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   )Stevia rebaudiana( سازي ریزازدیادي گیاه دارویی تجاري استویا بهینه
 اي ریزنمونه رأس شاخه شیشه از طریق کشت درون

  
  3و مهدي بهنامیان 2دژستانسارا *، 1مهسا زارعی

  دانشگاه محقق اردبیلی،  ،دانشیار گروه زراعت و اصلاح نباتات2دانشگاه محقق اردبیلی،  ،ارشد اصلاح نباتات آموخته کارشناسی دانش1
  دانشگاه محقق اردبیلی ،استادیار گروه علوم باغبانی3

  16/11/96؛ تاریخ پذیرش:  23/03/96تاریخ دریافت: 
  1چکیده
عنوان جایگزین مناسب شکر براي درمان  ترین گیاه جهان است که به ) شیرینStevia rebaudianaاستویا ( و هدف: سابقه

دلیل پدیده  ها به سختی جوانه زده و بسیاري از آن توجه قرار گرفته است ولی بذور آن به مشکلات ناشی از چاقی و دیابت مورد
شود.  پوك و عقیم هستند. همچنین، تکثیر از طرق بذر مانع تولید جمعیت همسان میگیري غالباً  خودناسازگاري در هنگام شکل

یافتن به روشی سریع  باشد. هدف از این پژوهش دست  همین دلیل، کشت بافت رهیافت مناسبی براي تکثیر سریع این گیاه می به
  اي آن در سطح وسیع است.ه مد براي ریزازدیادي گیاه دارویی تجاري استویا و تکثیر انبوه کلونآو کار

  

هاي راس شاخه روي محیط این پژوهش در دو آزمایش جداگانه به اجرا در آمد. در آزمایش اول، ریزنمونه ها: مواد و روش
، IAA ،NAA هاي رشد گیاهیکنندهتنظیم هر کدام از براي گرم در لیتر میلی 2و  5/1، 1، 5/0هاي  غلظت شده با غنی MSکشت 
IBA ،BAP ،Kin  وGA3 آزمایش کشت شدند. هاي رشد گیاهی) کنندههمراه تیمار شاهد (فاقد تنظیمبهمنفرد  هايعنوان تیماربه

در آزمایش بنابراین،  اساس نتایج آزمایش اول طراحی گردید. تکرار انجام گرفت. آزمایش دوم بر 4طرح کاملاً تصادفی با  بر پایه
و  0 ،5/0 ،1( Kinگرم در لیتر) و  میلی 4و  BAP )0 ،1 ،2 ،3شده با  غنی MSهاي راس شاخه روي محیط کشت  دوم، ریزنمونه

در آزمایش . تکرار انجام گرفت 3طرح کاملاً تصادفی با  صورت فاکتوریل بر پایهزمایش بهآگرم در لیتر) کشت شدند.  میلی 5/1

 MSو  MSدر دو محیط کشت ها  شاخه زایی، ریز ریشه
1
گرم در لیتر)  میلی 5/1و  NAA )0 ،5/0 ،1هاي مختلف  غلظتحاوي  2

روز پس از کشت و نگهداري در  30، صفات ها در تمامی آزمایش .آزمایش همانند آزمایش دوم اجرا گردیداین  کشت شدند.
رشد سازگار شدند و سپس به دارشده در ابتدا به شرایط اتاقک هاي ریشه گیري شدند. در نهایت، گیاهچه اتاقک رشد اندازه

  گلخانه منتقل شدند.
  

 5/1حاوي  MS، محیط کشت )>01/0P( بودداري ه صفات معنیهمهاي رشد بر کنندهاثر تنظیم در آزمایش اول ها: یافته
 5/19و  شاخه 75/5ترتیب با میانگین  گره (بهترین تعداد شاخه و تعداد میان ثرترین تیمار در بیشؤم BAPگرم در لیتر  میلی

بود و بهترین  GA3گرم در لیتر  میلی 2و  5/1و  Kinگرم در لیتر  میلی 2ترین طول شاخه مربوط به  ) بود و بیشدر بوته میانگره
  برهمکنش  ،آزمایش دوم دربودند.  BAPگرم در لیتر میلی 2و  IBA ،5/1گرم در لیتر  میلی 5/1دهی  تیمارهاي کالوس
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BAP × Kin گره از محیط کشت  ترین میزان تکثیر شاخه و تعداد میان بیش. بودداري  ه صفات معنیهم برMS شده با  غنی  
دست آمد.  ) بهدر بوته میانگره 67/38 شاخه و 67/17ترتیب با میانگین  (به Kinگرم در لیتر  میلی BAP  +5/1گرم در لیتر  میلی 1

در بوته شاخه  55به  67/17توجهی از  طور قابل اتاقک کشت به در مجدد نگهداري یک ماه بعد از این تیمارها در  تعداد شاخه

 MS) در محیط کشت در بوته ریشه 55زایی به تعداد ریشه (با میانگین  ثرترین پاسخ ریشهؤافزایش یافت. م
1
 5/1حاوي  2

آمیزي با  طور موفقیت بهاي  شیشه یافته در شرایط درون هاي رشد گیاهچهدرصد از  92حدود مشاهده شد.  NAAگرم در لیتر  میلی
  شرایط گلخانه سازگار شدند.

  

محیط کشت واکنش مثبت و خوب گیاه استویا به کشت بافت است.  بیانگردر مجموع نتایج همانند مطالعات قبلی  گیري: نتیجه
MS گرم در لیتر  میلی 1شده با  غنیBAP  +5/1 گرم در لیتر  میلیKin ه استویا توصیه براي پرآوري شاخه ریزنمونه رأس شاخ
ها را افزایش  طور چشمگیري تعداد شاخه مدت دو ماه در اتاقک رشد به شده بههاي کشتشود و همچنین نگهداري ریزنمونه می

 MSزایی نیز محیط کشت  دهد. در ریشه می
1
  بخش بود. نتیجه NAAگرم در لیتر  میلی 5/1حاوي  2

  
  ، سیتوکنین زایی، سازگاري هاي رشد گیاهی، ریشه کننده اکسین، پرآوري شاخه، تنظیم هاي کلیدي: واژه

  
  مقدمه

) از Stevia rebaudiana Bertoniگیاه استویا (
گیاهی دیپلوئید با عدد  ،Asteraceaeخانواده 

. استویا یک گیاه )8و  2(است  n2=22کروموزومی 
، بدون )14و  5( باکتري دهانبدون کالري، ضد

   سرطانتخمیر، داراي عطر و طعم مطلوب، ضد 
بوده و اعتیادآور  )14و  5، ضد فشار خون ()33(

ترپن  هاي این گیاه حاوي استویول دي نیست. برگ
درصد وزن  20تا  4که در کل هستند گلیکوزیدها 
شوند و  شامل میرقم نوع ها را با توجه به  خشک برگ

 Aترپن گلیکوزیدها، ربادیوزاید  از میان استویول دي
 10-5درصد وزن خشک گیاه) و استویوزاید ( 2-6(

 هاي کننده ترین شیرین درصد وزن خشک گیاه) از غالب
شود که  ). تخمین زده می34طبیعی این گیاه هستند (

تر از چغندرقند است  مرتبه شیرین 300استویوزاید 
)24 .(  

، زنی پایین جوانه علت قدرت بهبذرهاي استویا 
ها ناکارآمد  خودناسازگاري گلو ) 10(باروري اندك 

جمعیت  ایجاددلیل  تکثیر از طریق بذر به). 34هستند (

 ،شناسی ریختدر خصوصیات ي تنوع زیاد ،یکنواختغیر
نشان این گیاه  هاي کننده و سطح شیرین ترکیبات

نیز بسیار کند بوده و . تکثیر رویشی این گیاه دهد می
هاي گیاهی  زا به بافت عوامل بیماري امکان حمله
آمده محدود است  دست و تعداد افراد بهوجود دارد 

کشت براي غلبه بر ناکارآمدي تکثیر، ). بنابراین، 34(
براي  یتواند جایگزین مناسباي این گیاه می شیشه درون

در یک دوره  تکثیر سریع و تولید جمعیت یکنواخت
براي این زمانی کوتاه و فضاي محدود با عملکرد بالا 

 1). ریزازدیادي از طریق رأس شاخه22باشد (گیاه 
و  کند گیاهانی با صفات زراعی یکسان ایجاد می

 ). 24( روشی براي تولید گیاهان فاقد بیماري است

   و 3Kinنسبت به  2BA بیان کردند کهمطالعات 
42ip هاي شاخه از ریزنمونه در القاي تشکیل جوانه 

مؤثرتر بود و دلیل  Vitex trifoliaرأس شاخه گیاه 
دلیل توانایی تحریک  ممکن است به BAتر  تأثیر بیش

                                                
1- Shoot tip 
2- 6-benzyladenine 
3- Kinetin 
4- N6-(2-Isopentenyl) adenine 
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 زاي هاي درون هورمون وساز سوختهاي گیاهی به  بافت
هاي هورمونی طبیعی  امانهطبیعی و متناوباً تولید س

زایی شاخه باشد. همچنین بیان کردند براي القاي اندام
 ).1(تر در افزایش طول شاخه مؤثر است  بیش Kinکه 

در مراحل فیزیولوژیکی  Kinمشخص شده است که 
متعددي در گیاهان تأثیرگذار است. یکی از اثرات 
عمده این هورمون، تسریع در تقسیم سلولی است که 

ها  ترین خصوصیات سیتوکینینیکی از بارزترین و مهم
ها کاهش فعالیت ). از اثرات جیبرلین18باشد ( می

رشد، موسوم به  دکنندههاي بازدارنده و کن پروتئین
دلیل  است. مشاهده شده است که به 1هاي دللا پروتئین

GA3وابسته به  آبشار پروتئین کیناز
هاي  ، پروتئین2

کوئتین،  دللا فسفریله شده و سپس با اتصال به یوبی
ماشین پروتئازي  وسیله براي تجزیه پروتئولیتیک به

هم مانند ها  شوند. بر این اساس، جیبرلین دار می نشان
رشد، رشد را  ها، با حذف عوامل محدودکننده اکسین

  ).12دهند ( افزایش می
هاي رشد  کننده نیز اثر ترکیبی تنظیم ها گزارشدر 

بررسی هاي مختلف گیاهی متنوع بر پرآوري ریزنمونه
هاي  ) غلظت2003سیوارام و موکوندان (شده است. 

 3NAA با Kinو  BAو ترکیب  Kinو  BAمختلف 
مورد بررسی قرار دادند و در گیاه استویا را  4IAA و

ترین تعداد شاخه از ریزنمونه رأس  بیان کردند بیش
 71/5همراه  به BAمیکرومول  87/8شاخه در غلظت 

 دست آمد شاخه) به 2/11(با میانگین  IAAمیکرومول 
 هاي ) از غلظت2008. همچنین ابراهیم و همکاران ()26(

منظور  به 5IBA و BA ،Kin ،NAA ،IAAمختلف 
بررسی ریزازدیادي ریزنمونه رأس شاخه گیاه استویا 

شاخه)  65/73ترین تعداد شاخه ( استفاده کردند و بیش
                                                
1- DELLA  proteins 
2- Gibberellic acid 
3- 1-naphthaleneacetic acid 
4- Indole-3-acetic acid 
5- Indole-3-butyric acid 

 2پس از گذشت دو ماه در محیط کشت حاوي 
. جیتندرا و )13( دست آمد به BAگرم در لیتر  میلی

و  6BAP هاي مختلف ) از غلظت2012همکاران (
Kin منظور ریزازدیادي  هم به در ترکیب باتنهایی و به

ترین  گیاه استویا استفاده کردند و مشخص شد که بیش
گره در  هاي تک تعداد شاخه حاصل از کشت قلمه

 2همراه  به BAPگرم در لیتر  میلی 5/0ترکیب 
شاخه) در محیط  12(با میانگین  Kinگرم در لیتر  میلی

  . )15( دست آمد به MSکشت 
، ریزنمونه، نوع و غلظت رقمعواملی مانند نوع 

ها بر نتایج  هاي رشد گیاهی و ترکیب آن کننده تنظیم
سزایی دارند. بنابراین، با توجه به  هثیر بأریزازدیادي ت

سازي شرایط ریزازدیادي انجام  باید بهینه رقمنوع 
 (بذور شرکت گروه jgstevia رقمکنون روي تاگیرد. 

JG سازي شرایط  اي در خصوص بهینه مطالعه 7)کانادا
کشت بافت براي تکثیر غیرجنسی آن گزارش نشده 

ثیر أتبررسی  است به همین دلیل این مطالعه با هدف
بر  ها ها و سیتوکنین هاي مختلف اکسیننوع و غلظت

گیاه استویا ریزنمونه رأس شاخه شاخه پرآوري روند 
غلظت نوع و  ثرترینؤیافتن م و jgstevia رقم

افزایش راندمان راي بکننده(هاي) رشد گیاهی  تنظیم
  . انجام شداستویا گیاه  ریزازدیادي

  
  ها مواد و روش

 حاضر در آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشگاه پژوهش
بذرهاي انجام گرفت.  1395محقق اردبیلی در سال 
  کانادا خریداري  JG گروه گیاه استویا از شرکت

درصد  5/2از محلول  . براي ضدعفونی بذورندشد
دقیقه استفاده شد و سپس  5مدت هیپوکلریت سدیم به

وشو داده  بذور سه مرتبه با آب مقطر استریل شست
ساده براي ) MS )17و در محیط کشت پایه  ندشد

                                                
6- 6-Benzylaminopurine 
7- JG Group  
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  تهیه ریزنمونه رأس شاخه کشت شدند. پس از 
   اندازه هاي رأس شاخه بهیزنمونه، رها رشد گیاهچه

متر از نوك شاخه (با استفاده از استریو  میلی 2تا  1
میکروسکوپ در زیر هود لامینار) برش داده شدند و 

 8گرم ساکارز و  30حاوي  MSدر محیط کشت پایه 
هاي  کننده و تنظیم 8/5تا  7/5برابر با  pHگرم آگار با 

در هاي مختلف کشت شدند. رشد مختلف با غلظت
، IAAکسین (هاي رشد اکنندهاول از تنظیمآزمایش 

NAA  وIBAسیتوکینین ،( )BAP و Kin ( وGA3 
گرم در لیتر میلی 2و  5/1، 1، 5/0 مشابه هاي با غلظت

(در ) هاي رشد گیاهیکنندهتنظیمهمراه شاهد (فاقد  به
هدف از انجام این استفاده شد. تیمار)  25مجموع 

هاي  کننده تنظیمنوع و غلظت ثیر أآزمایش بررسی ت
ریزنمونه راس شاخه در  ذکرشده بررشد گیاهی 

صفات تعداد و طول شاخه، تعداد و طول ریشه، تعداد 
 آزمایش بر پایهبود. برگ و میانگره و قطر کالوس 

و  تکرار انجام گرفت 4طرح کاملاً تصادفی با 
روز پس از کشت  30ها ریزنمونهرشدي هاي  ویژگی

 درجه 25-24قک رشد (با دماي بین و نگهداري در اتا
 8ساعت روشنایی و  16نوري  گراد و دوره سانتی

   .گیري شدند ساعت تاریکی) اندازه
آزمایش دوم بر اساس نتایج آزمایش اول طراحی 

 BAPدر آزمایش دوم تأثیر توأم دو سیتوکینین  گردید.
 0 ،5/0 ،1( Kinو  گرم در لیتر) میلی 4و  3، 2، 1، 0(

بر پرآوري راس شاخه استویا  )گرم در لیتر میلی 5/1و 
 صورت . آزمایش بهارزیابی شدند MSدر محیط کشت 

با سه تکرار طرح کاملاً تصادفی  پایه فاکتوریل بر
صفات تعداد و طول شاخه، تعداد و طول انجام شد و 

  روز  30ریشه، تعداد برگ و میانگره و قطر کالوس 
با دماي بین پس از کشت و نگهداري در اتاقک رشد (

ساعت  16نوري  و دوره گرادسانتی درجه 24-25
گیري شدند. جهت  ) اندازهساعت تاریکی 8روشنایی و 
رشدیافته از  ماهه 1هاي  شاخهزایی، ریز انجام ریشه

 MSو  MSدر دو محیط کشت رأس شاخه 
1
حاوي  2

گرم  میلی 5/1و  NAA )0 ،5/0 ،1هاي مختلف  غلظت
صورت فاکتوریل و  آزمایش بهدر لیتر) کشت شدند. 

در قالب طرح کاملاً تصادفی با سه تکرار انجام گرفت. 
روز پس از کشت و  30صفات تعداد و طول ریشه 

 درجه 25-24قک رشد (با دماي بین نگهداري در اتا
 8ساعت روشنایی و  16نوري  گراد و دوره سانتی

  گیري شدند. ساعت تاریکی) اندازه
شده براي هاي ایجاد نوشاخه پژوهشدر این 

هاي حاوي  سازگاري به شرایط محیطی به گلدان
 ها ) منتقل شدند و روي گلدان1:2موس (  پرلایت و پیت

کم با سوراخ کردن و  کاملاً با سلفن پوشانده شد و کم
برداشتن درپوش در طی دو هفته، با رطوبت محیط 
سازگار شدند و پس از دو هفته سازگاري با شرایط 

هاي  گلخانه منتقل شدند و درون گلداناتاقک رشد به 
تر حاوي پرلایت، پیت موس، خاك زراعی و  بزرگ

  کشت شدند. 2:2:1:1خاك برگ به نسبت 
رشد  هايکنندهتنظیممحیط کشت و ه مواد هم
آمریکا و آگار از استفاده از شرکت سیگما  موردگیاهی 

 . ندخریداري شدشرکت مرك آلمان 

انجام  SPSS 19افزار  نرمبا ها  تجزیه و تحلیل داده
اي دانکن  روش چنددامنه با میانگینمقایسات  گرفت و

 Excelافزار  شد. همچنین رسم نمودارها با نرمانجام 
  انجام شد. Minitab 17و  2013 نسخه

  
  نتایج و بحث

، BAP ،Kinهاي رشد گیاهی  کننده تأثیر تنظیم
NAA ،IAA ،GA3  وIBA  بر پرآوري رأس
 تیمارهاها نشان داد که بین  واریانس دادهتجزیه : شاخه

داري  بررسی تفاوت معنی در تمامی صفات مورد
  .)1(جدول  وجود داشت
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  . استویاس شاخه أرزیرنمونه  در کشتارزیابی  بر صفات موردهاي رشد  کننده ثیر تنظیمأتتجزیه واریانس  -1جدول 
Table 1. Analysis of variance the effects of different plant growth regulater on evaluated traits of Stevia shoot 
tip culture.  

  مربعات میانگین
Mean square  درجه

  آزادي
df 

 منابع تغییرات
SOV 

تعداد 
   گره میان

Internode 
number  

  طول شاخه
  متر) (سانتی

Shoot length 
(cm) 

  ریشهطول 
  متر) (سانتی

Root length 
(cm) 

تعداد 
  ریشه
Root 

number 

  تعداد 
  برگ
Leaf 

number 

تعداد 
  شاخه
Shoot 

number 

 قطر کالوس

  متر) (سانتی
Callus diameter 

(cm) 

 تیمار 24 **1.38 **5.16 **210.58 **0.19 **4.88 **12.84 **60.86
Treatment 

 خطا 75 0.03 0.17 7.82 0.014 0.12 0.88 1.8

Error 

 ضریب تغییرات (%) - 28.8 25.62 17.58 12.09 31.62 18.80 18.49
CV% 

  . درصد 1دار در سطح احتمال  معنی **
** Significant at 1% probability level.  

 
) 2 ها (جدولبا توجه به جدول مقایسه میانگین

 5/1در محیط کشت حاوي ترین قطر کالوس  بیش
گرم در لیتر میلی 2و  IBA ،5/1گرم در لیتر  میلی

BAP 75/1و  56/1، 85/1ترتیب با میانگین (به 
). در این 1و شکل  2دست آمد (جدول متر) به سانتی

ترین  بیش BAPگرم در لیتر میلی 5/1آزمایش تیمار 
تأثیر را بر قطر کالوس، تعداد شاخه، تعداد برگ و 

کومار  گروچاندران و ساسیگره داشت. د میانتعدا
هاي مختلف  ) بیان کردند که در میان غلظت2013(

BAP گرم در لیتر میلی 5/1شده، تیمار  آزمایشBAP 
ترین تأثیر  بیش گرم در لیتر اسپرمین میلی 10همراه  به

و تکثیر ریزنمونه شاخه)  22(شاخه  را در القاي جوانه
و استفاده از تیمار  استویا داشترأس شاخه در گیاه 

شاخه  10منجر به تولید  BAPگرم در لیتر  میلی 5/1
  . )11( گردید

 توجهی قابل، تأثیر Kinحاضر استفاده از  در مطالعه
شاخه) نداشت. که با  2یا حداکثر  1بر تعداد شاخه (

. )21( ) مطابقت داشت2007نتایج رفیق و همکاران (
که در گیاه استویا افزایش ها نیز گزارش کردند  آن

 Kinتوجهی در صفت تعداد شاخه در استفاده از  قابل
. همچنین، موضوع اثربخشی )21( مشاهده نشدتنها 
در القاي جوانه شاخه نسبت به دیگر  BAPتر  بیش

و داویس  تها، پیش از این توسط بن سیتوکینین
) گزارش شده 1998رگرس و همکاران ( و )1986(

 )،7( Eclipta albaدر گیاهان . )23و  6( است
Quercus euboica )16( ،Ulmus parvifolia 

)29،( Sarcostemma brevistigma )32( ،
Clitoria ternotea )25 ( وStevia rebaudiana 

تري نسبت  تأثیر بیش BAPنیز مشخص شد که  )31(
حاضر،  پژوهشدر بر تعداد شاخه داشت.  Kinبه 

بود  BAPتر از  در افزایش طول شاخه بیش Kinتأثیر 
یکی از  Kinگرم در لیتر میلی 2اي که غلظت  گونه به

سه ترکیب تیماري مؤثر بر افزایش طول شاخه بود. 
تر در  بیش BAPرسد که سیتوکینین نظر میچنین به

تر در  بیش Kinافزایش تعداد شاخه و سیتوکینین 
این نتایج حاصل از افزایش طول شاخه مؤثر است. 

 مطابقت داشت) 2014با نتایج احمد و انیس (پژوهش 
)1( .  
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(با میانگین  Kinگرم در لیتر میلی 2ر تیمار ب  علاوه
 2و  5/1حاوي  MSمحیط کشت  متر)،سانتی 86/7

ترین تأثیر را بر طول  بیش GA3گرم در لیتر  میلی
. متر) سانتی 75/8و  25/9(با میانگین  شاخه داشت

شده در  هاي ایجادالف ریزشاخه-1شکل همچنین، 
 ،شاخه) 75/5(با میانگین  BAPگرم در لیتر میلی 5/1

گرم در میلی 2گره در ب افزایش طول میان- 1شکل 
زایی در محیط کشت  ج کالوس-1شکل و  GA3لیتر 

 قطر (با میانگین IBAگرم در لیتر میلی 5/1داراي 
ترین  . شناختهدهدرا نشان میمتر) سانتی 85/1

ها تحریک رشد العمل گیاه نسبت به جیبرلین عکس
شدن  ). در این آزمایش نیز طویل9اي است ( گره میان

  ها در اثر استفاده از اسید جیبرلیک مشهود  گره میان
  شده روي گیاهان هاي انجامدر پژوهشبود. 

Eclipta alba )7( ،Andrographis paniculata 
نیز مشخص  )30( Gymnema sylvestreو ) 20(

 شود. باعث افزایش رشد طولی شاخه می GA3شد که 
 GA3با افزایش غلظت همچنین، در این مطالعه، 

تر و سبزتري تولید شدند و در محیط  هاي پهن برگ
 GA3گرم در لیتر میلی 2حاوي  MSکشت 

بر اساس نتایج دست آمد. ها بهترین برگ بزرگ
و طول ریشه نیز در محیط ترین تعداد  بیشآزمایش، 

  . د)-1(شکل هاي شاهد مشاهد شد کشت

  
  . در کشت رأس شاخه استویا ارزیابی صفات مورد ايبر کننده رشد گیاهی تیمارهاي تنظیممقایسه میانگین  -2جدول 

Table 2. The compare means of plant growth regulator treatments for evaluated traits in Stevia shoot tip culture.  
  میانگین
Mean  

 تیمار
Treatment 

mg/l 
  گره تعداد میان

Internode 
number  

  طول شاخه
  متر) (سانتی

Shoot length 
(cm)  

  طول ریشه 
  متر) (سانتی

Root length 
(cm)  

  تعداد 
  ریشه
Root 

number  

تعداد 
  برگ
Leaf 

number  

تعداد 
  شاخه
Shoot 

number  

   قطر کالوس
  متر) (سانتی

Callus diameter 
(cm)  

7.33e-i 7.00c-e  3.29a 20.00a 16.00ef 1.00de 0.00d  شاهدControl 
4.50f-j 4.37g-j 2.50bc 9.75d-f 11.00ef 1.00de 0.00d 0.5 Kin  
6.25e-i 5.75d-g 0.75ef 5.50fg 14.25ef 1.75de 0.92bc 1 Kin  
6.25e-i 6.87b-e 0.82ef 4.50ge 14.00ef 2.25cd 0.42d 1.5 Kin  
6.25e-i  7.86a-c 0.72ef 4.50ge 14.25ef 1.00de 0.37d 2 Kin  
3.50h-j 5.12e-i 2.12c 7.50e-g 10.50ef 1.00de 0.05d 0.5 IAA 
7.25e-h 4.00g-j 2.37c 13.75d 18.00c-e 2.25cd 0.40d 1 IAA  
5.50e-i 3.50h-j 1.87cd 18.00bc 13.00ef 1.50de 0.95d 1.5 IAA  
1.75j 3.12h-j 0.00f 0.00h 4.00g  0.50e 0.075d 2 IAA  

4.00g-j 3.50h-j  1.12d-f 17.50bc 10.00ef 1.00de 0.15d 0.5 NAA 
5.75e-i 4.50e-j 0.00f 0.00h  13.50ef 1.50de 0.25d 1 NAA  
7.50d-h 5.62d-h 0.00f  0.00h  17.25c-e 1.75de 0.80c 1.5 NAA  
4.00g-j 4.62f-j 0.00f  0.00h  10.00ef 1.00de  1.05bc 2 NAA  
7.50d-h 3.25h-j  2.50bc 10.00de 15.00d-f 1.00de  0.00d 0.5 GA3 
8.75d-f 5.12e-i 2.50bc 9.75d-f 17.50c-e 1.00de  0.00d 1 GA3  
9.25c-e 9.25a 2.37c 10.50de 18.50c-e 1.00de  0.00d 1.5 GA3  
8.50d-f  8.75ab  2.12c 10.00de 17.00c-e 1.00de  0.00d 2 GA3  
7.00e-i 6.37c-f 0.00f  0.00h  16.00d-f 1.00de  0.35d 0.5 IBA 
5.25e-j 4.37e-j 0.00f  0.00h 12.50ef 1.00de  1.20b 1 IBA  
4.75f-j 3.62c-e 1.12d-f 6.00e-g 11.50ef 1.00de 1.85a 1.5 IBA  
3.00ij 3.00h-j 1.50c-e 16.75c 8.00fg 1.00de 1.12bc 2 IBA  
11.87e 4.00g-j 0.00f  0.00h  24.00c 2.00d 0.36d 0.5 BAP 
11.25cd 2.62j 0.00f  0.00h  22.50cd 3.12bc 0.87bc 1 BAP  
19.50a 3.50h-j 0.00f  0.00h  39.50a 5.75a 1.56a 1.5 BAP  
15.00b 3.37ij 0.00f  0.00h 30.00b 3.75b 1.75a 2 BAP  

 .)>05/0P( داري ندارند اعداد داراي حروف مشترك اختلاف معنی، هر ستوندر 
In each column, numbers followed by the same letter are not significantly different (P<0.05). 
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  . MSي رأس شاخه گیاه استویا در محیط کشت ها مختلف بر ریزنمونهرشد گیاهی هاي  کننده تأثیر تنظیم -1شکل 
Figure 1. The effect of different plant growth regulators on Stevia shoot tip explants in MS medium.  

  
با توجه : بر پرآوري رأس شاخه Kinو  BAPتأثیر 

بر  BAPبه نتایج آزمایش اول مشخص گردید که 
در افزایش طول شاخه  Kinافزایش تعداد شاخه و 

که در پرآوري رأس شاخه  با توجه به اینمؤثر بود. 
در اهمیت است، بنابراین  دارايتعداد و طول شاخه 

بررسی  این دو هورمون مورد برهمکنشآزمایش دوم 
ها نشان داد  قرار گرفت. تجزیه واریانس داده

ها در  آن رهمکنشبو  BAP ،Kinهاي مختلف  غلظت
 داري داشتند مطالعه اختلاف معنی تمامی صفات مورد

  . )3(جدول 
 

  . س شاخه استویاارزیابی در کشت رأ بر صفات مورد Kinو  BAPتجزیه واریانس اثر ترکیب میانگین مربعات حاصل از  -3جدول 
Table 3. Mean square of analysis of variance of combination effect of BAP and Kin on evaluated traits in 
Stevia shoot tip culture.  

  گره تعداد میان
Internode 
number 

  متر) (سانتی طول شاخه
Shoot length 

(cm) 

  تعداد برگ
Leaf 

number 

  تعداد شاخه
Shoot 

number 

  متر) (سانتی قطر کالوس
Callus diameter 

(cm) 
  درجه آزادي

df 
 منابع تغییرات

SOV 

419.77** 33.47** 1694.27** 148.02** 7.83** 4 BAP 

191.39** 1.25* 835.17** 49.04** 1.95** 3 Kin 

147.69** 2.04** 662.03** 37.04** 0.19* 12 BAP × Kin 

 خطا 40 0.09 1.8 15.45 0.37 4.03
Error 

 ضریب تغییرات (%)  20.72 28.85 19.67 19.18 22.19
CV% 

  . درصد 1و  5 دار در سطح احتمالمعنی **و  *
* and ** Significant at 5% and 1% probability level.  

 
ترین تعداد شاخه از محیط  در این آزمایش، بیش

 BAP  +5/1گرم در لیتر  میلی 1کشت حاوي 
دست آمد  ) به67/17(با میانگین  Kinگرم در لیتر  میلی

دو این زمان از  ). بنابراین، تأثیر استفاده هم4(جدول 
سیتوکینین نسبت به استفاده تنها از این دو هورمون در 

همچنین، . )4(جدول  بود آشکارصفت تعداد شاخه 
همراه  به BAPگرم در لیتر  میلی 4و  3هاي  در غلظت

ها از  شاخه Kinگرم در لیتر  میلی 5/1و  1هاي  غلظت
ترین  بیش. وجود آمدند زایی از کالوس به نداماطریق 

  گرم  میلی 68/2تا  48/0 تعداد شاخه در محدوده
  گرم  میلی 5/1تا  22/1در ترکیب با  BAPدر لیتر 
 هالانک و یپ مطالعهمشاهده شد.  Kinدر لیتر 

رأس شاخه لیسیانتوس  ریزنمونه) بر 2000(
)Eustomo grandiflorum(  نشان داد که ترکیب دو
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هاي بالا باعث در غلظت Kinو  BAسیتوکنین 
که با نتایج ) 19(شود تر می هاي بیشتشکیل شاخساره

کلی،  طور به پژوهش مطابقت داشت.این حاصل از 
با جذب سیتوکنین تواند  زایی بالا می پاسخ شاخه

سیتوکنین، انتقال پیام سیتوکنین  وساز سوختخارجی، 
ها مرتبط باشد. در این راستا، و تعامل با سایر هورمون

در برخی موارد، استفاده از سیتوکنین خارجی سریعاً 
کند و تعادلی بین  تولید سیتوکنین درونی را القاء می

در واقع، ). 35کند ( هاي درونی ایجاد می هورمون
این تر از استفاده اي به ترکیب دو سیتوکنین نتیجه

ادي داشت که با نتایج صورت انفر ها به هورمون
 ،)Vitex angus-castus )4 روي گیاهان ها شآزمای

Alpinia calcarata )3( و Gymnema sylvestre 
   مطابقت داشت. )30(

 ترین طول شاخه در تیمارهاي در این آزمایش، بیش
ترتیب  (به Kinگرم در لیتر میلی 5/1شاهد و غلظت 

طول متر) مشاهده شد. سانتی 7و  33/6با میانگین 
افزایش پیدا کردند و  Kinها با افزایش غلظت  شاخه

ها کاسته شد.  از طول شاخه BAPبا افزایش غلظت 
شده با  ترین طول شاخه در محیط کشت غنی بیش

 3/0تا  0و  Kinگرم در لیتر  میلی 5/1تا  2/1حدود 
دست آمد. کاهش طول  به BAPگرم در لیتر  میلی

 BAPو  Kinهاي حاوي  ها در محیط کشت شاخه
هاي  ویژه در محدوده غلظت دلیل ایجاد کالوس به به

هاي بیش  + غلظت BAPگرم در لیتر میلی 3/2بیش از 
  مشاهده شد.  Kinگرم در لیتر میلی 38/0از 

ترین تعداد برگ در محیط  در آزمایش حاضر، بیش
 BAP  +5/1ر لیتر گرم د میلی 1کشت حاوي 

دست آمد  ) به81(با میانگین  Kinگرم در لیتر  میلی
تا  0ترین تعداد برگ در محدوده  بیش). 4جدول (

گرم  میلی 5/1تا  BAP  +27/1گرم در لیتر  میلی 21/2
مشاهده شد. همچنین، با افزایش غلظت  Kinدر لیتر 

Kin  .ترین تعداد  بیشتعداد برگ افزایش یافت
 1نیز در این آزمایش در محیط کشت حاوي گره  میان

 Kinگرم در لیتر  میلی BAP  +5/1گرم در لیتر  میلی
افزایش تعداد برگ ) مشاهده شد. 67/38ن (با میانگی

گره بود.  دلیل افزایش تعداد شاخه و تعداد میان به
 49/1تا  39/0 گره نیز در محدوده ترین تعداد میان بیش
 35/1هاي بیش از  + غلظت BAPگرم در لیتر  میلی
در واقع، با افزایش  .مشاهده شد Kinگرم در لیتر  میلی

گرم در لیتر افزایش  میلی 5/1تا حدود  BAPغلظت 
گره مشاهده شد و پس از آن با افزایش تعداد میان

  گره مشاهده گردید.کاهش تعداد میان BAPغلظت 
 ها در این آزمایش یک هفته پس از کشت، ریزنمونه

 ها از کالوس ایجاد شدند زایی کردند و شاخه کالوس
 5/0جز تیمار شاهد و  ه تیمارها بههمدر  مورد(این 
ترین قطر  . بیشصادق بود) Kinگرم در لیتر  میلی

 BAP  +1گرم در لیتر میلی 2کالوس در محیط حاوي 
گرم در لیتر  میلی Kin ،3گرم در لیتر  میلی 5/1و 

BAP  +5/1 لیتر گرم در  میلیKin  گرم در  میلی 4و
ترتیب  (به Kinگرم در لیتر  میلی 5/1و  BAP +1لیتر 

متر)  سانتی 73/2و  4/2، 43/2، 23/2، 23/2با میانگین 
 5/0مشاهده شد. همچنین، در محیط کشت شاهد و 

هیچ کالوسی مشاهده نشد. در  Kinگرم در لیتر  میلی
اندك زایی بسیار  کالوس BAPهاي فاقد  کل، در محیط
هاي حاوي  پوشی بود و در تمامی محیط و قابل چشم

BAPزایی اتفاق افتاد. بنابراین،  ، کالوسBAP  در
زایی ریزنمونه رأس شاخه گیاه استویا نقش  کالوس

 29/2ترین قطر کالوس در بیش از  بیشاساسی داشت. 
گرم در لیتر  میلی 22/1 بیش از + BAPگرم در لیتر  میلی
Kin  مشاهده شد. در کلKin زایی تأثیري  بر کالوس

 رابطهنداشت. همچنین، قطر کالوس با طول شاخه 
تر بود،  عکس نشان داد و در نواحی که قطر کالوس بیش

در این آزمایش فقط در  .تري مشاهده شد طول شاخه کم
 زایی اتفاق و شاهد ریشه Kinهاي کشت حاوي  محیط

و ترکیب  BAPهاي کشت حاوي  افتاد و در محیط
BAP  وKin زایی مشاهده نشد. ریشه  
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  . استویا رأس شاخهکشت ارزیابی در  صفات مورد ايبر Kinو  BAP برهمکنشمقایسه میانگین  -4 جدول
Table 4. The compare means of interaction effects of BAP and Kin for evaluated traits in Stevia shoot tip culture. 

 میانگین
Mean 

  )mg/lتیمار (
Treatment (mg/l) 

  متر) (سانتی قطر کالوس
Callus diameter 

(cm) 

  گره تعداد میان
Internode 
number 

  تعداد برگ
Leaf number 

  متر) (سانتی طول شاخه
Shoot length 

(cm) 

 تعداد شاخه
Shoot number 

Kin BAP 

0.00j 4.67h-k 11.33f-i 6.33ab 1.00j 0 0 
0.00j 3.67i-k 9.33g-i 4.67cd 1.00j 0.5 0 
0.17j 5.33h-j 12.67e-h 5.67bc 1.67h-j 1 0 
0.27j 11.33d 24.67c 7.00a 2.33f-j 1.5 0 
1.03i 6.00g-i 14.00d-g 2.33g-j 3.67e-i 0 1 

1.23g-i 9.33d-f 16.67de 3.33e-g 4.67d-f 0.5 1 
1.50e-i 22.33b 49.33b 3.83d-f 14.00b 1 1 
1.67d-h 38.67a 81.00a 4.33de 17.67a 1.5 1 
1.77d-g 11.33d 25.00c 2.67g-i 5.00dc 0 2 
1.93b-e 8.00e-g 17.67d 2.33g-j 4.00d-h 0.5 2 
2.23a-d 5.33h-j 12.33e-h 2.83f-h 2.33f-j 1 2 
2.23a-d 3.33jk 8.33hi 2.67g-i 1.33ij 1.5 2 
1.33f-i 5.00h-k 12.00e-h 3.17fg 3.00e-j 0 3 
1.83c-f 7.00f-h 16.00d-f 2.33g-j 4.33d-g 0.5 3 
2.00b-e 10.33de 22.23c 1.83h-k 6.33d 1 3 
2.43ab 14.00c 30.33b 1.67i-k 11.67c 1.5 3 
1.17hi 5.00h-k 11.67g-i 3.00fg 3.00e-j 0 4 
1.50e-i 4.33i-k 10.67g-i 1.50j 2.33f-j 0.5 4 
2.40a-c 3.33jk 8.33hi 1.17k 2.00g-j 1 4 
2.73a 2.67k 6.67i 0.83k 1.67h-j 1.5 4 

 .)>05/0Pد (داري ندارن اعداد داراي حروف مشترك اختلاف معنیدر هر ستون، 
In each column, numbers followed by the same letter are not significantly different (P<0.05). 

  
یک ماه ترین تعداد شاخه  تیمارهاي داراي بیش

در اتاقک رشد نگهداري شدند و پس از گذشت دیگر 
مشاهده گردید تعداد  دو ماه از کشت ریزنمونه

. تعداد کردندطور چشمگیري افزایش پیدا  ها به شاخه
گرم در  میلی 1حاوي هاي در محیط کشت ها شاخه
 3و  Kinگرم در لیتر میلی 5/1و  BAP  +1لیتر 
 Kinگرم در لیتر  میلی BAP  +5/1گرم در لیتر  میلی

شاخه به  67/11و  67/17، 14ب از میانگین ترتی به
دو ماه  . همچنین،رسیدندشاخه  38و  55، 25میانگین 

هاي حاوي ترکیب تیماري  پس از کشت در محیط
BAP  وKin الف -2شکل . زایی مشاهده گردید یشهر
زایی ریزنمونه رأس شاخه پس از گذشت یک  شاخه

+  BAPگرم در لیتر  میلی 1ماه در محیط کشت حاوي 
هاي  ب نوشاخه-2، شکل Kinگرم در لیتر  میلی 5/1

 گرم میلی 3ایجادشده از کالوس در محیط کشت حاوي 
 ج-2و شکل  Kinگرم در لیتر  میلی BAP  +1در لیتر 

زایی ریزنمونه رأس شاخه پس از گذشت دو ماه  شاخه
+  BAPگرم در لیتر  میلی 1 محیط کشت حاوي در
در کل، دهد.  را نشان می Kinگرم در لیتر  میلی 5/1

نسبت سیتوکنین و اکسین باعث ایجاد ریشه یا تولید 
که نسبت  طوري شود. به ها می ریزشاخه در ریزنمونه

زایی و بالعکس  باعث ریشه بالاي اکسین به سیتوکنین
 ها نوشاخهنسبت بالاي سیتوکنین به اکسین باعث ایجاد 

  ).27گردد ( می
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  الف
a 
 

1mg/l BAP + 1.5 mg/l Kin 
After one month 

 
  ب
b 
  

3mg/l BAP + 1 mg/l Kin 
 

  
  ج
c 

  
1mg/l BAP + 1.5 mg/l Kin 

Afther two month  
  . رأس شاخه گیاه استویاکشت بر  Kinو  BAPتأثیر ترکیب  -2شکل 

Figure 2. The combination effect of BAP and Kin on Stevia shoot tip culture.  
 

ایجادشده از پرآوري رأس هاي  نوشاخهزایی  ریشه
ها نشان  دادهنتایج تجریه واریانس : گیاه استویاشاخه 

 MSو  MSداد که بین دو محیط کشت 
1
و  2

در صفات تعداد و طول  NAAهاي مختلف  غلظت

 داري مشاهده شد و ریشه و طول شاخه اختلاف معنی
ها نیز بر صفات تعداد و طول ریشه  آن برهمکنش

  .)5(جدول  داري داشت اختلاف معنی

  
هاي استویا در محیط  زایی نوشاخه بر صفات موردارزیابی در ریشه NAAتجزیه واریانس اثر میانگین مربعات حاصل از  -5جدول 
MS  و MSکشت 


 .  

Table 5. Mean square of analysis of variance of NAA effect on evaluated traits in Stevia shootlets rooting in 
MS and 


 MS medium.  

 متر) (سانتی طول ریشه
Root length (cm) 

  تعداد ریشه
Root number 

  درجه آزادي
df 

 منابع تغییرات
SOV 

  محیط کشت 3 **560.667 **0.667
Media 

9.819** 1838.778** 1 NAA 

  NAAمحیط کشت در  3 **1043.444 **0.722
NAA × Media 

 خطا 1 13 0.135
Error 

 (%)ضریب تغییرات   17.31 16.64
CV % 

  . درصد 1دار در سطح احتمال  معنی **
** Significant at 1% probability level.  

 
ها  نوشاخهیک هفته پس از کشت در این آزمایش، 

 MSو  MS محیط کشتدر 
1
  و  1شده با  غنی 2

در محل تماس در ابتدا  NAAگرم در لیتر  میلی 5/1

و مشاهده شد زایی  کالوسنوشاخه و محیط کشت 
ها  صورت غیرمستقیم از کالوس هاي جانبی به ریشه

  ایجاد شدند. 
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ها  طبق نتایج حاصل از مقایسه میانگین داده
ترین  بررسی بیش )، از بین تیمارهاي مورد6(جدول 

 MSتعداد ریشه در محیط کشت 
1
 5/1حاوي  2

دست  ریشه) به 55(با میانگین  NAAگرم در لیتر  میلی
که از  از کالوس تولید شدند). هنگامی هاآمد (ریشه

 NAA، با افزایش کامل استفاده شد  MSمحیط کشت
گرم در لیتر تعداد ریشه افزایش یافت و پس میلی 1تا 

که از  . همچنین، هنگامیمشاهده شداز آن کاهش 

 MSمحیط کشت 
1
تا  NAAاستفاده شد با افزایش  2

گرم در لیتر تعداد ریشه افزایش یافت. در کل  میلی 5/1

 MSهاي ایجادشده در محیط کشت  تعداد ریشه
1
2 

  کامل بود. MSتر از محیط کشت  بیش

 MSترین طول ریشه نیز در محیط کشت  بیش
1
و  2

MS و  33/4ترتیب با میانگین کامل فاقد هورمون (به
طول  NAAدست آمد. در حضور متر) بهسانتی 83/3

تا  1ها تفاوت زیادي باهم نداشتند و طولی بین  ریشه
  ).6متر نشان دادند (جدول سانتی 2

 MSدر محیط کشت 
1
گرم در لیتر  میلی 1همراه  به 2

NAA ،100 زایی نشان دادند و در همه درصد ریشه 
 ).6زایی مشاهده شد (جدول  ها ریشه ریزشاخه

ترین  بیش) بیان کردند 2012و همکاران (ار دسیک

 MSزایی در محیط کشت  درصد ریشه
1
  شده با  غنی 2

هاي گیاه  در ریزشاخه NAAگرم در لیتر  میلی 1
Stevia rebaudiana همچنین در . )24( دست آمد به

) بیان کردند که 2003گزارشی اسلاووا و همکاران (

 MSدر محیط کشت 
1
گرم در لیتر  میلی 1حاوي  2

NAA در گیاه استویا زایی  ترین درصد ریشه بیش
زایی در محیط در کل درصد ریشه. )28( شد مشاهده

 MSکشت 
1
کامل بود و  MSتر از محیط کشت  بیش 2

ساده  MSزایی در محیط کشت ترین درصد ریشه کم
گرم در  میلی 5/1و  5/0شده با غنی MS(شاهد) و 

الف -3شکل . )6مشاهده شد (جدول  NAAلیتر 

 MSهاي ایجادشده در محیط کشت  ریشه
1
حاوي  2

 دهد. را نشان می NAAگرم در لیتر  میلی 5/1

 
  . ها نوشاخهزایی  ریشههاي  ویژگی ايبر MSو غلظت  NAA برهمکنشمقایسه میانگین  -6جدول 

Table 6. The compare means of interaction effect of NAA and MS concentration for shoot rooting characteristics. 
 میانگین
Mean تیمار 

Treatment القاي کالوس 
Callus induction 

زایی درصد ریشه  
Rooting percent 

  متر) (سانتی طول ریشه
Root length (cm) 

 تعداد ریشه
Root number 

- 50% 3.83a 2.33d MS + 0 mg/l NAA 
+ 50% 2.17b 7.67d MS + 0.5 mg/l NAA 
+ 66.67% 1.33c 46.67b MS + 1 mg/l NAA 
+ 83.33% 2.17b 7.33d MS + 1.5 mg/l NAA 
- 66.67% 4.33a 5.33d ଵ

ଶ
 MS + 0 mg/l NAA 

+ 66.67% 1.67bc 9.00d ଵ
ଶ
 MS + 0.5 mg/l NAA 

+ 100% 1.17c  33.33c ଵ
ଶ
 MS + 1 mg/l NAA 

+ 83.33% 1.00c 55.00a ଵ
ଶ
 MS + 1.5 mg/l NAA 

 .)>05/0P( داري ندارند اعداد داراي حروف مشترك اختلاف معنیدر هر ستون، 
In each column, numbers followed by the same letter are not significantly different (P<0.05). 
+ & - implied callus production and no callus induction, respectively. 
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ایجادشده از پرآوري رأس هاي  نوشاخهسازگاري 
ایجادشده هاي  نوشاخه پژوهشدر این : شاخه در گلخانه

مانی در  و میزان زنده سازگار شدندبه شرایط محیطی 
ب گیاه - 3شکل  .درصد برآورد گردید 86/92گلخانه 

 دهد. را نشان میدر گلخانه استویاي سازگارشده 

فنون کشت بافت تکثیر  وسیله هایی که به گیاهچه
یابند.  منظور رشد و نمو به خاك انتقال می شوند، به می

استقرار یک گیاهچه سالم در خاك و با حداقل تلفات، 
کشت بافت گامی  وسیله از نظر موفقیت تکثیر به

  رود. شمار می اساسی به
  

 

 
  الف
a 
  

MS + 1.5 mg/l NAA 


  

 
  در گلخانه سازگارشده يگیاه استویا -ب

b  
 

Hardened Stevia in greenhouse  
 

  . گلخانه بهاستویا  انتقالاستویا و هاي  شاخهزایی  بر ریشه NAAتأثیر  -3شکل 
Figure 3. The effect of NAA on rooting of Stevia shoots and transferred Stevia to greenhouse.  

  
  گیري کلی نتیجه

واکنش خوب گیاه استویا را همانند مطالعه حاضر 
یید نمود. با توجه به متفاوت بودن أمطالعات قبلی ت

نتیجه توان  استفاده در این پژوهش می مورد رقم
در این گیاه نیاز به شرایط خاص  رقمکه هر  گرفت

در خود براي تکثیر از طریق کشت بافت دارد. 
 1حاوي  MSحاضر محیط کشت  دستورالعمل

گرم در لیتر  میلی 5/1همراه  به BAPگرم در لیتر  میلی
Kin ثري در پرآوري رأس شاخه ؤترکیب تیماري م

مدت  شده به هاي کشت چه ریزنمونه استویا بود و چنان
در اتاقک رشد نگهداري شوند، افزایش دو ماه 

و  گردد ها مشاهده می چشمگیري در تعداد شاخه
  .دهد زایی نیز رخ می همچنین ریشه
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