
 1398، 1، شماره 32جلد                                                 )                                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

194 

  L.) (Centella asiatica آب بشقابيگياه دارويي  ريز ازديادي
  1طاهر نژادستاري و 2، محمد حسن عصاره*1، سارا سعادتمند1سعيده قديري سردرود

 گروه زيست شناسي، تهران دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقاتايران، تهران،  1

 كشور و مراتع  موسسه تحقيقات جنگلها تهران،ايران،  2

  5/9/97: تاريخ پذيرش  29/2/97: تاريخ دريافت

  چكيده

Centella asiatica (L.) مصرف و محبوب در سراسر دنيا است كه در خاورميانه، اروپا و آمريكا از جمله گياهان دارويي پر
برونشيت نيز به كار  درمان آسم و ضد قارچي بوده و در و اين گياه داراي خواص ضد باكتري. داراي محبوبيت فراواني است

ي ناكارآمد در احياي اين ها تلاشبرداري نامحدود و بدون برنامه از اين منبع گياهي، و  هاي اخير به دليل بهره سالدر . رود مي
در طبيعت به طور چشمگيري كاهش يافته و در معرض   Centella asiatica (L.)گونه گياهي دارويي ارزشمند، ذخيره گياهي

از جمله تكنيك ريزازديادي از طريق كشت بافت  in vitroكشت هاي  تكنيكدر همين راستا علاقه به . خطر نابودي قرار دارد
ياهي براي در اين پژوهش نيز ريزازديادي اين گياه از طريق كشت بافت گ. جهت تكثير اين گياه ارزشمند افزايش يافته است

آوري شده از  هاي جمع نمونهاز اي  هاي گره بخش  ،جهت تكثير. اي بررسي شد هاي گره توسط ريزنمونهنخستين بار در ايران 
. مستقر گرديدند mgL 1/0 IBA  1- و  mgL1 BA  1- حاوي MS سازي در محيط كشت رصه در استان گيلان، پس از سترونع

تيمار هورموني مختلف مورد  9تحت  ،زايي يابي به بهترين تيمار شاخه يافته به منظور دستهاي رشد  پس از يك ماه، ريزنمونه
 mgL 1/0 NAA  1-و  mgL 5/0 2ip  1- و  mgL5/0 BA  1- حاوي MSمحيط كشت با بررسي نتايج، . آزمايش قرار گرفتند

تيمار هورموني مختلف در محيط  11، بررسي و سازگاري در گلخانه جهت ريشه زايي. معرفي شد زايي برتر شاخه تيماربه عنوان 
   .داشته استبهترين نتايج را در بر mgL5/0 IBA  1- نشان داد كه تيمار حاوي MSكشت 

  .ريزازديادي، كشت بافت گياهي ،Centella asiatica (L.) :كليدي واژه هاي

  sadatmandsara@gmail.com  :الكترونيكي ، پست 02144865040: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
Centella asiatica (L.)  ارزشمند، از جمله گياهان دارويي

دنيا است كه در خاورميانه، در سراسر  پرمصرف و محبوب
هاي  با ناماروپا و آمريكا داراي محبوبيت فراواني است و 

mandukparni ،Indian pennywort    و ياgotu kola  نيز
در واقع هزاران سال است كه از اين گياه . شود شناخته مي

به عنوان يك داروي مفيد و موثر در سنت آيورودا هند 
)Ayurvedic ( سال پيش تا  2000و از شود  مياستفاده

 "Miracle elixirs of life"كنون در چين نيز به عنوان 
علاوه بر اين، نام  ). 20، 5، 8(يرد گ ميمورد استفاده قرار 

اين گياه در فارماكوپه گياهان دارويي هند، همئوپاتي آلمان 

)GHP(اروپا و جمهوري چين آورده شده است ، )14، 7 .(
 Centella همانطور كه گفته شد، در پزشكي سنتي هند، از 

 asiatica (L.) به عنوان يك تونيك مغذي ياد شده و از آن
معده،  براي درمان آسم، برونشيت، ورم، پيل پايي، عفونت

هاي پوستي و التهاب ميزراه  بيماري مشكلات كليه، جزام،
داراي همچنين ذكر شده است كه اين گياه . شود مياستفاده 

خواص ضد باكتري، ضد قارچي، ضد انعقادي، ضد 
التهابي، ضد استرس، فعاليت ضد توبولوزيس و بهبود زخم 

 متعلق به خانواده Centella ).13، 12، 9، 6، 4( مي باشد

Umbelliferae (Apiaceae)  گونه در سراسر  40و داراي
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  Centella asiatica (L.)جهان است كه در اين بين، گونه 
اغلب در نواحي گرمسيري و نيمه گرمسيري و مرطوب 

پراكنش . )4( متر رويش دارد 2000جهان از ارتفاع صفر تا 
نيمكره زمين شامل هند، سريلانكا،  2اين گياه در هر 

جنوب غرب آسيا، اغلب نواحي چين، مكزيك، جنوب 
  ).21، 7( باشد غرب آمريكا، ونزوئلا و ماداگاسكار مي

 Centella asiatica (L.) هاي  گياه چند ساله با ساقه
 .كدار، منشعبها مولد ريشه، كر خزنده، در محل گره

 –اي  سانتيمتر، دايره 5-1، به قطر )اي دسته(ها گروهي  برگ
اي،  رگبرگي، به طور منظم كنگره 9- 7، كليوي شكل
ها  مبرگاي عميق و كم و بيش با دهانه باز، د سينوس قاعده

. اصولا در سطح فوقاني كركدارر از پهنك، بار بلندت 10- 2
هاي گروهي،  تايي در ميان برگ 4-2آذين ها  دم گل

ريبا بدون دمگل، قرمز ها تق تايي، گل 4- 2هاي هر كپه  لگ
ها به اندازه  ميليمتر، پرچم 5/1ها به طور  رنگ، گلبرگ

ميليمتر،  3اي، به طول  ها قهوه ميوه. ها نصف اندازه گلبرگ
دار، با  ميليمتر، پره 1ميليمتر، ضخامت  4- 3به عرض 

  ).1(هاي جانبي مشبك  پره

ي اين با توجه به محبوبيت اين گياه در ميان مردم تقاضا برا
ي اخير به دليل ها سالدر . يابد گياه روز به روز افزايش مي

برداري نامحدود و بدون برنامه از اين منبع گياهي  بهره
ارزشمند، و به دليل تقاضاي روزافزون صنايع داروسازي و 

ي ناكارآمد در احياي ها تلاشهمچنين كشت محدود و نيز 
 Centellaاين گونه گياهي دارويي ارزشمند، ذخيره گياهي 

asiatica (L.)   در طبيعت به طور چشمگيري كاهش يافته
به خاطر همين مشكل . معرض خطر نابودي قرار داردو در 

نام اين گياه در اتحاديه بين المللي حفاظت از طبيعت و 
به عنوان گونه گياهي تهديد شده و در ) IUCN(منابع ملي 

از اين رو در ). 10(معرض خطر به ثبت رسيده است 
جهت  in vitroكشت هاي  تكنيكي اخير، علاقه به ها سال

 ها تكنيكاين . اه ارزشمند افزايش يافته استتكثير اين گي
 در حقيقت يك ابزار مناسب براي حفظ و تكثير ژرم پلاسم

بنابراين .  باشند گونه هاي نادر و در معرض خطر مي
كارآمد براي تكثير هاي  تكنيكبدست آوردن و توسعه 

Centella asiatica (L.)  يكي از . باشد مهم و ضروري مي
باشد كه  ازديادي از طريق كشت بافت ميريز ها تكنيكاين 

بسيار موثر   Centella asiatica (L.)در حفظ ژرم پلاسم 
لذا در اين پژوهش نيز ريزازديادي اين گياه ارزشمند . است

براي اولين بار در دارويي از طريق كشت بافت گياهي 
ه و بهترين روش اي انجام شد ي گرهها ريزنمونهدر ايران، 

  .استبهينه گرديده 

 هامواد و روش

در  ،Centella asiatica  (.L)رويشگاه گونه: مواد گياهي
استان گيلان، شهرستان رشت، روستاي لاكان، توسط 
بازديدهاي ميداني محققان موسسه تحقيقات جنگلها و 

و جهت نمونه برداري مراتع، ايستگاه پيلمبره، مكان يابي 
و از  گرديدآوري  جمع C. asiaticaگياه . انتخاب شد
اي به عنوان ريزنمونه براي تكثير گياه در  قطعات گره

  .استفاده شد in vitroشرايط 

كشت پايه مورد استفاده در اين  محيط : محيط كشت
بود، كه در حين كار و در  )MS )11كشت  پژوهش، محيط

هاي آن صورت  صورت لزوم تغييراتي در تركيبات و غلظت
همچنين در اغلب موارد يك يا چند تنظيم كننده . گرفت

تنها  MSدر اين پژوهش محيط . رشد نيز به آن اضافه شد
  .كار رفت جامد به صورت نيمه به

شامل عناصر  MSكشت   محيط: تركيبات محيط كشت
، عناصر ...دار، روي، سديم و تركيبات آهن ميكرو مانند

 به  gL-1  5/6، آگار... ماكرو مانند نيترات، كلريد كلسيم و

 gL-1كشت، شكر جامد كردن محيط اي جهت نيمه عنوان ماده 
عنوان منبع كربن و مجموعه اي از ويتامين ها و  به 30

اسيدهاي آمينه بود، كه البته در صورت لزوم و بر اساس 
في كه از ساختن محيط مورد انتظار بود نوع هد

نيز به مواد ) هاي گياهي هورمون(هاي رشد  كننده تنظيم
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محيط نيز با سود يا اسيد  pH. الذكر اضافه شد فوق
  .تنظيم گرديد 7/5كلريدريك يك مولار بر روي 

پس از : ها ريزنمونهپيش سترون سازي و سترون سازي 
تيمار با  11طي  ها ريزنمونه، ها ها و ريشه جدا كردن برگ

هاي متفاوت، با استفاده از آب و مايع  ها و زمان غلظت
ظرفشويي، قرار گرفتن در زير شير آب جاري و استفاده از 

 40به همراه حمام آبي % 1/0و قارچ كش بنوميل % 70الكل 
ي ها ريزنمونهسپس . سترون گرديدند درجه سانتيگراد، پيش

د مخصوص كشت بافت توسط سترون شده، داخل هو پيش

، و پس از سه مرتبه )W/V(% 1/0محلول كلرمركوريك 
). 1جدول (آبشويي سترون و جهت استقرار آماده شدند 

تكرار انجام  3آزمايش در قالب طرح كاملا تصادفي و با 
 One way(ها به وسيله تحليل واريانس يك طرفه  داده. شد

ANOVA (ها به روش  آناليز گرديده و سپس ميانگين
مقايسه شده و % 5اي دانكن در سطح  آزمون چند دامنه
سترون سازي و سترون سازي انتخاب  بهترين تيمار پيش

  ).4جدول (گرديد 

  

 تيمارهاي پيش سترون و سترون سازي -1جدول 

 حرارت+قارچ كش كش بنوميلغلظت قارچ  كد تيمار
  )درجه سيلسيوس+ دقيقه (

  %70الكل 
  )ثانيه(

  %1/0كلرمركوريك 
  )دقيقه(

S1 - -  -  5  
S2 - -  -  10  
S3 3/0% 30  -  5  
S4 3/0%  30  -  10  
S5 3/0%  C°40+30  -  7  
S6 3/0%  30  -  7  
S7 1/0%  30 °40+  C 30  7  
S8 1/0%  30 °40+  C -  5  
S9 1/0%  30 30  7  
S10 1/0%  30  -  7  
S11 1/0%  C°40+30  -  7  

  .دقيقه در زير آب جاري قرار گرفتند 30تمامي تيمارها به مدت 
هاي عاري از  منظور توليد گياهچه به: مرحله استقرار

پايه همراه با تركيبي از اكسين و  MSآلودگي محيط كشت 
ي ها ريزنمونهبه اين منظور . سيتوكينين در نظر گرفته شد

هاي  سترون شده در هود مخصوص كشت بافت در ويال
 mgL 1/0  1-و   mgL1 BA  1-با  MSحاوي محيط كشت 

IBA اي  زني قطعات گره مستقر گرديدند و بازدهي جوانه
جهت كنترل آلودگي هر ريزنمونه داخل يك (ثبت شد 

  ).ويال كاشته شد

هاي  تكثير، جوانه جهت: )Proliferation(مرحله تكثير
ي گره اي اوليه از ويال خارج شده و ها ريزنمونهحاصل از 

تيمار هورموني مختلف  9با  MSدرون محيط كشت 
آزمايش در قالب طرح كاملا . مستقر گرديدند) 2جدول(

هفته  4يادداشت برداري . تكرار انجام شد 3تصادفي و با 
پس از كاشت آغاز شد و دو صفت ضريب تكثير و 

ونه در هر تيمار مورد بررسي انگين طول ريزنممي
ها به وسيله  داده. و نتايج بدست آمده ثبت شد گرفتهقرار

آناليز ) One way ANOVA(تحليل واريانس يك طرفه 
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اي  ها به روش آزمون چند دامنه گرديده و سپس ميانگين
مقايسه شده و بهترين تيمار تكثير % 5دانكن در سطح 

ها به  سپس تمامي گياهچه). 5 جدول(انتخاب گرديد 
 .قل شدندتمنظور افزايش درصد تكثير به محيط منتخب من

  

 تيمارهاي شاخه زايي -2جدول 

 BA كد تيمار
mgL-1 

2ip 
mgL-1 

NAA 
mgL-1 

IBA  
mgL-1 

1/2 NO3 

P1 1 - 1/0 - - 

P2 2 - 1/0  - - 

P3 3 - 1/0  - - 

P4 4 - 1/0  - - 

P5 5 - 1/0  - - 

P6 5/0 5/0 1/0  - - 

P7 5/0 5/0 - 1/0  - 

P8 5/0 5/0 - 1/0  * 

P9 5/0 5/0 1/0 - * 

زايي  ها به منظور ريشه تمامي گياهچه: مرحله ريشه زايي
تيمار هورموني مختلف در قالب  11با  MSبه محيط كشت 

. منتقل گرديدند) 3جدول(تكرار  3طرح كاملا تصادفي و با 
پس از كاشت آغاز شده و درصد هفته  5يادداشت برداري 

تي همچون شكل ظاهري ريشه، زايي و همچنين صفا ريشه
پذيري و وجود يا عدم وجود تارهاي كشنده در هر  انعطاف

دار شده  هاي ريشه سپس گياهچه. يمار بررسي و ثبت شدت
زگاري در تيمار به منظور بررسي درصد سا 11در هر 

هاي پلاستيكي با تركيب خاك  شرايط گلخانه، به گلدان
هاي به  با نسبت) ت، پرليت و ورمي كمپوستكوكوپي(

ها نيز با كاور  تقل شدند و روي گلدانمن) 5/0، 1، 2(ترتيب 
ها در  گلدان. جهت حفظ رطوبت پوشيده شد نايلوني

ته هف 1گلخانه با دماي كنترل شده نگهداري شده و پس از 
ت بافتي هاي كش گياه ها، با بازكردن تدريجي پوشش گلدان

روز بعد از  20برداري نيز  يادداشت. سازگار گرديدند
كاشت در گلدان آغاز شد و درصد سازگاري در هر تيمار 

زايي،  هر نهايت نتايج حاصل از درصد ريشمحاسبه و د
همچنين درصد سازگاري به وسيله تحليل واريانس يك 

آناليز گرديده و سپس ) One way ANOVA(طرفه 
% 5اي دانكن در سطح  ها به روش آزمون چند دامنه نگينميا

زايي انتخاب گرديد  مقايسه شد و بهترين تيمار ريشه
  ).6جدول (

  تيمارهاي ريشه زايي -3جدول 
  IBA كد تيمار

mgL-1 
NAA  
mgL-1 

1/2 
NO3 

Sucrose  
20gL-1 

R1 5/0 - - - 

R2 5/0 - - * 

R3 5/0 - * * 

R4 5/0 - * - 

R5 1/0 - - - 

R6 1/0 - * - 

R7 - - - - 
R8- - * - 
R9 1 - - - 

R10 - 5/0 - - 

R11 - 1 - - 

   نتايج

بررسي : پيش سترون سازي و سترون سازينتايج بررسي 
سازي بر روي  سازي و سترون تيمار پيش سترون 11اثر 
 S11نشان داد كه تيمار ) 4جدول (ها  ماني ريزنمونه زنده

% 1دقيقه، قارچ كش  30استفاده از آب جاري به مدت (
)W/V ( دقيقه و  30درجه سانتيگراد به مدت  40و حرارت
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% 67/76با ) دقيقه 7به مدت ) W/V% (1/0كلرمركوريك 
بالاترين ميانگين را داشته و با ساير تيمارها نيز  ماني،زنده 

  .دار داشت اختلاف معني% 5از نظر آماري در سطح 
  درصد زنده ماني ريزنمونه ها -4جدول

 درصد زنده ماني  كد تيمار
S1 1/11+1/11 a

S2 1/11+1/11 a

S3 6/67+1/92 ab

S4 13/33+1/92 c

S5 10+1/92 bc

S6 3/33+1/92 a

S7 20+1/92 d

S8 40+1/92 e

S9 2/22+1/11 a

S10 3/33+1/92 a

S11 76/67+1/92 f

  هر داده معرف ميانگين. مي باشند 1تيمارها بر اساس جدول 
 .انحراف معيار سه تكرار مي باشد + 

ررسي بازدهي نتايج حاصل از ب: استقرارنتايج بررسي 
درصدي  90اي نشان دهنده موفقيت  جوانه زني قطعات گره

 mgL 1/0  1-  و mgL1 BA   1-   حاوي MSمحيط كشت 
IBA  بود.  

تيمار هورموني در محيط  9بررسي اثر : نتايج بررسي تكثير
، بر روي دو صفت طول ريزنمونه و )2جدول ( MSكشت 

ضريب تكثير نشان داد كه در صفت طول ريزنمونه، تيمار 
P6 )-1  mgL5/0 BA  1- و  mgL 5/0 2ip  1-و  mgL 1/0 

NAA ( بالاترين ميانگين را داشته و با ساير تيمارها نيز از
جدول (دار داشت  اختلاف معني% 5نظر آماري در سطح 

در بررسي ضريب تكثير نيز از آنجا كه همچنان تيمار ). 5
P6 )-1  mgL5/0 BA   1-و  mgL 5/0 2ip  1-و  mgL 1/0 

NAA ( ساير تيمارها، بالاترين ميانگين را به در مقايسه با
خود اختصاص داده بود و از نظر آماري با آن ها در سطح 

و يا در صورتي كه ) 5جدول (اختلاف معنا دار داشت % 5
از نظر آماري اختلاف معنادار نداشت، كمترين ميزان 
هورمون هاي گياهي در آن مورد استفاده قرار گرفته بود، به 

  .مار تكثير ثبت گرديدعنوان برترين تي

  

 تيمار هورموني مختلف در دو صفت ضريب تكثير و طول ريزنمونه در مرحله تكثير 9مقايسه  -5جدول 

  طول ريزنمونه ضريب تكثير  نام تيمار
P1 1.93+.05 a 5.20+.19 ab 

P2 1.99+.03 a 4.40+.19 c 

P3 1.98+.02 a 4.70+.19 bc 

P4 1.98+.04 a 3.47+.18 d 

P5 2.03+.02 a 3.50+.19 d 

P6 2.00+.03 a 5.50+.19 a 

P7 1.81+.02 b 3.60+.19 d 

P8 1.76+.02 b 3.80+.19 d 

P9 1.56+.04 c 3.50+.19 d 

انحراف معيار + هر داده معرف ميانگين . اختلاف معنادار دارند% 5تيمارهايي كه با حروف متفاوت مشخص شده اند از نظر آماري با يكديگر در سطح 
  .سه تكرار مي باشد
تيمار  11در مقايسه ميانگين : ريشه زايينتايج بررسي 

بر اساس آزمون  MSهورموني مختلف در محيط كشت 
 R7زايي تنها تيمار اي دانكن بر روي درصد ريشهچند دامنه

درصد ريشه زايي را داشته و كمترين ميانگين ) 3جدول(
دار داشت اختلاف معني% 5ر تيمارها در سطح با ساي

حاظ آماري با يكديگر و ساير تيمارها از ل). 6جدول (
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مقايسه ميانگين درصد . داري نداشتنداختلاف معنا
تيمار  11اي دانكن در سازگاري از طريق آزمون چند دامنه

نيز ) 6جدول ( MSهورموني مختلف در محيط كشت 
، R7نشان دادن كه كمترين درصد سازگاري در تيمارهاي 

R10  وR11 )ر تيمارها با يكديگر بود، اما ساي) 3جدول
  . داري نداشتنداختلاف معنا

  
هاي گره اي در ويال هايي با  استقرار و جوانه زني ريزنمونه -1شكل

  mgL 1/0 IBA  1- و  mgL1 BA  1-بهمراه  MSكشت محيط 
هاي اده از كمترين ميزان تنظيم كنندهآنجا كه استفلذا از 

زايي و درصد رشد و همچنين بالاترين درصد ريشه
مچنين بر اساس بررسي سازگاري مورد نظر بود، و ه

اي كه از نظر آماري مورد تجزيه و تحليل صفات مشاهده
قرار نگرفته اند از جمله وجود تار كشنده در ريشه ها، 

انعطالف پذيري ريشه ها تراكم ريشه ها و همچنين شادابي 
ميلي  5/0حاوي  R1گياهان سازگار شده در گلدان، تيمار 

زايي انتخاب به عنوان برترين محيط ريشه IBAگرم بر ليتر 
  ).6ل جدو(گرديد 

  
  1- و  P6 )-1  mgL5/0 BAتيمار محيط برتر تكثير،  -2شكل 

mgL 5/0 2ip  1-و  mgL 1/0 NAA(  

  
  تيمار هورموني مختلف در دو صفت درصد ريشه زايي و درصد سازگاري در مرحله ريشه زايي 11مقايسه  -6جدول 

  سازگاريدرصد درصد ريشه زايي  نام تيمار
R1 98.61+1.39 a 91.67+2.86 a 

R2 88.89+3.01 b 87.11+3.55 a 

R3 94.44+2.52 ab 91.22+3.04 a 
R4 94.44+2.52 ab 91.22+3.04 a 
R5 90.28+2.96 ab 94.44+4.05 a 
R6 90.28+2.96 ab 83.89+4.77 a 
R7 43.06+3.39 c 42.61+8.44 c 
R8 94.44+2.52 ab 91.67+3.50 a 
R9 98.61+1.39 a 87.50+3.03 a 

R10 94.44+2.52 ab 59.67+6.34 b 
R11 94.44+2.52 ab 43.44+2.31 c 

انحراف معيار  +هر داده معرف ميانگين  .اختلاف معنادار دارند% 5تيمارهايي كه با حروف متفاوت مشخص شده اند از نظر آماري با يكديگر در سطح 
  .سه تكرار مي باشد
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  IBAگرم بر ليتر ميلي 5/0حاوي  R1تيمار زايي، محيط برتر ريشه -3شكل 

  
 سازگاري گياهان ريشه دار شده در شرايط گلخانه -4شكل 

  
 گياهان سازگار شده و نگهداري شده در گلخانه -5شكل 

  بحث
سازي ونسازي و سترسترون در اين پژوهش پيش

% 1/0با استفاده توام از آب جاري، قارچ كش  ها ريزنمونه

، تا حدي با %1/0و كلرمركوريك به همراه حرارت 
همسو ) 16( singhو ) Thangapandian )17 هاي روش
علاوه بر ) Thangapandian )17با اين تفاوت كه  ،بود
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استفاده از % 1/0استفاده از آب جاري و كلرمركوريك 
 singhدقيقه را پيشنهاد كرده و  5به مدت % 1/0دترجنت 

دقيقه را به  15به مدت  Teepol 10%نيز استفاده از ) 16(
همچنين در مطالعاتي كه . تركيبات فوق اضافه كرده بود

انجام شده استفاده از آب ) Bangaru Naidu )2توسط 
دقيقه و  5به مدت  Teepol 5%دقيقه،  30جاري به مدت 

دقيقه توصيه گرديد كه اين  30به مدت % 1/0كلرمركوريك 
نتايج نيز تا حدودي هم راستا با نتايج بدست آمده در اين 

 decon ،Certimideدر همين راستا تركيبي از . پژوهش بود

1%، Bavistin 150 mgL-1،-1  Trimethoprime 50 mgL ،
PPM 2%  وHgCl2 0.1%  نيز به عنوان تركيب موثر در

كه در ) 15(سازي توصيه گرديد  ونسازي و ستر سترون پيش
استفاده از ( مقايسه با تيمار پيشنهاد شده در اين پژوهش

و ) W/V% (1دقيقه، قارچ كش  30آب جاري به مدت 
دقيقه و  30درجه سانتيگراد به مدت  40حرارت 

از تركيبات  )دقيقه 7به مدت ) W/V% (1/0كلرمركوريك 
ه شده و تنها در استفاده از بيشتري در آن استفاد

كوريك تشابه داشت، لذا، از آنجايي كه همواره كلرمر
استفاده از كمترين تركيبات شيمايي و در نتيجه كمترين 

رد استفاده در آسيب به بافت گياهي مدنظر است،  تيمار مو
سازي  سازي و سترون سترون ين پژوهش جهت پيشا

  .گردد پيشنهاد مي

در اكثر تيمارهاي پيشنهاد شده در استقرار، تركيبي از 
پيشنهاد  BAاكسين و سيتوكينين به خصوص استفاده از 

) Tiwari )19شود، از جمله تيمار پيشنهاد شده توسط  مي
گرم بر  ميلي 5/0و  BAگرم بر ليتر  ميلي 5/0كه استفاده از 

در اين . را جهت مرحله  استقرار توصيه كرد NAAليتر 
پژوهش نيز از تركيبي از اكسين و سيتوكينين استفاده شد 

 mgL 1/0 IBA  1- و  mgL1 BA  1-با  MSمحيط كشت (
مورد استفاده با و مقدار سيتوكنين  نوع اكسينكه از نظر ) 

مغايرت  )19و Siavash Moghaddam )15و  Tiwariنتايج 
  .داشت

در اين پژوهش استفاده از هورمون  ها ريزنمونهدر تكثير 
BA هاي پايين به همراه يك  به عنوان سيتوكينين در غلظت

و حضور يك اكسين همانند  2ipسيتوكينين ديگر همچون 
NAA  تاثير بسيار بيشتري نسبت به استفاده ازBA  در
 ت،كه تا حدودي هم راستا باهاي بالا داش غلظت
در حالي كه محيط كشت بود ) Tiwari )18هاي  پژوهش

گرم  ميلي 4همراه با  MSها محيط كشت پايه  پيشنهادي آن
 2براي تكثير و  NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0و  BAبر ليتر 
براي  IBAگرم بر ليتر  ميلي 25/0و  BAگرم بر ليتر  ميلي

ها بود، اين در حالي است كه در اين  افزايش طول گياهچه
پژوهش، براي دو صفت تكثير و افزايش طول ريزنمونه از 
يك محيط كشت همراه با تيمار هورموني يكسان استفاده 

هاي بالا  در غلظت BAشده و به جاي استفاده از هورمون 
از اين هورمون در غلظت بسيار كمتر استفاده شد و در 

ورمون ديگر از خانواده ع هعوض با استفاده از يك نو
ها  غلظت كم، اثر سينرژيك آنبا و ) 2ip(ها  سيتوكينين

همچنين . شد BAافزايش يافت و جايگزين غلظت بالاي 
به عنوان اكسين استفاده شده است در  NAAاز هورمون 

 Das. كرد NAAرا جايگزين  Tiwari )19 (IBAحالي كه 

R. )3 ( وSiavash moghadam )15 ( نيز، نتايجي مشابه با
Tiwari )18 ( ارائه دادند كه در ميزان مورد استفاده از دو

اين در . با يكديگر مغايرت داشتند NAAو  BAهورمون 
) 19( Tiwariو ) Thangapandian )17حالي است كه 

ميلي  5/1همراه با  IAAگرم بر ليتر  ميلي 5/0استفاده از 
را در تكثير شاخه موثر دانستند و همچنين  BAگرم بر ليتر 

 4تا  BAبالا بردن ميزان  ها ريزنمونهبراي افزايش طول 
گرم بر ليتر را پيشنهاد  ميلي 1تا  IAAميلي گرم بر ليتر و 

ها به  نيز بر روي استفاده از سيتوكنين آزمايشي). 17(دادند 
جام ان ها ريزنمونههاي مختلف در نكثير  تنهايي در غلظت

ميلي  3تا  1هاي بين  شده است، در اين آزمايش غلظت
 Kinميلي گرم بر ليتر از  3تا  5/0و  BAگرم بر ليتر از 

مورد آزمايش قرار گرفت و در نهايت استفاده از محيط 
 5/0و  BAگرم بر ليتر  ميلي 2با همراه  MSكشت پايه 
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آمده  پيشنهاد گرديد كه با نتايج بدست Kinگرم بر ليتر  ميلي
هاي انجام شده مغايرت  در اين پژوهش و ساير پژوهش

ي در اين زمينه كه نيازمند مطالعات بيشتر) 16(داشت 
استفاده از كمترين ميزان  رسد كه باشد و نظر مي مي

يج بدست هاي گياهي با توجه به نتايج مشابه با نتا هورمون
  .تر و موثرتر باشد آمده در اين پژوهش مطلوب

در حضور زايي و سازگاري  درصد ريشه بالا رفتن چشمگير
-1  mgL 5/0 IBA  ر شدن بهتدر اين پژوهش، و حتي

نتايجي كه با  IBAها در اين غلظت از  كيفيت ريشه
Siavash moghadam )15( ،Tiwari )19 ( 1-در استفاده از  

mgL 5/0 IBA  اعلام كردند كاملا يكسان بود، همچنين
) Bangaru Naidu )2نتايج حاصل شده تا حدودي با نتايج 

نيز هم راستا بود البته با كمي تغير در محيط ) Das R. )3و 
، به نحوي IBAكشت و يا ميزان مورد استفاده از هورمون 

به همراه محيط  IBAميلي گرم بر ليتر  5/0كه استفاده از 
و  )2(پايه با نصف ميزان نيترات مصرفي  MSكشت 

 1پايه به همراه  MSهمچنين استفاده از محيط كشت 
، در همين راستا. پيشنهاد گرديد) IBA )3گرم بر ليتر  ميلي

Tiwari )18(  گرم بر ليتر  ميلي 4استفاده ازBA  به همراه
زايي معرفي كرد و  را جهت ريشه IBAگرم بر ليتر  ميلي 5/0

ميلي  1استفاده از ) singh )16يك سال بعد در سال  نيز 
را جهت  IBAميلي گرم بر ليتر  1و  NAAگرم بر ليتر 

ريشه زايي مناسب دانست، لذا از آنجايي كه استفاده از 
كمترين ميزان هورمون هاي گياهي مطلوب است و با توجه 

ين پژوهش، به نظر ست آمده در ابه نتايج مشابه با نتايج بد
به  IBAگرم بر ليتر  ميلي 5/0رسد همچنان استفاده از  مي

زايي مفيد بوده و نتايج رضايت بخشي  تنهايي براي ريشه
  .داشته باشد

  گيري نهايي نتيجه
از طريق  Centella asiaticaدر اين پژوهش تكثير گياه 

يك پروتوكل  به واسطه ريزازديادي در شرايط درون شيشه،
در . كارآمد و مقرون به صرفه مورد بررسي قرار گرفت

هاي انجام شده،  در مقايسه با ساير پژوهشآزمايش حاضر 
مراحل هاي رشد گياهي در  كمترين ميزان تنظيم كننده

و نتايج بسيار  شداستفاده  زايي استقرار، تكثير و ريشه
   .رضايت بخشي را دربرداشت

  تشكر و قدرداني

يان، مراتب تشكر و سپاسگزاري خود را از خانم در پا
مهندس شكوفه شهرزاد، مديرعامل محترم شركت سلول 

بي ترديد بدون كمك و . داريم فناور دارو، اعلام مي
ايشان، انجام اين پژوهش ميسر دريغ  هاي بي همكاري
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Abstract 
Centella asiatica (L.) is a popular and highly usable herb in the Middle East, Europe 
and the United States. It has anti-bacterial and anti-fungal properties, and is also used to 
treat asthma and bronchitis. In recent years, due to overexploitation, and ineffectual 
efforts to revitalize this valuable herbal source, the abundance of C. asiatica (L.) in 
nature has suffered significantly, increasing the risk of its extinction. Therefore, interest 
in micropropagation of this valuable herb through in vitro plant tissue culture 
techniques has grown considerably. In this study also, for the first time, the 
micropropagation of this valuable medicinal plant was carried out through plant tissue 
culture by nodal explants. In order to proliferation, nodal explants collected from herbal 
material in Gilan province, after sterilization were cultured in MS medium 
supplemented with BA 1 mgL-1and IBA 0.1 mgL-1. After 1 month, For studying the in 
vitro shoot proliferation responses, free-contaminated shoot explants were cultured in 9 
treatments of modified MS medium, and MS medium supplemented with BA 0.5 mgL-1, 
2ip 0.5 mgL-1 and NAA 0.1 mgL-1 was selected as the best treatment. In the comparison 
of the effect of 11 different hormonal treatments in MS medium on rooting percentage 
and acclimatization, the MS medium supplemented with IBA 0.5 mgL-1 was chosen as 
the best treatment. 
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