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 : مقدمة  -8-1

. حدى الطرائق  اسسسسق ة  قق تات قسا زراعقة اسالقبة التبست قةتعد زراعة البروتوبلاست إ         

والبروتوبلاست بسلتعريف هي خل ة ابست ة خسل ة  ق الغشسء البكتوسللوزي، وتحوي كسفة  كواقسا 

ة  ققق الل توبلاسققل والتققواا وال ققساعسا والر توكواققدري وال بققوا وتكققو   حس ققة الخل ققة التبست قق

غر جقءء ابقستي صقتعد البروتوبلاست أ(.   1-8)   بسلغشسء الل توبلاسري كرس هو  وضح بسلشكل 

تكويق ابستسا كس لة  فيتحت ظ البروتوبلاست بادرتهس . في أوسس   غذية صلبة او سسئلةيتل زرعه 

بست ة ، ويركق الا سم بتطب   بعض التات سا التي لايركق تطب اهس فقي الخلايقس التبست قة  ثل الخلايس الت

لقذل  لهقس أهر قة علر قة وتطب ا قة فقي  بقس  ترب قة التبقسا والتحلق ق . بلبب وجود البدار الخلوي

 .لوراثي وفي  بسلاا الهتدسة الوراث ةا

 
رعهس، لابد لتس  ق تذكر الخل ة التبست ة قبل البدء بدراسة البروتوبلاست وك   ة الح و  عل هس وز

الررف  بت ة الخل ة التبست ة بركواستهس الرختل ة (  1-8) يوضح الشكل   . و كواستهس الرختل ة

 . اسسسس ة

  

 :يتألف البدار الخلوي  ق  بات ق 

  باة بكت ت ة تعرل على ربط الخلايس التبست ة  ع بعضهس البعض في التل ج  -

 ، وعتد ت ك   هذه الطباة يتل تحرير الخلايس التبست ة عق بعضهس  اش ريالبسرا       

  .البعض       

  باة  ق اللللوز واله ر لللوز تح ط بسلخلايس التبست ة وعتد هضل هذه الطباة يتل  -

  .تحرير البروتوبلاست      

 :بسلوظسئف التسل ة فهو ياوميلعب البدار البكتوسللوزي دورا هس س في ح سا الخل ة التبست ة، 

 .حرسية الخل ة  ق الرؤثراا الخسرج ة -1

 ب ق داخل وخسرج  الرحسفظة على شكل الخل ة التبست ة، ات بة اختلاف في الضغط -2

 .الخلايس     

 .تحتوي على ااءيرسا ضرورية لاستالاب الخلوي و هرة للترو والااالسم الخلوي-3

 تال و بسدلة الرواد الغذائ ة والرركبسا يحوي البدار على فتحسا دق اة تلرح ب -4

 .اسسسس ة ب ق الخلايس     

بعض الرواد الحسفظة  لذل   ق الضروري عتد اءع البدار الخلوي لتحرير البروتوبلاست إضسفة

لوسط الاستخلاص للرحسفظة علقى ح قسا البروتوبلاسقت حتقى لاتتعقرخ للتخريقب ب عقل اخقتلاف 

يضققسف عققسدا بعققض الرققواد . ص وداخققل البروتوبلاسققتالضققغط الحلققولي بقق ق وسققط الاسققتخلا

 . الحسفظة للضغط الحلولي  ثل الرسا تو  واللورب تو  والغلوكوز

 

 :مزايا زراعة البروتوبلاست -8-2



تعد تات ة زرع البروتوبلاست  ق التات سا الهس ة التي لهس تطب اسا كث را في  بس  ترب قة           

لهقذه التات قة  ءايقس . حقو  اججهقسداا الح ويقة واللاح ويقة فقي التبقساالتبسا والهتدسة الوراث قة وب

 :وفوائد كث را  تهس

 تات ققسا اجكثققسر الخضققري عتققد س تتطققور وتعطققي أجتققة إحققدى تعققد تات ققة البروتوبلاسققت -1

 .خضرية  بسشرا أو تعضي  بسشر دو  الررور بررحلة الكسلوس

 

تطور البروتوبلاست وتكقويق كقسلوس و قق يركق الح و  على زيسدا في الخلط الوراثي عتد  -2

لهس أهر ة تطب ا قة  أو   راا يركق الح و  على سلالاا أو أصتسف جديداكرس ثل ابستسا كس لة، 

 .في  بس  التحل ق الوراثي للتبستسا الاقت سدية

 

 . يتل الح و  على أاواع ابست ة جديدا عق  ري  د ج البروتوبلاست -3

 

أو غ قر  تبقساأ أو هبقق  Somatic Hybridضرية  تبسالة  يركق الح و  على هبق خ -4

 . عق  ري  د ج البروتوبلاست.  Cybridخضرية غ ر  تكس لة  ثل الل بريد 

 

تعققد  رياققة زرع البروتوبلاسققت إحققدى  رائقق  الهتدسققة الوراث ققة إج يركققق ادخققس  أجققءاء  ققق  -5

تعقد تات قة زرع البروتوبلاسقت . أو بلاز  د ، أو بكتريس ، أو ف روسسا أو كلوروبلاست DNAا 

 . هرة في عرل ة التال الرورثي والتعديل الوراثي

 

 .يركق اال ص ة العال الل توبلاسري عق  ري  د ج البروتوبلاست -6

 

 : عزل البروتوبلاست  -8-3

يققتل عققء  البروتوبلاسققت  ققق   ققسدر ابست ققة  ختل ققة،  ققق الارققل التس  ققة الخضققرية               

 قققق اسورال التبست قققة ،  قققق حبقققوب اللاقققست والخلايقققس التبست قققة ، كرقققس يركقققق عقققء  البذريقققة، وو

  .البروتوبلاست  ق الكسلوس

يتوجب إضسفة  واد حسفظة للضغط الحلولي إلى وسط الاستخلاص  ثقل اللقكروز أو الغلوكقوز،  

 قء الوسقط أو الرسا تو  واللورب تو ،  للرحسفظة على ح سا وح وية البروتوبلاست  ق التأثر بترك

 . الرغذي

يتقققألف الوسقققط الرغقققذي الخقققسص بسلاسقققتخلاص  قققق العتسصقققر الرعدا قققة الكبقققرى وال قققغرى ، 

ف تس  تسا، أحرسخ آ  ت ة، الهر واسا التبست ة،   در للطسقة بسجضسفة إلى  واد حسفظقة للضقغط 

  .الكحولي، ويضسف أيضس الرءيج اساءيري

 

 :يتل عء  البروتوبلاست إ س     

 ة   كسا ك ة ح ث يتل تبءئة اسورال ثل تطحق للح و  على  ءيج  قبطريا -1

يتل الح و  على البة قل لة  ق  .البروتوبلاست والشوائب التي تتتج  ق تهش ل اسالبة التبست ة   

البروتوبلاست التي تت ف بضعف ح ويتهس، كرس يلاحظ وجود البة  ق البروتوبلاست الربرحة 

 .والرهشرة ب عل الهرس

 

،  Pectinaseاءير ة ح ث يضسف إلى وسط الاستخلاص  ءيج أاءيري  ق البك ت ء أبطرياة  -2

 Cellulaseالققذي يعرققل علققى هضققل الققروابط البكت ت ققة فققي البققدار البكتوسققللوزي، واللقق للول ء

الققذيق يعرلققو  علققى هضققل الققروابط اللققللوزية  وتحريققر  hemicellulase واله رققي سققللول ء

 .البروتوبلاست



اءيرققققسا الرلققققتخد ة هققققي  ركبققققسا بروت ت ققققة بلقققق طة ، تعققققء   ققققق ال طققققور  ثققققل فطققققر واس 

Trichoderma    أو فطر اAspergillus  .ولابد  ق تحديد الرءيج الرتسسب الذي 

توجققد فققي . التبققسا واققوع اسالققبة الرلققتخد ة فققي عققء  البروتوبلاسققت عيختلققف بققسختلاف اققو 

يتل الح و  بهقذه الطرياقة علقى بروتوبلاسقت . شرااسسوال خلطسا جسهءا يركق استخدا هس  بس

 .بكر ة كب را وجاا ح وية عسل ة وغ ر  هشرة

 

 : عزل البروتوبلاست من أوراق التبغ

يؤثر  كس  وعرر ابقسا فقي القبة البروتوبلاسقت التقي يركقق الح قو  عل هقس  قق بسرااشق ل        

وي ضل أخذ أورال  ق الثلث العلوي  ي ضل استخدام ابستسا اس  ة في ب ت زجسجي ،. أورال التبغ

 (.أورال  ق الارة 6 -4ال ضل ب ق ) ورقة  15للتبسا ب ق 

% 5لردا ا ف دق اة ثل تعال برحلقو   قق ه بوكلوريقت الكسللق وم % 07ورال بسلكحو  عال است

 . دقسئ  ثل تغلل ثلا   راا بسلرسء الراطر الرعال 5لردا 

سقل ثقل تتقءع البشقرا 1-7.5حقوالي قطقع صقغ را لقل إلقى بقورل ف لتقر  عاقل ثقل تاورال اس تب ف

)   الرحلو  اساءيرقي ، كرقس هقو  وضقح بسلبقدو   على يضسف وسط اسستخلاص الحسوي. الل ل ة

 . ، والرعال بسل لترا إلى اسورال لعء  البروتوبلاست(

احقد  قق يركق الح و  على عدا  لاي ق  ق البروتوبلاسقت ، جاا الح ويقة العسل قة،  قق غقرام و 

 . ( Chaussat et Bigot, 1982)  أورال التبغ

. يهدف عء  البروتوبلاست الح قو  علقى أعلقى القبة  قق البروتوبلاسقت جاا الح ويقة العسل قة 

لايضققسف عققسدا إلققى وسققط الاسققتخلاص فققي التبققغ اللققكروز حتققى لا تبققدأ البروتوبلاسققت بتكققويق 

زرع البروتوبلاسققت كرققس هققو  وضققح  لققى وسققطإارققس يضققسف إو. البققدر الخلويققة بررحلققة  بكققرا 

 (.  1-8)  بسلبدو  

 

 

 وسط عء  وزراعة بروتوبلاست التبغ (:  1-8)  جدو  

 وسط الءرع  /غستخلاص  وسط الا عتسصر الوسط

 ( سس روزيل) البكت ت ء 

 اللللول ء

 

NH4NO3 

KNO3 

CaCL2,2H2O 

MgSO4,7H2O 

KH2PO4 

FeSO4,7H2O 

Na2EDTA 

ZnSO4 

H3BO3 

MnSO4,4H2O 

CuSO4,5H2O 

ALCL3 
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057 
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85 
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30.25 

1 
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0.03 
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NiCL2,6H2O 

KI 

 ايتوزيتو 

 بساتوت تسا الكسلل وم

 ب وت ق

 ا سس ق

 ب ريدوكل ق

 ت س  ق

NAA 

BAP 

 سكروز

  سا تو 

 بكتوآغسر

pH=5.5 

0.03 

0.01 

100 

1 

0.01 

1 

1 

1 

3 

1 

0 

80000 
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0.03 

0.01 

100 

1 

0.01 

1 

1 

1 

3 

1 

27777 

87777 

6777 

 

 

  

  

 

 

 

 

 : العوامل المؤثرة في عزل البروتوبلاست-8-4
تختلف شرو  . تؤثر بعض العوا ل اسسسس ة في عء  البروتوبلاست في اساواع التبست ة       

 .   عل هس بحلب اساواع التبست ةالعء  والبة البروتوبلاست الرركق الح و

 

 :تأثير عمر النبات الأم  -8-4-1

لوحظ تأث ر واضح لعرر التبسا اسم في البة البروتوبلاست الرركق الح و  عل هس وفي       

 67- 47ف ي التبغ فاد أوضحت التبسرب بأ  أفضل عرر لتبستسا التبغ هو ب ق . البة ح ويتهس

  .(Watt et al., 1974) فضل التتسئج أيو س تعطي 

 

 : تأثير حجم الأوراق المستخدمة -8-4-2

يوثر حبل اسورال الرلتخد ة أيضس في البة البروتوبلاست الرركق الح و  عل هس وفي          

ف ي العتب تب ق بس  استخدام اسورال جاا الحبل الوسط أفضل  ق ال غ را . البة ح ويتهس

وقد تل الح و  على اتسئج (.   2-8)  هو  وضح بسلبدو  كرس (  Wright, 1985) والكب را 

 . رسثلة في التبغ

 

 

 تسث ر حبل أورال العتب في عء  البروتوبلاست(:  2-8)  جدو    

 

 



 حبل اسورال

 

  ق أورال العتب ²سل فيعدد البروتوبلاست 

 صغ را

 

 وسط

 

 كب را

  ل و  7.6±7.1

 

  ل و  7.5 5.3±

 

  ل و  7.5 ± 2.0

 

 

  :تأثير تركيب الوسط المغذي ونسبة الهرمونات النباتية -8-4-3

يلعب الترك ب الرعداي والبة واوع الهر واسا التبست ة الرلتخد ة في وسط الاستخلاص         

ف ي العتب لوحظ ترديد الرحلو  الرعداي لروراش ج وسكوغ . دورا هس س في عء  البروتوبلاست

 (. Wright, 1985) لبروتوبلاست  حوالي أربع أضعسف ل كب ر في البة اعشر  راا زاد بشك

فاد تل الح و  على أعلى البة  ق . كرس يركق الح و  على البروتوبلاست  ق خلايس الكسلوس

وجل  بسستخدام وسط    Fritillaria imperialisالبروتوبلاست الح ة  ق كسلوس ابسا 

، وقد تل  عس لة الكسلوس بهذا بكت تسز% 1ز7+س للولاز% 2+  سا تو  % 0استخلاص يحوي 

 (. Chamani and Tahami, 2016) سسعسا  8الرءيج لردا 

  

تلعب الهر واسا دورا  هرس في وسط الاستخلاص وقد دلت التبسرب بأ  للأكل تسا دورا  هرس 

اواع تختلف اوع والبة اسكل تسا الرلتخد ة بحلب اس. في زيسدا البة البروتوبلاست الرعءولة

)   / غ 1بترك ء  BAP  وا / غ 3بترك ء  NAAة ف ي التبغ يتل استخدام الاوكل ق التبست 

Chaussat and Bigot,1982  .)4-2ورال العتب يتل استخدام ا أ س في حس  أ,D  بترك ء

فضل البة  ق البروتوبلاست الح ة أ  ح ث تل الح و  على /غ  7.1بترك ء BAP  وا / غ5

 (Wright,1985  .)ل ق دورا  هرس في زيسدا  طس  ة البدر الخلوية  رس يءيد  ق يلعب اسوك

كرس تلعب الهر واسا  .اءيرسا في هضل البدر ب ق الخلايس وتحرير البروتوبلاستاسفسعل ة 

 .التبست ة دورا  هرس ف رس بعد في تكويق البدر الخلوية البديدا عتد زرع البروتوبلاست

 

 : تاثير الإضاءة والحرارة -8-4-4

و أورال ل ترا ظلام تؤثر اجضسءا في عء  البروتوبلاست، فاد لوحظ بس  تعريض اس        

و بشرو  التهسر الا  ر تءيد في البة البروتوبلاست الرركق أستخلاص بسلظلام تت  ذ عرل ة الا

 & Bhatt) ورال في التبغ وفي العتب وفي البطس س والبسجابس  الح و  عل هس  ق اس

Fassuliotis,1981; Wright,1985  .) 

وقد وجد بسلتبربة في حس  العتب . تؤثر الحرارا أيضس في عء  البروتوبلاست وفي البة ح ويتهس

فضل عدد  ق البروتوبلاست بسلراسراة  ع أ ح ث أعطتم °22بأ  أفضل درجة حرارا كسات 

 (. Wright,1985( ) 3-8) درجسا الحرارا العسل ة والرتخ ضة كرس هو  وضح بسلبدو   

 

 تأث ر درجة الحرارا في عء  البروتوبلاست بسلعتب( :   3-8) جدو   

 

 عدد البروتوبلاست بسللل الرربع في اسورال درجة الحرارا الرلتعرلة درجة  ئوية

15 

 

22 

 

  ل و  11.7±1.7

 

  ل و   24.8±2.3

 



26 

 

37 

  ل و  ±7.8 12.8

 

  ل و  1.2 ± 0.6

 

 

ة الحرارا تؤثر بشكل كب ر في اشس  أاءيرسا الاستخلاص  ق الرلاحظ بشكل واضح بأ  درج

 .الذي يتعكأ في عدد البروتوبلاست الرحررا  ق ال ج اسورال

ولابد  ق الذكر أخ را بأ  اوع وترك ء اساءيرسا ، اوع الرواد الحسفظة الرلتخد ة وترك ءهس 

 .واع التبست ةيؤثر بشكل كب ر في عء  البروتوبلاست ويختلف هذا التسث ر بحلب اسا

 

 : حيوية البروتوبلاست-8-5

تتشط اساءيرسا في عرل ة هضل البدر البكتوسللوزية ضرق شرو  خسصة ح ث تؤثر         

بعض العوا ل  ثل درجة الحوضة ، البة اس لات، درجة الحرارا واجضسءا في اشس  

لحسفظة للثبسا الضغط كرس تلعب  دا الهضل وترك ء اساءيرسا ، ترك ء الرواد ا. اساءيرسا

الحلولي للخلايس، الحسلة ال  ءيولوج ة للأجءاء الرلتخد ة  و كواسا الوسط الرغذي، دورا في 

يتوجب الرحسفظة على . البة البروتوبلاست الرحررا فيالرحسفظة على ح وية البروتوبلاست و

رة وتحديد بدقة سلا ة الغشسء الل توبلاسري وجل  عق  ري  اخت سر اس ثل للأاءيرسا الهسض

كرس ( حوالي سسعة إلى سسعت ق بسلتلبة للأاءيرسا الرعس لة بسلحرارا) ال ترا الرتسسبة للهضل  

يبب اخت سر الرواد الحسفظة التي تعرل على تثب ت الضغط الحلولي  لرتع اا بسر أو ااكرسش بشكل 

ربرس يتتج عته ضرر  إ  ارت سع الشديد أو الااخ سخ الشديد لرثبت الضغط. قوي للبروتوبلاست

 . غ ر عكلي، قد يؤثر على ح وية البروتوبلاست

 

 :بسلطرل التسل ة يركق التحا   ق ح وية البروتوبلاست بعد العء   بسشرا

  كرول تر  ق  عل   177ويتل جل  بوضع (.  Evan's Blue) بوسس ة كسشف إي س    -

 و   7.4غة إي س  يترك ء   كرول تر  ق صب 17تري ويضسف له بالبروتوبلاست في  ب  

زرل أيتل حلسب التلبة الرئوية للبروتوبلاست الغ ر   بوغة ب. دقسئ   5يحضق الرءيج لردا 

 (. Bohmer & Meyer,1996) إي س  وهي تعبر عق البة البروتوبلاست الح ة 

 
تعرل هذه ال بغة على تلويق البروتوبلاست .  Phenol Safraninبوسس ة ف تو  س راا ق  -

ويتل حلسب البة البروتوبلاست الح ة . حرر ، ب ترس الخلايس الح ة تباى بدو  تلو لر تة بسللو  اسا

 .  ق ف تو  س راا ق لردا سسعت ق % 7.1بعد ااع الرعل  البروتوبلاست في  حلو  

يعرل على تشع ع الغشسء  Fluorescein diacetate  (FAD )بوسس ة فلورس ق دي آس تسا  -

يتل . ي الذي ي بح لواه أخضر وأب ض ب ترس لا يطرا أي تلو  على الخلايس الر تةالل توبلاسر

 & FAD   (Sankararaoدق اة  ق الرعس لة بس  15-5حلسب البة ح وية البروتوبلاست بعد 

Prakash,1995 ) . 

 

  :تنقية البروتوبلاست -8-6

بوسط الاستخلاص  اءيرييتل غلل  عل  البروتوبلاست في اهسية التحض ق بسلرحلو  اس     

يحوي الرعل  الخسص بسلبروتوبلاست على البروتوبلاست  ع باسيس .  الخسلي  ق اساءيرسا

اسالبة التبست ة والخلايس الرهشرة ، لذل  يتل تتا ة البروتوبلاست  ق الشوائب بوسس ة فلترا 

يس عبرهس  ع وسط تلرح بررور الخلا (  كرو  67-57 تخل ب) الرعل  ب لاتر دق اة   كروا ة

بعد ال لترا يتل غلل الرعل  بإضسفة وسط  غذي خسص . الرغذي اللسئل دو  الشوائب الكب را

دقسئ  بعدهس يتل إزالة  5دورا بسلدق اة لردا  677بسلغلل ، ثل تث ل الرعل   البروتوبلاست بلرعة 



العرل ة  رت ق إلى  تكرر. الرسدا الطسف ة  ع شوائب واسخذ الراسب الحسوي على البروتوبلاست 

يؤخذ راسب البروتوبلاست ويضسف له وسط  غذي . ثلا   راا بهدف تتا ة البروتوبلاست

 .جر ع العتسصر الرغذية اللاز ة لءرع البروتوبلاست على حسوي 

 تعد عدد خلايس البروتوبلاست الروجودا في الرعل  بسستخدام جهسز اله رسس تو  تر

Hemacytometer  (Bohmer &Meyer,1996 .) 

 

 : زرع البروتوبلاست  -8-7

يشبه الوسط الرغذي الخسص بءرع البروتوبلاست اسوسس  الرغذية الخسصة بءرع الخلايس        

يضسف إلى وسط زرع البروتوبلاست بعض الرواد الحسفظة للضغط الحلولي  ثل . التبست ة

لتلرح . اسوكل ق والل توك ت ق الرسا تو  ، كرس تضسف تراك ء عسل ة  ق الهر واسا التبست ة  ق

يختلف ترك ب الوسط الرغذي الخسص بءرع . بتكويق البدر الخلوية بأقرب فرصة  ركتة

تءرع البروتوبلاست . البروتوبلاست وترك ء واوع الهر واسا الرلتخد ة بحلب اساواع التبست ة

 .في ب ئة  غذية سسئلة أو ا ف صلبة أو صلبة، بحلب اساواع التبست ة

يسم بعد زرع البروتوبلاست في أ ر إعسدا تكويق البدر الخلوية خلا  عدا حد  في بسدئ اسي

يركق التحا   ق إعسدا تبديد البدر الخلوية بسستخدام اختبسر صبغة أب ض . الظروف الرتسسبة

فلور الكسلل وم ح ث ي بغ الل للوز الر تع البديد وتضيء عتد س تشعع بسسشعة فول 

 .اساو  تر 366 وجة  البت لبلة بطو 

أيسم بحلب  0-2يبدأ أو  ااالسم خلوي للبروتوبلاست بعد تبديد البدر الخلوية ويحد  عسدا بعد  

  .(   2-8) كرس هو  وضح بسلشكل  اساواع التبست ة

ذه ال ترا ويلتخدم وسط  غذي يتل تبديل الوسط الرغذي في ه فاد دلت التبسرب بأ  الوسط اللسئل

يتل  تسبعة تطور الخلايس بشكل  عل  خلوي الذي يركق أ  تتطور الخلايس  .ظة واد حسفبدو  

 التي تتطور  لتشكل أجتة خضرية  .( 3-8)سلشكل ب كرس هو  وضح لتعطي كتلة خلوية صغ را

 

 

 



 
 

 عء  وزرع وتطور البروتوبلاست(: 2-8) الشكل 

 

 

أو  . اكثر ثبستس  ق التسح ة الوراث ة وتتسبع اروهس لتشك ل ابسا كس ل وفي هذه الحسلة تعطي ابستسا

الذي يركق ا  يتطور ويكو   تتسبع الخلايس ااالس هس وتشكل كتلة صغ را  ق الخلايس   كروكسلوس

كسلوس جت تي او كسلوس تكويتى ويعطي ابستسا كس لة وفي هذه الحسلة يتل الح و  على ابستسا 

عء  وزرع ( 2-8)ويوضح الشكل  ا اسمقد تكو   شسبهة للتبسا اسم وقد تكو   غسيرا للتبس

   .وتتطور البروتوبلاست في التبسا

او . يركتتس الح و   ق الر كروكسلوس على تكويق اسجتة التي تترو وتتبت وتعطي ابسا كس ل

الر كروكسلوس يركق ا  يتطور ويتكو  براعل ويبذر ويعطي ابستسا كس لة كرس هو  وضح 

وعتد س ت بح التبستسا كس لة يتل تال تهس واالهس إلى الب ت  .( 5-8-،4-8، 3-8)   بسسشكس   

 (.6-8)الءجسجي كرس هو  وضح بسلشكل 
 



 
 تشك ل البدار الخلوي في البروتوبلاست( :  3-8)  الشكل 

 

 
 تشك ل الكتلة الخلوية صغ را(:   4-8)  الشكل 

 

 

 

 

  
 تشك ل البراعل في البت لج ال رياي(   5-8) الشكل 

 

 



 

 
 .فريايابستسا استبة  ق زرع البروتوبلاست في البت لج اس(: 6-8)الشكل  

 
ر فاد لوحظ تسث . تؤثر عوا ل كث را في زرع البروتوبلاست و دى استبسبتهس للتطور والترو

واضح للتوع التبستي في البة البروتوبلاست الرركق الح و  عل هس وفي  ادرتهس على الترو 

فاد دلت التبسرب بسلح و  على ابستسا كس لة في العديد  ق التبستسا . وتكويق ابستسا كس لة

الداتورا، البءر ، ال سصول سء، التب ل سا  ،العشب ة  حسص ل وخضسر وابستسا زيتة  ثل التبغ

 بت لج ، وال

 (Chaussat & Bigot, 1982; Winkelmann and Grunewaldt, 1992). 

وقد استخد ت عء  وزرع البروتوبلاست في تحل ق الوراثي للعديد  ق اسشبسر الخشب ة  

أشبسر ال سكهة كسلت سح سا والحرض سا والك وي والروز واسشبسر الحراج ة  ثل الحور 

 (. Deng, 2003) يسا وال   سف واسوكسل بتوس وال توبر

فاد دلت التبسرب بأ  . لر در البروتوبلاست دورا  هرس في قدرتهس على الترو والتبديد

جءاء أورال أكثر استبسبة للترو  ق البروتوبلاست الرأخوجا  ق البروتوبلاست الرسخوجا  ق اس

كوات داخل اساسب ب ورال تأ  البروتوبلاست التستبة  ق أكرس . خرى في التبغ والتب ل ساأابست ة 

و  ق الب وا أورال جرعت  ق الطب عة أكبر  ق الرسخوجا  ق أتعطي استبسبة للترو بشكل 

 .الرحر ة

تب ق . لوحظ أيضس لشرو  زراعة اس هسا دورا كب را في قدرا البروتوبلاست في الترو والتبديد

  قدرتهس في الترو   التبستسا الروجودا في الطب عة تعطي بروتوبلاست بكر سا أقل وتكوأ

 .والتطور أقل بكث ر  ق البروتوبلاست الرسخوجا  ق ا هسا  ربسا داخل ب وا  حر ة

تختلف . يلعب ترك ب الوسط الرغذي دورا  هرس في توج ه الترو والح و  على ابستسا كس لة

االسم فإ  إعسدا تبديد البدر الخلوية والا. ترك ب اسوسس  الرغذية بسختلاف اساواع التبست ة

الخلوي وتشك ل الكسلوس و تكويق اسعضسء التبست ة براعل وجذور أو تكويق اسجتة كل هذه 

الرراحل تحتسج إلى ترك ب خسص للوسط الرغذي يختلف بسختلاف  رحلة الءرع وحلب التوع 

ترك ب الوسط (   1-8) ويوضح البدو   الرراد الح و  عل ه  ب عة التروالتبستي وحلب 

 . م لءرع البروتوبلاست في خلايس التبغالرغذي اللاز

يلعب ترك ء البروتوبلاست في الوسط الرغذي له دورا  هرس في قدرا البروتوبلاست في الترو 

بروتوبلاست  57777  أفضل كثسفة حوالي أف ي حس  التبغ توضح ب. وتكويق الر كروكسلوس

 ق % 57كثر  ق فضل ات بة  ق البروتوبلاست التس  ة ح ث لوحظ أأعطت أ  ²بسلرل

اسعلى والتراك ء اسقل  ق البروتوبلاست تؤثر  الكثسفةالبروتوبلاست بدأا بسلااالسم والترو أ س 

 .Chaussat & Bigot,1982))في  ادرا البروتوبلاست في التبديد والترو 



و ق ثل تطور تختلف ال ترا الء ت ة اللاز ة لتبديد البدر الخلوية وبداية اساالسم الخلوي 

لر كروكسلوس والح و  على أجتة او أعضسء ابست ة براعل وبسلتسلي تكويق ابستسا كس لة بحلب ا

 ت ة اللاز ة  تذ ءكسفة الرراحل الرتعسقبة  ع ال ترا ال(   4-8) ويوضح البدو   . اساواع التبست ة

را استخلاص البروتوبلاست وحتى الح و  على ابستسا كس لة في ابسا البت لج، كرس يعطي فك

 )عق  ب عة الترو و راحله الرختل ة بسجضسفة إلى  تطلبسا الوسط الرغذي في كل  رحلة 

Winkelmann and Grunewaldt ( 1992. 

أسبوع وقد فح ت التبستسا  28ابسا خلا  فترا حوالي  2777في هذا الرثس  تل الح و  على 

 %.05تشسبه الوراثي  ع التبسا اسم حوالي التستبة فبلغت البة ال

 

 

 

 

 

 

 زرع وتطور البروتوبلاست في البت لج(:  4-8)  جدو  

 

 تطلبسا الوسط   ب عة الترو  راحل الءرع

 الرغذي

ال ترا الء ت ة 

 بسسسبوع

 أورال  تكواة بسلتلج

 

 بروتوبلاست

 

 زرع البروتوبلاست

 

 

 تبدبل وسط الءرع

 

 

زرع على وسط 

 صلب

 الر كروكسلوسزرع 

إكثسر واستطسلة 

 الترواا

 

 تبذير الترواا

 

اال التبستسا إلى الب ت 

 الرحري

 عء  البروتوبلاست

 بسساءيرسا

 

استبعسد الرحلو  

 تتا ة+ اساءيري

 

+ تبديد البدر الخلوية 

 بداية اساالسم

 

ااالسم خلوي لتكويق 

 كتل خلوية صغ را

 

-3تكويق   كروكسلوس 

  ل4

 ية تكويق براعل خضر

زيسدا عدد الترواا 

 واستطسلتهس

 

 تكويق البذور

 

 تال ة التبستسا 

 واد +وسط  غذي

 حلو  + حسفظة 

 ااءيري

ا أ الوسط اللسب  

 بدو  أاءيرسا

 

 واد + وسط  غذي 

تراك ء + حسفظة 

 الهر واسا

تخ  ص الرواد 

تخ  ض + الحسفظة 

 الهر واسا

 ا أ الوسط صلب

 

زيسدا ترك ء 

 الل توك ت ق 

 الل توك ت قتخ  ض 

 

 إضسفة اسوكل ق

 

 تحتسج ظروف خسصة 

7 

 

 

7 

 

 

2 

 

 

 

4 
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27 
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 : استخدامات زراعة البروتوبلاست -8-8

تلتخدم زراعة البروتوبلاست سغراخ  تعددا ،كرس لاحظتس  ق تعرفتس على  ءايس زرع       

 :ويركق إيبسز هذه الاستخدا سا برسيلي. البروتوبلاست

 

تعد  رياة زرع البروتوبلاست  رياة  ق  رائ  التكسثر الخضري الدق   إجا تطورا  -1

و أ بسشرا وأعطت ابستسا كس لة دو  الررور بررحلة الكسلوس عق  ري  تكويق الربسشر للاجتة 

لاستخدم في اجكثسر . يتل الح و  على ابستسا  شسبهة في ترك بهس الوراثي للتبسا اسم. البراعل

ته  ق ال عب التأكد أي  ق التبستسا تكوات بشكل  بسشر وأي ابستسا تكوات بعد الخضري لا

وهذا يعطي ش  بردى الثبسا الوراثي للتبستسا التستبة . الررور بررحلة الكسلوس في  رحلة  بكرا

ولو بتلبة قل لة ، كرس لاحظتس في  ثس  البت لج اسفرياي بسل ارا اللسباة ح ث كسات البة التغ ر 

لذل  لاتلتخدم هذه التات ة في التكسثر الخضري الدق   في أاواع التبستسا %. 5ة لل تتبسوز قل ل

. يركق أ  تتطور البروتوبلاست بشكل  بسشر لتكويق اسجتة الخضرية. جاا اسهر ة الاقت سدية

ف ي الروز تل الح و  على أجتة خضرية بعد ثلا  أسسب ع  ق زراعة البروتوبلاست، كرس تل 

 (.  Haicour et al., 2009) أسبوع 12اسجتة وأعطت ابستسا كس لة بعد تطور 

 

تعد  رياة زرع البروتوبلاست   در : تكويق   راا جديدا لهس أهر ة في ترب ة التبسا -2

لءيسدا الخلط الوراثي عتد تكويق الر كروكسلوس واكثسره للح و  على كسلوس وثل تكويق ابستسا 

شر للأجتة أو البراعل هتس يلاحظ الح و  على ابستسا قد تشسبه أو تغسير كس لة بسلتكويق غ ر الربس

اذكر . عدا   راا هس ة في بعض اساواع التبست ة تكويقوقد تل . في ترك بهس الوراثي للتبسا اسم

بدءا  ق زرع بروتوبلاست  1003 تهس   را قديرة تل الح و  عل هس  ق قبل فري  ا ريكي عسم 

 سدا سس ة   وا ق سل وك لر قثالر ا في التبغ  اسو ة لرسدا سس ة وهي ح ث ح لو على   ر

التي  Pseudomonas  tabaci ت رز  ق بكتريس  تشبه  سدا سس ة  وهذه الرسدا. للخلايس التبست ة

وات بة الااتخسب عق  ري  زرع البروتوبلاست تل الح و  على . تلبب الل حة البكت رية للتبغ 

  .ررخ  را  اسو ة لهذا ال

. اساواع التبست ةوتختلف البة الخلط الوراثي في التبستسا التستبة عق زرع البروتوبلاست بحلب 

 Fiuk) ويركق أ  يعءى سبب الخلط الوراثي إلى اختلاف في بت ة الكروزو سا أو في عددهس 

and Rybczynski, 2007; Tomiczak et al.,2016  .)ا ذا على زراعة  ف ي دراسة

لوحظ ت سوا في .  Gentianaست لخرأ أاواع  ق التبستسا الطب ة التي تتبع جتأ البروتوبلا

ويوجد اختلاف واضح في عدد الكرو وزو سا في . البة الخلط الوراثي للأاواع الردروسة

 (. 5-8) التبستسا الرتبددا كرس هو  وضح بسلبدو  

 

 

 

 ق البروتوبلاستالبة عدد ال بغ سا في التبستسا الرتبددا  ( :  5-8) جدو  

 

 عدد الكر وزو سا عدد التبستسا التبستسا الرتبددا التوع التبستي 

Gentiana kurroo ابستسا الشسهد 

 1ابستسا  تبددا 

 2ابستسا  تبددا 

 3ابستسا  تبددا 

24 =177% 

2 =17% 

10 =85% 

1 =5% 

2n=26 

2n=26 

4n=52 

 غ ر  حدد العدد 

Gentiana tibetica  ابسا الشسهد 

 1تسا  تبددا ابس

35=177% 

67=85% 

4n=52 

4n=52 



 177تاريبس   %14.3= 17 2ابستسا  تبددا 

 كرو وزوم

 

 

يلاحظ اختلاف في البة عدد الكر وزو سا ب ق التوع ق وفي البة التبستسا الغ ر  حددا عدد 

 (. Tomiczak et al.,2016) ال بغ سا 

 

تعد تات ة زرع : إلى البروتويلاستواسح سء الدق اة وجل رسا غريبة   DNAإدخس  ا  -3

البروتوبلاست إحدى تات سا الهتدسة الوراث ة بح ث تلرح ،كواهس خسل ة  ق البدار الخلوي 

أو بعض اسح سء الدق اة  RNAأو ا     DNAبإدخس  الرورثسا أو البلاسر داا أو أجءاء  ق ا 

لي ابستسا كس لة بعد ارو يركق الح و  على بروتوبلاست  عدلة وراث س وبسلتس. وال  روسسا

  .البروتوبلاست وتطورهس

ح ث يتل  بسشر أو (عق  ري  البكتريس اسكروبكتريوم ) يتل التعديل الوراثي بشكل غ ر  بسشر 

 : ( Darbany et al.,2008)  بإحدى التات سا التسل ة

 

 .Biolistic Gun  الاذف الرورثسا الربسشر داخل الخلايس التبست ة بسلردفع الب تي -1

 الحاق الدق   ويتل حاق الرورثسا داخل الخلايس بوسس ة أبر دق اة جدا   كرو سصة -2

 .  كرو  7.1-7.5بحبل      

يتل عرل صد ة كهربسئ ة تلرح بعرل  لس سا    Electroporationال د ة الكهربسئ ة -3

لخلايس او إلى داخل ا DNA ؤقتة بسلغشسء الل توبلاسري  رس يلهل دخو  الرورثسا او ا 

 .البروتوبلاست

إلى  DNAالذي يعرل على دخو  ا  PEGالبولي إيتل ق غل كو   ةالتعديل الك ر سئي بوسس  -4

كرس يركق استخدام  واد ك ر سئ ة اخرى  ثل ديكلترا  سل سا او . داخل الخلايس أو البروتوبلاست

 .كسلل وم سل سا

يتل د ج جل رسا :  Lipofectionسر د بسستخدام جل رسا ل ب دية الحس لة للبلاالتعديل  -5

الل ب ءوم الحس لة للبلاسر د  ع الخلايس التبست ة أو البروتوبلاست  رس تلرح بدخو  هذه البل رسا 

 .لى داخل الخل ةإ

التي تعرل على زيسدا  Ultrasound Treatmentالتعديل بسستخدام اس واج فول ال وت ة  -6

 .ق فرص دخو  البلاز  داا إلى داخل الخلايس طس  ة البدر الخلوية  رس تءيد  

 Silicon carbide fibers   التعديل بوجود وس ط ف بر كرب د الل ل كوٍ   -0

  

يركق استخدام كسفة الطرل الربسشرا في التعديل الوراثي في البروتوبلاست ولكتهس لا تءا  أقل 

   دا في بعض اساواع التبست ة على ولكتهس  .فسعل ة بشكل عسم  ق التعديل بوسس ة اسكروبكتريوم

سب ل الرثس  في الرحسص ل التب ل ة تعطي اتسئج إيبسب ة كو  التعديل ب عل البكتريس يكو  قل ل 

 .ال عسل ة

 

 :فعالية التعديل الوراثي في البروتوبلاست -8-9

 :وهيس ة تتوقف فعسل ة التعديل الوراثي في البروتوبلاست على  بروعة  ق العوا ل اسسس      

  

لتات ة التعديل الرلتخد ة وترك ء البروتوبلاست : تات ة التعديل الوراثي  الرلتخد ة  -1

الحس لة للرورثسا الرراد ادخسلهس ،   در  DNAوترك ء البلاسر داا أو ا 

والترك ء   PEGالبروتوبلاست ، الرعس لاا اسول ة الرختل ة ، الوز  البءيئي لل

وثؤثر في  ةالتعديل الوراثي الرلتخد  رياة ثر في فعسل ة كل هذه العوا ل تؤ. pHوا 



يوثر التوع التبستي بشكل  بسشر في ابست التعديل  .البة البروتوبلاست الرعدلة وراث س

 .الوراثي في البروتوبلاست

 

يتوجب الكشف عق الخلايس الرعدلة وراث س بعد : تات ة الكشف عق البروتوبلاست الرعدلة وراث س -2

خل إلى دويتل جل  عسدا  ق خلا  إضسفة للبلاز  د الر. يو س  ق التعديل الوراثي 14حوالي 

  ثل ج ق  اسو ة لبعض الرضسداا الح وية أو  ضسد لرب د عشبيالبروتوبلاست بعض الب تسا  

وبعض الب تسا التي لاتكو  في الربروعة الوراث ة اسسسس ة للتبسا  ثل ج ق  أو  ولدا للاشعسع 

Gus عرل على تش  ر أاءيل الذي يß-glucuronidase  وهذا اساءيل يلرح بكش ه بواسطة

يوجد بعض الطرائ  اجشعسع ة . أو بوسس ة  رائ  الب ولوج س البءيئ ة Gus-assay اختبسر 

 ركب يد ج  ع البلاز  د وبعد اال البلاز  د إلى الخلايس يكشف عته ح ث  EGFP ركب  ثل 

يعطي اخضر اللو  ويتل الكشف   fluorescence spectrofluorimetryبواسطة جهسز 

ر كروكسلوس الرعد  عق الر كروكسلوس لظسهريس اويركق عء  . على  لتوى الخلايس او الكسلوس

 ويلرى اختبسر البروت ق اسخضر الرشع ،غ ر  حور

 (Neidz et al.,2001 ). 

 

ق الكتل الخلوية التي با ت ولابد  ق حلسب البة البروتوبلاست الرحورا وتحلب بسلراسراة ب 

على ق د الح سا بعد اختبسر الب ق الرضسد الح وي ف ي هذه الحسلة الع تسا الرحورا تباى على ق د 

الح سا عتد زرعهس على وسط يحوي الرضسد الح وي كواهس تحرل الب ق الراسوم ب ترس الع تسا غ ر 

 .الرحورا تروا تحت تسث ر الرضسد الح وي

 

 : س الرحورا على التبديد وتكويق ابستسا كس لةقدرا الخلاي -3

ل أ كسفة التبستسا الرحورا وراث ة بوسس ة البروتوبلاست لهس قدرا على التبديد وتكويق       

 ولذل  لا بد  ق دراسة كث ر  ق العوا ل التي تؤثر في . ابستسا  حورا كس لة

س وهذا  هل جدا لتبست التحوير تبديد وتعضي الربسشر والغ ر  بسشر للأاواع الرراد تحويره

وتختلف قدرا التعضي بحلب اساواع التبست ة وكل اوع يحتسج  .الوراثي بوسس ة البروتوبلاست

 .بل ب ق اسصتسف ضرق التوع الواحدإلى شرو  خسصة تختلف ب ق اساواع لا 

 

 :افي التبستسا التستبة  ق زرع البروتوبلاست الرحورالتحا   ق الثبسا الوراثي  -4

يختلف  دى الثبسا الوراثي في التبستسا التستبة عق البروتوبلاست بحلب  رياة التبديد      

في حس  التبديد والتعضي الربسشر دو  الررور بررحلة الكسلوس تكو  التبستسا التستبة . الرتبعة

تكو   شسبهة  شسبهة ترس س للتبسا اسم ا س إجا كس  التبديد أو التعضي غ ر  بسشر يتتج ابستسا قد 

لذل  هذا اس ر في .  غسيرا في ترك بهس الوراثي للتبسا اسم الذي اخذا  ق البروتوبلاستأو 

 .غسية اسهر ة بسلتلبة للتحوير الوراثي بسستخدام البروتوبلاست

اللؤا  الذي يطرت ا له  سل سئدا  ق التحوير الوراثي إجا لل أحسفظ على الثبسا الوراثي للتبسا  

ل  يبب دراسة وإيبسد اججسبة على هذا اللؤا  حتى تكو  تات ة التحوير بوسس ة لذ. اسم

و أرادرا على التبديد اللهس الح و  على بروتوبلاست  حورا ويبب . البروتوبلاست اسجحة

 .التعضي الربسشر وتحسفظ على ص سا التبسا اسم

و التعضي، أ رياة التبديد  يرتبط  وضوع الثبسا الوراثي بعوا ل كث را  ثل التوع التبستي ،

فترا إكثسر الكسلوس، اوع والبة الهر واسا التبست ة الرلتخد ة في الوسط الرغذي الخسص 

 .بسلتبديد

ويتل الكشف عق الثبسا الوراثي للتبستسا التستبة عق البروتوبلاست بوسس ة تات سا الب ولوج س 

 .البءيئ ة

 



تل الح و  على ابستسا  ق البرتاس  الحلو  :ستمثال على التحوير الوراثي بوساطة البروتوبلا

.  (. (EGFP Neidz et al.,2001الرحورا بوسس ة البروتوبلاست التي تحرل بلاسر د يحوي 

عءلت البروتوبلاست  ق كسلوس . الذي ير ء البروتوبلاست الرحورا ويعط هس اللو  اسخضر

عءلت  (.  0-8)   وضح بسلشكل    جتة خضرية بلهولة كرس هوأجت تي  ق البرتاس  الذي يعطي 

وتل التحوير بتات ة ال د ة .  EGFPالبروتوبلاست و ءجت  ع بلاز  د يحوي ا 

وتل الكشف عق البروتوبلاست والر كروكسلوس والكسلوس   Electroporationالكهربسئ ة

الذي يعطي   fluorescence spectrofluorimetryالبت تي الرحور بواسطة جهسز 

ب ض عق الرحورا أويركق عء  ظسهريس الع تسا غ ر الرحورا التي يباى لواهس .   اخضر اللو

وقد تل الح و  على   كروكسلوس وكسلوس ( .     0-8) التي تتلو  بسللو  اسخضر الشكل 

 (.  0-8) عطى ابستسا كس لة كرس هو  وضح بسلشكل  أجت تي الذي تطور ف رس بعد و

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 : لبروتوبلاستدمج ا --8-11
تلرح هذه . تعد تات ة د ج البروتوبلاست إحدى التطب اسا اسسسس ة لءرع البروتوبلاست        

والح و  على هبق لايركق  التات ة بد ج اوع ق  ق البروتوبلاست  ق أاواع ابست ة  تبسعدا

 .تواف   بسلتلا ح ف رس ب تهسالح و  عل هس بسلتهب ق البتلي لعدم وجود 

أيضس بد ج اوع ق والح و  على هبق خضرية  تبسالة يركق عتد اروهس ا  تعطي تلرح  

ابستسا جديدا، كرس ح ل عتد د ج بروتوبلاست  ق البطس س  ع بروتوبلاست  ق البتدورا تل 

عطى ابسا وسط ب ق البتدورا والبطس س سري أالح و  على هب ق خضري  تبساأ عتد اروه 

 .، ولكق  ع اسسف كس  ابسا عا ل ( Chaussat & Bigot,1982) بسلبو سا 

و غ ر  تبسالة تلرح بتال Hكرس ت  د عرل ة د ج البروتوبلاست الح و  على هبق  تبساأ  

أو تحرل  ال  سا الوراث ة  ق ابسا لآخر وبسلتسلي الح و  على هبق جاا أهر ة اقت سدية

 ويوضح الشكل .الرلتخدمبعض ال  سا البديدا الهس ة في براس ج التحل ق الوراثي للتبسا 

 .عرل ة د ج وتطور هبق البروتوبلاست وتكويق ابسا كس ل( 8-8) 

 



 
 

 

 د ج البروتوبلاست وتبديدهس لتكويق ابسا كس ل(: 8-8)الشكل 

 

 

ت  د عرل ة د ج البروتوبلاست في اال ص ة العال الل توبلاسري في بعض اساواع التبست ة عق 

بعض ولهذه الخسص ة تطب اسا هس ة في برا ج ااتسج البذارل.  Cybrid ري  تشك ل الل بريد

 .  اساواع التبست ة

 

 : طرائق دمج البروتوبلاست - -8-11-1

 :يلتخدم اوع ق  ق  رائ  الد ج        

    

ويتل تعريض البروتوبلاست التوع ق الرراد د بهل لحال كهربسئي : بسلطرياة الكهربسئ ة  -1

 . لاست  ق بعضهس البعض وااد سجهليعرل على تاريب البروتوب

 



ويتل جل  عق  ري  وضع اوع ق البروتوبلاست  ع بعض بتراك ء : بسلطرياة الك ر سئ ة  -2

البولي   PEG تلسوية تاريبس  ل و  بروتوبلاست بسلر لل تر  ق كل اوع ثل يضسف لهل  حلو  ا 

 PEGثل يغلل  حلو  ا  دق اة 37-17وتترك ل ترا  ق الء ق ايتل ق غل كو  بترك ء  ع ق 

ثلا   راا وتءرع الخلايس الرتد بة في وسط  غذ سسئل يحوي كسفة الرتطلبسا اللاز ة للااالسم 

يعرل البولي ايتل ق غل كو  على تاريب ب ق خلايس البروتوبلاست ويلسعد في عرل ة . والتطور

 .(.  Zhang and Huajun,2004) الد ج

 

  :نتائج دمج البروتوبلاست -8-11-2
سج ، قد يكو  ااد سج لايركق الحكل على اتسئج د ج البروتوبلاست  بسشرا بعد عرل ة الااد         

ء ااالسم ديتل الحكل على اتسئج الرج بعد ب. و  تاوص ، أو ااد سج س توبلاسري فاطحا اي كس ل أ

 :البروتوبلاست الرتد بة ح ث تظهر الحسلاا التسل ة

 

في هذه الحسلة يتل ااد سج كلي ب ق :  Somatic Hybrid ل هب ق خضري  تبساأ و تكس -1

اواا وس توبلاسرس اسب اسو   ع اواا وس توبلاسرس اسب الثساي ويتل الرحسفظة على الااد سج 

 وسط الكس ل حتى بعد ااالسم الخلايس وتكويق الر كروكسلوس الذي عتد تطوره يعطي ابسا هب ق

 . Chaussat and Bigot,1982)  ب ق التوع ق

 

في هذه الحسلة يتل ااد سج كلي ب ق اواا وس توبلاسرس اسب :  وغ ر  تبساأ هب ق غ ر كس ل -2

ولكق ت اد بعض الرخءو  التووي سحد اسبويق ويتشكل . اسو   ع اواا وس توبلاسرس اسب الثساي

ق لا وهذا التوع  ق الهب.  Anaploidبعد الااالسم هب ق غ ر  حدد عدد الكرو وزو سا 

 .يتطور في أغلب اسح س 

 

أي يحد  ااد سج س توبلاسري واووي ب ق اسبويق ولكق لا تلبث التواتس  : هب ق غ ر  لتار  -3

أ  تعود للاا  س   ق جديد عتد أو  ااالسم وبسلتسلي يلاحظ تشكل كتلة  ق الخلايس تشبه اسب 

 . Chimeraك ر ريس اسو  وكتلة  ق الخلايس تشبه اسب الثساي وهذا  سيلرى بسل

 

أي يحد  ااد سج كس ل ب ق س توبلاسرس اسب اسو   ع :   Cybridهب ق س توبلاسري ا  -4

ة خلوية تحوي لس توبلاسرس اسب الثساي دو  حدو  ااد سج اووي وعتد الااالسم تكو  كت

ا التوع له ولهذ.   تتطور وتعطي ابستسا كس لةأس توبلاسرس اسبويق  ع اواا احد اسبويق ويركق 

 .فوائد تطب ا ة هس ة في بعض اساواع التبست ة التي تت ف ب  ة العال الذكري الل توبلاسري

ولابد  ق الا سم . لايوجد اختبسراا التط ع بهس التر  ء ب ق أاواع الهبق الرتكواة في  رحلة  بكرا

الرتبسالة التي تهل وخسصة الهبق الخضرية . بعرل ة التبديد والتعضي للحكل على الهبق التستبة

 .والعى دائرس لتكويتهس

 

 :تقييم الهجن الخضرية الناتجة من دمج البروتوبلاست -8-11-3
تا ل الهبق الخضرية الرتبسالة وجل   ق خلا   اسراة هذه الهبق  ع هبق جتل ة استبة          

كرس يتل  اسراة . تهسفي حس  وجود تواف  بسلتلا ح ف رس ب  عق عرسية التهب ق البتلي ب ق اساواع

والءهرية والثررية وال  سا  ويتل  اسراة ال  سا الخضرية .  الهبق الخضرية  ع الآبسء

 الااتسج ة والءراع ة و دى قدرتهس على التلا ح

Si et al.,1998 ; 2000 and 2001))  كرس يركق  اسراة الهبق  ع الآبسء بسستخدام بعض ،

 ,.Matthews et al)واساءير ة والبءيئ ة (  وزو ساعدد الكرو) الرعسي ر الل تولوج ة 

1999; Trabelsi et al., 2005; Guo et al., 2007.)  كرس يركق  اسراة درجة

 .الخ وبة وح وية حبوب اللاست التستبة للهبق التستبة و اسراتهس  ع الآبسء



 

  :مثال على دمج البروتوبلاست في البطاطا -8-11-4

ربسعي ال  غة ال بغ ة  Solanum tuberosum ت  ق صتف بطس سعءلت بروتوبلاس       

 كرس عءلت بروتوبلاست  ق اوع بطس س برية. أسسب ع 6-4ورال بعرر أ ق   Dezireصتف 

Solanum circaeifolium  تحرل ص ة الراسو ة لررخ ال  توفتوراPhytophtora 

infestans  . كرول تر وأض ف  177  ق التوع ق وأخذ  تهس 1:1أخذا بروتوبلاست بحبل  

. دق اة  ع التحري  الخ  ف  37-27وضع الرءيج لردا % PEG 25لهس عدا قطراا  ق  حلو  

  ووضع الرءيج في وسط للءراعة   PEGثل تل استبعسد  حلو  ا 

ولابد  ق الذكر بأاه لايركق تر  ء ب ق البروتوبلاست الرتد بة  ع البروتوبلاست غ ر الرتد بة 

أيسم  5-4وبدأا بسلااالسم بعد . را لذل  زرعت كسفة البروتوبلاست  ع بعض في  رحلة  بك

فاد كسات البة الع تسا  .التي أعطت بدورهس ابستسا كس لة ح ث شكلت بعد فترا   كروكسلوس 

 % 26التي تطورا إلى ابستسا كس لة حوالي 

  (Espejo et al., 2008  .)  وقد تل تا  رهس هب ق خضري  تبساأ  10وقد تل الح و  على

 .ولوحظ بأاهس تحرل ص سا وسط ب ق اسبويق

 

 

 :عزل البروتوبلاست في الفطر المحاري -8-11

 

اواع ال طر الءراعي  ثل التوع الرحسري ل عء  البروتوبلاست أيضس  ق بعض أت          

Pleurotus pulmonarius; Pleurotus florid  . تل الح و  على البروتوبلاست  ق ه  سا

 ل 1+ ل1اءيرسا وهي بكت تسز أاواع  ق اس 3ايسم ، وقد استخدم  3ال طر الءراعي بعرر 

 ل ش ت تسزوأض ف إلى وسط الاستخلاص اللورب تو  كرسدا حسفظة  للضغط 1+س للولاز 

 (. Eyini et al., 2006) الحلولي 

 

 :العوامل المؤثرة في عزل بروتوبلاست الفطر المحاري -8-11-1

 

 : الرءيج اساءيري اوع وترك ء -

استخدم ثلا  أاواع  ق اساءيرسا كل واحد لوحده أو  ءيج ف رس ب تهس وقد تل     

البروتوبلاست الح ة بسستخدام  ءيج  ق اساءيرسا الثلاثة الح و  على اعلى البة  ق 

)  ل ش ت تسز1+ ( Cellulase)  ل س للولاز1+ ل1( Pectinase) بكت تسزوهي 

Chitinase .) 

 

 :ر اله  سا عر -

أيسم وقد تل  0-0-5-3: جربت ه  سا  ق ال طر الرحسري بأعرسر  ختل ة وهي      

 .أيسم 3الح و  على أعلى البة  ق البروتوبلاست الحي  ق ه  سا بعرر 

 

 :تأث ر فترا التحض ق -

: ايسم للتحض ق  ع الرءيج التويري ل تراا  ختل ة وهي  3اخضعت اله  سا بعرر     

أقضل فترا تحض ق هي ثلا   وقد تب ق بس . سسعسا 4و  3 -2.5 – 2 – 1 -7.5

 .عطت أفضل البة  ق البروتوبلاستسسعسا أ

 

 : تأث ر درجة الحروضة -



وكس  الوسط الحسوي على  -pH 4- 6-8استخدم وسط استخلاص بدرجسا  ق ا    

 .أفضل  سيركق 6درجة حروضة 

 

 : تسث ر اوع الرسدا الحسفظة  -

 و  ، وهي اللورب تو  وسل سا  7.6اواع  ق الرواد الحسفظة برعد  استخدم ثلا  أ   

 .التتسئج في اللورب تو  لوقد كسات أفض. الرغتءيوم وكلوريد البوتسس وم

 

 : زرع بروتوبلاست الفطر المحاري -8-11-2

في غرف الترو على درجة حرارا زرعت البروتوبلاست  بسشرا بعد عءلهس في وسط  غذ         

لوحظ تطور سريع للبروتوبلاست إج تطورا وأعطت ه  سا جديدا بعد أربع أيسم فاط  ق م و 37

كرس قلل  ق البروتوبلاست كو  %.  4-3زراعتهس والبة التبديد كسات  تخ ضة بحدود 

 (. Eyini et a.,2006)   كروكسلوس
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.  ج اوع ق  ق البروتوبلاست التي تل عءلهس  ق اوع ق  ق ال طورتركق فري  يسبساي  ق د       

، هذا ال طر يتتج  واد  ضسدا و ساعة للبلطسا  Laetiporus sulphureusالتوع اسو  وهو 

هذا ال طر ي عب إكثسره وإاتسجه وشكله غ ر . الالب ة التي تعد أو  سبب رئ أ للروا في ال سبس 

البروتوبلاست  ع بروتوبلاست تل الح و  عل هس  ق فطر فاد تل د ج  . رغوب للاستهلاك

ترت عرل ة الد ج ب ق . Hypsizigus marmoreaus رغوب و واص سته اجاتسج ة ج دا وهو 

ب ق التوع ق ،    ج تل الح و  على هبق  تبسالةدوبعد ال.  PEGالتوع ق بوسس ة ا 

) سح ة التلويا ة واجاتسج ة اتسج الرسدا ال عسلة وهي  رغوبة  ق التواستطسعت الهبق إ

Okamura et al., 2000 .) 

    

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   


