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  چکیده
خود به درون ژنوم سلول گیاه  Riاز پلاسمید  T-DNAبه نام  DNAرایزوژنز از طریق انتقال یک قطعه   اگروباکتریوم

ریشـه هـاي بوجـود آمـده داراي دو     . میزبان باعث بوجود آمدن ریشه هاي موئی در گیاهـان دو لپـه اي مـی شـود    
دیگر خصوصیت بسـیار قابـل توجـه    . نتیکی می باشنددیگري پایداري ژ خصوصیت عمده یکی سرعت رشد زیاد و

هاي القایی توانایی آنها در سنتز هورمونهاي رشد و پایداري در محیط هاي کشت سنتز شده به صورت مستقل  ریشه
ین توانایی باعث شده است تا ریشه هاي القایی از طریق جایگزین شدن با ریشه هاي ا. از اندام هوایی گیاه می باشد

گیاه، امکان تکثیر صنعتی قارچهاي میکوریز اربسکولار که از انواع میکروارگانیسم هاي همزیست اجباري با معمولی 
ریشه گیاهان می باشند را بوجود آورند هم اکنون روش کشت همزمـان ریشـه هـاي القـایی و اسـپورهاي اسـتریل       

روش بـراي تولیـد صـنعتی قارچهـاي      ترین و مقرون به صرفه ترین سطحی شده قارچهاي میکوریز اربسکولار موفق
این تحقیق بر مبناي ضرورت تهیه و توسعه کشت ریشه هاي . میکوریز اربسکولار در سطح جهانی شناخته شده است

القایی به عنوان یکی از دو جزء اصلی در روش تکثیر قارچهاي میکوریز اربسکولار به طریقه درون شیشه اي به مورد 
و پـنج نـوع    A4sو  A4vرایزوژنز به نامهاي   یه ریشه هاي القایی از دو سویه اگروباکتریومبراي ته. گذاشته شد اجراء

زمینی، لوبیا و نارنج و محور زیر لپـه اي گیاهچـه نخـود     برگ گیاهان سیب  بافت گیاهی شامل دیسک ریشه هویج،
و براي بقیه  YMAر روي محیط ساعته باکتري ب 48براي مایه زنی محور زیر لپه اي نخود از کشت . استفاده گردید

 107با غلظت  MSو سپس انتقال باکتري به محیط  LBبافتهاي گیاهی از سوسپانسیون باکتري تهیه شده در میحط 
هاي القایی بر روي برگ سیب زمینـی، لوبیـا و    پس از گذشت دو هفته ریشه. سلول در هر میلی لیتر استفاده گردید

براي حذف آلودگی باکتریایی، ریشه هاي القاء شده در محیط کشـت  . هر گردیدمحور زیر لپه اي گیاهچه نخود ظا
MS  نتایج این تحقیق نشـان داد کـه بافتهـاي گیـاهی     . میلی گرم در لیتر سفوتاکسیم رشد داده شدند 500حاوي

اي نخود  زیر لپه اي که محور رایزوژنز می باشند به گونه  داراي حساسیت متفاوتی در برابر مایه زنی با اگروباکتریوم
هـاي القـایی تشـخیص داده     ترین بافت گیاهی براي تولید ریشه بهترین بافت گیاهی و دیسک برگ نارنج نامناسب

  . شدند
  هاي موئین، قارچهاي میکوریز اربسکولار رایزوژنز، ریشه  اگروباکتریوم :کلیديواژه هاي 
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  مقدمه
هـاي القـایی از    محققین براي دستیابی بـه ریشـه  

واع بافتهاي گیاهی مناسب و حساس به بـاکتري اسـتفاده   ان
 Agrobacteriaum)در اکثر این تحقیقات باکتري . اند کرده

rhizogenes)     به کار گرفتـه شـده از نـوعA4   بـوده اسـت .
بـا تلقـیح   ) 1985و همکـاران،   Tanaka(تاناکا و همکـاران  

 A. rhizogenesاي شلغم و تربچه بـا   هاي غده دیسک ریشه
هـاي   روز اولـین علائـم ظهـور ریشـه     10بعد از  A4ه سوی

هـاي بوجـود آمـده داراي     القایی را گزارش کرده اند، ریشه
ــد     ــت فاق ــیط کش ــریع در مح ــد س ــاد، رش ــعابات زی انش

  . اند هورمونهاي رشد و داراي زمین گرایی منفی بوده
بـا   Atropa belladonaآلوده کردن ساقه اسـتریل گیـاه     

،  منجربــه تشــکیل A. rhizogenes بــاکتري 15834ســویه 
هاي القایی بعد از دو الی پنج هفته از شروع آزمـایش   ریشه

 1MSهـا بـه محـیط کشـت      شده اند، همچنین انتقال ریشه
بیوتیک کربانسیلن منجر به حذف باکتري شـده   حاوي آنتی

برابر شده  60و وزن تازه ریشه نیز پس از گذشت یک ماه، 
پـس از گذشـت دو   ). 1986و همکـاران،   Kamada(است 

 LBAهاي چغندر و توتون با سـویه   هفته از تلقیح گیاهچه
هاي القـایی در محـل    ریشه  A. rhizogenesباکتري  9402

 B50تلقیح ظاهر شد که براي تکثیر به محیط کشـت مـایع   
ــاوي  ــاکارز و    30ح ــر س ــرم در لیت ــر   5/0گ ــرم در لیت گ

درجـه   25ها در دماي  سپس ریشه. سیلین منتقل شدند امپی
ند  دور در دقیقه تکثیر شد 90گراد و با سرعت شیکر  سانتی

)Hamill  ،6دیسکهاي برگـی بـه قطـر    ). 1986و همکاران 
متــر متعلــق بــه نــوعی تربچــه را بــا فــرو بــردن در   میلــی

و به مـدت    A. rhizogenesباکتري  A4سوسپانسیون سویه 
روز از زمـان   10دقیقه تلقیح کـرده و پـس از گذشـت     10

هـا   ریشـه . هاي القایی در تاریکی بوجود آمدند لقیح ریشهت
بدون حضور هورمونهاي رشد، سریعاً منشعب و در محـیط  

تلقـیح بـرگ و   ). 1987و همکـاران،   Noda(پراکنده شدند 
ــاه ســیب  ــده گی ــویه   غ ــا  س ــی ب ــاکتري LBA9402زمین  ب

A. rhizogenes      منجر به تولید دو نـوع ریشـه القـایی شـد
ها با گذشت یک مـاه و تعـدادي    از ریشههمچنین تعدادي 

. دیگـر بـا گذشـت دو مــاه از شـروع تلقـیح ظـاهر شــدند      
بار انتقال بـه محـیط جدیـد از     16هاي القایی پس از  ریشه

موجـود در هسـته ثابـت     DNAلحاظ تعداد کروموزومها و 
  ). 1987و همکاران،  Charlotte(بودند 

هچه لوبیا با اي گیا در تحقیقی دیگر تلقیح محور زیر لپه  
منجـر بـه    A. rhizogenesبـاکتري    1855و  A4هاي  سویه

                                                        
-1  -MS: Murashige and Skoog. 1962  نام نوعی محیط

 . کشت که معمولا در کشت بافت از آن استفاده می شود

تورم ناحیه تلقیح شـده پـس از گذشـت دو روز شـده بـا      
روز در ناحیه مزبور بافت کالوس تشـکیل   5الی  4گذشت 

هـاي القـایی در محـل     روز ریشه 12الی  10شده و پس از 
تلقیح شده ظاهر شدند در این تحقیق براي حذف بـاکتري  

گـرم در لیتـر و از محـیط     میلی 500ز سفوتاکسیم به میزان ا
). 1989و همکــاران،  Pettenati(اســتفاده شــد  MSکشــت 

همچنین در آزمایش کشـت بافـت ریشـه سـه نـوع لگـوم       
ــه  بــاکتري C58C1اي نیــز بــا اســتفاده از ســویه     علوف

A. rhizogenesهاي القایی از لحاظ شـکل   ریشه. ، تهیه شد
ــدازهظــاهري و خصوصــیات ســ ــه  لولی تــا ان اي نســبت ب

هاي معمولی تغییر پیدا کرد، لیکن در توانـایی تثبیـت    ریشه
هاي معمولی تفـاوتی   نیتروژن مولکولی آنها نسبت به ریشه

هـاي   تأثیر گونـه ). 1990و همکاران،  Webb(مشاهده نشد 
 Echinaceaبـر روي گیاهچـه    Agrobacteriumمختلـف  
purpura لقایی نشان داده است کـه  و به منظور تهیه ریشه ا

این باکتري تنهـا باعـث    LMG 150و  LMG 63هاي  سویه
و  15834هـاي   لـیکن سـویه  . انـد  ایجاد بافت کالوس شـده 

R1601 هاي القایی  آن در محل تلقیح منجر به تشکیل ریشه
هاي بـرگ یـا دمبـرگ در     تکه). Trypsteen ،1991(اند  شده

  ، سویهA. rhizogenesگیاه کلم بهترین عضو براي تلقیح با 
A4T هـاي القـایی پـس از     ریشـه . تشخیص داده شده است

ــا از    ــایز آنه ــیکن تم ــیح ظــاهر شــدند ل هفــت روز از تلق
هاي معمولی باگذشت سه هفته از تلقیح و با توجه به  ریشه

هـاي معمـولی    سرعت رشد بیشـتر آنهـا نسـبت بـه ریشـه     
بـرگ،  دم). Sinclair ،1992و Christy(گردیـد    پـذیر  امکـان 

هاي دو تا سه برگی گیاه شـمعدانی نیـز    پهنک برگ و قلمه
، A4 ،Hri ،8196با نام  A. rhizogenesهاي مختلف  با سویه

A4RSI  وA4RSNT روز  10پس از گذشـت  . تلقیح شده است
هاي تلقیح شـده ظـاهر    هاي القایی در محل از تلقیح، ریشه

ن تـری  و مناسـب  Hriمؤثرترین سـویه بـاکتري نـوع    . شدند
هاي دو تا سه برگی این گیاه گزارش شـده   عضو گیاه، قلمه

  ).Davolio-Mariani ،1996و Pellegrineschi(است 
باکتري  A4M70GUSو  15834هاي  با استفاده از سویه  

A. rhizogenes    ــاه ــف از گی ــه مختل ــار گون ــر روي چه ب
Gentianaهـاي القـایی بوجـود آمـده اسـت و ایـن        ، ریشه

سـال فعالیـت خـود را بـر روي      هـا بـه مـدت شـش     ریشه
و  Momcilovic(انـد   هـاي سـنتز شـده حفـظ کـرده      محیط

  ).1997همکاران، 
 Nicotiana debneyiبـه گیـاه    rol Bانتقـال ژن    

هاي القایی در این گیاه شده است  باعث بوجود آمدن ریشه
بـه گیـاه منتقـل شـود،      rol C به همراه rol Bلیکن چنانکه 

شـوند   تـر تشـکیل مـی    و متـراکم  هاي القایی سـریعتر  ریشه
)Aoki وSyono ،2000 .(ــویه  از ــاکتري A4Tســـــ   بـــــ
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A. rhizogenes متر انتهایی ریشـه چـه    براي تلقیح سه میلی
هـاي   ریشه. استفاده شده است Medicago truncatulaگیاه 

القایی بعد از گذشت یک هفته بـر روي ریشـه چـه ظـاهر     
متر رسـیده   انتیشده و هنگامی که طول آنها به یک تا دو س

انـد،   منتقـل شـده   M1است، از انتها قطع شده و به محـیط  
هاي القایی هر دو هفته یکبار به محیط جدیـد منتقـل    ریشه

ــا اســتفاده از آنتــی ــا  بیوتیــک اموکســی شــده و ب ســیلین ب
گرم در لیتر آلودگی باکتریهایی  میلی 200و  400هاي  غلظت

  ).2001اران، و همک Boisson-Dernier(آنها حذف گردید 
همانگونه که ذکر گردید اسـتفاده از کشـت درون   

تـرین   شیشه اي قارچهاي میکوریز اربسکولار تاکنون موفـق 
روش براي تهیه مایه تلقیح این قارچهاي همزیست با ریشه 

از طرف دیگـر تحقیقـاتی کـه پیرامـون     . شناخته شده است
رابطه همزیستی میکوریزي هم اکنـون در سـطح جهـان در    

باشـد بـه عنـوان مثـال اسـتفاده از روشـهاي        اجرا می حال
ژنتیکی در کنار روشـهاي مرفولـوژیکی بـراي شناسـایی و     
طبقه بندي این قارچها و یـا نحـوه ارتبـاط گیـاه بـا قـارچ       
همزیست و همچنین اثرات متقابل موجـود بـین قارچهـاي    
میکوریزي و میکروارگانیسـم هـاي ریزوسـفري عمـدتا بـا      

تکثیر درون شیشه اي قارچهاي میکوریز استفاده از کشت و 
ضـرورت بکـارگیري ایـن    . اربسکولار صورت گرفته است

تکنولوژي به عنوان ابزار علمی دقیق براي انجام تحقیقـات  
آتی در زمینه همزیستی میکـوریزي بـویژه در بعـد سـلولی     

همچنین با توجه . ملکولی از اهداف این تحقیق بوده است
نوع بافت گیاهی مختلف براي  160به اینکه تاکنون بیش از 

. دستیابی به ریشه هاي القایی مورد استفاده قرار گرفته است
سعی گردید در این تحقیق از بافتهاي گیاهی کـه اسـتعداد   

  . بهتري براي تولید ریشه هاي القایی دارند استفاده گردد
  مواد و روشها

  : Agrobacterium rhizogenes تهیه سوسپانسیون
ــ   ــاکتري م ــادا ورد اســتفاده از دانشــگاه مــکب   گیــل کان

(Dr. Philippe Seguin) شامل دو سویه وحشی از باکتري ،
A. rhizogenes به نامهايA4v وA4s باکتریها . دریافت گردید

کشت گردیده ) Kerr ،1992(بر روي محیط کشت پیشنهادي 
پـس از  . قـرار داده شـدند   oC28درون انکوباتور بـا دمـاي   

داد زیادي تک کلنی در هر پلیت تشکیل گذشت دو روز تع
دار حـاوي   اي در پیچ هرتک کلنی به یک لوله شیشه. گردید

و به صورت  YMA (Yeast Mannitol Agar) محیط کشت
هاي کشت درون انکوباتور بـا دمـاي    شیبدار منتقل و محیط

oC28 پس از گذشت چهار روز باکتریها در . قرار داده شدند
لاً رشـد کـرده و پـس از مسـدود     دار کام سطح محیط شیب

ها با پارافیلم باکتریها در یخچال و در دماي  کردن درب لوله
oC4  نگهداري گردیدند)Gartland وDavey ،1995 .(  بـراي

 250اي  هــاي شیشــه تهیــه سوسپانســیون باکتریهــا از ارلــن
اسـتفاده   LB1لیتر محیط کشت  میلی 100لیتري حاوي  میلی

سـاعت   24شده با باکتري به مدت هاي تلقیح  ارلن. گردید
دور در  110و در تاریکی مطلق بـا سـرعت    oC28در دماي 

در نهایـت در سوسپانسـیون تهیـه    . دقیقه تکان داده شـدند 
نانومتر  600شده، دانسیته نوري محیط کشت در طول موج 

سـپس در شـرایط کـاملاً    . گردیـد  1داراي کدورت معـادل  
روف استریل سانتریفوژ استریل سوسپانسیون تهیه شده به ظ

 30هاي کشت حـاوي بـاکتري بـه مـدت      محیط. منتقل شد
ــت   ــاي ثاب ــه و در دم ــا  oC25دقیق ــه  6000ب دور در دقیق

 LBپس از اتمام این مرحلـه، محلـول   . سانتریفوژ گردیدند
هاي سانتریفوژ خـارج شـده و هـم حجـم آن      رویی از لوله

ــیط  ــه  Skoog ،1962(MSو Murashige(مح ــه لول ــاي  ب ه
هـا بـا کمـک     پس از بستن درب لوله. مذکور اضافه گردید

به صورت سوسپانسیون  MSزن باکتري را درون محیط  بهم
  . در آورده و براي تلقیح بافتهاي گیاهی از آن استفاده گردید

  :A. rhizogenesتهیه بافت گیاهی مناسب براي تلقیح با  
 ـ 3رقم جم و لوبیا 2بذرهاي نخود   دا سفید رقم یاس ، ابت

سپس بـه مـدت   . چندین مرتبه با آب معمولی شسته شدند
فرو بـرده شـده، آنگـاه بـذرها در      o96ثانیه درون الکل  45

دقیقـه   4درصد بـه مـدت    2/0محلول کلرید جیوه اسیدي 
نگهـداري و در نهایـت بـه ظــروف پتـري اسـتریل منتقــل      

به منظور حذف بقایاي کلرید جیوه، بذرها شـش  . گردیدند
بـذرهاي اسـتریل   . مقطر استریل شسته شـدند مرتبه با آب 

استریل منتقل ) یک درصد(شده به محیط جامد آب ـ آگار  
ــاي     ــا دم ــاتور ب ــده، در انکوب ــدند   oC28ش ــرار داده ش ق

)Somasegaran  وHoben ،1994 .(  
زنی بذور لوبیا، هر بـذر درون یـک لولـه     پس از جوانه  

 ـ MSمتر حاوي محیط کشت  سانتی 5/2×23آزمایش  د جام
هاي کشت شده به اطاقک رشد  لوله. و مورب کشت گردید

ــا دمــاي  ســاعت  16لــوکس و  6000، شــدت نــور oC25ب
و  Guellec. (ساعت خاموشـی منتقـل شـدند    8روشنایی و 
ها، برگهـاي   سه هفته بعد از رشد گیاهچه). 1990همکاران، 

انتهایی گیاهچه لوبیا قطع و در شرایط کاملاً اسـتریل و بـا   
برگ، قطعات برگـی مناسـبی بـه قطـر یـک       حذف حاشیه

  . متر براي تلقیح با اگروباکتریوم تهیه گردید سانتی
بذرهاي نخود همانند روش استفاده شده براي بذرهاي   

لوبیا استریل سـطحی شـدند پـس از گذشـت یـک هفتـه،       
متـري   سـانتی  9زده را به ظروف پتري  بذرهاي نخود جوانه

اي که در هـر ظـرف    همنتقل کرده به گون MSحاوي محیط 

                                                        
1- LB: Luria- Bertani  
2- Cicer arietinum 
3- Phaseolus vulgaris 
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براي تلقیح اگروباکتریوم از . زده قرار گرفت یک بذر جوانه
ــه ــر لپ ــد   محــور زی ــتفاده ش ــذر اس ــر ب و  Pettenati(اي ه

  ). 1989همکاران، 
رقم محلی چندین مرتبـه بـا آب    1اي هویج هاي ریشه غده  

معمولی و یک مرتبه با مایع ظرفشویی بصورت کامـل شسـته   
  :آنها به سه روش زیر انجام گرفتضدعفونی سطحی . شدند
فـرو   o96اي هویج در الکل   هاي ریشه مقداري از غده) الف

  بــرده شــده ســپس بــا شــعله دادن ضــد عفــونی گردیدنــد 
)Ryder  ،1985و همکاران .(  

فرو برده شده سپس بمدت  o96تعدادي دیگر در الکل ) ب
درصد قرار داده  2/0دقیقه درون کلرید جیوه اسیدي  5و  3

  ). 1992و همکاران،  Bhat(شدند 
دقیقه  30و  20، 10تعدادي دیگر نیز در مدت زمانهاي ) ج

غلظت وایتکس صـنعتی فـرو بـرده شـدند      1/0در محلول 
)Tanaka  ،1985و همکاران .(  

هـاي   پس از استریل سطحی در تمام موارد فـوق، غـده    
دقیقه درون آب مقطر استریل قـرار داده   30هویج به مدت 

مرتبـه بـه    6و با تعویض آب مقطر استریل، حـداقل  شدند 
اي هـویج   هاي ریشه در نهایت غده. طور کامل شسته شدند

متـر انتهـایی    به ظروف پتري استریل منتقل شده، دو سـانتی 
ها حذف گردیده با اسـتفاده از چـاقوي معمـولی و در     غده

 10الی  5شرایط کاملاً استریل دیسکهاي هویج با ضخامت 
  .تهیه شدمتر  میلی
رقـم محلـی ابتـدا     2برگهاي تازه گیاه چند ساله نـارنج   

 10چندین مرتبه با آب معمولی شسته شده سپس به مدت 
غلظت وایتکس صنعتی فـرو بـرده    1/0دقیقه درون محلول 

پس از ضد عفونی سطحی، برگها چندین مرتبـه بـا   . شدند
آب مقطر استریل شسته شده و در نهایت دیسکهایی به قطر 

زنی با اگروبـاکتریوم   متر از پهنک برگ براي مایه سانتییک 
  . تهیه شدند

اي بافـت   هـاي حاصـل از کشـت درون شیشـه     گیاهچه  
رقـم اگریـا از بانـک ژن مؤسسـه تحقیقـات       3زمینـی  سیب

در شـرایط کـاملاً   . اصلاح و تهیه بذر و نهال تهیـه گردیـد  
 اي از ساقه جـدا گردیدکـه بـه    استریل برگهاي گیاه به گونه

زنـی بـا    از ایـن برگهـا بـراي مایـه    . دمبرگ آسـیبی نرسـد  
  ). 1990و همکاران،  Ottaviani(اگروباکتریوم استفاده شد 

  : A. rhizogenesزنی بافتهاي گیاهی با  مایه
ساعته باکتریها  48زنی گیاهچه نخود از کشت  براي مایه  

(A4s, A4v)  بر روي محیطYMA هـاي   سوزن. استفاده گردید
لیتـري را در   میلـی  5و سـوزنهاي مربـوط بـه سـرنگهاي     انسولین 

                                                        
1- Daucus carota 
2- Citrus aurantium 
3- Solanum tuberousum 

شرایط کاملاً استریل به باکتري آلوده کرده سپس در چندین نقطـه  
هـا   از محل لپه تر متر پایین میلی 5اي نخود حدود  از محور زیر لپه

؛ 1989و همکـاران،   Pettenati(وارد بافت گیـاهی گردیـد   
Trypsteen  1991و همکاران .(  

لیتـر   میلی A4v ،50)و  (A4sنوع سویه باکتري از هر دو   
) CFU/ml) 107سـاعته بـاکتري    48سوسپانسیون از کشت 

زمینـی،   تهیه و قطعات برگی لوبیـا، سـیب   MSدرون محیط 
بـه  ) قطعه 50از هر بافت حداقل (نارنج و دیسکهاي هویج 

. دقیقـه درون ایـن سوسپانسـیون قـرار داده شــد     10مـدت  
زنی شده بـه ظـروف    هویج مایه قطعات برگی و دیسکهاي

الی  pH 1/5با  MSمتري حاوي محیط کشت  سانتی 9پتري 
ظـروف پتـري بـه    . درصد آگار منتقل گردیدنـد  8/0و  8/5

و تـاریکی   oC28ساعت درون انکوباتور با دمـاي   48مدت 
پس از ایـن زمـان بافتهـاي گیـاهی     . مطلق قرار داده شدند

بـا   MSوي محـیط  زنی شده به ظروف پتري جدید حا مایه
 500مشخصــات ذکــر شــده در فــوق و همچنــین حــاوي  

پـس  . بیوتیک سفوتاکسیم منتقل شدند گرم در لیتر آنتی میلی
از مسدود کردن درب ظـروف بـا پـارافیلم، ظـروف پتـري      

، تاریکی و تـا زمـان   oC28 مذکور درون انکوباتور با دماي 
  . هاي القایی نگهداري شدند ظاهر شدن ریشه

  :هاي القایی ی باکتریایی از ریشهحذف آلودگ
هاي القایی بـه منظـور حـذف     پس از ظاهر شدن ریشه  

حـدود سـه الـی    ،  A. rhizogenesآلودگی ناشی از وجـود  
هـاي القـایی را پـس از     متـر انتهـایی از ریشـه    چهار سانتی

گذشت یک ماه از تشکیل شدن آنها بـه همـراه قسـمتی از    
وي محـیط کشـت   محیط کشت بریده و به پتري جدید حا

MS  باpH  درصد آگـار   7/0الی  6/0و  7/5الی  5/5معادل
پس . گرم در لیتر سفوتاکسیم منتقل گردید میلی 300حاوي 

متـر انتهـایی از    از گذشت سه هفته، سه الـی چهـار سـانتی   
هاي تازه تشکیل شده دو مرتبه به ظروف پتري جدید  ریشه

  . با مشخصات ذکر شده در فوق منتقل گردیدند
  نتایج و بحث

نتایج بدست آمده نشان داد که دیسکهاي هـویج  
ضد عفونی شده با روش اول پس از یک هفتـه انتقـال بـر    

درصد آلوده شده و پس از گذشـت   MS ،100روي محیط 
اي رنـگ و از   دو تا سه هفته تمامی دیسکهاي حاصل قهوه

در مورد روش دوم بـیش  . درون تجزیه و متلاشی گردیدند
دیسکهاي هویج پس از گذشـت دو الـی سـه     درصد 80از 

کمتـرین  . آلـوده شـدند   MSهفته از انتقال بر روي محـیط  
دیسـکهاي آلـوده بـا اسـتفاده از روش سـوم ضـد عفــونی       
سطحی بدست آمد که در آن نیز بین زمانهاي استفاده شـده  

دقیقـه   30براي استریل، قرار گرفتن بافت گیاهی به مـدت  
س صنعتی بهترین نتیجـه را  غلظت وایتک 1/0درون محلول 
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در پی داشت بطوریکه پس از انتقال دیسـکهاي هـویج بـه    
درصـد از   10و گذشت دو الی سه هفتـه تنهـا    MSمحیط 

دیسکهاي هویج آلوده و تجزیه گردیدند و دیسکهاي سـالم  
پس از این مدت نیز طراوت و شادابی خود را حفظ کردند 

پـس از عمـل   دهنده سالم بودن سـلولهاي گیـاهی    که نشان
روش استفاده شده براي ضدعفونی . ضدعفونی سطحی بود

سطحی دیسکهاي برگ نارنج نیز نتایج قابل قبـولی در پـی   
داشت بطوریکه پس از گذشت دو هفته از قرار دادن آنها بر 

درصد از کل دیسکهاي تهیه شده  10تنها  MSروي محیط 
اولیه و اي و نکروزه گردیدند و بقیه با همان رنگ سبز  قهوه

  . بدون آلودگی بر روي محیط کشت باقی ماندند
  :هاي القایی ظهور ریشه

پس از گذشت حدود یک هفته از زمان مایه زنی، 
هاي القایی به شکل بافت کالوس  اولین شواهد ظهور ریشه

در . زنی شده مشاهده گردیـد  بر روي برخی از بافتهاي مایه
رنگ سـفید و  زمینی بافت کالوسی به  دمبرگ برگهاي سیب

به ضخامت یک الی دو میلی متر، ناحیه انتهایی دمبـرگ را  
در دیسکهاي هویج پس از گذشت یک هفته و در . پوشانید

. مرکز دیسک بافت کالوسی با ضخامت کم تشکیل گردیـد 
علائمی از تشکیل بافت کالوس مشـاهده    در برگهاي لوبیا،

یده شدن نشد، لیکن در بعضی از قسمتها و بویژه از محل بر
ــرگ مشــاهده       ــا، بیــرون زدگیهــائی از ســطح ب رگبرگه

همچنین در دیسـکهاي بـرگ نـارنج نیـز هیچگونـه      .گردید
پاسخی از گیاه در برابر تلقیح با باکتري مشاهده نگردید در 

پس از گذشت . حالیکه برگها همچنان سبز و شاداب بودند
اي نخود، بافت گیاهی  چهار روز از مایه زنی محور زیر لپه

هاي تلقیح شده متورم شد و شـکافهایی در محـور    در محل
  . اي بوجود آمد زیر لپه

زمینـی،   دو هفته بعد از مایه زنی در برگهاي سیب
دو الی سه ریشه از بافـت کـالوس بیـرون زده و در سـطح     

در قطعات برگـی  . شروع به رشد نمودند MSمحیط کشت 
ها خارج لوبیا نیز همین تعداد ریشه از محل بریدگی رگبرگ

در دیسکهاي هـویج  . شده و در محیط کشت گسترده شدند
تـر شـد بطوریکـه مرکـز      بافت کالوس تشکیل شده گسترده

اي  در محـور زیـر لپـه   . دیسک را به طـور کامـل پوشـانید   
 15حـداقل  (گیاهچه نخود تعداد زیادي ریشه هاي کوچک 

هـاي تلقـیح شـده بیـرون زده، و در      از محل) ریشه 20الی 
در دیسـکهاي بـرگ   . شروع بـه رشـد کردنـد    محیط کشت

نارنج همانند هفته اول هیچگونه پاسـخی از بافـت گیـاهی    
  . زنی مشاهده نگردید متعاقب عمل مایه

هـاي بوجـود آمـده در     در پایان هفته سوم ریشـه 
زمینی و لوبیا به رشد خود ادامه دادند و  قطعات برگی سیب

در بعضی از قطعـات بـرگ   . در محیط کشت گسترده شدند

لوبیا یک یا دو ریشه جدید در قسمتهایی کـه فاقـد ریشـه    
زمینـی در هفتـه سـوم     در بـرگ سـیب  . بودند ظاهر گردیـد 

در دیسـکهاي  . تشـکیل نگردیـد   هیچگونه ریشـه جدیـدي  
که به شکل ریشه هویج، بافت کالوس تشکیل شده بدون این

به طور کامل پوشانید و در  سطح دیسک را تقریباٌ. متمایز گردد
گیاهچه نخود در قسمتهاي جدید چندین ریشـه تـازه تشـکیل    

در دیسکهاي برگ نارنج نیـز هماننـد دو   . شده مشاهده گردید
سخی از بافت گیاهی در برابر مایه زنی با هفته قبل هیچگونه پا

   .باکتري مشاهده نگردید
در پایان هفته چهارم ریشه هاي تشکیل شـده در  
برگهاي لوبیا و سیب زمینی همچنان بـه رشـد خـود ادامـه     

در دیسکهاي هویج نیز تنها ضخامت بافـت کـالوس   . دادند
در دیسکهاي بـرگ نـارنج نیـز    . تشکیل شده افزایش یافت

سه هفته قبل هیچگونه پاسخی از بافـت گیـاهی در    همانند
لیکن در گیاهچه نخـود در  . برابر مایه زنی مشاهده نگردید

نوع اول که . پایان هفته چهارم دو نوع ریشه مشاهده گردید
غالب ریشه ها را در بر می گرفت و به شکل کشـیده و بـا   
انشعاباتی در محیط کشت گسترده می شدند و نوع دوم که 

کمتري را تشکیل می دادند طول آنها کوتـاهتر و بـه    تعداد
در همین زمان تنها در . شکل پیچ خورده مشاهده می شدند

هاي القـایی مشـاهده    درصد از قطعات برگی لوبیا ریشه 10
درصـد از قطعـات    20در برگ سیب زمینی حـدود  . گردید

هــاي القــایی را از محــل دمبــرگ در محــیط  برگــی ریشــه
 60گیاهچـه هـاي نخـود در بـیش از      گسترش دادند و در

هاي القایی در محور زیـر لپـه اي تشـکیل     درصد آنها ریشه
تقریبا در اکثر دیسکهاي هویج مایـه زنـی شـده بـا     . شدند

بافت کالوس تشکیل شد کـه  ) درصد  70بیش ار (باکتري 
حتی پس از گذشت یک ماه از مایه زنـی بـدون اینکـه بـه     

خـود در سـطح بافـت    صورت ریشه متمایز گردد به رشـد  
در دیسکهاي برگ نارنج نیز حتـی بـا   . گیاهی ادامه می داد

گذشت بیش از یک ماه از زمان مایه زنی هیچگونه واکنشی 
با گذشـت چهـار هفتـه از    . از بافت گیاهی مشاهده نگردید

زمان مایه زنی در قطعات برگی لوبیـا و سـیب زمینـی کـه     
 ـ. ریشه هاي القایی تشکیل نگردیده بـود  ت گیـاهی بـه   باف

در نهایت نیز . تدریج رنگ خود را از دست داده زرد گردید
در دیسـکهاي  . به رنگ قهوه اي در آمـده و از بـین رفـت   

هویج نیز در مواردي که بافـت کـالوس تشـکیل نگردیـد،     
مرکز دیسک به سمت داخل فرو رفته شده و جدار خارجی 
دیسک نیز خشک گردید و ترك و شکافهایی در آن بوجود 

تعدادي از دیسکهاي برگ نـارنج نیـز در پایـان هفتـه     . مدآ
چهارم به رنگ قهوه اي در آمدند، لیکن اکثر آنها همچنـان  

  . باقی ماندند MSبه رنگ سبز در سطح محیط 
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  :حذف آلودگی باکتریایی از ریشه هاي القایی
با توجه به زیادي تعداد و همچنین رشد سـریعتر  

اي  روي محـور زیـر لپـه    هاي القایی تشکیل شده بـر  ریشه
ها براي رسیدن به یک کلـون از   گیاهچه نخود، از این ریشه

رشد اولیـه سـه تـا چهـار     . هاي القایی استفاده گردید ریشه
سانتی متر انتهایی ریشه هاي منتقـل شـده بـر روي محـیط     

MS  گـرم در لیتـر سفوتاکسـیم نتوانسـت      میلی 500حاوي
پـس از دو  . ف نمایدآلودگی باکتریایی را به طور کامل حذ

هفته از رشد ریشـه در ایـن محـیط، در بعضـی قسـمتهاي      
. مجاور ریشه، رشد باکتري در سطح پلیت مشـاهده گردیـد  

لذا در مرحله دوم، دو مرتبه مشـابه حالـت قبـل ریشـه بـه      
گرم در لیتر سفوتاکسـیم   میلی 300جدید حاوي  MSمحیط 

در  پس از گذشت دو مرحله از کشت ریشـه . منتقل گردید
این محیط آلـودگی باکتریـایی در اطـراف ریشـه مشـاهده      

زدایی شده بـه خـوبی در محـیط     هاي باکتري ریشه. نگردید
بیوتیک به رشـد خـود ادامـه     جدید و فاقد آنتی MSکشت 
  . دادند

نتایج این پژوهش نشان داد که حتی در سه مورد 
هاي القـایی بوجـود آمـده     بافت گیاهی که بروي آنها ریشه

اي گیاهچه نخود بیشترین حساسیت را  محور زیر لپهاست، 
هاي القایی تشکیل شـده   به باکتري نشان داده و تعداد ریشه

قطعـات بـرگ   (بر روي آن بسیار بیشتر از دو بافـت دیگـر   
هـاي   تلقـیح گیاهچـه  . بوده اسـت ) زمینی لوبیا و برگ سیب

Lotus corniculatus ،Trifolium repens   وTrifolium 
pratense   با سـویهC58C1   بـاکتريAgrobacterium   نیـز

نشان داده اسـت کـه گیـاه اولـی داراي حساسـیت بسـیار       
بیشتري نسبت به دو گیاه دیگر در برابر اگروباکتریوم بـوده  

هاي القایی با تراکم بیشـتري در بافـت آن تشـکیل     و ریشه
نتـاـیج مشـاـبهی از ). 1990و همکـاران،   Webb(شـده اســت  

اـپ رسـیده اسـت       تحقیقات سایر مح هـ بـه چ ققین در ایـن رابط
)Muginer ،1988 ؛Christy  وSinclair ،1992 .( همچنــین

در مورد هر نوع گیاه نیز دیده شده است که اندام مختلـف  
گیـاه حساسـیت متفـاوتی نسـبت بـه اگروبـاکتریوم نشـان        

دهند و این حالت را بدلیل تغییـر تعـادل هورمـونی در     می
و همکـاران،   Katavic(انـد   دانستههاي مختلف گیاهی  اندام

به عنوان مثال در گیاه کلم قطعات برگی و در گیـاه  ). 1991
هاي دو تا سه برگی بیشـترین حساسـیت را    شمعدانی قلمه

در برابـــر اگروبـــاکتریوم از خـــود نشـــان داده انـــد     
)Pellegrineschi وdavolio-Mariani ،1996 ؛Christy  و

 Verticordia grandis  در گیــــاه) . 1997همکــــاران، 
تـرین عضـو گیـاه در برابـر اگروبـاکتریوم دمبـرگ        حساس

بنابراین ). 1995و همکاران،  Stummer(گزارش شده است 
طبق توصیه محققین لازم است بهترین ترکیب بافت گیاهی 

و سویه مشخص از اگروباکتریوم معـین و بـدین صـورت    
هـاي القـایی را    احتمـال موفقیـت در بدسـت آوردن ریشـه    

از ســایر عوامــل ). 1993و همکــاران،  Otani(افــزایش داد 
هاي القایی مدت زمانی است که  تأثیر گذار در تشکیل ریشه

بافت گیاهی مورد نظـر درون سوسپانسـیون بـاکتري قـرار     
ــه . گیــرد مــی در ایــن پــژوهش دیســکهاي نــارنج هیچگون

العملی به تلقیح نشان ندادند این امر یا به دلیل کافی  عکس
زمان تلقیح و یا ممکن است به سویه باکتري مربوط  نبودن

 10باشد و این احتمال وجود دارد که در زمانهاي بـیش از  
. هاي القایی در دیسکهاي برگ نارنج ظاهر گردد دقیقه ریشه

هـاي   ترین زمان براي تشـکیل ریشـه   به عنوان مثال مناسب
، Sequoia sempervirensهاي سرخ چـوب   القایی در قلمه

و همکـاران،   Mihaljevic(اعت گزارش شـده اسـت   س 24
1999.(  

همچنین در مواردي گزارش شده است که عـدم  
پاسخ بافت گیاهی به اگروباکتریوم و در نهایت عدم تشکیل 

هاي القایی به دلیل تولید برخی مواد پلی فنلی اسـت   ریشه
هاي زخم شده گیـاه ترشـح شـده و بـه عنـوان       که از بافت

هاي القایی بـه آن اشـاره شـده     یل ریشهممانعت کننده تشک
است، سن بافت گیاهی مورد استفاده نیز در تشـکیل شـدن   

در بیشتر موارد هر چه سـن  . باشد هاي القایی موثر می ریشه
یابـد از حساسـیت آنهـا در برابـر      بافت گیاهی افزایش می
همانگونه  ). Muginier ،1988(شود  اگروباکتریوم کاسته می

و روشها ذکر گردید براي تهیه دیسکهاي  که در بخش مواد
برگ نارنج از برگهاي تازه تشکیل شده درخت چنـد سـاله   

بنابراین ممکن است عدم پاسخ بافت گیـاه  . استفاده گردید
. به تلقیح، افزایش بیش از حد سن بافت گیاه میزبان باشـد 

لذا چنانچه از برگهاي حاصل از کشت بافت گیـاه اسـتفاده   
در . هاي القایی محتمل خواهد بود ور ریشهگردد، امکان ظه

هاي القایی به عدم بیان ژنهاي  مواردي نیز عدم ظهور ریشه
تولید کننده اکسین نسبت داده شده است که این خود ناشی 

هاي متفاوت و چگونگی وارد شدن و محـل   از تعدد نسخه
ــات  ــاه   TR-DNAو  TL-DNAورود قطع ــوم گی ــداخل ژن ب
ــان باشــد  ــیح  )1990و همکــاران،  Ottaviani(میزب در تلق

دیسکهاي هویج با اگروباکتریوم فقط بافت کالوس تشکیل 
هـاي القـایی تمـایز     گردید و بافت مذکور به صورت ریشه

هـاي مـورد    توانـد بـه نـوع سـویه     این پدیده می. پیدا نکرد
چنین استنتاجی توسط . استفاده در این پژوهش مرتبط باشد

در تلقـیح دیسـکهاي   . یده استسایر محققین نیز ارائه گرد
سویه از اگروباکتریوم، تنها تعـداد معـدودي از    32هویج با 

هاي القایی در دیسکهاي هـویج را   آنها توانایی ایجاد ریشه
همچنـین ممکـن   ). 1985و همکـاران،   Ryder(نشان دادند 

است با تغییر شرایط محیطی به عنـوان مثـال پـایین آوردن    
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زایـی   ده را تحریـک بـه ریشـه   دما، بافت کالوس تشکیل ش
گیري غلظت اکسین در دیسکهاي هویج نشـان   اندازه. نمود

داده است که مقدار این هورمون در دیسکهاي تلقیح نشـده  
ایـن مقـدار در بافـت    . نانوگرم در گـرم بـوده اسـت    7/12

 1/81و  5/31هاي القایی به ترتیب به میزان  کالوس و ریشه
و همکـاران،   Epstein(اسـت  نانوگرم در گرم افزایش یافته 

بنابراین ممکن است با وارد کردن مقـادیر کمـی از   ). 1991
اکسین به محیط کشت بتـوان بافـت کـالوس را بـه ریشـه      

  ).1997و همکاران،  Biondi(القایی تبدیل کرد 
هاي القایی بوجود آمده بر روي  در رابطه با ریشه

قه زمینی و همچنین قطعات برگـی و سـا   غده استریل سیب
این گیاه چنین عنوان شده است که با توجه به اینکه منشاء 

تر از  هاي القایی از دستجات آوندي و یا به طور دقیق ریشه
هـاي   بنـابراین احتمـال ظهـور ریشـه    . باشد لایه کامبیوم می

القایی در قطعات برگی که حاوي دستجات آوندي بیشتري 
ــی ــند بیشــتر از دیســک ریشــه  م ــاي غــده باش اي اســت  ه

)Ottaviani  ،هـاي   در مورد شکل ریشـه ). 1990و همکاران
القایی تشکیل شده در این پژوهش نیز مشاهده گردیـد کـه   

زمینـی فقـط یـک نـوع      در قطعات برگ لوبیا و برگی سیب
لـیکن در  . ریشه بر روي بافت گیاهی بوجـود آمـده اسـت   

مورد گیاهچه نخود دو نوع ریشـه القـایی کـه یکـی کـاملاً      
ده و دیگري کوتاه و پیچ خورده بود بوجود کشی تصادفی و

نتایج ارائه شده توسط سایر محققـین نیـز مویـد ایـن     . آمد

در برخی بافتهاي گیـاهی تلقـیح شـده بـا     . پدیده می باشد
اگروباکتریوم گاهاً دو الی سه فـرم مختلـف ریشـه بوجـود     

ــی ــد  مـ ــاران،  Ottaviani(آیـ و  Amselem؛ 1990و همکـ
Tepfer ،1992 ؛Moyano  ،1999و همکاران.(  

اي  هاي القایی بوجود آمده در محور زیر لپه ریشه
بـه   MSگیاهچه نخود از طریق سه مرحله کشت در محیط 

گـــرم در لیتـــر  میلـــی 300و  300، 500ترتیـــب حـــاوي 
هـاي   ریشـه . سفوتاکسیم عاري از آلودگی باکتریایی شـدند 

در القایی بوجود آمده در گیاه خیار نیز پس از دو بار کشت 
محیط حاوي سفوتاکسیم فاقد آلودگی باکتریایی شده است 

)Amselem  وTepfer ،1992 .(  در مواردي نیز براي حـذف
میلـی   500بیوتیک کربانسیلن با غلظـت   آنتی اگروباکتریوم از

و یـا سفکسـین بـا     )1991و همکـاران،   Katavic(گرم در لیتر 
، و همکــاران Pettenati(همــین غلظــت اســتفاده شــده اســت 

با توجه به پتانسیل مختلف بافتهاي گیاهی براي تولیـد  ). 1989
هاي القایی، انجام آزمایشـات متعـدد دیگـر بـا بافتهـاي       ریشه

  A. rhizogenes هـاي مختلفـی از   متفـاوت و همچنـین سـویه   
همچنین با توجه به تشکیل بافت کـالوس در  . گردد توصیه می

یل این بافت به ثیر هورمون اکسین در تبدأدیسکهاي هویج و ت
گردد در تحقیقات اتی تلقیح توام باکتریهـایی   ریشه پیشنهاد می

تولید کننده اکسـین و اگروبـاکتریوم و یـا کـارایی اسـتفاده از      
هاي القایی مورد بررسـی   مقادیر مختلف اکسین در تولید ریشه

   .قرار گیرد
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