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The snail Achatina fulica (Gastropoda, Achatinidae) is one of the most significant 

agricultural pests, characterized by its extensive distribution and broad host range 

among various plant species. The most common method for controlling this pest is the 

application of the chemical molluscicide metaldehyde. However, this approach has 

proven to be inefficient and environmentally harmful. Consequently, there is an urgent 

need to explore alternative methods, such as applying biological control agents. 

Bacillus thuringiensis (Bt) is a key microbial agent widely used for the control of insect 

pests, yet its potential for managing agricultural pest molluscs has not been extensively 

studied. In the present study, the effects of Bt prepared as a locally available 

commercial product, were evaluated against A. fulica using both direct and indirect 

(endophytic) approaches. Lettuce, as a preferred host plant for the snail, was cultivated 

in a greenhouse and used for snail feeding. For the preparation of Bt in its vegetative 

phase, nutrient agar (NA) was used. The endophytic potential of Bt was investigated  

using two methods: leaf spraying and root drenching of six-week-old lettuce plants 

with bacterial suspension at a concentration of 8.7 × 10⁸ CFU/mL. Data collected 10 

days after inoculation indicated successful endophytic colonization exclusively 

through the leaf spray method, while leaves from plants treated via root irrigation did 

not harbor endophytic bacteria. The efficacy of Bt was assessed under some 

treatments, including immersion of lettuce leaves in bacterial spore-crystal suspension 

(5 × 10⁸ and 10⁹ CFU/mL), vegetative-phase bacterial suspension without crystals (5 

× 10⁸ cells/mL), suspension of Xanthomonas translucens (control 1), and sterile 

distilled water (control 2). These treatments were applied to adult and non-adult snails 

of A. fulica. The results revealed no visible effects on adult snails under any treatment. 

However, non-adult snails treated with a concentration of 10⁹ CFU/mL exhibited a 

complete inhibition of lettuce feeding from the second day of treatment, persisting for 

21 days. To confirm the presence of the bacterium in the gastrointestinal tract of non-

adults that ceased feeding, the gut was aseptically dissected 14 and 22 days post-

treatment. Suspensions obtained by homogenizing the gut in sterile distilled water 

were cultured on nutrient agar plates. After five days of incubation, the presence of Bt 

spores and crystals was confirmed. Molecular analysis using PCR and sequencing of 

the 16S rRNA gene further validated the bacterial identity through comparison with 

genetic databases. Although no direct mortality of A. fulica was observed, the cessation 

of feeding in immature stages for three weeks significantly reduced the damage caused 

by the snail. 
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Extended Abstract 

Introduction 

The African snail Achatina fulica is a widespread and voracious agricultural pest. It has many host plants. 

The most common way to control this pest is using chemical pesticides, mainly metaldehyde. However, it is 

ineffective against the African snail. It also has harmful effects on the environment. Thus, it is very urgent to 

search for another way of control, for example applying biological agents. Bacillus thuringiensis bacterium is 
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one of the most important component of microbial control that has been well studied as a biocontrol agent 

against many insect pests. On the other side, this bacterium has not yet been studied in detail as a control agent 

for agricultural mollusks. In this research, the effect of BT is studied directly and indirectly on the snail A. 

fullica. 

 

Materials and Methods 

    Lettuce (Lactuca sativa) was cultivated in a greenhouse and used as snail feed. Various treatments were 

tested, including: dipping lettuce leaves in Bt suspensions in two different concentrations and phases, 

Xanthomonas translucens suspension as control 1, and sterile distilled water as Control 2. Eggs, non-adult, and 

adult snails were assessed. To confirm the presence of the bacterium in the digestive tract of immature 

individuals that had ceased feeding, the digestive tract was aseptically removed at intervals of 14 and 22 days 

post-treatment. The suspension obtained from homogenization in a sterile mortar containing sterile distilled 

water was cultured on nutrient agar plates. Five days after incubation, the presence of Bt spores and crystals 

was examined. To confirm that the bacteria isolated from the gastrointestinal tract were indeed B. thuringiensis, 

bacterial DNA was extracted and subjected to PCR amplification. The resulting PCR product was sequenced 

for analysis. The obtained sequence was then analyzed and compared with existing sequences in NCBI database 

to ensure accurate identification. Additionally, in a separate experiment, the bacterium was introduced into 

lettuce plants through irrigation and foliar spray to test the capabilities of internal colonization. For this, 10 

days post-inoculation, leaf samples were collected, surface-sterilized, and homogenized, the homogenate was 

plated and incubated for five days to confirm B. thuringiensis endophytic colonization. After incubation, the 

presence of Bt-specific spores and crystal proteins was assessed to verify successful colonization.  

 

Results 

    No visible effects were observed on eggs and adult snails across all treatments. However, non-adult snails 

treated with the Bt suspension at a concentration of 109 CFU/ml ceased feeding from the second day of 

treatment onwards and continued for 21 days. Bt presence in the homogenized suspension from the 

gastrointestinal tracts of non-adult, starved snails was confirmed by the observation of Bt-specific spores and 

crystal. The bacterial identity was confirmed through sequence analysis of the 16S rRNA gene and comparison 

with the NCBI-BLAST database. Additionally, the study demonstrated that B. thuringiensis successfully 

colonized lettuce leaves endophytically when applied through foliar spraying. Ten days post-inoculation, Bt-

specific spores and crystals were detected in lettuce leaves treated with a Bt suspension via spraying. In 

contrast, no evidence of endophytic colonization was observed in plants treated through root drenching, 

indicating that the method of application significantly influences Bt's ability to colonize lettuce endophytically. 

The effect of the bacterium in its endophytic state on both adult and non-adult snails is under investigation to 

study the effect caused by endophytic bacteria through a host plant on the snails. 

 
Conclusion 
    The findings of the present study illustrate that, though B.  thuringiensis does not have a direct effect on the 

adult A. fulica, its effect is remarkable at high concentrations on the feeding of non-adult snails. This effect on 

feeding behavior of snail can result in reduced and delayed development, which can have cascading effects on 

the overall population dynamics of A. fulica. On the other hand, the capability of Bt to establish an endophytic 

relationship with lettuce through foliar application enhances new possibilities for its application in integrated 

pest management systems. This may, therefore, provide a long-term, systemic resistance against pests and 

hence reduce reliance on periodic chemical applications. The potential of Bt as a biocontrol agent has great 

implications for sustainable agriculture and should be further studied for its long-term efficacy and various 

impacts on the different crops and snail species.  
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  ها:واژهکلید
Achatina fulicaی، باکتر 

 ،یکروبیحشرات، کنترل م مارگریب
 .تیاندوف ،یآفت کشاورز

با انتشار گسترده  یکشاورز آفات نیتراز مهم یکیAchatina fulica (Gastropoda, Achatinidae) حلزون 
کش حلزوناستفاده از  ،گونهنیروش کنترل ا نیتراست. متداول ان مختلفاهیگدر  عیوس یزبانیدامنه م و

قطعی  ستیز طیمح برایآن  یاثرات منف اگرچه در کنترل جمعیت کارایی دارد اما کهاست  دئیمتالدشیمیایی 
 شده است. یضروربیولوژیک کنترل استفاده از عوامل مانند  نیگزیجا یهاشیوه برای جستجو ن،یبنابرا .است

آفت است و برای  شراتح عامل میکروبی برای کنترل نیترمهم Bacillus thuringiensis (Bt)باکتری 
در پژوهش حاضر، اثر باکتری . به بررسی بیشتری نیاز هست ی،کشاورزآور نزیاتنان نرمدر کنترل استفاده از آن 

Bt  )تهیه شده به صورت فرآورده تجاری در داخل کشور، به دو صورت مستقیم و غیرمستقیم )در حالت اندوفیت
و برای تغذیه در گلخانه کشت  ،حلزون یحیترج زبانیمبه عنوان یک کاهو بررسی شد.  A. fulicaروی حلزون 

 Nutrient Agarحلزون مورد استفاده قرار گرفت. برای دستیابی به باکتری در فاز رویشی، از کشت آن روی 

(NA)  .شدن تیاندوف لیپتانساستفاده شد Bt  6ی گیاهان اریآبو روش ها برگروی  پاششبا استفاده از روش 
های داده. مورد مطالعه قرار گرفت  ml/CFU  810×7/8با غلظت معادل  یباکتر ونیاز سوسپانسای کاهو هفته

فقط با  ندیفرا نیا نشان داد کهها در برگی شدن باکتر دوفیتانبعد از تلقیح در خصوص  روز 10حاصل از 
فاقد اند، شده تیمار ریشه قیاز طر ییایباکتر سوسپانسیون باکه  یاهانیگ یهارگبموفق بوده و  پاششروش 
-های کاهو درون سوسپانسیون اسپوروری برگدر چند تیمار مختلف با غوطه Bt ریتأث .استاندوفیت  یباکتر

(، درون سوسپانسیون باکتری در فاز رویشی و بدون 910و  CFU/ml 810× 5کریستال باکتری )در مقادیر 
مقطر ( و آب 1)شاهد  Xanthomonas translucensی باکتر(، سوسپانسیون cell/ml 810× 5کریستال )

هیچ  نشان داد که جینتامورد ارزیابی قرار گرفت.  A. fulicaافراد بالغ و نابالغ حلزون  ( روی2استریل )شاهد 
 CFU/mlحلزون تیمار شده با غلظت  افراد نابالغ رد اماندااثر قابل مشاهده  حلزون بالغ تیمارها روی افراد کدام از

 یوجود باکتر دییتأ یبرا. نداشتند های کاهوای از برگهیتغذهیچ  روز 21 و به مدت از روز دوم تیمار به بعد 910
تیمار، لوله روز پس از  22و  14 یرا متوقف کرده بودند، در فواصل زمان هیکه تغذی افراد نابالغ در دستگاه گوارش

آب  یحاو چینی در هاون سازیحاصل از همگن ونیسوسپانس .شد گوارشی از بدن آنها در شرایط استریل جدا
اسپور و وجود  ون،یاز انکوباسپنج روز بعد کشت داده شد.  غذاییآگار  یحاو یپترظروف در ، لیمقطر استر

و  PCRبا استفاده از  یدر دستگاه گوارش یوجود باکتر یمولکول یبررس ن،یهمچن شد. دییتأ Bt ستالیکر
 د.گردی دییتأهای اطلاعاتی والی در بانکی با مقایسه تباکتر تیانجام گرفت و هو 16S rRNAژن  یابییتوال

با این که مرگ این گونه حلزون با باکتری مورد استفاده، ثبت نشد اما توقف تغذیه مراحل نابالغ به مدت سه 
 تواند تاثیر بسزایی در کاهش خسارت حلزون داشته باشد.هفته، می

. Achatina fulica روی حلزون Bacillus thuringiensis بررسی اثرات غیرکشندگی باکتری (.1403) میابراه ،یسداغارضا و  ،ییحسنلو یینغم؛ طلا مان،یسل خیش: استناد

 :2024.385794.347jbioc./10.22059https://doi.org/ DOI   .19-31(، 1) 13 ، یاهیگ هاییماریآفات و ب کیولوژیکنترل ب هینشر
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 مقدمه

از نظر ایجاد خسارت در محصولات کشاورزی اهمیت ، جنس 13گونه در  200با حدود  Achatinidaeخانواده  هایحلزون
جهان  در آفت حلزون گونه نیترمهاجم fulica  Achatina آفریقایی کریپغول حلزون (. ,2002Raut and Barkerزیادی دارند )

 شدتبهحبوبات  و هایسبز ،ینتیز اهانیگ شتریاز جمله ب اهانیاز گ یادیتعداد ز یروتواند این گونه می. است شده معرفی
از  ییهاگزارش. ردیگیمو کاکائو در معرض حمله قرار  کیلاست ا،یمانند مرکبات، پاپا گ. پوست درختان نسبتاً بزرندزب بیآس
جوامع  بیمحل خاص در درجه اول به ترک کیخاص در  اهانیگ حیترجد. وجود دار یاهیاز صدها گونه گ A. fulica هیتغذ

 ,Raut and ; 1984Raut and Ghoseدارد ) یمختلف بستگ یهاگونه اهانیموجود و مرحله رشد گ یهاگونه به باتوجه ،یاهیگ

2002Barker, .)  گونهA. fulica  نماتد  خاطر انتقالبهAngiostrongylus cantonensis یسلامت عموم یبرا ینگران عامل 
 ییایآس یهاراز کشو یدر برخاز این مشکل  یتوجهقابل موارد و، شودیمدر انسان  رده مغزپبیماری التهاب  باعثکه  است هم

است،  یریحلزون گرمس کی A. fulicaاگر چه  (. et alProciv ; 1991Alicata .2000) آرام گزارش شده است انوسیاق ریو جزا
ها از حلزون است. یاجبار تیهرمافرود تولیدمثل با روشزنده بماند.  یبرف، با خواب زمستان یسرد، حت طیدر شرا تواندیماما 

پس از  ی. بارورگذارندیمتخم عدد  500و در سال دوم تا عدد  100در سال اول تا . کنندیم یگذارتخمشروع به  یماهگشش
 6-5به طور معمول A. fulicaطول عمر  .بگذارند تخمعدد  1000پنج سال تا  درممکن است  اما ابد،ییمسال دوم کاهش 

استفاده از متالدئید بوده کنترل شیمیایی با   A. fulicaروش کنترل  نیترمتداول .زنده بماندسال  9تا  تواندیم، اما سال است
 ,Smith and ; 2002Raut and Barker)ت اس یقطع ستیز طیمح یآن برا یکامل، اثرات منف ییاست، که علاوه بر عدم کارا

2003Fowler, ).  
منظور کاهش مصرف یا جایگزین عوامل شیمیایی تاکنون تلاش پژوهشگران برای یافتن عوامل کنترل بیولوژیک حلزون به

عوامل  یاز جمله عدم سازگار ک،یولوژیب یهااز روش موجود در استفاده یهاچالشنتایج روشن و مشخصی نداشته است. 
بلندمدت  یهایزیرتر و برنامهجامع قاتیتحق ازمندین رهدف،یغ یهابر گونه یجانب راتیو تأث یبوم یهاستگاهیبا ز شدهیمعرف
 تیمنظور کنترل جمعاز مناطق به یاریدر بس Euglandina roseaحلزون شکارگر  ،مثالبه عنوان  .(Muru, 2021) است

A.  fulica یهاحلزون تیبه کاهش جمع توانندیخود م گریشکار ییغذا میرژ باها گونه از حلزون نیشده است. ا یمعرف 
ها حلزون یبوم یهابه گونه بیموارد منجر به آس یروش در برخ نیاند که امطالعات نشان داده حال،نیمهاجم کمک کنند. باا

 .) et alGerlach ,.2021(ت کرده اس جادیناخواسته ا یطیمحستیز راتیشده و تأث
که روی موجودات متنوعی تاثیرگذار  B. thuringiensis (Bt) های مختلف از باکتریها و سروتیپزیرگونه ییپس از شناسا

اکنون به عنوان یک جایگزین یا مکمل مفید برای کاربرد این باکتری همبودند، اثر آن روی کنترل حلزون نیز معطوف گردید. 
. رودبه کار می و دامی یانسان یهایماریمهم ب نیناقل ها و کنترلهای شیمیایی مصنوعی در کشاورزی، مدیریت جنگلکشآفت
داران، پولکبال یهااز راسته ژهیوحشرات به یهااز گونه یاگسترده فیطتولیدی این باکتری،  Cry یهانیپروتئ

دها و نمات غشائیانبالها نسبت به آن تیدر مورد سم زین ییاهاما گزارش، دهندیرا هدف قرار م پوشان و دوبالانبالسخت
ore Pمنفذساز ) یهانیبه دسته توکس Cytو  Cry یهانیتوکس (.et alArrizabalaga -Domínguez .2020وجود دارد )

Forming Toxinرندیگیقرار م یساختار راتییمحلول در آب ترشح شده و تحت تغ یهانی( تعلق دارند که به عنوان پروتئ 
 .  ) 2017Fuentes and Crickmore, -Jurat; 2012. et alVachon(عبور کنند زبانیم یسلول یاز غشا ایتا وارد 

 آورحلزون مهاجم و زیان مراحل مختلف زندگی روی  B.  thuringiensisدر این تحقیق، اثرات غیرکشندگی باکتری 
ای حلزون  و بررسی امکان در کاهش رفتار تغذیه Bt ارزیابی تواناییبررسی شد. هدف از این پژوهش،   A.  fulicaکشاورزی 

 توانایی اندوفیت شدنسنجش کشاورزی بود. همچنین،  این آفتبه عنوان یک عامل زیستی در مدیریت  Bt استفاده از باکتری

Bt قرار گرفتمطالعه  مورد های مختلف تلقیحدر گیاه کاهو از طریق روش. 
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 پژوهش ۀنیشیپ
 تناننرمباعث کاهش حمله  تیماردو روز بعد از  Bt یکه باکتر داردبیان می 1995در سال  Nijensteinو  Esterگزارش 

حجم  2010و همکاران در سال  Laznik در یک بررسی دیگر، .) ,1995Ester and Nijenstein(گندم شده است  اهانیبه گ
 لیسکبه را  Delfin (B. thuringiensis var. kurstaki)ی تجاراز محصول  Bt یباکتر سوسپانسیوناز  لیتریلیم 25/0

.spp Arion 2010(شد  آنهادرصد  100باعث مرگ  یباکتر نیا قیاز تزرروز بعد  کیکردند و  قیتزر. et alLaznik (.  در
 کیولوژیبعامل کنترل  عنوانبه B. thuringiensisاثر یازده جدایه ، 2017و همکاران در سال  Abd El Ghanyمطالعه 
نتایج  ( بررسی گردید کهانسان و حیوانات مختلف شیستوزومازیسمیزبان واسط ) Biomphalaria alexandrinaحلزون 

 حلزوناین یک عامل مناسب و موفق برای کنترل با ، درصد  100تا  20با ایجاد مرگ بین  های مختلف باکترینشان داد جدایه
  .) et alAbd El Ghany ,.2017( است

Schneider  نیتوکس کردند کهگزارش  2021و همکاران در سال Cry1Ab35 یاز باکتر Bt یاثر سم انیپاشکم یرو 
بیوشیمیایی و  بر تغییرات )Bt( Protectoفراورده فعالیت ، 2022و همکاران در سال  Gaber .) al etSchneider ,.2021(د دار

، Alp آنزیمی هایشاخصکه  و گزارش کردند را مورد بررسی قرار دادند Monacha cartusianaدر حلزون  هاساختار بافت
Alt  وAst  کند و در مقابل سطح میافزایش پیداTP نیز تحت تاثیر  هاساختار بافت یابد.میکاهش ، شده تیماری هادر حلزون

و نکروز  ، دچارهای گوارشی و نفوذ مونوسیتهاپاره شدن سلول ، با40LCو  20LCی هاغدد گوارشی در غلظتقرار گرفته و 
  شدتجزیه 

(2022., et alGaber .)  

 

 پژوهش یشناسروش

 باکتریکشت و  حلزون پرورش
، پرورش فادر فارم حلزوناز مرکز ( 1شکل )افراد نابالغ و افراد بالغ  ،شامل تخم زیستیدر مراحل مختلف   A. fulicaحلزون

ر ظروف منتقل شدند و د شگاهیها به آزمانمونه د،یشد. پس از خر هیته ،صورت یوتراپیزیبهبود پوست و ف یکاربردها به منظور
تهیه  ند. برایشدتغذیه سالم  یکاهو باخاک سالم بستر دو هفته در و به مدت  دار با ابعاد مناسب قرار گرفتندسوراخ یکیپلاست

 .شد استفادهتولید شرکت بایوران  ®پبایولبا نام تجاری  B. thuringiensisنسیون غلیظ سپااز فرم تجاری سوباکتری 

 گیاهان کاهو در باکتریآزمون اندوفیت 

با  داخل گلخانه های پلاستیکی کشت شد.و درون گلدان تهیه (Lactuca sativa var. longifolia) رقم رومیبذر کاهو 
زمانی  ند.شد نگهداری ساعت تاریکی 8ساعت روشنایی و  16نوری  % و دوره 60، رطوبت نسبی سلسیوس 25دمایی شرایط 

مبتنی بر  CFU/ml  810×7/8از غلظت معادل  تریلیلیم 10 زانیبه م باکتری ونیسوسپانسی شدند، اهفته 6که گیاهان کاهو 
 برایروز بعد از تلقیح  ده. شدند حیتلق اهانیگ یاریآب روش ها وبا استفاده از روش پاشش برگتوصیه شرکت عرضه کننده، 

در  گرفت. سپساستریل سطحی صورت  ،درجه 70الکل  با و جدا شد تیماریها از گیاهان بررسی اندوفیت شدن باکتری، برگ
 پنجکشت داده شد.  Nutrient Agarمحیط کشت  یده رواستریل له شده و عصاره به دست آم هاون چینی حاوی اب مقطر

 .مورد بررسی قرار گرفت Btور و کریستال متعلق به باکتری پوجود اس ،روز بعد از کشت

 یسنجستیز

 یهابرگ یورغوطه با چند تیمار علیه آنها مورد بررسی قرار گرفت:باکتری  سوسپانسیونتاثیر ها، سازی حلزونآمادهبعد از 
رون دکاهو  یهابرگ یورغوطهو  910و  CFU/ml 810 ×5 ریدر مقاد یباکتر ستالیکر-اسپور ونیکاهو درون سوسپانس

 ونیسوسپانسدرون کاهو  یهابرگ یورغوطه ،cell/ml 810 ×5با مقدار  ستالیو بدون کر یشیدر فاز رو یباکتر ونیسوسپانس
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که برای تغذیه به صورت تیمارهای جداگانه  ،(2)شاهد  لیمقطر استر ب( و آ1)شاهد  Xanthomonas translucens یباکتر
 .Xو  B. thuringiensisبرای به دست اوردن فاز رویشی از باکتری  حلزون قرار گرفت.فراد بالغ و نابالغ در اختیار ا

translucens ، باکتریBt  از فرمولاسیون تجاری وX. translucens  و تعیین از ویال حاوی باکتری که قبلا توالی یابی
کشت داده شد و  Nutrient Agar (NA)حاوی محیط کشت  تریپظروف در  ،هداری شدهگشده و در آب گلیسرول نهویت 

 د.گردیباکتری حاوی فاز رویشی تهیه  سوسپانسیون، ساعت بعد از کشت 24
 

ها )ب( و  شامل تخم و ظروف نگهداری آن )الف(، افراد نابالغ و ظروف نگهداری آن Achatina fulica نگهداری مراحل مختلف زیستی حلزون .1شکل 

 و ظروف نگهداری )ج(.افراد بالغ 
 

 از داخل بدن حلزون Bt یباکتر یجداساز

روز پس از  22و  14 یرا متوقف کرده بودند، در فواصل زمان هیغذکه ت یافراد یدر دستگاه گوارش یباکتروجود  دییتأ یبرا
آب مقطر  یحاو ینیدر هاون چ یسازحاصل از همگن ونیجدا شد. سوسپانس لیاستر طیاز بدن آنها در شرا یلوله گوارش مار،یت

 یاز روش انتخاب ون،یسوسپانس نیاز ا Bt یباکتر یجداساز یبراکه  کشت داده شد ییآگار غذا یحاو یدر ظروف پتر ل،یاستر
 یاز نمونه به مدت سه ساعت در دما تریلیلیم کی ند،یفرآ نیانجام ا ی(. برا et alTravers .1987) دشاستفاده  میسد استات

. سپس به شد( کشت داده pH 6.8)با  میسد استات مولار 25/0 یحاو عیکشت ما طیمح تریلیلیم 20در  لسیوسدرجه س 30

 الف

 ب

 ج
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از  هایباکتر ریزده ساجوانه یتا اسپورها گرفتقرار  سلسیوسدرجه  70تا  60 یدر دما یتحت شوک حرارت قهیدق 20مدت 
. پنج روز بعد از نددشکشت داده  NAکشت  یهاطیمح یها رونمونه ت،یبمانند. در نها یباق Btمقاوم  یبروند و اسپورها نیب

مورد  Bt ستالیو کر سپوراوجود  ،شده تخابمات( ان دی)رنگ سف یظاهر یهایژگیبا توجه به و یباکتر یهای، کلنونیانکوباس
  .ندشد ینگهدار سلسیوسدرجه  -23ی در دماگلیسرول  و در آب بررسی قرار گرفت

 

 بررسی مولکولی وجود باکتری در دستگاه گوارشی حلزون 

 باکتری DNAجداسازی 

 تریلیلیم کیشده در کشت از نمونه ینیشدند. مقدار مع کشت NAکشت  طیمح یروبا روش فوق جدا شده  یهایباکتر
شد. سپس  وژیفیمولار( قرار داده و سانتر 1) NaClمولار( و  001/0) EDTA(، pH: 8مولار با  01/0) Tris یمحلول حاو

 میزوزایدرصد( و لا 25مولار(، ساکارز ) 01/0) EDTA(، pH: 8مولار با 025/0) Trisاز بافر استخراج  تریکرولیم 200مقدار 
شد.  ینگهدار سلسیوسدرجه  37 یدر دما میساعت و ن کیاضافه شد و به مدت  نشینبخش ته( به تریلیلیبر م گرمیلیم 4)

به آن افزوده و  لیاستر ردرصد( و آب مقط 10) SDSمولارNaOH (10  ،)از محلول دوم شامل  تریکرولیم 100پس از آن، 
مولار( به مخلوط  5) NaClاز  تریکرولیم 200قرار گرفتند. سپس،  سلسیوسدرجه  -20 یدر دما قهیدق 20ها به مدت نمونه

به مدت پنج  قهیدور در دق 15000ها با سرعت ماندند. نمونه یباق سلسیوسدرجه  -20 یدر دما قهیدق 40اضافه و به مدت 
برابر  5/2تا  5/1منتقل شد و به نسبت  دیجد وبیکروتیبه م ییشدند. محلول رو وژیفیسانتر سلسیوسدرجه  4 یدر دما قهیدق

وشو داده دو بار شست جهدر 70با اتانول  نشینتهشد.  وژیفی( اضافه و دوباره سانترسلسیوسدرجه  -20حجم آن، اتانول سرد )
et al Rolle ,.( حل شد )مولاریلیم کی) EDTA( و مولاریلیم 10) Tris یحاو TEشد و پس از خشک شدن، در محلول 

2005.)  

 ای پلیمرازواکنش زنجیرهانجام 

انجام شد و محصول  باکتری  16s rRNAالیگونوکلیوتیدی مناسب ناحیه  آغازگربا جفت ( PCR) مرازیپلی ارهیزنجواکنش 
 PCR محصول. شدمشاهده و ثبت  آمده دستبهاروز دو در صد الکتروفورز شد و الگوهای باندی واکنش با استفاده از ژل آگ

 .تعیین توالی به یک شرکت معتبر ارسال شدبرای  16S rRNAمربوط به ژن 
F(fD1): AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  و  R(rP2): ACGGCTACCTTGTTACGACTT   

)1991., et alWeisburg (   
 یروسیو یاختصاص یمرهایکه با پرا یروسیسه نمونه و ،یاسهیژل الکتروفورز و کنترل مقا تیفیک یابیارز یبرا ،نیهمچن

 16S rRNAمربوط به ژن  PCR محصول شدند. یبارگذار ییایدر کنار نمونه باکتر یجانب یهاعنوان نمونهشده بودند، به ریتکث
 .دگردی ارسال )Pishgam(یشگام پشرکت ن توالی به تعییبرای 

 

  های پژوهشییافته

 A. fulicaبررسی اثر تیمارها رو مراحل مختلف حلزون 

 و هیچ گونه مرگ و میری ثبت نشد. اثر قابل مشاهده نداشتند حلزون تخم و افراد بالغ بر ی آزمایشیمارهایکدام از ت چیه
 یهااز برگ یاهیتغذ چیروز ه 21به بعد و به مدت  ماریاز روز دوم ت CFU/ml 910شده با غلظت  ماریاما افراد نابالغ حلزون ت

 کاهو نداشتند.
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 در دستگاه گوارشی حلزون Btبررسی ماندگاری 

 یهاحلزون یلوله گوارش یسازحاصل از همگن ییایباکتر ونیسوسپانس ونیآمده پنج روز پس از انکوباسدستبه جینتا
که  یزمانمشاهده شد  ن،یکرد. همچن دییرا تأ B. thuringiensis (Bt) یمرتبط با باکتر یهاستالیفعال، وجود اسپور و کرکم

کشت داده شد،  میطور مستقبه استات سدیمها، بدون استفاده از روش حلزون نیا یگوارش اهآمده از دستگدستبه ونیسوسپانس
مشاهده  Bt، تنها رشد استات سدیمکه با استفاده از روش  ی. در حالالف(-2)شکل داشتند رشد زین هایباکتر ری، ساBtعلاوه بر 

         (.ب-2 شد )شکل

                                                                                   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

روز بعد از تیمار بدون استفاده )الف( و با استفاده از روش استات سدیم  14وارشی حلزون گسوسپانسیون دستگاه کشت از  .2شکل 

 )ج(. روز بعد از تیمار 14از کشت سوسپانسیون جدا شده از لوله گوارشی  Btو وجود اسپور و کریستال باکتری  )ب(

 
از دستگاه گوارش  دست آمدهبهباکتریایی  هایبرای شناسایی میکروسکوپی باکتری، پنج روز پس از کشت سوسپانسیون

، ندشدتهیه .thuringiensis B باکتری CFU/mL  910  روز پس از تیمار با غلظت 22و  14فعال، که به ترتیب های کمحلزون
اسلاید تهیه شد. این اسلایدها با استفاده از میکروسکوپ نوری در فاز    NAهای رشد یافته روی محیط کشتکلوناز تک

شناسایی شدند. ، های پروتئینیمانند اسپورها و کریستال B. thuringiensis کنتراست بررسی شدند و ساختارهای ویژه باکتری
های جدا باکتریکرد. کمک  یباکتر یمقدمات ییاند، به شناساشده نشان دادهج -2ای میکروسکوپی، که در شکل هاین ویژگی

ها به منظور انجام نگهداری شدند. این شرایط برای حفظ نمونه سلسیوسدرجه  23شده در محلول گلیسرول در دمای منفی 
 .مورد استفاده قرار گرفت ای پلیمراززنجیرهو انجام واکنش  DNA مراحل بعدی آزمایش، شامل استخراج
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 ج
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 16S rRNAژن  PCRو  DNAاستخراج 

 16S هیناح یاختصاص یمرهایبا استفاده از جفت پرا PCR و انجام ییایباکتر DNA مطالعه، پس از استخراج نیا در

rRNAداده  شینما 3حاصل در شکل  جیو الکتروفورز شدند. نتا یدرصد بارگذار 1 ژل آگاروز ی، محصولات واکنش بر رو
 .شده است

نمونه، شامل سه  یرهای)الف( مس :، شامل23.1.1نسخه  GelAnalyzer افزاربا نرم شدهلیژل الکتروفورز، تحل ریتصو .3شکل 

  ریدر مرکز تصو ینردبان مولکول ری، مس(Lanes 1, 2, 3)  ریسمت چپ تصو یرهایباز در مسجفت 300 یبا باندها یروسینمونه و

(Lane 4)ر یسمت راست تصو ریدر مس ییای، و نمونه باکتر(Lane 5). 

www.gelanalyzer.com by Istvan Lazar Jr., PhD and Istvan Lazar Sr., PhD, CSc)) 
 
 باز مشاهده شدجفت 1500با اندازه  یدر باند ،ییایباکتر16S rRNA  هیژل، نمونه موردنظر مربوط به ناح یهاچاهک در

ژن  یموفق و اختصاص ریدهنده تکثبوده و نشان 16S rRNAی ناحیه برا شدهینیبشیباند مطابق با اندازه پ نی. ا(3)شکل 
 یدر باند یروسیو یهانمونه .کندیم دییرا تأ PCR لکردو صحت عم DNA مطلوب استخراج تیفیموضوع ک نیهدف است. ا

 یبارگذار ندیعلاوه بر صحت فرآ شده،ینیبشیباندها در نقاط پ نیهستند. حضور ا هدهقابل مشا ریباز در تصوجفت 300با اندازه 
 است.  یزیآممناسب ژل و صحت رنگ تیفیدهنده ک، نشانDNA و مهاجرت

که  باکتری روز از تیمار با سوسپانسیون 22 د که باکتری جدا شده از دستگاه گوارش حلزون، پس ازاطمینان حاصل ش
تعلق دارد. این تأیید از طریق مقایسه  (B. thuringiensis) های کاهو نداشت، به گونه مورد نظری از برگاگونه تغذیهیچه

ژن  ینشان داد که توال BLAST لیتحلشد. ام ( انج 2000. et alZhang) NCBI ژنومى های داده آمده با پایگاهدستتوالی به
16S rRNA ه شده از گونثبت یهایبا توال %99از  شیب یشباهت یجداشده، دارا یمربوط به باکترB.  thuringiensis است .

 یهاحلزون یاهیشده در رفتار تغذگونه تعلق دارد و اثرات مشاهده نیجداشده به ا یکه باکتر کندیم دییبه وضوح تأ جینتا نیا
  است. یباکتر نیمرتبط با ا مارشده،ینابالغ ت
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 به گیاه کاهو Btاندوفیت کردن 

فقط با روش نشان داد که اندوفیت شدن  یاریها و آبروش پاشش برگبا دو  گیاه کاهو در Btاندوفیت کردن نتایج بررسی 
 ماریت شهیر قیاز طر ییایباکتر ونیکه با سوسپانس یاهانیگ یهاالف(. برگ-4است )شکل  موفق بودهسوسپانسیون پاشش 

روی مراحل بالغ و نابالغ حلزون تحت بررسی  Btاثر گیاه دارای اندوفیت  .ب(-4)شکل  است تیاندوف یاند، فاقد باکترشده
 است.
 
 
 

        
 

 
 
 
 
 
 
 

 .Bacillus thuringiensisروز بعد از تلقیح با سوسپانسیون باکتری   10کشت عصاره گیاهان تیمار شده برای بررسی آندوفیت شدن، . 4شکل 

 آبیاری )ب(. در استفاده از روش  Btهای فاقد کلنی)الف( و  هاپاشش برگدر روش استفاده از  Btهای کلنی

 

 یریگ جهینت بحث و

 یهاحلزون یاهیبر رفتار تغذ کیولوژیعامل ب کیبه عنوان  تواندیم B. thuringiensis یمطالعه حاضر نشان داد که باکتر
، CFU/ml 910 غلظت تیمار شده با نابالغ یهاحلزوناثرات کاملاً مشهود و بادوام داشته باشد. به طوری که   .fulicaAنابالغ 

 نیا سمیمکان. روز ادامه داشت 21به مدت  هیقطع تغذ نیا و کاهو نداشتند یهااز برگ یاهیتغذ چیدوم به بعد ه روزاز 
 نیاارتباط دارد.  Cytو  Cry یهاکریستال پروتئینحضور  اب به احتمال زیاد هنوز به طور روشن مشخص نیست اما یرگذاریتاث

 باکتری که هنشان داد به عنوان مثال، مطالعات .تنان گزارش شده استنرم برخیدر مورد حشرات و  زین نیشیاثرات در موارد پ
Bt ،د هتنان را کاهش دنرم یبرخ هیتغذ زانیتوانسته م زمانی که روی گیاهان گندم استفاده شدهEster and Nigenstein, (

)1995. 
که  یاست. در حال Bt مارینابالغ و بالغ در واکنش به ت یهاحلزون انیپژوهش، تفاوت م نیدر ا گریتوجه دنکته قابل

تواند به تفاوت می نیبالغ مشاهده نشد. ا یهاحلزون هیدر رفتار تغذ یرییتغ چیقرار گرفتند، ه رینابالغ تحت تاث یهاحلزون
به ممکن است ها و جرم بدن مرتبط باشد. دستگاه گوارش بالغ سیستم ایمنیهای فیزیولوژیکی، اوتعوامل متعددی از جمله تف

به دیواره لوله ی باکتری هاتوکسینحائل موثرتری در برابر دسترسی  ،ترهای محافظتی مانند موکوس ضخیمدلیل وجود لایه
های مکانیکی و آسیبعوامل در برابر  افراد بالغ های دستگاه گوارشهای موکوسی به محافظت از دیوارهلایه. دباش گوارشی
نباشند همان طور ها مشابه بالغ یمحافظت یهاهیلا یها دارافراد نابالغ حلزون، احتمالاً ا)2020et al.,  Radwan(د کنمیکمک 

تری ها نسبت به افراد بالغ از سیستم ایمنی ضعیفو همکاران، مشخص گردید افراد نابالغ حلزون Dikkeboomکه در تحقیق 
در گر، . از طرف دی( .1985Dikkeboom et al) ابندییبا بلوغ و رشد تکامل م یو محافظت یدفاع یهاستمیسبرخوردارند و 

 ب الف
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از باکتری نیاز  یبالاتربسیار های اثرات مشابه به غلظتظهور بیشتر، ممکن است برای  یبدن تودههای بالغ به دلیل حلزون
 است. یافته یعیها طبها و بالغنابالغ نیب یافتگیو سطح توسعه یکیولوژیزیف یهاتفاوت لیاختلاف در مقاومت به دل نیاباشد. 

  Eobania vermiculataهای با نتایج مطالعه تغییرات هیستوپاتولوژیک روی حلزون تحقیق حاضر در خصوص اثر غلظت
 CFU/ml) ترغلظت پایین کرده وهای پوششی مری را تخریب سلول 810 ×3 (CFU/ml) غلظت  فقطکه  قابل مقایسه است،

ها مورد های گوارشی حلزونبافت در حاضر تغییرات تحقیقدر اگرچه  ). ,2018Said and Ali(ه است تأثیری نداشت( 1× 810
های پوششی مری یا معده، رخ داده تغییرات مشابهی در ساختار بافتی، مانند تخریب سلول اما ممکن است ار نگرفتقربررسی 

 . ای نمایان گشته استکه به صورت اثرات بازدارندگی تغذیه باشد

به   B. thuringiensis باکتری و Aspergillus flavusقارچ  و همکاران، مشخص شد که Sabbagh-El تحقیقدر 
. این اثر کشنده به اجسام پاراسپورال کندایجاد می  Monacha cartusiana خاکزی در حلزون مرگدرصد  100و  30ترتیب 

ومیری در در مطالعه حاضر، اگرچه هیچ مرگ. )et alSabbagh -El ,.2013(ه است نسبت داده شد   Bt تولیدشده توسط
 B. thuringiensis  کریستال-مشاهده نشد، بازدارندگی تغذیه تنها در تیمار حاوی غلظت بالای اسپور  A. fulicaهای حلزون

El- ، مشابه با آنچه در مطالعهBt تولیدشده توسطهای پروتئینی دهد که اسپور و کریستالثبت شد. این شباهت نشان می

Sabbagh ها بر اهمیت نقش اجسام این یافته .گزارش شده، احتمالاً عامل اصلی این بازدارندگی تغذیه هستند  و همکاران
های کنش گونهها تأکید دارد. با این حال، تفاوت در واعلیه حلزون Bt های پروتئینی در فعالیت زیستیپاراسپورال و کریستال

های بیشتر برای درک ها مرتبط باشد و نیازمند بررسیهای زیستی یا فیزیولوژیکی آنمختلف حلزون ممکن است به ویژگی
 .است Bt های دقیق اثرگذاریمکانیزم

 پاششروش  قیتنها از طر یباکتر نیمطالعه نشان داد که ا نیا جیکاهو، نتا اهیشدن در گ تیاندوف یبرا Bt تیدر مورد قابل
منتقل  یاهیگ یهارا به داخل بافت یباکتر یاریکه روش آب یشود، در حال اهیوارد گ تیبه صورت اندوف تواندیها مبرگ یبر رو

و  استسیمپلاستی در این گونه گیاهی )کاهو( روش جابجایی این باکتری با  تیمدهنده اهتفاوت نشان نیااحتمال دارد نکرد. 
مطابقت دارد، که  هاتیدر مورد اندوف یقبلکلی  نتایجبا  افتهی نیاگیرد. یر آپوپلاستی در کاهو صورت نمیانتقال باکتری با مس

 گذاردمی ریشدن تأث تیاندوف یا عدم موفقیت تیبر موفق یبه نحو قابل توجه حیمختلف تلق یهاروش دهندینشان م
 )2024., et alSultana ; 2022., et alChai (تیقابل نی. ا Bt تواندیمبا اهمیت کشاورزی  اهانیدر گ یتیاندوفاستقرار  یبرا 

 نیا کند. جادیآفات ا تیریدر مد و بلندمدت کیستمیبا کاربرد س یستیکنترل ز یهاتوسعه روش یبرا یدیجد یهافرصت
در کاهش  اهان،یگ کیستمیحفاظت س قیاز طر ،ییایمیش هایکشآفتبه  یوابستگ شروش ممکن است علاوه بر کاه

 Btکردن  تیاندوف یهاروش یسازنهیبه یبرا یشتریب یهاموثر باشد. به علاوه، پژوهش زین و بیماری از آفات یخسارات ناش
به نحو  یباکتر نیا زاست تا بتوان ا یآفات ضرور گرید یهاها و گونهمراحل رشد حلزون ریاثرات آن بر سا یبررس زیو ن

 کرد. یبردارآفات بهره کپارچهی تیریمد یهادر برنامه یموثرتر
کاهش چشمگیر  یروش مؤثر برا کی B. thuringiensisکه  دهدینشان مبه وضوح  سخن آخر این که بررسی حاضر

امر مستلزم  نیا های بالغ اثر قابل ثبتی نداشت. لذاحلزون، علیرغم این که بر است A. fulicaنابالغ  یهاحلزون خسارت ناشی از
اگرچه محدود به  اه،یگ در Bt استقرارما در مورد  جینتا ن،یاست. علاوه بر ا هاتفاوت نیا لیدلا یبررس یبرا شتریب قاتیتحق

اهو در برابر حلزون مزبور ک لدر حفاظت از محصو یباکتر نیاستفاده از ا یرا برا یدیجد یاست، اما چشم اندازها پاششروش 
 شیافزا یبرا نیآفات و همچن تیریدر مد Btاستفاده بهتر و موثرتر از  یبرا یاهینکات ممکن است به عنوان پا نیا کند.یباز م

در دستگاه گوارش  B. thuringiensis لعم سمیمکان قیدق نییتع یبرا شتریب قاتیتحق در نظر گرفته شوند. اهیمقاومت گ
تواند به های کاربرد آن، میترین روشتنان و شناسایی مناسبهای نرمبر سایر گونه Bt بررسی اثراتنابالغ و  یهاحلزون

 .گسترش کاربردهای این باکتری در کنترل آفات مختلف کمک نماید
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