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 معمول از بالاتر دماهاي در گياهان سرمازدگي باعث خود فعاليت و جمعيت افزايش يخي با هسته مولد هايباكتري
) ina)Ice nucleation active كروموزومي  ژن تك صورت به باكتريايي يخي هايهسته ژنتيكياساس . شوندمي
و  20در دو غلظت  EMSاز ماده  Pseudomonas viridiflavaباكتري شبه  ،inaبراي ايجاد جهش در ژن . باشدمي
از روش واكنش  P. viridiflavaشبه  هايجدايهدر  inaجهت رديابي ژن . ليتر استفاده شدتر در ميليميكرولي 25

از روي نواحي حفظ شده ژن هسته يخ در چندين كه  inaمراز با يك جفت آغازگر اختصاصي ژن پلي ايزنجيره
براي . اي ارزيابي شدون انجماد قطرهفعاليت هسته يخ با آزم. استفاده شد طراحي شد،، گونه باكتري مولد هسته يخي

- روي گياهچهبر يافته ليتر هر جهش سلول در ميلي 107سوسپانسيون حاوي  ،بررسي از دست رفتن فعاليت هسته يخي
گياهان به  .و از گياهچه تيمار شده با آب مقطر استريل به عنوان شاهد منفي استفاده شد هاي پرتقال پاشيده شده

تعدادي از . نگهداري شدند و سپس به گلخانه برگردانده شدند گراددرجه سانتي - 10ر دماي ساعت د 10تا  7مدت 
 .زدگي نكردندها ايجاد يخهاي به دست آمده در گياهچه يافتهجهش
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 هايجدايهدر  1974زايي اولين بار در سال پديده هسته يخ
Pseudomonas syringae كمي بعد از آن مشخص  .مشاهده شد

 Pseudomonas viridiflava, Pseudomonasاز ييها جدايهشد كه 

fluorescens, Erwinia herbicola (Pantoea agglomerans), 
Xantomunas translucens pv. translucens  توانايي ايجاد يخ در

هاي  بيشتر گونه ).Maki et al. 1974(آب سرد شده را دارند 
سرد  ،بدون يخ زدن گرادسانتيدرجه  -5توانند تا حدود گياهي مي

غياب زدگي در هاي گياهي حساس به يخ شوند و گونه
خسارت ناشي از تشكيل يخ در دماي  دچار +Ice هاي باكتري

 Obata et al. (1990). شوندنمي گرادسانتيه درج - 5بالاتر از 
جدا شده از برگ هويج را Pseudomonas viridiflav ي ها جدايه

هاي خاكستري، سفيد و يا زرد گروه به ها بر اساس رنگ كلني
هاي سفيد و زرد فعاليت هسته يخ از خودشان  كلني. تقسيم كردند
مولد هسته يخ را  هاي ها يك جدايه از اين باكتري آن. نشان دادند

اظهار داشتند كه ژن هسته يخ در اين مورد مطالعه قرار دادند و 
فعال خواهد بود و با  گرادسانتيدرجه  - 8/2ها در دماي  باكتري

باكتري در  راتوليد هسته يخ  ١اتيل ماليميد -استفاده از اوره يا ان
ثابت كردند كه با كاهش  Lindow et al. (1995). متوقف كردند

طبيعي  -Iceهاي  فيت به كمك موتان هاي اپي ندازه جمعيت باكتريا
 Pseudomonasهاي نژادزايي شيميايي  و يا حاصل از موتان

fluorescens, Pseudomona syringae  و Erwinia herbicola 
. يابد زدگي به نحو چشمگيري كاهش مي صدمات حاصل از سرما

از مجموعه  Pseudomonas viridiflava شبه هاي جدايه
شناسي دانشگاه هاي نگهداري شده در آزمايشگاه باكتري جدايه

براي اطمينان . علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري دريافت شد
؛  ٢Klement et al. (1964)از شناسايي انجام شده، از آزمون لوپات

Lelliott et al. (1966) استفاده شد. 

 ٣اي آزمون انجماد قطرهها از  براي تعيين فعاليت هسته يخ جدايه
ها  باكتري .استفاده شد  Marco and Lindow (1990)روش طبق

درصد  5/1با  ،٤حاوي سوكروز روي محيط كشت آگار مغذي
درجه  27ساعت در دماي  72تا  48گليسيرين كشت و به مدت 

                                                            
1 N-ethylmaleimide 
2 LOPAT 
3 Droplet freezing method 
4 Nutrient agar + sucrose, NAS 

اي از  در آزمون انجماد قطره .نگهداري شدند گرادسانتي
ها استفاده شد و بر  تري جدايهميكرولي 10سوسپانسيون قطرات 

روي ورق آلومينيومي قايق شكل پوشانده شده با لايه نازكي از 
به مدت (گراد درجه سانتي 65پارافين و زايلن كه قبلاً در دماي 

در  ها قايق. در آون استريل شده بود، قرار داده شد) دقيقه 15
شناور  گراددرجه سانتي - 10 تا - 5سطح حمام اتانل سرد با دماي 

. شد استفاده منفي شاهد عنوان به استريل مقطر آباز . شدند
آغازگر از روي نواحي حفظ شده ژن هسته يخ در چندين گونه 

، Pseudomonas borealis، از جمله، باكتري مولد هسته يخ
Pseudomonas syringae (inaV gene) و Pseudomonas 

syringae S203  ها در  ويژگي آنچند جدايه ديگر كه برخي از و
هاي  تواليهمترازي  .طراحي شد ،خلاصه شده 1جدول

موجود در  Clustal Wنوكلئوتيدي و پروتئيني توسط برنامه 
ترازي از روي اين هم .انجام شد  Ver. 7.0.9.0 BioEditافزار  نرم

 Forward( و تواليinaC و به صورت دستي آغازگري با عنوان 

5´-GGCAGGACAGYTCVYTGAT-3´ 3´ توالي و -
TTGCTKCGGTCDCCCGCKGTYTG-5´ Reverse ( طراحي

 .PrimerPremier Verافزار با نرم inaCسپس جفت آغازگر  .شد

هاي مذكور  براي تطابق داشتن با توالي ژن هسته يخ باكتري 5.0
در دو جدايه  inaبراي رديابي ژن  inaCاز آغازگر  .ارزيابي شد

Pseudomonas viriiflava 510و  101در دو جدايه . داستفاده ش 
هاي  جدايه .تكثير شد bp 370 اي به اندازه قطعه inaCبا آغازگر 

 K.Bدر محيط مايع معادل  P. viridiflavaباكتري  510و  101
 ،K2HPO4گرم  2تا  1گرم تريپتون،  2گرم پروتئوز پپتون،  2- 3(
كشت ) گرم سولفات منيزيم 5/0-1ليتر گليسيرين، ميلي 5تا  2
ها به  گراد نگهداري شد تا باكتريدرجه سانتي 30در  اده ود

ساعت، با شروع  24تا  12پس از . مرحله رشد لگاريتمي برسند
، از اين سوسپانسيون )مرحله رشد لگاريتمي(كدر شدن محلول 

 LBليتر محيط مايع پايه يا محيط  ميكروليتر به يك ميلي 20 تا 10
گرم،  NaCl= 5 گرم،  5=گرم، عصاره مخمر 10= تريپتون( 

NaOH =1  ميلي ليتر باPH=7 (ساعت  6الي  4پس از . منتقل شد
 25و  20در دو تيمار  EMSكه كدري محيط نسبتاً مشخص شد، 

هاي  بعد از آن نمونه. ليتر به هر كدام اضافه شد ميكروليتر در ميلي
گراد درون درجه سانتي 27دقيقه در دماي  35تيمار شده به مدت 
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شو سلول شست EMSمانده باقي .با تكان ملايم قرار گرفتشيكر 
ليتر محيط پايه مجدداً در يك ميلي رسوب نهايي. داده شد

گراد درجه سانتي 27ساعت در دماي  4سوسپانسيون و به مدت 
به منظور كاهش جمعيت در هر پتري، براي . رشد داده شد

استريل ، سوسپانسيون با آب مقطر هاموتانتر  جداسازي راحت
كشت داده  KBشد و روي محيط معرف جامد فلورسنس  رقيق

گراد، درجه سانتي 27ساعت رشد در دماي  48شد تا پس از 
دو جدايه  .Lindow (1983(هاي موتان يافته به دست آمد  كلني
 - 6به ترتيب در دماي  P. viridiflavaاز باكتري شبه  510و  101

اين آزمون  .هسته يخ بودند گراد داراي فعاليتدرجه سانتي -5و 
 510و  101هاي  جدايه .تكرار با نتايج مشابه انجام شد سهدر 

كه داراي فعاليت هسته  Pseudomonas viridiflavaباكتري شبه 
و  20در دو دوز  EMSيخ در مرحله رشد لگاريتمي تحت تيمار 

 ،EMSبراي حذف . ليتر قرار داده شدند ميكروليتر در ميلي 25
هاي بسيار پايين، رشد داده  ها در رقت شو و سلولشست ها سلول
گراد، به درجه سانتي 27هاي رشد يافته در دماي  كلني. شدند
هاي فاقد هسته  ساعت، براي انتخاب جهش يافته 72تا  48مدت 

. مورد ارزيابي قرار گرفتند inaCبا آغازگر  PCRيخ با آزمون 
ردند كه برخي از اين ها با آغازگر توليد باند ك بعضي از كلني

باندها مانند باند والديني و بعضي ديگر متفاوت از باند والديني 
نتوانستند باندي  inaCها نيز با آغازگر  تعدادي از اين كلني. بودند

اين  iceتوليد كنند كه به احتمال قوي نشانگر ايجاد جهش در ژن 
هاي جهش  سوسپانسيون كدري از كلني). 1شكل(ها بود  كلني

هاي چند برگي پرتقال رشد يافته در محيط  يافته بر روي گياهچه
 7 -10ها به مدت  شد و سپس گياهچه اسپورپاشي ،MSپايه 

بعد از  .گراد قرار گرفتنددرجه سانتي - 10ساعت در دماي حدود 
براي سازگار شدن به محيط گرم ابتدا به يخچال  ها اين گياهچه

. ه محيط گلخانه منتقل شدندانتقال داده شده و پس از دو روز ب
آلوده شده  510اي كه با جدايه وحشي  در اين آزمون از گياهچه

بود، به عنوان شاهد مثبت و از گياهچه تيمار شده با آب مقطر 
بعد از يك هفته علائم  .استريل به عنوان شاهد منفي استفاده شد

ها ظاهر  هاي گياهچه ناشي از سرمازدگي بر روي بعضي از برگ
رنگ برخي از . ها بود اين علائم شامل آب سوختگي برگ. شد
زايي باكتري  تواند حاكي از بيمارياي تيره شد كه مي ها قهوه برگ

اي  و ايجاد بلايت باشد، اما بعضي ديگر رنگي با تيرگي كمتر قهوه
تواند ناشي از سرمازدگي روشن تا مايل به زرد داشتند كه مي

زدگي تمامي سطح برگ به رنگ در ادامه سرما. ها باشد برگ
هايي كه تا اي در آمد، گياهچه اي روشن يا زرد مايل به قهوه قهوه

ها به صورت روزانه مورد بررسي  دو هفته پس از تيمار با باكتري
هاي  روي گياهچه زدگي بعد از دو هفته علائم سرما. قرار گرفتند

تيمار  هايي كه با جدايه وحشيگياهچه .صدمه ديده، شديدتر شد
شده بودند بعد از يك هفته علائم سرمازدگي مشهودي را نشان 

هاي تيمار شده با آب مقطر استريل، هيچ علائمي گياهچه .دادند
نشان Wolber (1992)  و  Edwards et al. (1990).را نشان ندادند

هاي  توزيع ژن هسته يخ با انتقال افقي بين جنس و گونه دادند كه
توان اين احتمال را داد كه بنابراين مي. پذيردباكتريايي صورت مي

هاي باكتريايي دچار  به مرور زمان اين ژن ميان جنس و گونه
بنابراين با طراحي جفت آغازگر . استي شدهيتغييرات جز

)inaC (اين ژن در چند باكتري   از نواحي محافظت شدهINA+ 

نواحي  Warren et al. (1986). دكرتوان ژن هسته يخ را تكثير مي
 .Pو P. syringaeرا در دو گونه  inaمحافظت شده ژن 

fluorescens ها نشان داد كه ژن  بررسي. مورد بررسي قرار دادند
inaW  مربوط بهP. fluorescens   با ژنinaZ  مربوط بهP. 

syringae  هاي هسته يخ  اگرچه ژن. داشتندشباهت قابل توجهي
اما ساختار كلي  ندهست  كمي با هم متفاوت ،هاي مختلف در گونه

در بررسي ژن هسته يخ . Wolber (1992( ها به هم شبيه است آن
هاي موتانت در مقايسه با تيمار شاهد والديني وحشي  باكتري

هاي مشابه با تيپ والديني  هاي فنوتيپي باند تعداد زيادي از موتان
حتمالاً جهش در خارج اها  بنابراين در اين جدايه. را توليد كردند

تكثير شده توسط آغازگرها رخ داده و اين بخش از   از محدوده
بيان كل ژن  اماژنوم دست نخورده و قابل تكثير باقي مانده است، 

است و يا شدههاي هسته يخ دچار اختلال و تشكيل پروتئين
هيچ موتاسيوني در كل ژنوم رخ نداده باشد و  توانداحتمالا مي
اي هسته يخ ناشي از ن فنوتيپ هسته يخ در آزمون قطرهنشان نداد

. Pourmoayyed (2005(عوامل خطا ساز محيطي بوده باشد 
هاي فنوتيپي باندهايي متفاوت با تيپ  بعضي از اين موتانت
احتمالاً جهش باعث شكسته شدن ژن  كه والديني را توليد كردند

فاوت را تكثير هسته يخ شده كه اين شكستگي قطعاتي با اندازه مت
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هاي ژنوتيپي و فنوتيپي بر روي  در بررسي اثر موتانت. ده استكر
هاي پرتقال حاصل از كشت بافت ديده شد كه بعضي از  گياهچه
در . ها نتوانستند سرمازدگي در گياه را تشديد كنند يافتهجهش

صورتي كه برخي ديگر با گذشت يك هفته علائم سرمازدگي را 
و  گرفتهها شدت  ته دوم اين علائم در بعضينشان دادند و در هف

-به نظر ميبنابراين . اين علائم تغيير چنداني نداشت در سايرين

ر ها احتمالاً جهش فقط در نواحي تكثي كه در اين موتانت رسد
هاي ديگر ژن  ولي بيان قسمت ها رخ داده شده توسط آغازگر

. شده استهاي هسته يخ دچار اختلال ن هسته يخ و بيان پروتئين
كل ژن هسته  ،inaCيعني قطعات تكثير شده توسط جفت آغازگر 

توانست پوشش دهد، شايد قسمتي از ژن  ها را نمي يخ اين جدايه

خاطر اين كه با اين آغازگر ه هسته يخ تكثير يافته باشد ولي ب
به همين دليل . امكان تكثير نداشت ما پي به وجود آن نبرديم

ها باعث بروز علائم سرمازدگي  جدايه وجود ژن هسته يخ در اين
علائم ناشي از  نشان دادند كه Gibson et al. (2001). شد

. باشداي و يا خاكستري مي رنگ قهوهسرمازدگي شامل پيدايش 
گيرد اما وقتي گياه آسيب تاثير قرار ميدر ابتدا بافت برگي تحت

در  .اش نيز آسيب ببينند شديدي ببيند، ممكن است ساقه و تنه
علاوه بر آسيب ديدن  510گياه تيمار شده با باكتري نوع وحشي 

  .ها، ساقه نيز مورد صدمه قرار گرفت برگ
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