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  چكيده

سطح  6در  BAبا استفاده از  MSدر پژوهش حاضر كشت بافت گياه استويا در محيط كشت پايه 
 10ر د هركدام) mg/l 1/0و  05/0، 025/0سطح (صفر،  4در  IBA) و mg/l 5/0و  4/0، 3/0، 2/0، 1/0(صفر، 

و  In vitro ها در اين آزمايش هم در شرايطدار شدن قلمهتكرار در قالب طرح كاملاً تصادفي اجرا شد. ريشه
كوچك  هايها در ليوان، قلمهIn vivoها در شرايط شدن قلمه دارريشهانجام شد. جهت  In vivoهم در 

ر قرار تكرا 6در  هركدامساعت) و  72و  48، 24، 0متفاوت ( زمان 4در  mg/l 10 IBAشفاف پلاستيكي حاوي 
اصل از اين منتقل شدند. نتايج ح 3:1هاي حاوي پيت موس و پرلايت به نسبت به گلدان ازآنپسگرفتند و 

ر د بود. بيشترين طول ساقه  mg/l 3/0 BAبررسي نشان داد كه بيشترين تعداد ساقه در محيط كشت حاوي 
طور مشاهده شد. همين mg/l 4/0 BAو بيشترين تعداد برگ در محيط كشت حاوي  BAمحيط كشت فاقد 

به دست آمد. بيشترين  IBAدر شرايط درون شيشه، بيشترين تعداد و طول ريشه در محيط كشت فاقد 
شد و  ساعت حاصل 72 زمانمدتدر  IBAدر محلول  in vivoشده در شرايط  دارريشههاي تعداد قلمه

زايي و هرسد كه شاخشده سالم ماندند. با توجه به نتايج حاصله به نظر مي دارريشهگياهان  %70حدود 
 هايكنندهتنظيمايين هاي پبا كاربرد غلظت كهطوريبهزايي گياه استوياي مورد مطالعه بسيار بالاست ريشه

  اي وجود دارد. در محيط درون شيشه رشدي امكان تكثير آن
   BA، IBAاي، استويا، پرآوري، كشت درون شيشه كليدي: كلمات

  
  مقدمه

  Asteraceaeيك گياه علفي شيرين مزه و ضد ديابت از تيره Stevia rebaudiana Bertoniاستويا با نام علمي 
 كالريكممنبع قندي  عنوانبه). اين گياه با ارزش در حال حاضر Altaf et al., 2013؛ Aggarwal et al., 2011باشد (مي

ام، ساخارين و ارتهاي مصنوعي مانند آسپكنندهتواند جايگزين مناسبي براي شيرينباشد و ميو بدون ساكارز مي
از بذر ده شود. استفاتكثير مي غيرجنسي). استويا هم به روش جنسي و هم Babber et al., 2001(سيكلامات باشد 

ن پايي موفقيت باشد.چندان مرسوم نمي ايين و عدم توليد گياهان يكنواختزني پبراي تكثير گياه به دليل درصد جوانه
ت از نظر كنواخيتكثير رويشي عامل اصلي محدوديت كشت آن در مقياس وسيع است، بنابراين ريزازديادي، كه گياهان 

راي توليد تعداد زيادي  بباشد كه اسب براي تكثير سريع گياه استويا مييك تكنيك من عنوانبهكند ژنتيكي ايجاد مي
گذارند كه از ه تأثير مياي گياتكثير درون شيشه موفقيتشود. عوامل متعددي بر كوتاه استفاده مي زمانمدتگياه در 

و ريشه  بر تشكيل شاخساره سايتوكنين ورشد گياهي نظير نوع و غلظت اكسين  هايكنندهتنظيماثرات  هاآن ترينمهم
  ). Babber et al., 2001باشد (مي

 Ojha  وChadhary )2013 ،( بيشترين ميزان  را بررسي كردند.بهترين شرايط رشد جهت پرآوري گياه استويا
زايي به دست آمد و بيشترين ميزان ريشه BAPگرم بر ليتر ميلي 2حاوي  MS)، در محيط كشت 1/9±4/0شاخساره (



 

 ٢

 يج حاصل از پژوهش انجام شده توسطحاصل شد. نتا IBA گرم بر ليترميلي 5/0ط كشت حاوي ) در محي100%(

Singh ) نوع محيط كشت پايه تكميل شده با  4هاي گره استويا روي پرآوري ريزنمونه منظوربه)، 2012و همكاران
 MS) در محيط كشت 4/23±1/2پرآوري شاخساره (هاي متفاوت نشان داد كه بيشترين ميزان ها و سايتوكنيناكسين

زايي اين القاء و ريشه منظوربهگرم بر ليتر كينتين به دست آمد. ميلي 5/0و  IAA گرم بر ليتر ميلي 2تكميل شده با 
از  %98حدود  نهايتاًانتقال داده شد و  IBA گرم بر ليتر ميلي 2حاوي  MSهاي پرآوري شده به محيط كشت قلمه
  شدند.  دارريشهها قلمه

 عنوانبه) IBAوتريك اسيد (ب -3) و ايندول BAهاي مختلف بنزيل آدنين (در پژوهش حاضر، غلظت
  پرآوري گياه استويا مورد ارزيابي قرار گرفت. رشد گياهي بر  هايكنندهتنظيم

  
 هامواد و روش

 MSيا روي محيط كشت هاي جانبي استوجوانهكننده رشد و غلظت هورموني، تعيين بهترين نوع تنظيم منظوربه
ليتر) كشت  ربگرم ميلي 1و  1/0گرم بر ليتر آگار و سطوح مختلف بنزيل آدنين ( 7گرم ساكارز و  30جامد حاوي 

ر متسانتي 1 -5/1هاي جوانه جانبي بدون برگ به طول تنظيم شد. ريزنمونه 7/5 – 8/5كشت روي  محيط pHشدند، 
ها به سپس نمونه. ندكشت شدهاي جوانه در زير هود لامينار ريزنمونه ضدعفونياز  مادري تهيه شدند. پساز ساقه گياه 

ساعت تاريكي  8ساعت روشنايي و  16ا لوكس ب 2000 -2500گراد و نور سفيد درجه سانتي 25اتاقك رشد با دماي 
مونه جوانه در محيط روزه حاصل از كشت ريزن 35 هايهاي مورد نياز از گياهچهروز منتقل شدند. ريزنمونه 30به مدت 

برگ تهيه شده  هاي جوانه باگرم بر ليتر تهيه شد. سپس ريزنمونهميلي 1/0حاوي بنزيل آدنين با غلظت  MSكشت 
گرم ميلي 5/0و  4/0، 3/0، 2/0، 1/0، 0حاوي سطوح مختلف بنزيل آدنين ( MSكشت  زايي در محيطشاخه منظوربه

ها در اين آزمايش دار شدن قلمهحاوي يك ريزنمونه كشت گرديدند. ريشه هركدامتكرار در هر محيط و  10ا بر ليتر) ب
ي حاصل از پرآوري سانتيمتر 3هاي تقريباً انجام شد. ريزنمونه In vivo) و هم در In vitroهم در شرايط درون شيشه (

 1/0و  05/0، 025/0، 0( بوتريك اسيد -3حاوي سطوح مختلف ايندول  MSهاي كشت زايي در محيطجهت ريشه
 30قك رشد به مدت حاوي يك ريزنمونه كشت شدند و به اتا هركدامتكرار در هر محيط و  10بر ليتر) در  گرمميلي

 24تعداد  به يجادشدهاهاي مستقيم، ريز قلمه زايييشهر يازايي در محيط خاكي روز منتقل شدند. جهت بررسي ريشه
 10ي حاوي هاي كوچك شفاف پلاستيكهاي تهيه شده اين گياهان داخل ليوانانتخاب و قلمه موردنظرعدد گياه 

 تكرار و 6حاوي  هركدامساعت) و  72و  48، 24، 0متفاوت ( زمان 4وتريك اسيد در ب -3بر ليتر ايندول  گرمميلي
انتقال  3:1سبت نهاي حاوي پيت موس و پرلايت به ها به گلدانحاوي يك قلمه قرار داده شدند و سپس قلمه هركدام

به اتاقك رشد با دوره  روز بلافاصله 4روز به تاريكي منتقل شدند و پس از  4هاي حاوي قلمه به مدت داده شدند. گلدان
شدند و  ادهگراد انتقال ددرجه سانتي 25ساعت تاريكي و درجه حرارت محيط حدود  8ساعت روشنايي و  16نوري 
زايي در يك و ريشه روز مورد بررسي قرار گرفت كه در اين روش سازگاري 30در اين شرايط به مدت  هاآنزايي ريشه

ها ايي نمونهزيشهمرحله انجام شد. در نهايت تعداد شاخه، طول شاخه، تعداد برگ، تعداد ريشه، طول ريشه و درصد ر
 افزارنرم ها توسطز دادهتكرار صورت گرفت. آنالي 10قالب طرح كاملاً تصادفي با مورد ارزيابي قرار گرفتند. آزمايش در 

 چند آزمون زا استفاده با آزمايش مورد عوامل و تيمارها ميانگين سطوح مقايسه چنينهم شد. انجام SAS آماري

  .ديدگر تفادهاس نمودارها رسم افزار اكسل برايانجام شد و از نرم %5احتمال  سطح در دانكن يدامنه
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  و بحث نتايج
 حاوي  MSنتايج مقايسه ميانگين تيمارهاي اعمال شده نشان داد كه بيشترين تعداد شاخساره در محيط كشت 

mg/l 3/0  1/0و BA 2/0كه با گياهان كشت شده در  حاصل شد mg/l BA همچنين دار نداشتنداختلاف معني .
بيشترين طول ). 1جدول داراي كمترين ميزان تعداد شاخساره بود (  5/0BAو  mg/l 4/0محيط كشت حاوي 

). با توجه به نتايج به دست آمده بيشترين تعداد برگ در 1جدول ( حاصل شد BAفاقد  MSشاخساره در محيط كشت 
 يابدافزايش مي هابرگكه با افزايش تعداد شاخساره تعداد  گونههمان به دست آمد mg/l 3/0BAمحيط كشت حاوي 

  ).1به دست آمد (جدول  BAگرم بر ليتر ميلي 3/0حاوي MS بيشترين تعداد شاخه در محيط كشت  ).1جدول (
ستويا كشت شده در شرايط درون بر تعداد و طول شاخساره و تعداد برگ گياه ا BAمقايسه ميانگين سطوح مختلف  -1جدول 
  شيشه

BA )mg/l(  تعداد شاخساره  ) طول شاخسارهcm(  برگ تعداد  
0  )bc(6/2  )a(01/4  )bc(3/10  
1/0  )a(4  )b(66/1  )ab(71/16  
2/0  )ab(7/3  )b(67/1  )c(53/7  
3/0  )a(2/4  )b(5/1  )a(09/19  
4/0  )c(4/2  )b(79/1  )c(99/6  
5/0  )c(1/2  )b(61/1  )c(84/7  

  
ا توجه به ب). Green et al., 1990(هاي نابجا است افت، انگيزش شاخهيكي از وظايف اصلي سايتوكنين در كشت ب

 تنهاييبهست و در محيط كشت بافت گياهان ا مورداستفادهترين سايتوكنين نتايج به دست آمده بنزيل آدنين شايع
نتايج به دست آمده  ). با توجه بهSingh et al., 2012شود (موجب باززايي و افزايش تعداد شاخساره در گياه استويا مي

كاهش  هااخهشمحيط كشت فاقد بنزيل آدنين بود و با افزايش غلظت بنزيل آدنين طول بيشترين طول  شاخساره در 
   .يافت

  اي:زايي در شرايط درون شيشهنتايج حاصل از ريشه
مد. آبه دست  mg/l 05/0 IBAو  IBAبر اساس نتايج به دست آمده بيشترين طول ريشه در محيط كشت بدون 

  ). 2جدول بدست آمد ( IBA 1/0و  mg/l 025/0چنين كمترين طول ريشه در محيط كشت حاوي هم
  بر تعداد و طول ريشه گياه استويا كشت شده در شرايط درون شيشه IBAمقايسه ميانگين سطوح مختلف  -2جدول 

IBA )mg/l(  تعداد ريشه  ) طول ريشهcm(  
0  )a(9  )a(48/3  
025/0  )bc(2/4  )b(25/2  
05/0  )ab(7/6  )a(12/3  
1/0  )c(8/3  )b(89/1  

  
 كهطوريبههاي اكسيني گزارش شده است كنندههاي مختلف تنظيمهاي استويا غلظتكردن شاخه دارريشهبراي 

 ,.Aamir et alگزارش شد ( NAAگرم بر ليتر هورمون ميلي 1با حضور  MSزايي را در محيط بيشترين ميزان ريشه

به دست آمد و با  IBAهاي كشت بدون نتايج به دست آمده، بيشترين تعداد و طول ريشه در محيط). با توجه به 2010
سبب  IBAدار كاهش يافت. گزارش شده است كه افزايش غلظت معني طوربهزايي درصد ريشه IBAافزايش غلظت 
زايي اثر مثبتي بر ريشه گونهچهي IBAگردد، ولي در اين پژوهش افزايش زايي قلمه برخي از گياهان ميافزايش ريشه

  هاي كشت شده استويا نداشت. جوانه
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 IBAي شت حاونتايج مقايسه ميانگين تيمارها نشان داد كه بيشترين طول شاخه زماني حاصل شد كه از محيط ك
و  24كه در آن به مدت  IBAساعت استفاده شد. همچنين كمترين طول شاخه در محيط كشت حاوي  72به مدت 

  ).1ر شدند (شكل كامل سازگا طوربهشده و  دارريشهاز گياهان  %70 دساعت استفاده شد، بدست آمد و حدو 48

  
  ستوياابر طول شاخه در مرحله سازگاري گياه  IBAها در محلول داري قلمهنگه زمانمدتاثر  -1شكل 

  
IBA قرار مورداستفاده هاقلمه در هم و شيشه درون هايكشت درهم  ريشه آغازش تحريك يبرا طورمعمولبه 

 آراميبه IBA ينور تجزيه كهدرحالي ؛گيردمي قرار ينور تجزيه تحت سريعاًبافت  كشت محيط در IAA. گيردمي

 بهتر اين كارايي ياصل دليل تواندمي آن ديرهنگام تخريب همچنين و بافت داخل در IBAكند  ، حركتگيردمي صورت

 زمانمدته كدهد مي نشان آيدبرمي). آنچه از مشاهدات 2003باشد (هاسمن،  NAAو  IAAبا  مقايسه در اكسين
ورمون در تمام با وجود ثابت بودن غلظت اين ه IBAساعت در حضور اكسين  72هاي گياه استويا در قلمه قرارگيري

زايي قلمه بر ريشه IBAتأثير مثبت اكسين  دهندهننشاها بهتر جواب داده است و اين ها نسبت به ساير قلمهزمان
ه فزايش ارتفاع قلمها گشته است. بر طبق نتايج به دست آمده، بيشترين ااستويا است و موجب افزايش طول ساقه قلمه

  ) به دست آمد. 1:3ساعت و در بستر پرلايت و پيت ماس ( 72به مدت  IBAهاي تيمار شده با (طول شاخه) در نمونه
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Abstract 
In this study, tissue culture of stevia plant in MS medium consisted of 6 concentrations of BA 

(0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg·l-1) and 4 concentrations of IBA (0, 0.025, 0.05, 0.1 mg·l-1) was done, each 
treatment consisted of 10 replications were performed as a completely randomized design. Rooting 
of cuttings was studied both in in vitro and in vivo situations. For rooting experiments, cuttings were 
transferred to small clear plastic cups containing 10 mg·l-1 IBA for four different times (0, 24, 48, 72 
hours) in six replications were investigated. Then plants were transferred to peat Moss and perlite 
pots by the ratio of 1: 3. According to the results, the most number of stems obtained in the medium 
contained 0.3 mg·l-1 BA. The highest length of stems obtained in medium without BA and the most 
number of leaves observed in medium contained 0.4 mg·l-1 BA. In in vitro situation, the most 
number and length of roots obtained in a medium without IBA. The most numbers of rooted 
cuttings was obtained in IBA solution after 72  hours and about 70% of rooted cuttings were 
healthy. According to the results it was seems that producing root and shoots in stevia plant is 
extremely high, so its proliferation is possible by low concentrations of plant growth regulators in in 
vitro culture. 
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