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  چكيده

  
 بومي ايران از نظر) MMDDبا ژنوم  (Aegilops crassa نمونه 120در اين تحقيق تعداد 

پس از ارزيابي نوارهاي . هاي گلوتنين با وزن مولكولي بالا مورد بررسي قرار گرفتند پروتئين
 الگوي باندي انتخاب و جهت تعيين نوع پروتئين آنها از 17 ،ترين نوارها باندي از بين متنوع

 باند با احتمال بالا شناسايي 6 باند تنها 17از بين . روش اسپكترومتري جرمي استفاده گرديد
 و دو Aegilops ventricosaي موجود در باندها باند با 2ي شناسايي شده باندهااز . ندگرديد

.  از نظر وزن مولكولي بالا تطابق داشتندTriticum aestivumي موجود در باندهاباند ديگر با 
 باند ديگر 11براي . تطابق نشان دادند Hordeum vulgare باند ديگر با بتا آميلاز در 2همچنين 

 كه دهد مينتايج اين تحقيق نشان .  نيامدبه دستاسپكترومتري جرمي   اطلاعاتي از روشهيچ
ند در اصلاح توان مي بومي ايران به عنوان يك منبع پروتئيني مناسب Ae. crassaي ها نمونه

  .گندم براي بهبود خصوصيات پروتئيني مورد استفاده قرار گيرند
  

  . MMDDژنوم  ي با وزن مولكولي بالا،ها تئينرواسپكترومتري جرمي، پ :هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
ي ها گونهآژيلوپس داراي پتانسيل بالايي در اصلاح 

اين . دباش ميي زنده و غير زنده ها تنشگندم در مقابل 
 گونه بوده كه از جمله 21جنس از گندم وحشي داراي 

اشاره نمود كه  Aegilops crassaگونه  به توان ميآنها 
 سيتوتيپ تتراپلوئيد و هگزاپلوئيد با ژنوم داراي دو

)2n=4x=28, McrMcrDcr1Dcr1 (2)وn=6x=42, 

McrMcrDcr1Dcr1Dcr2Dcr2) (است )Eig, 1929.( تجزيه 
هاي ميوزي در هيبريدهاي بين  جفت شدن كروموزوم

بيانگر  Ae. crassaهاي تتراپلوئيد و هگزاپلوئيد  سيتوتيپ
بريداسيون بين فرم ست كه فرم هگزاپلوئيد از هي اآن

حاصل گرديده  Ae. tauschiiو  Ae. crassaتتراپلوئيد 
 سيتوتيپ تتراپلوئيد أاما در حال حاضر منش. است

Ae. crassa توان با دقت تعيين كرد را نمي(Kihara et 

al., 1965) .  
در تركيه، فلسطين، سوريه،   كهAe. crassaگونه 

تركمنستان و پامير اردن، ايران، عراق، لبنان، افغانستان، 
هاي آلتاي پراكنده است، در ايران داراي دامنه  و كوه

هاي البرز در شرق  پراكنش بسيار وسيعي بوده و از دامنه
غربي و بر روي  غرب در آذربايجان كشور تا شمال

هاي رشته كوه زاگرس تا سواحل جنوبي در  دامنه
نه اگرچه دام. رويد ارتفاعات استان بوشهر و هرمزگان مي
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پراكنش و سازگاري اين گونه نسبت به گونه 
Ae. tauschii كمتراست، اما اين احتمال نيز وجود دارد 

ي سازگاري ها ژن حامل   موجود دراين گونهDكه ژنوم 
ي نان ارقامي ها گندممتفاوتي بوده و با انتقال آن به ژنوم 

تر توليد  تر و دامنه سازگاري مطلوب با پايه ژنتيكي وسيع
  ).Rejesus et al., 1996; Ciaffi et al., 1993(گردد 

ي زراعي و ها گندماي دانه در  هاي ذخيره پروتئين
اهميت . ندباش مي ها يدين و گلاها تنينوحشي شامل گلو

 در آنست كه پس از جذب آب با يكديگر ها تئيناين پرو
سازند كه به آرد   بنام گلوتن مياي مادهتركيب شده و 

 را ها فرآوردهساير  نان، ماكاروني وقابليت تبديل به 
  آنها تئينويژگي پرو). Ciaffi et al., 1993 (دهد مي

 تأثير بوده و تحت ها ژناست كه محصول مستقيم 
 از ديگر محاسن اين. شرايط محيطي قرار نمي گيرند

  به كنترل ژنتيكي ساده و هم بارزتوان مي ها تئينپرو
 علاوهه ين عوامل با. هاي مختلف اشاره نمود بودن آلل

 سهولت تكنيك الكتروفورز باعث شده است تا
 از اي در دامنه وسيعي از مطالعات ي ذخيرهها تئينپرو

 Pena et al., 1995; Rashidi)جمله بررسي تنوع ژنتيكي

et al., 2009; Payne et al., 1983)استفاده قرار   مورد
  .گيرند

 ارايهاي دزيرواحدگلوتنين خودتركيب ناهمگني از 
 هاي دارايزيرواحدو ) HMW-GS(وزن مولكولي بالا 

 ها درLMW .ندباش مي) LMW(وزن مولكولي پايين 
 اي دانه را ي ذخيرهها تئين درصد از كل پرو30حدود 

ها زيرواحداين ). et al., 1983 Payne(دهند  تشكيل مي
  كه بر روي بازوي كوتاهGlu-3توسط مكان ژني 

 قرار) D1 وA1 ،B1(وه يك ي هميولوگ گرها زومكرومو
 نقش برخي از اين زيرواحدها در. ندشو ميدارند، كد 

 ,.Nevo et al)كيفيت ماكاروني شناخته شده است

1982)) .HMW-GS ( درصد10با وجود اينكه تنها  
 تأثيردهند  اي دانه را تشكيل مي ي ذخيرهها تئينپرو

 ,.Payne et al) بسيار زيادي روي كيفيت نانوايي دارند

 يي كه لينكاژها ژنوسيله ه اين زيرواحدها ب. (1980
با هم دارند و بر روي  Glu-1شديدي در مكان ژني 

 ي گروه يك قرار دارند كدها زومبازوي بلند كرومو
 به هم پيوسته كه در هر مكان دو ژن كاملاً. شوند مي

 هاي داراي وزن مولكوليزيرواحد( X هاي تيپزيرواحد

هاي داراي وزن زيرواحد (Yي تيپ هازيرواحدو ) بالاتر
 William et) كنند قرار دارند را كد مي) تر مولكولي پايين

al., 1993; Payne et al., 1983).  
 Ae. crassa اگرچه مطالعات مختلفي در مورد

شناسايي  صورت گرفته است ولي مطالعه خاصي در مورد
 Mohammadi et. پروتئينهاي آن صورت نگرفته است

al.) 1999 ( تنوعHMWنمونه116در   راها تنين گلو  
Ae. tauschii،كه از كشورهاي ايران، آذربايجان  

 افغانستان، تاجيكستان، تركمنستان، ارمنستان، شوروي
 14و تركيه جمع آوري شده بودند بررسي كرده و  سابق

 را مشاهده Glu-D1هاي زيرواحدتركيب مختلف از 
 .رش نشده بودندنمودند كه برخي از آنها قبلاً گزا

Bahraei et al.) 2004 (هاي تنوع زيرواحدهاي گلوتنين 
 ي نان تحتها گندم لاين و رقم از 43سنگين را در 

  موردSDS-PAGEكشت ايران را با استفاده از روش 
  تركيب21 نوع آلل و 14مجموعاً . بررسي قرار دادند

  .ي نان مورد مطالعه مشاهده شدها گندمآللي در 
Murai & Tsunewaki )1993 ( با مشاهده نرعقيمي

هاي  سيتوپلاسمي در هيبريد بين برخي جمعيت
Ae. crassa  و گندم هگزاپلوئيد استفاده از سيتوپلاسم

 .اين گونه را در توليد بذر هيبريد گندم پيشنهاد كرد
Valkoun (2001) گونه Ae. crassaيكي از   را به عنوان

اهميت مطالعه اين ي مقاوم به خشكي شناخته وها گونه
ي مقاوم به خشكي به ها ژنگونه را سهولت در انتقال 

همچنين در . (Pena et al., 1995) گندم نان بيان كرد
 Ae. crassa يي ازها  نمونهمطالعه ديگري تنوع مولكولي

مورد ارزيابي  SSRبا استفاده از نشانگرهاي  بومي ايران را
به  ها نمونهكي در تنوع بالايي از تنوع ژنتي قرار گرفت و

  .(Naghavi et al., 2009)  آمددست
از آنجا كه پيش شرط استفاده از منابع ژنتيكي 

ي آنهاست با ها تئينميزان پرو وحشي اطلاع از انواع و
ه عنايت به اينكه كشور ما از مراكز مهم تنوع اين گونه ب

 و با توجه به محاسن بررسي الكتروفورز و رود شمار مي
در  ها تئينيابي به توالي پرو دست ي جرمي واسپكترومتر

 و در نتيجه ها تئينمدت زمان كوتاه و شناسايي پرو
 هاي جديد و در نهايت امكان امكان دستيابي به آلل

 پلاسم ژرمپلاسم گندم نان با استفاده از  تقويت ژرم
  .خارجي هدف از انجام اين آزمايش بوده است
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  ها مواد و روش
  مواد گياهي 
 نمونه120ورد استفاده در اين تحقيق شامل مواد م

Ae. crassa سسه تحقيقات ؤد كه از بانك ژن مباش مي
همچنين به . اصلاح و تهيه نهال و بذر تهيه گرديد

  ژنوتيپ3 يني ازئي پروتباندهامنظور شناسايي 
 كه باندهاي Sunbri و Grebe ،Sunvale استراليايي

  استفادهChinese springشناخته شده دارند به همراه 
  .گرديد

 كه توسط )1970( روش لايمليبه استخراج پروتئين 
به . فولينگتن و همكاران اصلاح گرديده است، انجام شد

سي   سي1 آرد، گرم ميلي 40 حاوي ها نمونههر يك از 
 گرم pH: + 12 8/6 بافر با ليتر ميلي 5/37(بافر استخراج 

 بريليانت  كوماسيگرم ميلي 50+سديم دودسيل سولفات 
)  گليسرولليتر ميلي 60+آب مقطر ليتر ميلي 3/72+بلو

 بار و هر بار به 4 ها نمونه ساعت 1در طول  .اضافه شد
 دقيقه ور تكس شده و قبل از آخرين ورتكس 2مدت 
 حدود گراد سانتي درجه 75 در داخل آب گرم ها نمونه

 24 دقيقه قرار داده شدند و پس از گذشت حداقل 10
                     . روي ژل لود گرديدندها نهنموساعت 

 ژل  شامليدتك بع SDS-PAGE ژل اكريلاميد
د كه پس از گذشت باش مي %4 ژل فوقاني و% 10تحتاني 

شانه به  در اين حالت. بندد  ساعت ژل مي5/0حد اكثر 
ها به آرامي با بافر رانينگ  آرامي خارج و درون چاهك
يكروليتر از هر نمونه  م10شستشو داده شد و ميزان 
سپس قاب ژل از روي پايه . داخل هر چاهك لود گرديد

 5/3 باز شده و درون تانك الكتروفورز كه حاوي تقريباً
روي حوضچه بالاي . د قرار گرفتباش ميليتر بافر رانينگ 

جريان ثابت قاب نيز از بافر پر شد و الكترودها به دستگاه 
و  متصل گرديدعت  سا7 حداقل آمپر به مدت ميلي 25

محلول آميزي با رنگپس از خارج كردن ژل از دستگاه 
و  )روي شيكر(  ساعت60 الي 40 به مدت كوماسي بلو

 ساعت 9به مدت  TCAبعد از آن رنگ بري با محلول 
  .انجام پذيرد

  ها ارزيابي الگوهاي باندي و آناليز داده
ي ها نمونهباندهايي كه داراي الگوي متمايز در 

Ae. crassa بودند به كمك اسكارپل استريل جدا 
هاي  بايد دقت شود كه باندها از آلودگي. گرديدند

به طور  هر باند. بيولوژيك مثل مو وناخن حفظ شوند
 نگهداري 5/1جداگانه با كمي آب مقطر درون تيوب 

.  تا زمان ارسال درون يخچال قرار داده شدندها نمونهو
ماركر شركت وزن مولكولي هر باند توسط سايز 

Fermentaz محاسبه گرديد.  
  هاي اطلاعاتي شناسايي پروتئين و جستجوي در بانك

  باند جدا شده به وسيله آناليزور17تعداد 
  در مركز پروتئين و4700پروتئوميكس زيست كاربردي 

روش . پروتئوميكس دانشگاه ملي سنگاپور آناليز شدند
 را با مقدار ين صورت است كه نمونهه اكار در اين مركز ب

-α-cyano-4 و يا Sinapinic acid(زيادي ماتريكس 

hydroxy cinamic ( مخلوط و مخلوط حاصل را روي
 بهدهند  ريخته و اجازه مي) Target plate( صفحه فلزي

نقش ماتريكس .  كامل خشك شده و كريستاله شودطور
) ليزر نيتروژن(  نانومتر337جذب نور ليزر در طول موج 

هايي از نور  تاباندن پالس. پايداري نمونه استو كمك به 
منجر به جذب نور ليزر و گرم ) در حد نانو ثانيه(ليزر 

ي ماتريكس به همراه ها لكولشدن سريع و تصعيد مو
هنگامي كه ماتريكس به همراه نمونه وارد . دشو مينمونه 

ي ها لكولد مقداري از انرژي موشو ميفاز گازي 
ي نمونه منتقل ها لكول به موبرانگيخته شده ماتريكس

البته علت اصلي . دشو ميشده و سبب يونيزاسيون نمونه 
ي نمونه هنوز به طور دقيق ها لكوليونيزاسيون مو
يونيزاسيون پپتيدها بيشتر به صورت . مشخص نيست

ي ماتريكس صورت ها لكولمثبت و با جذب پروتون از مو
انجام و  Gps افزار نرمها توسط  تفسير داده. مي گيرد

 جستجوي اطلاعات به صورت خودكار توسط برنامه
Mascot  براي به دست آوردن اطلاعات . دگرد ميانجام

  وNcbi و Expasyاز  ...  وها تئيندر مورد كاربرد پرو
Wikipedia استفاده گرديد...  و.  

  
  نتايج 

 به روش ها تئيننتايج حاصل از تفكيك پرو
اي را  قابل ملاحظهتنوع آللي  ،الكتروفورز يك بعدي

 هاي آشكار نموده كه پس از ارزيابي و مقايسه با كنترل
Chinese spring، sunbri، sunvale، grebe  tauschii 

مورد توجه و جهت ارزيابي ) 1شكل ( باند 17تعداد 
  . انتخاب گرديدند) اسپكترومتري جرمي(بعدي 
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                     1    2     3     4      5      6      7      8     9     10     11    12    13   14    15      
   Ae. crassaي ها نمونهي با وزن مولكولي بالا در برخي از ها تئين الگوي پرو-1شكل 

  )ده دارندند كه باندهاي شناخته شباش مي با منشا استراليا Sunbri و Grebe ،Sunvale هايژنوتيپ 15 و 8، 1هاي شماره چاهك(
 

 MALDI TOF-TOF MS/MS  باند توسط17اين 
 نتايج اين آناليز شناسايي ).2 و 1هاي  جدول(آناليز شد 

اطلاعاتي در   باند ديگر،11 باند بود و در مورد 6فقط 

 باند پروتئيني با 6اين . هاي اطلاعاتي موجود نبود بانك
 شامل موارد زير 1توجه به اطلاعات ارايه شده در شكل 

  :)2و  1 هاي جدول(د باش مي
(5B=18) Chain A, Sevenfold Mutant of Barley Beta-Amylase  
(5A=5) beta-amylase 1 [Hordeum vulgare]  
(3) y-type high molecular weight glutenin subunit [Aegilops ventricosa]  
(4) y-type high molecular weight glutenin subunit [Aegilops ventricosa] 
(9) glutenin high molecular weight subunit [Triticum aestivum]  
(14) glutenin high molecular weight subunit [Triticum aestivum])  

 
 4هاي اطلاعاتي،  بر اساس اطلاعات موجود در بانك

  و30 با فراواني به ترتيب 14 و 9 و 4 و 3باند شمارة 
 ها همگي به عنوان  در بين نمونه33/13  و30 و 3/58

 از نوع)  گلوتينن- HMW(گلوتينن با وزن مولكولي بالا 
y-typeاين شباهت در انواع گندم.  شناسايي شدند 

 بررسي شد، بيشترين ميزان شباهت مربوط به گلوتينن
   وAe. tauschii گندم 3با وزن مولكولي بالا 

Ae. ventoricosa  وTriticum aestivumبه .  بودند
  بالاترين ميزان شباهت را به3طوري كه باند 

   و.ventoricosa Ae هاي ذخيره دانه پروتئين
T. aestivum بالاترين ميزان شباهت را به 4باند . داشت 
ventoricosa Ae.و  T. aestivumبالاترين 9باند .  داشت 

 داشت Ae. tauschii و T. aestivumميزان شباهت را به 
 بالاترين ميزان شباهت را به 14ره باند و بالاخ
 A. tauschii  وT. aestivum هاي ذخيره دانه پروتئين
 .داشت

 و 5 هاي  به ترتيب با نام5B و 5A باند 2همچنين 

تر از باندهاي پروتيني با وزن   كه در ناحيه پايين18
هاي  اند؛ در اكثر نمونه مولكولي بالا قرار گرفته

Ae. crassaرا 66/91ديدند و فراواني برابر  مشاهده گر 
هر دو باند براساس نتايج . ها داشتند در بين نمونه

-alpha-D-1,4(اسپكترومتري جرمي به عنوان بتا آميلاز 

glucan maltohydrolase (از بين تمامي. شناخته شدند 
  باند حداكثر شباهت را با بتا2گياهان بررسي شده اين 

 14يلاز متعلق به خانوادة بتا آم. آميلاز در جو داشتند
 باشد كه پيوند گليكوزيدي را بين گليكوزيل هيدرولاز مي

بتا آميلاز . كند  يا چند كربوهيدرات هيدروليز مي2
گلوكانها D –آلفا-4 و 1گياهان آزادسازي مالتوز را از 

  نوع جو2منابع ژنتيكي بتا آميلاز . كند كاتاليز مي
Hordeum spontaneum و Hordeum vulgareبوده و  

  ابتدا در) سازي كيفيت مالت(رفتار بتا آميلاز 
H. spontaneum هاي فلسطين اشغالي شناسايي شده و

 از طريق تلاقي برگشتي به جوهاي مدرن منتقل گرديده
  .است
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  Mascot و جستجو در MALDI TOF-TOF MS اطلاعات به دست آمده از آناليز -1جدول 

  
  

  بحث
در اين تحقيق خود دليلي است نتايج به دست آمده 

 روش مفيدي براي اسپكترومتري جرميمبني بر اينكه 
ها  وسعت دادن اطلاعات ما در زمينه شناسايي پروتئين

در نتيجه استفاده از اين روش در آينده براي . باشد مي
شناسايي ساير باندهاي جالبي كه در اين مطالعه ديده 

هاي  اره پروتئينتواند اطلاعات جديدي را درب شدند مي
. ساختاري موجود در كراسا براي ما آشكار سازد

هاي شناسايي شده در اين مطالعه براي اولين بار  پروتئين
شش باند . شوند  گزارش ميAe. crassaاست كه در گياه 

 شناسايي اسپكترومتري جرمي باند ارسالي براي 17از 
ز جو و  باند به عنوان بتا آميلا2 ،گرديدند كه از آن بين

 باند ديگر به عنوان گلوتنين با وزن مولكولي بالا 4
 Ae. ventricosaكه مربوط به دو گونه شناسايي شدند

and T. aestivumبودند  .Ae. ventricosa داراي ژنوم 
NNDD و T. aestivum ژنوم  دارايAABBDD 

 در ژنوم Ae. crassaباشند كه تشابه ژنومي آنها با  مي
DDباشد   مي(Dosba et al., 1980; Yen & Kimber, 

حدود ( 18 و 5 باند 2با توجه به فراواني بالاي . (1992
توان  كه به عنوان بتا آميلاز شناسايي شدند، مي) 66/91
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 Ae. crassaحضور بتا آميلاز را در بين تقريباً تمامي 
با توجه به تنوع بالايي كه در بين . گيري كرد ايران نتيجه
Ae. crassa ايران ديده شده و از آنجايي كه باند  بومي

فراواني (مربوط به بتا آميلاز در اكثر اين انواع ديده شده 
شود كه ميزان مالتوز انواع گوناگون  ، پيشنهاد مي%)96

Ae. crassaگيري شده و با ميزان مالت   بومي ايران اندازه
 H. vulgare و H. spontaneum ساير انواع جو بخصوص

اميد . شوند، مقايسه شود وز شناخته ميكه منابع مالت
است بتوان اين گونه را نيز به عنوان منبع ژنتيكي 

جديدي براي مالتوز معرفي كرد و يا حداقل در 
 بندي ميزان مالت جايگاه مناسبي را به آن طبقه

باندهاي مربوط  همچنين با توجه به وفور. اختصاص داد
   تنوع بالاي  و با توجه بهها نمونهبه بتا آميلاز در 

  كنون بررسي   و از آنجا كه تاAe. crassaانواع 
   .هاي بومي ايران صورت نگرفته است روي نمونه

  هاي بيشتر بتوان آلل جديدي را با  شايد با بررسي
سازي بالا در يكي از انواع ايراني شناسايي  قدرت مالت

  .كرد
  

  ه هاي مختلفهاي شناسايي شده براي هرباند با نمر  پروتئين-2جدول 
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  گيري كلينتيجه
نتايج اين تحقيق بيانگر وجود تنوع آللي وسيع در 

 17از . دباش ميهاي بومي ايران Ae. crassa يها نمونه
 باند با توجه 9اسپكترومتري جرمي باند تجزيه شده با 

قابل تشخيص نبودند كه با ) 75كمتر از (به نمره پايين 
ي ها نمونهاني آنها در مقايسه با توجه به موقعيت مك

هاي زيرواحدد به عنوان توان ميشاهد مورد استفاده 
هاي ذخيره با وزن مولكولي بالا مطرح  ينئجديد پروت

 و بررسي آنها در باندهايابي اين  البته با توالي. باشند
   بررسي مورد موضوع   اين  تر دقيق  اطلاعاتي  هاي بانك

هاي  تر آلل  شناسايي دقيق در حقيقت با.خواهد بود
هاي كلاسيك  ق روشبا انتقال آنها از طري مناسب و

  به ) مهندسي ژنتيك(هاي نوين  و يا روش) تلاقي(
ين اين ارقام را بهبود ئ كيفيت پروتتوان ميارقام زراعي 

   .داد
  

  سپاسگزاري
 تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و مؤسسهبانك ژن از 

و  تشكر ها نمونهار دادن بذر به واسطه در اختيار قر
  .گردد قدرداني مي
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