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Abstract 

Introduction: Sclerotinia sclerotiorum is the causal agent of white rot in aerial parts of 

a wide range of plants. The aim of this study was to compare the reaction of living 

tissue of Indian mustard leaves on the growth of this fungus under open and closed leaf 

stomata conditions. Materials and Methods: The pure isolate of the fungus was 

prepared by the hyphal-tip method on water-agar medium. An experiment was 

conducted in a fully randomized design with four treatments. The formation of fungal 

growth inhibiting compounds in the leaf tissue of all treatments was examined using 

GC-MS.  

Results: Analysis of variance of the experimental data showed that the diameter of the 

fungal colony was significantly smaller in the treatment with open leaf stomata than in 

the other treatments. Gas chromatography data analysis showed that 1-propene-3-

isothiocyanate as a volatile compound inhibits fungal growth in this treatment. 

Conclusion: The production of the volatile allyl isothiocyanate compound in Indian 

mustard leaf inhibits the growth of S. sclerotiorum. 

Key words: Indian mustard, Isothiocyanate, Sclerotinia , Stomata  
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 مقاله پژوهشی

 خردل هندیدر برگ   Sclerotinia sclerotiorumشناسایی بازدارنده رشد 

 4یجانی، کامبیز لار3ی، سعید رضائ2، سیامک رحمانپور9یمیفاطمه رح

موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و  -2. ، دانشگاه ولی عصر )عج(، رفسنجانپزشکیگیاه گروه -9

دانشکده -3. ، کرجروغنی یهاترویج کشاورزی، مرکز تحقیقات دانهبذر، سازمان تحقیقات آموزش و 

دانشگاه آزاد  ،دانشکده شیمی -4. دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران ،کشاورزی

 اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران

 33/93/9311: پذیرش    91/33/9311: دریافت

شناسیییایی بازدارنیییده رشییید  ( 9311ک ) رحیمیییی ر، رحمیییانپور ئ، رضیییائی ئ، لاریجیییانی  

Sclerotinia sclerotiorum  یاهییییگ یشناسییییمیییاریدانیییش ب. در بیییرر لیییردل هنیییدی 

1(2:)33-22.       DOI:10.2982/PPS.9.2.28.. 

 چکیده

ی از دامنه وسییع  های هواییقسمتپوسیدگی سفید  عامل Sclerotinia sclerotiorum  قارچمقدمه: 

هندی بر رشد این لردل ی هاواکنش بین بافت زنده بررایسه هدر از این پژوهش، مق است. گیاهان

جدایه لالصی از قارچ به روش نوک ریسیه  : هاروشمواد و  بود. ی باز و بستههاروزنهدر شرایط  ،قارچ

 تشکیلانجام شد.  تیمارچهار آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی با  روی محیط آب آگار تهیه گردید.

 شید.  بررسیی   GC-MSدسیتگاه   قیارچ در بافیت بیرر همیه تیمارهیا بیا       رشید  بازدارنیده  یاهترکیب

برر  باز یهاوزنهتیمار با ردر قارچ  پرگنهقطر های آزمایش نشان داد که تجزیه واریانس داده: هاافتهی

 عنیوان  بهرا ، ایزوتیوسیانات-3پروپن-9،کروماتوگرافی گازی داری کمتر از سایرین است. به طور معنی

آلیل  ترکیب فراراین تولید  ی:ریگجهیتن. کردشناسایی در این تیمار  قارچ بازدارنده رشدیب فرار ترک

 .شودیم S. sclerotiorumقارچ  در برر لردل هندی مانع از رشد ایزوتیوسیاناتی

 روزنه،   Sclerotiniaایزوتیوسیانات، ، لردل هندی واژگان کلیدی:

 Introduction                                                                                                             مقدمه

. استیان بویان یا کلماز تیره شبزراعی  یک گیاه  .Brassica juncea (L.) Czern  لردل هندی

سبب و  وجود دارد یرهاین تکه در گیاهان  است دارتروژنیو ن گوگردگلوکوزینولات، متابولیت ثانویه 

شکستن  لیدلکه به ییهازلم .(Dixon 2007) شودیم یگیاه یمارگرهایببعضی بازدارندگی رشد 

میروزیناز قرار  یهامیگلوکوزینولات در معرض آنز ندیآیوجود م هر آسیب، به لهیوسسلول میزبان به

                                                           
 faterahimi@gamil.com 
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 به هالیتریونیتیاپ ها وایزوتیوسیانات ها،ی مانند تیوسیاناتترکیبهااز تجزیه گلوکوزینولات  .ردیگیم

ایزوتیوسیانات علیه  یکشستیسازوکار فعالیت ز (Wittstock and Halkier 2002). ندیآیوجود م

در اثر مستقیم، . شنالته شده است میقرمستیدو نوع اثر مستقیم و غ قارچی هنوز به یمارگرهایب

برای تشکیل محصولات پایدار  هامیو آنز هابا پروتیین ریرناپذییو تغ یرالتصاصیایزوتیوسیانات غ

. (Brader et al. 2006) کندیم رفعالیرا غ هامیآنز یآسان بنابراین، ایزوتیوسیانات به .دهدیواکنش م

کافت گیاهان هم آشکار شده است. تولیدات آب یهاستقیم ایزوتیوسیانات روی سلولغیرماثر 

دهنده دفاع گیاهی مخصوصاً در دفاع مقاومت اکتسابی سازوکار سیگنال لهیوسگلوکوزینولات، به

 بعضی ومیسلیمایزوتیوسیانات بر رشد  .(Truman et al. 2010) ایجاد کندالتلال  سیستمیک

 Rahmanpour et al. 2008, Warmington and)  داشته است سمیهای بیمارگر گیاهی اثر قارچ

Clarkson 2016 ) .  

و سایر قسمتهای پوسیدگی سفید ساقه عامل که   Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary قارچ

 یهاطیسازگاری بالایی با محدامنه وسیعی از گیاهان از جمله کانولا و آفتابگردان است، هوایی 

که  کندیآلی مانند اگزالیک ترشح م یدهایدر اسیدیته لنثی به آرامی رشد کرده و اسو  دارد مختلف

کننده دیواره سلولی تجزیه یهامیبا اسیدی شدن محیط تولید آنز نی، همچنکندیمحیط را اسیدی م

قارچ و  زایی که باعث نرم کردن بافت گیاهی و آزاد شدن مواد غذایی برایبیماری یو دیگر فاکتورها

اگزالیک اسید  .(Hegedus et al. 2016) گرددمیشروع  شوندیدر نهایت تولید سالتار سختینه، م

 یهالایه از سلولسه تا پنج  که تا گیاهان و مواد پکتیکی دیواره سلولی یون کلسیم شدنکلاتهباعث 

- فعال اکسیژنی یهابازدارندگی از واکنش گونهو  دشویقارچ را شامل م یهاریسهمیزبان مجاور 

(Williams et al. 2011)پلی فنل  یهاتیروزنه و جلوگیری از فعال یها، التلال در کار سلول

ررسی اثر سمی و هدر از این پژوهش ب. (Yoruk and Marshall 2003) شودمیگیاهی  یدازهایاکس

عنوان سازوکار دفاعی   ایزوتیوسیانات به-میروزیناز-مشخص کردن پتانسیل سیستم گلوکوزینولات

 .بود  Sclerotionia sclerotiorumروی رشد قارچ  هندیلردل 

 Materials and Methods                                                                                هامواد و روش

 Brassica juncea var. Cutlass  و گیاه تکثیر جدایه قارچ 

 و در یخچال کلکسیون موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج تهیه شد از سختینه یهانمونه

مورد استفاده  جدایهشد. برای تمام مراحل آزمایشگاهی یک  ینگهدار سلسیوئدر دمای چهار درجه 

ز موسسه تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج تهیه ا  Brassica. j var. Cutlass بذرقرار گرفت. 
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 متریلیم 943پلاستیکی با قطر داللی  یهامنظور کاشت در گلخانه و درون گلدانشد و گیاهان به

و نور  سلسیوئدرجه  22تا  23حاوی لاک مخلوط )با نسبت شن: لوم: پیت( مدت سه ماه در دمای 

 -دکستروز -زمینیسیباز محیط کشت  .(Rahmanpour et al. 2008)شدند  یطبیعی نگهدارروز 

ماده سالت آ PDA قارچ استفاده شد. برای این منظور از محیط کشت یجهت جداساز  (PDA)  آگار

 به ده درصددا با آب ژاول ابت هانهیسخت .گرم در لیتر استفاده گردید 31 زانیم به Merck  شرکت

دقیقه با آب مقطر  سهمدت  دقیقه ضدعفونی شدند. سپس در سه مرحله هر کدام بهسه تا پنج مدت 

در زیر هود توسط چاقوی  شدند وکاملاً لشک  صافیکاغذ  لهیوس . آنگاه بهشدند دادهشستشو 

فشرده  یهاومیسلیکه مو از قسمت سفید رنگ  شد نصف وبا الکل و شعله  شده جراحی ضدعفونی

روز  چهاربعد از  .قرار داده شدند رزمینی آگاطور مستقیم در وسط محیط سیبقارچ مشخص است، به

دست  به هاومیسلیو تاریکی، محیط کشت با رشد لوبی از م سلسیوئدرجه  22 در دمای رشد دادن

با استفاده از چوب پنبه به نزدیک انتهای محیط کشت رسیدند.  هاومیسلیکه م یطوربه ،آمد

جدید تحت شرایط  قارچی روی یک محیط یهاپرگنهاز لبه  یمتریلیم پنج یهاسکید کنسوراخ

  (.Rahmanpour et al. 2008) قبلی قرار داده شد

 هندیقارچ روی بافت برگ خردل  رشد بررسی

 .Brassica.j varداده شد و چند عدد برر متوسط  مرطوبی قرار صافیروی درب محیط کشت کاغذ 

Cutlass توسط چاقوی جراحی . شدندقرار داده  صافیلاک آن گرفته شد و روی کاغذ  و شسته و گرد

برای در قالب طرح کاملاً تصادفی و در سه تکرار  هاشیها ایجاد شد. آزماچند زلم کوچک روی برر

 PDAمحیط ای از تنها حلقه شاهد عنوان به تیمار اول شامل:آزمایش  هایتیمارانجام شد. مار هر تی

روی زلم  PDAدر محیط میسلیومی چهار روزه  قارچ  حلقهتیمار دوم  در   ،گرفتها قرار روی برر

ار در رّف تأثیر مواد یبررس ایبر ،(9باز برای برر فراهم شد )شکل  یهاشرایط روزنهو  قرار داده شد

در تیمار  و قرار گرفت PDA حلقه تنها زلمی یهابرر یرودر تیمار سوم بسته،  یهاشرایط روزنه

 در هر دو تیمار الیر قرار گرفت و زلمی  یهابررروی روزه قارچ  چهارمیسلیومی  حلقهچهارم، 

ا دو صفت مورد در تیماره .(Cessna et al. 2000) با پارافین مایع چرب شدند سطح برگها سپس 

و دوم رشد قارچ بر  PDAگیری قطر پرگنه قارچ بر روی محیط کشت اول انداره ارزیابی قرار گرفت،

نجام ا  1نسخه  SPSSر افزاآماری با استفاده از نرم یزهایآنالگیری شد. روی برر چرب و سالم انداره

  .ترسیم گردید 2393 با استفاده از اکسل اهشکل و شد
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   Brassica juncea var. Cutlass روی برر Sclerotinia sclerotiorum میسلیومی  حلقه .2شکل 

Figure 1. Sclerotinia sclreotiorum fungal mycelium plug on B. j var. Cutlass leaf 

 

 کروماتوگرافی گازی به روش طیف سنجی جرمی

دهنده واکنش یهامولکول کهنیکاملاً روشن گردد تا ا تواندیت مولکولی فرآیند بیوشیمیایی نمجزئیا

مجهز به دستگاه  HP-6890دستگاه کروماتوگرافی گازی ها مشخص شود. جدا شده و لصوصیات آن

 33دی متیل سیلوکسان( با ابعاد -درصد فنیل 2) HP-5MSو ستون  HP-5973طیف سنجی جرمی 

 بهدرصد  111/11مورد استفاده قرار گرفت. هلیوم  32/3میلی متر، قطر لایه پوشیده شده  22/3متر و 

و دمای  سلسیوئدرجه  223استفاده گردید. دمای تزریق  ml/minگاز حامل با سرعت یک  عنوان

اطلاعات کروماتوگرافی  هفت درجه بالا رفت. زانیم بهبود که  سلسیوئدرجه  33ستون در ابتدا 

 سالت شرکت Chromatography Data System Validator ط توسدستگاه افزار ود در نرمموج

Axxiom Chromatography   بودکالیبره شده (Brown 1996). صورت زیر انجام شد: مراحل کار به 

لیتر آب دوبار میلی یک .شد ریخته یلیترمیلی پانزدهگرم بافت تازه، در لوله سانتریفیوژ  پنجمقدار 

دور در دقیقه  3333دقیقه  پانزدهظرر را بسته و برای مدت ب در .تقطیر شده به لوله اضافه شد

 2Cl2CH لیترمیلی هفت  مولار( به محلول اضافه شد. 39/3) 2CaCl میلی لیتردو  .سانتریفیوژ گردید

زن هم زده به آهستگی روی همدقیقه  92یه مدت درب ظرر را باز کرده و سپس  .به لوله اضافه شد

آوری شد و لایه آلی )لایه بالایی( جمع .سانتریفیوژ شددور در دقیقه  3333دقیقه  ششمدت  به .شد

و برای مدت  شد اضافه شد، درب ظرر برداشته 4SO2Na گرم 4/3در ظرر کوچکی قرار داده شد. 

با استفاده از  هانمونه .مقاوم باشد کلرومتانیکه درب ظرر به د شد. دقت شدساعت لشک  یک

 .Brown et al)کروماتوگرافی گازی فیلتر شد ) دستگاه به  m)(Teflon, PP.45دستگاه  ی هاالیو

 شد.صادر  کروماتوگرافی گازی گزارش چاپدر مرحله آلر، دستور  .1996
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 Results                                                                                                                     هاافتهی

قارچ در روی برر التلار  پرگنهتأثیر تیمارها در رشد  های آزمایش نشان داد کهتجزیه واریانس داده

 های بستهبا روزنهچرب  برر یقارچ روپرگنه در مقایسه کلی، رشد  . ندهستدیگر یکبا  یدارمعنی

 . (2بود )شکل بدون پارافین باز یهاروزنه های بابررکمتر از بسیار

که فراوانی و زمان  ،ندترکیب شناسایی شد 33سنجی جرمی، روش طیف با کروماتوگرافی گازی به

نات که یک ایزوتیوسیا -3پروپن،  -9از آن میان ایزوتیوسیانات موجود،  و بازداری مختلفی داشتند

 31/3 و فراوانی دقیقه 39/7بازداری  شناسایی شد که زمان پیکآلیل ایزوتیوسیانات در اولین 

(mAU)  شدپیک اصلی شناسایی  عنوان بهکه  بوداز مشخصات آن . 

 Discussion                                                                                                                  بحث

رشد  روپوستو  پوستکو بین  کندینفوذ م پوستکندرت به به  Sclerotinia sclerotioumقارچ 

فعال اکسیژنی ترشح  یهاکننده دیواره سلولی و اسید اگزالیک و گونهتجزیه یهامیو آنز کندیم

طور سیستمیک  میزبان، به یها. گیاه نیز در نتیجه سلول(Guimaraes and Stotz 2004) شودیم

حمله  در اثرنشان داد  هایافته. شودیم یمیروزیناز و گلوکوزینولات تولید کرده و ایزوتیوسانات رهاساز

 قارچ محیط کشت در مقایسه با پرگنه بنابراین قطر  ،رودیمیزان تولید ایزوتیوسیانات بالاتر م بیمارگر

 
بسته و باز  یهاشرایط روزنه تحت Sclerotinia sclerotioum قارچپرگنه رشد مقایسه  .9 شکل

  . Brassica juncea var. Cutlass برر

Figure 2. Comparison of Sclerotinia sclerotiorum colony growth on open and closed 

stomata leaf of Brassica juncea var. Cutlass.  
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شده و لروج  هندیگیاه لردل  یهاباعث باز شدن روزنه اسید اگزالیک. کندیپیدا م شاهد کاهش

اسید  حضورها در روزنه  .(Guimaraes and Stotz 2004)د ریگیفرار به آسانی صورت م ترکیبها

 Cessna et) شودیی تولید مو ایزوتیوسیانات بیشتر لوردیهم م به K+ متورم شده و تعادل اگزالیک

al. 2000). هستند نولاتیگلوکوز بیکه محصولات تخر هااناتیوسیو ت هالیتری، نهااناتیووسیزوتیا 

 یدازهایبا واسطه پراکس یلارج سلول ی فعال اکسیژنیهاگونه دیباعث بسته شدن روزنه همراه با تول

   Ca)2+ (کلسیم و نوسانات یلدالل سلو ی فعال اکسیژنیها، تجمع گونهSHAMحسائ به 

(Hossain et al. 2013)  روزنه نتا بست شوندیمو تولید نیتریک اکسید در گیاه مدل آرابیدوپسیس 

شرایط در (. Khokon et al. 2011) ها شوداز دست دادن آب و حمله به قارچو منجر به سرکوب 

قطر قارچ  رودیمیزان تولید ایزوتیوسیانات بالاتر م بیمارگره موقع حمله ، به این علت کی بازهاروزنه

تولید  ود،میسلیومی استفاده ش حلقهکه  زمانیو  کندیمحیط کشت در مقایسه با شاهد کاهش پیدا م

ی هاروزنهشرایط ر دقارچ کمتر رشد . (Guimaraes and Stotz 2004) شودیایزوتیوسیانات بیشتر م

 .Williams et al) شودیمها باز باشند ایزوتیوسیانات لارج آن است که موقعی که روزنه علت بهباز 

2011)  . 

 Conclusion       ی                                                                                                 ریگجهینت

برر در مراحل اولیه های روزنهی شده از رهاسازایزوتیوسیانات  -3پروپن،  -9فرار  ترکیبتولید 

سبب  کانولاعامل بیماری پوسیدگی سفید ساقه   Sclerotinia sclerotioumآلودگی به قارچ 

بخش گیاه،  نیتریلارجدر محافظ  عنوانبه. گلوکوزینولات شودیمبازدارندگی از رشد و توسعه قارچ 

این ترکیب فرار عمل کند.  که در برابر نفوذ بیمارگر شودیمباعث ایجاد سازوکار دفاعی مستقلی 

موجود در برر لردل  گلوکوزینولاتقارچ، از  یهاپس از تمائ ریسهبازدارنده رشد قارچ بیمارگر 
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