آفات بالکشی این پروتئینکشی و سلولی فعالیت حشرهدامنه
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و یا  Btی های بر پایه، در فرمولاسیونCryهای راه با سایر پروتئینها، همی احتمالی این پروتئینکه استفاده

 گیاهان تراریخت، توصیه گردد.

، شناخته شده B. thuringiensis IE-1ی های سویهگری ژنی غربالکه در نتیجه cry1Ia38ژن 

اسیدآمینه  720پروتئینی با طول نوکلئوتید،  2160سازی گردید. توالی کامل این ژن با طول بود، با موفقیت همسانه

، Btهای باکتری گذاری توکسینی نامکند. توکسین جدید شناسایی شده، به کمیتهرا رمز می

(http://www.lifesci.susex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/ ارسال گردید و نام )"Cry1Ia38 " به

 آن اختصاص داده شد. 

، وزن Cry1Ia7و  Cry1Ia38 ،Cry1Ia38-I116Vعه؛ توکسین هر سه پروتئین مورد مطالپیش

کیلودالتون، داشتند. وزن مولکول تخمین زده شده، وزن مولکولی رایج و معمول در  80مولکولی یکسانی، حدوداً 

 Song et al., 2003; Ruiz de Escudero et al., 2006; Guoباشد )، میCry1Iی های خانوادهبین پروتئین

et al., 2009; Zhao et al., 2015چنین، توکسین فعال شده با آنزیم تریپسین نیز، در هر سه پروتئین (. هم

کیلودالتون، تولید کرد. ساختار سه بعدی سه پروتئین مورد بررسی، با  50ی ی مقاومی با اندازهبررسی شده، هسته

، Vip2Aaو  Cry1Aa ،Cry23/37 ،Cyt2Aa، از جمله؛ Btی باکتری های شناخته شدهساختار سایر توکسین

ای های اسیدآمینهترازی سه توالیی هم، نتیجه11-4(. تفاوت اسیدهای آمینه در شکل 12-4مقایسه گردید )شکل 

 ، آمده است.Cry1Ia7و  Cry1Ia38 ،Cry1Ia38-I116Vسه پروتئین 

ها علیه آفات آن کشی، تا کنون شناسایی و توصیف، و فعالیت حشرهCry1Iهای بسیاری از پروتئین

ه؛ توان باست، که از آن جمله می بالپوشان، ارزیابی شدهپولکداران و سختی بالحساس احتمالی، از دو راسته

Spodoptera spp. ،Manduca sexta ،Cydia pomonella ،Agrotis ipsilon ،Earias insulana ،

Plutella xylostella ،Prays olea ،Telchi licus licus ،Bombyx mori ،H. armigera ،T. ni ،

Ostrinia spp. ،H. zea ،Pyrrhalta aenescens ،Leguminivora glycinivorella ،Epiphyas 

postvittana ،Artogeia rapae ،L. decemlineata ،Anthonomus grandis  وTenebrio molitor 

 ;Tailor et al., 1992; Koo et al., 1995; 1998; Choi et al., 2000; Tounsi et al., 2003اشاره کرد )
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Song et al., 2003; Boncheva et al., 2006; Ruiz de Escudero et al., 2006; Martins et al., 

2007; Grossi-de-Sa et al., 2007; Guo et al., 2009; Dammak et al., 2010; Craveiro et al., 

2010; Dammak et al., 2011; Guo et al., 2011; Bergamasco et al., 2013; Zhao et al., 2015; 

Shin et al., 2015; Oliveira et al., 2016; Khorramnejad et al., 2018.) 

ین برای هر سه پروتئی توکسین فعال شدهسنجی سه پروتئین مورد مطالعه نشان داد که نتایج زیست

، حساسیت O. nubilalisچنین، لاروهای بودند. هم شدت زهرآگینبه O. nubilalisو  G. molestaلاروهای 

 .S. exigua ،Sی که، لاروهای سه گونه، نشان دادند. در حالیCry1Ia38پروتئین توکسین پیشزیادی به 

littoralis ،H. armigera  وM. brassicaeهای ، حساسیت چندانی به پروتئینCry1Ia  .مورد استفاده نداشتند

، در برابر Cry1Ie2و  Cry1Ie1های های پیشین که به زهرآگینی توکسینه، در تأئید پژوهشهای این رسالیافته

، اشاره Cry1Ieبه دو توکسین  H. armigeraو  S. exiguaو عدم بروز حساسیت لاروهای  Ostriniaهای گونه

، Cry1Ia هایتوکسینکشی پیشباشد. نکته قابل توجه آنکه، فعالیت حشره(، میZhao et al., 2015کرده است )

شده )منومر( و  توکسین، توکسین فعالکشی پیشنسبت به توکسین فعال شده، بیشتر بوده است. فعالیت حشره

(. بر اساس Guo et al., 2009، مورد بررسی قرار گرفت )P. xylostella، روی لاروهای Cry1Ieالیگومرهای 

و  21، 14توکسین، منومر و الیگومر پروتئین، برای پیشبه ترتیب  های به دست آمده50LCسنجی، نتایج زیست

 .P، بیشترین زهرآگینی را بری لاروهای Cry1Ieتوکسین لیتر، بودند. در نتیجه، پیشمیکروگرم به میلی 1400

xylostella ( داشته استGuo et al., 2009پیش .)های توکسینCry1Ab  وCry1Acکشی ، نیز پتانسیل حشره

 ,.Tabashnik et alی خود، دارند )های فعال شدهپولکدار مقاوم، نسبت به توکسینبرابر آفات بالبیشتری در 

توکسین و توکسین پیش 50LC، نیز گزارش شده است که بین مقدارهای Cry1Ac(. در مورد توکسین 2015

ی (. نکتهLi et al., 2018دار وجود ندارد )، تفاوت معنیCF-203ی سلولی ، در برابر ردهCry1Acی فعال شده

توکسین با پیش CF-203های ( این است که آیا پس از تلقیح سلول2018و همکاران ) Liمهم در پژوهش 

Cry1Acتوکسین به توکسین فعال تبدیل شده است؟ نتایج ، پیشSDS-PAGE  وWestern blot حاکی از آن،

توکسین تبدیل ، بوده و پیشCF-203های فتن سلولکیلودالتونی عامل از بین ر 130توکسین بوده است که، پیش

 به توکسین فعال، نشده است. 
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، با وجود تفاوت تنها در Cry1Ia38-I116Vو  Cry1Ia38چنین، قابل ذکر است که دو توکسین هم

های پروتئین، Iکشی متفاوتی داشتند. به این مفهوم که تغییر یک اسید آمینه در دومین یک اسیدآمینه، فعالیت حشره

Cryکشی پروتئین شده است. ، منجر به بروز تغییر در فعالیت حشره 

، صورت Cry1Iی های خانوادهکشی توکسینطور که اشاره شد، مطالعات زیادی روی فعالیت حشرههمان

ولین بار، اها وجود ندارد. در این رساله برای کشی این توکسینگرفته است، اما هیچ گزارشی مبنی بر فعالیت سلول

شی ککشی سه پروتئین مذکور، مورد مطالعه قرار گرفت. بنابراین، نتایج مربوط به فعالیت سلولفعالیت سلول

ان های پیشین نشسنجی سایر مطالعات، مورد مقایسه قرار گرفت. پژوهش، با نتایج زیستCry1Iaهای پروتئین

، زهرآگین T. niو  S. frugiperdaای لاروهای بر Cry1Ie2و  Cry1Ia7 ،Cry1Ie1های دادند که، توکسین

(، که نتایج به دست آمده در این رساله با Ruiz de Escudero et al., 2006; Zhao et al., 2015نیستند )

های به توکسین S. frugiperdaحساسیت لاروهای  های پیشین مطابقت دارد. در برخی از مطالعات بهپژوهش

Cry1Ia ،Cry1Ia10  وCry1Ia12 اشاره شده است، این نتایج بر خلاف نتایج حاصل این رساله درمورد ،

-Martins et al., 2007; Grossi-deباشد )می Hi5و  Sf21های روی سلول Cry1Iaهای زهرآگینی پروتئین

Sa et al., 2007; Bergamasco et al., 2013; Oliveora et al., 2016 .) 

هایی تواند به دلیل تفاوت در آلل، میCry1Iهای کشی پروتئیندر فعالیت حشرهدر نهایت اینکه، این تنوع 

های اوتهای نوکلئوتیدی، منجر به بروز تفباشد که روی تخصص میزبانی اثرگذار هستند و تفاوت اندکی در توالی

ن طور که در این پژوهش دیده شد، دو پروتئیشود. همانکشی پروتئین مورد بررسی، میگیر در فعالیت حشرهچشم

Cry1Ia38 ؛ تیپ وحشی و موتانت، با وجود تفاوت در یک اسیدآمینه در پروتئین و یک نوکلئوتید در ژن، فعالیت

چنین از طرف دیگر، دارند. هم O. nubilalisو  G. molestaکشی متفاوتی نسبت به هم روی لاروهای حشره

های آفات تواند به دلیل تفاوت در حساسیت کلنی، میCry1Iهای مختلف ی توکسینها در زهرآگیناین تفاوت

 (.Hernández-Martinez et al., 2008مورد آزمون در مطالعات مختلف باشد )
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مشخص شده به رنگ قرمز، به وجود تفاوات ی . اسیدهای آمینهCry1Ia7و  Cry1Ia38 ،Cry1Ia38-I116Vای سه پروتئین های اسیدآمینهترازی توالیهم -11 -4شکل 

 (.www.uniprot.orgکند )در توالی اسیدهای آمینه، اشاره می
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. تصویر بالا، ساختار سه بعدی Btهای باکتری ی ساختار سه بعدی توکسینمقایسه -12 -4شکل 

( پروتئین a(. Bravo and Soberón. 2008دهد )، را نشان میBtی باکتری های شناخته شدهتوکسین

Cry1Aaهای سه دومینی آورده شده است. دومین عنوان مثالی از توکسین، بهIهای ، به رنگ قرمز و دومین

II  وIII .به رنگ آبی نشان داده شده است ،b توکسین دوتایی )Cry23/Cry37 ،c )Cyt2A و ،d توکسین )

Vip2Aaباشد. تصویر پایین، ساختارهای سه بعدی سه پروتئین مورد استفاده در این رساله، ، میCry1Ia38 ،

Cry1Ia38-I116V  وCry1Ia7دهد، را نشان می (original) تفاوت در توالی اسیدهای آمینه با رنگ قرمز .

، پیکان قرمز رنگ به Cry1Ia38-I116Vمشخص شده است. در تصویر مربوط به ساختار سه بعدی توکسین 

، با Cry1Iaهای کند. ساختارهای سه بعدی توکسین، اشاره میI، واقع در دومین 116ی ی شمارهاسید آمینه

 سازی گردید.، مدلPhyre2 (Kelley et al., 2015)افزار استفاده از نرم
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و  G. molestaبرای لاروهای  Cry1Ia38بر اساس نتایج به دست آمده در این فصل از رساله، توکسین جدید 

O. nubilalis  نوکلئوتیدی پروتئین  اندک در توالی هایچنین وجود تفاوت. همبودزهرآگینCry1Ia38 منجر ،

اما گشت.  Cry1Ia7و پروتئین  Cry1Ia38-I116Vکشی موتانت گیر در فعالیت حشرههای چشمبه بروز تفاوت

های فعال شده با آنزیم توکسیناز بیشتر  Cry1Iaهای های پروتئینتوکسیننکته قابل توجه آنکه زهرآگینی پیش

ای ههای متمایز کننده و منحصر به فرد، در گروه پروتئینبا وجود داشتن ویژگی Cry1Iهای تریپسین، بود. پروتئین

Cry1 ،های کشی پروتئینگیرند. پس از بررسی فعالیت حشرهجای میCry1Ia  ،پرسش مطرح  دودر این رساله

 یخانوادههای مشابه همنیز مشابه سایر پروتئین Cry1Iaهای ی اثر توکسینآیا نحوه .1 شد که

که ) Cry1های ، نیز مانند سایر پروتئینCry1Iaهای آیا توکسینبه این مفهوم که  باشد؟خود می

آیا الیگومریزاسیون  .2و این که  ؟دهدساختارهای الیگومری تشکیل میبررسی شده( تا به حال 

ها بروز زهرآگینی این توکسینای ضروری و اجتناب ناپذیر در مرحله Cry1Iaهای توکسین

 .اندشدهها، طراحی برای پاسخ دادن به این پرسش در فصل بعدی گرفتههای انجام آزمون باشد؟می



 

 

 

 

 

 

 

 

 فصل پنجم
 

ای هتوکسین ارتباط بین الیگومریزاسیون و زهرآگینی
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 Cry1Iaهای توکسین ارتباط بین الیگومریزاسیون و زهرآگینی: فصل پنجم

 مقدمه  -5-1

، زمانی که Cryهای ی اثر توکسینتر به آن اشاره شد، در مدل اتصال متوالی نحوهطور که پیشهمان

های پروتئاز تبدیل به توکسین فعال شد، منومرهای حاصله به کادهرین، ی آنزیمبه وسیله Cry1Aپروتئین 

دیگری  جزئی یتیکیولتئشوند. اتصال منومر توکسین به کادهرین باعث شکست پروعنوان اولین گیرند، متصل میبه

ادی گیرند. الیگومرها میل زیالیگومرهای توکسین شکل میشود که به موجب آن در ساختار توکسین فعال می

(. تشکیل ساختارهای الیگومری Vachon et al., 2012های ثانویه دارند )برای اتصال برگشت ناپذیر به گیرنده

لی در ای اصعنوان مرحلهی میانی، بههای پوششی رودهنفوذ توکسین به غشای سلول پیش از Cryهای توکسین

، Cry1A(. اتصال متوالی توکسین Gomez et al., 2002، تعریف شده است )Btهای زایی توکسیناریروند بیم

طور کامل توسط پژوهشگران ، بهCry1Aشود، در مورد توکسین به دو گیرنده که منجر به تشکیل الیگومر می

 ;Hara et al., 2003; Jiménez-Juárez et al., 2007; Arenas et al., 2010مورد مطالعه قرار گرفته است )

Pardo-López et al., 2013 تشکیل ساختارهای الیگومری در چندین توکسین .)Cry  و حتی غیرCry مورد ،

، Cry1Aa ،Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Caهای توان به توکسینمطالعه قرار گرفته است، از آن جمله می

Cry1Da ،Cry1Ea ،Cry1Fa ،Cry1Ie ،Cry3Aa ،Cry3Ba ،Cry3Ca ،Cry4Ba ،Cry11Aa ،

Cry64Aa1 ،Cyt1Aa ،Sip  وVip( اشاره کرد ،Tingue et al., 2001; Rausell et al., 2004; Herrero 

et al., 2004; Pérez et al., 2007; Fabrick et al., 2009; Groulx et al., 2011; Carmona et al., 

2011; López-Diaz et al., 2013; Khomkhum et al., 2015; Abe et al., 2017; Palma et al., 

2017.) 

. این 1های منحصر به فردی دارند، از آن جمله؛ ویژگی cry1Iی ، اعضای خانوادهcryهای در میان ژن

. 2بیان شوند.  E. coilهای باکتری توانند در کشتخاموش هستند، اما می Btهای باکتری ها عموماً در سویهژن

هستند و در همین گروه هم  Cry1های ، از لحاظ ساختاری مشابه پروتئینCry1Iهای نوع با وجود اینکه پروتئین

. وزن مولکولی 3را ندارند.  Btهای باکتری گیرند، اما توانایی تجمع به صورت اجسام کریستالی سلولجای می

ای هتوکسینکه وزن مولکولی معمول در پیشباشد، در حالییکیلودالتون م 81تا  70بین  Cry1Iتوکسین پیش
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Cry1 ،130  .های . پروتئین4کیلودالتون استCry1I بالپوش پولکدار و سختفعالیت دوگانه در برابر آفات بال

های منحصر به فرد (. در نتیجه، با در نظر گرفتن ویژگیTailor et al., 1992; Choi et al., 2000دارد )

ت، ها صورت نگرفته اسی اثر این پروتئینو با توجه به اینکه تا کنون مطالعاتی روی نحوه Cry1Iهای ینپروتئ

، روی پروتئین Btهای ی اثر توکسینعنوان یک مرحله بسیار مهم در نحوهتشکیل ساختارهای الیگومری، به

Cry1Ia7 شی این کمورد بررسی قرار گرفت. در ادامه، ارتباط بین تشکیل ساختارهای الیگومری و فعالیت حشره

 توکسین نیز بررسی شد.

ها به ، توانایی اتصال این توکسینCry3Cو  Cry3A ،Cry3Bای سه توکسین طی مطالعات مقایسه

، L. decemlineataزمینی، سیب خواربرگی میانی سوسک های پوششی رودههای موجود در سطح سلولگیرنده

، جایگاه اتصال یکسانی دارند و برای Cry3مورد بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج به دست آمده، هر سه پروتئین 

ه گردید. نتایج ها، مطالعکنند. تشکیل ساختارهای الیگومری نیز در این پروتئیناتصال به گیرنده، با هم رقابت می

بستگی مثبت و دهند و هم، تشکیل الیگومر، میCry1Aهای ، مشابه توکسینCry3های توکسیننشان داد که 

 .Lمیانی  یهای پوششی رودهها در سلولمستقیم بین تشکیل الیگومر و تشکیل منفذ توسط این پروتئین

decemlineata( وجود دارد ،Rausell et al., 2004.) 

(، با جایگزینی اسیدآمینه آلانین با برخی از 2005ان )و همکار Likitvivatanavongدر پژوهش 

، زهرآگینی و تشکیل ساختارهای الیگومری Cry4Baپروتئین  Iآلفای پنج دومین  مارپیچهای موجود در اسیدآمینه

ی با ها، مشابه با تیپ وحشی، پروتئینی موتانتهای حاصل بررسی و با تیپ وحشی مقایسه گردید. همهدر موتانت

ی ، در برابر لاروهای پشهN183Aکشی موتانت کیلودالتون، تولید کردند. فعالیت حشره 130مولکولی وزن 

Stegomyia aegyptiکشی چهار موتانت دیگر، که در فعالیت حشره، به طور کامل از بین رفته بود، در حالی

خود را از دست داد. بر  زه شدن، توانایی الیگومریN183Kموتانت ی جالب آنکه مشاهده گردید. نکته کاهش کمی

قرار دارد، نقش اصلی در زهرآگینی و تشکیل  183ی آسپارژین که در موقعیت نتایج به دست آمده، اسیدآمینه اساس

 کند.، ایفا میCry4Baساختارهای الیگومری پروتئین 
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را  Cry11Aaکشی توکسین ، فعالیت حشرهCyt1Aaتوکسین  اند کههای پیشین نشان دادهپژوهش

، عمل Cry11Aaی متصل به غشاء برای توکسین عنوان گیرنده، بهCyt1Aaزیرا توکسین  دهدافزایش می

ند. در ک، اتصال توکسین به گیرنده، تشکیل ساختارهای الیگومری را القاء میCryهای کند. در مورد توکسینمی

عنوان گیرنده، منجر به Cyt1Aaبه توکسین  Cry11Aaرود که اتصال توکسین نتیجه در این مورد نیز انتظار می

(، اتصال اتصال توکسین 2007و همکاران ) Pérezشود. بر اساس پژوهش  Cry11Aaبه تشکیل الیگومرهای 

Cry11Aa  به توکسینCyt1Aaدش های پوششی آفت هدف، منجر به تشکیل الیگومر و ایجاد منفذ در سلول .

رژیستی داشته و باعث کاهش بروز مقاومت آفات نسبت به توکسین ، نقش سینCyt1Aaچنین توکسین هم

Cry11Aa شود.می 

های سازی و در سلول، همسانه(2009) و همکاران Guoوسط ت Btهای در سویه cry1Ieژن خاموش 

E. coli BL21 کیلودالتونی به دست آمده برای  84سنجی، پروتئین بیان گردید. بر اساس نتایج زیستP. 

xylostella ،O. furnacalis  وL. glycinivorella  زهرآگین بوده است. در پژوهش نام برده شده، پس از

سازی با استفاده از آنزیم تریپسین صورت گرفته، و منومرهای توکسین فعال ، فعالتوکسینسازی پیشخالص

عنوان ارتباط دهنده، اضافه گردید و سپس ، به1حاصل شده است. به محلول پروتئینی به دست آمده، گلوتارآلدئید

، جداسازی شد. بر اساس نتایج به دست آمده از کروماتوگرافی، منومر و 2طردی-توسط کروماتوگرافی اندازه

، به صورت دایمر و Cry1Ieمرهای توکسین و، شناسایی و جداسازی شد. الیگCry1Ieالیگومرهای توکسین 

 گردید. تر از تترامر، مشاهدهتجمعاتی بزرگ

، شامل اتصال به گیرنده، تشکیل الیگومر و ایجاد منفذ در Btهای ی اثر توکسینمراحل مختلف نحوه

های به دست کشی موتانت، مورد بررسی قرار گرفت. فعالیت حشرهCry1Abموتانت غیر سمی از توکسین  11

 Cry1Abتوکسین  Iآلفای چهار دومین  مارپیچهایی که در ، بررسی گردید. جهشM. sextaآمده، علیه لاروهای 

ه گیرنده، ها، توانایی اتصال بکشی توکسین را به طور کامل از بین بردند. این موتانترخ داده بودند، فعالیت حشره

                                                           
1 Glutaraldehyde 
2 Size-exclusion chromatography 
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ی انیز نداشتند. بر اساس نتایج به دست آمده، الیگومریزاسیون، مرحله ساختارهای الیگومری و ایجاد منفذتشکیل 

 (.Rodríguez-Almazán et al., 2009باشد )می Cryهای ی در زهرآگینی توکسیناساسی و ضرور

نشان داد  Cry11Aa-V142Dو  Cry4Ba-E159Kهای کشی موتانتی بررسی فعالیت حشرهنتیجه

ها ، کاملاً از بین رفته است. زیرا این جهشAedes aegyptiها علیه لاروهای کشی این موتانتفعالیت حشره که

 (.Carmona et al., 2011شوند )از تشکیل ساختارهای الیگومری میمانع 

، نشان داد که این توکسین تغییر یافته توانایی از بین Cry1Abی توکسین تغییر یافتهروی پیش پژوهش

چنین، ساختارهای الیگومری در توکسین را دارد. هم Cryهای به توکسین M. sextaهای مقاوم بردن جمعیت

 (.Gómez et al., 2014) شدفته، مشاهده تغییر یا

، از نقطه نظر اتصال CF-1ی سلولی های این پروتئین روی ردهو موتانت Cry1Abی اثر توکسین نحوه

کشی ، فعالیت حشرهCry1Abهای به گیرنده، الیگومریزاسیون و تشکیل منفذ، مورد بررسی قرار گرفتند. موتانت

آلفای یک دومین  مارپیچ، از دست دادند. اما جهشی که در CF-1های و سلول M. sextaخود را در برابر لاروهای 

I   توکسینCry1Abهای ، منجر به افزایش زهرآگینی این توکسین روی سلولCF-1  گردید. این موتانت، بدون

 (.Portugal et al., 2014) داشتنیاز به گیرنده، توانایی تشکیل ساختارهای الیگومری را 

های (، در برابر سلولCry1AcMod) Cry1Acی و توکسین تغییر یافته Cry1Acکنش توکسین برهم

، ارزیابی گردید. توکسین Pectinophora gossypiellaی میانی حشرات حساس و مقاوم پوششی روده

Cry1AcMod  نسبت بهCry1Ac در انتهای آمینی دومین ،I (آلفای یک مارپیچ )بر  کمتر دارد. اسیدآمینه 56

ی کادهرین توانایی تشکیل ساختارهای الیگومری بدون نیاز به گیرنده Cry1AcModاساس نتایج به دست آمده، 

 Cry1Ac ،1000مقاوم به توکسین  P. gossypiellaبرای لاروهای  Cry1AcModچنین، زهرآگینی را دارد. هم

، به Cry1Acدر کرم سرخ پنبه به توکسین باشد. در نتیجه، بروز مقاومت ، میCry1Acبرابر بیشتر از توکسین 

دلیل کاهش توانایی پروتئین برای اتصال به گیرنده و کاهش تشکیل ساختارهای الیگومری، بوده است. نتایج این 

های مقاوم کند. در نتیجه در جمعیت، تأئید میCryهای پژوهش، نقش کادهرین را در الیگومریزاسیون توکسین
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بدون نیاز به کادهرین،  Cry1AcModها جهش رخ داده است، توکسین کادهرین آنکرم سرخ پنبه که در 

 (.Ocelotl et al., 2015برد )گردد و لارو میزبان را از بین میالیگومریزه می

های شود، بعد از اتصال به گیرنده(، هم گفته میPS2) 2-، که به آن پاراسپورینCry46Aa1پروتئین 

ه گلیکوزیل فسفاتیدیل اینوزیتول، توانایی تشکیل ساختارهای الیگومری را دارد. لازم ب پروتیئنی متصل شونده به

 ,.Abe et alهای سرطانی انسانی دارد )کشی برای سلول، فعالیت سلولCry46Aa1ذکر است که پروتئین 

2017.) 

آفات باشد که علیه می Btهای ی منفذ از توکسین، یک توکسین تشکیل دهندهCry2Abتوکسین 

توکسین (، نشان داد که فعال شدن پیش2018و همکاران ) Xuگیرد. پژوهش مورد استفاده قرار میپولکدار بال

Cry2Aaی میانی لاروهای ی روده، با عصارهP. xylostellaضروری کشی این توکسین ، برای فعالیت حشره

اند، تشکیل آلفای چهار و پنج دچار جهش شدههای ، که در زنجیرهCry2Aaهایی از توکسین باشد. موتانتمی

کاهش یافته  P. xylostellaبرای لاروهای  ها به شدت تحت تأثیر همین مسئلهدهند و زهرآگینی آنالیگومر نمی

، اشاره Cry2Aaبه اهمیت تشکیل ساختارهای الیگومری در زهراگینی توکسین  گرانهای این پژوهشاست. یافته

 کند.می

و وجود ارتباط مستقیم بین تشکیل این  Cry1Iaشکیل ساختارهای الیگومری در توکسین بنابراین، ت

 عنوان فرضیه این فصل از رساله در نظر گرفته شد.، بهCry1Iaزایی توکسین ساختارها و بیماری

 هامواد و روش -5-2

 Cry1Abو  Cry1Ia7های سازی پروتئینآماده -5-2-1

ی اثر ی نحوهعنوان شاهد برای بررسی و مقایسه، بهCry1Abدر این پژوهش، از یک پروتئین مرجع، 

در زهرآگینی آن،  Cry1Abاستفاده گردید. تشکیل و اهمیت ساختارهای الیگومری پروتئین  Cry1Ia7پروتئین 

 Cry1Abپیشتر به طور کامل در منابع مختلف مورد بررسی قرار گرفته بود. در نتیجه، در این مطالعه از پروتئین 
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عنوان مدل و مرجع برای تأئید صحت گیرند، بهدر یک گروه قرار می Cry1Ia7که از لحاظ ساختاری با پروتئین 

 استفاده گردید.  Cry1Ia7تشکیل ساختارهای الیگومری در پروتئین 

اهدا شده  E. coli GG094-208ی نوترکیب مورد استفاده در این پژوهش از سویه Cry1Abپروتئین 

گرفته شد.  Dr. R.A. de Maagd (Wageningen University, Wageningen, Netherlands)از طرف 

ن بر اساس روش توکسیسازی پیشو فعالسازی پروتئین، انحلال بیان پروتئین، استخراج اجسام کریستالی، خالص

Sayyed ( انجام گرفت. روش انجام کار به این ترتیب بود که، باکتری 2005و همکاران ،)E. coli  در محیط

ی مخمر گرم عصاره 6/21گرم تریپتون،  8/10مولار، میلی 4HPO2K 72مولار، میلی TB (4PO2KH 17کشت 

لیتر از محیط کشت، در دمای سیلین در هر میلیمیکروگرم آمپی 25حاوی گلیسرول در یک لیتر آب(  36/0و %

، در سه Cry1Abی های باکتری حاوی پروتئین بیان شدهدرجه سلسیوس، کشت داده شد. هر گرم از سلول 37

میکروگرم از  800( و HCl pH 8.0, 5 mM EDTA, 100 mM NaCl-50 mM Tris) 1لیزلیتر از بافر میلی

لیتر از آنزیم میکروگرم بر میلی 50وزیم، مخلوط گردید. دی.ان.ای موجود در مخلوط پروتئینی با افزودن آنزیم لیز

DNase درجه سلسیوس نگه داشته شد. بعد از  37،  هضم شد. مخلوط تهیه شده به مدت یک ساعت در دمای

بود، چند مرتبه  Cry1Abهای توکسیننشین که حاوی پیشدقیقه، ته 20به مدت  g 40000×سانتریفیوژ با دور 

(، شسته شد. برای انحلال mM Tris-HCl pH 7.5, 1% Triton X-100, 1M NaCl 20وشو )با بافر شست

pH 10.0, 100 mM NaCl, 10 mM  3CO250 mM Naاز بافر انحلال ) Cry1Abهای توکسینپیش

dithiothreitol های محلول با توکسینگردید. پیش درجه سلسیوس استفاده 37(، به مدت دو ساعت در دمای

توکسین دقیقه، از مواد غیر محلول جداسازی شدند. فعال کردن پیش 15، به مدت g 158000×سانتریفیوژ با دور 

Cry1Abگرم از پروتئین ، با استفاده از آنزیم تریپسین با نسبت وزنی/وزنی ده میلیCry1Ab گرم از به یک میلی

 یسازی توکسین فعال شدهدرجه سلسیوس، به مدت دو ساعت انجام گرفت. خالص 37آنزیم تریپسین، در دمای 

Cry1Abبا استفاده از ستون  2، از روش کروماتوگرافی تبادل یونیMonoQ 5/5  و در دستگاه کراماتوگرافی

ÄKTA 100 explorer system (GE Healthcare, United Kingdom)  انجام گرفت. بدین منظور، ابتدا

                                                           
1 Lysis buffer 
2 Anion-exchange chromatography 
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، تعویض شد. pH 9با  Tris-HClمولار میلی 20، با دیالیز پروتئین، با بافر Cry1Abی توکسین فعال شده بافر

سانتریفیوژ گردید و  g 16000×دقیقه، در دمای جهار درجه سلسیوس با دور  15پروتئین دیالیز شده به مدت 

 HiTrap Q HPتئین فیلتر شده، در ستون میکرومتری با غشای نایلونی، عبور داده شد. پرو 2/0رونشین از فیلتر 

(GE Healthcare) لیتر، بارگذاری شد. پروتئین با حجم پنج میلیCry1Ab  20درصد بافر  70تا  20در شیب 

شود. در نتیجه، در این ، از ستون جدا و شسته می9ی ، یک مولار سدیم کلراید با اسیدیتهHCl-Trisمولار میلی

، به صورت PAGE-SDSدرصد  12لیتری از خروجی ستون برداشته و سپس روی ژل یک میلی 1هایبازه، قسمت

 جداگانه آنالیز شد. 

، Btی اسپانیایی باکتری نیز از یک سویه Cry1Ia7طور که پیشتر شرح داده شده است، پروتئین همان

 3-22در بند  Cry1Ia7سازی و فعال کردن پروتئین ، گرفته شده بود. بیان، استخراج، خالصHU4-2به نام 

 توضیح داده شده است.

 حشرات مورد استفاده -5-2-2

ی سلولی حشرات و های متفاوت مشتق شده از سلول؛ ردهتشکیل ساختارهای الیگومری روی مدل

2BBMV به دلیل فعالیت 1، مطالعه گردید. در انتخاب میزبان، برای این قسمت از رساله، به چند مورد توجه شد؛ .

هایی بالپوش، از هر دو راسته، میزبانپولکدار و سختروی آفات بال Cry1Iهای کشی توکسینحشره دوگانه

مورد توجه قرار گرفت. به  Cry1Ia7و  Cry1Abهای انتخابی به دو توکسین . حساسیت میزبان2انتخاب گردید. 

در نتیجه، این قسمت از  های حساس و متحمل انتخاب گردید.این ترتیب که برای هر دو توکسین، میزبان

بالپوشان، از سخت L. decemlineataپولکداران، از بال L. botranaو  O. nubilalisها روی لاروهای آزمایش

 ، انجام پذیرفت.Sf21ی سلولی و رده

 

                                                           
1 Fraction 
2 Brush Border Membrane Vesicle (BBMV) 
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 BBMVی میانی و تهیه جداسازی روده -5-2-3

کالبدشکافی شدند و  L. decemlineataو لاروهای سن چهارم  O. nubilalisلاروهای سن پنجم 

پنج  EGTAمولار،  3/0 1)مانیتول METهای تشریح شده در بافر سرد ها خارج گردید. رودهآنی میانی روده

وشو داده، در نیتروژن مایع حفظ و در فریزر با دمای ( شستpH 5/7مولار در میلی Tris-HCl 17مولار، میلی

ی ، چون بسیار کوچک هستند، رودهL. botranaدر مورد لاروهای سن آخر درجه سلسیوس نگهداری شدند.  -80

 2به روش رسوب افتراقی منیزیم BBMVی از کل بدن لارو استحصال گردید. تهیه BBMVمیانی تشریح نشد و 

(Wolfersberger et al., 1987 که توسط ،)Escriche ( تغییر داده شده است، انجام گرفت. 1995و همکاران ،)

درجه سلسیوس، وزن و به یک بشر تمیز  -80های میانی تشریح شده و یخ زده در دمای بدین ترتیب که، روده

های میانی استخراج شده با بافر سرد ، وزن کل لارو در نظر گرفته شد. رودهL. botranaمنتقل شدند. در مورد، 

، طی دو METها با بافر زن برقی، رودهها، مخلوط شدند. سپس، با همبه حجم نه برابر وزن روده METی شده

 BBMVدور در دقیقه، به خوبی مخلوط شدند. تمامی مراحل تهیه  5000ای با حداقل سرعت، ی یک دقیقهچرخه

الای یک استوانه مدرجی که روی یخ انجام گرفت. در ادامه، مخلوط به دست آمده از گازهای استریلی که بر ب

یری گگن عبور کرده از فیلتر در استوانه مدرج اندازهپیشتر روی یخ گذاشته شده بود، عبور داده شد. حجم مخلوط هم

دقیقه روی یخ نگه داشته شد. سپس،  15مولار، اضافه گردید و به مدت میلی 2MgCl 24حجم آن شد و هم

دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس  15اند، با سانتریفیوژ به مدت وژن نشدهاجزای بزرگی از روده که به خوبی هم

دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس و  30، جدا گشت. رونشین به دست آمده، مجدد به مدت g 2500×و با دور 

زر برقی هموژنایای ی شیشهنشین به محفظه، سانتریفیوژ گردید. رونشین دور ریخته شد و تهg 31000×با دور 

ی ی اولیه، مخلوط شد. در مرحلهبا حجمی معادل نصف حجم مصرف شده METنشین با بافر منتقل گشت. ته

گن شده اضافه گردید. مخلوط به دست آمده، مولار به مخلوط هممیلی MET ،2MgCl 24بعد، نصف حجم بافر 

ی میانی، با های پوششی رودهتانی سلولهای جانبی و تحدقیقه روی یخ نگه داشته شد. بخش 15به مدت 

، جدا گشت. سپس، رونشین به g 2500×دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس و با دور  15سانتریفیوژ به مدت 

                                                           
1 Mannitol 
2 Differential magnesium precipitation 
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، g 31000×دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس و با دور  30تیوب تمیز و جدیدی منتقل و مجدد به مدت 

 METتر از بافر لینشین، در یک یا دو میلیی تهبه دست آمده، بسته به اندازهنشین نهایی سانتریفیوژ گردید. ته

خالص شده، پس از تعیین غلظت به  BBMVمیکرولیتری از  100و  50های مولار مخلوط گشت. سهممیلی 12

 درجه سلسیوس نگهداری شد. -80، تهیه، در نیتروژن مایع حفظ و در فریزر Bradfordروش 

 1دار کردن با بیوتیننشان -5-2-4

های حشرات در معرض ساختارهای مشتق شده از سلول Cry1Ia7و  Cry1Abهای بعد از اینکه پروتئین

ای هها از لحاظ اندازه، در وسترن بلات، بررسی شد. در نتیجه برای ردیابی پروتئینقرار گرفتند، ساختار پروتئین

بادی اختصاصی ، آنتیCry1Abها بود. در مورد پروتئین ئینبادی اختصاصی آن پروتمورد نظر، نیاز به آنتی

در آزمایشگاه کنترل بیوتکنولوژی آفات دانشگاه والنسیا، موجود بود. اما برای ردیابی پروتئین  2ایچندهمسانه

Cry1Ia7ار شود. دبادی اختصاصی، نیاز بود که پروتئین با بیوتین نشان، به دلیل عدم در دست داشتن آنتی 

های کربوکسیلاز است که در تشکیل اسیدهای در واقع یک کوآنزیم برای آنزیم ،B7بیوتین یا ویتامین 

شود که به فرآیندی گفته می 3بیوتینیلاسیون ،در بیوشیمی ها و اسیدهای آمینه نقش دارد.چرب، کربوهیدرات

ک فرآیند بسیار ند. بیوتینیلاسیون یکها متصل میبیوتین را به یک پروتئین، اسید نوکلئیک و یا سایر مولکول

فعالیت  ،گرم/مول( 31/244دقیق، تخصصی و سریع است و به دلیل اندازه کوچک بیوتین )وزن مولکولی برابر با 

با تمایل بسیار  5و آویدین 4بیوتین به استرپتاویدین کند.نمیشود را مختل هایی که به آن متصل میطبیعی مولکول

ای هتعداد زیادی از مولکولروش کار به این ترتیب بود که، شود. خصصی زیاد متصل میو درجه ت بالا، سرعت

دین های پروتئینی استرپتاویکه خود باعث اتصال تعداد زیادی از مولکول شدند،متصل  Cry1Ia7بیوتین به پروتئین 

 .گردیدمورد نظر  افزایش حساسیت در شناسایی پروتئینکه در نهایت منجر به  شدو آویدین 

                                                           
1 Biotin labelling 
2 Polyclonal 
3 Biotinylation 
4 Streptavidin 
5 Avidin 
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، بر اساس دستور 1Protein biotinylation ، با استفاد از کیت Cry1Ia7ی پروتئین توکسین فعال شده

در بافر  Cry1Ia7ی دار کردن پروتئین، توکسین فعال شدهدار شد. قبل از نشانشرکت سازنده، با بیوتین نشان

یک شب در دمای چهار درجه سلسیوس، ، به مدت pH 6/8مولار، میلی 40( 3NaHCO-3CO2Naکربنات سدیم )

دقیقه سانتریفیوژ  15، دمای چهار درجه سلسیوس، به مدت g 16000×دیالیز شد. پروتئین دیالیز شده، در دور 

میکرولیتر از معرف برچسب  40با  Cry1Ia7میکروگرم از پروتئین  1000گردید. بعد از تعیین غلظت رونشین، هر 

نگه داشته شد.  دور در دقیقه 60 زدن با بیوتین، مخلوط و به مدت یک ساعت در دمای اتاق روی شیکر با دور

که پیشتر با بافر  PD-10 desalting column (GE Healthcare)دار شده، از ستون سپس، پروتیئن نشان

دار شده و عبور کرده از ستون، با استفاده از ده شد. پروتئین نشانمتعادل شده بود، عبور دا 1Xنمکی فسفات 

دار کردن آنالیز گردید. صحت و درستی نشان SDS-PAGEدستگاه نانودراپ، تعیین غلظت شد و روی ژل 

، Cry1Ia7، تأئید گردید. در نهایت، به دلیل ناپداری پروتئین 2با بیوتین با آزمون وسترن بلات Cry1Ia7پروتئین 

مولار، میلی 50( 3NaHCO-3CO2Na، پروتئین مجدد دیالیز و در کربنات سدیم )11تر از های پاییندر اسیدیته

3/11 pH10 4 3، نگهداری شد. با استفاده از فیلترهای سانتریفیوژیK (Millipore)-Amicon Ultra پروتئین ،

 دار و دیالیز شده، تغلیظ شد.نشان

 الیگومریبررسی ساختارهای  -5-2-5

های فعال به ترتیب توکسین کیلودالتونی 50و  65 هایمونومررفت که، در طراحی این آزمایش انتظار می

Cry1Ab  وCry1Ia7، های حشرات یا بعد از اینکه در معرض سلولBBMV گیرند، به دلیل اتصال به قرار می

ه منجر بکه  رخ دهد برش پروتئازی در انتهای آمینی توکسین های حشرات،های موجود در سطح سلولگیرنده

شود. می القاتشکیل ساختارهای الیگومری توکسین  شود. در نتیجه این برش، Iزنجیره آلفای یک دومین  حذف

 در وسترن بلات، تشخیص داده شوند.کیلودالتونی  250تا  200 )تترامر( الیگومرهای سپس، 

                                                           
1 GE Healthcare 
2 Western Blot 
3 Centrifugal filter device 
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 ی سلولیالیگومری با استفاده از رده بررسی ساختارهای -5-2-5-1

، در محیط کشت سلولی تازه Sf21های ی رشد کرده از سلول، تک لایه1های الیگومریزاسیونبرای انجام آزمون

Grace  بدونFBS میکرولیتر از سوسپانسیون آماده شده  100لیتر، تهیه و سلول/میلی 2×610، تعلیق شد. غلظت

درجه سلسیوس  25دقیقه در دمای  30ها به مدت حداقل ای اضافه گردید. سلولخانه-96های یک پلیت به چاهک

و یا توکسین فعال  Cry1Ia7ی دار شدهمیکرولیتر از توکسین فعال شده و نشان 20نگه داشته شدند. سپس، 

به هر چاهک اضافه شد. غلظت نهایی توکسین در هر چاهک برابر با  µg/ml 2/0، با غاظت Cry1Abی شده

µg/ml 03/0 های های حاوی سلولبود. پلیتSf21  درجه سلسیوس  25و توکسین، به مدت سه ساعت در دمای

، تیمار شدند. پس از pH 5/10مولار میلی 50میکرولیتر بافر کربنات  20های شاهد، با نگه داشته شدند. چاهک

لیتری تمیزی منتقل شدند. میلی 5/1های های تیمار شده با توکسین به میکروتیوبسپری شدن سه ساعت، سلول

رسوب داده  Sf21های ، سلولg 16200×دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس با دور  15با سانتریفیوژ به مدت 

 سلولی بود، به منظور مقایسه به های متصل نشده به غشایشدند. رونشین به دست آمده که حاوی پروتئین

 200، با Sf21های های متصل شده به غشای سلولنشیت، نگهداری و در ژل بارگذاری گردید. پروتئینته

دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس با  45مخلوط و به مدت pH 5/10مولار میلی 50میکرولیتر از بافر کربنات 

 5/10مولار میلی 50نشین ده میکرولیتر بافر کربنات ین دور ریخته شد و بهسانتریفیوژ شدند. رونش g 18800×دور 

pH درجه سلسیوس حرارت دیدند و سپس در ژل  50ها به مدت سه دقیقه در دمای اضافه گردید. نمونهSDS-

PAGE رن تهای مورد نظر، وسده درصد بارگذاری شدند. به منظور ردیابی اختصاصی باندهای مربوط به پروتئین

، باندهای ژل به دست SDS-PAGEها با الکتروفورز بلات انجام شد. به این ترتیب که، پس از تفکیک پروتئین

 10به مدت  PVDFمنتقل گردید. غشای  polyvinylidene difluoride (PVDF)آمده به یک قطعه غشای 

دقیقه، غشای تهیه  5مدت حداقل ور نگه داشته شد. سپس، به ثانیه در متانول و یک دقیقه در آب مقطر غوطه

 39)گلایسین  2های دستگاه وسترن بلات، در بافر انتقالمتری و اسفنجشده به همراه کاغذهای صافی سه میلی

درصد( خیسانده شد. پس از پایان  20مولار، متانول میلی Tris-HCl 48درصد،  SDS 037/0مولار، میلی

                                                           
1 Oligomerization 
2 Blotting buffer 
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یک شده های تفکاکم کننده ژل جدا گردید و مابقی ژل حاوی پروتئینآمید، بخش متراکریلالکتروفورز ژل پلی

بود، نیز به مدت پنج دقیقه در بافر مذکور نگه داشته شد. سپس، از قسمت الکترود منفی به سمت الکترود مثبت 

ه ، سه لایPVDFدستگاه ساندویچ وسترن بلات به این ترتیب چیده شد؛ اسفنج، سه لایه کاغذ صافی، ژل، غشای 

های هوای ایجاد شده، دستی پلاستیکی، حباب 1ی ساندویچ، به کمک یک غلتککاغذ صافی و اسفنج. بعد از تهیه

که پیشتر با بافر انتقال  3دستگاه جای گرفت و کاست به تانک انتقال 2خارج گردید. ساندویچ تهیه شده در کاست

متری قرار داده شد. انتقال ربای دو سانتیآهنو یک  4پر شده بوده، منتقل شد. در تانک دو واحد خنک کننده

آمپر، میلی 350ولت و جریان  100، به مدت یک ساعت، با ولتاژ ثابت، PVDFباندهای پروتئینی از ژل به غشای 

ن زانجام شد. در حین انتقال، دستگاه وسترن در اتاق با دمای چهار درجه سلسیوس نگه داشته شد و روی یک هم

 شد. پس از پایان انتقال، غشایزده میربا، به طور دائم همداشت و بافر انتقال به دلیل وجود آهنمغناطیسی قرار 

PVDF5شد و سپس در بافر بلوکه کنندهوشو داده می، خیلی سریع با آب مقطر شست( ،PBST1/0، 20-؛ تیویین 

درصد در بافر نمکی فسفات( حاوی پنج درصد شیر خشک، به مدت یک شب، در دمای چهار درجه سلسیوس، 

، PBSTسه مرتبه هر کدام به مدت پنج دقیقه، با بافر  PVDFروی شیکر با دور آرام نگه داشته شد. سپس، غشای 

ی ای اولیهسانهبادی اختصاصی چندهم، با آنتیCry1Abهای شسته شد. پروتئین دور در دقیقه 60روی شیکر با 

anti-Bt Cry1Ab/1Ac از شرکت ،Abraxis ی بادی ثانویهو آنتیhorseradish peroxidase (HRP) ،

، به نسبت PBSTی رقیق شده در بافر بادی اولیهبا آنتی PVDFشناسایی گردید. به این ترتیب که، غشای 

سه مرتبه هر کدام به مدت پنج  PVDFشیکر نگه داشته شد. سپس، غشای  به مدت یک ساعت، روی 1:10000

بادی ثانویه با آنتی PVDFشسته شد. در ادامه، غشای  دور در دقیقه 60، روی شیکر با PBSTدقیقه، با بافر 

(anti-rabbit رقیق شده در بافر )PBST به مدت یک ساعت، روی شیکر نگه داشته شد. در  1:30000، به نسبت

 streptavidin-conjugated horseradishبادی ، با آنتیCry1Ia7ی دار شدههای نشانکه، پروتئینحالی

peroxidase رقیق شده با ،PBST  وشو، ی شست، شناسایی گردید. سپس، در آخرین مرحله1:2000به نسبت

                                                           
1 Roler 
2 Cassette 
3 Transfer tank 
4 Cooling unit 
5 Blocking buffer 
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شسته شد.  دور در دقیقه 60، روی شیکر با PBSTسه مرتبه هر کدام به مدت پنج دقیقه، با بافر  PVDFغشای 

prime  TMECLاستفاده از کیت  با ،chemiluminescence، با روش Cry1Ia7و  Cry1Abهر دو پروتئین 

western blotting detection regent (GE Healthcare) و در دستگاه ،ImageQuant LAS400 

 precision plus protein dualهای مربوط به وسترن بلات از نشانگر پروتئینی آشکارسازی شد. در تمامی ژل

colour standars (bio-Rad, Carlsbad, CA) های الیگومریزاسیون، حداقل استفاده گردید. هر یک از آزمون

 سه مرتبه تکرار گشت.

 BBMVبررسی ساختارهای الیگومری با استفاده از  -5-2-5-2

به مدت ده دقیقه، در دمای چهار درجه  BBMVمیکرولیتری تهیه شده از  100های سهمیش قبل از شروع آزما

( از بافر BBMVنشین با حجم مناسبی )با توجه به غلظت سانتریفیوژ شدند و ته g 16000×سلسیوس با دور 

های از سلولهای مشتق شده مخلوط شد. مطالعات الیگومریزاسیون در وزیکولpH 5/10مولار میلی 50کربنات 

ی و پروتئین فعال شده Cry1Ia7ی دار شدهی میانی با دو میکروگرم از پروتئین فعال شده و نشانپوششی روده

Cry1Ab  با پنج میکروگرم ازBBMV  مربوط بهL. botrana  وL. decemlineata میکروگرم از  20، و

BBMV  مربوط بهO. nubilalis از پروتئین و های مورد نظر انجام گرفت. غلظتBBMV میکرولیتر  50، در

درجه سلسیوس نگه  37با هم مخلوط و به مدت یک ساعت، در دمای pH 5/10مولار میلی 50از بافر کربنات 

 مولار متوقف گردید. در مورد شاهد( یک میلیPMSFداشته شدند. واکنش پروتئولیز با فنیل متیل سولفیل فلوراید )

رجه سلسیوس، د 37به مدت یک ساعت در دمای  BBMVبدون حضور  Cry1Ia7و  Cry1Abهای پروتئین

نیز در نظر گرفته شد. پس از گذشت  BBMVچنین، شاهدی تنها شامل نگه داشته شدند. هم شرایط مشابه تیمارها

 هاBBMVدر دمای چهار درجه سلسیوس،  g 18400×دقیقه، با دور  45به مدت  ژزمان انکوباسیون، با سانتریفیو

، های متصل نشده به غشاء بودآوری گردید. رونشین که حاوی مونومرهای پروتئین و پروتئیننشین جمعدر ته

شسته pH 5/10مولار میلی 50نشین با بافر کربنات نشین، نگه داشته شد. تهبرای بارگذاری در ژل و مقایسه با ته

، مخلوط و به مدت سه pH 5/10مولار میلی 50ر کربنات نشین نهایی، با ده میکرولیتر از بافو سانتریفیوژ شد. ته

های متصل شده و نشده به غشاء، روی ژل ده درصد درجه سسیوس حرارت داده شد. پروتئین 50دقیقه در دمای 
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منتقل شدند. مراحل وسترن بلات مشابه بخش قبل انجام گرفت. هر یک از  PVDFتفکیک و سپس به غشای 

 حداقل سه مرتبه تکرار شد. BBMVون با استفاده از های الیگومریزاسیآزمون

 

 نتایج و بحث -5-3

 Cry1Iaتشکیل ساختارهای الیگومری در پروتئین  -5-3-1

های ی پروتئینبا وجود اینکه در خانواده Cry1Iهای گروه تر به آن اشاره شد، توکسینطور که پیشهمان

ی عملکرد منحصر به فردی دارند. درک کامل و صحیحی از نحوههای اند، ویژگیقرار گرفته Cry1سه دومینی 

رسد. در ضروری به نظر می ها در کنترل آفات گیاهیبرای افزایش کارایی آن Btباکتری  Cry1Iهای توکسین

های ولهای موجود در سلمدل اتصال متوالی، تشکیل ساختارهای الیگومری مقدم بر اتصال توکسین به گیرنده

شناخته  Btهای سه دومینی باکتری زایی توکسینی اصلی در روند بیماریعنوان مرحلهی میانی، بههپوششی رود

های ، در ارتباط با میزبانCry1Ia7شده است. بنابراین، در این رساله تشکیل ساختارهای الیگومری توکسین 

 ت.برای اولین بار مورد مطالعه قرار گرف western blotحساس و متحمل با روش 

 Cry1Abو  Cry1Ia7های سازی پروتئینآماده -5-3-2

کیلودالتون  80بیان گردید و پروتئینی با وزن مولکولی  E. coliهای باکتری در سلول Cry1Ia7توکسین 

با آنزیم تریپسین، توکسین فعالی با وزن  Cry1Ia7توکسین سازی پیشسازی و فعالبه دست آمد. پس از خالص

با آنزیم تریپسین نیز، با روش  Cry1Abی توکسین فعال شده .کیلودالتون، حاصل گردید 50مولکولی حدوداً 

سازی شد. کیفیت و کمیت توکسین فعال و خالص ، خالصÄKTA explorer systemی کروماتوگرافی به وسیله

(. برای تعیین غلظت 1-5مورد بررسی قرار گرفت )شکل  SDS-PAGEدرصد  12، روی ژل Cry1Abی شده

و  2/0، 1/0، 05/0، از چهار غلظت مختلف )Cry1Ia7و  Cry1Abی های فعال شدهباندهای مربوط به توکسین

 های مورد مطالعه، با استفاده از، استفاده گردید. غلظت پروتئینBSAلیتر( پروتئین استاندارد گرم/میلیمیلی 4/0

 سنجی، تخمین زده شد.و به روش چگالی TotalLabافزار نرم
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 Cry1Abی : توکسین فعال و خالص شدهA. تصویر Cryهای سازی توکسینتهیه و خالص -1 -5شکل 

لیتر، گرم/میلیمیلی 4/0و  2/0، 1/0، 05/0؛ BSA( چهار غلظت متفاوت از 4تا  1های دهد؛ شمارهرا نشان می

M( ؛ مارکر پروتئینی رنگیNippon genetics ،)5  ی ؛ توکسین فعال و خالص شده6وCry1Ab تصویر .B ؛

؛ BSA( چهار غلظت متفاوت از 4تا  1های دهد؛ شمارهرا نشان می Cry1Ia7ی توکسین فعال و خالص شده

M ،توکسین ؛ پیش5؛ مارکر پروتئینی رنگیCry1Ia7 ی فعال و خالص شده ؛ توکسین6، وCry1Ia7. 

 

 با بیوتین Cry1Ia7دار کردن پروتئین نشان -5-3-3

با آنزیم تریپسین، توکسین به دست آمده با بیوتین  Cry1Ia7سازی و فعال کردن توکسین بعد از خالص

مورد بررسی قرار گرفت  western blot، با Cry1Ia7دار شدن پروتئین دار گشت. صحت و درستی نشاننشان

عنوان شاهد در ژل بارگذاری گردید. دار نشده )بدون اتصال بیوتین(، بهنشان Cry1Ia7(. پروتئین 2-5)شکل 

( آمده است، هیچ سیگنالی از input) Iمشخص شده با حرف  lane، 2-5طور که در شکل رفت همانانتظار می

های متفاوت ی یک تا هشت، مربوط به بخشهای شمارهLane، ثبت نگردید. western blotاین پروتئین بعد از 

های دو، سه و چهار که حاوی غلظت باشد. سهماند، میعبور کرده PD-10دار شده که از ستون از پروتئین نشان

ستفاده قرار ا های الیگومریزاسیون موردباشند، برای انجام آزموندار شده با بیوتین میمناسبی از پروتئین نشان

 دار شده است.به درستی نشان Cry1Ia7دهد که، پروتئین نشان می western blotگرفتند. در نتیجه، نتایج 
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(، input؛ پروتئین بدون نشان )Iبا بیوتین. حرف  Cry1Ia7دار کردن توکسین ی نشاننتیجه -2 -5شکل 

 دهد.، را نشان میCry1Ia7دار های نشانهای یک تا هشت؛ پروتئینشماره؛ مارکر مولکولی و Mحرف 

 ی سلولیساختارهای الیگومری با استفاده از ردهتشکیل  -5-3-4

 یی سلولی حشرات، با انکوبه کردن توکسین فعال شدهتشکیل ساختارهای الیگومری با استفاده از رده

Cry1Ab  وCry1Ia7های ، با سلولSf21  مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاکی از آن بود که، برای پروتئین

Cry1Ab کیلودالتون، به ترتیب متناظر با ساختارهای مونومری و الیگومری مشاهده  250و  60، دو باند اصلی

 ی، تنها فرم مونومری متصل به غشاء تشخیص داده شد و هیچ الیگومرCry1Ia7که، برای پروتئین گردید. در حالی

، ساختارهای Sf21های بعد از انکوبه شدن با سلول Cry1Ia7(. نتیجه آنکه، توکسین 3-5مشاهده نگردید )شکل 

قابل تشخیص است.  Cry1Abکه این ساختارها به وضوح در مورد توکسین دهد، در حالیالیگومری تشکیل نمی

های ، به غشای سلولCry1Ia7و  Cry1Abهای آمده است، بخشی از توکسین 3-5طور که در شکل همان

Sf21 اند. در صورت محلول شناسایی شدهمتصل نگردیده و در بخش رونشین بهlane های مربوط به سلولSf21 ،

ود در های موجبادی با برخی از پروتئینکنش آنتیهایی مشخص شده است، که احتمالاً حاصل از برهمسیگنال

 باشد. می Sf21های غشای سلول
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های القاء شده توسط سلول Cry1Ia7و  Cry1Abهای تشکیل ساختارهای الیگومری توکسین -3 -5شکل 

Sf21های ؛ سلول1های . شمارهSf21های مورد استفاده قبل از انکوبه کردن، شماره؛ پروتئین2های ، شماره-

های محلول و غیر متصل به غشاء( ؛ رونشین )پروتئین4 هایهای متصل شده به غشاء، شماره؛ پروتئین3های 

، به Cry1Abدهد. پیکان موجود در تصویر مربوط به پروتئین ؛ مارکرهای مولکولی را نشان میMو حروف 

 کند.، اشاره میCry1Abکیلودالتونی توکسین  250الیگومر 

 BBMVساختارهای الیگومری با استفاده از تشکیل  -5-3-5

، بعد از انکوبه کردن پروتئین با قطعاتی از غشای Cry1Ia7ارهای الیگومری توکسین تشکیل ساخت

، برای اولین بار، در O. nubilaisو غیر حساس  L. decemlineataو  L. botranaهای حساس سلولی میزبان

این رساله، مورد بررسی قرار گرفت. در ادامه، ارتباط بین زهرآگینی و تشکیل ساختارهای الیگومری در دو توکسین 

Cry1Ab  وCry1Ia7  .مطالعه و بحث گردید 

 BBMVبه منظور تأئید صحت پروتکل مورد استفاده برای بررسی تشکیل ساختارهای الیگومری، ابتدا از 

، استفاده گردید. نتیجه حاکی از آن Cry1Abعنوان میزبان حساس برای توکسین به ،O. nubilalisاز  حاصل

، سیگنالی با وزن مولکولی O. nubilalisحاصل از BBMVبا  Cry1Abبود که، بعد از انکوبه کردن پروتئین 

، آشکار گردید. anti-Bt Cry1Ab/1Acی ای اولیهسانهبادی اختصاصی چندهمکیلودالتون، با آنتی 250تقریباً 
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، شناسایی نگردید و تنها سیگنال مربوط به Cry1Ia7اما، تحت شرایط یکسان، ساختار الیگومری برای توکسین 

. نتیجه آنکه، (4-5متصل شده به قطعات غشاء مشاهده شد )شکل  Cry1Ia7کیلودالتونی توکسین  50مونومرهای 

 دهد. ، الیگومر تشکیل نمیO. nubilalisحاصل از میزبان غیر حساس،  BBMV، در برابر Cry1Ia7توکسین 

 

 BBMVالقاء شده توسط  Cry1Ia7و  Cry1Abهای تشکیل ساختارهای الیگومری توکسین -4 -5شکل 

از انکوبه کردن، های مورد استفاده قبل ؛ پروتئین2های ، شمارهBBMV؛ 1های . شمارهO. nubilalisحاصل از 

های محلول و غیر متصل به ؛ رونشین )پروتئین4های های متصل شده به غشاء، شماره؛ پروتئین3های شماره

، Cry1Abدهد. پیکان موجود در تصویر مربوط به پروتئین ؛ مارکرهای مولکولی را نشان میMغشاء( و حروف 

 کند.ی، اشاره مCry1Abکیلودالتونی توکسین  250به الیگومر 

، بعد از انکوبه کردن پروتئین Cry1Ia7ی بعدی، اهمیت الیگومریزاسیون در زهرآگینی توکسین در مرحله

ی هبالپوشان، مطالعه گردید. از راستپولکداران و سختی متفاوت بالبا قطعات غشای دو میزبان حساس از دو راسته

، انتخاب گردید. Cry1Ia7و  Cry1Abعنوان میزبان حساس برای هر دو پروتئین به L. botranaپولکداران، بال

حاصل از  BBMVبا پنج میکروگرم از  Cry1Ia7ی دار شدهبعد از انکوبه کردن دو میکروگرم از پروتئین نشان

L. botranaدر شرایط  ه،کنشین، بازیابی نگردید، در حالی، هیچ ساختار الیگومری متصل به غشای سلولی در ته

، شناسایی شد. در رونشین، مونومرهای محلول و غیر Cry1Abای از الیگومرهای مشابه، مقدار قابل ملاحظه
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(. نکته قابل توجه آنکه، در این آزمایش، سیگنال 5-5متصل به غشاء، برای هر دو پروتئین، مشاهده گردید )شکل 

باشد، متصل به غشاء می Cry1Abتر از مونومرهای متصل به غشاء، بسیار قوی Cry1Ia7مربوط به مونومرهای 

چنین، در برخی از تکرارهای این آزمایش، کند. همبه غشاء می Cry1Ia7که اشاره به اتصال بیشتر مونومرهای 

، باند بسیار ضعیفی با وزن مولکولی L. botranaحاصل از  BBMVبا  Cry1Ia7طی انکوبه کردن توکسین 

  ی ساختارهایی با بیش ازگشت. این الیگومر، نشان دهندهکیلودالتون، به طور نامنظم مشاهده می 250بیش از 

، بر خلاف Cry1Ia7تر از الگومرهای معمول تترامر بود. از طرف دیگر، توکسین پنج الی شش واحد بود، که بزرگ

پروتئولیز شد، به طوری که با ، L. botrana، با پروتئازهای مربوط به قطعات غشای سلولی Cry1Abتوکسین 

میکروگرم، غلظت مونومرهای متصل شونده به غشاء و محلول  20میکروگرم به  5، از BBMVافزایش غلظت 

، سیگنال بسیار ضعیفی از مونومرها، قابل شناسایی BBMVمیکروگرم  20در رونشین، کاهش یافت، و در غلظت 

 بود.

 

 BBMVالقاء شده توسط  Cry1Ia7و  Cry1Abهای تشکیل ساختارهای الیگومری توکسین -5 -5شکل 

های مورد استفاده قبل از انکوبه کردن، ؛ پروتئین2های ، شمارهBBMV؛ 1های . شمارهL. botranaحاصل از 

مولکولی را ؛ مارکرهای M؛ رونشین و حروف 4های های متصل شده به غشاء، شماره؛ پروتئین3های شماره

کیلودالتونی توکسین  250، به الیگومر Cry1Abدهد. پیکان موجود در تصویر مربوط به پروتئین نشان می

Cry1Abکند.، اشاره می 
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پولکداران و های بال، فعالیت دوگانه در برابر میزبانCry1Ia7طور که پیشتر اشاره شد، توکسین همان

عنوان میزبان ، بهL. decemlineataی میانی های پوششی رودهقطعاتی از سلولبالپوشان دارد. در نتیجه، از سخت

استفاده گردید. بر اساس نتایج به دست  Cry1Abو غیر حساس برای توکسین  Cry1Ia7حساس برای توکسین 

صورت هب نشینآمده، برای هر دو توکسین، باندی با وزن مولکولی زیاد، مربوط به ساختارهای الیگومری، هم در ته

کولی هایی با وزن مولمتصل به غشاء و هم در رونشین، محلول و غیر متصل به غشاء تشخیص داده شد. سیگنال

حاصل از  BBMVبا  Cry1Abمتناظر با مونومرهای هر دو توکسین نیز مشاهده گردید. از انکوبه کردن پروتئین 

L. decemlineataچنین باندی با وزن وط به الیگومر چهارتایی و همکیلودالتون، مرب 250ی ، باندی با اندازه

ی ، مشاهدهCry1Ia7کیلودالتون متناظر با الیگومر دوتایی )دایمر(، شناسایی شد. در مورد توکسین  150مولکولی 

باشد. زیرا مونومرهای واحد مونومر می 6الی  5ی تشکیل الیگومری با کیلودالتونی، نشان دهنده 250باند 

Cry1Ia7تری نسبت به مونومرهای ی کوچکدازه، انCry1Abچنین، تجمعی از مونومرهای ، دارند. هم

Cry1Ia7 کیلودالتون، در تصویر  250، با وزن مولکولی بیش ازCry1Ia7 (.6-5 شود )شکلمشاهده می 

 

 BBMVالقاء شده توسط  Cry1Ia7و  Cry1Abهای تشکیل ساختارهای الیگومری توکسین -6 -5شکل 

های مورد استفاده قبل از انکوبه ؛ پروتئین2های ، شمارهBBMV؛ 1های . شمارهL. decemlineataحاصل از 

؛ مارکرهای M؛ رونشین و حروف 4های های متصل شده به غشاء، شماره؛ پروتئین3های کردن، شماره

 دهد.مولکولی را نشان می
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دارند، بنابراین، به نظر  Cryهای سه دومینی مشابهی با سایر پروتئین، ساختار Cry1Iهای پروتئین

ها، وزن مولکولی ، از جمله؛ عدم تجمع در کریستالCry1Iهای خصوص پروتئینهای بهرسد که، با وجود ویژگیمی

نیز مشابه سایر  اهی اثر این پروتئینبالپوش، نحوهپولکدار و سختکم پروتوکسین و فعالیت دوگانه برای آفات بال

ی تشکیل الیگومر و ارتباط بین این مرحله با تایان خود باشد. هدف از انجام این بخش از رساله، بررسی مرحلههم

ی تشکیل الیگومر در فعالیت بود. مطالعات متعددی در مورد اهمیت و ضرورت مرحله Cry1Ia7زهرآگینی توکسین 

 Tingue et al., 2001; Likitvivatanavongام گرفته است )، انجBtباکتری  Cryهای کشی توکسینحشره

et al., 2005; Jiménez-Juárez et al., 2007; Portugal et al., 2014های پیشین نشان (. نتایج پژوهش

دت ش، که توانایی تشکیل ساختارهای الیگومری ندارند، بهCryهای هایی از توکسیندهد که، زهرآگینی موتانتمی

(. Tingue et al., 2001; Herrero et al., 2004; Jiménez-Juárez et al., 2007فته است )کاهش یا

اند، توانایی کشی خود را از دست دادهکه فعالیت حشره Cry1Aهای چنین نشان داده شده است که، موتانتهم

  (.Rodríguez-Almazán et al., 2009; Portugal et al., 2014تولید الیگومر ندارد )

های میزبان BBMV، بعد از انکوبه شدن با Cry1Ia7های در این رساله، الیگومریزاسیون پروتئین

ی سلولی حشرات، برای اولین بار در دنیا، با استفاده از تکنیک وسترن بلات چنین ردهحساس و غیر حساس و هم

ای حساس هساختارهای الیگومری در میزبانی تشکیل چنین این مطالعه، اولین مقایسهمورد مطالعه قرار گرفت. هم

های ی ساختارهای الیگومری روی میزبانباشد، مطالعات پیش از این، به بررسی تشکیل و مقایسهو غیر حساس می

د انحساس و مقاوم یک گونه آفت پرداخته و ارتباط بین الیگومریزاسیون و مقاومت را مورد مطالعه قرار داده

(Ocelotl et al., 2015; Ocelotl et al., 2017نشان داده شده است که، توکسین .)ی های مهندسی شده

Cry1A ایی اند، توانکشی  خود را حفظ کردههای تغییر یافته( که فعالیت حشرهها و هم پروتئین)هم موتانت

ستفاده گردید. زیرا، عنوان پروتئین شاهد ا، بهCry1Abتشکیل الیگومر را نیز، دارند. در پژوهش حاضر از توکسین 

شماری که روی این پروتئین انجام گرفته است، تشکیل ساختارهای الیگومری در این توکسین ضمن مطالعات بی

 Rausell et al., 2004; Gómez et al., 2014; Portugal et al., 2014; Nair andاثبات شده است )

Dean 2015; Tanaka et al., 2016ست آمده در این رساله، توکسین (. بر اساس نتایج به دCry1Ab با ،

ود. به شکیلودالتون، بدون توجه به حساسیت میزبان، الیگومریزه می 250تشکیل ساختار تترامری با وزن مولکولی 
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 O. nubilalisهای حساس؛ های میزباناین مفهوم که، پس از انکوبه کردن این پروتئین با قطعاتی از غشای سلول

ساختارهای الیگومری پروتئین  ،Sf21های و سلول L. decemlineataهای غیر حساس و میزبان ،L. botranaو 

Cry1Ab گونه توجیه کرد که، الیگومرهای توکسین توان اینمشاهده گردید. این مشاهدات را میCry1Ab بعد ،

تولیدی  ربخشی الیگومرهایگیرد، اما اثهای حساس و غیر حساس، شکل میاز انکوبه شدن این پروتئین با میزبان

ث های غیر حساس باعاند، متفاوت است، در نتیجه در میزبانها قرار گرفتههایی که در معرض آندر تخریب سلول

 شود.های مرگ سلول و تشکیل صحیح منافذ نمیالقای مکانیسم

به غشای  نشین و متصلعموماً در ته Cry1Abبر اساس نتایج به دست آمده، الیگومرهای توکسین 

، L. decemlineataحاصل از میزبان غیر حساس،  BBMVسلول یافت شدند، اما بعد از اینکه توکسین در معرض 

نیز، بعد از انکوبه  Cry1Ia7قرار گرفت، الیگومرها در رونشین نیز، به صورت محلول یافت شدند. الیگومر توکسین 

، مشاهده گشت. توجه به وزن L. decemlineataبالپوش حساس، میزبان سخت BBMVشدن پروتئین با 

دهد که این الیگومر، بر خلاف الیگومر چهار واحدی ، نشان میCry1Ia7مولکولی الیگومر یافت شده از توکسین 

Cry1Abین دهد، زمانی که پروتئ، از پنج الی شش واحد مونومر تشکیل شده است. نتایج این پژوهش نشان می

Cry1Ia7  در معرضBBMV بان حساس میزL. botranaنشین، تنها فرم مونومری متصل ، قرار داشت، در ته

به غشاء، مشاهده گردید. بنابراین، بر اساس نتایج حاصل از این پژوهش، ارتباط واضح و مشخصی بین زهرآگینی 

 ، یافت نگردید.Cry1Ia7و تشکیل ساختارهای الیگومری در توکسین 

این  BBMV، دایمرها نیز متصل به Cry1Abبر تترامرهای ه، علاوL. decemlinataدر مورد آفت 

چنین به صورت محلول و غیر متصل در رونشین، شناسایی شدند. اما این ساختارهای تترامری و دایمری آفت و هم

 .Lبرای  Cry1Abتوانایی الحاق به غشاء، تشکیل منفذ و نهایتاً زهرآگینی ندارند. با توجه به اینکه، توکسین 

decemlineata زهرآگینی ندارد، نتایج به دست آمده در این بخش از رساله مشابه نتایج ،Rodríguez-

Almazán ( می2009و همکاران ،)هایی از توکسین باشد. در پژوهش نام برده شده، از موتانتCry1Ab  استفاده

شده، روی الحاق توکسین به  ، تغییر یافته است. جهش ایجادIشده که بخشی از مارپیچ آلفای چهار، در دومین 



 نژادآیدا خرم های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین   

 

176 
 

ا در برابر هکشی این موتانتغشاء و تشکیل منفذ، اثرگذار است، که در نتیجه منجر به کاهش شدید فعالیت حشره

 شود.، میManduca sextaلاروهای 

قرار گرفت، مشابه  L. decemlineataحاصل از  BBMVدر معرض  Cry1Ia7بعد از اینکه توکسین 

ای از مونومرهای توکسین یافت شد. تشکیل ساختارهای الیگومری در (  توده2009و همکاران ) Guoنتایج 

و سپس جداسازی مونومرها و الیگومرهای  1، پس از قرار گرفتن توکسین در معرض گلوتارالدئیدCry1Ieتوکسین 

(. نتایج حاکی از آن ,.Guo et al 2009مورد بررسی قرار گرفت ) 2طردی-به وجود آمده با کروماتوگرافی اندازه

ایج کند. نتتر از تترامر( میصورت دایمر و تترامر )و حتی بزرگ، تولید الیگومرهایی بهCry1Ieبود که توکسین 

، زهرآگینی کمتری نسبت به مونومرهای این توکسین علیه Cry1Ieسنجی نشان داد که الیگومرهای زیست

 داشتند. P. xylostellaلاروهای 

دهد که الیگومرهای توکسین لاصه نتایج به دست آمده در این بخش از رساله نشان میطور خبه

Cry1Abر شود. دهای حساس و غیر حساس، تشکیل میهای میزبان، بعد از انکوبه شدن با قطعاتی از سلول

 .Lبالپوش، ، تنها بعد از انکوبه کردن پروتئین با میزبان حساس سختCry1Ia7که در مورد توکسین حالی

decemlineataای ه، ساختارهای الیگومری تشکیل شدند و هیچ الیگومری بعد از اینکه پروتئین در معرض میزبان

سه دومینی،  Cryهای ی اثر توکسینپولکدار قرار گرفت، تشکیل نشد. بنابراین، در نحوهحساس و غیر حساس بال

و تمامی آفات میزبان، عمومیت  Cryهای ی توکسینمهبر اساس مدل اتصال متوالی، تشکیل الیگومر برای ه

ای مهم، اما نه لزوماً ضروری، برای زهرآگینی توکسین مرحله ندارد. بر اساس نتایج این رساله، تشکیل الیگومر

Cry1Ia7 باشد.می 

  

                                                           
1 Glutaraldehyde 
2 Size-exclusion chromatography 



 نژادآیدا خرم  Cry1Iaهای ارتباط بین الیگومریزاسیون و زهرآگینی توکسین  فصل پنجم: 

  177 
 

 Cry1Iaی اثر متفاوت توکسین ، به دلیل نحوهمشخص شد بر اساس نتایج به دست آمده در این فصل

برای  Btای هزمان از این توکسین با سایر توکسینهای منحصر به فرد این توکسین، امکان استفاده همو ویژگی

ها و مدیریت بروز مقاومت آفات، وجود دارد. به علاوه این توکسین از پتانسیل مناسبی کشافزایش کارایی آفت

طی تا این قسمت از رساله، باشد. برخوردار می Bt هایبرای استفاده در گیاهان تراریخت به همراه سایر توکسین

 AzLp ،IE-2های سویه ؛جدیدهای ژن سازیو همسانه ردیابی، Btهای ایرانی باکتری سویههای بررسی ویژگی

. با در نظر گرفتن پولکدار معرفی شدندبرای کنترل آفات بال cry1Ia38کش ژن جدید حشرهچنین و هم IP-2و 

ها به ترتیب در ، امکان استفاده از آنCry1Ia38های نام برده شده و توکسین سویهکشی حشرهپتانسیل بالای 

، AzLpهای استفاده از سویه یتوصیه وجود دارد. اما پیش از Btو محصولات  Btی های زیستی بر پایهکشآفت

IE-2  وIP-2 و توکسین Cry1Ia38های آیا سویه شد کهپولکدار، این پرسش مطرح ، در کنترل آفات بال

آیا ه عبارتی ب نیز دارند؟ هاها و باکتریعلیه سایر قارچ باکتریایی مورد نظر فعالیت ضد میکروبی

زای گیاهی را نیز آفات، توانایی کنترل عوامل بیماری جمعیت در حین مدیریت Btهای سویه

 شود. ها ارائهدر فصل بعد تلاش گردید تا به پاسخی برای این پرسش دارند؟



 

 

 
 

 فصل ششم
 

 Btهای باکتری فعالیت ضد میکروبی سویه بررسی
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 Btباکتری  هایسویه فعالیت ضد میکروبیبررسی  فصل ششم:

 مقدمه  -6-1

یاهی زای گعوامل بیماریآنتاگونیست برخی از  ،کشیحشره فعالیت علاوه بر Btدلتا اندوتوکسین باکتری 

ثابت شده بود، نیز ها کشی آنتر فعالیت حشرهکه پیش Btفعالیت ضد قارچی پنج سویه از باکتری  باشد.نیز می

ی (. پنج سویهSafdi et al., 2001آزمون گردید ) Fusarium reseum var. sambucinumبرای کنترل 

که در شرایط نداشتند. در حالی in vitro، توانایی کنترل قارچ بیمارگر گیاهی را در شرایط Btانتخابی از باکتری 

in vivo زمینی کنترل کردند.های سیبدرصد بیمارگی پوسیدگی نرم را روی غده 52تا  41، بین 

کیلودالتون( باکتری  36تا  33های با وزن مولکولی کم )ها و پروتئینفعالیت ضدمیکروبی اندوتوکسین

B. thuringiensis subsp. israelensis ثابت ( شده استYudina et al., 2003.) 

های سیستم در سیگنال Btمشخص شد که باکتری گرم مثبت  (2004و همکاران ) Dongدر پژوهش 

کند که این اختلال اختلال ایجاد می Erwinia carotovoraسنجش حدنصاب حساسیت باکتری گرم منفی 

، در پژوهش نام برده شده مورد مطالعه Btشود. تمام هفت سویه باعث کاهش شدید بیمارگری این باکتری می

 اه داشتند.هایی از گیزمینی و هم روی بافتهایی از غده سیبتوانایی کنترل بیماری پوسیدگی نرم را هم روی برش

 کند که، تولید لیپوپپتیدی میBtاز باکتری  CMB26(، سویه 2004و همکاران ) Kimبر اساس گزارش 

 ، دارد.Colletotrichum gloeosporiodesفعالیت ضد قارچی علیه عامل آنتراکنوز درختان، قارچ 

با وزن  B. thuringiensis subsp. israelensisسویه  هایهایی به دست آمده از کریستالپروتئین

بازدارندگی رشد برای  و Micrococcus luteusکیلودالتون، فعالیت ضد میکروبی در برابر  36و  34مولکولی 

Streptomyces chrysomallus داشتند (Revina et al., 2005.) 

که  Aspergillus nigerرشد میسلیومی قارچ  B. thuringiensis subsp. kurstakiکیتیناز باکتری 

 (.Driss et al., 2005کند )شود، را مهار میزمینی میباعث ایجاد کپک سیاه روی پیاز و بادام
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(، 2007و همکاران ) Zhangدر تحقیق  Btهایی از باکتری زمینی تیمار شده با سویههای سیبغده

 مقاوم شدند.  E. carotovoraنسبت به بیماری پوسیدگی نرم ایجاد شده توسط 

کشی زیادی در برابر فعالیت قارچ (2007ن )و همکارا Choiمورد استفاده در پژوهش  Btهای سویه

از خود نشان  A. aegyptiو  P. xylostellaکشی در مقابل یار و در عین حال فعالیت حشرهسفیک پودری جو و خ

 دادند.

مورد بررسی قرار  R. solani، در مقابل قارچ B. thuringiensis GS1ی فعالیت ضد قارچی سویه

-Dongاهی شد )گیشدت مانع رشد میسلیومی قارچ بیمارگر به ی مورد نظرسویه یگرفت. رونشین کشت باکتریای

Jun et al., 2012.) 

اندوتوکسین باکتری -که تحت تأثیر دلتا F. oxysporum subsp. lycopersiciقارچ  هایی ازدر کلنی

B. thuringiensis subsp. thuringiensis داری کاهش یافته و طور معنیبودند، نرخ رشد و اسپورزایی به

های میوه برای اندوتوکسین-مشهود بود. در بررسی اثر حفاظتی دلتاهای قارچ تغییراتی در شکل و رنگ کلنی

قارچ کم هایی که خسارت اولیه در میوه در طی انبارداری مشخص شداز  Fusariumدر برابر قارچ  فرنگیگوجه

 (.Kamenek et al., 2012) پیدا کرده بودداری کاهش به طور معنی بود، بلایت دیررس هم

بعد از تلقیح با  Rhizoctonia solaniرشد میسلیومی قارچ  (2013همکاران )در پژوهش محمد و 

چنین تلقیح قارچی نشاءهای . هم، به شدت کاهش یافتBt HD-203و  Bt ،Bt D-1هایی از باکتری سویه

یماری نه تنها شدت ب تیمار شده بودند، نشان داد که Btای که پیشتر با مخلوطی از اسپور و کریستال باکتری پنبه

 داری نسبت به شاهد افزایشبه طور معنی هم های پنبهبلکه رشد ریشه و جوانه یابدمیقارچی به شدت کاهش 

 یابد.می

 Arabidopsis thalianaگیاه  ی خامشیرهکه از  Btاز باکتری  KB1ی اندوفیت نشان داده شده سویه

 Pseudomonasو  Botrytis cinereaفرنگی را نسبت به ، به شدت مقاومت گیاه گوجهبودجداسازی شده 

syringae افزایش می( دهدHong et al., 2015.) 



 نژادآیدا خرم  های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین   

  181 
 

 .Cعلیه قارچ  B. thuringiensis subsp. tenebrionis DMS-2803فعالیت کیتینازی سویه 

gloeosporioides فعالیت اصلی کیتینازی در این سویه از باکتری  سی قرار گرفت. نتایج نشان داد کهمورد برر

Bt مربوط به آنزیم اندوکیتیناز می( باشدFuente-Salcido et al., 2016.) 

 Aspergillusدر برابر پنج قارچ بیمارگر گیاهی؛  Btی الجزایری از باکتری سویه 137فعالیت ضد قارچی 

niger ،Colletotricum sp. ،Monilia sp. ،Thielaviopsis sp.  وFusarium sp. و چهار باکتری بیمارگر ،

Staphylococcus aureus ( تیپ وحشیSMو سویه )1ی مقاوم به متیسیلین (RM و دو باکتری گرم منفی ،)

E. coli  وPseudomonas aeruginosa ( مورد بررسی قرار گرفته استDjenane et al., 2017 بر اساس .)

های انتخابی، حداقل علیه یکی از قارچ سویه( 137از  135های انتخابی )تمامی سویهنتایج به دست آمده، تقریباً 

در برابر حداقل  Btی باکتری درصد از سویه 9/29تنها  ند. در مورد فعالیت ضد باکتریاییفعالیت ضد قارچی داشت

 های بیمارگر انتخابی، فعال بودند.یکی از باکتری

توانایی مهارکردن  (2017و همکاران ) Hollensteinerه در مطالعه مورد استفاد Btهای باکتری سویه

مورد  Btهای را داشتند. تمام سویه V. dahliaeو  Verticilluim longisporumهای رشد میسلیومی قارچ

 از خود نشان دادند. V. dahliaeداری بر روی قارچ بررسی اثر آنتاگونیستی معنی

فعالیت  Btهای ایرانی باکتری از رساله به این ترتیب بود که، سویه ی مورد بررسی در این فصلفرضیه

 زای گیاهی مورد بررسی را دارند.ضد میکروبی در برابر عوامل بیماری

 هامواد و روش -6-2

روی عوامل بیمارگر گیاهی  Btی انتخابی از باکتری ها و هفت سویهدر این بخش فعالیت ضد میکروبی توکسین

از قارچ بیمارگر گیاهی  Btهای باکتری مورد بررسی قرار گرفت. برای بررسی فعالیت ضد قارچی احتمالی سویه

Fusarium oxysporum subsp. lycopersiciتفاده اس پزشکی دانشگاه تهران، تهیه شده توسط کلینیک گیاه

                                                           
1 Methicillin 
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، تهیه شده .Erwinia spروی باکتری بیمارگر گیاهی  Btکتری های باگردید. فعالیت ضد باکتریایی توکسین

 مورد بررسی قرار گرفت. پزشکی دانشگاه ارومیهشناسی گیاهی گروه گیاهتوسط بخش بیماری

 بررسی فعالیت ضد قارچی  -6-2-1

 .Fusarium oxysporum subsp، روی قارچ بیمارگر گیاهی Btهای انتخابی باکتری های سویهاثر توکسین

lycopersiciی های باکترمورد بررسی قرار گرفت. اثر سویه فرنگی، عامل بیماری پژمردگی فوزاریومی گوجهBt ،

یناز، های اندوکیتیناز و اگزوکیتمطالعه گردید. در اثر غیر مستقیم، وجود ژن به صورت مستقیم و غیر مستقیم

هستند، بررسی  Btهای باکتری عالیت ضد قارچی سویهی کیتین، که عامل اصلی فهای هیدرولیز کنندهآنزیم

دارند، مطالعه  Fusariumهای باکتریایی روی رشد قارچ چنین در اثر مستقیم، اثری که توکسین و سلولگردید. هم

 شد.

 های کیتینازمراز برای ردیابی ژنای پلیهای زنجیرهانجام واکنش -6-2-1-1

سپس،  طور که پیشتر توضیح داده شده است، استخراج گردید.، همانBtهای باکتری دی.ان.ای ژنومی سویه

 Sigma-Aldrichبرای تکثیر دو ژن اندوکیتیناز و اگزوکیتیناز، به شرکت  (1-6آغازگرهای مناسبی )جدول 

ز ی انتخابی اهای اندوکیتیناز و اگزوکیتیناز، در هفت سویه(. وجود ژنDjenane et al., 2017سفارش داده شد )

مراز مطابق ای پلیهای زنجیرهی حرارتی واکنش، مورد بررسی قرار گرفت. مخلوط واکنش و برنامهBtباکتری 

مراز روی ژل آگارز یک ای پلیهای زنجیرهگردید. محصولات واکنش (3-6و  2-6) جداول زیر تهیه و تنظیم

 ، تعیین شد.درصد بررسی شدند و توالی نوکلئوتیدی قطعات تکثیر شده
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 های اندوکیتیناز و اگزوکیتینازآغازگرهای مورد استفاده در تکثیر ژن -1 -6جدول 

Primer 
Target 

gene 
Primer sequence (5´-3´) (C°)mT Product size 

(bp) 

Chit (f) Endo-

chitinase 

ATTCACACTGCTATTACTATC 50 
1997 

Chit (r) TGACGGCATTTAAAAGTTCGGC 68.7 

Chit36 (f) Exo-

chitinase 

GATGTTAAACAGGTTCAA 50.2 
1083 

Chit36 (r) TTATTTTTGCAAGGAAAG 52.9 

  

 های کیتینازمراز تکثیر ژنای پلیواکنش زنجیرهمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای  -2 -6جدول 

Final 

concentration 
Used 

volume (µl) 
Initial 

concentration 
Components 

1X 2.5 10X )210X reaction buffer (50 mM MgCl 

U/µl 0.04 1 1U/µl taq DNA polymerase Biotools 
mM 0.4 1 mM 10 dNTPs mix 
µM 0.4 1 µM 10 Forward primer 
µM 0.4 1 µM 10 Reverse primer 

ng/µl 4 1 ng/µl 100 Template DNA 

 17  Sterile bidistilled water 

 25  Total volume 

 

 مراز برای تکثیر ژن کیتینازای پلیهای زنجیرهبرنامه حرارتی واکنش -3 -6جدول 

Number of cycle Time Temperature 

(°C) 
Cycle step 

1 4 min 94 Initial denaturation 
 40 sec 94 Denaturation 
35 1 min 50 Annealing 
 1-2 min (60 sec / 1Kbp) 72 Extension 
1 10 min 72 Final extension 
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 استفاده از روش کشت دوتایی -6-2-1-2

با اندکی تغییرات،  (Knaak et al., 2007) 1، به روش کشت دوتاییBtهای باکتری فعالیت ضد قارچی سویه

روی محیط کشت عمومی  Fusarium oxysporum subsp. lycopersiciمورد بررسی قرار گرفت. قارچ 

درجه سلسیوس نگه داشته  28، کشت و به مدت هفت روز در دمای Potato Dextrose Agar (PDA)ها، قارچ

نیز در  Btهای باکتری دا گردید. سویهمتر از کشت قارچی تهیه و از محیط جهایی به قطر شش میلیشد. پلاگ

یک  یمتر از کشت باکتری که تنها دربرگیرندههایی نیز به قطر شش میلیمحیط غذایی آگار کشت شدند و پلاگ

تک کلونی بودند، تهیه گشت. روش کشت دوتایی به مفهوم کشت قارچ و باکتری در یک ظرف پتری، تحت 

ه یک های استریل، بهای قارچی و باکتریای تهیه شده، به کمک تیپگشرایط مناسب برای رشد قارچ است. پلا

پلاگ قارچی به مرکز محیط کشت منتقل  ، منتقل شد. به این ترتیب کهPDAظرف پتری حاوی محیط کشت 

، بودند، به صورت شعاعی، در Btشد و سپس سه پلاگ باکتریای، که هر کدام متعلق به یک سویه از باکتری 

ی، عنوان شاهد منفمتری از مرکز ظرف پتری قرار داده شدند. موقعیت چهارم در ظرف پتری، بهسانتی 5/2ی فاصله

، Btاز باکتری  HD1از سویه  د قارچ را ثبت کند. در این آزمونخالی در نظر گرفته شد، تا بیشترین میزان رش

درجه سلسیوس نگه  28روز در دمای  عنوان سویه مرجع یا استاندارد استفاده گردید. ظروف پتری به مدت هفتبه

ردید. اثر گیری گاندازه های باکتریایی با مقایسه با شاهدداشته شدند. سپس، رشد شعاعی قارچ در مواجه با سویه

 تخمین زده شد. ی بادارندههاله عنوانبه Btهای باکتری ضد قارچی جدایه

 Btهای باکتری بررسی فعالیت ضد باکتریایی سویه -6-2-2

 .Erwinia sp، به این ترتیب مورد بررسی قرار گرفت که، باکتری مدل یا Btهای فعالیت ضد باکتریای سویه

درجه سلسیوس نگهداری شد. سپس،  29ساعت در دمای  48روی محیط غذایی آگار کشت داده و به مدت 

 یعنوان مایه تلقیح برای تهیه، تهیه و بهCFU/ml 810با غلظت  sp. Erwiniaسوسپانسیون باکتریایی از باکتری 

میکرولیتر از سوسپانسیون تهیه شده به  100کشت چمنی روی محیط غذایی آگار استفاده شد. برای کشت چمنی، 

ی کشت، سوسپانسیون به طور یکنواخت، در سطح محیط کشت سطح محیط غذایی آگار ریخته و با استفاده از میله

                                                           
1 Dual culture method 
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تهیه و تحت شرایط استریل به صورت شعاعی به ظرف پتری  Btکتری های باهای از سویهبخش گردید. پلاگ

اشته عنوان شاهد، خالی نگه دبه تهیه شده، منتقل گشت. همانند قسمت قبل، یک موقعیت روی محیط غذایی آگار

 29ساعت در دمای  48ثبت گردد. ظروف پتری تهیه شده، به مدت  .Erwinia sppشد تا حداکثر رشد باکتری 

گیری و با شاهد اندازه Btهای باکتری لسیوس نگه داشته شدند. میزان رشد باکتری در مواجهه با سویهدرجه س

 مقایسه گردید.

 نتایج و بحث -6-3

باشد، به راحتی در خاک  زهرآگینکه برای آفات و بیمارگرهای گیاهی  Btی یافتن فرمولاسیونی بر پایه

نترل آفات و ترکیبات شیمیایی برای ک عنوان جایگزینمناسبی داشته باشد، به نسبتاً تجزیه شود و هزینه تولیدی

مناسب از  هاییدر نتیجه، در این بخش از رساله، با توجه به یافتن سویه های گیاهی، بسیار با ارزش است.بیماری

کروبی ی فعالیت ضد میهپولکدار، بر آن شدیم، دامنکشی وسیع روی آفات بالی فعالیت حشره، با دامنهBtباکتری 

 های کاندید را نیز آزمون کنیم.سویه

 Btهای فعالیت ضد قارچی سویه -6-3-1

 .F. oxysporum subspدر برابر قارچ بیمارگر گیاهی  Btهای انتخابی باکتری فعالیت ضد قارچی سویه

lycopersici های باکتری مورد بررسی قرار گرفت. بررسی فعالیت ضد قارچی سویهBt  با استفاده 1به دو صورت؛ .

انجام گردید. نتایج  Btهای باکتری های سویهتوکسین. با استفاده از پیش2هایی از اسپور و کریستال و از پلاگ

ود نشان در روش کشت دوتایی، فعالیت ضد قارچی از خ Btی مورد بررسی از باکتری هفت سویه نشان داد که

با شاهد منفی و سویه استاندارد مقایسه  Btی باکتری رشد قارچ در مقابل هفت سویهشعاع  ندادند. به این ترتیب که

 F. oxysporumگردید. در مورد شاهد منفی، هیچ پلاگ باکتریایی در نظر گرفته نشد تا شعاع رشد حداکثری قارچ 

subsp. lycopersici های باکتری به دست آید و با شعاع رشد قارچ در مواجه با سویهBt سه شود. نتایج مقای

(. 1-6داری بین شعاع رشد قارچ در شاهد منفی با تیمارها وجود ندارد )شکل تفاوت معنی حاکی از آن بود که

های انتخابی بود. به این ترتیب، ، نیز مشابه سویهHD-1استاندارد،  چنین، رشد قارچ بیمارگر در مواجه با سویههم

 نشدند. Fusarium oxusporum subsp. lycopersici، مانع از رشد قارچ Btهفت سویه انتخابی از باکتری 
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: فعالیت ضد قارچی پلاگ باکتریایی حاوی اسپور و Bt .Aهای باکتری فعالیت ضد قارچی سویه -1 -6شکل 

، A1 ،A2 ،A3. تصاویر Btهای باکتری : فعالیت ضد قارچی پروتوکسینBکریستال مورد بررسی قرار گرفت. 

B1 ،B2  وB3  مربوط به هفت سویه متفاوت از باکتریBt باشد.و شاهد منفی می 

های بیمارگر گیاهی ، روی قارچBtهای مختلفی از باکتری در مطالعات پیشین، فعالیت ضد قارچی سویه

ای هفعالیت ضد قارچی برای سویهمتفاوت آزمون شده، و برخلاف نتایج رساله حاضر، در اکثر مطالعات انجام شده، 

(، پنج سویه از 2001و همکاران ) Safdi، گزارش گردیده است. برای مثال، در پژوهش Btمورد بررسی از باکتری 

 .Fusarium reseum varها ثابت شده بود، برای کنترل کشی آنتر فعالیت حشره، که پیشBtباکتری 

sambucinumتخابی از باکتری ی ان، آزمون گردید. پنج سویهBt توانایی کنترل قارچ بیمارگر گیاهی را در شرایط ،

in vitro که در شرایط نداشتند. در حالیin vivo های درصد بیمارگی پوسیدگی نرم را روی غده 52تا  41، بین

Gomaa (2012 ،)ی باکتریایی مورد بررسی در پژوهش جدایه 30چنین، از میان زمینی کنترل کردند. همسیب

، به دلیل Bt، بیشترین فعالیت کیتینازی را داشته است. این سویه از باکتری Btاز باکتری  NM101-19سویه 

ولوژیک های بیمارگر گیاهی، کاندیدی مناسب برای کنترل بیی سلولی قارچداشتن پتانسیل برای از بین بردن دیواره

 F. oxysporum subsp. lycopersiciاز قارچ  یهایدر کلنیعلاوه، های گیاهی انتخاب شده است. بهبیماری
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بودند، نرخ رشد و اسپورزایی  B. thuringiensis subsp. thuringiensisاندوتوکسین باکتری -که تحت تأثیر دلتا

-اهای قارچ مشهود بود. در بررسی اثر حفاظتی دلتداری کاهش یافته و تغییراتی در شکل و رنگ کلنیطور معنیبه

های در میوهگی در طی انبارداری، مشخص شد که فرنهای گوجهاز میوه Fusariumین در برابر قارچ اندوتوکس

 (.Kamenek et al., 2012داری کاهش یافت )به طور معنی بلایت ویروسیگسترش  دارای شیوع کم بیماری،

نج قارچ بیمارگر گیاهی مورد در برابر پ Btی الجزایری از باکتری سویه 137در پژوهشی دیگر، فعالیت ضد قارچی 

، Aspergillus nigerهای بیمارگر انتخابی شامل (. قارچDjenane et al., 2017بررسی قرار گرفت )

Colletotricum sp. ،Monilia sp. ،Thielaviopsis sp.  وFusarium sp.  ،بودند. نکته قابل توجه آن که

های مورد مطالعه فعالیت ضد قارچی از خود نشان ندادند، بر بر خلاف نتایج به دست آمده در این رساله که سویه

از  135های انتخابی )(، تقریباً تمامی سویه2017و همکاران ) Djenaneاساس نتایج به دست آمده در پژوهش 

های انتخابی، فعالیت ضد قارچی داشتند. بیشترین میزان فعالیت ضد قارچی، سویه(، حداقل علیه یکی از قارچ 137

، مانع رشد این قارچ Btهای باکتری درصد از سویه 4/77مشاهده شد، به طوری که  A. nigerر مورد قارچ د

 گزارش شد. .Fusarium spشدند. کمترین میزان فعالیت ضد قارچی نیز در مورد قارچ 

 های مختلفترین عوامل ضد قارچی شناخته شده در سویهآنزیم کیتیناز یکی از مهماز طرف دیگر، 

کیتیناز را دارند، فعالیت ضد قارچی زیادی در  مکه توانایی تولید آنزی Btهایی از باکتری سویه. باشدمی Btباکتری 

زمینی(، )عامل بیماری پوسیدگی خشک غده سیب Fusarium roseum var. sambucinumبرابر 

Sclerotium rolfsii ،Penicillium chrysogenum ،Rhizoctonia sp. ،Fusarium oxysporum ،

Urocystis tritici ،F. verticillioides  وB. cinerea  انددادهاز خود نشان (Salehi Jouzani et al., 

های اندوکیتیناز و اگزوکیتیناز در در نتیجه در این رساله، با استفاده از آغازگرهای اختصاصی وجود ژن (.2017

و  AzLp ،IE-2ی بررسی قرار گرفت. تکثیر ژن اندوکیتیناز در سه سویه، مورد Btهای انتخابی از باکتری سویه

IP-2ی ، مثبت بود و ژن اگزوکیتیناز در پنج سویهIE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2  وIEp  (.2-6یافت شد )شکل 
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: A. تصویر Btهای اندوکیتیناز و اگزوکیتیناز در هفت سویه مورد بررسی از باکتری تکثیر ژن -2 -6شکل 

ای ی تکثیر قطعهدهنده: نشانBباز، و تصویر جفت 1083ی مربوط به تکثیر بخشی از ژن اگزوکیتیناز با اندازه

، +C، شاهد منفی و -Cی، ، معرف مارکر مولکولMباشد. حروف باز، میجفت 1997ی از ژن اندوکیتیناز با اندازه

 باشد. ، میBtهای باکتری ها مربوط به سویهشاهد مثبت، و سایر لاین

 

سویه باکتری  137های اگزوکیتیناز و اندوکیتیناز در (، وجود ژن2017و همکاران ) Djenaneدر پژوهش 

Bt سویه از  66سویه و ژن اگزوکیتیناز در  82، مورد بررسی قرار گرفت. نتیجه آنکه، وجود ژن اندوکیتیناز در

های مورد بررسی مشخص شد. در پژوهش ما درصد از سویه 8/43، تأئید شد. وجود هر دو ژن در Btباکتری 

مورد  یدید. زیرا، هیچ یک از هفت سویهکشی یافت نگری فعالیت قارچهای کیتیناز و دامنهارتباطی بین وجود ژن

نداشتند.  Fusarium oxysporum subsp. lycopersiciکشی علیه قارچ بیمارگر گیاهی بررسی فعالیت قارچ

بستگی مثبت بین (، همDjenane et al., 2017) Btهای الجزایری باکتری کشی سویهی فعالیت قارچدر مطالعه

ایی از ههای مورد بررسی به دست آمد. با این وجود، سویهکشی سویهی فعالیت قارچهای کیتیناز و دامنهوجود ژن

فعالیت  یمراز، دامنهای پلیهای زنجیرههای کیتیناز در واکنشباکتری گزارش شدند که، با وجود عدم تکثیر ژن

 کشی وسیعی داشتند.قارچ
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 Btهای فعالیت ضد باکتریایی سویه -6-3-2

مورد  .Erwinia sp، علیه باکتری بیمارگر گیاهی Btهای انتخابی از باکتری باکتریایی سویهفعالیت ضد 

، مشاهده Btهای باکتری ای اطراف سویهی بازدارندهمطالعه قرار گرفت. بر اساس نتایج به دست آمده، هیچ هاله

ی در مورد سویه (.3-6به طور کامل در سطح محیط غذایی آگار رشد کرد )شکل  Eriwiniaنشد و باکتری 

ریایی های انتخابی، فعالیت ضد باکت، نیز وضعیتی مشابه، مشاهده گردید. به این مفهوم که سویهHD-1استاندارد، 

 ندارند. .Erwinia spعلیه باکتری 

 

مربوط به هفت سویه متفاوت  3و  2، 1. تصاویر Btهای باکتری فعالیت ضد باکتریایی سویه -3 -6شکل 

 باشد.و شاهد منفی می Btاز باکتری 

دهد ، نشان میBtهای مختلف باکتری های پیشین در مورد فعالیت ضد باکتریایی سویهپژوهشنتایج 

 .Eهای سیستم سنجش حدنصاب حساسیت باکتری گرم منفی در سیگنالتوانایی ایجاد اختلال  Btباکتری که، 

carotovora کنترل بیماری پوسیدگی نرم  و این اختلال باعث کاهش شدید بیمارگری این باکتری را دارد و

های الجزایری (. فعالیت ضد باکتریایی سویهDong et al., 2004; Zhang et al., 2007) شودزمینی میسیب

تیپ وحشی  Staphylococcus aureusت، ، در برابر چهار باکتری بیمارگر؛ شامل دو باکتری گرم مثبBtباکتری 

(SMو سویه )1ی مقاوم به متیسیلین (RM و دو باکتری گرم منفی ،)E. coli  وPseudomonas aeruginosa، 

سویه، در برابر حداقل  Bt ،41ی باکتری سویه 137(. از میان Djenane et al., 2017مورد بررسی قرار گرفت )

                                                           
1 Methicillin 
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های بیمارگر انتخابی، فعال بودند. نتایج به دست آمده به این ترتیب بود که، فعالیت ضد باکتریایی یکی از باکتری

 .Eسویه برای  S. aureus RM ،20سویه برای  S. aureus SM ،27برای باکتری  Btسویه از باکتری  30در 

coli  سویه برای  10وP. aeruginosa.ثبت گردیده است ، 

در  های مورد بررسیالیت ضد میکروبی )ضد قارچی و ضد باکتریایی(، در سویهی فعدلیل عدم مشاهده

، هایی که از خاک، گرد و غبارها ارتباط داشته باشد. زیرا، جدایهتواند به منشاء جداسازی این سویهاین رساله، می

اه روبی موجود در زیستگشوند، در ارتباط بیشتری با جوامع میکمحصولات انباری و شاخ و برگ گیاهان جدا می

 IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2ی در نتیجه، پتانسیل فعالیت ضد میکروبی بیشتری دارند. اما پنج سویه خود هستند

از خاک جداسازی شده  KhFو  RMی مورد استفاده در این رساله از حشرات آلوده و مرده، و تنها دو سویه IEpو 

 بودند.

 یصورت یک مجموعهزای گیاهی، بهی آفت و عامل بیمارییاه، حشرهپزشکی، مجموع گاز دیدگاه گیاه

های ارینترل آفات و یا بیمکش زیستی برای کتوصیه یک آفت در که شود. به این مفهومواحد در نظر گرفته می

کش زیستی، روی گیاه میزبان هم در نظر گرفته شود. بنابراین، پرسشی گیاهی، باید اثرات ناشی از اعمال آن آفت

 Btتری کشی از باکهای با پتانسیل حشرهکنشی بین سویهآیا برهمکه  استد این وشمیکه مطرح 

باعث بروز  Btی کش زیستی بر پایهآیا استفاده از آفتچنین هم و گیاه میزبان وجود دارد؟

، پاسخ مناسبی در فصل هفتم از این رساله شود؟تغییرات بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی در گیاه میزبان می

 ها آورده شده است.برای این پرسش



 

 

 

 

 فصل هفتم
 

  یاه گ درایی و فیزیولوژیکی یبررسی تغییرات بیوشیم

 Btفرنگی در پاسخ به باکتری گوجه
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پاسخ به  فرنگی درگیاه گوجه درایی و فیزیولوژیکی یبررسی تغییرات بیوشیمفصل هفتم: 

 Btباکتری 

 

 مقدمه -7-1

های گیاهی ، در تحریک رشد گیاه از طریق تولید هورمونBtهای پیشین به نقش باکتری نتایج پژوهش

ایی در زها و یا از طریق اثرگذاری روی تعادل اتیلن گیاه، افزایش مواد غذایی معدنی و تحریک گرهمانند اکسین

های ، در ارتباط با حفاظت از گیاه در برابر تنشBtهایی روی باکتری چنین، پژوهشکند. همحبوبات، اشاره می

لقای های بیمارگر گیاهی، تولید سیدروفور، تولید کیتیناز و اها و باکتریغیر زنده، فعالیت ضد میکروبی علیه قارچ

 (. Raddadi et al., 2008; Goes et al., 2012)کی در گیاه، صورت گرفته است یمقاومت سیستم

این باکتری  دهد که، شواهد آزمایشی نشان میBtکنش گیاه و باکتری از سوی دیگر، در ارتباط با برهم

جایی عمودی در گیاه، کلونیزه کردن و حضور به صورت فرم رویشی فعال )از لحاظ توانایی انتقال و جابه

 Bizzarri and Bishop 2007, 2008; Maduell et al., 2008; Parcaرا دارد )متابولیسمی( در داخل گیاه 

et al., 2012; Vidal-Quist et al., 2013; García-Suárez et al., 2017.) 

، با خاصیت اندوفیت شدن، مزایای متعددی برای گیاه دارند، از آن Bacillusهایی از باکتری جنس گونه

زای گیاهی، حشرات و نماتدها، تحریک مقاومت و تحریک رشد برابر عوامل بیماری توان به؛ حفاظت درجمله می

 .B. thuringiensis ،B. subtilis ،Bهای؛ گیاه، بدون آینکه به محیط زیست آسیبی وارد شود، اشاره کرد. گونه

amyloliquefaciens ،B. velezensis ،B. cereus ،B. pumilus  وB. licheniformisکاربردترین ، جزء پر

 (. Lopes et al., 2018باشند )، در کشاورزی میBacillusهای جنس گونه

شد. زیرا بامی ی بیمارگرهای گیاهیدر برابر حمله های اشاره شده، حفاظت از گیاهترین نقش باکتریمهم

های سوپراکسید آنیون(، مانند؛ ROS) 1پذیرهای واکنشانواع اکسیژنزای گیاهی، ی عوامل بیماریدر طی حمله

( ● ̄
2O  ( پراکسید هیدروژن ،)2O2H و رادیکال ) ( های هیروکسیل●OH می )پذیر، های واکنششود. این اکسیژن

                                                           
1 Reactive Oxygen Species (ROS) 
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ای ههای خارج سلولی، که در واکنشهای متصل شده به غشاء و یا آنزیمهای سیتوپلاسمی، آنزیمتوسط آنزیم

های های احتمالی این اکسیژن(. برای جلوگیری از آسیبGrene et al., 2002شوند )کاهش نقش دارند، تولید می

     ایهو غیر آنزیمی دارند که اکسیژن اکسیدانیآنتی های گیاهی چندین سیستم آنزیمیپذیر، سلولواکنش

 یر، به تعادلپذهای واکنشکند. تحت شرایط تنش، تشکیل و از بین رفتن اکسیژنپذیر را غیر سمی میواکنش

ی بیمارگرها، ازدیاد انرژی نوری، خشکی و مانند حمله های زنده و غیر زندهرسد. با این وجود، برخی از تنشمی

 که این افزایش منجر به آسیب سلول و غیر فعالدهد پذیر را افزایش میدمای پایین، تولید انواع اکسیژن واکنش

یستم طوری که سشدت افزایش یابد، بهپذیر بهواکنش هایشود. در نهایت، اگر غلظت اکسیژنها میشدن آنزیم

ه ی بیمارگرها بدهد. در پی حملهها را نداشته باشد، مرگ سلول رخ میبرنده توانایی غیر سمی کردن آناز بین

نند. در این کپذیر، شرکت میهای واکنشاند که، در متابولیسم اکسیژنگیاهان، چندین سیستم آنزیمی یافت شده

(، گایاکول CAT; EC 1.11.1.6) 2(، کاتالازSOD; EC 1.15.1.1) 1های سوپراکسید دیسموتازآنزیم بین،

ای (، از اهمیت ویژهAPX; EC 1.11.1.11) 4( و آسکوربات پراکسیدازGPX; EC 1.11.1.7) 3پراکسیداز

پذیر، شهای واکنی اکسیژنهای گیاهی به وسیلهها، مانع از بین رفتن انسجام سلولبرخوردار هستند. این آنزیم

(. تولید بیش از حد Bolwell et al., 2002; Mittler 2002شوند )بیمارگر می-های گیاهکنشدر طی برهم

باشد. یهای گیاهی به بیمارگرها مهای اکسیداتیو، قسمتی از واکنش سلولپذیر در طی واکنشهای واکنشاکسیژن

قش دارند، تحت ها نهایی که در متابولیسم آنپذیر و افزایش فعالیت آنزیمهای واکنشارتباط بین تشکیل اکسیژن

مورد بررسی  (1-7ی بیمارگرها، در بسیاری از گیاهان )جدول های دفاعی گیاه میزبان نسبت به حملهتأثیر واکنش

 (.Wojtaszek 1997قرار گفته است )

 

 

                                                           
1 Superoxide dismutase 
2 Catalase 
3 Guaiacol peroxidase 
4 Ascorbate peroxidase 



 نژادخرم آیدا    های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین

 

194 
 

 ی بیمارگرهامتفاوت به حملهواکنش گیاهان  -1 -7جدول 

Reference Observation Pathogen Plant 

Plant-fungus interactions 

Anderson 

et al., 1991 

Accumulation 

of free radicals 

and cell death 

Colletotrichum 

lindemuthianu 

galactoglucomannan 
Dark red kidney bean 

Vera-

Estrella et 

al., 1992 

Increased 

peroxidase 

activity 
Cladosporium fulvum Tomato 

Bach et al., 

1993 None 
Pythium 

aphanidermatum 

secreted compounds 
Carrot protoplasts 

Davis et 

al., 1993 

 2O2H

production, 

heterogeneity 

in oxidative 

processes 

Verticilluim dahliae Cotton 

Nurnberger 

at al., 1994 
 2O2H

production 
P. megasperma pure 

glycoprotein Parsley 

Bottin et 

al., 1994 

Salicylic acid 

enhances the 

oxidative burst. 

Crude cell wall P. 

parasitica Tobacco 

Foyer et 

al., 1994 
production ˉ2O● 

Phytophthora zoospores 

or hyphal wall 

components 
Potato tuber discs 

Bolwell et 

al., 1995 
Alkalization of 

apoplast 

C. lindemuthianum crude 

cell wall, chitin or 

chitosan oligomers 
French bean 

Kuchitsu et 

al., 1995 
Accumulation 

of free radicals 
N-Acetylchito-

pligosaccharides Rice 

Auh and 

Murphy 

1995 

production 
2O2H 

Phythophthora sp. Crude 

cell wall Rose 

May et al., 

1996 production ˉ2O● C. fulvum Tomato cotyledons 
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 ی بیمارگرهاواکنش گیاهان متفاوت به حمله -1-7جدول  یادامه

 

های روی گیاه برنج، از طریق افزایش سطح فعالیت آنزیم B. subtilis AUBS1ی نتایج پاشش سویه

PAL  وCATکاهش میداری طور معنی، بیماری سوختگی غلاف برنج را به( دهدJayaraj et al., 2004.) 

های سیستم ایمنی گیاه خیار برای کنترل بیماری روی فعالیت آنزیم B. subtilisاثر کمی باکتری 

( مورد بررسی قرار گرفته است. بیشترین میزان فعالیت آنزیم 2010و همکاران ) Chenپژمردگی فوزاریومی، توسط 

 تلقیح شده بود. B. subtilisده است که گیاه با باکتری پراکسیداز در گیاه خیار، زمانی بو

Reference Observation Pathogen Plant 

Plant-bacterium interactions 

Devlin and 

Gustine 1992 
production 2O2H 

Pseudomonas 

corrugate cells 
White clover 

Baker et al., 1993 Not identified 
Erwinia amylovora 

cells 
Tobacco 

Levine et al., 

1994 

H2O2 production 

and cell death 

P. syringae pv. 

glycinea 
Soybean 

Glazener et al., 

1996 

Normal phase of 

ROS production, 

but no cell death 

observed. 

P. syringae pv. 

syringae 
Tobacco 

Flores-Cruz and 

Allen 2009 

H2O2 and free 

radicals 

production 

Ralstonia 

solanacearum 

Tomato and 

Tobacco 

Mandal et al., 

2011 
H2O2 production R. solanacearum Tomato 

Plant-virus interactions 

Doke and Ohashi 

1988 
observation ˉ2O● 

Tobacco mosaic 

virus 
Tobacco leaf discs 
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 .B. licheniformis ،Bشامل؛  Bacillusهای مختلفی از باکتری اثر تلقیح گیاه ذرت با گونه

thuringiensis ،B. amyloliquefaciens  وB. subtilisاکسیدانی ، روی رشد، فشار اسمزی و وضعیت آنتی

های (. نتایج حاکی از آن بود که، تحت اثر گونهVardhalajula et al., 2011گرفت )گیاه ذرت، مورد بررسی قرار 

Bacillus spp.ی زیستی گیاه، محتوای نسبی آب و پتانسیل آب برگ، افزایش یافت. تلقیح گیاه ذرت با ، توده

های آزاد و کاهش مینه، منجر به افزایش پرولین، کربوهیدرات و اسیدآBacillusهای مورد استفاده از جنس باکتری

اکسیدانی از جمله؛ آسکوربات پراکسیداز، کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز شد. نتیجه آنکه گیاه های آنتیفعالیت آنزیم

تواند اثرات منفی حاصل از دهد، که میواکنش فیزیولوژیکی نشان می .Bacillus sppذرت به تلقیح شدن با 

 تنش خشکی را کاهش دهد.

(، چندین پارامتر فیزیولوژیکی در گیاه ذرت تحت تنش خشکی، 2015و  همکاران ) Armadaش در پژوه

مترهای مورد بررسی شامل؛ رشد گیاه، کارایی فتوسنتز، محتوای اراگیری شد. پ، اندازهBtتیمار شده و تیمار نشده با 

ح ینش خشکی، تلقبود. تحت ت اکسیدانیمواد غذایی، تخریب اکسیداتیو لیپیدها، تجمع پرولین و سایر ترکیبات آنتی

طور کلی، تلقیح گیاه ذرت داری افزایش داد. بهطور معنی، تجمع مواد غذایی در گیاه را بهBtاکتری بگیاه ذرت با 

، باعث افزایش رشد، افزایش مواد غذایی و بهبود شرایط فیزیولوژیکی گیاه گردید. Btتحت تنش خشکی، با باکتری 

 ، وجود نداشته است.Btداری در غلظت پرولین، در گیاه عادی تیمار شده و تیمار نشده با اما، تفاوت معنی

های ، تحت تنش خشکی با میکروارگانیسمLavandula dentata اسطوخودوس فرانسوی زمانی که گیاه

های مخرب با واکنششود، توانایی مبارزه تیمار می Btهای میکوریزا، و باکتری متفاوتی از جمله؛ پنج گونه از قارچ

اکسیدانی مؤثرتری با تنش خشکی های آنتیبا مکانیسم Btبا باکتری  ویژه هنگام تلقیحکند. بهاکسیداتیو را پیدا می

های ، از طریق افزایش فعالیت آنزیمBtاکسیدانی در گیاهان تیمار شده با کند. به عبارتی، دفاع آنتیمبارزه می

 Armadaود )شهای آزاد اکسیژن میپراکسیداز و سوپراکسیددیسموتاز، منجر به کاهش رادیکالکاتالاز، آسکوربات 

et al., 2016.) 

ی عنوان فرضیهفرنگی، بهروی گیاه گوجه Btبنابراین عدم تأثیر سوء مخلوط اسپور و کریستال باکتری 

  این فصل از رساله اتخاذ گردید.
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 هامواد و روش -7-2

 فرنگیگوجه کشت گیاه -7-2-1

ی مخلوطی از کوکوپیت و پرلیت، کشت و فرنگی رقم سلطان، در خاک استریل شدهبذرهای گیاه گوجه

فرنگی، گلدان گوجه 96تعداد  های پلاستیکی انتقال داده شدند.فرنگی بعد از دو هفته، به گلداننشاءهای گوجه

ناسی شی تحقیقاتی بخش حشرههای در گلخانهگلدانهای رساله تهیه گردید. برای انجام این بخش از آزمایش

وسپانسیون ای، با سفرنگی پنج هفتههای گوجهگیاه نگهداری شدند. تحت شرایط قابل کنترلپزشکی، گروه گیاه

Bt .تلقیح شدند 

 Btفرنگی و خاک با سوسپانسیون باکتری تلقیح گیاه گوجه -7-2-2

محیط غذایی آگار کشت داده و به مدت چهار روز در دمای  ، رویBtاز باکتری  AzLpی زهرآگین سویه

های باکتریایی رشد کرده، ، زیر هود، تحت شرایط استریل، با یک درجه سلسیوس نگهداری شد. سپس، کلنی 29

. مخلوط به دست آمده به خوبی نداز سطح محیط کشت جدا و با آب مقطر استریل مخلوط گردید استریل لوپ

حاصل شود. سوسپانسیون به کمک  Btانسیون یکنواختی از مخلوط اسپور و کریستال باکتری ورتکس شد تا سوسپ

لیتر آماده گشت. تلقیح گیاه اسپور بر میلی 810شمار تعیین غلظت شد و غلظت لام هموسیتومتر یا لام گلبول

هوایی و تلقیح خاک های ، به دو صورت پاشش روی اندامBtفرنگی با سوسپانسیون تهیه شده از باکتری گوجه

امل طور کبه چند لایه از سلفون،های هوایی، ابتدا، خاک گلدان با اطراف ریشه انجام گرفت. برای تلقیح اندام

سپس، (. 1-7های هوایی به خاک شود )شکل پوشانده شد تا مانع از نفوذ سوسپانسیون پاشیده شده روی اندام

های هوایی تا گیاه به طور کامل پاشش شد. پاشش روی اندام روییک افشانه با در  Btسوسپانسیون باکتری 

لیتر از سوسپانسیون تهیه شده از پنج میلی در مورد تیمار خاک، مشاهده گشت. 1جایی ادامه پیدا کرد که، رواناب

، به خاک اطراف ریشه تلقیح گردید. در مورد شاهدها نیز، همان حجم مصرفی از سوسپانسیون، AzLpی سویه

                                                           
1 Runoff 
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 در نتیجه، در این آزمایش، مقطر استریل به اندام هوایی پاشیده شد و یا به خاک اطراف ریشه افزوده گشت.آب 

 در نظر گرفته شد. ، در سه تکرارهای هواییدو شاهد خاک و اندامنیز های هوایی و دو تیمار خاک و اندام

 

 که سطح خاک با سلفون پوشانده شده است. فرنگیهای گیاه گوجهگلدان -1 -7شکل 

 

 بردارینمونه -7-2-3

دو  فرنگی در نظر گرفته شد. به این ترتیب که،های هوایی گیاه گوجهبرداری از اندامهشت زمان نمونه

های هوایی گیاه )بعد از خشک شدن سوسپانسیون(، ، روی اندامBtساعت پس از پاشش سوسپانسیون باکتری 

پس از تلقیح گیاه و خاک،  15و  10، 7، 5، 3، 2، 1 ،0 زمان صفر اتخاذ گردید، و سپس در روزهایعنوان به

های برداری، مدت زمان مورد نیاز برای انجام آزمایشهای نمونه. معیار انتخاب زمانگرفتبرداری انجام نمونه

دو تیمار انتخابی،  هایدر هر یک از زمان بود. Btسنجی با توکسین و یا مخلوط اسپور و کریستال باکتری زیست

شت برداری در هر یک از هو دو تکرار در نظر گرفته شده بود که هر کدام سه تکرار داشتند. در نتیجه، هنگام نمونه

های بردای، برگهای نمونهگردید. در هر یک از بازهعدد گلدان، به آزمایشگاه منتقل می 12زمان انتخابی، تعداد 

خوبی ههای بریده شده، نیتروژن مایع اضافه گردید و بفرنگی بریده و به هاون چینی منتقل شدند. به برگوجهگیاه گ

های پودر شده از هر تیمار یا هر شاهد، به سپس، برگ ها حاصل شود.با هاون کوبیده شدند تا پودر سبکی از برگ
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 -80درج تاریخ( منتقل و تا زمان انجام آزمایش در فریزر داری )ذکر نام تیمار و یا شاهد و ی فالکون برچسبلوله

 درجه سلسیوس نگهداری شدند.

 بررسی پارامترهای آنزیمی و غیر آنزیمی -7-2-4

 ، سوپراکسید دیسموتاز(CAT) کاتالاز ؛هایفعالیت آنزیم یشامل مطالعه پارامترهای آنزیمی مورد بررسی

(SOD)گایاکول پراکسیداز ، (GPX) ،آسکوربات پراکسیداز (APX)فنول اکسیداز، پلی (PPO) آلانین و فنیل

محلول  ، کربوهیدراتکل گیری پروتئین، محتوای فنولیبود. برای پارامترهای غیر آنزیمی؛ اندازه (PAL) لیاز-آمونیا

زیر صورت  فرمولی پراکسید هیدروژن با استفاده از تجزیه کننده هایفعالیت آنزیم و پرولین در نظر گرفته شد.

  گرفت:

Enzyme activity = (ΔOD × L × Vt × df) / (ɛ × I × T × Vs) 

در  2O2H؛ ضریب L؛ تفاوت بین جذب نوری در اولین و آخرین زمان قرائت، ODΔکه در این فرمول، 

طی  ؛ مسافتI، ؛ ضریب جذب مولی یا ضریب خاموشیε؛ عامل رقیق کننده، df؛ حجم نهایی واکنش، tVمعادله، 

 باشد.؛ حجم نمونه، میsV؛ زمان و T شده توسط نور از محلول،

 های مورد نظر با استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید:فعالیت سایر آنزیم

 ( = فعالیت آنزیمml حجم نهایی واکنش × µmol/ml( / )غلظت محصول تولید شده mlحجم آنزیم استخراج شده  × min)زمان 

 باشد.، میmin1-mol.mlµ.-1های محاسبه شده از طریق این فرمول، واحد فعایت آنزیم

 آنزیم کاتالازفعالیت  -7-2-4-1

مولار میلی 50لیتر از بافر فسفات فرنگی، توزین و در یک میلیهای برگ گیاه گوجهگرم از نمونه 5/0مقدار 

 g×دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس، با دور  15، هموژن شدند. هموژن به دست آمده، به مدت pH 8/6با 

اکسید های کاتالاز، سوپری آنزیمی برای آنزیمعنوان عصارهسانتریفیوژ گردید. رونشین به دست آمده، به 13000

 ستفاده شد.فنول اکسیداز ادیسموتاز، گایاکول پراکسیداز، آسکوربات پراکسیداز و پلی
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، در 2O2Hگیری نرخ از بین رفتن یا ناپدید شدن پراکسید هیدروژن، ، از طریق اندازهCATفعالیت آنزیم 

. فعالیت آنزیم کاتالاز به مدت سه دقیقه، با قرائت میزان (Aebi 1984) نانومتر، مشخص گردید 240طول موج 

 2-7مخلوط واکنش، مطابق جدول  گیری گردید.اندازهای، ثانیه 30های نانومتر در بازه 240جذب در طول موج 

 ی آنزیمی، از ده میکرولیتر بافر فسفات استفاده گشت.جای عصارهتهیه و در مورد شاهد، به

 CATمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای سنجش فعالیت آنزیم  -2 -7جدول 

Volume (µl) Concentration Component 

300 50 mM Phosphate buffer 

30 0.05% 2O2H 

30 - Enzyme extract 

360 - Total volume 

 

 گایاکول پراکسیداز آنزیم فعالیت -7-2-4-2

گیری شد. مخلوط واکنش (، اندازه1991و همکاران ) Plewa پروتکل، بر اساس GPXفعالیت آنزیم 

و میزان افزایش جذب نوری، در طول  ی آنزیمی، واکنش آغازتهیه گشت. با افزودن عصاره ،3-7مطابق جدول 

ثانیه یک بار قرائت گردید. فعالیت آنزیمی از طریق مقدار تتراگایاکول  30نانومتر به مدت سه دقیقه، هر  470موج 

گیری شد. قابل ذکر ازه، کمی و اند1-.cm1-mM 6/26( ε) ضریب جذب مولی یا ضریب خاموشیتشکیل شده با 

ی در مورد شاهد، به جای عصاره باشد.می 2O2Hاست که برای تولید یک مول تتراگایاکول، نیاز به چهار مول 

 میکرولیتر بافر فسفات استفاده شد. 30آنزیمی، از 

 GPXمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای سنجش فعالیت آنزیم  -3 -7جدول 

Volume (µl) Concentration Component 

240 50 mM Phosphate buffer 

10 30% 2O2H 

10 10 mM Guaiacol solution 

30 - Enzyme extract 

290 - Total volume 
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 آسکوربات پراکسیداز آنزیم فعالیت -7-2-4-3

، با ضریب نانومتر 290 ، از طریق اکسایش آسکوربیک اسید، در طول موجAPXآنزیم میزان فعالیت 

(. مخلوط واکنش مطابق Ranieri et al., 2003گیری شد )اندازه برای آسکوربات، cm1-mM 8/2.-1مولی  جذب

در مورد  ثانیه یک بار قرائت و ثبت شد. 30، در طی سه دقیقه، هر APXتهیه گردید و فعالیت آنزیم  4-7جدول 

 میکرولیتر بافر فسفات استفاده شد. 30ی آنزیمی، از شاهد، به جای عصاره

 APXمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای سنجش فعالیت آنزیم  -4 -7جدول 

Volume (µl) Concentration Component 

190 50 mM  Phosphate buffer 

10 1% 2O2H 

30 0.5 mM Ascorbic acid 

30 0.1 mM EDTA 

30 - Enzyme extract 

290 - Total volume 

 

 سوپراکسید دیسموتاز آنزیم فعالیت -7-2-4-4

فتوشیمیایی  احیاءآنزیم در مهار این توانایی  ، از طریق(SOD) میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز

در این آزمون،  .(Beauchaup and Fridovich 1971) شودگیری میاندازه ،(NBT) 1نیتروبلو تترازولیوم کلراید

ˉدر طی وقایع فتوشیمیایی، ابتدا، رادیکال آزاد اکسیژن، 
2O●  تولید و سپس، ازNBT  ،برای شناسایی این رادیکال

ˉهای آزاد  شناساگر رادیکال NBTشود. در واقع، استفاده می
2O● گیری های اندازهطور کلی، آزمایشبه باشد.می

ت و های سوپراکسید اسی رادیکالشده است؛ یک جزئی که تولید کننده، از دو جزء اصلی تشکیل SODفعالیت 

باشد. در این رساله، از روش فتوشیمیایی، با استفاده از های سوپراکسید تولید شده میجزء دوم شناساگر رادیکال

یک ردید. گ های تولید شده شناساییهای سوپراکسید تولید شد و از روش نورسنجی، رادیکالریبوفلاوین، رادیکال

شود.  NBTدرصدی احیای  50شود که، باعث مهار از آنزیم تعریف می مقداریعنوان ، بهSODواحد فعالیت آنزیم 

                                                           
1 Nitroblue tetrazolium chloride 



 نژادخرم آیدا    های جانوری، گیاهی و میکروبیروی سلول Bacillus thuringiensisهای باکتری تنوع ساختار و عملکرد برخی توکسین

 

202 
 

نگه داشته شد. برای فلئورسنت دقیقه زیر لامپ  20ه گردید و به مدت تهی 5-7مطابق جدول  ،نشکمخلوط وا

ی، با های شاهد تاریکتمامی میکروتیوباین آزمایش، دو شاهد در نظر گرفته شد؛ شاهد تاریکی و شاهد روشنایی. 

می، از ی آنزیجای عصارهدر مورد شاهد، به .ندشد و از معرض تابش نور دور نگه داشته آلومینیومی پوشانده لفوی

 .شدگیری نانومتر اندازه 560در طول موج  NBTاحیاء  استفاده گردید.ده میکرولیتر از بافر فسفات 

 SODمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای سنجش فعالیت آنزیم  -5 -7جدول 

Volume (µl) Concentration Component 

2350 50 mM Phosphate buffer 

200 13 mM EDTA 

300 50 mM Methionine 

2000 1 mM NBT 

50 0.2 mM Riboflavin 

10  
Enzyme extract 

4910  
Total volume 

 

، محاسبه گردید. در این V0V-p=[(V/(0[×100، از طریق فرمول SODفعالیت مهارکنندگی آنزیم 

واکنش در عدم  ؛ نرخ0V؛ نرخ واکنش در حضور آنزیم و SOD ،V؛ درصد مهارکنندگی یا فعالیت آنزیم pفرمول، 

  باشد.حضور آنزیم، می

 فنول اکسیدازفعالیت آنزیم پلی -7-2-4-5

با مطابق Mishra (1976 ،)و  Karبر اساس روش ، مخلوط واکنش PPOبرای سنجش فعالیت آنزیم 

موجود در بافت گیاه  PPO، حاصل از واکنش 1میزان جذب محصول واکنش، پورپورگالینجدول ؟؟؟، تهیه گردید. 

گیری شد. میزان جذب در طی سه نانومتر اندازه 420عنوان سوبسترا، در طول موج به 2فرنگی با پیروکتکولگوجه

                                                           
1 Purpurogallin 
2 Pyrocatechol 
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میکرولیتر بافر  50ی آنزیمی، از در مورد شاهد، به جای عصاره ثانیه یک بار قرائت و ثبت گردید. 30دقیقه، هر 

 فسفات استفاده شد.

 PPOمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای سنجش فعالیت آنزیم  -6 -7جدول 

Volume (µl) Concentration (mM) Component 

200 50  Phosphate buffer 

50 50 Pyrocatechol 

50 - Enzyme extract 

300 - Total volume 

 

 لیاز-آلانین آمونیافعالیت آنزیم فنیل -7-2-4-6

های پودر گرم از برگ 5/0فرنگی، های گیاه گوجهموجود در بافت PALگیری فعالیت آنزیم برای اندازه

، هموژن گردید. هموژن تهیه شده، به 8/7برابر با  pHمولار با میلی Tris-HCl 50لیتر از بافر شده در یک میلی

 عنوانسانتریفیوژ شد. رونشین به دست آمده، به g 13000×دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس، با دور  15مدت 

 رددگ، بر اساس نرخ تولید اسید سینامیک، تعیین میPALی آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت. فعالیت آنزیم عصاره

(Wang et al., 2006.) گیری فعالیت آنزیم مخلوط واکنش برای اندازهPAL برای تیمار و  ،7-7، مطابق جدول

 Tris-HClمیکرولیتر بافر  30ی آنزیمی از جای عصارهشاهد آماده گردید. با این تفاوت که، در مورد شاهد، به

 استفاده شد.

 PALمقادیر و غلظت مواد مصرف شده برای سنجش فعالیت آنزیم  -7 -7جدول 

Volume (µl) Concentration (mM) Component 

100 50 Tris-HCl buffer 

60 30 L-phenylalanine 

30 - Enzyme extract 

190 - Total volume 
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درجه سلسیوس نگه داشته شد.  37مخلوط آماده شده برای تیمار و شاهد، به مدت یک ساعت در دمای 

شش مولار به هر نمونه، واکنش آنزیمی متوقف گردید. محصول واکنش با  HClمیکرولیتر از  50با اضافه کردن 

ی اندهملیتر اتیل استات به هر نمونه، و سپس با تبخیر با گاز نیتروژن، استخراج شد. به باقیافزودن یک میلی

ی جذب گیردر نهایت، غلظت سینامیک اسید، با اندازه مولار اضافه شد. NaOH 05/0میکرولیتر  300واکنش، 

 شد. تخمین زدهنانومتر،  290نوری در طول موج 

 محتوای فنولی کل -7-2-4-7

 یکا ب کنش ترکیبات فنولیاز طریق برهم ،فرنگیهای گیاه گوجهموجود در برگ محتوای فنولی کل

 ، بر مبنای انتقالC-Fروش  گیری گردید.سنجی اندازه(، با روش رنگC-F) 1سیوکلتئو-فولین ، به ناممعرف

باشد که می 2الکترون در یک محیط قلیایی، از ترکیبات فنولی به ترکیبات فسفومولیبدیک/فسفوتونگستیک اسید

ت. گیری اسنانومتر با اسپکتروفتومتر، قابل اندازه 760شود که در طول موج منجر به تشکیل ترکیبات آبی رنگ می

منحنی  ( استفاده گردید.2007)Gillespie و   Ainsworthپروتکل گیری محتوای فنولی کل، ازبرای اندازه

های ظتبرای رسم منحنی استاندارد از غلاستاندارد، با استفاده از گالیک اسید، معادل محتوای فنولی، ترسیم گشت. 

درصد  95مولار، بهره جسته شد. محلول گالیک اسید در متانول میلی 5/2تا  03/0مختلف گالیک اسید، از 

 لیتردر یک میلی گرم از بافت گیاهیمیلی 50گردید. روش انجام کار به این ترتیب بود که،  )حجمی/حجمی( تهیه

ساعت، در تاریکی و در دمای محیط نگه داشته  48درصد، هموژن شدند. هموژن تهیه شده، به مدت  95از متانول 

سانتریفیوژ گردیدند. در  g 13000×دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس با دور  15ها به مدت شد. سپس، نمونه

لیتری به های دو میلیدرصد، به میکروتیوب 95میکرولیتر از رونشین هر نمونه، استاندارد و یا متانول  100ادامه، 

ها ده درصد، به میکروتیوب F-Cمیکرولیتر از معرف  200ترتیب، تیمار، استاندارد و شاهد اضافه گشت. سپس، 

 700( 3CO2Naکربنات )میکرولیتر سدیم 800ی بعد، خوبی ورتکس شدند. در مرحلهبه هاافزوده گردید و تیوب

قرائت  برای ها به مدت دو ساعت در دمای اتاق نگه داشته شدند.ها اضافه گشت. نمونهمولار، به میکروتیوبمیلی

                                                           
1 Foiln-Ciocalteu 
2 Phosphomolybdic/phosphotungstic acid 
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نانومتر  765در طول موج ای ریخته و جذب خانه-96های پلیت میکرولیتر از هر نمونه، به چاهک 200جذب نوری، 

 ثبت گردید.

 

 محتوای پرولین -7-2-4-8

گیری ( اندازه2011) Gibonو  Carilloفرنگی تیمار شده و نشده به روش محتوای پرولین گیاه گوجه

د. برای شوراحتی از بافت گیاهی حرارت دیده، استخراج میای بسیار محلول است که بهشد. پرولین، اسیدآمینه

، آب:اتانول، هموژن و به 60:40گرم از بافت گیاهی در مخلوطی با نسبت حجمی:حجمی  5/0گیری پرولین، اندازه

ها به مدت پنج دقیقه، در دمای چهار مدت یک شب در دمای چهار درجه سلسیوس نگه داشته شد. سپس، نمونه

ظت های پرولین از غلسانتریفیوژ گردیدند. برای رسم منحنی استاندارد، محلول g 14000×درجه سلسیوس، با دور  

 معرف ی مخلوط واکنش،برای تهیه ، آب:اتانول تهیه گشت.60:40مولار، در همان محیط تا یک میلی 0156/0

درصد  20درصد )حجمی/حجمی( و اتانول  60یک درصد )وزنی/حجمی( به استیک اسید  1نینهیدرین

میکرولیتر تر  300های آماده شده برای آزمایش، ، به هر یک از میکروتیوبحجمی/حجمی( اضافه شد. سپس)

ی آنزیمی، به میکرولیتر از استاندارد، مخلوط اتانول:آب و یا عصاره 150مخلوط واکنش افزوده گشت. پس از آن، 

 95دقیقه در دمای  20ها به مدت یکروتیوبهای استاندارد، شاهد و تیمار اضافه گردید. مترتیب به میکروتیوب

 دور در دقیقه 2500درجه سلسیوس نگه داشته و بعد از آن، به مدت یک دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس، با 

ها در طول موج میکرولیتر برداشته و میزان جذب نوری نمونه 100سانتریفیوژ شدند. از رونشین به دست آمده، 

 اسپکتروفتومتر، قرائت و ثبت گردید.نانومتر توسط  520

 محتوای پروتئینی -7-2-4-9

گرم از بافت  5/0بدین منظور،  ( تعیین گشت.1976) Bradfordها، به روش محتوای پروتئینی نمونه

دقیقه،  15ها به مدت ، هموژن گردید. نمونهpH 8/7مولار با میلی Tris-HCl 50لیتر از بافر گیاهی، در یک میلی

سانتریفیوژ شدند. پروتئین موجود در رونشین به دست آمده،  g 13000×در دمای چهار درجه سلسیوس با دور 

                                                           
1 Ninhydrin 
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عنوان پروتئین استاندارد (، بهBSAگیری شد. برای رسم منحنی استاندارد، از پروتئین سرم آلبومین گاوی )اندازه

 500، تهیه گشت. از معرف بردفورد، BSAلیتر از گرم بر میلیمیلی 00625/0تا  2های استفاده گردید. غلظت

 450و  595ی گیاهی مخلوط گردید. جذب نوری در دو طول موج میکرولیتر از عصاره 10میکرولیتر برداشته و با 

 نانومتر قرائت شد.

 کربوهیدرات محلول -7-2-4-10

لیتر از آب دیونیزه، هموژن گیاهی در یک میلیگرم از بافت  5/0گیری کربوهیدرات محلول، برای اندازه

سانتریفیوژ  دور در دقیقه 14000دقیقه، در دمای چهار درجه سلسیوس با دور  10، به مدت شد. هموژن به دست آمده

، و با استناد به روش 1گشت. تعیین غلظت کربوهیدرات در رونشین به دست آمده، با استفاده از معرف آنترون

Dreywood (1946.انجام گرفت ،) 0039/0های مختلف گلوکز، از یک تا برای رسم منحنی استاندارد، از غلظت 

م از آنترون با طوری که دو گرلیتر استفاده شد. معرف آنترون در سولفوریک اسید تهیه گشت، بهگرم بر میلیمیلی

با فویل آلومینیوم پوشانده ای که درصد، مخلوط شد. معرف به ظرف شیشه 98تا  96یک لیتر سولفوریک اسید 

میکرولیتر معرف  600های آماده شده برای آزمایش، ، به هر یک از میکروتیوبشده بود، منتقل گشت. سپس

ای هی گیاهی، به ترتیب به میکروتیوبمیکرولیتر از استاندارد، آب و یا عصاره 200آنترون افزوده گشت. پس از آن، 

دقیقه در دمای چهار درجه سلسیوس )در یخچال(،  10ها به مدت گردید. میکروتیوباستاندارد، شاهد و تیمار اضافه 

دقیقه در دمای محیط، نگه داشته شدند. در  20درجه سلسیوس و پس از آن،  100دقیقه در دمای  20سپس، 

 ثبت گردید.نانومتر قرائت و  620میکرولیتر از مخلوط به دست آمده، در طول موج  200میزان جذب نور در  نهایت،

 نتایج و بحث -7-3

های روی سلول Btهای ایرانی از باکتری متابولیسمی و بیوشیمیایی سویه تغییرات در این بخش از رساله

ه طور کلی، ب گیاهی، در قالب پاشش روی شاخ و برگ گیاه و یا تلقیح خاک اطراف ریشه، مورد بررسی قرار بگیرد.

ی داناکسیهای آنتی، باعث افزایش فعالیت آنزیمBtفرنگی با باکتری گیاه گوجهبر اساس نتایج به دست آمده، تلقیح 

های کاتالاز، آسکوربات پراکسیداز، پارامترهای مورد بررسی نتایج مربوط به آنزیم مورد بررسی، گردید. از میان

                                                           
1 Anthrone 



 نژادآیدا خرم  فرنگیبررسی تغییرات بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی در گیاه گوجه فصل هفتم:   

  207 
 

ای محلول، قابل هربوهیدراتفنول اکسیداز، و محتوای فنولی، پروتئینی، پرولین و کلیاز و پلی-آلانین آمونیافنیل

 ها پرداخته شده است.باشد که در ادامه به تفصیل به آناستناد می

 فعالیت آنزیم کاتالاز -7-3-1

های هوایی، نسبت به شاهدها، روی اندام Btفعالیت آنزیم کاتالاز در هر دو تیمار خاک و پاشش باکتری 

کنش گیاه با اسپور و کریستال باکتری ی برهم(. در نتیجهP<0.0001داری افزایش پیدا کرده است )طور معنیبه

Bt پس از تلقیح گیاه مشاهده گشت.  10، و 7، 2، بیشترین فعالیت آنزیم کاتالاز، در تیمار خاک، در روزهای

 هعبارتی، در تیمار خاک، پس از گذشت یک روز، فعالیت آنزیم کاتالاز به شدت افزایش پیدا کرده به طوری کبه

ی نزولی در پیش گرفته است. از روز ی فعالیت خود رسیده، اما، سپس تا روز پنجم، رویهدر روز دوم به بیشینه

گیری یافته و مجدد به بیشینه فعالیت خود در روزهای پنجم تا روز دهم، سطح فعالیت آنزیم کاتالاز، افزایش چشم

ی هوایی، تنها یک اوج مربوط به بیشترین فعالیت آنزیم هاکه در تیمار اندامهفتم و دهم رسیده است. در حالی

(. بعد از روز دهم، فعالیت آنزیم کاتالاز، رو به کاهش گذاشته است. 2-7کاتالاز، در روز دهم، ثبت گردید )شکل 

mol.mlµ- 059/0های هوایی و در تیمار پاشش روی اندام 039/0بیشترین فعالیت آنزیم کاتالاز، در تیمار خاک، 

1-min.1 باشد. می 

ر باشد که در سیستم ایمنی اصلی گیاه داکسیدانی میهای آنتیترین آنزیمآنزیم کاتالاز، یکی از مهم

(. در Shakir et al., 2018کند )، فعالیت می2O2Hهای اکسیژن، با از بین بردن مقابل تجمع و سمیت رادیکال

ی ، افزایش پیدا کرده است. در مقایسهBtاین پژوهش، فعالیت آنزیم کاتالاز، در هر دو تیمار تلقیح شده با باکتری 

اتالاز در افزایش فعالیت آنزیم ک توان بههای بیوشیمیایی گیاه، میهای شیمیایی، روی واکنشکش، با آفتBtاثر 

 (. Shakir et al., 2018یداکلوپرید، اشاره کرد )فرنگی بر اثر استفاده از سم ایمگیاه گوجه
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-، در گیاه گوجهmin1-mol.mlµ.-1بر حسب خطای معیار(  ±میانگین فعالیت آنزیم کاتالاز ) -2 -7شکل 

را های هوایی، ؛ تیمار پاشش روی اندامB؛ تیمار خاک و تصویر A. تصویر Btفرنگی تیمار شده با باکتری 

( در میزان فعالیت آنزیم P<0.05دار )ی، تفاوت معنیدهنده ی زمانی، نشانحروف در هر نقطه .دهدنشان می

(، در هر روز P<0.05ی تیمار و شاهد )دار مقایسهکاتالاز در تیمار، طی روزهای متفاوت است و تفاوت معنی

  ، مشخص شده است.برداری با ستارهداده

 فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز -7-3-2

ه های هوایی گیا، سطح فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز را در اندامBtفرنگی با باکتری گوجهتلقیح گیاه

های داری، در دو تیمار خاک و پاشش روی اندامطور معنی، بهAPXفرنگی افزایش داده است. فعالیت آنزیم گوجه

ی بعد از تلقیح گیاه، ، از ساعات اولیهAPXداشته است. در تیمار خاک؛ فعالیت آنزیم  هوایی، نسبت شاهد افزایش
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گیرد. لیکن، مجدد در روز ی نزولی پیش میرسد، سپس رویهروند افزایشی داشته و در روز دوم به اوج خود می

، در طی روزهای APX طور کلی، میزان فعالیت آنزیم(. به3-7رسد )شکل دهم، به دومین پیک فعالیت خود می

 (.P<0.0001های هوایی بوده است )روی اندام Btمختلف، در تیمار تلقیح خاک، بیشتر از تیمار پاشش 

 

، در min1-mol.mlµ.-1بر حسب خطای معیار(  ±میانگین فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز ) -3 -7شکل 

های ؛ تیمار پاشش روی اندامB؛ تیمار خاک و تصویر A. تصویر Btفرنگی تیمار شده با باکتری گیاه گوجه

( در میزان P<0.05دار )ی، تفاوت معنیدهنده ی زمانی، نشاندهد. حروف در هر نقطههوایی، را نشان می

(، P<0.05ی تیمار و شاهد )دار مقایسهفعالیت آنزیم کاتالاز در تیمار، طی روزهای متفاوت است و تفاوت معنی

 ، مشخص شده است. برداری با ستارهدر هر روز داده
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فرنگی، سطح با گیاه گوجه Btکنش باکتری ی برهمطبق نتایج به دست آمده در این رساله، در نتیجه

ترین هممفعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز نیز افزایش پیدا کرده است. آنزیم اسکوربات پراکسیداز، یکی از 

شود. این آنزیم از ، تولید می2O2Hباشد که در گیاهان برای غیر سمی کردن اکسیدانی میهای آنتیآنزیم

 (.Jun et al., 2012-Dongکند )استفاده می 2O2Hی الکترون، برای احیای عنوان دهندهآسکوربات، به

 لیاز-آلانین آمونیافعالیت آنزیم فنیل -7-3-3

، دچار Btفرنگی، تحت اثر تیمار شدن با باکتری های گوجهلیاز در گیاه-آلانین آمونیافنیلفعالیت آنزیم 

داری نسبت ، افزایش معنیPALبرداری، فعالیت آنزیم تغییر شده است. به این ترتیب که، در برخی از روزهای داده

هفتم و پانزدهم بعد از تلقیح، به اوج  ، در روزهای یکم وPALبه شاهد داشته است. در هر دو تیمار، فعالیت آنزیم 

گیرد، ولی مجدد، بعد از روز دهم، تا پایان ی کاهشی می(. سپس، بعد از روز هفتم، رویه4-7رسد )شکل خود می

 برداری، فعالیت آنزیم، روند صعودی دارد. روزهای داده

نین این آنزیم نقش چباشد، همروپانوئید میپلیاز، آنزیمی کلیدی در مسیر بیوسنتز فنیل-آلانین آمونیاآنزیم فنیل

لیاز، در -ن آمونیاآلانیاساسی در تولید فلاونوئیدها و سنتز لیگنین دارد. گزارش شده است که، فعالیت آنزیم فنیل

 ,.Thilagavathi et alباشد )ی بیمارگرها میارتباط مستقیم با سیستم ایمنی بسیاری از گیاهان در مقابل حمله

2007.) 

 



 نژادآیدا خرم  فرنگیبررسی تغییرات بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی در گیاه گوجه فصل هفتم:   

  211 
 

 

، در min1-mol.mlµ.-1بر حسب  خطای معیار( ±لیاز )-آلانین آمونیامیانگین فعالیت آنزیم فنیل -4 -7شکل 

های ؛ تیمار پاشش روی اندامB؛ تیمار خاک و تصویر A. تصویر Btفرنگی تیمار شده با باکتری گیاه گوجه

 دهد. هوایی، را نشان می

 فنول اکسیدازفعالیت آنزیم پلی -7-3-4

فنول اکسیداز، اثر کاهشی داشته است. فعالیت آنزیم پلی، روی Btفرنگی و باکتری کنش گیاه گوجهبرهم

های هوایی، نسبت به شاهد، کاهش یافت )شکل روی اندام Bt، در هر دو تیمار خاک و پاشش PPOفعالیت آنزیم 

های هوایی، در روزهای پنجم و هفتم مشاهده آنزیم در تیمار پاشش روی اندام(. کمترین میزان فعالیت این 7-5

دار مشاهده ، در طی روزهای مختلف اختلاف معنیPPOگردید. حال آنکه، در تیمار خاک، بین فعالیت آنزیم 

 (. P = 0.1409نگردید )
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، در گیاه min1-mol.mlµ.-1بر حسب  خطای معیار( ±اکسیداز )فنول میانگین فعالیت آنزیم پلی -5 -7شکل 

های هوایی، ؛ تیمار پاشش روی اندامB؛ تیمار خاک و تصویر A. تصویر Btفرنگی تیمار شده با باکتری گوجه

  باشد.، میSEهای نمایش داده شده در شکل، دهد. دادهرا نشان می

ی آفات و بیمارگرها نقش دارد. القای گیاهان در برابر حمله فنول اکسیداز، در القای مقاومت درآنزیم پلی

(. Schaller, 2008ی بیمارگرها، در بسیاری از گیاهان گزارش شده است )وسیلهفنول اکسیداز بهفعالیت آنزیم پلی

رابر باکتری بفنول اکسیداز، منجر به افزایش مقاومت گیاه در فرنگی، افزایش بیان و فعالیت آنزیم پلیدر گیاه گوجه

 شده است. Pseudomonas syringae pv tomatoبیمارگر گیاهی 

 محتوای فنولی -7-3-5

گیری پیدا کرد تا اینکه در روز دهم پس میزان ترکیبات فنولی در تیمار خاک، از روز سوم افزایش چشم

های اندام روی Btپاشش  ی کاهشی در پی گرفت. اما، در مورد تیماراز تلقیح، به اوج خود رسید و سپس، رویه
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وز پس از داری پیدا کرد و یک رهوایی، ترکیبات فنولی از ساعات اولیه تلقیح گیاه، نسبت به شاهد افزایش معنی

پاشش به اولین پیک خود رسید. پیک دوم، در روز هفتم، مشاهده گشت و سپس، مانند تیمار خاک، میزان ترکیبات 

های هوایی، بیشترین محتوای فنولی در تیمارهای خاک و پاشش روی اندام(. 6-7فنولی کاهش پیدا کرد )شکل 

 (.P-value=0.7541دار ندارند )مولار بوده است، که با هم اختلاف معنیمیلی 767/1و  786/1به ترتیب، 

 

(، در mM/ g fresh weight) مولاربر حسب میلی خطای معیار( ±) محتوای فنولی کلمیانگین  -6 -7شکل 

های ؛ تیمار پاشش روی اندامB؛ تیمار خاک و تصویر A. تصویر Btفرنگی تیمار شده با باکتری گیاه گوجه

( در غلظت فنول P<0.05دار )ی، تفاوت معنیدهنده ی زمانی، نشاندهد. حروف در هر نقطههوایی، را نشان می

-(، در هر روز دادهP<0.05ی تیمار و شاهد )دار مقایسهتفاوت معنیدر هر تیمار، طی روزهای متفاوت است و 

 ، مشخص شده است.برداری با ستاره
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ای ههای پراکسیداز، تحت شرایط نامساعد، و تقویت دیوارهبستگی مستقیم و مثبت بین افزایش فعالیت آنزیمهم

 (.Mandal et al., 2011سلول گیاهی با ترکیبات فنولی، گزارش شده است )

 غلظت کربوهیدرات محلول -7-3-6

، در تیمار خاک، غلظت کربوهیدرات محلول، نسبت به Btفرنگی با باکتری تحت تأثیر تلقیح گیاه گوجه

  (.7-7)شکل  شاهد، افزایش پیدا کرده است

 

، در گیاه mg/g fresh weightبر حسب  خطای معیار( ±) غلظت کربوهیدرات محلولمیانگین  -7 -7شکل 

های هوایی، ؛ تیمار پاشش روی اندامB؛ تیمار خاک و تصویر A. تصویر Btفرنگی تیمار شده با باکتری گوجه

( در غلظت کربوهیدرات P<0.05دار )ی، تفاوت معنیدهنده ی زمانی، نشاندهد. حروف در هر نقطهرا نشان می

-(، در هر روز دادهP<0.05ی تیمار و شاهد )دار مقایسهو تفاوت معنی در هر تیمار، طی روزهای متفاوت است

 ، مشخص شده است.برداری با ستاره
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رسد. در ، به ترتیب به پیک اول و دوم خود میBtپس از گذشت یک و پنج روز از تلقیح گیاه با باکتری 

د فرنگی، رونهای گیاه گوجهموجود در بافتنهایت نیز، تا آخرین روز آزمایش )روز پانزدهم(، غلظت کربوهیدرات 

های های هوایی، روز دوم پس از تلقیح، غلظت کربوهیدراتروی اندام Btصعودی دارد. اما در مورد تیمار پاشش 

د برداری، مجدگیرد. اما، بعد از روز هفتم، تا آخریم روز دادهی نزولی پیش میرسد و سپس رویهمحلول به اوج می

 (.7-7دارد )شکل روند صعودی 

 

 محتوای پروتئینی کل -7-3-7

، قرار Btکنش با باکتری فرنگی، تحت تأثیر برهمهای هوایی گیاه گوجهغلظت پروتئین موجود در اندام

طوری که، غلظت پروتئین کل موجود در تیمار خاک، در روزهای هفتم و پانزدهم پس از تلقیح، بهگرفته است. 

 Bt( داشته است. در مورد تیمار پاشش P =0.0043( و کاهش )P =0.0002افزایش )نسبت به شاهد، به ترتیب 

های گیاهی تیمار های هوایی، در روزهای دوم و دهم پس از تلقیح افزایش غلظت پروتئین در نمونهروی اندام

های هوایی، امروی اند Bt(. اما در نهایت، در مورد تیمار پاشش P<0.0001شده، نسبت به شاهد، مشاهده گردید )

-7ی نزولی داشت )شکل مشابه تیمار خاک، غلظت پروتئین کل، پس از پیک دوم، تا آخرین روز آزمایش، رویه

 داری با شاهد نداشت.که، در مابقی روزهای آزمایش، محتوای پروتئین کل در تیمارها، تفاوت معنی(. در حالی8
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-، در گیاه گوجهmg/g fresh weightبر حسب  خطای معیار( ±) غلظت پروتئین کلمیانگین  -8 -7شکل 

های هوایی، را ؛ تیمار پاشش روی اندامB؛ تیمار خاک و تصویر A. تصویر Btفرنگی تیمار شده با باکتری 

پروتئین در ( در غلظت P<0.05دار )ی، تفاوت معنیدهنده ی زمانی، نشاندهد. حروف در هر نقطهنشان می

برداری (، در هر روز دادهP<0.05ی تیمار و شاهد )دار مقایسههر تیمار، طی روزهای متفاوت است و تفاوت معنی

 ، مشخص شده است.با ستاره

. در تیمار تلقیح تفاوت چندانی با شاهد نداشت ،Btهای تیمار شده با فرنگیمحتوای پروتئینی در گوجه

های هوایی، در روزهای دوم و دهم پس از تلقیح، افزایش روی اندام Btخاک، در روز هفتم و در مورد تیمار پاشش 

ند اهای شیمیایی روی گیاه، نشان دادهکشهای پیشین، در مورد اثر آفتغلظت پروتئین مشاهده گردید. پژوهش
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د ، سایپرمترین و کلورپیریفوس، باعث کاهش محتوای پروتئینی گیاه مورکه، استفاده از سمومی چون ایمیداکلوپرید

 (.Parween et al., 2012; Shakir et al., 2018آزمایش شده است )

 غلظت پرولین -7-3-8

هایی ترین متابولیتعنوان یکی از مهم، بهBtفرنگی تیمار شده با باکتری غلظت پرولین، در گیاه گوجه

تنش  یشوند تا از آسیب وارده به بافت گیاه در نتیجههای اکسیداتیو، جمع میر پاسخ به تنشگیاهی دکه در بافت

به روش تلقیح خاک، در روزهای  Btهای تیمار شده با جلوگیری کند، مورد مطالعه قرار گرفت. محتوای فنولی گیاه

اولیه آزمایش کمتر از وضعیت شاهد بوده است، اما در روزهای پنج و پانزدهم، روند صعودی در غلظت پرولین دیده 

های هوایی، نیز وضعیتی روی اندام Btشود، که در مقایسه با تیمار، افزایش یافته است. در مورد تیمار پاشش می

هد و داری بین غلظت پرولین در شای تلقیح مستقیم گیاه، تفاوت معنیدر روزهای اولیهشود، که مشابه دیده می

ت و تفاو های گیاهی تجمع یافت(. اما از روز هفتم پس از تلقیح، پرولین در سلول9-7تیمار مشاهده نشد )شکل 

کنش همرر نتیجه، بر اثر بد (.دار بودمعنی پس از تلقیح 15و  10، 7)در روزهای  داری با شاهد خود داشتمعنی

 .ی آزمایش، بیشتر از شاهد بود، تجمع پرولین، در هر دو تیمار در روزهای پایانBtفرنگی با باکتری گیاه گوجه

ایی مانند ههای گیاهی، در پاسخ به تنشترین ترکیباتی است که در بسیاری از گونهپرولین، یکی از مهم

ود. پرولین، شی بالا، تولید میی بیمارگرها و اسیدیتهعناصر سنگین، حملهشوری، خشکی، سرما، فقر مواد غذایی، 

راحتی در آب قابل انحلال است، در نتیجه تجمع پرولین فیزیولوژی، به pHمولکول بدون بار کوچکی است که در 

ریق ن، از طچنین، پرولیتواند آسیب سلولی احتمالی را کاهش دهد. همهای گیاهی در شرایط تنش، میدر سلول

رند های گیاهی این توانایی را داکند. سلولهای گیاهی کمک میهای آزاد اکسیژن، به حفظ سلولتسخیر رادیکال

سطح  های گیاهیکه در صورت نیاز، پرولین را ذخیره و یا به سرعت تجزیه کنند. در شرایط تنش اسمزی، سلول

 Trovatoکنند )ها ذخیره میدهند و پرولین را در سلولمی های گیاه را به سرعت افزایشپرولین موجود در بافت

et al., 2008 .) 
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(، در nM/g fresh weightمولار )میلیبر حسب خطای معیار(  ±)غلظت پرولین کل میانگین  -9 -7شکل 

های ؛ تیمار پاشش روی اندامB؛ تیمار خاک و تصویر A. تصویر Btفرنگی تیمار شده با باکتری گیاه گوجه

( در غلظت P<0.05دار )ی، تفاوت معنیدهنده ی زمانی، نشاندهد. حروف در هر نقطههوایی، را نشان می

(، در هر P<0.05ی تیمار و شاهد )دار مقایسهپرولین در هر تیمار، طی روزهای متفاوت است و تفاوت معنی

 ست.، مشخص شده ابرداری با ستارهروز داده

 
 2proDHو سرکوب ژن  1p5csهای گیاهی، بر اثر القای بیان ژن افزایش و تجمع پرولین در سلول

، سمی های گیاهیباشد. زمانی که تنش در گیاه از بین برود، به علت اینکه پرولین اضافی مجتمع در سلولمی

                                                           
1 Pyrroline-5-carboxylate symthetis 
2 Proline dehydrogenase 
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که، غلظت و تجمع پرولین در اند های پیشین نشان دادهیابد. پژوهششدت کاهش میاست، غلظت پرولین به

 Fabro et al., 2004; Trovatoیابد )اند، به شدت افزایش میهای گیاهی که تحت اثر بیمارگرها قرار گرفتهسلول

et al., 2008ی پرولین، برای ارزیابی وضعیت فیزیولوژیکی و تحمل تنش (. در نتیجه، تعیین غلظت اسید آمینه

 برخوردار است.ای در گیاهان، از اهمیت ویژه

های آزاد اکسیژن را دارند. در شرایط عادی های گیاهی توانایی تولید و غیر سمی کردن رادیکالسلول

وند. شعنوان محصولات فرعی واکنش در گیاهان تولید میهای آزاد اکسیژن، به صورت اجتناب ناپذیر، بهرادیکال

های آزاد اکسیژن را به حداقل خود برسانند. گیاهان در های گیاهی سازوکارهایی دارند که غلظت رادیکالسلول

سید، های چون؛ سوپراککنند که به موجب آن رادیکالمواجه با بیمارگرهای بالقوه، انفجارهای اکسیداتیو ایجاد می

شود. این انفجارهای اکسیداتیو، سیستم دفاعی گیاهی را در دو فاز پراکسید هیدروژن و هیدروکسیل تولید می

ی کوتاهی دارد و خیر تخصصی است و ظرف چند دقیقه پس از شناسایی بیمارگر کند؛ فاز اول، دورهیک میتحر

باشد و مدتی پس از شناسایی بیمارگر توسط گیاه آغاز تر میکه فاز دوم؛ طولانیگردد. در حالیتوسط گیاه، آغاز می

خیل در سیستم ایمنی، منجر به بروز مقاومت در برابر های دشود. فاز دوم انفجارهای اکسیداتیو، القای بیان ژنمی

 (.Apel and Hirt 2004گردد )بیماری می

های آزاد اکسیژن، بلافاصله بعد از آلوده شدن گیاه به بیمارگر وقوع انفجارهای اکسیداتیو و تولید رادیکال

گر، یک تا دو بیمار-کنش گیاهد، برهمانهای گیاهی با بیمارگر تلقیح شدههایی که سلولافتد. در پژوهشاتفاق می

دقیقه تمام شده است.  60الی  30سازی شروع شده، پس از چند دقیقه به بیشینه رسیده و ظرف دقیقه بعد از آلوده

ری، تاما زمانی که قطعاتی از بافت گیاه به بیمارگر آلوده گشته، پاسخ گیاه بعد از سپری شدن مدت زمان طولانی

 CATهای (. در این رساله نیز، در مورد آنزیمWojtaszek 1997از تلقیح، شروع شده است )ساعت پس  12تا  8

، )در روز صفر( Btاکسیدانی، دو ساعت بعد از تلقیح گیاه با اسپور و کریستال باکتری ، افزایش فعالیت آنتیPALو 

 مشاهده گردید.

در این رساله، با  Btفرنگی به باکتری و بیوشیمیایی گیاه گوجه کهای فیزیولوژینتایج حاصل از واکنش

ت( را روی های مفید و یا عوامل آنتاگونیسهای بیمارگر و یا غیر بیمارگر )باکتریهایی که، اثر باکترینتایج پژوهش
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ی گیاه هاگگیاهان مختلف بررسی کرده بودند، مقایسه گردید. مشابه نتایج به دست آمده در این رساله، در بر

، پراکسید هیدروژن شناسایی شده است و با افزایش R. solanacearumفرنگی آلوده به باکتری گرم منفی گوجه

 Flores-Cruz and Allenهای آزاد تولید شده در گیاه نیز، افزایش یافته است )جمعیت باکتری بیمارگر، رادیکال

2009.) 

( مشابه بود. به این ترتیب 2011و همکاران ) Mandalپژوهش  نتایج به دست آمده درنتایج این رساله با 

، با ی؛ مقاوم به پوسیدگی باکتریایBT-10؛ حساس و رقم AMفرنگی، رقم های دو رقم مختلف گوجهکه، ریشه

، تلقیح CFU.ml 610 × 7-1با غلظت  Ralstonia solanacearumلیتر از سوسپانسیون باکتری میلی 5/2

فرنگی در هر دو رقم گوجه 2O2Hباعث افزایش تولید  ،R. solanacearumفرنگی با باکتری گشت. تلقیح گوجه

در هر دو رقم مشاهده گشت. این روند کاهشی  2O2Hشد. بعد از اولین انفجار اکسیداتیو، کاهش شدید در تولید 

گیر در تولید افزایش چشم(، مجدداً BT-10که، در رقم مقاوم )( ادامه داشت در حالیAMدر مورد رقم حساس )

2O2H  2دیده شد. پس از پیک دوم تولیدO2H  10در رقم-BT 2، تجمعO2Hتدریج کاهش پیدا کرد. فعالیت ، به

ساعت بعد از تلقیح گیاه با بیمارگر، افزایش پیدا کرد. بیشترین میزان فعالیت آنزیم  CAT ،12و  SODدو آنزیم 

SODساعت بعد از تلقیح گزارش شده است. حال آنکه، در مورد رقم مقاوم،  72فرنگی، در ، در رقم حساس گوجه

، نیز فعالیت CAT، تا پایان مدت زمان آزمایش مشاهده گردید. در مورد آنزیم SODروند افزایشی فعالیت آنزیم 

ته است. داش داری بیشتر از رقم حساس بوده و تا پایان آزمایش، روند افزایشیطور معنیاین آنزیم در رقم مقاوم به

شدت افزایش نشان ، بعد از سپری شدن مدت زمان کوتاهی از تلقیح گیاه، در هر دو رقم، بهGPXفعالیت آنزیم 

رسد. ساعت بعد از تلقیح، به اوج خود می 96و  24ی زمانی ، در رقم مقاوم در دو بازهGPXداده است. فعالیت 

شدت افزایش یافته است و روند صعودی رقم حساس و شاهدها، به، نیز در رقم مقاوم، نسبت به APXفعالیت آنزیم 

کند. قابل ذکر است که، بیشترین میزان محتوای فنولی در رقم مقاوم تلقیح شده با بیمارگر، یافت شده، را طی می

 ساعت بعد از تلقیح به اوج خود رسیده است. 72که در 

ئله در بسیاری ، که این مسداددانی، دو فاز افزایشی نشان یاکسهای آنتینتایج این رساله برای فعالیت آنزیم

(. دلایل Bargabus et al., 2003; Mandal et al., 2011بیمارگر مشاهده شده است )-های گیاهکنشاز برهم
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ر وجود بیمارگ-های گیاهکنشهای آزاد اکسیژن، در برهمی دو فاز افزایشی در تولید رادیکالمتعددی برای مشاهده

های گیاهی، از طریق ارتباط بین ی سلول، برای تقویت فیزیکی دیواره2O2Hرد. نشان داده شده است که، دا

 Lambباشد )می کنند، ضروریسازی را کاتالیز میی سلولی و پراکسیدازهایی که فرآیند لیگنینهای دیوارهپروتئین

and Dixon, 1997ا هطور مستقیم برای میکروارگانیسماکسیژن، به های آزاد(. از طرف دیگر، غلظت زیاد رادیکال

ها به آن اشاره شده در ارقام مقاوم گیاه، که در بسیاری از پژوهش 2O2Hباشد. در نتیجه، غلظت بیشتر سمی می

پذیر است. نتایج این پژوهش نیز، برای فعالیت (، توجیهTomankova et al., 2006; Chen et al., 2008است )

دهد. علاوه بر دلایل ذکر شده، گزارش شده است که ، دو حد بیشینه، نشان میPALو  ASC ،CATهای آنزیم

تلقیح شده، را دارد  Bt، توانایی مهاجرت از ریشه به سمت برگ گیاهی که بذر یا خاک آن به Btباکتری 

(Damgaard 2000; Bizzarri and Bishop, 2007; Maduell et al., 2007; Gomes Monnerat et 

al., 2009 در نتیجه در این پژوهش، به دلیل مهاجرت باکتری .)Bt چنین به دلیل از خاک به برگ گیاه و هم

یده شد. فاز اول ها دتوانایی باکتری در پراکنده شدن در گیاه و کلونیزه کردن گیاه، دو فاز افزایشی در فعالیت آنزیم

دن دلیل مایه تلقیح اولیه، و فاز دوم، احتمالاً به دلیل اندوفیت شکه بلافاصله بعد از تلقیح گیاه مشاهده گردید، به 

 باشد.می فرنگی،باکتری در گیاه گوجه

های متعددی، مورد بررسی قرار گرفته است. با گیاه میزبان، در پژوهش B. subtilisکنش باکتری برهم

از  بیمارگرهای گیاهی است. این باکتریهای مؤثر در کنترل بیولوژیک ، یکی از آنتاگونیستB. subtilis باکتری

ای هها باعث کنترل عوامل بیماریبیوتیکگلوکاناز، و آنتی 3و  1-های مانند کیتیناز و بتاطرفی، از طریق تولید آنزیم

های دخیل در سیستم ایمنی، باعث القای مقاومت شود و از سوی دیگر، از طریق افزایش فعالیت آنزیمزاد میخاک

فنول اکسیداز، پراکسیداز و های پلیباعث افزایش فعالیت آنزیم B. subtilisشود. باکتری در گیاه میسیستمیک 

کنش (. مشابه نتایج حاصل از برهمJayaraj et al., 2004; Chen et al., 2010گردد )لیاز می-آلانین آمونیافنیل

، باعث افزایش فعالیت B. subtilisاز باکتری  AR12ی فرنگی در این مطالعه، سویهبا گیاه گوجه AzLpی سویه

فرنگی تلقیح شده با باکتری، گردید. این مسئله در های گوجهدر گیاه SODو  CAT ،PAL ،PPOهای آنزیم

(. در حالی که، Li et al., 2008های باکتریای و القای مقاومت در گیاه، اهمیت دارد )جلوگیری از شیوع  پژمردگی

، با این رساله مغایرت PALو  CATهای (، در مورد کاهش فعالیت آنزیم2004و همکاران ) Jayarajنتایج مطالعه 
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 PALهای روی گیاه برنج، از طریق افزایش سطح فعالیت آنزیم B. subtilis AUBS1ی دارد. نتایج پاشش سویه

 (.Jayaraj et al., 2004دهد )داری کاهش میطور معنی، بیماری سوختگی غلاف برنج را بهCATو 

های سیستم ایمنی گیاه خیار برای کنترل بیماری روی فعالیت آنزیم B. subtilisاثر کمی باکتری 

( مورد بررسی قرار گرفته است. بیشترین میزان فعالیت آنزیم 2010و همکاران ) Chenپژمردگی فوزاریومی، توسط 

تلقیح شده بود. نتایج به دست آمده در  B. subtilis پراکسیداز در گیاه خیار، زمانی بوده است که گیاه با باکتری

( 2010و همکاران ) Chenفرنگی، مشابه نتایج پژوهش مورد فعالیت آنزیم کاتالاز، در این رساله، در گیاه گوجه

عامل کنترلی ، B. subtilisچنین خاک اطراف ریشه، با باکتری ی تیمار بذر گیاه خیار و همباشد. در نتیجهمی

 B. subtilisی پوسیدگی فوزاریومی، بیشترین میزان فعالیت آنزیم پراکسیداز، در تیمار تلقیح گیاه با باکتری بیمار

مشاهده شده است. در تیماری که بذور گیاه خیار به سوسپانسیون باکتری آغشته شده بودند، از روز اول آزمایش تا 

ت. سپس در روز پنجم افت شدید در فعالیت آنزیم روز پنجم، فعالیت آنزیم پراکسیداز روند صعودی داشته اس

های ، در گیاهPALی صعودی داشته است.فعالیت آنزیم مشاهده شده، اما مجدد تا روز یازدهم، فعالیت آنزیم رویه

طوری که، (. بهChen et al., 2010باشد )، نیز مشابه نتایج پژوهش ما، میB. subtilisخیار تیمار شده با باکتری 

های تیمار شده، روند افزایشی و کاهشی متفاوتی در تیمار بیشتر از شاهد بوده است و در گیاه PALفعالیت آنزیم 

، در تیمار، در روزهای PALشود. بیشینه فعالیت آنزیم برداری مشاهده میروز داده 15، طی PALدر فعالیت آنزیم 

(، در ارتباط 2010و همکاران ) Chenاست. این نتایج، با پژوهش  پنجم و یازدهم پس از تلقیح گیاه ثبت گردیده

مغایرت دارد. در پژوهش ذکر شده،  B. subtilisهای خیار تیمار شده با باکتری در گیاه PPOبا فعالیت آنزیم 

 . ت، با وجود داشتن روندی متغیر، در گیاهان تیمار شده نسبت به شاهد بیشتر بوده اسPPOمیزان فعالیت آنزیم 

در گیاهان خیار  Rhizoctonia solani، باعث القای مقاومت به قارچ Btاز باکتری  GS1ی سویه

های گایاکول پراکسیداز، آسکوربات پراکسیداز و شود. مشابه نتایج حاصل در پژوهش حاضر، فعالیت آنزیممی

ایش یافته است. اما، بیشترین میزان ، نسبت به شاهد افزBtفنول اکسیداز در گیاه خیار تیمار شده با باکتری پلی

، R. solaniهای خیار تیمار شده با قارچ فنول اکسیداز، در گیاههای آسکوربات پراکسیداز و پلیفعالیت آنزیم
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، بیماری بوته میری Btی باکتری های دخیل در سیستم ایمنی به وسیلهباشد. به دلیل افزایش فعالیت آنزیممی

 (. Dong-Jun et al., 2012است )گیاه خیار سرکوب شده 

 .B. licheniformis ،Bشامل؛  Bacillusهای مختلفی از باکتری بر اثر تلقیح گیاه ذرت با گونه

thuringiensis ،B. amyloliquefaciens  وB. subtilisهای ، در شرایط غیر تنش، تغییری در فعالیت آنزیم

گلوتاتیون پراکسیداز، مشاهده نشد. اما در شرایط تنش خشکی،  اکسیدانی آسکوربات پراکسیداز، کاتالاز وآنتی

ای تلقیح ههای ذرت تلقیح شده، نسبت به گیاههای مذکور، در گیاهداری در فعالیت آنزیمگیر و معنیافزایش چشم

که، (. نتایج حاکی از آن بود Vardhalajula et al., 2011، مشاهده گشت ).Bacillus sppهای نشده با باکتری

تواند اثرات منفی حاصل دهد، که میواکنش فیزیولوژیکی نشان می .Bacillus sppگیاه ذرت به تلقیح شدن با 

 از تنش خشکی را کاهش دهد.

 .NUU4 Bی اندوفیت (، استفاده از سویه2017و همکاران ) Egamberdievaبر اساس پژوهش 

subtilis( باعث بهبود پارامترهای رشدی گیاه نخود ،Cicer arietinum افزایش مقاومت نسبت به تنش شوری ،)

، B. subtilisگشت. تلقیح گیاه نخود با باکتری  F. solaniو کاهش شدت بیماری پوسیدگی ریشه ناشی از قارچ 

و افزایش محتوای پرولینی گیاه گردید. در پژوهش حاضر نیز، محتوای پرولینی گیاه  2O2Hمنجر به کاهش تولید 

 ، نسبت به شاهد افزایش یافت.Btتیمار شده با باکتری  فرنگیگوجه

ی در فرنگرسد که گیاه گوجهاین طور به نظر میاز رساله،  فصلمده در این آنتایج به دست  سبر اسا

 . این مسئلهکندعنوان یک بیمارگر تلقی میرا بهشود، آن مواجه می Btباکتری  ، زمانی که با غلظت زیادی ازابتدا

افزایش  شود.یماکسیدانی گیاه های آنتیفرنگی و افزایش فعالیت آنزیمگیاه گوجهباعث فعال شدن سیستم ایمنی 

زای یماریعوامل بهای مربوط به سیستم ایمنی گیاه، نقش مهمی در القای مقاومت در گیاه و سرکوب فعالیت آنزیم

و گیاه میزبان را  Btکنش بین باکتری ی مفید و مهمی از برهممسئله جنبه ناحتمالی را دارد، در نتیجه ای گیاهی

اکسیدانی به های آنتیبرای گیاه میزبان، فعالیت آنزیم Btدهد. سپس به دلیل بیمارگر نبودن باکتری نشان می

د زای گیاهی، به گیاهی که موری یک عامل بیماریگردد. در نتیجه، در صورت حملهوضعیت طبیعی گیاه باز می

ا دارد.زر گرفته است، گیاه حساسیت کمتر و توانایی بیشتری برای مبارزه با عامل بیماریقرا Btپاشش و یا تلقیح 
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 گیری کلینتیجه -8-1

ها تالکریسشناسی های ریختی اسپور و کریستال، ویژگیمشاهده در این رساله، مطالعات اولیه شامل؛

روش ، که به Btی ایرانی از باکتری سویه 130 آمیزی گرم و آزمون کاتالاز رویهای باکتریایی، رنگو کلنی

های متنوع زیستی و لارو حشرات آلوده و مرده جداسازی شده های خاک از محیطانتخابی استات سدیم، از نمونه

کشی روی لاروهای سن ، بر اساس فعالیت حشرهBtکتری ی انتخابی از باسویه 130بودند، انجام گرفت. سپس، 

گری شدند. به این لیتر، غربالاسپور بر میلی 810، در یک غلظت P. interpunctellaی هندی، پرهدوم شب

، به سه گروه P. interpunctellaزایی روی لاروهای های مورد بررسی بر اساس شدت بیماریمفهوم که، سویه

ی مورد بررسی، تنها هفت سویه در گروه با سویه 130بندی شدند. از میان متوسط و کم، دستهزهرآگینی زیاد، 

 .Pسویه(، برای لاروهای  119های مورد مطالعه )ی قابل توجه آنکه، بیشتر سویهزهرآگینی زیاد قرار داشتند. نکته

interpunctellaگیری نداشتند. ، زهرآگینی چشم 

ها مورد پژوهش های متعددی در آنانتخاب، و ویژگی Btی در مجموع هفت سویهی مطالعات، برای ادامه

های دو ، جداسازی شده از لاروهای آلوده با کریستالIEpو  IE-1 ،AzLp ،IE-2 ،IP-2ی قرار گرفت. پنج سویه

های تال)با کریس KhFی ی هندی داشتند. دو سویهپرههرمی شکل، بیشترین زهرآگینی را برای لاروهای شب

های با زهرآگینی متوسط و کم، نیز به های نامنظم(، به ترتیب متعلق به گروه)با کریستال RMکروی شکل( و 

 های هفتهای زهرآگین، انتخاب گردیدند. در نتیجه، در بخش اول این رساله، ویژگیمنظور مقایسه، با سویه

های موجود در کریستال، پروفایل ترکیب پروتئین، از نقطه نظر، محتوای ژنی، Btی ایرانی از باکتری سویه

اگزوتوکسین، -پولکدار و بررسی تولید بتاکشی با تمرکز بر آفات بالکشی و سلولی فعالیت حشرهپروتئینی، دامنه

 طور جامع، مطالعه و توصیف گردید.به

 کشیعنوان عوامل دارای پتانسیل آفتبه IP-2و  AzLp ،IE-2های معرفی سویه -

های )ژن  Btهای انتخابی باکتری طور خلاصه، بر اساس نتایج به دست آمده از بخش اول، محتوای ژنی سویهبه

cry1 ،cry2 ،cyt1 ،cyt2 ،ps1 ،ps2 ،ps3 ،ps4 ،vip1-2 ،vip3  وsipهای مبتنی بر ( با روشPCR تعیین و ،

، ترکیب LC-MS/MSگویی گردید. در ادامه، با استفاده از روش کش موجود در هر سویه، پیشهای حشرهپروتئین



پیشنهادهاگیری کلی و نتیجهفصل هشتم: 
 نژادخرم آیدا    

 

226 
 

بینی گشت. اما، ها پیشکشی آنتعیین و پتانسیل حشره Btهای های موجود در اجسام کریستالی سویهپروتئین

 ای ضروری و اجتناب ناپذیر در مراحلعنوان مرحلههای سلولی(، بهسنجی )با حشرات و یا با ردههای زیستآزمون

، فراهم آورد. این Btهای کشی سویهکشی و سلول، اطلاعات جامعی از فعالیت حشرهBtهای تعیین ویژگی سویه

های کشعنوان نامزدهای مناسبی برای تولید حشره، بهIP-2و  AzLp ،IE-2ی ها منجر به معرفی سه سویهیافته

، Cry1Aaکش؛ های کریستالی حشرهپروتئین، گشت. زیرا، این سه سویه، با داشتن Btی زیستی بر پایه

Cry1Ab ،Cry1Ac ،Cry1Ca  وCry1Daچنین عدم تولید بتاکشی، و همکشی و سلول، و فعالیت حشره-

 دار، دارند.پولکاگزوتوکسین، پتانسیل مناسبی برای کنترل آفات بال

 cry1Ia38معرفی ژن جدید  -

، تمرکز IE-1ی عنوان ژن جدید یافت شده در سویه، بهcry1Iaسازی ژن در بخش دوم، روی همسانه

، شناخته شده بود، B. thuringiensis IE-1ی های سویهگری ژنی غربالکه در نتیجه cry1Ia38گردید. ژن 

اسیدآمینه را  720نوکلئوتید، پروتئینی با طول  2160سازی گردید. توالی کامل این ژن با طول با موفقیت همسانه

، Btهای باکتری گذاری توکسینی نامتوکسین جدید شناسایی شده، با نظر کمیتهکند. رمز می

(http://www.lifesci.susex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/ ،)Cry1Ia38.پس از بیان،  ، نام گرفت

. دشکشی پروتئین به دست آمده، مطالعه کشی و سلول، فعالیت حشرهCry1Ia38سازی پروتئین استخراج و خالص

ی اثر متفاوت نسبت به سایر تر؛ نحوه، از همه مهمCry1Iی های خانوادههای منحصر به فرد توکسینویژگی

ی کشکشی و سلولههای ساختاری، فعالیت حشر، معیار انتخاب این ژن قرار گرفت. ویژگیCryهای پروتئین

نتایج به دست آمده نشان ، مقایسه گردید. Cry1Ia7و  Cry1Ia38-I116Vهای ، با پروتئینCry1Ia38پروتئین 

 اشد.بخوار اروپایی ذرت میکاندید مناسبی برای ایجاد ذرت تراریخت مقاوم به کرم ساقه cry1Ia38دهد که ژن می

-Cry1Ia38 ،Cry1Ia38های هر سه پروتئین مورد مطالعه؛ توکسینبر اساس نتایج به دست آمده، پیش

I116V  وCry1Ia7 ًچنین، توکسین فعال شده با آنزیم کیلودالتون، داشتند. هم 80، وزن مولکولی یکسانی، حدودا

کیلودالتون، تولید کرد. نتایج حاصل  50ی ی مقاومی با اندازهتریپسین نیز، در هر سه پروتئین بررسی شده، هسته

، G. molestaتوکسین هر سه پروتئین برای لاروهای سنجی سه پروتئین مورد مطالعه نشان داد که، پیشز زیستا

، نشان دادند. Cry1Ia38، حساسیت زیادی به پروتئین O. nubilalisچنین، لاروهای شدت زهرآگین بودند. همبه

http://www.lifesci.susex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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، حساسیت M. brassicaeو  S. exigua ،S. littoralis ،H. armigeraی که، لاروهای چهار گونهدر حالی

 مورد استفاده نداشتند. Cry1Iaهای چندانی به پروتئین

 به دنبال تغییر در تنها یک اسیدآمینه Btکشی توکسین تغییر فعالیت حشره -

، با وجود تفاوت تنها در یک اسیدآمینه، Cry1Ia38-I116Vو  Cry1Ia38قابل ذکر است که دو توکسین 

، منجر به بروز تغییر در Cryهای ، پروتئینIکشی متفاوتی داشتند. تغییر یک اسید آمینه در دومین فعالیت حشره

، Cry1Ia38 یتوکسین و توکسین فعال شدهکشی پروتئین شده است. به این ترتیب که، پیشفعالیت حشره

، باعث Cry1Ia38ین توکسچنین، پیشداشتند. هم G. molestaبیشترین زهرآگینی را روی لاروهای سن یک 

توکسین ، تنها پیشCry1Ia38-I116Vگشت. در حالی که، در مورد  O. nubilalisمرگ صد درصدی لاروهای 

 ، زهرآگین بوده است.G. molestaاین پروتئین برای لاروهای 

در مدل اتصال متوالی: ارتباط بین تشکیل  Btهای چالش الیگومریزاسیون توکسین -

 زاییساختارهای الیگومری و بیماری

ی ، و متفاوت بودن نحوهCry1Iی های خانوادهدر بخش سوم، با توجه به منحصر به فرد بودن توکسین

، مورد Cry1Ia7، توانایی تشکیل ساختارهای الیگومری در توکسین Btباکتری  Cry1Iهای عملکرد توکسین

، مورد سوال Cry1Ia7زایی توکسین مطالعه قرار گرفت. سپس، ارتباط بین تشکیل ساختارهای الیگومری و بیماری

های حساس میزبان BBMV، بعد از انکوبه شدن با Cry1Ia7های قرار گرفت. بنابراین، الیگومریزاسیون پروتئین

مورد  Western blotدنیا، با استفاده از تکنیک ی سلولی حشرات، برای اولین بار در چنین ردهو غیر حساس و هم

، تنها پس از انکوبه شدن قطعاتی Cry1Ia7دهد که، توکسین های این رساله نشان میمطالعه قرار گرفت. یافته

، ساختارهای L. decemlineataبالپوش، ی میانی میزبان حساس سختهای پوششی رودهاز غشای سلول

های حساس و غیر ، در معرض میزبانCry1Ia7الیگومری پس از اینکه پروتئین الیگومری تشکیل دادند. هیچ 

سه دومینی، بر اساس مدل  Cryهای ی اثر توکسینپولکدار قرار گرفت، تشکیل نشد. بنابراین، در نحوهحساس بال

و تمامی آفات میزبان، عمومیت ندارد. بر اساس  Cryهای ی توکسیناتصال متوالی، تشکیل الیگومر برای همه

 باشد.می Cry1Ia7ای مهم، اما نه لزوماً ضروری، برای زهرآگینی توکسین نتایج این رساله، تشکیل الیگومر مرحله
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 عمومیت ندارد. Btهای کشی در تمام سویهکشی و باکتریفعالیت قارچ -

کشی ی فعالیت حشره، با دامنهBtهایی مناسب از باکتری در بخش چهارم از رساله، با توجه به یافتن سویه

نیز علیه باکتری و قارچ بیمارگر گیاهی،   Btهای ی فعالیت ضد میکروبی سویهپولکدار، دامنهوسیع روی آفات بال

Erwinia sp.  وF. oxysporum subsp. lycopersici ،نیز بررسی گردید. بر اساس نتایج به دست آمده ،

ر های مورد بررسی در این رساله، علیه عوامل بیمارگمیکروبی )ضد قارچی و ضد باکتریایی(، در سویه فعالیت ضد

 ، مشاهده نگردید.F. oxysporum subsp. lycopersiciو  .Erwinia spگیاهی، 

 Btا فرنگی تلقیح شده بهای بیوشیمیایی و فیریولوژیکی در گیاه گوجهبروز پاسخ -

های روی سلول Btهای ایرانی از باکتری اثرات متابولیسمی و بیوشیمیایی سویه در بخش پنجم از رساله،

رار فرنگی، مورد بررسی قی گیاه گوجهگیاهی، در قالب پاشش روی شاخ و برگ گیاه، و تلقیح خاک اطراف ریشه

وپراکسید دیسموتاز (، سCATگیری پارامترهای؛ کاتالاز )، با اندازهBtفرنگی به باکتری گرفت. واکنش گیاه گوجه

(SOD( گایاکول پراکسیداز ،)GPX( آسکوربات پراکسیداز ،)APXپلی ،)( فنول اکسیدازPPOو فنیل ) آلانین

گیری پروتئین، محتوای فنولی کل، کربوهیدرات محلول و پرولین، مطالعه (، و غیر آنزیمی؛ اندازهPALلیاز )-آمونیا

، باعث افزایش فعالیت Btفرنگی با باکتری دست آمده، تلقیح گیاه گوجهگردید. به طور کلی، بر اساس نتایج به 

نی گیاه، های مربوط به سیستم ایماکسیدانی مورد بررسی، گشت. در نتیجه، افزایش فعالیت آنزیمهای آنتیآنزیم

 های احتمالی را دارد.نقش مهمی در القای مقاومت در گیاه و سرکوب بیماری

، از نقطه نظر محتوای ژنی، ترکیب Btهای ایرانی باکتری های سویهرساله، ویژگی طور خلاصه، در اینبه

روی  کشی، فعالیت ضد میکروبی و اثرات متابولیسمی و بیوشیمیاییی فعالیت حشرههای کریستال، دامنهپروتئین

، گشت. Bt IE-1ی ، در سویهcry1Ia38های گیاهی، تعیین گردید. این مطالعات، منجر به معرفی ژن جدید سلول

خوار اروپایی ذرت، دارد. کشی مناسبی برای کنترل کرم هلو و کرم ساقه، پتانسیل حشرهCry1Ia38پروتئین 

، Cryهای سه دومینی ی اثری متفاوت از سایر پروتئین، به دلیل داشتن نحوهCry1Ia38چنین، پروتئین هم

، برای به تعویق انداختن بروز مقاومت در حشرات، مورد Cryهای زمان با سایر پروتئینتواند به صورت هممی

فعالیت ضد میکروبی برای کنترل عوامل  Btهای مورد بررسی از باکتری از سوی دیگر، سویه استفاده قرار بگیرد.
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را  F. oxysporum subsp. lycopersiciو قارچ  .Erwinia spزای گیاهی با تمرکز روی باکتری بیماری

و افزایش سطح  Bt فرنگی به باکتریهای گیاه گوجهبا توجه به پاسخ فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی سلولنداشتند. اما 

نند. نتایج ک، نقش مهمی ایفا میهای احتمالیدر القای مقاومت در گیاه و سرکوب بیماریفعالیت سیستم ایمنی، 

شد که از  Btاز باکتری  Cry1Ia38، و توکسین IP-2و  AzLp ،IE-2این رساله منجر به معرفی سه سویه 

 چنین اثر مطلوب روی گیاه میزبان داشتند.پولکدار برخوردار بودند و همپتانسیل زیادی برای کنترل آفات بال

گیری و بهره Btی های زیستی بر پایهکشدر تولید حشره IP-2و  AzLp ،IE-2ی بنابراین استفاده از سه سویه

 گردد. توصیه می Btتولید محصولات برای  Cry1Ia38از توکسین 
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 پیشنهادها -8-2

 :قرار گیردبررسی مورد شود موارد زیر ، پیشنهاد میاین رساله برای مطالعات تکمیلی

 بالپوشانی دوبالان و یا سختعلیه آفتی از راسته، Btهای سویهگری اولیه روی زهرآگینی تمرکز غربال -

سنجی های زیستبررسی توالی کامل ژنوم این سویه، انجام آزمون: KhFی مطالعات تکمیلی روی سویه -

 پولکداران(های دیگر )به غیر از بالبا آفاتی از راسته

 ها.وسیله نشت الکترولیتهای گیاهی، از طریق تغییر در نفوذپذیری غشاء، بهتعیین آسیب سلول -

 (TTCلیوم کلراید )فنیل تترازوهای گیاهی با روش کاهش تریمانی سلولآزمون زنده -

 بالپوشانهای دوبالان و سختهای اختصاصی برای آفاتی از راستهتمرکز روی ژن -

ها، های زهرآگین برای موجوداتی خارج از دنیای حشرات )نماتدها، کنهگری بر اساس ژنغربال -

 پروتوزوئرها و ...(

ی میانی حشرات های روده، با عصارهCry1Ia38-I116Vو  Cry1Ia38های توکسینفعال کردن پیش -

 حساس

 ، در حشرات حساسCry1Ia38-I116Vو  Cry1Ia38های های توکسینبررسی گیرنده -

 توکسین، و بررسی ساختارهای الیگومری در پیشCry1Ia7توکسین دار کردن پیشنشان -

 در گیاه میزبان Btهای بررسی فعالیت اندوفیتی سویه -

روی گیاه میزبان Btبررسی اثرات متابولیسمی اندوفیت شدن 
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