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 .Catharanthus roseus (Linn.) G(اي گياه دارويي پروانش ريزازديادي درون شيشه

Don( زايي ساقهاز طريق اندام  

  قاسمعلي گروسي و ، راضيه محمدي*جعفر احمدي

  قزوين، دانشگاه بين المللي امام خميني قزوين، گروه ژنتيك و اصلاح نباتات

  15/5/92 :تاريخ پذيرش  16/12/90 :تاريخ دريافت
 چكيده

بلاستين و به علت وجود آلكالوئيدهاي ارزشمند وين) Catharanthus roseus (Linn.) G. Don(يا پيچ تلگرافي پروانش 
شيشه  لذا توسعه ريزازديادي پروانش در محيط درون . است كريستين به عنوان يك گياه دارويي بسيار مهم معرفي شده وين

استفاده  آزمايش ريشه زاييمستقيم و يك زاييساقهاگانه براي بهينه سازي دو آزمايش جد در اين تحقيق از .اهميت فراواني دارد
در قالب ) KN  ×NAA و BAP  ×NAA( 3×5مستقيم، فاكتوريل زايي ساقهطرح آماري مورد استفاده در آزمايشهاي . شد

در قالب طرح پايه  )IBA ×NAA( 3×5آزمايش ريشه زايي به صورت فاكتوريل . با چهار تكرار بودتصادفي  طرح پايه كاملاً
افزايش و با زايي درصد اندام KNبا افزايش غلظت هورمون  نتايج آزمايش نشان داد كه .تصادفي با چهار تكرار اجرا گرديد كاملاً

به همراه  NAAتركيب هورموني يك ميلي گرم در ليتر . به ازا هر ريزنمونه افزايش يافت ساقهتعداد   NAAھورمونغلظت 
مقايسه ميانگينها نشان داد كه بهترين . گياهچه بالاترين تعداد توليد گياهچه را دارا بودند 13با ميانگين  KNرم در ليتر ميلي گ 1/0

 بهBAP ميلي گرم در ليتر  1/0ميلي گرم در ليتر و بهترين تركيب  هورموني  1/0زايي غلظت درصد اندام 87با   BAPمقدار 
به  IBAگرم در ليتر   ميلي 4/0تركيب  زاييدر آزمايش ريشه. زايي بوداندام درصد 100 اب NAA ميلي گرم در ليتر  2همراه 
 NAAدر مجموع افزايش غلظت هورمون  ورا توليد كردند و طول ريشه بيشترين تعداد ريشه   NAAليترگرم در   ميلي 4همراه 

 . ها گرديدباعث افزايش طول ريشه

  .ريزازديادي، زاييريشه، زاييساقهپروانش، : كليدي واژه هاي
  njahmadi910@yahoo.com:كييالكترون پست ، 09123128278: تلفن مسئول، سندهينو* 
  مقدمه

 .Catharanthus roseus (Linn.) G(كاتارانتوس روزئوس 

Don ( گياهي خزنده متعلق به تيره خرزهره
)Apocynaceae ( جنس وينكا و)Vinca (كه در باشد مي

 پروانش .شود ايران به آن پروانش يا پيچ تلگرافي گفته مي
رويشي  هاياندامبه علت وجود آلكالوئيدهاي ارزشمند در 

و ريشه به عنوان يك گياه دارويي بسيار مهم معرفي شده 
-اين گياه به علت دارا بودن آلكالوئيدهاي مهم وين. است 

و  كريستين كه هر دو اثر ضد توموريبلاستين و وين
اهميت بسياري  دارند، در صنايع داروسازي ضدسرطاني

ه ، بمقدار اين آلكالوئيدها در اين گياه بسيار كم است. دارد

 گرم 3يك تن برگ خشك پروانش فقط حاوي  طوري كه
-و ارزش هر گرم آلكالوئيد وينباشد  مي كريستينوين

كشت وسيع آن براي . استدلار  4000كريستين در حدود 
مصارف دارويي در نواحي مختلفي از جهان مثل آفريقا، 
هند، تايلند، استراليا، آمريكا، آلمان، مجارستان، ايتاليا، 

اشغالي در سطوح وسيع انجام  انگلستان، روسيه و فلسطين 
-ويناز آنجا كه تقاضاي بسيار براي  ).19و  3(شود   مي

د دارد و ميزان آنها در مواد وجو كريستينبلاستين و وين
كم است، اهميت  پروانشخام اوليه استخراج شده از 

ي اندامهاكشت . شود بر روي اين گياه چند برابر ميه مطالع
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شيشه كه در نهايت به   گياهي براي توليد گياهان درون
شوند، توليد متابوليتهاي ثانويه بيشتري  خاك منتقل مي

اند، ابتدا در خاك كشت شدهنسبت به گياهان كنترل كه از 
در محيط درون پروانش توسعه ريزازديادي لذا . كندمي

شيشه اهميت فراواني دارد و شايد راه حل مناسبي براي  
. ها باشد آلكالوئيد آوري مواد خام جهت بازيافت اين  جمع 

كه در بسياري موارد توانايي توليد  آزمايش نشان داده است
 ).20(زايي است  ابسته به مراحل اندام متابوليتهاي ثانويه و

از كالوسهاي حاصل از پروانش مواد  همكارانشميورا و 
كه كالوس  ولي به اين دليل  ،ثره آن را استخراج كردندؤم

 منبع پايدار و با ثباتي براي توليد آلكالوئيدها نيست آنها به
اي از اندام كه توليد مستقيم اندامهاي انبوه و كشت قطعه

هم  كالوس اندام زايي از طريقزيرا . ان كند، پرداختندفراو
 ر زمان بر استآورد و هم بسيا ميزان عملكرد را پايين مي 

 MSها ضد عفوني و در محيط  بذر آنها آزمايش در. )18(
روزه به محيط  10تا  7هاي گياهچه ه وجامد كشت شد

 N6-Benzylaminopurine  ليترحاوي يك ميلي گرم در 

(BAP)   نتايج نشان داد كه . منتقل شدند ساقه جهت توليد
-indole-3 با يك اكسين مثل  BAPهورمون استفاده از

acetic acid (IAA) يا naphthaleneacetic acid (NAA) 
يوآن و  .)18( كند ميتر  رابر سريع ب 3تا  2 را رشد ميزان

اثر تركيبات مختلف اكسين و سيتوكينين را در  همكارانش
. اي پروانش بررسي كردند شيشه  در كشت درونساقه توليد 

به   BAPليترميلي گرم در  7نشان داد كه آنها آزمايش 
زايي را  ساقهبه شدت NAA گرم در ليتر   همراه يك ميلي

براي توليد  شهمكارانهانداپاني و  .)24( كند تحريك مي
از پتيول، نوك ساقه و گره ساقه پروانش در محيط ساقه 
 5/0. استفاده كردند TDZو   BAP, 2,4-D, NAAحاوي

يك ميلي گرم  باThidiazuron  ) (TDZ ميلي گرم در ليتر
بهترين   BAPليترميلي گرم در  5/0همراه  بهNAA در ليتر 

 1/2و  MSها در محيط   ساقهاين . دزايي را نشان دادناندام

MS و غلظتهاي مختلف Indole-3-butyric acid  (IBA) 

 1/2غلظت . زايي كرده و به گياه كامل تبديل شدندريشه

MS  ميلي گرم در ليتر  5/0و IBA زايي مناسب براي ريشه
  .)8( ترين محيط را تشكيل دادند

، ساقه از كشت قطعات نوك ساقه، برگ شطاها و همكاران
 , D-2,4همراهبه   MSو ريشه پروانش در محيط جامد

NAA , KN , BAP  دست  روز كالوس به  30در طي
گرم در   يك ميلي نوك ساقه در محيط حاوي. آوردند

بهترين   KN گرم در ليتر  يك ميلي به همراه  D-2,4ليتر
با نسبتهاي مختلف اكسين  همچنين. زايي را داشتكالوس

زايي در ساقه. شد ءالقا از اندامها زايياقهسو سيتوكينين 
 يك علاوهه بBAP گرم در ليتر   ميلي يك محيط حاوي

در نوك ساقه بهترين نتيجه را  NAA گرم در ليتر  ميلي 
  پس از اندازه شعظيمي و همكاران عطايي. )22( دادنشان 

قطعات برگ در  زايي گيري ميزان كالوس زايي و ريشه 
 KN و   NAAمختلفوي غلظتهاي جامد حا MSمحيط 
گرم   ميلي 1/0تركيب هورموني را ، بهترين محيط پروانش
انتخاب  BAP گرم در ليتر  ميلي 5 به همراهKN در ليتر 

 توانستند از بذرهاي رسيده شليو و همكاران. )6( دكردن
به   BAPمختلفحاوي نسبتهاي  MS محيط در چمن ژاپني

. كالوس به دست آورند  D-2,4گرم در ليتر  ميلي  3همراه 
با موفقيت  KN و D-2,4كالوسها در محيط حاوي  سپس
  . )16( زايي كردند  ساقه

  مواد و روشها
مواد زني بذرها در محيط درون شيشه و تهيه جوانه
 از بذور اي پروانشبراي تهيه اندامهاي درون شيشه :گياهي

Catharanthus roseus (L.) G. Don جهت .شد استفاده 
درصد به  70دقيقه در اتانل 3بذرها به مدت  ،دعفونيض

دقيقه در هيپوكلريت  15سپس  ،شدند  آرامي تكان داده
بذرها در مرحله  در ادامهو ه گرفت  درصد قرار 5/1سديم 

 شدند مرتبه شستشو داده  5آبكشي با آب مقطر استريل 
 20هاي حاوي در شيشهبذرهاي ضدعفوني شده . )15(

بدون تركيبات هورموني كشت   MSکشتط ميلي ليتر محي
 وبذرها تا حدود سه هفته در اتاق كشت نگهداري  .شدند
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. استفاده شدند اندام زاييگياهان رشد كرده براي آزمايش 
 .انجام شدگياهچه ها  يبرگ 8- 6نمونه برداري در مرحله 

در يك ظرف پتري استريل با اسكالپل ريشه و برگهاي گياه 
 5/0به قطعات حداقل هاي جانبي  گرهجدا و ساقه حاوي 

به كه در هر قطعه حاصل  ندطوري برش خوردسانتيمتري 
  . )15( وجود داشته باشدحداقل يك گره عنوان ريزنمونه 

، زايياندامبراي تهيه محيط كشت  :تهيه محيط كشت
گرم در ليتر به عنوان منبع كربن در  30ساكارز با غلظت 
و تيامين  2/1به ميزان  MSسپس نمك . آب مقطر حل شد

به محلول ساكارز افزوده شدند ميلي گرم در ليتر  2به ميزان 
در آخرين مرحله . شدتنظيم  8/5محيط كشت روي  pHو 

اضافه به عنوان جامد كننده  به ميزان هفت گرم در ليترآگار 
گراد  درجه سانتي 121دقيقه در دماي  20شد و به مدت 

ر طول مراحل تهيه محيط د. در اتوكلاو قرار داده شد
كشت، هورمونها كه قابل اتوكلاو نيستند، پس از پايين 

براي تهيه . آمدن دماي محيط كشت به آن افزوده شدند
زايي از بيوتين، ريبوفلاوين، فوليك اسيد  محيط كشت ريشه

  .)8( استفاده شد 2/1به ميزان  MSو تيامين به همراه  نمك 
از دو آزمايش  :اييو ريشه ز ساقه زاييآزمايشهاي 

. مستقيم استفاده شد ساقه زاييبهينه سازي جداگانه براي 
با  3×5طرح آماري مورد استفاده در آزمايش اول، فاكتوريل 

 2/0و  1/0صفر، (در سه سطح  BAPدو عامل هورمون 
، 5/0، 25/0(سطح  پنجدر  NAAو ) ميلي گرم در ليتر

 رح پايه كاملاًدر قالب ط) ميلي گرم در ليتر 2و  1، 75/0
با چهار تكرار و شش ريزنمونه در هر پتري ديش تصادفي 

با  3×5فاكتوريل  زاييساقهطرح آماري آزمايش دوم . بود
ميلي  2/0و  1/0صفر، (در سه سطح  KNدو عامل هورمون 

و  1، 75/0، 5/0، 25/0(سطح  پنجدر  NAAو ) گرم در ليتر
با تصادفي  املاًدر قالب طرح پايه ك) ميلي گرم در ليتر 2

. چهار تكرار و شش ريزنمونه در هر پتري ديش بود
با دو هورمون  3×5زايي به صورت فاكتوريل آزمايش ريشه

IBA   و ) ميلي گرم در ليتر 6/0و  5/0، 4/0(در سه سطح
ميلي  4و  3، 2،  1صفر ، (در پنج سطح  NAAهورمون 

چهار  تصادفي با در قالب طرح پايه كاملاً )گرم در ليتر
  .تكرار و پنج ريزنمونه در هر پتري ديش اجرا گرديد

ها در شيشه پس از كشت ريزنمونه :شرايط محيطي كشتها
پارافيلم ه و با هاي استريل درب آنها به دقت بسته شد

ها در اتاق كشت تحت شرايط دمايي   شيشه. پوشانده شد
 .قرار گرفتند 16/8گراد و فتوپريود  درجه سانتي 25

هاي زماني كه ساقهروز يك بار انجام شد و  14هر واكشت 
سانتيمتر رسيدند، براي  6- 5به حدود  زاييساقهآزمايشهاي 
براي اين منظور از . زايي مورد استفاده قرار گرفتندالقا ريشه

بين تيمارهاي مختلف هورموني گياهچه هايي كه رشد 
مناسبي كردند، انتخاب شدند و آنهايي كه داراي اندام 

وايي متراكم بودند به چند قسمت تقسيم و به محيط ه
ابتدا كشتها در آزمايش ريشه زايي . زايي منتقل شدند ريشه

روز در محيط تاريكي در اتاق كشت با دماي  10به مدت 
 25دماي اتاق كشت . گراد قرار گرفتنددرجه سانتي 25

در انتقال . بود 16/8گراد و فتوپريود درجه سانتي
به مرحله بعدي دقت شد  هاز هر يك از مرحل ها ريزنمونه

  .كه محيط كشت به همراه بافت به مرحله بعد منتقل نشود
-ساقهدر آزمايشهاي : و تجزيه آماري  بردارييادداشت

و تعداد گياهچه ثبت  زاييساقهشاخص درصد دو  زايي
زايي، دو هفته پس از انتقال در آزمايش ريشه. گرديد
د هورمون يادداشت برداري انجام شد ها به محيط فاق نمونه

هاي رشد يافته به صورت ميانگين  و تعداد و طول ريشه
به منظور  .ها براي هر شيشه ثبت شدتعداد و طول ريشه

ها تبديل داده جهت انجام تجزيه واريانس نرمال كردن داده
براي  MSTATCاز نرم افزارهاي آماري  .صورت گرفت

براي رسم  Excelانگينها و تجزيه واريانس و مقايسه مي
  .نمودارها استفاده گرديد

  نتايج و بحث
  : زايياندام

اندام درصد  و مقايسه ميانگين تجزيه واريانس -الف
با : آزمايش اول ريزازديادي و تعداد گياهچه زايي
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شده در هر تكرار،  شمارش تعداد ريزنمونه هاي باززا
زيه واريانس تج. )1شكل (گيري شداندازه زايياندامدرصد 
نشان  KN در مورد هورمون) 1جدول ( اندام زاييصفت 

 01/0(داد كه مقادير مختلف اين هورمون در سطح احتمال 
≤P( مقايسه ميانگينها  با. دار دارنداختلاف معني) نمودار
) ميلي گرم در ليتر 2/0و  1/0صفر، ( KN، از سه غلظت )1

بالاترين  ميلي گرم در ليتر 2/0مورد استفاده، غلظت 
با افزايش غلظت مشخص شد كه و بازرايي را نشان داده 

هورمون . افزايش يافته است زايياندامدرصد  KNهورمون 
KN  از ريزنمونه هاي ساقه  زايياندامبه دليل افزايش

 باقلا مختلف مورد توجه بوده و در گياهان زيادي از جمله
شاخه و گره مستقيم از نوك  زايياندامبراي  نخود فرنگي و

نيز با افزايش  شآهروني و همكاران. )5( استفاده شده است
نتايجي  گل گچ ، روي ريزنمونه ساقهKNغلظت هورمون 

سيوانسان و . )4( مشابه تحقيق حاضر به دست آوردند
از  KNجونگ مشاهده كردند كه با افزايش غلظت هورمون 

 گياهدر  اندام زاييميلي گرم در ليتر درصد  5/2به  2
ميلي  2اما در غلظتهاي پايين تر از . كاهش يافت زنجبيل

 نتايج مشابه تحقيق حاضر بود KNگرم در ليتر هورمون 
داري بين  اختلاف معني NAAدر مورد هورمون . )21(

اما از بين غلظتهاي مختلف  ،مقادير مختلف آن ديده نشد
گرم در   ميلي 2و  NAA  )25/0 ،5/0 ،75/0 ،1هورمون

مربوط به غلظت يك ميلي  اندام زاييترين درصد بيش) ليتر
 ايلاحدر توافق با اين نتايج . درصد بود 6/96گرم در ليتر با 

نيز بيشترين )  10( انسان و جايابالانقو ) 12(و همكاران 
گرم هورمون   را در غلظت يك ميلي زايياندامدرصد 

NAA اثر متقابل دو هورمون . گزارش دادندNAA × KN 
و بيانگر رفتار  دار شد معني )P≥ 01/0( احتمال در سطح

متفاوت سطوح يك هورمون در سطوح مختلف هورمون 
) 1جدول (تجزيه واريانس صفت تعداد گياهچه  .ديگر بود

 KNنشان داد كه مقادير مختلف هورمون  اول براي آزمايش
از اين رو غلظتهاي . هم ندارند داري بااختلاف معني

) گرم در ليتر ميلي 2/0و  1/0ر، صف(  KNهورمونمختلف 

انسان و جايابالان ق. ثير يكساني گذاشتندأبر تعداد گياهچه ت
در مورد پنبه به نتايجي متناقض با آنچه در اين )  10(

تجزيه واريانس تعداد . تحقيق به دست آمده رسيدند
در سطح   NAAهورمون مختلفهاي  گياهچه بين غلظت 

بهترين . داد داري نشان نياختلاف مع )P≥ 01/0(احتمال 
گرم در ليتر با ميانگين   يك ميلي  NAA غلظت هورمون

كمترين بازده تعداد  وهر ريزنمونه  يبه ازا ساقه  25/12
گرم در ليتر  ميلي  5/0گياهچه مربوط به غلظت 

در اين . بودگياهچه  917/9با ميانگين   NAAهورمون
ش تعداد باعث افزاي  NAAهورمونافزايش غلظت تحقيق 

) 10(انسان و جايابالان ق. به ازا هر ريزنمونه گرديد ساقه 
 سرخارگل مورددر  )15(و كيم و همكاران  پنبه در مورد

به نتايج   NAAهورمونگرم در ليتر   با غلظت يك ميلي
 )21(در حالي كه سيوانسان و جونگ . مشابهي دست يافتند

 اقه س  NAAهورمونبا افزايش غلظت  زنجبيل در مورد
اثر متقابل دو  .هر ريزنمونه به دست آوردند يكمتري به ازا

دار شد و معني )P≥ 01/0(در سطح  NAA  ×KNهورمون 
تركيب هورموني كه نشان داد  )2جدول (مقايسه ميانگينها 

ميلي گرم در  1/0به همراه  NAAيك ميلي گرم در ليتر 
ميلي  25/0تيمار  وگياهچه بالاترين  13با ميانگين  KNليتر 

ميلي گرم  2و تيمار  KNبدون هورمون  NAAگرم در ليتر 
دو با هر  KNميلي گرم در ليتر  2/0به همراه  NAAدر ليتر 

  .توليد گياهچه را دارا بودند تعدادپايين ترين  8ميانگين 

تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين درصد اندام زايي  - ب
تجزيه :  و تعداد گياهچه آزمايش دوم ريزازديادي

زايي براي صفت درصد اندام) 3جدول (واريانس 
اثر متقابل آنها در سطح  وBAP  ، NAAهورمونهاي 

مقايسه ميانگينها نشان داد . دار شدمعني )P≥ 01/0(احتمال 
 1/0زايي غلظت درصد اندام 87با   BAPكه بهترين مقدار 

ميلي  75/0يك و  NAAميلي گرم در ليتر، بهترين مقادير 
ميلي گرم در  1/0در ليتر و بهترين تركيب  هورموني گرم 
 100 با NAA ميلي گرم در ليتر  2همراه  بهBAP ليتر 
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نيز همين نتايج   بن موسي و همكاران. زايي بوددرصد اندام
ژانگ ). 7(را در آزمايشي روي گياه شويدي مشاهده كردند 

را مؤثرترين هورمون سيتوكينيني براي  BAPو همكارانش 
 ).25(زايي از گره معرفي كردند دامان

  زايي ساقهآزمايش اول  در گياهچهو تعداد  زايياندامدرصد  تجزيه واريانس -1جدول 

  منبع تغييرات
 )S.O.V( 

  درجه آزادي
 )df(   ميانگين مربعات)MS(  

   گياهچهتعداد   اندام زاييدرصد
KN 2 **667/726 ns 550/4 

NAA 4 ns190  *642/10 

KN × NAA 8 *310 *717/12 

 672/4 778/117 45 خطا

   59  كل

ns ، * درصد 1و  5دار در سطح احتمال دار، معنيبه ترتيب غير معني**: و  

 و تعداد گياهچه زايياندامبر درصد  NAA  ×KNمقايسه ميانگين اثرات متقابل  -2جدول 

  )ميلي گرم در ليتر(KN   )ميلي گرم در ليتر(NAA تعداد گياهچه اندام زاييدرصد 

c* 70  b*8 25/0 0  
abc  85 ab 5/11 5/0 0  

a  100  a 25/12 75/0 0  
ab  90  ab 25/11 1 0  
bc  75  ab 75/9 2 0  
ab  90  a 25/12 25/0 1/0  
abc  85 b 8 5/0 1/0  
abc  85 ab 25/11 75/0 1/0  

a  100  a 13 1 1/0  
a  95  a 5/12 2 1/0  
a  100  ab 25/11 25/0 2/0  
a  95  ab 25/10 5/0 2/0  

ab  90  ab 5/10 75/0 2/0  
a  100  a 5/12 1 2/0  
a  95  b 5/8 2 2/0  

  .ميانگينهاي داراي حداقل يك حرف مشترك از نظر آماري با يكديگر اختلاف معني دار ندارند: *

و ايلاح و ) 8(، هانداپاني و همكاران )13(جنيد و همكاران 
براي صفت  BAPبهترين غلظت هورمون ) 12(كاران هم

. ميلي گرم در ليتر بيان كردند 5/0زايي را درصد اندام
افزايش ظرفيت ) 1(همچنين ميرزائي اصل و همكاران 

هاي برگي چغندرقند را باززايي نوساقه نابجا در ريزنمونه
. با غلظت يك ميلي گرم در ليتر گزارش كردند  BAPدر 

يانس صفت تعداد گياهچه در آزمايش دوم  در تجزيه وار
اختلاف  BAPزايي براي مقادير مختلف هورمون اندام
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نشان داد و مقايسه  )P≥ 01/0(داري در سطح احتمال معني
ميلي گرم در  1/0را  BAPميانگينها بهترين سطح هورمون 

 .ليتر مشخص كرد

 
 يدر غلظتهاي مختلف هورمون) c, d(  گياهچهو تعداد ) a, b(زايي درصد اندام مقايسه ميانگين -1نمودار 

نيز با هم در سطح احتمال  NAAسطوح مختلف هورمون 
)01/0 ≤P( مقايسه ميانگينها  وداري داشتند اختلاف معني

را داراي بالاترين بازده و  NAAيك ميلي گرم در ليتر 
پايين ترين بازده  را داراي NAAميلي گرم در ليتر  25/0

سطح  درBAP ×  NAAاثر متقابل هورمونهاي  .نشان دادند
)01/0 ≤P( مقايسه ميانگينها . نشان دادندداري اختلاف معني
به  NAAميلي گرم در ليتر  5/0 كه ثابت كرد) 4جدول (

بالاترين تعداد گياهچه  BAPميلي گرم در ليتر  1/0علاوه 
كمترين تعداد گياهچه . را توليد كردند 75/11با ميانگين 

به  NAAميلي گرم در ليتر  25/0متعلق به تيمار هورموني 
 2و تركيب هورموني  BAPهمراه صفر ميلي گرم در ليتر 

ميلي گرم در ليتر  2/0به همراه  NAAميلي گرم در ليتر 
BAP  ه بودگياهچ 3هر دو با ميانگين.  

  

  

  

  

  پس از شش هفته) cپس از دو هفته )  bدر زمان كشت a) اي ها از گره در محيط درون شيشهزايي گياهچهمراحل اندام -1شكل 
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  زايي ساقهآزمايش دوم  در گياهچهو تعداد  زايياندامتجزيه واريانس درصد  -3 جدول

  منبع تغييرات
 )S.O.V( 

  درجه آزادي
 )df(  ربعات ميانگين م)MS(  

  ه گياهچتعداد   اندام زاييدرصد
BAP 2 **7/986 **02/28 

NAA 4 **7/1956 **2/21 

BAP×NAA 8 **6/2336 **2/30 

 51/1 667/86 45 خطا

   59 كل

  درصد 1معني دار در سطح احتمال **: 
  بر تعداد گياهچه BAP × NAA  مقايسه ميانگين اثرات متقابل -4جدول 

  )ميلي گرم در ليتر( BAP  )ميلي گرم در ليتر( NAA  هتعداد گياهچ  

 a*8 25/0 0  
  ab 5/11 5/0 0  
  a 25/12 75/0 0  
  ab 25/11 1 0  
  ab 75/9 2 0  
  a 25/12 25/0 1/0  
  b 8 5/0 1/0  
  b 25/11 75/0 1/0  
  a 13 1 1/0  
  a 5/12 2 1/0  
  ab 25/11 25/0 2/0  
  ab 25/10 5/0 2/0  
  ab 25/10 75/0 2/0  
  a 5/12 1 2/0  
  b 5/8 2 2/0  

 .ميانگين هاي داراي حداقل يك حرف مشترك از نظر آماري با يكديگر اختلاف معني دار ندارند: *

  زاييريشه

و صفت تعداد و مقايسه ميانگين تجزيه واريانس  -الف
تجزيه : )2شكل (زاييدر آزمايش ريشه ريشهطول 

  نشان داده شده )5( د ريشه در جدولواريانس صفت تعدا
گرم  ميلي 6/0و  IBA )4/0 ،5/0هورمون  منبع تغيير. است

 01/0(در سطح احتمال   از نظر صفت تعداد ريشه) در ليتر
≤P(  د و از اين لحاظ بين غلظت نشان دادار  معنياختلاف

. داري وجود داشت هاي مختلف اين هورمون تفاوت معني

در بيشترين تعداد ريشه ) 2نمودار (ا با مقايسه ميانگينه
افزايش ميزان . دست آمد گرم در ليتر به   ميلي 4/0غلظت 

اين هورمون ابتدا باعث كاهش تعداد ريشه ها و در غلظت 
ها گرم در ليتر باعث افزايش مجدد تعداد ريشه  ميلي 6/0

كه نيز نشان داد )  13(نتايج تحقيق جنيد و همكاران . شد
ها كاهش پيدا تعداد ريشه IBAلظت هورمون با افزايش غ

  ميلي 44/0نيز از غلظت ) 8(هانداپاني و همكاران . مي كند
زايي را به  بهترين نتيجه ريشه IBAگرم در ليتر هورمون 
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  ميلي 5/0از غلظت ) 12(و همكاران  ايلاح. دست آوردند 
زايي را  بالاترين درصد ريشه IBAگرم در ليتر هورمون 

  .دندگزارش كر

  
  زاييصفت تعداد و طول ريشه در آزمايش ريشه تجزيه واريانس -5جدول 

  )MS(ميانگين مربعات   )df(درجه آزادي  )S.O.V( منبع تغييرات

  طول ريشه  تعداد ريشه
IBA 2 **787/2 **032/0 

NAA 4 **625/12 **186/0 

BAP×NAA 8 **788/6 **110/0 

 006/0 343/0 45 خطا

   59 كل

  درصد 1معني دار در سطح احتمال : **
  

 هاي  ساقهزايي  براي ريشه )14( كاشف حسين و انيس 
گرم   ميلي 1/0را  IBAبهترين مقدار هورمون  كنگر فرنگي

آنها . زايي شناسايي كردند در ليتر با بالاترين درصد ريشه
تر اكسينها نتايج بهتري در   اعلام كردند غلظتهاي پايين

 زاييبراي ريشه )21(سيوانسان و جونگ . زايي دارد ريشه
 2با غلظت  IBAانواع اكسينها را بررسي كرده و  زنجبيل

 .معرفي كردند غلظتميلي گرم در ليتر را مناسب ترين 
و   IBAتركيب تيماري ) 2(همچنين ياري و همكاران 

IAA ثر ؤرا در القاي ريشه رقمهاي مختلف گل سرخ م
، 2، 1صفر، (NAA هورمون غلظت  پنجبين . گزارش كردند

داري در سطح احتمال  تفاوت معني) گرم در ليتر ميلي 4و 3
)01/0 ≤P(  ها  ديده شد كه دلالت بر وابستگي تعداد ريشه

بهترين غلظت براي توليد تعداد ريشه  .به اين هورمون دارد
  ميلي 2  كه با غلظت) 2نمودار (گرم در ليتر بود   ميلي 3

گونه  همان. يك گروه قرار گرفتند در NAA گرم در ليتر
كه از نمودار مقايسه ميانگينها پيداست با افزايش غلظت 

هاي توليد شده سير صعودي تعداد ريشه NAAهورمون 
گرم در ليتر روند نزولي نشان   ميلي 4داشته و در غلظت 

در مقايسه با نتايج اين تحقيق ونكاتاچالان و جايابالان  .داد

 2را در غلظت  بادام زميني زايي در گياهحداكثر ريشه) 23(
آنيتا و . گزارش كردند NAAميلي گرم در ليتر هورمون 

زايي را حداكثر ريشه استركوليا براي 2002در سال  پولايا
به دست  NAAگرم در ليتر هورمون  ميلي  2در غلظت 

براي تعداد ريشه ) 9(ريگاراي و همكاران چوي. )5( آوردند
 NAAچه يك ميلي گرم در ليتر هورمون هر گياه يبه ازا
و  ايلاح. مناسب تشخيص دادند اسطوخودوس را در

گرم در ليتر هورمون   ميلي 2نيز غلظت  )12( همكاران
NAA در . تر دانستند مناسب پروانش زايي را براي ريشه

با افزايش ) 5(آنيتا و پولايا تضاد با نتايج اين آزمايش، 
گرم در ليتر تعداد   ميلي 2 تا 1/0از  NAAغلظت هورمون 

اثر متقابل  .مشاهده كردند استركوليا ساقهكمتري در ريشه 
مقايسه  و دار شد نيز معني NAA × IBAدو هورمون 

 4/0نشان داد كه تركيب ) 6جدول (اثر متقابل   ميانگين
  NAAليترگرم در   ميلي 4به همراه  IBAگرم در ليتر   ميلي

ليد كردند و كمترين تعداد ريشه بيشترين تعداد ريشه را تو
  .بود IBAگرم در ليتر   ميلي 4/0متعلق به تركيب هورموني 
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×  NAAاثر متقابل مقايسه ميانگين  6با دقت در جدول 
IBA ، مشاهده مي شود كه در غلظتهاي پايين هورمون

NAA  هر چه غلظت هورمونIBA  افزايش يافته تعداد
   .ها نيز افزايش پيدا كرده استريشه

  

  

  
  

  نمونه هايي از گياهچه هاي ريشه زا شده در محيط كشت -2شكل 
  

و  بر تعداد NAA × IBAمقايسه ميانگين اثرات متقابل  -6جدول 
 ريشه طول

ميلي گرم در( تعداد ريشهطول ريشه
)ليتر NAA 

ميلي گرم در(
)ليتر IBA 

f*00/0  صفر  f* 04/0
ab45/0  25/2  cd 14/0
cd27/0  75/2  c 24/0
bc37/0  25/3  bc 34/0
a57/0  5 a 44/0

ef1/0  75/0  ef 05/0
def15/0  5/1  de 15/0
bc35/0  5/3  bc 25/0
a57/0  5/3  bc 35/0

ef1/0  5/0  ef 45/0
def15/0  1 ef 06/0
ab45/0  4 ab 16/0
cde25/0  75/2  c 26/0
cd27/0  5/2  cd 36/0
bc32/0  37/2  cd 46/0

ميانگينهاي داراي حداقل يك حرف مشترك از نظر آماري با : *
 .يكديگر اختلاف معني دار ندارند

هاي  غلظت  NAAگرم در ليتر هورمون   ميلي 2در غلظت 
 IBAگرم در ليتر  ميلي  6/0گرم در ليتر و   ميلي 4/0

اما در . عملكرد يكساني از لحاظ تعداد ريشه ديده شد
با افزايش غلظت هورمون  NAAاي بالاي هورمون غلظته

IBA 5(در جدول . ها كاهش يافته استتعداد ريشه (
در  .ها نشان داده شده است تجزيه واريانس طول ريشه 

بين غلظتهاي مختلف در سطح احتمال  IBAمورد هورمون 
)01/0 ≤P( با توجه به مقايسه . دار ديده شد اختلاف معني

براي  IBAبهترين غلظت هورمون  )2نمودار (ميانگين 
كاشف حسين . گرم در ليتر بود  ميلي 4/0صفت طول ريشه 

زايي  ها را براي ريشه ترين طول ريشه  بلند ) 14(و انيس 
گرم در ليتر   ميلي 1/0در غلظت  هاي كنگر فرنگي ساقه 

نيز ) 13(جنيد و همكاران . گزارش كردند IBAهورمون 
ط مايع و جامد مقايسه كردند و ها را در دو محيطول ريشه

ميلي گرم در ليتر  25/0مشاهده كردند كه در محيط مايع 
ميلي گرم در ليتر  5/0و در محيط جامد  IBAهورمون 
  .كنندها را توليد ميبلندترين ريشه IBAهورمون 

ميلي  75/0نيز در محيط جامد با ) 11(گوپيتا و همكاران 
ملكرد طول ريشه را بهترين ع IBAگرم در ليتر هورمون 

ها  براي صفت طول ريشه NAAهورمون  .گزارش نمودند
دهد  دار شد كه نشان مي  معني )P≥ 01/0(در سطح احتمال 

با  .بين غلظتهاي مختلف اين هورمون تفاوت وجود دارد
بهترين غلظت هورمون ) 2نمودار (توجه به مقايسه ميانگين 

NAA ليتر بود گرم در ميلي  3ها  از لحاظ طول ريشه.  

  

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1393، 1، شماره 27جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

٢٣ 
 

  

 
  IBA و NAAهاي در غلظتهاي مختلف هورمون) c, d(و طول ريشه ) a, b( تعداد ريشهمقايسه ميانگين  -2نمودار 

باعث افزايش  NAAدر مجموع افزايش غلظت هورمون 
براي ) 9(چويريگاراي و همكاران . ها گرديدطول ريشه

را در  NAAدر ليتر هورمون  ميلي گرم 5/0طول ريشه 
مدهولاتا و همكاران . اسطوخودوس مناسب تشخيص دادند

 1:1نيز بهترين محيط القا ريشه موز سبز را تركيب ) 17(
معرفي كردند و گزارش كردند  NAA وIBA هورمونهاي 

. ها افزايش يافت طول ريشه NAAكه با افزايش غلظت 
-ار كردن گياهچهدنيز براي ريشه) 11(گوپيتا و همكاران 

ميلي  5/0را  NAAهاي نيشكر غلظت مناسب هورمون 
ميلي گرم در ليتر  75/0گرم در ليتر براي محيط مايع و 

اثر متقابل هورمونهاي . براي محيط جامد گزارش كردند
IBA ×NAA  از لحاظ صفت طول ريشه در سطح احتمال

)01/0 ≤P(   دار شد و بهترين تركيبهاي هورموني  معني
  ميلي 4به همراه  IBAميلي گرم در ليتر  4/0) 6ول جد(

به همراه  IBAگرم در ليتر   ميلي 5/0و  NAAگرم در ليتر 
گوپيتا و همكاران . انتخاب شدند NAAگرم در ليتر  ميلي  3
هاي نيشكر تركيب دار كردن گياهچهنيز براي ريشه) 11(

ر گرم در ليت ميلي 3به همراه  IBAگرم در ليتر  يك ميلي
NAA را گزارش نمودند.  
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In vitro Micropropagation of Catharanthus roseus (Linn.) G. Don 
via shoot multiplication 

Ahmadi J., Mohammadi R. and Garosi Gh.A. 

Plant breeding and Jenetics Dept., Imam Khomeini International University, Qazvin, I.R. of Iran 

Abstract 

Periwinkle (Catharanthus roseus (Linn.) G. Don) is known as an important medicinal 
plant because it contains vincristine and vinblastine alkaloids. Therefore development of 
micro-propagation in vitro culture has high importance. The present study describes two 
shoot induction and one root induction optimization experiments. The experimental 
designs were 3×5 factorial (BAP   × NAA and KN   × NAA) for shoot induction trails and 
3×5 factorial (IBA   × NAA) for root induction trail based on completely randomized 
design with four replications. The best proliferation of shoot induction percent and 
shoot per explants was shown on the medium supplemented with high KN and NAA, 
respectively.  In overall, KN (0.1 mg/l) + NAA (1 mg/l) combination proved to be 
optimal for the production of maximum number of shoots. Mean comparison showed 
that the highest multiplication rate was obtained with 0.1 mg/l of 6-benzylaminopurine 
(87%) and with 0.1 mg/l 6-benzylaminopurine + 2 mg/l naphthalene acetic acid (100%). 
The best condition for rooting (root number and length) was 0.4 mg/l IBA + 4 mg/l 
naphthalene acetic acid and the maximum root length was observed on medium 
supplemented with higher NAA concentration. 

Key words: Catharanthus roseus, Shoot induction. Rooting, Micropropagation  
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