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  چکیده
توسط نانوذرات نقره، ، "فرخی "و  "خوشناو"دو رقم  ).Vitis vinifera L(هاي برگی انگور ریزنمونهضدعفونی در این تحقیق با 

ها شامل استفاده از هیپوکلرید  تیمار. فرایند کشت بافت مورد آزمایش قرار گرفتنددر ذرات نقره براي ضدعفونی سطحی  تاثیر نانو
با غلظت ده  هاي نانوذرات نقره ام نانوذرات نقره در دو زمان یک و سه دقیقه و تیمار پی یک و پنج پی هاي سدیم به همراه غلظت

هاي باکتریایی اثر  نانوذرات نقره درکنترل آلودگی. ام در دو زمان یک و سه دقیقه بدون استفاده از هیپوکلرید سدیم بود پی پی
 .هاي قارچی ضعیف عمل نمود اما در کنترل آلودگی ،متوسط تا خوبی را نشان داد
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Abstract 
In this study leaf explants of grape (cv. "Khoshnave" and "Farkhi") disinfected by silver nanoparticles. Silver 
nanoparticles used for disinfection of explants surface in the process of tissue culture. In this study silver 
nanoparticles (1 and 5 ppm) + sodium hypochlorite and silver nanoparticles (10 ppm) without sodium 
hypochlorite used for surface disinfection during 1 and 3 minutes. Silver nanoparticles treatments had moderate 
and high effect on bacterial contamination control, but had low effect for fungi contamination control.  

  
  مقدمه

در . )Fraise et al., 2012(نمودند از هزاران سال قبل ایرانیان براي نگهداري و سالم ماندن آب آشامیدنی از ظروف نقره استفاده می
 Chambers et(ردیگ هاي مضر مورد استفاده قرار می چند دهه اخیر نیز نقره به عنوان یک ضدعفونی کننده بر علیه میکروارگانیسم

al., 1962( .نانوذرات نقره داراي ویژگی ضد باکتریایی بسیار قدرتمند هستند)Sondi and Salopek-Sondi, 2004; Chamakura 

et al., 2011; Rajabi et al., 2011(  ،و از آن به طور معمول به صورت روکش و پوشش ضدمیکروبی بر روي سطوح چوبی
ي گیاهی به خصوص  زا ، اما پتانسیل آن براي استفاده در کنترل عوامل بیماري)Oldenburg, 2011(کنند استفاده می.. پلاستیکی و 

  .  اي، چندان مورد بررسی و پزوهش قرار نگرفته است در شرایط درون شیشه
کشت  یشرفتهفوق پ يها به روش یازآن ن یکیاصلاح ژنت ياست و برا یادر دن يکشاورز يمحصولات اقتصاد ینتر انگور از مهم

 یمحسوب م یاتیکار از عوامل ح یتموفق يبرا یاهیگ يها در کشت بافت یکروبیم هاي یو کنترل آلودگ یشگیريپ .بافت است
درون  یطکشت شده در شرا یاهانرفتن گ ینعوامل از ب ینتر از مهم میکروبی یآلودگ. )Reed and Tanprasert, 1995(شود

و با  کنند یرقابت م یهکشت شده بر سر تغذ یاهانبا گ ها یکروارگانیسمم ینا ،)Buckley et al., 1995(شوند یمحسوب م اي یشهش
و به  یده یشهو ر ییزا نوسان در رشد، نکروز بافت، کاهش شاخه یر،مرگ و م یشسبب افزا سمی، یباتترک یدتراکم و تول یشافزا

 ,.Leifert et al., 1989; Çolgecen et al(گردند یکامل، از  کشت م یبازدارندگ یو حت یدسبب کاهش بازده تول یطور کل

، ها یزنمونهر يبر رو یو قارچ یاییباکتر هاي یآلودگ یوعاز ش یريمهم در جلوگ یاراز مراحل بس یکی یسطح یضدعفون. )2011
 يها در کشت یضدعفون یددر مورد مواد جد یقها و تحق علت بهبود روش ینکشت بافت است، به هم مراحلانجام  یط

 یاهیکشت بافت گ يها پروتکل هاي یتموفقدر کل . )Khan et al., 2007(قابل ملاحظه برخوردار است یتاز اهم اي یشهش درون
 .هاي درونی و سطحی بود کنترل آلودگی جهتجدید  ترکیباتهدف این تحقیق بررسی  .است یزنمونهر یوابسته به ضدعفون
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  ها مواد و روش
به آزمایشگاه  کشت شده در شاسی هواي آزاد "فرخی"و "خوشناو"هاي انگور دو رقم  هاي برگی بدست آمده از قلمه ریزنمونه

نانو ذرات نقره در آب شهري، با استفاده از هیپوکلرید سدیم و  بافیزیولوژي باغبانی منتقل شده و پس از نیم ساعت شستشو 
، 10هاي  بار تقطیر اتوکلاو شده در زمان سپس سه مرحله شستشوي با آب دو. هاي مختلف مورد تیمار قرار گرفتند ها و زمان غلظت

موراشیگ و (MSهاي استریل حاوي محیط کشت  دیش هاي ضدعفونی شده در پتري انجام گردید و ریزنمونهدقیقه  20و  15
 20درصد،  یک یمسد یپوکلریده، )T1)(یبدون ضدعفون(شاهد یمارت ی شامل، ضدعفون هاي یمارت. کشت شدند) 1968اسکوگ، 

به  ppm 1نانونقره با غلظت  - یقهدق 20درصد،  یک یمسد یپوکلریده، )T2(یقهدق یکبه مدت  ppm 1نانونقره با غلظت  - یقهدق
 یمسد یپوکلریده، )T4(یقهدق یکبه مدت  ppm 5نانونقره با غلظت  - یقهدق 20درصد،  یک یمسد یپوکلریده، )T3(یقهمدت سه دق

و  )T6(یقهدق یکت به مد ppm 10نانونقره با غلظت ، )T5(یقهبه مدت سه دق ppm 5نانونقره با غلظت  - یقهدق 20درصد،  یک
به ) شده اي یا اکسیده قهوه(هاي غیر آلوده، آلوده و سوخته درصد ریزنمونه .بود )T7(یقهبه مدت سه دق ppm 10نانونقره با غلظت 

ها نسبت به یکدیگر و  ها بازده و برتري تیمار صورت مشاهده چشمی یادداشت گردید و بر اساس نتایج حاصل از تجزیه داده
براي تهیه هیپوکلرید سدیم از وایتکس هاي تجاري با پنج درصد کلر فعال  .دو رقم با یکدیگر مشخص گردید همچنین تفاوت

داده برداري در یک بازه زمانی ده  .شرکت نانوسید خریداري گردید از ام پی پی 4000با غلظت  استفاده گردید و نانوذرات نقره
 .مورد آنالیز قرار گرفت MSTATو  SASهاي آماري  زاراف ها با استفاده از نرم داده. روزه انجام گرفت

  
  نتایج و بحث

به نانو ذرات  نسبتتحمل بافت  یزانم به طور کلی .بود یینپابسیار  ها یزنمونهر یسوختگ میزان )جدول یک(نشان داداصل ح یجنتا
در محیط کشت  آن نظر داشت که باقیمانده بود اما باید در مادههاي گیاهی از نکات شاخص این  سازگاري با بافت. بالا بود نقره
 یندرا کنترل نما قارچی هاي ینتوانستد آلودگ ها یمارتکدام از  هیچ. ها در ادامه ایجاد سمیت و سوختگی نماید تواند براي ریزنمونه می

خود نشان دادند و در از تریایی هاي باک در تیمار شاهد در ابتدا تنها آلودگی .قابل ملاحظه بود باکتریایی هاي یو تنها کنترل آلودگ
 هاي قارچی لودگیآدر ادامه  .مشاهده نشد ،ند روز ابتدایی تحقیق اثري از آلودگی قارچی در تیمار شاهد که فاقد ضدعفونی بودچ

ها  از ریزنمونه در بسیاري نشان دادند وهاي قارچی  آلودگیتنها هاي تحت تیمار، در ابتدا  در مقایسه ریزنمونه .خود را نشان دادند نیز
در . باکتریایی است درونی هاي که این نشان دهنده توانایی بالاي نانوذرات نقره در کنترل آلودگی .آلودگی باکتریایی دیده نشد

که  )یکتصویر (هاي ضدعفونی شده توسط هیپوکلرید سدیم به همراه نانوذرات نقره بدست آمد کالوس از ریزنمونه T5تیمار
 گذشتبعد از  .پس از شستشو توسط آب مقطر استریل نسبت داد ها نانوذرات نقره بر روي ریزنمونهباقیماندن آثار  توان آن را به می

 یطکننده در مح آلوده لرشد عوام یلبه دل با این حال .مشاهده گردیدها و تولید کالوس  دوره سی روزه سوختگی ریزنمونه یک
با . ماند نتیجه یاعمال شده ب یضدعفون هاي یمارنشد و ت ینتام فرایند کشت بافتبراي  ها یزنمونهمناسب ر یلاستر یطکشت، شرا

خورد اما از لحاظ آماري هایی به چـشم  هاي آلوده و سالم بین دو رقم تفـاوت ها از لحاظ میزان ریزنمونه آنکه در برخی از تیـمار
هاي  هاي نانوذرات نقره براي کنترل آلودگی ي اولین بار تیماربرا) 2008(عبدي و همکاران. دار نبود معنی% 5ها در سطح  این تفاوت

را به عنوان روشی جدید براي ضدعفونی سطحی  ).Valeriana officinalis L( الطیب اي گیاه سنبل باکتریایی در شرایط درون شیشه
  ذرات  نمودند که محلول نانو گزارش ) 2008(عبدي و همکاران. )Abdi et al., 2008(ها معرفی نمودند ریزنمونه
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  (%)و خوشناو یدو رقم فرخ هاي سالم، آلوده و سوخته یزنمونهر و درصدمختلف  هاي یماراثر ت -1جدول 
 هاي پتانسیل خوبی براي کنترل آلودگینقره 

ست آمده نتایج بد .باکتریایی دارند درونی
در این . توسط بررسی ما نیز تائید کننده آن بود

هاي انجام گرفته هیچ گونه  کار به جز تیمار
تیمار ضدعفونی سطحی دیگري انجام نگرفت 

توان نانوذرات نقره براي ضدعفونی بیشتر  تا
علت میزان بالاي آلودگی به . مشخص شود

را  )تصویر دو(هاي قارچی خصوص آلودگی
ن امر و همچنین به توانایی پایین می توان به ای

هاي قارچی  براي کنترل آلودگینانوذرات نقره 
این مطلب با نتایج کیم و . نسبت داد

همخوانی  )Kim et al., 2012(هاي بیمارزاي مختلف گیاهی در مورد اثر ضدقارچی نانوذرات نقره بر قارچ) 2012(همکاران
هاي گزارش شده توسط آنها  با قارچ اي ها، مقایسه پتري دیشکرده در هاي رشد  ، البته به دلیل نامشخص بودن جنس قارچنداشت

این امر دانست که آنها از نانو ذرات نقره براي ضدعفونی توان  یکی از دلایل تفاوت نتایج در این دو تحقیق را می. انجام نشد
به مواد  تر نسبت مدت  تر ولی طولانی نانو نقره تاثیر دیرهنگام. رده بودندها استفاده نک ریزنمونه سطحی در کشت بافت گیاهی

) بررسی کیم و همکاران(حضور نانوذرات نقره در داخل محیط کشتبنابراین . دارداي مانند هیپوکلرید سدیم  کننده ضدعفونی
هاي نانوذرات  ما در این بررسی پس از ضدعفونی توسط تیمار .اعمال نماید تري را کنترل شدیدتواند تاثیر بهتري داشته باشد و  می

کردیم که از ورود مواد ضدعفونی کننده به محیط  ها توسط آب مقطر اتوکلاو شده در زیر هود می وي ریزنمونهنقره اقدام به شستش
ها در محیط  هاي رشد و عناصر غذایی و ویتامین کننده کشت و تغییر ترکیب محیط کشت و تاثیر بر سایر مواد موجود مانند تنظیم

 کـشت جلوگیـري نمایم 

فاقد )  -( يآمار يو دسته بند بعد از ده روز  يها یمارعملکرد ت یجهنت -2جدول 
   یدشد یاربس(++++)  ید،شد(+++) متوسط، (++)  یف،ضع(+)  یف،ضع یاربس یا

  هاي سالم، آلوده و سوخته درصد ریزنمونه  
  سوخته  آلوده  سالم  تیمار

  خوشناو  فرخی  خوشناو  فرخی  خوشناو  فرخی  
T1 0±0 2/1 ±10 0±100 3/1 ±90 0±0 0±0 

T2  0±0 0±0 0±100 0±100 0±0 0±0 

T3  0±0 1/2 ±19 0±100 2/3 ±82 0±0 0±0 

T4  0±0 0±0 0±100 0±100 0±0 0±0 

T5  1/8 ±70 0±0 2/12 ± 4/34  0±100 0±0 0±0 

T6  0±0 0±0 0±100 0±100 0±0 0±0 

T7  6/10 ± 5/34  0±0 3/9 ±67 0±100 0±0 0±0 

  سوخته  آلوده  سالم  تیمار
  خوشناو  فرخی  خوشناو  فرخی  خوشناو  فرخی  

T1 c- c- a++++ a++++ c- c- 
T2 c- c- a++++ a++++ c- c- 
T3 c- c- a++++ a++++ c- c- 
T4 c- c- a++++ a++++ c- c- 
T5 ab+++ c- bc++ a++++ c- c- 
T6 c- c- a++++ a++++ c- c- 
T7 bc++ c- ba+++ a++++ c- c- و  ات نقـره نـانوذر  شـده توسـط   یضـدعفون هـاي   ریزنمونـه کالوس حاصل از  -1 یرتصو

 بعد از گذشت سی روز ها سوختگی ریزنمونه
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باکتریایی رشد کرده در   آلودگی. ب   3و  2، 1 هاي شکلهاي،  هاي قارچی رشد کرده در سطح ریزنمونه آلودگی.الف – 2 یرتصو

  4 شکلسطح ریزنمونه در تیمار شاهد، 
توان مـوئد این مطلب باشد که نانوذرات نقره قدرت ضدمیـکروبی خود را بیشتر با ایجاد یک پوشش  بنابراین نتایج ما تا حدودي می

با توجه به اینکه در ).2جدول (خواهند داشتنمـایند و در صورت حذف شدن از محیط دیگر تاثیر خود را ن در سطح اعمال می
بررسی سعی در این اي تحقیقات بسیار کمی انجام شده است،  رابطه با استفاده از نانوذرات نقره براي ضدعفونی مواد درون شیشه

 ذرات نقره  نانو که نتایج نشان داد شودنانوذرات نقره به عنوان یک ماده ضدعفونی کننده سطحی در گیاه انگور بررسی شد تا اثر 
داراي پتانسیل ضعیف تا متوسط براي کنترل به طور کلی   ام پی هاي یک تا ده پی هاي یک و سه دقیقه با غلظت در زمان
در حد خوب داراست که این نتیجه با گزارش چامبرز و هاي باکتریایی را  نترل آلودگیاما توانایی ک هاي مختلف است آلودگی
 . استاثرات ضدباکتریایی نقره موافق  در مورد) 1962(همکاران
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