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Optimization of Tissue Culture Medium and the Combination of Growth Regulators to 

Increase Plantlet Production Efficiency in Walnut Micropropagation 

 
Introduction 

In our country, walnut tree propagation is traditionally done through seed cultivation, often 

resulting in seed rot and death due to fungal, bacterial, and viral contamination (MC Granahan 

et al., 1986; Driver and Kenyuki, 1984; Saadat and Henry, 2002). The traditional method, in 

addition to low multiplication rates, leads to high variation in resulting seedlings, potential loss 

of seedlings due to contamination, and reduced efficiency in subsequent stages (Unit, 2012; 

Kaur et al., 2006). Previous research has mainly utilized concentrations of one milligram per 

liter of benzyl adenine along with small amounts of indole butyric acid for Iranian walnut 

growth and enrichment (Rodrigues, 1982; Revilla et al., 1989; Penuela, 1988; Mejzadeh et al., 

2010, 1997; Amiri and Qaraati, 2012; Riosleal et al., 2012). This research aims to build upon 

and optimize previous work, evaluating the effectiveness of different concentrations of two 

growth regulators, benzyl aminopurine and adenine sulfate, on walnut plantlet regeneration and 

growth traits in tissue culture. 

 
Materials and Methods 

This study was conducted to optimize the tissue culture protocol for the "Chandler" cultivar 

walnut and determine the most suitable culture medium and hormonal composition for 

micropropagation. Lateral and terminal buds from the current season's branches were sterilized 

and cultured in DKW medium containing 2 mg/liter of benzyl adenine hormone and 100 

mg/liter of indole butyric acid hormone, with polyvinyl pyrrolidine at one g/liter and activated 

charcoal at 2 g. Two-factorial experiments were used to process and multiply the plant after 

the establishment phase. The first factor was DKW culture medium containing five levels of 

adenine sulfate (0, 20, 40, 60, and 80 mg/liter), and the second factor was benzylaminopurine 

plant growth regulator with five hormonal levels containing 0, 0.5, 1, 1.5, and 2 mg/liter in 

combination with 0.01 mg/liter of indole butyric acid hormone. DKW base culture medium 

without any plant growth regulating substances was considered as control. After two months, 

growth traits including plantlet weight, stem length, number of leaves, number of buds, and 

number of leaflets per plantlet were measured in different culture media. The resulting data 

were statistically analyzed using SAS 9.1 software, and means were compared using Duncan's 

multiple range test with a five percent probability level. 

 
Results and Discussion 

The analysis of variance showed that both plant growth regulators, benzyl aminopurine and 

adenine sulfate, had a very significant effect at the 1% probability level on plantlet weight, 

stem length, number of leaves, number of buds, and number of leaflets. The interaction effect 

of benzyl aminopurine with adenine sulfate treatment on plantlet weight and stem length was 

significant at the 1% probability level. However, the interaction effect of benzyl aminopurine 

with adenine sulfate treatment on the number of leaves, number of buds, and number of leaflets 

was not significant. The results indicated that an increase in the levels of growth regulators 

benzyl aminopurine and adenine sulfate led to an increase in plantlet weight. The positive 

effects of increasing the levels of growth regulating substances in increasing plantlet weight 

are likely due to their direct effect on nutrient absorption, utilization, and the photosynthesis 

process. These results align with the research of Hatemzadeh et al. (2017) and Saadat and 

Henrati (2002). The positive effects of higher concentrations of both growth regulators on the 

increase in the number of sprouts and the lack of significant difference between the two high 
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concentrations confirm that the use of high levels does not exceed the economic threshold. It 

can be justified that in excessive and unconventional concentrations, positive effectiveness is 

not achieved, but it can also impose more costs on the walnut tissue culture program. The 

appropriate concentration of BAP and adenine sulfate increases the leaf surface through the 

effect on cell divisions, resulting in receiving more light radiation and increasing the rate of 

photosynthesis. It seems that the two growth regulating substances in the appropriate 

concentration intensified each other's effect, affecting the rate of absorption and utilization of 

materials from photosynthesis, leading to an increase in the fresh and dry weight of the 

seedling. This, in turn, leads to a decrease in the length of the reproduction period in the 

resulting seedlings and an increase in the efficiency of the seedling production in walnut tissue 

culture. 

 
Conclusion 

The use of both studied growth regulators significantly increased plantlet weight, stem length, 

number of leaves, number of buds, and number of leaflets compared to the control treatment. 

Plantlet growth was achieved when plant growth regulators were used, and in the absence of 

these substances, no growth was seen in the plantlet. All assessed traits increased significantly 

with the addition of plant growth regulators, with the highest trait amounts obtained with the 

simultaneous use of benzyl aminopurine and adenine sulfate. 
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 چکیده

کننده  میماده تنظ بیکشت و ترک طیمح نیبهتر نییکشت بافت گردو و تع دستورالعمل یساز نهیبه منظور به قیتحق نیا
 ییانتها و یجانب یهااستان همدان اجرا شد. جوانه یعیو منابع طب یکشاورز قاتیگردو، در مرکز تحق یادیزازدیدر ر یرشد

 لیاستر طیدر شرا یسازبرداشت شده و پس از مراحل سترون ری،جا لسا یشاخهها میانی قسمتگردو رقم چندلر، از 
 گرمیلیم صدمکیو مقدار  نینآدبنزیلکننده رشد  میماده تنظ تریبر ل گرمیلیم 2 یحاو DKW پایهکشت  طیداخل مح

کشت  الگرم ذغال فع 2و  نیدیرولیپ لینیو یپل تریگرم بر ل کی د،یاس کیبوتر ندولیکننده رشد ا میماده تنظ تریبر ل
همراه  هاپریدگی آننوع علائم نکروزه و رنگ هر عدم وجودها و که با تورم و سرسبزی جوانه پس از مرحله استقرارشدند. 

 DKWشت ک طیمنظور از مح نیاستفاده شد. بد یدر قالب طرح کاملا تصادف لیفاکتور شیاز آزما ،یبه منظور پرآوربود، 
 تریبر ل گرمیلیم 2و  5/1، 1، 5/0، 0 یهاغلظتبا در پنج سطح  نیپور نویآم لیبنز یاهیم کننده رشد گیتنظ ادهم یحاو

، 40و  20، 0) سولفات نیپنج سطح مختلف آدناول و به عنوان فاکتور گرم در لیتر بوتیریک اسید میلی 01/0در ترکیب با 
ات صف شامل شدر یشاخصهاپس از دو ماه  .قرار گرفتاستفاده مورد  ،دوم( به عنوان فاکتور تریبر ل گرمیلیم 80و  60

مختلف  یهاکشت طیدر مح اهچه،ی، تعداد برگ، تعداد جوانه و تعداد برگچه در هر گنورسته طول ساقه ،گیاهچهوزن 
 نویآم لیبنز یاهیکننده رشد گ میتنظ دو ماده انس،یوار هیحاصل از تجز جیبر اساس نتا .قرار گرفت یریگمورد اندازه

متناسب با  .نشان دادند یدرصد بر صفات مورد بررس کیدر سطح احتمال  یداریمعن اریسولفات اثر بس نیو آدن نیپور
 طیحمدر به طوریکه ها افزایش پیدا کرد. کننده رشد، میزان پرآوری و رشد گیاهچهافزایش غلظت در هر دو ماده تنظیم

 ،هاتغلظمقایسه با سایر در  سولفات نینآد تریبر ل گرمیلیم 80 و نیپور نویآم لیبنز تریبر ل گرمیلیم 2 یحاو هایکشت
 .دیگردایجاد  یصفات مورد بررس هیکلدر  یقابل توجه اثرات مثبت

 یاهیکننده رشد گ می، مواد تنظصفات رشد ،پرآوریکشت بافت، های کلیدی: واژه
 

 مقدمه

 یبه طور شودیبصورت گسترده کشت م (.Juglans regia L) است که در آن گردو یمهم یهاشگاهیاز رو رانیکشور ا
و به احتمال  شناسندیم Persian Walnut  یسیو به اصطلاح انگل یرانیا یکه در اکثر کشورها گردو را به نام گردو

 یاهپیاز ژنوت یعی. مجموعه وسستمنتقل شده ا گرید یکشورها یبه برخ رانیگذشته از ا یهابذر آن در زمان ادیز
مازندران، سمنان، نجف آباد، فارس،  جان،یطالقان، آذربا ن،یاز جمله همدان، قزو رانیمرغوب و نامرغوب در اکثر نقاط ا

(. با استناد به آمارنامه et al., 2013 jadMohammadine) شودیکردستان، کرمان و ...به صورت مخلوط کشت م
 نیکه بالاتر باشدیهکتار م 17664هکتار و در استان همدان  165100کشت گردو در کشور  ریز( سطح 2020) یکشاورز
تن،  261262 بیمحصول و عملکرد آن در کشور به ترت دیتول زانی. مباشدیکشت گردو در کشور را دارا م ریسطح ز
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و استان همدان رتبه اول را در  ودهدر هکتار ب لوگرمیک 3054تن و  63025در هکتار و در استان همدان  لوگرمیک 1720
(. تولید نهال سالم گردو یکی از موضوعات مهمی است که Anonymous, 2020) باشدیمحصول دارا م نیا دیتول

 یجنس قیاز طر یسنت قیر ما اغلب به طردرخت گردو در کشو ریای انجام شده است. تکثدر خصوص آن مطالعات گسترده
دچار  یروسیو و ییایباکتر ،یقارچ یهایوجود آلودگ لیاز بذورکشت شده به دل یادیگردد. تعداد زی)کشت بذر( انجام م

 (. 2002Hennerty andSaadat , 1984; Kuniyuki andDriver ,) روندیم نیشده و از ب یدگیپوس
توان انتظار میو در شرایط مطلوب  گرددیهزار بذر کشت م 100معمولا در یک هکتار حدود  ،تکثیر گردو یروش سنت در

جهی وبا تأخیر قابل تنیستند، از یکنواختی برخوردار  کهضمن این .هزار نهال بدست آید 60تا  50حدود که حداکثر داشت 
یهای سازگار و با ویژگ ارقام بر ضرورت تهیه پیوندک از های بذری علاوه باشند. پیوند این پایههمراه مینیر در باردهی 

ن هم ممکجهت جوش خوردن و ایجاد ترکیب پیوندی بادوام و پایدار نیز نیاز دارد. در مواردی های ویژه ، به مراقبتبرتر
ود پس از پیوند بشمراحل  در جوش خوردن پیوندکموفقیت در  راندمان کاهشهای بذرزاد سبب آلودگی است که با وجود

( Kaur, 2005; Vahdatiet al., 1986;  McGranahan, 1988; McGranahan and Leslie

et al., 2006) . یگردو متکثیر بذری مشکلات  نیپنهان از مهمتر یهایو وجود آلودگ ریتکث نییپا بیضردر مجموع
 .(Kuniyuki andDriver et al., 1982;  Somerz 1984 ,) باشد

ی زای( در آزمایشی برای تعیین مؤثرترین سیتوکینین در شاخهBosela and Michler, 2008بوسلا و میکلر  ) 
( هر سه بر بازایی شاخه مؤثرند اما طویل ZEA( و زآتین )TDZگردوی سیاه دریافتند که بنزیل آدنین، تیدیازرون )

میکرومولار زآتین مشاهده نمودند  25- 5بنزیل آدنین و غلظت میکرومولار  12-5/5ها را فقط در غلظت شدن شاخه
تأثیر  نیبه برتری زآتین نسبت به بنزیل آدنین برای افزایش طول شاخساره اشاره نمودند اما اضافه نمودند که ا نیهمچن

 ه است.ای شدن گردیدهای بالاتر، باعث بروز عارضه شیشههای پایین اتفاق افتاده و در غلظتمثبت در غلظت
 افتهیرشد  یهاجوانه یکردن و سازگار دارشهیر ی(، در بررسVahdati et al., 2004و همکاران ) یوحدت 

 DKWکشت  طیو مح Vinaو  Ghendler ،Sunlandاز سه رقم گردو  ،یرانیا یدر ارقام گردو یشگاهیآزما
روز،  7استفاده نمودند. پس از  تاژلیف تریگرم بر ل 2گرم ساکارز و  30و   BA Mµ 4.4 +M IBAµ 0.05 یحاو

 دیاس کرومولاریم 15 یحاو  MSکشت  طیهفته به مح کیبرش داده شده و به مدت  متریسانت 4-3ها با طول جوانه
منتقل شدند. پس از آن  گرادیدرجه سانت 22 یو دما یکیآگار و تار تریگرم بر ل 9گرم ساکارز و  30و دیاس کیبوتر ندولیا

و  DKWکشت  طیروز، از مح 28پس از  ،ییزاشهیر ندیادامه فرا در. دندیمنتقل گرد ییروز به روشنا 28به مدت 
استفاده نمودند و  دیگرد لیکه در اتوکلاو استر تاژلیگرم ف 2گرم ساکارز و  30و  25/1به  1با نسبت  تیکولیورم

 ند.کرد دیرا تول دارشهیر یهااهچهیگ

کشت گردو انجام  طیمح سازی¬نهیکه به منظور بهدیگری  قی( در تحقVahdati et al., 2008و همکاران ) یوحدت
به کار رفته  DKWکشت  طیاز آنچه در مح یشتریب یاز ارقام گردو به مقدار مواد معدن یدادند، اعلام نمودند که برخ

گردو موثر  یهازنمونهیر ییزاشهیدر درصد رشد و ر تواندیمو مس  تولینوزیوایم شتریب ریدارند و استفاده از مقاد ازیاست ن
 باشد.

 نویآم لیبنز یکننده رشد می( اثر ماده تنظPaygamzadeh and Kazemitabar, 2011) تباریو کاظم زادهغامیپ
 DKWکشت  طینمودند و مح یگردو بررس دهیرس یهانیجن یرا بر رو پیو ژنوت دیاس کیاست ندولیا دیاس ن،یپور
یلیم 05/0و  01/0 رهمراه با مقدا BAP تریبر ل گرمیلیم 5/1 یدارا طیمح ایو  BAPتریبر ل گرمیلیم1/0مقدار  یحاو
علام ا ینموده و به طور کل یمعرف دهیرس یهانیاز جن اهچهیگ دیتول یکشت، برا طیمح نیرا بهتر IBA تریبر ل گرم

file:///D:/drive-e/yazdan/مقاله%20کشت%20بافت%20گردو%20خانم%20قربانی/Driver%20and%20Kuniyuki.docx
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که  یبه نحو ابدییم شیافزا یزنکننده رشد همزمان استفاده گردد، درصد جوانه میکه از دو ماده تنظ ینمودند هنگام
 گزارش نمودند. % 76/67 یو در دوم % 32/49 یلاو طیرا در مح یزندرصد جوانه

گردو  یادیزازدیر ی( بر روMohammadinejad et al., 2013نژاد و همکاران ) یکه توسط محمد یقیدر تحق
گرم آگار  8ساکارز +  تریگرم بر ل WPM (30و  DKWکشت  طیاثر دو نوع مح ،انجام گرفت Z60و  305 پیژنوت
فر، ص ریرا با مقاد نیآدن لیکننده رشد بنز میاثر سه غلظت ماده تنظ ( وPVP نیدیرولیپ لینیو یپل تریگرم بر ل کی+ 
 نمودند یکشت برتر معرف طیرا به عنوان مح DKW طینمودند و مح یرا بررس کرومولاریم کیو  5/0
رقم  یبر رو Invitro طیرا بر کشت گردو در شرا زنمونهی( اثر فصل و نوع رet al., 2008 Yariو همکاران ) یاری

Z63  وZ60 مان ز نیبهتر تیو کشت کردند و در نها یریگاقدام به نمونه یمختلف یهاها در زماننمودند. آن یبررس
 یفمعر زنمونهیر نیرا به عنوان بهتر یزمان را مرداد ماه و تک گره برگ نیماه و بدتر بهشتیرا اواخر ارد یریگنمونه

 نمودند.
ها در شدن بافت یاقهوه زانیم ی( در بررس2014Ehteshamnia and Gholami ,.) یو غلام این احتشام

را بر  دیاس کیذغال فعال و آسکورب یحاو DKW و MSکشت  طیمختلف کشت بافت گردو، اثر دو مح یهاوهیش
ذغال فعال را به عنوان  تریگرم بر ل 2 یحاو DKWکشت   طینمودند و مح یچندلر و جمال بررس یرانیدو رقم ا یرو

 یهاساعت در محلول 2ها را قبل از کشت به مدت آنها جوانه یگرید شینمودند. در آزما یکشت معرف طیمح نیبهتر
از نظر  PVPقرار گرفته در محلول  یهازنمونهی( قرار دادند و اعلام نمودند ردیاس کیو آسکورب PVPمختلف )آب، 

 نیا همچنینو بوده  دیاس کیقرار گرفته در محلول آسکورب یهاتر جوانه و تعداد برگ بهتر از نمونهطول جوانه، وزن
مانع  تواندیم PVPمانند  ییهادانیاکسیاستفاده از آنت دهدیموضوع نشان م نی. اکنندیها بهتر از آب عمل منمونه
 .کشت بافت گردد ندیها در فراشدن بافت یاقهوه
 BAP تریدر ل گرمیلیم 1( استفاده همزمان از Hashemidehkordi et al., 2020و همکاران ) یدهکرد یهاشم

 دیمف اثراتاند. موثر دانسته یگلدان یپوریش اهیدر گ ییزاو اندام ییزانهیرا در پ سولفاتنیآدن تریدر ل گرمیلیم 20به همراه 
به اثبات شود،  یاستفاده م BAPبا  بیکه در ترک یهنگام باززایی مریستم از کشت بافت سیب زمینیدر سولفات  نیآدن

سولفات  نیآدن تریبر ل گرمیلیم 20و  نیزآت تریبر ل گرمیلیم 10(. استفاده همزمان از Bhuiyan,2013) رسیده است
 ,.Nazari et alو همکاران ) یتوس توسط نظر یادیزازدیدر ر WPMکشت  طیدر مح ییاندام زا یرا در جهت القا

 یحاو MSکشت  طیهمزمان از مح زاستفادهی( نArab et al., 2003شده است. عرب و همکاران ) هی( توص2017
 یخرما انیرو یادیزازدیرا درر 2ipکننده رشد  میماده تنظ تریبر ل گرمیلیم 10سولفات و  نیآدن تریبر ل گرمیلیم 80

 نمودند. یمناسب معرف طیمح یمضافت
صول مح دیو تول کسانی یکیژنت تیبا خصوص کنواختی یهاو احداث باغ هایماریمبارزه با ب یکارها براراه نیاز بهتر یکی
 یادیزازدیکشت بافت و ر کیاستفاده از تکن یجهان یبالا، جهت صادرات به بازارها یو با ارزش و بازار پسند کنواختی

باغات  امکان اصلاح ،ها به تعـداد کـافی و قیمت مناسب صورت نگیردنهال هگون. تا زمانی که تولید اینباشدیها مآن
از طرفی موفقیت در ریزازدیادی گردو و میزان پرآوری  فنی جدید در کـشور وجـود نخواهد داشت. موجود و توسعه باغات

جه و درها های مختلف آنبا نوع و ترکیب محیط کشت و غلظتهای حاصل زایی گیاهچهو نیز درصد ریشهها ریزنمونه
تباط تنگاتنگ ارلوئیدها و دیگر موارد بازدارنده رشد اها، آلکسازی تانن اکسایندگی ترکیبات محیط کشت در جذب و خنثی

 دوفاوت از های متارزیابی کارآیی غلظتدستورالعمل قبلی و   سازیبهینهاین تحقیق با هدف تکمیل و  بنابراین دارد. 
تولیدی گردو  هایبر میزان باززایی و نیز صفات رشد گیاهچهو آدنین سولفات  نیپور نویآم لیبنزرشد کننده ماده تنظیم

   درآمد. در کشت بافت به اجرا
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 هامواد و روش

برداشت  ،ماه در اواخر اردیبهشت ریجا لسا یشاخهها میانی قسمتگردو رقم چندلر، از  ییو انتها یجانب یهاجوانهابتدا 
 میبه قطعات کوچک تقس شگاهیآزما طیدر مح یماریاز آفت و ب یهای سالم و عارها، ساقهشدند. پس از جدا کردن برگ

 یضدعفون قهیدق 2درصد به مدت  70سپس با استفاده از اتانول  .شسته شدند یآب جار ریساعت در ز کیشده و به مدت 
در  قهیدق ستیبه مدت ب نارفلویدستگاه لام ریشسته شده و در ز لیها با استفاده از آب مقطر استر. پس از آن نمونهشدند

ذف مواد گرفتند. به منظور حقرار  کیوتیب یو مواد آنت ستیب نیچند قطره تو یحاو میسد دیکلر پویمحلول دو درصد ه
ها سه مرحله و در هر . سپس نمونهدیاستفاده گرد قهیدق 15به مدت  نیدیرولیپ لینیو یپل تریبر ل گرمیلیم 500از  یفنل

داخل  هانمونه ل،یاستر طیدر شرا یسازرونشد. پس از مراحل ست یآبکش لیبا آب مقطر استر قهیدق 5مرحله به مدت 
 تریبر ل گرمیلیم 2ساکارز،  تریگرم بر ل DKW،30 پایهکشت  طیمح تریلیلیم 100 یکه حاو ییمربا شهیظروف ش

 2، ( PVP ) نیدیرولیپ لینیو یپل تریگرم بر ل کی د،یاس کیبوتر ندولیا تریبر ل گرمیلیصدم م کی ن،ینوپوریآمبنزیل
در  ههفت کیکشت شده به مدت  یها. نمونهدندیبود، کشت گرد 7/5برابر  PHآگار و  تریگرم بر ل 7فعال و گرم ذغال 

 8و  ییساعت روشنا 16 ودیشدند و پس از آن به فتوپر ینگهدار یکیو در تار گرادیدرجه سانت 25 یاتاقک رشد با دما
ه واکشت کشت مشاب طیدر مح کباریها هر هفته نمونه ،یمواد فنل زانی. به منظور کاهش مافتندیانتقال  یکیساعت تار

 شدند. 
ه صورت ب یدر قالب طرح کاملا تصادف لیفاکتور شیآزما از اهیگ یادیزازدیو ر یاز مرحله استقرار، به منظور پرآور پس

، 5/0، 0در پنج سطح مختلف ) نیپور نویآم لیکننده رشد بنز میتنظ وادمبدین منظور مجزا و در سه تکرار استفاده شد. 
لفات در سو نیو آدنبه عنوان فاکتور اول  دیاس کیریبوت تریدر ل گرمیلیم 01/0با  بیدر ترک( تریبر ل گرمیلیم 2و  5/1، 1

 پایه کشت محیط. قرار گرفت به عنوان فاکتور دوم مد نظر( تریبر ل گرمیلیم 80و  60، 40، 20، 0پنج سطح مختلف )
DKW یشاخصهابه عنوان شاهد در نظر گرفته شد. پس از دو ماه  ،یاهیکننده رشد گ میفاقد هر گونه مواد تنظ 

 یهاکشت طیدر مح اهچه،یطول ساقه، تعداد برگ، تعداد جوانه و تعداد برگچه در هر گ اهچه،یصفات وزن گ شامل یشدر
 قرار گرفت. یریگمختلف مورد اندازه

 چند نمواز آز دهستفاا با هامیانگین مقایسهشده و  ریماآ تجزیه SAS 9.1حاصل، با استفاده از نرم افزار  یهاداده
 شد. منجاا صددر پنج لحتماا سطح باو  نکندا ایمنهدا
 

 و بحث نتایج

ات سولف نیو آدن نیپور نویآم لیبنز یاهیکننده رشد گ می(، مواد تنظ1 )جدول انسیوار هیحاصل از تجز جیبر اساس نتا
طول ساقه، تعداد برگ، تعداد جوانه و تعداد برگچه نشان  اهچه،یدرصد بر وزن گ کیدر سطح احتمال  یداریمعن اریاثر بس

حتمال و طول ساقه در سطح ا اهچهیبر وزن گ زیسولفات ن نیدر آدن نینوپوریآم لیبنز ماریاثر متقابل ت نیدادند. همچن
سولفات بر تعداد برگ، تعداد جوانه و تعداد  نیدر آدن نیپور نویآم لیبنز ماریاما اثر متقابل ت دیگرد داریدرصد معن کی

 . نشد یداریبرگچه معن
 نویآم لیبنز تریبر ل گرمیلیدو م یحاو یکننده رشد میماده تنظبا  ماری( در تگرمیلیم 67/57) اهچهیوزن گ نیشتریب

، به نآگروه جداگانه قرار گرفت. پس از  کیدر  ییسولفات مشاهده شد که به تنها نیآدن تریبر ل گرمیلیم 80و  نیپور
را  اهچهیوزن گ نیشتریسولفات ب نیآدن تریبر ل گرمیلیم 80در  نیپور نویآم لیبنز تریبر ل گرمیلیم 1و  5/1 یحاو ماریت

فاقد  ماری( در تگرمیلی)صفر م اهچهیوزن گ نی. کمترقرار گرفت مارهایت ریجداگانه از سادر گروه دوم و  کهکردند  دیتول
 (.2 )جدول گرفتدر گروه آخر قرار  ییکه به تنها دیگرد جادیسولفات ا نیو آدن نیپور نویآم لیبنز
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 .گردو رقم چندلرگیاهچه و صفات رشد تجزیه واریانس اثر مواد تنظیم کننده رشد گیاهی بر باززایی  -1 جدول

Table 1- Variance analysis of the effect of plant growth regulators on plantlet regeneration and growth traits of 

walnut cultivar “Chandler”. 

Source of Variations 

S.O.V 
d.f 

Means of Squares (MS) 

Plantlet 

weight 
Stem length Leaf 

number 
Bub 

number 
Leaflet 

number 

BAP 4 1893.73** 1395.54** 14.61** 19.44** 487.96** 

Adenine Sulfate 4 654.01** 2111.77** 5.86** 7.99** 198.89** 

BAP× Adenine 

Sulfate 
16 28.72** 53.55** 0.15ns 0.41ns 198.89ns 

Error 50 7.44 9.29 0.53 0.59 7.55 

C.V  9.16 7.95 25.55 21.28 18.35 

 
 نیو آدن نیپور نویآم لیبنز هکننده رشد میتنظد واسطوح م شیبا افزامشخص شد که  1با نتایج حاصله و بر اساس شکل 

اثرات مثبت افزایش سطوح مواد تنظیم کننده رشد در افزایش وزن . (2)شکل  است افتهی شیافزا اهچهیسولفات، وزن گ
تاثیر مستقیم این مواد بر افزایش سرعت جذب و بکارگیری مواد غذایی و تاثیر مستقیم آن  ناشی ازبه طور قطع گیاهچه 

 یسعادت و هنرتو نیز  (et al., Aflaki 2017) و همکارانافلاکی باشد. این نتایج با پژوهش میفرآیند فتوسنتز   بر
(, 2002Saadat and Henertty )ها در و تاثیر مثبت آنو ساکارز  نیآدن لیبنزهای مختلف با اثرات غلظت

 باشد. های بالاتر بر افزایش وزن گیاهچه همسو میغلظت

 

 

 

 

ns ،* درصد. 1 و 5احتمال  در سطح و تفاوت معنی دار دارمعنینبود تفاوت به ترتیب  :** و 
ns, * and **: Non-significantly difference and significantly difference at 5 and  1% probability levels, respectively. 
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 هفته پس از کشت. 8اثر متقابل ماده تنظیم کننده رشدی بنزیل آمینو پورین و آدنین سولفات بر وزن گیاهچه  -1شکل 

Figure 1- The interaction effect of the BAP and adenine sulfate growth regulators on plantlet weight 8 weeks 

after cultivation. 
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 BAPگرم بر لیتر میلی BAP   5/1گرم بر لیتر میلی 2

 هفته پس از کشت.  8رشد گیاهچه گردو در تیمارهای مختلف بنزیل آمینو پورین  -2شکل 

Figure 2- The growth of walnut plantlets in different benzyl aminopurine treatments in 8 weeks after cultivation. 

 

 

 

 

 

 گیاهچه گردو. صفات رشدمیانگین اثر متقابل بنزیل آمینو پورین و آدنین سولفات بر  همقایس -2جدول

Table 2- Means Comparison of the interaction effect of benzylaminopurine and adenine sulfate on the growing 

traits of walnut plantlets. 

 Plant growth 

regulators 
Means of Growing traits 

 

 

Treatments 

AD 
mg/l 

BAP 

mg/l 

Plantlet 

weight (g) 
Stem length 

(cm) 
Leaf 

number 
Bub 

number 
Leaflet number 

1 0 0 0.00 p 0.00 n 0.00 i 0.00 ij 0.00 n 

2 20 0 12.00 o 24.33 ml 1.00 hi 1.33 ij 12.00 mn 

3 40 0 13.67 o 26.33 jklm 1.33 ghi 1.67 hi 13.67 mn 

4 60 0 16.33 no 28.33 jkl 1.67 fgh 2.00 ghi 16.33 lm 

5 80 0 27.00 hijk 30.33 lj 2.00 efgh 2.67 efgh 27.00 ijkl 

6 0 0.5 19.00 mn 22.00 m 1.67 fgh 2.33 fghi 19.00 jkl 
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7 20 0.5 25.00 jkl 33.67 hi 2.00 efgh 3.33 cdef 25.00 ghijk 

8 40 0.5 24.33 kl 38.33 fg 2.67 cdef 3.67 bcde 24.33 fghijk 

9 60 0.5 26.00 ijkl 42.67 ef 3.33 bcd 4.33 abc 26.00 efghi 

10 80 0.5 29.33 ghij 48.33 cd 3.33 bcd 4.33 abc 29.33 defgh 

11 0 1 21.67 lm 24.67 klm 2.00 efgh 2.67 efgh 21.67 kl 

12 20 1 26.67 hijk 34.00 ghi 3.00 bcde 3.67 bcde 26.67 fghijk 

13 40 1 30.00 fghi 40.67 ef 3.33 bcd 4.33 abc 30.00 fghij 

14 60 1 32.33 efg 44.00 de 3.33 bcd 4.00 bcd 32.33 defgh 

15 80 1 34.33 def 51.33 c 3/33 bcd 4.67 ab 34.33 bcd 

16 0 1.5 25.67 ijkl 25.67 klm 2.33 defg 3.00 defg 25.67 hijk 

17 20 1.5 30.67 fgh 35.67 gh 3.33 bcd 4.00 bcd 30.67 cdefg 

18 40 1.5 36.00 de 41.00 ef 3.67 abc 4.67 ab 36.00 bcde 

19 60 1.5 41.00 c 50.67 c 4.00 a 4.67 ab 41.00 cdef 

20 80 1.5 40.67 c 61.67 b 3.67 abc 4.65 ab 40.67 bc 

21 0 2 33.00 efg 29.00 jk 3.00 bcde 4.00 bcd 33.00 fghij 

22 20 
2 

38.00 cd 38.33 fg 3.67 abc 4.33 abc 38.00 bcd 

23 40 
2 

45.67 b 47.33 cd 4.00 a 3.67 bcde 45.67 bcd 

24 60 
2 

49.00 b 58.33 b 4.00 ab 5.33 a 49.00 b 

25 80 2 57.67 a 70.00 a 4.67 a 5.33 a 57.67 a 

 درصد اختلاف نشان ندادند. 5ای دانکن در سطح احتمال های با حروف مشترک بر اساس آزمون چند دامنهمیانگین
Means with common letters based on Duncan's multiple range test did not show differences at the 5% 

probability level. 

و  نیپور نویآم لیبنز تریبر ل گرمیلیدو م یحاو یکننده رشد میماده تنظ ماری( در تمتریلیم 70) اهچهیطول گ نیشتریب
 نیو آدن نیپور نویآم لیفاقد بنز ماری( در تمتریلی)صفر م اهچهیطول گ نیسولفات و کمتر نیآدن تریبر ل گرمیلیم 80

 (.3و شکل  2 شد )جدول جادیسولفات ا
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هفته پس از کشت. 8 اهچهیگ طولسولفات بر  نیو آدن نیپور نویآم لیکننده رشد بنز میاثر متقابل ماده تنظ -3شکل   

Figure 3- The interaction effect of the BAP and adenine sulfate growth regulators on plantlet length 8 weeks 

after cultivation. 

در ( مشخص شده است که 3با بررسی اثرات متقابل ماده تنظیم کننده رشد بنزیل آمینو پیورین و آدنین سولفات )شکل 
غلظت ماده  شیهستند و با افزا کتریبهم نزدنمودار خطوط  ن،یپور نویآم لیکننده رشد بنز میماده تنظ نییپا یهاغلظت

 و میکلر بوسلا .ابدییم شیافزابه صورت قابل توجهی  اهیشده و طول گ شتریفاصله خطوط ب ،یکننده رشد میتنظ
(, 2008Bosela and Michlerدر آزمایشی برای تعیین مؤثرترین سیتوکینین در شاخه ) زایی گردوی سیاه
(Juglans nigra ،دریافتند که هر سه ماده بنزیل آدنین )( تیدیازرونTDZ( و زآتین )ZEA بر بازایی شاخه مؤثرند )

میکرومولار زآتین مشاهده  25- 5میکرومولار بنزیل آدنین و غلظت  12-5/5ها را فقط در غلظت اما طویل شدن شاخه
 نینمودند که ا انیبه برتری زآتین نسبت به بنزیل آدنین برای افزایش طول شاخساره اشاره نمودند اما ب نینمودند. همچن

با  کهت ای شدن گردیده اسهای بالاتر، باعث بروز عارضه شیشههای پایین اتفاق افتاده و در غلظتتأثیر مثبت در غلظت
 یادیزازدی( در ر2016Kepenek and kolagasi ,) یو کلاقاض کیپنیدارد. ک رتیمغا شیآزما نیحاصل از ا جینتا

 5و  5/2 یدارا NGEکشت  طیدرصد رشد را در مح نیشتریطول ساقه و ب نیبلندتر ،ییدرصد باززا نیشتریبگردو، 
و همکاران  نایدست آوردند. مد به دیاس کیبوتر ندولیا تریبر ل گرمیلیم 5/2همراه با  ازرونیدیت تریبر ل گرمیلیم
(et al., 2011 Medinaبهتر )یحاو طیدر مح ییونزوئلا یگردو یادیزازدیرا در ر ییرشد جوانه انتها نیشتریو ب نی 
 به دست آوردند. BA تریبر ل گرمیلیم 5/1و  23/0و  TDZ تریبر ل گرمیلیم 3و  2/1، 3/0

ان داد که نش نیپور نویآم لیکننده رشد بنز میدر سطوح مختلف ماده تنظدر گیاهچه و تعداد برگ  نیانگیم سهیمقا
با سطوح  یداریحاصل شد که تفاوت معن نیپور نویآم لیبنز تریبر ل گرمیلیعدد( در مقدار دو م 87/3) تعداد برگ نیشتریب

 داریمعناختلاف عدد(  29/1)نیپور نویآم لیفاقد بنز ماریبا ت انداشت ام نیپور نویآم لیبنز تریبر ل گرمیلیم 5/1و  1، 5/0
ه از پنج ک مشخص شدسولفات  نیدر سطوح مختلف آدندر گیاهچه تعداد برگ  نیانگیم سهیمقانشان داد. همچنین با 

. شد داریسولفات معن نیبا هم نداشتند اما تفاوت آنها با سطح فاقد آدن یداریچهار سطح تفاوت معن ،یسطح مورد بررس
 9/1تعداد برگ ) نی( و کمترولفاتس نیآدن تریدر ل گرمیلیم 80)پنجم  ماریعدد( مربوط به ت 4/3تعداد برگ ) نیشتریب

 (.bو  a 4 شکلسولفات( بود ) نیآدن تریبر ل گرمیلیاول )صفر م ماریعدد( مربوط به ت
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هفته  8 ( درb( و آدنین سولفات )a) نیپور نویآم لیکننده رشد بنز میمختلف ماده تنظ ریمقادگیاهچه با متوسط تعداد برگ در  -4شکل 

 .گردو اهچهیپس از کشت در گ
Figure 4- The mean number of leaves in the plantlet with different amounts of the growth regulator benzyl 

aminopurine (a) and adenine sulfate (b) in 8 weeks after cultivation in the walnut plantlets. 

 

ان داد که سطوح نش نیپور نویآم لیکننده رشد بنز میسطوح مختلف ماده تنظگیاهچه با تعداد جوانه در  نیانگیم سهیمقا
کننده  میعدد( مربوط به سطح پنجم ماده تنظ 53/4تعداد جوانه ) نیشتریدر چهار گروه مختلف قرار گرفتند. ب یمورد بررس

 ریچهارم نداشت اما تفاوت آنها با سا ماریبا ت یداریتفاوت معن ه( بود کنیپور نویآم لیبنز تریبر ل گرمیلی)دو م یرشد
بود  نیپور نویآم لیفاقد بنز ماریعدد( مربوط به ت 64/1تعداد جوانه ) نیبود و کمتر داریمعن نیپور نویآم لیسطوح بنز

 (.a 5شکل )
چهار  ،یسولفات نشان داد که از پنج سطح مورد بررس نیسطوح مختلف آدنگیاهچه با تعداد جوانه در  نیانگیم سهیمقا

تعداد جوانه  نیشتریبود. ب داریسولفات معن نیها با سطح فاقد آدنبا هم نداشتند اما تفاوت آن یداریسطح تفاوت معن
 ماریربوط به تعدد( م 57/2تعداد جوانه ) نیسولفات( و کمتر نینآد تریدر ل گرمیلیم 80پنجم ) ماریعدد( مربوط به ت 33/4)

 (.b 5شکل سولفات( بود ) نیآدن تریبر ل گرمیلیاول )صفر م
کلروپلاست  بیاز تخر یریها و جلوگبرگ یریممانعت از پ ،یسلول میعنوان محرک تقسبه اهانیدر گ هانینیتوکینقش سا

نهایتا تعداد جوانه در گیاهچه، تعداد برگ و  شیافزا با تواندیم نتیجه آنمحرز شده است، که  لیسنتز کلروف کیو تحر
های بالاتر از هر دو تنظیم کننده رشد بر افزایش تعداد در این پژوهش اثرات مثبت غلظت .همراه باشد وزن تر گیاهچه

ستانه آبالا در زمانی که از باشد که استفاده از سطوح دار بین دو غلظت بالا، موید این موضوع میجوانه و عدم تفاوت معنی
ود شهای بیش از حد و غیر متعارف نه تنها اثربخشی مثبتی حاصل نمیاقتصادی تجاورز نکند، قابل توجیه بوده و در غلظت

( et al., 2014 Yariو همکاران ) یاری . نماید لیتحمبیشتری به برنامه کشت بافت گردو  تواند هزینهبلکه می
وزن تر در  نیرشتیبهمچنین طول جوانه و  نیبلندترو کالوس  یتعداد جوانه حاو نیشتریدرصد تعداد جوانه، ب نیشتریب

 به دست آوردند. نیآدن لیو بنز ازرونیدیت تریبر ل گرمیلیم 8/0را در مقدار  اهچهیهر گ
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هفته  8 ( درb( و آدنین سولفات )a) نیپور نویآم لیکننده رشد بنز میمختلف ماده تنظ ریمقادگیاهچه با در  جوانهمتوسط تعداد  -5شکل 

 .گردو اهچهیپس از کشت در گ
Figure 5- The mean number of buds in the plantlet with different amounts of the growth regulator benzyl 

aminopurine (a) and adenine sulfate (b) in 8 weeks after cultivation in the walnut plantlets. 

ان داد که پنج نش نیپور نویآم لیکننده رشد بنز میسطوح مختلف ماده تنظ درگیاهچه تعداد برگچه در  نیانگیم سهیمقا
عدد( مربوط به  47/21تعداد برگچه ) نیشتریقرار گرفتند. ب از همدیگر متفاوتکاملا  یدر گروهها یسطح مورد بررس
 نویآم لیفاقد بنز ماریعدد( مربوط به ت 57/2تعداد برگچه ) نی( و کمترنیپور نویآم لیبنز تریبر ل گرمیلیسطح پنجم )دو م

در مقایسه میانگین تعداد برگچه در گیاهچه با سطوح مختلف آدنین سولفات مشخص شد که پنج  (.a 6بود )شکل  نیپور
 80عدد( مربوط به سطح پنجم ) 87/19سطح مورد بررسی در سه گروه متفاوت قرار گرفتند. بیشترین تعداد برگچه )

 6شکل تیمار فاقد آدنین سولفات بود )عدد( مربوط به  21/10گرم بر لیتر آدنین سولفات( و کمترین تعداد برگچه )میلی
b.) 

 
هفته  8 ( درb( و آدنین سولفات )a) نیپور نویآم لیکننده رشد بنز میمختلف ماده تنظ ریمقادگیاهچه با در  جوانهمتوسط تعداد  -6شکل 

 .گردو اهچهیپس از کشت در گ
Figure 6- The mean number of buds in the plantlet with different amounts of the growth regulator benzyl 

aminopurine (a) and adenine sulfate (b) in 8 weeks after cultivation in the walnut plantlets. 

 کاریردکه  ه استمشخص شدفتوسنتز انجام گرفته است،  ندیبر فرا یاهیمواد رشد گ ریتاث نهیدر زم یاگسترده قاتیتحقبا 
 یهافتوسنتز و هم در حرکت فرآورده میمختلف هم در تنظ یهاها و زماندر غلظت یاهیرشد گ یهاکننده میتنظ

  BAP(. غلظت مناسب et al., 1998 Tsonevدارد ) یبه مقصد نقش اساس آنها در برگ دیاز محل تول یفتوسنتز
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 یتشعشع نورشتر بی افتیدرکه نتیجه آن سطح برگ شده  شیباعث افزا یسلول ماتیاثر بر تقس قیاز طرو آدنین سولفات 
ثر همدیگر ارسد که دو ماده تنظیم کننده رشد در غلظت مناسب . در این بین به نظر میباشدمیفتوسنتز سرعت  شیافزاو 

گیاهچه  وزن تر و خشک، منجر به افزایش را تشدید کرده و با تاثیر بر سرعت جذب و بکارگیری مواد حاصل از فتوسنتز
طول اهش ک منجر بهنوبه خود  زایی بهبه محیط ریشههای تولیدی اند. در این وضعیت با قابلیت انتقال گیاهچهگردیده

از تاثیر  نتایج مشابهی .شودمیگردو کشت بافت در و افزایش راندمان تولید گیاهچه های حاصل در گیاهچه یدوره تکثیر
BAP تبار زاده و کاظمیهای پیغامهای حاصل از کشت بافت گردو در پژوهشبر رشد و باززایی گیاهچه

(2010 &2011 Paygamzadeh,Payghamzadeh and Kazemitabarنیز حاصل گردیده است ) 
 BAP تریگرم در لمیلی 1( استفاده همزمان از et al., 2020 Hashemidehkordiو همکاران ) یدهکرد یهاشم

 دیفم اثرات. اندموثر دانسته یگلدان یپوریش اهیدر گ ییزاو اندام زایینهیرا در پ سولفاتنیآدن تریگرم در لمیلی 20به همراه 
( Bhuiyan, 2013بویان ) گزارشدر  زمینیسیب هایبر پرآوری و رشد گیاهچه BAPبا  بیسولفات در ترک نیآدن

سولفات را  نیآدن تریگرم بر لمیلی 20و  نیزآت تریبر ل گرممیلی 10استفاده همزمان از همچنین . نیز به اثبات رسیده است
et al.,  Nazariو همکاران ) یتوس توسط نظر یادیزازدیدر ر WPMکشت  طیدر مح ییاندام زا یدر جهت القا

 شده است. هیتوص( et al., 2003 Arabو همچنین عرب و همکاران ) ( 2017
 

 
 

 .دیاس کیبوتر ندولیا تریبر ل گرمیلیم 6 یحاو DKWکشت  طیچندلر در مح دارشهیر اهچهیگ -7شکل 
Figure 7- Rooted plantlets of “Chandler” in DKW culture medium containing 6 mg/liter indole butyric acid. 
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 کلی گیرینتیجه

 داریعنم شیکننده رشد مورد مطالعه، باعث افزا میکاربرد هر دو ماده تنظمشخص شد که  کلی آزمایش جینتا بر اساس
از رشد  ی. درصد قابل توجهشدندشاهد  ماریطول ساقه، تعداد برگ، تعداد جوانه و تعداد برگچه نسبت به ت اهچه،یوزن گ

 یشدر چیمواد، ه نیحاصل شد و در صورت عدم استفاده از ا یاهیم کننده رشد گیهنگام استفاده از مواد تنظ هااهچهیگ
ابل توجه ق شیافزا یاهیکننده رشد گ میمواد تنظ ریبا اضافه شدن مقاد یابینشد. همه صفات مورد ارز دهید چهاهیدر گ

ولفات حاصل س نیو آدن نیپور نویآم لیدر استفاده همزمان از بنزها در گیاهچهصفات  میزان نیبالاتر نکهیداشتند ضمن ا
 .دیگرد
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