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چکیده
Stevia rebaudiana(استویاگیاهتکثیربراي اقتصاديروشیبهدستیابیمنظوربه Bertoni (تأثیربافت،کشتازاستفادهبا
هاي محیطدربرگبدونگرهتکي هاریزنمونه.شدمطالعهاستویاگیاهشیشهدرونتکثیربررشدهاي کنندهتنظیموپایهکشتمحیط
کشتاسیدبوتریکایندولیاواسیداستیکایندولهمراهبهپورینآمینوبنزیلمختلفهاي غلظتحاويLSوMS،B5پایهکشت
μmol m-2(نورشدتو)گرادسانتیدرجه27و22،25(دمافیزیکیتیمارهايتأثیرشدند. s-155ارزیابیآزمایشایندر)110و

سپساند.داشتهاستویاگیاهریزازدیاديبريدارمعنیتفاوتبررسیموردتیمارهايکهدادنشانواریانستجزیهازحاصلنتایجشد.
گردید.مقایسهاول،آزمایشتیمارهايازترکیببهترینبااستویا،تکثیربرمتاتوپولینمختلفهاي غلظتتأثیردیگر،آزمایشیدر

ازاستفادهباژنتیکیتنوعارزیابیدراست.بودهگرممیلی1متاتوپولینبهینهغلظتکهدادنشانآزمایشایندرهامیانگینمقایسه
باند231مطالعهایندرشد.بررسینتاجازنمونه6بااولیهوالدینازنمونهدورويبرپرایمريترکیبAFLP،12مولکولینشانگر

بود.اولیهوالدینبانتاجکاملشباهتبیانگرآنهاآنالیزنتایجکهگردیدمشاهدهبازجفت50-500محدودهدر

Stevia(استویاکلیدي:هايواژه rebaudiana Bertoni(،توپولین،-متابافت،کشتBAP،نورفعال،زغال.

مقدمه
بـا .باشـد مـی دنیـا درمیرومرگعلتششمیندیابت

اسـتویا بـه توجـه جهـان دردیابتیافرادروزافزونافزایش
مصرفازناشیعوارضبدونطبیعی،محصولیکعنوانبه

ــیرین ــدهش ــاي کنن ــنوعی،ه ــالدرمص ــزایشح ــتاف اس

)Ramakrishna & Ravishankar, ــا ).2013 ــودب وج
یـا وسـاخارین سـدیم آسـپارتام، همانند یهایکنندهشیرین

مشخصـه دوداشـتن دلیلبهاستویاازحاصلقند،ایزومالت
است.گرفتهقرارتوجهموردبسیارکمکالريوبودنطبیعی
Steviaعلمینامبااستویا rebaudiana Bertoniبهمتعلق
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,Tanaka(اســـت)Asteraceae)Compositeخـــانواده

منبـع واسـت شـیرین شـدت بـه گیاهاینهايبرگ).1982
یــدادیوزرباویدااسـتویوز هماننــدتـرپن ديگلیکوزیـدهاي 

Hanson(باشدمی & De Oliveira, 1993(.
Goettemoeller(استدگرگشنگیاهیاستویا &

Ching, ودرصد0-5/0خودگشنی،میزان.)1999
وجودمبینکهشدهگزارشدرصد7/0-7/68دگرگشنی

Maiti(استخودناسازگاريسیستمیک & Purohit,

نشانراهایینظمیبیاستویا،دراسپوروژنزبررسی).2008
پذیرغیرزیستهايگامتتشکیلبهمنجردتوانمیکهداده

Yadav(گردد et al., سبزسختیبهاستویابذر).2011
Goettemoeller(شودمی & Ching, ازاستفادهو)1999
اولسالدربرداشتشروعزمانشدنترطولانیسببآن
هاي جمعیتتولیداجازهبذرتوسطتکثیرعلاوهبهگردد.می

Nakamura(دهدنمیراهموژن & Tamura, 1985.(
تکثیررویشیهاي روشازاستفادهتخابنابهترین،بنابراین

شیشهدرونتکثیرباشد.میبافتکشتوقلمهمانند
موفقاصلاحییاانتخابیهايکلونتکثیربرايفراوانی به

گیاهانبرگاستویوزایدمحتويوگیاهرشداست.بوده
دراست.بذريگیاهانازتریکنواختبسیارشیشهدرون
محتويوشاخهبیوماسریشه،تعدادرویشی،تکثیر

Yadav(باشدمیبذرازحاصلگیاهانازبیشتراستویوزاید

et al., ي هاریزنمونهازاستویابافتکشتدر).2011
Ibrahim(گرهمانندمختلفی et al., Ahmed؛ 2008 et al.,

Sreedhar(برگ،)2007 et al., شاخسارهنوك،)2008
)Hossain et al., Latha؛ 2008 & Usha, 2003(،

Ferreira(سلولیسوسپانسیونکشتهاي روش & Walter,

Akita(بیورآکتوردرانبوهتولیدو)1988 et al., 1994(
رویشیزاییجنینطریقازاستویاتکثیراست.شدهاستفاده

N-4-(Pyridyl)-N0-phenylureaسیتوکینینازاستفادهبا

(4-PU))Wada et al., Filho(D-2,4و)1981 et al.,

نتایجاست.شدهگزارشنیزبرگریزنمونهرويبر)1997
توسطشدهتولیدگیاهیهاي جمعیتکهانددادهنشان
ي هاریزنمونهوساقهنوكهاي مریستمازمستقیمزاییاندام

مناسبیجایگزینتواندمیبافتکشتوبودههموژنبرگی
Czechowiak(باشدسنتیتکثیربراي et al., ؛ 1984

Tamura et al., تحقیقات،اینبیشتر دراگرچه).1984
BAP)KumarوMSپایهکشتمحیط et al., ؛ 2009

Ibrahim et al., Sivaram؛ 2008 & Mukundan, 2003(
شاخسارهباززاییدررشدکنندهتنظیمترینمناسبعنوانبه

LSمانندنیزدیگريپایهکشتمحیطازامااندشدهگزارش

)El-Zaidy et al., رشدکنندهتنظیمدیگرانواعیاو)2014
D)Morini-2,4یاوKinمانند et al., توسط)2003
تااستشده سعیبررسیایندراست.شدهاستفادهنامحقق
پارامترهايوشدرکنندهتنظیممختلفهاي غلظتتأثیر

وپرآوريبر،نورودماشاملرشدبرثرؤمفیزیکی
گیرد.قراربررسیمورداستویاياشیشهدرونزاییریشه

هاروشومواد
ضدعفونیوریزنمونهتهیه

گلدانیگیاهانجوانهاي سرشاخهازریزنمونهتهیهبراي
به%70الکلباترتیببههاریزنمونهضدعفونیشد.استفاده

و%5/0سدیمهیپوکلریتباادامهدروثانیه30مدت
رباسهحداقلودقیقه15مدتبه20تویینايقطره

گرهتکریزنمونهاز.انجام شداستریلمقطرآبباشستشو
شد.استفادهبافتکشتمنظوربهبرگ،حذفازپس

مجزاآزمایشدودرمرحلهاین:پرآوريکشتمحیط
مرحلهازبرگبدونگرهتکي هاریزنمونهابتدا.شداجرا
وMS،B5پایهکشتهاي محیطدرجداگانهصورتبهقبل
LSهورمونیهاي تیمارهمراهبهBAP1mg/l+IAA0.5mg/l ،

BAP2mg/l+IAA1mg/l ،BAP1mg/l+IBA0.5mg/l و
BAP2mg/l+IBA1mg/lرشدکنندهتنظیمبدونمحیطنیزو

فیزیکیشرایطتأثیربررسیمنظوربهوشده کشت(شاهد)،
27و22،25دمايبارشدهاي اتاقبهنورودما

μmolنورشدتوگرادسانتیدرجه m-2 s-155و
μmol m-2 s-1110شدهکشتي هاریزنمونهشد.دادهانتقال

16دوره نوري باوشرایطیچنینتحتماهدومدتبه
ماههرونگهداريتاریکیساعت8وروشناییساعت
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صورتبهریزنمونههررويبرشدهایجادهايسرشاخه
مرحلهایندرگردید.بازکشتتازهکشتمحیطبهگرهتک

شاخسارهطولوتعداداصلی،شاخسارهطولوتعداد
پایهکهییهاریزنمونهتعدادمیانگره،طولوتعدادجانبی،
چهارازپسکالوسقطرمیانگینواندکردهتولیدکالوسی

،هادادهآنالیزازپس.شدثبتریزنمونههرازايبهوهفته
)3شماره(تیماراولآزمایشازکشتمحیطترکیببهترین
ازتیمارهایینتایجبادومآزمایشدروشدهانتخاب

،5/0،1هاي غلظتبا)mT(توپولین-متارشدکنندهتنظیم
لیتربرگرممیلی5/0همراهبهلیتربرگرممیلی2و5/1

IBAقبلمرحلهمشابه،نمونهتهیهطرزگردید.مقایسه
اتاقدرهانمونهنگهداريشرایطآزمایش،ایندر.انجام شد

.انجام گردیدقبلمرحلهازحاصلنتایجبراساسرشد
شد.لحاظقبلمرحلهمانندگیرياندازههاي شاخص

سازيمقاوموخاكبهانتقال،زاییریشه
برپرآوريمرحلهتیمارهايتأثیربررسیمنظوربه
هاي تیماربهترینازحاصلهاي شاخساره،زاییریشه

محیطبهقبلمرحلهدومواولآزمایشبهمربوطپرآوري
،NAAرشدهاي کنندهتنظیمازیکیحاويMSپایهکشت
IBAوIAAلیتربرگرممیلی2و0،1هاي غلظتبا

کشتهاي محیطازیکهر.شدندکشتجداگانهصورتبه
فعالزغالبدونیاوالعفزغاللیتربرگرم4همراهبهفوق
هاياتاقدرماه1مدتبهشدهکشتهاي نمونهشد.تهیه
ازشدهگیرينتیجهمناسبنورودماشرایطدررشد

ماهیکمدتازپس.شدندنگهداريقبلمرحلهآزمایش
فوقهاي تیماردرریشهطولودتعدا،زاییریشهدرصد
زاییریشهمحیطبهتریننهایتدروشدهگیرياندازه

به،حاصلايشیشهدرونهاي گیاهچه.گردیدمشخص
وشدهمنتقل)1:1(ماسپیتوزراعیخاكحاويگلدان

درجه25دماي%،85نسبیرطوبتبافیتوتروندر
μmolحدودنورشدتوگرادسانتی m-2 s-1250قرار

یکطیوتدریجبهدومهفتهازاتاقنسبیرطوبتگرفتند.
نوريرژیم.شددادهکاهش%60حدودبهروزهدهدوره

هاگلدانگردید.اعمالرشداتاقمشابهدوره نوري بافوق
گلخانهدرسازيمقاومعملیاتموفقاجرايازپس

شدند.دادهقرارتحقیقاتی

آماريتجزیه و تحلیل
طرحبافاکتوریلصورتبههاآزمایشبررسیایندر

یک هرياشیشه10تکرار3حداقلباوتصادفیکاملاًپایه
هاي دادهواریانستجزیه.شداجراریزنمونه10حاوي
فزارانرمازاستفادهباترتیببههامیانگینمقایسهوحاصل
SASآماري ver. دانکندامنهچندآزمونباو9.2

)Duncan's Multiple range test, P≤0.05(شد.انجام

مولکولیهاي نشانگرازاستفادهباژنتیکیتنوعبررسی
AFLP

درشدهتکثیرهاي نمونهبینژنتیکیتفاوتبررسیبراي 
نتاجازتصادفینمونه6مادري،گیاهباin vitroمحیط
نشانگرهايتوسطاولیهوالدازنمونهدوباهمراهشدهتکثیر

DNAاستخراجگرفتند.قرارمقایسهموردAFLPلکولیوم

DNeasyکیتازاستفادهبابرگاز Plant Mini Kit

)QIAGEN(نشانگرتوسطارزیابیبراي .انجام شد
AFLP،ازنانوگرم40مقدارDNAبراي شدهاستخراج
ازحاصلنتایجشد.استفادهبرشیهايآنزیمبابرشمرحله
مورداکریلامیدپلیژلرويبرانتخابیمرحلهدرتکثیر

باندهاشناساییبرايهاژلآنالیزگرفتند.قراربررسی
CLIQSافزارنرموسیلههب 1D PRO)Totallab( انجام

.گردید

نتایج
پرآوريمرحله

پایهکشتمحیطتأثیربررسی
مرحلهآزمایشبهمربوطهاي دادهواریانستجزیهنتایج

کشتمحیطتأثیرکهدادنشانپرآوريمرحلهدومواول
يدارمعنیتأثیرشدهگیرياندازههاي متغیرهمهبرپایه

تأثیرMSپایهکشتمحیط).1جدول(استداشته
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طولافزایشبردیگرمحیطدوبه نسبتيدارمعنی
فرعیومتر)میلی5/23(اصلیهاي شاخساره

حاصل هاي میانگرهطولنیزوشدهایجادمتر)میلی4/10(
B5پایهکشتمحیطمقابلدر.استداشتهمتر)میلی38/6(

فرعی،)06/2(اصلیشاخهتعدادبیشترینتولیدسبب
درکهحالیستدراین.استشده)84/2(میانگرهو)93/1(

شاخه،طولوتعدادازاعمپارامترهایمتما،LSمحیط
درکالوسیيهاریزنمونهدرصدوکالوسقطرمیانگین

شاخهطولنظراز.)1(جدولاستبودهمقدارکمترین 
يدارمعنیتفاوتB5وMSپایهکشتمحیطبینفرعی

هاریزنمونهMS66%پایهکشتمحیطدر.نشدمشاهده
هاکالوساینقطرمیانگین.اندکردهتولیدیکالوسقائده

شرایطونتایجبهتوجهبامجموعدربود.مترمیلی3/6
نظرازتريمطلوبشرایطازMSکشتمحیط،ظاهري

.بودبرخوردارگیاهچهتولید

رشدکنندهتنظیمهاي تیماربررسی
گیرياندازهمتغیرهايبريدارمعنیتأثیرهاتیماراین

BAPهورمونیتیمار.)2(جدولدادندنشانشده 1mg/l+

IBA 0.5mg/lتعدادبیشترینتولیدسببعدد،08/2با
فرعیشاخهتعدادتیمارایندراست.شدهاصلیشاخه

سایرازبیشنیزعدد)1/3(میانگرهتعدادوعدد)2(

اهمیتازنیزاکسیننوعبود.رشدکنندهتنظیمهايترکیب
بهاکسیننوعتغییر.بودبرخورداراستویاپرآوريدربالایی
IAAتعداداصلی،شاخهتعداددريدارمعنیکاهشسبب

BAPتیمارشد.فرعیشاخهتعدادومیانگره 1mg/l+ IBA

0.5mg/lشاخه،متر)میلی13/27(اصلیشاخهطولنظراز
ازنیزمتر)میلی75/6(میانگرهومتر)میلی16/10(فرعی

تیمارهاي،2جدولطبقبود.برخورداربهتريشرایط
شدهکالوسیيهاریزنمونهنسبتافزایشموجبهورمونی

وجودنیزکالوسقطرمیانگینمورددروضعیتایناست.
شاهدتیماربهمربوطکالوسقطرمیانگینکمترینداشت.

رشدکنندهتنظیممختلفتیمارهايوبودهورمونفاقد
اند.شدهکالوسقطرمیانگیندريدارمعنیافزایشموجب

BAPتیمار 2mg/l+ IBA 1mg/lنیزو57/0نسبتبا
داشتهرامقداربیشترینمترمیلی89/5کالوسقطرمیانگین

هايکنندهتنظیمهايترکیبتیمارمتقابلاثربررسیبااست.
موردمتغیرهايکلیاحتسابباوتیمارهاسایربارشد

BAPتیمارحاصل،هاي گیاهچهظاهريوضعیتوبررسی

1mg/l+ IBA 0.5mg/lپایهکشتمحیطدرMSدرو
μmolنورشدتوگرادسانتیدرجه25دماي m-2 s-1110
کیفیویکمنظرازهاشاخسارهبهترینتولیدسبب
است.شده

ازحاصلکالوسقطرمیانگینودادهکالوسي هاریزنمونهنسبتمیانگره،تعدادشاخه،مشخصاتبرپایهکشتمحیطتأثیر-1جدول
پرآوريمرحلهدراستویاگیاهجانبیجوانهریزنمونهکشت

محیط
پایهکشت

قطرمیانگین)mm(طولتعداد
)mm(کالوس

يهاریزنمونهنسبت
دادهکالوس شاخه

اصلی
شاخه
شاخهمیانگرهفرعی

اصلی
شاخه
میانگرهفرعی

MSa01/2b63/1b56/2a5/23a4/10a38/6a37/6a661/0
B5a06/2a93/1a84/2b52/20a3/10b25/5b83/4b43/0
LSb58/1c48/1b06/2c48/15b8/5c93/3c18/3c28/0

.ندارند%5احتمالسطحدريدارمعنیاختلافمشتركحروفدارايهاي میانگین).P≤0.05(دانکندامنهچندآزمونازاستفادهباهامیانگینمقایسه
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وپرآورياستقرار،مرحلهازاستویابافتیکشتهاي گیاهچهتولیدمختلفمراحلازنمایی-1شکل
انبوهنیمهتولیدسطحدرخاكبهانتقالتازاییریشه

شاخهطولاصلی،شاخهطولمیانگره،تعداد،فرعیشاخهتعداداصلی،شاخهتعدادبرکشتمحیطهورمونیترکیبتأثیر-2جدول
پرآوريمرحلهدراستویاگیاهجانبیجوانهریزنمونهکشتازحاصلمیانگرهطولوفرعی

تیمار
هورمونی

)mm(طولتعداد
قطرمیانگین

)mm(کالوس
يهاریزنمونهنسبت

دادهکالوس
شاخه
اصلی

شاخه
فرعی

میانگره
شاخه
اصلی

شاخه
فرعی

میانگره

1c76/1ab85/1c17/2bc61/18bc67/8bc80/4a46/5a49/0
2b93/1b55/1b54/2b10/20c13/8b45/5a49/5a54/0
3a08/2a03/2a13/3a12/27a16/10a75/6a51/5a46/0
4b92/1b52/1b44/2cd20/17c68/7bc68/4a88/5a56/0
5c72/1b45/1c16/2d22/16ab66/9c25/4b62/1b22/0
ندارند.%5احتمالسطحدريدارمعنیاختلافمشتركحروفدارايهاي میانگین).P≤0.05(دانکندامنهچندآزمونازاستفادهباهامیانگینمقایسه

1-BAP1mg/l+IAA0.5mg/l ،2-BAP2mg/l+IAA1mg/l ،3-BAP1mg/l+IBA0.5mg/l ،4 -BAP2mg/l+IBA1mg/l کننده رشد محیط بدون تنظیم-5و
(شاهد)
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بررسیموردمتغیرهايبرحرارتدرجهتیمارتأثیر
%)1احتمالسطح(دريدارمعنیتأثیرحرارتدرجه

ایندر.)3جدول(داشتبررسیموردمتغیرهايبر
گرادسانتیدرجه25استویارشدبهینهدمايآزمایش

تیماربینفرعیشاخهتعدادنظرازاست.شدهدادهنشان
دیدهيدارمعنیتفاوتگرادسانتیدرجه25و22دمایی
شاخهعدد8/1حدودتیمارهاایندويهردرنشد.

دمادواینمقابلدرشد.تولیدریزنمونههرازايبهفرعی

سطح(دردارمعنیتفاوتاصلیشاخهتعدادنظراز
ظاهريرشدبهتوجهبادادند.نشان%)1احتمال
شاخسارهطولافزایشبردماتأثیربررسیوهاگیاهچه
عنوانبهراگرادسانتیدرجه25دمايتوانمی)3(جدول

کهرسدمینظربهگرفت.نظردراستویارشدبهینهدماي
درکالوسقطروکالوسیي هاریزنمونهنسبتافزایش

رشدسرعتبهمربوطعمدتاًگرادسانتیدرجه25دماي
است.بودهدماایندرهانمونهبیشتر

نسبت،میانگرهوفرعیاصلی،شاخهطول،فرعیشاخهتعداداصلی،شاخهتعدادبرحرارتدرجهمختلفسطوحتأثیر-3جدول
پرآوريمرحلهدراستویاگیاهجانبیجوانهریزنمونهکشتازحاصل)mm(کالوسقطرمیانگینودادهکالوسي هاریزنمونه

ندارند.%5احتمالسطحدريدارمعنیاختلافمشتركحروفدارايهاي میانگین).P≤0.05(دانکندامنهچندآزمونازاستفادهباهامیانگینمقایسه

بررسیموردمتغیرهايبرنورشدتتیمارتأثیر
اصلی،شاخهطولبرتنهانوريتیماربررسیایندر

تأثیرکالوسقطرنیزومیانگرهطولوفرعیشاخهطول
نورشدتدوبیناز.داشت)%1احتمالسطحدر(دارمعنی
μmolنورشدترفته،بکار m-2 s-155میزانافزایشسبب
اصلیشاخهطولنورشدتایندر.شدهاگیاهچهرشد

مترمیلی5حدودکهبودمترمیلی21/22میانگینطوربه
μmolشدتازبیشتر m-2 s-1110 شدتدر).4جدول(بود

μmolنور m-2 s-155ومترمیلی07/10فرعیشاخهطول
افزایشبهتوجهباآمد.بدستمترمیلی9/5میانگرهطول
میانگینافزایشنور،شدتایندرهاگیاهچهرشدمیزان
نورشدتدرشد.مشاهدهنیزهاکالوسرشد

μmol m-2 s-155بدستمترمیلی2/5کالوسقطرمیانگین

درکالوسقطرمیانگینبايدارمعنیتفاوتمقداراینوآمد
μmolنورشدت m-2 s-1110.تیمارهايدیگرهمانندداشت
متقابلاثرارايدنیزنورشدت،تحقیقایندربررسیمورد

.بودتیمارهاسایربا

بر)mT(توپولین-متامختلفهاي غلظتتأثیربررسی
استویاگیاهپرآوري
اولمرحلهآزمایشازحاصلهاي دادهبررسیازپس
ازمناسب،دمايونوربهینهشدتکردن مشخصوپرآوري

برآنتأثیربررسیمنظوربهتوپولین-متارشدکنندهتنظیم
اولآزمایشترکیببهترینباآنمقایسهواستویاپرآوري
شد.استفاده

دماتیمار
قطرمیانگین)mm(طولتعداد

)mm(کالوس
يهاریزنمونهنسبت

دادهکالوس شاخه
اصلی

شاخه
فرعی

شاخه
اصلی

شاخه
میانگرهفرعی

ºC22a01/2a81/1a74/20a05/10ab2/5ab06/5a47/0
ºC25b8/1a86/1a01/22a42/10a7/5a68/5a53/0
ºC27b83/1b39/1b95/17b32/6b6/4b63/4b33/0
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ریزنمونهکشتازحاصلکالوسقطرمیانگینومیانگرهطولفرعی،شاخهطولاصلی،شاخهطولربنورشدتتأثیر-4جدول
پرآوريمرحلهدراستویاگیاهجانبیجوانه

قطرمیانگین)mm(طولنورشدتتیمار
)mm(کالوس میانگرهفرعیشاخهاصلیشاخه

μmol m-2 s-155a20/22a07/10a90/5a20/5
μmol m-2 s-1110b50/17b65/7b47/4b39/4

ندارند.%5احتمالسطحدريدارمعنیاختلافمشتركحروفدارايهاي میانگین).P≤0.05(دانکندامنهچندآزمونازاستفادهباهامیانگینمقایسه

اصلی،شاخهتعدادبرآنتأثیروآزمایشاولمرحلهکشتمحیطترینبهینهباmTرشدکنندهتنظیممختلفهاي تیمارمقایسه-5جدول
قطرمیانگینوکالوسیي هاریزنمونهنسبت، میانگرهطولوفرعیشاخهطولاصلی،شاخهطولمیانگره،تعدادوفرعیشاخهتعداد

پرآوريمرحلهدراستویاگیاهجانبیجوانهریزنمونهکشتازحاصل)mm(کالوس

ندارند.%5احتمالسطحدريدارمعنیاختلافمشتركحروفدارايهاي میانگین).P≤0.05(دانکندامنهچندآزمونازاستفادهباهامیانگینمقایسه
mT-2شاهد،-1 0.5 mg/l + IBA 0.5 mg/l ،3-mT 1 mg/l + IBA 0.5 mg/l ،4-mT 1.5 mg/l + IBA 0.5 mg/l ،5-mT 2 mg/l + IBA 0.5 mg/l و
6-BAP 1 0.5 mg/l + IBA 0.5 mg/l

احتمال(سطحيدارمعنیتفاوتآزمایشاینتیمارهايبین 
طولوتعداداصلی،شاخسارهطولوتعدادنظراز%)1

ي هاریزنمونهنسبتمیانگره،طولوتعدادفرعی،شاخساره
).5جدول(داشتوجودکالوسقطرمیانگینودادهکالوس

دیگربهنسبتبهتريپاسخmT1mg/l+IBA0.5mg/lتیمار
تعدادوطولبارابطهدرتیمارایناگرچه.دادنشانتیمارها

BAPدارايتیماربهنسبتمیانگرهتعدادواصلیشاخساره

تیمارایندرحاصلهاي میانگیناما،نداشتيدارمعنیتفاوت
تولیدباتیماراینعلاوهبهبود.BAPحاويتیمارازبالاترکمی

تیماربهنسبتشاخسارهتوجهیقابلتعدادفرعی،شاخساره4
طولنظرازBAPدارايتیمارمقابلدر.کردتولیدBAPحاوي

بهنسبتيدارمعنیتفاوتمیانگرهطولوفرعیشاخساره
نشان5جدولدرنتایجمقایسهداشت.mTحاويتیمارهاي

بهبودسببتنهانهmT1mg/l+IBA0.5mg/lتیمارکهدهدمی
نسبتتشکیلسبببلکهاستشده استویادرزاییشاخه
گردید.کالوسقطروکالوسیهاي شاخسارهازتريپایین

زاییریشهمرحلهنتایج
وBAPهورمونیتیماردوازشدهتولیدهاي شاخسارهبین

mTنظرازيدارمعنیتفاوتپرآوريمرحلهدراستفادهمورد
.)5(جدولشتنداوجودریشهطولوتعداد،زاییریشهدرصد
ایندربررسیموردمتغیرهايبهبودسببفعالزغالتیمار

تیمار
هورمونی

قطرمیانگین)mm(طولتعداد
)mm(کالوس

يهاریزنمونهنسبت
دادهکالوس میانگرهفرعیشاخهاصلیشاخهمیانگرهفرعیشاخهاصلیشاخه

1c75/1c55/1b4/2c88/16c87/5c45/4c02/2c26/0
2bc05/2c77/1b93/2b2/33b42/9b42/6bc97/3c21/0
3a62/2a07/4a2/4a5/43b62/11b57/6bc97/3c28/0
4a62/2b32/3a75/3ab5/38b05/11bc7/4ab07/5b47/0
5a65/2b45/3a17/4b34b12/10bc7/4a32/6a68/0
6ab25/2b12/3a7/3ab3/40a13/22a30/10a72/6a66/0
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زاییریشهدرصدبريدارمعنیتأثیرتیماراینشد.مرحله
سطحدر(ریشهتعدادوطولمیانگینو)زاییریشه75%(

مشاهده7جدولدر.)6(جدولاستداشته%)1احتمال
بريدارمعنیتأثیررشدهاي کنندهتنظیمتیمارکهگرددمی

اند.داشتهریشهطولوتعدادمیانگینوزاییریشهدرصد
IAAتیمار 1mg/lاست.شدهزاییریشهدرصدبیشترینموجب

باهاي شاخسارهاز%6/87و%5/93ترتیببهتیمارایندر
رشدکنندهتنظیمتیماردر.کردندزاییریشهBAPوmTمنشأ 

IBA 2mg/lهرازايبهریشهعدد10و13حدودتولیدبا
،BAPوmTمنشأ باهاي شاخسارهبرايترتیببهریزنمونه
تیمارتأثیربارابطهدراست.آمدهبدستریشهتعدادبیشترین

IBAتیمار)7جدول(ریشهطولمیانگینبررشدکنندهتنظیم

1mg/lطولمیانگینبیشترینمترمیلی89/31و7/38با
BAPوmTمنشأ باهاي شاخسارهبرايترتیببهراریشه

انتقالازپسحاصلهاي گیاهچهسازيمقاومعملیاتداشت.
طولبهروز10مدتبهرطوبتتدریجیکاهشباخاكبه

.داده شدندانتقالگلخانهبهشدهسازيمقاوماهانیگانجامید.
رشدبهوماندهزندهگلخانهبهانتقالازپسگیاهانتمامی
).1(شکلدادندادامهخودطبیعی

اولیهوالدبانتاجژنتیکیشباهتارزیابینتایج
براي گرهکشتازاستفادهبهتوجهباتحقیقاینرد

نتایجکهبودشدهبینیپیشژنتیکیتنوعوجودعدمریزازدیادي،
تنوعارزیابیدراست.مسئلهننشانگر ایمولکولیارزیابی
مولکولینشانگرپرایمريترکیب12ازاستفادهباژنتیکی
AFLP231نتاج،ازنمونه6بااولیهوالدینازنمونهدورويبر

آنهاآنالیزکهشدندمشاهدهبازجفت50- 500محدودهدرباند
).2شکل(بوداولیهوالدینبانتاجکاملشباهتبیانگر

دادهریشهریزنمونههرازايبهریشهتعدادمیانگین،زاییریشهدرصدبرفعالزغالتأثیرمیانگینمقایسه-6جدول
ریشهطولمیانگینو

ریشهطولمیانگینریشهتعدادمیانگینزاییریشهدرصدتیمار
a42/75a87/9a09/27با زغال فعال

b00/66b42/8b42/23بدون زغال فعال
ندارند.%5احتمالسطحدريدارمعنیاختلافمشتركحروفدارايهاي میانگین).P≤0.05(دانکندامنهچندآزمونازاستفادهباهامیانگینمقایسه

هاي شاخسارهکشتازحاصلریشهطولوریشهتعداد،زاییریشهدرصدبررشدکنندهتنظیممختلفتیمارهايتأثیر-7جدول
زاییریشهمحیطدراستویاگیاهmTوBAPتیماربهترینازگرفتهأمنشايشیشهدرون

ریشهطولریشهتعدادزاییریشهدرصدهورمونیتیمار
BAPmTBAPmTBAPmT

IAA 1 mg/la6/87a5/93b7/8b37/9b7/29ab9/33
IAA 2 mg/lb2/78b7/81bc47/8c68/7b3/30b3/30
IBA 1 mg/lb8/78b7/78ab88/9b45/10a89/31a7/38
IBA 2 mg/ld4/61d4/62ab55/10a33/13c73/28c9/23
NAA 1 mg/lc71c9/68cd02/6cd46/7cd4/23cd8/20
NAA 2 mg/le1/55e1/55ab36/9b25/9d66/17d8/18

e2/57e2/57b2/8b2/8e9e9شاهد
ندارند.%5احتمالسطحدريدارمعنیاختلافمشتركحروفدارايهاي میانگین).P≤0.05(دانکندامنهچندآزمونازاستفادهباهامیانگینمقایسه
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والدینازنمونهدوبررسیازحاصلنتیجه-2شکل
)P1وP2 (شدهتکثیرنتاجازنمونهششو)R1-R6 (با

◄AFLPنشانگر

بحث
بارابطهدرزیادينسبتاًتحقیقاتموضوعاهمیتدلیلبه
هاي گزارشوانجام شدهارزشمندگیاهاینبافتکشت

داردجودوآنتولیدسازيتجاريبرايتلاشازبسیاري
)Ibrahim et al., Kumar؛ 2008 & Singh, Singh؛ 2009

et al., Javad؛ 2011 et al., El-Zaidy؛ 2012 et al.,

ازعمدتاًاستویاگیاهتکثیربامرتبطتحقیقاتدر.)2014
شدهدهااستفBAPرشدکنندهتنظیموMSپایهکشتمحیط
استفادهکهدادندنشان)2007(همکارانوAhmedاست.

5/0و5/1غلظتباترتیببهKinهمراهبهBAPاز
بیشترتولیدسببMSپایهکشتمحیطدرلیتربرگرممیلی

دراست.گردیدهریزنمونههرازايبهشاخسارهعدد8از
شاخسارهتولیداستفادهموردي هاریزنمونهاز%85تیماراین

نگهداريزمانمدتتحقیقایندرسفانهأمتاند.کرده
تااستنشده ارائههادادهثبتوپرآوريبراي هاریزنمونه

)2009(همکارانوKumar.انجام شودتريکاملمقایسه
وکردهذکرلیتربرگرممیلی3راBAPغلظتبهتریننیز

نمونهریزهرازايبهشاخسارهعدد7ازبیشتولیدبهموفق
محیطبهروز21هرهاریزنمونههابررسیایندراند.شده
انجام شدهبازکشتچنداینکهواندشدهبازکشتتازه

نیز)2010(همکارانوAnbazhagan.استنشدهگزارش

حاويMSپایهکشتمحیطدررااستویاحداکثريباززایی
لیتردرگرممیلی5/0همراهبهBAPلیتردرگرممیلی2

Kinچهارکشتزماندرتحقیقاین دراند.کردهگزارش
شاخسارهتعدادمجموع،هادادهثبتتاهاریزنمونهياهفته

حدودBAPحاويتیماردرشدهایجادفرعیواصلی
تولیدشاخساره7حدودmTحاويتیماردروشاخساره5

باتحقیقاین ازحاصلهاي گیاهچهظاهريمقایسهشد.
سببموجودتیمارهايکهدهدمینشانقبلیهاي گزارش

است.شدهمناسبیوقويبافتیکشتهاي گیاهچهتولید
درکهBAPازبالاتريهاي غلظتبا وجود علاوهبه

گزارشبهینهغلظتعنوانبهنامحققدیگرتحقیقات
بهBAPلیتربرگرممیلی1فعلیگزارشدراست،شده

درتیماربهترینعنوانبهIBAلیتربرگرممیلی5/0همراه
ازتیماريتأثیرگزارشاینشد.شاختهاولآزمایش

بررسیاستویاپرآوريبرنیزراmTمختلفهاي غلظت
هاي نسیتوکینیازیکیعنوانبههاتوپولین.استکرده

دلیل بهmTايویژهطوربهوبودهفعالبسیارآروماتیک
کاهشتکثیر،نسبتافزایشبرکهفراوانیمثبتاثرات
سازيمقاوموبهترزاییریشهفیزیولوژیکی،نامطلوباثرات
Bhojwani(استگرفتهقرارتوجهموردبسیاردارد &

Dantu, اولیناینکهرسدمینظربهبنابراین ).2013
اماباشد.میاستویاپرآوريدرmTبکارگیريازگزارش

نشانخوبیبهدیگرگیاهاندرmTتیمارهايمطلوباثرات
اثر)2014(همکارانوKőszeghiاست.شدهداده

شیرینریحانگیاهریزازدیاديدرراmTهاي تیمار
)Ocimum basilicum(باBAPایندر.کردندمقایسه

تکثیرضریببهبودسببmTتیمارکهشددادهنشانتحقیق
،BAPبامقایسهدر.گردیدحاصلهاي گیاهچهکیفیتو

گیاهدرحاصلهاي شاخسارهکیفیتوتکثیرنسبت
Baleria greenii)Amoo et al., موزو)2011

)Bairu et al., یافت.بهبودmTتیمارازاستفادهبا)2008
دماوورنشدتمانندفیزیکیپارامترهايتأثیرسفانهأمت

قرارمطالعهموردآنچناناستویاايشیشهدرونپرآوريبر
نوريهاي تیمارکهشدمشاهدهتحقیقایندراست.نگرفته
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شدهگیرياندازهمتغیرهايبريدارمعنیتأثیردماییو
27و22،25دماییسطحسهازآزمایشایندراند.داشته
تأثیرتحتجوانهرشدالقاء.شداستفادهگرادسانتیدرجه
عواملونوردما،قبیلازمحیطیهايسیگنالمتقابلکنش
درونکشتدراست.رشدهايکنندهتنظیمقبیلاززادرون
Helleborus(شیشه niger،(جانبیهايشاخهنمو)نرخ
حرارت،درجهتأثیرتحتدارمعنیطوربهتروزنو)تکثیر

استبودهنیتروژنههاينمکوساکارزسطوح
)Gabryszewska, دارمعنیتأثیرنورتحقیق،این در).2016

وداشتهمیانگرهوفرعیشاخهاصلی،شاخهطولبر
μmolحدودنوريسطحدرشاخهطولبیشترین m-2 s-155
بهنیلبرمبنیقبلیهاي یافتهبانتایجاینگردید.مشاهده
MSکشتمحیطدراستویا)%85(زاییاندامدرصدبالاترین

لیتردرگرممیلی1/0وBAPلیتردرگرممیلی5/1حاوي
NAA نوريشرایطدرμmol m-2 s-155داردمطابقتنیز

)Mirniam et al., سطحازاستویا،ریزازدیاديدر).2013
55μmolو5/18،37(نور m-2 s-1(دماییرژیمسهو

نتایجگردید.استفاده)گرادسانتیدرجه30،25،20(
μmolنورشدتکهداشت آنازحکایت  m-2 s-155در

بهمنجر8/16دوره نوري تحتگرادسانتیدرجه20دماي
است.شدهریزنمونههردرشاخه)35(تعدادبالاترینتولید

تحتBAPلیتردرگرممیلی5/0حاويMSکشتمحیط
تکثیرمرحلهدرراشاخهتعدادبهتریندما،ونورشرایطاین

,Mubarak(استگردیدهباعث 2008.(
همکارانوAhmedنتایجهمانندفعلی،بررسیدر

بالاترین)2010(همکارانوAnbazhaganو)2007(
آمد.بدستIAAحاويکشتمحیطدرزاییریشهدرصد

گزارشوتحقیقاین بهینهغلظتتشابه،اینبا وجود اما
Anbazhaganبودلیتربرگرممیلی1)2010(همکارانو

همکارانوAhmedنتایجلیتربرگرممیلی1/0غلظتباکه
ازبسیارينتایجبرخلافعلاوهبهداشت.تفاوت)2007(

ازگزارشیهیچهورمونبدونتیماردرکهنامحقق
Ahmed(اندنکردهارائهزاییریشه et al., Mitra؛ 2007 &

Pal, Anbazhagan؛ 2007 et al., آزمایشایندر،)2010

%57حدودهورمونبدونتیماردرکهشدمشاهده
فراوانیتعدادوجوددلیلبه.انددهکرزاییریشههاشاخساره

خوبیجاذبمادهاینفعال،زغالساختاردرریزمنافذاز
نتایجطبق.باشدمیگیاهباززاییبازدارندهفنلیموادبراي
داراي)MSکشتمحیطلیتردرگرم4(فعالزغالقبلی،
هايگیاهچهرشدوزاییریشهیندافربرمثبتوواضحتأثیر

بیشترینکهنحويبه،بودهاستویادرزاییاندامازحاصل
درگرممیلی1حاويMSکشتمحیطدرزاییریشهمیزان

Mirniam(استشدهگزارشIBAلیتر et al., در).2013
فعالزغاللیتردرگرم5/1ازاستفادهاستویا،ریزازدیادي

درترتیببهبرابري-4و-5/2،-5/2افزایشبهمنجر
هاریزنمونهدرزاییریشهدرصدوبرگتعدادگیاه،ارتفاع

Mehrizadeh(استشده & Baghban, بررسیدر).2014
گرم5/0ازاستفادهاستویا،زاییریشهبرنیتروژنمنبعتأثیر

بهترنتایجبهمنجرMSکشتمحیطدرفعالزغاللیتردر
سبزگیاهتولیدنیزوریشهوشاخهسلامتورشدلحاظاز

Yadav(شد فعالزغالفاقدمحیطبامقایسهدرپررنگ et

al., 2011.(
موادکیفیتفقداناستویا،وسیعکشتدرعمدهمشکل

وبودهخودناسازگارگیاهیاستویااست.کشتقابلگیاهی
یتکموکیفیترشد،لحاظازبذرازحاصلگیاهان

وA-ربودیوزایدمطلوبنسبتوترپنديگلیکوزیدهاي
خصوصیاتباگیاهانمعمولاً،هستند.متغیراستویوزاید

ساقهقلمهطریقازرویشیصورتبهوشدهانتخابمطلوب
معدودتعداددلیل بهساقهقلمهشوند.میتکثیربافتکشتیا

سریعروشتنهابافتکشتالبته .باشدمینجوابگوآنها
Yadav(بودخواهداستویاپربازدههايکلونانبوهتکثیر et

al., استویاگیاهانهايبرگاستویوزایدمحتوي).2011
تا4بیننیزمدتطولانیانتخاببرنامهیکازپسحتی
Nakamura(استمتغیردرصد16 & Tamura, 1985.(

بالايمیزانازناشیدتوانمیطبیعیتنوعاینازبخشی
Handro(باشدهاگونهافشانیدگرگرده et al., 1993.(

یاانتخابیهايکلونتکثیربرايفراوانی بهشیشهدرونتکثیر
استویوزایدمحتويوگیاهرشداست.بودهموفقاصلاحی



3383، شماره 33دوماهنامه تحقیقات گیاهان دارویی و معطر ایران، جلد 

بذريگیاهانازتریکنواختبسیارشیشهدرونگیاهانبرگ
وشاخهبیوماسریشه،تعدادرویشی،تکثیردراست.

باشدمیبذرازحاصلگیاهانازبیشتراستویوزایدمحتوي
)Yadav et al., ترکیب9ازاستفادهبانامحقق).2011

درژنتیکیتنوعبررسیبهISSRمولکولینشانگرپرایمري
نان آنتایجکهپرداختنداستویاریزازدیاديازحاصلنتاج

وجودعدموبافتکشتازحاصلنتاجدرتنوعوجود
بوددادهنشانرامیانگرهتکثیرازحاصلنتاجدرتنوع

)Singh et al., ارائهبهمنجر،تحقیقایننتایج.)2014
درونانبوهتکثیربراي تنوع،ایجادبدونوسریعروشی
است.شدهاستویاگیاهايشیشه
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Abstract
Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) is a cross-pollinated plant whose seed vigor is poor.

Therefore, the vegetative propagation approaches like in vitro culture techniques could be the
best choice for mass and true-to-type production of stevia plantlets. This study was aimed to
evaluate the effects of basal media (MS, B5 and LS) and physical parameters such as light (55
and 110 μmol m-2 s-1) and temperature (22, 25 and 27ºC) on in vitro culture of stevia. The nodal
segments were cultured on basal media containing various combination of BAP and IAA or
IBA. The ANOVA showed significant differences (P≤0.05) among treatments on
micropropagation of stevia. In another experiment, the effect of mT (0.5, 1, 1.5 and 2 mg/l) was
also compared with the best treatment from the first experiment. It was found that mT at 1 mg/l
was the best concentration. The genetic stability of micropropagated plantlets relative to the
mother plant was achieved by AFLP marker using 12 selected primers. In this study, 231
reproducible bands around 50-500bp were scored, indicating similarity of in vitro plantlets with
the donor.

Keywords: Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni), tissue culture, Meta-Topolin, BAP, activated
charcoal, light.


