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 دمهمق

بررسی و  خاكو بیوتکنولوژي هاي تحقیقاتی در بخش تحقیقات بیولوژي  کی از شاخهی
رابطه همزیستی شناخته شده در جهان طبیعت یعنی  نوع ترین مطالعه پیرامون گسترده

هاي میکروسکوپی  تلف با قارچهاي مخ طیف وسیعی از گیاهان از خانواده همزیستی بین
سعی گردیده  دستورالعملدراین . باشدمییز آربسکولار هاي میکور اي بنام قارچ ویژه
ربسکولار به همراه تجارب اخذ شده هاي میکوریز آ هاي بررسی قارچ ترین روش ترین و مهم رایج

اي  خاك به صورت مجموعه و بیوتکنولوژي یقات بیولوژيبخش تحق محترم توسط همکاران
هاي میکروسکوپی مفید  ه این قارچو دانشجویان علاقمند بپژوهشگران مدون در اختیار 

  .قرار گیردخاکزي 
ه ارتباط هاي میکوریز آربسکولار و اینک ه ماهیت همزیست اجباري بودن قارچبا توجه ب

هاي  اي از روش ارند و از طرف دیگر بخش عمدهاي گیاهان د تنگاتنگی با سیستم ریشه
خاکزي مبتنی بر مشاهده هاي  با این نوع از قارچ طآزمون بکار گرفته شده در ارتبا

است لذا در ابتداي بافت ریشه گیاه میزبان  ومیکروسکوپی و تشخیص اندام قارچ در خاك 
ف لزندگی و اندام این قارچ ها در مراحل مخت چرخهاین مجموعه به شرح مختصري از 

رشدي پرداخته و با ارائه تصاویري سعی شده به تشخیص صحیح مشاهدات میکروسکوپی 
  .هاي مفید کمک گردد ن این قارچژوهشگراپ

تواند مورد استفاده اعضاي هیات علمی، محققین و دانشجویان مجموعه حاضر می
، هاي کشاورزي، زیست شناسی هاي میکوریز آربسکولار بویژه در رشته علاقمند به کار با قارچ

 ی بویژههاي زیست هاي خصوصی تولید کننده نهاده محیط زیست، جنگل و مرتع، شرکت
مندان بررسی این ریزجانداران مفید  علاقه دیگرمیکوریز آربسکولار و  هاي انواع حاوي قارچ
  .خاکزي قرار گیرد

ز این مجموعه ممکن است داراي نواقصی باشد که ا ،هاي صورت گرفته تلاش با وجود
چه لفین را در هرشود با ارسال نظرات سازنده خود مؤ همه  خوانندگان محترم تقاضا می

  .قرار دهندلطف خود هاي بعدي مورد  تر شدن آن در چاپارپرب
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  مفاهیم، اصطلاحات و تعاریف - 1

 یلتشک یشهر یبه معن "Rhizae"قارچ و  يبه معنا "Myco"از دو بخش  یکوریزام کلمه
 .اشاره دارد یاهانگ یشهبا ر يخاکز يها قارچ یبرخ ینب یستیرابطه همز یشده است و به نوع

 ینمربوط به دوران دون یزاایکورم يها با قارچ یستهمز یاهانته شده از گشناخ يها گونه اولین
 زي یخشک یاهیگ يها گونه یناول یدایشهمزمان با پ یباًتقر) سال قبل یلیونچهارصد م(
 و در مقابل، قارچکند  تامین میرا  ه مورد نیاز قارچکربنترکیبات  یاهگ یستی،همز یندر ا. باشد یم

درصد از  50تا  5ها حدود  قارچ ینا. نماید نیاز گیاه را تسهیل میی موردمعدنعناصر  آب و جذب
 3 دهنده حدودتشکیل رونید هاي یفه داده وخاك را به خود اختصاص  یکروبیتوده زنده م

 یشهاز طول ر متر یهر سانت برخی موارد درکه در يطور به ،باشند می یاهگ یشهدرصد از وزن ر
 يها درون سلول یفه یدهدرهم تن يها کلاف. قارچ حضور دارد سلیومیمتر م 100تا  10 یباًتقر
را جهت تبادل عناصر  يا سطح گسترده با بوجود آوردن اندامی به نام آربسکول یزبانم یاهگ

 یزوسفرير یهدر ناح یژهو در خاك به ها یفانشعابات گسترده ه ینکرده و همچن یجادا ییغذا
 He and Nara(کرده است  مهیااز خاك  ییناصر غذاجذب آب و ع به منظوررا  یعیسطح وس

2007; Cardoso and Kuyper 2006; Wang and Qiu 2006( . 

  انواع روابط همزیستی میکوریزي - 1-1
ناسایی رابطه همزیستی ش به دنبال 1885در سال ) 1-1 شکل (پروفسور فرانک 

با . بندي کرد تقسیم 2و میکوریز داخلی 1را به دو گروه میکوریز خارجی ، آنمیکوریزي
هاي موجود در این نوع همزیستی، هارلی و اسمیت در  شناسایی هر چه بیشتر ساختمان

بندي کردند که  روابط همزیستی میکوریزي را به هفت نوع مختلف تقسیم 1983سال 
، 6، اریکوئیدمایکورایزا5، اربتوئیدمایکورایزا4یزاا، اکتندومایکور3یزاایکورااکتوم عبارتند از

 . 9و آربسکولار مایکورایزا 8، ارکیدمایکورایزا7مونوتروپوئیدمایکورایزا

                                                   
1- Ectotrophic 
2- Endotrophic 
3- Ectomycorrhiza 
4- Ectendomycorrhiza 
5- Arbutoidmycorrhiza 
6- Ericoidmycorrhiza 
7- Monotropoidmycorrhiza 
8- Orchidmycorrhiza 
9- Arbuscularmycorrhiza 
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  1885پروفسور فرانک  - 1-1 شکل 

  

  آربسکولار مایکورایزا -1-1-1
وع همزیستی میکوریزي که تقریباً در تمامی جوامع گیاهی از عرصه منابع ترین ن رایج

این . طبیعی تا اراضی کشاورزي حضوري چشمگیر دارد، رابطه میکوریز نوع آربسکولار است
هاي میکوریزي  ها و قارچ خزهها،  نوع همزیستی، بین ریشه گیاهان بازدانه، نهاندانه، سرخس

در بین نهاندانگان  ). 2- 1شکل ( آید  به وجود می Glomeromycetesمتعلق به کلاس 
فاقد این  4و یوغ برگیان 3، سلمه ترگان2،کلمیان1خروسیان ها از جمله تاج تعدادي از خانواده

هایی که داراي ارزش  هاي گیاهی و به خصوص آن بقیه خانواده. نوع همزیستی هستند
هاي میکوریز  قارچ. باشند میها  قارچهاي این  اقتصادي براي انسان هستند همگی از میزبان

در حضور گیاه میزبان مناسب یعنی انواعی که فقط اجباري، هاي  بیوتروف از نوع آربسکولار
در حالی که وابستگی . قرار می گیرند زندگی خود هستند چرخه به اسپورزایی و تکمیل توانا

بر . صورت اختیاري و اجباري استها باتوجه به نوع گونه گیاه به دو  گیاه میزبان به این قارچ
ها برقراري این  طبق شواهد دیرینه شناسی از عوامل اصلی استقرار گیاهان بر روي خشکی

 چگونگیاست و بدین دلیل این قارچ ها تأثیر زیادي بر   نوع رابطه همزیستی میکوریزي بوده
  . اند اي گیاهان داشته تکامل سیستم ریشه

  
                                                   
1- Amaranthaceae 
2- Brassicaceae 
3-Chenopodiaceae 
4- Zygophyllaceae 
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  Glomeromycetesهاي میکوریز نوع آربسکولار متعلق به کلاس  طبقه بندي قارچ - 2-1 شکل 

 

  يیکوریزم هاي مکانیسم فعالیت قارچ -1-2
 رب اي یژهآثار و یزاایکورام ایجاد شده توسط قارچ هاي یستیرابطه همز یطور کل به

به طور  یدارد و حت میزبان یاهرشد گ یجهتو درن  خاك یولوژیکو ب یزیکیف یمیایی،ش یفیتک
  :اشاره شده است یامدهاپ یناز ا یبه برخ یلدر ذ. مؤثر است یزانسان ن یهبر تغذ یرمستقیمغ

فسفر، همچون  يشامل عناصر در گیاه میزبان ییجذب کل عناصر غذاافزایش  .1
و  یلیسیومس ل،یکن یبدون،کبالت، آهن، مول یم،بور، کلر، مس، کروم، سزنیتروژن، پتاسیم، 

  .موارد منگنز یو در برخ يرو
  .یسلیومیشبکه م یقاز طر یاهانبه گ ییانتقال آب وعناصر غذا یلتسه .2
 یکاهش آثار منف ،ییاهگ یمارگرب يها و نماتدها مقاومت نسبت به قارچ یجادا .3
  .ینفلزات سنگ یتو سم ، تراکم خاكيشور ی،مثل خشک یطیمح يها تنش
 هاي يفسفات و باکتر يها کننده حل یتروژن،ن يها دهکنن یتتعامل مثبت با تثب .4

  .یاهمحرك رشد گ
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به دام انداختن ذرات  راهاز  یشبه ساختمان خاك و کاهش فرسا یدنبهبود بخش .5

و ) چسب طبیعی(  ینگلومالسنتز ،يیکوریزمقارچ هاي  یسلیومیخاك توسط شبکه م
  .و بادي فرسایش آبیمقاوم به  يها خاکدانه یلتشک

در  ها یاهچهاستقرار گ یشافزا یوه،و ج یمکادم یک،آرسن ینیوم،آلوم ییپالا یاهگ .6
استفاده جانوران  یزو ن یاهانگ یستیو تنوع ز یتوال یاهان،گ يا گونه یببر ترک یرخاك، تأث

 .ییمنبع غذا یکعنوان  به ي قارچ ها یسلیومماسپور و از  يز خاك
  

  ربسکولارآهاي میکوریز  قارچ دارايي ها نمونهبررسی  و روش برداري نمونه -2
ستی شود و بای محسوب می هاي میکوریزي قارچ بررسیدر مرحله مهم  ،برداري نمونه

مناسب و متناسب با آزمون هاي ها نیز  ، تعداد نمونهعلاوه بر دارا بودن دقت کافی
میکوریزي در خاك به  هاي قارچ آگاهی از شرایط مؤثر بر توزیع ساختار. باشند آزمایشگاهی

توجه به نوع پوشش گیاهی در انتخاب  .کند برداري کارامد و موفق کمک می یک نمونه جام ان
اي برخوردار  هاي میکوریز آربسکولار از اهمیت ویژه برداري براي بررسی قارچ هاي نمونه مکان
در  این ریزجاندارانلذا وجود  و ها نبوده چرا که برخی از گیاهان میزبان این نوع از قارچ. است

بلعکس برخی از گیاهان همزیستی . است با احتمال کمتري امکان پذیریزوسفر این گیاهان ر
هاي میکوریز  ها داراي جمعیت زیادي از قارچ ها داشته و ریزوسفر آن خوبی با این نوع از قارچ

هاي میکوریز  با توجه به اینکه در اینجا هدف بررسی جامعه قارچ. آربسکولار خواهد بود
قرار برداري مورد توجه  ها است بایستی نکات خاصی در مراحل نمونه و فعالیت آنآربسکولار 

برداري،  توان به نوع پوشش گیاهی، شرایط منطقه، عمق نمونه گیرد از جمله این موارد می
برداري و نوع هدف و جامعه مورد بررسی اشاره  نوع کاربري محل، رطوبت خاك، زمان نمونه

  .نمود

  برداري نمونه روش -2-1
پس از تعیین هدف و توجه به موارد ذکر شده و تعیین نقاط نمونه برداري، لازم است تا 

ها به خوبی نمایانگر خصوصیات جامعه  اي صحیح صورت گیرد تا نمونه برداري به شیوه نمونه
 يهاي مورد استفاده در نمونه برداري، الگو ابزار: در ذیل به مواردي از قبیل. مورد نظر باشند
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ها به آزمایشگاه،  برداري، تعداد نمونه و نکات مربوط به بسته بندي و انتقال نمونه نمونه

  . پرداخته شده است

  برداري در نمونهشده ارهاي استفاده ابز -2-1-1
بیل و  :عبارتند از گیرندقرار مینمونه برداري از خاك مورد استفاده  برايوسایلی که 

راحت ترین و سریع ترین وسیله نمونه "یلچه ب"و  "بیل". اوگر توخالی ،اي اوگر مته ،بیلچه
به شکل برداري  بایستی بخاطر داشت که وسائل نمونه. )1-2 شکل ( استبرداري از خاك 

  .گردد برداري هاي متوالی  نمونهدر تمیز باشد که مانع آلودگی  قابل قبولی
  

      
  نمونه برداري به وسیله بیلچه: نمونه برداري به وسیله اوگر، سمت چپ: سمت راست - 1- 2 شکل 

  

  بردارينمونه الگو -2-1-2
بهتر است از  يهاي میکوریز مطالعات مربوط به بررسی تنوع و جمعیت قارچدر اکثر

برداري  در صورت وجود غیریکنواختی در محل نمونه. ودنمونه برداري مرکب استفاده ش
هاي زیاد و نزدیک به هم یک نمونه متوسط و معرف آن قسمت را  با گرفتن نمونه بایست می

عنوان یک  داشته باشند را بهکمی وسعت که مزارعی  ییک قاعده کل عنوان به .بدست آورد
برخوردار  یکنواختیکه از  یو مزارعمزارع بزرگ . توان محسوب کرد یم يبردار واحد نمونه

 يبردار دست تقسیم و از هر قسمت جداگانه نمونه باید به قطعات کوچکتر یک نیستند
میکوریز مد  هاي  در مواردي که هدف بررسی کود زیستی و یا مایه تلقیح قارچ .صورت گیرد
داري ساده بر توان از نمونه می) جامعه مورد بررسی کوچک و یکنواخت باشد(نظر باشد 

  ). 2- 2شکل ( استفاده کرد
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 منطقه مورد مطالعهبرداري در  الگو نمونه - 2- 2 شکل 

  
اي در  از منطقه وریشه بایستی از محیط اطراف  نمونه ها برداشتمحل اراضی باغی،  در

 ل رشد ریشه هاي تازه تشکیل شده استو در انتهاي ناحیه سایه انداز که مح زیر تاج درخت
قابل توجه است که خاك بین ردیف درختان وضعیت متفاوتی از خاك زیر . گرفته شود
  . بایست حاوي برگ و ساقه گیاهان باشد برداري شده نمی خاك نمونه .درخت دارد

  تعداد نمونه -2-1-3
و  تی منطقه، میزان یکنواخمساحت منطقه مورد مطالعهپارامترهایی نظیر به طور کلی 
به عنوان مثال براي بررسی . باشند تعداد نمونه میعوامل تعیین کننده در هدف آزمایش 

منطقه یکنواختی به وسعت یک هکتار با پوشش گیاهی موجود در  يهاي میکوریز تنوع قارچ
  .نمونه مورد نیاز است 10 کمینهیکسان، 

  بسته بندي و انتقال به آزمایشگاه -2-1-4
ها بایستی  نمونه. گرم وزن داشته باشد 500بایستی حداقل  مناسب نمونه خاك یک

اطلاعات هر . داخل یک پاکت پلاستیکی ریخته شود و خود داخل پاکت دیگري قرار گیرد 
در آزمایشگاه اطلاعات خوانا پاکت نوشت که پاك نشده و  يرو به گونه اي ینمونه را بایست

نمونه  بردار، تاریخ نام نمونه، يردارب محل نمونهمختصات شامل  یاطلاعات بایست .باشد
   .باشد، نوع کاربري و نوع پوشش گیاهی محل برداري
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  داري نمونه سازي و نگه آماده -2-2

  آماده سازي نمونه -2-2-1
ترین  هاي تهیه شده به آزمایشگاه، هواخشک کردن خاك، مقبول پس از انتقال نمونه

ي احتمالی درون خاك ها داري آن است، چرا که در این صورت میزان واکنش روش نگه
ها بایستی توسط چکش  جهت تسریع در فرآیند خشک شدن خاك، کلوخه. یابد کاهش می

توان از جریان هوا استفاده کرد اما نباید جریان هوا  همچنین می. پلاستیکی کوبیده شوند
لازم به ذکر است فرایند هوا خشک شدن نباید در دماي بالا . داراي آلودگی و گرما باشد

 2از الک  آنمحتواي بعد از هواخشک شدن کل . انجام شود) درجه سانتی گراد 35لاتر از با(
  . )3- 2 شکل ( شود متر عبور داده می میلی
  

      
نمونه : متري، سمت چپ میلی 2خاك از الک عبور دادن محتواي نمونه : سمت راست - 3- 2 شکل 

  هاي هواخشک، کوبیده و الک شده خاك

  داري نمونه نگه -2-2-2
ظروف . نگهداري گردندهاي هواخشک و الک شده بایستی درون ظروف دربسته  نمونه

ظروف پلاستیکی . و از موادي تشکیل شده باشد که نمونه را آلوده نکند بودهبایستی تمیز 
گراد  درجه سانتی 4 نمونه هاداري  دماي مناسب براي نگه. سب هستندبراي این منظور منا

خاك به طور خلاصه ذکر   روي ظروف مربوطه بایستی اطلاعات نمونه .)Carter 1993(است
  . )4- 2 شکل ( گردد
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 محل قرارگیري(سردخانه : ، سمت چپنمونه  برچسب مشخصات: سمت راستبالا   - 4- 2 شکل 

  اي شده در ظروف شیشه قرار دادههاي خاك  نمونه: ، پایینهاي بسته بندي شده خاك نمونه

  هاي میکوریز آربسکولار برداري به منظور بررسی قارچ روش نمونه -2-3
و  Huisingروش اصلاح شده توسط قسمت   این در با توجه به تمامی موارد ذکر شده 

به منظور بررسی ا کاربري مختلف هایی ب تواند براي خاك همکاران ارائه شده است که می
  . مورد استفاده قرار گیردهاي میکوریز آربسکولار  قارچ

  وسایل و تجهیزات 
  )لیتري میلی 190(سانتی متر  20متر و عمق  سانتی 5برداري با قطر  سیلندر نمونه .1
  متر .2
  لیتر 2کیسه پلاستیکی با گنجایش  .3
  لیتر  36- 57دارنده یخ با گنجایش  جعبه نگه .4

  رروش کا
  . برداري انتخاب کنید محدوده نمونه 5تا  3ناحیه مورد نظر  در سطح .1
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مشخص را برداري  نمونه مکان 8تا  5برداري، به طور تصادفی  در هر محدوده نمونه .2

قرار گرفته یکدیگر متر از  50فاصله به  کنید که هر کدام داراي کاربري مشابه و حداقل 
  .باشند
برداري با مساحت  متري در هر نقطه نمونه 6و   3دو دایره متحدالمرکز در شعاع  .3
 8متري و  3ي با شعاع  نقطه بر روي محیط دایره 4. مشخص کنیدمتر مربع  114کلی 

 .برداري کنید متري مشخص کرده و با سیلندر نمونه 6با شعاع  ي نقطه بر روي محیط دایره

  
به آرامی خرد کرده و با برداري را با دست  نقطه نمونه 12برداري شده از  خاك نمونه .4

را به پلاستیک داراي برچسب  گرمی  500دو نمونه . نسبت مساوي با هم مخلوط کنید
گراد  درجه سانتی 4مشخصات نمونه، منتقل کرده و تا زمان انجام آزمایش در دماي 

  .دارید نگه
  نکات
برداري بایستی در صورت امکان تمامی تجهیزات و مواد مورد  به منظور نمونه .1

 استفاده، استریل و یا ضدعفونی باشند تا احتمال آلودگی طی آزمایش کاهش یابد
)Huising et al. 2012(.  

  
  هاي میکوریز آربسکولار بررسی و مطالعه اسپور قارچهاي  روش -3

و  ییکه با کمبود عناصر غذا یهنگام گر،ید يها همانند اغلب قارچ يزیکوریم يها قارچ
 ییزمان شروع اسپورزا. کنند یم ییاسپورزا شوند، یرو م روبه یطینامناسب مح طیشرا

 ریتحت تأث میمستق ریو غ میت مستقدارد و به صور یطیمح طیبه گونه قارچ و شرا یبستگ
هفته پس از  4 یال 3زمان معمولاً  نیا. ردیگ یقرار م زبانیم اهیگ یکیولوژیزیف تیوضع

بالاتر  يا حد آستانه کیقارچ از  تودهزیست  نکهیو پس از ا يزیکوریم یستیهمز يبرقرار
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 يشده و در تعداد لیکتش شهیها معمولاً در خاك اطراف ر قارچ نیاسپور ا. شود یرود، آغاز م

 زین شهیمکان، اسپورها درون بافت ر نیا برعلاوه  Glomusمتعلق به جنس  يها از گونه
نوك  ایو  ییانتها يها فیآماس نوك ه قیاز طر زیاسپور ن لینحوه تشک. شوند یم لیتشک

 کرونیم 150تا  20 نیب عمدتا  زیاسپورها ن نیکوتاه صورت گرفته و قطر ا یجانب يها فیه
 اتیمحتو. ل شده استیتشک هیلا کیاز  شیو معمولاً از ب میضخ  اسپورها وارهید. است ریمتغ

تعداد  یگاه. هسته است يادیو تعداد ز توپلاسمیس ،یچرب يها اسپور شامل دانه یداخل
قرار  گریکدیدر کنار  یپوشش خارج کی ایقارچ و  يها فیاز ه يا اسپور توسط شبکه يادیز
 دراسپورها . شود یکه به آن اسپورکارپ  گفته م آوند یرا به وجود م یمانو ساخت رندیگ یم

را بر عهده دارند که عبارتند از اندام  فهیآربسکولار سه وظ زیکوریم يها قارچ یچرخه زندگ
 وقارچ   بین یستیهمزموثر در برقراري رابطه  قارچ و اندام  یاستراحت شکلقارچ،   يا رهیذخ

 ستیقدرت همز شیو رو یزن آربسکولار پس از جوانه زیکوریم يها قارچاسپور . زبانیم اهیگ
  .باشنددر طی زمانی محدود دارا می زبان را یم اهیشدن با  بافت گ

هاي میکوریز آربسکولار محسوب شده و  ترین اندام رویشی قارچ اسپور به عنوان مهم
و مطالعه  در زمینه مرسوم هاي اغلب روش. آنها داردبیشترین تأثیر را بر گسترش و تکثیر 

ها بوده و تا کنون  آربسکولار بر پایه بررسی اسپور این نوع از قارچهاي میکوریز  قارچشناخت 
با . ارائه شده است يهاي میکوریز هاي بسیاري در راستاي شناخت این اندام از قارچ روش

پس از انجام شده و اسپورها از بستر خاك استخراج در ابتدا  هاي ذکر شده فاده از روشتاس
هاي تکمیلی براي  لف دسته بندي و آزمایشتهاي مخ در گروه ،گوناگونهاي  آزمایش

در این فصل به برخی از  لذا. گیرد صورت می میکوریز آربسکولار هاي شناخت دقیق قارچ
  .خواهد شدهاي متداول در این زمینه پرداخته  روش

  فرآیند استخراج اسپور -3-1
هاي  مربوط به شناخت قارچ روش هاي بررسیر تمامی رحله داولین ماسخراج اسپور 

 .باشدمطرح میمراحل در سایر به عنوان پایه و اساس  به شمار رفته ومیکوریز آربسکولار، 
اندازه  میکرون است، 1000تا  10بین  ها با توجه به اینکه اندازه اسپور این نوع از قارچ

ها با  امکان مشاهده آندارند؛ لذا  زي نسبت به سایر ریزموجودات خاكبزرگتري 
ها از خاك به جداسازي  و جداسازي آن است ممکن )X 40حداقل ( يکمتر هاي بزرگنمایی
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ها و فیلترهاي بسیار ریز  ها از الک این روش اغلبدر . موجوداتی همانند نماتدها شباهت دارد

در  .شود رها استفاده میبه همراه جریان آب براي جداسازي اسپو) میکرون 40به طور معمول (
ها را به حالت  برخی نیز با ایجاد  اختلاف چگالی در محلول در برگیرنده اسپورها، میتوان آن

  .ارائه شده استهاي مرسوم  ترین روش از مهم یکیادامه در . معلق درآورده و جداسازي نمود

  شیکر الکروش مبتنی بر الک تر با استفاده از دستگاه  -3-1-1
 همگانی يهاي میکوریز مایشگاه براي جداسازي و شمارش اسپور قارچاین روش، در آز

دستگاه با استفاده از جریان آب و نیز  واستفاده  شیکر الکدر این روش از دستگاه . است
موجب شده تا محتویات سوسپانسیون خاك براساس اندازه ذرات، روي  پی در پیهاي  تکان
 Pacioni 1992; Gerdemann( به قرار زیر استروش ریزگان . هاي مختلف قرار گیرند الک 

and Nicolson 1963; Tommerup 1992; Brundrett et al. 1996(:  
  و تجهیزات وسایل

 )1- 3 شکل ( شیکر الکدستگاه  - 

درصورتی که ( متر میلی 2و نیز  میکرون  200،100، 40، 20با سایز منافذهایی  الک - 
 )سایز اسپور مورد نظر کوچکتر باشد بایستی از الکی با منافذ ریزتر استفاده نمود

 بشر با گنجایش مناسب - 

 اسپاتول - 

 آزمایشگاهی دستگاه شیکر - 

 پیست - 

  روش کار
 1خاك به متر نمونه مورد نظر را سرند کنید تا اندازه ذرات  میلی 2با استفاده از الک  .1

جود در صورت و(ها و مواد آلی درشت حذف شوند  ریزه متر کاهش یافته و سنگ میلی 2تا 
 ).کوبیده شوندبا چکش پلاستیکی  ها کلوخهبایستی قبل از سرند نمونه،   کلوخه
 نیم لیتررا در  )مراجعه نمایید 1به نکته (گرم  50مشخصی از نمونه مورد نظر مثلاً میزان .2
عمل ( تکان دهیددقیقه  10سوسپانسیون کرده و به مدت حداقل ) برابر 5میزان  بهتقریباً (آب 

 ).1- 3شکل ( )انجام شودا به کمک دستگاه شیکر تواند به صورت دستی و ی می تکان دادن
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سپس . نشین شوند ثانیه صبر کنید تا ذرات سنگین خاك کمی ته 10 کم و بیش  .3

 ).مراجعه نمایید 2به نکته (ی خالی کنید ترین الک به آرام را روي درشت محلول رویی
براي اطمینان از استخراج تمامی اسپورهاي موجود، مواد باقیمانده در ظرف اولیه را  .4

 .را تکرار نمایید 3مجدداً سوسپانسیون نموده و مرحله 
درب دستگاه را بسته و میزان جریان آب ورودي را تنظیم کنید تا جریان متوسطی   .5

 .ها عبور کند ز الکاز آب به آرامی ا
موجب  اندازهمحکم کردن بیش از (ها را محکم کرده  هاي دو سوي ستون الک پیچ .6

متوسط را میزان لرزش دقیقه و  5و زمان دستگاه را روي ) پرش درب دستگاه خواهد شد
بسته به نوع خاك میزان زمان تعیین (فعال کنید دستگاه را  "start"تنظیم کنید و دکمه 

د کاهش یا افزایش یابد، هر چه خاك بافت ریزتري داشته باشد مدت زمان توان شده می
 .)مراجعه نمایید 3به نکته ( )بیشتري براي شستشو لازم است

بعد از اتمام کار دستگاه، الک مورد نظر را خارج کرده و تمام زوایاي الک را با کمک  .7
در .)مراجعه نمایید 4به نکته (اي منتقل کنید  را به پلیت شیشه پیست بشویید و محتویات الک

سازي صورتی که محتویات باقی مانده حاوي مقادیري از ذرات همراه بود، به منظور خالص
 ). مراجعه نمایید - 2- 1- 3 به قسمت (توان از روش شیب ساکارز استفاده نمود اسپورها می

 

      
، میکوریز آربسکولار قارچ  داراي خاك نمونه سوسپانسیون تهیه شده از : سمت راست - 1-3 شکل 

  ها روي دستگاه دستگاه الک شیکر و چیدمان الک: سمت چپ
  

  نکات
در صورت استفاده از مقادیر بیشتر، . گرم انتخاب شود 250تا  10مقدار نمونه بایستی بین  .1

همچنین مقادیر کمتر نیز ممکن است خصوصیات جامعه مورد . کان خطا بیشتر خواهد بودام
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گرم معمولاً براي شمارش اسپور در  10مقادیر بسیار کم همانند . بررسی را به خوبی منعکس نکند

 .گیرد مورد استفاده قرار می ،مایه تلقیح قارچ میکوریز آربسکولار که حاوي تعداد زیادي اسپور است
ترین  ها روي دستگاه از کوچکترین الک در پایین تا درشت قرارگیري سري الک یوهش .2

ها بسته به نوع آزمایش متفاوت است، به طور معمول از الک  الک در بالا بوده و تعداد الک
منافذ  اندازههمچنین  .شود میکرون در بالا استفاده می 200میکرون در پایین و الک  40

در برخی موارد که . گونه قارچ مورد بررسی در نمونه بستگی داردالک مورد استفاده به 
هایی با  ها و یا برخی اسپورهاي درشت مدنظر است، لازم است تا الک جداسازي اسپورکارپ

 .دنتر مورد استفاده قرار گیر منافذ درشت
نیز  شیکر الکتوان به صورت دستی و بدون استفاده از دستگاه  این مرحله را می  .3
ثانیه صبر کنید تا  10حدود هاي مورد نظر را قرار داده و  الک مجموعهدر ابتدا . داد انجام

ترین الک به  رشتسپس محلول رویی را روي د. نشین شوند ذرات سنگین خاك کمی ته
براي اطمینان از استخراج تمامی اسپورهاي موجود، مواد باقیمانده در . آرامی خالی کنید

بقایاي به . ترین الک خالی کنید روي درشتپانسیون نموده و ظرف اولیه را مجدداً سوس
تا همه ذرات کوچک خاك از  .ها را زیر جریان آب به خوبی شستشو دهید جامانده روي الک

به منظور اطمینان از عدم وجود (جریان آب عبوري از الک تقریباً زلال شود  آن عبور کند و
را با باقیمانده مواد مجدداً تکرار شستشو رحله اسپورها در باقیمانده سوسپانسیون اولیه م

مورد نظر را به کمک پیست  هاي مانده روي الکبعد از اتمام شستشو محتویات باقی ).نمایید
 .)2- 3شکل ( منتقل کنیدمربوطه اي  شیشههاي به پیلت

  

      
 )روش دستی(  سپانسیون حاوي اسپور روي الکسو يشستشو شیوه  - 2-3 شکل 
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هاي  از الک. شود میکرون یا ریزتر، حاوي اسپور بوده و شسته می 40معمولاً الک  .4

  .شود استفاده می  تر به منظور جداسازي اسپورکارپ درشت
اطمینان بیشتر لازم است تا مرحله استخراج با تکرار انجام شده و به منظور  .5

اگر تمامی . ه در هر تکرار از نظر تنوع و تعداد با یکدیگر مقایسه شونداسپورهاي استخراج شد
. داردمراحل به درستی انجام شده باشد، تعداد و تنوع مشابهی از اسپورها در هر نمونه وجود 

هر نمونه، به نوع خاك و یا مایه تلقیح و حجم نمونه مورد نظر بستگی دارد و به مجدد تکرار 
  .شود ین میصورت آزمایشگاهی تعی

  اصلاحات
  :برخی اصلاحات منجر به نتایج بهتر در تهیه سوسپانسیون شده است که شامل

 100بوده، یعنی به ازاي  1:10نسبت بهینه آب به خاك براي تهیه سوسپانسیون  .1
 .لیتر آب استفاده شود 1لیتر خاك،  میلی
زنی که سوسپانسیون بایستی توسط مگنت و یا میله همزده شود، مگنت و یا هم .2
مدت زمان همزدن بسته به ماهیت خاك دارد، ولی معمولاً . است ایجاد نکند مناسب ترگرما 

در مواردي که خاك حاوي حجم زیادي از ذرات رس است، مدت . کند دقیقه کفایت می 10
 .زمان بیشتري نیاز است

داري  کف تشکیل شده روي محلول سوسپانسیون را دور کنید چرا که موجب نگه .3
توان از یک آنتی کف همانند  به این منظور می. شود در سطح می) اکثراً مواد آلی(زائد  مواد

 . درصد استفاده کرد 5/0تا  1/0به میزان  80تویین 
موجب آزادسازي تعداد بیشتري از مولار سدیم پیروفسفات  1/0استفاده از محلول  .4

اشت که موجب آسیب به اسپورها در محلول سوسپانسیون خواهد شد؛ اما باید در نظر د
لذا در مواردي که هدف بررسی جامعه زنده اسپورهاي موجود در . اسپورهاي زنده خواهد شد

 .نمونه است نباید استفاده شود
خاك مقدار به خصوص هنگامی که . استهاي فلزي گاهاً سخت  برداشتن اسپور از الک .5
قرار  )همانند حاشیه الک( نیهاي دست نیافت اسپور کم بوده و تک اسپورها در مکان داراي

به این منظور، پاکیونی و رزا . روند اسپورها از دست میدر این حالت بخشی از  ،گرفته باشند
شناسی و از نوع مورد استفاده در گرده(استفاده از فیلترهاي نایلونی با مش استاندارد ) 1985(
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 Pacioni and Rosa( اند را پیشنهاد داده) یا در کشت سلولی براي جداسازي پروتوپلاست

 :ده استنشان داده ش 3- 3 شکل این روش در . )1985
  

       
  فیلترهاي نایلونی با مش استاندارد - 3-3 شکل 

  
هایی با قطر  لوله ها میکرون تهیه و بین آن 40تا  لیتر میلی 1هاي  فیلترها در اندازه این

شستشو، بعد از عبور سوسپانسیون و . اند قرار گرفتهمتر  سانتی 20ارتفاع و متر  سانتی 20
 با استفاده ازاسپورهاي جداسازي شده پهن و فیلترها روي یک شیشه مدرج شفاف 

  .استریومیکروسکوپ قابل مشاهده خواهند بود
  کنند ندرت ضرورت پیدا می به 4و  3موارد.  

و داراي  وجود ندارد شده اسپور خالص یاد  نمونه بدست آمده با روشدر مواقع  بیشتردر 
ن سریع بوددر   این روش برتري. استهمراه همانند ذرات ماده آلی و خاك مقادیري از مواد 

ویژه اگر تعداد اسپور در خاك  دیگري نیز مورد نیاز است، به خالص سازياما معمولاً  آن است
  :ندک اسپورها کمک می يجداسازي حداکثربیشتر و  تفکیکزیر به   روش استفاده از . کم باشد

  روش شیب ساکارز -3-1-2
 استهاي شیب چگالی و نیز سانتریفیوژ ساکارز  در بر گیرنده روشدر واقع  این روش

در  استفاده از آن تغییر یافته و که با اعمال اصلاحات و نیز بر اساس تجربه )4-3شکل (
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رایج  خاك موسسه تحقیقات خاك و آب و بیوتکنولوژي بیولوژي بخش تحقیقات آزمایشگاه

  :)Ross and Harper 1970; Sieverding 1983; Ferrol and Lanfranco 2020(است 
  وسایل و تجهیزات

 g× 2000 با توان  لیتري میلی 50هاي  براي لوله دستگاه سانتریفیوژ - 

 لیتر میلی 50با گنجایش  فالکونهاي   لوله - 

 لیتر میلی 50سرنگ پلاستیکی با گنجایش  - 

 لوله پلاستیکی قابل انعطاف براي اتصال به سرنگ - 

 میکرون یا ریزتر 40الک  - 

 پیست - 

 اي پلیت شیشه - 

 مناسب اندازهدر پلاستیکی اي و  شیشهبشر  - 

  گرها یا واکنش/ مواد و
گرم از ساکارز را توسط آب مقطر به حجم یک لیتر  684.6(مولار  2محلول ساکارز  - 

 )برسانید

  کار روش
 100را با کمک پیست آب به یک بشر میکرون  40پس از شستشو، محتویات الک  .1
را با کمترین میزان آب  سعی نموده بیشترین میزان نمونه. لیتري منتقل کنید میلی
 . آوري کنید جمع
مقدار (منتقل کرده  هاي فالکون به لولهآوري شده را  سوسپانسیون جمعمقداري از  .2

 .لیتر با آب پر کنید میلی 45و آن را تا گنجایش ) در هر لوله لیتر میلی 10حدودي
 . دقیقه ثابت بماند 5لوله را به شدت تکان داده و اجازه دهید  .3
 .کرده و سپس آب رویی را خالی کنید ژسانتریفیو g×500دقیقه با دور  5به مدت  .4
لیتر پر کنید، تکان داده و اجازه دهید  میلی 45مولار تا گنجایش  2لوله را با ساکارز  .5

 . دقیقه ثابت بماند 1
 . سانتریفیوژ کنید g×500دقیقه با دور  5سپس به مدت  .6
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خالی کرده و با جریان آب بشویید تا  به آرامی  میکرون 40مایع رویی را روي الک  .7

 . ساکارز اضافی حذف شود
لازم به . را به یک پلیت منتقل کنید) روي الک( توسط پیست محتویات باقی مانده .8

را با سرعت بیشتر و بدون وقفه  بالاذکر است با توجه به فشار اسمزي محلول ساکارز، مراحل 
 .انجام دهید

  
  میکوریز آربسکولارهاي  روش شیب ساکارز براي جداسازي اسپور قارچ - 4-3 شکل 

 

  هاي میکوریز آربسکولار جداسازي اسپور قارچ -3-2
تعداد  نخستلازم است تا هاي میکوریز آربسکولار  قارچ آزمایشات مربوط بهبرخی از در 

جداسازي این . بررسی شوندبیشتر  جداسازي و سپس یی با ظاهر مشابهمشخصی از اسپورها
میکوریزي به شمار در بررسی قارچ هاي  اسپورها معمولاً اولین مرحله از آزمایشات گوناگون

نیز  و یا تکثیر، هاي مولکولی ها براي شناسایی توسط روش توان از آن رود و همچنین می می
 .شودنظور استفاده از روش زیر توصیه میبه این م. استفاده نمود
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  وسایل و تجهیزات

، 16×، 10×،6.3×و با مراحل بزرگنمایی  LEDاستریومیکروسکوپ داراي منبع نور  .1

 40×و  25×

 لیترمیکرو 10تا  1سمپلر با قدرت مکش  .2
 تیپ کریستالی .3
 شیشه ساعت با سایز متوسط .4
 سرنگ انسولین .5

  روش کار
 دارايبراي جداسازي اسپورهاي موجود در پلیت  استریو میکروسکوپاز یک  .1

 . ها استفاده کنید محتویات حاصل از الک
ی با ظاهر مشابه را توسط سمپلر با حداقل میزان آب از پلیت به شیشه یاسپورها .2
سعی کنید اسپورهاي سالم و بدون مواد همراه را جدا کنید . منتقل نمایید هاي مجزا، ساعت

ایی اسپورها در پلیت و ج براي جابه. را حذف نمایید زیادهو در پایان جداسازي، تمامی ذرات 
استفاده از  توجه کنید در هنگام(یا شیشه ساعت از سوزن سرنگ انسولین استفاده نمایید 

 ).سرنگ، آسیبی به دیواره اسپور وارد نشود
هاي ارزیابی کارایی و یا تکثیر، اسپورها را در طول شب در  قبل از انجام آزمایش .3
 .داري کنید گراد نگه درجه سانتی 4دماي 

  آربسکولار مارش اسپورهاي قارچ میکوریزش -3-3
شمارش اسپورهاي موجود در نمونه خاك و یا کود لازم است که در ابتدا  برخی موارددر 

هاي میکوریز  هاي مربوط به قارچ می آزمایششمارش اسپور تقریباً در تما. زیستی صورت گیرد
   .یکوریز آربسکولار به دست آیدهاي م از حضور قارچ اولیهشود تا اطلاعات  انجام میآربسکولار 

  میکوریز آربسکولارهاي  متداول شمارش اسپور قارچروش  -3-3-1
  وسایل و تجهیزات

 لیتر میلی 100استوانه مدرج با گنجایش  - 
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 اي میله همزن شیشه - 

 يلیتر پیپت یک میلی - 

 )مخصوص شمارش(پلیت مدرج  - 

 استریومیکروسکوپ - 

  کار روش
از بشر را  ،)مراجعه نمایید 1به نکته ( میکرون 40محتویات الک  دارايسوسپانسیون  .1
گیري   اندازه منتقل و مقدار سوسپانسیون را به طور دقیق اي استوانه مدرج شیشهاي به  شیشه
 .کنید
از  لیتر میلی 1اي به خوبی هم زده و مقدار  سپس سوسپانسیون را با یک میله شیشه .2
 )مراجعه نمایید 2به نکته (هید را با پیپت برداشته و به پلیت شمارش اسپور انتقال دآن 

 . انجام شود آسانیکمی آب مقطر به پلیت بیافزایید تا مشاهده محتویات به  .)5- 3 شکل (
 

  
  ظر پلیت شمارش اسپور حاوي سوسپانسیون نمونه مورد ن - 5-3 شکل 

 

شمارش را  )از نظر ظاهري(هاي سالم ، تعداد اسپوراستریومیکروسکوپ با استفاده از .3
 ).مراجعه نمایید 3به نکته (کنید 

  محاسبات
قابل محاسبه در پایان تعداد کل اسپورهاي موجود در هر گرم نمونه از طریق رابطه زیر 

 :خواهد بود
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  هاسپور در هر گرم نمون کل تعداد=  

  نکات 
به طور دقیق ) تلقیح  خاك و یا مایه(بایست مقدار نمونه اولیه  در هر شمارش می .1
 .گیري شود اندازه
اند  متر از یکدیگر قرار گرفته میلی 5این پلیت داراي خطوط موازي است که به فاصله  .2

تمامی خطوط ایجاد شده بر  .و در بالاي هر ستون شماره مربوط به آن نوشته شده است
 . اد شده استاین پلیت توسط الماس شیشه بري ایج روي

کارشناس بایستی تعداد اسپور موجود در هر ستون را با دقت شمارش کرده و در  .3
 . پایان تعداد کل اسپورهاي موجود در هر پیلت را گزارش نماید

هاي استخراج اسپور  سوسپانسیون حاصل از روش)  میلی لیتر( حجم در صورتی که  .4
ازي به برداشتن نمونه ثانویه نیست و کل سوسپانسیون به پلیت شمارش منتقل کم باشد، نی

بدیهی است در این صورت تعداد اسپور حاصل همان تعداد موجود در نمونه اولیه . شود می
 .تعیین شودبا رابطه تناسب بوده و فقط بایستی تعداد اسپور در هر گرم نمونه 

براي بررسی جمعیت  ،صورت گرفتهصحت نتایج شمارش به منظور اطمینان از  .5
 . اسپور قارچ در هر نمونه حداقل سه تکرار در نظر گرفته شود

 

  
  پلیت شمارش اسپور به همراه سوسپانسیون حاوي اسپور - 6-3 شکل 

  

 اسپور تککشت  -3-4

زنی  عنوان بررسی قابلیت جوانه هم به عنوان تهیه کشت خالص از اسپور و هم به روشاین 
  : )Walley and Germida 1995( گیرد مورد استفاده قرار میهاي میکوریزي قارچ اسپور 
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  وسایل و تجهیزات

 ) بدون پیستون(لیتري  میلی 60سرنگ پلاستیکی - 
 ماسه، خاك و پرلیت درشت - 
 آون - 
 بذر سورگوم - 
 گلخانه و یا اتاقک رشد - 

  گرها یا واکنش/ مواد و 
 محلول غذایی هوگلند با منبع فسفر محدود - 
 محیط کشت واتر آگار - 

 روش کار

 60تکرار از هر نوع اسپور، سرنگ پلاستیکی  4در ابتدا به تعداد کافی و با در نظر گرفتن  .1
تهیه  از ماسه و خاك استریل 1:1گرم مخلوط حجمی  75سرنگ حاوي هر (لیتري استریل  میلی

ساعت درون اتوکلاو   48طی دو مرحله با فاصله و ماسه خاك ترکیب شده به صورت قرار دادن 
  شکل( تهیه کنید) اتمسفر 2/1درجه سانتی گراد و فشار  121به مدت یک  ساعت در دماي 

. هوگلند در حد رطوبت ظرفیت مزرعه مرطوب کنیدلیتر محلول غذایی  میلی 8سپس با . )7- 3 
 .)اصلاح کنید) مراجعه نمایید 1به نکته (ایی را با محدود کردن منبع فسفر محلول غذ(

 

  
  هاي میکوریز آربسکولارهاي آماده براي کشت تک اسپور قارچ  سرنگ - 7-3 شکل 

  

 - 1- 1- 4 به بخش ( اید ورگوم را که به طور سطحی ضدعفونی کردهسپس بذور گیاه س .2
درجه  27درصد وزنی حجمی آگار، در دماي  1هاي حاوي  ، در پلیت)مراجعه نمایید
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سطح  متر به سانتی 2- 4دار کرده و بعد از تشکیل ریشه اولیه به طول تقریبی  گراد جوانه سانتی

 .سرنگ حاوي بستر کشت منتقل کنید
هر اسپور را در قسمت میانی ریشه، با استفاده از استریومیکروسکوپ تلقیح کنید و  .3

در سطح سرنگ . )مراجعه نمایید 2به نکته ( روي بذر را با بستر کشت مشابه بپوشانیدسپس 
و هم ورود آلودگی به هاي پرلیت قرار دهید تا هم میزان تبخیر از سطح کاهش یابد  نیز دانه

جهت  ها همچنین کمی دانه پرلیت در قسمت تحتانی سرنگ. داخل سرنگ محدود شود
 .اضافه نماییدسهولت زهکشی 

گراد، دماي شب  درجه سانتی 25ها را به داخل اتاقک رشد با دماي روز  سرنگ .4
بش سطح تا. روز قرار دهید 60ساعت به مدت 16گراد و نیز طول روز  درجه سانتی 20
توسط آب استریل و محلول غذایی را گیاه . قرار گیرد µE m-2Sec-I 534بایست در  می

 . نماییددر حد رطوبت ظرفیت زراعی حفظ را و رطوبت بستر کشت  آبیاري کنید
اي  ریشه  سیستم. در انتهاي دوره رشد، اندام هوایی گیاه را از محل طوقه قطع کنید .5

آمیزي  رنگ) مراجعه نمایید - 1- 3- 4 به بخش) (1970(من هر گیاه را  با روش فیلیپس و های
 .و از نظر وضعیت کلنیزاسیون مورد بررسی قرار دهید کرده
همچنین مخلوط محتویات بدست آمده در هر سرنگ پس از هوا خشک شدن، شامل  .6

) توسط قیچی و یا تیغ اسکالپر خرد شوندقطعات ریشه، بایستی (بستر کشت و قطعات ریشه 
 . از اسپور تلقیح شده، مورد استفاده قرار گیردحاصل د به عنوان مایه تلقیح اولیه نتوان می

  محاسبات
زنی  زنده بوده و به این ترتیب درصد جوانه اسپور قارچ اند گیاهانی که کلنیزه شدهدر 

  :دمحاسبه کنیبا استفاده از رابطه زیر اسپورها را 
  

 زنی اسپورهادرصد جوانه=  تعداد گیاهان کلنیزه شده/  تلقیح شده تعداد کل گیاهان ×100
  

  نکات
 mg 0.09، جایگزین کردن 60mgml-1 (NH4)2SO4اصلاح محلول هوگلند با افزودن  .1

H2MoO4  0.1باmgNa2MoO4.2H2O8، افزودنµgml-1 CO(NO3)2.6H2O  و جایگزین
 .شود انجام می 11ml.L-FeEDTAکردن محلول فریک تارترات با
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در هر مرحله کشت براي کنترل انجام صحیح مراحل و تأثیر فاکتورهاي خارجی،  .2

  .تکرار در نظر بگیرید 4تیمار شاهد با حداقل 

  تهیه اسلاید دائمی از اسپورها -3-5
از دو محلول لازم است اسپورهاي قارچ میکوریز آربسکولار  از براي تهیه اسلاید دائمی

این دو محلول به . شود نیز معرف ملزر استفاده  و) PVLG( لاکتوگلیسرول نیلیو پلی
  :)Koskey 1983; Morton 1991(شوند هاي ذیل تهیه می روش

  PVLGتهیه محلول  - 1- 3-5
روي اسلایدهاي  این محلول براي تثبیت دائم اسپورهاي سالم و یا شکسته شده بر

در اثر استفاده از این محلول اسپورهاي سالم تغییر . گیردقرار میاستفاده مورد اي  شیشه
  . شوند تر می گ داده و عموماً تیرهرن

  :داراي مشخصات زیر باشد نیل الکل مورد استفاده در این محلول بایستییپلی و *
 4محلول در الکل ( پویز سانتی 24- 32ویسکوزیته  -درصد 99- 100میزان هیدرولیز 

  )گراد درجه سانتی 20درصد در دماي 
  :شود به طریق زیر تهیه می PVLGمحلول 

  وسایل و تجهیزات
 بطري تیره - 

 بن ماري - 

  گرها یا واکنش/ مواد و 
 )PVA(نیل الکل یو پلی - 
 اسید لاکتیک -
 گلیسرول -

لیتر و  میلی 10: لیتر، گلیسرول میلی 100: لیتر، اسید لاکتیک میلی 100: آب مقطر *
  گرم PVA :(6/16(نیل الکل یو پلی
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  روش کار

لیتر آب مقطر حل  میلی 100نیل الکل را در میزان یو گرم پلی 6/16در ابتدا میزان  .1
شود بنابراین براي انحلال کامل لازم است که  به آرامی حل می پلی وینیل الکل(کنید 

درجه  70-80ماري در دماي  ساعت در بن 4-6 را به مدت پلی وینیل الکلترکیب آب و 
  ). گراد قرار دهید سانتی
در بطري تیره مخلوط کنید  پلی وینیل الکلسپس باقی مواد را قبل از اضافه کردن  .2

  .را اضافه کنید پلی ویمیل الکلو در انتها محلول 
  کاسکه همچنین بر اساس مطالعه)Koskey 1983( را به آب  پلی وینیل الکلتوان پودر  می

گراد اتوکلاو کرد و سپس اسید  درجه سانتی 121دقیقه در دماي  15اضافه کرده و به مدت 
 . ساعت در دماي اتاق قرار داد 24به مدت  اضافه و ترکیب نهایی رالاکتیک و گلیسرول را نیز 

  تهیه معرف ملزر - 2- 3-5
قارچ هاي میکوریز  معرف ملزر یک ابزار مهم تشخیصی در شناسایی مورفولوژي اسپور

صورتی کمرنگ : اسپور با این محلول شاملواکنش رنگ آمیزي . شود محسوب میآربسکولار 
واکنش (تا بنفش مایل به قرمز تیره ) واکنش متوسط(اي تیره  قهوه- ، قرمز)واکنش ضعیف(

ید موجود در این ترکیب به مناطق آبگریز . متفاوت خواهد بود) دکسترونوئیدي شدید
ش تا حدي به طول شود و از این رو شدت واکن می متصل) در دیواره اسپور(ها  ماکرومولکول

پذیري ساختار  در اکثر موارد شدت واکنش به انعطاف. شود زنجیره کربوهیدرات مربوط می
  . دارد بستگی  در اتصالات اسیدي

  گرها یا واکنش/ مواد و 
 ید -
 )C2H3Cl3O2(کلرال هیدرات  -
 پتاسیم یدید -

  روش کار
گرم  5/1 وسپس لیتر آب مقطر مخلوط کرده میلی 100با  راگرم کلرال هیدرات  100

  . یدید به آن بیافزایید گرم پتاسیم 5ید و 
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اما این کاهش  ؛یابد در اثر ترکیب این دو ماده واکنش رنگ آمیزي اندکی کاهش می

آمیزي، واکنش ایجاد  در واکنش هاي ضعیف رنگ. تغییر رنگ نخواهد شدندیدن موجب 
  .شود شده در یک یا دو سال بعد از ذخیره شدن محو می

  اسلاید دائمی تهیه  - 3- 3-5
  وسایل و تجهیزات

 اسلاید میکروسکوپی - 
  میکرولیتر 1- 10سمپلر  - 

  گرها یا واکنش/ مواد و 
 معرف ملزر -
  PLVGمعرف -

  روش کار
و دیگري مخلوطی از  PLVG، یکی از )5/0- 75/0با عرض تقریبی (دو قطره کوچک  .1

 . )8-3شکل(به یک اسلاید تمیز اضافه کنید PLVGمعرف ملزر و 
را با  )مراجعه نمایید 1به نکته ( میکرولیتر، اسپورها 1- 10لر سپس توسط سمپ .2

دقیقه ثابت بماند تا  5حداقل میزان آب اضافه کنید و اجازه دهید اسلاید به مدت حداقل 
افزایش ویسکوزیته لبه قطره، موجب کاهش جریان در (ها کمی خشک شود  سطح قطره

 ).هنگام افزودن لامل خواهد شد
ها به طور جداگانه لامل قرار داده و با استفاده از نوك  از قطرهسپس روي هر کدام  .3

این عمل موجب ایجاد شکاف روي دیواره اسپور و . سوزن، روي هر اسپور فشار دهید مداد یا
در صورت عدم پوشش کامل محلول در سراسر (هاي آن خواهد شد  قابل مشاهده شدن لایه

این عمل را به آرامی و با سرنگ ظریف و یا . ید، زیر لامل تزریق کنهلول مربوطلامل از مح
 ).میکرولیتر انجام دهید 1- 10سمپلر 
درجه مطابق شکل در  60روز در دماي اتاق و یا دو روز در دماي  5لام را به مدت  .4

سطح شیبدار موجب خروج حباب از سطح زیر لامل (سطح شیبدار قرار دهید تا تثبیت شود 
 ). خواهد شد
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تاریخ، نام جنس و گونه در صورت : شامل(وط به هر نمونه سپس اطلاعات مرب .5

اسلایدها . اسلاید بر روي برچسبی بنویسید نرا در قسمت پایی) شناخته شدن و کد نمونه
 داري شوند هاي چوبی نگه هاي آلومینیومی و در جعبه بایست به صورت افقی در سینی می

 .)مراجعه نمایید 2به نکته (

  
  از اسپور قارچ میکوریز آربسکولاردائمی روش تهیه اسلاید میکروسکوپی  - 8-3 شکل 

  
  نکات 
در هر قطره میکرون باشد، تعداد اسپورها  200در صورت که قطر اسپورها بیش از  .1

 میکرون بود 150در صورتی که قطر آن کمتر از (عدد باشد  10تا  5نبایست بیشتر از 
براي افراد با مهارت کمتر، بهتر است از اسپور کمتر ). استفاده کرداسپور  20-30 از توان می

 . و اسلاید بیشتر استفاده شود
، اما در اولین روز از تهیه اسلاید صورت گیرد مشاهده اسپورهاي سالم بایستی .2

نجام اساعت و محو شدن محتویات،  72مشاهده اسپورهاي شکسته بایستی بعد از گذشت 
   .پذیر باشد تا مشاهده ساختارهاي درون سلولی امکان شود
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  )داري نمونه شاهد نگه( AMداري طولانی مدت اسپور قارچ  نگه - 3-6

  استفاده از محلول سدیم آزید -3-6-1
در برخی مطالعات لازم است تا اسپور مورد مطالعه با حفظ خصوصیات اولیه و بدون 

هاي تکمیلی استفاده  توان از آن در بررسیحفظ شود تا ب "اسپور شاهد"تغییر تحت عنوان 
داري اسپور شاهد براي مدت طولانی سدیم  هاي مورد استفاده در نگه یکی از محلول. کرد

اسپورها در سدیم آزید مرده و با گذشت زمان به طور طبیعی شناور شده و اغلب . استآزید 
با این حال ). رسند نظر می توخالی به(دهند  شوند و ظاهر سالم خود را از دست می تیره می

  . کنند ساختارهاي درون سلولی تا حد زیادي ساختار خود را حفظ می
  درصد سدیم آزید 05/0تهیه محلول 

 50گرم سدیم آزید را در  5/2درصد سدیم آزید، ابتدا   05/0تهیه محلول  براي
 90لیتر به  میلی 1لیتر آب مقطر حل کرده و سپس از این محلول استوك، به میزان  میلی
  . شود درصد حاصل می 05/0به این ترتیب محلول . اضافه شودلیتر آب مقطر میلی

  وسایل و تجهیزات
 لیتري  میلی 2  ویال - 
  میکرولیتر 1- 10سمپلر  - 

  گرها یا واکنش/ مواد و 
  درصد سدیم آزید  05/0محلول  -

  روش کار
 .دهیدلیتري انتقال  میلی 2اي ه میزان آب به ویال کمتریندر ابتدا اسپورهاي مورد نظر را با  .1
مشخصات مربوط به هر نمونه را و  درصد سدیم آزید پر کنید 05/0سپس با محلول  .2

  . داري کنید گراد نگه درجه سانتی 4روي ویال یادداشت کرده و در یخچال در دماي 
  نکات
سدیم آزید یک مهار کننده تنفسی است و بنابراین هنگام کار با آن از دستکش  .1

 .ه کنیداستفاد
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و نیز لاکتوفنول ) الکل-اسید استیک-فرمالین( FAA:هاي دیگري نیز شاملمحلول .2

داري اسپورها، استفاده در گذشته به طور گسترده براي نگه) اسید لاکتیک و فنول(
اختار ها باعث ایجاد تغییرات عمده یا تخریب س دهد که آن شدند؛ اما شواهد نشان می می

  .شوند درون سلولی اسپورها می

  نگه داري کوتاه مدت اسپورها - 3-7
داري دارند و  قابلیت نگه روز 30در آب مقطر نیز به مدت قارچ هاي میکوریزي اسپور 

ها ظرف  باقی محلول(دهند  هاي مورد استفاده، تغییر رنگ نمی در آن برخلاف دیگر محلول
در این  هبایستی توجه نمود کاما ). روز موجب تغییر رنگ اسپور خواهند شد 10مدت 

بایست اسپور ضدعفونی و آب  بنابراین می. هاي انگلی بالاست روش امکان رشد ساپروفیت
مدت بیشتري در این ) نمیکرو 150کوچکتر از (اسپورهاي رنگی کوچک . استریل باشد

شوند؛ اما اسپورهاي بزرگ  داري شده و برخی حتی بیش از یک سال حفظ می شرایط نگه
هاي ایزوتونیک خودداري  از کاربرد دیگر محلول. روند ز بین میرنگی با سرعت بیشتري ا

  .کنید چرا که محلول هاي بافر موجب پلاسمولیز شدن اسپور خواهند شد

  ضدعفونی سطحی اسپور قارچ میکوریز آربسکولار - 3-8
که در اغلب آنها از محلول  انجامهاي مختلفی  عفونی سطحی اسپورها به روشضد
 ;MacDonald 1981( شوددیم و آنتی بیوتیک استفاده می، هیپوکلریت سT کلرآمین

Hildebrandt, Janetta, and Bothe 2002; Giovannetti et al. 2003; Srinivasan et al. 
  :مراحل به شرح زیر است. )2014

  وسایل و تجهیزات
 لیتري  میلی5/1 ویال - 
 رمیکرولیت 1- 10سمپلر  - 
 ورتکس - 
  استریومیکروسکوپ - 
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  گرها یا واکنش/ مواد و 
 درصد T 2محلول کلرآمین  -
 درصد 2 هیپوکلریت سدیم -
  درصد 02/0نیسیاسترپتوما -

  روش کار
بندي، با حداقل میزان آب به  از نظر ظاهري پس از تقسیمرا اسپورهاي مشابه  .1

به آن افزوده پس از لیتر آب مقطر استریل  میلی 1لیتر منتقل و سپس  میلی1.5میکروتیوپ 
در تمامی مراحل پس از افزودن ( نمائیدسانتریفیوژ  g × 6000ثانیه ورتکس با دور 30

 . )شود ثانیه سانتریفیوژ انجام می 30محلول جدید ورتکس و پس از گذشت 
 1درصد به میزان  T 2رویی توسط سمپلر خارج و سپس محلول کلرآمین محلول  .2

دقیقه محلول رویی خارج و آب مقطر  10پس از گذشت  ووده افزبه میکرو تیوب میلی لیتر 
 .)9- 3شکل(شود  میاضافه استریل 

قرار گرفته و  درصد 2 دقیقه در هیپوکلریت سدیم 5به مدت  در مرحله بعد اسپورها .3
 .گردد میاستفاده آب مقطر استریل  از پس از خارج کردن این محلول براي شستشوي اسپورها

قرار گرفته و درصد  02/0نیسیاسترپتومادر اسپورها دقیقه  5 به مدت در مرحله آخر .4
 .دنگیر در آب مقطر استریل قرار میبراي شستشوي نهایی 

 

  
  میکوریز آربسکولارتصویري از مراحل انجام ضدعفونی اسپور قارچ  - 9-3 شکل 

  نکات
ی سطحی اسپورها، پس از پایان مراحل ضدعفونی، براي حصول اطمینان از ضدعفون .1

هاي محتوي  پلیت. قرار دهیدو نیز نوترینت آگار   PDAبرخی اسپورها را در سطح محیط کشت 
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و پس از زمان  قرار دادهساعت  48گراد به مدت  درجه سانتی 28اسپور را در انکوباتور در دماي 

  .را حذف نمایید حاوي آلودگی يمذکور در صورت ظهور باکتري و یا قارچ اسپورها
  

 میکوریز آربسکولار و گیاه میزبان  بررسی همزیستی میان قارچ -4

به تنهایی روند و  ري گیاه میزبان به شمار میهمزیست اجباهاي میکوریز آربسکولار  قارچ
 دهمشاه و نیز ها آن رشد و تکثیر براي ارزیابی قابلیت ندارند از این رو را رشد و تکثیر توانایی

به گیاه میزبان  مرتبط با هاينیاز است تا ساختارمیکوریزي تشکیل شده قارچ هاي   اندام
ریشه تنها اندامی است که ارتباط مستقیم و  هاي گیاهی، در بین اندام. شوددقت ارزیابی 

پس از برقراري همزیستی میان  .میکوریزي داردهاي هاي مربوط به قارچ  اي با اندام پیچیده
ها،  هیفاي شامل  هاي ویژه اندام ها و گیاه میزبان، این قارچ میکوریز آربسکولار هاي قارچ
در ریشه گیاه و نیز بر  آربسکول، وزیکول و نیز اسپور) پیچک هیف درون سلولی(ها  کویل

 قارچی اندام هاي به منظور مشاهده این. کنند ایجاد میو محیط پیرامون ریشه سطح آن 
آمیزي شده و علاوه بر حذف محتویات درون  رنگاز برداشت  لازم است ریشه گیاه پس

هاي تبادلی میان  مکان تاشده  رنگ آمیزيبه خوبی  همزیستقارچ   سلولی ریشه گیاه، اندام
سپس به دقت توسط استریومیکروسکوپ مورد  .قارچ و ریشه به خوبی قابل مشاهده گردند

ارزیابی کمی میزان همزیستی میان قارچ نتایج حاصل از این بررسی در . بررسی قرار گیرند
  . شوداستفاده میپارامترها  دیگرو گیاه میزبان و یا  يمیکوریز

  اي مورد نیاز براي رشد گیاه میزبان هاي گلخانه الزامات و روش -4-1
  ضدعفونی سطحی بذر -4-1-1

به منظور انجام آزمایشات مختلف در برخی موارد لازم است تا قبل از کاشت گیاه، بذور 
  . رت سطحی ضدعفونی شوندبه صو

  وسایل و تجهیزات
  لیتر میلی 100استوانه مدرج با گنجایش  - 

  گرها مواد و یا واکنش
 .چند قطره تویین را به یک لیتر آب مقطر بیافزایید: 20محلول تویین  - 
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 درصد 96اتانول  - 
از  میلی ایتر 30درون استوانه مدرج، مقدار : درصد هیپوکلریت سدیم 30محلول  - 

 .لیتر برسانید میلی 100وکلریت سدیم را با آب مقطر به حجم محلول هیپ
  درصد استریل، متناسب با اندازه بذر 5/1پلیت واتر اگار  - 

  روش کار
هاي سالم انتخاب و در ظرف مناسب حاوي آب غوطه ور  ابتدا تعداد کافی از بذر .1
 .بذوري که در سطح آب شناور هستند سالم نبوده و بایستی حذف شوند. کنید
ور کرده و سپس  دقیقه غوطه 20به مدت  20را در محلول تویین  ذور باقی ماندهب .2

 . چندین مرتبه با آب شستشو دهید
ثانیه قرار داده و پس از  40تا  30درصد به مدت  96ور را در اتانول در مرحله بعد بذ .3

 مدت زمان. درصد هیپوکلریت سدیم قرار دهید 30خالی کردن تمامی اتانول، در محلول 
هر چه بذر . دقیقه متفاوت است 30تا  1لازم بسته به اندازه و نوع بذر متفاوت بوده و بین 

این  )1-4جدول( .خواهد بودي نیاز تري داشته باشد مدت زمان کمتر ریزتر و پوسته نازك
  .استدقیقه  7زمان براي بذر ذرت 

 
 سدیم  نیاز براي قرار گیري بذرهاي مختلف در محلول هیپوکلریت زمان مورد مدت - 1-4 ول جد

  )دقیقه(مدت زمان قرارگیري در محلول هیپوکلریت سدیم   نوع بذر
  7  ذرت

  4  سورگوم
  30  بلوط

  1  شبدر و یونجه
  5/1  فرنگی گوجه

 
 مرتبه با آب 10سپس محلول هیپوکلریت را به طور کامل خارج و بذور را حدود  .4

 . مقطر استریل شستشو دهید
بذور ضدعفونی شده را بافاصله و به کمک پنس استریل روي سطح کاغذ صافی  .5

 .)1-4شکل(درصد استریل قرار دهید 5/1واتر اگار مرطوب و استریل و یا در پلیت بر سطح 
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درجه سانتی گراد قرار  28زنی بذور درون انکوباتور با دماي  ها را تا زمان جوانه پلیت .6
 . ساعت است 48بذر ذرت  براي گرماگذاريمدت زمان . ددهی

 

  
  بذور ضدعفونی شده ذرت بر روي محیط واتر آگار استریل درون پلیت - 1-4 شکل 

 

  اي کشت گلخانه -4-1-2
ر هاي میکوریز آربسکولا با توجه به حضور اجباري گیاه میزبان در رشد و تکثیر قارچ

ها با دارا  گلخانه. گیرد ها در محیط گلخانه انجام می هاي مربوط به این قارچ اغلب آزمایش
هاي میکوریز  مطالعات تحقیقاتی قارچ براي جانبیهاي  بودن محیطی عاري از آفات و آلودگی

لذا آشنایی با برخی اصول اولیه در ارتباط با . اي برخوردارند از اهمیت ویژهآربسکولار 
  :رسد اي ضروري به نظر می هاي گلخانه کشت
ضدعفونی   از شروع کشت محیط گلخانه بایستی سم پاشی شده و با محلول پیش - 

همچنین در صورت مجهز بودن گلخانه به لامپ . درصد شستشو شود 5همانند وایتکس 
UVبایستی قبل از کشت مورد استفاده قرار گیرد ،. 

ز سیستم روشنایی گلخانه بررسی شده و از سیستم دمایی، کنترل رطوبت، تهویه و نی - 
 .جهت عملکرد مناسب، اطمینان حاصل شود

شوند در محیط گلخانه با فاصله  گلدان و یا ظروفی که براي کشت استفاده می - 
از  یمناسب چیده شوند و نیز آبیاري به صورت دستی انجام شود تا امکان سرایت تیمار قارچ

 .ه باشدگلدانی به گلدان دیگر وجود نداشت
هاي ساپروفیتی  ماه باشد تا از رشد آلودگی 5تا  4ها معمولاً بین  داري گلدان دوره نگه - 

همچنین سلامت گیاهان به صورت . ریشه گیاهان جلوگیري شود اندازهو نیز پیري بیش از 
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روزانه بررسی شود تا در صورت بروز علایم کمبود و یا درگیري گیاه با آفات، بلافاصله 

 . اصلاحی صورت گیرداقدامات 
 

  تهیه محلول غذایی مناسب براي کشت گیاهان میکوریزي -4-1-2-1
که ... اي، هنگام استفاده از بسترهایی همانند شن، پرلیت، پوکه و هاي گلخانه در کشت
براي رشد گیاه هستند، لازم است در طول دوره رشد بر اساس نیاز گیاه و  غذاییفاقد عناصر 

هاي  در مطالعات مربوط به قارچ. ل غذایی مناسب استفاده شودنیز مرحله رشد گیاه از محلو
، به دلیل اثرگذاري مواد مغذي بر همزیستی میان قارچ و ریشه گیاه، این نوع يمیکوریز
عناصري همانند فسفر . ها بایستی با حساسیت بیشتري مورداستفاده قرار گیرند محلول

تمایلی به برقراري رابطه همزیستی  که به میزان کافی در دسترس باشند، گیاه درصورتی
ترکیب محلول غذایی  2- 4 جدول در . یابد نخواهد داشت و بنابراین کلنیزاسیون کاهش می

  .مناسب براي رشد گیاه تلقیح شده با قارچ میکوریز آورده شده است
 

محلول غذایی مناسب براي کشت گلدانی با بستر خاك شنی فقیر، مناسب براي گیاه  - 2-4 جدول 
  میکوریز آربسکولارعنوان گیاه میزبان قارچ  سورگوم و شبدر به

  ترکیب  )mg/Kg soil( مقدار موردنیاز در گلدان  محلول استوك براي سورگوم
  شبدر  سورگوم (g/L)  کد استوك

A 8/10  36  36  KH2PO4  
A  45  150  71  K2SO4  
A  15  50    NH4NO3  
B  45  150  94  CaCl2.2H2O  
C  6  20  20  MgSO4.7H2O  
C  3  10  10  MnSO4.H2O  
C  3  10  5  ZnSO4.7H2O 
C  5/1  5  1/2  CuSO4.5H2O 
C  24/0  8/0  8/0  H3BO3 
C  12/0  4/0  36/0  CoSO4.7H2O 
C  09/0  3/0  18/0  Na2MoO4.2H2O 
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 بات ارائه شده به این صورت است که ابتدا ترکیبات مطابق با مقادیراستفاده از ترکیروش 

سپس  ).A-B-C( دهند در آب مقطر حل شده و سه استوك را تشکیل می مورد نیاز در گلدان
ها به یک لیتر آب مقطر، محلول غذایی نهایی تهیه  لیتر از هر یک ازآن میلی 33با افزودن 
عنوان  به. شود ت زراعی در خاك مورد نظر اعمال میصورت آبیاري در حد ظرفی شده و به 

داري  لیتر از محلول را به هر کیلوگرم شن خشک بیافزایید تا ظرفیت نگه میلی 100مثال 
هایی با بافت ریزتر بیشتر است  داري آب در خاك ظرفیت نگه( درصد راداشته باشید  10آب 

این مقدار براي ). ه قرار گیردو بایستی مقدار بیشتري از محلول غذایی مورد استفاد
این روش استفاده از مواد غذایی در خاکهاي . هاي با ظرفیت بیشتر بایستی تنظیم شود خاك

براي دیگر . است شنی که ظرفیت محدودي براي تثبیت مواد غذایی دارند بسیار مناسب
قبل از فقیر ممکن است لازم باشد تا مواد مغذي به شکل خشک استفاده شوند و  هاي خاك

  .)Brundrett et al. 1996(کشت با خاك مخلوط شوند 
درصد  60سطح فسفر براي تأمین  2- 4 جدول در ارتباط با گیاه شبدر طبق مقادیرارائه شده در 

بیشینه رشد شبدر تنظیم شده است؛ اما سایر عناصر معدنی نیز براي یک خاك شنی بسیار فقیر 
که گیاه شبدر با سویه مناسب باکتري ریزوبیوم تلقیح شود نیازي به  همچنین درصورتی. بهینه است

هاي  بر اساس نیاز. وژن ندارد و از این رو در ستون مربوطه یادآوري نشده استهاي نیتر مکمل
و حبوبات کشت شده در یک خاك شنی بسیار فقیر این سطح از ) همانند سورگوم(غذایی غلات 

میکوریز آربسکولار هاي  فسفر در نظر گرفته شده است؛ چرا که براي گسترش و تحریک قارچ
همچنین با توجه به بستر مورد . محدود مورد استفاده قرار گیرد صورت بایستی سطوح فسفر به
  . گرم در کیلوگرم نیاز باشد میلی 25به میزان  FeEDTAها ممکن است  استفاده، در برخی خاك

  رنگ آمیزي به منظورنمونه ریشه داري  و نگهروش تهیه  -4-2
  ریشه ازنمونه گیري  -4-2-1

گیري میزان همزیستی  یص و یا اندازهبرداري از ریشه گیاه براي تشخ نمونه در فرآیند
اي مناسب از توده ریشه تهیه شود که علاوه بر دارا  ، لازم است نمونهآربسکولار قارچ میکوریز

از این رو توجه به نکات زیر در . بودن شرایط لازم، به خوبی بیانگر خصوصیات کل توده باشد
  :تهیه نمونه ریشه ضروري است
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 قدیمی هاي ریشه. هاي ظریف و سالم تهیه شود از ریشه نمونه در حد امکان بایستی  ،

تیره، چوبی و ضخیم، ممکن است داراي همزیستی باشند ولی در اغلب موارد پراکنده بوده و 
از . اند هاي خارج ریشه قابل مشاهده هیف تنهاامکان مشاهده همزیستی مقدور نیست و 

رنگی بیشتري جذب نموده و امکان ها طی مراحل رنگ آمیزي محلول  طرفی این نوع ریشه
 .پذیر خواهد بودبه سختی امکانمیکوریزي  قارچ هاي  مشاهده اندام

  هاي میانی و  نقاط نزدیک به طوقه، قسمت(نمونه بایستی از نقاط مختلف توده ریشه
 .)2-4شکل( تهیه شود تا نتایج درستی از همزیستی ریشه ارائه دهد) نیز نزدیک نوك ریشه

  
  برداري در توده ریشه  هاي زرد نقاط مناسب براي نمونه دایره - 4-2 

  

  درغیر این صورت . ریشه بلافاصله بعد از برداشت و شستشو، رنگ آمیزي شودنمونه
ها  آمیزي آن هاي ریشه و سپس رنگ از خشک کردن نمونه(به روش ارائه شده تثبیت شود 

و امکان بررسی  آسیب دیدهآمیزي  رنگنمونه ریشه طی مراحل اري کنید چرا که خودد
 ).نخواهد داشتهاي همزیستی به طور دقیق،وجود  اندام

  ریشه نمونه داري تثبیت و نگه -4-2-2
داري در  در صورت نگه( ریشه براي مدت طولانی نمونهداري  نگهحفظ و  براياین عمل 

  .گیرد عد از برداشت و حفظ ساختمان ریشه صورت میب )تا چند ماهمعمولاً شرایط مناسب 
  وسایل و تجهیزات

 لیتر میلی 50با گنجایش  اي یا شیشه ظروف نمونه پلاستیکی - 

  گرها یا واکنش/ مواد و 
لیتر از اتانول و  میلی 1/52در استوانه مدرج میزان( درصد 50اتانول و یا ایزوپروپیل الکل  - 

  )برسانیدلیتر  میلی 100به حجم توسط آب مقطر و  درصد ریخته 96یا ایزوپروپیل الکل 
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  روش کار

گرم با در نظر  5، نمونه اي با حداقل وزن شهري از شستشوي کامل ریشه با آب پس .1
دار با حداقل  باي در ده و به قوطی پلاستیکی و یا شیشهتهیه کر یاد شدهگرفتن نکات 

 .)3- 4 شکل ( میزان آب انتقال دهید

  
  هاي شسته شده در ظروف نمونه گیري نمونه ریشه - 3-4 شکل 

 

به درون قوطی بریزید تا  ،درصد اتانول و یا ایزوپروپیل الکل 50مقدار کافی از محلول  .2
به صورت فشرده باشد تا محلول به  نمونه ریشه نباید. گیردخوبی روي نمونه ریشه را در بر 

 .)4- 4 شکل ( خوبی در بین بافت ریشه نفوذ کند
 .قرار دهیدگراد  درجه سانتی 4را درون یخچال با دماي   ریشهنمونه هاي حاوي  قوطی .3

  
  درصد 50هاي تثبیت شده در محلول الکل  ریشه نمونه - 4-4 شکل 

 
قرار  "حداقل مضر"محلول اتانول یا ایزوپروپیل الکل از نظر زیان براي انسان در رده  *

شد که با توجه به عوارض  ها از فرمالین استفاده می در گذشته براي تثبیت ریشه. دگیر می
  .شود مضر آن، دیگر استفاده نمی
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   آمیزي ریشه رنگ -4-3

اما . آمیزي خواهند بود ها آماده مراحل رنگ ز مرحله برداشت و شستشو، ریشهپس ا
دارنده قرار دارد، لازم است که ابتدا با آّب شهري به طور  درصورتی که ریشه در مواد نگه
  . آمیزي صورت گیرد کامل شسته شده و سپس رنگ

  )Phillips and Hayman 1970()1970(رنگ آمیزي به روش فیلیپس و هایمن  - 1- 3- 4
  وسایل و تجهیزات

 لوله آزمایش - 
 پنس  - 
 شیکر - 
 استوانه مدرج با حجم یک لیتر - 
 بالن ژوژه با حجم یک لیتر - 
 اتوکلاو - 

  گرها یا واکنش/ مواد و 
 لیتر میلی 1000را درون  KOHگرم از ترکیب  80مقدار : KOHدرصد  8محلول  -

 1000در  KOHگرم  100درصد، از میزان  KOH 10براي ساخت (آب مقطر حل کنید 
 ).لیتر آب مقطر استفاده کنید میلی
 30را با ) NH4OH(لیتر آمونیوم هیدرواکسید  میلی 3میزان  :قلیایی H2O2محلول  -
درصد، مخلوط کرده و درون یک استوانه مدرج به حجم  H2O2 (10(لیتر آب اکسیژنه  میلی
 .لیتر برسانید میلی 600

 37لیتر از اسیدکلریدریک  میلی 27مقدار : درصد HCl (1(محلول اسیدکلریدریک  -
 .رسانیددرصد را درون یک بالن ژوژه به حجم یک لیتر ب

لیتر از گلیسرول  میلی 64لیتر اسید لاکتیک و  میلی 876مقدار : محلول لاکتوگلیسرول -
 .کرده و در استوانه مدرج و با آب مقطر به حجم یک لیتر برسانید اضافهیکدیگر  بهرا 

لیتر  میلی 1000گرم از پورد رنگی تریپان بلو را در  5/0مقدار : بلو محلول رنگی تریپان -
دور در  100سرعت ساعت بر روي شیکر با  1توگلیسرول حل کرده و به مدت محلول لاک

  .قرار دهید تا ذرات رنگ کاملاً حل شونددقیقه 
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  روش کار

را با آب شستشو داده و به لوله ) تازه و یا تثبیت شده(گرم از نمونه ریشه  3میزان  .1
 .)5- 4 شکل ( اشدنمونه ریشه نباید درون لوله آزمایش فشرده ب. آزمایش انتقال دهید

 

  
  نمونه ریشه شسته شده ذرت  - 5-4 شکل 

  

میزان . بیافزاییددرصد به آن  KOH 10 -8لیتر از محلول  میلی 30سپس میزان  .2
 . )6-4 شکل ( محلول بایستی کاملاً سطح ریشه را بپوشاند

 

      
  درصد قبل از انجام اتوکلاو KOH 8به همراه محلول   نمونه ریشه - 6-4 شکل 

 

هاي آزمایش  پوشانده و روي تمامی لولهآلومینیومی درب لوله آزمایش را با قطعه فویل  .3
 121با کیسه فریزر بپوشانید و در اتوکلاو با دماي  6- 4 شکل سمت چپ  طابق تصویررا م

هاي آزمایش را به جاي  توان لوله می .دقیقه اتوکلاو کنید 2- 20درجه سانتی گراد به مدت 
به ( گراد قرار داد رجه سانتید 90ساعت در دماي  1دقیقه تا  10ماري به مدت  اتوکلاو در بن
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رود و  میاز بین  هاي سلولی بیشتر هستهطی این مرحله سیتوپلاسم و . )مراجعه نمایید 2نکته 

 ).مراجعه نمایید 3به نکته ( شود میشفاف هاي میکوریزي کاملاً  ریشه براي مشاهده اندام
چندین مرتبه با آب هاي آزمایش، ریشه را  بعد از اتمام زمان اتوکلاو و سرد شدن لوله .4

و  دادهاین مرحله را در مکانی با تهویه کافی انجام ). مرتبه 5معمولاً (شهري شستشو دهید 
 .)مراجعه نمایید 4به نکته ( بپرهیزید KOHاز استشمام بخار 

قلیایی را به هر  H2O2محلول لیتر از  میلی 30، بودن ریشهدرصورت تیره و خشبی  .5
در این . ساعت در دماي آزمایشگاه قرار دهید 1دقیقه تا  10لوله اضافه کنید و به مدت 

مدت زمان این . )مراجعه نمایید 5به نکته ( تر خواهد شد ها کمی روشن مرحله، رنگ ریشه
 .ریشه بستگی دارد سنمرحله به میزان تیره بودن و 

 ).مرتبه 5لاً معمو(ها را چندین مرتبه با آب شهري شستشو دهید  بعد از اتمام مرحله فوق، ریشه .6
بوده بسیار قلیایی ها  ریشه، قلیایی H2O2و  KOHهاي  ها با محلول بعد از تیمار ریشه .7

هاي قارچ میکوریز  شده تا رنگ به انداماسیدي کمی آمیزي  بایستی قبل از مرحله رنگ و
یک درصد  HClاز محلول لیتر  میلی 30میزان تقریبی  به این ترتیب. متصل شودآربسکولار 

 )7- 4 شکل ( دقیقه صبر کنید تا رنگ ریشه کاملاً روشن شود  3- 10و  افزودهر لوله به ه
 ). دقیقه کافی است 3زمان  ،براي مثال براي ریشه ذرت یک ماهه(

 

  
  آمیزي تمام مرحله هفتم رنگها پس از ا نمونه ریشه - 7-4 شکل 

 

به (بعد از اتمام مدت زمان اسیدي شدن، محلول اسیدي را به آرامی خالی کرده  .8
میزان . )8- 4 شکل ( و بلافاصله محلول رنگی تریپان بلو را بیافزایید )مراجعه نمایید 6نکته 

ها را به  ریشه. بایستی به خوبی سطح ریشه را بپوشاند رنگ به مقدار ریشه بستگی دارد و
مدت زمان ذکر شده . اعت در محلول رنگی در دماي آزمایشگاه قرار دهیدس 24تا  4مدت 
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هر چه محلول رنگی . داردبستکی ها  به میزان تازگی رنگ تهیه شده و نیز ضخامت ریشه

براي مثال (زي نیز کمتر خواهد بود آمی ها کمتر باشد، مدت زمان رنگ تر و ضخامت ریشه تازه
 ). استساعت  4این مدت زمان در ریشه ذرت یک ماهه با محلول رنگ آمیزي تازه، 

 

  
 آمیزي پس از افزودن محلول رنگ  نمونه ریشه - 8-4 شکل 

 
ها را با آب شهري  ه و ریشهآمیزي، رنگ اضافی را خالی کردبعد از اتمام مرحله رنگ .9

 با استفاده ازو ) 9- 4 شکل (اي انتقال داده  نمونه ریشه را به یک پلیت شیشه. شستشو دهید
 . بررسی کنید استریومیکروسکوپ

 

 
 یزي شدهآم نمونه ریشه رنگ - 9-4 شکل 

  

 نکات رنگ آمیزي

هاي مورد نیاز را با استفاده از هود مخصوص مواد شیمیایی و با استفاده از  محلول .1
 .هنگام انجام مراحل رنگ آمیزي از دستکش استفاده کنید. وسایل ایمنی تهیه کنید

مدت زمان اتوکلاو و یا بن ماري به نوع گیاه، ضخامت و میزان خشبی بودن نمونه  .2
و  استدقیقه کافی  2براي مثال براي ریشه ذرت یک ماهه، مدت زمان . داردی بستگریشه 
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کافی دقیقه در اتوکلاو و بیش از یک ساعت در بن ماري  30براي گیاهان چوبی چند ساله، تا 

 .خواهد بود
ریشه شد، از غلظت  پوست سطحیموجب آسیب به KOHدر صورتی که محلول  .3
 .ن اتوکلاو را کاهش دهیدو یا مدت زما نمودهاستفاده  يکمتر
بنابراین عمل شستشو را با دقت  استبسیار لیز  KOHدر پایان مرحله افزودن  ریشه .4

 .دناز دست نرو ها بیشتري انجام دهید تا ریشه
و تیره  ، خشبیقلیایی، فقط براي گیاهانی کاربرد دارد که ریشه چوبی H2O2مرحله  .5
 .ی با ریشه ظریف ضرورتی نداردبنابراین این مرحله براي گیاهان علف. دارند
 .گیرد بعد از اتمام مرحله اسیدي شدن، به هیچ عنوان شستشو صورت نمی .6
براي . تازه تهیه شوند ،هاي مورد استفاده در رنگ آمیزي محلولترجیحاً بهتر است  .7
آن کاهش  میزان اثر بخشیماه استفاده نکنید چرا که  2را بیش از  H2O2محلول مثال 

پس از بنابراین محلول رنگ آمیزي قابلیت استفاده مجدد را دارد؛ م به ذکر است لاز. یابد می
 . آوري کنید آمیزي آن را در ظرفی جداگانه جمعاتمام رنگ 

از حد رنگ جذب کرده باشند،  شها در مرحله رنگ آمیزي بی در صورتی که ریشه .8
ا رنگ اضافی حذف ساعت در محلول لاکتوگلیسرول قرار داده ت 72-24ها را به مدت  آن
 .هاي میکوریزي قابل رویت شوند اندامو

آمیزي شده بایستی در محلول لاکتوگلیسرول و در مکان تاریک  هاي رنگ ریشه .9
 .هستندداري  سال قابل نگه دوها با این روش تا بیش از  ریشه. داري شوند نگه

حلول ها را قبل از رنگ آمیزي در م در صورتی که نمونه ریشه خشک بود، ریشه .10
  .آمیزي نمایید سپس رنگ ور کنید تا کمی منبسط شوند غوطه  80تویین 

  هاي ریشه تهیه اسلاید از نمونه -4-4
تر از نمونه ریشه  در برخی مطالعات لازم است براي انجام مطالعات بعدي و دقیق

  . )Brundrett et al. 1996( آمیزي شده، اسلاید میکروسکوپی تهیه شود رنگ
  وسایل و تجهیزات

 استریومیکروسکوپ - 
 اسلاید میکروسکوپی - 
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  گرها یا واکنش/ مواد و 
 )مراجعه نمایید - 1- 5- 3 براي تهیه این محلول به بخش ( PVLGمحلول  -

  روش کار
، استریومیکروسکوپبه این منظور قطعات ریشه مورد نظر را با استفاده از دستگاه  .1

مطابق تصویر و با حداقل میزان آب به صورت موازي و در امتداد اسلاید قرار داده و دوقطره 
 .اضافه کنید در ابتداي اسلاید PVLGکوچک از محلول 

و به  قرار دادهدار و به آرامی در ابتداي قطرات  سپس یک لبه لامل را به صورت زاویه .2
 . سمت قطعات ریشه بلغزانید و به آرامی رها کنید

هاي موجود در  ها صاف شده و حباب اسلاید را در سطح شیبدار قرار دهید تا ریشه .3
 . )10- 4 شکل ( زیر سطح لامل خارج شود

رنگ  توان حاشیه لامل را با محلولی همانند لاك بی براي ماندگاري بیشتر اسلاید می .4
 .دهیدپوشش 

داري به  تهیه شده است، قابلیت نگه یاد شدههاي ریشه به روش  اسلایدي که از نمونه *
  .خواهد داشترا  سال 2میزان حداقل 

  

  
میکوریز  تهیه اسلاید میکروسکوپی از نمونه ریشه گیاه همزیست با قارچ  شیوه - 10-4 شکل 

  آربسکولار
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  گیري درصد کلنیزاسیون ریشهاندازه -4-5

مربوط  هايبررسیارزیابی درصد کلنیزاسیون ریشه هاي میکوریزي مرحله مهمی از 
 يا گلخانه يها شیدر آزماهمچنین  .شودمیمحسوب  میکوریز آربسکولارهاي  به قارچ

خطوط توان از روش  ی، مشودمی يریگ و اندازه يآور جمع اهیگ کی يها شهیکه تمام ر
 مهم ریدو متغ يریگاندازه يبرا )Giovannetti and Mosse 1980( شبکه متقاطع

 :استفاده کرد

 يزیکرویم يهاشده توسط قارچ کلنیزه يهاشهیطول ر نیتخم -  يزیورکیم شهیر طول - 
 .)11- 4شکل( )آید یم بدست کلنیزاسیونبه درصد  اهیگ شهیطول ر میدر صورت تقس(

 .اهیشده توسط گ دیتول يها شهیاز کل طول ر ینیتخم - اهیگ شهیر طول - 
 

  
  القاء شده با آگروباکتریوم یزي توسعه یافته در ریشه گیاه هویجهاي میکور نداما - 11-4 شکل 

  

 اندازه گیري درصد کلنیزاسیون ریشه به روش خطوط شبکه متقاطع - 4-5-1

  هاي میکوریزي در ریشه اندام نبودنگیري درصد کلنیزاسیون ریشه، وجود یا  در اندازه
درصورت وجود (مثبت  رد به صورت وجود دا صفحه مشبکیک خطوط که در تقاطع با ،گیاه

درنظر گرفته شده و ) میکوریزياندام قارچ  نداشتندرصورت (یا منفی )میکوریزي اندام قارچ
هاي همزیست شده با قارچ میکوریز به عنوان درصدي از کل  بر این اساس تعداد ریشه

 ;Giovannetti and Mosse 1980( شوند شمارش و بیان می ،هاي ریشه در نمونه بخش

Brundrett et al. 1996; Ferrol and Lanfranco 2020( .  
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  وسایل و تجهیزات

 استریومیکروسکوپ - 
 اي مشبک پلیت شیشه - 

  روش کار
آمیزي  ذکر شده، رنگ روشبر اساس توزین نموده و نمونه مناسب از ریشه تهیه و  .1
  . )گرم باشد 2/0تا  1/0 وزن نمونه نباید بیش از(کنید 
آمیزي نیز قبل از رنگ( تقسیم کرده متري قطعه یک سانتی 100نمونه را به حدود  .2

و به طور تصادفی به پلیت ) نمودمتري تقسیم ها را به قطعات یک سانتی توان ریشه می
در زیر . منتقل کنید) ها حاوي مقدار کمی آب مقطر جهت حفظ رطوبت ریشه(اي  شیشه
و یا توسط الماس  دادهمتري قرار  سانتی 1.27×1.27هاي مشبک با مربع يغذکا پلیت

هاي ضخیم و پر رنگ استفاده نکنید چرا که  از ریشه(بري این خطوط را ایجاد نمایید  شیشه
هاي  هاي میکوریزي در این قطعات مشکل است و موجب بروز خطا در داده مشاهده اندام

 :)13- 4شکل( بایستی داراي دو شرط زیر باشداین پلیت . )بدست آمده خواهد شد
a( نیبه ا. تشکیل شده باشد 1.27×1.27هایی با ابعاد  خطوط شبکه بایستی از مربع 

برابر با  ها شهیخطوط شبکه و ر نیها ب ، تعداد کل تقاطعومنیبر اساس فرمول ن ب،یترت
را بر  شده زهیکلون شهیکل ر میخواهد بود تا بتوان متر یبر حسب سانت شهیطول کل ر

 .میکن انیحسب طول ب
b( شود که لبه ظرف  میتنظ يبه گونه ا دیباننسبت به ظرف  شبکه يمربع ها تیموقع
مربع  کیدر هر لبه با هم  نیمهدو مربع  در این صورتمنطبق باشد،  شبکهخط  کیبا 

 .خواهند کرد جادیکامل ا
و سپس  ج نمودهسرنگ خار تا جایی که امکان دارد باسپس آب موجود در پلیت را  .3

  :پارامترهاي زیر را بررسی کنید استریومیکروسکوپتوسط 
 )R1(ها  تعداد کل تقاطع بین خطوط افقی و عمودي با ریشه - 
یکی از اندام ها ریشه داراي  ها در خطوط افقی و عمودي، که در آن تعداد کل تقاطع - 

  )R2( میکوریزي است هايمشخصه قارچ
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به  میکوریز آربسکولارگیري کلنیزاسیون ریشه گیاه همزیست با قارچ  نحوه اندازه - 12-4 شکل 

  روش خطوط متقاطع
  
مطابق تصویر از بالاترین خط افقی شروع کرده و تمام تقاطع هاي قطعات ریشه را با  *

ها حداقل یکی از  نهمچنین تعداد نقاط تقاطعی که در آ. خطوط افقی یادداشت نمایید
همین مراحل را . اید را نیز یادداشت نمایید هاي همزیستی میکوریزي را مشاهده نموده اندام

  . هاي حاصل را یادداشت نمایید در ارتباط با خطوط عمودي نیز انجام داده و داده
  =R1 ها تعداد تقاطع خطوط عمودي با ریشه+ ها  تعداد تقاطع خطوط افقی با ریشه

  

  =R2 هاي میکوریزي تعداد تقاطع خطوط عمودي با ریشه+ هاي میکوریزي  تقاطع خطوط افقی با ریشه تعداد
  

  : درصد کلنیزاسیون ریشه از رابطه زیر قابل محاسبه خواهد بودبه این ترتیب 
  

  درصد کلنیزاسیون ریشه توسط قارچ میکوریز=  ×100

يکلنیزاسیون ریشه با قارچ میکوریزدرصد   = R2/R1×100                      
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گیري درصد  متري براي اندازه مشبک حاوي قطعات ریشه یک سانتی اي شیشه پیلت - 13-4 شکل 

  کلنیزاسیون ریشه
  
رائت را در این روش بهتر است چندین مرتبه چیدمان قطعات ریشه را بهم زده و مجددا ق *

بر  یاد شده هاي حاصل شده از مراحلداده. ها اطمینان حاصل شود انجام داد تا از صحت داده
تهیه شده مطابق با توزیع ریشه که توزیع کلنیزاسیون در نمونه  هستنداین فرض استوار 
  .در کل سیستم ریشه استکلنیزاسیون قارچ 

  1اندام فعالشمارش  - 4-6

  )MPN(تعداد  نیتر روش محتمل -1- 4-6
براي شمارش اسپورهاي قارچ میکوریز آربسکولار مورد تا کنون شده  یادآوري هاي وشر

یک نمونه ، بهتر  کل اندام فعال قارچ میکوریزي در براي ارزیابیاما . گیرند استفاده قرار می
ترین تعداد  روش محتمل. شودمیکوریزي بررسی  قارچ )پروپاگول(هاي فعال  است تمامی اندام

در نمونه مایه تلقیح  کل اندام فعال قارچ میکوریزيهاي ارزیابی تعداد  ترین روش یکی از اصلی
این روش از دقت خوبی برخوردار بوده و میزان خطا در این روش نسبتاً اندك . و یا خاك است

شود و تعداد  موجود براساس قانون احتمال ارزیابی می اندام هاي فعالدر این روش تعداد  .است
 An et al. 1990; Mukerji, Manoharachary, and Chamola(شود میدقیق شمارش ن

2002; Woomer, Bennett, and Yost 1990( .مراحل روش به شرح زیر است:  
  وسایل و تجهیزات

 استریل) بدون پیستون(لیتري  میلی 60سرنگ پلاستیکی - 

                                                   
1 - Propagule 
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) حجمی/حجمی( 1:1با نسبت  استریل  و ماسهمخلوط خاك : بستر کشت استریل - 

 .تواند بستر مناسبی براي این منظور باشد می
 .باشند شبدر، یا ذرت و یا سوررگوم بذور مناسب براي این کشت می: بذر ضدعفونی شده - 
 گلخانه و یا اتاقک رشد - 

  روش کار
استریل تهیه از نمونه خاك و یا مایه تلقیح با ماسه ... و 1:125 ، 1:25 ،1:5 هاي رقت .1
گرم از  40گرم از مایه تلقیح و یا نمونه خاك را با  10 1:5براي مثال براي تهیه رقت ( کنید

گرم از  40تهیه شده را با  1:5گرم از رقت  10ماسه استریل مخلوط کنید و سپس میزان 
هاي بعدي را نیز  و به همین ترتیب رقت بدست آید 1:25تا رقت ماسه استریل مخلوط کرده 

 ).14- 4 شکل ) (تهیه نمایید

  
تایی از مایه تلقیح و یا نمونه اولیه و روش انجام  هاي پنج رقت مجموعهتهیه  شیوه - 14-4 شکل 

  آزمون
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گرم بستر کشت استریل با در نظر  50-100هایی استریل حاوي  تیوپ  یا سرنگ .2

 ).15- 4شکل( تکرار از هر رقت تهیه کنید 4گرفتن 
 

  
  دارنده هاي استریل حاوي بستر، درون ظروف نگه تصویري از سرنگ - 15-4 شکل 

 

بذور  زیراند را درون هر لوله قرار داده و  دار که ضد عفونی سطحی شده بذرهاي جوانه .3
بذور را با بستر کشت استریل  سپس. هاي تهیه شده بیافزایید گرم از رقت 1میزان به 

 . بپوشانید
ساعت روشنایی و  16اجازه دهید این گیاهان در محیط گلخانه و یا اتاقک رشد با  .4

رشد از آبیاري  مراحا آغازیندر (هفته رشد کنند  6درجه سانتی گراد، به مدت  28دماي 
 . )16- 4 شکل ( )سنگین بپرهیزید و رطوبت خاك را در حد ظرفیت زراعی بستر حفظ نمایید

 

     
  هاي کشت شده در محیط گلخانه تصویري از سرنگ - 16-4 شکل 
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و ریشه  )- 4 شکل (بعد از اتمام دوره رشد اندام هوایی گیاهان از قسمت طوقه قطع  .5
 .آمیزي نماییدان را رنگگیاه
 

  
  برداشت ریشه وقطع اندام هوایی گیاهان از قسمت طوقه  - 17-4 شکل 

 

 يکلنیزاسیون میکوریز وجودو یا عدم  وجودآمیزي شده را از نظر  هاي رنگ ریشه .6
 .ثبت کنید 3- 4 جدول بررسی نمایید و در جدولی مشابه 

 
 جدول مربوط به ثبت نتایج آزمون - 3-4 جدول 

  سري رقت  تکرار اول  تکرار دوم  تکرار سوم  تکرار چهارم  جمع تکرار
4....0   -+/   -+/  -+/  -+/ 1:5  
4....0  -+/  -+/  -+/  -+/ 1:25  
4....0  -+/  -+/  -+/  -+/ 1:125  
4....0  -+/  -+/  -+/  -+/ 1:625  
4....0  -+/  -+/  -+/  -+/ 1:3125  
4....0  -+/  -+/  -+/  -+/ 1:15625  

 
موجود در نمونه خاك یا مایه هاي میکوریز آربسکولار ندام فعال قارچاترین تعداد  محتمل
از نمونه  واحد وزن یا حجمدر ) 1- 4 ول جد در ذیلارائه شده  هايجدولتوان از  تلقیح را می
  . محاسبه کرد
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 نمونهمحاسبه جمعیت  اندام فعال قارچ در واحد وزن یا حجم از  4-4 جدول 

  6  5  4  3  2  1  تایی 5با سري رقت  MPNمیزان جمعیت براساس   تعداد نتایج مثبت در سطح رقت  ردیف
1  1  0  0  0  0  0  1/1  
2  1  1  0  0  0  0  2/2  
3  2  0  0  0  0  0  5/2  
4  2  1  0  0  0  0  9/3  
5  3  0  0  0  0  0  5/4  
6  3  1  0  0  0  0  4/6  
7  3  2  0  0  0  0  7/8  
8  4  0  0  0  0  0  0/8  
9  4  1  0  0  0  0  11  
10  4  1  1  0  0  0  15  
11  4  2  0  0  0  0  16  
12  4  2  1  0  0  0  22  
13  4  3  0  0  0  0  24  
14  4  3  1  0  0  0  33  
15  4  3  2  0  0  0  44  
16  4  4  0  0  0  0  40  
17  4  4  1  0  0  0  57  
18  4  4  1  1  0  0  75  
19  4  4  2  0  0  0  81  
20  4  4  2  1  0  0  107  
21  4  4  3  0  0  0  121  
22  4  4  3  1  0  0  165  
23  4  4  3  2  0  0  218  
24  4  4  4  0  0  0  203  
25  4  4  4  1  0  0  287  
26  4  4  4  1  1  0  380  
27  4  4  4  2  0  0  409  
28  4  4  4  2  1  0  545  
29  4  4  4  3  0  0  611  
30  4  4  4  3  1  0  830  
31  4  4  4  3  2  0  1113  
32  4  4  4  4  0  0  1035  
33  4  4  4  4  1  0  1465  
34  4  4  4  4  1  1  1992  
35  4  4  4  4  2  0  2109  
36  4  4  4  4  2  1  2813  
37  4  4  4  4  3  0  3281  
38  4  4  4  4  3  1  4375  
39  4  4  4  4  3  2  5938  
40  4  4  4  4  4  0  5175  
41  4  4  4  4  4  1  7177  
42  4  4  4  4  4  2  10228  
43  4  4  4  4  4  3  15263  
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  :به فرضیات زیر بستگی دارد MPNدقت روش 

آزمون  نمونه موردهمزیستی به طور تصادفی در برقراي رابطه  توانایی اندام هاي فعال - 
 .باشندرا داشته پخش شده 

یک همزیستی به برقراري همزیستی است در طول دوره آزمون  تواناکه  اندام فعالهر  - 
 .کند میکوریز آربسکولار تیپیک ایجاد می

 .هیچ آلودگی وجود ندارد - 

  MPNمعایب روش 
، محاسبه شده یهمزیستبرقراي رابطه  تواناییداراي  اندام فعالدر این روش تعداد  - 

این تفاوت ممکن است درنتیجه حضور . الک تر استشمارش اسپور در روش بیشتر از روش 
برقراري رابطه غیر از اسپور باشد که داراي قابلیت  اندام هاي فعالدیگر  وزیکول، اجزاي هیف و

 . هاي معمول قابل شمارش نیستند با روش از اندام هاي فعالاین نوع . همزیستی هستند
با روش بخاردهی خاك و نیز اسپورهاي غیر زنده در روش  غیرفعال شدهاسپورهاي  - 

MPN  و بعد از چند ماه بعد از  باقی مانده ولی ممکن است در خاك شوندنمیشمارش
 . نرمال به نظر برسندنیز به صورت اسپورهاي جداسازي از بستر کشت، 

باشد زیرا زمان زیادي براي حاصل  استفاده از این روش محدود به مطالعات خاص می - 
 .نیاز است مورد قابل قبول نتیجهشدن 
 

  هاي میکوریز آربسکولار قارچ تکثیرهاي  روش -5
ربسکولار در همزیستی با گیاهان میزبان از آثیرات شگرفی که قارچهاي میکوریز م تأرغ علی

دهند، استفاده عملی از آنها در مقیاس وسیع و در اراضی کشاورزي همچنان به  مینشان خود 
مفیدي که  ریزجاندارانبرخلاف سایر  ریزجاندارانچرا که این . پا برجاست مشکلصورت یک 

از جمله انواع (گردند  هولت تولید و در اراضی کشاورزي مصرف میوسیع و با س شکلبه 
در محیط ) هاي محرك رشدو باکتري کننده عناصرحل ، انواعها ها، تیوباسیلوس ریزوبیوم

و  نزدیکیها با ریشه، تنها در  مصنوعی رشد نکرده و به دلیل طبیعت همزیست اجباري آن
تفاده از اس حققین را بر آن داشته است تا باله مباشند این مسئ حمایت ریشه قابل تکثیر می

ها را در مقیاس  قارچ  مایه تلقیح این) هاي کشت مصنوعی محیطغیر از(هاي ویژه  تکنیک
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 ،NFT1،هاي تله گلدانی کشت روش چهار تاکنون . صنعتی و صنعتی تهیه نمایند نیمه

ترین موفقیت را در پی قارچ و ریشه گیاه میزبان بیش 3اي و کشت درون شیشه2ائروپونیک
   :شودکه در ادامه کشت تله گلدانی به علت ساده و رایج بودن شرح داده می ته اسداشت

  به منظور ازدیاد اسپورهاي موجود در نمونه خاك اولیه کشت تله گلدانی - 5-1-1
کشت هاي تله گلدانی رایج ترین و ساده ترین روش تکتیر و تهیه مایه تلقیح قارچ هاي 

در این روش از کشت گیاه میزبان مناسب و تلقیح ریشه . رود ولار به شمار میمیکوریز آربسک
هاي آماده  هاي میکوریزي و یا مایه تلقیح هاي مختلف قارچ گیاه با اسپورهاي سالم گونه

از طرفی در برخی موارد به منظور ازدیاد نمونه اسپورهاي موجود در نمونه . شود استفاده می
و پس از آن لازم است خالص  گیرد گلدانی مورد استفاده قرار می کشت تلهنیز خاك اولیه 

پس از رشد کامل گیاه  در این روش .سازي بیشتري براي جداسازي اسپورها انجام شود
میزبان در شرایط مناسب رطوبتی و حرارتی، گیاه میزبان از سطح محیط کشت قطع شده و 

ه میزبان و اسپورهاي تولید شده به محتویات محیط کشت باقی مانده به همراه ریشه گیا
 . گیرد عنوان مایه تلقیح قارچ مورد استفاده قرار می

  وسایل و تجهیزات 
 .Brachiariacomata ،Bاز هر یک از گیاهان توانمیگیاه میزبان را  :گیاه میزبانبذور  - 

decumbens ،B. brizantha ،Canavalia ensiformis ،Tagetes erecta ،Carica papaya ،
balsaminaImpatiens ،Solanum lycopersicumوZea mays	 متناسب با نوع اقلیم محل

	.)Simpson and Daft 1990; Struble and Skipper 1988( آزمایش انتخاب کرد 	
  شن استریل  - 
  برداري  ز محل نمونهخاك استریل تهیه شده ا - 
 لیتر میلی 500گلدان با گنجایش  - 

  گرها مواد و واکنش
 .)1- 5 جدول (محلول غذایی هوگلند اصلاح شده، با میزان فسفر کاهش یافته  - 

                                                   
1- Nutrient Film Technique  
2- Aeroponics  
3- Root Organ Culture  
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  وگلند اصلاح شده، با میزان فسفر کاهش یافتهترکیبات محلول غذایی ه - 1- 5 جدول 

 For 1L of full Hogland nutrient solutiom 
Concentration Nutrients 

0.005 M KNO3 
0.005 M Ca(NO3)2 
0.1mM KH2PO4 

0.002 M MgSO4 
0.1mM Fe(NO3)2 

Add 1ml/L of Hogland solution Stock micronutrients stock 
Concentration Micronutrients 

0.046 M H3BO3 
0.009M MnCl2.4H2O 

7.65×10-4 M ZnSO4.7H2O 
3.2×10-4 M  CuSO4.5H2O 

1.11×10-4 M  H2MoO4.H2O 
4.9×10-4 M Na2MoO4.2H2O 

  
  روش کار

گرم از مخلوط ماسه استریل و نمونه  200لیتر، ابتدا  میلی 500در گلدانی با گنجایش  .1
 100در کف گلدان بریزید و ) حجمی/حجمی 1:1(منطقه موردنظر را مربوط به خاك استریل 
را روي آن اضافه کرده و غیر استریل و نمونه برداري شده از منطقه مورد نظر گرم از خاك 

برداري درنظر  حداقل سه تکرار از هر نقطه نمونه(گرم ماسه استریل بپوشانید  150ا سپس ب
 ). 1- 5شکل ( )بگیرید

  
  سیستم کشت تله گلدانی - 1- 5شکل 
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برداري بکارید  هاي محتوي خاك نمونه عفونی شده گیاه میزبان را در گلدانبذور ضد .2

پس از از میزبانی که همزیستی خوبی با قارچ میکوریز آربسکولار دارد استفاده کنید و آن را (
 .ماهه تعویض کنید 4سیکل  هر چهار

گلدان ها را هر سه روز یکبار و یا هر زمانی که نیاز است با آب مقطر آبیاري کنید تا  .3
توانید گیاهان را با محلول هوگلند  روز یکبار، می 15هر . ظرفیت زراعی برسد به شرایطآب 

 . اصلاح شده آبیاري کنید
وقف کنید و اجازه دهید گیاه ماه آبیاري را به مدت یک ماه مت 3بعد از گذشت  .4

 . خواهد شد قارچ هاي میکوریزي این امر موجب اسپورزایی. خشک شود
از نمونه خاك حاصل از کشت تله نتایج مورد انتظار  بدست آمدنپس از اطمینان از  .5

هاي میکوریز آربسکولار  هاي مختلف نظیر شناسایی و کارایی قارچ شگلدانی براي آزمای
مایه تلقیح تهیه شده درون نایلون پلاستیکی  ،صیه میشود تا قبل از استفادهتو .استفاده کنید

 .درجه سانتی گراد نگهداري شود 4بدون رطوبت و در دماي 
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