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و ها ريزنمونه آرايش كشتونوع،گيرياثر زمان نمونه
 هايريزنمونهو رشد بر استقرار ان اكسيد آنتينوع
اي در شرايط درون شيشه(.Juglans regia L)ايراني گردوي

3و محمود اثني عشري*2، منصور غلامي1محمدباقر ياري

و دانشياران دانشكده1،2،3  كشاورزي دانشگاه بوعلي سينا، همدان، دانشجوي كارشناسي ارشد
)25/2/90: تاريخ تصويب-30/5/89: تاريخ دريافت(

 چكيده

و رشد بر مؤثرعوامل چهار آزمايش مجزا جهت مطالعه در اين تحقيق، استقرار

ي شده از ايستگاه تحقيقات گردوي آور جمعZ63وZ60 هاي دو ژنوتيپ گردوريزنمونه

سه،ريزنمونه، چهار نوعيگير نمونهپنج زمان ها شامل بررسيآزمايش.گرديداجرا تويسركان

دوهردر. بودنداناكسيد آنتيو شش نوع مادهط كشت روي محيريزنمونهحالت قرار دهي

اريزنمونه،ژنوتيپ درهاي مريستم و تك گره كه به دليل ماه گرفته شدند ارديبهشتنتهايي

و نيز داشتن و استقرار را دارا بودندط فيزيولوژيكي مناسبشراي نقطه فعال رشد  بيشترين رشد

بهو را نشان دادنددار اختلاف معنيها از اين نظرريزنمونه ساير نسبت همچنين.ي

و به سمت بالا روي محيط كشت قرار داده شدند رشدريزنمونه  هايي كه به صورت عمودي

و و داد كه پلي نتايج نشانZ63در ژنوتيپ. بيشتري داشتندبهتر وينيل پيروليدون

وريزنمونهموجب افزايش استقرار فلوروگلوسينول  اي شده هاي قهوهريزنمونه كاهش تعداد ها

و علاوه بر آن و قطر كالوس نسبت به سايردردارافزايش معنيباعث گرديدند  وزن تر

 كاهش،هاريزنمونهقرار داري در افزايش است سيستئين اثر معنيZ60در ژنوتيپ. ها شدندتيمار

وهاي قهوهريزنمونهتعداد . افزايش وزن تر كالوس داشتاي شده

.اي شدنقهوه، ريز ازدياديگردو،:هاي كليدي واژه

 مقدمه
 Juglans)تكثير براي گياهاني نظير گردوي ايراني

regia L.)آ معمول ازديادهاي كه روش و نها كارايي در
هاي مورد توجه تكثير يكي از روش،د لازم را ندارنبازده
از مهمترين مراحل اين روش. اي استشيشهدرون

و رشد  در. استريزنمونهمرحله استقرار عوامل زيادي
گيري، دارند كه مي توان به زمان نمونهتأثيراين مرحله 

گيري آن روي محيط كشتو جهت قرار ريزنمونهنوع 
تبافت. اشاره كرد ركيبات پلي فنلي هاي گردو غني از

باشند كه پس از جدا شدن از پايه مادري به عنوان مي

، به لحاظ اكسيداسيون تركيبات مذكور به رنگ ريزنمونه
و ضمن انتشار به محيط كشت، و ريزنمونهتيره در آمده

ميتأثيراستقرار آن را به شدت تحت براي. دهند قرار
اده مي هاي گوناگوني استفغلبه بر اين مشكل از روش

هااناكسيد آنتيترين آنها استفاده از شود كه يكي از مهم
، دو گونه از ريزنمونهاز نظر زمان تهيه.دباش مي

 E. viminalisو Eucalyptus gunnii اكاليپتوس شامل
بهترين نتيجه مربوط به مورد مطالعه قرار گرفته اند كه

بريزنمونه و هايي بوده كه در فروردين ماه تهيه شده ودند
و كمترين ميزان قهوه اي شدن را بالاترين درصد استقرار
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 .Assareh & Zandi, 2006 .(Zabihi et al(نشان دادند
 گياه ملجدرريزنمونهدر بررسي اثر نوع ) 2008(

(Ulmus glabra)در كه جوانهنمودهرشا گز هاي جانبي
و استقرار بودندريزنمونه خرداد ماه بهترين . از نظر رشد

درريزنمونه انواع در گزارش ديگري با استفاده از
هاي، جوانه Eucalyptus gunniiاكاليپتوس ريزازديادي

 معرفي شدهريزنمونهكورميك به عنوان بهترين اپي
هاي جانبي جوانه.(Assareh & Sardabi, 2004)است
 در ريز ازديادي بلوط قرمزريزنمونهعنوان بهترين به
)Quercus rubra (كه توليد به خوبي امكان معرفي شده

 ,.Puddeohat et al)گياه كامل را فراهم نموده است 

1997) . 
ميريزنمونه توان روي محيط كشت به صورت ها را

افقي، عمودي يا مايل قرار داد كه در هر روش حفظ 
گيري عمودي در روش قرار. ضروريستريزنمونهقطبيت 

اها عموماً راحترشد ريشه و در اين حالت تجمع تر ست
ميريزنمونهدر قاعده فيزيولوژيكي مواد در. افتد اتفاق

به بايد ريزنمونهمواردي كه هدف باززايي شاخه است
 & Hasandokht)صورت افقي در محيط قرار داده شود

Ebrahimi, 2006).گيريو جهت قرار ريزنمونه اثر نوع
وتون كر هايآن در محيط كشت در پرآوري شاخه

)Codiaeum variegatum (و�وم پيكتواريته بررسي
 ريزنمونه ترينمناسب گزارش شده كه جوانه انتهايي

.(Orlikowska et al., 2000) براي تكثير اين گياه است
Vieitez et al.)1993 ( القايبرراريزنمونهاثر جهت

و رشد شاخساره در بلوط قرمز در. بررسي كردند كالوس
 افقي به صورتهاي تك گره كه ريزنمونهآنان آزمايش

و با و كالوس بيشتر قرار داشتند استقرار بهتري داشته
) Garcı´a-Luis et al.)2006. وزن بالاتري توليد نمودند

 در تماس با محيط كشت بر باززايي ريزنمونهاثر جهت 
سه(شاخه در تروير سيترنج و نارنج دورگ بين پرتقال

هاي تك گره ريزنمونهو عنوان كردند كه را بررسي) برگ
 عمودي قرار گرفتند بيشترين وزن كالوس به صورتكه 

و و عمودي وارونه ريزنمونهرا توليد كردند هاي افقي
و اندازه را دارا بودند  & Bhau. كمترين ميزان وزن تر

Wakhlu)2001 ( و دمبرگ از برگ، قطعات تك گره

 
1. Pictum 

د و باززايي  Morus)سفيدر توتبراي القاي كالوس

alba)و دريافتند كه تك گره استفاده كردند
 Türemis. براي تكثير اين گياه بودريزنمونهترين مناسب

& Çömlekçioglu)1996 (ترين مناسب در جستجوي
 ريزنمونه براي ريز ازديادي گردو، از سه نوعريزنمونه

و جوانه در هايشامل مريستم، انتهاي شاخساره جانبي
در ميلي5/0حيط دارايم استفاده كردند  IBAليتر گرم

.معرفي نمودند ريزنمونهو انتهاي شاخساره را بهترين 
و باززائيهااناكسيد آنتي اثر تعدادي از بر استقرار

و نتايج گياهان  توسط محققين مورد بررسي قرار گرفته
)Emershad et al.)1989. خوبي به دست آمده است

و آسپاراژين بر استقرار آمينه اسيدتأثير هاي سيستئين
مورد بررسيرا (.Vitis vinifera L)هاي تاك ريزنمونه
 در ليتر گرم ميلي 200 به ميزان سيستئينو قرار دادند

  Mahana & Motallebi-Azar.مناسب ارزيابي كردندرا
 ان شاملاكسيد آنتي ضمن بررسي اثر دو نوع (2007)

يك اسيد آمينه سيستئينونپلي وينيل پيروليدي به هر
كه در ليترگرم ميلي 100ميزان   حداكثر، دريافتند
 رقم هاي سيبريزنمونهاي شدن قهوه حداقلو استقرار

در)(Malus X domesticaسگلدن دليش
شداناكسيد آنتي ) Nkanka)1982.هاي مذكور حاصل

هاي درون نيز با كاربرد اسيد آسكوربيك در كشت
و بلوط) Eucalyptus rudis(اي اكاليپتوسشيشه

)Quercus borealis ( هاي آنها ريزنمونهموفق به استقرار
درواز پلي وينيل پيروليد) Hohtola)1988.شد ن

 به Pinus sylvestris كاجاي شيشه هاي درون كشت
ها استفاده ريزنمونهاي شدن منظور جلوگيري از قهوه

 اسيد آسكوربيك، اسيداز ديگري نيز محققين.كرد
و نيترات نقره براي سيتريك، پلي وينيل پيروليدين
هاي گياهان مختلف ريزنمونهاي شدن بافت كاهش قهوه
ااستفاده كرد ميه  Wu & Toitتوان به ند كه از آن جمله

 Protea cynaroide(،Shekafandeh(روي گياه) 2004(

& Khush-Khui (2007)روي گواوا (Psiduim 

guajava)،Titov et al.)2006 ( روي موز)Musa spp(،
Alima &Hoque)2002 (شاه بلوط نوعيروي (Trapa 

japonica)،Abdelwahed et al.)2008 (باقلا روي
)Vicia faba(،Moon-Kim et al.)2007 (انجير روي
)Ficus carica(،Krishna et al.)2008 ( روي انبه
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)Mangifera indica (همچنين. اره كرداش Lopez 
آميزي از سيستئين براي كاهش طور موفقيتهب) 2001(

وقهوه .استفاده كرد هاي گردوريزنمونهاستقرار اي شدن
و،يگير نمونههدف از اين تحقيق بررسي اثر زمان  نوع

ان اكسيد آنتيو همچنين نوع ريزنمونهجهت قرار گيري
و رشد  ژريزنمونهبر استقرار نوتيپ گردوي ايراني هاي دو

.بوداي در شرايط درون شيشه

و روش هامواد
،گيريچهار آزمايش مجزا براي بررسي زمان نمونه

و نحوه قرار و نيز روي محيط كشتريزنمونهگيري نوع
وهااناكسيد آنتي تأثير هاي ريزنمونهاستقرار روي رشد

و اجرا،)دماوند( Z63و Z60دو ژنوتيپ  .شد طراحي
 گيريدر اين آزمايش اثر زمان نمونه:مايش اولآز

و رشد .ها مورد مطالعه قرار گرفتريزنمونهروي استقرار
در ماههاي فروردين، ارديبهشت،هاريزنمونهبدين منظور

و مرداد از دو ژنوتيپ خرداد،  تهيه Z63و Z60تير
از.شدند ازها گرهاين نمونه ها ي حاوي جوانه رشد يافته
بريزنمونه.ا جدا گرديدندهشاخه  دقيقه1مدته ها ابتدا

 دقيقه در هيپوكلريد سديم15سپس%70در الكل
و در پايان سه بار با آب دندشعفوني سطحيضد5/1%

ها روي ريزنمونه. مقطر استريل شستشو داده شدند
كه محيط كشت تخصصي گردو DKWكشت محيط 

 اين محيط. (Vahdati et al., 2009) است قرار گرفت
)1/0±8/5pH ( گرم در ليتر آگار8با )ديفكو باكتو آگار(

و محتوي كه IBA در ليتر گرم ميلي2/0جامد شده بود
شدكشت براي   در هر ظرف ريزنمونه6تعداد. استفاده

و سپس  به اتاق رشد با دماي آنهاكشت قرار داده شد
و2±24  ساعت روشنايي منتقل16 درجه سانتي گراد
طرح كاملاً تصادفي با چهار آزمايش در قالب.ندرديدگ

 به صورت مجزا براي)ريزنمونه5هر يك با تعداد(تكرار
 در پايان آزمايش درصد استقرار. هر ژنوتيپ انجام گرديد

وهاريزنمونهاي شدنو قهوه و وزن تر كالوس ثبت ، قطر
. مورد بررسي قرار گرفت

اسدر:آزمايش دوم و رشد چهار اين آزمايش تقرار
و ريزنمونهنوع   شامل مريستم انتهايي، تك گره، دمبرگ

. مورد بررسي قرار گرفتZ63وZ60 برگ در دو ژنوتيپ
و تك گره براي شاخه زايي استفاده مريستم انتهايي

و در كالوس مي و دمبرگ شوند زايي علاوه بر آنها از برگ
با يك كالوس متفاوت نيز استفاده مي شود كه هر

ميقابليت باز ها در ريزنمونه.كند زايي مختلف توليد
و از شاخه قبل از هاي سال جاري اواسط ارديبهشت ماه
نحوه نوع، تركيبات،.نيمه خشبي شدن گرفته شدند

و شرايط نگهداري محيط كشت مشابه آزمايش اول  تهيه
طرح كاملاً تصادفي با چهار تكرار آزمايش در قالب. بود

م . جزا براي هر ژنوتيپ انجام گرديدبه صورت
گيري نحوه قرارتأثير در اين آزمايش:آزمايش سوم

 روي محيط كشت Z63و Z60 هاي دو ژنوتيپ ريزنمونه
و و افقي بر استقرار در سه حالت عمودي، عمودي وارونه

،در حالت عمودي.مورد بررسي قرار گرفت آنها رشد
تحتاني طوري كشت گرديد كه قسمت ريزنمونه
كشت طول آن در داخل محيط3/1 به ميزانريزنمونه

 طوري كشت گرديد ريزنمونهدر جهت افقي. قرار گرفت
و متر سانتيكه يك  طول آن روي محيط قرار گرفت

حالت عمودي وارونه نيز. جوانه آن به سمت بالا بود
هايي ها شامل تك گرهريزنمونه. عكس جهت عمودي بود

يكهب  بودند كه در اواسط ارديبهشت متر سانتيطول
متر سانتي7/0-5/0ماه از شاخه هاي سال جاري با قطر

و عيناً مشابه  قبل از نيمه خشبي شدن گرفته شده بودند
و به همان محيط كشت انتقال روش فوق ضد عفوني

با آزمايش سوم نيز در قالب. يافتند طرح كاملاً تصادفي
. هر ژنوتيپ انجام گرديدچهار تكرار به صورت مجزا براي

هاي شاخهقطعات در اين آزمايش:آزمايش چهارم
دو،در حال رشد سال جاري در اواسط ارديبهشت ماه از

تا5/0و طول8/0تا5/0به قطرو Z63و Z60ژنوتيپ 
و به عنوان متر سانتي2 كه داراي جوانه بودند جدا

 شده هاي جداريزنمونه سپس. استفاده شدندريزنمونه
عفوني مشابه روش انجام شده در آزمايشات قبل ضد

 در هر ظرف كشت ريزنمونه5در نهايت تعداد. گرديدند
در اين.ط كشت قرار داده شدندليتر محي ميلي40حاوي

اكسيدان پس از اتوكلاو با استفاده از آزمايش مواد آنتي
. كشت اضافه شدندهاي ميكرومتر به محيط2/0فيلتر 

ا نيز مشابههاتاقك رشد براي نگهداري نمونهشرايط
هر.آزمايشات قبل بود  اين آزمايش به صورت مجزا براي

و در قالب طرح كاملاً ژنوتيپ به صورت فاكتوريل
فاكتور اول نوع. تصادفي با چهار تكرار انجام گرديد
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 سطح شامل اسيد اسكوربيك، اسيد6اكسيدان در آنتي
 ئين، پلي وينيل پيروليدون،سيتريك، اسيد آمينه سيست

و فاكتور دوم غلظت و فلوروگلوسينول آسپاراژين
 200و 100،)شاهد( صفر سطحسهاكسيدان در آنتي
و. گرم در ليتر بود ميلي در هر چهار آزمايش تجزيه

 SAS version 9,1افزار گيري از نرم ها با بهرهتحليل داده
چنو براي مقايسه ميانگين اي دانكند دامنهها از آزمون

.استفاده گرديد

و بحث  نتايج
 ريزنمونهزمان تهيه

 ميزان استقرار بالاترين Z63و Z60در هر دو ژنوتيپ
هاي تهيه شده در ارديبهشت ماه بود ريزنمونهمربوط به

هاي مرداد ماه كمترين ميزان استقرار را ريزنمونهو 
نداشتند كه تفاوت معني شان داري با ساير تيمارها

و وزن ارديبهشتهاي ريزنمونه. دادند ماه بيشترين قطر
تر كالوس را نيز دارا بودند كه در اين خصوص هم تفاوت 

ها نشان اين يافته. داري با ساير تيمارها داشتندمعني
هاي تهيه شده در شروع فصل به دليل دهد كه نمونهمي

و بالا بودن سطح هورمون  هايفعال بودن بيشتر سلولها
هاي اعمال را به تيمارها بهترين پاسخ بافتزا در درون

اي شدن در در هر دو ژنوتيپ حداكثر قهوه. شده داده اند
و كمترين ميزان آن در ريزنمونه هاي مردادماه
شدارديبهشتهاي ريزنمونه در. ماه مشاهده با تغيير

و كاهش سرعت فصل نمونه گيري از فروردين به مرداد
و نمو،  و قطر كالوس حاصل رشد ميزان استقرار، وزن تر

و درصد قهوه ها روند ريزنمونهاي شدن روند كاهشي
).1جدول(صعودي داشتند 
و قطر كالوس Z63 در ژنوتيپ  هاي ريزنمونهوزن تر

 & Assareh. كمتر بودZ60مردادماه نسبت به ژنوتيپ

Zandi )2006 ( هاي تهيه شده در ريزنمونهنيز
 از لحاظ ريزنمونهرا در اكاليپتوس بهترين ماه فروردين

و اي شدن كمترين ميزان قهوه بيشترين درصد استقرار
اند نيز گزارش كرده) Zabihi et al. )2008.معرفي كردند

هاي جانبي گياه ملج كه در ابتداي فصل بهار كه جوانه
و استقرار را نشان  استفاده مي شوند بيشترين رشد

&اما.ج ما مطابقت داشتاند كه با نتايداده Wadhwan  
Malik)2009 ( در زمان نمونهتأثيربا بررسي گيري

 Tridax procumbents اي گياه داروييشيشه تكثير درون
هاي تهيه شده در خردادماه را داراي بيشترين رشد نمونه

و استقرار معرفي كردند كه با مشاهدات ما مغاير بود كه 
ها در اين گياه استز شدن جوانهاحتمالاً به دليل دير با

كه از لحاظ فيزيولوژيكي معادل ابتداي فصل رشد 
. باشد، هر چند از لحاظ زمان تقويمي متفاوت است مي
 ريزنمونهنوع

 شش هفته پس از ريزنمونه نوع تأثيرنتايج مربوط به
 بالاترين ميزان Z60كشت نشان داد كه در ژنوتيپ

و قطر كا مريستم انتهايي به لوس متعلق استقرار، وزن تر
هاي ريزنمونه فقط Z63 اما در ژنوتيپ،و تك گره بود

تك گره چنين اثري را نشان دادند كه با نتايج بدست 
اين. داري داشتها تفاوت معنيريزنمونهآمده از ساير 

و تفاوت بيانگر اين واقعيت است كه پاسخ ژنوتيپ ها
 كشت بافت اغلب ارقام مختلف به تيمارهاي يكسان در

و ريزنمونهدر هر دو ژنوتيپ. متفاوت است هاي برگ
. اي شدن را نشان دادندحداكثر قهوه دمبرگ
و تك گره كه داراي نقطه ريزنمونه هاي مريستم انتهايي

فعال رشد بودند حداكثر ميزان رشد را به خود اختصاص 
).2جدول(دادند 

و استقرار آنها روي محيط كشت بر شاخصZ63وZ60 دو ژنوتيپهريزنموني گير نمونه اثر زمان-1 جدول  هاي رشد
)متر سانتي(قطر كالوس درصد استقرار )گرم(وزن تر كالوس  اي شدن درصد قهوه

Z60 Z63 Z60 Z63 Z60 Z63 Z60 Z63 

 زمان
 گيري نمونه

45b 41b 7/2 b 9/2 b 4/2 b 8/2 b 45d 43c  فروردين

62a 85a 4/3 a 5/3 a 3a 2/3 a 28e 25d  ارديبهشت
37c 39c 6/2 b 7/2 b 5/2 b 7/2 b 50c 60b  خرداد
35c 35c 5/1 c 7/1 c 2/1 c 9/1 c 65b 60b  تير
10d 10d 2/1 c 5/0 d 4/1 c 7/0 d 85a 88a  مرداد

.دباشمي درصد5ها در سطح دهنده عدم اختلاف معني دار بين ميانگين حروف مشابه در هر ستون نشان*
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و استقرار آنها روي محيط كشتگردو روي برخي شاخص Z63وZ60 دو ژنوتيپ ريزنمونه اثر نوع-2جدول  هاي رشد
)متر سانتي(قطر كالوس درصد استقرار )گرم(وزن تر كالوس  اي شدن درصد قهوه

Z60 Z63 Z60 Z63 Z60 Z63 Z60 Z63 
��� 

������	
 
��a ��b /� a �/� b �/� a �/� b ��b ��c ���	���	����� 
��a a �/� a �/� a �/� a /� a ��b ��c ��� �  
��b ��c �/� b !/� c �/� b �/� c "#a ��b $�%�& 
��b ��c �/� b !/� c �/� b �/� c "�a ��a $�' 

مي5دهنده عدم اختلاف معني دار بين ميانگين ها در سطح در هر ستون نشانه حروف مشاب* .باشد درصد

 Türemis & Çömlekçiogluبا نتايج ها اين يافته
 در ريزنمونه آنها با بررسي سه نوع.مطابقت دارد) 1996(

و ريز ازديادي گردو عنوان كردند كه انتهاي شاخساره
 جوانه جانبي درمقايسه1-2ي با متر سانتي2-5/2قلمه 

و استقرار، با مريستم هاي ريزنمونهها از لحاظ رشد
از انواع ) Assareh & Sardabi)2004. مناسب تري بودند

 گونه ريزنمونهها در توليد انبوه اكسيدانو آنتيريزنمونه
در آزمايش. استفاده كردند Eucalyptus gunniiجنگلي

فنل هاي اپي كورميك كمترين ميزان ترشحآنان جوانه
ها ريزنمونهداري با ساير را داشتند كه اختلاف معني

 نيز در بررسي) Orlikowska et al.)2000. نشان دادند
و گزارش كردند كه هاي كروتونپرآوري شاخه وزن تر

و جوانه انتهايي بيش از بقيهريزنمونهدرصد استقرار  بود
.اين يافته با نتايج آزمايش حاضر مطابقت دارد

دربررسي گياهان هاي اين محققين نيز نشان داد كه
كههايي حداكثر استقرار را ريزنمونهمختلف  مواد دارند

 غذايي جذب شده از محيط به يك نقطه رشد فعال
و دمبرگ به دليلريزنمونه. منتقل شود  هاي برگ

و و منبع جذب، رشد استقرار نداشتن نقطه فعال رشد
در بلوط ) Puddeohat et al.)1997. كمتري داشتند

به) تك گره(هاي جانبي قرمز با استفاده از جوانه موفق
ر و از85شد استقرار  DKWها در محيط ريزنمونه درصد

از) Bhau & Wakhlu)2001. شدند  برگ، قطعات كه
و باززايي در توت و دمبرگ براي القاي كالوس تك گره

هاي برگ را به دليل ريزنمونهاستفاده كردند، سفيد 
و توليد كالوس جنين زا براي باززايي گياه  استقرار بيشتر

.تر دانستندمناسب
هاريزنمونه قرار گرفتنوضعيت

بالاترين ميزان وزن Z63و Z60در هر دو ژنوتيپ
و استقرار  و قطر كالوس و كمترين ميزان ريزنمونهتر

هايي بود كه به صورت ريزنمونهاي شدن مربوط به قهوه
و به سمت بالا در محيط كشت قرار داده شدند . عمودي

ت قطبيت ها مشابه حالريزنمونه گيريبه دليل قرار
و مناسب بودن جهت) از پائين به بالا(طبيعي در گياه

و رشد آوند ها در آنها، جذب مواد بهتر صورت گرفته
 اين نحوه كشت با ساير تأثيربنابراين. بيشتر است

.)3 جدول(داري داشت ها تفاوت معنيتيمار
البته وجود نقطه فعال مريستم در جوانه جانبي نيز

بااي. اي روي رشد داشته قابل ملاحظتأثير ن نتايج
 هايريزنمونهكه ) Garcı´a-Luis et al.)2006 هاي يافته

و پونسيروس(ترويرسيترنج در) هيبريد بين پرتقال  را
و وزن و بيشترين استقرار حالت عمودي كشت نمودند

و همچنين   .Vieitez et alتر كالوس را بدست آوردند
اي بلوط قرمز نتايجهريزنمونهكه در كشت ) 1993(

.مشابهي را گزارش گردند مطابقت داشت
Ramarosandratana & Van Staden)2003 (

 هاي كاج كشت شده در حالت عمودي كه واجدريزنمونه
و كالوس جنين زا بودند را نسبت به ساير  حداكثر رشد

و استقرار آنهاها در محيط كشت بر روي برخي شاخصريزنمونهگيري اثر نحوه قرار-3 جدول  هاي رشد
)متر سانتي(قطر كالوس درصد استقرار )گرم(وزن تر كالوس  اي شدن درصد قهوه

Z60 Z63 Z60 Z63 Z60 Z63 Z60 Z63 

 موقعيت قرارگيري
 ريزنمونه

43a 55a 2/2 a 4/2 a 5/2 a 8/2 a 38c 34c  عمودي رو به بالا
20c 34 c 3/1 c 4/1 c 4/1 c 6/1 c 51b 46b  وارونهعمودي
35b 42 b 8/1 b 2b 1/2 b 2/2 b 65a 58a  افقي
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و دليل آن را جذب در مسير حالت ها بهتر ارزيابي كردند
و وجود نقطه فعال رشد  انتقال طبيعي مواد در گياه

 افقي كشت به صورتها وقتي نمونه. كردندعنوان 
 كه در ارتباط ريزنمونههايي از شوند، فقط آن قسمت مي

مستقيم با محيط كشت است در جذب مواد غذايي
و رشد مي اگرچه مقداري از مواد. كنند شركت نموده

مغذي نيز با حركت افقي در آوندها باعث رشد جوانه 
بهميگردند، اما از آنجا كه نوع جذب  و انتقال مواد

و آوندها  صورت افقي در آوندها سرعت كمتري داشته
 خود به دليل قرار گرفتن عمودي در بافت ممكن است

 هاي افقيريزنمونهمانع جذب شوند، ميزان رشد در
 هاي كشت شده با جهتريزنمونهدر. كمتر خواهد بود

 گيري شده به دست هاي اندازهوارونه كمترين شاخص
م  ريزنمونههايي از انند حالت افقي فقط قسمتآمد كه

 در اين. كه در تماس با محيط كشت بودند رشد كردند
 آزمايش به احتمال قوي بر عكس بودن جهت آوندها
و انتقال مناسب مواد غذايي در آنها شده مانع جذب

و) et al. Garcı´a-Luis)2006هاي است كه با يافته
Orlikowska et al.)2000 (ابقت داشتمط .

اناكسيد آنتينوع
 همه شش هفته پس از كشت نتايج نشان داد كه

ان در مقايسه با شاهد باعث افزايش اكسيد آنتيتيمارهاي
و وزن تر كالوس   برخيدرو شده درصد استقرار، قطر

. اند شدن نيز گرديدهايموارد باعث افزايش درصد قهوه
و فلوروگلوسين پلي  100ول به ميزان وينيل پيروليدون
درگرم ميلي ،هاريزنمونهافزايش درصد استقرار در ليتر

و قطر هاي قهوهريزنمونهكاهش تعداد اي شده، وزن تر
 نسبت به اثر ساير Z63كالوس توليد شده در ژنوتيب 

ريزدر جدول.)4جدول(داري داشت تيمار تفاوت معني
به دليل مشابه بودن تيمار شاهد در هر شش

.ان يك بار در جدول آورده شده استاكسيديآنت
كه ) Krishna et al.)2008هاي اين نتايج با يافته

و پلي با عنوان نمودند اسيد آسكوربيك وينيل پيروليدون
و در ليتر باعث رشد بهتر كالوس گرم ميلي 100غلظت 

 .Miri et al. اندام هوايي در انبه مي گردد مطابقت داشت
و فلوروگلوسينول در بررسي) 2003(  اثر جيبرليك اسيد

 سيب گزارش كردند كه M9اي پايه شيشه بر تكثير درون
گرم در ليتر ميلي100كاربرد فلوروگلوسينول به ميزان

و پرآوري در اين پايه شده است . باعث بهبود رشد
&همچنين Motallebi-Azar Mahana)2007 (

به پلي و سيستئين هر يك  ميزانوينيل پيروليدون
 در ليتر را كه با كاهش قابل توجهي در گرم ميلي 100
و افزايش استقرار آنها همراهريزنمونهاي شدن قهوه  ها
 هايريزنمونهها در استقرار اكسيدان بهترين آنتي،بود

با. معرفي نمودند‘گلدن دليشس’سيب  اين نتايج نيز
ههاي مورد مطالعهاي گزارش حاضر كه در ژنوتيپيافته

و استقرار هاي مختلف بر شاخصاكسيدان اثر آنتي-4 جدول  گردوي ايرانيZ63و Z60 در دو ژنوتيپ ريزنمونههاي رشد
درصد استقرار )متر سانتي(قطر كالوس )گرم(وزن تر كالوس اي شدن درصد قهوه
Z60 Z63 Z60 Z63 Z60 Z63 Z60 Z63 

 اكسيدان نوع آنتي mg/Lغلظت

80a 58b 1/3 b 2/3 b 2/4 a 5/3 b 18c 38b 100 
78a 60b 3/3 b 3/3 b 4/4 a 3/3 b 21c 36b 200 

 سيستئين

67b 62b 2/3 b 3/3 b 5/3 b 4/3 b 28b 37b 100 
65b 60b 3/3 b 2/3 b 4/3 b 5/3 b 26b 35b 200 

 اسيدسيتريك

62b 66b 2/3 b 3/3 b 4/3 b 2/3 b 27b 31c 100 
65b 68b 1/3 b 3/3 b 5/3 b 4/3 b 29b 32c 200 

 اسيد آسكوربيك

60b 85a 8/3 a 7/3 a 4/3 b 3/4 a 24c 33c 100 
62b 88a 8/3 a 5/3 a 6/3 b 5/4 a 22c 32c 200 

پلي وينيل
 پيروليدين

68b 60b 7/3 a 2/3 b 2/3 b 5/3 b 24c 32c 100 
68b 62b 6/3 a 3b 1/3 b 3/3 b 22c 30c 200 

 آسپاراژين

65b 85a 1/3 b 9/3 a 3/3 b 1/4 a 23c 30c 100 
64b 88a 2/3 b 4a 4/3 b 2/4 a 23c 33c 200 

 لوسينولفلوروگ

20c 25c 8/0 c 1/1 c 2/1 c 5/1 c 70a 72a 0  شاهد
.دباشمي درصد5ها در سطح دار در بين ميانگين حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم اختلاف معني*



و آرايش كشت ريزنمونهاثر زمان نمونه:و همكارانياري  147 ...هاگيري، نوع

اكسيدان نيز حداكثر استقرار را داشتند اين دو آنتي
 نتايج پس از شش هفته Z60در ژنوتيپ. مطابقت داشت

 100 نشان داد كه اسيد آمينه سيستئين به ميزان
داري بر درصد استقرار ليتر اثر معنيدرگرم ميلي

و وزن تر كالوس داشتريزنمونه  اين تيمار تأثير اما.ها
اين. رشد كمتري به همراه داشتZ63در ژنوتيپ

كه با كاربرد سيستئين ) Lopez)2001ها با نتايج يافته
در گردو به نتايج مشابهي رسيد، به جز در وزن تر 

اين تفاوت مي تواند به دليل. كالوس مطابقت دارد
هاي مورد آزمايش باشد، اما اثر آن اختلاف در ژنوتيپ

وينيل در حالي كه پلي دار نبود،روي قطر كالوس معني
م و و آسپاراژين اثر مثبت داري در اين عنيپيروليدون

بيشترين ميزان  Z63 در ژنوتيپ. خصوص داشتند
هاي در تيمار)به جز شاهد(هاريزنمونهاي شدن قهوه

و اسيد سيتريك مشاهده گرديد، اما در  سيستئين
و اسيد اسكوربيك تيمارZ60ژنوتيپ   هاي اسيد سيتريك

اي شدن را داشتند بالاترين ميزان قهوه)به جز شاهد(
. داري با ساير تيمارها نشان دادندت معنيكه تفاو

Hoque & Alima)2002 (گزارش كردند كه غلظت 
گرم در ليتر اسيد آسكوربيك باعث رشد ميلي 100

و در صد  و در وزن تر كالوس بيشتر كالوس شده
دار هاي شاه بلوط داراي اثر معني ريزنمونهزايي كالوس

ز نشان دادندني) Abdelwahed et al.)2008. بوده است
و سيستئين به ميزان 100كه اسيد آسكوربيك به ميزان

وتأثير در ليتر گرم ميلي 200 داري در معني مثبت
و رشد  ها در گياه باقلا داشته ريزنمونهكاهش ترشح فنل

اين اختلاف. مغاير بودتحقيق حاضراست كه با نتايج 
ي احتمالاً از تفاوت در نوع گياه مورد استفاده ناش

Wu اما. شود مي & Toit)2004 (كه در اندگزارش كرده 
، اسيد Protea cynaroidesهاي گياه ريزنمونه

 در ليتر اثر مثبتي گرم ميلي 100 به ميزان آسكوربيك
و ميانگين رشد آنها داشته روي درصد بقاي گياهچه

عنوان ) Khush-Khui &Shekafandeh )2007. است
 در گرم ميلي 100به ميزان نمودند كه اسيد آسكوربيك 

بر معنيتأثيرليتر و درصد ريزنمونهداري هاي سالم
ما. استقرار آنها در گياه گواوا داشته است  كه با مشاهدات

 .Moon-Kim et al. كند مطابقت مي Z63 در ژنوتيپ
 هاي انجير اسيدريزنمونهاعلام كردند كه در ) 2007(

ل ميلي100سيتريك به ميزان يتر منجر به گرم در
و رشد هاي قهوهريزنمونهافزايش تعداد  اي شده

دراين زا را كاهش داده است كه هاي جنينكالوس
 اي شدن مربوط به اينآزمايش نيز حداكثر قهوه

مياكسيد آنتي  گزارش) Titov et al.)2004. باشدان
 در گرم ميلي 100نمودند كه اسيد سيتريك به ميزان

و افزايش در صد استقرار ليتر در كاهش ترشح فنل
نتايج. مثبتي داشته استتأثيرهاي موز ريزنمونه
هاي مختلف نشان داده است كه با توجه به جنس بررسي

و ميزان فنل موجود در  و گونه گياهي مورد استفاده
و همچنين مقدار مؤثراكسيدان، نوع آنتيريزنمونه

نش. مصرف آن متفاوت است ان داد نتايج تحقيق حاضر
كه در هر دو ژنوتيپ اثر پلي وينيل پيروليدون بر قطر 

هاي توليد شده در مقايسه با تيمارهاي اسيد كالوس
و آسپاراژين اسكوربيك،  اسيد سيتريك، سيستئين

هاي مورد در كليه شاخص. داشتداري تفاوت معني
 در ليتر نيز گرم ميلي 200و 100بررسي بين دو غلظت 

مشاهده نگرديد اما با شاهد تفاوت داري تفاوت معني
مي.داري داشتمعني ند كه امكانهدنتايج اخير نشان

هاي مشابه با كاربرد مقادير كمتري از بدست آوردن يافته
.ها وجود دارداناكسيد آنتي

 گيري كلي نتيجه

ش هاي مورد آزمايژنوتيپاي كشت درون شيشهدر
و تك گره مناسبگردو رينت، مريستم انتهايي

ها در جهت عمودي ريزنمونهقرارگيري. ها بودند ريزنمونه
هايي كه در ابتداي ريزنمونه. بهتر از ساير تيمارها بود
 به دليل فعال بودن احتمالاًفصل رشد تهيه شده بودند

و مقادير بالاتر هورمون ، درون زادهايتقسيم سلولي
و استقرار بهتري داشتند درمؤثربه جز عوامل. رشد

بر مواد آنتيتأثيررشد كه بررسي گرديد، اكسيدان
و رشد  درريزنمونهاستقرار بهتر بود، مقايسه با شاهدها
و در بين متفاوت بود نيز دو ژنوتيپدر عين حال كه ند

و هاي مورد استفاده پلياكسيدانآنتي وينيل پيروليدون
.سيستئين به طور نسبي نتيجه بهتري داشت
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