
I 
 

 

 

 


Protoplast Isolation and Culture of 

Some Potato Cultivars 
الهـندسـة الـزراعـيةرسـالـة أعـدت لنيـل درجـة الماجسـتير في   

 (قسـم علـوم البسـتنة)
 

 
  (الهيئة العامة للتقانة الحيوية)                        

 إشــراف                                  

           المشرف العلمي
                  خليل المعريأ.د. 

                         )جامعة دمشق-(كلية الزراعة

       المشرف المشارك
فهد البيسكيد.  

)الهيئة العامة للتقانة الحيوية(  

  7/2012/ 10نوقشت وأجيزت في 

 الجمھوریة العربیة السوریة
 جامعة دمشق

  ةیالزراع الھندسة كلیة 
  قسم علوم البستنة  

 

 



II 
 

قُدمت هذه الرسالة استكمالاً لمتطلبات نيل درجة الماجستير في علوم 

 البستنة من كلية الزراعة في جامعة دمشق

 

This thesis has been submitted as a partial fulfillment of the 

requirement for the degree of master in Horticulture at the 

Faculty of Agriculture, Damascus University 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III 
 

 تصريح                                                     

لم  "عزل وزرع البروتوبلاست في بعض أصناف البطاطاأُصرح بأن هذا البحث" 

على شهادة يسبق أن قُبل للحصول على شهادة، ولا هو مقدم حالياً للحصول 

 أخرى.

 

المرشّحة اسم                                                                            

نور محمد رشاد القباني                                                                     

2012 / 7 /10    : تاریخ 

 

 

DECLERATION 
This is to declare that, this work "Protoplast Isolation and 
Culture of Some Potato Cultivars" has not been being 
submitted concurrently for any other degree. 
 

 

                                                                   Candidate name 

                                                                      Nour Al Qabbani 
 

Date:   10  / 7   / 2012 

 
 



IV 
 

 



V 
 

 



VI 
 

 كلمة  شـــــــــــــــــــــــكر

ACKMOWLEDGMENT  

  

  

ونشكره  نحمده تعالى , الذي أنار عقولنا ، ويسر طريقنا ، وشغل أوقاتنا بما ينفعنا هللالحمد 

  .على نبيه محمد صلى االله عليه وسلم ونصلي

أحياناً تعجز الكلمات عما يجول في خاطر المرء من شكر وتقدير، وخاصةً لمن قدموا عصارة 

قلوبهم، ونتاج جهدهم الطويل، و تجربتهم المريرة، فكل الشكر والتقدير لأساتذتنا 

  الأفاضل........

ل الذين أناروا لي الطريق وأفادوني بعلمهم وخلاصة متنان إلى كلاوأتوجه بجزيل الشكر وا

الأستاذ الدكتور خليل المعري تجاربهم في إنجاز هذا البحث وأخص بالشكر أساتذتي المشرفين 

لما متنان لأعضاء لجنة الحكم لاكما أتقدم بجزيل الشكر وا ،البيسكي و الدكتور فهد

التوجيهات والتوصيات اللازمة لجعلها  بذلوه من جهد وعناء في تدقيق هذه الأطروحة وإعطاء

  في أكمل صورة .

متنان للمهندس منار مخول والمهندس سومر العلي لما قدماه من لاوأتوجه بخالص الشكر وا

  مساعدة أثناء إنجاز هذا البحث.

كما أنني أشكر إدارة الهيئة العامة للتقانة الحيوية لما قدمته من دعم وتسهيلات لإنجاز هذا 

  العمل .

ولايسعني في النهاية إلا أن أتقدم بخالص الشكر إلى عائلتي .....أبي العزيز وأمي الحنونة 

  وأخوتي الذين كانوا لي الدعم والسند في كافة مراحل الدراسة .



VII 
 

 لإهداءاتا

  إلى سيد الأنبياء والمرسلين 

  ، سيد الأولين والأخرينرإلى السراج المني

  إلى من قال إنما أرسلت معلماً 

  بعدها أبداً ألا نظمإلى من نرجو أن ننهل من يده الشريفة شربة 

 عليه وسلم محمد صلى االله الكريمالنبي                                                                 

  

  إلى مثلي الأعلى الذي خط دروب حياتي 

  إلى من زرع في قلبي حب العلم والاجتهاد ، ومنحني الثقة بالنفس

  وكل أملي أن أنال رضاه ، وأرد له جزءاً مما أعطاه 

  إلى القلب الطيب ، والنفس الأبية ...إلى الرجل العظيم الحكيم

                                                                                   

 أبي.........
                        

  إلى منبع الود والعطاء 

  القلب الذي ينبض بالحب والحنانإلى 

  إلى العين التي ترقبني في كل مكان 

  حسان ولآلئإلى الكنز الذي يغدق علينا درراً 

 أمي..........

  



VIII 
 

  إلى نبع الصفاء والحنان

  إلى من يألفها قلبي وتودها روحي

  إلى من وهبت عائلتنا أخاً حقيقياً

  وأزهاراً كانت مبعث الفرح في حياتنا

 أختي نهى وزوجها ابراهيم الحلبي وأولادها                                                   

  

                           

  إلى الشموع التي أضاءت دربي

  إلى الدم الذي يجري في عروقي 

  إلى من قضيت معهم حلو الحياة ومرها

  إلى مصدر فخري واعتزازي

  

 إخوتي : محمد ، عبد الحميد ، طارق                                                      

  

  إلى من قضيت معهم ربيع حياتي وأجمل ذكرياتي

  بسمتي وفرحي اكانوإلى من 

  إلى من يتجدد الأمل بجمعتهم و تفرح النفوس لحديثهم

  

 صديقاتي .........                                                                        
 

  

 



IX 
 

 فهرس المحتويات

 رقم الصفحة المحتويات
  الملخص

 1 المقدمة-1
 2 مقدمة عامة 1-1
 3 مواعيد وطريقة الزراعة 1-2
 3 طرائق إكثار البطاطا 1-3
 4 واقع زراعة البطاطا في سوريا 1-4
 5 مبررات البحث 1-5
 6 أهداف البحث 1-6
 7 الدراسة المرجعية -2
 24 مواد البحث وطرائقه -3
 25 المادة النباتية  3-1
 26 طرائق البحث 3-2
 26 زراعة النهايات الوردية بالأصص1 -3-2
 27 زرع الأنسجة للخزعات النباتية 3-2-2

 27 الزرع الأولي للعقل الساقية 1-2-2-3
 28 مرحلة إكثار الخزعات النباتية 2-2-2-3

 29 مرحلة عزل البروتوبلاست3 -3-2
 31 تحديد كثافة البروتوبلاست المعزولة 3-2-4
 32 تحديد حيوية البروتوبلاست المعزولة 3-2-5
 33 العوامل المؤثرة في عزل البروتوبلاست 3-2-6
 33 الفضة أثناء طور الإكثار تأثير المعاملة بثيوسلفات 3-2-6-1
 34 تأثير نوع و تركيز منظم الضغط الأسموزي 3-2-6-2
 34 تأثير عمر الأوراق النباتية داخل الأنابيب أثناء طور الإكثار 3-2-6-3
 34 مرحلة زرع البروتوبلاست 3-2-7
 35 مرحلة استحداث الكالوس   3-2-8
 36 مرحلة تشكل النموات من الكالوس   3-2-9
 37 مرحلة إكثار النموات المتجددة  3-2-10
 38 مرحلة التقسية3-2-11
 DNA 41على مستوى التوصيف الجزيئي  3-2-12



X 
 

 DNA   41استخلاص 3-2-12-1
 43 و نوعيته DNAتقدير كمية  3-2-12-2
 44 البوليميرازيالتفاعل التسلسلي  3-2-12-3
 PCR 46الرحلان الكهربائي والتلوين والتصوير لنواتج  3-2-12-4
 46 التحليل الإحصائي 3-2-13
 47 النتائج والمناقشة - 4
 48 للعقل الساقية مرحلة الزرع الأولي 4-1

 49 مرحلة إكثار الخزعات النباتية 2-4
 49 العوامل المؤثرة في عزل البروتوبلاست 4-3
 49 بثيوسلفات الفضة أثناء طور الإكثارتأثير المعاملة  4-3-1
 55 تأثير نوع و تركيز منظم الضغط الأسموزي 4-3-2
 59 تأثير عمر الأوراق النباتية داخل الأنابيب أثناء طور الإكثار 4-3-3
 62 مرحلة زرع البروتوبلاست 4-4
 66 الكالوس استحداثمرحلة  4-5
 67 مرحلة تشكل النموات من الكالوس 4-6
 70 مرحلة إكثار النموات المتجددة 4-7
 71 مرحلة التقسية 4-8
 ISSR 75باستخدام تقنية  DNAالتوصيف الجزيئي على مستوى  4-9
 78 الاستنتاجات 5-1
 81 المقترحات والتوصيات  5-2

 82 المراجع6-
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



XI 
 

 فهرس الجداول

 رقم الصفحة محتوى الجدول  رقم الجدول

 5 .تطور المساحة المزروعة وإنتاج البطاطا في سورية 1

 30 .المحاليل المستخدمة في عزل البروتوبلاست في البطاطا 2

المستخدمة في  (SH)وشینك وھیلدبراند (MS)تركیب الأوساط المغذیة لموراشیج وسكوج  3
 39 البحث. 

 40 . الأوساط المغذية المستخدمة في تجارب البحث 4

 44 .المستخدمة ISSRالنكليوتيدي لبادئات التتالي  5

 51 في الصنفين المدروسين . في بعض الصفات المورفولوجية STSكيز اتأثير تر 6

 53 في الصنفين المدروسين. كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولةفي  STSتأثير تراكيز  7

8 
البروتوبلاست المعزولة في الصنفين كثافة وحيوية المانيتول في كيز مختلفة من اتأثير تر

 المدروسين .
56 

9 
في الصنفين  كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولةفي  سكروزالتأثير تراكيز مختلفة من 

 المدروسين.
57 

10 
كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولة في الصنفين  تأثير عمر الأوراق النباتية في

 المدروسين.
60 

 62 في تشكل الجدار الخلوي و بدء الإنقسام في الصنفين المدروسين. Zمختلفة من  تأثير تراكيز 11

 64 .في نسبة تشكل المستعمرات الخلوية في الصنفين المدروسين  Zتأثير تراكيز مختلفة من  12

 66 .في نسبة تشكل الكالوس في الصنفين المدروسين NAAتأثير تراكيز مختلفة من  13

14 
في نسبة تشكل البراعم الخضرية و عدد النموات في  BAPو  Zمختلفة من  تأثير تراكيز

 الصنف بنيلا.
69 

 73 .مراحل عزل وزرع وتجديد البروتوبلاست في الصنف بنيلا 15

16  
  ISSRعدد الحزم الكلي و النسبة المئوية للتباين الشكلي الناتج عن البادئات المستخدمة في 

 سلالات متجددة منه . 5و  للصنف بنيلا
76 

 

 

 



XII 
 

 فهرس المخططات والأشكال

رقم 
 الشكل

رقم  الموضوع
 الصفحة

 26 .درنات أصناف البطاطا المدروسة 1

 27 .زراعة النهايات الوردية لدرنات الصنفين المدروسين 2

 31 .المخطط العام لعملية عزل البروتوبلاست 3

 33 جهاز الماسح الضوئي. 4

 35 جهاز عد المستعمرات الخلوية .  5

 37 .المخطط العام لعملية زرع البروتوبلاست وتجديدها 6

 49 زرع الخزعات النباتية في مرحلة الإكثار. 7

 52 في بعض الصفات المورفولوجية في الصنفين المدروسين. STSتأثير تراكيز  8

 54 في كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف بنيلا . STSميكرومول من   0.00تأثير التركيز  9

 54 في كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف بنيلا . STSميكرومول من   0.50تأثير التركيز  10

 58 مول من المانيتول في كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف بنيلا . 0.25تأثير التركيز  11

 58 مول من المانيتول في كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف بنيلا . 0.75تأثير التركيز  12

 61 أسابيع. 4كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف بورين عند استخدام أوراق نباتية بعمر  13

 61 أسابيع. 7كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف بورين عند استخدام أوراق نباتية بعمر  14

 64 تشكل الجدار الخلوي بعد يومين من زرع البروتوبلاست . 15

 Z. 65أيام من زرعها في وسط خالي من   4البروتوبلاست بعد  16

17 
في  Zمغ/ل  1.5أسابيع من زرع البروتوبلاست في وسط يحوي  4المستعمرات الخلوية بعد 

 65 الصنفين المدروسين.

 67 .ناتج من المستعمرات الخلوية في الصنفين المدروسين كالوس 18

 70 .بنيلا النموات المتجددة بدءاً من كالوس الصنف 19

 MS . 70في وسط  زرعهأسبوع من   2نبات متجدد بعد 20

 72 .بنيلافي الصنف  مراحل عملية التقسية 21

 74 .المعزولة مراحل تجديد الصنف بنيلا  بدءاً من البروتوبلاست 22

23 
) 6-2عينات( 5هلامة الأغاروز لملاحظة التعددية الشكلية الناتجة عن استخدام البادئات في 

بوجود معلم ذو وزن ) 1( بنيلامن  السلالا ت الخضرية بالمقارنة مع النبات الأم  من الصنف 
 .  kp   1جزیئي 

77 

 



XIII 
 

 المختصرات العلمية الواردة في الأطروحة

Abbreviations 
 المختصر العلمي الاسم الانكليزي الاسم العربي

 Murashige and Skoog (1962) MS المحلول المعدني موراشيج وسكوج

 Schenk and Heldebrand(1972) SH المحلول المعدني تشينك وهيلدبراند

 Cellulase TC (From Trichoderma Reesi) Cellulase أنزیم سیللولاز

 Pectinase Rohament P5(From Aspergillus niger) Pectinase أنزیم بكتیناز

 Silver Thiosulphate Ag[(S2O3)2]3 STS ثیو سلفات الفضة

 N-morpholino-ethanesulfonic acid MES-2 حمض مورفولينو إيثان سلفونيك

 Thiamine B1 ثيامين

 Nicotinic acid B3 حمض نيكوتينيك

 Ascorbic acid C حمض أسكوربيك

 Pyridoxine B6 بيرودوكسين

 Zeatin Z زياتين

 Naphthalene acetic acid NAA نفتالين أستيك أسيد

 Indole acetic acid IAA أندول أستيك أسيد

 Gebberellic acid GA3 حمض الجبریللین

 benzyl aminopurine 6-BAP -6 6- بنزيل أمينو بيورين 

 

  

  

  



XIV 
 

  لملخصا

يلا بنمن أوراق صنفي البطاطا  البروتوبلاستوتجديد وضع تقنية لعزل  في ھذا البحثتم   

، وحددت بعض العوامل المؤثرة في كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولة ودرستوبورين، 

ومن ثم ، س و تجديدهوفي زرع البروتوبلاست واستحداث الكالأفضل الشروط المدروسة 

 مع النباتات الأمالصنف بنیلا  كالوسبين النباتات المتجددة من  تحديد مدى التشابه الوراثي

  .ISSRبطريقة 

الزرع، إلى زيادة إلى وسط ميكرومول  50بتركيز  (STS)أدت إضافة ثيوسلفات الفضة   

المسطح الورقي، وتقصير السلاميات، وزيادة كثافة و حيوية البروتوبلاست المعزولة في كل 

       و مل بروتوبلاست/مليون 0.06±1.70 (و بورين، حيث بلغت الكثافة  من الصنفين بنيلا

 و  %2.33±82.91حيوية (، والالتوالي على )ملبروتوبلاست/مليون 1.63±0.06 

  .% )على التوالي  73.82±2.39

 بتأثير تراكيز (P < 0.01)وجود فروق معنوية بين الصنفين المدروسين نت النتائج بيو  

مول أعلى كثافة من  0.75التركيز  أعطىحيث  ،كمنظم للضغط الأسموزي المانيتول

الحيوية  كانتمل)، وبروتوبلاست/مليون 0.08±1.67( بنيلاالبروتوبلاست في الصنف 

 0.50أعلى كثافة في الصنف بورين عند استخدام التركيز  )، بينما كانت87.82±2.77%(

نت بيكما ، )%2.76±86.05(و الحيوية مل) بروتوبلاست/مليون  0.06±1.85مول (

إلى الحصول على  ، أدىأسابيع 4نباتات مزروعة مخبرياً بعمر النتائج أن استخدام أوراق 

وبورين  بنيلاكثافة من البروتوبلاست المعزولة وبفروق معنوية بين الصنفين على أ

على  )ملبروتوبلاست/مليون  1.22±1.44 ومل بروتوبلاست/مليون  1.93±0.04(
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 وذلك ،على التوالي )% 4.0±82.59و  2.21±84.91 %وحيث كانت الحيوية (، التوالي

  نزيمي المؤلف من :لأساعة ضمن المحلول ا16-14مدة بعد التحضين 

1.75%TC  Cellulase  +0.4% Pectinase +0.005  المائي  كلوريد الكالسيوممول

 و ،MES)إيثان سلفونيك ( حمض مورفولينو مول 0.01 + مانيتول) مول 0.5-0.75(+

  pH (.5.6درجة حموضة الوسط (

 5-4أيام في الصنف بنيلا، و بعد  4-3وقد لوحظ بدء الإنقسام الخلوي للبروتوبلاست بعد   

أعلى  مغ/ل، وسجلت 1.5و  1) بتركيز Zأيام في الصنف بورين عند استخدام الزياتين (

وذلك بفروق معنوية ، مغ/ل 1بتركيز  الزياتيننسبة لتشكل المستعمرات الخلوية عند استخدام 

، وتم الحصول %) على التوالي0.09±1.27% و0.1±1.58و بورين ( بنيلابين الصنفين 

بتركيز  (NAA)أسيتك أسيد نفتالين  وكسينالأس عند استخدام وكالال أعلى نسبة لتشكل على

 %8.77±51.12(و بورين  بنيلامغ/ل وبفروق معنوية بين الصنفين  0.1

، و بلغ أعلى متوسط لعدد النموات الخضرية المتشكلة بدءاً على التوالي % )2.81±18.96و

مغ/ل، في حين لم يتم  1.5بتركيز  Zعند استخدام  ،(0.33±1.06)من كالوس الصنف بنيلا 

  الحصول على أي نمو من كالوس الصنف بورين.

ين من نقل النباتات إلى البيت البلاستيكي، % بعد  شهر92بلغت نسبة نجاح عملية التقسية    

  درينة 30سم، وتم الحصول على درينات متوسط قطر  26.6و بلغ متوسط طول النباتات 

  غ.  2.06مم ومتوسط وزنها13.17

   نت تقنية بيISSR للنبات  مماثلة تماماًكانت  الصنف بنيلاس والمتجددة من كال اتأن النبات

  %.100الأم بنسبة 
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  : Intruduction المقدمة1-

  :مقدمة عامة 1-1

إلى  البطاطا نتميتو، العالمر في االخض محاصيل من أهم (.Solanum tuberosum L) البطاطا دتع  

  .Solanaceae الباذنجانية أهم وأكبر أجناس العائلةالذي يعد من Solanum  الجنس

  أنواع البطاطا سلسلة متصلة من التراكيب الصبغية المتضاعفة، فهناك الأنواع الثنائية ن تكو     

2n=2x=24 2 الثلاثية وn=3x=362 الرباعيةوn=4x=48 2الخماسية وn=5x=60  والسداسية

2n=6x=72 ،1989؛ بوراس، 1981(مسعود.(  

تنتشر الأنواع حيث ، البيرو والمكسيك )  ،الموطن الأصلي للبطاطا هو أمريكا الوسطى والجنوبية ( تشيلي   

للبيرو  الاسباني ومن هناك انتقلت إلى أوروبا عقب الغزو ،تتميز بدرناتها الصغيرة وطعمها المر التي بريةال

الفاتحون باحثين عن الذهب غير أن الكنز الحقيقي الذي عادوا  جاءحيث ، في منتصف القرن السادس عشر

  .)2006 ،بوراس و زملاؤه( ابه إلى أوروبا هو البطاط

فكما هو  ،بالطاقة كونه أحد أكثر المحاصيل الغذائية غنىلعالمي كبير  البطاطا باهتماميستأثر محصول   

بالنسبة  أساسياً محصول البطاطا غذاء يعد ،الرز بالنسبة لدول شرق آسيا والقمح لدول شرق البحر المتوسط

غ   79.8حوالي غ من درنات البطاطا المقشرة على 100إذ يحتوي كل  ،والأمريكيتين الشمالية لدول أوروبا

مغ  53و غ كالسيوم 0.9و غ ألياف 0.5و  غ دهون 0.1و غ بروتين 2و  غ كربوهيدرات17.1و ماء

 1.5و مغ ريبوفلافين 0.4و  مغ ثيامين 0.1و مغ مغنيزيوم 4.7ومغ صوديوم  3و مغ حديد 0.6و فوسفور

  .)2000سكوربيك (الموصللي،الأ مغ حمض 20و مغ نياسين

 ،وذلك لوفرة غلتها ،وغذاء أساسياً في البلدان النامية ،وتُعد البطاطا أحد أهم المحاصيل الزراعية في العالم  

  .لكونها غذاء للإنسان وإضافة .وتنوع الظروف البيئية التي تنمو فيها ،إنتاجها سهولةو
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 ،حيث يستخرج منها النشاء ،استعمالات عديدة في مجال الصناعةولها  ،فإنها تُقدم أيضاً كعلف للحيوانات 

واستخراج في صناعة التخمير و  ،وصناعة المواد اللاصقة ،وتستعمل في صناعة الورق والمنسوجات

  ).1989،وتانول وبعض الأحماض مثل الستريك و اللاكتيك ( بوراسلبالكحول مثل الإيتانول وا

  :د وطريقة الزراعةيعامو2-1 

 ع البطاطا في سورية في عروات ثلاث:تزر

حيث تزرع البطاطا في المنطقة  ،ابتداء من منتصف كانون الثاني حتى منتصف شباط : عروة ربيعية

  شباط. أواسطأما في المناطق الداخلية فتزرع في  ،الساحلية في كانون الثاني

  ئم المناطق الباردة. وهذا يلا ،من منتصف آذار حتى منتصف نيسان ابتداء تزرع :عروة صيفية

    المناطق الداخلية وهذا يلائم ،من منتصف تموز حتى منتصف آب ابتداءتزرع  عروة خريفية:

  .)2006،(بوراس و زملاؤه 

وهناك الزراعة اليدوية و بشكل  ،الأكثر شيوعاً في سورية هي طريقة الزراعة النصف آلية طريقة الزراعة

 –مارفونا  –دراجا   -بنيلا –: ليزيتا هي البطاطا المزروعة في سوريةوأهم أصناف  ،قليل الزراعة الآلية

  . (FAO,1991) أريندا -سولاني –أرنوفا  –أطلس  -رياغأ –سبونتا  –بورين 

  طرائق إكثار البطاطا: 3-1

  :(Sexual reproduction) الإكثار الجنسي

أما تسويقياً فالدرينات الناتجة صغيرة ، أصناف جديدة يستخدم للأغراض البحثية و أغراض التربية لإنتاج 

  ).Wiersema,1982(اقتصادي وبالتالي إكثارها لهذا الغرض غير  ،غير قابلة للتسويق ،الحجم
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  :(Asexual) كثار اللاجنسيالإ

والتي هي  ،و قطع منهاأ وهي الطريقة الرئيسية المتبعة للإكثار وذلك بزراعة الدرنات الكاملة بالدرنات :-1

هذه الطريقة أنها تحافظ على نقاوة الصفات الوراثية  ميزاتومن  ،ختزان الغذاءلإن سوق متحورة عبارة ع

 ،عدة مواسم متتالية االبطاطا نتيجة زراعته زيولوجي لبذاريتدهور ف أنها تسبب مساوئهاولكن من  ،للصنف

 بنسبة قد تصل إلىالإنتاج نخفاض اإلى إلى الأجيال التالية مما يؤدي  الفيروسية نتقال الأمراضلاإضافة 

50-30) %De bokx et al., 1987.(  

  الإكثار بطرائق زرع الأنسجة النباتية:-2

الأكثر بروزاً في  زرع الأنسجة والخلايا النباتية كان استخدام تقاناتعلى مر السنوات الخمسين الماضية 

  إكثار البطاطا بالنسج بطريقتين :يتم و ،أكثر من أنواع المحاصيل الأخرى )Solanum tuberosumالبطاطا (

  .)Albiski et al., 2001(إنتاج شتول بأعداد كبيرة بالنسج بعد تقسيتها في البيوت الزجاجية  -

  .)2008(المعري وزملاؤه ، خاصة أوساط مغذية ستخداماب المخبرفي إنتاج درينات دقيقة  -

  واقع زراعة البطاطا في سورية:  4-1

 الأصناف وكانت ،السبعينات بداية منذ سورية في البطاطا  محصول لزراعة والتخطيط هتماملاا بدأ

 الزراعية المعاملاتحيث من  البطاطا بمتطلبات تهتم الزراعية الأبحاث بدأت ثم ،قليلة العدد المزروعة

ما يتلائم ، بجديدة أصناف إدخال الثمانينات بدأ بداية ومع الغذائية، حتياجاتلاوا المناخية والظروف، اللازمة 

 من ت البطاطاأصبح حتى وتزداد تتسع المساحات الزراعية بدأت، كما في القطر البيئات ختلافامع 

في سورية محصول البطاطا مساحة وإنتاج  1ل يبين الجدوو،  (NAPC,2008) الهامة الغذائية المحاصيل

  .)2010،(المجموعة الإحصائية 2010حتى عام  2005من عام 
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  المزروعة وإنتاج البطاطا في سورية. ةمساح:  تطور ال1جدول

  .)2010،(المجموعة الإحصائية     

  

  مبررات البحث: 5-1

 لباتطتتلبي مالتي  ،جديدةالصناف بعض الأتطوير  فيبطاطا للوالتحسين الوراثي  ساعدت برامج التربية  

  والإنتاجية. الجودةمقاومتها للإجهادات الحيوية واللا حيوية ، وتحسين  من حيثالسوق 

ويحتاج    ، بسبب التعقيد الوراثي للنبات، خرىبالمقارنة مع المحاصيل الأتعد تربية البطاطا أقل نجاحاً   

  .التقليدية  في البطاطا إلى وقت وجهد كبير وتكاليف باهظة بالطرائق التحسين الوراثي 

وفر الوقت ييمكن أن  ،، مثل زرع ودمج البروتوبلاست  الحديثة الحيوية النباتية نياتالتق استخدام إنو  

وهو نقل  تحقيق الهدف النهائي  التمكن من وبالتالي ،الجنسي التوافق بهدف التغلب على مشاكل عدم ،والجهد

الصفات بعض حيث يستعمل دمج البروتوبلاست بنجاح في نقل ، المرغوبة في البطاطا  تصاديةقلاا الصفات

   (Valkonen and Rokka,1998)فيروساتللمقاومة نقل صفة المثل ، من الأصناف البرية إلى الأصناف المزروعة

وسيلة لزيادة التغيرات الوراثية في  جسميال وهذا التهجين ،(Preiszner et al.,1991) صقيعلمقاومة للوا

ؤدي أيضاً إلى يوإنما يمكن أن ، ليس فقط عن طريق التغلب على عدم التوافق الجنسي، عديد من المحاصيل

  

 البطاطا في سورية

  الأعوام

2005 2006 2007 2008 2009 2010 

 35  35 36  31 28 30 المزروعة/ألف هكتار ةالمساح

 675  706 721  570 603 608 الإنتاج /ألف طن

  20 20.2 19.9 18.3 21.7  20.6 الغلة طن/هكتار
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ولابد قبل  الجنسي التقليدي.وهذا صعب أو مستحيل الحصول عليه بالتهجين  ،ندماج النوى و السيتوبلاسما

البدء ببرنامج لدمج البروتوبلاست من إجراء تأسيس لهذه التقنية وتحديد الشروط الأنسب لعزل البروتوبلاست 

من أجزاء نباتية مختلفة كمرحلة أولى، والتمكن من عملية تجديد البروتوبلاست للحصول على نباتات كاملة 

بهدف التحسين  ،ام التقنية الأوسع انتشاراً وهي دمج البروتوبلاستكمرحلة ثانية، و ثم ليصار إلى استخد

، مثل الجفاف والملوحة ومقاومة بعض البيئية المحلية للإجهاداتأصناف جديدة متحملة  واستنباطالوراثي 

  . الأمراض والحشرات

  

  أهداف البحث:6-1   

  بورين . -بنيلا المدروسين :عزل البروتوبلاست من ميزوفيل الأوراق في البطاطا من الصنفين 1-

، من خلال دراسة بعض العوامل ضمن الظروف المحليةوتجديدها  أمثلة تقنية عزل البروتوبلاست 2-

  المتعلقة بالأوساط المغذية .

إحدى باستخدام ، الحكم على مدى التشابه الوراثي بين النباتات الناتجة مع النباتات الأم المكاثرة بالأنسجة3-

  .ISSR (Inter Simple Sequense Repeat) مة الوراثيةالبص اتتقني
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 

 

 

 
LITERATURE REVIEW  
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 : Literature Review المرجعية ةالدراس2-

نباتية خالية من الجدار الخلوي البكتوسللوزي، يتم عزلها وزرعها بهدف الحصول خلية هي البروتوبلاست   

  ).(Shepard and Totten,1977باتات كاملة على ن

 من التقنيات الحيوية الهامة في مجال التحسين الوراثي للنباتات، البروتوبلاستوزرع  تقنية عزل  تعد  

سلالات و أصناف جديدة مفيدة  ومتحملة للإجهادات الحيوية واللاحيوية، وتعد حالياً إحدى التقنيات  واستنباط

العمليات  ، و قد استخدمت في دراسة(Zhu et al.,2005;Sheahan et al.,2007)الحيوية الأساسية 

  النباتاتمختلف  الإنقسام الخلوي في و مثل هضم الجدار الخلوي، والنشاطات الخلوية

 (Pongchawee et al.,2006;Yoo et al.,2007).  

وذلك لأن سطح  ،نباتاتللالوراثي تحسين التستخدم تقنية عزل وزرع البروتوبلاست بشكل كبير في مجال و

عديد من لنقطة بداية هذا وبالتالي يشكل  ،بشكل كامل اًيكون مكشوف ةالغشاء الخلوي للبروتوبلاست المعزول

نقل المعلومات الوراثية  يتمثم ، الوراثي في الخلايا النباتية وفي كامل النبات غيرالتقنيات التي تهدف إلى الت

 الأنواع النباتية، من الأجزاء الجسمية لتلك ةالمعزول تدمج البروتوبلاس الجديدة من نوع إلى أخر عن طريق

  .(Ling et al.,2009) تفي عزل الطفراأيضاً  تستخدمو

، الأنزيمي عزلال الميكانيكي و عزلالبروتوبلاست : ال عزلطريقتان للتخلص من الجدار الخلوي و  يوجد  

إضافة إلى أنه  فقط القليل من البروتوبلاست عنه ينتجو ،صعب ويحتاج إلى وقت طويللعزل الميكانيكي ا

 في بعض الحالات النادرةو الطحالبمثل الفوناريا و ،ذات الخلايا الكبيرةالنباتية لايستخدم إلا مع الأنواع 

  .(Binder et al.,2003) هذه الخلايا إلى نبات كامل تطورتفقط، 

لبادرات  جذريةعزل البروتوبلاست من القمم اللذي ا ،)Cocking)1960  من قبل ينزيملإا عزلال اكتُشف

 أنزيم السيلولاز المعزول من فطر  باستخدام عن طريق التحلل الأنزيمي للجدر الخلوية، البندورة
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Myrothecium Verrucaria.  وحصلPower and Cocking )1970(  على البروتوبلاست باستخدام

أولاً، ثم تتحلل الجدر  للتجمعات الخلوية ريقيث يحدث تف، حالسيلولاز والبكتيناز يمحلول يحوي أنزيم

لبروتوبلاست ثورة في علم النبات لنزيمي لإا عزلالقد أحدث و .البروتوبلاست مباشرة وتتحرر اًالخلوية ثاني

 منكثير من الأنواع النباتية و فيومنذ ذلك الحين تم عزل البروتوبلاست ، خصوصاً في علم تربية النبات

  .الفطورالطحالب و

 اًولكن هناك تطور ،اًمن أن إعادة تجديد النبات عن طريق عزل البروتوبلاست  لم يكن معروف على الرغمو  

البروتوبلاست في  ولقد نجح زرع ،(Umate et al.,2005) عزل البروتوبلاست وزرعها اً لطرائقمستمر

، )Ferreira and Zelcer,1989لمي (نوع عا 30من أصناف البطاطا الثنائية والرباعية وفي أكثر من  عديد

ثنائية الصيغة و ، (2n=4x=48) الصيغة الصبغيةأمكن الحصول على نباتات رباعية و

 مثل  Solanum  الأخرى في الجنس ومن الأنواع ، (S.tuberosum)من البطاطا   (2n=2x=24)الصبغية

. (Shanin,1984) S.Chacoense   
البرية صفة المقاومة للأمراض ، ولكنها غير متوافقة جنسياً مع أصناف البطاطا تمتلك العديد من أصناف    

البطاطا التجارية، ولقد أمكن عن طريق دمج البروتوبلاست نقل العديد من صفات المقاومة  من الأصناف 

 و  S.tuberosumالبرية إلى الأصناف التجارية، مثل صفة مقاومة الفيروسات عند التهجين بين

S.brevedens (Pehu et al.,1990)وفثورا عند التهجين بين ت، والمقاومة للفيS.tuberosum  و

S.circaeifolium (Mattheij et al.,1992) بين، والمقاومة لخنفساء كولارادو عند التهجين 

S.tuberosum وS.chacoense  (Cheng et al.,1995)،  واستخدم دمج البروتوبلاست في نقل صفة

إلى  S.commersoniiوالمقاومة للبكتيريا من النوع البري  S.brevidensلنوع البري المقاومة للصقيع من ا

 نالهج توقد احتو (Preiszner et al.,1991).التي لا تمتلك صفات المقاومة هذه  الأصناف التجارية
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انوية ، على مستقلبات ث S.brevidens وS.tuberosum      منعن دمج بروتوبلاست كل  ةالناتج ةالجسمي

هجن العندما تم تحليل محتوى  كذلكو ،(Laurial et al.,1996)النوعين السابقين  ي منغير موجودة في أ

من القلويدات  S.bulbocastanumو S.tuberosum   بين النوعين دمج البروتوبلاست عنة الناتج ةالجسمي

  . Savarese et al.,2009)الموجودة في نباتات العائلة الباذنجانية (

وتم في مجال تربية النبات دمج بروتوبلاست الخيار مع بروتوبلاست السلالة البرية منه المقاومة لنيماتودا   

فقد ظهرت به بعض صفات  الناجم عن دمج البروتوبلاست،  أما هجين البندورة مع البطاطا تعقد الجذور،

 ،درنات صغيرة بيضاء اللون جنت الهدهما، وقد تكونت لبعض نباتاالأبوين رغم أنه كان دائماً أقرب إلى أح

  ).2002(الرفاعي و الشوبكي ، وأزهار وثمار صفراء اللون لها نكهة البندورة

مدى أهمها  على العديد من العوامل، البطاطافي  وراقالأالبروتوبلاست من ميزوفيل و زرع عزل يعتمد   

وبذلك فإن استخدام  رات الموسمية بالتغي من دون التأثر، توفر النسيج النباتي الملائم في الوقت المناسب

البروتوبلاست  وارتفاع حيوية لنوعية وثبات نظراً ،مرغوب رعزل البروتوبلاست أمل النباتات النامية مخبرياً

لوث  فالنباتات النامية داخل الأنابيب لا إضافة إلى غياب مشاكل الت، ) (Davey et al.,2005الناتج عنها

البطاطا باستخدام  ها فيتجديد وعزل البروتوبلاست تم و  .(Greplova et al.,2007) تحتاج إلى تعقيم

وباستخدام طرز وراثية ومستويات  ، درنة) –جذر  –ساق  -قمم نامية  –مصادر مختلفة من الأنسجة (ورقة 

  (Jones et al.,1989).صبغية مختلفة 

ومن معلق خلوي ، (Cardi et al.,1990) ةالبروتوبلاست في البطاطا بدءاً من ميزوفيل الورق توقد عزل

(Tavazza et al.,1988) ،ومن الدرنات )(Jones et al.,1989.  

تتيح فرصة الحصول على فهي ، من أهم المصادر الأساسية للحصول على البروتوبلاست الأوراق تعدو 

من خلايا  ةالمعزول توبلاستروتكون الب .) (Sheen,2001خلايا جيدة ومتماثلة في نفس الوقت من أنسجتها
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 الجذرخلايا  البروتوبلاست المعزولة من أما ،خضراء اللون وغنية بالكلوروبلاست ،الورقة كروية الشكل

مصادر أخرى للبروتوبلاست منها مزارع  هناكو .)Ling et al.,2009( ةشفافوغير منتظمة الشكل فتكون 

 ،عاليةالحيوية ال ذاتت كبيرة من البروتوبلاست لحصول على كميافي االتي تستخدم و، الكالوس حديثة العمر

في التحسين الوراثي  تستخدم ،إلى الحصول على سلالات خضرية منهاويؤدي عزل البروتوبلاست 

لعزل  الجيدة  المعلق الخلوي من المصادر ديع، و(Avetisov et al.,1987)للمحاصيل الزراعية كافة 

  .(Ryema et al.,2003) وفي الموز (Tang et al.,2001) البروتوبلاست في الرز

الذرة و (Yamada et al.,1986)تم عزل البروتوبلاست وزرعها في العديد من الأنواع مثل الرزقد و

(Sheen,1993) القمحو (Harris et al.,1988) البصل و(Karim and Adachi,1997)  و  

   (Chen et al.,2004) ملفوف الأحمروال (Chabne et al.,2007)نخيل البلح و(Jin et al.,2003) الفصة 

 الإثيلينتثبيط تأثير أمكن وقد ، نمو البطاطا المزروعة مخبرياًلالمعروفة  مثبطاتالمن  الإثيلينيعد    

وهذا  acetylsalicylic acidأو نترات الفضة) أو ثيوسلفات أيون الفضة ( مثل ،ركباتبإستخدام بعض الم

 فين القدرة على التجديد يحستلبروتوبلاست وكفاءة تشكل المستعمرات الخلوية وتحسين كثافة ايؤدي إلى 

ثيوسلفات الفضة وأدت إضافة .  (Rethmeier et al.,1991)وفي البندورة، (Perl et al.,1988)البطاطا 

انخفاض طول و في البطاطا، إلى زيادة المسطح الورقي، زرعإلى وسط ال ميكرومول/ل  100-50بتركيز 

كثافة البروتوبلاست المعزولة من الأوراق  يادةوز ،IIلاميات، وزيادة الوزن الجاف و الكلوروفيل الس

(Songstad et al.,1988) .  

زيادة كثافة وحيوية إلى ، الأنزيمية وضع النسيج النباتي ضمن محلول بلزمة قبل المعاملةتعريض و يؤدي  

   المعاملة حيث تسبب هذه، (Davey et al.,2000a,2004;Power et al.,2004) المعزولة البروتوبلاست
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، إضافة إلى أنها تقلل من كمية الأنزيمات المتسربة تسهل عملية هضم الجدار الخلوي وبالتالي، بلزمة للخلايا

هذه المعاملة إلى زيادة  أدت قدو  .(Zhao and Wu,2006) إلى داخل الخلية أثناء عزل البروتوبلاست

  والتفاح (Krens et al.,1990) الشوندر السكري كل من بلاست المعزولة فيكثافة وحيوية البروتو

(Wallin and Johansson,1989).  

تعريض النباتات  للظلام قبل عزل البروتوبلاست منها إلى الحصول على كثافة عالية من  يؤدي  

د السبب في ذلك إلى ويعو، (Chang and Loescher,1991)البروتوبلاست ذات الحيوية العالية في البطاطا

أثناء القيام بعملية  ةالبروتوبلاست الهشخلايا  والتي تقوم بتمزيق، وجود حبيبات النشاء في أوراق البطاطا

، نخفاض محتوى الأوراق من النشاءاساعة أو أكثر إلى  24بينما يؤدي التحضين في الظلام لمدة  ،التثفيل

أقل من  محتوىذات  و خلوية أقل سماكةالجدر البح  تص ،إضافة إلى أنه في ظروف الإضاءة المنخفضة

لوحظت نتائج مماثلة عند قد و ،ةزيادة كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزول وهذا يؤدي بدوره إلى ،البكتات

 (Constabel et al.,1973) و البازلاء (Watts et al.,1974) عزل البروتوبلاست من أوراق التبغ

   .(Niedz  and Sink,1988)والبندورة 

  ساعة 24-6لمدة  °م 10-4ويزداد ثبات واستقرار البروتوبلاست مع انخفاض درجة الحرارة إلى 

 (Fehr et al.,1989).  

حيث يقوم  ،ز والبكتيناز من الأنزيمات التي تستخدم بشكل واسع في عزل البروتوبلاستيعتبر السيلولا  

في البكتين  D glacturonide-4-1 ليل المائي لرابطةتفريق التجمعات الخلوية، عن طريق التحبالبكتيناز 

للوزية في الجدار يويستخدم السيلولاز في فك الروابط الس .(Grezes et al.,1994) والحمض البكتيني

   .(Sondahl et al.,1980) والتي تنتهي بتحرير البروتوبلاست ،الخلوي
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 العزلعملية في  المستخدم لمحلول الأنزيميوتركيز ا نوععلى  ،عزل البروتوبلاست برنامج تعتمد كفاءة

(Chabane et al.,2007)، بعض الحالات يسبب العزل الأنزيمي للبروتوبلاست فقدان القدرة على  ففي

لتحرير  استخدام التراكيز المنخفضة من الأنزيمات غير كاف، فالجدار الخلوي والإنقسام والتمايز ةاستعاد

حيث يؤدي إلى زيادة  ،أثر سام على الخلايا ويكون ذ قد مرتفع من البكتينازاستخدام تركيز و ،البروتوبلاست

فإنه يؤثر على ، لولازيأما التركيز المرتفع من الس ،محتويات الخلية ثم موتهاو تسرب ، نفاذية الغشاء الخلوي

 Zhu et)الورقة  نسجة مفرطاً لأويسبب تحللاً، نشاطه الطبيعييضعف حيث  سلامة الغشاء الخلوي

al.,2005;Raiker et al.,2008).  لذلك فإنه يجب تحديد التركيز المناسب من الأنزيمات للحصول على

                                  .(Ishii,1988)ذات كثافة وحيوية مرتفعة بروتوبلاست 

ست لعزل بروتوبلا، Macerozyme R-10و  Cellulase R-10المزيج الأنزيمي المؤلف من  استخدمقد و

  .)Ehsanpour  and Jones,2001( البطاطا والبندورة والتبغ

من الأنزيمات  اًباستخدام وسط إستخلاص يحوي مزيجDesiree وتم عزل البروتوبلاست في صنف البطاطا 

1 % Cellulase R-100.25و% Macerozyme R-10استخدم المحلول الأنزيمي المحتوي على ، بينما  

0.25% Cellulase R-10  0.3و % Macerozyme R-10  الصيغة  ثنائيةلعزل بروتوبلاست الأصناف

لعزل بروتوبلاست  Tican  )(1996استخدم  ، في حين(Sidorova et al.,1987)في البطاطا الصبغية

 Macerozyme%0.15و   Cellulase R-10% 0.7الأنزيمي المحتوي على المزيجDelaware  الصنف 

 R-10   ، ولكن  ،لتركيز الأعلى من الأنزيمات يسبب إنتاج أعلى من البروتوبلاستأن استخدام ا و

  .كون أقل حيوية وأكثر تحطماًت ةالبروتوبلاست الناتج

المحلول الأنزيمي المحتوي  أنDesiree صنف البطاطا في  ،Tavazza and Ancora)(1986وجد وقد 

 من كثافة يعطي  Macerozyme R-10%0.25 و Cellulase R-10% 0.1مزيج من الأنزيمات  على
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 Kenebe  1.21×106 صنففي الو ،نباتية أوراق بروتوبلاست/غرام 106×1.56 حواليالبروتوبلاست 

  .نباتية قاورأبروتوبلاست /غرام 

بشكل كبير في كثافة وحيوية البروتوبلاست  ل الأنزيميمدة تحضين الأنسجة النباتية ضمن المحلو تؤثر

ل الجدار الخلوي وفي الإنقسام وبالتالي في تشكّ،  الغشاء السيتوبلاسميطبيعة وتؤثر كذلك في  ،ةالمعزول

أما التحضين الطويل ، ةالمعزول نخفاض كثافة البروتوبلاستإففترة التحضين غير الكافية تؤدي إلى  الخلوي،

  . (Kaur et al.,2006)حيوية الفيؤدي إلى انخفاض 

 ،هاوخارجالخلية بين داخل  الحلولي على التوازنو ،الخلية على شكل الحفاظعلى الجدار الخلوي  عملي  

يجب أن يكون لذلك  .يختلسوف فإن توازن الضغط الأسموزي ، يتم التخلص من الجدار الخلوي ماولكن عند

 ،للضغط الأسموزي داخل الخلية الضغط الأسموزي للمزيج الأنزيمي ولمحلول الغسيل ولوسط الزرع مماثلاً

زي يحمي الخلية عديمة الجدار الخلوي من الإنكماش وركيز المناسب من منظم الضغط الأسموإن إستخدام الت

تسرب  إلى ،لضغط الأسموزي إلى وسط الإستخلاص والزرعلعدم إضافة منظم يؤدي بينما  ،أو الإنفجار

الضغط التي استخدمت لضبط  وادالم ومن أكثر ،(Karp,2005)الماء إلى داخل الخلية وبالتالي إنفجارها 

المركب المانيتول  دويع ،(Navratiova,2004)السكروز  و الغلوكوزوالمانيتول والأسموزي السوربيتول 

تم  و، و يتسرب ببطئ إلى داخل البروتوبلاستالخلوي ستقلاب لافهو خامل نسبياً في عملية ا تأثيراً الأفضل 

تراكيز مختلفة من باستخدام  النباتية ةمختلف الأنسجمن من مختلف الأنواع النباتية و عزل البروتوبلاست

  في وسط العزل يسبب بلزمة للخلايا هولكن زيادة تركيز المانيتول،

(Sinha et al.,2003;Duquenne et al.,2007) عزل البروتوبلاست من  في السوربيتول استخدم بينما

  .(Ortinparraga and Burgos,2003) أوراق المشمش
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 ،الضغط الأسموزي الأمثل لمحلول عزل البروتوبلاست وزرعه أن Grun and Chu (1978)ن بي وقد

ؤدي الزرع في ضغط أسموزي مرتفع إلى حدوث يو ،يختلف حسب النوع والطراز الوراثي في البطاطا

الكلوروبلاست  و  تكون الخلايا كروية الشكلو، (Klimaszewske,1989)س والكال الإسمرار وتثبيط نمو

  محلول العزل والزرعاً في يكون تركيز منظم الضغط الأسموزي مثالي عندما في وسط الخلية

 )Tee et al.,2010(. ذكر  قدو Zhangمن الأفضل جعل الضغط الأسموزي للمزيج  هأن  (2011)وزملاؤه

يؤدي إلى  مما ،داخل الخلية الضغط الأسموزي منقليلاً الأنزيمي ولمحلول الغسيل ولوسط الزرع أعلى 

ضرر الخلية  يقل احتمالوبذلك  ،السيتوبلاسميقوة وكثافة الغشاء و زيادة لفيزيولوجية للخلية الحالة ا تحسين

  المعاملة الأنزيمية . تطبيقعند 

م كفاءة برنامج يتقيلوذلك ، بروتوبلاستالمن المتطلبات الأساسية لتأسيس نظام زرع يم الحيوية ييعد تق  

مها باستخدام المجهر يالتي يمكن تقي ،تهاشكل أساسي على حيويعتمد نمو الخلايا بيحيث  .عزل البروتوبلاست

تعطي فكرة أولية على سلامة الضوئي من خلال ملاحظة الشكل المظهري للبروتوبلاست، ولكن هذه الطريقة 

، التي الأصبغةم حيوية البروتوبلاست باستخدام يويتم عادة تقي .)2002(الرفاعي والشوبكي، البروتوبلاست

  موعتين:تصنف في مج

ومن هذه  ،UVمزود بأشعة  وميضيوالتي تحتاج إلى مجهر   فلورةالم الأصبغة: تضم  المجموعة الأولى

وينطلق   ،داخل الخلايا رازمع مراكز أنزيم الإست التي ترتبطFluorescein diacetate (FDA) الأصبغة :

فتظهر ، اذ من الأغشية الخلوية الحيةالفلورسين الذي يتجمع داخل سيتوبلازم الخلايا الحية ولايستطيع النف

استخدمت و (Larkin,1976) تبقى الخلايا الميتة عاتمة ، بينماUVالخلايا الحية باللون الأخضر بوجود أشعة 

  May queen و Delaware البطاطا يصنف فييم حيوية البروتوبلاست يفي تق FDAصبغة 
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(Kikuta et al.,1984; Ehsanpour and Jones,2001)، م حيوية حبوب اللقاح في يفي تقيو

  .(Khatun and Flowers,1995)الرز

أزرق ، أزرق إيفان استخداماً صبغةالأ هذه ومن أكثر ،فلورةغير الم الأصبغة: تضم  المجموعة الثانية

 م حيوية البروتوبلاست من قبل العديد من الباحثينيوقد استخدم أزرق إيفان في تقي ،لين و فينوسفرانينثيالم

(Gurr,1971;Hooly and Mccarthy,1980) ،الخلايا الحية أزرق إيفان بينما تمتص  لاتمتص حيث

سمي سيتوبلاوظائف الغشاء الل وهذا اختبار .الخلايا الميتة وحطام الخلايا هذه الصبغة فتظهر باللون أزرق

إيفان في  زرقأ صبغة تستخدما وقد.  Epstein,1972)( امتصاص الأيونات من قبل الخلية المسؤول عن

القهوة و (Taylor and West,1980)مثل البصل والفاصولياء النباتية م حيوية خلايا العديد من الأنواع يتقي

  .(Da Silva and Yuffa,2006) العربية

استخدمت صبغة  ، والحيوية بشكل سهل وسريع لعدد كبير من الخلايا تقييمهذه الطريقة  يتم من خلال

 حيث تظهر الخلايا الحية باللون الأحمر ، في فول الصوياحيوية المعلق الخلوي  ميفينوسفرانين في تقي

(Da Silva and Yuffa,2006).  

إن المتطلبات الأساسية في وسط زرع البروتوبلاست مشابهة لمتطلبات زرع الأنسجة النباتية و الكالوس   

 (MS) موراشيج وسكوج مكونات وسط ويعتمد الكثير منها على ،سواء في أوساط الزرع الصلبة أو السائلة

لكن مع إجراء بعض التعديلات، والتي غالباً ما تكون في مصادر الكربون والنيتروجين والفيتامينات، والتي 

   .يكون لها تأثيرات مفيدة في حيوية البروتوبلاست وفي تشكل المستعمرات الخلوية

يجب ألا يزيد تركيزه  و، النسبة لنمو البروتوبلاستيلعب النتروجين العضوي دوراً هاماً بسبيل المثال فعلى 

ساماً  +NH4    يعتبر أيون الأمونيوم و .النترات ميلي مول وخاصة أيون20  في الأوساط الغذائية عن 

وبعض الأشجار المثمرة  بروتوبلاستو  (Shepard and Totten,1977)بالنسبة لبروتوبلاست البطاطا
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 مثل الزنك و الحديد العناصر الغذائية كيز بعضاتر وتعتبر .(sauvad et al.,1990) المركبةأنواع العائلة 

 بالمقابل فإنهو .بروتوبلاستال لزرع بالنسبة ةمرتفع النباتية الكالوس والأنسجة أوساط زرعفي  المستخدمة

 %5-3مع احتواء الوسط الغذائي على  ،أضعاف4 -3زيادة كمية أيون الكالسيوم في الوسط بمقدار يجب 

  .(Okumura et al.,1984) سكروز

                    لزرع البروتوبلاست بكثافة قليلة  KM8Pوسط وقد استخدمت الأوساط الغنية بالعناصر الغذائية مثل  

(Kao and Michayluk,1975)،  فهي تزود بعوامل نمو كافية، ولكن المركبات العضوية في مثل هذه

  .(Hunt and Helgeson,1989)في بعض الأنواع النباتية الأوساط قد يكون لها أثر ضار 

التزويد الخارجي  لايعتمد على، لبروتوبلاست المعزولة حديثاًفي ا  RNAالحمض النووي شكلإن ت

 الحمض النووي شكلت يحتاج ، بينمافي الوسط ساعة من زرع البروتوبلاست 18بالهرمونات خلال أول 

DNA بالأوكسينات تزويد خارجي  إلى ،تزرع البروتوبلاس ساعة من 96-72بعد  أوالذي يبد

وسط زرع البروتوبلاست على  ي، وبالتالي يجب أن يحتو (Bergounioux et al.,1988)السيتوكينيناتو

مع واحد أو أكثر من  أندول أسيتك أسيد)، أو(نفتالين أسيتك أسيد واحد أو أكثر من الأوكسينات مثل 

  ونموها لتحفيز انقسام البروتوبلاست كينتين) أول أمينو بيورين بنزي أو(زياتين السيتوكينينات

(Veilleux et al.,2005). النشطة تحتاج الفتية و البروتوبلاست المعزولة من الخلايا  إن فعلى سبيل المثال

 تحتاج إلى نسبة عالية منفبعكس البروتوبلاست المعزولة من خلايا متكشفة ، إلى نسبة عالية من الأوكسينات

ويمكن أن تزرع بروتوبلاست بعض  ،  (Vasil and Vasil, 1980)يحدث لها إعادة تكشفل السيتوكينينات

   (Sim et al.,1988) الأنواع النباتية من دون إضافة هرمونات مثل البرتقال

  .(Phillips and Darrel,1988)والبيتونيا 
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هو  أسيتك أسيد،ن زياتين ونفتالين المزيج الهرموني المؤلف مأن  )1984( وزملاؤه Kikutaوقد ذكر 

أن البروتوبلاست و، المزيج الهرموني المثالي الذي يؤثر في بدء الإنقسام الخلوي في بروتوبلاست البطاطا

 بينما ،وذلك عند بدء الإنقسام الخلوي ،تموت خلال أربعة أيام نهرمونيهذين الالتي تزرع في وسط لايحوي 

نفتالين أسيتك و  أيزوبنتيل أدنين( وأ) بنزيل أدنينو  نفتالين أسيتك أسيدمثل( رىالتوازنات الهرمونية الأخ تفيد

  لا يؤثر نهائياً في حدوث الإنقسام الخلوي .فالكينتين  أما ،في المحافظة على حيوية البروتوبلاست )أسيد

التخلق  فيهامة عوامل ، السيتوكينيناتو اتوالتوازن بين الأوكسينالمستخدم إن نوع منظم النمو النباتي 

  . (Jomori et al.,1995)س الناتج من البروتوبلاستوبدءاً من الكال الشكلي

وبدء خلوي الجدار التشكيل في عامل هام ، إن الكثافة التي تزرع فيها البروتوبلاست ضمن وسط الزرع  

 يعتمد على النوع وهذا ،بروتوبلاست/ مل 106 1 ×و5 × 102 بين و تتراوح كثافة الزرع المثلى ، لإنقساما

وذلك عن طريق تحرير عوامل ، تقوم الخلايا المنقسمة بتحفيز إنقسام الخلايا المجاورة، حيث والصنف النباتي

  . (Horita et al.,2003)وسط الزرع فينمو خصوصاً الأحماض الأمينية 

 1971وفي عام  ،لأشنياتاأول من حصل على نبات كامل في النباتات الدنيا من Binding   (1966)يعد   

وبذلك تم إثبات القدرة الكامنة  ،تم الحصول على نبات كامل بدءاً من بروتوبلاست ميزوفيل أوراق التبغ

وقد تم وصف العديد من ، (Takebe et al.,1971) في خلايا النباتات الراقية(Totipotency)  والشاملة

 بدءاً من بروتوبلاست ميزوفيل الأوراق ،البرامج لعزل البروتوبلاست من البطاطا وزرعها وتجديدها 

(Haberlach et al.,1985). ذكر قد وShepard and Totten ) (1977  أول تجديد ناجح من

عدد  فيتم الحصول على نباتات بطاطا متجددة بنجاح و ،Russet Burbank بروتوبلاست صنف البطاطا 

 و Majesticمثل   صناف الثنائيةمن الأو، (Bokelman and Roest,1983) كبير من الأصناف الرباعية

Maris Piper و Desiree وKing Edward  وSpunta   
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(Creissen and Karp,1985;Haberlach et al.,1985)،  أخرى في الجنسومن أنواع Solanum  مثل

:  (Creissen,1984) S. phurejaو.(Butenko et al.,1977) S .chacoense  

 .Sو  S. pinnatisectumد بدءاً من البروتوبلاست مثل يالقدرة على التجد فشلت بعض الأنواع فيبينما 

acaule .(Menke et al.,1996;Yamada et al.,1997)  

يعتمد على الطراز الوراثي  ،وللتجديد ةولقد تبين أن استجابة نبات البطاطا لزرع البروتوبلاست المعزول

  س الصنفوأن كال Thomas (1981)حيث وجد  ، (Karp,1991;Fish et al.,1988)وعلى وسط الزرع

Maris piper جدو. والتجديد وسطفي  نموات خضريةلم ينتج أية Tican  (1996)صنف البطاطا  أن

Delaware  بينما ،ستجابات منخفضة في زرع الأنسجة وإعادة تجديد النباتإأظهر نبي Foulger and 

Jones )1986(  نف من بروتوبلاست الص %70أن أكثر منDesiree  و الصنفKing Edward أعطى 

  نباتات .

بفعل عدة  ،ذات أهمية قصوى على صعيد تربية النبات Moleculer markersتعد المؤشرات الجزيئية   

عدم وجود أي علاقة بين وعوامل منها: إمكانية تحديد موقع وراثي مطلوب لطراز وراثي معين مباشرة، 

بالتالي يمكن استخلاص الحمض النووي منقوص و .ؤشرات الجزيئيةالأطوار الفينولوجية للنبات والم

ر هذه المؤشرات بالشكل الظاهري للنبات نمو، وعدم تأثّلمن النبات منذ المراحل الأولى ل DNAالأوكسجين 

الحصول على عدد كبير من المؤشرات والمؤثرات البيئية كما هو الحال في المؤشرات المورفولوجية، بو

وهي بذلك  ،نتخاب والتربيةلإدة في إسراع عمليات اعبياً، إضافة إلى أنها تعد مؤشرات مسابزمن قصير نس

كما أن  .)2001إضافة إلى خفضها للتكاليف المادية (سيد،  ،تختصر الزمن الذي تستغرقه عمليات التربية

دد من الصفات المؤشـرات الجزيئيـة في برامـج التربيـة، يقلل من تعقيدات إدخال ع نياتاستخـدام تق

المؤشرات الجزيئية بنجاح في تقنيات  متاستخدوقد  .Qi et al.,1996)(المرغوبـة فـي النمـط الوراثي 
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 ,.Joshi et al)كبير من الأنواع والأصناف النباتية مثل الرز   الوراثي بين وضمن عدد باينتقدير درجة الت

  .(Huang and Sun, 2000)والبطاطا   (Kanbar and Kondo,2011)، القمح (2000

 Polymerase Chain البوليميرازيالجزيئية على التفاعل التسلسلي  ؤشراتالم تقنيات معظم تعتمد

Reaction (PCR) ، حيث يتم تضخيم قطعة محددة من DNA  محددة مرئساتباستخدام   

(Weising et al., 1995) ،ويتم تفاعلPCR  أساسية هي كلوريد المغنزيوم ركباتبوجود م MgCl2، 

-Taqوأنزيم  DeoxynucleotideTriphosphates (dNTPs)النكليوتيدات ثلاثية الفوسفات 

Polymerase .يتم تضخيم وDNA  دورة  40 إلى عددها  عبر عدد من الدورات يصل   

 (Newton  and Graham, 1994) في جهاز المدور الحراري(Thermo cycler)  ،  ور التفاعل طُوقد

 وزملاؤه Saiki من قبل الباحث) Polymerase Chain Reaction- PCR( يميرازيالبولسلسلي تال

ويقوم هذا التفاعل بمضاعفة  ،كان لهذا التفاعل أثر مهم على صعيد الدراسات الوراثية الجزيئية، و (1985)

Amplification  قطع محددة منDNA  عشوائية أو متخصصة مصممة لهذا الهدف،  مرئساتباستخدام

التي تتضاعف أسياً، وذلك  DNAمح بالحصول على ملايين النسخ المضاعفة من قطعة واحدة من مما يس

 PCR بوليميرازيالسلسلي تيمر التفاعل الو، Ayad et al., 1997)باستخدام دورات حراريـة متعـددة  (

  من قطعة أولية: إبتداءDNA ي ثلاث خطوات رئيسية يتم خلالها تصنيع سلاسل جديدة من ف

مرحلة الاستطالة ) وAnnealing(مرحلة الالتحام ، (Denaturation)الحراري  مسخحلة التمر

Extention)((Mullis et al ., 1986) .  

إلى ظهور عدد كبير من المؤشرات الجزيئية الهامة التي تسمح  الجزيئية لقد أدى تطور التقنيات الحيويةو  

المستخدمة  نياتمن أكثر التقو وحدات التصنيفية الصغيرة، والتمييز حتى بين ال ، بتوصيف الكائنات الحية

  حالياً في دراسة التباين الوراثي في النبات:
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  Randoly Amplified Polymorphic DNAللدنا تقنية التضخيم العشوائي للتعدد الشكلي -

 (Williams et al., 1990)(RAPD)  

 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)تباین أطوال قطع الدنا المضخمة تقنیة  - 

(Zabeau and Vos, 1993) .  

 Simple Sequence Repeat or Microsatellites (SSR)تقنیة التكرارات التتابعیة البسیطة  - 

(Tautz, 1989).  

   Simple Sequence Repeats (ISSR) Inter تقنیة التكرارات التتابعیة البسیطة البینیة  - 

 )Zietkiewicz et al., 1994.(  

تتسم بالبساطة و، مرئساتسهولة معرفة التسلسل النيوكليوتيدي لل وبإمكانية أتمتتها  RAPDتمتاز تقنية 

، في حين يؤخذ عليها عدم ثباتية النتائج عند DNAوالسرعة وعدم الحاجة لكميات كبيرة من المادة الوراثية 

  ).(Virk et al.,2000تكرارها لتأثّرها بعوامل عديدة 

حيث تستخدم في تحديد البصمة ، بأنها تسمح بإظهار عدد كبير من التعددات الشكلية AFLPوتمتاز تقنية 

المنتخبة مخبرياً لأي من المورثات سواء كان  مرئساتالوراثية دون معرفة مسبقة بالتسلسل النيوكليتيدي لل

برة عملية دقيقة وتحتاج إلى زمن تتطلب خ يؤخذ عليها أنهالكن  )،Vos et al., 1995بسيطاً أو معقداً (

  ).Karp et al., 1997طويل لإجرائها، كما أن تكلفتها مرتفعة (

ما يعكس نسب عالية من التعددية الشكلية  ،بسبب ارتفاع معدل تطفرها ةمثالية وهام SSRوتعد تقنية 

polymorphism كما أن نتائجها ثابتة عند تكرارها، وهي تتطلب كمية قليلة من ،DNA  ويمكن أتمتتها، إلا

  SSRذات تسلسل نيوكليوتيدي محدد يحدد مكان التابع البسيط الترادفي مرئساتأنه يعاب عليها حاجتها إلى 

تقنية جديدة  1994 منذ عاموجدت  .)Karp et al., 1997; Sweigart et al., 1999( جينومفي ال

  .)ISSR  )Inter Simple sequence repeatsللمؤشرات الجزيئية تدعى تقنية 

  



 22 

 و . DNAللتعتمد على تكرارات التسلسلات البسيطة الداخلية ، وتعطي مستويات عالية من التعددية الشكلية 

  ). Fu- Rong et al., 2007( جزيئي في دراسات البنية الوراثية والتنوع الوراثي ؤشرتستخدم هذه التقنية كم

الدقيقة المتقاربة والمتوضعة بشكل متعاكس على تضخيم المواقع بين التوابع  ISSRتعتمد تقنية 

)Zietkiewicz et al., 1994،( مرئساتباستخدام  وذلك ) 16وحيدة طولها - bp 18(،  مؤلفة من نكليوتيدات

  ).Bornet et al., 2002; Nagaraju et al., 2002متكررة (

مؤشرات ذات  وهيالمكتبة الوراثية، إن الفائدة الرئيسية لهذه التقنية هي أنها لا تتطلب وقتاً طويلاً لبناء 

طبيعة عشوائية، فهي مناسبة بشكل خاص لدراسات علم الوراثة العرقي وتقييم التنوع الوراثي وتحديد 

من إمكانية تزيد  ISSR إن بساطة مؤشرات، و)( Raina et al., 2001; Korbin et al., 2002الأصناف

غزيرة فإنها تعطي  ISSRمؤشرات ولكون .)Ammiraju et al., 2001( جينومياستخدامها في الوسم ال

كما أن الجهد والتكلفة اللازمتان  متوسط،مرتفع أو التعددية الشكلية من عدداً كبيراً من الحزم، ومستوى 

 (Sheppard and Smith,2000;Gui et al.,2008). لتنفيذها منخفضة نسبياً

أداة مفيدة في تحديد الإختلافات الوراثية  DNAلل ة أن البصمة الوراثي (2001)وزملاؤه  Taylorوقد بين  

نها فعالة في كشف المستويات لألبطاطا لفي الدراسات الوراثية  ISSRؤشراتولقد استخدمت م في البطاطا.

و طبقت بنجاح في دراسات التنوع الوراثي ، ) (Klliker et al., 2003المنخفضة جداً من التباينات الوراثية 

، كثيرة عددات شكليةعن تتكشف وبشكل سريع البصمات  ، وهيالنباتات منها البطاطا في عدد كبير من

  . )(Bornet et al .,2002 البطاطا وبذلك فهي تحدد الإختلافات الوراثية بين أصناف

كوسيلة جيدة للتوصيف الوراثي في البطاطا وفي برامج إدارة المادة الوراثية  هذه التقنية تاستخدم قدو

(Powell et al.,1996).  واستخدمت تقنيةISSR  في تقييم الهجن الجسمية الناتجة عن دمج بروتوبلاست

 Aminca )(Ellouza et al.,2006 و Nicolaو   Cardinalالأصناف التجارية :
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صنف مزروع من الشعير جمعت من  20) التباين الوراثي بين and Kondo  Kanbar )2011درس قد و

  في تحليل التباين الوراثي. RAPD من مرئسات 6و  ISSRمن  مرئسة 23 نمستخدمي سوريا واليابان

) التنوع الوراثي بين عدد من السلالات المحلية من الذرة البيضاء 2007وزملاؤه ( Medraouiدرس و

Sorghum  مواقع متباينة جغرافياً في المغرب وذلك باستخدام تقانتي 4جمعت منRAPD   وISSR .  

  

  

  

  

 

 

 

 

 
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 

 

 

 

  
MATERIALS AND METHODS 
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  :هوطرائق مواد البحث -3

جامعة  –وفي كلية الزراعة  دمشق،بهذا البحث في مخبر التقانات النباتية في الهيئة العامة للتقانة الحيوية  نفذ

  .2012-2011 فترةخلال ال دمشق،

  :Plant material المادة النباتية 3-1

 من كل درنة 100 حيث تم الحصول على، بورينو بنيلا هما من البطاطا انصنف تنفيذ هذا البحثاستخدم في 

وذلك من المؤسسة العامة لإكثار ،  نتاج بذار البطاطا)لا العليا مراحلال(مرحلة من  من مرتبة إليت صنف

 .البذار

  :(Binella) نيلاب الصنف1-

الدرنات  ،ة مبكر ،ة إلى زاحف ةنصف قائم ،الطول ةطإلى متوس ةقصيرتتصف نباتات هذا الصنف بكونها 

   Yو  Xللإصابة بفيروسات البطاطا ةمتحمل و الإنتاجية جيدة إلى عالية و بيضوية

)International Potato Center,1993( شكل)1(.  

  :(Burren) بورين الصنف-2

الدرنات  .التبكير ةوسطإلى مت ةمبكر ،ةإلى طويلالإرتفاع  ةمتوسط تتصف نباتات هذا الصنف بكونها

جيدة  و PLRV و PVY البطاطاات الحساسية للإصابة بفيروس ةمتوسط و الإنتاجية عاليةو  ةمتطاول ةبيضوي

  ).1(الشكل  International Potato Center,1993)( للجفاف التحمل

رية والمرغوبة المعتمدة في سو رباعية الصيغة الصبغية هذان الصنفان من أهم الأصناف التجاريةتبر يعو

  إنتاج بذار البطاطا. برنامجوالتي تدخل في ، لدى المزارعين
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  .: درنات أصناف البطاطا المدروسة1شكل

  
  :Research Methodsطرائق البحث 2-3 

  زراعة النهايات الوردية بالأصص :1 -3-2

لأمراض البكتيرية من ا سليمة ظاهرياًبحيث تكون  ،الدرنات المختارة من الصنفين المدروسين فحصت

  تباع الخطوات التالية:وتم إنباتها بإ ،خالية من العيوب والتشوهاتو ،والفطرية

) لمدة ppm 4(بحمض الجبرلينثم عوملت  ،لإزالة كل الشوائب إن وجدت ،فركت الدرنات بالماء الجاري -

  ).Dormancy period(ربع سـاعة لكسر طور السكون 

 لمدادةبالساق اوهي الجهة المقابلة لمكان اتصال الدرنة  ،من قمة الدرنة الورديةالنهايات  استئصلت -

  البيتموس(التورب الزراعي)مملوءة بمادة  في أصص وزرعت وتتركز فيها عدة عيون، )الستولون(

  .)2(شكل المعقم  

  

  

 بنیلا بورین



 27 

  
  ين.المدروس الصنفينزراعة النهايات الوردية لدرنات  : 2ل شك

  

  ت النباتية:زرع الأنسجة للخزعا2-2-3 

  : للعقل الساقيةالزرع الأولي  1-2-2-3

تحت جهاز العزل الجرثومي حيث  ،زراعة)اليوم من  45(بعد  المأخوذة من النهايات الوردية النموات جمعت

برعم  جانبي واحد، وغسلت بالماء الجاري كل منها حوي ي سم 3-2بطول  النموات إلى عقل مفردةتم قص 

ثم  دقيقة، مع التحريك 1مدة ل% 70تركيز بالكحول الإيتيلي  غمرت  ة العالقة عليها.لإزالة الغبار والأترب

ثم  دقائق ، 10لمدة ) %5.25(المحلول التجاري %  0.5تركيز (NaOCl)بهيبوكلوريت الصوديوم نقعت

ف إزالة كل مرة بهد دقائق في 5وذلك بمعدل  ،مرات متتالية بالماء المقطر المعقم 3الخزعات النباتية غسلت 

  .المادة المستخدمة بالتعقيم أثركل 

 30المضاف له )، 3(جدول)(MS  Murashig and Skooge,1962 في وسطبعد تعقيمها  العقلزرعت 

سم  20× 2.5    حجمبأنابيب اختبار وذلك ضمن  ، pH(5.8درجة حموضة (بو غ/ل آجار 7غ/ل سكروز و
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على حرارة  Autoclaveفي جهاز التعقيم الرطب  نابيبتعقيم الأ وذلك بعد ،مل من الوسط المغذي 12تحوي 

  دقيقة.  20لمدة  2كغ/سم1.04 و ضغط °م121

و إضاءة  °م2 ±22حرارة ) على درجة حرارة Growth Room(حضنت الأنابيب المزروعة بغرفة النمو

من كل  أنبوباً 50بلغ علماً أن عدد الأنابيب المزروعة  ،لوكس 3000ظلام و شدة ضوئية   8ساعة/ 16

والنسب المئوية للعينات النامية من العينات  سليمةلت في هذه المرحلة النسب المئوية للعينات السجو، صنف

  وذلك وفق مايلي: السليمة

  . 100×  )لعينات المزروعةالكلي لعدد العدد العينات السليمة / (العينات السليمة = %

  . 100× )لعينات المزروعةالكلي لدد عالعدد العينات النامية /(العينات النامية =  %

  النباتية : الخزعاتمرحلة إكثار  3-2-2-2

قسمت العينات من النموات الخضرية جيدة النمو،  ةممكنكمية مرحلة الإكثار إلى الحصول على أكبر  تهدف

قة، وي برعم جانبي مع ورتسم تح 1.5-1الناتجة من مرحلة الزرع الأولي إلى عقل صغيرة بطول  النباتية

كررت عملية الإكثار خمس مرات متتالية للحصول  بهدف الإكثار. وزرعت في نفس وسط الزرع الأولي

  على الكمية الكافية من المادة النباتية اللازمة لتنفيذ التجارب الخاصة بعزل وزرع البروتوبلاست.
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  :  Protoplast IsolationStageعزل البروتوبلاستمرحلة 3 -3-2

وي برعم جانبي تسم تح 1.5الأجزاء النباتية (عقل بطول  زرعت، بتجارب عزل البروتوبلاست  قبل البدء -

 من الخالي SH (Schenk and Hildebrand,1972)في وسطفي عزل البروتوبلاست واحد) المستخدمة 

  ميكرومول. 50والمزود بثيوسلفات الفضة بتركيز  ) ،3الهرمونات (جدول 

طريقة العزل  في ظروف معقمة، وتم اتباع تمتل البروتوبلاست وزرعها إن العملية الكاملة لعز -

 .الأنزيمية

 24لمدة  ظلامال في  °م 10لدرجة حرارة  تضوعر ،تقريباً مادة نباتيةغ 1يعادل  أي ما اًنبات 20-10 خذأُ  -

 .حقاً لا وقدرتها على النمو حيوية البروتوبلاست على اًيجابيإ ينعكس مام ،(ظروف إجهاد) ساعة 

) مم 2-1جزاء صغيرة (ألى إ عتقطّو، بدون أعناقها الأوراق الكبيرة والمتوسعة بشكل كامل أخذت -

  .سم  9بواسطة شفرة معقمة وذلك ضمن أطباق بتري قطر 

دقيقة  30وبعد ، )2(جدول )Albiski, 1995( مل من محلول البلزمة 10 لأوراق المجزأة اإلى  أضيف -

   )µm 0.22( نزيمي المعقم بالفلترةلأالمحلول امل من  10منه  بدلاً أضيفة وبعد محلول البلزمستُا

  .)2(جدول 

الأنزيمي  ناتج التحلل ذلك فلترة  تلىو ،°م 25ساعة في الظلام وبحرارة  16-14الأطباق مدة  تحضن -

 .مل 15الموضوعة على أنابيب فالكون وقطع من الشاش المعقم  8من خلال 

 .)2(جدول  W5  (Gerplova et al.,2007) الغسيل بمحلول هذه الأنسجة تسلغُ -

 5لمدة دورة / د 700على سرعة  )Germany,Eppendrof (هاز طرد مركزيجالأنابيب في  ثفلت -

دورة/ د  500 ثفلتثم ، W5مل من محلول الغسيل  10للراسب  أضيفالسائل الطافي وبعد ستُادقائق، و

 .عملية الغسيل مرة ثانية كررتافي وبعد السائل الطستُاو ،دقائق 6مدة ل
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و  الكثافةتحديد  من أجل السائل مل من وسط الزرع  1ةللراسب الذي يمثل البروتوبلاست المعزول أضيف -

  .المخطط العام لعملية عزل البروتوبلاست 3الشكل ن يبي و م الحيويةيتقي

  

  المستخدمة في عزل البروتوبلاست في البطاطامحاليل ال: 2جدول 

 )W5الغسیل ( محلول  المحلول الأنزیمي  محلول البلزمة  لعناصرا

Cellulase TC  1.75%  

Pectinase  0.4%  

NaCl    0.15(M/L) 

KCl    0.01(M/L)  

CaCl2.2H2O 0.001(M/L) 0.005(M) 0.125(M/L)  

  (µM/L)0.01      غلایسین

  -  0.50-0.75(M) (M/L)0.5  مانیتول

 (µM/L)0.005    غلوكوز

MES 3(M/L) 0.01(M)  -  

pH  5.6 5.6  
  

5.8 
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  نبات مزروع مخبرياً              المادة النباتية(أوراق)      تحضين الأوراق المجزأة في المحلول الأنزيمي    

                                   
  تجمع البروتوبلاست بعد التثفيل                 نقل المحلول الأنزيمي بعد                    W5البروتوبلاست في محلول 

  انتهاء التحضين إلى أنبوب تثفيلفي أسفل الأنبوب                                                                            

                                                                  
  م كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولةيتقي 
  تجمع البروتوبلاست بعد التثفيل في أسفل الأنبوب                                         باستخدام شريحة عد الخلايا        

       
  

  عملية عزل البروتوبلاست: المخطط العام ل 3شكل 
  

  : كثافة البروتوبلاست المعزولةتحديد 4 -3-2

 NEUBAUER) البروتوبلاست المعزولة قبل إجراء عملية الزرع باستخدام شريحة عد الخلايا كثافة حددت

 IMPROVED)، بدوره يتألف كل مربع  حيثو ،مربع صغير 25المؤلف من  وذلك في المربع المركزي

بتت الساترة على شريحة ثُ وبالماء المقطر  تسلثم غُ، بالكحول الإيتيلي شريحة العد فتظنُ .مربع 16من 
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ووضع في الحجرة المخصصة  دقيقةميكرولتر من معلق البروتوبلاست بواسطة ماصة  25سحب  و ،العد

   (Inverted Microscope) الخلايا باستخدام المجهر الضوئي المقلوبعملية عد  توتم، للعد

  مل من معلق البروتوبلاست باستخدام العلاقة التالية : 1وتم حساب عدد الخلايا في  20Xبتكبير 

  .Invitrogen,2002)(  104 ×عدد الخلايا/مل = عدد الخلايا 

  حيوية البروتوبلاست المعزولة: تحديد5 -3-2

الخلايا الميتة  التي تلون،  Evans blue (Sigma) أزرق إيفانباستخدام صبغة  البروتوبلاست حيوية حددت

ميكرولتر من معلق  25وذلك بأخذ  ،ة فتبقى خضراء لامعةأما الخلايا الحي ،فقط باللون الأزرق

مل أي بنسبة 1.5سعة معقم ميكرولتر من صبغة أزرق إيفان في أنبوب  25البروتوبلاست وإضافته إلى 

في المجهر  باستخدام شريحة عد الخلايا للون الأزرقغير المصبوغة با عدد الخلايا الحية تم حسابثم ، 1:1

  وتم حساب النسبة المئوية للخلايا الحية باستخدام المعادلة التالية : ،20Xالضوئي المقلوب وبتكبير 

  .100×) ست/العدد الكلي للبروتوبلا ةعدد البروتوبلاست الحي(=  ةالحي لبروتوبلاستا %

يم الحيوية مباشرة بعد إضافة يوتم تق، (W/ V) 0.4%بتركيز  إيفانأزرق تحضير صبغة  نه تمأ علماً

  .(Ling et al.,2010)صبغة إلى معلق البروتوبلاست ال
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  العوامل المؤثرة في عزل البروتوبلاست:6 -3-2

  . كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولةجرت دراسة عدد من العوامل المؤثرة في 

  :أثناء طور الإكثار الفضة تتأثير المعاملة بثيوسلفا 3-2-6-1

في  ستستخدمالنباتات التي  زرعت وقد ،المعروفة نثيليالإ من مثبطات (STS) ضةيعد مركب ثيوسلفات الف

–STS )0–25–50من بتراكيز مختلفة الخالي من الهرمونات و المزود  SH وسط فيعزل البروتوبلاست 

الأنابيب المزروعة في هذه عدد  ذلك كانأنبوب من كل معاملة وب 16وبمعدل ، ) ميكرومول75-100

طول  تم قياس .، وأعيدت التجربة مرتيناًأنبوب 320 = مكرر 32 ×صنف  2 × معاملات5 :  المرحلة

باستخدام جهاز الماسح  ،مساحة المسطح الورقيو من وسط النبات مسافات عقديةثلاث طول متوسط والنبات 

. أخذت الأوراق الناتجة من كل بعد شهر من الزراعة وذلك )،4(شكل (Area Meter AM300) الضوئي

معاملة، وتم عزل البروتوبلاست منها بالطريقة أنفة الذكر، وبعد العزل تم حساب كثافة البروتوبلاست 

 وحيويتها لكل معاملة على حدة.

  

 
  .: جهاز الماسح الضوئي4شكل 
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 :تأثير نوع و تركيز منظم الضغط الأسموزي2 -3-2-6

 – 0( :وذلك بتراكيز مختلفةالمانيتول و السكروز  :سموزي نوعين من منظمات الضغط الأ تأثير درس

  لكل منهما.) مول 1– 0.75 –0.5 –0.25

، مكررات  نفذت التجربة بثلاثة .ةوحيوية البروتوبلاست المعزول كثافةتم تحديد التركيز الأمثل من حيث  و

 50بتركيز   STSبوجود  ،ونة أثناء طور الإكثارمن الأوراق المتك (للمكرر الواحد) غ 3وبمعدل 

  . تجربة مرتينال أعيدتو ،ميكرومول

  أثناء طور الإكثار: النباتية داخل الأنابيب وراقتأثير عمر الأ3 -3-2-6

نفذت  .المعزولةوحيوية البروتوبلاست  كثافةأسابيع في ) 7-6-5-4(لنبات ادراسة تأثير أعمار  تتم

بوجود  ،من الأوراق المتكونة أثناء طور الإكثار (للمكرر الواحد) غ 3وبمعدل  ،بثلاثة مكررات التجربة

STS  التجربة مرتين أعيدتميكرومول، و 50بتركيز.  

 :  Protoplast Culture Stageمرحلة زرع البروتوبلاست 3-2-7

 من وسط الزرع خلية/ مل 20,000بحيث تصبح البروتوبلاست المعزولة  كثافة عدلت

( Kikuta et al.,1984)وي كل تبحيث يح، سم 6قطر  بلاستيكية وتم الزرع ضمن أطباق بتري ،)4(جدول

استخدم وسط زرع  وقد، دقيقة ، وتمت عملية الزرع باستخدام ماصةمل من معلق البروتوبلاست 2طبق 

تشكل الجدار الخلوي  وتم تحديد موعد، مغ/ل )Z )0-0.5-1-1.5 وي تراكيز مختلفة من هرمون تيح

 وبعد أسبوعين، من خلال فحص الأطباق باستخدام المجهر الضوئي المقلوب ،بدء الإنقسام الخلوي موعدو

 منمع تخفيف الضغط الأسموزي  ،على التوالي 1:2بنسبة  إلى القديم جديد وسط زرع أضيف من الزرع

 مستعمراتوعندما أصبحت ال شهر من زرع البروتوبلاستبعد  .من المانيتول مول 0.3إلى  مول 0.4

عد  التي شكلت مستعمرات خلوية باستخدام جهاز بروتوبلاستلل تم تحديد النسبة المئوية، مرئية الخلوية
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العد عن طريق وضع الطبق ضمن ساحة العد  تمحيث  ،)5(شكل  Colony Counter المستعمرات الخلوية

التجربة  أعيدتمعاملة وكل  طبق من 12أنه زرع  علماًالمقسمة إلى مربعات والمزودة بمكبرة وإضاءة. 

  192= طبق24  × صنف 2 ×معاملات 4   : في هذه المرحلة الأطباق المزروعةعدد  وبذلك كان ،مرتين

  . طبق

  

  

 

  

 
 
  
 
  

  .: جهاز عد المستعمرات الخلوية5شكل 
  

  :Callus Initiation Stageس ومرحلة استحداث الكال 3-2-8

 السائل سوبوسط استحداث الكال ،المستعمرات الخلوية البروتوبلاست بعد تشكل استبدل وسط زرع

)Ehsanpour  and Jones, 2001استخدام تراكيز  رتأثي و درس .دقيقةوذلك باستخدام ماصة  )4)(جدول

تحديد النسبة المئوية لتشكل تم  أسابيع أربعةوبعد  ،) مغ/لNAA )0-0.1-0.25-0.5مختلفة من هرمون 

/ل غ 7صلب يحوي إلى وسط  سوالكال تم نقلثم ، مستعمرات الخلويةعد ال س باستخدام جهازوالكال

  .وزجارأ
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المزروعة في  الأطباقعدد  وبذلك كان ،مرتين التجربة أعيدتطبق من كل معاملة و 12علماً أنه تم زراعة 

  . طبق 192 =  طبق 24 × صنف2  × معاملات4 :  هذه المرحلة

  :Regeneration Stage تشكل النموات من الكالوسمرحلة 9 -3-2

 إلى وسط التجديد، وزبعد أربعة أسابيع من نقله إلى وسط الاستحداث المهلم بالأغارس والكال نقل

)Ehsanpour  and Jones,2001 ( جدول)4( ،ختبار تأثير نوعين من منظمات النمواتم  حيثZ )0-

س ونسبة الكالحساب  وتم، ) مغ/ل0-0.5-1-1.5( (BAP)بنزيل أمينو بيورينو  ) مغ/ل0.5-1-1.5-2

أسابيع 10 بعد  عدد النموات المتشكلة من كل كالوسو ،أسابيع من الزرع 4بعد  خضرية براعمالذي شكل 

 ،سوقطع من الكال 4من كل معاملة بحيث يحتوي كل طبق على  أطباق 4علماً أنه تم زرع ، من الزرع

 :حلةالمزروعة في هذه المر الأطباقعدد  و كانكررت التجربة مرتين 

   طبق. 128 = طباقأ 8 × صنف  2× معاملات 8

  .المخطط العام لعملية زرع البروتوبلاست وتجديدها 6الشكل ويبين 
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  البروتوبلاست ضمن  البروتوبلاست تشكل مستعمرات خلوية              زرع البروتوبلاست                   

  وسط الزرع وبكثافة محددة        ضمن أطباق بتري                                                            

  

                          
  المستعمرات الخلوية تشكل كالوس           الحصول على نباتات متجددة                  

  بدءاً من الكالوس                         
  

  .البروتوبلاست وتجديدها زرع: المخطط العام لعملية  6شكل 
  

  :من الكالوسإكثار النموات المتجددة مرحلة 10 -3-2

النبيتات  نقل لذا تمالنموات الخضرية جيدة النمو،  عدد كاف منإلى الحصول على  هنا مرحلة الإكثار تهدف

 °م 2±22النباتية المزروعة في غرفة النمو على درجة حرارة  خزعاتال ثم حضنت ،MSإلى وسط الإكثار

) مرة Subculturingتمت إعادة الزرع ( و ،لوكس 3000وشدة ضوئية ظلام  8 ساعة/ 16إضاءة فترة و

لعملية التقسية و مرات للحصول على العدد الكافي من النباتات اللازمة ثلاث كل شهر تقريباً حيث تم إكثارها 

  .ISSRتقنية لتنفيذ 
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  :Acclimatization Stage مرحلة التقسية11 -3-2

غسل الوسط العالق  تم، حيث الشروط الطبيعيةإلى  الأنابيبتات تدريجياً من يتمت عملية التقسية بنقل النب

ونقلت ، ائقدق 5مل/ل لمدة  0.5 (دومينو) جهازي فطريبمبيد ملت عوثم  ،بالجذور بالماء المقطر والمعقم

لمدة  °م121 في الأوتوكلاف على حرارة تم تعقيمه   رطبتحوي تورب سم  8قطر  أصص بلاستيكية  إلى

و إضاءة  °م 22±2ظروف غرفة النمو (حرارة  فيوتركت بأكياس بلاستيكية غطيت الأصص  .دقيقة 15

حول  يجياًرتدرطوبة ال تقليلبهدف أخر لمدة أسبوع وتركت  تثقيب الأكياستم  ثم ،أيام 10مدة لساعة)  16

مع معاملتها بالمبيد الفطري بمعدل مرة كل  MS¼ سبوعياً بوسط أسقاية النباتات مرة  تتمو النباتات.

بعد شهر من وضعها في غرفة إلى أصص أكبر  ونقلت عن النباتات رفعت الأكياسبعد ذلك  .سبوعينأ

بعد  نسبة نجاح عملية التقسية توحسب ،نبات 25حيث تم نقل  ،نقلت إلى ظروف البيت البلاستيكيثم  ،النمو

  شهرين من بدء عملية التقسية وفق مايلي:

 × )عدد النباتات الناجحة بعملية التقسية / عدد النباتات المنقولة لمرحلة التقسية( نجاح عملية التقسية  = %

100.   

  الدرينات المتشكلة .درينة من  30  تم حساب متوسط طول النباتات، ومتوسط قطر ووزن
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  .المستخدمة في البحث  (SH)وشینك وھیلدبراند (MS)لموراشیج وسكوج تركیب الأوساط المغذیة  :3جدول 
  (مغ/ل)SHوسط   (مغ/ل)MSوسط   التركيب الكيميائي  المركب

   NH4NO3 1650  نترات الأمونيوم

 KNO3 1900 1900  نترات البوتاسيوم

 CaCl2.2H2O 440 328  كلوريد الكالسيوم المائي

  MgSO4.7H2O 370 360  لفات المغنزيوم المائيةس

  KH2PO4 170 170  فوسفات البوتاسيوم

  NH4CL  -  267.5  كلوريد الأمونيوم

 FeSO4.7H2O 27.85 27.8  سلفات الحديد المائية

 Na2EDTA  37.25 37.3  شلات الصوديوم

 MnSO4.7H2O 22.3 22.3  سلفات المنغنيز المائية

 ZnSO4.7H2O 8.6 8.6  سلفات الزنك

 H3BO3 6.2 6.2  حمض البوريك

 KI  6.6 0.83  يود البوتاسيوم

 Na2MoO4.2H2O 0.83 0.25  مولبيدات الأمونيوم المائية

 CuSO4.2H2O 0.025 0.025  سلفات النحاس المائية

 CoCl2.6H2O 0.025 0.025  كلور الكوبالت المائي

 B1 1  0.5  ثيامين

 B6  -  0.5  بيرودوكسين

  H  - 0.05  بيوتين

 PP  -  5  حمض النيكوتين

 B2  - 0.5  الفوليكحمض 

 100  100    ميواينوزيتول

  غ/ل 30  غ/ل 30    سكروز

 غ/ل 7 غ/ل7    أغار

pH   5.8 5.8 
Murashig and Skooge,1962;Schenk and Hildebrand,1972).(     
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  .الأوساط المغذية المستخدمة في تجارب البحث: 4جدول 
  المركب

  
  ئيالتركيب الكيميا

مرحلة زرع         
  البروتوبلاست(مغ/ل)

مرحلة استحداث 
  س(مغ/ل)والكال

  مرحلة التجديد
  (مغ/ل)

 NH4NO3  - 1650 1650  نترات الأمونيوم

  KNO3 950 1900 1900  نترات البوتاسيوم

  CaCl2.2H2O 880  440  440  كلوريد الكالسيوم

  MgSO4.7H2O 185  370  370  كبريتات المغنزيوم

  KH2PO4 85  170  170  وتاسيومفوسفات الب

  FeSO4.7H2O 25  27.85  27.85  سلفات الحديد

  Na2EDTA  35  37.25  37.25  شلات الصوديوم

  MnSO4.7H2O 10  22.3  22.3  سلفات المنغنيز

  ZnSO4.7H2O 4.6  8.6  8.6  سلفات الزنك

  H3BO3  3.1  6.2  6.2  حمض البوريك

  KI 0.4  6.6  6.6  يود البوتاسيوم

  Na2MoO4.2H2O 0.1  0.83  0.83  ونيوممولبيدات الأم

 CuSO4.5H2O  0.025  0.025  سلفات النحاس

  CoCl2.6H2O 0.1 0.025 0.025  كلور الكوبالت

  -   -   B1 0.25  ثيامين

 B6 0.25  0.5 0.5  بيرودوكسين

  PP 2.5  0.5  0.5  حمض النيكوتين

  B2 0.25  0.5  0.5  جمض الفوليك

  H 0.01  0.05  0.05  بيوتين

  2  2  1    غلايسين

  1000  400  250   هيدروليزات الكازئين

  100  100  50    ميواينوزيتول

  146  100    غلوتامين

  غ/ل 2.5  غ/ل 2.5  غ0.5   سكروز

 30000 40000  54600ثم  72800   مانيتول

  80 40  -    دنينلأسلفات ا
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مورفولينو إيثان 
 سلفونيك 

MES 500 976  976  

  -  NAA  0.5  0-0.1-0.25-0.5  أسيتك أسيدنفتالين 

 IAA   -   -  0.1  أسيتك أسيدأندول 

 BAP   -  0.5 0-0.5-1-1.5 بنزيل أمينو بيورين

  Z 0-0.5-1.-1.5   -  0-0.5-1-1.5-2  زياتين

  -   -  GA3 0.1 جبريلين حمض الخل

  غ/ل7  غ/ل7  -     أغار

pH  5.8 5.6 5.6 

(Kikuta et al.,1984;Ehsanpour and Jones,2001).  
 

 DNAعلى مستوى التوصيف الجزيئي  3-2-12

  DNA  DNA Extraction استخلاص1 -3-2-12

 المعدلة CTAB  بطريقةأسابيع  3بعمر نباتات  مأخوذة منوراق أمن  DNA )(Genomic DNAعزل  -

(Murray and Thompson,1980)،  وذلك لخمس  لكل عينة الأوراق النباتية غ من0.2وزن حيث

 N2بوجود الآزوت السائل  هاون فيت وطحن، لصنف بنيلاسلالات متجددة من كالوس البروتوبلاست في ا

liquid ًحتى أصبحت على شكل مسحوق طحناً ناعما.  

من محلول  µl 750ثم أضيف لكل عينة ،  ml 2  سعة ةمعقم نابيبإلى أ المسحوق النباتي نقل -

  على المكونات التالية: المحتوي CTABالاستخلاص 

(3%  (w/v)  CTAB ,  100 mM  Tris-HCl  (pH 8),  1.4 M   NaCl, 20 mM  EDTA  

(pH8) , 0.2 %  2-mercaptoethanol  (v/v))                                            

- دقيقة 60 مع التحريك المستمر لمدة °م 65 درجة حرارةنات في الحمام المائي على حضنت العي.  
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 /chloroformادةـة من مـات كميـضيف للعينثم أ، قئدقا5 دة ـلم الثلجنات في ـالعي توضع -

isoamyl alchohol  )1 :24مماثلة لكمية محلول الاستخلاص ( ،مدة عشر دقائقلبرفق  زجتوم.  

 دقائق 10لمدة  د /دورة 10000 على سرعة Heraeusوضعت الأنابيب في جهاز الطرد المركزي  نوع  -

  .طورينل المزيج إلى حيث تم في هذه المرحلة فص ،°م  4على درجة حرارة

تنقيته مرة  توأعيد، مل 1.5ة سعة جديد ابيبإلى أن )DNAعلى  محتوي(ال لطافيا الطورنقل بعدها  -

  .)chloroform/ isoamyl alchohol )1 :24أخرى بكمية مماثلة من مادة 

 وتركت ،مع التحريك بلطف°م 20 - المبرد على حرارة isopropanolمن  ميكروليتر 500ف يأض -

  .DNAمن أجل ترسيب  طوال الليل°م 20-العينات بعدهاعلى درجة حرارة  

وغسل تم التخلص من الرشاحة ثم  ،دقائق 10لمدة  د / دورة 10000 بسرعة التثفيلفي اليوم التالي أعيد  -

  .%70يتانول إمن محلول  µl 200بإضافة ) DNAالراسب (

جفف راسب واستبعد الطافي ودقائق،  10مدة ل د دورة/ 10000 سرعة  علىالأنابيب بعد ذلك  ثفلت -

DNA يقةدق 20مدة ل °م 37حرارة  على.  

  : المكون منTE محلولن ـم ( µl 50)ي ـف  DNAب ـأذي -

.(10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA)  

مدة °م 37) والتحضين على درجة RNase )10mg /mlمن أنزيم  2µlبإضافة  RNA تم التخلص من -

  .نصف ساعة

  .لحين الاستخدام °م 20-ساعة، ثم خزنت على درجة حررة  24لمدة  °م 4لعينات بدرجة حرارة احفظت  -
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  :و نوعيته  DNAتقدير كمية 2 -3-2-12

نوع   spectrophotometer) (UV المطياف الضوئي في العينات جهاز DNAلتقدير كمية استخدم 

HITASHE  يعتمد في عمله على قياس كمية ، والذيDNA ة عن طريق امتصاصه للأشعة فوق الموجود

متصاص على طول لإتسمح قراءة احيث ، نانومتر 280و  260بموجات طولها Ultra Violet البنفسجية 

) ODبحيث أن كل واحد من الكثافة الضوئية ( ، في العينة  DNAنانومتر بحساب تركيز  260الموجة 

optical density  ميكرو غرام/ مل لسلاسل 50تقابل حوالي DNA المضاعفة.  

ويجب  ، DNAنقاوة  ديرنانومتر تساعد في تق 280قراءة  إلى /نانومتر 260إن النسبة بين قراءة الموجة و

  . 1.8 -2.0 ة بين ـراوح هذه النسبـأن تت

  :),Maniatis 1982من المعادلة التالية (  DNAويمكن حساب كمية 

   ) × DNA Concentration ( µg /µl) = 0D260 × 50(عامل التمديد          1000 / 

  نانومتر. 260( ميكرو غرام) عند الموجة  DNAتمثل الكثافة الضوئية لامتصاص  OD 260حيث أن 

كمية قليلة من  ملتحDNA )6 (لتحديد نوعية 1اروز تركيزها غفي هلامة من الأ ،ميكرولتر %DNA 

عالية الوزن  bandsشكل عصابات على  DNAحيث يجب أن يظهر ، المستخلصة للتأكد من عدم تقطعها

  اروز.غالجزيئي في هلامة الأ

ددت عيناتثم م DNA   لتسلسلينانوغرام /ميكرولتر لتستخدم في التفاعل ا 25للحصول على تركيز 

  .البوليميرازي
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  Polymerase Chain Reaction (PCR)  البوليميرازيالتفاعل التسلسلي 3 -3-2-12

 )5(جدول  (ISSR)البينية التسلسلات المتكررة البسيطة مرئساتمن  مرئسة 18باستخدام  DNAتم تضخيم 

  .الأوربية  VBCشركة  والتي تم الحصول عليها من

  
  المستخدمة. ISSR لمرئسات: التتالي النكليوتيدي 5جدول 

  المرئسةرقم   النيكليوتيدي تاليالت
(CT)8TG ISSR1 
(CT)8AC  ISSR2 
(CT)8GC  ISSR3 
(CA)6AC  ISSR4 

(CA)6GT ISSR5 

(CA)6AG  ISSR6  

(CA)6GG  ISSR7 
(GA)6GG  ISSR8 

(CAC)3GC  ISSR9 

(GAG)3GC  ISSR10 

(CTC)3GC  ISSR11 
(GTG)3GC  ISSR12  

GAG(CAA)5  ISSR13 
CTG(AG)8  ISSR14 
(AG)8TG  ISSR15 
(ATG)5  ISSR16 
(AG)8  ISSR17 

(CCA)5  ISSR18 
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نانوغرام من  50ميكروليتر، حيث استخدم  25في حجم نهائي قدره  زيالبوليميراالتسلسلي  أجري التفاعل

لذي تم الحصـول عليــه من ا، X PCR Master Mix 2ميكروليتر من  12.5الـحمض النووي و

 ،Taq-Polymerase، dNTPs ، MgCl2  الحــاوي على المكونات التالية :Promega شركـــة 

في جهاز المدور الحراري من شركة  Amplificationالتضخيم أجريت عملية  ،المرئسةبيكومول من  20و

APOLLO,USA موديلATC401  الحراري التاليوفق البرنامج:  

  :دقائق ثم  5لمدة  o م 94على حرارة ال تثبيت درجة -

 -Iفصل  Denaturation وهي مرحلة انفصال شريطيDNA  وذلك بتعريضه لحرارة ، عن بعضهما 

عن بعضهما لتصبحا  DNAدي إلى وقف التفاعلات الأنزيمية وفصل سلسلتي تؤ ،ثانية 30مدة  ºم94

  سلسلتين مفردتين.

-IIالتحام Annealing  على القطعة الأصلية من  المرئسة التحاموهي مرحلةDNA ريق تخفيض ن طع

ة، حيث من الأسس الآزوتي اوتركيبه المرئسةوذلك تبعاً لطول  ،ثانية 45مدة  º م 35-65 درجة الحرارة إلى

ويقوم أنزيم البوليميراز في إكمال السلسلة المتممة  ،في المكان المناسب DNAعلى  المرئسةلتصق ت

  .DNAومضاعفة سلسلة 

III-  استطالة Extensionلة للقطعة الأصلية من وهي مرحلة تركيب السلسلة الجديدة المكمDNA،  باستخدام

من خلال رفع  ،وبمساعدة أنزيم البوليميرازATP ، CTP ، GTP ، TTPنيكليوتيدات مفردة ثلاثية الفوسفات

  .ونصف دقيقة لمدة، ºم75درجة الحرارة إلى 

بعد  .لاتمام التفاعل oم 72دقائق على حرارة  7ثم تركت العينات مدة  .ةمر I-II-III (35إعادة الخطوات (-

  .DNAانتهاء هذا التفاعل تم الحصول على عدد كبير من سلاسل 

  .أغاروزلتفصل الحزم بعدها بالرحلان الكهربائي على هلامة  °م 20 -في درجة حرارة  حفظت العينات
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  : PCRلنواتج  والتلوين والتصوير الرحلان الكهربائي4 -3-2-12

في  %2ركيز ذات ت اروزغفي جهاز الرحلان الكهربائي على هلامة من الأ التضخيمتم فصل نواتج عمليات 

   .1kp ذو وزن جزيئي  مؤشر بوجود  1X  TBE (Sambrook et al., 1989)   محلول

 Ethidiumيد ايديوم برومثالهلامة في محلول الإي صبغتو ،فولت 90علىثلاث ساعات استمر الترحيل لمدة 

bromide ،وذلك للكشف عن التعددية الشكلية  بوجود الأشعة فوق البنفسجية الهلامة صورتو

polymorphism  
  :Statistical analysisالتحليل الإحصائي  3-2-13

واستخدم  ،) لتصميم التجربةCompletely Randomized Design( العشوائي الكاملتصميم الاستخدم 

مستوى ) على LSDلمقارنة المتوسطات وحساب أقل فرق معنوي (SPSS. 17 التحليل الإحصائي برنامج 

  .0.01معنوية

 

 

 

 

 
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 
 
 
 

 
 

RESULTS AND DISCUSSION 

 
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  :النتائج والمناقشة-4

  :للعقل الساقية مرحلة الزرع الأولي 4-1

  10لمدة   %0.5) بتركيز NaOCl( ستخدام هيبوكلوريت الصوديومإعند تم الحصول على نتائج جيدة 

 %83(حيث بلغت نسبة العينات السليمة  ،نيلا وبورينبكل من الصنفين  التطهير السطحي لدرنات  في دقائق

في كل من  و بلغت نسبة العينات التي أبدت استجابة للنمو من العينات السليمة، على التوالي)% 80و 

التي  الأبحاث وهذه النتيجة تتوافق مع كثير من .على التوالي) %100و  %100(وبورين  بنيلاالصنفين 

  اة لنبات البطاطأشارت إلى أهمية هيبوكلوريت الصوديوم في تعقيم الأجزاء النباتية المختلف

)Love , 1987 ; Al Maarri et al.,2012  .(  تم استخدام مادة هيبوكلوريت الصوديومNaOCl  ًنظرا

تتميز هذه المادة  حيث ،لفعاليتها في عمليات التطهير السطحي في العديد من النباتات المزروعة مخبرياً

 خاصة إذا استخدمت بالتراكيز المناسبة طحي،بفعالية عالية في تطهير الخزعات النباتية قليلة التلوث الس

والذي يعزى انخفاض تأثيره إلى انخفاض معدل نفاذيته ، الكالسيوم تمقارنة مع مواد أخرى مثل هيبوكلوري

  .)1995، ، المعري(Pevalek and Jelaska, 1987عبر الأغشية الخلوية 

نخفضة جداً، وتعود نسب التلوث هذه إما لعدم أما بالنسبة لمعدلات التلوث في الزرعات الثانوية فقد كانت م

أو لخطأ في العمل أو لتلوث عرضي أثناء إجراء  ،كفاية تعقيم الأدوات المستخدمة بالحرارة أثناء الزراعة

  علماً أن الزرعات الملوثة كانت تستبعد ولم تدخل مطلقاً في القراءات والإحصاءات. ،عمليات الزرع
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  لنباتية :مرحلة إكثار الخزعات ا 2-4

، وذلك بمعدل خمس  )7(الشكل  تم إكثار النباتات الناتجة من مرحلة الزرع الأولي مرة كل أربعة أسابيع

  مرات بحيث تم الحصول على العدد الكافي من المادة النباتية لتنفيذ تجارب البحث.

  

   
  .في مرحلة الإكثارالنباتية  خزعاتال : زرع 7 شكل

 A  ، عند الزراعة :B   أسابيع من الزرع 4: بعد.  
  

  عزل البروتوبلاست : العوامل المؤثرة في3 -4

  :أثناء طور الإكثار تأثير المعاملة بثيوسلفات الفضة1 -4-3

يؤثر وبشكل معنوي في طول النبات وفي متوسط طول STS  استخدامأن ) 6النتائج في الجدول( بينت  

وجدت فروق معنوية بين الأصناف وبين وقد ، ومساحة المسطح الورقيالمسافات العقدية 

أقل طول  لقد سجف ،بنيلاأكثر من الصنف STS  الصنف بورين بإضافة  ثّرتأ ، حيث (p�0.01)التراكيز

عند استخدام التركيز  ،على التوالي )سم0.43±3.93 وسم  (0.96±8.40و بورين  بنيلا ينفي الصنف للنبات

 50سم) عند التركيز  (0.14±1.36بنيلافي الصنف  العقديةأقل متوسط طول للمسافات وميكرومول،  75

على التوالي  )سم 0.05±0.47سم و  0.08±0.47(ميكرو مول  100و  75وعند التركيزين ، ميكرومول

B A 
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و  75و  50بين التراكيز  المسافات العقديةتسجل فروق معنوية في متوسط طول ولم  ،في الصنف بورين

  يتوافق مع ما وهذا  بنيلا، في الصنفميكرومول  100

، حيث وجدا أن زيادة تركيز ثيوسلفات الفضة في وسط Ehsanpour and Jones (2001)  حصل عليه 

ميكرومول لم يؤد إلى انخفاض معنوي في طول المسافات العقدية في صنف  100إلى  50من  عالزر

عند التركيز  بنيلاالصنف  فيوقد تم الحصول على أكبر زيادة في المسطح الورقي ، Delawareالبطاطا 

أما  ،ميكرومول 100و  50التراكيز  د) ودون وجود فروق معنوية عن2مم 70.60±569.1( ميكرومول  75

ميكرومول   50و  25بالنسبة للصنف بورين فقد تم الحصول على أكبر مسطح الورقي عند استخدام التراكيز 

 Ehsanpourوهذا يوافق ماحصل عليه  ،واليعلى الت ) 2مم245.59±1477.75و  2مم1399.54±204.40(

and Jones (2001)  ، استخدام حيث وجدا أنSTS  مسطح إنتاج  ؤديميكرومول ي 100–50بتراكيز

لنمو عقل البطاطا  STSالتركيز الأمثل من ويقع  .أكبر كمصدر للمادة النباتية لعزل البروتوبلاست ورقي

ما ذكره  وهذا يوافق، ميكرومول  100- 50المدى ضمن  Delawareفي صنف البطاطا بشكل طبيعي 

Mollers  إضافة  ديحيث تؤ (1992)وزملاؤهSTS  في البطاطا الزرع  بتراكيز منخفضة إلى وسط

وذلك ضعف  2.3و 1.5الزيادة بين هذه  وقد تراوحت ،إلى زيادة في المسطح الورقيالمزروعة مخبرياً 

وذلك بالمقارنة مع الشاهد المزروع  ،S. tuberosumة من البطاطا سلالة ثنائية الصيغة الصبغي  20لبالنسبة 

  .  STSفي وسط خالٍ من 

الأوراق لسلالات البطاطا المكاثرة مخبرياً ضمن  نقص مساحةهو المسؤول عن  الإثيلينإن الهرمون النباتي 

يؤدي إلى إعادة  STSثل باستخدام بعض المركبات م الإثيلينبالتالي فإن تثبيط تأثير  .أوعية محكمة الإغلاق

وحيوية البروتوبلاست  كثافةزيادة وأكبر  مسطح ورقيالحصول على  ، وعقل البطاطا إلى نموها الطبيعي

  .(Gary et al.,1985) استطالة السلاميات منكذلك  يقلل، ومنها ةالمعزول
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ة فإن النموات مل من غاز أوعية النمو المغلق 1عند أخذ أنه  Hussey and Stacy )(1981ن بيقد و

) تأثير 8الشكل (يبين و ،ثيلينأضعاف في تركيز غاز الإ 3الضعيفة في النمو ترافقت مع زيادة قدرها 

  .بعض الصفات المورفولوجية في الصنفين المدروسينفي  STSالتراكيز المختلفة من 

  
  .ين المدروسينصنفالفي  بعض الصفات المورفولوجيةفي  STSكيز اتأثير تر :6جدول 

  
تركيز 
STS 
(µm) 

  
  متوسط طول النبات

  (سم)
LSD 
1%  

  
متوسط طول المسافات  

  العقدية (سم)
LSD 
1%  

  
  متوسط مساحة المسطح الورقي

  )2(مم
LSD 
1%  

  بورين  بنيلا  بورين  بنيلا  بورين  بنيلا 

0 13.85±0.79e 9.66±0.88d 

0.524 

2.25±0.16g 1.94±0.17f 

0.087 

298.9±33.16e  869.0±73.79c 

73.197  

25  9.45±1.19d 5.76±0.52b 1.55±0.14e 1.06±0.09c 462.8±32.19d 1399.54±204.40a 

50  9.21±0.961cd 6.19±1.18b 1.36±0.14d 0.67±0.14b 550.4±100.3c 1477.75±245.59a  

75  8.40±0.96c 3.93±0.43a 1.43±0.16d 0.47±0.08a  569.1±70.60c  1142.05±52.34b 

100  9.40±1.00d 4.60±0.44a 1.38±0.22d 0.47±0.05a  564.4±94.64c 806.35±147.81c  

  ).0.01على مستوى معنوية  SPSS باستخدام برنامج ANOVAتحليل  (الأرقام المتشاركة بحرف أو أكثر لا يوجد بينها فروق معنوية  -
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  لصنفين المدروسين.في افي بعض الصفات المورفولوجية  STSتأثير تراكيز  :8شكل 

A ،الشاهد:B 25: التركيزµm ،C 50: التركيزµm ،D75ركيز : التµm ،E 100: التركيزµm.  
  

أن إضافة  )7( ن الجدوليبيSTS  يؤدي إلى زيادة كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولة الزرعإلى وسط 

 و بورين  بنيلا ينفي الصنف وقد بلغت أعلى كثافة من البروتوبلاست المعزولة ،بالمقارنة مع الشاهد

عند استخدام  ،على التوالي )بروتوبلاست/ململيون  0.06±1.63بروتوبلاست/مل و مليون (1.70±0.06

أعلى حيوية ى وعند هذا التركيز تم الحصول عل ،وبفروق غير معنوية بين الصنفين ميكرومول 50التركيز 

و   (2.33±82.91% وبورين  بنيلاالصنفين  وبفروق معنوية بين من البروتوبلاست المعزولة

أن كثافة البروتوبلاست  (1988)وزملاؤه  Avihaiوافق ماذكره وهذا ي على التوالي. )73.82±2.39%

من أنسجة مزروعة  ةالمعزول تلكأعلى من  ،STSله مضاف  وسطمن أنسجة نباتية مزروعة في  ةالمعزول

إلى وسط الزرع في صنف  STSأن إضافة  (2011)وزملاؤه  Ticanوبين  ،STSمن وسط خالٍ في 

أن Veen ) (1987كما تؤكد ما ذكره  .ادة كثافة البروتوبلاست المعزولة، أدى إلى زيS.chacoensالبطاطا 

وزملاؤه  Mussellوقد ذكر  .يوفر مادة نباتية مناسبة لعزل البروتوبلاست STS بمعاملة عقل البطاطا 

  لانیب  بورین
A  B C D E  B  C  D  E  A  

  رینوب
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أن تشكل الإثيلين ينخفض أثناء العزل الأنزيمي للبروتوبلاست من أنسجة البطاطا النامية بوجود  (1986)

STS. وذكرPerl  أن إضافة  (1988)وزملاؤهSTS  يزيد وبشكل كبير من كثافة البروتوبلاست المعزولة

  وذلك عن طريق زيادة مساحة المسطح الورقي. Berolinaمن النباتات المزروعة مخبرياً في صنف البطاطا

نسبة نصل الورقة  هي زيادة الفرضية الأولى في كثافة وحيوية البروتوبلاست : STSهناك فرضيتان لتأثير 

الفرضية  .، وبالتالي تزداد كثافة البروتوبلاست المعزولة من ميزوفيل الورقةSTSإلى أنسجة الساق بوجود 

مقاومة للإجهاد  تكون أكثر STSأن أنسجة الورقة المأخوذة من نموات مزروعة في وسط يحوي  هيالثانية 

  .(Tican et al.,2011)الناتج عن التحضين ضمن المحلول الأنزيمي 

خالٍ من كثافة وحيوية البروتوبلاست عند استخدام وسط  10و  9ن الشكلان ويبيSTS  يحوي ووسطSTS 

  ميكرومول. 0.50بتركيز 

 

  .المدروسين نصنفيالفي  كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولةفي  STSكيز اتأثير تر :7جدول

  
 STS تركيز

   (µM) 

  106×متوسط كثافة البروتوبلاست
 LSD  )ملبروتوبلاست/(

1%  

  متوسط حيوية البروتوبلاست
(%)  LSD 

1%  
  بورين  بنيلا  بورين  بنيلا

0 0.79±0.60b 0.65±0.07b 

0.36 

71.0±5.53bc 62.65±5.64e 

2.29 

25  0.79±0.05b 0.80±0.03b 75.23±4.03b 74.22±3.31b 

50  1.70±0.06a 1.63±0.06a 82.91±2.33a 73.82±2.39b 

75  1.44±0.08a 0.80±0.04b 84.38±2.85a 73.0±3.25b 

100  0.68±0.03b  0.78±0.03b 67.31±2.97d 65.34±3.21d 

  ).0.01على مستوى معنوية  SPSS باستخدام برنامج ANOVAتحليل  ا لأرقام المتشاركة بحرف أو أكثر لا يوجد بينها فروق معنوية (-
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  .بنيلافي كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف  STSمن ل ميكرومو 0.00: تأثير التركيز 9شكل
A:  ، ضمن محلول العزلB.على شريحة عد الخلايا:  

  
  

    
  .بنيلافي كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف  STSمن  ميكرومول 50: تأثير التركيز 10 شكل

A:  ، ضمن محلول العزلB.على شريحة عد الخلايا:  
  

  
  
  

A  B  

A  B  

B  B  

B  
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 :سموزي ر نوع و تركيز منظم الضغط الأتأثي 4-3-2
 ،ةفي كمية ونوعية البروتوبلاست المعزول كبير سموزي لمحلول عزل البروتوبلاست بشكللأالضغط ايؤثر 

تراكيز المانيتول المختلفة  بتأثيروجود فروق معنوية بين الصنفين المدروسين و) 8(حيث يبين الجدول 

 بنيلاد بلغت أكبر كثافة من البروتوبلاست المعزولة في الصنف وق . (p<0.01)المستخدمة في وسط العزل

وعند هذا التركيز تم الحصول على ، )ملبروتوبلاست/مليون (0.08±1.67مول  0.75عند استخدام التركيز 

مول  0.5كانت أعلى كثافة في الصنف بورين عند التركيز ، بينما )%2.77±87.82حيوية ( نسبة أعلى

أقل كثاقة و حيوية سجلت و .(2.76±86.05%) ) وكانت أعلى حيويةملروتوبلاست/ب مليون (1.85±0.06

 يبينو .و بورين بنيلامول وذلك في كل من الصنفين  0.25للبروتوبلاست المعزولة عند استخدام التركيز 

في في كثافة وحيوية البروتوبلاست  مول 0.75 و 0.25تأثير استخدام المانيتول بتركيز  12و  11 الشكلان

، فهو مثل لمحلول عزل البروتوبلاست يختلف حسب النوع والصنفلأسموزي الأالضغط ا . بنيلاالصنف 

   S. tuberosum روعالمزالنوع  مول في 0.4و  S .chacoenceنوع في ال مول مانيتول 0.3

 (Grun and chu ,1978).  

وفي الصنف بورين  مول 0.75 لابنيصنف المثل من المانيتول في لأهذا البحث وجدنا أن التركيز اوفي 

التركيز المثالي من المانيتول  بأنEhsanpour and Jones (2001)  ماحصل عليه وهذا يخالف مول 0.5

أن التركيز المثالي من  (1984)وزملاؤه  Kikutaوجد و .مول 0.4هو  Delwareفي صنف البطاطا 

ختلاف اختلاف في النتائج إلى عزى الاي .مول 0.6هو  May Queenالمانيتول بالنسبة لصنف البطاطا 

التركيب الوراثي بين الأصناف وهذا واضح من خلال مقارنة النتائج التي تم الحصول عليها مع نتائج 

  .الأخرين

  

A  B B  
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  .في الصنفين المدروسين كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولةالمانيتول في مختلفة من كيز اتأثير تر :8جدول 

  
تركيز 
  المانيتول

(M) 

  106×متوسط كثافة البروتوبلاست
 LSD  )مل(بروتوبلاست/

1%  

  متوسط حيوية البروتوبلاست
(%)  LSD 

1%  
  بورين  بنيلا  بورين  بنيلا

0  0h 0h 

0.076 

0h 0h 

1.724 

0.25  0.3±0.08f  0.18±0.03g 2.86±1.17g 27.66±4.59f 

0.50  1.16±0.35c 1.85±0.06a 81.82±3.02c 86.05±2.76b 

0.75  1.67±0.08b 0.85±0.03d 87.82±2.77a 76.87±2.69d 

1.00  0.86±0.07d 0.76±0.03e 69.03±3.69e  67.65±3.31e 

  ).0.01على مستوى معنوية  SPSS باستخدام برنامج ANOVAتحليل  لأرقام المتشاركة بحرف أو أكثر لا يوجد بينها فروق معنوية (ا-

  

 كثافةفإن أعلى  ،بدلاً من المانيتول السكروز كمنظم للضغط الأسموزي) أنه عند استخدام 9( الجدولويبين 

مول من السكروز في كل من  0.5المعزولة تم الحصول عليها عند استخدام التركيز  من البروتوبلاست

هذا التركيز  عندبين الصنفين  (p<0.01) و بورين، ولكن مع وجود فروق معنوية بنيلاالصنفين 

و كانت أعلى  .على التوالي)بروتوبلاست/مل مليون  0.03±0.94روتوبلاست/مل و بمليون  (1.07±0.08

 )3.34±75.39%و (4.67±76.89% حيوية عند استخدام هذا التركيز وبفروق غير معنوية بين الصنفين 

  على التوالي .
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  .الصنفين المدروسين في كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولةفي  سكروزال مختلفة من كيزاتأثير تر :9جدول 
  

تركيز 
  السكروز

(M) 

  106×متوسط كثافة البروتوبلاست
 LSD  )مل(بروتوبلاست/

1%  

  متوسط حيوية البروتوبلاست
(%)  LSD 

1%  
  بورين  بنيلا  بورين  بنيلا

0  0f 0f 

0.028 

0d 0d  

1.740 

0.25  0.27±0.04e 0.27±0.04e 15.65±2.34c 15.82±2.17c 

0.50  1.07±0.08a 0.94±0.03b 76.89±4.67a 75.39±3.34a 

0.75  0.37±0.07d 0.44±0.56c 28.8±4.04b 29.31±4.54b 

1.00  0f  0f  0d  0d  

  ).0.01على مستوى معنوية  SPSS باستخدام برنامج ANOVAتحليل  لأرقام المتشاركة بحرف أو أكثر لا يوجد بينها فروق معنوية (ا-
  

توبلاست المعزولة في كل من الصنفين المدروسين، عند استخدام المانيتول يفسر ارتفاع كثافة وحيوية البرو

ستقلاب الاوذلك لأن المانيتول لايدخل في كمنظم للضغط الأسموزي في محلول العزل مقارنة مع السكروز، 

  .(Kikuta et al.,1984)الغذائي للنبات، فهو يعمل كمنظم أسموزي خامل حيث يتسرب ببطئ إلى داخل الخلية 
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  .بنيلامول من المانيتول في كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف  0.25: تأثير التركيز 11شكل

A:  ، ضمن محلول العزلB.على شريحة عد الخلايا:  
  

    
  .بنيلامول من المانيتول في كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف  0.75: تأثير التركيز  12شكل

A: العزل ،  ضمن محلولB.على شريحة عد الخلايا:  
  

  

  

A  

A  B  

B  A  

B  

B  

B  
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  :أثناء طور الإكثار ية داخل الأنابيبالنبات الأوراق عمرتأثير  4-3-3
أن أعلى كثافة  )10( يلاحظ من الجدول حيث، ةعمر الأوراق في كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزول يؤثر

أسابيع في كل من الصنفين  4بعمر  نباتية اقمن البروتوبلاست المعزولة تم الحصول عليها عند استخدام أور

 )ملبروتوبلاست/مليون 1.22±1.44و ملبروتوبلاست/مليون 0.04±1.93(  وبفروق معنوية ،وبورين بنيلا

 بنيلاأسابيع في الصنف  4بلغت أعلى حيوية عند استخدام أوراق بعمر  وقد ،على التوالي

  أسابيع في الصنف بورين  5و 4وراق بعمر وبفروق غير معنوية عن استخدام أ، (%84.91±2.21)

وزملاؤه  Qin chenماحصل عليه مع وافق توهذا ي، على التوالي) %2.69±84.48و  %82.59±4.0( 

يوم  30عند استخدام أوراق بعمر  ةعلى أعلى كثافة من البروتوبلاست المعزول تم الحصولحيث  (2007)

  S.pinnatisectum.وذلك في صنف البطاطا

        البصل في كل من أن عمر الأوراق يؤثر في كثافة البروتوبلاست  ت تجارب مماثلةأظهروقد 

(Buiteveld and Creem-Molenoar,1994)  والفصة(Levee et al.,2005) .  

تحوي كميات كبيرة من خلايا  هاذلك لأنو ،الأوراق الحديثة بروتوبلاست ذات كثافة وحيوية أعلى تعطي

لى إضافة إ، بسبب ارتفاع معدل الانقسام الخلوي فيها ،الثخانة ةمنخفض ةالخلوي الميزوفيل ذات الجدر

كثافة وحيوية 14 و13 نالشكلايبين و .(Babaoglu,2000)نخفاض نسبة تراكم المواد الليغنينية فيها إ

  .أسابيع 7و 4البروتوبلاست في الصنف بورين عند استخدام أوراق بعمر 

  

  

  

  

B  
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  .في الصنفين المدروسين كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولة في النباتية وراقتأثير عمر الأ :10جدول 
  

  عمر الأوراق
  (أسبوع)

 106×متوسط كثافة البروتوبلاست
 LSD  )مل(بروتوبلاست/

1%  

  متوسط حيوية البروتوبلاست
(%)  LSD 

1%  
  بورين  بنيلا  بورين  بنيلا

4 1.93±0.04a 1.44±1.22b 

0.0415 

84.91±2.21a 82.59±4.0ab 

1.976 
5  1.31±0.10c 0.84±0.04d 80.21±2.89c 84.48±2.69a 

6  0.79±0.03e 0.74±0.06ef 75.72±2.88d 73.37±2.20e 

7  0.70±0.03ef 0.75±0.03e 67.33±5.25f 73.12±2.24e 

  ).0.01على مستوى معنوية  SPSS رنامجباستخدام ب ANOVAتحليل  ا لأرقام المتشاركة بحرف أو أكثر لا يوجد بينها فروق معنوية (-
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 .أسابيع  4بعمر  نباتية أوراق الصنف بورين عند استخدامكثافة وحيوية البروتوبلاست في  :13شكل 

A:  ، ضمن محلول العزلBعلى شريحة عد الخلايا:.  
  
  

  
  .أسابيع  7بعمر  نباتية أوراق: كثافة وحيوية البروتوبلاست في الصنف بورين عند استخدام 14شكل 

A:  ، ضمن محلول العزلB.على شريحة عد الخلايا:  
  

  
  
  

A  

A  

B  

B  

B

B
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  :Protoplast Culture Stageمرحلة زرع البروتوبلاست  4-4

تشكيل الجدار الخلوي والإنقسام ومتابعة النمو بشكل كبير على الوسط  فيقدرة البروتوبلاست  تعتمد

يلاحظ و .)Anjum,1998النباتية ( وبيعة وتركيز منظمات النموبشكل خاص على ط، المستخدم في زرعها

في كل من  يومينتشكيل الجدار الخلوي  بعد  ت القدرة علىعادستاأن البروتوبلاست  )11( الجدول من

ما حصل  مع وافقت، وهذا ي)15(شكل مغ/ل )1.5-1بتراكيز ( الزياتين عند استخدام وبورين بنيلاالصنفين 

 Mayمغ/ل في صنف البطاطا  1وذلك عند استخدام الزياتين بتركيز  (1984)ؤه وزملا Kikutaعليه 

Queen .   

  

  .في تشكل الجدار الخلوي و بدء الإنقسام في الصنفين المدروسين  Z تأثير تراكيز مختلفة من: 11جدول

  (مغ/ل) Zتركيز 
  بدء الإنقسام الخلوي(يوم)  )يومتشكل الجدار الخلوي(

  بورين  بنيلا  بورين  بنيلا

0 - -  - -  

0.5  2 3  5-7  6-8  

1  2 2  3-4 4-5  

1.5  2 2  3-4 4-5  

  
، بنيلاأيام بالنسبة للصنف  4-3بالإنقسام الخلوي الأول بعد  بدأت البروتوبلاست) أن 11الجدول ( ويبين

وهذا  ،مغ/ل )1.5-1(بتركيز   Zيحويزرع استخدام وسط  عند ،أيام بالنسبة للصنف بورين 5-4وبعد 

 Marisو Maris Bard  صنفي البطاطابدء الإنقسام الخلوي في الذي ذكر أن Thomas  (1981)  لفيخا
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Piper  أيام من الزرع في وسط يحوي  4-3بعد  كانZ  بينما الخلايا التي زرعت في   ،مغ/ل 0.5بتركيز

وذلك  ،م من زرعهابعد أربعة أيا لم يطرأ عليها أي انقسام وتحولت إلى اللون البني وماتت Zمن  وسط خالٍ

وجود فروق معنوية بين الأصناف ) 12( الجدول يلاحظ منو). 16(شكل وبورين بنيلافي صنفي البطاطا 

و تم تسجيل أعلى نسبة لتشكل المستعمرات ، في نسبة تشكل المستعمرات الخلوية (p<0.01)التراكيزبين و

 و %(0.1±1.58وبورين  بنيلا صنفي البطاطا مغ/ل في 1الزياتين بتركيزالخلوية عند استخدام 

وزملاؤه  Kikutaوهذا يوافق ماحصل عليه  وبفروق معنوية بين الصنفين  ،على التوالي) 1.27±0.09%

 Zعند استخدام  May Queen  5%في الصنف  حيث بلغت نسبة تشكل المستعمرات الخلوية (1984)

لمستعمرات اتشكل للى نسبة حيث بلغت أع Tican (1996) و يخالف ماحصل عليه، مغ/ل 1بتركيز 

% 0.48وقد بلغت هذه النسبة ، مغ/ل 0.5بتركيز  Zعند استخدام  % Desiree 18.3في الصنف  الخلوية

حيث  Maris Piperفي الصنف  Anjum )(1998وهذا يخالف أيضاً ما حصل عليه  .مغ/ل 1عند التركيز 

  بتركيز Zعند استخدام وذلك % 15 يةالنسبة المئوية للبروتوبلاست التي شكلت مستعمرات خلوبلغت 

  .مغ/ل 0.5 

وهذا يعود إلى  .بورين الصنف مقارنة معأعلى  بنيلاإن نسبة تشكل المستعمرات الخلوية في صنف البطاطا 

محددة لبدء وتحفيز إنقسام البروتوبلاست فيها تتطلب هرمونات وعناصر مغذية  ،ن الطرز الوراثية المختلفةأ

(Anjum,1998)، وع البروتوبلاست رأسابيع من ز 4المستعمرات الخلوية بعد  نسبة تشكل  17الشكل نيبي

  . بنيلافي الصنف 

  

  

  



 64 

  المدروسين. نصنفيالتشكل المستعمرات الخلوية في نسبة في  Zمن تأثير تراكيز مختلفة  : 12 جدول

  
  (مغ/ل) Zتركيز 

  نسبة تشكل المستعمرات الخلوية
(%)  LSD 1% 

  بورين  بنيلا

0.035  

0 0f 0f 

0.5  0.80±0.02d 0.69±0.02e 

1  1.58±0.10a  1.27±0.09b 

1.5  1.58±0.10a 1.19±0.05c  

  ).0.01على مستوى معنوية  SPSS باستخدام برنامج ANOVAتحليل  ا لأرقام المتشاركة بحرف أو أكثر لا يوجد بينها فروق معنوية (-
  
  

  
  زرع البروتوبلاست. من يومين: تشكل الجدار الخلوي بعد  15شكل 
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  .Zمن  عها في وسط خالٍر: البروتوبلاست بعد أربعة أيام من ز16شكل 

  
  

  
  

  .الصنفين المدروسينفي  Zمغ/ل  1.5في وسط يحوي  البروتوبلاست أسابيع من زرع 4المستعمرات الخلوية بعد :17شكل
  
  
  
  

  

  بورین  بنیلا
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  : Callus Intiation Stageالكالوس  استحداثمرحلة  4-5

 NAAكانت عند استخدام ، س بدءاً من المستعمرات الخلويةوأن أعلى نسبة لتشكل الكال )13( الجدول يبين

على التوالي، وبفروق )2.81±18.96%و 8.77±51.12% (  وبورين بنيلافي الصنفين  مغ/ل 0.1بتركيز 

و لم يتم   في الصنف بورين، مغ/ل 0.25معنوية بين الصنفين، مع وجود فرق غير معنوي عن التركيز 

 Tican )(1996ماحصل عليه مع وافق توهذا ي .NAAمن  الحصول على كالوس عند استخدام وسط خالٍ

 0.1بتركيز  NAAعند استخدام % Desiree 20.8 حيث بلغت نسبة تشكل الكالوس في صنف البطاطا 

ماحصل عليه ، و هذا يوافق أيضاً % 43كانت النسبة  687061/1 مغ/ل، بينما في الطراز الثنائي 

Ehsanpour  andJones  (2001)  حیث بلغت نسبة تشكل الكالوس بدءاً من البروتوبلاست في صنف

ناتج من المستعمرات الخلوية في الصنفين الس وكالال 18الشكل ن يبي ، و%  Delaware  0.1-0.5 البطاطا 

  وبورين.  بنيلا

  

  س في الصنفين المدروسين.ولكالفي نسبة تشكل ا NAA: تأثير تراكيز مختلفة من 13جدول

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  ).0.01على مستوى معنوية  SPSS باستخدام برنامج ANOVAتحليل  معنوية ( لأرقام المتشاركة بحرف أو أكثر لا يوجد بينها فروقا -
  
  

  
  (مغ/ل) NAAتركيز 

  LSD 1%  نسبة تشكل الكالس(%)

  بورين  بنيلا

2.382  
0 0f 0f 

0.1  51.12±8.77a  18.96±2.81d 

0.25  41.31±3.99b 16.68±2.33d 

0.5  31.22±2.11c 12.22±2.98e 
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  .س ناتج من المستعمرات الخلوية في الصنفين المدروسينوكال : 18شكل

  

  :  Regeneration Phaseتشكل النموات من الكالوسمرحلة  4-6

في الصنف الخضرية  البراعمشكل أعلى نسبة لتأعطى مغ/ل  1.5بتركيز  Zأن استخدام ) 14(يبين الجدول 

حيث بلغت نسبة تشكل  BAPمغ/ل من  1.5وذلك بفرق معنوي عن التركيز ، )%6.25±81.25( بنيلا

 Thomas (1981)  وهذا يخالف ما حصل عليه   %)، 6.25±43.75(البراعم الخضرية عند هذا التركيز 

  /ل.مغ0.5بتركيز  Z%عند استخدام 50حيث بلغت نسبة تشكل البراعم الخضرية  Maris Bardفي الصنف 

 Zاستخدام  عند )0.33±1.06( بنيلالعدد النموات المتشكلة من الكالوس في الصنف  متوسطى أعل وسجل

وهذا بتراكيز مختلفة،   BAP-6نموات عند استخدام أي لم يتم الحصول على  بينما، مغ/ل 1.5بتركيز 

حيث بلغت نسبة تشكل   Majesticف البطاطافي صن (1985)وزملاؤه  Garyيخالف ما حصل عليه  

  . مغ/ل  0.5بتركيز  Zعند استخدام % 71النموات 

 30-20 أن نسبة تشكل النمواتDelaware في صنف البطاطا Ehsanpour  and  Jones (2001) وبين 

في صنف  Shepard and Totten (1977)وهذا مشابه لما ذكره ، مغ/ل 1بتركيز  Z% عند استخدام 

  بورین  بنیلا
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% 66و Desiree في صنف البطاطا  %78نسبة تشكل النموات كانت بينما  .Russet Burbankاطا البط

 Zوقد استخدم  .(Anjum,1998)مغ/ل  1بتركيز  Zعند استخدام  ،Maris Piperفي صنف البطاطا 

 .S  و S. toxicarium، S. sisymbriifoliu مغ/ل في التجديد في كل من الأنواع 1بتركيز 

integrifolium) (Oda et al.,2006 وبنيلاس الصنف والنموات المتجددة بدءاً من كال  19الشكل ن يبي.  

وهذا   BAP -6و  Zعند استخدام كل من  س الصنف بورينولم يتم الحصول على نموات متجددة من كال و

لم  Maris Piperس الناتج من بروتوبلاست صنف البطاطا وحيث أن الكال ،Thomas (1981)نتائج يوافق 

أحد  De jons 77-1أن (1985) وزملاؤه   Haberlachوكذلك وجد ، أية نموات في وسط التجديد عطي

س ولم يتجدد رغم أنه أعطى أعداد كبيرة من الكال ،S. tuberosumالطرز الوراثية في صنف البطاطا 

تمد على الطراز الوراثي تجدد النموات من الكالوس الناتج من البروتوبلاست يع يستنتج من ذلك أن. الجيد

(Vamling and Glimelius,1990).  

 بنيلاس البروتوبلاست في الصنف وتجديد النموات بدءاً من كالفي  BAP-6أكثر فعالية من  Zجد أن وقد و

 منتجهو سيتوكينين  Zوربما يعود السبب في ذلك إلى كون  ،Solanumوفي الأنواع الأخرى في الجنس 

 صناعيسيتوكينين   BAP-6 بينما ل امتصاصه أسهل من قبل الخلايا النباتية ، ، وهذا مايجعطبيعياً 

,1993) (Sadohara .  
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  .بنيلاالصنف  في النمواتعدد والخضرية  لبراعمفي نسبة تشكل ا  BAPو Z : تأثير تراكيز مختلفة من 14جدول 
  

تركيز 
Z(مغ/ل) 

  
  نسبة تشكل البراعم الخضرية

(%)  
LSD 
1%  

  
لنموات المتكونة متوسط عدد ا

  /كالوس
LSD 
1%  

  بورين  بنيلا  بورين  بنيلا 

0 0d 0 

20.10 

0c 0 

0.38 

0.5  25±0.00c 0 0.13±0.08b  0 

1  58.33±8.33b 0 0.25±0.14b  0  

1.5  81.25±6.25a 0 1.06±0.33a  0 

2  73.75±6.25bc  0 0.31±0.15b 0  

0.5 25±0.00c 0  0c 0  

1  33.33±8.33c 0  0c 0  

1.5  43.75±6.25bc 0  0c  0  

  ).0.01على مستوى معنوية  SPSS باستخدام برنامج ANOVAتحليل  ا لأرقام المتشاركة بحرف أو أكثر لا يوجد بينها فروق معنوية (-
  

مراحل عزل وزرع وتجديد البروتوبلاست في الصنف بنيلا )15(ن الجدول ويبي ،مراحل  22ن الشكل  ويبي

  .بدءاً من البروتوبلاست المعزولة نيلابتجديد الصنف 
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 .بنيلاس الصنف ومتجددة بدءاً من كالالنموات ال :19شكل 

  
  :من الكالوس النموات المتجددة إكثارمرحلة  4-7

، وبعد  MSلالذي احتوى المحلول المعدني  الإكثارنقلت النموات الناتجة من مرحلة التجديد إلى وسط 

، وبعد أربعة أسابيع تم ) 20(شكل رية المنقولةور في قاعدة النموات الخضأسبوعين لوحظ تشكل الجذ

ة لإجراء عملية تأمين المادة النباتية الكافي بهدفتم إكثارها ثلاث مرات  ،الحصول على نبيتات كاملة النمو

  . ISSRالتقسية  وتطبيق تقنية 

  
  . MSأسبوع من زرعه في وسط  2بعد جدد ت: نبات م 20شكل
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  :AcclimatizationStage التقسيةرحلة م 4-8

ما يؤدي لفقد محتواها من مإن مسامات النباتات المكاثرة بالأنسجة لا تستجيب للظروف الخارجية بالإنغلاق 

  ).Brainerd and Fuchigami, 1982الماء بسرعة وذبول الأوراق (

 أبقيتحيث التقسية، ضرورة التدرج خلال عملية  إلىBroome and Zimmerman  (1985)   أشار و 

  .النباتات ضمن غرفة النمو لمدة شهر ثم تم نقلها إلى ظروف البيت البلاستيكي

أشهر من  3بعد  سم، و 26.6 ، وبلغ متوسط طول النباتات%92من التقسية بلغت نسبة النجاح  ينشهر بعد

غ،  2.06 هاوزنمم ومتوسط  13.17 منها درينة 30بلغ متوسط قطر  تم الحصول على دريناتالتقسية 

  .بنيلامراحل عملية التقسية في الصنف  21الشكل ويبين 
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  .بنيلافي الصنف  مراحل عملية التقسية :  21شكل
 A ،النباتات المنقولة لمرحلة التقسية :B ، تغطية النباتات بالأكياس الشفافة :C يوم من التقسية،  30: بعدDيوم  60 : بعد

  .لتقسيةامن عملية يوم  90بعد تشكل الدرينات : Eتقسية، من عملية ال
  

A  B  

C D 

E  
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  .بنيلامراحل عزل وزرع وتجديد البروتوبلاست في الصنف  : 15جدول 

  الفترة الزمنية  متطلبات الوسط المغذي  الزرع مرحلة

تحضير المادة النباتية لعزل 
  البروتوبلاست

  أسابيع 4  + ثيوسلفات الفضة SHوسط 

  عزل البروتوبلاست
محلول أنزيمي + منظم للضغط حلول بلزمة +م

  + محلول غسيل+ الأسموزي
  ساعة  14-16

  زرع البروتوبلاست
وسط مغذي سائل + منظم للضغط الأسموزي+ 

  ) Z +NAA  +GA3( هرمونات
   أسبوع 4

  استحداث الكالوس
+ منظم للضغط  ثم صلب وسط مغذي سائل

  )NAA +BAP( الأسموزي+ هرمونات
   أسبوع 8

وسط مغذي صلب + منظم للضغط الأسموزي   الكالوس تجديد
  )Z  +IAA(+هرمونات

  أسبوع 16)-(12

 النمواتمرحلة إكثار 
  المتجددة

  ) أسبوعMS 24)-28وسط 

+مبيد فطري+تورب معقم  MS¼ عناصر مغذية   التقسيةمرحلة 
  +ظروف خاصة

  ) أسبوع(36-28
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  .ءاً من البروتوبلاست المعزولةبد بنيلاالصنف : مراحل تجديد  22شكل
A  البروتوبلاست ضمن محلول العزل:، B  ، الخلايا بعد انهاء الإنقسام الأول:C  يوم من  30:المستعمرات الخلوية بعد

: الحصول على نموات بدءاً من  Eيوم من الزرع في وسط استحداث الكالوس ، 60:الكالوس بعد  Dالزرع في وسط النمو،
  : نبات بعد شهر من عملية التقسية. Fلاست، كالوس البروتوب

A  B 

C D 

E  F 

B  

D 

F  
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  : ISSRباستخدام تقنية DNAالتوصيف الجزيئي على مستوى  4-9

سلالات تم  5وبين  بنيلافي الصنف  الوراثي بين النبات الأم باينللحكم على مدى الت ISSRتقنية  استخدمت

أن جميع السلالات  16دول حيث يبين الج ،بنيلافي الصنف  البروتوبلاستس ومن كال االحصول عليه

حزم كحد  3بين  مرئسةوقد تراوح عدد الحزم لكل  ،)23(شكل % 100لنبات الأم بنسبة اثل امالناتجة ت

، 18و   4رقم  المرئستينحزم كحد أعلى عند استخدام 8 و ،16و 3رقم  لمرئستينأدنى عند استخدام ا

 وقد توافقت نتائجنا مع ماحصل عليه  ، DNAوبينت النتائج أن النباتات غير متباينة على مستوى قطع 

Ehsanpour  and  Jones)2001(  حیث كانت النباتات الناتجة من زرع البروتوبلاست في صنف البطاطا

Delaware بين ، وة للنبات الأم بشكل أساسيھمشابGary  من النباتات 57أن  )1985(وزملاؤه %

كانت تملك نفس العدد الصبغي للنبات الأم  Majesticالمتجددة من بروتوبلاست صنف البطاطا 

(n=4x=48)،  
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 5و  بنيلاللصنف   ISSRالمستخدمة في  المرئساتعدد الحزم الكلي و النسبة المئوية للتباين الشكلي الناتج عن :16جدول 
  .متجددة منهسلالات 

  
  نسبة التباين %  عدد الحزم  المرئسات
ISSR1 5 0  

ISSR2 7  0  

ISSR3 3  0  

ISSR4 8  0  

ISSR5 5  0  

ISSR6  4  0  

ISSR7 7 0  

ISSR8 4  0  

ISSR9 7  0  

ISSR10 4  0  

ISSR11 6  0  

ISSR12  7  0  

ISSR13 7  0  

ISSR14 7  0  

ISSR15 7  0  

ISSR16 3  0  

ISSR17 5  0  

ISSR18  8  0 

  

  

GAG(CAA)5 
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ت السلالا من)6-2(عينات  5في المرئسات داماستخ الناتجةعن الشكلية التعددية لملاحظة الأغاروز هلامة:  23شكل
 .kp 1بوجود معلم ذو وزن جزیئي ) 1(بنيلاالصنف  بالمقارنة مع النبات الأم من الخضرية

  

  

  

  

  

  

  

250 bp  

500bp 

750 bp 

1000 bp 

(ATG)5 (CA)6CA  

  6     5     4    3     2    1         6     5     4     3    2     1  
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 

 
CONCLUSION  AND RECOMENDATION  
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  الاستنتاجات1-5 

  
، لأول مرة في وبورين بنيلاالبطاطا  يعزل البروتوبلاست من أوراق صنفلتم في هذا البحث وضع تقنية  1-

  .ةوتمت دراسة تأثير بعض العوامل في كثافة وحيوية البروتوبلاست المعزولسوريا، 

بينت النتائج أنه تم الحصول على أعلى كثافة وحيوية من البروتوبلاست المعزولة، عند استخدام أوراق  2-

  .ميكرومول  50اتات مزروعة في وسط يحوي ثيوسلفات الفضة بتركيزنباتية مأخوذة من نب

على أعلى كثافة وحيوية من البروتوبلاست المعزولة، عند استخدام المانيتول كمنظم للضغط تم الحصول  -3

 للصنفمول  0.50لصنف بنيلا ول بالنسبةمول  0.75الأسموزي بالمقارنة مع السكروز وذلك بتركيز 

  بورين.

تخدام أوراق نباتية بعمر أربعة أسابيع أعطى أعلى كثافة وحيوية من البروتوبلاست المعزولة وذلك إن اس -4

  في كل من الصنفين بنيلا وبورين.

-5 عند استخدام هرمون الزياتين بدءاً من البروتوبلاستلت أعلى نسبة لتشكل المستعمرات الخلوية سج ،

  .رينفي كل من الصنفين بنيلا وبو مغ /ل 1بتركيز 

-6 نفتالين أسيتك أسيد ، عند استخدام هرمون بدءاً من المستعمرات الخلوية الكالوسلت أعلى نسبة لتشكل سج

  .في كل من الصنفين بنيلا وبورين مغ /ل 0.1بتركيز 
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م االبراعم الخضرية ولمتوسط عدد النموات المتشكلة عند استخدتم الحصول على أعلى نسبة لتشكل  -7

بينما لم يتم الحصول على نموات بدءاً من كالوس  ،مغ/ل في الصنف بنيلا 1.5بتركيز  هرمون الزياتين

    البروتوبلاست في الصنف بورين.

كانت النباتات الناتجة في الصنف بنيلا مشابهة للنبات الأم ، ولم تظهر أي تباين وراثي على مستوى 8-

DNA .  

لاست المعزولة في الصنف بنيلا، ونمت النباتات بشكل تم الحصول على نباتات كاملة بدءاً من البروتوب9- 

 طبيعي في ظروف البيت البلاستيكي ، حتى مرحلة تشكل الدرينات .
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  والتوصيات المقترحات 2-5

  
في كل من الصنفين المدروسين بنيلا  متابعة أمثلة و تحسين ظروف عزل وزرع و تجديد البروتوبلاست 1-

  .وبورين

الأخرى المهمة اقتصادياً تقنية عزل وزرع وتجديد البروتوبلاست في أنواع وأصناف البطاطا أمثلة  -2

  ومحلياً.

  روتوبلاست.بإجراء تجارب حول استخدام الأجزاء النباتية الأخرى مثل الدرنة و الجذر في عزل ال -3

  .نباتية الأخرىوللأنواع ال دمج البروتوبلاست بهدف  التحسين الوراثي للبطاطا تقنيةتطبيق  4-

  أمثلة تقنية عزل وزرع وتجديد البروتوبلاست في الأنواع النباتية الأخرى المهمة اقتصادياً. -5

  استخدام تقنية عزل البروتوبلاست في الدراسات الخلوية و الوراثية. -6
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Abstract 
   In this research, a technique for protoplast isolation and regeneration, from the leaves of 

potato(Solanum tuberosum) cultivars Binella and Burren was developed. Some factors affecting the 

density and viability of the isolated protoplast, have been studied. Also, the was study determined 

the optimal conditions for protoplast culture , callus initiation and regeneration. 

  Genetic resemblance by ISSR technique between regenerated and mother plants, were 

investigated. 

  The addition of 50 µM silver thiosulfate (STS), to the culture medium led to increase the leaf area 

, decreased the length of internodes, and increased the density and viability of isolated protoplasts in 

each of the cultivars Binella and Burren, where the obtained density was  (1.70 ± 0.06 million 

protoplast / ml , 1.63 ± 0.06 million protoplast / ml) respectively, and the viability (82.91 ± 2.33% , 

73.82 ± 2.39%) respectively. 

  The results also showed significant differences (P �  0.01) between both studied cultivars under 

different concentrations of manitol as a regulator of the osmosis pressure. 0.75 M manitol  led to a 

higher density of isolated protoplasts in cv. Binella (1.67 ± 0.08 million protoplast / ml). and 

viability of  (87.82 ± 2.77% ), while, the highest density in cultivar Burren resulted at the manitol 

concentration of 0.50 M (1.85 ± 0.06 million protoplast / ml) and the viability was (86.05 ± 2.76%). 

Results also show that the use of in vitro grown plant leaves aged 4 weeks, lead to higher density of 

isolated protoplast with significant differences between cultivars Binella and Burren (1.93 ± 0.04 

million protoplast / ml , 1.44 ± 1.22 million  protoplast / ml) respectively. The viability was (84.91 

± 2.21% and 82.59 ± 4.0%) respectively, after an incubation period of 14-16 hours in a medium 

containing: 

1.75% Cellulase TC + 0.4% Pectinase + 0.005M CaCl2.2H2O+ 0.5-0.75 M manitol +0.01M 

morpholino-ethanesulfonic acid(MES), and pH of 5.6. 

  Protoplast division started after 3-4 days in the cultivar Binella, and after 4-5 days in the cultivar 

Burren, when using  Zeatin(Z) concentration of 1 or 1.5mg /l. The highest rate of  cell colonies 

formed was recorded - when using Z at the concentration of 1 mg / l and with significant differences 

between cultivars Binella and Burren (1.58 ± 0.1% , 1.27 ± 0.09%) respectively. 



 98 

  The highest percentage of callus formation was obtained on medium containing 0.1 mg / l  

naphthalene acetic acid (NAA), with  significant differences between cultivars Binella and Burren 

(51.12 ± 8.77% , 18.96 ± 2.81%) respectively. 

  The highest mean of shoots from  Binella callus was obtained (1.06±0.33), when using 1.5 mg / l  

Z, while not getting any shoots of Burren. 

  Around 92% of plantlets were successfully acclimatized, after two month in the green house. 

Average plant length reached 26.6 cm. Also, tubers were produced (30 tubers) with an average 

deameter of 13.17 mm and weight 2.06 g. 

  ISSR technique showed that plants regenerated from Binell callus, were similar to the mother 

plants by 100%.  
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