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چکیده
با توجه به سرعت زوال بالای میوه آلو در دوره پس از برداشت و محدودیت استفاده از مواد شیمیایی، معرفی روشهای طبیعی و سالم برای حفظ کیفیت و سلامت غذایی آلو ضروری میباشد. در این پژوهش تأثیر تیمارهای پس از برداشت گاماآمینوبوتیریک اسید (گابا) (صفر، 10 و 20 میلیمول در لیتر) و اسید سالیسیلیک (صفر، 1 و 2 میلیمول در لیتر) بر برخی خصوصیات بیوشیمیایی میوه آلو در دو زمان 16 و 34 روز پس از نگهداری در دمای c˚5/0±1 و رطوبت نسبی 85 تا 95 درصد مورد ارزیابی قرار گرفت. این پژوهش به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی با 4 تکرار انجام شد. ارزیابی خصوصیات بیوشیمیایی در دو زمان 16 و 34 روز پس از انبار و پس از اینکه به مدت 24 ساعت در دمای 25 درجه سانتیگراد قرار گرفتند، انجام گرفت. فعالیت آنزیم کاتالاز، آنزیم فنیلآلانین آمونیالیاز و محتوای فنل کل و فلاونوئید کل در دوره انبارداری ارزیابی شدند. نتایج نشان داد که تیمار ترکیبی گابا و اسید سالیسیلیک به طور معنیداری باعث حفظ میزان فنل کل، فلاونوئید کل و افزایش فعالیت آنزیم فنیلآلانین آمونیالیاز گردید و تیمار 2 میلیمولار اسید سالیسیلیک موجب افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز نسبت به شاهد و سایر تیمارها گردید. بطور کلی نتایج نشان داد که تیمارهای گابا و اسید سالیسیلیک میتواند به طور موثری به حفظ خواص کیفی میوه آلو "شابلون" کمک کند.
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مقدمه
آلوی رقم شابلون (Prunus salicina Lindell cv. Shablon) جزو میوههای هستهدار بوده و به عنوان یکی از درختان منطقه سرد و معتدل مورد کشت قرار میگیرد (منگناریس[footnoteRef:4] و همکاران، 2007). آلو دارای طیف وسیعی از ترکیبات فنلی، فلاونوئیدها، ویتامینها (A، E و C)، مواد معدنی (پتاسیم، فسفر، کلسیم و منیزیم)، آنتوسیانینها و ترکیبات فیتوشیمیایی است که باعث ایجاد ظرفیت آنتی اکسیدانی قوی در آلو میگردد (کلی و آبت[footnoteRef:5]، 2012). این میوه دارای فعالیت متابولیکی بالاست، بنابراین در طول انبارداری سریع فاسد میگردد و به همین دلیل عمر قفسهای آن کم میباشد (سینگ[footnoteRef:6] و همکاران، 2009). ترکیبات زیست فعال موجود در میوههای تازه آلو نقش مهمی در حفظ سلامت غذایی ایفا میکنند (هانم[footnoteRef:7]، 2004). آنتیاکسیدانهای موجود در بافت میوه مسئول حذف رادیکالهای آزاد در سلولهای گیاهی هستند (اصغری و سلیمانیاقدم[footnoteRef:8]، 2010). ترکیبات فیتوشیمیایی موجود در آلو نظیر فلاونوئیدها، فنلها و آنتوسیانینها دارای ظرفیت آنتیاکسیدانی قابل توجهی هستند که   میتوانند سلولها را در برابر آسیب اکسیداتیو ناشی از گونههای فعال اکسیژن (ROS) محافظت کنند (چان[footnoteRef:9] و همکاران، 2003). امروزه در تکنولوژی پس از برداشت تمایل به استفاده از ترکیبات طبیعی و سالم، بیشتر شده است، که ترکیبات طبیعی موجود در گیاهان مانند سالیسیلیک اسید و گاماآمینو بوتیریک اسید (گابا)   نمونهای از این ترکیبات هستند که میتوانند در افزایش عمر قفسهای و حفظ کیفیت محصولات باغی مورد استفاده قرار گیرند. [4: 1. Manganaris]  [5: 2. Kole and Abbott]  [6: . Singh]  [7: . Hannum]  [8: . Asghari and Soleimani Aghdam]  [9: . Chun] 

گابا بهعنوان يک اسيد‌آمينه غيرپروتئيني در حيوانات، گياهان و باكتريها محسوب مي‌شود که اثرات خوبی در تحریک سیستم‌های مقاومت گیاهان به تنش‌ها نشان می‌دهد (کلارک[footnoteRef:10] و همکاران، 2009). گابا در برابر افزایش دی‌اکسید‌‌کربن و تنش‌هایی مانند تحریک مکانیکی، زخم‌های مکانیکی، اسیدی شدن سیتوسول، شوری، کمبود اکسیژن، خشکی و سرما در گیاه تجمع می‌یابد که پاسخ متابولیکی در گیاه است (شلپ[footnoteRef:11] و همکاران، 2012). گابا می‌تواند به صورت مستقیم از پلی‌آمین‌ها که در پاسخ به تنش‌های غیر‌زیستی تجمع می‌یابند، تشکیل شود (آلکزار[footnoteRef:12] و همکاران، 2010). نتایج مطالعات اخیر روی میوه موز نشان میدهد که تیمار با گابا می تواند محتوای فنل کل، فعالیت آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز (PAL) و ظرفیت آنتیاکسیدان را افزایش دهد (وانگ[footnoteRef:13] و همکاران، 2014). تیمار پس از برداشت گابا در میوه هلو با افزایش تجمع آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی باعث حفظ خصوصیات فیزیکی و کیفیت تغذیهای میوه گردید (یانگ[footnoteRef:14] و همکاران، 2011). با این حال، اطلاعات در مورد استفاده از گابا به عنوان تیمار پس از برداشت محدود است. [10: . Clark]  [11: . Shelp]  [12: . Alcazar]  [13: . Wang]  [14: . Yang] 

اسید سالیسیلیک جزو ترکیبات فنلی است که در فرآیند فیزیولوژی گیاه نقش مهمی را ایفا میکند و مانع از زوال پس از برداشت در محصولات باغی میشود (اصغری و سلیمانیاقدم، 2010). این ترکیب به عنوان یک هورمون گیاهی در افزايش فعاليت آنزيم PAL نقش داشته که با افزايش فعاليت اين آنزيم، سنتز و تجمع تركيبات فنلي افزايش می‌یابد. تركيبات فنلي بهدلیل داشتن خواص آنتي‌اكسيداني، موجب افزایش مقاومت بافت به تنش‌هاي زنده و غيرزنده در محصولات میگردد (دخانیه[footnoteRef:15] و همکاران، 2013). [15: . Dokhanieh] 

همتجو و همکاران: تأثیر کاربرد پس از برداشت گاماآمینوبوتیریک اسید و اسید سالیسیلیک …

اسید سالیسیلیک به طور طبیعی در طیف گستردهای از گیاهان آلی دیده میشود و به عنوان عامل محرک و یا سیگنالی درگیر در بسیاری از فرآیندهای فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی از جمله تأخیر در رسیدن و پیری میوه نقش دارد (والرو[footnoteRef:16] و همکاران، 2011). تیمار میوه زردآلو با اسید سالیسیلیک باعث حفظ محتوای فنل کل در پس از برداشت این میوه شده است (وانگ و همکاران، 2015). اسید سالیسیلیک با مهار بیوسنتز و عملکرد اتیلن موجب تأخیر در پیری میوه و ارتقاء کیفیت میوهها میگردد (چان[footnoteRef:17] و همکاران، 2007). کاربرد اسید سالیسیلیک در  [16: . Valero]  [17: . Chan] 
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میوه توت فرنگی در دوره پس از برداشت با افزایش فعالیت آنزیمهای دفاعی و ظرفیت آنتیاکسیدانی موجب افزایش عمر قفسهای، حفظ و بهبود کیفیت تغذیهای میوه شده است (اصغری و رشید حسنلویی، 2015). آنزیم PAL نقش مهمی در بیوسنتز ترکیبات فنلی دارد که این مسیر توسط اسید سالیسیلیک تنظیم میشود (دخانیه و همکاران، 2013). هدف از این پژوهش بررسی اثر متقابل دو ترکیب طبیعی گابا و اسید سالیسیلیک است که انتظار میرود بتواند بعنوان یک روش عاری از اثرات زیست محیطی، موجب افزایش عمر قفسهای، حفظ خصوصیات فیزیکی و کیفیت تغذیهای میوه آلو در دوره پس از برداشت گردد. 

مواد و روش
تهیه مواد گیاهی و اعمال تیمار
میوههای آلو رقم شابلون پس از رسيدن كامل تجاري (محتوای مواد جامد محلول 10 تا 12 درجه بریکس) از باغ آلوی واقع در 30 كيلومتري جاده اروميه - سلماس برداشت شده و جهت انجام تيمارها و آزمايشات به آزمايشگاه فيزيولوژي پس از برداشت گروه علوم باغباني دانشگاه اروميه منتقل گرديدند. این پژوهش به صورت فاکتوریل بر پایه طرح کاملأ تصادفی با 4 تکرار، سه غلظت گابا (با فرمول شیمیایی C4H9NO2 و جرم مولی g/mol12/103 ساخت شرکت مرک آلمان) (صفر، 10 و 20 میلی‌مولار)، سه غلظت اسید سالیسیلیک (ساخت شرکت سیگما) (صفر، 1 و 2 میلی‌مولار) و دو زمان نگهداری (16 و 34 روز) به اجرا درآمد. نحوه اعمال تیمارها به این صورت بود که پس از جداسازي ميوه‌هاي سالم ابتدا ميوه‌ها با اسيد ساليسيليك در غلظت‌هاي صفر، 1 و 2 ميلي‌مولار به مدت 5 دقیقه غوطه‌ور شده و پس از خشك شدن کامل، در محلول گابا در غلظت‌ صفر، 10 و 20 میلی مولار به مدت 13 دقیقه قرار داده شدند. بعد از يك ساعت میوهها در داخل ظروف پلاستيكي در بسته (ظروف یکبار مصرف لانچ باکس) قرار داده شد و به مدت 34 روز در دمای c˚5/0±1 با رطوبت نسبی 85 تا 95 درصد در سردخانه نگهداری شدند. صفات مورد نظر پس از 16 و 34 روز نگهداری در سردخانه و بعد از اینکه به مدت 24 ساعت در دمای اتاق (20 تا 25 درجه     سانتیگراد) قرار گرفتند، اندازهگیری شدند.
اندازه گیری فعالیت آنزیم کاتالاز
سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز با اندازهگیری سرعت حذف پراکسید هیدروژن براساس روش بیرس و سیزر[footnoteRef:18] (۱٩۵٢) با كمي تغييرات صورت پذيرفت. مخلوط واکنش شامل ٥/۲ میلیلیتر بافر فسفات سدیم ۵۰ میلیمولار با ۷=pH محتوی ٢/۰ میلیلیتر H2O2 یک درصد و ٣/۰ میلیلیتر عصاره آنزیمی بود. فعالیت آنزیم کاتالاز با استفاده از معادله 1 به صورت کاهش در طی یک دقیقه با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر (مدل Unico2100SUv) در طول موج ٢٤۰ نانومتر محاسبه شد. یک واحد فعالیت آنزیمی عبارت است از میزان تغییر کاتالاز به مقدار ۰۱/۰ در دقیقه در یک میلیلیتر از عصاره آنزیم بود. [18: . Beers and Seizer] 

(معادله 1)                                                                          =  *  ** df فعالیت آنزیم

A∆: اختلاف جذب؛ :Min دقیقه؛ Total volume: حجم کل نمونه؛ :Sample volume مقدار عصاره در نمونه؛:df :Dilution factor فاکتور رقت
اندازه گیری فعالیت آنزیم PAL
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برای تهیه عصاره گیاهی از نمونههای میوه جهت سنجش فعالیت آنزیم فنیل آلانین آمونیالیاز از بافر استخراج که شامل بافر بورات 1/0 مولار (H3BO3/Na2B4O7.10H2O) با pH برابر 7 و 1/0 درصد پلیوینیل پیرولیدون[footnoteRef:19] و       2- مرکاپتو اتانول[footnoteRef:20] 4/1 میلیمولار میباشد، استفاده گردید. عصاره حاصل به مدت 15 دقیقه در 16000 دور در دمای 4 درجه سانتیگراد سانتریفوژ گردید. بافر سنجش شامل 4/0 میلیلیتر عصارهی آنزیمی، 5/0 میلی لیتر بافر بورات 1/0 مولار با pH برابر 8/8 و 5/0 میلی لیتر L- فنیلآلانین 12 میلیمولار به مدت 30 دقیقه درون حمام آب گرم با دمای 30 درجه سانتیگراد قرار گرفت. سنجش فعالیت آنزیم بر اساس تشکیل سینامیک اسید بوده، لذا 30 دقیقه زمان و دمای 30 درجه سانتیگراد برای تشکیل این ترکیب لازم است. تغییرات جذب در طول موج 290 نانومتر با سلهای کوارتز توسط دستگاه اسپکتروفتومتر (مدل Unico2100SUv) قرائت شده و واحد فعالیت آنزیم با استفاده از ضریب خاموشی سینامیک  [19: 2. Polyvinyl-pyrolidone]  [20: 3. Mercaptoethanol] 
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اسید (9630 mM-1 cm-1) بر حسب واحدnmol trans- cinamic acid mg-1 protein min-1 محاسبه گردید (کارتیکیین[footnoteRef:21] و همکاران، 2006). [21: . Karthikeyan] 

اندازهگیری محتوای فلاونوئید کل
برای ارزیابی فلاونوئید کل ابتدا 500 میکرولیتر عصاره تهیه شده را با 150 میکرولیتر نیتریتسدیم 5 درصد مخلوط کرده و بعد از 5 دقیقه، 300 میکرولیتر کلرید آلومینیوم 10درصد به آن اضافه شد و بعد از 5 دقیقه یک میلیلیتر سود (NaOH) 1 مولار اضافه شد. در نهایت حجم نهایی را به 5 میلیلیتر رسانده و توسط دستگاه اسپکتروفتومتر با طول موج 510 نانومتر قرائت گردید. مقدار فلاونوئید کل از معادله 2 و بر حسب میلیگرم کاتچین بر گرم وزن تر بدست آمد (یانگژه[footnoteRef:22] و همکاران، 2007). [22: . Youngjae] 

(معادله 2)                     
اندازهگیری محتوای فنل کل
اندازهگیری ترکیبات فنلی با استفاده از روش فولین سیوکالتیو[footnoteRef:23] به شرح زیر انجام شد: ابتدا عصاره ميوه با آب میوهگیری تهیه شده و از كاغذ صافي عبور داده شد و در میکروتیوب دو میلیلیتر ریخته شد. سپس آب میوه را سانتریفیوژ کرده و محلول رویی درون میکروتیوب دیگری ریخته شد. 1/۰ میلیلیتر از محلول رویی را برداشته و روی آن سه میلیلیتر آب مقطر و به دنبال آن 5/0 میلی لیتر واکنشگر فولین سیوکالتیو 10 درصد اضافه شد و پس از قرار دادن به مدت سه تا پنج دقیقه در دماي اتاق 5/1 ميليليتر محلول كربنات سديم به آن اضافه شد و به مدت یک ساعت در دماي اتاق قرار گرفت. از محلول تهیه شده به مقدار لازم برداشته و جذب آن در دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج ٧۶۵ نانومتر قرائت شد (واترهاوس[footnoteRef:24]، 2002).  [23: . Folin ciucaeltiu]  [24: . Waterhouse] 

دادهها با استفاده از نرمافزار آماری  SASنسخه (2/9)، تجزيه و تحليل و مقايسه ميانگينها با استفاده از آزمون چند دامنهاي دانكن انجام گرفت (جدول 1).

نتایج و بحث 
فعالیت آنزیم کاتالاز 
با توجه به جدول 1 اثر متقابل گابا و اسید سالیسیلیک در سطح احتمال یک درصد بر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز معنیدار میباشد. بیشترین فعالیت این آنزیم بعد از 35 روز انبارداری در میوه‌های تیمار شده با 2 میلیمولار اسید سالیسیلیک مشاهده شد. پس از 17 روز انبارداری کمترین فعالیت این آنزیم در میوههایی مشاهده شد که با 10 میلیمولار گابا تیمار شده بودند. تیمارهای 20 میلیمولار گابا و تیمار ترکیبی 10 میلیمولار گابا  و 2 میلی مولار اسید سالیسیلیک نیز بعد از 35 روز انبارداری باعث افزایش فعالیت این آنزیم شده است. بعد از ۱۷ روز انبارداری تفاوت معنیداری بین دو تیمار اسید سالیسیلیک و تیمار ترکیبی اسید سالیسیلیک و گابا وجود داشت در حالیکه پس از ۳۵ روز انبارداری هیچ تفاوت معنیداری بین این دو تیمار مشاهده نگردید (شکل 1).
همتجو و همکاران: تأثیر کاربرد پس از برداشت گاماآمینوبوتیریک اسید و اسید سالیسیلیک …

رادیکالهای آزاد و گونههای فعال اکسیژن (ROS) در طول متابولیسم طبیعی سلولها و همچنین در پاسخ به تنشهای زنده و غیرزنده تجمع پیدا میکنند که آنتی اکسیدانها نقش پاکسازی این رادیکال‌های آزاد را برعهده دارند. با پیر شدن بافتها و میوهها، فعالیت‌های متابولیکی افزایش و در نتیجه رادیکال‌های آزاد و تولید گونههای فعال اکسیژن همزمان افزایش مییابد. پس در نتیجه هر عاملی که باعث کاهش فعالیتهای متابولیکی سلول شود منجر به کاهش در میزان رادیکالهای آزاد شده و با حفظ سیستم آنتیاکسیدانی، پیری و  تخریب بافت میوه دیرتر اتفاق میافتد. در این میان افزایش ظرفیت آنتیاکسیدانی با کاربرد اسید سالیسیلیک در بسیاری از میوهها مورد تأیید محققان مختلف میباشد (سیاری[footnoteRef:25] و همکاران، 2011؛ تارن[footnoteRef:26] و همکاران، 2012). در گیاهان گابا نیز میتواند در پاسخ به تنشهای مختلف به سرعت تجمع پیدا کند و در سیستم دفاعی در برابر آن عمل کند. به جز اثر غیرمستقیم گابا در افزایش ظرفیت آنتیاکسیدانی، دارای توانایی پاکسازی گونههای فعال اکسیژن تولید شده تحت تنش میباشد (شلپ[footnoteRef:27] و همکاران، 1999؛ لیو[footnoteRef:28] و همکاران، 2011). در این  [25: . Sayyari]  [26: . Tareen]  [27: . Shelp]  [28: . Liu] 
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جدول 1- تجزیه واریانس تأثیر تیمار پس از برداشت گابا و اسید سالیسیلیک روی فعالیت آنزیم کاتالاز، محتوای فنل کل، فعالیت آنزیم
	تیمار
	میانگین مربعات

	
	درجه آزادی
	آنزیم کاتالاز

	فنل کل

	آنزیم  PAL

	فلاونوئید کل


	گابا
	2
	*48/316
	**27/3043
	*0082/0
	*94/449

	سالیسلیک  اسید
	2
	*25/313
	*15/2249
	**0114/0
	**01/1410

	زمان
	1
	**25/1105
	**68/73646
	*0108/0
	**38/1233

	گابا×    اسید سالیسیلیک 
	4
	**96/498
	**86/2760
	**0118/0
	*88/436

	گابا × زمان
	2
	**01/920
	ns95/1839
	**0003/0
	ns58/316

	سالیسیلیک  اسید × زمان
	2
	ns53/5
	ns68/1577
	**0170/0
	*43/576

	گابا×   اسید سالیسیلیک ×
زمان
	4
	**75/458
	**16/6301
	**0117/0
	**65/2948

	اشتباه آزمایشی
	54
	70/72
	29/583
	0026/0
	28/136

	ضریب تغییرات
	
	61/10
	27/10
	08/17
	08/13


PAL و فلاونوئید کل میوه آلوی رقم شابلون طی دوره انبارداری
ns، * و ** به ترتیب غیرمعنیدار، معنیدار در سطح احتمال 5 و 1 درصد.
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تحقیق، اثرات ساده اسید سالیسیلیک و همچنین در ترکیب با گابا باعث افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز شده است (شکل 1). 
در این پژوهش اسید سالیسیلیک به تنهایی و همچنین در ترکیب با گابا باعث افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز شده است. اثرات مثبت اسید سالیسیلیک و گابا در افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز که به عنوان حذف کننده     رادیکالهای آزاد در سیستم آنتیاکسیدانی فعالیت     میکند، در این پژوهش مشاهده شد. نتایج نشاندهنده این است که هر کدام از این ترکیبات طبیعی به شیوهای متفاوت در سیستم آنتی اکسیدانی در برابر رادیکالهای آزاد در بخشهای مختلف بافت گیاهی عمل میکنند. با توجه به اینکه سالیسیلیک اسید به عنوان یک مولکول سیگنال دهنده درونزا در القاء مقاومت موضعی و سیستمیک در بسیاری از بافتهای گیاهی نقش دارد (اصغری و سلیمانیاقدم، 2010)، میتوان گفت که این ترکیب در طی پس از برداشت موجب حفظ بافت میوه خواهد شد. نتایج مشابه در افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز در دوره پس از برداشت در میوه توتفرنگی که با اسید سالیسیلیک تیمار شده بودند گزارش شده است (اصغری و رشیدحسنلویی، 2015). تیمار با اسید سالیسیلیک فعالیت آنزیم کاتالاز در میوههای هلو، سیب و زردآلو را افزایش داده است که با نتایج این تحقیق مطابقت دارد (موو[footnoteRef:29] و همکاران، 2008؛ تارن و همکاران، 2012؛ وانگ و همکاران، 2015). [29: . Mo] 

گابا نیز از طریق افزایش فعالیت سیستم آنتیاکسیدانی منجر به پاکسازی رادیکالهای آزاد شده است و از این طریق بافت را در برابر تنشها محافظت میکند (سلیمانی اقدم[footnoteRef:30] و همکاران، 2016). یانگ و همکاران (2011) گزارش کردند که تیمار میوههای هلو با گابا باعث افزایش آنزیمهای آنتی اکسیدانی نظیرکاتالاز شده است، که تأیید کننده نتایج تحقیق حاضر میباشد. [30: . Soleimani Aghdam] 

محتوای فنل کل 
با توجه به جدول تجزیه واریانس اثرات متقابل سه جانبه گابا، اسید سالیسیلیک و زمان نگهداری روی محتوای فنل کل میوه آلو معنیدار بود. در دوره دوم انبارداری بالاترین میزان فنل کل مربوط به میوههایی بود که با تیمار ترکیبی 2 میلیمولار اسید سالیسیلیک و 10 میلیمولار گابا تیمار شده بودند. که این امر نشان دهنده اثرات توأم دو ترکیب طبیعی در افزایش محتوای فنل کل میوه میباشد. تأثیر اسید سالیسیلیک در افزایش اثرات مثبت گابا روی محتوای فنل کل میوه به طور معنیداری در دوره انبارداری طولانی مدت افزایش پیدا کرده بود.
ترکیبات فنلی یکی از متابولیتهای گیاهی بوده که از مسیر اسید شیکمات سنتز میشوند و نقش مهمی در خنثیسازی اثر رادیکالهای آزاد دارند. فنل در گیاهان از
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شکل 1- مقایسه میانگین اثر متقابل گابا، اسید سالیسیلیک  و زمان نگهداری بر فعالیت آنزیم کاتالاز میوه آلوی رقم شابلون. (SA1mM: 1میلیمولار اسید سالیسیلیک، SA2mM: 2میلیمولار اسید سالیسیلیک، GABA10mM: 10 میلیمولار گابا، GABA20mM: 20 میلیمولار گابا).
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اسید سینامیک و توسط آنزیم PAL سنتز  میشود. فنلها نقش مهمی در سیستم دفاعی در برابر گونههای فعال اکسیژن ایفا میکنند (تسای[footnoteRef:31] و همکاران، 2006). نتایج مطالعه حاضر نشان داد که اسید سالیسیلیک و گابا به صورت معنیداری باعث افزایش فنل کل شده است. گابا با تأثیری که بر تحریک فعالیت آنزیم PAL دارد باعث تولید ترکیبات فنلی شده در نتیجه منجر به افزایش ظرفیت آنتیاکسیدانی در بافت میوه میگردد. ترکیبات فنلی در ارزش تغذیهای و کیفیت میوه از طریق تغییر در رنگ، عطر و طعم موثر هستند. افزایش میزان فنل کل در میوه‌های هلو و موز که با گابا تیمار شده بودند نیز مشاهده شده است که با نتایج تحقیق حاضر همسو میباشد (یانگ و همکاران، 2011؛ وانگ و همکاران، 2014). همچنین افزایش در میزان فنل کل در گلهای شاخه بریده آنتوریوم تیمار شده با گابا نیز مشاهده شده است (سلیمانیاقدم و همکاران، 2016). با توجه به نتایج میتوان گفت که افزایش ترکیبات فنلی احتمالاً با افزایش در میزان فعالیت آنزیم PAL همراه بوده است. همچنین اسید سالیسیلیک کاربردی در پس از برداشت منجر به افزایش میزان فنل کل در پرتقال ناول، عناب و گیلاس شده است که تأیید کننده نتایج این پژوهش میباشد (هووانگ[footnoteRef:32] و همکاران، 2008؛ کاو[footnoteRef:33] و همکاران، 2013؛ گیمنز[footnoteRef:34] و همکاران، 2014). هنوز مکانیسم دقیق اسید سالیسیلیک در افزایش ترکیبات فنلی مشخص نشده است. ممکن است پراکسیدهیدروژن نقش کلیدی در تنظیم فعالیت PAL و تجمع ترکیبات فنلی داشته باشد که در این تحقیق میزان تجمع ترکیبات فنلی به احتمال زیاد تحت تأثیر آنزیم PAL قرار گرفته است.  [31: . Tsai]  [32: . Huang]  [33: . Cao]  [34: . Gimenez] 

فعالیت آنزیم PAL
 با توجه به شکل 3 میوههایی که با 20 میلیمولار گابا تیمار شده بودند، بیشترین فعالیت آنزیم PAL را نسبت به بقیه تیمارها نشان دادند. علاوه بر این میزان فعالیت این آنزیم در میوههای تیمار شده با تیمار ترکیبی 10 میلی مولار گابا  و 1 میلیمولار اسید سالیسیلیک بعد از ۳۵ روز انبارداری نسبت به تیمار شاهد کمتر شده بود.  همچنین در میوههای تیمار شده با 1 میلیمولار سالیسیلیک اسید و 10 میلیمولار گابا در دوره اول انبارداری (روز 17م انبارداری) باعث افزایش فعالیت این آنزیم نسبت به    میوههای شاهد شد در حالی که در دوره دوم انبارداری 

















شکل 2- مقایسه میانگین متقابل گابا، اسید سالیسیلیک و زمان نگهداری بر محتوای فنل کل میوه آلوی رقم شابلون. (SA1mM: 1میلیمولار اسید سالیسیلیک، SA2mM: 2میلیمولار اسید سالیسیلیک، GABA10mM: 10 میلیمولار گابا، GABA20mM: 20 میلیمولار گابا).
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(روز 35م انبارداری) نتایج برعکس مشاهده شد. نتایج حاکی از آن است که اثر زمان روی فعالیت این آنزیم تأثیر منفی داشته است و فعالیت این آنزیم در همه تیمارها در دوره دوم نسبت به دوره اول اندازهگیری کاهش پیدا کرده است. 
آنزیم PAL آنزیم موثر در متابولیسم فنیل پروپانوئید      میباشد و باعث کاتالیز فنیلآلانین به سیانیک اسید    میشود (دیکسون و پایوا[footnoteRef:35]، 1995؛ استراک[footnoteRef:36]، 1997). آنزیم PAL توسط گابا و سالیسیلیک اسید فعال می‌شود که در بیوسنتز فنلها و سالیسیلیک اسید نقش دارد و باعث فعال شدن مقاومت موضعی و سیستمیک می‌شود. با توجه به نتایج این پژوهش در میوههای تیمار شده با سالیسیلیک اسید و گابا، فعالیت آنزیم PAL نسبت به میوههای کنترل افزایش پیدا کرده است (شکل 3). این امر نشان دهنده این است که اسید سالیسیلیک و گابا باعث راهاندازی یک آنزیم کلیدی در مسیر بیوسنتز     متابولیتهای ثانویه در میوه آلو شده است. بنابراین نتایج نشان دهنده آن است که اسید سالیسیلیک و گابا ممکن است به عنوان یک مولکول بالقوه برای فعال کردن مسیر فلاونوئید- فنیل پروپانوئید در بافتهای گیاهی باشد، که منجر به افزایش ظرفیت آنتیاکسیدانی میوه میشود. تیمار میوههای موز با گابا باعث افزایش فعالیت PAL شد که این امر منجر به افزایش میزان فنل کل در میوههای تیمار شده با گابا نسبت به شاهد شد، که با نتایج مشاهده شده در این تحقیق مطابقت داشت (وانگ و همکاران، 2016). کاربرد اسید سالیسیلیک در میوه پرتقال موجب افزایش فعالیت آنزیم PAL شد که این امر منجر به افزایش محتوای فنلی و حفظ میوه در طی دوره پس از برداشت گرید (زو[footnoteRef:37] و همکاران، 2014). کاربرد اسید سالیسیلیک در میوه زردآلو نیز در طی دوره پس از برداشت منجر به  افزایش فعالیت آنزیم شد (وانگ و همکاران، 2015). این آنزیم به هنگام تولید رادیکالهای آزاد در بافت تجمع مییابد که این امر ممکن است بهدلیل پراکسید هیدروژنی باشد که بهعنوان سیگنال عمل کرده و موجب افزایش فعالیت این آنزیم میگردد که احتمالا اسید سالیسیلیک به دلیل تنظیم متابولیسم پراکسید هیدروژن موجب کاتالیز این فرآیند میگردد (اصغری و سلیمانی اقدم، 2010). [35: . Dixon and Paiva]  [36: . Strack]  [37: . Zhou] 



















شکل 3- اثر متقابل گابا و اسید سالیسیلیک بر فعالیت آنزیم PAL میوه آلوی رقم شابلون. (SA1mM: 1میلیمولار اسید سالیسیلیک، SA2mM: 2میلیمولار اسید سالیسیلیک، GABA10mM: 10 میلیمولار گابا، GABA20mM: 20 میلیمولار گابا).
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محتوای فلاونوئید کل
میوههای تیمار شده با اسید سالیسیلیک و تیمار ترکیبی 2 میلیمولار اسید سالیسیلیک و 20 میلیمولار گابا بیشترین میزان فنل کل را نشان دادند (شکل 4). با افزایش غلظت تیمارها، میزان فنل کل میوه زیاد شد (شکل 4). نتایج نشان داد که اثرات سینرژیستی اسید سالیسیلیک و گابا در طول دوره انبارداری باعث افزایش فنل کل شد (شکل 4).
فلاونوئیدها جزو سیستم آنتیاکسیدانی غیرآنزیمی بوده و نقش مهمی در خنثیسازی اثرات رادیکالهای آزاد بازی می‌کنند در نتیجه باعث کاهش اثرات تنش اکسیداتیو    میشوند (حسنپور و همکاران، 2011). طبق نتایج، تیمارهای اسید سالیسیلیک و گابا در ترکیب با همدیگر روی فلاونوئید کل تأثیر مثبتی داشتند و میزان فلاونوئید کل را نسبت به میوههای شاهد افزایش دادند (شکل 4). اثر گابا در افزایش میزان فلاونوئید کل ممکن است به دلیل تحریک تولید و فعالیت آنزیم PAL بوده که در واقع باعث تحریک مسیر فنیل پروپانوئیدی می‌شود (سلیمانی اقدم و همکاران، 2016). مسیر فنیل پروپانوئیدی باعث سنتز ترکیبات فنلی نظیر ترکیبات فلاونوئیدی می‌شود. تیمار میوههای هلو در دوره پس از برداشت با غلظتهای مختلف گابا باعث افزایش میزان فلاونوئید کل شده است (یانگ و همکاران، 2011). کاربرد اسید سالیسیلیک در میوه پرتقال و زردآلو باعث افزایش تجمع فلاونوئید کل شد که این امر در نتیجه فعال شدن سیستمهای دفاعی و آنتیاکسیدانی در اثر اسید سالیسیلیک میباشد که با نتایج این تحقیق همسو بودند (هوانگ، 2008؛ وانگ و همکاران، 2015). زمان انبارداری روی میزان فلاونوئید کل تأثیر معنیدار داشته و به تدریج در طول دوره نگهداری کاهش يافت به طوري كه در دوره دوم نگهداری میزان فنل کل نسبت به دوره اول نگهداری کمتر شد. اسید سالیسیلیک در اثر تحریک فعالیت آنزیم PAL باعث تجمع فلاونوئید کل و دیگر متابولیتها در گیاه میشود (کیم[footnoteRef:38] و همکاران، 2006). افزایش میزان ترکیبات فلاونوئیدی کل در این تحقیق تحت تیمار گابا و اسید سالیسیلیک      میتواند از افزایش بیان ژنهای درگیر در مسیر بیوسنتز فنیل پروپانوئیدها به ویژه افزایش بیان ژن مسئول سنتز آنزیم PAL که اولین آنزیم در مسیر سنتز ترکیبهای فنلی بویژه فلاونوئیدها است، ناشی شده باشد. [38: . Kim] 



















شکل 4- مقایسه میانگین اثر متقابل گابا، اسید سالیسیلیک و زمان نگهداری بر محتوای فلاونوئید کل میوه آلوی رقم شابلون. (SA1mM: 1میلیمولار اسید سالیسیلیک، SA2mM: 2میلیمولار اسید سالیسیلیک، GABA10mM: 10 میلیمولار گابا، GABA20mM: 20 میلیمولار گابا).
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نتیجهگیری کلی
 نتایج نشان داد که اثر مثبت تیمارهای سالیسیلیک اسید و گابا به عنوان یک ترکیب طبیعی و سالم روی میوه آلو ناشی از افزایش فعالیت آنزیمهای PAL، کاتالاز و همچنین تجمع ترکیبات فنلی و فلاونوئیدی میباشد. با توجه به یافته های این تحقیق میتوان نتیجهگیری کرد که این ترکیبات با ایجاد سیستم آنتیاکسیدان قوی  میوهها را در برابر تنشهای اکسیداتیو و ROS حفظ کرده و منجر به ارتقاء سیستم دفاعی میوه آلو شده است، که این امر باعث حفظ کیفیت میوه در طول ذخیرهسازی گردید. علاوه بر این کاربرد پس از برداشت ترکیبات مذکور    میتوانند رسیدن و پیری بافت میوه را به تأخیر بیاندازند و از این طریق باعث گسترش عمر انباری میوه و حفظ ویژگیهای کیفی میوه با افزایش ظرفیت آنتیاکسیدانی و فعالیت آنزیمهای دفاعی شوند. نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که تیمار با گابا و سالیسیلیک اسید با غلظتهای مختلف اثرات معنیداری بر صفات مورد اندازهگیری داشت و باعث حفظ خصوصیات کیفی و ارتقاء عمر ماندگاری میوه آلوی رقم شابلون گردید.
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غلظت تیمارها
قبل از انبارداری	
قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	48.160000000000011	روز 17	cde
e
abc
de
bc
cde
ab
cd
cd

قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	72.936000000000007	57.79800000000003	87.557000000000002	66.742999999999995	85.474999999999994	69.84	95.813999999999993	82.569000000000003	82.397000000000006	روز 35	bcd
abc
c-e
bcd
bcd
bcd
a
a-d
cde

قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	78.613	87.557999999999993	72.075999999999979	79.816000000000003	79.301000000000002	77.236000000000004	101.319	83.945000000000007	74.312000000000012	
فعالیت آنزیم کاتالاز
(U/mgr protein)



غلظت تیمارها
قبل از انبارداری	
قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	143.19	روز 17	e
cde
cde
e
abc
bcd
a
abc
de

قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	163.63999999999999	212.26999999999998	206.14	165	250.91	227.26999999999998	285.45	248.18	206.14	روز 35	de
ab
abc
abc
abc
a
a
abc
a

قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	176.68	273.18	251.82000000000011	247.73	250.68	283.64000000000021	299.08999999999975	249.32000000000011	292.27	
محتوای فنل کل
(mgr/gr FW)



غلظت تیمارها
قبل از انبارداری	
قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	0.2100000000000001	روز 17	bcd
a-d
a
bcd
a-d
a-d
abc
a-d
cd

قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	0.24550000000000011	0.29550000000000021	0.39100000000000035	0.26625000000000004	0.28375	0.30025000000000002	0.32050000000000023	0.30750000000000022	0.22025	روز 35	bcd
cd
a-d
a-d
a-d
ab
a-d
a-d
abc

قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	0.2515	0.21775000000000011	0.30875000000000002	0.28175	0.30025000000000002	0.33500000000000035	0.31150000000000022	0.29350000000000021	0.3207500000000002	
PALفعالیت آنزیم 
(µmol kg ̵¹ s ̵¹)



غلظت تیمارها
قبل از انبارداری	قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	60	روز 17	f
a
bef
abc
a
ef
b-e
b-f
a

قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	61.125000000000028	117	84.75	100.37499999999999	118.87499999999999	67.874999999999986	87	86	117	روز 35	def
def
b-f
c-f
b-f
a-d
a-d
def
b-f

قبل از انبارداری	شاهد	GABA10mM	GABA20mM	SA1mM	SA2mM	GABA10mM, SA1mM	GABA10mM, SA2mM	GABA20mM, SA1mM	GABA20mM, SA2mM	72	74	79.374999999999986	76.25	83.75	95.124999999999986	95	73.624999999999986	85.374999999999986	
محتوای فلاونوئید کل
(mg CAT/100g FW)
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