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 رقم گالا ،بررسي كمي و كيفي تركيبات فنلي در پوست سيب
  

  1لو  حاجيجعفر و  3موافقي علي ، 2آذر  دلعباس ، 1*دادپور محمدرضا ، 1وجودي مهرباني لميا 
  ، تبريزدانشگاه تبريز ، دانشكده كشاورزي،گروه علوم باغباني 1

  ز، تبريزه علوم پزشكي تبريگروه فارماكوگنوزي و مركز تحقيقات كاربردي دارويي دانشگا  2

 ، تبريزدانشگاه تبريز ، دانشكده علوم پايه،گروه علوم گياهي  3

  
  چكيده 

به وسيله كروماتوگرافي مايع  (Gala) ميوه سيب رقم گالا)  ها و آنتوسيانين لفلاونواسيدهاي فنلي، (بررسي كمي و كيفي تركيبات فنلي 
  ميكروسـكوپ فلورسـنس و ميكروسـكوپ نوربازتابشـي در سـه مرحلـه اصـلي نمـو سـيب          اي، از نـوع تجزيـه  (HPLC) با عملكرد بالا 

نتـايج حاصـل   . انجـام شـد  ] مرحلـه برداشـت تجـارتي ميـوه     -3 ؛)روز بعد از تمام گل 80(مرحله مياني نمو ميوه  -2مرحله فندقي؛  -1[
ي شده در طي فصل رشد در پوسـت سـيب رقـم گـالا     گير هاي اندازه هاي كمي و كيفي در تجمع و ميزان فنل دهنده وجود تفاوت نشان
و ميكروسـكوپي نشـان    HPLCميزان آنتوسيانين در طي فصل به تدريج در پوست ميوه افزايش يافت و نتـايج حاصـل از مطالعـات    . بود

پي انجـام شـده   و ميكروسـكو  HPLCمطالعـه  . دادند كه بيشترين مقدار و تجمع آنتوسيانين در مرحله برداشت تجارتي ميوه مشاهده شد
با ايـن حـال، كـاهش شـديد در ميـزان اسـيدهاي فنلـي در        . نشان داد كه بيشترين ميزان اسيدهاي فنلي در مرحله فندقي ميوه وجود دارد

مرحله مياني نمو ميوه قابل توجه است و در مرحله برداشت تجارتي ميوه افزايش در ميزان اسيدهاي فنلي نسبت به مرحله مياني نمو ميوه 
و تصاوير ميكروسكوپي نشان داد كه در مرحله برداشت تجـارتي ميـوه كـاهش، شـديد در ميـزان       HPLCهاي  مقايسه داده. هده شدمشا

توانـايي ميكروسـكوپ فلورسـنس در مطالعـه تركيبـات فنلـي        HPLCهـاي    انطباق تصاوير ميكروسكوپي با داده. ها وجود دارد لفلاونو
مطالعـه تركيبـات ذكـر شـده توسـط ميكروسـكوپ فلورسـنس در تطبيـق بـا مطالعـات           . دهـد  موجود در پوست ميوه سيب را نشـان مـي  

هـا در   تواند به اتخاذ تدابير صحيح مديريتي بـاغ هاي مختلف تركيبات فنلي است كه مي  كروماتوگرافي، روشي سريع در شناسايي گروه
  .مايدهاي كيفي ميوه سيب كمك ن ارتباط با افزايش ويژگي

  آنتوسيانين، تركيبات فنلي، سيب، كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا، ميكروسكوپ فلورسنس: يهاي كليد واژه

  
  مقدمه 

تركيبـات  . ميوه سيب منبع غني از تركيبـات فنلـي اسـت   
هاي ثانويه در گياهـان هسـتند كـه     فنلي از مهمترين متابوليت

هاي گيـاهي،   در پوست ميوه سيب و ساير بافت بيوسنتز آنها
موالونات تحت  -ق دو مسير شيكميك اسيد و استاتاز طري

گيـرد  ثير مرحله نموي گياه و فاكتورهاي بيروني انجام ميأت
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(Santiago et al., 2000; Takos et al., 2006) . تركيبات
فنلي و فلاونوئيدي اغلب در پوست ميوه سيب تجمع يافتـه،  

 هـا، كوئرسـتين   لفلاونـو هـاي فنلـي،    ترين آنها اسيد و عمده
هـا، فلاونـول و آنتوسـيانين     گليكوزيد، دي هيدرو چـالكون 

 (Awad et al., 2001b; Takos et al., 2006) هسـتند 
هـاي متعـددي، از    تركيبات فنلـي در گياهـان داراي فعاليـت   

هاي دفـاعي گياهـان    هاي نموي و واكنش قبيل تنظيم فعاليت
 Khanizadeh et) در مقابل عوامل زنده و غير زنده هسـتند 

al., 2007; Santiago et al., 2000; Pothavorn, 2008).  
ــي در     روش ــات فنل ــه تركيب ــراي مطالع ــددي ب ــاي متع ه

ترين آنها آناليز كمـي و كيفـي      گياهان وجود دارد كه عمده
ــتفاده از روش     ــا اس ــدي ب ــي و فلاونوئي ــات فنل ــاي  تركيب ه

جداسازي و تعيين ساختار، از قبيل كرومـاتوگرافي مـايع بـا    
بالا، طيـف سـنجي جرمـي، طيـف سـنج رزونـانس        عملكرد

نــازك  و كرومــاتوگرافي لايــه (NMR)اي  مغنــاطيس هســته
از  يـابي معمـولاً   بعلاوه، بـراي آشكارسـازي و مكـان   . هستند
نـوري،    ميكروسـكوپ  (هاي متعـارف ميكروسـكوپي    روش

 Bae et) شود استفاده مي) الكتروني، فلورسنس و كونفوكال

al., 2006; Rudall and Gaddick, 1994).  
Rudall  وGaddick )1994 (تـرين   بيان نمودند كه ساده

مشـتقات  (ثرترين تكنيك مطالعه حضور اسيدهاي فنلي ؤم و
هــاي سـلولي گياهــان تـك لپــه،    در ديـواره ) اســيدفروليـك  

. بــنفش اســت ءاســتفاده از ميكروســكوپ فلورســنس مــاورا 
و انجام شده روي تركيبات فنلـي گوشـت    HPLCمطالعات 

و همكاران  Khanizadehپوست ارقام مختلف سيب توسط 
هــايي در ميــزان تجمــع  وجــود تفــاوت ةدهنــد نشــان) 2007(

بر اسـاس  . هاي مختلف ميوه بود ي در بخشفنل پليتركيبات 

روتين، فلاونـول  (اين بررسي، بيشترين تجمع تركيبات فنلي 
با توجـه  . در پوست ميوه وجود داشت) لفلاونوگليكوزيد، 

اينكه شناسايي تركيبات فنلي و فلاونوئيدي در طي فصـل   به
لـذا  هاي كروماتوگرافي مشكل اسـت،   رشد به كمك روش

ــون     ــتفاده از فن ــا اس ــده اســت ب ــق حاضــر ســعي ش در تحقي
 يو كرومـاتوگراف ) يفلورسنس و نوربازتابش( يميكروسكوپ

(HPLC) در پوست ميوه سيب  يروند تغييرات تركيبات فنل
رود كه با آگاهي از روند  انتظار مي. ردير گمورد بررسي قرا

 رهـاي كيفـي ميـوه را د    تغييرات تركيبات فوق بتوان ويژگي
زراعـي   هاي مديريتي صحيح بـه  عملي با اعمال روش اسيمق

  .و مديريت باغ افزايش داد
  

  ها مواد و روش
رقم گالا از درختـان پيونـدي    ،ميوه سيب :مواد گياهي

ــون   ــه مالينـــگ مرتـ ــتان  106روي پايـ ــود در شهرسـ موجـ
گيـري  نمونـه . واقع در آذربايجان شرقي تهيـه شـد   آباد بستان

براي مطالعات مورد نظـر از سـه مرحلـه اصـلي رشـد ميـوه،       
روز  80(مرحله مياني نمو ميـوه   -2مرحله فندقي؛  -1: شامل

مرحلـه برداشـت تجـاري ميـوه انجـام       -3و ) گلبعد از تمام
از چهار جهت درخـت   گيري به صورت تصادفي نمونه. شد

آوري بلافاصله به آزمايشـگاه   ها بعد از جمع نمونه. انجام شد
غبار موجود در سطح ميوه بـه كمـك    منتقل شدند و گرد و

ها با حوله تميز خشـك   آب مقطر شسته و سپس پوست ميوه
ها با چاقوي تيـز بـه صـورت خيلـي نـازك       پوست ميوه. شد

از آسـياب   هاي خشـك شـده بعـد    نمونه. جدا و خشك شد
  .كردن براي مطالعه فيتوشميايي استفاده شدند
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به منظور  :ي و فلاونوئيديفنل پلياستخراج تركيبات 
و ) لفلاونـو آنتوسـيانين و  (استخراج تركيبـات فلاونوئيـدي   

 اسيدهاي فنلي روي يك گرم از پوست ميوه خشـك شـده،  
ليتر حلال هگزان افزوده شده و به مدت بيست دقيقه  ده ميلي

 ,Ultra Sonic Bath, Power Sonic)حمـام فراصـوت    در

505, Korea) سـپس  . گيري شد در دماي آزمايشگاه عصاره
ــر در خــلأ   ــه وســيله تبخي ــي ب  ,Heidolph) عصــاره هگزان

Germany) روي عصاره خشـك شـده مرحلـه    . خشك شد
افـزوده شـد و   ) 1:1(آب : ليتر مخلوط متانول ميلي 100قبلي 

. ر حمـام فراصـوت قـرار گرفـت    دقيقـه د  20سپس به مدت 
هاي حاصل صاف شده، سپس به مـدت ده دقيقـه در    عصاره
 (Beckman, J-25 USA) دور در دقيقه سـانتريفوژ  13000
ــدند ــايي     20 .ش ــراي شناس ــاره حاصــل ب ــر از عص ميكروليت

ــيله   ــه وسـ ــي بـ ــات فنلـ ــه HPLCتركيبـ ــتفاده  تجزيـ اي اسـ
 . قرارگرديد

ــالا    ــرد ب ــا عملك ــايع ب ــاتوگرافي م  :(HPLC)كروم
هاي فنلـي   استخراج و شناسايي تركيبات فلاونوئيدي و اسيد

و ) 2009(و همكـاران   Lata با اسـتفاده از روش تغييـر يافتـه   
Khanizadeh  روش مـورد  . انجـام شـد  ) 2007(و همكاران

اســتفاده امكــان شناســايي تركيبــات ذكــر شــده را در زمــان 
ــه وســ. آورد فــراهم مــي) دقيقــه 30(كوتــاه  يله جداســازي ب
مجهز بـه پمـپ    (Cecil, English) اي تجزيه HPLCسيستم 

ــه  ــاب ، حــذف(Cecil, 4100)دوگان ــده حب ــوا  كنن ــاي ه ه
(Cecil)  بــنفش   ءو آشــكاركننده مــاورا(Cecil, 4201 

UV/Vis) جداسازي تركيبات فنلي بـا اسـتفاده از   . انجام شد
متـر و بـا قطـر     ميلـي  250به طول ( (C18) ستون فاز معكوس

كـه بـه   ) ميكرومتـر  5متـر بـا انـدازه ذرات     ميلـي  5/4داخلي 

متـر بـا قطـر     ميلـي  5بـه طـول   ( (C18) وسيله سـتون محـافظ  
محافظـت  ) ميكرومتـر  5متـر بـا انـدازه ذرات     ميلـي  4داخلي 
ــي ــد  م ــام ش ــد، انج ــدي و  . ش ــات فلاونوئي ــايي تركيب شناس
بـراي  . نـانومتر انجـام شـد    280هاي فنلي در طول موج  اسيد

هــا، آنتوســيانين و اســيدهاي فنلــي از فــاز  لفلاونــوشناســايي 
و متانول ) Aپمپ (اسيد در آب استيك % 2متحرك حاوي 

شيب خطي غلظت بـه كـاربرده شـده    . استفاده شد) Bپمپ (
شروع شـد   B %10اسيد از استيك براي حلال متانول حاوي 

در فاصـله زمـاني   . رسـيد % 100دقيقه بـه   20و سپس در طي 
 2سـپس در طـي   . حالـت بـاقي مانـد    دقيقه در ايـن  25تا  20

رسـيد، و تـا    B %10دقيقه دوباره به حالت اول خـود؛ يعنـي   
  .دقيقه در اين حالت باقي ماند 30زمان 

ــايي و  ــتشناس ــات  كمي ــابي تركيب ــيي ــ پل ي و فنل
ــدي ــدي   :فلاونوئيـ ــات فلاونوئيـ ــايي تركيبـ ــراي شناسـ بـ

و اسـيدهاي فنلـي از مقايسـه زمـان     ) لفلاونـو آنتوسيانين و (
هاي مربوط به تركيبـات   پيك (Retention Time) بازداري

. پوست اسـتفاده شـد    استاندارد با تركيبات حاصل از عصاره
براي به دست آوردن زمان بازداري تركيبات فلاونوئيـدي و  

گـرم   ميلـي  2/0اسيدهاي فنلي، تركيبات استاندارد با غلظـت  
اسـايي  سپس براي شن. ليتر متانول تهيه گرديدند در يك ميلي

ها و حصول به  تركيبات فلاونوئيدي و اسيدهاي فنلي عصاره
و   ميكروليتــر از عصــاره  20زمــان بــازداري اســتانداردها،   

آنالتيكـال   HPLCاستانداردها به طور جداگانـه بـه دسـتگاه    
در مــواردي كــه انــدازه پيــك اســتاندارد در . تزريــق شــدند
اندارد هاي مجهول بزرگتر بـود، محلـول اسـت    مقايسه با پيك

رقيق گرديد و سپس به دسـتگاه تزريـق شـد تـا      1:10تا  1:5
. هاي مجهـول و اسـتاندارد قابـل مقايسـه باشـد      اندازه منحني
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تركيبــات  فلاونوئيــدي و اســيدهاي فنلــي بــا  كميــتتعيــين 
گيري سـطح زيرمنحنـي و مقايسـه بـا      استفاده از روش اندازه

ري تركيبـات  بازدا  زمان. استانداردهاي مربوطه انجام گرفت
ي و فنل پلييابي تركيبات كميتاستاندارد مورد استفاده براي 

اســيد  كوماريــك -پــارا: فلاونوئيــدي بــه ترتيــب زيــر بــود 
، 13´/53´´اسيد ، فروليك 6´/51´´اسيد  گاليك 13´/23´´

57/11´´اسيد  كافئيك هيدروكسي سـيناميك   -2-ترانس ، َ
27/15´´اسيد 11كتچين  ، اپيَ -سيانيدين ، و38َ/9´´، كتچينَ

13/11´´گالاكتوزيد -3 َ .  
  

: هـاي مـورد اسـتفاده    تركيبات استاندارد و حلال
 -3-كتچــين، ســيانيدين  اپــي) -( -، اســيدپاراكوماريــك 

خريـداري   Sigmaاز شـركت   اسـيد ك گالي ـگالاكتوزيد و 
ــدند ــككافئيـــك . شـ ــيد، فروليـ ــيد اسـ ــرانساسـ  -2-، تـ

 Sigmaركت كتچين از ش(+) هيدروكسي سيناميك اسيد و 

Aldrich هگزان و فرميك اسيد  -استونيتريل، ان. تهيه شدند
خريـداري   Caledonو متانول از شركت  Merckاز شركت 

  . شد
هـاي حاصـل از   در اين آزمـايش، تجزيـه واريـانس داده   

كـه در دو  ) تركيبات(و صفات ) مراحل نموي ميوه(تيمارها 
طريق تجزيـه   به دست آمده بودند، از) دو بار تزريق(تكرار 

ها به روش مقايسه ميانگين. و تحليل يك طرفه انجام گرديد
صـورت  % 5اي دانكـن در سـطح احتمـال    دامنـه  آزمون چند

اسـتفاده   SPSSافـزاري  براي اين منظور، از بسته نرم. گرفت
  .شد

  
  

  هاي ميكروسكوپي آزمايش
  ها براي مطالعات هيستولوژيك مونهسازي ن آماده

حـذف واكــس بــه منظــور  : هــا حــذف واكــس نمونــه
هـا در زيـر ميكروسـكوپ بـا اسـتفاده از       مشاهده بهتر نمونـه 

ــاران  Gniwottaروش  ــد ) 2005(و همك ــام ش ــپس . انج س
متر با استفاده از تيغه تيز  سانتي 5/0 × 5/0هاي به اندازه  نمونه

و همكـاران   Baeاز قسمت مياني پوست ميـوه مطـابق روش   
  . تهيه شدند) 2006(

هـاي تهيـه شـده بـه روش     نمونه :ها وسيانينمشاهده آنت
ديش حاوي آب مقطر قـرار  ذكر شده در بالادر داخل پتري

آنتوســـيانين بـــا اســـتفاده از روش ميكروســـكوپ . گرفـــت
  .نوربازتابشي مشاهده شد

  
  آميزي مواد رنگ
آمونيا  -2آميزي با دي فنيل بوريك اسيد  رنگ

ــراي مشــاهده  (NA) اتيــل اســتر ــوب هــا و  لفلاون
هــا مطــابق روش  آميــزي نمونــه رنــگ :يدهاي فنلــياســ

Kladnik  ايـن تفـاوت كـه     انجام شد؛ با) 2004(و همكاران
هـاي تـازه گيـاهي بـه عـوض       در تحقيق انجام شده از نمونـه 

  .هاي آبگيري شده استفاده شد نمونه
بـا كلريـد آهـن بـراي مشـاهده       ها آميزي بافت رنگ
هـا مطـابق    اننآميـزي ت ـ  از كلريد آهـن بـراي رنـگ    :ها تانن

  .استفاده شد) Rangari )2007روش 
يــابي و توزيــع  بــراي مكــان :ميكروســكوپ فلورســنس

ها و ساير تركيبات فنلي در پوست ميـوه سـيب از    آنتوسيانين
 Dadpour)فنون نوين ميكروسكپي بر پايه بهبود عمق ميدان 

et al., 2008)  تـوان در   در ايـن روش مـي  . گيـري شـد  بهـره
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هــاي  ق ميــدان ديــد ميكروســكوپي، كانــالكنــار بهبــود عمــ
آوري نمـود و از  چندگانه فلورسنس را در يك تصـوير هـم  

در اين راستا، پس . هاي كاملي را به دست آورد اين راه داده
 ديـش پلاسـتيكي   آميزي، نمونه در يك پتـري از انجام رنگ

ــر    ــا آب مقط ــه ب ــگ ك ــياه رن ــوگيري از  (س ــور جل ــه منظ ب
ــدگي ــ) چروكيـ ــود،  پـ ــده بـ ــد ر شـ ــايگيري گرديـ از . جـ

در چهـار پرتـو    BX51ميكروسكوپ فلورسـنس اولمپـوس   
ــه  ــانومتر  610-560و  550-510 ،470، 370برانگيختـــ نـــ

برداشـت تصـوير بـا دوربـين خنـك شـونده       . گيري شد بهره
ميليـون رنـگ در نـور     16توانايي جداسـازي  (بسيار حساس 

 RGBدر حالـت   TIFFبندي انجام پذيرفت و در قالب) كم
فرآوري و پـردازش  . ذخيره شد) بيت به ازاي هر كانال 12(

ــرم  ــا ن صــورت  ImageJافــزار  تصــويرهاي برداشــت شــده ب
  . گرفت
  
  نتايج

  HPLCنتايج حاصل از مطالعه 
هـاي   دهنـده وجـود تفـاوت    نتـايج نشـان   :ها آنتوسيانين

كمي در ميـزان آنتوسـيانين در طـي فصـل رشـد در پوسـت       
هـا در پوسـت   آنتوسيانين حداكثر تجمع. گالا بودرقم سيب 

) 1 شكل(سيب در مرحله برداشت تجاري ميوه مشاهده شد 
(P≤0.05) .     افزايش تـدريجي در ميـزان آنتوسـيانين پوسـت

روز بعـد از   80(سيب گالا بويژه در مرحله مياني نمـو ميـوه   
شـايد در ارتبـاط بـا شـرايط آب و هـوايي منطقـه       ) تمام گل

ها نشـان   داده(هاي هواشناسي  باتوجه به داده. آباد باشد بستان
مشخص شده است كه از مرداد ماه به بعـد  ) داده نشده است

درجــه  18آبــاد متوســط دمــايي شــبانه    در منطقــه بســتان 

گـراد بـود    درجـه سـانتي   30- 24 گراد و دماي روزانه سانتي
  . ها است كه محدوده دمايي مناسبي براي بيوسنتز آنتوسيانين

نتايج نشان داد كه با نمو ميوه بـر   :ها ها يا تانن لفلاونو
ها در پوست ميوه افزوده شد، اما درست قبـل   لفلاونوميزان 

هـا در پوسـت ميـوه كـاهش      لفلاونـو از رسيدن ميوه ميـزان  
ها در مرحلـه ميـاني نمـو ميـوه      لفلاونوبيشترين ميزان . يافت

كتچـين و  (ها  لفلاونودر اين مرحله . (P≤0.05)مشاهده شد 
كاهش . از كل تركيبات فنلي را شامل بود%  50) كتچين اپي

هـا در مرحلـه برداشـت تجـاري ميــوه در      لفلاونـو در ميـزان  
كتچـين بـود، كـه     ارتباط با كـاهش شـديد در محتـواي اپـي    

 3ميزان آن در مرحله برداشت ميوه نسبت به مرحله فندقي تا 
ميـزان كتچـين در مرحلـه    ). 1شـكل  (برابر كاهش نشان داد 

وه بيشتر از مراحل فنـدقي و برداشـت ميـوه بـود     مياني نمو مي
ــي). 1شــكل ( ــيد گاليــك كتچــين و  اپ ــي(اس ــيد فنل از ) اس

هاي متراكم هسـتند كـه تغييـر مقـدار      سازهاي مهم تانن پيش
هـاي متـراكم    هـايي در ميـزان تـانن    تركيبات فوق بـه نوسـان  

  .مربوط است
دهنـده وجـود تغييراتـي در     نتايج نشـان  :اسيدهاي فنلي

موجود در پوست ميـوه بـود    (P≤0.05)اسيدهاي فنلي  ميزان
، در %5اســيدهاي فنلــي در مرحلــه فنــدقي ميــوه ). 2شــكل (

از % 4و در مرحلـه برداشـت ميـوه    % 3مرحله مياني نمو ميوه 
اسيد بـه  گاليك ميزان . شدند كل تركيبات فنلي را شامل مي

و در % 13و  6ترتيــب در مرحلــه فنــدقي و ميــاني نمــو ميــوه 
از اسيدهاي فنلـي كـل را بـه خـود     %  2ه برداشت ميوه مرحل

اسـيد در پوسـت گـالا در    كافئيـك  ميزان . داد اختصاص مي
مرحله برداشت، بيشتر از ميزان آن در مرحلـه فنـدقي بـود و    
كمترين ميـزان آن در مرحلـه ميـاني رشـد مشـاهده گرديـد       
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ــكل( ــرانس). 2 شـ ــيناميك   -2-تـ ــي سـ ــيد هيدروكسـ اسـ
ي مشاهده شده در پوست سـيب گـالا بـه    فراوانترين اسيد فنل

كه ميـزان آن در  ) 2شكل (غير از مرحله مياني نمو ميوه بود 
از %  37و در مرحله برداشت ميـوه  %  8/5مرحله فندقي ميوه 

ميــزان . شــد كــل اســيدهاي فنلــي هــر مرحلــه را شــامل مــي 
در مرحله ميـاني رشـد ميـوه بيشـتر از مراحـل       اسيدفروليك 

  ).2 شكل(مو ميوه بود ابتدايي و نهايي ن

  
هـا   حروف موجود در ستون. گالا در طي فصل رشد موجود در پوست سيب) كتچين و اپيكتچين (هاي  لفلاونوتغييرات آنتوسيانين و  -1شكل 
  .بر مبناي آزمون دانكن است% 5بين مراحل مختلف نموي براي هر تركيب در سطح احتمال  دار دهنده اختلاف معني نشان

  
بـين   دار دهنده اخـتلاف معنـي   ها نشان حروف موجود در ستون .تغييرات اسيدهاي فنلي موجود در پوست سيب گالا در طي فصل رشد -2شكل 

  .بر مبناي آزمون دانكن است% 5مراحل نموي مختلف براي هر تركيب در سطح احتمال 
  

  نتايج حاصل از مطالعات ميكروسكوپي
يش تــدريجي دهنــده افــزا تصــاوير ميكروســكوپي نشــان

در طي فصـل رشـد در پوسـت سـيب گـالا       ميزان آنتوسيانين
حداكثر تجمع آنتوسيانين در مرحلـه برداشـت ميـوه در    . بود

در ). 3رديـف   1سـتون   -3شـكل  (پوست سيب ديـده شـد   
و مياني نمو ميوه ) 1رديف  1 ستون -3شكل (مرحله فندقي 

ــتون ( ــف  1س ــيانين ) 2ردي ــع آنتوس ــلول    تجم در داخــل س
شــد، امــا بــه تــدريج بــا نمــو ميــوه، آنتوســيانين در   ده مشــاه
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هاي سـلولي تمركـز    ي مستقر در خوشهها سلولهاي  واكوئل
دهنده  تصاوير ميكروسكوپي نشان). 3 رديف 1ستون (يافت 

تغييراتي در ميـزان تركيبـات فلاونوئيـدي و اسـيدهاي فنلـي      
همـان  . موجود در پوست سيب گالا در طي فصل رشد بـود 

دهد، بيشـترين   نشان مي) 2 رديف 2ستون ( 3شكلگونه كه 
در مرحله مياني نمو ميـوه  ) فلورسنس آبي(ها  لفلاونوتجمع 

ديده شد و به طرف مرحله برداشت ميوه كـاهش جزئـي در   
در ايـن مرحلـه از رشـد    . تجمع فلاونوئيدها مشاهده گرديـد 

ميوه از تجمع اسيدهاي فنلي در پوست ميوه نسبت به مرحله 
  ).2 رديف 3 ستون -3 شكل(و ميوه كاسته شد فندقي نم

هــاي پوســت و   مقايســه فلورســنس حاصــل از نمونــه   
آميزي شـده   فلاونوئيدي رنگ استاندارهاي تركيبات فنلي و

سـتون   -3 شـكل (نشان داد كه در مرحله فندقي ميوه  NAبا 
فلورسنس نـارنجي مايـل بـه صـورتي بـه دليـل       ) 1 رديف 2

   -وه بـوده و فلورسـنس سـبز   حضور آنتوسيانين در پوست مي
 آبي مشاهده شده به دليل حضور اسيدهاي فنلي، مخصوصـاً 

ــك ــيد پاراكوماري ــكاس ــيد ، فرولي ــك اس ــيد، گالي از ( اس
هيدروكسـي سـيناميك    - 2 - ، تـرانس )هـاي تـانن   ساز پيش
در اواسـط فصـل رشـد اثـري از     . بـود  اسيدكافئيك و  اسيد

رديـف   2ستون  -3 شكل(آنتوسيانين در سلول مشاهده نشد 
 اسـيد گاليـك  و  اسـيد فروليـك  در اين مرحله بر تجمع ). 2

بعـلاوه، كـاهش   . نسبت به مرحلـه فنـدقي ميـوه افـزوده شـد     
 شــديد در تجمــع برخــي اســيدهاي فنلــي، از قبيــل كافئيــك

و اســـيد ســـيناميك  هيدروكســـي - 2- ، تـــرانساســـيد
نسبت به مرحله فندقي ميوه ديده شده و  اسيدپاراكوماريك 

سـبز مشـاهده شـده در ايـن       -ترين ميزان فلورسنس آبـي بيش
در سـلول بـود   ) هـا  لفلاونـو (مرحله به دليل حضور كتچـين  

در مرحلــه برداشــت ميــوه، بــر ميــزان  ). 2 رديــف 2ســتون (

فلورسـنس آبـي   (  اسـيد كافئيـك   اسيدهاي فنلي، مخصوصاً
ــن ــرانس) روشـ ــي - 2 - و تـ ــيناميك هيدروكسـ ــيد سـ اسـ

بت بـه مرحلـه ميـاني رشـد ميـوه      نس) فلورسنس سبز روشن(
و  اسـيد گاليـك  اسـيد،  فروليـك  افزوده شـد، امـا از تجمـع    

رديـف   3سـتون   -3 شـكل (كاسته شـد   اسيدپاراكوماريك 
فلورســنس آبــي مشــاهده شــده در مرحلــه فنــدقي ميــوه  ). 2

ــان ــانن  نش ــع ت ــده تجم ــدروليز   دهن ــل هي ــاي قاب كتچــين، (ه
هاي سـلولي و   در اطراف ديواره) اسيدگاليك كتچين و  اپي

كتچين از  اپي). 1رديف  3ستون  -3 شكل(داخل سلول بود 
ي گيـاهي  هـا  سـلول هـاي متـراكم در    سازهاي مهم تانن پيش

ي گيـاهي در  ها سلولاست و حداكثر تجمع اين تركيب در 
 3 فلورســنس آبــي مشــاهده شــده در شــكل(مرحلــه فنــدقي 

فلورسـنس سـبز   (و مياني نمو ميوه سـيب  ) 1رديف  3ستون 
مشاهده شد و به ) 2رديف  3ستون( 3 شاهده شده در شكلم

هاي قابل هيدروليز كاسـته و   تدريج با نمو ميوه از تجمع تانن
فلورســنس ســبز . هــاي متــراكم افــزوده شــد بــر تجمــع تــانن

هــاي ســلولي و در داخــل  مشــاهده شــده در اطــراف ديــواره
ي پوسـت سـيب   ها سلولسلول، دليل بر افزايش اين مواد در 

فلورسـنس سـبز مشـاهده    ). 2رديـف   3ستون  -3شكل (بود 
دهنـده كـاهش تجمـع     شده در مرحلـه برداشـت ميـوه نشـان    

ــانن ــراكم   ت ــاي مت ــاً(ه ــع   مخصوص ــديد در تجم ــاهش ش ك
و ) كتچين در پوست ميوه نسبت بـه مرحلـه فنـدقي ميـوه     اپي

ــواره  ــا در دي ــود    اســتقرار آنه هــاي ســلولي پوســت ســيب ب
  ).3رديف  3ستون  -3شكل(
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 ت فنلي و فلاونوئيدي در سه مرحله نموي در پوست ميوه؛ سيب رقم گالاروند تغييرات تركيبا -3شكل 

  
: روند تغييرات آنتوسيانين در طي فصـل رشـد   -1ستون 

هـاي منفـرد پوسـت     تجمـع آنتوسـيانين در سـلول    -1رديف 
ــوه، ــزان آنتوســيانين   -2رديــف  مي ــزايش تــدريجي در مي اف

در افزايش شـديد   -3رديف  نسبت به مرحله اول رشد ميوه؛
هـاي موجـود در    سلولها و استقرار آنها در  ميزان آنتوسيانين

  .هاي سلولي خوشه
رونـــد تغييـــرات تركيبـــات فلاونوئيـــدي و   -2ســـتون 

ــيدهاي فنلـــي رنـــگ  ــا   اسـ ــده بـ   ، رديـــفNAآميـــزي شـ
دهنـده حضـور    فلورسنس نارنجي مايل به صورتي نشـان  -1

ــا و فلورســنس ســبز  آنتوســيانين ــل حضــور   -ه ــه دلي ــي ب آب
فلورسـنس   -2ي فنلي در پوست ميوه اسـت؛ رديـف   اسيدها
 هـا در پوسـت ميـوه؛    لفلاونـو دهنده حضـور   سبز نشان -آبي

ــانه حضــور    -3رديــف  ــبز روشــن نش ــي و س فلورســنس آب
  .نلي در مرحله برداشت تجاري ميوهاسيدهاي ف
آميـزي   لي رنگفلاونوروند تغييرات تركيبات  -3ستون 

دهنده حضور  نشانفلورسنس آبي  -1، رديف FeCl3شده با 
ــانن ــوه؛ رديـــف   تـ ــدروليز در پوســـت ميـ ــل هيـ ــاي قابـ   هـ

هاي سلولي پوست ميوه  فلورسنس سبز در اطراف ديواره -2
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 -3هاي متراكم در پوست ميوه؛ رديـف   به دليل حضور تانن
هاي متراكم در پوست  دهنده وجود تانن فلورسنس سبز نشان

 . ميوه در مرحله برداشت تجاري ميوه است

  
  بحث
و  HPLCهـاي   نتايج حاصل از آزمـايش  :ها  نتوسيانينآ

دهنده وجود روند تـدريجي در افـزايش    ميكروسكوپي نشان
ها در طي فصل رشد در پوست سيب گـالا   ميزان آنتوسيانين

حداكثر تجمع آنتوسيانين در مرحلـه برداشـت ميـوه در    . بود
 Lister هاي ي اپيدرمي سيب مشاهده شد كه با يافتهها سلول
و ) 2000(و همكــــاران  Santiago، )1994(مكــــاران و ه

Alemanno  در اين خصـوص مطابقـت   ) 2003(و همكاران
هــاي پوســت  افــزايش تــدريجي در ميــزان آنتوســيانين. دارد

در طـي فصـل رشـد،    ) مخصوصا در مرحله مياني نمو ميـوه (
آبـاد   شايد در ارتباط بـا شـرايط آب و هـوايي منطقـه بسـتان     

ــا نتــايج حاصــل از   نتــايج حاصــل از. باشــد ايــن آزمــايش ب
ــايش ــاي  آزمـــ و  Yuri و) Lancaster )2001و  Reayهـــ
ــاران  ــايي در    ) 2009(همك ــتلاف دم ــر اخ ــوص اث در خص

ــيانين مطابقـــت دارد  ــنتز آنتوسـ ــاران  Takos. بيوسـ و همكـ
هـا   بيان نمودند كه دو مرحله در بيوسنتز آنتوسـيانين ) 2006(

روز بعد  48تا  18(ه در مراحل اوليه نمو ميو -1: دوجود دار
روز بعـد از   134(در هنگـام رسـيدن ميـوه     -2 ؛)گـل از تمام
هـا در مراحـل ميـاني     كاهش در ميزان آنتوسـيانين ). گلتمام

نمو ميوه به دليل رقيق شدن اين تركيبات بر اثر رشـد سـريع   
نتـــايج حاصـــل از (ميـــوه اســـت، امـــا در تحقيـــق حاضـــر 

در ميــزان  كــاهش) HPLCهــاي ميكروســكوپي و  آزمــايش
آنتوسيانين در مرحله مياني نمو ميوه ديده نشد كه شايد دليل 
آن، وجود شرايط محيطي مناسب براي بيوسـنتز آنتوسـيانين   

در طي ) هاي گرم همراه با تابش بالا هاي خنك و روز شب(
  .سط فصل رشد در منطقه مذكور باشداوا

هـاي متـراكم    تـانن  :هـاي متـراكم   ها يا تانن لفلاونو
 ,.Takos et al)ها هستند  پليمر پروآنتوسيانيدين اكثراً سيب

هـا   اول -3-در پوست سيب سيس و تـرانس فـلاوان  . (2006
هـاي   ها هستند كه به عنوان واحـد  كتچين همان كتچين و اپي

 Awad et)كنند  هاي متراكم عمل مي آغازشگر بيوسنتز تانن

al., 2001a) .ــاي انجــام شــده توســط   بررســي  Rangariه
ــا كلريــدآهن  نشــان داد كــه دو گــروه از تــانن) 2007( هــا ب

هـاي قابـل هيـدروليز كـه      تـانن  -1: دهنـد  واكنش نشـان مـي  
آميزي با كلريدآهن  بـه  محلول در آب هستند و بر اثر رنگ

هـاي متـراكم كـه بـر اثـر       تـانن  -2رنگ آبـي ديـده شـدند؛    
چنين به . به رنگ سبز ديده شدند آميزي با كلريد آهن رنگ
هاي متراكم در مرحله برداشت  رسد كه استقرار تانن ينظر م

گالا به دليل رسوب اين تركيبـات بـر اثـر ايجـاد      ميوه سيب
هاي سلولي باشد كـه   هاي موجود در ديواره پيوند با پروتئين

ــه  ــا يافت ــاي  ب ــاران  Takosه و  Fournand و) 2006(و همك
ــاران  ــت دارد) 2006(همك ــكوپي  . مطابق ــاوير ميكروس تص

نشان داد كه در مرحلـه  ) 2 و 1هاي  رديف 3ستون ( 3شكل 
فندقي و مياني نمو ميـوه، سـيب تركيبـات تـانني موجـود در      
داخل سـلول فـرم مشخصـي نداشـته، در داخـل سيتوپلاسـم       

و  Alemanno. اند هاي سلولي پراكنده سلول و اطراف ديواه
هاي كاكائو  هاي خود روي گل در بررسي) 2003(همكاران 
شـكل و يـا    بـي  تد كه تركيبـات تـانني بـه صـور    بيان نمودن

هاي اپيدرمي و پارانشيمي گياهان مورد  كروي در تمام بافت
  . مطالعه ديده شدند

) HPLCميكروسكوپي و (هاي  نتايج حاصل از آزمايش
هـا در   لفلاونـو انجام شده نشان داد كه با نمو ميوه بر ميـزان  

 ميوه ميزان پوست ميوه افزوده شد، اما درست قبل از رسيدن
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نتـايج  . ها در پوست ميوه كاهش شـديدي نشـان داد   لفلاونو
و همكـاران   Takosهـاي   حاصل از آزمايش حاضر بـا يافتـه  

هــاي متــراكم در  در خصــوص كــاهش ميــزان تــانن) 2006(
) 1994(و همكـاران    Listerهاي افتهيCrisp red رقم  سيب

كــاهش در . مطابقــت دارد Granny Smithرقــم  در ســيب
هاي متراكم به دليل رقيق شدن ايـن تركيبـات بـر     زان تاننمي

ــيانين    ــزان آنتوســ ــزايش در ميــ ــوه و افــ ــد ميــ ــر رشــ اثــ
 ;Fournand et al., 2006; Takos et al., 2006اسـت 

Hanlin and Downey, 2009).  
ــي  ــيدهاي فنل ــكوپي و   :اس ــات ميكروس ــايج مطالع نت

HPLC حله نشان داد كه بيشترين ميزان اسيدهاي فنلي در مر
ابتدايي نمو ميوه سيب ديده شد و با پيشرفت فصل رشـد، از  

در . ميزان اسيدهاي فنلي موجود در پوست ميوه كاسـته شـد  
مرحله برداشت ميوه افزايش دوباره در ميزان اسيدهاي فنلـي  

بيـان نمودنـد   ) a2001(و همكـاران   Awad. مشاهده گرديد
اي فنلي مقدار اسيده Jonagoldو  Elstar كه در سيب ارقام

در اوايل فصل بـالا بـوده و در مرحلـه رسـيدن ميـوه مقـدار       
فلورسنس نارنجي مايل به صـورتي  . تركيبات فوق ثابت بود
به دليل حضـور  ) 1رديف  2ستون ( 3 مشاهده شده در شكل

آنتوسيانين در پوست ميـوه بـود كـه بـا  فلورسـنس مشـاهده       
ــط   ــو توسـ ــاه جـ ــده در گيـ  Weissenbockو  Hoernerشـ

آبـي مشـاهده شـده     - فلورسنس سبز. مطابقت دارد) 2003(
ــي    ــيدهاي فنل ــل حضــور اس ــه دلي ــك(ب ــيد پاراكوماري ، اس

رسـد   چنين بـه نظـر مـي   . بود) اسيدكافئيك و اسيد فروليك 
از تركيبـات فنلـي    اسـيد پاراكوماريـك  و  اسيدفروليك كه 

ماده بيوسـنتز ليگنـين    پيش هاي سلولي بوده، متصل به ديواره
ــند  ,Rudall and Gaddick, 1994; Pothavorn) باش

2008).  

ــه  ــاهي  فلورســنس آبــي مشــاهده شــده در نمون هــاي گي
Johnsonia lupulina قرار دادن نمونـه  (آميزي بدون رنگ

 آميزي شده بـا هيدروكسـيدآمونيوم  و رنگ) در آب خالص
هـاي   متصـل بـه ديـواره    اسـيد فروليـك  حضـور   هدهنـد  نشان

 Rudall and Gaddick, 1994; Hoerner) سـلولي اسـت  

and Weissenbock, 2003).     از طـرف ديگـر، فلورسـنس
ر مرحله مياني نمو، ميوه احتمالاً مشاهده شده د) سبز - آبي(

كـه بـا    در سـلول اسـت  ) لفلاونـو (به دليل حضـور كتچـين   
  .ريشه موز مطابقت دارددر مورد ) Wuyts )2006هاي  يافته

  
  گيري كلي نتيجه

يـابي بـافتي و الگـوي    تـا مكـان  در اين مطالعه سعي شـد  
تجمع برخي تركيبـات فنلـي در مراحـل مختلـف نمـو ميـوه       

ــتفاده از روش  ــا اسـ ــالا بـ ــيب گـ ــكوپي  سـ ــاي ميكروسـ هـ
. و كروماتوگرافي بررسـي شـود   )نوربازتابشي و فلورسنس(

ــتفاده از روش ــا     اس ــق ب ــوق در تلفي ــكوپي ف ــاي ميكروس ه
ــايي      روش ــئن در شناس ــي مطم ــاتوگرافي روش ــاي كروم ه

ــرد از روش    ت ــتفاده منف ــه اس ــبت ب ــي نس ــات فنل ــاي  ركيب ه
آميز تركيبات فنلي براي مطالعه موفقيت. كروماتوگرافي بود

هـاي گيـاهي    گياهان ابتدا بايد مكان قرارگيري آنها در بافت
ــه ايــن مهــم بااســتفاده از   بررســي گــردد كــه دســت  ــابي ب ي

ــت    روش ــدور اسـ ــكوپي مقـ ــاي ميكروسـ ــاي  روش. هـ هـ
تركيبـات فنلـي موجـود در     كميـت يين ميكروسكوپي در تع

هـاي   گياهان ناتوانند و لذا براي رفع اين مشكل بايد از روش
. هاي ميكروسكوپي بهره جست كروماتوگرافي توام با روش

هـاي   تركيبات فنلـي نقـش مهمـي در ويژگـي     از آنجايي كه
هـاي تـازه برداشـت شـده      ميـوه ) رنگ، طعم و مـزه (چشايي 

در  آنتوســيانين  كيبــات، مخصوصــاًدارنــد و بيوســنتز ايــن تر
مرحلــه برداشــت ميــوه از ديــدگاه تجــاري در ســيب حــايز  
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يـابي  اهميت است، لذا شناخت دقيق ايـن تركيبـات و مكـان   
هـا كمـك    آنها در طـي فصـل رشـد بـه مـديريت دقيـق بـاغ       

هـرس،  (خواهد كرد تا با ايجـاد تغييراتـي در مـديريت بـاغ     
هاي  ا، استفاده از پايهه گذاري ميوهدهي، كيسه آبياري، كود

بتـوان  ...) انعكاسـي نـور و    يهـا  پوشـش مناسب، اسـتفاده از  
  .ها افزايش داد بيوسنتز اين تركيبات را در ميوه

  
  
  

  سپاسگزاري
هاي مـورد   از آقاي نامور به دليل همكاري در تهيه نمونه

بامداد به جهـت  خانم دكتر عشري و  نياز، از خانم دكتر اثني
آذر كـه   ها، و از آقاي دكتر مطلبـي ز نمونههمكاري در آنالي

تجزيه آماري اين آزمايش را تقبل نمودند، بي نهايت تشكر 
مين أاز معاونت پژوهشي دانشگاه تبريز بـه دليـل ت ـ   .گردد مي

هاي آزمايش حاضـر كمـال تشـكر بـه عمـل       بخشي از هزينه
  .آيدمي
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