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Extended Abstract 
 

Introduction: Saffron, a member of the lily family, is highly valued for its low water 

requirements, potential for job creation, and medicinal properties. Despite the high costs 

associated with traditional saffron cultivation, the use of tissue culture is recommended 

to enhance cultivation practices and produce disease-free seedlings. In vitro cultivation 

can significantly boost the production rate of new seedlings, with success largely 

dependent on the hormonal composition used. Additionally, carbon nanotubes, which 

have various applications in biology, have demonstrated a positive impact on plant 

growth. This study employs the response surface methodology (RSM) to optimize the 

saffron culture medium with carbon nanotubes and to identify the appropriate hormonal 

composition. 

 

Materials and Methods: This research was conducted using in vitro culture techniques 

and a RSM design, comprising four replications. The factors investigated included 

concentrations of 2,4-D (0.2-0.5 mg/L), BAP (1.5-6 mg/L), and multi-walled carbon 

nanotubes (30-70 μg/mL). The culture medium and equipment were sterilized in an 

autoclave at 120°C and 1.5 atmospheres. Pedicel shells were removed, washed, and then 

immersed in Vitex solution for 30 minutes. The explants were placed in culture dishes 

and maintained under controlled light and temperature conditions. After five weeks, 

callus induction characteristics, such as callus induction percentage, diameter, and fresh 

weight, were measured. The Box-Benken statistical design was utilized for data analysis, 

and necessary transformations were applied based on software recommendations. A 

quadratic function was generally selected for the fitted model, even in cases of non-

significance, and response surface curves along with contour diagrams were used to 

interpret the interaction effects of the traits. Tissue culture optimization aimed at 

maximizing callus formation, fresh weight, and diameter, with the highest model fitness 

identified as the optimal environment 
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Results and Discussion: The study's findings indicated that the concentrations of 

nanocarbon and 2,4-D significantly affected the number of calluses produced. At lower 

concentrations of 2,4-D, increasing BAP resulted in a higher number of calluses, while 

at higher concentrations, this effect remained positive. The maximum number of calluses 

was achieved with specific combinations of 2,4-D and BAP concentrations. High levels 

of BAP and carbon nanotubes increased the callus production percentage to 174%, 

whereas at lower concentrations, it was below 85%. The ratios exhibited a saddle 

function, with the highest number of calluses observed at low concentrations of 2,4-D 

and nanocarbon. Additionally, the linear effects of 2,4-D and carbon nanotube 

concentrations were significant at the 1% level, while the effect of BAP was not 

significant. Elevated concentrations of 2,4-D negatively impacted callus diameter, 

whereas increasing nanocarbon at high concentrations contributed to an increase in 

diameter. Ultimately, raising the concentration of 2,4-D led to an increase in callus 

induction percentage from 79.68% to 92.185%, although high concentrations had a 

detrimental effect. The highest callus induction percentage was noted with a specific 

combination of 2,4-D and carbon nanotubes. 

 

Conclusion: The experimental results demonstrated that carbon nanotubes and the 

hormones BAP and 2,4-D significantly influenced saffron callus induction. High 

concentrations of 2,4-D exhibited the most substantial effect on the number of calluses 

produced. Furthermore, the application of BAP hormone up to a certain concentration 

increased callus number, but higher concentrations resulted in a decrease. Finally, the 

percentage of callus induction was positively affected by carbon nanotubes, while other 

characteristics did not show significant effects. 
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 چکیده

آزمایشی در قالب  های کربنی،نانولوله های مختلف هورمونی در شرایط حضورزایی زعفران در غلظتسازی کالوسبه منظور بهینه

 شاملمورد بررسی صفات انجام شد.  اسلامی واحد سبزوار آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد شناسی سطح پاسخ درروش

در  گرممیلی D (5/0 -2-4-2های هورمون غلظت شامل فاکتورهاو  درصد القا کالوس ،وزن کالوس، قطر کالوس، تعداد کالوس

در این آزمایش  (لیترمیکروگرم در میلی 50-0چند جداره )های نانولوله کربنی و غلظت (در لیتر گرممیلی 0- 5/1) BAP،(لیتر

کالوس و تر وزن  قطر کالوس، بودند. نتایج برازش مدل رگرسیونی نشان داد که تابع درجه دو برازش مناسبی برای تعداد کالوس،

 نانولوله کربنی مشاهده شد. گرممیلی25 و D-4-2میلی مولار 5/0غلظت  زایی دربیشترین درصد کالوس زایی بود.درصد کالوس

سبب  D-4-2بالای های غلظتالقاء کالوس اما در  ، افزایش مقدار نانولوله کربنی سبب کاهش درصدD-4-2پایین های غلظت در

به  د،تقریبا مشابه بو BAP و D-4-2مختلف های غلظتبرابر  قطر کالوس در وزن و تغیرات تعداد، افزایش درصد القاء کالوس شد.

وزن  سبب افزایش صفات مورد بررسی شد. تعداد، BAPبالا افزایش غلظت های غلظت پایین و هم درهای غلظت نحوی که هم در

سازی آزمایش نشان مجموع نتایج بهینه افزایش نشان داد. در BAPحضور کربنی درهای نانولولهافزایش غلظت  قطر کالوس با و

مولار میلی 5/0شرایط مصرف  ( در%92/91و القاء )کالوس  گرممیلی 26/0متر، وزن کالوس میلی 81/18داد که بالاترین قطر کالوس) 

2-4-D   ،5/1 مولار میلیBAP،94/28 نانولوله کربنی چند جداره مشاهده شد. گرممیلی 
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 مقدمه

زعفران گیاهی است چند ساله، از خانواده زنبقیان و تک 

که تکثیر آن  (.Crocus sativus L)ای با نام علمی لپه

گیرد. شود، انجام مینامیده میاز طریق پیاز که بنه 

زایی بالا، زعفران به خاطر نیاز آبی کم، اشتغال

درآمدزایی مناسب، ارزآوری خوب، تحمل شرایط سخت 

ها و آفات، خواص زیستی در برابر گرما و سرما و بیماری

دارویی و غذایی، از دیرباز یک محصول با ارزش بوده 

ای کشت مزرعهی هاروش .(Moradi et al., 2024) است

زعفران هزینه بالایی در بر دارد. هر گونه فعالیت برای 

عاری از های بنهنیاز به تولید انبوه  زعفران بهبود زراعت

ی کشت هاکه کاربرد روشباشد میزا عوامل بیماری

برای این هدف می تواند بسیار سودمند باشد  بافت

(Izanloo et al., 2019). گیاه دارای ارزش تجاری  این

آن را  1ایشیشهبالایی است که افزایش سریع درون

های بنهکند زیرا سرعت تولید مثل طبیعی توجیه می

و باشد میهای متداول خیلی کند جدید با روش

تواند به طور قابل ای میهای کشت درون شیشهروش

جدید را در مدت زمان کوتاهی های بنهتوجهی تولید 

 سرعت بخشد. 

موفقیت در کشت بافت زعفران به عوامل متعددی به 

خصوص ترکیب هورمونی محیط کشت دارد. 

 بین در گزارش کردند (2015فرد و پژوهنده )سجادی

 به نسبت بنه هایریز نمونه تنها هاریز نمونه انواع

 IBAهای هورمون حاوی MSمحیط  در زاییکالوس

(1 mg/l)  وBAP (2 mg/l) و تاریکی شرایط در هم 

همچنین  .دادند مناسبی پاسخ سرما شرایط در هم

 ترکیب با MSمحیط  در باززایی درصد بالاترین

 TDZ (0.3 mg/l) ،BAP (1 mg/l) ،IBAهورمونی 

)mg/l 2( وmg/l) 01.0( 3GA  و در شرایط سرما

( Ding et al., 1979) دینگ و همکاران بدست آمد.

برای اولین بار موفق به کشت بافت زعفران با استفاده از 

های بنه شدند. و ریز نمونه D-4-2 و IAAهای هورمون

 هورمون  از استفاده با باززایی و کوچک هایبنهپس از آن 

2-4-D  (Homes et al., 1987تولید ،) از کالوس 

 D  (Ilahi et-4-2هورمون  استفاده  از با بنه طریق

al.,1987از استفاده با بنه (، توسعه شاخسار از طریق 

 D  (Plessner et-4-2و  سیتوکینینی هایهورمون

                                                           
1 In vitro 

al., 1990ریزنمونه گل  طریق از کالوس بهینه (، تولید

(، تولید کالوس از Choob et al., 1994و تخمدان )

 باززایی ،گرادسانتی درجه 10 شرایط در بنهطریق 

 NAAهورمون  از استفاده با تخمدان طریق از مستقیم

روشنایی  سپس و مداوم تاریکی شرایط در ابتدا BAو 

(Bhagyalakshmi et al. ,1999تولید ،) از کالوس 

 D (Raja-4-2و  BAهورمون  از استفاده برگ با طریق

et al.,2007با کالوس القا منشأ روی بر ( و مطالعه 

 BAP (Sharifi etو  NAAهای هورمون از استفاده

al., 2010اند که تاکنون ( گزارشات موفقیت آمیزی بوده

 اند.گزارش شده

 (Carbon NanoTubes: CNTs) های کربنینانولوله

دارای خواص ویژه ای از جمله هدایت الکتریکی و 

از طرفی به خاطر خواص  و استحکام کششی بالا است

، کاربردهای فراوانی در علوم مختلف از  CNTsکربنی

از خواص قابل  .اندکسب کرده زیست شناسیجمله در 

توان به قابلیت در علوم زیستی می  CNTsذکر و مهم 

در افزایش نفوذ پذیری ها لولهمنحصر به فرد این نانو 

. های زیستی اشاره کردغشاء سلولی برای انتقال مولکول

کربنی بر توتون و تنباکو های نانولولهاثر  ارزیابیدر 

کربنی بر درصد جوانه زنی و های نانولولهکه  معلوم شد

های غلظتشند بطوریکه استفاده از بامیرشد گیاه موثر 

کربنی های نانولوله لیترمیلیبر میکروگرم  500تا  50

-65های توتون و تنباکو باعث افزایش در کشت سلول

 شد نسبت به شاهد هادرصدی رشد سلول 55

(Khodakovaskaya et al., 2012نانولوله .) های

تحت فرنگی را گوجهجداره فنوتیپ گیاه  کربنی چند

در خاک ان کشت شده زیرا گیاه ،دهندتاثیر قرار می

ان کشت شده گیاه در مقایسه با هالولهشده با نانوترکیب

 های کربنی چند جداره تولیدخاک عاری از نانولوله در

 Khodakovaskaya et) داشتند گل و میوه دوبرابر

al., 2013). های کربنی چند جداره تاثیر نانولوله بررسی

نشان فرنگی گوجه گیاه رشد نهال سرعت جوانه زنی و در

 40که حداکثر سرعت جوانه زنی و رشد گیاهچه در داد

 باشدمیهای کربنی غلضت نانولوله لیترمیلی/یکروگرمم

(Morla et al., 2011) . در تحقیقی دیگر بیان شد که

توانند در پوسته بذر گیاه کربنی میهای نانولوله
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نفوذ کنند و بطور چشمگیری روی جوانه فرنگی گوجه

شند. در این تحقیق مشخص بامیزنی و رشد گیاه موثر 

های نانولولهمیکروگرم  40تا  10های غلظتشد که 

ای روی جوانه زنی بذر تواند بطور فزایندهکربنی می

و رشد گیاه موثر باشد. همچنین در این فرنگی گوجه

کربنی با نفوذ در های نانولولهکه  معلوم شدتحقیق 

کنند و پوسته بذر به جذب آب در داخل بذر کمک می

 فرنگیگوجهجوانه گیاه  در نهایت روی جوانه زنی و رشد

در تحقیقی  .(Ghodake et al., 2010) گذارنداثر می

کربنی چند جداره در رشد های نانولولهاثرات سمی دیگر 

مورد   گونه گیاه زراعی خردل و باقلا زنی دوو جوانه

زنی جوانه %100در در هر دو گیاه  گرفت.قرار  ارزیابی

ماهیت ها لولهنانو ومشاهده شد ها لولهبا استفاده از نانو

 دنشان دادنزنی بذر غیر خطرناک خود را برای جوانه

(Ghodake et al., 2010). 

آماری است که  هایفنای از روش سطح پاسخ مجموعه

 درود که پاسخ مورسازی فرآیندهایی به کار میدر بهینه

 گیرد.نظر توسط تعدادی از متغیرها تحت تأثیر قرار می

شمای گرافیکی مدل ریاضی سبب تعریف واژه روش 

آماری، تعداد  سطح پاسخ شده است. با کمک این طرح 

ها کاهش یافته و کلیه ضرایب مدل رگرسیون آزمایش

 شد.بامیدرجه دوم و اثر متقابل فاکتورها، قابل برآورد 

سازی محیط کشت از انجا که تاکنون در مورد بهینه

 های کربنی چندر جداره بر کشتلهزعفران و اثر نانولو

این  لذا ،ای صورت نگرفته استبافت زعفران مطالعه

ترین ترکیب هورمونی بررسی به منظور تعیین مناسب

م طح پاسخ انجاس فناز  در کشت بافت زعفران با استفاده

 گرفت.

 

 هامواد و روش

 روشدر قالب  ایشیشهآزمایش به روش کشت درون

هورمون های غلظت .اجرا گردید تکرار 4با  سطح پاسخ

2-4-D (5/0 -2 گرممیلی ،)در لیترBAP (5/6-5/1 

نی چند نانولوله کربهای غلظتدر لیتر( و  گرممیلی

( فاکتورهای لیترمیلیمیکروگرم در  30-70جداره )

  .مورد بررسی در آزمایش بودند

جدا شده و سپس  هابنههای اطراف پوسته ،برای کشت

دقیقه در ظرفی که  5به چهار قسمت تقسیم و برای 

                                                           
1 Box Benken 

آب لیتر میلی 100ی در یقطره مایع ظرفشو 5حاوی 

 30به مدت  هااز آن ریزنمونه داده شدند. پس قرار ،بود

 بنهی هاقطعه سپس .دندش شستهدقیقه زیر آب جاری 

)محلول تجاری آن  %30 وایتکسدقیقه در  30به مدت 

 %2/0درصد هیپوکلریت سدیم است( با  25/5دارای 

مایع ظرفشویی )به عنوان مویان( قرار گرفتند و سپس 

سه مرتبه با آب مقطر سترون شستشو داده شدند. پس 

ی اولیه که هاریزنمونه ،سطحی و شستشو ستروناز 

در شرایط سترون به  ،بودند بنهیک چهارم اندازه  دحدو

ی کشت شده در هاظروف کشت منتقل شدند. نمونه

لوکس با استفاده  1500ساعت با شدت نور  16طول روز 

میانگین دما در  .از لامپ فلورسنت خنک قرار گرفتند

پنج  بود. گرادسانتیدرجه   25±3  هادوران آزمایش

از  هادر اتاق رشد نمونه هانمونه یریهفته پس از قرارگ

 ریآنها نظزایی کالوس اتیخصوص و دیاتاق خارج گرد

 ورددرصد القاء کالوس، قطر کالوس و وزن تر کالوس م

  قرار گرفت. یابیارز

 رابطه عموماً پاسخ سطح روش در استفاده مورد مدل

در  .(Manouchehri et al., 2021) باشدمی دوم درجه

 تعریف مدلی وابسته متغیر هر پاسخ برای روش سطح

 هر روی بر را فاکتورها متقابل و اصلی آثار که شودمی

 یاد معادله در (.1)رابطه  نمایدمی بیان جداگانه متغیر

1ضریب ثابت،  0پاسخ پیش بینی شده،  Yشده، 

 ،2 ،3 (i ،ضرایب خطی)11 ،22،33(

ii 12( اثرات مربعی و،13 23و(ij
( اثرات 

در این تحقیق متغیرهای مستقل  شد.بامیمتقابل 

ها ای وابسته کالوسها و متغیرهسطوح مختلف هورمون

 باشند.می

 

 1رابطه 

𝑌 = 𝛽0 +∑ 𝛽𝑖𝑋𝑖 +∑ 𝛽𝑖𝑖𝑋𝑖
2+𝑘

𝑖=1

𝑘

𝑖=1

∑ ∑ 𝛽𝑖𝑗𝑋𝑖𝑋𝑗
𝑘
𝑗

𝑘−1
𝑖                                             

 

 بود 1طرح آماری مورد استفاده باکس بنکن

(Ahmadian et al., 2016) برای کلیه صفات .

افزار اساس توصیه نرمگیری شده، تبدیل لازم بر اندازه
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این بررسی برای تعداد کالوس و که در صورت گرفت 

در این درصد القا کالوس از تبدیل جذری استفاده شد. 

روش تابع برازش داده شده مناسب تابعی است که 

ترین دار نشده باشد. اگرچه سادهفقدان برازش آن معنی

ر این اما دشود میترین تابع در نظر گرفته تابع مناسب

بررسی برای کلیه صفات مورد بررسی چه در صورت 

نبودن فقدان دار معنیدار بودن چه در صورت معنی

برازش، تابع درجه دو برازش داده شد. از منحنی سطح 

پاسخ به همراه نمودار کاتتور برای تفسیر اثرات متقابل 

 صفات مورد بررسی استفاده شد. 

سازی با فرض سازی کشت بافت، بهینهجهت بهینه

کالوس و قطر  زایی، حداکثر وزن ترحداکثر کالوس

کالوس انجام شد و بالاترین مطلوبیت مدل به عنوان 

جهت انجام  محیط بهینه مورد استفاده قرار گرفت.

 استفاده شد. 1دیزاین اکسپرتافزار نرم از هاتجزیه داده

 

 

 یمربعات صفات مورد بررس نیانگیو م یدرجه آزاد ر،ییمنابع تغ .1جدول 
Table 1. Sources of variation, degrees of freedom and mean squares of the studied traits 

 درصد القا کالوس وزن کالوس قطر کالوس تعداد کالوس درجه آزادی منابع تغییر

S.O. V df 
Number of 

calluses 
Diameter of 

callus 
Weight of 

callus 
Percentage of 

callus induction 

 1/29ns 37/06* 0/035* 3303ns 9 مدل

(A )2-4-D 1 2/53ns 103/32** 0/046ns 6328ns 

(B) BAP 1 0/12ns 41/63ns 0/079* 312ns 

 *1 3/78* 105/13** 0/026ns 9453 (C)نانو لوله 

AB 1 0/063ns 3/06ns 0/050ns 156ns 

AC 1 2/25ns 19/14ns 0/032ns 5625ns 

BC 1 0/063ns 17/02ns 9/37ns 156ns 

2A 1 0/17ns 13/08ns 6/12ns 236ns 

2B 1 0/024ns 0/24ns 6/22ns 6/58ns 

2C 1 2/69* 33/01ns 0/064* 7065* 

69/0 58 خطا  34/16  017/0  1750 

1/02ns 16/91ns 019/0 3 فقدان برازش  2552ns 

68/0 55 خطای خالص  31/16  017/0  1706 

72/8 - ضریب تغییرات  01/8  5/13  25/10  

 داریعدم معنی ns   درصد و 1و  5دار در سطح احتمال ترتیب معنی به **و * 
* and ** are significant at 5 and 1% probability levels respectively. ns: non-significant. 

 

                                                           
1 Design Expert 
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 بحثنتایج و 

 تعداد کالوس

نتایج برازش مدل درجه دوم برای تعداد کالوس نشان 

داد که در بین متغیرهای مورد بررسی تنها اثر درجه 

از غلظت  دار است. بعدمعنیاول غلظت نانوکربن 

ا بر تعداد کالوس ربیشترین تاثیر  D-4-2نانوکربن، 

 D-4-2بین اثرات متقابل نیز تنها اثر غلظت  داشت. در

جدول ) دار بودمعنیتعداد کالوس  و غلظت نانوکربن بر

1.) 

 تاBAP ایش غلظت افز D-4-2 بالایهای غلظت در

در لیتر سبب افزایش تعداد  گرممیلی 73/0 سطح

، کاهش تعداد BAP غلظت بیشتر کالوس شد و افزایش

 هایغلظت حالیکه در به همراه داشت در کالوس را

تعداد کالوس به  یک روند افزایشی در D-4-2 پایین

مشاهده شد. بیشترین   BAPهمراه افزایش غلظت 

 برابر D-4-2که غلظت  زمانی مشاهده شد تعداد کالوس

 گرممیلی BAP 5/1غلظت  و در لیتر گرممیلی 11/1با 

 98/1کمترین تعداد کالوس نیز در غلظت  ولیتر  در

در  گرممیلی 5/1ظت غل و  D-4-2در لیتر  گرممیلی

 که در آن تولید کالوس به صفر رسیدبود  BAPلیتر 

 .(1شکل )

اعتقاد بر این است که که بهترین غلظت تنظیم 

ها های رشد گیاهی برای القاء کالوس در ریزنمونهکننده

و باززایی گیاهچه از کالوس برحسب نوع گونه گیاهی، 

نوع هورمون استفاده شده درمحیط کشت، مرحله نموی 

 سن گیاه مادری و نوع ریز نمونه متفاوت خواهد بود و

(Tang,. 2002 در تحقیق دیگری که برروی گیاه .)

E.gunni  درزایی کالوسانجام شده بیشترین میزان 

 گرم لیترمیلی 2و  TDZگرم درلیتر میلی 1/0 حضور

2-4-D مشاهده گردید (Assareh,. 1998.) 

تغییرات تعداد کالوس را در برابر غلظت  روند( 2) شکل

BAP هم در دهدمیهای کربنی نشان و نانولوله .

،  BAPهای بالای های پایین و هم در غلظتغلظت

های کربنی سبب افزایش تعداد افزایش غلظت نانولوله

کالوس شد. واکنش تعداد کالوس به غلظت نانولوله 

پایین  نسبت به غلظت BAPهای بالای غلظت کربن و

های بالای بود. درصد کالوس تولیدی در غلظت بیشتر

BAP درصد بود در حالیکه  174های کربن و نانولوله

و غلظت بالای  BAPاین نسبت برای غلظت پایین 

درصد مشاهده شد. در  85های کربنی تنها نانولوله

 D-4-2و  BAP تحقیقی دریافتند بکار بردن هورمون 

ی زعفران در شرایط کشت هابرای باززایی اندام

باشد. نتایج این تحقیق نشان ای مساعد میشیشهدرون

 گرم در لیتر از هورمون داد کاربرد ترکیب یک میلی

BAP  4-2و-D  و  بر روی باززایی مستقیم موثر بود

 25/0بهترین ترکیب مشاهده شده در کاربرد غلظت 

 گرم در لیتر از میلی 1و  D-4-2گرم در لیتر از میلی

BAPبود (Simona et al,. 2013) همچنین در .

 .,Sharifi et al)فی و همکاران یتحقیقی دیگر شر

گل راعی را مورد زایی کالوساثرات ذرات نانو بر  (2010

 بین که داد این تحقیق نشان بررسی قرار دادند. نتایج

 اثر نمونه ریز و نوع مواد نانو کاربرد مختلف سطوح

 زنده و زایی لکا نظر از درصد یک سطح دار درمعنی

 با روی نانواکسید کاربرد  دارد. وجود کالوس مانی

 را اثر بیشترین کشت، محیط در بی پی پی 100 غلظت

 و داشت راعی گل کالوس مانیزنده و زاییکال میزان بر

 بی پی پی 100 غلظت با آهن اکسید نانو کاربرد

 بر را تأثیر بیشترین بی پی پی 75 غلظت با و کمترین

 پی در نمونه ریز نوع سه هر برای ارزیابی مورد صفات

دهد سطوح در مجموع این نتایج نشان می داشت.

زایی داری برروی کالها اثر معنیمختلف کاربرد هورمون

 دارد.

 D-4-2های روند تغییرات تعداد کالوس در برابر غلظت

در  یک نمودار زین اسبی بود.های کربن نانولوله و

 67/1بالاترین تعداد کالوس ) D-4-2های پایین غلظت

نانولوله  لیترمیلی در میکروگرم 93/23در غلظت  عدد(

 D-4-2کربن مشاهده شد در حالیکه در غلظت بالای 

 50 عدد( در غلظت 45/1 ) بالاترین تعداد کالوس

 در ت آمد.به دس نانولوله کربن  لیترمیلی در میکروگرم

با افزایش غلظت نانولوله کربن  D-4-2های پایین غلظت

شدت روند کاهشی از یک تابع درجه دو پیروی کرد در 

های بالا یک روند خطی با افزایش حالیکه در غلظت

از نظر تعداد کالوس تولید شده  غلظت نانولوله کربن

زایی گیاه در بهینه سازی کالوس (.3)شکل  مشاهده شد

 درصد 81 گزارش شده است که بافت برگ با پراونش

 34 ساقه با و درصد 70زایی بیشترین، ریشه باکالوس

 رتبه بعدی قرار دارد. زایی درکالوس درصد
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 بر تعداد کالوس BAPو  D-4-2اثر متقابل  .1شکل 
Fig 1. Interaction effect of 2-4-D and BAP on callus number 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بر تعداد کالوس BAPاثر متقابل نانولوله کربنی و . 2شکل 

Fig 2. Interaction effect of carbon nanotubes and BAP on callus number 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های کربنی بر تعداد کالوسو نانولوله D-4-2اثر متقابل  .3شکل 

Fig 3. Interaction effect of 2-4-D and carbon nanotubes on callus number 
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( لیتر در گرممیلی 0.5-1-1.5) BAPبین سه غلظت 

وجود داشت  05/0سطح احتمال  درداری معنیتفاوت 

 بر BAPمختلف های غلظت تاثیر که نشان از

 D-4-2ولی بین دو غلظت  پروانش دارد.زایی کالوس

دیده داری معنیتفاوت  لیتر( در گرممیلی 2 و )صفر

 برزایی کالوسعدم وابستگی صفت  که دلالت بر نشد

 (.Ahmadi et al,. 2014) این تنظیم کننده دارد

 دریافتند( Gopitha et al,. 2010) همکاران و گوبیسا

-2 هورمون و سیتوکنین اکسین، مختلفهای غلظت اثر

4-D بطوریکه شدبامی موثر نیشکر گیاهزایی کالوس بر 

 لیتر در گرممیلی 3 غلظت کاربرد درزایی کالوس بهترین

2-4-D کاربرد در نیز باززایی بیشترین. شد مشاهده 

 در گرممیلی 1 و IBA لیتر در گرممیلی 5/0 غلظت

 جامی و قربانی دیگر تحقیقی در. آمد بدست BAP لیتر

(Ghorbani & Jami,. 2017 )کربنی یهالوله نانو اثر 

 ارقام در کالوس القا و مستقیم بازایی بر را جداره چند

 نتایج که دادند قرار ارزیابی مورد زمینی سیب مختلف

 بر کربنی یهالوله نانو اثر که داد نشان آن از حاصل

  .شددار معنیزایی کالوس و باززایی یهاویژگی کلیه

 
 قطر کالوس

 موردنتایج تجزیه واریانس نشان داد که در بین اثرات 

کربن در های ولولهنان و D-4-2خطی غلظت  مطالعه اثر

 حالیکه اثر بوده دردار معنیسطح آماری یک درصد 

نبود اثرات متقابل هیچ دار معنی BAPخطی غلظت 

دار معنیقطر کالوس  کدام از فاکتورهای مورد مطالعه بر

 .(1جدول )نشد 

یک رابطه خطی  BAPو D-4-2همکنش غلظت  بر

برای قطر کالوس نشان داد بالاترین تعداد کالوس تولید 

 BAPغلظت بالای  و D-4-2شده در غلظت پایین 

 D-4-2ی بالای هامشاهده شد. به عبارت دیگر غلظت

اثرات بازدارنده بر قطر کالوس تولید شده است به نحوی 

که کمترین قطر کالوس تولید شده در بالاترین غلظت 

2-4-D کمترین غلظت  وBAP (. 4شکل ) مشاهده شد

اثر ( Etedali et al,. 2004اعتدالی و همکاران )

ژنوتیپ، محیط کشت و ریزنمونه بر القا و رشد کالوس 

ی کشت حاوی هورمون و بدون هاکلزا در محیط

مورد ارزیابی قرار دادند. در این تحقیق درصد را هورمون 

کالزایی، قطر کالوس، وزن تر کالوس، وزن خشک 

گیری شدند. نتایج اندازه هاکالوس کالوس و محتوی آبی

ی کشت حاوی هااین تحقیق نشان داد در محیط

هورمون، اثر ژنوتیپ، محیط کشت و ریزنمونه برای کلیه 

 بود.  دارمعنی %1احتمال  صفات در سطح

های کربنی یک تابع هغلظت نانولول و D-4-2اثر متقابل 

 16/7) (. بالاترین قطر کالوس5زین اسبی بود )شکل

 و D-4-2گرم در لیتر  میلی 51/0میلی متر( در غلظت 

اهده نانولوله کربن مش لیترمیلیمیکروگرم در  38/29

 D-4-2پایین  های بالا وشد. اگرچه هم در غلظت

های کربن سبب افزایش قطر افزایش غلظت نانولوله

کالوس تولید شده گردید اما این میزان افزایش در 

های بالا ر مقایسه با غلظتد D-4-2های پایین غلظت

( Tadayon et al,. 2013) همکاران و تدین .بیشتر بود

 یهااخصش بر را جداره چند های کربنینانولوله اثر

 .کردند بررسی باقلا گیاه ژیکمورفولو و فیزیولوژیک

 نسبت باقلا گیاه واکنش که داد نشان تحقیق این نتایج

 متفاوت های کربنینانولوله های مختلفغلظت و نوع به

 گرم درمیلی 200 غلظت کاربرد در بطوریکه باشدمی

 ارشگز پنیرباد در .داد نشان مثبتی واکنش نانولوله لیتر

 لیترمیلی در میکروگرم 10 حاوی تیمار که است شده

 بیشترین D-4-2 لیتر گرم درمیلی 1 و کربنی نانولوله

 شرایط در که حالی در شد تولید کالوس قطر میانگین

 گرم دریمیل 5/0 مصرف های کربنینانولوله مصرف عدم

 کرد تولید پنیرباد در را کالوس قطر بیشترین لیتر

(Arbab et al,. 2014). 

های کربن به صورت غلظت نانولوله و BAPاثر متقابل 

 افزایشی بود به این معنی که بالاترین قطر کالوس در

های کربن مشاهده نانولوله و BAPهای بالای غلظت

افزایش غلظت  BAPهای پایین در غلظت شد.

قطر کالوس  های کربن اثرات افزایشی چندانی برنانولوله

 BAPلای های باحالیکه در غلظت تولید شده نداشت در

های کربن، قطر کالوس تولید با افزایش غلظت نانولوله

(. سایر 6)شکل  شده به صورت خطی افزایش پیدا کرد

های کربنی سبب مطالعات نشان داده است که نانولوله

ها در گیاهان افزایش تقسیم سلولی و رشد سلول

گردد که این افزایش تقسیم سلولی موجب افزایش می

 .,khodakoeskaya et al) شد قطر کالوس خواهد

2012). 
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 بر قطر کالوس BAPو  D-4-2اثر متقابل  .4شکل 

Fig 4. Interaction effect of 2-4-D and BAP on callus diameter 

 

 

 

 

 

 

 

 

 کالوس قطر کربنی برهای نانولولهو  D-4-2اثر متقابل  .5شکل 

Fig 5. Interaction of 2-4-D and carbon nanotubes on callus diameter 
 

 

 

 

 

 

 

 

 بر قطر کالوس BAPاثر متقابل نانولوله کربنی و  .6شکل 

Fig 6. Interaction effect of carbon nanotubes and BAP on callus diameter 
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 کالوستر وزن 

د نتایج تجزیه واریانس نشان داد که در بین اثرات مور

رجه دو غلظت داثر  و D-4-2بررسی اثر خطی غلظت 

الوس تولیدی وزن ک برداری معنیکربن اثر های نانولوله

اثرات خطی، درجه دو اثر متقابل عوامل  سایر داشت.

ی بر وزن کالوس تولیدداری معنیمورد بررسی اثر 

 .(1جدول ) نداشت

 رت منفی بود.به صو BAP و D-4-2رابطه بین غلظت 

 D-4-2کمترین وزن کالوس تولیدی در بالاترین غلظت 

روند افزایشی وزن  مشاهده شد. BAPکمترین غلظت  و

مقایسه با حضور  در D-4-2کالوس در حالت عدم حضور 

2-4-D .4-2پایین  در غلظت بسیار متفاوت بود-D، 

افزایش وزن  به صورت خطی سبب BAPافزایش 

، D-4-2بالای های غلظتکالوس شد در حالیکه در 

، ابتدا سبب افزایش وزن کالوس تولیدی BAPافزایش 

، یک روند کاهشی در BAPشد اما با افزایش غلظت 

 (.7شکل ) وزن کالوس تولیدی مشاهده شد

-4-2های روند تغییرات وزن کالوس تولیدی در غلظت

D شکل خاصی تبعیت نکرد.های کربن از یک نانولوله و 

وزن کالوس واکنش  D-4-2های پایین در غلظت

های کربنی نشان تری به افزایش غلظت نانولولهمشخص

نانولوله  لیترمیلیبر میکروگرم  07/25تا غلظت  داد.

کربن، افزایش غلظت نانولوله کربنی سبب افزایش وزن 

درحالیکه در  ( شد.لیترمیلی 173/0کالوس تولیدی )

های کربن افزایش غلظت نانولوله D-4-2ظت بالای غل

شکل ) به صورت خطی سبب افزایش وزن کالوس شد

( اثر Ghorbani & Jami,. 2017) جامی و قربانی (.8

های کربنی بر دو رقم سیب زمینی را مورد نانو لوله

بررسی قرار داد که بیشترین میانگین قطر و وزن تر 

 هاینانولوله لیترمیلیگرم بر  100کالوس در غلظت

های بالای اثرات منفی غلظت .کربنی مشاهده شد

های کربنی بر وزن ترکالوس در سایر مطالعات نانولوله

 (.Ramandi et al,. 2022نیز گزارش شده است )

 اثر( Iranian et al,. 2014) همکاران و ایرانیان

 کالوس خشک وزن و زاییکالوس درصد برها اکسین

 یهاهورمون با آزمایش این. کردند بررسیرا  آلوورا گیاه

2-4-D ، NAA  و Picloram، کشت حیطم در MS 

 2 و 1 غلظت داد نشان تحقیق این نتایج. شد انجام

 و 2/0 با ترتیب به Picloram هورمون لیتر بر گرممیلی

 بر گرممیلی 3 غلظت و خشک وزن بیشترین گرم23/0

 خشک وزن کمترین گرم 05/0 با  NAA هورمون لیتر

 .نمودند تولید را کالوس

 BAPهای مختلف روند تغییرات وزن کالوس در غلظت

های کربن برخلاف روند تغیرات وزن کالوس نانولوله و

 های کربن بود.نانولوله و D-4-2های مختلف در غلظت

به نحوی که بالاترین وزن کالوس تولید شده زمانی 

در  BAP های کربن ونانولولهمشاهده شد که غلظت 

این افزایش در وزن ترکالوس  خود بود. حداکثر مقدار

تولیدی همبستگی مثبت با قطر کالوس تولید شده در 

در  های کربنی داشت.نانولوله و BAPهای غلظت

له کربن ، افزایش غلظت نانولوBAPهای پایین غلظت

ه تغیرات چندانی را بر وزن کالوس موجب شد در حالیک

ولوله کربن ، افزایش غلظت نانBAPهای بالای در غلظت

شکل ) سبب افزایش خطی در وزن کالوس تولیدی شد

9.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بر وزن تر کالوس BAPو  D-4-2اثر متقابل   .7شکل 

Fig 7. Interaction effect of 2-4-D and BAP on callus fresh weight 
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 کربنی بر وزن تر کالوسهای نانولولهو  D-4-2اثر متقابل  .8شکل 

Fig 8. Interaction effect of 2-4-D and carbon nanotubes on callus fresh weight 
 

 

 

 

 

 

 

 بر وزن تر کالوس BAPاثر متقابل نانولوله کربنی و  .9شکل 

Fig 9. Interaction effect of carbon nanotubes and BAP on callus fresh weight 
 

 درصد القاء کالوس

دوم غلظت  درصد القاء کالوس تحت تاثیر اثر درجه اول و

سایر اثرات خطی، درجه  کربن قرار گرفت وهای نانولوله

داری معنیاثر متقابل فاکتورهای مورد بررسی اثر  و دو

 (. 1جدول) نداشت بر درصد القاء کالوس

درصد  D-4-2با افزایش غلظت  D-4-2در غلظت پایین 

درصد افزایش  185/92درصد به  68/79القاء کالوس از 

اثر بازدارنده بر  D-4-2پیدا کرد درحالیکه غلظت بالای 

به نحوی که درصد القاء  درصد القاء کالوس داشت.

 BAPپایین  بالا وهای غلظت کالوس تقریبا هم در

اکسین  .(10شکل) درصد بود 81/57برابر  یکسان و

 ضروری و هاریزنمونه بطور متداول برای القای کالوس از

  .لازم است

 D-4-2های تغییرات درصد القاء کالوس در برابر غلظت

یک منحنی زین اسبی پیروی  های کربنی ازو نانولوله

 5/0کرد. بیشترین درصد القاء کالوس در غلظت 

 لیترمیلیمیکروگرم در  25 و D-4-2 لیترمیلی

در غلظت  ( مشاهده شد.%08/85های کربن )نانولوله

های کربنی گرم نانولولهمیلی 25تا سطح  D-4-2پایین 

سپس کاهش یافت در  درصد القاء کالوس افزایش و

یک روند افزایشی  D-4-2های بالای حالیکه در غلظت

این  در های کربن مشاهده شد.یرات غلظت نانولولهیبا تغ

( در %17/72القاء کالوس ) بالاترین درصد D-4-2سطح 

 (. 11شکل ) بالاترین غلظت نانوکربن مشاهده شد

( بیان Ghorbani & Jami,. 2017قربانی و جامی )

های کربنی در محیط استفاده از نانولوله کردند که

دار درصد القاء کالوس در معنیکشت، باعث افزایش 

 .مصرف نانولوله کربنی گردید مقایسه با شرایط عدم
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 بر درصد القاء کالوس BAPو  D-4-2اثر متقابل  .10شکل 

Fig 10. Interaction effect of 2-4-D and BAP on callus induction percentage 

 

 

 

 

 

 

 

 های کربنی بر درصد القاء کالوسو نانولوله D-4-2. اثر متقابل 11شکل 

Fig 11. Interaction effect of 2-4-D and carbon nanotubes on callus induction percentage 

 

 نتیجه گیری 

نشان داد که کاربرد  در مجموع نتایج این آزمایش

بر  D-4-2و  BAPی هاکربنی و هورمونهای نانولوله

شند بطوریکه اثر درجه بامیزعفران موثر زایی کالوس

زایی و تعداد کربن بر کالوسهای های نانولولهغلظتاول 

بیشترین  D-4-2شد. کاربرد هورمون دار معنیکالوس 

 BAPتاثیر را بر تعداد کالوس نشان داد. کاربرد هورمون 

در لیتر سبب افزایش و از آن  گرممیلی 73/0سطح  تا

زایی کالوسبعد سبب کاهش تعداد کالوس شد. تعداد  به

بالای های غلظتپایین و هم در های غلظتهم در 

کربنی روند های نانولولهدر کنار کاربرد  BAPهورمون 

افزایشی داشت. بالاترین قطر کالوس گزارش شده در 

و غلظت بالای  D-4-2ترین مقدار  هورمون کاربرد پایین

مشاهده شد که نشان از یک واکنش  BAPهورمون 

منفی به افزایش قطر کالوس نسبت به کاربرد هورمون 

2-4-D  در  گرممیلی 51/0داشت. بطوریکه در کاربرد

 لیترمیلیمیکروگرم در  38/29و  D-4-2لیتر از هورمون 

ی کربنی مشاهده شد. کمترین وزن کالوس هااز نانو لوله

و کمترین  D-4-2ن تولیدی در بالاترین غلظت هورمو

مشاهده شد. درصد القاء کالوس  BAPغلظت هورمون 

درجه اول و دوم کاربرد های غلظتنیز تنها تحت تاثیر 

ی کربنی قرار گرفت و سایر صفات مورد هانانو لوله

 بر القاء کالوس نشان ندادند.   داری معنیبررسی اثر 
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