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رشد و تكثير شاخساره و برخي پارامترهاي بيوشيميايي گياه استويا در شرايط كشت درون 
 اي تحت تأثير اليسيتورهاي زيستي و غير زيستيشيشه

 2ندا زندو  2، حسين جعفري1، بهرام ملكي*1دياكو رسولي

 يمهندسي توليد و ژنتيك گياهگروه  دانشكده كشاورزي، دانشگاه زنجان، زنجان،، ايران 1

بخش تحقيقات  ،زنجانمركز تحقيقات و آموزش كشاورزي و منابع طبيعي استان  سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كشاورزي، ،زنجان، ايران 2
  گياه پزشكي

  07/07/1399 :تاريخ پذيرش  18/05/1399: تاريخ دريافت

  چكيده

وشيميايي گياه استويا تحت تأثير اليسيتورهاي زيستي و هاي بيگيري برخي مؤلفهبه منظور بررسي رشد و تكثير و همچنين اندازه
بر همين اساس، ابتدا اثر دو . غير زيستي در شرايط كشت بافت دو آزمايش در قالب طرح كاملا تصادفي با سه تكرار انجام شد

گرم بر ليتر به منظور يليم 3و  5/2، 2، 5/1، 1، 5/0هاي  در غلظت) BAPو  Kin(نوع سايتوكينين كينيتين و بنزيل آمينو پورين 
انتخاب غلظت بهينه به عنوان پروتكل تكثير گياه استويا در آزمايش اول و سپس اثر اليسيتورهاي كيتوزان، متيل جاسمونات و 

گرم بر ليتر بر افزايش رشد گياه و همچنين پارامترهاي بيوشيميايي گياه ميلي 300و  200، 100، 50عصاره مخمر در چهار غلظت 
گرم بر ليتر ميلي 2نتايج آزمايش اوليه نشان داد كه غلظت . ويا در شرايط كشت بافت به عنوان آزمايش دوم انجام گرفتاست

BAP  جهت پرآوري شاخساره به عنوان غلظت بهينه باعث بيشترين رشد طول و تعداد شاخساره شد، بنابراين اين غلظت به
كه داري بر طول و تعداد شاخه نشان دادند، به طوريمختلف افزايش معني اثر اليسيتورهاي. محيط كشت پايه اضافه گرديد

درصد افزايش  95و  70گرم بر ليتر كيتوزان بود كه به نسبت شاهد به ترتيب ميلي 200بيشترين طول و تعداد شاخه در غلظت 
، اثر افزايشي به نسبت شاهد نداشتند، به اثر اليسيتورها بر پارامترهاي بيوشيميايي نشان داد كه به غير از كربوهيدرات. داشت

ميزان كربوهيدرات كل . طوري كه محتواي آب و همچنين كلروفيل گياه با افزايش غلظت اليسيتورها كاهش بيشتري را نشان داد
ت تيمار داري به نسبگرم بر ليتر به طور معنيميلي 50و عصاره مخمر  100، متيل جاسمونات 200هاي كيتوزان تحت تأثير غلظت

تواند به عنوان يك پروتكل مناسب جهت توليد انبوه گياه استويا به طور كلي مشخص شد كه اين تحقيق مي. شاهد افزايش داشت
       .به عنوان يك گياه اقتصادي مهم در شرايط كشت بافت مورد استفاده قرار گيرد

  اره مخمراستويا، كيتوزان، كشت بافت، متيل جاسمونات، عص :واژه هاي كليدي

  dirasouli@gmail.com :الكترونيكي پست ،04442338776 :مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
يكي از Stevia rebaudiana (Bertoni) استويا با نام علمي 

- مي Asteraceaeگياهان دارويي شناخته شده از خانواده 

اين گياه بومي نواحي گرمسيري و نيمه گرمسيري . باشد
كه  )14(انند پاراگوئه و برزيل بوده آمريكاي جنوبي م

هايي از ه اروپا و بخشامروزه در ديگر نقاط جهان از جمل
هاي استويا حاوي شيرين برگ. )17(شود آسيا كشت مي

هاي قوي بدون كالري به نام گليكوزيدهاي استويول كننده
)SGs (هستند به  گياه اين مزه شيرين عامل باشند كهمي

طوري كه امروزه در صنايع غذايي و دارويي كاربرد فراواني 
توليد گليكوزيدهاي استويول از گياهان استويا . )31(. دارند

ها به عنوان مواد طبيعي غير با توجه به پتانسيل بالاي آن
شيرين كنندگي بالا، مقدار كالري پايين،  سمي، ميزان
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داراي ارزش بسيار  PHمقاومت در برابر حرارت و ثبات 
برداري گياه استويا در براي بهره. )14(باشد زيادي مي

صنعت، توليد و تكثير آن در مقياس وسيع ضروري به نظر 
- اين گياه در حال حاضر از طريق بذر تكثير مي. رسدمي

- به علت درصد زنده بذر يقاز طر يرتكثبا اين حال، . يابد

زني پايين و همچنين كاهش قدرت جوانه )viability( ماني
از طرفي، با توجه به اينكه استويا  .)26(محدود شده است 

يك گياه خود ناسازگار است تكثير آن از طريق بذر بسيار 
شود مشكل بوده و باعث بوجود آمدن بذرهاي عقيم مي

، همچنين با توجه به دگرگشن بودن، بذور توليد شده )9(
. باشندكدست مينامتقارن بوده و از لحاظ فنوتيپي غير ي

هاي غير جنسي جهت تكثير اين توان از روشبنابراين مي
هايي كه جهت تكثير يكي از روش. )15(گياه استفاده نمود 

اين روش . باشدزني ميشود قلمهانبوه گياهان استفاده مي
- جهت توليد گياهان همگن و يكدست روش مناسبي مي

باشد اما با توجه به اين كه قلمه زدن به عنوان يك تكنيك 
-سنتي در سطح وسيع و انبوه كار پر زحمت و طاقت

هاي ديگر تكثير غير توان از تكنيكفرسايي است لذا مي
كشت بافت . )18(جنسي نظير كشت بافت استفاده نمود 

تواند نقش مهمي در توليد تجاري گياه استويا گياهي مي
 پلاسم كه با حفاظت از ذخاير ژرمايفا كند به طوري

)Germplasm( ي در مدت زمان كوتاهي تكثير پايه مادر
به عنوان  بافت بنابراين كشت). 4(گردد انبوهي را باعث مي

 براي جايگزين بهترين in vitroيك روش كنترل شده و 

  .)33(استويا است  اهگي سريع انتشار

هاي ثانويه توليد اكثر گياهان مقدار بسيار پاييني از متابوليت
كنند و اين ميزان توليد ممكن است تحت شرايط مي

در كشت بافت گياهي، اليسيتورها . مشخصي صورت گيرد
هاي ثانويه با كشت توانند جهت افزايش سنتز متابوليتمي

توان در زمان هاي گياهي به كار رفته و در نتيجه ميسلول
مطالعات .  )1(كمتري به ميزان توليد بيشتري دست يافت 

هاي ثانويه مختلف اند كه تجمع متابوليتبسياري تاييد كرده
, 8(تواند به طور مؤثري ناشي از كاربرد اليسيتورها باشد مي

به طور كلي، اليسيتورها تركيباتي زيستي و يا غير  .)23, 10
هاي دفاعي در باشند كه از طريق القاي پاسخزيستي مي
ه هاي ثانويتوانند باعث توليد و انباشت متابوليتگياهان مي

 داراي است ممكن زيستي اليسيتورهاي. )41(شوند 
- قارچ مانند يا و كيتوزان و كيتين مشخصي مانند تركيبات

 تركيبات از ايمخمر داراي مجموعه عصاره و همگن هاي
غير زيستي  از طرفي، اليسيتورهاي .)37(باشند  زيستي
منظور  به اسيد ساليسيليك و يا اسيد جاسمونيك مانند

اند قرار گرفته بررسي مورد ثانويه تركيبات توليد افزايش
مطالعات متعددي بر روي گياه استويا در خصوص . )25(

القاي كالوس و توسعه كشت سوسپانسيون با استفاده از 
انجام ) برگ، گره، ميانگره و غيره(هاي متنوع مونهريزن

، همچنين مطالعاتي نيز به )20, 19, 13 ,3(گرفته است 
هاي درگير در مسير بيوسنتزي بررسي بيان ژن

اند كه پرداختهگليكوزيدهاي استويول در گياه استويا 
بخشي نيز توسط نويسندگان مقاله تحت تاثير اليسيتورهاي 
كيتوزان، متيل جاسمونات و عصاره مخمر انجام گرفته 

هاي اندكي در ارتباط با ، در حالي كه گزارش)2(است 
- تأثير اليسيتورهاي زيستي و غير زيستي بر افزايش شاخه

زايي گياه استويا در شرايط كشت بافت و همچنين اثر اين 
  .باشنداليسيتورها بر پارامترهاي رشد گياه در دسترس مي

به طور كلي با توجه به تحقيقات مختلف مشخص شده 
است كه گياه استويا به عنوان يك گياه اقتصادي مهم مطرح 
بوده كه در بسياري از كشورهاي پيشرفته از قند آن در 

در . )12(شود يد محصولات غذايي شيرين استفاده ميتول
كشور ايران با توجه به بومي نبودن اين گياه و لذا تكثير آن 
از طريق كشت بافت، كمتر مورد توجه قرار گرفته است 

اي نزديك به عنوان يك شود در آيندهبيني ميكه پيش) 3(
گياه استراتژيك جهت توليد محصولات شيرين بدون 

بنابراين با توجه به ارزش . رد استفاده قرار گيردكالري مو
اقتصادي اين گياه توليد و تكثير آن از اهداف مهم محسوب 

پروتكل مناسب  يههدف تهلذا در تحقيق حاضر  .شودمي
استفاده از  يرتاث يكشت بافت و بررس يقاز طر يرتكث يبرا
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جاسمونات و عصاره مخمر بر  يلمت يتوزان،ك يسيتورهايال
 يااستو ياهگيوشيميايي ب يپارامترها يشاخساره و برخ ديتول

   .باشديكشت بافت م يطدر شرا

  مواد و روشها
به منظور بررسي اثر اليسيتورهاي كيتوزان، متيل جاسمونات 
و عصاره مخمر بر توليد شاخساره گياه استويا و همچنين 
افزايش توليد گليكوزيدهاي استويول در شرايط كشت 

در قالب طرح كاملا تصادفي در آزمايشگاه بافت آزمايشي 
تحقيقاتي بيوتكنولوژي دانشكده كشاورزي دانشگاه زنجان 

  .انجام گرفت

جهت بدست آوردن : هاضدعفوني و كشت ريزنمونه
هاي دو ماهه گياه استويا از دست و همگن، قلمهگياهان يك

ضدعفوني . مركز تحقيقات كشاورزي استان گيلان تهيه شد
هاي گياه استويا بر اساس روش واي لنگ و لاي ريزنمونه

به اين ). 39(با اندكي تغييرات انجام گرفت) 2004(كنگ 
ي به جوانه جانب يكحداقل  يحاو يانگرهقطعات ممنظور 
سپس به . سانتيمتري برش داده شدند 6تا  5هاي اندازه

 20مدت پنج دقيقه در محلول ضدعفوني حاوي تويين 
در زير هود . مقطر شستشو داده شدندقرار گرفته و با آب 

ها در محلول هيپوكلريت سديم پنج درصد لامينار نمونه
زماني . قرار گرفته و سه بار با آب مقطر شستشو داده شدند

ها داراي مقداري رطوبت سطحي بودند اقدام كه ريز نمونه
  .ها در محيط كشت بافت گرديدنبه كشت آ

 MSدر محيط كشت هاي ضدعفوني شده كشت ريز نمونه
حاوي سه درصد  )MS  )28محيط كشت. انجام گرفت
همچنين با توجه به هدف . درصد آگار بود 8/0ساكاروز و 

-BAP=6(سايتوكينين  MSتحقيق، به محيط كشت 

Benzylaminopurine  وKin= Kinetin( هاي با غلظت
گرم بر ليتر اضافه گرديد كه ميلي 3و  5/2، 2، 5/1، 1، 5/0

ترين غلظت به محيط بر اساس نتايج آزمايش اوليه مناسب
هاي استفاده شده در اين غلظت. اضافه شد MSكشت 

تحقيق بر اساس مطالعات و تحقيقات صورت گرفته در 
ريز . شرايط مشابه بر روي گياهان مختلف انتخاب گرديدند

داري به اتاقك رشد با ي كشت شده جهت نگههانمونه
 50 -60گراد و رطوبت درجه سانتي 25 ± 2درجه حرارت 

ساعت در روز منتقل  16درصد با طول دوره روشنايي
هاي جهت بدست آوردن انشعابات جديد و نمونه. گرديدند

هاي زيادي در كافي جهت تيمار، در محيط كشت ريزنمونه
ا بهترين غلظت از تيمار شده ب MSمحيط كشت 

. طور پيوسته كشت گرديدند سايتوكينين تحت آزمايش، به
هاي استويا و هفته از تكثير ريز نمونه 8بعد از گذشت 

گياهان  in vitroبدست آوردن گياهان كافي در شرايط 
جهت كشت در مراحل بعدي و اعمال تيمار آماده 

  .گرديدند

جاسمونات و  ليمت توزان،يكتيمارها شامل : اعمال تيمار
گرم ميلي 300و  200، 100، 50غلظت  4در  عصاره مخمر

تيمارهاي موردنظر ابتدا با استفاده از . بر ليتر بودند
. استريل شدند) µm(ميكرومولار  2/0فيلترهاي سرنگي 
هاي ضدعفوني شده در محيط كشت، قبل از كاشت قلمه

ط صورت جداگانه در شراي تيمارهاي مورد نظر هر كدام به
جهت بررسي . استريل به محيط كشت پايه اضافه گرديدند

و مقايسه گياهان تيمار شده با اليسيتورها با گياهان شاهد 
عنوان تيمار شاهد در محيط  بدون اليسيتور، از آب مقطر به

  .كشت پايه استفاده گرديد

جهت محاسبه : هاي استوياگيري طول و تعداد ساقهاندازه
ي كشت شده در محيط كشت پايه هاطول و تعداد نمونه

هاي گياهي با استفاده از بعد از چهار هفته، طول نمونه
ها شمارش شده و گيري و تعداد آنكش اندازهخط

  .يادداشت گرديد

گيري طول بعد از اندازه: هاگيري وزن خشك نمونهاندازه
هاي كشت داده شده در چهار غلظت و تعداد نمونه

متيل جاسمونات و عصاره مخمر،  اليسيتورهاي كيتوزان،
گيري جهت اندازه. گيري شدها نيز اندازهوزن خشك آن
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ها ابتدا وزن شدند و سپس به مدت يك وزن خشك، نمونه
. گراد در آون قرار داده شددرجه سانتي 50شب در دماي 

هاي خشك شده با استفاده از ترازوي سه سپس وزن نمونه
گيري و به صورت درصدي گرم اندازهصفر بر حسب ميلي

  .از وزن تر اوليه بيان شد

ميزان آب موجود در برگ و : گيري پارامترهاي رشداندازه
هاي تازه گياه استويا همچنين پروتئين كل موجود در برگ

. بدست آمد )30(با استفاده از روش ساداسيوام و مانيكام 
هاي استويا بر همچنين كربوهيدرات كل موجود در برگ

بر همين . محاسبه شد )24(اساس روش ريگوين و امريك 
هاي سبز استويا با اساس، ميزان كلروفيل موجود در برگ

. بدست آمد )16(استفاده از روش هيسوكس و ايزرلستام 
گرم بر گيري شده بر حسب ميليپارامترهاي رشد اندازه
ها به صورت درصد بيان نتايج آنگرم بدست آمدند كه 

 .گرديدند

اين آزمايش در قالب طرح كاملا : آماري تحليل و تجزيه
 مقايسههمچنين . تصادفي در سه تكرار انجام گرديد

و  SASر آماري افزا نرم 2/9نسخه  از استفاده با هاميانگين
درصد پنج سطح احتمال  در دانكن ايآزمون چند دامنه

   .شدانجام 

  نتايج
كشت بافت گياهان استويا تحت تأثير : هاي اوليهآزمايش

Kin  وBAP  در شش غلظت مختلف جهت بدست آوردن
نتايج مربوط به . بهترين محيط كشت پايه انجام گرفت

هاي اوليه بر روي طول و تعداد شاخه نشان داد كه يشآزما
گرم بر ليتر ميلي 3به غير از غلظت  BAPهاي همه غلظت

 3و  5/2هاي به غير از غلظت Kinهاي و همه غلظت
داري در تعداد و ارتفاع گرم بر ليتر، افزايش معنيميلي

به ). 1شكل (شاخه در محيط كشت بافت را باعث شدند 
طور كلي، بيشترين تعداد شاخه و بالاترين طول ساقه در 

طوري كه  بود به BAPگرم بر ليتر محيط حاوي دو ميلي
درصد افزايش به  88(متر سانتي 03/6ميانگين طول ساقه 

ساقه  49/5و تعداد شاخه به طور ميانگين ) نسبت كنترل
  . بود) درصد افزايش به نسبت كنترل 150(
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دهنده عمودي نشانمحور . ايهاي گياه استويا در محيط درون شيشهشاخه) b(و تعداد ) a(بر طول  Kinو  BAPهاي رشد اثر تنظيم كننده -1شكل 

حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزمون دانكن در . باشددهنده انحراف معيار مينشان Standard error. طول و تعداد شاخه
 .هستند% 5سطح احتمال 
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 هاي مختلف كيتوزان، متيل جاسمونات واثر غلظت
هاي اثر غلظت: عصاره مخمر بر طول و تعداد شاخه

مختلف كيتوزان، متيل جاسمونات و عصاره مخمر بر طول 
و تعداد شاخه گياه استويا در شرايط كشت بافت در سطح 

نتايج حاصل از كشت ). 1جدول (دار بود يك درصد معني
هفته، در محيط كشت پايه حاوي  4هاي استويا بعد از قلمه

گرم بر ليتر كيتوزان، ميلي 300و  200، 100، 50هاي غلظت
نشان داد كه ) 3شكل (تيل جاسمونات و عصاره مخمر م

گرم بر ليتر كيتوزان باعث بيشترين طول و ميلي 200غلظت 
تعداد شاخه گياه استويا در محيط كشت گرديد كه به 

درصد افزايش داشت  95و  70نسبت شاهد به ترتيب 
گرم بر ميلي 300و  100هاي همچنين غلظت). a-2شكل (

گرم بر ليتر متيل ميلي 100و  50هاي ظتليتر كيتوزان و غل
جاسمونات و عصاره مخمر  به طور همزمان تأثير مثبت و 

 هاي گياه استويا در محيطداري بر طول و تعداد شاخهمعني

كمترين ميزان طول و تعداد شاخه . كشت بافت داشتند
گرم بر ليتر عصاره مخمر و ميلي 300تحت تأثير غلظت 

دار به نسبت كه باعث كاهش معنيمتيل جاسمونات بود 
  ). d ،e -2شكل (شد ) بدون اليسيتور(تيمار شاهد 

  
اي كشت بافت گياه استويا در شرايط كشت درون شيشه -2شكل 

بيشترين طول و تعداد ساقه تحت : a. تحت تأثير اليسيتورهاي مختلف
ساقه بيشترين طول و تعداد : cو  b. گرم بر ليتر كيتوزانميلي 200تأثير 

. گرم بر ليترميلي 50و عصاره مخمر  100تحت تأثير متيل جاسمونات 
d  وe : كمترين تعداد و طول ساقه در محيط كشت بافت تحت تأثير

  .گرم بر ليترميلي 300و عصاره مخمر در غلظت  300متيل جاسمونات 
  

 ايهاي بيوشيميايي گياه استويا در كشت درون شيشهتجزيه واريانس اثر اليسيتورهاي مختلف بر رشد شاخساره و پارامتر -1جدول 

منابع
  تغييرات

درجات 
  آزادي

  ميانگين مربعات
  )mg/g(وزن خشك   )mg/g(كلروفيل   )mg/g(كربوهيدارت   (%)پروتئين   (%)آب نسبي   تعداد ساقه  )cm(طول ساقه 

  22/8**  68/6**  006/0**  63/9** 45/49**  44/3** 57/5**  12  تيمار
  40/0  32/0  001/0  32/1  60/1  12/0  051/0  26  خطا

  74/7  67/4  25/3 26/6 63/1 80/9 03/5  (%)ضريب تغييرات 
  دار در سطح يك درصدوجود اختلاف معني: **
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هاي مختلف اثر غلظت -3شكل 
اليسيتورهاي كيتوزان، متيل جاسمونات و 

) b(و تعداد ) a(عصاره مخمر بر طول 
محيط درون  هاي گياه استويا درشاخه
دهنده طول و محور عمودي نشان. اي  شيشه

دهنده نشان Standard error. تعداد شاخه
حروف متفاوت نشان . باشدانحراف معيار مي

دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزمون 
  .دانكن در سطح احتمال پنج درصد هستند
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هاي كيتوزان، متيل جاسمونات و عصاره اثر غلظت
هاي وزن خشك نمونه :ك گياه استويامخمر بر وزن خش
هاي مختلف كيتوزان، در غلظت in vitroاستويا در شرايط 

نشان داده  4متيل جاسمونات و عصاره مخمر در شكل 
منظور بررسي بيوماس گياه تحت شرايط  به. شده است

- هاي قلمه استويا تحت غلظتكشت در شيشه، ريزنمونه

بعد از چهار . گرفتندهاي مختلف به مدت چهار هفته قرار 
. گيري شدهاي خشك شده اندازههفته وزن خشك نمونه

بر اساس نتايج مشخص شد كه بيشترين وزن خشك گياه 
 51(گرم بر ليتر ميلي 50مربوط به عصاره مخمر در غلظت 

 47( 200داري با كيتوزان بود كه اختلاف معني) درصد
 36( گرم بر ليترميلي 100و متيل جاسمونات ) درصد
و  100همچنين عصاره مخمر در غلظت . نداشت) درصد

گرم بر ليتر افزايش ميلي 50متيل جاسمونات در غلظت 
به ) درصد 27و  33به ترتيب (داري وزن خشك معني

از طرفي تيمارهاي كيتوزان . نسبت تيمار شاهد نشان دادند
، متيل جاسمونات و عصاره مخمر در 300، 100، 50

داري گرم بر ليتر اثر معنيميلي 300و  200هاي غلظت
 in vitroجهت بهبود يا كاهش وزن خشك گياه در شرايط 

 .به نسبت تيمار شاهد نشان ندادند
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دهنده انحراف معيار نشان Standard error. اي تحت تأثير اليسيتورهاي مختلفهاي گياه استويا در شرايط كشت درون شيشهوزن خشك شاخه -4شكل 

  .حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معني دار بر اساس آزمون دانكن در سطح احتمال پنج درصد هستند. باشدمي

هاي مختلف كيتوزان، متيل جاسمونات و اثر غلظت
گرم ميلي(عصاره مخمر بر محتواي آب و پروتئين گياه 

نتايج مربوط به درصد محتواي آب و همچنين : )بر گرم
بر اساس نتايج . اندن داده شدهنشا 5پروتئين كل در شكل 

مشخص شد كه هر دو صفت بررسي شده تحت تأثير 
هاي مختلف هر سه اليسيتور كيتوزان، متيل غلظت

داري كاهش جاسمونات و عصاره مخمر به طور معني
كه بيشترين درصد اين دو صفت به ترتيب به طوري. داشتند

اهد گرم بر گرم بود كه در تيمار شميلي 22/0و  84/0
مشاهده گرديد و با افزايش غلظت اليسيتورها كاهش 

  . محتواي آب و پروتئين گياه افزايش يافت

هاي مختلف كيتوزان، متيل جاسمونات و اثر غلظت
گرم ميلي(عصاره مخمر بر كربوهيدرات كل و كلروفيل 

هاي مختلف كيتوزان، متيل بررسي اثر غلظت: )بر گرم
ايط كشت بافت نشان جاسمونات و عصاره مخمر در شر

داد كه اثر اين اليستورها بر كربوهيدرات كل به صورت 
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جزئي بود به طوري كه بيشترين ميزان كربوهيدرات در 
) درصد 6/5(گرم بر ليتر متيل جاسمونات ميلي 100غلظت 

) درصد 5/6(گرم بر ليتر عصاره مخمر ميلي 50و غلظت 
داري ش معنيمشاهده گرديد كه به نسبت تيمار شاهد افزاي

گرم بر ليتر كيتوزان بر ميلي 200غلظت . داشتند
ساير . داري نشان ندادكربوهيدرات كل افزايش معني

هاي استفاده شده از اليسيتورهاي كيتوزان، متيل غلظت
داري بر ميزان جاسمونات و عصاره مخمر اثر معني

  ). 6شكل (كربوهيدرات كل نشان ندادند 

كيتوزان، متيل جاسمونات و  همچنين اثر اليستورهاي
كدام از عصاره مخمر در اين تحقيق نشان داد كه هيچ

هاي استفاده شده باعث افزايش ميزان كلروفيل غلظت
نشدند به طوري كه بيشترين ميزان كلروفيل در تيمار شاهد 

كيتوزان و عصاره مخمر به طور كلي اثر . مشاهده گرديد
از طرفي متيل . نداندداري بر ميزان كلروفيل نشان معني

دار جاسمونات در هر چهار غلظت باعث كاهش معني
  ).5شكل (ميزان كلروفيل شد 
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ميزان محتواي آب  -5شكل 
و همچنين پروتئين كل ) a(نسبي 

)b (كشت  گياه استويا در شرايط
هاي اي تحت غلظتشيشه درون

 Standard. مختلف اليسيتورها

error ر دهنده انحراف معيانشان
حروف متفاوت نشان . باشدمي

دار بر اساس دهنده اختلاف معني
آزمون دانكن در سطح احتمال 

  .پنج درصد هستند
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) a(ميزان كربوهيدرات  -6شكل 
گياه استويا در ) b(و كلروفيل 

اي شرايط كشت درون شيشه
هاي مختلف تحت غلظت

 Standard error. اليسيتورها
-يدهنده انحراف معيار منشان
حروف متفاوت نشان . باشد

دار بر اساس دهنده اختلاف معني
آزمون دانكن در سطح احتمال 

  .پنج درصد هستند
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  بحث و نتيجه گيري
باعث  يتوكينينمشخص كردند كه سا ياديز يقاتتحق
كشت  يطكشت داده شده در مح هايرشد شاخه يكتحر

يه همين منظور در تحقيقي مشخص گرديد . گرددميبافت 
 BAPگرم بر ليتر از ميلي 2تا  1هاي متوسط بين لظتكه غ

هاي استويا در تأثير بسزايي در افزايش رشد و تكثير شاخه
ن افزايش عملكرد همچني. )34(شرايط كشت بافت داشتند 

 Orthosiphonهاي كشت داده شده از گياه براي ساقه

stamineus كننده  تحت تنظيمBAP  در محيطMS  گزارش
بر اساس نتايج بدست آمده مشخص شد . )39(شده است

در  Kinكننده رشد بيش از به عنوان يك تنظيم BAPكه 
كننده رشد به بنابراين اين تنظيم. تحقيق حاضر مؤثر بود

عنوان تيمار اوليه مناسب  جهت افزايش توليد و تكثير 
شاخساره به منظور بررسي تاثير اليسيتورهاي زيستي و غير 

  . اضافه گرديد MSبه محيط كشت پايه زيستي بر اين گياه، 

نتايج بدست آمده از اثر اليسيتورهاي كيتوان، متيل 
جاسمونات و عصاره مخمر بر گياه استويا در شرايط كشت 
بافت بيانگر آن بود كه اليسيتورهاي استفاده شده باعث 

نتايج . افزايش تكثير و رشد شاخساره در اين گياه شدند
. مشابه بود) 2010(تالون و هكاران اين تحقيق با مطالعه پا

ها گزارش كردند كه اليسيتورهاي كيتوزان، متيل آن
جاسمونات، عصاره مخمر و ساليسيليك اسيد بعد از شش 

زايي گياه داري باعث افزايش ميزان شاخهروز به طور معني
Drosera burmaniiin زايي شدند كه در نهايت اين شاخه

در نتيجه توليد بيشتر ماده مؤثره باعث افزايش توليد برگ و 
اي ديگر، كادال و همكاران همچنين در مطالعه. )29(گرديد 

گرم بر ليتر ميلي 150بيان كردند كه غلظت ) 2014(
 Rubiaداري باعث افزايش رشد گياه كيتوزان به طور معني

cordifolia  در كشت ريشه مويي آن شد كه اين افزايش
به  .)21(رشد با افزايش غلظت كيتوزان كاهش را نشان داد 

 200رسد در پژوهش حاضر كيتوزان در غلظت نظر مي
گرم بر ليتر به عنوان غلظت بهينه بوده كه بيشترين ميلي

در واقع كيتوزان به . طول و تعداد ساقه را باعث شده است
ساكاريد در گياه عمل كرده و با تحريك عنوان يك پلي

توليد ليگنين در ديواره سلولي باعث افزايش رشد گياهان 
توان در اين ، كه اين افزايش رشد را مي)38(شود مي

. تحقيق در طول و تعداد ساقه گياه استويا مشاهده نمود
همچنين مشخص شده كه استفاده از اين اليسيتور در 
شرايط كشت بافت در غلظت مناسب اثر بيشتري بر گياه 

تواند ماده مؤثره گياه را نيز داشته و با افزايش رشد مي
 Gerberaدر تحقيقي ديگر بر روي گياه . )36(افزايش دهد 

aurantiaca  مشخص شد كه كيتوزان باعث افزايش برخي
دهنده، تعداد برگ از پارامترهاي رشد از قبيل طول ساقه گل

اما به طور كلي اثر . )40(شود در هر ساقه و تعداد گل مي
كيتوزان بر رشد گياهان به صورت نامشخص باقي مانده كه 

هاي بيشتري بر نحوه عملكرد و ميزان آن نيازمند آزمايش
از طرفي در اين تحقيق . )36(باشد بر روي گياه مي

شخص شد كه متيل جاسمونات و عصاره مخمر در م
هاي پايين باعث افزايش طول و تعداد شاخه گياه غلظت

) 2016(اي، بايراكتار و همكاران در مطالعه. استويا شدند
داري باعث بيان كردند كه متيل جاسمونات به طور معني

كاهش طول و تعداد ساقه در گياه استويا در شرايط 
 200و  100هاي طوري كه غلظتاي شد، به گلخانه

ميكرومولار متيل جاسمونات باعث كاهش رشد گياه شده 
و بعد از دو هفته رشد گياه متوقف و در نهايت توليد ماده 

ه اين ها بيان كردند كآن. )7(مؤثره گياه را كاهش داد 
كاهش رشد ممكن است به دليل غلظت بالاي متيل 

بر . جاسمونات و همچنين مدت زمان اعمال تيمار باشد
 100و  50 خلاف اين تحقيق، در پژوهش حاضر غلظت

گرم بر ليتر در طي چهار هفته باعث افزايش ميزان ميلي
دهي گياه استويا شده است كه ممكن است به دليل ساقه

نين تحوه اعمال و افزايش ميزان اين شرايط كشت و همچ
هاي گزارش. اي باشداليسيتور در شرايط كشت درون شيشه

بسيار اندكي از اثر عصاره مخمر بر رشد گياه در شرايط 
هاي بهينه كشت بافت موجود است اما ممكن است غلظت
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هاي رشدي در طي مرحله اين اليسيتور باعث رشد سلول
ه افزايش رشد شاخساره در رويش شده و در نهايت منجرب

  . كشت بافت شوند

عملكرد بيوشيميايي اليسيتورهايي مانند كيتوزان و اسيد 
جيبرليك بر برخي پارامترهاي رشدي گياه نظير ميزان آب 
نسبي و همچنين پروتئين گياه در طي آزمايش هنوز به 

در پژوهشي . )32(صورت ناشناخته باقي مانده است 
پاشي اسيد كاهش محتواي آب سلولي تحت محلول

جيبرليك نشان داد كه اين اليسيتور احتمالا باعث افزايش 
) 2016(احمد و همكاران . )27(شود بيوماس برگ گياه مي

رهاي داري بر رشد و پارامتبيان كردند كه كيتوزان اثر معني
شامل  Washington navelبيوشيميايي درختان پرتقال رقم 

تعداد برگ، رشد برگ و همچنين محتواي آب نسبي برگ 
رسد اليسيتورها بيشتر تأثير بازدارنده به نظر مي. )5(نداشت 

بر محتواي آب و پروتئين گياه بر روي گياه استويا داشته و 
) 2003(الدين و همكاران - شرف. كنندنقش تنش را ايفا مي

گزارش كردند كه محتواي پروتئين در گياهان تيمار شده 
با اسيد جيبرليك به نسبت گياهان شاهد كاهش داشت 

ها بيان كردند كه اين اليسيتور اثري بر برخي آن. )32(
هاي رشد شامل زودرسي، ميزان محصول و همچنين مؤلفه

 Cynara cardunculusكربوهيدارت و پروتئين كل در گياه 
نداشت به طوري كه تأثير مستقيمي بر پارامترهاي رشدي 

ا افزايش غلظت در تحقيق حاضر ب. گياه مشاهده نشد
هركدام از اليسيتورها محتواي آب و پروتئين گياه كاهش 
بيشتري نشان داد كه اين كاهش ممكن است به دليل مقابله 

هاي احتمالي و از طرفي افزايش بيوماس گياه گياه با تنش
كه اگرچه اين اليسيتورها باعث كاهش اين به طوري. باشد

به افزايش وزن دو صفت بررسي شده شدند اما با توجه 
خشك گياه، احتمالا اين اليسيتورها نقش دوگانه داشته و 

در واقع به طور . در نهايت عملكرد گياه را افزايش دادند
قاطع دليل كاهش آب و پروتئين تحت تأثير اليسيتورهاي 

توان استفاده شده را با توجه به نبود اطلاعات كافي نمي
اي درون شيشهبيان كرد اما ممكن است به دليل كشت 

احتمالا افزايش غلظت اليسيتورها باعث كاهش رطوبت 
همچنين . محيط و در نتيجه آب نسبي گياه شده باشد

افزايش غلظت اليسيتورها به خصوص متيل جاسمونات و 
عصاره مخمر احتمالا اثر منفي بر اسيدهاي آمينه داشته و 

  .اندها را كاهش دادهدر نهايت پروتئين

يج متفاوتي از ميزان كربوهيدرات كل در از طرفي، نتا
گياهان مختلف تحت تأثير اليسيتورهاي مختلف گزارش 

گزارش كردند ) 2003(الدين و همكاران -شرف. شده است
داري بر كربوهيدرات كل در كه متيل جاسمونات اثر معني

از طرفي . )32(نشان نداد  Cynara cardunculusگياه 
بيان كردند كه كربوهيدرات تحت ) 2014(تاكور و سوهال 

تأثير اليستورهاي اسيد ساليسيليك و بنزوتياديوزل كاهش 
 Brassicaو  Brassica napusداري در هر دو گونه معني

juncea  در يك ) 2007(خاليل - همچنين ال. )35(داشت
بررسي بيان داشت كه اليسيتورهاي متيل جاسمونات و 
اسيد ساليسيليك باعث افزايش ميزان كربوهيدرات به 

كربوهيدرات، به عنوان قند . )11(نسبت تيمار شاهد شدند 
. شودهاي مهم و اوليه گياه محسوب ميگياه، جزو متابوليت

هاي متفاوتي به طور كلي و بر اساس مطالعات و گزارش
كه از اثر اليسيتورها بر افزايش يا كاهش كربوهيدرات گياه 

غلظت توان بيان داشت كه انتخاب باشد، ميموجود مي
-مناسب در افزايش ميزان كربوهيدرات گياه بسيار مؤثر مي

همچنين بررسي و ارزيابي كربوهيدرات كل در . باشد
گياهان نيازمند بررسي چرخه توليد اين متابوليت اوليه بوده 

بنابراين با . كندكه در گياه نقش بسيار ارزشمندي ايفا مي
توان نميهاي موجود در اين زمينه، توجه به عدم گزارش

به طور كامل اثر اليسيتورها بر ميزان كربوهيدرات كل را 
 هاي چرخهبيان كرد و نيازمند تحقيقات ديگري در زمينه

هاي درگير جهت تشريح بيوسنتزي كربوهيدرات و آنزيم
از سويي ديگر، در اين تحقيق . باشدكامل اين چرخه مي

شاهده كاهش ميزان كلروفيل تحت تأثير متيل جاسمونات م
مشابه بود ) 2004(هاي آنانيوا و همكاران گرديد كه با يافته

هاي مختلف متيل تها در تحقيقي اثر غلظآن. )6(
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 Cucurbita pepoجاسمونات بر ميزان كلروفيل كل در گياه 
را بررسي كردند كه نتايج نشان داد اين اليسيتور باعث 

ها بيان كردند با توجه آن. دار كلروفيل گرديدكاهش معني
به اينكه مسير توليد كلروفيل و همچنين متيل جاسمونات 

)GA3 (نتزي متيل اريترول در گياه از طريق مسير بيوس
افزودن متيل جاسمونات به عنوان . باشدمي) MEP(فسفات 

شود و مي GA3تيمار به گياه باعث افزايش مسير توليدي 
در تحقيق حاضر . دهداز طرفي توليد كلروفيل را كاهش مي

كه مسير بيوسنتزي گليكوزيدهاي نيز با توجه به اين
گياه استويا در مسير  هاي ثانويهاستويول به عنوان متابوليت

MEP  ممكن است متيل جاسمونات به  )22(قرار دارد
در نتيجه باعث عنوان يك تيمار بازدارنده عمل كرده و 

  .كاهش ميزان كلروفيل كل شود

بر اساس نتايج اين تحقيق، مشخص شد توليد و تكثير 
هاي گياه استويا در شرايط كشت بافت با سريع شاخه

ها هاي رشد گياهي نظير سايتوكينينكنندهاستفاده از تنظيم
در واقع محيط كشت بافت بستر مناسبي . افزايش يافت

گياهي به وجود آورده و با استفاده از هاي براي رشد سلول
ها باعث تسريع كنندههاي مناسب و بهينه از تنظيمغلظت

گرم در اين تحقيق اضافه كردن دو ميلي. شودرشد گياه مي
تواند به عنوان يك مي MSبه محيط كشت  BAPبر ليتر 

پروتكل مناسب جهت توليد انبوه گياه استويا در شرايط 
همچنين مشخص شد كه . شودكشت بافت استفاده 

اليستورهاي استفاده شده به طور كلي اثر افزايشي بر توليد 
كه وزن با توجه به اين. و تكثير ساقه گياه استويا داشتند

خشك گياه تحت تأثير اين اليسيتورها افزايش داشت، 
كاهش پارامترهاي رشد ممكن است به دليل آماده شدن 

بنابراين بررسي . باشد هاي احتماليگياه در مقابل تنش
هاي مولكولي جهت بيان پارامترهاي رشد نيازمند آزمايش

هاي موردنظر و در نتيجه مقايسه هاي درگير در چرخهژن
در اين . باشدآن از لحاظ مولكولي و مورفولوژيكي مي

 200 گيري كرد كه غلظتتوان نتيجهتحقيق اين گونه مي
گرم بر ليتر متيل ليمي 100گرم بر ليتر كيتوزان، ميلي

گرم بر ليتر عصاره مخمر به عنوان ميلي 50جاسمونات و 
ها هاي بهينه بيشترين تأثير را به نسبت ساير غلظتغلظت

بر افزايش رشد گياه استويا در شرايط محيط كشت پايه ايفا 
اي جهت توليد تواند به عنوان مقدمهاين تحقيق مي. نمودند

وان يك گياه اقتصادي مهم در شرايط انبوه گياه استويا به عن
اي همچنين مقدمه. كشت بافت مورد استفاده قرار گيرد

تر شامل بررسي بيان ژن و هاي جامعجهت انجام آزمايش
همچنين افزايش توليد ماده مؤثره گياه استويا با استفاده از 

  .هاي بهينه بدست آمده از اين تحقيق باشدغلظت
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Abstract 

To study the shoot multiplication and to measure some biochemical parameters of 
Stevia rebaudiana under biotic and abiotic elicitors via in vitro condition, two 
experiments were conducted in a completely randomized design with three replications. 
Accordingly, in the first experiment, the effects of two cytokinins, Kin and BAP, at 0.5, 
1, 1.5, 2, 2.5 and 3 mg/L concentrations to pick the optimal concentration as shoot 
multiplication protocol and then the effect of chitosan (CH), methyl jasmonate (MeJA) 
and yeast extract (YE) at 50, 100, 200 and 300 mg/L concentrations on plant growth and 
biochemical parameters of Stevia plant under in vitro culture was investigated as a 
second experiment. Primary experiment showed 2 mg/L BAP was the best regulator for 
shoot multiplication, therefore, supplemented with MS medium. The effect of various 
concentrations of elicitors showed a significant increase on shoot length and number. 
The highest amount of shoot length and number were observed in CH 200 mg/L, which 
showed a significant increase (70 and 95% respectively) compared to control plants. 
The effect of elicitors on biochemical parameters except for carbohydrates showed no 
effect compared to control. So that the water content and chlorophyll, showed more 
reduction with increasing doses of elicitors. The content of total carbohydrate was 
significantly increased by Chitosan 200, Methyl jasmonate 100 and Yeast extract 50 mg 
/L with relative to control. Overall, it was found that this research could be used as a 
proper protocol for mass production of Stevia rebaudiana as an economically valuable 
plant in tissue culture conditions. Chitosan, Yeast extract, In vitro culture, Methyl 
jasmonate, Stevia rebaudiana. 
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