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          ت�ستخدم عبارة زراعة ن�سيج النبات لو�صف عملية نمو اي جزء 
نباتي خارج الج�سم الحي، على و�سط غذائي وتحت ظروف التعقيم. 

ا�ستندت هذه التقانة على ثلاثة اهداف ا�سا�سية:- 
النبات. ج�سم  بقية  من  النباتي  الجزء  عزل   .1

2. حفظ الجزء النباتي تحت ظروف فيزيائية )بيئية( وكيميائية 
معروفة وم�سيطر عليها. 

التعقيم.  ظروف  تحت  العمل  يجري   .3

         تتطلب عملية التعقيم درجة عالية من النظافة داخل المختبر 
كطريقة  او  اليومية  الاكثار  عملية  في  التقانة  هذه  وظفت  �سواء 
او  النبات،  في  التطورية  او  الاي�ضية  او  الوراثية  التغيرات  لدرا�سة 
لاحداث اختلافات جديدة في النبات با�ستخدام الهند�سة الوراثية، 
وهناك متطلبات ا�سا�سية كحد ادنى للتنظيم يجب توفرها في العاملين 

في مختبرات زراعة الان�سجة، تت�ضمن الآتي:-
للغ�سل. منطقة  	.1

الاو�ساط. وخزن  وتعقيم  لتح�ضير  منطقة  	.2
لانجاز  الطبقي(  الهواء  ان�سياب  )من�ضدة  للزراعة  منطقة  	.3

العمل تحت ظروف معقمة.
الزراعة. او  النمو  غرف  	.4

الملاحظات. وت�سجيل  التجارب  لأجراء  منطقة  	.5

زراعة ن�سيج النبات
 المختبر وتنظيمه

Plant tissue culture
Laboratory-organization 
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Changing 
Area

Media 
Preparation Area

Transfer Room Growth Room

Water filter

Computer top washing area

Refrigweator

Laminar flow
stool

Trolley

Sliding door

Air-cond
Fitted culture rack

Adjustable stacking 
shelf system

Compactous shelving 
system culture rack

Adjustable stacking shelf system

Bench

Stand alone rack

Stool

Stacking shelf and coat hanger

Autoclave

مخطط لمختبر اكثار دقيق متو�سط الحجم
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   Culture facility     متطلبات الزراعة
 

متطلبات عامة تت�ضمن وحدة تقطير الماء وزجاجيات )دوارق  �أ‌-	
ا�سطوانات  بيكرات،  قناني،  الزراعة،  انابيب  مختلفة،  باحجام 
قيا�س مدرجة، ما�صات، اقماع، قناني لخزن الماء المقطر، محاليل 
الا�صل وكوا�شف( كذلك ثلاجات ومجمدات لخزن محاليل الا�صل، 
كيميائيات، ميازين ،�صفائح حارة Hot plates، فرن، جهاز معقام 
حراري، مجهر مجهز بكاميرا، خزانات لحفظ الكيميائيات، اجهزة 
لتح�ضير  كبيرة  قوارير  الهيدروجيني،  الا�س  قيا�س  جهاز  خلط، 
 Chemicals of pure( النقاوة  عالية  كيميائيات  الو�سط، 
grades(، قطن، لفات من رقائق الالمنيوم وق�ضبان زجاجية...

الخ. 
ب- متطلبات في غرفة الزراعة

النباتية تجهز بمكيفات هواء  الزروعات  ت�شتمل على غرفة نمو 
زمنية.  م�ؤقتات  وجود  مع  الحرارة  درجات  على  �سيطرة  ووحدة 
ال�ضوئية،  الفترة  طول  على  لل�سيطرة  منظم  على  ت�شتمل  كذلك 
 Rotary( دوار  خلاط  رفوف،   ،)Humidifiers( مرطبات 
لل�شعر،  اغطية  الطبقي،  الهواء  ان�سياب  كابينة   ،)shaker
قفازات، م�صابيح ا�شعة فوق بنف�سجية، مجهر، ا�ضافة الى اماكن 

لخزن الاو�ساط. 

ƊƘǮǩƗ ƸǾǎǢơ ƝƴƭǷ

In culture room

Ro
ta

ry
 sh

ak
er
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Culture conditions الزراعة      ظروف  	-  2
ت�شتمل بيئة الزراعة على المحلول المغذي )الو�سط( وظروف  	

الزراعة المنا�سبة لنمو الاجزاء النباتية المختلفة.
و�سط الزراعة: يمكن زراعة خلايا النبات على و�سط مغذي  �أ‌-	
ب�سيط مقارنة بخلايا الحيوان التي تحتاج الى مواد معقدة. تعد 
  Gamborgلـ B5و Skoog ،1962و  Murashige  او�ساط
و�آخرون، 1968، اكثر الاو�ساط ا�ستخداما في هذا المجال. ت�شترك 
جميع الاو�ساط ب�صيغ مت�شابهة ولكن بمركبات مختلفة. علما ان 

ا�سماء الاو�ساط ا�شتقت من ا�سماء العلماء الذين اكت�شفوها. 
في  مبا�شر  ت�أثير  الزراعة  لظروف  الفيزيائية:  الظروف  ب‌-	
نمو الن�سيج وب�شكل عام يتطلب العمل بالزراعة الن�سيجية توفر 

الظروف التالية:- 
- درجة حرارة ح�ضن )22-28 مْ(. 

 )18  -  16( ا�ضاءة  بفترة  لوك�س   5000 �صفر-  من  ا�ضاءة   -
�ساعة. 

- رطوبة ن�سبية حوالي 60 %. 
 : Subculture اعادة زراعة الن�سيج -

ال�صلبة  الاو�ساط  على  للزراعة  ا�سابيع   )8  -  2( تتطلب  	
و)1-2( ا�سبوع لمعلقات الخلايـــــا .

ǻǸǪƲǩƗ ǠǪǖǮǩƗ ǻǸǾƮǩƗ ǨǕƘǞǮǩƗ

ƚ
Ǫǅ

 ǌ
ƽǷ

 Ǻ
ǪǕ

 ƞ
ǕƗ

Ʒƺ
ǩƗ
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العنا�صر الكبرى

الكلوروفيل  لتكوين  و�ضرورى  النبات  نمو  معدل  على  )N(: ي�ؤثر  النيتروجين 
الأمينية م�صادر  والأحما�ض  النمو  النووية وهرمونات  والأحما�ض  والقلويدات 

.NO3 والنترات NH4 النيتروجين لبيئة زراعة الأن�سجة ب�صوره: الامونيوم
�أن دوره غير معروف بال�ضبط  �إلا   الف�سفور )P(: ويتركز فى الأجزاء المر�ستيمية 
، فو�سفات  �أن له دور فى تن�شيط الإنزيمات. ب�صوره: فو�سفات البوتا�سيوم  ويرجح 

ال�صوديوم.
الكربوهيدرات  وتكوين  للخلية  الطبيعى  للإنق�سام  )K(: �ضرورى  البوتا�سيوم 

والبروتينات، ب�صوره:نترات بوتا�سيوم �أو فو�سفات بوتا�سيوم.
الكبريت )S(: يوجد فى بع�ض جزيئات البروتين. ي�شجع النمو الجذرى والخ�ضرى، 

.SO4 ب�صوره: �سلفات
الكال�سيوم )Ca(: يلعب دور فى نفاذية الجدار الخلوى وي�سهل حركة الكربوهيدرات 
كلوريد  ب�صوره:  الجذور،  نمو  ي�شجع  �أنه  كما  النبات  خلال  والأحما�ضالامينية 

الكال�سيوم �أو نترات الكال�سيوم.
جدا  هام  الكلوروفيل.  جزئ  فى  المركزى  العن�صر   يعتبر   :)Mg( الماغن�سيوم 

كمن�شط �إنزيمى. نق�صه ي�سبب �شحوب الأوراق، ب�صوره:كبريتات الماغن�سيوم.

 .Hi-media شركة من MSمكونات الكيميائية للوسط الغذائي ال

mg  . l-1 Ingredients  

Macro elements 

1650.0 Ammonium nitrate 

332.20 Calcium chloride   

180.69 Magnesium sulphate  

1900.0 Potassium nitrate  

170.00 Potassium phosphate monobasic  

Micro elements 

6.2000 Boric acid  

0.0250 Cobalt chloride hexahydrate   

0.0250 Copper sulphate pentahydrate (EDTA) 

37.300 Disodium salt dihydrate   

27.800 Ferrous sulphate heptahydrate   

16.900 Manganese sulphate monohydrate   

0.2130 Molybdic acid (sodium salt)  

0.8300 Potassium Iodide  

8.6000 Zinc sulphate heptahydrate   

Vitamins 

100.00 Myo-Inositol  

0.5000 Nicotinic acid (free acid) 

0.5000 Pyridoxine HCl  

0.1000 Thiamine hydrochloride  

Amino acid 

2.0000 Glycine  

500.00 Others  

4.9000 Total (g.l-1) 
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 2020 أ.د. اياد عاصي عبيد انسجة نباتية (عملي )  زراعة  –البستنة وهندسة الحدائق قسم  –كلية الزراعة  -جامعة ديالى  

 

 
   مع الاقطاب ومبدأ العمل  pHجهاز تركيب :)1-3( شكل

�أدوات  زراعة ن�سيج النبات
Tools for Plant Tissue Culture

اولًا: pH meter  )جهاز قيا�س الأ�س الهيدروجيني(
ي�ستخدم ليا�س الا�س الهيدروجيني للو�سط و�ضبطه )6-5.8(.

تركيب PH مع الاقطاب ومبدا العمل
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 2020 أ.د. اياد عاصي عبيد انسجة نباتية (عملي )  زراعة  –البستنة وهندسة الحدائق قسم  –كلية الزراعة  -جامعة ديالى  

     ) نتيج�ة ارتف�اع الض�غط داخ�ل القن�اني م°121رف�ع الح�رارة الرطب�ة (بالمواد تجرى عملية تعقيم 

)15- 22 (  psi   ،  رطلا لكل انج مربع او)عملية التعقيم الروتينية في  دقيقة 15لمدة  ²كغم/ سم )1.5-1.02

 خالية من الميكروبات. لقتل الاحياء الدقيقة وجعل المواد

  
 (مؤصدة) مختبريحراري معقام ): 2-3شكل (

  Plant growth chamber         حجرة نمو الزروعات ثالثاً:

أو يمكن شراؤها جاهزة م�ن الأس�واق.  نمو الزروعات في غرف بحجم مناسب، يمكن تشييد حجرات  

م لل��تحكم ظ��ج��رات عل��ى ث��لاث نلج��دران الحراري��ة. تح��وي الحة التبري��د بأس��تخدام ع��وازل ايمك��ن زي��ادة كف��اءو

 -بالظروف البيئية:

 مدتها.السيطرة على شدة الاضاءة و -1

 تنظيمها.والسيطرة على درجة الحرارة  -2

 تنظيمها.السيطرة على الرطوبة و -3

روف تات لتنظيم الظ�دة بحساسات عالية الكفاءة ومؤقمزوة الحديثة متحكم بها الكترونيا وان جميع الأجهز

 المطلوبة للعمل.

 لوكس )  Light    )1000 – 3000    لضوءا -أ

 Autoclave     ثانياً: المعقام الحراري 
ي�ستخدم المعقام الحراري في تعقيم الو�سط والزجاجيات والادوات الم�ستعملة في زراعة ان�سجة النبات، وهو نف�س الجهاز 
الخ، تجرى عملية   ... الكتانية  والملاب�س  والبيا�ضات  والقطن والادوات  القيا�س  ادوات  لتعقيم  الم�ست�شفيات  الم�ستخدم في 
تعقيم المواد برفع الحرارة الرطبة )°121م( نتيجة ارتفاع ال�ضغط داخل القناني )psi  )22 - 15، رطلا لكل انج مربع 
خالية  المواد  وجعل  الدقيقة  الاحياء  لقتل  الروتينية  التعقيم  عملية  في  دقيقة   15 لمدة  �سم²  كغم/   )1.5-1.02( او 

من الميكروبات.
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 2020 أ.د. اياد عاصي عبيد انسجة نباتية (عملي )  زراعة  –البستنة وهندسة الحدائق قسم  –كلية الزراعة  -جامعة ديالى  

 درجة سيليزية ) Temperature   )23-25     درجة الحرارة -ب

 Humidity    80%     الرطوبة -ح

  

             Laminar air flow bench (LAF)انسياب الهواء الطبقي  منضدة رابعاً:

هي مزودة بمصفاة لمشاريع زراعة انسجة النبات تحت ظروف التعقيم، وهي منضدة العمل الرئيسية   

  الأحياء الدقيقة.تحجز مرور الجزيئات وح بمرور الهواء وتسم (HEPA)دقائقية عالية الكفاءة 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ): منضدة انسياب الهواء الطبقي3-3شكل (

  

 
 

. يستخدم لتسخين ومزج       sterol magnetic  hot pleatخامسا : جهاز الصفيح الساخن الدوار   
 تدوير الوسط الغذائي .مكونات الوسط الغذائي لوجود هيتر كهربائي واستخدام تقنية الطرد المغناطيسي في 

   
 
 
 
 
 

            )LAF) Laminar air flow bench رابعاً: من�ضدة ان�سياب الهواء الطبقي
ظروف  تحت  النبات  ان�سجة  زراعة  لم�شاريع  الرئي�سية  العمل  من�ضدة  هي  		
بمرور  ت�سمح   )HEPA( الكفاءة  عالية  دقائقية  بم�صفاة  مزودة  وهي  التعقيم، 
الهواء وتحجز مرور الجزيئات والأحياء الدقيقة، كما وتحوي على م�صدر ا�شعة فووق 

بنف�سجية لتعقيم الكابينة. 
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خام�سا : جهاز ال�صفيح ال�ساخن الدوار
  stirrer magnetic  hot pleat   

الغذائي  الو�سط  مكونات  ومزج  لت�سخين  ي�ستخدم  	
لوجود هيتر كهربائي وا�ستخدام تقنية الطرد المغناطي�سي 

في تدوير الو�سط الغذائي .

�ساد�سا: الميزان الح�سا�س 
Electronic Weighing Scale

من  وباجزاء  عالية  بدقة  المواد  اوزان  لقيا�س  ي�ستخدم 
الغرام.

stirrer
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Sterilization التعققيم
الان�سجة درجات عالية من  زراعة  العمل في مجال  يتطلب  	
التعقيم )الخلو من الجراثيم( في جميع خطوات العمل، خا�صة في 
وحدات الانتاج التجاري حيث ان تلوث دفعة من الزروعات ربما 
ي�سبب خ�سارة مادية كبيرة او حتى خ�سارة �سلالة نباتية كاملة. 
عليه تفر�ض اجراءات وقائية �صارمة لدخول الا�شخا�ص والمواد 
في  للتعقيم  العملية  والتطبيقات  الا�سا�سية  النظم  وتتبع  الحية، 

جميع مختبرات زراعة الان�سجة:
  Laboratory- cleanliness     اولًا: نظافة المختبر

نظافته  على  والمحافظة  المختبر  بتعقيم  الاهتمام  ظرورة  	
با�ستمرار.

      Tools and media        ثانياً: الادوات والاو�ساط
ظروف  تحت  الن�سيجية  الزراعة  خطوات  جميع  تجرى  	
التعقيم، لذا ف�أن جميع المواد الم�ستعملة في العمل تكون خالية من 
الجراثيم ومعقمة. وتتبع طرق مختلفة لهذا الغر�ض اعتمادا على 
المواد  تعقيم  طرق  تختلف  وا�سا�سا  التعقيم.  وطريقة  المادة  نوع 
تتوفر  والزجاجيات.  الادوات  تعقيم  طرق  عن  الحية  النباتية 
كاما  با�شعة  معقمة  للا�ستعمال  الجاهزة  المواد  من  العديد  حاليا 
وت�ستخدم لمرة واحدة. ان توفر هذه المواد �سهل وب�شكل ملحوظ 

العمل في مجال الزراعة الن�سيجية.

 ت�ستخدم ثلاث طرق للتعقيم في المختبرات:- 
Dry heat 1.الت�سخين الجاف   

المواد  وبقية  المعدنية  والادوات  الزجاجيات  تو�ضع  		
التي لا تحترق بالحرارة العالية في حاويات �أو تلف بالورق �أو رقائق 
الالمنيوم ال�سميكة وتو�ضع في الفرن الجاف وتعقم لمدة لا تقل عن 
ثلاث �ساعات على درجة حرارة )140-160م°(. ولايمكن تعقيم 

الاو�ساط والادوات البلا�ستيكية بهذه الطريقة. 

Wet heat الرطب   الت�سخين   .2
من اكثر الطرق �شيوعا في تعقيم الادوات والاو�ساط  		
هي ا�ستخدام المعقام الحراري )�صفحة 10( على درجة °121م، 
 1.02( 15دقيقة  ولمدة   مربع(  �أنج  لكل  )رطل   15psi ب�ضغط  
كغم/�سم2(، لأجهزة المعقام الحديثة القدرة على توليد معالجات 
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ليرتفع  )70-°132م(  الى  الحرارة  درجة  لرفع  الم�شبع  بالبخار 
ال�ضغط الى 25 رطل لكل �أنج مربع. ويجب و�ضع القناني الحاوية 
�سعتها  من   40% من  اكثر  يملأ  ولا  عامودي  ب�شكل  الو�سط  على 
المراد  الو�سط  كمية  بين  علاقة  وهناك  بالو�سط.  الاجمالية 
الاحجام  تتطلب  جدول)1-4(.  التعقيم  مدة  وطول  تعقيمه 

الكبيرة مدة تعقيم اطول على درجة حرارة °121م. 
Filter sterilization 3. التعقيم بالتر�شيح 

ي�ستخدم التعقيم بالتر�شيح او التعقيم البارد في حالة عدم  	
م�سامية  تعمل  الو�سط،  او  للمحلول  الحراري  التعقيم  امكانية 
المر�شح )0.45m µ  –0.22( على حجز الاحياء الدقيقة فتجعل 

المحلول خالي منها .

      Sterilization of tools       ثالثاً: تعقيم الادوات
الكحول  في  عادة  الملاقط  ب�ضمنها  المواد  هذه  مثل  تغمر    	

الاثيلي %80 )حجم/حجم( داخل اللمنر لحين ا�ستعمالها.

�شح
المر

ال 
عم

�ست
ة ا

يق
كيفية التعقيم بالمر�شحطر
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   Explant sterilization     رابعاً- تعقيم الجزء النباتي
نقلها الى  النباتية قبل  يجب تعقيم جميع الاجزاء  		
الو�سط، ويمكن تعقيم الاجزاء النباتية المح�ضرة باحجام منا�سبة 

باحد المحاليل التالية:- 
)القا�صر   %  4-1 بتركيز  ال�صوديوم  هايبوكلورات  محلول   .1

التجاري(. 
 .%  7 بتركيز  الكال�سيوم  لهيبوكلورايت  الم�شبع  المحلول   .2

 .%  1 بتركيز  المائي  البروم  محلول   .3
 .%  70 بتركيز  الاثيلي  الكحول   .4

 .%  0.2  -  0.1 بتركيز  الزئبق  كلوريد   .5
 .%  10 بتركيز  الهيدروجين  بيروك�سيد  محلول   .6

 .%  1 بتركيز  الف�ضة  نترات  محلول   .7
لاي�شجع حاليا على ا�ستخدام المعادن الثقيلة كالزئبق كونها  	

تحتاج الى طرق خا�صة للتخل�ص منها بعد الا�ستعمال. 

تهيئة الاجزاء النباتية وتعقيمها
ت�ستعمل العقل الحاوية 2-3 عقدة من افرع حديثة للنبات   	
اختيار  بعد  �سطحيا  تعقم  ثم  مرات،  لعدة  الجاري  بالماء  وتغ�سل 
)القا�صر  ال�صوديوم  هايبوكلورات  هنا  ولنفر�ض  التعقيم  مادة 
الهواء  ان�سياب  كابينة  داخل  العمليات  جميع  تتم  التجاري(، 

البحوث  )من  نبات  لكل  به  المو�صى  التركيز  وبا�ستعمال  الطبقي، 
العلمية( ولنفر�ض هنا 20 حجم لحجم )v/v( من هايبوكلورات 
 6 العلمية( على افترا�ض  ال�صوديوم  ولمدة محددة )من البحوث 
دقيقة، وهنا ي�ستخدم �سلندر حجم 100 مل اذ ي�ضاف 20 مل من 
مل   100 الى  الحجم  ويكمل   )v/v(  20 يمثل  وهنا  القا�صر 
المادة  من  قطرة  ا�ضافة  مع  والمخزون،  م�سبقا  المعقم  المقطر  بالماء 
  Tween-20 او  التجاري(  )الزاهي  ال�سائل  ال�صابون  النا�شرة 
لمحاليل التعقيم، تغمر الاجزاء النباتية  بمحاليل التعقيم للمدة 
�سكب محلول  التعققيم وبعد  الم�ستمر طول مدة  الرج  مع  المحددة 
التعقيم من اناء الغ�سل في اناء كبير معقم داخل اللمنر ثم ي�ضاف 
لها الماء المقطر المعقم لتغ�سل لمدة 5 دقائق مع الرج الم�ستمر بواقع 
معمة  �شفرات  با�ستعمال  مفردة  عقد  الى  تقطع  ثم  مرات،  ثلاث 
وتزرع في القناني الحاوية على و�سط MS وبواقع عقدة واحدة 

لكل قنينة.
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Medium and its preparation  الو�سط وتح�ضيره
طورت الاو�ساط الغذائية المعروفة اليوم والتي تلبي متطلبات  	
النبات خلال الاعوام )1930–1950(.  زراعة خلايا وان�سجة 
تحتوي جميع الاو�ساط الغذائية على نف�س العنا�صر المغذية التي 
تلك  خلال  النمو  منظمات  اكت�شاف  ان  الكامل،  النبات  يحتاجها 
العنا�صر  وخ�صو�صا  النبات  تغذية  حول  المعرفة  وتطور  الفترة 
المغذية.  الاو�ساط  تطور  في  كثيرا  ا�سهم  والفيتامينات  ال�صغرى 
والجدير بالذكر ان اكت�شاف اندول حام�ض الخليك )IAA( عام 
 Skoog قبل  من  والكاينتين    F. W. Went قبل  من   6192
 Totipotencyوم�ساعديه عام 1955، قد تبعه تحديد مفهوم ال
وتنظيم عملية التكوين الت�شكيلي )Morphogenesis( تبعا 
من  التبغ  نبات  في  ال�سايتوكاينين  الى  الاوك�سين  ن�سبة  لاختلاف 

قبلSkoog وMiller عام 1957.
ا�ستندت الاو�ساط التى ا�ستخدمها اوائل العاملين في تركيبها على 
 White Knop المغذي، ولاحقا طورت او�ساط من قبل  محلول 
 Murashige عام 1953، ويعتبر و�سط Millerعام 1943 و
الن�سيجيه  الزراعة  ابحاث  في  بارزة  علامة   Skoog 1962و
او�ساطاً  المجال، وقد طورت  ا�ستعمالٌا في هذا  الو�سط الاكثر  وهو 
الاحتياجات  لتلبية  الو�سط  هذا  تركيبة  الى  ا�ستنادا  اخرى 
النبات، من  من  نوع معين  وت�أمين احتياجات  المختلفة  التجريبية 

هذه الاو�ساط:-

 .Linsmaier and Skoog ، 1965 و�سط   .1
.B5 Gamborg et al.,، 1968 و�سط   .2

.Schenk  and Hilderbrandt، 1972 و�سط   .3
.Nitsch and Nitsch، 1969 و�سط   .4

للنباتات   Llyod and Mc Cown، 1980 و�سط   .5
الخ�شبية.

م�ستوى  الى  النباتية  الان�سجة  زراعة  طرق  تقدمت  وقد  	
امكن معه زراعة ن�سيج اي نبات بنجاح، ان نجاح زراعة ن�سيج النبات 
يعتمد على اختيار الو�سط المغذي، حيث يمكن تنمية ان�سجة اغلب 
الاملاح  على  تحتوي  والتى  معروفة،  او�ساط  على  النبات  انواع 
والفيتامينات  ال�سكروز(  يكون  )عادة  للكربون  وم�صدر  المعدنية 
التبغ،  لنبات  �صمم  الذي    MSو�سط ي�ستعمل  النمو،  ومنظمات 
حاليا على نطاق وا�سع لزراعة الخلية والكال�س لانواع مختلفة من 

النباتات. 
Gamborgøǩ B5 MS 
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     Medium Composition        تركيب الو�سط
النبات  ان�سجة  مزارع  لاغلب  المغذية  الاو�سط  تحتوي  	
الكربون  وم�صدر  الع�ضوية  المغذيات  هي  مكونات  خم�سة  على 

والفيتامينات ومنظمات النمو والمتممات الع�ضوية .
       Plant growth regulators  منظمات النمو النباتية  

من  متوازن  خليط  النباتية  الاجزاء  نمو  تن�شيط  يتطلب  	
منظمات النمو، وت�ستخدم نوعين من التوليفات احدهما لت�ضاعف 
 2,4-D الخلية وتكوين الكال�س ويف�ضل ان يحتوي على اوك�سين 
او NAA مع ال�سايتوكاينين بتراكيز اقل )الكاينتين( او BA او 
2ip  او الزياتين او Thidiazuron و�آخر للاخلاف يحتوي على 
اوك�سين بتركيز واطئ )NAA اوIAA  او IBA( و�سايتوكاينين 
بتركيز عالي، ولاي�ستخدم D-2,4  لهذا الغر�ض، حيث انه يحفز 
ت�ضاعف الخلية ويعوق عملية التمايز في النباتات ثنائية الفلقة. 
تحفيز  في  عليه ف�أن الاوك�سينين  D-2,4 و s2,4,5−TPفعالين 
 )Somatic embryogenesis( الج�سمية  الاجنة  تكون 
ثنائية  والاع�شاب  الفلقة  احادية  الحبوب  محا�صيل  مزارع  في 

الفلقة. 
تتوفر حاليا في الا�سواق انواع عديدة من الاو�ساط الجاهزة  	
ب�شكل م�سحوق تنتجها �شركات Himedia وSigma وبتراكيب 
عند  المرغوبة  الكيميائية  المادة  لها  ي�ضاف  ان  يمكن  مختلفة 
تح�ضيرها، علما ب�أن الاو�ساط التي تح�ضر في المختبر اقل كلفة من 

الجاهزة والتي ت�شترى من الا�سواق.



ي
لهاد

بدا
 ع

هر
ظا

د 
محم

م. 
م.

د، 
عبي

ي 
ص

 عا
ياد

د. أ
/ أ.

ي 
مل

لع
ة ا

باتي
 الن

جة
نس

 الا
عة

زرا

1818

      محلول ا�صل العنا�صر الرئي�سة
 نترات الامونيوم	               16.5
نترات البوتا�سيوم	                    19
كلوريد الكال�سيوم المائي                44
كبريتات المن�سيوم المائية              37
فو�سفات البوتا�سيوم الثنائية     17

محلول ا�صل الحديد
كبريتات الحديدوز المائية  2.785
المادة المخلبية                        3.725

محلول ا�صل العنا�صر الثانوية
كبريتات المنغنيز المائية             2.23
كبريتات الزنك المائية                0.86
حام�ض البوريك                           0.62 
يوديد البوتا�سيوم                    0.083
مولبيدات ال�صوديوم المائية   0.025
كبريتات النحا�س المائية      0.0025
كلوريد الكوبلت المائي           0.0025

        محلول ا�صل المكونات الع�ضوية 
ماعدا ال�سكروز

Myo-inoitole                    1
thiamine                      0.01
Glycine                          0.2
Pyridoxine                  0.05
Nicotinic acid             0.05

ي�ؤخذ 100 مل

ي�ؤخذ 10 مل

ي�ؤخذ 1 مل

ي�ؤخذ 1 مل

AB

CD

    Medium preparation تح�ضير لتر واحد من الو�سط
�أ. الاو�ساط الغذائية من محاليل لا�صل:

بالغرام واذابة كل كروب منها  الاتية  المواد  كميات  واذابة  وزن  1.نقوم 
Stock soulution منف�صل  في لتر ماء مقطر لتكوين محلول الا�صل 

وخزنها بالثلاجة، وهي اربعة محاليل ا�صل: 

حدة. على  كل  �سكر  غرام   30 ووزن  اكار  غرام   7-2 2.ووزن 
الدوار  ال�ساخن  ال�صفيح  جهاز  على  بيكر  في  ماء  مل   400 3.ي�ستخن 
A, B, C, D ويترك ليمتزج جيدا وي�ضاف  وي�ضاف له محاليل الا�صل 
بعدها ال�سكر، ويو�ضع اي�ضا 400 مل اخر من الماء في فلا�سك �سعة واحد 
لتر وي�ضاف له الاكار وت�سد فوهته بالالمنيوم فويل و�صولا للغليان وتكوين 

فقاعات من ال�سترر ومن قاع الفلا�سك.
4. يمزج المحلولان في �سلندر �سعة واحد لتر ويكمل الحجم بالماء المقطر 

المعقم.
محاليل  من  المطلوبة  التجربة  ح�سب  اللازمة  الهرمونات  ت�ضاف   .5

الا�صل المجهزة م�سبقا والمخزونة بالثلاجة.
6. يتم تعديل pH المحلول ليكون 5.8 - 6 با�ستعمال محلول 0.1 عيارية 

من هيدروك�سيد ال�صوديوم و0.1 عيارية من حام�ض الهيدروكلوريك.
7. ي�صب الو�سط الزراعي مبا�شرة في انابيب الزراعة )150مل - 1لتر( 
اما  الانابيب  فوهة  وتغلق  مل(     200-10( المتوفرة  الانابيب  ح�سب 

ب�سداداته الا�صلية او با�ستعمال ور الالمنيوم فويل.
Autoclave على  7. تنقل اوعية الزراعة الى جهاز المعقام الحراري 

درجة °121م لمدة 15 دقيقة. 
حرارة  درجة  في  لتبرد  وتترك  المعام  من  الزراعة  اوعية  ت�ستخرج   .8

الغرفة لحين الا�ستعمال.
 ب. الاو�ساط الغذائية الجاهزة:

غرام   4.9 بوزن  با�ستعمال  الجاهز  الفذائي  الو�سط  بوزن  نقوم   .1
مذكورة مكوناته �صفحة 8.

 وبذات الخطوات ال�سابقة )8-2(.
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�سكر 30 غم�سكر 30 غم غم  MS 4.9اكار 2-7 غراماكار 2-7 غرام
قم

مع
طر 

مق
اء 

م

الهرمونات

11

22

3
4

5

6

7A
100 ML

C
10 ML

B
1 ML

D
1 ML

Stock
soulution 


