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اثرات قارچ هاي اكتوميكوريز در سازگاری گياهچه هاي كشت 
بافتي بلندمازو )Quercus castaneifolia( در محيط گل خانه
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Abstract
Transfer of tissue culture seedlings to the greenhouse is the most important step in the micropropagation process 
and requires an adaptation stage. This phase of acclimatization is the beginning of autotrophic life and is associated 
with the establishment of physiological processes necessary for survival. During the acclimatization phase, seedlings 
should increase water and salt uptake as photosynthesis accelerates. Among the strategies to improve the survival 
and growth of tissue culture plants in the greenhouse, inoculation with mycorrhizal fungi has been introduced as an 
efficient method. In this study, the symbiotic effects of ectomycorrhizas on improving the compatibility of Quercus 
castaneifolia seedlings in greenhouse were investigated. Basidiocarps of Tricholoma acerbum were collected from 
Mazandaran province and pure colony of the ectomycorrhizal fungus was isolated. Seedling regeneration was per-
formed by culturing single-node fragments with special hormonal treatments then inoculated by pure cultivation of the 
fungus in the laboratory and in the greenhouse. Fourteen weeks after seedling transfer to greenhouse, their physio-
logical characteristics were evaluated. According to the results of ectomycorrhiza inoculation, it was not only useful 
for the establishment and survival of plants in the adaptation phase, but also improved the water and physiological 
condition of plants. Therefore, the establishment of this ectomycorrhizal relationship can be considered as a solution 
to increase the tolerance of Quercus castaneifolia seedlings against the shock of transfer to the greenhouse and the 
success of seedling production in oak reforestation programs.
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Effects of ectomycorrhizal fungi on the acclimatization of micropropagated 
Quercus castaneifolia plantlets in greenhouse

 S.M. Zamani1*, A.Ghamari Zare2, M.Emam3 and D.Bayat Tork4

چکیده
انتقال گیاهچه   ها به گلخانه، مهم ترین قدم در کشت بافت بوده و نیازمند یک مرحله سازگاري است. این مرحله خوگرفتن شروع 
زندگی اتوتروفی بوده و نیازمند ایجاد فرآیندهای فیزیولوژیکی ضروری برای بقا است. در مدت سازگاری، گیاهچه ها باید 
جذب آب و املاح را به موازات افزایش سرعت فتوسنتز بالا ببرند. در میان راهکارهای بهبود بقاء و رشد گیاهان کشت بافتي 
در گلخانه، تلقیح قارچ هاي میکوریزا، بعنوان روشی کارآمد معرفی شده است. در این تحقیق اثرات همزیستي اکتومیکوریزایي 
در ارتقاء سازگاري گیاهچه هاي کشت بافتي بلندمازو )Quercus castaneifolia( در گلخانه بررسي شد. بازیدیوکارپ قارچ 
Tricholoma acerbum از استان مازندران جمع آوري و کلني خالص قارچي جداسازي شد. گیاهچه ها از طریق کشت 
جوانه های جانبی با تیمارهای ویژه هورمونی ریزازدیادی و با کشت خالص قارچ در آزمایشگاه و همچنین گلخانه تلقیح شدند. 
14 هفته پس از انتقال گیاهچه ها به گلخانه خصوصیات فیزیولوژیکي آن ها ارزیابي شد. براساس نتایج، تلقیح اکتومیکوریزا نه 
فقط برای استقرار و بقاء گیاهان در فاز سازگارسازی مفید بود بلکه وضعیت آبي و فیزیولوژیکي گیا هان را بهبود بخشید. بنابراین 
مي توان برقراري این رابطه اکتومیکوریزایي را بعنوان راهکاري جهت افزایش تحمل گیاهچه های بلندمازو در برابر شوک انتقال 

به گلخانه و موفقیت تولید نهال  در برنامه هاي احیائي جنگل هاي بلوط مد نظر قرار داد.
واژه های کلیدی: سازگاري، کشت بافت، همزیستي اکتومیکوریزایي.
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 مقدمه
شرایط  مطالعه  و  بررسي 

محیطي،  جنبه هاي  از  زیست 
اقلیمي، خاک، گیاهان، جانوران و 

امثال آن براي انسان هاي قرن حاضر 
و آینده، این نکته مهم و قابل توجه را 

یادآوري مي کند که انسان براي بهبود 
شرایط حیات خود، نیاز مبرم به استفاده از 
فناوري هاي جدید در زمینه هاي گوناگون 
به ویژه، علوم گیاهي و کشاورزي دارد. افزایش 
جمعیت جهان و کاهش منابع تولید فراورده هاي 
گیاهي و دامي در جهان یک مشکل جدي و 
اساسي است که دانشمندان را از دهه گذشته 
تاکنون به این فکر ترغیب کرده، تا با استفاده 
از شیوه هاي جدید در حفظ محیط زیست و 
بنیادي در طبیعت، دست به تولید  عدم تغییر 
بهتر و بیشتر محصولات گیاهي بزنند، یکي از 
این روش هاي مدرن استفاده از فناوري کشت 
سلول و بافت هاي گیاهي است که از این راه 
مي توان اقدام به تکثیر گیاهان مختلف اعم از 
صنعتي، دارویي، جنگلي، مرتعي و کشاورزي 
کرد. استفاده از تکنیک کشت بافت یا ریزازدیادي 
)Micropropagation Techniques( موجب 
افزایش میزان و سرعت تولید گیاهان مهم و 
برگزیده  مورد نظر شده است. همچنین کشت 
بافت گیاهي مي تواند بستر مناسبي برای حفظ و 
نگهداري گونه ها و ژنوتیپ هاي مادر، یا در حال 
انقراض طبیعت به عنوان منابع با ارزش ژرم پلاسم 
به شمار آید. علاوه براین فناوری کشت سلول و 
بافت هاي گیاهي در سال هاي اخیر به گونه اي 
توسعه یافته است که هم اکنون براي انتقال ژن هاي 
مقاومت  ایجاد کننده  به ویژه ژن هاي  مطلوب، 
بیماري هاي گیاهي که هر  به آفات و  نسبت 
ساله بخش عظیمي از تولیدات گیاهي را نابود 
مي کند، در سطح گسترده استفاده مي شود. بدیهي 
است اصلاح گیاهان به روش هاي سنتي، علاوه بر 
وقت گیر بودن ، در بسیاري از موارد امکان پذیر 
نیست، در حالي که فناوری کشت سلول و بافت 
گیاهي این راه را به خوبي هموار ساخته و به 
پیش مي برد )حسندخت، 1385(. علي رغم تمام 
این محاسن، مشکلات متعددي استفاده  گسترده 
از تکنیک ریزازدیادي را محدود مي کند، یکي از 
مهم ترین آنها دشواري در سازگاري گیاهچه هاي 
 )in vitro( به دست آمده در شرایط آزمایشگاه

پس از انتقال آنها به فضاي خارج از شیشه )ex vitro( است. 
به طوري که در بیشتر موارد، نرخ بالایي از مرگ و میر در 
پي انتقال گیاهچه ها به شرایط ex vitro دیده مي شود؛ 
چرا که این گیاهچه هاي کشت بافتي روزنه و منافذ 
بسیار کم و بدون عملکرد داشته، بدون کوتیکول یا 
داراي کوتیکول ضعیف بوده و نیز سیستم ریشه اي 
ضعیف و ناکارآمدي دارند )حسندخت، 1385(. 

تلقیح قارچ هاي میکوریز به ریشه هاي گیاهچه هاي 
به دست آمده از کشت بافت، نقش بسیار مهم و 
مفیدي را در تقلیل شوک وارده به این گیاهان در 
 Kapoor( زمان انتقال به شرایط گل خانه اي دارد
et al., 2008(. علاوه بر این، تحقیقات نشان 
مي دهد که به کارگیري همزیستي میکوریزایي 
مي تواند به عنوان یک راهکار بیوتکنولوژیکي 
ریشه   و  هوایي  اندام هاي  رشد  بهبود  براي 
گیاهچه هاي حاصل از ریزازدیادي و نیز کاهش 
استفاده از کودها و آفت کش هاي شیمیایي به کار 
Fortuna et al., 1996; Aka-( گرفته شود

Kacar et al., 2010(. برقراري این همزیستي 
منجر به کاهش مرگ و میر گیاهچه هاي حاصل 
از کشت بافت پس از انتقال آنها به خاک گلدان 
و سبب تسهیل سازگاري آنها با شرایط طبیعي 

در مرحله سخت وارسازي مي شود.
فراوان ترین  و  مهم ترین  از  بلوط  گونه هاي 
جنگلي،  اکوسیستم هاي  پهن برگ  درختان 
از نظر  که  هستند  ایران  جنگل هاي  از جمله 
اکولوژیکي اهمیت بسیار زیادی  اقتصادي و 
دارند. درختان بلوط به عنوان گیاهاني بسیار 
ارزشمند و قابل بهره وري در بخش هاي صنعتي 
شیمي،  کاغذسازي،  صنایع چوب،  قبیل  از 

رنگ سازي و داروسازي هستند. 
از بذور  بلوط استفاده  مهم ترین روش تکثیر 
است که روش مناسبی براي فراهم کردن تنوع 
ژنتیکي این گونه ها در اکوسیستم هاي جنگلي 
است )Ostrolucka et al., 2007(. امکان 
به دلایل متعددي بسیار  بلوط  تکثیر جنسي 
محدود است، از  آن جمله مي توان به طولاني 
بودن مدت زمان لازم براي رسیدن بذور به بلوغ 
فیزیولوژیکي، نامنظم بودن زمان ظهور بذور در 
سال هاي مختلف، پایین بودن میزان تولید بذر در 
درختان بلوط، پایین بودن قوه  نامیه  بذور تولید 
شده و مشکل بودن ذخیره سازي بذور اشاره 
 Ostrolucka et al., 2007; Pijut et( کرد
al., 2011(. همچنین بذور گونه هاي مختلف

در  را  متفاوتی  توانایی  میزان   Quercus  
به دلیل  و  داده اند  نشان  خود  از  جوانه زني 
حساسیت بالا به خشک شدن و از دست دادن 
آب، می توان آنها را براي مدت کوتاهي ذخیره 
کرد )Ostrolucka et al., 2007(. علاوه بر 
بلوط  تکثیر غیرجنسي درختان  اینها، روش 
قلمه هاي آن  بودن ریشه زایي  به دلیل مشکل 
چندان میسر و عملي نیست. مشکلات یاد شده 
کارگیري  به  با  مي توان  را  بلوط  تکثیر  در 
تکنیک هاي آزمایشگاهي )in vitro( بر طرف 
 Ostrolucka et al., 2007; Pijut et( کرد
al., 2011(. به عنوان مثال تکثیر آزمایشگاهي 
بلوط  از درختان  جوانه هاي جمع آوري شده 
داراي کاربردهاي مهمی از جمله جنگل کاري هاي 
تجاري، تکثیر انبوه ژنوتیپ هاي خاص و برگزیده 
در معرض خطر انقراض و نیز ژنوتیپ هاي مقاوم 
یا متحمل به بیماري ها، آفات، یا آلودگي هاي 
 Ostrolucka et al.,( است  محیط زیستی 
 .)2007; Ostrolucka & Bezo, 1994
بلوط  درختان  از  ریزنمونه ها  جمع آوري 
مختلف در جنگل و تکثیر آزمایشگاهي آنها 
)in vitro( تولید تعداد زیادي از گیاهان بلوط 
امکان پذیر مي کند  با ژنوتیپ هاي متفاوت را 
که براي تأمین تنوع ژنتیکي در اکوسیستم هاي 
 .)Pijut et al., 2011( جنگلي مورد نیاز است
اگرچه کشت بافت روشی گسترده براي تولید 
گیاهان برگزیده است، اما گیاهچه هاي حاصل 
از کشت بافت )به ویژه در مورد گیاهان چوبي( 
نیاز به مقاوم سازي فیزیولوژیکي قبل از انتقال 
براي کاهش شوک نشائي زودگذر دارند. استفاده 
از کشت بافت در تولید انبوه گیاهان، به دلیل 
میزان بقاي ناچیز گیاهچه هاي درون شیشه اي در 
محیط بیرون، تنها با مقاوم سازي این گیاهچه ها 
امکان پذیر است. قارچ هاي میکوریز قادرند با 
افزایش جذب آب و کنترل اثرات منفي تنش هاي 
محیطي، موجب بهبود رشد و عملکرد گیاهان 
میزبان در مرحله سازگاري گل خانه اي شوند. 
قارچ هاي میکوریز در افزایش فتوسنتز گیاهان 
نقش بسزایي داشته و بیشتر با ریشه هاي باریک 
و تغذیه کننده ارتباط برقرار مي کنند. در میان 
 Quercus( بلندمازو گونه هاي جنس بلوط، 
castanefolia( از گونه هاي صنعتي و با ارزش 
محیط زیست شمال ایران است که متأسفانه، در 
سال هاي اخیر به دلایل مختلف حجم این گونه 
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در رویشگاه هاي طبیعي در حال کاهش است. 
با توجه به اهمیت اکولوژیکي و نیز ارزش بالاي 
اقتصادي و محیط زیستی آن لازم است در کنار 
احیای مناطق مخروبه، به افزایش کیفي نهال هاي 
توجه شود.  نیز  مناطق  این  در  مورد استفاده 
بر این اساس، هدف از این تحقیق بررسي اثر کاربرد 
اکتومیکوریزا در میزان جذب آب و فتوسنتز 
در گیاهان بلندمازو حاصل از کشت بافت طي 

مرحله سازگاری در شرایط گل خانه اي است.

 اقدامات و یافته ها
- اقدامات:

  1 ( جداسازی و کشت قارچ  اکتومیکوریز و 
بازدید از رویشگاه طبیعي  شناسایي آن: طي 
بلوط در استان مازندران- طرح جنگل داري 
از اسپوروکارپ هاي سالم  )بینشکي(،  نسارود 
بلوط  درختان  کنار  در  و جوان رویش یافته 
نمونه برداري و در کمترین زمان به آزمایشگاه 
منتقل شد. در آزمایشگاه و با هدف جداسازي 
و کشت قارچ هاي اکتومیکوریز و استفاده از آنها 
براي برقراري همزیستي با گیاهچه هاي بلوط، 
از  استریل  قارچ در شرایط  بافتي  بلوک هاي 
بخش دروني کلاهک هاي تازه، جداسازي و در 
)MMN: Modified Melin Norkans)  محیط

 (Qu et al., 2003( کشت شدند، سپس پتري ها 
به مدت دو ماه در انکوباتور 23 درجه سانتي گراد 

و در شرایط تاریکی نگهداري شدند. 
براي شناسایي قارچ جداسازي شده با استفاده 
ابتدا تکثیر میسلیوم قارچ  از روش مولکولي 
توسط کشت در محیط مایع MMN و نگهداري 

ماه در دماي 23 درجه  به مدت یک  کشت 
روي دستگاه شیکر انکوباتور با سرعت 100 
دور در دقیقه انجام شد. استخراج DNA کل 
از میسلیوم خالص جدایه قارچي با استفاده از 
روش صفایي و همکاران )1384( انجام شد. 
ناحیه ITS1-5.8S-ITS2 از DNA ریبوزومي 
و   ITS1F آغازگرهاي  از  استفاده  با  قارچ 
 White et( تکثیر و تعیین توالي شد ITS4B
al., 1990; Gardes & Bruns, 1993(. مواد 
مورد استفاده و حجم های به کار رفته از این 
مواد در واکنش PCR و برنامه حرارتي مطابق 
روش Gardes و اBruns (1993( تنظیم شد. 
الگوریتم  از  استفاده  با  آمده  به دست  توالي 
پایگاه  نوکلئوتیدي  توالي هاي  با   BLASTN
و  شد  مقایسه   UNITE و   GenBank
نزدیک ترین توالي به آن به عنوان توالي مرجع 
 score bit ،e-value مقادیر  انتخاب شد. 
براي  توالي ها   sequence similarity و 
نتیجه گیري در مورد بهترین تطابق ارزیابي شد. 
 score صفر به همراه ارزش بالاي e-value
bit )حداقل 800( حالتی ایدئال  و به عنوان یک 
 Smith et al.,( تطابق قوي در نظر گرفته شد
2007(. به منظور یافتن جایگاه تاکسونومیکي 
توالي به دست آمده، تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی 
با  پایگاه داده ها  توالي هاي موجود در  با  آن 
انجام   )Bayesian method( بیزی  روش 

شد )زماني، 1393(. 
Quercus casta� گیاهچه هاي  تلقیح   )2
 Tricholoma بومي  قارچ  neifolia توسط 
Quercus casta� گیاهچه هاي :acerbum

neifolia به روش کشت بافت تکثیر شد )زماني 
و همکاران، 1391(. برای برقراری همزیستی 
از  اکتومیکوریزایی در شرایط درون شیشه اي 
انتقال گیاهچه های ریشه دار و هم اندازه بلوط 
 250 )MagenteaTM( به ظروف پلي اتیلني
میلی لیتری حاوی سوبسترای پیت- ورمیکولیت 
)1: 4( استفاده شد که قبلًا توسط محیط مایع 
MMN )با غلظت نصف شده از عناصر فسفر 
 )]pH= 5.6[ و نیتروژن و 0/2 درصد گلوکز؛
مرطوب و توسط میسلیوم قارچ اکتومیکوریز 
بودند  شده  کلونیزه  کاملًا  هفته   6 مدت  به 
 Duponnois & Garbaye, 1991; Oh(
گیاهچه ها  انتقال،  از  پس   .)et al., 1995
در اتاقک هاي رشد با دوره نوري 16 ساعت 
نور )5000 -3000 لوکس( تحت دماي 23 
درجه سانتي گراد و 8 ساعت تاریکي با دمای 
19 درجه سانتي گراد نگهداری شدند )شکل 1 
 .)Martins, 2008; Repac, 2010( )الف

پس از 14 هفته گیاهان تلقیح شده و شاهد 
شرایط  با  آنها  سازگاري  و  منتقل  به خاک 
 Bryan و   Marx روش  طبق  گل خانه اي 
استفاده شد. در  بهینه سازي هایي  با   )1975(
از میسلیوم قارچ کشت شده در  این مرحله 
 Lambilliotte et al.,( محیط کشت استاندارد
2004( مایع )pH= 5.6( براي تلقیح سوبسترا 
)v/v 2: 0/5: 2( شامل ترکیبي از پیت، پرلیت 
و ورمیکولیت استفاده شد. به نمونه شاهد محیط 
مایع بدون میسلیوم قارچ به خاک اضافه شد. 
هر یک از گیاهچه ها به گلدان هایي با مقادیر 

شکل 1- برقرارسازي همزیستي میان گیاهچه هاي Quercus castaneifolia و قارچ  اکتومیکوریز Tricholoma acerbum در آزمایشگاه )الف( و گل خانه )ب(       

الف
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یا  قارچ،  از خاک هاي حاوي  مساوي 
شاهد منتقل شد. به منظور طي نمودن 
به همراه  مراحل سازگاري، گیاهچه ها 
گلدان هاي مربوطه، براي حفظ رطوبت، 
در کیسه هاي پلاستیکي شفاف نگهداري 
شدند )شکل 1 ب( و بعد از گذشت هفت روز 
از انتقال، به تدریج سازگاري با هوادهي روزانه، 
شروع و پس از گذشت حدود چهار هفته مراحل 
با  روزانه  گیاهان  از  هریک  تکمیل شد.  آن 
مقادیر مساوي از محیط کشت استاندارد مایع 
و آب آبیاري شدند. نگهداري این گیاهان در 
گل خانه )دماي 23 درجه سانتی گراد( به مدت 

10 هفته صورت گرفت.
 Tricholoma 3( بررسي تأثیر همزیستی قارچ
Quercus cas� روي گیاهچه هاي acerbum

taneifolia: برای آزمون آماري گیاهچه ها در 
طرح کاملًا تصادفی با دو تیمار تلقیح با قارچ 
اکتومیکوریز و عدم تلقیح ارزیابی شدند. پس 
از 14 هفته نگهداري گیاهچه ها در گل خانه، 15 
گیاهچه از هر تیمار )اکتومیکوریزایی و شاهد( 
به طور تصادفی انتخاب و داده های مربوط به 
جوان ترین و گسترش یافته ترین برگ ها برای 
Sebas- )ارزیابی مورد استفاده قرار گرفتند 

اندازه گیری  جهت   .)tiana et al., 2013
کلروفیل متر  از دستگاه  برگ  کلروفیل  میزان 
استفاده   )Chlorophyll Content Meter(
شد. همچنین وضعیت آبی گیاهان با اندازه گیری 
 Leaf Relative( برگ  نسبي آب  محتواي 
 Catsky,( Water Content( محاسبه شد 
1960(. مقایسه میانگین های دو تیمار تلقیح 
شده و شاهد با استفاده از نرم افزار SPSS و 
Indepen-( نمونه مستقل  برای دو   t  آزمون
dent-Samples T Test( برای هر متغیر و 

در سطح 0/05 انجام شد.

- یافته ها:
و  اکتومیکوریز  قارچ   1( جداسازی و کشت 
شناسایي آن: در بازدید از رویشگاه بلوط در 
نسارود  مازندران- طرح جنگل داري  استان 
و  بلوط  گیاهان  که  شد  مشاهده  )بینشکي( 
قارچ هاي  به طور وسیعي توسط  منطقه  خاک 
اکتومیکوریز کلونیزه شده اند و براساس مشاهده 
نیز  و   )2 )شکل  قارچي  اسپوروکارپ هاي 
3( مشخص  )شکل  ریزوسفر  وضعیت خاک 

 Tricholoma نسارود- استان مازندران و کلاهک قارچ Quercus castaneifolia شکل 2- جنگل بلوط
acerbum همراه میزبان
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شد غالب ترین آنها گونه هاي مرتبط با جنس 
با  مرتبط  گونه هاي  هستند.   Tricholoma
این جنس در خاک کلني قارچي مشخصي را 
با عنوان "Shiro" )به معناي قلعه یا قلمرو( 
تشکیل می دهند. این کلني ها در جنگل هاي کاج 
و سوزني برگان به رنگ سفید و در جنگل هاي 
بلوط و دیگر پهن برگان خاکستري رنگ )شکل 
3( و شامل یک توده فشرده میسلیومي هستند 
که تمام خاک تحت قلمرو از جمله ریشه گیاهان 
)اعم از ریشه هاي مویین، ریشه هاي فرعي و 
ریشه هاي اصلي(، گرانول های خاک و سنگ ها 
و شکاف بین گرانول خاک را کلونیزه مي کنند 

 .)Vaario et al., 2010(
آوردن  محیط  روي  به  براي  تلاش  پي  در 
قارچ هاي اکتومیکوریز، میسلیوم خالص یک 
قارچ اکتومیکوریز از اسپوروکاپ جمع آوری 
شده آن از رویشگاه بینشکی جداسازي و روی 

محیط MMN کشت شد )شکل 4(.
قارچ های  نگهداری  و  کشت  جداسازی، 
اکتومیکوریز گام اساسی و مهم در میکوریزایی 
نمودن مصنوعی گیاهچه های درختان جنگلی 
قارچ های  برخي   .)Repac, 2010( است 
خالص  به صورت  می توان  را  اکتومیکوریز 
تحت شرایط کنترل شده آزمایشگاهی کشت 
کرد. جداسازی بافت قارچی به طور معمول از 
اندام های باردهی سالم و جوان در حداقل زمان 
اما  انجام می شود،  از جمع آوری  ممکن پس 
تحقیقاتی هم وجود دارند که در آنها جداسازی 
اکتومیکوریزایی  بافت  از  قارچی  بافت  این 
استریل شده  سطحی، یا از ریزومورف ها انجام 
برای   .)Obase et al., 2009( است  شده 
اکتومیکوریز  قارچ های  کشت  و  جداسازی 
تاکنون محیـط های متفاوتی به کار گرفته شده 
که در میان آن ها محیط MMN شناخته شده ترین 
و مناسب ترین محیط است؛ هرچند محیط اولیه 
به منظور کاهش اثرات معکوس روی تشکیل 
همزیستی، که معمولًا توسط مقادیر بالای کربن 
خارجی ایجاد می شود، تغییرات متعددی داشته 

.)Repac, 2010( است
برای شناسایی مولکولی این کلنی جداسازی 
 ITS شده، پس از تکثیر و تعیین توالي ناحیه
دسترسي  کد  )با  آن  ریبوزومي   DNA از 
مقایسه  و سپس   )NCBI در   MH628231
داده  قرار  مربوطه  توالی های  با  توالی  این 

شکل 3- کلني قارچي Tricholoma acerbum در جنگل بلوط Quercus castaneifolia نسارود، استان مازندران

Tricholoma acerbum شکل 4- میسلیوم جداسازی شده از قارچ اکتومیکوریز
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شده در پایگاه داده ها مشخص شد که 
توالی این ناحیه در ایزوله جداسازی 
بالاترین سطح  اسپوروکارپ،  از  شده 
ITS1- تشابه )99درصد( را با توالی
5.8S-ITS2 از DNA ریبوزومي قارچ

 )T. acerbum )AF377247 معرفی شده 
از   )2002( Bruns Bidartondo و  توسط 
نروژ نشان می دهد )جدول 1(. از این رو ایزوله 
مورد نظر به عنوان گونه T. acerbum در نظر 

این  فیلوژنتیکی  موقعیت  بررسي  گرفته شد. 
 T. قارچ نیز تأیید کننده شناسایي آن به عنوان

acerbum بود )زماني، 1393(.
Quercus casta� گیاهچه هاي  تلقیح   )2

 Tricholoma بومي  قارچ  neifolia توسط 
acerbum: پس از 14 هفته نگهداري توأم 
قارچ و گیاه در گل خانه و با سوبسترا پیت، 
پرلیت و ورمیکولیت؛ میسلیوم قارچي اطراف 
سیستم ریشه گیاه را احاطه کرد و همزیستي 

اکتومیکوریزایي برقرار شد. طي این روشِ سنتزِ 
همزیستيِ اکتومیکوریزایي، تشکیل ریشه های 
ریشه های  همان  یا  اکتومیکوریزایی  کوتاه 
انجام شد، در حالي که  جانبی کوتاه و ضخیم 
سیستم ریشه میزبان فاقد ریشه هاي مویین بود. 
میسلیوم متراکم قارچي سطح ریشه هاي جانبي 
را احاطه کرده و به سطح ریشه گسترش یافت؛ 
این حضور گسترده هیف سفید-کرم و متراکم 
Q. castaneifo�  قارچ در اطراف ریشه های

Tricholoma acerbum و قارچ  اکتومیکوریز Quercus castaneifolia شکل 5- همزیستي میان ریشه گیاهچه هاي

جدول 1- نتیجه شناسایي مولکولي قارچ اکتومیکوریز همراه بلوط در استان مازندران- طرح جنگل داري نسارود

درصد تشابهکد دسترسیبالاترین مشابهتطول (accession numbers)bpکد مورفوتایپرویشگاهگونه بلوط

Q. castaneifoliaبینشکيCas-4-20MH628231670Tricholoma acerbumAF37724799درصد

i r a n n a t u r e . a r e e o . a c . i r 52



53 53طبیعت ایران/ جلد 4، شماره 4، پیاپی 17، مهر- آبان  1398طبیعت ایران/ جلد 5، شماره 6، پیاپی 25، بهمن- اسفند  1399

قارچی جنس  از خصوصیات غلاف  که   lia
Tricholoma است و عدم حضور ریشه های 
مویین، تأیید کننده برقراري همزیستيِ این جنس 
قارچي بود )Vaario et al., 2010( )شکل 5(.

مناسب بودن سوبستراي پیت و ورمیکولیت، 
براي برقرارسازي همزیستي اکتومیکوریزایي 
به علاوه  و  نیز مشخص  در مطالعات دیگري 
نوع سیستم سنتز  این  که  گزارش شده است 
و  ریشه ها  طبیعی  توسعه  امکان  همزیستي، 
تشکیل ریشه های جانبی محل استقرار قارچ 
 Duponnois( اکتومیکوریز را فراهم می آورد
Garbay, 1991; Repac, 2010 &(. به علاوه 
همسو با نتایج این تحقیق، گزارش شده است 
)به صورت قطعات  مایع  از کشت  استفاده  که 
میسلیومی( برای تلقیح قارچ اکتومیکوریز به 
کلونیزاسیون  به دلیل  همزیستی  سنتز  سیستم 
سریع تر و یکنواخت تر سوبسترای همزیستی 
بسیار مناسب تر از انتقال کشت آگار به اطراف 

.)Repac, 2010( ریشه های میزبان است
 Tricholoma 3( بررسي تأثیر همزیستی قارچ
 Quercus گیاهچه هاي  روي   acerbum
کلروفیل  محتوای  آنالیز   :castaneifolia
فیزیولوژیک  شاخص  یک  به عنوان  برگ، 
مهم برای سنجش میزان فتوسنتز، نشان دهنده 
افزایش معنی دار این رنگدانه های فتوسنتزی در 
گیاهچه های میکوریزایی نسبت به گیاهچه های 
شاهد بود )شکل 6(، که این مسئله مطابق با 

 Martins,( گزارش های ارائه شده سایر محققان
منجر   )2008; Turgeman et al., 2011
به جذب فعال تر نور و نرخ بالاتر فتوسنتز در 

گیاهچه های تلقیح شده می شود. 
همزیستي  برقراري  تأثیر  ارزیابی  همچنین 
اکتومیکوریزایي روي وضعیت آبي گیاهچه هاي 
تلقیح  مثبت  تأثیرات  نشان دهنده  میزبان 
 T. توسط  بلندمازو  گیاهچه های  ریشه های 
acerbum بود )شکل 6(، به طوري که محتواي 
نسبي آب در گیاهچه های بلندمازو تلقیح شده 
نسبت به گیاهچه هاي شاهد افزایش معنی داري 

نشان داد. 

 نتیجه گیری نهایي و پیشنهادها
در گیاهان حاصل از کشت بافت معمولًا 
مرحله سازگاري نیاز به مدیریت خاص داشته 
و چنانچه با تدابیر کافی انجام نشود ممکن است 
استقرار گیاهچه ها را به تأخیر انداخته و توسعه 
و نمو آنها را با مشکل مواجه کند. اغلب در این 
مرحله شوک ناشی از انتقال، توقف رشد ایجاد 
کرده و در مواردي منجر به مرگ گیاهچه ها 
توسعه  عدم  به دلیل  اساسی  مشکل  مي شود. 
 Klerk( سیستم ریشه اي کارآمد در آن ها است
Brugge, 1992 &(. این مشکل از طریق به 
کارگیري قارچ هاي میکوریز در گیاهچه هاي 
حاصل از کشت بافت در چندین گونه  گیاهي 
رفع شده است )Habte et al., 2001(. در 

گیاهان بلوط هرچند پژوهش هاي کمتري در 
مایه زنی قارچ میکوریز بر گیاهچه هاي حاصل 
از کشت بافت انجام شده اما مطالعاتي وجود 
دارد که نتایج آن ها نشان دهنده تأثیرات سودمند 
کلونیزاسیون اکتومیکوریزایی روي گیاهان بلوط، 
شامل افزایش رشد، افزایش پتانسیل فتوسنتز 
 Dominguez( گیاه هستند  تغذیه  بهبود  و 
 Nunez et al., 2008; Turgeman et
 .)al., 2011; Lehto & Zwiazek, 2011
درمجموع با نتایج این پژوهش مشخص شد 
که مایه زنی گیاهچه هاي حاصل از کشت بافت 
بلندمازو با قارچ اکتومیکوریز تأثیر قابل توجهی 
در افزایش محتواي کلروفیل برگ و نیز محتواي 
نسبي آب گیاهچه ها دارد. مجموع این دو یافته 
)افزایش میزان کلروفیل و محتواي نسبي آب 
در گیاه( اثبات کننده تعادل میان تعاملات قارچ

 Q. castaneifolia و گیاه T. acerbum 
است. به این ترتیب که افزایش محتواي کلروفیل 
و در مقابل نرخ فتوسنتز در گیاهچه هاي بلوط 
تلقیح شده، درواقع تنظیمي براي منبع فروبرنده 
کربن یا همان قارچ کلونیزه کننده ریشه است 
غذایي  عناصر  انتقال  موجب  پاسخ  در  که 
افزایش  آن  تجلي  و  گیاه مي شود  به  و آب 
بلوط  گیاهچه هاي  در  آب  نسبي  محتواي 
است. همچنین این نتایج نشان دهنده سازگاري 
میان گیاه Q. castaneifolia و قارچ بومي 
T. acerbum بوده و نشان مي دهد استفاده 

شکل 6- میزان کلروفیل و محتواي نسبي آب در گیاهچه های Quercus castaneifolia شاهد و تلقیح شده با قارچ اکتومیکوریز Tricholoma acerbum ؛ حروف 
غیرمشابه بیانگر اختلاف معني دار )P=0.05( براساس آزمون t است. تعداد = 15
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از این همزیستي استراتژي مؤثري در به 
حداقل رساندن شوک ابتدایي و درنتیجه 
بافتي  کشت  گیاهچه هاي  خشکیدگي 
منتقل شده به گل خانه در فاز سازگاري 
)که کلیدي ترین و مهم ترین فاز در کشت 
بافت است( خواهد بود و به استقرار مطلوب تر 

آن ها در محیط گل خانه کمک مي کند. 

 منابع
حسندخت م.، راهله، الف. و ابراهیمي، ن.، 1385. مباني 
انتشارات مرز دانش، تهران،  کشت بافت گیاهي. 

328 صفحه.
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