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درختچه چند ساله  Stevia rebaudiana Bertoni یی استویادارو اهیگ

 ژهیوبه کا،یمرآجنوب  یاست که بوم Asteraceaeاز خانواده  یکوچک

امل عو تأثیرمنظور بررسی باشد. این پژوهش بهمیو پاراگوئه،  لیبرز

 نز درین توسط آگروباکتریوم رایزوژیهای موهمختلف در القا و رشد ریش

کشت  ایشیشهدر شرایط درونگیاه استویا صورت گرفت. بذور استویا 

شه، های قطعات ریریزنمونهها، زنی و رشد گیاهچهپس از جوانه شدند.

ای های درون شیشهروزه از گیاهچه 90و  60 ،30ساقه و برگ در سنین 

آگروباکتریوم   C58و ATCC15834، R1000های آمد. سویه دستبه

 میکرومولار استوسرینگون( در دو محیط 100رایزوژنز )حاوی صفر و 

ساعت در  72مدت وری و اسپری بهبا روش غوطه LBو  NYAکشت 

ده بعد های تلقیح شریزنمونهکشت گردیدند. گراد همدرجه سانتی 27دمای 

 400حاوی  جامد MS و 1/2MS از حذف باکتری اضافی به محیط

منظور . بهدندیمنتقل گرد بیوتیک سفوتاکسیملیتر آنتی گرم برمیلی

ین در محیط یهای موهای مختلف بر رشد ریشهکشتسازی محیطبهینه

 IBA% ساکارز و  3و  %5/1های با غلظت MS1/2 کشت مایع، از محیط

ر هداد شان شد. نتایج حاصل از این تحقیق ن گرم بر لیتر استفادهمیلی 2/0

ویا برگ است ریزنمونهین در یسه سویه آگروباکتریوم بر القای ریشه مو

 یقابلیت بیشتری در القا ATCC15834سویه  ،مناسب بودند ولی

 ین در محیطیبیشترین میزان فراوانی ریشه موین داشت. یمو هایریشه

همچنین در مرحله  بود. 1/2MSکشتی و محیط هم NYAسوسپانسیون 

درصد ساکارز 5/1دارای  1/2MSن محیط ییهای موپرآوری ریشه

 ATCC15834 هیحاصل از سوهای لاین ترین محیط شناخته شد.مناسب

 رشدترین لاین بود.پر (AL 2C)استویا، کلون برگ  

 

آگروباکتریوم ، Stevia rebaudiana Bertoni کلیدی:های هواژ

 .محیط کشتمویین، رایزوژنز، ریشه

  

Stevia rebaudiana Bertoni is a perennial shrub from the 

Asteraceae; native of Brazil and Paraguai. This Plant is 

containing sweet steviosides; rebaudioside and 

isostevol. This experiment was conducted to study the 

effects of diverse factors on induction and growth of 

hairy roots induced by Agrobacterium rhizogenes. The 

seeds were surface sterilized and then cultured on solid 

MS medium under 250C and 16:8 h photoperiod. After 

germination and development of seedlings, the root, 

stem and leaf explant of three different ages (30, 60 and 

90 days) were placed on NYA and LB suspension 

media. Agrobacterium rhizogenes strains 

(ATTCC15834, R1000 and C58) and acetosyringone 

were treated on the plant sample by floating and spray 

method for 72 hrs at 270C. The   incubated explants 

were treated to remove any bacteria and were 

transferred to 1/2MS media containing 400 mgl-1 

cefotaxime. To optimize the growing media for hairy 

root induction and growth, 1/2 MS medium was 

enriched with 3% sucrose and 0.2 mgl-1 Indole-3-

butyric acid. The results revealed that all the 

Agrobacterium strains were effective on hairy root 

induction from root and leaf explant. The highest hairy 

root induction was belonged to NYA suspension 

medium co-cultured with 1/2 MS. Furthermore, for the 

roots proliferation, 1/2MS medium containing 1/5% 

sucrose was the selected one. Leaf clone (C2LA) stevia 

lines obtained from ATCC15834 strain had the highest 

growth. 

 
Keywords: Agrobacterium rhizogenes, Hairy root, 

medium, Stevia rebaudiana. 

  Stevia rebaudiana Bertoniین گیاه یهای موسازی شرایط رشد ریشهبهینه

  Agrobacterium rhizogenesحاصل تلقیح 
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 مقدمه
باشند می نگیاهااز  سیعیو هگستر ییدارو نگیاها

 یا درمان یپیشگیردر ه این گیاهان مؤثرمواد  که
 Kumar) دگیرمی ارقر دهستفاا ردموها یربیما

Srivastava, 2018.) های مهم یکی از کاربرد
نمودن گیاهان برای اهداف بیوتکنولوژی تراریخت

فتی خاص خاص نظیر القای مقاومت یا القای ص
باشد. چنین تحقیقاتی در مورد گیاهان دارویی از می

و  باشد زیرا با تولیداهمیت زیادی برخوردار می
توان گیاهان دارویی با های مویین میکشت ریشه

 & Bharatiارزش را حفظ نمود یا باززایی کرد )

2014Bansal, .) یی استویادارو اهیگStevia 

rebaudiana Bertoni دساله درختچه چن
 یاست که بوم Asteraceaeاز خانواده  یکوچک

 است. و پاراگوئه لیبرز ژهیوبه کا،یمرآجنوب 
 ینیریش دلیلبه "برگ عسل" ای "ایاستو"عنوان به

 ,.Aminha et al) شناخته شده است زیاد گیاه

ساقه قلمه  ایو  بذربا  ایاستوتکثیر (. 2014
قدرت بودن نییتوجه به پابا  بذر با ازدیاد. باشدمی

و  (Tadhani & Subhash, 2006)بذر زنی جوانه
چندان  مشتقات آنو  stevioside مقدار تفاوت در

امروزه  (.Khalil et al., 2014) باشدنمی عمولم
منظور غلبه بر از تکثیر غیرجنسی و کشت بافت به

 شود. مشکلات فوق استفاده می
های لیتهای افزایش در تولید متابوکاریکی از راه

های مویین در ثانویه استفاده از تکنولوژی تولید ریشه
. (Ionkova, 2007)باشد برخی گیاهان دارویی می

های مویین که با استفاده از باکتری ریشه
Agrobacterium rhizogenes  یک نوع باکتری(

شوند، دارای رشد سریع گرم منفی خاکزی( تولید می
ند. بزرگترین مزیت باشای میشیشهدر شرایط درون

های مویین تولید مقادیر بالای متابولیت کشت ریشه
 Bourgaud etباشد )ثانویه نسبت به گیاه مادری می

al., 1997).  باکتریAgrobacterium 

rhizogenes  با انتقال قطعهT-DNA  حاوی ژن

نماید. ها را تراریخت میهای گیاهی آناکسین به سلول
های به سلول های اکسینژن این باکتری با انتقال

های گیاهی باعث افزایش میزان اکسین در سلول
های مویین در شده و بنابراین باعث القای ریشهتراریخته
 ,.Chabaud et al., 2006; Mi et alشود )گیاه می

2020; Gutierrez-valdes et al., 2020 .) استفاده
ایزوژنز های مویین تراریخت با آگروباکتریوم راز ریشه

های ثانویه در مقادیر بسیار بالا برای تولید متابولیت
باشد. ثبات ژنتیکی و رشد سریع ریشه در مناسب می

طور خاصی ها را بهمحیط ساده فاقد هورمون، آن
سازد مطالعات بیوشیمیایی مناسب می برای

(Roychowdhary et al., 2017; Jouanin, 

1984.)  
ایی بر رشد و تولید فاکتورهای فیزیکی و شیمی

سازی ترکیبات های مویین تأثیر گذارند. بهینهریشه
یابی به بالاترین میزان رشد و محیط کشت جهت دست

های مویین ضروری های ثانویه در ریشهتولید متابولیت
(. نوع سویه باکتری، نوع Nartop, 2018باشد )می

 ریزنمونه، سن ریزنمونه، منبع کربن و غلظت آن، غلظت
محیط کشت،  pHهای موجود در محیط کشت، یون

ها و دما همگی بر رشد و متابولیسم نور، فیتوهورمون
 ,.Morgan et alهای مویین مؤثر هستند )ثانویه ریشه

2000; Vanhala et al., 1998 .) استفاده از
سازها، هایی نظیر الیسیتاسیون، تغذیه با پیشروش

های آزادشده در ولتراواسازی، به دام انداختن مولک
هایی محیط مایع و سیستم کشت توأم از جمله روش

های منظور بهبود تولید در کشت ریشههستند که به
 (.Wu, 2007اند )کار گرفته شدهمویین به

های مویین جایگزین مناسب کشت کشت ریشه
باشد های ثانویه میسلولی برای تولید متابولیت

(Shanks et al., 1999اخیر .) اً استفاده از ناقلین بیان
واسطه آگروباکتریوم رایزوژنز دوگانه برای انتقال ژن به

 ,.Visser et alزمینی )به گیاهان مختلفی مانند سیب

زمینی (، سیبSaito et al., 1992، بلادن )(1991
(، همیشه بهار Otani et al., 1993شیرین )
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(Sohrabi et al., 2017و مریم گلی کوهی ) (Yan 

et al., 2005های(، و در گونه Striata (Avish et 

al., 2014 .گزارش شده است )Abdy Liaei et al. 
های مویین در گیاه دارویی استویا را ( تولید ریشه2016)

ن و برای موئی ریشه کشت مورد بررسی قرار دادند. در
 Berton Stevia rebaudiana از stevioside دیتول

ای رایزوژنز مطالعه ومیباکترآگرو توسطشده تلقیح
های مختلف ها با سویهصورت گرفته است که ریزنمونه

Agrobacterium rhizogenes (ATCC15834 

and R1000, GM, C58) محیط کشت  درLB 
 و ینیمو ییزاشهیر به منجرها سویه همه. شدند تلقیح
شدند و همچنین  تومورزا کالوس لیتشک باعث نیهمچن

 Abdyتر بود )بر القای ریشه مویین موثرریزنمونه برگ 

liaei et al., 2016.) 
های مویین در القای ریشه منظوربهاین پژوهش 

های برگ، ساقه و ریشه گیاه استویا توسط ریزنمونه
 ,ATCC15834)های آگروباکتریوم رایزوژنز سویه

R1000, C58) ،محیط کشت باکتری  با دو نوع
(LB, NYA ،)سازی شرایط و بهینه الیسیتور تأثیر

مایع تکمیل شده   MSها در محیط کشت رشد ریشه
 های مختلف ساکارز انجام گرفت. با غلظت

 

 هامواد و روش
 هاریزنمونهمواد گیاهی و تهیه 

بذور استویا از شرکت پاکان بذر اصفهان تهیه گردید. 
ها و شکستن خواب، بذر زنیجوانهتسریع  منظوربه

ر جریان آب قرار گرفتند و ساعت زی12 مدتبهابتدا 
درصد  025/0ساعت در جیبرلین  3مدت سپس به

بذور تیمار شده  ،نیجهت ضدعفوور شدند. غوطه

دقیقه  1 مدتبه %70زیر هود لامینار در اتانول 

 %10رفتند و سپس با هیپوکلریدسدیم قرار گ

دقیقه ضدعفونی شدند، در نهایت  15 مدتبه

وری در آب مقطر طهبار غو 3بذور پس از 

دقیقه شستشو  15دقیقه و  10دقیقه،  5 مدتبه

 منظوربه بذور ،کردنبعد از استریل داده شدند.

 & MS (Murashigeمحیط روی بر زنیجوانه

Skoog, 19688/5 باامد ( ج=pH  کشت شده و در
گراد و دوره درجه سانتی 25دمای اتاقک رشد با 

تا زمان اریکی ساعت ت 8ساعت نور و  16نوری 
زنی نگهداری شدند. پس از جوانهها ظهور گیاهچه

های قطعات ریشه، ریزنمونهها، بذور و رشد گیاهچه
 منظوربهروزه  90و  60،30ساقه و برگ در سنین 

 قرار گرفتند.تلقیح با باکتری مورد استفاده 
 
 ینیهای موسازی باکتری و القای ریشهآماده

ی مویین در استویا از سه هامنظور القای ریشهبه
باکتری  C58 و ATCC15834 ، R1000سویه 

آگروباکتریوم رایزوژنز به دو روش اسپری و 
 وری استفاده شد. در روش غوطه وریغوطه

های مادری ها در زیر هود لامینار از گیاهچهریزنمونه
صورت دیش استریل بهجدا شده و در داخل پتری
حله بعد جهت نفوذ بهتر جداگانه قرار گرفتند. در مر

ها به ها، در سطح ریزنمونهباکتری به درون ریزنمونه
هایی ایجاد صورت تصادفی، زخموسیله اسکالپل و به

شده برای هر سویه گردید. سوسپانسیون باکتری آماده
های جداگانه ریخته شده و دیشنیز به درون پتری

ی هاها درون سوسپانسیون هر یک از سویهریزنمونه
ور دقیقه غوطه 15مدت طور جداگانه و بهباکتری به

ها بعد از ایجاد در روش اسپری ریزنمونه شدند.
های تصادفی با استفاده از سرنگ حاوی زخم

های باکتری اسپری با فاصله سوسپانسیون سویه
ها صورت گرفت نزدیک به سمت ریزنمونه

(Ebrahimi et al., 2017به .)سازی منظور آماده
و NYAاکتری جهت انجام تلقیح، دو محیط کشت ب

LB (2012, Morton & Fuqua تهیه و )
ساعت کشت شده و  48مدت ها ابتدا بهباکتری

حاوی  LBو  NYAسپس، به داخل محیط جدید 
میکرولیتر( و بدون  100استوسرینگون )
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ها بهینه باکتریغلظت  استوسرینگون انتقال یافتند.
( توسط دستگاه 600OD) نانومتر 600در طول موج 

قرائت گردید. این  6/0- 7/0اسپکتوفتومتر بین 
ساعت بر روی شیکر انکوباتور  6مدت ها بهمحلول

دور در دقیقه  100گراد و درجه سانتی 25در دمای 
 30های کشت باکتری، قرار گرفت. در همه محیط

بیوتیک ریفامپیسین اضافه گرم بر لیتر آنتیمیلی
ون باکتری با استوسرینگون و بدون شد. سوسپانسی

 15مدت استوسرینگون در هر محیط کشت ابتدا به
دور در  4000گراد و درجه سانتی 4دقیقه در دمای 

 20دقیقه سانتریفیوژ گردید و سپس با اضافه کردن 
مایع بر روی رسوب  1/2MSلیتر محیط میلی

دقیقه انجام  10مدت حاصل، سانتریفیوژ این بار به
 20سپس مجددآ، بر روی رسوب حاصل شد. 
مایع اضافه و خوب مخلوط  1/2MSلیتر محیط میلی

گردید و از سوسپانسیون حاصل به دو روش 
دقیقه( و اسپری جهت تلقیح  15وری )غوطه

ها بر ها استفاده شد. در مرحله بعد ریزنمونهریزنمونه
ساعت در  72مدت بهجامد  1/2MSروی محیط 

-ریزنمونه کشت شدند.گراد همتیدرجه سان 27دمای 

شده سپس جهت حذف باکتری اضافی، در های تلقیح
های استریل قرار گرفته و به لایه کاغذ صافی

 میلیگرم بر 400جامد حاوی  MSو   1/2MSمحیط
. عمل دندیمنتقل گرد بیوتیک سفوتاکسیملیتر آنتی

انتقال چند مرتبه تا حذف شدن کامل باکتری تکرار 
های مویین ظاهر از دو الی سه هفته ریشهشد. بعد 

های شده و چهار هفته بعد از ظاهر شدن اولین ریشه
های القاشده و مویین، تعداد ریزنمونه دارای ریشه

و  NYAمحیط کشت  ها برایتر آنمیانگین وزن
LB 1/2کشتی های همو محیطMS  وMS اندازه-

  گیری و ثبت شد.
 ینیای موهسازی شرایط رشد ریشهبهینه

های مویین از محل ریشهبعد از دو الی سه هفته، 
های برگی ظاهر ها و حاشیه ریزنمونهزخم ریزنمونه

روز و برای بهبود رشد  10بعد از گذشت  شدند.

های مویین به محیط رشد، ریشههای پرلاین
1/2MS  400مایع عاری از هورمون و حاوی 

فت و سپس گرم بر لیتر سفوتاکسیم انتقال یامیلی
درجه  25 یاتور با دماوبانک کریش رویها نمونه
 یکیتار طیدر شرا دور در دقیقه 100 گراد ویسانت

گردیدند. در  واکشت کباریروز  10و هر  قرار گرفت
بیوتیک صورت مشاهده رشد آگروباکتریوم، از آنتی
شد. از سفوتاکسیم داخل محیط واکشت استفاده می

استفاده گردید.  ای ادامه کشتها برترین کلونرشدپر
سه نوع سویه باکتری شامل  سیربر ردمو یهارفاکتو

(R1000 ،C58 وATCC15834  سه نوع کلون ،)
های ریشه، ساقه و برگ در سه فاکتور از ریزنمونه

مایع با مقدار درصد متفاوت  1/2MSمحیط کشت 
در این منظور پرآوری بود. ساکارز و حاوی اکسین به

سازی رشد مرحله بهینههای پرلاین آزمایش از
های مویین استفاده شد، برای هر سویه سه ریشه
 .رشد انتخاب شدها پرلاین

از آنجا که هر ریشه مویین محصول یک سلول 
باشد. بنابراین تراریخته در یک ریزنمونه )لاین( می

توان یک کلون در نظر گرفت. هر ریشه مویین را می
ق حاضر سه کلون از هر بر این اساس در تحقی

های ریزنمونه ریشه، ساقه و برگ انتخاب و به ارلن
مایع  1/2MSلیتر میلی 15لیتری حاوی میلی 100

ها های مویین حاصل از رشد کلونمنتقل شدند. ریشه
منظور بررسی مرحله واکشت، وزن شدند. به 4پس از 

های کشت بر میزان افزایش اثرات هر کدام از محیط
های های مویین، سه نمونه از ریشهتوده ریشهزیست 

ریزنمونه ریشه، ساقه و برگ انتخاب و از هر کدام به 
گرم برداشته و به سه محیط کشت میلی 5/0اندازه 

گراد منتقل درجه سانتی 25( در دمای 1)جدول 
درجه  25های کشت در تاریکی و دمای شدند، محیط

دور  100ا سرعت گراد بر روی شیکر انکوباتور بسانتی
ها هر ماه نگهداری شدند. نمونه 3مدت در دقیقه به

ماه  3بار واکشت شدند. پس از گذشت روز یک 10
 گیری شد.ها اندازهتر نمونهوزن
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های کشت برای پرآوری . ترکیب محیط1 جدول
 های مویین القاشدههای ریشهکلون

 غلظت )ساکارز یا اکسین( محیط کشت

 %+sucrose 1/2MS 1.5 1محیط کشت 

  +sucrose %1/2MS 3 2محیط کشت 

 +mg.l IBA 1/2MS 0.2 3محیط کشت 

 
 های موییناثبات مولکولی ماهیت تراریختی ریشه

د های مویین تولیجهت اثبات تراریخت بودن ریشه
( PCRمراز )ای پلیشده از روش واکنش زنجیره

 ژنومی هر DNAاستفاده گردید. بدین منظور ابتدا 
 CTABهای مویین با استفاده از روش یک از ریشه

(Khan et al., 2007استخراج گردید ). 
 DNAمیکرولیتر از  6جهت تعیین کیفیت، 

حل  میکرولیتر آب دیونیزه 3استخراج شده در داخل 
 بلو بهآمیزی متیلنمیکرولیتر بافر رنگ 3شده و حدود 

آن اضافه گردید. سپس مخلوط حاصل، درون 
درصد  1ای ایجادشده بر روی ژل آگارز هچاهک

 دقیقه با 45 مدتبهحاوی اتیدیوم بروماید اضافه و 
ی قرار ولت در دستگاه الکتروفورز افق 80ولتاژ ثابت 

ستگاه با استفاده از د UVگرفت. ژل آگارز توسط نور 
 (KiAGEN, Model: CCD-5)داک           ژل
 کارسازی گردید.آش

تأیید حضور  منظوربهمراز ای پلیواکنش زنجیره
یین های موریشه آگروباکتریوم رایزوژنز در rolBژن 

 .زیر بود صورتبهانجام گردید. توالی آغازگرها 
  زگر مستقیم(ا)آغ

5'-ATGGATCCCAAATTGCTATTCCT 

TCCACGA-3'  
 )آغازگر معکوس( و

 5'-TTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTA 

CTGCAGC- 3 ' 

مورد  rolBژن  780bpتکثیر قطعات  منظوربه
 PCRسازی ترکیب استفاده قرار گرفتند. جهت آماده

mix  1میکرولیتر برای هر واکنش، از  25به حجم 
میکرولیتر از هر آغازگر )آغازگرهای مستقیم و 

 5/12میکرومول در لیتر،  10معکوس( با غلظت 
شرکت  PCR master mixمیکرولیتر از کیت آماده 

Cinna Gen  10)حاوی بافرxPCR آنزیم ،Taq 

DNA Polymerase ،2MgCl (4 مول بر میلی
میکرولیتر  1، میکرومول بر لیترdNTPs (10 )لیتر( و 

میکرولیتر آب  5/9ژنومی و  DNAنانوگرم(  25)
مقطر استریل دیونیزه استفاده گردید. لازم به ذکر 

تحت  PCR mixاست که تمامی مراحل تهیه 
و بر روی یخ انجام  شرایط استریل زیر هود لامینار

 گردید. 
 5مدت سازی اولیه بهشامل واسرشت PCRبرنامه 

سیکل  35گراد، سپس درجه سانتی 94دقیقه در حرارت 
درجه  94سازی در دمای حرارتی شامل: مرحله واسرشت

درجه  60دقیقه، اتصال در دمای  1مدت گراد بهسانتی
ر دمای ثانیه، بسط د 20دقیقه و  1مدت گراد بهسانتی

ثانیه و در  30دقیقه و  1مدت گراد بهدرجه سانتی 72
مدت گراد بهدرجه سانتی 72نهایت یک سیکل حرارتی 

-Bio) ترمال سایکلر دقیقه بود که با دستگاه 10

RAD Mj-mini )منظور مشخص شدن انجام شد. به
شرکت  1kbمارکر  DNAاندازه قطعات حاصل، از 

Cinna Gen .استفاده گردید 
 

 آنالیز آماری

 کاملاً  فاکتوریل بر پایه براساس طرح آزمایش
ها ادهز دآنالیتصادفی با حداقل سه تکرار انجام گردید. 

و ت گرف انجام  SAS (v 9.1)افزار با استفاده از نرم
ای نهمقایسه میانگین با استفاده از آزمون چند دام

درصد انجام گردید.  1دانکن در سطح احتمال 
Excel (2016 ) افزار با استفاده از نرمنمودارها 

 ترسیم شدند.
 

 و بحث نتایج
ها نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس داده

 ( نشان داد که اثر چهار عامل، سویه2)جدول
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(ATCC15834،R1000  وC58 ( سن ،)و  60، 30
)ریشه، ساقه و برگ( و روش  ریزنمونهروزه(، نوع  90

 ریزنمونهدر صفت تعداد وری( اعمال )اسپری و غوطه
دار درصد معنی 1ین در سطح احتمال یدارای ریشه مو

و روش اعمال در سطح  ریزنمونهبود. اثر سن بر نوع 
و  ریزنمونهد ولی اثر سویه بر نوع شدار درصد معنی 5

مقایسه میانگین درصد  دار بود.روش اعمال غیر معنی
ه های ریشه، ساقه و برگ توسط سریزنمونهتلقیح 

وری و اسپری و سویه باکتری در دو روش غوطه
هر روزه( نشان داد که  90و  60، 30)مختلف سنین 

ین بر یسه سویه باکتری، موفق به القای ریشه مو
اثر متقابل  .شدند استویاتلقیح شده های ریزنمونهروی 
و  ATCC15834های سویهنشان داد که  ها،داده

1000R شترین القاء بی روزه باعث 90و  60سنین  در
براساس نتایج . (1)شکل  ین گردیدندیهای موریشه

در روش  ATCC1583سویه آمده  دستبه

نسبت به دو سویه دیگر بر القای وری غوطه
 القایدر R1000 های مویین موثرتر بود و سویه ریشه

در (. 2)شکل  موثرتر بود C58 ین نسبت بهیریشه مو
 T-DNAر انتقال وری بالاترین کارایی دروش غوطه
ها مشاهده شد. نتایج حاصل از تلقیح در ریزنمونه

های ترین سن ریزنمونهها نشان داد که مناسبریزنمونه
گیاهی در پذیرش ژن بیگانه بسته به نوع ریزنمونه 

روزه  90های ریشه و برگ ریزنمونهباشد. متفاوت می
ه زایی را نشان داد. در حالی کبهترین درصد القای ریشه

روزه درصد القای  60و  30های ساقه، سنین در ریزنمونه
استفاده از استوسیرینگون در  .ریشه بیشتری را داشتند

های مختلف باکتری موجب تقویت تولید ریشه سویه
های تر ریشهوزن میانگین نیشتریب. ین گردیدیمو

های ریشه و برگ تلقیح یافته ریزنمونهمربوط به  القاشده
بود  ATCC15834وری توسط سویه به روش غوطه

  (.3)شکل 
 

 ریشه، برگ و ساقه ریزنمونهو سنین متفاوت سه  رایزوژنز . جدول تجزیه واریانس اثر نوع سویه آگروباکتریوم2جدول 
Stevia rebaudiana   دارای ریشه مویین ریزنمونهوری و اسپری( بر روی صفات تعداد )غوطه با روش اعمال 

 دارای ریشه مویین ریزنمونهتعداد  درجه آزادی منابع تغییرات

 24/36 ** 2 سویه

 96/21 ** 2 سن

 65/69** 2 ریزنمونهنوع 

 88/88** 1 روش اعمال

 ns 84/1 4 سن×  سویه

 45/8** 4 ریزنمونهنوع ×  سویه

 ns96/0 2 روش اعمال ×  سویه

 08/17** 4 ریزنمونهنوع ×  سن

 12/5* 2 روش اعمال×  سن

 29/18** 2 روش اعمال× ریزنمونه  نوع

 ns 39/2 8 ریزنمونهنوع ×  سن×  سویه

 ns 23/3 4 روش اعمال×  سن×  سویه

 34/4* 4 روش اعمال× ریزنمونه نوع ×  سن

 ns 3/0 4 روش اعمال× ریزنمونه نوع ×  سویه

 6/0** 8 روش اعمال× ریزنمونه نوع ×  سن×  سویه

 39/28 - ضریب تغییرات

 باشد.درصد می 5و  1دار در سطح احتمال دار و عدم وجود اختلاف معنیدهنده اختلاف معنیترتیب نشان: بهnsو *،** 
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ر شرایط دهای استویا حاصل از بذور یاهچهگهای گیاه استویا. الف( ریزنمونههای مویین در . مراحل مختلف القای ریشه1شکل 

ز گذشت سه هفته، پ( ظهور پس ا ATCC15834شده با باکتری سویه اه استویا تلقیحبرگ گی ریزنمونهای، ب( درون شیشه
 جامد،  MSحیط کشت گیاه استویا در م ATCC15834شده با سویه روزه تلقیح 60 ساقه هایریزنمونههای مویین از ریشه

 جامد،  MSیاه استویا در محیط کشت گ R1000شده با سویه روزه تلقیح 60های ریشه ریزنمونههای مویین از ت( ظهور ریشه
 جامد MSر محیط کشت گیاه استویا د C58روزه تلقیح شده با سویه  60های برگ ریزنمونههای مویین از ث( ظهور ریشه

 

 
 

 
بر صفت  وریغوطه ش اعمالدر سنین مختلف به رو ریزنمونه. اثر متقابل نوع سویه آگروباکتریوم رایزوژنز و نوع 2شکل 

 نین مختلف به روشدر س مونهریزنوع ن)الف(. اثر متقابل نوع سویه آگروباکتریوم رایزوژنز و  دارای ریشه مویین ریزنمونهد تعدا
وف مشابه (. حرA=ATCC1583 ،R=R1000 ،C=C58)دارای ریشه مویین )ب(.  ریزنمونهاعمال اسپری بر صفت تعداد 

 .باشددرصد بر مبنای آزمون دانکن می 1مال دار در سطح احتدهنده عدم وجود اختلاف معنینشان
 
 

 

 الف
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و القا  یاهیگ هایبافت یکیژنت یورزدست ندیفرا
قرار  یعوامل مختلف تأثیر تحت هادر آن نییمو شهیر
نوع  ی،اهیگونه، نوع بافت گ که شامل سن، ردگییم

بوده  یباکتر ونیو غلظت سوسپانس ومیآگروباکتر هیسو
 لیاز قب ییایمیش باتیترک یبه واسطه کاربرد برخ و

 تیتقو تواندیم الیسیتور کی نوانبه ع نگونیاستوسر
 ATCC1583آمده سویه دستبراساس نتایج بهگردد. 

های مویین نسبت به دو سویه دیگر بر القای ریشه
ین یی موریشه القایدر R1000 موثرتر بود، و سویه 

ای ه. نتایج حاصل با یافتهموثرتر بود C58 نسبت به
Abdy liaei, ( 2016و همکاران)  کشت  رویبرکه

 Steviaازاستویوزید  دیتول یبرا ینیریشه مو

rebaudiana Bertoni آگروباکتریوم شده توسط حیتلق
( C58, R1000, ATCC1583های )رایزوژنز سویه

و همکاران  Wang. مطابقت داشت انجام دادند
 در نییمو القای ریشهگزارش کردند که ( 2006)

 Echinacea) سرخارگل اهیگ های برگریزنمونه

purpurea )هیتحت تأثیر نوع سو یریطور چشمگبه 
و نوع ریزنمونه مورد  زوژنزیرا ومیآگروباکتر یباکتر

 کهنشان داد  یبررس نیا جیاستفاده قرار گرفت. نتا
 ,R1000 هایهیبا سو های مویینالقای ریشهدرصد 

A4) )درصد بود 40و  80 بیبه ترت. 

با سوسپانسیون ها ریزنمونه تلقیح یهاروش

 گریاز د زیین نیمو شهیر یجهت القاباکتری 
ن ییمو شهیبه ر یابیمهم جهت دست یفاکتورها

 نیحاصل در ا جیبالاست. نتا درصدبا  ختهیترار
 درصد از نظر یورنشان داد که روش غوطه پژوهش

 از اهمیت بیشتری ختهیین تراریمو شهیر دیتول
احتمال اینکه باکتری  اسپری،در روش بود. دار برخور

در محل زخم به دیواره سلولی گیاه متصل شود کمتر 
روش  در لیو شود،تر وارد ژنوم گیاه میبوده و دیر

در معرض حمله  بیشترریزنمونه که  یورغوطه
 یجهت القا یروش مناسب دنریگیقرار م یباکتر

 ,.Ebrahimi et al) شودیین محسوب میمو شهیر

2017.) 

 
های مختلف بر میزان رشد بررسی اثر تیمار

 ینیهای موریشه

منظور تعیین بهترین محیط برای کشت شبانه باکتری به
، NYA و  LB و تهیه سوسپانسیون تلقیح از دو محیط

کشتی در منظور تعیین بهترین محیط همهمچنین به
و  MSکشتی القای ریشه مویین از دو محیط هم

1/2MSستفاده شد. توانایی دو سویه، ا 
ATCC15834   وR1000  در القای ریشه مویین در

های ظاهرشده دو محیط کشت با شمارش تعداد ریشه
 . ها پس از گذشت پنج هفته ثبت گردیددر ریزنمونه

 

 
های تر ریشههای استویا روی صفت میانگین وزنریزنمونه. مقایسه میانگین اثرات متقابل سویه باکتری بر سن و نوع 3شکل 

دار در دهنده عدم وجود اختلاف معنیحروف مشابه نشان(. A=ATCC1583 ،R=R1000 ،C=C58). ریزنمونهحاصل از هر 
 باشد.درصد بر مبنای آزمون دانکن می 1سطح احتمال 
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ها نشان داد که اثرات متقابل داده 4در شکل 
یافته با سویه ماهه تلقیحهای ریشه یکریزنمونه
R1000  در محیطLB  وNYA داری را اختلاف معنی

ه سوی های ریشه یک ماههنشان نداد، ولی در ریزنمونه
ATCC15834 داری وجود داشت. اختلاف معنی

های ریشه ریزنمونه  ATCC15834همچنین در سویه 
 NYAو  LBیافته با دو سوسپانسیون سه ماهه، تلقیح

ه اد کدداری را نشان دادند. نتایج نشان اختلاف معنی
نسبت به نوع محیط مورد  ATCC15834سویه 

ن سیواستفاده برای کشت شبانه باکتری و تهیه سوسپان
ه سوی یافته با اینهای تلقیحتر بود. تمام ریزنمونهحساس

 داری داشتند.اختلاف معنی LBو  NYAدر دو محیط 
Sahandi Khalifeh-Kandy  و همکاران

 ییرودا اهیگ در نئیمو یهاهشیر دیتول( برای 2016)
 منظوربه (Catharanthus roseus) پروانش

را  ییرودا ارزش با هیثانو یهاتیمتابول دیتول شیافزا
ن یشتریج نشان داد که بینتامورد بررسی قرار دادند، 

و  10266ه یدر سو نیئشه موید کالوس و ریزان تولیم
ن یبود. همچن ایشیشهدرون در شرایط برگ ریزنمونه

 یبهتر تأثیر YMB+MS ط کشتیدر مح یرشد باکتر
 .ن داشتییمو یهاشهیر در ظهور

کشتی برای اثر متقابل دو محیط مختلف هم
های یک های ریشه و برگ نشان داد که، ریشهریزنمونه

در محیط  ATCC15834ماهه تلقیح یافته با سویه 
رای بیشترین تعداد ریشه مویین دا 1/2MSکشتی هم

القا شده بود که با مقایسه همان ریزنمونه یک ماهه در 
داری وجود داشت. اختلاف معنی MSکشتی محیط هم

های ریشه سه ماهه تلقیح یافته در محیط ریزنمونه
های تلقیح یافته با همان ریزنمونه 1/2MSکشتی هم

 MS کشتیدر محیط هم ATCC15834توسط سویه 
داری نشان دادند. در مورد اثر متقابل بین  اختلاف معنی

یافته با سویه های یک ماهه و سه ماهه تلقیحریشه
ATCC15834 1/2کشتی در محیط همMS  اختلاف

 داری مشاهده نشد، ولی بین دو سویهمعنی
ATCC15834  وR1000 داری در تمام اختلاف معنی

داد ریشه مویین ها مشاهده گردید. بیشترین تعریزنمونه
(. عوامل 5بود. )شکل  1/2MSمربوط به محیط 

مختلفی توانایی آگروباکتریوم رایزوژنز را در القای ریشه 
دهد. بر های گیاهی تحت تأثیر قرار میمویین در نمونه
دست آمده بیشترین میزان فراوانی ریشه اساس نتایج به

و محیط  NYAمویین در محیط سوسپانسیون 
 بود. 1/2MSکشتی هم

 

   
های ریزنمونه و سن LBو  NYAحاصل از دو محیط کشت  ATCC1583. مقایسه میانگین اثرات متقابل سویه باکتری 4شکل 

ویه باکتری سات متقابل های مویین القاشده )الف(. مقایسه میانگین اثرریشه و برگ استویا بر روی صفت میانگین تعداد ریشه
R1000 ت حاصل از دو محیط کشNYA  وLB  های ین تعداد ریشههای ریشه و برگ استویا بر روی صفت میانگریزنمونهو سن

 باشد.بنای آزمون دانکن میدرصد بر م 1دار در سطح احتمال یدهنده عدم وجود اختلاف معنمشابه نشان مویین القاشده )ب(. حروف
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Hu  وDu (2006در )طیکه مح افتندی MS تأثیر 
ت کش در هادیپروپانوئ لیفن دیبر رشد و تول ییبسزا

 .داشت Saussurea lappa اهیگ نییمو هایشهیر
رد مو هایطیمح ریبا سا سهیکه در مقا یطوربه

 لیفن زانیم شیو افزا رییتغ تیو وا B5 ، N6آزمون 
-بمناس MS ه و محیط کشتبود شتریب هادیپروپانوئ

 دیتول زانیکه مگزارش کردند  نیمحقق نای بود. تر
 چهه آننسبت ب نییمو هایشهیدر ر هادیپروپانوئ لیفن

 شودیم دهید یعیطب اهانیگ ییهوا هایبخش در که
 بود. شتریبرابر ب 3 یا 4

به واسطه کاربرد برخی ترکیبات به سوسپانسیون 
زایی تلقیح از قبیل استوسرینگون درصد القای ریشه

 ,Hashemi & Naghavi) تواند تقویت گرددمی

بر همین اساس در این پژوهش از دو  .(2018
سوسپانسیون با استوسرینگون و بدون استوسرینگون 

که با  یهایریزنمونهاستفاده شد که آن دسته از 
سوسپانسیون دارای استوسرینگون تلقیح یافته بودند، 
در بازه زمانی کمتر ریشه القایی مشاهده شد و 

فاده از استوسرینگون است همچنین نتایج نشان داد که
های مختلف باکتری موجب تقویت تولید در سویه

 Baisآمده با نتایج دستنتایج به  .گردیدین یریشه مو
( درباره وجود ترکیبات خاصی در 2002و همکاران )

محل زخم گیاه بواسطه عمل استوسرینگون که بیان 
طول و  .نماید مطابقت داشترا تحریک می virهای ژن

های القا شده از ریزنمونه ریشه و برگ ریشه تروزن
استویا مورد مطالعه در هر سه سویه باکتری بیشتر از 

های القایی حاصل از ریزنمونه ساقه بود. در واقع ریشه
های ساقه معمولاً دیرتر از ریزنمونه برگ و ریزنمونه

ها هم شوند و در نتیجه ریشه مویین آنریشه ظاهر می
یشه در هر سه سویه رشد کمتر و نسبت به برگ و ر

  طول ریشه مویین کمتری داشتند.
Dehghan ( همچن2012و همکاران )منظور به نی

 دو از H. muticusدر گونه  نییمو هایشهیر یالقا
( LBA9402و  A4) زوژنزیرا ومیآگروباکتر هسوی

در  A4 هیسو تیقابل هنشان داد ک جیستفاده کردند. نتاا
 هیمذکور از سو هایگونه اهانیریزنمونه گ حیتلق

LBA9402 هاینیلا انیم نیبود. همچن شتریب 
مختلف  هایهیالقا شده توسط سو نییمو هایشهیر

 یهاتفاوت هادیآلکالوئ دیتول زانیاز نظر رشد و م یباکتر
 . مشاهده گردید دارییمعن

 

   
های ریشه و برگ استویا  در محیط کشت ر سن ریزنمونهب ATCC1583 . مقایسه میانگین اثرات متقابل سویه باکتری5شکل 

MS 1/2 وMS مقایسه میانگین اثرات متقابل سویه باکتری  الف()های مویین القاشده. روی صفت میانگین تعداد ریشه  R1000بر 
  ین القاشده،های مویبر روی صفت میانگین تعداد ریشه 1/2MS و MSهای ریشه و برگ استویا در محیط کشت سن ریزنمونه

 باشد.درصد بر مبنای آزمون دانکن می 1دار در سطح احتمال دهنده عدم وجود اختلاف معنیب( حروف مشابه نشان)
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ی مویین هایشهی رلقااصد حاضر، دردر مطالعه 
پذیرفته تأثیر ی باکتری هاسویهداری از معنیر بهطو
زنمونه ریدر  نتایج این پژوهش نشان داد که. است
ین مناسب بوده یمو شهیر یالقا درصد برگ و ریشه
 میبالابودن سرعت تقس لیبه دلتواند میامر  نیکه ا
در این پژوهش  واحی باشد.ن نیدر ا یسلول

نسبت به  یباکتر هیساقه در هر سه سو هایریزنمونه
تر بودند، همچنین در این فیضع زاییشهیر یالقا

های ایی در ریزنمونهزریزنمونه، درصد القای ریشه
 یهاسن ریزنمونه نیترمناسب تر بیشتر بود.جوان

بسته به نوع ریزنمونه  گانهیژن ب رشیدر پذ یاهیگ
نتایج (. Mehrotra et al., 2008باشد )متفاوت می

( 2017و همکارانش ) Ebrahimiهای حاصل با یافته
 Perovskia) که بر روی گیاه برازمبل

abrotanoidesهای مویین توسط ی القا ریشه( برا
 TR105و  ATCC15834 ،R1000های سویه

 انجام گرفت مطابقت داشت.

 
اثر نوع محیط کشت پرآوری بر میزان رشد 

 ینیهای موریشه

نتایج حاصل از اثر متقابل محیط کشت بر  6در شکل 
 ترین مقدار وزنبیشنشان داد که  هاسویه و نوع کلون

های حاصل از سویه ریشه گرم درمیلی( 33/73)تر 

ATCC15834  مربوط به کلون دو ریزنمونه برگ در
درصد ساکارز بود و  5/1دارای  MS 1/2محیط مایع 

1/2 بعد از آن کلون برگ همان سویه در محیط مایع 

MS دارای IBA mg/l 0.2  گرم میلی 77/68با وزن
 بیشترین وزن C58. در سویه شتدر سطح دوم قرار دا

کمترین د. بومربوط به ریزنمونه ریشه (  22/38) تر
مربوط به کلون یک،  (گرممیلی 83/8) مقدار وزن تر

در محیط  R1000حاصل از ریشه تلقیح یافته با سویه 
MS 1/2 ساکارز بود. %3 دارای 

 های مختلف سوسپانسیونتأثیر محیطدر بررسی 
زایی در پژوهش حاضر، سویه بر القای ریشه
ATCC15834 محیط مورد استفاده برای  به نوع

ه کشت شبانه باکتری و تهیه سوسپانسیون، نسبت ب
 1/2MSتر بود. محیط کشت حساس R1000سویه 

بیشترین  ATCC15834ساکارز با سویه  %5/1 با
 مقدار زیست توده را ایجاد کرد.

Zárate (1999 )کشت  طیبا مطالعه تأثیر نوع مح
ان تروپ زانیو غلظت قند بر رشد و م هیپا

 Atropa baetica نییمو هایشهیر هایدیآلکالوئ
 نییمو هایشهیرشد ر زانیگزارش نمود که اگر چه م

درصد ساکارز نسبت به  %3 یحاو 1/2B5 طیدر مح
و  نیامیوسیه دیاما تول دکمتر بو B5 طیمح

  بهتر بود. طیشرا نیدر ا نیاسکوپولام

 

 
بر روی  1/2MS و MSدر محیط کشت های ریشه استویا تری بر سن ریزنمونه. مقایسه میانگین اثرات متقابل سویه باک6شکل 

 1/2MS+1.5% :1(. )محیط A=ATCC1583 ،R=R1000 ،C=C58)های مویین القاشده. صفت میانگین تعداد ریشه

Sucrose 1/2 :2، محیط MS+3% Sucrose 1/2: 3، محیط MS+0.2 mg/l IBA). دهنده عدم وجود حروف مشابه نشان
 باشد.درصد بر مبنای آزمون دانکن می 1دار در سطح احتمال تلاف معنیاخ
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 1/2MSو  MSکشتی های مختلف همدر محیط
های استویا، با توجه به نتایج به نظر در ریزنمونه

های بالای های استویا به غلظترسد که ریزنمونهمی
نمک حساس بود. زیرا مشاهدات تجربی نشان داد که 

ها ، ریزنمونهMSمانند ی محیط کشت در غلظت بالا
این  شدند. نتایجای شده و دچار بافت مردگی میقهوه

( 2019و همکاران )  Phuongهایآزمایش با یافته
 Hibiscus sabdariffa) که روی گیاه چای ترش

L.)  جهت القای ریشه مویین از سویهA4  و چهار
استفاده  1/2B5و  MS ،1/2MS  ،B5محیط کشت

  MSد، نتایج نشان داد که در میط کشت شده بو
نتایج حاصل از  های مویین کمتری تشکیل شد.ریشه

 هامقایسه میانگین محیط کشت بر سویه و نوع کلون
در کلون ریشه و  تر ترین مقدار وزنبیشنشان داد که 
 در محیط مایع ATCC15834 از سویه برگ حاصل

MS 1/2 یقات بر طبق تحق بود. ساکارز %5/1 دارای
صورت گرفته در استفاده از ساکارز به عنوان منیع کربن 
روی استویا، نتایج نشان داده که ساکارز تأثیر مثبتی بر 

که این گیاه از یروی رشد و نمو گیاه استویا دارد، ازآنجای
ای بالایی برخوردار است های ذخیرهکربوهیدرات

( نتیجه عکس 3استفاده از غلظت بالای ساکارز )%
 (.Sanchéz-Cordova et al., 2019هد داشت )خوا

 

  PCRهای مویین با واکنش تأیید تراریختی ریشه

ش درصد محصول واکن 1نتایج الکتروفوز ژل آگارز 
، حتمالیهای تراریخت امراز برای ریشهای پلیزنجیره

را در  rolBمربوط به ژن  bp 780حضور قطعه 
وسط های مختلف تونههای حاصل در ریزنمریشه
ان ، نشهای آگروباکتریوم رایزوژنز به کار رفتهسویه

های طبیعی حاصل از ریشه DNAداد. همچنین در 
 در گیاه )به عنوان کنترل منفی( هیچ باند تکثیری

PCR مشاهده نگردید. به عبارت دیگر، حضور باند 
مؤید تکثیر قطعه مورد  bp 780قوی در منطقه 

ای مویین بود هدر ریشه rolBبررسی و حضور ژن 
 (.7)شکل 
 و Banihashemi هاییافته با نتایج این

 هایریشه از کومارین استخراج در (2015) همکاران

 Atropa) شاهبیزک دارویی گیاه مویین

komarovii) هاییافته دارد. همچنین مطابقت 
 و Pakdin-Parizi مطالعات با منطبق حاضر پژوهش

 Valerianaب )الطیسنبل گیاه در (2014) همکاران

officinalis L.باکتری  با شده( تراریخت
ATCC15834   وZebarjadi   همکاران و 

 هایسویه توسط الطیبسنبل گیاه در (2011)

 .است  AR15834 و LBA9402 باکتریایی

 
مارکر  M: DNA های تراریخت در گیاه استویا.در ریشه rolBمراز جهت تأیید حضور ژن ای پلی. واکنش زنجیره7شکل 

10000 bp (Cinna Gen،) C+ باکتری آگروباکتریوم سویه :ATCC1583 عنوان کنترل مثبتبه، C-1های شاهد : ریشه
: 3تا  1 به عنوان کنترل منفی دوم لاین DNAبدون الگوی  PCRواکنش  :C-2غیرتراریخت به عنوان کنترل منفی اول، 

 آگروباکتریوم رایزوژنز. ATCC1583سه ماهه توسط سویه  های برگهای مویین القاشده در ریزنمونهریشه
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 گیرینتیجه
، R1000طبق نتایج این پژوهش، هر سه سویه )

ATCC15834 و C58زایی در ( قادر به القای ریشه
کار هر سه ریزنمونه استویا، در سه سن مختلف به

 ATCC15834برده شده بودند. هرچند سویه 
زایی مویین را داشت. القای ریشه قابلیت بیشتری در

های مویین نوع یکی از عوامل مهم، در القای ریشه
باشد. از دو نوع محیط محیط کشت مورد استفاده می

(NYA  وLB( و از دو محیط )MS  1/2وMS )
یافته استفاده شد. های تلقیحکشتی ریزنمونهبرای هم

در  R1000و  ATCC15834توانایی دو سویه 
های مختلف، با شمارش شه مویین در محیطالقای ری

 ها پس ازهای ظاهرشده در ریزنمونهتعداد ریشه

 
ها، نشان داد که هفته از تلقیح ریزنمونه 5گذشت 

بیشترین میزان فراوانی ریشه مویین در محیط 
 1/2MSکشتی و محیط هم NYAسوسپانسیون 

های بود. در مورد اثر محیط کشت بر رشد ریشه
رشد استویا که در نتیجه تلقیح با کلون پرمویین از 

( در C58و  ATCC15834 ،R1000سه سویه )
ریزنمونه ریشه و برگ القاشده بود استفاده گردید، در 

حاصل از های مویین های مختلف، ریشهمیان لاین
( AL 2Cاستویا، کلون برگ ) 15834ATCC هیسو

 5/1دارای  1/2MSپررشدترین لاین بود و محیط 
ترین محیط جهت پرآوری ساکارز مناسب درصد
 های مویین استویا بود. ریشه
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