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 اكسيدانهاي يفعاليت برخي از آنتپروتئين كل، پرولين و سطوح مختلف سرما روي  تأثير
  )Stevia rebaudiana Bertoni( آنزيمي گياه استويا

 و زهرا انصاري پيري *منصور افشارمحمديان

  رشت، دانشگاه گيلان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

  29/1/95 :تاريخ پذيرش    7/8/94 :تاريخ دريافت
  چكيده

طبيعي به ويژه اگر افراد مبتلا به ديابت نيز بتوانند از آنها مصرف نمايند، اهميت زيادي پيدا  هايهكنند امروزه استفاده از شيرين
ترپن گليكوزيدهايي از يبودن دبه دليل دارا ،Asteraceaeاز تيره  ايبوتهگياهي ) Stevia rebaudiana(استويا . كرده است

از نظر اقتصادي و علمي  ،هستند رز شيرين تراكابار از س 300كه بيش از  Dudosideو Rebaudioside و  Steviosideجمله 
آنزيمي گياه استويا تحت  اكسيدانهايبرخي از آنتي پرولين و كل، پروتئين اين تحقيق، به منظور بررسي  .استمورد توجه بسيار 

درجه سانتي 25( در مقايسه به كنترلگراد درجه سانتي 5و  15 تيمار دماييسطح  دوتصادفي با  تنش سرما در قالب طرح كاملاً
 آنزيمي اكسيدانهايآنتي پروتئين كل، پرولين و آمده تفاوت معني داري را در ميزان  به دستنتايج . در سه تكرار انجام شد) گراد

تحت ) PPO( و پلي فنل اكسيداز) POD( ، پراكسيداز)APX( ، آسكوربات پراكسيداز)SOD( سوپر اكسيد ديس موتازشامل 
توان لذا مي. همچنين از نظر ظاهري نيز گياهان تحت تيمار نسبت به كنترل تفاوت محسوسي نداشتند. تنش سرما نشان ندادند

در براي گياه استويا تنش زا نبوده و اين گياه ، )ساعت 2( كوتاه در زمانگراد درجه سانتي 5و  15گفت كه تيمارهاي سرمايي 
  . احتمالا از نظر فيزيولوژيكي متحمل مي باشد ،دماهاي مذكور

  Stevia rebaudiana  ،پرولين كل، استرس سرما، پروتئينآنزيمي،  اكسيدانهايآنتي  :هاي كليديواژه

 afshar@guilan.ac.ir: ، پست الكترونيكي  09112323679: نويسنده مسئول، تلفن* 

 قدمهم

است كه ارتفاع  Asteraceaeستويا گياهي بوته اي از تيره ا
ترپن - آن داراي ديبرگهاي  .رسدآن به يك متر نيز مي

 (A, B, C, D, E) و  Steviosideگليكوزيد هايي از جمله 

Rebaudioside وDudoside براي اولين بار در كه  ،است
 شناسايي شد Bertoniپاراگوئه توسط گياه شناسي به نام 

هاي طبيعي به ويژه امروزه استفاده از شيرين كننده. )13(
اگر افراد مبتلا به ديابت نيز بتوانند از آنها مصرف نمايند، 

تركيبات شيرين از ويژگيهاي  .اهميت زيادي پيدا نموده اند
در سيستم گوارشي جذب نمي اين است كه اولاًكننده 

توانند به راحتي از آن استفاده شود، لذا افراد ديابتي مي
اين شيرين كننده كالري زا نيست و مناسب افراد  ثانياً. كنند

چاق و كساني كه مراقب كالري روزانه خود هستند، مي
از لحاظ اقتصادي بسيار مورد توجه  ، اين گياهبنابراين. باشد
ميليون نفر در جهان مبتلا  400در حال حاضر حدود . است

 5ديابت هر ساله سبب مرگ بيش از  .دبه ديابت هستن
ثانيه يك نفر به علت ديابت  6شود، يعني هر ميليون نفر مي

نقش اين گياه در  لذا ).17( دهدجان خود را از دست مي
  . حفظ سلامتي و كنترل ديابت بسيار حائز اهميت است

يكي از عوامل اساسي در بيولوژي گياهان، دماي بهينه رشد 
هي در يك دامنه دمايي ويژه حداكثر رشد هرگونه گيا. است

و عملكرد مطلوب را دارد و هرگونه انحراف از آن، به ويژه 
كاهش دما از حد بحراني، موجب بروز تنش و كاهش رشد 
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بسياري از گياهان به خصوص . شودرويشي و زايشي مي
آنهايي كه بومي آب و هواي گرم هستند، علائمي از 

درجه سانتي15 تر ازهاي كمخسارت را موقعي كه با دما
گياهان از  .)32و  10( دهندشوند، نشان ميگراد مواجه مي

. كنندلكول اكسيژن به عنوان گيرنده الكتروني استفاده ميوم
هاي ، حد واسطهاي خيلي فعال و گونهO2در نتيجه احياي 
شكلهاي  ROS. نيز توليد مي شوند )ROS(فعال اكسيژني

هاي سوپر فري شامل راديكالاي از اكسيژن اتمسويژه
اكسيد، پراكسيد هيدروژن و هيدروكسيل است كه طي 
مراحل اكسيداتيو طبيعي در سلول مثل تنفس، فتوسنتز و 

در  آنهاشود، اما غلظت فسفوريلاسيون اكسيداتيو توليد مي
طول پيري، پاسخ به پاتوژنها، گياه خواري و قرار گرفتن 

. يابدتي افزايش ميگياهان در معرض تنشهاي غير زيس
باعث ايجاد تنش اكسيداتيو در گياهان مي نيز ي پايينهادما

  .)19(دارد را به دنبال  ROSشود كه تجمع 

به منظور تعيين مقاومت گياهان نسبت به تنشهاي محيطي، 
توانايي جمع آوري اثرات موادي سمي مثل اكسيژن فعال، 

دماي  از آنجايي كه تحت تنش مانند. حائز اهميت است
پايين، توانايي گياه براي حذف راديكالهاي اكسيژني دچار 

شود، دو سيستم دفاعي در برابر تجمع وسيع نقص مي
ROS سيستم آنتي . آنزيمي و غير آنزيمي: وجود دارد

محلول در  اكسيدانهاياكسيداني غير آنزيمي شامل آنتي 
و ...) ، بتاكاروتن، ليكوپن، زانتوفيل وEويتامين (چربي 

. است...) اسيد آسكوربيك، گلوتاتيون و(حلول در آب م
سيستم آنتي اكسيداني آنزيمي شامل آنزيمهاي سوپر اكسيد 

 ،)POD(، پراكسيداز )CAT(، كاتالاز )SOD(موتاز  ديس
است كه با افزايش سطح ... و )APX(آسكوربات پراكسيداز 

آنها براي مقابله با تنش اكسيداتيو، توازن احيايي سلول 
  ).23و  11( شودمي حفظ

از آنجايي كه گياه استويا بومي ايران نبوده و در چندين 
سال اخير به كشور وارد شده است، لذا  تحقيقات كمي بر 
روي اين گياه انجام شده است و در نتيجه اطلاعات كمي 

بررسي لذا هدف اين تحقيق، . باشداز اين گياه موجود مي
آنزيمي  اكسيدانهايتي برخي از آنو  پروتئين كل، پرولين

موتاز، آسكوربات  آنزيمهاي سوپر اكسيد ديس(گياه استويا 
، تحت تنش )پر اكسيداز، پراكسيداز، پلي فنل اكسيداز

  .دماهاي پايين بود

  واد و روشهام
ي گياهي از هانمونه :مواد گياهي و تيمار سرما دهي

نمونه برداري . گلخانه پژوهشي دانشگاه گيلان تهيه شد
به منظور انجام . ا پس از اعمال تنش سرما انجام شدبرگه

درجه  25(ها به جز نمونه كنترل تيمار سرمايي، همه نمونه
به دستگاه انكوباتور ويژه سرمادهي جهت ) گرادسانتي

درجه سانتي گراد منتقل  5و  15اعمال تيمارهاي دمايي 
ساعت به دماي  10دماي نمونه به تدريج و در مدت . شدند

ساعت در اين دما  2گراد رسيد و حدود رجه سانتيد 15
براي اعمال تيمار . سپس نمونه برداري انجام شد. باقي ماند

 5ساعت به  10سرمادهي ديگر نيز دما در طول مدت 
ساعت در اين دما باقي  2گراد رسيد و حدود درجه سانتي

بعد از تيمار سرمادهي، برگهاي گياه جدا شدند و . ماند
با استفاده از نيتروژن مايع فريز شده و تا زمان بلافاصله 

  .نگهداري شدندگراد درجه سانتي -80استخراج در فريزر 

منظور استخراج و  به :استخراج و سنجش آنزيمي
در هاون چيني را گيري آنزيمها، برگهاي فريز شده  اندازه

 سپس برگها به. شدريخته و نيتروژن مايع به آن اضافه 

از پودر  گرم 5/0. ده تا كاملاً خرد شوندشخوبي كوبيده 
منتقل شد  ليتري ميلي 2ميكروتيوبهاي شده به   برگ آسياب

نخست ورتكس  ،ليتر از بافر استخراجو با افزودن يك ميلي
در  rpm 14000دور  دقيقه با 15سپس به مدت شده و 

پس از اتمام . وژ شدنديگراد، سانتريف سانتي درجه 4دماي 
از سمپلر برداشته و به با استفاده  عصاره رويي ،سانتريفوژ

به منتقل شدند و دوباره  ليتري ميلي 5/1هاي  ميكروتيوب
درجه  4در دماي  rpm 14000با دور  دقيقه 10مدت 
 ،وژيپس از اتمام سانتريف. وژ شدندي، سانتريفگراد سانتي
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با استفاده از سمپلر به ميكروتيوبهاي با همان  عصاره رويي
ميكروتيوبهاي حاوي عصاره در زمان . قل شدندحجم منت

هاي ديگر در داخل ظرف  وژ نمونهيسايش برگها و سانتريف
 - 80به فريزر ،يخ نگهداري شده و در صورت عدم استفاده

از اين عصاره براي ). 8( انتقال داده شد گراد درجه سانتي
موتاز، پراكسيداز،  ديس سنجش آنزيمهاي سوپراكسيد

، پلي فنل اكسيداز، پروتئين و پرولين سيدازپراك آسكوربات
  . استفاده شد

اندازه گيري ميزان پروتئين كل با استفاده  :پروتئين كل - 1
-Gمعرف رنگي كوماسي برليانت بلو ، از عصاره تهيه شده

درصد  85درصد و ارتوفسفريك اسيد  95در اتانول  250
وي از پروتئين گاما گلوبولين پلاسماي گا ).9(انجام شد 

(BSA) به عنوان پروتئين استاندارد براي رسم منحني ،
آنزيمي  مايع روييبدين منظور . شداستاندارد استفاده 
ليتر از معرف برادفورد اضافه و ميلي 5/2استخراج شده، به 

دقيقه در  15ها پس از مخلوط شدن به مدت محتويات لوله
 595ها در طول موج جذب نمونه. تاريكي قرار گرفتند

نانومتر خوانده شد و غلظت تام پروتئيني بر اساس مقايسه 
  .شدبا منحني استاندارد تهيه شده، محاسبه 

بيتس گيري غلظت پرولين از روش  براي اندازه: پرولين - 2
گرم از بافت گياهي  ميلي 250بدين منظور . استفاده شد )7(

كه در نيتروژن مايع منجمد شده بود، پس از توزين با 
 5به پودر حاصل . از هاون به صورت پودر درآمداستفاده 

. درصد اضافه شد سهليتر از اسيد سولفوساليسيليك  ميلي
يك . صاف شد) 1واتمن شماره (مخلوط با كاغذ صافي 

ليتر از مواد فيلتر شده با حجم مساوي از اسيد استيك  ميلي
 هيدرين مخلوط شد و به مدت يك گلاسيال و معرف نين

گراد نگهداري  درجه سانتي 100ب گرم ساعت در حمام آ
هاي آزمايش در حمام يخ  واكنش با قرار گرفتن لوله. شد

ليتر تولوئن اضافه شد و به  ميلي دوبه محلول . آغاز شد
بعد از قرار . دشثانيه با ورتكس به خوبي مخلوط  15مدت 

دو لايه مجزا گراد،  درجه سانتي 25ها در  گرفتن نمونه

حاوي (م جذب لايه رنگي فوقاني سرانجا. تشكيل شد
نانومتر  520در طول موج  )پرولين محلول در تولوئن

منحني استاندارد  ،براي سنجش غلظت پرولين. خوانده شد
  .با استفاده از محلولهاي استاندارد تهيه شد

 PODبراي بررسي فعاليت  :)POD( آنزيم سوپر اكسيد - 3
) 18( يتچيمروش هامر  نانومتر طبق 470طول موج از 

درجه  4اين آنزيم در بافر استخراج براي . شد استفاده
شامل  pH 7مولار با ميلي 50بافر فسفات گراد،  سانتي

EDTA 1/0 مولار بودميلي.  

به منظور تعيين  :)APX( آنزيم آسكوربات پراكسيداز - 4
استفاده از  با) 27(ناكانو و آسادا روش از  APXفعاليت 

. شد نانومتر انجام 290طول موج در دستگاه اسپكتروفتومتر 
 pH 7مولار با ميلي 25بافر فسفات از  APXبراي استخراج 

 .مولار استفاده شدميلي EDTA 1/0شامل 

براي استخراج  :)SOD( موتاز آنزيم سوپر اكسيد ديس - 5
SOD  ميلي 50گراد از بافر فسفات درجه سانتي 4در دماي

. مولار استفاده شديميل EDTA 1/0شامل  pH 7مولار با 
و از ) 14( رايزطبق روش جيانوپوليتز و  SODفعاليت 

اندازه  نانومتر 560در طول موج  طريق اسپكتروفتومتري
  .گيري شد

براي اين بافر استخراج  :)PPO(آنزيم پلي فنل اكسيداز  - 6
مولار با ميلي 50بافر فسفات گراد، سانتي درجه 4آنزيم در 

pH 7  شاملEDTA 1/0 فعاليت . مولار بودميليPPO  طبق
اسپكتروفتومتري از طريق  و) 16( و بندال روش گرگوري
  .گيري شد نانومتر اندازه 430در طول موج 

تصادفي با  آزمايش در قالب طرح كاملاً :مطالعات آماري
گراد و شاهد درجه سانتي 5و  15دو سطح تيمار سرمايي

 3زمايش با مختلف آمراحل . گراد بوددرجه سانتي 25
و سپس تجزيه آماري با استفاده از  صورت گرفتتكرار 

انجام و نمودارهاي مربوط به  SPSS 21آزمون دانكن در
  .شدرسم   2010Excelدر برنامه تغييرات 
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  نتايج 
تغييرات غلظت : ررسي تنش سرما بر غلظت پروتئين كلب

، 5(پروتئين كل در برگ گياه استويا، در تيمارهاي سرمايي 
) گرادسانتي 25گراد در مقايسه با كنترل درجه سانتي 15

جذب   ابتدا منحني استاندارد. مورد بررسي قرار گرفت
اساس جذبهاي خوانده  بر BSA) ليترگرم بر ميليميلي(

هاي استاندارد رسم و توسط شيب خط شده براي نمونه
  ).1شكل (ها محاسبه شد  منحني، غلظت پروتئين كل نمونه

  

  
  منحني استاندارد به روش برادفورد -1شكل 

تنش  تأثيرنتايج مربوط به : تغييرات غلظت پروتئين كل
 2سرما بر غلظت پروتئين كل در برگ گياه استويا تحت 

بر اساس نتايج  .ارائه شده است 2تيمار دمايي در شكل 

با كاهش ميزان دما، تغييرات معني داري در غلظت حاصله، 
  .ين گياه مشاهده نشدپروتئين كل در برگ ا

  
مقادير ( .گرادسانتيدرجه  25گراد در مقايسه با كنترل درجه سانتي 15، 5تيمار دمايي 2تغييرات غلظت پروتئين كل در برگ گياه استويا تحت  -2شكل 

  ).است ≥P 05/0  در سطح يكسان بيانگرعدم اختلاف معني دارحروف . است SE ±تكرار  3ميانگين 
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جذب  مرحلهدر اين : ميزان پرولين رما بربررسي تنش س
 520هاي مختلف پرولين به ترتيب در طول موج  غلظت

منحني استاندارد با در دست داشتن . نانومتر خوانده شد
ها  هاي مختلف پرولين و جذب هر كدام از غلظتغلظت

). 3شكل (آمد  به دسترسم شد و معادله منحني استاندارد 
در معادله  تيمار دماييسه آمده از هر  به دستجذب 

منحني استاندارد قرار داده شد و غلظت هر نمونه بر حسب 
  .آمد به دستگرم وزن تر گياه  يكميكرومول پرولين بر 

 
  هاي استاندارد پرولين منحني كاليبراسيون غلظت -3شكل 

 تنش سرما بر تأثير نتايج مربوط به :پرولين تغييرات ميزان
تيمار  2در برگ گياه استويا تحت  نتغييرات ميزان پرولي

مشاهده مي كه ، به طوريارائه شده است 4دمايي در شكل 

با كاهش ميزان دما، تغييرات معني داري در ميزان شود، 
  .نشد ديدهپرولين در برگ اين گياه 

  
مقادير (. گراددرجه سانتي 25د در مقايسه با كنترل گرادرجه سانتي 15، 5تيمار دمايي  2تغييرات محتواي پرولين در برگ گياه استويا تحت  -4شكل

  ).است  ≥P 05/0حروف يكسان بيانگرعدم اختلاف معني دار در سطح . است SE ±تكرار  3ميانگين 

نتايج  :)SOD(موتاز فعاليت آنزيم سوپر اكسيد ديس
تنش سرما بر ميزان فعاليت آنزيم  تأثيرمربوط به 

تيمار  2اه استويا تحت موتاز در برگ گي سوپراكسيد ديس
بر اساس نتايج اين . ارائه شده است 5دمايي در شكل 

درجه  15، 5 در دماهاي بررسي شده  SODتحقيق، ميزان 
تغيير درجه سانتي گراد  25گراد در مقايسه با كنترل سانتي

  .معني داري نداشت
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مقادير (. گراددرجه سانتي 25گراد در مقايسه با كنترل درجه سانتي 15، 5مايي تيمار د 2در برگ گياه استويا تحت  SODميزان فعاليت آنزيم  -5شكل 

 ).است ≥P 05/0 حروف يكسان بيانگرعدم اختلاف معني دار در سطح. است SE ±تكرار  3ميانگين 

 تأثيرنتايج مربوط به  :)POD(فعاليت آنزيم سوپراكسيد 
گ گياه تنش سرما بر ميزان فعاليت آنزيم سوپراكسيد در بر

با . ارائه شده است 6تيمار دمايي در شكل  2استويا تحت 

كاهش ميزان دما، تغييرات معني داري در ميزان فعاليت اين 
 .آنزيم در برگ اين گياه مشاهده نشد

  

  
مقادير (. گراددرجه سانتي 25رل گراد در مقايسه با كنتدرجه سانتي 15، 5تيمار دمايي  2تحت در برگ گياه استويا  PODميزان فعاليت آنزيم  -6 شكل

 ).است ≥P 05/0 حروف يكسان بيانگرعدم اختلاف معني دار در سطح. است SE ±تكرار  3ميانگين 

نتايج مربوط به : )PPO(فعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز 
تنش سرما بر ميزان فعاليت آنزيم پلي فنل اكسيداز در  تأثير

ارائه شده  7در شكل  تيمار دمايي 2برگ گياه استويا تحت 
در دماهاي  PPOبر اساس نتايج اين تحقيق، ميزان . است

  .بررسي شده بدون تغيير باقي ماند

 7شكل  ):APX(فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز 
بر ميزان فعاليت آنزيم آسكوربات  تأثير تنش سرما

 تيمار دمايي نشان 2استويا تحت پراكسيداز را در برگ گياه 
در اين تحقيق، نتايج حاصل از بررسي فعاليت . دهدمي

معني داري در برگهاي گياهان استويا، اختلاف  APXآنزيم 
دمايي بررسي شده در مقايسه با كنترل نشان  تيمار 2را در 
  ). نتايج آورده نشد(ندادند 
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مقادير ( .گراددرجه سانتي 25گراد در مقايسه با كنترلانتيدرجه س 15، 5تيمار دمايي  2در برگ گياه استويا تحت  PPOميزان فعاليت آنزيم  -7شكل 

  ).است ≥P 05/0 حروف يكسان بيانگرعدم اختلاف معني دار در سطح . است SE ±تكرار  3ميانگين 

  بحث
اساساً تنش سرما باعث افزايش تنش اكسيداتيو در بافتهاي 

براي مقابله با اثرات تنش غالباً  انشود و گياهگياهي مي
يداتيو، فعاليت آنزيمهاي اكسيداني خود را افزايش مياكس
ميزان افزايش فعاليت اين آنزيمها با افزايش مقاومت . دنده

  ).20(گياه در برابر تنشهاي محيطي همبستگي دارد 

ي پروتئينهاشود يا ي جديدي ساخته ميپروتئينهاطي تنش، 
چندين فرآيند سلولي و . يابند موجود افزايش بيان مي

يابند و اين تغييرات به  بوليكي طي دماي پايين تغيير ميمتا
  محلول و پروتئين  يي چون پروتئينپروتئينهاتجمع 

يابد،  آپوپلاستي كه سنتزشان طي دماي پايين افزايش مي
ي شوك پروتئينهاتوان به سنتز در اين مورد مي. نياز دارد

سرمايي و افزايش فعاليت و ساخت آنزيمهاي آنتي 
موتاز و كالاتاز در پاسخ  ي نظير سوپر اكسيد ديساكسيدان

ي مورد نياز در متابوليسم پروتئينهابه تنش سرمايي و تجمع 
، 22(هاي كينازها اشاره نمود  ها، تنظيم كنندهكربوهيدرات

درجه  4تنش ) 24(و همكاران  كوزاكيوسكا .)31، 12، 21
 Capsicum)روز بر روي گياه فلفل 3را به مدت  گرادسانتي

annuum L.)  داد كه تنش  نتايج آنها نشان . بررسي كردند
مي سرما موجب افزايش پروتئين محلول كل در برگ گياه 

در اين تحقيق تيمارهاي  دست آمده براساس نتايج به .دوش
در  به مدت دو ساعت گراددرجه سانتي 15، 5دمايي 

را معني داري تغيير ) گراددرجه سانتي 25(مقايسه با كنترل 
كه  ،برگ گياه استويا ايجاد نكردكل غلظت پروتئين در 

 هاي آناتوميكي،ويژگي( به تفاوت نوع گياه احتمالاً
طول مدت زمان سطح و  ،)و بيوشيميايي كيفيزيولوژي

تيمار دمايي در مقايسه با نتايج محققين فوق الذكر مربوط 
  . شودمي

 ،سرمازدگي تنش به پاسخ در گياهان در يافته تجمع پرولين
 غشاي انسجام حفظ و ROSزدايي  سميت در مهمي نقش

كه  چندين بررسي مشاهده شد در). 3( كند مي ايفا سلولي
افزايش پرولين در تطابق سرمايي، به منظور جلوگيري از 

نشان  ه، اين مسئلاست گياه ايجاد تغيير در ميزان آب
دهد كه تجمع پرولين در ابتداي استرس سرمايي  مي

بسته به تغييرات ايجاد شده در تعادل آب غيروا
گزارش كردند كه  )15(و همكاران گيلمور .)25(باشد مي

مقادير پرولين در آرابيدوپسيس و طي تنش سرما افزايش 
 24را به مدت تنش سرما ) 1(و همكاران  تاجور. يابدمي

سانتي درجه - 3، - 6، صفر ، 3، 6، 9در دماهاي ساعت 
نتايج نشان داد كه . اعمال كردنديج بر روي نارنگي پ گراد

گراد افزايش در محتواي درجه سانتي - 3تا  6از تيمار 
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بر روي گونه اي  )6(عظيمي و همكاران .پرولين ايجاد شد
گراد را به مدت درجه سانتي 5و  15از پنبه، تنش دمايي 

تنايج افزايش غلظت پروتئين . ساعت اعمال كردند 24
و كوزاكيوسكا  .دادند محلول و پرولين را نشان

 3را به مدت  گرادسانتي درجه 4نيز تنش  )24(همكاران
بررسي  .Capsicum (annuum L( روز بر روي گياه فلفل

نتايج نشان داد كه تنش سرما موجب افزايش . كردند
، 4با توجه به شكل . دوشمي فعاليت پرولين در برگ گياه 

به گراد ه سانتيدرج 15، 5تيمار دمايي  2مقدار پرولين در 
تغيير در مقايسه با كنترل ساعت در گياه استويا  2مدت 

به  كه اين تفاوت در نتايج، احتمالاً معني داري نداشت
  .شودتفاوت در طول مدت تيمار و نوع گياه مربوط مي

SOD  تنها آنزيم گياهي است كه قادر به جمع آوري
كسيد نيمه راديكال سوپرا. باشدمياكسيژن فعال  راديكالهاي

اين آنزيم در  .ميكروثانيه دارد 4تا  2كوتاه در حدود عمر 
هاي هوازي و اغلب بخشهاي سلولي كه همه ارگانيسم

و همكاران  تاجور. كنند، وجود دارداكسيژن فعال توليد مي
، 3، 6، 9در دماهاي  ساعت 24را به مدت  تنش سرما) 1(

نگي پيج را بر روي نار گرادسانتي درجه - 6، -3، صفر
 نتايج نشان داد كه فعاليت آنزيم سوپراكسيد. بررسي كردند

بيشترين مقدار بوده گراد سانتيدرجه  3موتاز در  ديس 
است و با افزايش تنش، فعاليت اين آنزيم رو به كاهش 

 گرادسانتي درجه - 6طوري كه كمترين فعاليت در  ، بهنهاد
 2 رمايتنش س )26(و همكاران پوپو همچنين .گزارش شد

 5/0ساعت و به فواصل  2را به مدت گراد سانتيدرجه 
آنها مشاهده كردند كه . ساعته در گياه تنباكو بررسي كردند
يابد كه  كاهش مي SODبا آغاز تنش، ميزان فعاليت آنزيم 

مشاهدات، شايد به با اين  تحقيق حاضرنتايج آزمايشهاي 
  .شتمطابقت نداعلت تفاوت در نوع گياه تحت تيمار، 

ترين آنزيمهاي آنتي  پراكسيدازها به عنوان يكي از مهم
اغلب . اكسيداني موجود در گياهان عالي شناسايي شده اند

باشند كه ي حاوي هم ميپروتئينهاگليكو  ،پراكسيدازها

. كنندها را كاتاليز ميو احياكننده H2O2اكسيداسيون بين 
حذف مختلف براي  ليفنواز سوبستراهاي  آنها معمولاً

H2O2 كنند، به همين دليل جزء شناساگرهاي استفاده مي
سلطاني . شوندبسيار مفيد تنشهاي اكسيداتيو محسوب مي

گراد سانتيدرجه  4تنش سرمايي  تأثير) 2(و همكاران  دلربا
بيان  ساعت در گياه شيرين 20و  10، 5را به مدت 

(Glycyrrhiza glabra L.) نتايج آزمايش، . بررسي نمودند
شنگ  .را نشان داد) POD(پراكسيداز كاهش فعاليت گاياكول

گراد به درجه سانتي 5در دماي ) 28(و همكاران  چانگ
روز، دو رقم حساس و مقاوم به سرماي توتون  4و  2مدت 

اين تحقيقات نشان داد كه ميزان فعاليت . را بررسي كردند
كرده  هاي گونه مقاوم افزايش پيدادر شاخه PODآنزيم 

تغيير  PODهاي گونه مقاوم ميزان همچنين در ريشه. تاس
در  PODدر اين تحقيق در مقايسه مقدار  .كمي داشت

سطح  2داري در برگهاي گياهان استويا، اختلاف معني 
به  احتمالاً ،در مقايسه با كنترل دمايي بررسي شده تيمار

  .مشاهده نشد دلايل فوق الذكر،

APX كسيد هيدروژن استآنزيم كليدي براي تجزيه پرا .
از كلروپلاست يا  H2O2براساس گزارشها، جمع آوري 

. تواند سطح تنشهاي اكسيداتيو را كاهش دهدسيتوزول، مي
هاي حساس به در مقايسه ظرفيت آنتي اكسيداني گونه

 SODو  APXهاي مقاوم آن، فعاليت سرماي ذرت و گونه
ميت اه. هاي مقاوم، دو برابر گزارش شده استدر گونه

در ارتباط با افزايش مقاومت به تنش  APXنقش آنزيم 
اكسيداتيو در بسياري از گياهان ديگر نيز گزارش شده 

، 9تنش سرما در دماهاي  تأثير) 1(و همكاران  تاجور .است
 24را به مدت گراد سانتيدرجه  -3، - 6، صفر ، 3، 6

نتايج نشان داد . ساعت بر روي نارنگي پيج، بررسي كردند
سانتي در دماي صفر درجه APXميزان فعاليت آنزيم  كه

تنش ) 5(و همكاران  نظري. بيشترين مقدار بود گراد
ساعت بر  48گراد را به مدت درجه سانتي 10و  4سرماي 

نتايج نشان داد . روي ژنوتيپهاي ايراني نخود بررسي كردند
اين . شد APXكه تنش سرما موجب افزايش فعاليت آنزيم 
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در  APXايج حاصل از بررسي فعاليت آنزيم تحقيق، نت
تيمار  2داري را در برگهاي گياه استويا، اختلاف معني 

 . نشان ندادند در مقايسه با كنترل بررسي شده دمايي

 غير و) 29 و 26( زاي زيستي در پاسخ به شرايط استرس 
فنل اكسيداز با  ، افزايش بيان پلي ختلفم) 30( زيستي

. زا در ارتباط است ه شرايط استرس مقاومت گياه بر علي
اكسيداز، سطح اكسيژن آزاد در  فنل  پلي سطح بالاي فعاليت 

 فنل پلي .دهد كاهش مي ROSدسترس را براي توليد 

 شرايط در و باشدمي فنل كننده اكسيد يك ،)PPO( اكسيداز

 سنجش براي شاخصي عنوان بهآن فعاليت افزايش  تنش،

به نحوي . مي باشد تنش به تنسب گياهان مقاومتميزان 
م ه آن دليل و شده بيشتر مقاوم ارقامدر  PPO فعاليتكه، 

 اندامهاي كه است ديواره لهايوفن و ليگنين توليد افزايش
 كندميتر مقاوم و تر سخت زدگي يخ در مقابل را گياهي

 درجه 10و  4تنش سرماي ) 5( نظري و همكاران .)4(
روي ژنوتيپهاي نخود  ت برساع 48مدت گراد را به سانتي

و مشاهده نمودند كه ميزان فعاليت  بررسي كردندايراني 
PPO نظري و  .بر روي چند رقم از گياه كتان افزايش يافت

درجه سانتيگراد را  10و  4تأثير تنش سرمايي ) 5(همكاران 
ساعت بر روي برخي ژنوتيپ هاي نخود  48به مدت 

ند كه ميزان فعاليت ايراني بررسي كردند و مشاهده نمود
PPO  در چند ژنوتيپ گياه نخود تحت تأثير سرما افزايش
حاضر، تيمار دمايي بر اساس نتايج حاصل از تحقيق  .يافت

مقايسه در ) در مدت دو ساعت(گراد درجه سانتي 15 و 5
در ميزان فعاليت آنتي  ،)گراددرجه سانتي 25( با كنترل

ويا اختلاف معني استهاي گياهان برگ PPOاكسيدان آنزيمي 
به  كه اين تفاوت در نتايج نيز احتمالاً داري ايجاد نكرد

علت تفاوت در سطح تيمار و نوع گياه تحت تيمار مربوط 
 .شودمي

  نتيجه گيري كلي

مطالعات نشان داده است كه دريافت تنش در سطح 
مولكولي، بيوشيميايي و فيزيولوژيكي به عواملي نظير 

و همچنين ) دت و مدت تنشش(ژنوتيپ، سطح تنش 
بنابراين انتخاب  .مرحله رشد و نموي گياه بستگي دارد

پذيري كشت و   ژنوتيپهاي مقاوم به دماي پايين براي تداوم
  .توليد بهينه محصولات با اهميت است

اكسيداني برگهاي گياه استويا تحت  در بررسي فعاليت آنتي 
مقايسه با در گراد درجه سانتي 15 و 5 سرماييتيمار  2

در ميزان  ،ساعت 2به مدت  )گراددرجه سانتي 25(كنترل 
فعاليت آنزيمهاي پلي غلظت پروتئين كل، پرولين و ميزان 

 اكسيد ديس سيداز، آسكوربات پراكسيداز، سوپراك فنل  
توان لذا مي. ايجاد نكردموتاز و پراكسيداز تغيير معني داري 
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Abstract 

Nowadays, natural sweeteners, especially for people with diabetes have attracted great 
attention. Stevia rebaudiana, Asteraceae, because of having diterpene glycosides such 
as Stevioside, Dudoside and Rebaudioside which are 300 times sweeter than sucrose is 
very important, economically and scientifically. To investigate the impact of low 
temperatures on the total protein, proline and the activities of some enzymatic 
antioxidants of stevia, a completely random factorial design experiment with two levels 
of temperatures 15 and 5°C compared with the control (25°C) in three replications was 
conducted. According to the results, stevia leaves showed no significant differences in 
the total protein, proline content and the activity of the examined antioxidant enzymes 
including SOD, APX, POD, PPO, under low temperatures of 15 and 5°C. Also, 
apparently the treated plants were not significantly different compared to controls. 
Therefore, it can be concluded that the temperatures of 15 and 5°C cannot create stress 
for stevia plants, and so probably this plant is physiologically tolerant at this cold levels 
under short treatment time (2 hours).  

Key words: antioxidant enzymes, low temperatures, proline, Stevia rebaudiana, total 
protein. 


