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   هاي القایی براي ایجاد ریشه Agrobacterium rhizogenes استفاده از

  اي در چند گیاه دولپه
  

  محمدي، شیرین قربانی، احمد اصغرزاده، فرهاد رجالی مژگان شاه
  1علیرضا شعراي نجاتی و 

  
  چکیده

زنی  براي مایه) و یک سویه منصوب به این باکتري A4Vو  Agrobacterium rhizogenes )A4Sسه سویه باکتري 
هاي دانه رست لوبیا، ساقه گیاه کامل لوبیا،  ها و لپه هفت نوع بافت گیاهی شامل دیسکهاي استریل هویج، برگچه

هاي میان گرهی  زمینی، ریشه چه دانه رست استریل یونجه و ساقه هاي میان گرهی حاصل از کشت بافت سیب ساقه
زنی  زمینی در محل مایه هاي سیب یج، برگچه و ساقه لوبیا و ساقهدر دیسکهاي هو. کامل یونجه به کار برده شد

هاي القایی در گیاهان مختلف توسط سه سویه باکتري  درصد تشکیل ریشه. هاي ظریف و انبوه مشاهده گردید ریشه
قرار  A. rhizogenesثیر گونه گیاهی و سویه باکتري أهاي القایی تحت ت رسد تشکیل ریشه به نظر می. متفاوت بود

 . دارد
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 مقدمه
 Agrobacterium rhizogenes 

(Rhizobium rhizogenes)  یک باکتري بیماریزاي
خاکزي است که باعث بیماري موئی شدن ریشه یا ریشه 

 .شود اي می در گیاهان دو لپه (Hairy root) انبوهی
به حضور یک پلاسمید بزرگ  A. rhizogenes بیماریزایی

در باکتري بستگی  (Ri)القاء کننده ریشه 
بیماري موئی شدن ریشه با ). Mukundan ،1997( دارد

به درون سلول  T-DNA اي از پلاسمید بنام انتقال قطعه
اه و بیان ژنهاي گیاهی، ادغام پایدار این قطعه درون ژنوم گی

؛ Giri and Narasu ،2000( شود این قطعه ایجاد می
Gelvin ،2003 ؛Mukundan ،1997 .(T-DNA  حاوي

یک کاست از این ژنها  باشد؛ چند کاست ژن می
هستند، اما دیگر این ژنها در  (Oncogenic)سرطانزا

؛ Riva ،1998(. دــان لـــدخی(Opines) ها بیوسنتز اوپین
Mukundan ،1997 ؛Zhu، 2000؛ Zupan ، 2000.( 

ایجاد  متفاوت باعث مکانیسم دو  ژنهاي سرطانزایی با
در یکی از این  .شوند هاي موئی در گیاهان می ریشه

ها، ژنهاي سرطانزایی آنزیمهاي تولیدکننده اکسین  مکانیسم
کنند و به این ترتیب منجر به رشد نئوپلاستیک  ا کد میر

رسد دسته  در مکانیسم دوم به نظر می. شوند بافت می
 Signal) دیگري از ژنهاي سرطانزا مسیر تبادل علائم

transduction)  را تحت تأثیر قرار داده و باعث افزایش
این . شوند حساسیت سلولهاي گیاهی نسبت به اکسین می

 Aoky and( شوند نامیده می rolنوان ژنهاي ژنها تحت ع
Syono ،2000 ؛Christy ،2001 ؛Zambrysky ،1989 .(
ها متشکل از یک اسید آمینه و یک اسید آلی یا  اوپین

باشند که بوسیله سلول گیاهی القاء شده با  کربوهیدرات می
  . شوند اگروباکتریوم، سنتز می

خارج شده شده گیاهان این مواد، از بافتهاي القاء 
 یا ریشه  (Tumour) کننده غدهقاء ـتریهاي الـله باکـو بوسی

  .شوند انبوهی به عنوان منبع کربن و نیتروژن مصرف می
بندي  ها به عنوان یک مبنا براي تقسیم اوپین

شوند و در نتیجه بر این اساس  استفاده می Ri پلاسمیدهاي
تعریف شده که شامل  Ri سه دسته عمده پلاسمید

، مانوپین (Agropine)نوع اگروپین Ri پلاسمیدهاي
(Mannopine) ین ـوپـومـوکـو ک(Cucumopine) ت ـاس 

)Mukundan ،1997 ؛Ottanavi ،1990 .(  
، حضور T-DNA علاوه بر منطقه Ri در پلاسمید

هم براي القاء کردن سلولهاي گیاهی  (vir) منطقه ویرولانس
  ژنهاي این منطقه اکثر محصولات. باشد ضروري می

 trans-acting لازم براي انتقال T-DNA کنند را فراهم می .
شود که این اپرونها یا براي  رون تقسیم میاپ 6این منطقه به 

 , VirA , VirD , VirB) ضروري هستند T-DNA انتقال
VirE , VirG)  و یا در افزایش راندمان القاء شدن سلول

؛ Paul، 1992؛ Gelvin ،2003( (VirC)گیاهی نقش دارند 
Zambrysky ،1989 .(  

به سلول گیاهی داراي  T-DNA پروسه انتقال
کلونیزه شدن ) 2ایجاد زخم در گیاه ) 1: یمراحل اساس

بریدن یک ) 4القاء سیستم ویرولانس باکتري ) 3باکتري 
   حرکت) T-complex 6تشکیل ) T-DNA 5رشته از 

T-complex  مسیریابی) 7از طریق غشاهاي باکتریایی  
T-complex  مسیریابی) 8به درون سلول گیاهی  
T-complex  و ادغام ) 9به هسته سلولT-complex  به

DNA است سلول گیاهی )Mukundan ،1997 ؛Riva ،
1998.( 

A.rhizogenes  باعث بیماري ریشه انبوهی در
ها  این ریشه. شود اي می دامنه وسیعی از گیاهان دو لپه

داراي انشعابات جانبی فراوان هستند و در محیطهاي کشت 
هاي  ریشه. باشند گرایی منفی می آزمایشگاهی داراي زمین

هاي معمولی سرعت رشد به مراتب  قایی نسبت به ریشهال
بیشتري به دلیل سنتز هورمونهاي رشد دارند که به صورت 

توانند به رشد  مستقل و بدون نیاز به اندام هوایی گیاه می
، Mukundan؛ Giri and Narasu ،2000( خود ادامه دهند

در آزمایشگاه، کشتهاي استریل ریشه موئی از ). 1997
اي با  زنی بافتهاي مختلف گیاهان دولپه ایهطریق م

A.rhizogenes هاي متفاوتی  گردند و در زمینه ایجاد می
  : ازجمله در موارد زیر کاربرد دارند

هاي القایی قادر به سنتز متابولیتهاي ثانویه  ریشه
هاي مختلف پزشکی و داروسازي و  مورد استفاده در زمینه

باشند که از نظر  همچنین ترکیبات شیمیایی خاصی می
مقدار متابولیتهاي فوق . اقتصادي بسیار حائز اهمیت هستند

با . باشد نیز معادل و یا بیشتر از گیاهان سالم مربوطه می
هاي القایی قادر  برقراري شرایط آزمایشگاهی مناسب ریشه

به تولید گیاهان کامل بوده و گیاهان تولید شده از این 
، Giri and Narasu(ار هستند ها از نظر ژنتیکی پاید ریشه
هاي القایی به جاي  با جایگزین شدن ریشه). 2000
زنی  هاي معمولی امکان تهیه صنعتی مایه مایه ریشه

. قارچهاي میکوریز آربسکولار فراهم گردیده است
قارچهاي میکوریز آربسکولار که از میکروارگانیسمهاي 

میزبان  باشند، باعث افزایش مقاومت گیاه مفید خاکزي می
به تنشهاي مختلف و نیز افزایش عملکرد گیاهان در 

  گردند خاکهایی با حاصلخیزي پائین مثل دیمزارها می
)Boisson-Dernier ،2001 .( با توجه به اینکه قارچها

همزیست اجباري ریشه آنها تحت شرایط سترون تا مدتها 
. براي دانشمندان به یک مشغله ذهنی تبدل شده بود
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هاي  لقایی بدلیل تواناییشان براي رشد در محیطهاي ا ریشه
به ) بدون نیاز به اندام هوایی گیاه(سنتز شده آزمایشگاهی 

عنوان وسیله مناسبی براي تکثیر قارچهاي میکوریز 
هاي القایی در  ریشه. آربسکولار مورد استفاده قرار گرفت

ها به  دامنه وسیعی از تحقیقات همانند بررسی پاسخ ریشه
ها با سایر ارگانیسمها مثل  ا مطالعه ارتباط ریشهمواد ی

اي و قارچهاي همزیست کاربرد  نماتودها، پاتوژنهاي ریشه
 ).Christy ،2001(دارند 

Tanaka  ده روز پس از ) 1985(و همکاران
 A4ها با سویه  هاي شلغم و تربچه زنی دیسک ریشه مایه

A.rhizogenes ا هاي القایی ر اولین علائم ظهور ریشه
مشاهده کردند، در این آزمایش که در محیط کشت فاقد 

هاي بوجود آمده داراي  هاي رشد انجام شد، ریشه هورمون
  . گرایی منفی و رشد سریع بودند انشعابات زیاد، زمین

نشان داد ) Pettenati )1989 در آزمایش دیگر، 
هاي  اي در گیاهچه لوبیا با سویه زنی محور زیر لپه که مایه

A4  وA.rhizogenes 1855 روز  5الی  4، پس از گذشت
زنی گردید و  منجر به تشکیل بافت کالوس در ناحیه مایه

هاي القایی در محل  روز ریشه 12الی  10پس از گذشت 
در این آزمایش ضمن استفاده از . زنی ظاهر گشتند مایه

بیوتیک  ، براي حذف باکتري از آنتیMSمحیط کشت 
استفاده ) گرم در لیتر میلی 500( (Cofotaxime)سفوتاکسیم 

  . شده بود
 Pellegrineschi and Davolio-Marianaهمچنین 

نشان دادند که پس از گذشت ده روز از زمان ) 1996(
هاي دو تا سه برگی  زنی دمبرگ، پهنک برگ و قلمه مایه

 A.rhizogenesهاي مختلف  گیاه شمعدانی با سویه
در ) A4RSNTو  A4 ،Hri ،8196 ،A4RS1 هاي سویه(

در . هاي موئی ظاهر گردیدند زنی شده ریشه محلهاي مایه
و مناسبترین  Hriاین آزمایش مؤثرترین سویه باکتري نوع 

  . هاي دو تا سه برگی این گیاه گزارش شد عضو گیاه، قلمه
زنی  در این تحقیق سعی گردیه است تا با مایه

شهاي ها یا بخ به اندام A.rhizogenesهاي مختلف  سویه
هاي القایی در آزمایشگاه تولید  مختلف چند گیاه ریشه

تواند مورد استفاده دیگر  نتایج بررسی حاضر می. گردد
 هاي یاد شده ها یا فعالیت محققین در جهت آزمایش

  . قرار گیرد
  ها مواد و روش

  هاي باکتریایی کشت سویه
هاي  شامل سویه A.rhizogenesسه سویه باکتري 

A4V, A4S ی از دانشگاه مک گیل کانادا و یک سویه ارسال
منصوب به این باکتري تهیه شده از پژوهشگاه تحقیقات 

زنی گیاهان مورد  ملی ژنتیک و علوم زیستی، براي مایه

کشت  YMAباکتریها بر روي محیط . استفاده قرار گرفت
براي آماده کردن . شده و در یخچال نگهداري شدند

اهان، باکتریها از کشت قبلی زنی به گی باکتریها جهت مایه
، YMA ،)Van Asma هاي حاوي محیط به پتري دیش

در تاریکی نگهداري  C2ْ25منتقل و در دماي ) 1995
هاي روي محیط ذکر  ساعته سویه 48هاي  از کشت. شدند

  . زنی استفاده گردید شده براي مایه
زنی و روش  تهیه بافتهاي گیاهی مورد نیاز براي مایه

  زنی  مایه
اي هویج، قسمتهاي مختلف  از ریشه ذخیره

رقم (زمینی  ، سیب)رقم نامشخص(هاي لوبیاي قرمز  گیاهچه
هاي  براي ایجاد ریشه) رقم همدانی(و یونجه ) نامشخص

سازي هر یک از این  القایی استفاده گردید که روش آماده
  : زیر بود زنی آنها به شرح ها و چگونگی مایه بافت
 اي هویج با باکتري هزنی دیسک ریش مایه :  

اي هویج تازه خریداري شده از  هاي ذخیره ریشه
-45بازار بعد از شستشو با آب و مایع ظرفشویی به مدت 

ها در  هویج. درجه فرو برده شدند 96ثانیه، درون الکل  30
دقیقه  15-20به مدت % 20محلول وایتکس صنعتی 

تریل مرتبه با آب اس 3-4ها  هویج. ضدعفونی سطحی شدند
متر انتهاي ریشه هابریده شده  سانتی 2سپس . آبکشی شدند

هاي  ریشه. و پوست آن بوسیله چاقوي استریل جدا شد
 5 - 10هایی با ضخامت  پوست کنده شده بصورت برش

متر بریده شد و سپس سطح رو به نوك ریشه دیسکها  میلی
(apical)  در ناحیه کامبیوم با باکتري برداشته شده از روي

زنی روي محیط  دیسکهاي مایه. زنی شدند یط جامد مایهمح
 350قرار گرفته و تحت نور ضعیف %) 8/0( آگار -آب

تعدادي از . قرار داده شدند C2ْ25لوکس در دماي 
زنی نشده به عنوان شاهد تحت همان  دیسکهاي هویج مایه

  ). Ryder ،1985( شرایط نگهداري شدند
  لوبیا زنی قسمتهاي مختلف گیاهچه مایه

هاي القایی در لوبیا، از قسمتهاي  براي تولید ریشه
مختلف گیاهچه استریل این گیاه استفاده گردید که شامل 

هاي دانه رست لوبیا و ساقه گیاهچه کامل لوبیا  برگچه و لپه
هاي دانه رست، بذرهاي لوبیا  براي تهیه برگچه و لپه. بودند

  رون اتانولبا مایع ظرفشویی و آب شسشته شده و سپس د
سپس بذرها در . ثانیه فرو برده شدند 60به مدت  96ْ

دقیقه  5اسیدي به مدت  IIکلرید جیوه % 1/0محلول 
مرتبه  6 - 7ضدعفونی سطحی شده و بعد از این مرحله 

بذرها بر روي محیط . با آب استریل، کاملاً شستشو شدند
MS  بدون هورمون)Van Asma ،1995 (در دمايC2ْ25 

روز، با جدا شدن  3 - 4بعد از . کی قرار داده شدندو تاری
زده، دو لپه از هم جدا گردید و   پوست بذرهاي جوانه
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بدون هورمون قرار  MSها بصورت منفرد روي محیط  لپه
سپس با استفاده از سوزن استریل آغشته با کتري . گرفتند

ها  برداشته شده از روي محیط جامد، قسمت پشت لپه
شکاف مورب سوزن آغشته  8-10در هر لپه زنی شد،  مایه

زنی شده در تاریکی و  هاي مایه لپه. به باکتري ایجاد گردید
  . نگهداري شدند C2ْ25در دماي 

روزه نیز  3-4هاي وسط دو لپه گیاهک  از برگچه
بر روي شبکه آوندي موجود در . زنی استفاده شد براي مایه

ري در قسمت زیرین برگ توسط سوزن آغشته به باکت
سپس برگهاي . چندین نقطه شکافهاي ظریفی ایجاد گردید

بدون هورمون کشت و  MSزنی شده روي محیط  مایه
  . لوکس، نگهداري شدند 1000تحت نور مداوم با شدت 

: هاي القایی از گیاهچه کامل لوبیا تولید ریشه
بذرهاي لوبیا به همان ترتیب که در بالا گفته شد 

بدون هورمون قرار داده  MS ضدعفونی و بر روي محیط
بذرهاي سالم جوانه زده به درون دابل جارهاي . شدند

: و دوره نوري تاریکی C2ْ25استریل منتقل و در دماي 
 8لوکس و  3000-4500ساعت روشنایی با شدت نور  16

روز  5تا  4بعد از . ساعت خاموشی نگهداري شدند
چه لوبیا با زنی گیاه مایه. ها بصورت گیاهچه درآمد جوانه

استفاده از سوزن آغشته به باکتري در چند جاي مختلف در 
کلیه این . محور ساقه در زیر یا بالاي لپه ساقه انجام شد

مراحل درون جار و با رعایت شرایط بهداشتی انجام 
در چند لوبیاي کامل، سوزن استریل بدون باکتري . گردید

شاهد در  در چند جاي مختلف ساقه فرو برده و به عنوان
زنی شده و شاهد  هاي مایه تمام نمونه. نظر گرفته شدند

  .تحت همان شرایط قبلی نگهداري شدند
         زمینی هاي القایی از سیب تولید ریشه

زمینی حاصل از کشت بافت  هاي سیب گیاهچه
جامد بدون هورمون نگهداري  MSدرون محیط کشت 

ها  ی ساقهزنی از قسسمت میان گره براي مایه. گرردید
تکه  68قسمت راس . متر استفاده شد سانتی 1-5/0بطول 

 YMAساقه با باکتري رشد داده شده بر روي محیط جامد 
جامد بدون  MSها روي محیط  زنی شدد و سپس نمونه مایه

دماي ) mg/l500(هورمون حاوي آنتی بیوتیک سفوتاکسیم 
C2ْ25  لوکس قرار  5000-4000و تحت نور مداوم

زنی نشده نیز به عنوان شاهد در  چهل نمونه مایه. گرفت
، Dobigny(همان محیط و تحت همان شرایط قرار گرفت  

1995.(  
 رقم همدانی(هاي القایی از یونجه  تولید ریشه(  

چه دانه رست یونجه  چه و ساقه هاي ریشه اندام
هاي القایی  تولید ریشه. زنی شدند به صورت جداگانه مایه

بذر یونجه ابتدا بوسیله آب و مایع : از ریشه چه یونجه

ثانیه در  30-45ظرفشویی شسته شد و سپس به مدت 
بعد از این مرحله بذرها و در . درجه قرار گرفت 96اتانول 

دقیقه  4اسیدي به مدت  IIکلرید جیوه % 1/0محلول 
مرتبه با آب استریل آبکشی  6 - 7ضدعفونی و سپس 

بدون هورمون  MS بذرهاي استریل شده به محیط. شدند
نگهداري  C2ْ25آگار منتقل و در دماي % 1حاوي 
هاي دانه رست حدود  چه پس از اینکه طول ریشه. گردیدند

چه بریده شده و  متر از انتهاي ریشه میلی 3متر شد،  میلی 10
انتهاي برش خورده ریشه چه باقیمانده روي گیاهچه با 

 چند دانه .زنی شد مایه YMAباکتري شد کرده روي محیط 
زنی نشده به  رست هم با انتهاي بریده شده ریشه چه مایه

زنی  هاي مایه دانه رست. عنوان شاهد در نظر گرفته شدند
شده و شاهد در محیط محلول غذایی نیمه جامد پیشنهادي 

قرار گرفته و در ) آگار% 45/0) (2001( تولار و همکاران
عت سا 16: و با دوره نوري تاریکی C2ْ25دماي 

ساعت  8 لوکس و 3000- 4500روشنایی با شدت نور 
  ). Boisson-Dernier ،2001(  خاموشی نگهداري شدند

: هاي ساقه یونجه هاي القایی از تکه تولید ریشه
بذرها مثل روش بالا ضدعفونی و کشت داده شدند، سپس 
بذرهاي جوانه زده درون دابل جارهاي استریل حاوي 

قرار ) 2001(ر و همکاران محلول غذایی پیشنهادي تولا
و دوره نوري  C2ْ 25ماه در دماي  1-2گرفته و به مدت 

ساعت خاموشی و با  8ساعت روشنایی و  16: تاریکی
  . شدت نور مشابه حالت قبل نگهداري شدند

بعد از رشد کامل گیاهان یونجه قسمت ساقه 
متر بریده شده و  سانتی 1-2میان گرهی گیاه کامل به طول 

زنی  هاي مایه ساقه. زنی شد آنها با باکتري مایه) رأس(نوك 
بدون هورمون حاوي  MSشده به طور عمودي روي محیط 

فرو برده شدند ) mg/l500( آنتی بیوتیک سفوتاکسیم
. زنی شده به سمت بالا قرار گرفت بطوري که قسمت مایه

 4000زنی شده تحت شدت نور مداوم  هاي مایه ساقه
  ). Golds ،1991(لوکس نگهداري شدند 

  هاي القایی زدایی و پایداري ریشه آلودگی
هاي القایی بر روي بافتهاي  بعد از ظهور ریشه

بدون  MSها جدا شده و به محیط  زنی شده، این ریشه مایه
که حاوي آنتی بیوتیک  (Phytagel)هورمون با فیتاژل 

 2 - 3بعد از . بود، منتقل گردیدند) mg/l500(سفوتاکسیم 
انتقال بر روي این محیط و اطمینان از حذف  مرحله

ها، آنتی بیوتیک از محیط حذف  آلودگی باکتریایی ریشه
  هاي القایی ارزیابی شد گردید و پایداري و سرعت ریشه

)Dobigny ،1995 ؛Golds ،1991.(   
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  نتایج و بحث
 6تا  1زنی شده  بر روي دیسکهاي هویج مایه

آگار، بافت کالوس  -هفته بعد از نگهداري در محیط آب
روز بعد، از محل بافت کالوس  4-5تشکیل گردید و 
درصد ). 1شکل (هاي موئی ظاهر شدند  بوجود آمده، ریشه

زنی شده  هاي القایی در دیسکهاي هویج مایه تشکیل ریشه
رشد . آورده شده است 1با سه سویه باکتري در جدول 

روز  متر در میلی 1/4هاي القایی به طور میانگین  ریشه
هاي شاهد بعد از یک هفته،  در نمونه. گیري گردید اندازه

زنی شده،  کالوسهایی غیر مشابه با کالوسهاي دیسکهاي مایه
ماه  2ایجاد شد، اما از آن کالوسها حتی از بعد از گذشت 

  ). 1شکل (اي ظاهر نشد  نیز ریشه
هاي موئی  زنی شده، ریشه هاي لوبیاي مایه در لپه
ها واکنش قابل مشاهده بر روي آنها بعد از ایجاد نشد و تن

هاي  در برگچه. زنی شده بود سه هفته، نکروز قسمتهاي مایه
زنی شده  لوبیا بعد از یک هفته کالوسهایی در نواحی مایه

هاي نازك بسیاري در  روز ریشه 2-3مشاهده شد و بعد از 
در این حالت ). 2شکل (زنی شده ایجاد گردید  نواحی مایه

هاي القایی  سویه تفاوتهایی در درصد تشکیل ریشه بین سه
در این مورد میانگین رشد ). 2جدول (وجود داشت 

متر در  میلی 2/4 (Transformed)هاي ترانسفرم شده  ریشه
  .روز بود

زنی در  روز بعد از مایه 5در لوبیاي کامل حدود 
ها  ریشه. هاي موئی مشاهده گردید سرتاسر ساقه ریشه

در ). 3شکل (و عمود بر ساقه بودند  بصورت مستقیم
گیاهان شاهد محل زخمهاي سوزن ترمیم شده و هیچ اثري 

زایی در  ها در ریشه نتایج اثر سویه. زدایی دیده نشد از ریشه
هاي القایی  میانگین رشد ریشه. خلاصه شده است 3جدول 

  . متر در روز بود میلی 4/4لوبیا 
د از روز بع 7-10زمینی  هاي سیب در ساقه

هایی مشاهده شد،  ها ریشه زنی در قسمت بالاي ساقه مایه
هاي شاهد اثري از ریشه دیده نشد  در صورتیکه در نمونه

هاي مختلف  هاي موئی سویه درصد القاء ریشه). 4شکل (
A. rhizogenes زمینی در  هاي میان گرهی سیب در ساقه

ها در این  میانگین رشد ریشه. آورده شده است 4جدول 
 . متر در روز بود میلی 75/1ورد م

هاي یونجه  زنی شده دانه رست هاي مایه در نمونه
اي از انتهاي بریده شده ریشه چه دیده نشد، البته در  ریشه

ها به دلیل حذف مریستم انتهایی در بالاي  این نمونه
هاي فرعی ایجاد گردید، اما با  قسمت بریده شده، ریشه

هاي شاهد مشخص  شده و نمونهزنی  هاي مایه مقایسه نمونه
هائی القائی نبود، چون  هاي حاصله، ریشه شد که ریشه

هاي القائی درست باید از انتهاي قسمت بریده شده  ریشه
  . شدند زنی انجام گرفته بود خارج می که مایه

زنی  هاي مایه هاي یونجه نیز در نمونه در ساقه
لوسهاي روز کا 10ها بعد از  نمونه% 20در  A4Vشده با 

زنی شده و  هاي مایه متورمی مشاهده شد، اما در سایر نمونه
هاي  کالوس. هاي شاهد کالوس مشاهده نشد همینطور نمونه

به همان  A4Vزنی شده با  هاي مایه ایجاد شده در نمونه
مانده و هیچ تغییر و یا اثري از تولید ریشه در  صورت باقی

  . آنها مشاهده نگردید
زنی نشده  در تمام گیاهان مایه با توجه به اینکه

اي  که به عنوان شاهد در نظر گرفته شده بود، هیچ ریشه
هاي ایجاد شده  توان نتیجه گرفت که ریشه مشاهده نشد، می

هاي  سویه A . rhizogenesزنی شده با  هاي مایه در نمونه
A4V , A4S هاي  و سویه منصوب به این باکتري ریشه
هاي ظاهر شده  ه ریشهدر ضمن هم. القائی هستند

هاي القائی که شامل  خصوصیات مورفولوژیکی ریشه
گرایی منفی است  سرعت رشد بالا، انشعابات زیاد و زمین

  . را نشان دادند
هاي شاهد  هاي ایجاد شده روي دیسک کالوس

هویج، نتیجه تقسیم سلولی در کامبیوم و به شکل 
بافت  این). Ryder ،1985(باشند  غیرسازمان یافته می

کالوس شبیه به بافتهاي کالوس ایجاد شده بر روي 
نیستند و اساساً  A . rhizogenesزنی شده با  دیسکهاي مایه

شوند و در  متکامل می (apical)در سطح رو به نوك ریشه 
و  Ryderباشند  دهنده قطبیت دیسکهاي هویج می واقع نشان
ف هاي مختل هم دیسکهاي هویج را سویه) 1985(همکاران 

هاي القاء کننده  تیمار کردند و نتایج آنها نشان داد که سویه
یک دسته از آنها بر روي . شوند ریشه به دو گروه تقسیم می

سطح رو به بخش هوایی و (هر دو سطح دیسکهاي هویج 
توانایی القاء ریشه را دارند و ) سطح رو به نوك ریشه

ابلیت دسته دیگر تنها بر روي سطح رو به نوك ریشه این ق
هاي غیر قطبی  ها به سویه دسته اول سویه. را دارا هستند

هاي قطبی نامیده  معروف هستند و دسته دوم سویه
در واقع دسته اول خود قادر به سنتز هورمون . شوند می

آنها حاوي ژنهاي کد کننده  T-DNAاکسن بوده و قطعه 
اکسین است و بنابراین باعث تولید و تکثیر مریستم در دو 

هاي دسته دوم  اما سویه. دهد ف دیسکهاي هویج رخ میطر
خود نبوده و  T-DNAداراي ژن کدکننده اکسین در 

بنابراین سلولهاي القاء شده تنها به اکسین طبیعی گیاه 
وابسته هستند و با توجه به اینکه در قسمت رو به نوك 
ریشه دیسکهاي هویج غلظت اکسین بیشتر است، در نتیجه 

در ). Kerr ،1990(  دهد این قطب رخ می القاء ریشه در
  این تحقیق، مشاهده گردید که هر سه سویه باکتري
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A. rhizogenes  قادر به القاء ریشه در دو طرف دیسکهاي
  . ها غیرقطبی هستند هویج بوده و لذا این سویه

بر اساس نتایج بدست آمده در این بررسی، هر 
هاي  موئی در ساقههاي  سه سویه باکتري قادر به القاء ریشه

هاي  زمینی بودند، اما بر خلاف ساقه میان گرهی سیب
زنی شده  هاي میان گرهی یونجه مایه زمینی، روي ساقه سیب

روي ریشه چه . با این باکتریهاي، ریشه موئی ایجاد نشد
هاي  دانه رستهاي یونجه هم تشکیل ریشه موئی در نمونه

به . مشاهده نشد A. rhizogenesزنی شده با باکتري  مایه
استفاده شده در این  A. rhizogenesهاي  عبارت دیگر سویه

هاي موئی در ساقه میان گرهی و  تحقیق در القاء ریشه
توان  لذا می. ناتوان هستند) رقم همدانی(ریشه چه یونجه 

  نتیجه گرفت که گیاهان مختلف نسبت به باکتري
A. rhizogenes به علاوه،  .دهند پاسخ متفاوتی را ارائه می

نه تنها گیاهان مختلف بلکه بافتهاي مختلف یک گیاه که 
همگی داراي ژنوتیپ یکسانی هستند نیز، در ایجاد 

 تفاوتهاي A. rhizogenesهاي القائی توسط باکتري  ریشه
نتایج بدست آمده از . دهند قابل توجهی را نشان می

مؤید این  تواند هاي لوبیا می ها و ساقه ها، برگچه زنی لپه مایه
 هاي زنی شده با سویه هاي لوبیا مایه در لپه. گیري باشد نتیجه

A4S , A4V  هاي  و سویه منصوب به این باکتري، ریشه
هاي و  موئی ایجاد نشد، اما بر خلاف آن، در برگچه

  هاي زنی شده لوبیا با همین سویه هاي مایه ساقه
A. rhizogenesشده زنی  هاي موئی در نواحی مایه ، ریشه

هاي موئی در این دو  مشاهده شد، البته درصد تشکیل ریشه
اختلاف در درصد . نوع بافت گیاهی نیز متفاوت بود

هاي  هاي موئی توسط گیاهان متفاوت و سویه تشکیل ریشه

تواند به دلایل متعددي  می A. rhizogenes مختلف باکتري
 یکی از این دلایل ترکیب یا ساختار ژنتیکی باکتري. باشد

زنی شده است، یعنی زمینه کروموزومی در هر  و گیاه مایه
هاي موئی اثر  تواند در درصد القاء ریشه دوي اینها می

  تواند تفاوت در محل ادغام شدن دلیل دیگر می. داشته باشد
T-DNA با توجه به اینکه ادغام. در ژنوم میزبان باشد  
T-DNA  درون سلول گیاهی در هر کروموزوم ژنوم گیاهی

شود،  تواند رخ دهد و ادغام هم اساساً تصادفی انجام می می
شود، در بیان  درون ژنوم ادغام می T-DNAمحلی که 

تواند در نزدیک یا  می T-DNA. اثر دارد T-DNAژنهاي 
کننده ادغام شود و در نتیجه منجر به  دور از عناصر فعال

علت . گردد T-DNAفعال شدن یا غیرفعال شدن ژنهاي 
هاي موئی بین گیاهان  اوت در درصد القاء ریشهدیگر تف

 T-DNAهاي  هاي متفاوت تعداد نسخه مختلف و سویه
با وجود اینکه در طی آلودگی، اکثریت سلولهاي . باشد می

شوند، اما خیلی  گیاهی بوسیله یک باکتري واحد آلوده می
ادغام  T-DNAاز این سلولها حاوي بیشتر از یک نسخه 

یا  T-DNAسازي  احتمالاً همانند. دشده در هسته هستن
درون باکتري یا درون سلولی گیاهی قبل از ادغام در ژنوم 

 Giri؛ Zambrysky ،1989؛ Gelvin ،2003(دهد  گیاه رخ می
and Narasu ،2000 .( در مجموع با توجه به نتایج بدست

توان اظهار داشت که اثر متقابل سویه باکتري با  آمده، می
هاي القائی هم به گونه  دارد و تولید ریشهنوع گیاه وجود 

. مرتبط است A. rhizogenesگیاهی و هم به سویه باکتري 
زنی  زمینی مایه هاي سیب بر اساس نتایج این تحقیق ساقه

هاي القایی را  بیشتر درصد تشکیل ریشه A4Vشده با سویه 
  .دهند نشان می

  
  

    
  

هفته پس از  1-6، )سمت چپ( Agrobacterium rhizogenesزنی شده به  هاي انبوه هویج مایه ـ تولید ریشه1شکل 
  )سمت راست، شاهد(زنی نشده  آگار، همراه با دیسک مایه -زنی و نگهداري روي محیط آب مایه
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  زنی شده با باکتري  هاي لوبیاي مایه هاي القایی ایجاد شده بر روي برگچه ـ ریشه2شکل 
Agrobactrium rhizogenes زنی روز از زمان مایه 10-12د از گذشت بع  

  
  

  
  

  زنی با باکتري  روز بعد از مایه 5هاي القائی ایجاد شده روي ساقه لوبیاي کامل  ـ ریشه3شکل 
Agrobacterium rhizogenes  
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  زنی شده با باکتري  زمینی مایه هاي سیب هاي القائی روي ساقه ـ تولید ریشه4شکل 
Agrobacterium rhizogenes )زنی با  زمینی بدون مایه هاي سیب زنی، همراه با ساقه روز بعد از مایه 7-10، )سمت چپ

  )سمت راست، شاهد(باکتري 
  

  هاي القائی در دیسکهاي هویج در تولید ریشه Agrobacterium rhizogenes هاي مختلف باکتري ـ اثر سویه1جدول 
  هاي القایی  درصد تشکیل ریشه  دار شده  تعداد دیسک ریشه  زنی شده  تعداد دیسک مایه  نوع سویه 

A4V   25  9  36   
A4S   25  13  48  

  44  11  25  منصوب به این باکتري 
  

  هاي لوبیا هاي القائی در برگچه در تولید ریشه Agrobacterium rhizogenes هاي مختلف باکتري ـ اثر سویه2جدول 
  هاي القایی  درصد تشکیل ریشه  ار شده د تعداد دیسک ریشه  زنی شده  تعداد دیسک مایه  نوع سویه 

A4V   16  5  25/31  
A4S   16  3  75/18  

  5/37  6  16  منصوب به این باکتري 
  

  هاي القائی در ساقه لوبیاي کامل در تولید ریشه Agrobacterium rhizogenes هاي مختلف باکتري ـ اثر سویه3جدول 
  هاي القایی  درصد تشکیل ریشه  دار شده  شهتعداد دیسک ری  زنی شده  تعداد دیسک مایه  نوع سویه 

A4V   10  3  30  
A4S   10  4  40  

  30  3  10  منصوب به این باکتري 
 

  زمینی هاي القائی در ساقه سیب در تولید ریشه Agrobacterium rhizogenes هاي مختلف باکتري ـ اثر سویه4جدول 
  هاي القایی  درصد تشکیل ریشه  شده  دار تعداد دیسک ریشه  زنی شده  تعداد دیسک مایه  نوع سویه 

A4V   19  10  63/52  
A4S   24  11  83/45  

   28  7  25  منصوب به این باکتري 
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