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بر جمعيت باکتريايی خاک  L2000و  LS2000در اين پژوهش تاثير دو فرمولاسيون نانونقره 

 51و  75، 11، 5، صفرهای  پيش از کاشت بذر، خاک با غلظت. سفر و بالک پنبه بررسی شدريزو

های خاک ريزوسفر و بالک گياه پنبه در مراحل گياهچه،  نمونه. ام دو فرمولاسيون تيمار شد پی پی

. انجام شد TSA شمارش باکتری در محيط کشت. آوری شد تشکيل کاسبرگ و تشکيل غوزه جمع

 PCR–DGGEهای نانونقره  دادن تنوع باکتريايی در خاک تيمار شده با فرمولاسيونبرای نشان 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis )های قابل کشت در  تعداد کل باکتری. انجام شد

در هر گرم خاک خشک ( CFU)واحد تشکيل دهنده کلنی  112و  114های خاک در حدود  نمونه

های قابل کشت خاک در نتيجه  تعداد متوسط باکتری. ک و ريزوسفر بودترتيب برای خاک بال به

. ام هر دو فرمولاسيون در مقايسه با کنترل کاهش پيدا کرد پی پی 51تا  1های  تيمار خاک با غلظت

. بود L2000تر از  ويژه در خاک ريزوسفری بيش به LS2000کننده فوق برای فرمولاسيون  اثر مهار

. افزايش پيدا کرد( P≤ 0.01)دار  طور معنی با پيشرفت مراحل نمو پنبه به يزوسفررتعداد کل باکتری 

ترتيب  تر بود و به های نانونقره بيش در مرحله گياهچه، حساسيت فلور ميکروبی به فرمولاسيون

های خاک ممانعت  طور کامل از رشد باکتری هب L2000و  LS2000ام از  پی پی 75و  5 های غلظت

در بالک و  16S rDNAتنوع ژن  L2000يا  LS2000تيمار خاک با  ،س نتايج مولکولیبر اسا. کرد

 16Sژن PCR-DGGEبر پروفايل  LS2000نتايج مشخص کرد تاثير . پنبه را تغيير داد ريزوسفر

rDNA  تر از  بيشL2000 بود. 
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نقره در صنعت، پزشكی و كشاورزي كاربردهاي فراوانی  نانوذرات

خصوص بر روي  دارد اما پتانسیل خطرات زیست محیطی آن به

. است هاي زراعی كشور تا كنون مطالعه نشده فلور میكروبی خاک

محصولات  پركاربردترینترین و  نقره یكی از معروف نانوذرات

تن نانونقره  064هر سال نزدیک به . رود مار میآوري به ش نانو فن

(. Nowack et al. 2011)گیرد  در جهان مورد استفاده قرار می

 هاي گیاهی گزارش كنترل بیمارينقره براي  نانوذراتاستفاده از 

 Katouli and Rahnama 2007; Katouli and)است  شده

Rahnama 2008 .) ره نق نانوذراتبراي ورود یک آفتكش حاوي

عدم استفاده و  ،به بازار ارزیابی ایمنی آن ضروري است و استفاده

یا موارد مصرف آن باید در یک چارچوب قانونی همانند سایر 

 Sanford et al. 2010; Khot)هاي شیمیایی گزارش شود  آفتكش

et al. 2012 .)هاي شیمیایی  از آنجا كه فرآیند رشد و واكنش

فتند، مقدار مشخصی از ماده در ا كاتالیستی در سطح اتفاق می

 بندي دانهتر از همان مقدار ماده با  مقیاس نانومتر بسیار فعال

ها ممكن است  این ویژگی(. Limbach et al. 2007) استتر  بزرگ

و منجر به باشد بر روي سلامتی و محیط زیست اثر منفی داشته 

از یی نانو نقره گستره بالا .شودنقره  نانوذراتبروز مسمومیت با 

ي گرم منفی و گرم مثبت را تحت تاثیر خود قرار  ها باكتري

 Karimi and Mohseni Fard 2017; Karimi and) دهد می

Sadeghi 2019) .بررسی علمی  نتایج یک(Sondi and Salopek-

Sondi 2004 ) نشان داد كه ویژگی بازداري از رشد نانونقره در

نقره و همچنین  نانوذراتوابسته به میزان غلظت   برابر باكتري

در بررسی دیگري . هاي كشت شده دارد غلظت اولیه باكتري

(Kim et al. 2007 ) از هر دو گروه باكتریایی گرم منفی

(Escherichia coli ) و گرم مثبت(Staphylococcus aureus )

نتایج این . براي مطالعه اثرات ضد باكتریایی نانونقره استفاده شد

هاي گرم منفی از  كه تاثیرپذیري باكتري مطالعه نشان داد

دهد  برخی مطالعات نشان می. هاي گرم مثبت بیشتر است باكتري

ها ارتباط  نیز با میزان بازداري از رشد باكتري نانوذراتكه شكل 

اي و  دارد و اشكال سه گوش و مثلثی در مقایسه با اشكال میله

 Tran)ر هستند ت كروي و همچنین فرم یونی نقره به مراتب كشنده

et al. 2013 .)ی نانونقره میكروبي ضد ها دلیل تعدد مكانیسم به

توانند نسبت به نقره سازگار شوند و یا  نمی ها میكروارگانیسم

عدم ایجاد  تواند در كنار مزیت این مسئله می. مقاومت پیدا كنند

زنگ خطري براي ورود  در دنیاي پزشكی، مقاومت به نانوسیلور

چرا كه طبیعت به ویژه . به محیط زیست نیز باشد قرهن نانوذرات

 عملكرد دارايی مفید و هاي خاكی سرشار از فلور میكروب محیط

هایی كه در فرایند دنیتریفیكاسیون نقش  آسیب به باكتري. هستند

گسست برگشت ناپذیر این فرایند طبیعی خواهد موجب دارند 

وژن تبدیل نموده و با ها نیترات اضافی را به نیتر این باكتري. شد

با تخریب این . شود می كماین كار نیترات تجمع یافته در محیط 

، یافتهكاهش  جذب گیاهان در محیطنیترات  افزایشفرایند و 

نیترات اضافی در آب نوشیدنی ظاهر شود و  می آلودهاكوسیستم 

هاي خاک در  برخی از باكتري (.Throback et al. 2007)د شو می

ثر بوده و حضورشان در ؤرل بیمارگرهاي مهم گیاهی مفرایند كنت

مزایاي . شود خاک موجب كاهش مصرف سموم كشاورزي می

ویژه انواع بومی آن در مدیریت  هها ب استفاده از این باكتري

بیمارگرهاي زراعی و افزایش رشد گیاهان مطالعه و گزارش شده 

 Karimi et al. 2012; Sadeghi et al. 2012; Sadeghi et)است 

al. 2014.) ها تیفعال كه است خاک از يمحدود منطقه ریزوسفر 

 ژهیو هب و يولوژیب يرو بر دار یمعن طور به اهیگ شهیر ترشحات و

 گرید يها قسمت به مقابل در. گذارد یم اثر آن يها سمیكروارگانیم

اگر چه تنوع . ندیگو یم( bulk) بالک ،ریزوسفر هیناح از ریغ خاک

تري در نواحی ریزوسفري بیشتر از بالک است اما و جمعیت باك

 Raaijmakers et) هر دو ناحیه در تعادل اكوسیستم اهمیت دارند

al. 2009.)  به ( دوزهاي سمی)نانونقره  ورود مقادیر بالاي

هاي بیوكنترل و  خاكی، جمعیت موثر میكروارگانیسم هاي محیط

میكروبی محرک رشد گیاه را در طبیعت كم كرده و سبب فقر 

 و دارد یانتخابغیر  یكروبیضد م ریتاثنانونقره . شود ها می خاک

 یكروبیم فلور تر ساده انیب به. كند یمعمل  فیالط عیصورت وس به

 ریتاث تحت زمان هم طور به مفید غیر یا و مفید هاي باكتري از اعم

 نهیزم نیلازم است در ا بنابراین. ردیگ یم قرار نانونقره

 نیتدوی علم مراجع توسط نهیبه مقادیرمصرف  ياستانداردها

 يریجلوگ یخاك يها طینانونقره به مح هیروی ب ورود از تا شود

مختلف از دو نوع  مقادیر ریتاث انیمطالعه با هدف ب نیا. شود

  مقدمه
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ناحیه بالک و خاک  نقره بر نانوذراتفرمولاسیون مختلف از 

 .انجام شد گیاه پنبه ریزوسفر

 

هاي  دو فرمولاسیون به نام، نقره نانوذراتاندازه  یبررس ايبر

LS2000  وL2000 تولید شركت نانو نصب پارس استفاده شد. 

دقیقه با سونیكاتور  9مدت  لیتر از هر فرمولاسیون به میلی 69

فرمولاسیون همگن شده براي بررسی متوسط . پروبی تیمار شد

 Dynamic Light)ز تكنیک برداري ا نقره با بهره نانوذراتاندازه 

Scattering )DLS  توسط دستگاهParticle Size Analyser  مدل

Stabiizer 200 جهت . مورد سنجش و ارزیابی قرار گرفت

بار تكرار  0گیري  تكرارپذیري روش سنجش اندازه اطمینان از

آوري و به توده مختلف جمع 9از  ،خاک مزرعهبراي آنالیز  .شد

كیلوگرم از خاک براي آنالیز  1مقدار . شدخوبی مخلوط 

خاک شناسی  مرجعمشخصات و مواد آلی و معدنی به آزمایشگاه 

 . مورد آزمایش قرار گرفت وارسال  دانشگاه تهران

 فلور يرو بر نانونقرهموثر  غلظتدامنه  تعیینارزیابی اولیه جهت 

و  1444، 944، 694، 144، صفرهاي  غلظت، خاک باكتریایی كل

 نانوذرات L2000و  LS2000ام از دو فرمولاسیون  پی پی 6444

جهت حذف رشد فلور )سیكلوهگزامید   بیوتیک همراه با آنتی هنقر

 لیتر محیط مایع میلی 94یتر به گرم در ل میلی 144با غلظت ( قارچی

TSB (Tryptic Soy Broth)  استریل اضافه شد (Cho et al. 

گرم از هر نمونه  144براي تهیه سوسپانسیون میكروبی . (2005

كلرید )خاک مزرعه وزن شد و با استفاده از سرم فیزیولوژي 

سوسپانسیون . لیتر رسید  میلی 944به حجم ( درصد 5/4سدیم 

 194ساعت در انكوباتور شیكردار با دور  0دت م حاصل به

میكرولیتر از سوسپانسیون حاصل به هر ارلن  944. نگهداري شد

در شیكر انكوباتوردار در ( ها ارلن. نقره اضافه شد نانوذراتحاوي 

. دور در دقیقه نگهداري شدند 194گراد با  درجه سانتی 69دماي 

نجی دستگاه روز، با استفاده از سیستم طیف س 0پس از 

در طول  ODمیكروپلیت ریدر رشد فلور میكروبی با خواندن 

پس از (. Choi and Hu 2008. )نانومتر ارزیابی شد 244موج 

هاي بالاي  ارزیابی تاثیر غلظت)بررسی نتایج آزمایش فوق 

و ، 69، 14، 9، صفرهاي پایین شامل  تاثیر غلظت( نقره نانوذرات

مطابق روش  L2000و  LS2000ن ام از دو فرمولاسیو پی پی 94

 .فوق بررسی شد

هاي  در گلدان( رقم كوكر) پنبه بذوري، ا گلخانه هاي در ارزیابی

كیلویی پر شده با خاک مزرعه پنبه واقع در ورامین  6اتیلن  پلی

هاي  غلظتها با  هاي خاک قبل از پر كردن گلدان توده. كشت شد

و  L2000مولاسیون ام از هر دو فر پی پی 94و 69، 14، 9، صفر

LS2000 طیشراها در گلخانه با  گلدان. نقره مخلوط شد نانوذرات 

ساعت  9 ساعت روشنایی و 12 مشابه شرایط مزرعه شامل شامل

درجه  69و دماي شب  گراد درجه سانتی 04دماي روز  تاریكی و

 Throback) ي شدنگهداردرصد  99رطوبت نسبی  گراد و سانتی

et al. 2007) .زمایش در قالب طرح كاملا تصادفی با سه این آ

در  ریزوسفربرداري از خاک ناحیه بالک و  نمونه. تكرار انجام شد

، تشكیل كاسبرگ (مرحله اول)ي ا هفته دوسه مرحله گیاهچه 

ها تا  نمونه. انجام شد( مرحله سوم)و تشكیل غوزه ( مرحله دوم)

درجه  94زمان بررسی در آزمایشگاه در فریزر با دماي منفی 

فلور  یبررسدر ادامه نیز جهت  .گراد نگهداري شدند سانتی

یک گرم از خاک بالک و  ،خاکباكتریایی ناحیه بالک و ریزوسفر 

 5/4لیتر سرم فیزیولوژي حاوي  میلی 14یا ناحیه ریزوسفري به 

 دقیقه در شیكر با دور 19درصد كلرید سدیم اضافه و به مدت 

rpm 94 میكرولیتر از سوسپانسیون  144مقدار . نگهداري شد

 TSA (Tryptone Soya Agar)حاصل بر روي محیط كشت 

ها در  پلیت. ریخته و با استفاده از پیپت پاستور پخش شد

 60پس از . گراد نگهداري شد درجه سانتی 69انكوباتور در دماي 

هاي ظاهر شده بر روي سطح محیط كشت شمارش  ساعت كلنی

با  فلور باكتریایی زیآنالبراي همچنین . (Pascual et al. 2016) شد

استفاده از   گرم خاک با 1از  DNA استخراجنیز  DGGEسامانه 

(MO BIO Laboratories, Inc)Ultra Clean soil DNA kit  و بر

از  PCR-DGGEبراي آنالیز  .اساس دستورالعمل آن انجام شد

16s rRNA (GC U968F/L1401R )جفت آغازگر اختصاصی ژن 

 :GC U968F با توالی

5'CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGC

ACGGGGGGAACGCGAAGAACCTTAC-3'  وL1401R: 

5'-CGGTGTGTACAAGACCC-3' ییدمابرنامه . شد استفاده 

 به C° 50 هیواسرشت اول يدما شامل اي پلیمراز زنجیرهواكنش 

 5              4              3              2               ها روش و مواد
              2              3             4              5 2             3            4            5 2              3            4             5 2         3          4          5       1Kb Plus 

  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
98

.1
4.

1.
7.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

10
 ]

 

                             3 / 10

http://www.horiba.com/scientific/products/particle-characterization/technology/dynamic-light-scattering/
http://www.horiba.com/scientific/products/particle-characterization/technology/dynamic-light-scattering/
http://www.horiba.com/scientific/products/particle-characterization/technology/dynamic-light-scattering/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1398.14.1.7.1
https://mg.genetics.ir/article-1-36-fa.html


 ابراهیم کریمی و همکاران  ...اثير نانوذرات نقره بر فلور باکتريايی خاک بالک وت

 

 44  1318 بهار/ 1شماره / چهاردهمدوره / ژنتيک نوین

 

به مدت  C° 50واسرشت  يدما با ریچرخه تكث 09 ،قهیدق 0مدت 

 C° 26 ریتكث يدما ،قهیدق 1 مدت به C° 99اتصال  يدما ،قهیدق 1

 بود قهیدق 9به مدت  C° 26 یینها ریتكث يدما و قهیدق 1به مدت 

(Saito et al. 2007) . با استفاده  اي پلیمراز زنجیرهمحصول واكنش

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis )از سامانه 

درصد  9ر روي ژل پلی اكریل آمید و ب Bio-Radساخت شركت 

كننده اوره و  درصد از مواد واسرشت 64-24محتوي شیب 

ساعت با ولتاژ  9گراد به مدت  درجه سانتی 24فرمامید و با دماي 

ها ظرف حاوي  ژل ،پس از الكتروفورز. ولت الكتروفورز شد 194

دقیقه  09تا  04به مدت ( مقطر رقیق شده در آب 1:1444)ژل رد 

سیستم  UVآمیزي و با استفاده از نور  شرایط تاریكی رنگدر 

Syngene GBox Gel Documentation System  مشاهده شد

(Das et al. 2007.) 

 

متوسط اندازه ذرات  داد نشان نقره نانوذراتاندازه بررسی  جینتا

 5/5و  1/6ترتیب برابر با  به L2000و  LS2000فرمولاسیون در دو 

فرمولاسیون ذرات چنین محدوده توزیع اندازه  هم. استنانومتر 

LS2000  1/4) نانومتر 15/19تا ( درصد 49/0) نانومتر 2/1از 

( درصد 29/61)نانومتر  40/5از  L2000فرمولاسیون در و ( درصد

مورد  کخا زیآنال (.1شكل )بود ( درصد 1/4)نانومتر  9/100تا 

اک استفاده شده برابر با خمطالعه نیز نشان داد هدایت الكتریكی 

dS/m 51/4 هاي غیر شور قرار داشت و در محدوده خاک .

مناسب براي  و در دامنه نسبتاً 59/2خاک برابر با ( pH)اسیدیته 

میزان پتاسیم و فسفر قابل استفاده و ماده آلی خاک . كشت پنبه بود

در مورد مقدار عناصر میكرو . نیز در دامنه قابل قبول قرار داشت

جز عنصر روي، دیگر عناصر در دامنه مناسب غذایی قرار  هب

 (.1 جدول) داشتند

 يرو برموثر نانوذرات نقره  غلظتدامنه  تعییندر ارزیابی اولیه 

در مزرعه خاک  ونیكشت سوسپانس جینتاخاک  باكتریایی كل فلور

، 144هاي  در هیچ یک از غلظتنشان داد كه  عیما TSA طیمح

و  L2000ام از دو فرمولاسیون  پی پی 6444و  1444، 944، 694

LS2000 كشت سوسپانسیون خاک . هیچ نوع باكتري رشد نكرد

با توجه به . اي یكسان داشت جامد نیز نتیجه TSAبر روي محیط 

تر  هاي پایین اثر ممانعتی بسیار زیاد مشاهده شده، از غلظت

گین مقایسه میان. ادامه بررسی استفاده شدنقره براي  نانوذرات

ها در این آزمایش نشان داد تعداد باكتري كل در واحد حجم داده

تحت تاثیر غلظت و ( p≤0.01)داري  طور معنی محیط كشت به

فرمولاسیون  ام پی پی 9در غلظت . نقره قرار داشت نانوذراتاندازه 

LS2000  142تعداد باكتري كل از
لیتر محیط  سلول در هر میلی 9×

149كشت به 
و بالاتر از آن به صفر كاهش  14ت و در غلظ 6×

بر روي محیط كشت نیز  L2000فرمولاسیون در مورد . یافت

جمعیت باكتریایی رشد ام  پی پی 69  تا صفرهاي  غلظت حاوي

  .دیده شد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 L2000فرمولاسیون ( و ب LS2000فرمولاسیون ( نمودار محدوده توزیع اندازه نانوذرات نقره در الف -1شكل 

  نتایج

 (غلظت صفر)شاهد 
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 اي هاي گلخانه نتایج آنالیز خاک مورد استفاده در آزمون -1جدول 
روي 

(mg/kg) 

مس 

(mg/kg) 

منگنز 

(mg/kg) 

آهن 

(mg/kg) 

فسفر  بافت خاک

(ppm) 

پتاسیم 

(ppm) 

ازت كل 

(%N) 

ماده آلی 

(%OM) 

pH EC 

(dS/m) 

0/1 42/1 6/11 5 C.L 62/5 6/209 1/1 40/11 59/2 51/4 

 
 فرمولاسیون نانوذرات نقرههاي مختلف دو  غلظت انس تغییرات فلور كل باكتریایی خاک پنبه تحت تاثیرتجزیه واری -6جدول 

 (MS)میانگین مربعات  (df)درجه آزادي  منابع تغییرات

49662/95 1 فرمولاسیون ** 

24262/99 0 غلظت ** 

14962/19 0 غلظت×فرمولاسیون ** 

44600/4 64 خطا  

   65 كل

CV  61/1  

 درصد یکح دار در سط ف معنیلادهنده اخت نشان** 

 

 L2000بررسی نتایج نشان داد تاثیر ممانعت از رشد فرمولاسیون 

اي كه جمعیت باكتري  بود؛ به گونه LS2000كمتر از فرمولاسیون 

142ترتیب  از آن به ام پی پی 69و  14، 9هاي  كل در غلظت
×9/1 ،

142
149 و 0/1×

با توجه به نتایج . (6و جدول  6شكل )بود  1×

اي از  هاي گلخانه دست آمده از این دو آزمایش در بررسی به

 .ام استفاده شد پی پی 94تا  4هاي  غلظت

 

 
هاي  غلظت باكتریایی خاک مزرعه پنبه تحت تاثیركل  فلورتغییرات  -6شكل 

 نانوذرات نقره L2000و  LS2000فرمولاسیون مختلف دو 

 

در  یی ناحیه بالک و ریزوسفر خاکبررسی فلور باكتریانتایج 

برداري، تاثیر  نشان داد كه در هر سه مرحله نمونهشرایط گلخانه 

 L2000بیشتر از فرمولاسیون  LS2000بازدارندگی فرمولاسیون 

در هر دو فرمولاسیون با افزایش میزان غلظت، تعداد . بود

 جمعیت. كم شد( P≤0.01)داري  طور معنی هاي باكتریایی به كلنی

برداري و رشد  دست آمده در مراحل مختلف نمونه هباكتریایی ب

هاي  در خاک بالک تیمار شده با غلظت. گیاه نیز متفاوت بود

 LS2000ام  پی پی 94جز غلظت  مختلف از هر دو فرمولاسیون به

هاي  در نمونه (.0و جدول  0 شكل)رشد باكتري مشاهده شد 

اي مرحله دوم و سوم ه  مربوط به خاک ریزوسفري به جز نمونه

ام رشد باكتري  پی پی 94و  69هاي  در غلظت L2000تیمار 

فلور  زیآنالچنین در  هم (.0و جدول  0شكل )مشاهده نشد 

حاصل از  PCRدست آمده از  ج بهنتای، DGGEبا سامانه  باكتریایی

 16S rDNAمربوط به ژن  GC U968F/L1401Rجفت آغازگر 

 bp، یک باند نزدیک به یک درصد باكتریایی بر روي ژل آگارز

هاي تهیه شده از ناحیه بالک و ریزوسفر  را در همه نمونه 044

این باند  .نشان داد LS2000و  L2000تحت تاثیر دو فرمولاسیون 

هاي مربوط به خاک بالک و ریزوسفري تحت تاثیر  در نمونه

هاي خاک تحت تاثیر  در مقایسه با نمونه L2000فرمولاسیون 

 (.9شكل )تر بود  تر و ضخیم واضح LS2000سیون فرمولا

 

 
 

             2              3              4              5 
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تحت ( تشكیل غوزه)و مرحله سوم ( تشكیل كاسبرگ)مرحله دوم ( گیاهچه)باكتریایی خاک بالک در مراحل مختلف رشد پنبه مرحله اول  فلورتغییرات لگاریتم  -0شكل 

 رهنانوذرات نق LS2000و  L2000دو فرمولاسیون  هاي مختلف لظتغتاثیر 

 
تشكیل )و مرحله سوم ( تشكیل كاسبرگ)مرحله دوم ( گیاهچه)در سه مرحله از رشد پنبه شامل مرحله اول  فلور باكتریایی خاک ریزوسفرتغییرات لگاریتم  -0شكل 

 نانوذرات نقره LS2000و  L2000دو فرمولاسیون  هاي مختلف تحت تاثیر غلظت( غوزه

 
 هاي مختلف دو فرمولاسیون نانوذرات نقره لظتغدر مراحل رشدي پنبه تحت تاثیر باكتریایی خاک بالک و ریزوسفر  تغییرات فلورتجزیه واریانس  -0جدول 

 (df)درجه آزادي  منابع تغییرات
 (MS)میانگین مربعات 

 فلور ناحیه ریزوسفر فلور ناحیه بالک

92429/1 6 مراحل رشد ** 422/04 ** 

20061/0 1 فرمولاسیون ** 9910/640 ** 

01699/9 0 غلظت ** 2552/166 ** 

×فرمولاسیون مراحل رشد   6 09091/4 ** 5601/4 ** 

× غلظت مراحل رشد   9 20910/4 ** 4209/0 ** 

× غلظت فرمولاسیون   0 56691/4 ** 9699/64 ** 

× غلظت فرمولاسیون  × مراحل رشد   9 01055/4 ** 0929/9 ** 

44090/4 24 خطا  44602/4  

   95 كل

CV  19/6  60/1  

 درصد یکح دار در سط ف معنیلادهنده اخت نشان* *
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( ي گیاهچه پنبه تیمار شده با نانوذرات نقره الفریزوسفراستخراج شده از خاک ( DNA)ماده وراثتی  از روي 16S rDNAژن  PCRمحصول  bp044باند  -9شكل 

 .ام هستند پی پی 94و  69، 14، 9، صفرهاي  غلطت ترتیب نمایشگر به 9تا  1هاي  شماره. LS2000فرمولاسیون ( ب L2000فرمولاسیون 

 

 
سمت چپ  L2000سمت راست فرمولاسیون . ي گیاهچه پنبه تیمار شده با نانوذرات نقرهریزوسفر( بالک و ب( در خاک الف 16S rRNAژن  DGGEپروفایل  -2شكل 

 .ام هستند پی پی 94و  69، 14، 9، صفرهاي  ترتیب نمایشگر غلطت به 9تا  1هاي  شماره. LS2000فرمولاسیون 

 

بر روي ژل اكریل  DGGEالكتروفورز این تک باند با دستگاه 

درصد حاوي شیب مواد دناتوره كننده نشان داد كه  9آمید 

تاثیر  L2000در مقایسه با فرمولاسیون  LS2000فرمولاسیون 

بیشتري بر فلور باكتریایی هر دو منطقه بالک و ریزوسفر در هر 

این تاثیر با افزایش غلظت هر دو . برداري داشت نمونهسه مرحله 

ضخامت تعدادي از باندها با . فرمولاسیون نسبت مستقیم داشت

كاهش . نقره افزایش ویا كاهش یافت نانوذراتافزایش غلظت 

ام  پی پی 94و  69در خاک تیمار شده با غلظت  aقابل توجه باند 

این كاهش براي . ه شدنقره مشاهد نانوذراتاز هر دو فرمولاسیون 

نقره از نوع فرمولاسیون  نانوذراتهاي پایین تر  از غلظت cباند 

L2000  شروع و در فرمولاسیونLS2000 طور كامل حذف شد به .

و  L2000در تیمارهاي فرمولاسیون  bتغییر از نوع افزایش در باند 
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شكل )نیز مشاهده شد  LS2000در فرمولاسیون  dافزایش باند 

2 .)  

 

بسیاري از تحقیقات در زمینه سمیت نانومواد در شرایط 

هاي خالص  ها و كشت بر روي سویه و( in vitro)آزمایشگاهی 

 زیادي از تحقیق در شرایط طبیعی وجود  انجام شده و گزارش

گذاري در زمینه  پیش از انجام هرگونه قانونبنابراین، . ندارد

 in) نزدیک به شرایط واقعیو  اطلاعات جامع آوري جمعنانومواد، 

vivo) محصولات نانو بر سلامتی انسان و محیط  ثیرأت درباره

 Zhang and Karn 2005; Wiesner)لازم و ضروري است زیست 

et al. 2006; Klaine et al. 2008.) جدید   هاي علمی بررسی

خطرات  درست از درک زمینه ها در چالشوجود برخی حاكی از 

(. Maynard et al. 2006; Holden et al. 2013)نانومواد هستند 

نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد كه غلظت و اندازه 

، دو in vivoو  in vitroهاي  مورد استفاده در آزمون نانوذرات نقره

. فاكتور مهم و تاثیرگذار در توان كشندگی این محصولات هستند

 ،رات آنو كاهش اندازه ذ نانوذرات نقرهبا افزایش غلظت 

جمعیت باكتریایی موجود در دو ناحیه بالک و ریزوسفري خاک 

با  ،نقرهنانو میكروبی سمیت. داري كاهش داشت طور معنی به

بسیار  ،دنبال آن افزایش سطح واكنش دن ذرات و بهش تر كوچک

و فعالیت بیولوژیكی مواد  شیمیاییوفیزیك هاي ویژگی .رود بالا می

شود  تقویت میشان  لت ماكروسكوپیدر مقیاس نانو نسبت به حا

(Oberdorster et al. 2005; Maynard et al. 2006.)  این موضوع

و  L2000تواند با كشندگی بالاي نانونقره در دو فرمولاسیون  می

LS2000 (نانومتر 5/5نانومتر و  1/6ترتیب  به )كار رفته در این  به

 . پژوهش مرتبط باشد

هاي مولكولی گوناگونی جهت دستیابی به تنوع ژنتیكی فلور  روش

ها، استفاده از  یكی از این روش. است میكروبی خاک استفاده شده

هاي دیگر  است كه دقت بالاتري نسبت به روش DGGEسامانه 

 .May et al. 2001; Smalla et al. 2001; Nikolcheva et al)دارد 

2003; Das et al. 2007 .)هاي مرسوم در  روش بر خلاف

شناسی سنتی و مبتنی بر محیط كشت در بررسی با  میكروب

هاي غیر قابل كشت میكروبی را  توان گونه می DGGEاستفاده از 

(. Karimi and Mohammadi 2014)نیز مورد ارزیابی قرار داد 

نقره بر فلور باكتریایی  نانوذراتدست آمده از بررسی تاثیر  نتایج به

در این مطالعه نشان داد با  DGGEاده از سامانه خاک با استف

نقره از شمار و  نانوذراتچنین كاهش اندازه  افزایش غلظت و هم

همچنین ضخامت باندهاي موجود در ژل اكریل آمید مربوط به 

نتایج این . شود هاي ناحیه بالک و ریزوسفر كاسته می نمونه

تنی بر كشت در هاي میكروبیولوژیكی مب با نتایج ارزیابی آزمایش

انجام شده در قسمت اول این هاي كشت مایع و جامد  محیط

تفاوت الگوي باندهاي تكثیر شده . مطابقت داشتمطالعه 

هاي تیمار  هاي باكتریایی موجود در خاک دهنده تفاوت گونه نشان

از این . است L2000و  LS2000شده با دو نوع فرمولاسیون 

هاي  تحمل یا تاثیرپذیري گونهتوان نتیجه گرفت كه  مشاهدات می

. نقره متفاوت است نانوذراتمیكروبی در برابر اندازه و غلظت 

كاهش شدید تعداد باندها در مقایسه با شاهد بازگوكننده تاثیر 

در مطالعات مشابه . نقره بر فلور خاک است نانوذراتقابل توجه 

هاي میكروبی گزارش  نقره بر گونه نانوذراتتاثیر متفاوت 

 Bradford et al. 2009; Sun et al. 2013; Gavanji et)است  هشد

al. 2013; Kumar et al. 2014.) 

توان گفت استفاده بی رویه و بدون  عنوان نتیجه كلی می به

نقره در بحث بهداشت محیط و مزرعه  نانوذراتمدیریت از 

هر . تواند اثرات منفی زیادي بر روي محیط زیست داشته باشد می

تر باشد افزایش غلظت آن بر شدت  ازه این ذرات كوچکچه اند

بنابراین در مورد كنترل . ضدیت میكروبی آن خواهد افزود

هاي  جز موارد استثنا مانند برخی سویه زا به هاي بیماري باكتري

لزوم . تر استفاده شود مقاوم به دارو بهتر است از ذرات بزرگ

ن محصولاتی براي هاي نظارتی در بحث تولید چنی ورود سازمان

نقره و جلوگیري از  نانوذراتترویج مصرف بهینه و كنترل شده از 

 .هاي زیست محیطی ضروري است آلودگی

 

 

 

  بحث

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
98

.1
4.

1.
7.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

10
 ]

 

                             8 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1398.14.1.7.1
https://mg.genetics.ir/article-1-36-fa.html


 ابراهیم کریمی و همکاران  ...تاثير نانوذرات نقره بر فلور باکتريايی خاک بالک و

 

 1318بهار / 1شماره / چهاردهمدوره / ژنتيک نوین 61

 

 
Bradford A, Handy RD, Readman JW, Atfield A, Muhling 

M (2009) Impact of silver nanoparticle contamination on 

the genetic diversity of natural bacterial assemblages in 

estuarine sediments. Environmental Science and 

Technology 43:4530-4536. 

Cho KH, Park JE, Osaka T, Park SG. (2005) The study of 

antimicrobial activity and preservative effects of 

nanosilver ingredient. Electrochimica Acta 51:956-960. 

Choi O, Hu Z (2008) Size dependent and reactive oxygen 

species related nanosilver toxicity to nitrifying bacteria. 

Environmental Science and Technology 42:4583-4588. 

Das M, Royer TV, Leff LG (2007) Diversity of fungi, 

bacteria, and actinomycetes on leaves decomposing in a 

stream. Applied and Environmental Microbiology 73:756-

767. 

Davoudi A (2008) Application of nanosilver in decreasing 

of epiphytic community and management of fire blight in 

Qazvin gardens. In: 18
th

 Iranian plant protection congress, 

Iran, Bu-Ali Sina University, (In Farsi). 

Gavanji S (2013) The effects of silver nano particles on 

microorganisms: a review. Applied Scientific Reports 

1:50-56. 

Holden PA, Nisbet RM, Lenihan HS, Miller RJ, Cherr 

GN, Schimel JP, Gardea-Torresdey JL, Univ C (2013) 

Ecological nanotoxicology: integrating nanomaterial 

hazard considerations across the subcellular, population, 

community, and ecosystems levels. Accounts of Chemical 

Research 46:813-822. 

Karimi E, Mohammadi A (2014) Principles of 

environmental and indusrrtial microbiology. Aradbook, 

Tehran. (In Farsi). 

Karimi E, Mohseni Fard E (2017) Nanomaterial effects on 

soil microorganisms, In: Nanoscience and plant-soil 

systems, soil biology. Ghorbanpour M, Manika K, Varma 

A (Eds.) Springer International Publishing AG, 137-200. 

Karimi E, Sadeghi A (2019) Toxicity effect of silver 

nanoparticles on two plant growth promoting Streptomyces 

spp. strains, phytopathogenic fungi Fusarium solani and 

phytopathogenic oomycetes Pythium aphanidermatum and 

Pythium ultimum. Modares Journal of Biotechnology 

10:23-27. 

Karimi E, Sadeghi A, Abbaszade Dehajib P, Dalvanda Y, 

Omidvarib M, Kakuei Nezhad M (2012) Biocontrol 

activity of salt tolerant Streptomyces isolates against 

phytopathogens causing root rot of sugar beet. Biocontrol 

Science and Technology 22:333-349. 
Katouli N, Rahnama K (2007) Study on nanosilver effect 

on mycelial growth of Fusarium moniliforme causal agent 

of root rot and crown rot of rice and corn. Journal of 

Phytopathology and Food 1:6-14. (In Farsi). 

Katouli N, Rahnama K (2008) Study on nanosilver effect 

on mycelial growth of Fusarium moniliforme causal agent 

of root rot and crown rot of rice and corn. In: 18
th

 Iranian 

plant protection congress, Iran, Bu-Ali Sina University, (In 

Farsi). 

Khot LR, Sankaran S, Maja JM, Ehsani R, Schuster EW 

(2012) Applications of nanomaterials in agricultural 

production and crop protection: A review. Crop Protection 

35:64-70. 

Kim JS, Kuk E, Yu KN, Kim JH, Park SJ, Lee HJ, Kim 

SH, Park YK, Park YH, Hwang CY, Kim YK, Lee 

YS, Jeong DH, Cho MH (2007) Antimicrobial effects of 

silver nanoparticles. Nanomedicine 3:95-101. 
Klaine SJ, Alvarez PJJ, Batley GE, Fernandes TF, Handy 

RD, Lyon DY, Mahendra S, McLaughlin MJ, Lead JR 

(2008) Nanomaterials in the environment: behavior, fate, 

bioavailability, and effects. Environmental Toxicology and 

Chemistry 27:1825-1851. 

Kumar N, Palmer GR, Shah V, Walker VK (2014) The 

effect of silver nanoparticles on seasonal change in arctic 

tundra aacterial and fungal assemblages. PLoS ONE 

9:99953. 

Limbach LK, Wick P, Manser P, Grass RN, Bruinink A, 

Stark WJ (2007) Exposure of engineered nanoparticles to 

human lung epithelial cells: Influence of chemical 

composition and catalytic activity on oxidative stress. 

Environmental Science and Technology 41:4158-4163. 

May LA, Smiley B, Schmidt MG (2001) Comparative 

denaturing gradient gel electrophoresis of fungal 

communities associated with whole plant corn silage. 

Canadian Journal of Microbiology 47:829-841. 

Maynard AD, Aitken RJ, Butz T, Colvin V, Donaldson K, 

Oberdörster G, Philbert MA, Ryan J, Seaton A, Stone V, 

Tinkle SS, Tran L, Walker NJ, Warheit DB (2006) Safe 

handling of nanotechnology. Nature 444:267-269. 

Nikolcheva LG, Cockshutt AM, Bärlocher F (2003) 

Determining diversity of freshwater fungi on decaying 

leaves: comparison of traditional and molecular 

approaches. Applied and Environmental Microbiology 

69:2548-2554. 

Nowack B, Krug HF, Height M (2011) 120 Years of 

nanosilver history: implications for policy makers. 

Environmental Science and Technology 45:1177-1183. 
Oberdorster G, Maynard A, Donaldson K, Castranova V, 

Fitzpatrick J, Ausman K, Carter J, Karn B, Kreyling W, 

Lai D, Olin S, Monteiro- Riviers N, Warheit D, Yan H 

(2005) Principles for characterizing the potential human 

health effects from exposure to nanomaterials: elements of 

a screening strategy. Particle and Fibre Toxicology 2:8. 

Pascual J, Blanco S, García-López M, García-Salamanca 

A, Bursakov SA, Genilloud O, Bills GF, Ramos JL, Van 

Dillewijn P (2016) Assessing bacterial diversity in the 

rhizosphere of Thymus zygis growing in the Sierra Nevada 

National Park (Spain) through culture-dependent and 

independent approaches. PLoS One 11:1-19. 

Raaijmakers JM, Paulitz TC, Steinberg C, Alabouvette C, 

Moenne-Loccoz Y (2009) The rhizosphere: a playground 

and battlefield for soil borne pathogens and beneficial 

microorganisms. Plant and Soil 321:341-361. 

Sadeghi A, Karimi E, Abaszadeh Dahaji P, Ghorbani Javid 

M, Dalvand Y, Askari H (2012) Plant growth promoting 

activity of an auxin and siderophore producing isolate of 

Streptomyces under saline soil conditions. World Journal 

of Microbiology and Biotechnology 28:1503-1509. 

  منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
98

.1
4.

1.
7.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

10
 ]

 

                             9 / 10

http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Bradford+Adam&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Handy+Richard+D&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Readman+James+W&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=Atfield+Andrew&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/action/doSearch?text1=M%C3%BChling+Martin&field1=Contrib
http://pubs.acs.org/journal/esthag
http://pubs.acs.org/journal/esthag
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18605590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18605590
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuk%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20KN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20YK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hwang%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20YK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeong%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cho%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17379174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17379174
https://uthealth.influuent.utsystem.edu/en/persons/gerald-f-bills
https://uthealth.influuent.utsystem.edu/en/publications/assessing-bacterial-diversity-in-the-rhizosphere-of-thymus-zygis-
https://uthealth.influuent.utsystem.edu/en/publications/assessing-bacterial-diversity-in-the-rhizosphere-of-thymus-zygis-
https://uthealth.influuent.utsystem.edu/en/publications/assessing-bacterial-diversity-in-the-rhizosphere-of-thymus-zygis-
https://uthealth.influuent.utsystem.edu/en/publications/assessing-bacterial-diversity-in-the-rhizosphere-of-thymus-zygis-
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1398.14.1.7.1
https://mg.genetics.ir/article-1-36-fa.html


 ابراهیم کریمی و همکاران  ...اثير نانوذرات نقره بر فلور باکتريايی خاک بالک وت

 

 67  1318 بهار/ 1شماره / چهاردهمدوره / ژنتيک نوین

 

Sadeghi A, Soltani BM, Salehi Jouzani G, Karimi E, 

Khayam Nekouei M, Sadeghizadeh M (2014) Taxonomic 

study of a salt tolerant Streptomyces sp. strain C-2012 and 

the effect of salt and ectoine on lon expression level. 

Microbiological Research 169:232-238 

Saito A, Ikeda S, Ezura H, Minamisawa K (2007) 

Microbial analysis of the phytosphere using culture-

independent methodolofies. Microbes and Environments 

22:93-105. 

Sanford J, Venkatapathy R (2010) State of the science 

literature review: everything nanosilver and more. In: 

Varner K (Ed.) Scientific, technical, research, engineering, 

and modeling support final report. US Environmental 

Protection Agency, Office of Research and Development; 

Washington DC, 1-197. 

Smalla K, Wieland G, Buchner A, Zock A, Parzy J, Kaiser 

S, Roskot N, Heuer H, Berg G (2001) Bulk and 

rhizosphere soil bacterial communities studied by 

denaturing gradient gel electrophoresis: plant-dependent 

enrichment and seasonal shifts revealed. Applied and 

Environmental Microbiology 67:4742-4751. 
Sondi I, Salopek-Sondi B (2004) Silver nanoparticles as 

antimicrobial agent: A case study on E. coli as a model for 

gram-negative bacteria. Journal of Colloid and Interface 

Science 275:177-182. 

Sun X, Sheng Z, Liu Y (2013) Effects of silver 

nanoparticles on microbial community structure in 

activated sludge. Science of the Total Environment 

443:828-835. 

Throback IN, Johansson M, Rosenquist M, Pell M, 

Hansson M, Hallin S (2007) Silver (Ag
+
) reduces 

denitrification and induces enrichment of novel nirK 

genotypes in soil. FEMS Microbiology Letters 270:189-

194 

Tran QH, Nguyen VQ, Le AT (2013) Silver nanoparticles: 

synthesis, properties, toxicology, applications and 

perspectives. Advances in Natural Sciences: Nanoscience 

and Nanotechnology 4:033001. 

Wiesner MR, Lowry GV, Alvarez P, Dionysiou D, Biswas 

P (2006) Assessing the risks of manufactured 

nanomaterials. Environmental Science and Technology 

40:4336-4345. 

Zhang WX, Karn B (2005) Nanoscale environmental 

science and technology: challenges and opportunities. 

Environmental Science and Technology 39:94-95. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
98

.1
4.

1.
7.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

10
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23246663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sheng%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23246663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23246663
http://pubs.acs.org/journal/esthag
http://pubs.acs.org/journal/esthag
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1398.14.1.7.1
https://mg.genetics.ir/article-1-36-fa.html
http://www.tcpdf.org

