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 :قد�مت

�مثل الأمن الغذائي هاجساً �بیراً لدى صناع القرار في �ثیرٍ من الدول �اعت�اره من أهم التحد�ات الرئ�س�ة التي  

الطب�ع� الموارد  توفر  من  ،و�الرغم  العر�ي  وطننا  ومنها  العام  الأراضتواجه  من  فإن  ة  ال�شر�ة  والموارد  والم�اه  ي 

الزراعة العر��ة لم تحقق الز�ادة المطلو�ة منها في إنتاج الغذاء وتحقیق الأمن الغذائي المطلوب ، لذلك فقد اهتمت  

المنظمة العر��ة للتنم�ة الزراع�ة �مفهوم الأمن الغذائي ،ور�زت جهودها في سبیل الوصول �حالة الأمن الغذائي  

ستو�ات التي تحقق الرفاه الاجتماعي لشعوب الدول الأعضاء ،وذلك من خلال دعم الجهود العر��ة  ر�ي إلى المالع

في هذا المجال وصولاً إلى توفیر الغذاء للجم�ع و�الكم�ة والنوع�ة المطلو�تین  و�صورة مستمرة  من أجل ح�اة  

 .صح�ة وجیده

لتقلیل ح التي تبذلها الدول  الغذائ�ة لا تزال تشكل  جم الفجوة  و�الرغم من الجهود  الغذائ�ة العر��ة إلا  أن الفجوة 

هاجساً مقلقاً للكثیر�ن، و�التالي تسعى الدول والمنظمات إلى إ�جاد وسائل وسبل من شأنها ز�ادة الإنتاج والإنتاج�ة  

الن�ات�ة الأنسجة  زراعة  تقن�ة  وتعتبر  الغذاء  �م�ة  في  العجز  ذلك  لمواجهة  الغذاء  ال  لمحاصیل  أهم  مجالات  من 

العلم�ة والتطب�ق�ة المتطورة والتي من الممكن أن تساهم في حل مشكلة الطلب المتزاید على الغذاء ؛إذ �الإمكان  

من خلال هذه التقن�ة العمل على التحسین الوراثي والتهجین �سهولة على الن�اتات و�مكن لهذه التقن�ة أن تساهم  

  واحدٍ. في آنٍ  بیئةفي تحقیق الأمن الغذائي وحما�ة ال 

وقد عمدت المنظمة العر��ة للتنم�ة الزراع�ة إلى إعداد الدلیل الاسترشادي لزراعة الأنسجة الن�ات�ة وذلك للحاجة  

�اللغة   الفجوة الغذائ�ة وز�ادة الإنتاج والإنتاج�ة واستدامتها ، و�لى وجود مادة فن�ة  إلى مز�د من الابتكارات لسد 

مرشدون الزراعیون والمزارعون والمهتمون بتقن�ة زراعة الأنسجة ، ورغ�ة منها في �احثون والالعر��ة �ستفید منها ال

 رفد العاملین في القطاع الزراعي العر�ي �مادة علم�ة تطب�ق�ة في مجال زراعة الأنسجة الن�ات�ة. 

و�ح  العر�ي  الزراعي  �القطاع  المهتمین  یدي  بین  تضع  الزراع�ة  للتنم�ة  العر��ة  الأمنوالمنظمة  هذا    الة  الغذائي 

الدلیل ،والذي س�كون مرجعاً علم�اً وتطب�ق�اً �ستفید منه الجم�ع ،ومتمنین أن �حقق هذا الدلیل الهدف المرجو منه  

تحقق   التي  المستو�ات  إلى  الزراع�ة  والإنتاج�ة  �الإنتاج  الوصل  في  الزراعي  القطاع  في  العاملین  �ساعد  ،وأن 

 �ي . ذائي العر التنم�ة الزراع�ة والأمن الغ

 �الله من وراء القصد ،،،، 
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 مهید:ت

�حث�ة   �مختبرات  العشر�ن  القرن  من  الثامن  العقد  في  العر��ة  الدول  في  الن�ات�ة  الأنسجة  بزراعة  الإهتمام  بدأ 

الإ المحاصیل  �عض  تكاثر  مجال  في  ذلك  �عد  توسعت  ثم  �التقصغیرة،  والموز  تصاد�ة  التمر  نخیل  على  ر�یز 

المخت  التكاثر، سعت �عض  �جانب  الأنسجة  الدول  ات في  ر بوال�طاطس.  العر��ة إستخدام �عض تطب�قات زراعة 

الن�ات�ة، مثل، إنتاج ن�اتات خال�ة من الأمراض ون�اتات مقاومة للعوامل المجهدة و�عض سبل الهندسة الوراث�ة في  

  خدامهاتس لى أن تطب�قات زراعة الأنسجة الن�ات�ة تتجاوز العشرات، ور�ما �سهم إر الإشارة إ جدتحسین الن�اتات. ت

 ل موارد الدول العر��ة الن�ات�ة الهائلة خاصة البر�ة منها.إستغلا

  في التقن�ة   ح المفاه�م الرئ�سة�توضل   إلى تدر��ات عمل�ة على زراعة الأنسجة الن�ات�ةتم إعداد هذا الدلیل للحاجة  

جهیز الأجزاء  ئ�ة وتالغذا  طسوالإحت�اجات المعمل�ة ثم توص�ف إعداد الأو   ار موقع المختبر والإنشاءدأً من إخت�ب

إبتكار   هي  الدلیل  هذا  تطو�ر  إسترات�ج�ة  الن�ات�ة.  الأنسجة  زراعة  تطب�قات  ومختلف  للزراعة  المنفصلة  الن�ات�ة 

مدار   على  المتوفرة  الن�اتات  من  تدر��ات  أو  تتطالتمار�ن  ولا  المواد  عام  من  واسعة  مجموعة  مع  التعامل  لب 

 تعامل مع مصفوفة متكاملة من المواد الن�ات�ة.  رصة للرب الفد ت الن�ات�ة، ورغم ذلك، تمنح الم

�حتوي الدلیل على أر�عة عشر فصلاً، وتم إدراج الجداول والأشكال والمراجع الخاصة �كل فصل في نهایته ت�سیراً  

إ خاصة  تختن  للمتا�عة،  على  المراجع  المتدرب  �طلع  أن  تمر�ن  أي  بدا�ة  قبل  المهم  من  المعین.  �الفصل  ص 

تت  5-2فصول  لا الأنسجالتي  زراعة  معمل  إنشاء  مع  الأةعامل  و�عداد  المنفصلة  ،  الن�ات�ة  والأجزاء  وساط، 

)explant  (ما    .�ةمار�ن التاللتستكون المعلومات الواردة في هذه الفصول مطلو�ة في ا،  وتقن�ة التعق�م والتلوث�

) �مكن أن تستخدم في تمار�ن  callus tissues(  إن �عض المواد الن�ات�ة الناتجة من تمار�ن، مثل، نس�ج الكدب

 لاحقة.  

أخیراً، �عد شكر الله س�حانه وتعالى الشكر والثناء للمنظمة العر��ة للتنم�ة الزراع�ة لموافقتها على إعداد هذا الدلیل  

 لنشر المعرفة.
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 لفصل الأول ا

 History of Plant Cell Culture      �ة الن�ات�ة اعة الخلتار�خ زر 

 مقدمة 

الخلاإلى  �شار   و �زراعة  الن�ات�ةا  الحي  )plant tissue culture(  الأنسجة  الجسم   in vitro(  �الزراعة خارج 

propagation(    المعقمة الزراعة  أ  ، ) aseptic culture(أو  ف  داة وهي  والتطب�ق�ة  الدراساتي  هامة    الأساس�ة 

. هذا وقد  أوصى  )Thorpe, 1990; 2007; Stasolla and Thorpe 2011(   تجاري و�ذلك في التطبیق ال 

)Street, 1977� تقییداً مصطلح    ستخدام ا)  للخلا�اأكثر  المعقمة  �الزراعة  الن�ات�ة،  الأنسجة  لزراعة    والأنسجة    

وم ظروف  كوناتهاوالأعضاء،  الجسم    ةو��م�ائ�ة  فیز�ائ�  تحت  خارج  و معلومة  أورد  الحي.   ,Gautheret(قد 

 Henri-Louis Duhumel du Monceau(  زراعة الأنسجة الن�ات�ة التي �تبها  الخطوة الم�كرة نحو)  1985

in 1756  ( دراسته على    م خلال  في  االرائدة  الجروح  الكدب   الن�اتاتلتئام  نس�ج  تشكیل  أدت    .ملاحظة  وقد 

المجهر  ا   �ةالدراسات  الخل�ة   متزامن  �همستقل وش لتطور    لنطاقواسعة  (   لنظر�ة  )  Schleiden, 1838لكل من 

الوظ�فو   ). Schwann, 1839و( التر�یب  الخل�ة هي وحدة  أن  النظر�ة  هذه  في�تقول  و�التالي    ة  الحي  الكائن 

)  Vöchting, 1878(  ن تجاربأإلا  ن،  یال�احثن  د مهذه الفكرة من قبل عد   اخت�ارحكم الذاتي. تم  ت قادرة على ال

الجزء العلوي من    ن د أوضح أوق   الأكثر أهم�ة.   تر�ما �انالن�ات  شرائح  أو  م  اقسألى  دب ع الكج  نس�تشكیل  في  

  الوصول إلى   حجم حتىالمستقلة عن  الجزء الأسفل ینتج نس�ج �دب أو جذور  براعم و   شر�حة الجذع تنتج دائماً 

 قطع. حدود النس�ة إلى �ال واقعها وظ�فة الخلا�ا ومحسب لقطبي  ا مياتنال�هذا تم التعرف على و  ، شر�حة رق�قة جداً 

الأساس النظري    -1902في خطا�ه أمام الأكاد�م�ة الألمان�ة للعلوم في عام  -  )Haberlandt, 1902(  اقترح

ت  ولا�أنه لا توجد محا ،  همعرفتحسب  ورأى  المفردة.  الخلا�ا  زراعة  في  على تجار�ه  بناءً  لزراعة الأنسجة الن�ات�ة  

زراعة  نتائج تجارب هذه الالن�اتات العل�ا. ومع ذلك، فإن  من    �ا الخضر�ة المعزولةة منتظمة لزراعة الخلا منهج�

علاوة على ذلك،  أولي. خصائص و�مكانات �كائن حي   الخل�ة متلاك ا إلى ة همالمر افكالأین�غي أن تعطي �عض 

  الحي �له  الكائن  داخل �ا  خلا التعرض لها  ت التي  ل�ة  تكمیالت  ات المتداخلة والتأثیرا وفر معلومات حول العلاقتفإنه  

)Krikorian and Berquam, 1969 .(   معزولة وخلا�ا  الالضوئي    التمثیل   مع خلا�ا ورقةلم ینجح التجر�ب  و

. وهكذا  خضر�ة"ال   بنجاح من الخلا�ا  الاصطناع�ةزراعة الأجنة  "�مكن    ه، ولكن مع ذلك تن�أ �أنوظ�ف�اً مایزة  مت

بوض الذات�ةامفهوم    وحأسس  وز�المقدرة  ذلك  دة  ،  في  على  المعزولة  الن�ات�ة  الخلا�ا  زراعة  "تقن�ة  أن  إلى  أشار 

مخاط�ة في عام  ال  ه التحقیق في المشاكل الهامة من المنهج التجر�بي الجدید". وعلى أساس هذ��سمح    محلول مغذٍ 

ذلك،    1902 و�عد  قبل  الرائد  �اف�اً ا�والتجر�ب  مبرراً  (  ن  ا Haberlandtل�ص�ح  الأنسجة  زراعة  أب  لن�ات�ة.  ) 
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الن�ات�ةل الأنسجة  زراعة  في  الأولى  الرائدة  الأحداث  على  التفصیل  من  (  راجع  مز�د   ;White, 1963�تا�ات 

Bhojwani and Razdan, 1983; and Gautheret, 1985.(    

 The Early Yearsالم�كرة:     السنوات

في    نهج مختلف  ستخدام في ا )  Robbins, 1922) و(Haberlandt() وهو طالب  Kotte, 1922(   من  نجح �لٌ 

وقد   المعزولة.  الجذور  قمة  (زراعة  المستمرة  White, 1934aنجح  الطماطم  جذور  قمة  زراعة  في    استخدام�) 

إنشائ�ة. وسمحت   تحتوي على خلا�ا  منفصلة  الجذور على وسط غباللاحقة    الدراساتأجزاء    محدد ذائي  زراعة 

و دراسات  ل للبدا�ة  ا  في  الجذر�ةزراعات  ال   هذه  مخدات سا تم  و �الكامل.   �عد  الفیروس�ة    للدراسات  رئ�س�ة  �أداة ف�ما 

    ).Loo, 1945; Ball, 1946 في زراعات البراعم (نجاحاً  حققت أ�ضاً  قد). و Street, 1969(  فسیولوج�ةال

) في  Hannig, 1904(   �ل منح من القرن العشر�ن، حیث نجوقد �انت بدا�ات زراعة الأجنة في السنین الم�كرة 

أجنة منزراع و(  ة  الصلیب�ة  ( Brown, 1906العائلة  الشعیر  أجنة  تلى  Monnier, 1995) في زراعة  وقد   .(

في   النجاح  بذور  الأجنةإنقاذ  عمل�ة  ذلك  قابل  من  (  من  للح�اة  ةغیر  بین   .Linum perenne × Lالتهجین 

austriacum) (Laibach, 1929  .(    استطاع وقد  )Tukey, 1934  (عض    الكامل فيتطور الجنین  ل   السماح�

ذوات    الأنواع الفاكهة  من  الم�كر  النضوجمن  توفیر  أشجار  و�التالي  أولى،  من  زراعة خارج  لل  التطب�قات  واحدة 

   ) ظاهرة الإن�ات الم�كر.LaRue, 1936الجسم الحي. وقد واجه (

بیوم ن�ات  ) من نس�ج �امGautheret, 1934; 1935بواسطة (  ن�ات�ةجة الالأنسزراعات    أول  تم الحصول على

)Acer pseudoplatanus  ًأ�ضا نجح  وقد  (  �استخدام).  ن�اتات  في  المنفصلة  الأجزاء   Ulmusنفس 

campestre, Robinia pseudoacacia, and Salix capraea  (استخدام�  ) محلول  )  Knop’sوسط 

جلو  إضافة  مع  �الآجار  السستییالمتصلب  وهیدرو�لور�د  من  استطاع   ن. �وز  )  Gautheret, 1939(   �ل 

متزامن    )Nobécourt, 1939aو( وقت  الجزر  وفي  ن�ات  جذور  �دب  نس�ج  تكو�ن  على    �استخدامالحصول 

من الحصول على نس�ج �دب من    )White, 1939a. �ما تمكن ( "ب"  فیتمیناتأو�سین حامض الخل�ك و�ضافة  

الورمأنس  ال   جة  هجین  لاتحتاو )،  Nicotiana glauca × N. langsdorffii( ت�غ  في  أو�سیالتي  إلى  ن  ج 

دفعها  تها  ومقدر  و�مكن  الزراعة  في  المستمر  التي  لللنمو  المنفصلة  الأجزاء  �ل  هذا،  وجذور.  لبراعم  لتمایز 

إنشائ�ة.    استخدمها أنسجة  شملت  الرواد  وضعت  ذلك � و أولئك  النتائج ،  �بیرة  لساس  الأ   هذه    دام تخ اس في  ز�ادة 

 اللاحقة.   قودالعفي الحي م  الزراعات خارج الجس 
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 The Era of Techniques Developmentو�ر التقانات    تط عصر

.  المتاحة قانات  ت التقن�ات جدیدة وتحسین  ل  ات �بیرة تطور   أر�عین�ات وخمسین�ات وستین�ات القرن الماضي  شهدت

جنة  ة الأزراعبسمح  )  Van Overbeek et al., 1941(   تطبیق ماء جوز الهند (حلیب جوز الهند) من قبلفإن  

نواع  عات أنسجة الكدب لأا زر . �ذلك، تم إنشاء  الواحدة  نسجة المتمردة الأخرى، �ما في ذلك ذوات الفلقةلأواال�افعة  

متنوعة من ذلك مجموعة  في  �ما  والعشب�ة    عدیدة،  الخشب�ة  الفلقتین  ذات  البذورن�اتات  إنشاء  و�ذلك    وعار�ات 

ال   أنسجة (تاجالورم  الوقت،    اً أ�ض  ).Gautheret, 1985ي  هذا  أن  ا  تم في  على  اللتعرف  في  زراعة  الخلا�ا 

ل لخضعت   الحساس�ة  فقدان  ذلك  في  �ما  التغییرات،  من  متنوعة  امجموعة  التعود تطبیق  أو    لأو�سین 

)habituation) (Gautheret, 1942; 1955 نس�ج الكدب    نمة  لتشكالم�ذلك التغیر في الخلا�ا الإنشائ�ة  ) و

)Gautheret, 1955; Nobécourt, 1955.(    تقن�اتفإن  ذلك،    نم  الرغم وعلى الجسم  ز ال  معظم  راعة خارج 

 خلال هذه الفترة إلى حد �بیر. تم تطو�رها الیوم المستخدمة   الحي

الفوسفات سمحت    )Skoog and Tsui, 1948(وأظهرت دراسات   العال�ة من  أن إضافة الأدینین والمستو�ات 

  �استخداماللاحقة  الدراسات  عائ�ة.  في وجود أنسجة و راعم وجذور فقط  اج بو�نتائ�ة  نش راعة أنسجة اللب غیر الإ ز ب

النوو�ة منقوص  حال  لانه�ار تج  ان�(الكینتین)    یتو�ینین ا سأول    لاكتشاف   أدت   الأحماض  الر�بي  النووي  مض 

  ع تفار ن  تیكینال  . و�توافر)Miller et al., 1955(  �التسخین  المنو�ةحوت الرنجة  حیوانات  ل  )DNA(   الأو�سجین

الأنوا  عدد  �مكن زر كذلك  التي  التلفترات طو�لة  تهاعا ع  إلى  أدى  ذلك،  من  الأهم  ر�ما  ولكن  �أن  ع،  توازن  ال رف 

 ,Skoog and Millerمصیر التشكل من أنسجة �دب الت�غ (في  أثر  و�سین والكینتین في الوسط  للأ خارجي  ال

ال1957 إن  إلالأمن    نسب�اً   ي لعاالمستوى  ).  الجذتین  الكینى  و�سین  تكو�ن  إلى  تكو�ن    ،وریؤدي  إلى  والعكس 

  عدیدةن�ات�ة  في أنواع  من التشكل    النموذجهذا  عمل  تبین  وقد    تكاثر نس�ج الكدب.إلى    متوسطالى  مستو الو براعم،  

)Evans et al., 1981.(    جة، �ما في ذلك ماء �عد ذلك في العدید من الأنس داخل�ة  سایتو�ینینات    اكتشافتم

الإبلاغ عن تشكیل  وقد تم  القطب والجذور،    ة براعم أحاد�ال   إلى تشكیل�الإضافة  ).  Letham, 1974(  ندلهجوز ا 

الجس (د�ة ذات  الأجنة  ن�ات  القطبین  قبل  في  )  Reinert, 1958; 1959( الجزر) لأول مرة �شكل مستقل من 

  ). Steward et al., 1958و(

تحقق  زراعة  وقد  (�ا  الخلا ت  طرة)  صغی ال  ا�الخلا و�تل  المفردة  هزعن  ز   ر�ق  نس�وتحر�ك  �دبراعات  ن�ات    ج 

)Tagetes erecta  والت�غ على  حقلاووضعها  )  ترش�ح  اً  �الزراعة  ورق  �سمى  لما  مؤسس،  �دب  نس�ج  فوق 

لاحق،  ).  nurse culture (  )Muir et al., 1954; 1958(  الحاضنة وقت  الممكن  وفي  من  زراعة  أص�ح 

وسط  المفردة    الخلا�ا ف�ه  في  ممأنسجلفعل  �انمت  اة  �الوسط  �عرف  (ا  )  conditioned mediumلمتك�ف 

)Jones et al., 1960  .(  ،ذلك�) أدمجBergmann, 1959  مم من وسط متصلب    1.0) خل�ة مفردة في ط�قة
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زراعة  و   لا�ا الخ  استنساخ هذه التقن�ة �طر�قة موسعة في    استخدام حیث تشكلت �عض مستعمرات الخل�ة. وقد تم  

الخل ()Bhojwani and Razdan, 1983(  وي المحتوى  ونجح   .Kohlenbach, 1959  خلا�ا زراعة  في   (

في وقت  حفیزها  توتم     )Macleaya cordataناضجة متمایزة معزولة م�كان�ك�اً لن�ات (  )mesophyll(  عماد�ة

جس لأجنة  مند لاحق  (نس�ج    �ة  الخلا�ا  زراعة  أول  أن   ).  Kohlenbach, 1966الكدب  من  النطاق  واسعة 

)،  Ginkgoزرعوا خلا�ا معلقة لن�اتات (  نالذی)  Tulecke and Nickell, 1959تقر�ر ( وردت في  تي  ة الن�ات�ال

)holly)و (Lolium  ماء جوز الهند �مادة مضافة إلى    استخداملتر. تم    20سعة  زجاج�ات مبللة  ) وتنمیتها في

مك�ف، إ من    بدلاً طازج،    وسط وسط  (   ستخدام    حلم   أخیراً   ) Vasil and Hildebrandt, 1965وأدرك 

)Haberlandt .من إنتاج ن�ات �امل من الت�غ من خل�ة واحدة مما أوضح مقدرة الخلا�ا الذات�ة ( 

تر�ی�ات المواد الغذائ�ة للن�اتات  لتنم�ة الأنسجة الن�ات�ة على    استخدامهاوساط الغذائ�ة الم�كرة التي تم  الأ  واستندت

و ال ( التي  كاملة،  الكثیر  منها  ()White, 1963یوجد  محالیل  ولكن   ،Knop’s)و  (Uspenski and 

Uspenskia  میل�جرام في اللتر من جملة الأملاح. وقد ضاعف    200�ثیراً وتوفر أقل من    استخدامها) قد تم

)Heller, 1953  أنسجة ن�ات ( الجزر و في  دراسات  على    استناداً ) تر�یز الأملاحVirginia creeper (  ما زاد� ،

)Nitsch and Nitsch, 1956 (  لحوا الأملاح  اللتر    4لي  تر�یز  في  ن�ات    استناداً جرام  في  عملهم  على 

)Jerusalem artichoke  .( ل التغییرات  هذه  فإن  ذلك،  و   توفر م  ومع  للأنسجة،  الأمثل    الاحت�اج تواتر  النمو 

الخمیرة، مواد  لإضافات   مثل خلاصة  البروتین    معقدة،  الهند.  وهیدرولیزات  جوز  مقار�وماء  ى  علة  مختلفة  في 

رماد  أساس   �نس�فحص  ( ج  طور  الت�غ  و�ان  Murashige and Skoog, 1962دب  جدید.  غذائي  وسط   (

و Knop’sضعفاً من محلول (  25تر�یز �عض الأملاح   النترات    على وجه الخصوص، �ان مستوى ).  أیونات 

)3−NO ) 4) والأمونیوم+NH ًهذه الص�غة  محت  وقد س.  �ات الدق�قةموعة من المغذ وتمت ز�ادة مج  ، ) عالي جدا

مغذ�ة الكبرى  لتمت زراعتها في وسط معلوم یتكون من العناصر اعدد من الأنواع الن�ات�ة التي  خرى في  ز�ادة أب

 ). Gamborg et al., 1976والصغرى ومصدر �ر�ون ونتروجین مختزل وفیتامین "ب" ومنظمات نمو (

) إنتاجBall, 1946نجح  من  بز   )  الننبیتات  القمة  منامراعة  مزوج  �ة  الأور ین  مبتدئات  ن�اتات  ن  في  اق 

)Lupinus)و (Tropaeolum  ،(  استخدم ولكن لم یتم التعرف على أهم�ة هذه النت�جة حتى  )Morel, 1960  (

  نسیلي. وقد التكاثر ال أدرك قدرته على  ) خالي من الفیروسات، و orchidsن�ات سحلب�ة (ذا النهج للحصول على  ه

 ,White(وأظهرت دراسات  ).  Murashige, 1974(   ن�اتات الز�نة  ا معس�م  ة، لارعمكانات �س الإ  استغلالتم  

1934b  (  خال�ة من الفیروسات. في وقت لاحق لاحظ �انت  جذر  زراعة قمة ال الم�كرة أن   )Limmaset and 

Cornuet, 1949  (  نس�ج في  الفیروس  ع�ار  منخفضاً ة  الإنشائ�القمة  أن  �عد  .  جداً   �ان  ذلك  من  التأكد  وتم 

 Morel andة القمة النام�ة (عا ن�اتات مصا�ة بواسطة زر   من الفیروسات من ات دال�ا خال�ة  ن�اتعلى  ول  حصال
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Martin, 1952 و القضاء  ).  ال �ان  ممكنعلى  التي    اً فیروس  الوعائ�ة،  الأنسجة  فیها  لأن  الفیروسات لا  تتحرك 

 روتیني. والآن تستخدم �شكل  )Quack, 1961واسطة (قل هذه التقن�ة بالبرعم. وقد تم صالجذر أو قمة تمتد إلى 

لزراعة  خلال هذه الفترة. و�انت المحاولة الأولى  الحي  ارج الجسم  خزراعة أجزاء الزهرة والبذور  تم تطو�ر تقن�ات  

) بواسطة  ا LaRue, 1942المب�ض  الم�)،  من  محدود  نمو  على  ت�الذي حصل  یرافقه  العن�قات  ض  في  جذیر 

زراعة  . لقد تم توج�ه دراسات  بو�ضة محدود جداً اعة ال نجاح زر فإن  ة،  الأجناسات  ع در م  د من الأنواع. مقارنةلعدیا

و�انت أول    ). Rangan, 1982(   لفهم العوامل التي تنظم الجنین ونمو الثمار  أساساً من المب�ض والبو�ضة    كلاً 

  تحقق   لاحق، وقت  ي  )؛ وفLaRue, 1949(  ناضجةلا ة من سو�داء الذرة غیر  ستمر زراعات الأنسجة النام�ة الم

 ,Exocarpus cupressiformis) (Johri and Bhojwaniعضاء في ن�ات (ت عبر تكو�ن الأ تجدید النبیتا

1965.(   

 Papaverن�ات (  �استخدام والتخصیب خارج الجسم الحي  في التلق�ح  رواد  من ال)  Kanta et al., 1962كان (

somniferum  .(  استخدامها تم    قد و   في نفس الوسطلقاح  وب الحب  عم  زراعة البو�ضاتعلى  النهج  و�نطوي هذا  

(  وفي وقت سابق، ).  Zenkteler et al., 1975و�ین الأجناس (   بین الأنواعهجن  لإنتاج    ,Tulekeتحصل 

)  Yamada et al., 1963) في الزراعة، وتحصل (Ginkgo) مستعمرات خل�ة من حبوب لقاح ن�ات ( 1953

اعلى نس�ج   ن�ان متم  لص�غة الص�غ�ة�دب أحادي  �امل.  Tradescantia reflexaت ( ك  ومع ذلك، �ان  ) 

لى ن�اتات أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة من زراعات متوك  ) عGuha and Maheshwari, 1964; 1966( حصول  

 ) قد  Datura innoxiaن�ات  مجالاً )  ت�غ  وقد  ذ�وري.  الق  یللتخل   جدیداً   فتح  ن�اتات  على  الحصول  اد�ة  حأ تم 

 وب اللقاح. المقدرة الذات�ة لحب ما یؤ�دم )Bourgin and Nitsch, 1967ة (سطالص�غة الص�غ�ة بوا

أو الخل�ة دون الجدران الخلو�ة المعزولة  )  plant protoplast(لقد تم الحصول على المحتو�ات الخلو�ة الن�ات�ة  

ق الخلوي  الجدار  من  السیتو�لازم  منفصلة  الأنسجة  من  من  م�كان�ك�اً  أكثر  بوسطة  100بل    ,Klercker(  عام 

(  الأول  هارالانصوتحقق  )،  1892 (Küster, 1909بواسطة   (Gautheret, 1985  .(ذلك وع من  الرغم  ،  لى 

(  استخدامغیر مستكشفة حتى  لتقن�ة  اه  هذ كانت   بواسطة  الفطر  ببدء    إیذاناً )  Cocking, 1960إنز�م سیلیولیز 

المحتوى الخلوي اسع وتطو�ر تقن�ة  لو ا   تخدامسالا إلى  التجاري  جدار الخلوي  إنز�م تدمیر ال  عهد جدید. أدى توافر

 ,.Takebe et alالخلوي الذات�ة بواسطة (  لمقدرة المحتوى   الأولتوض�ح  و�ان ال قرن الماضي.  ل س�عین�ات ا  في

لهجین  وأعقب ذلك تجدید أول الن�اتات ا محتوى خلوي خلا�ا عماد�ة.    الذي حصل على ن�اتات ت�غ من )،  1971

 ). Carlson et al., 1972) بواسطة (Nicotiana glauca × Nicotiana langsdorffiiالت�غ (  بین أنواع
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الشمس، ول�س فقط في  زهرة  الأجرع�ة المورمة �مكن أن تحفز الأورام في  ال�كتر�ا  أن  )  Braun, 1941وضح (أ

من    ها�اخلاة  عا زر ن  خال�ة من ال�كتیر�ا و�مك  ط �عیدة. و�انت هذه الأورام الثانو�ةا المواقع الملقحة، ولكن في نق

أو�سین أ�ضاً ).  Braun and White, 1943(   دون  التجارب  أنسجة    وأظهرت  التاجيأن  من   ةخال�ال  الورم 

أت   ال�كتیر�ا ( تضمن  الورم  تحفیز  �ان  الذي)،  tumor-inducing principle (TIP)ساس    اً �بیر   ئاً �جز   ر�ما 

)Braun, 1950  .(  طب�عة  معرفةتم  وقد  )TIP  (  يضقرن الماال ) في س�عین�اتZaenen et al., 1974  ،(  ولكن

القائم على  اأساس    ت ) أص�حBraun, 1950(تجر�ة   إلى أن    ال�كتر�ا لتحول    اكتشافالأجرع�ة. تجدر الإشارة 

)Ledoux, 1965أ� قد  )  الن�ات�ة  الخلا�ا  وتدن  النووي تستوعب  الحمض  الأو�سجین    مج  منقوص  مثیر  الر�بي 

 .انمن الزم دو كثر من عقلأدل للج 

 The recent past   القر�ب الماضي

ل�س من المستغرب أن تبدأ في  ف أعلاه،    هاقشتانتم م التي  خارج الجسم الحي  تقن�ات  اللى توافر مختلف  ع   استنادا

لزراعة  على مختلف المشاكل في البیولوج�ا الأساس�ة وا ات  طب�قي التز�ادة �بیرة ف  ستین�ات القرن الماضي  منتصف

القر �اینس�ع  لال خ  وال�ستنة والحراجة الماضي.  ت وثمانین�ات  �مكن تقس�من  التطب�قات  إلى  هذه  ها تقس�ماً مر�حاً 

الخل�ة، (ب) تعدیل وتحسین الن�ات، (ج) الن�اتات خال�ة من مسب�ات   خمسة مجالات واسعة، وهي: (أ) سلوك 

   ). Thorpe, 1990( كیل المنتج و(ه) تشنسیلي، النشر ال الأمراض وتخز�ن المادة الوراث�ة، (د) 

 Cell Behaviour    سلوك الخل�ة

الدراسات التي تتناول علم الخلا�ا، والتغذ�ة، والأ�ض الأساسي والثانوي و�ذلك التشكل وعلم  �شمل سلوك الخل�ة  

في كنة  الساوقد أجر�ت دراسات على ه�كل وفسیولوج�ا الخلا�ا  ).  Thorpe, 1990المزروعة (  أمراض الأنسجة

الملا الخل�ةیر تغ الو صل،  نفجزء الن�اتي  الن�ات�ة المنفصلة،  في هذه    الانقسامفیز  تحبالمرت�طة    ات في بن�ة  الأجزاء 

خلا�ا   تطو�ر  إجراؤها  وخصائص  تم  التي  الخلوي  والمحتوى  المزروعة  والخلا�ا  الكدب  المجهر    �استخدام نس�ج 

 ,Yeoman and Street, 1977; Lindsey and Yeoman, 1985; Fowke 1986(  الإلكترونيو   يالضوئ

دراس).  1987 الخ أظهرت  علم  المستزرعة ات  الخلا�ا  من  المشتر�ة  السمات  النوو�ة    داخليالنسخ  لا   وهي  لا�ا 

)endoreduplication (  ، ال   والانقسام النووي ) endomitosis(   داخليالفتیلي  والتفكك   ،  )nuclear 

fragmentation) (D’Amato, 1978; Nagl et al., 1985.(   

وقد تم إحراز  �ما تقدم سا�قاً.    زراعة الأنسجة الن�ات�ةم التحقق عنها في  انب الم�كرة التي ت و جحد الة أذ�التغ  تكان

). الزراعة خارج  Yamada et al., 1978; Hüsemann, 1985ة ( ضوئ�ة ال خلا�ا ذات�ة التغذ�ال ة  زراعتقدم في  

أ المعلقة  الخلا�ا  وخاصة  الحي،  جداً   ت ح�ص الجسم  دراسة    مفیدة  الأ�   �لفي  والثانوي   ضمن    الأساسي 
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)Neumann et al., 1985  .(توفیر إلى  الذي    و�الإضافة  الخلوي  عل�هالمحتوى  الحصول  العض�ات  من    تم 

و ال الفجوات،  السل�مة  المثال،  سبیل  (على  للدراسة  للح�اة  وقد  )) Leonard and Rayder, 1985(قابلة  تم  ، 

النیترو ل�ة  معلقات الخ  استخدام والتمثیل  )،  Filner, 1978(  تالكبر�   واست�عابوي  ضع ن غیر الجیلدراسة تنظ�م 

للكر�وهیدرات و Fowler, 1978(  الغذائي  الأ�ض  )،  الضوئيتمثیل   ;Bender et al., 1985(  كر�ون 

Herzbeck and Hüsemann, 1985�رت�ط  تظهر بوضوح فائدة مزارع الخلا�ا لتوض�ح مسار النشاط. و )، و

ال م تعتمد  ة  �و الثان�ض  لأاعمل�ات  على  نتائج  عظم  المنتجات  مإى  لعالتي  لتشكیل  المستزرعة  الخلا�ا  كانات 

   ).Constabel and Vasil, 1987; 1988(  معلومات بیو��م�ائ�ة أساس�ةعن التجار�ة، ولكن قد أسفرت أ�ضا 

أصل   أو  وال   التشكلالتشكل  ال�حث  مجال  الأنسجة  ب   ارت�طي  ذهو  ة  یر كب المساهمات  المن    واحدح  وأص�زراعة 

تكو�ن الخشب    ماستخد اتم  وقد  ).  Thorpe, 1990(  الأساس�ة   المعرفة والتطبیق  الأنسجة سواء من حیث  زراعةل

 Roberts, 1976; Phillips, 1980; Fukuda(  خلوي التمایز  ال لدراسة  عناصر القصی�ات الخشب�ة    تشكیلأو  

and Komamine, 1985  .(  أدى    وحیدة الخل�ةماد�ة  علا لز�ن�ا  ا  خلا�ا من نظام    الاستفادة   تعظ�مإن   ولا س�ما

ت العمل�ة.  ةمعرففي  �بیر    حسن إلى  ل  هذه  الكلاس�ك�ة  (كل  النتائج  على  )  Skoog and Miller, 1957من 

فهوم  ذا المهقد تم دعم  الأ�حاث حول هذا الموضوع، و على  لتأثیر  في ا   استمركو�ن الأعضاء  التوازن الهرموني لت

 ;T-DNA) (Schell et al., 1982(  جرع�ةلأا�ال�كتر�ا  مناسب    لكتعدیل �شالتحول الخلا�ا مع  اً ب مؤخر أكثر  

Schell, 1987  .(أن هناك عدة عوامل إضاف�ة، �ما في ذلك مواد النمو    �اتومع ذلك، فمن الواضح من الأدب

مع  الأ   ةالنشط تتفاعل  و الأخرى،  إ سیتو�ینین  ال و�سین  أعضاء  تكو�ن  ).  Thorpe, 1980(نشائي.  لإحداث 

الفلقات، والسو�قات السفلي ونس�ج الكدب    مثل  ء الن�ات�ة المنفصلة الضخمة، جزاالأ  استخدامذلك تم    ىإل  فةضالإا�

)Thorpe, 1980( سطح�ة)  ال رق�قة ( )، وخلا�ا الط�قات الTran Thanh Van and Trinh, 1978; Tran 

Thanh Van, 1980  ( من  ت الناشئة في مئات  اتیء والنب ضاالأع   لإنتاج و�ذلك  ة،  لید�التقالتشكل�ة    في الدراسات

الن�ات� (الأنواع  ذلك،    ).  Murashige, 1974; 1979ة  على  الفسیولوج�ة  فقد  وعلاوة  الدراسات  إجراء  تم 

 Thorpe, 1980; Brown and Thorpe, 1986; Thompson and�ن الأعضاء (و كوالبیو��م�ائ�ة على ت

Thorpe, 1990  .(في هذه  أ�ضاً  خلال  الجسد�ة، الذي تطور    ةن الأجنو�هو تكلثالث من التشكل،  ا  جالالم

  ه�اكل اللتشكیل    نوعاً   130الإبلاغ عن أكثر من  فیها  التي تم  في وقت م�كر من ثمانین�ات القرن الماضي  الفترة و 

تحقق).  Ammirato, 1983; Thorpe, 1988( ة  القطب�  ثنائ�ة الحبزراعة  ال  ت وقد  مع  وب والأعشاب  الناجحة 

�انت    ، تلصنو�ر�اوا �قول�ات،  وال فالتي  السابتعتبر  الم   قي  المتمردة و جممن  .  ) recalcitrant groups(  عات 

نظام   المفردة  تطو�ر  الجزرالخل�ة  في  الجنین  ات  لدراس�اسمح  )  Normura and Komamine, 1985(   إلى 

 معمقة لهذه العمل�ة. ال
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دوراً لعبت   الخلا�ا  درا   هاماً   مزارع  التففي  وا   اعلسة  الن�ات  تكو �ل و   �كروب،لمبین  في  فقط  الأ�س    ورامن 

)Butcher, 1977  ،( ًأ�ضا الحیو�ة    لكن  الك�م�اء  تفاعل  و )،  Rottier, 1978(  فیروسالتكاثر  في  على 

 Miller andالأل�كسینات الن�ات�ة ( من  ة  ومقاومة الأمراض، وخاصة المتضرر )،  Earle, 1978(الفیتوتو�سین  

Maxwell, 1983  .(  تهدف  من إنها  وعلى الرغم  جرع�ة،  ال�كتر�ا الأ  استخدام  ا المجالهذأهم الدراسات في  ومن

 ). Schell, 1987(  في التفاعل مع الن�ات والم�كروبقدمت معلومات أساس�ة فقد إلى تحسین الن�اتات،  أساساً 

 Plant Modification and Improvement     الن�اتاتوتحسین حو�ر ت

الزراع  استخدام   م ت لعشر�ن  ا   من القرن والثامن    سا�عال   ینالعقد خلال   نحو متزاید  م الحي على  ة خارج الجسطرق 

الن�اتات.   وتحسین  لتعدیل  التقلید�ة  التر��ة  لطرق  مساعد  تم  كعامل  التلق�ح    استخداملقد  في  التحكم  خارج  تقن�ة 

تغلب  ل او ،  ختلفةلم الن�ات�ة ا  و�ین الأجناس  الجسم الحي على السداة، المش�مة أو البو�ضة لإنتاج الهجن بین الأنواع

التوا عدم  الذاتي،  على  الجنسي  أ وتح فق  الن�اتات  ( حفیز  الص�غ�ة  الص�غة   ;Yeung et al., 1981اد�ة 

Zenkteler, 1984  وتم و   استخدام ).  المب�ض،  فالجنین،  البو�ضة  التغلب علىزراعات  و�نتاج    ي  الحیو�ة  عدم 

  ). Yeung et al., 1981; Zenkteler, 1984(  والمشاكل ذات الصلةبذور  أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة وسكون ال 

لل دوراً تقن�ة  عبت  قد  الجنین  إنتاج    اً ماه  إنقاذ  الأنواع  الهجن  في  الأجناس  بین  الخصوص  و�ین  وجه  على 

)Collins and Grosser, 1984.(   

أوائل   الإبلاغ عن  1980و�حلول  تم  قد  �ان  ال ،  �عض التكو�ن  في  العدی من    171  من  ذ�وري  منها  د  الأنواع، 

 من  نوعاً   15في نحو  الأنثوي  ن  �تكو عن الوأفادت التقار�ر  ).  Hu and Zeng, 1984(  حاصیل الهامةملن�اتات ا

حاد�ة الص�غ�ات  ا ق�مة �ن و ). San and Gelebart, 1986لم ینجح التكو�ن الذ�وري (، في �عض منها الن�اتات 

حیث لا یوجد  ،  دة التر�یب الفر�دة اعماتات  ن�الالعاف�ة في    واسترداد رات  الطف في إنها قد تستخدم للكشف عن    هذه

هجن و�دماجها في  الإنتاج  ��سمح  أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة المزدوجة    لألیلات المتنح�ة. و�ذلك، فإن إنتاجل  خفاءإ

 برامج التر��ة. 

أ�ضاً  الخلا�ا  مزارع  لعبت  الن�ات  هاماً   دوراً   وقد  وتحسین  تعدیل  �ماات في  ال  ت وفر   أنها  ،  لعزل    غیرات متمزا�ا 

)Flick, 1983  .( ال أنسجة  رغم من  وعلى  منذ  الزراعة  متغیرات  الماضي،  �انت معروفة  القرن  على  أر�عین�ات 

أنها   إلا  التعود،  المثال،  محاولات  سبیل  الس�عین�ات.    للاستفادةجرت  خلال  الن�اتات  تحسین  في  هذا  منها 

، وعادة  الزراعة بتحفیز    أوالزراعة    لب، إما ق �ا الخلاشیرة  الطب�عي في ع  فالاختلا �عتمد على  الجسدي    الاختلاف 

متعلق  وراثي أو    الاختلافقد �كون  ).  Larkin and Scowcroft, 1981تجدد النبیتات (في  تم ملاحظتها  ما  

الوراثي) اللابنیوي (غیر  التغیرات )،  Larkin et al., 1985; Scowcroft et al., 1987(  �النشؤ  ي  ف  ولكن 
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المتجددة  لا الالألها  نبیتات  وال�ستان�ةر ز هم�ة  أ�ضا  دق .  اع�ة  الممكن  من  واسعة من    �ان  خلا�ا  ال إنتاج مجموعة 

الال في  (متحولة  تظهر  ).  Jacobs et al., 1987زراعة  خلا�ا  هذه  ومقاومة    البیو��م�ائ�ة  الاختلافاتوتشمل 

)  auxotrophs(غذائ�اً  ة  الخلا�ا المحتاج  انتخاب   ى�الإضافة إلجهاد.  لإ المضادات الحیو�ة ومبیدات الأعشاب وا

(وذات�ة   ما  autotrophsالتغذ�ة  وغال�اً  الزراعة،  في  التنمو�ة  النظم  ومتغیرة  تطبیق  تی )  في    انتقائيعامل  طلب 

من الممكن تجدید الن�اتات ذات الصفات المرغو�ة،  ص�ح  ر. ومع ذلك، في عدد قلیل من الحالات أ طفوجود الم

ال سبیل  الأععلى  مبیدات  مقاومة  و Hughes, 1983(   غ�الت في  ب  شامثال،  في  مقاو )،  التر�تو�ان  میثیل  مة 

)Datura innoxia) (Ranch et al., 1983.(   

من المحتوى الخلوي  من �اس�ات البذور    نوعاً   100ما �قرب من  أص�ح من الممكن تجدید    1985�حلول عام  

)Binding, 1986  .(صهر على  الخ   القدرة  الن�اتي  المحتوى  ��م�ائلوي  حلا�كوللو الب  مثل   �ة�مواد  إثیلین    ي 

)PEG Polyethyleneglycol  الكهر�ائي (الصهر  وفیز�ائ�ة   (electrofusion  (الهجن�  سمح ن�اتات    إنتاج 

 ;Evans et al., 1984(  المشكلة الرئ�س�ة هي القدرة على تجدید الن�اتات من الخلا�ا الهجینة�انت  الجسد�ة، و 

Schieder and Kohn, 1986  .(  لإنت  صهر  م خدا تس اتم    وقد الخلوي  من  فر�دة  مجموعات  اج  المحتوى 

)  Brassica campestrisمن ن�ات (  حد الأمثلة على ذلك، تم نقل البلاستیدات الخضراء أالسیتو�لازم النووي. و 

)  Brassica napus(المحتوى الخلوي) للمحتوى الخلوي لن�ات    لمقاومة الأتراز�ن (تم الحصول علیها من مشفرة  لا

  �ه).   الخاصة  لمیتو�وندر�ا السیتو�لازمي من ا الذي �منح عقم الذ�ور  ()  Raphanus sativus( م لن�ات  ز �سیتو�لا

)  B. campestrisتیدات خضراء من ن�ات (س) و�لا B. napusعلى أنو�ة من ن�ات (  احتوت الن�اتات المنتخ�ة  

) ن�ات  من  الصفات    ) R. sativusومیتو�وندر�ا  لن وله  (المرغو�ة  هجین  �  مهخدااستو�مكن  )  B. napus�ات 

 وجد إلا عدد قلیل من هذه الأمثلة. ی ، لا  ). من المؤسف Chetrit et al., 1985البذور (لإنتاج  

التم   التعدیل  طر�ق  وراثي  تحقیق  عن  (للن�اتات  الأو�سجین  منقوص  الر�بي  النووي  الحمض  عن  )  DNAنقل 

ماقل مستقلة و و طر�ق ن القرن    أوائل  ذن غیر مستقلة  وت الثمانین�ات  ال مشماضي.  التثقیب  ة  تقلسم الناقلات  ل طرق 

 liposome)، صهر الجس�مات الدهن�ة electroporation) (Deshayes et al., 1985 )الكهر�ائي (  )الخرق (

fusion)  (Deshayes et al., 1985  ،( ًال   فضلا (عن  الدقیق  )  microprojectile bombardmentقصف 

السرعة (biolistics(  عالي   (Klein et al., 1987( .  مك� الأخیر  تنفیذه الأسلوب  والأنسجة  �  ن  الخلا�ا 

في  ال�كتر�ا    استخدام و�ن  والأعضاء.   بو ال الأجرع�ة  التحول  و نالسطة  انقل  تقار�ر  منذ  �بیرة  �سرعة  تقدم  قد  اقل 

الأولىال عDeBlock et al., 1984; Horsch et al., 1984(  مستقر  من).  الرغم    ى المحتو   استخدام   لى 

 Gasserالأعضاء المتجددة مثل الأوراق والجذوع والجذور لاحقاً (   مخدا استة، فقد تم  م�كر الت  التحولا ي  الخلوي ف
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and Fraley, 1989; Uchimiya et al., 1989  .( الأ من  الكثیر  على  ال�حث�  ةنشطر�زت  هذه    استخدام ة 

 �ات�ة. لنا اضالأمر و  الحشرات والأعشاب الضارة،الصفات الزراع�ة الهامة لمكافحة هندسة  في الأدوات 

    العوامل الممرضة وتخز�ن الأصول الوراث�ةلخال�ة من الن�اتات ا 
 Pathogen-Free Plants and Germplasm Storage 

خارج الجسم  الن�اتات الخال�ة من العوامل الممرضة وتخز�ن الأصول الوراث�ة    قاناتت   استخدامعلى الرغم من أن  

�ات المرض هو لتخز�ن المواد  ات خال�ة من مسبالرئ�سي للن�ات  خدام الاستإن    إلا ،  بینهماظهر علاقة  لا ت  د ق الحي  

) الدول�ة  الحدود  الح�ة عبر  المادة  تم  ).  Thorpe, 1990الوراث�ة وحر�ة  التخلص من    استخدام لقد  القدرة على 

القرن  ت  �استین  منذ ع  على نطاق واسشائ�ة  م الإن ة القم عا ، وال�كتیر�ا، والفطر�ات عن طر�ق زر �ةالفیروسات الن�ات 

حیث �مكن القضاء بنجاح على الفطر�ات    هج خاصة للمواد المصا�ة �الفیروسات،هذا الن اجة لك حهناالماضي.  

زراعة القمة قترن  ت وغال�ا ما  ).  Bhojwani and Razdan, 1983(  فطر�اتات ال�كتر�ا والمبیدوال�كتر�ا �عوامل  

 ). Kartha, 1981(  فیروسالقضاء على للي الك�م�ائج  ة أو العلا�لحرار لات اعامالمع الإنشائ�ة م

البذور، ولكن القدرة على تجدید ن�اتات �املة من خلا�ا جسد�ة  ل  كفي شتقلید�ا، تم الحفاظ على الأصول الوراث�ة  

 ,Kartha, 1981; Bhojwani and Razdan(   للتخز�ن   استخدامهاخلا�ا مش�ج�ة وقمم البراعم قد أدى إلى  و 

 وهي:  لحي للتخز�ن خارج الجسم اهج انم  ثةثلاو�ر  طت تم  وقد ).1983

 )،  maleic hydrazide, B995, and ABA) (Dodds, 1989مع�قات النمو (مثل:   استخدام •

 )،  Bhojwani and Razdan, 1983) (م°9-1ودرجة الحرارة المنخفضة غیر المجمدة ( •

والأجنة  ا والقمم النام�ة  �خلاعلقات ال م  تجمید  ،خیرالنهج الأهذا    ). فيKartha, 1981والحفظ �التبر�د (  •

و  �عد  الجسد�ة  الصغیرة  التجمید    امعالجتهالنبیتات  السائل بواقي  النیتروجین  حرارة  درجة  في    وتخز�نها 

   ).Kartha, 1981; Withers, 1985م) (°196-(حوالي 

 Clonal Propagation     التكاثر النسیلي

ا  قانةت  استخدام  للتكاثر  الأنسجة  ا  ضري لخ زراعة  الأات�ن لفي  التطبیق  هو  تم    استخداماً كثر  ات  وقد  للتكنولوج�ا. 

ال  استخدامه جم�ع  ا مع  (لن�اترتب  ع Murashige, 1978; Conger, 1981�ة  �عض  )،  أن  من  الرغم  لى 

  . ) abberant plants(  شذوذ الن�اتاتو  )hyperhydricityؤ (تمیال، مثل فرط ولالمشاكل لا تزال �حاجة إلى حل

�طي، و�نتاج براعم عرض�ة  الإ برعم  ال هي تعز�ز �سر  و كثار الدقیق.  خلالها تحقیق الإ  من  نث طرق �مكلاهناك ث

  �شكل م�اشر أو غیر م�اشر على تكو�ن الأجنة الجسد�ة  ، و كدبالنس�ج  �شكل م�اشر أو غیر م�اشر عن طر�ق  

المنفصلة (  الن�ات�ة  ا  ل یلنتج عدد ق ی   برعم الإ�طيال �سر    ).  Murashige, 1974; 1978الأجزاء  ت،  لنبیتامن 
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( �شكل وراث�اً عام  ها  لكن النمط  أو صادق  اtrue-to-typeمطابق للأصل  تكو�ن  بینما،  لد�ه  ة  جنلأ)،  الجسد�ة 

الن�ات�ة. تجار�اً النبیتات ولكن تحفز  القدرة على إنتاج عدد أكبر من   ، یتم إنتاج العدید من  عدد أقل من الأنواع 

على  بروتو�ولات  توجد  �ذلك،    ).  Murashige, 1990(   عم الإ�طير بل اسر  ر�ق �ط  عن  أساساً   ن�اتات الز�نة،

والمزر النطاق   والفاكهة،  والخضر  الحقل�ة  المحاصیل  ذلك  في  �ما  الن�اتات،  من  أخرى  لفئات  ،  اتعو مختبر 

غال�اً  ولكن  الغا�ات،  الإنتاجتما    وأشجار  تكلفة  هي  كون  ف العامل    العال�ة    �اً تجار   استخدامهاي  المحدد 

)Zimmerman, 1986 .( 

 Product Formation     منتجتشكیل ال

وهي  تنتج   المتنوعة،  العضو�ة  الك�م�ائ�ة  المواد  من  �بیر  عدد  العل�ا  االن�اتات  في  و مهمة  المنتجات  لأدو�ة 

محاولة   أول  جرت  الموادالن�ات�ة  الخلا�ا  لزراعة  الصناع�ة.  لإنتاج  النطاق  شر�ة    الصیدلان�ة  واسعة  بواسطة 

)Charles Pfizer Company (U.S.)(      دى إلى  ا  المحدود  ال�حث  فشلفي خمسین�ات القرن الماضي. لكن

على  ،  في ألمان�ا وال�ا�ان العمل  علماً  ،  ةالأمر�ك�  المتحدة في الولا�ات    في هذا المجال   جهد من ال ز�ادة مز�د  ل  یقل ت

ة الخلا�ا  ع�ة المجد�ة  لزراعانالص   ب�قاتتط أحد ال  اعت�اره تم    �حیثل  هذا المجا  تطو�ر  أدى إلى  وجه الخصوص،

  الخل�ة زراعة    نظم من    30أص�ح    1987�حلول عام  ،  وعلاوة على ذلك ).  Zenk, 1978(  1978�حلول عام  

ثانو�ة  أفضلتنتج   ل  الن�اتات  من  مر��ات  الحظ  ). Wink, 1987(  هاالمنتجة  العدید من  لسوء  فإن  المنتجات  ، 

ال  ت ا��كم  تشكلت  م ل   إما  قتصاد�اً ا  الهامة  ةالن�ات� ف�ه  �ما  ل   كفا�ة�بیرة  تنتج على  أو  الخل�ة  بزراعات    الاطلاقم 

مختلف  تخاذ اتم  .  الن�ات�ة الثانو�ة  من   العوائد   لتعز�ز   نهج  ذ�و  . المر��ات    والانتخاب الخل�ة      استنساخلك  شمل 

إنتاج�ة عال�ة من  ل المتكرر   )  Zenk, 1978; Dougall, 1987(  متجانسةالغیر  ا  �الخلا عشائر  سلالات ذات 

اقم تقن�ة    و�استخدام الإشعاع�ة     )ELISA(  المناعي�التشرب  مرت�ط  النز�م  لإ ا�سة  المقا�سة  وتقن�ات 

)radioimmunoassay techniques)  (Kemp and Morgan, 1987  .(  على ینطوي  آخر  نهج  وثمة 

الطافرة    اخت�ار الخلا�ا  للخطوط  المطلو المفرطة  تعز�ز،  و�ذلك).  Widholm, 1987(   بمنتج  تشكیل    ثبت 

لأشعة فوق البنفسج�ة، والتعرض للحرارة أو البرودة  التشع�ع �ا  العوامل غیر الحیو�ة، مثل   �استخدام  ي المنتج الثانو 

الثقیلة، و  المعادن   ;Eilert, 1987(  صلالن�ات�ة والم�كرو��ة الأ   ) biotic elicitors(  الحیو�ةالمثیرات  وأملاح 

Kurz, 1988.(   فحص  ،  �ضاً وأ الثانو�ة   دة جم مالخلا�ا  الوج�ا  لو تكن  دام تخ اس تم  المنتجات  تشكل    لتعز�ز 

)Brodelius, 1985; Yeoman, 1987 .(   

بیولوج�اً مر�ز�ة  إن   الفعالة  المواد  إنتاج  زراعة  ي  ه  نجاح  على  تجار�اً الالقدرة  واسع  نطاق  على  وجر خلا�ا  ى  . 

ذلك   على  ح�فاعل  مأنظمة    �استخدام تحقیق  ممو مجو   تقلیبحاو�ة  توي  المعة    هواء لا�حرك  تت التي  علات  افن 

)Fowler, 1987  .(  ،(أو على مرحلتین) زراعة في خطوتین  عمل�ة ال  ةحاولتمت م قد  ف�النس�ة لكثیر من الأنظمة  
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)Beiderbeck and Knoop, 1987; Fowler, 1987  .(  في المرحلة الأولى، یتم التشدید على نمو الخلا�ا

أو نمو   انقساممن  حد الأدنىتر�یب المنتج مع ال  المرحلة الثان�ة على حین تر�ز فيوتراكم الكتلة الحیو�ة،  السر�ع

الثانوي الوحید المنتج من زراعات الخل�ة هو  نافثو�و�نون    مستقلبال�ان    1987الخل�ة. ومع ذلك، �حلول عام  

 ).  naphthoquinone shikonin) (Fujita and Tabata, 1987ش�كونین (

 The present era    العصر الحاضر

الماضي  تسعین�ات ال   خلال الحادي والعشر�ن  قرن  التوسع في تطبیق التقن�ات    رااستمر تم ملاحظة  وأوائل القرن 

الحي  خ الجسم  و ارج  الن�ات�ة.  الأنواع  من  متزاید  تم  لعدد  أنواع    استخدام قد  جم�ع  مع  الأنسجة  زراعة  تقن�ات 

)،  Davey et al., 1994وال�قول�ات ( )،  Vasil and Vasil, 1994(  ك الحبوب والأعشابالن�اتات، �ما في ذل

(و  الخضر  ن�اتات  وغیرها    ) Jones, 1994(  سوال�طاط  ، ) Reynolds, 1994محاصیل  والدرنات من    الجذور 

)Krikorian, 1994a) والبذور الز�ت�ة ،(Palmer and Keller, 1994  ،(ةعتدلوالن�اتات الم  )Zimmerman 

and Swartz, 1994ئ�ة (او والاست�ة  ر ا د م) والGrosser, 1994 (  اتعو ) الفواكه ومحاصیل المزرKrikorian, 

1994b ) الغا�ات  وأشجار   ،(Harry and Thorpe, 1994 ) الز�نة  ن�اتات  الحال،  و�طب�عة   ،(Debergh, 

إلى ما وراء    ت ذهبحي قد  تقانة الزراعة خارج الجسم التطبیق  أن  ،  خطوطاتم). و�ما سیتبین من هذه ال1994

أو    مشكلةمن  لنوع معین    ةالتي لها صلة أو ممكنلجسم الحي  لزراعة خارج ا مناهج تقن�ة اجم�ع    ت كثار وشمللإا

)  Karp, 1994( لجسد�ة  ا  الاختلافات  لاستغلالحقق سوى نجاح محدود  لم یتمعالجتها. ومع ذلك،  ى  تجر مشاكل  

لل  التجدید  في  الأو  أDix, 1994(طفرة  متال  مفیدة من خلا�انبیتات  الا،  �ض)؛    المحتوى لتقانة    ة  م�كر ال د  و عو إن 

الحفظ  جید  إحراز تقدم  ). وقد تم  Feher and Dudits, 1994الخلوي لم تتحقق ( في توس�ع نطاق تكنولوج�ا 

  إحراز تقدم في تكنولوج�ا البذور تم  ). �ما  Kartha and Engelmann, 1994�التبر�د لتخز�ن المواد الوراث�ة (

 ). Redenbaugh, 1993صطناع�ة (الإ

التقدم في بیولوج�ا الخل�ة، على سبیل المثال، في  وضح  دراسة بیولوج�ا الن�ات. و   امة فيأداة هزراعة الخل�ة    ظلت

 Kaeppler(  التغیرات الكروموسوم�ة في الخلا�ا المستزرعة)، و Kong et al., 1998(  دراسات اله�كل الخلوي 

and Phillips, 1993( ،   دراسات دورة الخل�ة  يف و  )Komamine et al., 1993; Trehin et al., 1998  .(

في مزارع الخلا�ا    ةجدیدة النس�ج�ال م  ا ور الأ  نظر في نموالعادة  لإوقد سمحت الأدوات الفسیولوج�ة والبیو��م�ائ�ة  

في الن�اتات    ملحتمال  النمو السرطاني�ور�طها    )hyperhydricity(  ؤتمیال وفرط  )  habituation(خلال التعود  

)Gaspar, 1995  .(  على سبیل المثال،    ؛للغا�ة في دراسة الأ�ض الأساسيداة هامة  الخل�ة أ   زراعات    تل ظ�ما

النسخ    الخل�ةمعلقات    استخدام  أنظمة  (لتطو�ر  الحي  الجسم  أ�ض  Suguira, 1997خارج  تنظ�م  أو   (

�ا  لازراعة الخت  وقد أدى تطو�ر تقن�ا).  Stitt and Sonnewald, 1995في المحورات الوراث�ة (   كر�وهیدراتال
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توجد  ).  Kutchan, 1998(   الحیوي تصن�ع  لات انز�مات قلو�إمن    80ثر من  إلى التعرف على أك  الن�اتات الطب�ة

أخرى من  جالات  خل�ة للدراسات الجز�ئ�ة والك�م�اء الحیو�ة في مزراعات ال  استخدام معلومات مماثلة ناشئة عن  

 ,.Verpoorte et al(   الثانوي   الأ�ض   �اتات لإنتاجنل في ا  ة�ض�لأا  الهندسة نشاط �حثي في    تالأ�ض الثانوي ولد 

1998 .( 

زال  أن    تلا  من  الرغم  على  التشكل،  دراسة  في  هامة  أداة  الخلا�ا  ا الحالي    الاستخدام مزارع  لتنمو�ة،  للطفرات 

تطور    ت ضافأ،  ) Arabidopsis(ن�ات    فيوخاصة   حول  ق�مة  أ معلومات  الدراسالن�ات.  الجز�ئ�ة،  ات  دت 

و فسال للتمایز  یعمم  فهإلى  بیو��م�ائ�ة  لا یولوج�ة  الخشی�اتخلوي،  الق  عناصر  تشكیل   tracheary(  خاصة 

element formation(  )Fukuda, 1997) الأعضاء  تكو�ن   ،(Thorpe, 1993; Thompson and 

Thorpe, 1997) وتكو�ن الأجنة الجسد�ة (Nomura and Komamine, 1995; Dudits et al., 1995 .( 

للجینات  اخدالإ   سائل و   إن الدقیق  المتنوعةلأ ال  البیولوج�ة  النظم  الجز�ئ�ة  �سمح    جنب�ة من  البیولوج�ا  في  التقدم 

 Hinchee(  رئ�س�ة في تطو�ر تكنولوج�ا التحول  �برى أدواراً   اختراقاتلن�اتات الوراث�ة. لقد لعبت ثلاثة  الهندسة  

et al., 1994.(    أ)  الاختراقات   هذهوتشمل نا:  المكوكقلا تطو�ر  القدرة على  تل )  shuttle vectors(  ت  سخیر 

  استخدام لیب  أساب)  )،  Agrobacterium) (Fraley et al., 1985(  الأجرع�ةال�كتر�ا  نقل الجین الطب�عي من  

الم�اشر للتحول  النواقل  المتجددة   هذه  المنفصلة  الن�ات�ة  أ التي    للأجزاء  من  علیها  الحصول  الن�ات  اء  ضعتم 

)Horsch et al., 1985(  ة اسمات المختار و ر الو�تط  )selectable markers(   )Cloutier and Landry, 

للأنواع  ).  1994 للال�النس�ة  قابلة  التحول،  ال�كتر�ا  سطة  ابو تحول  غیر  فیز�ائ�ة  طرق    استخدام تم  الأجرع�ة 

  هذه   عا. م�في الخلا)  DNAالأو�سجین (   الر�بي منقوصلحصول على الحمض النووي  ل و��م�ائ�ة وم�كان�ك�ة  

الأخیرة،  ال س�مامقار�ات  الحیوي،    ولا  الن�ات�ةالمقذوف  الأنواع  من  نوع  أي  تحو�ل  الممكن  من  والأنماط    أص�ح 

 . الوراث�ة 

صناعات    شر�ات  من  قد �ان الدافع وراء الموجة الأولى من الأ�حاث في مجال التكنولوج�ا الحیو�ة الن�ات�ة أساساً 

الصناعات، وهي   ي لها صلة م�اشرة لهذهلتا  محصول�ةالصفات الى  عل  تز تر�  قدالك�ماو�ات الزراع�ة و ر و البذو 

الن�ات�ة  في الوقت الحاضر، أكثر من  ).  Fraley, 1992(  الرقا�ة على الحشرات والأعشاب الضارة، والأمراض 

هندس   100 تم  الن�اتات  من  و نوع  جم�ع  راث�اً تها  من  �قرب  ما  ذلك  في  �ما  الن�اتات  ،  ال ذ محاصیل  ین  قتفلات 

تل  �ةئ�سر لا من  متزاید  الواحدة  ك  وعدد  الفلقة  أدذوات  وقد  الخشب�ة.  الن�اتات  �عض  ذلك  ث  و ال�حت  و�ذلك  في 

أنظمة نقل الجینات الروتین�ة لأهم المحاصیل. �الإضافة إلى ذلك، التحسینات التقن�ة مما یز�د  تطو�ر  إلى  وقت  ال

و  التحول،  �فاءة  ال�من  إ متد  الو نخ�ة  لى  تحول  إنة  ر�تجال اث�ة  را الأصول  تكال�ف  الن�اتوتخف�ض  المعدلة  ات  تاج 

التكنولوج�ا  وراث�اً  تطب�قات  مع  التقدم  في  �الفعل  هي  الزراع�ة  الحیو�ة  التكنولوج�ا  مجال  في  المقبلة  الموجة   .
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الالحیو�ة   تهالزراع�ة  والص ب م  تتي  المتخصصة،  الك�م�ائ�ة  والمواد  الأغذ�ة،  الدوائ�ةتجهیز   ,Datta(  ناعات 

2007 ( . 

بیولوج�ا خارج الجسم  المؤتمر التكنولوج�ا الحیو�ة الن�ات�ة و   ة الن�ات�ة منلوج�ا الحیو�أهم�ة التكنو   استخلاصكن  م�

الموضوع من خلال برنامج علمي ر�ز على أهم التطورات،  هذا    وضعتم  وقد  الحي في القرن الحادي والعشر�ن.  

وتطب�ق�ة،  أساس�ة  الأنسجة  سواء  و �تلن�ا ا   في مجالات زراعة  الجز�ئ�ة  البة  على تحسییولوج�ا  الن�اتات  وتأثیرها  ن 

 : و�انت عناو�ن المحاضرات العامة ). Thorpe and Lorz, 1998(  والتكنولوج�ا الحیو�ة

 ، 21إنجازات التكنولوج�ا الحیو�ة الن�ات�ة والفرص على عت�ة القرن ال )1(
 التعاون الدولي، نحو المحاصیل المستدامة عن طر�ق  )2(

 �ة، ة الأمراض الن�ات قاومفي م ات ار مسالشارة  إ )3(

 لمواد الغذائ�ة الدوائ�ة: التحصین عن طر�ق الفم مع الن�اتات المعدلة وراث�اً ا )4(

 التكنولوج�ا الحیو�ة الن�ات�ة وجین التلاعب  )5(

 الجذور الن�ات�ة لعلاج البیئة والتصن�ع الك�م�ائ�ة.  استخدام )6(

 � تظهر  لا  العناو�ن  فقط  هذه  واضح  حیث  ات�ة  ن�ال  ةجلأنسا  زراعة  ةكانمشكل  قدم  جه  التو ولكن  على  �شر�ك 

وفي مختلف مجالات التطبیق. في وقت لاحق    ةالمساواة مع البیولوج�ا الجز�ئ�ة �أداة في بیولوج�ا الن�ات الأساس�

)، وسانت لو�س،  2006()، �كین، الصین 2002دعمت المؤتمرات في ولا�ة فلور�دا، الولا�ات المتحدة الأمر�ك�ة (

الري م�سو  ا�الا و ،  الأمر�ك�ة  ت  الرأي  2010(لمتحدة  هذا  �شكل  )  المناطق  هذه  في  تبذل  التي  التطورات  وأثبتت 

أشار)Datta, 2007; Stasolla and Thorpe, 2011(  واضح  �ما   .    )Schell, 1995  (  في  اإلى لتقدم 

 لعلمي الأساسي. م اتقد لا حفز ت  في الواقع ابل انه تماماً مطا�قة  �إنها   التطب�ق�ةالن�ات�ة التكنولوج�ا الحیو�ة 
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 الفصل الثاني
 Setup of a Tissue Culture Laboratory   إعداد وتجهیز مختبر زراعة الأنسجة الن�ات�ة

�عض الاعت�ارات العامة في إنشاء معمل زراعة الأنسجة في مؤسسة أكاد�م�ة حیث  دلیل  المن  الجزء  هذا  یوصف  

زراعة الأنسجة    اتتصم�م مختبر صف  تم و للمختبرات القائمة. و   استخدام �قتصر الأمر عادةً على تحقیق أفضل  

قراراً ) Kyte and Kleyn, 1996(  بواسطة  التجار�ة الأنسجة  زراعة  معمل  موقع  تحدید  �عد  ولتفادي  .  مهماً   . 

 التال�ة:  الاعت�اراتالتلوث في مختبرات زراعة الأنسجة الن�ات�ة �جب وضع 

الكائنات الح�ة الدق�قة أو الحشرات  �جوار المختبرات التي تتعامل مع  مختبر زراعة الأنسجة    تجنب وضع .1

 لتخز�ن البذور أو المواد الن�ات�ة الأخرى.   استخدامهایتم أو المرافق التي 

تعمل حر�ة الأقدام    ، حیث التلوث من فتحات التهو�ة وحر�ة السیر على الأقدام مشكلة  �حدث�مكن أن   .2

 .  الملوثات  ار انتشالغ�ار الذي �ساعد على تثیر على إزالة الشمع من الأرض�ات و 

نظ�فة ونتائج  لزراعات  �جب أن ت�قى منطقة زراعة الأنسجة نظ�فة في جم�ع الأوقات. هذا مهم لضمان   .3

 قابلة للتكرار.  

للعث    لأنها �مكن أن تكون مصدراً   المختبر  منطقةفي  (أصص)  المزروعة في أوع�ة  ن�اتات  حفظ ال تجنب   .4

 والكائنات الح�ة الملوثة الأخرى.  

لأن العث والحشرات �مكن أن    ،م�اشرة قبل دخول المختبر البیوت المحم�ة    يفأو  حقول  تجنب العمل ال .5

وتغییر ملا�سهم قبل    الاستحمام�  ون الموظف  �قوم  ومن الأفضل    الشعر والملا�س.  منقل إلى المختبر  ت تن

 .  بیت المحميدخول المختبر من الحقل أو ال 

تقی�م    / الغذائ�ةوساط  ترتیب مناطق العمل (إعداد الأ�جب  ،  ةالن�ات�زراعة الأنسجة    ستخدام لاعند تصم�م مختبر  

�حیث �كون    ،) التي یتم التحكم فیها بیئ�اً زراعة  منطقة حفظ السجلات، ومنطقة النقل المعقمة، ومنطقة ال  /زراعة ال

 هناك تدفق سلس لحر�ة المرور.  

 . عمل في المختبر ال ف�ما یلي مخطط تفصیلي للمعدات الرئ�س�ة والنشاط في �ل مجال من مجالات

 work areas    العملساحات م

 إعداد الأوساط الغذائ�ة/منطقة حفظ الب�انات  ) أ

I. طاولة عمل 

II.  مخارج للغاز 

III. هاز تدو�ر مغناط�سي (حار/�ارد) ج 
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IV.  ومیزان عاديدقیق میزان تحلیلي 

V.  روحینيدجهاز ق�اس الرقم الهی 

VI.  ) ثلاجة تبر�دrefrigerator  ( ومجمدة  )deep freezer ( 

VII. الم�اه ونظام تخز�ن�ة  جهاز تنق 

VIII.  منطقة الغسیل 

IX.  أماكن تخز�ن الأدوات الزجاج�ة والك�ماو�ات 

X.  هاز التسخین الضاغط المائيج )Autoclave (  طنجرة الط�خ)للكم�ات الصغیرة   اغطةضال ( 

XI.    .التشر�ح لمجاهر  منخفضة  المناطق عال�ة  طاولة  أو غیرها من  التعق�م  أجهزة  (تجنب وضعها �جوار 

 . الرطو�ة) 

XII.  غطاء الغازات ینة�اب  )Fume hood ( . 

XIII.   خزانات المكتب والملفات 

XIV.    المكتب، مق�اس الط�ف الضوئي، الم�كروو�ف  سطح    الصغیرة التي توضع علىأجهزة الطرد المر�زي

 . )محتوى الخلوي دراسات التحو�ل وعزل الل (

الغذائ�ة  �مكن تحضیر   �أو طاولة  �شكل ملائم على منضدة  الأوساط  المنها  ب  قر ال ��م�ائ�ة معمل�ة  رقم  مق�اس 

وال و والمغسلةمواز�ن  الهیدروجیني  �جب  الم.  ومحالیل  الكواشف  �جوار  ر�زات  ضع  الثلاجة  في  أو  الأرفف  على 

. تعتبر عمل�ة تنظ�ف الأواني الزجاج�ة عمل�ة مستمرة لأن معدل دورانها مرتفع للغا�ة في العادة. �جب  طاولةال

دق�قة على الأقل، والتخلص    30تحتوي على وسط مستهلك لمدة  لتي  ا و   ااستخدامهتم  التي  زراعة  تعق�م أنابیب ال

�جب   الفور.  على  المعقمة  الزجاج�ة  الأواني  غسل  �جب  الغسیل.  قبل  المحتو�ات  الزجاج�ة  فرك  من  الأواني 

المقطر،  �الفرشاة   �الماء  مرات  ثلاث  وشطفها  الصنبور،  �ماء  مرات  ثلاث  وشطفها  وصابون،  دافئ  ماء  في 

ف مكووضعها  عا ي  �شكل  تجف.  حتى  نظ�ف  فعال،  م ان  �شكل  الأوع�ة  بتنظ�ف  الأط�اق  غسالات  تقوم  لا   ،

یدو�اً  الاخت�ار  أنابیب  تنظ�ف  والمكتب  2.1(الجدول    و�جب  الملفات  وخزانة  والطاولة  المنخفض  المقعد  �عد   .(

 . ر في �تا�ة التقار� جداً  مرغو�اً اً �عد الكمبیوتر المكتبي أمر �ما وحفظ السجلات.   زراعةلتقی�م ال ضرور�اً 

 معقمة النقل  ال منطقة     ) ب

I.  تدفق الهواء الصفحي  جهاز )Laminar air flow transfer hood (و�رسي مر�ح . 

II.   مجهر تشر�ح 

III. غاز الرج امخ 

IV.   تفر�غ ال خطوط  أنابیب 

V. الاستخدام �عد  منهاتخلص رط وشفرات ی اقط وملاعق ومشملا . 
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الهواء  ل منفصلة  غرفة    استخدامعتبر  � تدفق  الغرفة �حیث �كون هناك  اً مثال�حي  الصف جهاز  . �جب تصم�م هذه 

من   جیدة.  وتهو�ة  إ�جابي  �ضغط  هواء  إلى  هنالك  كون  تأن    أ�ضاً الأفضل  تدفق  أو  الخارج  على  تطل  نافذة 

فف  أن �خ في صندوق تدفق الهواء الصفحي  المختبر �حیث �مكن للفرد الذي �قضي ساعات طو�لة في العمل  

 ن �النظر إلى الخارج. ح�اض الأ من إجهاد العین في �ع

نة الغاز  ی�اب   استخدام   ارتجالي التكال�ف، البدیل �مكن تول�فه و�العدم �مكن  لتدفق الهواء الصفحي عا  صندوق إن  

ال�اب الزجاجي �حیث �سمح فقط �إدخال یدي العامل للعمل والنقل. �جب عدم    ل�عد نظافتها وتعق�مها جیداً و�نزا

لعمل لأن ذلك �جذب الهواء الملوث من الغرفة فوق الزراعات وحاول ألا تكون هنالك  اء ا تشغیل �ابینة الغاز أثن

�الغرفة خلال عمل�ات الزراعة. �ما �مكن   صندق �ارتون مغطاة �شرائح ورق القصدیر أو    استخدام حر�ة أقدام 

الت�شرائح بلاست�ك�ة �كابینة توظف �منطقة عمل في هواء نظ�ف. هذا، و�م في صندوق    رش�ح كن ر�ط فلاتر 

  في الزراعة.  واستخدامهز�ن تخ

 �اً  تحكم فیها بیئمالحاضنات  منطقة ال  ) ت

 تحتوي هذه الغرف على:  

I.  مؤقت ودرجة حرارة �مكن التحكم فیها�أرفف مزودة �إضاءة 

II. 2 وضوء والحرارة ال درجة تض�ط فیها   ةحاضن 

III. هزازات مدار�ة  )Orbital shakers ( 

ة في غرف الحاضنات، هذا وفي �عض الغرف توجد أجهزة إزالة الرطو�ة  لجو�نس�ة الرطو�ة ا   ارتفاع �جب تجنب  

)dehumidifiers (وغسیل الهواء )air scrubbers( . 

   ساعات ضوء وظلام �مؤقت.  16/8م في °27-25یتم حضانة معظم الزراعات في درجة حرارة تتراوح بین 

 عة الق�اس�ة: لزرا أوضاع ا  استخدام التجارب الموصوفة في هذا الدلیل تم في �ل 

 coolة ( ققدم ب�ضاء �اردة لاص   4) أو من أنابیب ضوئ�ة  GroLuxالإضاءة من أنابیب قرولكس الضوئ�ة ( 

white 4-ft. Long fluorescent lamps بوصة.  12بوصة فوق الزراعات و�ینهما  8  ارتفاع) على 

ا  �انت  إذا  وما  الإضاءة  أنابیب  الضوئ�ة حسب عمر  الكثافة  درجة  معرضة  لزرا تختلف  أو  للضوء  عات  م�اشرة 

 على جانب من الرف. 

   )  شمعة ضوئ�ة 10000�مكن ق�اس الضوء �الشمعة الضوئ�ة (أشعة الشمس حوالي  
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  ) microeinsteins (µE) per second per square meter(  م�كرو�نستین في الثان�ة في المتر المر�عأو �ال

)2−·m 1−µE·sec .( 

1 µE·sec−1 ·m−2   = 6.02 × 1017 photons−1 ·m−2 

م�كرو�نستین في الثان�ة في المتر    100-20) أو  fcشمعة ضوئ�ة (  200-40عادة ما یتراوح مدى الإضاءة بین  

 ). m 1−µE·sec100 -20·−2المر�ع (

   �ستخدم جهاز ق�اس الضوء أو الأشعة الضوئ�ة لق�اس الضوء.

 (المحطة ـتستوعب طالبین)   مختبرل �ال ة عم. الأواني، المواد والزجاج�ات لكل محط2.1جدول 

 المادة عدد  المادة عدد 
  2000،1000،500،250قوار�ر إیرلنمایر ( 4 موقد   1

 مل) 
 حاو�ات ماجنتا قوار�ر طعام أطفال 6 حامل ثلاثي القوائم 1
 رفوف مائلة  8 زوج قفازات السخان المائي الضاغط  1
 مل)   100 ،1000،500ت مدرجة (أسطوانا 3 جهاز تسخین وتقلیب مغناط�سي 1
 فرشاة أظافر  1 لفة �ارافیلم 1
 سفنجة �بیرةا 1 ملعقة �بیرة   1
 مل)   1000،600،250،100،50كأس ( 6 ملعقة مزدوجة الشق  1
 ماصات أحجام مختلفة  5 �بر�ت واد صندوق أع 1
 مم)  25X150(  اخت�ارحامل أنابیب  1 مرشح ماصة 1
 یتكس) طب�ة (لا  تقفازا  6 حاو�ة ضغط الماء  1
 طبق بتري  10 لفة رقائق ألمونیوم 1
   مل)   1000،250،100قوار�ر حجم�ة ( 3
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 الفصل الثالث 

 مكونات و�عداد الوسط الغذائي  

. لا یوجد وسط واحد یدعم نمو جم�ع  الن�ات�ة  لنجاح زراعة الأنسجة  حیو�اً   عة أمراً ا أو تطو�ر وسط الزر   اخت�ار�عد  

جزء ن�اتي منفصل  النمو من    استجا�ة ما تكون التغییرات في الوسط ضرور�ة لأنواع مختلفة من    الخلا�ا، وغال�اً 

مفید لفحص  ) دلیل  Garcia et al., 2011أصدر (الوس�ط المناسب.    لاخت�ارمفید    �ات دبالأل�حث في  اواحد.  

منظمات   الن�اتالتأثیر  الأ�ةنمو  وتر�یب  القاعدي  ملا،  الوسط  في  للنتائج.بح  إحصائي  أصدر  و�المثل،    تحلیل 

)Niedz and Evans, 2007  ًغیر العضو�ة على نمو    ) 1962موراش�جي وسكوج (لدراسة آثار أملاح  ) دلیلا

المنفصل.  ال مناسب �عتمد  غذائي  ، فإن تطو�ر وسط  ن�اتفي حالة عدم توفر الأدب�ات الخاصة �ال جزء الن�اتي 

التجر  من  � على  الغرض  على  الوسط  تطو�ر  نهج  �عتمد  والخطأ.  من  زراعة  ب  العدید  تكون  أن  �مكن  الخل�ة. 

نقاط  اوسالأ �مثا�ة  الدلیل  الموضحة في هذا  فیز  مفیدة في تطو�ر وسط لغرض معین، سواء �ان تح  قانطلاط 

 البراعم.  تكاثر ، أو  زراعة المتك، أو ة لجسد�ة اجنالأكو�ن أو تتكو�ن نس�ج الكدب،  

والثاني الأول  الملحقان  ال  )  2و  1  (ملحق  یتضمن  إعداد  للق�اس ومراجعة مشاكل  مفیدة  على  الیل  حمتحو�لات 

 .  3حق لموردین في ملوتجد قائمة ل التوالي. 

م عضو�ة  ومر��ات  عضو�ة،  غیر  أملاح  على  عام  �شكل  الغذائي  الوسط  منظمات  �حتوي  الن�ات ال ثل    �ة نمو 

التب وعامل  واله�كسیتول  والكر�وهیدرات  الغذائي  والفیتامینات  الوسط  �حتوي  أن  �مكن  �الإضافة  التصلب.  أو  لور 

 على أحماض أمین�ة، مضادات حیو�ة أو مر��ات طب�ع�ة معقدة

 Inorganic Salts     لأملاح غیر العضو�ةا   

) العضو�ة  غیر  الأملاح  وصفات   ;Murashige, 1973; Huang and Murashige, 1976تختلف 

Gamborg et al., 1976; George et al., 1987) فحص .(Owen, and Miller 1992  عنا�ة وصفات� (

  3.3و  3.2طاء طف�فة في النشرات الأصل�ة. جداول  ستخداماً ووجدوا أخا   كثرأوساط زراعة الأنسجة الن�ات�ة الأ

 Murashige andتوضح مكونات الأملاح غیر العضو�ة ل�عض الوصفات المستشهد بها. إن وصفة أملاح (

Skoog, 1962  الأكثر هي  الرئ�س�ة  )  Smith and Gould, 1989(  استخداماً )  الملح  تر�ی�ة  وستكون 

للتأكد من عدم وجود ز�ادة في   )  1962ة موراش�جي وسكوج (و�ر تر�ی�. تم تطدلیلهذا ال  المستخدمة في تمار�ن

خت�ارها في  ا  ستخلصات الأنسجة الن�ات�ة التي تم م �سبب إدخال أملاح إضاف�ة منخارج الجسم الحي نمو الخلا�ا 

وأن  نمو خلا�ا الت�غ  حدد  غیر العضو�ة لا ت ) أن المغذ�ات  1962ة موراش�جي وسكوج (ذلك الوقت. أكدت تر�ی�
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كاز�ن والمستخلصات الن�ات�ة لم تعد  زات الهیدرولی و المكملات العضو�ة مثل مستخلص الخمیرة وحلیب جوز الهند  

)  1962ة موراش�جي وسكوج (تر�ی�صفة  و ي  العلم  سمصادر أساس�ة للأملاح غیر العضو�ة. أسس فهرس الاقت�ا 

نطاق واسع في العدید من المنشورات حول زراعة  على    استخدامها، حیث تم  للاقت�اس  �لاس�ك�اً   اً نموذج  عت�ارها�ا

  الاستشهاد من المقالات في علم الن�ات �مكن أن �قترب من هذه الورقة التي تم    الأنسجة الن�ات�ة. عدد قلیل جداً 

 .  درجة عال�ةبها ب

العضو�ة غیر  للأملاح  الممیزة  (تر�ی�في    السمة  وسكوج  موراش�جي  النت )  1962ة  من  العالي  محتواها  رات  هي 

بتر�ی�ات الأ مقارنة  والأمونیوم  الأخرى. یوضح جدولملاوالبوتاسیوم  یل وصفة موراش�جي وسكوج  لا حم  3.1  ح 

تر�یز الوسط النهائي،  مرة من    100بتر�یز    الملح ر�ز  ر میحض تم ت یة.  ح غیر العضو�ملاالأر�زات  الخمسة لم

لكل  10�معدل  ر�ز  م  �ل  و�ضاف تالم   الوسط  من   مل  1000  مل    الحدید   زر�م  حما�ة  �جب  .ه ر یحض راد 

)NaFeEDTA( هرماني� بلون  زجاجة  في  تخز�نه  طر�ق  عن  الضوء    بورق المخزون  قارورة    لف ب أو    من 

 ساط. و مخزون الملح المرّ�ز دقة وسرعة تحضیر الأ استخدام نیوم. �عزز و الألم

تخز�ن م الثلاجةملاالأر�زات  من الأفضل  في  یت   ح  أشهر.  لعدة  بث�اتها  تحتفظ  المر�زات  تحض م  حیث    دائماً یر 

�جب  ر�زات وتار�خ تحضیرها.  وضع �طاقة واضحة على جم�ع المو�تم  أو منزوع المعادن    زجاج�اً   الماء المقطر�

لضمان أقصى درجة من    )reagent-grade chemicals(  المواد الك�م�ائ�ة ذات الدرجة الكاشف�ة  ستخدام ا  دائماً 

. العوامل التي �جب مراعاتها في الجمع بین  �زاتر ل المیلا حمعدد    النقاء. �مكن دمج العدید من الأملاح لتقلیل

والقدرة على المشار�ة. عادة ما یترسب مخزون النترات و�جب تسخینه حتى تذوب البلورات  ث�ات  المر��ات هي ال

 أو �ه رواسب في القاع.  . �جب التخلص من أي مخزون یبدو عكراً الاستخدام قبل  تماماً 

 Plant Growth Regulators     �ة�اتنلنمو الامنظمات    

وفقاً  المستخدمة  الن�ات  نمو  منظمات  وتر�یز  نوع  الخلا�ا.    �ختلف  زراعة  قائمة  یوضح    3.3جدول  لغرض 

 . وأوزانها الجز�ئ�ة واختصاراتها اً ستخداماالأكثر   �ةنمو الن�ات ال�منظمات 

 Auxins     الأو�سینات     

و�نشاء الجذور. تقمع الأو�سینات    للانقسام)  IAA, NAA, 2,4-D, or IBA(تتطلب الخلا�ا الن�ات�ة أو�سینات  

  استخدامم  فیز نس�ج الكدب، یتلى نطاق واسع لتحع )  D-2,4أو�سین (  التشكل. �ستخدم  عال�ة التر�یزات  في ال 

لتحفیز تكو�ن الجذور.  IAA, IBA, and NAAأو�سینات ( و�سین بوزن  الأعادة ما یتم تحضیر مخزون   ) 

 1(   من   مل)  0.3(ل�س أكثر من  إضافة عدة قطرات  یتم  مل،    200�سین في دورق سعة  و من الأ �جرام  ل یم  10
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N NaOH or KOH ( وز�ادة الحجم  سر�عاً مل من الماء المقطر المزدوج  90إضافة  ثم  تى تذوب البلورات،ح ،

٪  95نات في  ی سإذا�ة الأك  اً ، �مكن أ�ض) Huang and Murashige, 1976ي (مل في دورق حجم  100إلى  

لأو�سین  بوتاسیوم ا  ؛ ومع ذلك، فإن الإیثانول سام لأنسجة الن�ات. أملاحالمطلوبإیثانول وتخف�فها إلى الحجم  

)K-salts of auxin (أكثر قابل�ة للذو�ان في الماء   )Posthumus, 1971  .( 

 Yamakawa( قلیلة    غضون أ�امالضوء في  �) أسبوع�اً لأنه یتحلل  IAAمر�ز (جدید من  یتم عمل مخزون  

et al., 1979; Dunlap and Robacker, 1988( ،    أنسجة  وخلال بواسطة  أ�ام  �ضعة  إلى  ساعات  عدة 

م لمدى ساعة  °120-110عند درجة    الحرارةالأو�سینات ثابتة في    ).Epstein and Lavee, 1975ات (الن�

)Posthumus, 1971; Yamakawa et al., 1979  .(ومع ذلك، یتم تدمیر  )IAA  (  الرقم    انخفاضبواسطة

والبیرو�سیداتا والأكسجین  والضوء  و�سینات  الأ  إن  �الذ�رالجدیر    ). Posthumus, 1971(  لهیدروجیني 

   وهو الأو�سین الطب�عي. )،IAAأو�سین (  من ث�اتاً أكثر ) D-2,4 و  NAA(  مثل صطناع�ة الا

 Cytokinins   السایتو�ینینات     

(تو�ینیناالس�حفز  ت ال  انقسام )  kinetin, BA, zeatin, and 2iPات  وتكاثر   Miller(  تشكلهابراعم و الخلا�ا، 

and Skoog, 1953; Miller, 1961الثید�ا لمادة  (ز ).  -Thidiazuron (TDZ; N-phenyl-N1ورون 

1,2,3-thiadiazol-5-ylurea)فعالاً ورون  ز ) نشاط سایتو�ینین وتستخدم تجار�اً لإزالة أوراق القطن. إن الثید�ا  

 ,.Sankhla et al., 1996; Binzel et al., 1996; Murthy et alبراعم (ر�یزات منخفضة لتحفیز تكو�ن ال تب

1998 .( 

)  N HCl 1إضافة (   �استثناء،  ر�زات الأو�سین �طر�قة مماثلة لتلك الخاصة �میتم تحضیر مر�ز السایتو�ینین  

لتذ  الماء  من  قلیلة  (و وقطرات  البلورات  ی  ).  Huang and Murashige, 1976�ب  ما  تذو�ب  عادة  تطلب 

، ثم  لتجنب سقوط البلورات من المحلولاً  ع�تم إضافة الماء المقطر المزدوج سر . یتسخین لط�فالبلورات �الكامل  

یتو�ینین في الثلاجة لعدة أشهر. �مكن أن  االسر�ز  المطلوب في دورق حجمي. �مكن تخز�ن میتم إكمال الحجم  

). سایتو�ینینات  Dekhuijzen, 1971(  �ائي الضوئي في التجارب طو�لة المدىم� �كون هناك �عض التحلل الك

)kinetin and zeatin  ثابتة في درجات الحرارة العال�ة ولم یلاحظ تدهور المنتجات �عد ساعة من التسخین في (

حرارة   (°120درجة  ( Dekhuijzen, 1971م  بینما  لمدة  2iP and BA)؛  ثابتة  تكون  در   20)  في    ةجدق�قة 

 م. °100حرارة 
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 3Gibberellin (GA(   الجبرلین     

) الجبرلین  بت3GAلا �ستخدم حامض  الكدب وتحفیز  واتر  )  تثب�ط نمو نس�ج  الخل�ة لأنه �عمل على  في زراعة 

) الأو�سین  بواسطة  العرض�ة  الجذور  في  Van Bragt and Pierik, 1971تكو�ن  مفید  فإنه  ذلك،  ومع   .(

 دراسات التشكل.  

جانب القلوي  لفي ا   ه، لأن5.7ر مر�ز الجبرلین �إذا�ة البلورات في الماء وتعدیل الرقم الهیدروجیني إلى  یضیتم تح 

الجبرلین لأ�سومر   الجانب الحمضي ودرجة الحرارة العال�ة یتحول أ�ضاً  في  غیر نشط و�ما  )  isomer(یتحول 

جبرلین غیر ثابتة حرار�اً، وفي  لا ). محالیل  Van Bragt and Pierik, 1971إلى شكل بیولوجي غیر نشط (

(90م ینخفض أكثر من  °114دق�قة في درجة حرارة    20خلال    ,Van Bragt and Pierik% من نشاطه 

�الترش�ح 1971 التعق�م  خلال  من  للوسط  إضافته  قبل  الجبرلین  من  جدید  مر�ز  عمل  �جب   .(  )filter 

sterizationأو �التعق�م ال�ارد ( . 

 Abscisic acid (ABA)     حامض الأ�س�س�ك     

على تساقط الأوراق والثمار والسكون ومفید في زراعة الأجنة.  عمل  ) هرمون ن�اتي �ABAحامض الأ�س�س�ك (

) إلى  cis-2فهو ثابت في الحرارة ولكنه حساس للضوء. �حدث التحول الجزئي لأ�سومر حامض الأ�س�س�ك  (

) الأقل  trans-2أ�سومر  البیولوج�ة  الكفاءة  ذو  (  ي ف)  �مكن Wilmar and Doornbos, 1971الضوء   .(

 تحضیر المر�ز �التذو�ب في الماء.

 Vitamins   الفیتامینات   

من الفیتامینات المهمة للخلا�ا الن�ات�ة.   )1B (الفیتامینات لها وظائف تحفیز�ة في تفاعلات الإنز�م. �عتبر الث�امین

لأنها قد تعزز    ، إلى وسط زراعة الخلا�ا) 6B(ن  بیر�دو�سیل او  )3B (تضاف الفیتامینات الأخرى، حمض الن�كوتین

تخز�ن    الاستجا�ة الأفضل  من  ال  مر�زالخلو�ة.  في  (الفیتامینات  � و�مكن  )  freezerمجمدة  یتم  عمله  حیث 

 .  یره ض راد تحلتر من الوسط الممل لكل   10�م�ة  استخدام

یل�جرام  م  5من حمض الن�كوتین و�جرام  ل یم  5ى  لعدلیل  هذا ال  الفیتامینات المستخدمة في تمار�ن ر�زات  تحتوي م

الماء. �حتوي م  100لكل    )pyridoxine-hydrochloride(  بیر�دو�سین ال هیدرو�لور�د   الث�امین    زر�مل من 

 مل.   1000في  )thiamine-hydrochloride( ث�امین ال هیدرو�لور�د م را ج یل�م 40على 

 فات:  صو تتمثل في تر�ی�ات الفیتامینات الشائعة الأخرى  
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•  )White, 1963; 1943 ( 

 التي تتكون من (�المل�جرام في اللتر): 

 ث�امین  هیدرو�لور�د  ، 0.1بیرودو�سین ؛ و   هیدرو�لور�د، 0.1، حامض ن�كوتین؛ 0.5

• ., 1976)al etGamborg (Gamborg  5B 

 التي تتكون من (�المل�جرام في اللتر): 

 ث�امین  هیدرو�لور�د ، 10.0؛ وبیر�دو�سین لور�د  �و هیدر ،  1.0، حامض ن�كوتین؛ 1.0، أنوسیتول؛ 100

•  Murashige and Skoog (1962) 

 تتكون من (�المل�جرام في اللتر): التي  

 . ث�امین هیدرو�لور�د  ، 0.1؛ وبیر�دو�سین  هیدرو�لور�د  ، 0.5، حامض ن�كوتین؛ 0.5، أنوسیتول؛ 100

دراسات محددة عن  لكن في �عض  ل التعق�م؛ و بقالفیتامینات إلى الوسط  ر�ز  محالیل م  ون ملا�ض�ف معظم الع

 ). Ten Ham, 1971(  الفیتامینات �جب تعق�مها �الترش�ح

 Carbohydrates   الكر�وهیدرات   

الزر  في  الخضراء  تكون  عة  ا الخلا�ا  ما  أو    اً وتتطلب مصدر   نشطة ضوئ�اً غیر  عادة  السكروز  �ستخدم  للكر�ون. 

مصادر الكر�وهیدرات    استخدام  ع في زراعة الخلا�ا. �مكن أ�ضاً ئا(وزن/حجم) �شكل ش%  5-2  الجلو�وز بنس�ة

 .الأخرى، مثل الفر�توز والنشا

لزراعة    الكر�وهیدراتر�ما تستخدم مستو�ات أقل من   الخلوي، ولكن تستخدم مستو�ات أعلى  المحتوى  في زراعة 

 الجنین والمتك. 

ة السكر�ات (التحول للون البني غیر الأنز�مي)  لمر �السخان المائي الضاغط لفترة طو�لة إلى    يیؤدي التسخین ف

)Peer, 1971; Ball, 1953  وتتفاعل مع مر��ات الأحماض الأمین�ة (تفاعل مل�ارد (Maillard reaction  .(

) وهو بني اللون  melanoidinsتحدث الكرملة عندما یتم تسخین السكر�ات وتتدهور و�تشكل مر�ب میلانیودین ( 

الوزن  لومر�ب عا تم  ز جلاي  إن  المعقم  للوسط  الخف�ف  البني  إلى  اللون الأصفر  و�شیر  الخلا�ا.  نمو  یث�ط  �ئي 

 تسخینه لفترة طو�لة و�جب إلقاء الوسط و�عادة تر�ی�ه. 
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 Hexitols   اله�كسیتول (الكحولات السداس�ة)   

 ,.Pollard et al(   ة) مهمة في زراعات الأنسجhexitol myo-inositolتعتبر الكحولات السداس�ة میوأن�ستول (

1961; Steinhart et al., 1962شارك في التخلیق الحیوي    للاهتمامو ه�كسیتول مثیر  أن�سیتول ه-). المیو�

الهیدرو�سیل  )cyclitol biosynthesis(تول  ی لس للس� متعددة  المر��ات  وتخز�ن  البذور،  �احت�اط�ات،  و�ن�ات   ،

الغ والتمثیل  المعدن�ة،  والتغذ�ة  السكر،  والتوازن    وه�كلللكر�وهیدرات،    ي ئاذ ونقل  الخل�ة،  الغشاء، وتشكیل جدار 

 معززاً للنمو  أ�ضاً أن�سیتول  -). و�عتبر المیوLoewus and Loewus, 1983د (الهرموني، وفسیولوج�ا الإجها 

للكر�وهیدرات، لكن ال�عض �شعر أنه �حتوي على عمل �ش�ه الفیتامینات.    وقد �كون مصدراً خارج الجسم الحي  

   ن لعزل المحتوى الخلوي. ان جیدتان تناضحتامادتنیتول والسور�یتول ع�ارة عن ه�كسیتول، وهما املا

 Gelling Agent   عامل التبلور   

شائع. ومع  عامل التبلور �شكل    استخدامتجارب زراعة الأنسجة على نوع من الدعم الثابت و�تم  العدید من  تجرى  

على ورق الترش�ح والقطن والقماش القطني والفیرم�كولیت وأطواف غشاء    ةتبذلك، �مكن أن تشتمل الدعامات الثا 

 Griffis( تجارب ال  استجا�ةالوسط على  تصلب جار المستخدم في سائل. �مكن أن یؤثر نوع الآ ال وسط  الخاصة �

et al., 1991; Debergh, 1983; Halquist et al., 1983; Kacar et al., 2010; Cassells and 
Collins, 2000  .(   فإنه س�غیر لون الوسط �شكل عام لأنه �حتوي  نقىجار غیر مغسول أو غیر م�ان الآإن ،

، ف�مكن أن �كون له نشاط  )seaweed(  جار منتج مشتق من الأعشاب ال�حر�ةأن الآ�ما  على شوائب مختلفة.  

الن�ات�ة    الاستجا�ةك�ة في  �ت امالدرا  الاختلافات فسیولوجي على الأنسجة الن�ات�ة. في �عض الأح�ان �مكن ملاحظة  

جار مغسول أو  آم شراء  یت جار،  لتقلیل مشاكل شوائب الآو جار المستخدم.  من خلال تغییر العلامة التجار�ة للآ

 منقى.  

)  Pseudomonasع من ( تخمیر من أنوا عن نتج ی شفاف المظهر وهو عدید السكار�د ) Gelrite( �عتبر الجلر�ت 

)Kang et al., 1982 ،(في تر�یبته.   ت باوهو ث 

الدلیلالتستخدم   هذا  في  الموضحة  (  تمار�ن  الآجار  أنواع  تشمل  التبلور  مواد  من  -TC agar, Difcoأـنواع 

Bacto agar(  و ) الجیلرایتGelrite.(   إما  یتم الحفاظ على حر�ة الآجار �عد تذو��ه �اللهب أو �جهاز التسخین

 : الاعت�ارالتي �جب أخذها في  الاحت�اطاتمن . یدو�اً  ةر �قضیب تحر�ك مغناط�سي أو عن طر�ق تحر�ك القارو 

للحرارة على لأن القارورة    مقاوماً   ستخدم قفازاً عند تحر�ك القارورة التي تحتوي على الآجار المذاب یدو�اً �  •

 �مكن أن تسخن �شدة.  

 و�لا س�حترق في قاع القارورة.  جار متحر�اً �جب أن �ظل الآ  •
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زراعة �حیث لا تكون هنالك حبیب�ات صغیرة من الآجار  في أوع�ة التوز�عه    لبق  جار تماماً �جب إذا�ة الآ •

 ظاهرة ملتصقة �جدار القارورة. 

الحرارة فوراً  • القارورة عن  إلى غل�ان  �عد ذو�ان الآجار    أ�عد  النقطة ستؤدي  الزائدة �عد هذه  الحرارة  لأن 

 الدورق.  خارج  الوسط 

أـكبر من  يمخروطدورق    استخدام یتم   • لتر)    1.0لتر لوسط �حجم    2الوسط (مثل، دورق  م  حج   �حجم 

 الغل�ان.  لتفادي تدفق الوسط أثناء 

الزراعة  �عد   حاو�ات  في  توز�عه  یتم  الوسط  محسو�ة،  تحضیر  �مكن  تها  تغطی ثم  �كم�ات    استخداموتعق�مها. 

ملء حاو�ة واحدة  ن  مك� السحاحة وثمنها ال�اهظ،    لسهولة �سرونظراً    بدقة؛   زراعة  ملء حاو�ة ال توز�ع لسحاحة ال 

سكب الوسط الساخن  من السهل . یدو�اً  �الوسط  �دلیل لملء الحاو�ات المت�ق�ة واستخدامها�الكم�ة المقاسة �الماء 

تستخدم مختبرات زراعة الخلا�ا  زراعة.  مل قبل سك�ه في أوع�ة ال  600إلى    400سعة  � من دورق مخروطي في  

السخان    جار فيالآ تذو�ب    �سرعة. �مكن أ�ضاً زراعة  لملء حاو�ات ال   اطوسالتجار�ة معدات أوتومات�ك�ة لتوز�ع الأ

ام  ر �یلوج   1.05م وضغط  ° 121دق�قة عند    15لمدة  غطى برقائق الألمون�م  مإیرلنمایر    في دورق المائي الضاغط  

المر�ع.   السنت�متر  یب  في  ا  رد وعندما  داعند  معقمة  حاو�ات  في  معقمة  �طر�قة  الوسط  توز�ع  یتم  ل  خللمس، 

م  ° 40هذه الطر�قة، �مكن الحفاظ على الوسط في حمام مائي عند    استخدام تم    نإصندوق تدفق الهواء الصفحي.  

 لحاو�ات المعقمة.  لكیلا یتصلب الآجار قبل التوز�ع في ا 

  ، �مكن أ�ضاً سا�قاً ه  ذ�ر تم  �ما  ).  shakerالهزازات ( على نوع من  ها  ، �مكن تحر�كالأوساط السائلة  داماستخ   عند 

الأطواف    عةرا ز  أو  الترش�ح  ورق  مثل  الدعامة  من  نوع  على  عادةً  ثابت  سائل  وسط  على  المستأصلة  الن�اتات 

ناقش   الدقیق  استخدام )  Preece, 2010(الغشائ�ة.  للتكاثر  الثابت  السائل  بین  الوسط  التفاعلات  إلى  وأشار   ،

 ومعدلات التكاثر.    )،hyperhydricity( ؤ تمیالتوافر الغذائي، وفرط الو تر�یز عامل التبلور 

عن بیئة  جزاء الن�ات�ة المنفصلة، وهو ع�ارة  أنظمة المفاعلات الحیو�ة لزراعة الأ  استخدام في الآونة الأخیرة، تم  

عن تنظ�م إمداد الهواء ودرجة الحموضة ودرجة الحرارة. تحظى أنظمة   عة، فضلاً ا سمح بت�ادل وسط الزر تمعقمة  

 Hvoslef-Eide and(   التكاثر التجاري لن�اتات الز�نة لتقلیل تكال�ف العمالةي  ف  ر�بی   �اهتمام المفاعلات الحیو�ة  

Preil, 2004; Debnath, 2009; Fei and Weathers, 2011  .( 

 Amino Acids     الأحماض الأمین�ة   

 عنو ال  في التشكل. جم�ع أشكال الأحماض الأمین�ة من  الأحماض الأمین�ة والأمینات �مكن أن تكون مهمة جداً 

)L-forms  (� ساهم.  الن�ات ستخدمها  هي الأشكال الطب�ع�ة التي�   )L-tyrosine  (  في ) إنشاء البراعمSkoog 
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and Miller, 1957)و ،(L-arginine) في تسهیل عمل�ة التجذیر و�ستخدم (L-serine  في زراعة البو�غات (

)  L-asparagine) و( L-glutamine(  ، لثالأمیدات، مالذ�ر�ة للحصول على ن�اتات أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة.  

 �شكل �بیر.  ةالجسد�كو�ن الأجنة في �عض الأح�ان على تعز�ز ت تعمل

هضم بروتین الحلیب (لا تستخدم الهضم  م ، وهو إنز�) casein hydrolysate(  الكاز�نهایدرولیزات  �ستخدم كان 

الحلیب)،   لبروتینات  الأون  مك�الحمضي  تر�ی�ات  من  العدید  في  حیث  ا   اطسو شائع  مز�جاً یلم�كرة  من    وفر 

طف�فة في   اختلافاتلأن الهضم الإنز�مي �مكن أن یؤدي إلى    الأحماض الأمین�ة لتعز�ز استجا�ة الأنسجة. نظراً 

تكو�ن الأحماض الأمین�ة، �فضل إضافة أحماض أمین�ة معینة لأنها ستحدد المكونات في الوسط بدقة أكبر. من  

 .الأنسجة  في المرغو�ة الاستجا�ةمعرفة �ة الفرد�ة لینملأالشائع الیوم فحص الأحماض ا

 Antibiotics   المضادات الحیو�ة    

مبیدات الفطر�ات  ین  ملاالعدید من العجزاء الن�ات�ة المنفصلة، أضاف  �سبب مشاكل التلوث المفرط مع �عض الأ

المضادات الحیو�ة  )  (Walsh, 2003فحص  ).  Thurston et  al., 1979زراعة (ومبیدات الجراث�م في وسط ال

لأنها �مكن أن تكون    لمضادات الحیو�ة. �شكل عام، لم تكن هذه الإضافات مفیدة جداً ة اومفعولها وأصلها ومقاوم

 . ال�كتر�الملوثات مرة أخرى �مجرد إزالة مبیدات الفطر�ات أو  ظهور ا، و�مكن  نفصلسامة للجزء الم

العدید  إن  الضروري دمج المضادات الحیو�ة في الوسط.  أنه من  ة ع�جر الأال�كتر�ا   �استخدامتجارب التحول  أثبتت 

ر�ا  تك �ال  علىي  قضتس�طر أو  ت ، وفي نفس الوقت،  جزاء الن�ات�ة المنفصلةمن المضادات الحیو�ة ل�ست سامة للأ

 الأجرع�ة. 

الحیو�ة  ال �ار�ین�سیلین) timentin( ت�منتین  تشمل:    استخدامها  شائعال مضادات   ،  )carbenicillin)  (500 

mg/liter( س�فوتاكس�م ،  )cefotaxime ) (300 µg/ml  ،( أوجمنتین )augmentin) (250 mg/liter  .( 

التعق�م   �عد  الوسط  إلى  إضافتها  و�جب  طازجة،  تكون  أن  و�جب  الماء،  في  للذو�ان  قابلة  الحیو�ة  المضادات 

 �الترش�ح. 
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 Natural Complexes    المر��ات الطب�ع�ة المعقدة

غراض مختلفة. تستخدم مضادات  ة لألوسط الغذائ�مر��ات الطب�ع�ة المعقدة في االمن  ض الإضافات  �عم  د خست ت

الجزء   تأكسد  إعاقة  على  وتعمل  المنفصلة،  الن�ات�ة  الأجزاء  في  �ث�ف  بني  تلون  هنالك  �ان  إن  أح�اناً  الأكسدة 

 الن�اتي المنفصل. 

 أمثلة لمضادات الأكسدة

 ) citric acidحامض الستر�ك ( -   

 ) ascorbic acidحامض الأسكور��ك ( -   

 ) pyrogallol�ایروقالول ( -   

 ) phloroglucinolفلوروقلوسینول ( -   

) إن �ان تلون الوسط الغذائي والجزء الن�اتي �ث�فاً. یتم  absorbents(  الممتزة خدم المواد  ت�عض الأح�ان، تس في  

المواد    اثنان   استخدام فین   الممتزة من  ( یرولیدو ب  لیالبولي  المنشط )  polyvinylpyrrolidone (PVP)ن    والفحم 

الحمضي .  )Mohamed-Yasseen et al., 1995 and Wann et al., 1997(   ) %0.3-0.1(  المعادل 

  الجنیني لجوز الهند. دب  الكنس�ج    ب�انات عن تأثیر مصدر الفحم المنشط على)  Saenz et al., 2010أورد (

المر��ات المث�طة وتقلیل    إمتزازن الفحم المنشط قد �عزز التشكل عن طر�ق  أ  ىل) إ Thomas, 2008كما أشار (

المستقل�ات السامة ونضح الفینول وتراكمه. �طلق الفحم المنشط المواد الموجودة �شكل طب�عي في الفحم والتي قد  

  الن�اتي جزء  �ج�اً إلى ال ر تد  من الوسط، وقد �طلقها  �ةنمو الن�اتالتعزز النمو. �ما أنه �متص الفیتامینات ومنظمات  

 تغمیق الوسط.  للفحم الن�اتي بتسو�د أو تأثیر مفید   . قد �كون هناك أ�ضاً المنفصل 

�فشل   عندما  الطب�عي  المر�ب  دعم  الوسط  ال�ستخدم  في  تجعل  استجا�ةمحدد  ما  عادةً  معین.  إضافة    نمو 

الطب�ع�ة الوسط    المعقدة   المر��ات  محدد  اً وسطالغذائي  إلى  المتوقع  )undefined(   یب �ر تلا   غیر  من  حیث   ،

   ر��ات المعقدة.في المر��ات المعززة للنمو أو المث�طة في هذه الم اختلافات حدوث 

 تشمل:  ة لهذه المر��ات الطب�ع�ة �عض الأمثلة والتر�یزات العام

 حجم/حجم).  CM coconut endosperm) ،(10-20د (سو�داء جوز الهن  -   

 في اللتر).  ممیل�جرا yeast extract YE) ،(50-5000مستخلص الخمیرة ( -   
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 میل�جرام في اللتر).  malt extract ME) ،(500مستخلص الشعیر ( -   

 %). tomato juice TJ( ، )30عصیر الطماطم ( -   

 %). orange juice OJ) ،(3-10عصیر البرتقال ( -   

 ). جرام في اللتر  banana pulp BP) ،(150لب الموز ( -   

 ). potato extract PE ) (Chia-chun et al., 1978ستخلص ال�طاطس ( م -   

 میل�جرام في اللتر)، (�ستخدم إنز�م الهضم)   hydrolysate CH) ،(30-3000كاسین (هیدرولز�ت ال -   

 )، (ملعقة صغیرة في اللتر).      fish emulsion FEمستحلب السمك ( -   

 Cocosجوز الهند (  من   ةي حلیب جوز الهند، وهو السو�داء السائلف  دةو تم نشر الكثیر عن المر��ات الموج 

nuciferaا تقی�م  تم  الناضج.  غیر  ذلك  )  في  �ما  الهند  جوز  لماء  البیولوج�ة  والخصائص  الك�م�ائي  لتر�یب 

 .  ) Yong et al., 2009(  السكر�ات والفیتامینات والمعادن والأحماض الأمین�ة والهرمونات الن�ات�ة

ند هو السائل من جوز الهند غیر الناضج. عندما ینضج جوز الهند، یتحول السائل إلى مادة تش�ه  لها  زماء جو 

حلیب جوز الهند. یتم غلي حلیب  �في زراعة الأنسجة  ماء جوز الهند  و�ستخدم  الهلام تسمى حلیب جوز الهند.  

حتى   مجمداً  وتخز�نه  وتصفیته،  وتبر�ده،  البروتین،  لترسیب  الهند  ال.  مداتخسالاجوز  عام من  �شكل  لا    ، صعب 

إنها ناضجة والسو�داء صلبتسو ال مراكز  لحصول على حلیب جوز الهند من جوز الهند في  ا�مكن   .  ق، حیث 

 �مكن شراء حلیب جوز الهند من معظم موردي المواد الك�م�ائ�ة.  

 Media pH     الوسط الغذائيدرجة حموضة    

، لن یتماسك  5.5أقل من  .  6.0-5.5إلى    عة الأنسجة الن�ات�ة عموماً را ز   وساطیتم تعدیل الرقم الهیدروجیني لأ

). عموماً ینخفض الرقم  Murashige, 1973 (جداً   صل�اً هلام  ، قد �كون ال6.0جار �شكل صح�ح وأعلى من  الآ

(   �عد  وحدة   1.3  إلى  0.6  �مقدار   للأوساط  الهیدروجیني تسببSarma et al., 1990التعق�م  �ما    �عض  ). 

  العضو�ة   الأحماض  إنتاج  إلى  و�عزى ذلك  الوقت،   �مرور  الحموضة  درجة  في  نخفاضاً ا  الن�ات�ة  لأنسجةا  تازراع

) تأثیر مكونات الوسط الغذائي من أملاح غیر عضو�ة  Owen et al., 1991فحص (  . ستهلاك النیتروجینا   أو

، ووجد إن جم�عها  یدروجیني له ا  الرقمومصادر السكر وعامل التبلور والفحم المنشط وطر�قة تخز�ن الوسط على  

 تؤثر. 
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تحر�ك    مع بواسطة قطارة طب�ة    ) NaOH 0.1) أو (N HC1 0.1بواسطة (   درجة حموضة الوسطیتم ض�ط  

 جار.  قبل إضافة الآوذلك  الوسط

 Medium Preparation    تحضیر الوسط الغذائي   

د إضافتها إلى القارورة التي یتم تحضیر  عن  تتحقق من المكوناال و قاً  �مس الوسط المراد تحضیره  یتم تحدید    -   

 . 3.1نموذج  نات �ما فيو (من الأفضل تجهیز قائمة �المك  الوسط فیها

 . والاستخدام الوسط  �سجلات عن تار�خ تحضیر   الاحتفاظ�جب  -

ن  طر مفي تحضیر الوسط، لا تستخدم ماء الصنبور أو الماء المقالماء المقطر الزجاجي    استخدامیتم دائماً    -

 .  نبور صال 

قبل إضافة  مل من الوسط)    1000مل في حالة تحضیر    500في الدورق (حوالي    �عض الماءوضع  �جب    -

 سب. وتتر أملاح المر�زات ؛ خلاف ذلك، سوف تتفاعل ر�زات محالیل الم

ئد في  الزاجار  السكروز أو الآو�ذلك    لأصلير�ز االزائدة مرة أخرى في حاو�ة محلول المر�زات  سكب المتلا   -

   ة الأصل�ة.�الحاو 

   .�استمرار ومناطق العملمواز�ن نسكا�ات حول الالإ یتم تنظ�ف   -  

أخرى، مما یلغي الحاجة إلى تحضیر  ـوساط  أ) و 1962موراش�جي وسكوج (  تتوافر مساحیق مع�أة من أملاح -

 وتستخدم في الإنتاج التجاري.   وق�اس المكوناتر�زات الم

ملحق  � - الن�اقائمة من موردي أوس  . على3.1حتوي  الأنسجة  ولوازمها.  ط زراعة  الشر�ة    ات�ع ات�ة  تعل�مات 

   .لاستخدامهاالمصنعة 
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 1) 1962. المر�زات الخمسة للأملاح غیر العضو�ة لوصفة موراش�جي وسكوج (3.1جدول 

Chemical Concentration (g/liter 
stock) 

Nitrate stock2  
Ammonium nitrate (NH4NO3)  165.0 
Potassium nitrate (KNO3)  190.0 
Sulfate stock 
Magnesium sulfate (MgSO4 ·7H2O)  37.0 
Manganous sulfate (MnSO4 ·H2O)  1.69 
Zinc sulfate (ZnSO4 ·7H2O)  0.86 
Cupric sulfate (CuSO4 ·5H2O)  0.0025 
Halide stock 
Calcium chloride (CaCl2 ·2H2O)  44.0 
Potassium iodide (Kl)  0.083 
Cobalt chloride (CoCl2·6H2O)  0.0025 
PBMo stock 
Potassium phosphate (KH2PO4)  17.0 
Boric acid (H3BO3)  0.620 
Sodium molybdate (Na2MoO4 ·2H2O)  0.025 
NaFeEDTA stock3 
Ferrous sulfate (FeSO2 ·7H2O)  2.784 
Ethylenediamineteraacetic acid, disodium  
salt (Na2EDTA) 

3.724 

 مل من الوسط 1000مل من المر�ز لعمل  10 خدم �ست . 1
 . یتم تذو�ب �ل ملح على حدة في ماء دافئ و�ضافتهم ل�عض �عد الإذا�ة 2
 بلون   رورة عه في قا ضو . یتم تذو�ب �ل ملح على حدة في ماء دافئ و�ضافتهم ل�عض �عد الإذا�ة و 3

 لمونیومورق الألقارورة بكهرماني أو لف ا
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. وصفات أملاح غیر عضو�ة لعدد من الأوساط القاعد�ة لزراعة الأنسجة الن�ات�ة (�المیل�جرام في  3.2جدول 

 1اللتر)

Chemical White (1963) B52 N63 WP4 
NH4NO3     400 
(NH4)2SO4    134 463  
MgSO4 ·7H2O    720 246 185 370 
KCl  65    
KNO3    80 2528 2830  
KH2PO4     400 170 
K2SO4     990 
NaH2PO4 ·H2O   19 150   
Na2SO4  200    
CaCl2 ·2H2O   150 166 96 
Ca(NO3)2 ·4H2O  300    
Na2EDTA·2H2O   37.2 37.2 37.2 
FeSO4 ·7H2O   27.8 27.8 27.8 
Fe2(SO4)3  2.5    
H3BO3    1.5 3 1.6 6.2 
CoCl2 ·6H2O   0.025   
CuSO4 ·5H2O  0.001 0.025  0.25 
MnSO4 ·H2O   10   
MnSO4 ·4H2O   7  4.4 22.3 
MoO3  0.0001    
Na2MoO4 ·2H2O   0.25  0.25 
Kl  0.75 0.75 0.8  
ZnSO4 ·7H2O    3 2 1.5 8.6 

              1Owen and Miller (1992), 2B5, Gamborg et al. (1968), 3N6, Nitsch and Nitsch 
(1969) 

          4WP, Lloyd and McCown (1980). 
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 في زراعة الأنسجة الن�ات�ة  استخدامهامنظمات النمو الشائع . 3.3جدول 

الوزن   الاختصار  منظم النمو 
 الجز�ئي 

Abscisic acid  ABA 264.3 
Indole-3-acetic acid  IAA 175.2 
Naphthaleneacetic acid  NAA 186.2 
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid  2,4-D 221.0 
Indole-3-butyric acid  IBA 203.2 
6-Furfurylaminopurine  Kinetin 

(kn) 
215.2 

6-Benzly-aminopurine  BA 225.2 
N6 (2-isopentenyl)-adenine   2iP 203.3 
Trans-6-(4-hydroxyl-3-methylbut-2-enyl) amino 
purine  

Zeatin 219.2 

Gibberellic acid  GA3 346.4 
Thidiazuron or 1-phenyl-3-(1,2,3-thiadiazol-5YL)-
ure 

TDZ 220.2 
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 تحضیر الوسط  الغذائي خطوات . 3.1 نموذج 
Stock  Culture  of  .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ..  :                         .. .. .. .. .. .. .. 
ml or equivalent 
  1.Inorganic  Salts  :-   
-------- ml MS Nitrates 
-------- ml MS Sulphates 
-------- ml MS Halides 
-------- ml MS PBMo 
-------- ml MS NaFe EDTA 
-------- ml MS NaH2PO4.H2O (17g/l) 

2.Organic constituents :- 
A. Carbohydrate   ---- g Sucrose  or ----- g -------------- (other Source ) 
B. Vitamines 

                   --- ml Thiamine _ HCl ( stock ----mg/ml) 
                   --- ml  Pyridoxine  _ HCl ( Stock----mg/ml) 
                   --- ml  Nicotinic acid ( stock ----mg/ml) 
                   --- ml Glycine ( stock ---- mg/ml ) 
                                 or 
                   --- ml Vitamin stock  
                  (--- mg/ml Thiamine _ HCl ,---- mg/ml Pyridoxine _ HCl , 
                   --- mg/ml Nicotinic acid ,  ---- mg/ml Glycine ) 
          C.  Inositol ----- mg 

D.  Auxines  
                 --- ml IAA ( stock --- mg/ml) , ----- ml IBA ( stock ---- mg/ml )  
                 --- ml NAA ( stock --- mg/ml) ,----- 2,4-D (stock ------ mg/ml ) 
                 --- ml other ( specify ------------------------ (stock -------- mg/ml ) 

E. Cytokinines  
                ---- ml Kinetin ( stock ----- mg/ml ),   
                ---- ml  2ip  ( stock ---- mg/ml), 
                ---- ml other ( specify ------------------------- ( stock ------ mg/ml ) 

F. Gibberellins 
               ---- ml GA3 ( stock ---- mg/ml ). 

G. Purines / Pyrimidines 
              ---- g Adenine Sulphate . H2O 
              ---- g other ( specify -------------------------------------------------------- ) 
    H. Amino acids / Amides 
             ---- g types  (-------------------------------) 
 
3.  Complex addenda 
              ----g Activated charcoal ( kind -------------------------------- ) 
              ---- g Casein hydrolysate ( kind -------------------------------- ) 
              ---- g Other ( specify ---------------------------------------------) 
 
4.  Dissolve to dilute to ----------- ml. 
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5.  Adjust  pH to ------  
6.  Dilute further to ------- ml . 
7.  Add -----g  gelling agent ( kind ----------------------------------------- ) 
8.  Melt  gelling agent ----min at   l2loC  and 1.05 kg/cm2 . 
    or   Heat  on  hot  plate  for -----min.  till  the  solution  is  clear. 
9.  Distribute ------- ml into --------------------------- ( culture vessel ) 
10. Cap with ---------------------------------- (closure type) . 
11. Sterilize by autoclaving for -------------min.  at 121oC and1.05 Kg/cm2        
12.  Cool as ------- slant ------- not slant  
13.  Medium Prepared by ---------------------------------- date---------------------------- 

 

 المستخدمة في زراعة الأنسجة الن�ات�ة   مفیدةالق�اسات  ال �عض. 3.1ملحق 

Length 
 1 inch = 25.4 millimeter (mm) 
 1 mm = 0.03937 inch 
Temperature 
 32°F = 0°C 
 50°F = 10°C 
 68°F = 20°C 80°F 

86°F = 30°C 
212°F = 100°C 

Concentration 

 

 

 

 

 

Weight 
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 المستخدمة في زراعة الأنسجة الن�ات�ة  تحضیر المحالیلنسب  مراجعة. (أ) 3.2ملحق 

 المئو�ة المحالیل �النس�ة  

�نسب مئو�ة. تر�یز المذاب    عادة   جارتر�یزات السكروز ومب�ض الكلور والآعن  في الأوراق المنشورة  یتم التعبیر  
  �وزن لكل حجم   تعبیر عنهامكن اللول. �مل من المح  100في  )  التبی�ض، والسكروز، وما إلى ذلك   جار، �لورآ(
)w/v ( أو �حجم لكل حجم   )v/v  .( 
 أمثلة   
ماء �حجم إجمالي  ال مل من مب�ض الكلور المخفف �  10٪ (حجم/حجم) ع�ارة عن  10محلول مب�ض �لور   •

 مل.   100
 .مل 100مخفف لحجم إجمالي  جارآجرام  8 ع�ارة عن وزن/حجم)  % (8 جارآتر�یز  •

 مسائل 
الذي �مكن    السكروز  من  مقدارال(وزن/حجم) من السكروز، فما  %  4.5  یتطلب   ة  اعزر ط الإذا �ان وس -1

 أن تض�فه لعمل وسط �حجم:  
 الحل   الحجم المطلوب  
 جرام 45 =    لتر             1.0 أ

 جرام 22.5 =    مل            500 ب
 جرام 11.25 =    مل            250 ت
 ل�جراممی 450 =    مل             10 ث

 % لوسط �حجم: 1.0المطلو�ة لعمل وسط بتر�یز  جار �م هي �م�ة الآ   
 لتر  1.0 ) أ

 مل 20 ) ب
 وزن الآجار  حجم الوسط  

 جرام 10 = لتر  1.0 أ

 میل�جرام 200 = مل 20 ب

 
 مل من الوسط. ما هي نس�ة الاجار؟ 250جرام من الآجار في   7.5یوجد  -2

 % 3=       الحل 
 

 مل، فما هي النس�ة المئو�ة لـمحلول مب�ض الكلور؟ 50إلى المب�ض  الكلور مل من  5تخف�ف إذا تم   -3
 %  10=      الحل 
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 المستخدمة في زراعة الأنسجة الن�ات�ة  تحضیر المحالیلنسب عة مراج. (ب) 3.2ملحق 

 المحالیل المولار�ة      
) هو  moleول ( لول. الملتر من المح  1مول من المذاب في    1) على  M 1مولار (  1.0�حتوي محلول بتر�یز  

 عدد جرامات المذاب التي تساوي وزنه الجز�ئي. 
 مسائل   

 ) في اللتر؟IAAمولار، �م �حتوي من عدد جرامات ( 0.01) بتر�یز IAA (MW = 175محلول (  -1
 الحل 

 جرام  175مول =  1
 مولار  1جرام/اللتر =  175
 مولار 0.1جرام/ اللتر =  17.5
 رمولا 0.01جرام/ اللتر =  1.75

  
إدرا في   -2 إضافة  جسة  تم  ملحي  (   17هاد  ( mMمیل�مول  الصودیوم  �لور�د  من   (MW = 58  للوسط  (

 جهد تناضحي.   لاستحاثت
في   ) أ الصودیوم  �لور�د  جرامات  عدد  بتر�یز    1كم  محلول  من  (  17لتر  محلول   mMمیل�مولار  من   (

 كلور�د الصودیوم؟   
 الحل   

 مولار 0.017میل�مولار =  17
 دیوملور�د صو س جرام �مولار =  0.017

 وزن جز�ئي   58                      
 جرام �لور�د صودیوم في اللتر   0.986=  58  *  0.017س جم =  

 لتر؟ 1ما هي النس�ة المئو�ة (وزن/ حجم) لكلور�د الصودیوم في  ) ب
 الحل     

 مل  100جرام /  0.0986مل =  1000جرام/ 0.986
 %. 0.1أو   0.0986= 

لتر، �م    1) في  (IBA  )MW = 203ول حامض البیوتر�ك   ر من إندمولا   0.1ل  إذا �نت تر�د عم -3
 تحتاج من الجرامات والمل�جرامات؟

 الحل     

 مولار  1جرام/اللتر =  203

 میل�جرام/ اللتر 20300مولار =  0.1جرام/ اللتر =  20.3
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   المستخدمة في زراعة الأنسجة الن�ات�ة  محالیلالتخف�ف طرق . (ت) 3.2ملحق 

 ز ر�الم  خف�ف محلولت
 أسئلة     

) على  D-2,4لتر من الوسط، و�حتوي مر�ز (   1) في  D-2,4میل�جرام/اللتر (  25إن �نت تحتاج إلى   -1
 مل، �م من المر�ز تستخدم لعمل الوسط؟ 100میل�جرام/ 10

 الحل    
 س  /میل�جرام 2.5مل =  10میل�جرام/  10
 میی�جرام/مل 250 میل�جرام *س = 10

 مل  25  س =
 

لد إذا    -2 محل�ان  من  100میل�جرام/    15مر�ز    ول �ك  الجبرلین   مل  إلى  3GA(  مر�ز  وتحتاج   ،(1  
 مل من الوسط؟ 125الذي تض�فه إلى ر�ز ما مقدار محلول الممل،  25) في 3GAمیل�جرام (

 الحل     
 میل�جرام/س  2.5مل =  25 /لم 1

 میل�جرام/ مل 125مل * س =  25
 مل من الوسط  125 ) في3GA(  ن من مر�ز الجبرلی میل�جرام  5س = 

 میل�جرام/س    5مل =  100میل�جرام/  15
 مل/ میل�جرام 500میل�جرام * س =  15

 مل من محلول المر�ز  33.3س = 
 

 لتر من الوسط، عبر عن هذا �المولار�ة؟ 1) في MW = 215میل�جرام �ینتین (  2150یوجد  -3
 الحل     

 جرام 2.15میل�جرام =  2150
 مول  0.01 زن جز�ئي =و  215جرام/  2.15
 مولار 0.01مول/ لتر =  0.01

 

 

 

 



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

55       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

 زراعة الأنسجة النباتیة معینات . قائمة الشركات الخاصة بتوفیر 3.3ملحق 

ال المواد  شتوفر  والز   الكیمیائیةركات  الحیویة  والمضادات  الغذائیة  والأوساط  الخلایا  والمواد  جلزراعة  اجیات 
   تدریسووسائل ال  البلاستیكیة والأجھزة وملحقات الأوساط

  

BellCo Glass, Inc., www.bellcoglass.com 

Bio-World, www.bio-world.com 

Caisson Laboratories, Inc., www.caissonlabs.com 

Carolina Biological Supply Company, www.carolina.com 

Duchefa Biochemie, www.duchefodirect.com 

Fisher Scientific, www.fishersci.com 

Flow Laboratories, Inc., www.germfree.com 

Hoechst Celanese Corporation, 1041 Route 202–206, Bridgewater, New 
Jersey 08807, 908.231.2000 

Inotech Biosystems International, Inc., www.inotechintl.com 

Li-Cor Biosciences, www.licor.com 

Life Technologies, Inc., www.lifetechnologies.com 

Millipore Corporation, www.millipore.com Osmotek 

LTD, www.osmotek.com 

Phenix Research, phenixresearch.com 

PhytoTechnology Laboratories, www.phytotechlab.com 

Plant Cell Technology, Inc., www.ppm4plant-tc.com 

Sigma-Aldrich Company, www.sigmaaldrich.com 

VWR Scientific, www.vwrsp.com 
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 الفصل الرا�ع
 Explant Preparation      تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل

الال (ن�اتجزء  المنفصل  ت explantي  ن�اتي  نس�ج  من  قطعة  عن  ع�ارة  أن  ستخدم  )  �مكن  الأنسجة.  زراعة  في 

�دب  الم   ي الن�اتالجزء  طور  تی نس�ج  إلى  منو� ح  و للجر   �استجا�ة )  callus( نفصل  غیر  خلا�ا  من  ظمة  تتكون 

إنتاج   إلى ذلك، �مكن  الكدب  ومنقسمة. �الإضافة  البذو ون جرح عن طر�ق  بد نس�ج  ر على وسط  إن�ات �عض 

ن�ات نمو  منظم  على  خلا�ا  ).  D-2,4(  مثل ي  �حتوي  والتص�غ  دب  الكنس�ج  تختلف  والشكل  الحجم  حیث  من 

حیث لدیها فجوة مر�ز�ة   ،�شكل �بیر   ةایز تمم. هذه الخلا�ا  )genetic expression(  وراثي في التعبیر ال  وأح�اناً 

الجانب  النقو .  كبیرة والنواة على  الق�اس،  �ض من الخلا�هذا على  تكون متساو�ة  التي  المتمایزة  ا الإنشائ�ة غیر 

نس�ج  في �تل    الخلا�ا الإنشائ�ة أح�اناً نشأ  سیتو�لازم�ة، ولها نواة مر�ز�ة �بیرة. ت و صغیرة، تفتقر إلى فجوة �ارزة،  

�مناطق  دب  الك إلیها  الو�شار  (ن شبیهة  الإنشائي  النس�ج  أن  �مكن  ).  meristemoidس�ج  الإنشائيینتج    ش�ه 

 جذور أو براعم أو أجنة جسد�ة عرض�ة.  

 الجزء الن�اتي المنفصل  اخت�ارعوامل    

 ي المنفصل: ن�اتجزء الال   اخت�ارفي  التال�ة مراعاة العوامل�جب 

 .  (الن�ات الأم) العمر الفسیولوجي والتطوري لمصدر الجزء الن�اتي المنفصل   -1

 لن�اتي المنفصلموسم الحصول على الجزء ا  -2

 حجم وموقع الجزء الن�اتي المنفصل  -3

 نوع�ة المصدر الن�اتي -4

 الهدف النهائي لزراعة الخل�ة -5

 نمط الن�ات الوراثي  -6

 Explant Age    عمر الجزء الن�اتي المنفصل   

لجسم  �عتبر عمر الجزء الن�اتي المنفصل مهماً، حیث إن النس�ج ال�افع عادة ما �ستجیب أكثر في الزراعة خارج ا 

لا �شكل النس�ج الناضج نس�ج �دب قابلاً للتجدد. �الإضافة إلى ذلك، إن النس�ج    ثیر من الأح�ان،الحي. في �

 ال�افع جدید التشكل الأسهل في التعق�م السطحي وتشكیل زراعات نظ�فة. 
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 Season    الموسم  

لمأخوذة خلال  اعم والس�قان ال المثال، البر الزراعة. على سبی  واستجا�ة�مكن أن �كون للموسم تأثیراً على التلوث   

من البراعم الساكنة. و�مرور الموسم من الر��ع إلى الص�ف    استجا�ةتكون أكثر  حیث  في الر��ع    الانبثاقموسم  

لزراعة. �كون النس�ج فسیولوج�اً ساكناً  لالر��ع  في  والخر�ف ثم الشتاء فإن الجزء الن�اتي المنفصل لا �ستجیب �ما  

الحالات، �مكن  سر الكمون؛  توفر شروط �أن  د  �عإلا   الة �سر الكمون في الزراعة بتبر�د  ح  است�فاءفي �عض 

أو   ال�صلات  أ�ضاً حراشف  التلوث  معدلات  تزداد  ذلك،  إلى  �الإضافة  السكون.  لكسر  فصل    الأجنة  تقدم  مع 

 . % 100الص�ف؛ الخر�ف والشتاء �مكن أن یز�د تلوث إلى 

 Explant Size    فصلحجم الجزء الن�اتي المن  

المنفصحجم   تأثیر على    لالن�اتي  المنفصل الأنسجة. �شكل عام، �لما �ان    استجا�ةله  ،  أصغر حجماً   الن�اتي 

الأجزاء  عادة على مكونات إضاف�ة. من المحتمل أن تحتوي  زراعة  �جب أن �حتوي وسط الكلما صعبت زراعته.  

الزراعات.    لاستدامة�ة  نمو الن�ات النظمات  �ات ومالمغذ  ت�اط�اتحا على مز�د من    الأكبر حجماً الن�ات�ة المنفصلة  

الرق�قةزراعة  حول    للاهتمام   مثیراً   تقر�راً  )  Tran Thah Van, 1977أصدرت ( ال�شرة   thin layer(  شرائح 

culture (   خوذاً مأالجزء الن�اتي المنفصل  على ما إذا �ان    عتماداً ا تشكل�ة  لأنسجة جذع الت�غ وتفاوت الإمكانات ال  

قاعدة أ  من  وسط  على  أو  الن�اتات  تحتوي  الجذع.  أعلى  الن�ات  مستو�ات  و  أنحاء  جم�ع  في  مختلفة  هرمون�ة 

الداخل�ة  و  الن�ات�ة   ال   عتماداً ا �مكن أن �ختلف مستوى منظمات النمو  �ما أن  .  جزء الن�اتي المنفصلعلى موقع 

الأنسجة    الاختلافات  الهرمونات في  الجسم  متفاوتة في    ا�ات تجاسإلى    ديأن تؤ �مكن  الداخل�ة في توازن  خارج 

 الحي.  

 Plant Quality    نوع�ة الن�ات  

لإجهاد  لمن ن�اتات تتمتع �صحة جیدة مقارنة �الن�اتات الخاضعة    أجزاء ن�ات�ة منفصلةیُنصح �الحصول على   

  د إنشاءلحال عنما هو اأو المائي أو الن�اتات التي تظهر علیها أعراض المرض. في �عض الحالات، �وي  لتغذا

�فیروس أو    مصا�اً منه    ول على أجزاء ن�ات�ة منفصلةحصالن�اتات خال�ة من الفیروسات، �كون الن�ات الذي یتم  

 فیروسات متعددة.  
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 Goal    الهدف  

المرغو�ة من    اخت�ارعتمد  � الاستجا�ة  نوع  المستأصل على  �مكن  زراعة  النس�ج  أي قطعة من   استخدام الخل�ة. 

عادة  ). على سبیل المثال، إذا �ان التكاثر النسیلي هو الهدف،  4.1  (شكلمنفصل    ن�اتيء  ز ج�  ن�ات�ة نسجة الالأ

السو�قة الجنینة السفل�ة،    استخدامیتم  .  أو طرف�اً   جانب�اً   برعماً نفصل  الم ي  الن�اتالجزء  �كون  ما   قطع من الفلقة، 

هي أنسجة  منفصلة لتحفیز نس�ج الكدب ت�ة الالن�ا الأجزاء لتحفیز نس�ج الكدب. أفضل   الأوراق، أو الجنینالجذع،  

أو النورات غیر الناضجة. تعتبر أنسجة الأوراق من البذور المنبتة �طر�قة معقمة �ادرات المنبتة تحت التعق�م  ال

ة أو  لإنتاج ن�اتات أحاد�ة الص�غة الص�غ�یتم زراعة المتك أو حبوب اللقاح  .  لوي محتوى الخزل اللع  جیداً   مصدراً 

 .  �ج �دب نس

 الأجزاء الن�ات�ة المنفصلة. مجموعة متنوعة من كتاب سوف تستخدم التدر��ات في هذا ال

 Genotype    مط الوراثيالن  

هناك   تكون  ما  عادة  ن�اتي،  جنس  أي  بین  الأنواع    اختلافات من  أو  الأصناف  أو  الجین�ة  الأنماط  في  �بیرة 

، بینما  ) recalcitrant(  ، أو متمردةزراعةفي ال  تستجیب �ة لا  ط الجینالخل�ة. �عض الأنما  زراعةفي    واستجابتها 

العدید من الأنماط الجین�ة لمحصول    اخت�ارأو البراعم. �عد  دب  الك نس�ج  �ستجیب ال�عض الآخر �سهولة لإنتاج  

 زراعة.  لتحدید تلك التي ستستجیب في ال رئ�سي تجر�ب�اً  أو أنواع ن�اتات الز�نة مع�اراً 

 Aseptic Technique     لتعق�متقن�ة ا  

. یتم تحقیق ذلك  زراعةلل جار المغذ�ات  آفي    قبل وضعهالمنفصل التعق�م السطحي    الن�اتي الجزء  تعق�م  تطلب  ی

.  )diluted commercial chlorine bleach(  مب�ض الكلور التجاري المخفف  استخدام�شكل عام عن طر�ق  

الأ  المنفصلة�عض  الن�ات�ة  البذجزاء  مثل  الص،  جدور  (أو    اً غیرة  ت) fern(  السرخس  ) جراث�مأبواغ  یتم  عق�مها  ، 

أنابیب   في  مر�زي  السطحي  ومغطاة طرد  طرد،  مخروط�ة  و )  pellet( لتكو�ر    اً مر�ز�  اً وتتطلب  سكب  البذور 

یتم لف الأجزاء الن�ات�ة المنفصلة التي تطفو على سطح المادة المعقمة في مر�عات  المحالیل �استخدام ماصة.  

 عند تغییر المحالیل.   الاخت�ارلطفو خارج الدورق أو أنبوب من ا  منعهال ش قطنيقما

 طر�قة العامة لتعق�م الجزء الن�اتي المنفصل �ما یلي: ال
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المنفصل   -1 الن�اتي  الجزء  �عتبر هذا الإجراء مفید  الفي ماء دافئ وصابون و غسل  شطف �ماء الصنبور. 

ا ل   جداً  و انق�لس تعق�م  والأوراق،  ال،  االمستأص نام�ة  القمة  من  تز�ل  لة  لأنها  المحم�ة  البیوت  أو  لحقل 

 الملوثات السطح�ة.  

المناسب   -2 من  الأح�ان  �عض  مبللة  في  قطن�ة  قماش  �قطعة  �الكحول  وجیزة  لفترة  المسح  أو  الشطف 

 �الكحول خاصةً مع الأسطح المشعرة أو المغطاة �الشمع السم�ك. 

عادة ما تتم    .دائماً   طازجاً تحضیره  �جب  ض الذي  المب�  في محلول الكلورالمنفصل    يالن�اتس الجزء  غم -3

تو�ن  2-1إضافة   مستحلب  من  لكل  Tween-20(   20-قطرة  آخر  ترطیب  عامل  أي  أو  منظف   ،(

   �ض.   تبیمل من محلول �لور ال  100

مل من مب�ض الكلور إلى أسطوانة مدرجة    10عن طر�ق إضافة  %  10  بنس�ةالكلور  یتم تحضیر محلول    -  

  مل.  100اء إلى ا �الموتخف�فه

  ؛زراعةثم في أنبوب الزراعة  في غطاء أنبوب العق�م  صب محلول التیتم  ،  زراعةفي أنابیب ال عق�م  عند الت  -  

 هذا �ساعد على تطهیر الغطاء.  و 

 . عق�مدق�قة للت  30-5خلطه. قم �غطاء وتحر�كه من حین لآخر لمدة أ ضع یدك على الأنبوب و   -  

ال و بعال  استخدام�جب    -   الفعالة  ن محالیصغیرة مات  القنینة تتطایر المادة  التبی�ض، لآن �مجرد فتح  ل �لور 

 فعالیته.  (الكلور) و�فقد 

م    -4 التیتم سكب  مرات عق�م  حلول  إلى خمس  ثلاث  معقم  ماء  في  الن�ات  النقل    صندوق داخل    وشطف 

 .  المعقم

إن  إلى آخر، و النس�ج�ة  الزراعات  الاء  ش�ختلف  ت�ذلنظ�فة من نس�ج  المادة    ت التعق�م ختلف معاملاك  من تر�یز 

ق  العصار�ة  الرق�قة  فالأنسجة  النس�ج.  حسب  التعق�م  وفترة  بتر�یز     دالمعقمة  تعق�م  محلول  إلى  %  10تحتاج 

فقط   تحتاج  قد  السرخس  أبواغ  ل3.5لتنظ�فها.  المحلول  من  لمادة    4-3دة  م%  تحتاج  قد  البذور  �عض  دقائق. 

بتر�یز   لم50-30معقمة  التعدق�قة.    60-20دة  %  في  یتسبب  السطحي  الن�ات�ة  تلف  ق�م  الأجزاء  أنسجة 

 المقطوعة (مثل الجذع والأوراق) مما �ستوجب إزالتها قبل الزراعة.  

�كون  نفصل و الم  يالن�اتعادة ما تنشأ من الجزء     �شكل غیر صح�ح  ةالتلوث الناتج عن الأنسجة المعقم -

 ه.  ل  اً مجاور و في الوسط 

 جار �أكمله.  الآ على سطح  ،�شكل عام  ، لتقن�ةئ لیالس  دام ستخ الا اتج عن  النوث لتلر اظه�   -
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 زغبي. �الفطر�ات �نمو لزراعات �ظهر تلوث ا  -

 .  لامعة على شكل مستعمرات زهر�ة أو ب�ضاء أو صفراء ناعمة�كتیري �ظهر التلوث ال   -

نتن  إ  - التلوث  لرداءة  ج� �ان  أو  ل اة  مرشحات تقن�ة،  الهواء صندوق    تلوث  م  ق� تعأو  الصفحي    تدفق 

 وسط.  الوساط �شكل غیر صح�ح، فسیتم تناثره في  الأ

�ظهر التلوث من الحشرات �شكل عام �مسارات عبر الوسط، والتي �مكن رؤ�تها �سبب نمو ال�كتیر�ا    -

 أو الفطر�ات على مسارات الحشرات.  

 التجر�ة العمل�ة 

 إن�ات البذور المعقمة 

 الغرض  

زراعات  ، و�نشاء  ةعقممال   ةوتقن�ات الزراعزء الن�اتي المنفصل،  الج  عق�م ، وتوساطرة في تحضیر الأالخب   اباكتس

 فیز نس�ج الكدب اللاحقة.  لتجارب تح 

 البذور مصدر   

 . اخت�اركالجزر، زهرة الشمس، القرنب�ط، القطن، أو أي بذور أخري من 

 تجهیز الوسط   

 لتر أو ما �ساو�ه)  1وسط الإن�ات (

 مل 2000رورة إیرلنمایر �حجم ي قا�ن فؤ مقطر الممل من الماء ال 500 صب -1

 ,nitrates, halides, NaFeEDTAمل من مر�زات أملاح موراش�حي وسكوج الخمسة (  10أضف   -2

sulfates, and PBMo .( 

 ) N HCl or NaOH 1( �استخدام 5.7مل ثم ض�ط الأس الهیدروحیني إلى  1000م إلى حجإكمال ال -3

 �همن الآجار وذو  ام للترجر   8أضف  -4

 ) وتغطیتها mm 150 × 25(  اخت�ارلكل أنبوب   ل من الوسط م 10توز�ع  -5

 مل وتغطیتها  250مل في قارورة إیرلنمایر �حجم  100یتم تجهیز الماء المقطر المعقم بوضع حوالي  -6
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  ة حرارة دق�قة في درج  15) لمدة  Autoclaveالمقطر في السخان المائي الضاغط (   ءتعق�م الوسط والما -7

 السنت�متر المر�ع.  في   جرام �لیلو   1.05م وضغط 121°

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل  

   هرة الشمس والقرنب�طز أ) بذور الجزر،    

 )  مم  150 × 25(   اخت�ارسم) وأدخلهم في أنبوب     8 × 8بذور في مر�ع قماش قطني (  10لف حوالي  -1

 ب الكحول ثم أسك  دق�قة 3-2%) لمدة 70أشطف البذور �كحول ( -2

 وتغط�ة الأنبوب.   20ماء + قطرتین تو�ن  80مل مب�ض �لور+  20مة (دة المعقمن الما %20ف أض  -3

 المعقمةالن�ات�ة دق�قة �عنا�ة �حیث لا تتدفق المادة   15حرك الأنبوب لمدة  -4

البذور    -5 وأشطف  التعق�م  محلول  التع  3أسكب  تحت  المعقم  د�م  قمرات  النقل  صندوق  الماء    ستخداما �اخل 

 المعقمالمقطر  

 عها في طبق بتري وفض اللفة وأزرع البذور في الوسط.  ضالبذور من الأنبوب و ج لفة  أخر  -6

 الأنبوب �ال�ارافیلم وأنقلهم  لغرفة الحضانة.   أغلق -7

 زهرة الشمس خلال أسبوع، بینما بذور الجزر خلال أسبوعین. بذور  تنبت      

 ع.  �أساب 3-1خلال یز نس�ج الكدب رة لتحف�ل أجزاء ال�اد  استخدام  ن�مك

 ب) بذور القطن

 )  مم  150 × 25(  اخت�ارسم) وأدخلهم في أنبوب    8 × 8لف البذور في مر�ع قماش قطني ( -1

 وتغط�ة الأنبوب.   20ماء + قطرتین تو�ن  80مل مب�ض �لور+  20% من المادة المعقمة (20أضف  -2

 دق�قة 20عقم لمدة  -3
 مرات تحت التعق�م   3ر المعقم طر �الماء المق�م وأشطف البذو ل التعقأسكب محلو  -4

 عها في طبق بتري وفض اللفة وأزرع البذور في الوسط ضأخرج لفة البذور من الأنبوب و  -5

 أغلف الأنبوب �ال�ارافیلم وأنقلهم  لغرفة الحضانة.  -6
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 لي  التا  لالبرتو�و إت�اع  توجد صعو�ة في تعق�م بذور �عض أصناف القطن. في هذه الحالة، یتم 

 دق�قة.  15�ك لمدة تحامض �بر�ذور في  ب لوضع ا -  

 عها في قمع مقاوم للحامضضشطف البذور �عد و   -  

 فرك البذور في ماء صابوني دافئ -  

 دق�قة والتحر�ك المستمر  60-4% لمدة 50أضف �لور التبی�ض بتر�یز   -  

 راعة لتعق�م ثم الز ت تحت اامر  3أشطف البذور �الماء المقطر المعقم   -  
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) بذرة  IV)بذرة فلقة واحدة،(III) زهرة، (II) ن�ات،(Iرسم تخط�طي للأجزاء الن�ات�ة المنفصلة من (  4.1شكل     

 فلقتین 
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 الفصل الخامس 
 Contamination    التلوث

تنظ�ف  ول�ة ل�عض المواد الن�ات�ة. �الإضافة إلى ذلك، فإن العمل�ة الأفي    �بیراً   �شكل إنشاء مزارع معقمة تحد�اً 

.  ةللوقت ومكلف  ةتهلككون مست،  وداً داد محد مو�ان الإ  نادراً   الن�ات المصدروتعق�م المواد الن�ات�ة، خاصة إذا �ان  

أن �كون الفقد اللاحق للمزارع �سبب تفشي    نظ�فة مشكلة فحسب، بل �مكن أ�ضاً زراعات  إنشاء  �س فقط إمكان�ة  ل

 .  مدمراً  وال�كتیري، أمراً الفطري الحشرات، الذي یؤدي إلى التلوث  إصا�ة  

 Sources of microbial contamination: م�كرو�يمصادر التلوث ال

 ن�اتي المنفصل ء الالجز .  1 

 (العامین)  الأفرادطاقم العمل أو  . 2 

 صندوق تدفق الهواء الصفحي .  3 

 . العث والنمل والحشرات الأخرى 4 

 . الأوساط الغذائ�ة 5 

 . الأدوات 6 

 ة التهو� . نظام7 

 . الجزء الن�اتي المنفصل1   

ال المنفصل  الجزء  الن�ن�اتي  الأنسجة  یتم زراعتهاالت  ت�ةاأو قطعة  للملوثات.    غال�اً   ي  الرئ�سي  المصدر  تكون  ما 

الخارج�ة   الط�قات  و�ین  شقوق صغیرة،  في  السطح،  على  دق�قة  �ائنات  اتوجد  البراعم  �صل،  للحراشف  وأوراق 

ذلك إلى  وما  �مكنالنام�ة،  ا  .  تكون  ال�شرةأن  وشعر  العصارة  مثل  السم�ك  �الشمع  المغطاة    لأسطح 

)trichomes(    ًلمح�سا ال لكائنومقراً  تلوث  ات  لدیها  الن�اتات  من  العدید  فإن  ذلك،  إلى  �الإضافة  الدق�قة.  ح�ة 

الم�كرو�ي   الأوع�ة  نظم  البذورناقلةداخل  و�عض   ،  )Donnarumma et al., 2011  ،( الو بین  مساحات  في 

 ,.Miyazaki et al(الكدب   جفي نس�، وتجو�ف الأوع�ة الخشب�ة والمساحات بین الخلا�ا  العماد�ةلأوراق ا�ا  خلا

2011.(   
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السطح�ة، - الملوثات  ال یتم    لإزالة  لإزالة    مس�قاً المنفصل  الن�اتي  جزء  غسل  والصابون  الدافئ  �الماء 

 . ادة المعقمةالأوساخ والغ�ار ولتعز�ز ملامسة الم

تو�ن  ماستخدا  یتم   - مثل  ترطیب  أو  Tween-20(   20-عامل  الصحون )  غسیل  مثل صابون    ،نظف 

سطحي والذي   �منشط  للتوتر  ة  قطر   2-1  عادة تستخدم  .  )surfactant(  �عمل  الخافضة  المادة  من 

 . مل من عامل التطهیر  100السطحي لكل 

التیتم   - عامل  ملامسة  المع  عق�م  تعز�ز  أو  �الرج  المنفصل  الن�اتي  أالجزء  عمل�ة  تحر�ك  خلال  الهز  و 

 م.  � التعق

اقتراح   - تم  ال لقد  المعالجة  ال   ) sonication treatment(  وت�ةصأن  ت�تعز لتطهیر  أثناء  الجزء  ز  عق�م 

 دق�قة للبذور.   20�ختلف وقت الصوتنة من دق�قتین للأنسجة الرخوة إلى و . الن�اتي المنفصل 

التفر�غ   - �  نإ�ستخدم  مغطى  النس�ج  الهواء  الة  لإز   شرة ال� في  شعر  ال �ان  بین  فقاعات  تتكون  التي 

 الشعیرات.  

   مرات.   5-3ء المعقم امالجزء الن�اتي المنفصل �المن عق�م لتعامل ا ف �جب شط -

 ومقدار وقت التعرض.  ق�م  عتر�یز عامل الت ةجع الأدب�اتحدد التجر�ة والخطأ أو المر  -

الأ من  عام،  تر�یزاً   التعق�م   محلول  استخدام فضل  �شكل  زملأقصر    الأقل  علىفترة  للحصول  الن�اتي    ن�ة  جزء 

في  عق�م  امل التعسبب  أن یت . �مكن  ي الن�اتي ذلك إلى أقل قدر من الضرر للجزء  یث سیؤدح نظ�ف،    منفصل

 .  الجزء الن�اتي المنفصل ، و�جب إزالة الأنسجة التالفة قبل زراعة الجزء الن�اتي المنفصلتلف 

 Disinfestant Agents    عق�مالت )لد (عواموام  

 )،  Sodium hypochlorite (NaOCl)(  هیبو�لور�ت الصودیوم -1

یتم تخف�ف مب�ض    .حجم/حجم) تقر��اً % ( 5.25  محلولشكل    يف)  laundry bleach(  جد في مب�ض الغسیلیو 

الماء إلى ) لكل  Tween-20(  20مستحلب تو�ن    (حجم/حجم)، مع إضافة قطرتین من%  25-5  الغسیل في 

�الماء المعقم.    رات شطفمدق�قة تلیها ثلاث إلى خمس    30إلى    5من  ملة  عامالون مدة  عادة ما تكمل.    100

  استخدامحیث یتبدد غاز الكلور. من الأفضل    ستخدامهاای�ض التجار�ة طازجة قبل  �جب أن تكون محالیل التب 

محلول  لا و�فقد  غاز الكلور    یتطایرعلى الزجاجة. �مرور الوقت،  وقت فتحها  عبوات صغیرة من المب�ض وتسجیل  

الأ  فعالیته. حموضة  ضل  ف من  درجة  الهیدروجیني  لتبی� ا   محلولض�ط  الرقم  حوالي  إلى  ي  ه  طر�قةال.  7ض 
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من حمض    مولار   5  �استخدام  7  إلى  الرقم الهیدروجینيض�ط  التبی�ض و   المخفف حدیثاً   محلول التبی�ض   تحضیر 

  . المنخفضة موضةجة الحر دفي س�خرج الكلور �سرعة أكبر الهیدرو�لور�ك. في هذه الحالة 

 ).  Calcium hypochlorite (Ca(Ocl)2(  هیبو�لور�ت الكالسیوم -2

  10-5  ب لمدة ی قلوالت   لتر ماء  1هیبو�لور�ت الكالسیوم في  ن  جرام م  8ن/حجم) �خلط  % (وز 8�ستخدم بتر�یز  

الماء)،  �صب المحلول و و�  لیترسبترك  ، ثم ی دقائق   20-ن تو�نف قطرتین ماضت خلط مع أجزاء متساو�ة من 

 ق�قة حسب النس�ج.  د  30-5تتراوح بین   الأنسجة ةعالجومدة ممل  100لكل 

 Ethyl or isopropyl alcohol   الكحول إیثیل أو الأیزو�رو�یل   -3

  ه غمس المادة الن�ات�ة ف��  استخدامه، و�مكن  عق�م(حجم/ حجم) لمسح المادة الن�ات�ة قبل الت  % 70�ستخدم بتر�یز  

 هیبو�لور�ت الصودیوم أو الكالسیوم.  عد معالجةو �ل أقب ةق�دق  5-1لمدة 

 ) Hydrogen peroxide (H2O2)الهیدروجین ( ید و�سر بی -4

بتر�یز  �سمؤ  المعقم �جانب معقمات    30-1% (حجم/حجم) لمدة  10د قوي �ستخدم  �الماء  قبل الشطف  دق�قة 

ة الن�ات، لذلك من المهم  لأنسجسام    مهیبو�لور�ت الكالسیو أخرى أو �مفرده. التفاعل بین بیرو�سید الهیدروجین و 

 مع �عض.  ااستخدامهمتم  ل تماماً إن فصالمن   اتي�شطف الجزء الن 

 )  Chlorine gas (Cl2)(  كلور�نغاز ال -5

فتح  . یتم  زاغي داخل �ابینة الالبذور في طبق بتري داخل مجفف فراغغاز الكلور فعال في تعق�م البذور. توضع  

ء العلوي  ح الجز تفیتم  كلور�س في دورق داخل المجفف.  المل من    100ع  وض  �اً الجزء العلوي من طبق بتري جزئ

كلورو�س، مع  الفي  ب�طء  ل من حامض الهیدرو�لور�ك المر�ز  م  3.3افة  ماصة لإض  استخداممن المجفف، ثم  

  الجزء قفل  �شكل حمض الهیدرو�لور�ك ط�قة فوق الكلورو�س (وهذا �سمح �الخلط ال�طيء) ثم   یثتوخي الحذر ح 

المجففو العل من  الكلور.    ي  غاز  تولید  سیتم  الفور.  حوال� على  الیتم  ساعة،    18-16ي  عد  �حذر  مفتح  جفف 

العلوي    زجاج�اً   قضی�اً دم  ستخ �و  الجزء  مقدمة  ت  ،بتري الطبق  من  لفك  أخرى  �ابینة  غلق  مرة  غاز  لیتبدد  الدخان 

 .  الاستخدام عقمة حتى بذور المن الز�تخ�تم  و ام ك�إحغلق طبق بتري �ال�ارافیلم یتم الكلور ل�ضع ساعات.  

 الصودیوم    �انوراتسثنائي �لورو إیزو   -6

)dichloroisocyanuric acid sodium salt) (NaDCC  ( 

 شطفه. أقل سم�ة لأنسجة الن�ات الحساسة لهیبو�لور�ت الصودیوم والكالسیوم ولا یلزم  )  NaDCCقد �كون (
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 )  Isothiazolone biocide (PPM)( مبید إیزوث�ازولون الحیوي   -7

إی میثیل  و�لورو  میثیلیوستیزول  على   methyliosthizole and(   وث�ازول ز �حتوي 

chloromethylisothiazole(  )Niedz, 1998  منع التلوث الم�كرو�ي في مزارع الأنسجة الن�ات�ة  �) وهو منتج

یتم   فعال.  �شكل  یتم    استخدامهوتقلیله  و�ذلك  مسبق  الإضافته  �نقع  وسط  ولكن  فع  إنهرد  و و .  زراعةفي  ال، 

(Miyazaki et al., 2011(  استخدم الن�ات�ة.    للأنسجة  �مكن أن �كون ساماً و بتر�یزات عال�ة    (PPM  (  تحت

لقد  . والبراعم نس�ج الكدب للقضاء على الخلا�ا الداخل�ة ال�كتیر�ة من  )  vacuum infiltration(الفراغي   ب �ر التس

 ).  Miyazaki et al., 2010اتات الداخل�ة (�ا الن�في الس�طرة على �كتیر  ثبت أنه فعال أ�ضاً 

الحیو ا المضاد -8 ال�ة  ت  مثل  الحیو�ة  و المضادات   gentamicin and(  مب�سیلین الأجنتام�سین 

ampicillin(   

ال تلوث  تقلیل  في  المنفصل  مفیدة  الن�اتي  التجزء  والمب�ض.    �استخدامعق�م  �عد    استخدامضي  ق �الإیثانول 

لمیل�  100-50بین    یتراوح  بتر�یز  محلول مضاد حیوي  اللتر  في  لمدة غمس  جرام  قبل  دق�ق  30  الأنسجة  ة 

ال الح�ة  الكائنات  �عض  على  الملوثات  ق لل  )ampicillin(  مب�سیلینالأ  استخدم دق�قة.  الزراعة  على  ضاء 

جزء  تأثیرات سامة على ال  ه، ولم �كن لخارج الجسم الحي   أثناء الزراعةال�كتیر�ة في زراعات البذور والأجنة  

 یرات سامة.  تأث) tetracycline(، بینما �ان للتتراس�كلین  المنفصل   اتيالن�

 )  2HgClكلور�د الزئبق (  -9

 Thompsonقارن (.  المنفصل  ن�اتيللجزء ال �معقم موضعي    استخدامهاوورد  ة شدیدة الخطورة  ��م�ائ�مادة  

et al., 2009  (ال  استخدام بتر�یز  ز �لور�د  بت 0.2ئبق  المنزلي  والمب�ض  حیث    1.5خف�ف  %  الماء،  في 

تكو�ن    أفضل فيالمنزلي أدى إلى تطور    مب�ضلوثات، لكن ال على الم   أن �لاهما متشا�ه في القضاءوجدوا  

هذا المر�ب �معقم   لاستخدام إلى مخاطر استخدام �لور�د الزئبق. ب�ساطة لا یوجد أي مبرر  وا  أشار البراعم، و 

  اً قن المراجع التي تشیر إلى استخدام هذا المر�ب. وفالكثیر م  ؛ ومع ذلك، فإن الأدب�ات الحال�ة لدیهايسطح

�جب الحذر في التعامل مع )،  Material Safety Data Sheet (MSDS)ة ب�انات سلامة المواد ( لورق

 هذه المادة والتخلص منها. 

 Explant Source    جزء الن�اتي المنفصلمصدر ال  

ي  تن�اال ء  ز جوموقع ال   (غرفة النمو، الصو�ة الزجاج�ة، الحقل)الن�ات�ة  فصل السنة، حیث یتم زراعة المادة  �عتبر  

نظ�فة. المواد الن�ات�ة التي تكون    الحصول على زراعاتالمهمة في    على الن�ات المصدر من العواملالمنفصل  

  اً ال�. غكنة اسلت ا االر��عي أنظف �شكل عام مقارنة �أنسجة الن� الانبثاق القمة الن�ات�ة في  في حالة نمو نشطة مثل  

تل أكثر  الحقل  من  الن�ات�ة  المواد  تكون  في  �ال  ثاً و ما  المزروعة  الن�ات�ة  المواد  مع  ال  فةر غمقارنة  أو  بیت  النمو 
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المحفوظة بوعاء من الالمحمي الن�ات�ة  المواد  حیث  ( بیت المحمي  . في �عض الأح�ان، �مكن أن �ساعد إخراج 

فصلة  �ة المن تجزاء الن�افة) قبل أساب�ع قلیلة من أخذ الأ ائة جلمكتب (بی الرطو�ة العال�ة) ووضعها في المختبر أو ا 

ما عادة  التلوث.  تقلیل  في  الن�ات  ت   من  التي  الن�ات�ة  المواد  تنظ�ف  الدرنات، �كون  (الجذور،  التر�ة  في    نمو 

  ي التنظ�ف الأور�ید الأول�ة) أصعب ف�ورمات  ، جذور،  الس�قان الجار�ة ) أو �القرب من سطح التر�ة (ال�صلات 

 من المواد الن�ات�ة الهوائ�ة.  

لة  فة. وقد تم الحصول على أجزاء ن�ات�ة منفص اتات المائ�ة تحد�اً في إنتاج زراعات نظ�ات الن�م�مثل تنظ�ف رایز 

شرائ الرایزوم  (  حبتقس�م  جبرلین  �حامض  ومعاملتها  متعددة  نمو    100-50(عقد)  لتعز�ز  اللتر)  في  میل�جرام 

 ات�ة المنفصلة. اء الن�ز مم التي تطورت من الرایزوم �مصدر للأج  2-1عم برا ال  تخدامسا البراعم. و�مكن 

 Internal Microbial Contamination    خليالتلوث الم�كرو�ي الدا   

أن    المألوف  ال�من  �حتوي  على  المنفصل  الن�اتي  داخل�ةجزء  دق�قة   Armstrong, 1973; Tabor(  ائنات 

et al., 1991; Misaghi and Donndelinger, 1990;هذه في  الصعةالحال  ).  من  �كون  قد  إنشاء    ب، 

الن�. عادة ما تكون الأزراعات نظ�فة المنف جزاء  النمو  صلة  ات�ة  النام�ةثل  مسر�عة  الالقمم  غیر    ثمرة ، و�و�ضات 

الناضجة، و  الناضجة وغیر  الزهرة  وأجزاء  الجار�ة  الناضجة،  الس�قان  المل   حتمالاً إأقل  قمم  الدالإیواء  خل�ة.  وثات 

الرایزومات  ، و اتورم، والجذور، والكساكنةلنمو، أو البراعم ال �طیئة ا ل، أو البراعم االأ�صال  تحمل  �مكن أنبینما  

الخارج�ة والداخل�ةالأرض�ة الملوثات  ثقیلة من  لتوفیر  إن�ات �مكن  .  ، حمولة  ن�ات�ة    البذور �طر�قة معقمة  أجزاء 

 �ة، والفلقة والبرعم.  ن�ة السفلالسو�قة الحنیمن الجذر، و منفصلة 

  خمس سنوات ال�الغة من العمر    أن ن�اتات الأناناس)  Abreu-Tarazi et al., 2010(  وردأ،  للاهتماممن المثیر  

الحي    المكاثرة  الجسم  للتلوث  خارج  علامات  أي  علیها  تظهر  �أن  لا  داخل�ةعلماً  دق�قة  �ائنات    مثل   بها 

)Actinobacteria, Alphaproteobacteria   و Petaproteobacteria (  م في الجذور وأنسجة الأوراق. ت  

 molecular(   لتغییر طب�عة هلام التدرج الكهر�ائي  الجز�ئ�ة   التقن�ات   �استخدام عن هذه الكائنات الح�ة  الكشف  

techniques of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)(   المتسلسل البلمرة    وتفاعل 

)polymerase chain reaction (PCR)  .(،و�المثل  ) أوردUlrich et al., 2008 (  خلا�ا الحور    ات عا ر ن ز أ

على �ثافة عال�ة من ال�كتیر�ا الداخل�ة    احتوتلمدة خمس سنوات على الأقل  الحي    الجسم خارج  ك والتنوب  ار والأ

جنس في  الغالب  على) Paenibacillus(   في  �حتوي  �ان  و�عضها   ،  )Methylobacterium,   

Stenotrophomonas,  و Bacillus .( 
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نجاحعام�شكل   یثبت  لم  في  استخدام   ،  الفطر�ات  مبیدات  أو  الحیو�ة  الغذال  المضادات  تحتاج  ائيوسط   .

لحرارة. �مكن أن  تتأثر �ا و�ضافتها إلى الوسائط المبرد لأنها  ترش�حإلى أن یتم تعق�مها �ال المضادات الحیو�ة أ�ضاً 

مبید الفطر�ات،  یوي أو  ح �ة الدق�قة، ولكن عند إزالة المضاد الكائنات الح و �عض المنمضادات الحیو�ة  تث�ط ال

قمع الأنسجة الن�ات�ة أو حتى  في  هذه العوامل  أن تسبب  . �مكن  مرة أخرى   دق�قة الظهورستعاود الكائنات الح�ة ال 

ن المضاد الحیوي  ى حق�قة أفي تحول الن�ات �عتمد عل  انتقائ�ةالمضادات الحیو�ة �واسمات    استخدامإن  قتلها.  

  ة المضادات الحیو�ة هي فقط التي تحتوي على جین مقاوم لمعدلة وراث�اً نسجة الأالمحولة وأن اقاتل للأنسجة غیر 

  �استخدامتحول  التجارب ما في التي ست�قى وتنمو. في �عض الأح�ان، إذا �انت هو�ة الكائن الدقیق معروفة مثل 

  )  clavamox, augmentin, carbenicillinمضادات حیو�ة مثل (  مخدا است�مكن    الورم�ة،   �ة الأجرع ال�كتیر�ا  

�شكل فرط نمو ال�كتیر�ا الأجرع�ة على الجزء الن�اتي المنفصل  طرة على  ومضادات حیو�ة أخرى للقضاء أو الس�

) أجرى  ومThurston et al., 1979فعال.  الفطر�ات  لمبیدات  الن�ات�ة  السم�ة  حول  مستف�ضة  دراسة  بیدات  ) 

 ,.Pollock et al�ما قام (ي الس�طرة على التلوث. فعالة ف  عة الأور�ید، ووجدوا �عض التر�ی�اتا في زر تیر�ا ك�ال

   محتوى الت�غ الخلوي.على  حیو�اً   مضاداً  20أكثر من ة �وتقی�م سم فحص) � 1983

 المس�قة للجزء الن�اتي المنفصل للتحكم في الملوثات الم�كرو��ة ة معالجال  

 ات وال�كتیر�ا.  الفطر�  كالحرار�ة فعالة ل�عض الفیروسات و�ذل  ن المعالجاتأن تكو  كن�م -

أح�اناً  - ال�ص�تخل  �مكن  مص  ( یلات  الجهازي  الفطري  التلوث  طر�قFusarium spن  عن  معالجة    ) 

 Hol and van derم (° 54  درجة حرارة   فيساخن لمدة ساعة واحدة    ئيي حمام ماف    اً حرار�الأ�صال  

Linde, 1992 .(   

المم� - الن�اتات  في الأصص  كن وضع  الن زروعة  دو  مفي غرفة  زمن�ة  م  °40-35حرارة    رجةتحت  لفترات 

 ات مثل ال�طاطس من الفیروسات. أجل تخل�ص �عض الن�ات  محددة من

من قبل الزراعة  )  %5بتركیز    benomylأو    benlateقد تساعد معالجة المواد الن�ات�ة �مبیدات الفطر�ات (  -  

 ث الفطري.  لیل التلو في تق

 Personnel     )الأفراد طاقم العمل (    

 إت�اع الموجهات التال�ة: النقل المعقمة، من المهم  التلوث من الأفراد الذین �قومون �عمل�ات  لتقلیل

 غسل الیدین والأظافر والذراعین �الماء الدافئ والصابون �فرشاة أظافر.   -1
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الفرد لا -2 �ان  أنمعقمة،  قفازات  یرتدي    إذا  والذرا ی  �حب   الیدین  �رش  الحرص  %70كحول  عین  مع   ،

 اعین في الهواء.  من اللهب حتى تجف الیدین والذر  الاقتراب   على عدم  الشدید

 الشعر والأقنعة ومعطف المختبر النظ�ف أغط�ة  ارتداءمن الأفضل   -3

،  صفحي اء ال تدفق الهو صندوق  أو الحقل قبل العمل في  بیوت المحم�ة  �عمل الموظفون في ال �جب ألا    -4

 ر.س والشع�حیث �مكن حمل العث والملوثات الأخرى على الملا

 لحافة الخارج�ة، ول�س على االنقل المعقم داخل صندوق عمل في  �جب ال -5

 النقل.  صندق ث عند العمل في یل الحد یقل�جب ت -6

 المفتوحة أو طبق بتري حیث یتم تشر�ح الن�ات.  زراعة على حاو�ة المیل ألا ت  حاول أ�ضاً  -7

 Laminar Air Flow Hood     صفحيق الهواء الصندوق تدف  

هواء إ�جابي    تدفق   خلقعمل الجهاز على  المعقمة. �  مفید للغا�ة لأعمال النقلالهواء الصفحي    فق وق تدد صن  
تدفقاً  و�خلق  العامل  الكفاءة    تجاه  عال�ة  الجس�مات  الهواء  مرشحات  تعتبر  العمل.  منطقة  فوق  النظ�ف  للهواء 

)High efficiency particulate air (HEPA)(    بنس�ة خال�ة  أو    0.3جس�مات    من  % 99.97مطلقة 
�جب تنظ�ف المرشحات    .الكابینةأعلى    لتصف�ة الجس�مات الكبیرة إما في قاعدة أوم�كرومتر. توجد فلاتر مس�قة  

وفقاً  منتظم    المس�قة  زمني  عم  عتماداً ا لجدول  على  للحفاظ  المختبر  في  الغ�ار  �م�ة  �اهمرشحاالر  على  ظة  ت 
خدام المكانس  تس اأو    على أرض�ات المختبر  ستخدام السجادا وتجنب    ةف المختبر �ممسحة المبلل� نظیتم ت الثمن.  

   .في النظافة الكهر�ائ�ة

 Insects   الحشرات   

د  . هناك العدی)mites(  واحدة من أكبر المشاكل في معمل زراعة الأنسجة هي الإصا�ة �الحشرات، وخاصة العث

 Dermataphagoides pteronyssimus, Dermatafagoides farinae, and(المختلفة    أـنواع  عثمن ال

Tyrophagus putrescentiae( ،    أو عث الغ�ار، والتي �مكن أن تكون مشكلة �بیرة. �مكن أن �ع�ش العث

شكل عام، �كون  هوائ�ة. � تحرك العث في الت�ارات الیوجد على الملا�س والشعر.  �في مجاري الهواء والمرشحات و 

لى الفطر�ات ول�س  ى عتغذ ی �نجذب إلى الرطو�ة والمواد العضو�ة.  لمساء و اوقت م�كر من    العث أكثر نشاطًا في 

العث داخل وخارج    نتقالا �سبب  زراعات  التتلوث  . دورة ح�اة العث حوالي أسبوعین.  دبالكنس�ج  المواد الن�ات�ة أو  

ي الذي  ث الفطر و ره، من خلال مسار التلد �ضعة أ�ام یرى المرء آثاته حتى �عدون أن یتم ملاحظة  اعر ز أوع�ة ال

إلى المختبر عن طر�ق الأفراد (على الشعر، والملا�س، والأحذ�ة،  حشرات  دخل ال ت ینتشر عن طر�ق أرجل العث.  

الم الن�ات�ة  المواد  أو  ذلك)،  إلى  المجاع�أةوما  المختبرات  أو  الكبیرة،  الن�ات�ة  المواد  أو  التي  ،  على  ورة  تعمل 

البذ �بیرة من  �م�ات  تخز�ن  أو  الو الحشرات،  أو  أنظر  تتلوث  أن  �مكن  الجافة.  الن�ات�ة  الهواء،  مواد  مة مجاري 

 خاصةً �الفطر�ات.  
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 الس�طرة على تلوث الحشرات  

  ول ت من الدخوسیلة مملة للغا�ة ولكنها فعالة لمنع الحشرا  ة �ال�ارافیلمالزراعحاو�ات  عمل�ة إغلاق ولف  تعتبر   

تغلق    بتري في صنادیق بلاست�ك�ة أو أك�اسال �اق  أطات  اعر ز یتم وضع    ،في �عض الأح�ان في أوع�ة الزراعة.  

ذا �انت مشكلة الحشرات جار�ة للس�طرة علیها. �جب  إغلاق حاو�ات الزراعة إ �جب  ).  ziplock�الزمام المنزلق (

ال �ستخدم  زراعات  تعق�م  الفور.  على  ع�ارافالالملوثة  ا ادة  یلم  أوع�ة  تشیر  ةلزراعلتغل�ف  الدراسات  .  إلى  �عض 

(مغ  مخدات اس قلاد  إیثی ) Glad-Wrapلف  بولي  فیلم  وهو  جی ،  غاز  نفاذ�ة  ذو  أكسید  لین  وثاني  للأكسجین  دة 

) وهم ع�ارة بول�مر مشرك  Saran-Wrapلف ساران (غمالكر�ون والإیثیلین ونفاذ�ة منخفضة ل�خار الماء مقارنةً �

مكن أن یؤدي أي نوع من  خفضة. �ن ، الذي له نفاذ�ة غاز م)polyvynilidene copolymer(یلیدین  بول�فینال

وضیق اللفات.    في عدد ط�قات  الاختلافاتحدوث مشاكل في النسخ المتماثل للب�انات �سبب  ى  إلالمغلفات    أنواع

الغازا ت�ادل  نسب  ستجعل  المعلمات  إغلاهذه  �مكن  التي  الحاو�ات  تسمح  متغیرة.  �أغطت  ذات  غشائ�ة  �ة  قها 

المتك الغازات  بت�ادل  تهو�ة  الشر�ات  الحشرات  واست�عادر  ر فتحات  �عض  في  (  وتتوفر  ،  )Gibco-BRLمثل 

)Osmote ( )وSigma.(    

الإ من  العدید  مناقشة  تمت  وقد  الحشرات  قتل  في  فعالة  الحشر�ة  �عص  سترات�ج�ات  المبیدات  عن  وتمخضت 

 :  مثل المقترحات  

رذاذ   • مذ�االرش  بیر�ب  مثل  ع  قبل    �عد  )Raid(ثروم  الأسبوع الدوام  تقر��اً   6لمدة  ة  �الإجازة  مع  أساب�ع   ،

العث. �جب أن یتم تهو�ة  یوجد    الغرفة التي عادة ما تتراكم فیها الأتر�ة حیث  إلى زوا�ا �شكل خاص    الانت�اه 

المختبر. قبل دخول  المختبر   إلى  واحدة  الأفراد  المختبر مرة  ، �جب رش  ذلك  فيلتل  شهر�اً   �عد    عدم  حكم 

 .  إعادة دخول الحشرات

 ر. أشه  3لمدة  فعال أ�ضاً ) Benzyl-benzoate(بنزوات  رذاذ البنز�ل •

  . �مكن إضافة )difocol(   ود�فو�ول  )fenbutatin oxide(  مثل أكسید الفینبوتینعناكب  مبیدات ال  استخدام •

القطن. �مكن وضع سدادات  من  عة  الزرا   حاو�اتلتش�ع سدادات    استخدامهأو  ة  إلى وسط الزراعالد�فو�ول  

ضع الورق المنقوع  ذلك، �مكن و   �الإضافة إلىالجزء الن�اتي المنفصل.    مع  ةالزراع  القطن المش�عة في وسط

 ة.  في هذه المواد الك�م�ائ�ة على أرفف الزراع

 رة واحدة في الأسبوع.  عناكب ملا رش �مبید  •

 مشرب �مبید حشري.  ال فورق الأرف، استخدم ؛ أ�ضاً زراعة تعلیق شرائط الآفات في غرفة ال •

 بید حشري.  اس�ة �مسطلاء اللوحة الأ •

 الحشرات المهاجرة.    واصط�ادالغ�ار والأوساخ عن الأحذ�ة لإزالة بواب السجاد اللاصق عند الأ�ستخدم   •
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 Media الغذائ�ة طاوسالأ    

  عمتر المر�وجرام في السنت��یل  1.05  م وضغط°121ة حرارة  جدر   عند  وساط زراعة الأنسجة عموماً أیتم تعق�م  

سبق أن تم    الوسط السائل.   نممل    1000-10زراعة التي تحتوي على  ع�ة الاسب لأو ندق�قة. هذا م  15لمدة  

التعق�م  ال تأثیرات  الفصلالحراري  مناقشة حول  في  المغذ�ات  في وسط  المختلفة  المكونات  الخاص    الثالث   على 

(التعق�م    ح ��الترش  د الحرارة. �جب تعق�م هذه الموا�اط قابلة للتغیر  سو ونات الأ. �عض مكالغذائ�ة  وساط�إعداد الأ

غشا  �استخدام  ال�ارد) �فتحات  مرشحات  و   0.22ئ�ة  و م�كرون،  إلى  حرار�اً  �ضافتها  تعق�مه  �عد  الغذائي  الوسط 

راعة المعقمة.  وار�ر الز خلط الوسط جیداً ثم توز�عه في ق و وتبر�ده لدرجة حرارة مناس�ة داخل صندوق النقل المعقم،  

 لثالث). (هذا الوصف ورد في الفصل ا 

 Instruments   التشر�ح أدوات  

�أطوال مختلفة ومشارط ذات أحجام  الجزء الن�اتي المنفصل تشمل الملاقط    جهیزفي ت  تخدامهاسا  الأدوات الشائع

ت من الفولاذ المقاوم  ین�ة أدواعبوات ورق ألومنیوم أو وضعها في ص في  مختلفة للشفرات. �مكن تغل�ف الأدوات  

-140عند درجة حرارة  دق�قة أو وضعها في فرن جاف    20-15لمدة  م  ° 121رة  ا جة حر للصدأ وتعق�مها في در 

 ساعات.   4لمدة م 160°

 : صندوق النقل المعقمالأدوات في    استخدام هناك عدة طرق مستخدمة للحفاظ على الأدوات معقمة أثناء 

غمر  مع عدم    ٪ �حول95�حتوي على    اخت�ارفي أنبوب  ط والملاقط)  ت (المشار أثناء العمل توضع الأدوا •

 حوالي ثلث الأداة في الكحول. 

، فسوف ینتشر  الاخت�ارالجزء السفلي من أنبوب    انكسرلأنه إذا    حاملأنبوب الاخت�ار في     �كون �جب ألا  •

 الكحول �سرعة و�شتعل و�تسبب في نشوب حر�ق.  

 حاو�ة. ال انكسارعلى منع  أ�ضاً حاو�ة الكحول ت  تحني القط شاش  وضع ال�مكن أن �ساعد  •

 متین.  �أس أنبوب الاخت�ار في دورق أو ب وضع ج� •

 على منع الحاو�ة من الانقلاب.  الاخت�ارفي قاع الحاو�ة الذي �حتوي على أنبوب  وجود ماء د اع�س •

ع فوق  ف�جب ألا تر   دوات، لأ ا  تعالاش   في حالة.  الاستخدامبرد قبل  تل   اتر�هإشعال الأدوات لإزالة الكحول و یتم   •

 ع، مما �سبب الحرق.  فإن الكحول المحترق سوف ینساب على الأصا�ك بها، س لتي تماع  مستوى الأصا�

أمراً  • الكحول  من  الأدوات  تطهیر  �كون  أن  حذراً خطیراً   �مكن  �كون  أن  المرء  على  و�جب  لوضع    للغا�ة  ، 

 جانب الآخر.  على ال اللهب النقل المعقم و  ق دو صنانب من  حتوي على الكحول على جذي �ال الاخت�ارأنبوب  

 ي تحتوي على الكحول.  موقد الكحول أو بنسن �جوار الحاو�ة التع یوضألا   �جب  •
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أ • طال�اً �جب  تترك  في    مبتدئاً   لا  في صندق  �مفرده  العمل  الطالب  المعقم النقل  أثناء  على  الإشراف  �جب  ؛ 

 ل. و إلى الكح اقبل إعادته اوتبر�دهدوات  الأ احتراق ءانتهامن  اً �شكل صح�ح في جم�ع الأوقات. تأكد دائم

للح�اة على  ة  ، �مكن أن �كون قابل)Bacillus macerans�اكتیر�ا (  أن)  Streiber et al., 1996(ذ�ر   •

في   تخز�نه  �عد  �عد  %  95الملقط  ح�ة  ظلت  ال�كتیر�ا  أن  حتى  أساب�ع.  لعدة  الإیثانول  یتم  الاشتعالمن   .

  8-6التسخین لمدة    عن طر�ق  دق�قة أو  20لمدة  م  °121فقط عن طر�ق التعق�م على  ل�كتیر�ا  القضاء على ا 

  احتراق من  )  Clavibacter�عض أنواع ال�كتیر�ا مثل (  ك، قد تنجولإضافة إلى ذلموقد بنسن. �اي  ثوان ف

 الدوري.  �م والتعقالسطح من  المواد الن�ات�ة�قا�ا غسل الأدوات لإزالة فضل الكحول. لهذه الأس�اب، من الأ

 الصودیوم �الطر�قة التال�ة:   و�لور�تبتعدیل الرقم الهیدروجیني لهی اقتراح تم   •

مل من   2) �ضاف إل�ه  4HO2K(   فوسفات هیدروجین ثنائي البوتاسیوم % من  10ل  تحضیر محلو  -

(حوالي   التبی�ض  الصودیوم،  5محلول  هیبو�لور�ت  المتاح)  %5  الكلور  ا  96إلى  % من  الماء  لمقطر،  مل من 

من    2  ةفاأض (   مل  هیبو�لور�ت    مل  100  كذل �نتج  و   % 10  بتر�یز   )4HO2Kمحلول  الرقم    مخففمن  إلى 

إلا  والمواد الن�ات�ة الرق�قة؛  المقطوعة  سامة لأسطح الن�اتات  مادة  لا الصودیوم. و   في محلول فوسفات   7ني  الهیدروجی

دوات في  توضع الأة على الأدوات.  ثان�  30ة  جزء في الملیون لمد   1000عند  )  Bacillus(  في قتل  ةفعالإنها  

   جفتشعل لثم ُ لإیثانول،  في ا سمغتهذا المحلول، و 

ممتاز وفي غا�ة السلامة لتعق�م الأدوات حیث توضع ف�ه    اخت�ار)  Bead sterilizerزات (�عتبر معقم الخر  •

لحوالي   حرارة    10الأدوات  درجة  في  الخرزات  °240ثواني  تنظف  العا  3-2م.  في  تكر م  مرات  ار  حسب 

 غیر حادة أسرع من تعق�م الكحول.  ت تص�ح ا. �عض العاملین أشاروا إلى أن الشفر لاستخداما

للأدوات �سبب الحرارة العال�ة التي    الافتراضيو �فاءة عال�ة لكنه یتسبب في تقصیر العمر  خرزات ذمعقم ال •

إلى   لأن  اعوجاج تؤدي  المعقم  من  الأدوات  رفع  في  الحذر  �جب  س الأدوات.  تكون  وتسبب  ها  جداً  اخنة 

 الحروق.   

 Room Air Handling System     م تهو�ة الغرف انظ  

ال  تكی�ف الهواء مصدراً �مكن أن تص�ح أنظمة   والحشرات. �جب تنظ�ف مجاري مناولة الهواء  م�كرو�ي  للتلوث 

 تكرر. ل م�شكزراعة المرشحات المس�قة التي تنفث الهواء إلى غرفة ال  استبدالوص�انتها �شكل صح�ح و�جب 
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 ادس سالفصل ال
 Callus Induction   ز نس�ج الكدبتحفی

 Callus Initiation    إنشاء نس�ج الكدب

�خطوة أولى في العدید من تجارب زراعة  لأساسي  دب من الجزء الن�اتي المنفصل االكتشكیل نس�ج  تحفیز    �جب 

أو أوراق أو    أو جذور أو س�قان  تم إن�اتها تحت التعق�م�ادرات    الجزء الن�اتي المنفصلالأنسجة،. قد �كون هذا  

معقمة   تناسل�ة  الكدب  .  اً �سطحتعق�ماً  ه�اكل  نس�ج  )  callus( نس�ج  ینتج  و جر الهو  للإصا�ةإ ح  وهو ستجا�ة   ،

�شكل  دب، الكنس�ج  . یتكون الجزء الن�اتي المنفصلخلا�ا من المنطقة المصا�ة أو المقطوعة من ع�ارة عن تكاثر 

 .ظمةتلغا�ة ولكنها غیر منل مایزة ومت مجوفةو خلا�ا متفتتة و�بیرة   من، عام 

و�مكن أن �حتوي على  ومضغوطاً   صل�اً دب  الك نس�ج  �مكن أن �كون   الإنشائ�ة  عناقید    من  مجموعات،  الخلا�ا 

وهو،  الصغیرة  عام، خلا�ا  .  متمایزة  إنشائ�ة  �شكل  الهلغیر  على  القدرة  أو  ا  الجسدي  الجنین  تتجدد عن طر�ق 

(إنشاء   أوطو ت  غال�اً العضو  الجذور  الخلا�ا في  راعمالب   ر  تساهم جم�ع  المنفصل). لا  الن�اتي  تكو�ن    الجزء  في 

مؤهلة لتجدید اله�اكل المنظمة. لا یبدو أن  دب  الكنس�ج  معینة من خلا�ا    ، والأهم من ذلك، أن أنواعاً دبالكنس�ج  

 قدرة الذات�ة.  مؤهلة للتعبیر عن الدب الك نس�ج خلا�ا أخرى من أنواع 

) تحر�ض    )Wang et al., 2011فحص  البرس�م،  الكنس�ج  نس�ج�اً  ن�ات  من  منفصلة  ن�ات�ة  أجزاء  من  دب 

نس�ج   هتمام أن خلا�ا ومن المثیر للإ. الورقةنصل  ووجدوا أن نس�ج الكدب ینشأ من سطح الورقة المقطوع وعروق 

ات�ة، تنشأ الخلا�ا  د من الأنواع الن�أجنة جسد�ة؛ في العدی   شكلنادراً ما ت دب من الكامبیوم الإبتدائي (العروق)  الك

إرتداد�اً    تمایز) ت mesophyll(الوسطي  العماد�ة  خلا�ا أوراق البرس�م الكامبیوم الإبتدائ�ة. الكاملة القدرة من خلا�ا  

)dedifferentiated  ( ًلتحدید    لتشكیل أجنة جسد�ة. عادة ما �كون الاخت�ار ال�صري المجهري الم�كر ضرور�ا

عقد ساق�ة  من  دب  الكنس�ج  نظرة ثاق�ة للحصول على  )  Naor et al., 2011ورد (ألقابلة للتجدید.  نوع الخل�ة ا 

(یوضع في الوسط مع الجزء العلوي من الن�ات    اً مقلو�مزروع في الحقل  ن�ات العنب الكجزء ن�اتي منفصل من  

القاعد�ة والنها�ة  الوسط  ن�ات في الأعلى  في  نمو  منظمات  إضافة  المستأصل    يالن�اتالجزء  بدأ  ی حیث  .  �ة) دون 

 الجذع.   ي المنفصل منن�اتالجزء ال�سین القاعد�ة في  و الأعلى الأرجح نت�جة لحر�ة دب الك نس�ج  تكاثر

(أو�سین، سیتو�ینین، ج الن�ات  نمو  منظمات  تكو�ن  ب �عد مستوى  في  یتحكم  إلخ) عاملاً رئ�س�اً  إیثیلین،  ر�لین، 

تمد  �مكن أن تع�ما  ظمات نمو الن�ات لكل نوع ن�اتي  �یزات من تختلف تر   . �مكن أنةفي وسط الزراعدب  الكنس�ج  

ظروف  ة، وما إلى ذلك.  ائ�، والعمر، والحالة الغذنمط الن�ات الوراثى أو  الجزء الن�اتي المنفصل    حتى على مصدر 

.  دب الك  نس�جمهمة في تكو�ن وتطو�ر    هي أ�ضاً الوسط سائل أم صلب)  طب�عة  الزراعة (درجة الحرارة والضوء و 
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العشر�ن  ما    فحص و� القرن  من  الأول  العقد  في  �حوث  من  إجراؤه  طر�قة  �أنه  یؤ�د  تم  توجد   ةعامجلا 

)universal  (    أنواع الن�اتات. هناك الآلاف من المقالات  دب  الكنس�ج  للحصول بنجاح على مزارع من جم�ع 

تستخدم  علم�ة  ال التي  الأ�حاث  تصف  زراعأو   متنوعة،   منفصلة  ن�ات�ة أجزاء  التي  ومةوساط  وتول�فات  ،  ستو�ات 

الزراع لوسط  أخرى  إضافات  إلى  �الإضافة  الن�ات،  نمو  الزراعةمنظم  وظروف  لحث    ة ،  نس�ج  المتنوعة  تكو�ن 

ن�ات�ة معینةه  وتجدیددب  الك أنواع   ,.Garcia et al., 2011; Dhar and Joshi, 2005; Gao et al(   من 

2010; Irvani et al., 2010(  . 

الت اتوفر  الفصل خبرة    لواردة فيدر��ات  المنفصلة،    تقن�ات متنوعة  استخدام في  هذا  الن�ات�ة  معرفة و من الأجزاء 

 الخبرة.  واكتساب دب الكنس�ج   استحثاثمختلفة لمراق�ة ودراسة ال  ةزراعلأنواع وظروف ا 

إنشا الكدب،  �مجرد  نس�ج  سیتم    استخدامه�مكن  ء  التجارب.  من  متنوعة  مجموعة  نس�ج  اعزر   استخدام في  ات 

ال  ا ي هذفدب  الك الخلوي،الفصل لدراسة عزل  الخل�ة،    محتوى  الجنین الجسدي،    والانتقاء ونوع  الخلوي، وتكو�ن 

المنتجات   و�نتاج  �عد الثانو�ةوتكو�ن الأعضاء،  ذلك،  إلى  �الإضافة  مفیداً دب  الك  نس�ج  .  للتجدید  �هدف    القابل 

 .  وراثيللتحول ال

 الغرض: 

الكدب  �م وتح التعق �ة  تقن الخبرة في    اكتساب نس�ج  نورات،  ثمار،  �ادرات متنوعة ( منفصلة  ن�ات�ة  أجزاء  من  فیز   ،

 جذر).  

 : إنشاء نس�ج الكدب تحضیر وسط

 مكافئ)  لتر (لعمل واحد     

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 : یلي  ما أخلط  -2

أملاح  لكل  مل  10 ) أ مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،  هالیدات،  رات،نت:  وسكوج   يجراش�و م  من 

 ). NaFeEDTAو(

 ملجم/لتر)  40ث�امین ( مر�ز مل من 10   ) ب

 جم/لتر)  10إینوز�تول (-میور�ز مل م 10  ) ت

 م سكروزراج 30 ) ث

 مل)  100/رامجیل� م 10الكینتین ( ر�ز من م مل 1.0 ) ج



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

84       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

 مل)  100میل�جرام/ D) (1.0-2,4مل من مر�ز ( 3.0 ) ح

 ینفیتاممل من مر�ز ال  1.0 ) خ

 مل 1000م إلى ض�ط الحج  -3

 .5.7ض�ط الأس الهیدروجیني إلى   -4

 بورق ألمونیوم.  قارورة إرلنمایر . وتغط�ة جارآ م/لتر را ج  8أضف   -5

حرارة   -6 درجة  عند  الضاغط  المائي  السخان  في  وضغط  °121التعق�م  السنت�متر    1.05م  في  �یلوجرام 

 المر�ع. 

 النقل المعقم. داخل صندوق   مم)  20×100مل لكل طبق بتري بلاست�ك معقم ( 25وزع  -7

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل من �ادرات الجزر

 �طر�قة معقمة في طبق بتري معقم   هاتان�تي تم إال �ادرات  الوضع  -1

البذور التي لم تنتج    استخدام لا یزال من الممكن  قطع ال�ادرات، وزراعة أنسجة الأوراق والجذع والجذور.   -2

 غطاء البذرة وتقط�ع البذرة لعدد من الأجزاء.    إزالةاً ز لجذر �ار إذا �ان ا�ادرات صغیرة 

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل من ثمار الل�مون  

قطع    الماء الدافئ والصابون.ثمرة �غسل الالثمار الخضراء غیر الناضجة أفضل من الثمار الناضجة.   -1

 .  قشرةي ال ف تةنسجة المی�زالة الأ تكون متصلة �الثمرة و أنسجة الساق والكأس التي قد  

 سم.  1.0والي حقطع الثمرة إلى أجزاء   -2

3- ) الكلور  مب�ض  بوسطة  السطحي  تو�ن15التعق�م  من  قطرتان   + لمدة    100لكل    20-%    15مل) 

 مرات �الماء المقطر المعقم. الأقسام الوسطى من الثمرة قد تعطي أفضل أجزاء ن�ات�ة منفصلة.     3دق�قة. أشطف 

 من أزهار القرنب�ط  لفصالن�اتي المن ءز تجهیز الج

 . غسل الأزهار �الماء الدافئ والصابون  -1

بو  -2 السطحي  (ا التعق�م  الكلور  مب�ض  تو�ن15سطة  من  قطرتان   + لمدة    100لكل    20-%    15مل) 

 مرات �الماء المقطر المعقم.   3دق�قة. أشطف 

 قطع الأنسجة التي أحرقها �لور التبی�ض.  -3

 .�ج السو�قي سنور الفرد�ة، وال هز قسام الزهیرة، وال زرع أ ـأ -4

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل من أنسجة الجزر  

 .الجزر الطازج الذي لا تزال القمم الخضراء متصلة �ه  استخدم  -1
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 . ال�قع السیئة من الجذر  واقطعفرشاة.  �استخدامالجذور �الماء الدافئ والصابون  ادعك   -2

  شطف أدق�قة.   15لمدة  ی�ضتبال�لور % من 15في ي سطحلا تعق�م ال و سم   1.0قطع الجذر إلى أقسام   -3

 . الأنسجة المحروقة بواسطة الكلورإزالة ثلاث مرات في ماء معقم. 

 الزراعة  

 .سجل درجة الحرارة  ؛م°30-27) عند حوالي درج أو خزانةفي مكان مظلم ( راعات ز ضع جم�ع ال

 ملاحظات

 .أساب�ع  6ى مدى لع الملاحظات مرة واحدة في الأسبوع  یتم تسجیل -1

 تلوث.  الو دب الكنس�ج وتشكیل   ةات ظروف الزراعمن الملاحظ�جب أن تتض  -2

 لتسجیل الملاحظات وعمل الرسومات.    سبوع�اً أمرة  التشر�حمجهر تحت زراعات مراق�ة ال من المهم جداً  -3

  الجذر،جذر    وم من مبیا، مثل نس�ج الكالجزء الن�اتي المنفصل  من مناطق مختلفة مندب  الكینشأ نس�ج    -4

ذلك  �الإض إلى  تتافة  أن  �مكن  م�اشر،  �شكل  الجسد�ة  الأجنة  من  �بیرة  أعداد  الجزر    شكل  بذور  أجزاء  من 

 حة.  و جر م الالمنفصلة 

  الجزء   الخلو�ة الم�كرة وتضخم   نقساماتالاللعین المجردة، وخاصة    العدید من هذه الأنشطة غیر مرئ�ة -5

   ي المنفصل.الن�ات

من خلال  كدب  النس�ج  أنواع  الخل�ة و مراق�ة  ات و ب�عض الزراع  التضح�ةة، �مكن  تسنها�ة الأساب�ع ال   في -6

 ئي.  مجهر الضو العمل حوامل رط�ة على الشرائح والمراق�ة تحت  

 ما یلي: �جب تضمین المناقشة �جزء من إدخال دفتر الملاحظات. �جب أن تتضمن المناقشة -7

 اتي المنفصل. ن�لا جزء لمصدر ال  استجا�ةدب الكنس�ج تعلیق على تكو�ن   ) أ

 .  ؟ أو لماذا لم یتشكلدب  الك نس�ج  لماذا تشكل   ) ب

مثل    استجا�ةمقارنات    ) ت المختلفة  الأنسجة  الأنسجة  دب  الكنس�ج  مصادر  مقابل  البذور  من  المشتق 

 الناضجة.  

 .حظاتلافي قسم الملنس�ج الكدب ونوع الخل�ة الرسوم التوض�ح�ة  تضمین  ) ث

ومنحن�ات النمو  نة الجسد�ة  جتكو�ن الأمعلقة من  ت الإنشاء الزراعا  يفالجزر  دب  � نس�ج  مزارع    استخدام�مكن  

لعزل الخطوط  نس�ج �دب الجزر  . �الإضافة إلى ذلك، �مكن استخدام  ةحو لمل المقاومة ل  ا الخلا�  اخت�ار ودراسات  

 خطوط الخلا�ا المصط�غة.   النق�ة لمختلف 

 . یز�نلطلاب المتما  مشار�ع انطلاق ةط والل�مون نقمن القرنب�ط الناتج دب  الك نس�ج  �مكن أن �كون 
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 الب�انات والأسئلة   

 . جزاء الن�ات�ة المنفصلةمراق�ة وتسجیل التقدم الأسبوعي للأ  -1

 تحدید ظهور تكو�ن نس�ج الكدب على الجزء الن�اتي المنفصل.    ) أ

 �طر�قة مماثلة؟جزاء الن�ات�ة المنفصلة  تستجیب جم�ع الأهل  ) ب

 في المظهر؟    ةهل �ل خلا�ا أنسجة الكدب متطا�ق ) ت

 .لیون �الجزء في الممنظم نمو الن�ات في الوسط  �یزات عن تر التعبیر   -2

و(أحسب    -3 للكینتین  محالیل  لمر�زات  المولاري  في  D-2,4التر�یز  النمو  منظمات  تر�یز  هو  وما   ،(

 الوسط؟  

على    �عداد حامل مبللض نس�ج الكدب و عیتم إزالة � أساب�ع)    6-4المدرب (في الوقت الذي �حدده     -4

 .  الخلا�اوشكل  في أحجام  الاختلافاتالخلا�ا. لاحظ  رسمالمجهر. أظ الخلا�ا تحت شر�حة ولاح

 Explant Orientation    الجزء الن�اتي المنفصل اتجاه  

على  ي المنفصل  الن�اتداخل الجزء    القطبي  يهرمون الن�اتالونقل    �ةلمستو�ات الداخل�ة لمنظمات نمو الن�ات تؤثر ا 

نستح في  الك  ج�فیز  عدیدةمر دب.  لنسخ  إجراعند  ،  ات  محاولات  إعادة  ء  سا�قاً أو  منشور  التفاصیل  عمل  فإن   ،

مثل في  الصغیرة  تذ�ر  الوسط لا  المنفصل ووضعه على  الن�اتي  الجزء  تجهیز  المواد،  العملو   قسم  مما طرق   ،

على    العمل،فإن في طر�قة    ،؛ ومع ذلكاً مهمل�س  هذا  إن  مختلفة. �النس�ة ل�عض الن�اتات    استجا�اتدى إلى  یؤ 

المثالسبی أقسام   ، ل  وضع  إلى  الزراعة.   تشیر  وسط  على  السفلى  الجنین�ة  التمر�نالسو�قة  هذا  یوضح    سوف 

من   الاستجا�ات  السفلى    المتفاوتة  الجنین�ة  المنفصل    و/أو  السو�قة  الن�اتي    تقس�مال   ��ف�ة   على   عتماداً ا الجزء 

 .خرى ت�ة الأ الأجزاء الن�ا ستجا�ةا ثل في امووضعه في الوسط. �مكن توقع ت�این م

 الغرض:   

 .الشمسقطن وزهرة ال دب في �ادرات ن�اتات  الكنس�ج  على تحفیز   المنفصل الن�اتي الجزء ه �لب�ان تأثیر توج

 تحضیر الوسط:   

 مكافئ) لتر   (لعمل واحد    

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 : یلي  ما أخلط  -2
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مر   لكل  مل  10 ) أ )  PBMo(  �بر�تات،  هالیدات،   نترات،:  وسكوج  موراش�ج   أملاح �زات  من 

 ). NaFeEDTAو(

 ملجم/لتر)  40ث�امین (مر�ز مل من  10ب)  

 جم/لتر)   10إینوز�تول (-میور�ز مل م 10ت) 

 م سكروزرا ج   30ث) 

 مل)  100/رامجمیل�م NAA ()10ر�ز (من م مل 10ج) 

 مل)  100ل�جرام/می 2iP) (10( ز�مل من مر  10ح) 

 مل 1000ض�ط الحجم إلى   -3

 0.2±5.7ض�ط الأس الهیدروجیني   -4

 .�اكتو. غطاء بورق الألمنیوم -أو أجار د�فكو TC جم أجار 8أضف   -5

الضاغط    -6 المائي  �السحان  �یلوجرام في    1.05وضغط  درجة مئو�ة    121دق�قة عند    15لمدة  التعق�م 

 السنت�متر المر�ع.  

 .)مم  20×  100(بلاست�ك معقم  لكل طبق بتري  لم 25وزع   -7

 تنب�ه   -8

 (�ستخدم وسط إنشاء نس�ج الكدب الموصوف سا�قاً في بدا�ة هذا الفصل لزهرة الشمس). 

 الجزء الن�اتي المنفصلتجهیز   

قة القطع  �من بذور زهرة اشمس التي تم إن�اتها تحت التعق�م (طر و/أو  نین�ة  جأقطع أقسام من السو�قة ال  -1

   ). 6.1في شكل  ةنمبی

 المنفصلة ووضعها في الحاضنات.  اء الن�ات�ة  زراعة الأجز   -2

 ة التال�ة: التجارب لطرح الأسئلتصم�م   -3

الورقة    اختلافهل یوجد   ) أ �القرب من  الجنین�ة  السو�ق  النس�ج من  الكدب و�م�ة  تحفیز نس�ج  في وقت 

 الجذر؟   مقارنة مع قرب

 ؟  لوسط مقلو�اً على ا لن�اتي المنفصل بوضع الجزء ا  بد في وقت و�م�ة نس�ج الك اختلافهل یوجد أي  ) ب

في تحفیز نس�ج الكدب بوضع الجزء الن�اتي المنفصل الجزء الأ�من لأعلى أو   اختلافهل یوجد أي     ) ت

 مقلو�اً على الوسط؟   
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 هل الأجزاء الن�ات�ة المنفصلة للفلقات تنتج نس�ج �دب أكثر من السو�قة الجنین�ة؟ ) ث

 في المظهر؟    قهل نس�ج الكدب متطاب ) ج

ات  ؛ درج)الضوء (الظلام التام مقابلالمظلمة زراعة  ال ، مثل، أخرى معاملات  لاخت�اررب إعداد تجاتمكن  -4

�مكن إجراء  ي،  الن�ات�الجزء  یتعلق  . وف�ما  نصف؛ الخ) �امل أملاح موراش�جي وسكوج مقابل ال   استخدام الحرارة؛  

 .  نس�ج الكدب   ة�اجاست  لاخت�ارالجزء الن�اتي المنفصل   وضعتجارب في 

   ملاحظاتال  

تشیر إلى  للأجزاء الن�ات�ة المنفصلة  أساب�ع) رسومات    4�جب أن تتضمن الملاحظات (كل أسبوع لمدة   -

 دب. الكنس�ج المساحات والكم�ات النسب�ة لإنتاج  

 تشر�ح.  ال تحت مجهر  زراعات مراق�ة ال -

في    ب�عأسا   8-6�ة �عد  المصط�غة النق  انقطة البدا�ة لعزل خطوط الخلا�زراعات  �مكن أن تكون هذه ال -

 زراعة.  ال

 Establishment of competent cereal    )ذات الكفاءةالمقتدرة (زراعة خلا�ا الحبوب  إنشاء    

cell cultures 

�ان  تار�خ�اً  الصعب  ،  الفلقة.  أحاد�الن�اتات  من    المقتدرةخلو�ة  زراعات  إنشاء  من  س�عین�ات  ة  أواخر  في 

الق أ  ن ر وثمانین�ات  ال  وردالماضي،  من  الجیني  اتأثیر  حثین  ا�العدید  التجدد  اللنمط  قدرة  على  الزراعة.  قوي  في 

�عضهم   الذرة  وأثبت  زراعة  من  التجدد  وراث�اً ی أن  ف�ه  التحكم  النوو�  تم  الجینات  (بواسطة   ,.Hodges et alة 

1986; Tomes and Smith, 1985) وقدم .(Peng and Hodges, 1989ان    الأرز  أن تجدید  لیلاً على) د�

في الذرة    قابل للتجدد دب  �نس�ج  القدرة على تكو�ن  سیتو�لازم�ة. تختلف  �ل من الجینات النوو�ة وال  تحت س�طرة

الجین�ة،   الأنماط  بین  ال�انت  و الرف�عة  و Ma et al., 1987(  السائدةالسمة  �مثا�ة    وراث�ةالصفة  تعني  )،  التي 

الج إلى  تفتقر  الأصناف  �عض  أن  �النی ضمناً  الخاصة  الات  في  �عض    عة.زرا تجدید  أن  مفهوم  مع  المشكلة 

جینات    الأصناف إلى  إنشاؤه  لتج ا تفتقر  تم  الذي  الصنف  أن  هو  للتدید  قابل  واحد جدید  غیر  مختبر  تم  و   ،في 

عنه لاحقاً  في    الإبلاغ  للتجدید  قابل  المعلومات  اتختبر مأنه  إلى  تفتقر  الأصناف  �عض  أن  فكرة  �ست�عد  مما   ،

   ). Bhaskaran and Smith, 1990(  ددللتج  قابلةزراعات ل تشكل اللازمة ة�الجین 

النوو�ة   الجینات  أن  أكثر  المعقول  من  على تشارك  یبدو  الس�طرة  ن�ات  استجا�ة  في  نمو  منظم  لنوع  ي  الصنف 

(   وتر�یزه  الزراعة  وسط  فإن  Close and Gallagher-Ludeman, 1989في  ثم  ومن  بین    الاختلافات). 

.  وراث�اً تنشأ    ، وهي) الذات�ةالداخل�ة ( و�ات الهرمونات  لتغیرات في مست تكون مرت�طة �امن المحتمل أن    الأصناف، 

ا المنفصلة (أي  الن�ات�ة  ذلك) منالمتوك لأوراق، والجذور، و الأجزاء  إلى  والس�قان، وما  حتى  أو  صنف واحد،    ، 
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ب التدرجات  على الأرجح �سبمرة أخرى، هذا  . طنفس الوس علىزراعة ن�ات�ة، لا تستجیب �شكل مماثل في ال�ادرة  

الإنشائ�ة مقابل  الخلا�ا  (   وأنواع الخلا�ا )Wernicke and Brettell, 1982الداخل�ة (  هرموناتالتفاوتة في  الم

 .داخل الن�اتالأكثر تمایزاً)  الخلا�ا 

م�جب   الحبوب  �دب  نس�ج  ن�ات�ة  ن  إنشاء  على  أجزاء  إتحتوي  هذه  شائ�ة.  ن خلا�ا  ة  �الن�اتجزاء  لأاوتشمل 

ناضجة  ة غأجنالمنفصلة   المزهرة ییر  الن�اتات  ال  تم جمعها من  أجزاء  الناضجة أو  ، �ما في ذلك  �ادراتوالبذور 

والقاعد�ة الإنشائ�ة  الإ  الأجزاء  هو  المهم  الثاني  العامل  الصغیرة.  الأوراق  الم�كرمن  المرئي  نس�ج  نوع  ل  خت�ار 

البني  دب  الك الأب�ض  اللون  ذو  (لإالعقدي  الأصفر   Bhaskaran and Smith, 1988; Heyser andى 

Nabors, 1982  إلى بني اللو ومتبلور ،  متفكك غیر الجنیني  دب  الكنس�ج  ). عادة ما �كون  Abeن ( ، أصفر 

and Futsuhara, 1985; Nabors et al., 1983 الجنیني. دب الكنس�ج  �غطي �حیث    �شكل)، و�نمو 

  الغرض:

 Peterson andدب (الك فیز نس�ج  ى وسط تحز علالأر   الجنیني منب  دالكنس�ج  نوع    رواخت�االتعرف ال�صري  

Smith, 1991  .( 

 : دبالكتحفیز نس�ج   وسطتحضیر  

 (لعمل واحد لتر مكافئ)    

 مل،  2000 سعة مخروطي دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب     

 : یلي  ما أخلط  -1

أملاح  لكل  مل  10أ)   مر�زات  )  PBMo(  ر�تات،ب�  هالیدات،  نترات، :  وسكوج  موراش�جي  من 

 ). NaFeEDTAو(

 ملجم/لتر)  40ث�امین (مر�ز مل من  10ب)  

 جم/لتر)   10إینوز�تول (-میور�ز مل م 10ت) 

 م سكروزرا ج   30ث) 

 ر�ز الفیتامبن (أنظر الفصل الثالث).  من م مل 10ج) 

 مل)  100میل�جرام/ D) (10-2,4مل من مر�ز ( 35ح) 
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 مل 1000ط الحجم إلى �ض   -2

 0.2±5.7یدروجیني ض�ط الأس اله   -3

 .بورق الألمنیوم ورة  ار �ة القغط وت أجاروز  1من نوع س�جما  جار آجم  4أضف   -4

الضاغط    -5 المائي  �السحان  �یلوجرام في    1.05وضغط  درجة مئو�ة    121دق�قة عند    15لمدة  التعق�م 

 السنت�متر المر�ع.  

 .مل) 20×  100معقم ( لكل طبق بتري بلاست�كمل  25وزع   -6

 المنفصللن�اتي الجزء اتجهیز 

) (�مكن فحص أصناف  ”.Texas cultivar “Lemont(  صنف   الأرز، و�فصل  البذور الناضجة من  استخدام

 )  الاستجا�ة اختلاف لمقارنة   الأخرى 

في   -1 السطحي  والتعق�م  البذور  قشرة  التبی�ض  70إزالة  �كلور  متبوعاً  دق�قة  لمدة  إیثانول  ثم  %30%   ،

 ات.  مر  5ماء المقطر المعقم  الشطف �ال

 زراعة البذور في وسط تحفیز نس�ج الكدب  -2

 م. °30-27حضانة الزراعات في الظلام في درجة حرارة  -3

(  3-2�عد   -4 الجنیني  الكدب  نس�ج  أفصل  أب�ض،أساب�ع  ناعم،  الكدب    وهو  نس�ج  من  غیر  متعرج) 

المظه(  الجنیني البلوري  الرطب،  الشفاف،  إلى  في  مجه  �استخدام )  رالأصفر  تشر�ح  تدفق  ر  الهواء  صندوق 

 حي.  الصف

 .تجدید الأرز في تجارب  مادة ه الهذ استخدم  -5

 ة الب�انات والأسئل

 مشكلة؟ �ان التلوث هل جم�ع البذور؟ �م �انت النس�ة؟ تم إن�ات هل   . 1

 الملاحظات.  من الخلا�ا، وتسجیل  ةمبللة من الزراعات لإعداد شر�حة دواح  استخدم . 2

 الزراعات نس�ج �دب؟ �لت أنشأهل . 3

 بینها؟ اختلافاتإذا قمت �فحص عدد من أصناف الأرز، فهل هناك   . 4

 Salt Selection In vitro   خارج الجسم الحيالملح  اخت�ار

 ي و المستوى الخل  استجا�ةلعزل ودراسة  زراعة  الفي  للغا�ة  دة  فیتجر�ب�ة مالخلا�ا الن�ات�ة    زراعةنظم    �مكن أن تكون 

الن�ات للضغوط  �امل    استجا�ةا النظام لأن  ب توخي الحذر في تحلیل هذ �ة المختلفة. ومع ذلك، �ج یئللضغوط الب 
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  لاستجا�ة   �مكن التعم�م منه  دق�قاً   نظاماً تكون    قد لا   البیئ�ة هي مز�ج لعدید من العوامل وأنشطة المستوى الخلوي 

 .�الكاملن�ات نظام ال 

أن تكو و ح�ل الأفي   لدر الدراسات على    ن ال، �مكن  الخلوي مفیدة  آثارالمستوى  (  اسة  Al+1Na ,3+ ,الأیونات 

etc.  (.الأمراض مسب�ات  عن  الناتجة  والسموم  الآفات  ومبیدات  الأعشاب   ,.Rai et al(  استعرض  ومبیدات 

  خدامت س�ا �لور�د الصودیوم، ومقاومة الأمراض    دامخ�است لتحمل الأملاح    دب�ات حول الانتقاء الخلوي ) الأ(2011

ا اللاالسموم  والضغوط  فوق    ئ�ةح�ا إ لفطر�ة،  والأشعة  والمعادن،  المنخفضة،  الحرارة  ودرجة  الجفاف،  مثل 

تضمین    .البنفسج�ة الإوتم  هذه  ونجاحات  وسلب�ات  واسعإ�جاب�ات  نطاق  على    الاستشهادات في    سترات�ج�ات 

هي  دة من هذه الإسترات�ج�ات  واحالدراسات.    نسترات�ج�ات في هذه الأنواع مالعدید من الإ  استخدام �مكن    .الأدب�ة

في    ستو�ات عال�ة من التسامحالتي تتمیز �م  الخلا�ا  واخت�ار فحص الخلا�ا للتسامح مع ز�ادة مستو�ات المر�ب  

ز�ادة  وذلك ب�طر�قة متدرجة،    الاخت�ارفي الوسط. في �عض الدراسات، یتم    الانتقائيالعامل  �ة من  ل عامستو�ات  

كون  ت�ان من الممكن إعادة تولید الن�اتات، فر�ما    . إذافرع�ة زراعة  �ل    الوسط عندفي    الانتقائي  للعاملتدر�ج�ة  

 .المحدد معززة للتسامح الكلي للإجهاد   المستوى الخلوي صفة  

ة أو تسامح الملوحة لمعرفة إن  الثقیلمعادن  معروفة في ال  �اختلافات�مكن فحص خلا�ا من طرز وراث�ة مختلفة  

ا هذه  تم ختلافات  لاكانت  ا  قد  الصنف  في  علیها   Yeo and Flowers, 1983; Tal and(   لخلوي الحفاظ 

Shannon, 1983  .( مر�زة الدراسات  هذه  من  ل   �ثیر  أفضل  فهم  تطو�ر    ا�اتالاستجوتنظ�م  لتحكم  على 

 .لفسیولوج�ة على المستوى الخلوي ا

 الغرض: 

 .الصودیوم  د من أجل التسامح مع �لور� نس�ج �دب الجزر لفحص مزارع 

 تحضیر الوسط: 

 لتر مكافئ)(لعمل واحد         

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 : یلي  ما أخلط  -2

أملاح  لكل  مل  10أ)   مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،  هالیدات،  نترات، :  وسكوج  موراش�جي  من 

 ). NaFeEDTAو(
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 ملجم/لتر)  40ث�امین (مر�ز مل من  10ب)  

 لتر) /جم  10إینوز�تول (-میور�ز مل م 10ت) 

 م سكروزرا ج   30ث) 

 میل�جرام قلا�سین   2.0ج) 

 ر�ز الفیتامبن (أنظر الفصل الثالث).  من م مل 10ح) 

 مل)  100میل�جرام/ D) (10-2,4مل من مر�ز ( 3.5خ) 

 مل 800ض�ط الحجم إلى   -3

 قسم)  مل لكل 200تقس�م الوسط لأر�عة أقسام متساو�ة ( -4

 لي من �لور�د الصودیوم  أوزن ما ی -5

I. 0.0  یومر�د صود �لو 

II. 0.2  = مل  250جرام في 0.05جرام �لور�د صودیوم في اللتر 

III. 1.6  = مل  250جرام في  0.4جرام �لور�د صودیوم في اللتر 

IV. 6.0  = مل  250جرام في  1.5جرام �لور�د صودیوم في اللتر 

   5.7هیدروجیني لا مل ثم ض�ط الأس  250أكمل حجم �ل وسط لحجم   -6

 ر. ذوب الآجا لكل دورق. م أجار راج  1.5أضف   -7

 أغط�ة ملونة (لون واحد لكل معاملة).  استخدم ). مم 150 × 25مل لكل أنبوب زراعة ( 25وزع  -8

 الجزء الن�اتي المنفصل    

إنشاء   فيتم  الجزر  �دب  سا�قاً.  ن  نتمر�  نس�ج  الكدب  طالب على    س�ج  لكل    5تحضیر    �ل   معاملةأنابیب 

 �اً.  أنبو   20وع ملمج

أنبوب. أوزن قطعة إضاف�ة    20للأنبوب لكل معاملة �مجموع    لكدبس�ج امن ن   میل�جرام   2±250أوزن   -1

توفر    لاستخدامها عدم  حالة  في  الأولي.  الوزن  تحدید  فيفي  تقس�م    میزان  یتم  الصفحي،  الهواء  تدفق  صندوق 

 أزرع ال�ق�ة. ائ�ة الرط�ة والجافة الأول�ة، و و البدا�ة العش ن خذ ثلاثة لأوزایتم أ  �التساوي قدر الإمكان،نس�ج الكدب 

  اتصال   علىقطعة نس�ج �دب    أن نفس المقدار من �ل  الوسط. �ن حذراً یتم وضع نس�ج الكدب على   -2

 .مع الوسط 
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وأوزن    -3 علامات  ضع  ضع  والجاف.  الرطب  الوزن  لتحدید  معدن�ة  الوزن  رقائق  لق�اس  الكدب  نس�ج 

 م. °60ي درجة حرارة ساعة ف 48في فرن التجف�ف لمدة نة مس�قاً و موز  ة�حة معدن�ر الجاف على ش

نها�ة    -4 اتستخدم    ،أساب�ع   4في  الرطب  لق�اس  لزراعات  جم�ع  شكل  .  والجافالوزن  في  الب�انات  قدم 

 للأساب�ع الأر�عة.  للأوزان الرط�ة والجافةني جدول ورسم ب�ا 

 ة الب�انات والأسئل   

 . الصودیوم  من �لور�د تر�یز  عند �لدب الك نس�ج مظهر  أوصف -1

 ؟%50الذي أدى إلى �قاء د الصودیوم  مستوى �لور� ما هو   -2

ال هل    -3 الخلا�ا  أن  فرع�ة  في  ستع�ش  ح�ة  تعتقد  أو مع مستوى  زراعة  الصودیوم  �لور�د  نفس مستوى 

 أعلى من �لور�د الصودیوم؟

 ؟نس�ج الكدب الأوزان الرط�ة والجافة ل هل توجد علاقة بین    -4

ال  نإ -5 التيمس�انت  اخت  ة  فهلیتم  جینات،  عدة  عن  ناتجة  للتطبیق  هذا    س�كون   �ارها  قابل  مخطط 

 للحصول على ن�اتات تتحمل الإجهاد؟

 منحن�ات النمو    

مجموعات الكائنات الح�ة وحیدة الخل�ة.  ل  عدیدة مع المنحنى السیني  ينواحدب في  معدل نمو نس�ج الك   تشا�هی

مرحلة  دب �ل  ك. �ختلف سلوك خلا�ا أنسجة ال6.2بین في الشكل  م  هو  عادة ما تكون هناك خمس مراحل مثل 

 .معینةنس�ج الكدب في مرحلة على مدة �قاء  لوسط أ�ضاً االنمو. �مكن أن یؤثر  من 

طول  ة على  محدد نقطة تنمو�ة  في  دب  الكنس�ج    استخدام �النس�ة للعدید من الإجراءات التجر�ب�ة، من الضروري  

)  metaphase(  الاستوائي طور  د المرء أكبر عدد من الخلا�ا في ال�ج   وسومات، مو منحنى النمو. عند فحص الكر 

سر�ع للخلا�ا. النمو تكاثر  و   انقساملتي یوجد فیها  ، ا) exponential stage(  من النمو   الأسيمرحلة النمو  خلال  

،  ) 4(المرحلة    ةعزرا تدخل ال�مجرد أن  .  من النمو )  linear stage(  والتطور أكثر وضوحا خلال المرحلة الخط�ة

و�ن�غي  �حدث   النمو،  تت�اطؤ  فحص  �اجدید.    طازجوسط  إلى  الزراعات    نقلأن  یتم  عندما  ذلك،  إلى  لإضافة 

 .  تكو�ن المنتج الثانوي، فمن الأهم�ة �مكان تحدید مرحلة النمو التي تنتج أكبر �م�ة من المنتج المطلوب

إلى   النمو  ت�اطؤ  و   استنفادیرجع  الغذائ�ة،  السامة،  جار،  الآاف  فجالعناصر  الثانو�ة  المنتجات  ونضوب  و�نتاج 

لأنسجة التي تظهر �شكل صحي  الفرع�ة لزراعة  ال. �شكل عام، تتم  دبالك نس�ج  ن  الأكسجین في الجزء الداخلي م

ذلك،   الخلا�ا  یتم فحص  فقط. ومع  في  الأنواع  تحت مجهر تشر�ح  الصفحي.  مختلفة  الهواء  تدفق  في  صندوق 

هي أنواع الخلا�ا المهمة التي �جب    معتمةاء الالسمر اء إلى  الب�ض�ا �طیئة النمو  تعتبر الخلا  ، كثیر من الأح�ان
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في معظم الأح�ان، خطوط الخلا�ا الخضراء سر�عة النمو ستتجدد.  لزراعة التي  لإنشاء خطوط ا   استخدامهاأن یتم  

 .  تتجددلا 

 طرق إنشاء منحنى النمو   

   : عدة طرق  �استخدام �مكن إنشاء منحنى النمو 

 : ى الأوللطر�قة  ا

یتم تكرار الأوزان وحساب المتوسطات    .جافةال رط�ة و ن الوزاالأعلى فترات زمن�ة مختلفة وأخذ  التضح�ة �الزراعات  

ما تكون  �الأوزان الجافة عند  سر�ع، والأوزان الرط�ة ترت�ط عموماً الرطب    الوزن ب�انات    جمع.  ب�انات   نقطة  لإنشاء

  ثالث أكسید الكرومب   ا معالجة الخلا�اتم فیهالتي یرام. �مكن إجراء عد الخلا�ا  ج   0.5ر من  بكوزن الرطب أالق�مة  

)chromium trioxide ( )4%تحر�ك هذا الخل�ط، ، مع  دق�قة 15-2لمدة م  °70درجة حرارة   ) عند 

 . الدم الحمراء   و�تم حساب الأجزاء على شر�حة ق�اس �ر�ات

 : ثان�ةالطر�قة ال

�ستخدم  مل و   10إلى    5م تتراوح من  ا قسأ  النمو للمزارع المعلقة عن طر�ق سحبمنحن�ات  ء  اشلإن   هذه الطر�قة

 كورة.  مخروطي متدرج. یتم ق�اس حجم الخل�ة الم اخت�ارالمر�زي في أنبوب  الطرد 

قسام وتجم�ع الخلا�ا على ورق  أ  مل  10إلى    5عن طر�ق جمع    ةعلقمالالزراعة  تحدید نمو    -أ�ضاً -�مكن  كما  

وضع ورق الترش�ح في طبق  ثم  غسل الخلا�ا �الماء  أ   غ.�فر التمع    ي حامل مرشح میلیبور مسبق الوزن ف  ح ترش�

 مرة أخرى.  زن و �تم الو م °60ساعة عند  48في فرن لمدة  �فتجف. یتم الوزن مسبق البتري 

 قطنالتجر�ة   

 الغرض:      

لات  لزراعل نمو  منحنى  و�نشاء  (الفرع�ة  القطن  �دب   ,.Gossypium hirsutum L.(   )Price et alنس�ج 

  أ�ضاً ع مختلفة من الآجار والفحم الن�اتي للتنوع التجر�بي في نمو الخلا�ا. �ما �مكن  رنة أنوا �مكن مقا).  1977

�مكن إضافة  (نمو الن�ات.  ال الفیتامینات ودرجة الحرارة وشدة الضوء ومنظمات    ،مثل  عدیدة،  عوامل أخرى   اخت�ار

 ). عالمراج  نظر إلىخرى �الأر أفكا

 



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

95       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

 : منحنى نمو القطن حضیر وسطت  

 ). منحنى نمو القطنوسط  للتر مكافئ حد  ل وا(لعم

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 : یلي  ما أخلط  -2

أملاح   لكل  مل  10أ)   مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،   هالیدات،  نترات، :  وسكوج  موراش�جي  من 

 ). NaFeEDTAو(

 م/لتر) راج� لی م 40ث�امین (ر�ز ممل من  10  )ب

 جم/لتر)   10إینوز�تول (-میور�ز مل م 10 )ت

 م سكروزرا ج   30ث) 

 مل).    100میل�جرام/ 2iP) (10مل من مر�ز ( 10ج) 

 مل).    100میل�جرام/ NAA) (10ر�ز (من م مل 10ح) 

 . 5.7. ض�ط الرقم الهیدروجیني مل 1000ض�ط الحجم إلى   -3

 �ه.  وذو  من الآجار  جرام  8أضف  -4

 ) وتغط�ة الأنابیب. mm 150 × 25( ر اخت�امل في أنابیب  25وزع  -5

المائي الضاغط لمدة   -6 �یلوجرام في    1.05م وضغط  ° 121قة ودرجة حرارة  �دق   15التعق�م في السخان 

 . ° 45المر�ع، والتبر�د �میلان بزاو�ة السنت�متر  

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل للقطن:      
عمرها بین  تراوح  زراعات یخدم  ستتتي المنفصل.  الجزء الن�ا  اتجاهن  طن في تمر�القدب  �نس�ج    ءاتم إنش -1

 . أساب�ع  6إلى  4

 نس�ج الكدب إلى تعق�م لأن مصدره زراعات معقمة.  جلا �حتا -2

 الزراعة     

 قسم متساو�ة الحجم (�حجم ح�ة ال�ازلاء).  23قسم نس�ج الكدب إلى  -1

 والحضانة في رف الزراعات.  ، ى وسط المغذ�اتلعدب الكنس�ج قطعة من  20ضع  -2
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من    ضع -3 المت�ق�ة  الثلاثة  قطعة  دبالكنس�ج  الأجزاء  الموسومة    على  الأمونیوم  رقائق    2  (حوالي  من 

 . مس�قة الوزن ) 2سم 

لمدة   -4 الفرن  في  العینة  وضع  ثم  الرطب  الوزن  حرارة    48سجل  درجة  في  الوزن  °60ساعة  وسجل  م 

 الجاف.  

 الابتدائي ن الرطب ز و أحسب المتوسطات لل -5

 الت�غ  تجر�ة

 الغرض:   

 ، ) .Nicotiana tabacum L(  الت�غنس�ج �دب  فرع�ة و�نشاء منحنى نمو  الزراعة لى الالتعرف ع    

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل  

�الفعل طإنشاء  تحفیز    تم  عن  الكدب  علىنس�ج  �حتوي  وسط  على  معقمة  �طر�قة  البذور  إن�ات  أملاح    ر�ق 

أساب�ع    3. �عد  5.7آجار مع ض�ط الرقم الهیدروجیني  جرام/اللتر    8رام/اللتر سكروز، وج30ج،  �جي وسكو شامور 

و  ال�ادرات  قطع  وز یتم  وسكوج  موراش�جي  أملاح  على  �حتوي  وسط  في  سكروز،    30راعتها    100جرام/اللتر 

  8و)  IAAل (و مم�كرو   11.4،  نیم�كرومول �ینت   0.9میل�جرم/اللتر ث�امین،    0.5میل�جرام/اللتر میوأنیزوتول،  

نس�ج  تم فصل  ی �ع،  أساب  6م. �عد  °30-27حضانة الزراعات في الظلام في درجة حرارة    م ت �اللتر آجار. و / جرام 

 أساب�ع على نفس الوسط لز�ادة حجم نس�ج الكدب.   6نفصل وزراعته فرع�اً لمدة الم  يالن�اتالجزء عن  دب الك

  یر العضو�ة لوصفةمر�زات الأملاح غیزات مختلفة من  جر�ب�ة مثل تر�ت لالعدید من الاختلافات ا �مكن إخت�ار  

للوسط، و 0.3، إضافة  الخمسةموراش�جي وسكوج   �الحامض  نظمات نمو مختلفة  م% (وزن/حجم) فحم مغسول 

 و/أو تر�یزاتها. 

 تحضیر الوسط الغذائي:    

 ت�غ). منحنى نمو الللتر مكافئ (لعمل واحد    

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   ات فيالأیون  ر منزوعطق مل من الماء الم 500صب  -1

 : یلي  ما أخلط  -2

أملاح   لكل  مل  10أ)   مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،   هالیدات،  نترات، :  وسكوج  موراش�جي  من 
 ). NaFeEDTAو(
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 م/لتر) راج� لی م 40ث�امین (مر�ز مل من  10ب)  

 جم/لتر)   10إینوز�تول (-میور�ز مل م 10ت) 

 م سكروزرا ج   30ث) 

 مل).   100میل�جرام/ kinetin) (10ن مر�ز (مل م   2ج) 

 مل).    100میل�جرام/ NAA) (10ر�ز (من م مل 20 )ح

 . 5.7. ض�ط الرقم الهیدروجیني مل 1000ض�ط الحجم إلى   -3

 جرام من الآجار وذو�ه.    8أضف  -4

 ) وتغط�ة الأنابیب. مم 150 × 25( اخت�ار مل في أنابیب  25وزع  -5

المائي   -6 ام في  �یلوجر   1.05م وضغط  ° 121ودرجة حرارة    قةً �ق د  15ضاغط لمدة  ل ا التعق�م في السخان 

 . ° 45السنت�متر المر�ع، والتبر�د �میلان بزاو�ة 

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل للت�غ    

 كما في تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل للقطن.  

 : الملاحظات  

 اس وزن نس�ج الكدب فقط. �نس�ج الكدب لق ن وز منشفة ورق�ة قبل  �استخدام یتم مسح و�زالة الآجار �عنا�ة  

 : والأسئلة اناتالب�   

�ل نقطة للوزن    یوم. یتم أخذ عینتین في  40، و35،  30،  20،  10،  5،  0في  خذ عینات  أ مراق�ة و   -1

 الرطب والجاف.  

 . 6.3نحنى نمو �ما هو مبین في الشكل یتم إنشاء م  -2

   ؟ ات انما هو نوع التحلیل الإحصائي المناسب لهذه الب�   -3

 لا؟ ذا و لما ذا�التساوي؟ لماالأجزاء الن�ات�ة المنفصلة  م�ع  هل تنمو ج   -4

الملیون     -5 الوسط وما  D-2,4) و(kinetinو(  NAA) و() IAA) و(2IP(  منلكل  كم جزء في  ) في 

 . ؟ هي مولار�ة �ل منها

 هل توجد فروق بین منحن�ات نمو القطن والت�غ؟    -6

 .  اشرحمو؟ في منحنى الن فلا تخا الفحم، هل �ان هناك  استخدامتم   لو -7

 الجافة والرط�ة؟دب  الكنس�ج أوزان را�ط بین توجد علاقة أو تهل   -8
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 Cellular Variation From Callus Cultures   زراعات نس�ج الكدبالخلوي من الت�این 

�إمكان�ة   الن�ات�ة  الخلا�ا  مزارع  ق�مة  استخدامهاتتمتع  منتجات  طر�ق    لإنتاج  للمواد    شر�االم  الاستخراجعن 
المرغو�ة  precursor(  الابتدائ�ة ا )  الأح�ائيلخلا من  التحول  أو  الوسط  أو  قلو�ات،  .  �ا  المنتجات  هذه  وتشمل 

الثانو�ة  ،ستیرو�دات  الن�ات�ة  المر��ات  وتشمل  والصابونین.  ط�ارة  وز�وت  أمین�ة  القلب�ة،  ؛  أحماض  المنشطات 
والإ للأورام،  المضادة  والستیرو�داتوالمر��ات  الحشر�ة،  اید مب ،  النكهاتع و ت  هذه    راج تخاستم  ی ،  تقلید�اً .  ناصر 

 فة.  ا كث�لعمالة دمر و�ستنزف االن�ات. ومع ذلك، �مكن أن �كون هذا النهج م المر��ات من �ل

 : مزارع الخلا�ا الن�ات�ة هي  لاستخدام المحتملة ة رئ�س�الالمزا�ا  

 �ةقالر في ظل ظروف بیئ�ة خاضعة ل إمكان�ة إنتاج المر��ات (أ) 

 الحشرات.  ا�ة �الم�كرو�ات و الإصراعات من خلو الز (ب) 

 .  المر�بالتلاعب وتحسین إنتاج  ) �مكن ت(

 . الأتمتةخفض التكال�ف �) ث(

مزارع   خلدب  الكنس�ج  تحتوي  على  الحجم،�عادة  متجانسة  غیر  الخلا�ا  من  التمثیل    ط  أو  التص�غ  أو  الشكل 
الكروموسوم عدد  أو  م  �ثیرة   فاتتلااخ وهنالك  .  اتالغذائي  ت غیر  مزارع  نتج  رئ�ة.  خلا�ا    بد الكنس�ج  �عض 

لون  ب خط خل�ة    مما �سمح �الفصل ال�صري لأنواع الخلا�ا المصط�غة و�نشاءمتفاوتة في تلون المادة (التص�غ)  
 .تستخدم في عزل المستقلب الثانوي  موحد. في �عض الحالات، �مكن أن تكون هذه الخطوط المصط�غة

 الغرض:     

 ة والجزر المنفصل من أجزاء القطن  غصط�اموحدة الا  نشاء خطوط خلا�ا�و  عزل

 تحضیر الوسط الغذائي    

 الجزء الن�اتي المنفصل أو تحفیز نس�ج �دب الجزر والقطن.   اتجاه  لتمر�نالوسط  نفس إعداد  

 الجزء الن�اتي المنفصل    

الحضانة  8-6�عد   من  �جب  أساب�ع  تص�غ  اختلافاتتحدث  ،  ا  في  أدبلك نس�ج  �صر�اً .  خلا�ا    خطوط  فصل 

الخ  الحمراء،  البرتقر ضالقطن  اللون  ذات  الجزر  خلا�ا  أو  الب�ج  الصفراء  أو  الشاح�ة  الخضراء  الداكنة،  لي  ااء 

 العمیق وزراعتها في وسط طازج.  
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 الب�انات والأسئلة   

 هل تنمو خطوط الخلا�ا �معدلات مماثلة؟ .1

 في الحجم والشكل؟ختلفة متطا�قة لم ا هل الخلا�ا الفرد�ة في خطوط الخلا�ا  .2

 ص�غ مع مرور الوقت في خطوط الخلا�ا المختلفة؟غیرات التهل تحدث ت .3

المثیرة   المقالات  من  العدید  عن   للاهتمامهناك  الناتجة  الثانو�ة  المنتجات  على    حول  للتعرف  الخلا�ا.  مزارع 

 في التمر�ن السابق، یُرجى الرجوع إلى المراجع.  الاختلافات 
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 ا�عالفصل الس

 Regeneration and Morphogenesis   التجدید والتشكل

زراعة نس�ج    ، أو منخارج الجسم الحي  عةو المزر جزاء الن�ات�ة المنفصلة  التجدید الفعال للن�اتات السل�مة من الأ

في تحسین الن�ات. الحصول    لحیو�ة الناجحةا ا التكنولوج�  نهج    في تنفیذ  الكدب، هو ع�ارة عن تسلسل حیوي  

للحصول    أساس�اً   أمراً الن�اتي المنفصل أو من نس�ج الكدب أو من الخل�ة المفردة    ءالجز   ى ن�اتات �املة منعل

نسیلي  ل اتكاثر  وال   جسد�ة،المتغیرات  الالحصول على  و سمات فر�دة،  � خلا�ا    واخت�ار،  على الن�اتات المعدلة وراث�اً 

عمل�ات  متعددة الص�غ�ات، و   غة الص�غ�ة و/أواد�ة الص�ن�اتات أحو   الفیروسات،  ن�اتات خال�ة منتاج  �نو سر�ع،  ال

 ة. تخز�ن الأصول الوراث��الإضافة إلى إنقاذ الأجنة، 

ورها إلى  القدرة الجین�ة لتوج�ه تط  تتنوع المسارات المت�عة في التجدید. من الناح�ة النظر�ة تحتوي جم�ع الخلا�ا

.  �ةت مقدرة الذا�ا قادرة على التعبیر عن الو أن جم�ع الخلاومع ذلك، لا یبدأي لها المقدرة الذات�ة.  ؛  ملا�ن�ات  

ا  ءجز لا تكون  ی مثل منفصل من  لالن�اتي  الت�این  وال   ؛خلا�ا شدیدة  والجذع  ـأشار    ورجذالأوراق  الزهر�ة.  والأنسجة 

)Palmer and Keller, 2010  تكو�ن إلى  البتلالأا)  من  اعضاء  (ت  ن�ات  أزهار  من   St John’sلمفردة 

Wortع�ة الناقلة  و في نظام الأ  الأخرى والخلا�ا الإنشائ�ة    الإنشائ�ةیر الناضجة، والأنسجة الن�ات�ة  غنة  الأج   ). إن

�ج  ثر نسوتكا انقسام یتم تحفیز�ذلك و غیر متمایزة. یتم تجر�ح الجزء الن�اتي المنفصل خلال عمل�ة العزل للزراعة، 

المستأصل  الجزء الن�اتي  ح  �جر تإلى أن    )Sugiyama, 1999. وقد أشار (حو لجر ل   استجا�ة  ،عامل  �شكالكدب،  

نس�ج  في  )  dedifferentiation(   الارتدادي   التمایز ثیر  ی خلا�ا  المنفصل.  الن�اتي  عامدب،  الكالجزء    ،�شكل 

إنها    متمایزة، ال  ظمة وهناك مناطقت�تل خلا�ا غیر منإلا  قد  دك لانس�ج  في    خلا�امن  إلى  ب  غیر  الحالة  تعود 

 .الأعضاءالإنشائ�ة لتجدید   الةالحأو  ة  تمایز الم

الإ المناطق  تتشكل  أن  على دب  الك نس�ج  داخل  نشائ�ة  �مكن  قادرة  البراعم   وتكون  الجسدي،    ، تكو�ن  الجنین 

لأنهالجذور،   م�اشر  غیر  عضوي  تكو�ن  �مثا�ة  هذا  �عتبر  العرضي.  الأعضاء  مرحل  وتكو�ن  على    ة�حتوي 

الكدب.  و  نس�ج  تكو�ن  الأعضاء  س�طة من  مناطق  لا تكو�ن  تكو�ن  الجزء    م�اشرة من خل�ةالإنشائ�ة  م�اشر هو 

المنفصل ن�اتال الجسد�ة    الجذورالبراعم  �مكن أن تنشأ  و متداخلة،  تكو�ن نس�ج �دب    . لا توجد مرحلةي  والأجنة 

أ براعم عن طر�ق تكو�ن الأعضاء الم�اشر  تنشمكن أن  �  ل.ستأصالم   يالن�اتمتوك والأزهار م�اشرة من الجزء  وال

 ).  Mallon et al., 2011ر الم�اشر (وغی

المفاه�م الأساس�ة في    في الفصل الأول)   امناقشته  ت(تم  ةالم�كر )  Skoog and Miller, 1957( أنشأت تجارب  

�سین  و ال�ة من الأالعالنسب  كینیتین.  الو�سین إلى  الأ  ةنس�ب   ف�ما یتعلقدب  الكعات نس�ج  را ز تكو�ن الأعضاء من  
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تش  كینتین الإلى   إلى  و و الجذكیل  تؤدي  نس�ج  ر،  تكاثر  تعزز  الوسط�ة  والنسب  براعم،  تشكیل  إلى  یؤدي  العكس 

 Meng et(  فسیولوج�ا الن�ات والبیولوج�ا الجز�ئ�ة  اتأساس�في    �ثیر من التقدمحدث  ن هذه البدا�ات  الكدب. م

al., 2010  الن�ات�ة () ومنظمات النموWerner et al., 2001  :(لا    ناف الن�ات�ة ومع ذلك، فإن العدید من الأص

من أجزاء  ین�ة  ن ز�ادة في الإمكانات الج) ظهور  Iqbal et al., 2011خارج الجسم الحي. أوضح (  یزال متمرداً 

    خارج الجسم الحي. التي تم تجدیدها سا�قاً الورقة المنفصلة 

  مثلمقالات  ي هذه المجالات و جع�ة فرجوع إلى الكتب المر ال  مكنالموضوعات، �مز�د من المناقشة حول هذه  ل

)Magyar-Tabori et al., 2010 ( والمراجع الواردة ف�ه )وNordstrom et al., 2004 ( 

مصدراً  المكت�ات  في  ال�حث  عمل�ات  في  الب�انات  قواعد  الحال�ة   تعد  للمعلومات  بثمن  �قدر  الأدب�ات    لا  حول 

هذه نقطة انطلاق ق�مة لبدء دراسة  الزراعة خارج الجسم الحي.    الن�ات�ة وحالة   واعالعدید من الأن  المنشورة حول

 بنجاح.  زراعات الخل�ة لتأس�س الزراعة 

 خارج الجسم الحي. للدراسات حول التشكل  توفر التدر��ات التال�ة أساساً 

 Controlled Morphogenesis   التشكل الخاضع للرقا�ة:    

 Potato Tuberization   طس�طا ال نات فير لدن اكو�ت    

الخال�ة    الن�اتات  لحصول علىل   ة�روتین نس�ج القمة الإنشائ�ة طر�قة  زراعة    ال�طاطس من خلال   �عتبر إكثار ن�ات

و�نتاج   الفیروسات  موثوقة  من  الفیروساتن�اتات  من   ,.Wang and Hu, 1982; Zapata et  al(  خال�ة 

تقلل الإنتاج إلى    ها�مكن أنالتي تكاثر خضر�اً مشاكل حیث  یل  حاص في الملفیروسات  ). تشكل الإصا�ة �ا1995

، خال�ة من الفیروسات ـو تحتوي على  للن�اتات المصا�ة �شكل عام الإنشائ�ة. تكون القمة اقتصاد�ةمستو�ات غیر 

من  میل�متر    0.6-0.3حوالي  في ال�طاطس،  القمة الإنشائ�ة    استئصالیتم  من الفیروسات.    اً ستوى منخفض جدم

إلى    تنقل و ،  نبیتات ال ما یتم تجذیر  على وسط مناسب لنمو الفروع. عندزراعتها  الن�اتات المزروعة في غرفة النمو و 

تكاثر الن�اتات  یتم الفیروس.    نخلوها م اخت�ار واق�ة من الحشرات حیث یتم  بیوت محم�ة في والحفاظ علیها  التر�ة 

وتكون    فرص الإصا�ة �العدوى مرة أخرى   لقزولة حیث ت لمعالحقول افي    اسع على نطاق و بذور الدرنات    وانتاج 

في مثل هذه    .الحد الأدنى. في العدید من مناطق العالم، �كاد �كون من المستحیل المكافحة الفعالة للحشرات في  

الحشرا  تنتقل عن طر�ق  التي  الجهاز�ة  الأمراض  أن  �ما  تفادیها.  لا    ، تالمواقع،  تطو�ر  �مكن  سترات�ج�ات  إ تم 

 .لحد من المشكلة ة ل بدیل
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لخال�ة من الفیروسات هي إنتاج درنات ال�طاطس خارج الجسم  حقول ا العدوى في ال   دة استعامع  لتعامل  اإن تقن�ة  

المنتج مع قلیل من  الحي   تمت دراسة هذه التقن�ة  التلوث أو خال�ة منه. وقد  التي �مكن توز�عها �عد ذلك على 

لسیتو�ینین  النتائج أهم�ة ا   تظهر ) وأTovar et al., 1985; Hussey and Stacy, 1984(  على نطاق واسع 

 ).  Mingo-Castro et al., 1974البیئ�ة للتدرن (  الاحت�اجاتو�عض 

، مثل  الخل�ةمثل لزراعة  الوسط الأالرئ�س�ة في تجارب زراعة الأنسجة الن�ات�ة هي    الاهتماماتما تكون    ◌ً غال�ا

 gelling(  ل التبلورتأثیرات عوامب   الاهتمام لا یتم  وتراكیزها.    نموجموعة منظمات الالأملاح غیر العضو�ة، وم

agents (  لر�ت  ی هو عدید السكار�د من مستخلصات الأعشاب ال�حر�ة. الج. �شتق الآجار و المختلفة �شكل روتیني

الآ هو   إنتاجه    جاربدیل  الم�كرو�يیتم  التخمیر  طر�ق  شیالج �شكل  و   عن  هلام�ة  مادة  الوضو لر�ت  ح  دیدة 

 ف�ة. شفاوال

ال  هذه  من  تأثیر تجر�ة  الهدف  مقارنة  مختلفی هو  نوعین  من  ات  ت  التبلورعوامل  ن  درنفي  من  ات  كو�ن  صنفین 

و(Russet Burbank(  ال�طاطس  (Superior  من اللذین  والكینتین  السكروز  تر�یز  فحص  أ�ضاً  وسیتم   .(

 المؤ�د لهما تأثیر على التدرن. 

 الغرض    

 خارج الجسم الحي.  ال�طاطسات  رنى در عل وامل التبلو فحص تأثیر ع

 سط الغذائي تحضیر الو   

 مكافئ) لتر   (لعمل واحد

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -8

 : یلي  ما أخلط  -9

أملاح  لكل  مل  10 ) أ مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،  هالیدات،  نترات،:  وسكوج   يموراش�ج  من 

 ). NaFeEDTAو(

 . ملجم/لتر)  40(ر�ز الكینتین ن ممل م 60.5  ) ب

 جم/لتر)  10إینوز�تول ( -ومیر�ز ممل  10 ) ت

 مل  1000ض�ط الحجم إلى  -10

 .5.7ض�ط الأس الهیدروجیني إلى   -11

 مل لكل).   500تقس�م الوسط إلى جزأین متساو�ن (  -12
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 ء اجز حد الأ جرام آجار لأ  4أضف  ) أ

 جرام جیلرایت للجزء الآخر.  1أضف   ) ب

�أغط�ة    الاخت�ارنابیب  ) وأغلق أمم   150 × 25(  اخت�ارسط في أنابیب  الو �ع  لتبلور، وتوز إذا�ة مادة ا  -13

 ملونة لكل مادة  

�یلوجرام في السنت�متر    1.05م وضغط  °121التعق�م في السخان المائي الضاغط عند درجة حرارة   -14

 المر�ع. 

 لمعقم. داخل صندوق النقل ا   مم)  20×100مل لكل طبق بتري بلاست�ك معقم ( 25وزع  -15

 ز الن�اتي المنفصلالجتجهیز   

ال�طاطس -1 من  صنفین  و( Russet Burbank(  زراعة   (Superior في معقمة  ظروف  تحت  ینموان   (

 ).  Magenta GA-7حاو�ات ماجنتا (

المشتراة من متجر  عقل من البراعم المنبثقة من درنات ال�طاطس  عن طر�ق أخذ  إنشاء هذه الزراعات    تم ی -2

 .  العین من  نمو البرعم �نشأ  لتخضر و أي تظلیل   أو على حافة نافذة ، �عد وضعهاالمنتجات 

  ها غمسثم  صابون،  ال ماء و ها �السطحتنظ�ف  تم  �و سم    1حوالي    تم استئصال البراعم التي یبلغ طولهای -3

 دق�قة، والشطف ثلاث مرات في ماء معقم.   15�لور مب�ض لمدة  %20عق�م في والت، %) 95�حول ( في

التإزالة   -4 ال الأنسجة  أحرقها  مو ث،  كلوري  أملاح  على  �حتوي  وسط  في  البراعم  زراعة  وسكوج  م  راش�جي 

جرام من الآجار    8جرام في اللتر و  20میل�جرام في اللتر وسكروز  100تول،  ) �الإضافة إلى میوأنیزو 1962(

 وتوضع في الحاضنة.  

راعتها في  وز   قدتین في �ل قسمأساب�ع. یتم تجزئة البراعم المتفرعة لع  6تنمو البراعم لتكون س�قان خلال   -5

م. وللمقارنة یتم وضع �عض الزراعات في  ° 19نة في الظلام في درجة حرارة  نفس الوسط لتكو�ن الدرنات والحضا

 الضوء. 

 الب�انات والأسئلة   

  في الجزء الن�اتي المنفصل الأول�ة و�عادة الق�اس  حدد المعلمات التجر�ب�ة للق�اس (الوزن، الطول، القطر، إلخ)
 خارج الجسم الحي.  الدرنات  ن  تكو�ى  امل التبلور وظروف الإضاءة علو حدید تأثیر علت   أساب�ع  6-4�عد 

 :لمناقشة الأسئلة التال�ة كن مستعداً 

 ؟زراعة الطر�قة لعامل التبلور وظروف ال هل �ستجیب الصنفان بنفس .1

 ؟المعاملات هل �ان هناك فرق معنوي في تطور الدرنات النهائ�ة بین .2
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 Somatic Embryogenesis   جسد�ة لاة تكو�ن الأجن   

الأ من خلالها  يه  ةالجسد�جنة  تكو�ن  یتم  المش�ج�ة)تمایز    عمل�ة  (غیر  الجسد�ة  ثنائ�ة    الخلا�ا  بن�ة  لتشكیل 
أن تنضج    و�مكنزا�جوت�ة  هذه الأجنة الجسد�ة تش�ه الأجنة القمة الساق.    تحتوي على �ل من الجذر و  القطب�ة

)  ;Steward et al., 1958a; 1958b; Reinert, 1958; Kato and Takeuchi, 1963وتنبت 

McWilliam et al., 1974; Nomura and Komamine, 1985  شكل یوضح  تكو�ن    7.1).  عمل�ة 
 الأجنة. 

ة. یتم نقل الخلا�ا إلى وسط  الجسد�ة  جنلأتكو�ن الحث  یتم وضع نس�ج الكدب على وسط �حتوي على أو�سین  
ن� ال  من  اليخ �عد  لتنامي    ضة هرمون  القصیرة   ;Fujimura and Komamine, 1979(  الجنین الأو�سین 

Borkird et al., 1986 .( خلا�ا  من ال 20-10، تحتوي على م�كرومتر 100-50�قطر  خلا�ا الجزرمجموعة
 Raghavan, 1985; Sung et(  ، ولدیها قدرة عال�ة على التطور الجنینيالإنشائ�ة الصغیرة �ث�فة السیتو�لازم 

al., 1984  .(  ًمخفضاً   شكلاً   تتطلب العمل�ة أ�ضا  ) جلوتامین، مستخلص الخمیرة، أو  قلا�سین،  من النیتروجین
الن�اتات  ضاعف  تلدى  .  فقط   أجنة)  NO-3النترات (  النیتروجین في شكل  استخدام  عن   ما ینتج  الأمونیوم). نادراً 

الخلا�ا مزارع  ت  من  طر�ق  للحصول  ةالجسد�ة  جنالأكو�ن  عن  الن�اتع   القدرة  الإنتاج  معدلات  أعلى  في  ي  لى 
�مكن إنتاج الآلاف من الأجنة الجسد�ة في قارورة واحدة. ومع ذلك، فإن النضج الطب�عي لجم�ع هذه    .زراعة ال

الن�اتات  في  البذور    الأجنة  لإنتاج  العمل�ة  هذه  في  �التحقیق  البذور  شر�ات  قامت  مشكلة.  �كون  أن  �مكن 
 . صطناع�ة الا

التمر�ن  ت  على أو�سین   لخلا�ا على وسط �حتوي لزراعة الفرع�ة  الستتم  ،  في هذا  من    يوضع على وسط خالثم 
 .الأكسین لتنم�ة الجنین 

 الغرض:   

الجسدي  �تكو تحفیز   الجنین  تأثیر  ن  وملاحظة  الجزر،  لن�ات  المعلقة  والخلا�ا  الكدب  نس�ج  زراعات خلا�ا  من 

 لجسد�ة.ا  تكو�ن الأجنةلى ) ع D-2,4أو�سین ( كثافة التلق�ح و 

 د�ةتجهیز وسط تكو�ن أجنة الجزر الجس   

 مكافئ) لتر   (لعمل واحد

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 : یلي  ما أخلط  -2

أملاح  لكل  مل ) أ مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،   هالیدات،  نترات،:  وسكوج  موراش�ج  من 

   ).NaFeEDTAو(
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 میل�جرام/ اللتر).  40مین (�امل من مر�ز الث  10   ) ب

 جم/لتر)   10إینوز�تول (-ومیر�ز ممل من  10) ت

 جرام سكروز 25) ث

 مل  800ض�ط الحجم إلى  -3

ر  خمل) في دورق آ   400والبقیة ("أ"    مل دورق مخروطي موسوم �الحرف  1000مل في    400ضع   -4
 . "ب" ویوسم بالحرف

 . أ"" ي اللتر) للدورقمیلیجرام ف D) (10-2,4مل من مركز ( 0.5أضف  -5
 مل  500إلى   أكمل الحجم لكل الدورقین -6
 .5.7الأس الهیدروجیني إلى  ط ض� -7

رة  ادق�قة في درجة حر   15تغط�ة الدورقین برقائق الألمونیوم والتعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -8

یتم تعق�م �أس مغطى �أر�  1.05م وضغط  121° السنت�متر المر�ع. أ�ضاً  اش  عة ط�قات من الش�یلوجرام في 

 كأس برقائق الألمونیوم. ط. یتم تغط�ة وتغل�ف الالأر�طة المطاط�ة أو خ��القطني و�حكم قفله  

مم) �علامات    20X100مل في أط�اق بتري بلاست�ك�ة (  20داخل صندوق تدفق الهواء الصفحي وزع   -9

 ).   مم 15 × 60مل في أط�اق بلاست�ك�ة ( 10) أو أ وب (

 ن�اتي المنفصل تجهیز الجزء ال   

و    لتر سكروز،الم/  را ج 30) مع إضافة؛  1962ي وسكوج (�جاشر مو   زراعة مزارع الجزر المعلقة على أملاح  تم

،  0.3؛  إینوز�تول -میو،  100؛  بیر�دو�سین   ، 0.5  ؛مض الن�كوتیناح،  0.5  ؛ث�امین،  0.1�المیل�جرام في اللتر:  

)2,4-D  .(حوالي    ي انة الزراعات على جهاز هزاز دائر تم حضی)م و�ضاءة  °30-27الدق�قة) عند  في  دورة    90

 ساعة.    24ة لمدة شمعة ضوئ� 240

 ذور المعقمة" و"إنشاء نس�ج الكدب". ب لقد تم إنشاء نس�ج الكدب الأصلي في تمار�ن "إن�ات ال •

 تجهیز هذا التمر�ن.  الفرع�ة لفیز نس�ج الكدب والزراعات أشهر لتح  3-2من  انتظر  •

 الطر�قة    

المو الصفحي أدخل قار واء  ق تدفق الهصندو   داخل   في  -1 علقة �عد رشها �الكحول  رة زراعة خلا�ا الجزر 

 %) من الخارج وتر�ها لتجف. 70(

م -2 الزر أسكب  الا حتو�ات  على  معقمة  �طر�قة  المعلقة  �الكأس  عة  القطنيشاالمغطى  خلا�ا    ش  لتترسب 

لة أثره المت�قي من  لإزا)  D-2,4هرمون (  مرات بوسط خالي من  3الجزر في الأعلى ثم أشطف الخلا�ا المترس�ة  

 الخلا�ا. 
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) �أثنین أو  ب) و(أ (  أط�اق بتري   ق�اس ��م�ائ�ة معقمة من الفولاذ المقاوم للصدأ لتلق�حقة  ملع  استخدم    -3

�شكل   مختلفة.  تلق�ح  �ثافات  من  �ثافةثلاثة  من    عام،  (  105-103�ل  الكتل  في    100-50من  م�كرومتر 

لمس القطر)   مفضل  لقاح  عاهو  متوسط  ا�ن  تكو   منلي  توى  تحدید  الجسدي.  اللقاح    الطازج   الوزن لجنین  لكثافة 

من وزن   اً میلجرام  50-20إنتاج الأجنة عند    ارتفاعة  حظلاتم مل�جرام. وقد  یفكرة عن الوزن الطازج �المء  لإعطا

 یلم.  وغلفها �ال�ارافبتري الأط�اق ضع علامات على مل من الوسط.    20الطازج لكل دب لكا  ج نس�

 م.  °30-27 ت في هزاز دائري في الظلام عند درجة حرارةراعاحضانة الز  -4

 الب�انات والأسئلة    

زراعات  من الضروري أن یتم فحص الة.  الجسد�تكو�ن الأجنة  كثافة التلق�ح على حدوث  لكبیر  التأثیر  یلاحظ ال

 أساب�ع.   4-1�ل تشر�ح مجهر ال مقلوب أو المجهر ال تحت 

 . المراحل المختلفةظهرت  متى ر الجنیني ولاحظرسم مراحل التطو أ ) أ

 ؟سط لتي تراها في الو كم عدد المراحل ا ) ب

 في مجموعات؟ وجدهل الأجنة حرة الطفو أم أنها ت  ) ت

 صغیرة؟الهذه الأجنة إنشاء نبیتات من ك�ف تحاول    ) ث

 هل �ثافة التلق�ح لها أي تأثیر على التطور الجنیني الجسدي؟   ) ج

 )؟D-2,4ما هو تأثیر هرمون ( ) ح

 Regeneration of Rice   تجدید الأرز  

حبو  محصول  الأرز  و�عتبر  للغا�ة،  مهم  إجراء  ب  و ـتم  الأرز  زراعة  مستف�ضة حول  الأعضاء.  تكو�ن  دراسات 

و�مكان�ة التجدید  دب  الكفیز نس�ج  من العوامل الرئ�س�ة في تح   لأرزبذور ال  الجیني والمرحلة التنمو�ة  نمط  ال�عتبر  

بذور  . وورد أن  ) Zuraida et al., 2011; Lee et al., 2002; Zuraida et al., 2010(  في أصناف الأرز

و  الناضجة  الأجنة  الأرز  وغیر  المنالناضجة  الن�اتي  للجزء  خ�ار  الصل  ف أفضل  على  الجین�ة.  زراعات  للحصول 

بذور الناضجة  على مدار السنة؛ ومع ذلك، فإن ال للجزء الن�اتي المنفصل لتوفره  البذور الناضجة مصدر مناسب  

عمل�ة المتضمنة في تحسین وسط  ال  )  Zuraida et al., 2011(  استعرض  ود للأنماط الجین�ة المتمردة.ا حدله

الزراعة   المنفصل وظروف  الن�اتي  الجیني.   استجا�ة لتحسین  الجزء  دراسة  )  Vega et al., 2009نشر (  النمط 

 في تكو�ن أجنة الأرز الجسد�ة.  جیدة 

 الغرض     

 .الأرزدب  �نس�ج د لنوعین من ی تجدإمكان�ة العلى  التعرف 
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 ط: وسلتحضیر ا  

 وسط زراعة الأرز الفرع�ة. لتر مكافئ،  1 

إضافة    �استثناء (الفصل السادس)    )كفاءةمقتدرة (ذات الزراعة خلا�ا الحبوب ذات الإنشاء  الوسط هو نفس وسط  

(  لترال /رام  ج یل�م  26 أ�س�سك  ( ABAحامض  وخفض   (2,4-D  (  تتضمن  �م  لتر.رام/ال ج یل�م  2إلى أن  كن 

من ستم  اخت�ارالتجر�ب�ة    الاختلافات  مختلفة  مع  ABA(  و�ات  من إصافة  )  مختلفة  أو  )  D-2,4(  مستو�ات 

   بدونها.

 الإجراء:   

" المنفصلة �ما في  الن�ات�ة  الكفاءة"  إنشاء    یتم تحضیر الأجزاء  الحبوب ذات  نوعین من    �استخدامزراعة خلا�ا 

قطع صغیرة    �استخدام دب  الك  من نس�ج  �لا النوعینلن�اتي المنفصل. زراعة  ء ا ؤهم من الجز اإنش  دب تم الك نس�ج  

على نفس الوسط أو نقله  كدب  النس�ج  أساب�ع، �مكن زراعة   3  نها�ةبفي الظلام.  حضانة الزراعة  .  �جراملیم  10

 .الن�ات تجدید وسط  إلى

 تحضیر وسط تجدید ن�ات الأرز    

 كافئ)لتر م 1(ما �عادل 

 )  D-2,4و( )ABA(  إزالة  �استثناءلوسط السابق  نفس اهو هذا الوسط 

 ). NAAمیل�جرام/اللتر ( 0.5و) BAمیلجرام/اللتر (  0.5أضف 

 : الإجراء   

الزر  أسبوع واحد ، ثم    ةعا ضع  لمدة  الظلام  إلىأفي  الر   نقلها  الن�اتات    4. في غضون  زراعةف  أساب�ع ستكون 

 .جاهزة للنقل إلى التر�ة

 لة الب�انات والأسئ   

 ما هو تواتر تكو�ن الن�ات؟ -1

 في تجدید الن�ات؟) ABAهرمون ( ؤدیهای�مكن أن    وظ�فة التيما ال -2

 ن�اتات؟دب الكنس�ج هل شكل �لا النوعین من    -3

 الن�ات؟تشكیل  بین صنفي الأرز من حیث ما الفرق   -4
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 Dormancy Requirements of Explants    متطل�ات السكون في الجزء الن�اتي المنفصل

 ض:  غر لا   

 ال�صلةحراشف   ملاحظة آثار التبر�د على نمو الن�ات من

 تحضیر الوسط الغذائي    

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 : یلي  ما أخلط  -2

أملاح   لكل  مل  10أ)   مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،  هالیدات،  نترات،:  وسكوج  موراش�ج   من 

 ). NaFeEDTA(و

 میل�جرام/ اللتر).  40ل من مر�ز الث�امین (م 10ب) 

 جم/لتر)  10إینوز�تول (-میور�ز ممن مل  10ت) 

 جرام سكروز  30ث) 

 مل من مر�ز الفیتامین 10ج) 

 ) مل100میلیجرام/ BA ) (10مل من مر�ز ( 100ح) 

 میل�جرام/اللتر).  NAA) (10مل من مر�ز ( 10خ) 

 میلجرام قلا�سین  2ه) 

 مل) 100جرام/ 1ت الأدنین (الفس زمر�من مل  16 و)

 . 5.7وض�ط الأس الهیدروجیني   مل 1000ض�ط الحجم إلى  -3

 وذو�ه  جرام آجار  8أضف  -4

 مم) وتغط�ة الأنابیب.   150 × 25( اخت�ار مل في أنابیب  25وزع  -5

 .�یلوجرام في السنت�متر المر�ع 1.05°م وضغط 121دق�قة في درجة حرارة  15التعق�م مدة  -6

 . °45ن م التبر�د �میلات ی -7
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 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل    

 ,.Seabrook et alزهار ( كملت الإأالنرجس أو النرجس البري التي  ن�اتات    الة قشور ال�صلة منز إتتم   -1

1976; Hussey, 1975  .( 

تلك    أساب�ع مع  8-6م لمدة  °11الأجزاء المنفصلة بین الأ�صال التي تمت معاملتها بدرجة حرارة  قارن    -2

 ساعة.    2لماء الجاري لمدة أغسل الحراشف �الماء والصابون وأشطف تحت ا ة. الغیر معامل

  3دق�قة. أشطف    20ر التبی�ض لمدة  و % من �ل10ثواني ثم    10% �حول لمدة  95عقم سطح�اً في   -3

 مرات �الماء المقطر المعقم.  

إلى أقسام  لناضجة  ر اقاعدة الورقة غی  ع�قط�تم ت و حراشف ال�صلة  إزالة المناطق ال�عیدة والقر��ة من  تتم   -4

 مم.  10مم وطول  2�عرض 

 ) 7.2الآجار (شكل  أدخل النها�ة القاعد�ة في  -5

 ي الرفوف فالحضانة  -6

میل�جرام/اللتر من هایدرولیزات الكاسین في    1000تأثیر    اخت�ارالتجر�ب�ة    الاختلافات �مكن أن تشمل   -7

 .  الوسط) في NAA( ) وBAالوسط و/أو تراكیز مختلفة من (

) لتنم�ة  NAA) و( BAمن (في اللتر لكل    میل�جرام   2مع    براعم إلى نفس الوسط السابقال   نقل �مكن   -8

   الس�قان. 

جرام    20) و1962ح موراش�جي وسكوج (ملا �حتوي على نصف تر�یز أوسط  یتم تجذیر الس�قان في   -9

  سكروز بدون هرمونات ن�ات�ة. 

الأجزاء المنفصلة من قاعدة الن�ات،  من  من أثنین    2620ى  حصل عل  ) �أنهSeabrook et al., 1976أورد ( 

 �صیلة في عامین.  50الطرق التقلید�ة، �ان الحد الأقصى �بینما  

 سئلةالأ  

 جزء ن�اتي منفصل؟�ل التي تطورت في كم عدد البراعم  .1

 ؟ي المنفصلالن�اتالجزء هل نشأت البراعم من منطقة معینة على . 2

دة؟  المعالجة �البرودة وغیر المعالجة �البرو الأ�صال    المتكونة بینعم  في عدد البرا   لاف اختهل �ان هناك أي  .  3

 لماذا ا؟

 ث إذا �ان التلوث �مثل مشكلة، ناقش المصادر المحتملة للتلو  .4
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الجزء القاعدي من حرشفة الأبصالزراعة   
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 لفصل الثامنا

 Woody Shrubs and Trees    الشجیرات الخشب�ة والأشجار

الدق�قة    استخدام تم   التقن�ة    استخدام فإن  ومع ذلك،  والأشجار،    الز�نةشجیرات  كثار  لإشكل متكرر  �الزراعة  هذه 

ة. �عود السبب  �باز�ة للمحاصیل العش ن التطب�قات المو م  كون أكثر تعقیداً تما    غال�اً   للمحاصیل الخشب�ة المعمرة 

لهذا   ال  الاختلافالحق�قي  الخشب�ة  المعمرة  الن�اتات  زراعة  في  النسب�ة  الصعو�ة  إلى  عام  مقارنة  دق�قة  �شكل 

المشاكل هذه  من  للعدید  �مكن  العشب�ة.  "التمرد"  �الن�اتات  مصطلح  تحت  و�مكن    )recalcitrance(   توضع 

  ءال�طيل عام نمو الن�اتات الخشب�ة  �شكو المعقدة    لخضر�ةاهمها دورة الح�اة  أ   من  د من العوامل، إرجاعها إلى عد 

)McCown, 2000  درة على التنبؤ في زراعة الأشجار المعمرة الدق�قة فترة  ق وال  الاستجا�ة). وتز�د عمل�ة تعقید

الملحوظة في خصائص    ت لموسمي، والتغیراوالفترات المبرمجة والمحدودة لنمو البراعم ا  السكون الموسم�ة القو�ة،

النضج والبلوغ  لمرحلة  ال�افعة  المرحلة  الن�ات من  تقدم دورة ح�اة  .  ) juvenile to adult phases(  النمو عند 

فقط في  توى التجاري  سات الدق�قة على الم عا على سبیل المثال، �مكن زراعة الأشجار والشجیرات بنجاح في الزر 

الال الح�اة؛  )  rejuvenation()  بیب تش(ال�افعة  مرحلة  دورة  أو  من  صعو�ة  هنالك  إنشاء    استحالةوتكون  في 

�ادرات  النس�ج  مصادر    استخدام و�التالي، �جب  في مرحلة البلوغ من دورة ح�اته.    نفس الن�اتزراعات دق�قة من   

ل  أو  الزراعات  التشبیب  فلإنشاء  من  معالجة  ترة طو�لة  المخزونالإما عن طر�ق  الزراعة  أو  ة ن�اتات    عن طر�ق 

إن  صغیرة ناجحة.  ات  عزرا و�جب إجراؤها قبل إنشاء    ، خارج الجسم الحيلدق�قة للبراعم النام�ة  الفرع�ة المتسلسلة ا

وطرق الحد  أساسها البیولوجي  ، لكن الآراء المتعلقة �تماماً   اً علم وظائف الأعضاء وراء هذا التمرد ل�ست مفهوم

 ,McCown, 1986; McCown and McCown(   تمراجعاال  منعدد    یها منعل حصول  �مكن ال   امن تأثیره

1986; McCown, 2000 .(  

في الزراعة الدق�قة  س�ج �دب الن�اتات الخشب�ة المعمرة ن تكون معدلات نمو البراعم والأنسجة الأخرى مثل ما   غال�اً 

عة الدق�قة.  ا جم�ع مراحل الزر   �مكن أن یؤدي هذا النمو ال�طيء إلى تعقید .  حظ في الن�اتات العشب�ةلا یأ�طأ مما  

الملوث �مكن أن یتفوق �سهولة على أنسجة  الكائن الحي  الأنسجة المعزولة لأن  تلوث  ب التغلب على  صعمن ال 

  من النمو بدلاً من أساب�ع،  قد یتطلب إنتاج الفسائل الدق�قة شهوراً ى النس�ج.  و�طغى عل  الاستجا�ةالن�ات �طیئة  

  إن تجدید الأعضاء العرض�ة �طيء نسب�اً .  قبولللقابل�ة    أقل ي  حخارج الجسم الاخ  الاستنس   اقتصاد�ات جعل  مما �

   تجارب الهندسة الوراث�ة وز�ادة تكلفة ومخاطر إنتاج التكاثر الدقیق.  ، مما �عقد عمل�ة استعادة النبتة منأ�ضاً 

زراع �استخدام  الدق�قة  الزراعة  في  البدا�ة  في  الخشب�ة  المحاصیل  معظم  إنشاء  �كیتم  حیث  البراعم  النهج    ن و ة 

البرا  الرئ�سي.  تحفیز  الهدف  هو  الإ�ط�ة  تم  عم  البراعم تحقیق  إن  زراعات  من  قوي  تص�ح  نمو  الزراعات  ،  هذه 
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 ,McCown(  الاستنساخ  یوفر الأنسجة للمعالجة التكنولوج�ة الحیو�ة أو البراعم الدق�قة من أجل  ملائماً   مخزوناً 

له  ل   م �مصدر عاالبراعم  زراعات  على    الاعتماد ). هذا  1985 تمثل في القضاء على المشكلات  ممیزة تلأنسجة 

  لحي التي تواجه إعادة عزل الأجزاءخارج الجسم ا ، وأوقات التأس�س الطو�لة  سكون ، وال �موسم�ة النموالمرت�طة  

 الن�ات�ة المنفصلة من الأنواع الخشب�ة في �ل مرة لأي تطبیق.  

ت إلى  ا�شیر الث�.  )stabilization(  "تا "الث��ة المعمرة هي  ب عم الن�اتات الخشفي زراعة برا أحد الجوانب ال�ارزة  

خصائص نمو البراعم إلى  ة التي خلالها تتغیر  دق�قالزراعة الالفترة التي یتم فیها الحفاظ على البراعم بنشاط في  

  أو البراعم)،قان  � سالأولي الناجح لل (�عد العزل  ث�ات  ال  مع بیئة الزراعة الدق�قة. في بدا�ة  من النمو أكثر تأقلماً   نوع

ال ی نمو  لتسم  الم�كر  غال�اً براعم  ینتج  الذي  المنتظم  غیر  النمو  مشوهة.    تدفق  �بیرة  �أوراق  تظهر  براعم صغیرة 

ملاحظة   یتم  ما  المتزاید  الكنس�ج  إنتاج  وغال�اً  الدب  من  الم�كرة  المرحلة  هذه  الفرع�ة    نظراً ث�ات.  في  للزراعة 

إلى مظهر یتسم    تدر�ج�اً یتغیر    نمو البراعممظهر  فإن  ،  ق�قةداعم جدیدة یتم إنتاجها في الزراعة البر   المنتظمة لأي

القلیل من  �ظهر فیها  المثال�ة    من الناح�ةو بنمو متواصل وقابل للتكرار للبراعم المنتظمة ذات الأوراق الصغیرة؛  

  ننفس النوع مإن �ل زراعة فرع�ة تنتح    هو   ث�اتمرحلة ال  اكتمالإن أوضح مؤشر على  .  )callusing(  تكدبال

البراعم  الفرع�ة السا�قة.  زراعة  واضح في الهو  مظهر موحد للبراعم) �ما    منتظم ومستمرمو  نزراعة البراعم (معدل  

من مخزون  للتجذیر والتأقلم    ونجاحاً   اتساقا  تستجیب �شكل أكثر ها من زراعات البراعم الثابتة هذه  یتم حصادالتي  

تكون  راعم الثابتة  المعزولة من مزارع الب  والمحتوى الخلوي   لا�ا، لخ ا  و�المثل، فإن الأنسجة،یر مستقرة.  الغ  البراعم 

الفترة  Russell and McCown, 1986(  استجا�ةأكثر   تختلف  لتحقیق  ).  �بیر  �   الاستقرارالمطلو�ة  شكل 

ال   عتماداً ا  الزراع  .وتار�خه وعوامل أخرى ن�ات  على  الث�ات في �عض  �ایتم  زراعات فرع�ة. زراعات    5-2عد  ت 

أكتطخرى ت أ (  20ر من  ثلب  ن�اتات أخرى مثل  فیها  Quercusزراعة فرع�ة (أكثر من سنتین)، وفي  یتم  لم   (

المحاصیل    و�التالي، فإن تطبیق التكنولوج�ا الحیو�ة والإكثار الدقیق على �عضالث�ات بنجاح في زراعة البراعم.  

 الن�ات�ة الخشب�ة محدود. 

على مجموعة واسعة من الأشجار والشجیرات  دق�قة  الزراعة ال  یقطب ت  هذه العیوب الواضحة، فقد نجحمن  غم  ر �ال

)Jain, 2003شكل� صح�ح  هذا  لها  خاص  ).  الناجحة  الأنواع  الدقیق.  التكاثر  تقن�ات  تطبیق  من    مع  عدد 

الأشجار والشجیرات التي    من  ة الخصائص المتشابهة. من الناح�ة البیولوج�ة، عادة ما تكون المحاصیل الناجح

في السوق    ال�ة نسب�اً تها الع�ق�م  الادعاء  التي �مكن  الاخت�ارات ، تلك  الاقتصاد�ةرع. من الناح�ة  أستنمو �شكل  

أمراً ی العال�ة  الق�مة  تعتبر  بنجاح.  تسو�قها  الأهم�ة    تم  أن  �الغ  الم�ما  والشجیرات  الأشجار  �ن تكاثر  لإكثار  اتجة 

 .الإنتاج في الزراعة الدق�قةلطول فترة ز�ادة   بب من نظیراتها من المحاصیل العشب�ة �سیر ث أغلى �ك هيالدقیق 
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المعدن�ة   استخداماً الأملاح  زراعة    الأكثر  الخشب�ة  في  ( الدق�قة  المحاصیل   Woody Plant Mediumهي 

(WPM))  (Lloyd and McCown, 1980  جدول في  الموضحة  ال.  8.1)  تطو�ر  تم  وصفة  تم  أن  �عد 

الموجودة في    مستو�ات الكلور�د العال�ةو   ل نس�ة الملح المرتفعة نسب�اً حمتت  لالن�اتات الخشب�ة  ا  الكثیرأن    ف تشااك

 ). 1962وصفات مثل موراش�جي وسكوج (

إلى  �عتبر   التال�ة  التدر��ات  تستند  والشجیرات.  الأشجار  على  الدق�قة  الزراعة  تطب�قات  أوسع  الدقیق  التكاثر 

التطب� الدقیق  ثر  االتك  بروتو�ولات  المستخدمة في  التجار�ة.  قاالناجحة  ال�جب الإت  إلى  ن  یرئ�سیت الن  یمشكلتشارة 

 وهما: كاد�م�ةالأبیئة  الالن�اتات المعمرة الخشب�ة في   استخدام د  یعق تتسبب في ت �مكن أن اللتین 

�جب أن تكون المادة    ل،ثقد �كون من الصعب الحصول على المواد الن�ات�ة المناس�ة للعزل. على النحو الأم .1

نشط نمو  حالة  والشتلات،و   في  البذور  من  علیها  الحصول  حدیثاً   �تم  تكاثرها  تم  التي  الن�اتات  تم  أو    اخت�ار . 

 .لأن المواد متاحة على مدار العام في معظم المناطقفي هذه التمار�ن الأمثلة 

  عة جم�ع مراحل عمل�ة الزرا   مطلوب إظهارال  ن. و�التالي إذا �ازراعةالأنسجة �طیئة في ال  استجا�ةقد تكون   .2

، فقد �كون من المناسب بدء مجموعات طلاب�ة مختلفة في خطوات مختلفة في عمل�ة التكاثر الدقیق.  ةالمصغر 

الفرع�ة والتك�ف  لزراعة  على سبیل المثال، �مكن ل�عض المجموعات أن تقوم �العزل، و�عض المجموعات تقوم �ا

 براعم الدق�قة. وتأقلم من ال  تجذیر في أخرى ت مجموعاتقوم القائمة �الفعل، و براعم ال   تزراعا �استخدام الأمثل 

 Rhododendrons and Azaleas الرودودندرون والأزال�ا  ن�اتاتإكثار 

الن�اتات   التكاثر    منهي  ) و Ericaceaeمن عائلة (هذه  التي نجحت �شكل فعال في  الخشب�ة  الشجیرات  أوائل 

 ,.McCown, 1986; McCown and McCown, 1986; Eeckhaut et al(   جاري تال   نطاقال الدقیق على  

2010; Economou and Read, 1984; Ettinger and Preece, 1985; McCowan and Lloyd, 
الآن من خلال التكاثر    تم تكاثرها ) ی Vaccinium) و(hododendron) و(Kalmia(  مثل  ). إن ن�اتات 1983

النسبي  ثرالتكا�  تجار�اً فقط    استنساخها�مكن    �عضو على نطاق واسع؛    الدقیق النجاح  أس�اب    في   الدقیق. أحد 

الدقیق   الن�اتات  التكاثر  هذه  الا�ثهو سهولة  في  (ت  عائلة  تتحمل هرمون Ericaceaeزراعات.  لا  �مجموعة   (

)BA  2(   استخدام لهذا السبب، یتم  �لیهما یوقفان نمو البراعم.  و ) وأملاح موراش�جي وسكوجiP(  )وZeatin  في (

 .�شكل شائع  )WPMوسط الن�اتات الخشب�ة (

 :  الغرض   

 (زراعات البراعم).  طر�ق تكاثر البرعم الإ�طي) عن .Rhododendron spن�ات (إكثار 
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 تحضیر الوسط الغذائي    

 .   8.1) جدول 2iPم�كرومولار ( 1.0) مع WPMلن�اتات الخشب�ة (ل  الغذائي وسطال

 منفصل ال يالجزء الن�ات تجهیز    

أ -1 النمو  نشطة  نبتة  على  ن�ات  براعم و  الحصول  (أزال�  من  الأوراق  )azaleaا    رودودندرون   أو عر�ضة 

)rhododendronأ   اخت�ار یتم  من الناح�ة المثال�ة،  في بیت محمي.    و من ن�ات محفوظ بوعاء)، من الحد�قة 

)،  collar  طوق ال(م  عالبر الجذر/بین  )  interfaceالوس�ط (  ح أو السطالسطح البني  منطقة    البراعم التي تنشأ من 

  2سم) وقطعة من أسفل القمة حوالي    2القمة النام�ة (قمة  عزل  یتم  اثة.  ستكون هذه البراعم هي الأكثر حد   ثحی

 سم.  

 .التي �مكن قطعها �سهولة من الساق إزالة جم�ع الأوراق  -2

ال  يالسطحالتعق�م   -3 لمدة  تحر�ك  (مع  في    15إلى    10الشدید)  مب�ض  من    حجم)/ م (حج   %10دق�قة 

 . معقم الماء �ال شطف ثلاث مراتالو  20مل من تو�ن   100 لكل الكلور مع قطرتین

 .  عقد 3-1أو برعم قمي الجذع إلى قطع جذع�ة فرد�ة تحتوي �ل منها على   اقطع -4

 ضع �ل جزء ن�اتي منفصل �طرفه القاعدي لأسفل في الوسط �حوالي ر�ع طوله.   -5

 ساعة).   24-16الحضانة في طول نهار طو�ل ( -6

سم ووضعها في وسط  1عم المتشكلة مس�قاً تتم إزالتها �مجرد وصولها لطول  ا الس�قان من البر   انبثاقعند   -7

التفرع.   من  البراعم  قمم  إزالة  تز�د  هذاجدید.  ال   �رر  جودة  في  التغییر  ولاحظ  �مكن  ما  �أسرع  براعم  الإجراء 

   زراعات الفرع�ة.) مع ز�ادة عدد الث�ات (ال   والاستجا�ة

 دراسات متقدمة   

إنشاء   یتم  أن  �ر ز �مجرد  النشطة،  البراعم  توض  مكناعات  تجارب  (  ح إجراء  هرمون  منحنى  2iPتأثیر  على   (

 م�كرومول) �الزراعة الفرع�ة في �ل من هذه الأوساط.   40، و10، 1.0، 0.1، 0.0(  الاستجا�ة

في وسط تجذیر  زراعتها  ثم یتم    ماء، ال  سم، ووضعها في   2�مكن حصاد البراعم الدق�قة التي لا �قل طولها عن  

الرمل) في صندوق مغلق من البلاست�ك الشفاف  / الخث/ الفیرم�كولایت أو الخث  1:1ف (على سبیل المثال،  �نظ

الصنادیق  الرطب.   وضع  الغرفةیتم  الحرارة  درجة  في  م�اشر  غیر  ضوء  حسب  ستخدم  ت و   تحت  القصاصات 

 .التجذیر في غضون شهر  حظةلا�مكن م .) ط الحاجة (ولكن لا تش�ع الوس
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 ورود ال   

للورود  �شك واسع  نطاق  على  الدقیق  التكاثر  استخدام  یتم  لا  عام،  �سهولة عن طر�ق    استنساخها�مكن  التي  ل 

الجدیدة    خت�اراتالا لز�ادة مخزون  التكاثر الدقیق    استخدام ، یتم  كالعقل التقلیدي أو عن طر�ق التطع�م. ومع ذل

مخزون    .) Dubois et al., 1988; Hasegawa, 1979; Pati et al., 2005(  �سرعة �ستخدم  أن  �مكن 

لإنتاج    م�كراً �تم إزهارها  زراعة الن�اتات في أواني صغیرة و �ما �مكن  �عد ذلك في التكاثر التقلیدي.    الدقیق التكاثر  

 . وخارج�ةة داخل� ز�نة�ن�اتات  استخدامهاو مزهرة فر�دة من نوعها، والتي �مكن زراعتها �ة وع أن�اتات 

 : الغرض   

 .النام�ة) زراعات عن طر�ق تكاثر البرعم الإ�طي (ال) .Rosa spالورد (  إكثار 

 : الغذائي تحضیر الوسط   

  میو إینوز�تول، فیتامینات   لترالم/راجیل� م   100سكروز،  اللتر  م/ را ج  30،  غیر عضو�ةموراش�جي وسكوج الأملاح   

 ).  BAول (م�كروم 1 مع TC جار آلتر الم / راج 8مورراش�حي وسكوج، 

 المنفصل ي الجزء الن�ات   

 .وعاءفي أو ن�ات محفوظ  ،المحم�ةوت  بین الحد�قة، ال م الحصول على براعم تنمو بنشاط  -1

 .في هذه البراعم �ما هو موضح سا�قا لرودودیندرون  قدماً المضي   -2

 دراسات متقدمة    

،  4.0  ،1.0،  0.0(  الاستجا�ةتأثیر منحنى  وضح  ترب  ، �مكن إجراء تجازراعات براعم نشطة النمو�مجرد إنشاء  

 اعة البراعم الفرع�ة في �ل من هذه الأوساط.ر ز بم�كرومول) 10و

أقل من   الصغیرة  البراعم  ثم زراعتها    2یتم حصاد  الماء  في  تجذیر نظ�ف (على سبیل  سم ووضعها  في وسط 

الخث   1:1المثال،   أو  مغلق/ الخث/الفیرم�كولایت  في صندوق  الرطب. ضعها  من    الرمل)  الشفاف  البلاست�ك 

 .حسب الحاجة (ولكن لا تش�ع الوس�ط)ي ض�اب الري ال و  غیر م�اشر في درجة حرارة الغرفة وءتحت ض

 .�جب ملاحظة التجذیر في غضون شهر
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 )2iPمیكرومول ( 1.0مع  1. مكونات وسط الأشجار الخشبیة8.1جدول 

 میلیجرام في اللتر4 میلیلتر في اللتر3 جرام في اللتر2 المكونات  المركز
A NH4NO3 20.0 20 400 
 Ca(NO3)2 · 4H2O 27.8  556 
B K2SO4 49.5 20 990 
C CaCl2 · 2H2O 19.2 5 96 
D KH2PO4 34.0 5 170 
 H3BO3 1.24  6.2 
 Na2MoO4 · 2H2O 0.05  0.25 
E MgSO4 · 7H2O 74.0 5 370 
 MnSO4 · H2O 3.38  16.9 
 ZnSO4 · 7H2O 1.72  8.6 
 CuSO4 · 5H2O 0.005  0.025 
F5 FeSO4 · 7H2O 5.5 7 5 27.8 
 Na2EDTA 7.45  37.3 
G6 Thiamine · HCL 0.2 5 1.0 
 Nicotinic acid 0.1  0.5 
 Pyridoxine · HCL 0.1  0.5 
 Glycine 0.4  2.0 
H Myo-inositol 20. 0 5 100 
تر جرام في الل مكونات أخرى     
Sucrose    20 
Calcium 
gluconate 

   1.3 

 Agar     3.0 
Gelrite      1.1 

) �كم�ات �بیرة و�تم تعق�مها. �ض�ط الرقم الهیدروجیني في الوسط  G: �ل المر�زات ما عدا (ملاحظة

 ) �عد إضافة الآجار. KOH( �استخدام) 5.6للمستوى المطلوب (عادة 

1  ety, agation SociInternational Plant PropB. H. (1980). McCown,  andLloyd, G. B., 
30, 421–427 

 تر�یز المخزون (المر�ز)  2
 حجم المر�ز الذي �ضاف للوسط  3
 التر�یز النهائي في الوسط  4
بتم تحضیر المر�ز �إذا�ة �ل مكون على حدة بنصف الحجم النهائي من الماء المقطر (�حتاج لتسخین) ثم   5

 أصفر  ا ل�كونا محلول�ضافان ل�عضهم
 مل 20-10ح و�حفظ مجمداً في عبوات مر�ز �الترش� یتم تعق�م هذا ال 6

7   McCown, B. H. (1986). Abstracts of the VIth IAPTC  andZeldin, E. L., 
Congress, p. 57. 
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 الفصل التاسع
 Haploid Plants from Anther Culture    من زراعة المتكالص�غة الص�غ�ة  ن�اتات أحاد�ة

فیز  تح  من خلال  )haploids(  وحبوب اللقاح هو إنتاج ن�اتات أحاد�ة الص�غة الص�غ�ةمتك  الغرض من زراعة ال

الص�غ�ة  (تطو�ر    ي الذ�ور التكو�ن   الص�غة  الذ�ر�ة)أحاد�ة  الأمشاج  الص�غة    من  أحاد�ة  الخلا�ا  الص�غ�ة  في 

ال  الناضجة. وصفلحبوب  مراحل  )  Seguì-Simarro and Nuez, 2007; Raghavan, 1997(  لقاح غیر 

 .المجهر الضوئي والإل�كتروني �استخدام تنامي البو�غات الذ�ر�ة 

ال الكروموسومات،  فقط  مجموعة واحدة    امتلاك أهمها  و   ، أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة  ن�اتات تتعدد أس�اب أهم�ة  من 

الو  یحتى  المتنح�ة  ظاهر�اً طفرات  عنها  التعبیر  ا.  تم  مر�و  الص�غة  یهتم  أحاد�ة  �الن�اتات  خاص  �شكل  لن�اتات 

  ) endomitosis(  الداخليتیلي  الف  الانقسام ) عن طر�ق  2nات (مضاعفة عدد الكروموسوم  تلقائ�ة  االص�غ�ة إم

) لمضاعفة  Dhooghe et al., 2011لي (الفتی   للانقسامالمعاملة الك�م�ائ�ة �الكولكسین أو العوامل المضادة  أو  

التعدد   أن  ي  الكروموسوم  اللواقح ت�مكن  متماثلة  ن�اتات  ظهور  إلى  �مكن  ) homozygous plants(  ؤدي   .

الن�اتات   اخت�ار المرغو�ة    هذه  لإنتاج  أج  5-3إلى    الاحت�اج دون  هجینین  �أبو�ن    واستخدامهاللخصائص  �ال 

  خرائط الجز�ئ�ة رسم ال �غ�ة في عفة أحاد�ات الص�غة الص أهم�ة مضا فة إلى خطوط مستقرة متماثلة اللواقح. �الإضا

)Croser et al., 2006.(   

الهنالك   من  نجاح  العدید  على  تؤثر  المتكعوامل  مثل،زراعة  المانح  وضع    ،  �ال الن�ات  التغذو�ة  طب�عي  الحالة 

�عض    (على الرغم من  ة، والنمط الجینيوالعمر الفسیولوجي، والظروف البیئ�ة مثل درجة الحرارة والفترة الضوئ�

.  استجا�ةً �شكل عام، المتوك من الأزهار التي تظهر م�كراً أكثر    . قصوى   أهم�ةله  تستجیب)    نماط الجین�ة لاالأ

.  استجا�ةالأكثر    هيالنواة الوحیدة  ما تكون مرحلة  لها أهم�ة �بیرة، فعادة    مرحلة حبوب اللقاح التنمو�ةكما إن  

مع   التنمو�ةلبو�غة الذ�ر�ة  امرحلة    تحدید �التفصیل نهجهم في  )  Seguì-Simarro and Nuez, 2007وصف ( 

م لعدد من الساعات أو  °5�ما أن هنالك عدد من المعاملات المس�قة إما لبرعم الزهرة (عموماً  حجم برعم الزهرة.  

 .في �عض الأنواعمما �عتبر ضرور�اً أو الن�ات �أكمله الأ�ام)  

الن�ات المانح، �الإضافة  نمو فیها  البیئة التي ی في  الضوء  وفترة  من شدة    لاً �تأثیر   ) Dunwell, 1976وضح ( أ

درجة   و الإلى  الغذائ�ةالحرارة  م  حالة  المتك.  زراعة  من  الن�اتات  إنتاج  على  الغذائي  والوسط  الواضح  للن�ات  ن 

معاملة   السهولة  المانحة  مالن�اتات  المحم�ة  البیوت  في  امزروعة  الن�اتات  والمواد  مثل    كبر حجماً لأن  الأشجار 

مكونات الوسط الغذائي من الأملاح غیر العضو�ة ومصدر الكر�وهیدر�تات    تعتبر  الحقول.   ة المزروعة فيالن�ات�

في  حاسماً.   أمراً الإضافة المواد الهلام�ة للتصلب و�ضافة الفحم الن�اتي المنشط وتر�ی�ات وتراكیز منظمات النمو �
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الأح�ان،   الزرا   ب تتطل�عض  في  الزراعات  وتغییرات  الفرع�ة  �الإضاالوسطعة  في،  التغییرات  إلى  ظروف    فة 

درج من  الضوء.    ةالزراعة  وفترة  وشدة  تحد�ات  حرارة  هناك  ذلك،  إلى  لل  الاستجا�ة�الإضافة  متوك  المنخفضة 

أح�اناً مما    ،المزروعة ال  یتطلب  و�نتاج  معاملةلكل  متوك  آلاف   ، ) مختلط  ص�غ�ات  ،  )mixiploidsمستوى 

 زراعة المتك.  التي تنتج عن ) albinoمهق (الن�اتات  هي ة الحق�ق�ة والمشكل

من    �مراجعة الأدب�اتالعمل�ات    الحصول علىنجاح  تبدأ عمل�ة  عادة ما  �النظر إلى �ل هذه المعلمات للتحسین،  

 ;Gosal et al., 2010; Ferrie and Mollers, 2011�ما ورد عن (  لأسالیب الناجحةعن االأوراق المنشورة  

Sundar and Jawahar, 2010; Croser et al., 2006; Ferrie et al., 2011; Germanà, 2011a, b; 
Dunwell, 2010; Kim and Baeziger, 2005 .(   

النب تظهر  �تی عندما  المتك،  من  أو ات  الص�غ�ات،  ثنائ�ة  أو  الص�غ�ة،  الص�غة  أحاد�ة  تكون  أن  ص�غة �   مكن 

و ص�غ�ة   عنها  � مختلطة،  �ثینتج  الحالاتفي  من  (  ر  المهقبلا ص�غة  ()ن�اتات  وجد   .Luitel and Won 

Hee, 2011  أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة قصیرة و�ثمار صغیرة مقارنة �الن�اتات ثنائ�ة الص�غة    الفلفل الحلو) ن�اتات

 ,.Dunwell, 2010; Smith et alالص�غ�ة. �شكل عام، الن�اتات أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة صغیرة في الحجم (

1981; Norris et al., 1982مكن أن یتم تحدید الحالة الص�غ�ة عن    د أقل من الخلا�ا الحارسة. ) ولدیها عد�

 ,.flow cytometry) (Seguì-Simarro and Nuez, 2007; Biswas et al(  لخلوي طر�ق ق�اس التدفق ا 

(   �استخدامأو  )،  2011 �ارتك  ال Partecجهاز  عداد  لتحلیل  (�خلا)  عد    وأ  ) Ferrie et al., 2011ا 

) تماثل الزا�جوتات في برتقال  Biswas et al., 2011). وقد حدد (Biswas et al., 2011سومات (الكرموم

�مكن �شكل عام،  ).  SSRمن علامات تكرار التسلسل ال�س�ط (  43  �استخدام فالنش�ا أحادي الص�غة الص�غ�ة  

� الكروموسومات  الصغیمضاعفة  الن�ات  (وزن/ 0.5  في  ة ر غمر  الكولكسین%  محلول  من    48-24لمدة    حجم) 

المعقم.  س المقطر  �الماء  �الشطف  متبوعة  فتیلي    انقسام) مضادات  Dhooghe et al., 2011(   استعرضاعة 

 الكروموسومات.    ةلمضاعف استخدامهاأخرى تم  

 : لتحدید  انطلاقنقطة  توفر    دب�ات الخاصة �أنواع ن�ات�ة معینةمراجعة الأ 

 راعة لز وسط ا  •

 تك منها الن�اتات التي تم أخذ المظروف نمو   •

 المثلى   للاستجا�ةالبو�غة الذ�ر�ة  محددة لمرحلة تطو�رالطل�ات  متال •

 الاستجا�ة معاملات ما قبل الزراعة لتعز�ز  •

 زراعةلحالات الضوء والظلام (الط�ف الضوئي) ودرجة حرارة ا •

 تغییرات الوسط الضرور�ة خلال الزراعة •
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 متوقع المعدل الزراعة  •

وتحدید  اللاحق    والاخت�ار   وما إلى ذلك، ،  لز�جوتالة  متماثص�غ�ات  �ة الص�غ�ات من ثنائ�ة الحاد أ فصل   •

 .الأحاد�ات والثنائ�ات المتماثلة اللواقح

مشتقة من  المتوك ال  �استخدامإجراء التمار�ن التال�ة    لمعرفةي  توفر التعل�قات العامة المذ�ورة أعلاه مستوى قاعد

تحدید  ل  اد الن�ات�ة التي تتوفر على نطاق واسعلتمار�ن المو اتستخدم في  اعة الخلا�ا.  زر ل  تي ستستجیبالالن�اتات  

إعداد    �ةلفردا  مهاراتال وال وسال في  السطحط  (  واستئصال  يتطهیر  المنفصل  الن�اتي  �عنا�ة    الاستئصالالجزء 

 .بنجاحصعو�ة �اف�ة لاستن�ات أنواع ن�ات�ة أكثر وهي كدمات) ال  لتجنب

 Datura Anther Culture   داتورا لزراعة متك ا   

 الغرض:       

 المتك  تجا�ةاس نشط على  مالالن�اتي  لفحص تأثیر الفحم 

 تحضیر الوسط:     

 مكافئ) وسط متك الداتورا  لتر   (لعمل واحد

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 : یلي  ما أخلط  -2

أم  للك  مل  10 ) أ مر�زات  )  PBMo(  بر�تات،�  هالیدات،   ،نترات :  وسكوج  موراش�ج   لاح من 

 ). NaFeEDTAو(

 ). جم/لتر  10إینوز�تول (-میور�ز ممن مل  10 ) ب

 جرام سكروز 40 ) ت

 . مل 1000ض�ط الحجم إلى   -3

 .5.7ض�ط الأس الهیدروجیني إلى   -4

 مل لكل).   500تقس�م الوسط جزأین متساو�ن (  -5

 ن�اتي آجار بدون فحم م جرا  4أضف لواحد من الأجزاء  ) ت

 % وزن/حجم).  0.3جرام فحم ن�اتي مغسول �الحامض ( 1.5جرام آجار و  4أضف للجزء الآخر  ) ث

 غطي فوهة القوار�ر �شر�حة من ورق الألمونیوم.    ) ج

حرارة   -6 درجة  عند  الضاغط  المائي  السخان  في  وضغط  °121التعق�م  السنت�متر    1.05م  في  �یلوجرام 

 . دق�قة 15المر�ع لمدة 

 ندوق النقل المعقم. داخل ص   مم)  20×100بتري بلاست�ك معقم (مل لكل طبق  25ع وز  -7
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 :  ملاحظة

عدم   (أ)  التجر�ة  هذه  في  الاختلافات  تشمل  أن  و آ   استخدام�مكن  سائل.  عتجار  وسط  في  المتوك  (ب)  و�م 

 .ساعة)  24-12لمدة م ° 12-4(ر�د بتالملات معا

 المنفصل  الن�اتيتجهیز الجزء    

  12-8لفترة    لن�اتترك اأ هذه التجر�ة    فيبذور، لكن  أساب�ع من إن�ات ال   10-8  في غضون   اداتور ال زهر ن�اتات  ی

 زهر.  �نمو الن�ات و ی أسبوعا ل

سم    6.0-4.6عام، إن حجم البرعم بین    ل الذ�ر�ة. �شكتطور البو�غة    حجم البرعم هو مؤشر لمرحلة -1

 .�ةاستجا�كون في مرحلة النواة الواحدة وهي المرحلة الأكثر 

من  أ -2 عینة  الو�البرعم  خذ  شر متك  وضع  فعلى  ینقع  مقطر   2-1ي  �حة؛  أسیتو�ارمین    نة  ص�غة 

)acetocarmine  .( 

غطاء الشر�حة.  تمر�ره فوق اللهب. ضع  ب  الجانب برفقسخین  وت  جانبالمتك إلى  القطع الكبیرة من    ادفع -3

 . ر�ةیتم فحص الشر�حة تحت المجهر الضوئي لتحدید مرحلة تطور البو�غة الذ�

% وقطرتین من تو�ن  5لول �لور التبی�ض بتر�یز  م �محیتم التعق�   م �الماء الدافئ والصابون.غسل البراعأ  -4

 مرات �الماء المعقم.   3مل ثم الشطف   100لكل  20

 إزالة الكأس وقطع البتلات والتقشیر لكشف المتوك في البرعم.  -5

 الخ�ط برفق من قاعدة المتك اقطع -6

 ة.  ن حضاتتم الحضانة في غرفة ال -7

 أساب�ع.  8-4خلال  ستجا�ةالاتظهر  -8

 :سئلةالأ   

 المتك.   استجا�ةبو�غة الذ�ر�ة. و��ف �مكن ز�ادة ال استجا�ةناقش العوامل الأخرى التي قد تؤثر على  ) أ

 مشتق �الفعلمتك من أن الن�ات الذي تم الحصول عل�ه عن طر�ق زراعة الك�ف �مكن التأكد  ) ب

 من حبوب اللقاح؟

 الوسط؟  الن�ات إلىة منظمات نمو ضافما هو تأثیر إ  ) ت

 نشط في الوسط؟مالالن�اتي  ظ�فة الفحمهي و ما  ) ث
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 African Violet      البنفسج الإفر�قي

 الغرض:   

لإنتاج ن�اتات أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة ولمراق�ة تأثیر  )  Saintpaulia ionanthaزراعة متك البنفسج الأفر�قي ( 
 .اهري الظوالنمط   الص�غ�ات على حجم الن�ات 

 : الغذائي وسطالر تحضی   

 افئ) وسط متك البنفسج الأفر�قي  مك لتر احد (لعمل و  

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1
 یلي:  أخلط ما -2

 . 9.1ات المبینة في جدول ز مل من مخزون المر�  10 ) أ
 3Ca(NO(O2. 4H 2میل�جرام  346 ) ب
 KClمیل�جرام  64 ) ت
 رام سكروزج 30 ) ث
 مل)  100ام/میل�جر   10( IAAمل من مر�ز  50 ) ج
 مل 100میل�جرام/  10مل من مر�ز �ینتین ( 5.0 ) ح
 .  6.0مل. ض�ط الرقم الهیدروجیني إلى   1000ض�ط الحجم إلى  -3

 جرام آجار والتذو�ب  8أضف   -4
 ) والتغط�ة. مم  150 × 25(  اخت�ار وزع الوسط في أنابیب  -5
المائي الضاغ -6 السخان  فالتعق�م في  السنت�م�یلوجرام    1.05م وضغط  °121ي درجة حرارة  ط  تر  في 

 دق�قة  15المر�ع لمدة 

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل    

 .مشاتل�مكن الحصول على ن�اتات البنفسج الأفر�قي الصح�ة في أي موسم من معظم ال -1
 ي الزراعة. ب فبرقشة لأن الن�اتات المبرقشة تبدو لا تستجی أنواع الن�اتات غیر الم  اخت�اریتم    -2
 .مم  6-2وحة �طول براعم الزهور غیر المفت  معاج -3
 براعم الزهرة.  سجل حجم  -4
 .ر�عةمنت�مترات س  10 �مق�اس لف البراعم في مر�عات من القماش القطني -5
 مرات.  3ء المعقم شطف �الماثم ال لمدة دق�قتین. %  5بتر�یز  �ض یب �لور التفي �م قالتع -6
مات  �كدالمتوك    حرص على عدم إصا�ة لا مع  ،  غیر الناضجةك  متو تشر�ح الیتم  طبق بتري معقم،  في    -7

 للزراعة ووضعها في الحاضنة.   ة اهز جوتكون المتوك  والتخلص منهایوط خقطع الثم أو إتلافها.  
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 ظات: الملاح  

الصغیرة   ) أ المتوك  تظهر  أن  بواسطةی أساب�ع.    8-7في غضون  �جب  الن�اتات  إنتاج  ال  %4-3  تم  متوك  من 

إذا  ورة فحص الكروموسوم للتأكد.  . فعل�ه ضر ص�غة الص�غ�ةكون أحاد�ة ال تكون أو لا ت  قد  عة، لكنهاو المزر 

 . ) %20-0(على سبیل المثال،  ت�اع أسلوب جید، �جب أن �كون التلوث منخفضاً إتم  

فصل الن�اتات �عنا�ة من المتك و�وضع في طبق بتري معقم �حتوي على  �مكن  شهور من الزراعة    3-2�عد    ) ب

الأوراق وزرعها  متك و�زالة  �اتات المشتقة من الالن  لمرحلة هو فصل هذه ا لالبدیل  ثر.  مو أك نیت مبلل لیكیولافیرم�

العلى   اللتر    100% سكروز +  2ي �حتوي على أملاح موراش�جي وسكوج +  ذوسط التجذیر  میل�جرام في 

ي على  و بتري �حت  ى طبقأساب�ع و�تم نقلها إل  4-2% آجار. ستتطور الجذور خلال  0.6أنیزوتول +  -میو

أساب�ع. تنقل    6-4�عد    الأفر�قيالبنفسج  ص �حتوي على خل�ط لزراعة  ن أن تنقل إلى أص�فیرم�كیولایت و�مك

 %. 100الن�اتات إلى وسط التجذیر، وعادة ما �كون التجذیر 

 .٪100تبلغ   جذیرت بنس�ة  إلى وسط التجذیر عند نقلها متكلمشتقة من التم تجذیر الأوراق والبراعم ا عادة ما ی

قمة  سوم  الكرومو سحق  تقن�ة         Root Tip Chromosome Squash   النام�ة  الجذرفي 

Technique 

أستخدام عقل  �مكن    زراعة المتك.من    ن�اتات البنفسج الأفر�قيمستوى الص�غ�ة في  ستخدم هذه التقن�ة لتحدید  ت

) ن�اتات  الجذور  تجذیرها    فر�قي الأالبنفسج  مثل  تم  مفي  التي  مغذ  فيقطر  ماء  لمدة  محلول  مخفف    3-2ي 

 : ساب�ع) أ

   دقائق في درجة حرارة الغرفة. 10) لمدة N 5جذر في حامض هیدرو�لور�ك (ضع قمة ال  -1

 .ثلاث مرات في الماء المقطر أشطف    -2

  ) buffered) محاید (toluidine blue(تولو�دین أزرق    0.05نقع �ل قمة جذر برفق في قطرة من   -3

الحموضة   درجة  ا   0.1(   4.0عند  حامض  یتوتر 4HPO2Na.(  مولار   0.2لستر�ك،  مولار  سر�عاً     )  النس�ج 

 صب�غها. �مكن السحق والملاحظة تحت المجهر. و�سهل ت 

 سئلةالأ   

 ؟متكال استجا�ةسیؤثر على    6.0إلى   5.5هل تعتقد أن تغییر درجة الحموضة من  .1

 ة؟ما هي ق�مة تخف�ض الحجم في ن�ات المحاصیل ال�ستان� .2 

 متك؟.  ال استجا�ةلى عإلى الوسط سیؤثر  نشط المضاف  محم الهل تعتقد أن الف .3
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 Tobacco    (ن�ات الدخان) الت�غ

 :  الغرض   

 زراعة متك ن�ات الت�غ وملاحظة تطور الن�اتات أحاد�ة الص�غة الص�غ�ة.  

 :  الغذائي تحضیر الوسط   

 مكافئ) وسط متك ن�ات الت�غ.  لتر   (لعمل واحد

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  منزوعمن الماء المقطر مل  500صب  -1

 أخلط ما یلي:  -2

(نترات    10 ) أ وسكوج  موراش�جي  أملاح  مر�زات  �ل  من  سلفات،  0مل  هالیدات،   ،NaFeEDTA  ،

PBMo  ( 

 میل�جرام/اللتر)  40مل من مر�ز الث�امین (  2.5 ) ب

 میل�جرام/التر) 10مل من مر�ز میوأنیزتول (  10 ) ت

 كروزجرام س 30 ) ث

 ین میل�جرام قلا�س 2 ) ج

 مینات  مل مر�ز فتت 10 ) ح

 .   5.7مل. ض�ط الرقم الهیدروجین�إلى  1000إلى ض�ط الحجم   -3

 جرام آجار وذو�ه.    8أضف  -4

 ها. ) وغطمم 150 × 25( اخت�ار مل في أنابیب  25وزع  -5

 ر�ع. �یلوجرام في السنت�متر الم 1.05م وضغط ° 121عقم في السخان المائي الضاغط في درجة حرارة  -6

 ). IAAام/اللتر (میل�جر  0.1سكروز و جرام  40 اختبر ،  الاختلافاتتجر�ب  ل -7

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل    

الطول  ان في  كأس متساو�التو�ج والغیر المفتوحة في المرحلة التطور�ة التي تكون فیها  زهار  براعم الأ   معجا -1

 حیدة النواة. ذ�ر�ة في مرحلة و غات التكون البو�  ). هذه المرحلة من تطور برعم الزهرة سم  0.8-3(

مرات    3دقائق ثم أشطف    10% من �لور التبی�ض لمدة  20وعقم في    2سم   10ي  شاش قطنالبراعم في  لف   -2

 �الماء المعقم. 

 عزل وزراعة المتك �عنا�ة.  -3

 الحضانة في غرفة الحاضنات  -4
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 الملاحظات     

المتأخر Carlson, 1970(  استخدم الر�اع�ات  مرحلة  في  متوك   () الت�غ  )  late-tetrad-stageة  ن�ات  من 
)Nicotiana tabacum (L.) var. “Wisconsin 38” (   من المتوك.    استجا�ة%  12وتحصل على 

  ن�اتات الت�غ المشتقة من لل المستوى الص�غي    لتحدیدفي الجانب السفلي مؤشر جید    الثغور الموجودة�عتبر عدد  
ت  الص�غ�ة  الص�غة  أحاد�ة  فالن�اتات  عالمتك.  الثغو حتوي  عدد  اللى نصف  الن�اتات  في  الص�غر  ثنائ�ة  ة  مانحة 

الورقة.   ووضعها م�اشرة على  ال�شرة    ة رق�قة منقشر إنزع  الثغور،  عدد  لحساب  الص�غ�ة في مساحة معینة من 
 حدد. مجال الرؤ�ة الم إحصاء عدد الثغور فيقطرة من الماء على شر�حة مجهر وتغطیتها �غطاء الشر�حة ثم 

 ئلةسالأ   

 هذا الوسط؟ ات نمو الن�ات فياذا لا توجد منظملم -1
 ؟المتك   استجا�ةفحصها لتعز�ز   الأخرى التي �مكنعة  ا لزر ظروف ا ما هي  -2
 ؟زراعة المتك �مكن مضاعفة ن�ات ت�غ أحادي الص�غة الص�غ�ة مشتق من ك�ف  -3
 ؟متك مشتقة من الالن�اتات وال الأم  في الن�ات  الثغور عدد متوسط ما هو  -4

 Anther Squash Techniqueالمتك      حق ة ستقن�    

 بو�غات الذ�ر�ة.  فحص ال ي ضرور متك من ال (حبوب اللقاح) داخل الالبو�غة الذ�ر�ة   رلتحدید مرحلة تطو 

 .ر في مراحل مختلفة من التطورازهن براعم الأمتوك مجمع الأ -1
 .اللیل   ساعة أو طوال 2-1من الكحول وحمض الخل�ك لمدة   3:1في محلول ع المتوك ض  -2
المتك    -3 أضفعلى  ضع  نظ�فة.  من    شر�حة  في  )  acetoorcein(أسیتورسین    ص�غة  %0.8قطرة 

جرام أورسین    1.0% حامض خل�ك أو  50) في  orcein% أورسین (1  استخدم (   خل�ك. حمض ال%  40
د  � بر یتم تالحرارة.  من    �زالته على الفور و قمع  فوقه  مل من حامض خل�ك مثلج. أغلي في دورق    50في  

  100: �ضاف إلى  (المخزون)   زر�وع الأیونات. المالماء المقطر منز مل من    50أضف  ثم  كونات  ملا
 ) مل من الماء 25بق امل من المحلول الس

 . مشرطرفق بواسطة الأنسجة ب انقع  -4
 . الحطام الكبیر �المشرطإزالة  -5
بتسخین   -6 (لطفالشر�حة  حرقها.  عدم  على  الحرص  مع  الشر�حة  أ ،  ملإ  الخلف من  لمس  دى  خت�ار 

فنتهاسخو  ت خنسا ي  فه    جداً   ة ار ح  ت�ان ن  إ،  وقد  ال ة  المز�د؛  غةص�ت�خر  أضف  لمدة  أ،    10-5ستمر 
 . النوو�ة�ص�غة المادة هذا �سمح و دقائق. 

 . دقائق 10-5مدة أترك الشر�حة ل -7
 . فوق المادةشر�حة غطاء ال ضع   -8
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ي �حیث لا  و ل متسا بلطف و�شكوأهرس  ي المنشفة فوق الشر�حة؛  و طأالشر�حة على منشفة ورق�ة و ضع    -9
 الشر�حة.  غطاءتكسر 

 . مراق�ة تحت المجهر لا  -10

 

 نات أملاح وسط زراعة متك البنفسج الأفر�قيو مك . 9.1جدول 

 المر�ب المر�ز وزن المر�ب المضاف 

300 mg 30 g/liter (A) KH2PO4 

1.6 mg 160 mg/liter      H3BO3 

35 mg 3.5 g/liter (B) MgSO4 · 

7H2O 

4.4 mg 440 mg/liter      MnSO4 · H2O 

1.5 mg 150 mg/liter      ZnSO4 

1000 mg 100 g/liter (C) KNO3 

1000 mg 100 g/liter      NH4NO3 

0.1 mg 10 mg/liter (D) Thiamine 

2.0 liter 200 mg/liter      Glycine 

0.5 mg 50 mg/liter      Nicotinic acid 

0.1 mg 10 mg/liter      Pyridoxine 

 0.8 mg (E) Kl 80 mg/liter 

(F) Murashige and  Skoog NaFeEDTA stock 
 مل من �ل مر�ز  10 استخدم                   
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 الفصل العاشر 
 Embryo Rescue   إنقاذ الجنین

ال الأجنة  تستخدم  التي  الدراسات  الناضجة  زا�جوت�ة  تساعد  حثین  ال�ا)  immature zygotic embryos(غیر 

�ان  في نمو  ة أعمق رؤ�  اكتساب على   البذور.  أبلغ)  Hanning, 1940(  الجنین ونضج  تطو�ر  عن    أول من 

) غیر الناضحة مهمة في الحصول  orchidالسحلب�ة (  أجنةزراعة  الن�ات من زراعة الأجنة المعزولة. أص�حت  

  هجن ى  ل علمر�ي الن�اتات للحصو لق�مة  أنه أداة  �إنقاذ الأجنة  إن  ثبت    .) Knudson, 1922على هحن نادرة (

 . جنینإجهاض ال �حدث فیهاالتي  ن�اتات ال تهجین  من 

تم الحصول على  هذه التقن�ة في برامج تحسین الن�ات.    العدید من التقار�ر في الأدب�ات التي تثبت فعال�ةتوجد  

) ن�اتات  أنواع  بین  و( Salixهجین   (Populus  في أجنة  بزراعة  ال  مرحلة)  غیر    )heart stage(   يبقلالطور 

الفضج و نا ال الم�كر الطور  أملاح  في وسط �حتوي على نصف مكونات    )early cotyledonary stage(  لقي 

). وتم  Bagniewska-Zadworna et al., 2011% سكروز إلى ن�اتات ( 3) مع  1962موراش�جي وسكوج (

ئي  العشوا لتضخ�م  فق الق�اس الخلوي واسح وتدالتحقق من هجین المادة الن�ات�ة بواسطة المجهر الإل�كتروني الما

الأشكال.  متعدد  النووي  الحمض  (طو   لفحص  مألوف  Bang et al., 2011ر  غیر  الجدید  الفجل  من  خط   (

إنقاذ الأجنة.    �استخدام )  CMS (cytoplasmic male sterility)بواسطة تقن�ة العقم الذ�وري السیتو�لازمي (

ال من  هجینة  أنواع  على  الحصول  بو تم  (   اسطةقطن  الأجنة  حصل    ).Bhuyar et al., 2009إنقاذ  وقد 

)Genovesi et al., 2009 ) على هحن بین الص�غ�ات (interploid  (  س أوغسطینالقد�) من حش�شةSt. 

Augustine (    .عن طر�ق زراعة الأجنة) وحصلEeckhaut et al., 2007  ـأنواع ة من عبور أو  فر�د) على 

اللواقح  ما قبل اللواقح وما   حواجز  ، حیث توجد تهجین الأزال�ا عن  إنقاذها  في التهجین بین الأنواع بواسطة    �عد 

لت   استخدام تم   .  طر�ق زراعة الأجنة  إنقاذ الأجنة  التقن�ات  الطو�لة  ب فادي دورة  في  الفطر�ة  البذور  وأمراض  ذور 

   ). globe artichoke(  )Cravero and Cointry, 2007( ن�ات الخرشوف الشو�يتهجین  

ض في الن�ات، و�نقاذ  تحدید حدوث مرحلة الإجهافحصها �شكل عام  ب�ة التي یتم  �عض المعاییر التجر� تتضمن  

حدوث قبل  الجنین  .  هالجنین  تطور  مدة  طالت  �ان  �لما  الن�ات  بنجاح.  في  وزراعته  الجنین  عزل  الأسهل  من 

،  الأح�ان  �عضنقاذ الأجنة. في  مثل لإتعتبر الأ  �لما زاد عدد الأ�ام �عد التلق�ح وقبل إجهاض الجنین  عموما،

امض الأ�سس�ك والجبرلین والكینتبن وحامض إندول الخل�ك. ر�ما  ح�ة مثل  منظمات نمو ن�اتإنقاذ الأجنة  لب  یتط

)؛ فقد تم  Bhuyar et al., 2009في عدد الأجنة التي تستجیب إعتماداً الأنواع المهجنة (  اختلاف�كون هنالك  

)  Behzad, 2010(فحص  ).  Eeckhaut et al., 2007ات (ا المعزولة إلى �ادر لأزال�% فقط من أجنة ا9تنم�ة  

الأ عوام إنقاذ  وجد  جل  الترمس،  في  الأنواع  بن  التلق�حیوماً    60-55نة  ونصف  الأمثل  هي  �عد  الوسط  ،  قوة 

ن�ات  واستخدام الأفضل،  ي  ه  القاعدي نمو  الخ  1�ة  منظمات  حامض  نافثلین  من  لكل  اللتر  في  ل�ك  میل�جرام 

   لكینتین.  وا
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. من الصعب زراعة الأجنة  للح�اة   قابلاً ن�اتاً    ل�ص�ح ارج الجسم الحي  خن�اته  �ن الن�ات و الجنین م  ئصال است�مكن  

عادة  أكیر.    الحي، فعل�ه فإن الأجنة ما �عد الطور الكروي �مكن زراعتها بنجاح  الجسم الزا�جوت�ة الصغیرة خارج  

القاعد�ة مع الكر�وهیدر�تات    )1962(  وسكوج ملاح وصفة موراش�جي  ، فإن أوسط زراعة الأجنة معقداً لا �كون  

 .تطور الجنین إلى ن�ات دعمت الحالات في �ثیر من  

واسع نطاق  على  المتوفرة  الن�ات�ة  المواد  التال�ة  التمار�ن  الأول،    .تستخدم  التمر�ن  حمض  تأثیر    اخت�ارتم  ی في 

�شكل  ي یوجد  ن�ات  هرمون   وه (ABA) ض الأ�س�س�كامي. حمعلى جنین الذرة الحلوة الن)  ABA(  الأ�س�س�ك 

 .كون الجنین طب�عي في البذور و�شارك في س

 Sweet corn embryo culture    زراعة أجنة الذرة الحلوة
 الغرض:   

تأثیر الأب�س�ك    توض�ح  الجنینحامض  نمو  الحي    على  الجسم  الخارج  مجال  متدرب  وتزو�د  في  زراعة  �الخبرة 

 .الأجنة

 : لغذائيا لوسطتحضیر ا  
 ). سط زراعة جنین الذرةلتر مكافئ، و  1(  

 مل.  1000إیرلنمایر  في دورق  ء المقطر منزوع الأیونات مل من الما 500صب  -1

 أخلط ما یلي:   -2

 NaFeEDTA  هالیدات، الكبر�تات،ال نترات،  ال وسكوج:   يموراش�جمل من مر�زات أملاح   10ا) 

 PBMo و

 یل�جرام/اللتر) م 40ن (مل من مر�ز الث�امی 10 ب)

    جرام سكروز 40ت) 

 مل  800أكمل الحجم إلى  -3

 مل وتوسم �علامات (أ)، (ب)، (ت) وُ(ث).  200لى أر�عة دوارق في �ل منها ط إ�تقس�م الخل -4

 مل) على النحو التاي: 100میل�جرام/ 10امض الأ�س�س�ك (حأضف مر�ز  -5

 بدون حامض أ�س�س�ك  ) أ(

 حامضل مل من مر�ز ا 0.25 ) ب(

 الحامضن مر�ز مل م 2.50 ) ت(

 ز الحامض مل من مر� 25 ) ث(

 مل 250�ط حجم �ل دورق إلى أض   -6

 5.7لهبدروجیني إلى أض�ط الرقم ا   -7
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 جرام آجار لكل دورق وذو�ه  2.0أضف  -8

�یلوجرام    1.05م وضغط  ° 121دق�قة في درجة حرارة    15�م في السخان المائي الضاغط لمدة  قالتع -9

أط�ا أ�ضاً  وعقم  المر�ع.  السنت�متر  و مم   20 × 100(  بتري   قفي  على  تحتوي  مب)  ترش�ح  لتستخدم رقة    في   للة 

 تشر�ح الأجنة. 

(عضع علامات   -10 بتري  أط�اق  معقمةمم   15 × 60لى  بلاست�ك�ة  (ب)    تمثل،   )  الشاهد،    0.1(أ) 

میل�جرام في اللتر    10امض أ�س�س�ك وُ(ث)  حمیل�جرام في اللتر    1.0امض أ�س�س�ك، (ت)  حمیل�جرام في اللتر  

 ك. امض أ�س�س�ح
 معقممل لكل طبق بتري  10ع ز و  -11

 ز وزراعة جنین الذرة جهیت   
 . خالي من الأمراض ج و �وز ذرة طاز  اخت�ار -1

 . والقشور  )الحر�ر الشعر ( إزله  -2

 . الخارج�ة بوب المفردة �عنا�ة حتى لا تتلف القشرة  حلة �ل الا إز  -3

 . دق�قة 15ي لمدة تحت الماء الجار أتر�ه الكأس �قطعة قماش قطن�ة و  غطي�أس و الحبوب في وضع    -4

 .معقمةبوب غیر ح  ب على تشر�ح الأجنة منالحبوب، تدر  ف أثناء شط -5

من    15عد  � -6 الحبوب  �إزالة  قم  التعق�م  الماء  تحت  دق�قة،  و�جراء  التبی�ض السطحالجاري  �كلور    ي 

 دق�قة.   15% لمدة 20 بتر�یز

 المعقم. مرات �الماء المقطر   3في داخل صندوق تدفق الهواء الصفحي أشطف الحبوب  -7

الخارج�ة. �ظهر الجنین    ةلإزالة القشر   مشرطاً   ستخدموا �الملقط  ح�ة  مسك الأا�ة.  لجنین �عنا   استئصال -8

 ).  10.1حلیبي (الشكل ال الأب�ض ذات اللون  السو�داء   فيأصفر شاحب واضحاً 

في �ل طبق بتري في وسط الزراعة والحضانة في الحاضنة ومراق�ة الزراعات    10-1زراعة الأجنة   -9

 ساعة.   72و  48، 24عد �

 سئلة لأا   

 على نمو أجنة الذرة المعزولة؟ ABA تأثیر هو ما -1

 في تطور الجنین؟ ABA وظ�فةما هي  -2
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 الفصل الحادي عشر

-Meristem Culture for Virus   زراعة القمة الإنشائ�ة لإنتاج ن�اتات خال�ة من الفیروسات

Free Plants 

وتخط�ط  ق،  الأورا  تجعد و النخر،    قلل من قوة النمو وظهور�   مما،  تصاب العدید من الن�اتات �الفیروسات داخل�اً 

الأالأورا أو  الن�ات  ص تناقو ،  زهارق  وموت  لتخل�ص   .)Quak, 1977(   المحصول  ��م�ائ�ة  معالجة  توجد  لا 

الفیروسالمن    الن�ات  النسل�ةعدوى  إلى  عام  �شكل  الفیروسات  تنتشر  لا  ذلك،  ومع  في    .  البذور.  خلال  من 

�مكن أن  الفراولة  و   ،الموز  ،قرنفل الالسحلب�ة،    ، اسالأنان  ،الثوم،  ال�طاطس  ، مثلخضر�اً  الن�اتات التي یتم تكاثرها  

 . فیروسات �ال  ترتفع نس�ة التلوث

الإنشائ�ة   القمة  الحراري وزراعة  العلاج  تكاثرها�ستخدم  یتم  التي  الن�اتات  الفیروسات مخضر�اً    لتحر�ر  فقمة  ن   .

بنظام الأوع�ة    یر متصلةل عام، غ ول، �شكفي البرعم المتطا  الابتدائ�ةالأوراق  وأول مجموعة من  البرعم الإنشائ�ة  

 Morelناقلة. أجرى ( نظام الأوع�ة ال   الفیروسات التي تنتقل من خلالمن  خال�ة الن�ات، و�التالي فهي ناقلة في  ال

and Martin, 1952  (إنشاء    العمل الرائد في) ن�اتاتDahlia  (  بزراعة القمة   �استخدام خال�ة من الفیروسات

ا �مكن  ن�اتات خال�ة  لحصول عالإنشائ�ة.  الفیروسات  لى  المنفصل    �استئصالمن  الن�اتي  أن  دو �عنا�ة  الجزء  ن 

نضجاً تی الأكثر  الأوراق  من  �النسغ  الجذع�ة  لوث  الأنسجة  تم  أو  لإخلاء    استخدام.  الطر�قة  من  هذه  العدید 

تات  أس�س الناجح لن�االت��ر  تقار زخر ال . تمن التلوث الفیروسي  روتیني  �شكل  المهمةقل�ة  المحاصیل ال�ستان�ة والح

  زراعة  استخدام ع  مفرده أو م�العلاج الحراري    �ستخدم أح�اناً .  أنواع ن�ات�ة معینةفي    صا�ة �الفیروسالإ  خال�ة من

 ,Zapata et al., 1995; Zapata and Smith(  لتخل�ص أصناف ال�طاطس من الفیروساتالقمة الإنشائ�ة  

جة الحرار�ة. ستعمل الحرارة على  ن لإدارة المعاللماء الساخفي ا  والنمو أن وضع الن�اتات في غرفة  �مك).  1998

ن الفیروستعطیل  (   ).Matthews, 1991(  شاط  الحراري  Nesi et al., 2011وصف  العلاج  بین  الجمع   (

 .الفیروسات نوعین من من ) lilies(مة الإنشائ�ة لتحر�ر أ�صال الزنبق قوزراعة ال 

أصغر من الفیروسات) ومسب�ات  (  )viroids(   دات تات الفیرو بنجاح لتحر�ر ن�انشائ�ة  القمة الإ   رعةا ز   استخدام تم  

الن�ات�ةا (  .) Hosokawa, 2008(  لأمراض  ذ�ر  ت Banerjee et al., 2010وقد  أنواع)  ن�ات    حر�ر  من 

)Artemisia(ا  تو�لازم) من الفیphytoplasma  (الناتجة الن�اتات    اخت�ارتم  زراعة القمة الإنشائ�ة. و   �استخدام  

ال)  PCR(تقن�ة    �استخدام ال�صري،والفحص  ا   مجهري  للسمات  ال�صري  من  والتقی�م  خال�ة  لتكون  لمورفولوج�ة 

التاج    .الفیتو�لازما تعفن  مسب�ات مرض  من  الفراولة  ن�اتات  تحر�ر  النس�ج  زراعة  من خلال  )  crown rot(تم 

 ). Whitehouse et al., 2011(  الإنشائي
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النس�إن عمل�ة   الإنش زراعة  دائمالن�لا تحرر  ائي  ج  تأكید    الفیروسات؛ من    اً اتات  النإ لذلك، �جب  �اتات  دعاءات 

قا�سة  مثل: م  التقن�ات التحلیل�ةتستخدم    حالة الفیروس في الن�ات،  الخال�ة من الفیروسات. من أجل التحقق من

مزدوج  �ساندو�تش إنز�م  لمرت�ط  قا�سة الممتز المناعي ا)، مELISA(  المناعي المرت�ط �الإنز�م   (التشرب)  الممتز

البول�ملي  لنسخ العكس تقن�ة ا ، و ) DAS-ELISA(  لمضادةللأجسام ا )  RTPCR(  جز�ئ�ةال  �ز المتسلسلر تفاعل 

)Myouda et al., 2005; Shiraqi et al., 2010; Nesi et al., 2011; Youssef et al., 2009  .( 

ئي الحق�قي فقط  ن النس�ج الإنشایتكو ج الإنشائي.  ة النس�زراع  في الأدب�ات ف�ما یتعلق �مصطلح   الت�اس    هناك

المعزول القم�ة  الق�ة  دون  من  هذا    ابتدائ�ةأوراق  �  رت�اطالاة  أمرئ�ة.  اصعب  من  الن�ات�ة  في  لالأجزاء  منفصلة 

) زراعة أول نس�ج إنشائي حق�قي معزول من  Smith and Murashige, 1970الزراعة لصغر حجمه. أجرى (

  من �اس�ات البذور   ة الإنشائ�ة القم�ة المعزولةمأن القاد �الإعتق�ان    ذلك  قبلج ن�ات �امل.  و�نتا  ركاس�ات البذو 

 ;Ball, 1946والأنسجة الجذع�ة (المجاورة    الابتدائ�ة  الأوراق  عتمد على تالخاص، بل    اتوج�ه تطوره  ع لا تستط�

1960 .( 

أر�عة إلى  ثنین  أضافة إلى  �الإ الإنشائ�ة    �ةة القمالق�بزراعة    من الفیروساتي  ن�ات خال�مكن إنشاء  �شكل عام،  

. مثل هذه  ال�قاء على قید الح�اة   احتمال�ةلتعز�ز  قمة نام�ة في طور النمو السر�ع    ت�اراخیتم  أوراق بدائ�ة مجاورة.  

�ة  النام  وفي القمة  ،ناقلةالفیروس في الأوع�ة الجد  عادة ما یو القمة سر�عة النمو غال�اً لا تكون مصا�ة �الفیروس.  

لا   عة�سر  ب ت  النمو  متصلة  النظكون  الأوع�ة  الإناقلة.  ام  النس�ج  والأوراق  إن عزل  شاقة    الابتدائ�ةنشائي  عمل�ة 

القمة  عزل نس�ج  الجزء الن�اتي المنفصل المجهري. یتطلب نجاح  تتطلب الصبر والمعرفة �التشر�ح وموقع    للغا�ة

النس�ج الإنشائي   تلف یلا أثناء العزل حتى �جب توخي الحذر  راعات. النام�ة الإنشائي الممارسة العمل�ة لإنشاء الز 

 أدوات دق�قة للغا�ة.  �استخدام  النهائيجراء القطع جف. �جب إ� أو

 Isolation of the shoot apical meristem   عزل قمة البرعم الإنشائ�ة  

 الغرض:     

 ة الإنشائ�ة.  قمالالخبرة في عزل نس�ج   اكتساب 

 : الغذائي وسطالتحضیر   

واح  لو   لتر  د(لعمل  القمة  مكافئ  (   الإنشائ�ةسط  ( Coleusلن�اتي   (Smith and Murashige, 1982  (

 )) Tropaeolum) (Ball, 1946و(
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 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1
 : یلي  ما أخلط  -2

أملاح  لكل  مل  10 ) أ مر�زات  )  PBMo(   �بر�تات،  یدات،هال  ت،نترا:  وسكوج   موراش�ج  من 
 ). NaFeEDTAو(

 ملجم/لتر)  40مل من ث�امین ( 10 ) ب
 جم/لتر)  10إینوز�تول ( -میور�ز ممل  10 ) ت
 م سكروزراج 30 ) ث
 مل)  100/رامجیل� م IAA(   )10(ر�ز من م مل 1.0 ) ج

 .5.7الأس الهیدروجیني إلى   مل وض�ط  1000الحجم إلى  ض�ط  -3
 بورق ألمونیوم.   لنمایرر یقارورة إ. وتغط�ة جارآ م/لتر را ج  8أضف   -4
السخاال -5 في  حرارة  تعق�م  درجة  عند  الضاغط  المائي  السنت�متر    1.05غط  م وض°121ن  في  �یلوجرام 
 المر�ع. 
 داخل صندوق النقل المعقم.   مم)  20×100مل لكل طبق بتري بلاست�ك معقم ( 25وزع  -6

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل:     

( جمع  أ -1 لن�اتي  النام�ة  و(Tropaeolum majusالقمم   (Coleus blumeiم� وأغسلهم  دافئ  ا)  ء 
 وصابون.  

ا -2 ثم التعق�م �كلور التبی�ص (في قماش قطني  القمم لف  و   لأوراق الكبیرةإزالة  دقائق.    10%) لمدة  10، 
 معقم.  الماء �الشطف ثلاث مرات  أ

ترش�ح  -3 ورقة  على  �حتوي  معقم  بتري  طبق  في  الن�اتي  النس�ج  الأن اجف لتجنب    مبلله  وضع  سجة  ف 
   .حساسة أثناء العزلال

 ) 11.1(شكل  الابتدائ�ةوراق ق�ة البرعم الطرف�ة دون تضمین الأ عزلتم تحت المجهر ی -4

 سئلةالأ  

 ؟�ةالفیروسالعدوى المستأصل �شكل عام على    يالن�اتالجزء  هذا   احتواءسبب الذي قد �فسر عدم ال ما   -1

من   دلاً ببراعم ساكنة    قمم   استخدام إذا تم    تقن�ةفي معدل نجاح هذه ال   اختلافتعتقد أنه س�كون هناك  هل   -2

 ؟النام�ة �سرعة

 ؟المنفصل الساكن  ن�اتجزء الئ�سي لعدم نمو هذا الهو السبب الر ما   -3

 ضمن هذه التقن�ة نبتة خال�ة من الفیروسات؟هل ت   -4

 ؟دلت  وعلى ماذا  هي فهرسة الفیروسات، ما   -5

 لذي �كبر أولاً؟؟ ما اكیل نس�ج �دب تشتم إعادة تنظ�مهم ل   تشر�ح. هلالالقمم تحت مجهر أفحص   -6



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

153       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

 Establishing virus- and bacteria-free plants  تیر�اإنشاء ن�اتات خال�ة من الفیروسات وال�ك

 الغرض:       

للحصول على  )  Diffenbachia ) (Knauss, 1976لن�ات (  القم�ة ق�ة الصغیرة أو المة البراعم الإنشائ�ة  ق ةزراع

 .تل�كتیر�ا والفیروساا  ن�اتات خال�ة من

 : لغذائيا تحضیر الوسط  

 مل.  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 : يما یلأخلط   -2
 : یلي  ما أخلط  -3
أملاح   لكل  مل  10 ) أ مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،  هالیدات،   نترات،:  وسكوج  موراش�ج   من 

 ). NaFeEDTAو(
 ملجم/لتر)  40(  ث�امینمل من مر�ز  10مل  10    ) ب

 جم/لتر)  10ول (إینوز�ت-میور�ز مل م 10  ) ت

 جرام سكروز 30 ) ث

 جرام في اللتر) 17( O2.H4PO2NaHر�ز مل من م 10 ) ج

 مل)  500میل�جرام/ 2iP ()50(مل من مر�ز  160 ) ح

 مل)  100میل�جرام/ IAA) (10مل من مر�ز ( 20 ) خ

 میل�جرام قلا�سین  2 ) د

    مل) 100جرام/   1مل من مر�ز سلفات الأدنین ( 8 ) ذ
 5.7هیدروجیني إلى الأس ال مل وض�ط  1000الحجم إلى  ض�ط  -4

 بورق ألمونیوم.   رلنمایریقارورة إوتغط�ة . جار آم/لتر راج  8 فأض  -5

حرارة   -6 درجة  عند  الضاغط  المائي  السخان  في  وضغط  °121التعق�م  السنت�متر    1.05م  في  �یلوجرام 

 المر�ع. 

 لمعقم. داخل صندوق النقل ا   مم)  20×100مل لكل طبق بتري بلاست�ك معقم ( 25وزع  -7

 زء الن�اتي المنفصل:تجهیز الج   

 اء دافئ وصابون.  غسل �مالالقمي الخارج�ة و إزالة أوراق البرعم   -1

 ساعات.    3-2تحت الماء الجاري لمدة  قماش قطنيضع القمم في �أس مغطى � -2



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

154       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

قما -3 في  المنفصلة  الن�ات�ة  الأجزاء  التبی�ض لف  �كلور  التعق�م  ثم  قطني،  دقائق.    10لمدة    ) %10(  ش 

 معقم.  ال ماء�الطف ثلاث مرات  شأ

 .  ابرده  ثم  ادوات الكحول واشعلهالأ غمس فصل أ یز الجزء الن�اتي المن هعند تج  -4

 الماء المعقم قبل الزراعة.  %) ثم الشطف �5لول �لور التبی�ض (الجزء الن�اتي المنفصل في محغمس أ  -5

 زراعةعلى رف الضع الزراعات  -6

 Garlic propagation from bulb scales �صلة: ال رإكثار الثوم من قشو 

العدید من  الطرق الإكثار الخضري لعقمه.  �ة الق�مة التي لا �مكن إنتاجها إلا ��عتبر الثوم من المحاصیل التجار 

�الفیروسات  مصا�ة  التجار�ة  الثوم  یؤدي    أصناف  الإإإلى  مما  هي  نتاج�ةنخفاض  الأنسجة  زراعة  فإن  لذلك،   .

 .من الفیروساتي  ة لإنتاج ثوم خالدطر�قة مفی 

 لغرض:  ا   

و�نشاء   النسیلي  الفیروساتي  خال)  .Allium sativum L(ثوم  ن�ات  التكاثر   ;AboEl-Nil, 1977(   من 

Bhojwani, 1980; Novàk, 1983 (فصوص ال�صلة.  من 

 الغذائي:  تحضیر الوسط   

 شور �صلات الثوم) ق لتر مكافئ لوسط   1( 

 . الأیونات  مل ماء مقطر منزوع 2000ورق مخروطي سعة دفي   مل  500صب  -1

 :اخلط ما یلي  .2

 PBMo و ،  NaFeEDTA ، ملاح موراش�ج وسكوج: نترات، هالیدات، الكبر�تاتمل �ل أ 10أ. 

 م/لتر) راج� لی م 40الث�امین ( ر�زمل من م 2.5ب. 

 لتر)  / رام ج  10(ول  �تمل من مر�ز میوأنیز  100. ت

 م سكروز راج 30. ث

 فیتامین�ز الل من مر م 10. ج

 ) مل 100م/ راجیل� م 2iP) (10( زر�مل م 5 ح. 
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 مل)   100میل�جرام/ NAA) (10�ز ( مر  مل من 2.4. د

 .5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني إلى   1000�ط الحجم إلى ض -3

 وذو�ه.    جارآم را ج  8أضف  -4

 ها. وغط  مم) 150×  25( اخت�ار مل لكل أنبوب   25وزع  -5

الضا  يف  م التعق�  -6 المائي  لمدة  السخان  ف   15غط    في   �یلوجرام   1.05م وضغط  ° 121ي درجة حرارة  دق�قة 

 السنت�متر المر�ع.  

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل:   

 فصوص ال�صلة  فصل بین ألكل �صلة)،   فص  20-12(مر�ز تسوق الثوم من  استخدام -1

 ) 11.2(شكل عث�م وتقس�م الفصوص تال   -2

 .ثان�ة  30 من الإیثانول لمدة %95أ. نقع �ل فص في محلول 

 .لهب ه لعرضب. 

 .في طبق معقم الفصوص   ضعو . ت

 .ر المحروقةو المحروقة والجذالمغلفة لة الأوراق  . إزاث

 �ة.  تخز�ن اللحالأوراق أفصل �الفتح  . ج

 البرعم من القرص و�زالة الأوراق الخارج�ة قم الزراعة في الوسط.   استئصال ح. 

 .  فضانة في الرفو حال  . 3

 الب�انات   

 ؟الجزء الن�اتي المنفصل  م الحصول علیها مند الن�اتات التي تكم عد  .1
 علیها؟ الحصول تم التي  الن�اتات عدد ما هو متوسط  .2

 من أي منطقة نشأت البراعم؟  .3
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 الفصل الثاني عشر 

التجاري خارج   الز�نة  ن�اتات  الحي     تكاثر   In vitro Propagation for Commercialالجسم 

Production of Ornamentals 

�انت  .  القرن العشر�ن   تین�ات س في  الن�ات�ة  زراعة الأنسجة    �استخدامن�اتات الز�نة    استنساخ �الواسع    الاهتمامبدأ  

مزار  ن�امشكلة  الألواعي  مختلطة  أزهار  إنتاج  هي  �ال�فورن�ا  جنوب  في  القیر�را  مما  ت  �البذور،  الإكثار  عند  ن 

�جعل إنتاج أزهار ذات لون واجد أمراً صع�اً. و�عد ز�ارة المزارعین لموراش�جي، طور موراش�جي بروتو�ول لإكثار  

في المقابل،  لإكثار ن�اتات ز�نة معینة.  �ولات  �ر بروتو و ش عمل لتدر�ب المزارعین في تطر القیر�را النسیلي و�دأ و 

.  خارج الجسم الحي السنو�ة لجمع�ة البیولوج�ا    الاجتماعاتندوة وجلسات التكاثر الدقیق في    قام المزارعون بتمو�ل 

 الن�ات�ة.   عة الأنسجةا زر لسرعان ما أنشأ منتجو الز�نة في جم�ع أنحاء الولا�ات المتحدة مختبرات 

  وهي:  خارج الجسم الحيالتكاثر عمل�ة  المراحل الرئ�س�ة في )  Murashige, 1974( حدد 

 :مرحلة الأولىال

المعقمة. �مكن أن تكون هذه المرحلة صع�ة في �ثیر من الأح�ان �سبب التلوث و�نتاج المر��ات    زراعاتإنشاء ال

 منفصل.  اتي الحیو�ة نمو الجزء الن� وه  لمرحلة الأولىاهدف  الفینول�ة بواسطة الن�ات. ومع ذلك، ف

 :المرحلة الثان�ة

إنتاج الفروع المتعددة من  عز�ز  لبراعم. �شكل عام، �عمل السیتو�ینین على تتكاثر عدد �بیر من اهذه المرحلة ل  

من    ةعرض�البرعم  ال ن  � الأجزاء الن�ات�ة المنفصلة من تكو من  تضاعف  أو یتحقق ال  اً البراعم الإ�ط�ة الموجودة مس�ق

. �مكن أن تصل  تكاثرال  عالي من  إلى معدلعناق الأوراق. �ذلك �مكن أن تؤدي الأجنة  أ أو  ن  قا� الأوراق أو الس

اا الزراع في  ل ت  الثان�ة  فرع�ة  ست  ل المرحلة  إلى  الزراعاتثلاث  من  المز�د  فرصة  زراعات  .  من  تز�د  الفرع�ة 

االزراعة الفرع�ة لمعدل    ن الن�اتات غیر المرغوب فیها. �مكن أن �كو  المرحلة  ن�اتات أو    10-5من    لثان�ةمادة 

ن�ات   لكل  الأساب�ع.    8-6خلال  أكثر  المرحلة  تتمثل  هذه  في  الحق�ق�ة  حدوث  أو  كدب  النس�ج  تكو�ن  مشكلة 

إنتاج ن�اتات شاذة    لمرحلة الثان�ة لأن خطرفي ا  الإ�طيمن الأفضل التضاعف  .  ن�اتات شاذة أو ت�این جسدي

 دب. لك انس�ج تكو�ن للغا�ة مقارنة �مرحلة  اً منخفضن و �ك

 

 



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

161       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

 : المرحلة الثالثة

المرحلة    هذه  في  الن�اتایتجه یتم  التر�ة. ل ت  ز  إلى  �  لنقل  عام،  ل �شكل  الأو�سین  المفردة.  تستخدم  البراعم  جذیر 

الزراعة.  وقد سطر    بیوت المحم�ة أو في تر�ةذه المرحلة في التم إجراء ه�النس�ة للعدید من الن�اتات، �مكن أن ت

)Oinam et al., 2011  ( العرض�إنشاء الجذور  حة عامة عن  لم)ة، وDe Klerk, 2002ر العقل  ) عن تجذی

 الدق�قة.  

 : المرحلة الرا�عة

ي الآن خطوة معترف بها في  )، وهMurashige, 1974ذه المرحلة إضاف�ة للمراحل التي حددها موراش�جي ( ه

المرحلة، تتمكثار.  الإ الالعقل المجذرة  إزالة    في هذه  ر. توضع  و ل الآجار برفق من الجذوغس  ،زراعةمن أنبوب 

تك�ف الن�اتات و�مكنها  ت عادة �عد أسبوعین، . رطو�ة عال�ةو ظل تحت الوتحفظ  صص أزراعي �الن�اتات في خل�ط 

 .تحمل المز�د من الضوء والرطو�ة المنخفضة

  ت لن�اتات، ولكن ل�س من ا لعدید  في ا مزا�ا على التكاثر التقلیدي    ، أو التكاثر الدقیق، لهخارج الجسم الحيالتكاثر  

النسی التكاثر  هي  الرئ�س�ة  الفائدة  اللاجنسي،  كلها.  التكاثر  أو  عنه  لي،  ینتج  وراث�اً الذي  متطا�قة  من    نسخ 

للتكاثر    ى المتطا�قة. تشمل الفوائد الأخر النسخ  �نتاج آلاف  و   المرغو�ة،   ةن�اتات المخزونال  اخت�ارالصنف. �مكن  

تفرع الإ�طي  التعز�ز  والحفاظ على الن�اتات الخال�ة من مسب�ات الأمراض، و   ر�ع،التكاثر السخارج الجسم الحي:  

المشتقة م،  للن�اتات  محصول  و�نتاج  الم�كر،  والتعجیل  تناسقوالإزهار  العام،  مدار  على  والإنتاج  إدخال  �، 

 .  ن)هلیو فقط (نخیل التمر) أو ن�اتات الذ�ور (ال الن�اتات الأنثو�ة المرغو�ة  واستنساخ محصول جدید، 

في التكاثر  �مشاكل    )Vitrification or hyperhydricity(أو فرط الماء    أو الشفاف�ةالتزجج  �مكن أن �سبب  

 ,.Rojas-Martinez et al., 2010; Ivanova and Van Staden, 2010; Kevers et al(  الدقیق 

خارج الجسم  من الن�اتات المكاثرة  ع�ة  هذه النو   براعم في هذه الحالة ن�اتات.    م ). من الصعب أن تنتج البراع 2004

في الط�قة  شمع  قلیل من ال بوجود فراغات �بیرة بین الخلا�ا، و تمیؤ  تمیز فرط الی  لها مظهر �ش�ه الزجاج.الحي  

  استعرضشا.  نفي حبی�ات ال صغیرة، ونقص  �عض�ات  أقل على الأوراق، و�لاستیدات خضراء    ثغور، و الخارج�ة

)Preece, 2010  الحالة هذه  وأنظمة  �منا)  التبلور  عوامل  ال  استن�اتقشة  لتعز�ز  السائلة  الدقیق  الوسائط  تكاثر 

 تمیؤ.  للعدید من أنواع الن�اتات والتأثیرات على فرط ال 

�أمثلة  �اتدب تزخر الأ  الدقیق  التكاثر  ل   عن  لحمبروتو�ولات  عدیدة  أنواع أو  سنة  لا  ة. و معین  فاصنأ زراعة خلا�ا 

أو  الجسم الحي    خارج  مختلفةالن�ات�ة  ال نواع  الأ  �ل  على تكاثر  �ط �مكن تطب�قهد �سیوجد حتى الآن بروتو�ول واح 



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

162       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

  امتلاك، ومن المهم  انطلاقنقطة    �اتالأدب مراجعة  عتبر  تحتى أصناف مختلفة من نوع واحد في �عض الأح�ان.  

 .  ا �الخلازراعة س�قة في مراحل التكاثر و م خبرة 

عامة تم تضمین العدید من المراجع الارج الجسم الحي.  خلفة للتكاثر  لمخت التدر��ات التال�ة توضح �عض التقن�ات ا

 .حول التكاثر في المختبر لأنواع ن�ات�ة مختلفة 

 ) Boston Fern( سطنسرخس بو 

منزل�ة، وتنسیق الأزهار.  لفي تنسیق الحدائق، والن�اتات ا  لاستخدامهاالعدید من أنواع السراخس لها أهم�ة تجار�ة  

�مكن أن  بواغ  التكاثر من الأ  م. على الرغم من أن � قستالسراخس إما من الأبواغ أو عن طر�ق ال اثر  تتك،  تقلید�اً 

 .یؤدي إلى تكو�ن العدید من الن�اتات، إلا أنه عمل�ة �طیئة 

، في دورة نمو  ) alternation of generations(الأج�ال  �ادل  ، �شار إلیهما بت من النمو  السرخس لها مرحلتان 

  �ة عضاء الذ�ور الأعلى    . ینتج عن إن�ات البوغ ط�قة من �تل صغیرة تش�ه الطحالب تحتوي كاثرتدورة  خضري و 

�ستغرق  بواغ.  تكو�ن الن�اتات البوغ�ة أو الن�اتات المنتجة للأ  ة ر المش�ج�اطو . ینتج عن إخصاب هذه الأو�ةنثوالأ

 البوغي.   ن�اتلتطور ال  أشهر من إن�ات البوغ  4إلى  2 نم  نمو الن�اتات البوغ�ة عموماً 

هذا إجراء سهل. ومع ذلك، فإن  ، و قواعدجذور وتشكل  ال   هافی  تطورت التقس�م لإكثار الأنواع التي    استخدام �مكن  

 .التكاثر محدود، والعدید من الأنواع ل�س لدیها هذا النوع من النموأجزاء  عدد  

یلسرخس  ا تكاثر   الحي  الجسم  (میز  تخارج  المزا�ا  من   ,Burr, 1976; Harper and Murashige�العدید 

1976; Murashige, 1974; Oki, 1981; Roberts, 1965; Wetherell, 1982  الن�اتات تتطابق   .(

خارج الجسم  تمیل السراخس المزروعة  ، و�التالي فهي موحدة في الحجم والمظهر.  ة الناتجة مع الن�ات الأم المختار 

أحواض الزراعة. �مكافأة خاصة للمزارع  في  تكاثر  ت  التي لى أن تكون شجیرة وأكثر جاذب�ة من تلك  إ   أ�ضاً الحي  

 .تج زراعة الأنسجة تكاثر السرخس الذي لا �مكن أن �عادله �الطرق التقلید�ةالتجاري، تن

 المرحلة الأولى

 الغرض:      

 .التكاثر النسیلي السر�عة أساس�ات �ومراققمة س�قان سرخس بوسطن الجار�ة المعقمة ل زراعات  لإنشاء ا
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 وسط: الیر تحض  

 ). بوسطن سرخس لمرحلة الأولى لوسط امل مكافئ،  150(

 . مل 250مل من الماء المقطر منزوع الأیونات في دورق مخروطي سعة  60صب  -1

 أخلط ما لي:   -2

ا  1.5 ) أ النترات،  وسكوج؛  موراش�جي  مر�زات  من  لكل  الهالیدات،  لكبر�تاتمل   ،NaFeEDTA  و 
PBMo 
 ام/ اللتر. یجرمیل 40مل من مركز الثیامین ( 1.5 ) ب
 جرام/ اللتر  10مل من مركز میوأنیزتول ( 1.5 ) ت
   رام سكروزج 4.5 ) ث
 . 5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني  150ض�ط الحجم   -3

 مم). 150 × 25أنبوب زراعة ( 30مل من المحلول لعدد   5وزع  -4

في  �یلوجرم    1.05م وضغط  °121  حرارةدرجة    يدق�قة ف  15التعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -5

 لسنت�متر المر�ع. ا

 جزء الن�اتي المنفصل: لتجهیز ا    

تتلوث  اغیر  من   أن  المرجح  معظم  من  أكثر  الجار�ة  السرخس  س�قان  قمم  الن�ات�ة  لأ زراعات  المستأصلة  جزاء 

� ذلك  الأخرى.  العزى  أطراف  أن  حق�قة  إلى  �بیر  حد  الجار�ة  إلى  تكس�قان  على    ون لا  �التر�ة    احتكاكعادةً 

تلوث    احتماللتقلیل  شاء الزراعات.  إن من الملوثات قبل    ي سلال معلقة) و�التالي فهي خال�ة نسب�اً ها ف(العدید من

المصدر    عة،ا الزر  الن�اتي  المخزون  قبل  یوضع  أساب�ع  لعدة  و�اردة  جافة  بیئة  الن�اتي    استئصالفي  الجزء 

 .لهذا الغرضة الغرف المك�فة مثال� المنفصل. 

،  زراعةة لن تنمو في وسط ال�عنا�ة فائقة. المواد الن�ات�ة التالف قمم الس�قان الجار�ة  ائماً د تداول  من الأفضل أن یتم  

ال  اخت�اریتم   من  العدید  على  �حتوي  تن�ات صحي  الجار�ة  السرخس.  س�قان  تاج سعف  من  قمم  إزالة  یتم  نمو 

ال الجار�ة نشطة  والمغطاة  الس�قان  الن�ات، و   3حوالي    عر أب�ض �طول�شنمو  الدافئ  ها  غسل�تم  سم من  �الماء 

قطني حتى  في مر�عات قماش    12على دفعات من حوالي  ان الجار�ة  یتم تغل�ف قمم الس�ق.  هاشطفثم  والصابون  

  3دقائق ثم الشطف    10% من محلول �لور التبی�ض لمدة  10ي في  تعق�م السطحل ا لا تطفو خارج الحاو�ة أثناء  

منها في الأنبوب    3-1وزراعة    ملقط ومشرط،   �استخدامسم    1.5ف  المعقم. تتم إزالة الطر   �الماء المقطر ت  مرا

 حضانة في غرف الحضانة.  لتتم ا لا تقرصه أو تسحقه �الملقط. حساس ذا نس�ج ). ه12.1(شكل 
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 ملاحظات 

واحد   أسبوع  ت �عد  الیسجیتم  و�زالة  �عد  زراعات  ل  سجل  8-6الملوثة.  لكل  ع   أساب�ع  المنتجة  الن�اتات  قمة دد 

ان�ة من أجل التكاثر وز�ادة نمو الجذور.  �ل من هذه الن�اتات المفردة في المرحلة الثار�ة. ستتم زراعة  الجقان  �الس 

جار �قلل  المرحلة الأولى. �میزة إضاف�ة، فإن إغفال الآ   فيتتكاثر سعف السرخس �شكل أفضل في وسط سائل  

الوسط   إعداد  تكلفة  تنظ�فوسمن  المرحلة    الانتقال�مكن  .  الاخت�ار  أنبوب   رعة    8-6  حوالي  �عد  الثان�ةإلى 

 أساب�ع. 

 المرحلة الثان�ة

المرحل هذه  في  البراعم.  تكاثر  هو  الثان�ة  المرحلة  من  المهم  ةالهدف  من  ا   اخت�ار،  من  لمرحلة  زراعات صح�ة 

ن  البراعم ذات النمو الضع�ف أو ال�طيء لأن  �جب التخلص مللتضاعف السر�ع.  الفرع�ة  زراعة  ال�جراء  الأولى و 

المشتقة منها قد لا تكون قو�ة.   الألا  �جب  الن�اتات  الثان�ة لأكثر من  یز�د عدد  المرحلة  الفرع�ة في    4زراعات 

) لوسط  O2. H4PO2NaHالفوسفات الإضاف�ة (  استخدام مرات لتجنب الحصول على ن�اتات غیر طب�ع�ة. یتم  

 .نمو البراعم ز  المرحلة الثان�ة لتعز�

 الغرض:   

 لاحظة معدل التضاعف. م س�قان ن�ات السرخس الجار�ة على وسط المرحلة الثان�ة ومملق ت اعلإجراء الزرا  

 سط: الو تحضیر    

 ) الثان�ة السرخس  لمرحلة لوسط لتر مكافئ،   1( 

 . مل 2000في دورق مخروطي سعة   من الماء المقطر منزوع الأیونات مل  500صب  -1

 یلي:  ا أخلط م  -2

أملاح موراش   10 ) أ الهالیدات،    �جيمل من �ل مر�زات  السلفات،  النترات،   ،وNaFeEDTAوسكوج؛ 
PBMo   
 میل�جرام/اللتر)  40ل من مر�ز الث�امین (م 10 ) ب

 أللتر)  جرامات 10مل من مر�ز میوأنیزتول (  10 ) ت

 مل)  100میل�جرام/ NAA) (10مل من مر�ز ( 1.0 ) ث

 مل)  100میل�جرام/10مل من مر�ز الكینتین ( 10 ) ج

 جرام/اللتر)    O2.H4PO2NaH ()17مل من مر�ز ( 10 ) ح
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 . 5.7مل، ض�ط الأس الهیدروجیني 1000أكمل الحجم   -3

 جرام آجار وذو�ه.    8أضف  -4

أنابیب    25وزع   -5 في  لمدة  150  ×   25(  راخت�امل  التعق�م  جرارة    15مم).  درجة  في  م  °121دق�قة 

 �یلوجرام في السنت�متر المر�ع   1.05وضغط 

 :صلفالمن  الن�اتي جزءلا تجهیز   

 المرحلة الأولى. اتي المنفصل في جزء الن�ل ا  استخدم 

 . والتقس�م  إلى طبق بتري معقم صلة  الأجزاء الن�ات�ة المنف  نقل أ

 ملاحظات    

أساب�ع    6-4في غضون    ات.رعاز ال�ل من  في  أساب�ع �جب أن تلاحظ المز�د من نمو البراعم    5-3في غضون  

الرایز  تطور  من  و یتم  (امات  هذه لبراعم  خلال  الأرض).  تحت  بن�ة  الزراعات  الأساب�ع،    جذوع    أ�ضاً تتكاثر 

 .سعفو�ستطیل ال 

مرات.  .  �انت هناك حاجة لعدد �بیر من الن�اتاتمرات، إن    4-3المرحلة الثان�ة �الزراعة الفرع�ة    �مكن تكرار 

  اً د مم. من المهم ج  20-15عف �طول  سالإلى قطعتین وتقل�م  ة رایزوم  �ل �تلیتم تقس�م  أساب�ع من النمو،    7�عد  

ستنتج �ل    .المرحلة الثان�ة الطازج ضع �ل �تلة في أنبوب من وسط  اء على �ل �تلة.  لخضر لأجزاء ا ض اترك �ع

 .مزرعة متتال�ة مواد ن�ات�ة إضاف�ة

 المرحلة الثالثة

ت هو  الثالثة  المرحلة  من  ا الهدف  التلجهیز  عند  التر�ة.  في  للزراعة  الن�ات�ة  من  عمادة  بوسطن،  مع سرخس  امل 

الثان��ة  لمرحلة الإعداد ا   هالممكن حذف هذ المرحلة  البراعم م�اشرة من وسط  التأص�ص ونقل  إلى خل�ط  ومع    .ة 

 .جذري قوي مجموع هذه الخطوة �ضمن تطو�ر الق�ام بذلك، فإن  

 الغرض:      

 .المرحلة الثالثة من ن�ات سرخس بوسطن ةزراعل

 وسط:التحضیر    

 )  بوسطن لسرخس المرحلة الثالثة  لوسط فئ، التر مك 1(



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

166       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

 .مل 2000طي سعة في دورق مخرو   من الماء المقطر منزوع الأیوناتمل  500صب  -1

 : خلط ما یليأ -2

 ، و NaFeEDTAمل من �ل مر�زات أملاح موراش�جي وسكوج؛ النترات، السلفات، الهالیدات،    10 ) أ
PBMo   
 ر) تمیل�جرام/الل  40مل من مر�ز الث�امین ( 10 ) ب

 لتر) ل  /جرامات 10مل من مر�ز میوأنیزتول (  10 ) ت

 جرام سكروز   30 ) ث

 . 5.7 جیني یدرو هال  الأس ض�ط مل،  1000 الحجم أكمل -3

 جرام آجار وذو�ه   6أضف   -4

 مم) والتغط�ة.  150 ×  25( اخت�ارمل لكل أنبوب   25وزع  -5

لوجرام في  �ی  1.05م وضغط  °121دق�قة في درجة حرارة    15التعق�م قي السخان المائي الضاغط لمدة   -6

 السنت�متر المر�ع. 

 الجزء الن�اتي المنفصل   یزتجه    

 سم على �ل جانب.  1ق�اس  ة الثان�ة وتقط�عها إلى مكع�اتمن وسط المرحلرایزوم �تل ال  ةلا ز إ -1

 مم.   20-15تقل�م السعف �طول   -2

أنابیب الاستزراع أو الضع    -3 الن�ات�ة في  المرحلة    حاو�اتالمادة  تم تحدید  یلثة.  الثا المحتو�ة على وسط 

 Mason(  م�سون ي �ل حاو�ة حسب حجم الحاو�ة المستخدمة. �مكن أن تحتوي جرة  ف  عدد الن�اتات الموضوعة

jar (    تحت  رایزوم  طرف ال   ادفع.  2أو    1ستوعب أنبوب الاخت�ار  �  ، لكنةنبت  50الموضوعة على جانبها على

ت  هذه المرحلة هي نفسها متطل�افي    الضوءرة و وسط، وترك السعف فوق السطح. متطل�ات درجة الحرا ال  سطح

 .المرحلتین الأولى والثان�ة

ت�ة في وسط المرحلة الثالثة، �كتمل عادة تجذیر وتطو�ر الن�ات في غضون  �عد إعادة زراعة المادة الن�ا  -4

   للنقل.ص�ص. ستكون الجذور مرئ�ة بوضوح الأ�مكن نقل الن�اتات إلى خل�ط   الوقت ا ذ هأساب�ع، في  2-3

 النقل   

وسط المرحلة    تأص�ص من المرحلة الثان�ة أوخل�ط ال في  ت سواء من المزروعة  تایب �ستخدم نفس الإجراء لنقل الن

ر�ما  و   نمو الفطر�ات،ن وجد على الن�ات  إالآجار    �شجع.  الصنبورماء  غسل الآجار �عنا�ة من الن�اتات �. أ الثالثة

 .قتل الن�اتات
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  حظ الت�این في النمو. عندمالاونمو السرخس المزروع. یإنشاء  لفة على  لمختاصص  فحص تأثیر خلطات الأ یتم  

ثقب في المز�ج �أداة حادة    تأص�ص عن طر�ق صنعال و�مكن زرعها في مز�ج    جار،البراعم خال�ة من الآ تكون  

قوة  �ة � ضغط التر ت وأن  خل�ط  وثیق �ال  اتصال من المهم أن �كون للجذور  الخل�ط.    ووضع �رة الجذر �قوة في إناء

  ین تقر��اً ص�ص لمدة أسبوعالأ �جب حما�ة الن�اتات المحفوظة في  ة.  رعا لز ا  �عدتم سقا�ة الن�ات  � و حول الساق.  

قاع الأواني. الموجودة في  الثقوب  الجذور في  الوقت �جب أن تكون الأواني   أو حتى تظهر  مغطاة    خلال هذا 

تح أو  النوافذ  من  �القرب  وتوضع  قطني  شاش  أو  قماش  الأ�قطعة  تبلغ    الاصطناع�ةضواء  ت  إضاءة  �كثافة 

ترة عن طر�ق وضع الأواني على فراش  خلال هذه الف   �جب أن ت�قى الرطو�ة عال�ةشمعة ضوئ�ة.    500-1000

 .ك�س بلاست�كي ور�ط الك�س �شر�ط مطاطي� رطب من الحصى أو تغط�ة �ل وعاء منها

أسبوعین،   البلاست�ك حو یتم  �عد  الرطو�ة عن طر�ق فك    8بدورة هواء أكبر. �عد  ص�ص والسماح  الأ   ل خفض 

یتم النقل النهائي  أكبر.  �ص أو سلة  أص نقل �ل سرخس إلى  تظهر الجذور من خلال الأص�ص. �مكن  اب�ع  أس

 �جب تغذ�ة الن�اتات أسبوع�ا �أسمدة متوازنة. . أساب�ع  3�عد 

 Staghorn Fern   ورن هستاغ سرخس

المش�  الأنسجة  العقجتعتبر  الناتج��ة  عنمة  البو   ة  مصدراً المعقم  اتغ �إن�ات  المنفصل    اً ممتاز   ة  الن�اتي  للجزء 

 ,Bashe, 1973; Beckwith and Schroder, 1978; Flifet, 1961; Knausلإنشاء زراعات السرخس (

1976; Spear, 1977  (وس  الثظهر ال�و   أ�ام في وسط الآجار  7). �مكن أن یبدأ الإن�ات خلالprothallia  (

الحجم �سرعة وتتطلب التقس�م والنقل اللاحق إلى  ي  . تتزاید الكتل فیوماً   14في غضون  جي)  لمش�(أول الطور ا 

 .لأنه یتطلب عمالة أقلالبیتموس على وسط  الإن�ات المعتادن  مأفضل عقم ماب�ع. الإن�ات ال سأ  6�ل ط وس

 :  الغرض    

) تPhatycerum bifurcatumإنشاء زراعات سرخس  الأبواغ ومقارنة  الان  انتق) من    نطاق على  اعف  ضت في 

 ) ). Hennen and Sheehan, 1978; Cooke, 1979(  واسع

 المرحلة الأولى

 الوسط:   تحضیر   

 . بو�غات السرخس إن�اتوسط مل لتر مكافئ،  500(

 .مل 1000مل من الماء المقطر منزوع الأیونات في دورق مخروطي سعة  250صب   -1
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 :خلط ما یليأ -2

   PBMo و NaFeEDTA هالیدات، ، التات �كبر النترات،  ال   أملاح موراش�ج وسكوج:ت  �زامر �ل من مل  5) أ

 . لتر) الم/ را ج �ل یم 40(  الث�امین زر�مل من م 5) ب

 .5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني إلى  500ض�ط الحجم على  )3

 . جارآجم   4أضف  )4

الأال )5 في  لمدة  تعق�م  عند   15وتو�لاف  حرارة   دق�قة  وض° 121  درجة  السنت�متر    1.05غط  م  في  �یلوجرام 

 المر�ع.  

 .مم)  20×  100معقم ( يمل لكل طبق بتري بلاست�ك 25وزع  )6

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل     

لجانب السفلي  االناضج عن طر�ق �شط الأبواغ من    ) قرن الوعلستاغهورن (من سرخس  بو�غات  جمع ال   -1

 .هزة الطرد المر�زي أج�خاصة من السعف في أنابیب بلاست�ك�ة مدب�ة 

 طاف�ة. الالمادة  م أسكب ثدقائق   5دة ملضافة الماء المعقم لكل أنبوب والطرد المر�زي إ �بو�غات غسل ال) أ 2

البوغ في  مكورة  أعد تعلیق   )3 مل    100  لكل  20-�ض مع قطرتین تو�ن  التبی �لور    % من مجلول2حبی�ات 

 .دقائق  10لمدة وأخلط 

 .ماء المعقم�الث مرات لاث  شطفال قن�ة معقمة، صب محلول التبی�ض و ت  م�استخداالطرد المر�زي  ) 4

 .مل من الماء المقطر المعقم  5في بو�غات أعد تعلیق حبی�ات ال) 5

 .معلق البوغ �تلق�ح الوسط  ) 6

 الإضاءة.  إلى  نقلالفي الظلام لمدة أسبوع واحد ثم حضانة ال) 7

 ملاحظات    

البو   ث الإخصاب وتطورو حد   رد  ج�م  أساب�ع.   4  لخلاثالوس من الأبواع  ال �ظهر بوضوح   ،  الذ�ر�ة  ات غ�ن�ات 

 .وسط المرحلة الثان�ة في  اعتهزر الذ�ري و   الطور البوغي�مكن تقس�م 
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 المرحلة الثان�ة

 وسط:  التحضیر    

  ) المرحلة الثان�ةلوسط س خس ستاغهورن لتر مكافئ،  1(

 .  مل 2000دورق مخروطي سعة   في مل من الماء المقطر منزوع الأیونات 500صب  -1

 :ليی خلط ما أ -2

   NaFeEDTA ،  PBMOهالیدات، ال لسلفات، ا  نترات،ال وسكوج؛  يأملاح موراش�جمر�زات  �ل من مل  10) أ

 لتر) الم/راج� لی م 40ث�امین (ال مر�ز مل من 10 )ب

 لتر) ال/ جم  10إینوز�تول (-میو ر�زممن مل  10 )ج

 جم سكروز 30 )د

 5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني إلى   1000لى ض�ط الحجم إ -3

 وذو�ه  جارآ جم  8أضف   -4

 .والتغط�ة ، مم) 150×  25( ت�ارخامل لكل أنبوب   25وزع  -5
في    -6 لمدة  التعق�م  عند  15الأوتو�لاف  حرارة    دق�قة  وضغط  °121درجة  السنت�متر    1.05م  في  �یلوجرام 

 المر�ع.  

 . ° 45التبر�د �میلان  -7

 الن�اتي المنفصل زء تجهیز الج     

 ي وحضانتها  البوغالطور  ات ولى من ن�اتلأالمرحلة ازراعات م �س تق

 ملاحظات    

فصل الزراعات لن�اتات  ت).  ان�  40-20(  إلى �تلة من الن�اتاتزراعة  �ل  تتكاثر  ،  أساب�ع تقر��اً   6في غضون  

 ).  Cooke, 1979الثالثة ( حلةلمر زراعات لإنشاء اذه الضم ه . سیتم زراعةحسب عدد الن�اتات لكل مفردة، أ 
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 لثةثاال المرحلة

 وسط: التحضیر     

 ة).  الثالثن سرخس یتاغهور مرحلة  وسط لتر مكافئ، ل  1(

 :9إلى  3الخطوات التال�ة من ثم   ) Staghorn( سرخس ستاغهورن  المرحلة الثان�ة منوسط  استخدامیتم 

 .5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني إلى   1000ض�ط الحجم إلى  -3

 . مل  250نها م أقسام �لإلى أر�ع الوسط م  � قستم تی -4

 ألمونیوم.  بورق   �ل قارورة �ة غطتلكل منهما.  جارآجم   2.25أضف  -5

في  -6 لمدة  الأ  التعق�م  عند  15وتو�لاف  حرارة   دق�قة  وضغط  °121  درجة  في    1.05م  السنت�متر  �یلوجرام 

 المر�ع.  

إلى حوالي    -7 الوسط  أ   و�ة،مئ   درجة  40عندما یبرد  للتج  250قسام  ضع  داخل  س في  انمل في خلاط معقم 

الصفحي.   الهواء  تدفق  تتم  صندوق  من  مع  (  محتو�ات الإضافة  ثم  الن�ات�ة  المواد  من  فصل  والتخلص  الآجار 

 هورن.  غستاسرخس من   ن المرحلة الثان�ةمة زراعحاو�ات ن ثلاث م) رالآجا

 مم).   100 × 20( بلاست�ك�ة معقمةي في أط�اق بتر ط �ل خمن المل  25إلى  20ثوان وصب   5مزج لمدة أ -8

 حاضنة ضع أط�اق بتري على رف ال  -9

 ملاحظات    

اعف. �ل  ضت تحقق معدلات عال�ة من الت  شهر�ن خلال أساب�ع في جم�ع أعماق الوسط. في  3النمو خلال �ظهر 

الن�اتات.  طبق بتري   العدید من  الن�اتات لكل طبقأ�حتوي على  ا  مكن. �حسب عدد  من    لن�اتات �سهولة غسل 

ون معدل ال�قاء على قید  �ك  حفظ تحت رطو�ة عال�ة لمدة أسبوعین.وت  الأص�صعتها في خل�ط  زرا   تمالآجار وت 

 %. 80حوالي  الح�اة

 الب�انات والأسئلة    

 ؟طو�لاً  وقتاً  ذلك هل استغرق  ؟ ��ف و  المرحلة الثان�ة؟  زراعة صلها عن تم ف كم عدد الن�اتات التي   -1

 ؟)homogenization(  هي مزا�ا تقن�ة التجانس ما   -2
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التي  �م    -3 الن�ات  أجزاء  زراعتها  عدد  بتري؟   �ل  فيتم  ر�ع  عد  (  طبق  على  بتري،  الطبق  من  الرقم 
 . الوقت من  رق غاست�م تم تطو�ر العدید من السرخس، و  ��ف و ضرب في أر�عة.) أو 

 Plant shoot tip cultureالن�ات�ة       زراعة قمة البرعم

ات  تقن�ات التكاثر النسیلي لن�ات في  ستخداماً ا زراعات  من أكثر ال احدة  أنها و �الجذع في الن�ات  قمة  زراعة    أن  تثب

هنالك  % من تكال�ف الإكثار. و�انت  60إلى حوالى    نس�ة العمالة  �ث�فة العمالة حیث تصلالطر�قة  هذه  الز�نة.  

ة ائلـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــالس  ةن طر�ق الرو�وتات وأنظمة الزراعع  البراعم   ةزراعو   الم�كان�كي   للاستئصال   محدودةمحاولات  

) McCown, 2003  .(على وجه الخصوص التحدي الأكبر  هو تكاثر الن�اتات الخشب�ة . 

 )Ficus( الل�خ  

 الغرض:     

 .) الجانب�ةFicus elasticaة قمة البرعم لتضاعف براعم الل�خ (إجراء زراع 

 المرحلة الأولى

 تحضیر الوسط:    

 ) مرحلة الل�خ الأولىلوسط  ئ،لتر مكاف 1(

 . مل 2000زوع الأیونات في دورق مخروطي سعة منالمقطر الماء  مل من 500صب  -1

 أخلط ما یلي:    -2

 و NaFeEDTA، والهالیدات، وكبر�تاتمل من �ل مر�زات أملاح موراش�جي وسكوج: النترات وال  7.5 ) أ
PBMo    
 جرام/اللتر)  10من مر�ز الث�امین ( 10 ) ب

 جرام /اللتر).   10أنیزتول (-یومل من مر�ز م 10 ) ت

 جرام/اللتر).   O2·H4PO2NaH( )17�ز (مل من مر  10 ) ث

 جرام/اللتر).   1مل من مر�ز سلفات الأدنین ( 8 ) ج

 میل�جرام/ اللتر).  IAA) (50مل من مر�ز ( 3 ) ح

 مل).  500میل�جرام/ 2iP) (50مل من مر�ز ( 300 ) خ

 . 5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني  1000ض�ط الحجم إلى   -3

 جرام من الآجار وذو�ه.  8أضف   -4

 مم) وتغطیتها.   150 × 25عة (بیب زرا مل في أنا 25وزع  -5
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�یلوجرام في    1.05م وضغط  °121دق�قة في درجة حرارة    15التعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -6
 السنت�متر المر�ع. 

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل:     

 .  ةونلمخز ن�اتات ال امن سم   7-5قمم البراعم �طول إزالة  -1

الأ أ  -2 الداغسل  �الماء  الن�ات�ة  و جزاء  التبی�ض  الصابون،  فئ  �لور  �محلول  التعق�م  والشطف  10ثم   %3  

 مرات �الماء المعقم.  

المإزالة   -3 الجذع�ة  الأنسجة  وقطع  الخارج�ة  الهواء  الأوراق  تدفق  صندوق  داخل  التعق�م  �مادة  حروقة 

 الصفحي.  

 حضانة الزراعات في رفوف غرف الحاضنات.  -4

 ان�ة من الإكثار. مرحلة الثة للالزراعات النظ�ف  استخدام أساب�ع یتم    6-4�عد  -5
 

 :الثان�ة المرحلة

 تحضیر الوسط:      

 لن�ات الل�خ)   المرحلة الثان�ةلوسط لتر مكافئ،  1(

   ) المحذوف.  IAAالوسط الغذائي للمرحلة الثان�ة لإكثار الل�خ هو نفس وسط المرحلة الأولى ما عدا (

 الثةة الثالمرحل

 تحضیر الوسط:    

 مل.  2000ع الأیونات في دورق مخروطي سعة مقطر منزو ال ءالمامل من  500صب  -1

 أغلط ما یلي:   -2

 و  NaFeEDTA، والهالیدات، و كبر�تاتمل من �ل مر�زات أملاح موراش�جي وسكوج: النترات وال  5 ) أ
PBMo 
 جرام/اللتر)   10من مر�ز الث�امین (مل  5 ) ب

 جرام /اللتر).  10(زتول  أنی-مل من مر�ز میو 5 ) ت

 جرام سكروز 15 ) ث

 مل)  100جرام/ 1لفات الأدنین (�ز مر�ز سن مر مل م 4 ) ج

 مل).  100میل�جرام/  IAA) (10مل من مر�ز ( 2 ) ح
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 . 5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني  500ض�ط الحجم إلى  -3

 جرام من الآجار وذو�ه.   4أضف  -4

 مم) وتغطیتها.  150 × 25مل في أنابیب زراعة ( 25وزع  -5

�یلوجرام في    1.05م وضغط  °121  رجة حرارةفي ددق�قة    15في السخان المائي الضاغط لمدة  عق�م  الت -6

 السنت�متر المر�ع. 

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل:     

البراعم   لأفصل  عندما  الفرد�ة  للتجذیر.  الثالثة  المرحلة  وسط  في  وأزرعها  الثان�ة  المرحلة  الجذور،  زراعات  تنمو 

تغط�ة الن�ات للحفاظ  التر�ة. یتم  في خل�ط    ر وتزرعجاوغسلها لإزالة الآ   ، زراعةمن الجذر  لمتجذع ا �مكن إزالة ال 

 أقلم.  حتى یت على الرطو�ة لمدة أسبوعین تقر��اً 

 سئلةالأ    

   ؟ الجزء الن�اتي المنفصل  نمو  �استجا�ةهو الفرق بین المرحلة الأولى والمرحلة الثان�ة ف�ما یتعلق ما   -1

 في مزارع المرحلة الثان�ة؟ الكدبنس�ج هل یتشكل   -2

 تؤدي إلى ظهور براعم جدیدة؟ اتي المنفصل لجزء الن�قة من اأي منط -3

 . المحتمل في المرحلة الثان�ة؟ معدل التضاعف  وما ه -4
 

 Kalanchoe    ي كالانشو ال

 :  الغرض    

مراق�ة تأثیر الطرز  وي و الكالانش  ن�ات   جزء الورقة المنفصل من مراق�ة تجدد البراعم العرض�ة من البرعم والساق و 

 .) Smith and Nightingale, 1979(جدد  الجین�ة على الت 

 تحضیر الوسط:     

 ي)كالانشو لإنشاء براعم ال لتر مكافئ، 1(

 مل 2000من الماء المقطر منزوع الأیونات في دورق مخروطي سعة مل  500صب   -1

 أخلط ما یلي:    -2

 و  NaFeEDTA، والهالیدات، وكبر�تاتترات والكوج: النمل من �ل مر�زات أملاح موراش�جي وس  10 ) أ
PBMo 
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 اللتر) /جرام 10( الث�امین  مر�ز من مل 10 ) ب
 جرام /اللتر).   10أنیزتول (-مل من مر�ز میو 10  ) ت

 جرام سكروز 30 ) ث

 مل).  100میل�جرام/ 10مل من مر�ز الكینتین ( 10 ) ج

 جرام/اللتر).   17مل من مر�ز سلفات الأدنین ( 8 ) ح

 جرام/اللتر).    O2H·4PO2NaH) (17مل من مر�ز ( 10 ) خ

 مل).  100�جرام/میل IAA) (10(مل من مر�ز  10 ) د

 .5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني إلى   1000الحجم إلى ض�ط  -3

 جرام آجار وذو�ه.   8أضف  -4

 مم).  150×  25عة (ا مل لكل أنبوب زر  25وزع  -5

�یلوجرام في    1.05وضغط    م°121دق�قة في درجة حرارة    15التعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -6
 السنت�متر المر�ع. 

 ن�اتي المنفصل: الجزء ال جهیزت    

 Kalanchoe bossfeldianaقمة براعم مخزون ن�ات الكالانشوي ( الساق و و الأوراق    أقسامیتم جمع    -1    

Poelln  صناف. الأ  د منقارن بین عد . مختلفةالكالانشوي الأصناف    استجا�ة). تت�این 

صابون لإزالة الغ�ار  الدافئ و الماء  �ال  الن�ات�ة  لقمم االأوراق والساق و الن�ات�ة المنفصلة من  الأجزاء  غسل  أ   -2     

   .شطف ال ثم  

 .من الطفو لمنعها  الشاش من لف المادة الن�ات�ة في مر�عات   -3

%  15أو �أس صغیر و�تم التعق�م �محلول �لور التبی�ض    اخت�ارمادة الن�ات�ة الملفوفة إلى أنبوب  لأنقل ا -4

تو�نمع إض من  قطرتین  �حیث  100لكل    20-افة  ا  تغطيمل،  الحاو�ة  المادة  وتحرك  الن�ات�ة  الأجزاء  لمعقمة 

 دقائق.   10لمدة 

 مرات �الماء المقطر المعقم.  3في داخل صندوق تدفق الهواء الصفحي، أسكب المادة المعقمة وأشطف  -5

ال -6 الن�ات�ة  المادة  إلى طبق  بتري معقم وأفتح  مأنقل   النس�ج في �ل مرة التغل�ف  غلفة  وأنقل قطعة من 

 الأجزاء المتأثرة �مب�ض الكلور (مناطق ب�ضاء).    �زالةظ�ف و بق بتري نلى ط واحدة إ

من   -7 أقسام  (أزرع   الورقة  (  15×15نصل  والساق  مع  مم)   20-15مم)  الن�ات�ة  القمم  أوراق    2-4، 
 الزراعة. ثم الحضانة. أنابیبحاو�ات مم) في   2-1(  ابتدائ�ة
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 ئلةسالأ    

الأسجل   -1 من  العرض�ة  البراعم  المختلفةا �ة  ن�ات ال ء  جزاظهور  متوسط  اً أسبوع�  لمستأصلة  هو  ما    عدد . 

 المختلفة؟ �ة المستأصلةن�اتجزاء الالأ  من البراعم 

 ینتج معظم البراعم؟أي من الأجزاء الن�ات�ة المنفصلة    -2

 عرضي؟البرعم  ال أي منطقة ینشأ  من   -3

   ؟ تلفة من الكالانشوي خالم ز الوراث�ةالطر  جا�ات است بین ما الفرق   -4

 الأجزاء الن�ات�ة المنفصلة؟.  بین معدلات التلوث لمختلفوجد فروق ت هل -5
 

 African Violet     الأفر�قي البنفسج

 : الغرض    

ل  نظ�فة  زراعات  وعزلإنشاء  السر�ع  النسیلي  من    لتكاثر  أقسام  من  مختلفة  ظاهر�ة  البنف �ا�مرا  أنماط  سج  أوراق 

 ). Bilkey et al., 1978; Norris et al., 1983; Start and Cummings, 1976(  والأعناق يالأفر�ق

 تحضیر الوسط:     

 ).  بنفسج أفر�قيوسط  لتر مكافئ،  1(

 .  مل 2000مل من الماء المقطر منزوع الأیونات في دورق مخروطي سعة  500صب  -1

 أخلط ما یلي:  -2

موراش�جي   ) أ أملاح  مر�زات  �ل  من  الن مل  ووسكوج:  والهالیدات،  والسلفات،   و  NaFeEDTAترات 
PBMo 
 اللتر) /جراممیل�  40( الث�امین مر�ز من مل 10 ) ب

 جرام /اللتر).  10أنیزتول (-مل مر�ز میو 10 ) ت

 مل).  100میل�جرام/ IAA) (10مل من مر�ز ( 20 ) ث

 مل).  100میل�جرام/ 10مل من مر�ز الكینتین ( 20 ) ج

 ر). للت  جرام/  O2·H4PO2NaH) (17مل من مر�ز ( 10 ) ح

 مل)  100/جرام  1مل من مر�ز سلفات الأدنین ( 8 ) خ
 .5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني إلى   1000الحجم إلى ط ض� -3
 جرام آجار وذو�ه.   8أضف  -4
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 مم).  150×  25عة (ا مل لكل أنبوب زر  25وزع  -5

ام في  �یلوجر   1.05م وضغط  °121دق�قة في درجة حرارة    15التعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -6

 ت�متر المر�ع. السن

 . °45التبر�د �میلان  -7
 الن�اتي المنفصل:یز الجزء جهت   

وال   -1 السل�مة  الأوراق  الأفر�قي  فعا�إزالة  البنفسج  ن�اتات  من  برقشة  م  أصنافاً   استخدم شرط.  الم  �استخدام ة 
 .�ل ن�ات صنف   اسم سجل .  للون الأب�ض أو الأحمر أو الأخضر الفاتح قطاعات ا�

الن�الأغسل  أ   -2 �جزاء  وأشطف  دافئ  صابوني  �ماء  المنفصلة  لاعنات�ة  حیث  المادة  ا�ة  في  �دمات  تحدث   
 الن�ات�ة.  

 .بق بتري طمل مغطى � 250في دورق سعة  اضعه و قماش قطني و �ة المنفصلة قي ن�ات الأجزاء ال لف  -3

 دق�قة.   15% لمدة 10عقم النس�ج في محلول �لور التبی�ض  -4

 .ء مقطر معقممرات في ماثلاث النس�ج  شطف  أ   -5

 سنت�متر مر�ع من الأوراق و�ذلك من أعناق الأوراق.   1لة �حجم فصأجزاء ن�ات�ة من  استأصل  -6

�اهت  قطاع الال   اقطع.  12.2الشكل    من الأوراق السل�مة، �ما هو موضح فيأجزاء منفصلة  ستة  متدرب  �أخذ ال
الورقة   مع    وازرعمن  المنفصلة  الرئ عرق  الأجزاء  المجاال  �سيالورقة  �ان  لو  (حتى  الطافر  للقطاع    عرق ور 

 .ر) أخض

 . على وسط البنفسجي الأفر�قي�ة المنفصلة الن�ات الأجزاء  ه  ضع هذ -7

 الحضانة على رفوف غرف الحاضنات.  -8

 الب�انات والأسئلة    

 .في تطو�ر الأقسام  الاختلافاتلاحظ جزاء الن�ات�ة المنفصلة. مراق�ة التقدم الأسبوعي للأ

الأنسجة  و   الأوراق  نصل التشكل�ة بین أنسجة    الاستجا�ةفي    اختلاف هل هناك    -1 إذا �ان الأمر  ةقر و أعناق  ؟ 
 كذلك، ما هو الفرق؟

 مختلفة. القطاعات  ال نمالناشئة   اتیتلاحظ موقع ولون النبما هي الكا�میرا؟  -2
 النق�ة في أ�حاث زراعة الأنسجة؟خطوط المهق   استخدام ما الغرض من -3
 سبهم؟تن ماذا لىإبین الأصناف المختلفة.   الاستجا�ةوق في ل توجد فر ه - 4
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 �الانقراضالأنواع المهددة 

في جم�ع  ة  الأصل�  ةالمتوطنعشائر الن�ات�ة  تتعرض العدید من مجموعات ن�اتات الص�ار والن�اتات آكلة اللحوم وال

جمع �عض الن�اتات النادرة من  م  . تالحقولالجمع الواسع من  �سبب تدهور الموائل و   الانقراض أنحاء العالم لخطر  

 للخطر.  ا هئا �عرض �قامم صل�ةالأ مواطنها 

لتعو�ض، وضعف  المقابلة لعداد  الأ  انخفاضالتكاثر التقلیدي ل�عض أنواع الص�ار غیر �افٍ لتلب�ة الطلب �سبب  

و  البذور،  والنمو  ) damping-off(  التخمیدمراض  إن�ات  والعقم،  �الذ .  ءال�طي،  ن�ات  حوالي  �ر،  الجدیر  ر�ع 

 ة.  نادر مستوطن  الص�ار ال

وقف  یهذه الن�اتات �مكن أن  ل  اتات التي یتم جمعها في الحقول لا تع�ش في الزراعة. التكاثر الدقیقمن الن�د  العدی

 .الانقراضنحو    الاتجاهات

 ) أحتوى علىReed et al., 2011قدم  الحي  الجسم  الخل�ة خارج  مجلة زراعة  من  �املاً  عدداً  في   )    مقالات 

مراجع  )  Pence, 2011;  Bunn et al., 2011�ما وفر (  رة.ت الصغی تاا�ا الن�ا الحفاظ على التنوع الحیوي و�ق

. �الإضافة إلى ذلك، تم مناقشة معلومات شاملة حول  �الانقراض لعمل مع مجموعات الن�اتات المهددة  ل وتوجیهات  

   .�الانقراض ر والحفاظ على الأنواع المهددة  شاء التكاثتخز�ن الأنسجة على المدى القصیر والطو�ل وتكلفة إن 

 Cactus   رص�اال

 الغرض:   

 ;Ault and Blacknon, 1985, 1987; Clayton et al.,1990( ص�ار  زراعات معقمة من �ادرات ال  إنشاء 

Johnson and Emino, 1979, 1979a; Mauseth, 1979; Smith et al.,1991; Mariateresa et 
al.,2010  ( 

 یر الوسط:  تحض   

 �ار). ولى للصلألتر مكافئ، وسط المرحلة ا 1(

 مل 2000مل من الماء المقطر منزوع الأیونات في دورق مخروطي سعة  500صب  -1

ال  10أخلط   -2 النترات،  وسكوج؛  موراش�جي  مر�زات  من   و  NaFeEDTAالهالیدات،    كبر�تات،مل 
PBMo 

 .5.7یني إلى مل. ض�ط الأس الهیدروج  1000إلى ضبط الحجم   -3
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 وذو�ه.  جارآجم   8أضف  -4

 وتغط�ة الأنابیب.  مم) 150×  25عة (بوب مزر أنمل لكل  25وزع  -5

�یلوجرام في السنت�متر    1.05م وضغط  °121درجة حرارة    دق�قة عند   15الأوتو�لاف لمدة  التعق�م في   -6

 المر�ع. 

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل:     

ضع  و   .ممعق�ماء مقطر    شطف ال دقائق و   10ض لمدة  � ی بالت   �لور  % من محلول10تعق�م البذور السطحي في  

 حضانة في رفوف غرق الحاضنات.  ل. ا ص�ارلل المرحلة الأولى  وسط  بذور على سطح  ال

زراعة   الفرع�ة  �مكن  المعقمة   المنفصلة  الن�ات�ة  الالأجزاء  وسط  المزروعة  �ادرات  من  وسكوج  مو في  راش�جي 

)،  BAول (م�كروم  44�الإضافة إلى    20000، میوأنیزتول؛  100؛  ، ث�امین 4  ل�جرام في اللتر:یمضاف إل�ه �الم

التكاثر خلال  5.7) في أس هیدروجیني  D-2,4م�كرومول (  0.5و یبدأ الص�ار في  أساب�ع و�مكن زراعته    4. 

 فرع�اً في الوسط الموصوف.  

قطر في الوسط السابق  مم في ال   10براعم، �مكن الق�ام �الزراعة الفرع�ة لقطع من نس�ج الكدب حوالي  لتكاثر ال 

   . متعددةأساب�ع تتطور براعم  8�عد   )..D-2,4) و(BAبدون (

فة إلى �المیل�جرام  ان من نصف أملاح موراش�جي وسكوج �الإضو زراعة البراعم في وسط یتك�مكن عزل البراعم و 

اللتر ث�امین؛  0.4(في  و    20000،  صب    )  آجار  8000سكروز؛  ف  10یتم  الوسط  من  أوع�ة  مل  ي 

)Magenta GA-7 أساب�ع یتم تجذیر معظم البراعم 8ط وخلال اف الوس جف). یتم تعز�ز التجذیر �مجرد 
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 لثالث عشر الفصل ا

 Protoplast Isolation and Fusion      عزل وصهر المحتوى الخلوي 

غشاء البلازما الرقیق  بها  الصلب و�ح�ط    ي و الخل  هاجدار   ةلاز تم إخل�ة ن�ات�ة    وه)  protoplastلوي (خ محتوى الال

 Horváth, 2009; Ko et al., 2006; Tamaruالمحتوى الخلوي (   ستخدامات ا العدید من    استكشاف تم  .  فقط

et al., 2002; Wu et al., 2009 (  عن طر�ق    استحداثهاالهجن الفر�دة التي لا �مكن  من الممكن إنتاج    أص�ح

الجنسي   خلال  و التهجین  من  الخلوي  ال  اندماجتطو�رها  مختلفین  بینمحتوى  والطماطم مثل،    نوعین    ال�طاطس 

)Melchers et al., 1978; Power et al., 1980; Cocking et al., 1977; Gleba and Hoffman, 

ذلك،    لإضافة ا�  .) 1980 �  �ر تحو فإن  إلى  الخلوي  إلى  المحتوى  الأجنب�ة  في  ملحوظ    تحسن یؤدي  الجینات 

الحمض النووي   است�عاب�مكن أن �حدث  ).  Rhodes et al., 1988; Mazarei et al., 2008(  المحاصیل

 ) الأو�سجین  منقوص  ال �الم�اشر  )  DNAالر�بي  (التثقیب  أelectroporationكهر�ائي  ة  بواسط  ��م�ائ�اً و  ) 

 ;Cocking, 1977; Datta et al., 1990ن�اتات المحورة وراث�اً ( لنتج ا ، مما ی(PEG)  البولي إیثیلین جلا�كول

Fromm et al., 1986; Rhodes et al., 1988; Ren and Zhao, 2008.(    المحتوى �كون  أن  �مكن 

أ�ض مفیداً  في  الخلوي  والمستقر  مقا� اً  العابر  التعبیر  )  transient and stable expression assays(سات 

 Yoo et al., 2007; Zhang et al., 2008; Zhang et(  الن�اتنظام  التر�ی�ات الجین�ة في  اخت�ارحیث یتم 

al., 2011  .( 

للخل�ة   الفسیولوج�ة  المشاكل  دراسة  (  �استخدام �مكن  الخلوي  جدار    راً نظ)  Galun, 1981المحتوى  وجود  لعدم 

الوصو خلوي،   خلا  لوسهولة  (من  الك�م�ائي  تر�ی�ه  من  والتحقق  البلازمي  الغشاء  البروتینات  ،  الدهون ل 

البلازما)  غشاء  عبر  المذاب  (نقل  الفیز�ائ�ة  والخواص  من  .  والإنز�مات)  فردي  �شكل  العض�ات  عزل  �مكن 

الخلوي ال �سمحمحتوى  مما  أثبین    ات قل�المست  انتقالفحص  �  ،  فحص  الخلا�ا.  داخل  المختلفة  د  الموا  رالأجزاء 

 على الخل�ة  خارج�اً ضافة الم

ال  مصادر مختلفةتستخدم خلا�ا من   الخلوي لعزل  الكدب محتوى  نس�ج  المعلقة وأنسجة    ،، مثل،  الخلا�ا  زراعات 

تتم إزالة ال�شرة    وراق،الأ  ستخدام ا مصدر ممتاز للخلا�ا. عند  تعتبر الأوراق ال�افعة  ،  الن�ات. في الأنسجة الن�ات�ة

لم  ذا  �سمح بهضم جدار الخل�ة. إلذي تم إعداده  النز�م  ر�ض الخلا�ا العماد�ة لمحلول الإكان تعمو�ن �ان في الإ

عادة ما  عماد�ة.  تعر�ض الط�قة السمح ل تقط�ع الأوراق إلى شرائح صغیرة، مما � یتم    ،�كن من السهل إزالة ال�شرة

ا جدران  إزالة  عن  تتم  الأنز�مي.  لخلا�ا  الهضم  إنز�مات  طر�ق  مثل  )  macerating enzyme(  نقعل اتستخدم 
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) (pectinaseال�كتنیز  السیلیولیز  إنز�مات  تستخدم  بینما  مفردة.  لخلا�ا  الأنسجة  لفصل   (cellulase  (

 ) لهضم الجدار الخلوي وتحر�ر المحتوى الخلوي. hemicellulaseوالهم�سیلیولیز ( 

الأنز�ماله  استخدام عند   الحفاظ على الضم  المهم  ا   التناضحيجهد  ي، من  مثال�ة لمنع  لوسط  لهضم في ظروف 

ذبول   انفجار و�تحقق    أو  الخلوي.  محلول المحتوى  في  الإنز�مات  خلط  طر�ق  عن  المغذ�ات    ذلك  أملاح 

ال  وتعدیل  الأ  مانیتول،�ال  التناضحيجهد  والفیتامینات  من  مز�ج  أو  �جب  السور�یتول،  الرقم  تعدیل  ثنین. 

 .الخلا�ا  ل ونموثنشاط الإنز�م الأمل  دروجیني لوسط الهضم الهی 

 Plant protoplast isolation and fusion  المحتوى الخلوي الن�اتي عزل وصهر   

 الغرض:     

 وصهر المحتوى الخلوي.  تعلم م�ادئ وتقن�ات عزل 

 :ينس�ج الن�اتال   

 قل یوم من الن  14) �عد Gossypium hirsutumنس�ج �دب القطن ( •

 ذات الأولوان الزاه�ة ) .Saintpaulia spبتلات البنفسج الأفر�قي (  •

 ) Nicotiana benthamianaراق ن�ات الت�غ (و نس�ج أ •

 نس�ج �دب بذور الأرز  •

 نس�ج �دب القمح  •

 ) Arabidopsis thalianaنس�ج أوراق ن�ات ( •

   ثمار أو أوراق الطماطم  •

 :الاحت�اجات  

 ) أ�ام 10 لمدة تصل إلىم  °4�ن في تخز محالیل الإنز�مات (ال -1

 مولار مانیتول  0.7 تنیز في % �ك0.5 -القطن  ) أ

 مانیتول  ولارم  0.7ز في ی�كتین  %0.5ز؛ یولی لیس  % 1 -البنفسج الأفر�قي  ) ب

(1  -البدیلالإنز�م   ) ت سیلیولیز  أونززو�ا   %Onozuka Cellulase)  (R-10  ( 0.4)؛  %Onozuka 

Macerozyme  مانیتول؛    0.4)؛ ( می  40مولار  (MES-KOHل�مولار   (pH 5.6  لور�د    40)؛� میل�مولار 

 میل�مولار �لور�د �السیوم 20م؛ بوتاسیو 

 واحد �بیر طبق طبق بتري أو  2  -2
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 مل 30�أس  2 -3

 م�كرون ش�كة نایلون  45-55 -4

 دةأنابیب الطرد المر�زي مستدیرة القاع  2 -5

 جهاز طرد مر�زي منضدي  -6

 ماصات �استیر  -7

 مانیتول   0.7 -8

 ع غطاء زجاجیتان مشر�حتان  -9

 ) PEGول بولي إثلین جلا�كول ( محل -10

 انیتول  مولار م 0.7مل  10 ) أ

 ) PEGجرام ( 5 ) ب

 ) O2H·2CaClمیل�مولار ( 50 ) ت

 مانیتول  0.7ص�غة إ�فان الزرقاء في  ً  -11

 مجهر ضوئي   -12

W5 ) (; 10 mM KCl; 10 mM glucose; 3 2300 mM NaCl; 250 mM CaClمحلول ( -13

mM MES-KOH (pH 5.6 ( 

 (وسط موراش�جي وسكوج السائل)  ش�جي وسكوجمحلول تخز�ن وسط مورا   -14

 مل 1.5 سعة زي دق�قةطرد مر�أنابیب    -15

 ) Chamber for vacuum infiltration(   تجو�ف لتسر�ب الفراغ  -16

 الألمنیومرقائق  -17

 ) plastic hemocytometer( شر�حة ق�اس �ر�ات الدم الحمراء بلاست�ك�ة -18

 Protoplast Liberation   محتوى الخلوي تحر�ر ال   

قبل  �عض الخطوات �جب إجراؤها  . لهذا السبب،  ن الوقتطو�لة مة  فتر محتوى الخلوي  یتطلب عزل ال  �مكن أن

 .التمر�ن 

 محتوى الخلوي.  لجدول عزل ال  مخططاً  13.1یوضح الشكل 

أط�اق بتري بلاست�ك�ة معقمة في  القطن والبنفسج الأفر�قي في محلول  إنز�مات  مل من محالیل    5أنبوب   -1

 ة. مم) منفصل 15×  60(
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الأ -2 البنفسج  بتلات  من  أثنین  �عنار�فتمز�ق  الم  الزهرة خلا�ا  لكشف  �ة  قي  (الملونة).    صط�غةالداخل�ة 

هزاز  بتري بورق الألمنیوم وضعه على  ال طبق    ةغط�ت.  إنز�م البنفسج الأفر�قيفي محلول  تعو�م الأجزاء الممزقة  

 دورة في الدق�قة).  40(

�د  500أنقل   -3 نس�ج  إلمیل�جرام من  القطن  القطنى محلول  ب  ألمون   �غطي  ؛ إنز�م  و�و برقائق  ضع  یوم 

 دورة في الدق�قة).   40على هزاز (

 ة لتحر�ر المحتوي الخلوي بدیلطر�قة عمل    

 : ةاخت�ار�      

المتمردة  الأنسجة  لأنواع  الطماطم،  �النس�ة  أوراق  تحسین،  خاصة  على  القصیر  التعق�م  عزل إنتاج�ة    �عمل 

 .�لورو�س % 20في دقائق   7إیثانول،  % 70 . دق�قة واحدة في �شكل �بیر  محتوى الخلوي ال

معقمة    استخدم  -1 جراح�ة  دق�قةلشفرة  مر�عات  أو  شرائح  إلى  الن�ات�ة  الأنسجة  للأنسجة    .تقط�ع  �النس�ة 

 ).  MS) أو (W5التخز�ن ( لو ل إجراء هذه العمل�ة والنس�ج مغموراً في محأو الضع�فة، �مكن  الرق�قة جداً 

 . مل 1.5 دقیق  معقم رد مر�زي جهاز ط من الأنسجة الن�ات�ة المقطعة في أنبوبم جرا  1.0-0.5ضع  -2

 مل).  2-1  الفراغ المت�قي من الأنبوب �محلول إنز�م بدیل (حواليأملأ   -3

 دق�قة.    30ضع الأنابیب مفتوحة في تجو�ف تسر�ب الفراغ والإخلاء لمدة  -4

و   -5 الغطاء،  وأغلق  الفراغ،  من  الأنبوب  قم  بور ة  تغط�ل اإزالة  (أو  الألمنیوم  ن  �است�عادق  من  س�ج  الضوء 

 دة التال�ة: ت المحداوقلمقدار الأ معتدلال الاهتزاز مع  ةحضانل �ات). االن 

 ساعات  3 -أ. أوراق الطماطم 

)،  Nicotiana benthamiana(  القمح، أوراق دب  � نس�ج  الأرز،  دب  � نس�ج  الطماطم،  ثمار  ب. أوراق الت�غ،  

 ساعات.    Arabidopsis thaliana leaves (– 6( أوراق 

 Protoplast Purification    وي وى الخلمحتتنق�ة ال    

المعلقات من خلال    14�عد   -1 بترش�ح  قم  النایلون  مصفى  ساعة،    3في  م�كرومتر    55-45ش�كة من 

 كؤوس.  

 .  مل 5 ولار م 0.7مانیتول محلول المصفي �أشطف  -2

ال -3 مر�زي  صب  طرد  أجهزة  أنابیب  في  ال معلقات  وتشغیل  قاعمستدیرة  �سرعة  ج،  المر�زي  الطرد  هاز 

100g  دقائق   5ة لمد  . 
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الطاف�ة   -4 المادة  تعلیق  أسكب  ب وأعد  الخلوي  المحتوى  في  مكورة    ولارم  0.7  محلول  من  مل  10رفق 

 .مانیتول

  1في  مكورات  تعلیق الة  عاد � المادة الطاف�ة، و أسكب  دقائق إضاف�ة،    5لمدة    100gعند  الطرد المر�زي   -5

 . ولار م 0.7 من مانیتولمل 

      الخلوي  المحتوى ة لتنق�ة بدیلطر�قة عمل    

الأنبوب وحرّك الأنسجة برفق    افتح.  �عد الحضانة، قم �إزالة الرقائق من الأنبوب وقلبها برفق عدة مرات  -1

 .من �قا�ا الأوراقر�ر المحتوى الخلوي حت�استخدام ملقط معقم للمساعدة في 

بواسطة    كةعلى ش�  غسل �قا�ا الأوراقأ ل غر�ال ش�كي ناعم.  من خلاخلوي  تصف�ة محلول المحتوى ال  -2

 ). W5(  من محلولمل  0.5

م للسماح  °4طرد مر�زي دقیق طوال اللیل في درجة  مل أنبوب    1.5في  تخز�ن محلول المحتوى الخلوي   -3

 المحتو�ات الخلو�ة في القاع �ظهور ط�قة خضراء �بیرة في القاع.  �استقرار

إعادة تعلیق    ماصة دق�قة.  ام�استخد   المستقرالمحتوي الخلوي    ن محلولالطافي م)  W5ز�م و(الإن  إزالة    -4

 ).  MSمحتوى الخلوي في محلول تخز�ن (ال

 Vital Staining     حیوي الصب�غ تال    

 ة.  ح�الشر  غطاء على شرائح منفصلة؛ لا تضعمعلق من المحتوى الخلوي ضع قطرة واحدة من �ل   -1

 .تحت المجهر الضوئي  الفور ىإ�فانز الزرقاء إلى �ل شر�حة وراقبها علة من ص�غة أضف قطرة واحد   -2

 عرفت ذلك؟ حي أم میت؟ ��فمحتوى الخلوي  مكان الص�غة. هل ال أوصف   -3

 Protoplast Fusion    صهر المحتوى الخلوي    

1- ) واحدة  قطرة  معلق    50ضع  �ل  من  خلوي  م�كرولتر)  نفس  محتوى  الفي  البتري  رج  ي  كبلاست�طبق 

 .ق برفق للتأكد من خلط المعلقالطب

 .في القاعلوي الخمحتوى ستقر ال �  ائق حتىقد  5 انتظر  -2

 في الأطراف  ، أولاً ) PEG(  مل من محلول  0.5لمجموع حجم  ب�طء (قطرة واحدة في �ل مرة)  أضف    -3

 .  لمختلط محتوى الخلوي اثم إلى مر�ز قطرات ال

�ل  15�عد    -4 في  واحدة  (قطرة  ب�طء  أضف  مجمو   دق�قة،  من    1حجم    عمرة)  محلول  ولار  م  0.7مل 

 ).  PEG(  حلولتخف�ف م لمانیتول  

مل من    9البلاست�ك مع ما �صل إلى  �  الملتصقةمحتوى الخلوي  سل �تل الأغ أحد طرفي الطبق و إرفع    -5

 .مانیتول  ولارم 0.7
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 .ندمجةمحلول مانیتول للخلا�ا الم والمانیتول من الطبق. أضف �ضع قطرات من  PEG�قا�ا  إزالة  -6

 .مقلوبمجهر اللدقائق لاحظ المنتجات المنصهرة على ا  5د �ع  -7

 Yield Determination   ناتج تحدید ال   

(أنبوب  او�ة  ح�جب تحدید �تلة ال معلومات متعلقة �الإنتاج�ة لكل جرام من الأنسجة الن�ات�ة، ف  المطلوب  �ان  نإ

و�تلة النس�ج، ومحلول    سجة المراد هضمها�تلة الأن  قبل الحضانة، و�ذلك  الطرد المر�زي الدقیق أو طبق بتري)

 و�ة �الكامل.  ووعاء الحا لإنز�م، ا

 عمل علامة علیها). �تلة أنبوب الطرد المر�زي الدقیق الفارغ (�عد ق�اس   -1

 .�تلة أنبوب الطرد المر�زي الدقیق + الأنسجة الن�ات�ةق�اس   -2

الن�ات�ة،  �عد    -3 و�عادة التعلیق في محلول    ه�ی ، وترستوى الخلوي مح ترش�ح محلول الیتم  حضانة الأنسجة 

 . معاً لوي خمحتوى ال ال ول حلم�تلة الأنبوب و ساب وح،  ) MS(  نتخز�

دق�قة.  ماصة    �استخدامن الأنبوب  محتوى الخلوي ممحلول ال  من�عنا�ة  م�كرومتر �الض�ط    100إزالة    -4

من محلول  م�كرولتر    100تلة  هو �  3رقم  تلك في الخطوة  الفرق بین هذه الكتلة و �الكتلة الجدیدة  ساب  حینتج  

 ي.  و محتوى الخلال

عد خلا�ا الدم الحمراء  تجانس بلطف على مق�اس  حتوى الخلوي الم مالمحلول  م�كرولتر من    10  أضف -5

 .  حسب تعل�مات الشر�ة المصنعة ،) hemocytometer  اله�موسیتومتر(

عد  �  الاكتفاءیت�متر.  اس اله�موسش�كة مق�  المجهر الضوئي، عدد الخلا�ا في �ل جزء منأحسب تحت   -6

للعد فهو    اخت�اره �ل مر�ع تم  تصو�ر    إذا �ان ممكناً .  مم  0.25مم ×    0.25  اتمر�ع  من  كررات مختلفةمستة  

، حیث  دقیق ال عدد  ال التقاط لصور لا �مكنه ا هذ بك أن ا در إل�ه مستقبلاً. �جب إ ارجعإمكان�ة   الممارسات الجیدةمن 

� الخلوي  المحتوى  عل إن  مستو�اتقع  المستحیل    ى  من  س�كون  و�التالي  واحد�م  اطهاالتق مختلفة،  من    ستوى 

مجهر ضمن نطاق معین للحصول على أدق عدد  ال  تر�یزغییر  عند العد، �جب أن یؤخذ في الاعت�ار؛ تالصور.  

 محتوى الخلوي.  من ال

 بتطبیق لكل جرام من الأنسجة الن�ات�ة، قم  محتوى الخلوي  على ق�مة لإنتاج�ة ال للحصول  -7

 : حساب العام التالي ال

ج = (متوسط عدد الخلا�ا/المر�ع × مجموع �تلة محلول المحتوى الخلوي المعاد  ن النس�م  المحتوى الخلوي/جرام 

م�كرولتر من محلول المحتوى الخلوي المعاد تعل�قه}/كتلة    100م�كرولتر ٍ/{حجم المر�ع ×  �تلة    100تعل�قه ×  

 . نس�ج الن�ات الأصل�ة
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 Developing a Protoplast Isolation Protocol    محتوى الخلوي ل البروتو�ول عزتطو�ر 

لا  لكنها  ، ن�ات�ة وأنواع الأنسجةالإجراءات المذ�ورة أعلاه قد تكون قابلة للتطبیق على مجموعة واسعة من الأنواع ال

حتى    استخدامها  ع معین و�تملكل نو   تقن�ة �جب ض�طها وفقاً المحتوى الخلوي    زلع.  حتمالاتالاتغط�ة �ل    �مكن

  التعامل  عند   ضروري   فر�د   بروتو�ول  لتطو�ر  موجزاً   دلیلاً التال�ة  لغا�ة، تقدم الفقرة  لهذه ا  . تحق�قااً تكون فعالة حق

 جدید.  نس�ج  أو  ن�ات مع

 : وتشمل هذهعزل المحتوى الخلوي هناك عدد من العوامل التي تؤثر على نجاح 

 الأس الهیدروجیني   •

 �م  ناضحي للإنز الت الجهد  •

 محالیل التخز�ن   •

 مدة الحضانة   •

   الحرارة درجة  •

 الحضانة   احتواء •

 ووجود أو عدم وجود الطرد المر�زي.   •

الراغب في  و ینصح  التن  عزل  تقن�ة  الخلوي  طو�ر  بهم  محتوى  �خط    الإجراءات  �استخدام الخاصة  هنا  المدرجة 

و�التال المتغیرات،  �ل  على  التجارب  من  سلسلة  الشأساس لإجراء  تحدید  معیني  لنوع  الأنسب   العزلمن    روط 

تتطل .  الجدید المثال،قد  الطماطم، على سبیل  الن�اتات خطوات إضاف�ة؛  تها  أنسج تعر�ض  �جب  التي    ب �عض 

محتوى  كون ال�قد  ناتج هام للمحتوى الخلوي. و قبل الهضم للحصول على أي    للإیثانول والكلورو�س لفترة وجیزة 

ر؛ في حالات أخرى،  ي الصغیمن أنبوب الطرد المر�ز  ي طبق بتري بدلاً تم تحضینه فأكثر صحة عندما ی الخلوي 

 �شكل فردي.  ا�جب تحدیده قد �كون العكس هو الصح�ح. الشروط الخاصة
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 الفصل الرا�ع عشر

ال�كتر�ا الأجرع�ة  �رتحو  بواسطة   Agrobacterium-Mediated Transformation of     الن�ات 

Plants     

الر�بي منقوص  حمض النووي  ل ا  امتصاصتشمل  ؛  ثلاث طرق رئ�س�ة لإدخال جینات أجنب�ة في الن�اتات   توجد 

عن    الامتصاص التثقیب الكهر�ائي أو  (أ)  إما عن طر�ق  الخلوي    محتوى الواسطة  الم�اشر ب)  DNAالأو�سجین (

 .الأجرع�ةال�كتر�ا نقل الجینات بوساطة (ت) أو  ،  )biolistics(  الحیوي  ات قاذفال (ب) أو  ) PEGطر�ق تحفیز (

إلى    قن�ةهذه التمحتوي الخلوي. وأدت  ال واسطةي الأجنبي بلحمض النوو ا   امتصاص  )Cocking, 1960(  وصف

وراث�اً   اتاتن�  نتاجإ معدلة  وأرز  (ذرة   Datta et al., 1992; Rhodes et al., 1988; Ren and Zhao, 

2008; Zhang et al., 2011(  .للحصول    فيمشكلة  ال التكنولوج�ا هو عدم وجود طرق روتین�ة  هذه  تطبیق 

 .لعدید من أنواع المحاصیل المهمةلوى الخلوي ن�اتات من المحت على

الحیالمقذو  الدقیق ( biolisticsوي (ف  القصف  تmicroprojectile bombardment) أو  ة.  مثیر ن�ة أخرى  ق ) 

في  وتسل�م الحمض النووي    لاختراقتستخدم هذه الطر�قة ناقلات دق�قة متسارعة (جز�ئات الذهب أو التنجستن)  

ینتج  Klein et al., 1988( الخل�ة الجس�ماتعن  ).  ال  تسل�م  في  الجیني  مالتعبیر  الن�اعدید  والأجزاء  ن  تات 

المختلفة ت .  الن�ات�ة  ثابت حو�ل  تم  �شكل  الهامة  المحاصیل  أنواع  من  شملت  العدید  والذرة    الذرة،،  والت�غ  الأرز 

 ;Assem and Hassan, 2008; Liu and Godwin, 2012; Lowe et al., 2009( الرف�عة وفول الصو�ا

Rafiq et al., 2006(     

التال  التمار�ن  الطتوضح  الث�ة  لإدخاللارق  الرئ�سة  إلى    ثة  أجنب�ة  بو �تحو �ال ن�اتات،  ال جینات  ال�كتر�ا    سطةال 

).  Ding et al., 2009; Ibrahim et al., 2010; Ozawa, 2009; Reyes et al., 2010( الأجرع�ة

) الأجرع�ة  �)  Agrobacteriumال�كتر�ا  شائعهي  الن�ات�كتیر�ا  الخلا�ا  غزو  �مكنها  التر�ة  في  المة  روحة  جة 

تحو و� فحص  تم  الن�ات�ة.  الخل�ة  جینوم  في  الأجنب�ة  الجینات  الب �ر  دخال  أوراق  البرعم  و تون�ا  قرص  قمة  جزء 

بواسطةالمنفصل.   الأوراق  قرص  نظام  تطو�ر  بنقل    ختراقا   ومثل )Horsch et al., 1985(  تم  �سمح  تقني 

  �ةعائلة ال�اذنجان الاصة تلك الموجودة في  خ،  فلقةئ�ة ال ثنا الن�اتات  في �عض    شكل روتیني تقر��اً الأجنب�ة �  الجینات

  عن طر�ق تشكیل   التي �مكن أن تتجددأجزاء الورقة المنفصلة  الت�غ والطماطم). تعمل هذه الطر�قة مع  تون�ا،  (الب

فترة  أي  لوي (خمحتوى ال أنظمة تحو�ل الفي    ة متأصلل ا  المشاكل  علىالورقة  تغلب نظام قرص  البراعم العرض�ة.  

نظام  هنالك �عض القیود في    ). ومع ذلك، فإنمحتوى الخلوي صعو�ة في تجدید الن�اتات من الال و   الممتدةزراعة  ال

�اینات جسد�ة من البراعم  ت تكو�ن    واحتمالقرص الورقة،    �مكن تجدید أنواع قلیلة من المحاصیل من.  ورقةالقرص  
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�مكن أن �كون    الحظ، لحسن    .التحول   في  ةغیر مرغو�ي  وه)،  Larkin and Scowcroft, 1981(  العرض�ة

القمة النام�ة الأنسجة  الأجنة الجسد�ة و ،  ، والأنسجة الجذع�ة والبذورالسو�قة الجنین�ة السفلىالفلقة،  نس�ج الكدب،  

 الأجرع�ة. ال�كتر�ا سطة  امستهدفة للتحول بو ال

الق البدا�ة، �ان أحد  ال�كتر�ا    تحو�لالم  یود على نظافي  تقتصر على ذوات  أنها  �  رو عالشالأجرع�ة هو  بواسطة 

ومع ذلك، فقد   ).  Potrykus, 1990(  أحاد�ة الفلقةفي الن�اتات    الفلقتین و�عض عار�ات البذور ول�ست مفیدة 

الجینا ثبت   نقل  على  الأجرع�ة  ال�كتر�ا  قدرة  والعشر�ن  الحادي  القرن  من  الأول  العقد  نس�ج  ت  في  الن�اتات  إلى 

 ,.Park et al., 1996, 2001; Chan et al., 1993; He et al(راث�اً  حورة و ن�اتات م   الفلقة و�نتاجة  أحاد�

2010; Hiei et al., 1994; Peng et al., 1995; Ranineri et al., 1990; Smith and Hood, 
1995; Wu et al., 2007 .(  

قرص   نظام  على  التمر�ن  جانب  هنإلى  علىالأوراق،  تمر�ن  م  استخدام   اك  منفصل  ن�اتي  الجذع  قمة  ن  جزء 

ا لتحو ل  ,.Ulian et al., 1988; Park et al., 1996; Zapata et al., 1998; Gould et al(  وراثيل�ر 

و  أ  الأوراقأقراص  الجسدي ونقص القدرة على التجدد من  ت�این  مشاكل ال  هذا النهج �مكن القضاء على). ب1991

 .مزارع الخلا�ا ى الخلوي أومحتو ال

 . التعامل مع الكائنات المعدلة وراث�اً   متطل�ات ولوائحم إجازته حسب ت مختبر  استخدامتتطلب تمار�ن التحول 

التجار  هذه  (  بفي  الأجرع�ة  ال�كتر�ا  تستخدم  (EHA 101سوف  بلازمید  على  تحتوي  التي   (PGUS3  وهو  (

   ).GUS) (β-glucuronidaseقلو�ورونیدیز (-) و�یتاNPTII) (kanamycinالجین المقاوم للكناما�سین (

 Petunia or tobacco leaf disk   اق البتون�ا أو الت�غ أور  قرص    

 Sequence  تسلسلال    

 یومین.  زراعة لمدة الفي وسط البتون�ا الزراعة المس�قة لقرص ورقة  ) أ

 . دق�قة  1ثان�ة إلى 15دة ت أجنب�ة لم جرع�ة التي تحتوي على جینالأ ل�كتر�ا اقرص الورقة �ا تلق�ح  ) ب

 یومین.   زراعة لمدة الي وسط  لورقة ف ة لقرص االزراعة المس�ق ) ت

 تكاثر البراعم.  ورقة مضاد حیوي وسط قرص على أساب�ع   4-2الزراعة لمدة  ) ث

مضاد حیوي    قرص الأوراقوسط  وضعها على  زراعات  فرد�ة من الال براعم  ال   ئصالتاس یتم  �عد أسبوعین    ) ج

 . تجذیرال

 



 
 ) النظریة والتطبیقیة( ة الأنسجة النباتیةعتقانات زرا دلیل

198       المنظمة العربیة للتنمیة الزراعیة
 

 الغرض:      

)  Nicotiana tabacum) أو الت�غ ( .Petunia spون�ا (تات الب من ن�  الحصول على ن�اتات ن�ات�ة معدلة وراث�اً  

 أجنب�ة.     المورمة التي تحتوي على جینات ع�ة جر الأال�كتر�ا  قرص الورقة مع مشتر�ة لعن طر�ق الزراعة ال

 تحضیر الوسط:     

 رص الورقة)ة المسبق لقمكافئ وسط الزراع لتر   (لعمل واحد

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   فيیونات الأ  نزوعمل من الماء المقطر م 500صب  -1

 : یلي أخلط ما  -2

أملاح  لكل  مل  10 ) أ مر�زات  )  PBMo(   �بر�تات،  هالیدات،  نترات،:  وسكوج  موراش�ج  من 

 ). NaFeEDTAو(

 ملجم/لتر)  40ث�امین ( مر�ز منمل  10 ) ب

 م/لتر) ج 10إینوز�تول ( -میور�ز ممل  10 ) ت

 م سكروزراج 30 ) ث

 مل)  100/رامجیل� م BA(  )10ر�ز (من ممل  1.0 ) ج

 مل)  100میل�جرام/ NAA) (1.0مل من مر�ز ( 1.0 ) ح

 فیتامینمل من مر�ز ال  1.0 ) خ

 . 5.7ض�ط الأس الهیدروجیني إلى ، مل 1000الحجم إلى ض�ط   -3

 نیوم. بورق ألمو  قارورة إرلنمایر جرام جیلرایت. وتغط�ة  2أو   جارآ م/لتر را ج  8أضف   -4

حر التعق -5 درجة  عند  الضاغط  المائي  السخان  في  وضغط°121ارة  �م  السنت�متر    1.05  م  في  �یلوجرام 

 المر�ع. 

 داخل صندوق النقل المعقم.   مم)  20×100مل لكل طبق بتري بلاست�ك معقم ( 25وزع  -6

 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل     

 ئ. إزالة �ل الأوراق من البتون�ا غسلها في ماء صابوني داف -1

الأ -2 في  تعق�م  التبی�ض 15وراق  �لور  من  (حجم/حجم)  �الماء دقائق   10لمدة    %  الأوراق  أشطف  ثم   ،

 مرات.  5-3المقطر المعقم 

 للحصول على أقسام الأوراق. معقمة الوراق  الأمثق�ة المشرط أو  استخدام -3

 في وسط الزراعة المس�قة لقرص الورقة لمدة یومین وحضانتها. قراص زراعة الأ -4
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أیتم الحص -5   ذلك   عتبرو�تحت التعق�م  البذور  إن�ات  �الأوراق من ن�اتات الت�غ أو البتون�ا    ة نسجول على 

 .سطحي عق�م  تطلب تتلأقراص الأوراق ولا   ممتازاً  مصدراً  

 Cocultivation with Agrobacterium    الأجرع�ة�ا ر ال�كتمع المشتر�ة الزراعة     

و  -1 یومین  �عد  الأوراق  أقسام  الإزالة  فقط اقراص  لأة  المشتر�  زراعة�تم  المنتفخة  أن  لأوراق  حیث  الغیر  ، 

 یر صالحة للزراعة. نتفخة غ م

ع�ة التي تم إنشائها �الزراعة المعلقة قبل  جر الأ �كتیر�ا  ال في طبق بتري معقم �حتوي على  ضع الأقراص   -2

 . الاستخدامیوم من  1-2

لمدة   -3 المشتر�ة  التأك  15الزراعة  و�جب  واحدة  دق�قة  إلى  الأقر ثان�ة  أن  من  الأعلى  د  من  مغطاة  اص 

 . )Agrobacterium brothرع�ة (الأج  �ا والأسفل �مرق ال�كتر 

یتم ذلك في طبق بتري هم جداً التنش�ف م -4 الجاف.    ثلاث ط�قات من�حتوي على    .  الترش�ح   ارفع ورق 

فوق  الأوراق  أقراص  وضع  العلو�ة  الترش�ح  الترش�ح  ي  ط�قت  ورقة  ثم  ورق  أقر السفلیتین.  اص  تغط�ة 

�كون في الجزء الأخضر الداكن    جیدالتلق�ح  ال ئدة.  �ا الزا برفق لإزالة ال�كتیر   اضغطا.  العل�ورقة  لالأوراق �ا

مم من قرص الورقة. إن �ان �ل القرص داكن الخضرة �عني أن عدوي    1.0في خارج أقصى هامش  

 �بیرة وس�موت القرص.   اال�كتر�

 ف. النظ�  الورقي  صالقر  زراعةعلى وسط إعادة زراعة الأقراص  -5

 .أ�ام   3-2ة لمد  الاستزراععلى رف   اتعا الزر حضانة   -6

 ع�ة جر الأ ال�كتر�ا على البراعم والقضاء  أو تحو�ر تحول     

 المضادات الحیو�ة ات ز ر�م      

 ): Carbenicillin( الكار�ین�سللین مر�ز  ) أ

زوع الأیونات.  لماء المقطر منمل من ا  100مل، إضافة    200في �أس    الكار�ین�سللین میل�جرام من    500أوزن  

 رد �الترش�ح قبل إضافته للوسط ال�ارد.  �م ال�اوالتعق  5.7ض�ط الأس الهیدوجیني 

 ): kanamycinمر�ز الكاناما�سن (  ) ب

مل من الماء المقطر منزوع الأیونات.    100مل، إضافة    200میل�جرام من الكاناما�سن في �أس    100أوزن   

 لترش�ح قبل إضافته للوسط ال�ارد. عق�م ال�ارد �ا والت  5.7ض�ط الأس الهیدوجیني 
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إ ال عجراء  �مكن  طر�ق  �رشتال �تعق�م  مل�ة  عن  ملیبوروضع  ح  (  ) Millipore(  فلتر  واحدة  مرة    45للاستعمال 

�تم تعق�م المضاد الحیوي  و في المحقنة.    زر�مالمل) وسحب محلول    100م�كرومتر) على مخرج حقنة (حجم  

 .لمرشحا  لاستخدامتعل�مات التصن�ع  ات�علمبرد.  رشح في الوسط ا الم� �الفلتر أثناء مروره

 یر الوسط: تحض   

 مكافئ وسط مضاد حیوي إكثار براعم قرص الورقة)  لتر   (لعمل واحد

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  مل من الماء المقطر منزوع 500صب  -1

 أخلط ما یلي:  -2

أملاح  لكل  مل  10 ) أ مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،  ت، هالیدا  نترات،  : وسكوج  موراش�ج   من 

 ). NaFeEDTAو(

 ملجم/لتر)  40مین (من ث�امل  10 ) ب

 جم/لتر)  10إینوز�تول ( -میور�ز مل م 10 ) ت

 م سكروزراج 30 ) ث

 مل)  10/رامجیل�م BA ( )10ر�ز (من م 10 ) ج

 لتر) 100میل�جرام/ NAA) (10مل من مر�ز ( 1.0 ) ح

 . 5.7ض�ط الأس الهیدروجیني إلى    .مل  800الحجم إلى ض�ط  -3

 جار آر م/لتراج  8أضف  -4

الضاغط -5 المائي  السخان  في  د  التعق�م  حرا عند  وضغط  °121رة  رجة  السنت�متر    1.05م  في  �یلوجرام 

 المر�ع. 

م لتجنب تصلب  ° 40مام مائي في درجة حرارة  حو�عد تبر�د الوسط المعقم �التسخین وذلك بوضعه في   -6

واء الصفحي. �مكن أن  تدفق اله  صندوق الوسط تتم إضافة المضادات الحیو�ة المعقمة �الترش�ح داخل  

في تحول البراعم عند  تحققاً  كون أكثر  تجرام/اللتر. �مكن أن    300-100ن بین  اما�سیالكان  تر�یزیتراوح  

جرام/اللتر إن    200أو    100جرام /اللتر، ولكن عددها �كون قلیل. إن تم تخف�ض التر�یز  300تر�یز  

 . تحول جزء منها إنتاج البراعم س�كون عال�اً ولكن لا یتم

 الخلط الجید للمحتو�ات.   -7

 .مم)  15×  60لكل طبق بتري بلاست�ك معقم ( مل 20-10وز�ع وتصب �سرعة   -8

 جراءالإ   

 .نقل مزارع قرص الأوراق إلى وسط تجذیر المضاد الحیوي لقرص الأوراق أ -1
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واضحة في    براعم  تكون العند نقل أقراص الأوراق لإزالة ال�كتیر�ا الزائدة. س  ورق الترش�حبتنش�ف  ال  كرر -2

 غضون أسبوعین.  

 .لتجذیر عم للزراعة واقل البر ن یتم  أساب�ع،  4-2في  -3

 Rooting and Pretesting for Transformed    حولةتالمسبق للبراعم الم  والاخت�ارالتجذیر    

Shoots 

 تحضیر الوسط:     

 مكافئ وسط مضاد حیوي للتجذیر)  لتر   (لعمل واحد

 مل،  2000 سعة مخروطي  دورق   الأیونات في  ء المقطر منزوعمل من الما 500صب  -1

 : ما یلي  أخلط   -2

أملاح  لكل  مل  10أ)    مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،   هالیدات،   نترات، :  وسكوج  موراش�ج  من 

 ). NaFeEDTAو(

 ملجم/لتر)   40مل من ث�امین ( 10ب) 

 جم/لتر)   10إینوز�تول (-میور�ز مل م 10ت) 

 م سكروز راج 30ث) 

 مینمن مر�ز الفیتامل  10ج) 

 . 5.7لى وجیني إ الهیدر ض�ط الأس  .مل 800الحجم إلى ض�ط  -3

 جار آم/لتر راج  8أضف  -4

حرارة   -5 درجة  عند  الضاغط  المائي  السخان  في  وضغط  °121التعق�م  السنت�متر    1.05م  في  �یلوجرام 

 المر�ع. 

أضف    -6 �التسخین  المعقم  الوسط  تبر�د  و  100�عد  الكار�نسیللین  مر�ز  من  مر�ز    100مل  من  مل 

 لصفحي. كاناما�سین في داخل صندوق تدفق الهواء ا ال

 الجید الخلط   -7

 مم)  20  100مل لكل طبق بتري معقم ( 25صب سر�عاً للتوز�ع  -8

 جراءالإ   

 قرص الأوراق تجذیر الحیوي ل مضاد  الها مفردة على وسط ضعو أساب�ع و  4-2في البراعم  استئصال -1
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 متحورة الكانام�سینفي جذور اعم التي تكون تكون البر   من المرجح أن  -2

بدون    قرص الأوراق التي تم تجذیرها وتتم زراعتها في وسط مضاد تجذیر    البراعمفي    الاختلاف �حدث   -3

 ى تحول النس�ج. لكار�نسیللین. یدل تكو�ن نس�ج الكدب ع

 عن التحول. �مكن أن �قدم معلومات صح�حةالناتجة للن�اتات الأم والن�اتات التحلیل الجز�ئي    -4

 Petunia shoot apex    قمة برعم البتون�ا   

 الغرض:     

ن�ات  من  وراث�ا  معدلة  ن�اتات  على  (  الحصول  ال�كتر�ا  .Petunia spالبتون�ا  مع  البتون�ا  برعم  قمة  بزراعة   (

 الأجرع�ة المورمة التي تحتوي على جینات أجنب�ة.  

 تسلسل ال    

 إن�ات �ادرات البتون�ا تحت التعق�م.  -1

 درات �عمر واحد أسبوع. ) من �اتین دئی لبراعم الإنشائ�ة (ق�ة القمة وورقتین مبقمة ا استئصال -2

 الزراعة لمدة یومین في وسط تنامي البراعم.  -3

 دق�قة) �ال�كتر�ا الأجرع�ة والزراعة لمدة یومین في وسط تنامي البراعم طازج. 15التلق�ح (حوالي  -4

 براعم قرص الورقة.    كثارلإحیوي ال  مضادالأساب�ع في وسط   4-3الزراعة لمدة  -5

 : لغذائيتحضیر الوسط ا    

 مل من الماء المقطر منزوع الأیونات  500مل، صب  2000رق مخروطي سعة في دو  -1

 أخلط ما یلي:   -2

أملاح  لكل  مل  10أ)   مر�زات  )  PBMo(  �بر�تات،   هالیدات،  نترات،:  وسكوج   موراش�ج   من 

 ). NaFeEDTAو(

 .5.7روجیني إلى ض�ط الأس الهیدمل.  1000إلى ض�ط الحجم   -3

 وذو�هجرام من الآجار  8أضف   -4

 ) والتغط�ة. Magenta GA-7مل في حاو�ات ( 50وزع  -5

�یلوجرام في    1.05م وضغط  °121دق�قة في درجة حرارة    15التعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -6

 السنت�متر المر�ع. 
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 تجهیز الجزء الن�اتي المنفصل    

الماء المعقم. �جب  �  ث مراتثلا  طف شال دقائق ثم    10ض لمدة  �بی الت �لور    %10  في  اً سطح�ون�ا  بت تعق�م بذور الب 

)  Magenta GA-7مغطاة. زراعة البذور في حاو�ة (  جهاز طرد مر�زي مخروطي الشكلأنبوب  أن یتم ذلك في  

 . الزراعات وحضانة

 Shoot Induction     تحفیز البراعم    

 تحضیر الوسط الغذائي:     

 ئ وسط تنامي البراعم) (واحد لتر مكاف

 .مل من الماء المقطر منزوع الأیونات  500صب مل ،   2000ة مخروطي سع في دورق  -1

 أخلط ما یلي:  -2

الهالیدات،    10 ) أ السلفات،  النترات،  وسكوج؛  موراش�جي  أملاح  مر�زات  �ل  من   ،PBMoمل 
NaFeEDTA   

 جرام/اللتر).  40مل من مر�ز الث�امین (  10  ) ب

 جرام/اللتر).   10ل (مر�ز میوأنیزتو مل من  10  ) ت

 جرام سكروز. 30  ) ث

 مل).  100جرام/BA) (10مر�ز (مل من  1 ) ج

 .5.7مل. ض�ط الأس الهیدروجیني إلى  1000إلى ض�ط الحجم   -3

 جرام من الآجار   8أضف  -4

�یلوجرام في    1.05م وضغط  °121دق�قة في درجة حرارة    15التعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -5

 ر المر�ع. السنت�مت

 مل لكل طبق بتري بلاست�كي معقم.   25وزع  -6

 الن�اتي المنفصل الجزء تجهیز    

 Shoot Apex Transformation     تحو�ل قمة البرعم    

 تحضیر الوسط الغذائي:     

 (واحد لتر مكافئ وسط تنامي البراعم) 
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 .یونات مل من الماء المقطر منزوع الأ  500مل ، صب  2000مخروطي سعة  في دورق  -1
 یلي:  أخلط ما -2

مورا   10أ)   أملاح  مر�زات  �ل  من  و مل  الهالیدات،  سكوج؛  ش�جي  السلفات،   ،PBMoالنترات، 
NaFeEDTA   

 جرام/اللتر).   40مل من مر�ز الث�امین ( 10ب) 

 جرام/اللتر).    10مل من مر�ز میوأنیزتول ( 10ت) 

 جرام سكروز.  30ث) 

 مل).  100جرام/BA ) (10مل من مر�ز (  1ج) 

 . 5.7�ط الأس الهیدروجیني 1مل.  800 ض�ط الحجم إلى -3

 جار جرام آ 8أضف  -4

�یلوجرام في    1.05م وضغط  °121دق�قة في درجة حرارة    15التعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -6
 السنت�متر المر�ع. 

مل    100ومل �ار�نسیللین    100عندما یبرد الوسط أضف مر�زات المضادات الحیو�ة المعقمة �الترش�ح:   -7
 �سنكاناما
 مم)   25 × 100قم (�كي معبلاست  مل لكل طبق بتري  25أخلط الوسط ووزع  -8

 Rooting    التجذیر

 تحضیر الوسط:     

 ) قمة البراعمحیوي لتجذیر المضاد  الوسط   لتر مكافئ، 1(

الخاص    ات�ع  البراعم  ال مضاد  البوسط  الإجراء  قمة  لتجذیر  و   �استخدامحیوي  موراش�جي    100سكوج،  أملاح 

   ار�نسیللین.للتر �میل�جرام/ ا 500جرام/اللتر �اناما�سین ومیل�

 مم)  150 × 25(  اخت�اریتم التجذیر في أنابیب  

 ملاحظات    

 .لاحظ عدد البراعم التي تتطور وتتجذر على وسط المضاد الحیوي  •

 .النمو على وسط المضادات الحیو�ة ل�س سوى مؤشر أولي على التحول  •
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 Tobacco Leaf Infiltration     اق الت�غأور ر�ب  تس    

 الغرض:       

للالتعبی العابر  الأر  ال�كتیر�ا  مع  الت�غ  أوراق  في  المرغو�ة  الأجنب�ة  جرع�ة  بروتینات  الجینات  على  تحتوي  التي 

 أو الصفات البیو��م�ائ�ة سر�ع ال لبروتین تحت الخل�ة التحلیل  

 . ) 14.1(انظر الشكل  التسلسل    

 ) لمدة یوم واحد. YEPي وسط (ر�ا الأجرع�ة فتنم�ة ال�كت -1

 ر�ب. وسط التسبالتعلیق   ة د ا ع� رع�ة و الأج �ا حصاد ال�كتر  -2

 . 7-2زراعة أقراص الأوراق في وسط الزراعة المس�قة لمدة  -3

أ�ام للتعبیر  عن البروتین    7-2تسر�ب أوراق الت�غ والسماح لنمو الن�ات تحت الظروف الطب�ع�ة لمدة   -4

 المرغوب.  

للحصول على    �عد التسر�ب أ�ام    7-2ساعة بین    24یو��م�ائي أو المجهري �ل  اء التحلیل الب�حب إجر  -5

 أفضل النتائج.  

    تنم�ة ال�كتر�ا الأجرع�ة     

 ) YEPتحضیر وسط (   

   )) YEPلتر مكافئ لوسط ( 1(

 .مل من الماء المقطر منزوع الأیونات 800مل، صب  1000في زجاجة متوسطة سعة  -1

 : أخلط ما یلي  -2

 لص الخمیرةجرام مستخ 10 ) أ

 ). trytoneجرام ترایتون ( 10 ) ب

 یوم�لور�د صود جرام 5 ) ت

 جرم سكروز 30 ) ث

 إن �نت تعتزم عمل وسط هلامي صلب   أجاروز جرام 15 ) ج

 مل  1000ض�ط الحجم إلى  -3

�یلوجرام في    1.05م وضغط  °121دق�قة في درجة حرارة    15التعق�م في السخان المائي الضاغط لمدة   -4

 ر�ع السنت�متر الم
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مضادات الحیو�ة المناس�ة.  م ثم أضف ال°60ارة  ب، یتم التبر�د في حمام مائي في درجة حر للوسط الصل -5

  100مل لكل طبق بتري بلاست�ك معقم (  25  توز�ع،  �عد خلط المضادات الحیو�ة �التساوي مع الوسط

 .مم) 20× 

 .  دام الاستخ م قبل °4درجة حرارة   في تعق�م السائل �عد الیتم تخز�ن الوسط   -6

 Culture  of Agrobacterium   ة ال�كتر�ا الأجرع�ةزراع    

م  °28�كتر�ا على الوسط الصلب �المضاد الحیوي المناسب والحضانة في درجة حرارة  زون المخ  �ط طتخ -1

 لمدة یومین.  

بـ    التقط -2 وتلق�حها  واحدة  وسط    5مستعمرة  من  الYEP(مل  المناس�ة  مع    سائل)  الحیو�ة  المضادات 

 .لدق�قةدورة في ا 200�سرعة هزاز یوم واحد على   لمدة م °28عند  یتهاتنم

 Harvest of Agrobacterium        ع�ةجر �كتر�ا الألحصاد ا    

 Infiltration Medium Preparation  ) الارتشاحتحضیر وسط التسر�ب (   

 .مكافئ مل  50: الارتشاحتحضیر وسط 

 وممیل�مولار �لور�د ماغن�سی  50مل من  10 -1
 ) .MES-KOH pH 5.6میل�مولار ( 0.5مل من  5 -2

 ) acetosyringone(  یرنغون سیتوسمولار   1ر من م�كرولت 5 -3

 مل 50مل من الماء المقطر إلى  35أضف  -4
 جراءالإ   

  5إزالة المادة الطاف�ة، أضف  م،  °4دقائق عند    g  ،10  1000ة  ع�الطرد المر�زي �سر تكو�ر الخلا�ا   -1

الت  مل من التسر�ب وأعد  الحیو علیق. �رر  وسط  المضادات  تقتالعمل�ة مرة أخرى لإزالة  التي  ��ة  الأنسجة  عد  ل 

 التسیر�ب. 

 .1.0إلى �كتر�ا الأجرع�ة من ال  OD 600 ض�ط   -2

 .مل (بدون إبرة) 1الأجرع�ة المعلقة في حقنة ال�كتر�ا م�كرولتر من  200تناول   -3

 Infiltration of Tobacco Leaves   أوراق الت�غر�ب تس     

 .N) و( Nicotiana tabacumلت�غ (لنوعي ا  ب�عأسا  6تات الت�غ الصح�ة التي یبلغ عمرها  ن�ا  تحر�ك -1

benthamiana ( من غرفة النمو. 
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و   اخت�ار -2 صح�ة  التأوراق  �عنا�ة   ر�ب. لتسل  د مد �املة  علامة  سیتم  في    ضع  التي    ختراقها ا المناطق 

 .قلم التحدید  ستخداما�

المحو ضع   -3 السطح  على  المحقنة  للورقة  طرف  ال  فيري  و منطقة  المك�سأ علامة  على  برفق  مع    ضغط 

 .نب المحوري من الورقة �إص�عكلم�اشر للجا الدعم ا

 .  والأص�ص لأجرع�ة الزائدة المت�ق�ة على سطح الأوراق �كتر�ا ال نظف ا -4

 .تحت ظروف النمو الطب�ع�ة حضانة  حجرة النمو والإرجاع الن�اتات إلى   -5

ال یتم   -6 البروتینات  �شالتعبیر عن  النمو، مطلو�ة  یومین من    24تت�عها �ل    وتحتاج إلى  كل صح�ح �عد 

 ساعة
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 فر�ق العمل 

 إعداد  

م، جمهور�ة جامعة الخرطو   –�ل�ة الزراعة  –التقانة الحیو�ة الزراع�ة البروف�سور/ الفاتح محمد مهدي أستاذ  

 ودان الس 

 مراجعة  

  الأردن�ةجامعة البلقاء، المملكة  –ة التكنولوج�ة �ل�ة الزراع –ض محمد شطناوي الأستاذ الد�تور / محمد عو 

 الهاشم�ة 

 الإشراف الفني 

 الد�تور / أحمد عبد الولي السماوي  

 المنظمة العر��ة للتنم�ة الزراع�ة  –فن�ة المشرف على إدارة البرامج ال 

 اجعة اللغو�ة المر 

 الد�تورة / سعد�ة محمد شر�ف ابنعوف   




