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 المعزولة محلياً  Bacillus thuringiensis دور البلازميدات في انتاج البلورات البروتينية في بكتريا
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 الخلاصـــــــــة
 على انتاج البلورات البروتينية وذلك بفحصها مجهريا Bacillus thuringiensisدرست قابلية العزلة المحلية      

 ساعة من بداية النمو. درس النمط البلازميدي بأستخدام تقنية 48وتبين قدرتها على انتاج البلورات البروتينية بعد 
% وتبين امتلاكها حزمة بلازميدية واحدة كبيرة ذات وزن جزيئي 0.7الترحيل الكهربائي في هلام الاكاروز بتركيز 

كبير، درس دور الحزمة البلازميدية في انتاج البلورات البروتينية من خلال تجارب الاقتران التي اجريت على العزلة 
B. thuringiensis  المنتجة للبلورات البروتينية و الحساسة لمضاد الريفاميسين المستخدمة كخلايا واهبة، والعزلة

Bacillus spp. غير المنتجة للبلورات البروتينية والمقاومة لمضاد الريفاميسين التي اعتبرت خلايا مستلمة. اظهرت 
نتائج الاقتران الحصول على مستعمرات مقترنة على وسط الاكار المغذي الحاوي على مضاد الريفاميسين وقادرة 

على انتاج البلورات البروتينية مما يشير الى دور البلازميد  في انتاج هذه الصفة وهذا ما اكدته دراسة النسق 
 البلازميدي لكل من الخلايا الواهبة والمستلمة والمقترنة.
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Abstract 
     The ability of crystals protein production was studied in local isolate Bacillus 
thuringiensis by microscope examination, and the crystals protein production were seen 
after 48 hour from growth starting, the study of plasmid profile of the  isolate using gel  
electrophoresis technique in 0.7% of agaros gel, revealed that it had one Mega plasmid 
band, the plasmid role in production of crystals protein was studied by using conjugation  
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experiments, that they applied on the local isolate B. thuringiensis  which was crystals 
protein producer and Rifamycin sensitive as donor cells, with Bacillus spp. which didn’t  
produce crystals protein and Rifamycin resistance as recipient cells. Conjugation 
experiments assured the transmission of crystals production trait with Plasmid to the 
recipient cells, this result confirmed that crystals protein trait was Plasmid bourn. 

البحث مستل من رسالة الماجستير للباحث الاول. 
 

 المقدمة
عن بقية انواع جنس  B. thuringiensis لاتختلف بكتريا      

 فهي موجبة لصبغة غرام، عصوية الشكل مكونة Bacillusالـ
 قابليتها على انتاج البلورات البروتينية  او ما يعرف اللأبواغ ماعد

 خلال مرحلة تكوين الابواغ (cry endotoxin)بالذيفان الداخلي 
] والتي تكون مسؤولة عن صفة السمية للحشرات، ونتيجة 1[

لأمتلاكها هذه الخاصية ركزت البحوث حول هذا النوع البكتيري 
لأجل استخدامها في مجال السيطرة البايلوجية بوصفها مبيدا 

% من المبيدات الحشرية 90للأفات الزراعية. اذ اصبحت تمثل 
المستخدمة في الولايات المتحدة الامريكية نظرا لعدم وجود اي 

] وفي السنين الاخيرة 2,3تأثير سام لها على الخلايا الحيوانية [
برزت بحوث حول قدرة البلورات البروتينية المنتجة من سلالات 

 على القتل التفضيلي B. thuringiensisمختلفة من بكتريا 
] كما امكن نقل صفة قتل الحشرات الى 4,5للخلايا السرطانية [

النبات عن طريق اقحام الجينات المشفرة للذيفان الداخلي في 
 Agarobacteriumالمجين النباتي عن طريق بكتريا 

tumefaciens] 6,7  . [
 .Bتمتلك غالبية الانماط المصلية العائدة لبكتريا      

thuringiensis  عوامل خارج كروموسومية تختلف بأعدادها و
اوزانها الجزيئية من نمط منصلي لأخر . ان الصفة المشتركة بين 

هي وجود ترتيب  B. thuringiensisالانماط المصلية لبكتريا 
بلازميدي معقد اذ يكون الاختلاف في عدد و حجم تلك 

) 180- 1.4البلازميدات، فيكون التغاير كبير بالوزن الجزيئي (
MD] 8 اذ اشارت دراسة 8 – 1] و كذلك عددها فيتراوح بين ، 

 .B. thuringiensis subspالى امتلاك تحت النوع 
israelensis  نسق بلازميدي معقد من ثمانية بلازميدات بأوزان

 ، 75 ، 68، 10.6 ، 4.9 ، 4.2 ، 3.3جزيئية مختلفة هي 
105 ، 135 MD] 9 ويمكن ان يكون اكثر من ثمانية [ 

 
] ، ان العديد من الجينات المشفرة للبلورات البروتينية 4بلازميدات [

بلازميدية المنشأ كما ان بعضها كروموسومية المنشأ .  تكون
 – 40وتكون هذه الجينات محمولة على بلازميدات كبيرة 

150MD وبالتالي فأن غالبية هذه البلازميدات هي بلازميدات 
 ]، تستطيع البلازميدات 10 [(Conjugative Plasmids)اقترانية 

 

 
الحاملة للجينات المشفرة لهذه الصفة تحت الظروف المختبرية 

 Bacillus thuringiensisالانتقال بين و ضمن الانواع البكتيرية 
 ،Bacillus anthracis ،Bacillus cereus،Bacillus 

megaterium] 11,12,13] الى ان تردد انتقال 14] اذ اشار [
هذه الجينات الكروموسومية المنشأ في تجارب الاقتران يكون 

واطئ ، بينما يكون أعلى في الجينات البلازميدية المنشأ ، تهدف 
الدراسة الى اثبات دور البلازميدات في انتاج البلورات البروتينية 

عن طريق اجراء تجارب الاقتران.   
 

  المواد و طرائق العمل
- العزلات البكتيرية 1

المعزولة من  B. thuringiensis     استخدمت العزلة المحلية 
] المنتجة للبلورات البروتينية والحساسة 15دراسة سابقة [

 Bacillus، في حين استخدمت العزلة المحلية Rifamycinلمضاد
spp.غير المنتجة للبلورات البروتينية والمقاومة للـ . Rifamycin 

 - فحص انتاج البلورات البروتينية  2
      تم الفحص المجهري لقابلية انتاج البلورات البروتينية بعد 

]. 16[ اتباع طريقة التصبيغ الموصوفة من قبل
 - اختبار الحساسية تجاه المضادات الحياتية3

 Agar disk diffusion)     تم اجراء الفحص بطريقة الاقراص 
medium)] 17 لغرض اختبار حساسية بكتريا [

B.thuringiensisتجاه عدد من مضادات الحيوية التالية 
  Rifamycin، Carbancillin  ،Streptomycin،  

Tetracycllin، Ampicillin ، Nalidixic acid ، 
Erythromycin.  

- عزل الدنا البلازميدي 4
     تم استخلاص الدنا الكلي من الخلايا البكتيرية بطريقة التمليح 

]. 18 الموصوفة من قبل [(Salting out)الخارجي 
- الترحيل الكهربائي 5

     حدد المحتوى البلازميدي للعزلات البكتيرية بعد ترحيل 
% 0.7المحتوى الوراثي المستخلص على هلام الاكاروز بتركيز 

 ].18وحسب الطريقة الموصوفة من قبل [
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 المقاومة لمضاد .Bacillus spp- عزل بكتريا 6
Rifamycin  

     نميت الخلايا البكتيرية على وسط الاكار المغذي بتراكيز 
 50 الى 0.25 ابتدأ من Rifamycinمتدرجة من مضاد 

]. 13مايكروغرام/مليليتر حسب ما ذكر في [
- الاقتران البكتيري 7

 B. thuringiensis     اجريت تجربة الاقتران بين بكتريا  
المنتجة للبلورات البروتينية و الحساسة لمضاد اليفمايسين كخلايا 

 غير المنتجة للبلورات .Bacillus sppواهبة، و البكتريا المستلمة 
]، 19البروتينية والحساسة لمضاد الريفاميسين حسب ما جاء في [

 مليليتر بعد اجراء 0.1وبعد عملية الاقتران تم نشر عينات بمقدار 
التخافيف على وسط الاكار المغذي الحاوي على مضاد 

 مايكرو غرام/مليليتر وحضنت 50الريفاميسين بتركيز نهائي 
 ساعة بعدها تم فحص قدرة 48 مئوي لمدة 37الاطباق بدرجة 

المستعمرات النامية على انتاج البلورات البروتينية مجهريا. 
 

النتائج و المناقشة 
 فحص انتاج البلورات البروتينية

للبلورات  B. thuringiensis     لغرض فحص انتاجية بكتريا 
] والشكل 16البروتينية اتبعت طريقة التصبيغ الموصوفة من قبل [

 بالون Carbol fuchsin يوضح تلون الابواغ البكتيرية بصبغة 1
الاحمر والتي تكون بيضوية الشكل في حين اصطبغت البلورات 

  بالون الاسود.Naphthul blue blackالبروتينية بصبغة 
 

الحساسية تجاه مضادات الحيوية 
على مقاومة  B. thuringiensis     تم اختبار قابلية بكتريا 

 Agar diskعدد من مضادات الحيوية باستخدام طريقة الاقراص 
diffusion حيث تم اختبار سبعة انواع من مضادات الحيوية ،

توزعت حسب اختلافها في اليات تأثيرها على الخلية البكتيرية 
كانت  B. thuringiensis].   بينت النتائج على ان بكتريا 20[

، Rifamycin  ،Streptomycinللمضادات الحيوية  حساسة
Tetracycllin ،Nalidixic acid  ،Erythromycin في حين ، 

 واللذان Carbancillin و Ampicillinكانت مقاومة للمضادين 

يعودان الى مجموعة البنسلينات، اذ اشارت دراسات عدة الى ان 
 .Bصفة المقاومة للبنسلين هي احدى الصفات التشخيصية لبكتريا 

thuringiensis  و بكترياB. cereus  والتي تميزها عن بكتريا
B. anthracis  وهذه الصفة ناتجة من قابلية البكتريا على انتاج

 ].β-lactamase] 21,22انزيم 
 

 عزل الدنــا البلازميدي
 B. thuringiensis     تم التحري عن المحتوى الوراثي لبكتريا 

وذلك لأجل التعرف على النسق البلازميدي اذ تم اعتماد طريقة 
] لعزل الدنـا الكلي والتي اظهرت كفاءة في 18التمليح الخارجي [

عزل الدنـا البلازميدي  . 

 
 B thuringiensisالبلورات البروتينية والابواغ العائدة لبكتريا -1الشكل 

 Naphthul   وCarbol fuchsinبعد تصبغها بصبغتي 

blue black) C= Crystal , S= Spore(  

     أكدت نتائج الترحيل الكهربائي في هلام الاكاروز وبعد مرور 
 B. thuringiensisساعة ونصف من بدء الترحيل امتلاك بكتريا 

حزمة بلازميدية واحدة كبيرة ، في حين تبين عدم امتلاك 
 يوضح 2 اي حزمة بلازميدية والشكل .Bacillus sppبكتريا

نتائج الترحيل الكهربائي، أشارت دراسات عدة الى امتلاك سلالات 
 نسق بلازميدي معقد ، فيكون متغاير B. thuringiensisبكتريا 

 في دراسة على سلالات  ]23بالعدد والوزن الجزيئي، فقد اشار[
 ، امتلاكها عدد من البلازميدات  kurstaki عائدة الى تحت النوع

 MD 120 – 1.9 . وبأوزان جزيئية ترواحت 12قد يصل الى 

S 

C 
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 .B] على تحت النوع 9وفي دراسة اخرى اجريت من قبل [
thuringiensis subsp. israelensis  8، تبين امتلاكها 

. وكما MD 135 – 3.3بلازميدات و بأوزان جزيئية ترواحت 
تشير هذه الدراســات الـــى وجــود اختــلاف في العـدد و الوزن 

الجزيئي للبلازميدات المعزولة من سلالات عائدة لنفس تحت النوع 
 مختبريا، وهذا يعود الى B. thuringiensis العائد لبكتريا

استخدام طرائق مختلفة عند عزل البلازميدات الكبيرة او بسبب 
عدم كفاءة طرائق العزل لكبر الوزن الجزيئي لهذه البلازميدات ، 

] . 13وكذلك قلة عدد النسخ للبلازميدات الكبيرة [
1      2      3      

 
 % بعد 0.7الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز بتركيز -2الشكل.

  فولت بعد اجراء تجربة الاقتران70و بفرق جهد   ساعة1.5           
  ( B.  thuringiensis : النسق البلازميدي لبكتريا1المسار رقم            
     الواهبة) قبل الاقتران            
   .Bacillus spp  : النسق البلازميدي لبكتريا2المسار رقم             
     (المستلمة) قبل الاقتران            
  .  Bacillus spp : النسق البلازميدي لبكتريا 3المسار رقم            
(المقترنة)            

 
 الاقتران البكتيري

     لغرض التعرف على موقع المورثات المشفرة  لصفة انتاج 
 .Bالبلورات البروتينية اجريت تجربة الاقتران، اذ عدت بكتريا  

thuringiensis بكتريا واهبة لقدرتها على انتاج البلورات 
البروتينية وامتلاكها حزمة بلازميدية فضلاً عن حساسيتها اتجاه 

 .Bacillus spp، في حين عدت بكتريا Rifamycinمضاد 
 Rifamycin مايكروغرام/مليلتر من مضاد 50المقاومة لتركيز 

بوصفها بكتريا مستلمة، لعدم قدرتها على انتاج البلورات البروتينية 
 .  2وعدم امتلاكها أيةَ حزمة بلازميدية كما موضح في الشكل

 نجاح عملية الاقتران 3     أظهرت النتائج الموضحة في الشكل 
10P×1.2)بعد محاولات عدة، وبتردد اقتران 

-8
P) اذ اكتسبت ، 

البكتريا المستلمة صفة انتاج البلورات البروتينية عند فحصها 
مجهريا، وهذا يؤكد أن هذه الصفة بلازميدية المنشأ وذلك بعد 

التحري عن النسق البلازميدي للخلايا المقترنة كما موضح بالشكل 
 الذي يبين انتقال الحزمة البلازميدية الى البكتريا المستلمة 2

، وهذا يؤدي الى الاستنتاج الى ان Rifamycinالمقاومة لمضاد 
الجينات التنظيمية والتركيبية المسؤولة عن التشفير لصفة انتاج 

البلورات البروتينية جميعها بلازميدية المنشأ وهذه النتائج تتفق مع 
نتائج سابقة اكدت انتقال صفة انتاج البلورات البروتينية الى انواع 

 ].Bacillus] 11,12,13 اخرى عائدة الى جنس الـ
 

 
  المقترنة على انتاج البلورات .Bacillus sppقدرة بكتريا -  3الشكل 

 200Xالبروتينية عند فحصها بالمجهر الضوئي بقوة تكبير              
(S=Spore , C=Crystal)             

  

     ان نتائج تجربة الاقتران تتفق مع العديد من الدراسات التي 
اشارت الى ان الجينات المشفرة للبلورات البروتينية بلازميدية 

المنشأ، وتتصف هذه البلازميدات بكونها تمتلك اوزان جزيئية كبيرة 
MD150 – 33] 10,24 وكذلك كونها بلازميدات اقترانية، فقد [
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اشارت العديد من الادبيات العلمية الى امكانية نقل صفة انتاج 
 Bالبلورات البروتينية بوساطة الاقتران مختبريا من بكتريا

thuringiensis الى عدد من الانواع العائدة الى جنس 
 اذ تم نقل صفة انتاج البلورات البروتينية من بكتريا ، Bacillusالـ

B. thringiensis  الى بكترياB. megaterium مختبريا من 
    و الى انواع اخرى عائد ة الى جنس[13] خلال عملية الاقتران

Bacillus  تضمنت  B. subtilis, B. licheniformi، B 
sphaericus ، B. cereus  ]10,25.[ 
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