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  کشت فنولی از محیطمواد  حذف در کربنی هاینانولوله و فعال زغال کاربرد

 پالونیا و انگور بافت گیاهان

 مصطفی خوشحال سرمست و ، سارا خراسانی نژاد*محمد زارعی، مهدی علیزاده

 باغبانی وهگر گرگان، طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه ،گرگان، ایران

 14/7/1400تاریخ پذیرش: 27/1/1400تاریخ دریافت: 

 چکیده

ی شدن یک مشکل جدی در استقرار اهوکنند. قهشیشه محدودیت ایجاد میعوامل متعددی در ریزازفزایی گیاهان در شرایط درون

. در جهت حل سازدمی  چیده پیای را شیشههای دروننیکتکآمیز انجام موفقیت وها در گیاهان چند ساله چوبی است ریزنمونه

صورت گرفت تا  ای شدن محیط کشت بافتکنترل عوامل موثر بر قهوهن مشکل، کاربرد منابع زغال )جاذب فنول(، با هدف ای

و  ای پالونیاشیشههای درونریزنمونهدر  اکسیداتیوای شدن برای حل مسئله قهوه اهکاریرکاهش یافته و ترکیبات فنولی غلظت 

دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ، دانشکده تولید گیاهی، شگاه گروه باغبانیپژوهش حاضر در آزمای دنبال شود. رانگو

کثیر با ت در محیط (،گرم در لیتر برای انگور و پالونیامیلی 4و  2ترتیب )به     IBAحاوی  MS محیط پایه .گرگان انجام گرفت

در قالب طرح کاملاً تصادفی مورد گرم بر لیتر(، لیمی 0، ۵0، 100، 200، 400) های مختلف زغال فعال و نانولوله کربنغلظت

 یمنحن حسب بر و ویکالتیس-نیفول ینجسرنگبا روش  بافت کشت طیمح کل یفنول باتیترک زانیم. بررسی قرار گرفت

کربن بر  هر دو فرم زغال فعال و نانولولهنتایج نشان داد که  .شد یریگاندازه نانومتر 760 موج طول در دیاس کیگال استاندارد

مطالعه نشان نتایج این دار داشت. معنیی اثرات مثبت و اهای درون شیشهی ریزنمونهپرآورمحیط کشت و  لمیزان جذب فنو

عنوان منابع  به های کربننانولوله بر لیتر گرممیلی 200زغال فعال و  بر لیتر گرممیلی 400توان از تیمارهای دهنده آن است که می

نتایج این پژوهش با اندکی تغییر در سایر گیاهان و  .استفاده کردگیاهان این کشت  هایول در محیطنفده کننکربن جذب 

 ریزافزایی تجاری قابل استفاده خواهد بود.

 کربن لوله نانو فعال، زغال شدن، یاقهوه فنول،: های کلیدیواژه

 mahdializadeh@gau.ac.ir  الکترونیکی: پست ، 0132423303تلفن:   مسئول، * نویسنده

 مقدمه

 هبر روی یک پای زنیپیوند ،انگور کشت دیدگاه تجاری از

های استاندارد در روش مورد استفاده در تاکستان ،مناسب

تجاری در حال  هایتاکستانثر . اکبیشتر مناطق جهان است

دلیل حساسیت  حاضر از کاشت مستقیم انواع انگور به

 ،اه، کنههامیکروب ،مثالبه عنوان  فاته آارقام کشت شده ب

که منجر به  فیلوکسراتر از همه و مهم ، نماتدهاحشرات

برای کشت  نمایند.اجتناب می ،شودمی نهالزوال و مرگ 

بر روی  یشترب ، تمرکزهای تجاریاستاندارد در تاکستان

ادی دیزااز این رو ریز .تعداد زیاد استهای یکسان به کلون

در  .های متداول تکثیر گیاه استگزینه مهمی برای روش

دهد که گیاهی جهت کشت نشان می موادتقاضا برای  ،واقع

ازدیاد زیاد در سطح کم برای تکثیر انبوه در محصولات 

های علاوه بر تولید پایه .ی ضروری استغمختلف با

ل رشد یکنواخت در مدت زمان کوتاه و خارج از فص

های مبتنی بر روشبین این روش همچنین در  ،گیاهان

مهندسی ، غربالگری آزمایشگاهی، کشت بافت مانند جهش

 (.۵، 3)دارای ارزش است  ژرم پلاسم،ژنتیک و تبادل 
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تراوش پلاسم ژرممهندسی ژنتیک و تبادل مهم  از مشکلات

(. 26، 3) باشدفنول از بافت گیاهی در محیط کشت می

های آزاد شده در محیط فنولسازی و حذف خنثی بنابراین

-کشت اولین اقدام ضروری در کشت بافت محسوب می

انگور گزارش تکثیر برای  یهایهمچنین پروتکل(. 3)شود 

های (. استفاده از تکنیک32، 44، 41، 38، 20) شده است

ای برای تکثیر ارقام مختلف انگور به خوبی شیشهدرون

(. امروزه با توجه به، 37، 36، 24، 6، 3اثبات شده است )

ها و مطالعات گسترده در حوزه نانو مواد در سایر بخش

(، ارزیابی 30، 16قرار گرفتن آن به عنوان علم روز  )

استفاده این مواد در زمینه کشت بافت گیاهی و علوم 

سازی غلظت مناسب زغال در محیط وابسته به آن و بهینه

ین نیاز به چوب با ارزش در همچن  شود.کشت احساس می

های موسیقی، و محصولات دیگر چوبی باعث مبلمان، سازه

های اخیر استفاده از پالونیا مورد توجه قرار شده در سال

گیرد. پالونیا درختی سریع الرشد با چوب سبک وزن است 

(، که چوب آن در بازارهای جهانی محبوبیت بالایی 46)

کاشت مواد گیاهی در  (. تقاضای زیاد برای10دارد )

-بازارهای داخلی و بین المللی برای جلوگیری از جنگل

های زدایی و تولید انرژی زیستی نیاز به ایجاد پروتکل

ریزازدیادی کارآمد برای تکثیر سریع و گسترده پالونیا را 

 دارد.

ها بافت ،هاکشت بافت گیاهی کشت ضدعفونی شده سلول

رایط فیزیکی و شیمیایی در ها و اجزای آنها در شو اندام

نشأ این (. م13)تعریف شده است  ایدرون شیشهشرایط 

    تکنیک در ابتدای قرن بیستم توسط دانشمند آلمانی به نام

علوم آلمان در سال  به آکادمیکه در نامه خود « هابرلنت»

 .سلول ابداع شد تکهای خود بر روی در آزمایش 1۹02

کشت جنین و اولین  ،هاریشهمطالعات اولیه منجر به کشت 

کشت بافت گیاهی (. 43) افت شدر کشت بکالوس د

رایط )شهمچنین به عنوان کشت سلول ضدعفونی شده 

نامیده  (محیط کنترل شده و یا کشت استریل ای،شیشهدرون

یکی از عواملی که باعث از بین رفتن  (.43)شود می

 کندریزنمونه در کشت بافت گیاهی ایجاد مشکل می

اکسیداسیون ترکیبات فنولی است که در اثر زخم بافت 

 (.2۵) شوداین ترکیبات از سلول ایجاد می ترشحگیاهی و 

ای تراوش  یکی از موانع موجود در کشت درون شیشه

شدن ای قهوهآزاد شدن ترکیبات فنولی باعث  ها است.فنول

دلیل اصلی د. گرده میونمنمحیط کشت و از بین رفتن ریز

سایش ترکیبات کهای گیاهی تجمع و ای شدن بافتاقهوه

غلب به عنوان پاسخ دفاعی . که اباشدها میفنولی در بافت

(. غلظت و 1باشد )های زنده و غیرزنده میگیاه به استرس

های کشت نقش موثری در تولید این ترکیبات محیط عناصر

اکسیداسیون ترکیبات فنلی در محیط کشت موجب  .دارند

قیت در فرآیند کشت بافت و پیچیده شدن کاهش موف

ای شدن از (. برای کاهش مشکل قهوه2) شودمراحل آن می

زردچوبه، زغال فعال، اسید آسکوربیک، اسید سیتریک، و 

(، جابجایی ریزنمونه و نگهداری pvpپلی وینیل پیرولیدون )

(. شدت 42گیرد )در شرایط تاریکی مورد استفاده قرار می

ا توجه به گونه بافت یا اندام، فاز رشد و نمو ای شدن بقهوه

گیاه، سن بافت یا اندام و مواد مغذی و سایر متغیرهای 

(. مسیر بیوسنتز ترکیبات 1۵کشت بافت متفاوت است )

 شرح داده شده است. 27فنولی در منبع شماره 

بی مزه نافذ و دارای سیستم بسیار  ایزغال فعال ماده

داخلی زیاد است که باعث از بین مناسبی از منافذ با سطح 

. این مواد، برای شوندهای غیر کربن میبردن تمام ناخالصی

ای شدن ریز از قهوه و جلوگیری ترکیبات فنولیجذب 

عوامل متعددی (. 42)ها و محیط کشت کاربرد دارد نمونه

ل زغاظرفیت جذب بر  pHخلوص زغال و  ،مانند چگالی

 (.14)گذارد فعال تاثیر می

های کربن ش از اتماهجنس دیوار( CNTs)لوله کربن انون

و مکانیکی آن طی به دلیل خاصیت الکتریکی  . کهاست

ن (. ای۹های اخیر مورد توجه زیادی قرار گرفته است )سال

روزها ذرات نانو تقریباً در کلیه محصولاتی مانند خوشبو 

محصولات بیولوژیکی و  ،های لباسشوینده ،های اتاقکننده
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حذف عنصر نقره از فاضلاب مورد استفاده  ،منسوجات

 10تا  1(. کاربرد نانو ذرات )اندازه 30)قرار گرفته است 

نانومتر( در کشت بافت گیاهی، بیشتر با هدف کاهش 

-گر از محیط کشت یا نمونهآلودگی و حذف عوامل آلوده

(. نانوذرات نقره در این مورد 2۹های گیاهی بوده است )

ای داشته است. مثلا سرمست و همکاران ردهکاربرد گست

( گزارش کردند که نانوذرات نقره، بدون تاثیر منفی بر 33)

های گیاهی میتواند آلودگی را حذف نماید. رشد بافت

برخی دیگر از پژوهشگران، تاثیر منفی و مثبت این موارد را 

(. 2۹ها، بیان کرده اند )در کنار نقش ضدعفونی کننده آن

( در یک مقاله مروری، کاربرد 2017مکاران )کیم و ه

(. 18نانومواد در کشت بافت گیاهی را مرور کرده اند )

( کاربرد نانولوله کربنی را در کشت 2016طاها و همکاران )

اند. اگر چه در تولید جنین بافت گیاه خرما آزمون نموده

رویشی تاثیر منفی داشته است، ولی در مراحل تولید شاخه 

 (. 3۹یی آن بسیار مفید بوده است )و باززا

در پژوهش حاضر، کاربرد منابع زغال )زغال فعال معمولی 

ای کنترل عوامل موثر بر قهوهو نانولوله کربنی(، با هدف 

 ان انگور و پالونیا مطالعه شد.شدن محیط کشت بافت گیاه

 مواد و روشها

دو گیاه انگور و : انتخاب و آماده سازی گیاهان مادری

ونیا که هر دو متعلق به گروه گیاهان چوبی هستند، به پال

ای دارای تراوش فنول زیادی شیشههنگام کشت درون

 Vitis« )قزل اوزوم»رقم  انگور هستند. در این پژوهش،

vinifera cv Ghezel Uzum و پالونیا گونه فورچونی  )

(Paulownia fortunei) شاخه از  استفاده شد. ریزنمونه انگور

های اطراف در تاکستان هسالپنج  هایاز تاکاری ج سال

های انگور ترین شاخهسالم. استان گلستان جمع آوری شد

آوری شده و به آزمایشگاه منتقل به صورت بصری جمع

کلکسیون گیاهی در تهیه شده از بذور پالونیا . از شدند

برای تهیه  ،دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان

 ای استفاده شد.شیشهتکثیر درون ریزنمونه و

که در  انگور هایشاخه: ایشیشهو استقرار درون کشت

حدود  غفقط قسمت بال ،اندسال جاری شروع به رشد کرده

و بلافاصله در  ندآوری شددر خردادماه جمع( ماهه 3)

ها و برگ .نایلون پیچیده و به آزمایشگاه منتقل شدند

های به بخشها هکردن ساق کوتاه ها حذف شده و باپیچک

کدام حدوداً  هر)آماده شدند  گرههای تک، ریزنمونهایگره

 (.سانتیمتر حاوی یک جوانه جانبی 2تا  ۵/1به طول 

یعنی  ،ه قرار دارندخهایی که در قسمت میانی شابخش

بالاتر از گره دوم تا سوم از پایه و زیر گره چهارم تا پنجم 

های ریزنمونه این شدند.انتخاب  شاخه از قسمت نوک

قارچکش گرم بر لیتر  4کاملاً در محلول  گرهتک

به هم زده ( در دقیقهدور  120ر )کاربندازیم روی شیک

و ضدعفونی شده با آب و مایع ظرفشویی  د، و سپسشدن

نوبت آبکشی شد.  در ادامه با آب مقطر اتوکلاو  4سپس 

تیمار  پیشی هانمونهیزاین ر .شستشو صورت گرفت ،شده

هیپوکلریت سدیم دقیقه تحت محلول  30به مدت  ،شده

درصد به  70 اتانولو پس از آن در  .قرار گرفتند (٪ 40)

هر  پس ازثانیه در داخل هود لامینار قرار گرفت.  2۵مدت 

حداقل در سه نوبت در آب مقطر استریل  ، نمونه هاتیمار

شیشه در هر  انفرادی طور بهشدند و در نهایت شسته 

 ،و اسکوک)موراشیگی  MSبر روی محیط جامد  کشت

گرم میلی 2و  2/0)به ترتیب BAPو  NAA(، حاوی 1۹62

ای حاصل از های درون شیشهدر لیتر( کشت شدند. شاخه

  IBAحاوی  MSها بریده شده و روی محیط پایه این نمونه

تا تعداد زیادی  شدند گرم در لیتر کشتمیلی 2با غلظت  

 آزمایش کاربرد زغال ایجاد شود. نمونه برای 

در مورد پالونیا نیز بذرها به دلیل ریز بودن در درون یک 

سرنگ پزشکی بارگذاری شدند و سپس در داخل هود 

ثانیه  40لامینار سه نوبت با اتانول مطلق، هر نوبت به مدت 

سترون شدند. بدین ترتیب که اتانول با کشیدن دسته 

د و پس از طی مدت زمان سرنگ به داخل مخزن مکیده ش

موردنظر، تخلیه شد. بلافاصله پس از تخلیه اتانول، چندین 

نوبت آب مقطر با سرنگ مکیده و تخلیه شد تا بذرها کاملا 
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تایی  4شسته شوند. سپس بذرهای سترون شده به صورت 

 4پس از  .کشت شدند MSروی محیط کشت نیم غلظت 

حاوی  MSشت های تولید شده روی محیط کهفته، دانهال

( قرار گرفتند و در این محیط IBAگرم در لیتر میلی 4)

های دوبندی تا چندین چرخه کشت به صورت نمونه

ای برای شیشهبازکشت شدند تا تعداد کافی نمونه درون

آزمایش اصلی ایجاد شود. ظروف کشت انگور و پالونیا در 

ی گراد با دوره نوردرجه سانتی 2۵+1دمای  کل آزمایش در

( m-2 s-1 میکرومول 27)ساعت روشنایی و تاریکی  8/16

 .ندانکوبه شد

برای ارزیابی تاثیر زغال، گیاهان : کاربرد منابع زغال

ای که در مراحل قبل تولید شده بودند به تعداد شیشهدرون

های دوبندی ساقه از هر دو ونهکافی انتخاب شدند.   ریزنم

 4یا  2حیط کشت حاوی گیاه انگور و پالونیا تهیه و روی م

)به ترتیب برای انگور و پالونیا(  IBAگرم در لیتر میلی

گرم میلی 0، ۵0، 100، 200، 400)هر دو فرم زغال  حاوی

 10تکرار و حداقل  3بر لیتر( کشت شدند. در هر تیمار 

-ظرف کشت در هر تکرار کشت شد. در تمام محیط کشت

قبل از اتوکلاو pH و  استفاده شد (گرم بر لیتر 8)گار آ ها از

 تنظیم شد.  8/۵ ( دردقیقه 20)

 کل یفنول باتیترک زانیم: محیط کشت فنول یریگاندازه

(، 3۵( )1۹۹4) شارما روش اساس بر بافت کشت طیمح

 استاندارد یمنحن حسب بر و کالتویس-نیفول ینجس رنگ

 از. شد یریگاندازه نانومتر 76۵ موج طول در دیاس کیگال

 از ینیمع مقدار .شد استفاده شاهد عنوان به 80% اتانول

فنول  تراوش نیتخم یبرا لیترمیلی 20 یعنی ،کشت طیمح

 از گرهتک یهازنمونهیر قرار گرفت. استفاده مورد لک

 لیتریلیم 10 لوله، هر به و شدند خارج کشت هایلوله

 کاملا ایشهیش لهیم کی با سپسد. ش اضافه % 80 اتانول

حاوی مخلوط بدست  شیآزما هایلوله نیا. شد مخلوط

)شیکر  قهیدق در دور 120 سرعت با ساعتنیم  در هآمد

مدت  به قهیدق در دور 4000) فوژیسانتر با سپس و دوار(

 آمده دست به مخلوط بیترت نیبد. شد نجام( اساعتنیم 

 و شده لتریف 42 شماره واتمن یکاغذ لتریف با و مقطر آب با

 اتانول توسط لیترمیلی 20 به شدن ترلیف از بعد یینها حجم

 برآورد یبرا صارهاین ع از لیترمیلی دو .شد رسانده% 80

 10/1ل )محلو از لیترمیلی 10 عصاره، به. شد استفاده فنول

 از پس. شد اضافه _Ciocalteau  Folin معرف ( استوکقیرق

 اضافه میسد کربنات% ۵/7  محلول تریلیلیم 8 قه،یدق 10

 قرار اتاق یدما در ساعت دو مدت به اکنشو این. دش

 اسپکتروفتومتر در رنگ جذب ساعت، دو از سپ .گرفت

. دش انجام اسپکتوفتومتر توسط نانومتر 76۵ موج طول در

 توسط و شد محاسبه نمونه در فنول کل یمحتوا سپس

 دیاس ستانداردا یمنحن در آمده بدست یهاداده دادن قرار

 شد. اسبهمح فنول جذب زانیم کیگال

صفات : ایشیشهگیری صفات دروناندازه

-مورفوفیزیولوژیکی مربوط به ریشه و شاخساره در دوره

های انگور و های مشخصی پس از بازکشت در نمونه

های کلروفیل با روش گیری شد. میزان رنگدانهپالونیا اندازه

( انجام شد. سطح برگ با کاغذ 7بارنز و همکاران )

ها نیز به گیری شد. کیفیت ظاهری گیاهچهمیلیمتری اندازه

(، 13۹0صورت امتیازدهی و طبق روش پیشنهادی علیزاده )

 (.3بالاترین کیفیت بود ) ۵کمترین و  1برآورد شد که 

پژوهش حاضر به صورت طرح کاملا : تجزیه و تحلیل

  10تصادفی با سه تکرار انجام شد. در هر تکرار حداقل 

عدد  10)تعداد کشت بیش از  عدد ظرف کشت استفاده شد

ها در اثر آلودگی کنار گذاشته ظرف بود که برخی از کشت

ها در حال رشد عدد ظرف که نمونه 10شد و در نهایت 

. تجزیه و برداری استفاده شدند(فعال بودند برای داده

پنج و  )در سطح آماری یک هاتحلیل و مقایسه میانگین داده

و ( 34) 8.2ی نسخه SAS  فزارنرم ا با استفاده از (درصد

 صورت گرفت. Excelرسم نمودارها با 

 نتایج

 هایریزنمونه ای شیشهدرون  پاسخ و   تعیین نحوه رشد
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انگور و پالونیا بر روی صفات مربوط به ریشه، ساقه، 

کیفیت ظاهری، میزان زنده مانی و خصوصیات شیمیایی 

ار بود )جدول دروز انکوبه کردن معنی 40ریزنمونه بعد از 

1.)   

 

 انگور یاهمختلف زغال فعال بر گ یرمقاد یرحاصل از تاث یانسوار یهتجز یجنتا -1جدول 

منابع 

 تغییرات

درجه 

 آزادی
 تعداد برگ

تعداد 

 شاخه

-ریشه

زایی 

)%( 

تعداد 

 ریشه

 طول ریشه

(cm) 

طول 

 ساقه

(cm) 

کیفیت 

 ظاهری

سطح 

برگ 

(2mm) 

 زنده مانی

)%( 

 11/170** ۹3/1** 8۵/0** 28/10* 28/122** 8۹/8۹** 363** ۵6/4** 00/121** 8 تیمار

 64/0 06/0 21/0 7۵/3 22/3 48/1 1 ۵۹/0 18/4 18 خطا

 انگور یاهمختلف زغال فعال بر گ یرمقاد یرحاصل از تاث یانسوار یهتجز یجنتا -1ادامه جدول 

 aکلروفیل 

(mg/g F.W) 
 bکلروفیل 

(mg/g F.W) 
 کلروفیل کل

(mg/g F.W) 
 کارتنوئید

(mg/g F.W) 
 فنول بافت گیاهی

(GA mg/g D.W) 
 کشت محیط فنل

 (GA μg/ml) 
**016/0 **01۹/0 **08/0 **30/0 **0004/0 **00001/0 

0004/0 0004/0 001/0 004/0 000007/0 000000۵/0 

 داروجود اختلاف معنی عدم nsدر سطح پنج درصد،  داریدرصد، * اختلاف معنی یکدر سطح  داری** اختلاف معنی

در بررسی اثر مقادیر زغال بر گیاه انگور، نتایج زیر بدست 

زایی در ریزنمونه دوبندی انگور در تیمار آمد. القای ریشه

گرم بر لیتر نانولوله کربن به مدت یک هفته زودتر میلی ۵0

میلی گرم  200از سایر تیمارها رخ داد. رشد شاخساره در 

روز بعد از انجام تیمارها نسبت به  6ل بر لیتر زغال فعا

ها سریعتر مشاهده شد. همچنین شروع بازشدن سایر غلظت

گرم بر لیتر زغال فعال میلی 100گره انگور در جوانه در تک

)نه روز بعد از انکوبه کردن( سریعتر از سایر تیمارها 

 مشاهده شد.

 میلی گرم بر لیتر زغال فعال 400بیشترین تعداد برگ در 

میلی گرم  100نظر از ها بود، و صرفبیشتر از سایر غلظت

بر لیتر زغال فعال با افزایش غلظت زغال فعال محیط 

های انگور افزایش کشت، تعداد برگ تولید شده در گیاهچه

های مختلف زغال بر پرآوری (.  غلظت1پیدا کرد )شکل 

(. با توجه به سهل ریشه1شاخه اثر مثبتی نداشت )شکل 

های کربن ی انگور صرف نظر از بالاترین غلظت نانولولهزای

های انگور به طور کامل صورت زایی در ریزنمونهریشه

 (. 1گرفت )شکل 

اثر متفاوت فرم زغال بر محل القا ریشه در انگور و پالونیا 

به صورت بصری، مشاهده شد به طوری که در هر دو گیاه 

های ر غلظتانگور و پالونیا به طور یکسان در مجاو

کربن جهت تشکیل ریشه، ابتدا کالوس و سپس از  نانولوله

کالوس حاصله باززایی ریشه صورت گرفت. که با توجه به 

های متفاوت، تشکیل کالوس در ابعاد متفاوت غلظت

های مختلف زغال مشاهده شد. ولی در رابطه با غلظت

فعال تشکیل کالوس در محل ظاهر شدن ریشه مشاهده 

(. که این موضوع به تنهایی نیاز به بحث و 2کل نشد )ش

بررسی مفصل در مورد بروز چنین رویداد و یافتن اثرات 

فیزیولوژیکی و ژنتیکی دخیل در پدید آمدن این چنین 

 تفاوتهایی دارد. 

گرم بر لیتر نانولوله کربن میلی 400بیشترین تعداد ریشه در 

ل فعال بر های بالای زغامشاهده شد. در حالی که غلظت

(. غلظت بالای 1تعداد ریشه اثر منفی داشته است )شکل 

زغال فعال باعث افزایش طول ریشه در گیاه انگور شد که 

در نانولوله کربن افزایش طول ریشه مشاهده نشد )شکل 

گرم بر لیتر نانولوله میلی 200(. بلندترین طول ساقه در 1
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ش هر دو نوع مشاهده شد. افزای متر(سانتی 26/11کربنی )

زغال در محیط کشت، باعث افزایش طول ساقه گیاه انگور 

(. مقادیر مختلف زغال، اثرات مثبت بر کیفیت 1شد )شکل 

ظاهری ریزنمونه انگور داشت. که از نظر مورفولوژی 

 100ای در شیشهبالاترین شادابی و سرحالی ریزنمونه درون

(. که 1)شکل گرم بر لیتر نانولوله کربنی مشاهده شد میلی

این نتایج نشان دهنده اثر مثبت زغال بر رشد و شادابی 

ای است. این شادابی باعث شیشهریزنمونه در شرایط درون

تقویت گیاهچه شده که در مراحل سازگاری و انتقال به 

، مقادیر مختلف زغال در 3خاک بسیار مفید است. شکل 

درون محیط کشت و میزان رشد و کیفیت ظاهری ریزنمونه 

 دهد. ای را نشان میشیشه

روند مشخصی از اثر زغال بر سطح برگ مشاهده نشد. 

ربنی کگرم بر لیتر نانولوله میلی 200بیشترین سطح برگ در 

ری( مانی )در مرحله پرآو(. میزان زنده1مشاهده شد )شکل 

د. درصد بو 100گیاه انگور در تمام سطوح نانولوله کربن 

ل مانی کامزغال فعال میزان زنده همچنین در غلظت بالای

در اثر  های پایین زغال فعالبود، در حالی که در غلظت

شدن محیط کشت، ایتراوش فنول از ریزنمونه و قهوه

ر توان این اث(. که می1مانی کمتر بود )شکل درصد زنده

ت مثبت نانو لوله کربن حتی  در غلظت پایین در محیط کش

 داد. گیاه را مورد توجه قرار 

طبق نتایج مقایسه میانگین، در مورد اثر : صفات شیمیایی

های مختلف زغال بر میزان کلروفیل، روند مشخصی غلظت

 100های رشد یافته در مشاهده نشد. به هرحال در نمونه

 aمیلی گرم بر لیتر نانولوله کربنی، بیشترین میزان کلروفیل 

ایج حاصل شد. جالب توجه است که این موضوع با نت

خوانی دارد، که نشان دهنده حاصل از کیفیت ظاهری هم

، aگرم بر لیتر نانولوله کربن بر کلروفیل میلی 100اثر مثبت 

، کلروفیل کل، کارتنوئید و کیفیت ظاهری گیاه bکلروفیل 

میلی گرم بر لیتر نانولوله،  100نظر از انگور بود. صرف

افزایشی در  ، اثرaنیز مشابه کلروفیل  bمیزان کلروفیل 

های مختلف زغال نشان نداد. در واقع میزان کم غلظت

تواند به حساس بودن کلروفیل در می bو  aکلروفیل 

ای شدن( یا عدم نیاز ای )پدیده شیشهشرایط درون شیشه

گیاه به فتوسنتز، که تمام مواد غذایی در محیط کشت فراهم 

ی با ااست، مرتبط باشد. حساسیت در شرایط درون شیشه

ای )محیطی( تفاوت زیادی در کارکرد و شیشهبرون

گرم بر لیتر میلی 100های گیاهی دارند. عملکرد اندام

نانولوله کربن بیشترین تاثیر گذاری بر خصوصیات شیمیایی 

ای انگور داشت، به طوری که افزایش شیشهریزنمونه درون

ا نشان میزان کارتنوئید گیاه نیز در این غلظت بالاترین حد ر

 (.4داد )شکل 

 

 
 کربن نانولوله : NA فعال، زغال :ACانگور.  گیاه شیشه ای درون رشد بر زغال مختلف مقادیر اثرات -3شکل 
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 کربن نانولوله :NAفعال،  زغال :ACانگور.  ایشیشهگیاهان درون صفات مورفولوژی بر زغال مختلف مقادیر اثرات -3شکل 

بعد از کشت تک گره انگور : ارزیابی فنول محیط کشت

های مختلف زغال، میزان های حاوی غلظتبر روی محیط

-ترشح فنول محیط کشت بافت در طی یک دوره سه هفته

لیتری محیط میلی 20های ای، به طور متوالی در حجم

های گیری شد. نتایج تجزیه واریانس دادهکشت اندازه

گیری فنول در ش نشان داد، که اندازهحاصل از این آزمای
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دار بود معنی %1طول سه هفته متوالی در سطح احتمال 

 ۵0بیشترین میزان فنول در هفته اول و سوم با  (.2)جدول 

گرم بر لیتر نانولوله کربن مشاهده شد، که در هفته دوم میلی

گرم بر لیتر میلی 200بیشترین میزان فنول محیط کشت در 

های مختلف زغال فعال در مشاهده شد. غلظتزغال فعال 

هفته سوم کاهش میزان فنول محیط کشت را نسبت به هفته 

اول نشان داد، که در رابطه با لوله کربن این موضوع 

 (.۵برعکس بود )شکل 

  

  

  
 کربن نانولوله :NAفعال،  زغال :ACانگور.  ایشیشهگیاهان درون صفات شیمیایی بر زغال مختلف مقادیر اثرات -4شکل 

 
  ختلف زغال برم یرمقاد یرحاصل از تاث یانسوار یهتجز یجنتا -2 جدول

 کشت انگور یطشده در مح یابیفنول کل ارز یزانم

منابع 

 تغییرات

درجه 

 آزادی
 هفته سوم هفته دوم هفته اول

 30/1824** 2۹/678** 1۹/۹12** 8 تیمار

 28/174 04/64 12/70 18 خطا

در  داریدرصد، * اختلاف معنی یکدر سطح  داریختلاف معنی** ا

 رداعدم وجود اختلاف معنی nsسطح پنج درصد، 

با توجه به اثرات مثبت : های پالونیاصفات رشدی نمونه

های انگور و بررسی اثر آنها در هر دو فرم زغال در نمونه

های پالونیا، نتایج امیدوار کننده بیشتری در جهت نمونه

ربرد این مواد بر دیگر گیاهان چوبی، نشان داد. نتایج کا

-ای پالونیا سطوح معنیشیشهتجزیه واریانس صفات درون

(. که میزان تعداد برگ 3داری مختلفی را نشان داد )جدول 

های زغال افزایش در گیاه پالونیا در مجاور با سایر غلظت

داد برگ به گیری نشان داد. بیشترین و کمترین تعچشم

گرم بر لیتر زغال فعال و شاهد مشاهده میلی 200ترتیب در 

 شد.
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 کربن نانولوله :NAفعال،  زغال :ACانگور.  گیاه بافت کشت محیط فنول میزان بر زغال مختلف مقادیر اثرات -۵شکل 

 

های گرم بر لیتر نانولولهمیلی 200حداقل تعداد ریشه در 

نی گرم بر لیتر نانولوله کربمیلی ۵0کربن و حداکثر در 

شه  های کم نانولوله کربن، تعداد ریمشاهده شد. در غلظت

کربن،  بیشتری مشاهده شد. در بالاترین غلظت نانولوله

(.  طول ریشه 6زایی ثبت شد )شکل کمترین درصد ریشه

ان گرم در لیتر نانو کربن بیشترین میزمیلی ۵0در غلظت 

ر بگرم میلی 400کثر میزان رشد را در بود. طول ساقه حدا

 ( کیفت ظاهری در7لیتر زغال فعال داشت. بر طبق شکل )

 های مختلف زغال اثر یکسان و مثبتی را نشانبین غلظت

ین ترداد. همچنین افزایش سطح برگ در مقادیر نانولوله بالا

 (.6حد نسبت به زغال فعال بود )شکل 

 بحث

مثبت و قابل قبولی از  در بخش اول این پژوهش، نتایج

کاربرد زغال در باززایی شاخساره، ریشه و کیفیت ظاهری 

تر آن بر روی انگور مشاده شد، که باعث شد مطالعه وسیع

گیاه پالونیا نیز بررسی شود. تکثیر و پرآوری در شرایط 

ای بر روی دو گیاه انگور و پالونیا، سطوح درون شیشه

حاضر نشان داد که با  مختلفی از موفقیت را در مطالعه

 مطابقت داشت  (2001مطالعات فیگیرودو و همکاران )

(11.) 

 

 پالونیا گیاه ایشیشه درون رشد پارامترهای بر زغال مختلف تیمارهای اثر واریانس تجزیه -3جدول 

منابع 

 تغییرات

درجه 

 آزادی

تعداد 

 برگ

تعداد 

 شاخه

تعداد 

 ریشه

زایی ریشه

)%( 

طول 

 ریشه

(cm) 

 اقهطول س

(cm) 

کیفیت 

 ظاهری

سطح 

برگ 

(2mm) 
 ns33/0 **14/36۵ **64/208 **30/22 **20/3 ns34/0 **۹1/1 67/30** 8 تیمار

 06/0 17/0 38/0 ۹4/0 8۵/0 77/2 18/0 ۵۹/2 18 خطا

 دارعدم وجود اختلاف معنی nsدر سطح پنج درصد،  داریدرصد، * اختلاف معنی یکدر سطح  داریاختلاف معنی**
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 کربن نانولوله :NAفعال،  زغال :ACپالونیا.  ایشیشهگیاهان درون صفات مورفولوژی بر زغال مختلف مقادیر اثرات -6شکل 

سازی هر دو گیاه به طور کلی نتایج حاصله منجر به بهینه

زایی، ارزیابی رشد شاخساره هر دو گیاه در خصوص ریشه

یی گیاه انگور و میزان شد. همچنین بررسی صفات شیمیا

ای مورد شیشهفنول محیط کشت و ارتباط آن با رشد درون

های مختلف بررسی قرار گرفت. پاسخ نوع گیاه به غلظت

زغال فعال و نانولوله کربن تفاوت جزیی مشاهده شد. 

(، نیز بر روی مکانیسم 2012خداکسکیا و همکاران )

محیط  های تکثیر شده بر رویمولکولی در رشد سلول

حاوی زغال فعال و نانو لوله نتایج مشابهی گزارش نمودند 

بر  MSهای مختلف کربن فعال در محیط (. تاثیر فرم17)

استقرار ریزنمونه مفید بود. برخلاف نتایج این پژوهش، 

(، اثر زغال فعال را در رشد ریز 2002رومانو و همکاران )

این  (.31ای منفی گزارش دادند )های درون شیشهنمونه

ها و نوع محیط کشت ممکن است به دلیل تفاوت ژنوتیپ

های مختلف زغال اثر استفاده شده باشد. زیرا غلظت

ای متفاوت بر ترکیبات محیط کشت و گیاه درون شیشه

دارد. شرایط رشدی گیاه برای یک گونه گیاهی، ممکن 

است برای رقم یا گونه دیگر به همان اندازه موثر نباشد 

.  بر خلاف انتظار تعداد شاخه در پالونیا و انگور (31، 28)

با افزودن زغال کاهش یافت. این امکان وجود دارد که 

زغال فعال علاوه بر جذب مواد مضر، بطور ناخواسته 

(. در حالی که تکثیر 4۵موجب جذب مواد مفید نیز شود )

شاخساره به نوع گیاه، ارقام و غلظت سیتوکینین نیز بستگی 

(. با انکوبه کردن ریزنمونه در محیط حاوی زغال 31دارد )

اکسیداسیون فنولی مانع رشد شاخه نشد و حضور زغال 

ها باعث افزایش در رشد و تقویت شکل ظاهری ریزنمونه

ها با مشاهدات قبلی مطابقت داشته است که شد. این یافته

های بریده شده، در مجاور محیط ای شدن بافتمیزان قهوه
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با زغال فعال کاهش یافت و باعث تقویت کشت همراه 

 (. 8رشد گیاه شد )

رشد ساقه در حضور مقادیر زغال، مثبت ارزیابی شد. 

میلی گرم بر لیتر نانولوله کربن به عنوان ترکیب  200کاربرد 

طور برتر برای سطح برگ هر دو گیاه مشاهده شد. همین

یط میلی گرم بر لیتر زغال فعال بهترین ترکیب در مح 400

میلی گرم بر لیتر  200کشت برای طول شاخه در پالونیا و 

نانولوله کربنی برای انگور بود. در این آزمایش بهترین 

های زغال ریزنمونه از نظر بیشترین تعداد برگ در غلظت

میلی گرم در لیتر برای انگور و  200و  400فعال به ترتیب 

لیتر میلی گرم بر  100پالونیا بود. کیفیت ظاهری در 

 های کربن بهترین کیفیت را نشان داد. نانولوله

اثر نانو مواد نسبت به زغال فعال بر تعداد ریشه در انگور 

میلی گرم در لیتر  200بیشتر بود. حداقل تعداد ریشه در 

میلی گرم بر لیتر نانو کربن  ۵0زغال فعال و حداکثر در 

ست، نشانگر اثر مثبت غلظت پایینی از نانولوله کربنی ا

های توان این پدیده را در اثر افزایش بیان ژنبیشتر می

های کربنی بیان درگیر در تقسیم سلولی در مجاور نانو لوله

(، تمایز 200۵(. در مطالعه لوپز پرز و همکاران )16نمود )

جنین در حضور زغال فعال سریع تر از محیط فاقد زغال 

 100(. در پژوهش حاضر، غلظت 23فعال مشاهده شد )

میلی گرم بر لیتر زغال فعال بهترین استقرار را نشان داد 

روز پس از انکوبه کردن(. هنگامی که  ۹)رشد جوانه، 

ها به طول سه سانتی متر )حداقل دو گره( رسیدند، جوانه

های اصلی )تک گره( جدا شدند و در آنها از ریزنمونه

زنمونه زایی ریزایی قرار گرفتند. که القای ریشهمحیط ریشه

انگور با غلظت کم نانولوله کربن و رشد جوانه دوبندی 

میلی گرم بر لیتر زغال فعال بهترین نتیجه را  200انگور در 

(، مطابقت داشت 2000داد. که با نتایج تانگ و همکاران )

زایی در مجاور زغال (، آنها بیان کردند که حداکثر ریشه40)

های کربنی انولولهزایی در نفعال مشاهده شد. درصد ریشه

برای هر دو گیاه بهترین نتیجه را داشت. بهترین طول ریشه 

میلی گرم( برای انگور  400در بالاترین مقادیر زغال فعال )

میلی  ۵0ترین مقدار نانولوله کربن )و برای پالونیا در پایین

گرم( در لیتر در محیط کشت بود، که با نتایج تانگ و 

(. از آنجا که اکسین 40داشت ) (، مطابقت2000همکاران )

کند زغال فعال باعث جذب زایی را تحریک میریشه

(، که غلظت مناسب زغال 42مقداری از اکسین می شود )

 فعال در محیط کشت اهمیت بالایی دارد.

-زایی به یکسری عوامل بستگی دارد، که محل ریشهریشه

زایی ممکن است بسته به عوامل متعددی متفاوت باشد. 

زایی هر دو گیاه در مجاور مانطور که مشاهده شد ریشهه

 های مختلف زغال رفتار متفاوتی را نشان دادند. فرم

در دو هفته اول افزایش میزان فنول محیط کشت مشاهده 

شد. که در هفته سوم این میزان کاهش یافت. افزایش 

های ابتدایی ممکن است به خاطر درمیزان فنول در هفته

ونه باشد. که احتمالاً در هفته سوم با جذب جراحت ریزنم

مواد ناخالص از جمله فنول از اثرات مخرب آنها جلوگیری 

 (. 1۹شود )می

گرم بر لیتر زغال فعال، میلی 400در این پژوهش تیمار با 

های زغال تاثیر بیشتری بر صفات در بین سایر غلظت

. که ای انگور داشتشیشهاندازه گیری شده در نمونه درون

(. آنها 6(، مشابه بود )2018با نتایج علیزاده و همکاران )

 200بیان کردند بیشترین اثر در غلظت بالای زغال فعال )

گرم بر لیتر( بدست آمد.  با توجه به مشاهدات لوپز میلی

(، لوپز آرانالدوس و 2017(، اولاه، )200۵پرز و همکاران، )

در القای کالوس و (، اثر مثبت زغال فعال 2001همکاران، )

مانی کالوس بر روی محیط کشت، نتایج مشابه و میزان زنده

های های انگور در غلظتمانی ریزنمونهمثبتی در میزان زنده

های نانولوله کربن در بالای زغال فعال وسایر غلظت

ای به دست آمد. که با نتایج لگراند و شیشهشرایط درون

مطابقت داشت. با این  Cuchorium(، بر روی 1۹۹1بوازا )

گرم بر لیتر میلی 400های زغال حال در بین سایر غلظت

گرم بر لیتر نانولوله کربنی بیشترین میلی 200زغال فعال و 
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ای پالونیا و شیشهاثر را بر صفات مورفولوژی گیاه درون

توان این دو میزان غلظت زغال را انگور داشته است. که می

های تجاری ژوهشگران و شرکتهای بعدی پبرای پژوهش

تولید کننده گیاهان کشت بافتی به عنوان منابع کربن جذب 

 کننده فنول معرفی کرد.

های گیاهی نه ای، بافتدر طول رشد و نمو درون شیشه

کنند، بلکه تنها مواد غذایی محیط کشت را جذب می

یابند. کند که در محیط کشت تجمع میموادی را آزاد می

آور ها، ممکن است اثرات زیانمانند فنولاین مواد 

های کشت شده داشته باشند، مانند فیزیولوژیکی در بافت

-های انگور سطح بالایی از پلیهای چوبی، بافتسایر گونه

(. در مطالعه حاضر 32دهند )فنول و تانن از خود نشان می

زایی افزوده زغال در شروع کشت و همچنین محیط ریشه

شکلاتی را به حداقل برساند، و غلظت بهینه شد تا چنین م

ها و تولید کنندگان تجاری آن برای استفاده در آزمایشگاه

های بعدی مثمرثمر باشد. با توجه به گیاهان و پژوهش

افزایش مطالعات روز افزون در زمینه کشت بافت و علوم 

وابسته به آن در ژنتیک مولکولی، انتقال ژن، امتزاج 

ای گیاهان، شیشهیاز به تکثیر درونپروتوپلاست و ن

تر به منظور ارزیابی کاربرد منابع زغال مطالعات گسترده

بندی نهایی لازم به ذکر است که ضروری است. در جمع

 یا زغال فعال و بر لیتر گرممیلی 400توان از تیمارهای می

عنوان منابع  به های کربننانولوله بر لیتر گرممیلی 200

 انگور و پالونیاکشت  هایول در محیطنده فنکنکربن جذب 

نتایج این پژوهش با اندکی تغییر در سایر  .استفاده کرد

 گیاهان و ریزافزایی تجاری قابل استفاده خواهد بود.
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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. 

Keywords: Phenol, Browning, Activated charcoal, Carbon nanotubes 
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