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باززايی مستقیم و  روی های رشد گیاهیکنندهتنظیم مختلف ترکیبات و ريزنمونه نوع اثر

 ایشیشهدروندر شرايط  (Stevia rebaudiana)استويا  گیاه غیرمستقیم
 

Effects of Explant Type and Plant Growth Regulator Combinations on In Vitro Direct 

and Indirect Regeneration of Stevia rebaudiana 

 

 5نیا پوراحمدیو دل 4، لیلا خلوتی3فاطمه علیزاده، 2، مهدی موحدی*1اله قاسمی عمرانولی

 

 25/17/95تاریخ پذیرش:           70/12/94تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

Stevia rebaudiana  گیاهی دارویی متعلق به خانوادهAsteraceae زایی ساقهو زایی سازی کالوسنهبهیمنظور این تحقیق به .باشدمی

های گیاهچهاز  ، گره با دو برگ و گره بدون برگنوک ساقهبرگ، های ریزنمونهصورت پذیرفت. ای شیشهدروناین گیاه در شرایط 

 ) BAPشامل های هورمونحاوی های کشتمحیطجداسازی شده و در شرایط استریل به ای شیشهدروناستریل رشد یافته در محیط 

در لیتر( گرم میلی 2و  1/7 ،5/7) TDZو  IBAدر لیتر گرم میلی 5/7در لیتر( به تنهایی یا در ترکیب با گرم میلی 2و  5/7، 1/7

ریزنمونه برگ  ،هاریزنمونه میان . ازشدندکشت بدون هورمون  MSکشت محیطو  IBAدر لیتر گرم میلی 5/7تنهایی یا در ترکیب با به

در گرم میلی 1/7بالاترین حجم کالوس تولید شده مربوط به بافت برگ در تیمار ها ریزنمونهرا داشته و در کل  زاییلکا درصد بالاترین

 5/7همراه به BAدر لیتر گرم میلی 2در بافت گره بدون برگ، در تیمار ها ریزنمونهترین تعداد ساقه تولید شده از بود. بیش TDZلیتر 

 5/7همراه به BAدر لیتر گرم میلی 1/7مربوط به بافت نوک ساقه در تیمار  طول ساقهترین بیشهده شد. امش IBAدر لیتر گرم میلی

در لیتر گرم میلی 5/7به همراه  TDZدر لیتر گرم میلی 2ترین میزان آن نیز در همین بافت و در تیمار و کم IBAدر لیتر گرم میلی

IBA در لیتر گرم میلی 5/7در تیمار در بافت برگ  مستقیم تنها. باززایی غیردست آمدهبTDZ در لیترگرم میلی 5/7همراه به IBA 

دست هب IBAدر لیتر گرم میلی 1/7حاوی  MSکشت محیطباززایی شده روی های ساقهبا کشت زایی ریشهبالاترین میزان مشاهده شد. 
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 مقدمه

بومی  که باشدای میبوته کوتاه قد، چندساله و گیاهی استویا

 و برزیل مرز در واقع (Amambi) آمامبی کوهستانی منطقه

 از استفاده. (1992و همکاران،  1سوجارتو) پاراگوئه است

 از بیش آمامبی به منطقه بومیان توسط استویا گیاه هایبرگ

. این گیاه (1992، 2روزا وبراندل ) گرددمی باز قبل سال 1577

کشورهایی نظیر گیاه زراعی از موطن اصلی خود به عنوان به

برزیل، کره، مکزیک، ایالات متحده آمریکا، اندونزی، تانزانیا و 

( گزارش کردند 2008) 3کوری و اشلیکانادا معرفی شده است. 

یانا از: رباد عبارتند گیاه این هایگونه ترینفراوانکه 

(Rebaudiana،)  ( پیلوساPilosa،) ( اپاتوریاEapatoria،)  اواتور

(Ovatora،) ( پلامرPlummera،) سالی ( سیفوریاSalicforia)  و

( بیان کردند که 2007) همکاران و 4جارسلو. (Serataسراتا )

 ( ترکیباتیDiterpenoid Glycoside) گلیکوزیدهای دیترپنی

 در شیرین بسیار طعم اصلی ایجاد عامل عنوانبه که باشندمی

 میزان کهطوریهاند. بشناخته شده استویا گیاه هایعصاره

است.  شده زده شکر تخمین برابر 377 تا هاآن شیرینی

خالص  عصاره( گزارش نمودند که 2002) 5تاناکا ومیزوتانی 

های کم کالری در کنندهعنوان شیرینهای استویا بهشده برگ

رآوری شده، مواد غذایی رژیمی و دارویی در ژاپن، مواد غذایی ف

گیرند. قرار میصورت قانونی مورد استفاده هکره ب برزیل، چین و

طور وسیعی ها برای بیماران دیابتی توصیه شده و بهاین عصاره

روی حیوانات آزمایش شده و در انسان بدون عوارض جانبی 

. (1984، 6ونشرینگت وجورج )مورداستفاده قرار گرفته است 

روش مناسب جایگزین جهت فراهم نمودن میزان کافی از گیاه 

 ایشیشهدروندر طول بازه زمانی کوتاه استفاده از کشت 

های نوک باشد. ریزازدیادی گیاهان با استفاده از ریزنمونهمی

ساقه یا جوانه جانبی امکان تولید نتاج پایدار از لحاظ ژنتیکی را 

 ریزازدیادی جهت (2008) و همکاران 2لپات .نمایدفراهم می

 و گره هایریزنمونه در کالوس کشت تکنیک از استویا گیاه

 روی کالوس میزان ترینبیش. نمودند استفاده برگی قطعات

 2 و BAP لیتر در گرممیلی 2 حاوی MS کشتمحیط

 باززایی میزان ترینبیش. شد تولید NAA لیتر در گرممیلی

 در گرممیلی 2 حاوی MS کشتمحیط روی کالوس از ساقه

                                                           
1. Soejarto   
2. Brandle and Rosa  

3. Curry and Ashley 

4. Jaroslov   
5. Mizutani and Tanaka 

6. George and Sherrington  

7. Patel   
8. Jitendra    

. شد مشاهده NAA لیتر در گرممیلی 2/7 و BAP لیتر

 در را زاییریشه بهترین شده باززایی هایگیاهچه

 .داشتند IBA لیتر در گرممیلی 1 حاوی MS 4/1کشتمحیط

روی ریزازدیادی گیاه استویا از  بر (2012) و همکاران 2جیتندرا

ساقه با استفاده از تکثیر ساقه جانبی های گره طریق ریزنمونه

گرم در لیتر میلی 5/7حاوی  MSکشت مطالعه نمودند. محیط

ترین ساقه بیش Kinگرم در لیتر میلی 2 همراهبه BAPهورمون 

زایی در ترین میزان ریشهرا در ریزنمونه گره تولید نمود. بیش

  IBAگرم در لیتر هورمونحاوی یک میلی MSکشت محیط

ای ( تکثیر درون شیشه2012و همکاران ) 3لریبی دست آمد.هب

گیاهان بالغ روی ای های گرهاستویا را با استفاده از ریزنمونه

به  IBAیا  BAPگرم در لیتر حاوی یک میلی MSکشت محیط

و همکاران  4عبدالرزاقصورت ترکیبی انجام دادند. تنهایی یا به

های کنندهاز تنظیم ( تحقیق مشابهی را با استفاده2014)

زایی گیاه استویا در شرایط جهت ساقه Kinو  BAPرشدی 

( از کشت 2016همکاران ) و 5احمدای انجام دادند. درون شیشه

های جانبی بر روی محیط های نوک ساقه حاوی جوانهریزنمونه

MS های مختلف حاوی غلظتBA ،Kin  وTDZ  جهت

و  6شرمازایی ت کالوسریزازدیادی استویا استفاده نمود. جه

 MSکشت های برگی و محیط( از ریزنمونه2015همکاران )

گرم در لیتر میلیو یک  NAAگرم در لیتر میلی 1/7حاوی 

2,4-D  .استفاده نمودند 

های تاکنون تحقیق جامعی مبنی بر استفاده از ریزنمونه    

های رشد پرکاربرد کنندهمختلف تحت تیمارهای مختلف تنظیم

سازی این تحقیق با هدف بهینهورت نگرفته است. لذا ص

های مختلف و با استفاده از ریزنمونهگیاه استویا ریزازدیادی 

 IBAهمراه به BAو  TDZهای ت مختلف هورموناترکیب

 صورت پذیرفته است. 

 

 هامواد و روش

در  93-92صورت آزمایشگاهی در سال هاین آزمایش ب

ناوری طبرستان در دانشگاه پژوهشکده ژنتیک و زیست ف

صورت آزمایش فاکتوریل در کشاورزی و منابع طبیعی ساری به

و چهار ریزنمونه در هر قالب طرح کاملاً تصادفی با چهار تکرار 

 -کشت پایه موراشیدر این تحقیق از محیطانجام شد. تکرار 

حاوی مقادیر مختلفی از هورمون های اکسین ( 1962)اسکوک 

های استریل ها از گیاهچهستفاده شد. ریزنمونهو سیتوکنین ا

                                                           
9. Laribi   

10. Abdul Razak   

11. Ahmed   

12. Sharma   
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جداسازی شده و در شرایط  ایشیشهدرونرشد یافته در محیط 

ها، جوانه جهت باززایی .شدندکشت منتقل استریل به محیط

حاوی ترکیبات  MSکشت ها در محیطریزنمونه یههم

درصد ساکارز،  IBA ،3و  BAP ،TDZهورمونی متنوع شامل 

ظروف کشت در  گردیده وکشت  =pH 8/5آگار و درصد  8/7

تاریکی ساعت  8و ساعت روشنایی  16اتاقک رشد با فتوپریود 

ند. جهت القاء شدگراد نگهداری درجه سانتی 25در دمای 

متری به سانتی 2-4طول شده به  های باززاییجوانه ،زاییریشه

منتقل  های مختلف اکسینحاوی غلظت MSکشت محیط

دار سپس جهت سازگاری با شرایط های ریشههچهشدند. گیا

 شدند.به اتاقک کشت منتقل هوای آزاد 

ای شیشهدرونهای استریل رشد یافته در محیط از گیاهچه    

روز، قطعات ریزنمونه مختلف شامل برگ، نوک  37پس از 

برگ جداسازی شده و در دو ساقه، گره بدون برگ و گره با 

های مختلف های حاوی هورمونشتکشرایط استریل به محیط

های مورد زایی و باززایی، ریزنمونهجهت کالوسمنتقل شدند. 

هورمون حاوی ترکیبات مختلف  MSکشت استفاده در محیط

BA گرم در لیتر( به تنهایی یا میلی 2و  1، 5/7های )در غلظت

)در  TDZو هورمون  IBAگرم در لیتر میلی 5/7در ترکیب با 

تنهایی یا در گرم در لیتر( بهمیلی 2و  1، 5/7های غلظت

فاقد  MSکشت و محیط IBA گرم در لیترمیلی 5/7ترکیب با 

 . صفات مورد مطالعه شامل حجم کالوسشدندکشت هورمون 

، تعداد و گیری با استفاده از استوانه مدرج حاوی آب()اندازه

روز  37 ،طول شاخه اصلی، تعداد شاخه فرعی و تعداد ریشه

  .گیری شدنداندازهپس از کشت 

زایی، دست آمده در مرحله ساقهههای ببعد از دوماه ساقه    

حاوی  MSهای کشت منظور تولید ریشه به محیطبه

، 2/7، 1/7غلظت )چهار در  IBAو  NAAهای اکسین هورمون

گرم در لیتر( منتقل شدند. تعداد ریشه و طول میلی 1و  5/7

 مورد بررسی قرار گرفت. هفتهسه ریشه بعد ار 
دار های ریشهساقهها با آب مقطر، پس از شستشوی ریشه    

بار مصرف حاوی پرلیت، شن و خاک شده درون ظروف یک

منظور جلوگیری از تبخیر آب، درب ظروف بهکشت شدند. 

طور مرتب در ها بهبسته و در اتاقک رشد قرار گرفتند. گیاهچه

روز درب ظروف  14دند و پس از شاتاق سازگاری آبیاری می

 برداشته شده و به گلخانه منتقل شدند.

 SAS 9.1 آماری افزارها با استفاده از نرموتحلیل دادهتجزیه    

v.  وMSTAT-C  ،انجام گردید و قبل از انجام آنالیز واریانس

موردبررسی اسمیرنوف -به روش کولموگروفها بودن دادهنرمال

ها از آزمون چند انجام آزمون مقایسه میانگینبرای  قرار گرفت.

 رسم استفاده شد. در سطح احتمال یک درصد ای دانکندامنه

 .شد انجام Excel افزارنرم از استفاده با هامنحنی

 

 نتايج

 کالوس زايی

، در این تحقیق قطعات استویامنظور ریزازدیادی گیاه به

( ون برگ و برگبرگ، گره بددو نوک ساقه، گره با ریزنمونه )

های مختلفی از جامد حاوی غلظت MSکشت پایه روی محیط

 IBAبه تنهایی یا در ترکیب با هورمون  BAتیمارهای هورمونی 

و  IBAتنهایی یا در ترکیب با هورمون بهTDZ و تیمار هورمونی 

نتایج  موردبررسی قرار گرفتند.بدون هورمون  MSکشت محیط

بر فرایند علاوهTDZ و  BAنشان داد که هر دو هورمون 

شوند. زایی در قطعات ریزنمونه میزایی، باعث القای کالوسساقه

 17که اولین واکنش به تشکیل کالوس پس از گذشت طوریهب

بالاترین حجم کالوس تولید شده مربوط به روز مشاهده شد. 

ترین و پایین TDZگرم در لیتر میلی 1/7بافت برگ در تیمار 

تولید شده مربوط به بافت گره بدون برگ در حجم کالوس 

تیمار تأثیر تحت بوده است.   BAگرم در لیتر میلی 1/7تیمار 

در تمام سطوح  IBAتنهایی و یا در ترکیب با به BAهورمونی 

 (گرم در لیتر در بافت برگمیلی 5/7و  1/7جز هب)مختلف 

میزان  ترینترین و کمکه بیشطوریهزایی مشاهده شد، بکالوس

گرم در لیتر هورمون میلی 2های ترتیب در غلظتزایی بهکالوس

BA گرم در لیتر میلی 5/7همراه به IBA در بافت گره بدون

در همین بافت  BAگرم در لیتر هورمون میلی 1/7و برگ 

ترین میزان کالوس تولیدی تحت سطوح بیش. مشاهده شد

تحت  .مدآدست همختلف این هورمون در بافت گره بدون برگ ب

در تمام ، IBAبه تنهایی و به همراه  TDZثیر تیمار هورمونی أت

ترین میزان بیشزایی مشاهده شده و سطوح مختلف کالوس

گرم میلی 1/7زایی در ریزنمونه گره در غلظت هورمونی کالوس

 زایی در غلظت هورمونیترین میزان کالوسو کم TDZدر لیتر 

 IBAگرم در لیتر میلی 5/7به همراه  TDZگرم در لیتر میلی 2

طورکلی در غلظت هب. (2)شکل  مشاهده شددر همین بافت 

ترین ها بیشدر تمام ریزنمونه TDZ گرم در لیترمیلی 1/7

با قرار دادن قطعات ریزنمونه روی  .دست آمدهزایی بکالوس

   .صورت نپذیرفتزایی بدون هورمون، کالوس MSکشت محیط

 

 زايیساقه

تنهایی و یا در ترکیب با هورمون به  BAدر بررسی اثر هورمون

IBAهای ، از نظر تعداد ساقه اصلی باززایی شده، بین غلظت

داری در تنهایی، تفاوت معنیبه BAمختلف تیمار هورمونی 
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ثیر ( وجود داشت که نشان از تأ>71/7Pسطح احتمال )

از طرفی با  بر ساقه زایی استویا دارد و BAهای مختلف غلظت

های مختلف به غلظت IBAهورمون از مقدار ثابت  نمودناضافه 

BAنشد ها دیده داری بین ریزنمونه، اختلاف معنی(71/7P< .)

تنهایی و یا در ترکیب با هورمون به TDZدر بررسی اثر هورمون 

BAهای ، از نظر تعداد ساقه اصلی باززایی شده، بین غلظت

داری در به تنهایی، تفاوت معنی TDZمختلف تیمار هورمونی 

ثیر ( وجود داشت که نشان از تأ>71/7Pسطح احتمال )

زایی استویا دارد. منبع بر ساقه TDZهای مختلف غلظت

ریزنمونه نیز از نظر تعداد ساقه اصلی باززایی شده، در سطح 

تفاوت قدرت  دهندهدار شده که نشان( معنی>71/7Pاحتمال )

 .  (3)شکل  باشدهای ریزنمونه میبافتباززایی ساقه بین 

 

 زايیبر فرايند ساقه BAاثر هورمون 

تنهایی بر تعداد ساقه اصلی در بین به  BAثیر هورمونأدر ت

ترین تعداد ساقه با کشت ریزنمونه گره ها، بیشتمام ریزنمونه

گرم در لیتر میلی 2حاوی  MSکشت بدون برگ بر روی محیط

ترین تعداد ساقه باززایی شده در شد. کم از این هورمون تولید

های گره بدون برگ و گره گرم در لیتر در بافتمیلی 1/7غلظت 

 2به  1/7با برگ مشاهده شده است. افزایش غلظت هورمونی از 

ثیر افت گره با برگ و گره بدون برگ تأگرم در لیتر در دو بمیلی

اما در  ایش دادهای باززا شده را افزاقهمثبتی داشته و تعداد س

در بافت برگ نیز تحت  این روند نامنظم بود.بافت نوک ساقه 

گونه واکنشی نسبت به باززایی سطوح مختلف این هورمون هیچ

طور هتوان اظهار داشت بمشاهده نشده است. در مجموع می

 BAمیانگین ریزنمونه نوک ساقه تحت سطوح مختلف هورمون 

(. اضافه شدن غلظت 3 ست )شکلبهترین باززایی را نشان داده ا

باعث کاهش  BAبه سطوح مختلف  IBAثابتی از هورمون 

که طوریهفرایند باززایی در تمام قطعات ریزنمونه شده است ب

ترین کاهش باززایی ساقه تحت این ترکیب هورمونی در بیش

 ریزنمونه نوک ساقه مشاهده شده است.

ها، ن تمام ریزنمونهبه تنهایی در بی  BAثیر هورمونأتحت ت    

ترین طول ساقه با کشت ریزنمونه نوک ساقه بر روی بیش

گرم در لیتر از این هورمون میلی 5/7حاوی  MSکشت محیط

 2ترین طول ساقه باززا شده در غلظت تولید شده و کم

در لیتر در همین بافت مشاهده شده است. گرم میلی

های گره با برگ و ( آمده است در بافت4طورکه در شکل )همان

سبب کاهش میزان  BAگره بدون برگ افزایش غلظت هورمون 

طول ساقه شده است اما در بافت نوک ساقه با افزایش غلظت از 

گرم در لیتر طول ساقه افزایش یافته و سپس میلی 5/7به  1/7

شدت کاهش یافت هگرم در لیتر طول ساقه بمیلی 2در غلظت 

به سطوح مختلف هورمون  IBA است. با اضافه شدن هورمون

BA تنها در بافت نوک ساقه افزایش طول ساقه اتفاق افتاده ،

ها افزوده شدن این هورمون سبب کاهش است و در سایر بافت

طورکه با افزایش غلظت طول ساقه گردیده است. همان

ها به تنهایی، کاهش طول ساقه را در ریزنمونه  BAهورمون

نیز این حالت دوباره  IBAفه شدن ، با اضامشاهده شده بود

، IBAدر ترکیب با  BAتکرار شده است و با افزایش غلظت 

 )شکل ها مشاهده شده استکاهش طول ساقه نیز در ریزنمونه

4). 

ها، تنهایی در بین تمام ریزنمونهبه  BAثیر هورمونتحت تأ    

ترین تعداد ساقه فرعی با کشت ریزنمونه گره بدون برگ بر بیش

گرم در لیتر از این میلی 5/7حاوی  MSکشت وی محیطر

 2ترین تعداد ساقه فرعی در غلظت هورمون تولید شده و کم

گرم در لیتر در همین بافت مشاهده شده است. در بافت میلی

بر روی  BAگرم در لیتر میلی 5/7نوک ساقه تنها در غلظت 

 2و  1/7های های فرعی تولید شده و در غلظتساقه اصلی ساقه

گونه ساقه فرعی مشاهده نشده است. در گرم در لیتر هیچمیلی

 BAگرم در لیتر میلی 1/7بافت گره با برگ نیز در غلظت 

های فرعی روی ساقه اصلی دیده نشده است اما با افزایش ساقه

های فرعی روی ساقه اصلی بر تعداد ساقه BAغلظت هورمون 

ت پیشین، بافت گره بدون (. برخلاف دو باف5افزوده شد )شکل 

های فرعی تولید کرده برگ در تمام سطوح این هورمون ساقه

گرم در میلی 5/7به  1/7که با افزایش غلظت از طوریهاست ب

های فرعی به حداکثر مقدار خود رسیده و با لیتر تعداد ساقه

گرم در لیتر دوباره تعداد ساقه فرعی میلی 2افزایش غلظت به 

به سطوح  IBAاست. با اضافه شدن هورمون کاهش یافته 

توان گفت ها میدر مجموع تمام ریزنمونه BAمختلف هورمون 

های فرعی افزوده شده است اما افزایش زایی ساقهبر میزان ساقه

گرم در لیتر میلی 2غلظت  طورکلیهگیری نداشته است. بچشم

BA  گرم میلی 5/7به همراهIBA ترین شها بیدر تمام ریزنمونه

 (.5های فرعی را داشته است )شکل میانگین تعداد ساقه
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( آغاز باززایی پس از Bزایی ریزنمونه برگ، )( کالStevia rebaudiana( .)Aسازی کالوس و باززایی در استویا )بهینهمراحل  :1 شکل

 مستقیم( باززایی D( باززایی غیر مستقیم در ریزنمونه برگ )Cروز، ) 25

Fig. 1: Optimization of callus induction and regeneration in Stevia (Stevia rebaudiana). (A) Callus induction from leaf 

explants, (B) Start of regeneration after 25 days, (C) Indirect regeneration in leaf explant (D) Direct regeneration 

 

 
 
 

   
 

 در حجم کالوس القاء شده از ریزنمونه های مختلف TDZو  BAثیر سطوح مختلف هورمون : تأ2 شکل
Fig. 2: The effects of different concentrations of BA and TDZ on calli volume induced from various explants 
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 های مختلف زایی شده از ریزنمونهدر تعداد ساقه اصلی باز BAتاثیر سطوح مختلف هورمون  :3 شکل

Fig. 3: The effects of different concentrations of BA on the number of main shoots regenerated from various explants 

 

  
 های مختلف بر طول ساقه اصلی باززایی شده از ریزنمونه BA: تاثیر سطوح مختلف هورمون 4 شکل

Fig. 4: The effects of different concentrations of BA on the length of main shoots regenerated from various explants 

 

 زايیبر فرايند ساقه TDZاثر هورمون 

نهایی بر تعداد ساقه اصلی در بین تبه  TDZثیر هورمونأدر ت

ریزنمونه گره با ترین تعداد ساقه با کشت ها، بیشتمام ریزنمونه

گرم در لیتر و میلی 2حاوی  MSکشت رگ بر روی محیطب

گرم در لیتر در میلی 2کمترین تعداد ساقه باززا شده در غلظت 

به  1/7نوک ساقه مشاهده شد. افزایش غلظت هورمونی از  بافت

گرم در لیتر در دو بافت گره با برگ و گره بدون برگ میلی 2

اما در بافت نوک ساقه با افزایش  ؛نامنظم داشته است یروند

های باززا شده کاهش داشته تعداد ساقهTDZ غلظت هورمون 

گونه واکنشی نسبت به باززایی در بافت برگ نیز هیچ .است

طور میانگین هتوان اظهار داشت بمشاهده نشد. در مجموع می

به  TDZریزنمونه گره با برگ، تحت سطوح مختلف هورمون 

(. اضافه شدن غلظت 6 )شکل داردباززایی را  تنهایی، بهترین

ثیر متفاوتی را ، تأTDZبه سطوح مختلف  IBAثابتی از هورمون 

که در ریزنمونه نوک طوریهها داشته است بدر انواع ریزنمونه

های باززایی شده نسبت به تیمار ساقه میانگین تعداد ساقه

TDZ  های گره تنهایی افزایش یافته است ولی در ریزنمونهبه

 شده بدون برگ و گره با برگ میانگین تعداد ساقه باززایی

توان نتیجه گرفت که با اضافه کلی میطورهکاهش یافته است. ب

تعداد ساقه های باززا شده در این دو  TDZشدن یک اکسین به 

 تیمارهای هورمونی
PGR treatments 

 تیمارهای هورمونی
PGR treatments 
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تنهایی، کاهش خواهد ریز نمونه نسبت به حالت سیتوکنین به

ها از نظر سطوح مختلف زنمونهیافت. اما در مقایسه انواع ری

، در ریزنمونه نوک TDZ، با افزایش غلظت TDZ+IBAترکیب 

های باززایی شده ولی در گره با برگ و ساقه کاهش تعداد ساقه

، IBAدر کنار  TDZگره بدون برگ با افزایش سطح هورمون 

های باززایی شده افزایش یافته است. نکته مهم تعداد ساقه

به   TDZگرم در لیتر میلی 5/7ر هورمونی که تحت تیمااین

باززایی غیرمستقیم در ریزنمونه برگ  IBAگرم میلی5/7همراه 

زایی طور همزمان کالوسکه بهعنی به این ممشاهده شده است. 

 و باززایی از ریزنمونه برگی صورت پذیرفت.

ترین طول ساقه با ، بیشتنهاییبه TDZثیر هورمون تحت تأ    

حاوی  MSکشت مونه گره بدون برگ بر روی محیطکشت ریزن

ترین گرم در لیتر از این هورمون تولید شده و کممیلی 1/7

گرم در لیتر در بافت میلی 2طول ساقه باززا شده در غلظت 

( آمده 0طورکه در شکل )نوک ساقه مشاهده شده است. همان

ت های نوک ساقه و گره بدون برگ با افزایش غلظاست در بافت

، میزان طول ساقه کاهش یافته است اما در بافت TDZهورمون 

گرم در لیتر میلی 5/7به  1/7گره با برگ با افزایش غلظت از 

گرم در لیتر میلی 2طول ساقه افزایش یافته و سپس در غلظت 

 IBAشدن هورمون شدت کاهش یافت است. اضافههطول ساقه ب

ساقه را در نوک  ، میانگین طولBAبه سطوح مختلف هورمون 

ه بدون برگ کاهش ساقه و گره با برگ افزایش داده و در گر

ترین طول ثیر این ترکیب هورمونی، بیشداده است. تحت تأ

ساقه باززاشده مربوط به ریزنمونه گره بدون برگ در سطح 

گرم میلی 5/7همراه بهTDZ گرم در لیتر میلی 1/7هورمونی 

IBA ساقه باززاشده نیز مربوط به ترین طول مشاهده شده، کم

گرم در لیتر میلی 2ریزنمونه نوک ساقه در سطح هورمونی 

TDZ  گرم میلی 5/7به همراهIBA   .مشاهده شده است 

، ریزنمونه نوک ساقه به تنهایی  TDZتحت تاثیر هورمون    

های گره با برگ در ریزنمونه ،هیچ شاخه فرعی تولید نشده است

تعداد شاخه فرعی  TDZافزایش غلظت و بدون برگ نیز با 

 .گیری داشته استکاهش چشم صلیتولید شده روی ساقه ا

به سطوح  IBAچنین با اضافه شدن غلظت ثابتی از هورمون هم

این حالت تکرار شده است و با افزایش غلظت  TDZمختلف 

TDZ های فرعی مشاهده شده است )شکل کاهش تعداد شاخه

تعداد ساقه فرعی با کشت  ترینطورکلی بیشه(. ب8

گره بدون برگ و گره با برگ بر روی محیط کشت های ریزنمونه

MS  گرم در میلی 5/7گرم در لیتر به همراه میلی 1/7حاوی

، تولید شده است. در بافت نوک ساقه تنها در غلظت IBAلیتر 

های فرعی بر روی ساقه اصلی ساقه BAگرم در لیتر میلی 5/7

گونه گرم در لیتر هیچمیلی 2و  1/7های ر غلظتتولید شده و د

توان گفت در مجموع می هده نشده است.ساقه فرعی مشا

ترکیب مناسبی جهت تولید  TDZ±IBAسطوح مختلف 

گرم در میلی 1/7طورکلی غلظت هباشند. بفرعی نمیهای شاخه

بهترین ترکیب  IBAگرم در لیتر میلی 5/7همراه بهTDZ لیتر 

های مورد بررسی در این آزمایش تمام شاخص ز نظراهورمونی 

 بوده است.

 

  
 های مختلف در تعداد ساقه فرعی باززایی شده از ریزنمونه BAثیر سطوح مختلف هورمون تأ :5شکل

Fig. 5: The effects of different concentrations of BA on the number of lateral branches regenerated from various 

explants 

 تیمارهای هورمونی
PGR treatments 



 ...هایکنندهتنظیم مختلف ترکیبات و ريزنمونه نوع اثر

744 

 
 های مختلف در تعداد ساقه اصلی باززایی شده از ریزنمونه TDZثیر سطوح مختلف هورمون : تأ6 شکل

Fig. 6: The effects of different concentrations of TDZ on the number of main shoots regenerated from various explants 

 

 
 های مختلف بر طول ساقه اصلی باززایی شده از ریزنمونه  TDZون ثیر سطوح مختلف هورمأت :0 شکل

Fig. 7: The effects of different concentrations of TDZ on the length of main shoots regenerated from various explants 

 

 زايی ريشه

های های باززا شده در محیطهفته پس از کشت ساقه 17حدود 

 4در  IBAو  NAAهای اکسین هورمون حاوی MSکشت 

گرم در لیتر(، مشاهده گردید میلی 1و  5/7، 2/7، 1/7غلظت )

حاوی  MS کشت محیطهای باززا شده بخوبی در که ساقه

زایی نموده و هیچ نوع سوختگی نیز در ریشه IBAهورمون 

 IBAها مشاهده نشد. با افزایش میزان غلظت هورمون برگ

های باززا شده کاهش و بعد از مدتی در ساقهمیزان ریشه زایی 

 1/7زایی مربوط به سطح متوقف شد. بالاترین میزان ریشه

بوده است. شاخص طول ریشه نیز تحت  IBAگرم در لیتر میلی

های اکسین، مورد بررسی قرار گرفت و بلندترین تأثیر هورمون

 (.1 )جدول تشکیل شد NAA گرم میلی 5/7ریشه در غلظت 
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 های مختلف بر تعداد ساقه فرعی باززایی شده از ریزنمونه TDZثیر سطوح مختلف هورمون : تأ8شکل 

Fig. 8: The effects of different concentrations of TDZ on the number of lateral branches regenerated from various 

explants 

 

 های مختلفروی تعداد ریشه ریزنمونهNAA و  IBAف سطوح مختل های اثر مقایسه میانگین :1جدول 
Table 1: Mean comparisons of the effect of different concentration of IBA and NAA on the number of root in various 

explant 

 غلظت هورمونی
Hormone concentrations 

 تعداد ریشه
The number of roots 

IBA NAA 
0.1 10a 6a 

0.2 7b 4.67a 
0.5 1c 1.67b 

1 1c 1b 

 دار نیستندف مشترک، در سطح پنج درصد معنیواعداد دارای حر
Data with similar letters are not significant at 5% level 

 

های باززایی شده پس از سازگاری در فیتوترون، به گیاهچه

ولید های تدرصد از گیاهچه 95گلخانه منتقل شدند. حدود 

شده در شرایط کشت بافت، زنده مانده و رشد مطلوبی از خود 

 نشان دادند.

 

 بحث

های کشت باززایی صورت گرفته در تمام محیط ،در این تحقیق

های حاوی هورمون فرایند بر باززایی در محیطو علاوه

ترین تعداد ساقه تولید شده بیش زایی نیز مشاهده شد.کالوس

گرم در میلی 2فت گره بدون برگ، در تیمار ها در بااز ریزنمونه

مشاهده شد. در  IBAگرم در لیتر میلی 5/7همراه به BAلیتر 

های انجام دادند از غلظت (2007) و همکاران 1رفیق تحقیقی که

جهت  IAAو  BAP ،Kinهای رشد شامل مختلف تنظیم کننده

ترین باززایی ریزنمونه گره گیاه استویا استفاده نمودند و بیش

گرم در لیتر میلی 2حاوی  MSکشت میزان باززایی در محیط

BAP ومحمد  چنین در تحقیق دیگری،دست آمد. همهب 

                                                           
1. Rafiq   

های مختلف حاوی غلظت MS کشتاز محیط( 2011) 2الهادی

BAP  وKin ای جهت باززایی ساقه از ریزنمونه گره ساقه

اهمیت را  ترینرفته بیش کارهاستفاده نمودند. نوع سیتوکنین ب

 MSترین تعداد ساقه روی محیط در تکثیر ساقه داشت. بیش

گرم در لیتر میلی 5/7به همراه  BAPگرم در لیتر میلی 2حاوی 

Kin کشت حاوی حاصل شد. با این حال محیطKin  منجر به

که با نتایج این تحقیق مطابقت  تری شدهای طویلتولید ساقه

جهت ریزازدیادی گیاه ( 0820) و همکاران 1پاتل داشته است.

های گره و قطعات استویا از تکنیک کشت کالوس در ریزنمونه

ترین میزان کالوس روی برگی استفاده نمودند. بیش

 2و  BAPگرم در لیتر میلی 2حاوی  MSکشت محیط

ترین میزان باززایی تولید شد. بیش NAAگرم در لیتر میلی

گرم در میلی 2 حاوی MSکشت ساقه از کالوس روی محیط

مشاهده شد. اما در  NAAگرم در لیتر میلی 2/7و  BAPلیتر 

تحقیق حاضر بالاترین حجم کالوس تولید شده مربوط به بافت 

ترین حجم و پایین TDZگرم در لیتر میلی 1/7برگ در تیمار 

                                                           
2. Mohamed and Alhady 

 تیمارهای هورمونی
PGR treatments 
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 1/7کالوس تولید شده مربوط به بافت گره بدون برگ در تیمار 

 و همکاران 2داسچنین وده است. همب  BAگرم در لیتر میلی

ای و جوانه های نوک ساقه، قطعات گرهاز ریزنمونه (2011)

یاه استویا استفاده نمودند. جانبی جهت تکثیر انبوه گ

بهترین  Kinگرم در لیتر میلی 2حاوی  MSکشت محیط

بازدهی را داشت و از هر ریزنمونه منفرد، قطعات نوک ساقه، 

 روز تولید نمود. 35دت زمان ساقه در م 11تعداد 

 

 گیرینتیجه

های مختلف و تیمارهای در مجموع در این تحقیق بین ریزنمونه

ترین تعداد هورمونی مورد استفاده در هر سه آزمایش، بیش

ساقه اصلی باززا شده در بین هر چهار ریزنمونه، در غلظت 

در ریزنمونه گره بدون برگ مشاهده BA در لیتر  2هورمونی 

ترین طول ساقه اصلی متعلق به ریزنمونه نوک ساقه . بیششد

گرم در لیتر میلی 5/7همراه گرم در لیتر بهمیلی 1/7در غلظت 

BA ترین تعداد شاخه فرعی تولید شده، در بوده است، و بیش

به  BA گرم در لیتر میلی 2ریزنمونه گره بدون برگ در غلظت 

ده شده است. مشاهIBA گرم در لیتر میلی 5/7همراه 

میزان کالوس در ریزنمونه برگ کشت شده روی  ترینبیش

همراه به TDZگرم در لیتر میلی 1/7حاوی  MSکشت محیط

 القاء شد.  IBAگرم در لیترمیلی 5/7
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Effects of Explant Type and Plant Growth Regulator Combinations on In Vitro Direct 

and Indirect Regeneration of Stevia rebaudiana 
 

Ghasemiomran1*, V., Movahedi2, M., Alizadeh3, F., Khalvati4, L. and Pourahmadi5, D. 

 

Abstract 

 

Stevia rebaudiana is a medicinal plant belonging to Asteraceae family. This experiment was carried out to optimize the 

in vitro callus induction and plant regeneration of Stevia rebaudiana. The explants used in this study were leaf, shoot 

tip, nodal segments with two leaves and nodal segment without leaves derived from in vitro grown plantlets. The 

explants were transferred to PGR-free MS medium or supplemented with BA (0.1, 0.5 and 2mgl-1) solely or in 

combination with 0.5mgl-1 IBA and TDZ (0.1, 0.5 and 2mgl-1) solely or in combination with 0.5mgl-1 IBA. The highest 

callus percentage and callus volume induced with culturing leaf explant on MS medium containing 0.1 mgl-1 TDZ. The 

nodal segment without leaves cultured on MS medium containing 2mgl-1 BA + 0.5mgl-1 IBA produced the highest 

regenerated shoot number. The highest and lowest shoot length was observed in shoot tip cultured on MS medium 

containing 0.1mgl-1 BA + 0.5mgl-1 IBA and MS medium containing 2mgl-1 BA + 0.5mgl-1 IBA, respectively. Indirect 

shoot regeneration was observed only in leaf explant cultured on MS medium containing 0.5mgl-1 TDZ + 0.5mgl-1 IBA. 

The highest percentage of root induction was observed with culturing shoots on MS medium containing 0.1mgl-1 IBA. 

 

Keywords: Plant hormone, Micropropagation, Callus, Tissue culture 
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