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  چکیده
  

 ماده تک قندي پرونازین نظیر(ترکیبات سیانوژنیک گلیکوزیدي   منجر به تولیدPrunusسیانوژنز در جنس 
  و گونه بادام،Prunusجنس با وجود شناخته شدن مکانیسم توارث تلخی در . شود می)و دو قندي آمیگدالین

  هاي میوه از نمونهلذا .هاي مختلف آن مشخص نیست سیانوژنیک در ژنوتیپچرخه بیوسنتز ترکیبات
هاي محلول با پروتئین. هاي محلول آنها استخراج شدآوري و پروتئینهاي تلخ و شیرین بادام جمعژنوتیپ

یونولوژیک روش ایم براي آن، با کلونال تهیه شدهاستفاده از مندلونیتریل گلوکوزیل ترانسفراز و آنتی بادي پلی
محصولات حاصل از این پروتئین مطالعه ) HPLC (زیادوسترن و با استفاده از کروماتوگرافی مایع با کارآیی 

نتایج نشان داد که این آنزیم در همه ژنوتیپ تلخ و شیرین وجود داشته و در مراحل اولیه نمو بذر شروع . شدند
هاي شیرین در ژنوتیپ. ا اواسط مراحل نمو قابل ردیابی استها ت ژنوتیپکلیهکند و بیان آن در به بیان شدن می

 هفته بعد از گلدهی متوقف شده 25-26هاي محلول بذر، سنتز این پروتئین در با وجود افزایش غلظت پروتئین
 HPLCها با نتایج تجزیه متابولیت. دهندادامه می) پروتئین(هاي تلخ همچنان به سنتز این آنزیم  ژنوتیپفقطو 
 شان داد که همزمان با افزایش بیان این پروتئین از مقدار پرونازین کاسته شده و آمیگدالین در بذرها تجمعن

 از بیان پروتئین تا پایان نمو بذر هستند که نهایتاً زیادهاي تلخ قادر به حفظ سطح  ژنوتیپفقطبنابراین . یابدمی
  . شودزه تلخی میباعث تبدیل پرونازین به آمیگدالین در بذر و ایجاد م
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  مقدمه
هاي ثانویه سیانوژنز به معناي تولید متابولیت

 داري است که به ترکیبات سیانوژنیک ازت
ترکیبات گلیکوزید سیانوژنیک در ). 13(مشهورند 

هاي رویشی هاي مختلف گیاهان مانند بافتبافت
یا بذر وجود دارند و گیاهان بسیاري قادر به سنتز 

 گونه گیاهی از 2500حداقل . این ترکیبات هستند
 و 3 ، لیناسه2 ، گرامینه1 هاي رزاسهخانواده

کمپوزیته قادر به سنتز یکی از ترکیبات 
 یانیدس ).13 و 10، 1(سیانوژنیک هستند 

 از ترکیبات سیانوژنیک ژن در گیاهان اساساًهیدرو
اغلب ترکیبات سیانوژنیک داراي . شودآزاد می

مانند ) مونوگلکیوزید(ترکیبات قندي ساده 
 هستند ولی 5 ، پرونازین و دورین4 لینامارین

 و 6 برخی از آنها نیز مانند آمیگدالین، ویسیانین
حدود .  دو قندي یا چند قندي هستند7 گزراننین

 نوع ترکیب سیانوژنیک در گیاهان شناخته 75
دو ترکیب سیانوژنیک گلیکوزیدي  ).1(شده است 
   یافتPrunus هاي مختلف جنسدر بافت

هاي وزید پرونازین در بافتکمونوگلی. اندشده
 ولی. شودرویشی اغلب گیاهان یافت می

فقط محدود که کوزیدي است یگلآمیگدالین دي

                                                
1- Rosaceae 

2 - Greaminae 

3 - Linaceae  

4 - Linamarin 

5 - Dhurrin 

6 - Vicianin 

7 - Xeranthin 

جود آن در بذرها وبه خانواده رزاسه است و 
تنها ترکیبات سیانوژنیک ). 11(گزارش شده است 

شناخته شده در بادام آمیگدالین و پرونازین هستند 
 .)14 و 13، 2(

آمیگدالین موجود در بذرها یک ترکیب 
ها از گلیکوزیدي است که در برخی ژنوتیپدي

مونوگلیکوزید پرونازین توسط عمل آنزیم 
درك رابطه . شود میگلیکوزیل ترانسفراز ساخته

بین این دو ممکن است به اصلاح یک گونه با 
 از ترکیبات سیانوژنیک زیادپتانسیل تولید مقادیر 

در ریشه منجر شود زیرا گزارش شده است که 
وجود پرونازین در ریشه ها مانع حمله نماتدها 

 ). 5 و 3(شود به ریشه گیاه می

هاي رویشی ممکن تولید پرونازین در بافت
که تبدیل آن  باشد درحالییکماست یک صفت 

به آمیگدالین در بذرها توسط یک تک ژن کنترل 
 دهاي داراي مغز تلخ بایبنابراین ژنوتیپ. شودمی

 باشند  داشتهمقادیر زیادي پرونازین در ریشه
هاي شیرین ممکن است که که ژنوتیپدرحالی

 شیرینی و .)3(داراي پرونازین یا فاقد آن باشند 
  تلخی در بادام توسط یک ژن دوآللی کنترل

با این ). 7(شود و شیرینی بر تلخی غالب است می
هایی وجود دارند که درجات وجود همواره بادام

دهند که به نام  نیمه مختلفی از تلخی را نشان می
  نتایج تحقیقات.  هستندمشهور 8 تلخ یا کمی تلخ

هاي اهلی کاشته شده دهد که بادامنشان می
 هتروزیگوت هستند و اغلب زیادتجاري، به میزان 

هاي اصلاحی از والدین انتخاب شده در تلاقی
                                                
8 - Semi Bitter 
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). 14 و 3(باشند نظر ژن تلخی هتروزیگوت می
) S(در بادام، ژنوتیپ شیرین داراي یک آلل غالب 

که ژنوتیپ تلخ داراي دو آلل حالیاست در
 احتمال دارد که بنابراین. باشد می)ss (مغلوب
باتوجه به تغییر نسبی سیستم ) Ss (هايژنوتیپ

 درجات مختلفی از مزه تلخی را بیان کنند که هغلب
هاي با مزه توان انتظار ژنوتیپدر این صورت می

  .نیمه تلخ یا کمی تلخ را داشت
افشانی با منابع مختلف دانه گرده تأثیري گرده

به ژنوتیپ والد بر مزه میوه ندارد و طعم میوه فقط 
کننده نر تأمینبنابراین والد . مادري وابسته است

میوه درخت یا گرده به همراه والد مادري ژنوتیپ 
کشت شده کنند و ژنوتیپ بذر را تعیین میآن بذر 

 کلیه. آن مؤثر نیستمیوه در طعم براي تولید نهال 
فقط بذرهاي یک درخت شیرین یا تلخ هستند و 

شیرینی ) طعم(در فنوتیپ ه ژنوتیپ بذر کشت شد
  ).4 و 3، 2(مؤثر است میوه بادام و تلخی 

توارث این که مشخص شده است که رغم علی
  است ولیتک ژن بادام تحت کنترل تلخی 
هاي فیزیولوژیک متابولیسم این ترکیبات جنبه
روسه شروع سنتز و تجمع پ روشن نیست و کاملاً

نشده مشخص  مواد سیانوژنیک در بذرها کاملاً
در پژوهش حاضر روند بیوسنتز و . )6( است

 1 فعالیت آنزیم مندلو نیتریل گلیکوزیل ترانسفراز

  تلخ  هاي بادام  در  آن  از  حاصل محصولات و
  . شدشیرین بررسی  و
  
 

                                                
1 - Glucosyl Transferase 

  مواد و روشها
  در حال رشدهايمیوهمواد گیاهی شامل 

بادام بود که از درختان بادام حاصل از تلاقی ارقام 
گیاهان . آوري شدند جمع3  و نونپاریل2 نمیش

 و 1998هاي هاي فراوان در سالحاصل از تلاقی
ویکتوریا،  4  در محل لیندسی پوینت1999

بدون )  شرقی68/140 شمالی و 04/34(استرالیا، 
فنوتیپ گیاهان با آزمون . پیوند کاشته شده بودند

در دو فصل . تلخی و شیرینی مغزها معین شد
 دو ژنوتیپ تلخ و شیرین با 2005-6رویشی 

کدهاي خاص انتخاب شده و در طول فصل در 
برداري انجام ها نمونههاي مشخص از میوهزمان
تر از سه در فصل دوم به منظور بررسی دقیق. شد

 و 18ژنوتیپ تلخ و پنج ژنوتیپ شیرین نیز در 
. برداري انجام شد هفته بعد از گلدهی نمونه26

ه با ازت مایع منجمد شده و به ها بلافاصلنمونه
آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشگاه آدلاید منتقل 

  . شدند
 5هاي محلول با استفاده از بافر جونزپروتئین

که کمی تغییر یافته بود استخراج ) 9 (2000
 مایع و ازتها توسط هاون چینی و بافت. شدند

 پودر شده و  کاملاIKA® A11ًبه کمک دستگاه 
بافت گیاه به بافر  (1:4 تا 1:1 سپس به نسبت

  به نوع بافت با دستگاهرحسبب) استخراج

سپس . لرزاننده و همزن مغناطیسی مخلوط شدند
                                                
2 - Mission 

3 - Nonpariel 

4 - Lindsy Point 

5 -  Jones, 1999 
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 دور در دقیقه در دماي 14000مخلوط در سرعت 
گراد سانتریوفوژ شده و مایع  درجه سانتیچهار

  .روشناور برداشته شد
  تجزیه وسترن 

تروفورز ها با روش الکجدا کردن پروتئین
ژل (ها در ژل پلی اکریلامید دو قسمتی پروتئین
سپس . انجام شد) کننده و جداکنندهمتراکم

 Hybond Tm-C)پروتئین به غشاء نیتروسلولزي 
Extra , Amersham) با روش انتقال نیمه خشک 

 Mini سلول انتقال( منتقل شدند 1 و انتقال تانکی

Trans  Blot ® Bio  Rad .( پروتئین
دلونیتریل گلوکوزیل ترانسفراز بادام از طریق من

 یابی آمینواسید مشابه در سورگومتوالی
)Sorghum bicolar( جداسازي و استخراج شد 
آنتی بادي پلی کلونال به این پروتئین از ). 6(

آزمایشگاه علوم دامی دانشگاه آدلاید با تزریق به 
 به یکخرگوش تهیه شد و آنتی بادي با غلظت 

آنتی  .کار رفته اي پروب کردن بلات ب بر300
 2 هاي باند شده با هورس ردیش پراکسیدازبادي

 ECL Tm Western Blottog (با استفاده از
Analysis system Amersham (قابل شناسایی  

هاي بیوشیمیایی آن توسط دستگاه شده و سیگنال
 )Chemi Doc×Rs..Chem. )BioRad  اسکنر
 . برداري گردیدندعکس

  
 

 
                                                
1 - Semi Dry Tank Transfer 
2 - Horse Radish Peroxidase 

  یی بالاآبررسی کروماتوگرافی مایع با کار
 3  سري آجیلنتHPLCآنالیز با دستگاه 

عصاره گیاهی حاوي متانول ابتدا .  انجام شد1100
 ,m)µ45/0(Millex-Hv Unitبا استفاده از فیلتر 

کننده خودکار به خالص شده و با دستگاه تزریق
.  مایکرولیتر براي هر نمونه تزریق شد5/7میزان 

 گراد، ستون آجیلنت درجه سانتی25ي ستون دما

ZORBAX Eclipse XDB-C18   وmµ5 ابعاد ،
mm150 × 6/4فاز متحرك آب.  بود) A( و 

 20 -1 و شرایط فازي شامل )B (استونیتریل
 صفر - 2 مایکرولیتر در دقیقه، 200 در B درصد
 تا B  درصد صفر– 3 دقیقه، شش براي B درصد

  درصد8/28 - 4یقه،  دق10 براي B  درصد8/28
B درصد100 تا  درصد8/28 - 5 دقیقه، دو براي  
B درصد100 - 6 دقیقه، 10 براي  B دو براي 

 براي B  درصد تا صفرB  درصد100 - 7 دقیقه،
 دقیقه هفت براي B  درصد صفر- 8 دقیقه، پنج
 با U.Vخروجی ستون توسط آشکارساز . بود

سایر . گیري شد اندازهnm440 تا 190طول موج 
) 2002( 4 شرایط مطابق روش دیسنتا و همکاران

 ).2(بود 

                                                
3 - Agilent 1100 series 

4 - Dicenta et al., 2002 
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  نتایج و بحث
بادي پلی کلونال نسبت به گلوکوزیل آنتی

   اختصاصی عمل نمود و یک باندترانسفراز کاملاً
  54در محل پروتئین حدود صحیح مشخص 

 نتایج کاملاًسایر کیلودالتون را نشان داد که با 
 ترکیبات حاصل از بررسی). 5(مطابقت داشت 

 In vitroانسفراز بادام در محیط ترگلوکوزیل 
نشان داد که این آنزیم بنزیل الکل و مندلونیتریل 

پرونازین و سپس به آمیگدالین تبدیل -آر را به
توان  بنابراین درصورت بیوسنتز آن می.)5(کند می

ورده آن افزایش پیدا آانتظار داشت که مقدار فر
زیل ترانسفراز در برخی گیاهان آنزیم گلوکو. کند
افزودن گلوکز به مندلونیتریل تولید پرونازین و  با

 با افزودن یک گلوکز دیگر تولید آمیگدالین مجدداً
  ).     10 و 9 ، 8(کند می

دهد که دو منحنی رشد میوه در بادام نشان می
هفته پس از تمام گل وزن خشک میوه شروع به 

فته بعد از گلدهی نیز  ه20کند که تا افزایش می
 نمو یافته و در این زمان جنین کاملاً. ادامه دارد

ها میوه به حجم نهایی خود رسیده است ولی میوه
چوبی شده هنوز سبز هستند و اندوکاپ سخت و 

 هفتها در بذر حدود سنتز و تجمع روغن. است
در سال ). 6 (گیردانجام میگلدهی از هفته بعد 

به علت افزایش میانگین ق اجراي این تحقیدوم 
دماي روزانه تغییرات نموي نسبت به سال قبل 

رات نموي ی بنابراین تغی.انجام شدیک هفته زودتر 
. شودبا یک هفته اختلاف زمانی نشان داده می
هاي وقتی که آنتی بادي براي مقایسه پروتئین

) 2006 و 2005هاي سال(محلول در طول فصل 

، عدم استفاده شدین هاي تلخ و شیردر بادام
 6-7حضور باند در محل مورد انتظار در هفته 

هاي تلخ ن موردنظر در میوهی عدم سنتز پروتئنشانه
  تا هفته6-7از هفته . و شیرین تا این زمان بود

ها رشد سریعی داشتند  بعد از گلدهی میوه11-10
که هیچ اثري از آمیگدالین دیده نشد و درحالی

مقدار کمی پرونازین ثبت فقط مطابق انتظار 
  پس از گلدهی در10-11در هفته ). 12(گردید 

هاي قوي در هر دو ژنوتیپ تلخ و شیرین سیگنال
در این زمان پروتئین موردنظر . محل باند دیده شد
هاي تلخ و شیرین شروع به سنتز در همه ژنوتیپ

نمود و شدت بیان آن نیز ربطی به نوع ژنوتیپ 
هاي کل باتوجه به شکل نغلظت پروتئی. نداشت

)1() Aو  C ( هفته پس از گلدهی 17-18از 
سایر با نتایج امر شروع به افزایش نمود که این 

با وجود این سنتز ). 6( مطابقت داشتتحقیقات 
پروتئین موردنظر فقط در ژنوتیپ تلخ افزایش 

  یافتهاي شیرین کاهش یافت و در ژنوتیپ
پروتئین در  بیان 25-26که در هفته طوريبه

 و B 1شکل ( به صفر رسید ژنوتیپ شیرین تقریباً
D .( روز پس از شروع سنتز آنزیم 10حداقل 

توان انتظار داشت که گلوکوزیل ترانسفراز می
تا ). 1(هاي آنزیم در گیاه تجمع یابند وردهآفر

حدود (زمان شروع تجمع ترکیبات سیانوژنیک 
ا فقط شامل ه مواد سیانیدي در میوهکلیه) 13 هفته

پرونازین بود و بعد از آن مقدار آمیگدالین به دلیل 
نشان حضور آنزیم شروع به افزایش نمود که 

وجود پرونازین در مراحل اولیه نمو میوه در بادام 
  ). 13 و 11(هاي قبلی است مطابق پژوهش
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بادي پلی کلونال براي ز وسترن ژل مشابه با استفاده از آنتیو آنالی) بالا(آمیزي ژل با کوماسی آبی  با رنگSDS-PAGE - 1 شکل

  .هاي مغزهاي تلخ و شیرین به منظور نشان دادن غلظت و پروتئیندر مغز بادام) ینیپا( تشخیص وجود پروتئین گلوکوزیل ترانسفراز
 Aو B - 7 ،11 ،18 2006سال ( هفته پس از گلدهی 26 و( ،Cو  D - 6 ،10 ،17 ،25از گلدهی  هفته پس )2005 سال.( 

  
 و P. Virganiana مطالعات بر روي بذر

Prunus serotina Ehrh  در ها میوهنشان داد که
وي هر دو ترکیب پرونازین و ااوایل دوره نمو ح

این الگوي . ستند هیک به 16آمیگدالین به نسبت 
  نیک با این حقیقت که درتجمع مواد سیانوژ

نیک اصلی ژیب سیانوهاي تلخ آمیگدالین ترکبادام
الگوي مشابهی در .  مطابقت دارداست کاملاً

تجمع آمیگدالین و افزایش نسبت آن به پرونازین 
  خشت  و شیر)P. Avium (در گیلاس

)C. bullata ( گزارش شده است)در یک ). 6
 P. serotinaدر گیاه تحقیق مشخص شد که 

Ehrh   همزمان با افزایش سریع در مقدار وزن

 رشد میوه، پرونازین نیز افزایش Iمرحله میوه در 
 چهار مایکرومول در هر میوه تا 1/3یافت و به 

از این مرحله . )12(رسید هفته بعد از گلدهی 
بذرها و فرابر میوه حاوي مقدار مساوي پرونازین 

 پس از آن مقدار پرونازین شروع به کاهش ه وبود
 رشد میوه این کاهش IIIنمود و تا پایان مرحله 

 هفته بعد پنج مقدار آمیگدالین از ولی. ادامه یافت
از گلدهی که مقدار آن صفر بود شروع به افزایش 

 مایکرومول پنج هفته بعد گلدهی به 11نمود و در 
) 6 هفته(ها در شروع نمو لپه. در میوه رسید

که در طوريآمیگدالین شروع به افزایش کرد به
 هس به  آن بعد از گلدهی مقدار11هفته 
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 مقدار پرونازین روند ولی. مایکرومول رسید
 صفر  در این روز تقریباًو مقدار آنکاهشی داشت 

 هفته بعد از گلدهی، بیان پروتئین 17-18در . شد
تر هاي تلخ قويگلوکوزیل ترانسفراز در ژنوتیپ

  وB -2 ، شکلD  و B-1 شکل(از شیرین بود 
C .(با وجود جداسازي مقدار کمی پرونازین در 

، مقدار پرونازین )mg/L 8-6(هاي شیرین ژنوتیپ
)mg/L60-50 ( و آمیگدالین)mg/L300-200 (

-26در هفته . هاي تلخ بسیار بیشتر بوددر ژنوتیپ
هاي  بعد از گلدهی آنتی بادي فقط در ژنوتیپ25

تلخ پروتئین را شناسایی کرد در همین حال مقدار 
) mg/L20-10(ها کاهش پرونازین در این ژنوتیپ
بسیار ) mg/L600-500(و مقدار آمیگدالین 

 آمیگدالین بیش از 26افزایش یافت و بعد از هفته 
هاي تلخ را  مواد سیانوژنیک بادام درصد95

  ).Fو  E-2 شکل(داد تشکیل می
تغییرات بیوشیمیایی مربوط به تولید ترکیبات 

 بررسی نیز P.serotina Ehrhسیانوژنیک در میوه 
 هفته بعد از گلدهی سه در مدت .)12(شده است 

تجمع هاي نارس میوهپرونازین سه میکرومول 
 . ولی قادر به تولید سیانید هیدروژن نبودندنمود

پرونازین (کننده هاي تجزیهزیرا در این زمان آنزیم
  و مندلونیتریل2 ، آمیگدالین هیدرولاز1 هیدرولاز

ها به تدریج همراه با نمو لپه .وجود نداشت) 3 لیاز
ها شروع به  رشد میوه، میوهIIدر اواسط مرحله 
و )  میکرومول در میوهسه(تجمع آمیگدالین 

کننده نمودند و درصورت خرد هاي تجزیهآنزیم
ها، به شدت قادر به تولید سیانید کردن میوه

                                                
1 - Prunasin Hydrolase 

2   - Amygdalin Hydroase 

3 - Mandelonytril Lyase 

 مقدار پرونازین زماندر همین . هیدروژن بودند
ر کاهش یافت و در هنگام رسیدن میوه مقدار آن د

 هفته نه تا سه (IIدر مدت مرحله . حد صفر بود
 هفته بعد 12-10 (IIIو مرحله ) بعد گلدهی

فرابر میوه نیز آمیگدالین تولید نمود و ) گلدهی
 با این . به صفر رسیدمقدار پرونازین آن تدریجاً
هاي نزیمآطورکلی فاقد هحال این قسمت از میوه ب

د سیانید ذکر شده بود و بنابراین توانایی تولی
 بررسی روند بیوسنتز لذا. هیدروژن را نداشت

هاي کننده فوق در ژنوتیپهاي تجزیهآنزیم
تواند مکانیسم ها میپژوهشدر سایر مختلف بادام 

 روشن بیوسنتز ترکیبات سیانوژنیک را کاملاً
  . نماید
 کلیهآنزیم گلوکوزیل ترانسفراز در طورکلی به
اواسط فصل رویشی  و تا شودتولید میها ژنوتیپ

 به توانایی میوه تلخ مزهبنابراین . یابدنیز ادامه می
بیان این پروتئین در . بستی نداردتولید این آنزیم 

 هاي شیرین در اواسط فصل رشد متوقفژنوتیپ
بنابراین تبدیل پرونازین به آمیگدالین . شودمی 4

ولی در . افتدها اتفاق نمینیز در این ژنونیپ
ي تلخ پروتئین همچنان تا اواخر فصل هاژنوتیپ

بیان شده و موجب سنتز آمیگدالین به عنوان ماده 
 زیرا سنتز این .شودتلخ در مغز میوه میمزه اصلی 

پروتئین با فعالیت افزاینده گلوکز به مندلونیتریل و 
  .تولید آمیگدالین ارتباط مستقیم دارد

                                                
4 - Suppress 
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بادي پلی کلونال براي و آنالیز وسترن ژل مشابه با استفاده از با آنتی) بالا(یزي ژل با کوماسی آبی آم با رنگSDS-PAGE - 2شکل 
هاي موجود و غلظت متابولیت) وسط(دهد تشخیص وجود آنزیم گلوگوزیل ترانسفراز، باند سمت راست پروتئین استاندارد را نشان می

 در سال هاي مغزبه منظور نشان دادن غلظت و پروتئین)  ژنوتیپ5(و شیرین ) تیپ ژنو3(هاي تلخ در مغز بادام) پایین (HPLCتوسط 

2006. A  وB و C  - 18هفته پس از گلدهی D،E  و F - 26هفته پس از گلدهی   
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Abstract 
 

Cyanogenesis in Prunus species produces cyanogenic glycosides such as monoglycoside 

Prunasin and digelicosede amygdalin. Despite the mechanism of almond bitterness inheritance has 

been known, biosynthesis cycle of cyanogenic compounds among different genotypes is still unclear. 

Total soluble proteins of fruits was extracted from collected sweet and bitter almond genotypes and 

was studied using western immune blotting assay with Mandelonytril glycosidase and related 

polyclonal antibody, and products of this enzyme was studied by HPLC. Results showed that all of 

bitter and sweet genotypes had the ability of enzyme synthesis in the fruit and it is produced since 

mid stage of fruit development. Only bitter genotypes kept synthesis the enzyme and it was 

suppressed for sweet ones. The HPLC analysis of metabolites synthesized by the enzyme showed 

that the amount of cyanogenic content of bitter genotypes was much more than the sweet ones and 

merely in bitter genotype seeds prunasin content was reduced while amygdalin content was 

gradually increased. This means bitter genotypes could accumulate amygdalin in their seeds.  

 
Key words: Amygdalin, Antibody, Bitterness, Cyanogenesis, Prunasin 
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