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اثر غلظت های مختلف يون كلر بر فعالیت آنزيم های آنتی 
اكسیدانی در سه رقم توتون )Nictiana tobaccum( گرمخانه ای

اكبر نورسته نیا1* ، سحر باباجانی2 ، جنت سرمد3 ، مهیار مشتاقی4   

چکیده
ــاری )10، 20، 40 و  ــر آب آبی ــت كل ــار غلظ ــرات چه ــق اث ــن تحقی در اي
80 میلــی گــرم در لیتــر CaCl2 بــه عنــوان غلظــت هــای تنــش زا بــر 
فعالیــت آنزيــم هــای پراكســیداز، آســکوربات پراكســیداز و پلــی فنــل 
اكســیداز، محتــوای مالــون دآلدهیــد و پروتئیــن كل در ســه رقــم توتون 
ــرار  ــه ای )Cooker، Virginia و Kentucky( مــورد بررســی ق گرمخان
گرفــت. نتايــج نشــان داد افزايــش غلظــت كلــر تا غلظــت 80 میلــی گرم 
بــر لیتــر موجــب كاهــش معنــی دار فعالیــت آنزيــم پراكســیداز در رقم 
Cooker مــی شــود. در كلیــه ارقــام مــورد مطالعــه بیشــترين فعالیــت 
آســکوربات پراكســیداز درغلظــت 40 و كمتريــن فعالیــت در غلظــت 80 
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Ken�  میلــی گــرم بر لیتــر بــوده و فعالیــت آســکوربات پراكســیداز در
ــرم  ــی گ ــت 80 میل ــش ودر غلظ ــت 40 افزاي tucky و Virginia درغلظ
بــر لیتــر در هــر ســه رقــم كاهــش يافــت. مقــدار مالــون دآلدهیــد در 
رقــم Cooker  تنهــا درغلظــت 20 افزايــش يافتــه و در ســاير غلظــت ها 
اختــلاف معنــی داری مشــاهده نشــد. در رقــم Kentucky، مقادير مالون 
دآلدهیــد در كلیــه تیمــار هــا در مقايســه بــا شــاهد بــه طــور معنــی 
داری كاهــش يافــت. در Virginia در تیمــار 20 مقــدار مالــون دآلدهیــد 
كاهــش يافتــه و در ســاير تیمــار هــا اختــلاف معنی دار مشــاهده نشــد. 
ــش  ــا افزاي ــم Kentucky و Virginia ب ــن كل در دو رق ــر پروتئی مقادي

غلظــت كلــر، كاهــش يافــت. 

ــدی: پراكســیداز، پلــی فنــل اكســیداز، توتــون، كلــر،  ــای کلی واژه ه
مالــون دآلدهیــد
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مقدمه
توتون معمولی با نام علمی

 .Nictiana tobaccum L گیاه��ی اس��ت ی��ک 
س��اله از تی��ره Solanaceae ک��ه ب��ه ص��ورت 
بوت��ه ای ب��زرگ و اس��توار رش��د م��ی کن��د و ب��رای 
برداش��ت ب��رگ های��ش تولی��د م��ی ش��ودو  از 
مش��هور تری��ن و پرمص��رف تری��ن گیاه��ان 
تخدی��ری اس��ت ک��ه دارای م��اده مخ��در نیکوتین 
ب��وده و ب��ا کیفی��ت ه��ای مختل��ف جه��ت مصرف 
ب��ه ف��رم ه��ای گوناگ��ون مانن��د س��یگار معمول��ی 
)س��یگارت(، پی��پ، س��یگار ب��رگ تولی��د م��ی 
ش��ود )Khajehpour, (1385. ی��ون کل��ر ب��ه 
عن��وان ی��ک عنص��ر غذای��ی ک��م مص��رف تقریب��ا 
ب��ه مق��دار 0/3 ت��ا 1 میل��ی گ��رم در وزن خش��ک 
ب��رای رش��د مناس��ب گی��اه م��ورد نی��از اس��ت.  
غلظ��ت زی��اد کل��ر در توت��ون باع��ث کاه��ش 
الاستیس��یته در ب��رگ ه��ا ش��ده و اث��رات ن��ا 
مطلوب��ی ب��ر س��وزش ناش��ی از مص��رف ب��رگ 
توت��ون دارد. در حال��ی ک��ه تجم��ع کل��ر در دان��ه 
ه��ا و می��وه ه��ا بس��یار ک��م اس��ت، ش��اخ و ب��رگ 
گی��اه مقادی��ر قاب��ل توجه��ی از ای��ن عنص��ر را 
مخصوص��ا زمان��ی ک��ه می��زان ی��ون کل��ر در 
 Tso, خ��اک زی��اد اس��ت برداش��ت م��ی کنن��د
(1990(. گیاه��ان در مع��رض بس��یاری از تن��ش 

ه��ای زن��ده و غیرزن��ده در محیطش��ان هس��تند 
ک��ه ای��ن تن��ش ه��ا م��ی توانن��د س��لامت گی��اه را 
تح��ت تاثی��ر ق��رار دهن��د. واکن��ش گیاه��ان ب��ه 
تن��ش ش��وری و س��ایر تن��ش ه��ای محیط��ی 
از جمل��ه مباح��ث مه��م در عل��وم گیاه��ی اس��ت. 
ب��ر ای��ن اس��اس گیاه��ان ب��ا داش��تن مجموع��ه 

ای از عوام��ل دفاع��ی م��ی توانن��د اث��ر ای��ن 
تن��ش ه��ا را کاه��ش دهن��د. درک و دریاف��ت 
تن��ش ش��وری در گیاه��ان و پاس��خ ه��ای 
ب��ه  ه��ا  آن  بیوش��یمیایی  و  فیزیولوژیک��ی 
عوامل��ی مث��ل ژنوتی��پ، س��طح رش��د و نم��وی 
گی��اه و همچنی��ن ش��دت تن��ش بس��تگی دارد 
Layten & Nielson, (1999). تنش ش��وری 

مانن��د تن��ش ه��ای غی��ر زن��ده ی دیگ��ر ب��ه عل��ت 
 )ROS( افزای��ش در گون��ه ه��ای فع��ال اکس��یژن
مانن��د سوپراکس��ید و پراکس��ید هی��دروژن و 
رادی��کال ه��ای هیدروکس��یل م��ی تواند به س��مت 
تن��ش اکس��یداتیو هدای��ت ش��ود. ای��ن ام��ر ممک��ن 
اس��ت صدم��ات س��لولی را ط��ی اکسیداس��یون 
لیپی��د ه��ا، پروتئی��ن ه��ا و اس��یدهای نوکلئی��ک 
 ، DNA موج��ب ش��ده و موج��ب آس��یب ب��ه
پروتئی��ن، کلروفی��ل و عملک��رد ه��ای غش��اء 
ب��رای   .Esfandiari, et al., (2007( ش��ود 
ک��م ک��ردن تاثی��رات تن��ش اکس��یداتیو، س��لول 
ه��ای گیاه��ی سیس��تم دف��اع آنت��ی اکس��یدانی 
پیچی��ده ای را م��ورد اس��تفاده ق��رار م��ی دهن��د. 
سیس��تم ه��ای آنت��ی اکس��یدانی در دو ش��کل 
غیرآنزیم��ی و آنزیم��ی بررس��ی ش��ده ان��د. 
توکوف��رول ه��ا، فلاونوئی��د ه��ا، کاروتنوئی��د 
ه��ا و اس��ید آس��کوربیک از اج��زاء غیرآنزیم��ی 
و سوپراکسیددیس��موتاز ه��ا، پراکس��یداز ه��ا 
)آس��کوربات، گلوتاتی��ون و گایاک��ول(، کات��الاز 
ه��ا و آنزی��م های��ی ک��ه آس��کوربات را اکس��ید 
ک��رده و کاه��ش م��ی دهن��د از ان��واع آنزیم��ی 
م��ی باش��ند. ه��ر دو سیس��تم آنت��ی اکس��یدانی با 
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ه��م هم��کاری م��ی کنن��د و ی��ک مکانیس��م کام��ل 
را تش��کیل م��ی دهن��د ک��ه غلظ��ت ROS را در 
Khosravine- )ارگانیس��م ه��ا کنت��رل م��ی کن��د 

jad, et al., 2008(. از آنج��ا ک��ه امروزه افزایش 

غلظ��ت کل��ر خ��اک و کل��ر آب آبی��اری در م��زارع 
توت��ون در ش��مال ای��ران ب��ه دلای��ل مختل��ف 
موج��ب خس��ارت و اف��ت کیفی��ت محص��ول م��ی 
ش��ود )Mesbah, 1381(، ش��ناخت دقی��ق ت��ر 
غلظ��ت ه��ای بیش��ینه در تحم��ل توت��ون نس��بت 
ب��ه ای��ن ی��ون و تعیی��ن تف��اوت ه��ای احتمال��ی از 
ای��ن منظ��ر بی��ن ارق��ام مختل��ف یک��ی از اه��داف 
مراک��ز تحقیقات��ی  توت��ون م��ی باش��د ک��ه داده 
ه��ای م��دون و مس��تند چندان��ی ب��رای آن وج��ود 
ن��دارد. ب��ر ای��ن اس��اس در ای��ن بررس��ی داده 
ه��ای مح��دود موج��ود م��ورد اس��تفاده ق��رار 
گرف��ت ت��ا دامن��ه تحم��ل ارق��ام ب��ر اس��اس 
تح��ولات بخ��ش آنزیم��ی سیس��تم دف��اع آنت��ی 
اکس��یدانی آن ه��ا م��ورد مطالع��ه ق��رار گی��رد.     

مواد و روش ها
Cooker، Vir�  ابت��دا کش��ت ب��ذور س��ه رق��م

ginia و Kentucky ب��رای جوان��ه دار ک��ردن 
آن ه��ا در پت��ری ه��ای ب��ا قط��ر 7 س��انت و 
What-  ح��اوی دو ب��رگ کاغ��ذ صاف��ی )م��دل

man 0.1( در ایس��تگاه تحقیق��ات توت��ون انج��ام  

ش��د. ده روز پ��س از ش��روع جوان��ه زن��ی، نش��اء 
ای��ن ارق��ام از طری��ق انتق��ال آن ه��ا ب��ه خزان��ه 
فل��وت سیستم)سیس��تم ش��ناور در آب( تهی��ه 
ش��د. س��پس نش��اها ب��ه گل��دان ه��ای پلاس��تیکی 

)قط��ر گل��دان 30 و رتف��اع آن 40 س��انتی مت��ر( 
ب��ا گنجای��ش 25 کیلوگ��رم خ��اک، ح��اوی چه��ار 
حج��م از خ��اک باغچ��ه و ی��ک حج��م پرلی��ت 
ری��ز منتق��ل ش��دند. بوت��ه ه��ا ب��ا آب غی��ر 
یونی��زه محت��وی )10، 20، 40 و 80 میل��ی گ��رم 
در لیت��ر کل��ر( آبی��اری ش��دند. هنگام��ی ک��ه 
گی��اه در مرحل��ه ی رس��یدگی می��ان ب��رگ ب��ود 
نمون��ه ه��ای می��ان ب��رگ  برداش��ت ش��ده و در 
مج��اورت ی��خ ب��ه آزمایش��گاه انتق��ال یافتن��د. 

روش استخراج آنزيمی
نمون��ه ه��ای برگ��ی ب��ه مق��دار لازم توزی��ن و ب��ه 
کم��ک نیت��رژن مای��ع پ��ودر ش��دند. نی��م گ��رم از 
باف��ت پ��ودر ش��ده داخ��ل میکروتی��وب ریخت��ه 
ش��ده و 1000 میکرولیت��ر باف��ر اس��تخراج ب��ه 
آن اضاف��ه ش��د. س��پس باف��ر ح��اوی نمون��ه در 
 14000 rpm دم��ای 4 درج��ه س��انتیگراد در دور
ب��ه م��دت 15 دقیق��ه س��انتریفیوژ ش��ده و محلول 
روی��ی ب��ه میکروتی��وب دیگ��ری منتق��ل ش��د. 
نمون��ه حاص��ل دوب��اره ب��ه م��دت 5 دقیق��ه و 
ب��ه روش مرحل��ه قب��ل س��انتریفوژ ش��د. محل��ول 
روی��ی ب��ه داخ��ل میکروتی��وب دیگ��ری منتق��ل و 
 -70 ºC نمون��ه ه��ای ب��ه دس��ت آم��ده در فری��زر

نگه��داری ش��دند.

سنجش فعالیت آنزيم ها
 )POD(فعالیت آنزيم پراكسیداز

ب��رای س��نجش فعالی��ت آنزی��م پراکس��یداز از 
روشKalir (1984)  اس��تفاده ش��د. تغیی��رات 
اس��پکتروفتومتر  دس��تگاه  بوس��یله  ج��ذب 
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 )ComSpec, Single Beam, UV-Visible(
در م��د کینتی��ک و ط��ول م��وج 470 نانومت��ر 
خوان��ده ش��د. در نهای��ت می��زان فعالی��ت آنزی��م 
پراکس��یداز ب��ر حس��ب واح��د آنزیم��ي در میل��ي 
گ��رم پروتئی��ن  (Unit mg-1) محاس��به گردی��د.

)APX( فعالیت آنزيم آسکوربات پراكسیداز
ب��رای تعیی��ن فعالی��ت آس��کوربات پراکس��یداز از 
روشNakano and Asada (1981)  اس��تفاده 
ش��د. جذب آنزی��م  APXبه دنبال اکسیداس��یون 
ب��ا  هیدروآس��کوربات  دی  ب��ه  آس��کوربات 
ضری��ب خاموش��ی )mM-1cm-1 2/8 ( در 290 
نانومت��ر ب��ا اس��پکتروفتومتر ان��دازه گی��ری ش��د.

 )PPO(فعالیت آنزيم پلی فنل اكسیداز
ب��ه منظ��ور س��نجش فعالی��ت س��ینتیکي آنزی��م 
 Gregory and پل��ی فن��ل اکس��یداز از روش
 Bendali (1966) اس��تفاده ش��د. تغیی��رات 

ج��ذب بوس��یله دس��تگاه اس��پکتروفتومتر در 
ط��ول م��وج 430 نانومت��ر رس��م گردی��د. در 
نهای��ت می��زان فعالی��ت آنزی��م ب��ا ضری��ب 
حس��ب  ب��ر   )0/001  mM-1cm-1( خاموش��ی 
واح��د آنزیم��ي در 1 گ��رم باف��ت ت��ازه محاس��به 
ش��د. ب��رای آنزی��م پل��ی فن��ل اکس��یداز واح��د 
آنزیم��ی بیانگ��ر مق��دار آنزیم��ی اس��ت ک��ه بتواند 

سوبس��ترا را ب��ه محص��ول تبدی��ل نمای��د.

سنجش میزان پراكسیداسیون لیپیدي
ب��راي س��نجش می��زان پراکسیداس��یون لیپی��د 
 )MDA( ه��اي غش��اء، غلظ��ت مال��ون دآلدهی��د

و س��ایر آلدهی��د ه��اي حاص��ل از ای��ن واکن��ش 
  Heath and Packerروش اس��اس  ب��ر 
(1968) ان��دازه گی��ري ش��د. جذب س��وپرناتانت 

در  nm532 ان��دازه گی��ری ش��د. م��اده م��ورد 
نظ��ر ب��راي ج��ذب در ای��ن ط��ول م��وج کمپلک��س 
)MDA-TBA( اس��ت. ج��ذب بقی��ه رنگی��زه 
ه��اي غیراختصاص��ي در 600 نانومت��ر تعیی��ن 
ش��د و از می��زان ج��ذب در 532 نانومت��ر کس��ر 
ش��د. ب��راي محاس��به غلظ��ت MDA از ضری��ب 
خاموش��ي مع��ادل mM-1cm-1 155 اس��تفاده 
ش��د و در نهای��ت مق��دار مال��ون دآلدهی��د ک��ه 
اس��ت  لیپی��دي  پراکسیداس��یون  محص��ول 
برحس��ب نانوم��ول در گ��رم وزن ت��ر محاس��به 

گردی��د. 

سنجش پروتئین كل به روش برادفورد
جه��ت تعیی��ن محت��واي پروتئین��ی عص��اره 
 Brad- داس��تخراج ش��ده از نمون��ه ه��ا، از مت��

 ford (1976) اس��تفاده ش��د. در ای��ن روش 

س��رم آلبومی��ن گاوی )BSA mg ml-1) ب��ه 
عن��وان اس��تاندارد ب��ه کار ب��رده ش��د. پ��س 
از خوان��دن ج��ذب نمون��ه ه��ا در ط��ول م��وج 
595 نانومت��ر، غلظ��ت پروتئی��ن کل ب��ر اس��اس 
مقایس��ه ب��ا منحن��ی اس��تاندارد تهی��ه ش��ده ب��ا 
BSA ب��ه عن��وان اس��تاندارد محاس��به گردی��د.

PAGE  الکتروفورز به روش
الکتروف��ورز ب��ا اس��تفاده از ژل پل��ی اکری��ل 
   Davis (1964) آمی��د %10 و ب��ر اس��اس روش
انج��ام  ش��د. ب��ر اس��اس ای��ن روش بافره��ا و 
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مع��رف ه��ای لازم جه��ت انج��ام الکتروف��ورز ب��ه 
روش PAGE طب��ق فهرس��ت زی��ر آم��اده ش��د: 
محل��ول پای��ه باف��ر ژل زیری��ن )تفکی��ک کنن��ده(، 
محل��ول پای��ه باف��ر ژل فوقان��ی )متراک��م کنن��ده(، 
محل��ول پای��ه باف��ر الکت��رود )باف��ر تان��ک(، 
محل��ول آکریلامی��د-  بی��س آکریلامی��د، محل��ول 
 10% TEMED ،)10%( آمونی��وم پ��ر س��ولفات
و باف��ر نمون��ه)5x(. س��وپرناتانت آنزیم��ی را 
ب��ا باف��ر نمون��ه 5X مخل��وط ک��رده و پ��س از 
بس��ته ش��دن ژل در تان��ک الکتروف��ورز، نمون��ه 
را درون چاه��ک ه��ای ژل ق��رار داده و عم��ل 
الکتروف��ورز در دم��ای یخچ��ال و در ولت��اژ 120 
ول��ت ب��رای ژل فوقان��ی و 140 ول��ت ب��رای ژل 

تحتان��ی انج��ام گرف��ت.

ب��رای مش��اهده  فعالی��ت آنزی��م  POD در ژل، 
  Fielding and Hallاز رن��گ آمی��زی ب��ه روش
(1978) اس��تفاده ش��د. ابت��دا ژل را در دم��ای 

ات��اق ب��ه م��دت 15دقیق��ه، در باف��ر پتاس��یم 
فس��فات 25 میل��ي م��ولار ق��رار م��ی دهی��م. 
س��پس ژل را در باف��ر پتاس��یم  فس��فات 25 
میل��ي م��ولار ح��اوی گایاک��ول 18 میل��ي م��ولار 
و پراکس��ید هی��دروژن 25 میل��ي م��ولار ف��رو 
ب��رده و ت��ا ظاه��ر ش��دن بانده��ای مرب��وط ب��ه 

آنزی��مPOD  منتظ��ر م��ی مانی��م.

نتايج
در ای��ن آزمای��ش، اث��ر غلظ��ت ه��اي مختل��ف کلر 
آب آبی��اري )10، 20، 40 و 80 میل��ي گ��رم در 
لیت��ر( محل��ول نمک��ي کلری��د کلس��یم ب��ر فعالی��ت 

س��ه آنزی��م پراکس��یداز، آس��کوربات پراکس��یداز 
و پل��ی فن��ل اکس��یداز در س��ه رق��م گی��اه توت��ون 
م��ورد   )Kentucky و   Cooker، Virginia(
بررس��ي ق��رار گرف��ت. غلظ��ت 10 میل��ی گ��رم بر 
لیت��ر نزدی��ک ب��ه میانگی��ن غلظ��ت کل��ر در آب 
آبی��اری م��ی باش��د، ب��ه عن��وان غلظ��ت ش��اهد 
م��ورد اس��تفاده ق��رار گرف��ت. جه��ت آنالی��ز داده 
ه��ا از ن��رم اف��زار SPSS )نس��خه 12( و ب��راي 
رس��م نموداره��ا از ن��رم اف��زار Excell اس��تفاده 

ش��د.

ــم  ــت آنزي ــنجش فعالی ــل از س ــج حاص نتاي
ــیداز پراكس

در بی��ن ارق��ام بررس��ي ش��ده بیش��ترین فعالی��ت 
آنزیم��ي  در غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کلر 
در رق��م Virginia و کمتری��ن س��طح فعالی��ت 
آنزی��م در غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر 
در رق��م ه��ای Cooker و Kentucky مش��اهده 
 Cooker ش��د. رون��د فعالی��ت آنزی��م در دو رق��م
و Virginia مش��ابه ب��ود. ب��ه ای��ن ترتی��ب ک��ه 
ابت��دا کاه��ش اندک��ي در تیم��ار 20 میل��ی گ��رم 
ب��ر لیت��ر کل��ر مش��اهده ش��د. س��پس افزای��ش 
مختص��ری در فعالی��ت آنزی��م پراکس��یداز در 
غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر رخ داد و 
 Cooker در POD درادام��ه کاه��ش در فعالی��ت
و Virginia مش��اهده ش��د. ام��ا کاه��ش فعالی��ت 
آنزی��م در غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر، 
تنه��ا در Cooker معن��ی دار ب��ود. در رق��م 
Kentucky افزای��ش معن��ی دار فعالی��ت آنزی��م 
ت��ا غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم ب��ر لیتر مش��اهده ش��د 
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ام��ا در غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کاه��ش 
معن��ي دار فعالی��ت آنزی��م نس��بت ب��ه غلظ��ت 

ش��اهد دی��ده ش��د )ش��کل 1(.
ــم  ــت آنزي ــنجش فعالی ــل از س ــج حاص نتاي

ــیداز: ــکوربات پراكس آس
میانگی��ن داده ه��اي مرب��وط ب��ه س��نجش فعالی��ت 
آنزی��م APX در ش��کل )2( نش��ان داده ش��ده 
اس��ت. در بی��ن ارق��ام بررس��ي ش��ده بیش��ترین 

فعالی��ت آنزیم��ي در غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم ب��ر 
لیت��ر کل��ر در رق��م ویرجینی��ا و کمتری��ن س��طح 
آن در غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر در 
رق��م کنتاک��ي مش��اهده ش��د. روندتغیی��ر فعالی��ت 
آنزی��م در ه��ر س��ه رق��م کوک��ر و کنتاک��ي و 
ویرجینی��ا مش��ابه ب��ود، ب��ه ای��ن ترتی��ب ک��ه ابتدا 
فعالی��ت آنزی��م از غلظ��ت 10 ت��ا غلظ��ت 40 میل��ی 
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شکل 1: اثر متقابل غلظت های مختلف کلر بر فعالیت آنزیم پراکسیداز در پاسخ به غلظت هاي مختلف کلر در آب 
آبیاري در مرحله رسیدگی میان برگ ها در سه رقم توتون )میانگین ± خطاي استاندارد(

شکل 2: اثر متقابل غلظت های مختلف کلر برفعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز در پاسخ به غلظت هاي مختلف کلر 
در آب آبیاري در مرحله رسیدگی میان برگ ها در سه رقم توتون )میانگین ± خطاي استاندارد(
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گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر افزای��ش یاف��ت و س��پس در 
غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر می��زان فعالی��ت 

آنزی��م APX کاه��ش یاف��ت.
ــم  ــت آنزي ــنجش فعالی ــل از س ــج حاص نتاي

ــیداز: ــل اكس ــی فن پل
میانگی��ن داده ه��اي مرب��وط ب��ه س��نجش فعالی��ت 
آنزی��م PPO  در )ش��کل 3( نش��ان داده ش��ده 
اس��ت. در بی��ن ارق��ام بررس��ي ش��ده بیش��ترین 
فعالی��ت آنزیم��ي در غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم ب��ر 
لیت��ر کل��ر در رق��م ویرجینی��ا و کمتری��ن س��طح 

آن در غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر در 
رق��م کنتاک��ي مش��اهده ش��د. فعالی��ت آنزی��م در 
دو رق��م کنتاک��ي و ویرجینی��ا ب��ه ط��ور مش��ابه 
ابت��دا باافزای��ش فعالی��ت آنزی��م از غلظ��ت 10 ت��ا 
غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر هم��راه ب��ود 
و س��پس در غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کلر 
می��زان فعالی��ت آنزی��م APX کاه��ش یاف��ت ک��ه 
در Virginia ای��ن کاه��ش نس��بت ب��ه غلظ��ت 
Ken�  ش��اهد معن��ی دار نب��ود در حالیک��ه در

tucky ای��ن تف��اوت معن��ی دار م��ی باش��د. در 

شکل 3: اثر متقابل غلظت های مختلف کلر برفعالیت آنزیم پلی فنل اکسیداز در پاسخ به غلظت هاي مختلف کلر در آب 
آبیاري در مرحله رسیدگی میان برگ ها در سه رقم توتون )میانگین ± خطاي استاندارد(

رق��م کوک��ر ب��ا افزای��ش غلظ��ت کل��ر از 10 ت��ا 
80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر فعالی��ت آنزی��م کاه��ش 

یاف��ت.
نتايج حاصل از سنجش میزان پراكسیداسیون 

لیپیدی:
س��نجش  ب��ه  مرب��وط  داده ه��اي  میانگی��ن 
محت��وای MDA در )ش��کل 4( نش��ان داده ش��ده 
اس��ت. در بی��ن ارق��ام بررس��ي ش��ده بیش��ترین 

محت��وای مال��ون دی آلدهی��د در غلظ��ت ش��اهد 
در رق��م Kentucky و کمتری��ن س��طح آن در 
غلظ��ت 20 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر در رق��م 
Virginia مش��اهده ش��د. در ای��ن ج��ا ب��از ه��م 
Vir� و Kentucky  رون��د تغیی��رات در دو رق��م

ginia تقریب��ا مش��ابه ب��ود. ب��ه ای��ن ترتی��ب ک��ه 
در ه��ر دو رق��م ابت��دا کاه��ش و س��پس افزای��ش 
 Kentucky مش��اهده ش��د. در MDA می��زان
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مق��دار MDA در غلظ��ت ه��ای 20 و 40 میل��ی 
گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر و در Virginia مق��دار 

MDA در غلظ��ت ه��ای 40 و 80 میل��ی گ��رم 

ب��ر لیت��ر کل��ر ب��ا یکدیگ��ر براب��ر بودن��د. ول��ي 

در رق��م Cooker مق��دار MDA ابت��دا دارای 
افزایش��ی در غلظ��ت 20 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر 
کل��ر ب��ود و س��پس رون��د کاهش��ی را ط��ي نمود.

نتايج حاصل از سنجش میزان پروتئین كل:
ابتدا منحنی استاندارد جذب

(BSA (mg ml-1)) ب��ر اس��اس ج��ذب ه��ای 

خوان��ده ش��ده ب��رای نمون��ه ه��ای اس��تاندارد 

رس��م ش��د و ب��ا کم��ک ش��یب خ��ط منحن��ی غلظت 
پروتئی��ن کل نمون��ه ه��ا محاس��به ش��د. میانگی��ن 
داده ه��اي مرب��وط ب��ه س��نجش غلظ��ت پروتئی��ن 
کل در )ش��کل 5( نش��ان داده ش��ده اس��ت. در بین 
ارق��ام بررس��ي ش��ده بیش��ترین می��زان غلظ��ت 
Ken�  پروتئی��ن کل در غلظ��ت ش��اهد در رق��م

tucky و کمتری��ن س��طح در غلظ��ت 80 میل��ی 

شکل 4: اثر متقابل غلظت های مختلف کلر بر میزان مالون دآلدهید در پاسخ به غلظت هاي مختلف کلر در آب آبیاري 
در مرحله رسیدگی میان برگ ها در سه رقم توتون)میانگین ± خطاي استاندارد(
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ش��کل 5: اث��ر متقاب��ل غلظ��ت ه��ای مختل��ف کل��ر ب��ر پروتئی��ن ت��ام در پاس��خ ب��ه غلظت ه��اي مختل��ف کل��ر در آب 

آبی��اري در مرحل��ه رس��یدگی می��ان ب��رگ ه��ا در س��ه رق��م توت��ون )میانگی��ن ± خط��اي اس��تاندارد(
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گ��رم ب��ر لیت��ر در رق��م Virginia مش��اهده ش��د. 
در رق��م Virginia مق��دار پروتئی��ن کل در تمام��ي 
غلظ��ت ه��ا هم��واره رون��د کاهش��ي را ط��ي نم��ود. 
ــا  ــیداز ب ــم پراكس ــرام آنزي ــج زيموگ  نتاي

 Total lab استفاده از نرم افزار
س��طح زی��ر منحن��ي دو ایزوآنزی��م پراکس��یدازي 
قاب��ل مش��اهده در کلی��ه تیماره��ا و ارق��ام م��ورد 
مطالع��ه در زیموگ��رام )ش��کل 7( ب��ا ن��رم اف��زار 
 lab (ver1.10)  Totalم��ورد بررس��ی ق��رار 

گرف��ت. لازم ب��ه ذکراس��ت ک��ه ای��ن ن��رم اف��زار 
ب��ا توج��ه ب��ه دانس��یته ی��ا تراک��م رن��گ در ه��ر 
س��تون، ژل را م��ورد بررس��ی کمّ��ی ق��رار م��ی 
ده��د و بدی��ن ترتی��ب م��ی ت��وان س��تون ه��ای 
مختل��ف را ک��ه در واق��ع نمون��ه ه��ای متفاوتن��د 
ب��ا یکدیگ��ر مقایس��ه نم��ود. داده ه��اي حاصل��ه 
ب��ا نم��ودار Excell  رس��م ش��د )ش��کل 6(. نتایج 
حاص��ل از یررس��ی نش��ان داد ک��ه س��طح زی��ر 
 POD منحن��ی ان��دازه گی��ری ش��ده ایزوآنزی��م

در Kentucky ت��ا غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم ب��ر 
لیت��ر افزای��ش یافت��ه و س��پس در غلظ��ت 80 
میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کاه��ش نش��ان م��ی ده��د که 
ای��ن نتیج��ه ب��ا نتای��ج س��نجش فعالی��ت آنزیم��ی 
POD ان��دازه گی��ری ش��ده ب��ا اس��پکتروفتومتر 

در نم��ودار 1 س��ازگار م��ی باش��د. س��طح زی��ر 
منحنی ایزوآنزی��م POD در Virginia در تیمار 
20 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کاه��ش و در تیم��ار 40 
میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کلرافزای��ش یافت��ه و س��پس 
کاهش��ی را در تیم��ار 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر 
نش��ان م��ی ده��د ک��ه ای��ن اختلاف��ات مش��اهده 
ش��ده محس��وس نب��وده و ب��ا نتای��ج حاص��ل 
از بررس��ی آنزی��م توس��ط اس��پکتروفتومتری 
نی��ز هماهن��گ م��ی باش��د. زایموگ��رام آنزی��م 
پراکس��یداز در رق��م Cooker نش��ان داد ک��ه 
در غلظ��ت ه��ای 10 و 20 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر 
فعالی��ت آنزی��م کاه��ش یافت��ه و در غلظ��ت 40 
میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر فعالی��ت آنزی��م افزای��ش 

شکل 6 : تغییرات سطح زیر منحني ایزوآنزیم جدا شده پراکسیدازي 
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بس��یار اندک��ی را نش��ان داد. در غلظ��ت 80 میل��ی 
گ��رم ب��ر لیت��ر فعالی��ت آنزی��م پراکس��یداز ب��ه 

ش��دت کاه��ش یاف��ت.
بحث

افزای��ش فعالی��ت آنزی��م ه��ای آنت��ی اکس��یدانی 
تح��ت تن��ش ش��وری اغل��ب ب��ا مقاوم��ت زی��اد 
نمون��ه ه��اي گیاه��ي ب��ه تن��ش ش��وری در ارتباط 
ع��لاوه   .Gueta et al., (1997( باش��د  م��ی 
ب��ر ای��ن ه��ر آنزی��م تغیی��رات کم��ی و کیف��ی 
خاص��ی را تح��ت تن��ش ش��وری نش��ان م��ی 
 ROS ده��د. مکانیس��م ه��ای مه��م ح��ذف کنن��ده
در گیاه��ان، ش��امل آس��کوربات پراکس��یداز، 
گایاک��ول پراکس��یداز )GPX(، پل��ي فنل اکس��یداز 
 Azevedo et. باش��د  )CAT( م��ی  و کات��الاز 
al., (2009) ب��ا توج��ه ب��ه نق��ش پراکس��یداز در 

سیس��تم آنت��ی اکس��یدانی گی��اه، افزای��ش فعالی��ت 
آن در تن��ش قاب��ل پی��ش بین��ی اس��ت. از ط��رف 
دیگ��ر کاه��ش فعالی��ت ای��ن آنزی��م در برخ��ی 
غلظ��ت ه��ا م��ی توان��د ب��ه دلی��ل تجم��ع بی��ش از 

ح��د رادی��کال ه��ای آزاد اکس��یژن و رادی��کال 
ه��ای هیدروکس��یل باش��د ک��ه باع��ث جلوگی��ری 
 Dermal and از فعالی��ت ای��ن آنزی��م م��ی ش��ود
Turkan (2005). بررس��ی می��زان فعالی��ت آنزیم 

پراکس��یداز در رق��م Cooker نش��ان داد که تیمار 
ش��اهد ب��ا غلظ��ت 10 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر 
ب��ا تیم��ار ه��ای آبی��اری ش��ده ب��ا غلظ��ت ه��ای 
20 و 40 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر دارای می��زان 
فعالی��ت پراکس��یدازی مش��ابه ب��وده ام��ا در تیمار 
آبی��اري ش��ده ب��ا غلظ��ت 80 میل��ي گ��رم ب��ر لیتر، 
کاه��ش معن��ي داري در فعالیت آنزیم پراکس��یداز 
نی��ز در   Kentucky مش��اهده ش��د. در رق��م
غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر، کمتری��ن 
فعالی��ت آنزی��م پراکس��یداز مش��اهده ش��د، ب��ا 
ای��ن تف��اوت ک��ه در غلظ��ت ش��اهد ک��ه مق��دار کلر 
بس��یار کمت��ر ب��ود نی��ز ش��دت فعالی��ت مش��ابهی 
دی��ده ش��د. کاه��ش فعالی��ت پراکس��یدازی را نم��ی 
ت��وان ناش��ی از کاه��ش تن��ش دانس��ت چ��را ک��ه 
ممک��ن اس��ت ب��ه عل��ت کاه��ش کل��ر و حساس��یت 

شکل 7: ژل زایموگرام مربوط به فعالیت ایزآنزیم جدا شده پراکسیدازی در غلظت های مختلف کلر
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بیش��تر رق��م Kentucky ب��ه کمب��ود کل��ر، ت��وان 
ای��ن رق��م در مقابل��ه ب��ا تن��ش کل��ر در ای��ن س��طح 
چن��ان کاه��ش یافت��ه باش��د ک��ه ق��درت ارتق��اء 
س��طح فعالی��ت آنزی��م ه��ای آنت��ی اکس��یدانی، ب��ه 
وی��ژه پراکس��یداز را از دس��ت داده و مطاب��ق ب��ا 
نتای��ج Azooz و همکاران)2009(فعالی��ت آنزی��م 
پراکس��یدازي ب��ا افزای��ش س��طح تن��ش دچ��ار 
کاه��ش ش��ده باش��د. رق��م Virginia حس��اس ت��ر 
م��ی باش��د زی��را تیم��ار ای��ن رق��م ب��ا غلظ��ت 20 
میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر تنه��ا تیم��اری اس��ت که 
در آن کاه��ش معن��ی دار فعالی��ت، حداق��ل نس��بت 
ب��ه یک��ی از تیم��ار ه��ای مجاور مش��اهده ش��د. در 
حال��ی ک��ه بقی��ه تیم��ار ه��ا س��طح فعالی��ت آنزیمی 
یکس��انی دارن��د. از طرف��ی ای��ن موض��وع م��ی 
توان��د ب��ه نزدی��ک ب��ودن غلظ��ت 20 میل��ی گ��رم 
ب��ر لیت��ر کل��ر ب��ه غلظ��ت بهین��ه اش��اره داش��ته و 
 Costa از ط��رف دیگ��ر مطاب��ق ب��ا نتیج��ه گی��ری
و هم��کاران )2005(ای��ن موض��وع م��ی توان��د ب��ه 
قابلی��ت مقاوم��ت متف��اوت ای��ن رق��م نس��بت داده 
ش��ود. مطالع��ات نش��ان م��ي ده��د بی��ان بی��ش 
از ح��د ایزوآنزی��م ه��ای APX ب��ا مقاوم��ت ب��ه 
 Azevedo ش��وری در گیاه��ان در ارتب��اط اس��ت
et al., (2009) . در م��ورد آنزی��م آس��کوربات 

 Kentucky و   Cooker ارق��ام  در  پراکس��یداز 
ی��ک ارتق��اء فعالی��ت اتف��اق افت��اد ک��ه کام��لا معنی 
دار ب��وده و در تیم��ار آخ��ری یعن��ی غلظ��ت 80 
میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر ای��ن فعالی��ت دچ��ار افت 
معن��ی دار ش��د. در رق��م ویرجینی��ا نی��ز هماهن��گ 
ب��ا افزای��ش غلظ��ت کل��ر ت��ا 40 میل��ی گ��رم ب��ر 

لیت��ر فعالی��ت آنزی��م آس��کوربات پراکس��یداز 
افزای��ش یاف��ت ک��ه ای��ن افزای��ش فعالی��ت، ب��ه 
وی��ژه در ارق��ام Kentucky و Virginia معن��ی 
دار اس��ت. در غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر 
کل��ر، کلی��ه ارق��ام ب��ه ط��ور مش��ابه دارای فعالی��ت 
کاه��ش یافت��ه )حداق��ل نس��بت ب��ه تیم��ار ه��ای 20 
و 40 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر( هس��تند ک��ه در 
ارق��ام Cooker و Kentucky چنی��ن اس��ت ول��ی 
در رق��م Virginia بازگش��ت ب��ه س��طح فعالیت��ی 
مش��ابه ب��ا ش��اهد اتف��اق افت��اد ک��ه ای��ن نتای��ج ب��ا 
یافت��ه ه��ايCosta  و هم��کاران )2005( ه��م س��و 
م��ي باش��د. آن ه��ا نش��ان دادن��د ک��ه ب��ا افزای��ش 
س��طوح ش��وري، فعالی��ت APX در ب��رگ ه��ا و 
ریش��ه ه��ای ذرت ب��ه ترتی��ب ی��ا افزای��ش یاف��ت 
و ی��ا تح��ت تأثی��ر ق��رار نگرف��ت. ب��ه ع��لاوه 
نتای��ج ای��ن تحقی��ق ک��ه حاص��ل بررس��ی فعالی��ت 
آنزی��م APX در ب��رگ ه��ای میان��ي توت��ون در 
مرحل��ه رس��یدگي ب��ود کاه��ش فعالی��ت آنزی��م 
آس��کوربات پراکس��یداز در غلظ��ت 80 میل��ی 
 Cooker، گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر در ه��ر س��ه رق��م
Kentucky و ویرجینی��ا نش��ان داده ش��د. ای��ن 
Mitto-  یافت��ه ه��ا ب��ا نتای��ج حاص��ل از بررس��ي
 BR5011 و هم��کاران )2002( روی ژنوتی��پ  va

ذرت مطابق��ت دارد. همچنی��ن فعالی��ت APX در 
گیاه��ان مق��اوم ب��ه تن��ش ه��ای اکس��یداتیو مانن��د 
دو واریت��ه ی مق��اوم ذرت )Sc129, Sc13( تحت 
تأثی��ر ق��رار نگرفت��ه و تح��ت تن��ش افزای��ش نم��ی 
 Cooker در رق��م .Azooz et al., (2009( یاب��د
از غلظ��ت 10 ت��ا 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر 
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درآب آبی��اري، فعالی��ت آنزی��م PPO هم��واره 
Ken�  رون��د کاهش��ی داش��ته اس��ت. در رق��م

tucky اخت��لاف بی��ن غلظ��ت ه��ا از نظ��ر فعالی��ت 
آنزی��م پل��ی فن��ل اکس��یداز معن��ی دار ب��ود و در 
غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر فعالی��ت 
آنزی��م پل��ی فن��ل اکس��یداز افزای��ش و در غلظ��ت 
80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر ب��ه کمتری��ن می��زان 
خ��ود کاه��ش یاف��ت. در رق��م Virginia فعالی��ت 
آنزی��م از غلظ��ت 10 ت��ا غلظ��ت 40 میل��ی گ��رم 
ب��ر لیت��ر افزای��ش نش��ان داد ول��ی در غلظ��ت 80 
کاه��ش یاف��ت. افزای��ش در فعالی��ت آنزی��م ه��ای 
آنت��ی اکس��یدانی تح��ت تن��ش ش��وری م��ی توان��د 
نش��انه ای از افزای��ش تولی��د آن ه��ا و در نتیج��ه 
ارتق��اء مکانیس��م ه��ای حفاظت��ی در برابر آس��یب 
اکس��یداتیو ایج��اد ش��ده توس��ط تن��ش ش��وری 
باش��د . Meneguzzo et al., (2000) کاه��ش 
فعالی��ت آنزیم��ی م��ی توان��د ب��ه خاط��ر افزای��ش 
غلظ��ت یون��ی و کاه��ش پتانس��یل اس��مزی باش��د 
ک��ه س��اختار و عملک��رد آنزی��م ه��ا را تح��ت تاثیر 
ق��رار م��ی ده��د. رق��م Cooker پاس��خ متفاوت��ی 
داش��ت و از هم��ان ابت��دا فعالی��ت آنزی��م پل��ی فن��ل 
اکس��یداز، ب��ا افزای��ش مقادی��ر کل��ر کاه��ش یاف��ت 
و در غلظ��ت 80 میل��ی گ��رم کل��ر ب��ه حداق��ل خود 
رس��ید. تف��اوت در ن��وع پاس��خ بین ارق��ام مختلف 
ت��ا ح��دود زی��ادی ب��ه مقاوم��ت ی��ا حساس��یت آن 
Cook�  ه��ا بس��تگی دارد و ب��ر ای��ن اس��اس رق��م

er حساس��یت بیش��تری نش��ان داد و در نتیج��ه 
زودت��ر از س��ایر ارق��ام دچ��ار کاه��ش فعالی��ت 
معن��ی دار آنزی��م پل��ی فن��ل اکس��یداز ش��د)غلظت 

40 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر(. 
س��طح MDA حاص��ل از پراکسیداس��یون لیپی��د 
ه��ای غش��ایی، اغل��ب ب��ه عن��وان ش��اخصی 
Der-  ب��رای آس��یب اکس��یداتیو ب��ه کار م��ی رود 

 Cooker در رق��م .mal and Turkan (2005)

بیش��ترین می��زان مال��ون دآلدهی��د در غلظ��ت 
20 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر مش��اهده ش��د و 
ت��ا غلظ��ت 80 میل��ی م��ولار کل��ر مق��دار مال��ون 
دآلدهی��د کاه��ش یاف��ت ک��ه تف��اوت معن��ي داري 
ب��ا ش��اهد نداش��ت. نتای��ج م��ا ب��ا مش��اهدات و 
آزمایش��ات روی گون��ه ه��ای ذرت مطابق��ت دارد. 
در ای��ن بررس��ی ه��ا نش��ان داده ش��د ک��ه مه��م 
تری��ن پاس��خ در مقاوم��ت ب��ه ش��وری در گون��ه 
 )SC129, SC13( ه��ای ذرت مق��اوم ب��ه ش��وری
 MDA و در مقایس��ه ب��ا ش��اهد، کاه��ش مق��دار
Ab- )در پ��ی افزای��ش س��طح ش��وری م��ی باش��د 

 Kentucky در رق��م .dul Jaleel et al., (2007

در غلظ��ت 10 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کلر بیش��ترین 
مق��دار مال��ون دآلدهید مش��اهده ش��د و در س��ایر 
غلظ��ت ه��اي کل��ر مق��دار MDA در مقایس��ه ب��ا 
ش��اهد ب��ه کمتری��ن می��زان کاه��ش یاف��ت. در رقم 
ویرجبین��ا کاه��ش معن��ي دار می��زان MDA در 
غلظ��ت 20 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر کل��ر مش��اهده 
ش��د و در س��ایر غلظ��ت ه��ا مق��دار MDA تفاوت 
معن��ي داري ب��ا ش��اهد نداش��ت. پیش��نهادمی 
ش��ود کاه��ش مق��دار MDA در نتیج��ه ی افزایش 
فعالی��ت آنزی��م ه��ای آنت��ی اکس��یدانی اس��ت ک��ه 
س��طوح H2O2 را کاه��ش داده و آس��یب غش��ایی 

را نی��ز کاه��ش م��ی دهن��د. 
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در رق��م Cooker مق��دار پروتئی��ن کل اخت��لاف 
معن��ی داری را در چه��ار غلظ��ت کل��ر م��ورد 
بررس��ی نش��ان ن��داد و بیش��ترین مق��دار پروتئین 
کل در غلظ��ت 40 میل��ی گرم بر لیتر کلر مش��اهده 
ش��د. ب��ه عب��ارت دیگ��ر، در ای��ن غلظ��ت مق��دار 
پروتئی��ن کل نس��بت ب��ه ش��اهد افزای��ش یاف��ت و 
در غلظ��ت 20 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر مق��دار آن در 
گی��اه توت��ون رق��م Cooker کاه��ش یاف��ت ت��ا ب��ه 
کمتری��ن مق��دار خ��ود در بی��ن تیماره��ای مختلف 
رس��ید. در رق��م Kentucky  مق��دار پروتئی��ن کل 
در غلظ��ت ه��اي بالات��ر کل��ر یعني در غلظ��ت هاي 
40 و 80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر نس��بت ب��ه کنت��رل 
کاه��ش یاف��ت. در نهای��ت بررس��ی روی می��زان 
پروتئی��ن کل در رق��م ویرجبین��ا رون��د کاهش��ی 
پیوس��ته ای را از غلظ��ت  10 میل��ی گ��رم ب��ر 
لیت��ر )ش��اهد( ت��ا غلظ��ت  80 میل��ی گ��رم ب��ر لیت��ر 
نش��ان داد. اگ��ر تن��ش طولان��ی ش��ود م��ی توان��د 
روی س��نتز پروتئی��ن تأثی��ر بگ��ذارد و س��رانجام 
 Ayala-Astroga and. موج��ب کاه��ش آن ش��ود

Alcaraz-Melendez, (2010)

نتايج
ب��ه نظ��ر م��ی رس��د کل��ر در غلظ��ت ه��ای پایی��ن 
ن��ه تنه��ا اث��رات تنش��ی و مخ��رب ب��ر رش��د 
گیاهچ��ه ه��ای توت��ون ن��دارد بلک��ه در م��واردی 
نی��ز پاس��خ مکانیس��م های ض��د تنش��ی را تعدیل 
م��ی نمای��د. در حال��ی ک��ه ب��ا افزای��ش مقادی��ر 
کل��ر در بالاتری��ن س��طوح م��ورد اس��تفاده در 
ای��ن بررس��ی ای��ن پاس��خ ه��ا گاه��ی تش��دید 
ش��ده و ش��اخص ه��ای رش��د تغیی��رات کاهش��ی 
Ken�  را نش��ان م��ی دهن��د و از ای��ن نظ��ر رق��م
tucky حس��اس ت��ر از دو رق��م دیگ��ر می باش��د.

سپاسگزاری
نگارن��دگان لازم م��ی دانن��د از مرک��ز تحقیق��ات 
توت��ون گی��لان )رش��ت( ب��ه خاط��ر  تامی��ن ب��ذر 
و از دانش��گاه گی��لان باب��ت حمای��ت مالی تش��کر 

و قدردان��ی نماین��د.
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