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 13198828810: ، شماره تماسshabani-l@sci.sku.ac.ir :نشانی پست الكترونیك: نویسنده مسؤول*

 

‌هاي‌كلزا‌هاي‌دفاعي‌تحت‌تنش‌ايزوتيوسيانات‌در‌گياهچه‌سازي‌پاسخ‌فعال
 

 3زاده  یا رضويرؤ و *2، لیلا شبانی 9 فهیمه توكلی زانیانی
 رانیا، تهران 91310-3913ی نور، صندوق پست امیدانشگاه پ ،یشناس ستیگروه ز 9

 نشناسی، دانشكده علوم، دانشگاه شهركرد، شهركرد، ایرا گروه زیست 2
 رانیا ،تهران 91310-3913ی نور، صندوق پست امیدانشگاه پ ،یشناس ستیگروه زاستادیار،  3

 
‌چکيده

                            تحتت تتنش ایزوتیوستیانا       (.Brassica napus L)         هاي كلزا                   هاي دفاعی در برگ                  فرضیه القاي پاسخ             پژوهش حاضر،   در 

                      بتر تجمتپ پراكستید            متورر         میلتی      911  و    1 9  ،  9  ،            هتاي صتفر                                                       تتثيیر متیتو و پروپیتو ایزوتیوستیانا  در  ل تت       .           بررسی شتد 

               ترانستفراز در  -  اس                                                                                                    هیدروژن، محتواي تركیبا  فنولیك كو، فعالیت آنتزیم فنیتو آرنتیم آمونیالیتاز و آنتزیم گلوتتاتیون       

                                                                                      افتزایش درصتد نشتت یتونی و تجمتپ پراكستید هیتدروژن و تود تتنش اكستیداتیو در             .                          هاي كلتزا ارزیتابی شتد           گیاهچه

          تركیبتا           قتدار  م     بتا    PAL                                  نتایج همبستگی میان فعالیت آنتزیم    .               ها را نشان داد                   مار ایزوتیوسیانا                هاي كلزا تحت تی        گیاهچه

               ترانستفراز در  - سا                                       ، القتاي فعالیتت آنتزیم گلوتتاتیون           مطالعه       در ایم   .                          هاي تحت تیمار را نشان داد              كو در گیاهچه       فنولیك 

                         نتتایج حاصتو پیشتنهاد      .                       هاي كلزا مشتاهده شتد       هچه                                        مورر متیو و پروپپیو ایزوتیوسیانا  در گیا                      پاسخ به  ل ت یك میلی

                                        در گیتاه كلتزا نبتوده، كانجوگاستیون       ّ       زّدایتی       ستم                  تنهتا مكانیستم     (                   تركیبتا  فنولیتك   )     هتا             اكستیدان                    كند كه تولید آنتی    می

  .             ها دخالت دارد                                               گلوتاتیون نیز در دفاع گیاه علیه ایزوتیوسیانا 

          ترانسفراز-  اس                       الیاز، كلزا، گلوتاتیون                                ایزوتیوسیانا ، فنیو آرنیم آمونی‌:هاي‌كليدي‌واژه

 
‌مقدمه

       تتریم            از مهتم   .Brassica napus L                     كلزا با نتام علمتی   

                                                         گیاهان زراعی استت كته در ستطن دنیتا بتراي استت را        

                                    آمارها نشتان دهنتده آن استت كته       .    شود             رو م كشت می

                             سویا، پنبته، آفتتابگردان و            نسبت به                     رشد سارنه تولید كلزا 

                                       تولید  هتانی آن از رتبته پتنجم بته        ،  ده              زمینی بیشتر بو       بادام

  . (Al-Barrak, 2006)                                       ستتتتوم ارتقتتتتا یافتتتتته استتتتت  

                                            هتتا تركیبتتا  حتتاوي ستتولفور هستتتند كتته                  ایزوتیوستتیانا 

        تولیتتد   Brassicaceae                                     توستتب بستتیاري از اعاتتا ختتانواده  

                                             مشتت ش شتتده استتت كتته ایتتم تركیبتتا  از     .       شتتوند      متتی

                    كاتالیز شتده بتا                        ها توسب واكنش آنزیمی             گلوكوزینور 

                        داراي طیتتو وستتیعی از    و         شتتوند                            میروزینتتاز تولیتتد متتی  
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           اكستیدان،                هتاي آنتتی                   شتامو فعالیتت                 هتاي زیستتی          فعالیت

 Yan and)                  د و ضد حشره هستند و                 باكتریال، ضد نمات      آنتی

Chen, 2007).      ت ایتتم                                    در چنتتد دهتته گذشتتته، اهمی تت        

   ،                                 حاوي سولفور و نیتروژن در گیاهتان    ه     يانوی     هاي          متابولیت

   ت                 ستترطان، محاف تت        گی از     رنتتد     بازدا                 دلیتتو خاصتتیت      بتته 

   در     تی                                            محصور  زراعی و مواد ضد عفتونی كننتده زیست   

      ایتتم                       عتتلاوه بتتر اهمی تتت  .                                 كشتتاورزي افتتزایش یافتتته استتت

   در                                    بتته عنتتوان سیستتتم دفتتاعی مهتتم   ،      بشتتر                 تركیبتتا  بتتراي 

  .    كنند        عمو می    نیز         گیاهان

                 شتتامو تركیبتتا          گیتتاه              هتتاي طبیعتتی            اكستتیدان        آنتتتی

 ,Wang and Lin)              هتتا هستتتند              آنتوستتیانیم            فنولیتتك و

      مفیدي       آيار             ها و سبزیجا                       ایم تركیبا  در میوه  . (2000

 ,.Chun et al)       ارنتد            هاي آزاد د                      براي پاكروبی رادیكال

       آستی            برابتر            هتا را در                           تركیبا  فنولیتك ستلول    . (2003

 Wada and)        كننتد                                     اكسیداتیو ایجاد شتده حفاتتت متی   

Ou, 2002) .      آنتتزیم فنیتتو آرنتتیم آمونیالیتتاز                                       (PAL)  

                                                        م مرحلتته از بیوستتنتز فنیتتو پروپانو یتتد كتته نقطتته         ن ستتتی

                                                               انشعابی میان متابولیستم اولیته و يانویته استت را كاتتالیز      

                                                 ایتم آنتزیم همچنتیم نقتش مهمتی در بیوستنتز         .      كنتد     می

                                       ها و بسیاري از تركیبتا  دیگتر ایفتا            لیگنیم               فلاونو یدها،

      هتاي                             هاي دفاعی در برابر آستی                یكی از سیستم  .    كند    می

                                            اكستیداتیو در گیاهتان آنتزیم گلوتتاتیون            تتنش         ناشی از 

    هاي              اي از آنزیم                است كه خانواده  (GST)          ترانسفراز -  اس

                          تركیبتا  ختار ی زیستتی      ّ     ّزدایی    سم          است كه در   II    فاز 

-                گلوتتتتتاتیون اس  . (Schröder, 2001)             نقتتتتش دارد 

                                                   ترانسفراز آنزیمی دایمر و چند عملكردي استت كته در   

  و   (           رون ستلول        هتاي د             متابولیتت  )          د داخلتی       متوا   ّ     ّزدایی    سم

   از   (   ها       كننده                 ها و سایر آلوده    كش              داروها، حشره )      خار ی 

                    گلوتتاتیون دخالتت     (           هتم یتو    )                   طریق تشكیو كانجوگه 

            بتا تو ته             بنابرایم،   . (Hayes and Pulford, 1995)     دارد 

              اكستیداتیو و         تتنش                  در مقابلته بتا     GST                 به نقتش كلیتدي   

                  افزایش فعالیت ایم      توان     می   ،     ی آلی              سازي مواد سم       خنثی

                           بروز تنش اكسیداتیو در سلول                  به عنوان احتمال        نزیم را  آ

  .    گرفت    ن ر    در 

       بتتراي      وري            هتتاي  تتان            در ستتلول     هتتا                  ایزوتیوستتیانا 

              هاي سرطانی را           مرگ سلول   ،                        لوگیري از پیشرفت تومور

                     هاي گیتاهی عملكترد                       در حالی كه در سلول      كنند          القاء می

                    بتا و تود چنتدیم      .                              فیزیولوژیك آنها مش ش نشده است

                                        دك روي ایم تركیبا  مكانیسم فیزیولوژیتك          گزارش ان

                                                         گیاه در برابر انواع ایم تركیبا  بته طتور كامتو مشت ش     

               هتاي بتار در               ها در  ل ت                          استفاده از ایزوتیوسیانا   .     نیست

                                شتی داشتته، در حتالی كته در      ُ كُ                       آرابیدوپسیس تثيیر علو

                                                         هاي پتاییم ایتم تركیبتا  القتا بیتان ژن گلوتتاتیون              ل ت

  . (Hara et al., 2010)            شتده استت                       ترانستفراز دیتده  -  اس

       آلیتو                  در آرابیدوپسیس،                         همچنیم، مش ش شده است كه 

                   هاي فعال اكستیژن،                                       ایزوتیوسیانا  از طریق تولید رادیكال

         بسته شدن    ،                                      نیتریك اكسید و افزایش كلسیم درون سلولی

     بتا    . (Khokon et al., 2011)      استت                    ها را القا كترده         روزنه

                     ه ایزوتیوستیانا  در                  هتاي پاستخ بت                         روشم شتدن مكانیستم  

            میروزینتتاز   -                           هتتاي سیستتتم گلوكوزینتتور                 گیاهتتان نقتتش

     هتا                           بررسی نقش ایزوتیوسیانا       براي  .              مش ش خواهد شد

                              در گیاهتتان تولیتتد كننتتده     ّ       زّدایتتی      ستتم      هتتاي              در فعالیتتت

                                                                ایزوتیوستتیانا ، تتتثيیر متیتتو و پروپیتتو ایزوتیوستتیانا  بتتر 

       فنیتو                                                     تولید تركیبا  فنولیك، آنتوسیانیم، فعالیتت آنتزیم   

      هتاي               در گیاهچته   GST                                  آرنیم آمونیالیاز و فعالیت آنتزیم  

  .             كلزا بررسی شد

 

‌ها‌مواد‌و‌روش

   در                    پتتس از ضتتدعفونی                      كلتتزا ر تتم اكتتاپی       هاي     بتتذر

   (   9:9       نستبت   )                              هاي پلاستیكی حاوي ماسه و پرلیت        گلدان
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               عدد بذر  ترار      21                  در هر گلدان تعداد   .     شدند      داده     كشت

                      یب كنتترل شتده بته                         ها در گل انه با شترا        گلدان  .        داده شد

                      در طول هفته اول پس از   .                 روز نگهداري شدند    29    مد  

  .     شتد                        طتور روزانته انجتام      ه                    آبیاري با آب مقطر ب   ،    كاشت

                       محلتتول كامتتو  تتذایی     از   ،        از رشتتد                     پتتس از یتتك هفتتته

           از تیمتتار        پتتیش  .                استتتفاده شتتد          آبیتتاري         بتتراي         هوگلنتتد 

                                         ها، دهانه هر گلدان به طور كامو بتا یتك                  ایزوتیوسیانا 

   8                       ها در ایم شرایب بتراي                    محدود شد و گلدان       پلاستیك 

            ها با ایتم                        پس از سازگاري گیاهچه  .                 روز نگهداري شدند

  (           و و پروپیو   متی )   ها                             امولسیون آبی ایزوتیوسیانا    ،     شرایب

           متتورر روي         میلتتی     911  و     91  ،  9  ،      صتتفر      هتتاي            در  ل تتت

                           هتتاي تیمتتار شتتده بتتا            گلتتدان  .  د   شتت          افشتتانه     هتتا          گلتتدان

   3           بته متد       ،               لاستیك پوشتانده     با پ         ً ها فوراً               ایزوتیوسیانا 

                   از انتدام هتوایی      .                                روز در شرایب گل انه نگهداري شدند

      هتاي                                 روزه براي ستنجش همته شتاخش       21    هاي         گیاهچه

  .                                  بیوشیمیایی و فیزیولوژیك استفاده شد

‌آشکارسازي‌پراكسيد‌هيدروژن ‌ ‌ ‌ ‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌ ‌‌ ‌ ‌‌

               هتتاي هتتوایی                                         تجمتتپ پراكستتید هیتتدروژن در ب تتش  

             آمینوبنزیدیم           آمیزي دي                          ها با استفاده از روش رنگ        گیاهچه

(Thordal-Christensen et al., 1997)    تغییتر          انتدكی      بتا         

                           ستاعت در دمتاي اتتاق در       8          ها به مد          گیاهچه  .         انجام شد

   ها         گیاهچه   ،   سپس  .                            آمینوبنزیدیم  رار داده شدند          محلول دي

   ها                                        درصد  رار گرفتند و پس از حرار ، نمونه    10          در اتانول 

      زدایی             تیگراد رنگ        در ه سان    30              د یقه در دماي     91       به مد  

   ها                طر، از گیاهچه           ها با آب مق                    پس از شستشوي نمونه  .     شدند

  .         برداري شد     عكس

‌‌درصد‌نشت‌الکتروليتي‌غشا ‌ ‌‌ ‌‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌ ‌‌

                   تكترار بته د تت                       از بافت برگ از هر     گرم   1 / 9       مقدار

     تتر   ی ل      لتی  ی م   0            دار محتتوي           ش درپوش ی            در لوله آزما   ،    شسته

   9 / 0              ها بته متد            م لوله ی ا  .               ر  رار داده شد ی            آب دوبار تقط

   كی  ی       ت الكتر ی   هدا  .                                اعت در دماي اتاق  رار داده شدند س

  .        ري شتد  ی گ        اندازه  (CONSORT C933)    متر   EC        آنها با 

     گراد  ی             در ته ستانت      10           قه در دماي  ی  د     21       به مد    ،   پسس

     بته     ه        سرد شتد    ي  ها       نمونه  .                           در حمام آب گرم  رار گرفتند

   وژ  ی ف ی                    در دماي اتاق ستانتر       g  9011    دور        قه در ی  د    3    مد  

  .        ري شتد  ی گ                كی آنها اندازه ی       ت الكتر ی ا  هد       ً مجدداً       شدند و 

   .    شتد            ر محاستبه   ی                كی مطابق رابطه ز ی       ت الكتر ی        درصد هدا

EC1   و  EC2  پتیش      ی         ها به ترت          كی محلول ی       ت الكتر ی   هدا       

   . (Hara et al., 2010)      هستند    دن  ی      از  وش    پس  و 

%EC=( 
EC1 

)×10 
EC2 

‌اندازه ‌ ‌‌ ‌‌گيري‌فعاليت‌آنزيم‌گلوتاتيون‌اس‌ترانسفراز‌‌‌‌‌ ‌‌ ‌ ‌ ‌‌‌ ‌‌‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌‌‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌ ‌‌‌

     بتر              ترانستفراز  -                               فعالیتت آنتزیم گلوتتاتیون اس         عییم ت

        انجتتام   (     9119 )            و همكتتاران   Carmagnol    روش         استتاس

                                هتا در بتافر پتاستیم فستفا                  گرم از برگ   1 / 9      مقدار   .   شد

          یك درصتد    PVP         همراه با   (  3                مورر با اسیدیته       میلی    01 )

                                   متورر روي یتخ ستاییده شتد و در                یك میلتی   EDTA  و 

       در تته    8          در دمتتاي         د یقتته     21            بتته متتد          g  90111    دور 

                             محلتول رویتی بتراي ستنجش       .                        سانتیگراد سانتریفیوژ شد

                        در یك لوله آزمایش مقدار   .                         فعالیت آنزیمی استفاده شد

               لیتتتر م لتتو          میلتتی   2                          لیتتتر عصتتاره آنزیمتتی،          میلتتی   1 / 2

    31       حتاوي    (  9 /  20               بتا استیدیته     PBS       متورر     1 / 9 )      واكنش 

              بتته عنتتوان   )               دي نیتروبنتتزن         كلتترو  و   GSH       متتورر         میلتتی

                تشتتكیو محصتتول   .             ری تتته شتتد  (               یتتا سوبستتترا          هرمایتته و گ

                                     نیترو كلرو بنزن كانجوگه با گلوتاتیون                واكنش یعنی دي

                          دستتتگاه استتپكتروفتومتر      بتتا          نتتانومتر      381      متتو            در طتتول

   .   شد      گیري        اندازه  ( Ultrospec 3100 pro     مدل )

‌اندازه ‌ ‌‌ ‌‌گيري‌‌‌‌‌ ‌ ‌تركيبات‌فنوليك‌كل‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌‌‌ ‌ ‌‌

      هتا                       اندام هوایی گیاهچته                         میزان تركیبا  فنولیك كو 

  .            گیتري شتد          اندازه  Rossi  ( 9190     )  و   Singleton   ش  رو    با

   9 / 0        هتا در                     گرم از بافت بترگ       میلی     911          ایم من ور       براي

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 9312تابستان ، شانزدهم شماره، مپنجسال ، شناسی گیاهی زیست 18

 

                                درصتتد ستتاییده شتتد و در دور      11                 لیتتتر متتتانول          میلتتی

g  90111          بتتراي    .                          د یقتته ستتانتریفیوژ شتتد     90            بتته متتد       

      هتاي                                      گیري  ل ت فنولیك كو مو ود در عصاره        اندازه

          هتا بتا                        اره متانولی نمونته                میكرولیتر از عص     311          تهیه شده، 

                لیتر معرف فولیم       میلی   9 / 0                   لیتر كربنا  سدیم و       میلی   9 / 2

             نانومتر توسب      390           در طول مو        شده،               سیوكالتو تركی  

                   مقتتدار تركیبتتا     .     شتتد       يبتتت                          دستتتگاه استتپكتروفتومتر  

                                         ها بتا استتفاده از منحنتی استتاندارد                        فنولیك كو در ریشه

  ه    بت   (          در لیتتر        گترم       میلی     911  و     30  ،   01  ،   20 )           گالیك اسید 

  .       دست آمد

‌سنجش‌آنتوسيانين ‌‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌‌ ‌ ‌‌‌

   2   در      هتا                         هتاي تتازه گیاهچته               گرم از برگ   1 / 9       مقدار

     بته    و      شتد      یده  ی    ستا          نرمتال    1 / 9               كلریدریك اسید      لیتر      میلی

      هتاي         عصاره  .                               ساعت در دماي اتاق  رار داده شد   3    مد  

             ستانتریفیوژ         g  91111               د یقته در دور     0                حاصو بته متد    

          نتانومتر      99 0   و            در طول مت             محلول رویی     ذب        شدند و 

                                         میزان آنتوسیانیم بر اساس ضتری  خاموشتی     .          را ت شد

  (      متتتر                          میكرومتتول بتتر ستتانتی        39391 )                    متتولی رافتتانوزیم  

    .(Bonfill et al., 2003)          محاسبه شد 

‌اندازه ‌ ‌‌ ‌گيري‌فعاليت‌آنزيم‌فنيل‌آلانين‌آمونيالياز‌‌‌‌ ‌‌‌‌‌‌‌ ‌ ‌ ‌‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌ ‌‌‌

               هتتا در بتتافر                                    گتترم از انتتدام هتتوایی گیاهچتته   1 / 9        مقتدار  

Tris-HCl  ( 9 / 1   3 / 9                بتتا استتیدیته          متتورر  )    1 / 0              همتتراه بتتا   

     بته         g  20211                            روي یخ ساییده شتد و در دور    PVP     درصد 

                                در ته ستانتیگراد ستانتریفیوژ       8                د یقه در دمتاي      21    مد  

  Shen  ( 9113     )  و   Abell                            تعییم فعالیت آنزیم بتا روش    .   شد

   1 /  20                                       در یتتك ستتري لولتته آزمتتایش مقتتدار    .             انجتتام شتتد

  Tris-Hcl         ر بتافر       لیتت         میلتی    9 /  20                    لیتر عصاره آنزیمی و       میلی

              متورر فنیتو           میلتی     92       حتاوي    (  1 / 0                  مورر با استیدیته     1 / 9 )

             در ستتري دوم   .                                              آرنتتیم بتته عنتتوان سوبستتترا ری تتته شتتد  

                        لیتر عصتاره آنزیمتی و         میلی   1 /  20                 هاي آزمایش مقدار       لوله

  (  1 / 0                    مورر بتا استیدیته      9 / 1 )  Tris-Hcl          لیتر بافر       میلی   9 /  20

  .            تهیته شتد          شتاهد       هتاي                                          فا د فنیو آرنتیم بته عنتوان نمونته    

    91                                                        افتتزایش در  تتذب بتته واستتطه فعالیتتت آنتتزیم پتتس از 

                            در ته ستانتیگراد بته روش        31                         د یقه انكوباسیون در دماي 

  .           يبتتت شتتد          نتتانومتر      211                                استتپكتروفتومتري در طتتول متتو  

-              تانون بیتر   )   9                                           ل ت سینامیك اسید با استتفاده از رابطته   

       ضتتری    : q              شتتد   تتذب،    : A )   .              محاستتبه شتتد   (        لمبتتر 

          ل تت و    : C  ، (M ml-1 9000)           میك استید               خاموشی ستینا 

L :   طول مسیر         (cm)  است   .)   

 A=q×C×L   9رابطه 

 

‌تحليل ‌‌‌ ‌داده‌‌‌ ‌ ‌‌‌ها‌‌‌‌

              تصادفی و بتا                                    ً طرح آزمایشی به كار رفته طرح كاملاً

        افتزار                    نتایج بتا نترم    .         انجام شد                          سه تكرار به ازاي هر تیمار 

SAS  طرفتته بتتا آزمتتون دانكتتم                           و تجزیتته واریتتانس یتتك                            

  .             تحلیو شده است

 

‌تايجن

‌تأثير‌ايزوتيوسيانات ‌‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌‌‌ ‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌هاا‌رار‌نشات‌الکتريکاي‌غشاا‌و‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌‌

‌تجمع‌پراكسيد‌هيدروژن ‌ ‌ ‌ ‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌‌ ‌ ‌ ‌‌

           گیري هدایت                                      آسی   شا به طور  یرمستقیم با اندازه

   .   شود    می     گیري            ها اندازه            ها از سلول                  الكتریكی نشت نمك

  و   (     مورر      میلی     911  و     91 )                              استفاده از متیو ایزوتیوسیانا  

      نشتت    (       متورر    ی   میل     911  و     91  ،  9 )                     پروپیو ایزوتیوسیانا  

                              هاي بترگ كلتزا افتزایش داد                             الكتریكی  شا را در بافت

                                            افزایش نشتت در پروپیتو ایزوتیوستیانا  در       (.  9    شكو  )

        آمیتزي         رنتگ   .                                             مقایسه با متیو ایزوتیوستیانا  بیشتتر بتود   

              ها با هتر دو                                          آمینو بنزیدیم نشان داد كه تیمار گیاهچه    دي

       را در                      پراكستتید هیتتدروژن                               نتتوع ایزوتیوستتیانا  تجمتتپ  

   (. 2    شكو  )    اند                       هاي كلزا افزایش داده     برگ
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         پروپیتتو  B)  و   (       متتورر        میلتتی     M100 :  911        متتورر          میلتتی    M10:   91         متتورر         میلتتی   M1 :  9        شتتاهد    : Con )                                تتتثيیر متیتتو ایزوتیوستتیانا  A)  - 9      شتتكو 

  .           هاي كلتزا                            نشت الكتریكی  شا درگیاهچه        بر درصد   (     مورر      میلی     P100 :  911      مورر        میلی    P10:   91     مورر       میلی   P1 :  9      شاهد    : Con )               ایزوتیوسیانا 

  .   است  (P<0.05)                              دار با استفاده از آزمون دانكم                                   حروف یكسان بیانگر عدم اختلاف معنی  .    است  (SE)               خطاي استاندارد    ±      تكرار    3               مقادیر میانگیم 

 
    91  ،  9    هاي                             وپیو ایزوتیوسیانا  در  ل ت    و پر              ایزوتیوسیانا       متیو   .                     سازي پراكسید هیدروژن                         آمینوبنزیدیم براي آشكار          آمیزي دي     رنگ  - 2    شكو 

       متیتو    B)        شتاهد     A)  .      دهتد                                        رنگ و ود پراكسید هیدروژن را نشان متی     اي          هاي  هوه     لكه  .             كار رفته است  ه           هاي كلزا ب                مورر در گیاهچه      میلی     911  و 

   9                         پروپیتو ایزوتیوستیانا      E)        متورر          یلتی  م     911                       متیتو ایزوتیوستیانا      D)        متورر           میلتی     91                       متیتو ایزوتیوستیانا      C)      مورر        میلی   9              ایزوتیوسیانا  

  .    مورر      میلی     911                     پروپیو ایزوتیوسیانا    G)      مورر        میلی    91                     پروپیو ایزوتیوسیانا    F)      مورر        میلی
 

‌تأثير‌ايزوتيوسيانات ‌‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌‌‌ ‌ها‌رر‌ميزان‌تركيبات‌فنوليك‌كل‌‌‌‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌‌ ‌‌‌‌ ‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌‌‌‌

                                                    نتایج حاصتو از تعیتیم محتتواي تركیبتا  فنولیتك      

                 هتوایی گیاهتان                                           گویاي افزایش ایتم تركیبتا  در انتدام    

          بیشتتریم    .                                                   تیمار شده بتا هتر دو نتوع ایزوتیوستیانا  بتود     

              هتتاي متیتتو                                               میتتزان تركیبتتا  فنولیتتك كتتو در  ل تتت  

                         و پروپیو ایزوتیوستیانا     (     مورر      میلی    91 )              ایزوتیوسیانا  

                  برابر حاصتو شتد      9 / 0  و    9 / 2         به ترتی    (     مورر      میلی     911 )

   (. 3    شكو  )

‌تأثير‌ايزوتيوسيانات ‌‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌‌‌ ‌ها‌رر‌ميزان‌رنگيزه‌آ‌‌‌‌‌‌ ‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌‌ ‌نتوسيانين‌‌‌‌ ‌‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌

                                                           در بررستتتی تتتتثيیر متیتتتو ایزوتیوستتتیانا  و پروپیتتتو  

                                    مشتاهده شتد كته میتزان رنگیتزه        (  8    شكو  )              ایزوتیوسیانا  

             هتاي شتاهد                                                   آنتوسیانیم در اندام هوایی نستبت بته گیاهچته   

     911                                 متیتو ایزوتیوستیانا  در  ل تت      .                     افزایش یافتته استت  

                          برابتر در مقایسته بتا      2 / 9                              مورر مقدار آنتوسیانیم را تتا        میلی

                              در بررستتتی ايتتتر پروپیتتتو    .                               شتتتاهد افتتتزایش داده استتتت 

              متتورر باعتت          میلتتی     911 و    91   ، 9                        ایزوتیوستتیانا ،  ل تتت 
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   9 / 8  و    2 / 2  ،  2 / 9                                          افزایش میزان آنتوسیانیم به ترتی  به میزان 

         افتزایش    .                       هاي شتاهد شتده استت                              برابر در مقایسه با گیاهچه

                                                            چشمگیري در میتزان آنتوستیانیم تحتت تیمتار بتا پروپیتو       

  .                  هاي شاهد مشاهده شد                         نا  در مقایسه با گیاهچه          ایزوتیوسیا

‌‌‌تأثير‌ايزوتيوسايانات‌ ‌‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌‌‌ ‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌هاا‌رار‌ميازان‌فعاليات‌آنازيم‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌ ‌‌ ‌ ‌ ‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌ ‌ ‌ ‌‌ ‌ ‌‌‌

‌فنيل ‌آلانين‌آمونيالياز‌‌‌‌‌ ‌‌‌‌‌‌‌ ‌ ‌ ‌‌ ‌‌‌ ‌‌

     911                                                    در بررستتی تتتثيیر متیتتو ایزوتیوستتیانا   ل تتت    

                  برابر نستبت بته      3                                  مورر، میزان سینامیك اسید به میزان       میلی

   در      داري                 تفتاو  معنتی    .                         هاي شاهد افتزایش یافتت          گیاهچه

       متورر          میلتی     91  و    9                                        میزان ستینامیك استید بتیم تیمارهتاي     

                                          در بررسی اير پروپیو ایزوتیوسیانا ،  ل تت    .           مشاهده نشد

                                               مورر باع  افزایش میزان سینامیك اسید به میتزان        میلی    91

  .                         هتتاي شتتاهد شتتده استتت                                   برابتتر در مقایستته بتتا گیاهچتته   2 / 9

     911   و   9                                                افزایشی در میزان فعالیت ایم آنزیم در تیمارهتاي  

   (. 0    شكو  )                مورر مشاهده نشد       میلی

 
   3                   مقتادیر میتانگیم     .             هتاي كلتزا                                                                   پروپیو ایزوتیوسیانا  بر محتواي تركیبا  فنولیتك كتو درگیاهچته     B)                           تثيیر متیو ایزوتیوسیانا  و  A)  - 3    شكو 

  .   است  (P<0.05)      دانكم                         دار با استفاده از آزمون                                   حروف یكسان بیانگر عدم اختلاف معنی  .    است  (SE)               خطاي استاندارد    ±      تكرار 
 

 
       خطتاي     ±        تكترار     3                   مقتادیر میتانگیم     .         هاي كلزا                                                   پروپیو ایزوتیوسیانا  بر میزان آنتوسیانیم درگیاهچه  B)                           تثيیر متیو ایزوتیوسیانا  و  A)  - 8    شكو 

  .   است  (P<0.05)                              دار با استفاده از آزمون دانكم                                   حروف یكسان بیانگر عدم اختلاف معنی  .    است  (SE)          استاندارد 
 

 
   ±        تكترار     3                   مقتادیر میتانگیم     .             هتاي كلتزا                                                            پروپیو ایزوتیوسیانا  بر میزان سینامیك استید در گیاهچته    B)                           تثيیر متیو ایزوتیوسیانا  و  A)  - 0    شكو 

  .   است  (P<0.05)                              دار با استفاده از آزمون دانكم                                   حروف یكسان بیانگر عدم اختلاف معنی  .    است  (SE)               خطاي استاندارد 
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‌‌‌تأثير‌ايزوتيوسايانات‌ ‌‌‌‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌‌‌ ‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌رار‌ميازان‌فعاليات‌آنازيم‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌هاا‌‌‌‌‌‌‌‌ ‌‌ ‌ ‌ ‌‌ ‌ ‌‌‌ ‌ ‌‌ ‌‌ ‌ ‌ ‌‌ ‌

‌‌گلوتاتيون‌ ‌ ‌‌‌‌‌ ‌اس‌‌ ‌ترانسفراز-‌ ‌‌ ‌ ‌ ‌‌‌ ‌‌

       متورر        میلی   9                 نشان داد كه  ل ت        پژوهش          نتایج ایم 

                                    و پروپیتتو ایزوتیوستتیانا  میتتزان                  ایزوتیوستتیانا         متیتتو 

                             ترانستتتتفراز را در بتتتترگ  -  اس                           فعالیتتتتت گلوتتتتتاتیون 

   در   .    است     شته                               هاي كلزا نسبت به شاهد افزایش دا        گیاهچه

                          و ایزوتیوستیانا  اختتلاف           با متیت     شده           هاي تیمار         گیاهچه

-  اس                                                داري در میتتزان فعالیتتت آنتتزیم گلوتتتاتیون          معنتتی

       متورر          میلتی      911  و     91    هاي                            ترانسفراز بیم شاهد و  ل ت

                متورر پروپیتو           میلتی      911  و     91    هاي        ل ت   .          مشاهده نشد

                                                               ایزوتیوستتتیانا  فعالیتتتت ایتتتم آنتتتزیم را نستتتبت بتتته    

   (. 9    شكو  )     داد              هاي شاهد كاهش         گیاهچه

 
 

 
                     پروپیو ایزوتیوسیانا    B)                           تثيیر متیو ایزوتیوسیانا  و  A)  - 9    شكو 

         مقتادیر    .         هاي كلزا                                            فعالیت آنزیم گلوتاتیون ترانسفراز در گیاهچه   بر 

               حتروف یكستان     .      استت   (SE)               خطاي استاندارد    ±      تكرار    3        میانگیم 

  (P<0.05)                              دار با استفاده از آزمون دانكم                        بیانگر عدم اختلاف معنی

  .   است

‌رحث ‌ ‌‌

              كنتتتد كتتته                     پیشتتتنهاد متتتی           بررستتتی                 نتتتتایج ایتتتم  

                                    هتاي مشتابه انفجتار اكستیداتیوي              ها پاسخ               ایزوتیوسیانا 

                                                 شامو نشت الكتریكی  شا و تجمپ پراكستید هیتدروژن   

                                      در بیم دو نوع ایزوتیوسیانا  به كتار   .     شوند            را باع  می

                   هتاي شتدیدتري در           پاستخ                           پروپیتو ایزوتیوستیانا      ،    رفته

         سفید شدن                                               مقایسه با متیو ایزوتیوسیانا  با تو ه به آيار

                                  متیتو و پروپیتو ایزوتیوستیانا        .                ها نشان داده است     برگ

               كلزا نسبت بته       هاي                                 میزان پراكسید هیدروژن را در برگ

  Hara        نتتایج             در راستاي          ایم نتایج   .   ند ا                  شاهد افزایش داده

                           آلیتتو، فنتیتتو و متیتتو               استتت كتته    (     2191 )            و همكتتاران 

                                                   ایزوتیوسیانا  میزان پراكسید هیدروژن را در برگ گیاه 

   .(Hara et al., 2010)       دهنتد        متی                    آرابیدوپسیس افزایش 

                       نشان دادند كته آلیتو     Chen  ( 2191     )  و   Wang        همچنیم، 

                                                           ایزوتیوستتیانا  میتتزان پراكستتید هیتتدروژن را در میتتوه   

                                   آنهتا نشتان دادنتد كته میتزان        .      دهتد       متی                 بلوبري افتزایش  

                                هتاي تحتت تیمتار بتا آلیتو                                   پراكسید هیتدروژن در میتوه  

   .                هاي شتاهد استت               بیش از میوه     درصد     21              ایزوتیوسیانا  

                                                      پراكسید هیتدروژن در ستطوح متوستب بته عنتوان یتك       

            بته فعتال     ،                     رسانی تنش عمو كترده                          پیامبر يانویه براي پیام

      تولید    ،        بنابرایم  .    شود                    هاي متفاو  منجر می             شدن مكانیسم

                         هتاي  یتر زیستتی بته          تنش        ریان                   پراكسید هیدروژن در 

      كه به           رفته است             رسانی به كار                           عنوان ب شی از آبشار پیام

 ,.Hook et al)      شتود      می        ها منجر                      محاف ت در برابر تنش

           شتتتا در                                         یشتتتریم درصتتد نشتتت الكترولیتتتی     ب   .(1999

                   مورر متیو و پروپیو       میلی     911        در  ل ت           هاي كلزا     برگ

  (     2191 )            و همكتاران    Hara   .                           ایزوتیوسیانا  مشتاهده شتد  

               متتورر متیتتو          میلتتی     911                   د كتته تیمارهتتاي      انتت   ه          نشتتان داد

                         متتورر آلیتتو و فنتیتتو          میلتتی     911  و     91          ستتیانا ،        ایزوتیو
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                                                          ایزوتیوستتتتیانا  درصتتتتد نشتتتتت الكترولیتتتتتی را در   

         افتزایش     .      دهنتد       متی                          هاي آرابیدوپسیس افتزایش          گیاهچه

                هاي اكسیژن فعال                                     نشت الكترولیتی  شا ناشی از رادیكال

                                                          تولید شده در تتنش اكستیداتیو استت كته بتر لیپیتدهاي       

             درون ستلولی        هتاي                                     مو ود در  شتاي ستلول و انتدامك   

                                         پایتتداري، تمامیتتت و پیوستتتگی  شتتا را    ،                تتتثيیر گذاشتتته

  .(Horwitz et al., 1998)      نماید     می      م تو

    و و     تیت  م          بررستی،                       دستت آمتده در ایتم      ه                طبق نتتایج بت  

        انتدام                                                  پروپیو ایزوتیوسیانا  میزان تركیبا  فنولیك را در 

   .           داده استتتت           افتتتزایش                هتتتاي كلتتتزا             گیاهچتتته         هتتتوایی 

                                   تركیبا  فنولیك  تادر بته انجتام               ها از  مله          اكسیدان      آنتی

        تجزیته     ،          هتاي آزاد                      پتاكروبی رادیكتال          ن یتر    ی         عملكردهای

         هستتتند          یكتتتایی      هتتاي                                         پراكستیدها و از بتتیم بتتردن اكستتیژن 

(Habtemariam, 2003).   هتا           اكسیدان                  سیستم دفاعی آنتی     

                   م تلتتو استتت كتته                              صتتدها مكانیستتم و متتاده              دربردارنتتده

   .      كننتتد                  بافتتت  لتتوگیري         ستتلول و                    تواننتتد از آستتی        متتی

                                                توانتتد پراكسیداستتیون لیپیتتدها یتتا دیگتتر          متتی   ،        همچنتتیم

                                                 ها را توسب بازداري آ از یا انتشتار اكسیداستیون           مولكول

   .                                 خیر اندازنتد یتا متو تو كننتد     ث                 هاي زنجیري به تت        واكنش

                        هتا بتا افتزایش یتا                اكستیدان                             افزایش یا كاهش فعالیت آنتی

                                                 كاهش سطن میزان تركیبا  فنولیك و آنتوسیانیم منطبق 

  Chen  و   Wang            در گتتزارش  . (Harborne 1994)   ت    استت

       ستب                                      كته آلیتو ایزوتیوستیانا  ابتتدا               آمده است  (     2191 )

                                                   افزایش و سپس كاهش میزان تركیبا  فنولیتك در میتوه   

   .            شتتده استتت   (       تیگراد ن            در تته ستتا     91        دمتتاي   در  )         بلتتوبري 

Olsson   يیر تتتابش  ث   تتت  (  1   911 )            و همكتتاران           UV-B   را بتتر        

 Brassica    از       اعتتی        ر تتم زر    دو                         محتتتواي فلاونو یتتدها در 

napus   901         افتزایش          گویتاي                 نتتایج آنهتا     .              بررسی كردنتد     

                                              درصدي فلاونو یدهاي محلول گلوكوزیدهاي كتامفرول  

                                     آنزیم فنیو آرنیم آمونیالیاز نقش مهمی   .               و كو رسیتم بود

      هتاي                    كند و در گتزارش                                 در سنتز تركیبا  فنولیك ایفا می

  PAL    زیم                                           ارتبا  میان افزایش در بیان و فعالیتت آنت         متعدد

                                                           و افتتزایش در تركیبتتا  فنتتولی در پاستتخ بتته محركتتا     

   ،          بنتابرایم    .(Boudet, 2007)                        م تلو نشان داده شده است 

      هتاي                       فنتولی در گیاهچته            تركیبتا                رستد تجمتپ              به ن ر می

    91                متتورر متیتتو و         میلتتی     911                                 كلتزا تیمتتار شتتده بتتا  ل تت   

                          ممكتم استت مترتبب بتا                                مورر پروپیو ایزوتیوسیانا       میلی

           از طریتق                                      آنتزیم فنیتو آرنتیم آمونیالیتاز         لیت         تحریك فعا

                              در بیشتتتر گیاهتتان تركیبتتا     .                            تتتنش ایزوتیوستتیانا  باشتتد

                                                        فنولیك مو ود در واكو تو ممكتم استت كته بته عنتوان       

           در سیستتتم                                    بتتراي پراكستتیدازهاي واكتتو لی            هرمایتته و گ

   ،            عمتو كترده              آستكوربا    /       فنولیك  /                  پاكروبی پراكسیداز

                   داتیو القتا شتده                                    هتاي گیتاهی را از آستی  اكستی             كه سلول

             هتاي فعتتال                                        بتته واستطه افتتزایش تولیتد گونتته         تتنش        توستب  

  .    كنند             اكسیژن حفاتت 

   در   GST                            القتتتا فعالیتتتت آنتتتزیم                       در ایتتتم پتتتژوهش،  

     یتك   )                        هتاي بته كتار رفتته                    ایزوتیوسیانا           هاي پاییم        ل ت

    هاي        كننده             مجهز به پاك   ،      گیاهان  .          مشاهده شد  (     مورر      میلی

       لول از                   بتتراي حفاتتتت ستت  ROS                           یتتر آنزیمتتی و آنزیمتتی 

       هتتتاي                         عتتتلاوه بتتتر آنتتتزیم  .                              آستتتی  اكستتتیداتیو هستتتتند

                      كاتتتارز، سوپراكستتید         ن یتتر                         اكستتیدان شتتناخته شتتده         آنتتتی

           آستكوربا   -                        هتاي چرخته گلوتتاتیون                       دیسموتاز و آنتزیم 

           م تلتو در         هتاي      تنش         در شرایب   GST     ً           اخیراً نقش آنزیم 

 ;Brentner et al., 2008)                             گیاهتان گتزارش شتده استت    

Valentovicova et al., 2009) .  مش ش شده است كته                  

                                       ترانستتفرازهاي گیتتاهی كانجوگاستتیون   -  اس            گلوتتتاتیون 

 ,.Cummins et al)       كننتد                      ها را كاتالیز متی                ایزوتیوسیانا 

1997; Dixon et al., 1998) .   هتتتا                   ایزوتیوستتتیانا      
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               ترانستتفرازهاي -  اس                                   هرمایتته فیزیولوژیتتك گلوتتتاتیون   و گ

                           افزایش درصد نشتت و تجمتپ     .     شوند                گیاهی محسوب می

                                  و تتتتود تتتتتنش اكستتتتیداتیو در    ،                    كستتتتید هیتتتتدروژن   پرا

               هتا را نشتان                                         هاي كلزا تحت تیمتار ایزوتیوستیانا           گیاهچه

                                                پراكسید هیدروژن فعتال كننتده  توي پروموتتور       .    دهد    می

  ، (Ezaki et al., 2004)                               گلوتتتاتیون ترانستتفراز استتت  

                                                 ایتتم آنتتزیم در شتترایب م تلتتو تتتنش از  ملتته    ،          بنتتابرایم

    هاي                ممكم است  ل ت  .   ود ش    می       تن یم                   ایزوتیوسیانا  فرا

                                                              زیاد متیو و پروپیو ایزوتیوسیانا  یتا از طریتق مهتار و یتا     

                 آن ايتر متاتاد      ی       تن یمت    فرو  و   GST      آنزیم                یرفعال كردن

   .                                      آنتتزیم دفتتاعی مشتت ش داشتتته باشتتند      ایتتم              روي فعالیتتت 

Hara   كته میتزان بیتان           انتد    ه          نشتان داد   (     2191 )          و همكاران                    

      هتتاي        هچتته                  ترانستتفراز در گیا-                 ژن گلوتتتاتیون اس        چهتتار

                                                            آرابیدوپستتتیس تحتتتت تیمتتتار فنتیتتتو ایزوتیوستتتیانا     

  .       یابتتد      متتی          افتتزایش  (              میلتتی متتورر     911  و     91       هتتاي         ل تتت )

Wagner   بنزیتو                    گزارش كردنتد كته     (     2112 )          و همكاران         

-  اس             گلوتتتاتیون                                           ایزوتیوستتیانا  باعتت  افتتزایش بیتتان ژن

  .   شود                    هاي آرابیدوپسیس می                     ترانسفراز در گیاهچه

                            هاي متوستب ایزوتیوستیانا            ً     احتمارً  ل ت   ،        بنابرایم

         ادر به              پژوهش حاضر،               به كار رفته در   (               بسته به نوع آن )

       ستازي                                               هتاي مشتابه انفجتار اكستیداتیو و فعتال                  القا پاستخ 

                رستد تركیبتا                     بته ن تر متی     .       باشتد                      سیستم دفتاعی كلتزا   

              هتاي دفتاعی                                          ایزوتیوسیانا  نقش مؤيري در القاي پاسخ

           ر فعالیتتت        يیر بتت ث   تتت                                               دارنتتد كتته بتته طتتور  یتتر مستتتقیم بتتا  

        تركیبا               افزایش میزان       مو    GST  و   PAL     هاي       آنزیم

  . د ن  شو    می         اي كلزا        گل انه       در كشت                  فنیو پروپانو یدي 
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Abstract 

In this study, the hypothesis that defense response in leaves of the oilseed rape is induced 

under isothiocyanate stress was investigated. The effects of different concentrations of of 

methyl and propyl isothiocyanates (0, 1, 10 and 100 mM) were evaluated on accumulation of 

hydrogen peroxide, phenolic compound content and PAL and GST enzymes activities in 

Brassica napus L. Oxidative stress in isothiocyanates treated oilseed rape plantlets was 

deduced from increment of percentage of electrolyte leakage and from accumulation of 

hydrogen peroxide. Results showed that the PAL activity was significantly correlated to the 

contents of phenolic compounds in response to isothiocyanates. Results also showed that GST 

activity was induced in oilseed rape plantlets in response to exposure to 1mM isothiocyanate. 

Results suggested that production of total phenolic compound was not the only means of 

detoxifying in the oilseed rape plantlets and glutathione conjugation was also involved in the 

defense response to toxification in oilseed rape. 

Key words: Isothiocyanate, Phenylalanine ammonia-lyase, Oil seed rape, Glutathione S-

transferase 
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