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 بررسی فیزیولژیکی و مولکولی مقاومت به سرما در انگور
6 ، مهناز پیله فروشان5 ، ایمان هراتی4 ، مریم کریمی3 ، امیر موسوي 2 ، علیرضا سلامی1 علی عبادي  

به ترتیب استاد، استادیار و دانشجویان تحصیلات تکمیلی گروه علوم باغبانی پردیس کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه  - 6و  5، 4، 2، 1
.دانشیار پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري -3. تهران  

  
  چکیده

تولید این محصول رتبه نهم را در بین کشورهاي جهان انگور یکی از محصولات مهم باغبانی است و کشور ایران از نظر 
یکی از مشکلات تولید انگور در ایران مسئله سرمازدگی هاي زمستانه و بهاره  می باشد که . بخود اختصاص داده است

  .هرساله خسارت قابل توجهی به تولید این محصول وارد می نماید
مقاومت در برخی بوته هاي برخی ارقام انگور باقی مانده از سرماي در این تحقیق مکانیزم هاي فیزیولوژیک و مولکولی 

و مطالعه  (CBFs) هاي عامل رونویسی  با بررسی نشت یونی، درصد سبز شدن قلمه ها، همسانه سازي ژن 1386سال 
،  -15اي به این منظور قلمه هاي بوته هاي مورد نظر در معرض دماه. میزان بیان آن ها مورد بررسی قرار گرفته است

نتایج نشان داد که حتی بین . درجه سانتیگراد قرار گرفته و سپس نشت یونی ان ها اندازه گیري شد -24، و  -21،  -18
از سوي دیگر . بوته هاي متحمل به سرماي ارقام مختلف و همچنین دماهاي مختلف اختلاف قابل توجهی وجود دارد

در ان ها  CBFدرجه سانتیگراد قرار گرفته و سپس بیان ژن هاي  4ماي گیاهان تکثیر شده از این بوته ها در معرض د
نتایج نشان داد که با قرار گیري گیاهان در معرض سرما بیان ژن هاي مورد نظر تغییر می یابد و . مورد بررسی قرار گرفت

ر داراي بیان بیشتر ژن در مجموع گیاهان متحمل ت. این روند بین ارقام و زمان هاي مختلف اندازه گیري متفاوت بود
در ادمه . هاي مورد نظر  و در نتیجه درصد بالاتر سبز شدن جوانه ها پس از قرارگیري در معرض دماهاي زیر صفر بودند

  .تعدادي از این ژن ها همسانه سازي شده و توالی آن ها مورد بررسی قرار گرفت
  ا، ژن هاي عامل رو نویسی، همسانه سازي، بیان ژنانگور، سرمازدگی، نشت یونی، سبز شدن جوانه ه :کلمات کلیدي

 
  :مقدمه

ترین محصولات باغبانی در  است و تا به امروز یکی از مهم   بیش از هفت هزار سال است که اهلی شده Vitis  viniferaگونه 
هـاي   ون هکتار از زمـین میلی 8هاي ویتیس بیش از هر میوه دیگر، تقریبا  و دیگر گونه V. viniferaکشت . باشد سطح جهان می

  ). 2006، 1گارسیا-آریو(گیرد  می  سطح زمین را در بر
هاي معتدله و نیمه خشک رشـد و پـرورش مـی یابنـد و مـی تواننـد تـا حـدودي          به خوبی در اقلیم V. viniferaهاي گونه  رقم

دار تحمـل بـه    یاهان چند ساله خـزان هاي ویتیس به عنوان گگونه. زدگی را در زمستان تجربه کنند زدگی و زیر یخ دماهاي یخ
، دماهـاي زمسـتان   V. viniferaهاي  در سرماي تدریجی، رقم. آورند زدگی هاي سالانه به دست می زدگی را با توجه به یخ یخ

هـاي آسـیایی  و آمریکـاي شـمالی      درجه سانتی گراد بدون آسیب سرمایی تحمل می کنند، در حالی که گونـه  15را تا منفی 
  .  )2004و همکاران،  3؛ فنل1992و همکاران،  2مالینز( توانند تحمل کنند گراد را می درجه سانتی 40تا منفی  35فی دماهاي من
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روش هـاي سـنتی مقابلـه بـا     . هـاي زمسـتانه و بهـاره اسـت     یکی از مشکلات پرورش مو در اکثر نقاط ایران مسئله سـرمازدگی 
که  گاهی از نظر  هزینه و یا به علت آن) ارانی، استفاده از مولدهاي تولید بادهاي گیاهی، آبیاري ب مواد شیمیایی و ضدیخ(سرما

هاي جدید با کمیت و کیفیت مطلوب از نظر تولید میـوه   بنابراین تولید رقم. کاربردي نمی باشددهد  رخ می که سرما ناگهانی
  .هنژادي و بیوتکنولوژي امکان پذیر استهاي ب این امر از طریق بکارگیري روش. باشد و متحمل به سرما حائز اهمیت می
هـاي عامـل    هـاي مقـاوم  بـه سـرما، شناسـایی و جداسـازي ژن       هاي مقاومت به سرما در گونـه  بنابراین مشخص نمودن مکانیزم

  .هاي حساس مو می تواند این مشکلات را مرتفع نماید مقاومت به سرما و انتقال آن به رقم
هاي مطلوب تجاري، این تحقیق  سازي رقم مقاومت به سرما و استفاده از آن براي مقاومهاي  به منظور مشخص نمودن مکانیزم

و در  انجام گردیدزدگی نقش بسزایی دارند،  که در مقاوم شدن گیاهان به سرمازدگی و یخ CBFsبا تکیه بر عوامل رونویسی 
ان سبز شدن قلمه ها بعد از قرار گیري در دماهاي یخ اندازه گیري آنزیم هاي پراکسیداز، کاتالاز، پروتئین کل و میز کنار آنها

  .زدگی انجام شد
  

  :مواد و روش ها
دار قوچـان، عسـکري، بیدانـه قرمـز و رجبـی از ایسـتگاه       هاي بیدانه سفید، شاهرودي، اتـابکی، خلیلـی دانـه    گیري از رقم قلمه

هـاي گـروه علـوم باغبـانی در      س ریپاریـا در گلخانـه  هاي گلدانی گونه ویتـی  بوته گیري از تحقیقات گروه علوم باغبانی و قلمه
مـدت یـک مـاه در سـردخانه بـا دمـاي دو درجـه         هـا بـه   ،  قلمـه تهیه و جهت اطمینان از رفـع نیـاز سـرمایی    1390آذرماه سال 

زدگـی در دسـتگاه سرماسـاز     تعدادي از این قلمه ها جهت بررسی تحمل بـه یـخ   .داري شدند گراد در ماسه مرطوب نگه سانتی
هاي محتـوي ترکیـب محـیط     نهاي حاوي ماسه، در گلدا دار شدن در گلدان نیز پس از ریشه ها قرار گرفتند و تعدادي از قلمه

، کشت شدند و پس از این که به اندازه کافی رشـد کردنـد، جهـت اعمـال     1:1:1کشت خاك، خاك برگ و ماسه به نسبت 
مورد استفاده قرار دادي از آنزیم هاي فعال در رفع گونه هاي اکسیژن فعال و تعهاي مورد نظر    تیمار سرمایی و بررسی بیان ژن

  .گرفتند
دماهاي . زدگی صورت گرفت جهت بررسی تحمل به یخ) 2000(ساز، بر اساس روش لیندن و پالونن  استفاده از دستگاه سرما
زدگی قلمه ها با بررسی نشت  مل به یختح پس از آن .گراد درجه سانتی -24، و  -21،  -18،  -15 :مورد عبارت بودند از

  .یونی،میزان سبز شدن جوانه ها و بررسی میکروسکوپی میزان زنده مانی جوانه ها انجام شد
توماس و  ه به ترتیب از روشمیباشد ک RNAو  DNAبه منظور کلون سازي و بررسی بیان ژنهاي مختلف نیاز به استخراج 

به منظور بررسی تفاوت هاي احتمالی بین توالی نوکلئوتیدي . استفاده شد) 2011(و حیدري و همکاران ) 1993( همکاران
  .کلون شده و توالی یابی شدند ، تمامی این ژنهاCBFsناحیه کد کننده ژنهاي 

  
  :نتایج و بحث
، نشت یونی و بررسی میکروسکوپی جوانه ها بازیابی و سبز شدن قلمه ها بررسی هاي  پس از انجام آزمایش در این تحقیق
بیشترین میانگین درصد گراد  درجه سانتی -24، و  -21،  -18،  -15در دماهاي  پس از اعمال تنش یخ زدگی که مشخص شد
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 بیدانهدار،  خلیلی دانه رقم هاي مربوط به به ترتیب ،مورد بررسی گونه وینیفرا رقم هاي بوته هاي متحمل سبز شدن در بین
زدگی و همچنین میزان بیان  با توجه به تطابق میزان سبز شدن قلمه ها پس از اعمال تنش یخ بودکه سفید، شاهرودي و اتابکی 

تري نسبت به  رقم خلیلی دانه دار، رقم متحمل که رود احتمال آن می ،گراد  تحت تنش سرمایی چهار درجه سانتی CBF4ژن 
در تمامی ارقام بجز رقم خلیلی دانه . زدگی باشد و یخ هاي سرماییتنش نسبت بهرسی رقم هاي گونه وینیفراي مورد برسایر 

ساعت حداکثر بود و بعد از آن کاهش یافت، در رقم خلیلی دانه دار حداکثر بیان در زمان  4در زمان  CBF4دار بیان ژن 
اهاي پایین و نیاز دیرتر براي بیان این ژن در نسبت به دمدوازده ساعت مشاهده شد که علت این امر شاید تحمل بیشتر این رقم 

در انگور ریپاریا و شاهرودي نشان داده است که در رقم ریپاریا بیان این  CBF3بررسی هاي اولیه بیان ژن . رقم خلیلی باشد
ست در ژن در زمان چهار ساعت حداقل بود و پس از آن با گذشت زمان تا پنج روز بعد از تنش بیان ژن افزایش داشته ا

چنین روندي را طی نکرد و پس از چهار ساعت روند کاهشی بیان ژن مشاهده CBF3  حالیکه در رقم شاهرودي بیان ژن 
پس از گذشت یک روز افزایش یافت و  CBF3نیز بیان ژن  )2006(و همکاران  4زایودر آزمایش انجام شده توسط . گردید

نشان داد که رقم بیدانه سفید، خلیلی و  ي ارقام مورد بررسیای قلمه همقایسه نشت یون. بیان تا چندین روز تداوم داشت
قلمه هاي گونه ریپاریا  .شاهرودي نشان دادند رقماتابکی در یک گروه قرار داشته و کمترین میزان نشت یونی را نسبت به 

  . .درصد بالاتري از سبز شدن را نسبت به ارقام گونه وینیفرا نشان دادند
یت کاتالاز و لآنزیمی انجام شده نیز رقم خلیلی دانه دار در سطح برابر با گونه هاي انگور متحمل به سرما فعادر بررسی هاي 

پراکسیداز را نشان داد و از سایر انگورهاي وینیفرا متمایز گردید و ارقامی مانند شاهرودي و بیدانه سفید جزو ارقامی بودند 
آنزیم کاتالاز در بازه زمانی هشت ساعت بعد از تنش به حداکثر فعالیت  .داشتندکه کمترین فعالیت آنزیم هاي قید شده را 

در مورد آنزیم گوائیکول پراکسیداز . رسید و پس از آن تقریبا به طور ثابت فعالیت داشت و تغییرات چشمگیري نشان نداد
یکنواخت و ثابت ط تنش به صورت ساعت حداکثر فعالیت آنزیم مشاهده شد و بعد از آن با کنترل شرای 12بازه زمانی 

کثر میزان ساعت حدا 12زمان نشان داد که در هاي مختلف  میزان پروتئین کل اندازه گیري شده در زمان .فعالیت میکند
در بین ارقام وینیفرا رقم خلیلی دانه دار و در کنار آن انگور آمریکایی ریپاریا حداکثر میزان  پروتئین کل تجمع یافت و

  .ل را داشتندپروتئین ک
هاي  بین توالی که ها با هم، حاصل گردید این است هاي نوکلئوتیدي و آمینواسیدي و مقایسه آن آنچه از آنالیز توالی

هاي  و گونه Chardonnay ،Hamburg ،Tamnaraهاي بیدانه سفید، شاهرودي،  در رقم CBF4نوکلئوتیدي و آمینواسیدي ژن 
V. riparia ،V. amurensis وM. rotundifolia   تفاوت چندانی وجود ندارد و تفاوت تک نوکلئوتیدي مشاهده شده تغییر

آمینواسیدي آن در   و توالی CBF4  هاي جزئی که در ناحیه کد کننده ژن زیادي در توالی پروتئینی ایجاد نکرد لذا تفاوت
تفاوت در تحمل به سرما گردد، خیلی محتمل منجر به   نمی تواندهاي انگور مورد بررسی وجود دارد احتمالا ها و گونه رقم
تغییرات  ،شود هاي حساس و مقاوم می ها و گونه چه موجب تفاوت در تحمل به سرما بین رقم رسد آن باشد، اما به نظر می نمی

رخ  ،CBF4محصول ژن پس از بیان و تولید و پروتئین و همچنین تغییرات و تنظیماتی که  RNAدر سطح  CBF4بیان ژن 
ژن  هاي این  شود و همچنین تفاوت احتمالی در اندازه رگولون CBF4تواند منجر به تفاوت در عملکرد نهایی ژن   می ،دهد می

ها و  تواند تفاوت در تحمل به سرما در رقم می) ویتیس ریپاریا(و گونه مقاوم انگور ) ویتیس وینیفرا(حساس انگور   در گونه

                                                 
4. xio 
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، براي تشخیص  وجود E.coliو کلون کردن این ژن در باکتري  pbsاین ژن  به وکتور  پس از انتقال .هاي انگور گردد گونه
قطعه در کلونی ها از کلونینگ پی سی آر استفاده شد و براي تائید حتمی آن برش قطعه با آنزیم هاي مرتبط انجام شد و پس 

قطعه کلون شده با توالی ثبت % 99الی یابی تشابه قطعه کلون شده براي توالی یابی فرستاده شد نتایج تو آز آن پلاسمید حاوي 
 در دست بررسی می همچنان CBFsدیگر ژنهاي  و کلونینگ توالی یابی  .شده براي این ژن را در بانک اطلاعات نشان داد

  .باشد
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