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 چکیده

هدف از این ترین پایه بذری گیلاس و آلبالو در ایران است. ترین منابع تولید پایه بذری و کلونال و رایجاز مهم (Prunus mahaleb)محلب 
، (Plum pox virus, PPV)آبله آلو  بذرزاد یهاروسیعاری از و NBVP2 و NB5176، NBVP1محلب  یانتخاب یهاهییابی به پاتتحقیق دس

  بود.( Prunus necrotic ringspot virus, PNRSV)دار (، لکه حلقوی بافت مرده درختان هستهPrune dwarf virus, PDVکوتولگی آلو )

محیط در هاژنوتیپ این انتهایی هایریستم. مبررسی شد (ELISA)توسط آزمون سرولوژیک الیزا  ان مادریدگی درختمنظور، ابتدا آلو این برای
MS  های پرآوری شش هفته بعد به محیطمستقر وMS ( لیتر  بر گرممیلی 5/0حاویBAP ،1/0 لیتر  برگرم میلیNAA  لیتر  برگرم میلی 3/0و

( منتقل شدند. پس از مرحله تکثیر اولیه، لیتر پکتین برگرم میلی 3/0حاوی ) WPMو (  BAPلیتر  برم گرمیلی 5/0حاوی ) DKW ( وپکتین
بررسی و  RT-PCRتوسط  از سه ویروس فوق لامت گیاهان بازیابی شده از گرمادرمانیها درون شیشه گرمادرمانی شدند و سگیاهچه
 PNRSVو  PDVهای به ویروس درختان مادریالیزا، برخی  آزمون . بر اساس نتایجشدندو به گلدان منتقل دار ریشه ،تکثیر ،های سالمگیاهچه

 WPMو MS هایمحیط در یژنوتیپ هیچ ،پرآوری مرحله دربود.  NBVP1 % مربوط به ژنوتیپ5/42. بیشترین درصد استقرار مریستم آلوده بودند

 IBA لیتر برگرم میلی 5/1 حاویتغییریافته   QLو DKW   های یطمح زایی،یشهر نظر مناسب بود. از DKW محیطو تنها  افتینرشد  
ای های درون شیشهدرصد از گیاهچه 25-40. شد دار ریشه دیگر ژنوتیپ دو از بهتر زاییریشه های محیط کلیه در NBVP1 ژنوتیپ مناسب بودند.

 ندتوانآمده میدستهای گلدانی به. نهالندبود PDV ، PNRSV، PPV، عاری ازRT-PCRو براساس نتایج  داشتهشرایط گرمادرمانی تحمل به 
 . روندبه کار  و برای تولید بذر سالم محلبشده به باغ ایزوله منتقل 

 
 .RT-PCR، داران ویروس لکه حلقوی بافت مرده هسته تکثیر،پایه،  الیزا،آبله آلو،  کلیدی:های هواژ
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ABSTRACT 

Mahaleb (Prunus mahaleb) plant is one of the most important sources of cherry clonal and seed base rootstock 
production in Iran. Obtaining seed-borne viruse-free (Prune dwarf virus, Plum pox virus, Prunus necrotic ringspot 
virus) sources for selected mahaleb rootstocks (NB5176, NBVP1, NBVP2), For this purpose, the viral infection status 
of genotypes was initially studied in orchard using ELISA serological method. Then the meristem tips were cultured 
in vitro and 6 months later, transferred to MS medium containing 0.5mg/l BAP and 0.1 mg/l NAA, DKW contacting 
0.5 mg/l BAP and WMP contacting 0.3 mg/l pectin. After the initial proliferation stage, the plantlets were heat-
treated and then health status of the remained plantlets was studied using RT-PCR. Then the healthy plants were 
rooted and transferred to pots. Based on ELISA result, some genotypes were probably infected to PNRSV and PDV. 
The highest shoot tip establishment was recorded as 42.5% by NBPV1. No genotype was proliferated in MS and 
WPM, so only DKW was apropriate for proliferation. For plantlet rooting, 1/2DKW and modified QL containing 1.5 
mg/l IBA were appropriate. NBVP2 was the best in all rooting media. Most of plantlets from three genotypes 
toleratedin-vitro thermotherapy condition and were free of PNRSV, PDV, PPV based on RT-PCR result. The healthy 
plants were transferred to pots and could be cultured in an isolated orchard to obtain healthy mahaleb seeds. 
 
Keywords: ELISA, PNRSV, PPV, proliferation, RT-PCR, rootstock. 
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 مقدمه

( به .Prunus mahaleb Lآلبالو تلخ )یا  محلبگیاه 

و از گیاهان گلدار و داشته  تعلقتیره گلسرخیان 

گیاه (. این Webster & Looney, 1996نهاندانه است )

در ترکیه، روسیه، آمریکا، عراق، پاکستان، ترکمنستان 

و قفقاز پراکنده است و در ایران، از مناطق شمال غرب 

چهارمحال و های ارسباران، لرستان،  جنگل ،و غرب

است همدان و دره کرج گزارش شده ،بختیاری

(Mozafarrian, 2004.) های گزینش شده بذر یا کلون

گیلاس و  پیوند منابع پایه برای تریناین گیاه از مهم

 ,Sansavini  & Lougi, 1996; Perryآلبالو هستند )

کلروز  کمبود روی، بالا، pHپایه محلب به  (.1987

است، قابلیت رشد  متحملناشی از کمبود آهن و خشکی 

 های سنگین خاک را دارد، بهسبک   هایدرخاکمناسب 

به  شه آنری بوده وساس ضعیف حکشی زهبا مرطوب  و

 ,Albertini & DeSalvadorسرد سازگاری دارد ) زمستان

1991; Giorgio & Standardi, 1993; Bright &. 

Marte, 2004کلونال محلب که  انتخابیهای پایه (. برخی

شوند، موجب پاکوتاهی شده،  به طریق رویشی تکثیر می

دهی ندارند و احداث باغات متراکم را ممکن پاجوش

  (.Hrotkó et al., 2009)کنند می

تواند  می دارمحلب همانند سایر درختان هسته گیاه

 وه،یدرختان م انیم درشود.  آلودهها به انواع ویروس

های  دار بالاترین درصد آلودگیهسته وهیدرختان م

توانند میزبان بیش از  د و مینده ویروسی را نشان می

از (. Myrta et al., 2003) دنویروس مختلف باش 51

 5، کوتولگی آلو(PPV) 5آبله آلو های، ویروسهاآن میان

(PDVو لکه حلقوی بافت مرده درختان هسته )3دار 

(PNRSV)  از اهمیت خاصی برخوردارند زیرا با دانه

گرده و بذر قابل انتقال هستند. در ایران، ویروس 

PNRSV  برای اولین بار از اردبیل و دشت مغان

 (. سپس درMoini & Izadpanah, 2000گزارش شد )

 ,.Rakhshanderoo et alهای رز )درختچهاز تهران 

( و در استان گلستان در درختان آلو، هلو و 2006

های هرز علف ازو اخیراً  (Fallah et al., 2008شلیل )

                                                                               
1. Plum pox virus  
2. Prune dwarf virus 

3. Prunus necrtptic ringspot virus  

لرستان گزارش  و های تهران، خوزستان، البرزاستان

تان درخاز  آبله آلو(. ویروس Sabaghian, 2014شد )

 خراسان رضوی و مازندران هایدار استانمیوه هسته

 ;Jafarpour & Khayat, 2013)گزارش شد 

Mohammadi et al., 2012 .) 

های متنوعی مانند کشت مریستم، گرمادرمانی، روش

کاربرد مواد  درمانی والکتروتراپی، ریزپیوندی، شیمی

ها سازی مواد گیاهی از ویروسمحرک رشد برای عاری

شوند که کشت مریستم و گرمادرمانی از کار برده میهب

 PDV ،PNRSVهای ویروس ها هستند.ترین آنعمومی

با روش  (ChLRV) 5برگ حلقوی گیلاس و PPVو 

 Houangاند )کشت مریستم از مواد گیاهی حذف شده

& Millikan, 1980; Barba, 1992).  گرمادرمانی به

 قادر بهنیز   ایو برون شیشه ای شیشه درون هایروش

 استبودهکاهش غلظت یا حذف کامل ویروس 

(Saponari et al., 1999.) های با توجه به نبود هسته

پایه کلونال گیلاس در  عنوان   بهعاری از ویروس محلب 

های یابی به ژنوتیپهدف از این تحقیق دستکشور، 

منبع  عنوان   بههای بذرزاد برتر محلب عاری از ویروس

 . استآلبالو  /بذر سالم برای پایه بذری گیلاسن تامی

 

 هامواد و روش

ی پاکوتاه و انتخابژنوتیپ  ، تعداد سهمطالعه نیا در

  NBVP1و NB5176بومی محلب شامل نیمه پاکوتاه 

تک درختان . ندمورد استفاده قرار گرفت  NBVP2و

در نهالستان و ایستگاه ها این ژنوتیپ هسال 5-6مادری 

 در واقع باغبانی علوم ۀ تحقیقاتمؤسسر شهمشکین

 یومبپاکوتاه و   NB5176ند. پایهبود کرج کشت شده

شیخ عطار  ازبسیار پاکوتاه   NBVP1،بودتهران  ستانا

 استان لواسان نیمه پاکوتاه NBVP2کردستان و  ستانا

  (.Bouzari, 2011تهران بود )
 و PDVهای به ویروسدرختان مادری آلودگی 

PPV براساس دستورالعمل  وش الیزای مستقیم با رو

نتیجه آزمون توسط  بررسی شد. Agdia شرکت

( براساس Awareness)مدل   ELISA-Readerدستگاه

، با نانومتر 501ها در طول موج تغییررنگ چاهک

                                                                               
4. Cherry leafroll virus  
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 عنوانحداقل سه برابر جذب شاهد منفی به احتساب

 یهانمونههمزمان با تهیه شد. ، ارزیابی پاسخ مثبت

اواخر بهار تا  دربرای الیزا  جوانهای از سرشاخه یگبر

مریستم هر سه ژنوتیپ نیز کشت داده ، اوایل تابستان

ها به قطعات کوچک تقسیم و پس از شد. سرشاخه

در هیپوکلریت دقیقه  50 مدت   به، وشوی اولیهشست

مرتبه با آب مقطر  سپس سه% ضدعفونی و 10سدیم 

. (Goudarzi et al., 1997) شو شدندواستریل شست

های ( فلسNikonسپس با استفاده از بینوکلر )

در  یمترمیلی 1/0های ها حذف و مریستم جوانه

( کشت Murashinge & Skoog, 1962) MSمحیط 

 ،MS های پرآوریشش هفته بعد، به محیط ه،شد

DKW (Driver & Kuniyuki, 1984 ) وWPM 

(Lioyd & McCown, 1981) تاق رشد منتقل و در ا

، روشنایی 8/56، تناوب نوری C 51-53)دمای 

 MSلوکس( نگهداری شدند. محیط  5100-3000

لیتر  برگرم میلی BAP ،5/0گرم بر لیتر میلی 1/0حاوی 

NAA  گرم در لیتر پکتین، محیطمیلی 3/0و DKW 

 3/0حاوی  WPMو BAP گرم بر لیتر میلی 1/0حاوی 

 ,Tatari & Mousavi) گرم بر لیتر پکتین بودمیلی

. ارزیابی موفقیت پرآوری بر پایه صفات کمی (2013

)تعداد و طول شاخه، تعداد برگ، طول میانگره( و کیفی 

زایی، ضخامت شاخه  ، کالوسفشرده برگی)توسعه برگی، 

انتهایی( انجام شد. طول میانگره با تقسیم  بافت مردگیو 

گیری ها محاسبه شد. اندازهطول گیاه بر تعداد برگ

: 5تایی شامل 1میزان توسعه برگی با استفاده از مقیاس 

های : برگ5های کوچک و زرد )بدترین وضعیت(، برگ

: 1های پهن، : برگ5های متوسط، : برگ3کوچک و سبز، 

های بسیار پهن و سبز )بهترین وضعیت( انجام شد. برگ

: 5تایی شامل  سه زایی با استفاده از مقیاسمیزان کالوس

: زیاد 3: متوسط و 5یف یا نداشتن کالوس، ضع

  ی شد.گیر   اندازه

برای انجام شد.  یپرآور از پس گرمادرمانی ماریت

ای به انکوباتور شیشههای درونمنظور، گیاهچهاین 

و دمای انکوباتور در طی یک هفته از  شدهمنتقل 

C56  بهC36 نیاهفته در  چهار مدترسانیده و به 

هایی که زنده ماندند به محیط یاهچهدما ابقا شد. گ

MS  منتقل و پس از پرآوری مجدد، آلودگی ویروسی

بررسی و  RT-PCRها با استفاده از روش آن

زایی شدند. چهار های سالم وارد مرحله ریشه گیاهچه

 Leblay etتغییریافته ) QL زایی شاملمحیط ریشه

al., 1991 ،)MS ، DKW 1/2وDKW  کلیه(

 1/5و  5حاوی ها به نصف تقلیل یافت( ماکروالمنت

( بررسی شدند. به Duchefa) IBAلیتر  برگرم میلی

NAA (Duchefa )لیتر  برگرم میلی MS ،1/0محیط 

روز پس از نگهداری در اتاق رشد،  30نیز افزوده شد. 

جای اولیه و  هنابهای صفات کمی )تعداد و طول ریشه

زایی( و  و درصد ریشه هاولی جای   بهنا، ضخامت ریشه ثانویه

و  بافت مردگیکیفی )کیفیت ساقه و ریشه، درصد 

گیری شد. پرآوری در قالب طرح زایی( اندازهکالوس

مشاهده و  چهار تکرار و 51آزمایشی کاملاً تصادفی با 

 5صورت فاکتوریل، فاکتور محیط کشت در زایی بهریشه

و  DKWو  MS، 1/2DKW، تغییر یافته QLسطح 

 1/5و  5در دو سطح  IBA رشد کننده مینظتغلظت 

 51لیتر و در قالب طرح کاملاً تصادفی با  برگرم میلی

های کمی با استفاده از داده انجام شد. (ریزنمونه)تکرار 

  SAS9.1افزار ای دانکن توسط نرمآزمون چنددامنه

. مقایسه صفات کیفی ندصورت طرح نامتعادل آنالیز شد به

  انجام شد. 5ل والیستوسط آزمون کروسکا

 RNAاساس دستورالعمل برRNA  استخراج

extraction kit (QIAGEN ) و ساختcDNA  مطابق

انجام cDNA synthesis kit (BioRad )دستورالعمل 

با الکتروفورز و اسپکتروفتومتری RNA کیفیت شد. 

 میکرولیتر 50با حجم نهایی PCRبررسی شد. مخلوط 

میکرومولار  500نیزیم، مولارکلریدممیلی 1/5 حاوی

dNTP، میکرومولار پرایمرهای رفت و برگشت  یک

 PCR (10X،)میکرولیتر بافر  1/5(، 5)سیناژن( )جدول

بود.  cDNA میکرولیتر و یکواحد آنزیم پلیمراز یک 

واسرشتگی اولیه،  مرحلهشامل یک  PCR هایچرخه

بود بسط نهایی  مرحلهچرخه تکثیر و یک  50

 هایهای شاهد مثبت ویروس. نمونه(5جدول)

PNRSV  وPDV دار ترتیب از درختان هستهبه

  غربی و سیب خراسان شمالی و ویروسآذربایجان

PPV  از شرکتAC-Diagnostic .تهیه شد 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                               
1. Kruscal-Wallis 
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 بذرزاد یها روسیو به محلب یهاپیژنوت یآلودگ یابیارز منظوربه مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در این بررسی .5 جدول
Table 1. Characteristics of the primers used in this study for evaluation of infection of mahaleb genotypes to seed-

born viruses 

Reference Fragment size (bp) Genome loci (5'-3')’ Sequence 
Virus/ 

gene 

Naderpour and Shahbazi, 2015 

Naderpour and Sadeghi, 2015 
599 MP+CP 

F: GCCGAATTTGCAATCATACCC 
R: ACTTCGGTCTTGAATTCGAT 

PNRSV 

Naderpour and Shahbazi, 2015;  

Naderpour and Sadeghi, 2015 
310 NIb 

F: CAATAAAGCCATTGTTGGATC 
R: CTCTGTGTCCTCTTCTTGTG 

PPV 

Naderpour and Shahbazi, 2015;  

Naderpour and Sadeghi, 2015 
504 NIb 

F: CAATAAAGCCATTGTTGGATC 
R: CTCTGTGTCCTCTTCTTGTG 

PDV 

Menzelet al., 2002 189 Exones I and II F: GATGCTTCTTGG GGCTTCTTGTT 

R: CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 
Nad5 

 

 محلب مختلف یهاپیژنوت در PNRSVو  PDV ،PPVهای برای آزمون ویروس RT-PCR دربرنامه واکنش زنجیره ای پلیمراز  .5 جدول
Table 2.Used PCR program for detection PPV, PDV, PNRSV viruses in mahaleb genotypes 

Final extension Extension Annealing Denaturation Initial denaturation Virus/ gene 

72 ºC/7 min 72 ºC/1 min 54 ºC/45 sec 94 ºC/30 sec 95 ºC/5 min PNRSV 
72 ºC/5 min 72 ºC/50 sec 60 ºC/30 sec 94 ºC/30 sec 94 ºC/5 min PPV 

72 ºC/5 min 72 ºC/50 sec 60 ºC/30 sec 94 ºC/30 sec 94 ºC/5 min Nad 5 

72 ºC/10 min 72 ºC/1 min 51 ºC/40 sec 94 ºC/30 sec 95 ºC/5 min PDV 

 

 نتایج و بحث

به از درختان مادری  یک هیچ بر اساس نتایح آزمون الیزا،

ژنوتیپ درختان مادری اما  ندآلوده نبود PPV ویروس

NBVP1 هایبه ویروس PNRSV وPDV   و ژنوتیپ

NBVP2 به ویروس PNRSV (. 3)جدول ندآلوده بود

و  های کلونال آلودگی ارقام گیلاس پیوندی روی پایه

قبلاً PPV و  PNRSV ،PDVهای  یروسبذری محلب به و

 Boari et al., 1998; Saponari et) استنیز گزارش شده

al., 1999; Sipahioglu et al., 2005; Usta et al.,. 

2005; Milusheva et al., 2008) . کشت  شیآزمانتایج

ها مستقر لیه ژنوتیپک مریستم نشان داد که مریستم

ترین یشترین و کمگیاهچه کردند. ب شده و تولید

 یهاپیژنوت ترتیب مربوط بهدرصد استقرار مریستم به

NBVP2  وNBVP1 (. 3لبود )جدو 

 MS پرآوری هایمحیط در هاژنوتیپ از یک هیچ

ه و زرد شدنداشته یا پس از رشدی جزیی، رشد   WPMو

 کنند، رشد DKW محیطاز بین رفتند، اما توانستند در 

ادامه یافت. قبلاً نیز  DKW محیطآزمایشات فقط در  لذا

های ( در محیط65پرآوری محلب )سنت لوسیمطالعه 

DKW ،MS  وQL  نشان داد که تغییر یافتهDKW 

 بهترین محیط BAPگرم بر لیتر میلی 1/0-5 حاوی

 ,.Moldavian et al., 2010; Saponari et alی بود )پرآور

ها از پژنوتی ها نشان داد کهداده . مقایسه میانگین(1999

. داشتندداری تفاوت معنی پرآوری، نظر کلیه صفات کمی

 ه ورا داشت ترین طول و تعداد شاخهکم NB5176 ژنوتیپ

تفاوت   (.5)جدول ژنوتیپ بود ینتر کننده احتمالاً پاکوتاه

 دیگرهای ژنوتیپدر برخی  پرآوریدر صفات مرحله 

( نیز 2008) .Ganji Moghadam et al محلب توسط

توان  است. در مجموع، هر سه ژنوتیپ را میشده گزارش

های ای از گیاهچه. نمونهصورت کشت بافتی تکثیر کردبه

 آمده است. A-5کشت بافتی در شکل 

 
 مریستم تعداد  شده،کشت مریستم تعداد .3جدول

 هایژنوتیپ مریستم استقرار درصد و استقراریافته

 محلب مختلف
Table 3. Number of meristems, established meristems 

and meristem establishment percentage in different 

mahaleb genotypes 
Establishment 

(%) 

Number of 
established 

meristems 

Number of 
Cultured 

meristems 

Genotype 

24.6ab 32 130 NBVP1 
42.5a 17 40 NBVP2 

30.1b 17 55 NB5176 

 
 و عداد)ت پرآوری کمی صفات میانگین همقایس .5 لجدو

 هایتیپژنو در میانگره( طول و برگ تعداد شاخه، طول

 محلب مختلف
Table 4. Mean comparison of shoot length and 

numbers, leaf numbers and internode distance in 

different mahaleb genotypes 
Internode 

distance (cm) 
Leaf 

numbers 
Shoot 

length (cm) 
Shoot 

numbers 
Genotype 

0.56a 9.15b 2.85a 3.10a NBVP1 

0.43c 13.40a 2.60a 4.12a NBVP2 
0.49b 10.08b 2.25b 0.61b NB5176 
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ر محیط زایی دشاخه (Aشیشه. محلب در شرایط درونمختلف  یهاپیژنوتشده های کشتزایی نمونهزایی و ریشهشاخه .5 لشک

DKW+0.5mg/l BAP، B) ای، شیشهها پس از گرمادرمانی درونزردشدن برخی از گیاهچهC) ژنوتیپ  زاییریشهNBVP1 در 
1/2DKW+1.5mg/l IBA. 

Figure 1. Branching and Rooting of Cultivated Specimens of Different Mahlab Genotypes in In vitro Condition. 

A) Branching in DKW + 0.5mg / l BAP medium; B) Some seedlings turn yellow after in vitro heat treatment; C) 
Rooting of NBVP1 Genotype in I / 2DKW + 1.5mg / l IBA 

 

نتایج آنالیز کروسکال والیس صفات کیفی پرآوری 

توسعه برگی و ضخامت نشان داد که تنها دو صفت 

. بودند متفاوت مطالعه موردای هدر بین ژنوتیپشاخه 

بیشتر  NB5176از نظر توسعه برگی، در ژنوتیپ 

  های ژنوتیپ و دریافتگی متوسط ( توسعه%10ها ) برگ

NBVP2و  NBVP1و  %1/55 ترتیب بهها ) بیشتر برگ

های  بود. در ژنوتیپم ک یافتگی( توسعه5/56%

NB5176  وNBVP2 8/50ترتیب  ها )به بیشتر شاخه% 

  ولی در ژنوتیپ ی داشتند( کیفیت خوب%8/68و 

NBVP1 ( متوسط بود.%5/56ها )کیفیت بیشتر شاخه 

انتهایی،  مردگی های هر سه ژنوتیپ بافتاکثر شاخه

 Ganji Moghadamزایی نداشتند.الوسبرگی و کفشرده

et al. (2008 نشان دادند که )در مردگی شدت بافت

 0-30بین  محلب برحسب محیط کشت و ژنوتیپ

 NB5176 ،NBVP1های  ژنوتیپدر متغیر است. درصد 

ها  شاخه %8/11و  %500، %500 ترتیب به، NBVP2و 

ها در  همه ژنوتیپ ،رشد کرده بودندبرگی فشردهبدون 

که در طوریگرفتند، به گروه با کالوس کم قرار

ترتیب به NBVP1و  NBVP2 ،NB5176های  ژنوتیپ

ها کالوس کم و  نهریز نمو %3/18و  3/18%، 8/50%

 .داشتندها کالوس زیاد  ژنوتیپ %1و  %3/8، %5/5فقط 

های هر درصد گیاهچه 51-50پس از گرمادرمانی، 

 تحمل به(. B-5 سه ژنوتیپ زنده ماندند )شکل

دما، طول دوره( به ) تیمارعلاوه بر نحوه  درمانیگرما

داران هسته اصولاً. نیز بستگی داردگیاه گونه و رقم 

گیلاس به گرما  دارند و دارانتری از دانهمتحمل ک

 Lenz et) استبوده، گرمادرمانی آن دشوار حساس 

al., 1983; Snir & Stein, 1985; Deogratias et al.,. 

1989; Stein et al., 1991; Gella & Errea, 1998;. 

Manganaris et al., 2003مادرمانی (. تحمل به گر

گیلاس و  مختلف هایونو کل قامای در اردرون شیشه

درصد مرگ و میر  500تا  0متفاوت بوده و به  محلب

 & Deogratias et al., 1989; Gellaمنجر شده است )

Errea, 1998; Cieślińska, 2007.)  

B A 

C 
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 RT-PCRاز گرمادرمانی، نتایج  بعدش ماه ش

از  یک هیچای نشان داد که شیشههای درونگیاهچه

ها، قطعه . در کلیه ژنوتیپنداشتند گیآلود هاژنوتیپ

تکثیر شد که بیانگر  nad5 جفت بازی مربوط به ژن 585

ای  ان درست بودن سنتز دی و RNAموفقیت استخراج 

جفت بازی مربوط  350. قطعات(A-5 بود )شکل مکمل

جفت بازی  PPV ،111 ویروس NIb به بخشی از ژن

جفت  105و  PNRSVویروس  MP+CP مربوط به ژن

های در نمونه ،PDVویروس RNA3 به ژن بازی مربوط

ها از ژنوتیپ یک هیچمثبت تکثیر شدند اما در  شاهد

(. بر اساس این نتایج، تلفیق 5 مشاهده نشدند )شکل

ای و کشت مریستم موجب حذف شیشهگرمادرمانی درون

است.  های محلب بوده های بذرزاد از ژنوتیپویروس

لب توسط سازی مح تلفیق این دو روش برای سالم

Cieślińska (2007  .نیز نتیجه بخش گزارش شده است )

درختان میوه مورد  سازی   سالمکشت مریستم بکرات برای 

(. گرمادرمانی Boxus 1984است )استفاده قرار گرفته

و  PNRSV ،PDVهای ای در حذف ویروس شیشه درون

PPV ( و ویروس لکه زرد برگی سیبACLSV از )

دار موفق بوده است، میوه هستهچندین گونه درختان 

ای موفق به شیشهمثال، با گرمادرمانی درون عنوان   به

 & Snirاز برخی ارقام گیلاس ) PDV, PNRSVحذف 

Stein,1985; Deogratias et al., 1989 و )PNRSV ،

ACLSV سازی  از آلو شدند، هرچند این روش برای عاری

 موفق نبود PDVبرخی ارقام گیلاس دیگر از 

(Cieślińska, 2007 .) 

 

 

 

 
 عنوان   به nad5جفت بازی مربوط به ژن  585قطعه  ( nad5.Aو ژن  PDV ،PPV ،PNRSVهاینتایج الکتروفورز ویروس. 5 شکل

و  PPVمثبت  شاهدجفت بازی مربوط به 350قطعه  ( B،(NC( و نبود آن در شاهد منفی )B, C, 5176ها )ژن مرجع در ژنوتیپ

باند  (D ها،ن در ژنوتیپآو نبود PNRSV (PC1, PC2 )مثبت  شاهدجفت بازی مربوط به  111قطعه (  Cها،ر ژنوتیپنبود آن د

، )آب مقطر استریل( منفی شاهد (NCها. و نبود آن در ژنوتیپPDV    (TN3, TN4)مثبت هایشاهدجفت بازی مربوط به  105

B, C, 5176) محلب، مختلف های ژنوتیپM )کیلو باز )فرمنتاس( 5زن ملکولی نشانگر و 
Figure 2. Gel electrophoresis result of Nad5 gene, PDV, PPV and PNRSV. A) 181 bp fragment corresponds to nad5 

reference gene in mahaleb genotypes (5176, B,C) and its absence in negative control (NC); B) 310 bp fragment 

corresponds to positive control of PPV and its absence in the genotypes; C) 599 bp fragment corresponds to positive 

control of PNRSV (PC1and PC2) and its absence in genotypes; D) 504 bp fragment corresponds to positive control of  

PDV (TN3 and TN4) and its absence in different mahaleb genotypes; NC) negative control (ddH2O); B, C, 5176) 

mahaleb genotypes; M) 1 kb molecular weight marker (Fermentas) 
 

 
1. Apple chlorotic leafspot virus 
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سالم RT-PCR هایی که براساس نتایج گیاهچه

در این ر شدند. داتشخیص داده شدند، تکثیر و ریشه

فاکتورهای ژنوتیپ، محیط کشت و غلظت مرحله، 

 بودند مؤثرزایی ریشهبر سهل کننده رشد تنظیم

زاترین ژنوتیپ تشخیص داده شد ریشهسهل NBVP1و

های متفاوت، تنوع درصد . در گزارش(1ول)جد

و  50-1/55های مختلف محلب  ژنوتیپ زایی ریشه

  ;Dardi et al., 1996) درصد آمده است 88-0

Ganji Moghadam et al., 2008). درصد  بیشترین

ریشه دست آمد اما تولید به  MSزایی در محیطریشه

از نظر  1/2DKW در آن ضعیف بود. محیط ثانویه

 بهترین  جا   بهناهای ریشهو طول تعداد میانگین 

  IBA. غلظت (6لمحیط تشخیص داده شد )جدو

 میانگین داشت.  ثیرتأ جا   بهریشه نافقط بر طول 

گرم بر میلی 1/5و  5های در غلظت جا   بهناریشه  طول

  متر بودسانتی 58/1و  13/3ترتیب به IBAلیتر 

(05/0P≤). 

ژنوتیپ بر کلیه صفات  -اثر متقابل محیط کشت

در تمامی  NBVP1دار بود. ژنوتیپ معنیریشه کمی 

تعداد زایی بسیار مطلوبی داشت. بیشترین ها ریشه محیط

 MS  در محیط NBVP1مربوط به ژنوتیپ  جا   بهناریشه 

ها نیز بیشترین تعداد بود و این ژنوتیپ در سایر محیط

در  NBVP2. ژنوتیپ (5 )جدول را تولید کرد جا   بهناریشه 

تولید نکرد.  جا   بهناهیچ محیطی تعداد زیادی ریشه 

و طول و ضخامت  ریشه ثانویهبیشترین تعداد و طول 

 در محیط NBVP1مربوط به ژنوتیپ  جا   بهنایشه ر

1/2DKW  ها نیز بود و این ژنوتیپ در سایر محیط

 را تولید کرد. محیط جا   بهنابیشترین طول ریشه 

1/2DKW  زایی مناسب ریشهبرای در سایر تحقیقات نیز

 (. Saponari et al., 1999است )معرفی شده

 
 محلب مختلف هایژنوتیپ در زاییریشه کمی صفات میانگین مقایسه .1 لجدو

Table 5. Mean comparison of rooting quantitative characteristics in different mahaleb genotypes 
Adventitious root 

thickness 
(mm) 

Secondary root 
length 
(cm) 

Adventitious root 
length 
(cm) 

Secondary  
root 

numbers 

Adventitious  
root 

numbers 
Rooting 

(%) 
Genotype 

1.41a 1.93a 5.64a 12.66a 5.28a 98.44a NBVP1 
0.68b 0.81b 1.82b 1.02b 2.37b 37.61b NB5176 
0.37c 0.46b 2.34c 0.02b 0.97c 45.31b NBVP2 

 دارند. درصد 5داری در سطح احتمال ختلاف معنیها با حروف متفاوت امیانگین
Means followed with different letters are significantly different at 1% probability level. 

 
 مختلف هایکشت محیط در زاییریشه کمی صفات میانگین مقایسه .6 لجدو

Table 6. Mean comparison of rooting quantitative characteristics in different culture media 
Secondary root 

numbers 
Adventitious root 

numbers 
Adventitious root length  

(cm) 
Rooting  

(%) Medium 
13.36a 3.14ab 5.95a 61.1bc 1/2DKW 
1.75c 4.02a 3.43c 80.56a MS 
1.17c 2.61b 4.26bc 75.02ab Modified QL 
6.7b 2.42c 5.04ab 55.58c DKW 

 دارند. درصد 5ی در سطح احتمال دارها با حروف متفاوت اختلاف معنیمیانگین
Means followed with different letters are significantly different at 1% probability level. 

 
 گوناگون هایکشت محیط در محلب مختلف هایژنوتیپ زاییریشه کمی صفات میانگین مقایسه .5 لجدو

Table 7. Mean comparison of rooting quantitative characteristics of different mahaleb genotypes in different culture media 
Adventitious root  
thickness (mm) 

Adventitious  
root numbers 

Secondary root 
 numbers 

Secondary root 
length (cm) 

Adventitious root  
length (cm) 

Rooting  
(%) Genotype Culture  

medium 
1.9a 5.12ab 30.06a 2.06a 8.46a 100a NBVP1 1/2DKW 

1.02bcd 6.81a 2.94c 0.91ab 3.69cd 100a ″ MS 
1.27bc 4.37bc 2.56c 1.25ab 4.52bc 100a ″ Modified QL 
1.44b 4.81ab 15.06b 2.06a 6.40b 93.75a ″ DKW 
0.20fg 0.44c 0.0c 0.0b 0l57fg 18.75c NBVP2 1/2DKW 
0.50ef 1.56c 0.77c 0.0b 2.83cde 62.51ab ″ MS 

0.55def 1.50c 0.063c 0.031b 4.22c 68.75a ″ Modified QL 
0.23fg 0.37c 0.0c 0.0b 0l38fg 31.25bc ″ DKW 

0.82cde 6.00a 0.0c 0.0b 1.99defg 75.00a NB5176 1/2DKW 
0.96cde 2.50c 4.0c 0.77ab 2.46cdef 75.00a ″ MS 

0.0g 0.0c 0.0c 0.0b 0.0g 0.0c ″ Modified QL 
0.94cde 1.01c 0,0c 0.0b 1.26efg 0.25c ″ DKW 

 دارند. درصد 5داری در سطح احتمال ها با حروف متفاوت اختلاف معنیمیانگین
Means followed with different letters are significantly different at 1% probability level. 

 

 

 

 



 ...  محلب برتر هایپیژنوت یساز یعار و ایشهیش درون ریتکثها و همکاران: جمشیدی 150

 
 

 

از  یک هیچبر  کننده رشدتنظیم -ژنوتیپ اثر متقابل

و اثر متقابل نداشت  تأثیرزایی صفات کمی مرحله ریشه

ریشه  تنها بر طولکننده رشد تنظیم -محیط کشت

،  BVP2و  NBVP1هایژنوتیپ درداشت.  تأثیر ثانویه

بیش از   IBAگرم بر لیترمیلی 1/5در  جا   بهریشه ناطول 

 13/3و  58/1ترتیب بهگرم بر لیتر بود )میلی 5

و  1/2DKW هایدر محیط ریشه ثانویهطول . متر( سانتی

QL  کننده رشدتنظیمتغییریافته با افزایش غلظت 

کاهش یافت. بیشترین طول ، MSو  DKWدر  اماافزایش 

حاوی   DKWو 1/2DKW های در محیطریشه ثانویه 

نتایج  (.8لدست آمد )جدوهب  IBAگرم بر لیترمیلی 1/5

گرم در لیتر میلی 1/5دهد که زارشات موجود نشان میگ

IBA دهدزایی را افزایش میریشه (Saponari et al., 

1999; Hosseini et al., 2011 ) که با نتایج این تحقیق

 .Ganji Moghadam et alمطابقت دارد اما با نتایج 

برای  IBAبهترین غلظت که مبنی بر این( 2008)

مغایرت  بود، گرم بر لیترمیلی 8/0حلب زایی مریشه

 متفاوت  دارد. این اختلاف ممکن است ناشی از واکنش

های  ها به غلظت اکسین یا کاهش غلظت نمک ژنوتیپ

باشد که در نتیجه آن،  1/2DKW معدنی در محیط

 زایی داشته بیشتری بر ریشه تأثیر  IBAافزایش غلظت 

 (. غلظت اکسینFotopoulos et al., 2005است )

دهد ها در تولید ریشه را افزایش می توانایی ریزنمونه

(George, 1996.) 

زایی بین  مقایسه سطوح صفات مختلف کیفی ریشه

بافت  زانیممیانگین های مختلف نشان داد که  ژنوتیپ

 های مختلف متفاوت بود. در زایی ژنوتیپو کالوس مردگی

 نها بدوبیشتر ریزنمونه NBVP1و  NB5176های ژنوتیپ

( ولی در %3/50و  %51ترتیب بودند )به مردگیبافت

مردگی  بافت( %6/15ها )بیشتر ریزنمونه NBVP2ژنوتیپ 

و  NBVP2های ژنوتیپ %( ریزنمونه3/11. عمده )داشتند

و  NB5176های های ژنوتیپدرصد بالایی از ریزنمونه

NBVP1 ( کالوس نداشتند. 6/15% و 1/65ترتیب )به%

زایی، ، کالوسمردگیبافتری در درصد دااختلاف معنی

های مختلف و ریشه بین محیط کیفیت شاخه/

 مشاهده نشد. IBA مختلف  های غلظت

 
 غلظت-ژنوتیپ متقابل اثرات میانگین مقایسه .8 لجدو

 هایژنوتیپ در ثانویه ریشه طول بر رشد کنندهتنظیم

 NBVP2 و  NBVP1محلب
Table 8. Mean comparison of reciprocal effects of 

genotype-regulator on secondary root length in 

NBPV1 and NBPV2 mahaleb genotypes 
Secondary root 

length (mm) 

IBA conc. 

(mg/l) 
Medium 

2.21a 1.5 1/2DKW 
2.01a 1.5 DKW 

1.78ab 1 1/2DKW 
1.09bc 1 MS 
1.01bc 1.5 QL 

0.47cd 1.5 MS 
0.036cd 1 QL 

0.0d 1 DKW 
 5داری در سطح احتمال ها با حروف متفاوت اختلاف معنیمیانگین

 دارند. درصد
Means followed with different letters are significantly different at 
1% probability level. 

 

 نتیجه گیری کلی

 های در مجموع، نتایج این تحقیق نشان داد که مریستم

راحتی قابل استقرار و محلب به ابیانتخ هر سه ژنوتیپ

 1/0حاوی  DKWمحیط  .دندای بوشیشه تکثیر درون

های برای پرآوری و محیط BAPگرم بر لیتر میلی

1/2DKW  وMS از بین  ند.دشزایی توصیه برای ریشه

رشدترین و  کم NB5176شده،  سه ژنوتیپ بررسی

سهل  NBVP1ترین و ژنوتیپ کننده احتمالاً پاکوتاه

گرچه براساس نتایج  .ندبود پیژنوتزاترین ریشه

اما ، آلوده بودندها برخی ژنوتیپ غربالگری سرولوژیک

 RT-PCRنتایج پس از کشت مریستم و گرمادرمانی، 

ها از سه ویروس بذرزاد بود، لذا موید عاری بودن آن

های ژنوتیپ سازی   سالمبرای  ترکیب این دو روش 

 شود.می ارزیابی یمناسب روش محلب
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