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 الممخص

خلاؿ  ،وكمية الزراعة في جامعة دمشؽ ،نفذ البحث في مخابر الييئة العامة لمتقانة الحيوية بدمشؽ

 Solanumبيدؼ زرع وتجديد المعمقات الخموية لصنفيف مف البطاطا  2015-2016العاميف 

tuberosum في العاـ  ة الصيغة الصبغية والمعتمدة محمياً صناؼ رباعيوىما مف الأ ،أماريف وتشالنجر

باستخداـ  المتكوف مف المعمقات الخموية التبايف الوراثي عمى مستوى الكالس العضوي تحديدثـ  ،2013

 .ISSR ػتقنية ال

لصنفيف )أماريف وتشالنجر( مف مصدريف مختمفيف مف الخزعات استحداث الكالس مف اجرى 

مضافاً لو تراكيز  ((Murashing and skooge MSالنباتية )الأوراؽ والسلاميات( في وسط الزرع 

التركيز  وبينت النتائج أف ،D-2,4)ثنائي كموروفينوكسي حمض الخؿ ) D-2,4مختمفة مف الأوكسيف 

 %92و 96%مف الأوراؽ والسلاميات في الصنؼ أماريف  D-2,4ممغ/ؿ  3الأمثؿ لاستحداث الكالس 

 % مف كلا الخزعتيف.92وفي الصنؼ تشالنجر  ،عمى التوالي

 3مضافاً لو  MS ½بدءاً مف نسيج الكالس في وسط الزرع السائؿ  معمقات خموية أمكف زرع

 ،وحيوية الخلايا( ،ساـ الخمويمعدؿ الإنق ،ودرست بعض موشرات النمو )الكثافة الخموية ،D-2,4ممغ/ؿ 

 وقد بمغت المعمقات الخموية لمصنفيف المدروسيف مرحمة الثبات في الأسبوع الثالث مف الزرع.

ازدادت الكثافة الخموية في المعمقات الخموية لمصنفيف أماريف في الأسبوع الثالث والرابع بشكؿ 

وقد تفوقت المعمقات  ،في حيف ازدادت بشكؿ تدريجي في المعمقات الخموية لمصنؼ تشالنجر ،ممحوظ

بينما لـ يلاحظ وجود  ،الخموية لمسلاميات عمى مثيلاتيا للأوراؽ عند الصنؼ أماريف في معدؿ الإنقساـ

أماريف في حيوية كما تفوقت المعمقات الخموية لمصنؼ  ،فروؽ معنوية فيما بينيا عند الصنؼ تشالنجر

 الخلايا بالمقارنة مع الصنؼ تشالنجر في الأسبوعيف الثالث والرابع.
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 Zeatin (Z)و  Bezyl Aminopurine (BAP)-6استخدمت تراكيز مختمفة مف منظمي النمو 

مف المعمقات الخموية لأوراؽ  المتكوفأمكف الحصوؿ عمى أعمى نسبة لمكالس  ،لتجديد المعمقات الخموية

فعالية أقؿ مف  Zأظير  ،BAPممغ/ ؿ مف  1.75ت كلا الصنفيف المدروسيف باستخداـ التركيز وسلاميا

BAP مقات في استجابتيا لمتجديد بتأثيرفي تجديد الكالس مف المعمقات الخموية وتباينت المع Z ،  فقد

والسلاميات  ،ىو الأمثؿ لتشكؿ الكالس مف معمقات الأوراؽ Z مف  ممغ/ ؿ 1.5كاف استخداـ التركيز 

 ومعمقات الأوراؽ لمصنؼ تشالنجر. ،لمصنؼ أماريف

تأثير مصدر الخزعة )الأوراؽ والسلاميات( في التبايف الوراثي بيف النباتات الأـ والكالس  إف 

 BAPمف المعمقات الخموية في الصنؼ أماريف كاف متماثلًا وذلؾ سواءً عند استخداـ  المتكوفالعضوي 

مف  العضوي المتكوف التبايف الوراثي بيف النباتات الأـ والكالسفي وسط التجديد، بينما كاف  Zأو 

في حيف كاف تأثير ، في وسط التجديد BAPالمعمقات الخموية في الصنؼ تشالنجر متقارباً عند استخداـ 

 في وسط التجديد. Zالأوراؽ في التبايف الوراثي المدروس أعمى مقارنة مع تأثير السلاميات عند استخداـ 

في  BAPإف التبايف الوراثي المدروس في كلا الصنفيف )أماريف وتشالنجر( والناتج عند استخداـ 

   .Zوسط التجديد كاف أعمى مقارنة مع التبايف الوراثي الناتج عند استخداـ 

 . D، BAP، Z ، ISSR-2,4 ، معمقات الخموية ،كالس، تبايف الوراثي ،بطاطا: الكممات المفتاحية
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 الفصل الأول: المقدمة

INTRODUCTION 
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 : Introductionالمقدمة -1

تنتمي مف أىـ محاصيؿ الخضار في العالـ،  (.Solanum tuberosum L)البطاطا تعد 

 Solanaceae، وتتبع الفصيمة الباذنجانية Solanumإلى الجنس  Solanum tuberosumالبطاطا

 (.2006)بوراس وزملاؤه،  نوع تقريباً 2000 جنساً و 90التي تضـ نحو 

تكوّف أنواع البطاطا سمسمة متصمة مف التراكيب الصبغية المتضاعفة، فيناؾ الأنواع  

والسداسية  2n=5x=60والخماسية  2n=4x=48 والرباعية 2n=3x=36 الثلاثية و  2n=2x=24الثنائية

2n=6x=72 (.1989 ،؛ بوراس1981 ،)مسعود 

، حيث تنتشر الموطف الأصمي لمبطاطا  ) تشيمي، البيرو والمكسيؾ( أمريكا الوسطى والجنوبيةتعد 

الأنواع البرية التي تتميز بدرناتيا الصغيرة وطعميا المر، ومف ىناؾ انتقمت إلى أوروبا عقب الغزو 

الاسباني لمبيرو في منتصؼ القرف السادس عشر، حيث جاء الفاتحوف باحثيف عف الذىب غير أف الكنز 

 (.2006)بوراس وزملاؤه، عادوا بو إلى أوروبا ىو البطاطا الحقيقي الذي 

ويرجع  ،تعد البطاطا مف أحد أىـ المحاصيؿ الزراعية في العالـ وغذاءً أساسياً في البمداف النامية

وبالإضافة لكونيا غذاء للإنساف  ،ذلؾ لوفرة غمتيا ورخص إنتاجيا وتنوع الظروؼ البيئية التي تنمو فييا

لصناعة حيث يستخرج منيا النشاء وليا استعمالات عديدة في مجاؿ ا ،فإنيا تقدـ أيضاً كعمؼ لمحيوانات

وتستعمؿ في صناعة الورؽ والمنسوجات وصناعة المواد اللاصقة بالإضافة إلى استخداميا في صناعة 

 ،. )بوراسالتخمير واستخراج الكحوؿ مثؿ الإيتانوؿ والبيوتانوؿ وبعض الأحماض مثؿ الستريؾ و اللاكتيؾ

(1989 . 

 ،كبير كونو أحد أكثر المحاصيؿ الغذائية غنى بالطاقةيستأثر محصوؿ البطاطا باىتماـ عالمي 

فإف محصوؿ البطاطا  ،فكما ىو الرز بالنسبة لدوؿ شرؽ آسيا والخبز لدوؿ شرؽ البحر الأبيض المتوسط

غ مف درنات  100إذ يحتوي كؿ  ،بالنسبة لدوؿ أوروبا والأمريكيتيف وحتى دوؿ أفريقيا الغذاء الرئيس يعد
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غ  0.9 ،غ ألياؼ 0.5 ،غ كربوىيدرات 17.1 ،غ دىوف 0.1 ،غ ماء 79.8البطاطا المقشرة عمى 

 مغ 0.4 ،ثياميف مغ 0.1،مغنيزيوـ  مغ 4.7 ،صوديوـ مغ 3 ،حديد مغ 0.6 ،فوسفور مغ 53 ،كالسيوـ

 .( 2000،الموصممي) حامض الأسكوربيؾ مغ 20 ،نياسيف مغ 1.5 ،ريبوفلافيف

في جميع دوؿ العالـ تقريباً، مف  تنتشرفيي ، مف المحاصيؿ واسعة الانتشار أنياتتميز البطاطا ب

(، ونتيجة لمتقدـ التقني Young،1990جنوباً، المتحدة  ) 46المتجمد الشمالي حتى خػط العرض المحيط 

  Shekhawatالكبير أصبح مف الممكف زراعة البطاطا في مختمؼ أنحاء العالـ ما عدا السيوؿ الدافئة )

(، وىذا بدوره أدى إلى زيادة ممحوظة في الإنتاج العالمي مف البطاطا الدوؿ الأكثر إنتاجاً Naik، 1999و

 .لمبطاطا عالمياً 

محصوؿ البطاطا مف المحاصيؿ يعد  الدوؿ الأكثر إنتاجاً لمبطاطا عالمياً. (1) ويبيف الجدوؿ

 19بمداف ساحؿ البحر الأبيض المتوسط ويحتؿ مساحة تبمغ حوالي مميوف ىكتار وتنتج  جميعفي  الميمة

 (.1999وزملاؤه،   Fruscianteمميوف طف مف الدرنات )

 2014: الإنتاج العالمي من البطاطا خلال العام (1)الجدول 

 مميوف طفالإنتاج مقدراً بػ  2014الدوؿ الأكثر إنتاجاً لمبطاطا خلاؿ العاـ 
 85.8 الصيف
 45 اليند
 29.5 روسيا
 23.3 أوكرانيا
 19.2 أميركا
 10.6 ألمانيا

 (FAO، 2014 والزراعة الأغذية منظمة)
 

 

 



6 

  

 واقع زراعة البطاطا في سورية:  1-1

وتطورت تطوراً سريعاً  ،مف القرف العشريف نياتخمسيبداية الأدخمت زراعة البطاطا إلى سورية منذ 

 بداية منذ سورية في المحصوؿ ىذا لزراعة والتخطيط الاىتماـ بدأحيث  ،لتوفر الظروؼ المناسبة ليا

 بمتطمبات تيتـ الزراعية الأبحاث بدأت ثـ فقط عف صنفيف عبارة المزروعة الأصناؼ وكانت السبعينات

 ومع .الغذائية والاحتياجات المناخية والظروؼ اللازمة  الزراعية المعاملات حيث الزراعية مف البطاطا

 القطر في  البيئات باختلاؼ وتنوعت الأصناؼ القطر إلى الجديدة الأصناؼ إدخاؿ بدأ الثمانينات  بداية

 الزراعي والإصلاح  الزراعة  وزارة قبؿ مف الاىتماـ وازداد وتزداد، تتسع الزراعية المساحات  وبدأت

إلا أف ( NAPC ،2008) الميمة الغذائية المحاصيؿ مف أصبح حتى المحصوؿ ىذا بزراعة والفلاحيف

 المزروعة المساحات تطور (2)الجدوؿ  يبيفالإنتاجية كانت بطيئة ولا تتناسب مع معدؿ نمو السكاف و 

نتاج   .سورية في والغمة البطاطا وا 

نتاج وغمة البطاطا حسب المحافظات  (:2) الجدول مستوى القطر خلال وتطورىا عمى مساحة وا 
 (2014-2005الفترة)

 (ھالغمة)كغ/ الإنتاج)طن( المساحة)ىكتار( العام
2005 29500 608400 20623 
2006 27720 603400 21767 
2007 31082 570128 18342 
2008 36172 720492 19918 
2009 34855 705586 20243 
2010 34500 673200 19513 
2011 35351 715276 20233 
2012 34012 698129 20526 
2013 22439 441718 19685 
2014 29878 539611 18060 

 (2014 ،، وزارة الزراعة والإصلاح الزراعي)المجموعة الإحصائية السنوية
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 مواعيد وطريقة الزراعة: 1-2

 تزرع البطاطا في سورية في عروات ثلاث:

حتى منتصؼ شباط، حيث تزرع البطاطا في : ابتداءً مف منتصؼ كانوف الثاني عروة ربيعية 1-2-1

 المنطقة الساحمية في كانوف الثاني، أما في المناطؽ الداخمية فتزرع في أواسط شباط.

 : تزرع ابتداءً مف منتصؼ آذار حتى منتصؼ نيساف، وىذا يلائـ المناطؽ الباردة. عروة صيفية 1-2-2

منتصؼ آب، وىذا يلائـ المناطؽ الداخمية تزرع ابتداءً مف منتصؼ تموز حتى  عروة خريفية: 1-2-3

 .(2006)بوراس وزملاؤه ،

الأكثر شيوعاً في سورية ىي طريقة الزراعة النصؼ آلية، وىناؾ الزراعة اليدوية و  طريقة الزراعة 1-3

 –دراجا   -بنيلا –بشكؿ قميؿ الزراعة الآلية، وأىـ أصناؼ البطاطا المزروعة في سورية ىي: ليزيتا 

 .(FAO ،2014). أريندا -سولاني –أرنوفا  –أطمس  -أغريا –سبونتا  –بوريف  –مارفونا 

 طرائق إكثار البطاطا: 1-4

 :(Sexual reproduction)الإكثار الجنسي  1-4-1

، أما تسويقياً فالدرينات الناتجة أصناؼ جديدة يستخدـ للأغراض البحثية وأغراض التربية لإنتاج

 (. Wiersema،1982صغيرة الحجـ، غير قابمة لمتسويؽ، وبالتالي إكثارىا ليذا الغرض غير اقتصادي )

 :(Asexual)الإكثار اللاجنسي  1-4-2

ة المتبعة للإكثار وذلؾ بزراعة الدرنات الكاممة أو قطع منيا، الرئيس: وىي الطريقة بالدرنات 1-4-2-1

والتي ىي عبارة عف سوؽ متحورة لإختزاف الغذاء، ومف ميزات ىذه الطريقة أنيا تحافظ عمى نقاوة 

ولكف مف مساوئيا أنيا تسبب تدىور فيزيولوجي لبذار البطاطا نتيجة زراعتيا  الصفات الوراثية لمصنؼ،

نخفاض الإنتاج اعدة مواسـ متتالية، إضافة لانتقاؿ الأمراض الفيروسية إلى الأجياؿ التالية مما يؤدي إلى 

 (.1987 ،وزملاؤه  De bokx% )30-50بنسبة قد تصؿ إلى 
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  : الإكثار بالنسج بطريقتيف ويتـ :بزراعة النسج النباتية  1-4-2-2

 (.2001 ،وزملاؤه Albiskiإنتاج شتوؿ بأعداد كبيرة بالنسج بعد تقسيتيا في البيوت الزجاجية ) -

 (.2008إنتاج درينات دقيقة في المخبر باستخداـ أوساط مغذية خاصة )المعري وزملاؤه،  -

 : Research justifications and objectivesمبررات البحث وأىدافو 1-5

المادة الوراثية مف خلاؿ تقنيات زراعة الأنسجة ونقؿ الجينات تحمؿ إمكانيات  تعديؿإف عممية 

 .(2001 ،وزملاؤه  Jayaree) كبيرة لتحسيف الصفات الإنتاجية النوعية والكمية لمحصوؿ البطاطا

نواع التابعة لجنس القميمة الناتجة مف التيجيف عمى المدى الطويؿ للأإضافةً لذلؾ شكمت التراكيب الوراثية 

أماـ مربي البطاطا لمحصوؿ عمى برنامج سريع لتمبية متطمبات السوؽ بإنتاج أصناؼ  البطاطا حواجز

 جديدة.

ساعدت برامج التربية والتحسيف الوراثي لمبطاطا في تطوير بعض الأصناؼ الجديدة، التي تمبي 

تعد تربية البطاطا أقؿ نجاحاً  ، وتحسيف الجودة والإنتاجية.لسوؽ مف حيث مقاومتيا للإجياداتمتطمبات ا

بالمقارنة مع المحاصيؿ الأخرى، بسبب التعقيد الوراثي لمنبات، ويحتاج التحسيف الوراثي بالطرائؽ التقميدية  

المعمقات الخموية نظاـ مرغوب ة مزارع نيإف استخداـ تق. لى وقت وجيد كبير وتكاليؼ باىظةفي البطاطا إ

أوسع مف طرائؽ وبمدى طفرات  ،بو لاختيار الطفرات باتباع مخطط أسيؿ وأبسط مف مزارع البروتوبلاست

اومة مف ىنا تبرز أىمية التربية المعتمدة عمى التقنيات الحيوية وخصوصاً الطفرات المق، التربية التقميدية

 واللاحيوية. الحيويةللإجيادات 

فإنو مف الصعب إلى حدٍ ما تثبيت الطفرات في نباتات البطاطا مقارنة مع غيرىا مف  ومع ذلؾ

والمستويات الصبغية العالية التي عادةً ، ى تقنيات زرع المعمقات الخمويةجزئياً إل والذي يعزى ،المحاصيؿ

 (.1996وزملاؤه،   Qiما تترافؽ مع معدؿ تطفير منخفض )
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طفرات تحسيف تقنيات مزارع الخلايا النباتية لمحصوؿ البطاطا وتحديد البالتالي مف الضروري زيادة 

ذلؾ قبؿ البدء ببرامج التحسيف الوراثي المعتمدة عمى المعمقات الخموية لابد ، لعمى مستوى الخلايا المفردة

 ،ومف ثـ شروط زرعيا كمرحمة ثانية ،مف تحديد المصدر الأنسب لتحضير المعمؽ الخموي كمرحمة أولى

 يصار إلى استخداميا في عمميات التحسيف أو الإنتاج المرغوبة.ل

 دف ىذا البحث إلى:ــــــذا ىـــــل

 مف الأمثؿ التركيز تحديدو أمثمة الأوساط المغذية المستخدمة في الحصوؿ عمى المعمقات الخموية  1-

 صنفي مف والسلاميات الأوراؽ مف وتجديدىا الخلايا وعزؿ الكالس لاستحداث اللازـ D-2,4 ىرموف

 (.Amarin) أماريف و Challenger))  تشالنجر البطاطا

 .TTCباستخداـ تقنية اختبار  الخموية خلايا المعمقاتتحديد حيوية  2-

آبائيا  مع المعمقات الخموية ومقارنتيا مفالعضوي المتكوف عمى مستوى الكالس التبايف الوراثي  تحديد 3-

 .(ISSR) Inter Simple Sequence Repeats باستخداـ تقنية التكرارات التتابعية البسيطة الداخمية
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 الفصل الثاني: الدراسة المرجعية
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 :LITERATURE REVIEWS المرجعيةالدراسة  -2
 

 Geneticمف التقانات الميمة في عمميات التحسيف الوراثي تقانة زراعة الأنسجة النباتية  تعد

improvement، ذْ فتحت آفاقاً واسعة في التطبيقات الزراعية، وتطورت استعمالاتيا خلاؿ الفترة إ

شممت عدداً كبيراً مف النباتات، كما توسعت فوائدىا التطبيقية في  حيث كبيربشكؿ الماضية تطوراً 

استنباط طرز وراثية مف البطاطا أكثر تحملًا للإجيادات البيئية. ومف ىنا برزت أىمية ىذه التقانة كطريقة 

سائؿ مف الو أنيا ؽ التقميدية في الإكثار و برامج التربية والتحسيف الوراثي لمنباتات ، كما ائبديمة لمطر 

مف المزايا التي لـ تكف متاحة مف قبؿ في  عدداً وتوفر   الميمة في دراسة العمميات الفسيولوجية، التطبيقية

ؽ التقميدية ولعؿّ أىميا إجراء انتخاب النباتات عمى المستوى الخموي، وفصؿ الخلايا المرغوبة ائالطر 

امؿ لمنباتات الناتجة مف ىذه الخلايا وفحصيا خلاؿ فترة زمنية قصيرة ومساحة محدودة، ويجري تقييـ ك

في مراحؿ مختمفة مف النمو والتمايز، كما يمكف دراسة المقدرة عمى توريث الصفة ودرجة ثباتيا مف خلاؿ 

 (. 2000فحص ودراسة النسؿ الناتج مف ىذه النباتات )زكي، 

 في  وسط المفردة الخلايا النباتية  عزؿ وزرععمى  cell cultureالخلايا يطمؽ مصطمح زراعة 

النمو وبالإنقساـ الخموي و حيث تقوـ الخلايا خلالو بالتمثيؿ الغذائي عمى شكؿ معمؽ خموي سائؿ  مغذٍ 

(King ،1980.) 

بسرعة أكبر مف مزارع المغذية السائمة  ط اوسالأفي   ،بشكؿ عاـات الخموية، مزارع المعمقتنمو 

 Evans ) الأبحاث بطرائؽ عديدة أكثر قابمية لتنفيذوتكوف صمبة أوساط مغذية عمى النامية الكالس 

 فيويستخدـ المعمؽ الخموي كنظاـ نموذجي لدراسة العوامؿ المختمفة التي تؤثر  (.2003 ،وزملاؤه

يفضؿ نظاـ حيث  ستجابات المتباينة كنمو وتمايز الخلايا تحت الإجيادات الحيوية أو اللاحيوية.الا
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الكامؿ أو النباتات الكاممة لدراسة استقلاب الخمية وآلية التكيؼ مع النباتي عمى النسيج  الخموية المعمقات

 .(Fallon، 1989و Phillips ؛1994،وزملاؤه(Leone الإجياد عمى المدى الطويؿ أو القصير

ة في دراسة بيولوجيا النبات بما في ذلؾ بيولوجيا الخلايا ميمتعد المعمقات الخموية أداة    

في  مزارع الخلايا النباتية كذلؾ الأمر استخدمت ،الخموي ودراسة توريث الصفات المظيريةوالاستقلاب 

 (. 2006  ،وزملاؤهThrope بيف النباتات والأحياء الدقيقة ) آثردراسة الت

عف  تحققت قدمفردة )ومجموعات خموية صغيرة( الإف زراعة المعمقات الخموية بدءاً مف الخلايا 

ومف ثـ إعادة تجديدىا  ،Digitis.sp و الديجتالس  Nicotiana.spطريؽ مزارع الكالس مف نباتي التبغ 

تـ تحقيؽ نجاح  1953وفي عاـ  ،(1958 ،وزملاؤه Muir ؛ 1954  ،وزملاؤه Muirلتكويف الكالس)

كبير في زراعة الخلايا النباتية المفردة بدءاً مف خلايا متمايزة ناضجة معزولة بالطريقة الميكانيكية مف 

 Macleaya.corlata (Kohlenbach ،  1959.)ميزوفيؿ الورقة لنبات 

وراثي مقارنة أكثر قابمية لدراسات الكيمياء الحيوية وعممية التحسيف ال الخموية تعد مزارع المعمقات 

لأنيا تنمو عادةً بمعدؿ أسرع وتسمح لمخلايا النباتية أف تكوف عمى اتصاؿ مباشر مع  ،مع مزارع الكالس

 (.Su ، 1995 ؛Fowler ،1987)المغذي المواد الغذائية الموجودة في الوسط 

ىذه الكتؿ تنشأ  ،تميؿ المعمقات الخموية إلى احتواء كتؿ خموية مؤلفة مف عدد متغاير مف الخلايا

نتيجة فشؿ الخلايا الجديدة في الانفصاؿ بعد حدوث الانقساـ الخموي أو مف تماسؾ الخلايا الحرة فيما 

أيضاً( عمى ما يقرب مف الخموية في بعض الحالات قد تحتوي ىذه الكتؿ ) التي تسمى بالمجاميع  ،بينيا

الخلايا عف طرؽ تغيير ىذه ؽ في حيف يمكف التغمب عمى التصا ،مـ 2 إلىقطرىا صؿ يو  ،خمية 200

 (.Fowler، 1982) المغذيوسط ال

ومجموعات صغيرة مف  ،إف تشكيؿ معمؽ خموي جيد يتكوف مف نسبة عالية مف الخلايا المفردة 

 (.King،  1980الخلايا ىو أكثر تعقيداً مف العثور عمى الظروؼ المثمى لفصؿ الخلايا )
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وزملاؤه،  Tang) لوغاريتميحركية النمو لمخلايا ضمف المعمؽ الخموي عادةً في منحني تكوف 

يعقب ذلؾ تزايد سريع  ،الأمر بادئالنباتية في الوسط لا يحدث أي انقساـ الخلايا عندما توضع ف ،(2001

وأخيراً تدخؿ  ،ثـ تباطؤ تدريجي في معدؿ الانقساـ ،في معدؿ انقساـ الخلايا وزيادة خطية في تعدادىا

زراعة المعمقات الخموية عموماً عف طريؽ  (. تبدأStreet، 1977الخلايا مرحمة الثبات أو عدـ الانقساـ )

(. عمى الرغـ مف King،  1980نقؿ أجزاء مف الكالس غير المتمايز الذي يتـ تحريكو خلاؿ فترة الزرع )

نباتية متباينة خزعات مف زراعة  أأنيا يمكف أف تبدوقتاً أطوؿ إلا قد تأخذ  الخموية  أف زراعة المعمقات

أو تحت فمقية( والخلايا المنقسمة سوؼ تتحرر بشكؿ تدريجي مف  ،)عمى سبيؿ المثاؿ : أوراؽ فمقية

السائؿ وقد يتـ الوسط المغذي نباتية مختمفة( نتيجة لتحريؾ  خزعاتأو  ،المصدر النباتي الممقح ) الكالس

 ( أو إنزيميةمفة بطرائؽ فيزيائية )ميكانيكيةنباتية مف الأجزاء النباتية المختأيضاً تحرير الخلايا ال

(Butcher  و Ingram ، 1976). 

يعد اختيار المادة النباتية الأـ المناسبة ومصدر الخزعات النباتية واختيار وسط الزرع وظروؼ   

 (.2003 ،وزملاؤه  Evansالزرع مف الشروط الأساسية لنجاح تشكيؿ مزارع الكالس )

تـ استخداـ مصادر مختمفة لمخزعات في أبحاثٍ مختمفة مف أجؿ الحصوؿ عمى الكالس لنبات  

؛ المعري 2003وزملاؤه   Yasmin؛1989 ،وزملاؤه Alwareh ؛ Ahloowalia،  1982البطاطا )

مختمفة مف أجؿ ( وأوساط زرع والدرنات، الأوراؽ ،السلاميات ،قدالع) ( مف ضمنيا2016وزملاؤه، 

كثاره كما أف تشكيؿ الكالس لا يعتمد فقط عمى الأنواع النباتية ولكف أيضاً عمى  ،استحداث الكالس وا 

عمى  ،(2007 ،وزملاؤه Shirin)وعمر الخزعة ودرجة الحرارة  والضوء مصدر الخزعة والوسط الغذائي

 أصناؼ البطاطا واقترحا استحداث الكالس مف عدد مف John (1985)و Qureshi سبيؿ المثاؿ درس

أف السلاميات أفضؿ مصدر لمخزعات. كما استخدمت السلاميات أيضاً في العديد مف الأبحاث الأخرى 
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 Shirin ؛2005 ،وزملاؤه Vargas ؛ 1999  ،وزملاؤه Zel كمصدر لاستحداث الكالس في البطاطا )

 (.2007 ،وزملاؤه

أف استحداث الكالس في البطاطا يتطمب وجود تراكيز مناسبة وبكميات مختمفة  الدراسات أظيرت

 Kuldybear ؛ Totten، 1977و  MS (Shepardالمغذي وسط الفي النباتية مف منظمات النمو 

في دراسة ( 2003وزملاؤه ) Yasminكما بيف  (.2001  ،وزملاؤه Jayaree ؛1995  ،وزملاؤه

ؿ مف الأوكسيف  /مغ (10-5-2.5-1.25-0ز )خمسة تراكي باستخداـ Nevskiiصنؼ أجريت لم

NAA، مف السيتوكينيف  ؿ /مغ (4-2-1-0.5-0)وBAP  المغذي  وسط الإلىMS تـ . حيث

ؿ  مغ/2.0 باستخداـ التركيز( %95)بقيمة بمغت ث دأعمى نسبة مف الكالس المستح الحصوؿ عمى 

BAP +2.5  /ؿ  مغNAA  .وبأقؿ وقت ممكف لتحريض الكالس 

تأثير منظمات النمو النباتية عمى استحداث الكالس  (2009)وزملاؤه  Abd-Elaleemكما درس 

 مضافاً لو تراكيز مختمفة مف MS الوسط المغذي إذ استخدموا ،Diamantفي صنؼ البطاطا 

مع  D-2,4الأوكسيف لوحدىا ومزيج مف  TDZو   BAPالسيتوكينات ، NAA ، 2,4-D الأوكسينات

  3.0مضافاً لو  MSوسط ال فيتـ الحصوؿ عمى أفضؿ كالس جيد التكويف حيث  ، BAPالسيتوكينيف

عمى أعمى نسبة مف الكالس  (2010)وزملاؤه  Khalafallaوكذلؾ حصؿ  ،D-2,4مف الأوكسيف مغ/ؿ 

كما حصؿ ،  D-2,4مغ/ؿ مف الأوكسيف  2مضافاً لو  MSباستخداـ الوسط  %100المستحدث بمغت 

Laboney  عمى الكالس مف صنؼ البطاطا  (2013)وزملاؤهGranula  بدءاً مف البراعـ عمى الوسط

MS  2,4 مغ/ؿ مف الأوكسيف  2مضافاً لو-D أياـ والوزف الرطب  10وخلاؿ  %95وبنسبة استحداث

 Kufriفي استحداث الكالس لصنفيف مف البطاطا  (2014)وزملاؤه  Kumarكما نجح  ،غ 0.074

Chipsona   وMP_97/644   الوسط  فيبدءأ مف خزعات ورقيةMS  ( ؿ مغ/ 1مضافاً لوKin  + 

بدراسة تراكيز مختمفة ومجموعات مختمفة  Ercisli (2015)و  Kumlayكما قاـ  ،(D-2,4ؿ  مغ/ 3
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حيث بمغ أعمى نسبة لاستحداث الكالس  ،، الأوراؽ() العقد و النباتية والخزعات النباتيةمف منظمات النم

  BAP مغ/ؿ 3مضافاً لو  MSغ عمى الوسط  2.04سـ وأعمى وزف رطب  1.9وأكبر قطر  87.5%

كما أظيرت نتائج الدراسة التي قاـ بيا  ،حيث كانت استجابة العقد أفضؿ مف الأوراؽ NAAمغ/ؿ  2+ 

AL-Hussaini  اث الكالس لأربعة أصناؼ مف البطاطا وباستخداـ مزائج لاستحد (2015)وزملاؤه

عند ىرمونية مختمفة أف أعمى نسبة للاستحداث الكالس والوزف الرطب وأقؿ عدد أياـ لمتشكؿ كانت 

 .BAمغ/ؿ  D  +2-2,4مغ/ؿ  MS  +2و الوسط  D-2,4مغ/ؿ  MS  +2الوسط  استخداـ

البطاطا مع اختلاؼ مصدر الخزعة  اتما سبؽ يتضح إمكانية الحصوؿ عمى الكالس مف نباتم

 وباختلاؼ الأصناؼ المدروسة. الأوساط المغذية في  ةالمناسب ةاليرموني ائجالنباتية والمز 

المناسب لمبدء في زراعة المعمؽ النباتية ( إلى مصدر الخزعة 2002)Zhang و  Wangأشار

السلاميات كانت مصادر استزراع ممتازة الخموي حيث اقترحا أف الأوراؽ الفمقية والأوراؽ تحت الفمقية و 

 لمحصوؿ عمى كالس متفتت جيد النمو إذ تـ الحصوؿ منيا عمى مزارع معمقة ذات خلايا قوية.

أوساط و ( تأثير حالة الكالس وفترة إعادة الزرع بدءاً مف الكالس 2000) Daiو  Zhangكما درس 

و   Gan- nongshu No. 2صنفي البطاطامف الخموية عمى نوعية مزارع المعمقات المختمفة النمو 

Russet Burbank،  ّأف أفضؿ معمؽ خموي يمكف الحصوؿ عميو بدءاً مف الكالس بعد تكرار  انحيث بي

لى ضرورة تكرار الزرع كؿ ،مرات 3-1و تعازر  المغذي وسط المف  ¾أياـ وتجديد الوسط بإضافة   5وا 

 القديـ.المغذي  الوسط¼ جديد إلى ال

في العديد مف الأبحاث السابقة حيث كانت تتـ بيدؼ الحصوؿ  ةالخموي اتة المعمقوقد درست زراع

وراثية متباينة لمبطاطا بتقسيـ مزارع الكالس الناتجة عف الأنسجة النباتية  طرزعمى الأجنة الخضرية في 

 De Garcia ؛ Dedicova، 1992و Petrova ؛1978  ،وزملاؤه  Soporyالمختمفة )

 ؛2001 ،وزملاؤه Seabrook ؛Douglass،  2001 و Seabrook ؛Martinez،  1995و
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Jayaree  ؛2001  ،وزملاؤهVargas يمكف تأسيس مزارع المعمقات الخموية بسيولة  ،(2005 ،وزملاؤه

كما أف وجود تراكيز  ،D-2,4عند زراعة كالس البطاطا المتفتت في بيئة غذائية سائمة مضافاً ليا 

 ،Dionneو  Bajajمنخفضة جداً مف السايتوكينيات يمكف أف يكوف مفيداً في مزارع المعمقات الخموية ) 

 (. Lam، 1977 ؛ 1967

فإف الكالس الذي يتـ اختياره  ،ي جميع الحالات فف ،المختارة  الخزعات النباتية وميما كانت 

  ،وزملاؤه Evans لمحصوؿ عمى مزارع المعمؽ الخموي يجب أف يكوف سميـ  ومتفتت وقوي النمو )

 (.2005  ،وزملاؤه Vargas ؛2003

 لمبطاطا بتحضير معمؽ خموي مف النوع البري Muhlbach (1983)كذلؾ الأمر قاـ 

S.demissum  بدءاً مف كالس متفتت حديث التطور. في حيف تمكفTorabi ( مف 2008وزملاؤه )

أيضاً بدءاً مف نسيج الكالس المتفتت. ونجح  Desireeالحصوؿ عمى معمؽ خموي مف صنؼ البطاطا 

Sajid (2010 أيضاً مف ) معمؽ خموي لصنفيف مف البطاطا تكويفDesiree وCardinal   بدءاً مف

أسابيع حيث استخدمت السلاميات مصدراً لاستحداث الكالس.  8ف بعمرأبيض المو كالس متفتت شفاؼ 

معمقات وتكويف  تأسيسة عند ميم( أف ىناؾ خطوة 2005وزملاؤه ) Vargasبالإضافة إلى ذلؾ اعتبر 

المناسبة مف كتمة الكالس المضافة إلى وسط النمو السائؿ وفترة إعادة لخلايا النباتية ألا وىي الكمية ا

 مؿ 100في S.tuberosumبطاطا المف نسيج كالس غ  1الزرع حيث أشار إلى أف ىذه النسبة كانت 

عادة الزرع تـ تخفيؼ المزارع المعمقة بحيث تحتوي عمى المف  وسط السائؿ ومف خلاؿ الترشيح المتكرر وا 

 صغيرة وخلايا حرة مفردة عائمة.مجاميع خموية 

  Desireeمف الكالس لكلا الصنفيف كمية المضافةال( أف تكوف 2010) Sajidاقترح 

حيث يتكرر  ،مؿ 100السائؿ في دورؽ سعتو المغذي مف الوسط  مؿ 25لكؿ  غCardinal  0.5و

 .أياـ 3الزرع كؿ 
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مؿ مف  50إلى  Maris piperو  Desireeغ مف كالس صنفي 2بإضافة  Anjum (1994)قاـ 

 أياـ. 10مؿ وكرر الزرع كؿ  250الوسط السائؿ في دورؽ حجمي سعتو 

المعمؽ الخموي ينبغي إعادة حيوية  إلى أنو مف أجؿ الحفاظ عمى استمرارية  Street (1977)أشار

يتـ حيث  ،عند الوصوؿ إلى الحد الأقصى لمكثافة الخموية ،زرع الخلايا في وقت مبكر مف مرحمة الثبات

 25-18الوصوؿ إلى الحد الأقصى مف الكثافة الخموية بالنسبة لمعديد مف المعمقات الخموية ضمف حوالي 

 .أياـ 9-6عمى الرغـ مف وصوؿ بعض المعمقات الخموية النشطة إليو ضمف  ،يوـ 

أف مرحمة السكوف لخلايا المعمؽ الخموي لمصنؼ  Northcote (1973)و  Anstisandوقد بيف  

King Edward   يوـ دخمت  19استمرت ليوميف بعدىا دخمت الخلايا مرحمة الانقساـ المتزايد وبعد

 .Dejimaلنتيجة مماثمة لمصنؼ  Sim (1986)و  Chungوقد توصؿ  ،الخلايا مرحمة الثبات

 ،الكبيريتـ فمترة المزرعة الخموية مف خلاؿ فمتر مف النايموف أو شبكة معدنية لإزالة الركاـ الخموي 

يوـ لتكرار الزرع لممعمؽ الخموي لصنؼ البطاطا  11-10( فترة 2008وزملاؤه ) Torabiوقد اقترح 

Desiree ،  أماSajid (2010 فقد أشار إلى ضرورة تكرار الزرع كؿ ) أياـ لممعمؽ الخموي لكؿ مف  3

 .Cardinalو   Desireeالصنفيف 

وزملاؤه  Liuاقترح   Ipomoea batatas L.(LAM)ةفي دراسة تمت عمى نبات البطاطا الحمو 

مف المعمؽ  مؿ 1خمية في كؿ 104×2أف يتكرر الزرع كؿ أسبوعيف لمبدء بكثافة خموية  (1980)

مف أصؿ  مؿ 30 إلى ضرورة تكرار الزرع كؿ أسبوع بنقؿ واأشار  (2002)وزملاؤه  Gurel. أما الخموي

حيث تـ البدء بزراعة المعمؽ الخموي الخاص بنبات الشوندر  ،السائؿ الجديد المغذي إلى الوسط  مؿ 50

مف الوسط  مؿ  50يحوي مؿ 250مف الكالس إلى دورؽ سعتو  غ 1 بتمقيح .Beta vulgaris Lالسكري

 السائؿ.المغذي 
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تشير الأبحاث ذات الصمة أنو لمحصوؿ عمى معمؽ خموي جيد النمو مف الضروري ألا يقؿ  كما

 كما يعتمد أيضاً  ،مالـ تكف الخلايا غير منقسمة  ،مف المعمؽ مؿ  1خمية لكؿ 104تركيز الخلايا عف 

 .Street، (1977)إذ يدؿ حجميا عمى تشكؿ طبيعي لمخلايا  ،عمى حجـ الكتؿ الخموية المتشكمة

رحوي ويستخدـ ليذا الغرض جياز ىزاز  ،الخموية أو تعريضيا لعممية تيويةيجب تحريؾ المعمقات 

أف أفضؿ سرعة لمحصوؿ عمى مزارع خموية  Muhlbach (1983)ر وقد أشا ،المختبراتفي معظـ 

( أف 2010) Sajidكذلؾ أشار  ،دورة / دقيقة 120-100ىي  مؿ  250باستخداـ دوارؽ حجمية سعة

في حيف أوضح  ،دورة / دقيقة  120بطاطا ىي لمأفضؿ سرعة لمحصوؿ عمى معمؽ خموي جيد 

Schafer-Menuhr  عمؽ خموي دورة / دقيقة لم 150أف سرعة الدوراف الأمثؿ كانت  (2003)وزملاؤه

 دورة /دقيقة كأفضؿ سرعة. Anjum (1994) 110وقد اقترح  ، Clarissaلصنؼ البطاطا

حجـ السائؿ بالنسبة لمدورؽ ميـ لمحصوؿ عمى تيوية كاممة حيث يجب أف يشكؿ حوالي إف  كما

 ،أجيزة تحريؾ أخرى لتأميف التيوية مثؿ المحرؾ المغناطيسيوىناؾ  ،مف الحجـ الكمي لمدورؽ 20%

 (.King، 1980والمزرعة الاسطوانية )

إف التقييـ الدقيؽ لعدد الخلايا القابمة لمحياة في عدد الخلايا الإجمالي ميـ جداً لمنع إدراج الخلايا 

ج أو للإشارة إلى أقصى كثافة ذات الحيوية المنخفضة أو الميتة ضمف نتائج الخلايا الحية أو الوزف الطاز 

الخمية قابمة لمحياة إذا كانت  دوتع ،(2006 ،وزملاؤه Castro-Concha خموية ممكنة يمكف بموغيا)

وتستند طرؽ ، (Pegg ، 1989 ؛1978 ،وزملاؤه Paltaلدييا القدرة عمى النمو والتطور ) التمايز( )

أو عمى النشاط الاستقلابي  ،الغشاء الخموي قياس الحيوية عمى الخصائص الفيزيائية لمخلايا كسلامة

 ،وزملاؤه Castro-Concha أو تحميؿ ركائز مفمورة )  Tetrazoliumكالحد مف أملاح التترازوليوـ

2006.) 
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 ؛1982  ،وزملاؤه Smithلتقييـ سلامة الغشاء الخموي استخدمت الأصباغ مثؿ أزرؽ إيفاف )

Baker أزرؽ الميثيميف  ،(1994 ،وزملاؤه(Huang ،1986 ( أزرؽ تروباف ) Hou و Lin ،1996  )

حيث تتشرب  ،(Wildholm ،1972( وفينوسيفرانيف )Cripen،1974 و  Perrierالأحمر المعتدؿ )

ىذه المركبات مف خلاؿ تمزؽ الأغشية وتصبغ محتويات الخلايا الميتة وبعد ذلؾ يتـ العد عف طريؽ 

. استخدمت صبغة أزرؽ إيفاف في تقييـ حيوية الضوئياؼ الشرائح المجيرية أو التقدير بجياز المطي

 ( والقيوة العربيةWest ،1980 و Taylorخلايا العديد مف الأنواع النباتية مثؿ البصؿ والفاصولياء )

(Da silva و Yuffa ، 2006)  والبطاطا(ALqabani ،2012).  

فوؿ الصويا حيث تظير الخلايا استخدمت صبغة فينوسيفرانيف في تقييـ حيوية المعمؽ الخموي في 

( وىناؾ أساليب أخرى تعتمد عمى قياس نشاط  Yuffa ، 2006 و Da silva الحية بالموف الأحمر)

 الإنزيمات كإنزيمات الإرجاع والاستيراز.

( FDAإنزيمات الاستراز ضمف الخلايا تحمؿ الركائز المفمورة )فمورسيف ثنائي أسيتات في حالة

بر الغشاء الخموي وعندىا تمتصؽ بمجموعة ثنائي الاسترات منتجة فمورسيف عالي والتي يمكف أف تمر ع

وبالتالي فإف أخضر الفمورسيف  ،والذي سوؼ يتراكـ في سيتوبلازـ الخلايا ذات الأغشية السميمة  ،الفمورة

أو بطريقة بديمة لقياس نشاط  Steward، (1999يمكف أف يستخدـ كمؤشر عمى حيوية الخلايا )

الأمر الذي يوفر في عممية عد الخلايا  ،راز عبر استخداـ تحميؿ طيفي ثنائي الأبعاد لمفمورسيفيالاست

. استخدمت Vanková،(2001الحية والميتة بالمجير والتي تستغرؽ وقتاً طويلًا وغالباً ما تكوف صعبة )

  May queen(Kikuta وDelaware في تقييـ حيوية البروتوبلاست في صنفي البطاطا  FDAصبغة 

  Khatun)وفي تقييـ حيوية حبوب المقاح في الرز Jones، (2001و Ehsanpour ؛1984 ،وزملاؤه

 (.Flowers، 1995 و
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 TTC (2,3,5- triphenyltetrazoliumفي حالة إنزيمات الإرجاع فإف الأصبغة مثؿأما 

chloride)  و MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide) والتي تعتمد عمى  ،تعد كمستقبلات الكترونية في سمسمة نقؿ الإلكتروف مف الميتوكوندريا

ونتيجة لذلؾ يتـ تحويؿ ىذه الصبغات التي لا لوف ليا  ،Succsinate  dehydrogenase نشاط إنزيـ

ذات الموف الأحمر غير القابمة لمذوباف داخؿ الخلايا الحية ذات Formazan  إلى مادة الفورمازاف

( ثـ يتـ أخذ القراءة عمى جياز المطياؼ  Mazur،1975و(Towill الميتوكوندريا كاممة النشاط 

بنجاح في   TTCنانومتر. استخدمت صبغة 485 عمى طوؿ موجة  Spectrophotometerالضوئي

لدراسة تأثير المستويات الممحية المختمفة في نمو الخلايا  Ulva.fasciataت تقييـ حيوية الخلايا لنبا

كما استخدمت لتقييـ حيوية خلايا الكالس لنبات  ،( 1999،وزملاؤه Chug chang)وحيويتيا 

Gentianapem ( عند تعريضيا لمحرارة المنخفضة Mikuta 2009) ،وزملاؤه. 

مناسبة أيضاً لزراعة المعمقات الخموية  ،بشكؿٍ عاـ  ،الكالسالمناسبة لزراعة المغذية وساط الأتعد  

ولكي تتـ زيادة معدؿ نمو الخلايا  (.2001وزملاؤه،  Tang) الميممةمع عدـ الحاجة لوجود المادة 

ضرورة وجود نسبة عالية مف النترات/ ( 1991 ،وزملاؤه Gerard )ضمف المعمؽ الخموي اقترح 

 .NAAو D-2,4مع إضافة  MSالمغذيوسط الالأمونيوـ في 

الأوكسينات مضافاً لو المزيج اليرموني مف  MSوسط ال (1991)وزملاؤه  Lindeque استخدـ 

مع خلاصة الخميرة لاستحداث الكالس  (KINمغ/ؿ NAA  ،2ؿغ/م D-2,4،2مغ/ؿ  2)والسيتوكينيف 

 لتكويف( المزيج اليرموني ذاتو 2008وزملاؤه ) Torabiفي حيف استخدـ  ، BP1مف صنؼ البطاطا 

 .Desireeمعمؽ خموي لمصنؼ 

أي في إف تجديد النباتات غالباً ما يكوف الخطوة الأكثر أىمية في نجاح التقنيات الحيوية المختمفة 

 ،و تجديد مزارع الكالس في البطاطا يعتمد بشكؿ كبير عمى الطرز الوراثية ،برنامج تحسيف وراثي نباتي
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وقد استخدـ  ،وظروؼ الزرع المغدي وسط اللنباتية ومنظمات النمو المستخدمة في مصدر الخزعات ا

Lam (1977)  الوسط المغذيMS  في حيف  ،1/5بدوف نترات وخفض تركيز العناصر الصغرى إلى

 Vargasأما  ، 1/2وسط مماثؿ لكنو خفض تركيز العناصر الصغرى إلى  Anjum (1994)استخدـ 

 .D-2,4 مغ/ؿ 3متوسط القوة مضافاً لو  MSفقد استخدـ الوسط  Sajid (2010)و (2005)

درنات( ولعدة طرز  ،ساؽ ،إف كفاءة تجديد النبات مف مجموعة مف الأنسجة المستزرعة )ورقة

  Hulme ؛Ahloowalia،  1982) وراثية لمبطاطا تـ ذكرىا والتطرؽ إلييا في العديد مف الدراسات

 . 1992) ،وزملاؤه

كانت أكثر نجاحاً عمى Desiree وIgor ( أف عممية تجديد الصنفيف 1999وزملاؤه ) Zelذكر 

في حيف  ،( Z ،NAA ،GA3مضافاً لو )  MSالكالس المستحدث مف السلاميات والمزروع في وسط 

 كاف الكالس المستحدث مف الورقة والعقد مندمجاً وغير متشابو وراثياً مع استجابة قميمة لمتجدد .

وزملاؤه  Yasminحيث لاحظ  ،المستخدمة المغذيةوساط االأإف عممية التجديد تختمؼ باختلاؼ 

خموي لصنؼ ال%( في الكالس المستمد مف المعمؽ 80أف أعمى نسبة التجديد ) (2003)

 (.NAAمغ/ؿ   BAP+2.5مغ/ؿ 2.0كانت باستخداـ المزيج اليرموني )BP1 البطاطا 

وف( وحده أو بالاشتراؾ مع ر ز ي)تدي TDZ السيتوكينيف  (2009) وزملاؤه Abd-Elaleemاختبر 

% 81إذ تـ الحصوؿ عمى أعمى نسبة تجديد  Diamantمنظمات نمو مختمفة لتجديد صنؼ البطاطا 

 .(3.4لكؿ كالس ) النمواتوكاف عدد ا

خموي المعمؽ ال( لتجديد النباتات مف مزرعة 2008وزملاؤه ) Torabiفي دراسة أخرى أجراىا 

مف مزارع الكالس أنتجت براعـ خضرية باستخداـ  %80تبيف أف أكثر مف   Desireeنؼ البطاطا صل

المضاؼ  MSفي حيف أدى استخداـ وسط  ،GA3)مغ/ؿ  5 و BAP مغ/ؿ 2.5مضافاً لو ) MSوسط 
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وبتراكيز مختمفة إلى استحداث كالس بموف أخضر ولكف لـ ( BAP، IBA،NAA ) فلو مزيج مختمؼ م

 خضرية عمى الرغـ مف وجود الأوكسيف والسيتوكينيف. نمواتيتـ الحصوؿ عمى 

ذات أىمية قصوى عمى صعيد تربية النبات،  Moleculer markersتعد المؤشرات الجزيئية    

بفعؿ عدة عوامؿ منيا: إمكانية تحديد موقع وراثي مطموب لطراز وراثي معيف مباشرة، وعدـ وجود أي 

وبالتالي يمكف استخلاص الحمض النووي ، جية لمنبات والمؤشرات الجزيئيةعلاقة بيف الأطوار الفينولو 

لمراحؿ الأولى لمنمو ، وعدـ تأثّر ىذه المؤشرات بالشكؿ مف النبات منذ ا DNAمنقوص الأوكسجيف 

الظاىري لمنبات وبالمؤثرات البيئية كما ىو الحاؿ في المؤشرات المورفولوجية، والحصوؿ عمى عدد كبير 

مف المؤشرات بزمف قصير نسبياً، إضافة إلى أنيا تعد مؤشرات مساعدة في إسراع عمميات الإنتخاب 

تصر الزمف الذي تستغرقو عمميات التربية ،إضافة إلى خفضيا لمتكاليؼ المادية وىي بذلؾ تخ ،والتربية

 (.2001)سيد، 

كما أف استخػداـ تقنيات المؤشػرات الجزيئيػة في برامػج التربيػة، يقمؿ مف تعقيدات إدخاؿ عدد مف   

المؤشرات الجزيئية استخدمت تقنيات . وقد 1996) ،وزملاؤه Qi الصفات المرغوبػة فػي النمػط الوراثي )

كبير مف الأنواع والأصناؼ النباتية مثؿ الرز  بنجاح في تقدير درجة التشابو الوراثي بيف وضمف عدد

(Joshi وزملاؤه،(القمح 2000 ، (Kondo و Kanbar، 2011)،  والبطاطا Huang) و Sun، 

(2000. 

 Polymerase Chainالبوليمرازيتعتمد تقنيات المؤشرات الجزيئية عمى التفاعؿ التسمسمي   

Reaction (PCR)حيث يتـ تضخيـ قطعة محددة مف الحمض النووي ، DNA  مرئساتباستخداـ 

بوجود مركبات أساسية ىي كموريد المغنزيوـ   PCR، ويتـ تفاعؿ 1995)  ،وزملاؤهWeising ) محددة

MgCl2  ، النكميوتيدات ثلاثية الفوسفات وDeoxynucleotideTriphosphates (dNTPs)  ، وأنزيـ

Taq-Polymerase . و يتـ تضخيـ الحمض النوويDNA   دورة  40عبر عدد مف الدورات يصؿ لػ  
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Newton)  وGraham،  (1994  البوليمرازيور التفاعؿ التسمسمي ط  في جياز المدور الحراري ، وقد  

، و كاف ليذا التفاعؿ أثر ميـ عمى صعيد الدراسات الوراثية 1985) ،وزملاؤه Saiki) مف قبؿ الباحث

قطع محددة مف الحمض النووي منقوص  Amplificationالجزيئية، ويقوـ ىذا التفاعؿ بمضاعفة 

عشوائية أو متخصصة مصممة ليذا اليدؼ، مما يسمح بالحصوؿ  مرئساتباستخداـ  DNAالأوكسجيف 

التي تتضاعؼ أسياً، وذلؾ باستخداـ دورات  الدناعمى ملاييف النسخ المضاعفة مف قطعة واحدة مف 

في ثلاث خطوات  PCR البوليمرازي، ويمر التفاعؿ التسمسمي 1997) ،وزملاؤهAyad حراريػة متعػددة  )

 إبتداءً مف قطعة أولية: DNAحمض النووي رئيسية يتـ خلاليا تصنيع سلاسؿ جديدة مف ال

( و مرحمة الاستطالة Annealing، مرحمة الالتحاـ )(Denaturation)مرحمة التحطـ الحراري 

Extention))  Mullis) دد كبير مف .  ولقد أدى تطور التقنيات الحيوية إلى ظيور ع 1986) ،وزملاؤه

التي تسمح بتوصيؼ الكائنات الحية ، والتمييز حتى بيف الوحدات التصنيفية  الميمةالمؤشرات الجزيئية 

 الصغيرة،  ومف أكثر التقنيات المستخدمة حالياً في دراسة التبايف الوراثي في النبات:

 Randomly Amplified Polymorphic DNAالتضخيـ العشوائي لمتعدد الشكمي لمدنا  يةتقن -

Williams)  1990،وزملاؤه) (RAPD)ة ني. تمتاز تقRAPD  بإمكانية أتمتتيا وسيولة معرفة التسمسؿ

في  ،DNAوتتسـ بالبساطة والسرعة وعدـ الحاجة لكميات كبيرة مف المادة الوراثية  ،النكميوتيدي لمبادئ

الأمر الذي جعميا لا تتمتع بثقة  ،حيف يؤخذ عمييا عدـ ثباتية النتائج عند تكرارىا لتأثرىا بعوامؿ عديدة 

 . 2000) ،وزملاؤه (Virk الباحثيف

 Amplified Fragment Length Polymorphismتقنية تبايف أطواؿ قطع الدنا المضخمة  -

Zabeau)  وVos،1993 )  (AFLP). ة نيوتمتاز تقAFLP  بأنيا تسمح بإظيار عدد كبير مف

حيث تستعمؿ في تحديد البصمة الوراثية دوف معرفة مسبقة بالتسمسؿ  ،التعددات الشكمية

 Vos)المنتخبة مخبرياً لأي مف المورثات سواء كاف بسيطاً أو معقداً  مرئساتالنيوكميتيديمم



24 

  

كما أف  ،وتحتاج إلى زمف طويؿ لإجرائيا . لكف يؤخذ عمييا أنيا تتطمب خبرة عممية دقيقة1995)،وزملاؤه

 .(1997،وزملاؤه (Karp   تكمفتيا مرتفعة 

  Simple Sequence Repeat or Microsatellitesتقنية التكرارات التتابعية البسيطة -

(SSR) Tautz)،1989 ).  تعد تقنيةSSR  ة بسبب ارتفاع معدؿ تطفرىا، ما يعكس نسب ميممثالية و

، كما أف نتائجيا ثابتة عند تكرارىا، وىي تتطمب كمية قميمة polymorphismعالية مف التعددية الشكمية 

ذات تسمسؿ نيوكميوتيدي محدد يحدد  مرئساتويمكف أتمتتيا، إلا أنو يعاب عمييا حاجتيا إلى  DNAمف 

 (. 1997،وزملاؤهKarp ؛ 1999 ،وزملاؤه Sweigart ) جينوـفي ال  SSRمكاف التابع البسيط الترادفي

   Inter Simple Sequence Repeats (ISSR)تقنية التكرارات التتابعية البسيطة الداخمية  -

Zietkiewicz) تقنية جديدة لممؤشرات الجزيئية تدعى تقنية  1994جدت منذ عاـ ( و 1994 ،وزملاؤه

ISSR (Inter Simple sequence repeats ، تعتمد عمى تكرارات التسمسلات البسيطة الداخمية ، )

. و تستخدـ ىذه التقنية كمؤشر DNAوتعطي مستويات عالية مف التعددية الشكمية لمحمض النووي 

 (. 2007 ،وزملاؤه Fu- Rong جزيئي في دراسات البنية الوراثية والتنوع الوراثي )

 عمى تضخيـ المواقع بيف التوابع الدقيقة المتقاربة والمتوضعة بشكؿ متعاكس  ISSRتعتمد تقنية   

 Zietkiewicz)مرئسات، وذلؾ باستخداـ (1994،وزملاؤه ( 16وحيدة طوليا-bp 18)،  مؤلفة مف

 (.2002  ،وزملاؤه Nagaraju ؛ 2002 ،وزملاؤه Bornet نكميوتيدات متكررة )

مؤشرات  وىية ليذه التقنية ىي أنيا لا تتطمب وقتاً طويلًا لبناء المكتبة الوراثية، الرئيسإف الفائدة   

ذات طبيعة عشوائية، فيي مناسبة بشكؿ خاص لدراسات عمـ الوراثة العرقي وتقييـ التنوع الوراثي وتحديد 

تزيد مف  ISSRإف بساطة مؤشرات  ، و(2002 ،وزملاؤهKorbin ؛ 2001 ،وزملاؤه Raina )الأصناؼ

غزيرة  ISSR(. ولكوف مؤشرات2001 ،وزملاؤه Ammiraju إمكانية استخداميا في الوسـ الجينومي )
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، ومستوى مف التعددية الشكمية مرتفع أو متوسط، ، كما أف الجيد  فإنيا تعطي عدداً كبيراً مف الحزـ

 (.2008،وزملاؤه Guiet؛  Smith،2000و Sheppard والتكمفة اللازمتاف لتنفيذىا منخفضة نسبياً )

أداة مفيدة في تحديد الإختلافات  DNAمم أف البصمة الوراثية  (2001)وزملاؤه  Taylorوقد بيف 

في الدراسات الوراثية لمبطاطا لأنيا فعالة في كشؼ  ISSRالوراثية في البطاطا . ولقد استخدمت مؤشرات

( ، و طبقت بنجاح في 2003 ،وزملاؤه Klliker)المستويات المنخفضة جداً مف التباينات الوراثية 

ع البصمات عف دراسات التنوع الوراثي في عدد كبير مف النباتات منيا البطاطا ، وىي تكشؼ وبشكؿ سري

 ،زملاؤه(Bornet ، وبذلؾ فيي تحدد الإختلافات الوراثية بيف أصناؼ البطاطا تعددات شكمية كثيرة

وقد استخدمت ىذه التقنية كوسيمة جيدة لمتوصيؼ الوراثي في البطاطا وفي برامج إدارة المادة   .(2002

في تقييـ اليجف الجسمية الناتجة عف  ISSR. واستخدمت تقنية  (1996 ،وزملاؤه  (Powellالوراثية 

 ،وزملاؤه Aminca ( Ellouzaو  Nicolaو   Cardinalدمج بروتوبلاست الأصناؼ التجارية :

ير صنؼ مزروع مف الشع 20( التبايف الوراثي بيف  Kanbar،2011وKondo)وقد درس  .2006)

في تحميؿ التبايف  RAPDبوادئ مف  6و  ISSRبادئ مف  23والياباف مستخدميف  ةجمعت مف سوري

( التنوع الوراثي بيف عدد مف السلالات المحمية مف الذرة 2007 ،وزملاؤه Medraoui)ودرس الوراثي.

  RAPDمواقع متباينة جغرافياً في المغرب وذلؾ باستخداـ تقانتي 4جمعت مف  Sorghumالبيضاء 

في كشؼ التباينات الوراثية في القمح بيف   ISSRفعالية تقنية  ( Abouzied،2011) بيفكما .ISSRو

في   ISSRاستخدمت مؤشرات ، كماالنبات الأـ والنباتات الناتجة عف الكالس تحت عامؿ الإجياد

لأنيا فعالة في كشؼ المستويات المنخفضة جداً مف التباينات  لمعديد مف الأنواع النباتيةالدراسات الوراثية 

، وطبقت بنجاح في دراسات التنوع الوراثي في عدد كبير مف ( 2003،وزملاؤه  (Kllikerالوراثية 

 33 بيف ثيلوراا التبايف تقييـ في  ISSRػال تقانة استعممتحيث ، ( 2002،وزملاؤه  (Bornetالنباتات 

 Bebeli)و Terzopoulos ة الكرزي البندورة مف ىجف وثلاثة اليونانية البندورة أصناؼ مف محمي صنؼ
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البرازيؿ  في البندورة مفطراز وراثي  96 بيفلوراثي ا التبايف تقييـ في استعممت كذلؾ ،(2008

Aguilera)  مرئساتتـ أيضاً استخداـ  و  .(2011 ،وزملاؤه ISSR  أنواع  8لتقييـ التنوع الوراثي بيف

وعلاقات في دراسة التنوع الوراثي ، و (2011،وزملاؤه Vargas-Ponceمف البندورة البرية في المكسيؾ )

   .( 2002 ،وزملاؤه Kochieva ) سلالة برية وصنؼ مف البندورة لتسعة أنواع برية 54 ػالنشوء والتطور ل
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مواد البحث وطرائقه: الثالثالفصل   

MATERIALS AND METHODS 
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 :Material and Methods ووطرائق البحث مواد -3

 :Duration and Site of Researchومكان تنفيذ البحث  مدة 3-1

الييئة العامة  مخبر التقانات الحيوية النباتية فيدمشؽ، و  بجامعة -مخابر كمية الزراعةالبحث في نفذ 
 .2016 -2015فترة خلاؿ ال وزارة التعميـ العالي - لمتقانة الحيوية

 :Plant Material المادة النباتية 3-2
ىذاف الصػنفاف مػف أىػـ  د(، ويع أماريف -تشالنجرىما )   استخدـ في تنفيذ ىذا البحث صنفاف مف البطاطا

فػي أجريت عمييما الدراسة لأوؿ مػرة  والمذافالمعتمدة و  المرغوبةرباعية الصيغة الصبغية  الأصناؼ التجارية
 .سورية

 :Challenger Varietyتشالنجر  الصنف1 -3-2
وصف قائم إنً  ،إنً متىعظ انطىل راث مجمىع خضشٌ طىَم انصىف بكىوهاتتصف وباتاث هزا 

انىضج متىعظ إنً متأخش  ،عالي جداً  إلىذو إزىار عالي  ،الأوراؽ خضراء إلى خضراء داكنة  ،قائم 

 ،متوسطة النعومة صفراء ذات قشرة ،إنً بُضىَت متطاونتانذسواث بُضىَت  ،طىس انغكىن طىَم ،انتبكُش 
 انتاجيةذو الصنؼ  ،العيوف سطحية التوضع ،عالية المحتوى مف المادة الجافة  ،وذات لب مائؿ للأصفر

 .(1الشكؿ رقـ ) ،YNالصنؼ متوسط التحمؿ لإصابة بفيروس  عالية.
. 

 

 

 

 

 

 Solanum. Tuberosum .L.C.V. Challenger( : درنات الصنف 1الشكل رقم )

 

 

http://www.nivaa.nl/uk/about_potatoes/variety_catalogue/ras?frm_variety=129
http://www.nivaa.nl/uk/about_potatoes/variety_catalogue/ras?frm_variety=129
http://www.nivaa.nl/uk/about_potatoes/variety_catalogue/ras?frm_variety=129
http://www.nivaa.nl/uk/about_potatoes/variety_catalogue/ras?frm_variety=129
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 :  Amarin Varietyالصنف أمارين2 -2-3

إلى حد ما ، المجموع الخضري جيد النمو،  متوسط التبكير ، طور السكوف طويؿ النضج مبكر إلى

العيوف سطحية نوعا ما ، حجـ   ،المب كريمي ،لوف القشرة أصفر ،الدرنات بيضاوية إلى مستديرة

 leafrollا التفاؼ أوراؽ البطاطصابة بفيروس الصنؼ متحمؿ للإالإنتاجية عالية جداً،  الدرنات كبير،

متمؾ المقاومة ، ي Yntn، وجيد التحمؿ للإصابة بفيروس Xو  Aومتوسط التحمؿ للإصابة بفيروس 

 حساس نوعاً ، PVYntnعالي التحمؿ لمفيروس  ،متوسط المقاومة لمجرب ،لمنيماتودا البطاطا المتحوصمة

الشكؿ  ،عمى الدرنة أقؿ بمرض المفحة المتأخرة بمرض المفحة المبكرة عمى الأوراؽ، وبدرجة للإصابة  ما

 (.2رقـ )

 

 

 

 

 

 

   Solanum.tuberosom .L.C.V.Amarin( : درنات الصنف 2الشكل رقم )

 :Research Methodsالبحث  طرائق 3-3

  Rose-end cultureالوردية: زراعة النيايات 1-3-3 

مف الأمراض  وخاليةبحيث تكوف سميمة وفحصت ، تارة مف الصنفيف المدروسيف المخ جمعت الدرنات
 العيوب والتشوىات، وتـ إنباتيا بإتباع الخطوات التالية:و  البكتيرية والفطرية

 ثـ ع وممت بحمض الجبرليفالماء الجاري، لإزالة كؿ الشوائبغسمت الدرنات ب ، (5 ppm لمدة ربع )
 (.Dormancy period)سػاعة لكسر طور السكوف 

http://www.stet.nl/en/uploads/Amarin.JPG
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  استئصمت النيايات الوردية مف قمة الدرنة، وىي الجية المقابمة لمكاف اتصاؿ الدرنة بالساؽ المدادة
 ، )الستولوف( وتتركز فييا عدة عيوف، وزرعت في أصص ممموءة بمادة البيتموس )التورب الزراعي(

 .  (3)سقم انشكم 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : زراعة انُهايات انىردية نذرَات الأصُاف انًذروسة  (3)رقى انشكم 

 

 :Plant Explants Tissue Culture stage زرع الأَسجة نهخسعات انُباتية 3-3-2

 :Initial cultureيرحهة انسراعة الأونية 1-2-3-3

، تحت جياز العزؿ الجرثومي يوـ مف الزراعة( 45جمعت النموات المأخوذة مف النيايات الوردية )بعد 

سـ يحوي كؿ منيا برعـ  جانبي واحد، وغسمت بالماء  2-1حيث تـ قص النموات إلى عقؿ مفردة بطوؿ 

( حيث غمرت  بالكحوؿ Surface disinfectionتـ إجراء عممية التطيير السطحي ليا)،الجاري 

لتطيير الحاوي عمى ىيبوكموريت بمحموؿ اثـ غمرت دقيقة، مع التحريؾ  1% لمدة 70الإيتيمي تركيز 

 20 - 10)لمدة ( % 5.25)المحموؿ التجاري %( 4 -3 – 2 - 1بتركيز )  (NaOCl)  الصوديوـ

http://www.nivaa.nl/uk/about_potatoes/variety_catalogue/ras?frm_variety=129
http://www.nivaa.nl/uk/about_potatoes/variety_catalogue/ras?frm_variety=129
http://www.nivaa.nl/uk/about_potatoes/variety_catalogue/ras?frm_variety=129
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لتخفيؼ التوتر السطحي وزيادة   Tween-20وقد أضيؼ إلى محموؿ التطيير بضع نقط مف (،  دقيقة

 .فعالية التطيير

دقائؽ (  5-10-15)مرات متتالية بالماء المقطر المعقـ، وذلؾ بمعدؿ   3ثـ غسمت الخزعات النباتية 

تمت جميع بيدؼ إزالة كؿ أثر المادة المستخدمة بالتطيير كؿ مرحمة مف مراحؿ الغسيؿ  عمى التوالي في

جياز العزؿ  ضمف في غرفة الزراعة عمميات التطيير السطحي والزراعة الأولية في ظروؼ معقمة

Laminar air flow Hood وبشروط عقيمة واستخداـ أدوات معقمة مف مشارط ومقصات وأطباؽ بتري 

 .(4الشكؿ رقـ )

 
 تعقيى انعيُات انُباتية ( :4رقى )انشكم 

( ، Skooge،1962 و Murashige ) MSزرعت الخزعات النباتية  بعد تطييرىا في الوسط  المغذي 

 (3)رقـ جدوؿال،  5.8(pHوبدرجة حموضة ) النقاوةعالي  غ/ؿ آجار 5.5غ/ؿ سكروز و 30المضاؼ لو 

مؿ  13سـ بواسطة موزع المحاليؿ بمعدؿ  20× 2.5وتـ توزيع الوسط المغذي في أنابيب اختبار بحجـ  ،

و  °ـ 121عمى حرارة  Autoclaveمف الوسط المغذي في كؿ أنبوب و عقمت في جياز التعقيـ الرطب 

دقيقة، ثـ زرعت الخزعات النباتية  بشكؿ عمودي عمى سطح الوسط  20لمدة  2سـ كغ/ 1.04ضغط 

وتـ تحضيف العينات النباتية المزروعة في غرفة النمو  ،سـ والمكونة مف ورقة بإبطيا برعـ 1- 0.5بطوؿ  

ضاءة و  °ـ1± 24عمى درجة حرارة   ،يوماً  45لوكس لمدة  3000و شدة ضوئية  ظلاـ  8ساعة/ 16ا 

وتتراوح مدة التحضيف لمحصوؿ عمى نبيتة  ،أوبىباً مه كم صىف 75بهغ ػهماً أن ػذد الأوابُب انمضسوػت 
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( مرة كؿ شير تقريباً حيث Subcultureبعدىا تمت إعادة الزراعة ) ،أسابيع 5-4ف ( بيPlantletsكاممة )

وسجّمت  .  ،لبدء التجارب البحثيةتـ إكثارىا ثلاث مرات لمحصوؿ عمى العدد الكافي مف النباتات اللازمة 

 انشكموالنسب المئوية لمعينات النامية مف العينات السميمة  سميمةفي ىذه المرحمة النسب المئوية لمعينات ال

 وذلؾ وفؽ مايمي:، (5سقم )

 . 100× %العينات السميمة = )عدد العينات السميمة / العدد الكمي لمعينات المزروعة( 

 . 100(× السميمة% العينات النامية = )عدد العينات النامية /العدد الكمي لمعينات 

 
 (  : نمو العينات النباتية بعد الزراعة.5رقم ) الشكل

 :Explant stageة مرحمة إكثار الخزعات النباتي 2-2-3-3

تقسـ  .النمو تيدؼ مرحمة الإكثار إلى الحصوؿ عمى أكبر كمية ممكنة مف النموات الخضرية جيدة

تحتوي برعـ جانبي  سـ 2- 1.5العينات النباتية الناتجة مف مرحمة الزرع الأولي إلى عقؿ صغيرة بطوؿ 

 كررتبيدؼ الإكثار.  ،(3رقـ ) جدوؿال MSالوسط المغذي مع ورقة، وتزرع في نفس وسط الزرع الأولي

عممية الإكثار خمس مرات متتالية لمحصوؿ عمى الكمية الكافية مف المادة النباتية اللازمة لتنفيذ التجارب 

المسافات بيف )  مصدر الخزعة النباتية: السلاميات، اث الكالس وزرع المعمقات الخمويةالخاصة باستحد

 .الأوراؽ، (العقد
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 (Skooge،1962 و (Murashige (MS) وسكوجلموراشيج  ط المغذي(: تركيب الوس3)رقـ  جدوؿ ال
 المستخدـ في البحث

 )مغ/ؿ(MS½ *وسط  )مغ/ؿ(MSوسط  التركيب الكيميائي المركب

 NH4NO3 1650 825 نترات الأمونيوـ

 KNO3 1900 950 نترات البوتاسيوـ

 CaCl2.2H2O 440 220 كموريد الكالسيوـ المائي

 MgSO4.7H2O 370 185 سمفات المغنزيوـ المائية

 KH2PO4 170 85 فوسفات البوتاسيوـ

 FeSO4.7H2O 27.85 27.85 سمفات الحديد المائية

 Na2EDTA 37.25 37.25 شلات الصوديوـ

 MnSO4.7H2O 22.3 22.3 سمفات المنغنيز المائية

 ZnSO4.7H2O 8.6 8.6 سمفات الزنؾ

 H3BO3 6.2 6.2 حمض البوريؾ

 KI 6.6 6.6 يود البوتاسيوـ

 Na2MoO4.2H2O 0.83 0.83 مولبيدات الأمونيوـ المائية

 CuSO4.2H2O 0.025 0.025 سمفات النحاس المائية

 CoCl2.6H2O 0.025 0.025 كمور الكوبالت المائي

 B1 1 1 ثياميف

 100 100  ميواينوزيتوؿ

 غ/ؿ 30 غ/ؿ 30  سكروز

 غ/ؿ5.5 غ/ؿ5.5  أغار عالي النقاوة

pH  5.8 5.8 
MS* ½ : َتم فُه تخفُض تشاكُض نه انتشكُب انمؼذوٍ راته نىعظ مىساشُج وعكىج ونكه متىعظ انقىة مغزٌ وعظ هى

 مغ انمحافظت ػهً تشاكُضانؼىاصش انصغشي. ،انؼىاصش انكبشي فقظ إنً انىصف
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كثارهاستحداث الكال مرحمة 3-2-3-3  :Callus Induction and propagation Stageس وا 
ودرس تأثير استخداـ تراكيز  MSالأوراؽ عمى الوسط المغذي  ، النباتية السلامياتزرعت الخزعات 

ودرس تأثير استخداـ تراكيز مختمفة مف الأوكسيف  ، سستحداث الكاللاختمفة مف منظمات النمو النباتية م

2,4-D ( 4الجدوؿ رقـ ) مع الخزعة  الأفضؿمزيج منظمات النمو ، وبعد ثمانية أسابيع تـ تحديد

يوـ وتـ التحضيف في الظلاـ بشكؿ كامؿ  21وتمت إعادة الزرع كؿ  ،ستحداث وتشكؿ الكالسلاالأفضؿ 

مكررات  ثمانيةخزعات في كؿ طبؽ بتري وبمعدؿ  6-5حيث تمت زراعة  ،◦ـ 24±1عمى درجة حرارة 

 وكاف عدد الأطباؽ المزروعة في ىذه المرحمة:  ،لكؿ معاممة 

 طبؽ.  160= طبؽ  8 × خزعة2  ×صنؼ  2 ×معاممة 5     

 ما يمي: القراءات تضمنت

الكالس =  )عدد العينات التي أعطت كالس/العدد الكمي لمعينات واستحداث تشكؿ ل النسبة المئوية -

 .100× المزروعة(

 بني(. ،أخضر ،كريمي ،)أبيض لوف الكالس -

 النسبة المئوية لتشكؿ الجذور. -

 سـ 0.5: + ،عدـ تشكؿ كالسسـ  0: -أعطيت درجات: ) دقدرجة استحداث وتشكؿ الكالس و  -

 سـ 2: < ++++ ،كالس كبير الحجـ سـ 2-1: +++ ،كالس متوسط سـ 1: ++ ،كالس صغير

 كالس ضخـ(.

)وسط الاستحداث جديد المغذي الوسط الونقمو إلى  توتجزئب لعدة مرات متتاليةإكثار الكالس  جرىوقد 

 الأمثؿ(.
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كثار ( : 4)رقم الجدول   الكالس. وتجديدالأوساط المغذية وتركيب المزائج اليرمونية المستخدمة في استحداث وا 

 
 Culture of cell suspension:  المعمق الخموي عزر  4-2-3-3

أخذت الخزعات مف أنواع مختمفة مف الكالس الناتج عف المرحمة السابقة ) كالس ناتج عف السلاميات، 

  Vargasلػ ) وفقاً تمت زراعة المعمؽ الخموي  .كالس ناتج عف الأوراؽ( لكؿٍ مف الصنفيف المدروسيف

ميكروف( وتجزئة   450و250 مصفاية معدنية بقطر) ( مف الكالس إلىغ 1بنقؿ )( 2005 ،وزملاؤه

 MS ½الكالس ميكانيكياً بواسطة ممعقة معدنية معقمة مع إضافة كمية قميمة مف الوسط المغذي السائؿ 

مف الوسط  (مؿ 50إلى ) المصفاة لممساعدة عمى تفتيت الكالس، ثـ نقؿ معمؽ الخلايا الناتج عف 

 وتـ ،(مؿ 250) في دورؽ مخروطي سعة ،D-2,4 (ؿ /مغ 3مضافاً لو )  MS ½المغذي السائؿ 

 وحضنت عمى حرارة ،حاضنة ىزاز رحوي بواسطة( دورة/ دقيقة 100) تحريكيا لتأميف التيوية بسرعة

( 10) الوسط المغذي السائؿ كؿ وتـ تغيير ،(°ـ±1 25)  . (6) رقـ الشكؿيوـ

 

 انمشكب

 

مشحهت اعتحذاث 

 انكانىط)مغ/ل(

 مشحهت انتجذَذ

 )مغ/ل(

 MS MS انىعظ انمغزٌ

 0.5 0.5 ثُامُه

 0.5 0.5 بُشودوكغُه

 0.5 0.5 حمض انىُكىتُه

 0.5 0.5 جمض انفىنُك

 0.05 0.05 بُىتُه

 2 2 غلاَغُه

 100 100 مُىاَىىصَتىل

 2 2 غهىتامُه

 30000 30000 عكشوص

2,4-D 0,1,2,3,4 - 

Zeatin - 0,0.5,0.75,1,1.5,2 

6-Benzyl amino purine - 0,1,2,2.5,5 

Gebrllec Acide - 0.5 

Naphtalin ascetic Acide - 0.2 

 5.5 5.5 ػانٍ انىقاوة أغاس

pH 5.8 5.8 
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 انًعهقات انخهىية وتجذيذھا  ةعاسرناو عيخطط (: 6الشكل رقم )

 

 الخموية:تقدير الكثافة 1 -4-2-3-3

وذلؾ في المربع  ،(Neubauer Improved)ؽ الخموي باستخداـ شريحة عد الخلايا مكثافة المع حددت

 (،A-7رقـ )الشكؿ  مربع 16كؿ مربع بدوره إلى يقسـ وحيث  ،مربع صغير 25المركزي المؤلؼ مف 

عممية  وتمت ،بواسطة ماصة دقيقة وتوضع في الحجرة المخصصة لمعد بالكحوؿ و تنظؼ شريحة العد 

(  B-7الشكؿ  رقـ )  (Inverted Microscope)عد الخلايا باستخداـ المجير الضوئي المقموب 

 مؿ مف المعمؽ باستخداـ العلاقة التالية :  1ويتـ حساب عدد الخلايا في ×20بتكبير 

 .Invitrogen، ( 2002) 104× عدد الخلايا / مؿ = عدد الخلايا 

 

 إكثار

استحداث 
الكالس 
 وإكثاره

زرع 
المعلق 
تكوين  الخلوي

 الميكروكالس

 وإكثاره

 التجديد

نباتات 
 كاملة

زرع 
 اولي
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 :(7الشكل  رقم )

a - د الخلاياعشريحة B-   المقموبالمجير الضوئي 

( وفؽ Felipe، 2006و  Gregorio)لػػ  وفقاً  الخموي: تمتقدير معدل الانقسام  2 -4-2-3-3

 :ةالمراحؿ التالي

)كحوؿ : حمض الخؿ الثمجي ( لمدة  (3:1)مؿ مف المزيج 1مؿ مف المعمؽ الخموي ويمزج مع  5يؤخذ  .1

 دقيقة. 30

فوسيف  -تنقؿ عينات الخلايا إلى شريحة زجاجية ويضاؼ ليا كمية مساوية مف محموؿ الصبغة  كربوؿ  .2

(carbol-fuschin)، :الذي يحضر كما يمي 

 .%70ؿ مؿ كحو  100غ مف فوسيف في  3: يحؿ  Aمحموؿ - أ

 ممد بالماء المقطر . %5مؿ مف فينوؿ  90إلى  Aمؿ مف محموؿ 10: يضاؼ  Bمحموؿ  - ب

مؿ مف  6مؿ مف حمض الخؿ الثمجي + 6إلى  Bمؿ مف محموؿ  45فوسيف : يضاؼ  –محموؿ كربوؿ  - ت

 . %37فورموؿ 

 ثـ نغطي المحضر بساترة ونسخف حتى تظير فقاعات صغيرة . ،ننتظر لعدة دقائؽ  .3
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ويتـ عد النوى في مرحمة الانقساـ الخموي  ،نغطي الشريحة بواسطة نسيج ورقي ونسحؽ المحضر  .4

 مف العلاقة التالية : MI(mitotic index))الميتوزي( ثـ يحسب معدؿ الانقساـ الخموي 

مؽ = )عدد الخلايا في مرحمة الانقساـ الخموي / العدد الكمي لمخلايا في المع MIمعدؿ الانقساـ الخموي 

 . 100× الخموي( 

 :TTCباختبارتقدير حيوية الخلايا  4-2-3-3-3

 ،وزملاؤه Castro-Conchaلػػػ ) وفقاً  TTC ة اختبارنيتقدير حيوية الخلايا باستعماؿ تقوتـ 

 triphenyl tetrazoliumالذي يقدّر حيوية المعمقات الخموية مف خلاؿ إرجاع مادة (،2006

chloride(TTC)  عديمة الموف إلى مادةFormazan   ذات الموف الأحمر، وذلؾ بواسطة أنزيـ

Succinate dehydrogenas :وذلؾ حسب ما يمي 

 .pH=7.5 و mM 50مف المعمؽ الخموي بمحموؿ موقي فوسفاتي تركيزه مؿ  1يغسؿ  1-

 مؿ مف المحموؿ الموقي نفسو. 1يعاد زرع الخلايا ضمف  2-

 .TTCمف  2.5mMأو  1.5يضاؼ  3-

 °.ـ 25ساعة في الظلاـ عمى حرارة  8يتـ التحضيف لمدة  4-

عمى حرارة  ، SDS%1يحتوي عمى  ، %50مؿ مف ميثانوؿ  1.5ثـ يتـ استخلاص الفورمازاف ب  5-

 دقيقة. 30لمدة ° ـ 60

 دقائؽ. 5لمدة 1875 عمى سرعةيتـ التثفيؿ  6-

 . 6و   5تعاد الخطوات  7-

تقدير تركيز مادة الفورمازاف عف طريؽ قياس ل نانومتر 485طوؿ موجة ثـ تقرأ الامتصاصية  8-

يوجد تناسب طردي بيف شدة الموف الأحمر ، حيث  جياز المطياؼ الضوئي  الامتصاص الضوئي عمى

تشير شدّة الموف الأحمر إلى إنتاج كمية أكبر مف مادة الفورمازاف، وبالتالي نشاط أكبر و  وحيوية الخلايا،
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 (Burke، 1988 و  Orzech)لمخلايا ، ومف ثّـ حيوية أكبر Succinate dehydrogenasلأنزيـ 

 .مرتيفكررت التجربة في  ىذه المرحمة ،( 8قـ ) الشكؿ

 
   TTCباختبار الخلايا حيوية تقدير (:8الشكل رقم )

كثاره:  5-2-3-3  Micro callus formation andمرحمة تكوين الميكروكالس وا 

propagation Stage  

تحوي  سـ 9 نقمت الخلايا المفردة والمجاميع الخموية المتشكمة في المعمقات الخموية إلى أطباؽ بتري بقطر

عممية الزرع  متمف المعمؽ الخموي، وتمؿ  2بحيث يضاؼ لكؿ طبؽ بتري  ، MSالوسط المغذي 

الأوراؽ و السلاميات ، وصولًا لمرحمة تشكؿ الميكروكالس مف معمقات عقيمةو باستخداـ ماصة دقيقة 

لمصنفيف المدروسيف، ثـ جرى بعد ذلؾ إكثار الميكروكالس وتنميتو لمحصوؿ عمى كمية كافية لمرحمة 

 التجديد.

 : Callus regeneration Stage مرحمة تجديد الكالس6-2-3-3 

حيث تـ  دراسة تأثير نوعيف مف  ، MS الكالس الوسط المغذي مع المزائج اليرمونية  استخدـ لتجديدو 

،  (4الجدوؿ رقـ ) (BAP)بنزيؿ أمينو بيوريف ، و ( Z)الزياتيف  منظمات النمو النباتية مف السيتوكينات
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العضوي مف خلاؿ دراسة نسبة تشكؿ الكالس لتحديد المزيج اليرموني الأفضؿ مع الخزعة الأفضؿ 

 مف المعمقات الخموية. المتكوف

أطباؽ بتري لكؿ معاممة وكررت التجربة مرتيف فيكوف عدد الأطباؽ المزروعة في ىذه  6تـ زراعة 

 طبؽ بتري. 240=  طبؽ 6 × خزعة 2 × صنؼ 2×  معاممة 10 المرحمة :

 (DNA)الريبي النووي منقوص الأوكسجين  عمى مستوى الحمضالتوصيف الجزيئي 3-3-3 

: Molecular characterization on the DNA level 
 :DNA extraction دناال استخلاص 3-3-3-1

  عزؿ الػDNA  ((Genomic DNA  مأخوذة مف نباتات )مف أوراؽ )خالية مف الإصابات الظاىرية

يوـ  30بعمر عف المعمقات الخموية لمصنفيف المدروسيف العضوي المتكوفالكالس يوـ ومف  30بعمر 

، Thompsonو Murray( المعدلة )Cetyl Timethyl Ammonium Bromide (CTABػ ال بطريقة

في وطحنت  ،لكؿ عينة المتشكؿ عف المعمقاتمف الأوراؽ النباتية و الكالس  غ 0.2(، حيث وزف 1980

 طحناً ناعماً حتى أصبحت عمى شكؿ مسحوؽ. N2 liquidىاوف بوجود الآزوت السائؿ 

  مف محموؿ  ميكرليتر 750 ، ثـ أضيؼ لكؿ عينة مؿ 2نقؿ المسحوؽ النباتي إلى أنابيب معقمة سعة

لتحطيـ الجدر الخموية وتحرير المكونات ° ـ 60والمسخف مسبقا عمى درجة حرارة  CTABالاستخلاص 

 والذي يحتوي عمى:   DNAالخموية بما فييا الػ 

[2%  (w/v)  CTAB ،  100 mM  Tris-HCl  (pH 8)،  1.4 M   NaCl، 20 mM  

EDTA  (pH 8) ، 0.2 %  2-β-mercaptoethanol  (v/v)]. 

  دقيقة  15مع التحريؾ المستمر بالتقميب كؿ ° ـ 60وضعت الأنابيب في حماـ مائي عمى درجة حرارة

 .دقيقة 60مدة 
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  مف  ميكرليتر 750أضيؼchloroform/ isoamyl alchohol (1 :24 ًلكؿ عينة وحركت جيدا )

 عف البروتينات وباقي المكونات الخموية. DNAبالتقميب لفصؿ الػ 

  ماركةوضعت الأنابيب في جياز الطرد المركزي Heraeus دقائؽ  10دورة/ د مدة  12000 سرعة عمى

)الطور  ثلاث طبقات: الطبقة العمياحيث تـ في ىذه المرحمة فصؿ المزيج إلى  ،°ـ 4عمى درجة حرارة 

. DNAالمائي( ويحوي الػ  ، الطبقة الوسطى وتحوي البروتينات والطبقة السفمى وتحوي الكموروفورـ

  المحتوي عمى( نقؿ بعدىا الطور الطافيDNA إلى أنابيب جديدة سعة )وأعيدت تنقيتو مرة أخرى مؿ 2 ،

 chloroform/ isoamyl alchohol (1 :24.)مف مادة لحجـ الطور المائي بكمية مماثمة 

  أضيؼ ما يعادؿ ثمثي حجـ الطور المائي المنقوؿ مفisopropanol  مع التحريؾ °ـ 20-المبرد عمى حرارة

 .DNAمف أجؿ ترسيب الػ  طواؿ الميؿ°ـ 20-الخفيؼ، وتركت العينات بعدىاعمى درجة حرارة 

 ْـ بعد أف ذابت  4دقائؽ عمى درجة حرارة  5دورة / د مدة  10000 في اليوـ التالي تـ التثفيؿ بسرعة
يثانوؿ إمف  مؿ 1( بإضافة DNAالعينات في حرارة الغرفة، ثـ تـ التخمص مف الرشاحة وغسؿ الراسب )

 % المبرد مسبقاً بالتقميب عدة مرات.70
  واستبعد  ْـ 4عمى درجة حرارة  دقائؽ 10لمدة دورة/ د 10000 ثفمت الأنابيب بعد ذلؾ عمى سرعة ، 

  100ي ػف  DNAب ػأذي، ثـ دقيقة 20لمدة ° ـ 37عمى حرارة  DNAالطافي وجفؼ راسب  الجزء
 الماء المقطر المعقـ.ف ػم ميكروليتر

 الػ  تـ التخمص مفRNA مف أنزيـ   مؿ 2 بإضافةRNase (10 /والتحضيف عمى درجة مؿ مغ )
 مدة نصؼ ساعة.°ـ37

 لحيف الاستخداـ° ـ 20-عمى درجة حررة العينات  خزنت. 
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 العينات المدروسة لمصنفين أمارين وتشالنجر DNAترميز  : (5) رقم الجدول
 العينة المدروسة DNA الرمز
V1 DNA  الصنؼ أماريف في وسط تجديد يحتوي عمى  الأوراؽعينة الكالس العضوي المتكوف مف معمقاتBAP 
V2 DNA  عينة الكالس العضوي المتكوف مف معمقات سلاميات الصنؼ أماريف في وسط تجديد يحتوي عمىBAP 
V3 DNA  الصنؼ أماريف في وسط تجديد يحتوي عمى  الأوراؽعينة الكالس العضوي المتكوف مف معمقاتZ 
V4 DNA  يحتوي عمى عينة الكالس العضوي المتكوف مف معمقات سلاميات الصنؼ أماريف في وسط تجديدZ 
V5 DNA عينة النبات الأـ مف الصنؼ أماريف 
V6 DNA  في وسط تجديد يحتوي عمى  تشالنجرالصنؼ  الأوراؽعينة الكالس العضوي المتكوف مف معمقاتBAP 
V7 DNA في وسط تجديد يحتوي عمى تشالنجرالصنؼ  مف معمقات سلامياتعينة الكالس العضوي المتكوفBAP 
V8 DNA  في وسط تجديد يحتوي عمى  تشالنجرالصنؼ  الأوراؽعينة الكالس العضوي المتكوف مف معمقاتZ 
V9 DNA  في وسط تجديد يحتوي عمى  تشالنجرعينة الكالس العضوي المتكوف مف معمقات سلاميات الصنؼZ 
V10 DNA عينة النبات الأـ مف الصنؼ تشالنجر 

 

 Estimate of the amount of DNA and itsو نوعيتو  DNAالـ  تقدير كمية 3-3-3-2

quality: 
  UV spectrophotometer )) المطياؼ الضوئي في العينات استخدـ جياز DNAلتقدير كمية الػ 

الموجودة عف طريؽ امتصاصو  DNAيعتمد في عممو عمى قياس كمية الػ ، والذي  Hitasheنوع 

نانومتر، حيث تسمح قراءة  280و 260بموجات طوليا  Ultra Violetللأشعة فوؽ البنفسجية 

في العينة، حيث أف كؿ واحد مف  DNAنانومتر بحساب تركيز الػ  260عمى طوؿ موجة  يةالإمتصاص

 DNAميكرو غراـ/ مؿ لسلاسؿ الػ  50تقابؿ حوالي  optical density( ODالكثافة الضوئية )

 .المضاعفة

، DNAنقاوة الػ  ديرنانومتر تساعد في تق 280إلى قراءة  /نانومتر 260إف النسبة بيف قراءة الموجة 

  (.6، الجدوؿ رقـ )1.8-2.0ة بيف ػراوح ىذه النسبػويجب أف تت

 (:Maniatis ،1982مف المعادلة التالية ) DNAحساب تركيز الػ وتـ 

  × DNA Concentration (µg /ml) = OD260 × 50 )عامؿ التمديد( 1000 /
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 (.6، الجدوؿ رقـ )نانومتر 260لامتصاصية عند الموجة اتمثؿ  OD 260حيث أف 

ممت % لتحديد نوعية الػ 1(، في ىلامة مف الأغاروز تركيزىا ميكرو ليتر 6) DNAكمية قميمة مف الػ  ح 

DNA  المستخمصة لمتأكد مف عدـ تقطعيا، حيث يجب أف يظير الػDNA  عمى شكؿ عصاباتbands 

لمحصوؿ عمى  DNAثـ م ددت عينات الػ  (.9رقـ )اروز الشكؿ غعالية الوزف الجزيئي في ىلامة الأ

 .البوليمرازيميكرولتر( لتستخدـ في التفاعؿ التسمسمي  نانوغراـ / 50تركيز موحد )

 
 %.1من خلال الترحيل عمى ىلامة أغاروز  نهعيُات انًذروسة DNAنوعية (: 9) رقم الشكل

 DNAنانومتر، ونوعية الػ  280و 260المدروسة عند الموجتيف  DNAلعينات  الكثافة الضوئية(: 6) رقـ الجدوؿ

 وتركيزه

 OD260 OD280 OD260/ OD280 ريس انعيُة
 تركيس عيُة

(µg /ml) DNA 

V1 0.698 0.383 1.82 3.490 

V2 0.533 0.296 1.80 2.665 

V3 0.486 0.277 1.75 2.430 

V4 0.658 0.342 1.92 3.290 

V5 0.471 0.255 1.84 2.355 

V6 0.484 0.250 1.92 2.420 

V7 0.452 0.232 1.94 2.260 

V8 0.473 0.258 1.83 2.365 

V9 0.418 0.232 1.80 2.090 

V10 0.491 0.276 1.77 2.455 

 

 

 



44 

  

 Polymerase Chain Reaction (PCR): لمبوليمرازالتفاعل التسمسمي  3-3-3-3

( 7)رقـ الجدوؿ  ISSRلمػتكرارات التتابعية البسيطة الداخمية  مرئسة 17باستخداـ  DNAتـ تضخيـ الػ 
ّـ الحصوؿ عمييا مف شركة  الأوروبية.  VBC-Biotech & Eurofins Genomics (VBC) التي ت

 المدروسة العيناتDNAالمستخدمة في تضخيـ  ISSRالػ  مرئسات(: 7) رقـ الجدوؿ

مرئسةرمز ال (°درجة حرارة الالتحام )م التسمسل النيكميوتيدي الاسم   
Pr1 SLISSR 1 (CCA)5 50 

Pr2 SLISSR 2 GAG(CAA)5 60 

Pr3 814 (CT)8TG 54 

Pr4 844A (CT)8AC 54 

Pr5 844B (CT)8GC 56 

Pr6 17899B (CA)6GG 44 

Pr7 17899A (CA)6AG 42 

Pr8 SLISSR 9 (AG)8 48 

Pr9 HB13 (GAG)3GC 38 

Pr10 17898B (CA)6GT 42 

Pr11 SLISSR 12 (CAC)5 50 

Pr12 HB14 (CTC)3GC 38 

Pr13 SLISSR 14 (GA)8GG 56 

Pr14 SLISSR 15 (AG)8TG 54 

Pr15 SLISSR 16 (ATG)5 40 

Pr16 SLISSR 17 (GCC)5 60 

Pr17 17898A (CA)6AC 42 

مف  ترميكرول 12.5ميكروليتر يحوي عمى  25أجري التفاعؿ التسمسمي البوليميرازي في حجـ نيائي قدره 

Dream Taq PCR Master Mix  الذي تـ الحصوؿ عميو مف شركةThermo Scientific 

مف الماء  ميكرليتر 11.5، (Taq-Polymeras،dNTPs  ،MgCl2)ي عمى المكونات الآتية: محتو وال

الحراري )مف  المدور. استخدـ جياز DNAمف الػ  ميكرولتر 1 ،المرئسةمف  ميكرولتر 1المقطر المعقـ، 

 ( وفؽ البرنامج الحراري التالي: ATC401اركةم  APOLLO،USAشركة 

 دقائؽ.  5ْـ لمدة  95المرحمة الأولى )مرحمة الفصؿ الأولي(: وتتـ لمرة واحدة عمى درجة حرارة  

 مرة وتضـ الخطوات التالية: 40المرحمة الثانية: تكرر  
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ْـ  95عف بعضيما بعد تعريضو لدرجة حرارة  DNA: انفصاؿ شريطي الػ Denaturationمرحمة الفصؿ  

عف بعضيما لتصبحا  DNAمدة دقيقة واحدة، تؤدي إلى وقؼ التفاعلات الأنزيمية وفصؿ سمسمتي الػ 

 سمسمتيف مفردتيف.

عف طريؽ  DNAعمى القطعة الأصمية مف الػ  مرئسة: وىي مرحمة التحاـ الAnnealingمرحمة الالتحاـ  

المستخدمة مدة دقيقة واحدة، حيث يمتصؽ  مرئسةتخفيض درجة الحرارة إلى الحرارة المناسبة بحسب ال

عفة في المكاف المناسب، ويقوـ أنزيـ البوليميراز في إكماؿ السمسمة المتممة ومضا DNAعمى الػ  مرئسةال

 .DNAسمسمة 

:  وىي مرحمة تركيب السمسمة الجديدة المكمّمة لمقطعة الأصمية مف الػ Extensionمرحمة الاستطالة  

DNAوتيدات مفردة ثلاثية الفوسفات، باستخداـ نيكميATP، CTP، GTP، TTP وبمساعدة أنزيـ

 ْـ مدة دقيقة واحدة. 72البوليميراز، مف خلاؿ رفع درجة الحرارة إلى 

 دقائؽ.  5ْـ مدة  72المرحمة الثالثة )مرحمة الاستطالة النيائية(: وتتـ لمرة واحدة عمى درجة حرارة  

 .ـ 20  -حفظت في درجة حرارة DNAبعد انتياء ىذا التفاعؿ تـ الحصوؿ عمى عدد كبير مف سلاسؿ 

 PCR Electrophoresis, Stainingالرحلان الكيربائي والتموين والتصوير لنواتج الـ 4-3-3-3
and imaging of the PCR products   : 

 %2تـ فصؿ نواتج عمميات التضخيـ في جياز الرحلاف الكيربائي عمى ىلامة مف الأغاروز ذات تركيز 

 Tris ،89 mMمف الػ  mM 89المكوف مف  ( 1989،وزملاؤه Sambrook) 1X TBE في محموؿ 

 bp 2000ذو وزف جزيئي  مؤشر بوجودEDTA (PH 8 ،)مف الػ  Mm 2مف حمض البوريؾ، 

(KAPA Universal Ladder, KAPA BIOSYSTEMS لمعرفة الأوزاف الجزيئية التقريبية لنواتج )

 التضخيـ.
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اليلامة بمحموؿ الإيثيديوـ برومايد  صبغتفولت، و  90جيد  عمى ة ونصؼاستمر الترحيؿ لمدة ساع

Ethidium bromide 0.2تركيز  µg/ml ، وصورت اليلامة بوجود الأشعة فوؽ البنفسجية وذلؾ

 .لمكشؼ عف التعددية الشكمية

 Experimental Design and Statisticalحصائيالتصميم التجريبي والتحميل الإ 5-3-3-3

analysis: 

حصائي لمنتائج باستخداـ وتـ التحميؿ الإ، RCDتـ تصميـ التجربة وفؽ القطاعات العشوائية الكاممة ٌ 

، وجرت مقارنة المتوسطات بحساب أقؿ فرؽ معنوي  XLSTAT 2014 (XLSTAT, 2014)برنامج 

LSD  0.01عند مستوى معنوية. 

الناتجة عف التضخيـ باستخداـ برنامج  DNAتـ تحديد حجـ حزـ الػ  ،التبايف الوراثيلدراسة 

TotalLab(Ultra· Lum Inc., Claremont, Calif. ) التبايف الوراثي كما يمي: تحديدثـ تـ 

 لمنبات الأـ لمصنفيف المدروسيف أماريف وتشالنجر. DNAعدد الحزـ الكمية في عينتي  تحديد -

المعمقات الخموية لكؿ عينات الكالس العضوي المتكوف مف  DNAتحديد عدد الحزـ المتشابية بيف  -

 .صنؼ عمى حدة

ف م العضوي المتكوفعينات الكالس  DNA فيعدد الحزـ المتباينة والغائبة )غير المتشابية(  تحديد -

 .حدةالمعمقات الخموية لكؿ صنؼ عمى 

حساب النسبة المئوية لمتبايف الوراثي الناتج عف تأثير الخزعة ) الأوراؽ والسلاميات(، وعف وسط  -

 وفقاً لمعلاقة التالية: حدة( ولكؿ صنؼ عمى Z و BAPالتجديد )

/ )عدد الحزـ المتشابية + عدد الحزـ  عدد الحزـ غير المتشابية[النسبة المئوية لمتبايف الوراثي =  -

 .100 × ]غير المتشابية(
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النتائج والمناقشة: الرابعالفصل   

RESULTS AND DISCUSSION 
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 Results and Discussionالنتائج والمناقشة  -4

 : Initial cultureمرحمة الزراعة الأولية: 4-1

 :Disinfection and culture establishment التأسيسية والزراعة السطحي التطيير 4-1-1

، لمتطييرختمؼ مف حيث الوقت اللازـ ويالسطحي مف المراحؿ الميمة في زراعة الأنسجة،  رالتطييي عد 

كما تيدؼ عممية التطيير السطحي لمتخمص مف البكتريا ، التطيير فيونوع وتركيز المادة المستخدمة 

و تستخدـ مادة ىيبوكموريت الصوديوـ والفطريات التي قد تتواجد عمى الجزء النباتي المراد زراعتو، 

NaOCl ي في العديد مف النباتات المزروعة مخبرياً حنظراً لفعاليتيا في عمميات التطيير السط 

(Pevalek و Jelaska، 1987 1995المعري،  ؛.)  حيث تتميز بفعالية عالية في تطيير الخزعات

النباتية قميمة التموث السطحي خاصة إذا استخدمت بالتراكيز المناسبة مقارنة مع مواد أخرى مثؿ ىيبو 

كموريت الكالسيوـ ، و الذي يعزى انخفاض تأثيره إلى انخفاض معدؿ نفاذيتو عبر الأغشية الخموية 

(Jona  و Menini،1987 أو مقارنة مع كموريد الزئبؽ و الذي تؤدي التراكيز المرتفعة منو إلى تيتؾ ، )

و أعمى نوعية لمعينات النبات  الأنسجة و سميتيا و بشكؿ عاـ فإنو لمحصوؿ عمى أفضؿ نمو في 

 ،Hashimoto و Yashino)( خالية مف التموث  (explantالسميمة فيجب البدء أساساً مف مادة نباتية

خاؿ مف  MSحيث تـ اجراء عدة تجارب لتحديد الطريقة المثمى لمتطيير والزراعة عمى وسط (. 1977

%( لمدة 4,3,2,1اليرمونات )وسط الزراعة الأولية( وباستخداـ أربعة تراكيز مف ىيبوكموريت الصوديوـ )

الذي يساعد عمى نشر وزيادة فعالية مادة التعقيـ وخفض التوتر السطحي  Tween-20مع إضافة 10

 .لمجزء النباتي المراد زراعتو

عند دقيقة  20لمدة ( NaOCl) (  بأف التطيير السطحي بييبوكموريت الصوديوـ8بيف نتائج الجدوؿ )ت  

، بينما كانت أفضؿ نتائج التطيير السطحي   قد أدى لموت كافة العينات النباتيةكؿ التراكيز المستخدمة 

يف التركيز  نفيف ، ففي الصنؼ البطاطا أماريف تفوؽ%( لمدة عشرة دقائؽ لكلا الص4 -3عند التركيزيف )
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، عمى التوالي %90 و 92%نسبة العينات السميمة وكانت عمى بقية التراكيز، معنوياً  %3و 4%

 %4التركيز  ا تفوؽ% ، بينم1% عند التركيز 25العينات السميمة بنسبة بمغت  نسبة ت معنوياً وانخفض

نسبة  بينما انخفضت معنوياً  % ،80 حيث بمغت عينات الناميةالنسبة في  عمى بقية التراكيز معنوياً 

% لمعينات 25بمغت  بنسبةمف ىيبوكموريت الصوديوـ  %1السميمة والنامية عند استخداـ التركيز 

عمى بقية معنوياً % 4التركيز  تفوؽفقد لمصنؼ تشالنجر أما بالنسبة  .% لمعينات النامية20و السميمة، 

 %4يف التركيز  وتفوؽ، %3ركيز % عند الت80بمغت و % ، 94 عينات السميمةالنسبة وكانت  التراكيز

عمى  % 75و % 90نسبة العينات النامية عند ىذيف التركيزيف وبمغت  عمى بقية التراكيزمعنوياً  %3و

مف ىيبوكموريت  %1نسبة العينات السميمة والنامية عند استخداـ التركيز  ضت معنوياً ، بينما انخفالتوالي

لصنفي البطاطا أما بالنسبة  . % لمعينات النامية25% لمعينات السميمة ، 30بمغت  بنسبة الصوديوـ

تطيير  تأثير تركيز ىيبوكموريت الصوديوـ فيل ا بالنسبةمتسجؿ أية فروؽ معنوية بينيلـ  المدروسيف

وىذه النتيجة تتوافؽ مع كثير مف الأبحاث التي أشارت إلى أىمية ىيبوكموريت الصوديوـ  ،الأجزاء النباتية

 (.2012وزملاؤه،   Al Maarri ؛ Love ، 1987في تعقيـ الأجزاء النباتية المختمفة لنبات البطاطا )

وتعود نسب التموث ىذه إما  ،أما بالنسبة لمعدلات التموث في الزرعات الثانوية فقد كانت منخفضة جداً 

أو لخطأ في العمؿ أو لتموث عرضي أثناء ، لعدـ كفاية تعقيـ الأدوات المستخدمة بالحرارة أثناء الزراعة

 تستبعد ولـ تدخؿ مطمقاً في القراءات والإحصاءات. عمماً أف الزرعات المموثة كانت ،إجراء عمميات الزرع
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 المدروسة البطاطا من لصنفين النباتية الأجزاء تطيير في الصوديوم ىيبوكموريت تركيز : تأثير(8)رقم  الجدول

(NaOCl%) 
 

 الأصناف

 تشالنجر أمارين

 العينات نسبة
 السميمة%

  العينات نسبة
 النامية %

 العينات نسبة
 السميمة%

  العينات نسبة
 النامية %

0 0.0 e 0.0 e 0.0 e 0.0 e 
1 25 d 20 d 30 d 25d 
2 55 c 40 c 65 c 55c 
3 90 b 76 b 80 b 75b 
4 92 a 80 a 94 a 90 a 

 LSD0.01 1.11 0.44 0.222 0.157التفاعل

 LSD0.01 11.334  10.27الصنفين
 الكبيرة يشير اختلاؼ الأحرؼفروؽ معنوية بيف المعاملات ضمف الطراز الواحد، و ضمف العمود الواحد إلى وجود  الصغيرة يشير اختلاؼ الأحرؼ

 %.99فروؽ معنوية بيف الطرز عند مستوى ثقة إلى وجود 

 Propagation stage:مرحمة الإكثار  4-1-2

، وذلؾ بمعدؿ  (10)أسابيع الشكؿ رقـتـ إكثار النباتات الناتجة مف مرحمة الزراعة الأولية مرة كؿ أربعة 

 خمس مرات متتالية بحيث تـ الحصوؿ عمى العدد الكافي مف المادة النباتية لتنفيذ تجارب البحث.

 
 زعات النباتية في مرحمة الإكثار.(: زرع الخ 10الشكؿ رقـ )

A   ، عند الزراعة :B   أسابيع من الزراعة 4: بعد. 
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 : Callus Inductionاستحداث الكالس 4-2

 D-2,4يكوف للأوكسيف ما غالباً البطاطا و منظمات النمو النباتية دوراً أساسياً في زراعة الأنسجة عند ؤدي ت

 (.Rashid ، 2003 و Vikrant) ،وتكويف الكالس الجنيني ،ستحداث الكالسالأىـ في االدور 

 :Amarin Variety الصنف أمارين 4-2-1

لاستحداث  النسبة المئويةعمى التراكيز الأخرى مف حيث  D-2,4مف الأوكسيف  /ؿ مغ3تفوؽ التركيز 

ستحداث الكالس مع عدـ وجود فروؽ لانسبة  أعمى حيث أعطى( ، 10الشكؿ رقـ )الكالس مف الاوراؽ 

حيث بمغت % استحداث الكالس مف  D-2,4/ؿ مف الأوكسيف مغ2/ؿ والتركيز مغ3معنوية بيف التركيز 

حيث كانت أقؿ قيمة معنوياً لصفة النسبة المئوية لاستحداث  ،عمى التوالي % 80 ، % 96الأوراؽ 

/ؿ عمى التوالي مع عدـ وجود فروؽ معنوية بيف مغ4-1عند التركيزيف  (68%,60%)الكالس 

 .D-2,4لاستحداث الكالس عمى وسط خاؿٍ مفالمعاممتيف. ويذكر أنو لـ تسجؿ استجابة 

بمغت اعمى نسبة لتشكؿ الجذور مف الكالس المستحدث مف الاوراؽ عند  وبالنسبة لصفة تشكؿ الجذور

/ؿ حيث بمغت مغ2مع عدـ وجود فروؽ معنوية مع التركيز  %44ونسبتو  D-2,4/ؿ مغ1التركيز 

 ؿ./مغ3مع وجود فروؽ معنوية عند التركيز  %8في حيف كانت النسبة  ،%32النسبة 

تفوؽ التركيز  ( ،11، الشكؿ رقـ ) سلاميات الصنؼ أماريفوبشكؿ مماثؿ بالنسبة لمكالس المستحدث مف 

لاستحداث الكالس حيث أعطى أعمى  النسبة المئويةعمى التراكيز الأخرى مف حيث  D-2,4/ؿ مغ3

/ؿ حيث مغ2و ،ؿ/مغ3استحداث مع عدـ وجود فروؽ معنوية بيف التراكيز  النسبة المئويةقيمة معنوية 

 ،عمى التوالي  92% ,76%) ) كانت النسبة 

/ؿ مغ4-1عند التركيزيف  (52% ,44%)قؿ قيمة معنوياً لاستحداث الكالس مف السلاميات أوكانت 

وكذلؾ لـ يتشكؿ كالس عمى وسط خاؿٍ مف ، يفمع عدـ وجود فروؽ معنوية بيف المعاممتعمى التوالي 

 الأوكسيف المستخدـ.
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عند  8%كما تشكمت الجذور عمى كالس المستخدـ مف سلاميات الصنؼ أماريف حيث بمغت أعمى نسبة 

/ؿ مغ4/ؿ ، في حيف لـ تتشكؿ عند التراكيز مغ 3عند التركيز  %4و  D-2,4/ؿ مغ2-1التركيز بيف 

 مع عدـ وجود فروؽ معنوية بيف المعاملات الذكورة.

بينت نتائج  ،مع الكالس المستحدث مف السلامياتوبمقارنة الكالس المستحدث مف أوراؽ الصنؼ أماريف 

الدراسة الإحصائية عدـ وجود فروؽ معنوية بيف )الاوراؽ والسلاميات( كخزعات نباتية لاستحداث الكالس 

/ؿ مغ 3كيز الأمثؿ ( حيث كانت التر  9وذلؾ بالنسبة لضعؼ استحداث الكالس وتشكؿ الجذور الجدوؿ )

 . عمى التوالي مف السلاميات (92% ,4%) ،عمى التوالي مف الأوراؽ D  (%8, %96)-2,4 مف

 :Challenger Variety الصنف تشالنجر 4-2-2

 ( ،11الشكؿ رقـ ) جراستحداث الكالس مف الخزعات النباتية )الأوراؽ والسلاميات( لمصنؼ تشالن تـ 

 /ؿ مع عدـمغ3مف التركيز % 100ستحداث الكالس لا لمنسبة المئويةحيث بمغت أعمى قيمة معنوية 

 (92%,96%,96%)/ؿ حيث كانت النسبة مغ (1-2-4)وجود فروؽ معنوية مع المعاملات الأخرى 

 عمى التوالي.

وبالنسبة لصفة تشكؿ الجذور مف الكالس المستحدث مف الأوراؽ فقد تشكمت الجذور عند استخداـ التركيز 

يذكر أنو لـ يتشكؿ  ،في حيف لـ تتشكؿ باستخداـ التركيز الأعمى 12%/ؿ فقط ونسبتو بمغت مغ 1

منسبة ي حيف بمغت أعمى قيمة معنوياً لػف ،الكالس مف الأوراؽ بغياب الأوكسيف مف وسط الاستحداث

مع عدـ وجود فروؽ معنوية مع  /ؿمغ 3% عند التركيز 92لاستحداث الكالس مف السلاميات  المئوية

/ؿ وبنسبة مغ 1% لكلا المعاممتيف وبفروؽ معنوية مع التركيز84/ؿ وبمغت النسبة مغ 4و  2التركيزيف 

وقد تميز الكالس المستحدث مف سلاميات الصنؼ تشالنجر بانعداـ تشكؿ الجذور في كؿ  ،64%

أظيرت نتائج الدراسة الإحصائية عدـ  ولـ تظير استجابة لمكالس بغياب الأوكسيف. كذلؾ ،المعاملات

حيث  ،وجود فروؽ معنوية بيف الأوراؽ والسلاميات كخزعات نباتية لاستحداث الكالس لمصنؼ تشالنجر
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 النسبة المئويةو  ،لاستحداث الكالس النسبة المئويةعمى باقي التراكيز لصفة  D-2,4/ؿ مغ 3تفوؽ التركيز

%( مف كالس 0 ،%92كلا الصفتيف مف كالس الأوراؽ و )%( عمى التوالي ل0 ،%12لتشكؿ الجذور )

 لاستحداث الكالس  النسبة المئويةمعنوية بيف متوسطات الصنفيف المدروسيف مف حيث صفة السلاميات. 

وبمقارنة نتائج استحداث الكالس مف الصنفيف أماريف وتشالنجر فقد أظيرت النتائج ىذه النتائج تتوافؽ 

وحده ىو التركيز   D-2,4ؿ /مغ 3( حيث أظيرت أف 2007وزملاؤه ) Shirinمع عدـ وجود فروؽ 

-Abdوتتوافؽ أيضاً مع نتائج دراسة  ،ارنة مع غيره مف ممنظمات النموالأمثؿ لاستحداث الكالس مق

Elaleem ( لتأثير منظمات النمو النباتية عمى استحداث الكالس في صنؼ البطاطا 2009وزملاؤه )

Diamant،  إذ استخدمواMS  مضافاً لو تراكيز مختمفة مفNAA ، 2,4-D ، BAP  وTDZ  لوحدىا

مضافاً لو  MSتـ الحصوؿ عمى أفضؿ كالس جيد التكويف عمى وسط  ، BAPمع  D-2,4ومزيج مف 

  لوحده. D-2,4مغ/ؿ  3
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 كالس مف سلاميات أماريف -B،كالس مف أوراؽ أماريف -Aالكالس المستحدث:: ( 11الشكؿ رقـ )

C- كالس مف أوراؽ تشالنجرD- .كالس مف سلاميات تشالنجر 

إف ىذا الدور الذي يؤديو الأوكسيف في استحداث الكالس يعزى إلى أف الأوكسينات تشجع الانقساـ 

كما ينشط عمؿ  ،RNAإذ يعمؿ الأوكسيف عمى زيادة اصطناع الأحماض النووية  ،الخموي الميتوزي

الأنزيمات التي تعمؿ بدورىا عمى تنشيط التفاعلات الكيميائية اللازمة لتأميف المواد الضرورية 

ومف حيث صفة درجة (.1995 ،) المعري RNA polymeraseللانقسامالخموي مثؿ تنشيط عمؿ أنزيـ 

دروسيف وباختلاؼ الم أظيرت الأوراؽ استجابة أفضؿ مف السلاميات في كلا الصنفيف ،الكالس المتشكؿ

 تركيز الأوكسيف.

ولػػػػوحظ ازديػػػػاد تمػػػػوف الكػػػػالس مترافقػػػػاً مػػػػع  ،تػػػػدرج لػػػػوف الكػػػػالس النػػػػاتج بػػػػيف الأبػػػػيض الكريمػػػػي والكريمػػػػي

زيػػػػادة تركيػػػػز الأوكسػػػػيف المسػػػػتخدـ ليصػػػػبح بنيػػػػاً داكنػػػػاً مػػػػع ازديػػػػاد عمػػػػر النسػػػػيج وتماوتػػػػو. إذ أنػػػػو عنػػػػد 

يػػػػؤدي إلػػػػى انقسػػػػاـ خمػػػػوي سػػػػريع فػػػػي مراحػػػػؿ مبكػػػػرة مػػػػف الاسػػػػتحداث بتراكيػػػػز مرتفعػػػػة  D-2,4اسػػػػتخداـ 

 و Trigianoانخفػػػاض فػػػي معػػػدؿ انقسػػػاـ الخلايػػػا )اسػػػتقرار تشػػػكؿ الكػػػالس ثػػػـ  يعقبيػػػا اضػػػطراب فػػػي

Gray،2000)، لنفػػػػػػػػاذ الوسػػػػػػػط المغػػػػػػػػذي مػػػػػػػػف جيػػػػػػػة وبػػػػػػػػدء اسػػػػػػػػمراره  الكػػػػػػػػالس لنسػػػػػػػيج تمػػػػػػػػاوت ويمييػػػػػػػا

صػػػػػػػابتو بظػػػػػػػاىرة الشػػػػػػػفافية بسػػػػػػػبب إنتػػػػػػػاج الخلايػػػػػػػا  ،وزمػػػػػػػلاؤه Corchete)  كبيػػػػػػػرة بكميػػػػػػػات للإيتمػػػػػػػيف وا 

1990).

B A 

D 
C 
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 في نسبة استحداث الكالس وتشكل الجذور في أصناف البطاطا المدروسة  D-2,4الأوكسين  تركيزو نوع الخزعة النباتية  ( :   تأثير 9الجدول رقم )

 الخزعة النباتية
 تركيز

 2,4-D 
/ل(مغ)   

 الصنف
 تشالنجر أمارين

% استحداث الكالس  لون درجة تشكل الكالس 
الكالس  % تشكل الجذور  %استحداث الكالس  الكالسدرجة تشكل    لون 

الكالس   
تشكل 
%الجذور  

 الأوراق

0 0c - - 0 b 0 b - - 0 a 
1 68 b ++ 44 أبيض كريمي a 44 a + 12 كريمي a 
2 80 ab ++ 22 أبيض كريمي ab 76 a ++ 0 كريمي a 
3 96 a +++  8 كريمي b 92 a +++ 0 كريمي a 
4 60 b +++ 8 أبيض كريمي b 52 a ++ 0 كريمي a 

 60.80A المتوسط
  

16.4 A 52.80 A 
  

2.4 A 
LSD 0.01 27.87 29.32 13.46 4.39 

 السلاميات

0 0 c - - 0 a 0 c - - - 
1 44b  + 8 أبيض كريمي a 64 b + أبيض كريمي - 
2 76 ab + 8 كريمي a 84 ab ++ أبيض كريمي - 
3 92 a ++ 4 كريمي a 92 a ++ كريمي - 
4 52 b + 0 كريمي a 84 ab ++ كريمي - 

 52.8A المتوسط
  

4 A 64.8 A 
  

- 
LSD 0.01 32.19 14.39 24.93 - 

LSD 0.019.68 19.05 21.95 28.62 لمصنف 
 LSDلمتفاعل بين الأصناف والتراكيز 

0.01 
23.72   16.55 

 *َشُش اختلاف الأحشف انصغُشة إنً انفشوق انمؼىىَت بُه انمؼاملاث ضمه انصىف انىاحذ،

 %.99وَشُش اختلاف الأحشف انكبُشة إنً انفشوق انمؼىىَت بُه الأصىاف ػىذ مغتىي  ثقت 
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 المعمقات الخموية: عزر 3 -4

أسابيع(  4تـ زرع المعمقات الخموية لمصنفيف المدروسيف مف خلايا كالس أبيض الموف متفتت بعمر )

، حيث استخدـ لتجزئة الخلايا مصفاية معدنية بقطر ( 12الشكؿ رقـ ) أسابيع( 8والذي تـ إكثاره لمدة )

وقدرت بعض مؤشرات  ،(  لموقوؼ عمى خصائص المعمقات الخموية الناتجة عنوميكروف 450و  250)

 وحيوية الخلايا( كؿ أسبوع. ،معدؿ الانقساـ الخموي ،النمو )الكثافة الخموية

 :الكثافة الخموية1 -4-3

 الكثافة الخموية لممعمقات الخموية لمصنؼ أماريف: 4-3-1-1

 كاف لو  ميكروف  250بقطر المعدنية المصفاةأنو عند استخداـ  ،(10)بدءاً مف الأوراؽ: يظير الجدوؿ

( خمية / مؿ في 104×21.00 ،104×20.67 تأثير واضح عمى الكثافة الخموية حيث بمغت أقصاىا )

 450بقطرالمعدنية  المصفاةالأسبوعيف الثالث والرابع عمى التوالي وبفروؽ معنوية مقارنة مع استخداـ 

( خمية / مؿ في الأسبوعيف الثالث 104×15.33 ،104×12.67 عمى قيمة ليا )أحيث كانت  ميكروف

 والرابع عمى التوالي.

  :كعامؿ محدد ميكروف 450 و ميكروف 250 بيف القطريفلـ توجد فروؽ معنوية بدءاً مف السلاميات 

           ميكروف 450 معنوي لمحجـ وؽ غيرفمة في زرع المعمقات الخموية مع تلحجـ الخلايا المستخد

( خمية / مؿ في الأسبوعيف الثالث والرابع عمى التوالي مقارنة مع الحجـ 104×21.67 ،104×23.67) 

250 µm  (14.00×104، 16.33×104.خمية / مؿ ) 

أظيرت نتائج الدراسة الإحصائية عدـ وجود فروؽ معنوية بيف المعمقات الخموية المزروعة بدءاً مف 

 ،104×16.67حيث كانت المتوسطات متساوية معنوياً )  ،الأوراؽ والسلاميات لمصنؼ أماريف

 ،104×18.33( خمية / مؿ للأسبوعيف الثالث والرابع عمى التوالي لمعمقات الأوراؽ و ) 104×18.17
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يعزى ذلؾ قد و  ،( خمية / مؿ للأسبوعيف الثالث والرابع عمى التوالي لمعمقات السلاميات104×19.00

 لأوراؽ والسلاميات ضمف الصنؼ ذاتو.في ا متماثؿالتركيب الوراثي أف إلى 

 الخموية لممعمقات الخموية لمصنؼ تشالنجر:الكثافة  4-3-1-2

  مرحمة  ميكروف 250 بقطرالمعدنية  المصفاة بدءاً مف الأوراؽ: بمغت المعمقات الخموية عند استخداـ

 21.33خمية / مؿ وتزداد إلى 104× 19.67الثبات بشكؿ مبكر في الأسبوع الثاني وبكثافة خموية 

مع  ،خمية / مؿ104× 22.67وتبمغ أقصاىا في الأسبوع الرابع  ،خمية / مؿ في الأسبوع الثالث104×

 ميكروف 450القطر اتذ المصفاة  تعدـ وجود فروؽ معنوية مقارنة مع المعمقات الخموية التي است خدِم

وتصؿ أقصاىا  ،خمية / مؿ 104× 19.67حيث بمغت الكثافة الخموية في الأسبوع الثالث  ،في زرعيا

 خمية / مؿ مع دخوؿ المعمقات الأسبوع الرابع. 104× 28.33

  ميكروف  250بقطر مصفايةبدءاً مف السلاميات: لوحظ أف المعمقات الخموية التي زرعت باستخداـ 

وفي الأسبوع الثالث  ،خمية / مؿ 104× 19.00وصمت لمرحمة الثبات في الأسبوع الثاني وبكثافة خموية 

 ،خمية / مؿ في الأسبوع الرابع 104× 26.33عمى قيمة ليا ولتصؿ إلى أ ،خمية / مؿ 104× 23.33

 23.00فقد بمغت الكثافة الخموية أعمى قيمة ليا ميكروف 450 القطر اتذ المصفاة أما عند استخداـ 

 بينت النتائج عدـ وجود فروؽ معنوية بيف المعاممتيف الذكورتيف. ،خمية / مؿ في الأسبوع الرابع 104×

الإحصائية عدـ وجود فروؽ معنوية بيف المعمقات الخموية المزروعة بدءاً مف الأوراؽ تبيف نتائج الدراسة 

 25.50حيث كانت المتوسطات متساوية معنوياً في الأسبوع الرابع  ،والسلاميات ضمف الصنؼ تشالنجر

 خمية / مؿ لمعمقات السلاميات. 104× 24.67خمية / مؿ لمعمقات الأوراؽ و  104×

فقد أظيرت نتائج الدراسة الإحصائية  ،افة الخموية لممعمقات لمصنفيف أماريف وتشالنجروعند مقارنة الكث

حيث وصمت المعمقات الخموية لمصنؼ تشالنجر  ،عدـ وجود فروؽ معنوية بيف الصنفيف المدروسيف

خمية / مؿ  104× 20.33خمية / مؿ لتبمغ  104× 17.17مرحمة الثبات في الأسبوع الثاني وبتموسط 
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في حيف بمغت  ،خمية / مؿ 104× 25.08ولتصؿ أقصاىا في الأسبوع الرابع  ،الأسبوع الثالثفي 

خمية /  104× 17.75المعمقات الخموية لمصنؼ أماريف مرحمة الثبات في الأسبوع الثالث بمتوسط كثافة 

بيف  وتعزى مثؿ ىذه الفروؽ ،خمية / مؿ في الأسبوع الرابع 104× 18.58لتصؿ أعمى قيمة ليا  ،مؿ

  .(Vasil، 1986و  Vasil) الصنفيف إلى الاختلاؼ في التركيب الوراثي

 

مف خلايا مستمدة  -B،مف أوراؽ أماريفخلايا مستمدة  – A:المعمقات الخموية زرع( 12الشكؿ رقـ )
 مف سلاميات تشالنجر. مستمدةخلايا  -D،مف أوراؽ تشالنجر خلايا مستمدة -C  ،سلاميات أماريف
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c 

d 

AB 

C C 
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صنفي في  الكثافة الخموية في المعمقات الخموية في النباتية الخزعةوقطر  مصدر تأثير: (10)رقـ  الجدوؿ
 البطاطا المدروسيف

 خمية / مل( في المعمقات الخموية104)×جدول الكثافة الخموية 

 الأسبوع

 الصنف
 تشالنجر أمارين

 سلاميات أوراق  سلاميات أوراق 
250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 

1 5.67
d
 6.00

d
 6.67

 d
 6.00

 d
 14.33

cd
 13.33

d
 16.33

c
 13.33

c
 

2 7.67
cd

 8.33
cd

 8.33
cd

 9.33
cd

 19.67
bcd

 15.00
bcd

 19.00
bc

 15.00
c
 

3 20.67
a
 12.67

bc
 14.00

abc
 23.67

a
 21.33

abc
 19.67

abc
 23.33

ab
 17.00

c
 

4 21.00
a
 15.33

b
 16.33

abc
 21.67

ab
 22.67

ab
 28.33

a
 26.33

a
 23.00

ab
 

LSD0.01 5.33 8.76 7.74 5.74 

 الأسبوع

 متوسطات 

 تشالنجر  أمارين 
 تشالنجر  أمارين

 سلاميات أوراق  سلاميات أوراق 
1 5.83

b
 6.33

b
 13.83

d
 14.83

d
 6.08

d
 14.33

c
 

2 8.00
b
 8.83

b
 17.33

cd
 17.00

cd
 8.42

d
 17.17

bc
 

3 16.67
a
 18.33

a
 20.50

abc
 20.17

bc
 17.75

bc
 20.33

b
 

4 18.17
a
 19.00

a
 25.50

a
 24.67

ab
 18.58

b
 25.08

a
 

LSD0.01 6.18 5.31 3.82 

 %99 ثقة مستوى عند الواحد الصنؼ ضمف التراكيز بيف المعنوية الفروؽ إلى الأحرؼ اختلاؼ يشير*
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 الانقسام الخموي:معدل  4-3-2

يوافؽ حركية النمو في ( بما 14، 13الشكؿ )لممعمقات المدروسة  نموال اتتـ الحصوؿ عمى منحنيلقد 

؛ Anjum، 1994نتائج ) وىذا يوافؽ ،مرحمة الثبات في الأسبوع الثالث بمغتإذ ، المعمقات الخموية

Tang  ،2001وزملاؤه). 

 الصنؼ أماريف:معدؿ الانقساـ الخموي لمعمقات  4-3-2-1

  بدءاً مف خلايا الأوراؽ: بينت نتائج التحميؿ الإحصائي عدـ وجود فروؽ معنوية بيف المعمقات الخموية

 ،ميكروف250 مع تفوؽ القطر  ميكروف 450 و ميكروف 250 ذو قطرمصفاة المزروعة باستخداـ 

% في الأسبوع الثالث واستمرت في 69.33حيث بمغت المعمقات مرحمة الثبات عند معدؿ انقساـ خموي 

  ذو قطر  المصفاة أما عند استخداـ  ،% في الأسبوع الرابع71.56الانقساـ لتصؿ إلى أعمى قيمة ليا 

% لينخفض 72.73بمغت المعمقات معدؿ الانقساـ في الأسبوع الثالث أعمى قيمة ليا  ميكروف 450  

وقد يعزى ذلؾ إلى تماوت خلايا المعمقات  ،الرابع% في الأسبوع 62.73مع وجود فروؽ معنوية إلى 

 نتيجة تنافسيا عمى مكونات وسط الزرع.

 250بقطر المعدنية  المصفاة خلايا السلاميات: أظيرت المعمقات الخموية المزروعة باستخداـ  فبدءاً م 

حيث وصمت  ،تماثلًا في معدلات الانقساـ الخموي مع عدـ وجود فروؽ معنوية  ميكروف  450و ميكروف

 250 % عند استخداـ القطر75.92مرحمة الثبات في الأسبوع الثالث مف الزرع وبمعدؿ انقساـ 

% و 79.46ولتبمغ أعمى معدؿ انقساـ  ميكروف450 % عند استخداـ القطر 83.10 ،ميكروف

 % عمى التوالي.89.06

لأوراؽ لمصنؼ أماريف لصفة بينت الدراسة الإحصائية تفوؽ معمقات السلاميات بالمقارنة مع معمقات ا

إذ بمغت معمقات  ،معدؿ الانقساـ الخموي مع عدـ وجود فروؽ معنوية في الأسبوع الثالث ) مرحمة الثبات(

% في الأسبوع 67.15% في الأسبوع الثالث لتنخفض إلى 71.03الأوراؽ مرحمة الثبات بمعدؿ انقساـ 
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% في الأسبوع الثالث 79.54في حيف بمغت معمقات السلاميات مرحمة الثبات بمعدؿ انقساـ  ،الرابع

 %.84.26 ط ليا في الأسبوع الرابعواستمرت بالانقساـ لتبمغ أعمى متوس

 

 

 

 

 

 ( منحني النمو في المعمقات الخموية :13)رقـ الشكؿ 
-A أوراؽ الصنؼ أماريف ، B- .سلاميات الصنؼ أماريف 

 معدؿ الانقساـ الخموي لمعمقات الصنؼ تشالنجر: 4-3-2-2

  بدءاً مف الأوراؽ: بمغت المعمقات الخموية المستمدة مف أوراؽ الصنؼ تشالنجر مرحمة الثبات في

  250قطر  اتذ مصفاية% عند استخداـ 74.95الأسبوع الثالث مف الزرع وبمعدؿ انقساـ خموي 

مع عدـ وجود فروؽ معنوية بيف  ميكروف 450 رقط اتذ مصفاية% عند استخداـ 71.30و  ،ميكروف

% 85.32واستمرت المعمقات بالانقساـ لتصؿ أعمى قيمة معنويا  ليا في الأسبوع الرابع  ،المعاممتيف

 % لكلا المعاممتيف عمى التوالي.85.31و

 معمقات سلاميات الصنؼ تائج عدـ وجود فروؽ معنوية بيف بدءاً مف السلاميات: أظيرت الن

حيث  ،ميكروف 450 و ميكروف  250المصفاتيفتشالنجر لصقة % معدؿ الانقساـ الخموي عند استخداـ 

% لكلا المعاممتيف عمى 57.56% و 59.54وصمت مرحمة الثبات في الأسبوع الثاني وبمعدؿ انقساـ 

 ،لأسبوع الثالث عمى التوالي% في ا66.60% و 63.33واستمرت الخلايا بالانقساـ وبمعدؿ  ،التوالي

 %.78.06% و89.58ووصمت أعمى قيمة ليا في الأسبوع الرابع 
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عدـ وجود فروؽ معنوية بيف معمقات الأوراؽ ومعمقات السلاميات  (11في الجدوؿ رقـ )تبيف نتائج 

حيث بمغت معمقات الأوراؽ مرحمة الثبات في الأسبوع  ،لمصنؼ تشالنجر لصفة معدؿ الانقساـ الخموي

% في 75.13% واستمرت الخلايا بالانقساـ ليبمغ المتوسط 51.62الثاني بمتوسط لمعدؿ الانقساـ 

في حيف بمغت معمقات السلاميات مرحمة  ،% في الأسبوع الرابع85.31الأسبوع الثالث وأقصى متوسط 

% ويبمغ 64.98% وفي الأسبوع الثالث 58.55الثبات في الأسبوع الثاني بمتوسط لمعدؿ انقساـ 

 % في الأسبوع الرابع.83.82أقصاىا 

 

 

 

 

 ( منحني النمو في المعمقات الخموية :14) رقـ  الشكؿ

A- أوراؽ الصنؼ تشالنجر، B-.سلاميات الصنؼ تشالنجر 

تفوؽ معمقات تشالنجر ( 11في الجدوؿ رقـ ) أظيرت نتائج المقارنة لصفة معدؿ الانقساـ بيف الصنفيف

حيث بمغت معمقات تشالنجر مرحمة الثبات في الأسبوع  ،عمى معمقات أماريف مع عدـ وجود فروؽ معنوية

أقصاىا في  % ليبمغ69.05% وفي الأسبوع الثالث 55.08الثاني مف الزرع وبمتوسط معدؿ انقساـ 

في حيف وصمت معمقات الصنؼ أماريف مرحمة الثبات في الأسبوع الثالث  ،%84.5الأسبوع الرابع 

وقد تعزى  ،( 15الشكؿ رقـ ) ،%75.7% وأقصى معدؿ للانقساـ في الأسبوع الرابع 75.29بمتوسط 

 ،Vasilو  Vasilبيف الصنفيف ) إلى التباينات الوراثيةفي معدلات الانقساـ الخموي  مثؿ ىذه الفروؽ

1986). 
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 صنفيفي الخموية لمخزعات النباتية  الانقساـ الخموي في المعمقات معدؿ: تأثير ( 11رقـ )جدوؿ ال
 المدروسيف البطاطا

 الأسبوع

 الصنف
 تشالنجر أمارين

 سلاميات أوراق سلاميات أوراق
250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 

1 23.33d 24.52d 34.92b 24.17b 32.79d 30.23d 38.56d 32.79d 
2 38.42bc 49.87cd 35.92b 28.97b 61.08c 42.16d 59.54c 57.56c 
3 69.33a 72.73 a 75.92a 83.16a 74.95ab 71.30bc 63.36c 66.60bc 
4 71.56 a 62.73ab 79.46a 89.06a 85.32a 85.31a 89.58a 78.06ab 

LSD0.01 16.47 15.90 13.49 11.71 

 الأسبوع

 متوسطات

 تشالنجر أمارين
 تشالنجر أمارين

 سلاميات أوراق سلاميات أوراق
1 23.93e 29.54e 31.51e 35.68e 26.73e 33.59de 
2 44.15d 32.45de 51.62d 58.55cd 38.28d 55.08 c 
3 71.03bc 79.54ab 73.13b 64.98bc 75.29 b 69.05 b 
4 67.15c 84.26 a 85.31a 83.82a 75.70 ab 84.50a 

LSD0.01 11.75 10.28 8.88 

 %99انىاحذ ػىذ مغتىي ثقت انصىف *َشُش اختلاف الأحشف إنً انفشوق انمؼىىَت بُه انتشاكُض ضمه 

 

 

 

 

 

 20×تكبير  المقموب المعمقات الخموية  تحت المجير الضوئي الإنقساـ الخموي في  (15الشكؿ رقـ )
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 :لحيوية الخلايا TTCاختبار  4-3-3

كانت حيوية الخلايا منخفضة نسبياً في الصنفيف في الأسبوعيف الأوؿ والثاني مف زراعة المعمقات 

وبدأت بالتزايد وبشكؿ ممحوظ في الأسبوع الثالث لتستقر في الأسبوع الرابع وىذا يوافؽ حركية  ،الخموية

 (.Street، 1977نمو الخلايا في المعمقات  )

 حيوية المعمقات الخموية لمصنؼ أماريف: 4-3-3-1

 وجود فروؽ معنوية  (12في الجدوؿ رقـ  ) بدءاً مف الأوراؽ: أظيرت نتائج التحميؿ الإحصائي

لصفة حيوية  ميكروف450 و  ميكروف  250معدنيتيف بقطر مصفاتيفبيف المعمقات الخموية عند استخداـ 

وفؽ اختبار  nm 485والتي تـ التعبير عنيا بقراءة الامتصاصية الضوئية عمى طوؿ موجة  ،الخلايا

TTC،  ولتبمغ أعمى قيمة  ميكروف250 بقطر  مصفاةحيث تفوقت معنوياً المعمقات الخموية عند استخداـ

أما عند استخداـ  ،عمى التوالي 0.456 ،0.445ليا في الأسبوعيف الثالث والرابع وبقراءة امتصاصية 

 0.165كانت قراءة الامتصاصية أعلاىا في الأسبوعيف الثالث والرابع  ميكروف 450يقطر  مصفاة

 عمى التوالي. 0.128و

  بدءاً مف السلاميات: وبشكؿ مغاير لمعمقات الأوراؽ أظيرت النتائج تفوؽ معنوي لممعمقات عند

حيث بمغت أعمى قيمة للامتصاصية في الأسبوعيف الثالث والرابع  ميكروف 450 بقطر مصفاةاستخداـ 

 بقطر مصفاةفي حيف كانت أعمى قراءة للامتصاصية عند استخداـ  ،عمى التوالي 0.458و  0.489

 عمى التوالي. 0.074و  0.090في الأسبوعيف الثالث والرابع  ميكروف  250

عدـ وجود فروؽ معنوية  بينت النتائج  ،مصنؼ أماريفولدى مقارنة حيوية المعمقات الأوراؽ والسلاميات ل

ففي الأسبوعيف الأوؿ والثاني كانت حيوية الخلايا منخفضة بدليؿ قراءة  ،بيف حيوية المعمقات الخموية

الامتصاصية المنخفضة وقد يعزى ذلؾ لتوجو الخلايا في ىذه المرحمة للاستفادة مف مكونات الوسط 

لترتفع حيوية الخلايا لاحقاً مع دخوؿ المعمقات الخموية  ،المغذي تمييداً لدخوليا مرحمة الانقساـ الميتوزي
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 0.289لمعمقات الأوراؽ و  0.305في طور الثبات ) الأسبوع الثالث ( حيث كانت قراءة الامتصاصية 

 0.292ومع دخوؿ المعمقات الأسبوع الرابع انخفضت قراءة الامتصاصية لتصبح  ،لمعمقات السلاميات

ذي يعزى مما يدؿ عمى انخفاض حيوية الخلايا وال ،لمعمقات السلاميات 0.266لمعمقات الأوراؽ و 

 لتماوتيا نتيجة تنافسيا عمى مكونات الوسط المغذي.

 :حيوية المعمقات الخموية لمصنؼ تشالنجر 4-3-3-2

  عدـ وجود فروؽ معنوية ( 12) في الجدوؿ رقـ بدءاً مف الأوراؽ: بينت نتائج التحميؿ الإحصائي

 ميكروف 450 بقطرمصفاة بيف المعمقات الخموية المستمدة مف أوراؽ الصنؼ تشالنجر عند استخداـ 

( مقارنة مع المعمقات المزروعة 0.143) قراءة الامتصاصية في الأسبوع الرابع لصفة حيوية الخلايا

يذكر أنو لا توجد  ،(0.089) قراءة الامتصاصية في الأسبوع الرابع  ميكروف 250بقطرمصفاة باستخداـ 

( ميكروف 250بقطر مصفاة ) 0.077فروؽ معنوية بيف المعاممتيف عند وصوؿ المعمقات للأسبوع الثالث 

وقد يعزى استمرار الزيادة في قراءة الامتصاصية وبالتالي في  ،(ميكروف 450بقطر مصفاة )  0.074و 

 ـ المرتفعة في ىذا الأسبوع.حيوية الخلايا مع وصوليا للأسبوع الرابع إلى معدلات الانقسا

 ميكروف  250قطر اتمصفاة ذبدءاً مف السلاميات: أظيرت النتائج تفوؽ المعمقات المزروعة ب 

وذلؾ خلاؿ الأسبوعيف  ،ميكروف450 قطر  اتمصفاة ذوبفروؽ معنوية مقارنة مع المعمقات المروعة ب

مصفاة ( عمى التوالي عند استخداـ  0.227 ،0.108الثالث والرابع حيث كانت قراءة الامتصاصية ) 

وقد  ،ميكروف 450بقطر مصفاة ( عمى التوالي عند استخداـ  0.100 ،0.075)  ،ميكروف 250بقطر 

تعزى ىذه الفروؽ المعنوية لمعدلات الانقساـ والكثافة الخموية المرتفعة لممعمقات الخموية مع دخوليا مرحمة 

 الثبات.

معمقات السلاميات لمصنؼ تشالنجر لصفة حيوية الخلايا مع عدـ وجود تماثمت معمقات الأوراؽ مع 

حيث بمغت في الأسبوع  ،فروؽ معنوية في قراءة الامتصاصية خلاؿ الأسابيع الثلاث الأولى مف الزرع
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ومع وصوليا للأسبوع الرابع تفوقت  ،لمعمقات السلاميات 0.092و  ،لمعمقات الأوراؽ 0.075الثالث 

( مقارنة مع معمقات الأوراؽ 0.164ت معنوياً لصفة حيوية الخلايا ) قراءة الامتصاصية معمقات السلاميا

 (.0.116) قراءة الامتصاصية 

أظيرت النتائج أف حيوية الخلايا كانت منخفضة لمعمقات الصنفيف أماريف وتشالنجر خلاؿ الأسبوعيف 

المعدنية  المصفاة السلاميات ( وقطر  ،الأوؿ والثاني بغض النظر عف مصدر الخزعة النباتية ) الأوراؽ

وقد يعزى ذلؾ إلى الكثافة الخموية المنخفضة نسبياً نتيجة توجو الخلايا  ،(ميكروف 450 ،ميكروف 250)

ومع وصوؿ  ،للاستفادة مف مكونات الوسط المغذي وتكويف الجزيئات الخموية اللازمة للانقساـ الخموي

المعمقات الخموية لطور الثبات في الأسبوع الثالث تفوقت معمقات الصنؼ أماريف وبفارؽ معنوي لصفة 

( مقارنة مع 0.279و  0.297حيوية الخلايا ) قراءة الامتصاصية للأسبوعيف الثالث والرابع عمى التوالي 

( 0.140و 0.083رابع عمى التوالي معمقات الصنؼ تشالنجر ) قراءة الامتصاصية للأسبوعيف الثالث وال

 وقد تعزى ىذه الفروؽ لطبيعة الصنؼ واستجابتو لمزرع في أوساط السائمة.
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 صنفي في خلايا المعمقات الخمويةحيوية  في النباتية الخزعةوقطر  مصدر تأثير :(12رقـ )جدوؿ ال
 المدروسيف البطاطا

 الأسبوع

 الصنف
 تشالنجر أمارين

 سلاميات أوراق سلاميات أوراق
250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 250 µm 450 µm 

1 0.006 f 0.010 ef 0.010 f 0.010 g 0.020 f 0.020 f 0.060 e 0.020 g 
2 0.010 ef 0.020 e 0.020 e 0.010 f 0.060 d 0.030 e 0.080 d 0.040 f 
3 0.440 b 0.160 c 0.090 c 0.490 a 0.077 c 0.074 c 0.110 b 0.070 d 
4 0.460 a 0.130 d 0.070 d 0.460  b 0.090 b 0.140 a 0.230 a 0.100 c 

LSD0.01 0.006 0.005 0.005 0.006 

 الأسبوع

 متوسطات

 تشالنجر أمارين
 تشالنجر أمارين

 سلاميات أوراق سلاميات أوراق
1 0.009b 0.010b 0.023e 0.041de 0.015c 0.032c 
2 0.013b 0.017b 0.045de 0.058cde 0.010c 0.052bc 
3 0.305a 0.289a 0.075bcd 0.092bc 0.297b 0.083bc 
4 0.292a 0.266a 0.116b 0.164a 0.279a 0.140b 

LSD0.01 0.212 0.046 0.102 

 %99انىاحذ ػىذ مغتىي ثقت انصىف *َشُش اختلاف الأحشف إنً انفشوق انمؼىىَت بُه انتشاكُض ضمه 

 

 : Regeneration Stage suspensionتجديد المعمقات الخموية  4-4

    إف عممية التشكؿ والتجديد ىي عممية معقدة تتأثر بعدة عوامؿ داخمية وخارجية ذات تأثيرات تراكمية 

 (Delport 2014 ،وزملاؤه)،  وذكرSKoog  وMiller (1957)  النبات مف في تجديد أنو لمتحكـ

الكالس لابد مف إضافة كميات متوازنة مف الأوكسيف والسيتوكينيف بحيث تكوف نسبة السيتوكينيف/ 

 الأوكسيف أكبر مف الواحد.
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 :BAP السيتوكينيف  تجديد المعمقات الخموية بتأثير 4-4-1

 الصنؼ أماريف: 4-4-1-1

 الأوراؽ:مف معمقات  العضوي المتكوفالكالس  4-4-1-1-1

لصفة  (90%)حيث أعطى أعمى قيمة معنوية  BAP/ؿ مف السيتوكينيف مغ 1.75كاف التركيز الأمثؿ 

الصنؼ أماريف بالمقارنة مع التراكيز  مف معمقات أوراؽالعضوي المتكوف لتجديد الكالس النسبة المئوية 

ولكف تفوؽ عميو مف  ،/ؿمغ1التركيز  عند استخداـمع عدـ وجود فروؽ معنوية ، الأخرى المستخدمة 

في وسط التجديد الجدوؿ  BAPسجؿ استجابة ايجابية مع غياب تلـ  ،العضويتجديد الكالس حيث درجة 

 (.13رقـ )

 :مف معمقات السلامياتالعضوي المتكوف الكالس  4-4-1-1-2

لصفة  BAPعدـ وجود فروؽ معنوية بيف معاملات السيتوكينيف إلى  (13) رقـالجدوؿ  في النتائجبينت 

التركيز استخداـ % عند 73,33التجديد  نسبة  بمغتحيث العضوي لتجديد الكالس  النسبة المئوية

/ؿ في حيف انخفضت النسبة عند مغ1,75التركيز  استخداـ % عند95 بمغت نسبة التجديدو  ،/ؿمغ1

وبشكؿ مشابو للأوراؽ لـ تجديد مف حيث درجة  1,75% مع تفوؽ التركيز 90/ؿ إلى مغ5التركيز 

 .وسط التجديد  في  BAPالسيتوكينيف تلاحظ استجابة ايجابية عند غياب 

بيف معمقات العضوي  كالسالنسبة المئوية لمفي بينت نتائج الدراسة الإحصائية عدـ وجود فروؽ معنوية 

 السيتوكينيف مف ؿ/مغ 1.75التركيز الأمثؿ استخداـ أماريف حيث كاف الأوراؽ والسلاميات عند الصنؼ 

BAP للأوراؽ والسلاميات95بقيمة بمغت العضوي المتكوف مف المعمقات  لمكالسالنسبة المئوية  في % 

 (.16الشكؿ رقـ )
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 الصنؼ تشالنجر: 4-4-1-2

 مف معمقات الأوراؽ:العضوي المتكوف  الكالس 4-4-1-2-1

العضوي  الكالسحيث بمغت نسبة  BAP/ؿ مغ1,75تفوؽ التركيز   (13الجدوؿ رقـ )في  النتائج بينت

في حيف  ،المعاملات بقيةـ وجود فروؽ معنوية مقارنة مع مع عد، % 93,33 مف المعمقات المتكوف

مف /ؿ مغ5_1التركيز  استخداـ % عند72%_60 بقيمة تراوحت بيف العضوي  كالسلمبمغت أقؿ نسبة 

 في BAPالسيتوكينيف بغياب  العضويكانت الإستجابة سمبية  لمكالس ،و  عمى التوالي BAPالسيتوكينيف 

 الوسط المغذي.

 :السلامياتمعمقات  مفالعضوي المتكوف  الكالس 4-4-1-2-2

سلاميات الصنؼ تشالنجر كانت مماثمة للأوراؽ إذ  معمقاتبينت نتائج الدراسة الإحصائية أف تجديد 

% مع عدـ وجود فروؽ معنوية 95بقيمة بمغت العضوي بالنسبة لمكالس  BAP/ؿ مغ1,75تفوؽ التركيز 

 % عند60،%51,66العضوي النسبة المئوية لمكالس في حيف بمغت  ،مقارنة مع المعاملات الأخرى

بغياب  العضويفي حيف انعدمت النسبة المئوية لمكالس  ،/ؿ عمى التواليمغ5،/ؿمغ1التركيز  استخداـ 

 مف الوسط المغذي. BAPالسيتوكينيف 

مف معمقات أوراؽ وسلاميات الصنؼ العضوي المتكوف الكالس في بينت النتائج عدـ وجود فروؽ معنوية 

العضوي لمكالس النسبة المئوية في الأمثؿ  BAP/ؿ مف مغ1,75التركيز استخداـ كاف حيث  تشالنجر،

 (.16رقـ )الشكؿ  السلاميات معمقات% مف  95 ،الأوراؽ مف معمقات% 93.33 بقيمة بمغت 

العضوي المتكوف لمكالس النسبة المئوية في يف وتشالنجر ر ختلاؼ بيف الصنفيف المدروسيف أمالـ يلاحظ ا

متماثؿ عمى كلا الصنفيف  BAPإذ إف تأثير  ،في وسط التجديد BAPتوكينيف يبتأثير الس مف المعمقات

  BAP ولكلا الخزعتيف )الأوراؽ والسلاميات( وكاف التركيز الأمثؿ مف السيتوكينيف المستخدـ

 /ؿ.مغ1,75
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مف  العضوي المتكوففي تأثيره عمى  تجديد الكالس  وأساسياً  اً ميميمعب دوراً  BAPإف منظـ النمو 

ويمييا مرحمة تشكؿ الأعضاء النباتية في البطاطا حيث يؤدي إلى تحسف كبير في تجديد  ، المعمقات

 (.2014 ،وزملاؤه Kumarالبراعـ عند استخداميا بتراكيز معتدلة ) 

 

 
 BAPالمعمقات الخموية عمى وسط يحوي مف العضوي المتكوف الكالس :( 16الشكؿ رقـ )

A -   شالنجرتالصنؼ  -B الصنؼ أماريف 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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 Z: سيوكينيف الزياتيفال خموية بتأثيرلتجديد المعمقات ا 4-4-2

 الصنؼ أماريف: 4-4-2-1

 مف معمقات الأوراؽ:العضوي المتكوف  الكالس 4-4-2-1-1

 حيث بمغت نسبة الكالسعمى المعاملات الأخرى معنوياً  Z/ؿ مف السيتوكينيف مغ1,5تفوؽ التركيز 

نسبة حيث كانت ، /ؿ مغ2 ،/ؿمغ 0,75مع عدـ وجود فروؽ معنوية مع التركيز ، % 90العضوي 

% عند 49العضوي  ، بينما بمغت نسبة الكالس% عمى التوالي 71,67% و 78,33العضوي  الكالس

لصنفي معمقات الخموية لمف االعضوي المتكوف  عمى  الكالس  BAP سيتوكينيفتركيز الػ تأثير:( 13) رقـ  جدوؿال
 البطاطا المدروسيف

انخسعة 

 انُباتية

 BAPتركيس 

 (/ ليغ)

 انصُف

 تشانُجر أياريٍ

  انعضىيانكانس 

  )%(  

درجة تشكم 

     انعضىيانكانس 

نىٌ انكانس 

     انعضىي

انكانس ا انكانس 

)%( انعضىي  

انكانس درجة تشكم 

     انعضىي

انكانس نىٌ 

     انعضىي

 لأوراق ا

0 0
c
0 كشَمٍ + 

  b
 كشَمٍ ++ 

1 86.67
ab

60 أخضش فاتح ++ 
 a
 أخضش كشَمٍ +++ 

1.75 90
 a
93.33 أخضش فاتح ++++ 

 a
 أخضش ++++ 

2.5 68.33
 b
80 أخضش فاتح +++ 

 a
 أخضش ++++ 

5 70
 b
72 أخضش فاتح ++ 

 a
 أخضش كشَمٍ +++ 

64 انًتىسط
 A

 
  

61.07
 A

 
  

LSD 0.01 24.269 
  

37.248 
  

نسلايياا

 ت

0 0
 b
0 أخضش كشَمٍ + 

 b
 أخضش فاتح ++ 

1 73.33
 a
51.66 أخضش فاتح +++ 

 a
 أخضش +++ 

1.75 95
 a
95 أخضش فاتح ++++ 

 a
 أخضش ++++ 

2.5 80
 a
60.67 أخضش فاتح ++ 

 a
 أخضش كشَمٍ ++++ 

5 90
 a
60 أخضش فاتح +++ 

 a
 أخضش كشَمٍ ++ 

67.66 انًتىسط
 A

 
  

54.66
 A

 
  

LSD0.01 31.456 
  

46.077 
  

LSD 0.01 26.703 نهصُف 
  

39.821 
  

نهتفاعم بيٍ الأصُاف 

 LSD 0.01 وانتراكيس 
33.078 

 انىاحذ،انصىف *َشُش اختلاف الأحشف انصغُشة إنً انفشوق انمؼىىَت بُه انمؼاملاث ضمه 

 %.99وَشُش اختلاف الأحشف انكبُشة إنً انفشوق انمؼىىَت بُه الأصىاف ػىذ مغتىي  ثقت 
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مف  Zالسيتوكينيف الزياتيف بغياب  الشاىد لمتجديد فيفي حيف انعدمت النسبة المئوية /ؿ مغ 0.5التركيز 

 .الوسط المغذي

 :مف معمقات السلامياتالعضوي المتكوف  الكالس 4-4-2-1-2

معمقات  مف العضوي المتكوف الكالس أف التركيز الأمثؿ لتجديد( 14في الجدوؿ رقـ )تائج بينت الن

مع عدـ وجود فروؽ معنوية في  ،75%)) بمغت بقيمة /ؿ مغ1.5صنؼ أماريف كاف مف الميات السلا

 لمكالسنسبة وكانت أقؿ ، %( عمى التوالي58,33 ،% 56,66%،53) 0,75-1-2المعاملات الأخرى 

العضوي في حيف انعدمت النسبة المئوية لمكالس  ،/ؿمغ 0,5التركيز  استخداـ  % عند27,99العضوي 

 مف الوسط المغذي. Zالسيتوكينيف الزياتيف بغياب  الشاىدفي 

 بتأثير العضويبالنسبة لمكالس أماريف مف الصنؼ سلاميات المعمقات بينت النتائج تفوؽ كما 

ىو  والسلاميات /ؿ لكؿ مف الأوراؽمغ1,5التركيز  حيث كاف استخداـ  ،z السيتوكينيف الزياتيف الػ 

 السلاميات. مف معمقات% 75 الأوراؽ، مف معمقات %90 بقيمة بمغت، الأمثؿ لمتجديد التركيز 

 تشالنجر:الصنؼ  4-4-2-2

 مف معمقات الأوراؽ:العضوي المتكوف  الكالس 4-4-2-2-1

عمى  مف السيتوكينيف الزياتيف معنوياً /ؿ مغ1,5( تفوؽ التركيز 14الجدوؿ رقـ )كما بينت النتئج في   

عند مع عدـ وجود فرؽ معنوية ، % 83,33 بقيمة العضوي  لمكالسنسبة المئوية لمالتراكيز الأخرى 

عمى  (65,33%-78,33%)العضوي  لمكالسنسبة المئوية ال /ؿ حيث كانتمغ 2و1كيز االتر استخداـ 

، في حيف /ؿ مغ 0,5 التركيز استخداـ عند % 43العضوي  لمكالسنسبة المئوية بينما بمغت ال، التوالي

 مف الوسط المغذي. Zالسيتوكينيف الزياتيف بغياب  لمشاىدالعضوي انعدمت النسبة المئوية لمكالس 
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 :مف معمقات السلامياتالعضوي المتكوف  الكالس 4-4-2-2-2

أية فروؽ معنوية فيما بينيا عند استخداـ الزياتيف  مف الصنؼ تشالنجر معمقات السلاميات تظيرلـ 

نسبة لم معنوياً  /ؿمغ  0.5حيث تفوؽ التركيز، مف المعمقات الخموية العضوي  لتجديد الكالسكمحرض 

 ،%52 العضوي لمكالسنسبة المئوية بمغت الحيف  ، في% 70 بقيمة العضوي  لمكالسالمئوية 

في حيف انعدمت النسبة المئوية لمكالس  ،/ؿ عمى التواليمغ1و1,5التركيزيف استخداـ %عند 53,33

 مف الوسط المغذي. Zالسيتوكينيف الزياتيف بغياب  لمشاىدالعضوي 

لصنؼ تشالنجر مف االأوراؽ  معمقاتتفوؽ  ( ،14في الجدوؿ رقـ ) أظيرت نتائج التحميؿ الإحصائيكما 

التركيز استخداـ حيث كاف  ،الزياتيف في وسط التجديدالسيتوكينيف السلاميات بوجود معمقات عمى  معنوياً 

في  %،83,33بمغت  بقيمة معمقات الأوراؽ مف العضوي المتكوف لمكالس  بالنسبة  الأمثؿ/ؿ مغ1,5

معمقات السلاميات  مفالعضوي المتكوف لمكالس  بالنسبة  الأمثؿ/ؿ مغ 0,5التركيز  استخداـ حيف كاف

 %.70بمغت نسبة ب

لتجديد الكالس محرض ك Zالزياتيف السيتوكينيف استخداـ ( بأف 14كما بينت النتائج في الجدوؿ رقـ )

بالنسبة لمكالس تفوقت معمقات الأوراؽ عمى السلاميات معنوياً  ،المعمقات الخموية مف العضوي المتكوف

سلاميات الو  وراؽالأمعمقات مف  لمتجديدالأمثؿ مغ/ؿ  1.5التركيز استخداـ حيث كاف  ،العضوي 

 وراؽالأ معمقاتبينما بمغت نسبة التجديد مف  ،( عمى التوالي75% ،%90)بنسبة بمغت  مصنؼ أماريف ل

حيث بمغت  (2013)وىذا يوافؽ نتائج القباني  (،14%( الجدوؿ رقـ )83.33لصنؼ تشالنجر )ا مف

 الكاس مف  لتجديد Z مف السيتوكينيف مغ/ؿ 1.5تركيز استخداـ ال% عند  81.25لمتجديد النسبة المئوية 

العضوي بالنسبة لمكالس  الأمثؿ Zمغ/ؿ  0.5استخداـ التركيز في حيف كاف ، بروتوبلاست الصنؼ بنيلا

 Thomas (1981)وىذا يوافؽ  ،%(70)بقيمة بمغت  السلاميات لمصنؼ تشالنجر معمقاتمف المتكوف 
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 0.5% عند استخدامو لتركيز 50حيث بمغت النسبة  Maris Bardعند تجديد بروتوبلاست الصنؼ 

 .Zمغ/ؿ 

مضافاً لو  المغذي MSوسط الالمعمقات الخموية عند تجديده عمى  العضوي المتكوف مفتميز الكالس كما 

Z بزيادة تركيز السيتوكينيف  بتبايف لونو بيف الأخضر الكريمي والأخضر الكريمي المسمر مترافقاً  الزياتيف

في  الزياتيف Z الأوراؽ ولكلا الصنفيف ازدادت مع ازدياد تركيزمعمقات مف التجديد كما أف  ،المضاؼ

 (.14الجدوؿ رقـ ) ،ضعيفة لمتجديد  في حيف كانت استجابة السلاميات ،( 17الشكؿ ) وسط التجديد

 

 
 Zالزياتيف المعمقات الخموية عمى وسط يحوي  العضوي المتكوف مف:الكالس ( 17الشكؿ رقـ )

A -  الصنؼ شالنجر  -B الصنؼ أماريف 

 

 

 

 

 

A 
B 
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معمقات الخموية العضوي المتكوف مف الالكالس عمى   Zالزياتيف  سيتوكينيفتركيز الػتأثير ( :14جدوؿ رقـ  )ال
 لصنفي البطاطا المدروسيف

انخسعة 

 انُباتية

 Zتركيس

 / ل(يغ)

 انصُف

 تشانُجر أياريٍ

    انعضىيانكانس 

)%( 

درجة تشكم 

     انعضىيانكانس 

نىٌ انكانس 

     انعضىي

انكانس  انكانس ا

)%( انعضىي  

درجة تشكم 

انكانس 

     انعضىي

انكانس نىٌ 

     انعضىي

 الأوراق

0 0
 d
0 كشَمٍ - 

 d
 كشَمٍ - 

0.5 49
 c
43 أخضش كشَمٍ  + 

 c
 ++ 

أخضش 

كشَمٍ 

 مغمش

0.75 71.67
 ab

58.67 أخضش كشَمٍ  +++ 
 bc

 ++ 

أخضش 

كشَمٍ 

 مغمش

1 68.33
 bc

65.33 أخضش كشَمٍ  ++ 
 abc

 +++ 

أخضش 

كشَمٍ 

 مغمش

1.5 90
 a
83.33 أخضش كشَمٍ ++++ 

 a
 +++ 

أخضش 

 كشَمٍ

2 78.33
 ab

 ++++ 
أخضش كشَمٍ 

 مغمش
78.33

ab
 +++ 

أخضش 

 كشَمٍ

59.55 انًتىسط
 A

 
  

54.77
 A

 
  

LSD 0.01 23.616 24.284 

انسلاييا

 ت

0 0
 c
0 كشَمٍ + 

 b
 كشَمٍ + 

0.5 27.99
 bc

70 أخضش كشَمٍ  + 
 a
 +++ 

أخضش 

 كشَمٍ

0.75 53
 ab

57.33 أخضش كشَمٍ  +++ 
 a
 ++ 

أخضش 

كشَمٍ 

 مغمش

1 56.66
 ab

52 أخضش كشَمٍ  ++ 
 a
 +++ 

أخضش 

كشَمٍ 

 مغمش

1.5 75
 a
53.33 أخضش كشَمٍ +++ 

 a
 ++ 

أخضش 

كشَمٍ 

 مغمش

2 58.33
 ab

63.67 أخضش كشَمٍ مغمش ++ 
 a
 ++ 

أخضش 

كشَمٍ 

 مغمش

45.16 انًتىسط
 A 

 
  

49.38
 A

 
  

LSD 0.01   34.329 27.176 

 LSD 0.01 24.714     27.378  نهصُف     

نهتفاعم بيٍ الأصُاف 

 LSD 0.01وانتراكيس 
25.553 

 انىاحذ،              انصىف *َشُش اختلاف الأحشف انصغُشة إنً انفشوق انمؼىىَت بُه انمؼاملاث ضمه 

 %.99وَشُش اختلاف الأحشف انكبُشة إنً انفشوق انمؼىىَت بُه الأصىاف ػىذ مغتىي ثقت   
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في تجديد المعمقات الخموية مع  Zعمى  BAP( تفوؽ تأثير السيتوكينيف 15الجدوؿ ) تبيف النتائج في 

وذلؾ عند تجديد المعمقات الخموية  ،العضوي كالس لمعدـ وجود فروؽ معنوية بينيما في النسبة المئوية  

لمصنفيف المدروسيف أماريف وتشالنجر وبيف الخزعات النباتية )الأوراؽ، والسلاميات(، فقد بمغ متوسط 

كما لـ يسجؿ  ،Z%( بتأثير 52.22و) BAP%( بتأثير 61.85)العضوي كالس لمالنسبة المئوية 

 دمة في أوساط التجديد.الصنفاف استجابة إيجابية بغياب السيتوكينيات المستخ

العضوي لمكالس عمى النسبة المئوية   Zو  BAP منظمات النمو النباتية  تأثير :(15) رقـ  جدوؿ
 يفالبطاطا المدروس لصنفي مف المعمقات الخمويةالمتكوف 

يُظًات 

 انًُى 

 انصُف

 تشانُجر أياريٍ يتىسط انصُفيٍ

 انًتىسط انسلاييات الأوراق انًتىسط انسلاييات الأوراق

BAP 64
 a

 67.66
 a

 65.83
 a

 61.07
 a

 54.66
 a

 57.86
 a

 61.85
 A

 

Z 59.55
 a

 45.16
 a

 52.36
 a

 54.78
 a

 49.39
 a

 52.08
 a

 52.22
 A

 

LSD0.0

1% 
24.453 24.872 17.178 24.748 23.994 16.806 11.891 

ويشير اختلاؼ الأحرؼ الكبيرة إلى الفروؽ المعنوية الواحد،الصنؼ *يشير اختلاؼ الأحرؼ الصغيرة إلى الفروؽ المعنوية بيف المعاملات ضمف 
 %.99ثقة  مستوى صناؼ عند بيف الأ

 

 :Studing   Genetic variationsالوراثية التغيراتدراسة  4-5

لمعينات المدروسة مف صنفيف  البطاطا أماريف وتشالنجر،  DNAعمى مستوى تـ تنفيذ الدراسة الجزيئية 

عمى ىلامة  PCRمرئسة ثـ تـ ترحيؿ نواتج تضخيـ تفاعؿ  17وباستخداـ  ISSRبإجراء اختبار 

التجارية  KAPAماركة  Marker%( وبوجود صبغة إثيديوـ برومايد ومقارنتيا مع معمـ 2أغاروز بتركيز)

 لحصوؿ النتائج التالية:(، وتـ اpb 2000وذو وزف جزيئي )

 :Pr1المرئسة 

 2400و  600حزـ في عينة النبات الأـ لمصنؼ أماريف بأوزاف تراوحت بيف )  Pr1 9أعطت المرئسة  

pbمف معمقات الأوراؽ والسلاميات وعمى وسطي  العضوي المتكوفحزـ في عينات الكالس   6( ، و
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(، حيث غابت الحزـ ذات الأوزاف pb 700و   600التجديد المستخدميف تراوحت أوزانيا بيف )

(2000-2200-2400 pb.) 

و  600 حزـ في عينة النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر بأوزاف تراوحت بيف ) Pr1 7وأعطت المرئسة  

2000 pb مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى  العضوي المتكوف(، في حيف أعطت في عينات الكالس

حزـ  6(، تشابيت pb 2400و 600حزـ تراوحت أوزانيا بيف )   BAP 8وسط التجديد المضاؼ لو 

 1600(، وأعطت حزمتيف جديدتيف بوزف ) pb 2000منيا مع النبات الأـ وغابت حزمة واحدة بوزف )

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط  العضوي المتكوف(، أما في عينات الكالس pb 2400و 

( وبزيادة pb 2400و 600حزـ تراوحت أوزانيا ) Pr1 9المرئسة  فقد أعطت Z الػ التجديد المضاؼ لو

 (.pb 2400و 1600حزمتيف عف النبات الأـ بوزف ) 

 Pr1 المرئسةاستخداـ بالبطاطا عينات   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز18) رقـ الشكؿ
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 :Pr2المرئسة 

(، pb 1600و 500حزـ في النبات الأـ لمصنؼ أماريف بأوزاف تراوحت بيف )  Pr2 8أعطت المرئسة  

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد  العضوي المتكوففي حيف أعطت في عينات الكالس 

حزـ منيا مع النبات  6(، تشابيت pb 1600 600حزـ تراوحت أوزانيا بيف )   BAP 7المضاؼ لو 

مف معمقات  العضوي المتكوفأما في عينات الكالس (، pb 500واحدة بطوؿ )الأـ وغابت حزمة 

 800حزـ تراوحت أوزانيا بيف ) Pr2 5فقد أعطت المرئسة  Z الػ الأوراؽ عمى وسط التجديد المضاؼ لو

( متشابية  مع الحزـ الناتجة في عينة النبات الأـ، وغابت الحزـ الثلاث الأخرى ذات pb 1600و

مف معمقات السلاميات عمى  العضوي المتكوف(. وفي عينات الكالس pb 700-600-500الأوزاف )

حزـ مشابية لمحزـ الناتجة في عينة النبات  Pr2 5فقد أعطت المرئسة  Z الػ وسط التجديد المضاؼ لو

(، في حيف غابت الحزـ الثلاث الأخرى ذات الأوزاف pb 900و 500تراوحت أوزانيا بيف ) الأـ

(1000-1200-1600 pb.) 

 900و  500 حزـ في عينة النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر بأوزاف تراوحت بيف ) Pr2 5وأعطت المرئسة  

pb ،)4   مف معمقات الأوراؽ عمى وسط التجديد المضاؼ لو  العضوي المتكوفحزـ في عينات الكالس

BAP ( 1200-900-800-600ذوات الأوزاف pb تشابيت مع النبات الأـ في الحزـ ،) الثلاث

-500( وغياب حزمتيف بوزف )pb 1200الأولى، في حيف تباينت عنيا بظيور الحزمة الرابعة بوزف )

700 pb المرئسة (، كما أعطتPr2  مف معمقات السلاميات عمى  العضوي المتكوففي عينات الكالس

بات ( تشابيت مع النpb 1200و  500حزـ بأوزاف تراوحت بيف )BAP 7وسط التجديد المضاؼ لو 

نيا بظيور حزمتيف جديدتيف بوزف ( وتباينت عpb 900و  500حزـ بأطواؿ تراوحت بيف ) 5الأـ في 

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى  العضوي المتكوف(. أما في عينات الكالس pb 1200و 1000)
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 (pb 900و  500 حزـ تراوحت أوزانيا بيف ) Pr2 5أعطت المرئسة  Z الػ وسط التجديد المضاؼ لو

 مشابية لحزـ النبات الأـ.

 
 Pr2 المرئسةاستخداـ بالبطاطا عينات   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز19) رقـ الشكؿ

 :Pr3المرئسة 

 4في عينة النبات الأـ لمصنؼ أماريف عمى  Pr3باستخداـ المرئسة  ISSRتـ الحصوؿ بنتيجة اختبار  

في عينات الكالس العضوي  Pr3أعطت المرئسة . (pb 1400و  800بأوزاف تراوحت بيف )حزـ 

حزـ بأوزاف تراوحت بيف  Z 6المتكوف مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد المضاؼ لو 

تشابيت مع النبات الأـ في الحزـ الأربعة الأولى وتباينت عنيا بزيادة حزمتيف  (pb 2000و  800)

مف  العضوي المتكوففي حيف لـ تظير أية حزمة في عينات الكالس ، (pb 2000و  1600)جديدتيف 

 .BAPمعمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد المضاؼ لو 

( في عينة النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر pb 1000و 500حزـ تراوحت أوزانيا ) Pr3 4أعطت المرئسة  

 مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسطي التجديد المستخدميف. العضوي المتكوفوعينات الكالس 
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 Pr3 المرئسةاستخداـ بالبطاطا عينات   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز20) رقـ الشكؿ

 :Pr4المرئسة 

العضوي عمى عينة النبات الأـ وعنيات الكالس  Pr4المرئسة باستخداـ  ISSRأظيرت نتائج اختبار  

حزـ  Z 4 الػ مف معمقات الأوراؽ والسلاميات لمصنؼ أماريف عمى وسط التجديد المضاؼ لو المتكوف

العضوي باختبارىا عمى عينات الكالس  Pr4المرئسة (، في حيف أعطت pb 800و  500بيف )تراوحت 

حزـ  BAP 8المضاؼ لو عمى وسط التجديد لمصنؼ أماريف مف معمقات الأوراؽ والسلاميات  المتكوف

(  وتشابيت مع النبات pb 500(، حيث غابت الحزمة بوزف )pb 2000و  600بأوزاف تراوحت بيف )

-900حزـ جديدة ذات الأوزاف التالية ) 5( وأعطت pb 800-700-600حزـ بأوزاف ) 3الأـ في 

1000-1400-1600-2000 pb.) 

( في عينة النبات الأـ pb 800-600-500-400حزـ ذات الأوزاف ) Pr4 4وأعطت المرئسة  

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط  العضوي المتكوفلمصنؼ تشالنجر، أما في عينات الكالس 
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حزـ متشابية مع النبات الأـ وغابت فييا الحزمة ذات  Pr4 3  التجديد المستخدميف فقد أعطت المرئسة

 (.pb 400الوزف الجزيئي )

 
 Pr4استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل الأغاروز(: صورة ليلامة 21) رقـالشكؿ 

 :Pr5المرئسة 

عمى عينة  ISSR( وذلؾ عند إجراء اختبار pb 1600و 1000حزمتيف فقط ) Pr5أعطت المرئسة  

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى  العضوي المتكوفالنبات الأـ لمصنؼ أماريف وعينات الكالس 

 وسطي التجديد المستخدميف.

حزـ  5عمى عينة النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر  ISSRعند إجراء اختبار  Pr5المرئسة في حيف أعطت  

العضوي (، وأعطت في عينة الكالس pb 1600-1200-1000-900-500ذات الأوزاف الجزيئية )

، تشابيت مع  BAP 6مف معمقات أوراؽ الصنؼ تشالنجر عمى وسط التجديد المضاؼ لو  المتكوف حزـ

، وظيرت حزمة جديدة بوزف ) 5النبات الأـ في  العضوي (. وأعطت في عينة الكالس pb 600حزـ

، تشابيت  BAP 7مف معمقات سلاميات الصنؼ تشالنجر عمى وسط التجديد المضاؼ لو  المتكوف حزـ
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، وظيرت حزمتيف جديدتيف بوزف ) 5مع النبات الأـ في  نسبة عينة (. كذلؾ بالpb 1400-600حزـ

 Z 7 الػ مف معمقات أوراؽ الصنؼ تشالنجر عمى وسط التجديد المضاؼ لو العضوي المتكوفالكالس 

، ، تشابيت مع النبات الأـ في  ، وظيرت حزمتيف جديدتيف بوزف ) 5حزـ (، في pb 1400-600حزـ

مف  فالعضوي المتكو عمى عينة الكالس  Pr5المرئسة باستخداـ  ISSRحيف كانت نتيجة اختبار 

 مماثمة لعينة النبات الأـ. Z الػ معمقات سلاميات الصنؼ تشالنجر عمى وسط التجديد المضاؼ لو

 
 Pr5استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز22) رقـالشكؿ 

 :Pr6المرئسة 

المدروسيف أماريف وتشالنجر. متماثمة في الصنفيف  Pr6باستخداـ المرئسة  ISSRنتيجة اختبار كانت 

عينات و النبات الأـ في كؿٍ مف عينات  (pb 900-800-600-500حزـ بأوزاف ) 4 حيث أعطت

التجديد  يعمى وسطلكلا الصنفيف مف معمقات الأوراؽ والسلاميات  العضوي المتكوفالكالس 

 المستخدميف.
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 Pr6استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز23) رقـالشكؿ 

 :Pr7المرئسة 

في كؿٍ  (pb 1000-800-700-600-500-400)التالية  وزافذات الأحزـ  Pr7 6المرئسة أعطت  

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات  العضوي المتكوفعينات الكالس لمصنؼ أماريف و النبات الأـ مف عينات 

 المستخدميف.التجديد  يعمى وسط

( في كؿٍ مف pb 1000-900-800-700-600-400حزـ ذات الأوزاف التالية ) 6وكذلؾ أعطت  

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات  العضوي المتكوفوعينات الكالس  تشالنجرعينات النبات الأـ لمصنؼ 

 عمى وسطي التجديد المستخدميف.
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 Pr7استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز24) رقـالشكؿ 

 :Pr8المرئسة 

 (pb 1000-900-800-700-600-500-400)التالية  وزافذات الأحزـ  Pr8 7المرئسة أعطت  

مف معمقات الأوراؽ  العضوي المتكوفعينات الكالس لمصنؼ أماريف و النبات الأـ في كؿٍ مف عينات 

 المستخدميف.التجديد  يوالسلاميات عمى وسط

في كؿٍ مف  (pb 1000-900-800-700-600-500)التالية  وزافذات الأحزـ  6في حيف أعطت  

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات  العضوي المتكوفعينات الكالس و  تشالنجرلمصنؼ النبات الأـ عينات 

 المستخدميف.التجديد  يعمى وسط
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 Pr8استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز25) رقـالشكؿ 

 :Pr9المرئسة 

متباينة في عينات النبات الأـ لمصنؼ أماريف  Pr9باستخداـ المرئسة  ISSRكانت نتيجة اختبار  

-600-500-400بأوزاف )في عينة النبات الأـ حزـ  5منو. حيث أعطت  العضوي المتكوفوالكالس 

800-900 pb.)  مف معمقات الأوراؽ  العضوي المتكوفعينات الكالس نتيجة الاختبار لفي حيف أعطت

(، pb 1200و 400حزـ تراوحت أوزانيا بيف )   BAP 6والسلاميات عمى وسط التجديد المضاؼ لو 

وظيرت حزمتيف جديدتيف  (،pb 800) لنبات الأـ وغابت حزمة واحدة بوزفحزـ منيا مع ا 4تشابيت 

 (.pb 1200-1000بأوزاف )

مف معمقات  العضوي المتكوفعمى عينات الكالس  ISSRعند إجراء اختبار  Pr9وقد أعطت المرئسة 

 1200و  400بأوزاف تراوحت بيف )حزـ  Z 6 الػ المضاؼ لوالأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد 

pb 5(، تشابيت مع النبات الأـ في ( 1200حزـ وتباينت عنيا بظيور حزمة جديدة بوزف pb.) 
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 العضوي المتكوفعينات الكالس عمى عينات النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر و  Pr9المرئسة أدى اختبار  

حزـ بأوزاف  7المستخدميف إلى الحصوؿ عمى التجديد  يمف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط

 (.pb 1200و  400تراوحت بيف )

 
 Pr9استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز26) رقـالشكؿ 

 :Pr10المرئسة 

-1000-800-600-500حزـ بأوزاف ) 5في النبات الأـ لمصنؼ أماريف  Pr10أعطت المرئسة  

1400 pb مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط  العضوي المتكوف(، وكذلؾ في عينات الكالس

مف معمقات الأوراؽ عمى وسط التجديد  العضوي المتكوفوعينات الكالس  BAPالتجديد المضاؼ لو 

مف معمقات السلاميات عمى  العضوي المتكوف، في حيف أعطت في عينات الكالس Z الػ المضاؼ لو

( حيث تشابيت مع pb 2000و  500بيف )تراوحت أوزانيا  حزـ Z 5الػ  المضاؼ لووسط التجديد 

 (.pb 2000وظيرت حزمة جديدة بوزف )( pb 600حزـ وغابت حزمة واحدة بوزف ) 4النبات الأـ في 
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في كؿٍ مف  (pb 1400-1000-800-500)التالية  وزافذات الأحزـ  Pr10 4المرئسة أعطت  

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات  العضوي المتكوفعينات الكالس لمصنؼ تشالنجر و النبات الأـ عينات 

 المستخدميف.التجديد  يعمى وسط

 
 Pr10استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل ليلامة الأغاروز(: صورة 27) رقـالشكؿ 

 :Pr11المرئسة 

عمى عينات النبات الأـ لمصنؼ أماريف حزمتيف فقط  ISSRعند إجراء اختبار  Pr11أعطت المرئسة  

مف معمقات الأوراؽ  العضوي المتكوف(، في حيف أعطت في عينات الكالس pb 500و 400)

(، pb 1400و  400بأوزاف تراوحت بيف )حزـ  9والسلاميات عمى وسطي التجديد المستخدميف 

بيف حزـ جديدة بأوزاف تراوحت  7تشابيت مع النبات الأـ في الحزمتيف السابقتيف وتباينت عنيا بظيور 

 (.pb 1400و  600)
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العضوي عينات الكالس ـ لمصنؼ تشالنجر و عمى عينات النبات الأ Pr9المرئسة اختبار  أما عند 

حزـ  8المستخدميف فقد تـ الحصوؿ عمى التجديد  يمف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط المتكوف

 (.pb 1200و  400تراوحت بيف )بأوزاف 

 
 Pr11استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز28) رقـالشكؿ 

 :Pr12المرئسة 

(، وكذلؾ pb 2000و 1600في عينة النبات الأـ لمصنؼ أماريف حزمتيف فقط ) Pr12أعطت المرئسة  

مف معمقات  العضوي المتكوفعينات الكالس باستخداـ ىذه المرئسة عمى  ISSRكانت نتيجة اختبار 

تظير  حيث ظيرت الحزمتيف السابقتيف أيضاً، في حيف لـ Z الػالتجديد الأوراؽ والسلاميات عمى وسط

 أية حزمة عند اختبار ىذه المرئسة عمى عينات الكالس الأخرى في الصنؼ أماريف.

 1000باختبارىا عمى عينة النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر حزمة واحدة بوزف ) Pr12المرئسة أعطت  

pb مف معمقات الأوراؽ عمى وسط  العضوي المتكوف(، في حيف أعطت حزمتيف في عينة الكالس

تشابيت مع النبات الأـ في حزمة واحدة وتباينت عنيا بظيور حزمة جديدة  BAPاؼ لو التجديد المض
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مف معمقات السلاميات عمى  العضوي المتكوفحزـ في عينة الكالس  4(، وقد ظيرت pb 1600بوزف )

حزـ بأوزاف  3تشابيت مع النبات الأـ في حزمة واحدة وتباينت عنو في  BAPوسط التجديد المضاؼ لو 

(600-900-1600 pb أما عند اختبار ىذه المرئسة عمى .) مف  العضوي المتكوفعينة الكالس

حزـ متشابية مع النبات الأـ في  6فقد أعطت  Z الػ معمقات الأوراؽ عمى وسط التجديد المضاؼ لو

(، في حيف pb 1000-900-800-600-500)حزـ جديدة بأوزاف  5حزمة واحدة وتباينت عنيا في 

 Zالػ عمى وسط التجديد المضاؼ لو  السلامياتمف معمقات  العضوي المتكوفالكالس عينة أعطت في 

 1600و  900)حزـ تشابيت في حزمة واحدة مع النبات الأـ وتباينت عنو في حزمتيف جديدتيف  3

pb .) 

 
 Pr12استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز29) رقـالشكؿ 

 :Pr13المرئسة 

تراوحت بيف حزـ بأوزاف  10النبات الأـ لمصنؼ أماريف  عند اختبارىا عمى Pr13أعطت المرئسة  

مف  العضوي المتكوفعينات الكالس  عمى وكانت النتيجة مماثمة عند اختبارىا، (pb 2000و  400)
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. في حيف أعطت ىذه المرئسة BAPمعمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد المضاؼ لو 

مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد  العضوي المتكوفباختبارىا عمى عينات الكالس 

 700حزـ مشابية لحزـ الناتجة في النبات الأـ حيث غابت حزمة واحدة بوزف ) Z  9الػ  المضاؼ لو

pb.) 

 العضوي المتكوفعينات الكالس عمى عينات النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر و  Pr13المرئسة أدى اختبار  

حزـ متشابية  8المستخدميف إلى الحصوؿ عمى التجديد  يمف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط

 (.pb 2000و  500تراوحت بيف )فيما بينيا بأوزاف 

 
 Pr13استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز30) رقـالشكؿ 

 :Pr14المرئسة 

عمى عينات النبات الأـ لمصنؼ أماريف  Pr14المرئسة اختبار كانت نتيجة الاختبار متماثمة عند  

المستخدميف، التجديد  يمف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط العضوي المتكوفعينات الكالس و 

 (.pb 2000و  400تراوحت بيف )حزـ متشابية فيما بينيا بأوزاف  10حيث أعطت 
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العضوي عينات الكالس عمى عينات النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر و  Pr14المرئسة أدى اختبار كذلؾ  

حزـ  7المستخدميف إلى الحصوؿ عمى التجديد  يمف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط المتكوف

 (.pb 2000و  500تراوحت بيف )متشابية فيما بينيا بأوزاف 

 
 Pr14استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز31) رقـالشكؿ 

 :Pr15المرئسة 

العضوي وعينات الكالس عند اختبارىا عمى عينات النبات الأـ لمصنؼ أماريف  Pr15المرئسة أعطت  

حزـ متشابية فيما  Z  7 الػ المضاؼ لوالتجديد مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط  المتكوف

الكالس عمى عينات المرئسة  ىذه اختبار(، في حيف أدى pb 1200و  500تراوحت بيف )بينيا بأوزاف 

إلى الحصوؿ   BAP المضاؼ لومف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد  العضوي المتكوف

منيا حزـ  6حيث تشابيت مع النبات الأـ في ( pb 1200و  600تراوحت بيف )حزـ بأوزاف  7عمى 

 (.pb 1400( وظيرت حزمة جديدة بوزف )pb 500وغابت حزمة واحدة بوزف )
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 العضوي المتكوفوعينات الكالس  تشالنجرعينات النبات الأـ لمصنؼ في  Pr15المرئسة أعطت كما  

حزـ متشابية فيما بينيا بأوزاف  Z  6 المضاؼ لوالتجديد مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط 

 العضوي المتكوفالكالس في عينات المرئسة  (، في حيف أعطت ىذهpb 1000و  500تراوحت بيف )

حزـ  5إلى الحصوؿ عمى   BAP المضاؼ لومف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد 

  (.pb 900ابت حزمة واحدة بوزف )حيث غالنبات الأـ  مشابية لمحزـ الناتجة عند اختبار

 
 Pr15استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز32) رقـالشكؿ 

 :Pr16المرئسة 

متماثمة في الصنفيف المدروسيف أماريف وتشالنجر،  Pr16باستخداـ المرئسة  ISSRنتيجة اختبار كانت 

مف معمقات الأوراؽ  العضوي المتكوفعينات الكالس و النبات الأـ وذلؾ عند اختبار كؿٍ مف عينات 

-300حزـ بأوزاف ) 6 حيث أعطت  المستخدميف.التجديد  يعمى وسطلكلا الصنفيف والسلاميات 

400-500-600-800-1200 pb). 
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 Pr16استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز33) رقـالشكؿ 

 :Pr17المرئسة 

 العضوي المتكوفعينات الكالس عمى عينات النبات الأـ لمصنؼ أماريف و  Pr17المرئسة أدى اختبار  

حزـ متشابية  5المستخدميف إلى الحصوؿ عمى التجديد  يمف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسط

 .(pb 1200-800-600-500-400)فيما بينيا ذات الأوزاف التالية 

باختبارىا عمى عينات النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر وعينات الكالس  Pr17في حيف أعطت المرئسة  

حزـ متشابية فيما  5مف معمقات الأوراؽ والسلاميات عمى وسطي التجديد المستخدميف  العضوي المتكوف

 (.pb 1200-900-800-600-500بينيا ذات الأوزاف التالية )
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 Pr17استخداـ المرئسة بعينات البطاطا   DNAػل (: صورة ليلامة الأغاروز34) رقـالشكؿ 

 

ومصدر الخزعة النباتية ) الأوراق والسلاميات( عمى  Zو  BAPتأثير منطمات النمو النباتية  6--4

لأصناف البطاطا  من المعمقات الخموية العضوي المتكونالكالس الوراثي بين النبات الأم و التباين 

  : المدروسة

 التكويني صنفي البطاطا أماريف وتشالنجر ) النبات الأـ والكالس تـ تضخيـ العينات المدروسة مف

منظمات النمو مف المعمقات الخموية للأوراؽ والسلاميات عمى وسطي التجديد بتأثير  العضوي المتكوف

 مرئسة وقد أعطت جميعيا تضاعفات. 17( باستخداـ Zو  BAP النباتية 

 الصنؼ أماريف: 4-6-1

( أف عدد الحزـ الكمية الناتجة عف تضخيـ عينات النبات الأـ في الصنؼ أماريف 16الجدوؿ رقـ ) يبيف

مف المعمقات  BAP الػبتأثير  العضوي المتكوفعينات الكالس  DNAحزمة، وأف نواتج تضخيـ  98



95 

  

حزمة متشابية مع الحزـ الكمية الناتجة عف  82الخموية لكؿٍ مف الأوراؽ والسلاميات لمصنؼ أماريف 

زمة، ح 28المتشابية(  النبات الأـ، في حيف كاف عدد الحزـ المتباينة والغائبة ) غير DNAتضخيـ 

مف المعمقات  العضوي المتكوف%( في كؿٍ مف الكالس 25.45فكانت النسبة المئوية لمتبايف الوراثي )

( أف 15. كما يظير الجدوؿ رقـ )BAPالخموية للأوراؽ والسلاميات عمى وسط التجديد المضاؼ لو 

ؿٍ مف أوراؽ مف المعمقات الخموية لك Zبتأثير  العضوي المتكوفعينات الكالس  DNAنواتج تضخيـ 

النبات الأـ،  DNAحزمة متشابية مع الحزـ الكمية الناتجة عف تضخيـ  88وسلاميات الصنؼ أماريف 

حزمة، فكانت النسبة المئوية لمتبايف  19في حيف كاف عدد الحزـ المتباينة والغائبة ) غير المتشابية( 

الخموية للأوراؽ والسلاميات عمى مف المعمقات  العضوي المتكوف%( في كؿٍ مف الكالس 17.76الوراثي )

 .Zوسط التجديد المضاؼ لو 

) الأوراؽ والسلاميات( عمى التبايف النباتية إلى أف تأثير مصدر الخزعة  (16الجدوؿ رقـ )كما يشير 

في وسط  Zو  BAPالوراثي المدروس في صنؼ البطاطا أماريف كاف متماثلًا عند استخداـ السايتوكينيف 

 التجديد.

أف متوسط التبايف الوراثي  (16الجدوؿ رقـ )وبمقارنة تأثير السايتوكينيف في وسط التجديد يظير 

حيث بمغ متوسط التبايف  Zأعمى مقارنة مع تأثير  )%25.45بمغ )  BAPالمدروس في أماريف بتأثير 

(17.76)% 
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 مف المعمقات الخموية لمصنؼ أماريف العضوي المتكوف(:التبايف الوراثي بيف النبات الأـ والكالس 16جدوؿ رقـ )ال

primers 

 العينات المدروسة

v5 v1 v2 v3 v4 

عدد الحزم 
في  الكلية

 النبات الأم

عدد الحزم 
المتباينة 
 والغائبة

عدد الحزم 
 المتشابهة

نسبة 
 التباين%

عدد الحزم 
المتباينة 
 والغائبة

عدد الحزم 
 المتشابهة

نسبة 
 التباين%

عدد الحزم 
المتباينة 
 والغائبة

عدد الحزم 
 المتشابهة

نسبة 
 التباين%

عدد الحزم 
المتباينة 
 والغائبة

عدد الحزم 
 المتشابهة

نسبة 
 التباين%

Pr1 9 3.00 6.00 33.33 3.00 6.00 33.33 3.00 6.00 33.33 3.00 6.00 33.33 

Pr2 8 1.00 7.00 12.50 1.00 7.00 12.50 3.00 5.00 37.50 3.00 5.00 37.50 

Pr3 4 4.00 0.00 100.00 4.00 0.00 100.00 2.00 4.00 33.33 2.00 4.00 33.33 

Pr4 4 6.00 3.00 66.67 6.00 3.00 66.67 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 

Pr5 2 0.00 2.00 0.00 0.00 2.00 0.00 0.00 2.00 0.00 0.00 2.00 0.00 

Pr6 4 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 

Pr7 7 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 

Pr8 9 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 

Pr9 5 3.00 4.00 42.86 3.00 4.00 42.86 1.00 5.00 16.67 1.00 5.00 16.67 

Pr10 5 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 

Pr11 2 7.00 2.00 77.78 7.00 2.00 77.78 9.00 2.00 81.82 9.00 2.00 81.82 

Pr12 2 2.00 0.00 100.00 2.00 0.00 100.00 0.00 2.00 0.00 0.00 2.00 0.00 

Pr13 10 0.00 10.00 0.00 0.00 10.00 0.00 1.00 9.00 10.00 1.00 9.00 10.00 

Pr14 9 0.00 9.00 0.00 0.00 9.00 0.00 0.00 9.00 0.00 0.00 9.00 0.00 

Pr15 7 2.00 6.00 25.00 2.00 6.00 25.00 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 

Pr16 6 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 

Pr17 5 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 

 17.76 88.00 19.00 17.76 88.00 19.00 25.45 82.00 28.00 25.45 82.00 28.00 98 المجموع

متوسط نسبة التباين 
 لوسط التجديد%

25.45 17.76 

متوسط نسبة التباين في 
 الصنف %

21.61 
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 الصنؼ تشالنجر: 4-6-2

النبات الأـ لمصنؼ تشالنجر  DNAأف عدد الحزـ الكمية الناتجة عف تضخيـ  (17الجدوؿ رقـ )يوضح 

مف  BAPالػبتأثير  ةالعضوي المتكونعينات الكالس  DNAحزمة، في حيف أعطت نواتج تضخيـ  95

 DNAحزمة متشابية مع الحزـ الكمية الناتجة عف تضخيـ  89المعمقات الخموية لأوراؽ الصنؼ تشالنجر 

، لتكوف النسبة المئوية  10النبات الأـ، في حيف كاف عدد الحزـ المتباينة والغائبة ) غير المتشابية(  حزـ

 %(.10.10لمتبايف الوراثي )

 الػبتأثير  ةالعضوي المتكونعينات الكالس  DNAاتج تضخيـ أيضاً أف نو  (16الجدوؿ رقـ ) يبيفكما 

BAP  حزمة متشابية مع الحزـ الكمية  90مف المعمقات الخموية لسلاميات الصنؼ تشالنجر قد أعطت

 11النبات الأـ، في حيف كاف عدد الحزـ المتباينة والغائبة ) غير المتشابية(  DNAالناتجة عف تضخيـ 

 %(.10.89ئوية لمتبايف الوراثي )حزمة، لتكوف النسبة الم

مف المعمقات الخموية  ةالعضوي المتكونعينات الكالس  DNAأف نواتج تضخيـ  (17الجدوؿ رقـ )ويشير 

حزمة متشابية مع الحزـ  92قد أعطت  Zلأوراؽ الصنؼ تشالنجر عمى وسط التجديد المضاؼ لو 

حزـ متباينة وغائبة ) غير متشابية(، وكانت النسبة  10النبات الأـ، و  DNAالكمية الناتجة عف تضخيـ 

 %(.9.80المئوية لمتبايف الوراثي المدروس )

مف المعمقات الخموية لسلاميات  ةالعضوي المتكونعينات الكالس  DNAفي حيف إف نواتج تضخيـ 

حزمة متشابية مع الحزـ الكمية  92قد أعطت  Zالصنؼ تشالنجر عمى وسط التجديد المضاؼ لو 

حزـ متباينة وغائبة ) غير متشابية(، وبمغت النسبة المئوية  5النبات الأـ، و  DNAالناتجة عف تضخيـ 

 %(.5.15لمتبايف الوراثي المدروس )

أف تأثير مصدر الخزعة ) الأوراؽ والسلاميات( في التبايف الوراثي  (17الجدوؿ رقـ )يلاحظ مف 

 في وسط التجديد  BAP الػ عند استخداـ السيتوكينيف المدروس في صنؼ البطاطا تشالنجر كاف متقارباً 
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%( للأوراؽ والسلاميات عمى التوالي، في حيف كاف تأثير الأوراؽ كمصدر لمخزعة  10.89و  10.10 )

%( أعمى مقارنة مع تأثير السلاميات حيث بمغت نسبة 9.80عمى التبايف الوراثي في الصنؼ تشالنجر )

 %(.5.15التبايف الوراثي )

يتوكينيف في وسط التجديد عمى التبايف الوراثي المدروس في الصنؼ تشالنجر، يظير وبمقارنة تأثير الس

%( أعمى 10.50في وسط التجديد بمغ ) BAP الػ ( أف متوسط التبايف عند استخداـ17الجدوؿ رقـ )

 %(.7.48في وسط التجديد حيث بمغ متوسط التبايف الوراثي ) Z الػمقارنة مع تأثير 

( أف التبايف الوراثي المدروس في الصنؼ أماريف كاف أعمى مقارنة 17( ورقـ )16ير الجدوليف رقـ )يظ

 النباتية          مع التبايف الوراثي في الصنؼ تشالنجر، سواءً بالنسبة لوسط التجديد أـ لمصدر الخزعة

%( وفي الصنؼ 21.61)) الأوراؽ والسلاميات( حيث كاف متوسط التبايف الوراثي في الصنؼ أماريف 

 %(.8.99تشالنجر )
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 مف المعمقات الخموية لمصنؼ تشالنجر العضوي المتكوف(:التبايف الوراثي بيف النبات الأـ والكالس 16جدوؿ رقـ )ال

primers 

 العينات المدروسة

v10 v6 v7 v8 v9 

عدد الحزم 
في  الكلية

 النبات الأم

الحزم عدد 
المتباينة 
 والغائبة

عدد الحزم 
 المتشابهة

نسبة 
 التباين%

عدد الحزم 
المتباينة 
 والغائبة

عدد الحزم 
 المتشابهة

نسبة 
 التباين%

عدد الحزم 
المتباينة 
 والغائبة

عدد الحزم 
 المتشابهة

نسبة 
 التباين%

عدد الحزم 
المتباينة 
 والغائبة

عدد الحزم 
 المتشابهة

نسبة 
 التباين%

Pr1 7 2.00 6.00 25.00 2.00 6.00 25.00 2.00 7.00 22.22 2.00 7.00 22.22 

Pr2 5 3.00 5.00 37.50 2.00 5.00 28.57 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 

Pr3 4 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 

Pr4 4 1.00 3.00 25.00 1.00 3.00 25.00 1.00 3.00 25.00 1.00 3.00 25.00 

Pr5 5 1.00 5.00 16.67 2.00 5.00 28.57 2.00 5.00 28.57 0.00 5.00 0.00 

Pr6 4 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 

Pr7 7 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 

Pr8 7 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 

Pr9 7 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 

Pr10 4 1.00 3.00 25.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 0.00 4.00 0.00 

Pr11 8 0.00 8.00 0.00 0.00 8.00 0.00 0.00 8.00 0.00 0.00 8.00 0.00 

Pr12 1 1.00 1.00 50.00 3.00 1.00 75.00 5.00 1.00 83.33 2.00 1.00 66.67 

Pr13 8 0.00 8.00 0.00 0.00 8.00 0.00 0.00 8.00 0.00 0.00 8.00 0.00 

Pr14 7 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 0.00 7.00 0.00 

Pr15 6 1.00 5.00 16.67 1.00 5.00 16.67 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 

Pr16 6 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 0.00 6.00 0.00 

Pr17 5 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 0.00 5.00 0.00 

 5.15 92.00 5.00 9.80 92.00 10.00 10.89 90.00 11.00 10.10 89.00 10.00 95 المجموع

متوسط نسبة التباين 
 لوسط التجديد%

10.50 7.48 

متوسط نسبة التباين 
 للصنف %

8.99 
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ختلاؼ الطراز الوراثي أو المجموعة لا  Somoclonal Variationالتباينات الوراثية الجسميةتعزى 

نتيجة لعمميات الحذؼ أو الإضافة أو التكرار أو  ،(Bayliss ،1980)الصبغية الأساسية وتضاعفاتيا 

 ،Marthur و  Kumar) عمى مستوى خلايا الكالس  الانقلاب في النكموتيدات المكونة لممورثة

2004). 

إضافة النسب العالية مف منظمات النمو إلى الأوساط المغذية في المزارع الخموية إلى كما تؤدي   

ما أحدث تغيراً ممحوظاً في أعداد الصبغيات وخاصة  ،ليذه الخلايا تغيير في السموؾ الوراثي الخموي

 .(Deambrogia، 1979 و Dale) D-2,4 الأوكسيف بوجود

 BAP السيتوكينيف الػبتأثير  العضوي المتكوفالمرتفعة في الكالس الوراثي تعزى مستويات التبايف كما 

كونو   نسبياً إلى تبايف وراثي منخفض الزياتيف تأثير  أدى في حيف ،لكونو سيتوكينيف صناعي

سيتوكينيف منتج طبيعياً مما يجعؿ امتصاصو أسيؿ مف قبؿ الخلايا النباتية لذلؾ أدى إلى تبايف 

(sadohara ،1993) . 

 

 

 

 

 

 

 



101 

  

 الاستنتاجات:  4-7

 المسببات نمو مف الحد في فعالة% 4 الصوديوـ ىيبوكموريت بمحموؿالدرنات  تعقيـ عممية ت عد .1

 .الأولي الزرع مرحمةفي  المرضية

استخداـ تبيف أف حيث  ، D2,4- باستخداـ منظـ النمو رئيس بشكؿٍ  الكالس استحداث نسبة تتحدد .2

ىو الأمثؿ لاستحداث الكالس مف أوراؽ وسلاميات صنفي البطاطا D-2,4 ؿ  /مغ3التركيز 

 أماريف وتشالنجر.

 MS½  وسط عمى والسلاميات كالس الأوراؽ مف تأسيس وزرع المعمقات الخموية بدءاً  إمكانية .3

 .D-2,4ؿ  /مغ 3 لو مضافاً 

في المعمقات الخموية عند الصنؼ أماريف في الأسبوعيف الثالث والرابع  الخموية الكثافة ازدادت .4

 بشكؿ ممحوظ، في حيف ازدادت بشكؿ تدريجي في المعمقات الخموية عند الصنؼ تشالنجر.

 الانقساـ في معدؿ أماريف عند الصنؼ عمى مثيلاتيا للأوراؽ ياتلمسلام الخموية المعمقات تفوقت .5

 فيما بينيا عند الصنؼ تشالنجر. معنوية فروؽ الخموي، بينما لـ يلاحظ وجود

 أماريف، بالمقارنة مع الصنؼ تشالنجر الخموية لمصنؼ الخلايا في المعمقات حيوية تفوقت .6

 والرابع. الثالث للأسبوعيف

 1.75 التركيز مف المعمقات الخموية، باستخداـ كوفتالمانؼضىٌ أػهً وغبت نهكانظ  عمى الحصوؿ .7

 .BAPالسيتوكينيف / ؿ مف مغ

في  BAPالسيتوكينيف بنزيؿ أمينو بوريف  أقؿ مف فعالية Z فاستخداـ السيتوكينيف الزياتيأظير  .8

 لمتجديد استجابتيا في المعمقات وتباينت ،الخموية مف المعمقات العضوي المتكوفتجديد الكالس 

معمقات  مف العضوي المتكوفلمكالس  الأمثؿ  ؿ /مغ 1.5 التركيز كاف استخداـ فقد ،Z الػ بتأثير

استخداـ  كاف حيف في تشالنجر، لمصنؼ معمقات الأوراؽ و أماريف ، لمصنؼ والسلاميات الأوراؽ
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 لمصنؼ السلامياتمف  العضوي المتكوف لمكالس ىو الأمثؿ مف الزياتيف ؿ /مغ 0.5 التركيز

 تشالنجر.

)الأوراؽ والسلاميات( في التبايف الوراثي بيف النباتات الأـ والكالس النباتية تأثير مصدر الخزعة  .9

 مف المعمقات الخموية في الصنؼ أماريف كاف متماثلًا وذلؾ سواءً عند استخداـ العضوي المتكوف

 في وسط التجديد. Zأو  BAP السيتوكينيف 

ـ )الأوراؽ والسلاميات( في التبايف الوراثي بيف النباتات الأات النباتية الخزعمصدر تأثير  .10

 مف المعمقات الخموية في الصنؼ تشالنجر كاف متقارباً عند استخداـ العضوي المتكوفوالكالس 

في وسط التجديد في حيف كاف تأثير الأوراؽ في التبايف الوراثي المدروس أعمى  BAP السيتوكينيف

 في وسط التجديد. Zالزياتيف  ع تأثير السلاميات عند استخداـ مقارنة م

 إف التبايف الوراثي المدروس في كلا الصنفيف )أماريف وتشالنجر( والناتج عند استخداـ .11

في وسط التجديد كاف أعمى مقارنة مع التبايف الوراثي الناتج عند استخداـ  BAP السيتوكينيف

  . Zالزياتيف 
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 :والتوصيات  لمقترحاتا 4-8

 نمو مؤشرات خلاؿ مف خصائصيا ودراسةلأنواع وأصناؼ نباتية  الخموية المعمقات تأسيس .1

 .أخرى

 .والوراثية والخموية الفيزيولوجية الدراسات في الخموية المعمقاتاستخداـ تقنية  .2

 استخداـ الكثافة الخموية ومعدؿ الانقساـ الخموي كمؤشرات لنمو الخلايا في المعمقات. .3

 ولإنتاج الخضرية الأجنة عمى الحصوؿ في فعالة كتقانة الخموية المعمقات زرع في التوسع .4

 .النباتات في الفعالة الثانوية المركبات

 . الأخرى النباتية وللأنواع لمبطاطا الوراثي التحسيف في برامج  الخموية المعمقات تقنية تطبيؽ .5

 لموقوؼ عمى حيوية المعمقات الخموية.  TTCة اختبار حيوية الخلايا الاستفادة مف تقني .6

 لكشؼ التبايف الوراثي. ISSRاستخداـ عدد أكبر مف مرئسات  .7

في دراسة التبايف الوراثي في مجاؿ RAPD) و  (SSRنيات أخرى وتق ISSRاستخداـ تقنية  .8

 زراعة الأنسجة والتقنيات الحيوية المعتمدة عمييا.

ة عف التضخيـ لتحديد المورثات المسؤولة عف الناتج DNAإجراء تسمسؿ نكميوتيدي لحزـ الػ  .9

 التبايف الوراثي المدروس.
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Abstract 

 

This research was carried out in the laboratories of The National 

Commission for Biotechnology (NCBT) and The Faculty of Agriculture, 

Damascus University (Damascus- Syria) during the years 2015-2016. It aimed to 

culture and regenerate cellular suspensions of two 4N potato cultivars Solanum 

tuberosum L. var Amarin and Solanum tuberosum L. var Challenger, which were 

locally certified in 2013. Genetic variations were evaluated on organic callus 

formed from cellular suspensions using ISSR. 

Callus of both cultivars (Amarin and Challenger) was initiated starting with 

two sources of explants (leaves and internodes) using Murashig and Skooge (MS) 

medium supplemented with different concentrations of the auxin 2,4- 

dechlorophenoxy acetic acid (2,4-D). The best concentrations of 2,4-D was 3 mg/ 

l, for callus initiation of cultivar Amarin 96% and 92% from Leaves and 

Internodes respectively, and 92% of cultivar Challenger from both explants. 

Cell suspensions were cultured from callus into liquid medium ½ MS 

containing 3 mg/ l 2,4-D. Some growth parameters (cellular density, mitotic 

index, and cell viability) were studied. Cell suspensions of both cultivars reached 

stability phase in the third week of culturing. 

Cellular density of cell suspensions has increased significantly in the cultivar 

Amarin in the third and fourth weeks, while it increased gradually in  the cultivar 

Challenger. Division ratios of internodes-cellular suspensions in the cultivar 

Amarin were higher comparing with those of leaves, while no-significant 

differences were observed in the cultivar Challenger. Cell viability of the cell 

suspensions of the cultivar Amarin was higher in  the third and fourth weeks 

comparing with  the Challenger cultivar.  

Different concentrations of growth regulators (6- Benzyl amino purin (BAP) 

and Zeatin (Z)) were used in order to regenerate cell suspensions, and the highest 
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percentage of the formed callus from cellular suspensions of both cultivars was 

obtained using 1.75 mg / l of  BAP. It was observed that Z had  less effectiveness 

than BAP in the regeneration of callus from the cellular suspensions; cellular 

suspensions varied in their responds to the regeneration in the presence of Z, that 

the optimal callus regeneration was obtained using 1.5 mg/l Z starting from 

leaves and internodes cellular suspensions in Amarin cultivar and from leaves 

cellular suspensions in Challenger cultivar.  

The effect of the explant source (leaves or internodes) on the genetic 

variations among mother plants and organic callus formed from cellular 

suspensions was the same in Amarin cultivar using BAP or Z in the regeneration 

medium; while in the cultivar Challenger genetic variations among mother plants 

and organic callus was higher starting with leaves comparing with internodes 

using Z in the regeneration medium. 

Genetic variation in both studied cultivars (Amarin and Challenger) and the 

using BAP in the regeneration medium was higher comparing with it using Z. 

Key words: callus, cellular suspensions, genetic variation, potato , 2,4-D, BAP, 

Z, ISSR,. 
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