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با  (.Medicago sativa L)جه ـرقم یون 3های برگ ینـیل باندهای ساپونـبررسی پروف

 با  (.Hypera postica Gyll)های متفاوت نسبت به سرخرطومی برگ یونجه مقاومت

 TLC کارگیریهب
 

The Study of Saponin Profile in 3 Cultivars of Alfalfa (Medicago sativa L.) Expressing 

Different Levels of Resistance to Alfalfa Weevil (Hypera postica Gyll.) Using TLC 

 

 3*2اله مظاهری لقبحجت و 1سحر بختیاریان
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 چكیده

عث تلخي گیاه، پایین آمدن خوش خوراكي، مقاوم شدن گیاه به ای هستند كه باهای ثانویهترپنوئیدی یونجه متابولیتهای تریساپونین

دهند. در این ها بخشي از گروه استروئید را تشكیل ميها همانند گلیكوزیدشوند. ساپونینها ميحمله آفات و بسیاری از بیماری

سم مزرعه نسبت به سرخرطومي برگ یونجه پلاهای متفاوتي در ژرمگیاه یونجه كه مقاومت  پژوهش، تنوع ساپونین در ارقام مختلفي از

عنوان رقم مقاوم، به 8 نشان داده بودند، از طریق كروماتوگرافي لایه نازك بررسي و مورد آنالیز واقع شد. ساپونین های برگي ارقام تبریز

حلال متانولي مورد عمل دهي با مقاوم در مرحله آغاز غنچهعنوان رقم نیمهبه 321188 عنوان رقم حساس و كالیورددیوپوی به

 های كیفي وجود دارد.های كروماتوگرافي نشان داد كه در الگوهای نواری، تفاوتها روی پلیتاستخراج قرار گرفتند. آنالیز ساپونین

باند و  8)نیمه مقاوم به آفت(  321188 باند، رقم كالیورد11( 8تعداد باند ساپونیني در رقم مقاوم به سرخرطومي برگ یونجه )تبریز

های موجود ساپونیني كه هر چه تعداد باند شودچنان نتیجه ميباند مشاهده گردید. از این پژوهش  6رقم دیوپوی)حساس به آفت( 

 تر است.ایجاد شده در ابتدای ژل بیشتر باشد، آن رقم نسبت به آفت مقاوم

 

 ها، كروماتوگرافي لایه نازك اپونین، ارقام یونجه، تنوع سبرگ یونجه مقاومت به سرخرطومي :های کلیدیواژه
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 مقدمه 

یكي گیاه چندساله،  (Medicago sativa L., 2n=4x=32) یونجه

عنوان یك ای از خانواده لگومینه، بهترین گیاهان علوفهاز مهم

باشد. ای بالا ميای و عملكرد علوفهمنبع غذایي با كیفیت تغذیه

بسیار حائز  های محیطي و تثبیت ازتتحمل آن به تنش

اهمیت است. با توجه به دگرگشني و تتراپلوئیدی بودن این 

-رود كه تنوع ژنتیكي زیادی در داخل جمعیتگیاه، انتظار مي

 Abusuwar and) باكریو آباسوار  های یونجه وجود داشته باشد

Bakri, 2009 تن در هكتار علوفه تولید2(. یونجه سالانه بیش از 

ی غیرمستقیم زیاد علوفه در تغذیهنماید. به علت نقش مي

های مختلف اصلاحي یونجه ها، تحقیقات در زمینهانسان

نجات شاه وعبدمیشاني ای داشته است گسترش فوق العاده
(. Abd-Mishani and Shah Nejat Bushehri, 1992) بوشهری

های شناخت و استفاده از توانایي دفاعي گیاهان در مقابل تنش

خاصي برخوردار است. وجود پروتئین، مواد  زیستي از اهمیت

و  Aنوع ویتامین، بخصوص ویتامین  12معدني، حداقل 

، كلسیم، درصد خیلي كم سلولز و دارا بودن سایر Cویتامین 

مواد متابولیكي ثانویه در یونجه، برتری خاصي را به آن بخشیده 

و وجود این تركیبات عاملي برای حفاظت آن در مقابل بعضي 

(. مواد 1369 شود )كریمي،ها محسوب ميت و میكروبحشرا

متابولیكي ثانویه شامل موادی هستند كه روی حشرات 

ها، این مواد شامل فنولكنند. گیاهخوار عمل مي

ها، هیدروكسامیك اسیدها، ایندول آلكالوئیدها، گلیكوزینولات

كاینوژنیك گلیكوسایدها و مواد مومي كه عامل مقاومت طبیعي 

و همكاران؛ آگراندو  باشندهای حشرات ميابل بعضي گونهدر مق

و همكاران؛  اسمیت؛ چارزانوسكيو  كیپلاو همكاران؛  لیزسكي

 ,.Argandona et al) و همكاران ووجسیكاو همكاران؛  اوربانسكا

1983; Leszczynski et al., 1989; Ciepiela and 

Chrzanowski, 1999; Leszczynski et al., 2003; Smith et 

al., 2004; Urbanska et al., 2004; Wojcicka et al., 2004.) 

های ثانوی تولید شده توسط گیاهان، در بین متابولیت

ها یكي از تركیبات شیمیایي مهم هستند كه تاكنون ساپونین

های ها از گونههای متعددی در مورد استخراج آنگزارش

ثرات زیستي متنوع مختلف و اثراتشان منتشر شده است. از ا

توان به موارد زیر اشاره كرد: مسكن، ها ميساپونین

ضدحساسیت، ضدترشح، ضدالتهاب، محرك سیستم ایمني، 

ها باكتری، ضدپروتوزوآ، انگل و ویروس. ساپونین ضدقارچ و

-كشي و دارای اثرات آنتيتنهمچنین دارای خاصیت نرم

باض عضلاني، های پوستي، ضدتب، ضدانقاكسیداني، ضدبیماری

هنده زخم، مهاركننده جلوگیری از انعقاد خون، بهبودد

زایي، ضدسرطان، مدر، ضدسرفه، جهششیمیایي، ضد

های موكوسي روده و جذب دهنده نفوذپذیری سلولافزایش

ها، افزاینده جذب مواد فعال دارویي، مهار مواد معدني و ویتامین

لسترول، انتقال فعال مواد غذایي، كاهش جذب چربي و ك

كاهنده غلظت آمونیاك و تسریع تخمیر در معده 

ثر در رشد و تولیدمثل جانوران، محافظت از ؤنشخواركنندگان، م

شده با الكل و  ءكبد و سیستم عصبي در برابر فراموشي القا

مازا و  گلكاباشند نیكوتین مي بیش فعالي القا شده با مورفین و
(Guclu and Mazza, 2007.) از جمله تركیبات  هاساپونین

ها و مقدار ثانویه طبیعي هستند كه در گیاهان خصوصاً لگوم

كمي در حیوانات آبزی مثل ستاره دریایي و خیار دریایي یافت 

ها از جمله تركیبات ثانویه طبیعي هستند كه ساپونین شوند.مي

ها و مقدار كمي در حیوانات آبزی مثل در گیاهان خصوصاً لگوم

در یك ها شوند. مقدار آنو خیار دریایي یافت ميستاره دریایي 

و  فنویكو همكاران؛  بویر گونه گیاهي نیز متفاوت است

 (.Bowyer et al., 1995; Fenwick et al., 1991) همكاران

ترپنوئیدی متشكل از یك ها، گلیكوسایدهای تریساپونین

 وكلیتا  باشندكربنه با یك یا چند شاخه قندی مي 32كن آگلي

در  .(,.Olszek, 1988 Klita et al ;1996) الزاك؛ همكاران

نوع ساپونین با اثرات بیولوژیكي متفاوت  33یونجه بیش از 

پلاه و همكاران؛  هاهمنو همكاران؛  گستتنر شناخته شده است
 ,.Gestetner et al., 1970; Huhman et al) سینگو همكاران؛ 

2002; Pelah et al., 2002; Singh, 1986). ها در ساپونین

های یونجه عامل مقاومتي در مقابل آفات بعضي ژنوتیپ

و  پدرسون. (Horber, 1972) هاربر شدخوار معرفي گیاه

بیان داشتند  1996در سال  (Pederson et al., 1976) همكاران

ها در بعضي كولتیوارهای یونجه به مقدار مقدار بالای ساپونین

سبز نخود و دیگر آفات گیاهخوار مقاومت گیاه در مقابل شته 

-Aهای یونجه شامل گروه سویا ساپوژنین بستگي دارد. ساپونین

F  هیدراژنین و لوسرنیك  ها مثل مدیكاژنیك اسید،كنو آگلي

و  اولسزك. (Shay et al., 1972)و همكاران  شای اسید هستند

 Zanhic acid)( زنهیك اسید تریدسموساید1992همكاران )

tridesmoside )ترین گروه معرفي كردند. در عنوان سنگینرا به

ها در یونجه مربوط به زنهیك طبیعت مقدار بالای ساپونین

های عنوان ساپونینها بهاسید گلیكوساید و در بعضي واریته

باشند. بیشترین قطبیت مربوط به مدیكاژنیك اسید اصلي مي

در عملكرد ی آن )شامل دو گروه كربوكسیلیك اسید( كه نتیجه

های خام ساپونین گردد.ای ميبالای بیولوژیكي و ضد تغذیه

ها و تانن ترپنوئیدی و استروئیدی،های تریشامل ساپونین

و همكاران؛  وانگو همكاران؛  اسپرگ باشندفلاونوئیدها مي

 ,.Sparg et al., 2004; Wang et al)و همكاران  گپیدزیمن
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2008; Gepdiremen et al., 2004). آزمایش بررسي  هدف

و  اگلوواسك .ها در ارقام مختلف یونجه بودوضعیت تنوع ساپونین

های طي تحقیقي عنوان داشتند ساپونین (2012)همكاران 

از هم مجزا  TLCاستخراجي از بافت گیاه یونجه، توسط 

های خام گردیدند. روش كروماتوگرافي لایه نازك برای ساپونین

های حاضر در محلول استفاده ونیناستخراجي جهت تایید ساپ

 (.Wagner et al., 1996)و همكاران  واگنرشود مي
 

 هامواد و روش

 ارقام گیاهی

 رقم كالیورد و ، رقم دیوپوی8رقم تبریز  ،رقم یونجه سه

ای بر اساس سری آزمایشات مزرعهحاصل یككه  321188

مقاومت به سرخرطومي برگ یونجه تعیین شده بود، استفاده 

سینا های گیاهي از مزرعه تحقیقاتي دانشگاه بوعليگردید. نمونه

 و 88◦با طول جغرافیایي ی دستجرد، همدان واقع در منطقه

متر از سطح  1812با ارتفاع  18´ و 38◦ جغرافیایيو عرض 28´

دست آمد. مرحله فنولوژیكي به 91-92دریا، از سال زراعي 

یي برداشت، در داخل دهي و از قسمت هواگیاهان آغاز غنچه

داری گراد نگهدرجه سانتي -22ازت مایع منجمد و در فریزر 

 شدند.

 

 گیری ساپونینعصاره

های هوایي جدا شده با استفاده از ازت نیم گرم از بافت قسمت

وی شیكر قرار داده شد. محلول حاصل ردقیقه  22مایع مدت 

ا با متانول با یك فیلتر در هاون چیني پودر و بافت پودر شده ر

ای در خلاء صاف گردید. الكل موجود داخل ارلن به شیشه 92%

وسیله دستگاه تبخیركننده چرخشي )روتاری( در خلاء و هب

گراد تبخیر گردید. مواد جامد باقي مانده درجه سانتي 81دمای 

ی وسیلههشسته شد و سپس الكل ب %82ته فلاسك با متانول 

مواد جامد حاصل از  ر گردید.دستگاه طبق دستور بالا تبخی

روتاری دوم با آب مقطر شسته و حل گردید. محلول غلیظ 

حاصل به لوله اپندروف منتقل و تا زمان انجام كروماتوگرافي 

 . (2012 و همكاران،گلواسكا ) لایه نازك در فریزر نگهداری شد

 

 کروماتوگرافی لایه نازك از طریق هاساپونین کیفی آنالیز

ها از از تحقیقات، برای آنالیز كمي وكیفي ساپونیندر بسیاری 

 TLC= Thin Layer)رنگ سنجي كروماتوگرافي لایه نازك 

Chromatography) محلول استحصالي شود. استفاده مي

ساپونین خام از بافت برگي بود. برای كروماتوگرافي لایه نازك 

 (Kieselgel 60 f25 Merck) 62های سیلیكاژلساپونین از پلیت

 9مقدار  .(Olszek et al., 1992) و همكاران السزك شداستفاده 

گذاری میكرولیتر از محلول استخراجي را بر روی پلیت نمونه

حاوی حلال  TLCهای آماده شده در داخل تانك شد. پلیت

مخصوص آنالیز ساپونیني گذاشته شد تا عمل حركت تركیبات 

ل تركیبي از ها انجام شود. این حلامختلف بر روی پلیت

 9: 18: 88ترتیب به نسبت بوتانول: آب مقطر: اسید استیك به

بود. بعد از حركت حلال به طرف بالا و پخش شدن مایع در 

روی پلیت مزبور از داخل تانك خارج و در زیر هود خشك و 

اسیدسولفوریك به  :سپس با معرف متانول: انیدریداستیك

درجه  121ل آون اسپری گردید و در داخ 1: 1: 12نسبت 

و همكاران شارما  دقیقه قرار داده شد 11مدت گراد، بهسانتي

(Sharma et al., 2012). های باندی روی پلیت اسپری شده لكه

 366و  218های با طول موج (UV)در زیر نور ماوراء بنفش 

 Rfدستگاه ترانس لومیناتور رؤیت شد. محاسبه  نانومتر ناشي از

 صورت زیر، انجام گرفت.د شده بهبرای هر باند ایجا

 
 

 نتایج و بحث

ای میزان مقاومت در ارقام مورد مطالعه در آزمایشات مزرعه

)نتایج در این مقاله نیامده است(. براساس  تعیین شده بودند

كننده بر روی ارقام میزان خسارت وارده، تعداد لارو آلوده

دست پدمتر بهی دستگاه اسوسیلههمتفاوت، درصد كلروفیل )ب

، خشكتر، میزان علوفهآمد(، ارتفاع زمان خسارت، میزان علوفه

دست آمد كه درصد ماده خشك و ارتفاع زمان برداشت نتیجه به

 مقاوم به سرخرطومي برگ یونجه، رقم كالیورد 8 قم تبریزر

مقاوم و رقم دیوپوی حساس به آفت ذكر شده نیمه 321188

های ه نازك تركیبات خام ساپونینبا كروماتوگرافي لایبودند. 

استخراجي از گیاهان یونجه الگوهای متفاوت باندی روی 

سیلیكاژل ظاهر كردند. باندهای ساپونین خام حاصل از رقم 

تعداد باند بیشتری نسبت به دیوپوی داشتند. رقم  8 تبریز

تعداد محدودتری باند نسبت به دیگر ارقام  321188 كالیورد

های مختلفي بود. ای ایجاد شده در ژل دارای رنگدارا بود. بانده

لت پرش و محو شدن سریع باندها ایكي از مشكلات بررسي ح

تواند به كیفیت مواد بعد از حرارت در آون بود. این مشكل مي

شیمیایي مورد استفاده نیز مربوط باشد. به هر حال، 

این امكان را میسر ساخت  TLCهای گذاری روی پلیتعلامت

برای باندهای مختلف فراهم شود. پدیده محو  Rfگیری اندازهتا 

و نامرئي شدن باندها با تعویض و جابجایي بعضي مواد شیمیایي 

عنوان به 3 بر طرف نشد. در آزمایشات قبلي توسط نویسنده اهر

 ذاری تا باند ایجاد شدهگارتفاع محل لكه

 انتهای حركت حلال روی پلیت گذاری تاارتفاع محل لكه

 باند ایجاد شده
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رقم مقاوم و افغاني رقم حساس به سرخرطومي شناخته شد. از 

این آزمایش تفاوت نشان ها در لحاظ تعداد باند و رنگ باند

، 2)مقاوم به سرخرطومي( شكل  8 رقم تبریز، 1 شكلدادند. 

، 3 در شكلمقاوم به سرخرطومي( )نیمه 321188 رقم كالیورد

نمایش داده شده است. رقم دیوپوی )حساس به سرخرطومي( 

طبق  قابل مشاهده است. 1ها در جدول و رنگ باند Rfمقدار 

( 2006و همكاران ) گلوواسكاتحقیقات انجام شده توسط 

گذاری زنهیك اسید، در ترین ساپونین به محل نمونهنزدیك

وسط مدیكاژنیك اسید و در انتهاترین محل حركت سویا 

باشد. این نظر بر اساس میزان وزن مولكولي این ساپونین مي

 داده شده است. های اصليساپونین

 

 های مورد مطالعههای خام قسمت هوایي سه رقم یونجهساپونینبرای الگوهای باندی  RFهای : اندازه1جدول

Table 1: RF measure for crude saponins banding pattern three alfalfa cultivar under study 

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1  
 شماره

Number 

0.945 0.784 0.729 0.703 0.486 0.459 0.378 0.324 0.270 0.234 0.189 
Rf 8 م تبریزرق 

Rf Tabriz 8 

 بنفش

Purple 

فسفری سبز

 رنگكم

Light Green 

yellow 

 ایقهوه

Brown 

 خاكستری

Gray 

ای قهوه

 رنگكم

Light 

brown 

فسفری سبز

 پررنگ

Dark Green 

yellow 

بنفش 

 پررنگ

Dark 

purple 

 ایقهوه

Brown 

-سبز

 فسفری

Green 

yellow 

-سبز

 فسفری

Green 

yellow 

بنفش 

 رنگكم

Light 

purpule 

 رنگ فلورسنتي

 8 رقم تبریز

Fluorescent Tabriz 8 

- - - 0.945 0.906 0.718 0.592 0.531 0.486 0.218 0.162 

Rf رقم كالیورد 

321188 

Rf Caliverd321588 

فسفری سبز - - -

 رنگكم

Green 

yellow 

ای قهوه

 رنگكم

Light 

brown 

 خاكستری

Gray 

 بنفش

Purple 

-سبز

 فسفری

Green 

yellow 

بنفش 

 پررنگ

Dark 

purple 

 ایقهوه

Brown 

-سبز

 فسفری

Green 

yellow 

رقم رنگ فلورسنتي 

 321188 كالیورد

Fluorescent 

Caliverd 321588 

- - - - - 0.925 0.740 0.556 0.442 0.370 0.269 
Rf رقم دیوپوی 

Rf Deiopoy 

- - - - - 

-ای كمقهوه

 رنگ

Light brown 

-سبز

 فسفری

Green 

yellow 

-بنفش كم

 رنگ

Light 

purpule 

سبز 

 فسفری

Green 

yellow 

ای قهوه

 رنگكم

Light 

brown 

 بنفش

Purple 

رنگ فلوئورسنتي 

 رقم دیوپوی

Fluorescent 

Deiopoy 

=Rfر گذاری تا نقطه باند تشكیل شده به كل فاصله حركت حلال دفاصله حركت تركیبات منحصر به فرد ساپونیني از نقطه شروع نمونه

 TLCروی پلیت 

RF= Distance of starting point mark of saponin to the bond formed per the total distance of the solution on the TLC plate 
 

            
 رقم دیوپوی :3 شكل     321188 رقم كالیورد :2 شكل        8 تبریز :1 شكل

   Fig. 3: Deiopoy    Fig. 2: Caliverd321588            Fig. 1: Tabriz 8 
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ها متنوع كولتیوارهای مختلف یونجه از لحاظ تولید ساپونین    

 Tava et al., 1999; Tava and) تاوا؛ تاوا و اوداردیهستند 

Odoardi, 1996.) ها در سه گروه در گونهآشكارسازی ساپونین-

سویا  زنهیك اسید، مدیكاژنیك اسید و ،3مدیكاگوهای 

و  كاپوستا؛ ناواكا و السزك شودساپوژنین گلیكوساید انجام مي

 ,.Nowacka and Oleszek, 1994; Kapusta et al) ارانهمك

2005a, b.) عنوان داشتند  1398زاده و نیك نام در سال ابراهیم

های استخراج ها و ساپوژنینبرای ساپونین TLCكارگیری با به

 های متفاوت در باندها را، ظهور رنگشده از بافت گیاه شنبلیله

برای بررسي  RFگزارش كردند. ضمن اینكه از شاخص 

ها های متنوع نیز استفاده شده است. در نتیجه آنساپونین

های گیاه شنبلیله را گزارش كردند. تفاوت در نوع ساپونین

تواند هایي كه در باندهای ساپونیني وجود دارد، ميمسلماً تفاوت

و همچنین از  "كنآگلي"تفاوت در بخش  از وجود

لقب و ها ناشي شود )مظاهریالیگوساكاریدهای متصل به آن

گیرند. های متفاوتي قرار ميها در گروه(. ساپونین1381 باقری،

علت این تفاوت، تنوع در مقدار ساپوژنین، مقدار قندها، 

و  هاستمن باشدهای قندی ميجایي گروههپیوستگي و جاب

 السزك و بیلي (.Hostettmann and Marston, 1995) تونمارس

(Oleszek and Bialy, 2006)  بیان داشتند انتخاب حلال

بستگي به مقدار مواد پیچیده دارد و یك  TLCمناسب برای 

سیستم از حلال را برای مواد ساپونیني عنوان كردند. تفاوت 

و  چاوالك دها داركنها بستگي به ساختار قندها و آگليساپونین

. (Chwalek et al., 2004) 2007، و همكارانوانگ همكاران؛ 

بیشترین و رقم  8 این آزمایش نشان داد رقم تبریز گیرینتیجه

دیوپوی كمترین تعداد باند ساپونین را داشتند. دیگر ژنوتیپ 

ها رابطه تقریباً حد وسط دو ژنوتیپ قبل بود. تعداد ساپونین

گیاه دارد. تعدادی ساپونین بعد از  مستقیم با حمله آفت به

شوند. چون حمله آفت و القا شدن تنش به گیاه تولید مي

-ها عامل مقاومتي در برابر تغذیه آفات از گیاه عمل ميساپونین

 كنند. 

و  نوزولیلا ؛آسبورنو همكاران؛  آگرلمحققیني هم چون     

 ,Agrell et al., 2004; Osbourn)همكاران و  السزكهمكاران؛ 

2003; Nozzolillo et al., 1997; Oleszek et al., 1990 )

دست آمده از آزمایشات . براساس نتایج بهچنین نتیجه گرفتند

ها به سرخرطومي برگ ای قبلي مبني بر مقاومت ژنوتیپمزرعه

توان یونجه و مشاهده تعداد باند ساپونین در این آزمایش مي

كه تعداد ساپونین بیشتری  این طور عنوان كرد كه هر ژنوتیپي

گیری توسط تر است. این نتیجهمقاوم داشته باشد به آفت

و  گلاوسكاو همكاران؛  آگراوالو همكاران؛  آدل محققان

 ;Adel et al., 2001) 2003و همكاران،  آگرل؛ همكاران

Agrawal et al., 1991; Golawska et al., 2012;)  نیز چنین

عنوان  (2006) و همكاران در سال كاگلوواسدست آمده است. به

های كه كمترین قطبیت را دارند مثل داشتند كه تعداد ساپونین

زنهیك اسید تریدسموساید باعث مقاومت در یونجه را ایجاد 

 كنند.مي
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