
Name of Candidate: Rania Ahmed Mahmoud Ahmed      Degree: Ph.D. 
Title of Thesis: In vitro Propagation and Stress Tolerance of Some Stone 

Fruit Rootstocks 
Supervisors: Dr. Mohamed Ahmed Fayek  

Dr. Mohamed Helmy Abd El-Zaher  
Dr. Nadia Mohamed Mansour 

Department: Pomology                                            Approval:   /  /2009  
ABSTRACT 

This research was conducted in three main experiments. The first aimed to 
optimize tissue culture techniques for propagation of some stone fruit rootstocks; Meet-
Ghamr, Okinawa, Nemaguard, Nemared (peach), GF677 (peach X almond) and Tetra 
(plum). The second was evaluating their salinity and drought tolerance. The third was 
molecular identification, detection of somaclonal variations and detection of molecular 
markers related to root-knot nematode resistance. Two explant types (shoot tip & nodal 
cutting) of each rootstock were used. The explants were quick immersed in 70% ethyl 
alcohol, then soaked in commercial bleach “Clorox” at 10 % for 20 min, for successful 
surface sterilization. The prepared explants were cultured on MS (Murashige and 
Skoog) medium supplemented with 0.01 mg/L IBA (Indolebutyric acid) and 0.2 mg/L 
BA (6- Benzyl adenine), as an establishment medium. During multiplication, BA at 3.0 
mg/L was used only for the first two subsequent subcultures to avoid vitrification; then 
at 0.5 to 3.0 mg/L in the following subcultures. The rooting treatment of 2 mg/L IBA 
without AC gave the highest rooting % and average root length besides sufficient 
number of roots during the rooting stage for all rootstocks under study which was 
suitable for successful acclimatization. Generally, Tetra rootstock proved to be the 
simplest rootstock to propagate, root and acclimatize. Three kinds of salts; NaCl, 
Na2So4 or CaCl2 were separetely used to induce salt stress and mannitol was used as an 
osmoticum to induce drought stress. Tetra rootstock seems to be more tolerant to 
salinity stress while GF677 rootstock is more sensitive compared to other rootstocks 
under investigation. On contrast, the peach-almond hybrid GF677 rootstock is more 
tolerant to drought stress whereas Tetra plum rootstock is more sensitive compared to 
other tested rootstocks. Some of stress-induced proteins, as revealed by SDS-PAGE, 
were synthesized for the particular stress; the 23.276 KDa protein which associated with 
inclusion of highest sodium salts (NaCl and Na2SO4) concentration in Meet-Ghamr, 
Okinawa, Nemaguard and GF677 rootstocks. However, certain proteins were common 
and synthesized under more than one type of stress; the 67.173 and 30.155 KDa 
proteins in Okinawa rootstock and 61.122 and 17.097 KDa proteins in Tetra rootstock 
which appeared as a response to both salinity and drought stresses. On the other hand, 
most of the disappeared proteins in stressed-Tetra rootstock were at the highest 
concentrations of mannitol which consider the most harmful stress to this rootstock. 
Thirty of the total RAPD and ISSR markers were found to be rootstock specific 
including both of positive and negative markers. All of the six stone fruit rootstocks had 
rootstock-specific markers. No detectable differences were found between the DNA 
fingerprints of mother plants and their analogous ex vitro plants after 3 months 
acclimatization, indicating that the studied regenerates possess high genetic stability and 
that the protocol used seems to be suitable for maintaining the integrity of the genome. 
By using SSR, STS and SCAR markers, it was suggested that, Tetra rootstock as a 
RKN resistant European plum (Prunus domestica) belongs to the subgenera Prunophora 
and the other tested resistant Amygdalus (peaches) might possess two different 
resistance systems. Therefore, more work is required for the detection of major genes 
involved in the RKN resistance of the Amygdalus sources. 
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  المستخلص العربي

 زراعة الأنسجة ةتقنيلوصول إلى بهدف ا  الأولىأجريت. ثلاثة تجارب رئيسيةهذا البحث  تضمن
ارد                  الفاآهة ض أصول لإآثار بع المثلى   اوا ، نيماجارد ، نيم ة وهى ميت غمر ، أوآين واة الحجري  ذات الن

وخ( وز   (GF677و) خ ع ل وخ م ين خ را ) هج وق(وتيت ة ل .)برق ل والثاني دى تحم يم م ك  تقي ول تل الأص
ى المستوى الجزيئ           ل والثالثة. للملوحة والجفاف  ك الأصول عل  اتالكشف عن حدوث التباين       ،  يتعريف تل

سد ذور يةالج د الج اتودا تعق ة نيم ة بمقاوم ة مرتبط فات جزيئي د آاش ن  .  وتحدي ان م تخدام نوع م إس ت
يم  داء اللآو .لكل أصل  ) القمة النامية و العقلة ذات البرعم الواحد (المنفصلات النباتية     بنجاح سطحىال تعق

ل            المنفصلاتتم غمس    ول        %) ٧٠( النباتية غمساً سريعاً فى آحول الإيثي م وضعت فى محل ورآس  ث   آل
ة  ٢٠لمدة   %  ١٠ بترآيز   تجارى ة موراشيجى                .  دقيق ة بداي ى بيئ ة عل ة المعقم زرعت المنفصلات النباتي

ا  ضاف إليه كوج  الم م٠،٠١وس ك و /  ملج امض البيوتري دول ح ر إن م٠،٢لت ين/  ملج ل أدن ر بنزي م. لت  ت
ز  ين بترآي ل أدن تخدام البنزي م٣إس ر /  ملج ضاعف لت ة الت اءخلال مرحل ط  النقلأثن ة فق ى والثاني ين الأول ت

ة ظاهرة ال ال حدوث  لتجنب  زات   زجاجي ى   ٠،٥وبترآي ر  /  ملجم ٣إل ة    لت ل التالي أعطت . خلال مرات النق
شط         لتر إندول حامض البيوتريك   /  ملجم ٢ معاملة التجذير  اب الفحم الن ة للتجذير          فى غي سبة مئوي ى ن أعل

د أثبت       .لنجاح الأقلمة ور  جذمن ال   آافي بجانب الحصول على عدد   ومتوسط طول الجذور      وبصفة عامة فق
   .لأصول الأخرى محل الدراسةاأصل التيترا أنه الأسهل فى الإآثار، التجذير والأقلمة مقارنة ب

سيوم       (إستخدام ثلاثة أنواع من الأملاح      تم   د الكال صوديوم وآلوري ات ال ) آلوريد الصوديوم، آبريت
 أصل التيترا بدا. المانيتول لإستحداث الجفافتم إستخدام فى حين  ي لإستحداث الإجهاد الملحآل على حدة

ر أ ة آث ان أصل  مقاوم ا آ ة بينم ساسية  GF677 للملوح ر ح و الأآث ل   ه رى مح ة بالأصول الأخ مقارن
اف ف            الهجين   GF677 وعلى النقيض فإن أصل      .الدراسة ة للجف ر مقاوم وز أآث  حين أن   يبين الخوخ والل

تم تخليق بعض البروتينات     . الدراسة قيدمقارنة بالأصول الأخرى    آثر حساسية   أصل البرقوق تيترا هو الأ    
جهاد آالبروتين  الإ  معين من  نوعالمستحدثة تحت ظروف الإجهاد آما أظهرها التفريد الكهربي آإستجابة ل         

ي   وزن الجزيئ ز     ٢٣،٢٧٦ذو ال افة ترآي رن بإض ذي إقت ون وال و دالت صوديوم    آيل لاح ال ن أم ع م مرتف
د( صوديومآلوري ات ال صوديوم وآبريت ارد و)  ال اوا، نيماج ر، أوآين ى الأصول ميت غم ى . GF677ف ف

اد                     آانت بروتينات   حين   وع من الإجه ر من ن ا تحت ظروف التعرض لأآث م تخليقه ائعة حيث ت أخرى ش
ات   ة آالبروتين اوا   ٣٠،١٥٥ و٦٧،١٧٣ذات الأوزان الجزيئي ون فى أصل الأوآين و دالت ات آيل والبروتين

را       ١٧،٠٩٧ و ٦١،١٢٢الأوزان الجزيئية   ذات   ون فى أصل التيت و دالت ي ظهرت آإستجابة لكلا      آيل والت
ة فى أصل      هذا ومن ناحية أخرى    ). الملوحة والجفاف ( الإجهاد   ينوع ات المختفي فقد آانت معظم البروتين

انيتول                   ة من الم زات مرتفع ة بترآي اد آنتيجة للمعامل ذى  التيترا المتعرض لظروف الإجه ر      وال ر أآث  يعتب
  .بهذا الأصل اًأنواع الإجهاد ضرر

من بين الحزم الكلية ) متضمنة حزم موجبة وسالبة(وجدت ثلاثون حزمة مميزة للأصول 
حتوت الأصول الستة على حزم جزيئية إهذا وقد  .ISSRوRAPD   آاشفات بإستخدامالمتحصل عليها

 الناتجة مثيلاتهاب مقارنة لنباتات الأملالدنا لم تكتشف فروق بين البصمات الوراثية على مستوى . مميزة
 أن النباتات المنتجة معملياً تتمتع بثبات وراثى وأن البروتوآول  إلىاًمشير, معملياً خلال مرحلة الأقلمة

هذا وقد تم إقتراح أن أصل التيترا  .مكتملاً) الهيئة الوراثية(المستخدم يبدو مناسباً للحصول على الجينوم 
ينتمي لتحت الجنس ومقاوم لنيماتودا تعقد الجذور ) Prunus domestica( أوروبيوهو برقوق 

Prunophora تتبع تحت الجنس يوالتالأخرى  والأصول المقاومة المختبرة Amygdalus )الخوخ (
 على اًوبناء .SCARو  SSR،  STS  بإستخدام آاشفات وذلكربما يتضمنان نظامان مختلفان للمقاومة

 مازال يتطلب Amygdalus الجينات الرئيسية المسؤولة عن المقاومة فى تحت الجنس  فإن تحديدذلك
  .الدراسةالمزيد من 

 . الدنا،زراعة الأنسجة، الملوحة، الجفاففاآهة ذات النواة الحجرية، أصول،  :الكلمات الدالة
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