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چکیده

قارچی و باکتریایی هاي جود آلودگیهاي کشت بافت گیاهان چوبی به ویژه درختان بالغ سوزنی برگ، ویکی از دشواري
هاي بالغ گیاه هاي گرفته شده از بافتبه دلیل بالا بودن درصد آلودگی قارچی در ریزنمونه. باشدهاي این گیاهان میدر بافتدرونی

روي هم هاي قارچی استفاده شد. هاي نقره و هیدروژن پراکسید با هدف حذف آلودگینوئل نروژي، در این پژوهش از نانو ذره
تر بود، ها در مقایسه با سایر تیمارها مناسبوري ریزنمونهعت غوطهسا1هاي نقره به مدت گرم در لیتر نانو ذرهمیلی200رفته تیمار 

. هاي گیاهی، بالاترین درصد مهار آلودگی قارچی در این تیمار مشاهده شدزیرا در کمترین زمان و با کمترین آسیب به بافت
پیشگیري از آلودگی قارچی موثر باشد.هرچند بر اساس نتایج به دست آمده از این پژوهش، کاربرد هیدروژن پراکسید نتوانست در 

آلودگی،هیدروژن پراکسید،Picea abies،نانو ذره هاي نقرهکلمات کلیدي:

مقدمه
ها هایی دانست که به وسیله ریزاندامواره) مشکل اساسی در فنون کشت درون شیشه اي گیاهان را، آلودگی1986کنستانتین (

اي موجب آلودگی هایی هستند که در شرایط درون شیشهترین ریزانداموارهاز جمله مهمهاها و قارچشوند. باکتريایجاد می
Picea abies)گیاه نوئل نروژي). Leifert and Casselles, 2001شوند (می (L.) H. Karst)هاي کوچک به خاطر داشتن فلس

با توجه به این که نوع، باشد.هاي قارچی میآلودگیهاي سوزنی، مکان مناسبی براي رشدها و نیز آرایش فشرده برگروي شاخه
غلظت و مدت زمان تیمار ماده گندزدا با نمونه گیاهی باید به صورت تجربی گزینش شود؛ بارها مشاهده شده که تیمار بیش از حد 

هاي گیاهی نیز به شدت مارها بافتها شده است، اما پس از استفاده از این تیبا مواد شیمیایی هرچند باعث نابودي کامل ریزاندامواره
هاي شیمیایی گندزدا مانند کلرید جیوه با وجود موثر بودن، ماهیت سمی براي گیاهان اند. همچنین برخی از مادهدچار آسیب شده
همیت بسیاري هاي گوناگون گیاهی از اها نیز دشوار است. بنابراین گزینش شرایط بهینه براي گندزدایی ریزنمونهداشته و کار با آن

Chawla, 2002; Hartmannباشد (برخوردار می et al., 2002.(اي که مواد گیاهی در آن در حال رشد هستند، محیط درون شیشه
کند. هاي گیاهی غلبه میها بر رشد بافتنیز مناسب است. در بسیاري از موارد، رشد ریزانداموارههاریزانداموارهبراي افزایش 
هايدشواريبا ویژه سوزنی برگان) یابد. رفع آلودگی در گیاهان چوبی (بهدهی گیاهان آلوده کاهش میتکثیر و ریشهسرعت رشد، 

Niedz andبیشتري روبروست ( Bausher, براي رفع آلودگی در شرایط درون هایی کهها و قارچکشآنتی بیوتیک). 2002
Cuirongنیستند و از طرف دیگر ممکن است بر رشد گیاه اثر منفی بگذارند (اي مورد استفاده قرار می گیرند همیشه موثر شیشه et

al., ریت کلسیم، هیپوکلریت سدیم، هیدروژن وکلمانند هیپهاییبراي رفع آلودگی در شرایط درون شیشه اي ترکیب. )2004
,Torres(ها استفاده می شود پراکسید، اتیلن الکل، نیترات نقره، کلرید جیوه و آنتی بیوتیک نقرهویژه نانو هب،نانوهايهذر.)1989

و قارچکش را بازي کنند، همچنین استفاده ازین مواد داراي فوایدي چون هزینه کمتر، د به طور همزمان نقش ضد باکتريتواننمی
Habiba(شیمیایی استهايسبت به سایر ترکیبشتر نیسادگی در کاربرد و پایداري ب et al., 2002, Brunner et al., ه ب). 2006
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، در این پژوهش از نانو هاي بالغ گیاه نوئل نروژيگرفته شده از بافتهاينمونهدلیل بالا بودن درصد آلودگی قارچی در ریز
. شدبا هزینه کمتر و زمان کمتر استفاده هاي قارچیآلودگیبا هدف حذفنقره و هیدروژن پراکسید هايهذر

هاروشومواد
. شدتهیهنروژينوئلساله15گیاهانمتر از سانتی4تا3طولبهجدیدرویشباهايشاخهانتهاییهايجوانهازهانمونهریز

از پسوورغوطه% 1غلظتبهشوییظرفمایعوآبمحلولدردقیقه15مدتبههاریزنمونهابتداسطحیگندزداییبراي
ثانیه60زمانیتیماربا%70الکلانتقال یافته و پس از آن بادستگاه جریان هواي افقیها به نمونه، ریزجاريآبزیرقرارگیري 

محلولتیمار ها در آزمایش اول ریزنمونهدرشو شدند. شستشده،پس با آب مقطر گندزداییسوشدندورغوطهشاهدتیمارباهمراه
5پسسوگرفتندقرارتیمارباهمراهساعت3و 1در دو زمانگرم در لیتر میلی400و 200،100هاي غلظتباهاي نقرهذرهنانو

10و زمان)%12و 4،8(در سه غلظتدر آزمایش دوم از پراکسید هیدروژن .ندشده آبکشیشدمقطرگندزداییبا آب مرتبه
کشتمحیطدارايکشت هايها در شیشهریزنمونه،ضد قارچیتیمارهايکاربرد در هر دو آزمایش پس از استفاده شد.دقیقه
PDA دقیقه)، 15درجه سلسیوس به مدت 121بار و دماي 5/1کشت شدند. پیش از اتوکلاو کردن محیط کشت (در فشارpH با

تنظیم شد.8/5نرمال روي HCl1/0نرمال و NaOH1استفاده از 
بههاي نقرهاستفاده از نانوذرهآزمایشها بود. گندزدایی و درصد زنده مانی ریزنمونهدرصدشاملهاداده برداريیادداشت

و همچنین آزمایش بررسی اثر پراکسید هیدروژن به صورت طرح به طور تصادفی کاملطوربهطرحفاکتوریل در قالب صورت
نرمها توسطدادهآماريواکاوي.در نظر گرفته شدریزنمونه5تکرارهردروتکرار4تیمارهربرايکامل تصادفی انجام شد. 

.شدانجام%1سطحدرLSDآزمونباهامیانگینمقایسهوSASافزار
نتایج و بحث

400و 200داد که هر دو غلظت نشانهاي نقرههاي نانو ذرهها در محلولوري ریزنمونهغوطهاستفاده از تیمارهاينتایج
ها به صفر رسید. اما با افزایش غلظت موثر بود، به طوري که درصد آلودگی ریزنمونهقارچیهايآلودگیمهاردر گرم در لیترمیلی

ها کاهش یافت. مانی ریزنمونهوري، درصد زندهگرم در لیتر و همچنین با افزایش مدت زمان غوطهمیلی400هاي نقره به نانو ذره
ها در مقایسه با سایر تیمارها وري ریزنمونهساعت غوطه1هاي نقره به مدت نانو ذرهگرم در لیتر میلی200روي هم رفته تیمار 

هاي گیاهی، بالاترین درصد مهار آلودگی قارچی در این تیمار تر بود، زیرا در کمترین زمان و با کمترین آسیب به بافتمناسب
در پیشگیري از آلودگی H2O2ن اثرگذاري تیمارهاي ، میزا2دست آمده در جدولبر اساس نتایج به .)1مشاهده شد (جدول 

.قارچی بسیار ناچیز بود
ساعت) بر میزان مهار آلودگی 3و 1وري به مدت نقره (غوطههايذرههاي گوناگون نانوها و غلظتهاي اثر زمانمقایسه میانگین-1جدول 

هاي گیاه نوئل نروژيمانی ریزنمونهقارچی و میزان زنده
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).  2% کاهش یافت (جدول 50ها به کمتر از مانی ریزنمونههمچنین مشاهده گردید که با افزایش غلظت این ماده، درصد زنده
Salata(هاي قارچی و باکتریایی گسترش یافته استهاي نقره براي پیشگیري از آلودگیامروزه استفاده از نانو ذره et al., 2004 .(

Wainwright(نانومتر در پیشگیري از آلودگی قارچی موثر بوده است5تا 1هاي نقره با اندازه همچنین گزارش شده که نانو ذره et

al., ها براي گندزدایی ها اثرگذاري این ترکیبهاي نقره و در نتیجه افزایش سطح به حجم آن). به دلیل کوچک شدن ذره1986
هاي نقره نیز از اهمیت هاي فیزیکی و شیمیایی و همچنین ساختار کلویید نانو ذرهشکل، ویژگیافزایش خواهد یافت. هرچند

Zhangباشد (بسیاري برخوردار می et al., 2007هاي نقره آلودگی وري در نانو ذره). در این پژوهش با استفاده از تیمار غوطه
قارچی به طور کامل مهار شد. 

هاي گیاه مانی ریزنمونهروي میزان آلودگی قارچی و میزان زندهH2O2هاي گوناگون اي غلظتدقیقه10هاي اثر مقایسه میانگین-2جدول 
نوئل نروژي
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Abstract

The fungal and internal bacterial contaminations are the major barrier that restricts the aseptic
establishment of mature tissues of conifers. Providing a highly effective decontamination procedure in
woody plants not only can accelerate final production time but also this eventually resulted in
pathogen free plants. In present experiment we were looking for to find out the possible antimicrobial
effects of hydrogen peroxide and silver nanoparticles solution to eradicate high fungal contaminants in
mature micro-cutting explants of Picea abies (L.) H. Karst. Collectively, explants exposed by 200
mg/L of silver nanoparticles showed the lowest possible injury but the highest decontamination
percentage in contrast to that of other treatment. These results reinforce the idea that AgNPs can be
considered as an ideal compound for control of microbial contamination of Norway spruce in vitro
culture techniques.

Key words: Contamination, AgNPs, H2O2, Norway spruce


