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  کارگیري گیاه کاملهبا بهاي میکوریز آربوسکولار قارچ ايدرون شیشهتکثیر 
 

In vitro propagation of arbuscular mycorrhizal fungi using whole plant  
 

  2حسن رضائی بیرامی و *1ناصر علی اصغرزاد

  
  چکیده

در کشت بافـت   T-DNAهاي تراریخته با اده از ریشه، استف (AM)ي میکوریز آربوسکولارهاجدید ترین تکنیک براي تکثیر قارچ
هاي اخیر، فقدان بخـش فتوسـنتز   رغم توسعه فراوان این روش در سالعلی. باشدعنوان میزبان و بستر تکثیر قارچ میهاي بدرون شیشه

 ـ منظور،بدین .را در مورد طبیعی بودن این رابطه مطرح ساخته است هاییلاوس کننده در گیاه میزبان -هطرح پژوهشی حاضر با هدف ب
از گیاهـان تـره   . به اجرا در آمـد  AMهاي اي قارچکار گیري گیاه کامل داراي بخش سبز به جاي ریشه تراریخته در کشت درون شیشه

و فاقـد سـاکارز    MSRمحیط کشـت  . استفاده شد Glomus intraradicesگونه  AMعنوان میزبان و قارچ هفرنگی، شبدر قرمز و یونجه ب
هـاي  اي بـا ریشـه  دسـت آمـده از کشـت درون شیشـه    ههاي بریسهاسپورها و . عنوان بستر کشت مورد استفاده قرار گرفتهها بویتامین

زیسـتی میکـوریزي در حضـور گیاهـان     داد که رشد و توسعه ریشه و استقرار همنتایج نشان. عنوان مایه قارچی استفاده شدهتراریخته ب
 ـ. و توانست منجر به تولید و تکثیر قارچ شودبهتر بوده سیستم این در  شبدر قرمز و یونجه و وجـود  ههرچند در این روش تعداد اسپور ب

استقرار موفقیـت آمیـز   . تولیدي کمتر از روش ریشه تراریخته بود ولی اسپورها در شرایط طبیعی تشکیل شده بودند ریسهآمده و مقدار 
  .هاي ارزشمند این پژوهش استاي، از دیگر یافتهدر شرایط درون شیشه) داراي بخش سبز( هاي میکوریزي در ریشه گیاه کاملقارچ

  
  اي، تعادل هورمونی، ریشه تراریخته، زاد مایههاي آربوسکولار، کشت درون شیشهقارچ: هاي کلیديواژه

  
  
  

                                                 
  تبریز. خاك، دانشکده کشاوزي، دانشگاه تبریزگروه علوم  ،فارغ التحصیل کارشناسی ارشدو  استادترتیب به. 2و  1
  نویسنده مسئول : *
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  مقدمه
زیست اجباري هاي میکوریز آربو سکولار، همارچق

-ها در جوار ریشه زنده صورت میآنهستند در نتیجه، تکثیر 
 Cox et al. 1975; Smith 1980; Powell & Bagyaraj)گیرد

گرچه تحقیقات مهندسی ژنتیک ممکن است در   (1986
هاي مصنوعی و ها را در محیطامکان تکثیر این قارچ آینده

این عمل  ولی در حال حاضر بدون حضور گیاه فراهم سازد
 .گیردور گیاه زنده صورت میهاي مرسوم در حضطبق روش

آربوسکولار بایستی در  هاي میکوریزاین حقیقت که قارچ
ها حضور ریشه زنده تکثیر یابند شاید یکی از معایب این قارچ

حساب آید اما در چنین شرایطی قارچ همواره توانایی به
 )Abbott & Robson 1981( همزیستی خود را حفظ میکند

زیست از جمله هاي همکتريبرخی از با کهدر صورتی
هاي ، موقعی که چندین بار متوالی در محیطهاریزوبیوم

زیستی و یا تثبیت نیتروژن مصنوعی کشت شوند توانایی هم
  .(Varma & Hock 1999) دهندخود را از دست می

هاي میکوریزآربسکولار اي قارچکشت درون شیشه
سمید پلا Tiاز ( T-DNAتراریخته با ریشه  همراه با

ها در بیشترین موفقیت را در تکثیر این قارچ) آگروباکتریوم
نشان  هاي اقتصادي صورت گرفته نیزبررسی. پی داشته است

مین امکانات و تجهیزات پایه و ادهد این روش از لحاظ تمی
مایه تولیدي از مزیت زاد چنین هزینه لازم از لحاظ حجم هم

. (Declerck et al. 1998) باشدقابل توجهی برخوردار می
 طرف دیگر، پتانسیل بسیار خوب این روش براي تکثیراز

آن داشته تا از  را بر گرانپژوهشاسپورهاي عاري از آلودگی، 
هاي صورت وسیع در تحقیقات مدرن در زمینهاین تکنیک به

سکولار  استفاده وآرب هاي میکوریزمختلف مربوط به قارچ
ر د .)Fortin et al. 2002; Gianninazi et al. 200( نمایند

طور وسیع در هحال حاضر این روش توسعه زیادي یافته و ب
هاي میکوریز تحقیقات بیوشیمیائی، مولکولی  مرتبط با قارچ

 شودکار گرفته میهآربوسکولار جهت تامین قارچ خالص ب
)Daniels & Menge 1981(  گلدانی نیز  هايپژوهشحتی در

-دست آمده از کشت درون شیشههچی بهاي قاراستفاده مایه
هاي تولید کننده کودهاي برخی شرکت. اي، رایج شده است

هاي خاصی از بیولوژیک در سرتاسر جهان اقدام به تکثیر گونه
-زادمایههاي تراریخته نموده و ها با استفاده از ریشهاین قارچ

 ،مخلوط کردهو نگهدارنده فراوان حاصله را با مواد حامل هاي 
ها این فرآورده. کنندصورت پودر یا قرص بسته بندي میبه
ها مورد استفاده اي و خزانهتوانند در محصولات گلخانهمی

  .(Daniels & Menge 1981) قرار گیرند

رغم توسعه فراوان این روش که مورد استقبال علی
نکات قابل برخی محققان این عرصه نیز قرار گرفته است، 

- ها اشاره میوجود دارند که در زیر به آنتعمل در این روش 
   :شود

در این روش فقط ریشه تراریخته در محیط کشت 
هاي ریز زیست نیز به همراه ریشهبافت تکثیر شده و قارچ هم
در واقع بخش سبز گیاه  و یابدو فراوان حاصله تکثیر می

- روابط ناقص داد و ستد بین قارچ و میزبان و هم، وجود ندارد
وجود ساکارز در ، حاکم است ییین ریشه و بخش هواچنین ب

توانند روابط محیط کشت و فقدان تعادل هورمونی که می
  انتقال، گیاه را تحت تاثیر قرار دهند -زیستی قارچهم

T-DNA   ژنوم گیاه را  به ریشه ممکن است آگروباکتریوماز
اسپورهاي ، یابد زیستی تغییرتحت تاثیر قرار دهد و رفتار هم

گرچه قدرت تندش دارند ولی کاملا  حاصل در این روش
مشابه با اسپورهاي طبیعی نیستند و معلوم نیست آیا در 

-این و نهایتاً ؟هاي طبیعی سازگاري خواهند داشت یا نهخاك
هاي متوالی، اسپورهاي حاصله پتانسیل آیا پس از کشتکه 

ذب زیستی با گیاه طبیعی، جاولیه خود را از نظر ایجاد هم
با توجه  د کرد؟نصوصیات مفید حفظ خواهخعناصر و سایر 

پیشنهاد نموده اند که در  گرانپژوهشبرخی  این مطالب،به 
هاي تراریخته، اي به جاي استفاده از ریشهکشت درون شیشه

چه کامل استفاده شود که داراي بخش فتوسنتز کننده از گیاه
-دنبال می ، بررسی مواردي که بهپژوهش حاضر هدف .باشد

ها از محیط کشت حذف ساکارز و ویتامین :آید، بوده است
-چه و تکثیر قارچ همرشد گیاه چه تاثیري بر MSRبافت 

ی یزیستی و اسپورزامیزان گسترش هم ،زیست خواهد داشت
 در محیط کشت معدنی با حضور گیاه کامل چگونه خواهد بود

اقد قند مایه قارچی حاصل از محیط کشت کامل و محیط فو 
   .زیستی در گیاه کامل داردمیزان هم ها چه اثري برو ویتامین

  
  مواد و روشها

  شبدر قرمز ،زمایشآبراي انجام 
(Trifolium pratenes L.) ،یونجه (Medicago sativa L.)  و

 عنوان میزبان گیاهی وبه (.Allium porrum L)تره فرنگی 
 Glomus intraradicesآربوسکولار گونه  قارچ میکوریز

Schenck and Smith انتخاب شدندزیست عنوان قارچ همهب .  
  

  آماده سازي قارچ میکوریز
صورت کشـت درون شیشـه  به G. intraradicesقارچ 

 Ti از( T-DNAبـا  هـویج   تراریختـه  هـاي اي به همراه ریشـه 
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ــمید  ــاکتریومپلاس ــی  از ، )آگروب ــوژي میکروب ــان اکول دپارتم
محـیط   براي تکثیر قارچ از .افت شدسوئد دری  Lundدانشگاه 

ــد  MSRکشـــــت  ــتفاده گردیـــ ــده اســـ ــلاح شـــ   اصـــ
 .(Fortin et al. 2002)   

 ـ  ،پس از آماده سازي محیط کشت انـدازه   هقطعـاتی ب
متر مربع از محیط کشت حاوي قارچ میکـوریزي و  سانتی یک

پتـري  هـاي  تشتکرا بریده و در قسمت وسط تراریخته ریشه 
قطعـات برداشـته   ( .داده شـد قرار  متريسانتی 10پلاستیکی 

بعد  ).هاي فعال بودندفراوان به همراه ریشه شده حاوي اسپور
پتري حاوي مقـادیر زیـادي از   هاي تشتک  ،روز 90از گذشت 

بـراي افـزایش اسـپورزایی     .ندقارچ میکوریز بود ریسهریشه و 
-تشتکقارچ جهت تلقیح با ریشه گیاه کامل مراحل زیر روي 

  :وي قارچ میکوریز انجام گرفتتري حاپ هاي
بدون ویتامین و ( معدنی MSRابتدا محیط کشت 

 هايتشتکدرب  .)Declerck et al. 1998( تهیه گردید) قند
وسیله تیغ هگاه ببرداشته آن سترونپتري را با رعایت شرایط 

متر سانتی 2× 2هایی از محیط کشت به ابعاد قسمت سترون
در (معدنی سرد شده  MSRیط برداشته و به جاي آن محرا 

پتري دوباره به  هايتشتک .، ریخته شد)نشد ايهحال ژل
و سلسیوس درجه  26ماه در داخل انکوباتور در  یکمدت 

قارچ وارد  ریسهپس از مدت یک ماه  .تاریکی نگهداري شدند
معدنی شده و به شدت اسپورزایی کرده  MSRمناطق داراي 

  .بودند
  

  ا ریشه گیاه کاملتکثیر قارچ میکوریز ب
کشت گیاهان به منظور تکثیر قارچ میکـوریز بـه سـه    

  :صورت به شرح زیر انجام گرفت
پتري به  تشتککشت در .2، )جار(ايکشت درظروف شیشه.1

پتري بدون لولـه   تشتککشت در . 3، همراه لوله محافظ گیاه
 .محافظ

  
  )جار(ايکشت در ظروف شیشه

 ـ لیتـري   یـک اي براي این منظور از ظروف شیشه مرب
ابتدا بذور سه گیاه شبدر، یونجه و تره فرنگـی  . استفاده گردید

سـطح  در با هیپوکلریت سدیم یک درصـد،  پس از ضد عفونی 
 )لیتـر آب مقطـر  میلی 100گرم آگار در  8/0( محیط آب آگار

جوانـه دار شـده و در   سلسـیوس  درجـه   18در دماي  سترون
  .لقیح شدندهاي فوق به شرح زیر کشت و تداخل شیشه

اي سه سوراخ به قطر ابتدا در روي درب ظروف شیشه
 .ها با پنبه پوشانیده شدندمتر ایجاد گردید وسوراخسانتی یک

متـر  سـانتی  سـه در ته هر ظرف ماسه شسته شده بـه ارتفـاع   

. معـدنی اشـباع گردیـد     MSRریخته شده و با محلول غـذایی 
 یـک ا فشار ظروف بسته شد و در داخل اتو کلاو ب بسپس در

 .شـدند  ستروندقیقه  15به مدت  سلسیوسدرجه  121بار و 
گیاه کشـت   دوظرف و در داخل هر ظرف  چهاربراي هر گیاه 

براي تلقیح با قارچ میکوریز در هنگام کشت گیاهان ابتدا  .شد
متـر در  سـانتی  یـک متر و قطـر  سانتی دوهایی به ارتفاع حفره

ژل معـدنی حـاوي    قطعـات داخل ماسه به وجود آمده سـپس  
آمـاده شـده در قسـمت    ) مترسانتی یکبه قطر ( اسپور فراوان

گاه روي تکـه فـوق بـذور    قبلی را در داخل حفره قرار داده آن
سـانتی   یـک با ماسه به ضـخامت   مابقی و قرار داده دارجوانه 

ــانده شــد  ــر پوش ــک رشــد در  . مت درجــه  25ظــروف در اتاق
مـاه   چهـار  سـاعت بـه مـدت    12و طول روشـنایی   سلسیوس

نگهداري شده و در پایان قسمت ریشـه از ماسـه جـدا سـازي     
، اسـپور و وزیکـول مـورد    ریسههاي مقدار تولید شده شاخص

در طول مـدت رشـد گیاهـان    . آزمایش و مقایسه قرار گرفتند
کنتـرل شـده و بـا محلـول     از طریق تـوزین  ها رطوبت محیط

MSR  شدندآبیاري میمایع. 
  

 راه لوله محافظ گیاه پتري همتشتک کشت در 
در این روش سه نوع گیاه شبدر ،یونجه وتـره فرنگـی   

پتـري و  تشـتک   10براي هر گیاه  .مورد استفاده قرار گرفتند
و بــراي  گیـاه مــورد اسـتفاده قــرار گرفـت    دو تشــتکدر هـر  

لیتري اسـتفاده  میلی 50قرارگیري گیاه از لوله فالکون شفاف 
بـه  ی ابتـدا سـوراخ  پتري  تشتکبراي آماده سازي هر  .گردید
 پلاستیکی  ایجاد گردیـد  تشتکمتر در گوشه سانتی یکقطر 

لیتـري بـر روي آن تعبیـه    میلی 50و یک لوله فالکون شفاف 
 45به این ترتیب که ابتدا ته لوله بصورت مورب با زاویـه   .شد

ی پلاستیکی لوله فالکن سوراخدرجه بریده شده و در درپوش 
. شـد  بسـته وسیله پنبه هایجاد شده و بمتر سانتی یکبه قطر 
 ـوسیله چسب حرارتی از قسمت هن بولوله فالک -هبریده شده ب

مجموعـه   .چسـبانده شـد  تشـتک  روي سـوراخ   ربطور مورب 
 ضرف در بسته در معرظساعت در داخل  24حاصله به مدت 

  ).1شکل(شود  سترونقرار گرفت تا گاز فرمالین 
ــس از ضــد    ــورد نظــر پ ــان م ــذور گیاه ــونی ب ــا عف ب

 8/0( روي محـیط آب آگـار   هیپوکلریت سدیم یک درصد بـر 
درجـه   18سـترون در  ) لیتر آب مقطرمیلی 100گرم آگار در 
هـاي  تشـتک هاي معدنی از قسمت .ندجوانه دار شد سلسیوس

سانتی متر جـدا و   1×1قطعاتی به ابعاد  یمایه قارچزاد پتري 
یر سوراخ و پتري آماده شده در قسمت زهاي تشتکدر داخل 

تشـتک  قرار گرفتند بقیه فضاي  تشتککمی متمایل به مرکز 
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 در حال معدنی سترون شده حاوي آگار MSRبا محیط کشت 
  .گردیدپر ) سلسیوس درجه 40( بستن

 

  
 .پتري به همراه لوله محافظ گیاهتشتک کشت در  :1شکل 

Fig 1: Propagation in plate attached to the holder tube. 
  

ور جوانه زده را به آرامی از مخلـوط آب آگـار جـدا    بذ
کـه ریشـه آن در مسـیر    طوري تشتکنموده و در زیر سوراخ 

قرار داده و  ،قارچ برخورد کند ریسهرشد با ژل حاوي اسپور و 
پـس از   .ن هدایت گردیدوبخش هوایی گیاه به داخل لوله فالک

ظت ریشه از با پارافیلم به جهت حفا هاتشتکپوشاندن اطراف 
. بـا فویـل آلومینیـومی پوشـانیده شـدند      هـا تشـتک نور، رویه 

و طـول   سلسـیوس درجـه   25در اتاقـک رشـد در    هـا تشتک
مـاه   سـه به مـدت  با نور فلورسنت سفید ساعت  14روشنایی 

زیستی میکوریزي در هم ایجادقدار مداري شده و در پایان نگه
مایش و مقایسـه  ، اسپور و وزیکول مورد آزریسهتولید ریشه و 

بـار  هفته یـک  در طول مدت رشد گیاهان هر دو. قرار گرفتند
کلر بررسـی و رطوبـت   ودر زیـر بین ـ  ریسهمیزان رشد ریشه و 

وسیله وزنی کنترل شده و در صـورت کـاهش   هپتري بتشتک 
  .شدمیجبران معدنی MSR با محلول 

  
 پتري بدون لوله محافظتشتک کشت در 

بـه شـرح   از ضـد عفـونی    بذور گیاهان مورد نظر پس
لیتر میلی 100گرم آگار در  8/0( روي محیط آب آگار فوق بر

  .ندجوانه دار شد سلسیوسدرجه  18در  سترون) آب مقطر
 یهاي مایه تلقیح قارچهاي معدنی پترياز قسمت
 هايتشتکمتر جدا و در داخل سانتی 1×1قطعاتی به ابعاد 

تمایل به مرکز آماده شده در قسمت زیر سوراخ و کمی م
 MSRبا محیط کشت  تشتکقرار گرفتند بقیه فضاي  تشتک

 درجه 40(بستن در حال  معدنی سترون حاوي آگار
کار بردن البته لازم به توضیح است که به .پر شد) سلسیوس

معدنی در تمام حجم تشتک پتري امکان  MSRمحیط کشت 

پذیر نیست زیرا بافت ریشه کشت داده شده فاقد بخش 
سنتز کننده بوده و براي رشد و توسعه نیازمند قندها و فتو

  MSRبه این منظور مقداري از محیط . باشدها میویتامین
اي را بایستی در مرکز یا گوشه) هاحاوي قند و ویتامین(کامل 

تواند رشد و توسعه این قسمت کوچک می. از تشتک قرار داد
  .ریسه در بخش معدنی را حمایت کند

نزدیکـی قسـمت ژل   در  تشتکدرب از ه گوشیک در 
متر ایجـاد گردیـده و   سانتی یکگذاري شده سوراخی به قطر 

دهـیم کـه قسـمت    ها را طوري در داخـل ژل قـرار مـی   جوانه
اطـراف  . پتري قـرار گیـرد  تشتک هوایی گیاه بیرون از سوراخ 

منظور جلوگیري از آلودگی و خشک شدگی با پنبـه  سوراخ به
  .)2شکل ( سترون پوشانیده شد

  

  
  پتري بدون لوله محافظتشتک کشت در  :2شکل 

Fig 2: Propagation in plate without holder tube. 
  
با پارافیلم بـه جهـت   ها تشتکپس از پوشاندن اطراف 

بـا فویـل آلومینیـومی     هـا تشـتک حفاظت ریشه از نور، رویـه  
 25گیاهان کشـت شـده در اتاقـک رشـد در     . پوشانیده شدند

با نـور فلورسـنت   ساعت  14و طول روشنایی  سیوسسلدرجه 
توسـعه   قدارمماه نگهداري شده و در پایان  سهبه مدت سفید 

، اسپور و وزیکول ریسهتولید  زیستی میکوریزي در ریشه وهم
در طـول مـدت رشـد    . مورد آزمایش و مقایسـه قـرار گرفتنـد   

در زیـر   ریسـه هفته یکبار میزان رشد ریشـه و   گیاهان هر دو
وسیله وزنی کنترل شـده و  هب تشتککلر بررسی و رطوبت وبین

  .شدمی جبرانمعدنی MSR در صورت کاهش با محلول 
  

  نتایج و بحث
 )جار(اي کشت در ظروف شیشه

رسد ضخامت زیاد بستر کشت به همراه نظر میبه
تهویه ریشه را با مشکل مواجه ساخته و رشد  MSRمحیط 
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وجود ماسه امکان  علتضمنا به. شودریشه متوقف می
گیري روند توسعه ریشه و استقرار قارچ وجود مشاهده و پی

  .لذا این روش ادامه داده نشد. ندارد
  

  هاي تراریختهاي با ریشهکشت درون شیشه
- با ریشه G.intraradicesاي قارچ کشت درون شیشه

کامل در مدت دو   MSRهاي تراریخته هویج در محیط کشت
هاي ریز فراوان و تکثیر قارچ تولید ریشه الی سه ماه منجر به

در پایان کشت، تعداد زیادي اسپور قارچ به همراه . گردید

. هاي میکوریزي حاصل شدمقادیر زیادي از ریسه و ریشه
وجود آمده داراي تعداد زیادي از قطرات چربی اسپورهاي به

 Aliasgharzadeh) باشدها میبوده که حاکی از فعال بودن آن

et al. 2001; Mukerji & Chamola 2003) 3شکل )A, B.(  
ها فاقد قند و ویتامین MSRقرار دادن محیط کشت 

کامل، سبب توسعه  MSRدر اطراف محیط ) محیط معدنی(
-ها به فضاي محیط معدنی شده و بهریسه از انتهاي ریشه
  .)A, B( 4 شکل .شدت اسپورزایی کردند

  

    
B A 

 50×نمایی ، بزرگ (B)اي و اسپورزایی در کشت درون شیشه (A)توسعه ریسه  :3شکل 
Fig 3: Hyphal development (A) and sporulation in in vitro culture (×50) 

  

  

    
B    A 

  ، تولید اسپور فراوان در(A)توسعه ریسه از انتهاي ریشه به بخش معدنی : 4شکل 
 50×نمایی ، بزرگ (B)بخش معدنی

Fig 4: Hyphal growth from root cutting toward mineral compartment (A), high spore production in mineral 
compartment (B), (×50)  

  
ها در محیط نظر میرسد فقدان ساکارز و ویتامینبه

 شودی مییمعدنی سبب تحریک قارچ به اسپورزاکشت 

(Lewis 1973). منشعب هاي باریک و ریسهچنین تولید هم

فراوان در بخش معدنی محیط کشت حاکی از فقدان قندها و 
هاي ضمنا رشد و تکثیر آلودگی). 5شکل( باشدها میویتامین

در بخش معدنی ) هاهاي ساپروفیت و باکتريقارچ( احتمالی 
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هاي ظهور و توسعه میکروارگانیسم. رسدبه حداقل می
میکوریز هاي اي قارچهاي درون شیشهناخواسته در کشت

  . باشدآربوسکولار یکی از معضلات این روش می
 پژوهشهاي این الذکر که از یافتهبا ارایه تکنیک فوق

معدنی در اطراف  MSRکارگیري محیط توان با بهاست، می
MSR دست آوردکامل، مایه قارچی فراوان و عاري آلودگی به .

حاصله در توان به کاربرد مایه هاي این روش میاز دیگر مزیت
با گیاه کامل اشاره نمود که  AMاي قارچ کشت درون شیشه

-زیستی تسریع میامکان آلودگی کاهش یافته و توسعه هم
البته لازم به . شود و در قسمت بعدي توضیح داده خواهد شد

معدنی در  MSRکار بردن محیط کشت توضیح است که به
ریشه  تمام حجم تشتک پتري امکان پذیر نیست زیرا بافت

کشت داده شده فاقد بخش فتوسنتز کننده بوده و براي رشد 
به این منظور . باشدها میو توسعه نیازمند قندها و ویتامین

اي کامل را بایستی در مرکز یا گوشه MSRمقداري از محیط 
تواند رشد و توسعه این قسمت کوچک می. از تشتک قرار داد

  .ریسه در بخش معدنی را حمایت کند
  

  
هاي باریک و منشعب در بخش گسترش ریسه: 5شکل 

 50×نمایی ، بزرگMSRمعدنی محیط 
Fig 5: Development of narrow and branched hyphae 

in mineral portion of MSR medium, (×50)  
  

  )با لوله محافظ(اي با گیاه کامل کشت درون شیشه
اب نتایج این روش نشان داد که از بین گیاهـان انتخ ـ 

ی خوبی براي رشد در شـرایط  یشده، شبدر قرمز و یونجه توانا
اي داشته و کلنیزاسـیون مطلـوبی را ایجـاد مـی    درون شیشه

-گیاه تره فرنگی گرچه داراي سازگاري زیادي براي هم. کنند
ی خوبی براي استقرار یولی توانا است AMهاي زیستی با قارچ

تـوان در  ه مـی از ایـن گیـا  . اي نـدارد در شرایط درون شیشـه 
ایـن گیـاه در   . هاي تله گلدانی با موفقیت استفاده کـرد کشت

دار تولید هاي ضخیم ، ترد و آباي، ریشهشرایط درون شیشه
-زیستی مناسـب نمـی  کند که براي جلب قارچ و ایجاد هممی

  .)Mosse & Hepper 1975( باشند
طور کامل از محـیط  هکه در این روش ببا توجه به این

، )به علت وجود بخـش سـبز گیـاه   (استفاده شد  MSR معدنی
ی آن بـه انـدازه روش   یقـارچ و اسـپورزا  ریسـه  رشد و توسـعه  

 ,A( 6 شکلهاي تراریخته نبود اي با ریشهکشت درون شیشه

B( ولـی نظـر    زیستی با اندکی تاخیر صورت گرفتو ایجاد هم
هاي طبیعی و بخش سبز گیاه حضور داشـته و  که ریشهبه این

یط فاقد ساکارز و ویتامین بوده اسـت، اسـپورهاي حاصـله    مح
مایـه را  زاد ایـن  رسد به نظر میکاملا شرایط طبیعی داشته و 

، اگرچه کار بردههاي طبیعی بتوان به راحتی در اکوسیستممی
 .این موضوع هنوز به بررسی بیشتر نیاز دارد

 
  پتري بدون لوله محافظتشتک کشت در 

که بخـش هـوایی گیـاه در    به این در این روش با توجه
هواي آزاد قرار داشت، رشد گیاه در ابتدا بهتر بوده ولی به علـت  
رطوبت نسبی پایین در هوا، شـدت تعـرق زیـاد بـود و محـیط      

 ـکشت در مدت کوتاهی خشک می - هشد و نیاز به افزودن آب ب
این عمل سبب گردید که محـیط کشـت حالـت    . طور مکرر بود

چنـین در خـلال افـزودن آب    هـم . دست دهـد اي خود را از ژله
در نتیجه، توسعه ریشـه گیـاه   . رودامکان آلودگی محیط بالا می

در محیط کشت و استقرار قارچ و تکثیر آن که مستلزم حـداقل  
دو ماه زمان می باشد، در این روش مقدور نشد و ریشه گیاهـان  

  .7پس از یک ماه غیر فعال شدند شکل 
هاي پتري در ر این روش، تشتکرود که اگر دتصور می

اتاقک رشد با کنترل رطوبت نسبی قرار گیرند، تبخیـر و تعـرق   
در ایـن صـورت   . کم شده و نیـاز بـه افـزودن مکـرر آب نباشـد     

تواند مدت زیادي به رشـد خـود ادامـه دهـد و     احتمالا گیاه می
مزیـت ایـن   . زیست به خوبی صورت گیردرشد و تکثیر قارچ هم

فضاي رشـدگیاه محـدود نیسـت و گیـاه بـا       روش این است که
در روش تشـتک بـا   . هواي آزاد و نور مستقیم در ارتبـاط اسـت  

لوله محافظ، گیاه درون لوله محبوس بوده و تنها از طریق پنبـه  
چنین نـور از  دهد و همموجود در درب لوله تبادل گاز انجام می

یر پیـدا  کمیت و کیفیت آن تغی دیواره لوله عبور کرده و احتمالاً
ها نیازمند بررسی بیشتر و احتمـالا  کند به هر حال این روشمی

  .باشنداصلاحاتی در طراحی سیستم می
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B A 

تصویر از زیر تشتک پتري گرفته ) (A(اي با گیاه کامل تصویر رشد و توسعه ریشه و قارچ میکوریز در کشت درون شیشه: 6شکل
 50×نمایی ، بزرگ)B(ده و ریسه و اسپورهاي تولید ش) شده است

Fig 6: Growth and development of root and mycorrhizal fungi in in vitro culture using whole plant (A; the photo has 
been taken from plate bottom), and produced hyphae and spores (B), (×50)  

  
 

  
  .پتري بدون لوله محافظک تشتمرگ تدریجی گیاه در کشت درون  : 7شکل 

Fig.7: Gradual death of plant in plate culture lacking holder tube. 
  

 ـ      هب -هطور کلـی نتـایج ایـن پـژوهش نشـان داد کـه ب
 AMهـاي  اي قارچکارگیري گیاه کامل در تکثیر درون شیشه

بـا انتخـاب    تـوان مـی  تواند امیدوار کننده باشد و در آیندهمی
چنین آزمایش بـر  عنوان میزبان و همهاي گیاهی بهسایر گونه

هاي قارچ میکوریز آربوسکولار، این تکنیـک را  روي سایر گونه
مسلم است که این روش نیازمند تحقیقـات همـه    .توسعه داد

  .باشدمیبیشتري جانبه 
هاي تراریختـه  اي با ریشهدر روش تکثیر درون شیشه

ن در ایـن قطعـه از   ، به دلیل وجود ژن سـایتوکینی T-DNAبا 
DNAها بـه شـدت منشـعب شـده و تعـداد فـراوان از       ، ریشه

آید که کاملا مناسـب بـراي اسـتقرار    هاي ریز بوجود میریشه
 شـود قارچ بوده و سبب تکثیر شدید قارچ و تولید اسـپور مـی  

)Fortin et al. 2002(.که قبلا گفته شـد، بـه   طوريلکن همان
تعادل هورمـونی و حضـور    دلیل فقدان بخش سبز گیاه و عدم

ها در محیط کشـت، امکـان تشـکیل    ساکارز و برخی ویتامین
رود چنین احتمـال مـی  هم. اسپورهاي غیر طبیعی وجود دارد

که اسپورهاي حاصله پس از چندین بار تکثیر پـی در پـی در   
-این سیستم، توان استقرار در خاك طبیعی و رقابت بـا قـارچ  

. ها را از دسـت بدهنـد  گانیسمهاي بومی خاك و سایر میکروار
هــاي دســت آمــده، داراي ریشــههمایــه بــزاد از طــرف دیگــر، 
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هـا در شـرایط طبیعـی    باشـد کـه اسـتفاده از آن   تراریخته می
ممکن مسئله ساز بوده و موانع قانونی از نظـر ایمنـی زیسـتی    

  .داشته باشد
  

  سپاسگزاري
این مقاله مستخرج از طـرح تحقیقـاتی مصـوب امـور     

وسیله از حمایت مـالی  باشد و بدیندانشگاه تبریز میپژوهشی 

مدیریت محترم امور پژوهشی دانشـگاه در اجـراي ایـن طـرح     
  .شودتقدیر و تشکر می

  
  
  
  

 
 

  :منابع
  .متن انگلیسی مراجعه شود 6- 5هاي جهت ملاحظه منابع به صفحه
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