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 تعریف بالتكنولوجیا الحیویة وأھمیتھا لمربي النبات

 تعریف التكنولوجیا الحیویة:

بإختلاف المشتغلین بھا . وقد  biotechnologyیختلف تعریف مصطلح التقنیة الحیویة (أو التكنولوجیا الحیویة) 
) ، إلا أن  DNAإستعمال تقنیات الدنا (ال دي إن أى  –عادة  –أطلق مصطلح التقنیة الحیویة الجدیدة لیعنى بھ 

التقنیة الحیویة ذاتھا لھا أبعاد أكبر ، فھى تتضمن أى تقنیة تستعمل فیھا الأنواع البیولوجیة والكتل الخلویة الحیة 
biomass  أو مشتقاتھا بھدف التوصل إلى منتجات مفیدة. ومن ھذا المنطق فإن التربیة الكلاسیكیة للنباتات ،

 .old biotechnologyیمكن إعتبارھا تقنیة حیویة قدیمة 

بین كل من التكنولوجیا  1984الذى وضع في عام  –ویجمع تعریف الكونجرس الأمریكي للتكنولوجیا الحیویة 
حدیثة على حد سواء ، فھو یحددھا بأى تقنیة تستعمل فیھا الكائنات الحیة أو أجزاء منھا لعمل منتجات القدیمة وال

 جدیدة أو محورة ، بھدف تحسین النباتات أو الحیوانات  أو تطویر كائنات دقیقة لاستعمالات خاصة .

 تاریخ التقدم البحثي في مجالات زراعة الأنسجة:

Robert Huk  لخلیة النباتیة وھى الوحدة الأساسیة لإنتاج النبات.أول من إكتشف ا 

Matthias Schleiden )1804-1881 (.ذكر أن الخلیة النباتیة ھي أساس النبات ولكنھ لم یطبق ذلك 

Theodor Schwann )1810-1882 (.إشتغل على الحیوان وذكر أن الحیوان بھ خلیة حیوانیة 

Rudolf Virchow )1821-1902 ( السیتوبلازمى داخل الخلیة.إھتم بالجزء 

Gottlieb Haberland )1854-1945 (.أول من إستخدم زراعة الأنسجة 

 أھمیة زراعة الأنسجة وتقنیات الدنا والھندسة الوراثیة للمربى:

یحتل الإكثار الدقیق أھمیة خاصة في كافة تقنیات مزارع الأنسجة وعملیات التحول  -:الإكثار الدقیق -1
خفي أھمیتھ بالنسبة للمربي، الذي یستفید من الإكثار الدقیق في جوانب عدیدة من برامج الوراثى ، كما لا ت

 التربیة.

 وتقسم طرق التكاثر الدقیق التى یتم بھا مضاعفة النمو النباتى في مزارع الأنسجة كما یلي:

 مزارع القمة المریستیمیة . -أ

 التطعیم الدقیق. -ب

 مزارع القمة الخضریة. -ت

 الخضریة العرضیة .مزارع النموات  -ث

 مزارع الأنسجة والخلایا وھى التى تقسم بدورھا إلى الفئات التالیة: -ج

 .مزارع الكالوس 

 .مزارع معلقات الخلایا 

 .مزارع البروتوبلاست 

 د فع الأنواع التى یصعب إزھارھا إلى الإزھار في مزارع الأنسجة: -2

تفید عملیة دفع النباتات للإزھار في مزارع الأنسجة في تربیة الأنواع النباتیة التى یصعب إزھارھا ، وتلك التى 
لا تزھر سوى مرة واحدة كل عدة سنوات. ومن الأمثلة الھامة على الحالة الأخیرة نبات الغاب البامبو الذي یزھر 

م النمو الذي حدث فیھ الإزھار ، الأمر الذي یحدث بعد من مرة واحدة خلال فترة حیاتھ ، ثم یموت في نھایة موس
سنة من النمو فجأة ، وفي كل العشیرة النامیة ، دونما سابق دلیل على احتمالات الإزھار، الأمر الذي  12-24
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ً للغایة. ولكن مع التوصل إلى طریقة سھلة وسریعة لإزھار عدة أجناس وأنواع من  یجعل تربیة الغاب صعبا
 ي البیئات الصناعیة أصبح من الممكن تربیة ذلك النبات.الغاب ف

 التحسین الوراثي للجیرمبلازم: -3

أن من  أھم تطبیقات تقنیات مزارع الأنسجة والدنا في مجال تربیة النبات والتحسین الوراثي للجیرمبلازم المتوفر 
 ما یلي:

 التطبیقات التقنیة
 إنتاج بذور الھجن -كثار على نطاق واسعالإ –إدامة السلالات الخضریة  الإكثار الدقیق
 نقل صفات جدیدة –توسیع القاعدة الوراثیة  –إجراء التھجینات البعیدة  مزارع الأجنة

 الإنتخاب -الحصول على تباینات المزارع –إستحداث الطفرات  تكوین الأجنة الجسمیة
 الأصناف الھجینإستخدام عدم التوافق الذاتى في إنتاج  الإخصاب في بیئة الزراعة
 الحصول على سلالات أصیلة ھجین  –الحصول على نباتات أحادیة مضاعفة  مزارع المتوك والمبا یض

 توسیع القاعدة الوراثیة دمج البروتوبلاست
 مقاومة مبیدات الحشائش  التحكم في بیئة الزراعة

تعریض المزارع ونباتات 
 والھجن والتھجینات البعیدة cybridsمرغوب فیھا في ال  التخلص من الإرتباطات الغیر المزارع للإشعاع

 

ان الأھمیة الكبرى للھندسة الوراثیة تكمن في أنھ أصبح في الإمكان فصل  الھندسة الوراثیة للنباتات: -4
 جینات مرغوب فیھا بصورة نقیة ، وإدخالھا في نباتات من نفس النوع ، أو من أنواع أخرى.

 علیھا من مزارع الأنسجة:منتجات صیدلانیة خاصة یحصل  -5

 تتنوع كثیراً المنتجات الصیدلانیة التى یحصل علیھا من مزارع الأنسجة ، والتى منھا:

• Shikonin  مضاد للبكتریا 

• Berberine  دواء 

• Sanguinarine  مضاد حیوي 

• Paclitaxel       مضاد سرطاني 

 

 أساسیات مزارع الأنسجة

 مختبر زراعة الأنسجة:

الأنسجة تحت ظروف معقمة في مختبرات خاصة ، ویجب أن تتوفر فیھا شروط معینة، وأن تجھز تجرى زراعة 
تجھیزاً خاصاً، فیجب أن یحتوي المختبر على غرفة خاصة لتحضیر البیئات ، وأخرى لزراعة الأنسجة وثالثة 

 لحضانة المزارع وحفظھا.

 زراعة الأنسجة:وفیما یلي قائمة بأھم المعدات التى یجب أن تتوفر في مختبر 

 دوارق مخروطیة بأحجام مختلفة. -1

 دوارق معیاریة بأحجام مختلفة. -2

 مخابیر مدرجة بأحجام مختلفة. -3

 ماصات مدرجة بأحجام مختلفة. -4

 ماصات باستیر. -5
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 أوعیة مزارع (أنابیب المزارع ، زجاجات بأحجام مختلفة لھا أغطیة بقلاووظ ، وأطباق بتري). -6

 بالھواء الساخن لتجفیف الأوعیة والزجاجیات بعد غسیلھا.حجرة أو حیز خاص صغیر مزود  -7

 فرن لتجفیف الأوعیة والزجاجیات وتعقیم الزجاجیات. -8

 جھاز لتقطیر الماء. -9

 لتراً) لتخزین الماء المقطر. 10،20أوعیة بلاستیكیة (بحجمى  -10

 قرص ساخن مع قلاب مغناطیسي إذابة المركبات الكیمیائیة. -11

 تعقیم بالترشیح.مضخة تفریغ لتسھیل عملیة ال -12

 جھاز تولید بخار لإذابة الآجار والبیئات. -13

 البیئات والمحالیل. pHلضبط  pHجھاز قیاس ال  -14

 أوتوكلیف (جھاز تعقیم بالبخار تحت ضغط). -15

 مكونات بیئات الزراعة: 

كافة الإحتیاجات الغذائیة والھرمونیة التى تلزم الأنسجة  Culture Mediaیجب أن تتوفر في بیئات الزراعة 
ً من جزء إلى آخر في  وتمیزھا. وتختلف ھذه الإحتیاجات كثیراً لیس فقط من نوع نباتى إلى آخر ،وإنما أیضا

 النبات الواحد.

 ونقدم فیما یلى عرضاً لأھم المكونات التى تدخل في تحضیر بیئات الزراعة:

 الأملاح غیر العضویة:- 

یجب أن تتوفر في بیئات مزارع الأنسجة جمیع العناصر الضروریة للنمو النباتى سواء أكانت عناصر كبرى 
مللى مولار وتتضمن النیتروجین والفوسفور  0.5(وھى تلك التى تحتاجھا النباتات بتركیزات تزید عن 

تلك التى تحتاجھا النباتات  والبوتاسیوم والكالسیوم والماغنیسیوم والكبریت) ، والعناصر الصغرى (وھى
مللى مولار وتتضمن الحدید والمنجنیز والبورون والنحاس والزنك والیود  0.5بتركیزات لا تزید عن 

 والمولبیدنم والكوبالت).

 :الكربون ومصادر الطاقة 

یعد السكروز والجلوكوز ھما مصدرا الطاقة الرئیسین المستعملین في مزارع الأنسجة . ویمكن إستعمال 
الفراكتوز إلا أنھ أقل كفاءة . یتحلل السكروز في البیئة سریعاً إلى جلوكوز وفراكتوز حیث یستھلك الجلوكوز في 

 .%5-2البدایة ویلیة الفراكتوز. یستعمل السكروز عادة بتركیز 

ا ولكنھا كانت ومن بین المواد الكربوھیدراتیة الأخرى التى أختبر تأثیرھا : اللاكتوز والمالتوز والجالاكتوز والنش
ً أقل كفاءة عن السكروز والجلوكوز . ھذا وتحتوى معظم البیئات على ال  بتركیزات  myo-inositolجمیعا

 مجم/لتر لأجل تحسین نمو الخلایا. 100حوالى 

 :الفیتامینات 

تقوم النباتات بتمثیل الفیتامینات التى تلزم لنموھا وتطورھا إلا أن الخلایا النباتیة في المزارع تكون في حاجة إلى 
(الثیامین) من الفیتامینات التى تتحتم إضافتھا. ویتحسن النمو بإضافة كل من  Bمصدر للفیتامینات . یعد فیتامین 

(البیرودوكسین). وتحتوي بعض البیئات على الفیتامینات : حامض الفولیك  B6حامض النیكوتینك وفیتامین 
 والبیوتین وبارا أمینو حامض البنزویك وحامض الأسكوربیك.
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 : منظمات النمو 

خرى نسجھ بینما الفئات الألھ فى بیئات مزارع الأمتعد الاكسینات والسیتوكینینات اھم فئات منظمات النمو المستع
ھ ومن بین منظمات النمو فان اندول حامض الخلیك اھمیلین اقل یثوالإات وحامض الابسیسك مثل الجبریللین

 والزیاتین ھما الھرمونان الطبیعیان الوحیدان .

 :الأوكسینات 

م الخلایھ نقسام الخلوى وتكوین الكالوس فھو یسبب انقساكسینات تحفیزھا على الإھم تأثیرات الأأن من إ
ً نتفاخ الأإواستطالتھا و ما یثبط النمو الجانبى والنمو الخضرى  نسجھ وتكوین الجذور العرضیھ كما انھ غالبا

كسینات یسود تكوین الجذور العرضیھ بینما یتوقف تكوین الجذور . وفى التركیزات المنخفضھ من الأ العرضى
 العرضیھ ویتكون الكالوس فى التركیزات العالیھ .

و  NAAكما یستخدم كذلك كلا من ال  ' D-2,4كثرھا كفاه ال أنسجھ الأستخداماً فى مزارع إكسینات الأواكثر  
IAA   وIBA  . 

 :السیتوكینینات 

دنین أیل والبنزتشتق السیتوكینینات من الادنین ولھا دور ھام فى حث النمو الخضرى واكثرھا استخداما الكینیتین 
اضیفت مع احد الاكسینات . وفى التركیزات العالیھ نقسام الخلوى اذا ما الإمینو بیورین وجمیعھا تحفز أوبینزیل 

مجم /لتر) فأنھا تحفز النمو الخضرى العرضى وتثبط النمو الجذرى كما انھا تحفز النمو الجانبى لتقلیلھا  1-10(
 للسیاده القمیھ.

 الجبریللینات: 

ً  GA3تستخدم الجبریللینات عادة فى تجدید النمو النباتى كما یعد ال  لمزارع القمم المیرستیمیة  ضروریا
لبعض الأنواع. وعموماً فإن الجبریللینات تحث على إستطالة السیقان والنمو المیرستیمى وكذلك نمو البراعم 

 فى البیئات إلا أنھا تثبط النمو العرضى لكل من الجذور والسیقان . 

 : حامض الأبسیسك 

 الزراعھ . یعد حامض الأبسیسك ضروریاً لحث تكوین الأجنھ فى بیئات

 الإضافات العضویة:

 النیتروجین العضوي: .1

تكون الخلایا المزروعة قادرة عادة على تمثیل كل الأحماض الأمینیة الضروریة لھا ،إلا أنھ غالباً ما تفید إضافة 
مصدراً للنیتروجین العضوى في صورة أحماض أمینیة ، مثل الجلوتامین والأسبارجین وبعض النیوكلیوتیدات 

 Casinجم/لتر من ال  1.0-0.2البیئة بنحو مثل الأدنین . وفي حالة مزارع الخلایا تفید كثیراً تزوید 
hydrolysate وفي بعض الحالات قد یحل ال ،L-glutamine  مجم/لتر) 150مللى مولار ( 8بتركیز یصل إلى

 .casein hydrolysateمحل ال 

 عند إضافة الأحماض الأمینیة إلى بیئة الزراعة فإنھ یجب إستعمالھا بحرص إذ أنھا قد تصبح مثبطة للنمو.

 لأحماض العضویة:ا .2

لا یمكن للخلایا النباتیة الإعتماد على الأحماض العضویة كمصدر وحید للكربون ، إلا أن إضافة أحماض دورة 
الفیوماریك تسمح بنمو الخلایا النباتیة على الأمونیوم كمصدر وحید ومثل الستریك والمالیك  TCAال 

مللى مولار من الحامض. كذلك فإن إضافة حامض  10للنیتروجین. ویمكن للخلایا تحمل تركیزات تصل إلى 
 البیروفیك تحفز نمو الخلایا المزروعة بكثافة منخفضة.
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 مركبات معقدة: .3

، ومستخلص الخمیرة ومستخلص protein hydrolysateاختبرت إضافة عدید من المستخلصات مثل ال 
ر البرتقال وعصیر الطماطم وقد كانت المولت (مستخلص الشعیر المستنبت) ولبن (إندوسبرم) جوز الھند وعصی

ولبن جوز الھند. ویتعین تجنب إستخدام التركیزات العالیة من تلك  protein hydrolysateأكثرھا فائدة ال 
جم/لتر، بینما یستخدم لبن جوز  1.0-0.1الإضافات حتى لا تضر بالنمو، ویتراوح التركیز المناسب عادة بین 

 م إلى حجم).(حج %5-%2الھند عادة بتركیز 

o :أنواع مزارع الأنسجة 

 إلى الأنواع التالیة: tissue cultureتقسم مزارع الأنسجة 

 :seed cultureمزارع البذور  -1

ترجع أھمیة مزارع البذور إلى ضرورة إستعمالھا عندما تؤخذ الأجزاء النباتیة المستعملة في مزارع الأنسجة 
 وكذلك عند إكثار الأوركید.) من نباتات تنتج في البیئات ، explants(ال 

 .embryo cultureمزارع الأجنة  -2

 .callus cultureمزارع الكالس  -3

 وھى قد تكنى بإسم العضو المزروع مثل : organ cultureمزارع الأعضاء  -4

 مزارع القمة الخضریة. -ب            .        مزارع المیرستیم -أ

 النیوسیلة. مزارع -مزارع الجذور.                     ث  -ت 

 مزارع البویضات. -مزارع الإندوسبرم.                 ح  -ج 

 مزارع حبوب اللقاح. -مزارع المبایض.                    د  -خ 

 مزارع البروتوبلاست. -مزارع المتوك.                       ر  -ذ 

 الجزء النباتى المزروع والزراعة:

 )explantsالجزء النباتى المزروع (ال 

على أى قطعة من النسیج النباتى یتم فصلھا من النبات الأصلي لأجل زراعتھا في بیئة  explantsیطلق إسم 
 الزراعة في مزارع الأنسجة.

 

 یتأثر إختیار الجزء النباتى اللازم للزراعة في البیئات بعدید من العوامل كما یلي:

 عمر النسیج النباتى: -1

ً تكون بصفة عامة أكثر إستجابة للزراعة في البیئات من المعروف أن الأنسجة الأ صغر عمراً فسیولوجیا
الصناعیة . وفي كثیر من الأحیان لا تكون الأنسجة المسنة خلایا كالس قادرة على إعادة التجدید. كذلك فإن 

 الأنسجة الأحدث تكون أسھل في تطھیرھا سطحیاً وأسرع في نموھا وإستنباتھا بعد زراعتھا.

 نمو:فصل ال -2

نجد أن البراعم أو النموات التى تؤخذ في فصل الربیع عندما تكون في مرحلة النمو القوي تكون أكثر إستجابة 
للزراعة في البیئات عن البراعم الساكنة، فالأنسجة الساكنة لا تستجیب للزراعة إلا بعد إنتھاء حالة السكون فیھا . 

 في فصلي الخریف والشتاء. %100صیف ، وقد تصل إلى كذلك فإن معدلات التلوث تزداد مع تقدم فصل ال
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 حجم الجزء النباتي: -3

ً كلما إزدادت صعوبة زراعتھ (explantsال كلما كان الجزء النباتى المزروع القاعدة ھى أنھ  ) أصغر حجما
 حیث یكون من الضروري تزوید بیئات الزراعة بمزید من المكونات لنجاح الزراعة ، بینما نجد أن الأجزاء
النباتیة الكبیرة غالباً ما تحتوى على كمیات أكبر من الغذاء المخزن بھا وھرمونات تساعدھا فى نموھا فى البیئات 

 الصناعیة.

 حالة النباتات التى تؤخذ منھا الأجزاء التى تستعمل فى الزراعة: -4

 ً من جمیع الإصابات المرضیة  یوصى دائماً بأخذ الأجزاء النباتیة التى تستعمل فى الزراعة من نباتات خالیة تماما
 والحشریة ولم یسبق تعرضھا لأي شد بیئى.

 الھدف من إنتاج مزرعة الأنسجة: -5

المفضل یكون ھو البرعم  explantsنجد على سبیل المثال أنھ عندما یكون الھدف ھو الإكثار الدقیق فإن ال 
القمي أو الجانبي أو القمة الخضریة. ولأجل إنتاج الكالس یفضل إستعمال أجزاء من الفلقات أو السویقة الجنینیة 
السفلى أو الساق أو الأوراق أو الجنین وتعد أنسجة البادرات الناتجة من البذور المزروعة فى ظروف معقمة 

نما تعد الأنسجة الورقیة التى تؤخذ من تلك البادرات النامیة في ظروف معقمة مثالیة لأجل إنتاج الكالس ھذا بی
 ھى الأفضل لأجل عزل البروتوبلاست. ولإنتاج نباتات أحادیة أو كالس تفضل مزارع المتوك أو حبوب اللقاح.

 التطھیر السطحي للأجزاء النباتیة المستخدمة في الزراعة

 المطلوب زراعتھ فیما یلى: explants یمكن تلخیص طریقة التطھیر السطحي لل

 دافئ بالصابون ثم یشطف بماء الصنبور عدة مرات. ءفي ما explantsیغسل ال  -1

یفید أحیاناً شطف سریع بالكحول أو مسح النسیج بقطعة من الشاش المبلل بالكحول وخاصة عندما تكثر  -2
 الشعیرات بالنسیج أو یكون مغطى بغطاء شمعى سمیك.

في محلول من الكلورین القاصر للألوان الذي یستعمل في تبییض الملابس على أن  explantsیشطف ال  -3
 یحضر المحلول للإستعمال أولاً بأول.

مرات مع إجراء تلك الخطوة في غرفة  5-3بالماء المعقم  explantsیصفى محلول التطھیر وتشطف ال  -4
 .hoodعزل 

 حي في مجال زراعة الأنسجة ما یلي:ھیر السطالتطومن أھم المواد التى تستخدم في 

یتوفر ھیبو كلوریت الصودیوم في محلول تبییض الملابس التجاري بنسبة حوالي  -ھیبوكلوریت الصودیوم: -1
ً یخف محلول تبییض الملابس بالماء إلى  5.25% حجماً بحجم مع إضافة  %25-5حجماً بحجم وعموما

 ف.مل من المحلول المخف 100لكل  20نقطتان من توین 

ً بحجم) للتطھیر وذلك بإذابة  %0.8یحضر ھیبوكلوریت الكالسیوم بتركیز   -ھیبوكلوریت الكالسیوم: -2 (وزنا
دقائق ثم یترك لیرسب منھ ما لم یذوب ثم یؤخذ  10-5جم من المركب في لتر من الماء مع التقلیب لمدة  8

وتعامل بھ  20تان من توین الرائق ویضاف لھ حجم مماثل من الماء ویضاف إلى المحلول الناتج نقط
 دقیقة. 30-5الأنسجة النباتیة المطلوب تطھیرھا لمدة 

حجماً بحجم حیث یمسح بأى  %70یستعمل أي من الكحولین بتركیز  -كحول الإثیل أو كحول الأیزوبروبیل: -3
بعد تطھیره  منھما السطح النباتى كما قد یغمس فیھما الجزء النباتى لمدة دقیقة واحدة إلى خمس دقائق قبل أو

 بھیبوكلوریت الصودیوم.

 یعد غاز الكلورین فعالاً في تطھیر البذور الجافة.  -غاز الكلورین: -4
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 مزارع الخلایا

 عزل الخلایا المفردة وزراعتھا

یعد عزل خلایا مفردة أولى الخطوات في عمل مزارع الخلایا . وتجرى ھذه الخطوة إما بالوسائل المیكانیكیة ، 
ً من الأعضاء النباتیة الكاملة ، وإما تؤخذ الخلایا من نسیج كالس  نامٍ من أسطح  callus tissueوإما إنزیمیا

 معقمة لأجزاء نباتیة مزروعة .

ً لزراعة الخلایا المفردة ، ویراعى فیھا أن یكون تركیز  Bergmannوتعد طریقة برجمان  أكثر الطرق شیوعا
 الخلایا المفردة في البیئة السائلة ضعف التركیز النھائى المطلوب عند الزراعة.

 بیئات مزارع الخلایا

یزاً تتوقف طبیعة النمو في مزارع الخلایا على تركیز الھرمونات في بیئة النمو حیث قد یكون النمو متم
Differentiated  أو غیر متمیز ،Undifferentiated ویعني بالنمو المتمیز تكوینھ لنموات خضریة أو جذور .

 .Callusأو كلیھما بینما یعنى بالنمو غیر المتمیز تكوینھ لكتلة من الخلایا تسمى كالس 

ر) بوضع الجزء النباتى الذى تؤخذ ینتج الكالس عادةً من أي نسیج نباتى متمیز ( مثل الأوراق ، السیقان ، الجذو
ً من  (explant)منھ الخلایا  ً من الأوكسین وتركیز منخفض نسبیا في بیئة تحتوى على تركیز مرتفع نسبیا

السیتوكینین حیث یتكون الكالس حینئذ ویمكن أن یستمر فى النمو بعد ذلك إما على صورة كتل متعددة الخلایا في 
تجمعات صغیرة من الخلایا في البیئات السائلة الدوارة ( أي التى توضع على البیئات الصلبة وإما على شكل 

أجھزة تتحرك بأوعیة المزارع حركة دورانیة). ومع إستعمال تركیزات مرتفعة من السیتوكینینات وتركیزات 
راق وجذور ، منخفضة من الأوكسینات في بیئة النمو فإنھ یمكن أحیاناً تحفیز تكوین نموات متمیزة إلى سیقان وأو

 أو تكوین أجنة عرضیة تنمو بدورھا إلى نباتات كاملة بعد ذلك.

 مزارع البروتوبلاست

 مقدمة

وما یترتب  –(وھي مزارع للخلایا بدون جدرھا السیلولوزیة)  protoplast cultureتعُد مزارع البروتوبلاست 
إحتیاجات خاصة لنجاحھا. وقد أثارت علیھا من تكوین لھجن جسمیة من أكثر التقنیات الحیویة حاجة لظروف و

لت بعد تطور تقنیات التحول أقتلك التقنیات إھتمام الكثیرین خلال السبعینیات والثمانینات القرن الماضي ، ولكنھا 
 الوراثي.

.  1971وآخرون  Takebeلقد عرفت مزارع البروتوبلاست كوسیلة لإنتاج نباتات كاملة منھا بفضل دراسات 
ومنذ ذلك الحین حدث تقدم ھائل في ھذا المجال وأمكن تجدید نمو عدید من المحاصیل الزراعیة الھامة مثل 
الموالح ،والكمثرى،والبطاطس ،والطماطم، والأرز ،والبرسیم الحجازي، والذرة ،والخیار، والباذنجان ، والخس 

ن مزارع البروتوبلاست ، الأمر الذي مھد الطریق لدراسات أمكن تجدید نموھا بصورة روتینیة م -،والكرنبیات
 دمج البروتوبلاست.

یمكن عن طریق تلك التقنیة الحصول على ملایین البروتوبلاست في طبق بترى واحد بتحضین الأنسجة النباتیة 
ر ، والسویقة مع الإنزیمات المحللة للجدر الخلویة . وتفصل البروتوبلاست من مختلف الأجزاء النباتیة كالجذو

الجنینیة السفلى ، والفلقات ، وعقد الرایزوبیم الجذریة ، والأوراق ، والثمار ، وبتلات الأزھار ، والإندوسبرم ، 
والخلایا الأمیة لحبوب اللقاح ، والكالس ، ومزارع معلقات الخلایا . ومن بین تلك الأجزاء النباتیة تمُثل الأوراق 

مصادر للحصول على محصول عال من البروتوبلاست في أنواع عدیدة من ومزارع معلقات الخلایا أھم ال
النباتات. ولعزل البروتوبلاست یحضن النسیج مع مخلوط من إنزیمات تقوم بتحلیل الجدر الخلویة ویتكون من 

م. یمرر ناتج عملیة ° 25ساعات على  10-5) لمدة %1-0.5) ، وبكتینیز (بتركیز%5-2السلیولیز (بتركیز 
میكرومیتر للتخلص من الأنسجة غیر المھضومة  40،  30ل الإنزیمي خلال مناخل تتراوح سعة ثقوبھا بي التحل

 ، ثم تجمع البروتوبلاست في محلول ملحي ذات ضغط أسموزي مناسب.



8 
 

 یتوقف نجاح زراعة البروتوبلاست وتجدید نمو نباتات كاملة منھ على العدید من العوامل من أھمھا ما یلي:

 الوراثي للنبات المستعمل. التركیب 

 .النسیج المعزول منھ البروتوبلاست 

 .الظروف الفسیولوجیة التى تتعرض لھا مزارع البروتوبلاست 

 .مدى نقاوة الإنزیمات المستخدمة 

 .الضغط الأسموزي للبیئة 

 .فترة الحضانة 

 .بیئة الزراعة ومحتواھا من منظمات النمو 

 .كثافة الزراعة 

 ائلة).نوع البیئة (صلبة أم س 

 بیئات مزارع البروتوبلاست:

تتشابھ بیئات مزارع البروتوبلاست مع بیئات مزارع الخلایا إلى حد كبیر ، وتفضل البیئات السائلة مع مراعاة 
 الدقة في ضبط الضغط الإسموزي للبیئة. 

الأخرى من مزارع ھذا ویستخدم في مزارع البروتوبلاست الآجاروز بدلاً من الآجار الذي یستخدم في النوعیات 
الأنسجة . ویعتبر الآجاروز بمثابة آجار منقى أزُیلت منھ إسترات الكبریتات ومن ثم تقل فیھ الشحنات السالبة 

 كثیراً عما فى الآجار.

 ما یلي: –مقارنة بالآجار  –ومن أھم ممیزات الآجاروز 

 الإضرار بالبروتوبلاست.تنخفض درجة ذوبان الآجاروز مقارنة بالآجار ،وبالتالى تقل فرصة  .1

 تكون كفاءة عملیة الزراعة أعلى. .2

 یبقى البروتوبلاست في وضع ثابت ،وبالتالى یكون من الأسھل ملاحظتھ. .3

لا یحدث تجمع وتكتلات للبروتوبلاست بدرجة حدوث ذلك على الآجار، وبالتالى یكون من الأسھل إجراء  .4
 عملیة إنتخاب وإكثار البروتوبلاستات المفردة.

 یة مزارع البروتوبلاست:أھم

 التالیة:یستفاد من مزارع البروتوبلاست في النواحي 

  تعُد مزارع البروتوبلاست أفضل من مزارع الخلایا الكاملة ، ویجب إستعمالھا كبدایة في عملیات الإكثار
 وعزل السلالات الطفریة.

 وھو ما یع ، ً د وسیلة فعالة لإجراء التھجینات دمج بروتوبلاست الأنواع النباتیة البعیدة عن بعضھا معا
 البعیدة.

 .إدخال تراكیب مجھریة حیة أو غیر حیة في الخلایا النباتیة ، ویستفاد من ذلك في دراسات الھندسة الوراثیة 

 .إجراء الدراسات الفسیولوجیة الخاصة بتمثیل الجدار الخلوى وخصائص الغشاء البلازمى 

  البروتوبلاست مباشرةً.إحداث الإصابة بالفیروسات بإدخالھا في 
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  زراعة كلوروبلاستیدات نباتات عالیة الكفاءة في عملیة البناء الضوئى في بروتوبلاست نباتات منخفضة
الكفاءة ،ونقل الصفات المرتبطة بالكلوروبلاستیدات (مثل المقاومة لمبید الحشائش إترازین في اللفت) من 

 نوع إلى آخر.

 زمي في النباتات إدخال صفة العقم الذكرى السیتوبلا(Vasil1976) . 

  الحصول على تباینات وراثیة یمكن الإستفادة منھا في تحسین النباتات ، وخاصة الأنواع العقیمة منھا التى لا
 تنتج بذوراً.

 

 إستخدامات تقنیة دمج البروتوبلاست في مجال تربیة النبات .. إنجازات ومحددات

 مجالات إستخدام التقنیة:

 دمج البروتوبلاست في خدمة أھداف تربیة النبات في كل من المجالات التالیة: أستخدمت تقنیة

 أولاً: التغلب على حالات عدم التوافق الجنسي

أثبتت تقنیة دمج البروتوبلاستات أنھا أداة فعالة في التغلب على مشاكل عدم التوافق الخلطي في برامج التربیة 
 حالات كثیرة نذكر منھا ما یلي:،وقد أمكن الإستفادة من تلك التقنیة في 

Daucus carota + Petroselinum hortense 

Petunia parodii + p. Parviflora 

S. melongena + S. nigrum 

Lycopersicon + Petunia 

Brassica napus + B.nigra 

 )asymmetric(الھجن غیر المتساوقة  cybridsثانیاً: إنتاج ال 

منھا تحتوي على ھیئتھا الكروموسومیة الكاملة بالإضافة إلى  cybridsمن بین الأنواع النباتیة التى أمكن إنتاج 
سیتوبلازمھا وسیتوبلازم نوع آخر (بھدف نقل صفات سیتوبلازمیة ھامة) كلاً من البطاطس ، والصلیبیات ، 

 والطماطم ، والجزر.

 ات الحشائش:ثالثاً: المقاومة للأمراض والآفات ومبید

ترتب على التباین الوراثي الذى تحدثة عملیة دمج البروتوبلاست ظھور حالات من المقاومة أو التحمل لعدد من  
 مسببات الأمراض ، والآفات ، وظروف الجفاف والبرودة ، ومبیدات الحشائش ....إلخ.

 ةرابعاً: زیادة المحتوى النباتى من الألكالویدات ومنتجات الأیض الثانوی

إن من أھم التطورات التى حدثت مؤخراً في الصناعات الدوائیة الزیادة في محتوى النباتات الطبیة من 
 الألكالویدات ومنتجات الأیض الثانویة من خلال عملیة دمج البروتوبلاست ، والتى كان من أھمھا ما یلي:

Atropa + Datura 

Atropa + Scopolia 

Hyoscyamus + Nicotiana 

Rauwolfia + Vinca 
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في محتواھا من الألكالویدات الكلیة  %25-20ولقد أظھرت ھجن الداتورة النوعیة الجسمیة زیادة قدرت بنحو 
 مقارنة بالآباء.

 خامساً: التھجین الجسمي وتحسین الأشجار

التوافق . إن تربیة الأشجار بطرق التربیة التقلیدیة تتطلب سنوات عدیدة ، وھى مشكلة تزداد تعقیداً بحالات عدم 
وقد حدث تقدم كبیر في تربیة الأشجار مع التقدم في التقنیات الحیویة ، حیث أمكن إجراء الإكثار الدقیق لھا 
بأعداد ھائلة في زمن قیاسي ، وإنتاج نباتات أحادیة ، وحفظ الجیرمبلازم في الحرارة الشدیدة الإنخفاض ، 

 لوراثي .....إلخ.وتجدید نمو النباتات من البروتوبلاست ، والتحول ا

 سادساً: التھجین الجنسي بین البروتوبلاستات الأحادیة والثنائیة

یمكن أن یؤدي الإندماج بین البروتوبلاستات الأحادیة والثنائیة العدد الكروموسومي إلى إنتاج ھجن ثلاثیة تكون 
 عقیمة ، وقد تكون قادرة على إنتاج ثمار بكریة العقد.

 یة في النباتات الدنیئةسابعاً: التھجینات الجسم

 لایختلف نظام دمج البروتوبلاست في النباتات الدنیئة (الطحالب،والسراخس) عما في مغطاة البذور.

 أھم المحددات والتحدیات التى تواجھ إنتاج الھجن الجسمیة والإستفادة منھا :

البروتوبلاستات. وعلى  تتطلب الإستفادة من عملیة دمج البروتوبلاست توفر نظام كفء لتجدید النمو من )1
الرغم من أن دمج بروتوبلاستات أي نوعین أمر ممكن فإن إنتاج نباتات ھجین لم یكن ممكناً إلا في حالات 

 خاصة.

 إن عدم توفر وسیلة فعالة للإنتخاب بین البروتوبلاستات المندمجة یعد أحیاناً مشكلة كبیرة. )2

وازنة (عقیمة ، أو مشوھة ، أو غیر ثابتة) ، ومن ثم تكون غالباً ما تكون نواتج دمج البروتوبلاستات غیر مت )3
 غیر خصبة ولا یمكن إكثارھا جنسیاً.

كثیراً ما یتكون نمو كالوسي كیمیري في مكان الھجن ، ویرجع ذلك عادة إلى عدم إندماج الأنویة بعد إندماج  )4
 الخلایا وإنقسامھا كل على إنفراد.

اً فیھ ، بى تراكیب متضاعفة ھجینیاً وھو أمر لا یكون عادة مرغویؤدي دمج نوعین ثنائیین إلى الحصول عل )5
 ولذا یفضل في كثیر من الأحیان دمج بروتوبلاستات النباتات الأحادیة.

 كثیراً ما تكون النباتات الناتجة من عملیة التھجین الجسمي شدیدة التباین. )6

 ا بعد التھجین الجسمي.لا یمكن أبداً الجزم بأن صفة معینة مطلوبة سوف یتم التعبیر عنھ )7

 یكون الثابت الوراثي أثناء زراعة البروتوبلاست ضعیفاً. )8
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 الإكثار الدقیق

 تمھید

    ً وإما إخصابیاً  vegetativelyیتم إكثار السلالات الجدیدة من المحاصیل التي لا تتكاثر جنسیاً،إما خضریا
Apomicitically وتفید كلتا الطریقتین في إنتاج سلالات متجانسة تماما ومتشابھة للأصل الذي توصل إلیھ،

،بینما یعطي الإكثار  Clonesالمربي،والذي استخدم في الإكثار ویعطي الإكثار الخضري سلالات خضریة 
 . Apomictic Linesاللاإخصابي سلالات لا إخصابیة 

ج أعداد كبیرة من نباتات الصنف الجدید تصلح للزراعة التجاریة علي ویعاب علي التكاثر الخضري أن إنتا   
نطاق واسع یستغرق عدة سنوات،لا یستفاد خلالھا من الصنف الجدید .كما قد تصاب النباتات خلال عملیة الإكثار 

 بالفیروسات ؛مما یترتب علیھ انتشار الإصابة الفیرسیة بین نباتات الصنف الجدید.

للا إخصابي .. فیعیبھ قلة الأنواع النباتیة التي تتكون بھا الأجنة اللاإخصابیة،فضلا علي صعوبة أما التكاثر ا   
التمییز بین البادرات التي تنمو من أجنة جنسیة ،وتلك التي تنمو من أجنة لا إخصابیة في حالة التكاثر اللا 

طول فترة سكون –التكاثر الخضري مقارنا ب–إخصابي الاختیاري.و من العیوب الأخري للتكاثر اللاإخصابي 
 طویلة في أنواع كثیرة عند إكثارھا بالبذور. Juvenile Phaseالبذور في بعض الأنواع ،ووجود مرحلة حداثة 

أما الإكثار الجنسي.. فلا یصلح لھذه الأنواع التي تكثر تجاریا بوسائل غیر جنسیة لأنھ یؤدي إلي إنتاج نباتات    
فضلا علي أن كثیرا من الأنواع النباتیة لا تنتج بذورا بالمرة؛مثل الموز ،والعنب مخالفة للصنف الأصلي ،

 البناتي،والتین.

تتضح من المناقشة السابقة أھمیة الإكثار الدقیق في إكثار الأصناف الجدیدة وإنتاج آلاف أو ملایین النباتات   
 قت قصیر للغایة.الصالحة للزراعة من قطعة مجھریة الحجم من النسیج النباتي في و

 مراحل الإكثار الدقیق

 یمر الإكثار الدقیق في مزارع الأنسجة والأعضاء النباتیة بخمس مراحل متداخلة فیما بینھا،كما یلي:

  Establishment Stageأولاً:مرحلة التأسیس

) في explantsإن وظیفة ھذه المرحلة ھي ثبات واستطراد نمو (تأسیس وترسیخ)جزء نباتي مزروع ومعقم (
 بیئة للزراعة؛حیث ینمو طولیا ویظھر واضحا للعین.

  Multiplicationثانیا:مرحلة التضاعف 

 explantإن وظیفة مرحلة التضاعف ھي زیادة أعداد النموات النباتیة تمھیدا لتجذیرھا في مرحلة لاحقة.یقسم ال
ة في بیئة جدیدة.ویتوقف تضاعف النموات إلي عدة أجزاء تزرع مستقل-الذي نما طولیا في المرحلة الأولي –

الخضریة المتكونة إما علي الإنتاج المستمر للنموات الإبطیة ،وإما علي تكوین نموات عرضیة من الكتل 
الكالوسیة التي تتكون عند قواعد الأجزاء النباتیة المزروعة.ومن الأھمیة بمكان تجدید الزراعة علي فترات 

التضاعف ،ویكون من الصعب استمرار النباتات في النمو عندما تنقل إلي بیئة متقاربة حتي لا ینخفض معدل 
 أسابیع،وأفضل وقت لذلك ھو عندما تبدأ النموات في الزیادة في الطول. 4-2جدیدة.قد یجري ھذا التجدید كل 

   Pretransplanting Stageثالثاً:المرحلة السابقة للشتل

نموات المتضاعفة للصلاحیة للشتل بتوفیر الظروف التي تسمح بتجذیرھا إن الھدف من ھذه المرحلة ھو تھیئة ال
في البیئات ؛الأمر الذي یتحقق بخفض تركیز السیتوكینین أو حذفھ من إضافات البیئة، مع زیادة تركیز 
الأوكسین؛فتلك ظروف تسمح بتكوین جذور جدیدة مع استطالة النموات بعد أن كانت الظروف السابقة (التركیز 

 أسابیع. 4-2عالي للسیتوكینین)تسمح بتضاعف النموات فقط،تستغرق ھذه المرحلة نحو ال

  Transplant Stageرابعاً:مرحلة الشتلة 

تتضمن ھذه المرحلة نقل النبات الصغیر من ظروف البیئات المعقمة إلي البیئة العادیة في الصوبات أولا ثم في 
تجعلھا قادرة علي البقاء عند   acclimationتلك المرحلة بفترة أقلمة مكانھ النھائي بعد ذلك. تمر النباتات خلال 
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نقلھا إلي الظروف الطبیعیة الخارجیة.وفي بدایة ھذه المرحلة یحافظ علي نسبة عالیة من الرطوبة النسبیة حول 
 ). Hartmann &Kesterإلي ظروف أقرب إلي الظروف الطبیعیة (عن -تدریجیا-النباتات

 جدید النمو في مزارع الإكثار الدقیقطرق التكاثر و ت

 مزارع الأنسجة والأعضاء النباتیة 

  طرق: في مزارع الأنسجة والأعضاء النباتیة بأحد خمس regenerationیحدث التكاثر وتجدید النمو 

 :أولاً:من خلال النمو المباشر (من خلال تكاثر البراعم الخضریة وتحفیز النمو الجانبي)

المباشر بتكاثر المیرستیم المتواجد أصلا في الجزء النباتي المزروع،كما في مزارع القمة یحدث النمو 
 المیرستیمیة، ومزارع القمة النامیة الخضریة، ومزارع البراعم الإبطیة، ومزارع العقدة المفردة.

لنمو، وإما من النباتات یمكن الحصول علي الأجزاء النباتیة التي تستعمل في التكاثر إما من النباتات النشطة في ا
 الساكنة.

ولبدء زراعة البراعم ..تزال الأوراق المحیطة بالبرعم بعنایة، وبعد غسیلھا بماء الصنبور،فإن البراعم تغسل 
بمحلول منظف مخفف جدا ،ثم تعقم في محلول مخفف من كلورید الزئبقیك أو ھیبوكلوریت الصودیوم یحتوي 

 ،ثم تغسل عدة مرات بماء معقم قبل نقلھا ببیئة الزراعة.20علي نقطة من مادة مبللة،مثل توین

ویلي ذلك نقل القمم البرعمیة المطھرة سطحیا إلي بیئة الاكثار،حیث تتكون فیھا نموات جدیدة عدیدة ،ویلي ذلك 
ي نقلھا منفردة إلي بیئة التجذیر ، وتنقل بعد ذلك النباتات التي تتكون بھا مجموعا جذریا قویا الي حیث تجر

 مرة في المتوسط. 10000أقلمتھا ،وبتلك الطریقة یمكن زیادة معدل التكاثر من النبات الواحد بنحو 

بإحدي طریقتین:تحفز في اولھما البراعم الإبطیة التي توجد  –من خلال النمو المباشر -یتحقق الاكثار السریع
حفز للنمو إلي فروع جدیدة وذلك بتوفیر تركیز بالجزء النباتي المزروع ، وفي اباط النموات الجدیدة المتكونة .. ت

عال نسبیا من سیتوكینین في بیئة الزراعة.وبعد فترة مناسبة یتم فصل كل نمو جانبي جدید إلي بیئة طازجة جدیدة 
لتكوین مزید من النموات الجدیدة.أما الطریقة الاخري فإنھا تناسب الانواع التي لا یمكن ان یتحقق فیھا التفریع 

ي السریع،حیث ینمو فیھا كل برعم إبطي إلي نمو خضري واحد،حیث یتم في ھذه الحالة عمل عقل من تلك الابط
 ) ،وتزرع في بیئة جدیدة لمزید من الاكثار.nodal segmentsالنموات تحتوي كل منھا علي عقدة واحدة(

ن فیھا بتركیز معین ،إما مع لجانبي في المزارع یتم بتوفیر السیتوكینیاشارة الي أن تحفیز النمو الإوتجدر 
الأوكسین ،وإما بدونھ .ویؤدي استمرار توفر السیتوكینین في المزرعة إلي نمو البراعم الجانبیة التي تتكون في 

)، ثم تنمو البراعم الجانبیة nodal segmentsالقمة المیرستیمیة التي تنمو من البراعم المزروعة (أي من ال 
إلي تكون كتلة من  –لعدة مرات  –تیمیة الجدیدة.. وھكذا یؤدي استمرار ھذه العملیة التي تتكون في القمم المیرس

 النموات الجدیدة.

 :ثانیاً:من خلال تكوین البراعم العرضیة

بینما تنشأ النموات العادیة من المیرستیم القمي أو من البراعم التي توجد في اباط الأوراق ،فإن النمو العرضي 
تتكون إما مباشرة علي الجزء النباتي المزروع،وإما بطریقة غیر مباشرة من الكالوس  ینشأ من براعم عرضیة

 الذي یتكون علي الأجزاء المقطوعة لتلك الأجزاء المزروعة.

 ومن بین أنواع الأجزاء النباتیة المزروعة التي یتكون منھا نموات عرضیة،ما یلي:

 أجزاء الأوراق.-1

 الجینینیة السفلي ،وغیرھما من أجزاء البادرة.الفلقات ، والسویقة  -2

 أجزاء من نورات غیر مكتملة التكوین وحواملھا. -3

 التراكیب الورقیة الإبریة كما في المخروطیات.-4

 أوراق الأبصال ، وھي التي تحتوي علي حلقات من النسیج المیرستیمي في قواعدھا.-5
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حول الأسطوانة  –تؤخذ من درنات البطاطس من نسیج القشرة أقراص من النسیج النباتي ،مثل تلك التي -6
 ولیس من النخاع. -الوعائیة

 ً  :: من خلال نشأة أعضاء جدیدةثالثا

؛حیث تتكون أعضاء جدیدة  organogensisیعرف تجدید النمو الذي یعتمد علي ظاھرة نشأة الأعضاء باسم 
إما مباشرة من الأنسجة النباتیة غیر المیرستیمیة المنتظمة التكوین  –مثل الجذور والنموات الخضریة  –مفردة 

إما من  –بدورھا –(مثل مزارع أنصال الأوراق ومزارع الفلقات ... إلخ)، وإما بصورة غیر مباشرة، تكون 
نتج عن زراعة تلك الأجزاء غیر المیرستیمیة المنتظمة التكوین ، وإما من الكالس أو الخلایا المفردة التي قد ت

 . de novo originمزارع الكالس ومزارع الخلایا ذاتھا . وتعرف الطریقة غیر المباشرة لنشأة الأعضاء باسم 

 ً  ::من خلال تكوین الأجنة الجسمیةرابعا

، بتكوین  somatic embryogenesisجسمیة باسم یعرف تجدید النمو الذي یعتمد علي ظاھرة نشأة الأجنة ال
) تعطي نموا جذریا وخضریا معا، وتعرف ھذه الطریقة لنشأة الأجنة bipolarتراكیب ثنائیة القطب المیرستیمي (

 . de novo originالجسمیة باسم 

 مزارع الكالس والخلایا والبروتوبلاست

لس، وإما علي صورة معلقات من الخلایا أو البروتوبلاستات إما علي صورة نسیج كا –إن زراعة الخلایا النباتیة 
لتجدید نمو نباتات كاملة ، ولكن بسبب كثرة التباینات الوراثیة التي  –قد تكون أساسیة  -یوفر وسیلة ھامة –

تصاحب تلك النوعیة من المزارع فإنھا لا تستخدم كثیرا في إكثار الأصناف ، وإن كانت تستعمل في الدراسات 
راثیة ، والتربیة ،والھندسة الوراثیة . وعلي الرغم من ذلك فھي تقدم وسیلة فعالة لتكوین الأجنة الجسمیة الو

 ) .fluid drillingبأعداد ھائلة ؛وھي التي یمكن زراعتھا حقلیا وھي محمولة في السوائل (

یمیة البرانشات من الخلایا بإعادة تمیز مجموع proenbryoidsیبدأحث تكوین الجذور والسیقان ومباديء الأجنة 
، و  organogensisفي حالة ال  meristemoidsمكونة مراكز للنشاط المیرستیمي ، وقد أطلق علیھا اسم 

preembryonic masses  في حالة الembryogenesis  علي الجزء النباتي المزروع، ولكن الاتجاه قد یمكن
 التحكم فیھ بالتحكم في مكونات بیئة الزراعة .

 زارع الكالسم

ینتج الكالس علي الأجزاء النباتیة المزروعة في البیئات الصناعیة نتیجة للجروح التي تحدث فیھا، وذلك استجابة 
للھرمونات التي قد تتواجد طبیعیا في تلك الأجزاء المزروعة أو تزود بھا بیئة الزراعة . ھذا ویمكن فصل أي 

ق أو أعضاء تخزین أو ثمار) وتطھیره ، وزراعتھ علي سطح بیئة جزء نباتي (بذور أو سیقان أو جذور أو أورا
زراعة لإنتاج الكالس . ویمكن استمرار إعادة زراعة أنسجة الكالس عدة مرات ولفترات طویلة بعیدا عن الجزء 

 النباتي الأصلي المزروع.

 وأفضل البیئات وأكثرھا استعمالا في إنتاج الكالس ھي بیئة موراشیج وسكوج.

الرغم من أن نسیج الكالس المتكون في البیئات یبدو لأول وھلة كأنھ نسیج متجانس من الخلایا ، إلا أنھ في وعلي 
 حقیقة الأمر نسیج معقد یحتوي علي تباینات كثیرة مورفولوجیة،وفسیولوجیة،ووراثیة.

 ً  ،حیث یمر بالمراحل التالیة:یكون نمو الكالس لوغاریتمیا

، وھي تتطلب تواجد induction perriodلوي البطيء.. وھي فترة الحث فترة أولیة من الانقسام الخ -1
 الأوكسین.

 فترة من الإنقسام الخلوي السریع ،مع التمثیل النشط لكل من الدنا والرنا و البروتین. -2

و خلایا فترة یتوقف فیھا انقسام الخلایا ، وتتمیز فیھا خلایا الكالس المتكونة إلي خلایا برانشیمیة أكبر حجما  -3
 أخري من طراز الخلایا الوعائیة.
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ھذا.. ولا یحدث الانقسام الخلوي في كل الكتلة الكالوسیة ، ولكنھ یقع أساسا في طبقة میرستیمیة عند الحافة 
الخارجیة لكتلة الخلایا .أما الأجزاء الداخلیة للكالس فإنھا تبقي ككتلة غیر منقسمة من النسیج ، وبمرور الوقت .. 

تتمیز فسیولوجیا ووراثیا عن خلایا الطبقة الخارجیة. یقل الانقسام في خلایا الطبقة الخارجیة للكالس بعد  فإنھا قد
) بعدما یصبح الانقسام محصورا في أماكن منفصلة منھ ، ھي knobby(ویصبح  knobsفترة، وتظھر فیھ عقد 

مارھا ، حیث تكون الخلایا الوسطیة أكبر التي تظھر فیھا تلك العقد ویعني ذلك أن خلایا الكالس تتباین في أع
 عمرا ، بینما تكون خلایا الحافة میرستیمیة وأصغر عمرا.

 مزارع معلقات الخلایا

امتدادا لمزارع الأنسجة أو مزارع الكالس ؛حیث إنھا  cell suspension cultureتعد مزارع معلقات الخلایا 
 تتكون من خلایا أو مجموعات منھا منتشرة ونامیة في بیئة مغذیة سائلة.

مفردة ،وتكون كل منھا علي اتصال مباشر  -غالبا–تتمیز مزارع الخلایا عن مزارع الكالس في أن الخلایا تكون 
 الوراثیة، مقارنة بمزارع الكالس. بالبیئة ، وتقل فیھا كثیرا ظھور التباینات

في بیئة سائلة،  homogenizedتبدأ مزرعة معلقات الخلایا بوضع قطعة من الكالس المفككة أو نسیج مجنس 
بحیث تنفصل فیھا الخلایا عن بعضھا البعض. وقدتوضع المزرعة في دوراق علي جھاز ھزاز دوار للسماح 

الذي یحافظ علي دوران البیئة داخل الدورق  turbidostatیما یعرف باسم باختلاط الھواء مع البیئة السائلة، أو ف
المخروطي بصورة دائمة.وفي طریقة ثالثة توضع الخلایا علي ورقة ترشیح توضع بدورھا علي سطح بیئة سائلة 

 توجد في طبق بتري دونما حاجة إلي إحداث أي اھتزازات.

 یمر إنقسام الخلایا بالمراحل التالیة:

 .lag phaseة من الانقسام البطيء فتر -1

 .exponential growthفترة من الانقسام السریع اللوغاریتمي  -2

 .linear growthفترة من الانقسام الثابت -3

 .deceleration phaseفترة من التدھور في الانقسام وفي أعداد الخلایا الحیة  -4

 .stationary stateفترة نھائیة من الثبات في أعداد الخلایا  -5

ویعرف منحني النمو ھذا بالمنحني اللوغاریتمي،وھو یتكرر إذا ما جددت زراعة نفس الخلایا في بیئة جدیدة ، 
 ).Hartmann &Kester 1983ویمكن أن یستمر ذلك إلي مالا نھایة باستمرار إعادة الزراعة(عن 

 مزارع القمة الخضریة

 الجزء النباتي المستخدم في الزراعة

المستخدم في الاكثار الدقیق في مزارع القمة الخضریة:إما كل النمو القمي أو بعضھ ،وإما یكون الجزء النباتي 
النمو الجانبي علي ساق ، وإما قطعة من ساق النبات تحتوي علي عدة عقد ؛أي إن حجم الجزء النباتي المزروع 

 یتباین كثیرا.

سم.ومن 2.0إلي 0.5تي یتراوح طولھا بین وأكثر الأجزاء النباتیة استعمالا ھي القمة الخضریة المندمجة ال
 الطبیعي أن ھذا الحجم أسھل في تداولھ ،ولكنھ قد لا یكون خالیا من الإصابات الفیروسیة.

من قمة خضریة نامیة وغیر -أو أطول من ذلك-سم 2-1وفي نظام آخر للإكثار الدقیق تستعمل أجزاء بطول 
لتكوین. وتلك الأجزاء تكون أسھل في تداولھا، ولكنھا غالبا ما مكتملة التكوین،وتحتوي علي أوراق غیر مكتملة ا

 تكون ملوثة بمسببات الأمراض أو مصابة بالفیروسات.

 بة عقلا وحیدة العقدة.بمثاتكون  من نموات البراعم الجانبیة لزراعتھا أجزاء نباتیة مماثلة وقد تؤخذ_كذلك

تتوطد زراعة القمة الخضریة من خلال استطالة المیرستیم القمي وما یصاحب ذلك من نمو محدود للمیرستیمات 
الإبطیة.أما مرحلة التضاعف فإنھا تحدث عند توقف المیرستیم القمي وتحفیز نمو البراعم الابطیة واستطالتھا 
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ا في بیئات جدیدة إلي إحداث تضاعف كبیر .ویؤدي التجدید المستمر للمزارع وفصل النموات الجدیدة وزراعتھ
 في النمو،ولكن یبقي مدي ذلك التضاعف رھنا علي عدد البراعم الإبطیة في الجزء النباتي المزروع.

 الإكثار الدقیق للأنواع الخشبیة

 یراعي في عملیة الإكثار الدقیق للأنواع الخشبیة ما یلي:

 : _الجزء النباتي المزروع1

ن الإكثار الدقیق ھو التخلص من الفیرس، فإنھ یكون من المفضل بدء المزارع من عقد ما لم یكن الھدف م
لغة قد تموت،وقد لا تعطي نتائج جیدة.أما اساقیة؛ذلك لأن البراعم أو القمم المیرستیمیة المفصولة من النباتات الب

 ورا ھاما في بقاء ونمو البراعم.عند استعمال العقد الساقیة فإن النسیج الأمي للعقل الصغیرة المزروعة یلعب د

 : _التلون البني للبیئة2

یعتبر تأكسد المواد الفینولیة التي تتسرب من السطح المقطوع للأجزاء النباتیة المزروعة التي تؤخذ من الأنسجة 
المكتملة النمو للأنواع الخشبیة_وبعض الأنواع الأخري كذلك_یعتبر أحیانا مشكلة خطیرة، حیث تغیر أكسدة 
الفینولات لون البیئة إلي البني القاتم نسبیا،كما تصبح سامة للأنسجة. وتؤدي سرعة نقل الأجزاء النباتیة 
المزروعة إلي بیئة جدیدة مرتین أو ثلاث مرات علي فترات قصیرة(أیام قلیلة) إلي الحد من تلك المشكلة أحیانا، 

 المزروع،ویتوقف التسرب منھ.حیث یلتئم خلال تلك الفترة السطح المقطوع للجزء النباتي 

وإذا ما استمرت مشكلة التلون البني في كل مرة تعاد فیھا الزراعة فإنھ یوصي بإضافة أحد مضادات الأكسدة إلي 
-50مجم/لتر)،وحامض الأسكوربیك(بتركیز 100(بتركیز  cysteine-HCIبیئة الزراعة ، مثل ال 

–مجم/لتر).وكذلك وجد أنھ بإضافة البولي فینیل بیرولیدون 150مجم/لتر)،وحامض الستریك (بتركیز100
pyrrolide polyvinyl- فإنھ یمكن إنقاذ النسیج النباتي المزروع من -الذي یقوم بامتصاص المركبات الفینولیة

نولات المؤكسدة.ھذا.. مع العلم بإن إبقاء المزارع في الظلام في بدایة الزراعة یحد من مشكلة التأثیر السام للفی
 التلون البني لأن الضوء یساعد في تحفیز أكسدة الفینولات.

 : _دور الفلوروجلوكینول3

في  یلعب دورا-وھو مركب فینولي یوجد في عصارة الخشب بالتفاح-phloroglucinolلوروجلوكینول الفیلعب 
 ).Bhojwani &Razdan 1983تضاعف السیقان وتجذیر عدد من الأنواع النباتیة بالعائلة الوردیة (

 التطعیم الدقیق للقمة الخضریة

بأنھ تطعیم قمة نامیة من النبات الأم علي نبات صغیر نام في صوبة أو  micrograftingیعرف التطعیم الدقیق 
أو علي عقلة دقیقة حصل علیھا  -و ذلك بعد إزالة قمتھا–وف معقمة مشتل، أو علي بادرة نباتیة أنتجت في ظر

 من التكاثر الدقیق في مزارع الأنسجة.

 ومن أھم مزایا التطعیم الدقیق للمربي،ما یلي:

تجدید نمو سیقان وجذور من القمة الخضریة للنباتات  الصعبالتخلص من الفیروسات،عندما یكون من  -1
 الخشبیة في مزارع الأنسجة.

 ).2002وآخرین  Tajiتخطي مرحلة الحداثة التي ترتبط بالاكثار البذري في النباتات الخشبیة (عن  -2

 ولقد نجحت طریقة التطعیم الدقیق في كل من الموالح ، والتفاح والفاكھة ذات النواة الحجریة.

مباشرة دون المرور  adult stageوفي الموالح.. نجحت ھذه الطریقة في إنتاج نباتات في مرحلة النمو البالغ 
 -كذلك–بمرحلة الحداثة القویة التي تمر بھا البادرات التي تنتج من الأجنة النیوسیلیة،وھي الطریقة التي تستعمل 

 ).Hartmann & Kestrer 1983في إنتاج نباتات خالیة من الإصابات الفیروسیة(
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 مزارع القمة الخضریة المیرستیمیة

في إنتاج نباتات خالیة من  Meristem shoot Tip Cultureیستفاد من مزارع القمة الخضریة المیرستیمیة 
الاصابات الفیرسیة ویعد ذلك امرا بالغ الاھمیة في المحاصیل التي تتكاثر خضریا ،والتي تنتقل فیھا الفیروسات 

 تلقائیا مع الاجزاء الخضریة المستخدمة في التكاثر.

لنباتات قد تكون مصابة جھازیا بالفیروسات.. الا ان القمة المیرستیمیة النامیة تكون غالبا خالیة تماما وبرغم أن ا
 من الفیروسات، أو لا تحتوي الا علي قلیل جدا منھا، ویرجع ذلك إلي الأسباب التالیة:

ا ، بینما یكون انتقالھا خلو القمة المیرستیمیة من الأنسجة الوعائیة التي یكون انتقال الفیروسات فیھا سریع -1
 خلال الروابط البروتوبلازمیة أبطأ من سرعة نمو القمة النامیة.

 یكون النشاط الأیضي في الخلایا المریستیمیة عالیاً بدرجة یقل معھا تكاثر الفیرس فیھا. -2

 تكون نظم المقاومة لتكاثر الفیروسات أعلى من الأنسجة المیرستیمیة مما في أى نسیج آخر. -3

 ط التركیز العالى للأوكسین الطبیعي في القمة النامیة نشاط الفیروسات فیھا.قد یثب -4

 

 ویقسم المیرستیم القمي عادة إلى منطقتین ھما :

 .. وھو الذى یتكون من الخلایا المیرستیمیة القمیة والخلایا المجاورة لھا.promeristemالمیرستیم الأولى  -1

وھو المریستیم الذى یوجد أسفل المیرستیم الأولى ویحیط  ..peripheral meristemالمیرستیم المحیطي  -2
 بھ جانبیاً ومن أسفلھ ، ویمكن أن یمیز بھ كلاً من مبادئ الأوراق ، والكامبیوم الأولى ، والمیرستیم الأساسي.

 apicalیكون ھو القبة القمیة  الزراعھوعند زراعة القمة النامیة المیرستیمیة فإن الجزء المستخدم في 
dome 0.075، وھى المنطقة التى تكون محصورة داخل مبادئ الأوراق ، والتى یتراوح قطرھا بین ،
مم . ولا تتصل تلك القبة القمیة بجھاز وعائى مع أي من الأنسجة  0.025،  0.2مم ، وطولھا بین  0.12

وخاصة المكونة للمیرستیم المحیطي ، والأمر الذى یفید كثیراً في منع وصول المسببات المرضیة 
 الفیروسات إلى القبة القمیة.

 ھذا.. ویستفاد من مزارع القمة المیرستیمیة في ثلاثة جوانب تتعلق بإكثار النباتات الإقتصادیة ھى كما یلي:

الإستفادة من ظاھرة خلو القمم المیرستیمیة من الإصابات الفیرسیة في عملیة الإكثار الدقیق ذاتھا ، لضمان  -1
 وبلازمیة.رالمنتجة بھذة الطریقة من أیة إصابة فیروسیة أو میكخلو آلاف النباتات 

عمل إكثار أولى للنباتات الخضریة التكاثر التى تصاب بشدة بالأمراض الفیروسیة، لإنتاج تقاوى من الفئات  -2
الممتازة التى تكثر بعد ذلك خضریاً، لإنتاج التقاوى التى یستخدمھا المزارعون ، وتلك ھى الطریقة التى 

 مرضاً تسببھا فیروسات ومیكروبلازمات. 62تتبع في إكثار تقاوي البطاطس والفراولة التى تصاب بنحو 

إعادة إنتاج نباتات خالیة من الفیرس من الأصناف القدیمة للمحاصیل الخضریة التكاثر التى لم یعد فیھا نبات  -3
 اطس.بعض أصناف البطلواحد خال من الإصابات الفیرسیة ، كما حدث بالنسبة 
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 العوامل المؤثرة في عملیة الإكثار الدقیق:

 تتأثر عملیة الإكثار الدقیق بالعوامل التالیة:

 أولاً: بیئة الزراعة

 تؤثر بیئة الزراعة في عملیة الإكثار خلال مختلف المراحل كما یلي:

 بدایة الزراعة وتضاعف النموات: -1

الدقیق في عدید من الأنواع المحصولیة.  أثبت مخلوط أملاح بیئة موارشیج وسكوج صلاحیة للإكثار
 . وغالباً ما یمكن إستعمال البیئة ذاتھا لكل من بدء الزراعة، وتضاعف النموات الخضریة

 التجذیر: -2

وجد أن البیئات ذات المحتوى المنخفض من الأملاح أكثر مناسبة لتجذیر عدد كبیر من الأنواع النباتیة عن 
من الأملاح ،حیث تستعمل عادة بیئة موارشیج وسكوج بنصف قوتھا ،  تلك التى تحتوى على تركیز مرتفع

 أو حتى بربع قوتھا.

 ثانیاً: الضوء

 یؤثر الضوء في عملیة الإكثار الدقیق خلال مختلف مراحلھا ،كما یلي:

 بدء الزراعة وتضاعف النموات: -1

بناء الضوئى لتصنیع على الرغم من أن نموات المزارع تكون خضراء اللون ، فإنھا لا تعتمد على ال
معتمدة في كل غذائھا العضوى وغیر العضوى على  heterotrophsإحتیاجاتھا من الغذاء ، فھى تنمو ك 

بیئة الزراعة ، وتقتصر الإحتیاجات الضوئیة لتلك المزارع فقط على عملیات التمیز المورفولوجى، وتكفى 
ً بأن  3000-1000لذلك إضاءة قوتھا  ھى القوة الأنسب لعدد كبیر من الأنواع لكس  1000لكس ، علما

 لكس تعد مثبطة للنمو. 3000النباتیة ، وأن قوة تزید عن 

 التجذیر: -2

ً للقیام بعملیة الشتل وللتخفیف من صدمة الشتل. ویعمل خفض مستوى  یعد التجذیر في المزارع ضروریا
لكس خلال مرحلة التجذیر على  10000-3000مع زیادة شدة الإضاءة إلى  %1السكروز إلى حوالى 

ھ إلى الإعتماد على نفس (heterotrophic)تحویل النبات من الإعتماد على البیئة في غذائھ 
(autotrophic)  كما تحفز الإضاءة العالیة التجذیر الجید ، وتزید من تقسیة النباتات. وقد تبدو النباتات ،

في ظروف الإضاءة العالیة أقل إخضراراً وقوة في النمو، إلا أنھا تكون أقدر على تحمل عملیة الشتل عن 
 .(Bhojwani & Razdan 1983)النباتات الطویلة الخضراء التى تبقى معرضة لإضاءة منخفضة عن 

 ثالثاً: درجة الحرارة

تتباین درجة الحرارة المثلى المناسبة لمزارع الإكثار الدقیق بإختلاف النوع النباتى المزروع ، وھى لا تختلف 
ً ما تتراوح حرارة تحضین  كثیراً عن الإحتیاجات الحراریة العادیة تحت ظروف الزراعة الطبیعیة ، وغالبا

م ، وتكون أكثریة الأنواع النباتیة فى منتصف ذلك المدى. وفي أغلب الحالات تبقى 28̊، 20 المزارع بین
م في درجة الحرارة. ویؤدى إرتفاع 5̊الحرارة ثابتة على مدى الیوم ، ولكن بعض الأنواع یناسبھا تباین قدره 

 النمو. م إلى تكثف الماء على النباتات وجدران الأوعیة مما قد یحد من28̊الحرارة عن 

وعادة .. لا یتم التحكم في الرطوبة النسبیة أثناء تحضین المزارع ، وإذا تم التحكم فیھا .. فإنھا تكون غالباً بین 
 .(Wang & Charles 1991) %70والأفضل ضبطھا عند  80%،  60%
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 التحدیات التى تواجھ عملیات الإكثار الدقیق:

 الإكثار الدقیق ما یلي:إن من أھم المشاكل التى قد تواجھ عملیة 

 التلوث المیكروبي: -1

یعد التلوث الفطري والبكتیري من أكبر المشاكل التى لا تسمح بنمو المزارع وتؤدى إلى حتمیة التخلص 
منھا. ویمكن التغلب على تلك المشكلة بتنمیة النباتات التى تؤخذ منھا الأجزاء التى تستعمل في زراعة 

عقیم الجید لتلك الأجزاء ، وإجراء كل عملیات الزراعة في البیئات في الأنسجة في غرف نمو ، مع الت
Laminar Air Flow Cabinets  مزودة بمرشحاتHEPA )0.2  میكرومیتر) ، وإستعمال أدوات

تشریح معقمة. ویفید تبخیر حجرات الزراعة بإستعمال محلول فورمالین مخفف في تقلیل حالات التلوث 
 المیكروبي.

 لزراعة باللون البنى:تلون بیئات ا -2

مركبات فینولیة في بیئة الزراعة تؤدي إلى  – الفلفلتفرز الأجزاء النباتیة المزروعة من بعض النباتات مثل 
ً ، وتقلیل نمو الأجزاء النباتیة المزروعة فیھا. ویرجع ھذا التلون إلى تأكسد المركبات  إكتسابھا لوناً بنیا

لى مركبات أخرى بنیة اللون.ویمكن الحد من ظاھرة التلون البنى بتزوید الفینولیة العدیمة اللون وتحولھا إ
، أو بحامض الستریك أو حامض الأسكوربیك بتركیز  %0.2-0.1بیئة الزراعة بالفحم النباتى النشط بنسبة 

 مجم/لتر. 500-1000

 تكوین الكالس: -3

اً ، إلا أنھ غالباً ما یكون أمراً غیر قد یكون مرغوباً فیھ أحیان callusingعلى الرغم من أن تكوین الكالس 
مرغوب فیھ ، ونظراً لأن كتلة خلایا الكالس غیر المتمیزة تؤثر فى التطور الطبیعي لكل من النمو الخضري 
والجذري ، وقذ یؤدي إلى ظھور تباینات وراثیة في النباتات التى یتجدد نموھا . ومن بین الوسائل التى تحد 

 phloridzin، وال  phloroglucinol، وال  triiodobenzoicتزوید البیئة بال من ظاھرة تكوین الكالس 
 ، أو خفض تركیز الأملاح غیر العضویة في بیئة الزراعة.

 التزجج: -4

التزجج ھو ظھور نباتات غیر طبیعیة المظھر (زجاجیة المظھر ونصف شفافة) في بیئة الزراعة ، وخاصة 
لنباتات غیر طبیعیة المظھر بسبب النمو غیر الطبیعي لأوراق نباتات عند إستعمال بیئات سائلة. تبدو ھذه ا

المزارع ، وقلة محتواھا من الشمع الأدیمي، وضعف كفاءتھا في البناء الضوئى ، وعدم قیام الثغور 
بوظائفھا. ویمكن الحد من تلك الظاھرة بجعل ظروف الزراعة تسمح بحركة الماء والغذاء والعناصر في 

 .(Chahal & Gosal 2002)ل خفض الرطوبة النسبیة في أوعیة الزراعة عن النبات من خلا

 حساسیة النباتات الصغیرة الناتجة من الإكثار الدقیق لصدمة الشتل: -5

إن أكبر مشكلة في عملیة الإكثار الدقیق ھى موت نسبة كبیرة من النبات في مرحلة الأقلمة ، أى بعد نقلھا 
 نمو العادیة .من مزرعة الإكثار إلى بیئات ال

 التباینات الوراثیة التى تظھر في مزارع الإكثار الدقیق: -6

بینما قد تكون تباینات مزارع الأنسجة أمراً مرغوباً فیھ بالنسبة لمربى النبات الذى یسعى دائماً إلى الحصول 
كثار الدقیق التى یجب أن على تلك التباینات التى قد تفیدة في برامج التربیة ، إلا أنھا لا تفید أبداً في عملیة الإ

 .(Chahal & Gosal 2002)تعطي نباتات متجانسة وصادقة للصنف المكثر عن 
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 تطبیقات الإكثار الدقیق في مجال تربیة النباتات وإكثارھا

 إستعراض التطبیقات

 إن من أھم تطبیقات مزارع الإكثار الدقیق التى تخدم تربیة النبات ما یلي:

 ویتبع في التخلص من الفیروسات الطرق التالیة:التخلص من الفیروسات:  -1

 المعاملة الحراریة: •

ً ، وھى تستخدم فى thermotherapyتعرف تلك المعاملة بإسم  ، وبمقتضاھا تعرض النباتات لحرارة عالیة نسبیا
قمة التخلص من الفیروسات والمیكوبلازما ،وقد تستعمل منفردة أو مع المعاملة  الكیمیائیة، أو مع مزارع ال

 المریستیمیة، أو مزارع القمم النامیة المجزأة.

 إستعمال مضادات الفیروسات: •

منھا الأجزاء   ، وبمقتضاھا تعامل الأجزاء النباتیة التى تؤخذchemotherapyتعرف تلك المعاملة بإسم 
(explants) یائیة إلى بیئة التى تستعمل في الزراعة  ، وذلك قبل فصلھا. ھذا .. وقد تضاف تلك المركبات الكیم

 الزراعة كذلك وذلك لأجل دعم عملیة التخلص من الفیروسات.

 مزارع القمة المریستیمیة: •

الذى یستخدم في مزارع القمة المیرستیمیة القبة المریستیمیة ، بالإضافة عادة إلى  explantsیتضمن الجزء النباتى 
 زوج من مبادئ الأوراق.

 مزارع القمم النامیة المجزأة: •

 .فلفل والخرشوفل مزارع القمم النامیة المجزأة على نطاق واسع في إكثار التستعم

 التطعیم الدقیق في البیئات الصناعیة: •

 الإكثار التجارى للنباتات الخضریة التكاثر: -2

یمكن إكثار نبات واحد إلى عدة ملایین من النباتات في خلال عام واحد ، الأمر الذى یستحیل تحقیقھ بطرق التكاثر 
العادیة ، وكذلك یفید الإكثار الدقیق في الإكثار التجاري للنباتات الخضریة التكاثر مع المحافظة على صفة التجانس 

 ، كما حدث بالنسبة لمحاصیل الخرشوف (إیطالیا) ، والثوم (التشیك وسلوفاكیا) ، والبطیخ الثلاثي (رومانیا).

 الباً إكثارھا خضریاً :تسھیل إكثار الأجزاء النباتیة المسنة التى یصعب غ -3

 وذلك بإعادة الحداثة إلیھا في مزرعة أنسجة ثم إكثارھا بعد ذلك.

ً ما تكون النباتات الناتجة من مزارع الأنسجة أقوى نمواً  -4 عن مثیلاتھا الناتجة من الإكثار العادى بسبب  غالبا
 إستعادتھا لحداثتھا ، أو لخلوھا من الإصابات الفیروسیة.

 قیق وسیلة سھلة وإقتصادیة كذلك في الأنواع التى یعد إكثارھا معقداً وبطیئاً یعد الإكثار الد -5

ة من الإصابات المرضیة یتسھیل مھمة إنتقال الجیرمبلازم عبر الحدود بین الدول على صورة مزارع أنسجة خال -6
 دونما حاجة إلى إجراءات الحجر الزراعي.

 الإكثار التجارى السریع للنباتات البذریة التكاثر -7

 یفید الإكثار الدقیق في المحافظة على التركیب الوراثي للنباتات المكثرة دونما تغییر . -8

 الحد من الحاجة إلى الصوبات الزراعیة في عملیات الإكثار مما یقلل من تكلفتھا. -9
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 مزارع النباتات الأحادیة المجموعة الكروموسومیة

 تمھید:

ھو الإستفادة من تلك النباتات في برامج  haploidsإن الھدف الرئیسي من إنتاج مزارع النباتات الأحادیة المجموعة الكروموسومیة 
 .  double haploidsالتربیة ، وذلك بعد مضاعفتھا والحصول منھا على نباتات أحادیة مضاعفة

ستعمالاً في إنتاج النباتات الأحادیة المضاعفة في معظم الأنواع النباتیة ، ھذا وتعد زراعة المتوك وحبوب اللقاح ھى أكثر التقنیات إ
 من الحالات التى درست. %50حیث تشكل أكثر من 

كان قد  2002وللتدلیل على مدى إنتشار مزارع المتوك وحبوب اللقاح التى تستخدم في الحصول على نباتات أحادیة قدر أنھ حتى عام 
ً ، كانت الباذنجانیات والأسبرجس من أھمھا عن  250الموضوع تناولت بالدراسة أكثر من  بحث في 2000نشر أكثر من  ً نباتیا نوعا

(McCown2003). 

 مزارع المتوك وحبوب اللقاح والخلایا الوالدة للجراثیم الصغیرة

 خطوات تكوین النباتات الأحادیة

 أولاً: مزارع المتوك وحبوب اللقاح

لطرق شیوعاً لإنتاج النباتات الأحادیة. ولقد تم تطویر ھذه التقنیة لأول مرة على نبات الداتورة بواسطة كل تعد مزارع المتوك من أكثر ا
. وفي ھذه الطریقة .. یتم أولاً جمع البراعم الزھریة وھى في مرحلة مناسبة من التكوین من Guha & Maheshwari 1964من 

أیام فیما یعرف بمعاملة البرودة. یلي ذلك تعقیم البراعم  10-7م لمدة 4̊تیكیة على نباتات جیدة النمو. توضع البراعم في أكیاس بلاس
دقائق ، ثم تفصل المتوك تشریحیاً بعنایة من البراعم وتنقل إلى بیئة  10-9لمدة  HgClكلورید زئبق  %0.1الزھریة سطحیاً بإستعمال 
أسابیع ، وبعد  6-2جد غالباً أن المتوك المزروعة تنتج كالس بعد أم تحت إضاءة غیر مباشرة. ن م c̊  ± 25الزراعة ، وتحضن على 

 نحو شھر من تكوین الكالس فإنھ یحفز إلى تجدید النمو.

 برعم زھري

 

 متوك (تحتوى على حبوب لقاح وحیدة النواة)

 

 زراعو المتوك والخلایا الوالدة للجرثومة الصغیرة

 

 تكوین الأجنة المتكونة من حبوب اللقاح                    كالس أحادي من حبوب اللقاح              

 

 تكوین مباشر للأجنة                             تكوین غیر مباشر للأجنة                  

 

 تجدید النمو النباتى                                             إنبات الأجنة المتكونة من حبوب اللقاح

 

 

 تات أحادیةنبا

 ویوضح الشكل عملیة إنتاج النباتات الأحادیة من خلال المتوك وما تحتویة من حبوب اللقاح وخلایا والدة للجراثیم الصغیرة.
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 ثانیاً: مزارع الخلایا الجرثومیة لحبوب اللقاح

(الخلایا الجرثومیة  isolated microsporesتعتبر زراعة الخلایا الجرثومیة المفصولة لحبوب اللقاح 
الصغیرة) أفضل من زراعة المتوك الكاملة ، لأنھا لا تعطي أي فرصة لظھور نباتات ثنائیة العدد الكروموسومي 
، وھى التى قد تنشأ من خلایا جدر المتوك والأنسجة الرابطة بھا. وتنفصل الخلایا الجرثومیة إما بصورة طبیعیة 

 ً  بالضغط على المتوك حتى تبرز منھا الخلایا الجرثومیة. بعد زراعة المتوك ، وإما میكانیكیا

تقود إلى تكوین  androgenesisتمر الخلایا الجرثومیة بعد زراعتھا بأشكال مختلفة من تجدید النمو ذكریاً 
ً بأن الطریق  الأفراد الأحادیة إما بصورة مباشرة ، وإما بصورة غیر مباشرة من خلال تكوین الكالس ، علما

 عد أفضل من الثانى بالنسبة للمربي.الأول ی

وعلى الرغم من أن تجدید النمو ذكریاً یمكن أن یحدث في المزارع في مرحلة الخلایا الأحادیة الرابوع ، أو في 
مرحلة حبة اللقاح ذات النواتین (الذكریة والخضریة) فإن الخلایا الجرثومیة الصغیرة في مرحلة ما قبل الإنقسام 

 باشرة أو عنده ھى الأفضل لتجدید النمو.المیتوزى الأول م

 

في حالة تجدید النمو ذكریاً بصورة مباشرة تتطور الخلایا الجرثومیة الصغیرة كما لو كانت زیجوتاً ، حیث تمر 
بشتى مراحل تكوین الجنین كتلك التى تحدث بعد التلقیح والإخصاب. وبعد وصول الأجنة إلى المرحلة الكرویة 

 ً من الجدار الخارجى لحبة اللقاح لتكمل نموھا خارجیاً. ویلي ذلك إمتداد الفلقتین وبروز النبت  فإنھا تنطلق غالبا
 أسابیع. 8-4الصغیر من المتوك في خلال 

أما في حالة تجدید النمو غیر المباشر فإن الخلایا الجرثومیة الصغیرة تنقسم عدة مرات لتكون كالس یندفع خارجاً 
إما تمیز الكالس لتكوین أجنة أو جذور ونموات خضریة في البیئة ذاتھا ، وإما أن  من جدار المتك. ویعقب ذلك

ینقل إلى بیئة أخرى لیحدث التمیز . وغالباً ما تحتوى النباتات المتحصل علیھا من الكالس على تباینات وراثیة ، 
 .(Bajaj 1990)اً فیھا وخاصة تلك التى یكون مردھا إلى التعدد الكروموسومي ، ولذا فإنھا لا یكون مرغوب

 العوامل المؤثرة في عملیة التوالد الذكرى:

 تتأثر عملیة التوالد الذكري بالعوامل التالیة:

  التركیب الوراثي للنبات الذى تؤخذ منھ المتوك المستعملة في الزراعة: -1

ستجابتھا لزراعة تظھر تباینات وراثیة كبیرة بین الأجناس والأنواع ، وحتى بین أصناف النوع الواحد في إ
المتوك ، ولقد اقترح أن تلك الصفة یتحكم فیھا جینات یمكن نقلھا إلى التراكیب الوراثیة التى تستجیب 

 Arabidopsis thalianaسلالة من  18صنفاً من الطماطم ، و 43لزراعة المتوك. فلقد وجد عند إستعمال 
من كل نوع. وقد حصل على نتائج متقاربة لتلك أنھ لم تنتج نباتات أحادیة سوى من ثلاثة تراكیب وراثیة 

النتائج مع كل من أجناس محاصیل التبغ ، والبطاطس. وفي القمح لم یتم الحصول على أنسجة أحادیة إلا من 
ً استعملت في الدراسة ، ولم تختلف النتائج كثیراً عما تقدم بیانھ في جنس  21أصناف من بین  10 صنفا

 محصول الأرز.

 ولوجیة للنبات الذى تؤخذ منھ المتوك المستعملة في الزراعة : الحالة الفسی -2

تكون الأزھار الأولى في التكوین أكثر نجاحاً في مزارع المتوك فضلاً عن تأثیر نجاح الزراعة بعدید من 
ً على النبات الذى تؤخذ منھ المتوك المستعملة في الزراعة مثل عمره ،  العوامل التى تؤثر فسیولوجیا

 الضوئیة ، وشدة الإضاءة ، ودرجة الحرارة ، والفترة من السنة ، وحالة التغذیة ..... إلخ.والفترة 
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 مرحلة تكوین الخلایا الأمیة لحبوب اللقاح: -3

من أھم العوامل التى  –تعتبر المرحلة التى تتكون فیھا الخلایا الأمیة لحبوب اللقاح عند زراعة المتوك 
تتحكم في نجاح زراعة المتوك ، وھى مرحلة تختلف بإختلاف الأنواع النباتیة ، لكن تعتبر المرحلة المناسبة 

ت مبكر إلى متوسط من مرحلة النواة في عدید من الأنواع ھى عندما تحتوى المتوك على حبوب لقاح في وق
 .(Chahal & Gosal 2002)المفردة  عن 

 معاملات المتوك السابقة لزراعتھا (الصدمات الحراریة والمعاملات الكیمیائیة): -4

 تجرى معاملات للمتوك بھدف وقف التطور الطبیعي لحبوب اللقاح إلى جامیطة مذكرة ،مثل:

 یوماً. 15-3م لمدة 6̊،  3ى تتراوح عادة بین المعاملة بالحرارة المنخفضة ، والت  -أ

 م لمدة ساعة واحدة.40̊ساعة ، أو  24م لمدة 30̊المعاملة بالحرارة العالیة ، مثل  -ب

 جزء في الملیون. 4000المعاملة ببعض المركبات الكیمیائیة ، مثل الإثریل بتركیز  -ت

 ة.تعرف معاملات الحرارة المنخفضة والمرتفعة بإسم الصدمات الحراری

 15-5م لمدة 35̊لمدة أسبوع) أو الحرارة ( 10-4ومن أمثلة الصدمات الحراریة المعاملة بالبرودة (
دقیقة) حیث تؤدى تلك المعاملات إلى وقف عمل الجینات المسئولة عن التكوین الطبیعي للطور 

 الجامیطي.

 تركیب بیئة الزراعة: -5

راعة ، ومن أھم البیئات الأساسیة المستعملة لھذا قد یؤثر تركیب بیئة الزراعة على إستجابة المتوك للز
 .Ms , N 5Nitsch & Nitsch , B ,6الغرض :

تعد بیئة موراشیج وسكوج مناسبة لزراعة حبوب اللقاح . وعلى الرغم من عدم أھمیة العناصر والفیتامینات 
ذلك ، وللحدید المخلبي في حث عملیة التوالد الذكرى ، فإن لھا أھمیة كبیرة في تطور تكوین الجنین بعد 

خاصة أھمیة كبیرة في تمیز الأجنة في مرحلة النمو الكروى وحتى طور النمو القلبي. أما منظمات النمو 
 فیتعین تجنب تواجدھا في مزارع المتوك وحبوب اللقاح.

 الضوء: -6

 لھا.بینما یحفز الظلام والضوء الأزرق عملیة التوالد الذكرى ، فإن الضوء الأبیض یعد مثبطاً 

 

 مستوى التضاعف في النباتات الناتجة من مزارع المتوك: -7

قد یحدث تضاعف ذاتى للكروموسومات أثناء النمو الكالوسي للخلایا الأمیة لحبوب اللقاح مما یؤدي إلى 
إنتاج نباتات أحادیة متضاعفة بصورة مباشرة ، وھو أمر یتفاوت معدل حدوثھ بین الأنواع النباتیة ، وحسب 

 ظروف الزراعة. 

 یة المضاعفة إنتاج النباتات الأحاد

ن) أن كل جین یكون ممثلاً مرة واحدة . وبعد مضاعفة الكروموسومات یصبح 1نجد عند المستوى الأحادى (
. وبذا یكون النبات الأحادي المضاعف أصیلاً homozygousنظریاً كل جین ممثلاً مرتین ، أي یصبح كل جین 

 تماماً.
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، إلا أن التعریف الكلاسیكي  dihaploidsادیة ثنائیة ھذا.. ویشار أحیاناً إلى النباتات الأحادیة المضاعفة بأنھا أح
 س).4ن=2س) للنباتات الرباعیة التضاعف (2ن=1للنباتات الأحادیة الثنائیة أنھا النباتات الأحادیة (

وتتم مضاعفة النباتات الأحادیة لإعادتھا إلى الحالة الثنائیة العدد الكروموسومى إما بمعاملتھا بالكولشیسین ، وإما 
 طریق مزارع الكالس للنباتات الأحادیة.عن 

 وتجرى المعاملة بالكولیشیسین بأي من الطرق التالیة

بمعاملة النباتات الصغیرة الناتجة من مزارع المتوك وھى ما زالت متصلة بالمتوك بالكولیشیسین بتركیز  -1
 ساعة ، ثم غسلھا جیداً وإعادة زراعتھا. 48-24لمدة  0.5%

لى بیئة تحتوى على كولیشیسین لمدة أسبوع أى لحین بدء الإنقسام الخلوى الأول ثم زراعة المتوك مباشرة ع -2
 نقلھا إلى بیئة لا تحتوى على أى كولیشیسین .

معاملة البراعم الإبطیة (محاور الأوراق) في النباتات الأحادیة بعجینة من اللانولین المحتوى على  -3
 .%0.4الكولیشیسین بتركیز 

ً  14-10الإبطیة للنباتات الأحادیة بالقطن المبلل بالكولیشیسین لمدة  تكرار معاملة البراعم -4  Chawla)یوما
2000). 

 مزارع النباتات الأحادیة كمصدر للتباینات الوراثیة

 الأساس الوراثي للتباینات

إلى تظھر فى مزارع النباتات الأحادیة العدد الكروموسومى تباینات وراثیة لا حصر لھا ، ویكون مرد بعضھا 
حالات التضاعف الكروموسومي غیر التام ، وبعضھا الآخر إلى حالات من التضاعف الكروموسومى التام 

 ،والنوع الأخیر ھو الأكثر شیوعاً.

 

 مصادر التباینات الوراثیة

 إن من أھم مصادر التباینات الوراثیة التى تظھر فى مزارع النباتات الأحادیة ما یلي:

 أصلاً:التباینات الموجودة  -1

ً في الجزء النباتى المزروع منذ البدایة ، ولعمر النسیج  تتواجد العدید من الخلایا المتضاعفة كروموسومیا
النباتى المستخدم ونوعھ أھمیة كبیرة فى ھذا الشأن حیث تزداد حالات التباینات تلك بزیادة عمر النسیج 

 امیة.،وفى نسیج النخاع عما في الأنسجة المیرستیمیة بالقمة الن

 التباینات التى تستحث للظھور فى أنسجة الكالس: -2

یعد ظھور الكالس بمثابة عكس لعملیة التمیز، وفیھا تستحث عملیة التضاعف الكروموسومي دون إنقسام 
للخلایا وتتشرذم الكروموسومات في الخلایا المنقسمة مما یؤدى إلى حالات التضاعف الكروموسومى غیر 

 التام.

 في المزارع:طول مدة البقاء  -3

 تؤدى كثرة دورات مزارع الأنسجة أو طول فترة بقاء المزارع إلى زیادة معدل ظھور التباینات الوراثیة.
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 وسائل التحكم في ظھور التباینات الوراثیة

 یمكن التحكم في ظھور التباینات الوراثیة في مزارع النباتات الأحادیة بمراعاة ما یلي: 

 ) من نسیج میرستیمي.explantsتعمل في الزراعة (ال إختیار الجزء النباتى المس -1

 إختیار بیئة مناسبة للزراعة. -2

 إختیار الوقت المناسب لإعادة الزراعة: -3

أیام ، بینما تعاد زراعة مزارع البیئات الصلبة كل أربع  7من المعروف أن مزارع البیئات السائلة تعاد كل 
 أسابیع.

م، زیادة الضغط °4،12مثل خفض درجة الحرارة إلى ما بین  المحافظة على المزارع في ظروف مناسبة: -4
الأسموزى لبیئة الزراعة، إضافة بعض مثبطات النمو مثل حامض الأبسیسك  والسیكوسیل، التخزین في 

 م.°196ظروف الحرارة شدیدة الإنخفاض في النیتروجین السائل على 

 إستخدامات النباتات الأحادیة في مجال التربیة

الة الوراثیة للجینات التى یصعب الوصول إلیھا بحالة أصیلة ، كما في آلیلات عدم التوافق في تحقیق الأص -1
 الراى.

 التخلص من ظاھرة عدم التوافق الذاتى في عدید من محاصیل الفاكھة. -2

إستخدام النباتات الأحادیة كوسیلة لإنتخاب الجامیطات ، وللحصول على نباتات ثنائیة أصیلة في جیل واحد  -3
 بدلاً من التربیة الداخلیة لستة أو ثمانیة أجیال.

التأكد من سلامة الإنتخاب لأى صفة تم الإنتخاب لھا إذ أن جمیع الجینات تكون في حالة أصیلة ولا یمكن أن  -4
 تحدث فیھا أى إنعزالات وراثیة في الأجیال التالیة للجیل الإنتخابى الأول.

واحدة ولذلك أھمیتھ الكبیرة عند الرغبة في نقل صفة العقم  نقل السیتوبلازم من سلالة لأخرى فى خطوة -5
 الذكرى السیتوبلازمى إلى إحدى السلالات لإستخدامھا كآباء للھجن.

 إجراء الدراسات الوراثیة في البطاطس على مستوى النباتات الثنائیة العدد الكروموسومى. -6

 إنتاج أصناف الأسبرجس المذكرة. -7

 جاریة.الإنتاج المبكر للأصناف الت -8

 تشكل النباتات الأحادیة مصدراً مثالیاً للجیرمبلازم في عملیات دمج البروتوبلاست. -9

 الإستفادة منھا في الدراسات السیتولوجیة. -10

  

 

 

 

 


