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دو كشت از طريق  (Stevia rebaudiana Berton)ريز ازديادي گياه دارويي استويا 
و  BAPهورمونهاي  و غلظتهاي مختلف زغال فعال همراهه ب انتهايي و گره ريزنمونه جوانه

Kn   
 2حسن ساريخاني و 1، محمدرضا عبداللهي1، سعيد قمبرعلي باغني*1، سيدسعيدموسوي1بهاره شعفي

  دانشگاه بوعلي سينا، دانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات همدان، ايران، 1
  همدان، دانشگاه بوعلي سينا، دانشكده كشاورزي، گروه علوم باغباني ايران، 2

  16/11/96 :تاريخ پذيرش    8/5/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

با . باشدافشان ميگردهساله، علفي و دگردگياهي چن Compositeاز تيره  Stevia rebaudiana Bertoniاستويا با نام علمي 
ازديادي اين گياه با زني بذر و ناهمگني گياهان تكثير يافته از بذور از نظر ميزان شيريني، ريزصد جوانهتوجه به پايين بودن در

با  انتهايي و گره ونه جوانهنمعملكرد دو ريز در اين مطالعه. باشدمطلوب ميانبوه تكثير  به منظوركشت بافت  روشهاياستفاده از 
آزمايش مقايسه و  در دو Knو BAPزغال فعال و هورمونهاي، سطوح مختلف  MSاستفاده از سه تيمار غلظت محيط كشت 

 استفاده از غلظتهايدر آزمايش دوم و  MSغلظت محيط كشت اثر زغال فعال و در آزمايش اولكه  به طوري .بررسي گرديد
بيشترين ميزان  نتايج نشان داد. گرديد سه تكرار اجرادر  Knو BAPهورمونهاي از  )گرم در ليترميلي 5/1و  1، 5/0، 0(جداگانه 

ماده  به عنوان زغال فعالدر ليتر  گرم 5/1 به همراه MSكشت  غلظت كامل محيط هاي انتهايي درافزايش صفات در كشت جوانه
داري را بر افزايش معني تأثير Knو BAPگرم در ليتر از هورمونهاي يميل 5/1استفاده از غلظت  .جاذب فنولها مشاهده گرديد

 گرم در ليترميلي 5/1استفاده از  Knو BAPدر مقايسه عملكرد هورمونهاي  .نشان دادنمونه هر دو نوع ريزازديادي راندمان ريز
BAP نشان داد ساقه جانبي را هاي انتهايي بيشترين ميزان صفات طول ساقه، تعداد گره و تعداددر كشت جوانه .  

  BAP ،Kn، زغال فعال استويا، ريزازديادي، :كليدي واژه هاي

 s.moosavi@basu.ac.ir: ، پست الكترونيكي09188526940: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
 )2n=22(، قندي، با عدد كروموزوميدارويياستويا گياهي 

آن حاوي  باشد كه برگهايمي Asteraceaeمتعلق به خانواده
، )وربوديوزايد شامل استويوزايد(  گليكوزيد ديترپن

شيريني  ).18(شيرين است فاقدكالري، غيرسمي و خيلي 
برابر ديگر گياهان قندي  300تا  250قند اين گياه حدود 

مانند نيشكر و چغندر قند بوده و ميزان قند موجود در آن 
جايگزين د توانقند مي كه اين به طوري باشدر ميبراب 150

هاي مصنوعي نظير آسپارتام ، كنندهشيرينبراي مناسب 
ازدياد انبوه گياه ). 24( باشدسديم ساخارين و سيكلامات 

افزايش راندمان توليد  علاوه بر ايدر شرايط درون شيشه
در سطح وسيع، زمان و فضاي محدودتر امكان حفظ و 

نمايد ميارزش را نيز ميسر  نگهداري ژرم پلاسم گياهان با
بنابراين دستيابي به يك پروتكل مناسب به ). 48و  38(

سبب تواند ها ميمنظور بهينه نمودن شرايط كشت نمونه
كه با  به طوري ها گردد،راندمان توليد گياهچهافزايش 
زني بذر صد جوانه، پايين بودن درناسازگاريخودتوجه به 

مطالعه بر و ناهمگني گياهان تكثير يافته از طريق بذور 
تواند يك راهكار ها ميبر رشد نمونه مؤثرروي فاكتورهاي 
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با توجه به مطالعات انجام شده  ).33( باشد مناسب
ها بر افزايش راندمان ريزازديادي گياهان ترين فاكتورمؤثر

كشت و نوع و ، محيطنمونه، سن گياهچهژنوتيپ، نوع ريز
نمونه وع ريزن دو عامل. هاي رشد استغلظت تنظيم كننده

و  گذار بر موفقيتتأثيروامل بسيار وتنظيم كننده رشد از ع
در  ).50و  41(باشند زديادي ميافزايش سرعت ريزا

هاي انتهايي به دليل فعاليتهاي بسياري از مشاهدات جوانه
هاي جانبي كه در معرض نسبت به جوانه ميتوزي بيشتر

به  رد بالاتريرند از پتانسيل عملكغالبيت انتهايي قرار دا
امروزه  ).53و  12( ندرريزازديادي برخوردا منظور

-توسط محققان بر روي ريزاستويا دارويي ريزازديادي گياه 

 ، ميترا و همكارانقطعات گره هاي مختلف نظير،نمونه
 ،)45(و سيوارام و همكاران  )43(، سينگ و همكاران )26(

و همكاران  ، سايركار)7(گره، احمد و همكارانقطعات ميان
و يودين و همكاران ) 51(، تياقاراجان و همكاران )39(
هاي ساقه آنباژنگان و جوانه) 9(، برگ علي و همكاران)52(

گزارش شده ) 14(و داس و همكاران ) 11(و همكاران
تواند كشت بافت مي پتانسيلهاياستفاده مناسب از  .است

داشته  همراهبه  توليد را در كنار صرفه اقتصاديبازده بالاي 
 ه بر روي غلظتهاي مختلف محيطمطالعكه طوري باشد

كشت و هورمونها با توجه به تفاوت گياهان از نظر پاسخ 
اي از مراحل مهم ريزازديادي به شرايط كشت درون شيشه

با توجه به اينكه كاهش  .گرددمحسوب مي دارويي گياهان
يط ها در غلظتهاي تقليل يافته محعملكرد رشد گياهچه

باشند در صورت كشت به دليل كاهش نسبتهاي نيترات مي
ها استفاده گياهچهبر افزايش بيوماس  دارعدم تفاوت معني

با نمكهاي تقليل يافته نسبت به محيط  MSاز محيطهاي 
MS 15( دنباشداشته و مقرون به صرفه مي كامل ارجحيت 
با  مؤثربه عنوان يك آنتي اكسيدان  زغال فعال). 21و 
كاهش پديده با اشتن سطح صاف و شبكه وسيع از منافذ ، د

تيره نمودن محيط كشت  ها واي شدن ريز نمونهقهوه
افزايش داده و را  در محيط كشتقدرت جذب تركيبات 

و  6(گردد اي گياهان ميسبب بهبود باززايي درون شيشه

در  مونهاي سيتوكنين با ايجاد تورمهوراستفاده از  ).33
جا، تحريك ه ب هاي جانبي ناريك نمو جوانهبافتها، تح

ي مؤثرهاي ها فاكتورتقسيم، افزايش تعداد و طول نوساقه
ها در شرايط درون نمونهبر افزايش راندمان ريزازديادي ريز

 دو سيتوكنين تأثير پژوهشدر اين . )10( باشنداي ميشيشه
BAP  وKn  با توجه به راندمان بالاي آنها بر افزايش
ها در گياه استويا در مقايسه با ساير سيل نمونهپتان

با توجه به اينكه استفاده از . بررسي گرديد سيتوكنينها
جانبي و تواند با افزايش تعداد ساقهمي Knو  BAPتركيب 

جذب مواد مغذي محيط كشت سبب كاهش صفت طول 
وح در اين پژوهش به طور جداگانه سط چه گرددساقه

در اين پژوهش  ).20( ي گرديدمختلف هورمونها بررس
هاي انتهايي و گره با انسيل جوانهپتدركشوربراي اولين بار 

زغال فعال و تركيبات جداگانه  مختلف سطوح استفاده از
BAP و Kn  درمحيط كشتMS از  هدف. بررسي گرديد

نمونه گره و جوانه مقايسه عملكرد ريز ارزيابي اين پژوهش
اي بر كشت درون شيشه مؤثر هايانتهايي با اعمال تيمار

ها كه ضمن تعيين سطوح برتر هريك از تيمار به طوري بود
  .نمونه نيز تعيين گرددبهترين ريز

  روشهامواد و 
-هاي مورد استفاده در اين پژوهش از نوع گياهچهگياهچه

هاي استويا ريبوديانا برتوني بودند كه از شركت گلساران 
در آزمايشگاه كشت  شاين پژوه. گرگان تهيه گرديدند

بافت دانشكده كشاورزي دانشگاه بوعلي سينا همدان انجام 
- وسايلي از قبيل استوانه مدرج، بشر، ظروف شيشه. گرفت

 pHاي درب دار، پنس، اسكارپر، پيپت، پيست، هودلامينار، 
تمامي . در اين تحقيق استفاده گرديد..... متر، كاغذ صافي و 

چنين محيط كشتها قبل از اي و فلزي و هموسايل شيشه
و فشار  درجه سانتي گراد 121استفاده در اتوكلاو با دماي 

دقيقه سترون شده و سپس به زير هود  20بار به مدت  2/1
حدود دو ساعت قبل از كشت، لامينار . لامينار منتقل شدند

محيط داخل آن را  درصد 96را روشن كرده و با الكل 



 1399، 3، شماره 33جلد )                                                                          مجله زيست شناسي ايران(پژوهشهاي سلولي و مولكولي  مجله

291 

زير لامينار  uvكشت لامپ  دقيقه قبل از 30سترون كرده و 
ها پس از ضدعفوني ريزنمونه به منظور .روشن گرديد

ها به دقيقه، ريز نمونه 15ها به مدت شستشوي گياهچه
درصد قرار داده شدند و پس از  70دقيقه در اتانول  1مدت 

دقيقه در هيپوكلريت  10شستشو با آب استريل، به مدت 
 3هر بار (مرتبه  3آن درصد قرار گرفته و پس از  20سديم 
پس از ضد عفوني . با آب استريل شستشو شدند) دقيقه

گره به هاي جوانه انتهايي وتكنمونهوجدا كردن برگها، ريز
متر تهيه شده و به طور عمودي و با ميلي 20الي  15طول 

-نمونه. استفاده از پنس بر روي محيط كشت استقرار يافتند

لوكس با تناوب  2000نور ها نيز به اتاقك رشد با شدت 
ساعت تاريكي نگهداري  8ساعت روشنايي و  16نوري 
در قالب 4×2×2به صورت فاكتوريل  آزمايش اول .شدند
كه  به طوري. تكرار انجام گرديد 3صادفي با ت كاملاًطرح 

گرم در  5/1، 1، 5/0، 0(چهار سطح مختلف زغال فعال 
 و MS( شتبه عنوان فاكتور اول، دو نوع محيط ك) ليتر
MS2/1 (نمونه به عنوان فاكتور دوم و دو نوع ريز) جوانه

به عنوان فاكتور سوم در نظر گرفته ) انتهايي و تك گره
استفاده جداگانه از  بررسي به منظورآزمايش دوم  .شدند

 به صورت زاييبر صفات ساقه Kn و BAPهورمونهاي 
ر انجام تكرا 3تصادفي با  كاملاًدر قالب طرح 4×2فاكتوريل 

و  BAPهورمون  در اين آزمايش تمامي غلظتهاي .گرديد
Kn به محيط كشت پايه جداگانه  به طورMS  اضافه

، BAP )0 ،5/0 ،1سطح مختلف از غلظت  چهار .ندگرديد
به ) گرم در ليتر 0 ،5/0 ،1 ،5/1( Knو ) گرم در ليتر 5/1

نمونه به عنوان اول و دو سطح نوع ريز هايعنوان فاكتور
در نظر گرفته به صورت مستقل از هم  دوم هاياكتورف

حاوي غلظتهاي ) MS )30محيط كشت پايه  .شدند
 30ميواينوزيتول، و گرمميلي 100استاندارد نمكها به همراه 

گرم در ليتر  8منبع كربوهيدرات و  به عنوانگرم ساكارز 
 pHآگار براي جامد كردن محيط كشت استفاده شد كه 

 MS2/1براي تهيه محيط كشت . م شده بودتنظي 7/5برابر 
كاهش  2/1به نسبت  MSتمام مواد مصرفي در محيط 

ها پس از بررسي نرمال بودن تجزيه آماري داده .يافت
ها توسط باقيمانده آنها انجام شد و مقايسه ميانگين داده

به . درصد انجام شد 5ر سطح احتمال د) 16(آزمون دانكن 
- ها و رسم نمودارها از نرم افزاردهتجزيه و تحليل دا منظور

  .استفاده گرديد Excelو  SASهاي 

  نتايج
نتايج تجزيه واريانس براي صفت طول ساقه اختلاف 

براي نوع ريزنمونه، محيط  0001/0داري را در سطح معني
اثر متقابل نوع . دنشان دا كشت و غلظت زغال فعال

در محيط كشت و اثر متقابل محيط كشت ريزنمونه در 
. دار بوده استصد معنيدر 5غلظت زغال فعال در سطح 

سه عامل نوع  دات نشان دهنده اين موضوع است كهمشاه
و سطوح مختلف زغال فعال سه  ريزنمونه، محيط كشت

اثر . بر افزايش صفت طول ساقه بودند مؤثرفاكتور بسيار 
متقابل نوع ريز نمونه در غلظت زغال فعال و همچنين 

در  MSريزنمونه در غلظت محيط كشت نه نوعگااثرات سه
دار نبوده كه اين مشاهده بيانگر اين غلظت زغال فعال معني

ها مستقل از هم عمل نمودند باشد كه فاكتورموضوع مي
نتايج مقايسه ميانگين نشان داد كشت جوانه  ).1جدول(

بيشترين ميزان طول ساقه  MSانتهايي در محيط كشت 
را ) 75/15±87/0(و تعداد برگچه ) ترسانتيم 32/0±37/6(

منجر به  MS 2/1همچنين كشت گره در محيط . ايجاد كرد
و ) سانتيمتر 22/4±32/0(چه كمترين ميزان رشد ساقه

در رابطه ). 2جدول(گرديد ) 33/13±87/0(تعداد برگچه 
با اثر محيط كشت و غلظت زغال فعال بيشترين ميزن طول 

در غلظت كامل محيط ) سانتيمتر 16/8±32/0(ساقه 
در ليتر زغال فعال  گرم 5/1به همراه استفاده از  MSكشت

 91/2±32/0( چهكمترين ميزان طول ساقه. مشاهده گرديد
زغال ) شاهد( 0در غلظت  MS 2/1در محيط ) سانتيمتر

فعال مشاهده گرديد كه اين موضوع نشان دهنده تأثير 
چه طول ساقهدار استفاده از زغال فعال بر افزايش معني
  ).3جدولو  2، 1شكل هاي (باشد مي
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  نمونه، محيط كشت و غلظت زغال فعال بر ريزازديادي گياه استوياتجزيه واريانس اثر نوع ريز -1جدول

  درجه آزادي و ميانگين مربعات     
  تعدا شاخه جانبي  طول ريشه  تعداد برگچه طول ساقه درجه آزادي  منبع تغيير

  0020/0***  0333/0***   0016/0*** 0027/0*** 1 نوع ريز نمونه
  0055/0***  0154/0**  0015/0*** 0148/0*** 1 محيط كشت

  0163/0***  3486/0***  0152/0*** 0164/0*** 3 غلظت زغال فعال
  ns0012/0  ns0000/0   0004/0* 0003/0* 1 محيط كشت* نوع ريزنمونه 

  ns0000/0 *0003/0   ns0022/0  **0007/0 3 غلظت زغال فعال*نوع ريزنمونه 
  ns0000/0   ns0004/0  ns0002/0 0002/0* 3 غلظت زغال فعال* محيط كشت 

  ns000/0 ns0000/0   ns0019/0  ns0000/0 3 غلظت زغال فعال*محيط كشت * نوع ريزنمونه 
  0001/0  0018/0  0000/0 0000/0 32 خظاي آزمايشي
  0444/1  2542/4  6156/0 6693/0  (%)ضريب تغييرات

   .باشدعدم اختلاف معني دار آماري مي ns 05/0،  01/0، 001/0دار در سطح به ترتيب نشان دهنده اختلاف آماري معني*: ، ** ، *** 
  بر صفات طول ساقه و تعداد برگچه MSتأثير نوع ريزنمونه و غلظت محيط كشت  -2جدول

  تعداد برگچه  طول ساقه محيط كشت  نوع ريز نمونه

  MS 32/0±b35/5  87/0± c45/13  تك گره
MS2/1 32/0±d22/4  87/0± d33/13  

  MS 32/0±a37/6  87/0±a75/15  جوانه انتهايي
MS2/1 32/0±c59/4  87/0± b75/13  

  .داري با هم ندارنداعداد موجود در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند، تفاوت معني*

  
گرم در ليتر  5/1محيط حاوي ) b(گرم در ليتر زغال فعال  1محيط حاوي ) a(م در ليتر زغال فعال گر 5/0ها در محيط حاوي رشد گياهچه -1شكل

  )c(زغال فعال 

  
-ميلي 5/1محيط حاوي ) b( BAPگرم در ليتر ميلي 1محيط حاوي ) BAP )aگرم در ليتر در ليتر ميلي 5/0ها در محيط حاوي رشد گياهچه -2شكل

  )BAP)c گرم در ليتر
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تأثير نوع محيط كشت و غلظت زغال فعال بر صفت طول  -3جدول 
  ساقه

 طول ساقه غلظت زغال فعال  نوع محيط كشت
    
  
MS 
  
  
  
MS 2/1  

0 32/0±e41/4 
5/0 32/0±d80/4 

1 32/0±c08/6 
5/1 32/0±a16/8 

0 32/0±g91/2 
5/0 32/0±f50/3 

1 32/0±de63/4 
5/1 32/0±b58/6 

ستون كه داراي حروف مشابه هستند، تفاوت  اعداد موجود در هر*
  .داري با هم ندارندمعني

گرم در ليتر  5/1نتايج مقايسه ميانگين نشان داد استفاده از 
گره نمونه جوانه انتهايي و زغال فعال در هر دو ريز
و ) 16/19±87/0( به ترتيببيشترين ميزان تعداد برگچه 

نمونه جوانه يزكشت ر. دمي كنرا ايجاد ) 87/0±23/18(

گرم در ليتر  5/1استفاده از غلظت  به همراه انتهايي و گره
 به ترتيبجانبي يشترين ميزان تعداد ساقهزغال فعال ب

مشاهدات . را ايجاد كرد) 33/8±61/0(و ) 61/0±33/9(
نمونه عامل شان داد استفاده از زغال فعال در هر دو ريزن

ها بوده و پاسخ ي بر افزايش بيوماس گياهچهمؤثربسيار 
- هاي انتهايي و گره به افزايش تعداد برگچه و ساقهجوانه

جدول (جانبي عملكرد مشابه و نزديك به هم داشته است 
با MS 2/1و  MSكشت جوانه انتهايي در محيط كشت ).4

-ل فعال بيشترين طول ريشهگرم در ليتر زغا 5/1استفاده از 

 93/2±15/0(و ) سانتيمتر 13/3±15/0( به ترتيبچه 
 MS 2/1كشت گره نيز در محيط . نشان دادرا ) سانتيمتر

را ) سانتيمتر 43/2±15/0(چه بيشترين ميزان طول ريشه
در واقع اضافه نمودن زغال فعال و استفاده از . نشان داد

بر افزايش  مؤثردو عامل بسيار  MSغلظت كامل محيط 
را داري اين صفت ها بوده كه به طور معنيچهطول ريشه

  ).5جدول(نسبت به شاهد افزايش داده است 
  نمونه و غلظت زغال فعال بر تعداد برگچه و ساقه جانبيتأثير نوع ريز -4جدول

  تعداد ساقه جانبي  تعداد برگچه غلظت زغال فعال نوع ريز نمونه
 

  تك گره
  
  
  

 جوانه انتهايي

0 87/0±e00/9  61/0±e83/3  
5/0  87/0±d33/11  61/0±d16/5  

1 87/0±b33/15  61/0±b16/7  
5/1  87/0±a83/18  61/0±a33/8  

0 87/0±d83/10  61/0±d83/4  
5/0  87/0±c33/13  61/0±c16/6  

1 87/0±b66/15  61/0±b66/6  
5/1  87/0±a16/19  61/0±a33/9  

  .داري با هم ندارنداعداد موجود در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند، تفاوت معني*

انتهايي دار عملكرد جوانهآزمايش افزايش معنينتايج اين 
نسبت به گره را نشان داد كه اين امر نشان دهنده پتانسيل 

انتهايي نسبت به شرايط ريزازديادي در گياه بالاي جوانه
عدم غالبيت جوانه  با توجه به. باشددارويي استويا مي

انتهايي امكان رشد نمونه در مدت زمان كمتر و بيوماس 
گردد اي فراهم ميتر اغلب در شرايط كشت درون شيشهبالا

و مودي و ) 19(كه اين امر با مشاهدات حسين و همكاران 

اما با توجه به امكان . نيز مطابقت داشت) 29(همكاران 
هاي اعمال شده هاي تكثير يافته و تيمارتفاوت در گياهچه

ها پاسخ به شرايط كشت بافت و نمونهدر كشت ريز
استفاده از قطعات گره . تواند متفاوت باشدادي ميريزازدي

، ماتور و )13(با عملكرد بالا توسط كيسر و همكاران 
وسينگ و همكاران ) 28(تا و همكاران ، مه)25(همكاران 

  .گزارش شده است) 44(
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  چهنمونه و محيط كشت بر طول ريشهتأثير نوع ريز -5جدول
  چهطول ريشه  فعالغلظت زغال   نوع محيط كشت  نوع ريزنمونه

 
  
  

  تك گره

 
MS 

0 15/0±d06/1 
5/0 15/0±c26/1 

1 15/0±b66/1 
5/1 15/0±a06/2 

  
MS2/1  

0 15/0±d00/1 
5/0 15/0±e13/1 

1 15/0±b70/1 
5/1 15/0±a43/2 

 
  

جوانه 
  انتهايي

  
MS  

0 15/0±d26/1 
5/0 15/0±e43/1 

1 15/0±b86/1 
5/1 15/0±a13/3 

  
MS2/1  

0 15/0±d10/1 
5/0 15/0±c36/1 

1 15/0±b60/1 
5/1 15/0±a93/2 

اعداد موجود در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند، تفاوت *
  .داري با هم ندارندمعني

طول ساقه، تعداد گره و  نتايج تجزيه واريانس براي صفات
 0001/0داري در سطح تفاوت معني تعداد ساقه جانبي

اما . نشان داد BAP نمونه و غلظت هورمونبراي نوع ريز
براي هر  BAPنمونه در غلظت هورمون اثر متقابل نوع ريز

دار نبوده و اين دو فاكتور مستقل از هم معني سه صفت
نتايج تجزيه واريانس اثر غلظت  ).6جدول(عمل نمودند 

نمونه نيز براي صفات طول ساقه، و نوع ريز Knهورمون 
دار را نشان د گره و تعداد ساقه جانبي اختلاف معنيتعدا
دار معنيKn نمونه در غلظت هورموناثر متقابل نوع ريز. داد

 ).7جدول(ها مستقل از هم عمل نمودند نبود و فاكتور
ها با استفاده از نمونهمقايسه ميانگين تيمار كشت ريز

، بيشترين صفات طول ساقه  BAPهورمون 
و ) 08/6±027/0(، تعداد گره )نتيمترسا 0036/0±58/9(

انتهايي را با كشت جوانه )50/10±004/0(تعداد ساقه جانبي
  ).8جدول(نشان داد 

  و نوع ريز نمونه بر ريزازديادي گياه استوياBAP تجزيه واريانس اثرغلظت هورمون -6جدول
  درجه آزادي و ميانگين مربعات     

  تعداد ساقه جانبي  اد گرهتعد  طول ساقه  درجه آزادي  منبع تغيير

  0008/0***   0686/0***  0022/0*** 1 نوع ريزنمونه
  BAP 3 ***0003/0  ***0107/0   ***0003/0غلظت هورمون

  BAP 3 ns0000/0 ns0000/0  ns0000/0غلظت هورمون*نوع ريز نمونه
  0000/0  0007/0 0000/0 16 خظاي آزمايشي
  33/0  03/2 26/0  (%)ضريب تغييرات

  .باشدعدم اختلاف معني دار آماري مي ns 05/0،  01/0، 001/0دار در سطح به ترتيب نشان دهنده اختلاف آماري معني*: ، ** ، *** 
  ونوع ريز نمونه بر روي ريزازديادي گياه استوياKn تجزيه واريانس اثرغلظت هورمون -7جدول

  درجه آزادي و ميانگين مربعات     
  تعداد ساقه  تعداد گره  طول ساقه جانبي زاديدرجه آ منبع تغيير

  0008/0***   0600/0***  0021/0*** 1 نوع ريزنمونه
  Kn 3  **0001/0   ***0156/0  *0001/0غلظت هورمون 

  Kn 3 ns0000/0 ns0014/0  ns0000/0غلظت هورمون*نوع ريز نمونه
  0000/0  0017/0  0000/0  16  خظاي آزمايشي
  39/0  19/3  26/0    (%)ضريب تغييرات

  .باشدعدم اختلاف معني دار آماري مي ns 05/0،  01/0، 001/0دار در سطح به ترتيب نشان دهنده اختلاف آماري معني*: ، ** ، *** 
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  بر صفات رويشي ساقه در استويا BAP نوع ريز نمونه با استفاده از هورمون تأثير -8جدول
  انبيتعدادشاخه ج تعداد گره طول ساقه نوع ريزنمونه
  a58/9 027/0±a08/6  004/0±a50/10±0036/0 جوانه انتهايي

  b04/8 027/0±b50/3  004/0±b33/9±0036/0 گره
  .داري با هم ندارنداعداد موجود در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند، تفاوت معني*

ها با استفاده از نمونهمقايسه ميانگين تيمار كشت ريز
 صفات طول ساقه نيز بيشترين Knهورمون 

و ) 50/4±041/0(تعداد گره ) سانتيمتر 0038/0±20/9(
انتهايي را با كشت جوانه )10±005/0(تعداد ساقه جانبي

اين مشاهده در واقع بيانگر اين  ).9جدول(نشان داد 
موضوع است كه جوانه انتهايي پتانسيل بالاتري را در 

استفاده از  .مقايسه با قطعات گره به ريزازديادي داشته است
داري را بر افزايش تفاوت معني BAPگرم در ليترميلي 5/1

ها نسبت به شاهد و ساير غلظتها نمونهرويشي ريزصفات 

 ساقه كه بيشترين صفات طولبه طوري نشان داد
و ) 16/6±027/0( ، تعداد گره)سانتيمتر 0036/0±66/9(

مشاهده گرديد  )83/10±004/0(جانبي تعداد ساقه
مقايسه ميانگين سطوح مختلف غلظت  ).10جدول(

 9/±0038/0(ساقهبيشترين صفات طول Knهورمون 
و تعداد ساقه ) 66/4±041/0(، تعداد گره)سانتيمتر
-ميلي 5/1را با استفاده از غلظت  )16/10±005/0(جانبي

  ). 11جدول(گرم در ليترنشان داد 

  
  بر صفات رويشي ساقه در استويا Knنوع ريز نمونه با استفاده از هورمون  تأثير -9جدول

  تعدادشاخه جانبي تعداد گره طول ساقه نوع ريزنمونه
  a20/9 041/0±a50/4  005/0±a10±0038/0 جوانه انتهايي

  b83/7 041/0±b08/3  005/0±b91/8±0038/0 گره
 .داري با هم ندارنداعداد موجود در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند، تفاوت معني*

  
  بر صفات رويشي ساقه در استويا BAPتأثير غلظت هورمون  -10جدول
  تعداد شاخه جانبي تعداد گره طول ساقه BAPغلظت هورمون

0 0036/0±d25/8 027/0±d66/3  004/0±d16/9  
5/0 0036/0±c50/8 027/0±c33/4  004/0±c50/9  

1 0036/0±b83/8 027/0±b16/5  004/0±b16/10  
5/1 0036/0±a66/9 027/0±a16/6  004/0±a83/10  

  .داري با هم ندارنداعداد موجود در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند، تفاوت معني*

  
  برصفات رويشي ساقه در استويا Knتأثير غلظت هورمون  -11جدول
  تعداد شاخه جانبي تعداد گره طول ساقه Knغلظت هورمون

0 0038/0±d25/8 041/0±d3 005/0±c16/9 
5/0 0038/0±c33/8 041/0±c50/3 005/0±c16/9 

1 0038/0±b50/8 041/0±b50/4 005/0±b50/9 
5/1 0038/0±a9 041/0±a66/4 005/0±a16/10  

  .داري با هم ندارنداعداد موجود در هر ستون كه داراي حروف مشابه هستند، تفاوت معني*
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گرم در ميلي 5/1محيط حاوي ) b( Knگرم در ليتر ميلي 1محيط حاوي ) Kn )a گرم در ليتر در ليترميلي 5/0ها در محيط حاوي رشد گياهچه -3شكل

  )Kn)c ليتر

  بحث
در كشت  كدام هر و تعيين سطح مناسب هافاكتورانتخاب 

اولين اقدام مهم در افزايش بازده اقتصادي و گياهي بافت 
هاي مناسب استفاده از ريزنمونه. باشدها ميبيوماس گياهچه

در  نوع گياه و شرايط فيزيولوژي آن با كشتبا توجه به 
تواند مي ي عناصر غذايي مورد نيازمحيط مناسب حاو

در . مهمترين عامل در دستيابي به پروتكل مناسب باشد
 استفاده از غلظتهاي كامل محيط كشت بسياري از مطالعات

MS موفقيت آميز بوده است اما در مواردي نيز استفاده از
داري را نداشته و ته نيز تفاوت معنيغلظتهاي تقليل ياف

كه امكان  به طوري ا مقرون به صرفه بودهاستفاده از آنه
نيز امكان  MSها در غلظتهاي تقليل يافته كشت موفق نمونه
آزمايش اول براي اولين بار در). 35(پذير بوده است 

ونه جوانه انتهايي و گره در پتانسيلهاي دو ريزنممقايسه 
استفاده  به همراه MS جذب عناصر غذايي از محيط كشت

در كاهش فنولها و  مؤثرعامل  به عنوانال از زغال فع
درواقع زغال . گرديد ها انجامافزايش قدرت جذب نمونه

فعال با تيره نمودن محيط كشت و جذب عناصر فنولي 
داري معني ها را نسبت به شاهد به طوررشد گياهچه
در اين مطالعه استفاده از زغال فعال و غلظت . افزايش داد

نمونه داري را در دو ريزتفاوت معني MSمحيط كشت 
-كشت جوانه كه به طوري. ايي و گره نشان دادجوانه انته

 5/1استفاده از  به همراه MSهاي انتهايي در محيط كشت 
 تأثيرترين گرم در ليترزغال فعال نسبت به شاهد بيشميلي

پاوار  .نشان داد را هادار را بر افزايش بيوماس گياهچهمعني
كشت قطعات  )35(رانگانتان و همكاران  ،)32(و همكاران 
در مقايسه با  MSمحيط كشت غلظت كامل گره را در 

غلظتهاي تقليل يافته مناسب گزارش كردند كه با نتايج اين 
و كاويتا ) 14(و همكاران  داس. مطابقت داشتنيز آزمايش

گياه كشت جوانه انتهايي برتري عملكرد ) 22(و همكاران 
زاده و مهري .گزارش كردند MS 2/1 محيط استويا را در

 دربيشترين طول ساقه و تعداد برگچه را ) 5(همكاران 
حاوي  MSدر محيط كشت  كشت جوانه انتهايي استويا

يج گرم در ليتر زغال فعال گزارش كردند كه با نتا 5/1
در واقع با توجه . مطابقت داشتنيزحاصل از اين آزمايش 

گيري بر روي محيط كشت ها پس از قرارريزنمونه اينكهبه 
اغلب به دليل تنشهاي اعمال شده به گياه و آسيب به بافت 

كنند افزودن سطوح مقادير فراواني مواد فنولي آزاد مي
و مناسبي از زغال فعال به محيط كشت با جذب اتيلن 

كاهش اثر فنولهاي اكسيد شده سبب بهبود صفات رشدي 
مودي و همكاران  ).27و  16(گرديده است ها هگياهچ

و ) سانتيمتر 9/10±71/0(چه بيشترين طول ريشه) 29(
هاي جانبي و انتهايي زايي در كشت جوانهصد ريشهدر 100

زغال فعال در غلظت كامل  ppm100از  استويا را با استفاده
) 44(سينگ و همكاران  .گزارش كردند MSكشت محيط 

و طول ) 0/11±40/0( چهبيشترين افزايش تعداد ريشه
را با كشت قطعات گره ) سانتيمتر 62/4±19/0(چه ريشه

گرم در ليتر ميلي 50گياه دارويي استويا را با اضافه نمودن 
اطراشي و  .گزارش كردند MS 4/1زغال فعال به محيط 
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هاي حاصل زايي و رشد گياهچهيش ريشهافزا) 2(همكاران 
 Capsicumannuumايهاي فلفل دلمهنمونهاز كشت ريز

L). (در محيط كشت  4/0را با استفاده از زغال فعالMS 
هاي انتقال گياهچه 90تا  70طوري كه گزارش كردند، به

زبرجدي  .يافته به گلخانه سازگار و رشد مطلوبي را داشتند
هاي هيپوكوتيل و متفاوت ريزنمونه پاسخ) 3(و همكاران 

كوتيلدون را در ريزازديادي گياه دارويي سرخارگل گزارش 
هاي رشد در غلظتهاي استفاده از تنظيم كننده .كردند

ترين عامل بر افزايش سرعت ازدياد مؤثرتواند مناسب مي
در اين پژوهش با . )31( هاي گياهي باشدبيوماس نمونه

-ها در گياه استويا به ريشهنمونهزتوجه به پاسخ مناسب ري

هورمونهاي اكسين  تأثيرها و نمونهزايي و رشد مطلوب ريز
بر كاهش متابوليتهاي ثانويه مورد استفاده قرار نگرفت 

در مطالعات انجام شده در استويا و ساير گياهان ). 10(
نسبت به بقيه  Kn و BAPاغلب استفاده از دو سيتوكنين 

 فوق سيتوكنيندو  در مقايسه .نشان دادندعملكرد برتري را 
بازده بيشتري را  BAPنتايج نشان داد استفاده از هورمون 

ميرزايي اصل و . ه استها داشتنمونهبر ريزازديادي ريز
-ريزنا به جا  افزايش ظرفيت باززايي نوساقه) 4(همكاران 

 گرم در ليترميلي 1قند را در غلظت هاي برگي چغندرنمونه

BAP ، زايي با صد ساقهدر 87) 1(احمدي و همكاران
گياه دارويي پروانش  BAPگرم در ليتر ميلي 1/0استفاده از 

نيز بيشتري ميزان ) 6(مدني و همكاران . را گزارش كردند
 2هاي انتهايي را با استفاده از ريزازديادي كشت جوانه

گزارش در توت فرنگي رقم سلوا  BAPگرم در ليتر ميلي
با ساير سيتوكنينها اغلب با افزايش  BAP تركيب .كردند

 چههاي جانبي باعث كاهش رشد طولي ساقهتعداد ساقه
دار كاهش معني) 47(اسريدهار و همكاران . گرديده است

 BAPگرم در ليتر ميلي 2را در تركيب  چه استوياطول ساقه
به  Knاستفاده از. گزارش كردند Knگرم در ليتر ميلي 5/0و 

بازده اغلب در غلظتهاي بالا  BAPتركيب با  تصور
هاي توليد هزينهكه با توجه به بيشتري را نشان داده است 

استفاده  تأثيرباشد بنابراين بررسي نمي مقرون به صرفه

 هاجداگانه بر عملكرد نمونه به صورتسطوح مختلف از
 )42(سينگ و همكاران  دهديي بهتري را نشان ميآكار
-بيشترين راندمان ازدياد گياهچه .)46(اران سيلوا و همك،

 در غلظت )9(هاي استويا در مطالعات علي و همكاران 
 گرم در ليترميلي 1و  Knگرم در ليتر هورمون ميلي 25/0

BAP  ميلي 1غلظت استفاده از  )23(لاريبي و همكاران و-

در ساير  .را سطوح برتر معرفي كردند BAPگرم در ليتر 
استفاده از تنظيم  تأثيرشده در بررسي  مطالعات انجام

ها در نمونههاي رشد بر افزايش صفات بيوماس ريزكننده
. نتايج متعددي گزارش شده استنيز  گياه دارويي استويا
و  Knگرم در ليتر ميلي 2 استفاده از) 29(مودي و همكاران 

چه بيشترين طول ساقهرا  BAPگرم در ليتر ميلي 1
، كاويتا ) 6/3±89/0(و تعداد گره ) يمترسانت 11/0±46/3(

بيشترين تعداد ساقه جانبي ) 21(و همكاران 
تيواري و  و Knگرم در ليتر ميلي 3در غلظت )68/0±6/12(

-ميلي 5زايي در غلظت افزايش صفات ساقه) 50(همكاران 

تا و همكاران مه قطعات گره،كشت در  BAPگرم در ليتر 
عداد ساقه جانبي تو زايي بيشترين ساقه) 28(
 2و  BAPگرم در ليتر ميلي 2در غلظت  )58/0±42/3(

در كشت جوانه انتهايي گزارش  Kn گرم در ليترميلي
زايي قطعات بيشترين ساقه) 35(رازاك و همكاران . كردند

گرم در ميلي 5/0در تركيب  MSگره را در محيط كشت 
 .دمشاهده كردن Knگرم در ليتر ميلي 25/0و  BAPليتر 

پژوهش براي اولين بار عملكرد آمده از اين  به دستنتايج 
هاي انتهايي و گره را با استفاده از غلظت محيط جوانه
افزايش بيوماس  تأثيرو زغال فعال و نيز  MSكشت

مورد  Knو  BAPها با استفاده از هورمونهاي گياهچه
انتهايي در غلظت كامل كشت جوانه .قرار داد بررسي
گرم ميلي 5/1در ليتر زغال فعال و گرم 5/1 و MSنمكهاي
 اينكهبا توجه به . بهترين سطوح تيماري بودند BAPدر ليتر

يكي از اهداف مهم ريزازديادي استويا استخراج متابوليتهاي 
ها و امكان تهيه ثانويه است، افزايش سرعت رشد نمونه

 ي درمؤثرتواند راهكار متابوليتهاي ثانويه از بخش ريشه مي
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با توجه به . وري از اين گياه دارويي باشدتوليد و بهره
هاي استويا در محيط كشت و ريشه زايي مناسب ريزنمونه

هاي انبوه، استفاده از زغال فعال با تاريك چهتوليد ريشه
نمودن محيط كشت و ممانعت از آزاد شدن تركيبات فنولي 

 ربه طو چه و استحكام آنقدرت رشد ساقهباعث افزايش 
داري نسبت به شاهد گرديد كه پايداري آن نيز پس از معني

 70كه  به طوري اي نيز مشاهده شدانتقال به شرايط گلخانه
برتري استفاده از  .درصد توانايي سازگاري را نشان دادند

 دربازده ريزازديادي استويا بر افزايش BAP  هورمون
، )49(، طالعي و همكاران )8(مطالعات احمد و همكاران 

، ) 51(، تياگاراژان و همكاران ) 40(شتناوي و همكاران 
گزارش شده كه با نتايج اين ) 37(راشل و همكاران 

توان در مطالعات بعدي مي .آزمايش نيز مطابقت داشت
تغييرات احتمالي متابوليتهاي ثانويه را در استفاده از  تأثير

ر علاوه ب كهبه طوري .نيز بررسي كرد لفتيمارهاي مخت
-ها از طريق كشت درون شيشهافزايش بازده توليد گياهچه

برگ، ثابت  به ويژهتهاي ثانويه در اندامهاي هدف اي متابولي
توليد  به منظورتا  داري افزايش يابندمعني به طورو يا 
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Micropropagation drug plant Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) 
through cultivation two explants end buds and node with various 

cocentrations activated charcoal and hormones BAP and Kn. 
Shaafi B.,1 Moosavi S.S.,1 Ghanbarali Baghney S.,1 Abdollahi M.R.1 and Sarikhani H.2 

1 Dept., Faculty of Agriculture, Bu-Ali Sina University, Hamedan, I.R. of Iran. 
2 Dept. of Horticulture, Faculty of Agriculture, Bu-Ali Sina University, Hamedan, I.R. of Iran. 

Abstract 

Stevia rebaudiana Bertoni is from the dark Composite perennial plant, herbaceous and 
pollinator. Due to the being below seed germination perecentage and heterogenous 
multiplication of plants from seed in terms of sweetness micropropagation of this plant 
with use of tissue culture methods in order to replicate mass is desirable. In this study, 
the performance of two explant end bud and node using three treatments the 
concentration of the medium MS and different levels of activated charcoal and 
hormones BAP and Kn in two experiment compared and reviewed. So that in the first 
experiment the effect of active charcoal and concentration of culture media MS and in 
the second experiment use separate concentrations (at 0,0/5,1 and 1/5mgr/l) of 
hormones BAP and Kn in three repeat was implemented. Results showed the highest 
increase traits in the cultivation of end buds at full concentration seen of culture 
medium MS with to 1/5gr/l activated charcoal as absorber substance phenols. Use 
concentration 1/5 mgr/l of hormones BAP and Kn showed an increase in 
micropropagation efficiency of both explants. Performance comparison hormones BAP 
and Kn using 1/5 mgr/l BAP in the cultivation of the end buds showed the most 
characteristics of shoot length, number of nodes and the number of lateral stems.  

Key word: Micropropagation, Stevia, activated charcoal, BAP, Kn. 

 

 


