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هاي بیوشیمیایی و مقدار استویوزید و بر برخی ویژگی)EMS(تأثیر اتیل متان سولفونات
هاي گیاه استویاهاي باززایی شده از کالوسدر نمونهAربادیوزید

(Stevia rebaudiana Bertoni)

4همت اله پیردشتیو 3، ولی اله قاسمی عمران2، حسین عباسپور1مهیار گرامی

عضو هیات علمی موسسه آموزش عالی سنا ساريو ، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد دامغاندکتريآموخته دانش-1
) abbaspour75@yahoo.com: مسوولهنویسند(دانشکده علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد دامغان،دانشیار-2

کشاورزي و منابع طبیعی ساريعلوم دانشگاه ، گروه زراعتو دانشیارپژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري طبرستاناستادیار-4و 3
21/6/95تاریخ پذیرش: 24/3/95تاریخ دریافت: 

چکیده
خی خصوصیات بیوشیمیایی در  گیاهان باززایی شده ) بر برEMSزاي اتیل متان سولفونات (منظور بررسی اثرات ماده جهشبه

دو آزمایش با سه تکرار اجرا گردید. در آزمایش اول، که به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی از کالوس در گیاه استویا،
کننده رشدي لیتر تنظیمگرم در میلی1/0حاويMSزایی به محیط کشت زدایی و کالوسهاي برگی جهت تمایزاجرا شد، ریزنمونه

60، 30هاي (درصد) در زمان5/0درصد و 2/0درصد، EMS)1/0هاي مختلف غلظتبا هاي کالوسی . تودهندمنتقل شدتیدیازرون
. نتایج آزمایش اول نشان داد که برخی از خصوصیات واکشت شدندMSروي محیط کشت دقیقه) تیماردهی و 120و 

گیري و اثرات هاي متفاوت در معرض قرارو زمانهاي مختلف اتیل متان سولفونات باززایی شده تحت تأثیر غلظتهاي کالوس
هاي باززایی که با افزایش غلظت و مدت زمان در معرض قرارگیري، میزان و شاخصطوريمتقابل این دو فاکتور، قرار گرفتند. به

هر گیاه باززایی . در آزمایش دوم که به صورت طرح کاملا تصادفی اجرا شد، هاي کالوسی به صورت مستقیمی کاهش یافتتوده
عنوان یک رویداد جهش درنظر گرفته شده و جمعیت کلونی با سن مشابه ، بههاي تحت تیمار اتیل متان سولفوناتشده از کالوس

) Aرگلیکوزیدهاي قندي (استویوزید و ربادیوزید از هر گیاهچه منحصر به فرد تهیه و بعد از دو ماه، خصوصیات فیتوشیمیایی و مقدا
بر صفات فیتوشیمیایی داريمعنیزاي اتیل متان سولفونات اثر کاملاًگیري شد. نتایج آنالیز نشان داد که عامل جهشگیاهان اندازه

ه هاي مطالعه شدمیان موتانتدردر سطح یک درصد داشت. Aو گلیکوزیدهاي قندي استویوزید و ربادیوزید
M8ها بودند، همچنین موتانت تري نسبت به سایر نمونهداراي صفات فیتوشیمیایی مطلوبM19و M6 ،M10 ،M11 ،M18هاي موتانت

درصد افزایش نسبت به  نمونه شاهد 3/58و 3/87را به ترتیب با Aبیشترین درصد تغییرات مقدار استویوزید و ربادیوزید 
داشت.

و گیاه استویاA، استویوزید، ربادیوزید EMSالوس، کهاي کلیدي: جهش،واژه

مقدمه
عنوان منبع دارویی در بهگیاهان دارویی اهمیتبا توجه به 

و نیز تغییر نگرش در خصوص استفاده از این گیاهان در جهان 
هاي جامعی صورت ضرورت دارد پژوهش،هادرمان بیماري

ه براي این منظور، یافتهاي توسعه. یکی از راه)20(گیرد
تکنیک کشت بافت و سلول است. کشت بافت گیاهی در 
زمینه گیاهان دارویی کاربردهاي متعددي از جمله تکثیر انبوه 

منظور یکنواختی محتواي ژنتیکی، و سریع گیاهان دارویی به
هاي هاي گیاهی در حال انقراض و تولید متابولیتحفظ گونه

از طریق کشت سوسپانسیون ايشیشهثانویه در شرایط درون
). جهش ابزاري جهت مطالعه 24سلولی و کشت اندام را دارد (

شود. در شرایط درون ها محسوب میماهیت و کارکرد ژن
اي جهش با افزایش دامنه ژنتیکی، زمینه را براي اصلاح شیشه

زایی هاي جهش). موفقیت برنامه1آورد (محصولات فراهم می
هاي اي بستگی به ایجاد و کاربرد روشدر شرایط درون شیشه

قابل تجدید باززایی در گیاهان بستگی دارد که در این شرایط، 
زا و غربالگري کارآمد سازي تیمارهاي جهشبهینه

یابی به تغییرات مطلوب یافته، براي دستهاي جهشجمعیت
خصوصیات تواند بر زا می). عامل جهش12گیرد (صورت می

بیوشیمیایی، فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی سیتولوژیکی،
هاي گیاهی اثرگذار باشد. استفاده از عوامل ها و سلولبافت

عنوان یک روش جدید و سریع جهت بهبود زا بهجهش
-پارامترهاي کیفی و کمی در بسیاري از گیاهان استفاده می

هاي کشت درونکاربرد این عوامل در محیطشود. 
ها براي ایجاد ر ایجاد تنوع واریتهتواند داي میشیشه

صفات کیفی و کمی مطلوب، مناسب باشد. استویا 
)Stevia rebaudiana Bertoni( گیاهی از خانواده

Asteraceaeگرمسیري ، که در مناطق نیمهاستو چند ساله
کند میهاي جغرافیایی بالا با روزهاي بلند رشددر عرضو 
گونه است که200از . جنس استویا داراي بیش )19(

ها داراي در میان همه گونهB.Stevia rebaudianaگونه
تري است. استویا یک گیاه دارویی مهم است اسانس شیرین

کننده طبیعی محسوب عنوان شیرینکه از لحاظ صنعتی به
زنند و بسیاري بذرهاي این گیاه به سختی جوانه می. شودمی

باشند و قابلیت کشت قیم میپوك و عاز این بذرها غالباً
ندارند. علاوه بر آن با توجه به رشد اولیه کم و کند، 

هاي هرز نیستند و هاي این گیاه قادر به رقابت با علفگیاهچه
از طرفی تکثیر از ساقه نیز نیازمند نیروي کار بالا و زمان 

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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). به همین دلیل در اکثر موارد از کشت 21باشد (زیادي می
شود. این گیاه در بافت برگی ي تکثیر آن استفاده میبافت برا

باشد. دو سازي میداراي گلیکوزیدهاي ترپنی با خواص شیرین
باشد میAگلیکوزید اصلی آن شامل استویوزید و ربادیوزید

بار 450تا 350بار و 300تا 250که هر کدام به ترتیب 
د مانع رشد تواننتر از ساکارز هستند. این ترکیبات میشیرین
عنوان داروي دیابت نیز در تنظیم قند ها شوند و بهباکتري

). تحقیقات مختلفی در خصوص استفاده 23خون نقش دارند (
هاي و فیزیکی بر باززایی کالوسزاي شیمیایی از عوامل جهش

هاي اثر غلظتدر پژوهشی گیاهان مختلف انجام شده است.
و 4/0، 2/0(1وناتزاي اتیل متان سولفمختلف ماده جهش

دقیقه) 240و120، 60، 30هاي مختلف (درصد) در زمان6/0
درون شیشههاي برگی گیاه بنفشه آفریقایی در محیط بر نمونه

هاي بررسی شد. نتایج نشان داد که درصد بقاء و تشکیل اندام
در مدت زمان EMSدرصد 6/0هوایی گیاهان در غلظت 

یشترین درصد باززایی و تشکیل دقیقه، صفر بود. ب240و120
قرار EMSهایی که در معرض هاي هوایی نمونهاندام

). همچنین 8شد (EMSدرصد 2/0اند، مربوط به تیمار گرفته
، 15، 10، 5در یک تحقیق اثرات دوزهاي مختلف اشعه گاما (

هاي زایی شده از ریز نمونههاي بازگري) بر روي کالوس20
ررسی شد. نتایج نشان داد که استویوزید در برگی گیاه استویا ب

گري قرار 15هاي که در معرض اشعه گاما با دوز کالوس
، داراي بیشترین مقدار، نسبت به نمونه شاهد بودند ولی گرفتند

در سطوح دیگر اشعه گاما مقدار استویوزید نسبت به نمونه 
). در تحقیق سوك و 13شاهد روند کاهشی را نشان داد (

زاي اشعه گاما، باعث ) کاربرد عامل جهش22ان (همکار
اکسیدانتی در گیاه درصدي ترکیبات آنتی8افزایش 

Raphanus sativus L.) تأثیرات6شد. کوستا و همکاران (
اکسیدانتی پوست هاي آنتیاشعه گاما بر روي فعالیت آنزیم

ها در معرض اشعه گاما با بادام زمینی را بررسی کردند. نمونه
گري قرار گرفتند. نتایج نشان داد که 10و 5/7، 5زهاي دو

اشعه گاما باعث تغییراتی در میزان ترکیبات فنولیکی، 
اکسیدانتی گردید. فلاونوئیدي، میزان تانن و فعالیت آنتی

گري 5ها بیشترین میزان فعالیت آنتی اکسیدانتی در دوز نمونه
اهان دارویی با افزایش تنوع ژنتیکی گیاشعه گاما مشاهده شد.

زاهاي مختلف، اصلاح و بهبود خصوصیات استفاده از جهش
زاي نماید. کارآیی ماده جهشمطلوب را در گیاهان تسهیل می

EMSهاي مطلوب در گیاهان مختلف اثبات در ایجاد جهش
). در گیاه استویا تاکنون تحقیقی در خصوص 1شده است (

زاي یمار ماده جهشهاي تحت تگیاهان باززایی شده از کالوس
EMS.اعمال لذا این تحقیق با هدفصورت نگرفته است

هاي تیماراي با استفاده از جهش در شرایط درون شیشه
انجام شد. همچنین هاي مختلفدر زمانEMSمختلف 

برخی از خصوصیات بیوشیمیایی و میزان تغییرات 
) در گیاهانAگلیکوزیدهاي قندي (استویوزید و ربادیوزید 

گیري هاي تحت تیمار قرار گرفته اندازهباززایی شده از کالوس
خصوصیات مطلوب مورد نظر، اقدام به ظهورتا در صورت شد 

. گرددیافته مطلوب برداري از گیاهان جهشتکثیر و بهره

هامواد و روش
و یکدر پژوهشکده ژنت1393- 95سالدرپژوهشاین

واقع در دانشگاه علوم طبرستانيکشاورزيفناوریستز
انجامیشدر قالب دو آزمايساریعیو منابع طبيکشاورز

.شد
ايآزمایش اول: اعمال جهش در شرایط درون شیشه

اي هاي استریل ابتدا قطعات گرهمنظور تولید گیاهچهبه
آبباشستشوازیافته استویا جداسازي شدند. پسگیاهان رشد

اي در هاي قطعات گرهریزنمونهساعت،نیممدتبهجاري
سپسگرفتند.قرارثانیه30مدت بهدرصد70الکلمعرض

بعدمرحلهدر. شدندآبشوییاستریلباردومقطرآببه وسیله
(حجم به حجم) درصددوسدیمهیپوکلریتمحلولتوسط
ضدعفونیدقیقه20مدتبه،20تویینقطرهیکبهمراه

دوبارمقطرآببامرتبهسهتنهایدروشدانجامسطحی
محیطهاي استریل درسپس ریزنمونه. شدندشستشهاستریل

درصد8/0ساکارز،هورمون حاوي سه درصدبدونMSپایه
16دوره نوريباو ظروف کشتکشت=8/5pHوآگار

درجه25دمايتاریکی درساعت8وروشناییساعت
ترتیببدین. شدنددر اتاقک رشد نگهداريگرادسانتی
هاریزنمونهکردنجدابراياولیهموادعنوانبهگیاهتعدادي
.آمدبدست

القاي کالوس
هاي برگی جدا شده از جهت القاي کالوس، ریزنمونه

ماهه رشد یافته در شرایط درون شیشه بر هاي یکگیاهچه
گرم در لیتر میلی1/0حاوي MSروي محیط کشت 

هفته 6قرار گرفتند. پس از 1تیدیازورونکننده رشدي تنظیم
ها به محیط مشابه کالوس شکل گرفت و واکشت ریز نمونه

ها به منظور هر سه هفته، یکبار انجام شد. سپس کالوس
به قطعات کوچک در EMSزاي اعمال تیمار با ماده جهش

متر مربع برش داده شدند.ابعاد پنج میلی
اعمال تیمار اتیل متان سولفونات

در ابتدا با استفاده از آب مقطر استریل محلول ذخیره یک 
تهیه و این محلول ذخیره EMSدرصد (وزن به حجم) از 

، 1/0(هاي مختلفبا غلظتEMSسازي محلول جهت آماده
استفاده شد. ) E3و E1 ،E2به ترتیب درصد5/0و 2/0

مختلف قبل از استفاده با کمک روش EMSهاي محلول
میکرومتر) استریل شدند. 2/0راسیون (عبور از غشاهاي فیلت

محیط هاي کالوس که به مدت یک هفته در سپس ریزنمونه
MSمحلول درکننده رشد بودند، فاقد تنظیمEMS با

60، 30هاي مختلف (هاي ذکر شده در مدت زمانغلظت
150ثابتچرخش) و باT3وT1 ،T2به ترتیب دقیقه120و

هاي کالوس نمونهدر پایان ریزشدند.وریقه غوطهدور در دق
داده شده واستریل شستشومقطرآببامرتبهتیمار شده سه

پس از خشک شدن روي کاغذ صافی استریل، روي محیط 
فاقد تنظیم کننده رشد کشت شدند. سپس جهت MSکشت 

باززایی در شرایط دمایی و نوري مشابه با قبل قرار گرفتند. 
هاي شاهد و تیمار باززایی شده از کالوس در نمونههايساقه

IBAگرم در لیتر میلی2/0حاوي MSشده، در محیط کشت 

1- Ethyl Methane Sulfonate
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هاي تولیدي با استفاده از کشت دار شدند. گیاهچهریشه
تکثیر شدند. آزمایشMSاي و واکشت در محیط قطعات گره

قالبدرفاکتوریلصورتبهEMSازاستفادهباجهشالقاء
فاکتورها شامل تیمار . شدانجامتصادفیکاملاًحطر

5/0و 2/0، 1/0(هاي مختلفبا غلظتEMSزاي جهش
هاي در معرضو مدت زمان) E3و E1 ،E2به ترتیب درصد

T1 ،T2دقیقه به ترتیب 120و 60، 30ها (قرارگیري ریزنمونه

هروتکرارسهشاملتیمارهرآزمایشایندر) بود.T3و 
. بودریزنمونههفتشاملکرارت

آزمایش دوم
هاي بیوشیمیایی و مقدار برخی ویژگیبررسی 

گیاهان باززایی شده از در Aاستویوزید و ربادیوزید 
EMSتحت تیمار هاي کالوس

اي، ریشه ها در محیط درون شیشهپس از رشد گیاهچه
هاي تولیدي با آب مقطر شستشو و سپس به درون گیاهچه

ماس و پرلیت (به دار پلاستیکی شفاف حاوي پیتظروف درب
ها حفظ ) قرار داده شدند تا رطوبت گیاهچه50: 50نسبت 

گراد و دوره نوري درجه سانتی25شود. ظروف کشت در دماي 
ساعت تاریکی که توسط نور سفید 8ساعت روشنایی و 16

ر ها هشد، نگهداري شدند. آبیاري نمونهفلوروسنت تأمین
هفته یکبار بنا بر نیاز آبی گیاه انجام شد. از محلول هوگلند 

اي گیاهان بعد از دو هفته از استقرار نیاز تغذیهجهت تأمین
گیاهان در شرایط سازگاري استفاده شد.

هاي در در این مرحله هر گیاه باززایی شده از کالوس
ند و عنوان یک رویداد جهش درنظر گرفته شدمعرض تیمار، به

جمعیت کلونی با سن مشابه از هر گیاهچه منحصر به فرد 
شده که داراي فرم هاي باززاییتهیه شد. در هر تیمار گیاهچه

رشدي مناسب بودند انتخاب و به هر گیاهچه منفرد باززایی 
همزمان شده از کالوس کد منحصر به فردي تعلق گرفت.

یمار نیز هاي شاهد بدون تگیاهان باززایی شده از کالوس
بررسی شدند. از هر کد منحصر به فرد، کلونی با استفاده از 

هاي متعلق به کشت گره طی کشت متوالی، تهیه و گیاهچه
پراکسیداسیون هر کلونی پس از سازگاري، از نظر صفات 

غشاء، قند محلول، آب اکسیژنه، فلاونوئید و آنتوسیانین، 
مورد ارزیابی Aگلیکوزیدهاي قندي استویوزید و ربادیوزید

تصادفی این آزمایش با سه تکرار در قالب طرح کاملاًشدند. 
1/9نسخه SASافزارنرمازاستفادهباهاانجام شد. داده

طبقبرتیمارهامیانگینمقایسهوشدندتحلیلوتجزیه
بادرصدیکاختلافسطحدردانکنايدامنهچندآزمون

. انجام شد42/1ه نسخMSTAT-Cافزارنرمازاستفاده
گیري صفات و پارامترهاي موردنظراندازه
غشاءلیپیدهايپراکسیداسیونتعیین

براي سنجش پراکسیداسیون لیپیدهاي غشا، غلظت 
عنوان محصول پراکسیده شدن اسیدهاي آلدهید بهديمالون

گیري شد. در ابتدا ) اندازه10(روش هیت و پاکرچرب غشا به
بافت تازه برگی با نیتروژن مایع در هاون چینی گرم از 5/0

) TCAکلرو استیک اسید (لیتر تريآسیاب و به آن پنج میلی
دقیقه 20مدت دست آمده به یک درصد اضافه شد. عصاره به 

گراد سانتریفیوژ و در دماي چهار درجه سانتیrpm14000در 

محلول لیترلیتر از محلول رویی، پنج میلیسپس، به یک میلی
اسید درصد تیوباربیتوریک5/0حاوي TCAدرصد 20

)TBA1دقیقه در 30مدت ) اضافه شد. مخلوط حاصل به
گراد قرار داده شده و بلافاصله در یخ، درجه سانتی95دماي 

مدت پنج بهrpm10000ها مجدداً در سرد شد. سپس نمونه
آلدهید ديدقیقه سانتریفیوژ گردیدند. ماده قرمز رنگ مالون

) تولید شده در طول موج MDA-TBAاسید (تیوباربیوتریک
گیري و جذب نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه532

و غلظت نانومتر انجام 600هاي اختصاصی در سایر رنگیزه
آلدهید بر حسب نانومول بر گرم بافت تازه محاسبه ديمالون
شد. 

سنجش میزان آب اکسیژنه
گیري میزان آب اکسیژنه، از روش ولیکووابراي اندازه

گرم بافت برگی میلی5/0) استفاده شد. براي این منظور، 26(
حمام یخ ساییده شد تا درصد درTCA1/0لیتر میلی5را با 

دقیقه در 15هموژن شوند. همگن حاصل به مدت 
rpm12000 .شته لیتر از محلول را بردامیلی5/0سانتریفوژ شد

با مولار میلی 10لیتر از بافر فسفات پتاسیم میلی5/0و 
pH=7 لیتر یدور پتاسیم یک مولار به آن اضافه شد. میلی1و

نانومتر خوانده شد و 390در نهایت، جذب نمونه در طول موج 
سپس با استفاده از منحنی استاندارد مقدار آب اکسیژنه در 

نمونه محاسبه شد. 
زان قند محلولگیري میاندازه

گرم بافت تازه را 1/0جهت سنجش میزان قند محلول، 
دقیقه در 15% در هاون چینی خرد و 80لیتر اتانول میلی5با 

بن ماري قرار داده شد. بعد از آن، عصاره الکلی حاوي قند 
لیترمیلی5محلول را جدا و قسمت پایینی عصاره همراه با 

ماري منتقل رار عصاره گیري به بن% دوباره براي تک80اتانول 
بار تکرار شد. بعد از استخراج 4گردید. عمل استخراج با اتانول 

درجه 70منظور تبخیر الکل، عصاره بدست آمده در دماي به
1قرار داده شد. براي حذف کلروفیل عصاره حاصل به نسبت 

دقیقه 5با کلروفرم مخلوط شد و بعد از ورتکس به مدت 5به 
ال سکون رها شد. فاز بالایی عصاره بدست آمده به مدت به ح
سانتریفوژ شد. قسمت rpm10000دقیقه در سرعت 10

شفاف بالایی جدا و براي اندازه گیري قند محلول استفاده 
گیري بوسیله انترون بر طبق گیري قند با اندازهگردید. اندازه

) انجام شد. سه میلی لیتر 17روش مک ردي و همکاران (
20لیتر عصاره اضافه و به مدت میکرو200محلول آنترون به 

ها پس از سرد شدن نمونهماري قرار داده شد ودقیقه در بن
گیري شد. نانومتر اندازه620میزان جذب آنها در طول موج

لیتر میلی76لیتر معرف آنترون، ابتدا میلی100جهت تهیه 
ب مقطر رقیق لیتر آمیلی30درصد با 98اسید سولفوریک 

گرم آنترون در آن حل و در میلی150گردید. بعد از سرد شدن 
ظرف کهربایی نگهداري شد.

مقدار فلاونوئیدهاي کلسنجش
میزاناز روش رنگ سنجی کلرید آلومینیوم براي تعیین 

هاي متانولی ). هر کدام از عصاره5(شد استفاده فلاونوئیدها 
) به صورت جداگانه با g. ml-11:10از لیترمیلی5/0گیاهی (

لیتر کلرید آلومینیوم میلی1/0لیتر متانول، میلی5/1
1- Thio Marboturic Acid
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180.................................... ...................................................................هاي بیوشیمیایی و مقدار استویوزید وبر برخی ویژگی)EMS(تأثیر اتیل متان سولفونات

8/2) و مولار1لیتر استات پتاسیم (میلی1/0متانولی)، 10(%
ها در دماي لیتر آب مقطر ترکیب شدند. سپس محلولمیلی

جذب هر ترکیب و گرفتنددقیقه قرار 30اتاق به مدت 
انومتر با دستگاه اسپکتروفتومترن415طول موج واکنشی در 

هاي کوئرستین گیري شد. منحنی استاندارد با محلولاندازه
)Quercetin, Sigma Chemical Co. متانولی در (

تهیه و منحنی لیتر میکروگرم بر میلی1000تا250هايغلظت
سپس معادله خط شد.رسم 2007Excelافزاربا نرم

y=bx+aشده از نمونه ها به رائتقهاي بدست آمد. جذب
.محاسبه شدیا همان غلظت xو قرار داده yجاي 

کلآنتوسیانینسنجش
گرم از 02/0براي سنجش میزان آنتوسیانین کل مقدار 

لیتر متانول اسیدي در یک هاون میلی4بافت خشک گیاهی با 
ساعت در یخچال 24چینی ساییده و محلول حاصل به مدت 

13000دقیقه و در 10. سپس، محلول به مدت نگهداري شد
دور سانتریفوژ گردید. در فاز رویی میزان جذب در طول 

گیري شد. نانومتر نسبت به شاهد اندازه657و 530هاي موج
عنوان شاهد استفاده % متانول به1از محلول اسید کلریدریک 

ي طهگردید. میزان آنتوسیانین براي هر عصاره با استفاده از راب
).18زیر محاسبه شد (

)657A×25/0(-530A =A
Aهایی است : جذب محلول (اعداد اندیس نشانگر طول موج

گیري شده است).که جذب در آنها اندازه
Aگیري براي استویوزید و ربادیوزید عصاره

10گرم برگ خشک در میلی100براي این منظور 
دقیقه مخلوط گردید. 15لیتر متانول خالص به مدت میلی

گراد تبخیر درجه سانتی45سپس متانول در مبرد تحت دماي 
هگزان اضافه گردید و -nلیتر میلی20زدایی منظور چربیو به

لیتر محلول (شامل میلی5بعد از تبخیر حلال، مقدار 
)) اضافه و سپس فیلتر گردید تا به 80:20استونیتریل و آب (

).16(تزریق گردد HPLCدستگاه 
HPLCارزیابی توسط 

میکرولیتر عصاره استخراجی به ستون کروماتوگرافی 10
Cosmosilبا مشخصات  5 NH2–MS 15به طول
میکرومتر متصل به 5میلیمتر و قطر ذرات 6/4سانتیمتر، قطر 

تزریق گردید. unicam-crystal-200مدل HPLCدستگاه 
یتریل با شرایط فاز متحرك شامل محلول آب مقطر و استون

% 80درصد از آب و 20ایزوکراتیک بود که با نسبت 
لیتر بر دقیقه توسط پمپ از استونیتریل با سرعت یک میلی

Diode Array detectorستون عبور کرد. از شناساگر از نوع 
درنانومتر استفاده شد. فشار پمپ 210و در طول موج 

psi800 اساس مقایسه زمان تنظیم گردید و مقدار هر ماده بر
بازداري پیک خروجی آن با پیک استاندارد مقایسه و سطح زیر 

). 16منحنی آنها تعیین شد (

بحثنتایج و
آزمایش اول

نتایج حاصل از اعمال جهش در شرایط درون شیشه  
گیري ) و زمان در معرض قرارEMSنشان داد که اثر غلظت (

(درصد بازایی، تعداد برخی از صفات باززایی ها برکالوس
هاي تولیدي و تعداد روزهاي باززایی) در سطح یک ساقه

و EMS). با افزایش غلظت 1(جدول دار بوددرصد معنی
اي که ها کاهش یافت. به گونهزمان، مقدار باززایی کالوس

EMSهاي مختلف هایی که در معرض غلظتتمامی کالوس
شتند، تیره شده و از دقیقه قرار گرفته دا120در مدت زمان 

هاي تحت بین رفتند. همچنین درصد باززایی ساقه کالوس
زمان قرار گرفت. در این ، به شدت تحت تأثیرEMSتیمار 

تحقیق بالاترین میزان باززایی در تیمار شاهد مشاهده شد. 
دقیقه بود و 30سپس بیشترین باززایی مربوط به مدت زمان 

ممانعت از باززایی گردید. در دقیقه سبب120افزایش زمان تا 
دقیقه 30تنها مدت زمان EMSدرصد 5/0و 2/0تیمار 

هاي مختلف منجر به باززایی از ساقه شد. همچنین   غلظت
EMSها نیز تاثیرگذار ها از کالوسبر مدت زمان ظهور ساقه

بود. به طوري که افزایش غلظت و همچنین طول دوره در 
افزایش مدت زمان لازم براي ، سببEMSگیري معرض قرار

ها مربوط به ظهور ساقه گردید. سریعترین زمان ظهور ساقه
ترین دقیقه و طولانی30درصد در مدت زمان 1/0غلظت 

120درصد در مدت زمان 5/0زمان ظهور مربوط به غلظت 
هاي زا به بافت). میزان نفوذ ماده جهش2دقیقه بود (جدول 

زایی است که م در زمینه جهشرویشی یکی از موضوعات مه
زا گردد. ایجاد جهش در تواند باعث افزایش اثر ماده جهشمی

تواند به میزان زیادي نفوذ ماده محیط کشت درون شیشه می
وري و بهبود زا را به بافت افزایش داده و موجب بهرهجهش

برخی از محققین نشان داد مطالعات).25محصولات گردد (
، به غلظت و زمان EMSجاد شده توسط میزان جهش ایکه

غلظت بالاي ). 15(ها بستگی دارد در معرض قرارگیري نمونه
ها کشنده تواند براي برخی از نمونهمیEMSزا ماده جهش

) 28اي که در بررسی که توسط زو و همکاران (باشد به گونه
(بیش از EMSغلظت بالاي انجام شد، مشخص گردید که 

جهش در گیاه سویا اثرات مطلوب کاهش باعثدرصد) 9/0
)Glycine max L.هاي مختلف اثر غلظت.شود) میEMS
120، 60، 30هاي مختلف (درصد) در زمان6/0و 4/0، 2/0(
دقیقه) بر نمونه هاي برگی گیاه بنفشه آفریقایی در 240و

هاي نشان داد که درصد بقاء و تشکیل اندامMSمحیط کشت 
در مدت زمان EMSدرصد 6/0غلظت هوایی گیاهان در

باشد. بیشترین درصد باززایی و دقیقه، صفر می240و120
2/0هاي مربوط به تیمار هاي هوایی در نمونهتشکیل اندام

).8بود (EMSدرصد 
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ییبرخی از صفات باززاها برگیري کالوسو زمان در معرض قرار) EMS(تجزیه واریانس اثر غلظت- 1جدول 
Table 1. Variance analysis of the effects of EMS concentration and exposure duration on some traits of the

regenerated calli

دار در سطح یک درصداختلاف معنی: **

EMSهاي باززایی شده تحت تیمار مقایسه میانگین برخی از صفات کالوس- 2جدول 
Table 2. Means comparison of the some traits related to regeneration from calli treated with EMS

داري ندارندهایی که داراي حداقل یک حرف مشترك هستند اختلاف آماري معنیدر هر ستون میانگین

نتایج آزمایش دوم
زاي نتایج تجزیه واریانس نشان داد که اثر ماده جهش

EMS بر روي برخی از خصوصیات فیتوشیمیایی
و فلاونوئید،آب اکسیژنه، محلولقند، پراکسیداسیون لیپید(

درصد 1ها در سطح ) و گلیکوزیدهاي قندي نمونهآنتوسیانین
).3دار است (جدول معنی

) صفت پراکسیداسیون غشاء 4مقایسه میانگین (جدول 
موتانت داراي 5هاي مطالعه شده، نشان داد که در میان نمونه

نمونه شاهد مقادیر پراکسیداسیون غشاي بیشتري نسبت به
17با مقدار M9بودند که بیشترین مقدار، مربوط به موتانت 

گرم و کمترین مقادیر این صفت مربوط به میکرومول بر
10و 98/9، 49/9به ترتیب با M10و M2 ،M4هاي موتانت

میکرومول بر گرم) 77/12گرم نسبت به شاهد (میکرومول بر
ها براي این صفت انتبود. همچنین دامنه درصد تغییرات موت

باشد.درصد می92/58

در قالب طرح کاملا تصادفیEMSهاي تیمار شده با تجزیه واریانس برخی از صفات فیتوشیمیایی در نمونه- 3جدول 
Table 3. Variance analysis of the some phytochemical traits in seedlings regenerated from EMS treated calli in a

completely randomized design

دار در سطح یک درصداختلاف معنی: **

تعداد روزهاي بازازییهاي تولیديتعداد ساقهدرصد بازازییدرجه آزاديمنبع تغییرات
51/6**47/5**99/40**2غلظت

93/71**44/3**72/47**1مانز
63/24**61/0**43/4**2زمان×غلظت

خطا
ضریب تغییرات

1449/0
14/15

08/0
07/14

04/0
62/4

تعداد روزهاي
باززایی

هايتعداد ساقه
تولیدي

درصد
باززایی تیمار

ab16 a18 a90 E0T0
ab33/30 ab9 a67/66 1T1E
ab67/36 bc6 abc67/26 2T1E

a44 bc5 ab33/33 1T2E
b0 c0 c0 2T2E

a67/55 cd1 bc67/6 1T3E
b0 d0 c0 2T3E

درجه منبع تغییرات
آزادي

پراکسیداسیون 
میکرومول (غشاء

)گرمبر

قند محلول
میلی گرم (

بر گرم بافت 
)تر

آب اکسیژنه
میکرومول (

بر گرم بافت 
)تر

فلاونوئید
گرم کوئرستین میلی(

)در گرم

آنتوسیانین
میکرومول بر (

گرم وزن تر
)برگ

استویوزید
گرم بر میلی(

گرم بافت 
)خشک

Aربادیوزید 
گرم بر میلی(

گرم بافت 
)خشک

54/85**72/346**014/0**34/213**0033/0**0001/0**73/10**18تیمار
3874/00000007/000003/053/100003/070/1386/0خطا

18/748/215/444/249/364/361/3ضریب تغییرات
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182....................................................................................................... استویوزید وهاي بیوشیمیایی و مقدار بر برخی ویژگی)EMS(تأثیر اتیل متان سولفونات

EMSهاي تیمار شده با مقایسه میانگین برخی از خصوصیات فیتوشیمیایی در نمونه- 4جدول 
Table 4. Means comparison of the some phytochemical traits in seedlings regenerated from EMS treated calli

اسیونپراکسیدکدتیمار
لیپید

درصد
تغییرات

قند 
محلول

درصد 
تغییرات

آب 
اکسیژنه

درصد 
تغییرات

درصد فلاونویید
تغییرات

درصد آنتوسیانین
تغییرات

E0T0شاهدbcde7/12-j027/0-d159/0-g13/45-m067/0-
1T1E2Mk49/96/25-k024/045/9-c174/043/9+g66/4326/3-e181/0170+
1T1E3Mdefg3/1252/3-fg034/06/23-a215/02/35+g33/4477/1-l087/08/29+
1T1E4MJk98/98/21-c039/06/43+i108/032-h80/4059/9-d192/0186+
1T1E5Mefghi6/1177/8-c038/07/40+bc182/04/14+a40/622/38+b268/0300+
1T1E6Mhijk8/102/15-i030/045/9+i108/032-de5/524/16+h136/0102+
1T1E7Mb1/148/10+h032/08/17+h123/06/22-f86/4827/8+Jk112/01/67+
1T1E8Mcdef4/1227/2-de036/03/32+b184/07/15+a06/625/37+Jk111/06/65+
1T1E9Ma172/33+d036/08/33+ef143/010-h93/4031/9-I126/088+
2T1E10Mjk105/21-c038/040+ef142/06/10-b60/5932+g156/0132+
2T1E11Mfghij3/113/11-gh032/09/18+gh126/07/20-d06/547/19+ij118/01/76+
2T1E12Mefgh1/1286/4-c038/040+e147/055/7-i4/347/23-d193/0188+
2T1E13Mb9/1348/9+b044/060+i111/01/30-c86/569/25+a317/0373+
2T1E14Mijk3/101/19-k025/082/5-bc178/09/11+De6/526/16+c251/0274+
2T1E15Mghij9/1014-a049/07/80+bc176/06/10+e80/517/14+h138/0105+
1T2E16Mbcd6/1389/6+l023/03/16-gh126/07/20-h46/403/10-b264/0294+
1T2E17Mbc8/1314/8+i030/045/9+bc182/04/14+c33/5727+f171/0155+
1T2E18Mfghij113/13-ef035/028+fg134/07/15-e06/511/13+k107/07/59+
1T3E19Mijk3/101/19-h031/09/14+j093/05/41-a73/6239k106/02/58+

نشان دهنده درصد افزایش یا کاهش نسبت به شاهد است- +، داري ندارند.هایی که داراي حداقل یک حرف مشترك هستند اختلاف آماري معنیدر هر ستون میانگین

مقایسه میانگین صفت قند محلول حاکی از آن بود که 
شان ) مقدار قند محلولM14و M16 ،M2موتانت (3فقط 

ها مقدار قند محلول ر از نمونه شاهد بودند و بقیه موتانتکمت
هاي بررسی میان موتانت.بیشتري نسبت به شاهد داشتند

موتانت داراي مقدار آب اکسیژنه بیشتري نسبت به 7شده، 
صد تغییرات مربوط به هاي شاهد بودند که بیشترین درنمونه

این + درصد کمترین درصد تغییرات22/35با M3موتانت 
- M19)51/41صفت نسبت به شاهد مربوط به موتانت 

هاي مطالعه از نظر مقدار فلاونوئید در میان نمونهدرصد) بود. 
M10و M19 ،M5 ،M8هاي موتانتشده، بیشترین میزان به 

گرم میلی60/59و 06/62، 40/62، 73/62به ترتیب با مقادیر 
گرم میلی13/45کوئرستین در گرم نسبت به نمونه شاهد (

کوئرستین در گرم) اختصاص داشت و کمترین مقدار فلاونوئید 
بود. در ضمن M9و M12 ،M16 ،M4هاي مربوط به موتانت

78/62ها دامنه درصد تغییرات این صفت در میان موتانت
درصد بود. مقایسه میانگین صفت مقدار آنتوسیانین نشان داد 

مقدار آنتوسیانین هاي بررسی شده دارايکه تمامی موتانت
).4(جدول بیشتري نسبت به شاهد بودند

نتایج این تحقیق با نتایج آزمایشات سایر محقین در مورد 
زاي اشعه گاما بر رويبررسی اثرات ماده جهش

Rosmarinus officinalisگیاهان رزماري ( L. و لیمو (
)Citrus limon L.و7بلتاجی و همکاران (-) که توسط ال (

بلتاجی و - ) انجام شده است، مطابقت دارد. ال4برزویی (
، 15، 10، 5، 0) اثر دوزهاي مختلف اشعه گاما (7همکاران (

زایی گیاه رزماري گري) را بر کالوس20
)Rosmarinus officinalis L. بررسی کردند. نتایج آنها (

نشان داد با افزایش سطوح دوزهاي اشعه گاما، میزان قند 
مقدار فلاونوئید کل، مقدار پراکسیداسیون غشاء محلول و

)MDA() و مقدار آب اکسیژنهH2O2(ها افزایش یافت کالوس
دار بود. همچنین در درصد معنی5که این افزایش در سطح 

گزارش شد که استفاده از دوزهاي مختلف پژوهشی دیگر
اشعه گاما باعث افزایش مقدار فنل کل و ظرفیت 

در یک تحقیق اثرات ).9شود (اه بادام میاکسیدانی گیآنتی
گري) بر روي 400و 300، 200، 100اشعه گاما با دوزهاي (

برخی از خصوصیات بیوشیمیایی دو ژنوتیپ گندم 
)Triticum aestivum L.روشن و موتانتهاي) با نام

T-65-58-8 در شرایط گلخانه بررسی شد، نتایج این تحقیق
ش دوزهاي گاما در هر دو ژنوتیپ میزان نشان داد که با افزای

یابد. با افزایش دوز ) افزایش میMDAپراکسیداسیون غشاء (
ها و به دنبال شدن چربیپرتو گاما، ژنوتیپ موتانت از اکسید

آن از کاهش پایداري غشاء سلول جلوگیري کرد. در این 
هاي محلول در دو ژنوتیپ مطالعه شده تحقیق میزان پروتئین

ه دوز پرتوتاپی تغییر کرد. دوزهاي مختلف اشعه گاما بسته ب
داري بر میزان قندهاي محلول نمونه موتانت تاثیر معنی

نداشت. این پژوهش نشان داد که واکنش گیاه در پاسخ به 
برخی از دوزهاي پرتوگاما تغییراتی را در مسیرهاي متابولیک و 

ه هاي گیاهی بهاي زیستی موجود در سلولسنتز مولکول
هاي همراه دارد که منجر به افزایش تحمل گیاه به انواع تنش

).4گردد (زیستی و غیرزیستی می
برEMSآنالیز تجزیه واریانس نشان داد که اثر غلظت 

در A)استویوزید و ربادیوزید(مقادیرگلیکوزیدهاي قندي
مقایسه میانگین ). 5دار بود (جدول سطح یک درصد معنی

هاي مطالعه وزید نشان داد که از میان موتانتمیزان استوی
موتانت میزان قند استویوزید بیشتري نسبت به نمونه 13شده، 

، M8هاي شاهد داشتند که بیشترین مقدار این قند به موتانت
M18 وM4 گرم بر میلی94/47و 27/53، 60/55(به ترتیب

+ و 27/53+، 33/87گرم بافت خشک) با درصد تغییرات 
+ اختصاص داشت. کمترین مقدار استویوزید نسبت به 52/61

گرم بر گرم بافت خشک) مربوط به میلی68/29شاهد (
و 24/22، 34/19با مقادیر M7و M9 ،M11هاي موتانت
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183...................... ................................................................................................................1396/ پاییز 23پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال نهم/ شماره 

مقایسه میانگین گرم بر گرم بافت خشک بود.میلی18/24
موتانت 6که ) نشان داد6جدول (Aمیزان قند ربادیوزید

، M8هاي داراي قند بیشتري نسبت به شاهد بودند. موتانت
M15 وM12 گرم بر گرم بافت میلی24و 9/24، 31با مقادیر

گرم بر گرم بافت خشک) میلی59/19خشک نسبت به شاهد (
بیشترین میزان را نشان دادند. کمترین میزان این صفت 

با M7و M9 ،M11هاي نسبت به شاهد مربوط به موتانت
گرم بر گرم بافت خشک بود. میلی12و 18/11، 78/9مقادیر 

بر مبناي محاسبه سطح زیر Aمقدار استویوزید و ربادیوزید
نتایج این تحقیق ).1و نمودار 6منحنی تعیین گردید (جدول 

هایی که در نشان داد که گیاهان باززایی شده از کالوس
دقیقه قرار 30ت زمان در مدEMSدرصد 1/0معرض غلظت 

A)، بیشترین مقادیر استویوزید و ربادیوزید M8اند (کد گرفته
هاي مطالعه شده به خود اختصاص را در میان موتانت

). علاوه بر آن، این موتانت مقادیر قند محلول، 6دادند(جدول 
فلاونوئید و آنتوسیانین بیشتري را نسبت به نمونه شاهد نشان 

نسبت به )M8یداسیون لیپیدي این موتانت (داد. مقدار پراکس
دهنده پایداري بیشتر غشاء نمونه شاهد کمتر بود که نشان

باشد. این سیتوپلاسمی این موتانت نسبت به نمونه شاهد می
بر EMSزاي دهد که عامل جهشموضوع نشان می

در Aخصوصیات بیوشیمیایی و مقادیر استویوزید و ربادیوزید 
ها را به سمتی هدایت ر بوده است و واکنشاین موتانت موث

کرده که منجر به افزایش مقادیر قندي گردد. با توجه به 
اهمیت دارویی گیاه استویا به دلیل وجود گلیکوزیدهاي قندي، 

در گیاه استویا Aافزایش مقادیر استویوزید و ربادیوزید 
تواند بعنوان یک شاخص مهم و اساسی در بازار پسندي و می

مقبولیت این گیاه مدنظر قرار گیرد.یا

EMSهاي در معرض قرار گرفته نمونهA)تجزیه واریانس مقادیرگلیکوزیدهاي قندي( استویوزید و ربادیوزید- 5جدول 
Table 5. Variance analysis of glycoside sugar contents (stevioside and ribodioside) of samples treated by EMS

دار در سطح یک درصداختلاف معنی:**

در قالب طرح کاملا تصادفیEMSهاي تیمار شده با نمونهدرA)ید و ربادیوزید مقایسه میانگین گلیکوزیدهاي قندي (استویوز- 6جدول 
Table 6. Mean comparison of glycoside sugar content (stevioside and rebaudioside A) in samples treated by EMS in a

completely randomized design

نشان دهنده درصد افزایش یا کاهش نسبت به شاهد است- +، داري ندارند.هایی که داراي حداقل یک حرف مشترك هستند اختلاف آماري معنیر هر ستون میانگیند

) 2نتایج این پژوهش با تحقیقات احمد خان و همکاران (
EMSهاي مختلف مطابقت داشت. آنها با استفاده از غلظت

هاي برگی گیاه درصد) بر نمونه2و 6/1، 2/1، 8/0، 4/0(
ثانیه، دریافتند که گیاهان باززایی 15استویا در مدت زمان 

4/0با غلظت EMSهاي برگی تیمار شده با شده از نمونه
بودند. Aدرصد، داراي بیشترین مقدار استویوزید و ربادیوزید 

5/7، 5، 5/2شعه گاما با دوزهاي () اثر ا13خلیل و همکاران (

گري) بر مقدار قندهاي استویول گیاه استویا را بررسی 10و 
بیشترین مقدار استویوزید و کردند. نتایج نشان داد که 

زا هاي تیمار شده با عامل جهشبه نمونهAربادیوزید 
منظور بررسی اي که بهاختصاص داشت. همچنین در مطالعه

، 5، صفري اشعه گاما با دوزهاي پایین (زااثرات ماده جهش
هاي ثانویه در گري) بر روي متابولیت20، 15، 10

Rosmarinus officinalisهاي گیاه رزماري (کالوس L. (

گرم بر گرم بافت میلی(Aربادیوزید )گرم بر گرم بافت خشکمیلی(استویوزیددرجه آزاديمنبع تغییرات
)خشک

54/85**72/346**18تیمار
3870/1386/0خطا

64/361/3ضریب تغییرات

درصد تغییر Aربادیوزید
گرم بر گرم بافت میلی(

)خشک درصد تغییر

استویوزید
گرم بر گرم بافت میلی(

)خشک

کد تیمار

- ef5/19 - gh6/29 شاهد E0T0

8/18- j8/15 2/26+ e4/37 2M 1T1E
78/3+ de3/20 8/38+ d2/41 3M 1T1E
85/9+ d5/21 5/61+ c9/47 4M 1T1E
7/16- ij3/16 87/3+ g8/30 5M 1T1E
2/12- hij2/17 56/5- hi28 6M 1T1E
7/38- lm12 5/18- j1/24 7M 1T1E
3/58+ a31 3/87+ a6/55 8M 1T1E

50- n78/9 8/34- k3/19 9M 1T1E
6/27- k1/14 3/18+ f1/35 10M 2T1E
9/42- mn1/11 25- j2/22 11M 2T1E
9/22+ bc24 6/45+ d2/43 12M 2T1E
9/27- k1/14 1/10- i6/26 13M 2T1E

39/9- ghi7/17 89/1+ g2/30 14M 2T1E
4/27+ b9/24 4/77+ b6/52 15M 2T1E

56/5- fgh5/18 5/24+ ef9/36 16M 1T2E
9/32- kl1/13 57/0+ gh8/29 17M 1T2E

18+ c1/23 4/79+ b2/53 18M 1T2E
76/2- efg19 2/22+ ef2/36 19M 1T3E
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هاي ثانویه با افزایش دوزهاي پایین انجام شد، میزان متابولیت
اشعه گاما افزایش یافت. دوزهاي مختلف اشعه گاما با تاثیر بر 

شدند ROSانتی منجر به القاي اکسیدهاي آنتیروي مکانیسم
هاي ثانویه در کالوس گیاه و در نهایت باعث تجمع متابولیت

). در بررسی انجام شده توسط محققان، از 7رزماري شد (
هاي زاي اشعه گاما با غلظتدوزهاي مختلف ماده جهش

گري) جهت القاء تغییرات ژنتیکی 2250، 1500، 750، صفر(
ند استویوزید استفاده شده است. نتایج منظور افزایش مقدار قبه

هایی که این تحقیقات نشان داد مقدار استویوزید در نمونه

هاي اصلی، حاصل از تکثیر ریزازدیادي بودند نسبت به نمونه
داري را داشت. ولی با افزایش دوزهاي اشعه گاما افزایش معنی

هاي تیمار شده با اشعه، کاهش مقدار استویوزید در نمونه
) نشان داد که 11هیلالی و هانان (نتایج بررسی ).3افت. (ی

گري) باعث 20و 10، 5، صفردوزهاي مختلف اشعه گاما (
کاهش مقدار آب اکسیژنه و پراکسیداسیون لیپیدي غشاء و 
افزایش مقادیر قند محلول و فنل نسبت به نمونه شاهد 

).11(شودمی

) و عصاره موتانت C)، عصاره نمونه شاهد (نمودار Bو Aاز محلول استاندارد (نمودارAاستویوزید و ربادیوزید ازHPLCکروماتوگرام -1نمودار
M8 نمودار)D(

Figure 1. HPLC chromatogram of stevioside and rebaudioside A from standard solution (Diagram A and B), Extract
of control sample (Diagram C) and M8 mutant extract (Diagram D)

باعث ایجاد تغییراتی در EMSزاي عامل جهش
هاي خصوصیات بیوشیمیایی گیاهان باززایی شده از کالوس

گردید و منجر به افزایش مقدار گلیکوزیدهاي تیمار شده
نتایج نشان ها شد. در برخی از نمونهAاستویوزید و ربادیوزید 

بهترین M19و M6 ،M10،M11 ،M18هاي موتانتداد که
پاسخ را به صفات بیوشیمیایی (پراکسیداسیون لیپید، قند 
محلول، آب اکسیژنه، فلاونویید و آنتوسیانین) نشان دادند به 

داراي مقدار قند محلول، فلاونویید و M6اي که موتانت گونه
آنتوسیانین بیشتري نسبت به نمونه شاهد بود. مقدار 
پراکسیداسیون لیپید و آب اکسیژنه مربوط به این موتانت با 

نسبت به نمونه شاهد بیشترین - 32و - 2/15درصد تغییرات 

استویوزید و مقادیر قندهاي کاهش را نشان داد. بیشترین 
اختصاص M18و M8 ،M15هاي به موتانتAربادیوزید 

با درصد تغییرات به ترتیب M8داشت. طوري که موتانت 
+ بیشترین مقدار قندهاي استویوزید و 3/58+ و 6/55

هاي مختلف پاسخگرددپیشنهاد میرا دارا بود.Aربادیوزید 
زاي اي به عامل جهشاي و میانگرههاي برگی و گرهریزنمونه

اتیل متان سولفونات در شرایط درون شیشه مطالعه شود و 
ارزیابی ها مورد خصوصیات مورفولوژیکی و بیوشیمیایی کالوس

زاي فیزیکی و شیمیایی از عوامل جهشقرار گیرد. همچنین
.استفاده شودبه منظور اعمال جهشمختلف
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Abstract
In order to evaluate ethyl methane sulfonat (EMS) mutagenic substance on some of the

phytochemical traits of stevia plants regenerated from calluses, two separate experiments were
conducted with three replications. At the first experiment a factorial arrangement based on
completely randomized design was used. leaf explants were transferred to MS culture media
containing the growth regulator thidiazuron (TDZ) at 0.1 mg/L, and callus masses were exposed
to various concentrations of EMS (0.1, 0.2 and 0.5%) for different periods (30, 60, and 120
minutes). Then, callus masses were subcultured in MS culture media. Based on the findings of
the first experiment, the effects of the various concentrations of EMS, different exposure
durations and the interaction effects of these factors were significant on the traits of regenerated
calluses. The number of produced stems declined when EMS concentrations and exposure
durations were increased. In the second experiment, completely randomized design, each plant
regenerated from calli which treated with EMS was considered as a mutational event and a
colony population with members of similar age was prepared for each unique plant. In each
treatment, the regenerated plants with suitable growth forms were selected, and each individual
seedling regenerated from callus was assigned a unique code. After two months, some
phytochemical traits and the amount of glycoside sugars (stevioside and rebaudioside A) were
measured. Results of ANOVA showed that EMS had significant effects on phytochemical traits
and the amount of glycoside sugars at the 1% level. Among the studied mutant samples, the M6,
M10, M11, M18 and M19 showed the most changes of most traits as compared to the control
sample. Also, M8 mutant had the maximum steviosid and rebaudiosid A contents (+87.3 and
+58.3% more than control, respectively).

Keywords: Callus, EMS, Mutant, Rebaudiosid, Steviosid, Stevia plant
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