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  چكيده

هاي بـالغ يـك گونـه بـومي           زني جنين   گرما بر روي جوانه   /سرما و روشنايي  /شرايط تاريكي  سيد جيبرليك و  در اين آزمايش اثر دو نوع محيط كشت، ا        
هاي بالغ همراه بـا قـسمتي از قطعـات كوتيلـدوني       هفته پس از گرده افشاني انتخاب شدند و پس از ضد عفوني جنين         22هاي بالغ     ميوه. گردو بررسي شد  

سـپس  . هاي مختلفي از اسيد جيبرليك تهيه شده بود كشت شـدند             تغيير يافته كه با غلظت     DKW و   MTت  استخراج شدند و سپس بر روي محيط كش       
و موقعيت كشت روشنايي با تيمـار  )  درجه سانتيگراد 4±2دماي  (هاي مختلف فيزيكي از جمله موقعيت كشت تاريكي با تيمار سرمايي              ها به موقعيت    كشت

هـاي اسـيد      هـاي كـشت مختلـف، غلظـت         داري بين محيط    اختلاف معني . منتقل شدند )  درجه سانتيگراد  25±2 ساعت دوره نوري و دماي       5/16(حرارتي  
 تغيير يافته، موقعيت كشت تاريكي بـا       DKWها و طول شاخه اصلي در محيط كشت           زني جنين   درصد جوانه . جيبرليك و فاكتورهاي فيزيكي مشاهده شد     

 و موقعيت كشت تاريكي با تيمـار سـرمايي بـراي            MTمحيط كشت   . يك نسبت به تيمارهاي ديگر بيشتر بود      گرم بر ليتر اسيد جيبرل       ميلي 2تيمار سرما و    
ك اثر منفي در اين آزمايش اسيد جيبرلي    .  تغيير يافته و موقعيت كشت روشنايي با تيمار گرمايي بسيار موثر بود            DKWتكثير ريشه نسبت به محيط كشت       

. گرم در ليتر اسـيد جيبرليـك بيـشتر بـود             ميلي 2در ليتر اسيد جيبرليك نسبت به        گرم  ريشه اصلي در صفر ميلي    بطوريكه طول   بر روي رشد ريشه داشت،      
ها هنگامي كه تيمار سرمايي و اسيد جيبرليك به طور همزمان به كار برده شدند در مقايسه با هنگامي كه آنها به طور جداگانـه بـه                             زني جنين   درصد جوانه 

   ).زني  درصد جوانه17/63با (بود كار برده شدند بيشتر 
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     1  مقدمه

ــه Juglans و در جــنس Juglandaceaگــردو در خــانواده   طبق
 ؛ و)12( J. nigra؛ )Juglans regia) 27هـاي   جنس. گردد بندي مي

J. cinerea) 25 (    از لحاظ اقتصادي براي توليـد ميـوه مهـم هـستند .
براي توليد چوب، ميوه، اسباب و اثاثيه خانه و ) J. nigra  )1همچنين 

اي است    اي با ارزش در اكولوژي داراي اهميت ويژه         هم به عنوان گونه   
  ). 19(باشد  علاوه بر اين موارد گردو داراي خواص دارويي نيز مي .)9(

                                                            
 دانشگاه آزاد اسلامي، واحد گروه كشاورزي، ،دانش آموخته كارشناسي ارشد -1

  شهرآزاد
(Email: Kamalpay@gmail.com                   : نويسنده مسئول-(*

 كشاورزي و منابع  دانشيار گروه بيوتكنولوژي و اصلاح نباتات، دانشگاه علوم-2
   طبيعي ساري 

   دانشجوي كارشناسي ارشد گروه كشاورزي، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد گرگان-3

اي براي ازدياد رويـشي گـردو از طريـق            شكلات قابل ملاحظه   م
قلمه، پيوند، كشت بافت و غيره توسط افـراد مختلفـي گـزارش شـده               

ازدياد اين گياه تحـت شـرايط       ). 56  و 54،  38،  26،  17،  16،  14(است  
امـا بـذرهاي ايـن گيـاه داراي      . گيـرد   طبيعي از طريق بذر صورت مـي      
خـواب بـذر را     . زني پـاييني دارنـد      انهكمون بوده و در نتيجه درصد جو      

 درجـه   5 تـا    3توان به وسـيله پـيش سـرمادهي بـذرها در دمـاي                مي
 ماه همراه با رطوبـت از بـين بـرد كـه ايـن               3 تا   2سانتيگراد به مدت    

علاوه بـر   . )37  و 36،  20،  18،  11،  4،  3(فرايند چينه سرمايي نام دارد      
قـه بـذر وجـود بيمـاري        اين يكي از دلايل عدم توصـيه ازديـاد از طري          

است كه شواهد موجود دلالت بر اين دارد كـه ايـن            ) Canker(پاخوره  
ازدياد گـردو از طريـق قلمـه       ). 35(يابد    بيماري از طريق بذر انتقال مي     

دهي است    بسيار مشكل است، اين امر ناشي از توانايي كم آن در ريشه           
دو يـك   بعضي از محققين گزارش كردنـد كـه ازديـاد گـر           ). 28  و 21(

و دليل اصلي آن غالبا ميزان      ) 47  و 5(مسئله حل نشده باقيمانده است      

  )علوم و صنايع كشاورزي(  علوم باغبانينشريه
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دهي كم و نامنظم و همچنين ميزان مرگ و ميـر زيـاد گياهـان                 ريشه
تحقيقاتي كه اخيرا انجام شـده    . دار شده در مرحله سازگاري است       ريشه

اي كـه     كننـد كـه اسـتوانه اسكلرانـشيمي پيوسـته           است پيـشنهاد مـي    
هـا   دهي يـا ظهـور ريـشه    چوبي را در بر گرفته است از ريشههاي   بافت

زايي سـوماتيكي     تكثير گردو از طريق جنين    ). 57  و 6(كند    ممانعت مي 
زايـي سـوماتيكي و بـاززايي كـم آن بـه             به وسيله كـارايي كـم جنـين       

  ).56  و36(گردد  هاي كامل محدود مي گياهچه
 ماه 3 تا   2(ني آن   زني كم بذرها و دوره تكثير طولا         در گردو جوانه  

مشكلات عمـده در توسـعه و تكثيـر كولتيوارهـاي پـر             ) چينه سرمايي 
هاي باززايي    به كار بردن روش   . محصول حاصل از هيبريداسيون است    

دهد تا از طريق  گياه از طريق كشت جنين در اين ويترو به ما اجازه مي           
گاري كوتاه كردن دوره اصلاحي، جلوگيري از سقط جنين در اثر ناسـاز           

و همچنين تسريع جذب آب، مواد غذايي و اكسيژن به جنين بر موانـع              
علاوه بر موارد ذكر شده كشت      ). 40  و 18،  3(هيبريداسيون غلبه كنيم    

هاي نابالغ براي مطالعه فرايندهاي فيزيولوژيكي و مورفولـوژيكي      جنين
همچنين بـا اسـتفاده از      ). 32(گيرد    توسعه جنين مورد استفاده قرار مي     

توان گياهان را با قابليت تكثير بالايي بـه دسـت آورد،              اين تكنيك مي  
باشد   ها مي   كه اين قابليت به دليل جواني و پتانسيل باززايي زياد جنين          

)20.(  
ــوني آنهــا  و غلظــتمحــيط كــشت  ــرين هــاي ي  يكــي از مهمت

يكي از مـشكلات اوليـه   .  كشت بافت و سلول گياهي است   فاكتورهاي
. اسـت اي گردو عدم وجود محيط كشت مناسب         يشهدر ازدياد درون ش   

 توسـعه   DKWبراي حل اين مشكل، محيط كشت جديـدي بـه نـام             
. ريزي شـده بـود     دوكس پايه ا كه براي ازدياد هيبريد پار     )26  و 8( يافت

هاي كشت مختلفي مورد اسـتفاده قـرار          براي ريز ازديادي گردو محيط    
موراشـيگ و    ؛)DKW() 8(گرفته است، از جمله؛ درايـور و كونيـوكي          

اگرچـه  . و غيره ) B5) (13( گامبورگ و همكاران     ؛)MS) (33( اسكوك
 براي توسعه هيبريد پارادوكس بنيانگذاري شـده        DKWمحيط كشت   

هـاي ديگـر      بود، ولي آن به عنوان محيط كشت مناسـبي بـراي گونـه            
، نيز مورد استفاده قرار گرفته است، J. regiaخانواده گردوسانان، مانند 

طوريكه اخيرا به طور وسيعي در كشت بافت گردو مورد استفاده قـرار             ب
؛ )10(؛ امـام    )8(همچنين درايور و كونيـوكي      ). 14  و 10،  9،  1(گرفت  

و سـعادت و    ) 29(؛ مـك گراناهـان      )17(هيله سـادهولت و همكـاران       
هاي كشت را براي ريزازديـادي گـردو          برتري انواع محيط  ) 49(هنرتي  

 را  DKWادند و نامبردگان برتـري محـيط كـشت          مورد بررسي قرار د   
از طرفـي سـانچز     . هاي كشت ديگر را گزارش كردنـد        نسبت به محيط  

 J. regiaهـاي بـالغ    زنـي جنـين   بـراي جوانـه  ) 51(زامورا و همكاران 
 و  DKWهاي كـشت       را نسبت به محيط    WPMبرتري محيط كشت    

NGE   تبديل آنهـا  ها و  زني جنين براي افزايش جوانه.  را گزارش كردند
هاي بسياري توسط محققين مختلـف صـورت          به گياهان كامل تلاش   

هاي گـردو   زني جنين جوانه). 46  و 39،  37،  22،  15،  8،  7(گرفته است   

تحت شرايط مختلف كشت توسط محققين مختلفي گزارش شده است       
دهنـد كـه كـاربرد      هـاي متعـددي نـشان مـي          گزارش ).43  و 37،  19(

اي درصـد     و تيمار سرمايي بطور قابل ملاحظه     هورمون جيبرليك اسيد    
  و 50،  37،  19،  11(دهنـد     هاي گـردو را افـزايش مـي         زني جنين   جوانه

همچنين گزارش شده است كه كاربرد همزمان تيمار سـرمايي و           ). 55
هـاي    زني جنـين    هورمون اسيد جيبرليك اثرات افزايشي بر روي جوانه       

نه بكار برده شـدند داشـته       گردو نسبت به هنگامي كه آنها بطور جداگا       
  ).37  و19(است 

هدف از اين آزمايش بررسـي اثـرات دو نـوع            : اهداف آزمايشي 
، دو غلظـت متفـاوت هورمـون اسـيد          MT2 و   DKW1محيط كـشت    

ســرما و /جيبرليــك و دو موقعيــت فيزيكــي از جملــه شــرايط تــاريكي
هـاي   زني جنين   گرما و اثر متقابل اين فاكتورها بر روي جوانه        /روشنايي

هاي حاصـله تحـت       بالغ يك گونه بومي گردوي ايراني و رشد گياهچه        
  .اي است شرايط درون شيشه

  
  ها مواد و روش

 Juglans regia(هاي بـالغ گـردوي بـومي     در اين آزمايش ميوه

L. (22      هفته پس از گرده افشاني از شهرستان گاليكش واقع در استان 
 ـ   براي ضدعفوني ميوه  . گلستان تهيه شد   الغ از روش ضـدعفوني     هاي ب

بـا   )51(و سانچز زامـورا و همكـاران   ) 53(اسكالتسويانس و همكاران 
هاي نابالغ پس از شستـشوي سـطحي          ميوه. كمي تغييرات استفاده شد   

تحت جريان شير آب، در شرايط استريل شكافته شدند و مغز خـوراكي             
يـد  تيمار گرد % 70 دقيقه با الكل     5آن با دقت استخراج شد و به مدت         

 دقيقه ضدعفوني شدند و     15به مدت   % 3و سپس با هيپوكلريت سديم      
 دقيقه با آب مقطر استريل شستشو 3 بار و هر بار به مدت      5پس از آن    

  . شدند
هـاي   هـاي بـالغ از قـسمت    پس از ضدعفوني مغز خوراكي، جنـين  

خوراكي ميوه گردو همراه با قسمتي از قطعات كوتيلدوني جدا شـدند و             
 گرم بر   30 كه با    MT تغيير يافته و     DKWهاي كشت     بر روي محيط  

گرم بر ليتـر كـازئين هيـدروليز شـده و اسـيد                ميلي 1000ليتر ساكارز،   
آگار . تهيه شده بودند كشت شدند    )  ميليگرم بر ليتر   2صفر و   (جيبرليك  
 pH. هـاي كـشت اضـافه شـد          گرم بر ليتر به همه محـيط       9به مقدار   
 8/5 يـك نرمـال در   HCl و NaOHهاي كشت بـا اسـتفاده از         محيط

 درجه سانتيگراد و در فشار      121هاي كشت در دماي       محيط. تنظيم شد 
kgcm-1 1/1    هورمـون جيبرليـك    .  دقيقه اتـوكلاو شـدند     20 به مدت

اسيد تحت شرايط استريل با استفاده از فيلترهاي واتمن سر سرنگي با            
هـاي    حـيط  ميكرون فيلتر شد و هنگامي كه دمـاي م         2/0اندازه منافذ   

                                                            
1- Driver and Kuniyuki Walnut medium (8). 
2 - Murashige and Tucker medium (34). 
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 درجه سـانتيگراد رسـيد بـه آن         35 تا   30كشت اتوكلاو شده به حدود      
اضافه گرديد تا به اين طريق از تخريب آن در اثـر حـرارت جلـوگيري                

باشـد   مـي ) 33 (MS1تغيير يافته محيط    ) MT) 34محيط كشت   . شود
 مقـادير مـواد آلـي       . مواد آلي با يكـديگر تفـاوت دارنـد         كه در محتوي  
 چنـدين برابـر     MTوكسين و نيكوتين آميد محيط كشت       تيامين، پيريد 
تواننـد اثـرات      ها مـي     است، به طوريكه اين ويتامين     MSمحيط كشت   

  .مختلفي در فرايندهاي بيولوژيكي و سلولي گياه داشته باشند
. هـاي مختلـف كـشت منتقـل شـدند           ها به موقعيـت     سپس كشت 

 ــ   ــايش عبارتن ــن آزم ــتفاده در اي ــورد اس ــي م ــاي فيزيك   :د ازفاكتوره
 ســاعت دوره نــوري كــه بــا 5/16موقعيــت كــشت روشــنايي بــا -1 

 درجـه  25±2و دمـاي  )  لوكس3000(هاي فلورسنت سفيد سرد    لامپ
 4±2 موقعيت كشت تاريكي و تيمار سرمايي با دمـاي           -2سانتيگراد و   

هـا بـه موقعيـت كـشت           روز همـه كـشت     10پس از   . درجه سانتيگراد 
 سـاعت دوره    5/16سانتيگراد و    درجه   25±2يكساني كه شامل دماي     

شـد انتقـال داده       هاي فلورسنت سفيد سرد تامين مي       نوري كه با لامپ   
   .شدند

هاي به دست آمده، گياهان سالم و كـاملا           براي سازگاري گياهچه  
هاي قوي بودند از محـيط كـشت بيـرون            توسعه يافته كه داراي ريشه    

هـا، آنهـا تحـت        شهآورده شدند و بمنظور پاك كردن بقاياي آگار از ري         
سپس گياهچه هاي شسته شده به يك       . جريان شير آب شستشو شدند    

انتقـال داده   ) 1:1(ورميكوليـت    :محيط كشت ضدعفوني شـده پرليـت      
از هورمـون   % 1/0هـا بـا غلظـت         قبل از انتقال، ريشه گياهچـه     . شدند

ها مرتبـا     در حين سازگاري، گياهچه   . ايندول بوتيريك اسيد تيمار شدند    
  . مه پاشي و آبياري شدندتهويه،

 اين آزمايش بصورت فاكتوريل در قالب طرح كاملا تصافي انجام          
 ريـز   4شد بطوريكه هر تيمار داراي سه تكرار بود و در هر تكـرار نيـز                

زنـي، طـول     روز درصـد جوانـه  30پس از . نمونه جنيني بالغ كشت شد    
از لحـاظ   هاي به دسـت آمـده         داده. ها يادداشت گرديد    ها و شاخه    ريشه

بـراي  تجزيـه و تحليـل شـد و         ) SAS) 52آماري به وسيله نرم افـزار       
 ANOVAتعيين اثرات ساده و اثرات متقابل بـين فاكتورهـا از آمـاره              

براي تعيين اختلافات موجود بين تيمارها در هر پارامتر از          . استفاده شد 
  .استفاده گرديد) P= 0.05 (2اي دانكن آزمون چند دامنه

  
  نتايج و بحث

زني، طول شـاخه و ريـشه         نتايج حاصله نشان داد كه درصد جوانه      
اصلي تحت تاثير نوع محيط كشت، كاربرد هورمون اسيد جيبرليـك و            

زنـي    جوانـه ). 1جدول  (شرايط مختلف فيزيكي كشت قرار گرفته است        

                                                            
1- Murashige and Skooge medium (33). 
2- Duncan's multiple range test  

 تغييـر يافتـه متفـاوت       DKW و   MTها در دو نوع محيط كشت         جنين
زنـي در محـيط       ريكـه درصـد جوانـه      به طو  )%1در سطح احتمال    (بود  

 بـوده اسـت     MT تغيير يافتـه بيـشتر از محـيط كـشت            DKWكشت  
 تغييـر   DKWهـا در محـيط كـشت          رشد شاخه ). 2؛ جدول   a1شكل  (

نوع محيط كشت در ). c 1شكل( بود MTيافته بيشتر از محيط كشت 
ها اثر گذاشت، بطوريكه رشـد        بر رشد و توسعه ريشه    % 1سطح احتمال   

 بهتر و بيشتر از محـيط كـشت         MTها در محيط كشت       يشهو توسعه ر  
DKW     هـايي كـه در محـيط كـشت           ريشه). 2جدول  ( تغيير يافته بود
DKW          هـاي     تغيير يافته رشد كرده بودند علائم سوختگي را در بخش

بطوريكـه چنـين علائمـي در       ) b1شكل  (راسي ريشه خود نشان دادند      
 مشاهده  MTط كشت   هاي رشد كرده در محي      هاي گياهچه   نوك ريشه 

 تغييـر يافتـه از لحـاظ غلظـت          DKWمحيط كشت   ). d1شكل  (نشد  
 اسـت و ايـن سـوختگي راسـي          MTيوني غني تـر از محـيط كـشت          

ها ممكن است در نتيجه حضور غلظـت يـوني بيـشتر در محـيط                 ريشه
تايج حاصله از اين آزمايش نـشان داد  ن.  تغيير يافته باشدDKWكشت  

ها بـه محـيط       زني جنين   ها و جوانه    ثير شاخه كه گردوي ايراني براي تك    
 DKWكشت پايه با غلظت نمكي بالايي نيـاز دارد و محـيط كـشت               

 DKWمحـيط كـشت     . محيط كشت مناسبي براي اين منظـور اسـت        
غلظت نمكي نسبتا بـالا دارد كـه از لحـاظ محتـوي نيتـروژن مـشابه                 

 است، اما علاوه بر اين، اين محـيط كـشت           MT و   MSمحيط كشت   
ــون ديگــر اســت  اي غلظــتدار ــدين ي ــادي از چن ــسه . هــاي زي مقاي

 تغييـر يافتـه،   DKWهاي يوني موجود در محيط هـاي كـشت        غلظت
MT ،MS و  WPMكلسيم، فسفات، آهـن، منيـزيم،   هاي ازدياد يون 

 تغيير يافتـه را نـسبت       DKW در محيط كشت     روي، سولفات و منگنز   
موضـوع  دهد كه ايـن        نشان مي  WPM و   MT  ،MSبه محيط كشت    

ها در متابوليسم و رشد گياه به برتـري     با توجه به نقش حياتي اين يون      
داري از  در اين آزمايش اخـتلاف معنـي   . اين محيط منجر گرديده است    

ها در دو نوع محيط كشت  ها و ريشه  زني، رشد شاخه    لحاظ درصد جوانه  
DKW   و MT      هـا بـه      هـا و شـاخه       مشاهده شد، بطوريكه رشد ريـشه

اين نتايج  ).2جدول ( بيشتر بود    DKW و   MTحيط كشت   ترتيب در م  
مطابقت دارد  ) 8 ( درايور و كونيوكي    گزارش شده توسط   حاصله با نتايج  

بطوريكه آنها گزارش كردند بـراي ريزازديـادي گـردو محـيط كـشت              
DKW      بهتر از محيط كشت WPM   و MS هيلـه سـادهولت و     .  است

جـانبي بـه طـور     هـاي     گزارش كردند كـه رشـد شـاخه       ) 17(همكاران  
 WPM بيـشتر از محـيط كـشت         DKWداري در محيط كـشت        معني

كردند نـسبت      رشد   DKWهايي كه در محيط كشت        است و ريز شاخه   
تـر بـوده و    ضـخيم   رشد كردنـد WPMبه آنهايي كه در محيط كشت 

هـا در     رشـد بيـشتر ريـشه     . هاي توسعه يافته و سـبزتري داشـتند         برگ
 حـضور مقـادير زيـادي از        ممكن اسـت بـه خـاطر       MTمحيط كشت   

 در اين محيط كشت    تيامين؛ پيريدوكسين و نيكوتين آميد       هاي  ويتامين
 تغييـر   DKW محيط كـشت  بيشتر از   چندين برابر   باشد كه مقدار آنها     
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تواننـد اثـرات مختلفـي روي         مـي  مـواد  است؛ بـه طوريكـه ايـن         يافته
  .فرايندهاي بيولوژيكي و سلولي گياه داشته باشند

  
  

  هاي بالغ كشت شده در اين ويترو  جنين داده هاي حاصل از جدول تجزيه واريانس-1جدول 
    ميانگين مربعات      

درجه   منابع تغييرات
  آزادي

جوانه زني 
  )درصد(

طول ريشه اصلي 
  )سانتيمتر(

طول شاخه اصلي 
  )سانتيمتر(

  ns27/308  ns008/0  ns01/0  3  تكرار
  11/0 **  1/0**  91/806 **  1  هاي كشت محيط

  24/0 **  21/0 **  76/1971 **  1  اسيد جيبرليك
  13/0 *  11/0 **  85/688 *  1  شرايط فيزيكي 

  ns4/139  * 06/0  *01/0  1  اثر متقابل محيط كشت در اسيد جيبرليك 
  ns07/141  ns001/0  ns01/0  1  اثر متقابل محيط كشت در شرايط فيزيكي 

  07/0 *  01/0 *  24/512 *  1  اثر متقابل اسيد جيبرليك در شرايط فيزيكي 
اثر متقابل محيط كشت در اسيد جيبرليك در شرايط 

  ns01/105  ns0001/0  ns001/0  1  فيزيكي 
  005/0  004/0  21/35  21  خطاي آزمايشي

C.V%  -  20  94/4  57/5  
  . بودن است نشان دهنده غير معني دارnsو علامت % 1و % 5دار بودن در سطح احتمال   به ترتيب نشان دهنده معني**و *

  
 درصـد از    26گزارش كردند كه در حـدود       ) 24(ماپلي و همكاران    

هاي يكساله گردو در ريشه اصلي وجود       هاي آزاد در گياهچه     اسيد آمينه 
همچنين آمينو اسيدهاي آزاد ريشه اصلي مشابه آمينو اسـيدهاي          . دارد

آنها گزارش كردند كه سيترولين نقش مهمـي        . آزاد محور جنيني است   
در انتقال آمينو اسـيدهاي آزاد و همچنـين انتقـال مجـدد نيتـروژن               را  

اين آمينو اسيد غيـر     . كند  زني گردو ايفا مي     ذخيره شده در هنگام جوانه    
مقـادير زيـاد    . گـردد   تين سنتز مـي     زني از ارني    پروتئيني در مدت جوانه   

 ممكـن اسـت از طريـق        MTهاي موجـود در محـيط كـشت           ويتامين
دكربوكسيلاسيون اسيدهاي آلفا ستوني، ترانس     هاي    شركت در واكنش  

هـاي    هاي اكـسيداسيون و احيـا و غيـره در چرخـه             آميناسيون، واكنش 
هاي آزاد در     مختلف زيستي باعث افزايش سنتز سيترولين و اسيد آمينه        

ه باعـث افـزايش رشـد       هاي گردو گردد و در نتيج       ريشه اصلي گياهچه  
  . گردد ها ريشه

بيـشتر از   تغييـر يافتـه      DKWمحيط كشت   ها در     زني جنين   جوانه

 بوده است كه اين امر ممكن است ناشي از غلظـت            MTمحيط كشت   
 نسبت بـه محـيط كـشت        DKWزياد عناصر غذايي در محيط كشت       

MT              باشد، بطوريكه اين نتايج با نتايج گزارش شده توسـط سـعادت و 
و آنها گزارش كردنـد كـه گـرد       . مطابقت دارد ) 10(و امام   ) 49(هنرتي  

اي به محيط كشتي با عناصر معدني         براي رشد در شرايط درون شيشه     
 بـه عنـوان يـك       DKWنسبتا غني نياز دارد بطوريكه محـيط كـشت          

ها در اين محيط      محيط كشت غني از عناصر غذايي است و رشد شاخه         
همچنين سعادت و هنرتي    . هاي كشت ديگر بود     كشت بيشتر از محيط   

ري را بين وزن تر كـالوس و وزن تـر           دا  همبستگي مثبت و معني    )49(
شاخه؛ وزن تر شاخه و طول شاخه اصلي و همچنين وزن تر كالوس و              

هاي شاخه انتهاي گردوي ايراني كشت        طول شاخه اصلي در ريز نمونه     
 WPMنسبت به محـيط كـشت        MS و   DKWشده در محيط كشت     

  .مشاهده كردند

  
  ها زني جنين ها و جوانه ها، ريشه هاي كشت بر رشد شاخه ليك و موقعيتهاي كشت، هورمون اسيد جيبر  تاثير محيط-2جدول 

  )سانتيمتر(طول ريشه   )سانتيمتر(طول شاخه   )درصد(زني  جوانه  تيمارها
DKW a7/58  a34/1  b3/1  هاي كشت   محيط 
MT  b6/41  b22/1  a41/1  
  a53/54  a37/1  b27/1  )گرم بر ليتر ميلي (2  اسيد جيبرليك  b83/38  b19/1  a44/1  شاهد
  هاي موقعيت  a32/51  a34/1  a41/1  سرما/تاريكي

  b04/42  b21/1  b3/1  گرما/روشنايي  كشت
  ).بر اساس آزمون دانكن(داري ندارند   درصد با همديگر اختلاف معني5هايي كه داراي حرف يا حروف مشابه هستند در سطح احتمال  ميانگين



  49     هاي گردوي ايراني زني جنين اثر دو نوع محيط كشت، اسيد جيبرليك و چند فاكتور فيزيكي بر جوانه

  

  
  هاي حاصله از آنها ياهچههاي بالغ و گ زني جنين  جوانه-1شكل 

 a :هاي جوانه زده گردو در تيمار سرمايي در محيط كشت  جنينDKW روز بعد از كشت12عكس (گرم بر ليتر جيبرليك اسيد تهيه شده است   ميلي2 كه با  .(b :هاي  گياهچه
هاي گردو  اندازه طول ريشه و شاخه: c .) روز پس از كشت21عكس (ه شده است گرم بر ليتر جيبرليك اسيد تهي  ميلي2 كه با DKWرشد كرده در تيمار سرمايي در محيط كشت 

هاي رشد كرده در تيمار سرمايي در  گياهچه: d).  روز پس از كشت40عكس (گرم بر ليتر جيبرليك اسيد در تيمار سرمايي   ميلي2 تهيه شده با DKWرشد كرده در محيط كشت 
  ). روز پس از كشت21عكس ( جيبرليك اسيد تهيه شده است گرم بر ليتر  ميلي2 كه با MTمحيط كشت 

  
آنها گزارش كردند كه وزن تـر كـالوس توليـد شـده در سـه نـوع            

داري نداشته است      اختلاف معني  WPM و   DKW  ،MSمحيط كشت   
تـشكيل و رشـد كـالوس بـه         و اين نشان دهنده اين موضوع است كه         

 81 )51(همكـاران   سـانچز زامـورا و      . هاي يوني وابستگي ندارد     غلظت
را با استفاده از محيط كشت  J. regiaهاي بالغ  زني جنين درصد جوانه

WPM    هورمـون   .هاي رشد بود گزارش كردنـد        كه بدون تنظيم كننده 
گرم بـر ليتـر باعـث افـزايش درصـد              ميلي 2جيبرليك اسيد در غلظت     

عـلاوه بـر ايـن      ).  درصـد  1در سـطح احتمـال      (ها شد     زني جنين   جوانه
گرم بر ليتر هورمون جيبرليك اسيد باعث افزايش رشـد             ميلي 2د  كاربر

ها شده و طويلترين طـول شـاخه اصـلي نيـز در ايـن تيمـار                   شاخساره
در اين مطالعـه هورمـون جيبرليـك اسـيد اثـر       . هورموني به دست آمد   

بطوريكـه  %) 1در سطح احتمال    (ها گذاشت     منفي بر روي توسعه ريشه    
مركـل و  ). 2جدول (ر شاهد به دست آمد  طويلترين طول ريشه در تيما    

هـا و توانـايي       زني جنـين    گزارش كردند كه براي جوانه    ) 31(همكاران  
. كننـد   تبديل آنها به گياهـان كامـل فاكتورهـاي زيـادي دخالـت مـي              

گـزارش  ) 11(و فينكلستين و همكـاران      ) 42(راجاسكاران و همكاران    
يابـد بـه    هـا تجمـع مـي     در طول مـدت بلـوغ جنـين   ABAكردند كه  

بطور كلـي  . گردد ها مي  باعث القاي كمون جنينABAطوريكه تجمع  
GA3     و پيش سازهاي GA        يابـد،     در دوره چينه سرمايي افـزايش مـي

. كنـد   كـاهش شـديدي پيـدا مـي    ABAدر اين دوره سطوح  بطوريكه
  .كند ها را القا مي زني جنين جوانه GA3علاوه بر اين كاربرد 

هـا را بـه وسـيله القـاي توليـد              جنـين  زنـي   اسيد جيبرليك جوانـه   
 11(كنـد     ها تسريع مي    هاي هيدروليتيكي و انعطاف پذيري سلول       آنزيم

ها ممكن است با تغيير توزيع كلسيم در بافـت رشـد را               جيبرلين). 48 و
كلسيم به عنوان يك عامل كـاهش دهنـده قابليـت توسـعه             . القا كنند 

ست، در نتيجه ممكن اسـت      ها شناخته شده ا     اي  ديواره سلولي در دولپه   
ها به نحوي غلظت كلسيم ديواره سلولي را كـاهش دهـد كـه      جيبرلين

اين عمل احتمالا با تحريك جذب كلـسيم بـه داخـل سـلول صـورت                
هـاي   ها در رشد سلول     رسد جيبرلين   همچنين به نظر مي   ). 55(گيرد    مي

ها خيلي جوان كه احتمالا جذب مواد غـذايي را بـراي              متصل به جنين  
با توجـه بـه اينكـه مقـدار     . كند كند نقش مهمي ايفا مي ن تسهيل مي  آ

، نتـايج   )11(يابـد     جيبرلين در بذور رسيده تا سطح صـفر كـاهش مـي           
هـاي بـالغ گـردو        حاصل از اين آزمايش نشان داد كه در كشت جنـين          

ها در دو مرحلـه بـر         بطور كلي جيبرلين  . كاربرد جيبرلين ضروري است   
هـا    در مرحله اول توليد آنـزيم     . كند  مي ايفا مي  زني نقش مه    روي جوانه 

دهند و در     هيدروليزي را از طريق نسخه برداري كروموزوم افزايش مي        
مرحله دوم از طريق سيستم متحـرك سـازي و انتقـال مجـدد منـابع                

) 19(كــور و همكــاران ). 55(كننــد  غــذايي ذخيــره شــده عمــل مــي 
جنين بالغ در محـيط   را از طريق كشت )J. regia(هاي گردو  گياهچه
گرم بـر ليتـر     ميلي5/0گرم بر ليتر كينتين،       ميلي 5/0 كه با    MSكشت  

گرم بر ليتر اسيد جيبرليك تهيه شده بـود            ميلي 2بنزيل آمينو پورين و     
گزارش كردند كه محيط    ) 36(تبار    زاده و كاظمي    پيغام. به دست آوردند  
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 ـ            ميلي 1 كه با    DKWكشت    5/1ورين و   گرم بـر ليتـر بنزيـل آمينـو پ
 1/0 و   05/0،  01/0گرم بر ليتر بنزيل آمينو پورين در تركيـب بـا              ميلي
گرم بر ليتر ايندول بوتيريك اسيد تهيه شده بـود بهتـرين محـيط        ميلي

اخـتلاف   )10(امـام  .  اسـت J. regiaهاي نابالغ  زني جنين براي جوانه
هـاي كـشت      داري بين تيمارهـاي مختلـف هورمـوني و محـيط            معني

زايـي در گـردو       وي گزارش كرده است كه بـراي شـاخه        . ه كرد مشاهد
مناسـب  ) گرم بر ليتـر     ميلي BAP) 1 و هورمون    DKWمحيط كشت   

 كه حاوي بنزيل    MSها در محيط كشت       همچنين رشد جوانه  . باشد  مي
زايـي و رشـد قطـري و          آمينو پورين بود نتايج مثبتي را از نظـر شـاخه          

ز ايـن آزمـايش نـشان داد كـه          نتايج حاصل ا  ). 10(طولي داشته است    
ها مـوثر بـوده و باعـث          هورمون جيبرليك اسيد در رشد طولي گياهچه      

ها شده است كه اين نتايج        زني و رشد طولي شاخه      افزايش درصد جوانه  
مطابقـت  ) 29(و مك گراناهـان     ) 10(با نتايج گزارش شده توسط امام       

برليك اسـيد   گزارش كرده است كه كاربرد هورمون جي      ) 10(امام  . دارد
) 2(بنماهيول و همكاران    . در افزايش رشد طولي شاخه موثر بوده است       

 ميكرومول اسيد جيبرليـك بـه محـيط         9/2گزارش كردند كه افزودن     
كشت بر تكثير شـاخه جـانبي تـاثيري نداشـته اسـت و تنهـا بـر روي          

سـانچز  . افزايش طول شاخه به ازاي هر ريز نمونه اثـر گذاشـته اسـت             
 .J(هـاي گـردو    گزارش كردند كه ريـز نمونـه  ) 51(اران زامورا و همك

regia(    گرم بر ليتر بنزيل آمينـو پـورين بيـشترين             ميلي 5/0 در حضور
گزارش كردند  ) 45(رويلا و همكاران    . مقدار تكثير را حاصل داده است     

هـاي    كه براي ريزازديادي قطعات جنيني يا مواد گياهي جوان هورمون         
 1/0(، ايندول بوتيريـك اسـيد       )گرم بر ليتر     ميلي 1(بنزيل آمينو پورين    

) 43(رنوكداز و همكاران . ها است   مناسبترين هورمون )  ليتر گرم بر   ميلي
 بـا كـارايي بـالايي از    را) Carya illinoinensis(هاي پكـان   گياهچه

 و BAP ميكرومول 18 كه با MSطريق كشت جنين در محيط كشت       
رنوكداز و همكاران  .  تهيه شده بود به دست آوردند      IBA ميكرو مول    5
 شاخه به ازاي هر ريزنمونه را در محيط         9همچنين تكثير حداقل    ) 44(

 ميكرومـول بنزيـل آمينـو       32/13 تغيير يافته كه حاوي      WPMكشت  
نتـايج حاصـل از ايـن آزمـايش بـا نتـايج           . پورين بود را گزارش كردند    

مطابقــت دارد، ) 37(تبــار  گــزارش شــده توســط پيغــام زاده و كــاظمي
 1اسيد جيبرليك و    گرم بر ليتر       ميلي 2بطوريكه آنها گزارش كردند كه      

هـا و تكثيـر       زنـي جنـين     گرم بر ليتر بنزيـل آمينـو پـورين جوانـه            ميلي

. را افــزايش داده اســت) Carya illinoinensis(هــاي پكــان  شــاخه
هاي فيزيكي مختلـف كـشت نـشان داد كـه             همچنين بررسي موقعيت  

ها نيز تحت تاثير شرايط مختلـف كـشت قـرار گرفـت                 زني جنين   جوانه
ها در موقعيت كـشت تـاريكي بـا           زني جنين   بطوريكه جوانه ،  )1جدول  (

 درجه سانتيگراد بيشتر از موقعيت كشت روشـنايي         4±2تيمار سرمايي   
 ساعت دوره نوري بوده اسـت       5/16 درجه سانتيگراد با     25±2با دماي   

ها در موقعيـت كـشت        ها و طول شاخه     همچنين رشد شاخه  ). 2جدول  (
شنايي بود، شايد دليـل ايـن امـر در          تاريكي بيشتر از موقعيت كشت رو     

ها و جلو افتادن      زني جنين   نتيجه اثر القايي تيمار سرمايي بر روي جوانه       
علاوه بر اين طويلترين طـول ريـشه        ). 2جدول  (ها باشد     رشد گياهچه 

در موقعيت كشت تاريكي و تيمار سرمايي بـه دسـت           )  سانتيمتر 41/1(
 تحت شرايط مختلف كشت     هاي گردو   جوانه زني جنين  ). 2جدول  (آمد  

و ) 58(ياماچي و همكاران    . توسط محققين مختلفي گزارش شده است     
 و ژن   AtGAoxهـاي     گـزارش كردنـد بيـان ژن      ) 55(سان و فرانـك     

 كننـد در     شـركت مـي    GAكه مستقيما در متابولـسيم       BAبيوسنتزي  
 درجـه   4 سـاعت در سـرماي       48 كه به مدت     Arabidopsisبذرهاي  

رشـد  ) 23(ليـو و هـان      . داشتند افزايش يافتـه اسـت     سانتيگرادي قرار   
 هفته در   2 تا   1هاي بالغ گردو را كه به مدت          طولي محور جنيني جنين   

آنهـا گـزارش كردنـد كـه        . تيمار سرمايي قرار داشتند را گزارش كردند      
 هفتـه  10 تـا    8 درجه سـانتيگراد بـه مـدت         4 تا   2تيمار حرارتي پايين    

هـاي بـالغ گـردو        هاي انتهـايي جنـين      هبراي غلبه كردن بر ركود جوان     
) 19(و كـور و همكـاران       ) 37(پيغام زاده و كاظمي تبار      . ضروري است 

زني و طـول شـاخه اصـلي در           گزارش كردند كه بيشترين درصد جوانه     
) 59(زارعي خاجـه كلايـي و همكـاران         . تيمار سرما حاصل شده است    

 دو برابر افزايش مي     يافتند كه فعاليت آرژيناژ در تيمار سرمايي تا حدود        
زني در گردو در شرايط       آنها گزارش كردند كه كاهش مقدار جوانه      . يابد

گرمايي اساسا با غير فعال شدن سريع آرژيناز، مقادير زيـاد آمونيـاك و        
افزايش فعاليت  . تباط است رهاي مغز گردو در ا      تغيير تركيبات پلي آمين   

زدايـي كاتـابوليكي      نگلوتامين دهيـدروژناز در تيمـار گرمـايي بـا آمـي           
اسيدهاي آمينه و در ادامه سوختن آنها در مسيرهاي متابوليكي همـراه            

  . است

  
  هاي اصلي گردوي ايراني ها و ريشه زني جنين و رشد شاخه هاي مختلف كشت بر جوانه  اثر متقابل اسيد جيبرليك و موقعيت-3جدول 

  طول شاخه اصلي  )درصد(جوانه زني   تيمارها
  )سانتيمتر (

  طول ريشه اصلي
  )سانتيمتر (

  b47/39  b26/1  a49/1  سرما/ تاريكي× ) شاهد(اسيد جيبرليك 
  b19/38  c12/1  b39/1  گرما/روشنايي× ) شاهد(اسيد جيبرليك 
  a17/63  a42/1  b34/1  سرما/ تاريكي× ) گرم بر ليتر  ميلي2(اسيد جيبرليك 
  b89/45  b31/1  c21/1  گرما/روشنايي× ) گرم بر ليتر  ميلي2(اسيد جيبرليك 

   ).بر اساس آزمون دانكن(داري ندارند   درصد با همديگر اختلاف معني5هايي كه داراي حرف يا حروف مشابه هستند در سطح احتمال  ميانگين



  51     هاي گردوي ايراني زني جنين اثر دو نوع محيط كشت، اسيد جيبرليك و چند فاكتور فيزيكي بر جوانه

  
دهد كه متابولسيم اختصاصي آمينو اسـيدها در   اين موارد نشان مي 

ايي و بـا    هاي پـايين در مـدت چينـه سـرم           زني در حرارت    هنگام جوانه 
آرژيناز يكـي   ). 59(گردد    افزايش فعاليت آرژيناز بطور بهتري انجام مي      

هاي چرخـه اوره اسـت كـه باعـث تبـديل آرژنـين بـه اوره و                    از آنزيم 
تين پيش ماده سيترولين است و اين اسيد آمينه           ارني. گردد  تين مي   ارني

يتـروژن  هـاي آزاد و انتقـال مجـدد ن    غير پروتئيني به انتقال اسيد آمينه  
كند و باعـث افـزايش        زني گردو كمك مي     ذخيره شده در هنگام جوانه    

  ).24(گردد  هاي گردو مي زني جنين درصد جوانه
هاي   در اين آزمايش اثر متقابل هورمون جيبرليك اسيد و موقعيت         

زنـي     بـر روي جوانـه     درصـد 5مختلف كـشت نيـز در سـطح احتمـال           
، به طوريكـه بـا بـه        )1جدول  (هاي كشت شده اثر گذاشته است         جنين

گرم بر ليتر جيبرليك اسيد در موقعيت كشت تـاريكي    ميلي2كار بردن   
. گراد بيشتر از تيمارهاي ديگـر بـود          درجه سانتي  4±2با تيمار سرمايي    

هاي گردو هنگـامي كـه هورمـون          زني جنين   به طور كلي درصد جوانه    
ي به طور   جيبرليك اسيد و موقعيت كشت تاريكي همراه با تيمار سرماي         

همزمان به كار برده شدند، نسبت به هنگامي كـه ايـن دو فـاكتور بـه                 
ايـن  ). 1؛ شكل   3جدول  (طور جدا مورد استفاده قرار گرفت بيشتر بود         

و كـور  ) 37(نتايج با نتايج گزارش شده توسط پيغام زاده و كاظمي تبار     
مطابقــت دارد، بطوريكــه آنهــا گــزارش كردنــد كــه ) 19(و همكــاران 

 2(  GA3هنگامي كه هورمـون  ) J. regia(هاي گردو  زني جنين هجوان
و تيمار سرمايي به طور همزمـان بكـار بـرده شـدند             ) گرم بر ليتر    ميلي

. بيشتر از هنگامي بود كه اين دو فاكتور به طور جداگانه استفاده شـدند          
هاي مختلـف كـشت    اثر متقابل بين هورمون جيبرليك اسيد و موقعيت 

هـا را تحـت تـاثير قـرار داد             رشـد شـاخه    درصد5مال  نيز در سطح احت   
گرم بر ليتر از هورمـون جيبرليـك           ميلي 2، بطوريكه كاربرد    )1جدول  (

اسيد در موقعيت كشت تاريكي با تيمار سرمايي بيـشترين تـاثير را بـر               
ها داشت و طويلترين طول شاخه اصـلي در ايـن تيمـار بـه                 رشد شاخه 

مـل متقابـل هورمـون اسـيد     عكـس الع ). 3جـدول  (دست آمده اسـت     
هـا اثـر گذاشـته     جيبرليك و شرايط فيزيكي كشت بر روي رشد ريـشه       

هايي كـه     هاي گياهچه   بطوريكه ريشه ) درصد5در سطح احتمال    (است  
كردنـد    در تيمار سرمايي و بدون هورمـون جيبرليـك اسـيد رشـد مـي              

عكس العمـل متقابـل بـين       ). 3جدول  (بيشترين طول ريشه را داشتند      
حيط كشت و هورمـون جيبرليـك اسـيد نيـز در سـطح احتمـال         نوع م 

طويلترين ريشه اصـلي    . ها اثر گذاشت    ها و شاخه     بر رشد ريشه   درصد5
 كه بدون هورمون جيبرليك اسـيد بـود حاصـل           MTدر محيط كشت    

 كه بدون هورمـون     DKWاي كه اين تيمار با محيط كشت          بگونه. شد
از طرفـي طـويلترين     . تداري نداش ـ    اختلاف معنـي   اسيد جيبرليك بود  

گـرم بـر     ميلـي 2 كه داراي    DKWطول شاخه اصلي در محيط كشت       
ليتر اسيد جيبرليك بود به دست آمد بطوريكـه ايـن تيمـار بـا محـيط                 

گرم بر ليتر اسيد جيبرليك بـود اخـتلاف            ميلي 2 كه داراي    MTكشت  
  ). 1نمودار (داري نداشت  معني
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  ها ها و شاخه هاي كشت و هورمون اسيد جيبرليك بر رشد و توسعه ريشه  اثر متقابل محيط-1 نمودار

 a1 و a2محيط كشت   به ترتيب نشان دهندهDKW تغيير يافته و MTحروف. باشد  مي  b1و b2 گرم بر ليتر هورمون اسيد   ميلي2گرم و  به ترتيب نشان دهنده صفر ميلي
   ).بر اساس آزمون دانكن(داري ندارند   درصد با همديگر اختلاف معني5ايي كه داراي حرف يا حروف مشابه هستند در سطح احتمال ه ميانگين. باشد جيبرليك مي
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هاي شادابي را توليد      هاي كلفت و شاخه     گياهان سازگار شده ريشه   

هـاي   زنـي جنـين   بيـشترين درصـد جوانـه   ) 50(كردند سان و هاتيـك     
) شك شـده تحـت تيمارهـاي شـيميايي        خ ـ(سوماتيكي پسابيده شـده     

 را در محــيط Bilecikحاصـل از بــذرهاي دگرگـرده افــشان ژنوتيـپ    
 ميكرومول اسـيد جيبرليـك بـود يـا بـه            6/8 كه حاوي    DKWكشت  

 درجـه  4وسيله قرار دادن آنها به مدت چهار هفتـه در تيمـار سـرمايي               
 و  ، راجاسـكان  )11(فينكلستين و همكـاران     . سانتيگراد به دست آوردند   

زنـي    گـزارش كردنـد كـه جوانـه       ) 55(سان و فرانك    و  ) 42(همكاران  
 با كـارايي    GA3جنين ها بدون تيمار سرمايي يا بدون كاربرد هورمون          

 را كـاهش    ABAسـطح     GA3تيمار سرمايي يا    . شود  پاييني انجام مي  

). 55  و 11(دهـد     ها را افزايش مـي      زني جنين   دهد و در نتيجه جوانه      مي
زنـي و   ها در برابر نور، جوانه     و در ادامه قرار دادن جنين     پيش سرمادهي   

اين فرايند ممكن اسـت در نتيجـه        . ها را افزايش داده است      رشد شاخه 
شكستن خواب جنين در تيمار سرمايي و در ادامه جـذب نـور قرمـز و                

 باشـد   GAهـاي توليـد كننـده         نهايتا افزايش مقدار نسخه برداري ژن     
پيشنهاد كردند كه نور و تيمار      ) 58(مكاران  همچنين ياماچي و ه   ). 58(

زني داشـته باشـند،       سرمايي ممكن است اثرات مضاعفي بر روي جوانه       
 در GAهايي كه در سنتز       بطوريكه حرارت فاكتور مهمي در فعاليت ژن      

  .باشد ارتباط هستند مي
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