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Abstract 

Grapevine (Vitis vinifera) is one of the most important horticultural crops in Iran and worldwide, and its performance is 

strongly affected by environmental stresses, particularly cold. Sodium nitroprusside. Under controlled laboratory 

conditions. In this study, Initially the kondori grape (Vitis Vinifera L.) seedling were subjected to cold stress (zero, two 

and four weeks at 40c). To investigate the effect of sodium nitroprusside (SNP) treatment, varius concentrations (20, 40, 

60 μM) were added to the culture medium. Foollowing stress Application, RNA was extracted, and cDNA was 

synthesized using the sinaclon kit. The expression levels of CBF3, CBF4, AND EF1α (as a reference gene) were 

determined by SYBR Green-based Real-Time PCR. To elucidate the molecular basis, three-dimensional structures of 

key molecules, including chlorophyll, carotenoids, carbohydrates, proline, protein, antioxidant compounds, APX, POD, 

CAT. Were Retrived from the PDB database and analyzed using PYMOL software. These analyses focused on the 

relationship between molecular structure, biochemical function, and their role in mitigating stress efects. RT-PCR 

results showed that the expression of CBF3 and CBF4 genes was undetectable in all treatments and time points, 

indicating a transient and time-dependent induction of these genes. Therefore, combining PyMOL-based molecular 

analyses with biochemical and genetic assessments provides an integrated framework to elucidate the mechanisms 

underlying cold stress responses and the role of SNP in enhancing structural stability and enzymatic activity in 

grapevine seedlings. Correlation analysis revealed that increases in one trait were generally accompanied by 

enhancements in others. Chlorophyll a and b, carotenoids, and carbohydrates were closely coordinated, reflecting a 

synergistic interaction in photosynthetic performance and carbon metabolism. Antioxidant enzymatic (APX, POD, and 

CAT) were also positively correlated, indicating a complementary and integrated defense system. This coordinated 

network suggests that pigments, metabolites, and enzymes collectively contribute to maintaining physiological and 

biochemical stability of grapevine seedlings under cold stress. 
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 چکیده

ویژه سرما، های محیطی، بهمحصولات باغی ایران و جهان است که عملکرد آن تحت تأثیر تنش ترینمهمیکی از  (Vitis vinifera) انگور

و  دو، )صفر ییتنش سرما ابتدا گیاهچه های انگور رقم کندوری تحت در این پژوهش،شده. کنترل گاهیآزمایش شرایط . درگیردقرار می

 60و  40، 20مختلف ) هایغلظت (،SNP) برای بررسی اثر سدیم نیترو پروساید بررسی شد. (گراددرجه سانتی 4 هفته در دمای چهار

سنتز گردید.  cDNAاستخراج شده، و با استفاده از کیت سینا کلون،  RNA، کشت افزوده شد. پس از اعمال تنشبه محیط ر(میکرومولا

منظور درک به شد. تعیین SYBR Green مبتنی بر  Real-Time PCRعنوان ژن مرجع( با روش)به EF1αو  CBF3 ،CBF4 بیان ژن

 ترکیبات، پروتئینها، پرولین، ربوهیدرات، ککلروفیل، کاروتنوئیدهاهای کلیدی شامل عدی مولکولهای سه ب  مبانی مولکولی، ساختار

ها بر ارتباط بین تحلیل شدند. این تحلیل PyMOLافزار و با نرم PDBاز پایگاه  ،CAT و APX ،POD هایی، آنزیمتاکسیدانآنتی

 CBF4 و CBF3 ایهبیان ژن RT-PCR . نتایجها در کاهش اثرات تنش تمرکز داشتندو نقش آن عملکرد بیوشیمیاییساختار مولکولی، 

ها است.. بنابراین، ترکیب ها قابل آشکارسازی نشان نداد، که بیانگر القای گذرا و وابسته به زمان این ژنیک از تیمارها و زمانرا در هیچ

 نقشهای پاسخ به سرما و های بیوشیمیایی و ژنتیکی چارچوبی یکپارچه برای تبیین مکانیزمبا بررسی PyMOL های مولکولیتحلیل

(SNP) Sodium Nitroprusside بین همبستگی .دهدهای انگور ارائه میدر بهبود پایداری ساختاری و فعالیت آنزیمی گیاهچه 

 است، همراه صفات سایر تقویت با معمولاً صفت یک افزایش که داد نشان اکسیدانیآنتی هایآنزیم فعالیت و هامتابولیت ها،رنگیزه

 هماهنگ شبکه این. کنندمی عمل هماهنگ اکسیدانیآنتی هایآنزیم و هاکربوهیدرات با کاروتنوئیدها و هاکلروفیل که ایگونهبه

 حفظ سرما تنش تحت را انگور هایگیاهچه بیوشیمیایی و فیزیولوژیک پایداری که است یکپارچه سازوکار یک وجود دهندهنشان

 .کندمی
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 مقدمه

ترین محصولات باغی یکی از مهم (.Vitis vinifera L) انگور

ویژه های محیطی، بهجهان است که عملکرد آن تحت تأثیر تنش

گیرد و محدودیت اصلی رشد و پایداری این گیاه سرما، قرار می

 Nejatian & Doulati) شوددر مناطق سردسیر محسوب می

Baneh, 2016; Zandkarimi et al., 2015 .)برای مقابله  گیاهان

های فیزیولوژیکی، با چنین شرایط نامطلوبی مکانیسم

 و سرما تنشکنند. بیوشیمیایی و مولکولی متعددی را فعال می

 و رشد که بوده، غیرزیستی هایتنش ترینمهم از سرمازدگی،

 سبب هاتنش این. دهدمی قرار تأثیر تحت را گیاهان عملکرد

 اختلال ایجاد ادامه، در و سلولی هایپروتئین از بسیاری نابودی

 غشاء نفوذپذیری و پایداری در دگرگونی و سلول وسازسوخت در

 پیدا تظاهر سلولی غشاء در اول گام در آن تأثیر که شد، سلولی

 ژن بیان القای سبب ییسرما تنش (.Harding et al., 1999) کرد

 ویژه هایژن شناختن لذا شود،می خاصی هایژن بیان عدم یا و

 ژن بیان تغییرات ارزیابی کمک به حساس و متحمل ارقام در

 برای تنش، بدون حالت به نسبت تنش دارای شرایط در هاآن

 سرمازدگی تنش به گیاهان مقاومت افزایش هایپروژه اجرای

 .باشد مطلوب هایراه از یکی تواندمی

 صفر، زیر دماهای به گیاهان توانائی :سرما به مقاومت تعریف

 کشت ارزیابی برای مهمی شاخص که شدید، ایجادخسارت بدون

 (.Burke et al., 1996) باشد می ارقام و گونه

است که در رشد،  (NO) ها نیتریک اکسیدیکی از این مولکول

 های محیطی نقش مهمی داردفتوسنتز و پاسخ به تنش

.(Freschi, 2023) وپروسایدسدیم نیتر (SNP) عنوان منبع به

ها موجب تقویت رشد ریشه، ، در بسیاری از گونهNO پایدار

 شودهای فعال اکسیژن میباززایی شاخه و کاهش تجمع گونه

(Lei et al., 2007; Xu et al., 2009; Tan et al., 2013) .

سدیم نیتروپروساید  زاییاند که اثر محرکمطالعات نشان داده

(SNP )تاً ناشی از آزادسازیعمد NO کشت بوده و در محیط

های فیزیولوژیک و بیوشیمیایی گیاه را در شرایط تواند پاسخمی

 ,.Duan et al., 2007; Han et al) شده افزایش دهدکنترل

 خشکی تنش شرایط در نیتروپروساید سدیم پاشیمحلول(. 2009

 حفظ هید،آلددیمالون تجمع ها،الکترولیت نشت شدنکم باعث

 افزایش و برگ آب نسبی محتوای حفظ برگ، آب پتانسیل

 ,.Zhang et al) شد هابرگ در اکسیدانتیآنتی هایآنزیم فعالیت

های ها، تنظیم بیان ژنترین مکانیسمجمله مهماز (.2016

عنوان ست که بها C-repeat Binding Factor (CBF)خانواده

ا شناخته شده و با اتصال های کلیدی پاسخ به سرمکنندهتنظیم

های های هدف، بیان ژندر پروموتر ژن CRT/DRE به عناصر

 Shi et al., 2018; Liu) کنندمرتبط با تحمل به سرما را فعال می

et al., 2019 .)دهنده های سیگنالبر عوامل ژنتیکی، مولکولعلاوه

 Zhao) را تنظیم کنند CBF هایتوانند بیان ژنشیمیایی نیز می

et al., 2020 .)ها در پاسخ به در سطح مولکولی، بیان ژن

 (TFs)های محیطی نقش کلیدی دارد. فاکتورهای رونویسیتنش

های استرس را دریافت کرده و ، سیگنال CBF/DREBمانند

کنند، که منجر های هدف مرتبط با پاسخ به سرما را فعال میژن

سازگاری گیاه  به افزایش محتوای پرولین و کلروفیل و بهبود

 . شودمی

(Li et al., 2022; Zandkarimi et al., 2015). در گیاهان 

 مورفولوژیکی، تغییرات سری یک تنش شرایط به دهیجواب

 را گیاه که دهندمی بروز مولکولی و بیوشیمیایی فیزیولوژیکی،

 معرض در گیاه که زمانی کندمی تولیدمثل و بقا به قادر

 با هاژن از هایمجموع گیرد،می ارقر غیرزیستی هایتنش

 پروتئینی نتیجه. شوندمی خاموش یا ءالقا متفاوت عملکردهای

 شامل اول گروه. کرد تقسیم گروه دو به توانمی را هاژن این

 مستقیم طوربه هاپروتئین این. هستند عملکردی هایپروتئین

 هگرو. نمایندمی مراقبت محیطی تنش هایلطمه از را گیاهان

 و سیگنال انتقال که هستند کنندهتنظیم هایپروتئین شامل دوم

 وظایف بررسی. کنندمی کنترل را سرما به گوپاسخ هایژن بیان

 شرایط در گیاه مدیریتی هایمکانیسم بیشتر فهم برای هاژن این

 برای ژنتیکی هایدستکاری به و است لازم غیرزیستی هایتنش

 Agarwal et)کند می کمک سرما تنش به گیاه تحمل افزایش

al., 2006; Shinozaki, 2007; Lata and Prasad, 2011 .)ا ب

بر  SNP ها، اطلاعات کمی درباره تأثیر مولکولیوجود این یافته

بنابراین، . در انگور موجود است CBF های کلیدی مسیرژن

مطالعه حاضر با هدف بررسی اثر سدیم نیتروپروساید بر بیان 

ای انگور شیشههای دروندر گیاهچه CBF4 و CBF3 هایژن

تحت تنش سرمایی طراحی شد تا نقش احتمالی این ترکیب در 

بر این اساس،  .افزایش مقاومت مولکولی به سرما مشخص گردد

تیمار با سدیم نیتروپروساید بتواند با فرض بر آن بود که پیش

های ، پاسخCBF4 و CBF3 هایتنظیم مثبت بیان ژن

اکسیدانی را بهبود بخشیده و تحمل وشیمیایی آنتیبی

 .های انگور به تنش سرما را افزایش دهدگیاهچه
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 هامواد و روش

 اعمال تیمار آزمایش توسط سدیم نیترو پرو ساید

ها، قطعات گیاهی پس از ضدعفونی برای استقرار ریزنمونه

 05های آزمایش با ارتفاع صورت عمودی در لولهسطحی، به

 MS متر حاوی محیط پایهمیلی 24متر و قطر داخلی سانتی

گرم در لیتر میلی 0کشت شامل کشت داده شدند. محیط

عنوان گرم در لیتر ساکاروز به 30، (BAP) آمینوپورینبنزیل

گرم در لیتر آگار برای جامدسازی محیط بود.  8/6منبع کربن و 

دا با فویل آلومینیومی ها ابتها پس از استقرار ریزنمونهدهانه لوله

 0ها در اتاق رشد با دمای و سپس با پارافیلم پوشانده شد. نمونه

 8ساعت روشنایی و  06گراد و دوره نوری درجه سانتی 24 ±

پس از استقرار و تثبیت اولیه . ساعت تاریکی نگهداری شدند

عنوان منبع به (SNP) ها، تیمار سدیم نیتروپروسایدریزنمونه

استفاده های موردک اکسید اعمال شد. غلظتنیتری آزادکننده

میکرومولار بودند که با هدف بررسی دامنه  60و  40، 20شامل 

ها به نیتریک اکسید و بر اساس پاسخ مولکولی گیاهچه

ای انتخاب شیشهدر شرایط کشت درون SNP کاربردهای رایج

با سازی صورت تازه تهیه و پس از استریلبه SNP شدند. محلول

کشت استریل افزوده شد تا از تخریب حرارتی فیلتر، به محیط

ها پس از پایان دوره تیمار، در نمونه. ترکیب جلوگیری شود

و انجام  RNA شده برداشت و برای استخراجهای تعیینزمان

های مولکولی مورداستفاده قرار گرفتند. شرایط کشت و آزمایش

ای و با الهام شیشهدرون نحوه اعمال تیمار مطابق با اصول کشت

 Jirani et). شده در مطالعات مشابه انجام شدهای گزارشاز روش

al., 2014) 
 

 اعمال تیمار سرمادهی

 هفته( 0گراد، درجه سانتی 24محیط شاهد )

ها سالم بودند و هیچ تغییر ظاهری در برگ و ساقه اهچهگی

یزیولوژیکی های مولکولی و فها برای آزمایشمشاهده نشد. نمونه

 .برداشت شدند
 

 هفته 2 سرما تیمار

 خشکیدگی از جدی نشانه هیچ و ماندند باقی سالم هاگیاهچه

 فیزیولوژیکی و مولکولی آزمایش برای بردارینمونه .نشد مشاهده

 .شدند آوریجمع هاساقه و برگ و شد انجام

 

 

 هفته 4 سرما تیمار

 و بود دیده یبآس هاساقه از بخشی مدت،طولانی سرمای اثر در

داشتند  مولکولی بردارینمونه برای برگ تنها هانمونه برخی

(Amooaghaie & Khodadadi, 2023.) 

 

مبتنی بر کلرید  CTAB ها به روشنمونه RNA استخراج

 لیتیم

گرم بافت برگی با استفاده از میلی 000کل از  RNA استخراج

ها در ونهمبتنی بر کلرید لیتیم انجام شد. نم CTAB پروتکل

 لیتر بافر استخراجمیلی 0سازی شده و با نیتروژن مایع همگن

CTAB  شاملCTAB 2 مولارمیلی 000، درصد Tris-HCl (pH 

درصد  2و  NaCl مولار EDTA، 4/0 مولارمیلی 20، (8.0

 درجه 65 در انکوباسیون از پس. شدند مخلوط مرکاپتواتانول

-ج با محلول کلروفرمدقیقه، استخرا 05گراد به مدت سانتی

با افزودن کلرید  RNA سپس. شد انجام( 24:0) الکل ایزوآمیل

 درصد 00با اتانول  RNA مولار رسوب داده شد. رسوب 8لیتیم 

حل گردید.  RNase بدون آب میکرولیتر 50 در و شستشو

و  260/280های جذب از طریق نسبت RNA خلوص و غلظت

و یکپارچگی آن با الکتروفورز گیری با نانودراپ اندازه 260/230

 (.Jafari et al., 2016) شد بررسی درصد 5/0ژل آگاروز 

 

 شرکت سیناکلون DNase I ها با آنزیمنمونه RNA تیمار

 RNAهایژنومی، نمونه DNA منظور حذف هرگونه آلودگیبه

)سیناکلون، ایران( تیمار شدند.  DNase I شده با آنزیماستخراج

میکرولیتر  50در حجم نهایی  RNA یکروگرمم 5در هر واکنش، 

 مولارمیلی 00در حضور بافر واکنش شامل  DNase I واحد 5با 

HCl (pH 8.0)-Tris ،5/2 2 مولارمیلیMgCl  مولارمیلی 5/0و 

 2CaCl گراد انکوبه شد. درجه سانتی 30دقیقه در  30به مدت

مولار لیمی EDTA 50 میکرولیتر 5غیرفعالسازی آنزیم با افزودن 

دقیقه انجام  00گراد به مدت درجه سانتی 65دهی در و حرارت

 ژنومی، یک واکنش کنترل DNA گرفت. جهت تأیید حذف کامل

No-RT با آغازگرهای EF1α  انجام شد و عدم مشاهده باند

 کرد تأیید را نمونه پاکی درصد 5/0تکثیری در ژل آگاروز 

(Moslem Khani & Mozaffari, 2014). 
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 با کیت شرکت سیناکلون cDNA نتزس

شرکت  cDNA بر اساس دستورالعمل کیت cDNA سنتز

 RNA سیناکلون انجام شد. در هر واکنش، یک میکروگرم

 4میکرومولار(،  50)  (dT)میکرولیتر پرایمر الیگو 0همراه به

 dNTP (00 میکرولیتر X5 ،2میکرولیتر بافر واکنش 

 200) بردار معکوسرونوشتمیکرولیتر آنزیم  0مولار(، میلی

U/µL ) میکرولیتر استفاده شد.  20و آب فاقد نوکلئاز تا حجم

 60گراد، درجه سانتی 25دقیقه در  00برنامه دمایی شامل 

درجه  85دقیقه در  5گراد و درجه سانتی 40دقیقه در 

و  EF1αاولیه با ژن PCR با cDNA گراد بود. صحت سنتزسانتی

ها تا زمان استفاده در  cDNA.تظار تأیید شدمشاهده باند مورد ان

 Ghanad Sabzevari).شدند  گراد ذخیرهدرجه سانتی -20دمای 

& Hoseini, 2014) 
 

 ژنومی DNA سازی دمای اتصال پرایمرها بابررسی و بهینه

 PCR منظور تعیین دمای بهینه اتصال پرایمرها، واکنشبه

 هایی اختصاصی ژنو پرایمرها cDNA گرادیانت با استفاده از

CBF3 ،CBF4 و EF1α های انجام شد. پرایمرها بر اساس توالی

شده طراحی و توسط شرکت سیناکلون سنتز شدند. گزارش

 Master میکرولیتر 5/02میکرولیتر شامل  25واکنش در حجم 

Mix 2X نانوگرم 50میکرومولار،  4/0، پرایمرها با غلظت نهایی 

cDNA رفت. گرادیانت دمای اتصال در و آب دیونیزه انجام گ

 PCR محصولات. شد تنظیم گرادسانتی درجه 65-55محدوده 

 اساس بر بهینه دمای و الکتروفورز درصد 2روی ژل آگاروز 

 ,.Khademian et al).شد  تعیین باند اختصاصیت و وضوح

2015) 

 

RT-PCR با پرایمرهایها نمونه EF1α (reference 

gene)،CBF3 وCBF4 

 Real-Time از روش CBF4 و CBF3 هایارزیابی بیان ژنبرای 

PCR مبتنی بر SYBR Green استفاده شد. ژن EF1α عنوان به

ها در ها انتخاب شد. واکنشسازی دادهژن مرجع برای نرمال

 دو Master Mix میکرولیتر 5/02میکرولیتر شامل  25حجم 

و آب  cDNA میکرولیتر 0میکرومولار از هر پرایمر، 4/0برابر، 

 4فاقد نوکلئاز انجام شد. برنامه حرارتی شامل دناتوراسیون اولیه )

 00چرخه شامل  40گراد(، سپس درجه سانتی 55دقیقه در 

ثانیه اتصال در دمای بهینه  05درجه،  55ثانیه دناتوراسیون در 

گراد بود. پس از درجه سانتی 02ثانیه گسترش در  20هر ژن، و 

 گرادسانتی درجه 55-65نی ذوب در بازه ها، منحپایان چرخه

تحلیل  و انجام فنی تکرار سه در هاواکنش تمامی. شد ثبت

 (Ebadi et al., 2015). صورت گرفت ΔΔCt ها با روشداده

 

 بازیابی ساختارهای مولکولی

عدی نه بیومولکول کلیدی از پایگاه داده ب ساختارهای سه

بازیابی شدند. این  RCSB Protein Data Bank (PDB) پروتئینی

، (7ztq) ، کاروتنوئیدها(1c51) ها شامل کلروفیلمولکول

، (6lix) ، پروتئین کل(101m) ، پرولین(5tqz) هاکربوهیدرات

های آسکوربات و آنزیم (7z60)اکسیدانی ترکیبات آنتی

  و کاتالاز( 7oo5) (POD) ، پراکسیداز(1oaf) (APX) پراکسیداز

(CAT)(6j42 (PDB id)) بودند. 
 

سازی تحلیل صفات فیزیولوژیک با استفاده از بصری

 مولکولی

منظور درک مبنای مولکولی فرآیندهای فیزیولوژیک کلیدی، به

ی مرکزی فتوسنتز از عنوان رنگیزهعدی کلروفیل بهب ساختار سه

، آرایش حلقه PyMOL افزاراستخراج شد. در نرم PDB پایگاه

رکزی منیزیم بررسی شد. این تحلیل پورفیرین و موقعیت اتم م

ی تأثیر تغییرات در ساختاری چارچوب بصری برای تفسیر نحوه

سطح اتمی بر جذب نور، انتقال انرژی و کارایی فتوسنتزی فراهم 

 .Wiwczar et al., 2017)) کندمی

 

سازی تحلیل صفات بیوشیمیایی با استفاده از بصری

 مولکولی

وشیمیایی با ساختار مولکولی، دهی عملکرد بیبرای ارتباط

های بنیادی موردبررسی قرار گرفت. عدی متابولیتب ساختار سه

های حلقه استخراج و ویژگی PDB ساختار پرولین از پایگاه

پیرولیدین و آرایش گروه کربوکسیل آن بررسی شد که نقش این 

عنوان یک اسمواسمولیت و محافظ سلولی توجیه ترکیب را به

اکسیدانی شاخص چنین، ساختار یک ترکیب آنتیکند. هممی

)مانند گلوتاتیون یا یک اسید فنولیک( برای بررسی آرایش 

سازی شد. های آزاد بصریهای عاملی مؤثر در مهار رادیکالگروه

بر این، ساختار کاروتنوئیدها بررسی شد تا سیستم علاوه

نوری  ها که برای جذب نور و حفاظتپیوندهای دوگانه مزدوج آن

ها ارتباط بین هندسه سازیضروری است، تبیین شود. این بصری

اتمی و نقش بیوشیمیایی ترکیبات در کاهش اثرات تنش را نشان 

 (.Harris et al., 2016د )دهمی



2402/ پاییز و زمستان 04-92ات صفح/ دوم/ شمارة دومفنآوری زیستی در کشاورزی/ جلد بیست و   

34 

 سازی مولکولیتحلیل صفات آنزیمی با استفاده از بصری

 هایسازی آنزیمها از طریق بصریمبنای ساختاری فعالیت آنزیم

عدی ب اکسیدانی کلیدی بررسی شد. ساختارهای سهآنتی

و آسکوربات  (POD) ، پراکسیداز(CAT) های کاتالازآنزیم

 افزاراستخراج و در نرم PDB از پایگاه (APX) پراکسیداز

PyMOL های بارگذاری شدند. تمرکز اصلی بر شناسایی جایگاه

شامل و عناصر ساختار ثانویه  (heme) های همفعال، گروه

های آلفا و صفحات بتا بود. این بررسی به درک فضایی مارپیچ

ها در تسهیل عدی این آنزیمب ی عملکرد معماری سهنحوه

های فعال اکسیژن کمک زدایی گونههای کاتالیزوری و سمواکنش

  (.Chertkova et al., 2024) کندمی

 

 PyMOL افزارسازی ساختاری در نرمپروتکل بصری

سازی و تحلیل ساختاری با استفاده از راحل بصریتمامی م

 (x. 2.5نسخه) PyMOL Molecular Graphics System افزارنرم

افزار در نرم (cif.) با فرمت های ساختاریانجام شد. فایل

زمینه سازی شامل تنظیم پسبارگذاری شدند و مراحل بصری

 های مختلف نمایشکارگیری حالتبرای افزایش وضوح، به

برای  ( CartoonوSpheres ،Sticks ، Ribbon نظیر) مولکولی

ها، گذاری اتمهای ساختاری، برچسبسازی ویژگیبرجسته

ها برای شناسایی اجزای کلیدی و استفاده ها یا زنجیرهماندهباقی

آمیزی بر اساس نوع عنصر، زنجیره یا ساختار از الگوهای رنگ

 ,.Wiwczar et al) اری بودثانویه جهت تفکیک بهتر عناصر ساخت

2017; Ji et al., 2023; Roskoski et al., 2024; Zhang & Zhu, 

2024.) 

 

 های آماریتجزیه و تحلیل داده

هر نمونه در سه تکرار فنی و حداقل سه تکرار زیستی مورد 

و بدون  (NTC) های بدون الگوآزمایش قرار گرفت. کنترل

ری واکنش لحاظ شدند ر هر سد (No-RT)بردار معکوسنسخه

ژنومی اطمینان حاصل  DNA تا از عدم آلودگی و حذف کامل

 ΔΔCt (Livak & Schemittgen های حاصل با روششود. داده

افزار دستگاه تحلیل شدند و نتایج نهایی پس از و نرم( 2001

 تمام .مورد تفسیر قرار گرفتند EF1α سازی نسبت به ژننرمال

 PyMOL از استفاده با ساختاری هایتحلیل و هاتصویربرداری

Molecular Graphics System (2.5 نسخه .x )شد انجام .

 شامل نمایش تنظیمات و بارگذاری( cif.) ساختار هایفایل

 برای Cartoon و Spheres، Sticks، Ribbon هایحالت

 بر آمیزیرنگ. شد اعمال ساختاری هایویژگی سازیبرجسته

 اجزای تا شد انجام ثانویه ساختار یا هزنجیر اتم، نوع اساس

 داد نشان SPSS با آماری هایداده تحلیل .شوند مشخص کلیدی

 ایشبکه صورتبه آنزیمی و بیوشیمیایی فیزیولوژیک، صفات که

 b و a کلروفیل افزایش. کنندمی عمل یکدیگر با هماهنگ

 گربیان که شد، مشاهده هاکربوهیدرات و کاروتنوئیدها با همزمان

 فعالیت. است انرژی تجمع و فتوسنتزی عملکرد بین هماهنگی

 هارنگیزه با نیز( CAT و APX، POD) اکسیدانیآنتی هایآنزیم

 دفاع پاسخ دهدمی نشان که بود، همبسته هامتابولیت و

 سازوکار یک صورت به سرما به هاگیاهچه اکسیدانیآنتی

 یک در تغییر ،دیگر عبارت به. کندمی عمل مکمل و یکپارچه

 که است، همراه صفات سایر در همسو تغییرات با معمولاً صفت

 پاسخ در را ایشبکه هماهنگ و مثبت همبستگی الگو این

 .دهدمی نشان سرما تنش به هاگیاهچه
 

 نتایج و بحث

 CBF4 و CBF3 هایبیان ژن

RNA ها پس از تیمار بااستخراج شده از نمونه DNase I  برای

، آماده Sinaclon با کیت cDNA نومی و سنتز بهژ DNA حذف

روی  EF1α و پرایمر PCR ژنومی با DNA شد. بررسی حذف

 (. پرایمرهای0 های تیمار شده و شاهد تأیید شد )شکلنمونه

EF1α،CBF3  و CBF4 روی DNA  ژنومی انگور بررسی شدند و

ی تکثیر خوببهنشان دادند که در دماهای اتصال مختلف 

برای مراحل بعدی انتخاب گراد درجه سانتی 60دمای  شوند؛می

 با پرایمرهای cDNA ،PCR در بررسی اولیه .(2 شد )شکل

EF1α و CBF3 نشان داد که EF1α در cDNA و DNA  ژنومی

(. 3 نبود )شکل صیتشخقابل cDNA در CBF3 تکثیر شد، اما

 ترکیبی از چهار نمونه نیز بیان ژنی cDNA های بعدی باآزمایش

CBF3 و CBF4 (، حتی با تغییر 6، 5، 4 هایرا نشان نداد )شکل

عدم مشاهده بیان  cDNA دمای اتصال و افزایش غلظت

های دوم و چهارم پس از در هفته CBF4 و CBF3 صیتشخقابل

که  ها استدهنده گذرا بودن القای این ژنسرمادهی، نشان

سرما به اوج  معمولاً در ساعات تا چند روز ابتدایی پس از شروع

گردند. همچنین سطح پایه رسند و سپس به سطح پایه بازمیمی

 CBF3 ویژهها در شرایط بدون تنش بسیار پایین است، بهاین ژن

های ترین سطح بیان را نسبت به دیگر ژندر انگور که پایین

مطالعات پیشین نیز این نتایج را تأیید  .دارد CBF خانواده

 2-0در  CBF3 نشان دادند که Feng et al.,  (2011)کنند می
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یابد. رسد و سپس کاهش میروز ابتدایی پس از سرما به اوج می

Karimi et al., (2015) گزارش کردند که در دو رقم Vitis 

vinifera  و گونه وحشیV. ripariaهای، ژن CBF1–CBF4  پس

یابند، با کمترین و سپس کاهش می افتهیشیافزااز شروع سرما 

های مختلف همچنین الگوی بیان در بافت CBF3 لقا برایا

در  CBF4 بیان کردند که Dong et al., (2013)متفاوت است؛ 

ی نداشت توجهقابلتحت سرما افزایش   V. amurensisهای برگ

و محدود  CBF1/2 تفاوت القای سریع Xiao et al., (2006)و 

ه و ساقه فعال را گزارش کردند که عمدتاً در ریش CBF3/4 بودن

گونه نیز قرار دارد. در  ریتأثتحتها الگوی زمانی بیان ژن .بودند

پایدارتر بود،  CBF4 ، القایV. amurensis گونه وحشی

 V. vinifera ‘Pinot های حساس مثلتیپدر اکو کهیدرحال

Noir’ پاسخ یا القای CBF4  صیتشخرقابلیغبسیار ضعیف یا 

ممکن  CBF4 د که بسته به گونه،دهبود. این مثال نشان می

 . دیگران نیز گزارش کردند کهدخوبی به سرما پاسخ ندهاست به

CBF3 های اهلیدر رقم V. vinifera  تقریباً غیرقابل تشخیص

دار داشت های وحشی افزایش معنیتنها در گونه CBF4 بود و

(Zandkarimi et ; Shi et al., 2022 al., 2015)القای .CBF ها در

های کمکی مانند سالیسیلیک انگور ممکن است نیازمند سیگنال

ها محدود اسید باشد، بنابراین در شرایط معمول سرما، القای ژن

 CBF4و  CBF3های (. در کل، بیان ژنRen et al., 2023) است

رقم  ی و گونه/بررس موردبرداری، بافت در انگور به زمان نمونه

در این مطالعه احتمالاً نتیجه وابسته است. عدم مشاهده بیان 

ترکیبی از این عوامل است و اهمیت گذرا و شرایطی بودن 

 نتایج کلی، طور دهد. بهبه سرما را نشان می CBFهای پاسخ

 هایگیاهچه در CBF4 و CBF3 هایژن بیان که دهندمی نشان

 و است گذرا و محدود بسیار SNP با تیمار شرایط تحت انگور

 زمان اهمیت یافته این. ماندمی باقی پایین هاآن پایه سطح

 برجسته سرما به پاسخ در را رقم/گونه و بافت نوع برداری،نمونه

 آنزیمی و بیوشیمیایی هایمکانیسم که کندمی تأکید و کندمی

. کنند عمل CBF القای از مستقل است ممکن شده گیریاندازه

 یافته یک خود ها،ژن این تشخیص قابل القای عدم بنابراین،

 تفسیر برای مناسبی چارچوب و شودمی محسوب مطالعه کلیدی

 فراهم بیوشیمیایی و مولکولی هایپاسخ تنظیم در SNP نقش

 .آوردمی
 

 
 شده استخراج یهاRNAروی  DNase Iبررسی تیمار  :0شکل 

 چند نمونه
Fig. 1: Investigation of DNase I Treatment on Extracted 

RNAs from Several Samples 
 

 
 DNAروی  CBF4و  EF1α ،CBF3بررسی پرایمرهای  :2شکل 

 ژنومی انگور
Fig. 2: Investigation of EF1α, CBF3, and CBF4 Primers 

on Grape Genomic DNA 
 

 
 چند نمونه با دو پرایمر cDNAبررسی اولیه سنتز  :3شکل 

Fig. 3: Initial Assessment of cDNA Synthesis in Several 

Samples with Two Primers 
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 ژنومی انگور DNAها و ترکیبی نمونه cDNAبررسی پرایمرهای مورد مطالعه روی  :4شکل 

Fig. 4: Investigation of the Studied Primers on the combined cDNA of samples and grape genomic DNA 

 

 ژنومی انگور DNAها و ترکیبی نمونه cDNAر یک گرادیان دمایی روی بررسی پرایمرهای مورد مطالعه د :5شکل 
Fig. 5: Investigation of the Studied Primers in a Temperature Gradient on the combined cDNA of samples and grape 

genomic DNA 
 

 
 CBF4و  CBF3های بررسی بیان ژن :6شکل 

Fig. 6: Investigation of CBF3 and CBF4 gene expression 

 

 در پایمول مقایسه و تحلیل یکپارچه بین صفات

مشاهده  0که در جدول  در مقایسه بین صفات بیوشیمیایی

فرد خود را دارد هر مولکول ویژگی ساختاری منحصربهشود، می

ها در مدیریت انرژی، کاهش فشار اکسیداتیو که توانایی گیاهچه

کند. صفات آنزیمی با قویت میو پاسخ به تنش سرما را ت

منظم و مراکز فعال بهینه، عملکرد دفاعی  β ها و صفحاتمارپیچ

کنند. کلروفیل سازی پراکسیدها را تقویت میسلول و خنثی

 یندهایای، جذب نور و آغاز فراعنوان صفت فیزیولوژیک پایهبه

آورد و با صفات بیوشیمیایی و آنزیمی فتوسنتزی را فراهم می

های دهد که پاسخ گیاهچهنتیجه نهایی نشان می .هنگی داردهما

انگور به تیمار سدیم نیتروپروساید و تنش سرما، حاصل 

هماهنگی بین ساختارهای فضایی مولکولی، عملکرد بیوشیمیایی 

ها و فعالیت آنزیمی است. تحلیل ساختار سوم و چهارم پروتئین

رد و اهمیت آوای برای درک این هماهنگی فراهم میپایه

های در تبیین مکانیزم PyMOL سازیبیوانفورماتیک و شبیه

.Nejatian et al, د )سازها را برجسته میمولکولی پاسخ گیاهچه

2025). 
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 PyMOL افزارهای فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی با استفاده از نرمهای مرتبط با پاسخبررسی ساختار مولکولی ترکیبات و آنزیم :0جدول 

Table 1: Analysis of the molecular structure of compounds and enzymes associated with physiological and biochemical 

responses using PyMOL software 

 هاارتباط با پاسخ گیاهچه عملکرد مولکولی و بیوشیمیایی (PyMOL)  های ساختاریویژگی نوع صفت صفت شماره

 یولوژیکفیز کلروفیل 0
هسته پورفیرینی، اتم منیزیم 

 هامرکزی، آرایش متقارن حلقه

تثبیت عملکرد فتوسنتزی و جذب 

 نور

با  SNP تغییرات محتوای کلروفیل تحت

 ساختار فضایی هماهنگ است

 بیوشیمیایی کاروتنوئید 2
های بلند هیدروکربنی، زنجیره

 پیوندهای دوگانه مزدوج

یش جذب و انتقال انرژی نور، افزا

 ثبات مولکولی

اکسیدانی تقویت عملکرد دفاع آنتی

 هاگیاهچه

 بیوشیمیایی کربوهیدرات 3
های بلند، آرایش هندسی زنجیره

 های عاملیگروه
 انتقال انرژی، تعاملات بیوشیمیایی

تأمین انرژی و تعادل سلولی تحت تنش 

 سرما

 بیوشیمیایی پرولین 4
های جانبی خاص، آرایش زنجیره

 های عاملیوهفضایی گر

تعدیل فشار اکسیداتیو و جذب 

 انرژی

ها به نقش کلیدی در پاسخ گیاهچه

 استرس سرما

 بیوشیمیایی پروتئین 5
پیوندهای هیدروژنی متعدد، آرایش 

 های آلفامارپیچ

تثبیت مولکولی و عملکرد 

 بیوشیمیایی

با  SNP تغییر عملکرد تحت تیمار

 فضایی هماهنگ است ساختار

 بیوشیمیایی یدانتاکسآنتی 6
های بلند هیدروکربنی، زنجیره

 پیوندهای مزدوج

های آزاد، افزایش کاهش رادیکال

 فعالیت دفاعی

محافظت غشاها و سیستم فتوسنتزی در 

 شرایط سرما

 آنزیمی اسکو ربات پراکسیداز 0
، βهای آلفا، صفحاتمارپیچ

 پیوندهای هیدروژنی

سازی پراکسیدها، حفاظت نثیخ

 سلولی

اکسیدانی در زایش کارایی دفاع آنتیاف

 شرایط سرما

 آنزیمی پراکسیداز 8
منظم،  β های آلفا و صفحاتمارپیچ

 شبکه پیوندهای هیدروژنی

های آزاد، سازی رادیکالخنثی

 حفاظت سلولی

های تقویت فعالیت آنزیم در کاهش آسیب

 اکسیداتیو

 آنزیمی کاتالاز 5
، مرکز βهای آلفا و صفحاتمارپیچ

 فعال بهینه

جزیه هیدروژن پراکسید، محافظت ت

 سلولی

های آزاد و حفظ کاهش آسیب رادیکال

 یکپارچگی متابولیک

 

 همبستگی بین صفات فیزیولوژیکی، بیوشیمیائی و آنزیمی

 بررسیمورد صفات بین روابط که داد نشان هاهمبستگی تحلیل

. رددا قرار زیستی هایسیستم عملکرد و صفت نوع تأثیر تحت

 با نزدیکی هماهنگی تنش، به پاسخ در b کلروفیل و a کلروفیل

 و کاروتنوئیدها جملهاز هامتابولیت و هارنگیزه سایر با و یکدیگر

 با معمولاً یکی افزایش کهطوریبه دادند، نشان هاکربوهیدرات

 و افزاهم عملکرد دهندهنشان الگو این. بود همراه دیگری تقویت

 مشابه و است فتوسنتزی دستگاه در هارنگیزه زمانهم تنظیم

 در را a کلروفیل نقش شده، گزارش قبلی مطالعات در آنچه

 .(Ataei et al. 2021) کندمی تأیید تنش به گیاه سازگاری

 اکسیدانیآنتی هایشاخص و کاروتنوئیدها با نیز b کلروفیل

 هارنگیزه این عملکرد یکپارچگی بیانگر که داشت، نزدیکی ارتباط

گیاه  اکسیدانیآنتی ظرفیت تقویت و هافتوسیستم از حفاظت در

 (.(Froghi & Galeshi, 2022 است

 هماهنگی نیز هاکربوهیدرات و کاروتنوئیدها ترتیب، همین به

 کارایی بین ارتباط از حکایت که دادند، نشان یکدیگر با مثبتی

 .دارد تنش به پاسخ در کربن متابولیسم و فتوسنتزی

 پراکسیداز و پراکسیداز آسکوربات هایفعالیت آنزیمی، بخش در

 دادند، نشان خود از مکملی و مثبت همبستگی الگوی نیز

 همراه دیگری تقویت با معمولاً یکی فعالیت افزایش که ایگونهبه

 تنش به اکسیدانیآنتی سیستم هماهنگ پاسخ دهندهنشان و بود

 بیانگر شده، گزارش قبلی لعاتمطا در آنچه مشابه الگو این. است

 استرس تحمل در اکسیدانیآنتی هایآنزیم یکپارچه عملکرد

 هایهمبستگی مجموع، . در(Wang et al., 2024) است

 میان هماهنگ تنظیمی شبکه یک از حاکی شدهمشاهده

 اکسیدانیآنتی هایآنزیم و هامتابولیت فتوسنتزی، هایرنگیزه

 شرایط تحت گیاه فیزیولوژیک ریپایدا در کلیدی نقش که است

 . کندمی ایفا تنش
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 انگور هایضرایب همبستگی بین صفات فیزیولوژیکی، بیوشیمیایی و آنزیمی گیاهچه :2جدول 
Table 2: Correlation coefficients among physiological, biochemical, and enzymatic traits of grape seedlings 

همبستگی بین 

 صفات
 پروتئین پرولین کربوهیدرات کاروتنوئید b کلروفیل a لروفیلک

آنتی 

 اکسیدانت

اسکوربات 

 پراکسیداز
 کاتالاز پراکسیداز

                   a 1 کلروفیل

                 b 0.968** 1 کلروفیل

               1 **0.933 **0.987 کاروتنوئید

             1 **0.817 **0.830 **0.826 کربوهیدرات

           1 0.009 0.049 0.047 0.026- پرولین
         1 0.193 0.192 0.187 0.057 *0.442 پروتئین

       1 0.01 0.021 0.009 0.032- **923. 0.28 اکسیدانتآنتی

اسکوربات 

 پراکسیداز
0.755** 0.248 0.522** 0.024 0.06 0.081 0.13 1     

   1 0.128 0.08 0.038 0.022- 0.207 0.228 0.3 *0.415 پراکسیداز
 1 0.167- 0.167- 0.18- 0.101- 0.186 0.248- 0.34 0.034 0.05 کاتالاز

 

 کلی گیرینتیجه

 های این پژوهش نشان داد که تیمار سدیم نیتروپروسایدیافته

(SNP) توجهی بر اثرات قابل یکرومولارم 60تا  20های در غلظت

های انگور یی و آنزیمی گیاهچهصفات فیزیولوژیکی، بیوشیمیا

هایی مانند محتوای کلروفیل، پرولین، پروتئین و داشت؛ شاخص

طور به (APX, POD, CAT) اکسیدانیهای آنتیفعالیت آنزیم

ها در مقابله با تنش داری افزایش یافت و توانایی گیاهچهمعنی

 هاینشان داد که بیان ژن RT-PCR سرمایی ارتقا یافت. بررسی

CBF3 و CBF4 های دوم و برداری هفتههای نمونهدر زمان

چهارم بسیار پایین و تقریباً غیرقابل تشخیص بود، که 

هاست. ارزیابی دهنده پاسخ گذرا و وابسته به زمان این ژننشان

نیز مشخص کرد که  PyMOL افزارساختاری با استفاده از نرم

بعدی رایش سههای کلیدی فتوسنتزی و آنزیمی دارای آمولکول

های پورفیرینی، پیوندهای مزدوج و پایدار، شامل حلقه

شده هستند، که با محافظت β ساختارهای مارپیچی و صفحات

ها نشان ها مرتبط است. این یافتهپایداری و کارایی عملکردی آن

تقویت مسیرهای عمدتاً از طریق  SNP دهد که اثر تیمارمی

اعمال  های ساختاری مولکولبیوشیمیایی و آنزیمی و پایدار

بنابراین  CBF. های خانوادهشود و نه القای مستقیم ژنمی

 الایسیتور مولکولی غیرمستقیمعنوان یک تواند بهمی SNP کاربرد
ثر باشد و ؤهای انگور به سرما مدر افزایش مقاومت گیاهچه

تر تنش برای مطالعات های اولیههای ژنی در زمانبررسی پاسخ

ها نشان داد که تجزیه و تحلیل همبستگی .شودتوصیه می آینده

صورت یک ها و فعالیت آنزیمی بهها، کربوهیدراتصفات رنگیزه

کنند؛ افزایش یک صفت معمولاً با شبکه هماهنگ عمل می

تقویت سایر صفات همراه است و این هماهنگی مکمل بیانگر 

به تنش وجود یک پاسخ یکپارچه فیزیولوژیک و بیوشیمیایی 

 .سرما است
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