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 in vitroبا استفاده از كشت جنين در شرايط ) .Juglans regia L(ريزازديادي گردو 

  
  )3( مجيد دانا ،)2(، محسن فردوسي )1(ابراهيم مصطفوي 

) ص( محقق پژوهش سراي پيامبر اعظم -3 دانشجوي زيست شناسي پيام نور گناباد، -2 عضو هيات علمي مركز پيام نور گناباد، -1
  نابادآموزش و پرورش گ

  
يكي از روش هاي نسبتاً جديد و با اهميت براي تكثير بعضي از گياهان از جمله گردو به عنوان يكي از توليدات مهم 

در اين روش تكثير گياه در فاصله زماني كم و با كميت زياد . كشاورزي در ايران تكنيك ريزازديادي يا كشت بافت است
مورد ) .Juglans regia L( زايي، تمايز و ريزازديادي گردوي ايراني در اين پژوهش كالوس. امكان پذير مي باشد
نمونه ها براي كالوس زايي بر روي محيط كشت . تهيه گرديد) explant(از جنين گردو ريز نمونه . بررسي قرار گرفت

WPM) Woody Plant Medium ( با و بدون استفاده از هورمونIBA) Indole Butyric Acid ( قرار مورد بررسي
مراحل مختلف آزمايش در . به جهت جلوگيري از آلودگي هاي قارچي جنين هاي مورد استفاده سترون گرديدند. گرفت
تمايز در توده هاي .  لوكس انجام شد3000 ساعت تاريكي و شدت نور 8 ساعت نور و 16 و تناوب نوري C˚25دماي 

 باززايي IBA همراه با كاربرد هورمون WPMحيط كشت نتايج نشان داد كه در م. كالوس ايجاد شده مشاهده گرديد
 درصد براي ريشه و ساقه 50 درصد و بدون استفاده از هورمون اين داده ها كمتر از 60 و باززايي يا تمايز ساقه 70ريشه 
دند ولي در اين مطالعه اگرچه تعدادي از محيط هاي كشت حاوي ريزنمونه تا پايان آزمايش به گياهچه تبديل نگردي. بود

 درصد تكرارها پس از كالوس زايي و تمايز منجر به گياهچه شدند كه درصد بالاتر مربوط به تيمار 60با اين حال حدود 
 IBAمقايسه نتايج حاصل از تيمارهاي محيط كشت مشخص كرد كه استفاده از هورمون .  بودIBAمحيط كشت همرا با 

  . شدجهت بهبود ريزازديادي جنين گردو مناسب مي با
  

  . كالوس، كشت بافت، گردو ، ريزازديادي:واژه هاي كليدي

   مقدمه
از نكات قابل توجه در استفاده از كشت بافت براي گياه گردو  طولاني بودن زمان تكثير و مشكل در پيوند كردن گياه در                        

تاً طولاني است بطوريكـه  تكثير گردو از طريق كشت بافت داراي سابقه اي نسب   ). 15و2(شرايط طبيعي و مزرعه مي باشد       
هاي گياه گردوي سياه موفق به توليد كـالوس             از شاخه ) explants(هايي      پژوهشگران با كشت ريز نمونه      1369در سال   

ريز ازديادي موفق گردوي ايراني  توسـط  تعـدادي از  محققـين ديگـر نيـز گـزارش گرديـده اسـت                         ). 9و6،5(گرديدند  
  ).13 و1،7،8،11(

 Rodriguez )12 (مطالعـات بـر   . با كاربرد ريز نمونه هايي از ساقة، جنين و ريشه كالوس و در نهايت ريشه توليد نمود
كاشت جنين . روي ريزازديادي اين گياه با كشت ريز نمونه هايي از جنين آن توسط محققين مختلفي بررسي گرديده است   

 اسـتفاده   اي در اصلاح ژنتيكي گونه هاي گياهي مـورد  نه تنها براي تكثير گردو بلكه به طور گستردهin vitroبه صورت 
  همـواره نـوع محـيط كـشت،      in vitroازآنجا كه در كشت بافـت  و ريـز ازديـادي  در شـرايط    ). 14 و5،10(باشد مي 

ريزنمونه و ديگر شرايط مطلوب براي جوانه زني و رشد گردو حائز اهميت  مي باشد پژوهـشگران تـلاش كـرده انـد تـا                      
در اين ارتباط محيطهاي كشت  .   را براي  ريز ازديادي اين گياه مورد  بررسي قرار دهندin vitroو  شرايط محيط كشت 
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  توسط محققين مورد استفاده قرار گرفته و نتايج متفاوت و مـوفقي  گـزارش   WPM و DKW ،MSمختلفي همچون 

  ).14و5(گرديده است
  

  مواد و روش ها
نمونه .  جمع آوري گرديده بود استفاده شد1387اي منطقه ديسفان گناباد كه در پاييز سال براي تهيه ريزنمونه ها از گردوه

 دقيقه ضد عفوني گرديدند و سپس 20به مدت % 1هاي جمع آوري شده ابتدا با استفاده از هيپوكلريت سديم با غلظت 
 شدن جنين در آب مقطر قرار  روز جهت نرم شدن پوست و متورم9سه بار با آب استريل شسته و آنگاه براي مدت 

پس از آن تحت شرايط استريل جنين از پوسته گردو خارج و بصورت طولي به قسمت هايي تقسيم و هر يك از . گرفتند
 دقيقه ضد عفوني و آنگاه سه  بار پس از شستشوي 2 درصد به مدت 5اين قسمتها به عنوان يك ريزنمونه در اتانل الكل 

با ) WPM) Woody plant Mediumمحيط كشت . يط كشت تهيه شده منتقل گرديدندآنها با آب استريل به مح
 بصورت استاندارد و با IBAو با و بدون مصرف هورمون ) .Himedia Laboratories Ltd(مصرف پودر آگار 

ه محيط كشت هاي آماده شد). Sanchez et al. 2006(تهيه گرديد ) 1جدول(استفاده از مواد و عناصر مشخص شده 
 ميلي ليتر منتقل و آنگاه اتوكلاو 20پس از حرارت دادن و يكنواخت كردن به ظروف شيشه اي و به ازاي هر ظرف 

)Auto clave ( گرديدند) دماC˚121 دقيقه20، زمان .(  
ها  پس از اين مرحله و سرد شدن ظروف حاوي محيط كشت، ريزنمونه هاي تهيه شده تحت شرايط استريل به اين محيط

 ساعت تاريكي 8 ساعت نور و 16تحت شرايط ) Phytotron growth cabinet( و سپس در داخل فايتوترون منتقل
شرايط محيط آزمايش و كالوس زايي ريزنمونه ها بطور مستمر كنترل و .  قرار گرفتندC˚1±23 و دماي lx 3000با شدت 

نمونه هاي آلوده شده از مجموعه . ياهچه ثبت گرديدزمان وقوع و تمايز و ظهور ريشه و ساير اندامها و در نهايت ظهور گ
هاي تبديل شده به گياهچه   روز بطول انجاميد و در پايان آن ريز نمونه35دوره انجام آزمايش حدود . كشتها حذف شدند

در هاي كشت حاوي ريز نمونه ها   تكرار براي هر يك از محيط20تعداد . هاي بوجود آمده شمارش گرديدند و يا گياهچه
 محيط كشت داراي ريز نمونه تهيه شده به دو گروه شاهد و داراي هورمون 40نظر گرفته شد بطوري كه در مجموع 

  .  آناليز و مقايسه گرديد(X2)داده ها با استفاده از تست كاي مربع . تقسيم شدند) گروه تيمار(
  

  بحث و نتايج 
 تكرار محيطهاي كـشت حـاوي ريزنمونـه داراي هورمـون            20ز   ا 2با توجه به داده هاي نشان داده شده در جدول شماره            

IBA   محيط منجر به توليد گياهچه گردو گرديدند در حالي كه اين تعداد بـراي ظـروف حـاوي محـيط كـشت                       15 تعداد 
 گياهچـه   24 محيط كشت داراي ريزنمونه      40 روز از آزمايش از      32در مجموع پس از     .  عدد بود  9شاهد يا بدون هورمون     

 محيط كشت ديگر برخي به كالوس زايي، توليد ريشه و يا سـاقه رسـيدند و در تعـدادي هـم ايـن                        16و در تعداد    تشكيل  
 مي توان استنباط كـرد      2 براي گروه هاي جدول      x2با استفاده از نتايج آماري حاصل از انجام تست          . مراحل عملي نگرديد  

معنـي دار مـي     % 5 نتايج در سطح  (ؤثر بوده است          چه م  در منجر شدن ريزنمونه هاي كشت شده به گياه         IBAكه هورمون   
 در بهبود ايـن دو پديـده        IBAمقايسه درصد باززايي ريشه و ساقه در توده هاي كالوس ايجاد شده نيز مؤيد تأثير                ). باشد

وه بـدون   و اين داده ها براي گر60 و 70 به ترتيب حدود IBAبود بطوريكه درصد باززايي ريشه و ساقه در تيمار داراي        
IBA) درصد محاسبه گرديد50كمتر از ) شاهد .  
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در اين مطالعه اگرچه كه تعدادي از ريزنمونه هاي كشت شده پس از اتمام مراحل مربوطه به گياهچه تبديل نگرديدند ولي 
استفاده نيز با  ) 2006( و ديگران    Sanchez.  درصد آنها بطور موفقيت آميزي منجر به گياهچه شدند         60با اين حال حدود     

در مقايـسه بـا ديگـر    ) .Juglans regia L( نتايج بهتري را از كـشت ريزنمونـه جنـين گـردو     WPMاز محيط كشت 
 در ايـن آزمـايش بـه    IBAبدست آورده و گزارش كرده اند استفاده از هورمون رشد ) DKW  و MS(محيطهاي كشت 

ه از انواع هورمونها يـا تنظـيم كننـده هـاي رشـد گيـاهي             استفاد. توليد گياهچه هاي بيشتري از ريزنمونه ها انجاميده است        
و تـأثير  ) 2006 (.Sanchez et alو ) 2002( و همكاران Tetsumura در آزمايشات انجام شده توسط IBAخصوصاً 

 IBAبا بررسي نتايج اين مطالعه مي توان امكان اسـتفاده از            . وهش ها گزارش شده اند        ژ  موفق آن بر نتايج حاصله از اين پ       
از . در نظـر داشـت  ) گياهچـه ( در بهبود كالوس زايي، تمايز و در نتيجه توليد گياه كامـل      WPMرا همراه با محيط كشت      

آنجا كه گياه گردو يكي از گونه هاي مناسب براي تكثير توسط ريزازديادي است بنابراين لازم است كـه شـرايط مطلـوب                       
 تعيـين  in vitro تنظيم كننده هاي رشد گياهي و ساير شـرايط  ريزازديادي آن چه از نظر نوع محيط كشت و چه مصرف

  .گردد
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Abstract  
One of the new and important ways of plant propagation is micropropagation or tissue culture 
technique. Using this technique is preferred more due to its vast propagation of plants in short 
periods. This research presents an investigation on media and culture conditions for in vitro 
proliferation of Persian walnut (Juglans regia L.). Prepared embryo segments (explants) produced 
callous and new shoot and root on WPM (woody plant medium) with and without the usage of 
IBA (Indole Butyric Acid) hormone. An experiment was carried out under conditions of 25ºC, 
light/dark period of 16 and 8 hours and a light intensity of 3000 lux. Results showed that root and 
shoot proliferation percentage on WPM supplemented with 0.5mg IBA hormone were 70 and 60 
percent respectively, whereas without using IBA the these data were less than 50 percent. How 
ever, after the end of experiment about 60% of replications resulted to seedling (completed plant). 
Comparing medium treatments indicates that the appliance of IBA improved and promoted 
micropropagation of walnut. 
 
Key words: WPM, Callus, Tissue culture, Micropropagation, Juglans regia  
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