
  46-29: الصفحات ـ 1 العدد ـ) 30 (المجلد) 2014 (ـ الزراعية للعلوم دمشق جامعة مجلة

 

 

29

  
  الورقيةبروتوبلاست ال عزل العوامل المؤثرة في

  صنف البطاطا بينيلافي 
  

  )2( خليل المعري)1(فهد البيسكيو  )1(نور القباني

 

 صالملخّ
جامـة دمـشق بهـدف    - في مخابر كلية الزراعةزل البروتوبلاست من أوراق صنف البطاطا بينيلا  ع 
 الحـصول علـى أكبـر       إمكانيةأظهرت النتائج    .ستلا وحيوية البروتوب  مردودالعوامل المؤثرة في    تحديد  
     الحيويـة وبلغت نـسبة  ،قاورأ غ/بروتوبلاست 1.7 ± 0.06 × 106)( من البروتوبلاست المعزول مردود

 ،مولاً ميكرو 50بتركيز   STS)(ثيوسلفات الفضة   ليها  إند استخدام البيئة المضاف     ع) 2.38% ± (82.91
لـى زيـادة مـساحة المـسطح الـورقي كمـصدر لعـزل              إ STSمن  وقد أدت المعاملة بتراكيز مختلفة      

نت النتائج أن اسـتخدام المـانيتول   بيكما    .الشاهدبتقصير طول المسافات العقدية مقارنة      والبروتوبلاست  
غ /بروتوبلاسـت  106)×0.04±(1.68 المعزول    من البروتوبلاست  مردود أعطى أعلى    مولاً 0.75بتركيز  

) 106 ×0.04 ±1.07 (الحصول على أعلى مـردود   تمفي حين ،(%2.64±87.82) حيوية وأعلى قاورأ
 كمـا  ،مولاً 0.5تركيز  استخدام السكروز ب  عند   (%5.13±76.93)  وأعلى حيوية  ،قاورأ غ/بروتوبلاست

إلى الحـصول علـى أكبـر    يؤدي أسابيع 4بعمر نباتات مزروعة مخبرياً    نت النتائج أن استخدام أوراق      بي 
  وأعلـى حيويـة    ،قاورأغ  /بروتوبلاسـت  )106×0.04±1.94 ( المعـزول  لاسـت  مـن البروتوب   مردود

 :نزيمـي المؤلـف مـن    ساعة ضمن المحلـول الإ     )16-14( مدة    التحضين  وذلك بعد  1.40%)84.88±(
1.75 %R10  ــيلوليز ــيروزيم Cellulase+0.4%س ــد Macerozyme+0.005 ماس ــول كلوري  م

 pH (.5.6( درجة حموضة الوسط انتوك، MES مول 0.01 +مانيتول مول 0.75+الكالسيوم

  
، ثيوسـلفات الفـضة    ،ماسيروزيم ،زيسيلول ،بروتوبلاست ، بطاطا :الكلمات المفتاحية 
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Factors affecting leaf protoplast isolation 

from Binella -potato cultivar  
 

Al-Qabbani, N. )1( , F. Al-Biski,(1)  and  K. Al-Maarri(2) 

 
Abstract 

In this research, protoplast isolations were obtained from the leaves of 
Potato Binella cultivar at the laboratories of Agriculture College- Damascus 
University in order to determine factors affecting the yield and viability of 
protoplast isolation. Results indicated that the best yield percentage of isolated 
protoplast  (1.7±0.06×106 protoplast/g of leaves) with high percentage of 
viability (82.91±2.38%) were obtained when silver thiosulfate (STS) at 50µM 
was added to the isolation medium. The treatment in different concentrations 
of STS increased the leaf area as a source to isolate the protoplast and shorten 
the length of nodal distance, compared to control. Adding manitol to the 
isolation medium gave better results than sucrose. The best yield of isolated 
protoplast (1.68 ± 0.04 × 106 protoplast/g of leaves) with high viability 
percentage (87.82 ± 2.64%) was obtained by adding 0.75 M of manitol to the 
isolation medium, while high density (1.07 ± 0.04 × 106  protoplast / g of leaves) 
and high viability (76.93 ± 5.13%) were obtained  when adding sucrose at 0.5 
M.  In vitro leaf age affected the yield and the viability of isolated protoplast, 
the highest density (1.94 ± 0.04 × 106 protoplast / g of leaves) and the highest 
viability (84.88±1.40%) were obtained when using 4 week in vitro leaf age, after 
an incubation period (14-16 hours) in a medium containing: 1.75% cellulase R 
10 + 0.4% Macerozyme R 10 + 0.005M CaCl2.2H2O+ 0.75M mannitol + 0.01M  
MES, and pH of 5.6. 

       
Keywords: Potato, Protoplast, Cellulase, Macerozyme, Silver 

Thiosulfate. 
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  المقدمة
البطاطا من أهم محاصيل الخضر في الوطن العربي، وفي عدد كبيـر مـن دول                تعد

 . نوع 2000حو  ن جنساً، و  90التي تضم نحو     Solanaceae تبع العائلة الباذنجانية  تو. العالم
  الباذنجانيـة  أجنـاس العائلـة   من أهـم ، الذي يعدSolanum نتمي البطاطا إلى الجنس  تو

  . نوع1000 يحتوي على أكثر من إذْ، وأكبرها
تحتوي أنواع البطاطا سلسلة متصلة من التراكيب الـصبغية المتـضاعفة، فهنـاك             و

 والخماسـية   2n=4x=48  والرباعيـة  2n=3x=36 والثلاثية   2n=2x=24الأنواع الثنائية   
2n=5x=60   2 والسداسيةn=6x=72) ،إلى ستخدم البطاطا بعد حصادها     ت ).1981 مسعود

 ـ       فضلاً عن أنّها  فهي   مجموعة كبيرة من الأغراض     اً غذاء للإنسان فإنها تقدم أيـضاً علف
ولها استعمالات عديدة في مجال الصناعة حيث يستخرج منها النشاء وتستعمل            ،للحيوانات

 ـ   فضلاً عـن   ،في صناعة الورق والمنسوجات وصناعة المواد اللاصقة       ي  اسـتخدامها ف
صناعة التخمير واستخراج الكحول مثل الإيتانول والبيوتانول وبعـض الأحمـاض مثـل        

   .)2004 ،البيسكي وزملاؤه( الستريك واللاكتيك
 ،في تحـسين النباتـات    على نطاق واسع    وزراعتها  البروتوبلاست  تستخدم تقنية عزل    

 ـخر عن طريق دمـج الب     آفي نقل المعلومات الوراثية الجديدة من نوع إلى         و  تروتوبلاس
 Valkonen (ة المقاومة للفيروسـات    بنجاح في نقل صف     استعمل الذي )التهجين الجسمي (
من الأصناف البرية   ) 1991 وزملاؤه،   Preiszner( والمقاومة للصقيع ) Rokka  ،1998و

، Cocking و Razdan (اتعـزل الطفـر   فـي    كذلك استخدمت إلى الأصناف المزروعة    
 2n=24بلاست في العديد من أصناف البطاطا الثنائية         البروتو ةعاوقد نجحت زر   ،)1981

  ). Zelcer ،1989 وFerreira (اً عالمياً نوع30وفي أكثر من  2n=48 والرباعية
فـي عـزل     اً واسـع  اسـتخداماً  التي تستخدم    الإنزيمات السيلولاز والبكتيناز من     يعد 

 وزمـلاؤه،   Grezes (يـة  يقوم البكتيناز بتحفيز تفريق التجمعات الخلو       إذْ ،البروتوبلاست
 التـي تنتهـي    الجدار الخلـوي في فك الروابط السللوزية السيلولاز في   ويستخدم  ) 1994

  البروتوبلاست فـي صـنف     عزل). 1980  وزملاؤه، Sondahl (ستبتحرير البروتوبلا 
 Cellulase%1 الإنزيمات من اً مزيج يحوياستخلاص باستخدام وسط Desiree البطاطا

R-10 0.25و%Macerozyme R-10 ) Sidorov ،وجد  وقد .)1987 وزملاؤهTavazza 
 %0.1 الإنزيمـات  من مزيجٍ  أنه في المحلول الأنزيمي المحتوي على    )Ancora )1986و

Cellulase R-10 0.25 و% Macerozyme R-10  روتوبلاسـت  بالمـردود مـن ال  فإن
  الـصنف دمردو وأوراق غرام/بروتوبلاست 106×1.56كان   Desireeصنف البطاطال

Kenebe 1.21×106 قاورأغرام /بروتوبلاست.  
 إلـى   مرحلة الزراعـة  ل البروتوبلاست وصولاً إلى      المختلفة من عز   تحتاج المراحل 

 لمنع انفجارها نتيجة الضغط المطبق من محتويات الخليـة علـى            ضغط أسموزي مناسب  
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 نيتول والـسكروز   السوربيتول والما  استخداماً ركبات الم كثرومن أ  ،الغشاء السيتوبلازمي 
 الضغط الأسموزي الأمثل    أن1978 ( (Chu و Grun نيبو). 2002 ،الرفاعي والشوبكي (

 ،حسب النوع والطراز الوراثي في البطاطابيختلف  لمحلول عزل البروتوبلاست وزراعته
وتـؤدي    Solanum tuberosumلنوع المزروعإلى ا  من المانيتول بالنسبة مولا0.4ً وهو

   ضغط أسموزي مرتفع إلـى حـدوث الإسـمرار وتثبـيط نمـو الكـالوس               الزراعة في 
)Kao و Michayluk، 1980  ؛Klimaszewske  ،1989 .(إن استخدام النباتات الناميـة     و

نوعيـة  إلـى    في عزل البروتوبلاست أمر مرغـوب  نظـراً            أسابيع 4-3 بعمر   مخبرياً
 عزل .)Pua ،1989 وChi؛ Chan  ،1991 و Chang (وثباتها اعنهة  البروتوبلاست الناتج 

  والأزهـار  الجـذور  و ،الفلقـات  و ، من الأوراق  ،البروتوبلاست من أنسجة نباتية مختلفة    
)Zhu ،؛  2005  وزملاؤهChabane   ،البروتوبلاسـت   مـردود  واختلف )2007 وزملاؤه 
لذلك يجب تحديد المـادة الأم إلـى         ،حسب مصدر الأنسجة النباتية المستخدمة في العزل      ب

   وحيويـة للبروتوبلاسـت    مردوديـة  فـي الحـصول علـى أعلـى          مهـم كونها عامل   
)Assani ،2001 وزملاؤه(.   

وذلك لأنهـا    ، الأوراق من أهم المصادر الأساسية للحصول على البروتوبلاست          تعد
  مـن أنـسجتها   نفـسه   تتيح فرصة الحصول على خلايا جيـدة ومتماثلـة فـي الوقـت              

)Liu و Chen  ،1978(. و بين Perl   وزملاؤه)يثلـين فـي    أن وجود مضادات الإ   ) 1988
 الفضة كان فعالاً في تحسين إنتاج البروتوبلاست وفعاليتـه          ثيوسلفات مثل   وسط الزراعة 

ل أدى إلى إنتاج    /ميكرومول 100-50 استخدام ثيوسلفات الفضة بتركيز      وإن ،في البطاطا 
لى إنقاص طـول   أدى إإذْمساحة ورقية كبيرة كمصدر للمادة النباتية لعزل البروتوبلاست  

؛ 1988 وزمـلاؤه،  Songstad( 11 العقدية وزيادة الوزن الجـاف والكلوروفيـل  المسافات 
Shillito   ،فـي   اًواسـع ودمجها دمجـاً    تستخدم تقنية عزل البروتوبلاست     ). 1983 وزملاؤه 

هدف الحصول على نباتـات متحملـة        وفي نقل المورثات النوعية ب     ،التحسين الوراثي للنباتات  
  .ت الفيزيولوجية والبيئيةجهاداللإ

 من وضع تقنية وتحديد الشروط الأنسب لعزل البروتوبلاست مـن أجـزاء             لذلك لابد 
ل على نباتات ، والتمكن من عملية تجديد البروتوبلاست للحصو  نباتية مختلفة كمرحلة أولى   

بلاست ، ليصار إلى استخدام التقنية الأوسع انتشاراً وهي دمج البروتو         كاملة كمرحلة ثانية  
وقـد  . بهدف التحسين الوراثي واستنباط أصناف جديدة متحملة للشروط البيئية المحليـة          

ز به من   لما يتمي  ،اختير صنف البطاطا بينيلا نظراً إلى كونه من الأصناف المحلية المهمة          
   .صفات كمية ونوعية عالية
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  مواد البحث وطرائقه
 ،ة سوري ، دمشق ،لهيئة العامة للتقانة الحيوية   ي ا مخبر التقانات النباتية ف   في  البحث  ذ  فّنُ

  بطاطا درناتاستخدمت   و .2011 -2010خلال العام    ،جامعة دمشق  ب وفي كلية الزراعة  
  :ةتيتباع الخطوات الآا بوأُنبتت ،درنة 100 يليت بمعدل إ من مرتبة)الصنف بينيلا(
 بحمض الجبرلين ت  ثم عوملت الدرنا  ، الأوساخلإزالة   ، الدرنات بالماء الجاري   تْسلغُ •

 .لكسر طور السكونمدة ربع سـاعة ) 4ppm (تركيز
 من قمة الدرنة وهي الجهة المقابلة لمكان اتصال الدرنـة           استئصال النهايات الزهرية   •

وزراعتها فـي أصـص مملـوءة بمـادة          ، وتتركز فيها عدة عيون    )رئد( ستولونبال
 ـ المخصب والمعقم    )التورب الزراعي ( البيتموس ثـم  ، 6-7 (pH) ةوبدرجة حموض

 وذلـك   ؛للنموات البرعمية الناتجة من الطرف الزهري     عملية التطهير السطحي    جرت  
 ، سـم 3-2 النموات إلى عقل مفردة بطول     قُصتْ حيث   ،تحت جهاز العزل الجرثومي   

 دقيقة، مـع    1مدة  % 70تركيز   بالكحول الإيتيلي    تلاها الغمر  بالماء الجاري    توغسل
 دقائق  10 و 5مدة  )% 2-1-0.5( بوكلوريت الصوديوم تركيز  ثم المعاملة بهي   التحريك

 وذلك  ؛ مرات متتالية بالماء المقطر المعقم     3لكل تركيز، ثم غسلت النموات البرعمية       
   .كلّها  دقائق في كل مرة بهدف إزالة آثار المادة المستخدمة بالتعقيم5بمعدل 

عت العينات النباتية في وسط      رزMS   وفقMurashige و Skooge (1962)  المضاف
وذلـك ضـمن     ،pH (5.8 (ء باها درجة حموضة ب و ل آجار / غ 7ل سكروز و  / غ 30 إليه

  الأنابيـب  عقّمت ثم   ، مل من الوسط المغذي    12 سم تحوي    20× 2.5أنابيب اختبار بحجم    
 20 مـدة    2سم/كغ1.04  وضغط °م121 حرارة   في Autoclaveفي جهاز التعقيم الرطب     

  . دقيقة
 16وإضـاءة    °م22حرارة   درجة حرارة    فيمزروعة بغرفة النمو    حضنت الأنابيب ال  

علماً أن عدد الأنابيب المزروعة فـي هـذه          ، لوكس 3000 وشدة ضوئية    اً ظلام 8/ساعة
سـجلت   و ،رت التجربة مرتين لتأكيد النتيجة    كر  أنبوباً لكل معاملة تعقيم،    24بلغ  المرحلة  

النسب المئوية للعينات النامية من العينات  وسليمةفي هذه المرحلة النسب المئوية للعينات ال     
  . السليمة

 ـ     1.5عقل بطول   ( الأجزاء النباتية  رعتز: عزل البروتوبلاست   اً سـم تحـوي برعم
 ـ فـي فـي عـزل البروتوبلاسـت       المستخدمة  ) اً واحد اًجانبي  Schenk وفـق     SHة   بيئ

 50بتركيـز  بثيو سلفات الفـضة المزودة و الهرمونات من الخالية )Hildebrand )1972و
غ مادة نباتيـة وعرضـت    1نباتاً أي ما يعادل     ) 20-10(وبعد شهر أخذ من      ،مولاًميكرو

ينعكس إيجابياً على حيوية     ما) ظروف إجهاد ( ساعة   24 ظلام مدة  + °م10لدرجة حرارة   
  .البروتوبلاست وقدرتها على النمو
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 خـذت أحيث  ، في ظروف معقمة تحت جهاز العزل الجرثومي         عزلت البروتوبلاست 
  جـزاء صـغيرة    ألى  إ قطعت و دون أعناقها من   الأوراق الكبيرة و المتوسعة بشكل كامل     

 10ليها  إ أضيفو ، سم 9ي قطر   رمم بواسطة شفرة معقمة وذلك ضمن أطباق بت       ) 1-2(
 منه   بدلاً أضيفستبعد محلول البلزمة و   ا  دقيقة 30 وبعد   )1الجدول( مل من محلول البلزمة   

% 1.75 :الـذي يتـألف مـن     ) µm 0.22( المعقم بالفلترة ي  نزيملأالمحلول ا  مل من    10
Cellulase R10+0.4 %Macerozyme R10+0.005 المـائي مول كلوريد الكالسيوم  +

 MES (2(N-morpholino ethan sulfonic acid) مـول  0.01+مـانيتول  مـول  0.75
  .pH (5.6(ودرجة حموضة الوسط 

 ذلـك فلتـرة     تلاو ،° م 25رارة   ساعة في الظلام وبح    )16-14( الأطباق مدة    تحضن
 قطع من الشاش المعقم الموضوعة على أنابيب فالكون         8 الأنزيمي من خلال     ناتج التحلل   

 لطرد مركزي عرضتثم  ،)1الجدول ( W5الغسيل   هذه الأنسجة بمحلولت وغسلمل15
 مـل مـن   10لراسب إلى ا أضيفالسائل الطافي وستبعد او ، دقائق5د ولمدة / دورة 700
ستبعد السائل او ، دقائق6د مدة / دورة500 ثم عرضت لطرد مركزي W5ول الغسيل   محل

لراسب الذي يمثل البروتوبلاست    إلى ا ثم أضيف    ، عملية الغسيل مرة ثانية    كررتالطافي و 
 القيـام بتحديـد     من أجل ) 1984 وزملاؤه،   Kikuta ( مل من وسط الزراعة    1المعزول  

 NEUBAUER) المردود عن طريق شريحة عد الخلايا حددالمردود وتقييم الحيوية، وقد 
IMPROVED)     باستخدام مجهر ضوئي مقلوب، وحالحيوية باستخدام صبغة إيفـان    ت  دد 

0.4%(w/v)    دون أشعة فوق بنفسجية حيث تلونت       من    باستخدام المجهر الضوئي المقلوب
لخلايا الحية  ا نسبة توحسب،  الخلايا الحيةلم تتلون في حين  الميتة باللون الأزرق، الخلايا
  :كالآتي
  100×العدد الكلي للبروتوبلاست  /عدد البروتوبلاست الحي = للبروتوبلاست الحي%

  بروتوبلاستلا بلزمة وغسيلمحاليل ) 1(لجدول ا
 W5محلول    البلزمةمحلول  العناصر
NaCl  0.15(M/L) 
KCl   0.01(M/L)  

CaCl2.2H2O 0.001(M/L)  0.125(M/L) 
  (µM/L)0.01    غلايسين
  -  (M/L)0.5  مانيتول
 (µM/L)0.005   غلوكوز
MES 3(M/L)  -  
PH 5.6 5.8  

  
 عدد من العوامل المؤثرة فـي عـزل         درس :مل المؤثرة في عزل البروتوبلاس    العوا

  .وفي مردودها وحيويتها البروتوبلاست
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 ،يتلـين الإ  مركب ثيوسلفات الفضة من مثبطات     يعد: الفضة المعاملة بثيوسلفات تأثير  
 الخاليـة مـن     SH بيئـة    في في عزل البروتوبلاست     ستستخدم النباتات التي    زرعتوقد  

) 100- 75 – 50 – 25 – 0(ثيو سلفات الفضة    بتراكيز مختلفة من    الهرمونات المزودة   
الأنابيب المزروعة في هذه     عدد    وبذلك كان  ؛ من كل معاملة   اً أنبوب 16ميكرومول وبمعدل   

  .اًأنبوب 80 =أنبوب  16× معاملات 5 :المرحلة
 باستخدام جهـاز الماسـح       مساحة المسطح الورقي   قيستو ،كررت كل معاملة مرتين   

 ؛ من وسط النبـات مسافات عقديةثلاث طول متوسط و(Area Meter AM300)  الضوئي
  . وحيوية البروتوبلاست المعزولمردود ساب فضلاً عن ح،وذلك بعد شهر من الزراعة

نوعين من منظمات الضغط    تأثير   درس : وتركيزه يسموزط الأ نوع منظم الضغ  تأثير  
) 1– 0.75 –0.5 – 0.25 – 0: (وذلك بتراكيز مختلفة   ؛المانيتول والسكروز  :سموزيالأ

 وحيويـة البروتوبلاسـت   مـردود  التركيز الأمثل من حيـث  حددحيث   .لكل منهما  مولاً
 وكررت كـل    ق للمكرر الواحد   غ ور  3ذت التجربة بثلاثة مكررات وبمعدل      فّنُ ،المعزول

  .تجربة مرتين
) 7-6-5-4(لنبـات   ا تأثير أعمـار     درس :ية داخل الأنابيب   النبات  العينات عمرتأثير  

 مكررات للتجربـة الواحـدة      ةوذلك بثلاث وحيويته   البروتوبلاست الناتج    مردودأسابيع في   
  . غ ورق للمكرر الواحد مع تكرار التجربة مرتين3 وبمعدل

باسـتخدام  إحـصائياً   لنتائج  ا وحلّلتجربة وفق القطاعات العشوائية الكاملة      التصممت  
  عند مـستوى   LSD، وجرت مقارنة المتوسطات بحساب أقل فرق معنوي         SPSSبرنامج  
  . %1معنوية 

  
  المناقشةالنتائج و 

تحققت أفضل نتـائج التعقـيم عنـد         :التطهير السطحي وتأسيس الزراعات المعقمة    
 بلغت نسبة   وقد  دقائق 10مدة   %0.5 بتركيز) NaOCl( يت الصوديوم ستخدام هيبوكلور ا

 مـن العينـات الـسليمة      نسبة العينات التي أبدت استجابة للنمو     و ،%83 العينات السليمة 
 ائق دق 10 و5من هيبوكلوريت الصوديوم مدة  %2كيز  أدى استخدام التر  في حين  ،83%
 مـادة   اِسـتُخدمت  وقـد    ،ى التوالي  عل %20 و %30 إلى   النامية خفض نسبة العينات     إلى

فعاليتها في عمليات التطهير الـسطحي فـي        إلى   نظراً   NaOClهيبوكلوريت الصوديوم   
 ،)Jelaska ،1987 وPevalek؛1995المعـري،    (العديد من النباتات المزروعة مخبريـاً     

خاصة  ،ات النباتية قليلة التلوث السطحي    ز هذه المادة بفعالية عالية في تطهير الخزع       تتميو
  .إذا استخدمت بالتراكيز المناسبة
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  :العوامل المؤثرة في عزل البروتوبلاست

 أن وجـود ثيوسـلفات الفـضة        )2(ن الجدول   يبي :الفضة تأثير المعاملة بثيوسلفات   
 يزيد وبشكل معنـوي  ةعا في وسط الزرميكرومول) 100-75-50-25( مختلفة بتراكيز

مع وجود   ،الشاهد الخالي من ثيوسلفات الفضة    ب  وذلك مقارنة  ؛من مساحة المسطح الورقي   
 Jones وEhsanpourحصل عليه   وهذا يوافق مامعنوية بين التراكيز المختلفة غير  فروق  

 وجدا أن التركيز الأمثل من ثيوسلفات الفضة لنمو عقل البطاطا بشكل طبيعي             إذْ )2001(
  .Delaware وذلك في صنف البطاطا ؛ ميكرومول100- 50يقع ضمن المدى 

نخفاض في طول المسافات العقدية مع زيادة تركيز اوجود ) 2( الجدول ظهريفي حين   
 التركيز من    زيادة لم تؤدِ  في حين    ميكرومولاً) 50 إلى   0(ثيوسلفات الفضة في الوسط من      

 ؛)1 الـشكل  ( في طول المسافات العقدية    معنوينخفاض  الى  إميكرومول  ) 100 لىإ 50(
 ق ذكرا عدم وجـود فـرو  إذْ  )Jones )2001 وEhsanpour  هوهذا يوافق ماحصل علي

 )100 و 50(معنوية في طول المسافات العقدية عند استخدام ثيوسلفات الفـضة بتركيـز             
 وقـد   ،ميكرومول مع وجود فروق معنوية بين هذين التركيزين وبين الشاهد غير المعامل           

 ـ   أن التراكيز العالية من ثيو     )1992(ؤه   وزملا Mollersذكر   دي إلـى   ؤ سلفات الفضة ت
  .ظهور أعراض السمية

 
طول المسافات العقدية ومساحة المسطح     متوسط  في  كيز ثيوسلفات الفضة    اتأثير تر ) 2(الجدول  

  .الورقي
   ثيوسلفات الفضة تركيز

(µM)  
متوسط طول المسافات 

  )سم( العقدية
متوسط مساحة المسطح 

  )2مم( لكامل الأوراق الورقي
0  2.27±0.22a  298.9±42.06b  

25  1.63±0.11b  462.8±36.06a  
50  1.21±0.08a  550.4±136.65a  
75  1.25±0.12a  569.1±119.04a  

100  1.18±0.17a  564.4±124.37a  
LSD 1%  0.17645  121.931  

  . يوماً من الزراعة، والنتائج المعروضة هي متوسط لتجربتين30 أخذت النتائج بعد -         
  .بين المعاملات ) p > 0.05(متشابهة تشير إلى عدم وجود فرق معنوي  الأحرف ال-         
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ثيوسلفات الفضة في طول المـسافات العقديـة ومـساحة          تأثير تراكيز مختلفة من     ) 1(الشكل  

  .المسطح الورقي لصنف البطاطا بينيلا
تعطي عقل البطاطا المزروعة ضمن أوعية مغلقة نموات ذات أوراق صغيرة وجذوراً            
هوائيةً، ويعود هذا إلى تراكم الإيتلين ونقص الأوكسجين داخل هذه الأوعية مما يؤدي إلى            

، ومن ثم فإن تثبيط تأثير الإيتلين باستخدام بعض المركبات مثـل             البطاطا إعاقة نمو عقل  
ي إلى إعادة عقل البطاطا إلى نموها الطبيعي الذي بدوره يؤدي إلى            ثيوسلفات الفضة يؤد  

الحصول على أوراق أكبر ومن ثم زيادة مردود البروتوبلاست المعزول وحيويته، ويؤدي            
  .)Stacy ،1981 و Hussey؛ 1988 وزملاؤه،  Perl(كذلك إلى منع استطالة السلاميات

ميكرومـولاً 50يوسلفات الفضة بتركيـز  ستخدام ثا  أن)2( والشكل   )3(ن الجدول   يبي  
 )106×0.06±1.7( مـن البروتوبلاسـت      مـردود لـى الحـصول علـى أكبـر         إ يؤدي

 أدى  في حين  ،)6 شكلال() %2.38±82.91(وحيث كانت الحيوية     قاورأغ  /بروتوبلاست
أعلـى  حيويـة   لى الحـصول علـى      إ  ميكرو مولاً  75استخدام ثيوسلفات الفضة بتركيز     

 مـردود  أن   الذين وجدوا ) 1988 ( وزملاؤه Avihaiهذا يوافق ماذكره    و ،(84.38±1.75)
  ثيوسلفات الفضة  البروتوبلاست المعزول من أنسجة نباتية مزروعة في بيئة مضاف إليها         

(STS)    وعة في بيئة خالية من      رالمعزول من أنسجة مز   ذلك  أعلى منSTS ،   كما تؤكد ما
وسلفات الفضة يوفر مادة نباتية مناسـبة       أن معاملة عقل البطاطا بثي    ) Veen )1987ذكره  

  .لعزل البروتوبلاست
 صـطناع الى وسط الـزرع يثـبط مـن    إ STSضافة  إلى أن   إويعود السبب في ذلك     

 وبذلك تزداد كتلة المادة     ؛لى نموها الطبيعي  إعادة عقل البطاطا    إلى إ  وهذا يؤدي    ،يتلينلإا
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ن الأنسجة النباتية النامية بوجـود      أ فضلاً عن    ،النباتية المستخدمة في عزل البروتوبلاست    
STSجهادلإ تصبح أكثر مقاومة ل) Perl ،1988 وزملاؤه(.  
  

  . وحيويتها البروتوبلاست المعزولمردودفي كيز ثيوسلفات الفضة اتأثير تر) 3( لجدولا
   ثيوسلفات الفضة تركيز

(µM)  
   106× متوسط مردود البروتوبلاست

  )غ أوراق/بروتوبلاست(
متوسط حيوية 

  (%) لبروتوبلاستا
0  0.79±0.04c  71.10±3.49c  

25  0.81±0.03c  75.78±2.48b  
50  1.7±0.06a  82.91±2.38a  
75  1.44±0.08b  84.38±1.75a  

100  0.68±0.03d  67.33±2.73c  
LSD 1%  0.095  4.2357  

  .بين المعاملات) p>0.05 (الأحرف المتشابهة تشير إلى عدم وجود فرق معنوي-  .النتائج المعروضة هي متوسط لتجربتين -
  

  
 ميكرومولاً من ثيوسلفات الفضة في مردود بروتوبلاسـت صـنف   50تأثير التركيز  )2(الشكل 

    .البطاطا بينيلا ضمن محلول العزل
سموزي لمحلول عـزل    لأالضغط ا يؤثر  : وتركيزهتأثير نوع منظم الضغط الاسموزي      

ن الجدول  يبي إذْ   ، وفي نوعيته  لاست المعزول  في كمية البروتوب   اً كبير تأثيراًالبروتوبلاست  
لـى  إ ضمن محلول العزل أدى      مولاً 0.75ستخدام المانيتول بتركيز    ان  أ )3(والشكل  ) 4(

غ /بروتوبلاسـت  (106×0.04±1.68) من البروتوبلاسـت   مردودية أعلى الحصول على   
  .)7 شكلال ((%2.64±87.82)  المترافق بحيوية أكثرق اورأ
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  .ته وحيويكثافة البروتوبلاست المعزولالمانيتول في مختلفة من كيز اير ترتأث) 4(الجدول 
  تركيز المانيتول

(M) 
  106× متوسط مردود البروتوبلاست

  )غ أوراق/بروتوبلاست(
متوسط حيوية 

  (%) البروتوبلاست
0  0d  0d 

0.25  0.30±0.09d 2.87±1.23d 

0.5  1.08±0.08b 81.82±2.60b 

0.75  1.68±0.04a 87.82±2.64a 

1  0.87±0.08c 69.60±3.39c 

LSD 1%  0.1151 3.7221 
  .بين المعاملات) p > 0.05(الأحرف المتشابهة تشير إلى عدم وجود فرق معنوي- . النتائج المعروضة هي متوسط لتجربتين-

  
وهذا يتوافق مع نتائج بعض البحوث التي أشارت إلى أن الضغط الأسموزي الأمثـل              

بلاست يختلف بحسب النوع النباتي والصنف، فمـثلاً فـي النـوع            لمحلول عزل البروتو  
Solanum chacoence  مول مانيتول في النـوع المـزروع   0.4 مول مانيتول و0.3هو 
Solanum tuberosum )Grunو chu ،1978( .   لذلك جاءت نتائج هذا البحـث مخالفـة

ثالي من المـانيتول    التي أشارت إلى أن التركيز الم     ) Jones )2001 و Ehsanpourلنتائج  
 الـذين  )1994( وزملائه Kikutaومتقاربة مع   Delwareفي صنف البطاطا% 7.5هو 

 0.6 هو May Queenوجدوا أن التركيز المثالي من المانيتول بالنسبة إلى صنف البطاطا 
  .مولاً، ويمكن أن يعزى الاختلاف في النتائج إلى اختلاف التركيب الوراثي للأصناف

  

  
من المانيتول في مردود بروتوبلاست صنف البطاطا بينـيلا          مولاً   0.75تأثير التركيز ) 3(الشكل  

  .ضمن محلول العزل
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 مـن البروتوبلاسـت     مـردود  أعلـى أن   )4(والشكل  ) 5الجدول  (النتائج  بين  كما ت 
 تنـتج عـن     (%5.13±76.93) على حيوية أ أوراق و  غ/ بروتوبلاست )106×1.07±0.04(

  .)8شكلال(  مول0.50استخدام السكروز بتركيز 
  . وحيويته البروتوبلاست المعزولمردود في سكروزال  مختلفة منكيزاتأثير تر) 5(الجدول 

  تركيز السكروز
(M) 

  106× متوسط مردود البروتوبلاست
  )غ أوراق/بروتوبلاست(

متوسط حيوية 
  (%) البروتوبلاست

0  0d 0d 

0.25  0.027±0.04c 15.65±1.83c 

0.5  1.07±0.04a 76.93±5.13a 

0.75  0.36±0.08b 28.8±4.25b 

1  0d 0d  

LSD 1%  0.07475  4.9758 
  .بين المعاملات) p> 0.05( الأحرف المتشابهة تشير إلى عدم وجود فرق معنوي- . النتائج المعروضة هي متوسط لتجربتين-

 
 أن عمـر  ) 5(والـشكل   ) 6(يبين الجدول    :تأثير عمر العينات النباتية داخل الأنابيب     

 4الأوراق يؤثر في مردود البروتوبلاست المعزول وحيويته إذْ أدى استخدام أوراق بعمر             
غ أوراق  / بروتوبلاسـت  (106×0.04±1.94) أعلـى  الحصول على مـردود    أسابيع إلى 

  ).9الشكل (من البروتوبلاست المعزول (%1.40±84.88) وحيوية أعلى 
  

  
ز في مردود بروتوبلاست صنف البطاطا بينـيلا         مولاً من السكرو   0.5تأثير التركيز   ) 4(الشكل  

  .ضمن محلول العزل
  
لى الحصول إسابيع أ) 7 و6 ( عمراًكبرلأوراق الأدى عزل البروتوبلاست من اأ في حين 

 وزملاؤه  Qin chenوهذا يوافق ماحصل عليه ، وحيوية أقلمردود ي ذاًعلى بروتوبلاست
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 عند استخدام أوراق     كان لاست المعزول  من البروتوب  مردود أعلى   أن اإذ وجدو )  2007(
   . S.pinnatisectum وذلك في صنف البطاطا اً يوم30بعمر 

  . وفي حيويته البروتوبلاست المعزولةمردود تأثير عمر الأوراق في) 6(الجدول 
  عمر الأوراق

 )أسبوع(
  106× متوسط مردود البروتوبلاست

  )غ أوراق/بروتوبلاست(
متوسط حيوية 

  (%) البروتوبلاست
4  1.94±0.04a 84.88±1.40a 

5  1.32±0.08b 80.32±1.00ab 

6  0.79±0.02c 75.72±2.64b 

7  0.70±0.04d 67.33±6.34c 

LSD 1%  0.0845 5.8215 
  .بين المعاملات) p> 0.05(الأحرف المتشابهة تشير إلى عدم وجود فرق معنوي-  . النتائج المعروضة هي متوسط لتجربتين-

 
ب مماثلة أن عمر الأوراق يؤثر في مردود البروتوبلاسـت مثـل            وقد أظهرت تجار  

، )2005 وزملاؤه،   Levee ( والفصة )Creem-Molenoar  ،1994 و Buiteveld( البصل
كما أن الأوراق الحديثة تعطي بروتوبلاستاً ذات مردود وحيوية أعلى لأنها تحوي كميات             

ثخانة بـسبب ارتفـاع معـدل       كبيرة من خلايا الميزوفيل ذات الجدار الخلوي منخفض ال        
، Babaoglu (الانقسام الخلوي فيها، فضلاً عن انخفاض نسبة تراكم المواد الليغنينية فيهـا        

2000(.  
  

  
  . أسابيع4مردود بروتوبلاست صنف البطاطا بينيلا ضمن محلول العزل لنبات بعمر ) 5(الشكل 
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 صـنف   لفضة في حيوية بروتوبلاسـت     من ثيوسلفات ا    ميكرومولاً 50تأثير التركيز   ) 6(الشكل  

  . على شريحة العدالبطاطا بينيلا
  
  

  
صنف البطاطا بينـيلا  بروتوبلاست   من المانيتول في حيوية مولا0.75ًتركيز ال  تأثير)7(الشكل  

  .العدعلى شريحة 
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صنف البطاطـا    من السكروز في حيوية بروتوبلاست        مولاً 0.5تركيز  التأثير  ) 8(الشكل  

  .على شريحة العدبينيلا 
 

  
 . أسابيع4حيوية بروتوبلاست صنف البطاطا بينيلا على شريحة العد لنباتات بعمر  )9(الشكل 

  
قترح القيام بتجارب عزل البروتوبلاست في الأصناف الأخـرى المهمـة اقتـصادياً             وا 

  . ومحلياً
  .بطاطاطبيق هذه النتائج عن طريق دمج البروتوبلاست بهدف  التحسين الوراثي للوت
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