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Chrysanthemum كالوس زائي و اندام زائى گياه داوودى 
morifolium Ramatff L.

احمد مجد2 ميترا مرادتهرانى1، م، مريم پيوندى1
- . . 1- استاديار گروه زيست شناسى، دانشكده علوم،دانشگاه آزاد اسلامى، واحد تهران-شمال. 

2- استاد گروه زيست شناسى، دانشكده علوم، دانشگاه تربيت معلم تهران.

تاريخ دريافت: 88/11/30         تاريخ پذيرش: 89/2/2

چكيده
داوودي گياه زينتي با ارزشي است كه در روش  هاي سنتي با كشت قلمه و يا بذر تكثير و ريز ازديادى آن با روش هاي
مختلف از جمله باز زايى گياه از كالوس انجام مي گيرد. هدف از اين پژوهش بررسى تاثير سيتوكينين هاي مختلف ( بنزيل
) و اندول (Kin)) همراه با اكسين هاي مختلف(2و4-دي كلرو فنوكسي استيك اسيد (2,4- آمينو پورين (BAP) و كينتين
بوتيريك اسيد (IBA) بر كالوس زائي و اندام زائي داوودي زينتي مى باشد. قطعاتى از برگ هاي سترون شده در محيط
نتايج كشت جدا كشت ها در محيط داراي پايه  داراي هورمون هاي مختلف سيتوكينين و اكسين كشت شد.  كشت 
IBA و BAP نشان داد كه در كالوس هاي حاصل از محيط كشت داراى 2ميلى گرم بر ليتر IBAو0/5 ميلى هورمون هاى
گرم بر ليتر  ريشه و در محيط كشت داراى 1ميلى گرم بر ليتر IBA و 1ميلى گرم بر ليتر BAP اندام هوائي توليد مي
Kin نشان دادكه در مرحله كشت فقط ريشه زائي شوند. نتايج حاصل از كشت جداكشت ها در محيط كشت داراي D-2,4 و
Kinصورت مي گيرد. ريشه زائي در در محيط هاي داراي0/5 يا4ميلى گرم بر ليتر2و4 دى نيترو فنل و2ميلى گرم بر ليتر
واكشت هاي بعدي در محيط اوليه يا محيط فاقد هورمون افزايش مى يابد. در مرحله كشت توليد ساقه مشاهده نشد، اما در
كالوس هاى حاصل از تيمارهاي هورموني0/5 ميلى گرم بر ليتر2و4 دى نيتروفنل و2 ميلى گرم بر ليتر Kin يك ماه پس از

واكشت نمونه ها در محيط كشت MS فاقد هورمون ساقه و برگ توليد شد. هم چنين در حضور تركيب هورموني
وBAP، بيشترين رشد كالوس و ريشه زايى در تيمار 4ميلى گرم بر ليتر2و4 دى نيترو فنل و2ميلى گرم بر ليتر 4و2-
BAP به دست آمد. روي كالوس هاي حاصل از محيط كشت داراي4ميلى گرم بر ليتر2و4 دى نيترو فنل و1ميلى گرم بر ليتر

BAP به ريشه و برگ به طور هم زمان توليد شد. 
گل داوودي، اكسين، سيتوكينين، كالوس زائي، اندام زائي. گكليد واژه:

مقدمه
 Chrysanthemum morifolium داوودي گل   
از  پس  بريده  شاخه  گل  دومين  رديف  در   .Ramat

تيره  به  گياه شناسي  لحاظ  از  داوودي  باشد(1).  مي  رز 
Asteraceae تعلق دارد كه در حدود 30 گونه يك ساله 

و چند ساله علفي، چوبي و نيمه چوبى معطر از آن در عالم 
وجود دارد.

در ازدياد گل داوودى به عنوان گياهى تزئينى، توجه
بسيارى به رنگ گل، اندازه و شكل آن شده است. محدود
گياهان اين  آميزش  در  محدوديت  آن،  ژنى  بودن خزانه 
بين پلوئيدى  يا اختلاف در سطوح  ناسازگارى  به واسطه 
از استفاده  والدين، رشد يكنواخت و گلدهى متقارن آن 
را ارقام  اصلاح  براي  ژنتيك  مهندسي  نوين  روش هاي 
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مشكل كرده است (2). با توجه به اهميت اين گياه در دنيا،
باززايي آزمايشگاهي جهت  از روش هاي كشت  استفاده 
گياهچه  هاي آن از ريز نمونه  ها، تكثير، توليد گيا هان عاري
از ويروس، اصلاح و معرفي ارقام جديد گستردگى روز
روش هاي با  داوودي  ازديادى  ريز  است.  يافته  افزوني 
مختلف از جمله باززايى گياه از بخش هاى مريستمى (4و3)
باز زايى گياه از كالوس(7، 6و5) و رويان زائي بدني (8)

انجام مي گيرد.
از تمايززدائي  كالوس،  از  گياه  باززائي  روش  در 
كالوس و  صورت  هورمون  داراي  محيط  در  جداكشت 
توليد مي شود. كالوس در اصل بافت غد ه اى كم و بيش
تمايز نيافته است كه معمولاً در محل زخم هاى بافت ها و
اندام هاى تمايز يافته، ايجاد مى شود كه گاهى به طور خود
به خودى اندام  هاى نا بجا و يا رويان از يك كالوس ايجاد
مى شوند. اگر در يك جداكشت فقط سلول هاى تمايز يافته
وجود داشته باشد، قبل از تقسيم سلولى، بايد تمايز زدايى
پارانشيمى انجام سلول هاى  در  معمولاً  كه  بگيرد  صورت 
حضور به  بستگى  تمايزيابى  فرايند هاى  كنترل  شود.  مي 
توليد آن ها  بين  توازن  و  داشته  سيتوكينين ها  و  اكسين ها 
اندام هوايى و ريشه  ها را از كالوس سبب مي شود.گرچه
و ژنوتيپ  به  شدت  به  خارجى  كننده  هاى  تنظيم  ميزان 
مقدار هورمون داخلى گياه (10 و9) حتى پتانسيل ريخت
زايى به غلظت اجزايى چون نمك هاى ماكرو، نمك هاى
نشان پژوهش ها   .(1) دارد  ارتباط  ويتامين ها  و  ميكرو 
نقشي داوودي  ساقه  و  برگ  كالوس هاي  كه  مي دهند 
همانند گره و شاخه  هاي رأسي را در تكثير سريع اين گياه
دارا مي باشند. تاثير سيتوكينين ها و اكسين هاي مختلف بر
اندام زائي جداكشت هاي مختلف توسط محققان مختلف

مطالعه شده است(1، 11 و 12).
 در پژوهش حاضر براي بهينه نمودن شرايط كالوس زائي
آمينو بنزيل  مختلف  سيتوكينين هاي  تاثير  اندام زائي،  و 
اكسين هاي با  همراه   ( ) كينتين  و   ( ) پورين 
( مختلف 2و4-دي كلرو فنوكسي استيك اسيد (2,4-

) بررسي مى شود. و اندول بوتيريك اسيد (
 مواد و روش ها

آزاد دانشگاه  آزمايشگاهى  مجتمع  در  پروژه  اين 
اسلامى  واحد تهران شمال انجام گرفت.

داوودى گلدانى  گيا هان  نمونه  هاى  گياهي: نمونه 
از و پس  تهيه  تهران  در  زينتى  گيا هان  پرورش  باغچه  از 
جدا كردن گل  هاي خشك شده، بذر هاي آن براي انجام

پژوهش استفاده شد.
15) ٪) بذر ها با اتانول 70 درجه ( 1 دقيقه)، وايتكس 30
گرديدند. سترون  بار)  (سه  مقطر  آب  با  شستشو  دقيقه)، 
محيط تركيبات  افزودن  از  پس  محيط كشت،  تهيه  براي 
(5/8) قبل از اضافه كردن آگار (7  ،(11) MS كشت
گرم بر ليتر) به محيط كشت، تنظيم و با اتوكلاو در دماى

120درجه سانتى گراد سترون گرديد. 
حاوي  MS كشت  محيط  در  بذر ها  سپس   

بعد هفته   6 شدند.  كشت  تتميلى گرم برليتر)  0/2)
داراي (13) MS كشت محيط  در  نمونه  ها  واكشت 
انجام شد. تتميلى گرم برليتر)  0/5 پيروفسفات ( ايزوپنتيل  2
از گياهچه  هاي سه ماهه سترون در مراحل بعدى استفاده

شد.
قطعات برگ گياه سترون قكشت جدا كشت هاي برگ:
تركيب با   MS متر در محيط كشت ابعاد 0/5 سانتى  در 
هورموني مختلف كشت و در اتاق رشد در دوره نورى 16
ساعت روشنايي و 8 ساعت تاريكي تحت نور فلورسنت
درجه سانتى گرادنگهداري شدند.. روند 25 در دماي 2
كالوس زائي و اندام زائي 45 روز پس از هر تيمار بررسي

شد.  
هر تيمار حداقل با 20 تكرار انجام شد. تحليل آماري:
آناليز و  آناليز  SPSS(ver. 14) افزار نرم  توسط  داده  ها 
بندى گروه  و   ANOVA برنامه  با  ميانگين  ها  واريانس 

) بررسى شد. ميانگين  ها با آزمون دانكن (0/05
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نتايج
BAP تاثير هورمون هاي IBA و

توليد  و  تورم  و  مختلف  غلظت هاى  در 
كالوس روى قطعات برگي سه هفته پس از كشت، به وقوع 
پيوست. پيشرفت در وضعيت كال زايي و رشد كالوس در 
لبه  حاشيه  در  كالوس ها  و  بود  چشم گير  دمبرگ  ناحيه 
تيمار  اندازه كالوس در  به وجود مى آيند. كمترين  برگ 
تتميلى گرم  بر ليتر) و  1) IBA ) و تتميلى گرم بر ليتر 1) BAPAA

بر  (0/5ميلى گرم    BAPAA تيمار در  كالوس  اندازه  بيشترين 
مشاهده شد(جدول1). م) تتميلى گرم  بر ليتر 1) IBA و تتليتر)

ميلى گرم   م0/5 ) B) APAA ريشه زايي (50٪) در محيط داراى

تتميلى گرم  بر ليتر) مشاهده و غالباً توليد 2) IBA و تتبر ليتر)
ريشه از ناحيه رگبرگ مياني برگ و در نمونه  هاي داراي

كال زايي با رشد متوسط قابل رويت بود (شكل1). 
در  (٪5/55) جوانه)  صورت  (به  هوايي  اندام  ايجاد 
(IB (1ميلى گرم Aتتميلى گرم برليتر) و 1) B) APAA محيط داراي 
تتبر ليتر) بر سطح كال از ناحيه دمبرگ قابل رؤيت بود كه
در زماني ديرتر از ريشه  هادر هفته پنجم پس از كشت به
به انتقال  از  پس  جوانه،  داراي  كالوس هاي  آمد.  وجود 
رشد ليتر) بر  تتميلى گرم   2/5) BAPAA داراى  كشت  محيط 

يافتند(شكل 1).

جدول1- ميانگين انديس كالوس، ريشه زائي و جوانه زني از كالوس هاي قطعات برگ در تيمار هاي هورمونى و 
(گروه بندى بر اساس آزمون دانكن 0/05 )

* حروف متفاوت نشان دهنده معني دار بودن و حروف مشترك نشان دهنده معني دار نبودن تفاوت در ميانگين ها است.

و  تتميلى گرم  بر ليتر) 0/5) BAPAA وور تركيب هورمونى ااعات برگى گياهچه  هاى سترون د عع ريشه زايى در قط (B و A) شكل 1-

تتميلى گرم برليتر)، 1) IBA و تتميلى گرم  بر ليتر) 1) BAPAA (C) جوانه زايي كالوس درمحيط كشت MS داراي تتميلى گرم  بر ليتر)، 2)

تتميلى گرم  بر ليتر) 2/5) BAPAA داراى MS تكثيراندام هاى هوايى در محيط كشت (D)
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Kinتاثير هورمون هاى4,2- و
در سترون  گيا هان  برگ  جداكشت هاى  كشت 
Kinو -4,2 تيمار هاى داراى   MS كشت  محيط 
برگى نمونه  هاى  بريده  لبه  هاى  از  كالوس  توليد  به  منجر 
تيمار در  كالوس  اندازه  كمترين  اپيدرمى شد.  سطح  در 
K i n و ( ليتر م بر تتميلى گر 0 / 5 ) - 4 , 2 ي ا ر ا د
س لو ه كا ز ا ند ين ا بيشتر و ) ( ليتر م بر تتميلى گر 0 / 5 )
و تتميلى گرم برليتر) 1) -4,2 داراى تيمار  در 

تتميلى گرم  بر ليتر) (مشاهده شد(جدول2). 2) Kin

-4,2 داراي تيمار  در  ريشه زايى  بيشترين   
كه اختلاف  تتميلى گرم برليتر) 1) K) in تتميلى گرم برليتر)و 0/5)

شد(جدول  مشاهده  تيمار ها  ساير  به  نسبت  دارى  معنى 
اوليه  كشت  محيط  در  روزه   45 نمونه  هاي   .(3 2)(شكل 
القاي  و يا در محيط كشت فاقد هورمون كشت شدند و 

توليد ريشه در هر دو حالت افزايش يافت(جدول 2 ).
در  اما  نشد،  مشاهده  جوانه زائي  كشت،  مرحله  در 

-4,2 هورموني تيمار هاي  از  حاصل  كالوس هاى 
(و  تتميلى گرم برليتر) 2) Kin و تتميلى گرم برليتر) 0/5)
Kin و تتميلى گرم برليتر) 4) -4,2 داراي محيط  يا 

تتميلى گرم برليتر) يك ماه پس از واكشت نمونه  ها در  0/5)
محيط كشت MS فاقد هورمون جوانه و برگ توليد شد 
و5/26٪). با انتقال نمونه  هاى مذكور به  (به ترتيب ٪5/88

و  در مرحله كشت و واكشت جدول2- درصد ريشه زايى در قطعات برگ دانه رست هاى سترون در تركيب هورمونى 2,4-
( اول ( گروه بندى بر اساس آزمون دانكن 0/05

* حروف متفاوت نشان دهنده معني دار بودن و حروف مشترك نشان دهنده معني دار نبودن تفاوت در ميانگين ها است.

پس از انتقال  تتميلى گرم برليتر) 2) Kin و تتميلى گرم برليتر) 4) -4,2 (L)در كالوس حاصل از تيمار با و برگ (R) توليد ريشه ( شكل 2- (

تتميلى گرم برليتر) 2/5) BAPAA به محيط كشت فاقد هورمون،  و C) رشد جوانه ها (نمونهA) پس از انتقال به محيط كشت داراى 
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BAP بخش هاى هوايي توسعه يافتند(شكل  محيط غنى از
.(2

BAP و 2,4-D تاثير هورمون هاى
تيمار در  ريشه زايى  و  كالوس  رشد  بيشترين 
تتميلى گرم برليتر) 2) BAP و تتميلى گرم برليتر) 4) -4,2

(به دست آمد (جدول3). به طوري كه اين تيمار بيشترين
تيمارها ساير  به  نسبت  را   (٪43/75 زايى(  ريشه  درصد 

-4,2 داراي  كشت  درمحيط  (شكل3).  داد  نشان 
(علاوه بر تتميلى گرم برليتر) 1)BAP و تتميلى گرم برليتر) 0/5)

ريشه زائي، و برگ زايى نيز انجام شد(شكل3).

و در مرحله كشت و واكشت جدول2- درصد ريشه زايى در قطعات برگ دانه رست هاى سترون در تركيب هورمونى 2,4-
( اول (گروه بندى بر اساس آزمون دانكن 0/05 

* حروف متفاوت نشان دهنده معني دار بودن و حروف مشترك نشان دهنده معني دار نبودن تفاوت در ميانگين ها است.

ساقه زايى در محيط كشت تتميلى گرم برليتر) 1) BAP و تتميلى گرم برليتر) 0/5) -4,2 ريشه زايى در محيط كشت داراي ( شكل3- (

ظهور اشكال گويچه اى در كالوس رشد يافته در محيط كشت داراي (C) تتميلى گرم برليتر)، 1) BAP و تتميلى گرم برليتر) 0/5) داراي4,2-

فاقد هورمون MS دو هفته پس از انتقال به محيط كشت C )جوانه زنى نمونه ) تتميلى گرم برليتر)، 2) BAP و تتميلى گرم برليتر) 1) -4,2
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گويچه اى  يا   (proto branch) پروتوبرانچ  اشكال 
BAP و تتميلى گرم برليتر) (1و2 -4,2 تيمارهاى  در 
و تتميلى گرم برليتر) 2) -4,2 تيمار و  تتميلى گرم برليتر) 2)

تتميلى گرم برليتر) (ظاهر گشت كه پس از واكشت  2) BAP

آغاز  زايى  جوانه  هورمون  فاقد   MS محيط در  نمونه ها 
مى شود (شكل3).

بحث
در تركيب هورمونى و در محيط كشت 
دمبرگ ها چشم گير  ناحيه  در  ويژه  به  ككMSكال زايى  پايه 
است كه علت آن را مي توان به وجود مقدارى اكسين و 
سيتوكينين درون زا در خود دمبرگ نسبت داد. از سويى 
بازيپيتال  صورت  به  قطبى  مدل  يك  در  گياه  در  اكسين 
(رو به پائين ) انتقال مي يابد (14و 11). در همين آزمايش 
نتايج مشخص نمود افزايش  منجر به افزايش توليد 
ريشه هاي نابجا مي شود. اين مسئله طرح غالبيت اثر اكسين 

نسبت به سيتوكينين را در ريشه زائي نشان مي دهد.
محيط  در  نمونه ها  در  كالوس  بافت  از  جوانه زايى 
 IBAو تتميلى گرم برليتر) 1) BAP حاوي MS كشت
نسبت  كه  زماني  معمولا  شد.  رويت  تتميلى گرم برليتر)  1)
سيتوكينين ببيشتر از اكسين جوانه زائي صورت مي گيرد. 
اما برهم كنش هورمون هاي درون زا و برون زا تمايز بافت 

در شيشه را رقم مي زند (15).
4,2- وKin نشان داد با  استفاده از تركيب هورموني
ليتر)  بر  تتميلى گرم   تا حد(1  -4,2 Kin و  افزايش تراكم
تحقيقات  با  مطالعه  اين  مي يابد.  افزايش  كالوس  توليد 
داوودى  گياه  درمطالعه  همكاران  و   Shinoyama

و(2- تتميلى گرم برليتر) 0/5-1) -4,2 غلظت با   (2004)

در كال زايى هم سويى دارد(8).  تتميلى گرم برليتر) 0/5
نتايج اين آزمايش نشان مي دهد در مرحله كشت تنها 
اما  گرفت،  صورت  زائي  ريشه  هورموني  غلظت  دو  در 
ريشه  افزايش  به  منجر  بعدي  واكشت  در  آزمايش  ادامه 
شد  انجام  زماني  در  تنها  زائي  جوانه  هم چنين  شد.  زائي 
كه محيط واكشت عاري از هورمون بود كه نشان مي دهد 
جوانه زائي  مانع  Kin با همراه  -4,2 هورمون  حضور 

است.
BAP و هورموني4,2- تركيب  بررسي  در 
حداكثر كالوس زايى و ريشه زايى در تركيب هورمونى

بر  (2ميلى گرم   BAP و تتميلى گرم برليتر) 4) -4,2

-4,2 داراي  كشت  محيط  در  شد.  تتليتر)مشاهده 
ريشه  تتميلى گرم برليتر)  1) BAP و  تتميلى گرم برليتر) 0/5)
آمده  دست  به  نمونه  گرفت.  صورت  جوانه زائي  و  زائي 
ايجاد بخش هوايى  BAP جهت  به محيط كشت حاوى 
نشان دادند كه  Rout و همكارانش(2006)  يافت.  انتقال 
برگ  جوانه زنى  در  مي تواند  سيتوكينين  كم  غلظت هاى 

گياهان گلدانى تزئينى مانند داوودى موثر باشد (15).
-4,2 حاوى تيمارهاى  در  تحقيق  اين  در   

اشكال  تتميلى گرم برليتر)،  1) BAP و تتميلى گرم برليتر) 1-2)
گويچه اي، به صورت بر آمدگى هايى كوچك ظاهر شد. 
فاقد   MS محيط به  انتقال  از  پس  گويچه اي  اشكال  اين 
هورمون به صورت جوانه هايى ظاهر شد. بررسي ها نشان 
مي دهد حذف اكسين از محيط كشت، پيش نياز خاموش 
شدن چند ژن و يا سنتز محصولات جديد ژنى مى باشد كه 

براى نمو رويان لازم مي باشد( 8).
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