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از  یکيبالاتر،  یهاو دما -C 4° یدر دما یزدگ خي نديفرآ عيتسر ليدل به خي  فعال هسته یهایباکتر

 یها یباکتر يیمنظور شناسا به. هستند کشور یها در سطح مزارع و باغ یعوامل مهم سرمازدگ

 یباکتر تاًيشد که نها یجداساز خي  با قدرت هسته یائينمونه باکتر نيچند خ،يژن هسته  یدارا

از آزمون انجماد درون  خي  هسته تيفعال یابيجهت ارز. انتخاب شد ازيپ اهيگ یعامل سرمازدگ

انجام گرفت و  یپيبه روش معمول صفات فنوت يیشناسا. استفاده شد یا و انجماد قطره یا لوله

در  یو بلاست توال 16SrRNAژن  ريبا تکث. شد یشناسائ Bacillusدر سطح جنس  یائيباکتر هيجدا

 خي  عدم وجود ژن مولد هسته ليدل به. شدمحرز  Bacillus cereusتعلق آن به گونه  NCBI تيسا

 خي  ژن هسته یشده برا فيتعر یمشابه با آغازگرها یآغازگر NCBI تيمذکور در سا جدايه یبرا

در ( inaZ) خي  مشابه با ژن هسته B. cereusرد inaفرض که ژن  نيبا ا  Pseudomonas syringaeدر

Pseudomonas syringae  خي  ژن هسته یابيرد یشد و برا یاست طراح (ina )واکنش  زيآنال

 نديفرآ ،16SrRNAبا استفاده از آغازگر  قيدر ادامه تحق. انجام گرفت مرازيپل یا رهيزنج

 نياول نيا. انجام گرفت رت قيدق یابي یمنظور انجام توال به ديو استخراج پلاسم یساز همسانه

 .است Bacillus cereusگونه  در خي  گزارش از وجود ژن هسته
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ترین عوامل محدود کننده در عملکرد  های محیطی مهم تنش

های محیطی  ترین تنش زدگی یکی از مهم یخ .محصولات هستند

. شود است که منجر به خسارت اقتصادی و نابودی گیاهان می

تر از نقطه  آید که دما به پایین زدگی در شرایطی پیش می یختنش 

صفر درجه  ریه در دماهای زوطور بالق آب به. انجماد آب برسد

 خی -C04° آب کاملاً خالص در دمای. شود یمنجمد نم لسیوسس

گردوغبار،  ذرات های موجود در آب شامل یناخالص. زند یم

آب  دشون یموجب م هستندکه رهیو غ خی  های مولد هسته باکتری

 .(Warren et al. 1987)د شو  منجمد -C2° در دماهای بالاتر از

INA خی  هتژن فعال هس یارای دها یرتباک
از  یکینوان ع به5+

نقش  اهان،یر گد خی  هتهس لیتشک یکیولوژیب واملع نیتر ممه

در  .ارندد رجهدصفر ریز یماهادر ی دگدسرماز عیر تسری دا عمده

که جمعیتی از این باکتری وجود داشته باشد، دمای  واقع زمانی

محل  (.Warren et al. 1986) یابد افزایش می -C2°زدگی تا  یخ

های  سلول مرگ ای یکننده ادامه زندگ نییتع خ،یهای  حضور هسته

 خسارت خی  های مولد هسته بدون حضور باکتری. است اهانیگ

 تواند بهبودی یم اهیبوده و گ ها محدود به سرشاخه یسرمازدگ

ها  در خارج سلول منحصراً خیهای  اگر هسته .ابدیخود را باز 

چنانچه . ماند یم زندهی پژمرده شده ول اهیحضور داشته باشند، گ

خل سلول تشکیل شود به ساختار داخلی اهای یخ در د کریستال

 خیهای  اگر هسته شود ها آسیب زده و منجر به مرگ سلولی می آن

سلول و هر چند ها نفوذ کنند،  خارج سلول ایداخل  به نتوانند

 ماند یزنده م یکرده ولا دیپ ای شهیحالت ش فضای اطراف آن

(Fahy et al. 1984).‌
در  5720زایی باکتریایی اولین بار در سال  یخ  ی هسته پدیده

بعداً مشخص . شد  مشاهده  Pseudomonas syringaeهای سویه

 Pseudomonas ،P. viridifiava،Xantomunasهای  شد که جدایه

translucens pv. و Erwinia herbicola وtranslucen  

fluorescens یخ در   فعالیت هسته. دارند زدگی را توانایی ایجاد یخ

نیز مورد .Bacillus sp و  .Sphingomonas spهای دیگر نظیر  گونه

های مولد  باکتری (.Maki et al. 1974) فته استتأیید قرار گر

این . هستند مارگریبو  تیف یاپ ،یاکثراً گرم منف خ،ی  هسته

                                                           
1
 Ice Nucleation Activity  

شامل   Aگروه اند؛ بندی شده گروه طبقهها در سه  باکتری

یا در دماهای بالاتر فعال  -C 1°دمای  که در یی استها باکتری

 خیهسته  دیتول -8تا  -C 1°دماهای درکه  B، گروه هستند

 تیفعال کمتر ایو  - C 54°دمای  درکه C  گروهو  دیننما یم

بیان و فراوانی  (.Hasanzadeh 1995)دارند را  خی  هسته لیتشک

یخ تحت تأثیر عوامل   های مولد هسته یخ در باکتری   های هسته

عنوان مثال در محیط کشت حاوی گلیسرول در  به. مختلفی است

 است شده  یخ مشاهده  فراوانی هستهترین  بیش C 51°دمای 

(Lindow et al. 1982.)‌
ر معرض د ،رکشو مهم تصادیاق عمده محصولات بخشساله  مهه

 های هسته کننده تولید های د و میکروارگانیزمریگ یتنش سرما قرار م

. سرمازدگی هستند ی کننده تشدید عوامل ها از باکتری ویژه به یخی

 بلکه در ایراناز آن نه فقط در ی ناش یها و خسارت دهیپد نیا

 سالانه که ییجهان وجود دارد و از آن جا یها اکثر کشور

 خبندانیوقوع  قیبه کشاورزان و باغداران از طر یادیخسارات ز

 یراهکارها ارایه شود یمحصولات وارد م یسرمازدگ جهیو در نت

نظر  ضروری بهاز آن  یجهت کاهش خسارات ناش بمناس

تواند  های متفاوت زیست فناوری می کارگیری روش به. رسد می

کننده  های تولید با تغییر فلور میکروبی و کاهش میکروارگانیزم

یخ به کنترل خسارت سرمازدگی و پیشگیری از آن کمک   هسته

تواند باعث تولید  یخ می  فعال شدن ژن عامل هسته غیر. کند

 یکیاکولوژ ،یکیخواص مورفولوژ ی در همههایی شود که  جدایه

والد  ی هیجداه مشاب ،خی  هسته لیتشک تیبه جز قابل یتیف یو اپ

های دستکاری  این جدایهو انتقال  ریتکث. هستند خی  هسته یدارا

با والد شود که به رقابت  شده ژنتیکی روی گیاهان باعث می

. دکنن یم یریاز استقرار آن جلوگ وخود پرداخته  یوحش

یخ اولین گام   کننده هسته های تولید باکتریجداسازی و شناسایی 

برای مطالعات ژنتیکی و بررسی امکان دستکاری ژنتیکی این 

در . منظور کاهش و کنترل خسارت سرمازدگی است ها به باکتری

 خی  هسته مولد یها یباکتر ییشناساجداسازی و  پژوهش حاضر

میایی و شناسی، بیوشی های ریخت با استفاده از روشدر گیاه پیاز 

یخ انجام   هسته منظور مطالعه کارکرد ژن باکتری مولد  ژنتیکی به

 . گرفته است

‌
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با علائم سرمازدگی و  (Allium cepa) پیاز گیاه جدایه باکتری از

سازی و اثبات  پس از کشت، خالص. جداسازی شدلهیدگی 

 درصد 5زایی روی محیط کشت نوترینت آگار حاوی  بیماری

‌. نگهداری شد C 0°ساکاروز در دمای 
تولید لوان، اکسیداز، ) شناسایی اولیه باکتری به کمک آزمون لوپات

هیدروژلاز و ایجاد فوق  دی زمینی، تولید آرژنین لهانیدن سیب

 (.  Klement et al. 1964) انجام گرفت( حساسیت در توتون

طبق روش ، خی  هسته تیفعال نییتع یبراای  آزمون انجماد قطره

بدین منظور  (.Lindow et al. 1987) انجام شد ندویمارکو و ل

 یکشت شده رو یاز باکتر cfu/ml548غلظت  اب یونیسوسپانس

 نیریسیگل درصد 1/5ساکارز، با  یحاو یکشت آگارمغذ طیمح

در . سوسپانسیون باکتری در سه رقت مختلف تهیه شد .دش هیته

استریل حل  مقطر آب لیتر میلی ابتدا چند کلنی از باکتری در یک

لیتر آب  میلی یک شد و طی سه مرحله اینوکلوم اولیه هر بار با

 5:1و  5:2، 5:5 های رقت سازی و سری استریل رقیق مقطر

از  تریکرولیم 21به حجم  یقطرات .شد تهیه منفی کنترل عنوان هب

که سطح آن  یومینیآلوم لیفو یرو دست آمده ههای ب ونیسوسپانس

 تا -C 1°ی دمادر  و بودشده  دهیپوش لنیمحلول در زا نیپارافبا 

°C 54- یمسلح بررس ریبا چشم غ خی  هسته لیتشک قرار داده و 

 خی قهیدق 1تر از  کم مدت زمان ها درقطره که یدر صورت. شد

. شد یم یمثبت تلق یباکتر برای خی  هسته تیفعال ،ندزد می

 .بوداین آزمایش عنوان شاهد  مقطر به آب

کنار  ای در از سوسپانسیون باکتری جهت آزمون انجماد درون لوله

برای . عنوان شاهد نیز استفاده شد مقطر استریل به لوله حاوی آب

 .Pاطمینان از صحت آزمون مخلوط باکتری مورد نظر و باکتری 

syringae های حاوی سوسپانسیون باکتری و لوله. استفاده شد

 وی مخلوط آب و نمک و در فریزرمقطر شاهد در بشر حا آب

°C24-  قرار داده شده و پس از گذشت یک تا دو دقیقه نتایج

 .ثبت شدند

 Nishiguchi et) صورت گرفت CTAB روش به DNA استخراج

al. 2002). 16منظور تکثیر ژن  بهSrRNA 5آغازگرهای'- 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3' 5و'- 

CGGGTTACCTTGTTACGACTT -3' کار گرفته شدند  به

(Lane 1991.) سازی واکنش  منظور بهینه بهPCR های  غلظت

 بافر X5از هر کدام از آغازگرها و  1µMمخلوط با  DNA مختلف

PCR Mastermix همراه یک واحد آنزیم بهTaq DNA 

polymerase میکرولیتر استفاده شد 21حجم نهایی واکنش  و .

دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در  1با شرایط دمایی  PCRواکنش 

چرخه شامل واسرشت شدن در  11و ( یک چرخه) C 70°دمای

به مدت  C 11°ثانیه، اتصال در دمای  14به مدت  C 70°دمای  

دقیقه، نهایتاً یک چرخه  2به مدت  C 22°ثانیه، بسط در دمای  14

شد و محصول دقیقه انجام  1به مدت  C 22°بسط نهایی در دمای 

 .الکتروفورز شد درصد 5تکثیر شده به کمک ژل آگارز 

سازی  منظور شستشو و خالص سازی به پیش از انجام همسانه

میکرولیتر  8میکرولیتر سدیم استات و  PCR  ،2محصول

اضافه و مخلوط  PCRمیکرولیتر از محصول  54ایزوپروپانول به 

 قه در فریزردقی 21مخلوط حاصل پس از آنکه به مدت . شدند

°C84- دقیقه در 24شد، به مدت   قرار داده rpm 51444 

 54فاز رویی میکروتیوپ خالی شده و مقدار . سانتریفیوژ شد

پس از سانتریفیوژ به . به آن اضافه شد درصد 24میکرولیتر اتانول 

بار دیگر فاز رویی خالی شده و  rpm 51444دقیقه در  24مدت 

 54بعد از تبخیر کل اتانول موجود در میکروتیوپ در نهایت 

برای  -C 24°مقطر استریل به آن اضافه نموده و در میکرولیتر آب

 .مرحله بعدی نگهداری شد

 PCRکیت از استفاده با pTG19-T در وکتور PCRدرج محصول 

TA Cloning شرکت سینا کلون (CL5841)  مطابق با دستورالعمل

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

میکرولیتر از  544 .شد سازی همسانه E. coliباکتری   در

-LB-Ampicillin Xهای انتقال یافته، روی سطح پلیت سلول

Gal/IPTG agar ساعت  08تا  20بعد ازگذشت  اسپری شده و

های  نوترکیب به رنگ سفید و کلونیهای  ها شامل کلونی کلونی

منظور اطمینان از  به. آبی فاقد پلاسمید نوترکیب رشد کردند

با استفاده از آغازگرهای  PCRهای سفید، کلونی  گزینش کلونی

. موجود در کیت انجام شد  M13رفت و برگشت عمومی 

نوترکیب طبق دستورالعمل  های کلونی استخراج پلاسمید

شرکت سیناژن، انجام  Plasmid extractin Kit (Ex611)کیت

یابی با آغازگرهای رفت و  برای امر توالی PCRمحصولات . گرفت

  ها مواد و روش
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( کره جنوبی Bioneer)به شرکت تکاپوزیست  16SrRNAبرگشت 

 . فرستاده شد

 

 .Bacillus sp)سازی جدایه منتخب  پس از جداسازی و خالص

A )های لوپات  به کمک آزمون(LOPAT )تولید لوان،  شامل

زمینی، آرژنین دی هیدرولیزه و  اکسیداز، پوسیدگی نرم غده سیب

فوق حساسیت روی برگ توتون مشخص شد که سویه جداسازی 

شده یک باکتری گرم مثبت، متحرک، اکسیداز مثبت، حلالیت در 

پتاس مثبت، لوان منفی، آرژنین دی هیدرولیزه مثبت است که 

ای و خود  پ نوری به شکل میلهها در زیر میکروسکو شکل سلول

‌.هایی سفید و دیواره نامنظم داشت کلنی
 ای برای اثبات توانایی تشکیل هسته نتایج آزمون انجماد درون لوله

 .Pباکتری  .مشاهده و یادداشت برداری شد یخ جدایه منتخب 

syringae  در فریزر°C 24-  دقیقه و باکتری جدایه  2تا  1در

. زد دقیقه یخ  51تا  2در مدت بین  (Bacillus sp. A)منتخب 

 2باکتری منتخب در مدت  و جدایه P. syringaeمخلوط باکتری 

زد که نشان داد باکتری مورد نظر ازتوان بالای هسته یخ  دقیقه یخ 

ای  نتایج مشابهی از آزمون انجماد قطره .باشد برخوردار نمی

ی فعالیت هسته یخ دارامنتخب دهد جدایه  دست آمد که نشان می هب

‌(. 5شکل)باشد  می -C 52°تا  -C  1°در دمای بین

 

 
  strain Aمنتخب باکتری سوسپانسیون قطرات انجماد آزمون -5شکل 

cereus Bacillus  حاوی قطرات. زایلن به آغشته آلومینیومی ورق روی 

 ظاهری زده یخ قطرات .دش محاسبه مختلف رقت سه در باکتری سوسپانسیون

 .داشت نزده یخ قطرات به نسبت کدر

 

 
جدایه منتخب  16SrRNAژن  PCRالکتروفورز محصول واکنش  -2شکل 

strain A cereus Bacillus  1نشانگر مولکولی ( 5ترتیب  اعداد بهkb شرکت ،

 Thermo ،2) ،1، 1، 0، 1کنترل منفی)DNA  های باکتری منتخب با غلظت 

ng/ul1/10 ،7/12 ،1/01 ،8/17 ،2  8و )DNA  باکتری منتخب در غلظت

ng/ul 548. 

 

ای در اندازه  سویه منتخب قطعه 16SrRNAژن  PCRدر آنالیز 

 16Sنتیجه تطابق توالی ژن(. 2شکل )تکثیر شد  kb 1500حدود 

rRNA های موجود در پایگاه اطلاعات  سازی شده با توالی همسانه

درصد شباهت به  72نشان داد که جدایه منتخب  NCBIژنومی 

 . دارد Bacillus cereus strain A ی باکتر گونه

‌

 جات یفیص و ها یسبز نیتر یمیقد از (Allium cepa) ازیپ

سطح زیر کشت این . رود یم شمار هب رانیا و ایدن در یخوراک

 0771122هکتار و میزان تولید آن در کل کشور  12272محصول 

 نیا یشناس اهیبعد گ از (.Ahmadi et al. 2016) باشد هکتار می

و کشت آن تماماً  دارد تعلق (Alliaceae) اسهیآل خانواده به اهیگ

 در روز طول و حرارت درجه زیرا. ی داردطیمحشرایط  بستگی به

 سه در پیاز که از این رو ارقام .استحائز اهمیت  ازیپ غده لیتشک

 بهشوند  می یبند میتقس کوتاه روز و متوسط روز بلند، روز گروه

کشت  انتخاب و کشور مختلف یها استان یطیمح طیتناسب شرا

 ینفرورد ابتدای در قرمز یازپروز بلند  رقم مثال طور هب. دنشو یم

  .تقریبا مقاوم به سرما استکه  دشو یماه کشت م

 عوامل از یتعداد به یکروبیضدم مواد ها ده داشتن برغم اهیگ نیا

 یائیباکتر عوامل نیتر مهم از. دارد تیحساس یائیباکتر و یقارچ

 Burkholderia چون نرم یدگیپوس عامل یها یباکتر به توان یم

cepacia،Burkholderia gladioli subsp. alliicola  و 

Burkholderia cepacia نمود اشاره . 

  نتایج
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. کنند سرمازدگی نمیایجاد  روی گیاهان یک از عوامل فوق هیچ

 خانواده در Bacillusهای جنس  لعکس، تعدادی از گونهاب

. باشند های مولد هسته یخ می دارای ژن( Bacillaceae)باسیلاسه 

های مختلف و تشکیل اسپور در  دلیل ترشح آنزیم ها به این باکتری

 (.Holt 2009) خاک و مواد غذایی، از اهمیت بالایی برخوردارند

در مطالعه حاضر، اقدام به جداسازی سویه باسیلوس از پیاز شد 

های بیوشیمیائی و مولکولی خصوصیات آن با  که بر اساس آزمون

 .مطابقت داشت  Basillus cereusباکتری

 نامناسب شرایط ها تولید اسپور در های این باکتری از ویژگی

های فوق، به مواد ضد  باکتریعلاوه بر آن . محیطی است

زدگی، سموم شیمیایی و دیگر  باکتریایی، حرارت، خشکی، یخ

 .Jensen et al) دهند فاکتورهای مضر محیطی مقاومت نشان می

 به C 84°یدما در که دما تحمل آزموندر  که یطوره ب(. 2003

 strain A هیجدا های تیمار شده دقیقه انجام شد سلول 51 مدت

Bacillus cereus  قادر به رشد مجدد در محیط کشتNA بودند. 

 جنس23srRNA و 16srRNA ژن دو یها یتوال سهیمقا هیپا رب

Bacillus گروهدر . شوند های متعددی طبقه می به گروهBacillus 

cereus   گونه شش  B. cereus،  B. thuringiensis،B. mycoides، 

B. anthracis،B. pseudomycoides   وB. weihenstephanesis 

 (.Sleytr 1988) قرار دارند

های با قابلیت تولید هسته یخ از  های متنوعی برای باکتری نقش

کنند  تبعیت می INA ها که از مکانیسم کنترلی Bacillusجمله 

یخ در جنس   اخیرا دو جدایه با فعالیت هسته. است گزارش شده

ها  قرارگرفتند که نقش آنمورد شناسایی   Lysinibacillusجدید 

. در آغاز بارش نزولات آسمانی بسیار حائز اهمیت بوده است

های آن بر خلاف  جدایه  INAجنس مذکور گرم مثبت و پروتئین

ها که غالبا در  های شناخته شده هسته یخ در باکتریسایر پروتئین

های چند کیلو دالتون هستند، پروتئینی در حد نانومتر است  اندازه

. باشد در برابر حرارت، لیزوزایم و پروتئیناز بسیار مقاوم می که

 INAبنابراین مکانیسم عمل تولید هسته یخ و نقش پروتئین 

 (. Failor et al.  2017)است  تر از حد انتظار  متنوع

ای و انجماد درون  تحقیق حاضر نتایج آزمون انجماد قطره در

ضدیخی نشان داد که یخی و   ای برای اثبات فعالیت هسته لوله

 ویخ بوده   دارای فعالیت هسته Bacillus cereus strain A جدایه

های دارای توانایی  این باکتری، با باسیل. یخ است  دارای ژن هسته

بودند دارای    سازی شده یخ که از مناطق یخبندان جدا  تولید هسته

وزه امر (.Mortazavi et al. 2015) درصد شباهت توالی بودند 71

های مختلف  های مختلف در گونه که به نام یخ  های هسته ژن

اند از پنج گونه باکتریایی کلون،  شناسائی و تعیین توالی شده

ها  این ژن. است های مختلف گزارش شده یابی و با نام توالی

 Pseudomonas syringae (Green andاز  inaZ :عبارتند از

Warren 1985) ،inaW  ازPseudomonas fluorescens (Warren 

et al. 1986) ،ice E  از(Erwinia herbicola )agglomerans 

Pantoea (Warren and Corotto, 1989) ،inaA از (Erwinia 

uredoura) (Abe et al. 1989 )Pantoea ananas  وinaX  از

Xanthomonas  translucens (Zhao et al. 1990.)  توالی این ژن

بوده و شامل   ی ذکر شده بسیار حفاظت شده در بین پنج گونه

 Nو  Cهای  نواحی تکراری و متناوب در مجاورت نواحی پایانه

ها احتمال  با توجه به حفاظت شدید این توالی بین گونه. است

 Edwards)است   باشد، بعید  اینکه ژن منشاء غیر باکتریایی داشته

et al. 1994.) 

سویه منتخب، آغازگرهایی   inaمنظور تکثیر ژن این پژوهش به در

 Pseudomonasدر باکتری inaZیخ   بر اساس توالی ژن هسته

syringae پذیری در تکثیر   طراحی شد که با توجه به عدم تکرار

شده  کمک آغازگرها و حضور قطعات تکثیر قطعه مورد انتظار به

رغم  که سویه منتخب علی گیری شد های تصادفی نتیجه با اندازه

اثبات اینکه . باشد می  inaZیخ فاقد ژن  وجود فعالیت هسته

  Bacillus cereus strain Aیخ سویه منتخب  فعالیت تشکیل هسته

مرتبط است نیازمند آزمایشات تکمیلی بیشتر  inaهای دیگر  به ژن

 .است 

مولد  های آمده از تحقیق حاضر نشان داد که باکتری دست هنتایج ب 

توانند روی سطح گیاهان زراعی و باغی به  یخ بسیاری می  هسته

باشند که در شرایط محیطی خاص   صورت اپیفیت وجود داشته

. های سنگین به محصولات زراعی و باغی بشوند موجب خسارت

گزارش وجود چنین باکتری روی پیاز اولین بار است که حداقل 

اهمیت محصول پیاز و کشت با توجه به . شود از ایران گزارش می

های  آن در مناطق مختلف کشور وجود این باکتری و باکتری

تواند در روند  ها می ها و تکثیر آن مشابه در مزارع و سردخانه
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لذا مطالعات . طور بالقوه خطرناک باشد هطبیعی تولید محصول ب

ها  تکمیلی در همه ابعاد آن از جمله شناسائی و مدیریت آن

 .ئز اهمیت باشدتواند حا می
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