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 کشت در محیط گردوگره تکهای قلمهترکیبات فنلی تراوش شده از ريز بررسی
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Investigation of Phenolic Compounds Exuded from Single Node Microcuttings of 

Walnut into Liquid Culture Medium DKW 

 

 *2منصور غلامیو  1نیاعبداله احتشام
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 چکیده

 در قالب آزمایشی (DKW)کشت مایع محیط گردو بهگره های تکریزقلمهتراوش یافته از  فنلی اتترکیبمقادیر برخی  بررسیمنظور به

 31و  15در چهار سطح ) ریزقلمهرقم در دو سطح )جمال و چندلر( و زمان تهیه شامل با سه فاکتور شده های خردبلوکطرح 

در سه تکرار  ساعت پس از کشت( 144و  24،72کشت مایع در سه سطح )محیطماه( و زمان ارزیابی شهریور 15تیر و  15اردیبهشت، 

 و ساعت پس از کشت 144و  72 ،24کشت مایع در ترکیبات فنلی تراوش شده به محیط، چنین در آزمایشی مستقلهم. شدانجام 

شامل کشت شاخساره و محیط در فنلی ترکیب 14از لحاظ نشان داد  نتایج اضافه شدند. جامدکشت محیطبه  ژوگلونخالص ترکیب 

، سیرینژیک اسید، فرولیک اسید، جینتیسک اسید ،کافئیک اسید ،اسید کلروژنیک، کوماریک اسید، وانیلیک اسید، اسید الاژیک

زمان تهیه  اامّ بین ارقام مشاهده نشد،داری معنیتفاوت  وننفتوکوئین -4و1، کاتچین، روتین و میریستین، ژوگلان و سینامیک اسید

در اسید  وانیلیک، میریستین و اسید الاژیکترکیبات ژوگلان، . نشان دادندداری تفاوت معنیکشت مایع و زمان ارزیابی محیط ریزقلمه

ترین تراوش را و میریستین بیشاسید  الاژیکژوگلون،  ترکیبات وجاری  سالشاخساره در مقادیر بالاتری نسبت به سایر ترکیبات فنلی 

و ترین رشد ضعیفجامد کشت محیطساعت در  144ترکیبات فنلی تراوش شده بعد از  اضافه کردنداشتند.  مایع کشتدر محیط

سه احتمالاً  کلی،طوربه .داشتبا دیگر تیمارها داری معنیاختلاف ایجاد کرد که این کاهش را  ریزقلمه زان تغییر وزنترین میکم

 . هستنددو رقم جمال و چندلر های ریزقلمهموفق کاملاً استقرار از موانع اصلی در و میریستین اسید  الاژیکژوگلون،  ترکیب
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 مقدمه

ترین پراکنش را در (، گسترده.Juglans regia Lگردوی ایرانی )

یان درختان خشکبار در جهان دارد. این گونه یکی از م

 Juglandaceaeکار شده خانواده وهای کشتترین گونهمهم

 وجودامروزه، با (. 1997، 1مک گراناهان و لسلیباشد )می

روزافزون تکثیر گردو از طریق ریزازدیادی و تحقیقات  یتاهم

اری جهت عنوان ابزهگسترده در این زمینه در ایران و جهان ب

توجه کمتری به بررسی  های برتر،ازدیاد سریع ژنوتیپ

و بیوشیمیایی تغییرات فصلی در این درخت برای  فیزیولوژیک

از قبیل تراوش  آنرفع مشکلات موجود در ریزازدیادی 

کشت، به محیط ریزقلمهترکیبات فنلی از سطح برش یافته 

 یرمتغکشت و درصد استقرار و محیط ریزقلمهشدن ایقهوه

ها که همه نگاهدر شرایطی در محیط کشت شده است.  ریزقلمه

به تغییر شرایط محیط اغلب و تحقیقات در ریزازدیادی گردو، 

های مختلف و های متفاوت هورمونکشت، استفاده از غلظت

استفاده از ارقامی است که در شرایط محیط کشت بهتر استقرار 

محتوی فنل و پروفایل مواد  توان با بررسی تغییراتیابند، میمی

و ترکیبات تراوش شده به محیط  یسال جارفنلی در شاخساره 

ترکیبات  باره دست یافت.کشت به اطلاعات مفیدی در این

های ای هستند که در اغلب بافتهای ثانویهفنلی، متابولیت

و  3رویچمن؛ 2001، 2تروترگیاهی به مقدار زیادی وجود دارند )

های متعددی ها وابسته به آنزیم. بیوسنتز آن(2002همکاران، 

 و همکاران، 4آلماند-جیدر مسیرهای متابولیکی مختلف است )

کاملًا در ارتباط با الگوهای تنظیمی  هاآن( و متابولیسم 2001

و همکاران،  5بارزبیوشیمیایی و مورفولوژیکی گیاهان است )

و نمو  (. مواد فنلی، با فرایندهای فیزیولوژیکی رشد1985

های مختلف زندگی میوه قبل درختان میوه مرتبط بوده و جنبه

و  6یوزنیکدهند )و بعد از برداشت را تحت تأثیر قرار می

عنوان ها و فلاونوئیدها به(. نفتوکوئینون2004همکاران، 

آلماند و -جیترکیبات فنلی اصلی گردوی ایرانی مطرح هستند )
-5ها، ژوگلان )(. در بین نفتوکوئینون1989 ،7دروت

پذیری واکنشدلیل نفتوکوئینون( به 4و1 -هیدروکسیل

طور بارز، هشود. این ترکیب بشیمیایی آن، بیشتر توجه می

پذیر با تشکیل برگشتاحیاء  -های اکسیداسیونواکنش لمتحم

(. 1998و همکاران،  8داروکسشود )های آزاد میمداوم رادیکال
                                                                 
1. McGranaham and Leslie 

2. Treutter 

3. Ruechmann 

4. Jay-Allemand 

5. Barz 

6. Usenik 

7. Jay-Allemandand Drouet 

8. Duroux 

ویشل و ؛ 1998و همکاران،  9گیرزوترکیب ژوگلان در برگ )
(، پوست سبز میوه 2008و همکاران، 11آمارال؛ 1999، 10آنتون

و  14رادیکس؛ 1985، 13برازجانی؛ 1969، 12لی و کمپبل)

؛ 2000و همکاران،  15ماهونی؛ 1998و  1994همکاران، 

( و 2006و همکاران،  17استامپارو  2005و همکاران،  16کولاریک

( و در شاخه 1979ران، و همکا 18هدینپوست داخلی ریشه )

؛ 2006و همکاران،  20سولار؛ 1997و همکاران،  19کلائودات)

( شناسایی شده است. در پژوهشی، 2012چنیانی و همکاران، 

سازی شده و بالغ جوان سالهیکهای ترکیبات فنلی در شاخه

قرار گرفت، نتایج این  یموردبررسدرختان گردوی هیبرید 

( بود که Bو  Aرکیب اصلی )وجود دو ت دهندهنشانپژوهش 

سازی شده های جوانمقادیر این ترکیبات طی دوره رشد شاخه

در )با ساختار نامعین( Aو بالغ ارزیابی شدند. سطح ترکیب 

شده بالا بود و در انتهای  یسازجوانهای اوایل رشد در شاخه

های بالغ بالاتر در شاخه)فلاونول( B دوره رشد سطح ترکیب 

شده  یسازجوانهای همیشه در شاخه A/Bسبت بود. گرچه ن

(. در 1989آلماند و همکاران، -های بالغ بود )جیبالاتر از شاخه

-3های گردو اسیدهای هیدروکسی سینامیک مختلف )برگ

کوماروئیل -پی-4کوماروئیل کوئینیک و -پی-3کافئوکوئینیک، 

گالاکتوزید،  -3 کوئینیک( و فلاونوئیدهای )کوئرسیتین

-3زایلوزید، کوئرسیتین-3آرابینوزید، کوئرسیتین-3 یتینکوئرس

( و اسید کلروژنیک 2004و همکاران ) آمارالرامنوزید( توسط 

و  استامپار( شناسایی شده است. 1999)ویشل و آنتون توسط 

ترکیب فنلی شامل  13( از پوست سبز گردو 2006همکاران )

یک اسید، کلروژنیک اسید، کافئیک اسید، فرولیک اسید، سیناپ

گالیک اسید، الاژیک اسید، پروتوکاتچیوک اسید، سیرینژیک 

اسید، وانیلیک اسید، کاتچین، اپی کاتچین، میریستین و 

درخت گردو،  هایژوگلان را شناسایی نمودند. در شاخساره

وجود فلاونول میریستین و گلوکوزیدی از ژوگلان 

( توسط HJGپیرانوزید، -گلوکو-دی-)هیدروژوگلان بتا

( و همچنین برخی از فلاونوئیدها 1997و همکاران )21کلائودات

                                                                 
9. Girzu 

10. Wichtland Anton 

11. Amaral 

12. Leeand Campbell 

13. Borazjani 

14. Radix 

15. Mahoney 

16. Colaric 

17. Stampar 

18. Hedin 

19. Claudot 

20. Solar 

21. Claudot 
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)کاتچین و میریستین(،اسیدهای فنلی )وانیلیک، سیرینژیک، 

 4و1ها )ژوگلون و کلروژنیک اسید( و کوئینون الاژیک و

( ثابت شده است. 2006و همکاران )سولار نفتوکوئینون( توسط 

یدها، اسیدهای (تغییرات فصلی فلاونوئ2006و همکاران ) سولار

گردو  سالهیکهای در شاخسارهرا های انتخابی فنلی و کوئینون

قرار دادند، نتایج این تحقیق نشان داد که غلظت  یموردبررس

گیری و اثر داری تحت تأثیر رقم، تاریخ نمونهطور معنیها بهفنل

هر گروه  گیرد.گیری قرار میمتقابل بین رقم و تاریخ نمونه

شاخه  1رشدیثیر نوسانات فصلی وابسته به مرحله فنلی تحت تأ

نفتوکوئینون( در انتهای  4و1ها )ژوگلون و قرار گرفت. کوئینون

گیری بین ماه می در حداقل مقدار خود بودند و سپس در نمونه

افزایش یافت. ژوگلان با شدت رشد  هاآنبهار و تابستان مقادیر 

و  چنیانیطالعه داشت. در م دارییمعنشاخه همبستگی منفی 

های جانبی ( به بررسی ترکیبات فنلی در شاخه2012همکاران )

 63Z( ارقام هاوارد، چندلر، کرمان، سانلند و ریزقلمهتکثیر شده )

در یک مرحله از رشد شاخه  هاآناکسیدانی و فعالیت آنتی

 یموردبررسنتایج نشان داد که در همه ارقام  .پرداختند

کوماریک اسید، -، گالیک اسید، پیترکیبات کلروژنیک اسید

ژوگلان و کوئرستین وجود دارد و ترکیب سیرینژیک اسید و 

وانیلیک اسید تنها در رقم هاوارد مشاهده گردید. در 

منظور تهیه ها بهزنی اندامریزازدیادی گیاهان چوبی، زخم

تواند بیوسنتز کند که میریزنمونه، به مثابه یک تنش عمل می

؛ 1990، 2ویلسون و ون استادنرا تحریک نماید ) ترکیبات فنلی

(. تعدادی 1999و همکاران،  4کلرکدی؛ 1995، 3دیکسون و پایوا

از محققان افزایش در محتوی مواد فنلی را در روزهای اول پس 

و  5کابونیاند )های گیاهان مختلف گزارش نمودهاز استقرار قلمه

و  7وری رامپانتفای؛ 2001و همکاران،  6نگ؛ 1997همکاران، 

 بعضی های(. ریزنمونه2004، 8کوادوری و آمسا؛ 2002همکاران، 

 در قرارگیری روز از چند بعد اغلب گیاهی هایگونه از

به درون محیط،  رنگیرهتکشت، ضمن ترشح مواد محیط

 گیاهی بافت و ها متوقفآن رشد سپس و شوندمی رنگای قهوه

 دیده هاییگونه در بیشتر شدن بافتایقهوه رود.می بین از

 هافنولهیدروکسی دیگر یا تانن زیادی مقدار حاوی که شودمی

. در گردو، یکی از موانع (2001، 9پور و امینیاحسان) هستند

                                                                 
1. ontogenetic 

2. Wilsonand van Staden 

3. Dixon and Paiva 

4. De Klerk 

5. Caboni 

6. Nag 

7. Faivre-Rampant 

8. Quaddoury and Amssa 

9. Ehsanpour and Amini 

های کشت شده وجود ترکیبات فنلی اصلی در استقرار ریز نمونه

ویژه ترکیب آللوشیمیایی ژوگلان است که با رشد متعدد به

(. ترکیبات فنلی 1983و  1982، 10ولریئت)دارد  سلول تداخل

عنوان سوبسترا برای برخی از اکسیدوردوکتازها از قبیل پلی به

 11راباردز( هستند )POD( و پراکسیدازها )PPOفنل اکسیدازها )

طور عمده کشت بهشدن محیطای(. قهوه1999و همکاران، 

یافته شهای تراوش شده از سطح برفنلنتیجه اکسیداسیون پلی

شدن مرتبط با میزان تخریب ایها است. میزان قهوهریزنمونه

و همکاران  12آموئیت(. 1995و همکاران، گاپی مواد فنلی است )

ای شدن ( به بررسی ترکیبات فنلی و حساسیت به قهوه1992)

 هاآنارقام مختلف سیب در مرحله بلوغ میوه پرداختند، 

ای قهوهفرایند  یردبررسمودریافتند که تمام ترکیبات فنلی 

 -ها و دیدهند، اما فلاونولشدن را تحت تأثیر قرار می

ها )فلوریدزین( نسبت به اسید سینامیک و هیدروچالکون

ای شوند. همبستگی قوی بین قهوهها کمتر تخریب میفلاونول

و همکاران،  آموئیتشدن و غلظت اسید کلروژنیک در سیب )

( و نارگیل 1995، 13کریستو وچنگ (، هلو و شلیل )1992

( گزارش شده است. شاید به نوعی 1995و همکاران،  14جیانگ)

شناسایی نوع و میزان چالش اصلی در ریزازدیادی گردو را عدم

ف رشد شاخساره و سپس تراوش لترکیبات فنلی در مراحل مخت

پژوهش حاضر با هدف کشت دانست. محیطاین ترکیبات به 

 م گرفته است. انجاموارد مذکور  بررسی

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی

، از این پژوهش طی چهار مرحله یازموردنمواد گیاهی 

و  15جاری در  های سالهای انتهایی محورهای شاخسارهبخش

از درختان  1392سال  یورماهشهر 15تیر و  15اردیبهشت،  31

موجود در ایستگاه تحقیقات  16و چندلر15بالغ ارقام جمال

. شرایط نگهداری درختان از هر نظر شدکان تهیّه گردوی تویسر

شاخه جوان از هر درخت از  4درخت از هر رقم و  4مشابه بود. 

گیری از درختان قطع و جهت اصلی در هر تاریخ نمونه 4

صورت تک هها بریزقلمهبلافاصله به آزمایشگاه منتقل و سپس 

های مایع کشتتهیه و ضدعفونی شده و در محیط 17گره

                                                                 
10. Rietvel 

11. Robards 

12. Amoit 

13. Cheng and Cristove 

14. Jiang 

15. Jamal 

16. Chandler 

17. Single node 
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DKW) و جامد )DKW) .لازم به ذکر است که ( کشت شدند

(، پس از 1984، 1یوکیکانیو  درایور) DKWکشت محیط

(، مشخص شد که 1987و همکاران،  2مک گراناهان)سازی بهینه

های مختلف خانواده ژوگلانداسه از قبیل گردوی مناسب گونه

عنوان هطور وسیعی بههای اخیر بایرانی است که در سال

 رود.کار میهکشت گردو بیطمح

 

 ريزقلمهضدعفونی 

 3گره )طول صورت قطعات کوچک تکهب ریزقلمهپس از تهیه 

رار قدر زیر آب جاری  20±5مدت ها بهریزقلمهمتر(، سانتی 5تا 

د درص 70ثانیه در اتانول  30مدت داده شدند. پس از آن، به

شدند. ور شده و سه مرتبه با آب مقطر شستشو داده غوطه

 5/1دقیقه در محلول تازه هیپوکلریت سدیم  15مدت سپس به

ها در ریزقلمهقرار گرفته و نهایتاً  20درصد با دو قطره توئین 

زیر هود سه مرتبه با آب مقطر شستشو داده و جهت کشت در 

 .کشت آماده شدندمحیط

 

 هاشرايط کشت

و  درایور( )(DKWکشت مایع گره در محیطهای تکریزقلمه

ها، و ( حاوی عناصر ماکرو، میکرو، ویتامین1984، کییوانیک

کننده گرم در لیتر ساکارز بدون آگار و مواد تنظیم 30حاوی 

گرم در لیتر  8( به همراه  (DKWکشت جامدرشد و در محیط

کشت با محیط pHکشت پایه کشت شدند. عنوان محیطهآگار ب

نرمال قبل از  1/0سید انرمال و کلریدریک  1/0استفاده از سود 

ها در دمای کشتسپس محیط تنظیم شد. 7/5اتوکلاو روی 

C°121  دقیقه اتوکلاو گردیدند.  15اتمسفر به مدت  3/1و فشار

تمام مراحل کشت زیر هود استریل و با استفاده از مواد و 

ها در شرایط مشابه در دمای شد. کشت وسایل استریل انجام

ساعته با لامپ فلوروسنت  16نوری  درجه و در یک دوره 2±25

ساعت  144و  72، 24کشت مایع ها در محیطسفید و کشت

 دور در دقیقه( نگه داشته شدند. 20روی شیکر )

 

کشت جاری و محیط ترکیبات فنلی شاخه سال ارزيابی

 (DKW)مايع 

آوری شده، قسمتی های جمعاز شاخه، مشخص شده حلادر مر

با  گانه از نظر ترکیبات فنلی موردنظرطور جداهباز بافت شاخه 

ها، چنین از این شاخهارزیابی و همHPLC استفاده از دستگاه 

و در ارلن  (DKW)کشت مایع گره تهیه و در محیطتک ریزقلمه

                                                                 
1. Driver and Kuniyuki 

2. McGranahan 

cc25 کشت مایع بود، روی پنبه که حاوی همین حجم محیط

استریل کشت شد و درب آن توسط فویل آلومینیومی کاملًا 

ساعت پس از  144و  72، 24ها کشت، سپس محیطبسته شد

کلروژنیک )شامل موردنظر ترکیبات فنلی برخی از نظر  کشت

با استفاده  ژوگلان( و کاتچین، گالیک اسیدالاژیک اسید،  اسید،

 مورد سنجش قرار گرفت.HPLC از دستگاه 

 

 کشت مايع محیطاستخراج و ارزيابی ترکیبات فنلی از 

همراه بهکشت، متانول محیطمساوی از  منظور در حجمبدین

متیل پنتیل اضافه و -4-دی ترت بوتیل-6و2از ماده  %1

میکرون عبور داده شد.  45/0مخلوط و سپس از فیلتر میلی پور 

-Hypersil-5میکرولیتر از آن به ستون از نوع  20سپس مقدار 

BDS  متر متصل به میلی 6/4متر و قطر سانتی 25به طول

ساخت کشور دو پمپی  Unicam-Crystal-200دستگاه 

تنظیم شده است،  (RP) صورت فاز معکوسکه به ستانانگل

 موج طول بود که در UV-Visتزریق گردید. دتکتور از نوع 

صورت ثابت در هبود. درجه حرارت بتنظیم شده نانومتر  280

صورت گرادیان از دو فاز متحرک به بود. گراددرجه سانتی 25

درصد  5/0ل محلول شماره یک حاوی آب مقطر با محلول شام

اسید استیک و محلول شماره دو حاوی استونیتریل و آب با 

لیتر در یک میلیجریان فاز متحرکنسبت مساوی که سرعت 

دقیقه بود. نوع و مقدار هر یک از مواد براساس زمان بازداری 

های مقایسه با پیکدرپیک خروجی و سطح زیر منحنی 

 (.2011، 3کاسمولسکو و ترندافایرتعیین شد ) استاندارد

 

استخراج و ارزيابی ترکیبات فنلی از بافت شاخساره 

 جاریسال

 %1لیتر متانول خالص حاوی میلی 20با گیاهی گرم بافت  5/0

طور کامل متیل پنتیل به-4-دی ترت بوتیل-6و2از ماده 

ور پمیلیاز فیلتر  4. مایع روییشدو سپس سانتریفوژ  مخلوط

با  HPLCمیکرون عبور داده شد. از این محلول به ستون  45/0

شرایط فوق تزریق شد. نوع و مقدار هر یک از مواد براساس 

زمان بازداری پیک خروجی و سطح زیر منحنی با مقایسه با 

  (.2011، ترندافایر وکاسمولسکو های استاندارد تعیین شد )پیک

 

 

 کشت جامدمحیطدر  فنل کلارزيابی 

                                                                 
3. Cosmulescu and Trandafir 

4. Supernatant 
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کشت مایع در هر مرحله از رشد با کشت در محیطزمان هم

تک  ریزقلمه آوری شده،های جمعاز شاخهجاری،  شاخه سال

کشت شده و  (DKW)کشت جامد گره تهیه و در محیط

و با  Folin-Ciocalteuدر بافت شاخه با معرف  محتوی فنل کل

 Cary 100 concاستفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر )مدل

UV/Visible .میکرولیتر از این محلول را در  300 ( انجام شد

میکرولیتر معرف فولین  1500لوله آزمایش ریخته، به آن 

 1200درصد و بعد از گذشت هشت دقیقه به آن  10

 5/1میکرولیتر کربنات سدیم هفت درصد اضافه شد. پس از 

ساعت نگهداری در شرایط دمای اتاق و تاریکی، میزان جذب 

گیری شد. اندازهنانومتر با اسپکتروفتومتر  765موج در طول 

میزان فنل کل از روی میزان جذب نمونه و مقایسه آن با 

گرم گالیک اسید در یک گرم بافت میلیاستاندارد، بر حسب 

 تازه بیان شد.

 

 کشت جامدمحیطدر  ريزقلمهای شدن ارزيابی قهوه

(DKW) 

جامد بر اساس در محیط کشت  ریزقلمهای شدن شاخص قهوه

 ( ارزیابی شد:2010و همکاران ) 1یانگروش 

 

 
 

ل گیری وسعت کوسیله اندازههها بریزقلمهای شده سطح قهوه

. مقیاس سنجیده شد 5و در  ریزقلمهای شده در هر سطح قهوه

ز ای شده کمتر ا= سطح قهوه1ای شدن، = بدون علائم قهوه0

= سطح 3صد، در 10-25ای شده = سطح قهوه2درصد،  10

ای شده بیشتر از = سطح قهوه4درصد،  25-50ای شده قهوه

 .درصد 50

 

اضافه کردن ژوگلون و ترکیبات تراوش شده در 

 (DKW)جامد پايه کشتمحیط به کشت مايعمحیط

منظور بررسی تأثیر ژوگلون و ترکیبات تراوش شده در به

از  ،جامد پایه کشتمحیطدر  ریزقلمهرشد  در کشت مایعمحیط

ساعت  144و  72، 24کشت محیطترکیبات تراوش شده در 

عنوان کشت مایع( به همراه ژوگلون بهمحیطپس از کشت )در 

 ژوگلونکار برده شد. هخارجی در مقایسه با تیمار شاهد بعامل

مدت یک شبانه بهگراد درجه سانتی 40در دمای  ،در آب مقطر

                                                                 
1. Yang 

(. 2005ران، و همکا 2ارسیسلی) حل شدساعت(  24روز )

کشت مایع ابتدا از کاغذ صافی محیطهای چنین، محلولهم

دور سانتریفوژ شد. از سوپرناتانت  3000گذرانده و سپس در 

، 3ترزی کوکاکالیسکن وها برای این آزمایش استفاده گردید )آن

لیتر در میلی 10کشت مایع )محیطاز هر  %1(. مقدار 2001

( و 1390لیتر )چنیانی،  در گرمیمیل 1غلظت  با لیتر(، ژوگلون

کشت لیتر در لیتر آب مقطر به محیطمیلی 10در تیمار شاهد 

ها و ژوگلون کشت بعد از اضافه کردن محلولمحیطاضافه شد. 

های قبلی نشان داده است که اثر اتوکلاو شد. نتایج پژوهش

گیرد ژوگلون در رشد، تحت تأثیر اتوکلاو کردن آن قرار نمی

(. در این آزمایش، تا حد امکان سعی 1993و همکاران،  4هجل)

ها از نظر اندازه طولی و قطری مشابه باشند. سپس، ریزقلمهشد 

مشابه در دمای منتقل و در شرایط  5ها به اتاقک رشدکشت

ساعته با لامپ  16و در یک دوره نوری  گرادسانتی درجه 2±25

 قرار داده شدند. فلورسنت سفید

 شرایط ها را درها، آنریزقلمه رشد میزان گیریازهاند برای    

بیست و  هفتم، چهاردهم، روزهای در کرده، بردارینمونه مشابه

 کاملاً  در شرایط صورت هفتگی(هبیست و هشتم )ب و یکم

ترازو  توسط ایجاد نگردد، آلودگی گونههیچ که نحویبه استریل

کمی برای بیان عنوان شاخصی به وزن تر تغییرات تا وزن شدند

)چنیانی، میزان رشد در این شرایط مورداستفاده قرار گیرد 

 جدید، تعداد برگ و 6شاخه طول شامل دیگر معیارهای (.1390

ها ریزقلمه رشد میزان گیریاندازه برای نیز7جانبی جوانه تعداد

 شد.  گیریاندازه

 

 آماری تجزيه

های انتجزیه و تحلیل محتوی ترکیبات فنلی موجود در زم

اعت پس س 144و  72، 24کشت مایع )مختلف ارزیابی محیط

های صورت آزمایش اندازهنظر بهاز کشت( در تیمارهای مورد

فاکتور  3با  9های خرد شدهدر چارچوب طرح بلوک 8تکرار شده

و زمان در دو سطح )جمال و چندلر( ( Aشامل رقم )فاکتور 

اردیبهشت،  31و  15در چهار سطح )( B)فاکتور  ریزقلمهتهیه 

کشت مایع و زمان ارزیابی محیطشهریور ماه(  15تیر و  15

 ساعت پس از کشت( 144و  72، 24در سه سطح ) (C)فاکتور 

 آزمایشوتحلیل تجزیه، ریزقلمه 30در سه تکرار و هر تکرار 
                                                                 
2. Ercisli 

3. Kocacaliskan and Terzi 

4. Hejl 

5. Growth Chamber 

6. Shoot Length 

7. Lateral Bud 

8. Repeated Measures 

9. Split Block Design 
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گیری طی چهار مرحله از رشد شاخساره اثر نمونه دوم،

 ایقهوهشت، شاخص کمحتوی فنل کل محیطبر جاری سال

( DKWکشت جامد )ها در محیطریزقلمهو میزان استقرار شدن 

 (Aصورت آزمایش فاکتوریل با دو فاکتور شامل رقم )فاکتور به

( B)فاکتور  ریزقلمهو زمان تهیه در دو سطح )جمال و چندلر( 

شهریور ماه(  15تیر و  15اردیبهشت،  31و  15در چهار سطح )

آزمایش تحلیل وو تجزیه ریزقلمه 30تکرار  در سه تکرار و هر

اثر اضافه کردن ژوگلون و ترکیبات تراوش شده در سوم، 

در  ریزقلمهرشد  در ریزقلمه (DKW) کشت مایعمحیط

صورت آزمایش فاکتوریل با ( بهDKW)جامد  پایه کشتمحیط

، در دو سطح )جمال و چندلر( (Aفاکتور شامل رقم )فاکتور  سه

در پنج سطح ( Bکشت )فاکتور ده به محیطمواد اضافه ش

کشت مایع محیط)اضافه کردن ترکیبات فنلی تراوش شده در 

و ، ژوگلون و شاهد(ساعت پس از کشت 144و  72، 24پس از 

، 7در چهار سطح )روزهای  (Cتعداد روز پس از کشت )فاکتور 

 30در سه تکرار و هر تکرار  پس از کشت( 28و  21، 14

( گروهی 1چنین، مقایسه مستقل )متعامدهم شد. انجام ریزقلمه

محتوی ترکیبات فنلی خاص با یکدیگر با استفاده از ضرایب در 

رویه   SASافزار آماریکشت، با استفاده از نرمشاخساره و محیط

GLM افزار و رسم نمودارها با نرمExcel  .انجام پذیرفت 
 

 و بحث نتايج

های ارهشاخسدر شناسايی شده ترکیبات فنلی 

 HPLCاستفاده از با کشت مايع جاری و محیطسال

یک از نظر ترکیبات فنلی شناسایی شده ارقام مورد بررسی 

ترکیب  14 حضوربا  HPLCاستفاده از را با  یالگوی مشابه

جاری  شاخساره سال ریزقلمههای مختلف تهیه فنلی در زمان

در مایع  کشتمختلف ارزیابی محیطهای زمانو ( 1)شکل ارقام 

و  رتیپانزدهم اردیبهشت،  سی و یکماردیبهشت،  پانزدهم

 کاتچین، روتین، میریستین .نشان دادندشهریورماه پانزدهم 

ها(، الاژیک نفتوکوئینون )کوئینون 4و1)فلانوئیدها(، ژوگلان، 

کافئیک  کلروژنیک اسید،اسید، وانیلیک اسید، کوماریک اسید، 

سیرینژیک اسید و ، اسید کیجینتیسفرولیک اسید،  اسید،

ترکیبات مهم موجود در  سینامیک اسید )اسیدهای فنلی(

که در  .(2006 ،و همکاران سولار) شده بودند تجزیههای نمونه

 4و1شامل ژوگلان، فنلی چهار مرحله رشد شاخه هشت ترکیب 

نفتوکوئینون، میریستین، الاژیک اسید، سیرینژیک اسید، 

ساله یکسید و کاتچین در شاخساره وانیلیک ا کلروژنیک اسید،

. اندگزارش کردهارقام ایلایت، فرانکوت، هارتلی و سامپیون 

                                                                 
1. Orthogonal 

بر هشت ترکیب حاضر، علاوه که ذکر شد در پژوهشطورهمان

فوق، شش ترکیب دیگر شامل روتین، کوماریک اسید، کافئیک 

اسید، جینتیسک اسید، فرولیک اسید و سینامیک اسید در 

 جاری ارقام جمال و چندلر شناسایی گردید.السهای شاخساره

 

های مختلف محتوی ترکیبات فنلی موجود در زمان

 (DKWکشت مايع )محیطارزيابی 

در چارچوب طرح  2های تکرار شدهنتایج تجزیه واریانس اندازه

های خرد شده ترکیبات فنلی موجود در شاخساره و بلوک

( مورد Aام )فاکتور کشت دو رقم گردو نشان داد بین ارقمحیط

داری از لحاظ ترکیبات فنلی موردمطالعه بررسی تفاوت معنی

 ریزقلمهچنین برهمکنش رقم با زمان تهیه هم .وجود ندارد

(A×Bو رقم با زمان ارزیابی محیط )( کشت مایعA×C تأثیر )

. از شتداری بر محتوی ترکیبات فنلی مورد بررسی ندامعنی

( و زمان ارزیابی B)فاکتور  زقلمهریزمان تهیه سوی دیگر، 

( و برهمکنش این دو فاکتور Cکشت مایع )فاکتور محیط

(B×Cاثر معنی ،) داری بر محتوی ترکیبات فنلی مورد بررسی

 14لحاظ  ازعبارت دیگر، ه. بدر سطح احتمال یک درصد داشت

کشت بین شاخساره و محیط درمورد بررسی  ترکیبات فنلی

 های مختلفزمان بین اام اشتندوجود داری ارقام تفاوت معنی

کشت مایع ارزیابی محیط هایو زمان (B)فاکتور  ریزقلمهتهیه 

 مشاهده شد.داری تفاوت معنی (C)فاکتور 

( بر B)فاکتور  ریزقلمهبررسی تأثیر مراحل مختلف تهیه     

کشت نشان داد بین محیطترکیبات فنلی تراوش شده در 

اردیبهشت اختلاف  31دیبهشت با ار 15گیری در نمونه

کدام از ترکیبات فنلی تراوش شده در در هیچداری معنی

کشت مشاهده نشد. این نتیجه با نتایج مطالعات قبلی در محیط

در اوایل فصل رشد مطابقت دارد )یاری و  ریزقلمهخصوص تهیه 

نتایج پژوهش حاضر نیز نشان داد که (. 1390همکاران، 

ابتدای فصل رشد  یهدود یک ماهزمانی حی همحدود

که اغلب ترکیبات مورد بررسی )اردیبهشت ماه(، با توجه به این

شوند، زمان کشت تراوش میمحیطدر حداقل مقدار خود در 

 است.  ریزقلمهمناسبی برای تهیه 

کشت )فاکتور ارزیابی ترکیبات فنلی تراوش شده به محیط    

Cترکیب فنلی  14 میان های مختلف نشان داد از( در زمان

ژوگلان، میریستین، الاژیک  مقدار ترکیبات، شناسایی شده

اختلاف کشت در داخل محیطاسید و کلروژنیک اسید 

ساعت پس از کشت نداشتند.  72و  24 هایزمان داری درمعنی

ترکیب روتین، کاتچین،  شش مقدار تراوش شده ازچنین، هم

                                                                 
2. Split units in time 
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اسید و الاژیک اسید  کافئیک اسید، جینتیسک اسید، فرولیک

نشان ساعت پس از کشت  144و  72داری در اختلاف معنی

 . نداد

 

مقايسه مستقل )متعامد( گروهی ترکیبات فنلی خاص در 

 کشتمحیط شاخساره و

 4و1(، 1ژوگلان )مقایسه مقدار مقایسه مستقل گروهی 

(، الاژیک اسید 3(، میریستین )مقایسه 2نفتوکوئینون )مقایسه 

(، جنتیستیک اسید 5(، فرولیک اسید )مقایسه 4 )مقایسه

(، سیرینژیک اسید 7(، کوماریک اسید )مقایسه 6)مقایسه 

(، کلروژنیک اسید 9(، کافئیک اسید )مقایسه 8)مقایسه 

(، کاتچین )مقایسه 11(، وانیلیک اسید )مقایسه 10)مقایسه 

( با 14( و سینامیک اسید )مقایسه 13(، روتین )مقایسه 12

کشت در جاری و محیطده از ضرایب در شاخساره سالاستفا

و  72، 24کشت مایع )محیطهای مختلف پس از کشت در زمان

ساعت( با دیگر ترکیبات فنلی )مقایسه یک ترکیب خاص  144

دو  ریزقلمهکشت( در مراحل تهیه ترکیب دیگر در محیط 13با 

مان گیری از شاخساره و زرقم گردو نشان داد که زمان نمونه

داری در سطح یک درصد بر کشت تأثیر معنیارزیابی محیط

 (.1محتوی ترکیبات فنلی دارد )جدول 

 

جاری و ترکیبات فنلی موجود در شاخساره سال

 کشتمحیط

جاری سالنتایج مقایسه ترکیبات فنلی موجود در شاخساره 

( و ترکیبات فنلی تراوش ریزقلمههای مختلف تهیه )طی زمان

ساعت  144و  72، 24کشت در ساعات مختلف )طشده به محی

ترکیبات ژوگلان، میریستین، پس از کشت( نشان داد که 

 (11و  9، 3، 1های مقایسه) کافئیک اسید و وانیلیک اسید

 داری با سایر ترکیبات در سطح یک درصددارای اختلاف معنی

ترکیبات الاژیک اسید، فرولیک اسید، کاتچین و سینامیک و 

با سایر ترکیبات اختلاف ( 14و  12، 5، 4های قایسهم)اسید 

دیگر ترکیبات و نهایتاً  داری در سطح پنج درصد دارندمعنی

نفتوکوئینون، جنتیستیک اسید، کوماریک اسید،  4و1شامل 

، 6، 2های مقایسه)سیرینژیک اسید، کلروژنیک اسید و روتین 

(. 1دول )ج داری با هم ندارنداختلاف معنی( 13و  10، 8، 7

ترکیبات ژوگلان، الاژیک اسید، میریستین و وانیلیک اسید 

ک اسید، ترین و ترکیبات کافئیک اسید، سینامیترتیب بیشبه

ترین مقادیر را در ترتیب کمفرولیک اسید و کاتچین به

ند. کشت در بین تمامی ترکیبات داشتشاخساره و محیط

ها و نگزارش شده است در گردوی ایرانی، نفتوکوئینو

-جیعنوان ترکیبات فنلی اصلی مطرح هستند )فلاونوئیدها به
ترکیب ژوگلان  نیز( در این مطالعه 1989، دروت وند اآلم

عنوان یک فلاونوئید عنوان یک نفتوکوئینون و میریستین بهبه

های تهیه در ریز نمونه مقادیر بالایی نسبت به دیگر ترکیبات

 داشت. های گردوشده از شاخساره

 

 کشت مايع محیطترکیبات فنلی تراوش شده به 

کشت نتایج بررسی مقایسه ترکیبات فنلی تراوش شده به محیط

ساعت(  144و  72، 24مایع در ساعات مختلف پس از کشت )

 کشتمحتوی ژوگلان تراوش شده به محیطنشان داد که تنها 

با سایر در سطح یک درصد داری اختلاف معنی (1مقایسه )

. ترکیبات میریستین، الاژیک اسید و کافئیک دارد تترکیبا

با ( 9و  4، 3های مقایسه)کشت محیطاسید تراوش شده به 

داری در سطح پنج اختلاف معنیکشت در محیطسایر ترکیبات 

کشت شامل محیطند. دیگر ترکیبات تراوش شده به شتدرصد دا

ک نفتوکوئینون، فرولیک اسید، جنتیستیک اسید، کوماری 4و1

اسید، سیرینژیک اسید، کلروژنیک اسید، وانیلیک اسید، 

داری با هم وتین و سینامیک اسید اختلاف معنیکاتچین، ر

. ترکیبات ژوگلان، الاژیک اسید و (1)جدول  ندشتندا

( و ترکیب کافئیک 2ترین )شکل ترتیب بیشبهمیریستین 

کشت را در بین ترین مقدار تراوش شده به محیطاسید کم

 . ستمی ترکیبات داشته اتما

این نتایج نشان داد که ترکیب غالب تراوش شده در     

ساعت پس از کشت، ژوگلان  144و  72، 24کشت، محیط

داری در سطح ترکیب دیگر اختلاف معنی 13که با  ،باشدمی

این نتیجه با گزارشات قبلی در (. 3 یک درصد دارد )شکل

مانع اصلی استقرار عنوان بهخصوص وجود ژوگلان فراوان 

مطابقت دارد. پس  (1983و  1982، ریئتول)های گردو ریزقلمه

از ژوگلان، ترکیبات الاژیک اسید و میریستین در مقادیر بالایی 

سایر ترکیبات با (. 2کشت تراوش شده است )شکل محیطدر 

اند، با کشت شناسایی شدهمحیطکه در این مطالعه در وجود این

داری ندارند. محققین مختلف نیز افزایش در معنی اختلافهم 

های لیه پس از استقرار قلمهومحتوی مواد فنلی را در روزهای ا

نگ ؛ 1997و همکاران،  کابونیاند )گیاهان مختلف گزارش نموده
کوادوری ؛ 2002و همکاران، فایوری رامپانت ؛ 2001و همکاران، 

ش تراوش ( که با نتایج این تحقیق در افزای2004، آمسا و

در روزهای اول پس از کشت کشت ترکیبات فنلی در محیط

کشت بافت شرایط محیطمطابقت دارد. شرایط ها ریزقلمه

اطراف محیط  در برابرگیاهی های سلولمناسبی برای محافظت 

های گیاهی در روزهای نیست به همین دلیل سلولها آن
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ز کشت شروع به سنتابتدایی پس از قرارگیری در محیط

 مقابله باعنوان یک مکانیسم هکشت )بترکیبات فنلی در محیط

کنند. ترکیبات فنلی در غلظت کم نقش ( میتنش

عنوان سوبسترا برای ههای بالا باکسیدانی و در غلظتآنتی

و  ردزارابکنند )میشدن اکسیداتیو عمل ایهای قهوهواکنش

یب فنلی (. با توجه به مقادیر بالای سه ترک1999همکاران، 

کشت ژوگلان، الاژیک اسید و میریستین تراوش شده در محیط

شدن ریزقلمه گردو ایها را سوبستراهای اصلی قهوهتوان آنمی

 کشت معرفی نمود.محیطدر 

 

و به  کشت دو رقم گردو با همجاری و تراوش شده به محیطمقایسه مستقل )متعامد( گروهی ترکیبات فنلی در شاخساره سال :1جدول 

 تفکیک
Table 1: Grouping orthogonal comparison of the phenolic compounds in current year shoots and exuded into the media 

of two walnut cultivars together and separtely 

 منبع پراکنش

Source of variations 
 درجه آزادی

df 

 ترکیب فنلی 14میانگین مربعات 
Mean squares of 14 phenolic compounds 

 کشتجاری و محیطسالشاخساره 

Current year shoot and media 
 کشتمحیط

Media 
 جاریسالشاخساره 

Current year shoot 

 (tگیری از درخت و از محیط کشت )زمان نمونه

Time of sampling from tree and the media (t) 
13 19.700HS 0.459HS 61.990HS 

 )ژوگلان( 1مقایسه 

Comparison 1 (Juglone) 
1 84.370HS 1.431HS 263.563HS 

 نفتوکوئینون( 4و1) 2مقایسه 

Comparison 2 (1,4-Naphthoquinone) 
1 3.272NS 0.073NS 17.156NS 

 )میریستین( 3مقایسه 

Comparison 3 (Myricetin) 
1 77.894HS 0.692S 260.713HS 

 اسید()الاژیک  4مقایسه 

Comparison 4 (Ellagic acid) 
1 10.711S 0.977S 22.788S 

 )فرولیک اسید( 5مقایسه 

Comparison 5 (Ferulic acid) 
1 14.969S 0.538NS 42.540HS 

 )جنتیستیک اسید( 6مقایسه 

Comparison 6 (Gentisic acid) 
1 5.522NS 0.129NS 17.096NS 

 )کوماریک اسید( 7مقایسه 

Comparison 7 (Coumaric acid) 
1 6.307NS 0.113NS 20.230S 

 )سیرینژیک اسید( 8مقایسه 

Comparison 8 (Syringic acid) 
1 0.124NS 0.112NS 1.486NS 

 )کافئیک اسید( 9مقایسه 

Comparison 9 (Caffeic acid) 
1 17.695HS 0.993S 45.459HS 

 )کلروژنیک اسید( 10مقایسه 

Comparison 10 (Chlorogenic acid) 
1 2.385NS 0.204NS 15.439NS 

 )وانیلیک اسید( 11مقایسه 

Comparison 11 (Vanillic acid) 
1 22.785HS 0.206NS 84.714HS 

 )کاتچین( 12مقایسه 

Comparison 12 (Catechin) 
1 11.945S 0.208NS 38.162HS 

 )روتین( 13مقایسه 

Comparison 13 (Rutin) 
1 7.795NS 0.443NS 20.131S 

 )سینامیک اسید( 14مقایسه 

Comparison 14 (Cinnamic acid) 
1 10.056S 0.493NS 17.882NS 

 (e) خطا

Error (e) 

 کشتجاری و محیطسالشاخساره 

Current year shoot and media 
431 2.476 - - 

 کشتمحیط

Media 
321 - 0.157 - 

 جاریشاخساره سال

Current year shoot 
94 - - 4.591 

ns05/0دار در سطح خطای : غیرمعنی ،Sمعنی :( 05/0دار > P ،)HSبسیار معنی :( 01/0دار > P) 
ns: Not significantly different at 5%, S: Significantly different at 5%, HS: High significantly different at 1% 
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جاری رقم چندلر در زمان تهیه ریزقلمه در پانزدهم تیرماه. ترکیبات فنلی ترکیبات فنلی شاخساره سال HPLCکروماتوگرام : 1شکل 

. 8سیرینژیک اسید، . 7کافئیک اسید،  .6کلروژنیک اسید، . 5وانیلیک اسید، . 4کاتچین، . 3روتین، . 2سینامیک اسید،  .1ترتیب: به

 ژوگلان. 14نفتوکوئینون و  4و 1. 13میریستین، . 12الاژیک اسید، . 11فرولیک اسید، . 10جنتیسیک اسید، . 9کوماریک اسید، 

Fig. 1: HPLC chromatogram of phenolic compounds of Chandler cultivar current year shoots on microcutting sampling 

time in 15 July. Phenolic compounds are: 1. Cinnamic acid, 2. Rutin, 3. Catechin, 4. Vanillic acid, 5. Chlorogenic acid, 

6. Caffeic acid, 7. Syringic acid, 8. Coumaric acid, 9. Gentisic acid, 10. Ferulic acid, 11. Ellagic acid, 12. Myricetin, 13. 

1,4-Naphthoquinone and 14. Juglone, respectively 

 

 
 

 

 

  

 

ساعت پس از قرارگیری در  144و  72، 24 ،مقادیر ترکیبات فنلی )ژوگلان، الاژیک اسید و میریستین( تراوش شده :2شکل 

تیر و  15 (3اردیبهشت،  31 (2اردیبهشت،  15 (1مرحله تهیه ریزقلمه:  4( در b, d, f( و جمال )a, c, eکشت دو رقم چندلر )محیط

 ماهشهریور 15 (4

Fig. 2: Amounts of phenolic compounds (Juglone, Ellagic acid and Myricetin) exuded 24, 72 and 144 h after culturing 

in two basal media of two Chandler (a, c, e) and Jamal (b, d, f) cultivars at 4 stages of microcutting sampling time: 1) 5 

May, 2) 21 May, 3) 5 July and 4) 5 September 
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 144کشت تا در محیطروند افزایش ترکیبات مختلف فنلی     

یک یا چند توان با که می داشت ادامهساعت پس از کشت 

کشت حذف نمود. البته استفاده از محیطر را از اواکشت این مقد

و مواد  2العفذغال (، PVP) 1پیرولیدونوینیلپلی

یا  نیز راهکار مناسبی برای حذف، بلوکه کردن 3اکسیدانآنتی

 تواند باشدکشت میمحیطال کردن این ترکیب در عفغیر

و  6تابایه؛ 2002و همکاران،  5هوآنگ؛ 2000و همکاران،  4چاوان)

و همکاران،  8دابرانسکی؛ 1994، 7تئیگزریا؛ 2006همکاران، 

2000a, b, c.) 

 

 جاریسالترکیبات فنلی موجود در شاخساره 

د در شاخساره طی نتایج بررسی مقایسه ترکیبات فنلی موجو

محتوی ژوگلان، گیری نشان داد که های مختلف نمونهزمان

میریستین، فرولیک اسید، کافئیک اسید، وانیلیک اسید و 

داری معنیاختلاف ( 12و  11، 9، 5، 3، 1های مقایسه)کاتچین 

(. 2با سایر ترکیبات در سطح یک درصد داشته است )جدول 

اسید و روتین با سایر ترکیبات ترکیبات الاژیک اسید، کوماریک 

داری در سطح پنج اختلاف معنی( 13و  7، 4های مقایسه)

نفتوکوئینون،  4و1دیگر ترکیبات شامل  شت.درصد دا

جنتیستیک اسید، سیرینژیک اسید، کلروژنیک اسید و 

ترکیبات  داری با هم ندارند.سینامیک اسید اختلاف معنی

ترتیب وانیلیک اسید بهژوگلان، الاژیک اسید، میریستین و 

( و ترکیبات کافئیک اسید، فرولیک اسید، 4ترین )شکل بیش

ترین مقدار را در ترتیب کمروتین، کاتچین و کوماریک اسید به

اند. در مطالعه چنیانی و شاخساره در بین تمامی ترکیبات داشته

های جانبی ( تغییرات ترکیبات فنلی در شاخه1390همکاران )

( پنج رقم گردو در یک مرحله از رشد ریزقلمه)تکثیر شده 

شاخه نشان داد که در همه ارقام موردبررسی ترکیبات 

کوماریک اسید، ژوگلان و -کلروژنیک اسید، گالیک اسید، پی

کوئرستین وجود دارد و ترکیب سیرینژیک اسید و وانیلیک 

در نتایج این تحقیق اسید تنها در رقم هاوارد مشاهده گردید. 

ترکیب کلروژنیک اسید، ژوگلان، سیرینژیک اسید و چهار 

و همکاران  سولارحاضر بود.  پژوهشوانیلیک اسید مشابه 

تغییرات ترکیبات فنلی در  اند کهگزارش کرده (2006)

ساله ارقام مورد بررسی در چهار مرحله های یکشاخه
                                                                 
1. Polyvinyl pyrrolidone 

2. Activated charcoal 

3. Antioxidant agents 

4. Chavan 

5. Huang 

6. Tabiyeh 

7. Teixeria 

8. Dobránszki 

میریستین  که گیری در فصل رشد شاخه بدین صورت بودنمونه

گیری گیری اول مقدار یکسانی داشت و در نمونههدر سه نمون

 4و1چهارم مقدار آن افزایش یافت. مقادیر کاتچین و 

 گیری اول تا چهارم روند افزایشی داشتنفتوکوئینون در نمونه

دهد که نتایج نشان می. داردحاضر مطابقت  پژوهشکه با نتایج 

له چهارم مقادیر ژوگلان در مراحل اول تا سوم افزایش و در مرح

کاهش یافت. وانیلیک اسید و کلروژنیک اسید در اولین 

ترین گیری کمنمونهگیری بالاترین مقدار و در آخرین نمونه

مقدار را داشتند. مقادیر الاژیک اسید در اولین و دومین تاریخ 

گیری کاهش گیری افزایش و در سومین و چهارمین نمونهنمونه

ترین مقدار و و گیری کمنمونه یافت. سیرینژیک اسید در اولین

کلی، در طورهبگیری بعدی مقدار یکسانی داشت. در سه نمونه

( فلاونوئیدها روند صعودی، 2006و همکاران ) سولار گزارش

ها روند صعودی تا اسیدهای فنلی روند نزولی و کوئینون

. اندنشان دادهگیری چهارم کاهش گیری سوم و در نمونهنمونه

فلاونوئیدها،  نشان داد کهها در پژوهش حاضر گیریازهنتایج اند

ترکیب( در دو  9نیز روند صعودی داشتند اما اسیدهای فنلی )

روند مشخصی نداشتند و در بیشتر ترکیبات بررسی موردرقم 

گیری بالاتر از دیگر مراحل ها در مرحله سوم نمونهمقادیر آن

یباً صعودی را طی چهار ها نیز روند تقرگیری بود. کوئینوننمونه

مختلف نیز  9های آجیلیگیری داشتند. در گونهمرحله نمونه

طور متعدد گزارش شده هتغییرات فصلی در محتوی مواد فنلی ب

( 1978و همکاران ) لانقنس( و 1979و همکاران ) هدیناست. 

نشان دادند که محتوی ژوگلان در ابتدای فصل رشد در پکان 

(Carya illinoensis K.)  پایین و در جولای افزایش یافت که با

نتایج این تحقیق در مورد افزایش مقدار ژوگلان در انتهای فصل 

نسبت به ابتدای فصل رشد مطابقت دارد. در گردوی سیاه 

(Juglans nigra L.)  انباشتگی فصلی بزرگی در ژوگلان و

( 1984)کلین و نیلی توسط  (HJG)گلیکوزید هیدروژوگلان 

سطوح ژوگلان دو هفته بعد از  کهطوریگزارش شده است. به

ها از نظر که برگ. زمانیه استشکوفایی در حداقل مقدار بود

ند، سطوح ژوگلان به پیک خود ه بودانتوژنتیکی کاملاً بالغ شد

یک افزایش ناچیز در شروع  ه بود و سپسدر شروع ژوئن رسید

. ه استخ دادجولای قبل از کاهش در انتهای فصل رشد ر

 ،های پکانها و جوانه( در برگ1994و همکاران ) 10گوئلدنیر

گلوکوزید ژوگلان را در سراسر فصل شناسایی کردند. براساس 

( مقدار کل گلوکوزید 1992و همکاران ) کلائودتگزارش 

برابر  4/1های گردو و میریستین در شاخه(HJG) هیدروژوگلان 

های بالغ افزایش یا شاخههای نرک طی فصل رشد چه در شاخه
                                                                 
9. Nut 

10. Gueldner 
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( مواد فنلی و فلاونوئیدی را از 2004و همکاران ) آمارالیافت. 

های خشک شده گردو بررسی نمودند و می تا سپتامبر در برگ

که طورهمانبالاترین مقادیر در ژوئن و سپتامبر مشاهده گردید. 

؛ 1994 ،و همکاران گوئلدنیر)ذکر گردید، در اغلب گزارشات 

و  سولار؛ 2004 ،و همکاران آمارال؛ 1992 ،و همکاران تکلائود

ترکیب ژوگلان یک روند صعودی را از ابتدای ( 2006همکاران، 

فصل رشد تا انتهای فصل رشد در شاخه دارد که با نتایج این 

 تحقیق مطابقت دارد.
 

  

  

 

 

مرحله  4کشت ارقام چندلر و جمال در ساعت پس از قرارگیری در محیط 144و  72، 24 ،مقایسه مقادیر ژوگلان تراوش شده :3شکل 

 شهریورماه d) 15تیر و  c) 15اردیبهشت،  b) 31اردیبهشت،  a) 15تهیه ریزقلمه: 
Fig. 3: Comparison of the amounts of exuded Juglone 24, 72 and 144 h after culturing in two basal media Jamal and 

Chandler cultivars at 4 stages of microcutting sampling time: a) 5 May, b) 21 May, c) 5 July and d) 5 September 
 

  

  

مرحله رشد  4( ارقام چندلر و جمال در d( و وانیلیک اسید )c(، میریستین )b(، الاژیک اسید )aمقادیر ترکیبات فنلی ژوگلان ) :4شکل 

 شهریورماه 15 (4تیر و  15 (3اردیبهشت،  31 (2اردیبهشت،  15 (1جاری: شاخساره سال
Fig. 4: Amounts of phenolic compounds a) Juglone, b) Ellagic acid, c) Myricetin and d) Vanillic acid in two Jamal and 

Chandler cultivars at 4 stages of current year shoot growth: 1) 5 May, 2) 21 May, 3) 5 July and 4) 5 September 
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طی چهار مرحله از رشد گیری نمونهاثر آزمايش دوم: 

کشت، وی فنل کل محیطمحتبر جاری سالشاخساره 

در ها ريزقلمهو میزان استقرار شدن ایقهوهشاخص 

 (DKWکشت جامد )محیط

گیری از در چهار مرحله نمونهبا کشت در محیط مایع زمان هم

و اواخر اردیبهشت، تیر و شهریور  سطجاری )اواشاخساره سال

گره تهیه و تک ریزقلمه آوری شده،های جمعاز شاخساره ماه(،

و محتوی فنل کل کشت شده (DKW)کشت جامد ر محیطد

ها ریزقلمهشدن و میزان استقرار ایکشت، شاخص قهوهمحیط

نشان نتایج تجزیه واریانس  .روز پس از کشت ارزیابی گردید 30

تأثیر  ریزقلمهزمان تهیه  واثر متقابل رقم و  داد که رقم

و  ای شدنکشت، قهوهمحیطداری بر محتوی فنل کل معنی

روز پس از کشت ندارد و در  30ها ریزقلمهمیزان استقرار 

( تأثیر بسیار B)فاکتور  ریزقلمههای تهیه مقابل، زمان

ای شدن و کشت، قهوهداری بر محتوی فنل کل محیطمعنی

دلیل تعداد کم رقم . شاید بهشتها داریزقلمهمیزان استقرار 

خوبی بهن ارقام موردبررسی در این مطالعه باشد که اختلاف بی

( که 2006و همکاران )سولار در مطالعه مشخص نشده است. 

و  چنیانیرقم موردبررسی قرار گرفته شد و مطالعه  چهار

رقم بررسی شد، اختلاف بین ارقام از  پنج( که 2012همکاران )

 دار گزارش شده است.معنیساله لحاظ ترکیبات فنلی شاخه یک

و اواخر  اواسطدای فصل رشد )در ابت ریزقلمهه یدر زمان ته

کشت جامد در ماه(، محتوی فنل کل در محیطاردیبهشت

ها در همین زمان ریزقلمهو  شتحداقل مقدار خود قرار دا

شدن و بالاترین میزان استقرار را در ایترین شاخص قهوهکم

با نتایج مطالعات قبلی در خصوص  که کشت داشتندمحیط

یل فصل رشد )یاری و همکاران، در اوا ریزقلمهتهیه زمان 

از طرف دیگر بالاترین محتوی فنل کل . ( مطابقت دارد1390

ترین میزان استقرار شدن و کمایکشت و شاخص قهوهمحیطدر 

در شهریورماه مشاهده شد  ریزقلمهه یدر زمان ته ریزقلمه

(. گزارش شده است که تغییرات فصلی بر روی پدیده 5)شکل 

؛ 1987، بیئدرمنکشت تأثیرگذار است )حیطمای شدن در قهوه

در  ریزقلمهشدن ای(. میزان قهوه1994و همکاران،  وانگ

و مرتبط با محتوی  ریزقلمهکشت تحت تأثیر زمان تهیه محیط

گیرد که البته محتوی فنل و فلاونوئید قرار می ریزقلمهفنلی 

کل تحت تأثیر پارامترهای اکولوژیکی سال موردبررسی و 

؛ 2007و همکاران،  1جاکوپیک) باشدپ نیز میژنوتی

                                                                 
1. Jakopic 

، 3دابرانسکی و تکزیئرا داسیلوا؛ 2010و همکاران،  2کاسمولسکو

2010.) 

که در بخش قبلی و بررسی ترکیبات فنلی در طورهمان    

تأثیر  ریزقلمهکشت مایع نیز مشخص شد، زمان تهیه محیط

های مختلف داری بر مقادیر ترکیبات فنلی در زمانبسیار معنی

داری بر کشت مایع داشت اما رقم تأثیر معنیمحیطارزیابی 

آزمایش با نتایج این دو  بررسیمقادیر ترکیبات فنلی نداشت. 

کشت جامد و محیطدهنده این مطلب است که هم در نشان هم

از اهمیت بالایی از  ریزقلمهکشت مایع، زمان تهیه محیطهم 

کشت و سپس شاخص طنظر تراوش ترکیبات فنلی به محی

ها دارد. تراوش ریزقلمهشدن و در نهایت استقرار ایقهوه

کشت )مایع و جامد( در ابتدای فصل و ترکیبات فنلی به محیط

ماه در حداقل اردیبهشتگیری در ین و دومین نمونهلدر او

شدن و ایترین شاخص قهوهت، کملمقدار خود بود و به این ع

و  شدگیری مشاهده ها در این تاریخ نمونهریزقلمهاستقرار بالای 

از طرف دیگر در شهریورماه میزان تراوش ترکیبات فنلی 

گیری کشت )مایع و جامد( افزایش چشممختلف به محیط

سبب نسبت به ابتدای فصل رشد پیدا کرده و همین مسئله 

و نهایتاً سبب کاهش  ریزقلمهشدن ایافزایش شاخص قهوه

 . گردید هاریزقلمهاستقرار 

 

اثر اضافه کردن ژوگلون و ترکیبات تراوش آزمايش سوم: 

در  ريزقلمهرشد  در ريزقلمه کشت مايعشده در محیط

 (DKW) جامد پايه کشتمحیط

های ارقام جمال و ریزقلمهنتایج تجزیه واریانس مربوط به رشد 

های حاوی ژوگلون و ترکیبات فنلی کشتمحیطچندلر در 

نشان  کشتمحیطساعت در 144و  72، 24تراوش شده بعد از 

داری داد که ارقام از نظر وزن تر و طول نوشاخه اختلاف معنی

ندارند ولی این دو صفت تحت تأثیر مواد اضافه شده به 

کشت )هفتگی( محیطهای مختلف ارزیابی کشت و زمانمحیط

ها به تنهایی در هر دو صفت مذکور قرار گرفته است و اثرات آن

تر اختلاف وزنها با هم و با رقم در صفت ت متقابل آنو اثرا

داری در سطح یک درصد دارد. رقم، مواد اضافه شده به معنی

کشت )هفتگی( های مختلف ارزیابی محیطکشت و زمانمحیط

داری در سطح یک درصد از نظر تعداد جوانه اختلاف معنی

ل مواد ای شدن دارند ولی تنها اثر متقابجانبی و شاخص قهوه

های مختلف ارزیابی کشت و زماناضافه شده به محیط

                                                                 
2. Cosmulescu 

3. Dobránszkiand Teixeira da Silva 
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 از نظر تعداد جوانه جانبی دارد. داری در سطح یک درصدکشت )هفتگی( اختلاف معنیمحیط
 

 
 

 

در  روز پس از کشت 30ها شدن و میزان استقرار ریزقلمهایکشت، قهوهتأثیر زمان تهیه ریزقلمه بر محتوی فنل کل محیط: 5شکل 

 (4تیر و  15 (3هشت، اردیب 31 (2اردیبهشت،  15 (1جاری: مرحله رشد شاخساره سال 4کشت جامد دو رقم جمال و چندلر در محیط

 شهریورماه 15
Fig. 5: Effect of sampling time on total phenol content of media, browning and microcutting establishment rate 30 days 

after culturing on solid media of two Jamal and Chandler cultivars at 4 stages of current year shoots growth: 1) 5 May, 

2) 21 May, 3) 5 July and 4) 5 September 
 

 
 

 
 

گر ترکیبات تراوش شده در کشت پایه محتوی ژوگلون و دیهای ارقام جمال و چندلر در محیطوزن تر ریزقلمه تغییرات مقایسه: 6شکل 

 ساعت 144و  72، 24بعد از کشت مایع محیط
Fig. 6: Comparison of fresh weight variation in Jamal and Chandler cultivars microcutting on basal medium containing 

juglone and other exuded compounds into liquid media 24, 72 and 144 h after culture 

 

ارقام جمال و چندلر های ريزقلمهتر وزن تغییرات مقايسه

کشت پايه محتوی ژوگلون و ديگر ترکیبات در محیط

 144و  72، 24بعد از کشت مايع تراوش شده در محیط

 ساعت

که در هر  دهدمی برحسب زمان نشان تروزن تغییرات بررسی

 از 28 روز به تعلقم تروزن میزان مطالعه، بالاترینمورددو رقم 

 هفتم روز به متعلق تروزن میزان ترینکم و بردارینمونه

های مختلف تر ریزقلمه در زمانوزناست و در  بردارینمونه

(. 6شود )شکل داری مشاهده میمعنیبرداری اختلاف نمونه

 مختلف ارقام هایریزقلمه عمر از هرچه که است مسلم

اما این اختلاف  یابد،افزایش می نیز هاآن تروزن میزان ،گذردمی

 دار نبود.معنیمطالعه مورددر بین ارقام 

های ارزیابی با زمان طول در کدیگری با ارقام تروزن مقایسه    

داری بین ارقام آزمون فاکتوریل نیز نشان داد که اختلاف معنی

. بررسی تأثیر تیمارهای اعمال های مختلف وجود ندارددر زمان

 میزان تغییرات ( نشان داد که بالاترین7تر )شکل وزنر ب شده

تیمار  هایریزقلمه در است رشد میزان بالاترین بیانگر که وزنی

جز تیمار ترکیبات هشاهد حاصل شده است که با سایر تیمارها ب

داری داشت. معنیساعت اختلاف  24فنلی تراوش شده بعد از 
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ساعت و  24د از بین تیمار ترکیبات فنلی تراوش شده بع

داری از نظر تغییرات وزنی ریزقلمه وجود ژوگلون تفاوت معنی

ساعت  72نداشت. تیمار ترکیبات فنلی تراوش شده بعد از 

میزان رشد ریزقلمه کمتری نسبت به تیمارهای قبلی داشت و 

از نظر پارامترهای  رشد ترینحالی است که ضعیفدراین 

تعداد جوانه  و شاخه جدید لیتر، رشد طووزنشده گیری اندازه

ترکیبات فنلی تراوش شده  محتوی محیط ها درریزقلمه جانبی

شد که در مقایسه با  کشت دیدهمحیطساعت در  144بعد از 

 ترین رشد را داشتند.دیگر تیمارها کم

 

 
 پس از کشت و ژوگلون در وزن تر ریزقلمه  ساعت 144و  72، 24کشت مایع محیط به: تأثیر اضافه کردن ترکیبات تراوش شده 7شکل 

Fig. 7: Effect of adding exuded compounds to the media 24, 72 and 144 h after culture and juglone on microcutting 

fresh weight 

 

 
 

 

 

 

 

 

های رشد و س از کشت و ژوگلون بر شاخصپساعت  144و  72، 24مایع  در کشت: تأثیر اضافه کردن ترکیبات تراوش شده 8شکل 

 شاخص قهوه ای شدن ریزقلمه ارقام جمال و چندلر
Fig. 8: Effect of adding exuded compounds to the media 24, 72 and 144 h after culture and juglone on growth and 

browning index in Jamal and Chandler cultivars microcutting 
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کشت محیطتأثیر اضافه کردن ترکیبات تراوش شده در 

های شاخصروز پس از کشت و ژوگلون بر  6و  3، 1مايع 

 ارقام جمال و چندلر ريزقلمهشدن ایو شاخص قهوه رشد

های کشت ریزقلمه گیری شدهاندازههای رشد شاخص ارزیابی با

 (8)شکل ها با یکدیگر شده در دوره استقرار و مقایسه آن

ترین شاخص و کمتوان دریافت که بهترین وضعیت رشد می

ه بای هایی است که هیچ مادهریزقلمه به مربوط ای شدنقهوه

دهنده کشت اضافه نشده است )تیمار شاهد( که نشانمحیط

ر دده شتأثیر منفی )به نسبت کم یا زیاد( هر یک از مواد اضافه 

در  ریزقلمهها و بر استقرار این آزمایش بر این شاخص

کشت هر چند کشت است. اضافه کردن ژوگلون در محیطمحیط

ها رشد کمتری نسبت به تیمارهای ریزقلمهسبب شده که 

ساعت  24شاهد و اضافه کردن ترکیبات تراوش شده بعد از 

 ها رشد بهتری نسبت به دو تیمارریزقلمهداشته باشد ولی 

ساعت به  144و  72اضافه کردن ترکیبات تراوش شده بعد از 

کشت داشتند و اضافه کردن ژوگلون از نظر شاخص محیط

وش داری با اضافه کردن ترکیبات تراشدن اختلاف معنیایقهوه

ساعت نداشت. اضافه کردن ترکیبات تراوش  24شده بعد از 

کشت سبب کاهش محسوس ساعت به محیط 72شده بعد از 

عین  در گیری شده وهای رشدی اندازهرشد و کاهش شاخص

 شدن در مقایسه با تیمارهای قبلیایحال افزایش شاخص قهوه

 144شد. در نهایت، اضافه کردن ترکیبات تراوش شده بعد از 

ترین تغییرات رشد را در پی داشت و کشت کمساعت به محیط

ر های رشد در مقایسه با دیگر تیمارها )تمام مواد دیگشاخص

داری داشت. از طرف یکشت( کاهش معنمحیطاضافه شده به 

کشت با در محیط ریزقلمهشدن ایدیگر، بالاترین شاخص قهوه

ساعت به  144اضافه کردن ترکیبات تراوش شده بعد از 

 کشت حاصل شد.محیط

اضافه کردن ترکیب ژوگلون به تنهایی هرچند سبب کم     

های رشدی در مقایسه با تیمار شاهد شده شدن رشد و شاخص

تنهایی مانع تواند ثابت نماید که این ترکیب بهاست اما نمی

که در کشت است، بسا ایندر محیط ریزقلمهاصلی عدم استقرار 

 میزان بر مثبتی اثر ( ژوگلون1390تحقیق چنیانی و همکاران )

ها در کل دوره ریزقلمه تروزن افزایش موجب و داشته رشد

یق مغایرت که از این لحاظ، با نتایج این تحقتکثیر شده است 

 دارد. 

 

 کلی  گیرینتیجه

کشت جامد نشان محیطتراوش شده به اضافه کردن ترکیبات 

در مقایسه با ترکیب ژوگلون به تنهایی که ترکیبی از مواد داد 

کشت به محیطریزقلمه پس از کشت  آغازینکه در روزهای 

شدن ایو سبب قهوه شوند با هم اثرگذار بودهتراوش می

 ریزقلمهاستقرار کشت و در نهایت، سبب عدمیطو مح ریزقلمه

 ریزقلمهشود. با گذشت زمان از تاریخ کشت میکشت محیطدر 

کشت به محیطکشت، تراوش ترکیبات متعدد فنلی در محیط

 144روز( و شبانه 3ساعت ) 72روز(، شبانه 1ساعت ) 24در 

پس از کشت افزایش یافته و نوع آغازین روز( شبانه 6ساعت )

که با گذشت چنانیابد و همترکیبات نیز تا حدودی تغییر می

کشت بالا زمان از تاریخ کشت، مقادیر این ترکیبات در محیط

کشت نیز در محیط ریزقلمهرود، احتمال بقاء و استقرار می

در روزهای بایستی  ها،یابد. با توجه به این یافتهکاهش می

نباشته شده در این ترکیبات فنلی اپس از کشت آغازین 

ها اجازه کشت را یا از دسترس خارج نمود و یا به آنمحیط

شدن ایهای اکسیداتیو درگیر در قهوهل نمودن آنزیمافع

 را نداد.ریزقلمه 
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Investigation of Phenolic Compounds Exuded from Single Node Microcuttings of 

Walnut into Liquid Culture Medium DKW 
 

Ehteshamnia1, A. and Gholami2*, M. 

 

Abstract 

 

In order to study the amounts of some phenolic compounds exuded from single node walnut explants in liquid medium 

(DKW), this experiment was performed in the form of a split units in time experiment based on split block design with 

three factors including cultivar in two walnut cultivars namely Chandler and Jamal, time of sampling in four levels  

including May 5 th, May 21st, July 5th and September 5th and the time of liquid culture assessment in three levels (24, 72 

and 144 hours after the culture) using HPLC with three replicates. In independent experiment, phenolic compounds 

exuded in liquid medium 24, 72 and 144h after the culture and juglone were added to solid medium. The results showed 

that in terms of the 14 phenolic compounds (Ellagic, Vanillic, Coumaric, Chlorogenic, Caffeic, Gentistic Ferulic 

Syringic Cinamic acid, Catechin, Rutin and Myricetin, Juglone and 1,4 Naphthoquinone) in shoots and medium the 

cultivars were not significantly different but the time of sampling and liquid culture assessment showed significant 

differences between the cultivars. The results showed that Juglone, Myricetin, Ellagic and Vanillic acid were present in 

the current year shoots in higher amounts than other phenolic compounds and Juglone, Ellagic acid and Myricetin had 

the highest leakage in the culture medium. Adding exuded phenolic compounds after 144h in the solid medium had the 

lowest growth and fresh weight change of microcutting and significant difference with other treatments.The over all 

results of this study showed that Juglone, Ellagic acid and Myricetin are possibly the main obstacles to the fully succeed 

microcuttings establishment of two Jamal and Chandler cultivars.  

 

Keywords: Juglone, Jamal, Chandler, Browning 
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