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  ١چكيده
بايستي پـس از آبنوشـي       رو براي رويش مي     از اين  هستند،الغ در وضعيت خواب     هاي گردوي ب   دانه

اگرچه شكستن ذخاير غـذايي در  . يعني استراتيفيكاسيون قرار گيرندگراد  درجه سانتي 5د  در شرايط سر  
هاي گـردو گـزارش شـده         شود، ولي در دانه     هاي درختي آبنوشي شده تحت شرايط گرم انجام نمي          دانه
هـاي   ات چنـداني در سـطوح پـروتئين و آنـزيم در مورد فرآينـدهاي پروتئـوليتيكي دانـه         اطـلاع. است

بـراي  ، آبنوشيپس از  ).Juglans regia L (هاي گردوي ايراني دانه. آبنوشي شده گردو وجود ندارد
. قـرار گرفتنـد   گـراد     درجه سانتي  5درجه حرارت     روز در  60مدت   بههاي زماني متفاوت حداكثر       دوره
كـه    درصـد رخ داد، در حـالي  61 روز استراتيفيكاسـيون   30هاي تيمار     زني در دانه    اكثر درصد جوانه  حد

در تيمار گرمـا نـسبت بـه سـرما سـرعت            .  درصد بود  23هاي تحت شرايط گرما       زني دانه   درصد جوانه 
سـرد  كه ميزان پروتئين محلول تحت هر دو شرايط گـرم و              اضمحلال پروتئين كل بيشتر بوده، در حالي      

ها بـا      كيلو دالتون و ويسيلين    32-35 و   19-23ها با اجرام ملكولي       گلوتلينميزان  . بدون تغيير باقي ماند   
 تحت دو تيمار سرما و گرما       هاي كل   الگوي الكتروفورزي پروتئين   در    كيلودالتون 42-49اجرام ملكولي   

 و 58دت باندهاي پروتئينـي      ش افزايشهاي محلول      پروتئين لگوي الكتروفورزي ا. تغيير چنداني نداشت  
 افزايش شدت برخي از بانـدهاي       . را نشان داد    كيلودالتوني 18 و كاهش شدت باند       كيلودالتوني 48-41

                                                 
  hamidrezasadegh@yahoo.com:  مسئول مكاتبه*
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اي، پروتئوليز يـا سـنتز         ذخيره هاي  پروتئينتوان ناشي از افزايش انحلال        مي پپتيدي در فاز محلول را     پلي
 از ناشـي  پپتيـدي  ه كـاهش شـدت بانـدهاي پلـي    ك دانست، در حاليها  آن) de novo synthesis(نو 

عنوان سوبسترا استفاده گرديد، ماكزيمم فعاليـت         كه از آزوكازئين به    زماني. باشد   مي فرآيند پروتئوليتيكي 
دار در فعاليـت   عـدم تفـاوت معنـي   .  مـشاهده شـد  6برابـر   pH هـاي دانـه گـردو در    پروتئازي عصاره

احتمـال دخالـت پروتئازهـاي ديگـر در          ن و گرمـا حـاكي از      پروتئوليتيكي بين شرايط استراتيفيكاسـيو    
  .هاي گردو است اي دانه هاي ذخيره شكستن پروتئين

  

   دانه گردو،اي، پروتئاز  استراتيفيكاسيون، الكتروفورز، پروتئين ذخيره:هاي كليدي واژه
 

  مقدمه
كـه بـه ايـن    گيـرد   رغم شرايط مطلوب محيطـي صـورت نمـي     در بسياري از گياهان، رويش دانه علي      

ويژه در مورد    ها براي از بين بردن خواب به        ترين روش   يكي از متداول  . شود   گفته مي  1وضعيت خواب دانه  
 درجـه   5 تـا    1درجـه حـرارت     (هاي درختي مناطق معتدله قرار دادن دانه در شرايط سرد و مرطوب               گونه
ان و   چـي (گوينـد     فيكاسـيون مـي   باشـد كـه اصـطلاحاً بـه آن استراتي           مـي )  ماه 6 الي   1مدت   گراد به   سانتي

هـاي در حـال خـواب جهـت      نـاتواني دانـه  . )1990؛ لي و راس، 1994؛ لين و همكاران،    1998همكاران،  
كـه حـذف ايـن        طوري  دانند، به   رويش را ناشي از وجود موانع متابوليكي جهت شكستن ذخاير غذايي مي           

هـاي    پـروتئين ). 1984؛ راس،   2000ران،  ليـواك و همكـا    (سازد    موانع توسط سرما رويش دانه را ميسر مي       
هاي   محلول و گلوتلين    هاي كم   طور عمده شامل گلوبولين     شوند به   ها، سنتز و ذخيره مي      اي كه در دانه     ذخيره

عنوان منبع مهم نيتروژن و كربن در طـي رويـش و              ها به   اين پروتئين ). 1924اوسبورن،  (باشند    نامحلول مي 
هـا افـزايش يافتـه و         شرايط مطلوب رويش دانه، انحلال ايـن پـروتئين        در  . شوند  رشد گياهچه مصرف مي   

وونگ و همكـاران،    (شوند    زاد جنين شكسته و مصرف مي       عنوان سوبستراهاي مناسب پروتئازهاي درون      به
هاي پروتئوليتيـك     دهنده برطرف شدن موانع متابوليكي فرآيند       اي نشان   هاي ذخيره   شكستن پروتئين ). 2001
 باعــث شكــستن Pseudotusga menziesiiاتيفيكاســيون در نــوعي بازدانــه بــه نــام استر. باشــد مــي

افـزايش فعاليـت    ). 1991؛ گرين و همكـاران،      2001فوروارد و همكاران،    (گردد    اي مي   هاي ذخيره   پروتئين
ــدن       ــال ش ــد و غيرفع ــاي جدي ــنتز پروتئازه ــه س ــيون در نتيج ــول دوره استراتيفيكاس ــا در ط پروتئازه

در ). 1980سـاليما و ميكـولا،   (طور طبيعي در بافت وجـود دارنـد    اي پروتئازي است كه به    ه  كننده  ممانعت
                                                 
1- Seed Dormancy 
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يابـد و ايـن فعاليـت منحـصراً در            هاي سيب، ميزان فعاليت پروتئازها افزايش مي        طي استراتيفيكاسيون دانه  
وليز اوليـه   در نهاندانگان هيدر  ). 1983 ماسيجيوسكا و ليواك،     -زارسكا(شود    محورهاي جنيني مشاهده مي   

اي  هـاي ذخيـره   اين در حالي است كه هيدروليز پـروتئين . گيرد  ها در محورهاي جنيني صورت مي       پروتئين
هاي سـيب     در طي استراتيفيكاسيون دانه   ). 2000شلرت و همكاران،    (شود    زني انجام مي    ها بعد از جوانه     لپه

معني كـه شكـستن ايـن ذخـاير          د، بدين كن  و فندق نيز شكستن ذخاير پروتئيني از چنين الگويي تبعيت مي          
 -؛ داويـدوويس  1990؛ لـي و راس،      2004انـدريوتيس و همكـاران،      (شود    ابتدا در محور جنيني انجام مي     

 افـزايش ظرفيـت سـنتز       1انجام شده برروي افـراي قنـدي      مطالعات  بر اين     علاوه). 1989گرزگورزيوسكا،  
دهـد كـه      هاي اختصاصي را نشان مـي          ميزان پروتئين  پروتئين در جنين در طي استراتيفيكاسيون و تغيير در        

هـاي    ها سبب ابقاي خـواب در دانـه           اي در لپه      هاي ويژه     پروتئين. شوند  سبب برطرف كردن خواب دانه مي     
هـا سـبب برطـرف شـدن       رسد كه تيمار استراتيفيكاسيون با كاهش ايـن پـروتئين   نظر مي شوند و به   افرا مي 

هـاي درختـي منـاطق معتدلـه ايـران            گردو يكي از گونه   ). 1992 و بيوينگتون،    هانس(شود      خواب دانه مي  
). 2006كـائور و همكـاران،      ( ماه استراتيفيكاسيون نياز دارنـد       3 الي   1هاي مختلف گردو به       گونه. باشد  مي

ن باشد كه گلوتلي     درصد پروتئين شامل آلبومين، گلوبولين، پرولامين وگلوتلين مي        66/16دانه گردو حاوي    
؛ تيـوبر و    2000 تائو و سـات،      -سز(دهد     درصد پروتئين دانه را تشكيل مي      70بيشترين مقدار يعني حدود     

هاي گردو گزارش شـده اسـت و          شكستن ذخاير پروتئيني در طي استراتيفيكاسيون دانه      ). 1999همكاران،  
 بهينـه   pH زيـاد و بـا       هاي گردو پروتئازي با جـرم مولكـولي         دهد كه در دانه     دست آمده نشان مي     نتايج به 

گونه اطلاعـي   در هر صورت هيچ). 2007پور،  عينعلي و صادقي(اسيدي تا خنثي در دانه ذخيره شده است   
هـاي گـردو    از ميزان و گستردگي فعاليت اين پروتئازها و الگوي تغيير فعاليتشان در طي دوره خواب دانـه            

هاي آبنوشي شده گـردو       يند پروتئوليز در دانه   هدف از مطالعه حاضر بررسي بيشتر فرآ      . باشد  در دست نمي  
تحت دو شرايط سرما و گرما است تا از اين طريق بتوان بـه ماهيـت پروتئازهـاي درگيـر در ايـن فرآينـد           

  .هاي در حال خواب پي برد كننده متابوليسم دانه عنوان بخشي از عوامل كنترل به
  

  ها مواد و روش
 ساعت در آب خيسانده و 24مدت   به).Juglans regia L(هاي گردوي ايراني  دانه: مواد گياهي

 درصد و شستشوي مجدد با آب مقطر در 5/0هيپوكلريت سديم سازي سطحي توسط  پس از سترون

                                                 
1- Acer Saccharum Marsh 
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ها براي تيمار استراتيفيكاسيون سرد براي  پس اين دانهس. دو لايه پارچه استريل و مرطوب قرار گرفتند
در تيمار استراتيفيكاسيون . گراد قرار داده شدند  درجه سانتي5در دماي )  روز60تا ( روزه 10فواصل 
 درجه 27در محيط كشت شني و در درجه حرارت )  روز20تا ( روزه 4هاي مذكور با فواصل  گرم دانه
هاي متفاوتي تيمار سرما را دريافت كرده  هايي كه در دوره سپس به دانه. گراد نگهداري شدند سانتي
گراد انتقال   درجه سانتي27محيط كشت شني در دماي )  دانه25ر تكرار شامل سه تكرار و ه(بودند 

هايي كه از ابتدا  ميزان رويش دانه. ها در طي مدت چهل روز بررسي گرديد زني آن يافته و ميزان جوانه
گراد قرار داشتند نيز ثبت گرديد و براي مقايسه   درجه سانتي27در محيط كشت شني در شرايط گرم 

هاي دو تيمار استراتيفيكاسيون سرد و گرم  علاوه از دانه به. يمار سرما در رويش دانه استفاده گرديداثر ت
  .هاي بيوشيميايي استفاده گرديد براي تجزيه و تحليل

اين . همراه با تغييراتي انجام شد) 1997(استخراج پروتئين كل با استفاده از روش استون و گيفورد 
و استفاده از ) 5/7 معادل pHبا ( استخراج پروتئين با بافر فسفات تغييرات شامل حذف مرحله

 درصد و 2حاوي سديم دودسيل سولفات ) 8/6به جاي  (5/8 معادل pH مولار با 06/0تريس بافر
  .انجام گرديد) 1981(ول و همكاران  گيري پروتئين كل به روش مارك اندازه.  درصد بود10گليسرول 

ليتر بافر استخراج خرد   ميلي6يك گرم بافت لپه يا محور جنيني، با لول براي استخراج پروتئين مح
 4/0، ساكارز 5/7 مولار با اسيديته 1/0تركيب بافر استخراج شامل تريس بازي . و هموژنيزه گرديد

آمين تترا استيك اسيد  مولار، اتيلن دي مولار، سولفات منيزيم يك ميلي  ميلي10مولار، كلريد پتاسيم 
)EDTA(متيل سولفونيل فلورايد  مولار، فنيل  يك ميلي)PMSF (وينيل  مولار، پلي يك ميلي

عمل استخراج در هاون . مولار بود  ميلي50 مركاپتواتانول -2 درصد و PVPP (6/0(پيروليدون  پلي
 دقيقه با 15مدت   به سرد انجام شد و عصاره حاصل پس از صاف شدن توسط دو لايه پارچه ململ

گيري پروتئين  دست آمده پس از سانتريفيوژ براي اندازه فاز بالايي به.  سانتريفيوژ شدg ×10000 شتاب
  .كار رفت به) 1976(محلول به روش برادفورد 

ها به روش فلينگ  پروتئين) SDS-PAGE(آكريل آميد   پلي-الكتروفورز سديم دودسيل سولفات
  .انجام شد) 1986(و گريگرسون 

همراه با تغييراتي ) 1988(پروتئاز به روش ويلسون و همكاران  فعاليت گيري ندازهاستخراج و ا
  .انجام گرديد

ها با استفاده از آزمون  دار بودن داده ها در سه تكرار انجام گرديد و ميزان معني گيري همه اندازه
  .ارزيابي شد) SAS  )2001افزار اي دانكن با نرم مقايسه ميانگين چند دامنه
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  نتايج و بحث
 روز تيمار 30هايي كه  هاي گردو نشان داد كه دانه زني دانه يج حاصل از رويش جوانهنتا

شكل (ند دادرا نشان  درصد 31/61زني يعني  استراتيفيكاسيون را گذرانده بودند بالاترين درصد جوانه
 برطرف  روز براي30مدت  هاي گردوي ايراني به  استراتيفيكاسيون دانهرسد كه نظر مي اين بهبنابر). 1

هاي  زني دانه ساير پژوهشگران نيز نتايج مشابهي را در خصوص جوانه .ها كافي است كردن خواب دانه
حالت  در اين. )2006كائور و همكاران،  (اند گردو در دو شرايط گرما و استراتيفيكاسيون نشان داده

كائور و (دهند  يجيبرليك درصد رويش دانه را افزايش ماسيد مشخص شده است كه تيمار سرما و 
دهنده  ها نشان  بسياري از دانهرويشمطالعات در مورد اثر استراتيفيكاسيون بر درصد ). 2006همكاران، 

ان و  چي(زني است  يك رابطه مستقيم بين طول دوره استراتيفيكاسيون و افزايش درصد جوانه
 6 الي 4هاي فندق  ال در دانهعنوان مث ه ب).1990؛ لي و راس، 1994؛ لين و همكاران، 1998همكاران، 

استراتيفيكاسيون ) 1994لين و همكاران، (  هفته4 الي 3اي گلابي   و در گونه)1990 لي و راس،( هفته
هاي آبنوشي شده گردو تحت شرايط گرم  بسياري از دانه. براي برطرف شدن خواب لازم است

رصد رويش دانه در بهترين حالت حالت د در اين. دهند  كمتري را نشان ميرويش و يافتهاضمحلال 
هاي بيوشيميايي  له امكان انجام آزمايشأ مسبه همين دليل). 1شكل (ماند   درصد باقي مي23در حدود 

  . روز مقدور نبود20ط گرم پس از هاي گردو در شراي از دانه
  

  
  

  )روز(طول دوره استراتيفيكاسيون سرد 
تيمارها عبارتند از . هاي آبنوشي شده گردو زني دانه جوانه  درصدبرسرد  اثر طول دوره استراتيفيكاسيون -1شكل 

  . روز40براي  استراتيفيكاسيون: 40S روز و 30 براي استراتيفيكاسيون: 30Sبدون تيمار سرما، : شاهد
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هايي كه در شرايط استراتيفيكاسيون قرار گرفته بودند  ها و محورهاي جنيني دانه پروتئين كل در لپه
هايي  بيشترين كاهش پروتئين كل در لپه). الف و ب -2شكل (م تيمار روند كاهشي داشت تا روز بيست

مشاهده گرديد و از روز چهارم تيمار گرما تا  روز در شرايط گرم قرار گرفته بودند 4كه فقط براي 
در مقدار پروتئين كل ). ت -2شكل (ن بدون تغيير باقي ماند چنا هم مقدار پروتئين كل ،انتهاي دوره

اي را در  شرايط گرم از لحاظ آماري تفاوت قابل ملاحظههاي آبنوشي شده در  محورهاي جنيني دانه
اين برخلاف سيب و فندق كه شكستن ذخاير غذايي فقط در  بنابر). پ -2شكل (طول زمان نشان نداد 

 و همكاران، اندريوتيس( شود هاي آبنوشي شده انجام مي در دانه) استراتيفيكاسيون(طي شرايط سرما 
هاي گردو در هر دو شرايط سرما و گرما شكستن   در دانه)1989گرزگورزيوسكا،  -ويس؛ داويدو2004

علاوه بيشترين تغييرات ذخاير در هر دو شرايط سرما و گرما در  هب. دهد اي رخ مي هاي ذخيره پروتئين
  .گردد ها و نه در محور جنيني مشاهده مي لپه
  

  
  )روز (استراتيفيكاسيونطول دوره                                           )روز (استراتيفيكاسيونل دوره طو                 

  
 )روز (استراتيفيكاسيونطول دوره                                           )روز (استراتيفيكاسيونطول دوره                   

  .هاي گردو تحت تيمار استراتيفيكاسيون و شرايط گرم دانهالگوي تغييرات پروتئين كل  -2 شكل
 -لپه) ت(  شرايط گرم و-محور جنيني) پ. ( استراتيفيكاسيون-لپه) ب. ( استراتيفيكاسيون-محور جنيني) الف(

  .دهاي گردوي مربوط به اين تيمار بو دليل از بين رفتن دانه  بهپهاي روز بيستم در شكل  عدم نمايش داده .شرايط گرم
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هـا و چـه در محـور     هاي گردو چه در لپـه  هاي محلول در دانه خلاف پروتئين كل، ميزان پروتئين  بر
جنيني در طي دوره استراتيفيكاسيون سرد يا شرايط گرما در حد نـسبتاً ثـابتي بـدون تغييـر بـاقي مانـد               

اي، ميـزان   خيرههاي ذ كه قبل از اضمحلال و شكسته شدن پروتئين      با توجه به اين   ). الف و ب   -3شكل(
سطوح نسبتاً بـدون    ). 2001؛ يانو و همكاران،     2004وونگ و همكاران،    (يابد   ها افزايش مي   حلاليت آن 

تـوان ناشـي از تـوازن نـسبي سـرعت فرآينـدهاي انحلالـي بـا                  ها را مي   هاي محلول دانه   تغيير پروتئين 
ي نامحلول به فاز محلول سلول      ها فرآيندهاي پروتئوليتيك دانست كه از يك طرف سبب انتقال پروتئين         

  .گردد هاي محلول مي شده و از طرف ديگر باعث شكسته شدن پروتئين
هايي كه در شرايط  ها و در محورهاي جنيني دانه در لپههاي كل  الگوي الكتروفورزي پروتئين

مده شامل طور ع هاين الگو ب. تغيير مشخصي نشان نداد) 4شكل (استراتيفيكاسيون يا گرما قرار داشتند 
علاوه  هب.  كيلو دالتون بود32-35 و 19-23با اجرام ملكولي ) 2000تائو و سات،  -سز(ها  گلوتلين
تري را   كيلودالتون نيز جزء كوچك42-49لكولي وبا اجرام م) 1999تيوبر و همكاران، (ها  ويسيلين
است كه قسمت اعظم هاي كل حاكي از اين  الگوي الكتروفورزي پروتئيناين ثبات . شدند شامل مي
هاي كل  رو الگوي الكتروفورزي پروتئين حالت نامحلول بوده و از اينه اي گردو ب هاي ذخيره پروتئين

هاي رقيق آبي نامحلولند تعيين  ها كه در محلول ها و ويسيلين گلوتلينپپتيدهاي  طور عمده توسط پلي هب
  ).1924اوسبورن، (گردد  مي

  

  
  )روز (استراتيفيكاسيونطول دوره                                         )روز (استراتيفيكاسيونره طول دو                  

  
  )روز (پس از آبنوشيطول دوره                                            )روز (پس از آبنوشيطول دوره                    

محور ) الف. ( گرمطي استراتيفيكاسيون و شراماري گردو تحت تيها  الگوي تغييرات پروتئين محلول دانه-3شكل 
  . شرايط گرم-لپه) ت( گرم و طي شرا-محور جنيني) پ. (ونيكاسيفي استرات-لپه) ب. (ونيكاسيفي استرات-ينيجن
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  . گرمطي استراتيفيكاسيون و شراماري گردو تحت تيها هاي كل دانه  الگوي الكتروفورز پروتئين-4شكل 

   گرم وطيشرا -لپه) پ. (ونيكاسيفياسترات -ينيمحور جن) ب. (ونيكاسيفياسترات -پهل) الف(
عدم . اند  رفتهارك ه بيعنوان ماركر وزن مولكول ه بني و پپسني آلبوميها نيپروتئ. شرايط گرم -محور جنيني) ت(

  . بودماري تنيا مربوط به ي گردويها  رفتن دانهني از بليدل  بهت در شكل ستمي روز بيها  دادهشينما
  

هاي آبنوشي  هاي محلول دانه هاي كل، الكتروفورز پروتئين الگوي الكتروفورزي پروتئينبرخلاف 
عنوان مثال شدت  به). 5شكل ( نشان داد تراتيفيكاسيون و گرما تغييراتيشده گردو در هر دو شرايط اس

يل دوره استراتيفيكاسيون افزايش  كيلودالتوني در طي اوا41-48 يا 58برخي از باندهاي پروتئيني مثل 
پپتيدهاي  عدم ثبات تركيب پلي.  كيلو دالتوني روند كاهشي نشان داد18كه پروتئين  يافت، در حالي
ها در فاز محلول سلول توسط   اين ادعا است كه مقدار پروتئيني بر تأييدهاي محلول سازنده پروتئين

پپتيدي در اين  هاي پلي افزايش شدت باند. گردد فرآيندهاي انحلالي، سنتزي و پروتئوليتيكي تنظيم مي
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ها در اثر پروتئوليز يا فرآيندهاي ديگر و ورودشان از فاز  توان ناشي از افزايش انحلال آن حالت را مي
از طرفي كاهش شدت برخي از باندهاي . ها دانست آن 1 محلول يا ناشي از سنتز نونامحلول به

  .توان ناشي از پروتئوليز و شكسته شدن آنها در نظر گرفت پپتيدي را مي پلي
  

  
) الف. ( گرمطي استراتيفيكاسيون و شراماري گردو تحت تيها هاي محلول دانه  الگوي الكتروفورزي پروتئين-5شكل 

  . شرايط گرم-محور جنيني) ت( گرم و طي شرا-لپه) پ. (ونيكاسيفي استرات-ينيمحور جن) ب. (ونيكاسيفيرات است-لپه

                                                 
1- De Novo Synthesis 
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هايي  هاي گردو نشان داد كه سرعت شكستن ذخاير پروتئيني در نمونه مطالعه تغيير ذخاير غذايي دانه
هاي  وتئوليتيك بيشتر در دانهدهنده فعاليت پر اين امر نشان. اند بيشتر است كه تيمار سرما دريافت نكرده

هاي گردو  هاي حاصل از دانه زيموگرافي عصاره. باشد شده هاي استراتيفه  تيمار گرما نسبت به دانه
دهنده  اي در طول استراتيفيكاسيون نشان هاي ذخيره منظور شناسايي پروتئازهاي مسئول شكستن پروتئين به

ها در   خنثي فعال بودند و حتي فعاليت آنpH ه بيشتر در با جرم مولكولي بسيار زياد بود كپروتئازهاي
هايي با وزن زده، پروتئاز هاي جوانه  گرچه در دانه،زني نيز قابل تشخيص بود هاي در حال جوانه دانه

 در روش زيموگرافي عصاره پروتئازي ).2007پور،  عينعلي و صادقي(مولكولي كمتر نيز مشاهده گرديد 
در اثر . شود  مي2ناتوره - ري در ژل آكريل آميد حاوي ژلاتين جدا شده و مجدداً شده ابتدا1ناتوره -دي

دليل احتمال  هدر هر صورت ب. توان در ژل رديابي كرد هضم ژلاتين توسط پروتئاز فعاليت پروتئازي را مي
كي در هاي پروتئوليتي  اطلاعي از ميزان و نحوه فعاليتاين روش،ناتوره نشدن تمام پروتئازها در  -ري
اي در رويش دانه و با  هاي ذخيره با توجه به اهميت شكستن پروتئين. باشد هاي گردو در دست نمي دانه

 )يا پروتئازهاي(ها در دو شرايط گرم و سرد، فعاليت پروتئاز  توجه به سرعت متفاوت اضمحلال آن
شناسايي پروتئازها منظور  هب. سرد بررسي گرديد درگير در شكستن اين ذخاير در طي شرايط گرم و

 pHهاي گردو در هيدروليز سوبستراي سنتزي آزوكازئين در دامنه دست آمده از دانه ههاي ب توانايي عصاره
برابر با  pH در) پروتئازي(نتايج نشان داد كه بيشترين فعاليت كازئينوليتيك  .هاي مختلف بررسي گرديد

 ولي در ، قابل ملاحظه بود6ي اسيدي كمتر از هاpHفعاليت پروتئازي در دامنه ). 6 شكل( باشد  مي6
pH خصوص در دامنه  ه افت شديد فعاليت ب6 بيشتر ازpHهاي خنثي تا قليايي مشاهده گرديد.  

 

  
  )pH(اسيديته 

  .هاي مختلفpHهاي گردو در  دست آمده از دانه هاي به عصاره) كازئينوليتيك( فعاليت پروتئازي -6شكل 
                                                 
1- De-Naturation 
2- Re-Naturation 
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اي  هاي ذخيره  در شكستن پروتئينتوان گفت كه يك پروتئاز اسيدي احتمالاً با توجه به اين نتايج مي
 pHپروتئازهايي با جرم مولكولي بسيار زياد كه در . دانه گردو در طي دوره استراتيفيكاسيون دخالت دارد

در طي تيمار ) Pseudotusga menziesii (هاي نوعي بازدانه چنين در دانه خنثي فعال هستند، هم
علاوه در همين گياه استراتيفيكاسيون  ه ب).2001فوروارد و همكاران،  (اند تيفيكاسيون گزارش شدهاسترا

در طول استراتيفيكاسيون ). 1991گرين و همكاران، (گردد  اي مي هاي ذخيره باعث شكستن پروتئين
 در محورهاي جنيني كند و اين فعاليت منحصراً هاي سيب نيز ميزان فعاليت پروتئازها افزايش پيدا مي دانه

افزايش فعاليت پروتئازها در طول دوره ). 1983ماسيجيوسكا و ليواك،  -زارسكا(شود  مشاهده مي
طور  هاي پروتئازي كه به كننده فعال شدن ممانعتهاي جديد و غيراستراتيفيكاسيون در نتيجه سنتز پروتئاز

هاي   فعاليت پروتئازي در لپه دانهحداكثر). 1980ساليما و ميكولا، (باشد   مي،طبيعي در بافت وجود دارند
 دوره تيمار ياستراتيفه شده در شرايط سرما در روز دهم مشاهده گرديد و سپس روندي كاهشي تا انتها

هاي استراتيفه شده روند مشخصي نشان نداد   اما فعاليت پروتئاز در محور جنيني دانه،مشاهده گرديد
 ينوشي شده در شرايط گرم نيز فعاليت پروتئاز اسيدي روند مشخصهاي آب در دانه). الف و ب -7شكل (

هم در محور جنيني افزايش   روزه آن20هاي  فقط در انتهاي دوره يعني در دانهو نداشت و تغيير نكرد 
  ).ت و پ -7شكل(اي نشان داد  دار قابل ملاحظه معني

در دانه گردو در  طالعه حاضرچنين م و هماي  هاي ذخيره كه سرعت شكستن پروتئين رغم اين علي
 اما مقايسه فعاليت پروتئاز در دو شرايط ،)2007پور،  عينعلي و صادقي(شرايط گرما بيشتر از سرما است 

گرم و سرد نشان داد كه فعاليت پروتئاز در شرايط استراتيفيكاسيون نسبت به شرايط گرم تفاوت 
هاي  نيليت كازئينوليتيك با الگوي شكسته شدن پروتئعلاوه الگوي تغيير فعا هب. دهد داري نشان نمي معني

هاي گردو  وتئاز اسيـدي شنـاسايي شده در دانهد كه فعاليت پرـده اين امر نشان مي. كل نيز تطابق ندارد
ل در ـاز دخيـئـها پروتـده است، تنـري شـگي زي آزوكازئين اندازهـراي سنتـفاده از سوبستـكه با است

ن ـز در ايـئازهاي ديگري نيـ پروتمالاًـوده و احتـت نبـحال نـاي در اي رهـ ذخيهاي نـتن پروتئيـشكس
رو استفاده از ساير سوبستراهاي سنتزي از قبيل  از اين. اند اسايي نشدهـوز شنـر دخالت دارند كه هنـام

Bz-Asn-p-nitroanilide  ياBz-Phe-Val-Arg-p-nitroanilide و يا با استفاده از سوبستراي 
  .ها را شناسايي كرد  دانه گردو شايد بتوان آن1زاد هاي درون گلوبولين از قبيل يعيطب

                                                 
1- Endogenous 
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  )روز (استراتيفيكاسيونطول دوره                                         )روز (استراتيفيكاسيونطول دوره                   

  
  )روز (آبنوشيطول دوره                                                      )روز (آبنوشيطول دوره                       

 -ينيمحور جن) الف. ( گرمطيو شرا استراتيفيكاسيون ماري گردو تحت تيها  پروتئاز دانهتي فعالي الگو-7شكل 
  . شرايط گرم-لپه) ت( گرم و طي شرا-محور جنيني) پ. (ونيكاسيفي استرات-لپه) ب. (ونيكاسيفياسترات

  
  اسگزاريسپ

وسيله از جناب آقاي دكتر مجيد عظيم محسني از گروه آمار دانشكده علوم دانشگاه گلستان  بدين
  .گردد براي مشاوره آماري اين مطالعه قدرداني مي
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Abstract1 

Walnut kernels are dormant at maturity and therefore in order to germinate require 
moist-chilling or stratification, i.e. incubating imbibed seeds at cold (5ºC) for a certain 
period. It is assumed that reserve mobilization can not proceed in imbibed dormant seeds 
incubated at warm condition. In contrast to other dormant tree seeds, imbibing dormant 
walnut kernels showed storage protein mobilization irrespective of the temperature of 
incubation. However, there is no information on the nature of proteolytic processes at the 
protein and enzyme levels in imbibed walnut kernels. Persian walnut (Juglans regia L.) 
kernels were stratified at 5ºC for increasing periods up to 60 days. Thirty days stratified 
kernels displayed maximum germination percentage of 61% whereas only 23% of warm-
incubated kernels germinated. Mobilization of total storage protein in kernels was faster 
under warm conditions when compared to stratification. Levels of soluble proteins 
remained unchanged following imbibition in both stratified and warm-incubated kernels. 
SDS-PAGE patterns of total proteins did not show any changes in walnut 19-23 and 32-35 
kDa glutenins and 42-49 kDa vicilins under both temperature regimes. This technique 
however, revealed alterations in the polypeptide patterns of soluble protein fraction notably 
increased band intensity of 41-48 and 58 kDa in parallel with reduced band intensity of 18 
kDa polypeptides. The increased levels of some polypeptides in the soluble fraction might 
have been resulted from the increased solubility of insoluble storage proteins, proteolysis or 
de novo protein synthesis, while reduced band intensity is likely to represent proteolytic 
processes. Using azocasein as a substrate to detect protease (s) involved in storage protein 
mobilization, a protease most active at pH 6.0 was found in extracts from walnut kernels. 
Since no significant differences were observed in measured protease activity between 
stratified and warm-incubated kernels, other proteases are supposed to be involved in the 
mobilization of walnut kernel storage proteins. 
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