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  چکیده

از . ان به آلودگی میکروبی کشتها اشاره کرداز جمله مشکلات عمده اي که در تکنیک کشت بافت گیاهان وجود دارد می تو
توکسیک و بازدارنده رشد گیاه و نیز احتمال ایجاد  به دلیل دارا بودن اثرات فیتوها  طرفی استفاده از ترکیباتی چون آنتی بیوتیک

تکرار انجام  3ی و در که در قالب طرح کاملا تصادف در این پژوهش،. گیرد مقاومت در باکتري ها، چندان مورد استقبال قرار نمی
، به %10جانبی از درختان پرتقال تامسون ناول تهیه شدند و پس از استریل سطحی با هیپوکلریت سدیم  هاي جوانه شد، ریزنمونه

در تیمار شاهد، تنها استریل با . از کلوئید حاوي نانوذرات نقره قرار گرفتند ppm 100و  50مدت یک ساعت در غلظتهاي 
ل میزان آلودگی در قبررسیها نشان داد که هر چند حد. قرار گرفتند Msها در محیط کشت  ریز نمونه. م انجام شدهیپوکلریت سدی

ضمن مهار آلودگی، تاثیر قابل  50 تیمار . وارد گشته است ها نمونه ریزبوده، اما در این غلظت، بیشترین آسیب به  ppm 100تیمار 
د، تعداد برگ و نیز بهبود کیفی آنها داشت که می تواند مربوط به اثرمهارکننده نقره بر توجهی بر تعداد و طول شاخساره هاي جدی

  .عملکرد اتیلن باشد
  .تامسون ناول، کشت بافت، نانوذرات نقره، آلودگی میکروبی، اتیلن: کلمات کلیدي

  
  قدمهم

هاي رایج ازدیاد رخ  وسی را که در روشتوان احتمال شیوع انواع بیماریهاي ویروسی و شبه ویر می کشت بافت تکنیک به کمک
به این . )1974( ، چاترودي و همکارانرا نهادینه کردویروس  از عاريدهد تا حد چشمگیري کاهش داد و تولید انبوه گیاهان  می

ان و خشود منظور روش استفاده از مریستم نوك شاخساره بعنوان پیوندك، جهت ریز پیوندي، راه حل مناسب و ایمنی تلقی می
ست با انجام پیوند مریستم نوك اشیره نباتی موجود در آوندها زا  زیرا از آنجایی که راه اصلی انتقال این عوامل بیماري. )2007(

از جمله مشکلات این روش، عدم . بذري متحمل، گیاه سالم تولید خواهد شد باشد، بر روي پایه ه فاقد آوند میشاخساره ک
جدید به فصول خاصی از سال  ولید شاخسارهزیرا در شرایط طبیعی، ت ;د در تمام طول سال استدر حال رش دسترسی به مریستم

اي، که هدف  لذا با بررسی روشهاي مناسب تولید و تکثیر شاخساره پیوندك مورد نظر درشرایط درون شیشه. شود محدود می
بررسی کنترل آلودگی به این منظور  .واهد شدتسهیل و تسریع خ هاي سالم باشد، تولید انبوه نهال نهایی این پژوهش می

تر . مواد ضد عفونی کننده بررسی شد، با استفاده از انواع تامسون ناول ان پرتقال رقمهاي درخت از شاخساره هاي تهیه شده ریزنمونه
به  .باشد مینانو نقره  ،موادیکی از مهم ترین این  .باشد میمیکروبی هاي  نقره داراي پتانسیل بالایی در پیشگیري از آلودگیکیبات 

ضد باکتریایی، ضد قارچی و  هاي  نانونقره داراي ویژگی) 2004(،3و سوندي و سالوپک سوندي) 2004(،1عقیده نومیا و همکاران
بر قابل توجهی در میکروارگانیسم ها، تأثیر  بسیاري فرآیندهاي مولکولی ، از طریق بر هم کنش بااین ماده .باشد میضد ویروسی 

تواند بر میزان و وسعت    میمدت زمان تماس و همچنین دما  .جلوگیري از رشد و کاهش آلودگی از طریق مرگ سلولی دارد

                                                
١- Nomiya et al 
٣- Sondi and Salopek Sondi 
٤- Dibrov et al 
٥- Abdi et al  
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مکانیسم عمل به غلظت مورد استفاده از این ترکیب و ). 2002، 4دیبرو و همکاران( فعالیت ضد میکروبی نانو نقره اثر بگذارد
  .)2008(، 5عبدي و همکاران .گی داردي میکروبی به نقره بست ها هحساسیت گون

  
  مواد و روش ها

پس  مواد آزمایشی .تحقیقات مرکبات کشور واقع در رامسر انجام شده است در محل آزمایشگاه کشت بافت مؤسسهاین پژوهش 
 ازپس .. دگره بو 3تا  2که هر قطعه داراي حدود اي  گونهقطعه تقسیم شدند به  2-3به   ها هشاخسار ازحذف آلودگی ظاهري

به منظور انجام ضدعفونی شیمیایی به زیر هود لامینار منتقل   ها هضدعفونی فیزیکی، ریزنمون و.با آب فراوان   ها هشستشوي ریزنمون
تیمار  8سپس، به منظور دستیابی به بهترین شرایط ضدعفونی، . ثانیه انجام شد 30درصد به مدت  70ضدعفونی با الکل  ابتدا .شدند

 با نام تجاري گلرنگ و حاوي( درصد 10ت سدیم ریا از ماده ضدعفونی کننده هیپوکلمورد از این تیمارها تنه 4در . اعمال شد
 1درصد، به مدت  10هیپوکلریت سدیم  قیقه ضدعفونی باد 20مورد دیگر پس از  4در . استفاده شد )درصد کلر فعال 5/5 حدود

و  ppm 50   هاي با غلظت )م تجاري نانوسید و محصول شرکت نانونصب پارسبا نا( نانونقره از ماده ضدعفونی کنندهساعت 
در تیمارهایی . در هر تیمار دو حالت آبشویی و عدم آبشویی در مرحله پایانی نیز اعمال گشت .استفاده شد 1مطابق جدول  ، 100

اهش عملکرد نانونقره، پس از اتمام و احیاناً ک  AgCLکه از نانونقره استفاده شد، به منظور جلوگیري از تشکیل رسوب 
  . بار شستشو با آب مقطر استریل انجام شد تا بقایاي کلر کاملاً شسته شود 2-3ضدعفونی با هیپوکلریت سدیم، 

  هاي ضدعفونی ریزنمونه روش) 1(جدول 
  روش ضدعفونی  تیمار

  )بدون آبشویی نهایی( 20' -% 10هیپوکلریت سدیم  1روش 
  )با آبشویی( 20' -% 10دیم هیپوکلریت س 2روش 
  )بدون آبشویی( 30' -% 10هیپوکلریت سدیم   3روش

  )با آبشویی( 30' -% 10هیپوکلریت سدیم  4روش 
  )بدون آبشویی (نانونقره  ppm 50+  20' -% 10هیپوکلریت سدیم  5روش 
  )باآبشویی(نانونقره  ppm 50+  20' -% 10هیپوکلریت سدیم   6روش 
  )بدون آبشویی(نانونقره  ppm 100+  20' -% 10یت سدیم هیپوکلر 7روش 
    )باآبشویی(نانونقره  ppm 100+  20' -% 10هیپوکلریت سدیم    8روش 

2  اتاقک رشد بر روي دماي .صورت گرفتبه اتاقک رشد  انتقال آنها پس ازکشت

 24، ساعت روشنایی و  16فتوپریود  به همراه

 در شرایط فوق نگهداري شدند و به طور منظم و دوره اي  ها هنمون ،هفته 4ت به مد .تنظیم شد لوکس 2037 حدود رشدت نو
و  ها ي تولید شده و طول آنها، تعداد برگ ها هي زنده، تعداد شاخسار ها همورد نظر شامل درصد آلودگی، درصد نمونهاي   صفت

، از خط  ها هبراي اندازه گیري طول نوشاخ .بررسی و یادداشت برداري شد  ها هرو همچنین کیفیت رشد شاخسا میزان ریزش آنها
. گیري شدندآمارداشتند  mm 5یی که طولی بیش از  ها هاما تنها نوشاخ با شمارش به دست آمد،  ها هد نوشاختعدا. کش استفاده شد

هاي   بررسی کیفیت رشد براساس ویژگی.انجام شد بازهاي  گیري نهایی با شمارش تعداد برگآماردر مورد تعداد برگ ها نیز 
به این ترتیب به . صورت گرفت 5تا  1برگ ها به صورت امتیاز دهی از  و حالت و رنگ  ها هظاهري همچون شادابی نوشاخ

  .داده شد 5اي که بهترین شرایط ظاهري را داشت، امتیاز  تعلق گرفت و به نمونه 1اي که هیچ گونه رشدي نداشت امتیاز  نمونه
تکرار  3سطح و  8تیمارها در  .در قالب طرح پایه کاملاً تصادفی، اجرا و بررسی شد ها آزمایشبه منظور تعیین بهترین تیمارها، 

یسه میانگین ها با استفاده از آزمون اقم .انجام شد 9,2، نسخه SASبا استفاده از نرم افزار   ها هتجزیه و تحلیل کلیه داد. شداعمال 
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براي انجام شد،   ها هدر مواردي که تجزیه واریانس پس از تبدیل داد .ورت گرفتص 05/0 چند دامنه اي دانکن در سطح احتمال
به کمک نرم رسم نمودارهاي مربوطه نیز  .ي اصلی استفاده شد ها هنگین از دادتنظیم جدول و نمودارهاي مقایسه میاو  تفسیر نتایج

  ها هروش مختلف ضدعفونی ریز نمون 8مختلف ضدعفونیتأثیر  هايبررسی اثر روش .تحت ویندوز انجام شد 2003افزار اکسل 
قارچی، باکتریایی و آلودگی توأم قارچی و باکتریایی، تعداد  هاي زان آلودگیمی زان آلودگی کشت ها،می برروي صفاتی همچون

، براساس  ها هزان ریزش برگ ها و کیفیت رشد ریزنمونمی حاصل و طول آنها، تعداد برگ ها، هاي ه ارزنده، تعداد شاخس هاي نهنمو
  .ررسی و ارزیابی قرار گرفتمورد ب) 2جدول (نتایج تجزیه واریانس 

  
  نتایج و بحث

  نتیجه تجزیه واریانس اثر تیمارهاي مختلف ضدعفونی بر روي صفات اندازه گیري شده): 2(جدول 
 منابع

  تغییرات
  درجه

  )df(آزادي
  میانگین مربعات صفات اندازه گیري شده

کیفیت   ریزش برگ  طول شاخساره  تعداد برگ  تعداد شاخه  زنده  نمونه  کلی  باکتري  قارچ  میزان آلودگی
  رشد

روش 
  ضدعفونی

7  **06/0  **026/0  **018/0  0088/0  **059/0  **204/0  **827/0  **362/0  **033/0  **257/0  

خطاي 
  زمایشآ

16  006/0  004/0  004/0  003/0  006/0  014/0  113/0  093/0  003/0  064/0  

ضریب 
  تغییرات

  66/6  18/6  93/5  15/5  98/5  04/9  34/20  98/19  78/4  24/14  

  
  %5معنی دار در سطح احتمال *:           
  %1معنی دار در سطح احتمال **:          

% 1زان آلودگی کشتها در سطح احتمال میبر  ها همختلف ضدعفونی ریزنمون هاياثر روش، )2جدول (براساس نتایج تجزیه واریانس 
 دقیقه 20ـ 10%ضدعفونی با هیپوکلریت سدیم ( 2مربوط به روش %)  88(آلودگی  بیشترین میزان. باشد  می دار داراي اختلاف معنی

 )NS(از محلول نانوذرات نقره  ppm100مارهاي حاوي مربوط به تی%)  11(آلودگی  کمترین میزانو  )همراه با آبشویی پایانی
  .1)1نمودار (باشد  می
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   تیمارضدعفونی
  زان آلودگی کشت هامیمختلف ضدعفونی بر هاياثر روش): 1(نمودار

                                                
آزمون چند دامنه اي دانکن، % 5باشند، در سطح احتمال  هایی که داراي حروف مشابه میها، تیمار در کلیه جداول و نمودارهاي مربوط به مقایسه میانگین - 1

  .تفاوت معنی داري با هم ندارند، در حالی که حروف غیر مشابه به معنی وجود اختلاف معنی دار بین تیمارهاست
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دعفونی قرار مختلف ض هايتحت تأثیر تیمار با روش% 1زنده، به طور معنی داري در سطح احتمال  ي ها ه، تعداد ریزنمونهمچنین
 ppm50استفاده از هیپوکلریت سدیم به همراه ( 6و  5 هايانگین آزمون دانکن در روشمی مقایسه نتایجبا توجه به ). 2جدول (دارد 
NS ( ،100 %7درحالیکه در روش . زنده ماندند  ها هنمون ) استفاده از هیپوکلریت سدیم همراه باppm 100NS ـ بدون آبشویی (

ي تولید  ها نتایج بیانگر این است که اثر روشهاي مختلف ضدعفونی، برروي تعداد شاخساره).3جدول (نده نماند هیچ نمونه اي ز
، حاکی از بیشترین تولید شاخساره در  ها مقایسه میانگین داده). 2جدول (معنی دار است % 1شده به ازاءریزنمونه درسطح احتمال 

بدون   ppm 100 NSاستفاده از ( 7در روش . است) ppm 50 NSبه همراه  استفاده از هیپوکلریت سدیم( 6و  5روشهاي 
  . تولید شاخساره جدید دیده نشد)  آبشویی
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Using of Silver nanoparticles for controlling microbial contamination and disinfection in vitro 
organogenesis of sweet orange( Citrus sinensis [L.] Osbeck ) 
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Abstract 
Among the major problems that exist in the plant tissue culture techniques can include microbial contamination 
of cultures. However, due to the effects of compounds such as antibiotics and inhibitors phytotoxic growth and 
development of resistance in bacteria is not much appreciation. In this study, which was conducted as a 
completely randomized design in 3, replication explants were prepared lateral shoots Navel orange trees and 

then surface sterilized with 10% sodium hypochlorite for one hour at concentrations of 50 and 100 ppm of 
colloidal Silver nanoparticles were. The control treatment was only sterilized with sodium hypochlorite. 
explants were placed in Ms medium. Results Showed that the infection rate in the treatment 100 ppm was lower, 

but this concentration has the most damage to the explants. 50 ppm treatment also inhibited infection, significant 
effect on the number of new shoots, number of leaves that can improve their quality. that Could be related to the 
ethylene inhibitor effect of silver. 
Keywords: Thompson novel, tissue culture, silver nanoparticles, microbial contamination, ethylene.  
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