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 گیاه استویا  1-1

باشد. این گیاه چند ساله علفی به گیاه شیرین معروف می Stevia rebadiana Bertoniاستویا با نام علمی گیاه 

 Kinghorn) درجه غربی در پاراگوئه و برزیل است 56تا  53درجه جنوبی و  24تا  22حساس به سرما است که پیدایش آن بین 

and Soejarto 2002)وکند )یک منطقه باریک بین برزیل و پاراگوئه ( رشد میآمامبای  منطقه . این گیاه به طور طبیعی در 

 دسترس در در بسیاری از کشورها های نوشیدنی و غذاها از بسیاری در قرن ربع یک حدود برای ای فزاینده طور به آن محصولات

 و مصرف می شود به مدت بیش از یک قرن به عنوان یک شیرین کننده طبیعی  Stevia rebaudiana Bertoni. گیاه است

رشد  .(Geuns 2003)هیچ مدرکی دال بر اثرات جانبی سوء بر سلامت انسان به دلیل مصرف عصاره این گیاه ارائه نشده است 

. گیاه استویا (Ibrahim et al. 2008) نیاز دارد %80درجه سانتیگراد و رطوبت نسبی  38تا  15این گیاه به دمای متوسط بین 

، Ageratinباشد که شامل باشد. این طایفه دارای پنج جنس میمی  Eupatorieaeطایفه  و  Asteraceaeمتعلق به خانواده 

Chromolaena ،Koanophyllon ،Mickania ،Stevia ای ه از گیاهان بوتهگون 300تا  150. جنس استویا متشکل از است

 باشدسال می 3-5سانتیمتر متغییر بوده و طول عمرش  60-80باشد. ارتفاع گیاه استویا بسته به شرایط اقلیمی ای میو درختچه

(Uddin et al. 2006) . 



 یکی خشکی. باشد دارای شیرین کننده طبیعی استویول گلیکوزیدها می Stevia rebaudiana Bertoniگیاه دارویی 

. در طول قرن بیستم، دهد می کاهش جهان مختلف های قسمت در را محصول تولید که است محیطی های تنش مهمترین از

Stevia rebaudiana Bertoni ترین جزء شیرین کننده و ترکیبات شیرین کننده آن ثبت اختراع شدند. استویوزید  )فراوان

. برای اولین بار در دهه اول قرن بیستم به طور ناخالص جداسازی شدند ent-kaurene diterpene diglycosideبرگ( و 

وشیما  در ژاپن دومین شیرین کننده اصلی تحت در دانشگاه هیر Osamu Tanakaگروه تحقیقاتی پروفسور  1970در دهه 

های کمتر با ز آن، شش گلیکوزید شیرین با غلظتپس ا .(Kohda et al. 1976) را استخراج نمودند Aعنوان ریبودیوزید  

  .(Yamasaki et al. 1976)  را استخراج کردند Aو دولوکوزید   B-Eعناوین استویول بیوزید ، ریبودیوزید 

 شناسيمشخصات گیاه 1-1-1

شکننده کوچک به  ای گسترده، ساقه ترد واستویا یک گیاه خود ناسازگار، روز کوتاه، علفی و چند ساله با سیستم ریشه

ای، نوک تیز و های بیضوی، دندانه. دارای برگ(Shock 1982) دکننهای ثانویه تولید میسانتیمتر که سالیانه شاخه 30-50طول 

 4-5اندازه متفاوتند، یکی بزرگ ها در واحد سطح برگ دارای دو باشند. کرکسانتیمتر می 2-3ت متناوب به طول رمتقابل به ند

دارای دهانه بنفش  کوچک و سفید رنگ بوده و های این گیاه پنج تایی،میکرون است. گل 5/2میکرون و دیگری کوچک به اندازه 

ها آید. گل آذینگل به وجود می 6تا  2های کوچک تعداد ها کامل، کوچک و سفید رنگ هستند. در گل آذینکمرنگ هستند. گل

توانند کاملا آلرژی ها میهای این گلگردهو کند حفظ می هایش رااند و هر گیاه بیشتر از یک ماه گلهای باز آرایش یافتهخوشهدر 

شوند و تنها بخشی در سطح زمین پخش می ها عمیق نیستند وزا باشند. ریشه استویا فیبری، رشته مانند و چند ساله است. ریشه

های ضخیم تر در مناطق عمیق تر جمع های نرم اطراف خاک سطحی و ریشهن کننده نیست. ریشهاست که دارای مواد شیری

 1کند. ارتفاع گیاه حدود ای از خاک با توجه به تامین رطوبت و زهکشی کافی رشد میاستویا به خوبی در طیف گسترده .اندشده

ق نیمه گرمسیری از جمله آمریکای جنوبی است. در پاییز و کشت این گیاه در مناط باشد.سال می 5متر است و عمر آن حداکثر 

در بهار سال آینده رشد کرده و محصول  ماند ورود و بخش زیر زمینی زیر خاک باقی میهای هوایی گیاه از بین میزمستان قسمت



 Shock 1982, Sivaram) شوددهد. هم اکنون این گیاه در پاراگوئه، برزیل، مالزی، چین، تایوان، کره جنوبی، کشت داده میمی

and Mukundan 2003). 

 گليکوزيدهابيوسنتز استويول 

 ی با جیبرلیندارای اسکلت تتراسیکلیک ترپنی هستند دارای مسیر بیوسنتزی مشترکگلیکوزیدهاهای استویول مولکول

ساز  ( )پیشIPP) 1گیاهان دارای دو مسیر مجزا برای بیوسنتز ایزوپنتیل پیروفسفات .( 2007Brandle and Telmer) هستند

غیر  و در کلروپلاست از طریق مسیر )MVA( 2باشند که در سیتوپلاسم از طریق مسیر موالوناتترکیبات ایزوپرنوئیدی( می

( DMAPP) 4دی متیل آلیل پیروفسفات که سپس به شود میتولید  IPPدر نقطه پایان مسیر  .شوندسنتز می )MEP( 3موالونات

 Bohlmann et) شوندمشتق می GGPPها از دی ترپن سایرشود و ( تبدیل میGGPP) 5به ژرانیل ژرانیل پیروفسفاتمتوالیا و 

1998al. ).  مسیر بیوسنتزی درMEP ،DMAPP 6توسط ژرانیل ژرانیل پیروفسفات سنتتاز )GGPPS(  به ژرانیل در کلروپلاست

کوپالیل -به انت )CPS-ent( 7پیروفسفات سنتتاز لژرانیل ژرانیل پیروفسفات توسط آنزیم کوپالی .شودتبدیل می ژرانیل پیروفسفات

-ه و سپس انتدشتبدیل  9کائورن-به انت )KS-ent(کائورن سنتتاز -تبدیل شده و سپس توسط انت )CPP-ent( 8پیروفسفات

در سه مرحله متوالی به ترتیب  )KO-ent( 10کائورن اکسیداز-کائورن توسط انت-. انتشود منتقل می کائورن به شبکه آندوپلاسمی

ها گروه دی ترپن ءها جز. کائورنشوداکسید می )KA-ent( 13کائورنوئیک اسید-و نهایتا به انت 12کائورنال-، انت11کائورنول-به انت

                                                 
1 Isopentenyl pyrophosphate 
2 Mevalonate 
3 Non-mevalonate pathway 
4 Dimethylallyl pyrophosphate 
5 Geranylgeranyl pyrophosphate 
6 Geranyl geranyl pyrophosphate synthase 
7 Ent-copalyl pyrophosphate synthase 
8 Ent-copalyl pyrophosphate 
9 Ent-kaurene 
1 0 Ent-kaurene oxidase 
1 1 Ent-kaurenol 
1 2 Ent-kaurenal 
1 3 Ent-kaurenoic acid 



باشند می های ضد میکروبی و فعالیتای خواص ضد سرطانی، ضد ایدز شوند که دارای اسکلت تتراسیکلیک بوده و دارمحسوب می

(Ghisalberti 1997).  

کائورنوئیک اسید مشترک است و از آن پس مسیر منشعب شده -مسیر تولید جیبرلیک اسید و استویول تا مرحله تولید انت

نمایند. در مسیر استویول تولید میکائورنوئیک اسید به عنوان سوبسترا استفاده نموده و جیبرلیک اسید و -های متفاوتی از انتو آنزیم

 15به استویول )KAH-ent( 14کائورنوئیک اسید هیدروکسیلاز-کائورنوئیک اسید توسط انت-بیوسنتزی استویول گلیکوزیدها، انت

)SV( گردد  و استویول به سیتوپلاسم منتقل می شودتبدیل می)1996Kim et al., ( .های آنزیمUDP-16گلیکوزیل ترانسفراز 

(UGTs) باشند. در بیوسنتز استویول گلیکوزیدها دخیل میRichman ( ژن2005و همکاران ) هایUGT74G1 ،UGT76G1 

ناشناخته به  UGTو متوالیا توسط یک  17به استویول مونوزاید 2C85UGTرا کلون نمودند. استویول توسط  2C85UGTو 

 1G76UGTبه استویوزید تبدیل شده و نهایتا توسط  1G74UGTشود. استویول بیوزید توسط گلیکوزیله می 18استویول بیوزید

کائورنوئیک اسید توسط -در مسیر بیوسنتز جیبرلیک اسید، انت .(Humphrey et al. 2006) شودگلیکوزیله میA به ریبودیوزید

تبدیل  12GAو  aldehyde-12GAهیدروکسی کائورنوئیک اسید، -کائورنوئیک اسید اکسیداز به طور متوالی به انت-آنزیم انت

 . ) .2006Humphrey et al( شوندمیحاصل در سیتوپلاسم  12GAها از شود. سپس انواع مختلف جیبرلینمی

 يتنش خشک 1-2

 کاهش اصلی عامل دومین خشکی زا، تنش محیطی عوامل بین از و است محیطی های تنش مهمترین از یکی خشکی

 گیاهان رفتن بین از یا تضعیف گیاه، استقرار عدم یا تاخیر نتیجه در کاهش این. باشد می زابیماری عوامل از بعد گیاهان عملکرد

 گیاهان پاسخ. (Chai et al. 2017) آیدمی وجود به گیاهان ساز و سوخت در بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی تغییرات و یافته استقرار

خشکی موجب  .هستند مؤثر خشکی به مقاومت در زیادی فیزیولوژیک و مورفولوژیک خصوصیات و است متفاوت خشکی تنش به

                                                 
1 4 Ent-kaurenoic acid hydroxylase 
1 5 Steviol 
1 6 UDP-dependent glycosyltransfrases  
1 7 Steviolmonoside 
1 8 Steviolbioside 



شود. یکی از اثرات تنش خشکی پذیری دیواره سلولهای در حال رشد برگ و ساقه و در نتیجه کاهش رشد اندام میکاهش انعطاف

گذارد. اهمیت دارد، بر آب قابل دسترس گیاه اثر می کاهش میزان سطح برگ است. علاوه بر اینکه سطح برگ در رابطه با فتوسنتز

و با  شودکاهش سطح برگ یک واکنش ابتدایی به کمبود آب است که موجب کاهش شدت تعرق و در نتیجه حفظ آب گیاه می

  .(Anjum et al. 2011) یابد کاهش سطح برگ میزان وزن گیاه کاهش می

ها و متعاقبا کاهش میزان فتوسنتز و کاهش میزان رشد گیاه تنش خشکی با کاهش محتوی آب گیاه سبب بسته شدن روزنه

 کننده تنظیم مواد ذخیره با غیره و دما شوری، خشکی، قبیل از محیطی های تنش در گیاهان .(Anjum et al. 2011)گردد می

 هورمون معدنی، های یون برخی قندها آمینه، اسیدهای شامل بیشتر اسمزی کننده تنظیم مواد. کنند می مقابله ها تنش این با اسمزی

گیاهان در شرایط محیطی نامساعد از قبیل افزایش دما، شدت بالای نور، تنش شوری  .(Liu et al. 2018)هستند  ها پروتئین و ها

و 2O2H (، هیدروژن پراکسید )2O˚-، سوپراکسید ( )O(˚از قبیل اکسیژن یکتایی  ) ROSو خشکی و آلودگی هوا، تولید 

های غیرزیستی کاملاً مشخص نیست. در اثر تنش ROSدهند. مکانیسم تولید را افزایش می (˚OHهای هیدروکسیل )رادیکال

 تولید به منجر ترتیببه( الکترون سه یا دو یک،) هاالکترون انتقال. شود آغاز می O2با احیاء یونی والنت  ROSتشکیل 

در  ABAها توسط طور خلاصه خشکی سبب کاهش آب و بسته شدن روزنهشود. بهمی OH˚و  2O ،2O2H˚- هایرادیکال

شود. این شرایط تنش فتواکسیداتیو می ROS، احیاء زیاد زنجیره انتقال الکترون و در نهایت تولید 2COیابی محدود به ها، دستبرگ

 شود. ها مانند پاسخ به تنش خشکی، دما و تنش نوری نیز مشاهده میهای گیاه به سایر تنششود که در پاسخنامیده می

شوند برای ها و اسیدهای نوکلئیک میکه سبب آسیب اکسیداتیو به لیپیدهای غشاء، پروتئیندلیل اینبه ROSتجمع 

ها و و میتوکندریها راکسید معمولاً در کلروپلاسترادیکال سوپ .(Sairam and Tyagi 2004) باشندسیار مضر میها بسلول

ه که توسط شد 2O2Hسبب تولید  )SOD (با سوپراکسید دیسموتاز 2O˚- تصفیه  د.شوها تولید میهم در میکروبادی مقداری

تواند کلروفیل، می  ˚OHولید  رادیکال . ت(Asada 1992)شوند تجزیه می( CAT) وکاتالاز ( APX) آسکوربات پراکسیداز 

شد و طور جدی بر متابولیسم سلولی و در نهایت رهای مهم دیگر را تخریب کند بنابراین به، لیپید و ماکرومولکول DNAپروتئین، 

 .(Imlay and Linn 1988)گذارد محصول گیاه تأثیر می



 آنزیمی غیر های اکسیدانت آنتی سنتز به توانمی مثال عنوان به و دارد وجود گیاهان در ROS کنترل برای مختلفی هایراه 

اکسیدانی در عصاره گیاه ( گزارش نمودند که بخشی از خاصیت آنتی2011و همکاران ) Kim .نمود اشاره آلفاتوکوفرول وها فنل

Stevia rebaudiana مربوط به تجمع ترکیبات فنلی در این گیاه است (Kim et al. 2011)رکیبات . یکی از ویژگیهای مهم ت

آلفاتوکوفرول نیز در . اکسیدانتی است که با گروههای هیدروکسیلی در ساختار مولکولی آنها در ارتباط استفنلی خاصیت آنتی

 .(Wang and Quinn 2000) کنندجذب و خنثی کردن رادیکالهای آزاد نقش مهمی در گیاهان ایفا می

 تنظیم کننده رشد پاکلوبوترازول 1-2-1

 Fletcher)دارند  کاربرد محیطی یهاتنش با مبارزه جهت وسیعی طور به جیبرلین هورمون سنتز هایبازدارنده امروزه

et al. 2000). کائورونیک-انت به کائورن -انت اکسیداسیون مرحله در جیبرلیک اسید بیوسنتز مسیر در دخالت با پاکلوبوترازول 

 عنوان به که است ها تریازول از پرکاربرد و فعال بسیار نمونه یک پاکلوبوترازول. کنندمی ممانعت گیاهی هورمون این تولید از اسید

 پاکلوبوترازول بر اساس گزارشات تیمار. (Sankar et al. 2007) است شده شناخته نیز محیطی هایتنش برابر در گیاه کننده مقاوم

 Stevia rebaudiana (Hajihashemi و  Arachis hypogaea (Sankar et al. 2007) گیاهان مقاومت افزایش سبب

and Ehsanpour 2014) غیر و آنزیمی یهااکسیدانت آنتی زایشاف با پاکلوبوترازول. است شده خشکی تنش برابر در  و غیره 

 همچنین. (Sankar et al. 2007)شود می تنش شرایط به گیاهان مقاومت افزایش سبب اسمزی کننده تنظیم مواد تجمع و آنزیمی

 ,Roghayyeh et al. 2014)دارد  گیاهان وجود در جیبرلین تیمار اثر در تنش به گیاهان مقاومت افزایش بر مبنی گزارشاتی

Siddiqui et al. 2008). ها و کاهش اثرات مضر تنش خشکی بر روی لیپیدهای ار جیبرلین با افزایش میزان رشد، آنتی اکسیدانتیم

 .(SIDDIQUI ET AL. 2008)شود غشاء سبب افزایش مقاومت گیاهان به تنش می

 ساقه وزن کاهش به منجر و باشدمی هامیانگره طول کاهش ی نتیجه در که دهد پاکلوبوترازول طول ساقه را کاهش می

شود. باعث افزایش ضخامت برگ می درحالیکه یابد می کاهش پاکلوبوترازول توسط نیز برگ خشک وزن و برگ سطح. شودمی

ا توجه به کاهش سطح برگ گیاهان تحت تیمار پاکلوبوترازول، پتانسیل ب. دهد کاهش را گیاه در دمبرگ طول تواند این ترکیب می



یشنهاد شده است که گیاهان تحت تیمار مقاومت بالاتری در برابر آب گیاهان تحت تیمار به طور کلی بالاتر از گیاهان شاهد است. پ

 (FLETCHER ET AL. 2000)  شرایط خشکسالی داشته باشند

 تنش خشکي بر کالوس استویااثر 

است.  ای شیشه درون شرایط تحت تنش تحمل یهامکانیسم مطالعه برای مفید ابزار یک گیاهی سلول و بافت کشت

تاکنون . هستند موثر کوتاه زمانی دوره یک در شده، کنترل شرایط با مشخص محیط یک در تنش تحمل بررسی برای کالوس کشت

رشد سبب  هایصورت گرفته است. تنظیم کننده های محیطیهای رشد جهت رفع مشکل تنشمطالعات زیادی بر روی تنظیم کننده

های محیطی در پیش گیرند. شوند که گیاهان حساس بتوانند الگوهای رفتاری گیاهان مقاوم را جهت رفع تنشمیهایی القای مکانیسم

 ر زیستی کاربرد دارندهای غیطور وسیعی در مقابله با تنشهای سنتز هورمون جیبرلین مانند پاکلوبوترازول بهامروزه بازدارنده

(Jaleel et al. 2007). های گیاه در مواجه شدن با تنش خشکی کاهش رشد و تولید بیوماس همچنین از آنجاییکه یکی از پاسخ

در این تحقیق به بررسی اثر هورمون رشد جیبرلین بر کاهش اثرات منفی تنش خشکی بر تولید  .(Anjum et al. 2011)است 

 تنش به استویا گیاه های پاسخ جیبرلین، بررسی و پاکلوبوترازول آنتاگونیستی اثر به توجه بالوس گیاه استویا پرداخته شد. بافت کا

 افزایش جهت گیاه به مفید های ژن انتقال زمینه و مطلوب صفات شناسایی امکان جیبرلین یا و پاکلوبوترازول حضور در خشکی

 تنش به استویا گیاه برگ از حاصل هایکالوس هایپاسخ بررسی به مطالعه این در لذا. شود می فراهم خشکی تنش به مقاومت

 .شد پرداخته اسید جیبرلیک و پاکلوبوترازول تیمارهای با آن کنش برهم و خشکی

 شوند عبارتند از:اهدافي که در این تحقیق دنبال مي 1-4

های ارزشمند اقتصادی و درمانی به عنوان یک گیاه با پتانسیلهای مطلوب بسیار زیاد استویا به دلیل دارا بودن ویژگی

شناخته شده است. کشت گسترده این گونه دارویی مهم در سراسر جهان در حال افزایش است،  با این حال تنها در چند پژوهش 

های انجام شده . پژوهشزایی محیطی پرداخته شده استبه بررسی رفتار کالوس این گونه دارویی باارزش در شرایط سخت و تنش

ی آسیب و تغییر در رفتار فیزیولوژیک کالوس استویا ناشی از تنش خشکی پرداخته و مورد ارزیابی قرار به مطالعه در این زمینه



 شوند که گیاهان حساس بتوانند الگوهای رفتاری گیاهان مقاوممیهایی رشد سبب القای مکانیسم هایگرفته شده است. تنظیم کننده

های محیطی در پیش گیرند. تنش خشکی معرف یکی از جدی ترین عوامل محدود کننده رشد گیاه است. اهدافی را جهت رفع تنش

 که در این مطالعه مد نظر می باشد عبارتند از:

  Steviaبررسی دامنه تحمل به خشکی کالوس گیاه ی -1

 Steviaتعیین بهترین غلظت پاکلوبوترازول بر روی تحمل به خشکی گیاه  -2

پاکلوبوترازول و پلی اتیلن گلیکول بر برخی از پارامترهای  جیبرلین،بررسی اثر برهم کنش  -3

 Steviaفیزیولوژیکی گیاه 

به تنش خشکی در حضور جیبرلین و پاکلوبوترازول امکان شناسایی صفات مطلوب   Steviaبا بررسی پاسخ های گیاه 

 یش مقاومت به تنش خشکی فراهم می شود. و زمینه انتقال ژنهای مفید به گیاه جهت افزا

 

  



 مواد و روش ها

 

 

 

 

 تولید کالوس و تیمار خشکی

 United States, Prairie Oakبدست آمده از هایی از برگ گیاه استویا به منظور تولید کالوس، جداکشت 

Publishing, 221 South Saunders Street, Marville MO 64468  تهیه شدند و در محیط کشتMS (Murashige 

and Skoog 1962)  2،4میلی گرم بر لیتر  2حاوی-D  هفته کالوس ایجاد شد. 4میلی گرم بر لیتر کینتین قرار گرفتند. پس از  2و 

هایی با وزن یک گرم ته یکبار در محیط تولید کالوس واکشت شدند. پس از سه مرحله واکشت، کالوسکالوسهای حاصل هر دو هف

میلی گرم بر لیتر( و جیبرلین  2وزنی(، پاکلوبوترازول )صفر و  %4اتیلن گلیکول )صفر و تهیه شدند و تحت تیمارهای مختلف پلی

 نگهداری شدند.  میلی گرم بر لیتر( قرار گرفتند و در اتاق کشت 2)صفر و 

 

 های رشداندازه گیری شاخص

هایی که در ابتدا وزن شده بوده بودند مجددا توزین شدند و با کم کردن وزن اولیه، پس از گذشت یک ماه، کالوس 

تیمار ها در اثر تیمار اندازه گیری گردید. به منظور بررسی تغییرات وزن خشک، تعداد شش کالوس قبل از تغییرات وزن تر کالوس

ساعت خشک شدند. سپس از آون خارج شده و توزین شده اند و  72درجه سانتیگراد به مدت  70برداشت شده و در آون با دمای 



ها اندازه گیری گردید و تغییرات وزن خشک آنها با ها حاصل گردید. پس از تیمار نیز وزن خشک کالوسوزن خشک اولیه کالوس

 شک اولیه حاصل گردید.   تفاضل وزن خشک ثانویه از وزن خ

 :(Lokhande et al. 2011) ( طبق فرمول زیر محاسبه گردیدRGRمیزان رشد نسبی کالوس )

 RGR%=(W2-W1)/W1*100  (1)فرمول 

RGRمیزان رشد نسبی کالوس = 

W1وزن اولیه کالوس قبل از تیمار : 

W2وزن ثانویه کالوس پس از تیمار : 

 :محاسبه گردید 2( کالوس طبق فرمول شماره RWCمیزان محتوی آب نسبی )

 RWC%=(FW-DW)/FW*100(          2)فرمول 

RWCآب نسبی =   محتوی 

FWوزن تر کالوس : 

DWوزن خشک کالوس : 

 محلول کربوهیدرات

هاون لیتر آب مقطر گرم در میلی 10گرم از بافت خشک توزین شد و با  01/0ها، در ابتدا به منظور استخراج کربوهیدرات

اسید سولفوریک -از روش فنل های کربن محلول،گیری هیدراتصاف شد. برای اندازه 1سائیده شد و با کمک کاغذ واتمن شماره 

وزنی )حل شده در آب مقطر(  %80میکرولیتر فنل  50لیتر از عصاره گیاهی استخراج شده را با میلی 2صورت که ایناستفاده شد. به



دقیقه در محیط نگهداری شده و  10مدت لیتر اسید سولفوریک غلیظ به آن اضافه شد. این مخلوط بهمیلی 5مخلوط کرده و سپس 

خوانده شد  490درجه سانتیگراد قرار داده شد و سپس جذب محلول در  25-30دقیقه در حمام آب گرم  10-20مدت پس از آن به

 .(DuBois et al. 1956) شد محاسبه محلول های و با کمک منحنی استاندارد مربوطه میزان کربوهیدرات

 

 احیا کربوهیدرات

 %25پتاسیم  -و تارتارات سدیم %6/1، سود %1گیری، ابتدا محلولی از ترکیب دی نیترو سالیسیلیک اسید برای این اندازه 

دقیقه در  10لیتر از رنگ ساخته شده مخلوط و به مدت میلی 1لیتر از عصاره گیاهی استخراج شده با میلی 2مخلوط شدند. سپس 

لیتر آب مقطر مخلوط شد و جذب میلی 10دست آمده با رار داده شد، سپس محلول بهدرجه سانتیگراد ق 100حمام آب جوش 

 .(Jeffries et al. 1998)احیا محاسبه شد  قندنانومتر خوانده شد و با کمک منحنی استاندارد مربوطه میزان  546ها در نمونه

 

 پراکسیداسیون لیپید غشاء

( که محصول پراکسیداسیون اسیدهای MDAالدئید )یبرای سنجش مقدار پراکسیداسیون لیپیدهای غشا، غلظت مالون د 

انجام شد. طبق  Heath and Packer (1968) روش به الدئیددی مالون گیری اندازه. شد گیری اندازه باشد، چرب غیر اشباع می

 4لیتر از عصاره حاصل از سانتریفوژ، سائیده شد. به یک میلی TCAدرصد   01/0 لیترمیلی 5گرم از بافت تر با  2/0این روش 

بود، اضافه شد. مخلوط ( TBA)تیوباربیوتوریک اسید درصد  5/0 که حاویدرصد  20لیتر محلول تری کلرو استیک اسید  میلی

درجه سانتیگراد در حمام آبگرم حرارت داده شد سپس بلافاصله بر روی یخ سرد شد و  95قه در دمای دقی 30حاصل به مدت 

نانومتر  532سانتریفوژ شد. سپس شدت جذب این محلول در طول موج  rpm 10000دقیقه در دور  10دوباره مخلوط به مدت 

از این مقدار کسر شد. برای محاسبه غلظت مالون دالدئید  و نتعیی نانومتر 600 در اختصاصی غیر های خوانده شد. جذب بقیه رنگیزه

 استفاده شد. Cm 1-mM 155-1از ضریب خاموشی معادل 



 

 

 آلفاتوکوفرول

دقیقه  10لیتر متانول اسیدی ساییده شده و پس از میلی 10گرم از نمونه با استفاده از  5/0گیری آلفاتوکوفرول برای اندازه 

دقیقه در  10مخلوط می کنیم و پس از  TPTZلیتر میلی 1لیتر عصاره را با میلی 5. سپس (Baker et al. 1980) سانتریفوژ شد

نانومتر می خوانیم. برای رسم منحنی استاندارد از آلفاتوکوفرول  520ها را در لیتر آب مقطر اضافه شده و جذب نمونهمیلی 20تاریکی، 

 میکرومولار استفاده شد. 200-0های خالص با غلظت

 فنل

صد میلی گرم از نمونه توسط  .(Singleton and Rossi 1965) شد میزان فنل با استفاده از معرف فولین اندازه گیری 

لیتر نمونه سانتریفوژ شده و سپس به یک میلیساعت در تاریکی نگهداری گردید. سپس  24اییده شده و به مدت سدرصد  95اتانول 

ساعت  1ها به مدت افزوده شد. نمونه %50لیتر معرف فولین میلی 5/0 لیتر آب مقطر ومیلی 5، %95لیتر اتانول میلی 5/1از عصاره، 

منحنی استاندارد  نانومتر خوانده شد. میزان فنل بر اساس 725ها در طول موج در تاریکی نگهداری شدند و سپس جذب نمونه

 گالیک محاسبه گردید. اسید حاصل از

 اندازه گيری ميزان پراکسيد هيدروژن

گرم بافت برگ  5/0 انجام شد. ) .2000Velikova et al( با استفاده از روش (2O2H)هیدروژن  پراکسیدسنجش 

 سانتریفوژ،لیتر از محلول روئی حاصل از یلیم 5/0شدند. به  ساییده کاملاً 1/0%  (TCA)توزین شد و با تری کلرو استیک اسید

ها در طول  مولار اضافه شد و جذب نمونه 1لیتر یدید پتاسیم میلی 1و   (pH 7)رمیلی مولا 10لیتر بافر فسفات پتاسیم میلی 5/0

 محاسبه شد. Cm 1-mM 280-1هیدروژن در هر نمونه با استفاده از ضریب خاموشی  پراکسیدنانومتر خوانده شد. مقدار  390موج 



 اندازه گيری ظرفيت کل آنتی اکسيدان 

. محلول واکنش ( 1996Benzie and Strain) انجام شد FRAP19اندازه گیری ظرفیت کل آنتی اکسیدانی به روش 

تری پریدیل  ،(pH 7)مولار  میلی 300که حاوی بافر استات FRAP لیتر محلولمیلی 5/1میکرولیتر عصاره آنزیمی و  50شامل 

نانومتر خوانده شد. برای  593باشد. شدت جذب این محلول در طول موج  مولار می میلی 20میلی مولار و کلرید آهن 10 20تریازن

 د از اسید آسکوربیک خالص استفاده شد.رسم منحنی استاندار

 های محلولگيری پروتئيناندازه

دقیقه با  20مدت های حاصل بهعصاره گرفت. انجام بافر به بافت 1:3 با نسبت گیاهان برگ قطعات پروتئین از استخراج

اکسیدان، آنتی هایگیری فعالیت آنزیماندازهجهت  روشناورسانتریفوژ شدند. از محلول درجه سانتیگراد  4 یدر دما rpm  13000دور

 روش طبق کل پروتئین . اندازه گیریاستفاده شدهای محلول و بررسی الگوی بیان پروتئینی  میزان آنتی اکسیدان کل، میزان پروتئین

( گاوی سرم آلبومین) BSA21استاندارد  پروتئین از پروتئین استاندارد منحنی رسم برای .( 1976Bradford) شد برادفورد انجام

 . شد استفاده KDa 2/66 مولکول وزن با

 گيری فعاليت آنزيم كاتالاز اندازه

د هیدروژن در مولار پراکسی میلی 10 میکرولیتر از محلول واکنش حاوی 900 آنزیمی،میکرولیتر از عصاره  100مقدار  به

  .(Aebi 1984) ثانیه رسم شد 60نانومتر در مدت  240بافر فسفات افزوده و منحنی کاهش جذب در طول موج 

                                                 
1 9 Ferric Reducing Antioxidant Power 
2 0 2,4,6-tripyridyl-s-triazine 
2 1 Bovine serum albumin 



 گيری فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز اندازه

 625از  APXول واکنش آنزیم گیری شد. محلاندازه Nakano and Asada (1987)بر اساس روش  APX فعالیت

میلی  1سید هیدروژن میکرولیتر پراک 50میکرولیتر آسکوربیک اسید و  EDTA ،175 مولارمیلی 2/0میکرولیتر بافر فسفات حاوی 

 مولار تشکیل شده بود. 

 موتاز سيدگيری فعاليت آنزيم سوپراکسيد اندازه

نانومتر انجام  560در  )NBT( 22بلوتترازولیومبا استفاده از سنجش مهار احیای نوری نیترو SODسنجش فعالیت 

 7pH =  ،075/0میلی مولار  50ها شامل بافر فسفات  . مخلوط واکنش نمونه (Beauchamp and Fridovich 1971)گرفت

میکرولیتر عصاره  50و  24مولار متیونین میلی 13 ،23میکرومولار ریبوفلاوین EDTA ،75مولار  میلی NBT، 1/0میکرومولار 

 باشد.  آنزیمی می

 گيری آمينو اسيدها، پرولين و آنزيم های بيوسنتز پرولين اندازه

 Bates گیری پرولین از روشرای اندازهباستفاده شد.  Yemm et al( .1955) برای اندازه گیری آمینو اسیدها از روش

et al( .1973)  .سولفوسالیسیلیک  لیترمیلی 7/1 اتکرار ب 3های برگ گیاهان به تعداد گرم از بافتمیلی 50این روش  دراستفاده شد

 rpm 14000دقیقه در  20های حاصل به مدت نایز شوند. عصارهطورکامل هموژخوبی ساییده شدند تا بهبه (w/v) %3اسید 

 1منتقل شد. سپس  لیترمیلی 10 های آزمایشیمحلول روشناور برداشته و داخل لوله لیترمیلی 1ی بعد سانتریفوژ شدند. در مرحله

درجه  100-105ساعت در دمای  1هیدرین به هر لوله اضافه شدو به مدت معرف نین لیترمیلی 1استیک گلاسیال و اسید  لیترمیلی

 باگیری اندازه. شدت مخلوط شد هبو تولوئن اضافه شد  لیترمیلی 2هر لوله سانتیگراد داخل بن ماری حرارت داده شدند. سپس به 

 ده شد. برای رسم منحنی استاندارد از پرولین خالص استفانومتر صورت گرفت.نا 520دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 

                                                 
2 2 Nitro blue tetrazolium 
2 3 Riboflavin 
2 4 Methionine 



از مخلوط واکنشی حاوی گلوتامیک اسید  (P5CS)کربوکسیلات سنتتاز  -5به منظور بررسی میزان فعالیت آنزیم پیرولین 

 مولار استفاده شد میلی NADPH 4/0مولار،  میلی 75/18، کلرید منیزیم pH 7.3))میلی مولار  Tris-Hcl 75میلی مولار،  75

(Stines et al. 1999) . نانومتر در مخلوط  340میزان فعالیت آنزیم پرولین دهیدروژناز با بررسی افزایش جذب در طول موج

میکرولیتر عصاره  50مولار و  میلی NAD 10+ میلی مولار،  20، پرولین ) 10.3pH (میلی مولار 100واکنش حاوی بافر استات 

 .(Rena and Splittstoesser 1975) آنزیمی انجام گرفت

 هاطرح آماری مورد استفاده و آنالیز داده

ها  تمام آزمایشات طبق طرح کامل تصادفی انجام شد و برای هر تیمار حداقل سه تکرار در نظر گرفته شد. پردازش داده

گیری شده  های جمع آوری شده مربوط به صفات اندازه صورت گرفت. داده SPSSو  Excelای  از نرم افزارهای رایانهبا استفاده 

( انجام p ≤ 0.05درصد ) 95، با ضریب اطمینان Duncanها توسط آزمون  برای تجزیه و تحلیل واریانس و مقایسه میانگین داده

 شد.

 

 نتایج

های رشد، تیمارهای پاکلوبوترازول و جیبرلین میزان وزن تر، وزن خشک، محتوی صبر اساس نتایج حاصل از بررسی شاخ

داری افزایش دادند و بیشترین میزان افزایش در تیمار پاکلوبوترازول مشاهده استویا را در حد معنی هایآب و رشد نسبی کالوس

 محتوی آب کالوس را در سطح معنی و وزن تر وزن خشک،، اتیلن گلیکول میزان رشد نسبی (. تیمار پلی2و  1های شد )شکل

کمتر از گیاهان شاهد بود. نتایج نشان داد که بیشترین و  %63و  %60، %40، %34داری کاهش داد و میزان آنها به ترتیب معادل 

ارهای های رشد به ترتیب در محتوی آب و میزان رشد نسبی کالوس ملاحظه شد. تیمکمترین تاثیر منفی تنش خشکی بر شاخص

های رشد مذکور شدند. میزان وزن تر، وزن اتیلن گلیکول بر شاخصدار اثرات مضر پلیپاکلوبوترازول و جیبرلین سبب کاهش معنی



اتیلن گلیکول توام با پاکلوبوترازول و جیبرلین تقریبا معادل گیاه شاهد )بدون خشک، محتوی آب و رشد نسبی کالوس در تیمار پلی

 داری نشان ندادند. هش معنیتیمار( بودند و کا
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در  Stevia rebaudianaب( کالوس  Dry mass;الف( و وزن خشک ) Fresh mass;: تغییرات وزن تر )1شکل 

حروف نامشابه  و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEGاتیلن گلیکول ) ( و پلیGA(، جیبرلین )PBZتیمارهای پاکلوبوترازول )

 باشد.می Duncan( بر اساس آزمون P≤ 0.05دار )معنیدهنده اختلاف نشان
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 Steviaب( کالوس  Relative growth rate;الف( و رشد نسبی )Water content; : تغییرات محتوی آب )2شکل 

rebaudiana ( در تیمارهای پاکلوبوترازولPBZ( جیبرلین ،)GAو پلی ) ( اتیلن گلیکولPEGداده .) تکرار  3ها میانگین±SD 

 باشد.می Duncan( بر اساس آزمون P≤ 0.05دار )دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و
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، میزان 3اثر تیمارهای مختلف بر میزان قندهای محلول کالوس گیاه استویا مورد بررسی قرار گرفت. با توجه به شکل 

بیشتر از گیاه شاهد بود و بیشترین میزان قند در تیمار  داریقندهای محلول در تیمارهای پاکلوبوترازول و جیبرلین در سطح معنی

پاکلوبوترازول ملاحظه گردید. میزان قندهای محلول در تیمارهای پاکلوبوترازول، جیبرلین و تیمار توام جیبرلین و پاکلوبوترازول 

لول کالوس را در مقایسه با گیاه شاهد اتیلن گلیکول میزان قندهای محبیشتر از گیاه شاهد بود. تیمار پلی %28و  %22، %45تقریبا 

داری بیشتر از گیاه  اتیلن گلیکول توام با پاکلوبوترازول در سطح معنیکاهش داد. میزان قند محلول در گیاهان تیمار شده با پلی 54%

اه شاهد نشان نداد )شکل داری بر میزان قند محلول در مقایسه با گی اتیلن گلیکول توام با جیبرلین اثر معنیشاهد است. تیمار پلی

ها نشان داد که بیشترین میزان قندهای احیا در تیمار پاکلوبوترازول و حدود سه برابر بیشتر از گیاه  شاهد  (. بررسی کربوهیدرات3

بیشتر از گیاهان شاهد شد و در تیمار جیبرلین توام با  %56(. تیمار جیبرلین سبب افزایش قندهای احیا حدود 3بود )شکل 

اتیلن گلیکول میزان کربوهیدرات احیاء در سطح بود. بر اساس نتایج، در تیمار پلی %62کلوبوترازول میزان افزایش بیشتر و حدود پا

اتیلن  های احیاء تحت تیمارهای پلی (. میزان کربوهیدرات3( نسبت به گیاه شاهد کاهش یافت )شکل %70داری )حدود  معنی

 اتیلن گلیکول و تقریبا معادل گیاه شاهد بود. داری بیشتر از تیمار پلیجیبرلین در سطح معنی گلیکول توام با پاکلوبوترازول و
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در تیمارهای  Stevia rebaudianaب( کالوس RS;الف( و قند احیاء ) WSC;: تغییرات میزان قند محلول )3شکل 

دهنده حروف نامشابه نشان و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEGاتیلن گلیکول ) ( و پلیGA(، جیبرلین )PBZپاکلوبوترازول )

 باشد.می Duncan( بر اساس آزمون P≤ 0.05دار )اختلاف معنی

 

( بررسی MDAآلدئید )به منظور بررسی تاثیر تیمارهای مختلف بر میزان پراکسیداسیون لیپیدهای غشاء میزان مالون دی

داری ملاحظه نشد.  تقریبا معادل گیاه شاهد بود و تغییر معنی MDAل و جیبرلین میزان (. در تیمارهای پاکلوبوترازو4شد )شکل 

داری نشان داد و حدود سه برابر بیشتر از گیاهان شاهد بود. اتیلن گلیکول افزایش معنی کالوس تحت تیمار پلی MDAمیزان 

 MDAاتیلن گلیکول بر روی لیپیدهای غشاء شدند. میزان دار اثرات منفی پلیتیمارهای پاکلوبوترازول و جیبرلین سبب کاهش معنی

در مقایسه با گیاهان تیمار  %44و  %41اتیلن گلیکول توام با پاکلوبوترازول و جیبرلین به ترتیب کاهش  در گیاهان تیمار شده با پلی

 (.11-3اتیلن گلیکول تنها نشان دادند )شکل  شده با پلی
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(، PBZدر تیمارهای پاکلوبوترازول ) Stevia rebaudiana( کالوس MDAآلدئید ): تغییرات میزان مالون دی4شکل 

 ≥Pدار )دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEGاتیلن گلیکول ) ( و پلیGAجیبرلین )

 باشد.می Duncan( بر اساس آزمون 0.05

استویا نشان داد که کمترین میزان آلفاتوکوفرول در گیاه شاهد و بیشترین میزان بررسی تیمارهای مختلف بر روی کالوس 

 %85(. تیمار پاکلوبوترازول میزان آلفاتوکوفرول را در مقایسه با گیاه شاهد 5در گیاه تیمار شده با پاکلوبوترازول مشاهده شد )شکل 

زایش یافت درحالیکه تیمار توام جیبرلین و پاکلوبوترازول میزان اف %74افزایش داد. میزان آلفاتوکوفرول در تیمار جیبرلین حدود 

دار میزان آلفاتوکوفرول )تقریبا  اتیلن گلیکول منجر به افزایش معنی افزایش داد. تنش خشکی ناشی از پلی %83آلفاتوکوفرول را 

ها تقریبا یکسان بود یزان آلفاتوکوفرول کالوساتیلن گلیکول م( شد. در پاسخ به تیمارهای پاکلوبوترازول و جیبرلین توام با پلی80%

 داری بین آنها ملاحظه نشد.و تفاوت معنی
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(، جیبرلین PBZدر تیمارهای پاکلوبوترازول ) Stevia rebaudiana: تغییرات میزان آلفاتوکوفرول کالوس 5شکل 

(GAو پلی ) ( اتیلن گلیکولPEGداده .) تکرار  3ها میانگین±SD دهنده اختلاف معنینامشابه نشانحروف  و( دارP≤ 0.05 بر )

 باشد.می Duncanاساس آزمون 

 

داری افزایش نتایج بررسی میزان فنل نشان داد که میزان تجمع فنل در کالوس استویا در تیمارهای مختلف در سطح معنی

تیمار توام جیبرلین با پاکلوبوترازول به ترتیب  (. میزان فنل کالوس استویا در تیمارهای پاکلوبوترازول، جیبرلین و6یافت )شکل 

بیشتر از گیاه  %77داری نشان داد و اتیلن گلیکول میزان فنل افزایش معنیبیشتر از شاهد بود. در پاسخ به تیمار پلی %58و  44%، 60%

 دار فنل شد درحالیکه تفاوت معنی اتیلن گلیکول با جیبرلین و پاکلوبوترازول باعث افزایش معنی های مختلف پلی شاهد بود. تیمار

 داری بین آنها مشاهده نشد. 
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 ( و پلیGA(، جیبرلین )PBZدر تیمارهای پاکلوبوترازول ) Stevia rebaudiana: تغییرات میزان فنل کالوس 6شکل 

( بر اساس آزمون P≤ 0.05دار )دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEGاتیلن گلیکول )

Duncan باشد.می 

نشان داد که میزان تجمع آنتی اکسیدانت ها در کالوس استویا در تیمارهای  (FRAPنتایج آنالیز آنتی اکسیدانت کل )

(. میزان آنتی اکسیدانت کل کالوس استویا در تیمارهای پاکلوبوترازول، جیبرلین 7داری افزایش یافت )شکل مختلف در سطح معنی

گلیکول با جیبرلین و پاکلوبوترازول بود درحالیکه  اتیلن های مختلف پلی و تیمار توام جیبرلین با پاکلوبوترازول بیشتر از تیمار

 داری بین آنها مشاهده نشد.  تفاوت معنی
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در تیمارهای پاکلوبوترازول  Stevia rebaudianaکالوس  (FRAP: تغییرات میزان آنتی اکسیدانت کل ) 7شکل

(PBZ( جیبرلین ،)GAو پلی ) ( اتیلن گلیکولPEGداده .) تکرار  3ها میانگین±SD دار دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و

(P≤ 0.05 بر اساس آزمون )Duncan باشد.می 

 

بررسی تیمارهای مختلف بر روی کالوس استویا نشان داد که کمترین میزان هیدروژن پراکسید در گیاه شاهد و تیمارهای 

اتیلن گلیکول منجر  (. تنش خشکی ناشی از پلی8هده شد )شکل پاکلوبوترازول، جیبرلین و تیمار توام جیبرلین با پاکلوبوترازول مشا

اتیلن گلیکول میزان دار میزان هیدروژن پراکسید شد. در پاسخ به تیمارهای پاکلوبوترازول و جیبرلین توام با پلی به افزایش معنی

 ها بیشتر از گیاه شاهد و کمتر از تیمار پلی اتیلن گلیکول بود.هیدروژن پراکسید کالوس

 



 

 

(، جیبرلین PBZدر تیمارهای پاکلوبوترازول ) Stevia rebaudiana: تغییرات میزان پراکسیدهیدروژن کالوس 8شکل 

(GAو پلی ) ( اتیلن گلیکولPEGداده .) تکرار  3ها میانگین±SD دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و( دارP≤ 0.05 بر )

 باشد.می Duncanاساس آزمون 

تاثیر تیمارهای مختلف بر میزان پروتئین کل نشان داد که  در تیمارهای پاکلوبوترازول و جیبرلین میزان پروتئین بررسی 

 (. میزان پروتئین کالوس تحت تیمار پلی9داری ملاحظه شد )شکل  کل در سطح معنی داری بیشتر از گیاه شاهد بود و تغییر معنی

و حدود سه برابر بیشتر از گیاهان شاهد بود. تیمارهای پاکلوبوترازول و جیبرلین سبب  داری نشان داداتیلن گلیکول افزایش معنی

 اتیلن گلیکول تنها شدند. دار میزان پروتئین ها در مقایسه با پلیافزایش معنی

 

 



 

 

( و GA(، جیبرلین )PBZدر تیمارهای پاکلوبوترازول ) Stevia rebaudiana: تغییرات میزان پروتئین کالوس 9شکل 

( بر اساس P≤ 0.05دار )دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEGاتیلن گلیکول ) پلی

 باشد.می Duncanآزمون 

 اختلاف تیمارهای پاکلوبوترازول، جیبرلین و تیمار توام جیبرلین با پاکلوبوترازول آنالیز شده در SODمیزان فعالیت آنزیم 

شد. همانطوریکه  SOD فعالیت دار معنی افزایش باعث پلی اتیلن گلیکول تیمار (10)شکل  نداد نشان شاهد گیاهان با داری معنی

 درحالیکه داد نشان داری معنی افزایش گلیکول اتیلن توام با پلیو جیبرلین در تیمار پاکلوبوترازول SODنتایج نشان داد فعالیت  

 . نشد مشاهده مختلف یتیمارها بین داری معنی تفاوت

 

 



 

 

در تیمارهای پاکلوبوترازول  Stevia rebaudiana: تغییرات میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز کالوس 10شکل 

(PBZ( جیبرلین ،)GAو پلی ) ( اتیلن گلیکولPEGداده .) تکرار  3ها میانگین±SD دار دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و

(P≤ 0.05 بر اساس آزمون )Duncan باشد.می 

تیمارهای پاکلوبوترازول، جیبرلین و تیمار توام جیبرلین با نشان داد که  CATنتایج اندازه گیری فعالیت آنزیم 

 فعالیت دار معنی افزایش باعث پلی اتیلن گلیکول تیمار (.11)شکل  نداد نشان شاهد گیاهان با داری معنی اختلاف پاکلوبوترازول

CAT   شد. همانطوریکه نتایج نشان داد فعالیتCAT  معنی افزایش گلیکول اتیلن توام با پلیو جیبرلین در تیمار پاکلوبوترازول 

 بیشتر از تیمار پلی اتیلن گلیکول تنها شد. داد نشان داری

 

 



 

 

(، PBZدر تیمارهای پاکلوبوترازول ) Stevia rebaudiana: تغییرات میزان فعالیت آنزیم کاتالاز کالوس 11شکل 

 ≥Pدار )دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEGاتیلن گلیکول ) ( و پلیGAجیبرلین )

 باشد.می Duncan( بر اساس آزمون 0.05

تیمارهای پاکلوبوترازول، در  APXت فعالی دار معنی عدم تغییرحاکی از  APX آنزیم فعالیت گیری نتایج حاصل از اندازه

 افزایش گلیکول اتیلن در گیاهان تیمار شده با پلی APX (. فعالیت12)شکل  بودجیبرلین و تیمار توام جیبرلین با پاکلوبوترازول 

 در داری معنی افزایش ولگلیک اتیلن توام با پلیو جیبرلین اهد نشان داد. در تیمار پاکلوبوترازول ش گیاهان در مقایسه با داری معنی

 اتیلن پلی از یشتر گلیکول اتیلن پلی توام باو جیبرلین پاکلوبوترازول  یدر تیمارها APX فعالیت . میزانمشاهده شد APX فعالیت

 تنها بود. گلیکول

 



 

 

در تیمارهای پاکلوبوترازول  Stevia rebaudiana: تغییرات میزان فعالیت آنزیم آسکوربات پراکسیداز کالوس 12شکل 

(PBZ( جیبرلین ،)GAو پلی ) ( اتیلن گلیکولPEGداده .) تکرار  3ها میانگین±SD دار دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و

(P≤ 0.05 بر اساس آزمون )Duncan باشد.می 

داری نتایج آنالیز آمینو اسیدکل  نشان داد که میزان امینو اسیدها در کالوس استویا در تیمارهای مختلف در سطح معنی

کل کالوس استویا در تیمارهای پلی اتیلن گلیکول با پاکلوبوترازول، جیبرلین بیشتر از  آمینواسید(. میزان 13افزایش یافت )شکل 

 داری بین آنها مشاهده نشد.  لوبوترازول بدون پلی اتیلن گلیکول بود درحالیکه تفاوت معنیهای مختلف جیبرلین و پاک تیمار

 

 

 



 

 

 

 

(، جیبرلین PBZدر تیمارهای پاکلوبوترازول ) Stevia rebaudianaکالوس  آمینو اسید کل: تغییرات میزان 13شکل 

(GAو پلی ) ( اتیلن گلیکولPEGداده .) تکرار  3ها میانگین±SD دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و( دارP≤ 0.05 بر )

 باشد.می Duncanاساس آزمون 

ی دارنتایج آنالیز پرولین مشابه آمینو اسید کل بود و میزان پرولین در کالوس استویا در تیمارهای مختلف در سطح معنی

های  یلن گلیکول با پاکلوبوترازول، جیبرلین بیشتر از تیمار(. میزان پرولین کالوس استویا در تیمارهای پلی ات14افزایش یافت )شکل 

 داری بین آنها مشاهده نشد.  مختلف جیبرلین و پاکلوبوترازول بدون پلی اتیلن گلیکول بود درحالیکه تفاوت معنی

 

 



 

 

( GAجیبرلین )(، PBZدر تیمارهای پاکلوبوترازول ) Stevia rebaudiana: تغییرات میزان پرولین کالوس 14شکل 

( بر اساس P≤ 0.05دار )دهنده اختلاف معنیحروف نامشابه نشان و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEGاتیلن گلیکول ) و پلی

 باشد.می Duncanآزمون 

 تیمارهای پاکلوبوترازول،در  آنت فعالی دار معنی عدم تغییرحاکی از  C5PS آنزیم فعالیت گیری نتایج حاصل از اندازه

 (. 15جیبرلین و تیمار توام جیبرلین با پاکلوبوترازول با یا بدون پلی اتیلن گلیکول بود )شکل 

 

 

 



 

 

در  Stevia rebaudianaکالوس  (P5CS)کربوکسيلات سنتتاز  -5پيرولين : تغییرات میزان فعالیت آنزیم 15شکل 

حروف نامشابه  و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEG)اتیلن گلیکول  ( و پلیGA(، جیبرلین )PBZتیمارهای پاکلوبوترازول )

 باشد.می Duncan( بر اساس آزمون P≤ 0.05دار )دهنده اختلاف معنینشان

در  آنت فعالی دار معنی عدم تغییرحاکی از  C5PS همانند آنزیم PDHآنزیم  فعالیت گیری نتایج حاصل از اندازه

 (.16تیمار توام جیبرلین با پاکلوبوترازول با یا بدون پلی اتیلن گلیکول بود )شکل تیمارهای پاکلوبوترازول، جیبرلین و 

 

 



 

در تیمارهای  Stevia rebaudianaکالوس ( PDHپرولين دهيدروژناز ): تغییرات میزان فعالیت آنزیم 16شکل

دهنده حروف نامشابه نشان و SD±تکرار  3ها میانگین (. دادهPEGاتیلن گلیکول ) ( و پلیGA(، جیبرلین )PBZپاکلوبوترازول )

 باشد.می Duncan( بر اساس آزمون P≤ 0.05دار )اختلاف معنی

  



 بحث

 ایران خصوص به جهان مختلف های قسمت در را محصول تولید که است محیطی های خشکی یکی از مهمترین تنش

بومی  Stevia rebaudiana Bertoniگیاه دارویی  .دهد می کاهش است، شده شناسایی خشک نیمه و خشک کشور عنوان به که

خشکی یک عامل محدود کننده برای رشد و تولید شیرین کننده استویول گلیکوزیدها  نشت و باشد می آمامبی مرطوب منطقه نیمه

در این تحقیق  .(Hajihashemi and Ehsanpour 2013, 2014, Hajihashemi and Geuns 2016)در این گیاه است 

های کشت مورد بررسی قرار گرفت. بر بافت کالوس در محیط نیبرلیپاکلوبوترازول و ج کول،یگل لنیاتیمختلف پل یمارهایت ریتاث

 زانیآب و م یوزن تر، وزن خشک، محتو داریباعث کاهش معن کولیگل لنیاتیپل ماریاز ت ینتایج نشان داد که تنش خشکی ناش

کاهش  رشد  بسب سلولی تقسیم کاهش و ها شد. تنش خشکی با جلوگیری از بزرگ شدن سلول ایبافت کالوس استو یرشد نسب

 Hajihashemi and) ایگزارشات مشابهی مبنی بر اثر منفی تنش خشکی بر رشد گیاهان استو .(Anjum et al. 2011)شود می

Ehsanpour 2013)سویا ، (Specht et al. 2001) و Abelmoschus esculentus (Sankar et al. 2007)  موجود

ها به دلیل کاهش بیوماس گیاه بود بلکه بخشی از آن مربوط کاهش محتوی آب بافت . در واقع کاهش وزن تر کالوس نه تنباشدیم

 Phaseolus vulgarisدر انواع مختلفی از گیاهان مانند  شکیکالوس بود. کاهش در مقدار نسبی آب در پاسخ به تنش خ

(Türkan et al. 2005)سویا ، (Sakthivelu et al. 2008)فلفل ،  (Anjum et al. 2012)  سورگوم(Zhang and 

Kirkham 1996) .گزارش شده است 

 زانیوزن تر، وزن خشک، محتوی آب و م داریمعن شیسبب افزا نیبرلیپاکلوبوترازول و ج یحاضر، تیمارها قیتحق در

اثرات منفی تنش خشکی را بر روی گیاه استویا کاهش داد. پاکلوبوترازول سبب کاهش  نیبافت کالوس شدند و همچن ینسبرشد 

، Hajihashemi et al( .2013)براساس گزارشات  .(Fletcher et al. 2000) شود اثرات مخرب تنش خشکی بر رشد گیاه می

شد. با  Stevia rebaudiana اهیآب گ یو محتو وماسیب یبر رو یپاکلوبوترازول سبب کاهش اثرات مضر تنش خشک ماریت

 رشد نتیجه در و شده کمتر ها و فعالیت بعضی از آنزیم نیبرلجی مانند ها کاهش محتوی آب گیاه در تنش خشکی، ترشح هورمون

 طیدر شرا Thymus vulgaris وماسیب دیتول شیسبب افزا نیبرلیج ماریت .(Anjum et al. 2012) شود می کاهش دچار گیاهی



با گزارشات  شاتیآزما نیا جینتا بیترت نی. بد(PAZOKI et al. 2012) شد یبه کم آب اهیمقاومت گ شیو افزا یتنش خشک

سبب کاهش اثرات مضر  کولیگل لنیاتیبا پل نیبرلیپاکلوبوترازول و ج یمارهایو اعمال همزمان ت داشت یهمخوان نیمحقق ریسا

کشت باعث  طیپاکلوبوترازول در مح ماری، تChen et al( .2005)  شد. براساس گزارش ایرشد کالوس استو یبر رو یتنش خشک

رشد و وزن بافت  زانیکه متعاقبا م دیگرد spp.  Hemerocallisاهیدر بافت کالوس گ ینشاسته به عنوان منبع انرژ زانیم شیافزا

رشد  شیمحرک رشد و افزا یهاژن کیسبب تحر Della یهانیپروتئ بیبا تخر نیبرلیهورمون رشد ج. افتی شیکالوس افزا

 .(Achard and Genschik 2009)شود  یم یاهیها و وزن بافت گسلول

 شود می گیاه رشد کاهش باعث غیره و ها خشکی با تاثیر بر عوامل مختلف مانند جذب و انتقال یونها، کربوهیدرات تنش

(Sankar et al. 2007). عهده اسمزی به لیپتانس در حفظ یها از قبیل گلوکز، فروکتوز، سوکروز و نشاسته نقش مهمکربوهیدارت

ها علاوه بر تطابق و حفاظت اسمزی، در ذخیره کربن و تصفیه کربوهیدرات .(Parvaiz and Satyawati 2008) دارند

توجه به نقش حفاظتی قندها در برابر تنش اسمزی در  . با(Anjum et al. 2012)عهده دارند های آزاد نیز نقش مهمی بهرادیکال

و پاکلوبوترازول  نیبرلجی گلیکول، اتیلن ها در کالوس استویا تیمار شده با پلیتغییرات میزان کربوهیدراتاین تحقیق به بررسی 

 متغیری تعداد دارای شیرین های مولکول این که باشد قادر به تولید استویول گلیکوزیدها می Stevia rebaudiana اهیپرداختیم. گ

در تحقیق . (Geuns and Struyf 2010) نمایند تغییر آنها میزان مختلف تیمارهای تاثیر تحت است ممکن که باشند می گلوکز از

 تیمارهای اعمال. داد نشان داری معنی کاهش گلیکول اتیلن پلی ماریحاضر مقادیر کربوهیدرات محلول و احیاء کالوس استویا در ت

 می که نمودند جلوگیری ها بر میزان کربوهیدرات یتنش خشک یاز اثرات منف کولیگل لنیاتیبا پل نیبرلیتوام پاکلوبوترازول و ج

اکلوبوترازول در برابر تنش نقش داشته باشد. گیاهان با تجمع قندهای مختلف در پاسخ به پ ایبیشتر کالوس استو متمقاو در توانند

های مختلف حفاظتی از جمله تنظیم اسمولاریته سلولی و حفاظت ساختارهای سلولی در شرایط تنش و ایفای نقش نیبرلیو ج

در گیاهان تراریخته مقاوم به تنش شوری، قندهای محلول نقش  .(Sankar et al. 2007) دهند مقاومت گیاهان را افزایش می

 .Rajam et al) نمودند فایرا در حفاظت از غشاء و یا ساختارهای درون سلولی در برابر آسیب ناشی از تنش شوری ا یمهم

1998).   



 ایفا محیطی های ن به تنشگیاها های سلول مقاومت در مهمی نقش و باشند می غشاء جزء ترین یکی از فراوان لیپیدها

 فرآیندهای و غشاء هایپروتئین و ها کمبود آب سبب ایجاد اختلال در ارتباط بین چربی . (Yardanov et al. 2003) کنند می

 خشکی تنش از ناشی آزاد های رادیکال .(Rahdari and Hoseini 2012)شود می غشاء خلال از مواد انتقال همچنین و غشایی

مقدار پراکسیداسیون لیپیدها نشان دهنده  .(Nair et al. 2008) تخریب غشاء در گیاهان هستندا و یداسیون لیپیدهپراکس عامل

 یابد لیپیدها افزایش می اکسیداسیونپر میزان باشد شدیدتر خشکی تنش هرچه زیرا شود شدت تنش خشکی در نظر گرفته می

(Jemai et al. 2008) .شد  ااستوی کالوس بافت در غشاء لیپیدهای پراکسیداسیون میزان دار تنش خشکی سبب افزایش معنی

 کالوس غشاء لیپیدهای بر خشکی تنش مخرب اثرات تعدیل سبب داری در سطح معنی نیبرلیپاکلوبوترازول و ج یتیمارها کهیدرحال

 گلیکول اتیلن پلی ماریکالوس در ت شدن نکروزه کاهش و کالوس در هاسلول طبیعی ساختار حفظ به منجر تواند یشد که م تویااس

 .Anjum et al) وجود دارد  شنیآو و  Phaseolus vulgaris ،فلفل گیاه در تحقیق این نتایج با مشابهی گزارشات. شود

2012, PAZOKI et al. 2012, Türkan et al. 2005)نیبرلیپاکلوبوترازول و ج ی. نتایج این تحقیق نشان داد که تیمارها 

 .بودند موثر گلیکول اتیلن تیمار شده با پلی یهادر کاهش میزان پراکسیداسیون در کالوس

 یهایراساس بررس. بموثر است دهایپیل ونیداسیآزاد و مهار پراکس یکالهایها در جاروب کردن رادغلظت فنل شیافزا

پاکلوبوترازول و  کول،یگل لنیاتیپل یمارهایت ریبا سا سهی( در مقاماریفنل در کالوس شاهد )بدون ت زانیم نیحاضر، کمتر قیتحق

 اهیدر گ یدانیاکس یآنت تیفنل و خاص زانیم نیب یمینمودند که رابطه مستق انیب Shukla et al( .2009) شد. همشاهد نیبرلیج

Stevia rebaudiana یمحلول در چرب باتی. آلفاتوکوفرول از ترکدینمایم دییمطالعه را تا نیحاصل از ا جیوجود دارد که نتا 

 Munne-Bosch)  کند یم فایا یتنش نقش مهم طیغشاء در شرا یکپارچگی هداریدر نگ دانهایاکسیآنت ریاست و به همراه سا

and Penuelas 2003). یلیزوپرنیدوست ا یدم چرب کیکرومانول و  یحلقه قطب کیشامل  کیپاتیها مولکولهای آمفکوفرولتو 

 دیپیل کالهاییو راد ژنیفعال اکس هاینهمطرح هستند که قادر به حذف گو یمهم هایدانیاکس یمولکولها به عنوان آنت نیهستند. ا

و شوری،  یخشک ن،یدمای پائ د،یاز جمله نور شد ییهادر پاسخ به تنش اهانیدوست هستند. گ یچرب یهاطیدر مح لیروکسیپ

 یهابه تنش اهیمقاومت گ شترانس ژن تنباکو سبب کاه اهیآلفاتوکوفرول در گ زانیکاهش م. دهند یم رییسطوح توکوفرول خود را تغ



نمود که کالوس  یریگ جهیتوان نت یآلفاتوکوفرول م یدانیاکس یبا توجه به نقش آنت. (Abbasi et al. 2007) دیگرد یستیز ریغ

 . شودیم یبا آلفاتوکوفرول سبب کاهش اثرات مضر تنش خشک ایتواس

 یهاغشاء کالوس یدهایپیل ونیداسیو محلول و پراکس ایاح یهادراتیکربوه زانیرشد، م یهاشاخص یبررس یطور کل به

Stevia rebaudiana یبه تنش خشک اهیگ نینشان داد که کالوس ا کولیگل لنیاتیپل ماریاز ت یناش یدر پاسخ به تنش خشک 

 Hajihashemi and Ehsanpour) دینمایم دییرا تا ایاستو اهیگ یروبر  قاتیتحق ریسا جیمسئله نتا نیحساس است که ا

ها و فنل ها،دراتیکربوه زانیآب کالوس، م یو محتو وماسیرشد، ب شیبا افزا نیبرلیپاکلوبوترازول و ج یمارهایت .(2013

سبب کاهش اثرات مضر تنش  کولیگل لنیاتیشده با پل ماریت اهانیغشاء در گ یدهایپیل ونیداسیپراکس زانیآلفاتوکوفرول، و کاهش م

زمینه را  یتنش خشک یدر کاهش اثرات منف نیبرلیپاکلوبوترازول و ج یمارهایت یبا اثبات کارآمد قیشدند. نتایج این تحق یخشک

 یکیژنت یهایدر بافت کالوس و دستکار یدر سطح سلول Stevia rebaudianaمطالعات بیشتر در زمینه افزایش مقاومت  یبرا

 نمود. اهمفر

 

 یها افتهی باکه د تجمع می ده PEGدر پاسخ به  2O2H یادیمقدار ز S. rebaudiana کالوسدهد که  ینشان م جینتا

از  یناش ویداتیاکس تنشبا  خشکی تنش  .(Hajihashemi and Ehsanpour 2013) مطابقت دارد ایاستو اهیما در گ یقبل

 یآنت یها میت آنزیالقا فعال جه،یاست. در نتتوام ها  ومزیو پراکس یتوکندریپلاست، مودر کلر 2O2H ژهی، به وROSتجمع  شیافزا

 این تحقیق یک جینتا .(Foyer and Noctor 2003) است ویداتیاکس یها تنشبر گیاهان غلبه  یبرا یاستراتژ کی دانیاکس

پراکسید . نشان داد PEG تیمارتحت  یها کالوسدر  فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز و 2O2H تجمع نیمثبت ب یهمبستگ

القا فعالیت کاتالاز  .(Guo et al. 2006) تجزیه می شود ژنیبه آب و اکس آنزیم های آنتی اکسیدانتبه سرعت توسط  هیدروژن

آنزیمهای  .(Anjum et al. 2012) استخوبی اثبات شده تحت تنش آبی و ارتباط مثبت بین افزایش بیان آن و تحمل به تنش، به

راکسید هیدروژن در کالوس های تیمار شده با پلی اتیلن گلیکول افزایش معنی داری نشان کاتالاز و آسکوربات پراکسیداز با افزایش پ

 اشتند. د 2O2H ییدر سم زدا ینقش مهم دادند که



را نیز برای تصفیه  های غیرآنزیمیاکسیداناکسیداتیو، آنتیهای آنتیطور که بیان شد گیاهان علاوه بر آنزیمهمان

 و دازپراکسی آسکوربات پراکسیداز، کاتالاز، قبیل از آنزیمی های برند. آنتی اکسیدانکار میخشکی به های آزاد تحت تنشرادیکال

هایی مانند اسید آسکوربیک، گلوتاتیون، توکوفرول و کاروتنوئیدها شامل مولکولهای غیرآنزیمی اکسیدانسوپر اکسید دیسموتاز و آنتی

وسیله انتقال برای انتقال الکترون دارند و بهها توانایی کمی آسکوربیک و توکوفرولد. اسیدرا تصفیه کنن ROSتوانند باشند که میمی

 Arora) های مؤثری تبدیل کرده استاکسیدانآنها را احیاء کرده و همین امر آنها را به آنتی ROSهای  های هیدروژن به رادیکالاتم

et al. 2002)افتی شیافزا یبه طور قابل توجه در پاسخ به تیمارهای مختلف در کالوس استویا ت کلدانیاکسی آنت . میزان. 

 تجزیهدهد و منجر به  یواکنش نشان م نیاست که با پروتئ ROS دیتول یاز تنش خشک یناش یاز عوارض جانب یکی

نه تنها به حفظ آب بافت  یدر پاسخ به تنش خشک ها نیپروتئ تجمع .(Torres-Franklin et al. 2008) شود یم ها نیپروتئ

 Anjum) تنش خشکی جلوگیری می کند در پاسخ به آسیب های ناشی از تجمع رادیکالهای آزاد اکسیژن کند بلکه از یکمک م

et al. 2012).  با تنش خشکی سبب افزایش مقاومت ها در کالوس های تحت تیمار پاکلوبوترازول و جیبرلین توام تجمع پروتئین

و  نیپروتئ ن،یپرول نه،یآم یدهایاس تجمعتواند با  یم یدر تنش خشکسال یاسمز میتنظکالوس استویا به تنش خشکی می شود. 

  .(Anjum et al. 2012) همراه باشد که در نگهداری آب سلول نقش مهمی دارد گرید متابولیت های
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کالوس  که داد نشان آزمایش این از حاصل نتایج و باشد می مرطوب یک منطقه نیمه یبوم Stevia rebaudianaگیاه 
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