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 چکیده
العاده بالایي های طبيعي قابل استحصال دارای ارزش فوقکنندهعلت محتوای بالای شيرین( بهStevia rebaudiana Bertoniگياه استویا )    

القای وليد و ت شد.انجام زایي بدني گياه جنينسازی منظور بهينهپژوهش بهاین دارویي،  ویژهبهبا توجه به اهميت گياه از نظر صنعتي و  است.
-دی-4 و 7( و NAAنفتالين استيك اسيد ) (،BAهای رشدی شامل بنزیل آدنين )کنندهزا با استفاده از ترکيبات مختلف تنظيمکالوس رویان

کاملا تصادفي فاکتوریل در قالب طرح به صورت  MSهای برگ و جوانه گياه در محيط کشت ریزنمونهدر  (D-2,4روفنوکسي استيك اسيد )کل
و  D-2,4گرم بر ليتر ميلي BA  +5/0گرم بر ليتر ميلي 01/0در محيط کشت حاوی زایي کالوس. بيشترین ميزان شدتکرار بررسي  پنجدر 

 پنجاثر کازئين هيدروليزات در همچنين حاصل شد.  D-2,4گرم بر ليتر ميلي BA +1 گرم بر ليترميلي 01/0 در تيمار زایيرویانبيشترین ميزان 
گياه استویا توسط دو  زایيرویانليتر( بر ميلي 55و  صفرگرم بر ليتر( و شيره نارگيل در دو سطح )ميلي 700و  150، 100، 50، 0سطح )

 50 های صفر ودر غلظت .بررسي شدتکرار  ششصورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفي با در آزمایشي به جوانهریزنمونه برگ و 
 زایيرویاندرصد  بيشترین زایي حاصل شد.درصد( رویان 14/2درصد( و کمترین ) 7/70ترتيب بيشترین )گرم بر ليتر کازئين هيدروليزات بهميلي

د توسط درص 01/75 زایي باکمترین درصد رویان و جوانههای توسط ریزنمونه بدون شيره نارگيل MSکشت در محيط درصد(  17/21)
 زایياندام برایجيبرليك(  )اسيد 3GAگرم بر ليتر ميلي 1/0های حاصل به محيط کشت حاوی رویانپس از آن  .دست آمدبههای برگ ریزنمونه

 ها به گياهچه کامل تبدیل شدند.رویاندرصد از  09/11انتقال یافتند و در این بين 
 

 ، کشت بافت کازئين هيدروليزات زغال فعال، شيره نارگيل، ،بنزیل آدنين های کلیدی:واژه
 

 مقدمه
های جوامع بشری است. ترین بيماریدیابت یکي از شایع   

ر افراد ویژه اگطبيعي بههای کنندهبنابراین استفاده از شيرین
ت زیادی ، اهمياستفاده کنندنها مبتلا به دیابت نيز بتوانند از آ

 Steviaاند. در این ميان استویا با نام علميپيدا نموده

rebaudiana Bertoni.  یك گياه علفي شيرین مزه و ضد

برابر  900شيریني آن  کهباشد مي  Asteraceaeدیابت از تيره 
 ,.Aggarwal et al) تخمين زده شده است شکربيشتر از 

2011; Altaf et al., 2013.)  این گياه با ارزش در حال حاضر
-باشد و ميعنوان منبع قندی کم کالری و بدون ساکارز ميبه

انند های مصنوعي مکنندهتواند جایگزین مناسبي برای شيرین
 هایاثرآسپارتام، ساخارین و سيکلامات باشد، بدون آنکه 
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ها را به همراه داشته کنندهاشي از سوء مصرف این شيرینن
-(. در آینده نزدیك، استویا ميBabber et al., 2001باشد )

کننده قوی جایگزین شکر عنوان یك منبع شيرینتواند به
 اصلي گليکوزید دو (.Din et al., 2006مصرفي مردم شود )

 دیوزیدارب و( Stevioside) استویوزید گياه، این
(Rebadioside )4تا  7 درصد و 10تا  5ترتيب به که است 

 دو این و شوندرا شامل مي هابرگ خشك وزن درصد از

 ,.Sekaran et alهستند ) ترکيبات گياه استویا ترینشيرین

2007 .) 
 گياهان انبوه توليد برای جدیدی روش بدني زایيرویان

 توليد توانایي با القاء که است شيشهدرون کشت محيط در

شود مي کامل گياه توليد به منجر بدني هایسلول در رویان
(Gram et al., 1996رویان .)برای بالایي قابليت بدني زایي 

و  چوبي گياهان برای ویژهبه وسيع مقياس درریزازدیادی 
 ،دارد (هاارکيده همانند) خاصتوليدمثل  چرخه دارای گياهان

 در گياهان باززایي برای کارآمد بسيار سيستمي همچنين

 شودمي محسوب تراریخت گياهان ایجاد و ژنتيك مهندسي

(Piri Zirkouhi et al., 2009باززایي .) ،تنوع ایجاد گياهان 

 ایشيشهدرون گزینش هپدید بررسي بدني، همساني یا رویشي

 هایانتقال ژن و گياهان تراریختي برای بستری سازیو فراهم

 عملي از سودمندی ،گياهان در مطلوب هایویژگي هکنندکنترل

 با مصنوعي توليد بذرهای .آیدمي شماربه بدني زایيرویان

 و قارچي های ویروسي،آلودگي بدون مطلوب، شرایط
 از گياهان )پلاسمژرم) ذخائر توارثي دقيق حفظ و باکتریایي

 ,.Moradi et al) باشدميهای بدني های دیگر رویانبرتری

2017 .) 
-ریزنمونه رویزا های رویانتوسعه و رشد کالوس برای

آمينواسيدهای تریپتوفان  از Stevia rebaudianaهای برگي 
و  گرم بر ليترميلي 100و  50های و گلوتامين در غلظت

ه بزميني خمر، کازئين هيدروليزات و عصاره سيبمعصاره 
 MS محيط کشت درگرم بر ليتر ميلي 100 ميزان

(Murashige & Skoog, 1962)  گرم بر ليتر ميلي 7حاوی
2,4-D ،5/0 بنزیل آمينوپوین گرم بر ليترميلي (BAP)  90و 

بر . (Das & Mandal, 2010شد )استفاده گرم بر ليتر ساکارز 

های سبز رنگ و کروی بيشترین کالوس ،آنها نتایجاساس 
گرم بر ليتر ميلي 50زا در محيط کشت حاوی شکل رویان

يل ئين هيدروليزات تشکگرم بر ليتر کازميلي 100و  امينگلوت
 شد. 

به بررسي  (،7015و همکاران )  Naranjoطي آزمایشي
القاء و  بر مختلفهای رشد کنندهاثر ترکيبات مختلف تنظيم

 Bertoni ،Moritaهای بدني سه ژنوتيپ استویا )توسعه رویان

II  وSRQ- 93 )محيط کشت  درMS های محيط حاوی مکمل
 با .پرداختندکشت شامل آدنين، شيره نارگيل و گلوتامين 

دني در های بدست آمده بيشترین تعداد رویانتوجه به نتایج به
 19/2و  D -2,4ميکرومولار  1/11هر ریزنمونه در ترکيب 

مشاهده شد. ژنوتيپ،  (2ip) ایزوپنتيل آدنين-7 ميکرومولار
يشترین ب طوری کهبه ،ان داداثر قابل توجهي بر توليد رویان نش

 93ژنوتيپ در های بدني گيری و توسعه رویانميزان شکل
SRQ- حاصل شد . 
 ،استویا گياه در کالوس القاء هایویژگي بررسي منظوربه

Keshvari (7012 )همراهبه سطح 10 در هورموني از تيمار 

 ریزنمونه نوعدو  ( وB5و  MSکشت ) محيط نوع شاهد، دو

 بهترین که داد نشاناو  نتایج .استفاده کردميانگره(  و )برگ

 به رسيدن برای و همچنين کالوس القای درصد برای تيمار

 BAP +7  گرم بر ليترميلي 1 ترکيب ،زمان کمترین در کالوس
 خشك و تر وزن بالاترین برای و  NAAگرم بر ليتر ميلي

 1 ترکيبات با ( همراهB5گامبورگ ) کشت محيط کالوس،
 قطعات در D-2,4گرم بر ليتر ميلي BAP +7 گرم بر ليتر ميلي

 BAP +75/0 گرم بر ليتر ميلي 1/0 ميانگره، برای برگ و
  .آمد دستبه D-2,4  گرم بر ليترميلي

وامل نيز عهای رشد گياهي و کنندهبا توجه به اهميت تنظيم
ه مونو نوع ریزن دیگر مانند کازئين هيدروليزات، شيره نارگيل

 رایبپژوهش به بررسي این عوامل این در زایي بدني، بر رویان
 است. شده پرداختهگياه استویا زایي سازی رویانبهينه

 
 هامواد و روش

 ویا،گياه است زایي بدنيرویانمنظور بررسي به مواد گياهي:   
ی اابتدا اقدام به باززایي مستقيم گياه در شرایط درون شيشه
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عنوان در لوله آزمایش به کردهرشدهای نمونه بعدشد و 
ا هکه گياهچهزماني زایي انتخاب شدند.ه برای رویاننریزنمو

اندازه کافي رشد کاملاً از نظر رشد طولي و تعداد برگ به
ای هاز آنها برای تهيه ریزنمونه استفاده شد. ریزنمونه ،کردند

ای هجوانهها و شامل برگ زایي بدنيرویاناستفاده شده برای 
ي، های برگبرای کشت ریزنمونه .ندجانبي گياه استویا بود

عدد و  سهها را از انتهای دمبرگ جدا نموده و به تعداد برگ
 4متر به تعداد ميلي 15تا  10 طولهای جوانه به ریزنمونه

 .  ندعدد، داخل محيط کشت قرار داده شد
 آزمایش اول

مورد آزمایش، محيط  محيط و شرایط کشت: در تمام تيمارهای
 محيط کشت ،زارویانالقای کالوس برای کشت مورد استفاده 

MS .گرم در ليتر آگار افزوده  90پس از تهيه محيط کشت  بود

-1/5زا روی ایجاد کالوس رویانبرای های کشت محيط pH و
گرم در ليتر دیفکوباکتو  pH ،5/2تنظيم پس از  تنظيم شد. 2/5

اخل د به ،محيط کشتليتر ميلي 90 سپسآگار به آن افزوده شد. 
 (متريسانت 2متر و قطر سانتي 10ارتفاع ) های مربایيشيشه

 171کشت در دمای  هایمحيطپس از اتوکلاو . ریخته شد
 دقيقه 14اتمسفر به مدت  7/1گراد و با فشار درجه سانتي

روز  2مدت بهو های مربا منتقل شده به شيشه ياهيهای گنمونه
 یطراش در)اتاقك رشد  سپس به، گردیدنددر تاریکي نگهداری 

 1و  یيساعت روشنا 12لوکس در  7500تا 7000شدت نور 
و در دوره  11یکي و درجه حرارت در دوره تار یکيساعت تار

 & Pand) منتقل شدند (گراديدرجه سانت 72تا  75 یيروشنا

Khetmalas, 2012.)  ایجاد  برایمورد استفاده تيمارهای
 .بودند 1جدول شرح به زارویانکالوس 

 

 در آزمایش اول زاایجاد کالوس رویان برایمورد استفاده تیمارهای  -1جدول 

        تیارها      ترکیبات

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 

 MS MS MS MS MS MS MS MS MS MS MS MS MS محیط کشت

(1-mgl)D-2,4 2 5/0 1 5/1 2 5/2 1 5/0 5/2 5/2 - - - 

(1-mgl)BA - 01/0 01/0 01/0 01/0 01/0 5/0 - 1 1 1 1 2 

(1-mgl)NAA - - - - - - 5/0 5/0 - - 1 2 1 

 - - - 1550 - - - - - - - - - (mgl-1آمونیوم نیترات )

 

های رشد کنندهزا، از تنظيمرویاندر مرحله القای کالوس 
 يزن زایي بدنيرویانمرحله  هایآزمایش مختلف استفاده شد.

 نجپصورت فاکتوریل و در قالب طرح کاملاً تصادفي با به
 ریزنمونهبا دو  (1)جدول  تيمار 19 که شامل انجام شدتکرار 
 .بودجوانه( گياه استویا  و )برگ

پس  :زا به محيط بدون هورمونرویانهای واکشت کالوس
در شرایط مناسب برای ایجاد  هااز کشت و نگهداری نمونه

هفته انجام  پنجزده پس از های کالوسکالوس، واکشت نمونه
های ایجاد شده به صورت پفکي، اسفنجي کالوس. ساختار شد

در  رویانتبدیل به برای لازم انگيزه بود. سبز رنگ به نرم 
ها کاملاً به شکل کروی شکل کالوس .ها ایجاد شده بودکالوس

تبدیل شده و برای ادامه روند رشد و برای تبدیل شدن به یك 
ا رگياهچه کامل باید مراحل کروی، قلبي شکل و دوکي شکل 

ه بلافاصله ب شکل،های کروی همين دليل کالوسبه .دنطي کن
گرم بر ليتر  90کننده رشد با ميزان بدون تنظيم MSمحيط کشت 

 .ندانتقال داده شد 2/5برابر  pHگرم بر ليتر آگار و با  2ساکارز، 
 

 آزمایش دوم
نوع  ،شيره نارگيل اثر کازئين هيدروليزات، بررسي    

ياه گزایي رویانبر توليد کالوس و  کشتریزنمونه و محيط 
بررسي تأثير کازئين هيدروليزات و شيره نارگيل  برای: استویا

زا، آزمایشي به صورت فاکتوریل رویانهای در توليد کالوس
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 و بافت متفاوت )برگ دو شاملکاملاً تصادفي  در قالب طرح
، چهار غلظت کازئين هيدروليزات )صفر، جوانه( گياه استویا

گرم بر ليتر(، دو سطح شيره ميلي 700و  150، 100، 50
 ليتر بر ليتر( و دو نوع محيط کشت،ميلي 55نارگيل )صفر و 

در این زایي القای جنين برای .شد انجامتکرار  ششدر 
حاوی  MSمحيط کشت پایه در ابتدا  هاریزنمونه ،آزمایش

 D-2,4 گرم بر ليتر ميلي BA  +1گرم بر ليتر ميلي 01/0
به محيط کشت جدید انتقال  از دو هفته پسو ند شد کشت

، 50 صفر،اثر سطوح مختلف کازئين هيدروليزات )یافتند و 
فر صگرم بر ليتر( و نيز شيره نارگيل )ميلي 700و  150، 100

)برگ و جوانه( و محيط  ریزنمونه ،ليتر بر ليتر(ميلي 55و 
  مورد بررسي قرار گفت.زایي کشت بر رویان

 .بودندشرح زیر به مورد استفاده، محيط کشتدو نوع 
  BAگرم بر ليتر ميلي MS  +05/0محيط کشت  -1
گرم بر ميلي B5(7   های+ ویتامينMS  محيط کشت -7

 10 + گرم بر ليتر نيکوتينيك اسيدميلي 1+  گلایسين ليتر
 + گرم بر ليتر پيریدوکسين(ميلي 1+  گرم بر ليتر تيامينميلي
 گرم بر ليتر ميلي 05/0+  گرم بر ليتر ميواینوزیتولميلي 100

BA +1 گرم بر ليتر زغال فعال. 
شده پس از هشت هفته به محيط کشت  توليدهای رویان

MS  اندام برایگرم بر ليتر جيبرليك اسيد ميلي 1/0حاوی-

گيری منتقل شدند. صفات مورد ارزیابي شامل اندازه زایي

  ها بود.رویانزني جوانهدرصد القای کالوس و 
 
 هاآماری و تجزیه داده تحليل

به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفي  هاآزمایش
 SASافزار دست آمده با استفاده از نرمهای بهداده انجام شد.

ای ها با آزمون چند دامنهآناليز شد و اختلاف ميانگين 9.2
وتحليل آماری تجزیه درصد مورد 15دانکن با سطح اطمينان 

 .قرار گرفتند
 

 نتایج 
 آزمایش اول

نتایج تجزیه واریانس نشان داد که  :زاییمرحله کالوس
طح زایي در ساصلي تيمار و نوع بافت بر درصد کالوس هایاثر

 ×که اثر متقابل تيماردار بود. در حالياحتمال یك درصد معني
 دار نشان ندادزایي اختلاف معنينوع بافت بر درصد کالوس

ير ثأت. این نتایج نشان داد که القای کالوس تحت (7)جدول 
 یجنتا .تيمارهای محيط کشت و نوع ریزنمونه قرار گرفته است

ویان ر یبر القا يمارت ينشان داد که اثر اصل یانسوار یهتجز
 يلاثر اص کهدر حاليدار بود. يدرصد معن پنج احتمال در سطح

 رویان یالقا رب ریزنمونه نوع ×يمارتقابل تنمونه و اثر میزنوع ر
  (.7 )جدول داری نشان نداداختلاف معني

 

 گیاه استویا زاییرویانو  زاییتجزیه واریانس عوامل مورد مطالعه بر درصد کالوس -2جدول 

 MS درجه آزادی منابع تغییرات

 زاییدرصد رویان زاییدرصد کالوس  

 03/5* 04/0** 12 تیمار

 ns43/4 03/22** 1 نوع ریزنمونه

 ns21/3 ns11/2 12 ریزنمونه×تیمار

 515/2 353/1 140 خطای آزمایشی

nsدرصد 5و  1دار در سطح احتمال دارای اختلاف معني ترتيببه :*و  **دار، : بدون اختلاف معني 

 
 7بين تيمارها نشان داد که تيمارگين مياننتایج مقایسه 

( D-2,4گرم بر ليتر ميلي BA  +5/0گرم بر ليتر ميلي 01/0)
گرم بر ميلي BA  +5/7گرم بر ليتر ميلي 01/0) 2و تيمار 

 12/10( دارای بيشترین درصد القای کالوس )D-2,4ليتر 
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 11. همچنين تيمار ج(-4 )شکل الف(-1)شکل  ( بودنددرصد
( دارای NAAگرم بر ليتر ميلي BA 1 +گرم بر ليتر ميلي 1)

-1( بود )شکل درصد 75/1کمترین درصد القای کالوس )
 9نتایج مقایسه ميانگين بين تيمارها نشان داد که تيمار  (.الف

( با D-2,4گرم بر ليتر ميلي BA +1گرم بر ليتر ميلي 01/0)
-1 را توليد کرد )شکلرویان درصد بيشترین درصد  04/11
-2,4گرم بر ليتر ميلي 7) 1 . همچنين تيمارالف(-4)شکل  ب(

D را تشکيل داد )شکل  رویاندرصد کمترین درصد  72/7( با
 .ب(-4)شکل  ب(-1

که  ها نشان دادنتایج مقایسه ميانگين نوع بافت ریزنمونه
درصد در مقایسه با ریزنمونه جوانه  5/21بافت برگ با ميزان 

رای بيشترین ميزان القای کالوس بود درصد( دا 4/91جانبي )
 (.7)شکل 

 

  
 آمده است( 1گانه در جدول سیزده)نام و مشخصات تیمارهای  رویانب( و  کالوسالقای الف( مقایسه میانگین اثر نوع تیمارها بر درصد  -1شکل 

 .باشديم درصد كی سطح در داريمعن اختلاف فاقد مشترک حروف یدارا یهاستون

 

 
 مقایسه میانگین اثر نوع بافت بر درصد القای کالوس -2شکل 

 درصد یك سطح در دارمعني اختلاف دارای غيرمشابه حروف دارای هایستون

 .باشدمي

 آزمایش دوم
کازئین هیدرولیزات و شیره نارگیل به محیط کشت بر  اثر

  گیاه استویاهای ریزنمونه زاییرویان
اصلي کازئين  هایاثرنتایج تجزیه واریانس نشان داد که 

 یكهيدروليزات، محيط کشت و ریزنمونه در سطح احتمال 
. (9بود )جدول دار معني گياه استویا زایيرویاندرصد بر 

نه شيره گاریزنمونه و اثر سه وهمچنين اثر متقابل محيط کشت 
رصد د احتمال پنجریزنمونه در سطح  ×محيط کشت  ×نارگيل

. اثر متقابل (9دار بود )جدول معني زایيرویانبر ميزان 
 ایيزرویاندهد که دار نبود. این نتایج نشان ميچهارگانه معني

 و ازئين هيدروليزات، نوع ریزنمونهکثير أتتحت  شدتبه
 . (9)جدول  باشدميمحيط کشت 
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 زایی گیاه استویارویانتجزیه واریانس عوامل مورد مطالعه بر  -3جدول 

 (MS) ميانگين مربعات (df) درجه آزادی منابع تغييرات

 11/1** 4 هيدروليزات کازئين

 ns 92 /0 1  شيره نارگيل

 محيط کشت

 ریزنمونه

1 

1 

**11/9 
**15/2 

 شيره نارگيل × هيدروليزات کازئين

 محيط کشت × هيدروليزات کازئين

4 

4 

ns 79/0 
ns20/0 

 ریزنمونه × هيدروليزات کازئين

 محيط کشت × شيره نارگيل

4 

1 

ns 94/0 
ns 11/0 

 ریزنمونه × شيره نارگيل

 ریزنمونه × محيط کشت

 محيط کشت×نارگيلشيره × هيدروليزات کازئين

1 

1 

4 

ns 002/0 
ns 25/1 
ns 04/0 

 ریزنمونه × نارگيلشيره × هيدروليزات کازئين

 ریزنمونه × کشتمحيط × هيدروليزات کازئين

 ریزنمونه × محيط کشت × نارگيلشيره

محيط × نارگيلشيره × هيدروليزات کازئين

 ریزنمونه×کشت

4 

4 

1 

4 

ns 14/0 
ns 12/0 
*79/7 
ns 74/0 

 942/0 92 خطای آزمایشي

  25 کلخطای 
nsدرصد 5دار در سطح : دارای اختلاف معني*درصد،  1دار در سطح اختلاف معني: دارای **دار، دون اختلاف معني= ب 

  

های کازئين هيدروليزات نتایج مقایسه ميانگين غلظت
ترتيب گرم بر ليتر بهميلي 50و  0نشان داد که در غلظت 

 زایيرویان( درصد 14/2( و کمترین )درصد 7/70بيشترین )
های کروی شکل د رویان-4شکل (. الف-9 د )شکلحاصل ش

 دهد.در محيط کشت حاوی کازئين هيدروليزات را نشان مي
گرم بر ليتر کازئين ميلي 700و  150، 100های غلظت

زایي رویانداری بر هيدروليزات  از نظر آماری اختلاف معني
نتایج مقایسه ميانگين  .(الف-9)شکل  گياه استویا نشان ندادند

حاوی MS محيط کشت در بين دو محيط کشت نشان داد که 
به  MSنسبت به محيط کشت BA گرم بر ليتر ميلي 05/0

 ،درصد 21/21و زغال فعال با مقدار  5Bهای علاوه ویتامين
. نتایج مقایسه ب(-9)شکل  بود انجام شدهبيشتری زایي رویان

ار با مقد جوانهنوع ریزنمونه نشان داد که بافت  دو ميانگين
 10/79نسبت به بافت برگ )با زایي رویاندرصد  17/21

نتایج مقایسه . ج(-9 )شکل ( برتری داشتزایيرویاندرصد 
ریزنمونه نشان داد که  ومحيط کشت ميانگين اثر متقابل 

 هایبدون ویتامين MSدر محيط کشت  جوانههای ریزنمونه
B5 را توليد کرده است درصد(  42/52) رویانرین ميزان بيشت

های ها و محيطمتقابل ریزنمونه هایاثرسایر  (.د-9)شکل 
 د(.-9با یکدیگر نشان ندادند )شکل داری کشت تفاوت معني
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ب( نوع محیط کشت، ج( نوع ریزنمونه و د( اثر متقابل ریزنمونه  ،کازئین هیدرولیزات مختلف هایغلظتالف( مقایسه میانگین  -3شکل 

 .(دارند درصد کی سطح در یداریمعن اختلاف رمشابهغی حروف یدارا یهاستون) گیاه استویا زاییرویانبر درصد و محیط کشت 

 
 زایی گیاه استویارویانگانه شیره نارگیل، محیط کشت و ریزنمونه بر درصد مقایسه میانگین اثر سه -0جدول 

 زایيدرصد رویان ریزنمونه محيط کشت شيره نارگيل

 bc7/19 برگ MS شاهد )صفر(
 a95/47 جوانه  

 MS+B5 برگ cd41/5 
 cd11/5 جوانه  

    

 cd12/5 برگ MS ليترميلي 55
 b12/12 جوانه  

 MS+B5 برگ d91/0 
 bc9/19 جوانه  

 .دارنددر سطح یک درصد  یداراختلاف معنییرمشابه غهای دارای حروف ستون
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محيط  ×گانه شيره نارگيل نتایج مقایسه ميانگين اثر سه
ریزنمونه نشان داد که استفاده از ریزنمونه جوانه در  ×کشت 

ایي زفاقد شيره نارگيل بيشترین ميزان رویان MSمحيط کشت 
همچنين کمترین  (.4داد )جدول  نشاندرصد( را  95/47)

درصد( زماني حاصل شد که از  91/0زایي )ميزان رویان
همراه  5Bهای + ویتامين MSریزنمونه برگ در محيط کشت 

 (.9ليتر شيره نارگيل استفاده گردید )جدول ميلي 55با 

 

 
های ( کالوسج ،کننده رشدب( کالوس کروی در محیط حاوی تنظیم ،الف( کالوس کروی شکل :زارویانزا و غیررویانهای واکشت کالوس -0شکل 

 های کروی در محیط کشت حاوی کازئین هیدرولیزاتکالوس د( ،زارویانغیر
 

 بحث
 6T (01/0و  2Tزایي در دو تيمار بيشترین ميزان کالوس    

 /01و  D-2,4 گرم بر ليتر ميلي BA  +5/0گرم بر ليتر ميلي
-به ( D-2,4گرم بر ليتر ميلي BA  +5/7گرم بر ليتر ميلي0

 BAکننده رشد گياهي تنظيم آنهاوجه مشترک دست آمد که 
-کننده کارایي خوب این تنظيمتواند اثباتکه مي بود D-2,4و 

عنوان به D-2,4در واقع  زایي باشد.فرایند کالوس درها کننده
یك اکسين مصنوعي در کشت بافت و نگهداری کالوس 

(. در این Kumar, 1999باشد )حاصل از کشت بافت مفيد مي
های کشت حاوی ها در محيطپژوهش بيشترین ميزان کالوس

2,4-D  مشاهده شد وNAA چنداني بر القاء کالوس ثير أت
Sarkar (7010 )و   Banerjeeاین نتایج با نتایج نداشت.

با  D-2,4 گرم بر ليترميلي 7تيمار حاوی  نانآمطابقت داشت. 
 زایي رادرصد کالوس 12با ميزان  BAPگرم بر ليتر ميلي 7/0

-2,4ی کالوس در نظر گرفتند و وجود القا برایبهترین تيمار 

D پژوهش نيز این در القای کالوس مؤثر دانستند.  ایرا بر
در کنار یکدیگر سبب  BAو  D-2,4که حضور  مشخص شد

زا رویان و )کروی( بولاروهای گلترین کالوستشکيل با کيفيت
نکته قابل توجه اینکه در تيمارهایي  (.الف-4 )شکل گردید

 7و  1، 5/0کار رفته بود )سيتوکينين بالاتری بهکه مقادیر 

های حاصل شده کاهش یافت گرم بر ليتر( ميزان کالوسميلي
های دیگر تيمارها، های حاصل شده نسبت به کالوسو کالوس

تری بوده و از ميزان فشردگي آنها کاسته دارای بافت سخت
ر گرم بميلي 01/0 توسطزا رویانهای شد و بهترین کالوس

 5/7مقدار به  D-2,4دست آمد. در تيماری که فقطبه BAليتر 
توکنين بود ير استفاده شده بود و محيط بدون سگرم بر ليتميلي

ی اهفته، دارای رنگ قهوه پنجپس از  شدههای تشکيل کالوس
-کنندهمتنظيروشن بودند و پس از انتقال به محيط کشت بدون 

-دامتا ان کالوس مراحل تغييرتعداد بسيار کمي در ، های رشد

و  Pandدست آمده با نتایج . نتایج بهزایي طي شد
Khetmalas (7017 .مغایرت داشت )توان گفت ميرو ازاین

-که پاسخ متفاوت ریزنمونه برگ گياه استویا در ایجاد کالوس

زایي در مقایسه با ریزنمونه جوانه آزمایش شده در این 
ن در ایسلولي  ضعيت غشایوپژوهش ممکن است در نتيجه 

های های برگي دارای قابليتبنابراین سلول .باشد اندام
های تبدیل شدن به کالوس برای D-2,4 موردبيشتری در 

و همکاران  Bagheriبا نتایج حاصل نتایج  .باشندزا ميرویان
  .( مطابقت داشت7014)

طور مستقيم در تنظيم مراحل مختلف که به عوامليدر ميان 
های رشد گياهي کنندهکنند تنظيمشرکت مي زایيرویان

 د ج ب الف
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پروتکل  174درصد از  10مهمترین نقش را دارند. در بيش از 
در حضور اکسين  بدنيهای رویاناخير منتشر شده با القاء 

ت ها گزارش شده استنهایي و یا در ترکيب با سيتوکنينبه
(Gaj, 2004در ميان اکسين .) د تولي هایگزارشها بيشترین

 D-2,4بوده است. بعد از   D-2,4مربوط به هورمون رویان 
تحقيق این در  قرار دارند. NAA وIBA ، IAAهای هورمون

با توجه به نتایج حاصل از مقایسه ميانگين تيمارها بيشترین 
گرم بر ميلي 1حاوی  MSدر محيط کشت زایي رویانميزان 

با ميزان   BAگرم بر ليترميلي 01/0در ترکيب با  D-2,4ليتر 
تيمار  دررویان و کمترین ميزان  رویاندرصد بيشترین  04/11

درصد  72/7با ميزان   D-2,4گرم بر ليتر ميلي 7حاوی 
  Gopiدست آمده با نتایج (. نتایج بهب-1دست آمد )شکل به

 بدني زایيرویان(، حاصل از آزمایش 7014) Rosemaryو 
بهترین محيط نان آمطابقت داشت.  Coleus forskohliiگياه 

  D-2,4گرم بر ليتر ميلي 5/0را ترکيب  زایيرویان برایکشت 
، طبق نتایج معرفي کردند BAPگرم بر ليتر ميلي 1به همراه 

عنوان یك عامل بهدر محيط کشت  D-2,4بيان کردند که 
دهای ینافرتواند باعث شروع برخي از زا مطرح بوده و ميتنش

شود. اگرچه هنوز  رویانهای پيشتشکيل سلول مربوط به
های رویاني مشخص نشده سلول هانگيزدر  D-2,4نقش واقعي 

با متيله کردن مولکول D-2,4 اما پيشنهاد شده است که  ،است
DNAهای گياه را به الگوی بيان ، الگوی بيان ژن سلول
 لهای رویاني تبدیدهد و آنها را به سلولزایي تغيير ميرویان

(. با توجه به نتایج Loschiavo et al., 1989کند )مي
 دنيب زایيرویانچنداني بر ایجاد ثير أت NAAآزمایش، اکسين 

 هایآزمایشدست آمده از نداشت. این نتایج مطابق با نتایج به
Musavizadeh ( بود. نتایج 7010و همکاران ) مطالعه این

کسين اثير أتهای بدني تنها تحت نشان داد که تشکيل رویان
در کنار مقادیر نيز  BA قرار ندارد. حضور مقادیر مختلف

های رویان تشکيلباعث  NAAو   D-2,4هایمختلف اکسين
گرم بر ميلي BA (01/0. حضور مقدار کم سيتوکنين شدبدني 

های بدني را داشت. حداکثر توليد رویان D-2,4همراه ليتر( به
ا هها و سيتوکنينویژه اکسينهای گياهي بههورمونها به سلول

و ورود به چرخه سلولي  بدنيهای برای فعال شدن سلول

(. سيتوکنين معمولا به محيط Pola & Srada, 2006نيازمندند )
شود. در واقع این هورمون مسئول دارای اکسين افزوده مي

هاست که طي تشکيل دوک سلولي در تنظيم سنتز پروتئين
 . استان ميتوز دخيل زم

ي نشان مثبتثير أتزایي وجود کازئين هيدروليزات بر رویان
داد. در کل نتایج نشان داد که وجود کازئين هيدروليزات نسبت 

 . در کنار ضرورتبودثرتر ؤمزایي به شيره نارگيل در رویان
های مختلف نيتروژن استفاده از اکسين، اهميت حضور شکل

ز از زایي بدني نيالقای رویان برایهای کشت در ترکيب محيط
این  (،Inocente et al., 2007ای برخوردار است )اهميت ویژه

)سایر مواد های مختلف نيتروژن در حالي است که شکل
ه ک دارد زایي اثربر رویاندار مانند اسيدهای آمينه( نيتروژن

در کازئين  .این نتایج مطابق نتایج حاصل شده است
زایي مانند ليزات اسيدهای آمينه لازم برای رویانهيدرو

 گلوتامين، پرولين، آلانين، سرین و گليسين وجود دارد.
اسيدهای آمينه پرولين و سرین از طریق افزایش ميزان 

-های ميتوزی سلولهای داخلي باعث افزایش فعاليتهورمون

زا یانروهای سلولي پيشها شده و به این وسيله تشکيل توده
-. طي بررسي(Nutironchi et al., 1984) دهندافزایش ميا ر

-رویانبررسي القای  برایSanjabi (7012 ،)هایي که توسط 

 Ulmusاوليه از جداکشت برگ نارون ملج ) بدنيهای 

glabra روی محيط کشت )MS های مختلف يتوکنينحاوی س
گرم بر ليتر ميلي 700به همراه غلظت ثابت   D-2,4و اکسين

کازئين هيدروليزات انجام شد، نتایج نشان داد که وجود کازئين 
تي اثر مثبرویان و ميانگين تعداد زایي رویانهيدروليزات در 

د. پژوهش مطابقت داراین از  حاصلدارد که این نتایج با نتایج 
 توانندهای آلي موجود در کازئين هيدروليزات مياسيدآمينه

رای آمونيوم معدني و مکمل نيترات باشند. ب يجایگزین مناسب
همچنين جذب نيتروژن از طریق یك منبع آلي مثل کازئين 

تر از منابع غيرآلي است تر و سریعهيدروليزات بسيار آسان
(Thom et al., 1981  .) 

رکيبات ت تأثيربر اساس نتایج اگرچه هر دو ریزنمونه تحت 
 ما نوع ریزنمونه درنمودند، ا رویانمحيط کشت یکسان توليد 



 112                                                                                           1 ، شماره72اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ایران جلد  تحقيقات ژنتيك و نشریه علمي

 

-ویانرکه تعداد طوریگذار بود، بهثيرأت رویانتشکيل تعداد 

های کروی تشکيل شده در ریزنمونه جوانه استویا بيشتر بود. 
این بررسي مشخص نمود که عامل ریزنمونه و محيط کشت 

کنند و رویشي نقش مهمي را ایفا مي زایيرویاندر القا 
-لحاظ توان و استعداد رویان های مختلف ریزنمونه ازقسمت

دست آمده با نتایج ایي بدني متفاوت هستند. نتایج بهز
Naranjo ( مطابقت داشت. 7015و همکاران )Gatica  و

 Coffea arabica( نيز قطعات برگ قهوه )7001همکاران )

L.زایي بدني معرفي کردند.عنوان اندام مناسب رویان( را به 
های رویانال ميزان در محيط کشت حاوی زغال فع

 BAتوليدی کمتر بود و اثر منفي زغال فعال با هورمون 
تواند ناشي از آن باشد که زغال فعال مشاهده شد. این مي

علاوه بر محصولات اکسيداسيوني فنلي، باعث جذب برخي 
د که برای رشنيز بشود  های رشدکنندهاز ترکيبات تنظيم

ویژگي منفي برای آن  تواند یكهستند و این ميضروری 
(. همچنين زغال Marks & Simpson, 1990آید )شمار به

های تيامين و اسيد نيکوتينيك را از محيط حذف فعال، ویتامين
( و با افزودن زغال فعال Weatherhead et al., 1979)کرده 

محيط بعد از اتوکلاو کاهش یافته و باعث  pH ،به محيط کشت
-ن آگار موجود در محيط کشت ميای شدکم شدن قدرت ژله

ای هر چند با کاهش ژله (.Monteuuis & Bon, 1985گردد )
شود ولي به لحاظ افزایش آب تر انجام ميشدن جذب سریع

-تنفس افزایش یافته و از این طریق واکنش، بيشتر در محيط

بنابراین محيط کشت  شود.های بازدارندگي رشد ظاهر مي
های موجود آدنين و ویتامينبنزیلحاوی زغال فعال با جذب 

زایي گياه استویا شد و اثر در محيط کشت مانع از القا رویان
 . دادزایي بدني استویا را نشان منفي بر رویان
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Abstract 

   Stevia plant (Stevia rebaudiana Bertoni.) is an important plant species due to its high content 

of recoverable natural sweeteners. Considering the industrial and medical importance of plant, 

the current study was performed with the aim of optimizing somatic embryogenic of this plant. 

Embryogenic callus induction and embryogenesis were investigated using different 

concentrations of Benzyl Adenine (BA), Naphthalene Acetic Acid (NAA) and 2,4-

Dihydrophenoxy acetic acid (2,4-D) in leaf and bud explants in MS culture medium in a factorial 

experiment based on completely randomized design (CRD) with five replications. The highest 

callus induction was obtained in culture media contained 0.01 mg/l (BA + 0.5 mg/l 2, 4-D and the 

highest embryo induction was obtained in 0.01 mg/l BA + 1 mgl-1 2, 4-D treatment. Also the effect 

of Casein hydrolysate on the embryogenesis of the Stevia plant were investigated in five 

concentrations (0, 50, 100, 150 and 200 mgl-1) and coconut milk in two levels (0 and 55 ml) by 

both explants of leaf and bud in a factorial experiment based on CRD with six replications.  In 

concentrations of 0 and 50 mg/l of Casein hydrolysate respectively obtained the highest (20.2%) 

and lowest (7.84%) embryos. The percentages of embryogenesis in MS medium without coconut 

milk was 78.82% for bud explants and 25.09% for leaf explants, and finally, embryos were 

transferred to medium containing 0.1 mgl-1 of GA3 for organogenesis, and 18.03% of the embryos 

were grown to complete seedling.  
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