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  چكيده
. آزمايش هѧايي بѧراي گѧزينش درون شيѧشه اي مѧستقيم شاخѧساره هѧاي متحمѧل بѧه نمѧك در پايѧه هѧاي نѧارنج، ليمѧوي آب، پرتقѧال و بكرايѧي انجѧام شѧد                         

   بѧه همѧراه  )MS(پايه موراشѧيگي و اسѧكوگ   ريزنمونه هاي محور رولپه از گياهچه هاي درون شيشه اي پايه هاي مذآور جدا شده و روي محيط آشت 
 گѧرم در  20 وNaCl) (0 ،5 ،10 ،5(هѧاي مختلѧف آلريدسѧديم      وغلظѧت )BA( ميلي گرم در ليتѧر بنزيѧل آدنѧين    1 گرم در ليتر آگار، 5/7ساآارز، % 3

 NaCl ليتѧر   گѧرم در 10آѧه در غلظѧت   آѧاهش داد بѧه طѧوري      تعداد ريزنمونѧه هѧاي زنѧده و ميѧزان بѧاززايي را     NaCl افزايش غلظت .آشت شدند) ليتر
 گرم در ليتر نمك بѧارزايي و توليѧد شاخѧساره صѧورت پѧذيرفت، ولѧي ميѧزان بѧارزايي در مقايѧسه بѧا محѧيط            5اگرچه در غلظت   . بارزايي صورت نگرفت  

ينش شده وجهت بررسي ثبات ژنتيكѧي   گرم در ليتر آلريد سديم گز    5شاخساره هاي متحمل به نمك از محيط حاوي         . فاقد نمك داراي تفاوت معني دار بود      
در زيѧر آѧشت پѧنجم جهѧت مقايѧسه،  شاخѧساره هѧاي        . آنها، سه مرتبه در همين محيط زيرآشت شده و در زير آشت چهارم به محيط فاقد نمك منتقل شدند                 

 شѧده پѧس از قѧرار گѧرفتن در مـحيѧـط      شاخѧساره هѧاي گѧزينش   .  گرم در ليتر آلريد سديم منتقѧل شѧدند  5گزينش شده و گزينش نشده دگربار به محيط حاوي     
ميѧزان رشѧد و پѧرآوري بѧين      حاوي نمك به رشد و پرآوري ادامه دادند، در حالي آه رشد شاخساره هاي گزينش نشده در محيط حاوي نمك متوقف شده و    

  .آنها معني دار گرديد
   تحمل به نمك، آشت درون شيشه اي، مرآبات و تنوع سوماآلونال:آلمات آليدي 
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Abstract 

Experiments were conducted for direct in vitro selection of salt-tolerant shoots in sour orange, lime, sweet orange 
and Bakrai rootstocks. The epicotyl explants were exised from in vitro seedlings of these rootstocks and cultured on 
basal Murashige and Skoog (MS 1962) medium containing 3% sucrose, 7.5 g.L-1 agar, 1 mg.L-1 Benzyladenine (BA) 
and various concentrations of sodium chloride (NaCl) (0,5,10,15 and 20 g.L-1). Increasing NaCl concentration 
decreased the number of viable explants and regeneration, so that in 10 g.L-1 NaCl, there was no regeneration. 
Although regeneration  and adventitious shoot production taked place in 5 g.L-1 NaCl, it had significant difference 
with regeneration in medium without salt. The salt-tolerant shoots were selected from medium with 5 g.L-1 NaCl and 
to confirm genetic stability of them, they subcultured three times in this medium and in fourth subculture, they 
transferred to medium without salt. In fifth subculture, the selected and unselected shoots were again returned to 
medium with 5 g.L-1 NaCl. The selected shoots continued to growth and proliferation after transferring them to saline 
medium, but the growth of unselected shoots in saline medium ceased and growth and proliferation of them became 
significantly different. 
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  مقدمه
شѧѧوري يكѧѧي از مهمتѧѧرين تѧѧنش هѧѧاي محيطѧѧي در نѧѧواحي خѧѧشك و نيمѧѧه خѧѧشك مѧѧي باشѧѧد و موجѧѧب خѧѧسارت بѧѧه بѧѧسياري       

حساس ترين گياهان به شوري مي باشند، بنابراين بهنژادي پايه هاي مرآبѧات بѧراي تحمѧل    مرآبات جزو   . ازگياهان مي گردد  
روش هѧاي معمѧول بهنѧژادي پايѧه هѧاي مرآبѧات بѧراي        . )Storey &Walker, 1999(به شوري اهميѧت بѧسيار زيѧادي دارد    

 آن جѧايي آѧه هѧيچ ژنѧي بѧراي      تحمل به شوري به وسيله آميزش بين والѧدين بѧا تحمѧل نѧسبتاً بѧالا صѧورت گرفتѧه اسѧت ولѧي از                
تحمل شوري در مرآبات شناخته نشده اسـت و همچنѧين روش هѧاي معمѧول بهنѧژادي وقѧت گيѧر و غيѧر آѧارا مѧي باشѧند، ايѧن                                

  ).Garcia-Austin et al. 1995; Kochba et al.,1982(شيوه  موفقيت  آميز نبوده است 
در بѧسياري از گونѧه هѧاي    .  بهنѧژادي گياهѧان گѧشوده اسѧت    در سالهاي اخير فنون آѧشت بافѧت افѧق هѧاي تѧازه اي را بѧراي         

گياهي تنوع سوماآلونال و گزينش درون شيشه اي سلول هاي متحمل به نمك به وسيله آشت در روي محيط هاي حاوي نمك                   
صورت گرفته است، هرچند در برخي موارد سلول هاي گѧزينش شѧده ناپايѧدار بѧوده و تحمѧل بѧه نمѧك پѧس از آѧشت بѧر روي                            

پينه ها در در گزينش درون شيشه اي براي تحمل به نمك، سلول ها و  ).Tal, 1993( هاي فاقد نمك از بين رفته است محيط
روش ديگѧر گѧزينش     . معرض نمك قرار داده مي شوند و پس از گѧزينش سѧلول هѧاي متحمѧل، از آنهѧا گيѧاه بѧارزايي مѧي شѧود                           

ش درون شـيѧشـه  ـگزينTal, 1993 .( ѧ(محيط حاوي نمѧك مѧي باشѧد    مستقيم با آشت ريزنمونه هاي مختلف و باززايي گياه در 
-Garcia(اي سـلـول ها و بارزايـي گيـاهان متـحمل به نمـك در پاره اي از گـونѧـه هѧـاي جѧنس مرآبѧات گѧزارش شѧده اسѧت                            

Austin et al., 1995; Beloualy & Bouharmont, 1992 Kochba et al., 1982 .(    زينشѧژوهش، گѧن پѧهدف از اي
ستقيم شاخساره هاي متحمل به نمك در چهار پاية مرآبات با آشت ريزنمونه هاي محѧور رولپѧه در محѧيط حѧاوي نمѧك بѧوده          م

  .است
  

  مواد و روش ها
، ).C. aurantifolia (Christm.) Swing( ، ليمѧوي آب  ).Citrus aurantium L(بѧذرهاي چهارپايѧة نѧارنج      

از درختان بѧا گѧرده   ) .C. reticulata Blanco * C. limetta Swing (يي و بكرا)C. sinensis (L.) Osbeck(پرتقال 
افشاني آزاد در شهرستان داراب انتخاب شده و پس از جداسازي بذرها از ميوه، پوسته هѧاي بيرونѧي و درونѧي آنهѧا برداشѧته                   

موراشѧيگي و اسѧكوگ    دقيقѧه ضѧدعفوني و روي محѧيط آѧشت پايѧه         15 درصد هيپوآلريت سديم به مدت       5/0شده و با محلول     
)MS) (Murashige & Skoog, 1962 ( اي  .  گرم در ليتر آگار آشت گرديدند5/7 درصد ساآارز و 3حاويѧريزنمونه ه

 



 
 MS روزه چهارپايѧه ذآѧر شѧده جѧدا شѧده و روي محѧيط آѧشت پايѧة         25محور رولپه با يك سѧانتي متѧر طѧول از گياهچѧه هѧاي             

  و )BA( ميلѧѧѧѧѧѧѧѧي گѧѧѧѧѧѧѧѧرم در ليتѧѧѧѧѧѧѧѧر بنزيѧѧѧѧѧѧѧѧل آدنѧѧѧѧѧѧѧѧين   1ر،  گѧѧѧѧѧѧѧѧرم در ليتѧѧѧѧѧѧѧѧر آگѧѧѧѧѧѧѧѧا 5/7 درصѧѧѧѧѧѧѧѧد سѧѧѧѧѧѧѧѧاآارز،  3حѧѧѧѧѧѧѧѧاوي 
  . آشت شدند)NaCl( گرم در ليتر آلريد سديم 20 و 15، 10، 5، 0غلظت هاي 

 پѧѧѧس از يѧѧѧك مѧѧѧاه تعѧѧѧداد ريزنمونѧѧѧه هѧѧѧاي زنѧѧѧده مانѧѧѧده، تعѧѧѧداد ريزنمونѧѧѧه هѧѧѧاي توليѧѧѧد آننѧѧѧدة جوانѧѧѧه  نابجѧѧѧا و تعѧѧѧداد       
ريزنمونه هاي حاوي جوانه هاي نابجا يك ماه ديگر نيѧز در محѧيط             . جوانه هاي نابجا در هر ريزنمونه رآورد برداري گرديد        

شاخساره هاي متحمل به نمѧك  . آشت رشد آرده و سرانجام تعداد شاخساره هاي بارزايي شده و طول آنها رآورد برداري شد               
هѧر زيرآѧشت،    گرم در ليتر آلريѧد سѧديم گѧزينش شѧده و سѧه مرتبѧه در همѧين محѧيط  زيرآѧشت شѧدند و در            5از محيط حاوي    

پѧس از سѧه مرتبѧه      . مقايѧسه گرديѧد   ) توليد شده در محيط فاقѧد نمѧك       (رشد و پرآوري شاخساره هاي گزينش شده و گزينش نشده           
 مѧاه رشѧد و پѧرآوري،    2زيرآشت در محيط حاوي نمك، شاخساره هاي گزينش شده به محѧيط فاقѧد نمѧك منتقѧل شѧده و پѧس از                        

سѧرانجام شاخѧساره هѧاي گѧزينش شѧده، دگربѧار بѧه محѧيط حѧاوي نمѧك                    . ايѧسه شѧد   رآورد برداري و با شاخѧساره هѧاي شѧاهد مق          
  .منتقل شدند و رشد و پرآوري آنها با شاخساره هاي گزينش نشده در محيط حاوي نمك مقايسه شد

صѧورت  )  ريزنمونѧه 5 پتѧري ديѧش حѧاوي    10( تكѧرار  10تمامي آزمايش ها در قالب طرح هاي آاملاً تѧصادفي بѧا              
 درصѧد بѧا   5يان هر آزمѧايش تمѧامي داده هѧا جمѧع آوري شѧده و مقايѧسه ميѧانگين هѧا بѧا آزمѧون دانكѧن در سѧطح                    پذيرفت، در پا  

  . صورت پذيرفتSASاستفاده از نرم افزار 
  

  نتايج و بحث 
 NaCl گѧرم در ليتѧر   20 تعداد ريزنمونه هاي زنѧده را آѧاهش داد بѧه طѧوري آѧه در غلظѧت       NaClافزايش غلظت     

به علاوه با افزايش غلظت نمك، درصѧد ريزنمونѧه هѧاي واآѧنش دهنѧده آѧاهش          . در چهارپايه از بين رفتند    تمامي ريزنمونه ها    
در محѧѧيط فاقѧѧد نمѧѧك بيѧѧشتر ريزنمونѧѧه هѧѧا بѧѧاززايي   ). 1جѧѧدول ( بѧѧه صѧѧفر رسѧѧيد NaCl گѧѧرم در ليتѧѧر 10يافѧѧت و در غلظѧѧت 

شѧده بѧين پايѧه هѧاي مختلѧف، تفѧاوت معنѧي دار وجѧود                نمودند، هرچند ميزان بارزايي و تعداد جوانه ها و شاخساره هاي توليѧد              
 درصد ريزنمونه هاي واآنش دهنده بѧه طѧور شѧديدي آѧاهش يافѧت و در           NaCl گرم در ليتر     5در غلظت    ). 1جدول  (داشت  

 گѧرم در ليتѧر نمѧك مѧشاهده شѧد      5تمامي پايه ها تفاوت هاي معني داري در ميѧزان بѧارزايي بѧين محѧيط شѧاهد و محѧيط حѧاوي                      
 گѧѧرم در ليتѧѧر نمѧѧك گѧѧزينش شѧѧده و سѧѧه 5شاخѧѧساره هѧѧاي در حѧѧال رشѧѧد متحمѧѧل بѧѧه نمѧѧك از محѧѧيط حѧѧاوي    ).1جدول (

در هر زيرآشت، جهت مقايسه، شاخساره هѧاي گѧزينش نѧشده نيѧز در محѧيط فاقѧد نمѧك             . مرتبه در همين محيط زيرآشت شدند     
اقد نمك بيشتر از شاخساره هاي گزينش شѧده در          اگرچه تعداد شاخساره هاي توليد شده و طول آنها در محيط ف           . آشت گرديدند 

در طي سه زيرآѧشت  متѧوالي ميѧزان  پѧرآوري  در     . محيط حاوي نمك بود، ولي در بيشتر موارد، تفاوت ها معني دار نبودند   
در زير آشت چهارم، شاخѧساره هѧاي گѧزينش شѧده              ).1شكل (شاخساره هاي گزينش شده و گزينش نشده افزايش يافت 

 محيط شاهد فاقد نمك منتقل شدند و مѧشاهده گرديѧد آѧه ميѧزان رشѧد و پѧرآوري آنهѧا در مقايѧسه بѧا شاخѧساره هѧاي                              چهارپايه به 
  .گزينش نشده يكسان بوده و فاقد تفاوت معني دار بودند

بѧѧراي اطمينѧѧان از ثبѧѧات ژنتيكѧѧي صѧѧفت تحمѧѧل بѧѧه نمѧѧك در شاخѧѧساره هѧѧاي گѧѧزينش شѧѧده، در زيرآѧѧشت پѧѧنجم، آنهѧѧا       
 منتقل شدند و جهت مقايسه، شاخساره هاي گزينش نѧشده نيѧز در محѧيط حѧاوي                  NaCl گرم در ليتر     5حاوي  دگربار به محيط    
قرار گرفتن مجدد در محيط حاوي نمѧك بѧه رشѧد و پѧرآوري ادامѧه دادنѧد         شاخساره هاي گزينش شده پس از       . نمك قرار گرفتند  

 ولѧѧѧѧѧѧي رشѧѧѧѧѧѧد شاخѧѧѧѧѧѧساره هѧѧѧѧѧѧاي گѧѧѧѧѧѧزينش نѧѧѧѧѧѧشده در محѧѧѧѧѧѧيط نمѧѧѧѧѧѧك متوقѧѧѧѧѧѧف شѧѧѧѧѧѧده و ميѧѧѧѧѧѧزان رشѧѧѧѧѧѧد و پѧѧѧѧѧѧرآوري بѧѧѧѧѧѧين        
  ).2شكل (شاخساره هاي گزينش شده و گزينش نشده در محيط حاوي نمك داراي تفاوت معني دار شد 

ز تنѧѧوع سѧѧوماآلونال و گѧѧزينش درون شيѧѧشه اي جهѧѧت جداسѧѧازي رگѧѧه هѧѧا ي  هرچنѧѧد آوشѧѧش هѧѧايي بѧѧراي اسѧѧتفاده ا  
سلولي متحمل به نمك در گونه هاي مرآبات صورت گرفته است ولي در بسياري موارد، به دليل زمان طولاني فرايند آشت                    

 ;Beloualy &Bouharmont, 1992(درون شيѧѧشه اي و گѧѧزينش سѧѧلولي، پتانѧѧسيل بѧѧارزايي گيѧѧاه از بѧѧين رفتѧѧه اسѧѧت     
Kochba et al., 1982 Spiegel-Roy &Ben-Hayyim, 1985; .(    دتѧاه مѧه اي آوتѧدر اين پژوهش از شيوة تك مرحل

شѧيوة بكѧار گرفتѧه شѧده در ايѧن      . جهت گѧزينش درون شيѧشه اي شاخѧساره هѧاي متحمѧل بѧه شѧوري در مرآبѧات اسѧتفاده گرديѧد               
 ايѧѧن شѧѧيوه در چنѧѧدين گونѧѧة گيѧѧاهي ماننѧѧد آتѧѧان       .پѧѧژوهش، موجѧѧب سѧѧاده تѧѧر آѧѧردن فراينѧѧد گѧѧزينش و آѧѧاهش زمѧѧان گرديѧѧد         

)Rowland et al., 1989( چغندرقند ،)Freytag et al., 1990 ( و آلزا)Jain et al., 1991 (   هѧرار گرفتѧمورد استفاده ق
در پايان لازم به ذآر است آه اگرچه شاخساره هاي گزينش شده متحمل به شوري بѧه نظѧر پايѧدار و باثبѧات آمدنѧد ولѧي         . است

  .بررسي مولكولي  پيرامون ثبات ژنتيكي آنها و آزمايش هاي گلخانه اي و مزرعه اي مورد نياز مي باشد
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Table  1. Adventitious shoot regeneration in control medium and NaCl-containing media in four 
citrus rootstocks. 

NaCl 
concentrations 

(g/l) 

Sweet orange 
Survival (%)   Responding explants (%)  Bud No./explant    Shoot 
No./explant   Shoot length (mm) 

0    100a†                  100a                                9.6a                     2.2a  
9.3a 

5    100a                    68b                                 2.3b                     1.2b  
6.7a 

10      80b                    ---                                    ---                        ---  
---   

15      8c                       ---                                   ---                        ---  
--- 

20      0c                       ---                                   ---                        ---  
--- 

 Bakrai 
Survival (%)  Responding explants (%)  Bud No./explant      Shoot 
No./explant    Shoot length (mm) 

0      96a                    96a                                 13.8a                     3.3a  
9.3a 

5     96a                    32b                                  3.1b                     1.7b  
3.8b 

10     84a                    ---                                      ---                       ---  
--- 

15      4b                     ---                                      ---                       ---  
--- 

20      0b                     ---                                      ---                       ---  
--- 

 Lime 
Survival (%)  Responding explants (%)  Bud No./explant    Shoot 
No./explant      Shoot length (mm) 

0     100a                 100a                                   5.1a                       0.9a  
6.8a 

5      92a                    40b                                  1.4b                       1.4a  
5.7a 

10      80a                   12c                                    0.6b                      0.6a  
1.2b 

15     32b                     ---                                     ---                          ---  
---  

20      0c                      ---                                     ---                          ---  
--- 

 Sour orange 
Survival (%)    Responding explants (%)   Bud No./explant    Shoot 
No./explant   Shoot length (mm) 

0    100a                 76a                                       2.2a                     1.1a  
5.1a 

5     96ab                12b                                      0.8b                     0.6a  
2.2a 

10     84b                   ---                                        ---                       ---  
--- 

15     44c                   ---                                        ---                       ---  
--- 

20      0d                    ---                                        ---                       ---  
--- 

Means in each column with similar letters are not significantly different at 5% level of 
propability using DNMRT. 
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Figure 1. Comparision of growth and proliferation of selected and unselected shoots in 

three subcultures. 
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Figure 2. Comparision of growth and proliferation of selected and unselected shoots in 

 saline medium. 


