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چکیده
سابقه و هدف: امروزه کاربرد دی اکسید گوگرد در انبارداری انگور برای سلامتی انسان مضر شناخته شده است و به جای آن از 
اسید سالیسیلیک استفاده می شود که بطور موثری می تواند تنش های اکسیداتیو در طی انبارداری را کاهش دهد. در این تحقیق اثر 
هورمون اسید سالیسیلیک بر روی فعالیت سیستم آنتی اکسیدانت چند رقم انگور شامل بیدانه سفید، دسترچین، صاحبی و قزل ازوم که 

به مدت دو هفته تحت تیمار سرمای صفر درجه قرار گرفته بودند، مطالعه شد. 
مواد و روش ها: میوه ها بلافاصله پس از برداشت در دو گروه آزمایشی تقسیم بندی و گروه اول به مدت 10 دقیقه در محلول 1 

میلی مولار اسید سالیسیلیک و گروه دوم )شاهد( در آب مقطر قرار گرفتند.
یافته ها: نتایج نشان داد که تیمار اسید سالیسیلیک باعث افزایش معنی دار محتوی نسبی آب (RWC) و همچنین فعالیت آنزیم های 
سوپر اکسید دیسموتاز و کاتالاز در قزل ازوم و صاحبی نسبت به شاهد شده است. اعمال اسید سالیسیلیک باعث افزایش فعالیت آنزیم 

سوپر اکسید دیسموتاز )SOD( در رقم دسترچین شد ولی فعالیت این آنزیم را در رقم بیدانه سفید متاثر نکرد.
نتیجه گیری: تیمار اسید سالیسیلیک با افزایش همزمان فعالیت آنزیم های SOD و کاتالاز (CAT) باعث کاهش معنی دار مقدار 
مالون دی آلدئید ناشی از آسیب غشایی فقط در قزل ازوم و صاحبی شد. نتایج نشان داد که هورمون فوق می تواند در تخفیف اثرات سرما 
از طریق افزایش توان سیستم آنتی اکسیدانت در رقم های قزل ازوم و صاحبی عمل نموده و در انبارداری این ارقام مد نظر قرار گیرد.
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مقدمه
مهم ترین  و  قدیمی ترین  از  یکی   )Vitis vinifera L.( انگور 
گیاهان چند ساله می باشد که ارقام آن با نام های مختلف )حدود 
14000 نام مترادف( در سرتاسر جهان شناخته می شوند )1(. 
از جمله آن ها  بوده و  ایران متنوع  انگور در   ارقام مورد کشت 
ازوم،  قزل  دانه(، عسگری،  بی  )انگور  بیدانه سفید  به  توان  می 
صاحبی و دسترچین اشاره کرد. البته رقم بیدانه سفید )سلطانی( 
به خود  را  ایران  کشور  انگور  باغات  زیر کشت  بیشترین سطح 
اختصاص می دهد و به عنوان رقم پر مصرف محسوب می شود )16(. 
یکی از مشکلات نگهداری انگور آسیب پذیری آن در برابر آلودگی 
 قارچی و کاهش محتوی نسبی آب آن در طی دوره انبارداری 

می باشد. از جمله راهکارهای مناسب برای حفظ کیفیت میوه ها، 
سرمادهی  کنار  در  ولی  است  پایین  دمای  در  آن ها  ذخیره 
افزودن مواد شیمیایی حفاظت کننده ضروری به نظر می رسد 
)20(. امروزه استفاده از دی اکسید گوگرد )SO2) برای حفاظت 
انگور در طی انبارداری برای سلامتی انسان مضر شناخته شده 
 SO2 است )13(. در نتیجه بایستی یک ماده شیمیایی، جایگزین
 )SA( شود. مطالعات اخیر نشان داده اند که اسید سالیسیلیک 
می تواند به عنوان یک جایگزین مناسب برای مواد قارچ کش 
به کار رود. اسید سالیسیلیک در غلظت های 1 تا 2 میلی مول 
بر لیتر می تواند شاخص های آلودگی قارچی و تخریب میوه ها 
معرض  در  گیاهی  های  بافت  وقتی   .)19  ،  3( دهد  کاهش  را 
 Reactive( ROS های  مولکول  تولید  می گیرند  قرار  سرما 
ها  مولکول  این  می یابد.  افزایش  ها  آن  در   )oxygen species

نوکلئیک  اسیدهای  و  ها  پروتئین  تخریب  باعث  توانند   می 
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سلول ها و در نهایت غشاهای زیستی شوند. سلول های گیاهی 
برای کاهش اثرات تخریبی این مولکول ها، فعالیت سیستم آنتی 
موتاز  دیس  اکسید  سوپر  های  آنزیم  جمله  از  خود  اکسیدانت 
اسید  وقتی   .)2( افزایش می دهند  را   )CAT( وکاتالاز   )SOD(
سالیسیلیک در غلظت های مناسب اعمال می شود، این هورمون 
باعث بالا رفتن توان سیستم آنتی اکسیدانت بافت های گیاهی از 
طریق فعال کردن آنزیم های آنتی اکسیدانت سوپر اکسید دیس 
موتاز و کاتالاز می شود )6 ، 12(. هورمون اسید سالیسیلیک با 
کاهش  باعث  اکسیدانت  آنتی  سیستم  های  آنزیم  کردن  فعال 
از تخریب غشا شده  )MDA( حاصل  مالون دی آلدئید  مقادیر 
کارهای  بررسی   .)4( می اندازد  تأخیر  به  را  ها  میوه  تخریب  و 
که در این زمینه در ایران انجام گرفته است نشان می دهد که 
مورفولوژیکی  های  شاخص  روی  بر  تنها  سالیسیلیک  اسید  اثر 
سایر  و   )16( است  گرفته  قرار  مطالعه  مورد  سفید  بیدانه  رقم 
ارقام بررسی نشده اند و از طرف دیگر مکانسیم های فیزیولوژیک 
انگور  مختلف  ارقام  روی  بر  هورمون  این  اثر  بیوشیمیایی  و 
ناشناخته مانده است.  از آنجایی که جزییات فیزیولوژیکی تأثیر 
مورد  کمتر  انگور  روی  بر  سالیسیلیک  اسید  هورمون  کاربرد 
مطالعه قرار گرفته است )3(، در این تحقیق سعی بر آن است 
مقادیر محتوی  بر تحمل سرما،  اسید سالیسیلیک  تیمار  اثر  تا 
های  آنزیم  فعالیت  و  دی آلدئید  )RWC(، مالون  آب  نسبی 
تا بتوان در کنار  انبارداری بررسی شود  SOD و CAT در طی 

شناخت مکانیسم های فیزیولوژیکی تحمل سرما، ارقامی را که 
 در پاسخ به تیمار اسید سالیسیلیک شاخص خرابی آن ها کاهش 

می یابد را شناسایی و در انبار داری مد نظر قرار داد.
مواد و روش ها

میوه های هر رقم از یک باغ انگور در نزدیکی شهرستان ملکان 
در دهه آخر شهریورماه 1390 بلافاصله پس از برداشت در دو 
گروه آزمایشی تقسیم بندی و گروه اول به مدت 10 دقیقه در 
)شاهد(  دوم  گروه  و  سالیسیلیک  اسید  مولار  میلی   1 محلول 
سطحی  آب  شدن  خشک  از  پس  گرفتند.  قرار  مقطر  آب   در 
خوشه ها در دمای آزمایشگاه، نمونه ها به دمای صفر درجه سانتی 
گراد و رطوبت 90-80 درصد انتقال یافتند. سنجش پارامترها 
پس از 24 ساعت و 15 روز از گذشت ذخیره سازی انجام شدند. 
 Fw, Fresh(از وزن تر با استفاده  محتوي نسبي آب خوشه ها 

 Sw,( و وزن اشباع )Dw, Dry weight( وزن خشک ،)weight

RWC=100×(Fw-Dw)/ و بر اساس رابطه )Saturate weight

(Sw-Dw) كه توسط لارا و همكارانش )2003( ارائه شده است، 
بدست آمد. فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز )SOD( مطابق 
روش گیانوپولیتز و رایز )8( و بر اساس درصد ممانعت از احیاء 
نیتروبلوتترازولیوم )NBT( به ترکیب ارغوانی رنگ دی فورمازان 
O2( حاصل از فتولیز ریبوفلاوین، 

بوسیلۀ رادیکال سوپراکسید )-•
گرفت.  قرار  گیری  اندازه  مورد  عصاره  در  موجود  آنزیم  توسط 
و  شده  پودر  مایع  ازت  در  برداشت  از  پس  بلافاصله  ها  نمونه 
پیپرازین  اتیل  هیدروکسی  از   25  mM بافر  در  آنزیمی  عصارۀ 
اتان سولفونیک اسید )HEPES( با pH=7/8 و حاوی اتیلن دی 
آمین تترا استیک اسید )EDTA( با غلظت mM 0/1 استخراج 
شد. عصاره ها به مدت 15 دقیقه در 15000g سانتریفوژ شده 
و روشناور برای سنجش فعالیت مورد استفاده قرار گرفت. 100 
میکرولیتر از عصاره به یک میلی لیتر از محلول واکنشی شامل 
 50  mM  ،EDTA  0/1  mM ،pH=7/6 با   HEPES  25  mM

 NBT  75  μM L-متیونین،   12  mM  ،)pH=10/2(  Na2CO3

مدت  به  حاصل  مخلوط  و  شده  اضافه  ریبوفلاوین   1  μM و 
انجام  منظور  به  لوکس  تقریبا 8000  نور  در شدت  دقیقه   20
فوق  مخلوط  شاهد  های  نمونه  تهیه  برای  گرفت.  قرار  واکنش 
نمونه ها در  آنزیمی تهیه گردید و جذب  افزودن عصارۀ   بدون 
واحد  یک  شد.  گیری  اندازه  اسپکتروفتومتر  توسط   560  nm

القاء  برای  آنزیمی لازم  پروتئین  مقدار  اساس  بر  آنزیم  فعالیت 
50 درصد ممانعت از احیاء NBT در مقایسه با نمونه های شاهد 
 Unit mg-1 صورت  به  و  شده  محاسبه  آنزیمی  عصارۀ  بدون 

protein بیان گردید.  

همکاران  و  روش سیمون  مطابق   )CAT( کاتالاز  آنزیم  فعالیت 
)17( و بر اساس کاهش جذب پراکسید هیدروژن )H2O2( در 
nm 240 مورد اندازه گیری قرار گرفت. عصارۀ آنزیمی پس از 

 mM پودر شدن نمونه ها در ازت مایع، در بافر فسفات با غلظت
 10000g استخراج شده و به مدت 10 دقیقه در pH=7 50 و
سانتریفوژ گردید. برای سنجش فعالیت آنزیم مقدار مناسبی از 
عصاره به محلول واکنش شامل بافر فسفات pH=7( 50 mM( و 
mM 10 از H2O2 افزوده شده و تغییرات جذب به مدت دو دقیقه 

توسط اسپکتروفتومتر مورد اندازه گیری قرار گرفت. در نهایت 

1391، اثر اسید.... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم، زمستان 
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 mM-1 cm-1(  H2O2 خاموشی  ضریب  اساس  بر  آنزیم  فعالیت 
بر حسب  μM H2O2 mg-1 protein min-1 محاسبه   0(/041
معیاری  عنوان  به   )MDA( دی آلدئید  مالون  سنجش  گردید. 
روش اساس  بر  لیپیدها  پراکسیداسیون  میزان  بررسی   برای 

بومیناتان و دوران )5( صورت گرفت. عصارۀ میوه در محلول   
w/v( %0/1( تری کلرو استیک اسید )TCA( استخراج شده و به 
مدت پنج دقیقه در  10000gسانتریفوژ گردید. نسبت 1 به 4 
از روشناور با محلول 20% از TCA حاوی 0/5% تیوباربیتوریک 
اسید در لولۀ آزمایش با هم مخلوط شده و به مدت 30 دقیقه 
قرار گرفت.  با دمای 95 درجۀ سانتی گراد  در حمام آب گرم 
دقیقه   15 مدت  به  و  شده  سرد  یخ  در  سریعا  ها  لوله  سپس 
انگور  های  عصاره  با  همزمان  شدند.  سانتریفوژ   10000g  در 
از  نانومول   100 تا  صفر  محدودۀ  در  استاندارد  های  محلول 
1،1،3،3- تترا اتوکسی پروپان تهیه شده و جذب نمونه ها در 
nm 532 توسط اسپکتروفتومتر مورد اندازه گیری قرار گرفت. 

 nmol g-1 FW نمونه ها بر حسب واحد MDA در نهایت مقدار
محاسبه شد.

 آزمایش ها به صورت طرح کاملا تصادفی طرح ریزی و به اجرا 
در آمد. هر تیمار دارای 4 تکرار مستقل بود. میانگین و انحراف 
معیار )SD( داده ها و همچنین رسم نمودارها بوسیلۀ نرم افزار 
Excel 2003 به انجام رسید. برای گروه بندی میانگین ها نیز از 
نرم افزار Sigma stat 3.02 با آزمون Tukey در سطح احتمال 

p ≥0/05 استفاده به عمل آمد.
یافته ها

در انگورهای شاهد )تیمار نشده با SA( مقدار RWC و فعالیت 
سرما  تیمار  اعمال  روز   15 از  پس   CAT و  SOD های  آنزیم 
نسبت به روز اول کاهش نشان دادند. ولی مقدار به دست آمده 
برای MDA نسبت به روز اول افزایش معنی دار نشان داد. پس 
 RWC باعث افزایش SA از گذشت 15 روز از اعمال سرما، تیمار
در رقم های قزل ازوم و صاحبی نسبت به شاهد شد ولی پارامتر

RWC در رقم های دیگر نسبت به شاهد تغییر معنی دار نشان 

نداد )جدول 1(. هر چند تیمار  SA باعث افزایش فعالیت آنزیم 
SOD در رقم دسترچین شد ولی به خاطر عدم تغییر فعالیت  

MDA حاصل  مقدار  در  داری  معنی  تغییر  رقم  این  در   CAT

 نشد. نتایج نشان داد که اعمال SA با افزایش معنی دار فعالیت 

آنزیم های SOD وCAT در ارقام قزل ازوم و صاحبی در نهایت 
باعث کاهش MDA در نمونه های تیمار شده نسبت به شاهد 
پراکسیداسیون  میزان  توانست  نتیجه  در  و   )1 )نمودار  گردید 

لیپیدها و تخریب غشاء این ارقام را تخفیف دهد.

 )SA( اسید سالیسیلیک  و  تیمار سرما  روز  پانزده  و  تأثیر یک   جدول 1- 

 )MDA( آلدئید  دی  مالون  مقدار  و   )%( آب  نسبی  محتوی  مقدار  بر 

اعداد مربوط  بین  تفاوت  انگور.  ارقام مختلف  )nmol g-1 FW( دانه های 

 به هر پارامتر در هر رقم که با حروف متفاوت نشان داده شده اند معنی دار 

.)p ≤ 0/05( می باشد

رقم زمان تیمار محتوی
 نسبی آب

  مالون
دی  آلدئید

 بیدانه
سفید

روز اول
شاهد 89 ± 3/52 a 5/38 ± 0/09 b

2 mM SA 84 ± 3/21 a 4/16 ± 0/12 b

روز 15
شاهد 57 ± 6/50 b 11/7 ± 1/07 a

2 mM SA 62 ± 7/22 b 12/3 ± 2/23 a

دسترچین

روز اول
شاهد 74 ± 5/54 a 3/18 ± 0/34 b

2 mM SA 80 ± 4/29 a 2/86 ± 0/89 b

روز 15
شاهد 67 ± 5/53 b 7/72 ± 1/22 a

2 mM SA 62 ± 5/58 b 6/23 ± 1/71 a

قزل ازوم

روز اول
شاهد 81 ± 2/a22 9/89 ± 1/20 b

2 mM SA 78 ± 4/44 a 10/2 ± 2/12 b

روز 15
شاهد 57 ± 7/47 b 14/5 ± 1/07 a

2 mM SA 74 ± 4/17 a 10/3 ± 1/23 b

صاحبی

روز اول
شاهد 88 ± 4/63 a 3/25 ± 0/89 b

2 mM SA 84 ± 5/21 a 4/16 ± 1/22 b

روز 15
شاهد 60 ± 1/50 c 8/79 ± 2/23 a

2 mM SA 73 ± 2/23 b 5/45 ± 1/03 b

بحث 
تنش سرما باعث افزایش تنش اکسیداتیو در بافت های گیاهی 
فعالیت  اکسیداتیو،  اثرات تنش  با  مقابله  برای  و گیاه  می شود 
آنزیم های آنتی اکسیدانت خود را افزایش می دهد. میزان افزایش 
فعالیت این آنزیم ها با افزایش مقاومت گیاه در برابر تنش های 
محیطی همبستگی دارد )9(. در این تحقیق، اسید سالیسیلیک 
ارقام در  ها  میوه  تخریب  تأخیر  و  سرما  اثرات  تخفیف  باعث 
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2 mM SA

نمودار 1- تأثیر دو هفته اعمال سرما و هورمون اسید سالیسیلیک )SA( بر 

فعالیت آنزیم های سوپر اکسید دیس موتاز )SOD( و کاتالاز )CAT( در 

ارقام مختلف انگور. تفاوت بین اعداد مربوط به ستون ها که با حروف متفاوت 

نشان داده شده اند معنی دار می باشد )p ≤ 0/05(. مقایسه میانگین رقم ها 

بصورت جداگانه انجام شد.	 

آنتی  آنزیم های  فعالیت  افزایش  از طریق  و صاحبی  ازوم  قزل 
یافته های محققانی  با  نتایج  این  SOD وCAT شد.  اکسیدانت 
که تخفیف اثرات سرما توسط اسید سالیسیلیک را در ذرت )7(، 
توت فرنگی )10( و خیار )18( از طریق افزایش فعالیت آنزیم 
های سیستم آنتی اکسیدانت منتشر کرده اند، انطباق دارد. یکی 
انباشت  انبار داری،  بارزترین نشانه های تنش سرما در طی  از 
مالون دی آلدئید و اثرات مخرب آن است )12 ، 15(. در این 
تحقیق، تیمار اسید سالیسیلیک باعث کاهش مالون دی آلدئید 
از طریق افزایش فعالیت آنزیم های سوپر اکسید دیس موتاز و 
کاتالاز در ارقام قزل ازوم و صاحبی شد. این نتایج در سازگاری 
با کاهش مالون دی آلدئید تحت تأثیر تیمار اسید سالیسیلیک 
در کارهای اخیر می باشد )14(. کاهش مقادیر مالون دی آلدئید 
لیپیدهای  پراکسیداسیون  نتیجه  در  و  غشاها  به  آسیب  میزان 
غشاء را کاهش می دهد )18(. کاهش پراکسیداسیون لیپیدهای 
بافت ها  تخریب  از  و  گردیده  غشاء  تمامیت  باعث حفظ  غشاء 
ممانعت می کند. به همین خاطر ارقام قزل ازوم و صاحبی در 

این تحقیق کمترین خرابی و آلودگی را در دانه های خود نشان 
دادند. 

نتیجه گیری
 هورمون اسید سالیسیلیک به عنوان یک ترکیب فنلی طبیعی 
را  سرما  تنش  از  ناشی  اکسیداتیو  آسیب های  کاهش  قابلیت 
ارقام  در  آلدئید  دی  مالون  انباشت  از  از  می تواند  و  داراست 
مستعد انگور یعنی رقم های قزل ازوم و صاحبی جلوگیری کرده 
و در نتیجه به عنوان جایگزین برای مواد شیمیایی که در صنعت 
هورمون  این  همچنین  رود.  بکار  می شوند،  استفاده  انبارداری 
اثرات متفاوتی بر روی ارقام مختلف دارد که پیشنهاد می شود 
ارقام مستعد و پاسخگر به این هورمون و نیز غلظت مناسب این 

هورمون برای هر رقم مورد شناسایی قرار گیرد.

1391 اثر اسید.... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم، زمستان 
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