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  هاى بررسى اثر ساليسيليک اسيد بر ميزان آنتوسيا نين
  آلوده به قارچ١گياه داروىى ميناى چمنى

 
 دانشگاه تربيت معلم: اکرم اسدى،  صديقه مهرابيان،لى خاورى نژاد عرمضان

 
 چکيده

القا کننده مانند    ترکيبات   ا که به آنتوسيانين برگ ها نسبت مى دهند، مى تواند به طور مؤثرى ب               اىکرد حفاظتى  عمل

اين پژوهش گياه دارويى ميناى        در. و تعدادى از ترکيبات ديگر تحريک شود           ترکيبات بيمارى زا، ساليسيليک اسيد     

را در   ٢ مالونيل گلوکورونوزيل گلوکوزيد      -٣ساخته شدن آنتوسيانين سيانيدين      ) کاسنى(  مرکبيان  هاز خانواد   ١چمنى

نتايج حاکى از آن است که مقدار          . و عامل بيمارى زايى افزايش مى دهد       برگ هاى خود در پاسخ به ساليسيليک اسيد         

 ميکرومولار ساليسيليک اسيد نسبت به گيا هان تيمار نشده با ١١ و ٧، ٣آنتوسيانين در گيا هان تيمار شده با غلظت هاى 

نين در گيا هان آلوده به قارچ و       همچنين مقدار آنتوسيا  . افزايش پيدا کرد  ) گيا هان کنترل (اين اسيد و بدون آلودگى قارچى     

در ضمن زمانى که گيا هان آلوده، با ساليسيليک اسيد تيمار           . بدون تيمار ساليسيليک اسيد بيش تر از گيا هان کنترل بود         

همچنين کروماتوگرام هاى به دست    .  در مقدار آنتوسيانين نسبت به گيا هان کنترل مشاهده شد           چشم گيرىشدند، افزايش   

 . و مقايسه آن ها با کروماتوگرام آنتوسيانين استاندارد نتايج فوق را تأييد کردHPLCونه ها، به روش آمده از نم

 

 مقدمه
گيا هان به عنوان يکى از منابع دارو هاى طبيعى، قادر به سازش هاى فيزيولوژيک متفاوتى در پاسخ به دامنه                     

، شوندزخم هاى بافت مردگى مى  رى زايى که موجببيما عوامل .هستند خود محيط پيرامونى  در محرک ها از وسيعى

اين پديده در مورد     . غالباً سبب حفاظت گياه در برابر هجوم همان عامل بيمارى زا يا موجود زنده ديگر مى شوند                   

 و مقاومت    ٣اين مقاومت به شکل مقاومت اکتسابى موضعى         . آلودگى هاى قارچى و باکتريايى گزارش شده است         

  معرفى شده    SAR عامل محرک در گياه و القا کننده                 زمينهتا به حال دو نظريه در             . ست ا  ٤اکتسابى همگانى  

 واقطبيده موج يک منظور بدين است، اى ياخته غشاى سطح در عمل پتانسيل ايجاد نظريه، اولين: است

  شود منتشر مى  ياهگ يا آسيب ها، در سراسر      ٥در سطح غشاى ياخته اى، در واکنش به ر ها کننده ها        ) دپليمريزاسيون(

]١.[ 
 

  ميناى چمنى، ساليسيليک اسيد ، آنتوسيانين، قارچ :واژه هاى کليدى
-١ Bellis perennis L. Cyanidin              ٢-malonyl-glucuronosylglucoside              ٣ -Local acquired 

resistance(LAR)               ٤ - Systemic acquired resistance (SAR)              ٥- elicitors  
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 از ترکيبات فنلى متعدد، داراى         ىساليسيليک اسيد به عنوان گروه      .  است ١دومين نظريه، توليد ساليسيليک اسيد      

يک حلقه آروماتيک با يک گروه هيدروکسيل، به عنوان يک القا کننده مؤثر در بيان ژن هاى مقاومت شناخته شده                    

 را به رمز    (PR)طح بيرونى تعدادى از گيا هان، پروتئين هاى مرتبط با بيمارى زايى          است که پس از افزودن به س       

گزارش هاى موجود بيان مى کنند، بعد از تلقيح گيا هان با عوامل بيمارى زا، ساليسيليک اسيد               . ]٣[،]٢[مى آورد در

آنزيمى . تبديل مى شود  (SAG) گلوکوزيد -ß و به ساليسيليک اسيد      مى شودتوليد شده به سرعت به گلوکز متصل           

 تبديل مى کند، ساليسيليک اسيد گلوکوزيل ترانسفراز است که در چندين گياه شناسايى شده                     SAG را به     SAکه  

 هکه آلودگى اوليه ب   ] ٦[،  ]٥[،  ]٤[ را در گسترش مقاومت اکتسابى چنين نشان مى دهد        SAGيک مدل نقش    . است

ردگى و واکنش سريع و توليد ساليسيليک اسيد در سراسر گياه              عامل بيمارى زا، موجب تشکيل آسيب هاى بافت م        

باره با همان عامل بيمارى زا آلوده شود،            اگر گياه دو   .  شود تبديل مى   SAG  به SAطور مازاد     همين. مى شود

مهار بعدى منجر به خرابى ياخته و تغيير در نفوذپذيرى غشا در محل آلودگى مى شود که اين امر منجر به انتشار                      

 SAG         اين عمل غلظت    . شودبه درون فضا هاى برون ياخته اى و هيدروليز آن مىSA      را در محل آلودگى افزايش 

اين فرآيند دفاعى   .  توليد شده مى تواند به ياخته هاى مجاور وارد شود و پاسخ هاى دفاعى را القا کند                 SA و   ددهمى 

 به سرعت    SAG به    SAد بود، و تبديل سريع          در طى آلودگى ثانويه نسبت به دفاع اوليه بيش تر مؤثر خواه                   

اين القاى سريع و مؤثر در محل           . ا خواهد کرد   قپاسخ هاى دفاعى را در زمان و مکانى که به آن نياز است، ال                    

آلودگى گيا هان با عوامل بيمارى زا اغلب باعث مکانيسم هاى دفاعى چند                   . آلودگى، آسيب کمترى ايجاد مى کند        

، ]٧[فنيل پروپانوئيد ها ) بيوسنتز( ممکن است شامل فعال سازى مسير زيست ساخت              جزئى و وسيع مى شود که       

، ]٩[، ليگنين ]٨[تغيير ساختار ديواره ياخته اى از طريق ساختن و تشکيل پروتئين هاى غنى از هيدروکسى پرولين             

زيم هاى تجزيه کننده ديواره و ساختن مهارکننده هاى آن] ١٠[توليد آنزيم هاى هيدروليتيک مانند کيتيناز و گلوکاناز ها      

اين موارد در واقع شرايطى در گياه فراهم مى کند تا تعادل سوخت وسازى در ياخته ها در                         . باشد] ١١[ياخته اى

به نظر مى رسد ساليسيليک اسيد نيز مى تواند توانايى گياه را براى            ]. ١٢[طى پاسخ به عوامل بيمارى زا حفظ شود      

 همان مکانيسم هاى دفاعى چند جزئى و وسيع که عوامل بيمارى زا فراهم مى کنند،                  بسيج دفاع ياخته اى از طريق      

با توجه به مطالب بيان شده، پژوهش حاضر        . ]٦[،  ]٥[افزايش دهد و تعادل سوخت و سازى ياخته ها را حفظ کند           

در گياه دارويى    در صدد فراهم آوردن شرايطى است که بتوان توليد ترکيبات فنلى، از جمله آنتوسيانين ها را                             

گياه دارويى ميناى چمنى  کوچک و علفى از              . ميناى چمنى در موقع حمله عوامل بيمارى زا به حداکثر رساند               

قسمت هاى مورد استفاده اين گياه که        . ، بومى اروپا و همچنين در نقاطى از آسيا است             )کاسنى(خانواده مرکبيان    

  گياه شهرت زيادى در درمان زخم ها دارد و همچنين در                  اين. خواص درمانى نيز دارند، ريشه و برگ هستند            

 

١-Salicylic acid (SA) 
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تصفيه کننده خون،   همچنين   از عصاره آن استفاده مى شود، اين گياه          - مانند اختلالات کبدى   -درمان امراض داخلى  

درد هاى روماتيسمى  ف کردن    و مفيد در برطر    سنگ کليه، کننده  ملين ملايم، از بين برنده التهاب، آرام کننده، دفع           

بر روى مقدار آنتوسيانين ها در طى آلودگى گياه به عنوان هدف                  بررسى اثر ساليسيليک اسيد     ]. ١٣[است... و  

  .پژوهش در نظر گرفته شده است، زيرا اين ترکيبات نقش مهمى در بهبود پاسخ هاى ايمنى در گيا هان ايفا مى کنند 

 

 مواد و روش ها
 کشت گيا هان

تهيه بذر ها از بخش گيا هان دارويى مؤسسه تحقيقات جنگل ها و مراتع، و ضد عفونى کردن آن ها، بستر                عد از ب

3مورد نياز براى انتقال بذر ها شامل        
3 ماسه و      2

.  رس الک شده تهيه و سپس بذر ها به اين سطح انتقال يافتند                    1

رست به اتاق کشت منتقل          زنى گلدان هاى حاوى دانه       ابل پنجره قرار داده شدند و بعد از جوانه                 گلدان ها در مق    

 لوکس بود و تا ميانه       ٢٥٨٥ميزان نور در طول روز نوسان داشت، به طورى که در صبح مقدار نور                   . گرديدند

براين  بنا.  مى رسيد  لوکس افزايش مى يافت و اين مقدار در عصر به همان مقدار نور در صبح                      ٣٠٠٠روز به    

جايى تصادفى گلدان ها   ه  براى به حداقل رساندن اثرات ميکروکليمايى در محوطه رشد گياه، گردش وضعى و جاب              

حرارت محيط پيرامونى در نقاط اتاق کشت در ساعات مختلف               . صورت گرفت  به طور روزانه در دوره رشد        

درجه سانتى گراد  ١٥± ٣ه سانتى گراد و دماى شبانه        درج ٢١± ٣گيرى شد و دماى روزانه در حدود           روز اندازه 

 يک روز در ميان حجم       ،از روز دهم تا روز پانزدهم      . رست ها تا روز دهم با آب مقطر افشانه شدند          دانه. شدثبت  

10معيّنى از محلول غذايى هوگلند     
 در ميان محلول    از روز پانزدهم تا روز بيستم دو روز        .  به گلدان ها اضافه شد     1

5هوگلند غذايى
2ميان محلول غذايى هوگلند پنجم سه روز در روز بيستم تا بيست و     از  و 1

از روز بيست و پنجم   و1

ب هر روز به ميزان کاهش آ      . سه روز در ميان حجم معيّنى از محلول غذايى هوگلند کامل به گلدان ها اضافه شد                  

نهم که گيا هان در آستانه تشکيل برگ سوم بودند، تيماردهى  بيست و  روز از. اضافه گرديد  دست رفته آب مقطر    از

 مولار ساليسيليک اسيد    ٠٠١/٠محلول بدين منظور  .شد ميکرومولار ساليسيليک اسيد آغاز    ١١و٣،٧ با غلظت هاى 

)  ميکرومولار ١١ و ٧،  ٣(فاوت ساليسيليک اسيد   و از اين محلول غلظت هاى مت       . به عنوان محلول مادر تهيه شد       

 .ادامه داشت) هفتادمين روز( بار تا پايان روز برداشت لازم به ذکر است که تيماردهى هر سه روز يک. شدتهيه 
 -١جدول 

 نام تيمار ترکيب محلول غذاىى در تيمار هاى اعمال شده
 نمونه کنترل محلول غذايى هوگلند کامل

 SA3  ميکرومولار ساليسيليک اسيد٣غلظت + د کامل محلول غذايى هوگلن
 SA7  ميکرومولار ساليسيليک اسيد٧غلظت + محلول غذايى هوگلند کامل 
 SA11 ميکرومولار ساليسيليک اسيد١١غلظت + محلول غذايى هوگلند کامل 
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 زمان و روش تلقيح

ت و بيمارى هاى گياهى، بخش         ميکروارگانيسم هاى مورد پژوهش به طور خالص از مؤسسه تحقيقات آفا                   

. بودند ٢و آلترناريا اس پى پى          ١فوزاريوم سامباسينوم   قارچى بررسى شده    نمونه هاى   . باکتريولوژى تهيه شد    

بار   ها هر پانزده روز يکقارچحفظ براى و . شدنداز لحاظ خالص بودن بررسى  شده  ميکروارگانيسم هاى آزمايش 

فوزاريوم   اى که قارچ      از علائم بيمارى   . فوق کشت جديد تهيه مى شد      بر روى محيط کشت جديد از نمونه هاى             

 ايجاد مى کند پژمردگى و پوسيدگى آوندى است، سم اين قارچ ترى ترپنوئيدى و بازدارنده مرگبار سنتز             سامباسينوم

ند ايجاد مى ک   پى  آلترناريا اس پى      همچنين از علامت هايى که قارچ        . پروتئين در موجودات يوکاريوت است         

سم اين قارچ تنتوکسين از سموم منشأ گرفته از اسيد آمينه                 . لکه هاى قارچى بر روى برگ ها و پژمردگى است           

بر اين اساس   ]. ١٤[است، اين سم ميزان بازشدن روزنه ها را از طريق منع فسفوريله شدن نورى کاهش مى دهد                   

در هر گياه سطح تحتانى دو برگ        .  شد زنى انجام  شصت روز پس از جوانه    ] ١٥[عمل تلقيح بر طبق روش انيدى      

) که نه پير و نه زياد جوان بودند انتخاب شدند            از چهار رديف برگى موجود ، برگ هاى رديف سوم به دليل اين             (

ليتر آب مقطر استريل يک         ميلى ١٥در(سپس ماده تلقيحى تهيه شده         . با سرنگ بدون سوزن استريل زخمى شد          

 بر روى گياه مربوطه پاشيده شد و ماده تلقيحى بر               )شد اضافه    (105spore ml-1) قارچى ليتر سوسپانسيون  ميلى

 ٤٨ اطمينان حاصل گردد، سپس گلدان ها به مدت         قارچ روى محل زخم با دست به آرامى مالش داده شد تا از نفوذ             

 دهم بعد از    از روز اول تا روز    . ساعت در اتاق تاريک قرار گرفتند و بعد از اين مدت به اتاق کشت منتقل شدند                  

 .تلقيح که معادل روز هفتادم و زمان برداشت بود شدت بيمارى در طى روز گزارش گرديد

 روش استخراج آنتوسيانين ها

 ,HCl 1%)ليتر متانول اسيدى شده     ميلى ٣در) مترى  ميلى ٢٠ ديسک برگى  ٢(مقدار معيّنى از بافت تازه برگ     

v/v)   ساعت در دماى   ٢٤ براى  ˚Cبه آرامى تکان داده شد) اوربيتال شيکر (ان دهنده مداوم     با کمک دستگاه تک    ٤ .

ليتر از    ميلى ٢براى  . استفاده شد ) ٤:١،v:v(آب: ليتر استن   ميلى ١براى حذف کلروفيل و رنگيزه هاى ديگر از           

 g١٦٠٠ليتر کلروفرم اضافه شد و بعد از سانتريفوژ کردن در             ميلى ٥/٢ليتر آب و      ميلى ٥/١عصاره آنتوسيانينى   

 .]١٦[محلول هاى روشناور محتوى آنتوسيانين به لوله ها منتقل شدند C٤˚  دقيقه در دماى٢٠ى برا

 زىادشناساىى آنتوسيانين با روش کروماتوگرافى ماىع با کاراىى 

جداسازى شد، بدين    ) پيش ستون (، توسط کروماتوگرافى ستونى      از فرآيند استخراج     نمونه هاى به دست آمده     

عنوان فاز  محتوى سيليکاژل کروماتوگرافى به متر ميلى ١٢قطر و متر  سانتى٥٠طول ى به شيشه ا ستون يک منظور

 .به تعادل رسيد) ٢:١٠:١٥(آب: متانول:  اين فاز درسيستم حلال شامل ترى کلرومتان.ثابت در نظر گرفته شد
 

-١ Fusarium sambacinum               ٢ - Alternaria spp 
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  و همکارانرمضانعلى خاورى نژاد                                                       ...هاى بررسى اثر ساليسيليک اسيد بر ميزان آنتوسيا نين

 ٤٣١

 

تغييرات . ليتر در ساعت به حرکت درآمد  ميلى٣٠نه در فضاى داخل فاز ثابت با سرعتفاز متحرک به همراه نمو 

 ارزيابى و نقاط داراى جذب به هم ارتباط يافت  »UV-Detector-uniCom 4225«جذب توسط آشکارساز مدل   

بود محلول خروجى از آشکارساز در فاصله اى که جذب قابل توجه            . و توسط ثبات به صورت منحنى رسم گرديد        

.  جمع آورى شد    زيادمرحله بعد با استفاده از کروماتوگرافى مايع با کارايى               ىبرا)  نانومتر ٥٣٠در طول موج   (

 تزريق   »Crystal-200-uniCom 4225« مدل     HPLC نمونه ها به دستگاه           ميکروليتر از    ٢٠بدين منظور  

شو توسط   و    گراديان عمل شست   تحت شرايط    .  ميلى متر استفاده شد     ٢٥٠*٦/٤ با ابعاد   ١٨C گرديد و از ستون     

ليتر در    و سرعت جريان يک ميلى     (v/v) درصد ٠٠٥/٠ اسيد فسفريک  و درصد   ١٠٠ تا   ٤٠متانول با غلظت هاى    

مدت زمانى که طول مى کشد تا اولين قله مشاهده شود،           .  دقيقه از پمپ ها وارد ستون شد      ٢٤دقيقه با فاصله زمانى     

 . براى وجود آنتوسيانين ها تعيين گرديد        نانومتر ٥٣٠سط آشکارساز در  جذب تو .  دقيقه است  ١٥با زمان بازدارى   

 » Cyanidin 3-O-ß-D-glucopyranoside« آنتوسيانين نمونه ها، از نمونه استاندارد               براى تعيين غلظت      

ليتر استفاده و به ترتيب به دستگاه تزريق            ميلى گرم در   ميلى ١/٠...٠/٠، ٠٢/٠ ،٠١/٠  با غلظت هاى   درصد١٠

از انواع آنتوسيانين ها، تنها امکان تشخيص و جداسازى مشتق           به دليل محدوديت در تهيه استاندارد هاى ديگر      ( دش

 ).ممکن بود   گران پژوهش براى چمنى  ميناى در سيانيدين مشتق بودن تر شاخص دليل به آنتوسيانين، سيانيدين

 ,3396A«يشان با يک هماهنگ کننده مدل         نواحى قله ها  و١زمان بازدارى  و استانداردها کروماتوگرافى شدند   

Hewlett-Padcard  « شناسايى و تعيين مقدار آنتوسيانين ها در يک نمونه و                 براىزمان بازدارى    . تعيين شد 

 .مقايسه آن ها با غلظت شناخته شده در يک نمونه استاندارد است

 روش آمارى

براى تجزيه داده ها از نرم       .  آمارى استفاده شد     تفسير نتايج از محاسبات      براىپس از تعيين نتايج خام اوليه،          

 .  تعيين ميانگين، انحراف معيار و آناليز واريانس دو عاملى استفاده شدبراى SPSSافزار آمارى 

 
 جنتاى

  قارچآلودگى بابررسى ظاهرى گياهان تحت تاثير تيمار ساليسيليک اسيد و نتاىج 

لکه هاى ( رناريا از روز اول آثار بيمارى در برگ هاى زخمى              در گياهان آلوده با قارچ هاى فوزاريوم و آلت            

به طور خفيف ظاهر شد و بعد از سه روز بيمارى  در همان برگ ها به                       ) قارچى بر روى برگ ها و پژمردگى       

اما در نمونه هاى آلوده ولى      . طور کامل قابل تشخيص بود و در برگ هاى ديگر نيز پيشرفت بيمارى مشاهده شد                  

  ميکـرومولار ساليسيليک اسيد از روز اول آثار بيمارى آشکار نشد و بعد از ١١ و ٧، ٣بـا غلظت هاى تيمار شده 

١-Retation time 
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  و همکارانرمضانعلى خاورى نژاد                                                       ...هاى بررسى اثر ساليسيليک اسيد بر ميزان آنتوسيا نين

 ٤٣٢

 

سه روز در برگ هاى زخمى شده، بيمارى به صورت لکه هاى قارچى ظاهر شد و در روز دهم بعد از تلقيح                                  

بدين ترتيب نشان داده شد که تيمار              .  گسترش بيمارى در بعضى  از برگ ها به کندى صورت گرفته بود                         

 .ساليسيليک اسيد در کاهش ظهور علائم بيمارى در گياه مؤثر بوده و مرگ گياه را به تعويق انداخته است 

 نتاىج بررسى زىست شيمياىى آنتوسيانين ها در گياه ميناى چمنى

 انجام  زيادوگرافى مايع با کارايى      سنجش مقدار آنتوسيانين با استفاده از دو روش اسپکتروفتومترى و کرومات             

  .خوانى داشتند شد به طورى که نتايج حاصل از هر دو روش با هم هم

ب͜ا محاس͜به س͜طح زي͜ر منحن͜ى و مقايس͜ه زم͜ان بازدارى هر کدام از نمونه ها و مقايسه آن ها با آنتوسيانين استاندارد                      

 ).١جدول(تعيين شد

 HPLCسنجش شده به روش ) µgmg-1fw(برحسب) X±SE( مقادىرآنتوسيانين-١جدول 
 

 )µM(بر حسب) SA(اسيد  يسيليکلتيمارسا
control SA3 SA7 SA11 

control ٢ ٢/٧ ±٢/٢/۴ ± ۵/٩/١٦ ± ٧/٣ ٧/٣٠ ± ٥/٤ ٢٣ 

Fusarium sambacinum ٨/١١ ± ٨/٢ ۵/١ ± ٣۴ ۶/٣ ± ۶/١۶ ٣/١٩ ± ٧/٣ 

Alternaria spp ۶/٣ ٢١ ± ٣/۵ ± ٣۵ ١/۴ ± ٢۴ ۶/۵ ± ٣٣ 

 استنباط مى شود، مقدار آنتوسيانين در گيا هان تيمار نشده با ساليسيليک اسيد و فاقد آلودگى                ١ از جدول   که نانچ

 ١١ و   ٧،  ٣زمانى که گيا هان با غلظت هاى        . تر است  گرم وزن   ميکروگرم بر ميلى    ٢/٧ ،)گيا هان کنترل (قارچى

 در مقدار     چشم گيرىافزايش   اند    آلودگى قارچى  ميکرومولار ساليسيليک اسيد تيمار مى شوند و بدون هر گونه                   

 ميکروگرم ۵/٢٣گيا هان کنترل به  ميکروگرم در ٢/٧طورى که مقدار آنتوسيانين از    ه   ب شودآنتوسيانين مشاهده مى   

 ميکروگرم در گيا هان تيمار شده با غلظت        ٧/٣٠ ميکرومولار ساليسيليک اسيد،     ٣در گيا هان تيمار شده با غلظت       

 ميکرومولار ساليسيليک   ١١ميکروگرم براى گيا هان تيمار شده با غلظت        ٩/١۶ ساليسيليک اسيد و   ميکرومولار ٧

دارى بين   ست آمده از آناليز واريانس دو عاملى تفاوت معنى               ه د با توجه به نتايج ب       . اسيد افزايش نشان مى دهد     

 >P)٠١/٠(١١و>P) ٠٠١/٠(٧ ،>P)٠٠١/٠(٣ گيا هان تيمار نشده با ساليسيليک اسيد و تيمار شده با غلظت هاى          

 .ميکرومولار ساليسيليک اسيد بر روى مقدار آنتوسيانين مشاهده گرديد

 ٢/٧برگ ها از    آلوده مى شوند، مقدار آنتوسيانين در            فوزاريوم سامباسينوم    شده  گيا هان با قارچ     که زمانى

دارى را  ريانس دو عاملى تفاوت معنى و آناليز وا مى يابد ميکروگرم افزايش٨/١١ميکروگرم در گيا هان کنترل به  

 اما .  مى دهد  بر روى تجمع آنتوسيانين نشان        >٠٥/٠P  قارچ فوزاريوم در     به    بين گيا هان کنترل و گيا هان آلوده        
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 ٤٣٣

 

 ميکرومولار ساليسيليک اسيد تيمار مى شوند            ١١ و  ٧،   ٣زمانى که گيا هان آلوده  با اين قارچ با غلظت هاى                     

 ميکروگرم در   ٨/١١طورى که مقدار آنتوسيانين از     ه  ، ب شوددار آنتوسيانين مشاهده مى      در مق  چشم گيرىتغييرات  

 ميکرومولار ساليسيليک اسيد،    ٣ تيمار شده با غلظت      ه آلود هميکروگرم براى نمون  ١۴ آلوده و تيمار نشده به       هنمون

 ه ميکروگرم در نمون ٣/١٩ ميکرومولار ساليسيليک اسيد و    ٧ آلوده تيمار شده با غلظت       نهميکروگرم در نمو  ١۶/۶

دست آمده از ه  با توجه به نتايج ب    . ميکرومولار ساليسيليک اسيد افزايش نشان مى دهد      ١١ آلوده تيمار شده با غلظت    

 >P)٠٥/٠(٣ غلظت هاى  تيمار شده باهگيا هان آلود دارى بين گيا هان کنترل و تفاوت معنى عاملى آناليز واريانس دو  

٠١/٠(٧(P<١١  و)٠٠١/٠(P<آنتوسيانين مشاهده شد روى مقدار اسيد بر  ميکرومولار ساليسيليک. 

 ميکروگرم در گيا هان     ٢/٧مقدار آنتوسيانين در برگ ها از        آلترناريا اس پى پى       شده در گيا هان آلوده با قارچ      

 گيا هان  دارى بين گيا هان کنترل و      آناليز واريانس دو عاملى تفاوت معنى       .  يافت  ميکروگرم افزايش   ٢١کنترل به    

در زمانى که گيا هان آلوده با قارچ           .  بر روى مقدار آنتوسيانين نشان داد           >٠٠١/٠P قارچ آلترناريا در     هآلوده ب 

 ،افزايش مى يابد   مقدار آنتوسيانين   ،مى شوند ساليسيليک اسيد تيمار    رميکرومولا ١١و ٧ ،٣آلترناريا با غلظت هاى   

 آلوده  ه ميکروگرم در نمون     ٣۵نشده به     تيمار آلوده و  هنمون  در ميکروگرم ٢١از آنتوسيانين طورى که مقدار   ه  ب

 ٧شده با غلظت           آلوده تيمار    هنمون ميکروگرم در    ٢۴اسيد، ساليسيليک ميکرومولار ٣تيمارشده با غلظت      

 ساليسيليک ميکرومولار ١١ تيمار شده با غلظت      آلوده هنمون در ميکروگرم ٣٣ ميکرومولار ساليسيليک اسيد و     

دارى بين    تفاوت معنى   ،دست آمده از آناليز واريانس دو عاملى           ه  با توجه به نتايج ب       . مى دهد يش نشان افزا اسيد

 >٠٠١/٠P  ميکرومولار ساليسيليک اسيد در     ١١ و   ٧،  ٣گيا هان کنترل و گيا هان آلوده تيمار شده با غلظت هاى             

 .شدبر روى مقدار آنتوسيانين مشاهده 

ز هاى پايين ساليسيليک اسيد مى توانند توانايى گياه را براى بسيج دفاع                      دو   شودهمان طور که ملاحظه مى        

مانند ساپونين ها، ترکيبات فنلى، ايزو فلاونوئيد ها،                 (ياخته اى به منظور افزايش القا ترکيبات دفاعى ويژه                       

ى بيش تر همان      و دوز هاى بالا نيز مى توانند به طور مستقيم براى القا                      يفزايدب....) گليکوزيد هاى سيانوژنيک  

 ].٥[ترکيبات دفاعى و يا ترکيبات دفاعى ديگر مؤثر باشند

  

 گلوکوزىد-٣مشتق سيانيدىن 

 کروماتوگرام مربوط به -١شکل
 کنترلآنتوسيانين در نمونه 
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  و همکارانرمضانعلى خاورى نژاد                                                       ...هاى بررسى اثر ساليسيليک اسيد بر ميزان آنتوسيا نين

 ٤٣٤

 

 ٥/٥٨ آنتوسيانين هاى استخراج شده از گيا هان کنترل يک قله اصلى با زمان بازدارى                  HPLC کروماتوگرام

 درصد براى ٢ کلريدريک عصاره در اسيد   جوشاندن  (هيدروليز اسيدى عصاره   ). ١شکل(دقيقه را نشان مى دهد     

در زمانى )  دقيقه٦٠با زمان بازدارى (سبب تشکيل يک قله منفرد شده است که با آنتوسيانين استاندارد )  ساعت٢

براين آنتوسيانينى که تجمع يافته يک مشتق سيانيدين          بنا.  جداسازى مى شود کروماتوگرافى مى گردد    HPLCاکه ب 

 ).٢شکل(است

 

 

 

 

 

 

 
 

   کروماتوگرام مربوط به آنتوسيانين استاندارد-٢شکل 

آلوده شده با دو قارچ فوزاريوم و آلترناريا         استخراج شده از برگ هاى      آنتوسيانين هاى HPLCهمچنين نمودار   

 ). ٣شکل( دقيقه را نشان مى دهد٥/٥٨بازدارى   يک قله اصلى با زمان، و تحت تأثير تيمار ساليسيليک اسيد

 
  تيمار شده با ساليسيليک اسيد کروماتوگرام مربوط به آنتوسيانبن در نمونهً-٣شکل

 
 بحث

آنتوسيانين ها به عنوان يک گروه از فلاونوئيد هاى محلول در آب در يک نقطه پايانى در مسير زيست ساخت                      

پمپ ا   ل فعال و جداگانه به داخل واکوئل ياخته ها ب                فلاونوئيد ها در سيتوپلاسم ساخته شده و به شک              ) بيوسنتز(

 ].١٧[گلوتاتيون وارد مى شوند

 گلوکوزىد-٣مشتق سيانيدىن 

 گلوکوزىد-٣مشتق سيانيدىن 
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 ٤٣٥

 

 توليد آنتوسيانين ها     ،با وجود اين    . براى حضور آنتوسيانين ها در برگ ها توضيح قابل قبولى وجود دارد                      

راحل ويژه  ، وجود برگ هاى سرخ رنگ در زمان هاى پيش بينى شده سال و در م              ]١٨[درنتيجه تنش هاى محيطى    

گران را بر آن داشته است که به          ، تعدادى از پژوهش   ]١٩[رشد و نمو برگ ها و همچنين درشرايط محيطى ويژه            

تئورى هايى درباره عمل آنتوسيانين     . منظور تعيين نقش هاى آنتوسيانين برگ ها، بررسى هاى لازم را انجام دهند              

 حفاظت از   -٢ ، تعديل کمى و کيفى نور گرفته شده         -١:  به برگ ها در سال هاى اخير ارائه شده است که مى توان           

 جارو کننده   -٥ حفاظت از مهار نورى  و           -٤ ، حفاظت گياه از جانوران علف خوار        -٣، UV-Bاثرات مخرب   

کرد هاى پيشنهاد شده     البته هيچ يک از عمل      .  اشاره کرد      راديکال هاى فعال اکسيژنى تحت شرايط تنش محيطى         

طور مؤثرى انجام    ه  کرد ها را ب    ترکيبات ديگرى در برگ ها مى توانند اين عمل          . انين ها نيستند منحصر به آنتوسي   

. گيرى گرفتن نور را تعديل کنند      براى مثال حضور کاروتنوئيد ها و توزيع کلروفيل ها مى توانند به طور چشم          . دهند

خوار ها در تعدادى از گيا هان عمل         د علف و يا ترپن ها و متابوليت هاى ثانويه ديگر به عنوان ترکيبات دفاعى ض                

اما تحقيقات نشان مى دهد،       . براين ممکن است آنتوسيانين ها عمل خاصى در برگ ها نداشته باشند                   بنا. مى کنند

آنتوسيانين ها مى توانند در هماهنگى با مولکول هاى حفاظتى در ياخته هاى گياهى عمل خود را انجام دهند و براى                    

گر  البته تئورى هايى وجود دارند که بيان       . غلظت مولکول ها در طى دوره تنش وارد عمل شوند           جبران نقص در     

انباشتگى . آن است، آنتوسيانين ها در مکان هاى ويژه اى درون برگ ها براى کارايى بهينه گياه وارد عمل مى شوند                 

  حمله عوامل بيمارى زا            ،]٢١[، دماى پايين       ]٢٠[UVمحرک هاى محيطى گوناگون مانند           ا    آنتوسيانين ها ب   

و ساليسيليک   ] ٢٧[، اتيلن  ]٢٦[، ژيبرلين ها  ]٢٥[سيتوکينين مانند رشد کننده  تنظيم چندين و ]٢٤[ ،]٢٣[ ،]٢٢[

مقدار آنتوسيانين را افزايش مى دهد و اين       قارچ فوزاريوم و آلترناريا      اآلوده کردن گيا هان ب   . القا مى شود ] ٢٨[اسيد

.  ميکرومولار ساليسيليک اسيد تيمار مى شوند بيش تر مى گردد        ١١ و ٧،  ٣ن با غلظت هاى    افزايش زمانى که گيا ها   

به طورى که نتايج حاصل از تجزيه عصاره هاى تهيه شده از برگ هاى تازه نشان مى دهد، تيمار ساليسيليک اسيد                    

شده بيش ترين مقدار آنتوسيانين    در گيا هان آلوده ن   . دارى در مقدار آنتوسيانين در آن ها مى شود         باعث افزايش معنى  

قارچ فوزاريوم و     اهمچنين در گيا هان آلوده ب      .  ميکرومولار ساليسيليک اسيد است      ٧مربوط به تيمار با غلظت         

ر لا ميکرومو  ٣و١١بيش ترين مقدار آنتوسيانين توليد شده به ترتيب مربوط به تيمار با غلظت هاى                             آلترناريا   

  تنها دو گزارش بر اساس اثر ساليسيليک اسيد بر انباشتگى آنتوسيانين به                    ،اين با وجود . ساليسيليک اسيد  است    

باتوجه به جستجوهاى زيادى که      (  نتايج به دست آمده از اين پژوهش است          هم سو با دست آمده است که تا حدودى        

د بر انباشتگى     گران در منابع مختلف انجام داده اند تنها اين دو گزارش را که به اثر ساليسيليک اسي                                 پژوهش

رست هاى لوبياى    جعفرى و همچنين دانه    بررسى اين گزارش ها بر اساس     ). اند آنتوسيانين مى پردازد، مشاهده کرده   

به طورى که افزايش     ،]٢٨[ به دست آمده است    (BTH)چشم بلبلى تيمار شده با اسيد ساليسيليک و بنزوتياديازول          

 ى وابسته به افزايش سريع و گذرا در فعاليت آنزيم فنيل آلانين                      مقاومت در برابر بيمارى در لوبياى چشم بلبل             
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 به عنوان اولين آنزيم در مسير فنيل پروپانوئيد               PALآنزيم  .  است (CI) و کالکون ايزومراز     (PAL)آمونيالياز

است ساز فعال ترکيبات فلاونوئيدى       که اين ترکيب پيش    شود مى  Aکوماريل کوآنزيم -٤موجب تبديل فنيل آلانين به      

به عبارت ديگر    .  کندساليسيليک اسيد و حمله عوامل بيمارى زا تحريک مى            را  فعاليت يا بيان اين آنزيم         ]. ٢٩[

 يک جريان کربنى مستقيم از مسير فنيل پروپانوئيد تا متابوليسم فلاونوئيد ها برقرار                 CS و   PAL  ،CIآنزيم هاى  

يک نوع  (داکسى آنتوسيانيدين -٣ ها و  وسنتز آنتوسيانين  هر دو در مسير بي         CS  و  PAL هاى   مى کنند، زيرا آنزيم   

و تيمار ساليسيليک اسيد موجب القاى شديد ژن                   قارچى   درگيرند هستند، به طورى که آلودگى                ) فيتوآکسين

 ارست هاى لوبياى چشم بلبلى ب          گران پيشنهاد کردند، تيمار دانه          اين پژوهش  .  مى شود  CS و     PALآنزيم هاى   

.  مى تواند مکانيسم هاى دفاعى اوليه را افزايش دهد و پاسخ هاى دفاعى را تعديل کند                        BTHساليسيليک اسيد و      

 هماهنگ با فعال     ،همچنين بيان کردند، تحريک تجمع آنتوسيانين که در اثر تيمار ساليسيليک اسيد ايجاد مى شود                   

و ساليسيليک  قارچى  لودگى  اين اثرات توأم آ   . سازى ژن آنزيم هاى درگير در مسير زيست ساخت آنتوسيانين است          

اسيد، حضور خانواده  هاى چند ژنى را پيشنهاد مى کند، گروه هايى که ممکن است به وسيله محرک هاى متفاوت                        

با توجه به نتايج به دست آمده از پژوهش حاضر در گياه ميناى                     . نقش هاى ويژه اى را در دفاع گياهى ايفا کنند            

براى مثال  (ه عوامل بيمارى زا مى تواند با استفاده از يک عامل جبرانى                چمنى به نظر مى رسد گياه در پاسخ ب             

نياز هاى فيزيولوژيک و زيست شيميايى خود را         ) ساختن آنتوسيانين به عنوان يکى از ترکيبات فنلى ساخته شده             

د يک حالت   به نظر مى رسد استفاده از تيمار ساليسيليک اسيد مى تواند شرايط مناسبى براى ايجا              ]. ٧[برطرف کند 
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