
 زراعة الأنسجة النباتية

Plant Tissue Culture  
 العاشرةالمحاضرة 

 إعدادهاات وكيفية البيئي أنواع

 Media types   (                حسب درجة تصلبها)أنواع البيـئات 

 .يوجد ثلاثة أنواع من البيئات وهم البيئة الصلبة والبيئة السائلة والبيئة الشبيهة بالصلبة

 Solid media                                        البيئة الصلبة - 1

جيلريت أو بكتو دفكو آجار فيصلبها وكميةة اججةار اةوالي فيتاجيل أو وهي البـيئة المضاف اليها آجار وهو إما 

 5.7هةو  pHلتر وأفضل رقم اموضة لهةه  البيئةة  / جم2لتر وهناك أنواع من اججار تصلب البيئة عند / جم 7 – 2من 

درجة قبل التصلب بعد الخروج من الأوتةوكلاف  54عها بميل بزاوية واها كانت البيئة الصلبة في أنبوبة إختبار يجب وض

 .مباشرة وهلك لزيادة سطح البيئـة داخل أنابيب الإختبار

   Liquid media                                      البيئة السائلة - 2

مثةل هةه  البيئةة إمةا أن وعنةد زراعةة  5.5هةو  pHوهي البيئة التي لايضاف اليها آجار وأفضل رقم اموضة  

يوضع الجزء النباتى مباشرة في البيئـة أو إها كان مرستيم فياتةاج إلةي ركةاب أو قنطةرة مةن قطعةة ورح ترشةيح ويوضةع 

المرستيم أعلى القنطرة ويصةل إليةة الاةهاء عةن طريةح التشةرب أو النشةع وفةي االةة زراعةة الكةالوة علةى البيئةة السةائلة 

 .وجعل البيئة السائلة تصل إلي كل جزء من أجزاء النسيج( التهوية)ديد الهواء لتج Shakerياتاج إلي هزاز 

  Semi-solid media                             البيئة شبة الصلبة - 3

 .سائلة لاوهي البيئة التي يكون بها كمية آجار أقل فهي لاتكون صلبة و

  AgentsSolidifying         المواد المصلبة للوسط الغذائى

. تضاف المواد المصلبة إلى الوسط الاهائى للاصول على بيئات صلبة اتى يمكن الزراعة عليها 

وتموت الخلايا إها زرعت فى بيئة سائلة ثابتة ايث إنها تسقط داخل البيئة السائلة وتفقد الأوكسجين اللازم 

على أسطح الوسط الاهائى ويعتبر  وتعمل المواد المصلبة للوسط الاهائى على إتااة فرصة للنمو. لتنفسها

واججار عبارة  . اججار من أفضل المواد المصلبة للوسط الاهائى وهو مستخلص من بعض الأعشاب البارية

وكهلك . عن معقد من السكريات وللأهمية نهكر هنا أن اججار أو الجلاتين لا يتفاعل مع مركبات الوسط الاهائى

م هه  المركبات وتاليلها وتظل صلبة طول مدة النمو على مختلف درجات لا تستطع الإنزيمات النباتية هد

لتر على اسب نوع اججار وهى كمية كافية لتصليب أو تدعيم /جم 7-2عادة يستخدم اججار بنسبة . الارارة

  .الوسط الاهائى عند نفة الأة الأيدروجينى المستخدم فى البيئة

إستخدام اججار ايث إنه ياتوى على مجموعة من العناصر عند القيام بإجراء تجارب تاهية يستبعد 

المعدنية التى تؤثر فى الوسط الاهائى مثل عناصر الكالوسيوم والمانسيوم والبوتاسيوم والصوديوم وبعض 

العناصر الصارى وعليه فإن التاير فى نسبة الأجار بالوسط الاهائى سوف تؤثر على كمية العناصر المعدنية 



ويمكن التالب على هه  النقطة فى تجارب التاهية عن طريح غسله فى ماء مقطر . لوسط الاهائىالموجودة فى ا

 .ساعة 22م لمدة 06ºساعة ثم شطفه باستخدام كاول الإيثانول ثم التجفيف على درجة ارارة  22لمدة 

لكن لا لتصلب الوسط الاهائى و% 06فإنها تستخدم بتركيزات أعلى  تين لاجيأما بالنسبة لمادة ال 

م بالإضافة إلى هلك هناك العديد من 22ºتستخدم بكثرة لأنه يتاول إلى مادة سائلة عند درجة ارارة أعلى من 

 ,Gelriteالمواد التى يمكن إستخدامها فى عملية تصلب الوسط الاهائى نهكر منها على سبيل المثال لا الاصر 

Phytagel, alginate, methacel وع من الأجاروز النقى والهى يستخدم فى مزراع يوجد فى الأسواح اجن ن

أيضاً هناك طرح بديلة لامل الخلايا  فى الوسط الاهائى السائل مثل . البروتوبلاست ومزراع الخلية الواادة

وعموماً فإن درجة النمو بالنسبة . إستخدام ورح سلوفان أو ورح ترشيح أو استخدام رغاوى البولى إثيلين

ويعتبر الفيتاجيل من أفضل المواد المصلبة  .اساً على نوع النسيج والنوع النباتى المستخدمللأنسجة لا تعتمد أس

 (.El-Shobaky 0990) لتر وهو شفاف أى خالى من الشوائب /جم2للبيئة ايث أنة يستخدم بتركيز منخفض 

 Media Preparation             إعداد البيئات

ولهلك . ة الأنسجة قد يكون من أكثر العناصر إستهلاكاً للوقتإعداد البيئات الاهائية فى مجال زراع 

أو بقية  توجد فى الأسواح اجن بيئات غهائية جاهزة على صورة مخلوط جاف من العناصر الكبرى والصارى

يهاب السكر واججار فى كمية . وأبسط هه  الطرح أن تهاب هه  الكمية فى كمية من الماء. المكونات الأخرى

لماء مع إجراء عملية إهابة ساخنة للآجار ثم تضاف بعض المكونات العضوية الأخرى مثل أخرى من ا

لتر ويقدر الأة الأيدروجينى قبل هلك ثم  0الفيتامينات ومنظمات النمو ثم تضاف الكميات معاً وتكمل إلى 

ار الخضرى عن طريح على العموم تستخدم البيئات السابقة التجهيز فى عملية الإكث. يجرى لها عملية التعقيم

زراعة الأنسجة ولكن فى االة التجارب العلمية يفضل تاضير البيئات فى المعمل من مخاليط الأملاح على أن 

يوزن كل ملح على ادة ثم يهاب فى كمية من الماء ثم تجرى إهابة جميع العناصر المطلوب إضافتها فى 

ولقد وجد بديل لهه  العملية على أن . صعبة جداً التجربة اسب نوع الوسط الاهائى المستخدم وهه  عملية 

كميات كبيرة من هه  المااليل والعناصر بكميات مضاعفة ثم عند إعداد ب( Stocks) مااليل مُركزة تاضر

 .البيئة نأخه من هه  المااليل الكميات اللازمة لإعداد الوسط الاهائى

ياتوى  بايث عناصر الصارىلل المُركزة Stocks مااليل الـاضر تفعلى سبيل المثال  

 (اجم لتر) كمية العناصر التى يجب أن توجد فى الوسط الاهائىضعف  066على المالول 

 :المااليل كاجتىاضر تو

Micro nutrients 1X 

mg/L 

100 X 

mg/100L 

KI 0.83 83 

H3BO3 6.2 620 

ZnSO4.7H2O 8.6 860 



MnSO4.4H2O 22.3 2230 

NaMoO4.2H2O 0.25 25 

CuSO4.5H2O 0.025 2.5 

CoCl2.6H2O 0.025 2.5 

Na2.EDTA 37.3 3730 

FeSO4.7H2O 27.8 2780 

  

وكهلك  FeSO4. 7H2Oتهاب كل من كبريتات الاديدوز المائية  المخلبية تاضير مااليل الاديد وعند

وبان ثم مل ماء بالتسخين والتقليب اتى تمام اله 22كل على ادة فى  Na EDTA. 2H2Oمالول الصوديوم 

 .مل066نخلط المالولان  ثم يكمل المقدار إلى 

 .مل 066مل ماء ثم يكمل إلى 52وكهلك تهاب كمية يوديد البوتاسيوم فى 

 ..مل066مل ماء ثم تكمل إلى  76أما باقى العناصرالصارى تهاب مع بعضها فى 

مل 0ة يتم أخه ومن هلك يتضح أن العناصر الصارى قسمت إلى ثلاث مااليل وعند تاضير لتر بيئ

 ..من كل مالول

. كل المااليل المركزة السابقة يجب أن تخزن فى أوعية زجاجية فى درجات ارارة منخفضة ويفضل الثلاجة

عند إستخدام المااليل المركزة هه  لابد من . ومالول الاديد يجب أن يافظ فى زجاجة ملونة غير منفهة للضوء

تبهل عناية .  االيل تاتوى على ترسيبات أو أى ملوثات فطرية نهائياً إجراء عملية الرج جيداً وإستبعاد أى م

مالول الأندوسبرم يرشح ويخزن فى زجاجة ملونة بألوان معتمة وتافظ . خاصة عند إستخدام لبن جوز الهند

 م والمااليل الرئيسة لمكونات الوسط الاهائى 26º –فى الديب فريزر على درجة 

  

  Stocks and Media Preparation (MS)                      تحضير البيئة

م لاين  4 - 5وتخزن على درجة ارارة ( هكرت سابقا)من مكونات البيئة المختلفة   Stocksتشتمل تلك الخطوة إعداد

 (:لتر بيئة)وتاضير البيئة يتم بالوضع اجتى .  إستخدامها في تاضير البيئات المطلوبة

 .السكروز أو اسب المطلوب جم من 02 - 22يوزن من   - 1

 .مجم من الإينوزيتول 122يـوزن   - 2

 .توزن العناصر الكبرى كما موضح بجدول البيئات -0

الثلاث مااليل السابقة الخاصة بالعناصر الصارى وكهلك يتم إضافة الفيتامينات كما  من كل من  مل1يؤخه   - 0

 .  هو موضح بجدول البيئات

 .اسب نوع الهرمون والتركيز المطلوب توضع الهرمونات على  - 5



 .بالماء المقـطر(  0سم 1222) يكمل الاجم إلي لتر   - 4

 .السائلة  to 5.2 5.5الصلبة ومن  to 5.8 5.6ويكون من  pHيضبط ال   - 6

لتر ويتوقف هها على نوع اججار وفي بعض الأايان تكون / جم7يوضع اججار لتصلب البيئة وهو اوالي   - 7

 .ة بدون آجار وتطبخ البيئة على سخان بمقلب ماناطيسى اتى تمتزج جميع هه  المكوناتسائل

سم للأنبوبة ثم تاطى بأغطية خاصة بهلك مصنوعة من 22أنابيب إختبار اوالي برطمانات أو  تصب البيئة في  - 8

 .مادة البولى بروبيولين التي تتامل الضاط ودرجة الارارة عند التعقيم

 22لمدة  2سم/ كجم 1 م وضاط جوى 121في الأوتوكلاف على درجة ارارة  أو البرطمانات نابيبتعقم الأ  - 9

 .دقيقة

 54تبرد البرطمانات والأنابيب الماتوية على البيئة وتوضع الأنابيب مائلة في راكات خاصة بهلك بزاوية   - 12

 .درجة لاين الزراعة

 

 


