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 ( y.hamidoghli@yahoo.com) :پست الکترونیکینویسنده مسئول، 

 5/10/1401 ، تاریخ پذیرش:1401/ 12/6تاریخ دریافت: 

 چکیده
دارای این گیاه  است.    ای در معرض انقراض در ایران شناخته شدهعنوان گونه به (  .Centella asiatica L)بشقابی  گیاه دارویی آب

  ، بشقابی توجه به ارزش بالای آب   باشد. بامیبهبود اعصاب و حافظه  سرطان،    ، ضددرمان زخم  گوناگونی مانند  درمانی    ویژگی های

دستیابی به یک پروتکل مناسب    این پژوهش،هدف    ،بنابراین.  برد  تر این گیاه بهرهبرای تولید بیش  ایشیشه درون   توان از کشت می

 همراه MSاز ریزنمونه برگ در محیط    ،انگیزش پینه    برای ،. در مرحله اولاست  ایشیشه   این گیاه در شرایط درون  افزایشای  بر

،  25/0، 0در پنج سطح  NAA همراه لیتر به بر گرممیلی 5/3و   5/2، 5/1، 1، 5/0، 0در شش سطح  BAPهای مختلف با غلظت

 1/ 5در ریزنمونه برگ در ترکیب    زاییپینه داد بهترین    نشانهای این پژوهش  یافتهشد.    لیتر استفاده  بر  گرممیلی  2و    1،  5/0

ر  د  BAP  برهمکنش  از ریزنمونه گره    ارزیابی ریزافزایی  در    آمد.   دستبه  NAAلیتر    بر  گرممیلی  5/0و    BAPلیتر    بر  گرممیلی

بررسی شد.    MSدر محیط کشت  لیتر    بر  گرممیلی  1و    5/0،  0های  ر غلظتد  IBA  بالیتر    بر  گرممیلی  3و    2،  1،  0های  غلظت

. با بررسی نتایج، محیط  شد  ارزیابی  NAAو    IBAدو نوع اکسین    کاربردیافته با    های تکثیرزایی از ریزنمونهدر مرحله بعد ریشه

چنین،  تعیین شد. هم  زاییشاخه  برایترین محیط  مناسب،  IBAلیتر    بر  گرممیلی  1و    BAPلیتر    بر  گرممیلی  2  دارای  کشت

 داد.   نشان زاییلیتر بهترین نتایج را جهت ریشه  بر گرممیلی  2و  1های  در غلظت IBA دارایمحیط 

 ریزافزایی. ، گیاه دارویی بافت،  ، کشتانگیزش پینه  بشقابی،بآ کلیدی:  واژه های 

 مقدمه 
نام علمی آب   با  رونده، در   ی چند ساله، گیاه1خانواده چتریان  از  (   LCentella asiatica.)   بشقابی  پایا،    بندها   محل  علفی، 

متر    2000تا    0در ارتفاع  اغلب در نواحی گرمسیری و نیمه گرمسیری و مرطوب    .است  حاشیه آب  در  روینده  و  آبزینیمه   زا،ریشه 

  محدوده   از  فراتر  پراکنشی  تاکنون  ،هرباریومی   دقیق  هاینمونه   و  معتبر  توجه به منابع  پذیر، با روی و آسیبنم  گیاه   این   .رویش دارد

  رویش   نیازمند   گیاهی   گونه  این(.  Ghadirisardrood et al., 2019; Sweetman, 2002)  استگزارش نشده    آن  برای  انزلی تالاب  

 به وجود  توجه  از جمله گیاهانی است که با(.  Ghadirisardrood et al., 2019)  است  تالاب  حواشی  مرطوب  و  نمناك   هایبخش  در

 ، 2کوئرستین)   فلاونوئیدها  شامل  گیاه  است. ترکیبات  اهمیت  دارای   بسیار  ،خاص و محدود  پراکنش  ترکیبات ارزشمند دارویی،

مادکاسوزید5سنتللوزید  ، 4آسیاتیکوزید)  ترپنوئیدها   مختلف،  گلیکوزیدهای  ،(3کامپفرول   ،(8براهمینوزید  ،7براهموزید  ، 6، 

 

1- Apiaceae           2- Quercetin       3- Kaempferol        4 - Asiaticoside        5 - Centelloside         6 - Madecassoside      

7- Brahmoside                             8- Brahminoside                            9- Madecassic acid                          10- Asiatic acid 
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(. 2000et alruenwald G ,.باشد )آمینواسیدها، فیتواسترول و تانن می  چرب،  اسیدهای  ، 01اسید  آسیاتیک  ،9اسید  مادکاسسیک

باشد  می  آسیاتیکوزید و مادکاسوزید  ترپنی،تریگلیکوزیدهای    مشتقات  و سایر  اسید  اسید، مادکازیک  آسیاتیک  آن،  اصلی  ترکیبات

های پوستی  درمان آسم، برونشیت، مشکلات کلیه، بیماری  در  این گیاه   از(.  Sweetman, 2000باشند )که دارای خواص دارویی می

 (. Gupta et al., 2014) شوداستفاده میسرطان و کاهنده فشارخون یادگیری، ضد بهبود حافظه، افزایش قدرت چنین درو هم

استفاده   .ن وجود داردهایی در تولید آتولید گیاهان دارویی در تمام طول سال مقدور نیست و محدودیت  ،شرایط طبیعیدر   

(. با  Akbas et al., 2009شود )می  شناخته  ،و تجاریمطالعات کاربردی    توانمند برای  عنوان ابزاری    بهای  شیشه  درون  از کشت 

کشت  یا  می  ایشیشه درون  روش  و  دارویی  گیاهان  اصلاح  مورد  در  متابولیتبهبود  توان  میزان  اقدامدر  ثانویه    نمود   های 

(Nourafcan et al., 2008).    ثانویه هایچنین تولید متابولیتژن به گیاه و همگیاهان، انتقالبرای افزایش      (کالوسپینه )از بافت

  و   پایه  مطالعات  در  مهم   ابزاری  گیاهی  بافت  و   سلول  کشت   .( Sharafi et al., 2008نمود )  توان استفادهمفید می  و سایر ترکیبات

  فضای   در  را  گیاهی   جدید  هایواریته   از  زیادی  تعداد  سرعت  به  توانمی  آن  کمک  به  زیرا  است،  تجاری  کاربردهای  دارای  و  کاربردی

  درون   افزایش .  جست  بهره  آن   از  بیماری  از  عاری  مادری   گیاهان  تولید   برای  یا   نمود  تولید   شده  کنترل  و   محدود   آزمایشگاهی 

دارایشیشه  به شیوه های گوناگون   تواندمی  مهم،  این  که  باشدمی  بالا  کیفیت  با  دارویی  گیاهان  تولید  در  بالقوه  پتانسیل  ای 

، افزایش ترکیبات دارویی  ایشیشه درون سازی کشتبشقابی، بهینه گیاه آب درارزش  با وجود ترکیبات با . آید دستبه ریزافزایی

  نتایج   بشقابی دارویی و از جمله آب   از گیاهان  متنوعی   هایگونه  در  ریزازدیادیگیرد.    توجه قرار  مورد  ید و اصلاح صفات آن با 

 (. Nath and Buragoharin, 2005 & Sivakumar et al., 2006است ) مطلوبی نشان داده

تولید  به منظور  آن  ای  شیشه کشت درون  ارزیابی   ،با خواص دارویی ارزشمند استبشقابی جز گیاهان  که آب  این  توجه به  با 

های جدید  باززایی و ایجاد ساقه،  پینهتولید  .  است ضروری  ،انقراضو در معرض    ارزشمند گونه این حفظ برای  ریزازدیادی کالوس و

  های رشد کنندهتنظیمترین  از مهم  ، کننده رشدتنظیمدارد و این دو    طور معمول به تیمار همزمان اکسین و سیتوکنین نیازبه

استفاده در کشت ریشه  ایشیشه درون  مورد  و  اندام هوایی  تولید  و سیتوکنین  اکسین  بین  توازن  را سبب  گیاهان هستند.  ها 

زایی در شرایط شدت به ژنوتیپ و مقدار هورمون داخلی گیاه بستگی دارد. اندام  های خارجی بهکنندهشود. گرچه میزان تنظیممی

ها برای پاسخ به این تغییرات در طول کشت گیاهی به توانایی بافترشد  های  کنندهتنظیمعلاوه بر استفاده از    ایشیشه   درون

 های ترجیحی و بهترین ریزنمونه بهعنوان یکی از روش  دلیل سادگی به  (. ریزنمونه گره بهAkbas et al., 2009وابسته است )

 (. Malcolm et al., 2013است ) مستقیم برای تکثیر تجاری گیاهان شناخته شدهمنظور باززایی 

آب   گیاه  در  گزارشی  محیط در  در  برگ  ریزنمونه  از  )بشقابی  اسکوك  و  موراشیگ  غلظت(  MSکشت  مختلف  و  های 

گردید. نتایج    ( استفادهD-2,4توفوردی )( و  NAAاسید )  استیک  نفتالین  ، (BAن )پوری  آمینو  گیاهی بنزیلرشد    هایکنندهتنظیم

روز دارای    35از    پس بپینه ها  دست آمد.  هب  NAAو    BAلیتر    بر  گرممیلی  1در محیط دارای  پینه زایی  ترین  داد مناسب  نشان

تُ شد    مشخص  ،بشقابی ریزنمونه گره در آب   زاییپینه (. در بررسی  Nath and Buragohain, 2005رد بودند )رنگ سبز و بافتی 

 ( بوده%92)پینه انگیزی  موثرین محیط برای    D-2,4  لیتر  بر  گرم میلی  2و    NAAلیتر    بر  گرممیلی  4  همراه با  MSکشت    محیط

  ، بشقابیبآسلولی  سوسپانسیون   کشت  بر کالوس و   مختلف  رشدهای  کنندهتنظیم(. در بررسی اثرات  Bangaru et al., 2010است )

القا شد و از طرفی    دیده  D-2,4لیتر    بر  گرممیلی  2حاوی    MS( با ریزنمونه برگ در محیط  67/87%کالوس )  بالاترین میزان 

خشک ( بود با وزنKinیتر کینتین )ل  بر  گرممیلی  1با    همراه  D-2,4یتر  ل  بر   گرممیلی  2بالاترین بیوماس در محیطی که حاوی  

با    رونده همراهاز ریزنمونه نوك   MSبشقابی در محیط کشت  برای پرآوری آب (.  Suathian et al., 2010آمد )  دستم بهگر  27/0

ریزنمونه تولید گردید.  هر  شاخه از    10طور میانگین  شد و به  استفاده   NAAلیتر    بر  گرممیلی  1/0و    BAPلیتر    بر  گرم میلی  4

باززایی  دارریشه  IBAلیتر    بر   گرممیلی  1با    MSها در محیط  شاخه  محیط بیرون سازگار    با موفقیت    شده با   شدند و گیاهان 

  kin  5/1و    BAPبا    همراه  MSآمده در محیط    دستهای بهبشقابی از کالوسبآ(. در باززایی  Farukhhsan et al., 2008گردیدند )

با    همراه MSکشت  ها از محیطزایی شاخهگردید. برای ریشه  های متعددی تشکیل شاخه  ،هفته 6لیتر بعد از گذشت   بر  گرممیلی

در محیط    ها بالاترین تعداد شاخهبشقابی از کالوس(. در باززایی آب Bangaru et al., 2010شد )  استفاده   NAAلیتر    بر  گرممیلی  1

MS  میکرومولار    37/5با    همراهNAA    میکرومولار    42/4وBA    دست آمد. بالاترین تعداد ریشه نیز شاخه در هر کالوس به  10با

(. در تکثیر  Bibi et al., 2012یشه در هر ریزنمونه بود )ر  20با میانگین    NAAمیکرومولار    74/10و    37/5  دارایمحیط    مربوط به
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لیتر استفاده گردید.    بر  گرممیلی  3و    2،  1در    kinو    BAPهای مختلف دو هورمون  با غلظت  بشقابی از ریزنمونه گره همراهگیاه آب

شاخه    16میانگین    با  kinلیتر    بر  گرممیلی  5/0و    BAPلیتر    بر  گرممیلی  2  دارایدرصد( در محیط    90شاخه )  بالاترین درصد القا

ریشه در هر   16هفته داشت و    4ریشه را طی    بالاترین القا  NAAبا    همراه  IBAلیتر    بر  گرممیلی  1  دارایچنین، محیط  بود. هم

 (. Singh et al., 2014آمد ) دستشاخه به

تواند برای های مختلف مانند باززایی مستقیم و غیرمستقیم میاستفاده از روش  بشقابی باگیاه آب  تولید سازی فرآیند  بهینه  

های ژنتیکی مانند تراریختی، تغییر سطوح پلوئیدی، مهندسی متابولیک ورزی بنیادی و کاربردی از جمله دستپژوهش های  انجام  

روش    از  بشقابیموثره ارزشمند در آب  مواد  توجه به  بشقابی مفید باشد. باهای ثانویه مهم در آبمسیرهای بیوسنتزی متابولیت

کرد و حتی میزان  این مواد را در شرایط آزمایشگاهی تولید  ، های زمانی و مکانی توان با رفع محدودیتمی ایشیشه درون کشت

سازی تحقیق حاضر با هدف بهینهکالوس منبعی از ترکیبات ارزشمند موجود در این گیاه است،  داد.    های ثانویه را افزایشمتابولیت

ترکیبات    موثره و افزایش این   منظور تولید کالوس برای مطالعات بعدی در خصوص تولید موادبشقابی بهبافت آبسیستم کشت

این گیاه دارویی ارزشمند و در معرض انقراض   رویهای محدودی که در ایران  با توجه به پژوهشاست و    ارزشمند انجام شده

ای شیشه   این گیاه در شرایط درون  است، هدف از انجام این پژوهش دستیابی به یک دستورالعمل مناسب جهت تکثیر  انجام شده

 است. 

 هامواد و روش
  به   آوری شد وجمعاز گیاه گلدانی    گرهبرگ و  قطعات  در ابتدا  .  شد  تهیه  گیلان  دانشگاه   آموزشی   گلخانه  بشقابی ازآب  گیاه 

  1اندازه    در زیر دستگاه هود لامینار به  هانمونهنهایی،    گندزداییجهت    . سپسجاری قرار گرفت  ساعت در زیر آب  مدت نیم

  درصد   5/1سدیم    هیپوکلریتدر محلول دقیقه    15مدت    سپس به درصد و    70  ل الکثانیه در    30مدت    بهمتر جدا شدند و سانتی

 در زیر هود لامینار آبکشی شدند.  استریل مقطر  مرتبه با آب سهها  نهایت ریزنمونه . درقرار گرفتند

دقیقه   25بار و به مدت زمانی    5/1، فشار  سلسیوسدرجه    121برای استریل کردن محیط کشت، از دستگاه اتوکلاو در دمای   

های مورد ارزیابی  که فاکتورو هر تکرار شامل پنج ریزنمونه  زایی( با دو فاکتور و شش تکرار  . آزمایش اول )کالوس   استفاده گردید.

گرم  میلی 2و    1،  5/0،  25/0،  0با پنج سطح )  NAAگرم بر لیتر( و  میلی   5/3و    5/2،  5/1،  1،    5/0،  0با شش سطح ) BAPشامل  

لیتر آگار با    در   گرم 8رصد ساکارز و  د  3دارای    MSکشت    های استریل بر روی محیطبرگ  بر لیتر( با ریزنمونه برگ انجام گرفت.

pH    های رشد  کنندههای مختلف از تنظیم همراه با غلظت،  8/5معادلBAP    وNAA  ساعت    8ساعت روشنایی و    16نوری    در دوره

تر،   زایی، وزنروز، درصد کالوس 40بعد از گذشت   شدند. کشت سلسیوسدرجه  25لوکس در دمای  3000شدت نور  تاریکی با

 های ظاهری آن مورد ارزیابی قرار گرفت.  کالوس و ویژگی قطر

انجام شد که فاکتورهای  و هر تکرار شامل چهار ریزنمونه  ( با ریزنمونه گره شامل دو فاکتور و چهار تکرار  افزاییریزآزمایش دوم ) 

  گرم بر لیتر( بود.میلی 1و  5/0، 0در سه سطح ) IBAگرم بر لیتر( و میلی 3و  2، 1، 0در چهار سطح ) BAPمطالعه شده شامل  
گرفتند.   قرارچهار ریزنمونه  شامل های رشد کنندههای مختلف از تنظیمهمراه با غلظت استریل MSها در محیط کشت ریزنمونه

پس    شدند.   داریلوکس نگه  2500نور    فلورسنت با شدت  و زیر نورسفید  سلسیوسدرجه    25کشت در دمای    ها در اتاقککشت

 ها محاسبه شد.  های مستقیم، میانگین طول شاخهزایی، میانگین تعداد شاخهشاخه ها ارزیابی و درصدهفته نمونه   6از گذشت 

گرم بر لیتر( بررسی  میلی  2و    1،  5/0،  0در چهار سطح ) NAAو    IBA  ها با دو فاکتورزایی نمونه در ادامه این آزمایش، ریشه 

باززایی  شاخه  شد. قطعات کوچکهای  به  در محیط  شده  ریشه  القای  برای  و  تقسیم  غلظت  MSتر  دو  دارای  از  مختلف  های 

  زایی، میانگین تعداد درصد ریشه   پس از یک ماه شدند. گرم بر لیتر( کشت میلی  2و   0 ،5/0 ،1)  NAAو  IBAکننده رشد تنظیم

  و منظور تجزیه بود. به صورت فاکتوریل در قالب طرح کاملا تصادفی  ها بهشد. کلیه آزمایش ریشه ارزیابی ریشه و میانگین طول

  ( انجام LSDدار )معنی  اختلاف  ها با استفاده از آزمون حداقلگردید و مقایسه میانگین  ادهاستف  SASافزار  ها از نرمتحلیل داده

 شد. 

 نتایج
   زاییپینه
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 پینه زایی  NAAلیتر  بر  گرممیلی  5/0و    BAPلیتر    بر  گرممیلی  5/1برگ در ترکیب  هایریزنمونه  ،از گذشت یک هفته  پس 

ها ابتدا از مقطع برش شروع به تشکیل  شد. ریزنمونه زایی دیدهروز کالوس  24تا    8طور میانگین بین  داشتند. در سایر تیمارها به

 روز سایر صفات نظیر درصد القا  40شدند. بعد از گذشت    تدریج گسترده   روشن کردند که به  هایی با رنگ کرم تا سبزکالوس

شد. نتایج حاصل    داری دیدهمختلف اختلافات معنی  شد. میان این صفات در تیمارهای  ها ارزیابیکالوس  تر و قطر  کالوس، وزن

درصد    1شده در سطح احتمال    بر تمامی صفات بررسی  NAAو    BAPداد اثر سطوح مختلف    ها نشاناز تجزیه واریانس داده

و   BAPلیتر   بر گرممیلی 5/1شده ترکیب  میانگین، بهترین تیمار در تمامی صفات بررسی براساس نتایج مقایسه دار است. معنی

کالوس  قطرگرم( و  457/1تر ) درصد(، وزن 100کالوس ) ترین درصد القااست که دارای بیش  بوده NAAلیتر  بر گرممیلی 5/0

)جدولسانتی  459/1) بود  بررسی1، شکل  1  متر(  نشان(.  استفاده هم  ها  دوداد  از  تشکیل    NAAو    BAPهورمون    زمان  در 

هایی سبز رنگ با  منجر به تولید کالوس  NAAبا    همراه  BAPوزن و بافت مطلوب موثر است. تیمار بهینه    های مناسب باکالوس

در افزایش تولید کالوس نقش    NAAبا    گرم بر لیتر( همراهمیلی  5/3و    5/2)  BAPبافتی ترد گردید. استفاده از سطوح بالاتر  

 تمامی محیط   های برگ در گردید. ریزنمونه  هایی فشردهکرد که منجر به تولید کالوس   موثری نداشت و بافت کالوس اندکی تغییر

  هایی با وزن، بافت و رنگ مطلوب غلظت استفاده برای داشتن کالوسکردند اما    های گیاهی کالوس تولید های حاوی هورمون کشت

 . نشد مهم است. در محیط فاقد هورمون نیز کالوسی تولید  ها بسیارشده از این هورمون

 

 .بشقابیزایی آبمطالعه در کالوس مقایسه میانگین صفات مورد  -1ل جدو

Table 1. Mean comparison of callogenesis in Centella asiatica L.  

    

 باشد.  می LSDدرصد در آزمون  1دار در سطح احتمال حروف غیرمشابه نشانه اختلاف معنی

Callus diameter 

(Cm) 

Fresh wieght 

(g) 

Callus induction 

(%) 

Time of 

beginning 

 callus induction 

NAA 

(mg/L ) 

BAP 

(mg/L ) 

0±0.00 o 0±0.00 n 0±0.00 j 0±0.00 k 0  

0.831±0.047 ijklm 0.409±0.023 j 26.66 ±10.32 hi 15.5±1.64 ef 0.25 0 

0.789±0.065 m 0.404±0.013 j 30 ±10.95 hi 12±2.190 d 0.5  

0.871±0.024 hijkl 0.547±0.026 hi 50 ±10.95 gf 11.33±2.06 cd 1  

0.881±0.030 ghijk 0.582±0.018 h 56.66 ±8.16 efg 11.33±2.065 cd 2  

0.608±0.020 n 0.251±0.011 k 26.66 ±10.32 hi 19.66±2.06 hi 0  

0.906±0.009 efghi 0.685±0.036 g 33.33 ±10.328 h 12.66±2.06 d 0.25 0.5 

0.921±0.018 efgh 0.720±0.018 fg 33.33 ±10.32 h 13.33±1.63 de 0.5  

0.980±0.014 cde 0.983±0.035 bcd 66.6 ±10.328 bcde 8.5±1.64 b 1  

0.895±0.014 fghi 0.971±0.016 bcd 60 ±17.88 def 8±1.54 b 2  

0.805±0.018 klm 0.117±0.117 m 30 ±10.95 hi 18.33±2.06 hg 0  

0.823±0.035 jklm 0.47±0.045 i 30 ±10.945 hi 12.66±2.06 d 0.25 1 

1.162±0.132 b 1.025±0.134 bc 100±0.00 a 8±1.54 b 0.5  

0.961±0.043 def 0.971±0.048 bcd 66.6 ±10.328 bcde 12.5±2.190 d 1  

0.953±0.031 defg 0.968±0.036 cde 73.3 ±10.32 bc 15.66±1.643 ef 2  

0.869±0.031 hijkl 0.210±0.005 kl 46.66 ±10.32 g 16±1.54 fg 0  

0.789±0.041 m 0.882±0.035 e 46.66 ±10.328 g 12±2.190 d 0.25 1.5 

1.459±0.192 a 1.457±0.051 a 100±0.00 a 7±0.00 a 0.5  

1.039±0.102 c 0.972±0.019 bcd 70 ±13.019 bcd 9±1.54 bc 1  

0.971±0.024 cdef 0.985±0.018 bcd 76.66 ±8.165 b 15.5±1.64 ef 2  

0.796 ±0.012 lm 0.12±0.003 m 26.66 ±10.32 i 21.33±2.138 i 0  

0.823±0.041 jklm 0.787±0.026 f 50 ±10.954 gf 13.5±3.834 de 0.25 2.5 

1.146±0.133 b 1.058±0.308 b 90±10.95 a 9.5±1.224 cd 0.5  

0.971±0.027 cdef 0.941±0.017 cde 73.3 ±10.32 bc 12±2.190 d 1  

0.964±0.038 cdef 0.975±0.015 bcd 70 ±10.95 bcd 16±1.549 fg 2  

0.801± 0.014 lm 0.128± 0.005 lm 30 ± 10.954 hi 24.33± 2.943 j 0  

0.804± 0.025 lm 0.781± 0.039 f 46.66 ± 10.328 g 17.5± 3.834 hgf 0.25 3.5 

1.029± 0.049 cd 0.931± 0.018 de 73.3 ±10.95 bc 16.83±3.430 fg 0.5  

0.919 ± 0.02 efgh 0.925± 0.022 de 63.33 ± 8.165 cde 15.5±1.643 ef 1  

0.856± 0.022 hijklm 0.907 ± 0.029 de 66.6 ± 10.32 bcde 19.66 ± 2.065 hi 2  
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           Non-similar letters indicate significant difference in the probability level of 1% using LSD.   
 

 

       
 .NAAلیتر    بر  گرممیلی  5/0و    BAPگرم بر لیتر  میلی  5/1   تیمار  پینه های  -1شکل  

Fig. 1. Callus formation in 1.5 mg/L BAP + 0.5 mg/L NAA. 
 

 افزایی ریز  

و   BAPداد، دو هورمون  شیشه نشان در کشت درون تکثیر از ریزنمونه گرهنتایج حاصل از بررسی اثرات متقابل هورمونی بر  

IBA  شده در ریزنمونه گره برخوردارند. نتایج تجزیه واریانس حاکی    زایی و صفات مطالعهاز کارآمدی و اثرگذاری مطلوبی بر شاخه

بر  و اثر آن    IBAو    BAP  رشد  های کنندهتنظیمهای مختلف  درصد میان غلظت  1دار در سطح احتمال  از وجود اختلاف معنی

داد که    نشان  IBAو    BAPهای مربوط به اثرمتقابل دو هورمون  . نتایج حاصل از مقایسه میانگینباشدمیبشقابی  ریزازدیادی آب

  دست به  IBA  لیتر  گرم برمیلی   1همراه با    BAPلیتر    گرم برمیلی  3و    2های  درصد( در غلظت  100زایی )بالاترین میزان شاخه 

.  بود  رفته  کارهای رشد بهکننده تنظیمزایی و صفات ارزیابی شده غلظت و ترکیب  (. عامل اختلاف در میزان شاخه 2)جدول    آمد

  1با    همراه  BAPلیتر    گرم بر میلی  2بهترین نتیجه را داشت. ترکیب    IBAو    BAPاستفاده ترکیبی از    ، شده   در صفات بررسی

زایی از ریزنمونه گره ترین محیط در تکثیر و شاخه مناسب  ،متر طولسانتی  27/6شاخه و    75/9با میانگین   IBAلیتر    گرم برمیلی

  BAPنشد. در محیط فاقد  ها واکنشی نداشته و تکثیر گیاه انجامریزنمونه کننده رشدتنظیم(. در محیط فاقد 2است )شکل  بوده

ها نسبت به زمانی که از هر دو هورمون شاخه  شد اما تعداد و طول  زایی انجامشاخهلیتر    گرم برمیلی  1و    IBA  5/0و دارای  

. بهترین  گردیدها  شاخه  زایی، تعداد و طولشاخه  افزایش درصد  سبب  IBAو    BAP  زمان ازاستفاده همشد کمتر بود.    استفاده

 .است بوده  IBAلیتر   گرم برمیلی 1با   همراه BAPلیتر   گرم برمیلی 2 دارایکشت  کثیر محیط تمحیط 
 

بر  کنندهاثر تنظیممقایسه میانگین    -2 جدول ریزنمونه گره درشیشه تکثیر درون های رشد گیاهی   Centella)  بشقابیآب  ای 

asiatica L.) . 
Table 2. Means comparison of the PGRs effects on in vitro micropropagation of nodal explants in gotukola 

(Centella asiatica L.). 

Shoot length 

(cm) 

 Shoot number Shoot induction 

(%) 

IBA 

(mg/L ) 

BAP 

(mg/L ) 

0±0.00 i 0±0.00 j 0±0.00 f 0  

2.25±0.228 h 1 ±0.00 l 31.25±12.50 e 0.5 0 

3.07±0.095 g 2 ±0.00 h 50±0.00 d 1  

3.05±0.12 g 3 ±0.00 g 50±0.00 d 0  

3.65±0.30 f 4 ±0.00 f 56.25±12.50 d 0.5 1 

4.025±0.29 e 4.25 ±0.25 f 75±0.00 c 1  

4.75±0.29 d 5 ±0.00 e 50±0.00 d 0  

4.725±0.17 d 6.25 ± 0.50 c 75±0.00 c 0.5 2 

6.275±0.24 a 9.75±0.57 a 100±0.00 a 1  

5.312±0.24 bc 5.5 ±0.51 d 75±0.00 c 0  

5.42±0.26 b 6.5 ±0.5 c 87.5±14.43 b 0.5 3 

5.125±0.15 c 8±0.00 b 100±0.00 a 1  
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 باشد. می LSDدرصد در آزمون  1دار در سطح احتمال حروف غیرمشابه نشانه اختلاف معنی     
                       Non-similar letters indicate significant difference in the probability level of 1% using LSD.   

 

 
 .IBAلیتر    بر  گرممیلی  1و    BAPلیتر    بر  گرم میلی  2همراه با    MSاز ریزنمونه گره در محیط کشت    تکثیر  -2ل  شک

Fig. 2. Micropropagation on nodal explants in the MS medium with 2 mg/L BAP + 1 mg/L IBA. 

 

 زاییریشه

شده در    های تشکیلزایی شاخه ریشه  بر  NAAو  IBA از گروه اکسین    کننده رشد گیاهیتنظیمنوع  در این پژوهش اثر دو   

  %1بر همه صفات مورد مطالعه در سطح    های رشد کنندهاین تنظیمشد. نتایج نشان داد اثرات    ای بررسیشیشه   شرایط درون

کار  زایی رخ داد، اما در مقایسه بین دو نوع اکسین بههایی که از اکسین استفاده شد ریشهدار است. در تمامی محیط کشتمعنی

بالاترین درصد، تعداد و طول ریشه را   لیتر  بر  گرممیلی  1  حو استفاده از آن در سط  داشتزایی  موثرتری در ریشه  نقش  IBAرفته  

گرم بر لیتر تفاوتی نداشت و در یک گروه آماری قرار گرفتند  میلی  2داشت که البته در صفات درصد و تعداد ریشه با غلظت  

و طول   75/21درصد، تعداد ریشه  100زایی ترتیب با میانگین ریشهبه  لیتر برگرم میلی 1در غلظت  IBA(. استفاده از 3)جدول 

دو نوع  های مختلف از  شده نشان داد. در میان غلظت  زایی و صفات بررسیمتر نقش موثرتری در القا ریشه سانتی  62/10ریشه  

زایی در تمامی تیمارها دیده شد.  حضور اکسین در محیط کشت ریشه   و درداشته    NAAبرتری نسبت به    IBAکار رفته  اکسین به 

 ی مشاهده نشد.  زایدر محیط فاقد اکسین ریشه

 

 . (.Centella asiatica L) بشقابیای آبشیشه زایی دروندر صفات مربوط به ریشه  NAAو  IBAمقایسه میانگین   -3جدول 
Table 3. Means comparison of IBA and NAA on in vitro rooting parameters of gotu kola (Centella asiatica L.). 

Auxin concentration Root 

induction 

Root number Root length 

IBA 0 
0.5 
1 

2 

0±0.00 e 
b 14.43±62.5 

100±0.00 a 
100±0.00 a 

0±0.00 d 

12.5±3.31 b 

21.75±2.08 a 

19.25±2.21 a 

0±0.00 f 

6.6±0.25 c 

10.62±5.02 a 

9.47±6.84 b 

NAA 0 

0.5 

1 

2 

0±0.00 e 

25±0.00 d 

43.75±12.5 c 

75±20.41 b 

0±0.00 d 

4.25±0.5 c 

6.5±0.57 c 

11.75±1.25 b 

0±0.00 f 

4.37±0.31 e 

5.37±0.55 d 

9.08±0.53 b 
 باشد.  می LSDدرصد در آزمون  1دار در سطح احتمال حروف غیرمشابه نشانه اختلاف معنی

Non-similar letters indicate significant difference in the probability level of 1% using LSD.   
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 . NAAلیتر  بر  گرممیلی   2در محیط حاوی    :bو    IBAلیتر    بر  گرم میلی  1حاوی   MSدر محیط   زایی: ریشهa  -3شکل

Fig. 3. a: Rooting in MS medium with 1 mg/L IBA and b: 2 mg/L NAA.  

 

 بحث 
کالوس    تشکیل  ریزنمونه بررسی  میروی  نشان  اولیه  پاسخهای  که  محیطدهد  در  متفاوتهای  دهی  مختلف  است.   کشت 

کردند، ولی نوع کالوس    گیاهی کالوس ایجادرشد  های  کنندهشده در محیط حاوی تنظیم  های کشتطورکلی، همه ریزنمونهبه

سیتوکنین   کننده رشد تنظیمداد حضور دو    این تحقیق نشان بود. نتایج    شده براساس وزن، قطر، رنگ و شکنندگی متفاوت  ایجاد

در   NAAو  BAPدر مطالعات پیشین درباره نقش موثر   .باشدمی بشقابی ضروریدهی مطلوب در گیاه آبو اکسین برای کالوس

 Bibi et al., 2012, Bonfill et al., 2011 & Habibiseilabi etاست )  بشقابی و دیگر گیاهان دارویی اشاره شدهزایی آبکالوس

al., 2020لیتر  بر گرممیلی 5/1کشت حاوی ریزنمونه برگ در محیط  دهی درآمده بهترین کالوس دسته (. طبق نتایج بBAP  به  

گیاهی نوع ریزنمونه رشد  های  کنندهتنظیمسطوح مختلف از  توجه در استفاده از  بود. نکته قابل  NAAلیتر    بر  گرممیلی  5/0همراه  

ی  هاکنندهتنظیماین    خصوصی از  های مورد استفاده غلظت بهکل بسته به گونه گیاهی، نوع و سن ریزنمونه  طوراست. به  کار رفتهبه

ریزنمونه برگ   که ازاین  توجه به  (. در این گزارش باAbbasi et al., 2007دهد )می  زایی نشانترین تاثیر را در کالوسبیش  رشد

داد، استفاده از سطوح   بهترین نتیجه را نشان  NAAلیتر    بر  گرممیلی  5/0و    BAPلیتر    بر  گرممیلی  5/1گردید ترکیب    استفاده

القا  بر  گرممیلی  2و  NAA  (1لیتر( و    بر  گرممیلی  5/3)  BAPبالاتر   روز   24تا    17طور میانگین بین  کالوس را به   لیتر( زمان 

داری  زایی کاهش معنیلیتر درصد و میزان کالوس  بر  گرممیلی  2و    1به    5/0با افزایش میزان اکسین از    چنینداد. هم  افزایش

ای گردید. عدم حضور اکسین و نسبت بالاتر اکسین به سیتوکنین در محیط رنگ قهوههایی بهتولید کالوس  کرد که منجر به  پیدا

دهی در  های متفاوت ریزنمونه به کالوس هایی ریز گردید. پاسخکرده و سبب تشکیل کالوس   کشت نیز تولید کالوس را محدود

ها به ژن  دلیل غلظت متفاوت از سطوح درونی اکسین و سیتوکنین است که در ارتباط با اثراتهای مختلف هورمونی بهغلظت

 (.  Akbas et al., 2009هاست )آغاز تمایزیابی در سلول

ها  کرده و وزن و قطرکالوس  شده موثرتر عمل  زایی در صفات بررسیحاضر برهمکنش سیتوکنین و اکسین بر کالوسپژوهش  در   

بر ریزازدیادی    IBAو    BAPهای مختلف  در پژوهش حاضر اثر غلظتاست.    در غلظت مناسب از این دو هورمون افزایش یافته 

سیتوکینین و اکسین را   کننده رشدتنظیمدو شیشه بررسی شد. نتایج نقش موثر  بشقابی در شرایط کشت درونگیاه دارویی آب

،  های رشدکنندهتنظیمهای مختلف این  است. بین اثر غلظت  بشقابی نشان داده های گره در آبزایی ریزنمونه در تکثیر و ریشه 

  2گره محیط کشت حاوی  ترین محیط در تکثیر ریزنمونه  داری در سطح احتمال یک درصد وجود داشته و مناسبتفاوت معنی

که از   (2005و همکاران )  Shashikalaاست که با نتایج گزارش    بوده   IBAلیتر    بر  گرممیلی  1با    همراه  BAPلیتر    بر  گرممیلی

  IBAو    BAPزمان از  نماید. استفاده هماستفاده نمودند مطابقت می  NAAلیتر    بر  گرممیلی  1و    BAPلیتر    بر  گرممیلی  2ترکیب  

غلظت افدر  در  موثری  نقش  مناسب  تعداد شاخههای  و  تولیدزایش طول  انجام  های  مطالعات  داشت.  اثرات   شده  درباره  شده 

a b 
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رشد  های  کنندهتنظیمدر مقایسه با سایر    BAPسیتوکنینی بر ریزازدیادی حاکی از تاثیر بیشتر و بهتر    رشد  های کنندهتنظیم

نکته مهم در استفاده از هورمون سیتوکنین (.  Gandi and Giri , 2013است )   دست آمدههمورد مطالعه بوده که تاکیدی بر نتایج ب

آن توصیه    لیتر  بر  گرممیلی  2غلظت    ،تواند نتایج متفاوتی نشان دهد و مطابق نتایج این تحقیقکار رفته آن است که میغلظت به

سلولی، حفظ  لیتر سبب کاهش تعداد و طول شاخه گردید. سیتوکنین باعث تقسیم بر گرممیلی 3د، افزایش غلظت آن به شومی

دست آورد، اما افزایش غلظت  هکیفیت بالا ب  هایی با توان گیاهچهمی  BAPکاربرد بهینه    شود، درنتیجه باها و کلروفیل میپروتئین

BAP  سلولی دارد و در    طور کل سیتوکنین نقش ضروری در تقسیمها جلوگیری کرد. بهاز افزایش تعداد و رشد طولی شاخساره

 .(Gandi and Giri , 2013زایی مستقیم و غیرمستقیم بسیار موثر است )القا شاخه

ویژه   به  ی رشدهاکنندهتنظیم ی های بالااز غلظت پرهیزای از طریق ریزنمونه گره و نیز  مرحله استفاده از سیستم تکثیر تک 

های داخلی گیاه نداشته و توانست تداخلی با هورمون  ،گرفتند  های جوان که در این مطالعه مورد استفاده قرارسیتوکنین در بافت

کار  بهرشد  های  کنندهتنظیمت بهینه  توان گفت که غلظخوبی طی کند. می  با حفظ تعادل هورمونی مسیر تکثیر و تکامل را به

طور معمول چه بههای درونی دارد. باززایی و ایجاد ساقهترین تاثیرگذاری را بر چگونگی عملکرد و واکنش هورمون شده بیش  گرفته

بهترین القا نشان داد    (2019و همکاران )  Siddiquiشده توسط    به تیمار همزمان اکسین و سیتوکنین نیاز دارد. مطالعات انجام

دست  ه در ریزنمونه گره بNAA ر  لیت  بر  گرممیلی  1/0همراه با    BAPلیتر    بر  گرملیمی  5/0حاوی    MSشاخه در محیط کشت  

در مدت زمانی کوتاه تکثیر   لیتر  بر  گرممیلی  1و    2های  ترتیب در غلظت  به،   IBAو   BAPرو با افزایش    آمده اما در گزارش پیش

و   IBAهای های مختلف اکسین زایی از غلظتشد برای ریشه  چنین اشارهشد. هم قبولی دیده ها در مقدار قابل و تشکیل نوشاخه

NAA    از  لیتر    بر   گرممیلی  5/0استفاده کردند که غلظتIBA    درصد داشته است اما در    95نقش موثری در القا ریشه با نسبت

 Ghadirisardrood  پیش از این  زایی را داشت.( بالاترین میزان ریشه لیتر  بر  گرممیلی  2و    1)  IBAهای بالاتر از  این گزارش غلظت

لیتر    بر  گرم میلی  1در غلظت    BAPبشقابی به نقش موثر هورمون  ( نیز در ریزازدیادی از ریزنمونه گره در آب2019)ن  همکارا  و

ها اشاره نمودند که بعد حدود یک ماه در تیمارهای مختلف ی استقرار اولیه ریزنمونه برالیتر    بر   گرممیلی  1/0در غلظت  IBA و  

بود.    NAA  لیتر  بر  گرممیلی  1/0با    همراه  2ipو    BAPر  لیت  بر  گرممیلی  5/0زایی قرار گرفتند و بهترین محیط ترکیبی از  شاخه 

  گرم میلی  1در غلظت    IBAو  لیتر    بر   گرممیلی  2در غلظت    BAPیک نوع سیتوکنین    رو با ترکیبی از  که در گزارش پیش   حال آن

 هفته انجام شد.  4زایی و تکثیر طی مدت شاخه لیتر  بر

زایی در کشت در مطالعات ریشهاست.    زیادی انجام شده   های پژوهشزایی گیاهان مختلف  در زمینه تاثیرات اکسین بر ریشه 

زایی در شود. بیشترین اکسین مورد استفاده در ریشهگروه اکسین استفاده می  رشد  هایکنندهتنظیممعمولا از  ای  شیشه   درون

باعث تقسیممی  NAAو    IBAای  شیشه  شرایط درون  را شده و تشکیل ریشه  شدن و رشد سلولی  سلولی، طویل  باشد که  ها 

بافتی است که   زایی در اکثر گیاهان کشتضروری برای ریشه  کننده رشد تنظیم ،اکسین(. Jiang et al., 2015کنند ) تحریک می

باشد. در این پژوهش هر دو    دهی، تعداد و طول آن داشتهتواند اثرات متفاوتی بر میزان ریشهمی  آنهای مختلف از  نوع و غلظت

بالاترین درصد، طول و    لیتر  بر  گرممیلی  1  در غلظت  IBAزایی موثر بوده که  در ریشه  NAAو    IBAکننده رشد گیاهی  تنظیم

شد و با نتایج    زایی دیدهتوجهی در کیفیت و درصد ریشهافزایش قابل  لیتر  بر  گرممیلی  IBA  1تعداد ریشه را داشت. با استفاده از  

Joshi ( که بر نقش موثر 2013و همکاران )IBA همراستاست.   ، داشتند بشقابی اشارهشده آب های باززایی زایی ریزنمونه در ریشه

ترین محیط در القا و  مناسب  IBA  لیتر  بر  گرممیلی  1همراه با    MSکشت  داشتند محیط  ( نیز اشاره2017)  Kumar  ،همچنین

 بشقابی بود که با نتایج این گزارش کاملا مطابقت دارد. ها در آبتوسعه ریشه 

را   غذایی ها و سایر مواد  این خاطر است که اکسین حمل کربوهیدرات  زایی احتمالا بهاثر مثبت اکسین بر ریشه   ی، طور کلبه 

 ,.Zhang et alشود )زایی میها سبب تولید و تحریک تراکم ریشه شدن سلولطویلبرعهده داشته و به طبع با تحریک تقسیم و 

گردد استفاده از  (. برای تکثیر و پرآوری مناسب، افزایش تعداد و طول شاخه که در نهایت منجر به تولید گیاهچه مقاوم می2010

توانست محیط کشت مناسبی در تکثیر از   IBAلیتر    بر  گرممیلی  1در ترکیب با    لیتر  بر  گرممیلی  2در غلظت    BAPهورمون  

باشد که سبب جذب   های رشدکنندهتنظیم دلیل تقسیم سلولی مناسب در این ترکیب    تواند بهمی  ریزنمونه گره باشد که این

کیفیت و شکل ظاهری بهتری را  شده    های حاصل. در نتیجه گیاهچهاست  شدهمقدار لازم    آب، مواد کربوهیدراتی و معدنی به

زایی داشت. این پژوهش  بهترین نتیجه را در ریشه  لیتر  بر  گرممیلی  1در غلظت    IBAهای تولیدی  زایی گیاهچهداشتند. در ریشه
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ای شیشه درون  گام کوچکی در راه تولید و تکثیر این گیاه ارزشمند و در معرض انقراض در شرایط آزمایشگاهی و سیستم کشت

 است. 

 گیرینتیجه 
لیتر   بر  گرممیلی  5/0و    BAPلیتر    بر  گرم میلی  5/1  محیط کشت دارای  درریزنمونه برگ    بر پایه یافته های این پژوهش،  

NAA    ،  رشد و توسعه  انگیزش  تاثیر مطلوبی در  ،کننده رشدتنظیم  است. این دو  بشقابی داشتهآب  پینه زاییبهترین نتیجه را در ،

با    ،ای با ریزنمونه گرهشیشه بشقابی در شرایط کشت درونگیاه آب  افزاییریزداد    های این پژوهش نشانیافته.  داشتند  پینه ها

شده   تیمارهای تعیین  ترینتوان با استفاده از مناسبدست آمده از این پژوهش، میهتوجه به نتایج ب  پذیر است. باموفقیت امکان

  گوناگون یابی به ترکیبات  دست  مانند   بشقابی بافت آب  در رابطه با کشتها  پژوهشادامه    برای ها، از آنایشیشه درون  افزایشدر  

مورد   ،موثرهگزینش گیاهان با عملکرد بالای مواد    برای  یبافت  ها و گیاه کامل و نیز تنوع سوماکلونال کشتبرگ  ،پینهموجود در  

 داد.   استفاده قرار
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Gotu Kola (Centella asiatica L.) has been listed in threatened species in Iran. It has been used 

for treatment of a wide number of health disorders. The herb was used for wound healing, 

anticarcinogenic, mental illness and revitalizing the nerves and brain cells. In vitro culture and 

micropropagation are basic tools for conserving this medicinal plant. The purpose of this study 

is to achieve a suitable protocol for propagation of this plant in in vitro. In the first experiment, 

interaction of different concentrations of BAP (0, 0.5, 1, 1.5, 2.5, 3.5 mgl-1) and NAA (0, 0.25, 

0.5, 1, 2 mgl-1) were examined on leaf explants. The results of the callogenesis experiment 

showed that MS medium with 1.5 mgl-1 BAP and 0.5 mgl-1 NAA, produced the best callus. In 

the next step, the interaction of BAP at 0, 1, 2, 3 mgl-1 and IBA at 0, 0.5, 1 mgl-1 was investigated 

in proliferation of node explants. Rooting of amplified explants was investigated by using two 

types of auxin IBA and NAA. The results of the micropropagation experiment indicated that 

MS medium of 2 mgl-1 BAP and 1 mgl-1 IBA was determined the most suitable medium for 

micropropagation. In the comparison of the effect of auxin treatments in MS medium on 

rooting, MS medium supplemented with IBA 1 and 2 mgl-1 were chosen as the best rooting 

treatment.  

Keywords: Callus induction, Gotucola, Medicinal plant, Micropropagation, Tissue culture. 
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