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   كشت فنولي از محيطمواد  حذف در كربني هاينانولوله و فعال زغال كاربرد
  پالونيا و انگور بافت گياهان

  مصطفي خوشحال سرمست و ، سارا خراساني نژاد*محمد زارعي، مهدي عليزاده

  باغباني وهگر گرگان، طبيعي منابع و كشاورزي علوم دانشگاه ،گرگان، ايران

  14/7/1400:اريخ پذيرشت  27/1/1400: تاريخ دريافت

  چكيده

ي شدن يك مشكل جدي در استقرار اهوقه. كنندشيشه محدوديت ايجاد ميعوامل متعددي در ريزازفزايي گياهان در شرايط درون
در جهت حل . سازدمي  چيده پياي را  شيشههاي دروننيكتكآميز انجام موفقيت وها در گياهان چند ساله چوبي است ريزنمونه

صورت گرفت تا  اي شدن محيط كشت بافتكنترل عوامل موثر بر قهوه، با هدف )جاذب فنول(مشكل، كاربرد منابع زغال اين 
و  اي پالونياشيشههاي درونريزنمونهدر  اكسيداتيواي شدن براي حل مسئله قهوه اهكاريركاهش يافته و تركيبات فنولي غلظت 

دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ، دانشكده توليد گياهي، اه گروه باغبانيپژوهش حاضر در آزمايشگ .دنبال شود رانگو
كثير با ت در محيط ،)گرم در ليتر براي انگور و پالونياميلي 4و  2ترتيب به (    IBAحاوي  MS محيط پايه .گرگان انجام گرفت

در قالب طرح كاملاً تصادفي مورد ، )گرم بر ليترميلي 0، 50، 100، 200، 400( هاي مختلف زغال فعال و نانولوله كربنغلظت
 يمنحن حسب بر و ويكالتيس-نيفول ينجسرنگبا روش  بافت كشت طيمح كل يفنول باتيترك زانيم. بررسي قرار گرفت

ربن بر هر دو فرم زغال فعال و نانولوله كنتايج نشان داد كه  .شد يريگاندازه نانومتر 760 موج طول در دياس كيگال استاندارد
مطالعه نشان نتايج اين . دار داشتمعنيي اثرات مثبت و اهاي درون شيشهي ريزنمونهپرآورمحيط كشت و  لميزان جذب فنو

عنوان منابع  به هاي كربننانولوله بر ليتر گرمميلي 200زغال فعال و  بر ليتر گرمميلي 400توان از تيمارهاي دهنده آن است كه مي
نتايج اين پژوهش با اندكي تغيير در ساير گياهان و  .استفاده كردگياهان اين كشت  هايول در محيطنده فكننكربن جذب 

  .ريزافزايي تجاري قابل استفاده خواهد بود

  كربن لوله نانو فعال، زغال شدن، ياقهوه فنول،: هاي كليديواژه

  mahdializadeh@gau.ac.ir  :الكترونيكي پست ، 0132423303: تلفن  مسئول، نويسنده* 

  مقدمه
 هبر روي يك پاي زنيپيوند ،انگور كشت ديدگاه تجاري از

هاي استاندارد در روش مورد استفاده در تاكستان ،مناسب
تجاري در حال  هايتاكستانثر اك. بيشتر مناطق جهان است

ليل حساسيت حاضر از كاشت مستقيم انواع انگور به د
 ،اه، كنههاميكروب ،مثالبه عنوان  فاته آارقام كشت شده ب

كه منجر به  فيلوكسراتر از همه  و مهم ، نماتدهاحشرات
براي كشت  .نماينداجتناب مي ،شود مي نهالزوال و مرگ 

بر روي  يشترب ، تمركزهاي تجارياستاندارد در تاكستان
ادي ديزااين رو ريز از .تعداد زياد استهاي يكسان به كلون

در  .هاي متداول تكثير گياه استگزينه مهمي براي روش
دهد كه  گياهي جهت كشت نشان مي موادتقاضا براي  ،واقع

ازدياد زياد در سطح كم براي تكثير انبوه در محصولات 
هاي  علاوه بر توليد پايه .ي ضروري استغمختلف با

رشد يكنواخت در مدت زمان كوتاه و خارج از فصل 
هاي مبتني بر روشبين اين روش همچنين در  ،گياهان

مهندسي ، غربالگري آزمايشگاهي، كشت بافت مانند جهش
 ).5، 3(داراي ارزش است  ژرم پلاسم،ژنتيك و تبادل 
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تراوش پلاسم ژرممهندسي ژنتيك و تبادل مهم  از مشكلات
). 26، 3( باشدفنول از بافت گياهي در محيط كشت مي

هاي آزاد شده در محيط فنولسازي و حذف نثيخبنابراين 
-كشت اولين اقدام ضروري در كشت بافت محسوب مي

انگور گزارش تكثير براي  يهاي همچنين پروتكل). 3(شود 
هاي استفاده از تكنيك). 32، 44، 41، 38، 20( شده است

اي براي تكثير ارقام مختلف انگور به خوبي شيشهدرون
امروزه با توجه به، ). 37، 36، 24 ،6، 3(اثبات شده است 

ها و مطالعات گسترده در حوزه نانو مواد در ساير بخش
، ارزيابي )30، 16(قرار گرفتن آن به عنوان علم روز  

استفاده اين مواد در زمينه كشت بافت گياهي و علوم 
سازي غلظت مناسب زغال در محيط وابسته به آن و بهينه
نياز به چوب با ارزش در  همچنين  .شودكشت احساس مي

هاي موسيقي، و محصولات ديگر چوبي باعث مبلمان، سازه
هاي اخير استفاده از پالونيا مورد توجه قرار  شده در سال

پالونيا درختي سريع الرشد با چوب سبك وزن است . گيرد
، كه چوب آن در بازارهاي جهاني محبوبيت بالايي )46(

اشت مواد گياهي در تقاضاي زياد براي ك). 10(دارد 
-بازارهاي داخلي و بين المللي براي جلوگيري از جنگل

هاي زدايي و توليد انرژي زيستي نياز به ايجاد پروتكل
ريزازديادي كارآمد براي تكثير سريع و گسترده پالونيا را 

  .دارد

ها بافت ،هاكشت بافت گياهي كشت ضدعفوني شده سلول
يط فيزيكي و شيميايي در ها و اجزاي آنها در شراو اندام
نشأ اين م). 13(تعريف شده است  ايدرون شيشهشرايط 

    تكنيك در ابتداي قرن بيستم توسط دانشمند آلماني به نام
علوم آلمان در سال  به آكادميكه در نامه خود » هابرلنت«

 .سلول ابداع شد تكهاي خود بر روي  در آزمايش 1902
كشت جنين و اولين  ،هاشهمطالعات اوليه منجر به كشت ري

كشت بافت گياهي ). 43( افت شدر كشت بكالوس د
رايط ش(همچنين به عنوان كشت سلول ضدعفوني شده 

ناميده  )محيط كنترل شده و يا كشت استريل اي،شيشهدرون
يكي از عواملي كه باعث از بين رفتن  ).43(شود مي

كند  ريزنمونه در كشت بافت گياهي ايجاد مشكل مي
كسيداسيون تركيبات فنولي است كه در اثر زخم بافت ا

  ).25( شود اين تركيبات از سلول ايجاد مي ترشحگياهي و 

اي تراوش  يكي از موانع موجود در كشت درون شيشه
شدن اي قهوهآزاد شدن تركيبات فنولي باعث  .ها استفنول

دليل اصلي . دگرده ميونمنمحيط كشت و از بين رفتن ريز
سايش تركيبات كهاي گياهي تجمع و اشدن بافتاي قهوه

غلب به عنوان پاسخ دفاعي كه ا. باشدها ميفنولي در بافت
غلظت و ). 1(باشد هاي زنده و غيرزنده مي گياه به استرس

هاي كشت نقش موثري در توليد اين تركيبات محيط عناصر
اكسيداسيون تركيبات فنلي در محيط كشت موجب  .دارند

ت در فرآيند كشت بافت و پيچيده شدن كاهش موفقي
اي شدن از براي كاهش مشكل قهوه). 2( شود مراحل آن مي

زردچوبه، زغال فعال، اسيد آسكوربيك، اسيد سيتريك، و 
، جابجايي ريزنمونه و نگهداري )pvp(پلي وينيل پيروليدون 

شدت ). 42(گيرد در شرايط تاريكي مورد استفاده قرار مي
توجه به گونه بافت يا اندام، فاز رشد و نمو اي شدن با قهوه

گياه، سن بافت يا اندام و مواد مغذي و ساير متغيرهاي 
مسير بيوسنتز تركيبات ). 15(كشت بافت متفاوت است 

 .شرح داده شده است 27فنولي در منبع شماره 

بي مزه نافذ و داراي سيستم بسيار  ايزغال فعال ماده
خلي زياد است كه باعث از بين مناسبي از منافذ با سطح دا

اين مواد، براي . شوندهاي غير كربن ميبردن تمام ناخالصي
اي شدن ريز از قهوه و جلوگيري تركيبات فنوليجذب 
عوامل متعددي ). 42(ها و محيط كشت كاربرد دارد نمونه

ل زغاظرفيت جذب بر  pHخلوص زغال و  ،مانند چگالي
  ).14(گذارد فعال تاثير مي

هاي كربن ش از اتماهجنس ديوار) CNTs(لوله كربن ونان
و مكانيكي آن طي به دليل خاصيت الكتريكي  كه. است
ن اي). 9(هاي اخير مورد توجه زيادي قرار گرفته است سال

روزها ذرات نانو تقريباً در كليه محصولاتي مانند خوشبو 
محصولات بيولوژيكي و  ،هاي لباسشوينده ،هاي اتاقكننده
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حذف عنصر نقره از فاضلاب مورد استفاده  ،سوجاتمن
 10تا  1اندازه (كاربرد نانو ذرات ). 30(قرار گرفته است 

در كشت بافت گياهي، بيشتر با هدف كاهش ) نانومتر
-گر از محيط كشت يا نمونهآلودگي و حذف عوامل آلوده

نانوذرات نقره در اين مورد ). 29(هاي گياهي بوده است 
مثلا سرمست و همكاران . اي داشته استهكاربرد گسترد

گزارش كردند كه نانوذرات نقره، بدون تاثير منفي بر ) 33(
. هاي گياهي ميتواند آلودگي را حذف نمايدرشد بافت

برخي ديگر از پژوهشگران، تاثير منفي و مثبت اين موارد را 
). 29(ها، بيان كرده اند در كنار نقش ضدعفوني كننده آن

در يك مقاله مروري، كاربرد ) 2017(اران كيم و همك
). 18(نانومواد در كشت بافت گياهي را مرور كرده اند 

كاربرد نانولوله كربني را در كشت ) 2016(طاها و همكاران 
اگر چه در توليد جنين . اندبافت گياه خرما آزمون نموده

رويشي تاثير منفي داشته است، ولي در مراحل توليد شاخه 
  ). 39(آن بسيار مفيد بوده است  و باززايي

زغال فعال معمولي (در پژوهش حاضر، كاربرد منابع زغال 
اي كنترل عوامل موثر بر قهوه، با هدف )و نانولوله كربني

 .ان انگور و پالونيا مطالعه شدشدن محيط كشت بافت گياه

  مواد و روشها
دو گياه انگور و : انتخاب و آماده سازي گياهان مادري

يا كه هر دو متعلق به گروه گياهان چوبي هستند، به پالون
اي داراي تراوش فنول زيادي شيشههنگام كشت درون

 Vitis(» قزل اوزوم«رقم  انگور در اين پژوهش،. هستند

vinifera cv Ghezel Uzum  ( و پالونيا گونه فورچوني
)Paulownia fortunei( شاخه از  ريزنمونه انگور. استفاده شد

هاي اطراف در تاكستان هسالپنج  هاياز تاكي جار سال
هاي انگور ترين شاخهسالم. استان گلستان جمع آوري شد

آوري شده و به آزمايشگاه منتقل به صورت بصري جمع
كلكسيون گياهي در تهيه شده از بذور پالونيا از . شدند

براي تهيه  ،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان
 .اي استفاده شدشيشهكثير درونريزنمونه و ت

كه در  انگور هايشاخه: ايشيشهو استقرار درون كشت
حدود  غفقط قسمت بال ،اندسال جاري شروع به رشد كرده

و بلافاصله در  ندآوري شددر خردادماه جمع) ماهه 3(
ها و برگ .نايلون پيچيده و به آزمايشگاه منتقل شدند

هاي به بخشها هردن ساقكوتاه ك ها حذف شده و باپيچك
كدام حدوداً  هر(آماده شدند  گرههاي تك، ريزنمونهايگره

 ).سانتيمتر حاوي يك جوانه جانبي 2تا  5/1به طول 
يعني  ،ه قرار دارندخهايي كه در قسمت مياني شابخش

بالاتر از گره دوم تا سوم از پايه و زير گره چهارم تا پنجم 
هاي ريزنمونه اين .ندانتخاب شد شاخه از قسمت نوك

قارچكش گرم بر ليتر  4كاملاً در محلول  گرهتك
به هم زده ) در دقيقهدور  120(ر كاربندازيم روي شيك

و ضدعفوني شده با آب و مايع ظرفشويي  د، و سپسشدن
در ادامه با آب مقطر اتوكلاو .  نوبت آبكشي شد 4سپس 
يمار پيش تي هانمونهيزاين ر .شستشو صورت گرفت ،شده
هيپوكلريت سديم دقيقه تحت محلول  30به مدت  ،شده

درصد به  70 اتانولو پس از آن در  .قرار گرفتند )٪ 40(
هر  پس از. ثانيه در داخل هود لامينار قرار گرفت 25مدت 
حداقل در سه نوبت در آب مقطر استريل  ، نمونه هاتيمار

شيشه در هر  انفرادي طور بهشدند و در نهايت شسته 
 ،و اسكوكموراشيگي ( MSبر روي محيط جامد  تكش

گرم ميلي 2و  2/0به ترتيب( BAPو  NAA، حاوي )1962
اي حاصل از هاي درون شيشهشاخه. كشت شدند) در ليتر

  IBAحاوي  MSها بريده شده و روي محيط پايه اين نمونه
تا تعداد زيادي  شدند گرم در ليتر كشتميلي 2با غلظت   

  . مايش كاربرد زغال ايجاد شودنمونه براي آز
در مورد پالونيا نيز بذرها به دليل ريز بودن در درون يك 
سرنگ پزشكي بارگذاري شدند و سپس در داخل هود 

ثانيه  40لامينار سه نوبت با اتانول مطلق، هر نوبت به مدت 
بدين ترتيب كه اتانول با كشيدن دسته . سترون شدند

و پس از طي مدت زمان سرنگ به داخل مخزن مكيده شد 
بلافاصله پس از تخليه اتانول، چندين . موردنظر، تخليه شد

نوبت آب مقطر با سرنگ مكيده و تخليه شد تا بذرها كاملا 
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تايي  4سپس بذرهاي سترون شده به صورت . شسته شوند
 4پس از  .كشت شدند MSروي محيط كشت نيم غلظت 

حاوي  MS هاي توليد شده روي محيط كشتهفته، دانهال
قرار گرفتند و در اين محيط ) IBAگرم در ليتر ميلي 4(

هاي دوبندي تا چندين چرخه كشت به صورت نمونه
اي براي شيشهبازكشت شدند تا تعداد كافي نمونه درون

ظروف كشت انگور و پالونيا در . آزمايش اصلي ايجاد شود
ه نوري گراد با دوردرجه سانتي 25+1دماي  كل آزمايش در

) m-2 s-1 ميكرومول 27(ساعت روشنايي و تاريكي  8/16
  .ندانكوبه شد

براي ارزيابي تاثير زغال، گياهان : كاربرد منابع زغال
اي كه در مراحل قبل توليد شده بودند به تعداد شيشهدرون

هاي دوبندي ساقه از هر دو ونهريزنم.   كافي انتخاب شدند
 4يا  2روي محيط كشت حاوي گياه انگور و پالونيا تهيه و 

) به ترتيب براي انگور و پالونيا( IBAگرم در ليتر ميلي
گرم ميلي 0، 50، 100، 200، 400(هر دو فرم زغال  حاوي
 10تكرار و حداقل  3در هر تيمار . كشت شدند) بر ليتر

-در تمام محيط كشت. ظرف كشت در هر تكرار كشت شد

قبل از اتوكلاو pH ده شد و استفا )گرم بر ليتر 8(گار آ ها از
  . تنظيم شد 8/5 در) دقيقه 20(

 كل يفنول باتيترك زانيم: محيط كشت فنول يريگاندازه
، )35) (1994( شارما روش اساس بر بافت كشت طيمح

 استاندارد يمنحن حسب بر و كالتويس-نيفول ينجس رنگ
 از. شد يريگاندازه نانومتر 765 موج طول در دياس كيگال
 از ينيمع مقدار .شد استفاده شاهد عنوان به 80% نولاتا
فنول  تراوش نيتخم يبرا ليترميلي 20 يعني ،كشت طيمح
 از گرهتك يهازنمونهير .قرار گرفت استفاده مورد لك

 ليتريليم 10 لوله، هر به و شدند خارج كشت هايلوله
 كاملا ايشهيش لهيم كي با سپس. دش اضافه % 80 اتانول

حاوي مخلوط بدست  شيآزما هايلوله نيا. شد مخلوط
شيكر ( قهيدق در دور 120 سرعت با ساعتنيم  در هآمد
مدت  به قهيدق در دور 4000( فوژيسانتر با سپس و )دوار

 آمده دست به مخلوط بيترت نيبد. شد نجاما) ساعتنيم 
 و شده لتريف 42 شماره واتمن يكاغذ لتريف با و مقطر آب با

 اتانول توسط ليترميلي 20 به شدن لتريف از بعد يينها حجم
 برآورد يبرا صارهاين ع از ليترميلي دو .شد رسانده% 80

 10/1(ل محلو از ليترميلي 10 عصاره، به. شد استفاده فنول
 از پس. شد اضافه _Ciocalteau  Folin معرف استوك) قيرق
 اضافه ميسد كربنات% 5/7  محلول تريليليم 8 قه،يدق 10
 قرار اتاق يدما در ساعت دو مدت به واكنش اين. دش

 اسپكتروفتومتر در رنگ جذب ساعت، دو از سپ .گرفت
. دش انجام اسپكتوفتومتر توسط نانومتر 765 موج طول در

 توسط و شد محاسبه نمونه در فنول كل يمحتوا سپس
 دياس ستانداردا يمنحن در آمده بدست يهاداده دادن قرار
  .شد محاسبه فنول جذب زانيم كيگال

صفات : ايشيشهگيري صفات دروناندازه
- مورفوفيزيولوژيكي مربوط به ريشه و شاخساره در دوره

هاي انگور و هاي مشخصي پس از بازكشت در نمونه
هاي كلروفيل با روش ميزان رنگدانه. گيري شدپالونيا اندازه

سطح برگ با كاغذ . انجام شد) 7(بارنز و همكاران 
ها نيز به كيفيت ظاهري گياهچه. گيري شداندازه ميليمتري

، )1390(صورت امتيازدهي و طبق روش پيشنهادي عليزاده 
  ).3(بالاترين كيفيت بود  5كمترين و  1برآورد شد كه 

پژوهش حاضر به صورت طرح كاملا : تجزيه و تحليل
  10در هر تكرار حداقل . تصادفي با سه تكرار انجام شد

عدد  10تعداد كشت بيش از (فاده شد عدد ظرف كشت است
ها در اثر آلودگي كنار گذاشته ظرف بود كه برخي از كشت

ها در حال رشد عدد ظرف كه نمونه 10شد و در نهايت 
تجزيه و . )برداري استفاده شدندفعال بودند براي داده

پنج و  در سطح آماري يك( هاتحليل و مقايسه ميانگين داده
و ) 34( 8,2ي نسخه SAS  نرم افزار زبا استفاده ا )درصد

  .صورت گرفت Excelرسم نمودارها با 

  نتايج
  هاي ريزنمونه اي شيشهدرون  پاسخ و   تعيين نحوه رشد
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انگور و پالونيا بر روي صفات مربوط به ريشه، ساقه، 
كيفيت ظاهري، ميزان زنده ماني و خصوصيات شيميايي 

جدول (دار بود يروز انكوبه كردن معن 40ريزنمونه بعد از 
1.(    

  

 انگور ياهمختلف زغال فعال بر گ يرمقاد يرحاصل از تاث يانسوار يهتجز يجنتا -1جدول 

منابع 
  تغييرات

درجه 
  آزادي

  تعداد برگ
تعداد 
 شاخه

-ريشه

زايي 
(%)  

تعداد 
  ريشه

 طول ريشه
)cm(  

طول 
 ساقه

)cm(  

كيفيت 
  ظاهري

سطح 
برگ 

)mm2(  

 زنده ماني
(%)  

  11/170**  93/1**  85/0**  28/10* 28/122** 89/89** 363** 56/4** 00/121**  8  تيمار
  64/0  06/0  21/0  75/3  22/3  48/1  1  59/0  18/4  18  خطا

 انگور ياهمختلف زغال فعال بر گ يرمقاد يرحاصل از تاث يانسوار يهتجز يجنتا -1ادامه جدول 

 aكلروفيل 

(mg/g F.W)  
 bكلروفيل 

(mg/g F.W)  
 كلروفيل كل

(mg/g F.W)  
 كارتنوئيد

(mg/g F.W)  
 فنول بافت گياهي

(GA mg/g D.W)  
  كشت محيط فنل

 (GA μg/ml)  
**016/0  **019/0 **08/0 **30/0 **0004/0  **00001/0  

0004/0  0004/0 001/0 004/0 000007/0  0000005/0  
  داردم وجود اختلاف معنيع nsدر سطح پنج درصد،  دارياختلاف معني* درصد،  يكدر سطح  دارياختلاف معني** 

در بررسي اثر مقادير زغال بر گياه انگور، نتايج زير بدست 
زايي در ريزنمونه دوبندي انگور در تيمار القاي ريشه. آمد
گرم بر ليتر نانولوله كربن به مدت يك هفته زودتر  ميلي 50

ميلي گرم  200رشد شاخساره در . از ساير تيمارها رخ داد
روز بعد از انجام تيمارها نسبت به  6فعال بر ليتر زغال 
همچنين شروع بازشدن . ها سريعتر مشاهده شدساير غلظت

گرم بر ليتر زغال فعال ميلي 100گره انگور در جوانه در تك
سريعتر از ساير تيمارها ) نه روز بعد از انكوبه كردن(

 .مشاهده شد

عال ميلي گرم بر ليتر زغال ف 400بيشترين تعداد برگ در 
ميلي گرم  100نظر از ها بود، و صرفبيشتر از ساير غلظت

بر ليتر زغال فعال با افزايش غلظت زغال فعال محيط 
هاي انگور افزايش كشت، تعداد برگ توليد شده در گياهچه

هاي مختلف زغال بر پرآوري غلظت).  1شكل (پيدا كرد 
با توجه به سهل ريشه). 1شكل (شاخه اثر مثبتي نداشت 

هاي كربن  زايي انگور صرف نظر از بالاترين غلظت نانولوله
هاي انگور به طور كامل صورت زايي در ريزنمونهريشه

  ). 1شكل (گرفت 

اثر متفاوت فرم زغال بر محل القا ريشه در انگور و پالونيا 
به صورت بصري، مشاهده شد به طوري كه در هر دو گياه 

هاي جاور غلظتانگور و پالونيا به طور يكسان در م
كربن جهت تشكيل ريشه، ابتدا كالوس و سپس از   نانولوله

كه با توجه . كالوس حاصله باززايي ريشه صورت گرفت
هاي متفاوت، تشكيل كالوس در ابعاد متفاوت به غلظت

هاي مختلف زغال  ولي در رابطه با غلظت. مشاهده شد
فعال تشكيل كالوس در محل ظاهر شدن ريشه مشاهده 

كه اين موضوع به تنهايي نياز به بحث و ). 2شكل ( نشد
بررسي مفصل در مورد بروز چنين رويداد و يافتن اثرات 
فيزيولوژيكي و ژنتيكي دخيل در پديد آمدن اين چنين 

  . تفاوتهايي دارد

گرم بر ليتر نانولوله كربن ميلي 400بيشترين تعداد ريشه در 
زغال فعال بر هاي بالاي در حالي كه غلظت. مشاهده شد

غلظت بالاي ). 1شكل (تعداد ريشه اثر منفي داشته است 
زغال فعال باعث افزايش طول ريشه در گياه انگور شد كه 

شكل (در نانولوله كربن افزايش طول ريشه مشاهده نشد 
گرم بر ليتر نانولوله ميلي 200بلندترين طول ساقه در ). 1
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زايش هر دو نوع اف. مشاهده شد  )مترسانتي 26/11(كربني 
زغال در محيط كشت، باعث افزايش طول ساقه گياه انگور 

مقادير مختلف زغال، اثرات مثبت بر كيفيت ). 1شكل (شد 
كه از نظر مورفولوژي . ظاهري ريزنمونه انگور داشت

 100اي در شيشهبالاترين شادابي و سرحالي ريزنمونه درون
كه ). 1شكل (شد گرم بر ليتر نانولوله كربني مشاهده ميلي

اين نتايج نشان دهنده اثر مثبت زغال بر رشد و شادابي 
اين شادابي باعث . اي استشيشهريزنمونه در شرايط درون

تقويت گياهچه شده كه در مراحل سازگاري و انتقال به 
، مقادير مختلف زغال در 3شكل . خاك بسيار مفيد است

نه درون محيط كشت و ميزان رشد و كيفيت ظاهري ريزنمو
  . دهداي را نشان ميشيشه

. روند مشخصي از اثر زغال بر سطح برگ مشاهده نشد
گرم بر ليتر نانولوله كربني ميلي 200بيشترين سطح برگ در 

) در مرحله پرآوري(ماني ميزان زنده). 1شكل (مشاهده شد 
. درصد بود 100گياه انگور در تمام سطوح نانولوله كربن 

ماني كامل لاي زغال فعال ميزان زندههمچنين در غلظت با
در اثر  هاي پايين زغال فعال بود، در حالي كه در غلظت

شدن محيط كشت، ايتراوش فنول از ريزنمونه و قهوه
توان اين اثر كه مي). 1شكل (ماني كمتر بود درصد زنده

مثبت نانو لوله كربن حتي  در غلظت پايين در محيط كشت 
  . ار دادگياه را مورد توجه قر

طبق نتايج مقايسه ميانگين، در مورد اثر : صفات شيميايي
هاي مختلف زغال بر ميزان كلروفيل، روند مشخصي غلظت

 100هاي رشد يافته در به هرحال در نمونه. مشاهده نشد
 aميلي گرم بر ليتر نانولوله كربني، بيشترين ميزان كلروفيل 

نتايج  جالب توجه است كه اين موضوع با. حاصل شد
خواني دارد، كه نشان دهنده حاصل از كيفيت ظاهري هم

، aگرم بر ليتر نانولوله كربن بر كلروفيل ميلي 100اثر مثبت 
، كلروفيل كل، كارتنوئيد و كيفيت ظاهري گياه bكلروفيل 
ميلي گرم بر ليتر نانولوله،  100نظر از صرف. انگور بود

اثر افزايشي در ، aنيز مشابه كلروفيل  bميزان كلروفيل 
در واقع ميزان كم . هاي مختلف زغال نشان نداد غلظت

تواند به حساس بودن كلروفيل در  مي bو  aكلروفيل 
يا عدم نياز ) اي شدنپديده شيشه(اي شرايط درون شيشه

گياه به فتوسنتز، كه تمام مواد غذايي در محيط كشت فراهم 
اي با  هحساسيت در شرايط درون شيش. است، مرتبط باشد

تفاوت زيادي در كاركرد و ) محيطي(اي شيشهبرون
گرم بر ليتر ميلي 100. هاي گياهي دارندعملكرد اندام

نانولوله كربن بيشترين تاثير گذاري بر خصوصيات شيميايي 
اي انگور داشت، به طوري كه افزايش شيشهريزنمونه درون

د را نشان ميزان كارتنوئيد گياه نيز در اين غلظت بالاترين ح
  ).4شكل (داد 

  

 
  كربن نانولوله : NA فعال، زغال :AC. انگور گياه شيشه اي درون رشد بر زغال مختلف مقادير اثرات -3شكل 
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  نكرب نانولوله :NAفعال،  زغال :AC. انگور ايشيشهگياهان درون صفات مورفولوژي بر زغال مختلف مقادير اثرات -3شكل 

بعد از كشت تك گره انگور : ارزيابي فنول محيط كشت
هاي مختلف زغال، ميزان هاي حاوي غلظتبر روي محيط

-ترشح فنول محيط كشت بافت در طي يك دوره سه هفته

ليتري محيط ميلي 20هاي اي، به طور متوالي در حجم
هاي نتايج تجزيه واريانس داده. گيري شد كشت اندازه

گيري فنول در ايش نشان داد، كه اندازهحاصل از اين آزم
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دار بود معني% 1طول سه هفته متوالي در سطح احتمال 
 50بيشترين ميزان فنول در هفته اول و سوم با  ).2جدول (

گرم بر ليتر نانولوله كربن مشاهده شد، كه در هفته دوم ميلي
گرم بر ليتر ميلي 200بيشترين ميزان فنول محيط كشت در 

هاي مختلف زغال فعال در غلظت. ل مشاهده شدزغال فعا
هفته سوم كاهش ميزان فنول محيط كشت را نسبت به هفته 
اول نشان داد، كه در رابطه با لوله كربن اين موضوع 

  ).5شكل (برعكس بود 

   

  

   
 كربن نانولوله :NAفعال،  لزغا :AC. انگور ايشيشهگياهان درون صفات شيميايي بر زغال مختلف مقادير اثرات -4شكل 

  
مختلف زغال  يرمقاد يرحاصل از تاث يانسوار يهتجز يجنتا -2 جدول

  كشت انگور يطشده در مح يابيفنول كل ارز يزانم بر 

منابع
  تغييرات

درجه 
  آزادي

  هفته سوم هفته دوم  هفته اول

 30/1824** 29/678** 19/912** 8 تيمار
 28/174 04/64 12/70  18 خطا

در  دارياختلاف معني* درصد،  يكدر سطح  دارياختلاف معني **
  رداعدم وجود اختلاف معني nsسطح پنج درصد، 

با توجه به اثرات مثبت : هاي پالونياصفات رشدي نمونه
هاي انگور و بررسي اثر آنها در هر دو فرم زغال در نمونه

در جهت  هاي پالونيا، نتايج اميدوار كننده بيشترينمونه
نتايج . كاربرد اين مواد بر ديگر گياهان چوبي، نشان داد

- اي پالونيا سطوح معنيشيشهتجزيه واريانس صفات درون

كه ميزان تعداد برگ ). 3جدول (داري مختلفي را نشان داد 
هاي زغال افزايش در گياه پالونيا در مجاور با ساير غلظت

داد برگ به بيشترين و كمترين تع. گيري نشان دادچشم
گرم بر ليتر زغال فعال و شاهد مشاهده ميلي 200ترتيب در 

  .شد
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 كربن نانولوله :NAفعال،  زغال :AC. انگور گياه بافت كشت محيط فنول ميزان بر زغال مختلف مقادير اثرات -5شكل 

  
هاي گرم بر ليتر نانولولهميلي 200حداقل تعداد ريشه در 

گرم بر ليتر نانولوله كربني ميلي 50كربن و حداكثر در 
هاي كم نانولوله كربن، تعداد ريشه  در غلظت. مشاهده شد

كربن،   در بالاترين غلظت نانولوله. بيشتري مشاهده شد
طول ريشه ).  6شكل (زايي ثبت شد كمترين درصد ريشه

گرم در ليتر نانو كربن بيشترين ميزان ميلي 50در غلظت 
گرم بر ميلي 400كثر ميزان رشد را در طول ساقه حدا. بود

كيفت ظاهري در ) 7(بر طبق شكل . ليتر زغال فعال داشت
هاي مختلف زغال اثر يكسان و مثبتي را نشان بين غلظت

همچنين افزايش سطح برگ در مقادير نانولوله بالاترين . داد
  ).6شكل (حد نسبت به زغال فعال بود 

  بحث
مثبت و قابل قبولي از  در بخش اول اين پژوهش، نتايج

كاربرد زغال در باززايي شاخساره، ريشه و كيفيت ظاهري 
تر آن بر روي انگور مشاده شد، كه باعث شد مطالعه وسيع

تكثير و پرآوري در شرايط . گياه پالونيا نيز بررسي شود
اي بر روي دو گياه انگور و پالونيا، سطوح درون شيشه

حاضر نشان داد كه با  مختلفي از موفقيت را در مطالعه
 مطابقت داشت  )2001(مطالعات فيگيرودو و همكاران 

)11.(  

  

  پالونيا گياه ايشيشه درون رشد پارامترهاي بر زغال مختلف تيمارهاي اثر واريانس تجزيه -3جدول 

منابع 
  تغييرات

درجه 
  آزادي

تعداد 
  برگ

تعداد 
 شاخه

تعداد 
  ريشه

زايي ريشه
(%)  

طول
 ريشه

)cm( 

 اقهطول س
)cm(  

كيفيت 
  ظاهري

سطح 
برگ 

)mm2(  
  ns33/0 **14/365 **64/208 **30/22 **20/3  ns34/0  **91/1 67/30**  8  تيمار
  06/0  17/0  38/0  94/0  85/0  77/2  18/0  59/2  18  خطا

  دارعدم وجود اختلاف معني nsدر سطح پنج درصد،  دارياختلاف معني* درصد،  يكدر سطح  دارياختلاف معني**
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  كربن نانولوله :NAفعال،  زغال :AC. پالونيا ايشيشهگياهان درون صفات مورفولوژي بر زغال مختلف مقادير اثرات -6شكل 

سازي هر دو گياه به طور كلي نتايج حاصله منجر به بهينه
زايي، ارزيابي رشد شاخساره هر دو گياه در خصوص ريشه

يي گياه انگور و ميزان همچنين بررسي صفات شيميا. شد
اي مورد شيشهفنول محيط كشت و ارتباط آن با رشد درون

هاي مختلف پاسخ نوع گياه به غلظت. بررسي قرار گرفت
. زغال فعال و نانولوله كربن تفاوت جزيي مشاهده شد

، نيز بر روي مكانيسم )2012(خداكسكيا و همكاران 
محيط  هاي تكثير شده بر رويمولكولي در رشد سلول

حاوي زغال فعال و نانو لوله نتايج مشابهي گزارش نمودند 
بر  MSهاي مختلف كربن فعال در محيط تاثير فرم). 17(

برخلاف نتايج اين پژوهش، . استقرار ريزنمونه مفيد بود
، اثر زغال فعال را در رشد ريز )2002(رومانو و همكاران 

اين  ).31(اي منفي گزارش دادند هاي درون شيشه نمونه
ها و نوع محيط كشت ممكن است به دليل تفاوت ژنوتيپ

هاي مختلف زغال اثر زيرا غلظت. استفاده شده باشد
اي متفاوت بر تركيبات محيط كشت و گياه درون شيشه

شرايط رشدي گياه براي يك گونه گياهي، ممكن . دارد
است براي رقم يا گونه ديگر به همان اندازه موثر نباشد 

بر خلاف انتظار تعداد شاخه در پالونيا و انگور .  )31، 28(
اين امكان وجود دارد كه . با افزودن زغال كاهش يافت

زغال فعال علاوه بر جذب مواد مضر، بطور ناخواسته 
در حالي كه تكثير ). 45(موجب جذب مواد مفيد نيز شود 

شاخساره به نوع گياه، ارقام و غلظت سيتوكينين نيز بستگي 
با انكوبه كردن ريزنمونه در محيط حاوي زغال ). 31(دارد 

اكسيداسيون فنولي مانع رشد شاخه نشد و حضور زغال 
ها باعث افزايش در رشد و تقويت شكل ظاهري ريزنمونه

ها با مشاهدات قبلي مطابقت داشته است كه اين يافته. شد
هاي بريده شده، در مجاور محيط اي شدن بافتميزان قهوه
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با زغال فعال كاهش يافت و باعث تقويت كشت همراه 
 ). 8(رشد گياه شد 

. رشد ساقه در حضور مقادير زغال، مثبت ارزيابي شد
ميلي گرم بر ليتر نانولوله كربن به عنوان تركيب  200كاربرد 

طور همين. برتر براي سطح برگ هر دو گياه مشاهده شد
يط ميلي گرم بر ليتر زغال فعال بهترين تركيب در مح 400

ميلي گرم بر ليتر  200كشت براي طول شاخه در پالونيا و 
در اين آزمايش بهترين . نانولوله كربني براي انگور بود

هاي زغال ريزنمونه از نظر بيشترين تعداد برگ در غلظت
ميلي گرم در ليتر براي انگور و  200و  400فعال به ترتيب 

ليتر ميلي گرم بر  100كيفيت ظاهري در . پالونيا بود
  . هاي كربن بهترين كيفيت را نشان داد نانولوله

اثر نانو مواد نسبت به زغال فعال بر تعداد ريشه در انگور 
ميلي گرم در ليتر  200حداقل تعداد ريشه در . بيشتر بود

ميلي گرم بر ليتر نانو كربن  50زغال فعال و حداكثر در 
ست، نشانگر اثر مثبت غلظت پاييني از نانولوله كربني ا

هاي توان اين پديده را در اثر افزايش بيان ژنبيشتر مي
هاي كربني بيان درگير در تقسيم سلولي در مجاور نانو لوله

، تمايز )2005(در مطالعه لوپز پرز و همكاران ). 16(نمود 
جنين در حضور زغال فعال سريع تر از محيط فاقد زغال 

 100در پژوهش حاضر، غلظت ). 23(فعال مشاهده شد 
ميلي گرم بر ليتر زغال فعال بهترين استقرار را نشان داد 

هنگامي كه ). روز پس از انكوبه كردن 9رشد جوانه، (
رسيدند، ) حداقل دو گره(ها به طول سه سانتي متر جوانه

جدا شدند و در ) تك گره(هاي اصلي آنها از ريزنمونه
زنمونه زايي ريكه القاي ريشه. زايي قرار گرفتندمحيط ريشه

انگور با غلظت كم نانولوله كربن و رشد جوانه دوبندي 
ميلي گرم بر ليتر زغال فعال بهترين نتيجه را  200انگور در 

، مطابقت داشت )2000(كه با نتايج تانگ و همكاران . داد
زايي در مجاور زغال ، آنها بيان كردند كه حداكثر ريشه)40(

هاي كربني  انولولهزايي در ندرصد ريشه. فعال مشاهده شد
بهترين طول ريشه . براي هر دو گياه بهترين نتيجه را داشت

براي انگور ) ميلي گرم 400(در بالاترين مقادير زغال فعال 
ميلي  50(ترين مقدار نانولوله كربن و براي پالونيا در پايين

در ليتر در محيط كشت بود، كه با نتايج تانگ و ) گرم
از آنجا كه اكسين ). 40(داشت  ، مطابقت)2000(همكاران 

كند زغال فعال باعث جذب  زايي را تحريك ميريشه
، كه غلظت مناسب زغال )42(مقداري از اكسين مي شود 

  .فعال در محيط كشت اهميت بالايي دارد

- زايي به يكسري عوامل بستگي دارد، كه محل ريشهريشه

. زايي ممكن است بسته به عوامل متعددي متفاوت باشد
زايي هر دو گياه در مجاور مانطور كه مشاهده شد ريشهه

  . هاي مختلف زغال رفتار متفاوتي را نشان دادندفرم

در دو هفته اول افزايش ميزان فنول محيط كشت مشاهده 
افزايش . كه در هفته سوم اين ميزان كاهش يافت. شد

هاي ابتدايي ممكن است به خاطر درميزان فنول در هفته
كه احتمالاً در هفته سوم با جذب . ونه باشدجراحت ريزنم

مواد ناخالص از جمله فنول از اثرات مخرب آنها جلوگيري 
  ). 19(شود  مي

گرم بر ليتر زغال فعال، ميلي 400در اين پژوهش تيمار با 
هاي زغال تاثير بيشتري بر صفات  در بين ساير غلظت

كه . اي انگور داشتشيشهاندازه گيري شده در نمونه درون
آنها ). 6(، مشابه بود )2018(با نتايج عليزاده و همكاران 

 200(بيان كردند بيشترين اثر در غلظت بالاي زغال فعال 
با توجه به مشاهدات لوپز .  بدست آمد) گرم بر ليترميلي

، لوپز آرانالدوس و )2017(، اولاه، )2005(پرز و همكاران، 
در القاي كالوس و ، اثر مثبت زغال فعال )2001(همكاران، 
ماني كالوس بر روي محيط كشت، نتايج مشابه و ميزان زنده

هاي هاي انگور در غلظتماني ريزنمونهمثبتي در ميزان زنده
هاي نانولوله كربن در بالاي زغال فعال وساير غلظت

كه با نتايج لگراند و . اي به دست آمد شيشهشرايط درون
با اين . مطابقت داشت Cuchorium، بر روي )1991(بوازا 

گرم بر ليتر ميلي 400هاي زغال حال در بين ساير غلظت
گرم بر ليتر نانولوله كربني بيشترين ميلي 200زغال فعال و 
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اي پالونيا و شيشهاثر را بر صفات مورفولوژي گياه درون
توان اين دو ميزان غلظت زغال را كه مي. انگور داشته است

هاي تجاري ژوهشگران و شركتهاي بعدي پبراي پژوهش
توليد كننده گياهان كشت بافتي به عنوان منابع كربن جذب 

 .كننده فنول معرفي كرد

هاي گياهي نه اي، بافتدر طول رشد و نمو درون شيشه
كنند، بلكه  تنها مواد غذايي محيط كشت را جذب مي

. يابند كند كه در محيط كشت تجمع مي موادي را آزاد مي
آور  ها، ممكن است اثرات زيانمانند فنولاين مواد 

هاي كشت شده داشته باشند، مانند  فيزيولوژيكي در بافت
-هاي انگور سطح بالايي از پلي هاي چوبي، بافتساير گونه

در مطالعه حاضر ). 32(دهند  فنول و تانن از خود نشان مي
زايي افزوده زغال در شروع كشت و همچنين محيط ريشه

شكلاتي را به حداقل برساند، و غلظت بهينه شد تا چنين م
ها و توليد كنندگان تجاري آن براي استفاده در آزمايشگاه

با توجه به . هاي بعدي مثمرثمر باشدگياهان و پژوهش
افزايش مطالعات روز افزون در زمينه كشت بافت و علوم 

وابسته به آن در ژنتيك مولكولي، انتقال ژن، امتزاج 
اي گياهان، شيشهياز به تكثير درونپروتوپلاست و ن
تر به منظور ارزيابي كاربرد منابع زغال مطالعات گسترده

بندي نهايي لازم به ذكر است كه در جمع. ضروري است
 يا زغال فعال و بر ليتر گرمميلي 400توان از تيمارهاي مي

عنوان منابع  به هاي كربننانولوله بر ليتر گرمميلي 200
انگور و كشت  هايول در محيطنده فنكنكربن جذب 

نتايج اين پژوهش با اندكي تغيير در  .استفاده كرد پالونيا
 .ساير گياهان و ريزافزايي تجاري قابل استفاده خواهد بود

  سپاسگزاري

پژوهش حاضر با حمايت مالي معاونت پژوهشي، دانشگاه 
. علوم كشارزي و منابع طبيعي گرگان انجام شده است

از آقاي مهندس صادق آتشي، كارشناس  نويسندگان
هاي گروه علوم باغباني  به دليل همكاري در آزمايشگاه
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Application of activated charcoal and carbon nanotubes on phenol 
exclusion from tissue culture media in Grapevine and Paulownia 

Zarei M., Alizadeh M.* , Khorasaninejad S. and Khoshal Sarmast M. 

Dep. of Horticulture, Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources, Gorgan, I.R. of 
Iran 

Abstract 

Numerous factors limit the plant propagation under in vitro conditions. Tissue browning 
is a serious problem in the establishment of explants in woody perennials and 
complicates the successful implementation of in vitro techniques. To solve this problem, 
application of activated charcoal resources was used, hence by controlling the effect on 
browning of plant tissue culture media the concentration of phenolic compounds was 
reduced. Furthermore, some easy methods were followed to solve the problem of 
oxidative browning, especially in Paulownia and Grapevine explants. The present study 
was conducted in Tissue Culture Laboratory, Dep. of Horticulture, Faculty of Plant 
Production, Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources. The 
basal MS medium supplemented with IBA (2 and 4 mg / l, for Grapevine and 
Paulownia, respectively), was fortified with different concentrations of activated 
charcoal and carbon nanotubes (0, 50, 100, 200, 400 mg/l). The estimation of phenolic 
compounds was performed with the calorimetric Folin-Ciocaltea method at 760 nm. 
The experiment was undertaken as completely randomized design. The results showed 
that both activated charcoal and carbon nanotubes had positive and significant effects 
on the absorption of phenol in the culture medium and the propagation of in vitro 
explants. The results of this study indicated that concentrations of 400 mg/l activated 
charcoal and 200 mg/l carbon nanotubes can be used as phenol-absorbing carbon 
sources in the culture media of these plants. Also, after minor modifications, the results 
of the present may be utilized in commercial propagation of other crops and plant 
species. 
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