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 و بیماري پیشرفت بر Meloidogyne javanica گرهی ریشه نماتود مختلف هاي تراکم تأثیر
  Calendula officinalisبهار، همیشه گیاه در ثانویه هاي ترکیب تولید

Effect of different inoculum densities of root-knot nematode, Meloidogyne 
javanica on progress of disease and production of secondary compounds in 
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  چکیده
در ایـن  . باشـد  هاي دارویی متنوع در صنایع داروسازي حـائز اهمیـت مـی    به علت داشتن ترکیب Calendula officinalisگیاه همیشه بهار 

رم گ/تخم و لارو  5و  5/2، 2، 5/1، 1، 5/0صفر، (در هفت سطح مختلف  Meloidogyne javanicaگرهی  زنی نماتود ریشه اثر مایه ،پژوهش
زنـی، مقـدار ترکیبـات شـیمیایی کوئرسـتین،       از مایـه  نود روز پس. هاي رشد این گیاه و تکثیر نماتود ارزیابی گردید روي شاخص) خاك

زنی میانگین فاکتورهاي رشد گیاه به طور  نتایج نشان داد با افزایش تراکم مایه. گیري شد کامپفرول و اسید یورسولیک در گیاهان آلوده اندازه
فاکتور تولیدمثل نماتود با سطوح مختلف جمعیت رابطه معکوس داشته و بالاترین فـاکتور تولیـدمثل در کمتـرین    . داري کاهش یافت معنی

ترپنوییـدي، کوئرسـتین و    هـاي فلاونوییـدي و تـري    سنجش ترکیـب . تخم و لارو مشاهده گردید 5/0سطح از جمعیت نماتود یعنی سطح 
  .بود) بدون نماتود(ها در گیاهان آلوده نسبت به شاهد  یاه همیشه بهار حاکی از افزایش این ترکیبهاي گ یورسولیک اسید عصاره گل

  ، همیشه بهار، کوئرستین، اسید یورسولیک)Meloidogyne javanica(گرهی  نماتود ریشه: کلیدواژه
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Abstract 
Marigold, Calendula officinalis, due to having various medicinal compounds is of high importance in 
pharmaceutical industry. In the present research, the influence of different initial inoculum levels of 
Meloidogyne javanica (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 and 5.0 eggs and second stage juveniles/g. soil) on growth 
parameters of pot marigold and nematode reproduction was investigated. 90 days after nematode inoculation, 
the chemical compounds quercetin, kaempferol and ursolic acid were measured in infected plants. The 
results showed that with increasing the initial nematode population, the means of plant growth factors 
significantly decreased. In addition, nematode reproduction factor was inversely related to the levels of 
population and the highest reproduction factor was observed with the lowest nematode population. Results of 
analysis and comparison of chemical compounds of infected and healthy plants, showed that flavonoid and 
triterpenoid compounds namely quercetin and ursolic acid were increased in the nematode infected plants. 
 
Keywords: Flavonoid and triterpenoid compounds, HPLC, Medicinal plants, Meloidogyne javanica, Pot 
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  مقدمه

از دیرباز گیاهان دارویـی داراي اهمیـت بـوده و مـورد     
پـرورش ایـن گیاهـان بـا     . استفاده بشر قـرار گرفتـه اسـت   

پیشرفت روز افزون دانش کشاورزي و امکان تجارت بـین  
ها آغاز گردید و در حال حاضـر کـاربرد گیاهـان     المللی آن
یی در صنایع داروسازي و آرایشی رو به افزایش است دارو

)Park et al. 2005 .(ــه ــل همیش ــار،  گ  Calendulaبه

officinalis L.  از خــانوادهAsteraceae  و داراي مصــارف
دارویی مانند رفع التهاب، زخم معده و مشـکلات دسـتگاه   

 Parente et(باشـد   ها و غیره مـی  دهنده زخم گوارش، التیام

al. 2012 .(ها سـاخته و   مواد موثره دارویی این گیاه در گل
ها را فلاونوییدهاي محلـول   شوند که مهمترین آن ذخیره می

از مواد دیگر . دهند تشکیل می) درصد 1/0تا  04/0(در آب 
که در آب و چربی محلولند، %) 3(توان از کاروتنوییدها  می

، مواد موسـیلاژي محلـول در   )درصد 1/0تا  02/0(اسانس 
ــام بــرد  Eآب و ویتــامین  ترکیــب ). Omidbaigi 2008(ن

اکسیدان قوي است کـه   یک آنتی) Kaempferol(کامپفرول 
جلـوگیري   DNAها و  ها، چربی از تخریب اکسایشی سلول

هـاي کـم چگـال     کرده و با ممانعت از اکسایش لیپوپروتئین
)LDL (هـا در خـون، از تصـلب شـرایین      و تشکیل پلاکت

ــل    ــه عم ــوگیري ب ــیجل  Lopez-Sanchez et(آورد   م

al.2007 .( کوئرستین)Quercetin(    یـک فلاونـول مشـتق ،
اي  باشد که از آن به عنوان مکمـل تغذیـه   شده از گیاهان می

شود و داراي اثـرات کـاهش فشـار خـون بـالا،       استفاده می
ــد ســرطان روده   ــواع ســرطان، مانن ــرژي و از ان ــاهش آل ک

همچنـین اسـید    ).Park et al. 2006(کنـد   جلـوگیري مـی  
ترپنوییـدي بـا    ، یک اسید تـري )Ursolic acid(یورسولیک 
باشد و داراي اثـرات ضـد التهـات و تـورم و      پنج حلقه می

  ).Samuelsen 2000(باشد  ضد تومور و ضد سرطان می

، نماتودهــاي انگــل گیــاهی  زا در میــان عوامــل بیمــاري
صـد   یـک  یی بالایی دارند و سالیانه حدود زا توانایی بیماري

کنند  میلیارد دلار به محصولات کشاورزي خسارت وارد می
)Oka et al. 2000 .( با این وجود مطالعه نماتودها به عنوان

عوامل مهم ایجاد بیماري در گیاهـان دارویـی کمتـر مـورد     
نماتودهـاي  ). Park et al. 2004(بررسی قرار گرفته اسـت  

 ـ   .Meloidogyne sppگرهـی،   ریشه یش از انگـل اجبـاري ب
گونه گیاهی از محصولات بـاغی، زراعـی، صـیفی و     3000
تـرین گـروه نماتودهـاي     هاي هرز بوده و یکی از مهم علف

دامنـه  . باشـند  انگل گیاهی از نظر خسـارات اقتصـادي مـی   
وسیع میزبانی، تعداد فراوان گونه، انتشار گسـترده، توانـایی   

زا،  زایی و برهمکنش بـا دیگـر عوامـل بیمـاري     زیاد بیماري
 Cenis(هاي مهم گیاهی قرار داده اسـت   ها را جزء انگل آن

et al. 1992, Hugall et al. 1999, Hussey 1990 .( گونه 

M. javanica   در تمام نقاط دنیا وجود داشته و در ایـران از
نظر پراکندگی و فراوانی در درجـه اول اهمیـت قـرار دارد    

)(Akhiani et al. 1986.  
نسبت به دو گونـه   نه گیاه داروییگو 38بررسی واکنش 

و  28داد کـه   ، نشانM. incognitaو  M. javanicaنماتود 
گونه دارویی به ترتیب نسبت به دو گونه نماتود مذکور  24

گونه گیاهی به وسـیله هـر دو گونـه نمـاتود      14حساس و 
نتـایج حاصـل از   ). Haseeb & Pandy 1987(آلوده شدند 

بر روي M. incognita یت بررسی اثر سطوح مختلف جمع
دهنده کاهش  رشد و فیزیولوژي دو گونه گیاه بذرالبنج نشان

وزن تر و خشک گیاه، بازده کلی آلکالوئیـدها، مقـدار کـل    
 Haseeb et al. 1990(بــود  کلروفیــل و میــزان فتوســنتز
Butool & Haseeb 1998, .( اثرات سـطوح   2006در سال

ــت  مختلــف جمعیM. javanica  روي گیــاهImpatiens 

balsamina  مــورد مطالعــه قــرار گرفــت و علائمــی ماننــد
ها در گیاه آلوده مشـاهده   کوتولگی، زردي و پژمردگی برگ
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) 1984(همکــاران  اخیــانی و ).Khan et al.2006( شــد
گیاهان دارویی بارهنگ، شاهدانه، جعفري، نعنـاع و گشـنیز   

گرهی  دهاي ریشههاي مختلف نماتو گونه را به عنوان میزبان
)M. javanica ،M. incognita  وM. hapla ( از نقــاط

مختلف ایران و از جمله استان اصـفهان گـزارش و معرفـی    
بـا بررسـی دامنـه    ) 2008( نصراصفهانی و همکاران. کردند

گرهی روي گیاهان دارویـی در اسـتان    میزبانی نماتود ریشه
بهـار را بـه   گیاه داروئی از جمله همیشه  21اصفهان، تعداد 

نتـایج آزمـایش   . شناختند M. javanicaعنوان میزبان براي 
نشـان داد کـه   ) 2008( نیا رزاز هاشمی و اکبريهاي   گلخانه

ــک،      ــداب، کرچ ــه، س ــی رازیان ــاه داروی ــه گی ــش گون ش
تخـم   5000زنـی   بادرنجبویه، زیره سبز و زیره سیاه با مایـه 

 حسـیب و  بـاتول . حسـاس هسـتند  ، M. javanicaنمـاتود  
گزارش کردند که کاهش وزن تـر و خشـک انـدام     (1998)

هوایی گیـاه بـذرالبنج مصـري نسـبت مسـتقیمی بـا تعـداد        
) 2005( پــارك و همکــاران. نماتودهــا در هــر گلــدان دارد

 Paeoniaرا روي گیـاه دارویـی    M. haplaیـی   زا بیمـاري 

lactiflora  در شــرایط گلخانــه مطالعــه نمودنــد و متوجــه
یش جمعیـت اولیـه نمـاتود، وزن، طـول و     شدند که با افزا

خـان و همکـاران   .  یابـد  ضخامت ریشه اصلی کـاهش مـی  
کــاهش در رشــد گیاهــان مختلــف را بــا افــزایش ) 2004(

جمعیت اولیه نماتود گزارش کردند که با نتایج بدست آمده 
 Pandey & Haseeb)پانــدي و حســیب  .مطابقــت دارد

باعـث   M. incognitaگـزارش کردنـد کـه نمـاتود      (1997
 Ammiریشـه سـه گیـاه     کاهش رشد گیاه و توقـف رشـد  

visnaga ،Costus speciosus  وSolanum indicum 
نشـان داد  ) 2005(پارك و همکـاران  هاي  بررسی. گردد می

 Angelicaهاي هوایی و ریشه سه گیاه  که طول، وزن اندام

koreana ،Peucedanum japonicum  وAstragalus 

membranaceus    ت در  M. haplaدر همه سـطوح جمعیـ

مقایسه با شاهد کاهش یافته و این کاهش رشد بـا افـزایش   
این نسـبت کاهشـی   . یابد سطح جمعیت نماتود افزایش می

دار  معنـی ≤ p 05/0بـا احتمـال    10000و  5000در سـطوح  
 )Hutangura et al. 1999(هوتــاگورا و همکــاران  .نبــود

هـاي   ل سـلولی را در گـال  هاي داخ ترکیب افزایش و تجمع
 در) آسـا  هاي غول به غیراز سلول(تشکیل شده روي ریشه 

 M. javanicaهـاي شـبدر سـفید آلـوده بـه نمـاتود        ریشـه 
 )Kennedy et al. 1999( کندي و همکاران. گزارش کردند

ــب     ــواي ترکی ــري محت ــار براب ــا چه ــزایش دو ت ــاي  اف ه
ــاتود      ــه نم ــوده ب ــویاي آل ــه س ــدي در ریش ایزوفلاونویی

Heterodera glycines    را نسبت به گیاهان سـالم گـزارش
  .کردند

زایـی، تعیـین اثـر     هدف از این پژوهش مطالعه بیمـاري 
بر گیـاه   M. javanicaسطوح مختلف جمعیت اولیه نماتود 

 و بررســی نوسـان  C. officinalisدارویـی همیشـه بهــار   

ــب ــید     ترکی ــامپفرول و اس ــتین، ک ــیمیایی کوئرس ــاي ش ه
بهار سالم و آلوده به  هاي گیاه همیشه اره گلیورسولیک عص

نماتود هدف توسط دستگاه کروماتوگرافی مایع بـا کـارکرد   
  .باشد می) HPLC(بالا 

  بررسی روش
 .M،گرهـی  شناسایی و تهیه جمعیت خالص نماتود ریشه

javanica 
به منظور تهیه جمعیت خالص نماتود، یک کیسـه تخـم   

)Egg mass (گرهـی   آلوده به نماتود ریشـه   فرنگی از گوجه
جدا و در مجـاورت ریشـه گیاهچـه چهـار برگـی گوجـه       

گـرم   500درگلدان حـاوي   (Rutgers)فرنگی رقم روتگرز 
درجـه   28تـا   25بـا دمـاي     و شرایط گلخانه خاك سترون

روز، استخراج  60بعد از گذشت . سانتی گراد قرار داده شد
وده با اسـتفاده از هیپوکلریـت سـدیم    هاي آل نماتود از ریشه
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 (Hussey & Barker 1973)هوسی و بارکر به روش % 5/0
ــد  ــام گردیـ ــاتود از روش   . انجـ ــایی نمـ ــت شناسـ جهـ

به همین منظور، از انتهـاي بـدن   . شناسی استفاده شد ریخت
 & Taylorتیلـور و نتسـچر   ده عدد نماتود ماده بـه روش  

Netscher 1974) (ن بررســی بــرش تهیــه و مشخصــات آ
شناســـی و  همچنـــین از خصوصـــیات ریخـــت. گردیـــد
شناسایی گونـه  . سنجی لارو سن دوم نیز استفاده شد ریخت

 Zijlstra)زیلسترا و همکاران با استفاده از روش مولکولی 

et al. 2000) نیز تایید شد. 

ت     پس از تعیین گونه با اسـتفاده از لارو و تخـم، جمعیـ
. فرنگی رقم روتگـرز تکثیـر شـد    گوجه نماتود بر روي گیاه

ت مـورد نیـاز، تخـم       .Mهـاي نمـاتود    براي تـأمین جمعیـ

Javanica فرنگـی بـا اسـتفاده از     هاي آلوده گوجـه  از ریشه
 Hussey & Barker(هیپوکلریت سدیم استخراج گردیدند 

1973.(   

د روي گیاه دارویی همیشه سطوح مختلف جمعیت نماتو
 بهار

بهار نسبت بـه   العمل گیاه همیشه سبه منظور بررسی عک
گرهی، بـذور ایـن گیـاه در     مختلف نماتود ریشههاي  تراکم

هاي کامـل تصـادفی بـا چهـار تکـرار در       قالب طرح بلوك
هاي حاوي دو کیلوگرم مخلوط خـاك رسـی سـیلتی     گلدان

سترون کاشته و ) شن%  7/14سیلت و % 42رس، %  3/43(
ر هفته پس از سـبز  چها. تحت شرایط گلخانه نگهداري شد

شدن بذرها، گیاهان به یک عدد در هر گلدان تنک و تعداد 
گـرم  /تخم و لارو سـن دوم  5و  5/2، 2، 5/1، 1، 5/0صفر، 
تخـم و   5000و  4000، 3000، 2000، 1000صـفر،  (خاك 

در نزدیکی ریشـه هـر   ) گلدان دو کیلوگرمی/لارو سن دوم
هـاي   بار گل روز، سه روز یک 90در طی . زنی شد گیاه مایه

آوري و به منظـور از بـین نـرفتن میـزان مـواد       گیاهان جمع
موثره به سرعت در سایه در یک لایه نازك پهـن و خشـک   

سپس گیاهان آلـوده بـه آرامـی از گلـدان خـارج و      . گردید
تعـداد   سپس وزن تر، خشک، طول انـدام هـوایی و ریشـه،   

گال، تعـداد کیسـه تخـم، تعـداد تخـم، تعـداد لارو در دو       
نمـاتود بـراي هـر     کیلوگرم خاك گلدان و فاکتور تولیدمثل
 . تیمار محاسبه و مورد بررسی قرار گرفت

ــدازه ــري ترکیــب اســتخراج و ان ــدي  گی ــاي فلاونویی ه
 بهار  هاي همیشه کوئرستین و کامپفرول در گل

هـا و   این بخش از تحقیق در موسسه تحقیقـات جنگـل  
ه از شـاهد و  هاي بدست آمد گل. مراتع کشور انجام گرفت

تخم و لارو سـن   5000(گرم خاك /تخم و لارو 5/2سطح 
باشد، از  زایی می ، که سطح بیماري)گلدان دو کیلوگرمی/دو

هاي کاغـذي قـرار داده    هر تکرار به طور جداگانه در کیسه
گیـري و مقایسـه    شد و سپس براي انجام استخراج و اندازه

نماتود بـه ایـن   هاي سالم و آلوده به  این دو ترکیب بین گل
 .موسسه منتقل گردید

هاي خشـک شـده از هـر تکـرار      گل: استخراج عصاره
گـرم خـاك، توسـط    /تخم و لارو نماتـد  5/2شاهد و سطح 

گـرم گـل    1دستگاه آسیاب برقی مولینکس پودر گردیـد و  
مش و در کاغذ صافی قرار داده شـد،   35پودر شده با الک 

ساعت در دستگاه  24پودر به دست آمده با متانول به مدت 
قرار داده شده و سپس نمونه صـاف و   (Soxhlet)سوکسله 

متـر   میلـی  30در دستگاه تقطیر در خلاء گردشی به حجـم  
 .رسانده شد

دسـتگاه مـورد   : HPLCمشخصات و شرایط دسـتگاه  
 Well Chromمـدل    Knaureاسـتفاده سـاخت شـرکت    

ــپ مـــــدل 2000 و  Maxi-star K-1000، داراي پمـــ
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-spectrophotometer Kمـدل  UV   (Detector)ساز آشکار

سـتون مـورد   . نانومتر تنظیم گردیـد  290بوده که در  2500
 4متر و قطـر   سانتی 25به طول  Erospher 100 C18استفاده 
اسید : آب: به عنوان فاز متحرك از متانول. باشد متر می میلی

متـر در دقیقـه    با شدت جریان یک میلـی ) 5:45:50(استیک 
میکرولیتـر بـود و    20مقدار نمونه تزریق شـده  . شداستفاده 

انجامیـد و تجزیـه طبـق     دقیقه بـه طـول   20انجام آزمایش 
 )Daigle & Conkerton 1982( و کـانکرتون  دایگلروش 

 .انجام گرفت

اسـتانداردهاي مـورد اسـتفاده،    : سازي استانداردها آماده
-3,5,7با نـام علمـی   ) kaempferol(هاي کامپفرول  ترکیب

Trihydroxy-2[4-hydroxyphenyl]-4H-1-benzopyran-
4-one  با فرمول مولکولیC15H10O6  و با جرم مولکولیM 

و ترکیـب   Sigmaگرم از شـرکت   میلی 10به مقدار  286.2
-4 ,3)-2بـا نـام علمـی   ) quercetin dehydrate(کوئرستین 

Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-
benzopyran-4-one   با فرمول مولکـولیC15H10O7.2H2o ،

گـرم از شـرکت    25به مقـدار   M 338.27با جرم مولکولی 
Fluka میزان این دو ترکیـب بـا تهیـه منحنـی     . تهیه گردید

براي رسم منحنی خط کالیبراسیون . استانداردها بررسی شد
هاي متفاوتی از پنج نمونه  جهت ترکیب کامپفرول با غلظت

 1000،1500، 500، 250، 125، 75اي ه ـ استاندارد با غلظت
ام تهیـه و بـراي رسـم منحنـی کالیبراسـیون       پـی  پی 2000 و

هـاي متفـاوتی از شـش نمونـه      ترکیب کوئرستین با غلظـت 
و  1050، 750، 450، 300، 150هــاي  اســتاندارد بــا غلظــت

سپس . ام تهیه و سپس به دستگاه تزریق گردید پی پی 1500
هــاي  کوئرســتین در گــل هــاي کــامپفرول و میــزان ترکیــب

 .بهار سالم و آلوده محاسبه گردید همیشه

ــري  ــب ت ــري ترکی ــدازه گی ــتخراج و ان ــدي  اس ترپنویی
 بهار  هاي همیشه یورسولیک اسید در گل

بهـار از هـر    گرم گل همیشـه  1مقدار : استخراج عصاره
. به طور جداگانـه پـودر گردیـد    5000تکرار شاهد و سطح 

لیتـر کلروفـرم توسـط     میلـی  30سپس نمونه پودر شـده بـا   
سـپس  . سـاعت اسـتخراج شـد    8دستگاه سوکسله به مدت 
متر متانول توسط دستگاه  میلی 30حلال تغییر داده شد و با 

ساعت استخراج انجام شـد و نمونـه از    8سوکسله به مدت 
متـر از نمونـه در    میلـی  1سپس . کاغذ صافی عبور داده شد

شـد و بـا متـانول بـه      متري قرار داده میلی 10بالون حجمی 
سـپس از نمونـه بـا سـرنگ     . متر رسانده شد میلی 10حجم 
 .تزریق شد HPLCبرداري فیلتر و به دستگاه  نمونه

 Well Chrom دستگاه مدل : HPLCشرایط دستگاهی 

بـه عنـوان   . نانومتر تنظیم گردید 254مورد استفاده در 2000
و ) 1:5:94(تتـرا هیـدرو فـوران    : آب: فاز متحرك از متانول

pH شدت جریـان یـک   . با اسید استیک به پنج رسانده شد
 20مقدار نمونه تزریق شـده  . متر در دقیقه استفاده شد میلی

یـد و  دقیقه به طول انجام 30میکرولیتر بود و انجام آزمایش 
 .Zacchigna et alو همکـاران  زاکچینـا تجزیه طبـق روش  

  .انجام گرفت ) (2009
استاندارد مورد اسـتفاده، ترکیـب   : سازي استاندارد آماده

-β-hydroxy-urs-12-en-3یورسولیک اسید بـا نـام علمـی    

28-oic acid   گـرم از شـرکت    میلـی  100به مقـدارSigma 
میزان این ترکیب با تهیه منحنی استاندارد . خریداري گردید
براي رسـم منحنـی خـط کالیبراسـیون جهـت      . بررسی شد

هـاي متفـاوتی از پـنج     اسـید بـا غلظـت    ترکیب یورسولیک
 1000، 500، 250، 125، 75نمونه استاندارد با غلظت هاي 

. ام تهیه و سپس بـه دسـتگاه تزریـق گردیـد     پی پی 2000 و
  بهـار سـالم و   هـاي همیشـه   سپس میزان این ترکیب در گـل 
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  Meloidogyne javanica ٫گرهی هاي رشدي گیاه همیشه بهار در سطوح مختلف جمعیت نماتود ریشه شاخص مقایسه. 1جدول 
Table1. The growth indices of Calendula offcinalis at different inoculum densities of Meloidogyne javanica 

  ریشه  
Root 

  اندام هوایی      
Shoot  

    

  وزن خشک
Dry Weight 

(g) 
  

  وزن تر
Fresh Weight 

(g)  

  طول
Length (cm)  

  
 وزن خشک

Dry Weight 
(g) 

  وزن تر
Fresh Weight 

(g)  

 طول
Length 
(cm)  

گلدان دو /جمعیت اولیه نماتود
  کیلوگرمی

Nematode initial 
population/pot 2 Kg 

0.82 a 5.29 a 17. 70 a  3.86 a 35.97 a 25.45 a 0 
0.81 a 5.22ab 17.52 a  3.85 a 35.96a 25.22a 1000 
0.79 a 5.21ab 17.47 a  3.82 a 35.94a 25.02 a 2000 
0.79 a 4.24ab 17.42a  3.80 a 35.91a 24.97 a 3000 
0.72 a 4.65ab 17.22 a  3.67 ab 33.85b 23.75a 4000 
0.69 a 4.42 b 15.05 b  3.47 bc 29.72c 23.15 a 5000 
0.59 a 3.17 c 12.75 c  3.24 c 22.89 d 19.07 b 10000 

  داري ندارند  با یکدیگر اختلاف معنی% 1اي دانکن در سطح احتمال  دامنه در هر ستون با آزمون چند تیمارهاي با حروف مشابه
Values fallowed by the same letter in each column are not significantly different (p<0.01) according to Duncan’s 
multiple-range test 

  
  .آلوده محاسبه گردید

تحلیل آماري با استفاده از نـرم  : تجزیه و تحلیل آماري
بـراي مقایسـه میـانگین    . انجام گردید SAS Ver. 9.1افزار 

اي  گیري شده با استفاده از آزمون چنـد دامنـه   صفات اندازه
  .دانکن و در سطح احتمال یک درصد استفاده شد

  نتایج
سـنجی   شناسـی و ریخـت   با بررسی خصوصیات ریخت

 اده از کلیـد شناسـایی  نماتود ماده و لارو سـن دوم و اسـتف  
 Eisenback & Triantaphyllou)ایسنباك و تـري آنتـافیلو  

ضـمنا  . شناسایی گردید M. javanicaگونه نماتود،   (1991
با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی این گونـه مـورد تاییـد    

  .(Zijlstra et al. 2000)مجدد قرار گرفت 

گرهـی   ریشـه اثر سطوح مختلف جمعیت اولیـه نمـاتود   
  روي گیاه دارویی همیشه بهار و جمعیت نهایی نماتود

روز از زمـان   90هاي به دست آمده بعد از گذشـت   داده

ت اولیـه        دهـد  زنی نشان مـی  مایه بـا افـزایش سـطح جمعیـ
نماتود، طول، وزن تر و خشک اندام هـوایی و طـول، وزن   

لی در مقایسه با شـاهد کـاهش   و خشک ریشه به طور کتر 
تخم و لارو  10000تا  1000زنی با  مایه). 1جدول (یابد  می

طول اندام هـوایی   در صفتM. javanica نماتود  سن دوم
، در صفت وزن تـر انـدام هـوایی در    10000فقط در سطح 

ــطوح  ــک  10000و  5000، 4000س ــفت وزن خش ، در ص
ت طـول  ، در صـف 10000و  5000اندام هـوایی در سـطوح   

، در صفت وزن تر ریشـه  10000و  5000ریشه در سطوح 
با شاهد نشـان    دار اختلاف معنی 10000و  5000در سطوح 

دهند و در صفت وزن خشک ریشه هیچ یک از سـطوح   می
بـا افـزایش   . ي را با شاهد نشان نمی دهند دار اختلاف معنی

تراکم نماتود در تیمارهاي مختلف به طور کلی تعداد گـال،  
یسه تخم و تخم در ریشه به انضمام تعـداد لارو در گـرم   ک

هاي تعـداد   خاك نیز افزایش یافت که این افزایش در صفت
  گال روي ریشه، تعداد کیسه تخـم و تعـداد تخـم در کلیـه    
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  بر روي گیاه همیشه بهار در سطوح مختلف جمعیت اولیه Meloidogyne javanicaهاي نماتود  شاخص مقایسه. 2جدول 
Table2. Development and multiplication of the nematode, Meloidogyne javanica on Calendula offcinalis at 
different initial inoculum densities  
 

  فاکتور تولید مثل
Reproduction 

factor  

گرم  2000تعداد لارو در 
  خاك

Larva number in 
2000 grams of soil  

 گیاه/تعداد تخم
Egg 

number/plant 

تعداد کیسه 
  گیاه/تخم

Egg mass 
number/plant  

  گیاه/تعداد گال
Gall 

number/plant  

ت اولیه  جمعی
گلدان دو /نماتود

 یکیلوگرم
Nematode initial 

population/pot 2 Kg 
0.00d 0.00d 0.00 e 0.00c 0.00 c 0 
55.35a 900.0 cd 54459d 180.75b 175.50b 1000 
30.66b 1027.5cd 60303cd 231.75b 234.75b 2000 
21.50c 1240.0c 63283cd 250.25b 266.75b 3000 
19.65c 3332.5b 75289c 258.25b 277.00b 4000 
19.04c 3700.0 b 91543b 294.25b 309.00b 5000 
15.34 c 7432.5 a 145996a 454.25a 504.25a 10000 

  داري ندارند  با یکدیگر اختلاف معنی%  1اي دانکن در سطح احتمال  در هر ستون با آزمون چند دامنه تیمارهاي با حروف مشابه
Values fallowed by the same letter in each column are not significantly different (p<0.01) according to Dancan’s 
multiple-range test. 

  

گرم خاك سـطوح   2000طوح و در صفت تعداد لارو در س
ــی  10000و  5000، 4000 ــا شــاهد اخــتلاف معن ي را  دار ب

 تیلـور و ساسـر  بر اساس سیستم ). 2جدول(دهند  نشان می
 5، شاخص گال و کیسه تخم در همه سطوح برابر )1978(

بــا افــزایش  M. javanicaفــاکتور تولیــدمثل نمـاتود  . بـود 
یابد به طوریکه بالاترین فـاکتور   می سطوح جمعیت کاهش
هایی بود کـه بـا کمتـرین سـطح      تولیدمثل مربوط به گلدان

و کمتـرین  ) گلـدان /تخـم و لارو 1000(زنـی   جمعیت مایـه 
سـطح   هـایی بـا بیشـترین    مقدار فاکتور تولیدمثل در گلـدان 

). 1شـکل (مشـاهده شـد   ) 10000زنی  سطح مایه(جمعیت 
تـی شـاید بـه     کاهش تکثیر نماتود در بالاتر ین سـطح جمعی
رقابت براي غـذا و تغذیـه در    خاطر خرابی سیستم ریشه و

میان نماتودهاي در حال رشد در داخل سیستم ریشـه و بـه   
هـاي آلـودگی جدیـد     خاطر ناتوانی لاروها در یافتن مکـان 

باشدو باافزایش تعداد لاروها، گیاه میزبان توانایی لازم براي 
ــان نداشــته و ایــن  ــدها ســهمی در افــزایشتغذیــه آن  نمات

  ).Butool & Haseeb 1998. (جمعیت نهایی ندارند

  
  
  
  

  
 Meloidogyneهاي مختلف مایـه زنـی    رابطه بین تراکم. 1 شکل

javanica  روز پـس   90و فاکتور تولیدمثل روي گیاه همیشه بهار
  زنی  از مایه

Fig 1. Relationship between different inoculum 
densities of Meloidogyne javanica and its 
reproduction on Calendula officinalis at 90-days 
after-inoculation. 
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حاصل ازاستاندارد کـامپفرول در غلظـت     HPLCطیف. 2شکل 
  ام پی پی 1000

Fig 2. HPLC spectrum of Kaempferol standard in 
1000 ppm concentration 
 
 

  
  منحنی کالیبراسیون ترکیب کامپفرول. 3شکل

Fig.3. Kaempferol compound calibration curve 
 
 

  
حاصل ازاستاندارد کوئرسـتین در غلظـت     HPLCطیف. 4شکل 
  ام پی پی 1050

Fig 4. HPLC spectrum of Quercetin standard in 1050 
ppm concentration 

  

هـاي   بـر ترکیـب  گرهـی   زایی نمـاتود ریشـه   اثر بیماري
  یی گیاه داویی همیشه بهارشیمیا

ــامپفرول و    ــدي ک ــب فلاونویی ــی دو ترکی ــراي بررس ب
ترپنوئیــدي یورســولیک اســید،  کوئرســتین و ترکیــب تــري

استانداردهاي تهیـه شـده بـا غلظـت مشـخص از هـر سـه        
ــب  ــتگاه   ترکی ــه دس ــه ب ــد   HPLCجداگان ــق گردی تزری

ه ترکیـب  نتایج حاصل از بررسـی س ـ ). 6و 4، 2هاي  شکل(
دهـد کـه    کامپفرول، کوئرستین و اسید یورسولیک نشان می

هاي تیمـار و   هاي استحصالی درنمونه بر اساس مقایسه پیک
شاهد با پیک اسـتانداردهاي مرجـع، ترکیـب کـامپفرول در     
هیچکدام از تکرارهـاي تیمـار و شـاهد وجـود نداشـت و      

هاي تیمار و شـاهد   عصاره گل. طیف حاصله فاقد پیک بود
هاي کوئرستین و یورسولیک اسید بوده  ر دو داراي ترکیبه

هـا در   ولی میانگین غلظت تکرارهاي مختلف ایـن ترکیـب  
تیمار بیشـتر از شـاهد بـود بـه طـوري کـه میـزان ترکیـب         

 ppmهـاي شـاهد،    فلاونوییدي کوئرسـتین در عصـاره گـل   
 ppmنماتود،  5000و در تیمار ) 3و جدول  8شکل ( 4/75

ــکل ( 08/251 ــدول  9شـ ــب ) 3و جـ ــزان ترکیـ  و میـ

 هاي شـاهد،  ترپنوئیدي یورسولیک اسید در عصاره گل تري

ppm3/129 ) هـاي    و در عصاره گـل ) 3و جدول  10شکل
) 3و جـدول   11شـکل  ( ppm 9/243نمـاتود،   5000تیمار 

  .ارزیابی گردید

  بحث 
در  (Siddiqui & Mahmood 1992)صدیقی و محمود 

بررسی خود مشاهده کردند که تعداد گره در ریشـه نخـود   
 .Mهاي متفـاوت نـژاد سـه نمـاتود      زنی شده با غلظت مایه

incognita ت افزایش مـیامـا  . یابـد  ، با افزایش سطح جمعی
ت کـاهش        میزان فاکتور تولیدمثل بـا افـزایش سـطح جمعیـ
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  نماتود  5000اهد و تیمار میزان کوئرستین و اسید یورسولیک همیشه بهار در ش. 3جدول
Table3. Quantity of pot marigold quercetin and ursolic acid in control and 5000 nematode treatment 

  ارتفاع
  )آمپر میکرو میلی(

Height (mAU) 

  سطح
میکرو آمپر در (

  )دقیقه
Area(mAU*min) 

 مقدار
  )ام پی پی(

Amount 
(ppm) 

  ترکیب
Compound 

زمان 
 پایانی

  )دقیقه(
End 

(min)  

زمان 
 شروع

  )دقیقه(
Start 
(min) 

زمان 
 بازداري

 )دقیقه(
Ret.time 

(min) 

  نماتود 5000شاهد و تیمار 
control and  5000  

nematodes treatment 

185.782 39.7426 75.405 quercetin 2.75 2.25 2.533 شاهد 
control 

272.922 132.333 251.081 quercetin 3.62 2.05 2.567  نماتود 5000تیمار  

5000  nematodes treatment 
19.443 5.390 129.399 ursolic acid 9.97 8.60 9.75 شاهد 

control 
39.179 10.162 243.965 ursolic acid 9.92 8.53 9.70  نماتود 5000تیمار  

5000  nematodes treatment 
  

 
  منحنی کالیبراسیون ترکیب کوئرستین . 5شکل

Fig 5. Quercetin compound calibration curve

 
استاندارد یورسـولیک اسـید در    حاصل از  HPLCطیف. 6 شکل

 ام پی پی 2000غلظت 
Fig 6. HPLC spectrum of Ursolic acid standard in 
2000 ppm concentration 

  
یافته و بیشترین فاکتور تولیدمثل نماتود در کمتـرین سـطح   

 & Singh)کورمـا  و  سینگهمچنین . جمعیت مشاهده شد

Khurma 2007)    نشان دادند که میانگین تعداد کیسـه تخـم
فرنگی آلوده به جز  با افزایش سطح جمعیت در ریشه گوجه
نتـایج مشـابه     .یابـد  در یک رقم به طور منظمی افزایش مـی 

حسـیب  و  پاندي، )1997(راماکریشنان و  موهانداستوسط 
زایـی   با مطالعه بیماري) 2005(پارك و همکاران و ) 1997(

گرهـی بـر روي تعـدادي از گیاهـان دارویـی       نماتود ریشـه 

 .گزارش شده است

هـاي ثانویـه ماننـد فلاونوییـدها،      تولید و تجمع ترکیـب 
هـاي دفـاعی    جـاد واکـنش  هـا در ای  ها و دیگر فنول استرول

با توجـه بـه اینکـه ایـن     . باشد نسبت به نماتودها مطرح می
هـاي ثانویـه گیـاهی بـوده و در گیاهـان       ها متابولیت ترکیب

هـا در   توان افـزایش ایـن ترکیـب    نقش دفاعی دارند لذا می
در . )Treutter 2006(تیمار نسبت به شاهد را توجیـه کـرد   

  )Sayedain et al. 2012(سـیدین و همکـاران   این زمینـه،  
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  منحنی کالیبراسیون ترکیب اسید یورسولیک. 7 کلش

Fig 7. Ursolic acid compound calibration curve 
 

  
مقدار کوئرسـتین همیشـه بهـار در تیمـار      HPLC طیف. 8 شکل

  شاهد 
Fig 8. HPLC spectrum of marigold quercetin 
quantity in control treatment  
 

 
 5000مقدار کوئرستین همیشه بهار در تیمار HPLC طیف. 9 شکل
 نماتود

Fig 9. HPLC spectrum of pot marigold quercetin 
quantity in 5000 nematodes treatment 

  

افزایش ترکیب فلاونوییدي کوئرستین را در گیـاه بارهنـگ   
گزارش  M. javanicaگرهی  کبیر آلوده شده با نماتود ریشه

افـزایش   )1999(و همکاران  هوتاگورار تحقیقات د. کردند
هــاي فلاونوییــدي داخــل ســلولی را در  و تجمــع ترکیــب

هـاي   بـه غیـر از سـلول   (هاي تشکیل شده روي ریشـه   گال
 .Mهاي شبدر سـفید آلـوده بـه نمـاتود      در ریشه) آسا غول

javanica ــد ــزارش کردن ــر، . گ ــی دیگ ــدي و در تحقیق کن
افــزایش دو تــا چهــار برابــري محتــواي  )1999(همکــاران 
هاي ایزو فلاونوییـدي در ریشـه سـویاي آلـوده بـه       ترکیب
را نسبت بـه گیاهـان سـالم     Heterodera glycinesنماتود 

  .گزارش کردند
 سـوریانوو همکـاران  هاي انجـام گرفتـه توسـط     بررسی

)Soriano et al. 2004(   ــب ــه ترکی ــان داد ک ــاي  نش ه
ــزو ــدي  ایـ -O-methylو flavone-C-glycosideفلاونوییـ

apigenin-C-deoxyhexanide-O-hexoside   در اثر حمله
ــاي   Heteroderaو  Pratylenchus neglectusنماتوده

avenae هاي دفاعی  به چاودار در آن القا شده و در واکنش
گیاه نقش دارند که نتایج حاصل از ایـن چهـار بررسـی بـا     

  .دنتایج حاصل از تحقیق حاضر مطابقت دار
القاء سنتز فلاونوییـدها در گیاهـانی کـه توسـط عوامـل      

. دهـد  اند رخ مـی  ي قارچی مورد حمله قرار گرفته زا بیماري
افـزایش غلظـت    )Rosta et al. 2002(رسـتا و همکـاران   

هـاي کلـم چینـی در واکـنش بـه       هـا را دربـرگ   آنتوسیانین
  . گزارش کردند Alternaria brassicaeآلودگی 

نیزگـزارش   )Olsen et al. 2008(اولسـن و همکـاران   
ها به طور قابل  کردند که کامپفرول، کوئرستین و آنتوسیانین

توجهی در نتیجه کـاهش نیتـروژن در گیـاه آرابیدوپسـیس     
)Arabidopsis thaliana (تلگلبــرگ و .  یابــد افــزایش مــی

گـزارش کردنـد کـه     )Telgelberg et al. 2004( همکـاران 
  Betulapendulaباعث کاهش اندازه برگ در  UV-Bاشعه 
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مقداراسـید یورسـولیک همیشـه بهـار در      HPLCطیف. 10 شکل

 تیمار شاهد 
Fig 10. HPLC spectrum of pot marigold ursolic acid 
quantity in control treatment 
 

 
همیشـه بهـار در   مقداراسید یورسـولیک   HPLC طیف. 11شکل 
  نماتود 5000تیمار

Fig 11. HPLC spectrum of pot marigold ursolic acid 
quantity in 5000 nematodes treatment  

  
شده ولی تولید کامپفرول، کلروژنیک اسید و کوئرسـتین را  

  .کند در گیاه القا می
دهـد حملـه ایـن     نتایج حاصل از این تحقیق نشـان مـی  

بهـار بـه طـور کلـی باعـث کـاهش        نماتود به گیاه همیشـه 
فاکتورهاي رشدي گیاه مانند طول، وزن تـر و وزن خشـک   

کاهش . گردد اندام هوایی، طول، وزن تر و خشک ریشه می
هاي ذکر شده گیاهی در شرایط مطلوب محیطی  در شاخص

رسد در شرایط  در گلخانه صورت گرفته است و به نظر می

هـاي محیطـی مواجـه     اي که گیاهان معمولا بـا تـنش   زرعهم
از طرفـی  . شوند، میزان خسارات گیـاهی افـزایش یابـد    می

تغییرات فیزیولوژیک حاصله در گیاه توسط نماتود، باعـث  
هاي دارویی با اهمیت مانند کوئرستین  تحریک سنتز ترکیب
هـا داراي نقـش    شودکه ایـن ترکیـب   و یورسولیک اسید می

گیاه بوده و از لحـاظ دارویـی نیـز بـراي انسـان       دفاعی در
   .باشد داراي اهمیت می
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