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  چکیده

با استفاده از سه سویه .ه اي میباشد تهیه مایه تلقیح این قارچها به طریقه کشت درون شیش این پروژه تحقیقاتیجامهدف از ان
هاي دانه  ها و لپه هاي استریل هویج، برگچه هفت نوع بافت گیاهی شامل دیسک و Agrobacterium rhizogenesباکتري 

زمینی، ریشه چه دانه رست استریل یونجه و  هی حاصل از کشت بافت سیبگر هاي میان  رست لوبیا، ساقه گیاه کامل لوبیا، ساقه
با توجه .گرهی گیاه کامل یونجه تلاش شد تا ریشه هاي القایی مورد نیاز براي تکثیر قارچهاي میکوریزي تهیه گردد هاي میان ساقه

 مراحل بعدي پروژه مورد استفاده قرار ن ریشه ها براي انجامهاي القایی حاصل از دیسک هویج، ایبه پایداري ژنتیکی ریشه 
 Glomsو Glomus intraradices ، Gloms etunicatumاسپورهاي سه گونه از قارچهاي میکوریزي به نامهاي .گرفتند

mossea  در شرایط  با آنتی بیوتیک ضد عفونی سطحیودر مجاورت ریشه گیاه سورگم تکثیر شده و پس از جدا سازي از خاك 
 نشان داد نتایج. .  قرار داده شدند M medium      بر روي محیط کشترت راس ریشه هاي القایی در مجاوکاملا استریل 

  . میباشد Gloms etunicatum  و Glomus intraradicesکه روش کشت درون شیشه اي مناسب براي تکثیر دو قارچ   

یز اربسکولارریشه هاي القایی، کشت درون شیشه اي و قارچهاي میکور :کلمات کلیدي  

 

  

  مقدمه

  

ولی این دهند،  ان میزبان از خود بروز میرغم تأثیرات شگرفی که قارچهاي میکوریز اربسکولار در همزیستی با گیاه علی
هاي مفیدي که به صورت وسیع و با سهولت تولید و در اراضی کشاورزي  ها برخلاف سایر میکروارگانیسم میکروارگانیسم

ط مصنوعی رشد نکرده و به دلیل طبیعت همزیست اجباري آنها با ریشه، تنها در مجاورت و در محی ،گردند مصرف می
غیر از (هاي ویژه   این مسئله محققین را بر آن داشته است تا با استفاده از تکنیک.باشند حمایت ریشه قابل تکثیر می

کشت درون . صنعتی تهیه نمایندصنعتی و  مایه تلقیح این قارچها را در مقیاس نیمه) هاي کشت مصنوعی محیط
اي قارچ و ریشه گیاه میزبان از لحاظ تأمین امکانات و تجهیزات پایه و همچنین هزینه لازم براي افزایش حجم  شیشه
از طرف دیگر، پتانسیل بسیار . (Varma and Adholeya, 1996). باشد از مزیت قابل توجهی برخوردار میلقیح مایه ت
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 یر اسپورهاي عاري از آلودگیهاي جنبی، محققین را برآن داشته تا از این تکنیک ویژه بهخوب این روش براي تکث
 Fortin). هاي مختلف مربوط به قارچهاي میکوریز اربسکولار استفاده نمایند صورت وسیع در تحقیقات مدرن در زمینه

et al., 2002) .      هاي  اي در مرحله اول بر تهیه ریشه شیشه اساس روش کشت همزمان ریشه و قارچ به صورت درون
زنی این  بر بافتهاي مناسب گیاهی و در مرحلۀ دوم بر مایه Agrobacterium rhizogenesالقایی حاصل از تأثیر 

ها با اسپورهاي ضد عفونی شده سطحی قارچهاي میکوریز اربسکولار و در نهایت تهیه شرایط لازم براي رشد و  ریشه
خیلی ) 1باشند که عبارت است از  اي می هاي القایی داراي خصوصیات ویژه ریشه.باشد وار میها است تکثیر این ریشه
اي آنها  هاي معمولی در محیطهاي سنتز شده آزمایشگاهی رشد و تکثیر یافته و بنابراین کشت توده سریعتر از ریشه

) 3ونه وابستگی به اندام هوایی گیاه ندارند ها از نظر رشد و تکثیر مستقل بوده و هیچگ این ریشه) 2باشد  پذیر می امکان
از نظر شکل ظاهري به صورت شاخه شاخه و با انشعابات متعدد دیده ) 4باشند   از نظر ژنتیکی ثابت و پایدار می

   ) .(Mukundan et al., 1997باشند  گرائی منفی می داراي زمین) 5شوند   می

  

  

  مواد و روشها

 ارسالی از دانشگاه مک گیل کانادا و A4V,A4Sسویه هاي  شامل   A rhizogenesدر این پژوهش سه سویه باکتري 
 . یک سویه منصوب به این باکتري تهیه شده از مرکز تحقیقات ملی ژنتیک و علوم زیستی  مورد استفاده قرار گرفت

ماي و رشد در د YMA (Yeast Manitol Agar) از محیط A.rhizogenesهاي خالص شده  براي کشت سویه
Cο225±استفاده شد در تاریکی   و  

  هاي مختلف با باکتري تلقیح بافت و هاي گیاهی موردنیاز تهیه بافت

نحوه آماده سازي هر نوع بافت گیاهی بر اساس  . استفاده گردیدهفت نوع بافت گیاهی هاي القایی از براي تهیه ریشه
گرهی حاصل از کشت  هاي میان   ، ساقه(Ryder et al., 1985) هاي استریل هویج، شامل دیسکروشهاي پیشنهادي 

 و (Boisson-Dernier 2001)  ریشه چه دانه رست استریل یونجه(.Dobigny et al., 1995) زمینی، بافت سیب
 ساقه گیاه  واي دانه رست لوبیاه ها و لپه برگچهو براي  (Golds et al., 1991) گرهی گیاه کامل یونجه هاي میان ساقه

  .  از روش زیر استفاده گردیدکامل لوبیا

ا باکتري مورد هاي وسط دو لپه براي تلقیح ب ها و برگچه  روز انکوبه شده و لپه4-3 مانند یونجه استریل و بذرهاي لوبیا
 سوزن استریل آغشته به باکتري  با استفاده ازو  قرار گرفتندMSها بصورت منفرد روي محیط  لپه .استفاده قرار گرفت

براي تهیه گیاهچه کامل لوبیا، بذرهاي لوبیا به همان  .انجام شد ها از روي محیط جامد، تلقیح در قسمت پشت لپه
 روز به صورت 5-4 قرار داده شده و بعد از انتقال به دابل جارهاي استریل،پس از  MS استریل و بر روي محیطترتیب
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 تلقیح گیاهچه لوبیاي کامل با استفاده از سوزن آغشته به باکتري .براي تلقیح با باکتري آماده شدجوانه کامل درآمده و 
  .در چند جاي مختلف در محور زیر لپه و بالاي لپه ساقه انجام شد

صورت  A.rhizogenesها و حذف باکتري  انتقال ریشه زنی شده هاي مایه هاي القایی بر روي بافت بعد از ظهور ریشه
  .نیز درنظر گرفته شد) بدون تلقیح( همچنین براي تمامی بافت ها نمونه هاي شاهد .(Golds et al ., 1991)  فتگر

   و اسپورهویج دیسک  حاصل ازشت همزمان ریشه القاییکي و هاي میکوریزضد عفونی اسپور قارچ

پس از ضدعفونی  Glomus intraradices,Glomus mossea,Glomus etunicatum سه گونه قارچ میکوریزي با نام اسپورهاي
بطور جداگانه با ریشه هاي القایی حاصل از دیسک هاي هویج بطور همزمان  بر روي  )Becard and Piche, 1992(سطحی 
  اسپور ضد عفونی12 الی 10در هر پلیت تعداد  .کشت گردیدند)Becard and Fortin, 1988( پیشنهادي توسطM محیط
با مشخص نمودن قطعات  پس از گذشت دو هفته الی یک ماه هاي فرعی قرار داده  ریشهرا در مجاورت رأسشده 
اي که با اسپور قارچ کلونیزه شده و در اطراف ریشه شبکه هیف قارچ گسترده شده بود براي تکثیر این گونه از  ریشه

 جداسازي و با آب درروي ط کشتاسپورهاي تشکیل شده از محیدر نهایت  .استفاده گردید قارچهاي میکوریز اربسکولار 
 صورت هاي میکوریزيتعیین درصد کلنیزاسیون ریشه القایی با قارچهمچنین .  شمارش گردیدومش شستشو 400الک 
  )Norris,et al , 1994 (.گرفت

  
  

  نتایج وبحث

  

ا کمک به ب(کند هاي موئی شکل کمک می  به تشکیل ریشه  MSهاي غنی مثل       نشان داد که محیط    نتایج به دست آمده   
هاي موئی در هر دو  نشان داده که هر سه سویه باکتري قادر به القاء ریشه نتایج ).Riالقاء ژنهاي ویرولانس در پلاسمید 

  در بعضی گیاهان .گیرند هاي غیرقطبی قرار می  در گروه سویه باشند و بنابراین هر سه سویه ج میهاي هوی   قطب دیسک 
در قـایی تـشکیل شـدند امـا     هـاي ال  هاي گیاهی استفاده شـده، ریـشه   الایی از بافتزمینی در درصد ب مثل هویج و سیب 

آمیـز   یه موفقیـت تلقیح لپه گیاه  لوبیا با این سه سـو    . هاي القایی تشکیل نشد     چه یونجه ریشه    هاي یونجه و ریشه       ساقه
هاي موئی به   روز از تلقیح، ریشه5هاي لوبیا با این سه سویه باکتري و گذشت     ها و ساقه    در حالی که تلقیح برگچه    نبود  

هاي تلقیح شده مشاهده گردیدند که این احتمالاً بدلیل پخش باکتري در قسمت  صورت ردیفی و پشت سر هم در بافت 
تماماً از پایـداري، هاي گیاهی در ایـن پـژوهش، بعـد      هاي القایی بدست آمده از تمام بافت        ریشه .آوندي ساقه بوده است   

آنچه که از نظر این پژوهش اهمیت دارد، توانایی رشـد ایـن    همچنین .گرایی منفی بودند     راوان و زمین  داراي انشعابات ف  
ها است که  ولار توسط این ریشهآربوسکهاي میکوریز هاي سنتز شده آزمایشگاهی  و امکان تکثیر قارچ      ها در محیط    ریشه

اي و بررسـی   به طریقه کـشت درون شیـشه   G.intraradicesتکثیر قارچ  .بخش دوم این پژوهش را تشکیل داده است 
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  یعنـی   ایـن گونـه   خصوصیات کمی و کیفی مایه تلقیح تهیه شده نشانگر پتانسیل بسیار بالاي ایـن روش بـراي تکثیـر     
 بدون کـوچکترین   و تهیه مایه تلقیح این قارچ   لیتر از محیط کشت      میلی 100 اندام فعال قارچی به ازاء هر         400،  000

مشاهده گردید که این روش از کارایی کمتري برخـوردار   G etunicatum لیکن در مورد قارچ .باشد بی میآلودگی جان
بـه روش    G mossea و تهیه مایه تلقیح گونه  در صد گونه قبلی میباشد30می باشد و میزان اسپور تولیدي نیز حدود 

فته دیگـري مثـل هیـدروپونیک و ائروپونیـک     کشت درون شیشه اي میسر نگردید لذا توصیه می شود از روشهاي پیشر     
  .استفاده گردد
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