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زایی نسترن وحشیهاي مختلف اسید ایندول بوتیریک بر کالوستأثیر غلظت  
شرایط درون شیشه اي گند زدایی ریزنمونه در به منظور نقره نانو ذرات اسانس ها و از استفاده  

2 ، موسی سلگی*1 مینا تقی زاده  
.دانشگاه اراك، اراكاستادیار گروه علوم باغبانی،  - 2و1  

مینا تقی زاده: نویسنده مسئول*   
  

 چکیده
بطور ایده آل مواد ضد عفونی . و حفظ شرایط استریل است ضد گندزدایی ریز نمونه هادر کشتهاي درون شیشه اي  مهمیک بخش 

به  اسانس هاي گیاهی و نانو ذرات ی نظیراتاستفاده از ترکیب امروزه. موثر باشند کماز میکروبها در غلظت  گسترده ايه دامنکننده باید بر 
 تیمول، نانو ذرات نقرهاستفاده از   بررسیهدف اصلی این آزمایش . در مطالعات میکروبیولوژي کاربرد دارندضد میکروبی  موادعنوان 

گند زدایی شامل سه  تکمیلیتیمارهاي . بود برموداگرسچمن  درون شیشه ايکننده در کشت  ضد عفونیبه عنوان مواد   کارواکرولو 
 طبق نتایج. بوددقیقه  120و  30،60و زمانهاي  دقیقه 120و  30،60در غلظتهاي مختلف ) کارواکرول و تیمول، نانو ذرات نقره( نوع ماده

 تیمول و. ندکنترل شدکارواکرول  تیمارهاي نانو ذرات نقره، تیمول وبطور موفقیت آمیزي با ریز نمونه ها ، آلودگی بدست آمده
علائم نکروز بروز هیچ یک از تیمارها در تولید کالوس و . آلودگیهاي باکتریاي و قارچی موثر بودندروي بر بیشتر به ترتیب  کارواکرول

. بستگی به غلظت و مدت زمان تیمارها داشت کارواکرول نانو ذرات نقره، تیمول و فعالیت ضدقارچی. ها تاثیري نداشتند ریز نمونهشدن 
به عنوان موادي جایگزین براي مواد شیمیایی متداول براي حذف و کنترل جمعیت هاي  نانو ذرات نقره بویژهن مواد ای بطور کلی

  .میکروبی ریز نمونه در شرایط درون شیشه اي، می توانند مورد استفاده قرار گیرند
  

 مقدمه
و اسپورهاي  چشامل باکتریها، قارزنده  یزموجوداترتمام  از بین بردن به معناي عملیات ضدعفونی کردن در شرایط درون شیشه اي،

باکتریها و قارچها از مهمترین در محیط کشت درون شیشه اي، ساکارز  انندبه دلیل وجود منابع هیدروکربنی م .می باشد ریزنمونهاز آنها 
مانند هیپوکلریت  گندزدامختلف  محلولهاي توسط یگیاهو بافتهاي  اندام. پاتوژن هاي مشکل ساز در کشت هاي درون شیشه اي هستند

 بطور).  Torres 1989(می شوند ضدعفونیکلسیم، هیپوکلریت سدیم، پراکسید هیدروژن، اتانول، نیترات نقره و کلرید جیوه و غیره 
 ها موثر باشده زیادي از میکروبدامنمواد طبیعی بر علیه  به فرم هايپایین و  هاي ایده آل باید در غلظتماده ضدعفونی کننده  کلی یک

).(Kumar, 2001  مواد  گندزداییمحدود کننده در  عاملها به قارچ کشها و باکتري کشهاي معمول چامروزه مقاومت باکتریها و قار
استفاده از زیادي به  توجهامروزه و  ت زیادي براي موجودات دارندسمی مواد شیمیایی ضد میکروبیاغلب . است کشت و محیط یگیاه

. یکی از این مواد نانو ذرات می باشند). Sondi and Salopek Sondi, 2004(وجود دارد ،باشند نیز و موثرایمن  مواد جدید که
شناخته ه هاي باکتري ها سویو اثرات کشندگی بر روي بسیاري از ترکیبات بر پایه نقره بر روي ریزموجودات  زیادسالهاست اثر سمیت 

 ره، واکنش کاتالیتیکی و فعالیت ضدنانو ذرات نقدر  ویژه به حجم سطحنسبت ). Sondi and Salopek Sondi, 2004(شده است 
رات نقره نسبت به ذبنابراین قابل انتظار است که نانو . .(Navarro et al., 2008; Kim et al., 2007)می باشد بالاییمیکروبی بسیار 

 استفاده در کارهاي براي تواند میاسانس ها ترکیبات طبیعی مثل  از طرف دیگر،. یونهاي نقره بیشتري را رها می کنند ،ذرات میکرو
برخی مطالعات . توسط گیاهان آروماتیک تولید می شوند بطور طبیعی هستند کهي ترپنهاي فرار جزء اسانس ها. بکار رودضد میکروبی 

 از بین بردنیگزینی مناسب براي ممکن است جا تیمول و نظیر کارواکرول گیاهی استخراج شده ياسانس هانشان داده است که 
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می  نیز محیط زیستبا  سازگار بشر، براي سلامتیعلاوه بر ایمن مواد طبیعی هستند که  ها یکسريهمچنین این. دنمیکروبهاي مقاوم باش
وهش مورد پژ به مناطق گرم و خشک گرمسیر سازگاري یک چمنبه عنوان )  Cynodon dactylon( برموداگرسسالهاست که .  ندباش

رویشی  هايبافت گند زداییترکیب هیپوکلریت و اتانول براي در اکثر موارد . است قرار گرفته هاي درون شیشه اي و بیوتکنولوژي
 ها ریز نمونهما نشان داد که میزان آلودگی  ابتدایی آزمایش هاي. (Qu et al. 2003; Lu et al. 2006)شود  به کار برده می برموداگرس
،  نانو ذرات نقرهبنابراین، هدف اصلی این آزمایش مطالعه جایگزین کردن احتمالی . بسیار زیاد است ندام هاي زیرزمینیااز  گرفته شده

  .  بود برموداگرس درون شیشه ايدر کشت ترکیبات گندزدا به عنوان  کارواکرولتیمول و 
  

  مواد و روشها
. در اواخر بهار جمع آوري شد بودش یافته رپروشده گلخانه اي  که تحت شرایط کنترل در مرحله رویشی برموداگرساستولونهاي 

آب  در زیر ايگره ابتدا قطعات . بریده شدندسانتی متر  3الی  2به طول  یک گره  داراي اي پیر حذف و استولن ها به قطعاتبرگه
، سه دقیقه یکدرصد به مدت  70تانول با ا سپس .و تمیز شدند خانگی شسته مایع ظرفشوییقطره  2-3 بهمراهدقیقه  20به مدت  جاري

در شدند و  ضد عفونی سطحی )درصد ماده فعال 5/2(درصد  30دقیقه با مایع تجاري سفید کننده  15  بار شستشو با آب مقطر استریل،
( ، تیمول )د، ایرانشرکت نانوسی( نانو ذرات نقره ترکیببا سه ریز نمونه ها . مرتبه زیر هود آبکشی شدند نهایت با آب مقطر استریل سه

ضد دقیقه  120و  30،60میلی گرم در لیتر و زمانهاي مختلف   200و  100در غلظتهاي  )شرکت مرك(و کارواکرول ) شرکت سیگما
 بار 3(تیمارهاي ذکر شده با آب مقطر. آبکشی شدند استریل بار با آب مقطر 6همه تیمارها، ریز نمونه ها اعمال پس از . شدندعفونی 

) اتانول بهمراه مایع سفید کننده(  متداول گندزداییو روش ) کننده ضد عفونیماده  هیچ گونه بدونو  استریل با آب مقطرشستشو 
از کشت ثبت  م پسسوروز  از شدن ریزنمونه ها نکروزعلائم کالوس و  میزان تولیدی و قارچی، یدرصد آلودگی باکتریا. مقایسه شدند

ریزنمونه کردن  ضدعفونی بعد از. اندازه گیري شد بر اساس بیشترین قطر با خط کش پس از کشت ز دهمرو نیز از نی هاواندازه کل. شد
 8/16به مدت  درجه سانتی گراد  24 ±1شرایط ها در نمونه. کشت شدند  D-2,4میلی گرم در لیتر  دو داراي   در محیط، قطعات گره ها

 4 این آزمایش به صورت طرح فاکتوریل در قالب کاملا تصادفی با .ي شدندتاریکی به منظور تولید کالوس نگهدار/ساعت روشنایی
و  کردن ضدعفونی زمان کننده، ضد عفونی ، غلظت مادهضد عفونی کنندهه ماداثرات ساده . اجرا شددر هر تکرار  ریز نمونه 5 وتکرار 

نی ها، میزان تولید کالوس و علائم نکروز شدن وکلدرصد آلودگی باکتریایی و قارچی، زمان ظهور  صفات بر روي آنها اثرات متقابل
  . شد تجزیه SASاستفاده از نرم افزار  و باANOVA  داده ها با .بررسی شد ریزنمونه ها

  
  و بحث نتایج

قارچی و  جدول تجزیه واریانس نشان داد که اثرات ساده ماده ضد عفونی کننده بر روي زمان ظهور آلودگی، درصد آلودگی
همچنین  .درصد معنی دار بود 5تولید کالوس و میزان نکروز شدن ریز نمونه ها در سطح  ،کلونیدرصد کل آلودگی، قطر  ،باکتریائی

 100در  غلظت. معنی دار بود درصد  1در سطح و درصد آلودگی  کلونی روي ظهور بر غلظت درضدعفونی کننده  اثرات متقابل ماده
 گرم در لیتر میلی 200تیمار ). 1جدول(  اتفاق افتاد در ریز نمونه ها ) %6/55(کل صد آلودگی در بیشترینمیلی گرم در لیتر کارواکرول 

درصد آلودگی  بیشترین. کاهش دادبه شدت را )  صفر درصد(خصوصا آلودگی قارچی ) %1/11(آلودگی کلدرصد  ذرات نقرهنانوبا 
 . حاصل شد) %7/36(میلی گرم در لیتر تیمول  200ر تیمول و میلی گرم در لیت 100 در تیمارها  ریز نمونه%) 8/37(باکتریایی 

 متقابل عامل ضدعفونی کننده و غلظت بر ضدعفونی ریزنمونه هاي برموداگراساثر  -1جدول 
       Treatment              Appearance (days)        Infection (%)     Diameter (mm)       Total Infection (%)   
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                                Fungi   Bacteria       Fungi   Bacteria    Fungi   Bacteria  
 

        نانوذرات نقره
100 (mg l-1)                 5.3c     8.2a                24.4c     8.9c           15.2b     1.1c                 33.3c  
200 (mg l-1)                10a      7.3ab               0d         11.1c           0c         1.2c                 11.1d 

   تیمول
100 (mg l-1)                3.8d     8.8a                37.8b     4.4c             35a        0.7c               42.2cb 
200 (mg l-1)                8.2b     4.1cd             8.9d       36.7ab         5.8c      6.8ab              43.3cb 

    کارواکرول
 100 (mg l-1)              3.2d     5.6c              33.3bc    22.2bc          36.3a     5.9ab             55.6b 

200 (mg l-1)              9.2ab    3d                  2.7d       33.9ab          2.6c        7.7a               36.7cb 
 3d        5.7bc             26.7bc     20bc            18.3b     3.2bc              46.7cb               روش متداول

 3d        4cd               100a         40a              31.8a      5abc              100a                     آب مقطر
 

در معرض قرار گرفتن ریزنمونه ها با ماده  زمان درکننده ماده ضد عفونی اثرات متقابل نتایج جدول تجزیه واریانس نشانگر آن بود که 
درصد  1در سطح ها از نظر آماري  یز نمونهرقارچ و آلودگی کل  کلونی ظهور آلودگی باکتریایی، قارچی، قطر ضد عفونی کننده،

 تیمار در) %5/57(، بالاترین درصد آلودگی کل )2جدول(  تیماردر زمان  کننده ماده ضد عفونی متقابل اتاثربا توجه به . معنی دار بود
تیمارهاي  افزایش مدت زمان .به دست آمد ذرات نقرهنانو دقیقه 120 در تیمار) %2/14(ترین آلودگی  کمو  کارواکرولدقیقه  30
) روز 7/5الی  4 ( متداولرا در مقایسه با آب مقطر و روش )  روز 9الی  5/7(نی هاي باکتریایی وظهور کل زمان ،و تیمول ذرات نقرهنانو

 -%7/16 ( منجر به کنترل بهتر آلودگی کل)  دقیقه 60-120( نانوذرات نقره همچنین افزایش مدت زمان تیمار با. به تاخیر انداخت
  .شد)  % 7/46 -%100 ( با آب مقطر و روش متداولدر مقایسه )  2/14%
  
 اثر متقابل عامل ضدعفونی کننده و زمان در معرض قرار گرفتن بر ضدعفونی ریزنمونه هاي برموداگراس  -2جدول   

       Treatment       Appearance (days)     Infection (%)      Diameter (mm)      Total Infection (%)   
                                Bacteria                     Fungi                    Fungi  

 
        نانوذرات نقره

30                              5.7c                          16.7bc                 12.3 b                      35.8bcd 
60                             8.8a                          10c                      5.3b                         16.7d 
120                           9a                              10c                      5.2b                        14.2d 

  تیمول
30                             5.2cb                         36.7 b                 26.2 ab                    56.7b     
60                             6.8 ab                        23.3cb                 22 ab                      38.3bcd 
120                           7.5 ab                        10c                     15ab                        33.3bcd 

    کارواکرول
 30                           3.5 c                          23.3cb                 30.6a                       57.5b 

60                           4c                              20.8cb                  14.2ab                     50.8bc 
120                        5.3cb                          10c                       13.5ab                    30cd 

        5.7cb                          26.7cb                  18.3ab                    46.7bc           روش متداول

        4c                               100a                     31.8a                      100a                 رآب مقط 
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 مانند تفاوتعوامل بسیاري  و  است دشوار ي بسیارعاري از پاتوژن در کشت هاي درون شیشه ا گیاهی مواد بدست آوردن
این  نتایج .بر کارایی گندزداها تاثیر می گذارندتیمار  مدت زمان و کننده عفونی ضد مواد ماهیت و موجود، غلظت هاي میکروارگانیسم

از آلودگی  می تواند وفقیت آمیزيبطور م میکروبی ضد عامل دو عنوان به ذرات نقره و اسانس هانانو از استفاده که داد نشانآزمایش 
 قرار استفاده مورد ضدعفونی براي ذرات نقرهزمانیکه نانو .نمایند جلوگیري درون شیشه ايدرشرایط  برموداگرس گره اي ریز نمونه اي

 و با همکنش دارندها بر پروتئین و حیاتی آنزیم تیول هاي گروه با شدت به نقره یونهاي .دشمهار  ها بخوبیباکتری و هاقارچ رشدگرفت 
می در  نانوذرات شکل به ي نقرهها یون کهزمانی .می شوند باکتري هايسلول مرگ به منجر متابولیسم زدن هم بر و آنها کردن فعال غیر

ولی نقره در حالت مولک فلز با مقایسه در ویژه بزرگتر دارا بودن سطح دلیل به بالایی را میکروبی ضد فعالیت که رود می انتظار ،آیند
 نظر به. دارد با مواد ضد عفونی کننده ریز نمونه گرفتن قرار معرض در زمان و غلظت به بستگی آلودگی کنترلطبق نتایج . دهند نشان

 رشد وزمان ظهور  ،کلونی قطر جمله از قارچ يرشد فاکتورهاي کاهش ی درخوب ات ضد میکروبیاثر تواند می ماده این که رسد می
 تیمارها. مطابقت داشت )2009(و رستمی و شهسوار ) 2007( بدست آمده توسط عبدي و همکارانایج با مطالعات این نت .کلونی هستند

 با مقایسه در مختلف تیمارهاي بین معنی داري و هیچ تفاوت نداشتند نکروز در ریزنمونه ها علائم و بروز کالوس القا بر منفی اثر هیچ
ذرات نقره را براي ضد نونا محلول نیز طی مشاهدات زمانیکه همکاران و عبدي. دیده نشد )آب مقطر و روش متداول ضد عفونی( شاهد

 .ندکردعلائم منفی بر روي رشد ریزنمونه ها گزارش نونه چگبکار بردند، هیدر شرایط درون شیشه اي طیب العفونی ریزنمونه هاي سنبل 
بویژه آلودگی توانستند در برخی از تیمارها  رشد آلودگی را ذرات نقرهوپس از نان تیمول و کارواکرول که داد نشان مطالعهاین  نتایج

و  میکروبی ضدداراي خاصیت  تیمول مانند اسانس ها ترکیبات) 2007( همکاران و لوزین اظهاراتبراساس . ندنمهارکهاي قارچی 
هیدروکسیل بر  گروه و فنولی ودن ترکیباتدارا ب دلیل به کارواکرول و تیمول که رسد می نظر به .است یضدقارچ کارواکرول خاصیت

 هايتیمار توسط برموداگرس ايگره هاي  نمونهریزضدعفونی  .عمل می کنند آنها سازنده اجزاي و میکروبی هاي سلولدیواره  روي
 که) 1989( ندکرد اشاره وهمکاراننوبلوچ . آلودگی هاي باکتریایی کنترل نمود تا را یقارچهاي  آلودگی بیشتر تیمول و کارواکرول

 ضد یتفعال. است آنها  یدوست چربی خواص و آب در حلالیت بستگی به میزان رسد می نظر به ها اسانس یقارچضد  میزان در تفاوت
 و هاي قارچی آلودگی بهترین ترکیب پیشنهادي طبق نتایج این پژوهش به منظور کنترل .دارد بستگیآنها  غلظت هاسانس ها ب یقارچ

 200تیمار ریز نمونه ها با  ،در شرایط درون شیشه اي برموداگرس ریز نمونه بر رشد سوء اثرات گونه هیچ قبول و بدون لقاب باکتریایی
   .است دقیقه 60 به مدت تیمول لیتر در گرم میلی 100 همراه به نانو ذرات نقرهلیتر  در گرم میلی
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The application of essential oils and silver nano particles for explant sterilization in in vitro culture 
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Abstract 
The tedious part of plant in vitro techniques is sterilizing materials and maintaining aseptic conditions. Nowdays, use 
of compounds such as Essential Oils (EOs) and nano particles could be used as antimicrobial agent. The main 
objective of this experiment was aimed to studying the substitution probability of SNPs, thymol and carvacrol as 
novel sterilization agents in tissue culture of bermudagrass. Sterilization complementary treatments (SNPs, thymol 
and carvacrol) were applied at different concentrations (100 and 200 mg l-1) and exposure times of 30, 60 and 120 
min. According to the results, infection of bermudagrass explant was controlled successfully by SNPs, thymol and 
carvacrol. All treatments were not affected on producing callus and necrosis signs of explants. These novel agents 
specially SNPs, could be used as an alternative to common chemicals treatment for elimination and control microbial 
population explant in the in vitro conditions. 
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