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دماي  تنش تحت ايوتاس اهيگ ساقه و برگ در ييايميوشيب و يكيولوژيزيف راتييتغ بررسي
 پايين

  2يهاشم يحاج شكوفه و*1ينصراصفهان ميمر ،1يرزاديش نينسر

  گروه زيست شناسي ،آباد، دانشگاه لرستان، دانشكده علوم پايهخرم، ايران 1
  گروه زيست شناسي دانشكده علوم پايه، ،انبهبه دانشگاه صنعتي خاتم الانبياء بهبهان،، ايران 2

  05/09/1398 :تاريخ دريافت   07/06/1398 :تاريخ پذيرش

  چكيده

يك گياه  (Stevia rebaudiana)استويا . دماي پايين يكي از فاكتورهاي مهم محدود كننده رشد، نمو و پراكنش گياهان است
. شود و ممكن است تنش دماي پايين را در زمستان تجربه كندمي علفي دارويي شيرين است كه در بسياري از مناطق جهان كشت

-دهد و باعث بقاء آنها ميدر اين مطالعه، تغييرات فيزيولوژيكي و بيوشيميايي كه در گياهان استويا تحت تنش دماي پايين رخ مي

- نتيگراد قرار داده شد و شاخصدرجه سا 25و  10، 5استويا براي يك ماه تحت تيمارهاي دمايي . شود مورد بررسي قرارگرفت

، كلروفيل كل و b، كلروفيل aدر دماي پايين محتوي كلروفيل . گيري شدهاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي در برگ و ساقه اندازه
ا در به علاوه، تجمع افزايش يافته پراكسيد هيدروژن و مالون دآلدئيد در برگ و ساقه استوي. كاروتنوئيدها در برگ كاهش پيدا كرد
ز، كاتالاز، آسكوربات پراكسيداز، هاي سوپراكسيد ديسموتاتنش دماي پايين فعاليت آنزيم. معرض تنش دماي پايين مشاهده شد

هاي ثانويه تنش دماي پايين به تجمع متابوليت. فنل اكسيداز را در برگ و ساقه استويا افزايش دادگاياكول پراكسيداز و پلي
فنيل آمونيالياز و پلي(مسير بيوسنتزشان  يهاي كليدو فعاليت افزايش يافته آنزيم) هاها و آنتوسيانينتركيبات فنلي، فلاونوئيد(

در پاسخ به تنش دماي پايين، استويا تجمع قند محلول كل، قند احياء . در برگ و ساقه استويا منجر شد) تيروزين آمونيالياز
هاي ناشي از تنش دماي پايين، ي، براي غلبه بر آسيبطوركل به .دادندآمينواسيد كل و پرولين را در برگ و ساقه افزايش 

-توانند براي شناسايي رقمها ميهاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي در گياه استويا فعال شد كه اين مكانيسماي از مكانيسممجموعه

  . هاي استويا مقاوم به دماي پايين استفاده شوند

  ها فعال اكسيژناكسيدانت، گونهسيستم آنتي استويا، تنش اكسيداتيو،دماي پايين، : واژه هاي كليدي

  Esfahani.m@lu.ac.ir : الكترونيكي ، پست09131103870 :مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
رجه د 15تا  0كه به دماي بين ) سرمازدگي(دماي پايين 

هاي شود، يكي از مهمترين تنشسانتيگراد اطلاق مي
محيطي است كه باعث كاهش رشد و توليد محصول در 

). 18(شود بسياري از گياهان مهم از نظر اقتصادي مي
حركت تغييرات دمايي را در گياهان به عنوان موجودات بي

محيط اطرافشان تشخيص داده و سپس به آن تغييرات 
-تعادل دمايي مناسب را در درون سلولدهند و پاسخ مي

اين تعادل سلولي از طريق تنظيمات . كنندهايشان برقرار مي
 شودمورفولوژيكي، فيزيولوژيكي و بيوشيميايي ايجاد مي

دماي پايين تغييراتي را در ساختار غشاء سلولي و ). 18(
ها و آمينواسيدها، تركيب ليپيدهاي غشاء، نشت الكتروليت

هاي آنزيمي و همچنين ها و فعاليتينمحتوي پروتئ
اي از اجزاء سلولي نظير تغييرات در يك طيف گسترده

- پلاستيدها، غشاءهاي تيلاكوئيدي، فسفريلاسيون پروتئين
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به ). 37(كند ها ايجاد مي هاي تيلاكوئيدي و ميتوكندري
هاي علاوه، دماي پايين باعث ايجاد اختلال در فعاليت

گردد به عنوان مثال، ميزان فتوسنتز ميمتابوليكي در گياهان 
يابد كه به تشكيل انرژي در دماهاي پايين كاهش مي

تنش ). 32(شود برانگيختگي اضافي در گياهان منجر مي
) ROS(هاي فعال اكسيژن سرمازدگي ميزان توليد گونه

O2(هاي آنيون سوپراكسيد مانند راديكال
، پراكسيد )−•

را   )•OH( هاي هيدروكسيلو راديكال) H2O2(هيدروژن 
-ها، پراكسيهاي مختلف سلول نظير كلروپلاستدر بخش

اگرچه توليد ). 11(دهد زوم و ميتوكندري افزايش مي
در سطح غيرسمي به عنوان يك سيگنال براي  ROSپيوسته 

كند ولي تجمع مقادير ارتباطات سلول به سلول عمل مي
شود اتيو ميدر محيط سلولي باعث تنش اكسيد ROSبالاي 

هاي متابوليكي ضروري براي سلول و نتيجتا بقاء كه فعاليت
گياهان براي مقابله ). 11(دهد قرار ميتأثير تحتسلول را 

با تنش اكسيداتيو ايجاد شده به واسطه تنش دماي پايين 
هاي محافظتي گوناگون شامل سيستم آنتي مكانيسم

-از مهم. كننداكسيدانتي آنزيمي و غيرآنزيمي را فعال مي

مي  ROSهاي آنتي اكسيدانتي دخيل در حذف ترين آنزيم
 ، گاياكول پراكسيدازSOD)(توان به سوپراكسيد ديسموتاز 

)(GPX پلي فنل اكسيداز ،)PPO( كاتالاز ،)CAT ( و
هاي راديكال. اشاره كرد APX)(آسكوربات پراكسيداز 

O2آزاد
كه يك مولكول  H2O2به  SODابتدا توسط  −•
توليد  H2O2راديكالي است تبديل كرده و در نهايت غير

به آب و  PPOو CAT ،APX ،GPXهاي شده توسط آنزيم
اكسيدانتي هاي آنتياز سيستم). 14(شود اكسيژن تبديل مي

هاي ثانويه مانند تركيبات توان به متابوليتغيرآنزيمي مي
 ها اشاره كرد كه در نتيجهفنلي، فلاونوئيدها و آنتوسيانين

و يا تيروزين ) (PALفعاليت آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز 
آيند و نقش بسزايي در به وجود مي) TAL(آمونيا لياز 

- بازي مي ROSهاي گياهي در مقابل سيستم دفاعي سلول

- گياهان مقادير زيادي از انواع مختلف محلول). 11(كنند 

هاي مختلف محيطي از هاي سازگار را در پاسخ به تنش

هاي سازگار محلول. كنندمله دماي پايين انباشته ميج
تركيبات آلي محلول با وزن مولكولي پايين هستند كه 

هاي گياهي سميت هاي بالا در سلولدر غلظت معمولاً
ها از طريق تعديل و تنظيم اين محلول. كنندايجاد نمي

، محافظت از يكپارچگي ROSاسمتيك سلولي، پاكسازي 
ها از گياهان در مقابل ها و پروتئينآنزيمغشاءها و ثبات 

هاي سازگار از محلول. كنندهاي محيطي محافظت ميتنش
ها، ترهالوز، گليسين التوان به پرولين، سوكروز، پليمي

به هرحال، تغييرات ). 21(بتائين و آلانين اشاره كرد 
فيزيولوژيكي و بيوشيميايي كه گياهان براي مقابله با تنش 

كند بسته به نوع گونه گياهي، شدت يين استفاده ميدماي پا
تنش و دوره تنش متفاوت است و شناسايي اين تغييرات 

تواند به متخصصان بيوتكنولوژي براي هر گونه گياهي مي
هاي مهندسي ژنتيك كمك كند كه بتوانند از طريق روش

  .گياه مقاوم به تنش سرما ايجاد كنند

يك گياه چندساله ) Stevia rebadiana Bertoni(استويا 
دارويي شيرين متعلق به خانواده آستراسه و بومي مناطق 
پاراگوئه، برزيل و آرژانتين با آب و هوايي نيمه گرمسيري 

هاي استويا داراي برگ .هاي ملايم استبا زمستان
ترپن يا گليكوزيدهاي استويول شيرين گليكوزيدهاي دي

مرتبه  300تا  150 اًكه محلول در آب بوده و تقريب است
علاوه بر مزه شيرين براي اين  .تر از شكر هستندشيرين

). 20(هاي آنتي اكسيداني گزارش شده است گياه فعاليت
اش در سراسر جهان امروزه استويا به دليل ارزش دارويي

هاي اين گياه در مناطقي با زمستان شود و احتمالاًكشت مي
ابراين در اين مطالعه كند بنسرد تنش سرما را تجربه مي

ايي گياه استويا در يهاي فيزيولوژيكي و بيوشيمپاسخ
شناسايي . مواجهه با دماي پايين مورد بررسي قرارگرفت

هاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي كه توسط تنش شاخص
گيرد به محققان تاثير قرار مي سرما در گياه استويا تحت

مقاوم به سرما  هاي استوياي حساس وكند كه رقمكمك مي
ها مسير به علاوه، شناسايي اين شاخص. را شناسايي كنند

هاي استوياي مقاوم به سرما توسط را براي توليد رقم
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هاي بيوتكنولوژي مدرن و يا دستكارهاي ژنتيكي روش
  .كندتسهيل مي

  مواد و روشها
هاي تنش دماي پايين روي پاسختأثير  به منظور بررسي

) S. rebaudiana(شيميايي گياه استويا فيزيولوژيكي و بيو
 EUSTAS( يككشور بلژ يا،از بانك ژن استوكه  1رقم 

Stevia Gene Bank (اين تحقيق به صورت يك شد تهيه ،
بذرهاي ابتدا  .تصادفي با چهار تكرار اجرا شدكاملاً طرح 

استويا را چندين مرتبه با آب معمولي شسته و سپس با 
درصد  20و محلول ) ثانيه 30 براي مدت(درصد  70الكل 

 15براي مدت ) (هيپوكلريت سديم(حجمي وايتكس 
در زير دستگاه لامينار  ضدعفوني كرده و مجدداً) دقيقه

. ايرفلو سه مرتبه با آب مقطر استريل شستشو داده شدند
هاي حاوي محيط كشت بذرهاي ضدعفوني شده در ظرف

ره نوري كشت شدند و در اتاق كشت با دو) MS )30پايه 
 25±2ساعت تاريكي، دماي  8ساعت روشنايي و  16

. نگهداري شدند µmol m-2 s-1 90 و نور گراديسانت درجه
براي ريزازديادي و توليد انبوه گياه استويا در شرايط 
استريل از گياهان كامل ايجاد شده از كشت بذر استفاده 

مدت  به ياديازد يزمرحله ر از حاصلماهه  دو ياهانگ. شد
و  شب يكسان دمايي يطرشد با شرا يماه در اتاقك ها يك

 يگراددرجه سانت 10و  5 دمايي تيمارهاي تأثير تحتروز 
درجه  25 يدر دما يافتهرشد  ياهانو گ دقرارگرفتن

برگ و ساقه ). 21(به عنوان شاهد استفاده شدند  يگرادسانت
 تيمارهايماه تحت  يك مدت بهشده  ينگهدار ياهانگ

 يزردر فر و شده جدا سانتيگراد درجه 25و  10، 5 ييدما
ºC 80 - و  يزيولوژيكيف هايشاخص گيرياندازه يبرا
  .شدند ينگهدار يوشيماييب

گيري ميزان قند كل، قند احياء و پرولين و اندازه
ها به ميزان قند كل و احياء در نمونه: مينواسيدهاي آزادآ

و ) 2013(و همكاران البالاسمه هاي ترتيب مطابق روش
براي ). 13و 4(گيري شد اندازه) 1956(و همكاران دابيوس 

و همكاران باتس گيري ميزان پرولين از روش اندازه
مقدار آمينواسيدهاي آزاد براساس ). 5(استفاده شد ) 1973(

نانومتر  570رنگ سنجي با نين هيدرين در طول موج 
  ).21(گيري شد اندازه

دآلدئيد ، مالون)H2O2( گيري پراكسيد هيدروژناندازه
)(MDA ميزان : اكسيدانت كلو ظرفيت آنتيH2O2  و

MDA 2000(و همكاران وليكوا ها مطابق روش در نمونه (
-گيري ظرفيت آنتيبراي اندازه). 39(گيري شد اندازه

 ferric reducing antioxidantاكسيدانت كل از معرف

power )FRAR ( ر مولاميلي 300شامل بافر استات
)6/3(pH= ،10 پريديلتري- 6و  4و  2مولار ميلي-s-

مولار هيدروكلرواستيك اسيد و ميلي TPTZ( ،40(تريازين 
ها در جذب نمونه. مولار كلريد آهن استفاده شدميلي 20

  ). 35(نانومتر خوانده شد  593طول موج 

ميزان فنل كل با : و فلاونوئيدها فنل كلگيري ميزان اندازه
سيوكالتو در طول موج -سنجي فولينروش رنگ استفاده از

ميزان فلاونوئيدها توسط ). 33(گيري شد نانومتر اندازه 725
نانومتر  330، 300، 270اسپكتووفتومتر در سه طول موج 

  ).23(گيري شد اندازه

: ها، كاروتنوئيدها و آنتوسانينكلروفيل گيري اندازه
درصد  96ول ها و كاروتنوئيدها به وسيله اتانكلروفيل

گيري استخراج و با استفاده از دستگاه اسپكتوفتومتري اندازه
) 1979(واگنر ميزان آنتوسيانين براساس روش  ).26(شدند 

  ).40(گيري شد نانومتر اندازه 530در طول موج 

: هاگيري فعاليت آنزيماستخراج عصاره جهت اندازه
ميلي  5/1در يك هاون چيني سرد با ) گرم/ 09(بافت تازه 

ميلي مولار بافر  50ليتر بافر استخراجي سرد كه شامل 
ميلي مولار اتيلن دي آمين  7pH=( ،1(فسفات پتاسيم با 
درصد پلي وينيل پلي  EDTA( ،2 -1(تترا استيك اسيد 

درجه  4سابيده شده و در دماي ) PVPP(پيروليدون 
سانتريفيوژ  rpm 14000دقيقه با دور  20سانتيگراد به مدت 
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هاي آنتي گيري فعاليت آنزيممحلول رويي براي اندازه. شد
ميزان  .هاي محلول استفاده گرديداكسيدان و ميزان پروتئين

در ) 1976(برادفورد پروتئين محلول با استفاده از روش 
 CATفعاليت ). 8(گيري شد نانومتر اندازه 595طول موج 

نانومتر بر  240در طول موج  H2O2توسط كاهش غلظت 
توسط ميزان جذب در  APXفعاليت ). 2(نجام گرفت ا

نانومتر براساس اكسيداسيون آسكوربات و  290طول موج 
 PPOفعاليت ). 31(كاهش غلظت آسكوربات انجام گرفت 

توسط افزايش در ميزان جذب به واسطه اكسيداسيون 
-نانومتر اندازه 430پيروگالل در طول موج  H2O2وابسته به 

براساس افزايش جذب در  GPXليت فعا). 39(گيري شد 
نانومتر به واسطه اكسيداسيون گاياكول  470طول موج 

براساس  SODفعاليت آنزيم ). 39(انجام گرفت 
 560بازدارندگي نوري نيتروبلو تترازوليوم در طول موج 

در طول  PALفعاليت آنزيم ). 15(گيري شد نانومتر اندازه
سيناميك اسيد  نانومتر براساس ميزان توليد 290موج 
 333در طول موج  TALفعاليت آنزيم ). 6(گيري شد اندازه

نانومتر واكنش براساس تبديل تيروزين به كوماريك اسيد 
   .)6( گيري شداندازه

 SPSS آماري ارزاف نرم از ها داده تحليل براي: هاتحليل داده

 براساس ها داده ميانگين مقايسه .شد استفاده 16نسخه 

رسم  و ≥P)05/0 (درصد 5 آماري سطح در نآزمون دانك
  .شد انجام Excel افزار نرم با نمودارها

  نتايج
ها، كاروتنوئيدها دماي پايين روي ميزان كلروفيلتأثيرات 

نتايج نشان : ها در برگ و ساقه گياه استوياو آنتوسيانين
درجه سانتيگراد، ميزان  10و  5هاي دمايي داد كه در تنش

  bدرصد، ميزان كلروفيل 27، 42به ترتيب برگ   aكلروفيل
درصد و ميزان كلروفيل كل برگ  46و  69برگ به ترتيب 

درصد در مقايسه با شاهد كاهش نشان  32و  61به ترتيب 
ميزان كاروتنوئيدهاي برگ در دماي ). C-A 1شكل (ند داد
درصد نسبت به شاهد كاهش نشان  49درجه سانتيگراد  5

 10و  5ها در دماي ن آنتوسيانينميزا ).D -1شكل (داد 
درصد افزايش را در  82و  264درجه سانتيگراد به ترتيب 

درصد افزايش را در ساقه در  87و  125برگ و به ترتيب 
  ).E-1شكل (مقايسه با شاهد نشان داد 

  
كاروتنوئيد برگ و )D(كلروفيل كل و ) C(،  bكلروفيل ) B(،  aكلروفيل ) A(زان درجه سانتيگراد روي مي 25و  10، 5تيمارهاي دمايي تأثير  -1شكل

)E (مقادير ميانگين چهار تكرار . ميزان آنتوسيانين برگ و ساقه گياه استويا± SE .حروف . ها در برگ و ساقه به طور مجزا انجام گرفتمقايسه ميانگين
  وزن تازه بافت: FW. بر اساس آزمون دانكن بين تيمارها استدرصد  5دار در سطح اختلاف معني غيرمشابه در برگ و ساقه نشان دهنده
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در برگ  MDAو  H2O2دماي پايين روي ميزان تأثيرات 
درجه  10و  5در دماي  H2O2ميزان : و ساقه گياه استويا
درصد در برگ و به ترتيب  65و  244سانتيگراد به ترتيب 

ا شاهد افزايش نشان درصد در ساقه در مقايسه ب 30و  29
 5برگ در تيمار دمايي  MDAميزان  ).A -2شكل (داد 

درصد افزايش را در مقايسه با شاهد  87درجه سانتيگراد 
درجه  10و  5نشان داد و ميزان آن در ساقه در دماي 

درصد  82و  62سانتيگراد نسبت به شاهد به ترتيب 
  ).B -2شكل(افزايش نشان داد 

  
برگ و ساقه ) MDA(دآلدئيد مالون) B(و ) H2O2(پراكسيد هيدروژن ) A(درجه سانتيگراد روي ميزان  25و  10، 5تيمارهاي دمايي تأثير  -2شكل

رگ و ساقه نشان حروف غير مشابه در ب. ها در برگ و ساقه به طور مجزا انجام گرفتمقايسه ميانگين. SE ±مقادير ميانگين چهار تكرار . گياه استويا
  وزن تازه بافت: FW. درصد  بر اساس آزمون دانكن بين تيمارها است 5دار در سطح دهنده اختلاف معني

دماي پايين روي ميزان پرولين، آمينواسيد كل، تأثيرات 
قند محلول كل، قند  احياء و پروتئين محلول كل در 

و  5ميزان پرولين برگ در دماي : برگ و ساقه گياه استويا
 464و  1265درجه سانتيگراد نسبت به شاهد به ترتيب  10

درصد در مقايسه  135و 289درصد و در ساقه به ترتيب 
نتايج حاصل از ). A -3شكل (با شاهد افزايش پيدا كرد 

سنجش اسيدهاي آمينه كل در برگ و ساقه گياه استويا 
 10و  5نشان داد كه ميزان اسيد آمينه كل برگ در دماي 

درصد و در ساقه به  109و  91انتيگراد به ترتيب درجه س
درصد نسبت به شاهد افزايش نشان داد  207و  451ترتيب 

 10و  5ميزان قند محلول كل برگ در دماي ). B-3شكل (

درصد و در ساقه به  233و  326درجه سانتيگراد به ترتيب 
درصد در مقايسه با شاهد افزايش نشان  240و  480ترتيب 

 10و  5همچنين، در تيمارهاي دمايي ). C -3شكل (داد 
و  482درجه سانتيگراد، ميزان قند احيا در برگ به ترتيب 

درصد نسبت  421و  456درصد و در ساقه به ترتيب  307
نتايج اين مطالعه ). D -3شكل (به شاهد افزايش نشان داد 

 10و  5ميزان پروتئين محلول برگ در دماي  نشان داد كه
داري را با ميزان آن در شاهد د تفاوت معنيدرجه سانتيگرا

درجه  5نشان نداد ولي ميزان آن در ساقه در دماي 
درصد در مقايسه با شاهد افزايش نشان داد  102سانتيگراد 

  ).E-3شكل (
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) E(قند احياء و ) D(قند محلول كل، ) C(آمينواسيد كل، ) B(پرولين، ) A(درجه سانتيگراد روي ميزان  25و  10، 5تيمارهاي دمايي تأثير  -3شكل

حروف . ها در برگ و ساقه به طور مجزا انجام گرفتمقايسه ميانگين. SE ±مقادير ميانگين چهار تكرار . پروتئين محلول كل برگ و ساقه گياه استويا
  وزن تازه بافت: FW. اساس آزمون دانكن بين تيمارها است درصد بر 5دار در سطح غيرمشابه در برگ و ساقه نشان دهنده اختلاف معني

دماي پايين روي ميزان فنل كل و فلاونوئيدها و تأثيرات 
در برگ و ساقه گياه  TALو  PALفعاليت آنزيم هاي 

نتايج آزمايشات اين تحقيق نشان داد كه ميزان فنل : استويا
 108درجه سانتيگراد به ترتيب  10و  5كل برگ در دماي 

درصد در  246و  318درصد و در ساقه به ترتيب  61و 
ميزان  ).A -4شكل (مقايسه با شاهد افزايش پيدا كرد 

نانومتر در  330و  300فلاونوئيدهاي برگ در طول موج 
و  114درجه سانتيگراد نسبت به شاهد به ترتيب  5دماي 

درصد افزايش يافته و ميزان فلاونوئيدهاي ساقه در  165
درجه سانتيگراد  5نانومتر در دماي  330و  300طول موج 

درصد افزايش نشان  230و  170نسبت به شاهد به ترتيب 
  . )B-4شكل (داده است 

و  5برگ در دماي  PALنتايج نشان داده كه ميزان آنزيم 
 173و  308درجه سانتيگراد نسبت به شاهد به ترتيب  10

درجه  5درصد افزايش يافته و فعاليتش در ساقه در دماي 
درصد در مقايسه با شاهد افزايش نشان داد  21سانتيگراد 

و  5برگ در دماي  TALميزان فعاليت آنزيم  ).C-4شكل (
درصد و در  237و  161درجه سانتيگراد به ترتيب  10

درصد نسبت به شاهد افزايش  73و  82ساقه به ترتيب
  )D -4شكل (نشان داد 
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 ايآمون نيآلان ليفن) C(فلاونوئيد، ) B(، )گرم بافت تازه/ميكروگرم(فنل كل ) A(درجه سانتيگراد روي ميزان  25و  10، 5تيمارهاي دمايي تأثير  -4شكل
بافت گرم /كوماريك اسيد - pميكرومول ( ازيل ايآمون نيآلان نيروزيت) D(و  )ساعت/گرم بافت تازه/ميكرومول ترانس سيناميك اسيد) (PAL( ازيل
حروف . ها در برگ و ساقه به طور مجزا انجام گرفتمقايسه ميانگين. SE ±مقادير ميانگين چهار تكرار . برگ و ساقه گياه استويا) TAL) (ساعت/تازه

  توزن تازه باف: FW. درصد بر اساس آزمون دانكن بين تيمارها است 5دار در سطح غيرمشابه در برگ و ساقه نشان دهنده اختلاف معني

- هاي آنتيآنزيم دماي پايين روي فعاليتتأثيرات 

اكسيدانت كل در برگ و ساقه اكسيدانت و ظرفيت آنتي
تيمار دماي تأثير ها در مورد نتايج مقايسه داده: گياه استويا

 5برگ در دماي  SODميزان آنزيم سوپر  پائين نشان داد كه
درصد  52درجه سانتيگراد نسبت به شاهد به ترتيب 

زايش نشان داد و ميزان فعاليت اين آنزيم در ساقه در اف
درصد  64و  55درجه سانتيگراد به ترتيب  10و  5دماي 

فعاليت . )A -5شكل (نسبت به شاهد افزايش نشان داد 
درجه سانتيگراد به  10و  5برگ در دماي  CATآنزيم 
و  6028درصد و در ساقه به ترتيب  491و  4473ترتيب 

- Bشكل (يسه با شاهد افزايش پيدا كرد درصد در مقا 520
ها نشان داد كه فعاليت آنزيم نتايج مقايسه ميانگين). 5

APX  درجه سانتيگراد به ترتيب  10و  5برگ در دماي

درصد  600و  750درصد و در ساقه به ترتيب  264و  176
تحت ). C-5شكل (نسبت به شاهد افزايش نشان داد 

در  GPXانتيگراد، فعاليت درجه س 10و  5تيمارهاي دمايي 
 663درصد و در ساقه به ترتيب 635و  844برگ به ترتيب 

شكل (درصد در مقايسه با شاهد افزايش پيدا كرد  352و 
D -5 .( به علاوه، فعاليتPPO  5در برگ تحت تيمارهاي 
درصد و در  238و  255درجه سانتيگراد به ترتيب  10و 

با شاهد  يسهادرصد در مق 138و  113 يبساقه به ترت
- يآنت يتظرف گيرياندازه). E-5شكل (كرد  يداپ يشافزا

درجه  10و  5 يمارهايكل در پاسخ به ت اكسيدانت
كل در برگ  يدانتاكس يآنت يتنشان داد كه ظرف يگرادسانت

 1066 يبدرصد و در ساقه به ترت 1014و  1785 يببه ترت
كل ش(نشان داد  يشبا شاهد افزا يسهدرصد در مقا 333و 
F -5.(  
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كاتالاز ) B(، )گرم بافت تازه/واحد) (SOD(سوپراكسيدديسموتاز ) A(درجه سانتيگراد روي فعاليت  25و  10، 5تيمارهاي دمايي تأثير  -5شكل

)CAT) ( ميكرومولH2O2/گرم بافت تازه/دقيقه( ،)C ( آسكوربات پراكسيداز)APX) (گرم بافت تازه/دقيقه/ميكرومول آسكوربات( ،)D ( گاياكول
 )گرم بافت تازه/دقيقه/purpurogallinميكرومول ) (PPO(پلي فنل اكسيداز ) E(، )گرم بافت تازه/دقيقه/ميكرومول تتراگاياكول) (GPX(پراكسيداز 

ها در برگ و ساقه به مقايسه ميانگين. SE ±ر تكرار مقادير ميانگين چها. برگ و ساقه گياه استويا) گرم بافت تازه/ گرمميلي(اكسيدانت كل آنتي) F(و 
  تاساس آزمون دانكن بين تيمارها اسدرصد بر  5دار در سطح حروف غيرمشابه در برگ و ساقه نشان دهنده اختلاف معني. طور مجزا انجام گرفت

  بحث
، aنتايج ما در اين مطالعه نشان داد كه محتوي كلروفيل 

كاروتنوئيدها در برگ گياه ، كلروفيل كل و bكلروفيل 
اي استويا رشد يافته در دماي پايين به ميزان قابل ملاحظه

ها در برگ گياه شاهد كاهش در مقايسه با ميزان اين رنگيزه
نشان داده شده است كه  اًدر يك مطالعه اخير. پيدا كرد

 5سرعت فتوسنتز در ارقام مختلف گياه استويا در دماي 
كند كه البته ميزان ت كاهش پيدا ميدرجه سانتيگراد به شد

كاهش سرعت فتوسنتز بسته به رقم استويا متفاوت گزارش 
و  هاي فتوسنتزيكاهش ميزان رنگيزه .)20(شده است 

-كاهش انتقال الكترون در تيلاكوئيدها و تثبيت كربن مي

تواند يكي از دلايل مهم كاهش سرعت فتوسنتز در گياهان 
از جمله عواملي  .)37و  30(تحت تنش دماي پايين است 

هاي فتوسنتزي برگ در كه باعث كاهش محتوي رنگيزه

توان به تخريب ساختمان شوند ميهاي محيطي ميتنش
- كلروپلاست و دستگاه فتوسنتزي، فتواكسيداسيون كلروفيل

هاي توليد كننده كلروفيل و ها، تخريب و ويراني پيش ماده
جزيه كننده كلروفيل از هاي تهمچنين افزايش فعاليت آنزيم
به هرحال، در پاسخ به ). 29(جمله كلروفيلاز اشاره نمود 

تنش دماي پايين، محتوي كاهش يافته كارتنوئيدهاي برگ 
استويا در مقايسه با سطح كاهش يافته كلروفيل كل برگ 

توان به نقش كاروتنوئيدهاي چرخه كمتر بود كه مي
و محافظت كردن از  گزانتوفيل در آزاد كردن انرژي گرمايي

   .)13(شود اشاره كرد مي IIمراكز واكنش فتوسيستم 

 H2O2در اين مطالعه، تنش دماي پايين تجمع افزايش يافته 
را در برگ و ساقه گياه استويا را تحريك كرداز سوي ديگر 

در برگ نسبت به ساقه با شدت گرفتن ميزان  H2O2ميزان 
با گزارش مشابهي تنش افزايش قابل توجهي نشان داد كه 
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تحت دماي پايين در گياهاني  H2O2مبني بر افزايش ميزان 
تنش دماي پايين توليد و ). 23(مانند گندم مطابقت داشت 

را در گياهان تحت تنش از طريق  H2O2مانند  ROSتجمع 
به هم خوردن تعادل بين جذب نور و استفاده از نور به 

، افزايش يافتن واسطه بازداشته شدن فعاليت سيكل كالوين
و احياء بيش از  O2جريان انتقال الكترون فتوسنتزي به 

دهد و در اندازه زنجيره انتقال الكترون تنفسي افزايش مي
نتيجه منجر به تنش اكسيداتيو از طريق اكسيداسيون ليپيدها، 

شود كه به ساختارها و ها و اسيدهاي نوكلئيك ميپروتئين
وارد كرده و باعث مرگ هاي سلولي آسيب ماكرومولكول
نتايج اين تحقيق نشان داد كه ميزان . )34(شود سلولها مي

MDA  در برگ و ساقه گياه استويا تحت تنش دماي پايين
اي در مقايسه با شاهد افزايش پيدا به ميزان قابل ملاحظه

هاي سلولي كننده ليپيد پراكسيداسيون غشاءتأييد كرد كه 
به . تنش دماي پايين است در گياه استويا در پاسخ به

در برگ نسبت به ساقه با تشديد تنش  MDAعلاوه، ميزان 
در توافق با اين نتايج، مطالعات . سرما افزايش نشان داد

به ) Vigna radiate(هاي ماش انجام شده روي گياهچه
تحت تنش دماي پايين اشاره شده MDA افزايش ميزان 

عال اكسيژن هاي فو ساير راديكال H2O2). 33(است 
ها هستند كه بايد در كمترين تركيبات سمي براي سلول

زمان و به سرعت توسط سيستم دفاع آنتي اكسيداني 
توان دفاع آنتي اكسيدانتي در صورتي كه . جاروب شوند

ها اعم از آنزيمي يا غيرآنزيمي براي از بين بردن سلول
كه  هاهاي فعال اكسيژن كافي نباشد، اين راديكالراديكال

از فسفوليپيدها  +Hگرند با خارج كردن بسيار واكنش
موجب تشكيل راديكال فعال اسيد چرب شوند و راديكال 
اسيد چرب در حضور اكسيژن با سنتز پراكسيد اسيد چرب 

هاي ها راديكالها و پروتئينتواند ضمن تخريب چربيمي
از آلدئيد ديآلدئيدهايي مانند مالون. تري توليد نمايدبيش

هاي پراكسيداسيون ليپيدها هستند جمله محصولات واكنش
ها در نظر كه به عنوان شاخصي براي ارزيابي اين واكنش

در گياهاني كه قادر به سازگاري نباشند . شوندگرفته مي

هاي با افزايش پراكسيداسيون چربي MDAروند توليد 
يابد و تداوم اين وضعيت موجب از هم ادامه مي ءغشا

ها از سلول و خروج آب و يون ءگي ساختار غشاگسيخت
شود و تداوم اين شرايط تنش در نهايت به مرگ سلول مي

پاسخ گياه به تنش اكسيداتيو القاء شده . )25(شود منجر مي
هاي سيستم توسط دماي پايين شامل افزايش فعاليت آنزيم

- مي GPXو  SOD ،CAT ،APXاكسيدانتي مانند دفاع آنتي

- شان جلوگيري مياز تجمع ROSا جاوب كردن باشد كه ب

نشان داد كه دماي پايين  اًنتايج پژوهش اخير). 44(كند 
را در برگ و ساقه گياه استويا افزايش  SODفعاليت آنزيم 

داد و ميزان فعاليت آن در ساقه نسبت به برگ با شديد 
در توافق با اين  شدن تنش سرما افزايش بيشتري نشان داد

كرده است تأييد لعات انجام شده روي تنباكو نيز نتايج، مطا
يابد در پاسخ به دماي پايين افزايش مي SODكه فعاليت 

پاكسازي كننده  اولين آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز .)43(
O2رود كه باعث تبديل به شمار مي ROSتركيبات 

به  −•
H2O2 شود، ميزان ميH2O2  هاي آنزيمتوليد شده به وسيله

ترين از جمله مهم APXو  CAT شود كهكنترل ميزيادي 
هاي نتايج نشان داد كه فعاليت آنزيم). 9(ها هستند آن

CAT ،APX ،GPX  وPPO  كه در مهار و پاكسازي كردن
H2O2  در پاسخ به تنش دماي پايين در ) 11(دخالت دارند

برگ و ساقه گياه استويا در مقايسه با شاهد افزايش پيدا 
ها نسبت در برگ PPOو  GPXفعاليت آنزيم ميزان . كرد

هاي تحت تنش سرما افزايش بيشتري نشان داد در به ساقه
در ساقه نسبت به برگ  CATو  APXهاي حاليكه آنزيم

به هرحال، اگرچه دماي . افزايش بيشتري را نشان دادند
اكسيدانتي هاي آنتيپايين باعث شد كه فعاليت آنزيم

)SOD ،CAT ،APX ،GPX و PPO ( در برگ و ساقه
اكسيدانتي در برگ و استويا افزايش پيدا كند و ظرفيت آنتي

ساقه گياه استويا در شرايط تنش دماي پايين بالاتر از 
ظرفيت آنتي اكسيدانتي در گياه شاهد بود، ولي ميزان تجمع 

H2O2  وMDA  در برگ و ساقه استويا تحت تنش دماي
نها در گياه شاهد بالاتر بود پايين هنوز در مقايسه با ميزان آ
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اكسيدانت هاي آنتيدهد افزايش فعاليت آنزيمكه نشان مي
توليد شده تحت  H2O2به اندازه كافي بالا نبوده كه بتواند 

تنش دماي پايين را به طور كارآمد پاكسازي كند و از 
  .پراكسيداسيون ليپيدهاي غشاءهاي سلولي جلوگيري كند

لين مرحله مسير فنيل پروپانوئيد او TALو  PALهاي آنزيم
كنند كه براي سنتز چندين متابوليت ثانويه را كاتاليز مي

ها دخالت مرتبط با سيستم دفاعي مانند فلاونوئيدها و فنل
هاي گياهي را در مقابل ليپيد پراكسيداسيون دارند و سلول

نتايج اين تحقيق نشان  .)17(كنند محافظت مي ROSتوسط 
 TALو  PALهاي ازات افزايش فعاليت آنزيمداد كه به مو

در گياه استويا تحت تنش دماي پايين، ميزان تجمع 
تركيبات فنلي و فلاونوئيدها نيز در گياه استويا در پاسخ به 
دماي پايين در مقايسه با ميزان اين تركيبات در گياه شاهد 

در اين  ROSبا تجمع بيشتر  افزايش پيدا كرد كه احتمالاً
ميزان تركيبات فنل كل . باشدر دماي پايين مرتبط ميگياه د

و فلاونوئيدها در ساقه نسبت به برگ با شدت گرفتن ميزان 
- تنش، افزايش بيشتري نشان دادند و ميزان فعاليت آنزيم

در برگ نسبت به ساقه در تنش  TALو  PALهاي 
در يك . اي نشان دادندشديدتر سرما افزايش قابل ملاحظه

ام شده روي گياه استويا تحت تنش خشكي مطالعه انج
مشخص شد كه ميزان تجمع تركيبات فنلي در گياه استويا 

به علاوه، ). 19(در پاسخ به تنش خشكي افزايش نشان داد 
 تركيبات فنليدر گزارشاتي بيان شده است كه ميزان توليد 

ها سلول از مشتقات مسير فنيل پروپانوئيد و فلاونوئيدها كه
و ) 38(هاي محيطي نظير خشكي  پاسخ به تنشهستند در 

 يابد به طوري كهافزايش مي) 16(كمبود عناصر غذايي 

و  ROSجاروب كردن  سببافزايش غلظت اين تركيبات 
در شرايطي ). 7(ند شو ميمهار پراكسيداسيون ليپيدها 

محيطي مانند دماي پايين كه فعاليت فتوسنتزي گياه كاهش 
توني وارد شده به درون برگ بيش از كند، جريان فوپيدا مي

باشد و بنابراين انرژي توانايي گياه براي مصرف فوتون مي
برانگيختگي اضافي در درون دستگاه فتوسنتزي ممكن 
است به عملكرد كلروپلاست آسيب وارد كرده و باعث 

و توليد مقادير  IIكاهش سريع كارآيي كوانتومي فتوسيستم 
نتايج  .شودداسيون نوري مياكسي و نتيجتاً ROSزيادي 

نيز نشان داد كه ميزان آنتوسيانين در برگ و  اًمطالعه اخير
ساقه گياه استويا در پاسخ به تنش دماي پايين به ميزان قابل 

اي در مقايسه با ميزان آن در گياه شاهد افزايش ملاحظه
نتايج اين تحقيق نشان داد كه آنتوسيانين در برگ .نشان داد

با ساقه در پاسخ به تنش سرما به ميزان بيشتري در مقايسه 
هاي ها كه به گروه متابوليتتجمع پيدا كرد آنتوسيانين

ثانويه فلاونوئيدي تعلق دارند، با از بين بردن بخشي از 
هاي اضافي وارد شده به درون برگ قادرند فوتون

هاي ناشي از فوتون اضافي ها را آسيبكلروپلاست
به علاوه، يك ارتباط قوي بين تنش ). 25(محافظت كنند 

ها در گياهان وجود دارد دماي پايين و تجمع آنتوسياني
شوند ها از مسير فنيل پروپانوئيد سنتز ميآنتوسيانين). 39(

هاي كليدي اين مسير مانند آنزيم و سنتزشان توسط آنزيم
PAL به اين ترتيب، افزايش در تجمع . )3(شود كنترل مي

گياه استويا رشد يافته تحت تنش دماي پايين  آنتوسيانين در
-در اين گياه مرتبط مي PALبه فعاليت افزايش يافته آنزيم 

  . باشد

در  هايي كه به دنبال تنش دماي پايينيكي ديگر از تنش
است كه  شود تنش اسمتيكگياهان تحت تنش ايجاد مي

استراتژي مهم گياهان در مقابل تنش اسمتيك تجمع 
قندها، آمينواسيدها  ها مانندازگار يا اسموليتهاي سمحلول

است كه از تشديد تنش  و مشتقات ديگر مانند بتايين
در اين مطالعه، تجمع ). 37(كند اسمتيك جلوگيري مي

قابل ملاحظه قندهاي محلول و احياء در برگ و ساقه گياه 
استويا در پاسخ به تنش دماي پايين مشاهده شد كه با 

تجمع افزايش يافته قندهاي محلول در گزارشي مبني بر 
هاي گياهي مختلف در پاسخ با دماي پايين برگ گونه

تجمع قندها در برگ ممكن است به . )1(مطابقت داشت 
هاي منبع و مخزن باشد و دليل بهم خوردن تعادل بين بافت

هاي سرعت توليد قند از سرعت صادرات قند به برگ
تايج اين تحقيق نشان داد به علاوه، ن).1(مخزن تجاوز كند 
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كه ميزان تجمع قندهاي محلول و احياء در ساقه نسبت به 
برگ در پاسخ به تنش سرما افزايش بيشتري نشان داد كه 

تواند با نقش ساقه به عنوان جايگاهي براي ذخيره كوتاه مي
ها در حين تنش مطابقت داشته باشد مدت كربوهيدرات

ول در گياهان در پاسخ همچنين، تجمع قندهاي محل). 12(
هاي محيطي در تنظيم اسمزي و نيز در ثبات و به تنش

  ).36(كنند استحكام غشاءها و ذخيره كربن نقش بازي مي

تجمع آمينواسيدها را در برگ و ساقه گياه  پايين تنش دماي
يك پاسخ به تنش اسمتيك  استويا افزايش داد كه احتمالاً

فتن گياه استويا در تنش است كه به دنبال در معرض قرارگر
شود آمينواسيدها يكي ديگر از محلولهاي سرما ايجاد مي

- سازگار است كه به عنوان اسموليت در گياهان تحت تنش

از ). 31(يابد هاي غيرزيستي نظير تنش سرما تجمع مي
ميان آمينواسيدها، پرولين مهمترين آمينواسيدي است كه به 

ش مهمي در حفظ عنوان يك محافظت كننده اسمزي نق
تعادل اسمتيك و ثبات ساختارهاي سلولي در گياهان بازي 

هاي ناشي از تنش اسمتيك را از آسيبكند و گياهان مي
و با عملكردش براي جاروب كردن ) 10(كند محافظت مي

هاي آزاد و عمل آنتي اكسيدانتي براي محافظت از راديكال
نتايج ما ). 22(گياه در مقابل تنش اكسيداتيو عمل مي كند 

در اين مطالعه نشان داد كه دماي پايين باعث شد كه 
اي پرولين در برگ و ساقه استويا به ميزان قابل ملاحظه

تجمع پيدا كند كه با گزارش ارائه شده براي گياه 
Zoysiagrass  از ). 26(تحت تنش دماي پايين مطابقت دارد

ي ها همواره به عنوان جايگاه اصلآنجايي كه برگ
متابوليسمي هستند روند افزايشي در تجمع فرايندهاي 

پرولين در برگ نسبت به ساقه با تشديد تنش سرما مشاهده 
  .شد

  گيرينتيجه

  ، كلروفيل كلb، كلروفيل aكلروفيل (هاي محتواي رنگيزه

و  5(در گياه استويا تحت شرايط تنش سرما ) و كاروتنوئيد
به كاهش  ه احتمالاًكاهش پيدا كرد ك) درجه سانتيگراد 10

تنش سرما باعث شد كه . گردددر سرعت فتوسنتز منجر مي
گياه استويا با تنش اكسيداتيو هم روبرو گردد به طوري كه 

در برگ و ساقه  MDAونيز تجمع  H2O2افزايش تجمع 
اكسيدانت هاي آنتيبنابراين، فعاليت آنزيم. شد مشاهده

)SOD ،CAT ،APX ،GPX  وPPO(هاي ثانويه ، متابوليت
و ظرفيت ) هاتركيبات فنلي، فلاونوئيدها و آنتوسيانين(

اكسيدانت كل در برگ و ساقه گياه استويا در معرض آنتي
به علاوه، تجمع قند محلول . تنش سرما افزايش پيدا كرد

كل، قند احياء، آمينواسيد كل و پرولين در برگ و ساقه گياه 
يش پيدا كرد كه استويا در معرض تنش دماي پايين افزا

يك پاسخ گياه به تنش اسمتيك است كه به واسطه  احتمالاً
اين تغييرات فيزيولوژيكي . تنش سرما به وجود آمده است

و بيوشيميايي كه در گياه استويا در پاسخ به تنش سرما به 
آيد يك استراتژي مهم براي به حداقل رساندن وجود مي

طوري كه گياه هاي حاصل از دماي پايين است به آسيب
بتواند در شرايط تنش زنده باقي بماند و با برطرف شدن 

نتايج  .رشد اوليه خود را به دست آورد شرايط تنش مجدداً
تواند براي اين تحقيق اطلاعاتي را فراهم كرد كه مي

هاي استوياي حساس و مقاوم به تنش دماي رقمشناسايي 
تواند ژي ميمتخصصان بيوتكنولو پايين استفاده شود ضمناً

هاي استوياي مقاوم به از نتايج اين تحقيق براي ايجاد رقم
هاي ژنتيكي استفاده تنش دماي پايين از طريق دستكاري

  .كنند

  سپاسگزاري

نويسندگان مقاله از معاونت پژوهشي و تحصيلات تكميلي 
از انجام اين پژوهش  مالي دانشگاه لرستان به دليل حمايت

  .دنكنتشكر مي
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Abstract 

Low temperature is one of the important limiting factors of growth, development and 
distribution of plants. Stevia (Stevia rebaudiana) is a sweet medicinal herb that is 
cultivated in many parts of world and may experiences low temperature in winter. In 
this study, we aimed to identify physiological and biochemical changes that occur in 
Stevia exposed to low temperature and enable the plants to survive at low temperature. 
Stevia grown in vitro and incubated under controlled conditions at 5, 10 and 25 ºC for 
one month and then physiological and biochemical indicators in leave and shoot were 
measured. Low temperature decreased the contents of chlorophyll a, chlorophyll b, total 
chlorophyll and carotenoids in the leaves. In addition, we observed increased 
accumulation of hydrogen peroxide and malondialdehyde in leaves and shoot of Stevia 
exposed to low temperature. Low temperature increased the activities of Superoxide 
dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, polyphenol oxidase and guaiacol peroxidase 
in leaves and shoot of Stevia. Low temperature lead to increased accumulation of 
secondary metabolites (phenolic compounds, flavonoids and anthocyanin) and also 
increased activities of the enzymes of their biosynthesis pathway (phenylalanine 
ammonia lyase and Tyrosine ammonia lyase) in leaves and shot of Stevia plants. In 
response to low temperature, Stevia plant increased the accumulation of total soluble 
sugar, reducing sugar, total amino acids and proline in their leaves and shoot. In 
general, to cope with low temperature, Stevia evolved a variety of physiological and 
biochemical mechanisms that can be suggested to use for identifying cold-tolerant 
stevia cultivars. 

Key words: Low temperature, Stevia rebaudiana, Oxidative stress, Antioxidant system, 
Reactive oxygen species  


