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 شكر وتمدٌر

 الة د لله وب الةقل ٌن حالصلال حالملاا عيى ناٌنق الووٌا محمد حاله الرٌاٌن الرقهوٌن.

الذدوتحو وذقظا محمد ااذواهٌا حالذدوتحو عاذد الله  اتمدا احايو الشوو حاط تنقن حالتمدٌو الى امتقهي الفقضيٌنٌمةدنً ان 

الخذوح  اهذه  اطروحةذق عيذى  أ ذ ااواهٌا شهٌد طشوايه ق عيى اروحةتً ح عيى  تقاةته ق لذً حتح ٌهقته ذق المٌ ذق حالمذدٌدل  ذن 

 اةمن ةق .

هٌسذق التدوٌمذٌق يذً لمذا عيذحا الةٌذقل حع ذقدل ويٌذق الةيذحا يذً  ق ةذق اقاذ  عضذقن الأشووي حتمذدٌوي الذى وسذٌ  ح

  -ال مذٌب - طتقةتها الفوصق ا ق ً طو ق  دوامذتً. و ذق اتمذدا ا مٌذ  شذووي الذى لمذا التمنٌذقت الةٌقتٌذق الناقتٌذق يذً الويٌذق التمنٌذق

    ه تً يً ان قم الاةث يً  ختاوات مواعق اطنم ق لدٌه ق.  ق ةق النهوٌن ح نتماٌه ق لتمهٌ -ويٌق الةيحا -حلما التمقنق اطةٌقسٌق

 ق ةق النهوٌن ل مقعدته ق لً  -حالدا شووي الى المٌدٌن اة د يقض  حالا  وق   يً  ووم اةحث التمقنق اطةٌقسٌق

ل مذقعدته يذً ا ذوان  ق ةذق اقاذ   -ويٌذق الةيذحا ليانذقت -. و ق الذدا شذووي ليذدوتحو هذقدي  معذ DNAيً تمدٌو عٌنقت الاوحتٌن ح 

التةيذذٌلات اطةصذذقسٌق لنتذذقسث الاةث.شذذووي حاعتذذمامي لم ٌلاتذذً حم لاسذذً  ذذن رياذذق ال ق مذذتٌو حالذذدوتحوال الذذهٌن لذذا ٌمصذذوحا يذذً 

  مقعدتً طن قم هها الاةث.

 حألدا شووي الى وقدو  وتب الوتق  ل مقعدته يً راقعق حتوتٌب اطروحةق طظهقوهق اأةمن صحول .

 الدا شووي حةاً حتمدٌوي الى اموتً الةمٌمل حاخص اقلهوو حالذدتً الةاٌاذق حمذندي اخذً الةمٌذمحٌرٌب لً ان 

 ا  ةً ال شقق حالصةقب رٌيق  دل ان قم الاةث.حا حتة يحالهٌن صاوحخقلً الغقلً عيً ة حد 

 حاتح ه اشووي لو   ن  د ٌد الةحن اح دعق لً اقلتحيٌك.

 حالله حلً التحيٌك                                            

 مهقا عاد الوماق مقلا

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Summary 

The aim of the current study was to induce variation in sour orange (Citrus aurantium L.) in 

vitro using the chemical mutagens , (sodium azide and colchicines) .Two approaches were used . The 

first was to induce lateral shoots on nodes excised from growing seedlings , then rooting and 

acclimatization . The second was to initiate callus from different seedlings explants , then induction 

of embryogenesis . Different combinations of auxins , cytokinins and gibberillines were examined . 

Explants were surface sterilized with NaOCl at 2.1 % for 21 min . after immersion for 02 sec . 

with absolute ethanol . Explants were rinsed with sterilized distilled water , then cultured on MT 

nutrient medium . 

Results showed that BA at 2.1 mg /L induced lateral shoot formation . Including of GA0 at 2.1 

mg / L induced shoot elongation , while NAA had no effect on both shoot formation and elongation . 

Rooting was promoted on half strength MS medium supplemented with 2 mg/L NAA . 

Explants with single nodes were either treated with 2.21 , 2.2 , 2.1 or 2.2 mM  of sodium 

azide or with 2.21 , 2.2 , 2.1 or 2.2 % of colchicine for 02,02 or 92 min .  

There was a significant reduction in bud proliferation (%) , rooting , number and length of 

shoots . Similar pattern was recorded in number of initiated roots and length with increasing 

concentration of the mutagen compared with control . Phenotypic variation in leaf colour and shape 

was observed . Regenerated shoots were rooted for subsequent studies , after plantlets 

acclimatization .  

Epicotyls showed a superiority over other explant sources in their response to callus 

induction reaching 99.11: . Both BA and NAA at 2.1 mg/L significantly increased callus induction , 

fresh and dry weight compared with other combinations . Callus deteriorated after the fourth 

subculture on the same medium .  

Calli treated with the two chemical mutagens for the above indicated time periods showed a 

significant decrease in callus survival (%)  , mean fresh and dry weight particularly that grown on high 

concentrations (2.2 mM sodium azide or 2.2%  colchicine) for the three studied periods .  



Results showed that embryogenesis occurred in MT medium supplemented with BA  at 2.1 

mg /L + NAA at 2.2 mg/L + ME at 122 mg/L . Embryogenesis decreased with increasing the levels of 

both mutagens and the period of exposure . 

Callus induced from albino seedlings was mixed with that initiated from green seedlings . 

However, rapid deterioration occurred in the first type while the second continued in its growth . 

Results of total protein analysis using electrophoresis for callus samples treated with both 

mutagens and leaves originated on lateral shoots (treated and non – treated ) , showed differences 

in number of protein bands , location and their intensity on acrylamide gel. 

Differences in molecular weights were also recorded compared with controls . 

Results of  PCR reactions using RAPD method for DNA samples taken from treated and 

untreated callus and leaves , revealed that differences in number of duplicated bands , location , 

intensity and their estimated molecular sizes were recorded .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 الخلاصة

خذقو  ال مذا الةذً اقمذتخداا ال رفذوٌن ( .Citrus aurantium Lاهدف الةصح  عيى التغقٌوات الحواثٌق يذً النذقونث )

يوع  ن الاواعا ال قناٌق يً طات احطه ق تةفٌم نشحن يش   ،امتة يت روٌمتقن وسٌمٌتقن ، مٌنٌالوٌ ٌقحٌٌن اماٌد الصحدٌحا حالوحل 

ح ن ثا ت هٌوهق لتوحٌن ناٌتقت  لاس ق للالي ق. ا ق الروٌمق الثقنٌذق يمذد اعت ذدت عيذى يً التواق وات النق ٌق صيق  ن الاقدأالةمد ال مت

 نذه. حيذً وذلا الرذوٌمتٌن تذا اختاذقو الاذواعا الةوضذٌق ح ذن ثذا تةفٌذم توذحٌن ال ختيفذق لاذقدوات ا ذمان أامتةثقث نشحن الوقل   ن 

 .قتولٌناحال  قتومٌنحاطح قتتحلٌفقت  ختيفق  ن المقٌتحوقٌنٌن

ثقنٌق يً الوةذح   02ل دل  هقغ واةد دلٌمق  21% ل دل 2.1وٌم عم ت اط مان الناقتٌق ا قدل هقٌاحويحوات الصحدٌحا اتو

 .MT وا يً التخيص  ن  مااقت التيحث ( لا  مواعق ال من الناقتً عيى الحمر الغهاسًثاطثٌيً ال ريك ) حالهي وقن  ؤ

 ت هٌذمفٌذم نشذحن اطيذوع ال قناٌذق. حان ةيذً ت BAلتذو  ذن / يغذا 2.1يتووٌم ل ق  ةنحٌقاطحلى تفحل اظهوت نتقسث الروٌمق

GA0  لتو  ةه يً الحمر الغهاسً / يغا 2.1اتووٌمMT  حان اضقيق  وقن  ةفما طمترقلق اطيوع النق ٌق ,NAA  ةه ق الذى الحمذر 

 وا يً تةفٌم نشحن اح امترقلق اطيوع.ثلا ٌون  ؤ

 .NAAلتو  ن / يغا 2انصف المحل حال  هم اـ   MSايض  ت هٌو للايوع النقشسق ةص  يً الحمر الغهاسً ن ح د اح

 ، 2.21مٌن اقلتواوٌم )ٌ(  يً  حلو حالوحل  2.2ح أ 2.1 ، 2.2 ، 2.21حعند  ةق يق الةمد اقماٌد الصحدٌحا اقلتواوٌم ) 

انخفقض  ةنحي يً النمب ال سحٌق لتفتح الاذواعا ةصح  لحةظ  ،قونتهق( دلٌمق ح م92أح  02،  02)  ل دل% ( 2.2ح أ 2.1 ، 2.2

. المذذٌرول ةق يذق  مقونذق ا تووٌذم ح ذدل الغ ذوالح ةذدطت عذدد حرذح  وذذ   ذن اطيذوع حال ذهحو النقت ذق  ذع مٌذذقدل اطيذوع حت ذهٌو 

لتذً تذذا ت ذهٌوهق ط ذوان الدوامذذقت حمذ يت تغذقٌوات يذً لذذحن حشذو  احواق اطيذوع النقت ذذق. و ذق ا وٌذت ع يٌذق اطلي ذذق ليناٌتذقت ا

 ال متمايٌق عيٌهق. 

اط ذمان الناقتٌذق يذً امذت قاتهق لتوذحٌن الوذقل   يمحٌمق ال نٌنٌق الةيٌق عيذى امٌذقل ق  ةنحٌقظهوت نتقسث الروٌمق الثقنٌق تفحلا

  حالذذحمن الرذذوي  ةنحٌذذق يذذً  ةذذدطت امذذتةثقث الوذذقل NAAح  BA يغا/لتذذو  ذذن وذذ   ذذن  2.1%(. و ذذق تفذذحق التووٌذذم 99.11)

التحلٌفذق عيى حاةد اعقدل مواعته لي ول الوااةق  حتدهحو الن ح. حلحةظ تغٌو لحن الوقل   التحلٌفقت ل نظ قت مقونق اامٌق  لهحال قف 

 .نفمهق  ال هوحول اعلا 

مواعته  لدقمهق حاعمٌن حلي دد الم نٌق نفٌالوقل  ال متةث ا ةقلٌ  التواوٌم انفق الهوو  ن اماٌد الصحدٌحا حالوحل  غُ و

انخفذقض  ةنذحي يذً النمذب ال سحٌذق ةصذح  عيى نف  الحمر الغهاسً طمتةثقث حادا ق الوقل  ح مقونته  ع  ق هوو اعذلا . لذحةظ 

 يً  حلو  ن اماٌد الصحدٌحا ح  2.2يً التواوٌم الةقلٌق  ن ال رفوٌن ) طمٌ قلامقن الوقل  ةٌق ح ةدطت الحمن الروي حال قف له 

 مٌن( حل  ٌع ال دد الم نٌق.ٌالوحل   ن 2.2%

BA  (2.1  )ال  هم اـ) يغا/لتو(  MT ن الوقل  هح  الاواعا الةوضٌقحاٌنت النتقسث ان ايض  حمر غهاسً لتةفٌم توحٌن 

 +NAA (2.2 + )( مذذذتخيص الشذذذةٌو ME) (122 حلذذذد انخفضذذذت  ةذذذدطت توذذذحٌن اط نذذذق  ذذذن الوذذذقل  ال ةق ذذذ  اذذذقل رفوٌن .)

  ٌع التواوٌم ح دد الغ و ال هوحول انفق  مقونق اقلمٌرول.الوٌ ٌقحٌٌن حل 

اصذحول اطح  تدهحو  انخضوالاقدوات القن  ع ال نتث  ن اٌضال لاقدواتاالنقتث  ن الوقل  خير و ق اظهوت نتقسث ع يٌق 

  ع امت واو ن ح اطخٌو.الثقنً اموع  ن 



لوهواقسٌذذذق عيذذذى الهذذذلاا ال تةذذذدد اطووٌذذذ  ا قٌذذذد اٌنذذذت نتذذذقسث تةيٌذذذ  الاذذذوحتٌن الويذذذً اقمذذذتخداا تمنٌذذذق اله ذذذول ا

(Polyacrylamide ) اقماٌذذد الصذذحدٌحا  ق حغٌذذو ال ةق يذذقال ةق يذذ) ذذن الاذذواعا ال قناٌذذق  ال ةفذذمللةٌنذذقت الوذذقل  حاحواق اطيذذوع

سٌذق ال مذدول ٌل معيى الهلاا يضلا عذن اخذتلاف اطحمان ا هقح حد اختلايقت يً عدد الةما اح  حالةهق اح شدل ظهحو (مٌنٌحالوحل 

  مقونق اقلمٌرول . دوحمق الال حاد ما الاوحتٌنٌق الظقهول عيى الهلاا اٌن تواوٌم لية

ال ةمحلذق  DNAهذلاا اطوذقوحم لةٌنذقت حالتوةٌذ  عيذى  RAPDاقمتخداا  ؤشذوات  PCRو ق اظهوت نتقسث تفقع  

ا ال تضقعفق اح  حالةهق اح شدل ح حد اختلايقت يً عدد الةم نفمهقمق حدو حاقمتة ق  التواوٌم لي حاد ال ن الوقل  حاطحواق اعلا  

 هق اح اة ق هق ال مٌسٌق ال مدول.تألم

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 لائمة المختصرات

Adenine A 

Abscisic Acid ABA 

Aconitase ACO      

Arbitrary Primed Polymerase Chain Reaction AP-PCR        

Adenosine Tri-Phosphate ATP     

Benzyl Adenine  BA 

6-Benzyl Amino Purine BAP 

Base Pair Bp 

Pyredoxine-HCl B6 

Cytosine C    

Calcium Hypochlorite CaOCl2 

Casein Hydrolysate CH 

Completely Randomized Design CRD 

Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide CTAB       

2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid 2,4-D 



DNA Amplification Fingerprint DAF 

Deoxy Adenosine Tri-Phosphate dATP 

Deoxy Cytidine Tri-Phosphate dCTP 

Deoxy Guanosine Tri-Phosphate dGTP 

Deoxyribo Nucleic Acid DNA 

Deoxy Thimidine Tri-Phosphate dTTP 

Ethylene Diamine Tetra Acetic acid EDTA 

Guanine G 

Gibberellic Acid GA3 

Glutamate Oxaloacetate Transaminase GOT 

Indole Acetic Acid IAA 

Indole Butyric Acid IBA 

Isocitrate DeHydrogenase IDH 

N
6
-(2-Isopentenyl Adenine) 2-ip 

Kilo Dalton KD 

N
6
-Furfuryl Amino Purine Kin 

Lucine Amino Peptidase LAP 

Least Significant Differences  LSD 

Messenger RiboNucleic Acid mRNA 

Malic Acid DeHydrogenase MDH 

Malt Extract ME 

2- Mercapto Ethanol 2-ME 

Murashige and Skoog Medium MS 

Murashige and Tucker Medium MT 

α- Naphthalene Acetic Acid NAA 

Sodium Hypochlorite NaOCl 

Polymerase Chain Reaction PCR 

6-Phospho Gluconate Dehydrogenase 6PG 

Phospho Glucose  Isomerase PG1 

Phospho Glucose  Mutase PGM 

Randomly Amplified Polymorphic DNA RAPD 

Rate of Flow Rf 

Restriction Fragment Length Polymorphism RFLP 

Ribo Nucleic Acid RNA 

Sodium Dodecyl Sulphate SDS 

Super Oxide Dismutase SOD 

Thimine T 

N,N,N,N-Tetra Methyl Ethylene Diamine TEMED 

Ultra Violet UV 

6-(4-Hydroxy-3-Methyl-2-Butenyl) Zeatin 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 تلائمة المحتوٌا

 انصفحت رلى انًٕظٕع

 III-I اٌخلاطخ اٌؼشث١خ

 V-IV لبئّخ اٌّخزظشاد

 VI لبئّخ اٌّؾز٠ٛبد

 X لبئّخ اٌغذاٚي

 XVI لبئّخ الاشىبي

 XV لبئّخ اٌظٛس

 33-1 انًمذيت ٔاطخؼزاض انًزاصغ -انفصم الأل

 3-1 اٌّمذِخ

 4 اعزؼشاع اٌّشاعغ

 4 الأٔغغخصساػخ 

 4 إٌجبر١خ الأعضاءِظذس 

 6 إٌجبر١خ الأعضاءرؼم١ُ 

 8 الاٚوغ١ٕبد رأص١ش

 9 ربص١ش اٌغب٠زٛوب١ٕ٠ٕبد

 11 ربص١ش اٌزذاخً ث١ٓ الاٚوغ١ٕبد ٚاٌغب٠زٛوب١ٕ٠ٕبد

 12 ربص١ش ؽبِغ اٌغجش١ٌه

 13 اعزؾضبس اٌىبٌظ

 14 الاعضاء إٌجبر١خ اٌّغزخذِخ فٟ اعزؾضبس اٌىبٌظ

 15 بس اٌىبٌظربص١ش الاٚوغ١ٕبد ٚاٌغب٠زٛوب١ٕ٠ٕبد فٟ اعزؾض

 16 ربص١ش اٌٛعؾ اٌضسػٟ

 16 ٔشٛء الاػؼبء

 19 ِشؽٍخ اٌزغز٠ش

 23 ِشؽٍخ الالٍّخ

 21 رؾف١ض اٌزغب٠ش اٌٛساصٟ خبسط اٌغغُ اٌؾٟ 

 25 رم١ٕخ اٌٙغشح اٌىٙشثبئ١خ

 22 ِإششاد اٌذٔب

 22 ِإششاد اٌذٔب اٌّؼزّذح ػٍٝ اٌزٙغ١ٓ

 28 غٍغٍخ اٌذٔباٌّإششاد اٌّؼزّذح ػٍٝ اٌزفبػً اٌزؼبػفٟ ٌ

 28 اٌزفبػً اٌؼشٛائٟ ٌزغٍغً اٌذٔب

 28 ثظّخ اٌذٔب اٌّزؼبػفخ

 28 اٌزفبػً اٌؼشٛائٟ ِزؼذد الاشىبي ٌغٍغٍخ اٌذٔب
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 31 ِىٛٔبد اٌٛعؾ اٌغزائٟ

 33 اٌزؼم١ُ

 33 رؼم١ُ الادٚاد 
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 32 اداِخ اٌىبٌظ

 32 اعزؾضبس اٌىبٌظ الاث١غ
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 38 رى٠ٛٓ الاػؼبء ِٓ اٌىبٌظ

 39 اٌّؾب١ًٌ اٌى١ّ١بئ١خ

 39 اصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ

 39 اٌىٌٛغ١غ١ٓ
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 49 اٌّؾب١ًٌ اٌّغزخذِخ
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 51 اٌّغزخذِخاٌّؾب١ًٌ ٚاٌّٛاد 
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 55 ح ٘ب٠جٛوٍٛساد اٌظٛد٠َٛاٌزؼم١ُ ثّبد

 52 رؾف١ض اٌزفشػبد اٌغبٔج١خ

 BA 52ربص١ش اٌـ 

 61 فٟ إٌغجخ اٌّئ٠ٛخ ٌزفزؼ اٌجشاػُ اٌغبٔج١خ ِٚؼذي ػذد الافشع ٚاؽٛاٌٙب  BA  ٚNAA  ٚGA3ربص١ش ر١ٌٛفخ 

 65 فٟ إٌغجخ اٌّئ٠ٛخ ٌزغز٠ش الافشع ِٚؼذي ػذد اٌغزٚس ٚاؽٛاٌٙب NAAربص١ش 

 68 اٌظٛد٠َٛربص١ش اصا٠ذ 

 83 ربص١ش اٌىٌٛغ١غ١ٓ

 91 الٍّخ إٌجبربد

 91 اعزؾضبس اٌىبٌظ ِٓ اعضاء اٌجبدساد

 91 ربص١ش اٌغضء إٌجبرٟ فٟ اعزؾضبس اٌىبٌظ

 95 فٟ اعزؾضبس ٚاداِخ اٌىبٌظ BA  ٚNAAربص١شر١ٌٛفخ 

 133 ِٓ اٌىبٌظاٌجشاػُ اٌؼشػ١خ اعزؾضبس ٔشٛء 

 132 ربص١ش اصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ

 115 ش اٌىٌٛغ١غ١ٓربص١



 انصفحت رلى انًٕظٕع

 124 اٌىبٌظٔغ١غٟ  خٍؾ

 126 رؾ١ًٍ اٌجشٚر١ٓ اٌىٍٟ ٌلاٚساق ٚاٌىبٌظ

 142 الاٚساق ٚاٌىبٌظ DNAرؾ١ًٍ 

 351 الاطخُخبصبث

 361 انخٕصٛبث

 363 انًصبدر انؼزبٛت

 361 انًصبدر الاصُبٛت 
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113 



 رممممممممممممممأص١ش رشاو١ممممممممممممممض اٌىٌٛغ١غمممممممممممممم١ٓ ِٚممممممممممممممذح اٌغّممممممممممممممش ٚاٌزممممممممممممممذاخً ث١ّٕٙممممممممممممممب فممممممممممممممٟ ِؼممممممممممممممذي   .21

 اٌممممممممممٛصْ اٌمممممممممممشٞ )ٍِغممممممممممُ( ٌٍىممممممممممبٌظ ثؼممممممممممذ عممممممممممزخ اعممممممممممبث١غ ِممممممممممٓ اٌضساػممممممممممخ ػٍممممممممممٝ اٌٛعممممممممممؾ 

  NAAٍِغُ/ٌزممممممممممممممممممممممممش  BA+1.5ٍِغُ/ٌزممممممممممممممممممممممممش  1.5اٌّغٙممممممممممممممممممممممممض ثممممممممممممممممممممممممـ  MTائٟ اٌغممممممممممممممممممممممممز

 ٍِغُ( 153)اٌٛصْ الاثزذائٟ ٌٍىبٌظ 

118 

رأص١ش رشاو١ض اٌىٌٛغ١غ١ٓ ِٚذح اٌغّش ٚاٌزذاخً ث١ّٕٙب فٟ ِؼذي اٌٛصْ اٌغبغ )ٍِغُ( ٌٍىبٌظ ثؼذ عزخ اعمبث١غ ِمٓ   .22

 NAAُ/ٌزش ٍِغ BA+1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTاٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

121 

رمأص١ش رشاو١ممض اٌىٌٛغ١غمم١ٓ ِٚممذح اٌغّممش ٚاٌزممذاخً ث١ّٕٙممب فممٟ ِؼممذي ػممذد اٌجممشاػُ اٌؼشػمم١خ اٌّزىٛٔممخ ِممٓ اٌىممبٌظ   .23

 MEٍِغُ/ٌزش  NAA+533ٍِغُ/ٌزش  BA+3.1ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTإٌّمٛي اٌٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

122 

 MTٓ نٚساق إٌبسٔظ اٌّىضشح ٔغ١غ١بً ػٍمٝ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ ٚػذد اٌؾضَ ِٚٛالغ اٌجشٚر١ٓ اٌىٍٟ ٌؼ١ٕبد ِ Rfل١ُ   .24

 63ٚاٌّؼبٍِخ ثزشاو١مض ِخزٍفمخ ِمٓ اصا٠مذ اٌظمٛد٠َٛ ٌّٚمذح  GA3ٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ 

 دل١مخ 93اٚ 

122 

 MTؾ اٌغمزائٟ ٚػذد اٌؾضَ ِٚٛالغ اٌجشٚر١ٓ اٌىٍٟ ٌؼ١ٕبد ِٓ نٚساق إٌبسٔظ اٌّىضشح ٔغ١غ١بً ػٍمٝ اٌٛعم Rfل١ُ   .25

ٚاٌّؼبٍِممخ ثزشاو١ممض ِخزٍفممخ ِممٓ اٌىٌٛغ١غمم١ٓ ٌّٚممذد  ّممش  GA3/ٌزممش ٍِغُ BA  +1.5ٍِغُ/ٌزممش  1.5اٌّغٙممض ثممـ 

 ِخزٍفخ

129 

اٌّخزٍفممخ ِممٓ نصا٠ممذ اٌظممٛد٠َٛ  ٚػممذد اٌؾممضَ ِٚٛالممغ اٌجممشٚر١ٓ اٌىٍممٟ ٌّؼممبِلاد اٌغمم١مشح ٚاٌزشاو١ممض Rfلمم١ُ   .26

ٍِغُ/ٌزمش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزمش  1.5اٌّغٙمض ثمـ  MTاٌغمزائٟ  ٚاٌىٌٛغ١غ١ٓ ٌىمبٌظ إٌمبسٔظ إٌمبِٟ ػٍمٝ اٌٛعمؾ

NAA   

133 

 135 ٌٍجشٚر١ٕبد اٌم١بع١خ الأسثؼخ اٌّشؽٍّخ Rfػذد اٌؾضَ ٚاٌّغبفخ اٌّممٛػخ ٚاٌٛصْ اٌغض٠ئٟ ٚل١ُ   .22

 ٌّؼمبِلاد اٌغم١مشح ٚرشاو١مض نصا٠مذ اٌظمٛد٠َٛ Rfػذد اٌؾضَ ٚاٌّغبفخ اٌّممٛػخ ٚاٌٛصْ اٌغض٠ئٟ اٌّممذسّ ٚلم١ُ   .28

 1.5اٌّغٙممض ثممـ  MTاٌّخزٍفممخ لأٚساق الافممشع إٌبرغممخ ِممٓ اٌضساػممخ إٌغمم١غ١خ ٚإٌّّممبح ػٍممٝ اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ 

   GA3ٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش 

136 

ٌّؼممبِلاد اٌغمم١مشح ٚرشاو١ممض اٌىٌٛغ١غمم١ٓ  Rfػممذد اٌؾممضَ ٚاٌّغممبفخ اٌّممٛػممخ ٚاٌممٛصْ اٌغض٠ئممٟ اٌّمممذسّ ٚلمم١ُ   .29

 1.5اٌّغٙممض ثممـ  MTرغممخ ِممٓ اٌضساػممخ إٌغمم١غ١خ ٚإٌّّممبح ػٍممٝ اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ اٌّخزٍفممخ لأٚساق الافممشع إٌب

 GA3ٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش 

138 

ٌّؼمبِلاد اٌغم١مشح ٚرشاو١مض نصا٠مذ اٌظمٛد٠َٛ  Rfػذد اٌؾضَ ٚاٌّغبفخ اٌّممٛػخ ٚاٌٛصْ اٌغض٠ئٟ اٌّممذسّ ٚلم١ُ   .33

ٍِغُ/ٌزمش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزمش  1.5اٌّغٙمض ثمـ  MT ٚاٌىٌٛغ١غ١ٓ اٌّخزٍفخ ٌٍىبٌظ إٌبِٟ ػٍٝ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ

NAA 

143 

اٌّؼضٚي ٚدسعمخ ٔمبٚرمٗ ٌّؼمبِلاد اٌغم١مشح ٚرشاو١مض اصا٠مذ اٌظمٛد٠َٛ ٚاٌىٌٛغ١غم١ٓ اٌّخزٍفمخ  DNAرشو١ض اٌـ   .31

ٍِغُ/ٌزممش  1.5اٌّغٙممض ثممـ  MTلأٚساق الأفممشع إٌبرغممخ ِممٓ اٌضساػممخ إٌغمم١غ١خ ٚإٌّّممبح ػٍممٝ اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ 

1.5+BA ٌزش ٍِغ/ُGA3 

143 

اٌّؼضٚي ٚدسعمخ ٔمبٚرمٗ ٌّؼمبِلاد اٌغم١مشح ٚرشاو١مض اصا٠مذ اٌظمٛد٠َٛ ٚاٌىٌٛغ١غم١ٓ اٌّخزٍفمخ  DNAرشو١ض اٌـ   .32

 NAAٍِغُ/ٌزش  BA+1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTٌٍىبٌظ إٌبِٟ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

144 

 149 (DNA ladder)اٌم١بعٟ اٌّشّؽً اٌؾغّٟ  DNAػذد اٌؾضَ ٚاٌّغبفخ اٌّممٛػخ ٚاٌؾغُ اٌغض٠ئٟ ٌذ١ًٌ   .33

ِممغ  OPH.34ػممذد اٌؾممضَ إٌبرغممخ ٚشممذح رأٌمٙممب ٚاٌّغممبفخ اٌّممٛػممخ ٚاٌؾغممُ اٌغض٠ئممٟ اٌّمممذسّ ثبعممزخذاَ اٌجممبدب   .34

ػ١ٕبد اٌغ١مشح ٚرشاو١ض نصا٠ذ اٌظمٛد٠َٛ ٚاٌىٌٛغ١غم١ٓ اٌّخزٍفمخ لاٚساق الافمشع إٌبرغمخ ِمٓ اٌضساػمخ إٌغم١غ١خ 

 GA3ٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTئٟ ٚإٌّّبح ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزا

151 



ِمغ  OPH . 34ػذد اٌؾضَ إٌبرغمخ ٚشمذح رأٌمٙمب ٚاٌّغمبفخ اٌّممٛػمخ ٚاٌؾغمُ اٌغض٠ئمٟ اٌّممذسّ ثبعمزخذاَ اٌجمبدب   .35

 MTػ١ٕممبد اٌغمم١مشح ٚرشاو١ممض نصا٠ممذ اٌظممٛد٠َٛ ٚاٌىٌٛغ١غمم١ٓ اٌّخزٍفممخ ٌٍىممبٌظ إٌممبِٟ ػٍممٝ اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ 

 NAAٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5ثـ اٌّغٙض 

153 

 

 الإشكاللائمة 

 لُس
 اٌشىً

 اٌظفؾخسلُ  اٌؼٕٛاْ

 45 إٌّؾٕٝ اٌم١بعٟ ٌٍجشٚر١ٕبد اٌم١بع١خ اٌّشؽٍخ  .1

صب١ٔمخ  33رأص١ش رشاو١ض ِخزٍفخ ِٓ ٘ب٠جٛوٍٛساد اٌظٛد٠َٛ )%( ثؼذ  ّش٘ب           ثبٌىؾٛي الاص١ٍٟ اٌّمٍك ٌّمذح   .2
 ئ٠ٛخ ٌٍزٍٛس ٌجزٚس ٚنعضاء ثبدساد إٌبسٔظ ثؼذ اعجٛع ِٓ اٌضساػخفٟ إٌغجخ اٌّ

56 

رأص١ش رشاو١ض ِخزٍفخ ِٓ نصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ )ٍِٟ ٌِٛش( ِٚذح اٌغّش )دل١مخ( فٟ إٌغجخ اٌّئ٠ٛخ ٌزفزؼ اٌجمشاػُ اٌغبٔج١مخ   .3
   GA3ٍغُ/ٌزش ِ BA+1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTثؼذ صّب١ٔخ نعبث١غ ِٓ اٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

69 

رأص١ش رشاو١ض ِخزٍفخ ِٓ نصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ )ٍِٟ ِمٌٛش( ِٚمذح اٌغّمش )دل١ممخ( فمٟ إٌغمجخ اٌّئ٠ٛمخ ٌزغمز٠ش الأفمشع ثؼمذ   .4
 NAAٍِغُ/ٌزش  1.3ثٕظف اٌمٛح اٌّغٙض ثـ  MSصّب١ٔخ نعبث١غ ِٓ اٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

26 

غّش )دل١مخ( فٟ إٌغجخ اٌّئ٠ٛخ ٌزفزؼ اٌجشاػُ اٌغبٔج١خ ػٍٝ اٌزفمزؼ رأص١ش رشاو١ض ِخزٍفخ ِٓ اٌىٌٛغ١غ١ٓ )%( ِٚذح اٌ  .5
 GA3ٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTثؼذ صّب١ٔخ نعبث١غ ِٓ اٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

81 

بث١غ ِممٓ رممأص١ش رشاو١ممض اٌىٌٛغ١غمم١ٓ )%( ِٚممذح اٌغّممش )دل١مممخ( فممٟ إٌغممجخ اٌّئ٠ٛممخ ٌزغممز٠ش الأفممشع ثؼممذ صّب١ٔممخ نعمم  .6
 NAAٍِغُ/ٌزش  1.3ثٕظف اٌمٛح اٌّغٙض ثـ  MSاٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

82 

إٌغممجخ اٌّئ٠ٛممخ لاعممزغبثخ الأعممضاء إٌجبر١ممخ اٌّخزٍفممخ ِممٓ ثممبدساد إٌممبسٔظ ػٍممٝ رىمم٠ٛٓ اٌىممبٌظ ثؼممذ عممزخ نعممبث١غ ِممٓ   .2
  )ٍِغُ/ٌزش( BA  ٚNAAاٌّغٙض ثزشاو١ض ِخزٍفخ ِٓ  MTصساػزٙب ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

92 

 1.5اٌّغٙممض ثممـ  MTإٌغممجخ اٌّئ٠ٛممخ ٌجمممبء اٌىممبٌظ ثؼممذ عممزخ اعممبث١غ ِممٓ وممً ئػممبدح صساػممخ ػٍممٝ اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ   .8
 NAAٍِغُ/ٌزش  BA+1.5ٍِغُ/ٌزش 

131 

رأص١ش رشاو١ض ِخزٍفخ ِٓ نصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ )ٍِٟ ٌِٛش( ِٚذح اٌغّش )دل١مخ( ٚاٌزذاخً ث١ّٕٙب فمٟ إٌغمجخ اٌّئ٠ٛمخ ٌجممبء   .9
 NAAٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTضسٚع ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ اٌىبٌظ اٌّ

138 

رأص١ش رشاو١ض اٌىٌٛغ١غ١ٓ )%( ِٚذح اٌغّش )دل١مخ( ٚاٌزذاخً ث١ّٕٙب فٟ إٌغجخ اٌّئ٠ٛخ ٌجممبء اٌىمبٌظ اٌّمضسٚع ػٍمٝ   .13
 NAAٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTاٌٛعؾ اٌغزائٟ 

112 

 الصورلائمة 

 سلُ

 اٌظٛسح
 اٌظفؾخسلُ  اٌؼٕٛاْ

 63 اشٙش 6-4فٟ رفزؼ اٌجشاػُ اٌغبٔج١خ ِٓ اٌؼمذ اٌّغزبطٍخ ِٓ ثبدساد إٌبسٔظ ثؼّش  BAربص١ش   .1

ظٙٛس ّٔٛاد ِشٛ٘خ ِغ وبٌظ فٟ ِٕبؽك اٌممغ ِمٓ اٌؼممذ ٚظٙمٛس افمشع لظم١شح ِمٓ ٔفمظ اٌىمبٌظ ثؼمذ صّب١ٔمخ   .2

+  NAAٍِغُ/ٌزمش  BA3.5 +ٍِغُ/ٌزمش  1.5اٌّغٙمض ثبٌز١ٌٛفمخ  MTنعبث١غ ِٓ اٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ 

 GA3ٍِغُ/ٌزش  1.5

63 

اشمٙش  6-4اعزمبٌخ اوضش ِٓ فشع ٚاؽذ ِٓ ِٕممخ اٌجشػُ اٌٛاؽذ فٟ اٌؼمذ اٌّغزبطٍخ ِٓ ثبدساد إٌبسٔظ ثؼّش   .3

 GA3ٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ  MTثؼذ صّب١ٔخ نعبث١غ ِٓ اٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

64 

ثٕظف اٌمٛح اٌّغٙض ثزشاو١ض ِخزٍفخ ِمٓ  MSرغز٠ش الافشع ثؼذ صّب١ٔخ نعبث١غ ِٓ اٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ   .4

NAA 

62 

ٍِٟ ِمٌٛش ِمٓ اصا٠مذ اٌظمٛد٠َٛ ثؼمذ صّب١ٔمخ نعمبث١غ ِمٓ  3.35رى٠ٛٓ الافشع اٌغبٔج١خ ِٓ اٌؼمذ اٌّؼبٍِخ ثبٌزشو١ض   .5

 GA3ٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5 ٍِغُ/ٌزش 1.5ثـاٌّغٙض  MTاٌضساػخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

23 



ٍِمٟ ِمٌٛش ِمٓ اصا٠ممذ  3.5ؽمذٚس ؽفمشاد وٍٛسٚف١ٍ١مخ فمٟ اٚساق الافممشع اٌّؾفمضح ِمٓ اٌؼممذ اٌّؼبٍِمخ ثممبٌزشو١ض   .6

 BA  +1.5ٍِغُ/ٌزممش  1.5اٌّغٙممض ثممـ  MTاٌظممٛد٠َٛ ثؼممذ صّب١ٔممخ نعممبث١غ ِممٓ اٌضساػممخ ػٍممٝ اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ 

 GA3ٍِغُ/ٌزش 

24 

ٍِٟ ٌِٛش ِٓ اصا٠ذ اٌظمٛد٠َٛ ٌّمذح 1.3ّٔٛ ثشاػُ ث١ؼبء اٌٍْٛ ِغ اخشٜ خؼشاء ِٓ اٌؼمذ اٌّؼبٍِخ ثبٌزشو١ض   .2

 GA3ٍِغُ/ٌزش  BA  +1.5ٍِغُ/ٌزش  1.5اٌّغٙض ثـ   MTدل١مخ ٚإٌب١ِخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ  63
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 Chapter One  انفصم الأٔل

 انًمذيت ٔاطخؼزاض انًزاصغ

Introduction and Literature Review 

 Introduction -: انًمذيــت:3-3

ٚاٌزٟ رؼُ ػذداً ِٓ الاعٕمبط اّ٘ٙمب ئلزظمبد٠بً  Rutaceaeرٕزّٟ اٌؾّؼ١بد اٌٝ اٌؼبئٍخ اٌغزث١خ 

 ٔغمممممممممبْ مممممممممزاء الاِمممممممممٓ ِظمممممممممبدس اٌمممممممممزٞ ٠ؼمممممممممذ ِظمممممممممذساً ِّٙمممممممممبً  Citrus٘مممممممممٛ اٌغمممممممممٕظ 

(Chang, 1992; Germana, 1992) . 

ٚاؽذاً ِٓ اُ٘ الأٛاع إٌّز١ّخ اٌمٝ ٘مزا   ٠Sour orange (Citrus aurantium L.)ؼذ إٌبسٔظ 

اٌغٕظ ٌّٛاطفبرٗ اٌغ١ذح وزؾٍّٗ ٌٍٍّٛؽخ ٚعٌٙٛخ رىبصشٖ ثبٌجزٚس ٚٔشبؽ ّٖٔٛ ِٚمبِٚزٗ ٌٍجشد ٌّٚغّٛػزٗ 

ٚصّممبسٖ ػٍممٝ ثؼممغ  نٚسالمٗٚاؽزممٛاء  وبطمً ٌٙممب ع اٌؾّؼمم١بداٌغزس٠مخ اٌّزؼّمممخ ٚرٛافمممٗ ِمغ ِؼظممُ نٔممٛا

 اٌّشوجممممممممممممممممممممممممممممممممممبد اٌزممممممممممممممممممممممممممممممممممٟ ٌٙممممممممممممممممممممممممممممممممممب خظممممممممممممممممممممممممممممممممممبئض ؽج١مممممممممممممممممممممممممممممممممممخ

 (Del-Rio et al., 1998; Drewnowski and Gomez-Carneros, 2333) ٗفؼملاً ػمٓ ِمبِٚزم ،

 ,.Gottwald et al)اٌزٟ رظ١ت الأٛاع الاخشٜ وبٌجشرمبي ِضً ِشع رظّغ اٌغمبق ٌجؼغ الاِشاع 

اٌمزٞ الاخؼمش اٌضا٘مٟ لا١ّ٘زٗ اٌغزائ١خ اٌؼب١ٌخ ٌّٕٚظشٖ ا٘زُ ثضساػزٗ ٌلاعجبة اػلاٖ ٚمذ ، ٌزٌه ف(2332

 عزخذاَ ٚعبئً اٌزىبصش اٌغٕغٟ ٚاٌلاعٕغٟ.بىبد رخٍٛ ؽذ٠مخ ِٕض١ٌخ ِٕٗ ٚرٌه ثرلا 

 ِٚممذدرم١ٕممخ صساػمخ الأغممغخ إٌجبر١ممخ ٚعم١ٍخ ِّٙممخ لاوضممبس اٌؼذ٠مذ ِممٓ إٌجبرممبد ثى١ّمبد وج١ممشح  رؼمُذّ 

 ,Devi)ظ١شح ار اْ خلا٠ب اٌغضء إٌجبرٟ ثاِىبٔٙب اٌزؼبػف اٌمٝ الاغ إٌجبرمبد فمٟ المً ِمٓ عمٕخ ص١ِٕخ ل

فمٟ ٚ. ٚلذ اطجؾذ ِٓ اٌزم١ٕبد اٌؾ١بر١خ اٌّغزخذِخ فمٟ اٌّغمبلاد اٌضساػ١مخ ٚاٌظمٕبػ١خ ٚاٌمج١مخ (2333

اٌغممش٠غ  ٟاٌغمملاٌٚاطمجؾذ ٌٙممب رمج١مممبد ِّٙممخ ِٕٙممب الاوضممبس  (.Haq, 2332) ثؾمٛس اٌٛساصممخ ٚاٌفغممٍغخ

(Micropropagation ) ٌلاطمٕبغ اٌغ١مذح ٚإٌمبدسح(Messmer and Berger, 2334;Sarwar, 



ثممب١ٌٕزشٚع١ٓ  ِغّممذح. ٌٚضساػممخ الأغممغخ ا١ّ٘ممخ فممٟ ؽفمما اٌّظممبدس اٌٛساص١ممخ ػممٓ ؽش٠ممك ؽفظٙممب (1993

 . (Kobayashi et al., 1991)ثٕٛن اٌّظبدس اٌٛساص١خ ِّب ػضص ٌّٚذح ص١ِٕخ ؽ٠ٍٛخ اٌغبئً 

 ؽش٠ممممممممخ ِضب١ٌمممممممخ لاوضمممممممبس أمممممممٛاع اٌؾّؼممممممم١بد ثظمممممممٛسحاٌضساػمممممممخ إٌغممممممم١غ١خ د ٚػمممممممذ

 الاعٕممممممممخ  ثزىمممممممم٠ٛٓػبِممممممممخ ٚرٌممممممممه ٌىممممممممْٛ اٌزىممممممممبصش اٌغٕغممممممممٟ ٚاٌزٙغمممممممم١ٓ ٠ىممممممممْٛ ِؼممممممممشللاً  

 ٚ ػمممممممممممممممذَ اٌزٛافمممممممممممممممك اٌمممممممممممممممزارٟ ٚ اٌؼممممممممممممممممُ (Nucellar embryos)ا١ٌٕٛعممممممممممممممم١ٍ١خ 

 (Vardi et al., 1982;Vardi and Spiegel-Roy, 1928). 

ثزؾف١ض ّٔٛ اٌجشاػُ اٌغبٔج١خ خبسط اٌغغمُ  ػٓ ؽش٠ك الاوضبس اٌغلاٌٟ اٌغش٠غعشٜ اوضبس إٌبسٔظ 

ومزٌه اِىب١ٔمخ اٌؾظمٛي  .(Moore, 1986)اٌؾٟ ٚثأػذاد وج١شح دْٚ اٌزم١ذ ثى١ّخ اٌجزٚس ِٚٛػذ رٛفش٘ب 

 Germana)ػٓ ؽش٠ك صساػخ اٌّزه  (Haploids)ػٍٝ ٔجبربد ٔبسٔظ اؽبد٠خ اٌّغّٛػخ اٌىشِٚٛع١ِٛخ 

et al., 1993) الاص٘مبس  الملاَٚ فؼملاً ػمٓ صساػمخ ِمذلبد(Carimi et al., 1994)  اٚ ئٔزمبط ٔجبرمبد

 ,.Pena et al) ٔمممبسٔظ خب١ٌمممخ ِمممٓ الأِمممشاع اٌف١شٚعممم١خ ػمممٓ ؽش٠مممك صساػمممخ اٌّشعمممز١ُ اٌمّمممٟ

2332;Ghorbel et al., 2333). 

بئ١ممممخ ػممممٓ ؽش٠ممممك اٌمفممممشاد اٌزٍم ؽج١ؼ١ممممبرؾممممذس اٌزغممممب٠شاد اٌٛساص١ممممخ ثمممم١ٓ الأممممٛاع إٌجبر١ممممخ 

(Spontaneous mutations). ٚ ػمٓ ؽش٠مك ِؼبٍِمخ إٌجبرمبد ثمجؼغ أمٛاع ٠ّىٓ اعمزؾضبس اٌمفمشاد

 ،ِٕٙمب اٌّف١مذحص٠مبدح اٌزغمب٠ش اٌمٛساصٟ ٚأزخمبة اٌمفمشاد  لأعمًٚ .ٚ اٌف١ض٠ب٠ٚمخ٠مخ ٚاٌى١ّ١ب ِٕٙمباٌّمفشاد 

 in vitro)ٌغغمُ اٌؾمٟ اٌضساػمخ إٌغم١غ١خ فمٟ ِؾمبٚلاد اٌزمف١مش خمبسط ا اعزضّبسٌزٌه ٌغأ اٌجبؽضْٛ اٌٝ 

mutagenesis)  لإٔزمبط ٔجبرمبد راد رشاو١مت ٚساص١مخ ِٚظٙش٠مخ رخزٍممف ػمٓ إٌجبرمبد الاطمً ٌٙمب اٌمممذسح

 .(Nicotra, 2336)ػٍٝ ِمبِٚخ اٚ رؾًّ اٌظشٚغ اٌج١ئ١خ اٚ اٌّغججبد اٌّشػ١خ 

  ػمممممممممممِٓؼ١ٕمممممممممممخ ٌجمممممممممممشاِظ رؾغممممممممممم١ٓ  Citrusخؼمممممممممممؼذ ثؼمممممممممممغ أمممممممممممٛاع اٌغمممممممممممٕظ 

 ؾظممممممٛي ػٍممممممٝ رشاو١ممممممت ٚساص١ممممممخ عذ٠ممممممذح ٚ٘ممممممزٖ شممممممٍّذ اٌمفممممممشاد ثٙممممممذغ اٌؽش٠ممممممك رشث١ممممممخ 

ٚاٌىبس٠ضٚعممممزش٠ٕظ  Poncirus trifoliataٚاٌجشرمممممبي صلاصممممٟ الاٚساق  C.sinensisاٌجشرمممممبي اٌؾٍممممٛ 

(C.sinensis X P. trifoliata)  ٚا١ٌٍّمممْٛ اٌؾمممبِغC. limon ـــمممـٚا١ٌٍّمممْٛ اٌّىغ١ى ٟC. 

aurantifolia ش٠ت فمممممممممممممممشٚد ـٚاٌىمممممممممممممممC. paradisi   ٚC. reshni 

 (Moore et al., 1992 ; Pena et al., 1995, 2333). 

 -:انحبنٛت انٗ ٓذف انذراطتح

 رؾف١ض اٌزفشػبد اٌغبٔج١خ ِٓ ػمذ ثبدساد إٌبسٔظ. .1

 .اعزؾضبس اٌىبٌظ ِٓ الاعضاء اٌّخزٍفخ ٌجبدساد إٌبسٔظ .2

  ِممممممممغ الاثمممممممم١غ )اٌّغممممممممزؾش ِممممممممٓ اٌجممممممممبدساد اٌخؼممممممممشاء( اٌىممممممممبٌظ الاخؼممممممممش خٍممممممممؾ .1

 .٠خوب١ّ٠شؽفشاد فٟ ِؾبٌٚخ لأزبط  (Albinoاٌج١ؼبء )اٌّغزؾش ِٓ اٌجبدساد 



ٌض٠مبدح اعمزؾضبس اٌزغمب٠شاد  ١ٓٓ و١ّ١ب٠٠ٚٚاٌىٌٛغ١غ١ٓ وّمفش (NaN3)اعزخذاَ اصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ  .4

ٌّلاؽظممخ  اٌجممشاػُ اٌؼشػمم١خرؾف١ممض اٌزفشػممبد اٌغبٔج١ممخ ٚرىمم٠ٛٓ ثؼممذ اٌٛساص١ممخ فممٟ اٌؼمممذ ٚاٌىممبٌظ 

 اٌزغب٠شاد اٌّظٙش٠خ اٌزٟ ٠ّىٓ اْ رؾظً.

 (Electrophoresis)ػ١ٕممبد اٌجممشٚر١ٓ ػممٓ ؽش٠ممك اعممزؼّبي رم١ٕممخ اٌٙغممشح اٌىٙشثبئ١ممخ  رشؽ١ممً .5

فممٟ خلا٠ممب  (Protein bands)فممٟ ؽممضَ اٌجممشٚر١ٓ اٌىٍممٟ ٌّلاؽظممخ الاخزلافممبد اٌزممٟ لممذ رؾظممً 

 غ١ٓ.١اٚساق الافشع إٌبرغخ ِٓ اٌؼمذ ٚاٌىبٌظ اٌّؼب١ٍِٓ ثبصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ ٚاٌىٌٛغ

 اٌزفبػً اٌزؼبػفٟ ٌغٍغمٍخ اٌمذٔب ثبعزخذاَ رم١ٕخ DNA اٌـ صٟ ٚػٍٝ ِغزٜٛٛسااٌخزلاغ لاادساعخ  .6

PCR  ػممٓ ؽش٠مممك اعممزؼّبي ِإشمممشاد اٌزؼمممبػف اٌؼشممٛائٟ اٌّزؼمممذد الاشمممىبي ٌغٍغممٍخDNA  

(RAPD) 

 

 

 Literature Review  : استعراض المراجع1-2

 سراػت الأَظضت: 1-2-1

اٚ ِب ٠ؼشغ ثبٌضساػخ خمبسط اٌغغمُ  Plant tissue culturesإٌغ١غ١خ إٌجبر١خ  ثبٌّضاسع٠مظذ 

ِٚمٓ صمُ رؾمذ ظمشٚغ ِؼمّمخ فمٟ نٚعمبؽ  زائ١مخ ِؼمّمخ ٚاٚ ٔغم١ظ اٚ ػؼمٛ ػمضي خ١ٍمخ  in vitroاٌؾٟ 

 .(Smith , 2333)رمٛس اٌغضء اٌّضسٚع رؾذ ظشٚغ ِغ١مش ػ١ٍٙب ِٓ ؽ١ش اٌؾشاسح ٚاٌؼٛء 

اؽذٜ ا٘مُ اٌٛعمبئً اٌّغمزخذِخ فمٟ اوضمبس  ثٛطفٙب اٌؼمذ٠ٓ اٌّبػ١١ٓاصدادد ا١ّ٘خ ٘زٖ اٌزم١ٕخ ػٍٝ ِذٜ 

 ً ظ (. ٚلمذAurelia et al., 2332) إٌجبرمبد ٚرؾغم١ٕٙب ٔٛػمبً ٚوّمب ي اٌغمٕ  Citrus عمشٜ اوضمبس اٌؼذ٠مذ ِمٓ اطمٛ

(Amin and Akhtar, 1993; Barauh et al., 1995; El-Morsy and Millet, 1996)  ٚخبطمخ

 (Uniform)ٓ وْٛ إٌجبربد إٌّزغخ ثٙزٖ اٌزم١ٕخ ِزغبٔغخ فؼلاً ػ أزبعٙب ِٓ اٌجزٚس ل١ٍلاً ىْٛ ٠رٍه اٌزٟ 

(Pogany and Lineberger , 2331; Begum et al., 2333; Sahijram and 

Rajasekharan, 2336)   

 

  Source of explants : يصذر الأصشاء انُببحٛت  3-2-2

 (Explant)غضء إٌجمبرٟ رغزؼًّ اعضاء ٔجبر١خ ِخزٍفمخ فمٟ ئوضمبس إٌجبرمبد خمبسط اٌغغمُ اٌؾمٟ فمبٌ

٠ّىٓ اْ ٠إخمز ِمٓ اؽمشاغ الافمشع اٚ الاٚساق اٚ اٌجمشاػُ اٌغبٔج١مخ اٚ أغمغخ اٌغمبق اٚ اٌغمزس اٚ ؽجمٛة 

 اٌٍمبػ اٚ  ١ش٘ب.



ٚرخزٍممف اعممزغبثخ الاعممضاء إٌجبر١ممخ ٌٍضساػممخ إٌغمم١غ١خ ثممبخزلاغ الأممٛاع إٌجبر١ممخ ٚاػّبس٘ممب، ار 

ٌغبٔج١خ اٌّأخٛرح ِٓ اشغبس ثشرمبي طٕف شمبِٛرٟ ثؼّمش اٌجشاػُ ا Altman ٚ Goren (1924)اعزخذَ 

ثضساػمممخ لّمممُ اٌفمممشٚع ٚاٌؼممممذ  Barlass  ٚSkene (1982)عمممٕخ فمممٟ رم١ٕمممخ الإوضمممبس اٌمممذل١ك. ٚلمممبَ  43

ِممٓ اشممغبس ثبٌغممخ ٌٍجشرمممبي اٌضلاصممٟ الاٚساق ٚٚاٌغمملا١ِبد اٌّممأخٛرح ِممٓ ثممبدساد ثؼّممش خّغممخ اعممبث١غ 

  Citrus reticulata رشابٚاٌلإٌىمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممٟ و١ٍٛثممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممم

اٌجبٌغخ  الأشغبساْ اٌؼمذ اٌّفشدح اٌّأخٛرح ِٓ  ٚنٚػؾب. ٚاٌجشرمبي اٌؾٍٛ   ١ٌٚC. limoniaّْٛ اٌشأغجٛس

خبسط  فٟ اعزغبثزٙب ٌلاوضبسٙب اٌغلا١ِبد اٌّأخٛرح ِٓ ثبدساد الأٛاع اٌّزوٛسح زٟ٘ افؼً عضء ٔجبرٟ رٍ

 اٌغغُ اٌؾٟ. 

 زأطممممممٍخ ِممممممٓ ثممممممبدساد إٌممممممبسٔظ ( اْ اعممممممزغبثخ اٌغمممممملا١ِبد اٌّغ1986) Mooreٚلاؽمممممما 

 ٚاٌلإٌىممممممٟ و١ٍٛثممممممبرشا وبٔممممممذ ػممممممؼ١فخ ػٕممممممذ صساػزٙممممممب خممممممبسط اٌغغممممممُ اٌؾممممممٟ ِمبسٔممممممخ ثبلاطممممممً 

 ٚاٌزممممممممممممٟ اػمممممممممممممذ ػممممممممممممذداً ع١ممممممممممممذاً ِممممممممممممٓ اٌجممممممممممممشاػُ ٚالافممممممممممممشع  وممممممممممممبس٠ضٚ عممممممممممممزش٠ٕظ

 اٌؾممممممممبٚٞ ػٍممممممممٝ Murashige  ٚ(MT) Tucker ػٕممممممممذ صساػزٙممممممممب فممممممممٟ ٚعممممممممؾ 

 /ٌزمممممممممممشٍِغُ  1اػمممممممممممبفخ  اٚ ثمممممممممممذْٚ بػمممممممممممبفخث Benzyladenine (BA)/ٌزمممممممممممشٍِغُ  5 

-Naphthalene acetic acid NAA) ًّٚاعزؼ .)Starrantino  ٚCaruso (1982)  اٌمُّ إٌب١ِمخ

 Dwarf)فممٟ اوضممبس اطممٛي اٌؾّؼمم١بد )اٌزش٠ٚممش ٚ اٌىبس٠ضٚعممزش٠ٕظ ٚؽفممشح ِزمضِممخ ِممٓ اٌغممزش٠ٕظ 

mutant citrange)  ٚاٌجشرممبي صلاصمٟ الاٚساق طمٕفFlying dragon(ٟٔفمٟ 1988. ٚٔغؾمذ ٘مب )

 Murashige ٚ Skoogاٌجمشاػُ اٌمشف١مخ ٚاٌغبٔج١مخ ػٍمٝ ٚعمؾ صساػمخ دساعزٙب ػٍٝ اطً إٌمبسٔظ ِمٓ 

(MS)  ٌزممممممممممممممممممممش ٍِغُ  2% عممممممممممممممممممممىشٚص ِممممممممممممممممممممغ 3اٌّممممممممممممممممممممضٚد ثممممممممممممممممممممـ/ BA 

 ُ٘اوضممبسػٕممذ  (1992)ٚ عّبػزممٗ  Bonian. ٚنٚػممؼ Gibberellic acid (GA3)/ٌزممش ٍِغُ  3.2ٚ 

. لذ اعزغبثذ افؼً ِٓ ثبلٟ الاعضاء إٌجبر١مخ ِٓ الاشغبس اٌجبٌغخاٌجشاػُ اٌغبٔج١خ اٌّغزأطٍخ  ثبْاٌجشرمبي 

عمٕٛاد لاوضمبس  6-5( فمذ اعزخذِٛا لّّبً ٔب١ِخ ِغزأطٍخ ِمٓ اشمغبس ثؼّمش (1994ٚعّبػزٗ  Singh اِب 

 اشغبس اٌلإٌىٟ و١ٍٛثبرشا ٚا١ٌٍّْٛ اٌؾبِغ.

دْٚ اٌّمشٚس ثّشؽٍمخ اٌىمبٌظ  بقاٌغم اعمضاءوّب اِىٓ أزبط افشع خؼش٠خ ٚعزٚس ثظٛسح ِجبششح ِمٓ    

 ِممممممممممممٓ اٌؾّؼمممممممممممم١بد ٘ممممممممممممٟ  ٌٚخّغممممممممممممخ أممممممممممممٛاع٠ِٛممممممممممممبً  43ثممممممممممممبدساد ثؼّممممممممممممش ِممممممممممممٓ 

 وبس٠ضٚعمممممممممممزش٠ٕظ ػٕمممممممممممذ  اٌٙغممممممممممم١ٓ ٚ C.reshin  ٚC.macrophyllaإٌمممممممممممبسٔظ ٚاٌجشرممممممممممممبي ٚ 

 اٌممممممممممٝ ٚعممممممممممؾ/ٌزممممممممممش ٍِغُ  3.12ثزشو١ممممممممممض  NAA/ٌزممممممممممش ٚ ٍِغُ  1.3ثزشو١ممممممممممض  BAاػممممممممممبفخ 

MT  (Bordon et al., 2333)ٞ( اٌمٝ اِىب١ٔمخ اوضمبس اشمغبس الاطم١ٍٓ 2331ٚعّبػزٗ) . ٚاشبس اٌؼج١ذ

اٌزش٠ٚممش ٚاٌىبس٠ضٚعممزش٠ٕظ ػممٓ ؽش٠ممك صساػممخ اٌؼمممذ اٌؾب٠ٚممخ ػٍممٝ اٌجممشاػُ اٌغبٔج١ممخ اٌّٛعممٛدح فممٟ اثممبؽ 

ٚ   MSعممممممممممممممممُ ػٍممممممممممممممممٝ ٚعممممممممممممممممؾ  1الاٚساق ثمممممممممممممممممٛي   ثزشو١ممممممممممممممممض BAػٍممممممممممممممممٝ  ؽممممممممممممممممب

عممُ ثؼممذ صّب١ٔممخ 1.5فممشع ٚثّؼممذي ؽممٛي  9.2/ٌزممش ار اػمممٝ افؼممً ِؼممذي ٌؼممذد اٌزفشػممبد ثٍممغ ٍِغُ  1.5

( اٌٝ اخزلاغ الأمٛاع فمٟ اعمزغبثزٙب ٌمشائمك الاوضمبس، ار ثم١ٓ 2332اعبث١غ ِٓ اٌضساػخ. ٚاشبس اٌؾبفا )



ػٍٝ اٌجشرمبي اٌّؾٍٟ ٚإٌمبسٔظ فمٟ اعمزغبثزٗ   (C. paradisi x P. trifoliata)رفٛق اٌغ٠ٕٛىً عزش١ٍِٚٛ

٠ظٙممش إٌممبسٔظ اعممزغبثخ ٌزىمم٠ٛٓ اٌزفشػممبد  ٌزىمم٠ٛٓ اٌزفشػممبد ِممٓ اٌجممشاػُ اٌغبٔج١ممخ ٚرؼممبػفٙب ث١ّٕممب ٌممُ

 اٌغبٔج١خ. 

( اْ ٌّٛػممذ اخممز اٌغممضء إٌجممبرٟ رممبص١شاً فممٟ إٌغممجخ اٌّئ٠ٛممخ لاعممزغبثخ الاعممضاء 2332) ٚث١ٕممذ ؽممٗ

 C. jambhiriإٌجبر١ممخ اٌّخزٍفممخ ٌٍّٕممٛ خممبسط اٌغغممُ اٌؾممٟ ػٕممذ دساعممزٙب ػٍممٝ اطممٍٟ ا١ٌٍّممْٛ اٌّخممشف  

 83 بثٍغزم بثخ ِٓ اؽشاغ اٌفشٚع ٚاٌؼمذار رؾممذ اػٍٝ ٔغجخ اعزغ ، C. volkamerianaٚاٌفٌٛىبِبس٠بٔب 

% ػٍٝ اٌزٛاٌٟ فٟ ا١ٌٍّْٛ اٌّخشف  ٚرٌه ػٕذِب اعزأطٍذ اٌؼمذ فٟ اٌّٛػذ اٌظ١فٟ )رّمٛص(، اِمب 22ٚ 

% ٚفٟ اٌّٛػذ رارٗ ث١ّٕب رؾممذ اػٍٝ 133فٟ اٌفٌٛىبِبس٠بٔب فىبٔذ اػٍٝ ٔغجخ اعزغبثخ لاؽشاغ اٌفشٚع 

 %.86ثخ ِٓ اٌؼمذ فٟ اٌّٛػذ اٌشث١ؼٟ )١ٔغبْ( ثٍغذ ٔغجخ اعزغب

( ثاوضبس نسثؼخ أٛاع ِمٓ اٌؾّؼم١بد ػمٓ ؽش٠مك صساػمخ اٌؼممذ اٌّفمشدح ٌٍجشرممبي 2334ٚلبَ اٌؾٛشجٟ)   

ِممٓ ٔجبرممبد ِضسٚػممخ فممٟ اٌؾمممً ٚاخممشٜ  C. maximaاٌّؾٍممٟ ٚاٌلإٌىممٟ ٚاٌىش٠ممت فممشٚد ٚاٌغممٕذٞ 

ػٍمٝ ثمبدساد اطمً اٌزش٠ٚمش عمزش٠ٕظ خمبسط اٌغغمُ  (Grafting)شو١جٙمب ِضسٚػخ فٟ اٌج١ذ اٌضعمبعٟ ٚر

 اٌؾٟ.

 Sterilization of explantsانُببحٛت    الأصشاء: حؼمٛى 3-2-1

إٌجبر١خ اٌّغزؼٍّخ فٟ اٌضساػخ خبسط اٌغغُ اٌؾمٟ اؽمذٜ اٌؼٛاِمً اٌّّٙمخ فمٟ  الأعضاءرؼذ ػ١ٍّخ رؼم١ُ     

ِٓ اٌغضء  نخشٜبسع١خ ِٓ ثىزش٠ب ٚفمش٠بد ٚوبئٕبد وبفخ اٌٍّٛصبد اٌخ ئصاٌخأغبػ ٘زٖ اٌؼ١ٍّخ ٚرزؼّٓ 

ٚعٛد٘مب ٠ٍمٛس اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ ٚاٌغمضء إٌجمبرٟ ِؼمبً ٚثبٌزمبٌٟ ومْٛ إٌجبرٟ لجً صساػزٗ فٟ اٌٛعؾ اٌغزائٟ 

اِممب ثزٕبفغممٙب ِؼممٗ ػٍممٝ اٌّممبدح اٌغزائ١ممخ اٚ لافشاص٘ممب ِممٛاداً عممبِخ. ٕٚ٘بٌممه اٌؼذ٠ممذ ِممٓ اٌّممٛاد  الاخ١ممش ِمٛد

فمٟ  وفبءرٙبٍخ فٟ ِغبي رؼم١ُ الاعضاء إٌجبر١خ، ار ٠ؼزّذ اخز١بس ٔٛع اٌّبدح اٌّؼمّخ ػٍٝ اٌى١ّ١ب٠ٚخ اٌّغزؼّ

 (.1993 ٓ اٌغضء إٌجبرٟ فؼلاً ػٓ ػذَ ع١ّزٙب ٌٗ )محمد ٚػّش،ِاٌزؼم١ُ ٚعٌٙٛخ اصاٌزٙب 

ار رخزٍممف اٌخمممٛاد اٌّؼزّممذح فممٟ رؼممم١ُ الاعممضاء إٌجبر١ممخ ثممبخزلاغ ِظممذس إٌغمم١ظ اٌّغممزخذَ ٚٔٛػممٗ      

عمُ ِمٓ ثمبدساد ثؼّمش خّغمخ 3-2ثبعزئظبي اٌمُّ إٌب١ِخ ٚاٌؼمذ ثمٛي  Barlass   ٚSkene (1982)لبَ

اعممبث١غ ٌىممً ِممٓ اٌىممبس٠ضٚ عممزش٠ٕظ ٚاٌجشرمممبي اٌضلاصممٟ الاٚساق ٚاٌلإٌىممٟ و١ٍٛثممبرشا ٚا١ٌٍّممْٛ سأغجممٛس 

% ِمٓ 3.31ؼبفبً ٌمٗ % 2ِثزشو١ض  CaOCl2ٚاٌجشرمبي اٌؾٍٛ صُ  ّش٘ب ثّؾٍٛي ٘ب٠جٛوٍٛساد اٌىبٌغ١َٛ 

  Al-Jibouriدل١ممممخ صمممُ  غمممٍٙب ثبٌّمممبء اٌّمممممش اٌّؼممممُ. اِمممب  23ٌّمممذح  (Tween-23)اٌّمممبدح إٌبشمممشح 

رؼمم١ُ فمٟ دل١ممخ  15% ٌّمذح 1.5ثزشو١مض  NaOClفمذ اعمزؼًّ ِؾٍمٛي ٘مب٠جٛوٍٛساد اٌظمٛد٠َٛ (1986)

 Moore. ٚلمبَ ِمٓ اٌزٍمٛسثٙذغ اعمزخشاط ثمزٚس٘ب خب١ٌمخ  صّبس اٌجشرمبي صُ رمم١ؼٙب رؾذ ظشٚغ ِؼمّخ

( ثزؼممم١ُ الاعممضاء اٌغممبل١خ ٌىممً ِممٓ إٌممبسٔظ ٚاٌىممبس٠ضٚ عممزش٠ٕظ  ٚاٌلإٌىممٟ و١ٍٛثممبرشا ثغّش٘ممب فممٟ 1986)

صُ  ّش٘ب ثمبٌىؾٛي الاص١ٍمٟ ثزشو١مض صب١ٔخ  33ػ١بسٞ ٌّذح  1ثزشو١ض  HClِؾٍٛي ؽبِغ ا١ٌٙذسٚوٍٛس٠ه 

% 3.1% ِؼمبفبً ٌمٗ 1.5اٌظمٛد٠َٛ ثزشو١مض  دل١مخ رلا٘ب اٌغّش فٟ ِؾٍٛي ٘ب٠جٛوٍٛساد 2.5% ٌّذح 23

 ِٓ اٌّبدح إٌبششح ٌّذح خّظ دلبئك ثؼذ٘ب  غٍذ ثبٌّبء اٌّممش اٌّؼمُ صلاس ِشاد.



صب١ٔمخ فممٟ اٌىؾممٛي  33( ثغّممش ػمممذ ا١ٌٍّمْٛ اٌّىغمم١ىٟ ٌّممذح 2331) Al-Khayri ٚAl-Bahranyٚلمبَ    

% 1٘مب٠جٛوٍٛساد اٌظمٛد٠َٛ ثزشو١مض  دل١مخ ِغ اٌزؾش٠مه فمٟ ِؾٍمٛي 15رجؼٙب اٌغّش ٌّذح % 23 ثزشو١ض

ِؼممبفبً ٌممٗ صمملاس لمممشاد ِممٓ اٌّممبدح إٌبشممشح رلا٘ممب اٌغغممً صمملاس ِممشاد ثبٌّممبء اٌّممممش اٌّؼمممُ. ٚاعممزخذَ 

% ٌّمذح صملاس دلمبئك ِمغ اٌزؾش٠مه 3.1ثزشو١مض  HgCl2( ِؾٍٛي وٍٛس٠ذ اٌضئجمك 2331اٌؼج١ذٞ ٚعّبػزٗ)

ٝ اٌجمشاػُ اٌغبٔج١مخ لاطمٍٟ اٌزش٠ٚمش ٚاٌىبس٠ضٚعمزش٠ٕظ صمُ اٌّغزّش ٌزؼم١ُ اٌمُّ إٌب١ِخ ٚاٌؼممذ اٌؾب٠ٚمخ ػٍم

( ِمٓ 2332 غٍٙب ثبٌّبء اٌّممش اٌّؼمُ صملاس ِمشاد ٌٍمزخٍض ِمٓ اصمبس اٌّمبدح اٌّؼمّمخ. ٚرّىمٓ اٌؾمبفا )

% ٌّذح ػشش دلبئك فٟ رؼم١ُ اٌجزٚس 95بعزؼّبي اٌىؾٛي الاص١ٍٟ ثزشو١ض ثرم١ًٍ ٔغجخ اٌزٍٛس فٟ صسٚػبرٗ 

خبسط اٌغغُ اٌؾٟ ِمبسٔخ ثٙب٠جٛوٍٛساد اٌظٛد٠َٛ  اٌّىضشحظغ١شح لاطٕبغ اٌؾّؼ١بد اٌجبٌغخ ٚاٌضّبس اٌ

صمُ  غمٍٙب صملاس ِمشاد ثبٌّمبء اٌّمممش  ٌٍّٚمذح ٔفغمٙب% ِمٓ اٌّمبدح إٌبشمشح 3.1% ِؼبفبً ٌٗ 1.5ثزشو١ض 

 ( ػٕذ اوضبسٖ لاطٕبغ ِٓ اٌؾّؼ١بد خمبسط2334اٌّؼمُ. اظٙشد ٔزبئظ اٌذساعخ اٌزٟ لبَ ثٙب اٌؾٛشجٟ )

% ِؼمبفبً ا١ٌمٗ لممشر١ٓ ِمٓ 3.45اٌغغُ اٌؾٟ اْ رؼم١ُ الاعضاء إٌجبر١خ ثٙب٠جٛوٍٛساد اٌظٛد٠َٛ ثزشو١ض 

اٌّبدح إٌبششح ٌّذح ػشش دلبئك صُ اٌغغً ثبٌّبء اٌّممش اٌّؼمُ صلاس ِشاد ٌّٚذح خّظ دلبئك فٟ ومً ِمشح 

% 3.45ٚ  3.33ْ اٌزشو١مضاْ اػمٝ ٔغجخ ع١ذح ٌٕغمبح الاعمضاء إٌجبر١مخ اٌّمأخٛرح ِمٓ اٌؾممً فمٟ ؽم١ٓ ومب

 ِلائ١ّٓ ٌزؼم١ُ ٚٔغبح الاعضاء إٌجبر١خ اٌّأخٛرح ِٓ شزلاد ِضسٚػخ فٟ اٌج١ذ اٌضعبعٟ.

 

 Effect of auxins    : حأرٛز الأكظُٛبث3-2-4

ً  ك ثؼؼٙبالاٚوغ١ٕبد ٟٚ٘ ػجبسح ػٓ ؽٛاِغ ػؼ٠ٛخ ٠خٍ ٌٙب اٌمبث١ٍخ فمٟ ٚ داخً إٌجبد ؽج١ؼ١ب

ٟٚ٘ اٌٚٝ اٌٙشِٛٔمبد إٌجبر١مخ  .اٌؼ١ٍّبد اٌؾ٠ٛ١خ داخً إٌغ١ظ إٌجبرٟ ٚثزشاو١ض ل١ٍٍخاٌزبص١ش فٟ اٌىض١ش ِٓ 

ٚثؼؼمٙب الاخمش ػجمبسح ػمٓ ِشوجمبد  ،Indole acetic acid (IAA)الاٚوغم١ٓ ِٕٙمب اٌزمٟ رمُ اوزشمبفٙب ٚ

 رؼّمممممممممممممممممممممممممً ػّمممممممممممممممممممممممممً الاٚوغممممممممممممممممممممممممم١ٓ ِٕٙمممممممممممممممممممممممممبرظمممممممممممممممممممممممممٕغ ِخزجش٠مممممممممممممممممممممممممب ٚ

 (IBA) Indole butyric acid  ٚ2,4-Dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D)  

ٚ NAA (Hopkins, 1999).  رؾف١ض اعزؾضبس اٌىبٌظ اٚ رشمغ١غ رىم٠ٛٓ  ٘ٛفٟ صساػخ الأٔغغخ ٚدٚس٘ب

 ً ٚ  Barlass  . فمممذ ٚعممذ(Subhashini and Reddy, 1993) اٌغممزٚس ػٍممٝ الافممشع اٌّىضممشح ٔغمم١غ١ب

Skene (1982 اْ اػبفخ )ٌزش ِٓ ٍِغُ  1/NAA  جخ رغز٠ش ػب١ٌخ ٌلافمشع ٔغؽمك اٌٝ اٌٛعؾ اٌغزائٟ لذ

ِٓ رغز٠ش الافشع اٌزٟ ؽظً ػ١ٍٙب ثبوضبس اٌممغ اٌغبل١خ  Moore (1986)اٌخؼش٠خ ٌٍى١ٍٛثبرشا. ٚرّىٓ 

 /ٌزش. ٍِغُ 1ثزشو١ض  NAAثٕظف اٌمٛح ؽبٚ ػٍٝ  MTٌٍٕبسٔظ ٚاٌى١ٍٛثبرشا ٚاٌىبس٠ضٚعزش٠ٕظ ػٍٝ ٚعؾ 

خؼممش٠خ إٌب١ِممخ خممبسط اٌغغممُ الافممشع اٌ رغممز٠ش Starrantino  ٚCaruso (1982) اعممزمبعٚ

 اٌّممممممممضٚد  MSاٌؾممممممممٟ ٌمّممممممممُ اٌفممممممممشٚع لاسثؼممممممممخ اطممممممممٛي ِممممممممٓ اٌؾّؼمممممممم١بد ػٍممممممممٝ ٚعممممممممؾ 

  Al-Khayri ٚطممممٍذ ٔغممممجخ اٌزغمممممز٠ش اٌزممممٟ ؽظممممً ػ١ٍٙممممب وّممممب . NAA/ٌزممممش ِممممٓ ٍِغُ 1ثممممـ 

ٚ Al-Bahrany (2331)  ٌٝعُ إٌبشئخ خبسط  1.5-1.3% ػٕذ صساػزّٙب ٌلافشع اٌخؼش٠خ ثمٛي 56ا

 Begum . وّمب اعمزخذIAAَ/ٌزمش ِمٓ ٍِغُ 1.3اٌّغٙمض ثمـ  MSمذ ا١ٌٍّمْٛ ػٍمٝ ٚعمؾ اٌغغُ اٌؾٟ ِٓ ػ

ثٕظممف اٌمممٛح ِغٙممضاً ثزشاو١ممض ِخزٍفممخ ِممٓ الاٚوغمم١ٕبد  MSنِمملاػ اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ   (2333)ٚعّبػزممٗ 



NAA   ٚIBA  ٚIAA  رشاٚؽمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممذ 

ع ِممٓ اٌج١ٍِٛممٛ صساػممخ الافممشع اٌخؼممش٠خ اٌّزّممب٠ضح ِممٓ وممبٌظ فٍممك صلاصممخ أممٛافممٟ /ٌزممش ٍِغُ 1-3.1ثمم١ٓ 

Pummelo  (C. grandis ) ػٍممٝ ٚعممؾ اٌزغممز٠ش  زٙممب٠ِٛممبً ِممٓ صساػ 18-15اٌغممزٚس ثؼممذ  دظٙممشار

 ثممممممممممممبٌزشو١ض NAAٚؽظممممممممممممٍذ افؼممممممممممممً اعممممممممممممزغبثخ فممممممممممممٟ اٌٛعممممممممممممؾ  اٌؾممممممممممممبٚٞ ػٍممممممممممممٝ 

 .ٚثبٌزشو١ض ٔفغٗ IBA/ٌزش رلاٖ ٍِغُ  3.1

 

  Effect of cytokinins: حأرٛز انظبٚخٕكبُُٚٛبث  3-2-5

 ٕبد اؽممممممممذٜ ا٘ممممممممُ اٌّشوجممممممممبد اٌؼؼمممممممم٠ٛخ اٌزممممممممٟ ٠ٕزغٙممممممممب إٌجممممممممبد رؼممممممممذ اٌغممممممممب٠زٛوب١ٕ٠

 اٚ رؾؼمممممممش طمممممممٕبػ١بً ٌزمممممممإدٞ اٌؼذ٠مممممممذ ِمممممممٓ اٌؼ١ٍّمممممممبد اٌزٕظ١ّ١مممممممخ داخمممممممً إٌغممممممم١ظ إٌجمممممممبرٟ. 

 فٙمممممممٟ رٍؼمممممممت دٚساً وج١مممممممشاً فمممممممٟ رؾف١مممممممض اٌخلا٠مممممممب ػٍمممممممٝ الأمغمممممممبَ ٚوغمممممممش اٌغممممممم١بدح اٌم١ّمممممممخ 

 رىممممممم٠ٛٓ ٚرشمممممممغ١غ اٌؼشػممممممم١خ ِمممممممٓ اٌجمممممممشاػُ  رىممممممم٠ٛٓ الافمممممممشعِّمممممممب ٠غمممممممبػذ ػٍمممممممٝ  ٌلافمممممممشع

 ِممممممممممممٓ أغممممممممممممغخ اٌىممممممممممممبٌظ ٚالاٚساق ٚاٌغممممممممممممزٚس ٚاٌفٍممممممممممممك ٚاٌممممممممممممممغ اٌغممممممممممممبل١خالافممممممممممممشع 

 (Wickson and Thiman, 1958 ; Hopkins, 1999) فمٟ  ؼٍّخاٌّغمز٘مزٖ اٌّشوجمبد . ِٚمٓ اشمٙش

  BA  ٚN-Furfuryl amino purine (Kin) اٌضساػممممممممممممممخ إٌغمممممممممممممم١غ١خ ٘ممممممممممممممٟ

 

الاٚعبؽ اٌغزائ١خ اٌّغزخذِخ فمٟ  اٌٝٚسح اػبفزٙب ٚٔظشاً لا١ّ٘خ ٘زٖ اٌّشوجبد فمذ اوذ اٌجبؽضْٛ ػٍٝ ػش

 .(Growth factors)اًِ ٌٍّٕٛ ٛصساػخ إٌجبربد خبسط اٌغغُ اٌؾٟ وؼ

ِزمٍمممت ػمممشٚسٞ ٌزىممم٠ٛٓ الافمممشع اٌخؼمممش٠خ فمممٟ  BAاْ اػمممبفخ  Barlass  ٚSkene (1986) ػَمممذّ    

 .اٌّمضسٚعٚاٌغضء ٕٛع إٌجبرٟ خزٍف ثبخزلاغ اٌااٌؾّؼ١بد، ٌٚىٓ اٌزشو١ض اٌّضبٌٟ ِٓ ٘زا اٌغب٠زٛوب١ٕ٠ٓ 

اسثؼخ  ِغزؼّلاً ( ػٍٝ اطٛي إٌبسٔظ ٚاٌى١ٍٛثبرشا ٚاٌىبس٠ضٚعزش٠ٕظ (Moore 1986ففٟ دساعخ اعشا٘ب 

رج١ٓ اْ إٌبسٔظ ٠ىشمف اٌم١ٍمً ِمٓ اٌجمشاػُ  ،/ٌزشٍِغُ  BA  ٟ٘3.24  ٚ3.49  ٚ4.95 ٚ9.9رشاو١ض ِٓ 

ٚثمشاػُ ٚافمشع خؼمش٠خ  باٌى١ٍٛثبرشا فممذ ومْٛ وبٌغم، اِب /ٌزشٍِغُ  4.95ٚ 3.49ٚالافشع فٟ اٌزشو١ض٠ٓ 

ٚرغٍت ػ١ٍّٙب اٌىبس٠ضٚعزش٠ٕظ فٟ رى٠ٕٛٗ ٌٍىبٌظ ٚاٌجمشاػُ  ./ٌزشٍِغُ  9.9ٚ  4.95ٚ 3.24فٟ اٌزشاو١ض 

/ٌزمش ِٕبعمجبً ٌلاطمٕبغ ٍِغُ  4.95اٌزشو١مض  ٚػُمذّ اٌّذسٚعمخ.  BAع١ّغ رشاو١ض اٌمـ فٟ ٚالافشع اٌخؼش٠خ 

ػممذد اٌجممشاػُ ٚالافممشع إٌبشممئخ ٚاؽٛاٌٙممب. ٌٚممٛؽا اْ اٌزشاو١ممض اٌؼب١ٌممخ ِممٓ س ممُ اخزلافٙممب فممٟ اٌضلاصممخ 

اٌغمممب٠زٛوب١ٕ٠ٕبد ٌٙمممب رمممأص١شاد عمممٍج١خ فمممٟ اٌزؼمممبػف ار رٕمممزظ ػٕٙمممب فمممشٚع لظممم١شح اٚ ّٔمممٛاد ِشمممٛ٘خ 

.(Maggon and Singh, 1995)   

ٓ اٌمبث١ٍمخ ػٍمٝ اٌزغٍمت ػٍمٝ ظمب٘شح ػمذَ رىم٠ٛ BAٌٍـ  اْ (2333)ٚعّبػزٗ   Bordon ٚنٚػؼ

الافشع فٟ اٌظلاَ فٟ طٕف اٌزش٠ٚشعزش٠ٕظ ٚثظٛسح عضئ١خ فٟ إٌبسٔظ ِٓ خملاي اٌذساعمخ اٌزمٟ اعش٠مذ 

   Al-Khayriٚؽظممممممممممممممممممممً  .ػٍمممممممممممممممممممٝ خّغممممممممممممممممممممخ اطممممممممممممممممممممٕبغ ِممممممممممممممممممممٓ اٌؾّؼمممممممممممممممممممم١بد

 ٚ  Al-Bahrany(2331)  صساػمخ ػممذ ا١ٌٍّمْٛ ػٍمٝ ٚعمؾ ثؼذػٍٝ رؼبػف ع١ذ ٌلافشع MS  اٌّغٙمض

ٚN-(2-isopentenyl adenine) (2ip) ٚ6-(4-hydroxy-3-methyl-2-butenyl) (Zeatin). 



 Kin/ٌزمش ٚ ٍِغُ  1.3ثزشو١مض  Benzyl amino  purine (BAP)-6     ثٕٛػ١ٓ ِٓ اٌغب٠زٛوب١ٕ٠ٕبد ّ٘ب

ٌزى٠ٛٓ الافشع اٌخؼش٠خ ٌٍىبس٠ضٚعزش٠ٕظ فمذ رىْٛ ِٓ اِملاػ  ٕبعت/ٌزش. اِب اٌٛعؾ اٌٍِّغُ  3.5ثزشو١ض

 اٌّؾممممممممممممممممممممممممممممممممٛس ِؼممممممممممممممممممممممممممممممممبفبًً  ٌممممممممممممممممممممممممممممممممٗ MSاٌغممممممممممممممممممممممممممممممممزائٟ اٌٛعممممممممممممممممممممممممممممممممؾ 

ٛي ػٍمٝ ِٓ اٌؾظم Nhan  ٚ Chau((2335. وّب رّىٓ BAP (Pena et al., 2334)/ٌزش ِٓ ٍِغُ  3

/ٌزممش ٍِغُ  43ِممغ  BAP/ٌزممش ٍِغُ  3.99اٌّممضٚد ثممـ  MTفممشع اٌفٌٛىبِبس٠بٔممب فممٟ ٚعممؾ ع١ممذ لارؼممبػف 

 % عىشٚص.4ٚ وجش٠زبد الأد١ٔٓ 

 

 : حأرٛز انخذاخم بٍٛ الأكظُٛبث ٔانظبٚخٕكبُُٚٛبث3-2-6

Effect of interaction between auxins and cytokinins  

و١ض الاٚوغ١ٕبد ٚاٌغب٠زٛوب١ٕ٠ٕبد فٟ اث١ٓ رش (Delecate balance)ٌذل١ك ثبد ٚاػؾبً اْ اٌزٛاصْ ا      

اٌٛعؾ اٌغزائٟ اِش ػشٚسٞ ار اْ اٌض٠بدح اٌؾبطمٍخ فمٟ رشو١مض اٌغمب٠زٛوب١ٕ٠ٓ ٔغمجخ اٌمٝ الاٚوغم١ٓ رؾفمض 

رى٠ٛٓ الافشع اٌخؼش٠خ فٟ ؽ١ٓ اْ إٌغت اٌؼب١ٌخ ِٓ الاٚوغ١ٓ اٌٝ اٌغمب٠زٛوب١ٕ٠ٓ رشمغغ رىم٠ٛٓ اٌغمزٚس 

 ; Skoog and Miller , 1952)ث١ّٕب اٌّغمز٠ٛبد اٌّزٛاصٔمخ رمإدٞ اٌمٝ رىم٠ٛٓ ٔغم١ظ اٌىمبٌظ ػ١خ اٌؼش

Hopkins , 1999 ) . 

ِٓ رؾف١ض رى٠ٛٓ الاعٕخ ػٓ ؽش٠مك صساػمخ ِزمه إٌمبسٔظ ٔغم١غ١بً  (1981)ٚعّبػزٗ   Hidakaاعزمبع   

 Edriss  ٚBurgerّىممٓ . ٚرIAA/ٌزممش ٍِغُ  2اٚ  3.32ِممغ  Kin/ٌزممش ٍِغُ  3.32ػٍممٝ ٚعممؾ ِغٙممض ثممـ 

اٌّؾمٛس  MSِٓ رؾف١ض رى٠ٛٓ اٌجشاػُ اٌؼشػ١خ ػٍٝ علا١ِبد الاطً رش٠ٚشعزش٠ٕظ فٟ ٚعمؾ  (1984)

  3.5( ِممغ ME) Malt extractِغممزخٍض اٌشممؼ١ش /ٌزممش ِممٓ ٍِغُ  533% عممىشٚص ٚ 5اٌؾممبٚٞ ػٍممٝ 

خ رٛاٌذ ٌفشٚع ( ػٍٝ اػٍٝ ٔغج1992ٚعّبػزٗ ) Bonian. ٚؽظً NAA/ٌزش ٍِغُ  BA  ٚ3.1/ٌزش ٍِغُ

 اٌجشرممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممبي ػٕمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممذ 

 /ٌزممممممشٍِغُ  3.1اٌّغٙممممممض ثبٌز١ٌٛفممممممخ اٌّىٛٔممممممخ ِممممممٓ  MSصساػممممممخ اٌجممممممشاػُ اٌغبٔج١ممممممخ ػٍممممممٝ ٚعممممممؾ 

BA  +  3.35 ٌُزممممش ٍِغ/NAA  +3.1  ٌُزممممش  ٍِغمممم/GA3 ِممممٓ اٌفؾممممُ إٌّشممممؾ  ممممُ  3.3 اػممممبفخ ِممممغ

((Activated charcoal ٟعاعمزمب اٌغمٕخ ٔفغمٙب. ٚفم Omura   ٚHidaka  (1992ٛاٌؾظم ) ٝي ػٍم

ٚ   MSاػٍٝ اعزغبثخ لاطً ا١ٌٍّْٛ سأغجٛس ػٕذ صساػخ لّّٗ إٌب١ِمخ فمٟ ٚعمؾ  /ٌزمش ٍِغُ  3.2 ػٍمٝ ؽمب

BA  ٚ3.31  ٌُزممش ٍِغ/NAA  ٌزممش ٍِغُ  1.3ِممغ/GA3ًوّممب ؽظمم . Bordon ( ٗػٍممٝ 2333ٚعّبػزمم )

ش٠ٕظ ػٍٝ ٚعؾ ّٔٛاد خؼش٠خ ػٕذ صساػزُٙ علا١ِبد إٌبسٔظ ٚاٌجشرمبي ٚاٌلإٌىٟ و١ٍٛثبرشا ٚاٌزش٠ٚشعز

MS  ٌٗ ًٌزش ٍِغُ  3.99ٚاٌّغٙض ثـ% عىشٚص 3ِؼبفب/BA  ٚ3.12  ٌُزش ٍِغ/NAA ٚٔغؼ .Daming   

 Direct)( فمممٟ ئٔزمممبط الأفمممشع اٌخؼمممش٠خ ِجبشمممشح دْٚ اٌّمممشٚس ثّشؽٍمممخ اٌىمممبٌظ 2333ٚعّبػزمممٗ )

regeneration)  ػٍمٝ  ؾاٌجشرمبي ثؼّش شٙش ٚاؽذ ػٍٝ ٚع ػٕذ صساػزُٙ لمغ عبل١خ ٚفٍك ثبدساد  ٚ ؽب

  BA /ٌزمممممممممممممشٍِغُ  2.5% عمممممممممممممىشٚص ِؼممممممممممممبفبً ٌممممممممممممٗ 5ِممممممممممممغ  B6ٚف١زممممممممممممب١ِٓ  MSنِمممممممممممملاػ

ػٍمٝ ٠ِٛمبً  15ؽؼٓ اٌضسٚػمبد فمٟ اٌظملاَ ٌّمذح ػٕذ . وّب ؽظٍذ افؼً اعزغبثخ NAA /ٌزشٍِغُ  1ٚ 



دسعخ ؽشاسح
 

ً  45ٌّذح عبػخ/ا١ٌَٛ  16ٌّذح  ٌٛوظ( 1333) ثؼذ٘ب ػشػذ اٌٝ فزشح اػبءحَ ° 26  .٠ِٛب

اْ  Nhan  ٚ Chau((2335%. وّمب اٚػمؼ 96% ٚاٌمممغ اٌغمبل١خ 95فٍمك ٔغمجخ اعمزغبثخ ار اػممذ اٌ

 ثزشاو١مممممممممممممممممممممممممممممممممممممممض ِٕخفؼمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممخ  NAAرغ١ٙمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممض الاٚوغممممممممممممممممممممممممممممممممممممممم١ٓ 

دٚساً ِّٙمبً  لذ ٌؼجذ/ٌزش( ٍِغُ  3.99/ٌزش( ثٛعٛد اٌزشو١ض إٌّبعت ٌٍغب٠زٛوب١ٕ٠ٓ )ٍِغُ  3.26 – 3.14)

اٌمٝ ٚعمؾ رؼمبػف الافمشع ٌمُ  NAAاػمبفخ اٌمـ اْ ٚلاؽظمب  .فٟ اعزمبٌخ الافشع اٌخؼش٠خ ٌٍفٌٛىبِبس٠بٔب

 ٌٗ رأص١ش ِؼٕٛٞ فٟ ص٠بدح ػذد الافشع. ٠ىٓ
 

 Effect of gibberellic acid : حأرٛز حبيط انضبزنٛك3-2-1

ِٕظّبد إٌّمٛ اٌزمٟ رؼمبغ اٌمٝ الاٚعمبؽ اٌغزائ١مخ الا اْ اعمزخذاِٙب المً شم١ٛػبً ِمٓ  ِٓاٌغجش١ٌٕبد       

ٚ٘ممٟ رغممبُ٘ فممٟ ٔشممٛء الاػؼممبء ٚاؽ١بٔممبً فممٟ رؾف١ممض ٔشممٛء اٌىممبٌظ ٠ٚؼممذ الاٚوغمم١ٕبد ٚاٌغممب٠زٛوب١ٕ٠ٕبد 

 ٚاعممممممممممممممممممممممزؼّبلاِممممممممممممممممممممممٓ اوضش٘ممممممممممممممممممممممب شمممممممممممممممممممممم١ٛػبً  GA3ؽممممممممممممممممممممممبِغ اٌغجش١ٌممممممممممممممممممممممه 

 (Hopkins, 1999). 

ٌمٗ لذ ٠ٕزظ ػٕٗ رمبص١شاد ِزٕبلؼمخ فممذ رىمْٛ اشبسد اٌّظبدس اٌٝ اْ اعزخذاِٗ فٟ اٌّضاسع إٌغ١غ١خ      

( رضجم١ؾ ّٔمٛ 1925ٚعّبػزمٗ ) Navarro. فممذ لاؽما ١مبْ اخمشٜفمٟ اؽ ص١شاد رضج١م١خ ٚرؾف١ض٠خأراؽ١بٔب 

ٛعمٛد اٌغجمش١ٌٓ فمٟ الاٚعمبؽ ثاٌجشاػُ اٌّغزأطٍخ ِٓ الاشمغبس اٌجبٌغمخ ٚلأمٛاع ِخزٍفمخ  ِمٓ اٌؾّؼم١بد 

ّخزٍمف ِشاؽمً ٌإٌّمٛ  فمٟنٞ رمأص١ش ا٠غمبثٟ ٌٍغجمش١ٌٓ Fry  ٚ (1983) Streetٌمُ ٠غمغً  ومزٌهاٌغزائ١مخ 

ػٍمٝ  ثؼؼمُٙثؼغ الاؽ١بْ لذ ادد اٌٝ ِٕغ رى٠ٛٓ الافشع ٚاٌغمزٚس. ث١ّٕمب اومذ الاوضبس ثً اْ اػبفزٗ فٟ 

 ، ار رٛطممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممًاػممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممبفزٗػممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممشٚسح 

 Pontikis ٚ(1984) Sapoutzaki  اٌٝ اْ اٌجشاػُ اٌمشف١خ لاطمً اٌزش٠ٚمش عمزش٠ٕظ رزؼمبػف ثٛعمٛد

 ِٓ  ً ً  ُِٕٙ.ٍِغُ  3.1ٚثزشو١ض  GA3  ٚBA  ٚIBAو  /ٌزش ٌى

٠ؼممذ ػممبِلاً ِّٙممبً فممٟ اعممزمبٌخ افممشع اٌؾّؼمم١بد  GA3اٌممٝ اْ  Omura  ٚ(1992) Hidakaٚاشممبس   

 ٚاٌّغٙضح ثـ MS اٌّىْٛ ِٓ اِلاػخبسط اٌغغُ اٌؾٟ ػٕذ اػبفزٗ اٌٝ ٚعؾ رؼبػف الافشع اٌّضسٚػخ 

( 1994ٚعّبػزمٗ ) Salman. ٚٚعذ IBA/ٌزش ٍِغُ  GA3  ٚ3.32/ٌزش ٍِغُ  BA   ٚ3.3/ٌزش ٍِغُ  3.2

  BA  ٚ3.3/ٌزمش ٍِغُ  3.2اٌؾمبٚٞ ػٍمٝ  MSٚعمؾ ػٍمٝ شف١خ فٟ إٌبسٔظ ومبْ ٍجشاػُ اٌمٌاْ افؼً ّٔٛ 

  3.2( اْ اػممبفخ 2333فممٟ ؽمم١ٓ ٚعممذد اٌؼممبِشٞ ) ./ٌزممش وجش٠زممبد الادٔمم١ٍِٓغُ  GA3  ٚ83/ٌزممش ٍِغُ

ادٜ اٌممٝ رىمم٠ٛٓ اوجممش ػممذد ِممٓ الافممشع فممٟ  BA/ٌزممشٍِغُ  1.3ؽممبٚ ػٍممٝ  MTاٌممٝ ٚعممؾ  GA3/ٌزممشٍِغُ

  3.3ٚ  3.2 ٠ٓاػٍممٝ ِؼممذي اؽممٛاي ٌلافممشع وممبْ ػٕممذ اٌزشو١ممضٚاْ ْٛ اٌؾممبِغ فممٟ ا١ٌٍّممػٕممٗ اٌجشرمممبي 

 /ٌزش.ٍِغُ  3.4ٚ  3.3فٟ ا١ٌٍّْٛ اٌؾبِغ ٚفٟ اٌجشرمبي وبْ ػٕذ اٌزشو١ض٠ٓ  GA3/ٌزشٍِغُ
 

 Callus initiation: اطخحزبد انكبنض     3-2-1

ك اٌمممغ اٚ اٌغمشٚػ فمٟ الاعمضاء ٠ؼشغ اٌىبٌظ ػٍٝ أٗ خلا٠ب ثشٔى١ّ١خ  ١ش ِزّمب٠ضح رٕشمأ ػٍمٝ ِٕمبؽ   

 .(Hopkins,1999)إٌجبر١خ اِب ؽج١ؼ١بً اٚ فٟ ِضاسع الأغغخ إٌجبر١خ 



رؼذ ػ١ٍّخ اعزؾضبس اٌىبٌظ ػٍٝ اٌغمضء إٌجمبرٟ اٌّمضسٚع فمٟ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ إٌّبعمت ِمٓ اٌؼ١ٍّمبد      

( Inductionؾف١ممض )ػٍممٝ صمملاس ِشاؽممً ٘ممٟ ِشؽٍممخ اٌز٠ممزُ اعممزؾضبس اٌىممبٌظ  ٘ممزا اٌّغممبي.اٌّّٙممخ فممٟ 

رّش خلا٠ب اٌغضء إٌجبرٟ خملاي اعمزؾضبس ّٚٔمٛ ار (. (Differentiation( ٚاٌزّب٠ض Divisionٚالأمغبَ )

ص٠مبدح فمٟ اٌؼ١ٍّمبد اٌجٕبئ١مخ اٌّّٙمخ ِضمً ثٕمبء اٌجمشٚر١ٓ ٚالأؽّمبع  ِمغاٌىبٌظ ثزغ١شاد فٟ اٌؾغُ ٚاٌؼذد 

ٌزىْٛ  DNA ِضً ثٕبء اٌجشٚر١ٓ ٚرؼبػف اٌـ لا٠با٠ٌٕٚٛخ. ففٟ ِشؽٍخ اٌزؾف١ض رؾذس رغ١شاد ِّٙخ فٟ اٌخ

ٓ وزٍمخ ِمٓ خلا٠مب ٔغم١ظ اٌىمبٌظ رغممٟ ٠زىمٛرٕزٙمٟ ث٠ٍٟ رٌه ِشؽٍخ أمغمبَ اٌخلا٠مب  .١ِٙئخ ٌؼ١ٍّخ الأمغبَ

ِؼ١ٕخ رإدٞ ِشعز١ّ١خ اٌغضء إٌجبرٟ. ٚثؼذ ٘زٖ اٌّشؽٍخ رجذن ِشؽٍخ اٌزّب٠ض ِٓ خلاي رٛعغ ٚ رّب٠ض خلا٠ب 

 (.1993 ،)محمد ٚػّش ثششؽ رٛفش ػٛاًِ إٌّٛ إٌّبعجخ ٠ٓ إٌجبد اٌىبًِفٟ إٌٙب٠خ اٌٝ رىٛ

 فٙ اطخحزبد انكبنضانًظخؼًهت : الاصشاء انُببحٛت 3-2-1-3

٠غزؾش اٌىبٌظ ػٍٝ الاعضاء إٌجبر١خ اٌخب١ٌخ ِمٓ اٌٍّٛصمبد ٚاٌّمأخٛرح ِمٓ إٌج١زمبد إٌب١ِمخ خمبسط 

. رؼم١ّٙمب عممؾ١ب اٌّضسٚػمخ فمٟ اٌزشثمخ ثؼمذ إٌجبرمبد ١مخ ِمٓ إٌجبر اعزئظمبي الاعمضاء اٚ ِمٓ .اٌغغُ اٌؾٟ

ٚاٌغمم٠ٛمخ  (Epicotyl)اٌؼ١ٍممب ٠ّىممٓ اعممزؾضبس اٌىممبٌظ ِممٓ اعممضاء ِخزٍفممخ ِممٓ إٌجممبد وبٌغمم٠ٛمخ اٌغ١ٕ١ٕممخ 

ٚالاٚساق  (Stem segmentsٚلممغ اٌغمبق ) Cotyledons)( ٚاٌفٍمك )(Hypocotyl اٌغمفٍٝاٌغ١ٕ١ٕمخ 

(Leavesٚالاعممضاء اٌزىبصش٠ممخ )(Reproductive parts)  ٓ١ش٘ممب. فمممذ رّىمم ٚDrira   ٚBenbadis 

 . ٚاعممزمبػذ ٘ممبC.medicaِٟٔزممه ا١ٌٍّممْٛ ٚاٌمممشٔظ  زّٙممب( ِممٓ اعممزؾضبس اٌىممبٌظ ػٕممذ صساػ1925)

  .علا١ِبد إٌبسٔظ ِٓ( اٌؾظٛي ػٍٝ اٌىبٌظ 1988)

 ( ثؼممممممممذ صلاصممممممممخ Friableػٍممممممممٝ وممممممممبٌظ ٘مممممممم  )Hidaka  ٚOmura (1989 ) ٚؽظممممممممً

 اشممممٙش ِممممٓ  4-3ثؼممممذ )غممممجؼخ أممممٛاع ِممممٓ اٌؾّؼمممم١بد  ١ممممش ٔبػممممغخ ٌ ثممممزٚساشممممٙش ِممممٓ صساػممممخ 

 اٌغٕممممم١ٓ اْ ومممممبْ عٕغممممم١ب اَ ػٍمممممٝ ٔمممممٛع  دػزّمممممذاٚرجممممم١ٓ اْ و١ّمممممخ اٌىمممممبٌظ  (،اٌزٍمممممم١ؼؽظمممممٛي 

 Gmitter et). (Endosperm)وّب اِىٓ اعزؾضبس اٌىبٌظ ِٓ صساػمخ اٌغم٠ٛذاء ٗ،ؽغّخؼش٠ب ٚػٍٝ 

al., 1993)  ًٚفممٟ اٌغممٕخ ٔفغممٙب ؽظممStarrantino ٚCaponnetto (1993 ٓػٍممٝ ٔغممجخ ع١ممذح ِمم )

 اٌىبٌظ ػٕذ صساػخ ث٠ٛؼبد  ١ش ِزمٛسح ِأخٛرح ِٓ صّبس اطٕبغ ِخزٍفخ ِٓ اٌؾّؼ١بد. 

( اْ اػٍٝ اعزغبثخ ِٓ اٌىبٌظ رىٛٔذ ػٕذ صساػخ لمغ ع١مبْ 1994ٚعّبػزٗ ) Grewalٚلاؽا 

ٍمك ٘مٟ الافؼمً. وّمب رّىمٓ وبٔمذ اٌف C.reshinٚا١ٌٍّْٛ اٌّخمشف  ث١ّٕمب فمٟ  C.depressaٚاٚساق اٌـ 

Xiao-Ling  ( ٗ2333ٚعّبػز)  ع٠ٛذاء اٌج١ٍِٛٛ. ٚاعزمبع ِِٓٓ اعزؾضبس اٌىبٌظ Begum ٗٚعّبػزم 

اعممبث١غ ٌضلاصممخ أممٛاع ِممٓ  6-5ِممٓ اعممزؾضبس اٌىممبٌظ ِممٓ اٌفٍممك اٌّغزأطممٍخ ِممٓ ثممبدساد ثؼّممش  (2333)

 اٌج١ٍِٛٛ.

 

 زبد انكبنض: حأرٛز الأكظُٛبث ٔانظبٚخٕكبُُٚٛبث فٙ اطخح3-2-1-2

خزلاغ الأممٛاع إٌجبر١ممخ باخزٍفممذ ر١ٌٛفممبد الاٚوغمم١ٕبد ٚاٌغممب٠زٛوب١ٕ٠ٕبد إٌّبعممجخ لاعممزؾضبس اٌىممبٌظ ثمم   

فمٟ اٌضساػمخ إٌغم١غ١خ ِمٓ عٙمخ ٚػٍمٝ اٌّؾزمٜٛ اٌمذاخٍٟ ٌّٕظّمبد  اٌّغمزؼٍّخِٚظبدس الاعضاء إٌجبر١مخ 



ىْٛ وبٌغبً دْٚ اػمبفخ ِٕظّمبد ّٔمٛ فمٟ إٌّٛ ف١ٙب ِٓ عٙخ اخشٜ. اْ ثؼغ الاعضاء إٌجبر١خ ٠ّىٕٙب اْ ر

ّٔمٛ. فممذ ثّٕظّمبد اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ  ٠غٙمضغزغ١ت لاعزؾضبس اٌىمبٌظ ِمبٌُ ٠ ؽ١ٓ اْ اٌجؼغ الاخش ِٕٙب لا

/ٌزمش ِمٓ ومً ِمٓ ٍِغُ  1.3( ػٍمٝ ومبٌظ فمٟ اٌٛعمؾ اٌؾمبٚٞ ػٍمٝ 1925) Drira  ٚBenbadisؽظً 

2,4-D  ٚNAA  ٌزشٍِغُ  3.1ِغ/BA اٌمشٔظ. صساػخ ِزه ا١ٌٍّ ثؼذ ٚ ْٛ 

اٌّذسٚعمخ  BA/NAAاْ إٌبسٔظ ل١ًٍ الاعزغبثخ ٔغج١بً ٌغ١ّغ ر١ٌٛفبد  Moore (1986)ٚلاؽا 

  NAA/ٌزمممممممممش ٍِغُ 1ٚؽظممممممممً ػٍممممممممٝ ل١ٍمممممممممً ِممممممممٓ اٌىمممممممممبٌظ فممممممممٟ اٌٛعممممممممؾ اٌؾمممممممممبٚٞ ػٍممممممممٝ 

( ِممٓ اٌؾظممٛي ػٍممٝ ٔغممجخ اعممزغبثخ 1993) Geraci ٚ Starrantino . ٚرّىممBAٓ/ٌزممشٍِغُ  3.24ِممغ 

 C. deliciosa)ٚاٌىش٠ت فشٚد ٚاٌٙغ١ٓ  C. deliciosa% ٌىً ِٓ اٌلإٌىٟ ٚ 25 ٌزى٠ٛٓ اٌىبٌظ ثٍغذ

x C. paradisi)  ٌٍٝزش ٍِغُ  1.3ػٕذ ر١ّٕزٙب فٟ ٚعؾ ؽبٚ ػ/BA  ٚ3.5  ُ2,4/ٌزش ٍِغ-D  ث١ّٕب وبٔمذ

 BAِمٓ  ٌىمً /ٌزمشٍِغُ  1.3ػٍمٝ ٚعمؾ ؽمبٚ ػٍمٝ  %( فٟ اٌجشرمبي ٚا١ٌٍّمْٛ إٌّّمبح44.2ٍٝ )إٌغجخ اػ

ٚNAA . 

ُ ِزمه ا١ٌٍّمْٛ ( اٌؾظمٛي ػٍمٝ ومبٌظ ػٕمذ صساػمزٙ(1991 ٚعّبػزٙب  Germanaٚاعزمبػذ 

  Zeatin/ٌزمممممممشٍِغُ  Kin  ٚ1.3/ٌزمممممممشٍِغُ  2.3ٚعمممممممؾ ؽمممممممبٚ ػٍمممممممٝ ر١ٌٛفمممممممخ ِىٛٔمممممممخ ِمممممممٓ فمممممممٟ 

( ِٓ اعزؾضبس اٌىبٌظ ِٓ اٌج٠ٛؼمبد اٌّخظمجخ 2333ٚعّبػزٗ )Yong . ٚرّىٓ NAA/ٌزش ٍِغُ  3.1ٚ 

 MTاٌجشرمبي ٚاٌلإٌىٟ ٚاٌىش٠ت فشٚد ثؼذ ػشمش٠ٓ ٠ِٛمبً ِمٓ صساػزٙمب ػٍمٝ ٚعمؾ  فٟاعبث١غ  2-6ثؼّش

الا ثؼمذ اػمبفخ  فمٟ ثؼمغ أمٛاع اٌؾّؼم١بد ٌُ ٠زىمْٛ ومبٌظٚ/ٌزش. ٍِغُ  13فمؾ ٚثزشو١ض  BAاٌّضٚد ثـ 

( ػٍٝ افؼمً و١ّمخ ِمٓ 2333ٚعّبػزٗ ) Begumاٚوغ١ٓ ثزشاو١ض ػب١ٌخ ِمبسٔخ ثبٌغب٠زٛوب١ٕ٠ٓ ار ؽظً

/ٌزممش ٍِغُ  5.3ِممغ  BAP/ٌزممش ٍِغُ  1.3ؽممبٚ ػٍممٝ  MSفٍممك اٌج١ٍِٛممٛ ػٍممٝ ٚعممؾ  زُٕٙممذ صساػمماٌىممبٌظ ػ

NAA. 

 

 Effect of culture medium ٙػانٕطػ انشر: حأرٛز 3-2-1-1

ٚاٌؼممشٚس٠خ ٌّٕممٖٛ. ٚرخزٍممف اؽز١بعممبد اٌغممضء إٌجممبرٟ  الأعبعمم١خ٠غممت رغ١ٙممض اٌغممضء إٌجممبرٟ ثممبٌّٛاد     

ٌغضء إٌجبرٟ اٌّأخٛر ِٕٗ. ٚلا٠ٛعمذ ٌؾمذ الاْ ٚعمؾ ل١بعمٟ لاعمزؾضبس اٌىمبٌظ اػزّبداً ػٍٝ ٔٛع إٌجبد ٚا

ِٓ ع١ّغ إٌجبربد. ٚػِّٛبً فبْ ع١ّغ الاعضاء إٌجبر١خ رؾزبط اٌمٝ ِىٛٔمبد ِزشمبثٙخ فمٟ اعمزؾضبس اٌىمبٌظ 

ٚ٘ممزٖ اٌّىٛٔمممبد ٘ممٟ اِممملاػ اٌؼٕبطمممش اٌغزائ١ممخ اٌىجمممشٜ ٚاٌظمممغشٜ ٚاٌف١زب١ِٕممبد ٚاٌؾمممٛاِغ الا١ٕ١ِمممخ 

اٌىمبسثْٛ ِٕٚظّمبد إٌّمٛ ٚاٌّمبء فؼملاً ػمٓ ِمبدح شمجٗ طمٍجخ ٌمذػُ ّٔمٛ اٌىمبٌظ )محمد ٚ ػّممش،  ِٚظمبدس

1993 .) 

 اْ ا٘ممممممممممممُ الاٚعممممممممممممبؽ اٌضسػ١ممممممممممممخ اٌّغممممممممممممزخذِخ فممممممممممممٟ صساػممممممممممممخ اٌؾّؼمممممممممممم١بد ٘ممممممممممممٟ

ٚٚعممؾ  MS (Murashige and Skoog, 1962)  ٚMT (Murashige and Tucker, 1969)ٚعممؾ  

MS س  ,.Chaturvedi and Mitra,1924;Chaturvedi and Sharma,1985;Germana et al)اٌّؾمٛ

 .بد ٚرشاو١ض اٌّٛاد اٌّزوٛسح اػلاٖٚاٌزٟ رخزٍف ف١ّب ث١ٕٙب فٟ و١ّ (1994
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اٌمٝ اٚعمبؽ  زائ١مخ عذ٠مذح ِٕبعمجخ ٌزؾف١مض ٔشمٛء  الأخ١ش٠زُ ٔمً اٌىبٌظ لاعً اخلاغ إٌجبربد ِٓ 

 خٛسلٌا اعضاءثٕمً اٌىبٌظ اٌّزىْٛ ِٓ  Chaturvedi   ٚMitra (1924)فمذ لبَ  .الاػؼبء اٌّخزٍفخ ِٕٗ

 اٌّؾممممممممممممممممممٛس  MSٚلمممممممممممممممممممغ عمممممممممممممممممم١مبْ اٌجشرمممممممممممممممممممبي ٚاٌغممممممممممممممممممٕذٞ ػٍممممممممممممممممممٝ ٚعممممممممممممممممممؾ 

  BA/ٌزممممممممممشٍِغُ  3.25ِممممممممممغ اػممممممممممبفخ % عممممممممممىشٚص( اٌممممممممممٝ ٔفممممممممممظ اٌٛعممممممممممؾ اٌّؾممممممممممٛس 4.5)

 ظ. فمذ لاؽظب ٔشٛء افشع ٚثشاػُ ِٓ ٘زا اٌىبٌ .ME/ٌزشٍِغُ  NAA  ٚ533/ٌزشٍِغُ  3.1ٚ 

ػٍٝ افشع خؼش٠خ ِجبششح ِٓ اٌىبٌظ اٌّزىْٛ ػٍٝ لمغ  Barlass ٚSkene  (1982)ٚؽظً 

اعمبث١غ ِمٓ  6-5علا١ِبد ِأخٛرح ِٓ ثبدساد ثؼّش خّغخ اعمبث١غ ٌٚخّغمخ اطمٕبغ ِمٓ اٌؾّؼم١بد ثؼمذ 

اٌغلا١ِبد اٌّمأخٛرح  فٟث١ّٕب ٌُ رؾظً اعزغبثخ  BA/ٌزشٍِغُ  2.2اٌؾبٚٞ ػٍٝ  MSاٌضساػخ ػٍٝ ٚعؾ 

صلاصمخ ِمٓ ( فمذ اعمزمبػٛا اٌؾظمٛي ػٍمٝ اعٕمخ عغمّب١ٔخ (1982ٚعّبػزٙب   Vardiٓ اشغبس ثبٌغخ. اِب ِ

ثمذلاً ِمٓ  (Glycerol)% و١ٍغم١شٚي 2٘غٓ ِٓ اٌؾّؼ١بد ػٕذ ٔمً اٌىبٌظ اٌمٝ ٚعمؾ  مزائٟ ؽمبٚ ػٍمٝ 

  1533% عمىشٚص ٚ 4اٌغىشٚص ثؼذ٘ب رُ ٔممً الاعٕمخ اٌمٝ اؽجمبق ثزمشٞ ؽب٠ٚمخ ػٍمٝ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ ِمغ 

( اٌؾظمٛي ػٍمٝ اعٕمخ عغمّب١ٔخ ػٕمذ ٔممً 1989)Ben-Hayyim   ٚ Goffer. ٚاعمزمبع ME/ٌزمشٍِغُ

اٚ  Zeatinاٚ  Kinاٚ  BA /ٌزمش ِمٍِٓغُ  3.2اٌّغٙمض ثمـ  MTوبٌظ اٌجشرمبي طمٕف شمبِٛرٟ اٌمٝ ٚعمؾ 

ص % عمىش2ٚؽبٚ ػٍٝ  MTٚرىشفذ ٘زٖ الاعٕخ اٌٝ ٔج١زبد ػٕذ ٔمٍٙب اٌٝ ٚعؾ  ABA/ٌزش ِٓ ٍِغُ  3.1

 .GA3/ٌزش ٍِغُ  1.3ِغ  ME/ٌزش ٍِغُ  1533ٚ

ٕ٘ممبن رفممبٚد فممٟ الاعممزغبثخ ثمم١ٓ الاطممٕبغ ٚالاعممضاء إٌجبر١ممخ فممٟ ػ١ٍّممخ الاخمملاغ، ففممٟ دساعممخ ئْ      

ػٍٝ وبٌظ ٔبرظ ِٓ صساػخ اعٕخ ثبٌغخ ثؼذ اصاٌخ اٌفٍك ِٕٙمب ٌٚضلاصمخ اطمٕبغ  Beloualy  (1991)اعشا٘ب

 خ ػٕممممممممممذ ٔمممممممممممً اٌىممممممممممبٌظ اٌممممممممممٝ ٚعممممممممممؾار لاؽمممممممممما رىممممممممممْٛ الاعٕمممممممممم .ِممممممممممٓ اٌؾّؼمممممممممم١بد

MT  ٌزمممممممممشٍِغُ  1533-1333ثٛعمممممممممٛد/ME  ٌزمممممممممشٍِغُ  5ومممممممممزٌه رىٛٔمممممممممذ افمممممممممشع ثٛعمممممممممٛد/ 

BA  ٚ1  ٌُزمممممممممممشٍِغ/NAA فمممممممممممٟ اٌجشرممممممممممممبي صلاصمممممممممممٟ الاٚساق ٚاٌىبس٠ضٚعمممممممممممزش٠ٕظ ٚثٛعمممممممممممٛد 

 فممممممممممممٟ إٌممممممممممممبسٔظ. ٌٚممممممممممممٛؽا اْ لمممممممممممممغ اٌفٍممممممممممممك  NAA/ٌزممممممممممممشٍِغُ  BA  ٚ1/ٌزممممممممممممشٍِغُ  13

 ٚEpicotyl فؼً فٟ رى٠ٛٓ اٌىبٌظ اٌزٞ ػٕذ ٔمٍٗ اٌٝ ٚعؾ ٌٕجبد اٌلإٌىٟ وبٔذ الاMS  3.3اٌّغٙض ثـ  

 Gill et)اػممٝ اعٕمخ عغمّب١ٔخ ِمٓ اٌىمبٌظ ME/ٌزمشٍِغُ  NAA  ٚ533/ٌزمش ٍِغُ  BA  ٚ3.5/ٌزش ٍِغُ

al., 1994) . 

( اْ وبٌظ الاٚساق لاطٕبغ اٌؾّؼ١بد اٌّذسٚعخ اظٙش اػٍٝ 1994ٚعّبػزٗ ) Grewalٚث١ٓ 

 ثٕظمممممممممممممممممف اٌممممممممممممممممممٛح  MSمٍمممممممممممممممممٗ اٌمممممممممممممممممٝ ٚعممممممممممممممممؾ ٔغممممممممممممممممجخ ٌلاخممممممممممممممممملاغ ػٕممممممممممممممممذ ٔ

. اِممب فممٟ اٌزش٠ٚشعممزش٠ٕظ فىممبْ افؼممً عممضء أممزظ وبٌغممبً صممُ وممْٛ اػؼممبءاً ٘ممٛ اٌغمم٠ٛمخ BA/ٌزممشٍِغُ  5ٚ 

اٌجمشاػُ اٌؼشػم١خ ِمٓ ومبٌظ ٌظٙمٛس . ٚومبْ افؼمً ٚعمؾ (Garcia-Luis et al., 1999)اٌغ١ٕ١ٕخ اٌؼ١ٍب 

لإٌىمٟ ٚاٌىش٠مت فمشٚد ٘مٛ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ نعبث١غ ٌىً ِٓ اٌجشرمبي ٚاٌ 2-6ِغزؾش ِٓ ث٠ٛؼبد ثؼّش 



MT  ٌزمممممممممممممممممممممممممممممممممممشٍِغُ 1اٌّمممممممممممممممممممممممممممممممممممضٚد ثمممممممممممممممممممممممممممممممممممـ/BA  ٚ533  ٌُزمممممممممممممممممممممممممممممممممممشٍِغ/ 

Casein hydrolysate  (CH) (Yong et al., 2333) ٟؽظمممممً اٌغمممممٕخ ٔفغمممممٙب. ٚفممممم 

Xiao-Ling    ٗاٌمٝاٌىمبٌظ اٌّغمزؾش ِمٓ عم٠ٛذاء اٌج١ٍِٛمٛ  ٔمً( ػٍٝ اعٕخ ٚعزٚس ػٕذ (2333ٚعّبػز 

اْ ٌٍٕممٛع اٌّممذسٚط ٚظممشٚغ  اٌؼذ٠ممذ ِممٓ اٌجممبؽض١ٓ. ٚلممذ اصجممذ GA3/ٌزممشغٍُِ  13اٌّغٙممض ثممـ  MSٚعممؾ 

اٌضساػخ ٚالاٚعبؽ اٌضسػ١خ اٌّغزخذِخ فؼلاً ػٓ ِٕظّبد إٌّٛ اٌّؼبفخ لذ اصشد فٟ رؾذ٠ذ ِغبس ٔشٛء 

 الاػؼمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممبء ِمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممٓ ومممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممبٌظ اٌؾّؼممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممم١بد

(Moreira-Dias et al., 2333). 

ثؼمغ أمٛاع اٌؾّؼم١بد ( Nucellus)ع٠ٛضاء  اٌّغزؾش ِٓػٍٝ اٌىبٌظ اٌغ١ٕٕٟ  نعش٠ذٚفٟ دساعخ    

ٚ  ػٍٝ اٌى١ٍغ١شٚي اٚ اٌغىشٚص وّظذس ٚ ،إٌبِٟ ػٍٝ ٚعؾ خبي ِٓ اٌٙشِٛٔبد ٔمٍٗ اٌٝ ٚعؾ  زائٟ ؽب

الاعٕمخ رغمزّش  ثظٛسح وج١شح ّٔمٛ ٚرىشمف الاعٕمخ اٌغغمّب١ٔخ ث١ّٕمب٠ٚشغغ  الأٚيٌٍىبسث١٘ٛذساد رج١ٓ اْ 

ؽبٌخ ٚعٛد اٌغمىشٚص ِّمب ٠جم١ٓ اْ ٌٍى١ٍغم١شٚي دٚساً ِّٙمبً وجمذ٠ً فٟ  ثبٌّٕٛ ٌىٕٙب لارىْٛ اػؼبءا ظب٘شح

. (Jimenez et al., 2331)ٌٍغىشٚص فٟ ػ١ٍّخ الاخلاغ ِٓ خلاي رشغ١ؼخ رى٠ٛٓ الاػؼبء ِٓ اٌىبٌظ 

 ٚرّىممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممٓ 

  3.25 ِغٙمض ثمـ MTصساػمخ اٌىمبٌظ ػٍمٝ ٚعمؾ  ِمٓ( ِٓ اٌؾظٛي ػٍٝ اعٕمخ عغمّب١ٔخ 2332 ( اٌؾبفا

 /ٌزش. ٍِغُ 533ثّمذاس  MEِغ اػبفخ  NAA/ٌزش ٍِغُ  BA  ٚ3.1 /ٌزشٍِغُ

 وممبْاٌممٝ اْ رؾف١ممض ٔشممٛء الاػؼممبء ِممٓ وممبٌظ اٌىبس٠ضٚعممزش٠ٕظ  ((2334ٚعّبػزممٗ  Penaٚاشممبس      

ٔفظ اٌٛعؾ اٌٝ ١ٍ٠ٗ إٌمً  /ٌزشٍِغُ 1       ثزشو١ض BAPنػبفخ اٚ ػذَ اػبفخ ِغ   MSافؼً ػٍٝ ٚعؾ 

 افشع.اٌٝ ثظٛسح اعشع إٌّٛ صُ اٌزّب٠ض ٚؽفض ٚاٌزٞ  BAP/ٌزش ِٓ اٌـٍِغُ  3ٌىٓ ثأػبفخ 

 

 

 

 

 

 Rooting stage  : يزحهت انخضذٚز3-2-31

ثممٛح وبٍِمخ اٚ ٔظمف لمٛح ِمغ ئػمبفخ  MTاٚ  MSرغز٠ش الافشع ػٍٝ ٚعمؾ اظٙشد اٌجؾٛس اِىب١ٔخ      

 ار  .اٌؾّؼمممممممممممممم١بد اٌّذسٚعممممممممممممممخٚفمممممممممممممممبً لأطممممممممممممممٕبغ  اٚوغمممممممممممممم١ٕبد ثزشاو١ممممممممممممممض ِخزٍفممممممممممممممخ

 اْ افؼممممممً رغممممممز٠ش لافممممممشع اٌىممممممبس٠ضٚ عممممممزش٠ٕظ وممممممبْ فممممممٟ ( (Kitto  ٚYoung 1981ٚعممممممذ

 اْ Barlass   ٚSkene  (1982). ٚلاؽممممممما NAA/ٌزمممممممش ٍِغُ 1اٌّغٙمممممممض ثمممممممـ  MTٚعمممممممؾ 

 1اٌؾممبٚٞ ػٍممٝ  MSافؼممً رغممز٠ش خممبسط اٌغغممُ اٌؾممٟ لافممشع اٌؾّؼمم١بد ل١ممذ اٌذساعممخ وممبْ فممٟ ٚعممؾ 

 .NAA/ٌزش ٍِغُ

 ي ِمممممٓ اٌؾّؼممممم١بد رّىمممممٓ ػٍمممممٝ صلاصمممممخ اطمممممٛ ((Moore 1986فمممممٟ دساعمممممخ لمممممبَ ثٙمممممب ٚ

. ٚاعممزمبع NAA/ٌزمش ٍِغُ 1ثممـ  اَ ً ثٕظممف اٌممٛح ِغٙمض MTف١ٙمب ِمٓ رغممز٠ش الافمشع إٌبشمئخ ػٍممٝ ٚعمؾ 



Starrantino  ٚCaruso  (1982)  ٟرغمممممممممز٠ش افمممممممممشع اطمممممممممٍٟ اٌجشرممممممممممبي اٌضلاصممممممممم 

 . NAA/ٌزمممممممممممممممش ٍِغُ  1ِغٙمممممممممممممممض ثمممممممممممممممـ  ٠ٚMSشعمممممممممممممممزش٠ٕظ فمممممممممممممممٟ ٚعمممممممممممممممؾ زشالاٚساق ٚاٌ

اٚ  NAA/ٌزمش ٍِغُ  3.32ّىٕب ِٓ رغز٠ش الافشع فٟ ٚعؾ ِغٙض ثمـ فز Omura   ٚHidaka (1992)اِب

  2ثزشو١مض  IBAِمغ  MSِملاػ ض نٔظف رشو١م (1994)ٚعّبػزٗ  Grewal. ٚاعزخذIBAَ/ٌزش ٍِغُ  2.3

فممذ ٚعمذٚا اْ  ((1998ٚعّبػزمٗ  Ghorbel/ٌزش ٌزشغ١غ رغمز٠ش صلاصمخ اطمٛي ِمٓ اٌؾّؼم١بد. اِمب ٍِغُ

ػٕمذ  Alemowٚلافمشع اٌمـ  NAA/ٌزمش ِمٓ ٍِغُ  33 رشو١ض وبْ ػٕذ افؼً رغز٠ش لافشع اٌىش٠ت فشٚد

 .NAAِٓ  /ٌزشٍِغُ  3-3إٌبسٔظ ػٕذ اٌزشاو١ض  نفشع رغزسٌُٚ  ،/ٌزشٍِغُ  3رشو١ض 

اٌٝ اٌٛعؾ  IAA( اْ اػبفخ 2331) عّبػزٗاظٙشد ٔزبئظ رغبسة اٌزغز٠ش اٌزٟ لبَ ثٙب اٌؼج١ذٞ ٚ

، فمذ اػممٝ اٌزشو١مضاْ  ٚعشػخ اٌزغز٠ش ٚػذد اٌغزٚس ٚاؽٛاٌٙباصش ِؼ٠ٕٛبً فٟ ٔغجخ  اٌّؾٛس MSاٌغزائٟ 

ػٍممٝ  % ٌٕجبرممبد اطممً رش٠ٚشعممزش٠ٕظ ثؼممذ عممجؼخ ا٠ممبَ ِممٓ اٌضساػممخ133/ٌزممش ٔغممجخ رغممز٠ش ٍِغُ 12ٚ15

% ثؼذ عزخ اعبث١غ ِمٓ اٌضساػمخ 133. اِب الاطً وبس٠ضٚعزش٠ٕظ فىبٔذ ٔغجخ رغز٠ش افشػٗ اٌٛعؾ اػلاٖ 

 .IAA/ٌزش ٍِغُ  12ٚا 9فٟ اٌٛعؾ اٌّغٙض ثـ 

 Acclimatization stage الألهًت يزحهت:3-2-33

رؼذ ٚاؽذح ِٓ اُ٘ اٌّشاؽً فٟ ثشٔبِظ اوضبس إٌجبربد خؼش٠بً ػٓ ؽش٠مك صساػمخ الأغمغخ ٚف١ٙمب 

فممٟ  زٙممبػاصس ٚع١ممذاً فممٟ اٌّممبء اٌغممبسٞ  ٙبِممٓ أبث١ممت اٌضساػممخ ٚ غممٍ (Plantlets) ١زممبدج٠ممزُ اخممشاط إٌ

ٔغمجخ ػب١ٌمخ ِمٓ رمٛفش  ،ػّبْ ٔغبػ ٘مزٖ اٌّشؽٍمخفٟ . ٠ٚشزشؽ اٚعبؽ صساػ١خ ؽب٠ٚخ ػٍٝاٚعبؽ ِؼمّخ 

% ِمممٓ خممملاي رغم١زٙمممب ثأ م١مممخ صعبع١مممخ اٚ 133-93زمممبد إٌّمٌٛمممخ ؽمممذ٠ضبً رظمممً ١اٌشؽٛثمممخ رؾممم١ؾ ثبٌٕج

 (.1993 ،ثلاعز١ى١خ شفبفخ )محمد ٚػّش

اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ ثؼمذ اْ إٌج١زمبد ِمٓ ف١ٙمب اعمزخشعب  Barlass   ٚSkene ((1982ففٟ دساعخ لمبَ ثٙمب    

عممُ اٚ اوضممش ٚٔمٍممذ اٌممٝ عممٕبد٠ٓ ؽب٠ٚممخ ػٍممٝ  3عممُ اٚ اوضممش ٚاؽممٛاي اٌغممزٚس اٌمٝ 2ٚطمٍذ اؽٛاٌٙممب اٌممٝ 

-Alاعمبث١غ لجمً ٔمٍٙمب اٌمٝ اٌج١مذ اٌضعمبعٟ. ٚٔغمؼ  صلاصمخفمٟ ظمشٚغ سؽٛثمخ ِٕبعمجخ ٌّمذح  فمؾ اٌج١زّٛط

Jibouri (1986) فمٟ خٍم١ؾ ِؼممُ ِمٓ اٌزشثمخ ٚاٌج١زّمٛط ٕىمٟ ثضساػزٙمب ٌفٟ الٍّمخ ٔج١زمبد اٌجشرممبي ٚاٌلا

ٚؽؼممٕذ ثممٕفظ ظممشٚغ اٌضساػممخ فممٟ  شفممخ إٌّممٛ ٌّممذح اعممجٛع ٚاؽممذ لجممً ٔمٍٙممب اٌممٝ اٌج١ممذ  1:1ثٕغممجخ 

س إٌج١زبد ع١مذاً لجمً صساػزٙمب فمٟ اٚػ١مخ ٚفمبِٛا ثغغً عز (1993)ٚعّبػزٗ  Maximosِب ااٌضعبعٟ. 

م١مخ إٌج١زمبد ثأو١مبط ثلاعمز١ى١خ ثؼمذ٘ب ٔمٍمذ اٌمٝ ِمغ رغ 1:1ٚاٌج١زّٛط ثٕغمجخ  اٌزشثخ إٌٙش٠خؽب٠ٚخ ػٍٝ 

 ِٕظبد رشٜٚ سشبً ثبٌّبء ٌّذح اعجٛػ١ٓ صُ ٔمٍذ اٌٝ اٌج١ذ اٌضعبعٟ. 

اٌزشثممخ اٚػ١ممخ ؽب٠ٚممخ ػٍممٝ اٌممٝ ٚٔمٍٙممب ِممٓ الٍّممخ إٌج١زممبد  (1998)ٚعّبػزممٗ  Ghorbelٚرّىممٓ 

بظ ػٍمٝ اٌشؽٛثمخ. ٚلبِمذ ؽمٗ ثخ١ّمخ ِمٓ اٌجمٌٟٛ اص١ٍم١ٓ ٌٍؾفم زٙمبِمغ رغم١ 1:1ٕغمجخ إٌٙش٠خ ٚاٌج١زّمٛط ث

ثؼمذ  1:1ثٕغمجخ  ٚاٌزشثمخخ١ٍؾ ِؼمُ ِمٓ اٌج١زّمٛط ؽب٠ٚخ ػٍٝ ( ثٕمً الافشع اٌّغزسح اٌٝ اطض 2332)

زٙمب ثّج١مذ فممشٞ ٚرؾؼم١ٕٙب فمٟ  شفمخ إٌّمٛ ٌّمذح اعمجٛػ١ٓ ٚ م١مذ إٌج١زمبد ٍِ غً اٌغزٚس ع١ذاً ِٚؼب

 مٍذ اٌٝ اٌج١ذ اٌجلاعز١ىٟ.رٌه ٔ ذثؼ، ٌٍؾذ ِٓ اٌفمذ اٌشؽٛثٟ  فبفخشثأ م١خ صعبع١خ 



 

 

 : ححفٛش انخغبٚز انٕرارٙ خبرس انضظى انح3-2-32ٙ

In vitro induction of variation 

رشوممض اٌؼذ٠ممذ ِممٓ اٌجؾممٛس اٌغبس٠ممخ ؽب١ٌممبً فممٟ اٌؼممبٌُ فممٟ ِغممبلاد اٌٛساصممخ ٚرشث١ممخ إٌجممبد ثبعممزخذاَ رم١ٕممخ   

وّمبً ٚٔٛػمبً بد ع١ذح ِٓ ؽ١ش ص٠بدح الأزمبط صساػخ الأغغخ إٌجبر١خ ثٙذغ اعزٕجبؽ اطٕبغ عذ٠ذح ثّٛاطف

 Scott et)اٚ ِمبِٚمخ الاِمشاع  (Ben-Hayyim and Goffer, 1989)اٚ رؾّمً اٌٍّٛؽمخ ٚاٌغفمبغ 

al., 2332)  اٚ الأغّمبد(Klima et al., 2334)  اٚ  ١ش٘مب ِمٓ خملاي اعمزؾضبس اٌزغمب٠ش ػمٓ ؽش٠مك

رؾذس اٌمفمشاد فمٟ . ٌٍزغب٠شاد اٌٛساص١خاٌّّٙخ اٌزٟ رؼزجش ِٓ اٌّظبدس  (Mutations)اؽذاس اٌمفشاد 

ٚاٌزمٟ  (Somatic cells) ب١ٔخٌلاؽمخ اٚ رؾذس فمٟ اٌخلا٠مب اٌغغمّاٌخلا٠ب اٌغٕغ١خ اٌزٟ رٕزمً اٌٝ الاع١بي ا

 ٠ّىممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممٓ ئوضبس٘ممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممب خؼممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممش٠بً. 

 ٚثّممممممب اْ ِؼممممممذي ؽممممممذٚس اٌمفممممممشاد اٌٛساص١ممممممخ ل١ٍممممممً عممممممذاً فممممممٟ اٌمج١ؼممممممخ ٌممممممزٌه اطممممممجؼ ِممممممٓ 

 خمممممممممممبسط اٌغغمممممممممممُ اٌؾمممممممممممٟ، ار  ٙبد اٌّخزٍفمممممممممممخ لاعمممممممممممزؾضبصاٌؼمممممممممممشٚسٞ اعمممممممممممزخذاَ اٌزم١ٕمممممممممممب

٠زُ ف١ٙب رؼش٠غ ِلا١٠ٓ اٌخلا٠ب اٌٝ ِمفش ِؼ١ٓ عٛاء وبْ ف١ض٠ب٠ٚبً وبلاشؼبع اٚ و١ّ١ب٠ٚبً ثبعزؼّبي ثؼغ 

 ;Mott et al., 1922)اٌّمٛاد اٌّمفمشح ِٚمٓ صمُ أزخمبة اٌخلا٠مب اٌممبفشح ٚاػمبدح ئخملاغ إٌجبرمبد ِٕٙمب 

Sarwar, 1982; Cistue et al., 2335). 

ٌٚمذ رّذ دساعخ ربص١ش اٌّمفشاد اٌف١ض٠ب٠ٚخ ٚاٌى١ّ١ب٠ٚخ فٟ اُ٘ اٌظفبد اٌّظٙش٠خ ٚاٌفغٍغ١خ ٌٍٕجبربد.     

 فممممممممممممممذ ٌمممممممممممممٛؽا اْ الاشمممممممممممممؼبع ٠غمممممممممممممجت رغ١مممممممممممممشاد ِظٙش٠مممممممممممممخ ٚرشو١ج١مممممممممممممخ ٌٍخلا٠مممممممممممممب 

 ٚاْ إٌممممممممٛاح ٘ممممممممٟ اٌغممممممممضء اٌّزؼممممممممشس اٌشئ١غممممممممٟ ِممممممممٓ الاشممممممممؼبع ٚثبٌزممممممممبٌٟ ِممممممممٛد اٌخلا٠ممممممممب 

(Saif et al., 1994; Al-Mashhadani and Salman, 1996 ًاٚ اؽمذاس رشمٛ٘بد ِظٙش٠مخ ِضم ،)

لظمممش إٌجمممبد اٚ رشمممٖٛ الاٚساق ٚاٌغممم١مبْ ٚرمضِٙمممب ٚأزفبخٙمممب فؼممملا ػمممٓ أخفمممبع ٔغمممجخ اٌخظمممٛثخ 

(Dwivedi et al., 2333 .) 

ػؼمبء. ٚرغجت اٌّمفشاد اٌى١ّ١ب٠ٚخ ػشسا ٌٍىبئٕبد اٌؾ١خ ػٍمٝ اٌّغمزٜٛ اٌخٍمٛٞ اٚ الأغمغخ اٚ الا     

شاد ع١ٕ١خ ١فٟٙ رإدٞ اٌٝ اؽذاس ربص١شاد ِشبثٙٗ ٌزبص١شاد الاشؼخ الا١ٔٛ٠خ فٟ اٌخلا٠ب، الا أٙب رغجت رغ١

شاد اٌىشِٚٛعمم١ِٛخ، فٙممٟ لممذ رغممجت ؽفممشاد ٠ّىممٓ اْ رزممٛاسس ػجممش الاع١ممبي ٚرٌممه ػٕممذ ١مماوضممش ِممٓ اٌزغ١

 (. Heslot, 1922) ِؾذدحٌّٚذح ِٕبعجخ اعزخذاِٙب ثزشاو١ض 

اصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ ٚاٌىٌٛغ١غ١ٓ ِٓ اُ٘ ٘زٖ اٌّمفمشاد، ار ٠ؼّمً الاٚي ػٍمٝ رغ١١مش ٚػشلٍمخ عم١ش ٠ٚؼذ      

ٚرفى١مه ػ١ٍّمبد اٌفغمفشح اٌزبوغمذ٠خ اٌّغٙمضح اٌؼ١ٍّمبد اٌفغمٍغ١خ ػمٓ ؽش٠مك رضجم١ؾ ا٠مغ اٌىبسث١٘ٛمذساد 

اٌخٍمٛٞ. وّمب  ػ١ٍّمخ الأمغمبَ رضجم١ؾاٌذاخٍمخ ٌلأمغمبَ ِٚمٓ صمُ  ATPاٌخٍمٛٞ ٚثبٌزمبٌٟ ٘مذَ ٌمبلخ الأمغمبَ 

 Bohmova and)٠غممجت ص٠ممبدح ؽغممُ إٌممٛاح صممُ رفىىٙممب ٚرؾٍٍٙممب خبطممخ ػٕممذ اٌزشاو١ممض اٌؼب١ٌممخ ِٕممٗ )

Gajdosova, 1993  وّممب ٠ممإدٞ اٌممٝ اؽمممذاس ؽفممشاد ع١ٕ١ممخ .(Gene mutations)  ػممٓ ؽش٠مممك



. (Hajduch et al., 1999)اٌزغ١١شاد فٟ صٚط ٚاؽذ ِٓ اٌمٛاػذ ا١ٌٕزشٚع١ٕ١خ ٔز١غخ اٌؾزغ اٚ الاػبفخ 

 (. 2335وّب ٠زغجت فٟ اؽذاس اٌمفشاد اٌّظٙش٠خ ٚاٌىٍٛسٚف١ٍ١خ )عؼ١ذ، 

٠ٚغمممجت اٌىٌٛغ١غممم١ٓ اػممممشاثبد ع١ٕ١مممخ ػٕمممذ ٚعمممٛدٖ فمممٟ اٌخ١ٍمممخ ف١مممإدٞ اٌمممٝ ِؼمممبػفخ اٌؼمممذد      

، اٚ رضج١ؾ ػ١ٍّبد رظ١ٕغ اٌجشٚر١ٓ اٌّزغجت ػٓ اٌزؾ٠ٛش (Ahloowalia, 1966) اٌىشِٚٛعِٟٛ ٌٍخلا٠ب

ػشلٍممخ رظمم١ٕغ الأض٠ّممبد اٌّّٙممخ فممٟ اٌؼ١ٍّممبد الا٠ؼمم١خ ِإد٠ممب ثممزٌه اٌممٝ   ١DNAممت اٌؾبطممً فممٟ رشو

. وّممب ٠ممإدٞ اٌمٝ ظٙممٛس رشممٛ٘بد فممٟ اٚساق ٚعمم١مبْ إٌجبرممبد اٌّؼبٍِممخ ثممٗ (Handro, 1981)ٚاٌجٕبئ١مخ 

 فؼمممممممممممممممممممممممممممممممملا ػممممممممممممممممممممممممممممممممٓ اؽممممممممممممممممممممممممممممممممذاس اٌمفممممممممممممممممممممممممممممممممشاد اٌىٍٛسٚف١ٍ١ممممممممممممممممممممممممممممممممخ

(Eigsti, 2333; Reuther, 2335) . 

اٌى١ّ١ب٠ٚخ. فممذ اعمزؼٍّذ فىمشح الاشمؼبع اوضش ِٓ ٠خ فٟ اٌّضاسع إٌغ١غ١خ اٌّمفشاد اٌف١ض٠بٚٚظفذ        

 فمممممممممممٟ اعمممممممممممزؾضبس اٌمفمممممممممممشاد فمممممممممممٟ اٌّمممممممممممضاسع اٌخ٠ٍٛمممممممممممخ اٚ إٌغممممممممممم١غ١خ ػٕمممممممممممذِب لمممممممممممبَ

Melchers  ٚ(1958) Bergman  ِضاسع اٌخلا٠مب اٌّؼٍممخ ٌٕجمبد ؽٍمك فٟ ثذساعخ ربص١ش الاشؼخ اٌغ١ٕ١خ

ح عشػبد ِٓ ٘زٖ الاشؼخ ثٙذغ اٌؾظٛي ػٍٝ عملالاد ٌؼذ ثؼذ رؼش٠ؼٙب Antirrhinum majusاٌغجغ 

ثزشمؼ١غ ثشٚرٛثلاعمذ خلا٠مب ٔجمبد اٌمذارٛسح  Schieder (1925)ٌٍؾشاسح إٌّخفؼخ. ٚلمبَ  ِزؾٍّخخ٠ٍٛخ 

Datura innoxia فمٟ ؽم١ٓ ٌمُ ٠ؾظمً ػٍمٝ ا٠مخ ٚٔغؼ فمٟ رٌمه، ػضي خمٛؽ ؽبفشح ِٓ اٌىبٌظ  ثٙذغ

( اٌجمشاػُ اٌغبٔج١مخ ٌٍجشرممبي 1986) Al-Jibouri ٚشمؼغؽفشح ػٕمذ صساػمخ اٌجشٚرٛثلاعمذ  ١مش اٌّشمؼغ. 

لاؽما اْ اٌجشرممبي اوضمش  .ومؼمَٛ ِمفمشح لاعمزؼّبٌٙبخمبسط اٌغغمُ اٌؾمٟ  صسػٙمبٚاٌلإٌىٟ ثأشمؼخ وبِمب ٚ

 ٌٍّٕٛ.  الاٚي ٌُ رغزغت ِؼظُ ثشاػُار ٌٕىٟ ِٓ اٌلاؽغبع١خ ٌلاشؼبع 

ٌمبػ ٔجمبد بٍِخ اٌّزه ٚؽجٛة ِزمضِخ ػٕذ ِؼ ( اٌؾظٛي ػٍٝ ٔجبربد1986) Dotsonٚاعزمبع 

اٌجشٚرٛثلاعمذ ِمغ اٌزشمؼ١غ  خٍمؾاٌزسح ثأصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ ٚصساػزٙب خبسط اٌغغمُ اٌؾمٟ. ٚثبعمزخذاَ رم١ٕمخ 

ثأط ثٙمب ِمٓ اٌٙغمٓ اٌغغمّب١ٔخ  ( ِٓ اٌؾظٛي ػٍٝ ٔغجخ لا1982ٚعّبػزٙب ) Vardiثبشؼخ وبِب رّىٕذ 

٘زٖ اٌٙغٓ اخزلافبد ِظٙش٠خ فٟ اشىبي ٚاؽغمبَ  ٙشداظث١ٓ إٌبسٔظ ٚا١ٌٍّْٛ ٚاٌجشرمبي اٌضلاصٟ الاٚساق 

( ػٍٝ ٔغجخ ع١ذح ِٓ إٌجبربد اٌمبفشح ػٕمذ 1982) Pierik. فٟ ؽ١ٓ ؽظً الاَالاٚساق ِمبسٔخ ثبٌٕجبربد 

ٚ  Dendrobium ٔجممممبرٟ فممممٟ (Cell suspension)ٍىٌٛغ١غمممم١ٓ اٌممممٝ اٌّؼٍممممك اٌخٍممممٛٞ ٌ زٗاػممممبف

Cymbidium . 

( اْ رشؼ١غ اٌىبٌظ اٌّغزؾش ِٓ اعٕخ  ١ش ٔبػمغخ ٌٍؾٕممخ 1994ٚعّبػزٙب ) Saifٚلذ لاؽظذ 

و١ٍممٛساد ِممٓ اشممؼخ وبِممب ادٜ اٌممٝ أخفممبع ِؼٕممٛٞ فممٟ ٚصْ اٌىممبٌظ اٌمممشٞ   5ٚ ن 3ٚ ن 1ٚ ن 3ثممبٌغشع 

ص٠ممبدح عممشع الاشممؼبع ث١ّٕممب ٌٛؽظممذ ص٠ممبدح ِممغ  DNA)  ٚ(RNAِٚؾزممٜٛ اٌجممشٚر١ٓ ٚالاؽّممبع ا٠ٌٕٚٛممخ 

 ائجمممممممممممممممممممممممخ. ٚٔغمممممممممممممممممممممممؼِؼ٠ٕٛمممممممممممممممممممممممخ فمممممممممممممممممممممممٟ ِؾزمممممممممممممممممممممممٜٛ اٌىبسث١٘ٛمممممممممممممممممممممممذساد اٌز

 Al-Mashhadani ٚSalman  (1996 فٟ أزبط ٔجبربد ؽٕمخ ِزؾٍّخ ٌٍٍّٛؽخ ػٕمذ رؼمش٠غ اٌىمبٌظ )

 و١ٍٛساد ِٓ اشؼخ وبِب. 1اٌّضسٚع اٌــٝ 



اٌّغّٛػمممخ اٌىشِٚٛعممم١ِٛخ  عذاعممم١خ( ػٍمممٝ ٔجبرمممبد لإٌىمممٟ 1992ٚعّبػزمممٗ ) Mooneyؽظمممً     

Hexaploid  (6n) رممبد صلاص١ممخ اٌّغّٛػممخ اٌىشِٚٛعمم١ِٛخ  ١ممش ٔبػممغخ ٌٕجبِؼبٍِممخ ثممزٚس  ثؼممذ(3n) 

Triploid   ثبٌىٌٛغ١غ١ٓ ٚصساػزٙب خبسط اٌغغمُ اٌؾمٟ. ٚلاؽماSvensson (1999 ػٕمذ ئوضمبسٖ ٔجمبد )

Aristolochia manchuriensis  اٌمٝ رم١ٍمً رؼمبػف  اددخبسط اٌغغُ اٌؾٟ  اْ ص٠بدح عشع الاشؼبع

( ِممضاسع ٔغمم١غ١خ لاعٕممخ ٔبرغممخ ِممٓ 2333) Dabkeviciene ٚػبِممً الافممشع ٚلٍممخ اعممزغبثزٙب ٌٍزغممز٠ش. 

ثّمبدح اٌىٌٛغ١غم١ٓ  Trifoliumربثؼمخ ٌٍغمٕظ  Diploid (2n) ١ِخٛرؼش٠جبد صٕبئ١خ اٌّغّٛػخ اٌىشِٚٛعم

، ٚاْ الاوضبس اٌذل١ك Tetraploid(4n)فبعزمبع اٌؾظٛي ػٍٝ ٔجبربد سثبػ١خ اٌّغّٛػخ اٌىشِٚٛع١ِٛخ 

ٔجبرمممبد ومممب١ّ٠شا  ٌٚمممُ رظٙمممشػ١مممخ اٌّغّٛػمممخ اٌىشِٚٛعممم١ِٛخ ٌٙمممزٖ إٌجبرمممبد ادٜ اٌمممٝ أزمممبط ٔجبرمممبد سثب

(Chimaeric plants).   

ٔجمممممممبد ِخزٍفمممممممخ ِمممممممٓ ( ػممممممممً ِغمممممممزسح لأمممممممٛاع 2333ٚعّبػزمممممممٗ ) Dwivedi عٚػمممممممشّ 

.Dendranthema spp  ٌغشع ِخزٍفخ ِمٓ اشمؼخ وبِمب فلاؽظمٛا ظٙمٛس رشمٛ٘بد ِظٙش٠مخ فمٟ الاٚساق

لاعمً اخملاغ ٔجبرمبد عذ٠مذح  MSٌؼمً ٚصسػذ ػٍٝ ٚعمؾ ثؼذ٘ب نخُزد اعضاء ٔجبر١خ ِٓ ٘زٖ ا .ٚالاص٘بس

ٚعّبػزمٗ  Viloria اٌّؼبِمً ثبلاشمؼخ. ٚٔغمؼ الاَفأػمذ إٌجبربد إٌبرغخ اص٘مبساً ِشمبثٙخ لاص٘مبس إٌجمبد 

رغمب٠شاد ٚساص١مخ ِّمب ادٜ اٌمٝ ؽظمٛي ( فٟ رشؼ١غ ومبٌظ ا١ٌٍّمْٛ ِٚمٓ صمُ اخملاغ إٌجبرمبد ِٕمٗ 2332)

ً  22ِمٓ ِغّمٛع ٚٚعمذٚا اْ ٔجبرمبً ٚاؽمذاً  .ظ  ١مش اٌّشمؼغِمبسٔخ ثزٍه إٌبرغخ ِمٓ اٌىمبٌ ػٍمٝ  ٔجبرمبً ؽب٠ٚمب

 ِٛع١ِٛخ ٚاخشٜ سثبػ١خ اٌّغّٛػخ اٌىشِٚٛع١ِٛخ.  ٚخلا٠ب صٕبئ١خ اٌّغّٛػخ اٌىش

ثبلاشممؼخ الا١ٔٛ٠ممخ ٚصساػزٙممب خممبسط  Dahlia pinnataثممشاػُ ٔجممبد اٌممذا١ٌب  ٌٚممٛؽا ثممبْ رشممؼ١غ

  ٘مممممممبص٠مممممممبدح فمممممممٟ لمشٌٚمممممممْٛ الاص٘مممممممبس  اٌغغمممممممُ اٌؾمممممممٟ ادٜ اٌمممممممٝ ؽظمممممممٛي رغمممممممب٠شاد فمممممممٟ

(Abe et al., 2332) . ٚاٚػمؼKalinowski ( ٗاْ اٌىٌٛغ2336ٚعّبػزم )غم١ٓ ٠غمجت اػممشاثبد ١

  .ع١ٕ١خ ِإد٠بً اٌٝ اظٙبس طفبد عذ٠ذح

( اٌٝ اْ اعزخذاَ اٌجشاػُ اٌغبٔج١خ ٌٕجبد اٌلإٌىٟ اٌّؼشػخ لاشؼخ وبِمب 2336) Nicotraٚاشبس 

 صّبس ل١ٍٍخ اٌجزٚس اٚ خب١ٌخ ِٕٙب.أزبط ادٜ اٌٝ  ِمفشحٟ ومؼَٛ ٚإٌب١ِخ خبسط اٌغغُ اٌؾ
 

 

 

 

 

 

 Electrophoresis technique       : حمُٛت انٓضزة انكٓزببئٛت 3-2-31

ا٘زّممبَ اٌىض١ممش ِممٓ  (Electrophoresis)اصممبسد دساعممخ اٌجشٚر١ٕممبد ثزم١ٕممخ اٌٙغممشح اٌىٙشثبئ١ممخ 

جشٚر١ٕبد إٌٛارظ الا١ٌٚخ ٌزشو١ت اٚ فؼً اٌغ١ٕبد. فبٌزغب٠شاد اٌجبؽض١ٓ فٟ اٌذساعبد اٌٛساص١خ ثغجت وْٛ اٌ

اٌؾبطمٍخ فمٟ رزممبثغ عٍغمٍخ اٌمٛاػمذ اٌّشممفشح ٚرؾمذ ا٠مخ ظممشٚغ ٠ٕمزظ ػٕٙمب رغممب٠شاد ِّبصٍمخ فمٟ اٌزشو١ممت 

شَمفشَح ػٕٙمب  ُّ . فبٌزجمذ٠ً اٚ الاعزؼبػمخ اٌؾبطمٍخ فمٟ ٚؽمذاد (Scandalios, 1969)الاٌٟٚ ٌٍجشٚر١ٕبد اٌ

خ اٌّىٛٔمخ ٌٍجشٚر١ٕمبد ٠ّىمٓ ِلاؽظزٙمب ػمٓ ؽش٠مك ٘غمشح اٌجشٚر١ٕمبد فمٟ ؽممً اٌٙغمشح الاؽّبع الا١ٕ١ِم

ار ٠زُ ف١ٙب فظً اٌجشٚر١ٕبد اٚ الأض٠ّبد ػٍٝ اعبط رغ١ٍؾ عٙمذ وٙشثمبئٟ ػٍمٝ ٚعمؾ خبِمً  .اٌىٙشثبئ١خ



اٚ إٌشمب اٚ الاومبسٚص ف١زؾممشن ثمزٌه ومً ٔمٛع ِممٓ  (Polyacrylamide)ِضمً ٘ملاَ ِزؼمذد الاوش٠ممً اِب٠مذ 

ٔض٠ّبد اٚ اٌجشٚر١ٕبد اٌٝ لمت وٙشثبئٟ ِٛعت اٚ عبٌت اػزّبداً ػٍٝ ٔٛع اٌشؾٕخ اٌزٟ ٠ؾٍّٙب ٚػٍٝ الا

 اٌغض٠ئٟ. ٠ّٚىٓ ِشب٘ذح الأض٠ّبد اٚ اٌجشٚر١ٕبد ػٓ ؽش٠ك اٌزظج١غ ثظجغبد راد فؼب١ٌخ خبطخ. ٗٚصٔ

 اٌزؼمممممش٠غثممممم١ٓ الأمممممٛاع اٚ إٌمممممٛع اٌٛاؽمممممذ ٔز١غمممممخ  إٌبرغمممممخاْ اٌزغمممممب٠شاد فمممممٟ أّمممممبؽ اٌؾمممممضَ    

 ثؼممممغ اٌّمفممممشاد ٘ممممٛ رؼج١ممممش ػممممٓ اٌزغممممب٠ش اٌؾبطممممً فممممٟ ِٛالممممغ اعممممزؼّبياٌممممٝ عٙممممذ ِؼمممم١ٓ اٚ  

 اٌغ١ٕممممممممممممممممممممبد اٌّشممممممممممممممممممممفشح ػٕٙممممممممممممممممممممب اٌجشٚر١ٕممممممممممممممممممممبد اٚ الأض٠ّممممممممممممممممممممبد اٌّشؽٍممممممممممممممممممممخ 

(Simpson and Withers, 1986; Anand, 2336) ٘مزٖ اٌزم١ٕمخ ٌزؾذ٠مذ  اعزؼٍّذ. ٚػٍٝ اعبط رٌه

ً الاخزلافبد اٌٛساص١خ ث١ٓ الأٛاع إٌجب  Kochbaفممذ لمبَ  .ر١خ اٌّخزٍفخ ٌٚزؾذ٠ذ اٌؼلالبد اٌٛساص١خ ث١ٕٙب ا٠ؼب

ِغ ِشٚس اٌٛلذ فٟ خمٛؽ اٌىبٌظ  Peroxidase( ثزؾذ٠ذ الاخزلافبد فٟ فؼب١ٌخ أض٠ُ 1922ٚعّبػزٗ )

( ِٓ رؾذ٠مذ الاخزلافمبد 1928ٚعّبػزٗ ) Torresاٌّشزمخ ِٓ ث٠ٛؼبد اٌجشرمبي طٕف شبِٛرٟ. ٚرّىٓ 

٘مزٖ اٌزم١ٕمخ ٚثبلاػزّمبد ػٍمٝ صلاصمخ ٔظمُ ثبعمزؼّبي  Citrusشبثٗ ثم١ٓ أمٛاع ٚاطمٕبغ اٌغمٕظ اٌٛساص١خ ٚاٌز

 أض١ّ٠خ ٟ٘:

-  (GOT) Glutamate oxaloacetate transaminase  

-  Phosphoglucose isomerase (PGI)  

- .(PGM) Phosphoglucose mutase   

ذ ححهٛم الاَشًٚبث نهُببحبث انُبحضت يٍ ( ٔصٕد اخخلافبث يخًٛشة ػ3995ُ) Khilbasٔبٍٛ       

ٔ  Esteraseاَشًٍٚٛ ًْب  ٔببطخؼًبلببػخًبد ْذِ انخمُٛت و سراػت الاَظضت يمبرَت ببنُببحبث الا

Peroxidase ٔلبو .Asins ( ّ3995ٔصًبػخ )ْذِ انخمُٛت فٙ دراطت انخحهٛم الاَشًٚٙ  ببطخؼًبل

اطت خًظت إَاع يٍ انحًعٛبث. ٔنخحذٚذ انخغبٚزاث ٔٔصذٔا اخخلافبث فٙ ػذد انحشو ٔيٕالؼٓب ػُذ در

ٔالإَاع انمزٚبت  Citrusٔانؼلالبث انٕرارٛت ظًٍ انُٕع انٕاحذ ٔانضُض انٕاحذ ظًٍ َببحبث انضُض 

( حمُٛت انخزحٛم انكٓزببئٙ ٔببلاػخًبد ػهٗ ػشزة 3996ٔصًبػخّ ) Herrero اطخؼًمفمذ يُٓب 

 PGI  ٔPGM  ٔGOT  ٔ(6PG) 6-Phosphogluconateاَظًت اَشًٚٛت ْٙ 

dehydrogenase  ٔ(ACO) Aconitase   

 ٔMalic acid dehyrogenase (MDH)   ٔ(SOD) Superoxide dismutase  

ٔ Peroxidase ٔ (IDH) Isocitrate dehydrogenase ٔ Lucine aminopeptidase 

(LAP)  . 

ت ػُذ يؼبيهت اصشاء ( ػهٗ حغبٚزاث ٔاظحت فٙ انحشو انبزٔح2115ُٛٛ) Reutherٔحصم 

يٍ يحخٕٖ انبزٔحٍٛ اٌ انحشو انُبحضت نهُببحبث رببػٛت  ٔحبٍٛظٍٛ ٛببنكٕنض Asparagusَببث 

 انًضًٕػت انكزٔيٕطٕيٛت كبَج غبيمت صذاً ٔكبٛزة يمبرَت بزُبئٛت انًضًٕػت انكزٔيٕطٕيٛت. 

يٍ فٕل انصٕٚب  ( بذراطت ححهٛم انبزٔحٍٛ انكهٙ نكبنض حزكٛبٍٛ ٔرار2116ٍٛٛٔلبو انؼبٛذ٘ )

Glycine max  انًؼزض انٗ يؼبيلاث يخخهفت يٍ انًهٕحت ٔاساٚذ انصٕدٕٚو ً حمُٛت انخزحٛم  يظخخذيب
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ػٍمٝ  خِؼ١ٕم( Loci)لمغ ارؼشغ ِإششاد اٌمذٔب ثبٔٙمب رزبثؼمبد ِمٓ اٌمذٔب ٠ّىمٓ الاعمزذلاي ِٕٙمب ػٍمٝ ِٛ     

فمٟ ث١مُٕٙ عمخ اٌؼلالمخ اٌٛساص١مخ ثم١ٓ الافمشاد وٛٔٙمب رؼىمظ الاخزلافمبد ااٌىشِٚٛعِٛبد، ٟٚ٘ رغزخذَ ٌذس

. ٘زٖ الاخزلافبد رىْٛ ٔبرغخ اِمب ِمٓ اٌؾمزغ (Paterson et al., 1991)ٌّؼٍِٛبد اٌٛساص١خ اٌّخضٚٔخ ا

(Deletion)  اٚ الاػمممبفخ(Insertion)  اٚ اػمممبدح اٌزشر١مممت(Rearrangement)  ٟ١ٌٍٕٛو١ٍٛر١مممذاد فممم

زظمم١ٕف وشِٚٛعممِٛبد الافممشاد اٌّذسٚعممخ لاٞ عممجت  وممبْ وممبٌمفشاد ِممضلاً، ٌممزٌه اػزّممذد فممٟ دساعممخ اٌ

ٚفممٟ ثٕممبء  (Evolutionary studies)ٚاٌذساعممبد اٌزمٛس٠ممخ  (Molecular taxonomy)ئممٟ ٠اٌغض

  شائؾ اٌٛساص١ممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممخخمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممماٌ

(Genetic maps) (Williams and Clair, 1993). 

٘زٖ اٌّإششاد الاخزلافبد ِجبششح ػٍٝ ِغزٜٛ اٌذٔب ٌزٌه فبػذاد٘ب وج١شح ار أٙمب لمبدسح ػٍمٝ رؼىظ        

د ٌٍّٛلغ اٌٛاؽذ. ٚرز١ّض ػٓ اٌّإششاد اٌّظٙش٠خ ٚاٌجشٚر١ٕ١مخ ثؼمذَ لاد اٌّٛالغ ٚثؼذح ا١ٌاٌىشف ػٓ ِئب

ٙمب ػٍمٝ إٌجمبد بررأصش٘ب ثبٌج١ئخ ٚٔٛع إٌغ١ظ اٚ اٌّشؽٍخ اٌزمٛس٠خ ٌٍٕغم١ظ ٌمزٌه فممذ رؼمذدد ِغمبلاد رمج١م

اٌزغمب٠شاد اٌٛساص١مخ  فمٟ دساعمخ اٌؼلالمخ اٌٛساص١مخ ثم١ٓ الأمٛاع إٌجبر١مخ ٌّٚلاؽظمخ ؽمذٚس اعزؼّبٌٙبٌزشًّ 

 ,.Munthali et al., 1996; Del-Rio et al)اٌؾبطمٍخ فمٟ إٌجبرمبد إٌبرغمخ ِمٓ اٌضساػمخ إٌغم١غ١خ 

1992; Zaid et al., 1999):ٌٝٚػٍٝ اٌؼَّٛ رمغُ ِإششاد اٌذٔب ؽغت ؽش٠مخ اٌىشف ػٓ إٌٛارظ ا . 

 

 : يؤشزاث انذَب انًؼخًذة ػهٗ انخٓض3-2-34-3ٍٛ

 Hybridization-based-techniques 

   Restriction fragment length polymorphismٚرشمًّ رجمب٠ٓ اؽمٛاي ِممبؽغ اٌزم١١مذ  

(RFLP) ئٟ ٌٍذٔب اٌّٙؼَٛ ٚاٌّضجذ ػٍمٝ ا شم١خ خبطمخ ِمغ ٠ٚاٌزٟ رؼزّذ اعبعبً ػٍٝ ػ١ٍّخ اٌزٙغ١ٓ اٌغض

زبط اٌٝ و١ّبد وج١مشح ِمٓ فٟ ِغبي رؾغ١ٓ إٌجبربد الا اْ وٍفزٙب ػب١ٌخ عذاً ٚرؾ ٚاعزؼٍّذظ ِٕبعت. غِ

DNA  ًٚثٕمبٚح ػب١ٌخ عذا(Williams et al., 1993)  ًٌزٌه لاصاي اعزؼّبٌٙب ِؾذٚدا(Anand, 2336). 
 

 : انًؤشزاث انًؼخًذة ػهٗ انخفبػم انخعبػفٙ نظهظهت انذَب3-2-34-2

Polymerase chain reaction (PCR) 

فٟ ع١ّغ أؾمبء اٌؼمبٌُ. ٚرؼمشّغ ثبٔٙمب اٌمش٠ممخ ئ١خ ٠ٚرؼذ الاوضش ش١ٛػبً فٟ ِخزجشاد اٌٛساصخ اٌغض

ِؼ١ٓ أض١ّ٠بً ِلا١٠ٓ اٌّشاد خمبسط اٌغغمُ اٌؾمٟ ٚ٘مٟ ِؾبومبح ٌّمب ٠ؾمذس  DNAاٌزٟ ٠زؼبػف ثٙب رزبثغ 



 Tragoonring et)فٟ اٌمج١ؼخ فٟ ع١ّغ اٌىبئٕبد اٌؾ١خ ٚاٌزٟ رزؼبػف ِبدرٙمب اٌٛساص١مخ اصٕمبء الأمغمبَ 

al., 1992) اٌـ  ١ٙبؼزّذ ػ٠ٍاٌزٟ . ِٚٓ اُ٘ اٌّإششادPCR :ٟ٘- 

 Arbitrary primed PCR (AP-PCR)  انخفبػم انؼشٕائٙ نخظهظم انذَب .3

 ٚرّزمممممممممبص ثىٛٔٙمممممممممب رؾزمممممممممبط اٌمممممممممٝ ثبدئمممممممممبد ِشمممممممممؼخ ثبٌٕظمممممممممبئش ٠ٚمممممممممزُ اٌىشمممممممممف ػمممممممممٓ        

 (Polyacrylamide gel) ٘مممممممممملاَ الاوش٠ممممممممممً اِب٠ممممممممممذ ثبعممممممممممزؼّبيإٌممممممممممٛارظ اٌّزؼممممممممممبػفخ 

(Welsh and McClleland, 1993). 

 DNA amplification fingerprint (DAF)  بصًت انذَب انًخعبػفت .2

ثبدئمبد ػشمٛائ١خ ِفمشدح لظم١شح  ثبعزؼّبيٟٚ٘ اٌزؼبػف الأض٠ّٟ ٌممغ ِٕزخجخ ِٓ اٌىشِٚٛعَٛ         

٘ممملاَ ِزؼمممذد الاوش٠مممً اِب٠مممذ  ثبعمممزؼّبي( ٠ٚمممزُ اٌىشمممف ػمممٓ إٌمممٛارظ اٌّزؼمممبػفخ اد١ٔٛو١ٍٛر١مممذ 8-13)

(Caetano-Anolles et al., 1991). 

 انخفبػم انؼشٕائٙ يخؼذد الاشكبل نظهظهت انذَب .1

Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) 

( ٚاعبط ػٍّٙمب ٠ؼزّمذ 1993ٚعّبػزٗ ) Williamsرُ رٛط١ف ٘زٖ اٌّإششاد لاٚي ِشح ِٓ لجً         

١ٔٛو١ٍٛر١ممذح  33-12ْ ِممٓ زىممٛر١ٔٛو١ٍٛر١ممذاد ٚاؽ١بٔممبً  13ثبدئممبد لظمم١شح ِظممٕؼخ ِممٓ  اعممزؼّبيػٍممٝ 

(Castaqnone-Sereno et al., 1994) . 

ٌٚٙزٖ اٌجبدئبد اٌممذسح ػٍمٝ الاسرجمبؽ ثؼمذح ِٛالمغ ػٍمٝ عمبٔجٟ شمش٠ؾ اٌمذٔب ٚرؼمبػفٙب ٚثمزٌه ٠مزُ 

٘مملاَ الاوممبسٚص ثؼممذ رظممج١غٙب ث١ش١ِٚممذ الاص١ممذ٠َٛ  ٍممٝاٌؾظممٛي ػٍممٝ ػممذح لمممغ ِزؼممبػفخ ٠ّىممٓ فظممٍٙب ػ

ٚاْ ػذد اٌؾضَ إٌبرغخ ِٓ اٌزفبػً ٠ؼزّذ ػٍٝ رغٍغً اٌجبدب ٚٔٛع  ،جٕفغغ١خٚاٌىشف ػٕٙب ثبلاشؼخ فٛق اٌ

 .(Williams et al., 1993)اٌذٔب 

ٚػذَ اٌؾبعخ اٌٝ اٌّؼشفخ اٌّغجمخ ثزغٍغً اٌـ  RAPDاْ اعزخذاَ اٌجبدئبد اٌؼشٛائ١خ فٟ رفبػلاد اٌـ        

DNA ٔ١مخ رمج١مك ٘مزٖ اٌّإشمشاد ػٍمٝ ِمذٜ ل١ذ اٌذساعخ فؼملاً ػمٓ اخزظمبس اٌٛلمذ ٚاٌغٙمذ عؼٍمذ اِىب

 RAPDاطجؼ ٌٍـ ٚلذ  .(Russel et al., 1993)  ٚاعغ ِٓ اٌىبئٕبد اٌؾ١خ اٌّخزٍفخ ِٚٓ ػّٕٙب إٌجبربد

 12ٌٟٛ ٚومطٕف ِٓ اٌجشٚ 14رمج١مبد ٚاعؼخ فٟ ٘زا اٌّغبي ار اعزخذِذ فٟ ا٠غبد اٌجظّخ اٌٛساص١خ ٌـ 

. وّمب اعمزخذِذ لا٠غمبد (Hu and Quiros, 1991) ثبدئمبد ػشمٛائ١خ 4ثبعمزخذاَ  ث١ؾطمٕف ِمٓ اٌمشٔمب

 (Prince et al., 1995)ٌفٍفمً ٚا (Wilde et al., 1992)اٌجظمّخ اٌٛساص١مخ ٌمجؼغ اطمٕبغ اٌىبومبٚ 

 .(Cao et al., 1999)ٚثؼغ اطٕبغ اٌؾٕمخ  (Ortize et al., 1992)ٚالاعبص 

الأٛاع ٚخبطخ إٌجبربد ٌّب ٌزٌه ِٓ ا١ّ٘خ اٌؼلالخ اٌٛساص١خ ث١ٓ  رؾذ٠ذفٟ  RAPDشبع اعزخذاَ اٌـ ٚ       

ٍممه الأممٛاع ار اعممزخذِذ فممٟ رؾذ٠ممذ اٌؼلالممخ اٌٛساص١ممخ ثمم١ٓ ثؼممغ اطممٕبغ زفممٟ ثممشاِظ اٌزشث١ممخ ٚاٌزؾغمم١ٓ ٌ

 ٚاٌّمممممممممممممممممممٛص (Chalmers et al., 1992)اٌجم١ٌٛمممممممممممممممممممبد 



 (Howel et al., 1994)  ًٚإٌخ١مم(Sedra et al., 1998; Mokhtar et al., 2333).  وّممب

ٚومزٌه رؾذ٠مذ  Passiflora edulis (Vieira et al., 2332)ذ ٌزؾذ٠ذ اٌخبسؽمخ اٌٛساص١مخ ٌٕجمبد اعزخذِ

 . Mangifera (Anand, 2336)ٛاع اٌغٕظ ٔاٌؼلالخ اٌٛساص١خ ث١ٓ ا

الاخممشٜ ٘ممٛ اٌىشممف ػممٓ اٌزغممب٠شاد اٌٛساص١ممخ فممٟ إٌجبرممبد إٌبرغممخ ِممٓ  RAPDِٚممٓ اعممزخذاِبد اٌممـ       

ار ٠ممزُ ِمبسٔممخ اٌجظممّخ اٌٛساص١ممخ ٌٍٕجبرممبد  (Corniqual and Marcier , 1994)اٌضساػممخ إٌغمم١غ١خ 

 لاعمممممممممممً اثممممممممممممبء اٚ  طمممممممممممًلأإٌٍجمممممممممممبد اٌّىضمممممممممممشح ٔغممممممممممم١غ١بً ِمممممممممممغ اٌجظمممممممممممّخ اٌٛساص١مممممممممممخ 

 ١مممممممممممممممش  اثؼمممممممممممممممبد إٌجبرمممممممممممممممبد اٌؾب٠ٚمممممممممممممممخ ػٍمممممممممممممممٝ رغمممممممممممممممب٠ش ٚساصمممممممممممممممٟ ِش مممممممممممممممٛة اٚ 

 ( 1996ٚعّبػزممممممٗ ) Damuscoار اشممممممبس  .(Munthali et al., 1996)ِش ممممممٛة ف١ممممممٗ 

 ٚVidal ٚ( ٗاٌممٝ أممٗ رممُ اثؼممبد إٌجبرممبد اٌّزمضِممخ  ١ممش اٌّّضٍممخ ٌظممٕف اٌّممٛص الاطممٍٟ 2333عّبػزمم )

 . RAPDثبلاػزّبد ػٍٝ رفبػلاد 

وّممب اعممزخذِذ ٌٍىشممف ػممٓ اٌزغممب٠شاد إٌبرغممخ ِممٓ صساػممخ اٌجشٚرٛثلاعممذ ٌٕجممبد لظممت اٌغممىش 

(Jazdzewska et al., 2333) ٓٚث١ .Hanacek ( ٗخلاي اعزخذاَ 2332ٚعّبػز ِٓ ) اٌـRAPD  ٗأم

ص٠بدح اٌزغب٠شاد اٌٛساص١خ فمٟ إٌجبرمبد اٌّىضمشح ٔغم١غ١بً ثبعمزخذاَ اٌّمفمشاد. وّمب اعمزخذِذ ٘مزٖ  ثبلإِىبْ

 (Viloria et al., 2332)اٌّإشممشاد ٌّلاؽظممخ اٌزغممب٠ش اٌممٛساصٟ ٌٕجبرممبد ا١ٌٍّممْٛ اٌّىضممشح ٔغمم١غ١بً 

 ً ٠مممذ اٌؼلالمممخ اٌٛساص١مممخ ث١ٕٙمممب ٚرؾذٔغممم١غ١ب اٌؾّؼممم١بد اٌّىضمممشح  أمممٛاع فمممٟ رٛطممم١ف ٚاعمممزخذِذ ا٠ؼمممب

(Bastianel et al., 2336). 

 

  Chapter Two انزبَٙانفصــم 

  Materials and Methods انًٕاد ٔغزائك انؼًم

ِٚخزجش  -اٌّغ١ت-ٔفزد رغبسة اٌجؾش فٟ ِخزجش صساػخ الأغغخ إٌجبر١خ اٌزبثغ ٌٍى١ٍخ اٌزم١ٕخ

 .2336-2334ث١ٓ  ٌٍّذحعبِؼخ إٌٙش٠ٓ -و١ٍخ اٌؼٍَٛ-صساػخ الأغغخ إٌجبر١خ اٌزبثغ ٌمغُ اٌزمبٔخ الاؽ١بئ١خ

 : يكَٕبث انٕطػ انغذائٙ:2-3

 اشممممممممممممممممممم١ظ ٚعمممممممممممممممممممىٛطساعمممممممممممممممممممزؼًّ اٌٛعمممممممممممممممممممؾ اٌغمممممممممممممممممممزائٟ الاعمممممممممممممممممممبط ٌّٛ

MS (Murashige and Skoog,1962)  ،اٌى١ّممخ  ٚرٌممه ثغممؾتلأجممبد اٌجممزٚس ٚػ١ٍّممبد اٌزغممز٠ش

عىشٚص صُ اوًّ اٌٛعؾ اٌمٝ اٌؾغمُ   ُ/ٌزش 33(. اػ١ف 1اٌّمٍٛثخ ثؼذ رؾؼ١ش ِؾب١ًٌ الاعبط )عذٚي 

 HClػ١بسٞ ِٓ ِؾٍمٛي  3.1ثبعزخذاَ  5.2اٌٝ  (pH)ا١ٌٙذسٚع١ٕٟ  الأطمش ٚػذي اٌّمٍٛة ثبٌّبء اٌّم

ؽ اٌّغٕبؽ١غممٟ اٌؾممشاسٞ  ُ/ٌزممش ٚٚػممغ ػٍممٝ عٙممبص اٌخمملا 8ثّمممذاس  Agar. اػمم١ف الاوممبس NaOHاٚ 

Magnetic stirrer hotplate  ٟاٌٝ دسعخ اٌغ١ٍمبْ لاراثمخ الاومبس ٚرغمبٔظ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ صمُ طمت فم

 ٍِمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممُ( ثّممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممذاس153×25أبث١مممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممت اخزجمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممبس )



ٚػمّذ فٟ عٙمبص  (Aluminum foil)أجٛة.  م١ذ فٛ٘بد الأبث١ت ثبٌممٓ ٚسلبئك الا١ٌَّٕٛ /ًِ 13 

/عُوغُ 1.34ٚػغؾ  َ°121دسعخ ؽشاسح ػٍٝ  (Autoclave)اٌّؼمبَ 
2
دل١مخ. ثؼذ٘ب اخشعذ  15ٌّذح  

 عب٘ضح ٌٍضساػخ. ؾذطجارظٍت اٌٛعؾ ف١ٙب ٚٚالأبث١ت ٚرشوذ ٌزجشد فٟ دسعخ ؽشاسح اٌغشفخ 

اِب رغبسة رؾف١ض اٌزفشػبد اٌغبٔج١خ ٚاعزؾضبس اٌىبٌظ ٚرى٠ٛٓ الاػؼبء فمذ اعمزؼًّ ٌٙمب اٌٛعمؾ 

اٌّىممْٛ ِممٓ اِمملاػ  MT (Murashige and Tucker, 1969)اٌغممزائٟ الاعممبط ٌّٛساشمم١ظ ٚرممٛوش 

 اٌؼٕبطمممممممممممش اٌىجمممممممممممشٜ ٚاٌظمممممممممممغشٜ ٚاٌف١زب١ِٕمممممممممممبد ِؼمممممممممممبفبً ا١ٌمممممممممممٗ اٌغمممممممممممىشٚص ثّممممممممممممذاس 

 (. ٚرُ رؾؼ١شٖ ؽغت ِب ٚسد فٟ اػلاٖ.1 ٚي ُ/ٌزش )عذ 53

 انًظخؼًهت فٙ انذراطتٔكًٛبحٓب لأطبغ انغذائٛت ا يكَٕبث: (3)صذٔل 

 )ٍِغُ/ٌزش( MTٚعؾ  )ٍِغُ/ٌزش( MSٚعؾ  اٌّىٛٔــــبد

 الأِلاػ اٌّؼذ١ٔخ - ن

NH4NO3 1653.333 1653.333 

KNO3 1933.333 1933.333 

MgSO4.2H2O 323.333 323.333 

KH2PO4 123.333 123.333 

CaCl2.2H2O 443.333 443.333 

 

Na2MoO4.2H2O 3.253 3.253 

CoCl2.6H2O 3.325 3.325 

KI 3.833 3.833 

H3BO3 6.233 6.233 

MnSO4.4H2O 22.333 22.333 

ZnSO4.2H2O 8.633 8.633 

CuSO4.5H2O 3.325 3.325 

 

Na2EDTA 32.253 32.253 

FeSO4.2H2O 22.853 22.853 

اٌّىٛٔبد اٌؼؼ٠ٛخ -ة  

Myo-inositol 133.333 133.333 



Glycine 2.333 2.333 

Thiamine – HCl 3.133 13.333 

Nicotinic Acid 3.533 5.333 

Pyridoxine – HCl 3.533 13.333 

 

Sucrose 33333.3 53333.3 

 : انخؼمٛى2-2

 الادٔاث: حؼمٛى 2-2-3

 ٚاٚساق اٌزششم١ؼ شمبسؽ ٚشمفشاد ٚاؽجمبق صعبع١مخ وبفخ ِٓ ِلالؾ ِٚ اٌّغزؼٍّخػمّذ الادٚاد 

فؼلاً ػٓ اٌذٚاسق ٚالأعمٛأبد اٌّذسعخ ٚاٌمٕبٟٔ اٌضعبع١خ ثٛػؼٙب ثغٙبص ثؼذ رغ١ٍفٙب ثشلبئك الأ١ٌَّٕٛ 

121دسعخ ؽشاسح ػٍٝ اٌّؼمبَ 
 o
/عُوغُ 1.34ٚػغؾ  َ

2
فمٟ فمشْ ثؼذ اٌزؼم١ُ دل١مخ. ٚٚػؼذ  15ٌّذح  

 بػخ لجً الاعزؼّبي.ٌّذح ع َ°123دسعخ ػٍٝ وٙشثبئٟ 
 

 : حؼمٛى الاصشاء انُببحٛت2-2-2

 اخزجممممممممممممش رممممممممممممأص١ش ػممممممممممممذح رشاو١ممممممممممممض ِممممممممممممٓ ِؾٍممممممممممممٛي ٘ممممممممممممب٠جٛوٍٛساد اٌظممممممممممممٛد٠َٛ 

% ثؼممذ رخف١فٙممب ثبٌّممبء اٌّممممش 2.3ٚ  1.5ٚ  1.3ٚ  3.5ٚ  3.3%( ٘ممٟ 5.25رشو١ممضٖ  Clorox)ٔممٛع 

ٌّممبدح إٌبشممشح ِممً ٚاػمم١ف ا١ٌٙممب لمشرممبْ ِممٓ ا 253اٌّؼمممُ ٚطممجذ فممٟ دٚاسق صعبع١ممخ ِؼمّممخ عممؼخ 

Tween-23 صب١ٔممخ اٌممٝ اٌممذٚاسق  33. ٔمٍممذ الاعممضاء إٌجبر١ممخ ثؼممذ  ّش٘ممب ثممبٌىؾٛي الاص١ٍممٟ اٌّمٍممك ٌّممذح

دل١ممخ ِمغ اٌزؾش٠مه اٌّغمزّش ٚ غمٍذ صملاس ِمشاد ثبٌّمبء  15اٌؾب٠ٚخ ػٍمٝ ِؾٍمٛي اٌزؼمم١ُ ٚػمّمذ ٌّمذح 

عغٍذ  .مّخ ٚاطجؾذ عب٘ضح ٌٍضساػخفٟ وً ِشح ٌٍزخٍض ِٓ اصبس اٌّبدح اٌّؼ دل١مز١ٓاٌّممش اٌّؼمُ ٌّذح 

 ٌٍزؼم١ُ. إٌّبعترؾذ٠ذ اٌزشو١ض إٌغجخ اٌّئ٠ٛخ ٌٍزٍٛس ثؼذ عجؼخ ن٠بَ ِٓ اٌضساػخ ٚعشٜ 
 

 : إَببث انبــذٔر:2-1

عمٕخ ٔب١ِمخ فمٟ  23ِٓ اشمغبس ثبٌغمخ ثؼّمش ؽمٛاٌٟ  .Citrus aurantium Lعّؼذ صّبس إٌبسٔظ 

ثغمى١ٓ ٚرمذ٠ٚش٘ب ثبرغمب١٘ٓ ِزؼبوغم١ٓ  ممغ اٌضّبس إٌبػغخث اعزخشعذ اٌجزٚساؽذ ثغبر١ٓ ِؾبفظخ ثبثً. 

ً  ٔظ١مف  فشوٙباٌٝ ٔظف١ٓ ٚعّؼذ اٌجزٚس ٚ غٍذ ع١ذاً ثّبء اٌؾٕف١خ ثؼذ اٌٝ اْ فظٍذ  ػمذح ِمشاد ثشِم

ٌٍزخٍض ِٓ اٌّبدح اٌٍضعخ اٌّؾ١مخ ثبٌغلاغ اٌخبسعٟ ٌٍجزسح. لغمّذ اٌجمزٚس اٌمٝ لغم١ّٓ: الاٚي صسع فمٟ 

اٌمغمُ اٌضمبٟٔ ِمٓ اٌجمزٚس اص٠ٍمذ ٚ. 2:1ِزغمبٔظ ِمٓ اٌشِمً ٚاٌج١زّمٛط ثٕغمجخ عٕبد٠ٓ ؽب٠ٚمخ ػٍمٝ خٍم١ؾ 

 (Laminar air flow cabinet) اٌمجممٟ ٚٔمٍذ اٌٝ وبث١ٕمخ أغم١بة اٌٙمٛاءاٌخشٕخ ثب١ٌذ ا ٍفزٗ اٌخبسع١خ 

ِمً ؽب٠ٚمخ ػٍمٝ رشاو١مض ِخزٍفمخ ِمٓ ِؾٍمٛي  253ثؼذ ٚػؼٙب فٟ دٚاسق صعبع١مخ ِؼمّمخ عمؼخ ومً ِٕٙمب 

ِمٓ اٌّمبدح إٌبشمشح ِمغ اٌزؾش٠مه اٌّغمزّش  لمشرمبِْؼمبفبً ا١ٌٙمب اٌّشبس ٌٙب عبثمب اٌظٛد٠َٛ  ٘ب٠جٛوٍٛساد



ٚػمؼذ فمٟ ٚ غٍذ ثبٌّبء اٌّممش اٌّؼممُ صملاس ِمشاد ٌٍمزخٍض ِمٓ اصمبس اٌّمبدح اٌّؼمّمخ . دل١مخ 15ٌّذح 

ثمبٌٍّمؾ.  ٗثبٌشمفشح ٚعمؾج لاغثّغمىٙب ثٍّممؾ ِؼممُ ٚشمك اٌغماٌذاخ١ٍمخ اؽجبق ثزشٞ ِؼمّخ ٚاص٠ٍذ ا ٍفزٙب 

ٚ  ػٍمٝ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ، ٚؽؼمٕذ فمٟ  شفمخ إٌّمٛ  لاغصسػذ ثزسح ٚاؽذح ِٕضٚػخ اٌغ فٟ وً أجٛة ؽمب

عممبػخ/٠َٛ. اعش٠ممذ ٘ممزٖ  16ئػممبءح  ِٚممذحٌممٛوظ  1333ٚشممذح ئػممبءح  َ° 1 25 ػٍممٝ دسعممخ ؽممشاسح

 س اٌىمبٌظفمٟ رغمبسة اعمزؾضبرىْٛ ِظذسا ٌلاعضاء إٌجبر١خ اٌزغشثخ ثٙذغ اٌؾظٛي ػٍٝ ثبدساد ِؼمّخ 

 .زٚسجفؼلاً ػٓ اٌجبدساد إٌب١ِخ ِٓ صساػخ اٌمغُ الاٚي ِٓ اٌ
 

 انضبَبٛت : ححفٛش انخفزػبث2-4

 : ححعٛز الاصشاء انُببحٛت2-4-3

اشمٙش  6-4عُ ِمٓ ثمبدساد ٔمبسٔظ ثؼّمش  4ؽب٠ٚخ ػٍٝ ثشاػُ اثم١خ ثمٛي  ١خعبل لمغاعزأطٍذ 

(. اص٠ٍممذ ػٕٙممب 3-2ؽغممت ِممب ٚسد فممٟ اٌفمممشح )رممُ أجبرٙممب فممٟ خٍمم١ؾ اٌشِممً ٚاٌج١زّممٛط عممجك ٚاْ اٌزممٟ ٚ

ثبٌّبء اٌغبسٞ ِغ اعزؼّبي اٌفششبح لاصاٌخ ِب ػٍك ثٙمب ِمٓ شمٛائت ٚٚػمؼذ رؾمذ  ع١ذا الاٚساق ٚ غٍذ

ِممبء اٌؾٕف١ممخ اٌغممبسٞ ٌّممذح عممبػخ صممُ ٔمٍممذ اٌممٝ وبث١ٕممخ أغمم١بة اٌٙممٛاء اٌمجمممٟ ار عممشٜ رؼم١ّٙممب ثّؾٍممٛي 

دل١مممخ ٚ غممٍذ  15 إٌبشممشح ٌّممذح دحبٌّممابً ٌممٗ لمشرممبْ ِممٓ % ِؼممبف1.5٘ممب٠جٛوٍٛساد اٌظممٛد٠َٛ ثزشو١ممض 

 ثبٌّبء اٌّممش اٌّؼمُ صلاس ِشاد ٚاطجؾذ عب٘ضح ٌٍضساػخ.

 

 : سراػت الاصشاء انُببحٛت2-4-2

فمٟ وبث١ٕمخ أغم١بة اٌٙمٛاء اٌمجممٟ رمُ اخشاعٙمب ِمٓ اٌمذٚسق ثظمٛسح ِفمشدح  لمغ اٌغبقثؼذ رؼم١ُ 

طمغ١شح  ب اٌّزمأصشح ثّمبدح اٌزؼمم١ُ ٚعمشٜ رمم١ؼٙمب اٌمٝ لممغٚٚػؼذ فٟ ؽجك ثزشٞ ِؼمُ ٚاص٠ٍمذ ٔٙب٠برٙم

عُ. صسػذ وً ػمذح ِفشدح فٟ أجٛثمخ اخزجمبس ٚػمذد 1.5وً ِٕٙب ؽب٠ٚخ ػٍٝ ثشػُ ٚاؽذ ٚثمٛي  )ػمذ(

 251ِىشساد ٌىً رشو١ض. ؽؼٕذ اٌضسٚػبد فٟ  شفمخ إٌّمٛ ٚػٍمٝ دسعمخ ؽمشاسح 13ِىشساً ٚثٛالغ 

ِمٓ رمبس٠   صّب١ٔمخ اعمبث١غبػخ/٠َٛ. عمغٍذ اٌج١بٔمبد ثؼمذ ِمشٚس عم 16ٌٛوظ ٌّذح  1333ٚشذح ئػبءح  َ°

 ٚػذد الافشع إٌب١ِخ ٚاؽٛاٌٙب. ٌزفزؼ اٌجشاػُ اٌغبٔج١خاٌضساػخ ٚاٌزٟ شٍّذ إٌغجخ اٌّئ٠ٛخ 

 BA: اخخببر حأرٛز حزاكٛش يخخهفت يٍ انـ 2-4-1

 BAش ِممٓ اٌممـ ٍِغُ/ٌزمم 3.5ٚ ن 3.3ٚ  2.5ٚ  2.3ٚ  1.5ٚ  1.3ٚ  3.5ٚ  3.3اخزجممشد اٌزشاو١ممض 

ٌزؾذ٠ذ اٌزشو١ض الاِضً فٟ رؾف١ض اٌزفشػبد ِٓ اٌجشاػُ اٌغبٔج١خ اٌّغزأطمٍخ  MTٚاٌّؼبفخ ٌٍٛعؾ اٌغزائٟ 

صّب١ٔمخ ِىشساد ٌىً رشو١مض ٚعمغٍذ إٌزمبئظ ثؼمذ  13(. صسػذ 3-2ِٓ اٌجبدساد اٌّشبس ا١ٌٙب فٟ اٌفمشح )

 ِٓ اٌضساػخ. نعبث١غ

 فٙ حكٍٕٚ انخفزػبث انضبَبٛت BA ٔ NAA  ٔGA1: اخخببر حأرٛز حٕنٛفت يٍ انـ 2-4-4



 فممممٟ رؾف١ممممض اٌزفشػممممبد اٌغبٔج١ممممخ فممممٟ اٌفمممممشح اٌغممممبثمخ  BAثؼممممذ اخز١ممممبس اٌزشو١ممممض الاِضممممً ِممممٓ 

ِممغ  NAAٍِغُ/ٌزممش( ٚاخزجممش رممأص١ش اػممبفخ رشاو١ممض ِخزٍفممخ ِممٓ 1.5(، رممُ رضج١ممذ اٌزشو١ممض اػمملاٖ )2-4-3)

ً ٚاٌممزٞ وممبْ ِ GA1ٍِغُ/ٌزممش( ِممٓ  1.5رشو١مض ٚاؽممذ ) فمٟ اعممزمبٌخ الافممشع فممٟ رغشثممخ عممبثمخ )ؽممٗ،  ٕبعممجب

 فٟ ص٠بدح ػذد اٌزفشػبد اٌغبٔج١خ ٚؽغت اٌز١ٌٛفخ ادٔبٖ: MTٚاٌّؼبفخ ٌٍٛعؾ ( 2332

BA )ٍِغُ/ٌزش( NAA)ٍِغُ/ٌزش( GA3)ٍِغُ/ٌزش( 

1.5 3.3 1.5 

1.5 3.1 1.5 

1.5 3.5 1.5 

1.5 1.3 1.5 

٠خ ٌزفزؼ اٌجشاػُ ٚػذد الافمشع إٌب١ِمخ ٚاؽٛاٌٙمب ِىشساد ِٓ وً رشو١ض ٚعغٍذ إٌغجخ اٌّئٛ 13صسػذ  

 ِٓ اٌضساػخ. صّب١ٔخ نعبث١غثؼذ 

  Rooting stage : يزحهت انخضذٚز2-5

ثٕظمف  MSِؼمبفخ اٌمٝ اٌٛعمؾ  NAAٍِغُ/ٌزشِٓ اٌمـ  4ٚن 3ٚ 2ٚ 1ٚ 3اخزجش ربص١ش اٌزشاو١ض 

ٚ  ػٍٝ  ار رّذ صساػخ فشع ٚاؽذ .عُ فّب فٛق 1اٌمٛح فٟ رغز٠ش الافشع راد اٌمٛي   13فٟ وً أجٛة ؽب

َ°1±25دسعمخ ؽمشاسح ػٍمٝ ِىشساد ٌىً رشو١ض. ؽؼمٕذ اٌضسٚػمبد  13ًِ ِٓ اٌٛعؾ ٚثٛالغ 
 

ٚشمذح 

ِممٓ اٌضساػممخ ٚاٌزممٟ  صّب١ٔممخ نعممبث١غثؼممذ ِممشٚس  عممغٍذ إٌزممبئظعممبػخ/٠َٛ.  16ٌممٛوظ ٌّممذح  1333ئػممبءح 

 .شٍّذ إٌغجخ اٌّئ٠ٛخ ٌٍزغز٠ش ٚػذد ٚاؽٛاي اٌغزٚس
 

  Callus induction نكبنض: اطخحزبد ا2-6

 : اخخٛبر انضشء انُببحٙ ٔسراػخ2-6-3ّ

ٚاٌغم٠ٛمخ  (Epicotyl)اعزأطمٍذ ِٕٙمب اٌغم٠ٛمخ اٌغ١ٕ١ٕمخ اٌؼ١ٍمب  ،اٌجبدساداٌجزٚس ّٚٔٛ ثؼذ أجبد 

ٚالاٚساق ٚاٌفٍك ٚعشٜ رؼم١ّٙب فمٟ وبث١ٕمخ  (Internodes)ٚاٌغلا١ِبد  (Hypocotyl)اٌغ١ٕ١ٕخ اٌغفٍٝ 

(. اِب اٌجبدساد اٌّؼمّخ إٌب١ِخ ػٍٝ اٌٛعؾ اٌغمزائٟ فممذ 2-2-2مجمٟ ٚؽغت ِب ٚسد فٟ )أغ١بة اٌٙٛاء اٌ

 ِجبششح ٌٍضساػخ. اعزؼٍّذ اعضاؤ٘ب

شمفشاد ِؼمّمخ اٌمٝ لممغ  ثٚػؼذ الاعضاء إٌجبر١خ ثظٛسح ِفمشدح فمٟ ؽجمك ثزمشٞ ِؼممُ ٚلمؼمذ 

ِمً ِمٓ  13ٌؾب٠ٚمخ ػٍمٝ عمُ ٚصسػمذ ثزّمبط ِمغ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ فمٟ أبث١مت الاخزجمبس ا1ؽٛي وً ِٕٙمب 

 13اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ. ؽؼممٕذ اٌضسٚػممبد فممٟ  شفممخ إٌّممٛ رؾممذ اٌظممشٚغ اٌّشممبس ا١ٌٙممب عممبثمبً. صسػممذ 

ِمٓ رمبس٠   عمزخ اعمبث١غثؼمذ زى٠ٛٓ اٌىمبٌظ ٌإٌغجخ اٌّئ٠ٛخ  ذِىشساد ٌىً رشو١ض ٌٚىً عضء ٔجبرٟ. ٚؽغج

 اٌضساػخ.
 



 ٙ اطخحزبد انكبنضف NAA كظٍٛلأٔا BA : دراطت حأرٛز انظبٚخٕكب2-6-2ٍُٛٚ

اٌّؼمبفخ  NAAِمغ الاٚوغم١ٓ  BAدسط رأص١ش رشاو١ض ِخزٍفخ ٌز١ٌٛفخ ِىٛٔمخ ِمٓ اٌغمب٠زٛوب١ٕ٠ٓ 

 .ثٙذغ اٌؾظٛي ػٍٝ افؼً ر١ٌٛفخ ِٓ اٌزشاو١ض فٟ اعزؾضبس اٌىبٌظ ِٓ الاعضاء إٌجبر١خ MTاٌٝ اٌٛعؾ 

 3.3ثبٌزذاخً ِغ اٌزشاو١ض  غُ/ٌزشٍِ 3.5ٚن 3.3ٚ 2.5ٚ 2.3ٚ 1.5ٚ 1.3ٚ 3.3ثبٌزشاو١ض  BAاػ١ف اٌـ 

. عممشٜ رممم٠ُٛ اٌضسٚػممبد ِممٓ ؽ١ممش اعممزغبثزٙب NAAٍِغُ/ٌزممش ِممٓ اٌممـ  2.5ٚن 2.3ٚ 1.5ٚ 1.3ٚ 3.5ٚ

 ٚؽغت Visual assessment اٌزخ١ّٓ ثبٌّؼب٠ٕخِٓ ربس٠  اٌضساػخ ٚفك عزخ اعبث١غ ٌزى٠ٛٓ اٌىبٌظ ثؼذ 

Ibrahim  (1993) :ٟٚوب٢ر- 

 : ػذَ رى٠ٛٓ وبٌظ.1

 بٌظ ػٍٝ ٔٙب٠زٟ اٌغضء إٌجبرٟ.: ٔشٛء اٌى2

 : ٔشٛء اٌىبٌظ ػٍٝ ٔٙب٠زٟ اٌغضء إٌجبرٟ ٚفٛلٗ.3

 : اؽبؽخ اٌىبٌظ ثبٌغضء إٌجبرٟ ِغ اِىب١ٔخ ِشب٘ذح اٌغضء إٌجبرٟ.4

 : رؾٛي اٌغضء إٌجبرٟ ثأوٍّٗ اٌٝ وبٌظ.5
 

 Maintenance of callus : ادايت انكبنض2-6-1

 ػٍمٝغشثمخ اٌغمبثمخ ثؼمذ اصاٌمخ ِمب رجممٝ ِمٓ اٌغمضء إٌجمبرٟ اػ١ذد صساػخ اٌىبٌظ اٌّغزؾش ِٓ اٌز

اٌّىممشساد ٚظممشٚغ اٌضساػمممخ  ٚثؼممذدفممٟ اٌزغشثمممخ اٌغممبثمخ  BA  ٚNAAِممٓ  ٔفغممٙب ر١ٌٛفممخ اٌزشاو١ممض

ِٓ اٌضساػخ ٌزؾذ٠ذ  عزخ اعبث١غٍىبٌظ إٌبِٟ ثؼذ ٌ. ؽغت اٌٛصْ اٌمشٞ ٚاٌغبغ )ٍِغُ( ٔفغٙب ٚاٌزؾؼ١ٓ

ٛ فٟ اداِخ أغغخ اٌىبٌظ ٚص٠بدح و١ّبرٙب. اػ١ذد صساػمخ اٌىمبٌظ اٌّزىمْٛ اٌزشو١ض اٌّلائُ ِٓ ِٕظّٟ إٌّ

ٌٚؼممذح ِممشاد ٚؽغممجذ إٌغممجخ اٌّئ٠ٛممخ ٌجمممبء اٌىممبٌظ ثؼممذ وممً اػممبدح صساػممخ ٔفغممٗ اٌٛعممؾ  ػٍممٝاػمملاٖ 

Subculture. 
 

  Albino callus initiation  : اطخحزبد انكبنض الابٛط2-6-4

إٌب١ِممخ فممٟ  (Albino seedlings) إٌممبسٔظ اٌج١ؼممبءبس اٌىممبٌظ الاثمم١غ ِممٓ ثممبدساد ضرممُ اعممزؾ

ً اٌاٌغٕبد٠ٓ ثٕفظ ؽش٠مخ اعزؾضبس اٌىبٌظ ِٓ   (.1-6-2)اٌفمشح  جبدساد اٌخؼشاء ٚؽغت ِب ٚسد عبثمب

 

 Fusion of callus tissues انكبنض خهػ: 2-6-5

ٚ  ػٍٝ  253فٟ دٚسق عؼخ  ب ُ ِٓ وً ِٓ اٌىبٌظ الاث١غ ٚالاخؼش ٚٚػؼ1اخز   133ًِ ؽب

ٚرمشن فمٟ اٌؾبػمٕخ اٌٙمضاصح ثغمشػخ  ٌٚىمٓ ثمذْٚ اومبس لاداِمخ اٌىمبٌظ ٌّؼمذا MTًِ ِٓ اٌٛعؾ اٌغمزائٟ 

ٌّذح ػششح ا٠بَ ٌؾ١ٓ رفزذ اٌىبٌظ ٚاٌؾظٛي ػٍٝ ِؼٍمك خٍمٛٞ.  َ°25دٚسح/دل١مخ ٚثذسعخ ؽشاسح  153

 اداِمممممممممممممممخ اٌىمممممممممممممممبٌظ عذ٠مممممممممممممممذ ِمممممممممممممممٓ ٚعمممممممممممممممؾ رمممممممممممممممُ رؾؼممممممممممممممم١ش ٚعمممممممممممممممؾ  مممممممممممممممزائٟ 

 داخممً وبث١ٕممخ أغمم١بة اٌٙممٛاء اٌمجمممٟ ٚرشوممذ ٌززظممٍتِممً ِٕممٗ فممٟ اؽجممبق ثزممشٞ ِؼمّممخ  13ت طممٚ



(Torres, 1988) اٌّؼٍك اٌخٍٛٞ ٚطمت ػٍمٝ اٌٛعمؾ اٌغمزائٟ ٚا ٍممذ الاؽجمبق ثشمش٠ؾ  2. اخز ِٓ ًِ

 اٌظشٚغ اٌّشبس ا١ٌٙب عبثمبً. إٌّٛ رؾذ خخّغخ اؽجبق ٚؽؼٕذ فٟ  شف ذاٌجبساف١ٓ. صسػ

ء إٌجبرٟ الاخؼش عٕجبً اٌٝ عٕمت ِمغ اٌغمضء اٌىبٌظ فٟٙ ثضساػخ اٌغض خٍؾاِب اٌمش٠مخ الاخشٜ ٌ

ِىممشساً ٚؽؼممٕذ  33إٌجممبرٟ الاثمم١غ ٚػٍممٝ ٔفممظ اٌٛعممؾ اٌغممزائٟ لاعممزؾضبس ٚاداِممخ اٌىممبٌظ ٚثٛالممغ 

 ِٓ اٌضساػخ. عزخ اعبث١غظشٚغ اٌضساػخ اٌّشبس ا١ٌٙب عبثمبً. عغٍذ إٌزبئظ ثؼذ رؾذ اٌضسٚػبد 
 

 Organogenesis  : حكٍٕٚ الاػعبء يٍ انكبنض2-6-6

 3.5ٚ 3.3ِٚؼمبفبً ا١ٌمٗ اٌزشاو١مض  MEٍِغُ/ٌزمش ِمٓ  533ثٛعمٛد  MTاعزؼًّ اٌٛعؾ اٌغمزائٟ 

لاخز١مممبس اٌزشو١ممممض  NAAٍِغُ/ٌزممممش  1.3ٚ ن 3.5ٚ  3.1ٚ  3.3ِمممغ  BAٍِغُ/ٌزمممش  2.3ٚن 1.5ٚ 1.3ٚ

ِىممشساد ٌىممً ِؼبٍِممخ. ؽؼممٕذ  13الاِضممً ِممٓ ِٕظّممٟ إٌّممٛ فممٟ ٔشممٛء الاػؼممبء ِممٓ اٌىممبٌظ. صسػممذ 

ِمغ إٌممً ومً  ثؼمذ اسثؼمخ اشمٙش ِمٓ اٌضساػمخإٌزبئظ ؾذ اٌظشٚغ اٌّشبس ا١ٌٙب عبثمبً. عغٍذ اٌضسٚػبد ر

 .ٔفغٗ ػٍٝ اٌٛعؾ نسثؼخ اعبث١غ

 

 

 

 

 

 : انًحبنٛم انكًٛٛبئٛت2-1

 Sodium azide    : اساٚذ انصٕدٕٚو2-1-3

ٍِغمُ ِمٓ ِغمؾٛق اٌّمبدح  64.99ٚرٌمه ثأراثمخ  NaN1ؽؼش ِؾٍٛي اعبط ِٓ اصا٠ذ اٌظمٛد٠َٛ 

ٍِمٟ ِمٌٛش  1.3ٚاػزجمش وّؾٍمٛي اعمبط ثزشو١مض ٕٙمبئٟ اٌمٝ ٌزمش ٚاؽمذ، ٚاوّمً اٌؾغمُ اٌفٟ اٌّمبء اٌّمممش 

دسعمخ ؽمشاسح ػٍمٝ ٍِٟ ِمٌٛش. ػمّمذ ثغٙمبص اٌّؼممبَ  3.5ٚ 3.1ٚ  3.35ٚؽؼشد ِٕٗ اٌزخبف١ف الار١خ 

/عُوغُ 1.34ٚػغؾ  121°َ
2
 اٌّمفمشح اٌؼممذ ٚاٌىمبٌظ ثزٕم١ؼٙمب ثٙمزٖ اٌّؾب١ٌمً ػٍِٛمذدل١ممخ.  15ٌّمذح  

دل١ممخ فمٟ ومً ِمشح. صسػمذ  33دل١مخ صُ  غٍذ ثبٌّبء اٌّممش اٌّؼمُ ِمشر١ٓ ٌّمذح  93اٚ  63اٚ  33ٌّذح 

ٚاٌزغمز٠ش اداِمخ اٌىمبٌظ. ؽغمجذ إٌغمجخ اٌّئ٠ٛمخ ٌزفمزؼ اٌجمشاػُ ٚعؾ  ٚاػٍٝ ٚعؾ رؾف١ض اٌجشاػُ اٌغبٔج١خ 

 ٚٔغجخ ثمبء اٌىبٌظ.ٚاٌغزٚس ٚػذد ٚاؽٛاي الافشع إٌب١ِخ 
 

 Colchicine  انكٕنضٛظٍٛ :2-1-2

ِمً ٌٍؾظمٛي ػٍمٝ  133 ُ ِٓ اٌىٌٛغ١غ١ٓ فٟ اٌّبء اٌّممش ٚاوًّ اٌؾغُ إٌٙمبئٟ اٌمٝ  1ار٠ت 

  3.35 :زخمممممممممممبف١ف، ٚؽؼمممممممممممشد ِٕمممممممممممٗ اٌ)ٚصْ/ؽغمممممممممممُ(% 1ِؾٍمممممممممممٛي اعمممممممممممبط رشو١مممممممممممضٖ 

/عممُوغُ 1.34ٚػممغؾ  َ°121دسعممخ ؽممشاسح ػٍممٝ %. ػمّممذ ثغٙممبص اٌّؼمممبَ  3.5ٚ 3.1ٚ 
2
 15 ٌّممذح 

 (.1-2-2الاعضاء إٌجبر١خ ثٗ ٚعغٍذ إٌزبئظ وّب فٟ اصا٠ذ اٌظٛد٠َٛ ) ػٍِٛذ .دل١مخ
 

  Acclimatization : الالهًت2-1



اطجؾذ ِزغبٔغمخ لمذس اعزخشعذ إٌج١زبد إٌبرغخ ِٓ صساػخ الأغغخ ِٓ اٌٛعؾ اٌغزائٟ ثؼذ اْ 

ب ػٍمك ثٙمب ِمٓ لاصاٌمخ ِماٌّمممش اٌّؼممُ ٚ غمٍذ ع١مذاً ثبٌّمبء  الاِىمبْ فمٟ ِغّٛػٙمب اٌخؼمشٞ ٚاٌغمزسٞ

 ُ/ٌزش ِمبء ِمغ ِشاػمبح اػمبفزٗ اٌمٝ ِمبء  1 زشو١ضث (Benlate)صُ  غٍذ ثبٌّج١ذ اٌفمشٞ اٌج١ٍٕذ اٌٛعؾ 

( عم13ُ×13ى١خ ثأثؼبد )١ثلاعز اطضٔمٍذ اٌٝ اٌغمٟ ٚؽغت اٌؾبعخ ٌّٕغ الاطبثخ ثبلاِشاع اٌفمش٠خ. 

ٚ م١مذ ثأو١مبط ثلاعمز١ى١خ :ؽغُ( )ؽغُ 1:1ؽب٠ٚخ ػٍٝ خ١ٍؾ ِؼمُ ِٓ اٌزشثخ إٌٙش٠خ ٚاٌج١زّٛط ثٕغجخ 

اعمجٛػ١ٓ فمٟ  شفمخ إٌّمٛ رؾمذ اٌظمشٚغ اٌّشمبس شفبفخ ِغ اٌّؾبفظخ ػٍٝ ظمشٚغ سؽٛثمخ ِٕبعمجخ ٌّمذح 

ػٍُّذ فزؾبد طغ١شح فٟ الاو١مبط رٌه . ٚثؼذ ا١ٌٙب عبثمب صُ اخشعذ ِٓ  شفخ إٌّٛ ٌّذح اعجٛػ١ٓ اخش٠ٓ

 ٔغممممممممممبػ إٌجبرممممممممممبد اٌزبوممممممممممذ ِممممممممممٓثبٌزممممممممممذس٠ظ ٌؾمممممممممم١ٓ اصاٌممممممممممخ الاو١ممممممممممبط ٚ ٚص٠ممممممممممذ ػممممممممممذد٘ب

(Al-Khayri and Al-Bahrany, 2331; Begum et al., 2333) فمٟ اٌؾذ٠ممخ  الاطمض. ٚػمؼذ

ؽغممجذ إٌغممجخ اٌّئ٠ٛممخ ٌٍٕجبرممبد  ٕمممً اٌممٝ اٌزشثممخ.ٌٍ ٚاطممجؾذ عممب٘ضحٌؾمم١ٓ ّٔممٛ إٌجبرممبد ثظممٛسح ع١ممذح 

 اٌّزألٍّخ.

 حمذٚز انبزٔحُٛبث انكهٛت: 2-9

ٚرؾؼ١ش اٌٙلاَ ٚاٌزشؽ١ً اٌىٙشثمبئٟ ٌٍجشٚر١ٕمبد ( لاػذاد 1923) Laemmliاعزخذِذ ؽش٠مخ 

 -اٌى١ٍخ. ؽؼشد اٌّؾب١ًٌ الاعبط اٌّغزخذِخ فٟ اٌزغشثخ ثزشاو١ض ٚر١ٌٛفبد ِؼ١ٕخ ٚوبلارٟ:

 انًحهٕل الأل

 ٠Acrylamide-biss acrylamideذ بثظ اوش٠ً اِ ِؾٍٛي الاوش٠ً اِب٠ذ

٠ذ فٟ ِبء ِممش ٚاوًّ اٌؾغُ اٌمٝ  ُ ِٓ ثظ اوش٠ً اِب 3.4 ُ ِٓ الاوش٠ً اِب٠ذ ٚ 14.6ار٠ت 

 ًِ ثبٌّبء اٌّممش ٚؽفا ثبٌضلاعخ ٌؾ١ٓ الاعزؼّبي.53

 انًحهٕل انزبَٙ

 Tris-HCl-buffer (pH 8.8)اٌّؾٍٛي اٌذاسب رشط ؽبِغ ا١ٌٙذسٚوٍٛس٠ه 

ثبػمبفخ  53ًِ ُ ِٓ رشط ؽبِغ ا١ٌٙذسٚوٍٛس٠ه فٟ ِبء ِممش ٚاوًّ اٌؾغُ اٌٝ 1.52ار٠ت 

ػ١مبسٞ ٚؽفما فمٟ  1ثزشو١مض  NaOHاٚ  HClثبعمزخذاَ  8.8لاط ا١ٌٙذسٚع١ٕٟ اٌٝ اٌّبء اٌّممش ٚػذيّ ا

 اٌضلاعخ ٌؾ١ٓ الاعزؼّبي.

 انًحهٕل انزبنذ

 Tris-HCl-buffer (pH 6.8)اٌّؾٍٛي اٌذاسب رشط ؽبِغ ا١ٌٙذسٚوٍٛس٠ه 

ِمً ثبػمبفخ 25 ُ ِٓ رشط ؽبِغ ا١ٌٙذسٚوٍٛس٠ه فٟ ِبء ِممش ٚاوّمً اٌؾغمُ اٌمٝ 1.5ار٠ت 

ػ١مبسٞ ٚؽفما فمٟ  1ثزشو١مض  NaOHاٚ  HClثبعمزخذاَ  6.8ممش ٚػذيّ الاط ا١ٌٙذسٚع١ٕٟ اٌٝ اٌّبء اٌّ

 اٌضلاعخ ٌؾ١ٓ الاعزؼّبي.



 انًحهٕل انزابغ

  13Sodium dodecylsulphate (SDS)% ِؾٍٛي وجش٠زبد دٚدع١ً اٌظٛد٠َٛ

بئٟ اٌمٝ ٚاوّمً اٌؾغمُ إٌٙم ّمممشاٌّمبء اٌ ُ ِٓ وجش٠زبد دٚدع١ً اٌظٛد٠َٛ فمٟ  5ؽؼش ثبراثخ 

53 ًِ. 

 انًحهٕل انخبيض

 :Ammonium persulphate 13 ِؾٍٛي ث١شعٍفبد الا١َِٔٛٛ

 .حً ًِ ِبء ِممش ٚرُ اعزؼّبٌٗ ثؼذ اٌزؾؼ١ش ِجبشش 5 ُ ِٓ ث١شعٍفبد الا١َِٔٛٛ فٟ  3.5ار٠ت 

 انًحهٕل انظبدص

 Tank buffer اٌّؾٍٛي اٌذاسب ٌلالمبة

 43   ُ ِٓ اٌىلا٠غ١ٓ ٚاػ١ف ا١ٌٗ 52ٚ  هؽبِغ ا١ٌٙذسٚوٍٛس٠  ُ ِٓ رشط 12ؽؼش ثبراثخ 

% )اٌّؾٍٛي اٌشاثغ( ٚاوًّ اٌؾغُ اٌٝ ٌزش ثبػمبفخ 13ًِ ِٓ ِؾٍٛي وجش٠زبد دٚدع١ً اٌظٛد٠َٛ رشو١ض 

 اٌّبء اٌّممش.

 انًحهٕل انظببغ

 Staining stock غ١ظجزاٌّؾٍٛي الاعبط ٌٍ

ِمممش ٚاوّمً  فمٟ ِمبء R-253 (Coomassie blue) مُ ِمٓ طمجغخ وِٛبعمٟ اٌضسلمبء 1ار٠مت 

 ًِ ثبػبفخ اٌّبء اٌّممش. 133اٌٝ إٌٙبئٟ اٌؾغُ 

 انًحهٕل انزبيٍ

 Staining solution غ١ظجزِؾٍٛي اٌ

 ِٚمً ١ِضمبٔٛي  125ًِ ِٓ ِؾٍٛي اٌظجغخ الاعبط )اٌّؾٍمٛي اٌغمبثغ( ِمغ  31.25ؽؼش ثخٍؾ 

 ًِ ثبٌّبء اٌّممش. 253ًِ ؽبِغ اٌخ١ٍه صُ اوًّ اٌؾغُ اٌٝ  23

 انًحهٕل انخبطغ

 Destaining solution I% ١ِضبٔٛي 53-% ؽبِغ اٌخ١ٍه13ِؾٍٛي اصاٌخ اٌظجغخ 

ِمً ثبػمبفخ  253ًِ ؽبِغ اٌخ١ٍه صُ اوّمً اٌؾغمُ اٌمٝ  25ًِ ١ِضبٔٛي ِغ  125ؽؼش ثخٍؾ 

 اٌّبء اٌّممش.

 انًحهٕل انؼبشز

  Destaining solution II% ١ِضبٔٛي 53-% ؽبِغ اٌخ١ٍه2ِؾٍٛي اصاٌخ اٌظجغخ 



ِمً ثبػمبفخ  533ًِ ١ِضبٔٛي صُ اوّمً اٌؾغمُ اٌمٝ  253ًِ ؽبِغ اٌخ١ٍه ِغ  35ؽؼش ثخٍؾ 

 اٌّبء اٌّممش.

 : اطخخلاص انبزٔحُٛبث يٍ َظٛش الأراق ٔانكبنض2-9-3

( فٟ اعزخلاص اٌجشٚر١ٕبد ِٓ ٔغم١ظ الاٚساق 1989) Al-Jibouri  ٚDhamاعزخذِذ ؽش٠مخ 

ًِ ِمٓ ِؾٍمٛي الاعمزخلاص  1ً ػ١ٕخ ٚاػ١ف ٌٗ ٍِغُ ِٓ إٌغ١ظ إٌجبرٟ ٌى 133 ٚصْ ٚاٌىبٌظ، ار اخز

(. عؾمذ اٌؼ١ٕبد ثظٛسح ربِخ فٟ عفٕخ خضف١خ صُ ٔجز اٌّؾٍٛي ثغٙبص اٌممشد 2اٌّج١ٕخ ِىٛٔبرٗ فٟ عذٚي )

ٚٚػمغ فمٟ نٔبث١مت  Supernatantدل١ممخ. عّمغ اٌشائمك  15دٚسح/دل١مخ ٌّمذح  18333اٌّشوضٞ ثغشػخ 

 .َ°23–دسعخ  ػًٍِٝ ٚؽفظذ  5عؼخ 

 

 (: يكَٕبث يحهٕل اطخخلاص انبزٔحُٛبث2صذٔل )

 اٌى١ّــخ اٌّــــــبدح

  ُ Tris - HCl 3.985  ٛس٠هٍرشط ؽبِغ ا١ٌٙذسٚو

  ُ Sodium dodecylsulphate (SDS) 2َٛ ٠وجش٠زبد دٚدع١ً اٌظٛد

 ًِ Glycerol 13       اٌغ١ٍغشٚي

 ًِ  - Mercapto ethanol 13     ١ِشوبثزٛ ئ٠ضبٔٛي - اٌفب

 ًِ ثبػبفخ ِبء ِممش٠ٚ133ىًّ اٌؾغُ اٌٝ 

 

 Electrophoresis  انخزحٛم انكٓزببئٙ: 2-9-2

 : غزٚمت انؼًم2-9-2-3

 Separating gel 311   . ْلاو انفصم1

 ِمممممممً  15ِمممممممً ِمممممممٓ اٌّؾٍمممممممٛي الاٚي ٚ  23 ثبخمممممممزٙممممممملاَ ٘مممممممزا اٌِمممممممً ِمممممممٓ  63ؽؼمممممممش 

 بء ِممممممممش. ِضعممممممذ ِممممممً ِمممممم 24.1ِممممممً ِممممممٓ اٌّؾٍممممممٛي اٌشاثممممممغ ٚ  3.6ِممممممٓ اٌّؾٍممممممٛي اٌضممممممبٟٔ ٚ 

 اػممممممم١ف ِمممممممٓ اٌغٙمممممممبص ؽ اٌّغٕبؽ١غمممممممٟ ٚثؼمممممممذ سفؼٙمممممممب ٘مممممممزٖ اٌّىٛٔمممممممبد ع١مممممممذاً ثغٙمممممممبص اٌخممممممملا

 ِمممممممممممب٠ىش١ٌٚزش ِمممممممممممٓ ِمممممممممممبدح 23ِمممممممممممب٠ىش١ٌٚزش ِمممممممممممٓ اٌّؾٍمممممممممممٛي اٌخمممممممممممبِظ ٚ 333ا١ٌٙمممممممممممب 

N,N,N,N – tetra methyl ethylene diamine (TEMED)  ًصُ ٚػمغ اٌّمض٠ظ فمٟ أبث١مت اٌزشؽ١م

  غً اٌغمؼ اٌؼٍٛٞ ٌٍٙلاَ ثبٌّبء اٌّممش ٚعؾجذ ؽجمخ اٌّبء.ذ٘ب ثؼ ،دل١مخ ١ٌزظٍت 33ٚرشن ٌّذح 



 انًظبفت انخٙ لطؼخٓب انحشيت يٍ َمطت بذاٚت انخزحٛم

 = Rfل١ّخ  

 اٌّغبفخ اٌى١ٍخ ٌٍزشؽ١ً

 

     Stacking gel 41. ْلاو انزصّ 2

ًِ ِٓ اٌّؾٍٛي اٌضبٌش ٚ  5ًِ ِٓ اٌّؾٍٛي الاٚي ٚ  2.66ًِ ِٓ ٘زا اٌٙلاَ ثبػبفخ  23ؽؼش 

١غمٟ ٚثؼمذ ؽ اٌّغٕبؽِمً ِمبء ِمممش. خٍممذ اٌّؾب١ٌمً ثغٙمبص اٌخملا 12.2ًِ ِٓ اٌّؾٍٛي اٌشاثغ ٚ  3.2

 ِمممممممممممممممممب٠ىش١ٌٚزش ِمممممممممممممممممٓ اٌّؾٍمممممممممممممممممٛي اٌخمممممممممممممممممبِظ  133سفؼٙمممممممممممممممممب اػممممممممممممممممم١ف ا١ٌٙمممممممممممممممممب 

 صُ اػ١ف ٘زا اٌّض٠ظ فٛق اٌٙلاَ الاٚي فٟ أبث١ت اٌزشؽ١ً. TEMEDِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ  13ٚ 

                 Loading and operating خشغٛمٔان. انخحًٛم 1

سب ٌلالمممبة )اٌّؾٍممٛي ٚػممؼذ أبث١ممت اٌزشؽ١ممً فممٟ ِٕظِٛممخ اٌفظممً اٌّغّممٛسح ثممبٌّؾٍٛي اٌممذا

ِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ ػ١ٕبد اٌجشٚر١ٓ ِغ لممشح ِمٓ طمجغخ  53اٌغبدط(. عٙضد ّٔبرط ػ١ٕبد اٌجشٚر١ٓ ثّضط 

ِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ ِض٠ظ اٌجشٚر١ٓ ٚاٌظمجغخ ٚٚػمغ  53% وظجغخ د١ًٌ، صُ اخز 3.1اٌجشِٚٛف١ٕٛي اٌضسلبء 

 داخممممممممممممممممممً وممممممممممممممممممً أجممممممممممممممممممٛة صممممممممممممممممممُ سثممممممممممممممممممؾ اٌغٙممممممممممممممممممبص ثّغٙممممممممممممممممممض اٌفٌٛز١ممممممممممممممممممخ

Power supply اٌزجش٠مذ  ثّٕظِٛمخفٌٛمذ ٚسثمؾ اٌغٙمبص  133خ ػٍمٝ ز١مٍذ إٌّظِٛخ ِغ رٕظ١ُ اٌفٌٛٚشغ

 ٚاعزغشلذ ػ١ٍّخ اٌزشؽ١ً اسثغ عبػبد. َ°2دسعخ ؽشاسح  ػٕذ

  Staining and destaining خصبٛغ ٔاسانت انصبغت: ان2-9-1

خ ثؼممذ أزٙممبء ػ١ٍّممخ اٌزشؽ١ممً اخشعممذ اػّممذح اٌٙمملاَ ثٛاعمممخ اٌّؾمٕممخ ٚ ّممشد ثّؾٍممٛي اٌظممجغ

)اٌّؾٍٛي اٌضبِٓ( ٌّذح عبػخ صُ اص٠ٍذ اٌظجغخ اٌضائذح  ١ش اٌّزفبػٍخ ِغ اٌجمشٚر١ٓ ثغّمش اػّمذح اٌٙملاَ فمٟ 

ِؾٍٛي اصاٌخ اٌظجغخ الاٚي )اٌّؾٍٛي اٌزبعغ( ٌّذح صلاس عبػبد صُ ثّؾٍٛي اصاٌخ اٌظجغخ اٌضبٟٔ )اٌّؾٍٛي 

 صسلبء ٚاػؾخ.اٌؼبشش( ٚاعزجذي اٌّؾٍٛي الاخ١ش وً عبػخ ٌؾ١ٓ اٌؾظٛي ػٍٝ ؽضَ 
 

 نهحشو انبزٔحُٛٛت Rfحظبة لٛى : 2-9-4

 -الار١خ: اٌّؼبدٌخ ِٓ خلاي Rf( ٌزؾذ٠ذ ل١ُ 1926) Harborneاعزخذِذ ؽش٠مخ  

 : حظبة الأساٌ انضشٚئٛت نهبزٔحُٛبث انًزحهت2-9-5

اسثؼمخ ػٍمٝ ًَ ِمغ اٌؼ١ٕمبد ػ١ٕمخ رؾزمٛٞ ؽّمض٠ئ١خ ٌٍجشٚر١ٕبد اٌّشؽٍخ فممذ سُ ٌغشع رؾذ٠ذ ل١ُ الاٚصاْ اٌغ 

اٌم١بعٟ ٌٍجشٚر١ٕمبد ثزؾذ٠مذ اٌّؾمٛس اٌؼّمٛدٞ  ٝثشٚر١ٕبد ل١بع١خ ِؼٍِٛخ الاٚصاْ اٌغض٠ئ١خ صُ سعُ إٌّؾٕ

ٍجشٚر١ٕمبد ومً ؽضِمخ ٌ)ل١ُ الاٚصاْ اٌغض٠ئ١خ ٌٍجشٚر١ٕبد اٌم١بع١خ( ٚاٌّؾٛس الافمٟ )اٌّغبفخ اٌزمٟ لمؼزٙمب 



د الاخممشٜ اٌّشؽٍممخ اعممزٕبداً اٌممٝ ٘ممزا إٌّؾٕممٝ ( صممُ لممذسد الاٚصاْ اٌغض٠ئ١ممخ ٌٍجشٚر١ٕممب1اٌم١بعمم١خ( )شممىً 

(Laemmli, 1923). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 : إٌّؾٕٝ اٌم١بعٟ ٌٍجشٚر١ٕبد اٌم١بع١خ اٌّشؽٍخ(1)شىً 

 

 Estimation of DNA   : حمذٚز انذَب2-31

 Isolation of DNA     : ػشل انذَب2-31-3

 (.1988ٚعّبػزٗ ) Draperرّذ ػ١ٍّبد ػضي اٌذٔب ٚفمبً ٌمش٠مخ 

 -: انًحبنٛم انًظخخذيت:2-31-3-3

 X 1ثمٛح  CTAB extraction buffer (pH1)ِؾٍٛي الاعزخلاص  -1

()CTAB1%(  ،Tris-HCl (53 ٍِممٟ ِممٌٛش)  ،NaCl (3.2 ِممٌٛش) ،EDTA (13 ٍِٟمم )2، ِممٌٛش-ME 

 .((ٍِٟ ٌِٛش 23)

  ممممممممممممُ ِممممممممممممٓ ِممممممممممممبدح 3.2ِممممممممممممً ِممممممممممممٓ ٘ممممممممممممزا اٌّؾٍممممممممممممٛي ثبراثممممممممممممخ  23ؼممممممممممممش ؽُ 

(CTAB)Cetyl trimethyl ammonium bromide   ٚ3.12 غؽمممبِ رمممشط  مممُ ِمممٓ ِمممبدح 

 مممممُ ِمممممٓ  3.32ٚ  (NaCl)٠َٛ ٛد مممممُ ِمممممٓ وٍٛس٠مممممذ اٌظممممم 3.819ٚ  (Tris-HCl)ا١ٌٙمممممذسٚوٍٛس٠ه 

(EDTA)Ethylene diamine tetra acetic acid  ُي الاط ا١ٌٙمذسٚع١ٕٟ ذّ . ػ(pH) ثبعمزخذاَ  8ٝ ـاٌم

ممُ ثغٙمبص اٌّؼممبَ رؾمذ اٌظمشٚغ ّممش ٚػُ وًّ اٌؾغُ ثبٌّبء اٌ. نNaOHاٚ  HClػ١بسٞ ِٓ ِؾٍٛي 3.1

 -2ِممب٠ىش١ٌٚزش ِممٓ ِممبدح  33ٗ ـممـعممبثمب ٚؽفمما ثذسعممخ ؽممشاسح اٌغشفممخ صممُ اػمم١ف ٌاٌّشممبس ا١ٌٙممب ٔفغممٙب 

 ِجبششح لجً الاعزؼّبي.  2-Mercaptoethanol(ME-2)١ِشوبثزٛا٠ضبٔٛي 

 X 1ثممممممممممممممٛح  CTAB precipitation buffer (pH1)ِؾٍمممممممممممممٛي اٌزشعممممممممممممم١ت  -2

( CTAB (1%)، EDTA (13ٌِٛش ٍِٟ) ،Tris-HCl (53 ٌِٛش ٍِٟ)) 
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  EDTA ممممممممُ ِممممممممٓ  CTAB  ٚ3.34 ممممممممُ ِممممممممٓ  3.31ِممممممممً ِٕممممممممٗ ثبراثممممممممخ  13ؼممممممممش ؽُ 

 ٚ3.36  ِٓ ُ Tris-HCl  ُممُ ثبٌّؼممبَ وًّ اٌؾغمُ ثبٌّمبء اٌّمممش ٚػُ ن .8ذي الاط ا١ٌٙذسٚع١ٕٟ اٌٝ ػُ ص

 فا ثذسعخ ؽشاسح اٌغشفخ.ٚؽُ 

 CTAB (13%)ِؾٍٛي  -3

(CTAB (13%) ،NaCl (3.2 ٌِٛش).) 

 ِمً صمُ 23اٌمٝاٌّممش وّمً اٌؾغمُ ثبٌّمبءنٚ NaCl مُ ِمٓ  CTAB  ٚ3.8 ُ ِٓ  2ؼش ثبراثخ ؽُ 

 ػمُ ثغٙبص اٌّؼمبَ ٚؽفا ٌؾ١ٓ الاعزؼّبي.

 ٌِٛش 1ِؾٍٛي وٍٛس٠ذ اٌظٛد٠َٛ ثزشو١ض  -4

 ي.فا ٌؾ١ٓ الاعزؼّبؽمُ ٚػُ  ًِ صُ 13اٌٝ  وًّ اٌؾغُ ثبٌّبء اٌّممشن ُ ٚ 3.585ثبراثخ  ؼشؽُ 

 Chloroform \ octanol solution وزبٔٛيِٚؾٍٛي اٌىٍٛسٚفٛسَ/وؾٛي الا-5

ًِ ِٓ وؾٛي الاٚوزمبٔٛي  1فٛسَ ِغ ًِٚ ِٓ اٌىٍٛس 24ثّضط  1:24ؼش ٘زا اٌّؾٍٛي ثٕغجخ ؽُ 

4ّخ ثذسعخ ؽشاسح زؽفا فٟ ل١ٕٕخ صعبع١خ ِؼٚ
°
 .ٌؾ١ٓ الاعزؼّبي َ

  Ethanol الا٠ضبٔٛي يوؾٛ -6

 ٌؾ١ٓ الاعزؼّبي. ب% ِٓ الا٠ضبٔٛي ٚؽفظ85ٚ 65 ثزشو١ض ٍٛلاْؼش ِؾؽُ  

 ِبء ِممش ِؼمُ -2

 : غزٚمت انؼًم2-31-3-2 

ٚعمؾك   مُ ِمٓ ِغمؾٛق الاٚساق اٌّغفمف ثبٌزغ١ّمذ 3.32اٌىمبٌظ اٚ  ؾٛق ُ ِمٓ ِغم 3.1 َْ ٚصِ  -1

ِؼمّمخ اٌمٝ اْ رؾمٛي اٌمٝ  فٟ عفٕخ خضف١مخ (Al(OH)3) ُ ِٓ ١٘ذسٚوغ١ذ الا١ٌَّٕٛ  3.3ِغ  ع١ذا

 .عذاً اث١غ اٌٍِْٛغؾٛق ٔبػُ 

 633 ٚاػم١ف ٌمٗ (Eppendorf tube) ِؼمّمخ حطمغ١ش خٚػغ ِغؾٛق إٌغ١ظ إٌجبرٟ فٟ أجٛث -2

 .ِٚضط ثشفك ثبعزؼّبي ػظب ثلاعمز١ى١خ ِؼمّمخ (1x CTAB)١ٌزش ِٓ ِؾٍٛي الاعزخلاص ٠ىشِٚب

ثم١ٓ اٌؾمم١ٓ  اٌخٍمم١ؾ طس .دل١ممخ 23 ٌّمذح َ°56 دسعمخ ؽممشاسحػٍممٝ اٌّمض٠ظ فممٟ ؽّمبَ ِمبئٟ ؼمٓ ؽُ 

 .ٌؼّبْ اٌّضط اٌغ١ذلاخش ٚا

 ١ٌزش ِٓ اٌىٍٛسٚفٛسَ/وؾٛي الاٚوزبٔٛي ِٚضط ع١ذاً ؽزٝ رؾٛي اٌٝ ِغزؾٍت٠ىشِٚب 633 اػ١ف -3

دٚسح/دل١مخ ٌّذح  8333ثغشػخ  (Ulteracentrifuge) اٌفبئكاٌّشوضٞ  مشدفٟ عٙبص اٌ ٖٔجز رُٚ

 فٟ أجٛثخ عذ٠ذح ِؼمّخ. ذاٌمجمخ اٌّبئ١خ ٚعّؼ ذدل١مزبْ. سفؼ

 CTABِمب٠ىش١ٌٚزش ِمٓ ِؾٍمٛي الاعمزخلاص  133ثـ  خالاط١ٍ خس اٌجشٚر١ٕٟ فٟ الأجٛث غً اٌمٛ -4

 ِغ اٌمجمخ اٌغبثمخ. ذعّؼاٌّبئ١خ ٚاٌمجمخ  ٚسفؼذ .اػلأٖفغٙب فٟ اٌظشٚغ رؾذ ٔجزٖ  اػ١ذٚ

اٌزممٟ رممُ عّؼٙممب اٌممٝ اٌمجمممخ اٌّبئ١ممخ  %13ثزشو١ممض  CTABِممب٠ىش١ٌٚزش ِممٓ ِؾٍممٛي  23ف ١ػمما -5

 فٛسَ/وؾٛي الاٚوزبٔٛي ٚثٕفظ اٌظشٚغ اػلاٖ.ٚلاعزخلاص ثبٌىٍٛسذ ا١ػاع١ذاً صُ  ِضعذٚ



ِمب٠ىش١ٌٚزش ِمٓ  633ف ٌمٗ ١ػمامً اٌغضء اٌشائك اٌٝ أجٛة ثٌٟٛ اص١ٍم١ٓ ِؼممُ ًّٚ٘ اٌشاعت ُٚٔ ا -6

 دل١مخ. 23دسعخ ؽشاسح اٌغشفخ ٌّذح ػٍٝ ٚرشن  ع١ذا ِضط (.1x CTAB)ِؾٍٛي اٌزشع١ت 

دل١ممخ ٌغّمغ اٌشاعمت. رمُ  15دٚسح/دل١مخ ٌّٚمذح  2333ٔجز اٌّض٠ظ ثغٙبص اٌمشد اٌّشوضٞ ثغشػخ  -2

 اٌزخٍض ِٓ اٌغضء اٌشائك ٚعفف اٌشاعت.

  NaClِممممممممممب٠ىش١ٌٚزش ِممممممممممٓ  433( فممممممممممٟ DNA  ٚCTABاراثممممممممممخ اٌشاعممممممممممت )  نػ١ممممممممممذد -8

 َ صُ ٔمً اٌّؾٍٛي اٌٝ أجٛثخ طغ١شح ِؼمّخ. 56ºٍِٟ ٌِٛش( ٚعخٓ اٌٝ دسعخ ؽشاسح  1 )

ٌّمٍممك اٌممٝ اٌّؾٍممٛي اػمملاٖ ِٚممضط ع١ممذاً ٚؽفمما ثذسعممخ ِممب٠ىش١ٌٚزش ِممٓ الا٠ضممبٔٛي ا 833اػمم١ف  -9

23-ؽشاسح 
°
 اٌٝ ا١ٌَٛ اٌزبٌٟ. َ

/دل١مخ ٌّذح دل١مزبْ. رمُ اٌمزخٍض ِمٓ اٌغمضء اٌشائمك ٚ غمً دٚسح 2333ٔجز اٌّض٠ظ اٌغبثك ثغشػخ  -13

ً  ٚاؽذ ِٓ وؾٛي الا٠ضبٔٛي ثزشو١ض   اٌظمشٚغ اػملاٖرؾذ % ٌّذح دل١مخ ٚاؽذح ٚٔجز 65اٌشاعت ثّ

اٌزخٍض ِٓ اٌىؾٛي ٚوشس اٌغغً ِشر١ٓ. اػ١ذد ػ١ٍّخ اٌغغً ثٕفظ اٌمش٠ممخ ثبعمزؼّبي . رُ ٔفغٙب

 %.85الا٠ضبٔٛي رشو١ض 

ِمب٠ىش١ٌٚزش ِمبء ِمممش ِؼممُ ٚؽفما  85فٟ  اراثزٗفمؾ( ٚاػ١ذد  DNAعفف اٌشاعت )اٌزٞ ٠ّضً  -11

23-دسعخ ػٍٝ 
°

 َ ٌؾ١ٓ الاعزؼّبي.
 

   Characterization of DNA  : حٕصٛف انذَب 2-31-2

ٚعّبػزممٗ  Sambrookرؼمّٕذ ػ١ٍّممخ رٛطمم١ف اٌمذٔب ل١ممبط رشو١ممضٖ ٚرمممذ٠ش ٔمبٚرمٗ اعممزٕبداً اٌممٝ   

(1989.) 

 DNA concentration Measurement of : لٛبص حزكٛش انذَب2-31-2-3

فمٟ  ٔفغمٗ ِؾٍمٛي الاراثمخ ثبعمزؼّبيِمب٠ىش١ٌٚزش  495ِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ ػ١ٕخ اٌذٔب ٚخففذ ثمـ  5اخز  

-UV)لاشؼخ فمٛق اٌجٕفغمغ١خ ثبٌّبء اٌّممش اٌّؼمُ( ٚرُ ل١بط اِزظبط١خ اٌؼ١ٕخ اٌّخففخ اٌمش٠مخ اٌغبثمخ )ا

light)  ثبعزخذاَ عٙبص ل١بط اٌىضبفخ اٌؼٛئ١خ ٌم١مف الاشمؼخ فمٛق اٌجٕفغمغ١خ(Spectrophotometer) 

ٔممب١ِٛٔزش. رممُ رمممذ٠ش رشو١ممض اٌممذٔب فممٟ اٌؼ١ٕممخ الاطمم١ٍخ ٚرٌممه ثزمج١ممك  283ٚ  263ٚػٕممذ اٌمممٛي اٌّممٛعٟ 

 :اٌّؼبدٌخ الار١خ

 53× خف١ف زاٌ ِؼىٛط × 263رشو١ض اٌذٔب/ًِ = لشاءح الاِزظبط١خ ػٕذ اٌمٛي اٌّٛعٟ  

رؼبدي رشو١ضاً ِٓ اٌذٔب  1اٌزٟ رغبٚٞ ٚٔب١ِٛٔزش  263ػٍٝ اػزجبس اْ اٌمشاءح ػٕذ اٌمٛي اٌّٛعٟ   

 ِب٠ىشٚ شاَ/ًِ. 53ِضدٚط اٌشش٠ؾ ِمذاسٖ 

 

 Estimation of DNA purity : حمذٚز َمبٔة انذَب 2-31-2-2

 اٌممممممٛي اٌّمممممٛعٟ ذرمممممُ ل١مممممبط ٔممممممبٚح اٌمممممذٔب ثمغمممممّخ لمممممشاءح اِزظبطممممم١خ اٌؼ١ٕمممممخ اٌّخففمممممخ ػٕممممم 

 ٔب١ِٛٔزش. 283ٔب١ِٛٔزش ػٍٝ لشاءح الاِزظبط١خ ػٕذ اٌمٛي اٌّٛعٟ  263



 

 ئٛت نهذَبٚ: حمذٚز الاحضبو انضش2-31-1

ئٟ ٌؼ١ٕمبد اٌمذٔب ثبعمزخذاَ ٘ملاَ ١مً اٌىٙشثمبؽِمٓ خملاي ػ١ٍّمخ اٌزش لذسد الاؽغمبَ اٌغض٠ئ١مخ ٌٍمذٔب

 اٌغض٠ئممممممممٟ  اٌؾغممممممممُِؼممممممممشٚغ ل١بعممممممممٟ وممممممممبسٚص ِممممممممغ د١ٌممممممممً ؽغّممممممممٟ ِزىممممممممْٛ ِممممممممٓ دٔممممممممب الا

(Zaid et al., 1999). 
 

 -: انًحبنٛم انًظخخذيت:2-31-1-3

 X 31 بمٕة TBEيحهٕل  -3

ؽمبِغ   ُ ِمٓ 55ٚ  (Tris-base) ُ ِٓ ِبدح اٌزشط اٌمبػذٞ  138رُ رؾؼ١ش ٌزش ِٕٗ ثبراثخ 

 ًِ ِٓ اٌّبء اٌّمممش. 833( فٟ 8ٌِٛش رٚ اط ١٘ذسٚع١ٕٟ  3.5) EDTAًِ ِٓ ِؾٍٛي  43ٚ  اٌجٛس٠ه

 ثزشو١ممممممممممممممممممممممممض  HCl ثبعممممممممممممممممممممممممزؼّبي 2.8ػممممممممممممممممممممممممذي الاط ا١ٌٙممممممممممممممممممممممممذسٚع١ٕٟ اٌممممممممممممممممممممممممٝ 

 13ػممُ ثبٌّؼممبَ، ٚػٕمذ الاعمزؼّبي خفمف اٌّؾٍمٛي صُ اوًّ اٌؾغُ ثبٌّبء اٌّممش اٌٝ اٌٍزمش ٚػ١بسٞ  3.1

 ِشاد ثبٌّبء اٌّممش.

 X 6بمٕة  Loading buffer (LB)ٛم يحهٕل انخحً -2

 Bromophenol)ِمٓ طمجغخ اٌجشِٚٛف١ٕمٛي اٌضسلمبء   ُ 3.25ًِ ِٕٗ ثبراثخ  133رُ رؾؼ١ش 

blue)  ٟاٌغ١ٍغم١شٚي، ٚػمذي الاط ا١ٌٙمذسٚع١ٕٟ اٌمٝ  33ف ٌٗ ١ػاًِ ِٓ اٌّبء اٌّممش ٚ 53ف ِٓ ًِ

ِمٓ ١٘ذسٚوغم١ذ   مُ 4ٖ ثبراثمخ ػ١مبسٞ )ٚاٌمزٞ رمُ رؾؼم١ش ١٘1ذسٚوغ١ذ اٌظٛد٠َٛ ثزشو١مض  ثبعزؼّبي 8

 اٌّبء اٌّممش.بػبفخ ًِ ث 133وًّ اٌؾغُ اٌٝ اًِ ِٓ اٌّبء اٌّممش( صُ  133اٌظٛد٠َٛ فٟ 

 

 (Ethidium bromide) صبغت بزٔيٛذ الارٛذٕٚو -1

ِمً ِمٓ  13ٍِغمُ ِمٓ ِغمؾٛق اٌظمجغخ فمٟ  133ٍِغُ/ًِ ٚرٌه ثبراثخ  13رُ رؾؼ١ش٘ب ثزشو١ض 

4ّخ فٟ دسعخ ؽشاسح ز١ٕخ ِؼفٟ لٕ ذاٌّبء اٌّممش ٚؽفظ
°

 َ ٌؾ١ٓ الاعزؼّبي.

اٌّغٙمض ِمٓ شمشوخ ( ladder DNA) لٛبطيٙ يؼيزٔف انحضيى انضشٚئيٙانذنٛم انحضًيٙ انًخًزيم بيذَب  -4

Fermentas  ِب٠ىشٚ شاَ/ِب٠ىش١ٌٚزش 3.1ٚثزشو١ض . 
 

 : غزٚمت ححعٛز ْلاو الاكبرٔس2-31-1-2

ؼممبد ِلائّممخ ٌؾممٛع اٌزشؽ١ممً اٌىٙشثممبئٟ ار ٌممٛػ صعممبعٟ رٚ اث ثبعممزؼّبيرممُ اػممذاد ٌممٛػ اٌزؾ١ّممً  .1

ػٕمذ  (Wells)ٛٞ ٚصجذ ػ١ٍٗ اٌّشؾ اٌخبص ٌزى٠ٛٓ اٌؾفش لؽبفبد اٌٍٛػ ثشش٠ؾ لاطك  نؽ١مذ

 اؽذ اؽشاغ اٌٙلاَ.

اٌزٞ رُ رؾؼ١شٖ اٌّزؼبػف  % ٚرٌه ٌٍىشف ػٓ ػ١ٕبد اٌذٔب1.2٘لاَ الاوبسٚص ثزشو١ض  ؽؼش .2

ٌٍٚؾظممٛي  .لاؽممبً( بٟ عمم١شد روش٘مزمٚاٌ) RAPDاٌمـ  درفمبػلا ثبعممزؼّبيٚرممذ٠ش ؽغّمٗ اٌغض٠ئمٟ 



ٚعممخٓ ِممغ  TBEِممً ِممٓ ِؾٍممٛي  133 ممُ ِممٓ الاوممبسٚص فممٟ 1.2ػٍممٝ اٌزشو١ممض اػمملاٖ رممُ اراثممخ 

55-53ّغزّش ٌؾ١ٓ اوزّبي الاراثخ صُ ثشّد اٌٝ دسعخ ؽشاسح اٌزؾش٠ه اٌ
°
.َ 

ً  ِغزّش ٚ٘بدب ٌزغٕت رىْٛ اٌفمبػمبد اٌٙٛائ١مخ ٚعُ  .3 ثبٌّبطمخ  ذاص٠ٍمىت اٌّغزؾؼش ثشفك ٚثشى

 وزغت اٌظلاثخ.اٚرشن اٌٙلاَ اٌٝ اْ  ػٕذ ٚعٛد٘ب

صمُ سفمغ اٌّشمؾ  TBEثؼذ رظٍت اٌٙلاَ سفغ اٌلاطك ٚٚػغ فٟ ؽٛع اٌزشؽ١مً ٚ ّمش ثّؾٍمٛي  .4

 ثٙذٚء.

 .(LB)ِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ ِؾٍٛي اٌزؾ١ًّ  3رُ ِضط وً ػ١ٕخ ِٓ ػ١ٕبد اٌذٔب اٌّشاد رؾ١ٍّٙب ِغ  .5

ٚػغ اٌذ١ًٌ اٌؾغّٟ  ِغشٚط اٌؼ١ٕخ ِٓ عمؼ اٌؾفشح ػذَ خ ٟػٚاٌؼ١ٕبد ػٍٝ اٌؾفش ٚس ذٚصػ .6

 فٟ اٌؾفشح اٌّخظظخ ٌٗ ػٍٝ اؽذ عبٔجٟ اٌٙلاَ. اٌم١بعٟ

اٌزشؽ١ممً ثبرغممبٖ اٌممممت  عممشٜفٌٛذ/عممُ.  3رممُ رٛطمم١ً المممبة اٌز١ممبس اٌىٙشثممبئٟ ٚعٙممض ثمممذسح  .2

غ عبػبد ٚػٕمذ ٚطمٛي اٌظمجغخ اٌضسلمبء اٌمٝ ِمب لجمً ٔٙب٠مخ اٌٙملاَ رمُ ا٠ممب 5-4ٚثؼذ ، اٌّٛعت 

 شؽ١ً.زاٌ

ػٍٝ ِؾٍٛي طمجغخ ثش١ِٚمذ الاص١مذ٠َٛ ثزشو١مض  ٚ  بسفغ اٌٍٛػ ِٓ اٌؾٛع ٚ ّش فٟ ؽٛع اخش ؽ .8

 َ/ًِ ٚرشن ٌٕظف عبػخ ِغ اٌزؾش٠ه اٌّغزّش ٚاٌٙبدب.شاِب٠ىشٚ  5ِمذاسٖ  ٔٙبئٟ

ٌشؤ٠مخ  ٔمب١ِٛٔزش 243ٚ  366ػٕذ اٌمٛي اٌّٛعٟ ؾض اٌٙلاَ ثزؼش٠ؼٗ ٌلاشؼخ فٛق اٌجٕفغغ١خ فُ  .9

  ظ٠ٛش٘ب.رؽضَ اٌذٔب ٚ
 

 

 RAPDححعٛز حفبػلاث انـ 

 (.1993ٚعّبػزٗ ) Williams٘زٖ اٌزفبػلاد ثبلاعزٕبد اٌٝ  ؽؼشد

 انًحبنٛم ٔانًٕاد انًظخخذيت :3

 Roche Molecularِغٙمممض ِمممٓ شمممشوخ  13Xثممممٛح  PCR bufferاٌّؾٍمممٛي اٌّمممٕظُ  .1

Biochemical ٍِْٛممٟ ِممٌٛش ِممٓ  133ِممٓ:  اٌّىممTris-HCl  ٟٕ8.3رٞ الاط ا١ٌٙممذسٚع١  ٚ

 % ِٓ اٌغ١لار١ٓ.3.331ٚ  (KCl)ٍِٟ ٌِٛش ِٓ وٍٛس٠ذ اٌجٛربع١َٛ  533

 ِٕمٛطمممممممممممممممخ الاٚوغمممممممممممممممغ١ٓ اٌمٛاػمممممممممممممممذ ا١ٌٕزشٚع١ٕ١مممممممممممممممخ صلاص١مممممممممممممممخ اٌفٛعمممممممممممممممفبد .2

 Deoxynucleoside triphosphates (dNTPs) ٚاٌزٟ رشًّ: اد٠ٕٛع١ٓ صلاصمٟ اٌفٛعمفبد 

١ّممذ٠ٓ صلاصممٟ ٚاٌضب٠  Deoxyadenosine triphosphate (dATP) ِٕمممٛص الاٚوغممغ١ٓ 

 ِٕمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممٛص الاٚوغممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممغ١ٓاٌفٛعمممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممممفبد 

 Deoxythymidine triphosphate (dTTP) ص  ٚاٌغممممب٠زذ٠ٓ صلاصممممٟ اٌفٛعممممفبد ِٕمممممٛ

 ٚاٌىٛأٛعممم١ٓ صلاصمممٟ اٌفٛعمممفبد Deoxycytidine triphosphate (dCTP) الاٚوغمممغ١ٓ

ٍِمٟ ِمٌٛش  2ٚثزشو١مض  Deoxyguanosine triphosphate (dGTP) ِٕمٛص الاٚوغمغ١ٓ



 ّغٙممممممممممممممممممممممممممممضح ِممممممممممممممممممممممممممممٓ شممممممممممممممممممممممممممممشوخٚاٌخممممممممممممممممممممممممممممض٠ٓ ٌٍّؾٍممممممممممممممممممممممممممممٛي اٌ

 Boehringer Mannheim. Gmb. H. Germany. 

زىمْٛ ِممٓ ػشمش لٛاػممذ ١ٔزشٚع١ٕ١مخ ٚاٌّغٙممض ِممٓ اٌّ (Random primer)اٌجمبدب اٌؼشممٛائٟ  .3

 GGAAGTCGCCٚرزبثؼٗ ٘ٛ: OPH.34سلّٗ  Operon Technolgies-USAششوخ 

 .ٍِٟ ٌِٛش 2( ثزشو١ض Mg Cl2) وٍٛس٠ذ اٌّغ١ٕغ١َٛ .4

 .Taq DNA polymeraseاٌذٔب أض٠ُ ثٍّشح  .5

 .Sigmaِٓ ششوخ  (Mineral oil)ِؼذٟٔ ص٠ذ  .6

 .Sigmaاوبسٚص ِٓ ششوخ  .2

 : غزٚمت انؼًم2

اسرذاء اٌمفبصاد ٚرؾذ وبث١ٕخ أغ١بة اٌٙٛاء اٌمجمٟ ٚرُ ؽفا وبفخ اٌّؾب١ًٌ ػٍٝ ؼذ اٌؼًّ ث ٜعش

 -ٞ شًّ اٌخمٛاد الار١خ:ٌزاصٕبء اٌزؾؼ١ش ٚافٟ اٌضٍظ 

 نٔجٛثمخٚرٌه ثّضط اٌّىٛٔمبد الار١مخ فمٟ  (Master mixture)ً اٌشئ١غٟ ؽؼش خ١ٍؾ اٌزفبػ .1

 ٚاؽذح ِؼمّخ ٚثبٌزشاو١ض اٌّج١ٕخ اصاء وً ِبدح:

 اٌّىٛٔــــبد
اٌؾغُ ٌؼ١ٕخ ٚاؽذح 

 ١زش(ٌ)ِب٠ىشٚ

 15.4 يبء يمطز يؼمى

 13X 2.5ثمٛح  PCR bufferِؾٍٛي ِٕظُ 

 1.25 وٍٛس٠ذ اٌّغ١ٕغ١َٛ

dNTPs 3.6 

 2.3 اٌجــــبدب

 Taq 3.25 أض٠ُ اٌجٍّشح

صب١ٔممخ  33ٌّممذح  اٌفممبئكاٌّشوممضٞ اٌمممشد فممٟ عٙممبص صممُ ٚػممؼذ صب١ٔممخ  33اٌّىٛٔممبد ع١ممذاً ٌّممذح  ذِضعمم  

 ٌزشع١ت لمشاد اٌّؾٍٛي اٌّزؼٍمخ ػٍٝ عذاس الأجٛثخ.

ِؼٍّمخ ِٚمً  3.5ٌىً أجٛثخ ِٓ الأبث١ت اٌظغ١شح عمؼخ  (ِب٠ىش١ٌٚزش 22اٌّؾز٠ٛبد ) ذٚصػ .2

 بد اٌّشاد رشؽ١ٍٙب.ٌؼ١ٕاثأسلبَ 



 ثبعمزؼّبيِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ دٔب وً ػ١ٕخ ٚرٌه ثؼذ اعمشاء اٌزخمبف١ف ٌٍّٕمبرط اٌّشومضح  3ف ١ػا .3

اٌّبء اٌّممش اٌّؼمُ ٌٍٛطٛي اٌٝ اٌزشو١مض إٌٙمبئٟ اٌّمٍمٛة ٌجمذء اٌزفبػمً اٌزؼمبػفٟ اٌّزؼمذد 

ٓ ػ١ٕمخ اٌمذٔب ٔمبٔٛ شاَ ٌىمً ِمب٠ىش١ٌٚزش ِم 153-13اٌزٞ ٠زمشاٚػ ثم١ٓ ٚالاشىبي ٌغٍغٍخ اٌذٔب 

(Udupa et al., 1998)  ٟػ١ٕممخ عممبٌجخ  دؽؼممشِٚممب٠ىش١ٌٚزش.  ١ٌ25ظممجؼ اٌؾغممُ إٌٙممبئ

(Negative sample) ع١ّغ اٌّىٛٔبد اػلاٖ ثبعزضٕبء دٔب اٌؼ١ٕخ.خ ػٍٝ ٠ٚبؽ 

صمُ  خٌؼذح صٛأٟ ٌغّمغ ِؾز٠ٛمبد اٌزفبػمً فمٟ لؼمش الأجٛثم دع١ذاً ٚٔجزاٌّىٛٔبد اػلاٖ  ذِضع .4

 ّؼممممممممممذٟٔاٌض٠ممممممممممذ اٌِممممممممممب٠ىش١ٌٚزش ِممممممممممٓ  25-23 ٌىممممممممممً أجٛثممممممممممخ ِممممممممممٓ اػمممممممممم١ف

94ٌّٕغ اٌزجخش اصٕبء ػ١ٍّخ اٌزؼبػف ٚاٌزٟ رظً ف١ٗ دسعخ اٌؾشاسح اٌٝ 
°
 َ(Weigand et 

al., 1993). 

ٌجمممذء اٌزفبػمممً  (Thermocycler)اٌمممٝ عٙمممبص اٌّجٍّمممش اٌؾمممشاسٞ اٌؾٍممممٟ  الأٔبث١مممت ذٔمٍممم .5

 -رُ ٚفك اٌجشٔبِظ الارٟ: ٚاٌزٞاٌزؼبػفٟ 

94ػٍٝ دسعخ ؽشاسح  خّظ دلبئكدٚسح ٚاؽذح ٌّذح 
°

 43ٙمب زَ ٌٍّغ  الاٌٟٚ ٌشمش٠ؾ اٌمذٔب، رٍ

92 وً دٚسح دل١مخ ٚاؽذح ػٍٝ دسعمخ ؽمشاسح ذدٚسح رؼبػف رؼّٕ
°

َ ٌّغم  اٌمبٌمت ٚدل١ممخ 

36ٚاؽذح ػٍٝ دسعخ ؽشاسح 
°

22 ٌشثؾ اٌجبدب ثبٌذٔب اٌمبٌمت ٚدل١مزمبْ ػٍمٝ دسعمخ ؽمشاسحَ 
°
َ 

دلممبئك ٚػٍممٝ  13 خ١ممشح ٚاؽممذح ٌلاعممزمبٌخ إٌٙبئ١مخ ٌّممذحِمغ دٚسح ا ،اٌّممشرجؾلاعمزمبٌخ اٌجممبدب 

22دسعخ ؽشاسح 
°
.َ 

 24-23اٌؼ١ٕممبد ِممٓ رؾممذ اٌض٠ممذ ثؾغممُ  ذالأبث١ممت ِممٓ اٌّجٍّممش اٌؾممشاسٞ ٚعممؾج ذسفؼمم .6

 ِب٠ىش١ٌٚزش ِٓ ِؾٍٛي اٌزؾ١ًّ. 3ِغ  ذِب٠ىش١ٌٚزش ِٚضع

)ٚؽغمت ّمٟ اٌؼ١ٕبد فٟ اٌؾفش ِمغ اٌمذ١ًٌ اٌؾغ ذ% ٚؽ1.2ٍّ٘لاَ الاوبسٚص ثزشو١ض  ؽُؼش .2

 عبػبد. 5-4ٌّٚذح (  2-3-13-2ِب روش فٟ اٌفمشح 

فؾض اٌٙلاَ ثظجغخ ثش١ِٚذ الاص١ذ٠َٛ رؾمذ الاشمؼخ فمٛق اٌجٕفغمغ١خ ٚطمٛس اٌٙملاَ ثبعمزخذاَ  .8

 ,Polaroid Blackٚافملاَ ِمٓ ٔمٛع  UV-Cameraثبلاشؼخ فٛق اٌجٕفغمغ١خ زظ٠ٛش اٌعٙبص 

White film Type 662. 

 الاؽغممبَمممغ اٌّزؼممبػفخ ثبلاػزّممبد ػٍممٝ ِٛالممغ اٌؾممضَ راد مٌٍرمممذ٠ش الاؽغممبَ اٌغض٠ئ١ممخ رممُ  .9

م١بعمٟ ثم١ٓ إٌّؾٕمٝ اٌسعمُ اٌمذ١ًٌ اٌؾغّمٟ اٌم١بعمٟ. اٌغض٠ئ١خ اٌّؼشٚفخ ٚإٌبرغخ ِٓ لمغ دٔب 

اٌّغمبفبد اٌزمٟ رجؼمذ  ٚلم١ُػٍمٝ اٌّؾمٛس اٌظمبدٞ  اٌّّضٍخالاؽغبَ اٌغض٠ئ١خ ٌٍذ١ًٌ اٌؾغّٟ ل١ُ 

اٌّغمبفخ اٌزمٟ  ل١غمذػٍمٝ اٌّؾمٛس اٌغم١ٕٟ.  اٌّّضٍمخٙملاَ ٘زٖ اٌؾضَ ػٓ ؽفش رؾ١ٍّٙمب داخمً اٌ

بعممبؽ ػّمٛد ِمٓ رٍمه ثٚ .عمخٚاٌّذسٙب وً ؽضِخ )اٌممؼخ اٌّزؼبػفخ( ِٓ ؽضَ اٌؼ١ٕمبد زلمؼ

ػٍمٝ اٌّؾمٛس  اخمش اٌم١بعمٟ، ِٚمٓ ٔمممخ اٌزممبؽغ ٘مزٖ رمُ اعممبؽ ػّمٛد ٝاٌّغبفخ ػٍمٝ إٌّؾٕم

 .Sambrook et al.,1989)) اٌظبدٞ ١ٌّضً ؽغُ اٌممؼخ اٌّزؼبػفخ
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ً طممممممممممممممممّّ  اٌؼشممممممممممممممممٛائٟ اٌىبِممممممممممممممممً اٌممممممممممممممممٝ اٌزظمممممممممممممممم١ُّ ذ اٌزغممممممممممممممممبسة ٚفمممممممممممممممممب

(CRD) Completely randomized design  ٞٛٚؽغمممممجذ ل١ّمممممخ المممممً فمممممشق ِؼٕممممم 

(LSD) Least significant differences   ثؼممذ ِمبسٔممخ اٌّزٛعمممبد  3.35ٚػٍممٝ ِغممزٜٛ اؽزّب١ٌممخ

 (.1983الله،  فٚٞ ٚخٍ)اٌشا

 


