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جمال و  ؛گردودو رقم کشت بر استقرار ريزنمونه تأثیر زمان تهیه ريزنمونه و شرايط محیط

 چندلر
 

Effect of Explant Sampling Time and Culture Medium Conditions on Explant 

Establishment of Two Walnut Cultivars; Chandler and Jamal 
 

  3عشریاثنیمحمود  و *2، منصور غلامی1نیاعبداله احتشام

 

 23/20/28تاریخ پذیرش:      22/22/27تاریخ دریافت: 

 )مقاله پژوهشی(

 

 چکیده

ای شدن کشت، قهوهدر ریزازدیادی گردو، اکسیدشدن ترکیبات فنلی تراوش شده به درون محیط از موانع اصلی استقرار ریزنمونه

آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملًا تصادفی با سه فاکتور شامل  یک ساین پژوهش، بر اسا کشت و توقف رشد ریزنمونه است.محیط

به  )اضافه کردن ذغال فعال کشتمحیط( و شرایط ماهرقم )جمال و چندلر(، زمان تهیه ریزنمونه )اردیبهشت، تیر و شهریور

ساعت و یک مرتبه بعد  72تبه هر ساعت، دو مر 22ساعت، واکشت سه مرتبه هر  72و  22ها در تاریکی کشت، قرارگیری کشتمحیط

نشان داد که رقم، زمان  کشتی مربوط به استقرار ریزقلمه در محیطهانتایج تجزیه واریانس داده .پذیرفتانجام ساعت و شاهد(  122از 

داری در سطح یک نیجز اثر متقابل رقم و زمان تهیه ریزقلمه دارای اثر معهها بکشت و اثرات متقابل آنتهیه ریزقلمه و شرایط محیط

ترتیب تیمارهای واکشت سه مرتبه به ها،مقایسه میانگیننتایج بر اساس  بودند.های دو رقم جمال و چندلر استقرار ریزقلمهبر درصد  

داری اختلاف معنی از این نظر ورا نشان دادند  کشتمحیطساعت و اضافه نمودن ذغال فعال بالاترین میزان استقرار ریزقلمه در  22هر 

ای شدن و میزان استقرار که بین شاخص قهوهحاکی از آن بود نسبت به سایر تیمارها داشتند. از طرف دیگر، نتایج همبستگی صفات 

رقم چندلر میزان استقرار ریزقلمه بالاتری نسبت ، در تیمارهای موردبررسی شت.( وجود دا-80/2ریزقلمه همبستگی منفی معنی دار )

ساعت و  22در شرایط واکشت سه مرتبه هر  ،ماهتهیه ریزقلمه در اردیبهشتکه  گیری شدچنین نتیجه در نهایت به رقم جمال داشت.

 نشان دادند. های دو رقم چندلر و جمال را در استقرار ریزقلمه اثربخشیاضافه نمودن ذغال فعال بهترین 
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 مقدمه

 1از خانواده ژوگلانداسه ) LJuglans regia.(گردوی ایرانی 

است. در تکثیر گیاه از طریق بذر، گیاهان جدیدی با صفات 

شود. بنابراین، برای ژنتیکی متفاوت از گونه والد تولید می

رسیدن به یک ساختار ژنتیکی از درخت بالغ برگزیده و ازدیاد 

ای تکثیر غیرجنسی توصیه شده است. از هانبوه آن، روش

مزایای ریزازدیادی گردو، ایجاد تعداد زیاد گیاهان یکسان از 

های مرسوم است. نظر ژنتیکی در زمانی کوتاه نسبت به روش

های کشت بافت گردوی ایرانی توسط بسیاری از تکنیک

ها در ریزازدیادی محققین گزارش شده است. نخستین تلاش

های موجود که مناسب دیگر کشتمحیطده از گردو با استفا

گیاهان چوبی بود، انجام شد. در تحقیقات انجام شده در مورد 

 DKWهای مختلف از قبیل کشتمحیطریزازدیادی گردو 

(، موراشیگ 1975، 3چنگ(، چنگ )1984، 2درایور و کونیوکی)

 B5(، 1962، 2موراشیگ و اسکوگ( )MSو اسکوگ )

 0گیاهان چوبی کشتمحیط( و 1968، و همکاران 5گامبورک)

(WPM( )موردبررسی قرار گرفت 1981، 7لوئید و مک کاون )

درایور و ) DKW کشتمحیطها، مشخص شد که از میان آن
های مختلف خانواده ژوگلانداسه ( مناسب گونه1984، کونیاکی

( 1987و همکاران ) 8مک گراناهاناز قبیل گردوی ایرانی است. 

کشت را تحت عنوان محیطییر یافته این دستورالعمل تغ

DKW-C کشت محیطهای اخیر این معرفی نمودند و در سال

عنوان طور وسیعی بههمراه با اعمال تغییراتی در آن به

رود. با این وجود، در گیاهانی پایه گردو بکار می کشتمحیط

طور طبیعی سرشار از ترکیبات فنلی هستند مانند گردو که به

ها، ای آنمشکلات اصلی در ارتباط با کشت درون شیشهیکی از 

تراوش ترکیبات فنلی از سطح برش یافته ریزنمونه و 

اکسیدشدن این ترکیبات فنلی تراوش شده از ریزنمونه است که 

و  2رایوز لیالشود )های ازدیاد موفق گردو محسوب میاز چالش

الت (. در این ح2010، 12طوسی و دیلمگانی؛ 2007همکاران، 

روند ها قادر به رشد نخواهند بود و سرانجام از بین میریزنمونه

 (. 2011، 11کورداک و آکی)

موفقیت در مرحله آغازین ریزازدیادی توسط پارامترهای     

گیرد. مراحل بحرانی در موفقیت و مختلفی تحت تأثیر قرار می
                                                           
1. Juglandaceae 

2. Driver and Kuniyuki 

3. Cheng 

4. Murashige and Skoog 

5. Gamborg 

6. Woody plants medium 

7. Lloyd and McCown 

8. McGranahan 

9. Ríoz leal 

10. Toosi and Dilmagani 

11. Corduk and Aki 

، و همکاران لیال رایوزهای خشکبارها )استقرار مناسب ریزنمونه

( در ارتباط با ضدعفونی 2007، 12پریزتورنرو و بارگاس؛ 2007

ای شدن فنلی آوری شده و جلوگیری از قهوهجمعهای ریزنمونه

ها است که این موارد بستگی به نوع ریزنمونه، روش ریزنمونه

ضدعفونی و شرایط فیزیکی و شیمیایی در کشت درون 

های که ژنوتیپدهد ها نشان میو غیره دارد. گزارشای شیشه

ای از قبیل مختلف با روش یکسان به مراحل ازدیاد درون شیشه

دهند زایی پاسخ مشابهی نمیریشهاستقرار، پرآوری و 

 (.1993، 12کارهو و زیمرمن؛ 1991و همکاران،  13عبدالقادر)

ای شدن بافت تحت دهد که میزان قهوهگزارشات نشان می    

ز تهیه ریزنمونه قرار گرفته و تأثیر چندین فاکتور قبل و بعد ا

ورنر ها نیز دارد )آوری ریزنمونهجمعچنین بستگی به فصل هم
و همکاران،  17مارین؛ 1989، 10وبستر و جونز؛ 1980، 15و بو

 ؛1999و همکاران،  12مادگیل؛ 1994، 18یپس و آلدوینکل؛ 1993

 (.2005و همکاران،  21کاوشال؛ a2000 و همکاران، 22دابرانسکی

ترکیبات فنلی تراوش یافته از انتهای برش یافته  شدناکسید

فنل اکسیدازها و پراکسیدازها سبب پلیها توسط ریزنمونه

، 22بات و چندلشود )می کشتمحیطای شدن ریزنمونه و قهوه

(. تحقیقات در زمینه کمیّت و کیفیت ترکیبات فنلی در 1991

های مختلف درخت گردو نشان داده است که محتوی اندام

 23سولارکیبات فوق در این درخت، به عواملی نظیر ژنوتیپ )تر

(، موقعیت جغرافیایی، شرایط اقلیمی محل 2006و همکاران، 

چنین به مرحله نمو ( و هم2004و همکاران،  22آمارالزیست )

(. آمارال و همکاران 2006و همکاران،  سولارگیاه بستگی دارد )

ع زمانی فصل ( ضمن گزارش وجود همبستگی بین مقاط2004)

بالاترین محتوی  ،های گردورشد و محتوی ترکیبات فنلی برگ

نتایج  اند.های می و جولای اعلام کردهاین ترکیبات را بین ماه

تراوش ارتباط ( که به بررسی 2003تحقیق آشاتوش و همکاران )

در کشت بافت انار ریزنمونه ای شدن ترکیبات فنلی و قهوه

ها، سبب مرتبه واکشت ریزنمونه سهپرداختند، نشان داد که 

ای شدن در مقایسه با کاربرد ذغال فعال و اسید کنترل قهوه

و همکاران  سولار در پژوهشی دیگر، .اسکوربیک شده است

                                                           
12. Perez. Tornero and Burgos 

13. Abdul Kader 

14. Karhu and Zimmerman 

15. Werner and Boe 

16. Webster and Jones 

17. Marin 

18. Yepes and Aldwinckle 

19. Modgil 

20. Dobránszki 

21. Kaushal 

22. Bhat and Chandel 

23. Solar 

24. Amaral 
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به بررسی تغییرات فصلی فلاونوئیدها، اسیدهای فنلی و  (2006)

 .ساله گردو پرداختندهای یکهای انتخابی در شاخهکوئینون

داری طور معنیبهها نشان داد که غلظت فنلین بررسی نتایج ا

گیری و اثر متقابل بین رقم و تاریخ تحت تأثیر رقم، تاریخ نمونه

  گیرد.گیری قرار مینمونه

( 1322در همین راستا در پژوهش دیگر، یاری و همکاران )    

ها گیری، نوع و آرایش کشت ریزنمونهنمونهبه بررسی اثر زمان 

های گردوی اکسیدان بر استقرار و رشد ریزنمونهآنتیو نوع 

ای پرداختند. نتایج این پژوهش ایرانی در شرایط درون شیشه

نشان داد که تهیه ریزنمونه مریستم انتهایی و تک گره در 

صورت عمودی در هابتدای فصل رشد و قرارگیری ریزنمونه ب

و رشد اکسیدان سبب استقرار آنتیو استفاده از  کشتمحیط

 بهتر ریزنمونه در مقایسه با شاهد خواهد شد. 

های موفقیت در استقرار پژوهش حاضر، که به بررسی روش    

های گردو در دو رقم جمال و چندلر پرداخته است با ریزقلمه

ای کننده از قهوهپیشگیریهای کارگیری روشههدف امکان ب

تهیه  و با تعیین زمان مناسب کشتمحیطشدن ریزقلمه و 

در بهبود استقرار  کشتمحیطریزقلمه و ارزیابی شرایط بهینه 

 ها انجام گرفته است. ریزقلمه

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی

های مواد گیاهی موردنیاز این پژوهش در روز بیستم ماه

های سالجاری از شاخه 1321اردیبهشت، تیر و شهریور سال 

ود در ایستگاه موج 2و چندلر 1درختان بالغ ارقام جمال

های ذکر تحقیقات گردوی تویسرکان تهیه گردید. در زمان

جاری از درختان قطع و بلافاصله به  های سالشده، شاخه

تهیه و ضدعفونی  3صورت تک گرهآزمایشگاه منتقل و سپس به

( در 1شده و هر ریزقلمه در تیمارهای مخصوص خود )جدول 

 های مختلف کشت شد.کشتمحیط
 

 ريزقلمهضدعفونی 

تا  3گره )طول تکپس از تهیه ریزقلمه بصورت قطعات کوچک 

دقیقه در زیر آب جاری  22±5مدت بهها متر(، ریزقلمهسانتی 5

 72ثانیه در اتانول  32قرار داده شدند. پس از آن، به مدت 

ور شده و سه مرتبه با آب مقطر شستشو داده درصد غوطه

ول تازه هیپوکلریت دقیقه در محل 15مدت بهشدند. سپس 

قرار گرفته و نهایتاً  22درصد با دو قطره توئین  5/1سدیم 

                                                           
1. Jamal 

2. Chandler 

3. Single Node 

ها در زیر هود سه مرتبه با آب مقطر شستشو داده ریزقلمه

 شدند.
 

 شرايط کشت

ها( )شامل عناصر ماکرو، میکرو، ویتامین DKW کشتمحیطاز 

درصد ساکارز بدون مواد  3درصد آگار و  8/2حاوی 

پایه کشت استفاده شد.  کشتمحیطعنوان بهد کننده رشتنظیم

pH اسید و نرمال 1/2 سود از استفاده با کشتمحیط 

سی سی 32تنظیم شد. سپس  8/5 روینرمال  1/2 کلریدریک

کشت در هر شیشه کشت توزیع گردید. سپس محیط

مدت بهاتمسفر  3/1و فشار  C121°کشت در دمای های شیشه

سپس در زیر هود لامینار و در  دقیقه اتوکلاو گردیدند. 15

ها کشت شدند. تمامی ها در شیشهشرایط استریل ریزقلمه

درجه  25±2روز در شرایط مشابه در دمای  32ها تا شیشه

ساعته با لامپ فلوروسنت  10گراد و در یک دوره نوری سانتی

ها سفید نگه داشته شدند و فقط در دو تیمار تاریکی، نمونه

ساعت در اتاقک رشد با فویل پوشانده  72و  22مدت زمان به

 ها برداشته شد.شده و پس از طی آن، فویل
شاخه با استفاده از  و فلاونوئید کل ارزیابی میزان فنل کل    

، ساخت  Cary 100 UV/Visibleدستگاه اسپکتروفتومتر )مدل

علت بالا بودن به، کشور استرالیا( انجام شد. varianشرکت 

های های شاخه تهیه شده در ماهفنلی در عصاره غلظت ترکیبات

ها به ترتیب سه ماه این نمونهاردیبهشتتیر و شهریور نسبت به 

 و شش بار رقیق شدند.
 

 سنجش فنل کل

 راسیو  سینگلتونبر اساس روش کار ارزیابی میزان فنل کل 

انجام شد. پنج  Folin-Ciocalteuبا استفاده از معرف ( و 1965)

 85لیتر متانول فت شاخه را با استفاده از سه میلیگرم از با

 322شد. له کرده و سپس از کاغذ صافی عبور داده  درصد

میکرولیتر از این محلول را در لوله آزمایش ریخته، به آن 

درصد و پس از گذشت  12میکرولیتر معرف فولین  1522

میکرولیتر کربنات سدیم هفت  1222هشت دقیقه به آن 

ساعت نگهداری در شرایط  5/1ه شد. پس از درصد اضاف

نانومتر  705دمای اتاق و تاریکی، میزان جذب در طول موج 

گیری شد. میزان فنل کل از روی با اسپکتروفتومتر اندازه

میزان جذب نمونه و مقایسه آن با استاندارد، برحسب 

 میکروگرم گالیک اسید در یک گرم بافت تازه بیان شد.
 

 کل سنجش فلاونوئید

و همکاران  قاسمیارزیابی میزان فلاونوئید کل بر اساس روش 

لیتر از عصاره میلی 5/2( انجام شد. بدین صورت که 2010)
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 1/2لیتر متانول مخلوط و به آن میلی 5/1را با  تهیه شده

لیتر استات میلی 1/2درصد،  12لیتر نیترات آلومینیوم میلی

مقطر استریل اضافه  لیتر آبمیلی 8/2پتاسیم یک مولار و 

دقیقه نگهداری در دمای اتاق، میزان جذب  32شد. پس از 

گیری شد. میزان نانومتر با اسپکتروفتومتر اندازه 215در 

فلاونوئید کل از روی میزان جذب نمونه و مقایسه آن با 

استاندارد، برحسب میکروگرم کوئرستین در یک گرم بافت 

 تازه بیان شد.
)ارقام جمال و چندلر( و زمان تهیه ریزقلمه  رقم در دو سطح    

در سه سطح )شامل اردیبهشت، تیر و شهریور( و شرایط 

به  پایه در هفت سطح )اضافه کردن ذغال فعال کشتمحیط

و  22ها در تاریکی درصد(، قرارگیری کشت 2/2) کشتمحیط

 72ساعت، دو مرتبه هر  22ساعت، واکشت سه مرتبه هر  72

ساعت و شاهد( اعمال شدند  122به بعد از ساعت و یک مرت

(. صفاتی مانند میزان استقرار )درصد(، ارتفاع شاخه 1)جدول 

متر(، تعداد شاخه و تعداد برگ در هر تازه رشد یافته )سانتی

چنین محتوی فنل کل و فلاونوئید کل ریزقلمه ارزیابی و هم

ای هسنجش قرار گرفت. قهو های نمونه گیری موردشاخه در ماه

ای شدن بر اساس شاخص قهوه کشتمحیطشدن ریزقلمه در 

ای (. مساحت قهوه2010و همکاران،  1 یانگارزیابی گردید )

ای گیری وسعت کل سطح قهوهها بوسیله اندازهشده ریزقلمه

= بدون 2مقیاس سنجیده شد.  5شده در هر ریزقلمه و در 

درصد،  12از تر ای شده کم= سطح قهوه1ای شدن، علائم قهوه

ای شده = سطح قهوه3درصد،  12-25ای شده = سطح قهوه2

درصد.  52تر از ای شده بیش= سطح قهوه2درصد،  52-25

( 2010و همکاران ) یانگای شدن براساس روش شاخص قهوه

 ارزیابی شد : 
 

 ای شدن=شاخص قهوه

 

 عنوان یک استوانه در نظر گرفتهبرای این منظور ریزقلمه به    

ای شد و ابتدا مساحت کل ریزقلمه و سپس مساحت سطح قهوه

ای شده یک ریزقلمه محاسبه شد. سپس درصد مساحت قهوه

شده یک ریزقلمه مشخص شد. سپس با قرار دادن میانگین 

ای ها و تعداد ریزقلمه قهوهای شده ریزقلمهدرصد مساحت قهوه

ار از شده و تعداد کل ریزقلمه در هر تکرار و سپس هر تیم

ای شدن محاسبه گردید و طریق فرمول بالا شاخص قهوه

 5ها در هر تیمار در یکی از ای شده ریزقلمهمساحت سطح قهوه

 مقیاس مذکور قرار گرفت.
 

 

                                                           
1. Yang 

 محاسبات آماری

صورت بهتحلیل استقرار ریزقلمه در تیمارهای موردنظر وتجزیه

اکتور ف 3آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملًا تصادفی با 

در سه  کشتمحیطشامل رقم و زمان تهیه ریزقلمه و شرایط 

 SAS افزار آمارینرمریزقلمه با استفاده از  22تکرار و هر تکرار 

ها بر چنین، مقایسه میانگین دادهانجام پذیرفت. هم 1/2نسخه 

افزار نرمای دانکن و رسم نمودارها با اساس آزمون چند دامنه

Excel .انجام شد 

 

 يجنتا

های ی مربوط به استقرار ریزقلمههانتایج تجزیه واریانس داده

نشان داد که رقم، زمان  کشتمحیطدو رقم جمال و چندلر در 

چنین اثرات متقابل و هم کشتمحیطتهیه ریزقلمه و شرایط 

جز اثر متقابل رقم و زمان تهیه ریزقلمه دارای اثر هها بآن

 د. باشداری در سطح یک درصد میمعنی

گیری در اردیبهشت ماه از نظر زمان تهیه ریزقلمه، نمونه    

داری با نمونه گیری در تیر و شهریورماه از دارای اختلاف معنی

نظر صفات استقرار ریزقلمه، ارتفاع شاخه، تعداد شاخه، تعداد 

ای شدن ریزقلمه دارد. هرچند که استقرار برگ و شاخص قهوه

ای شدن در تیرماه اختلاف قهوه ریزقلمه، تعداد برگ و شاخص

داری با شهریورماه داشت اما بین دو زمان تیر و معنی

داری از نظر ارتفاع شاخه و تعداد شهریورماه اختلاف معنی

شاخه در ریزقلمه وجود نداشت. بررسی ارقام موردمطالعه نشان 

داد که رقم چندلر از نظر استقرار ریزقلمه، ارتفاع شاخه، تعداد 

داری با رقم جمال ای شدن اختلاف معنیشاخص قهوهبرگ و 

( اما دو رقم موردبررسی از نظر صفت تعداد 2داشت )جدول 

 داری با هم نداشتند.شاخه در ریزقلمه اختلاف معنی

حاکی از آن است که در  کشتمحیطبررسی شرایط مختلف     

ساعت و ذغال فعال،  22تیمارهای واکشت سه مرتبه هر 

ای ترین شاخص قهوه( و کم2یزان استقرار )جدول ترین مبیش

ای شده شدن ریزقلمه مشاهده شد. در این دو تیمار سطح قهوه

درصد )میانگین شاخص این  12تر از در هر ریزقلمه تقریباً کم

داری با ( و اختلاف معنی25/1و  22/1ترتیب برابر با بهتیمارها 

ترتیب در بهزقلمه سایر تیمارها داشتند. ارتفاع شاخه در ری

ساعت تاریکی و  72ساعت،  22تیمارهای واکشت سه مرتبه هر 

ترین مقدار را داشت و با ساعت بیش 72واکشت دو مرتبه هر 

داری داشتند. جز تیمار ذغال فعال اختلاف معنیهسایر تیمارها ب

ساعت تاریکی،  72از نظر تعداد شاخه در ریزقلمه تیمارهای 

ترتیب بالاترین بهساعت  22سه مرتبه هر  ذغال فعال و واکشت

تعداد شاخه در ریزقلمه را داشتند. از نظر تعداد برگ در 

ساعت و واکشت  22ریزقلمه تیمارهای واکشت سه مرتبه هر 

 ای شدنتعداد ریزقلمه یا سطح قهوه× ای شده میانگین سطح قهوه

 هاتعداد کل ریزقلمه
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ترین تعداد برگ را داشتند. تقریباً ساعت بیش 72دو مرتبه هر 

ن تریساعت تاریکی، کم 22در اکثر صفات، تیمار شاهد و تیمار 

ای شدن مقادیر نسبت به سایر تیمارها و بالاترین شاخص قهوه

ساعت و شاهد  122ریزقلمه در تیمارهای واکشت بعد از 

دار بود ها با سایر تیمارها معنیدست آمد که اختلاف آنهب

 (.2)جدول 
 

 رهای گردوی ایرانی جمال و چندلای رقمکشت درون شیشه در مورداستفاده تیمارهای :1جدول 
Table 1: Treatments used for in vitro culture of Jamal and Chandler cultivars 

 تیمار
Treatments 

 کشتمحیطشرایط مختلف 
Different CULTURE CONDITIONS 

1 
 در شرایط اتاقک رشد( کشت پایهمحیط DKWشاهد )

Control (DKW basal medium in growth chamber condition) 

2 
 کشت پایهمحیطگرم در لیتر( به  2ه نمودن ذغال فعال )اضاف

Adding activated charcoal (2g/l) to the basal medium 

3 
 ساعت در شرایط تاریکی 22ها قرارگیری کشت

Placed culture 24 hours in a darkness conditions 

4 
 ساعت در شرایط تاریکی 72ها قرارگیری کشت

Placed culture 72 hours in a darkness conditions 

 ساعت 22واکشت سه مرتبه هر  5
Subculturing thrice every 24 hours 

 ساعت 72واکشت سه مرتبه هر  6
Subculturing thrice every 72 hours 

 ساعت 122واکشت سه مرتبه هر  7
Subculturing thrice every 144 hours 

 

 برخی صفات ریزقلمه دو رقم جمال و چندلر رویها و سطوح آن : تأثیر تیمارهای مختلف2جدول 
Table 2: Effect of different treatments and their levels on some traits of Jamal and Chandler cultivars 

 شدنای قهوهشاخص 

Explant browning 

index 

 تعداد برگ

Leaf 

number  

 تعداد شاخه

Shoot 

number  

 ارهطول شاخس

 متر()سانتی
Shoot length (cm) 

 (درصد)استقرار 

Establishment 

(%) 

 سطوح تیمار
Level of treatment 

 تیمار 
Treatment 

1.07c 8.61a 2.89a 3.62a 89.14a* 
 اردیبهشت

May  زمان تهیه

 ریزقلمه

Time of 

sampling 

2.39b 6.39b 2.14b 3.14b 66.86b 
 تیر

July 

2.92a 5.53c 1.82b 2.98b 52.64c شهریور 
September 

2.26a 6.31b 2.33a 3.09b 68.67b جمال 
Jamal ارقام 

Cultivars 
2.00b 7.38a 2.24a 3.41a 70.43a 

 چندلر
Chandler 

3.00a 3.50d 1.67de 2.59d 58.33f 
 شاهد

Control 

شرایط 

 کشتمحیط
Culture 

conditions 

1.00d 7.67b 2.75ab 3.32bc 79.50a 
 فعال ذغال

Activated charcoal 

2.50b 5.83c 1.50e 2.80d 61.50e 
 ساعت تاریکی 22

24h in darkness 

2.42b 7.92b 2.92a 3.66a 67.17c 72 ساعت تاریکی 
72h in darkness 

1.25d 9.25a 2.75ab 3.73a 80.17a  ساعت 22واکشت 
Subculture thrice every 24h 

1.67c 8.58ab 2.17cd 3.49ab 74.67b 
 ساعت 72واکشت 

Subculture thrice every 72h 

3.08a 5.17c 2.25bc 3.15c 65.50d  ساعت 122واکشت 
Subculture thrice every 144h 

 ندارند همدیگر با درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف هستند، مشابه حروف یا حرف دارای که های هر ستونمیانگین
Values followed by the same letter in each column are not significantly different (P<0.05) 

 

مربوط به صفات ارتفاع شاخه  یهادادهمقایسه میانگین     

ساعت  72( نشان داد که تیمارهای 3تازه رشد یافته )جدول 

ساعت بین دو رقم جمال و  72تاریکی و واکشت دو مرتبه هر 

اری وجود نداشت اما در سایر تیمارها دچندلر اختلاف معنی
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های جدید در رقم چندلر نسبت به رقم جمال ارتفاع شاخه

داری بین دو رقم وجود داشت. تر و اختلاف معنیبیش

ترین مقدار رشد شاخه جدید در تیمارهای واکشت سه بیش

( در 71/3ساعت تاریکی ) 72( و 83/3ساعت ) 22مرتبه هر 

البته رقم جمال هم در این دو تیمار رقم چندلر حاصل شد که 

تری نسبت به سایر تیمارها داشتند. ( رشد شاخه بیش02/3)

در بین تمامی تیمارها، میانگین ارتفاع شاخه تازه رشد یافته 

( بود و اختلاف 22/3تر از رقم جمال )( بیش21/3رقم چندلر )

 (.3داری با رقم جمال داشت )جدول معنی

مربوط به صفت تعداد  یهاداده انگینمقایسه مینتایج     

در تیمارهای نشان داد که ( 2شاخه در هر ریزقلمه )جدول 

ساعت تعداد شاخه در  72شاهد و واکشت دو مرتبه هر 

داری تر از رقم جمال و اختلاف معنیریزقلمه رقم چندلر بیش

ساعت تاریکی،  72با آن داشت ولی تیمارهای ذغال فعال، 

ساعت  122ساعت و واکشت بعد از  22ر واکشت سه مرتبه ه

تری در ریزقلمه نسبت سبب شد رقم جمال تعداد شاخه بیش

داری داشتند. معنیبه رقم چندلر داشته باشد و با هم اختلاف 

ترین تعداد شاخه ساعت تاریکی، هر دو رقم کم 22در تیمار 

( را داشتند و تفاوتی بین دو رقم موردبررسی از نظر 52/1)

ترین تعداد شاخه شاخه در ریزقلمه مشاهده نشد. بیشتعداد 

ساعت تاریکی و واکشت سه  72در هر ریزقلمه در تیمارهای 

( حاصل شد. 22/3ساعت در رقم جمال ) 22مرتبه هر 

میانگین تعداد شاخه در هر ریزقلمه برای دو رقم نشان داد 

داری از معنی(، اختلاف 22/2( و چندلر )33/2ارقام جمال )

 (.2تعداد شاخه در هر ریزقلمه نداشت )جدول  نظر

 

 روز پس از کشت 32 های مختلف گردو و شرایط مختلف کشت بر طول شاخساره ریزقلمه،: اثر متقابل رقم3جدول 
Table 3: Interaction between different walnut cultivar and medium conditions on microcutting shoot length, 30 day after 

culturing 
 تیمار

Treatment 
 

رقم 
Cultivar 

 شاهد
Control 

 2ذغال فعال )

 گرم در لیتر(
Activated 
charcoal 

ساعت  22

 تاریکی
24h in 

darkness 

ساعت  72

 تاریکی
72h in 

darkness 

ساعت  22

 واکشت
Subculture 

thrice every 

24h 

ساعت  72

 واکشت
Subculture 

thrice every 

72h 

ت ساع 122

 واکشت
Subculture 

thrice every 

144h 

 میانگین رقم
Means of 

cultivar 

 جمال

Jamal 
b*0.31±2.27 b0.42±3.17 b0.34±2.65 a0.45±3.62 b0.48±3.62 a0.30±3.45 b0.33±2.85 b0.38±3.09 

 چندلر

Chandler 
a0.43±2.93 a0.36±3.46 a0.60±2.95 a0.50±3.71 a0.32±3.83 a0.50±3.53 a0.40±3.46 a0.44±3.41 

 با درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف هستند، مشابه حروف یا حرف دارای که ستون هر هایمیانگین معیار. انحراف ± میانگین: *

 ندارند همدیگر
*: Means SE± Values followed by the same letter in each column are not significantly different (P<0.05)  

 

 روز پس از کشت 32های مختلف گردو و شرایط مختلف کشت بر تعداد شاخه ریزقلمه، : اثر متقابل رقم2جدول 
Table 4: Interaction between different walnut cultivar and medium conditions on shoot number per microcuttings, 30 

day after culturing 
 تیمار

Treatment 
 

 رقم
Cultivar 

 شاهد
Control 

ذغال فعال 

 گرم در لیتر(2)
Activated 

charcoal 

ساعت  22

 تاریکی
24h in 

darkness 

ساعت  72

 تاریکی
72h in 

darkness 

ساعت  22

 واکشت
Subculture 

thrice every 

24h 

ساعت  72

 واکشت
Subculture 

thrice every 

72h 

ساعت  122

 واکشت
Subculture 

thrice every 

144h 

 یانگینم
Mean 

 جمال

Jamal 
b*0.55±1.50 a0.75±2.83 a0.55±1.50 a0.63±3.00 a0.63±3.00 b0.75±1.83 a0.82±2.67 a0.67±2.33 

 چندلر

Chandler 
a0.75±1.83 b1.03±2.67 a0.55±1.50 b0.75±2.83 b0.55±2.50 a0.55±2.50 b0.75±1.83 a0.69±2.24 

 با درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف هستند، مشابه حروف یا حرف دارای که ستون هر هایمیانگین معیار. انحراف ± میانگین: *

 ندارند همدیگر
*: Means SE± Values followed by the same letter in each column are not significantly different (P<0.05)  
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 روز پس از کشت 32لف کشت بر تعداد برگ ریزقلمه، های مختلف گردو و شرایط مخت: اثر متقابل رقم5جدول 
Table 5: Interaction between different walnut cultivar and medium conditions on leaf number per microcuttings, 30 day 

after culturing 
 تیمار

Treatment 
 

 رقم
Cultivar 

 شاهد
Control 

ذغال فعال 

 گرم در لیتر(2)
Activated 

charcoal 

ساعت  22

 تاریکی
24h in 

darkness 

ساعت  72

 تاریکی
72h in 

darkness 

ساعت  22

 واکشت
Subculture 
thrice every 

24h 

ساعت  72

 واکشت
Subculture 
thrice every 

72h 

ساعت  122

 واکشت
Subculture 
thrice every 

144h 

 میانگین رقم
Means of 

cultivar 

 جمال

Jamal 
b*1.75±3.33 b.761±7.50 b1.51±5.33 a2.00±8.00 b3.19±8.83 b2.99±6.83 b1.63±4.33 b2.12±6.31 

 چندلر

Chandler 
a1.03±3.67 a1.33±7.83 a1.03±6.33 b1.33±7.83 a1.63±9.67 a3.14±10.33 a2.10±6.00 a1.66±7.38 

 با درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف هستند، مشابه حروف یا حرف دارای که ستون هر هایمیانگین معیار. انحراف ± میانگین: *

 ندارند همدیگر
*: Means SE± Values followed by the same letter in each column are not significantly different (P<0.05)  

 

 

 

 های مختلفرقم گردو در ماه : مقادیر فنل کل و فلاونوئید کل شاخه رشد سالجاری دو1شکل 

Fig. 1: Values of total phenol and flavenoid of current year growth shoot of two walnut cultivars on different month 
 
 

 

 

 : مقادیر فنل کل و فلاونوئید کل شاخه رشد سالجاری دو رقم گردو2شکل 
Fig. 2: Values of total phenol and flavenoid of current year growth shoot of two walnut cultivars 
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 22مرتبه هر  3در تیمارهای شاهد، ذغال فعال و واکشت  کشتمحیط: اثر متقابل رقم، زمان تهیه ریزقلمه و شرایط مختلف 0جدول 

 برخی صفات ریزقلمه رویساعت 
Table 6: Intraction between cultivar, time of sampling and different culture conditions of control, activated charcoal 

andubculture thrice every 24 hours treatments on some traits of microcuttings 

 تعداد برگ

Leaf 

number  

 تعداد شاخه
Shoot number  

 طول شاخساره

 متر()سانتی

Shoot length 
(cm) 

 ای شدنشاخص قهوه
Explant browning 

index 

 (درصد)استقرار 
Establishment (%) 

 تیمار
Treatment 

5.50de 2.00bc 2.57f 1.50cd 81.00b* 
 شاهد × اردیبهشت × جمال

Jamal × May × Control 

2.50f 1.50c 2.26f 4.00a 51.00d 
 شاهد×  تیر × جمال

Jamal × July × Control 

2.00f 1.00cd 1.97g 4.00a 40.00e شاهد×  شهریور×  جمال 
Jamal × September × Control 

8.50b 3.50a 3.66b 0.00e 95.00a ذغال فعال×  اردیبهشت×  جمال 
Jamal × May × Activated ch. 

7.00c 2.50b 2.96d 1.00d 79.00b ذغال فعال×  تیر×  جمال 
Jamal × July × Activated ch. 

7.00c 2.50b 2.89d 2.00c 65.00c ذغال فعال×  شهریور×  جمال 
Jamal × September × Activated ch. 

12.00a 3.50a 4.07a 0.50ed 99.00a 
 مرتبه3واکشت×  اردیبهشت×  جمال

Jamal × May × Thrice subculture. 

8.50b 3.00ab 3.61b 1.50cd 83.00b مرتبه3واکشت×  تیر×  جمال 
Jamal × July × Thrice subculture 

6.00d 2.50b 3.18c 2.50bc 57.00cd مرتبه3واکشت×  شهریور×  جمال 
Jamal × September × Thrice subculture 

5.00e 2.50b 3.39c 1.50cd 81.00b شاهد×  اردیبهشت×  چندلر 
Chandler × May × Control 

3.00f 1.50c 2.71e 3.00b 53.00d شاهد×  تیر×  چندلر 
Chandler × July × Control 

3.00f 1.50c 2.67e 4.00a 44.00e شاهد × شهریور×  چندلر 

Chandler × September × Control 

9.50b 3.50a 3.90ab 0.00e 97.00a ذغال فعال×  اردیبهشت×  چندلر 
Chandler × May × Activated ch. 

7.00c 2.50b 3.32c 1.00d 81.00b ذغال فعال×  تیر×  چندلر 
Chandler × July × Activated ch. 

7.00c 2.00bc 3.17c 2.00c 60.00cd ذغال فعال×  شهریور×  چندلر 

Chandler × September × Activated ch. 

11.00ab 3.00ab 4.09a 0.00e 99.00a 
 مرتبه3واکشت×  اردیبهشت×  چندلر

Chandler × May × Thrice Subculture 

9.50b 2.50b 3.64b 1.00d 80.00b مرتبه3واکشت×  تیر×  چندلر 
Chandler × July × Thrice Subculture 

8.50bc 2.00bc 3.75b 2.00c 63.00c مرتبه3واکشت×  شهریور×  چندلر 
Chandler × September × Thrice Subculture 

 ندارند. همدیگر با درصد 5 حتمالا سطح در داریمعنی اختلاف هستند، مشابه حروف یا حرف دارای که های هر ستونمیانگین :*
*: Values followed by the same letter in each column are not significantly different (P<0.05). Activated ch.= Activated charcoal 

 

مربوط به صفت تعداد برگ  یهاداده مقایسه میانگیننتایج     

ساعت  72تیمار  جزهبنشان داد که ( 5در ریزقلمه )جدول 

تری از رقم تاریکی که رقم جمال تعداد برگ در ریزقلمه بیش

 22چندلر دارد، در سایر تیمارها شامل شاهد، ذغال فعال، 

ساعت رقم چندلر  122و  72، 22ساعت تاریکی، واکشت هر 

تری در ریزقلمه نسبت به رقم جمال دارد و تعداد برگ بیش

ساعت  72ود دارد. در تیمار داری بین دو رقم وجمعنیاختلاف 

داری در تعداد برگ در ریزقلمه بین دو معنیتاریکی اختلاف 

ترین تعداد برگ در ریزقلمه رقم رقم مشاهده نگردید. بیش

( 33/12ساعت ) 72چندلر و در تیمار واکشت دو مرتبه هر 

دست آمد. تعداد برگ در هر شاخه در بین تمامی تیمارها، در هب

( بود و اختلاف 31/0تر از رقم جمال )( بیش38/7رقم چندلر )

 (. 5داری با هم داشتند )جدول معنی
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سطح  :1ای شدن، بدون علائم قهوه :2)تیمارهای مختلف(.  کشتمحیطای شدن ریزقلمه در شرایط مختلف : شاخص قهوه3شکل 

ای شده سطح قهوه :2درصد،  25-52ای شده سطح قهوه :3درصد،  12-25ای شده سطح قهوه :2درصد،  12تر از ای شده کمقهوه

واکشت سه مرتبه هر  :5ساعت تاریکی،  72 :2ساعت تاریکی،  22 :3ذغال فعال،  :2شاهد،  :1ترتیب: بهدرصد. تیمارها  52تر از بیش

 ساعت  122بعد از واکشت یک مرتبه  :7ساعت و  72واکشت دو مرتبه هر  :0ساعت،  22

 ندارند همدیگر با درصد 5 احتمال سطح در داریمعنی اختلاف هستند، مشابه حرف دارای که هاییمیانگین: *
Fig. 3: Microcuttings browning index in different culture conditions (different treatments). 0=without browning 

symptoms, 1: browning area 10-25%, 2: browning area 25-50%, 3: browning area more than 50%. Treatments: 1: 

control, 2: activated charcoal, 3: 24h in darkness, 4: 72h in darkness, 5:  subculture thrice every 24 hours, 6: subculture 

thrice every 72 hours and 7: subculture thrice every 144 hours. 

*: Means followed by the same letter are not significantly different (P<0.05) 
 

 
 

ذغال فعال،  :2شاهد،  :1ترتیب: بهدر استقرار ریزقلمه دو رقم چندلر و جمال. تیمارها  کشتمحیط: تأثیر تیمار شرایط مختلف 2شکل 

واکشت یک  :7ساعت و  72واکشت دو مرتبه هر  :0ساعت،  22واکشت سه مرتبه هر  :5ساعت تاریکی،  72 :2ساعت تاریکی،  22 :3

 ساعت 122مرتبه بعد از 

Fig. 4: Effect of different culture conditions on two walnut cultivars microcuttings establishment. Treatments: 1: 

control, 2: activated charcoal, 3: 24h in darkness, 4: 72h in darkness, 5: subculture thrice every 24 hours, 6: subculture 

thrice every 72 hours and 7: subculture thrice every 144 hours 
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 کشتمحیط: تأثیر زمان تهیه ریزقلمه در استقرار ریزقلمه دو رقم چندلر و جمال در 5 شکل

Fig. 5: Effect of time of sampling on microcuttings establishment of two walnut cultivars in medium. 

 

 
ساعت تاریکی،  22 :3ذغال فعال،  :2شاهد،  :1تیب: تربه. تیمارها کشتمحیط: استقرار ریزقلمه رقم جمال در شرایط مختلف 0شکل 

 122واکشت یک مرتبه بعد از  :7ساعت و  72واکشت دو مرتبه هر  :0ساعت،  22واکشت سه مرتبه هر  :5ساعت تاریکی،  72 :2

 ساعت
Fig. 6: Establishment of Jamal microcutting on different culture conditions. Treatments: 1: control, 2: activated 

charcoal, 3: 24h in darkness, 4: 72h in darkness, 5: subculture thrice every 24 hours, 6: subculture thrice every 72 hours 

and 7: subculture thrice every 144 hours 
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 تحت تأثیر تیمارهای مختلف کشتمحیطدر  : استقرار ریزقلمه دو رقم چندلر و جمال7شکل 
Fig. 7: Microcutting establishment of two walnut cultivars in medium affected different treatments 

 

های ساله طی ماهبررسی مقادیر فنل و فلاونوئید کل شاخه یک

گیری در این مطالعه )اردیبهشت، تیر و شهریور( نمونهمختلف 

طور واضحی تحت تأثیر زمان هداد که میزان فنل کل بنشان 

های ما(. مقادیر فنل کل در 1گیری قرار دارد )شکل نمونه

که در طوریهداری با هم داشت بمختلف اختلاف معنی

دست هترین مقدار فنل کل شاخه ب( کم2/12ماه )اردیبهشت

. تری داشتهای تیر و شهریور مقدار کمآمد که نسبت به ماه

( 55/22تر از تیرماه )( بیش2/22مقدار فنل کل در شهریورماه )

دار بود. از طرف دیگر، فلاونوئید کل ها معنیبود و اختلاف آن

( بالاترین مقدار را داشت و 35/22ماه )اردیبهشتشاخه در 

داری با تیر و شهریورماه داشت اما بین مقادیر اختلاف معنی

( اختلاف 85/22و شهریورماه ) (35/22فلاونوئید کل در تیر )

 داری وجود نداشت.معنی

ساله چنین، بررسی مقادیر فنل و فلاونوئید کل شاخه یکهم    

( نشان داد که مقادیر فنل و فلاونوئید کل نیز 2ارقام )شکل 

( مقدار فنل کل 0/32تحت تأثیر ارقام قرار دارد و رقم جمال )
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شت و بالعکس مقدار ( دا2/20تری از رقم چندلر )شاخه بیش

( بالاتر از رقم جمال 25/27فلاونوئید کل شاخه در رقم چندلر )

 ( بود.75/23)

ای شدن ریزقلمه در شرایط نتایج بررسی شاخص قهوه    

ترتیب شاخص به( نشان داد که 3)شکل  کشتمحیطمختلف 

مارهای ذغال فعال، واکشت ای شدن از کم به زیاد در تیقهوه

 72ساعت،  72ساعت، واکشت دو مرتبه هر  22سه مرتبه هر 

ساعت تاریکی، شاهد و واکشت یک مرتبه  22ساعت تاریکی، 

ای شدن ترین میزان قهوهساعت مشاهده شد. کم 122بعد از 

حاوی ذغال فعال و  کشتمحیطهای کشت شده در در ریزقلمه

مشاهده شد که اختلاف  ساعت 22واکشت سه مرتبه هر 

ای شده داری با هم نداشتند. در این دو تیمار سطح قهوهمعنی

درصد )میانگین شاخص این  12تر از در هر ریزقلمه تقریباً کم

( را نشان دادند و اختلاف 25/1و  22/1ترتیب برابر با بهتیمارها 

داری با سایر تیمارها داشتند. در تیمارهای شاهد و معنی

ای شده ساعت تقریباً سطح قهوه 122یک مرتبه بعد از واکشت 

درصد )میانگین  25-52بین  کشتمحیطهر ریزقلمه در 

باشد و اختلاف ( می28/3و  22/3ترتیب بهشاخص این تیمار ها 

 با سایر تیمارها دارند. داری معنی

میزان استقرار ریزقلمه در  مقایسه میانگیننتایج     

ترتیب تیمارهای ذغال بهان داد که ( نش2)شکل  کشتمحیط

ساعت، واکشت دو مرتبه هر  22فعال، واکشت سه مرتبه هر 

 122ساعت تاریکی، واکشت یک مرتبه بعد از  72ساعت،  72

ترین میزان استقرار را ساعت تاریکی و شاهد بیش 22ساعت، 

 22داشتند. نتایج نشان داد که تیمار واکشت سه مرتبه هر 

 52/72صد( و اضافه نمودن ذغال فعال )در 17/82ساعت )

خواهد شد  کشتمحیطدرصد( سبب استقرار بالای ریزقلمه در 

 33/58داری با سایر تیمارها دارند. تیمار شاهد )و اختلاف معنی

ترین میزان استقرار ریزقلمه را نسبت به سایر درصد( کم

 (.2تیمارها داشت )شکل 

ه ریزقلمه و شرایط بررسی اثر متقابل رقم، زمان تهی    

مرتبه  3در تیمارهای شاهد، ذغال فعال و واکشت  کشتمحیط

ترین )ذغال ( که برای مقایسه بیش0ساعت )جدول  22هر 

ترین استقرار ساعت( و کم 22مرتبه هر  3فعال و واکشت 

گیری طورکلی در نمونهه)شاهد( آمده نشان داد که ب

ارتفاع شاخه، تعداد  ترین میزان استقرار،ماه بیشاردیبهشت

ای شدن ترین شاخص قهوهشاخه و تعداد برگ و در مقابل کم

مرتبه و ذغال فعال  3ارقام جمال و چندلر در تیمارهای واکشت 

گیری شهریورماه و سپس تیر ماه دست آمد و در نمونههب

ترین میزان استقرار، ارتفاع شاخه، تعداد شاخه و ترتیب کمبه

ای شدن ارقام جمال و رین شاخص قهوهتتعداد برگ و بیش

 چندلر در تیمار شاهد حاصل شد.

نتایج همبستگی بین صفات موردبررسی نشان داد )جدول     

داری ای شدن ریزقلمه رابطه منفی و معنی( که شاخص قهوه7

در سطح یک درصد با دیگر صفات موردبررسی در این مطالعه 

قرار ریزقلمه همبستگی ای شدن با میزان استدارد. شاخص قهوه

( داشت. -802/2ترتیب بهدار قابل توجهی )معنیمنفی و 

چنین صفت ارتفاع شاخه با تعداد برگ رابطه مثبت و هم

( داشت. بین دیگر صفات نیز رابطه 752/2دار بالایی )معنی

( در سطح یک 5/2داری )بالاتر از مثبت نسبتاً بالایی و معنی

 (.7 درصد مشاهده گردید )جدول

 

  های گردوی جمال و چندلرای رقمهای مختلف کشت درون شیشه: همبستگی ویژگی7جدول 
Table 7: Correlation between different traits on in vitro establishment of two walnut cultivars; Jamal and Chandler  
 تعداد برگ

Leaf number  

 شاخهعداد ت

Shoot number  

 متر()سانتی سارهطول شاخ

Shoot length (cm) 

 شدنای ص قهوهشاخ

Browning index 

 استقرار
Establishment 

 

    - 
 استقرار

Establishment 

 ای شدنشاخص قهوه **0.862- -   
Browning index 

 متر()سانتی طول شاخساره **0.657 **0.657 -  
Shoot length (cm) 

 - 0.641** -0. 615** 0.650** 
 تعداد شاخه

Shoot number  

- 0.563** 0.752** -0.718** 0.690** 
 تعداد برگ

Leaf number  
 درصد معنی دار است 1ضریب همبستگی بین دو صفت در سطح احتمال  **:

**: Correlation coeffecient significant between two traits at 1%. 
 

 بحث 

تیمارهای موردبررسی  نتایج پژوهش حاضر، حاکی از آنست که

 کشتمحیطشامل ارقام، زمان تهیه ریزقلمه و شرایط مختلف 

اند پتانسیل متفاوتی از نظر استقرار ریزقلمه گردو در توانسته

داشته باشند. بر این اساس، زمان تهیه ریزقلمه  کشتمحیط

 کشتمحیطتأثیر واضح و آشکاری در استقرار موفق ریزقلمه در 
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ای شدن بافت بستگی به یزان قهوه(. م5داشت )شکل 

فاکتورهای متعدد قبل و پس از تهیه ریزنمونه )مارین و 

و همکاران،  مادگیل؛ 1994، یپس و آلدوینکل؛ 1993همکاران، 

و همکاران،  کاوشال ؛2000aو همکاران،  دابرانسکی؛ 1999

آوری نمونه دارد جمع( و فصل 1322؛ یاری و همکاران، 2005

؛ 2007و همکاران،  1جاکوپیک؛ 2006ران، و همکا سولار)

، دابرانسکی و تکزیئرا داسیلوا؛ 2010و همکاران،  2کاسمولسکو

های تک ( ریزنمونه1322(. در مطالعه یاری و همکاران )2010

گیری ابتدای فصل رشد استقرار بهتری نمونهگره گردو در 

داشتند که با نتایج پژوهش حاضر در مورد تهیه ریزقلمه در 

های درخت در فصل بهار وزهای اولیه شکوفایی جوانهر

ای شدن ریزنمونه در )اردیبهشت ماه( مطابقت دارد. میزان قهوه

تحت تأثیر زمان تهیه ریزنمونه و مرتبط با محتوی  کشتمحیط

گیرد که البته محتوی فنل و فنل کل ریزنمونه قرار می

ل فلاونوئید کل تحت تأثیر پارامترهای اکولوژیکی سا

باشد. گزارش شده است که موردبررسی و ژنوتیپ نیز می

 کشتمحیطای شدن در تغییرات فصلی بر روی پدیده قهوه

(. در 1994و همکاران،  2ونگ؛ 1987، 3بیئدرمنتأثیرگذار است )

های تهیه شده در اردیبهشت ماه، پژوهش حاضر، ریزقلمه

 ترین استقرار و(، بیش1ترین محتوی فنل کل )شکل کم

( را در شرایط مختلف 2ای شدن )جدول ترین شاخص قهوهکم

های تیر و های تهیه شده در ماهنسبت به ریزقلمه کشتمحیط

رسد بیوسنتز ترکیبات فنلی در شروع شهریور داشتند. بنظر می

ترین مقدار است و با افزایش تابش نور فصل رشد در کم

توسعه شاخ و خورشید و گرم شدن هوا و افزایش رشد رویشی و 

سرعت محتوی ترکیبات فنلی هبرگ در خرداد و تیر ماه ب

رود و با شروع توسعه سریع میوه در مردادماه، درخت بالا می

ها برای رشد میوه مورد زمانی که مواد غذایی و فتوآسیمیلات

چارلت و یابند )ها تجمع مینیاز است، این ترکیبات در میوه
شهریورماه، مقادیر این ترکیبات در  ( و دوباره در1988، 5ژرماین

شود که یابد. بنابراین توصیه میشاخه و برگ درخت افزایش می

ها زمانی تهیه شوند که محتوی فنلی بافت شاخه در ریزقلمه

 حداقل مقدار خود باشد.

ای که به بررسی ( در مطالعه2011) 0کاسمالسکو و ترندافیر    

درخت گردو پرداخته های تغییرات فصلی فنل کل در برگ

شده، نشان دادند که محتوی فنل کل برگ گردو در ماه جولای 

)حدود تیرماه( و اوایل سپتامبر )حدود شهریورماه( مقادیر 
                                                           
1. Jakopic 

2. Cosmulescu 

3. Biedermann 

4. Wang 

5. Charlot and Germain 

6. Cosmulescu and Trandafir 

بالاتری در مقایسه با ماه آگوست )حدود مردادماه( دارد که این 

چنین، پیشنهاد نتایج، با نتایج پژوهش حاضر مطابقت دارد. هم

وی فلاونوئیدی مرتبط با تابش خورشید است شده است که محت

عنوان فیلترهای نوری، ممکن است بهها زیرا که نقش آن

-ها را هم در ابتدای فصل رشد جهت محافظت جوانهافزایش آن

چنین ماه جولای در اوج تابش ها تازه شکوفا شده از تابش و هم

 (.   2012، 7زادهجلیلی و صادقرا توجیه نماید )

( با مطالعه تأثیر زمان تهیه 1999و همکاران ) یلمادگ    

گزارش  کشتمحیطای شدن در های سیب بر قهوهریزنمونه

نمودند که تهیه ریزنمونه در فصل بهار و فصل تابستان سبب 

ها خواهد شد و با نتایج مطالعه ای شدن کمتر ریزنمونهقهوه

ه مااردیبهشتتر در ای شدن کمحاضر مبنی بر شاخص قهوه

خوانی دارد ولی در تابستان این شاخص در ( هم2)جدول 

موردبررسی در این مطالعه افزایش یافت که با این های نمونه

و همکاران  دابرانسکینتایج مطابقت ندارد. این درحالی است که 

(2000aنیز با تحقیق بر روی زمان تهیه ریزنمونه ) های سیب

ستان و فصل بهار سبب دریافتند که تهیه ریزنمونه در فصل زم

تر خواهد شد که با نتایج تلفات بالای ریزنمونه و استقرار کم

گیری تحقیق حاضر در خصوص استقرار بالاتر ریزقلمه در نمونه

چنین، مطالعات قبلی ( تطابق ندارد. هم2ماه )جدول اردیبهشت

ها در فصل بهار یا تابستان تهیه که ریزنمونهزمانینشان داده که 

آلودگی ریزنمونه در مقایسه با تهیه ریزنمونه در پاییز و  شود

وبستر و ؛ 1984، 8هاتشینسانتر است )زمستان به مراتب کم
(. مشاهدات ما در این 1999و همکاران،  مادگیل؛ 1991، جونز

پژوهش، با نتایج مطالعات قبلی در مورد افزایش محتوی فنل 

اکسیداز و میزان  فنلپلیبافت طی فصل رشد و افزایش فعالیت 

و  ونگ؛ 1987، بیئدرمنخوانی دارد )ای شدن همبالای قهوه

(. 2010، دابرانسکی و تکزیئرا داسیلواو  1994همکاران، 

شود ریزقلمه در همان روزهای آغازین بنابراین، پیشنهاد می

 شکوفایی جوانه از درخت تهیه گردد. 

عال در گزارشات متعددی مبنی بر تأثیر مثبت ذغال ف    

بسیاری از  کشتمحیطمراحل اولیه شروع کشت ریزنمونه در 

و همکاران،  2کوریرگیاهان و درختان میوه ارائه شده است )

 ؛2000و همکاران،  12شارما؛ 1994، یپس و آلدوینکل؛ 1986
و همکاران،  11ایدریس؛ 2000a,b,cو همکاران، دابرانسکی 

ال فعال در رسد که ذغنظر میه(. ب2008 ،12توماس؛ 2006

جذب مواد فنلی با ایجاد محیط تاریک مشابه شرایط خاک 
                                                           
7. Jalili and Sadeghzade 

8. Hutchinson 

9. Curir 

10. Sharma 

11. Idris 

12. Thomas 
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فنل اکسیداز پلی( و غیرفعال کردن 1995)داماس و مونتیوس، 

و  کشتمحیطو پراکسیداز سبب بقاء و استقرار ریزنمونه در 

و  2انگاین؛ 1998، 1پن و ون استدنزایی آن خواهد شد )اندام

و  آشاتوشتایج تحقیق ن(. 2008، توماس؛ 2007همکاران، 

تراوش ترکیبات فنلی و ارتباط ( که به بررسی 2003همکاران )

در کشت بافت انار پرداختند، نشان داد ریزنمونه ای شدن قهوه

ای شدن در ها سه مرتبه، سبب کنترل قهوهکه واکشت ریزنمونه

در  .مقایسه با کاربرد ذغال فعال و اسید اسکوربیک شده است

ساعت سبب  22یز واکشت سه مرتبه هر مطالعه حاضر ن

ریزنمونه شده است که با  ای شدنقهوهاستقرار بالا و کنترل 

چنین در بسیاری از نتایج پژوهش ذکر شده مطابقت دارد. هم

پی ریزنمونه سبب استقرار بهتر آن در درپیمطالعات واکشت 

و  کوریر؛ 1984، درایور و کونیاکیشده است ) کشتمحیط

؛ 1989و همکاران،  3ریویلا؛ 1987، پیئریک؛ 1986 همکاران،

لسلی و مک؛ 1989و همکاران،  2پریسی؛ 1988، گراناهانمک
 (.1999و همکاران،  روت؛ 1992، 5گراناهان

فنل پلیگزارش شده است که نور سبب افزایش فعالیت     

شود ای شدن ریزنمونه میاکسیداز و پراکسیداز و سبب قهوه

، 0لینینگتن، 1994و همکاران،  ونگ؛ 1998، نپن و ون استد)

( با پوشاندن شاخه )ایجاد 1322نیا و همکاران )(. احتشام1991

تاریکی شاخه بر روی پایه مادری( درخت گردو قبل از شروع 

مختلف دریافتند که های پوششمدت دو ماه با بهفصل رشد 

پوشاندن شاخه، بر محتوی فنل کل و فلاونوئید کل شاخه 

خی ارقام مطالعه شده تأثیرگذار است. نتایج این مطالعه، بر

ترین مقدار فنل و فلاونوئید کل شاخه در ارقام نشان داد که کم

دست آمد و استفاده از هبا استفاده از پوشش پارچه سفید ب

اتیلن سیاه تأثیری در کاهش محتوی فنل کل شاخه پلیپوشش 

در مقایسه با شاهد نداشت ولی مقدار فلاونوئید کل شاخه را 

کاهش داد. مطالعات دیگر، نشان داده است که مدت بهینه 

 کشتمحیطتیمار تاریکی در مرحله ابتدایی شروع کشت در 

و  ونگ؛ 1983، 7زیو و هالویبستگی به گونه گیاهی دارد )

ساعت تاریکی  72(. در مطالعه حاضر، تیمار 1994همکاران، 

ای شدن ریکی در کنترل قهوهساعت تا 22نتایج بهتری از تیمار 

داشته است هرچند این  کشتمحیطو استقرار ریزقلمه در 

تر و نسبت به تیمار تیمارها نسبت به برخی تیمارها تأثیر کم

داشته  کشتمحیطتری در استقرار ریزقلمه در شاهد تأثیر بیش

                                                           
1. Pan and van Staden 

2. Nguyen 

3. Revilla 

4. Preece 

5. Leslie and McGranahan 

6. Linington 

7. Ziv M and Halevy 

های است. تاریکی سبب جلوگیری از افزایش فعالیت آنزیم

ای شدن ریزنمونه خواهد شد. هرچند هوهدرگیر در پدیده ق

تحقیقات مشابه حاکی از تأثیر مثبت یا تأثیر کم تیمار تاریکی 

پیتت و ؛ 1976، 8پیپر و زیمرها است )در استقرار کشت
 (.2006و همکاران، ایدریس  ؛1981، 2مانکوزین

در طرف دیگر هرچند اختلاف دو رقم موردبررسی در این     

دار معنین استقرار ریزقلمه به لحاظ آماری پژوهش از نظر میزا

های رقم که درصد استقرار ریزقلمهاست اما با توجه به این

تری را برای چندلر و رقم جمال نزدیک است بایستی ارقام بیش

ای شدن درک بهتر روابط و تأثیر رقم بر روی استقرار و قهوه

 ریزقلمه موردمطالعه و بررسی قرار داد.
 

 کلی گیرینتیجه

دهد که برای استقرار بهتر دست آمده نشان میهنتایج ب

های دارای ترکیبات فنلی زیاد مانند گردو، های گونهریزقلمه

گام اول موفقیت بستگی به زمان تهیه ریزقلمه دارد. کارآیی 

تیمارهای اعمال شده در این مطالعه، بستگی به زمان تهیه 

ای شدن با موفق قهوهریزقلمه داشت و در اغلب موارد کنترل 

ترکیبی از تیمارها و رقم مناسب حاصل شد. تهیه نمونه در 

شرایط آب و هوایی استان همدان )شهرستان تویسرکان( در 

ساعت و  22ماه، در شرایط واکشت سه مرتبه هر اردیبهشت

-اضافه نمودن ذغال فعال بهترین نتایج را در استقرار ریزقلمه

و جمال داشت. محتوی فنل گره دو رقم چندلر تکهای 

ماه در حداقل مقدار اردیبهشتریزقلمه در زمان تهیه نمونه در 

کشت، تراوش ترکیبات فنلی محیطاست و با کشت ریزقلمه در 

کشت آغاز و به مرور این ترکیبات در محیطبه درون 

درپی و اضافه پیکشت انباشته خواهند شد. واکشت محیط

ز طریق از دسترس خارج ساختن ترتیب ابهکردن ذغال فعال 

ها، از تجمع ترکیبات این ترکیبات یا بلوکه و جذب کردن آن

های کشت که سبب افزایش فعالیت آنزیممحیطفنلی در 

ای شدن شدن این ترکیبات و نهایتاً قهوه اکسیداتیو، اکسید

 آورند.میعمل به، ممانعت شوندمیریزقلمه 

 

 سپاسگزاری

تحقیقات جهاد کشاورزی استان همدان، از ریاست محترم مرکز 

چنین مسئول محترم ایستگاه تحقیقات گردوی تویسرکان هم

های صمیمانه جهت تأمین آقای بختیاری، به پاس همکاری

 های گیاهی، کمّال تشکر و قدردانی را داریم.نمونه

                                                           
8. Pieper and Zimmer 

9. Pittet and Moncousin 
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Effect of Explant Sampling Time and Culture Medium Conditions on Explant 

Establishment of Two Walnut Cultivars; Chandler and Jamal 
 

Ehteshamnia1, A., Gholami2*, M. and Esna-Ashari3, M.  
Abstract 

 

Oxidation of exuded phenolic compounds into the culture media, culture medium browning and ceasing growth are the 

main obstacles in explants establishment during walnut micropropagation. This research was performed as a factorial 

experiment based on a completely randomized design with three factors including cultivar (Jamal and Chandler), shoot 

sampling time (May, July and September) and medium conditions (adding activated charcoal to the medium, placing 

cultures for 24 and 72 h in darkness, sub-culturing thrice per 24 h, twice per 72 h and once after 144 h and the control). 

Results of the variance analysis of the data related to the establishment of micro-cuttings in culture medium showed that 

cultivar, sampling time and culture medium conditions as well as their interactions, except the interaction between 

micro-cuttings and sampling time had significant effects on the Jamal and Chander cultivar micro-cuttings 

establishment. According to the results of the means comparison, regarding treatments including placement of cultures 

thrice per 24 hours and adding activated charcoal had a highest level of micro-cuttings establishment in culture medium 

having significant difference with the other treatments. On the other hand, the results showed a highly significant 

negative correlation (-0.86) between the micro-cuttings browning index and micro-cuttings establishment. In 

conclusion, the micro-cuttings establishment of Chandler cultivar had the higher rate compared to Jamal cultivar having 

statistically significant differences. Finally, it can be stated that collection of micro-cuttings in May and sub-culturing 

them thrice every 24 hours or adding activated charcoal showed the best results in Chandler and Jamal micro-cuttings 

establishment.   
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