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( از عواملی هستند که در ايجاد خسارت Ice nucleation bacteria) های فعال هسته يخباکتری

های هسته يخ در ژنزدگی در گياهان حساس به سرما نقش مهمی دارند. ناشی از سرمازدگی و يخ

بندی طبقه inaهای در زيرمجموعه ژن يک ژن کروموزومی منفرد است که غالباً صورتها بهباکتری

های مقابله با يکی از راهنقش کليدی دارند.  (INA+شوند و در بيان فنوتيپ توليد هسته يخ )می

در  inaZاست. تکثير ژن   INAپروتئينکننده سرمازدگی ايجاد تغيير در ساختار ژنتيکی ژن کد

ای پليمراز با يک جفت آغازگر اختصاصی و واکنش زنجيره Pseudomonas syringae باکتری

(PCR)  انجام شد. محصولPCR  در وکتورpTG19-T کلون و به باکتریEscherichia coli 

K12   منتقل شد. جهت ارزيابی و مقايسه فرکانس هسته يخE. coli  ای از روش انجماد قطرهنوترکيب

از ماده  Pseudomonas syringaeدر باکتری  inaبرای ايجاد جهش در ژن  استفاده شد.

(EMS) Ethyl methanesulfonate  علاوه بر آناليز جهش ايجاد شده دأييتاستفاده شد. برای ،

PCRای ، باکتری جهش يافته فاقد ژن هسته يخ و واجد آن در باکتری وحشی، با آزمون انجماد قطره

به  نسبت (50T) ماريدرصد قطره انجماد در هر ت 50 ليتشک پايه فرمول اساس رب جينتامقايسه شدند. 

 یمارهايت هيکل در. دش نييتع یزدگ خيفاقد هسته  E.coli یوحش یو باکتر ليشاهد آب مقطر استر

نشان داد  مشاهداتبود.  رييها متغونيسوسپانس رقتبه  بسته -7تا  -4 نيب یزدگ خيبسامد هسته  ،مثبت

 افتهيجهش یهايکلن ،E.coliبه P. syringae یباکتر از خيهسته  مولد inaZ ژنموفق  انتقالبر  علاوه

P. syringae یهایباکتربا  یاثر رقابت جاديا یبرا یمناسب یدهايکاند ،خي هسته ژنفقدان  ليلدبه 
+INA مستقر و مانع  اهانيگ یرو یوحش یهایباکترمشابه  ريقدرت تکث با توانندیکه م شده محسوب

 .باشند یاهيگ یهاکش یباکتر معدود یبرا یمناسب نيگزيجا وشوند  یکيولوژيب خيهسته 
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ترین عامل محدود کننده در تولید محصولات گیاهی در مناطق مهم

گرمسیری، تنش سرما است. البته سرمازدگی گرمسیری و نیمه

 نیست. گاهی اوقات جریان توده ثر از جغرافیای محلأهمیشه مت

کاهش ناگهانی و شدید دما  تواندیم بزرگ هوای سرد در سطح افق

در بهار و پاییز شده و خسارت شدید سرمازدگی را در گیاهان به 

هر ساله پهنه وسیعی از  .(Luoranen et al. 2022وجود آورد )

خیزترین مناطق تولیدی کشور و قسمت عمده محصولات حاصل

گیرند. سرما قرار میاقتصادی مهم کشور، در معرض تنش 

ترین عنوان یکی از مهمهای دارای ژن فعال هسته یخ بهباکتری

ای در عوامل بیولوژیکی تشکیل هسته یخ در گیاهان، نقش عمده

این . تسریع سرمازدگی در دماهای بالاتر زیر صفر درجه دارند

های گیاه های یخ در بافتدلیل تشکیل کریستالخسارات عمدتا به

آید. اگر چه نقطه انجماد آب، صفر درجه زیر صفر پدید می در دمای

ی هاهستهدلیل فقدان همقطر خالص بباشد اما در آبگراد میسانتی

هم برای مدتی  -ºC 40تواند تاهای یخ، آن آب میتشکیل کریستال

  .(Rostami et al. 2018نزند )یخ 

ته یخ توانایی دارای هس هایرتباکها قبل پژوهشگران دریافتند سال

تدریج به گراد را دارند وانجماد آب در بالای صفر درجه سانتی

 واملع نیترماز مه یکی ina بنام خیهتفعال هس هایکشف کردند ژن

ر ی داعمدهنقش هستند که  اهانیر گد خیهتهس لیتشک یکیولوژیب

در واقع زمانی  .ارندد رجهدصفر ریز یماهادر ی دگدسرماز عیتسر

 C°زدگی تا که جمعیتی از این باکتری وجود داشته باشد، دمای یخ

  (.Maki et al.1974; Renzer et al. 2024)یابد افزایش می 2

ی یاد هایباکترهای مولد هسته یخ در طبیعی است با حذف ژن

یابد. حذف زدگی افزایش میمقاومت این گیاهان به عارضه یخ شده،

پذیر ی رایج امکانهاکشیباکتراستفاده از  باها فیزیکی این باکتری

باشد. دانشمندان اخیراً هایی مواجه میاست. اما این امر با محدودیت

یخ را در  ی مولد هستههاژناند از طریق مهندسی ژنتیک توانسته

دگی ها را به سرمازها حذف و از این طریق مقاومت آناین باکتری

ی فعال هسته یخ تقریبا هااکتریب (.Lindow 2023افزایش دهند )

ایجاد خسارت یخ زدگی . ندشویمروی همه سطح گیاهان یافت 

ی فعال هسته هااکتریطور مستقیم به لگاریتم جمعیت بگیاهان به در

باکتریایی در زمان انجماد بستگی  های یخیخ و لگاریتم تعداد هسته

یخ و به تبع آن  ی فعال هستههااکتریکه تعداد بهر تیماری . دارد

را روی گیاهان کاهش دهد، میزان  هاباکترییی زاهستهفعالیت 

. یکی از این دهدیمرا در گیاهان کاهش  خسارت یخ زدگی

 INA راهکارها ، دستکاری در ساختار ژنتیکی ژن کد کننده پروتئین

 .نباشدهسته یخ  طوری که دیگر قادر به کد کردن پروتئیناست به

قادر به  Pseudomonas syringaeباکتری  inaZدر نتیجه این عمل، 

و  شودینمهای یخی و در نتیجه یخ زدگی در گیاه تولید هسته

طور قابل توجهی ههای لازم برای حفاظت از یخ زدگی بهزینه

و از کاهش عملکرد و کیفیت محصول نیز جلوگیری  ابدییمکاهش 

 .(Kassmannhuber et al. 2017) شودیم

عنوان یک ژن کروموزومی منفرد، ها بهژن هسته یخ در اغلب باکتری

های شناخته شده هسته شود. از ژنشناخته می inaبا نام اختصاری 

 Pseudomonasاز  inaZبه  توانیماند یابی شدهیخ که توالی

syringae ،inaW  ازPseudomonas fluorescens ،iceE  از

Erwinia herbicola ،inaA  ازErwinia ananas  وinaX  از

Xanthomonas campestris اشاره کرد (Edwards et al. 1994 .)

 میکروبی فلور در تغییر با توانمی فناوری زیست کمک به امروزه

 یکننده توزیع مهم هایمیکروارگانیزم کاهش شامل کهای منطقه

 پیشگیری جهت در است فیتاپی هایباکتری ویژهبه یخ هایهسته

های در سطح اندام فیتاپی هایباکتری .نمود اقدام سرمازدگی از

ها به گیاهی مانند برگ و ساقه زندگی می کنند و بر خلاف انگل

رسانند و مواد غذایی مورد نیاز را از محیط گیاه میزبان آسیب نمی

 غیر یا مستقیم تخریب با روش این درکنند. اطراف دریافت می

 یخ هستهپروتیئن فاقد  هایجدایه یخ، هسته عامل ژن مستقیم

 و اکولوژیکی مورفولوژیکی، خواص یهمه در که آیندمی دستهب

 یهجدای )ایزوژن( مشابه یخ هسته تشکیل قابلیت جز به فیتیاپی

 هایمحل اشغال با گیاه روی انتقال و تکثیر با و هستند خود والد

 آن استقرار از یا پرداخته رقابت به خود وحشی والد با مناسب،

  (. Lindow 2023) کنندیم جلوگیری

و اطمینان از  inaZمنظور اثبات عملکرد ژن در پژوهش حاضر به

اینکه باکتری فاقد فعالیت هسته یخ با دریافت یک نسخه از ژن 

 دست خواهد آورد، ابتدا ژن مورد نظرفعالیت هسته یخ را به مذکور

انتقال داده شد. هچنین  E. coliسازی شده و سپس به و شبیه تکثیر
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امکان ایجاد جهش در  P. syringaeیی در باکتری زاجهشبا ایجاد 

 و از دست رفتن فعالیت هسته یخ بررسی شد.  inaZژن 

 

 تشخیص اولیه باکتری

که از روی درخت پسته کرمان   Pseudomonas syringaeباکتری

 Rostami et al. 2018 a, Rostami) جداسازی و شناسائی شده بود

at al. 2018 b)  و انجام چند  مجدد یسازخالصپس از تهیه و

 دنیلهان داز،یلوان، اکسشامل  لوپات یهاآزمونآزمون کلیدی چون 

 تیفوق حساس جادیو ا دروژلازیه ید نیآرژن دیتول ،ینیزمبیس

در لوله حاوی محیط ( Klement et al. 1964توتون ) روی برگ

کشت نوترینت آگار زیر پارافین مایع دوبار استریل در شرایط اتاق 

  نگهداری شد.

  خیهسته  تیفعال نییتع

جهت تعیین فعالیت هسته یخ و میزان بسامد هسته یخ ایزوله، از 

 .P. باکتری(Vali 1971)ای استفاده شد روش انجماد قطره

syringae روی محیط کشت (King's B)KB   .کشت داده شد

های ها به آب مقطر استریل منتقل و غلظت سوسپانسیونکلونیتک

در  .تنظیم شد 600OD=10.باکتریایی با دستگاه اسپکتروفتومتر در

 CFU (Colony forming unit) شرایط مذکور واحد تشکیل کلنی

لیتر محلول بود. از هر سوسپانسیون سلول در یک میلی 810حدود 

از  µl 25 ( تهیه شد و 3-10، 2-10، 1-10های لگاریتمی )سری رقت

هرسوسپانسیون روی ورقه آلومینیم آغشته به پارافین گذاشته شد. 

شود قطرات، حالت برجسته روی ورقه پوشش پارافین موجب می

عنوان شاهد آلومینیوم به خود بگیرند. قطرات آب مقطر استریل به

ومینیوم روی حمام فوق سرد داخل یک در نظر گرفته شد. ورقه آل

اتانول و آب مقطر که پس از ترکیب شدن  1:1سینی حاوی نسبت 

 -C°4، قرار داده شده و در دمای ثابت شودیمدر فریزر نگهداری 

 3تعداد قطرات یخ زده شمارش شد. تعداد قطرات یخ زده پس از 

– = N (T)دقیقه یادداشت و بسامد هسته یخ با استفاده از فرمول 

ln(1-F) / C×V   د، که در آن شمحاسبهN (T)  بسامد هسته یخ در

حاصل تقسیم تعداد قطرات یخ نزده به تعداد کل قطرات  T  ،F دمای

حجم هر قطره  Vو  ها در سوسپانسیونغلظت سلول C، در آزمون

  (.et al. 2001 Schaad) است لیترمیلیدر واحد 

 PCRو آنالیز  ژنومی باکتری  DNAج استخرا

استفاده  ژنومی باکتری از روش لیز قلیائی  DNAج منظور استخرابه

استخراج  DNAهای تعیین کیفیت نمونه(. Shwani et al. 2024) شد

منظور تکثیر ژن بهسنجیده شد.  شده با استفاده از دستگاه نانودراپ

از  P. syringaeدر باکتری مولد هسته یخ  inaZهسته یخ 

 Primer3افزار اختصاصی طراحی شده به کمک نرمآغازگرهای 

یخ  هسته عامل ژن تکثیر برای هاتوالی جفت آغازگراستفاده شد. 

 F (5´GCA GAC TGC GGG TTA TGA GAGعبارت بودند از 

C 3´)  وR (5´CGC CGG TCA GTT TGC TTC TAT C 3´ .)

اختصاصی ژن از طریق واکنش  آغازگربا استفاده از  inaZتکثیر ژن 

PCR( ،ng 100 )سازی منظور بهینهبهای پلیمراز انجام شد. زنجیره

DNA با ،µM 1  از هر کدام از آغازگرها وX1 بافر PCR Master 

mix  به همراه یک واحد آنزیمTaq DNA polymerase حجم  و

با شرایط  PCRواکنش میکرولیتر استفاده شد.  25نهایی واکنش 

، واسرشت C94°دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای 3دمایی 

ثانیه، اتصال آغازگرها در دمای  30به مدت  C94°شدن در دمای 

°C56  ثانیه، بسط در دمای  30به مدت°C72  دقیقه،  2به مدت

چرخه انجام  35دقیقه و طی  5به مدت  C72°بسط نهایی در دمای 

 الکتروفورز شد. %1ژل آگارز  و محصول تکثیر شده به کمک

میکرولیتر سدیم  PCR  ،2سازی محصول منظور شستشو و خالصبه

میکرولیتر از  10میکرولیتر ایزوپروپانول به  8و  M3/0استات 

که اضافه و مخلوط شد. مخلوط حاصل پس از آن PCRمحصول 

دقیقه  20شد، به مدت قرارداده  -C 80°دقیقه در فریزر 25به مدت 

سانتریفیوژ شد. فاز رویی میکروتیوپ خالی شده  rpm 16000 در

به آن اضافه شد. پس از   %70میکرولیتر اتانول  10و مقدار 

بار دیگر فاز رویی  rpm 16000دقیقه در  20سانتریفیوژ به مدت 

خالی شده و بعد از تبخیر کل اتانول موجود در میکروتیوب در 

به آن اضافه نموده و میکرولیتر آب مقطر استریل  10نهایت 

 برای مرحله بعدی نگهداری شد. -C20°در

 PCR کلونینگ محصول 

 PCRکیت از استفاده با pTG19-T در وکتور PCRدرج محصول 

TA Cloning شرکت سینا کلون ایران (CL5841)  مطابق با

نظر به روش شوک  مورد دستورالعمل موجود در کیت انجام شد. ژن

میکرولیتر از  100شد.  سازیهمسانه E. coliحرارتی در باکتری 

  هامواد و روش
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-LB-Ampicillin Xهای انتقال یافته، روی سطح پلیت سلول

Gal/IPTG agar  ساعت  48تا  24گذشت  بعد از اسپری شده و

های آبی های نوترکیب به رنگ سفید و کلونیها شامل کلونیکلونی

وترکیبی منظور اطمینان از نفاقد پلاسمید نوترکیب رشد کردند. به

با استفاده از آغازگرهای رفت و  PCRهای سفید، کلونی کلونی

انتقال ژن  از پس .موجود در کیت انجام شد M13برگشت عمومی 

inaZ  به باکتریE. coli های نوترکیب  از کلون سلولی سوسپانسیون

نوترکیب  هایکلونی استخراج پلاسمید تهیه شده و inaZ  ژن  دارای

شرکت  Plasmid extraction Kit (Ex611)طبق دستورالعمل کیت 

پلاسمید  در inaZجهت تأیید حضور ژن  سیناژن، انجام گرفت.

اختصاصی ژن از  آغازگربا استفاده از  inaZتکثیر ژن نوترکیب 

برای  PCR محصولات ای پلیمراز انجام شد.طریق واکنش زنجیره

رفت و برگشت به شرکت تکاپوزیست یابی با آغازگرهای توالی

(Bioneer .فرستاده شد )در توالی نوکلئوتیدی حاصل  کره جنوبی

بلاست و با سویه های موجود  NCBIبانک اطلاعاتی جهانی سایت 

 .E ارزیابی و مقایسه فرکانس هسته یخ مقایسه شد. در بانک ژن

coli  ای انجام شد )به روش انجماد قطرهنوترکیبet al. 2001 

Schaad.) 

 P. syringae هیجدا در خیهسته  تیفعالژن فاقد  یموتانت ها دیتول

 متان سولفونات لیات با استفاده از

که واجد  P. syringae ایزوله inaZژن در جهش  جادیمنظور ابه

( استفاده EMS) ماده اتیل متان سولفونات از فعالیت هسته یخ بودند

 Luria-Bertani محیط کشتدر  P. syringaeشد. ایزوله باکتری 

(LB) کشت داده شد و در مایع°C30 .بعد  روی شیکر نگهداری شد

از  ساعت از رشد و کدر شدن محیط کشت، 12از گذشت 

میکرولیتر به یک میلی لیتر محیط کشت  10سوسپانسیون حاصل 

 15در دو غلظت  EMSساعت،  6منتقل شد. پس از  LBمایع پایه 

لیتر به هر کدام اضافه و ورتکس شد. بعد میکرولیتر در میلی 20و 

روی  C27°دقیقه در دمای  35های تیمار شده به مدت از آن نمونه

ها سه سلول EMSشیکر با تکان ملایم قرار داده شد. برای حذف 

دار بار در محیط کشت مایع پایه استریل به کمک سانتریفیوژ یخچال

لیتر در یک میلی شستشو داده شد. رسوب نهایی rpm 3000در دور

ساعت در دمای  4د و به مدت شمحیط پایه مجددا سوسپانسیون 

°C27  های ساعت رشد، کلونی 72رشد داده شد تا پس از

منظور اطمینان از ایجاد به (.Lindow 1983دست آید )هیافته بجهش

و  PCRها با روش کلونی P. syringaeباکتری  inaZجهش در ژن 

ها فعالیت هسته یخ آن بررسی و inaZژن آغازگرهای اختصاصی 

 قرار گرفت. مورد بررسی

 

 تشخیص اولیه باکتری:

آزمون کلیدی اکسیدازوآرژنین دو واکنش منفی ایزوله باکتری به 

دی هیدروژناز، واکنش گرم منفی، رشد هوازی و عدم لهانیدن سیب 

از همه زمینی و نیز ایجاد واکنش فوق حساسیت در برگ توتون، و 

و تولید پیگمان  تولید لوان از ساکاروزتر فعالیت هسته یخ، مهم

جدول )بود  P. syringaeفلورسنت، موید صفات فنوتیپی مشابه به 

1.) 

 

 P. syringae باکتری  کلیدی جهت تشخیص اولیه هایآزمون -1جدول

تولید پیگمانت  اکسیداز کاتالاز واکنش گرم آزموننوع 

فلورسنت در 

 KBمحیط 

آرژنین دی  لوان

 هیدروژناز

پوسیدگی سیب 

 زمینی

واکنش فوق  رشد هوازی 

حساسیت وی 

 توتون 

فعالیت 

 هسته یخ 

 مثبت مثبت مثبت منفی منفی مثبت مثبت  منفی مثبت منفی  نتیجه 

 

  خیهسته  تیفعال نییتع

ها، از روش انجماد زولهیا خیهسته  بسامد سهیو مقا یابیارز یبرا

 هیدر سه رقت مختلف ته یسلول ونیسوسپانس .استفاده شد ایقطره

 -C° 4 نیب هایدر دماها آزمون .رقت سه بار تکرار شد یو هر سر

زدن  خیبه  روعرقت ها ش یسر -C °4  یتکرار شد. از دما -7تا 

در  نجمادا قطرهدرصد  50 لیتشک خ،یقدرت هسته  یمبنا. کردند

 یوحش یترو باک لیمقطر استر آب(. شاهد 50Tبود ) ماریت هر

E.coli (. 1)شکل  بود یزدگ خیهسته  فاقد 

 

 

  نتایج
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 Pseudomonas syringaeو  Escherichia coliهای بسامد هسته یخ در باکتری -2جدول

 T50دما  نمونه 

(ºC ) 

 لگاریتم فرکانس میزان یخ زدگی 

 (Log F ) 

 تعداد سلوهای هسته یخ 

 d 00/0 ± 00/0 0 0 -4 آب مقطر 

E.Coli 4 تیپ وحشی- d 00/0 ± 00/0 0 0 

P. syringae 4 تیپ وحشی- a 33/0 ±67/9 6- 1  سلول  610در 

E.Coli 4 نوترکیب- b 00/0 ±00/9 6- 1  سلول  610در 

P. syringae 4 جهش یافته- c 33/0 ±67/0 8- 1  سلول  810در 

 

 
های استریل فاقد کریستال)آب مقطر ترتیب از سمت چپ ردیف اول شاهد به  P. syringaeهای تهیه شده از ایزوله توانایی تشکیل هسته یخ در سری رقت -1شکل

ها ایجاد آن %90 ( که10-3سری رقت سوم ) 10و  9، 8های ( و ردیف10-2رقت دوم )سری  7و 6، 5های (، ردیف10-1سری رقت اول ) 4و 3، 2های و ردیف (یخ

 ثبت شده است. - C °7دقیقه در دمای  3تصویرپس از . شروع به یخ زدن کردند و - C °4ها از دمای قطره های یخ نمودند.کریستال

 ب                                                                 ج  الف                            

 
شده مربوط به  ریقطعه تکث 2و چاهک  bp 1000لدر اول از چپ ، چاهکیاختصاص یمرهایبا پرا inaZژن  ریمربوط به تکث PCRالکتروفورز محصول  -الف -2شکل

inaZ  با اندازهbp 716 الکتروفورز محصول  -، بPCR ژن  ریتکثinaZ خیهسته  تیآزمون فعال -رنگ ج دیسف بینوترک هاییاستخراج شده از کلون دیدر پلاسم 

 .- C °4ت ثاب یدر دما لیدر داخل لوله آب مقطر استرآن  خیهسته  تیفعال ییو توانا inaZژن  واجد E. coli بینوترک یباکتر

 

تیپ وحشی و نوترکیب  E.coliهای بسامد هسته یخ برای باکتری

محاسبه شده که در  تیپ وحشی و جهش یافته P. syringaeو 

 گزارش شده است. 2جدول 

 inaZو با استفاده از جفت آغازگرهای اختصاصی ژن  PCRبا کمک 

 الف( . -2تولید شد )شکل  bp716باند اختصاصی 

کلون شد و به  pTG19-Tپس از شستشو در وکتور  PCRمحصول 

برای اطمینان از اینکه ژن مورد نظر انتقال داده شد.  E. coli یباکتر

های نوترکیب به باکتری منتقل شده است، از سوسپانسیون کلونی

با استفاده از پرایمر  PCRسفید رنگ استخراج پلاسمید و سپس 

انجام شد.  M13 و همچنین پرایمرهای عمومی inaZاختصاصی

 .Eدر باکتری  inaZحضور ژن  PCRالکتروفورز همه محصولات 

coli یباکتر خیهسته  تیآزمون فعالب(. -2اثبات کرد )شکل  را 

به  inaZنشان داد که با انتقال ژن  inaZژن  واجد E. coli بینوترک

در آن بروز پیدا کرده  خیهسته  تیفعال ییتوانا این باکتری، فنوتیپ

inaZ (716 bp) inaZ (716 bp) 
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ج(. -2به یخ زدن می کند )شکل  عشرو - C °4ت ثاب یدر دما و

 E. coliمقایسه میانگین نشان داد بین درصد یخ زدگی باکتری  جنتای

داری وجود دارد تیپ وحشی اختلاف معنی E. coliنوترکیب و 

 (5)شکل 

 .Pنشان داد قطعه جدا شده از ایزوله  bp 176بلاست توالی قطعه 

syringae درصد 96درصد و میزان تشابه بالای 100همپوشانی  با 

 نتایج گزارش نشده است(. )است  inaZمربوط به ژن 

 P. syringae هیدر جدا خیهسته  تیفاقد ژن فعال یهاموتانت دیتول

و بررسی قدرت هسته یخ زدگی  متان سولفونات لیبا استفاده از ات

 هاآن

 هسته تیفعال فاقد که P. syringae یهاافتهیجهش  جادیمنظور ابه

 .Pیباکتر .شد استفاده (EMSمتان سولفونات ) لیات از باشند خی

syringae  ریبود تحت تاث دهیآن به اثبات رس خیهسته  تیکه فعال 

در مرحله رشد  یباکتر نیا .گرفت قرار EMS ییایمیش ماریت

 شد ماریت EMS تریلیلیدر م تریکرولیم 20و  15با دو دز  یتمیلگار

در  افتهیجهش احتمالاً یهاسلول موتاژن کامل حذف از پس و

ی هایکلوناز بین  کشت داده شدند. یدر پتر نییپا اریبس یهارقت

میکرولیتر  15با دز  EMSی حاصل از تیمار با هایکلونایجاد شده، 

به وجود  خیهسته  پیفنوت جادیا را نشان دادند. inaZجهش در ژن 

به  ازین یدر باکتر یخی یهاهسته انیب یدارد و از طرف ازین inaژن 

بتوانند در  خیمحرک  یها نیدارد تا پروتئ بیعیسالم و ب یغشا

 خی لیتشک عیتسر سبب و ابندی شیآرا یکاف و گسترده یهاساختار

 با هاموتانت در نیبنابرا. گردند درجه صفر کینزد یهادما در

 یساختارها در یراتییتغ خ،ی هسته ژن سطح در رییتغ نیترکوچک

 ای و کندیم داریناپا را نیپروتئ یهاهیآرا و دیآیم وجود به ییغشا

از گذر  بعد(. Lindow1993) دینمایم ممانعت آن شدن لیتشک از

 با و هشد انتخاب ینوکل یتعداد ،هایباکتر رشدساعت از  48

قرار  یابیمراز مورد ارزیپل ایرهیدر واکنش زنج inaZآغازگر 

 ها با آغازگرینواز کل یمشاهده شد که بعض یابیارز نیدر ا .گرفتند

inaZنیاز ا یتعداداما کردند.  دیتول ینیمشابه باند والد ی، باند 

عنوان که به کنند دینتوانستند باند تول inaZبا آغازگر  زین هایکلون

های موتانت فاقد ( کلنی3کلونی جهش یافته شناسایی شدند. )شکل 

ای در سه تکرار با با آزمون انجماد قطره inaZقطعه تکثیر شده 

تیپ وحشی در سه سری رقت و هر کدام در  P. syringae باکتری

)جدول  با یکدیگر مقایسه شدند -C 7°تا -C4°سه تکرار در دمای 

شروع به یخ زدن کرد و تا  -C4°(. باکتری تیپ وحشی در دمای 2

 10یافته از ها یخ زدند. تیپ جهشسری رقت C7-% ،90°دمای

ژن  موفق جهش ایدهنده حذف نشان قطره فقط یک قطره یخ زد که

مقایسه میانگین  جنتای .باشدیماز باکتری تیپ وحشی  inaZ خی

 یافته وجهش P. syringae نشان داد بین درصد یخ زدگی باکتری

P. syringae دارد )شکل داری وجود تیپ وحشی اختلاف معنی

تعیین دقیق محل ایجاد جهش نیازمند  لازم به ذکر است .(5

باکتری جهش یافته است اما با توجه به عدم  inaیابی ژن توالی

و هماهنگی آن با فنوتیپ عدم تشکیل هسته  PCRتشکیل باند در 

 نیا inaجهش در ژن  یکه به احتمال قوبینی کرد توان پیشیخ می

 رخ داده است وشده  یآغازگر طراحاتصال محدوده  در هایکلون

در نظر گرفت  ina- هیعنوان جداهتوان بیرا م هایافتهجهش نیا

 (.4 شکل)

 

های گیاهی برای اولین بار در زایی یخ در باکتریفعالیت هسته

، چندین باکتری کشف شد. متعاقباً 1970سودوموناس در دهه 

های در خانوادههایی دیگر متعلق به گونه سازخی

Pseudomonadaceae ،Enterobacteriaceae ،

Xanthomonadaceae  وLysinibacillus  .شناسایی شدندP. 

syringae  کند. گراد فعال میدرجه سانتی -2هسته یخ را در دمای

ی تخصصی هانیپروتئها در تسهیل تشکیل یخ به توانایی باکتری

 P. syringaeشود. میمتصل به غشای سلول باکتری نسبت داده 

زایی آب باعث عنوان یک بیمارگر گیاهی با افزایش دمای هستهبه

شود که دسترسی به مواد مغذی زدگی در بافت گیاهی میآسیب یخ

 (.Failor et al. 2017) سازدرا ممکن می

ثیر أدر ایران سالانه بسیاری از محصولات مهم کشاورزی تحت ت

ی هایباکترگیرند و به همین دلیل شناسایی یمتنش سرمایی قرار 

دارای فعالیت هسته یخ مورد توجه قرار گرفته است. حضور 

 دار از جملههسته یخ روی درختان میوه هسته تیفیاپ یهایباکتر

 نتاـسدر ا سبز جهوو گ دامبا ،شلیل ،هلو ،لوآ ،لوزردآ ،یلاسگ ،لبالوآ

 (.Taher et al. 2015ی گزارش شده است ) وـضر ناـساخر

  بحث
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شده با غلظت  های تیمارکلنی EMS20: شاهد مثبت، Cلدر،  A :DNAترتیب از سمت چپ . به P. syringaeهاییافتهجهش PCRالکتروفورز ژل آگارز مربوط به  -3شکل

 در جایگاه اتصال پرایمر است. inaZعدم حضور باند نشانه وجود جهش در ژن  EMSمیکرولیتر  15های تیمار شده با غلظت کلنی EMS15و  EMS میکرولیتر 20

 

 

 
قطرات یخ  ،- C °7یخ در دمای فوق سرد شده توسط اتانول و در حمام  P. syringaeآزمون انجماد قطره ای سوسپانسیون باکتری نوع وحشی و جهش یافته  -4شکل 

ی فعالیت هسته زده ظاهری کدر نسبت به قطرات یخ نزده دارند. شاهد آب مقطراست. سری رقت اول، سری رقت دوم و سری رقت سوم مربوط باکتری تیپ وحشی دارا

 .های یخ) سمت راست( فاقد ژن هسته یخ و فاقد توانائی در ایجاد کریستال یخ است . باکتری جهش یافته

 

 
: باکتری W-E.Coliآب مقطر استریل ) شاهد(،  :SDW؛ -C° 4ودر دمای  10-3ای سوسپانسیون باکتری برای رقت انجماد قطرهزدگی در آزمون د یخدرص -5شکل 

E.Coli ،تیپ وحشی Syringae-W باکتری :P. syringae  ،تیپ وحشیE.Coli-R :باکتری E.Coli  نوترکیب دارای ژنinaZ ،Syringae-Mباکتری :P. syringae  

 فاقد فعالیت هسته یخ یافتهجهش
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فعالیت هسته یخ روی پیاز نیز در ایران گزارش شده اگرچه ژن 

 inaی دیگری از خانواده هاهنبوده و به گرو inaZشناسایی شده 

(. سرمای شدید زمستان و تنش Karkazi et al. 2019تعلق داشت )

عنوان یکی از محصولات محدود کننده برای نیشکر بهسرمایی عاملی 

استراتژیک ایران است. استان خوزستان تنها استان نیشکر خیز ایران 

بوده که تنش سرمایی به مدت سه هفته کاهش عملکرد در نیشکر را 

های مختلف که عمل تشکیل های باکتریبه دنبال دارد. اثر استرین

های ارقام تجاری ده بود روی برگها به اثبات رسیهسته یخ در آن

نیشکر در آب و هوای گرم نشان داد که در بین این ارقام برخی 

حساسیت زیادی به سرما نشان دادند و خسارت قابل توجهی را 

متحمل شدند و برخی دیگر مقاوت نشان دادند. بررسی اثر 

اطلاعات مفیدی را  تواندیمی هسته یخ در شرایط گلخانه هایباکتر

 Moazzenاختیار تولیدکنندگان محصولات کشاورزی قرار دهد ) در

Rezamahalleh et al. 2020 .) 
کیلوبایت هستند و  3نسبتاً بزرگ و بیشتر از  inaهای همه ژن

ها دارای کنند. این پروتئینرا رمزگذاری می INAهای پروتئین

 203تا  161بخش پایانی آمینو غیر تکراری نسبتاً کوچکی معادل 

اسید آمینه و همچنین یک ناحیه هسته تکراری بسیار بزرگ متشکل 

اسید آمینه و یک قسمت انتهایی کربوکسیل غیر  1296تا  960از

 Wolberآمینه هستند ) اسید  68تا  41کوتاه با طول  تکراری نسبتاً

and Warren,1987  با بررسی ساختاری تعاملات بین آب و .)

، نشان داده شده P. syringaeاز باکتری  InaZیخ  پروتئین هسته

یک ساختار بتا مارپیچ در محلول و در  InaZاست که پروتئین 

و  هاINAکند. در این پیکربندی، تعامل بین میسطوح آب ایجاد 

آب، نظم ساختاری را بر شبکه آب مجاور تحمیل  هایمولکول

های ، توالیINAکند. بخش داخلی وسیعی از پروتئین می

اسید آمینه غنی از  16و  8تکرارشونده پشت سر هم متشکل از 

تر که یک کند. یک توالی تکراری بزرگسرین و ترئونین را کد می

 inaهای تمام ژن کند نیز تقریباً درای را کد میاسیدآمینه 48موتیف 

وجود  inaهای مشترک است. شواهدی از نوترکیبی مکرر در ژن

دارد که احتمالاً به دلیل درجه بالای شباهت توالی در مناطق تکرار 

احتمالاً در معرض حذف و اضافه  inaهای شده است. بنابراین، ژن

های مکرر هستند، که این می تواند دلیل تنوع شدن مداوم این توالی

ها باشد. نرخ نسبتاً بالای نوترکیبی سبتاً زیاد در اندازه ژن بین سویهن

شود، مطالعات تکاملی را پیچیده کرده مشاهده می inaهای که در ژن

های در گونه inaهای است، با این حال شباهت بالای توالی بین ژن

ها قطعات به صورت دهد که در آنمختلف فیلوژنتیکی نشان می

تواند می INAهای ساختاری متفاوت مدل اند.شده افقی منتقل

عنوان یک هسته یخی توضیح دهد ها را برای عمل بهتوانایی آن

(Roeters et al. 2021  .) 

های رقابتی باکترییافته در بازدارندگی جهشهای حضور باکتری

نوع وحشی روی گیاهان در معرض تنش سرما بسیار حائز اهمیت 

باکتری  گیاهها نشان می دهد زمانی که روی می باشند. نتایج پژوهش

برابر نوع  100ها نآیافته که جمعیت نوع وحشی همراه با نوع جهش

وحشی بود، وجود داشته باشد، باکتری نوع وحشی دارای فعالیت 

یخ قادر به انتشار خود روی گیاه قبل از انتشار نوع جهش هسته 

یافته فاقد فعالیت هسته یخ نبود و از نظر مقابله با تنش سرما نتیجه 

مشابه زمانی است که گیاه فقط با نوع جهش یافته تیمار شده است 

(Lindow 2023.) 

به دو صورت مورد بررسی  inaZدر پژوهش حاضر عملکرد ژن 

سازی به باکتری ابتدا ژن مورد منظر پس از شبیهقرار گرفت. 

اشرشیاکولی انتقال داده شد که نتایج نشان داد باکتری نوترکیب 

دست توانایی تشکیل هسته یخ را به inaZواسطه دریافت تک ژن به

در ایجاد هسته یخ،  inaZآورد. این نتیجه ضمن اثبات نقش تک ژن 

وهش برای جداسازی ژن نشان داد روش استفاده شده در این پژ

 مورد نظر و ایجاد سویه نوترکیب اشرشیاکولی روش مناسبی بود

 (. 2)شکل 

سازی شبیه نتایج گزارش شده دیگر پژوهشگران نشان داده است که

که هسته یخ را به چندین گونه باکتری گرم منفی  inaژن های منفرد 

ن کنند، گام مهمی در درک فرآیندی بود که توسط آاعطا می

های کنند. از سوی دیگر، یافتهها تشکیل یخ را کاتالیز میباکتری

کنند را ایجاد می Ice+یک فنوتیپ  inaهای مبنی بر اینکه تک ژن

سازی و بیان در که تا حد زیادی فنوتیپ سویه منشأ را هنگام شبیه

های قبلی مبنی بر اینکه این کند، نگرانیاشریشیاکولای کپی می

کند فنوتیپ یک صفت پیچیده و چند ژنی باشد را برطرف می

(Orser et al. 1985; Warren and Wolber 1978 )طور طبیعی، به

روی سطح غشای بیرونی   P. syringeهسته یخ مربوط بهپروتئین 

. اثبات این (Kassmannhuber et al. 2017شود )باکتری مستقرمی
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 N پایانهکه از ناحیه  inaZموضوع به کمک فرم مهندسی شده ژن 

روی غشای  InaZکوتاه شده بود و فاقد توالی انتقال برای استقرار 

 Escherichia coliمشتق شده ازاین مدل خارجی بود، انجام شد. 

نام گرفت که  Bacterial ghosts (BGs) اشباح باکتریایی  مدل

سازی نقش محلیو  InaZبرای مطالعه نحوه عملکرد عنوان مدلی به

InaZ  طور . بهشددر سمت لومینال غشای داخلی باکتری استفاده

روی سطح غشای خارجی نمایش  P. syringaeهای INPطبیعی، 

ترمینال از -Nیک فرم کوتاه شده  شوند. این پژوهشگرانمیداده 

inaZ  را مهندسی کردند که فاقد توالی انتقال برای اتصالInaZ  به

. منتقل و در آن بیان شد E. coliبه غشای خارجی بود. این ساختار 

نوترکیب زنده مربوطه که تشکیل یخ  E. coliمربوط به  INفعالیت 

گراد سطحی آب فوق سرد را در دماهای زیر صفر درجه سانتی

های زنده میانگین دمای انجماد سلول، نشان داد کندکاتالیز می

با های نوترکیب باکتریو  -C 1/20 در دمای INPوالدینی بدون 

INP مقدار بین این های متصل به غشای داخلیC °7 -  وC °9 - 

از  INدهد القای گراد تشخیص داده شد، که نشان میدرجه سانتی

های متصل به غشای داخلی که رو به INPداخل باکتری توسط 

القا شده  INسمت غشای داخلی لومینال هستند، بسیار شبیه به 

اشباح  های باکتریایی واقع در غشای خارجی است.INPتوسط 

باکتریایی مشتق شده از این ساختارهای مختلف، مقادیر انجماد 

 Kassmannhuber) نشان دادند – C °8و  – C °6اولین قطره را بین 

et al. 2020.) 

 E. coliبه باکتری  inaZدر پژوهش حاضر که انتقال توالی کامل 

 – C °4باعث بروز فنوتیپ هسته یخ شد، شروع یخ زدگی از دمای 

فرم مهندسی  با  .Kassmannhuber et al(2020) بود. در پژوهش

 ترمینال-Nنشان دادند با حذف ناحیه  inaZترمینال از -Nکوتاه شده 

دلیل حذف نیز امکان بروز فنوتیپ هسته یخ وجود دارد هرچند به

به جای غشای خارجی به غشای  InaZهای انتقالی پروتئین، سیگنال

 C °6داخلی باکتری متصل شد و از طرفی شروع هسته یخ را دمای 

گروه در سه های هسته یخ . باکتریگزارش کردند – C °8و  –

 C°که در دمای  یی استهاشامل باکتری  Aگروه اند؛بندی شدهطبقه

 -C 5°دماهای درکه  B، گروه یا در دماهای بالاتر فعال هستند -5

 ایو  - C 10°دمای درکه  Cگروهو  دیننمایم خیهسته  دیتول -8تا 

. با (Karkazi et al. 2019) دارندرا  خیهسته لیتشک تیفعال کمتر

پروتئین  – C °4زدگی ار توجه به نتایج پژوهش حاضر و شروع یخ

InaZ  تولید شده جز کلاسA  بوده و متفاوت از پژوهش

(2020)Kassmannhuber et al. است.  

 P. syringaeزایی در در بخش دوم پژوهش با ایجاد جهش

دست آمد که فاقد فعالیت هسته یخ ای بههای جهش یافتهسویه

انجام  inaZبا آغازگرهای اختصاصی ژن  PCRشدند. از آنجا که 

( 3ها مشاهده نشد )شکل شد و باند مربوطه در این جهش یافته

است  inaZمحل اتصال پرایمر در ژن  نتایج گویای ایجاد جهش در

که بار دیگر بر تک ژنی بودن فنوتیپ هسته یخ صحه می گذارد. 

عنوان در پژوهش حاضر از بروز فنوتیپ توانایی تشکیل هسته یخ به

های رایج استفاده شد و از آزمایش inaZصفتی برای تایید بیان ژن 

ئین استفاده برای شناسایی پروت SDS-PAGEبررسی پروتئین مانند 

 Pseudomonas syringaeدر   INAمانند  های غشاییپروتئین نشد.

کیلو دالتون متغیر است و اینکه  180تا  110دلیل وزن بالا که از به

در محیط آبی ژل یا ، گریز استها آببخش بزرگی از ساختار آن

ای جای باند واضح، تودهبه و معمولاً شوندنامحلول می SDS با

سازی ها نیازمند بهینه. جدا سازی آندیده شود اسمیر شده یاپخش

پروتوکل استخراج است که در پژوهش حاضر انجام نشد و تنها 

نوترکیب و عدم بروز فنوتیپ  E.Coliبروز فنوتیپ هسته یخ در 

یافته دلیلی بر وجود یا چهش Pseudomonas syringaeهسته یخ 

 م وجود فعالیت پروتئین مذگور در نظر گرفته شد. عد

های کاهش جمعیت دهد که استراتژیتوجهی نشان میشواهد قابل

+های باکتری
INA طور تواند بهها میکشروی گیاهان مانند باکتری

با این حال،  توجهی بروز خسارت سرمازدگی را کاهش دهد.قابل

+هر رویکردی برای تعدیل باکتری 
INA  مرتبط با گیاه باید الگوهای

واسطه آن گیاهان با این باکتری ها هزمانی را در نظر بگیرد که ب

ها، از طور معمول، اندازه جمعیت انواع باکتریشوند. بهمواجه می

ها های تازه در حال ظهور مانند گل، در بافتINA+جمله باکتری 

ط محیطی و میزان ها بسیار کم است. پس از آن، بسته به شرایو نهال

یابد. تلقیح باکتری، اندازه جمعیت اغلب نسبتاً سریع افزایش می

 INA+های های کنترل یخبندان مبتنی بر کنترل باکتریاستراتژی

های حاوی ترکیبات مس، یا کشمعمولاً شامل استفاده از باکتری

های توانند سرعت تکثیر باکتری، میINAهای رقابتی غیر باکتری
+

INA ها روی گیاهان را کاهش دهند، در نتیجه اندازه جمعیت آن
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ها را در کننده آستانه بافتی که آنخنکی فوقرا کاهش داده و نقطه

دهند. در مورد استفاده از اند، کاهش میخود جای داده

های پیشگیرانه برای کنترل بیمارگرهای باکتریایی، هزینه کشباکتری

ها در تعادل باشد. علاوه بر اثربخشی آن ها باید باکاربرد مکرر آن

ها کمی قبل از انجماد، بعید کشبا باکتری INAاین، کشتن باکتری 

است دمای انجماد گیاهان را تا حد زیادی کاهش دهد. زیرا 

های مرده، فعالیت هسته زایی یخ را برای چندین روز حفظ سلول

ای کنترل های نسبتاً کمی برکشکنند. متأسفانه، باکتریمی

زای گیاهی نیز وجود های بیماریو سایر باکتری INAهای باکتری

های در مدیریت کشدارد. ترکیبات حاوی مس رایج ترین باکتری

های این رغم محدودیتهای مرتبط با گیاه هستند. علیباکتری

ها در گیاهان، ترکیبات ضد میکروبی برای مدیریت جمعیت باکتری

کنترل موفقیت آمیز آسیب سرمازدگی ناشی از  های زیادی ازنمونه

 (.Lindow 2023)وجود دارد  INAتعدیل جمعیت باکتری 

به دلیل فقدان  دست آمده در پژوهش حاضریافته بههای جهشسویه

کاندیدهای مناسبی برای ایجاد اثر رقابتی با  inaZعملکرد ژن 

توانند سرعت خواهند بود که می یزدگ خی ژنهای دارای باکتری

+های تکثیر باکتری
INA  روی گیاهان را کاهش دهند و جایگزین

 صورتبه هاییسویه چنین ها باشند.کشمناسبی برای باکتری

 حساس ارزشمند زراعی گیاهان برای برگی، هایافشانه در تجاری

 تشکیل بالقوه نقاط تعدادکاهش  منظوربه زدگی، یخ یا سرما به

 . (Karkazi et al. 2019) توانند به کار روندمی یخ، اولیه هسته
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