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 و (.Medicago sativa L)بررسي ساپونينهاي استخراجي از گياهچه هاي چهار رقم يونجه 
   بر روي اين ارقام(Therioaphis maculata Buckten)تأثير تغذيه شته خالدار يونجه 

  2عليرضا باقري و 1مظاهري لقب... حجت ا
       همدان ،دانشگاه بوعلي سينا ،انشكده كشاورزيد 1

   ، تهرانواحد علوم و تحقيقات دانشگاه آ زاد اسلامي ،زراعتگروه  2

 چكيده

ترپنوئيدي شامل متابوليتهاي ثانويه اي است كه باعث تلخي گياه و پائين آمدن  گياه علوفه اي يونجه مملو از ساپونينهاي تري
با اين وجود، آفات و . ندخوش خوراكي و مقاوم شدن  گياه نسبت به حمله آفات و بسياري از بيماريها در اين گياه مي شو

لذا تنوع . پاتوژن هاي اختصاصي يونجه نيز يافت شده اند كه قادرند اثر اين تركيبات را خنثي و در حمله به گياه يونجه فائق آيند
 رقم ساپونين ها در ارقام و نتايج حاصل از تغذيه شته خالدار يونجه بر روي ارقام داخلي گوران طالقان،  خورونده، و اهر و يك

ارقام در گلخانه و در گلدانهاي پلاستيكي كشت شدند تا در . عنوان شاهد مورد بررسي قرار گرفت ب(Euver)خارجي بنام اور 
تعداد شته هاي زنده در روي ارقام، تعداد پوره هاي توليدي و اندازه جثه حشرات . مرحله گياهچه اي مورد مطالعه قرار گيرند

  TLCبراي آناليز ساپونينها .  شد و متعاقبا با بوتانل استخراج و خالص سازي درصد80ي در متانول ساپونينهاي برگ. ارزيابي شد
تجزيه آماري نشان داد كه تعداد شته هاي زنده و پوره هاي .  تفاوت وجود داشتTLCدر الگوهاي نواري روي . بكاررفت

كه ساپونينها در ايجاد مقاومت اين ارقام نسبت به شته خالدار نتيجه اين . توليدي در مرحله گياهچه اي تفاوت معني داري ندارند
  .يونجه نمي توانند نقشي داشته باشند

  ها، اثرات تغذيه  ونجه، شته خالدار يونجه، ساپونين گياهچه هاي ارقام ي:واژه هاي كليدي

  مقدمه
شــناخت و اســتفاده از توانــايي دفــاعي گياهــان در مقابــل 

وجـود  . صي برخوردار اسـت   تنشهاي زيستي از اهميت خا    
 نوع ويتامين، بخـصوص     10پروتئين ، مواد معدني، حداقل      

 كلسيم ، درصد خيلي كم سلولز، و    ،C ويتامين   و Aويتامين  
دارا بودن ساير مواد متابوليكي در يونجه،  برتري خاصي را           
به آن بخشيده و وجود اين تركيبات عاملي بـراي حفاظـت            

 شـود  ميها محسوب كروبآن در مقابل بعضي حشرات و مي 
)6 .(  

 ،(.Hypera postica Gyll)آفت سرخرطومي بـرگ يونجـه   
ها از جمله موارد محـدود      نماتد ها، قارچها، و بعضي باكتري     

بـا كنتـرل    ). 4(كننده در توليد يونجه محسوب مـي شـوند          

عوامل محدود كننده رشد، مي توان تـا حـد زيـادي ميـزان              
 بـه دلائلـي از جملـه        بنـا ). 5(خسارت آفات را كاهش داد      

هاي روش ـ، اسـتفاده از     مضرات استفاده از سـموم شـيميائي      
آفات با  كنترل بيولوژيكي و ايجاد ارقام مقاوم جهت مبارزه         

ارقام متحمل بعنوان ابزار مفيدي در امر       ). 9(ضرورت دارد   
 .مي شـوند    مديريت و كنترل آفات و حتي بيماريها قلمداد         

 ثانويـه   هايمتابوليت با داشتن    بعضي از ارقام مقاومت خود را     
 و همكـارانش  Gatehouse. مي كنند ها  آشكار مثل ساپونين

ــان ) 1990( ــدبي ــدها،   كردن ــد الكالوئي ــاتي مانن ــه تركيب  ك
ساپونينها، اسيدهاي آمينه غير پروتئيني، پلـي سـاكاريدها و          
پروتئينهايي مثل لكتين و ممانعت كننده هاي آنزيمي وظيفه         
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سـاپونينها تركيبـاتي   ). 13(ه دار هستند حفاظت گياه را عهد  
 لگومهـا و مقـدار       كه در گياهـان مخـصوصاً       هستند   طبيعي

كمي در حيوانات آبزي مثل ستاره دريايي و خيـار دريـايي            
 متفاوت اسـت   ها در يك گونه نيز      نمقدار آ . يافت مي شوند  

)11،12.(  

گياه يونجه نيز با داشتن تركيباتي مثل سـاپونينها، اسـيدهاي           
 مقاومي در برابر حمله آفـات       ينه سمي، و فنلها گياه نسبتاً     آم

سـاپونين  از ميان تركيبـات فـوق،       ). 15(ها مي باشد  يو بيمار 
ي متـشكل از يـك آگلـي         گليكوسايدهاي تري ترپنوئيد   ،ها

 ).23،18( كربنه با يك يا چند شاخه قندي مي باشند         30كن  
فـاوت   با اثرات بيولـوژيكي مت      آن نوع   33 بيش از    يونجهدر  

رابطـه بـين محتويـات       .)26،24،16،14(شناخته شده است    
 لگوم و مقاومت نسبت به لارو سوسـك      هاساپونيني در بذر  

 در (Callosobruchus maculatus)چهار نقطه اي حبوبات 
بـا  ). 10( گـزارش گرديـد      Applebaum توسط   1969سال  

ممكـن اسـت    ، به اين علت كـه سـاپونينهاي آن          اين وجود 
زا مثل قارچها و حشرات مـورد       ز عوامل تنش  توسط بعضي ا  

آفـات  چنين  گياه در معرض حمله     عمل تجزيه قرار گيرند،     
  ).17 ( گيرد مي قرارييهاو بيماري

 (Therioaphis maculata Buckten)شـته خالـدار يونجـه    
علاوه بر يونجه، از شبدر، پياز و گياهان ديگر نيز تغذيه مي            

بريـز، اهـواز و مـشهد       انتـشار آن در كـرج، همـدان، ت        . كند
بدليل قدرت زياد تكثير اين حشره مـي        . گزارش شده است  

ثير أتوان از آن شته هاي استاندارد با سنين يكسان توليد و ت           
  .تغذيه از ارقام يونجه را روي رفتار آنها را بررسي كرد

ها در ارقـام    آزمايش بررسي وضـعيت تنـوع سـاپونين       هدف  
 اين گياهان بـر حـشره       ازاي  مختلف يونجه و اثرات تغذيه      

  . بود

 هامواد و روش

رقـم  سـه    هاي  بـذر   :گياهي وحشره مورد بررسـي    ارقام  
، )خورونـده همـدان    (93،  )طالقانگوران   (100رقم  ،يونجه  

،كه قبلا وضعيت كمي و كيفي و همچنـين نقـش           ) اهر (42
ها در مقاومت به سرخرطومي بـرگ يونجـه           ساپونينهاي آن 

 ها بـذر  واندازه گيـري    وه ناميه آنها    ق  ، تهيهتعيين شده بود    
 عـلاوه بـر ايـن ارقـام، رقـم اور            .شـدند   در گلخانه كشت    

(Euver)       هاي آن در رابطـه بـا ايجـاد          نيز كـه قـبلاً سـاپونين
 Aulachorsum)مقاومــت نــسبت بــه شــته ســيب زمينــي 

solani)   مثبـت در  بعنوان رقم شاهد ) 21( آزمايش شده بود
    .نظر گرفته شد

  پلاسـتيكي  هايي بطر هاي گياهي مورد نظر،   ه بافت منظور تهي ب
  ماسه بادي  باقطع، و   متر   سانتي 10 از پايين، به ارتفاع   نوشابه  

 لايه اي از ماسه با  ارقام يونجه كشت   هاي  بذر.  شد پردريا  
 گياهچـه   هاي هوايي قسمت،  هاي لازم مراقبتبا  . پوشيده شدند 

 منجمـد،  در داخل ازت مايع      ،   برداشت هاها از بعضي گلدان   
ها جهت بررسي اثـرات     مابقي گلدان  و در فريزر نگه داري   و  

  .شدندتغذيه اي نگه داري 

جهت تكثير شته خالدار يونجه،  از بوته گياه يونجه زراعتي 
اين . تحت كشت مزارع در مناطق روستايي استفاده گرديد

حشره بخوبي روي بوته يونجه مستقر و از طريق بكر زايي 
ها براي بررسي صفات مورد نظر استفاده از پوره . تكثير شد

  . شد 

 پوره با سن حداكثر يك 5تعداد :  شره ايحزيست سنجي 
 بهبرگ از برگ يونجه زراعتي با برس نرم ابريشمي روز 

هر . انتقال يافتندمورد آزمايش گياهچه هاي ارقام مختلف 
نوان يك واحد آزمايشي عگلدان حاوي گياهچه يك رقم ب

روي هر گلدان با قسمت بالايي قطع . ددر نظر گرفته ش
براي انجام .  نوشابه، پوشانده شد پلاستيكيشده ظروف

مجهز به تور هاي سيمي هاي بالاي گلدان ها  قسمتتهويه
براي هر رقم از گياهچه هاي يونجه، . بسيار مرغوب بودند

   . تكرار آزمايش بكار گرفت4 گلدان به منزله 4تعداد 

بافـت قـسمتهاي    يـك گـرم از        : عصاره گيري سـاپونين   
 ازت مـايع در هـاون چينـي         استفاده از    شده با    جدا  هوايي  
 داخل ارلـن مـاير    درصد80  آن با الكل هايساپونينو  پودر  
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 يـك فيلتـر شيـشه       حاصل با    محلولسپس   و شد استخراج
وسـيله دسـتگاه    بالكل موجـود      . اي در خلاء صاف گرديد    

 درجـه سـانتي     45  دمـاي   و تبخير كننده چرخشي در خلاء    
مـواد جامـد بـاقي مانـده تـه فلاسـك            . گراد تبخير گرديـد   

محلـول  .  گرديـد   آب مقطر شـسته شـد و حـل         درروتاري  
 در  اسـتفاده   به لوله اپندروف منتقل و تا زمان         غليظ حاصل 

   ). 23،21،20 (نگهداري شد يخچال 

 بهينه باخالص سازي ساپونينها  : ها ساپونينخالص سازي 
 صورت گرفت ) 1992( و همكاران Massiot  سازي روش

بدين منظور عصاره خام ساپونين در خلاء تبخير و ). 19(
 ميلي ليتر آب مقطر حل و به قيف جدا كننده 50سپس در 

 ميلي ليتر 5/2،  اوليه  گرم بافت6به ازاء هر . منتقل گرديد
. دوبوتانول اشباع از آب  اضافه گرديد و خوب بهم زده ش

بعد از مدت تا  .پايه مربوطه استقرار يافت قيف در روي 
 حاوي كه لايه پائيني عمدتاً ،دوچند دقيقه دو لايه تشكيل ش

 .جمع آوري گردد.آب و لايه بالائي حاوي الكل بوتانول بود
 با همان مقدار اوليه بوتانل مخلوط مجدداًپاييني لايه آبدار 

عمل جدا اين . گرديدنگهداري لايه بوتانلي جدا و  مجدداًو 
 سپس بوتانل با هم مخلوط و سه فاز و انجام ري سه باساز
 درجه سانتي گراد تبخير 55 ي روتاري در خلاء و دمابا
اين رسوب در . تهيه شد  ساپونين خالص بدين ترتيب و

به طريقي كه گفته  حل و  درصد100 متانل حداقل حجم 
 . شده جمع آوري گرديد 

اخير بوسيله يك قطعه عصاره :   رسوب دهي ساپونينها
 از داخل يك سيستم فيلتري، CF/Gكاغذ صافي از نوع 

، صاف  Milliporجنس فيبر و شيشه ساخت كمپاني 
 ميلي ليتر 10براي شست و شوي كامل عصاره از . گرديد

  ظرف شيشه ايمخلوط فوق در يك. متانول استفاده شد
هم  ميلي ليتر دي اتيل اتر مخلوط و ب5 ميلي ليتري با 30
تا ته نشين شدن  با پارافيلم مسدود و ظرفدرب . ده شدز

 تا سه بار با دي ماده ته نشين شده . ماند بي حركت ،مواد
سانتريفوژ، مواد جامد با  نهايت  در.اتيل اتر مخلوط گرديد

از خشك شدن است جدا و بعد ساپونين خالص كه 
يه  كروماتوگرافي لااز. براي آناليز ساپونينها. نگهداري شد

  .)25،21 ( شداستفاده نازك 

مـاده جامـد    :  آناليز ساپونينها با كروماتوگرافي لايه نازك     
 15مقـدار   . استحصالي از بافت برگي در متانول حل گرديد       

اصـله  ف. ميكروليتر از آن  بر روي پليت نمونه گـذاري شـد           
هاي آماده شده در    پليت.  بود  متر   سانتي 1نمونه ها از يكديگر     

 ـ     حـلال مخـصوص آنـاليز      حـاوي    TLCك  داخل يـك تان
 حركت تركيبات مختلـف بـر       ساپونيني گذاشته شد تا عمل    

: اين  حلال تركيبي از اسـتات اتيـل        . دوها انجام ش  روي پليت 
بعـد  .  بـود  2: 2: 7اسيد استيك بترتيب به نسبت      : آب مقطر 

از حركت حلال به طرف بالا و پخش شدن مـايع در روي             
تانـك خـارج و در زيـر هـود       پليت، پليت مزبور از داخـل       

  استيك انيدريد   : سپس با معرف متانول     و آزمايشگاه خشك 
 اسـپري گرديـد و      1و  : 1: 10و اسيد سولفوريك به نسبت      

 15 درجه سانتي گـراد، بمـدت        104 دماي   بادر داخل آون    
لكه هاي باندي روي پليت اسپري شـده        . دقيقه قرار داه شد   

 نـانومتر  300ول مـوج   با ط ـ(UV)در زير نور ماوراء بنفش  
 Rfمحاسـبه   . ناشي از دستگاه ترانس لوميناتور رؤيـت شـد        

  . براي هر باند ايجاد شده صورت گرفت

تعداد شته هاي زنـده بـاقي مانـده و تعـداد              :آناليز آماري 
 ارقـام   تجمعي پوره هاي توليد شده در روي گياهچه هـاي         

هــاي خــرد شــده در زمــان بــا تجزيــه واريــانس طــرح كرت
در اين آناليز كه بوسـيله      . ، استفاده شد  )ات تكراري مشاهد(

 انجام شد، ارقام بعنوان فـاكتور       MSTATCنرم افزار آماري    
 سطح و روزهاي بررسي بعنـوان      4در  ) اولين فاكتور (اصلي  

 سطح براي گياهچه هاي يونجـه بكـار         20فاكتور فرعي در    
  . .  تكرار در نظر گرفته شد4براي هر تيمار تعداد . رفت

  ايج و بحثنت
 روزه شته ها تفاوت معني داري در تعداد 20ارزيابي زيستي

عداد شته ها در روي گياهچه ها ت .شته هاي زنده نشان نداد
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شѧѧѧكل1- ميانگين شته هاي زنذه روي گياهچه هاي ارقѧام  مختلѧف يونجѧه   
طѧي بيسѧت روز تغذيѧه   
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cv1=42

cv2=93

cv3=100

cv4=Euv

cv1= رقم اهر
cv2= رقم خورونده

cv3= رقم گوران طالقان
cv4= رقم اور

براي رقم اهر، اين  . روز ثابت ماند و كم نشد11مدت ب
ميانگين شته هاي باقي .  روز ثابت باقي ماند17تعداد تا 

ز بيستم برابر مانده در روي ارقام گياهي مختلف در رو
  .  شته بود37/4

  

  

  

   

  

  

  

  

  

  

  . نشان دهنده نحوه پايداري و استقرار شته ها بر روي ارقام مختلف مي باشد1شكل

  

.   آمده است1  آناليز واريانس پوره هاي توليدي در جدول
 با هم و روند كلي تغييرات ارقام هر چند از نظر توليد پوره

قايسه تعداد توليد شده اما متفاوت معني داري نداشتند 

روي ارقام مختلف در روز هاي مورد مطالعه تفاوت معني 
اثر متقابل رقم در . نشان دادند درصد1داري را در سطح  

  ).  2شكل(زمان نيز معني دار بود 
  

   تجزيه واريانس داده هاي تعداد پوره هاي توليدي مورد تغذيه در روي گياهچه هاي ارقام يونجه-1جدول
 Fc ميانگين مربعات درجه آزادي  تغييراتمنابع

 ns   58/1 91/189 3 تكرار

91/0 04/109 3 رقم   ns 
Ea  9 39/120  

84/119 38/2779 19 زمان  ** 

81/1 97/41 57 رقم×زمان  ** 

Eb  228  19/23   

Ea  = اشتباه اول Eb = اشتباه دوم  ns = عدم تفاوت
  معني دار

تفاوت در سطح = **
1%  
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شكل 2-  ميانگين پوره هاي توليدي در روي گياهچه هاي ارقام مختلف يونجه 
طي  بيست روز تغذيه
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چند در اين ارقام تفاوت ساپونيني مشهود نبود، ولي مي هر 
چنانچه . توان بوجود احتمالي تركيبات ديگري اشاره نمود

، از واريته يونجه بنام زاپكو توان در اين مورد مي
(Szapko)از مقاومت بالا  نام برد كه  با مقدار ساپونين كم 

اين ). 5 (است نسبت به استرس هاي زيستي  برخوردار 
 در و مفيدبعنوان واريته اي با اهميت را ميتوان اريته و

بنابر اين . تغذيه دام و از جهت اصلاح يونجه استفاده نمود
امل مقاومت در يونجه مي توان چنين استنباط كرد كه ع

ا ههاي زيستي نمي تواند تنها مختص ساپونيننسبت به تنش
 اين باشد بلكه عوامل شيميايي و بيوشيميايي ديگري نيز در

همچنين يونجه حاوي . مقاومتها مي تواند مؤثر باشد
تركيبات ديگر مثل اسيدهاي آمينه سمي، فنلها، و ديگر 

كه بعضي ) 13(تركيبات با اثرات بيولوژيكي بالا  مي باشد 
عمده . ها نقش ضد حشره اي دارنداز آنها مثل ساپونين

تحقيقات جهت كشف مكانيسم مقاومت در ارقام كلم با 
ها بر تركيبات ثانويه گياهي و اثرات آن بر شناسايي تكيه

اين نتايج فقط در ). 11(روي حشرات آفت بوده است 

مرحله گياهچه اي مي تواند مستمر باشد وليكن افزايش 
هاي مختلف مي  سن گياه در محيط يكسان و يا در محيط
   .تواند نتايج مختلفي را در پي داشته باشد

ز نظر توليد پوره در مرحله در اين آزمايش، شته ها ا
 ولي رندگياهچه اي يونجه تفاوت معني داري با هم ندا

فاكتور ثير أت اين صفت در روز هاي متوالي بعنوان همشاهد
  ).2شكل (ديده شد نظر تفاوت  زمان

در بررسي توليد تجمعي، بيشترين  و كمترين تعداد پوره 
شروع . مشاهده شد) اهر (42بترتيب روي رقم اور و رقم 

 و 25/1 بترتيب با ميانگينهاي 100 و 42توليد پوره در رقم 
و اور ) وندهخور (93  در روز هشتم و در روي ارقام 75/7

داده .  در روز نهم بود12/10 و 42/2هاي بترتيب با ميانگين
 روزه توليد پوره نشان 12هاي حاصل از مشاهدات تقريبا 

 روز آخر 4ي و در  روز حالت افزايش8داد كه توليد پوره تا 
 20وضعيت پوره توليدي ارقام تا روز . رد حالت كاهشي دا

  .ه مي شود مشاهد2در جدول

  

  هاي تجمعي پوره هاي توليدي يك نسل شته هاي خالدار يونجه مستقر شده در روي گياهچه هاي ارقام يونجه ميانگين- 2جدول

 اور 100 93 42 ارقام

  9  8  9  8  روز شروع توليد پوره
  5/1  25/2  25/0  5/0  انگين توليد پوره در اولين روز زاد آوريمي

 50/295 25/315 75/288 75/247 )20(ميانگين تجمعي توليد پوره تا روز آخر 
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نيز در روز دهم ) طول و عرض شته ها(اندازه بدن شته ها 
تغذيه از گياهچه هاي جوان ارقام مختلف يونجه مورد 

مي  نشان 3 نطور كه در جدولهما.اندازه گيري قرار گرفت 

 تفاوت معني داري بين ارقام متفاوت براي دو صفت دهد
  .مورد مطالعه مشاهده نشد

  

   تجزيه واريانس طول و عرض بدن شته هاي تحت تغذيه  از گياهچه هاي ارقام مختلف يونجه- 3جدول

صفت مورد 
 بررسي

درجه  منابع تغييرات
 آزادي

ضريب  اي محاسبه Fضريب  ميانگين مربعات
  تغييرات

19/1 004/0 3 ارقام طول بدن شته    ns  
 %47/3  003/0 9 اشتباه آزمايشي 

63/0 002/0 3 ارقام عرض بدن شته   ns  
 %63/6  002/0 9 اشتباه آزمايشي 

  

فقط و فقط رقم ) عرض بدن(در ارزيابي اندازه بدن شته 
 اين  دليلو اور در افزايش اندازه عرض بدن شته مؤثر بود

وجود غير بومي بدليل  اثر مثبت اين رقم ممكن است
ن  با اين حال، در صورت دخيل بودنباشد ساپونين 

هاي خام افزون بر ارقام تركيبات ديگر موجود در ساپونين
، و همچنين كاهش كيفي ساپونينهاي رقم )4جدول(داخلي 

مي توانند از دلايل منجر به بروز ) 3شكل) (شاهد(اور 
بهرحال، با توجه . باشند) اور(بيوتيك در اين رقم اثرات پرا

به نتايج فوق مي توان چنين استنباط كرد كه ارقام بعنوان 
ميزبان از نظر مناسب بودن براي شته ها ، اثرات يكسان 

دليل بداشتند و حساسيت گياهان نسبت به تغذيه شته ها  
اين است كه شته خالدار بطور اختصاصي عمل مي كند و 

 از نظر دارا بودن تركيبات بيو شيميايي هر وضعيتي كه ارقام
داشته باشند، مي توانند بخوبي مورد تغذيه حشرات مورد 

ي گوارشي هاامكان وجود آنزيم. عه قرار گيرندمطال
هاي يونجه در شته خالدار نيز وجود هيدروليز كننده ساپونين

  . دارد

از كروماتوگرافي تركيبات خام ساپونيني استخراجي با 
گياهان يونجه الگو هاي تقريبا مشابهي روي سيليكا ژل 

گياهچه هاي رقم هاي خام حاصل از ساپونين. شد ظاهر 
متفاوت و بيشتري نسبت به باند  خارجي اور داراي تعداد

 براي Rfدر اين جدول ). 4جدول (داراست ارقام داخلي 
  .هوايي مشخص شده استبخشهاي ساپونينهاي 

  

. بود هاي مختلفي  رنگداراي ه در ژل  باند ايجاد شد14
ريع حالت پرش و محو شدن سيكي از مشكلات بررسي 

تواند به  اين مشكل مي.  ها بعد از حرارت در آون بودباند
بهر . كيفيت مواد شيميايي مورد استفاده نيز مربوط باشد

 اين امكان را ميسر TLCحال، علامت گذاري روي پليتهاي 
 براي باند هاي مختلف فراهم Rfساخت تا اندازه گيري 

 كارمربوط به  TLCالگو هاي باندي مشاهده شده بر . شود
هاي خام استخراج شده از ارقام داخلي از آناليز ساپونين

رقم خارجي اور نيز . تشابه بالايي بر خوردار بودند
 ظاهر TLCباندهايي متفاوت از ارقام داخلي را در روي ژل 

اي مشابه با ارقام داخلي نيز كرد، هر چند كه از بانده
 حال، بهينه سازي بيشتري براي كار با هرب. برخوردار بود

TLC در شرايط موجود لازم بود كه براي پژوهش در 
.كارهاي جداگانه نيز توصيه مي گردد
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مطالعه و يك رقم خارجي  اني موردهاي هوايي سه رقم گياهچه اي يونجه اير قسمتهاي خام براي الگو هاي باندي ساپونينRf اندازه هاي -4جدول
  TLCشاهد در روي پليت 

  رقم اور  رنگ فلوئور سنسي Rfاندازه 
گوران  (100رقم 
 )طالقان

خورونده  (93رقم 
 )همدان

  42رقم 
 )اهر(

 _ _ _ *  سبز-آبي 04/0
 * * * *  سبز-آبي 07/0
 _ _ _ *  آبي 12/0
 * * * *  قهوه اي 13/0
 _ _ _ *  سبز 15/0
 _ _ _ *  آبي 19/0
21/0 -  * * * * 
27/0 -  _ * * * 
32/0 -  * _ _ _ 
 * * * _  سبز 34/0
 _ _ _ *  قهوه اي 54/0
 * * * _  ارغواني 92/0
 _ _ _ *  زرد 94/0
 _ _ _ *  زرد 00/1

Rf =اصله حركت حلال در روي پليت فاصله حركت تركيبات منحصر به فرد ساپونيني از نقطه شروع نمونه گذاري تا نقطه باند تشكيل شده به كل فTLC.  
  TLCعدم وجود باند در روي پليت  = -   )شدت بيشتر رنگ باند= تعداد زياد علامت ستاره  (TLCوجود باند در روي پليت    = *

                                                                      

هاي كنترل ن ساپونيدرپديده محو و نامرئي شدن باندها 
اين مشكل نمي بنابر. مشاهده شد نيز ) رقم اور(يا  )شاهد(

). 21(تواند به گياهان و يا ژنوتيپ ارقام ربط داشته باشد 
 از نسبت فاصله حركت تركيبات منحصر Rf، 4در جدول

  تشكيل به فرد ساپونين از نقطه شروع نمونه گذاري تا نقطه
 TLCليت باند به كل فاصله حركت حلال در روي پ

 مواد با تعويض و جا به جايي بعضي. محاسبه مي شود
عدم وجود . ها برطرف نشدشيميايي، مشكل محو شدن رنگ

تفاوت معني دار بعضي از صفات در بسياري از حالات، در 
اين آزمايشات زيست سنجي، تشابه كلي موجود و مشاهده 

 ).4جدول(ييد مي نمايد أ را تTLCشده در تعيين باندهاي 
هاي استخراج  براي ساپونينها و ساپوژنينTLCا بكار گيري ب

هاي متفاوت گزارش  از بافت گياه شنبليله، ظهور رنگشده
 براي بررسي ساپونينهاي Rfاز شاخص ضمن اينكه  گرديد

در آزمايش حاضر نيز ). 1 (ه است  استفاده شدنيز متنوع
 اين امكان را فراهم كرد TLCهاي مت گذاري روي پليتعلا
 مخصوص براي باند هاي مختلف ميسر Rfا اندازه گيري ت

 كشت بافت شنبليله با) 1374(ابراهيم زاده و نيكنام . گردد
با ساپونينهاي  را هاي استخراج شده از كالوسساپوژنين

آنها وجود .  نمودند  مقايسهTLCحاصل از بذر با روش 
گزارش نيز هاي گياه شنبليله را فاوت در نوع ساپونينت

علاوه بر آن، محققين مربوطه چنين گزارش ). 1(د كردن
ورواستانولي بذر در كالوس كردند كه مقدار ساپونينهاي ف

يابد با اين حال، باند هايي به رنگ  شدت كاهش ميبذر ب
و نيز باند هاي ديگري ) ساپونينهاي اسپيرواستانولي(زرد 

ها در گردد كه همرديف آنمي در قسمت بالاي پليت ظاهر 
مسلما چنين تفاوتهايي مي ). 1 (يست ابل تشخيص نبذر ق

 و نيز از "آگلي كن"تواند از وجود تفاوت در بخش 
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با توجه به . اليگوساكاريد هاي متصل به آنها ناشي شود
ثير پذيري آنها از محيط، أنقش ساپونينها در گياهان و ت

هاي مشاهده شده بين ساپونينهاي بذر و كالوس اوتتف
 را مي توان بدين گونه تفسير نمود كه حاصل از شنبليله

چون بافت كالوس در شرايط عاري از آلودگي قرار دارند، 
ثير اسپيرواستانولي مي تواند نتيجه تأتشكيل ساپونينهاي 

  . تنش غير ميكروبي در گياه باشد

وسيله ص سازي ساپونينها بهاي استخراج و خالدر روش
اتر،  اتيل ري با ديرسوب گذا بوتانل اشباع از آب و متعاقباً

 مرتبط با مخلوطي از ساپونينهايهاي باندي الگو
 كه در TLCهاي ترپنوئيدي خالص در روي پليت تري

قري و با. )3شكل (آزمايشگاه ساخته شده بودند بدست آمد
هاي اين مرحله از خالص به ساپونين) 1380(همكاران 

 در اين روش خالص سازي، مسلماً.   دادβسازي عنوان 
د قندي به داخل فاز آبي منتقل و از تركيبات مورد نظر موا

علاوه بر قندها، ساير تركيبات نيز ممكن . گردند حذف مي
با اين حال، . است تا حدي آبدوست بوده و حذف گردند

 استفاده از تركيبات غير ساپونيني مثل فنلها نيز با 
اتر در محلول شناور و در اثر سانتريفوژ و رسوب  اتيل يد
 تصويري 3 شكل). 21(گرديد  حصاري ساپونينها حذف ان

هاي هوايي ارقام از وضعيت كيفي ساپونينهاي بافت قسمت
يونجه را كه در آزمايشات جداگانه و در دانشگاه تهران 

   ).2(دهد  انجام شد نشان مي

با توجه به نتايج پژوهش حاضر مي توان استنباط كرد كه 
و گوران ) 93( همدان در شرايط گلخانه اي، رقم خورونده

و اور ) 42(جزء حساس ترين، و ارقام اهر ) 100(طالقان 
جزء ارقام گياهي نسبتا مقاوم به شته خالدار يونجه مي 

 و 93در مجموع قدرت زاد آوري شته ها در ارقام . باشند
 از نظر زماني، نسبتا زودتر و از نظر تعداد نيز در حد 100

در آزمايشات جداگانه مزرعه اين ارقام . بالايي قرار داشت
  ).7 (متضادي را نشان دادند اي و گلخانه اي نيز نتايج 

  

  

  

  

  

  

  

  
  TLC كروماتوگرافي لايه نازك -3شكل

   رقم يونجه با بوتانل اشباع از آب4ّهاي خالص شده براي ساپونين
رقم اهر،  = 42رقم خورونده همدان،  = 93رقم گوران طالقان،  = 100

Evr = اوررقم شاهد  
  

وضعيت مقاومت بررسي شده ار نظر  42جالب اينكه رقم 
 ر شرايط  دنسبت به سرخرطومي جزء حساس ترين ارقام

 در شرايط گلخانه اي نيز در زمره گياهان و. مزرعه اي بود
البته در اين جا با اين تعداد كم . خيلي حساس قرار گرفت
بلكه ارقام مقاوم نبود ) سلكسيون(ارقام، هدف غربال كردن 

در صورت وجود تفاوت و تنوع در مواد ثانويه متابوليكي، 
هدف بررسي اثرات بيولوژيكي ساپونينها بود كه آنچنان 
تفاوت مهمي از تكنيك لايه نازك كروماتوگرافي حاصل 

براي غربال كردن ارقام از نظر حساسيت و يا مقاومت . نشد
ر مدت نسبت به آفات، تعداد زيادي از ارقام لازم اند كه د

با توجه به نوسان ). 26(كوتاهي مورد مطالعه قرار گيرند 
اندازه جمعيت آفات از سالي به سال ديگر و تغييرات 
شرايط آب و هوايي، لزوم استفاده از آزمايشات مزرعه اي 

لذا در جهت تعيين . و گل خانه اي اجتناب ناپذير است
مقاومت و مكانيسم اصلي آن توصيه مي گردد كه هر دو 

انجام . عمل آيدمايش براي بررسي مقاومت ارقام بنوع آز
هاي زيستي هم در آزمايش براي بررسي مقاومت به تنش

مزرعه و  هم در گلخانه ضروري است و در اين چنين  
. آزمايشاتي است كه عمل غربال كردن نتيجه بخش است
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در رابطه با اينكه نتايج مزرعه و گلخانه يكي مي شود يا نه، 
 ارزيابي بهتر و بررسي محتاطانه در باره روابط بين بايد با

هر چند كه ). 22(متغير هاي قابل مطالعه، قضاوت كرد 
غربال ژنوتيپهاي گندم براي مقاومت به شته روسي در 
شرايط اطاقك رشد، گلخانه و يا مزرعه مناسب شناخته 

شرايط (در اين رابطه روش غربال ساده آزمايشگاهي . شد
با طريق ). 8(ا ارزيابي مزرعه اي منطبق بود ب) اطاقك رشد

غربال كردن ارقام مختلفي از گندم،  شماري از ارقام ايراني 
  ). 3(اند  مقاوم به شته روسي گندم را معرفي شده

 اين است كه ساپونينها در اين تحقيقات نتيجه كلي 
مقاومت اين ارقام نسبت به شته خالدار يونجه نقشي 

مي گردد كه براي روشن شدن تفاوت لذا توصيه . ندارند
بنابراين . اين ارقام فاكتور هاي ديگري مد نظر قرار گيرد

پژوهشهاي ديگري لازم است تا عامل اصلي افزايش عرض 
  . بدن شته در رقم اور  روشن گردد
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Study of Saponins Extracted from the Shoots of 4 Cultivars of 
Alfalfa Seedlings and their effects on Spotted alfalfa Aphid  

(Therioaphis maculata Buckten) feeding 
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Abstract 
Alfalfa contains proteins and other metabolites such as alkaloids, phenolic compounds, 
and triterpenoid saponins. Alfalfa saponins cause bitterness and decreasing in 
palatability for animals. The second role is attributed to the formation of protectants 
against pests, pathogenes and nematodes. This factor is considered as an antibiotic 
against biostresses. So, it is expected that alfalfa necessarily is a resistant plant. 
However, specific pests and pathogens have been found to damage alfalfa and reduce 
yield. In order to study variability and also biological activity of saponins, the behavior 
of Therioaphis maculata was evaluated after aphids fed on the seedlings of 4 alfalfa 
cultivars. The neonates were transferred on seedlings. Number of suvivals, nymphs, and 
the size of aphids were recorded. Crude saponins were extracted using methanol 80% 
after cutting the tissues following freezing in liquid nitrogen and making powder in a 
mortar. Crude saponins were then purified with butanol following ether precipitation. 
TLC was used to analyze pure saponin mixtures. Different spots were expressed in 
variable colors but in same pattern for cultivars on TLC plate. The measurment of  Rf  
showed no difference in saponin patterns. The usage of spotted alfalfa aphid was highly 
also useful for evaluation. Statistical analysis showed that survivals and nymphs were 
nearly the same. Although no difference of aphid sizes as well as survivals and 
production of nymphs in each growth stage was found between aphids feeding on 
different cultivars but aphid size in wide was significant when aphids were fed on 
cultivar Euver. However, saponins had no significant role in resistance to spotted alfalfa 
aphid. Further research is necessary to find out the factor increasing wide of aphid body. 

Key words: Alfalfa Cultivars, Seedlings, Therioaphis maculata, Saponins, Feeding 
effects 
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