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  المستخلص
 99بروتين الكلايدين لثلاثة أصناف من الحنطة الناعمة المعتمدة وھي أبو غريب وإباء  تم استخلاص وفصل

ھدف  High performance liquid chromatography واللطيفية باستخدام الفصل الكروموتوكرافي 
ه كطبع تقدير كميته وتوضيح إمكانية استخدام ھذه التقنية كوسيلة تعريف مثبتة لھوية ھذه الأصناف واستخدام

وبينت النتائج وجود فروق معنوية بين قيم النسب  .  في التمييز بين ھذه الأصناف fingerprintالإصبع 
المئوية للكلايدين من البروتين الكلي وكان طحين حنطة اللطيفية ھو الأعلى في محتواه من الكلايدين من 

%.  31.00% وصنف أبو غريب  30.20 الذي كان 99% مقارنةً بصنف إباء  34.02البروتين الكلي إذ بلغ 
إن ھناك ثلاثة أنماط مختلفة لكلايدين الأصناف الثلاثة إذ اظھر كلايدين صنف أبو  HPLCووضحت نتائج الـ 

  . قمم 10قمة ولصنف اللطيفية  15 99قمم واضحة بينما كان لصنف إباء  6غريب 
Abstract 

liadin protein of three soft wheat cultivars namely Abu-Ghraib, IPA 99 and 
AL-Littefia was extracted and separation by high performance liquid 

chromatography HPLC. Result showed that there were significant differences 
between the gliadin percentage ratio with the order of AL-Littefia 34.02% , 
IPA99 30.20% and Abu-Ghraib 31.00% . Also the result of HPLC analysis 
revealed that the gliadin of the test cultivars has 3 distinguish patterns of 
separation. Thus it appears that HPLC provides efficient tool for identification 
of wheat cultivars. Abu-Ghraib gliadin showed 6 peaks while IPA99 and AL-
Littefia showed 15 and10 peaks respectively.  

 المقدمة 
يعد محصول الحنطة من محاصيل الحبوب المھمة في العالم والتي تحتل المرتبة الأولى عالمياً من حيث المساحة  

ل بذور ذات جودة عالية ، ومع استنباط . وللحصول على محصول جيد لابد من استعما المزروعة وكمية الإنتاج
. ولقد دأبت دراسات سابقة على تحديد ھوية  العديد من الأصناف الجديدة برزت الحاجة إلى تحديد وتثبيت ھويتھا

ً بطرائق مختلفة منھا تقليدية بالاعتماد على الخصائص المورفولوجية ] 1[ بعض الأصناف الجديدة المنتجة محليا
ً لما حددته قواعد الاتحاد الدولي لفحص البذور [او فسيولوجية او ك . إن ھذه الطرائق  ] 2يميائية او غيرھا وفقا

وان كانت سھلة التطبيق إلا إنھا مكلفة من الناحية الاقتصادية والزمن كما إن الوصف المظھري للنباتات يتأثر 
اضاف تعقيداً أكثر لتتبع  GM Genetic Modifiedبصورة كبيرة بالعوامل البيئية وكذلك فان التحوير الوراثي 

 الأصناف المنتجة مما شجع الباحثين على إيجاد طرق بديلة للتشخيص ومنھا طريقة الترحيل الكھربائي وتقنية
قادرة الآن على توضيح المعلومات فيما يخص كمية بروتينات  HPLC.  إن تقنية  ]3الفصل الكروموتوكرافي  [

تساعد على انتخاب الأصناف في أثناء عمليات التربية وتوقع الاستعمال النھائي  ] وھي4حبة الحنطة ونوعيتھا  [
End use ] إن عملية تمييز الأصناف من خلال ھذه التقنية تعتمد على فصل  ]5للأصناف ونجاح تسويقھا .

ى الصفات بروتينات الحنطة إذ إن جميع الصفات الوظيفية ومنھا قابليتھا على تصنيع الخبز ترجع أو تعود إل
] تضم بروتينات الحنطة (الكلايدين 6،7الفيزيوكيميائية للكلايدين والكلوتنين واللذان يكونان كلونين الحنطة  [

G
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 Geneوالكلوتنين) مجموعة من البروتينات المحمولة على الكروموسومات المتشابھة وان التعبير الجيني 
expression تحت الظروف البيئية وا ً  Genetic] لذا يمكن استخدامھا كدليل وراثي  8[  لحقليةلھا ثابتا تقريبا

indicator لھذا استخدمت بروتينات الحنطة كبصمة وراثية ، fingerprint  وبشكل واسع لتمييز الأصناف
] وقد اعتمدت معظم البحوث والدراسات في تمييز اصناف الحنطة على أنماط فصل الكلايدينات 10، 9[ المختلفة

، ولكن  تخلاصھا وانخفاض وزنھا الجزيئي مقارنةً بالكلوتنين الذي يتصف بالتعقيد في التركيبوذلك لسھولة اس
) من الكلوتيين HMWھناك عدد من الدراسات أكدت أن كلاً من الكلايدين والوحدات عالية الوزن الجزيئي (

لى قدرة ھذه التقنية في من الدراسات والبحوث ع ةد كبيراعدت ا] أكد11يمكن إن تستخدم في تمييز الأصناف [
وذلك بالاعتماد على عدد  تمييز أصناف الحنطة بالاعتماد على نمط فصل الكلايدين ومقارنته  بالعينات القياسية
، وأكدوا كذلك على  ]12مساحات وارتفاعات القمم الذي يستغرق المدى نفسه من الوقت للخروج من العمود [

) في التفريق Reverse Phase( RP-HPLC))  والـ (HPLC- SE )HPLC Size exclusionدور تقنية 
بين الأصناف والطرز البيئية وإنھا يمكن أن تساھم في تسجيل واعتماد الأصناف الجديدة وفي تصديق البذور 

] فضلاً عن إنھا قادرة 13للاستدلال على النقاوة الوراثية وفي الدراسات النوعية والوراثية لمحصول الحنطة [
] إلى جانب حنطة الخبز تھدف 3] وأصناف الشعير والذرة الصفراء [14[ أصناف الحنطة الخشنةعلى تمييز 

الدراسةالحالية إلى تثبيت نمط فصل بروتين الكلايدين لأصناف الحنطة قيد الدراسة لغرض تثبيت وتمييز ھويتھا 
  .  والرجوع إليھا في حالات الغش أو الخلط بين الأصناف

  المواد وطرائق العمل 
واللطيفية ومن حاصل  99إباء  ، استخدمت في الدراسة ثلاثة أصناف محلية من حنطة الخبز وھي أبي غريب

وھي من الأصناف المحلية المعتمدة في العراق ، قدرت نسبة البروتين باستعمال طريقة  .  2004حصاد عام 
لحنطة باستعمال الطريقة القياسية ] وقدرت نسبة الكلوتين الرطب في طحين ا15) [46-11كلدال القياسية رقم (

م للحصول على  70ْوثم جفف في فرن ھوائي على  Glutomitic gluten] وباستعمال جھاز 15) [38- 77(
] وذك بأخذ أربع 16تم استخلاص الكلايدين الكلي وتقديره باستعمال الطريقة التي ذكرھا [ الكلوتين الجاف .

  .  %70استخلص الكلاديدين باستخدام الكحول الاثيلي  حبات من كل صنف وسحقھا في ھاون خزفي ثم
 Shimadzu  AVنوع  HPLCتم فصل بروتين الكلايدين باستخدام جھاز الكروموتوكرافي السائل عالي الأداء 

) وبحجم دقائق I.D. 4.6  ×250بالأبعاد التالية ( exclusion column shimadzu  C1باستخدام عمود نوع 
و  Deionized waterستخدام مذيب مكون من ماء مزال منه الايونات ملي مايكرون وبا 17

TetraHydrofurun )THF حجم/حجم وسرعة جريان  )10:  90() رباعي ھايدرو فيوران وبنسبةMin /I 

Ml  30مايكرولتر وتم الفصل على  5وكان حجم العينة التي تم زرقھا في العمود  م وتم الكشف عن المركبات
وجرى  Shimadzu 10 AVيعتمد على الأشعة فــــوق البفســـجية نوع  Detectorخدام كاشف المفصولة باست

واستخدم الكلايدين القياسي Shimadzu CR-3A Data processor حساب مساحات القمم بواسطة حاسبة 
قة تم فصله باستعمال الطري fraction % اما اجزاءالكلايدين2 تركيز BDH biochemicalالمجھز من شركة

وباستخدام المذيب فوسفات الصوديوم 10×300بابعاد superpose-12 ] باستخدام عمود نوع 17التي ذكرھا[
%  0. 3تركيز SDS %0.1% وداي ثايوثريتول تركيز20الحاوي على اسيتونيتريلpH7 و m0.1 تركيز

ف عن المركبات مايكرولتر وتم الكش 5 مْ  كان حجم العينة35وتم الفصل على 6ml/min.0جريان  وبسرعة
        .وتم التعرف على القمم باستخدام الكلايدين القياسي    210nmالمفصولة على طول موجي قدره 

  النتائج والمناقشة
% لكل من صنف أبو ) 9.7 , 10.9،  10.0( ) قيم البروتين لطحين أصناف الحنطة والتي بلغت 1( يبين جدول

في نسبة البروتين في الحبوب  99 تشير النتائج الى تفوق الصنف اباء،  واللطيفية على التوالي 99غريب وإباء 
على الصنفين لطيفية وابي غريب اللذان لم يظھرا اختلاف معنويا فيما بينھما  وھذه القيمة قريبة لما حصلت عليه 

  .  % 10.2] للصنف نفسه والتي كانت 18[
% والكلوتين  )23.2و  26.1،  24.7 ( التي بلغت) محتوى طحين الحنطة من الكلوتين الرطب و1(  يبين جدول

،  واللطيفية على التوالي 99% لكل من صنف أبو غريب وإباء  )7.20 ، 9.10،  8.10 ( الجاف التي كانت
أعلى قيمة في  0.05وتبين النتائج وجود فروقات معنوية في نسبة الكلوتين الرطب والجاف على مستوى معنوية 

% بينما سجل صنف اللطيفية اقل قيمة ) 9.10, 26.7 ( الجاف كانت للحنطة صنف اباءنسبة الكلوتين الرطب و
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يعود السبب إلى  في نسبة الكلوتين الرطب والجاف ان انخفاض النسبة المئوية للكلوتين الرطب في صنف اللطيفية
ة البروتين ونوعيته في انخفاض المحتوى البروتيني في ھذا الصنف لكون نسبة الكلوتين الرطب تعد انعكاساً لنسب

أيضا النسبة المئوية للكلايدين ونسبھم  1)] ويوضح جدول (19[ الطحين وبالتالي يعد مؤشراً عن نوعية الحنطة
% في طحين أبو  )34.02،  30.20،  31.00 (والتي كانت  HPLC في البروتين الكلي والتي تم تقديرھا بتقنية 

بين قيم نسبة  0.01وتوضح النتائج وجود فروق معنوية عند مستوى و اللطيفية عل التوالي  99غريب وإباء 
  .  الكلايدين حيث نلاحظ ارتفاع معنوي في نسبة الكلايدين في صنف اللطيفية مقارنةً بالصنفين الآخرين

 99) مخططات فصل الكلايدينات من طحين الحنطة للاصناف الثلاث ابو غريب اباء 3 ،2، 1توضح الاشكال(
 peakومساحتھا  time retention ظ افوقد اعتمد في التمييزبين الاصناف على عدد القمم ووقت الاحتواللطيفية 

area ] وتم اختيار صنف الحنطة ابوغريب كمقياس وذلك لكونه من الاصناف 4،20وذلك وفق ماذكره كل من [
  . ]18[ المعروفة والثابتة الھويه

  الكلوتين والكلايدين في طحين أصناف الحنطةالنسب المئوية لكل من البروتين و:) 1جدول (

  الكلوتين الجاف  الكلوتين الرطب  البروتين  الأصناف
نسبة الكلادين الكلي في 

 HPLCالطحين بطريقة 
نسبة الكلادين الكلي في البروتين 

 HPLCالكلي * بطريقة 
  bd  24.7 ad  8.10 a  3.100  31.00 bd 10.00  أبو غريب

 a  26.10 a  9.10 a  3.300  30.20 10.90  99إباء 
 cd  23.10 cd  7.20 bd  3.600  34.02 a 9.700  اللطيفية

  
  100×                                                                   * النسبة المئوية للكلايدين في البروتين =    

  

 L.S.Dاقل فرق معنوي حسب اختبار 0.01الحروف المختلفة تدل على وجود فروق معنوية على مستوى 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
   
  
  
  
  
  

الاحتفاظ يلاحظ فيه تسلسل القمم ووقت لي الاداء اكلايدين حنطة أبو غريب المفصول بجھاز الكروموتوكرافي السائل ع :) 1شكل (
  /دقيقة 

واضحة  shouldersقمم واضحة فضلاً عن وجود أكتاف  6يلاحظ في مخطط فصل كلايدين حنطة أبو غريب 
 – 8.47بل القمة الثانية والرابعة وتراوحت النسبة المئوية لمساحة القمم من مجموع مساحات القمم المفصولة ق

قمم غير  4قمة بينما  15فقد تم الحصول على  99، أما بالنسبة إلى صنف إباء  )2(% كما في جدول  24.05
لمئوية لمساحة القمم المفصولة لصنف وتراوحت النسبة ا )2(ظاھرة في المخطط بسبب انخفاض مساحتھا جدول 

ظھور بعض القمم المبكرة مقارنةً بمخطط فصل أبو  2% ، ويلاحظ في شكل  )21.60 – 1.10(بين  99إباء 
  . دقيقة )1.4-0.7 ( بين حتفاظھا% والتي تراوحت وقت ا)  8.15 – 3.12(غريب والتي تراوحت مساحتھا بين 

 النسبة المئوية للكلايدين
 النسبة المئوية للبروتين
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من مخطط فصل كلايدين صنف أبو  2والقمة  1بعض القمم وھي القمة  فاظحتويلاحظ إن ھناك تقارباً في وقت ا
ولكن النسبة المئوية لمساحة ھذه القمم كانت  99من مخطط فصل كلايدين صنف إباء )  8 , 6(غريب مع القمة 

  مقارنةً بصنف أبو غريب . 99منخفضة في صنف إباء 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  المفصول بجھازالكروموتوكرافي السائل عالي 99ة إباء ) : كلايدين حنط2شكل (
  الاحتفاظالاداء يلاحظ فيه تسلسل القمم ووقت  

  
] من وجود اختلاف واضح بين نمط الترحيل الكھربائي لكل ممن صنف أبو 18إن ھذه النتائج مطابقة لما ذكرته[

قمم  10) إن ھناك 2( في جدول أما فيما يخص فصل كلايدين حنطة اللطيفية فيلاحظ 99غريب وصنف إباء 
) وجود 3، 1وھما قمتان مبكرتان ويوضح شكل(  2والقمة  1اثنين منھا لم يتحسس الكاشف لتركيزھا وھي القمة 

على )  6 ، 5،  4،  3 ( بعض القمم في كل من الصنفين أبو غريب واللطيفية وھي القمم تفاظتقارب في وقت اح
 مقارنةً لصنف أبو غريب .التوالي ولكنھا كانت مساحتھا اقل 
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  ) : مخطط فصل كلايدين حنطة اللطيفية المفصول بجھاز الكروموتوكرافي السائل عالي الاداء3شكل (
  الاحتفاظيلاحظ فيه تسلسل القمم ووقت 

  

  كرافي السائل عالي الاداء): نتائج كلايدين حنطة الأصناف المفصولةبجھازالكروموتو2جدول (

مم
لق
ل ا
س
سل
ت

  الأصناف
  اللطيفية  99إباء   أبو غريب

  المساحة%  وقت الظھور/دقيقة  المساحة%  وقت الظھور  المساحة%  وقت الظھور

1  2.0  18.25  0.1 8.15  0.59  -  

2  2.9**  20.00  0.7  6.58  1.0  -  
3  3.1**  24.05  1.0 *  4.91  1.7  11.60  
4  3.6  8.47  1.4 *  3.12  2.9**  8.70  
5  4.9**  13.45  1.7 *  3.39  3.3**  5.00  
6  6.1**  13.34  1.9  7.06  3.9  7.11  
7      2.5  21.60  4.6  14.80  
8      3.0**  3.83  5.5**  19.00  
9      3.3**  1.10  6.1**  26.00  

10      4.2  7.88  7.4 *  6.70  
11      5.4** 19.785      
12      5.7  2.5      
13      6.4**  4.00      
14      6.7 *  3.10      
15      7.7  2.16      
   58111   197498    243486  

   قمم لم يرسمھا الجھاز* 
  

دقيقة تشير  3.0-0.1إن القمم الأولى من مخططات فصل كلايدينات الأصناف الثلاثة والتي كان وقت احتجازھا 
دقيقة تشير إلى  5.0- 3.1ن إلى الأوزان الجزيئية العالية من الكلايدينات بينما القمم التي كان وقت احتجازھا بي
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] 71[ ) وقد وضح2( الأوزان الجزيئية المتوسطة أما القمم الأخيرة فھي تمثل الأوزان الجزيئية المنخفضة جدول
قمم من فصل كلايدينات طحين الحنطة الصلبة تراوحت أوزانھا الجزيئية من أعلى من  4بانه تم الحصول على 

  .  ستخدام ظروف الفصل نفسھادالتون وذلك با 25000واقل من  67000
ً مميزاً لكل صنف إذ يمكن التفريق بين الأصناف الثلاثة وتحديد  إن مخططات الفصل ھذه يمكن أن تعطي وصفا

وأبعاده وسرعة جريان الطور  نقاوتھا بشرط تثبيت ظروف الاستخلاص والفصل ودرجة الحرارة ونوع العمود
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