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  تلخ و شيرين) Prunus dulcis( مطالعه بيوسنتز تركيبات سيانوژنيك در بادام

  

   ٭٭٭٭و تريشيا فرانكس  ٭٭٭٭، ميشل ويرتنسون ٭٭٭، علي عبادي ٭٭، كاظم ارزاني ٭عباس يداللهي 

 
  

  چكيده

  
ماده تك قندي پرونازين  نظير(تركيبات سيانوژنيك گليكوزيدي  منجر به توليد Prunusسيانوژنز در جنس 

 و گونه بادام، Prunusجنس انيسم توارث تلخي در با وجود شناخته شدن مك. شودمي )و دو قندي آميگدالين

  هاي ميوه ازنمونه لذا .هاي مختلف آن مشخص نيستچرخه بيوسنتز تركيبات سيانوژنيك در ژنوتيپ

هاي محلول با پروتئين. هاي محلول آنها استخراج شدآوري و پروتئينهاي تلخ و شيرين بادام جمعژنوتيپ

روش ايميونولوژيك  براي آن، با كلونال تهيه شدهزيل ترانسفراز و آنتي بادي پلياستفاده از مندلونيتريل گلوكو

محصولات حاصل از اين پروتئين مطالعه ) HPLC( زيادوسترن و با استفاده از كروماتوگرافي مايع با كارآيي 

ليه نمو بذر شروع نتايج نشان داد كه اين آنزيم در همه ژنوتيپ تلخ و شيرين وجود داشته و در مراحل او. شدند

هاي شيرين در ژنوتيپ. ها تا اواسط مراحل نمو قابل رديابي استژنوتيپ كليهكند و بيان آن در به بيان شدن مي

هفته بعد از گلدهي متوقف شده  25- 26هاي محلول بذر، سنتز اين پروتئين در با وجود افزايش غلظت پروتئين

 HPLCها با نتايج تجزيه متابوليت. دهندادامه مي) پروتئين(آنزيم  هاي تلخ همچنان به سنتز اينژنوتيپ فقطو 

 نشان داد كه همزمان با افزايش بيان اين پروتئين از مقدار پرونازين كاسته شده و آميگدالين در بذرها تجمع

ستند كه نهايتاً از بيان پروتئين تا پايان نمو بذر ه زيادهاي تلخ قادر به حفظ سطح ژنوتيپ فقطبنابراين . يابدمي

  . شودباعث تبديل پرونازين به آميگدالين در بذر و ايجاد مزه تلخي مي
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  مقدمه

هاي ثانويه سيانوژنز به معناي توليد متابوليت

به تركيبات سيانوژنيك داري است كه  ازت

تركيبات گليكوزيد سيانوژنيك در ). 13(مشهورند 

هاي رويشي هاي مختلف گياهان مانند بافتبافت

يا بذر وجود دارند و گياهان بسياري قادر به سنتز 

گونه گياهي از  2500حداقل . اين تركيبات هستند

و  3 ، ليناسه2 ، گرامينه1 هاي رزاسهخانواده

به سنتز يكي از تركيبات كمپوزيته قادر 

 يانيدس ).13و  10، 1(سيانوژنيك هستند 

از تركيبات سيانوژنيك  هيدروژن در گياهان اساساً

اغلب تركيبات سيانوژنيك داراي . شودآزاد مي

مانند ) مونوگلكيوزيد(تركيبات قندي ساده 

هستند ولي  5 ، پرونازين و دورين4 لينامارين

و  6 دالين، ويسيانينبرخي از آنها نيز مانند آميگ

حدود . دو قندي يا چند قندي هستند 7 گزراننين

نوع تركيب سيانوژنيك در گياهان شناخته  75

دو تركيب سيانوژنيك گليكوزيدي  ).1(شده است 

  يافت Prunus هاي مختلف جنسدر بافت

هاي وزيد پرونازين در بافتكمونوگلي. اندشده

 ولي. شودرويشي اغلب گياهان يافت مي

                                                

1- Rosaceae 

2 - Greaminae 

3 - Linaceae  

4 - Linamarin 

5 - Dhurrin 

6 - Vicianin 

7 - Xeranthin 

فقط محدود كه كوزيدي است يگلآميگدالين دي

جود آن در بذرها وبه خانواده رزاسه است و 

تنها تركيبات سيانوژنيك ). 11(گزارش شده است 

شناخته شده در بادام آميگدالين و پرونازين هستند 

 .)14و  13، 2(

آميگدالين موجود در بذرها يك تركيب 

از  هاگليكوزيدي است كه در برخي ژنوتيپدي

مونوگليكوزيد پرونازين توسط عمل آنزيم 

درك رابطه . شودگليكوزيل ترانسفراز ساخته مي

بين اين دو ممكن است به اصلاح يك گونه با 

از تركيبات سيانوژنيك  زيادپتانسيل توليد مقادير 

در ريشه منجر شود زيرا گزارش شده است كه 

وجود پرونازين در ريشه ها مانع حمله نماتدها 

 ). 5و  3(شود ريشه گياه ميبه 

هاي رويشي ممكن توليد پرونازين در بافت

كه تبديل آن باشد درحالي يكماست يك صفت 

به آميگدالين در بذرها توسط يك تك ژن كنترل 

 دهاي داراي مغز تلخ بايبنابراين ژنوتيپ. شودمي

باشند  داشته مقادير زيادي پرونازين در ريشه

شيرين ممكن است كه  هايكه ژنوتيپدرحالي

شيريني و  .)3(داراي پرونازين يا فاقد آن باشند 

  تلخي در بادام توسط يك ژن دوآللي كنترل

با اين ). 7(شود و شيريني بر تلخي غالب است مي

هايي وجود دارند كه درجات وجود همواره بادام

دهند كه به نام  نيمه مختلفي از تلخي را نشان مي

  نتايج تحقيقات. هستند شهورم 8 تلخ يا كمي تلخ

  

                                                
8 - Semi Bitter 
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هاي اهلي كاشته شده دهد كه بادامنشان مي

هتروزيگوت هستند و اغلب  زيادتجاري، به ميزان 

هاي اصلاحي از والدين انتخاب شده در تلاقي

). 14 و 3(باشند نظر ژن تلخي هتروزيگوت مي

) S(در بادام، ژنوتيپ شيرين داراي يك آلل غالب 

يپ تلخ داراي دو آلل كه ژنوتحالياست در

بنابراين احتمال دارد كه . باشدمي )ss( مغلوب

باتوجه به تغيير نسبي سيستم ) Ss( هايژنوتيپ

درجات مختلفي از مزه تلخي را بيان كنند كه  هغلب

هاي با مزه توان انتظار ژنوتيپدر اين صورت مي

  .نيمه تلخ يا كمي تلخ را داشت

نه گرده تأثيري افشاني با منابع مختلف داگرده

بر مزه ميوه ندارد و طعم ميوه فقط به ژنوتيپ والد 

كننده نر تأمينبنابراين والد . مادري وابسته است

ميوه درخت يا گرده به همراه والد مادري ژنوتيپ 

كشت شده كنند و ژنوتيپ بذر را تعيين ميآن بذر 

 كليه. آن مؤثر نيستميوه در طعم براي توليد نهال 

فقط درخت شيرين يا تلخ هستند و  بذرهاي يك

شيريني ) طعم(در فنوتيپ ژنوتيپ بذر كشت شده 

  ).4 و 3، 2(مؤثر است ميوه بادام و تلخي 

توارث اين كه مشخص شده است كه رغم علي

  است وليتك ژن بادام تحت كنترل تلخي 

هاي فيزيولوژيك متابوليسم اين تركيبات جنبه

سنتز و تجمع روسه شروع پروشن نيست و  كاملاً

مشخص نشده  مواد سيانوژنيك در بذرها كاملاً

در پژوهش حاضر روند بيوسنتز و . )6( است

 1 فعاليت آنزيم مندلو نيتريل گليكوزيل ترانسفراز

                                                
1 - Glucosyl Transferase 

 تلخ   هايبادام  در  آن  از  حاصل  محصولات و

  . شدشيرين بررسي  و

  

  مواد و روشها

 در حال رشد هايميوهمواد گياهي شامل 

م بود كه از درختان بادام حاصل از تلاقي ارقام بادا

گياهان . آوري شدندجمع 3 و نونپاريل 2 ميشن

و  1998هاي هاي فراوان در سالحاصل از تلاقي

ويكتوريا،  4 در محل ليندسي پوينت 1999

بدون ) شرقي 68/140شمالي و  04/34(استراليا، 

فنوتيپ گياهان با آزمون . پيوند كاشته شده بودند

در دو فصل . تلخي و شيريني مغزها معين شد

دو ژنوتيپ تلخ و شيرين با  2005-6رويشي 

كدهاي خاص انتخاب شده و در طول فصل در 

برداري انجام ها نمونههاي مشخص از ميوهزمان

تر از سه در فصل دوم به منظور بررسي دقيق. شد

و  18ژنوتيپ تلخ و پنج ژنوتيپ شيرين نيز در 

. برداري انجام شداز گلدهي نمونههفته بعد  26

ها بلافاصله با ازت مايع منجمد شده و به نمونه

آزمايشگاه بيوتكنولوژي دانشگاه آدلايد منتقل 

  . شدند

 5هاي محلول با استفاده از بافر جونزپروتئين

كه كمي تغيير يافته بود ) 9( 2000 5جونز

 ازتها توسط هاون چيني و بافت. استخراج شدند

                                                

2 - Mission 

3 - Nonpariel 

4  - Lindsy Point 

5  -  Jones, 1999 
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IKAمك دستگاه مايع و به ك ® A11 ًپودر  كاملا

بافت گياه به ( 1:4تا  1:1شده و سپس به نسبت 

 به نوع بافت با دستگاه رحسبب) بافر استخراج

سپس . لرزاننده و همزن مغناطيسي مخلوط شدند

دور در دقيقه در دماي  14000مخلوط در سرعت 

گراد سانتريوفوژ شده و مايع درجه سانتي چهار

  .شد روشناور برداشته

  تجزيه وسترن 

ها با روش الكتروفورز جدا كردن پروتئين

ژل (ها در ژل پلي اكريلاميد دو قسمتي پروتئين

سپس . انجام شد) كننده و جداكنندهمتراكم

 Hybond Tm-C)پروتئين به غشاء نيتروسلولزي 

Extra , Amersham)  با روش انتقال نيمه خشك

Mini نتقالسلول ا(منتقل شدند  1 و انتقال تانكي  

Trans � Blot ® Bio � Rad .( پروتئين

مندلونيتريل گلوكوزيل ترانسفراز بادام از طريق 

 يابي آمينواسيد مشابه در سورگومتوالي

)Sorghum bicolar(  جداسازي و استخراج شد

آنتي بادي پلي كلونال به اين پروتئين از ). 6(

ه آزمايشگاه علوم دامي دانشگاه آدلايد با تزريق ب

به  يكخرگوش تهيه شد و آنتي بادي با غلظت 

آنتي  .كار رفته براي پروب كردن بلات ب 300

 2 هاي باند شده با هورس رديش پراكسيدازبادي

 ECL Tm Western Blottog( با استفاده از

Analysis system Amersham (قابل شناسايي  

  
                                                

1 - Semi Dry Tank Transfer 

2 - Horse Radish Peroxidase 

هاي بيوشيميايي آن توسط دستگاه شده و سيگنال

 )Chemi Doc×Rs..Chem. )Bio�Rad  اسكنر

 . برداري گرديدندعكس

  

  يي بالاآبررسي كروماتوگرافي مايع با كار

 3 سري آجيلنت HPLCآناليز با دستگاه 

عصاره گياهي حاوي متانول ابتدا . انجام شد 1100

 ,m)µ45/0(Millex-Hv Unitبا استفاده از فيلتر 

كننده خودكار به خالص شده و با دستگاه تزريق

. مايكروليتر براي هر نمونه تزريق شد 5/7ميزان 

 گراد، ستون آجيلنتدرجه سانتي 25دماي ستون 

ZORBAX Eclipse XDB-C18   وmµ5 ابعاد ،

mm150 × 6/4 فاز متحرك آب. بود )A(  و

 20 -1و شرايط فازي شامل  )B( استونيتريل

 صفر - 2مايكروليتر در دقيقه،  200در  B درصد

تا  B درصد صفر – 3دقيقه،  ششبراي  B درصد

 درصد 8/28 - 4دقيقه،  10براي  B درصد 8/28

B  درصد 100تا  درصد 8/28 - 5دقيقه،  دوبراي 

B  درصد 100 - 6دقيقه،  10براي B  دوبراي 

براي  B درصد تا صفر B درصد 100 - 7 دقيقه،

دقيقه  هفتبراي  B درصد صفر - 8دقيقه،  پنج

با  U.Vارساز خروجي ستون توسط آشك. بود

ساير . گيري شداندازه nm440تا  190طول موج 

) 2002( 4 شرايط مطابق روش ديسنتا و همكاران

 ).2(بود 

                                                

3 - Agilent 1100 series 

4 - Dicenta et al., 2002 
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  نتايج و بحث
بادي پلي كلونال نسبت به گلوكوزيل آنتي

  اختصاصي عمل نمود و يك باند ترانسفراز كاملاً

  54در محل پروتئين حدود صحيح مشخص 

 نتايج كاملاًساير د كه با كيلودالتون را نشان دا

بررسي تركيبات حاصل از ). 5(مطابقت داشت 

 In vitroانسفراز بادام در محيط ترگلوكوزيل 
نشان داد كه اين آنزيم بنزيل الكل و مندلونيتريل 

پرونازين و سپس به آميگدالين تبديل -آر را به

توان بنابراين درصورت بيوسنتز آن مي .)5(كند مي

ورده آن افزايش پيدا آكه مقدار فرانتظار داشت 

آنزيم گلوكوزيل ترانسفراز در برخي گياهان . كند

افزودن گلوكز به مندلونيتريل توليد پرونازين و  با

با افزودن يك گلوكز ديگر توليد آميگدالين  مجدداً

  ).     10و  9،  8(كند مي

دهد كه دو منحني رشد ميوه در بادام نشان مي

گل وزن خشك ميوه شروع به هفته پس از تمام 

هفته بعد از گلدهي نيز  20كند كه تا افزايش مي

نمو يافته و  در اين زمان جنين كاملاً. ادامه دارد

ها ميوه به حجم نهايي خود رسيده است ولي ميوه

چوبي شده هنوز سبز هستند و اندوكاپ سخت و 

 هفتها در بذر حدود سنتز و تجمع روغن. است

در سال ). 6( گيردانجام ميدهي گلاز هفته بعد 

به علت افزايش ميانگين اجراي اين تحقيق دوم 

دماي روزانه تغييرات نموي نسبت به سال قبل 

رات نموي يبنابراين تغي .انجام شديك هفته زودتر 

. شودبا يك هفته اختلاف زماني نشان داده مي

هاي وقتي كه آنتي بادي براي مقايسه پروتئين

) 2006و  2005هاي سال(فصل محلول در طول 

، عدم استفاده شدهاي تلخ و شيرين در بادام

 6-7حضور باند در محل مورد انتظار در هفته 

هاي تلخ ن موردنظر در ميوهيعدم سنتز پروتئ نشانه

 تا هفته 6-7از هفته . و شيرين تا اين زمان بود

ها رشد سريعي داشتند بعد از گلدهي ميوه 11-10

چ اثري از آميگدالين ديده نشد و كه هيدرحالي

فقط مطابق انتظار مقدار كمي پرونازين ثبت 

 پس از گلدهي در 10-11در هفته ). 12(گرديد 

هاي قوي در هر دو ژنوتيپ تلخ و شيرين سيگنال

در اين زمان پروتئين موردنظر . محل باند ديده شد

هاي تلخ و شيرين شروع به سنتز در همه ژنوتيپ

يان آن نيز ربطي به نوع ژنوتيپ نمود و شدت ب

هاي كل باتوجه به شكل غلظت پروتئين. نداشت

)1( )A و C ( هفته پس از گلدهي  17-18از

ساير با نتايج امر شروع به افزايش نمود كه اين 

با وجود اين سنتز ). 6( مطابقت داشتتحقيقات 

پروتئين موردنظر فقط در ژنوتيپ تلخ افزايش 

  يافتي شيرين كاهش هايافت و در ژنوتيپ

بيان پروتئين در  25-26كه در هفته طوريبه

 و B 1شكل (به صفر رسيد  ژنوتيپ شيرين تقريباً

D .( روز پس از شروع سنتز آنزيم  10حداقل

توان انتظار داشت كه گلوكوزيل ترانسفراز مي

تا ). 1(هاي آنزيم در گياه تجمع يابند وردهآفر

حدود (وژنيك زمان شروع تجمع تركيبات سيان

ها فقط شامل مواد سيانيدي در ميوه كليه) 13 هفته

پرونازين بود و بعد از آن مقدار آميگدالين به دليل 

نشان حضور آنزيم شروع به افزايش نمود كه 

وجود پرونازين در مراحل اوليه نمو ميوه در بادام 

  ). 13و  11(هاي قبلي است مطابق پژوهش
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بادي پلي كلونال براي و آناليز وسترن ژل مشابه با استفاده از آنتي) بالا(آميزي ژل با كوماسي آبي با رنگ SDS-PAGE -  1 شكل

  .هاي مغزهاي تلخ و شيرين به منظور نشان دادن غلظت و پروتئيندر مغز بادام) ينيپا( تشخيص وجود پروتئين گلوكوزيل ترانسفراز

 Aو B - 7 ،11 ،18  2006سال (گلدهي  هفته پس از 26و( ،C و D - 6 ،10 ،17 ،25  هفته پس از گلدهي)2005 سال.( 

  
 و P. Virganiana مطالعات بر روي بذر

Prunus serotina Ehrh  در ها ميوهنشان داد كه
وي هر دو تركيب پرونازين و ااوايل دوره نمو ح

اين الگوي . ستنده يكبه  16آميگدالين به نسبت 
  ك با اين حقيقت كه درنيتجمع مواد سيانوژ

نيك اصلي ژهاي تلخ آميگدالين تركيب سيانوبادام
الگوي مشابهي در . مطابقت دارد است كاملاً

تجمع آميگدالين و افزايش نسبت آن به پرونازين 
  خشت و شير )P. Avium( در گيلاس

)C. bullata ( گزارش شده است)در يك ). 6
 P. serotinaدر گياه تحقيق مشخص شد كه 

Ehrh   همزمان با افزايش سريع در مقدار وزن
رشد ميوه، پرونازين نيز افزايش  Iميوه در مرحله 

 چهارمايكرومول در هر ميوه تا  1/3يافت و به 
از اين مرحله . )12(رسيد هفته بعد از گلدهي 

بذرها و فرابر ميوه حاوي مقدار مساوي پرونازين 
اهش پس از آن مقدار پرونازين شروع به ك ه وبود

رشد ميوه اين كاهش  IIIنمود و تا پايان مرحله 
هفته بعد  پنجمقدار آميگدالين از  ولي. ادامه يافت

از گلدهي كه مقدار آن صفر بود شروع به افزايش 
مايكرومول  پنجهفته بعد گلدهي به  11نمود و در 

) 6 هفته(ها در شروع نمو لپه. در ميوه رسيد
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كه در طوريبهآميگدالين شروع به افزايش كرد 
 سهبه  آن بعد از گلدهي مقدار 11هفته 

مقدار پرونازين روند  ولي. مايكرومول رسيد
صفر  در اين روز تقريباً و مقدار آنكاهشي داشت 

هفته بعد از گلدهي، بيان پروتئين  17-18در . شد
تر هاي تلخ قويگلوكوزيل ترانسفراز در ژنوتيپ

 و B -2 ، شكلD و  B-1 شكل(از شيرين بود 
C .( با وجود جداسازي مقدار كمي پرونازين در

، مقدار پرونازين )mg/L 8-6(هاي شيرين ژنوتيپ
)mg/L60 -50 ( و آميگدالين)mg/L300-200 (

- 26در هفته . هاي تلخ بسيار بيشتر بوددر ژنوتيپ
هاي بعد از گلدهي آنتي بادي فقط در ژنوتيپ 25

حال مقدار تلخ پروتئين را شناسايي كرد در همين 
) mg/L20-10(ها كاهش پرونازين در اين ژنوتيپ
بسيار ) mg/L600-500(و مقدار آميگدالين 

آميگدالين بيش از  26افزايش يافت و بعد از هفته 
هاي تلخ را مواد سيانوژنيك بادام درصد 95

  ).Fو  E-2 شكل(داد تشكيل مي
تغييرات بيوشيميايي مربوط به توليد تركيبات 

بررسي  نيز P.serotina Ehrhدر ميوه  سيانوژنيك
هفته بعد از گلدهي  سهدر مدت . )12(شده است 

تجمع هاي نارس ميوهپرونازين سه ميكرومول 
 .ولي قادر به توليد سيانيد هيدروژن نبودند نمود

پرونازين (كننده هاي تجزيهزيرا در اين زمان آنزيم
 يلو مندلونيتر 2 ، آميگدالين هيدرولاز1 هيدرولاز

ها به تدريج همراه با نمو لپه .وجود نداشت) 3 لياز
ها شروع به رشد ميوه، ميوه IIدر اواسط مرحله 

                                                

1 - Prunasin Hydrolase 

2   - Amygdalin Hydroase 

3 - Mandelonytril Lyase 

و ) ميكرومول در ميوه سه(تجمع آميگدالين 
كننده نمودند و درصورت خرد هاي تجزيهآنزيم

ها، به شدت قادر به توليد سيانيد كردن ميوه
نازين مقدار پرو زماندر همين . هيدروژن بودند

كاهش يافت و در هنگام رسيدن ميوه مقدار آن در 
هفته  نهتا  سه( IIدر مدت مرحله . حد صفر بود

هفته بعد  12-10( IIIو مرحله ) بعد گلدهي
فرابر ميوه نيز آميگدالين توليد نمود و ) گلدهي

با اين  .به صفر رسيد مقدار پرونازين آن تدريجاً
هاي نزيمآقد طوركلي فاهحال اين قسمت از ميوه ب

ذكر شده بود و بنابراين توانايي توليد سيانيد 
بررسي روند بيوسنتز  لذا. هيدروژن را نداشت

هاي كننده فوق در ژنوتيپهاي تجزيهآنزيم
تواند مكانيسم ها ميپژوهشدر ساير مختلف بادام 

روشن  بيوسنتز تركيبات سيانوژنيك را كاملاً
  . نمايد

 كليهل ترانسفراز در آنزيم گلوكوزيطوركلي به
و تا اواسط فصل رويشي  شودتوليد ميها ژنوتيپ

به توانايي  ميوهتلخ  مزهبنابراين . يابدنيز ادامه مي
بيان اين پروتئين در . بستي نداردتوليد اين آنزيم 

 هاي شيرين در اواسط فصل رشد متوقفژنوتيپ
بنابراين تبديل پرونازين به آميگدالين . شودمي 4

ولي در . افتدها اتفاق نمير اين ژنونيپنيز د
هاي تلخ پروتئين همچنان تا اواخر فصل ژنوتيپ

بيان شده و موجب سنتز آميگدالين به عنوان ماده 
زيرا سنتز اين  .شودتلخ در مغز ميوه ميمزه اصلي 

پروتئين با فعاليت افزاينده گلوكز به مندلونيتريل و 
  .ردتوليد آميگدالين ارتباط مستقيم دا

                                                

4 - Suppress 
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بادي پلي كلونال براي و آناليز وسترن ژل مشابه با استفاده از با آنتي) بالا(آميزي ژل با كوماسي آبي با رنگ SDS-PAGE -  2شكل 

ود هاي موجو غلظت متابوليت) وسط(دهد تشخيص وجود آنزيم گلوگوزيل ترانسفراز، باند سمت راست پروتئين استاندارد را نشان مي

 در سال هاي مغزبه منظور نشان دادن غلظت و پروتئين) ژنوتيپ 5(و شيرين ) ژنوتيپ 3(هاي تلخ در مغز بادام) پايين( HPLCتوسط 

2006. A  وB  وC - 18 هفته پس از گلدهيD،E   وF - 26 هفته پس از گلدهي  
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