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 Introduction ـةـــــمقدمال .1

 المساحة المزروعة بيا توازداد 1996 تم تسويق محاصيل التكنولوجيا الحيوية لأول مرة في عام
زرعت   2014مميون ىكتار في عام  181.5وحتى  1996 مميون ىكتار في عام1.7lسنوياً من 

 .مميون مزارع، في البمدان النامية والدول الصناعية عمى حد سواء 18دولة من قبل  28في 
مميون ىكتار،  73.1بمساحة  عدلة وراثياً بزراعة المحاصيل الم الولايات المتحدة البمد الرائد تعتبر
المزروعة  المحاصيل أما أىم فكندا.اليند، و الأرجنتين ثم في المرتبة الثانية البرازيل،  يمييا
لإنتاج أصناف مقاومة للأمراض البندورة و  والباباظ والكانولافول الصويا والقطن و  الذرة تضمنفت

في القرن الماضي، تركزت الجيود في مجال . (James, 2013) مبيدات الأعشابو  والحشرات
التقميدية لأشجار الفاكية البحوث الزراعية عمى زيادة إنتاج المحاصيل. ومع ذلك فان التربية 

ليا في طور الإثمار وبيولوجيا التكاثر محدودة بسبب طول دورتيا التكاثرية وطول فترة دخو 
ي المعقدة والدرجة العالية من تباين الزيغوت فييا. لقد وفرت الإنجازات عمى مدى العقد الماض

ات مفيدة، ومورثات مقاومة في عموم الوراثة والمعموماتية الحيوية خيارات جديدة لتحديد مركب
 الأصنافإنتاج  من الممكنأنو  وبداالنبات.  الأمراض والمورثات المسؤولة عن نمو وتطور

أقصر مقارنة بالتربية التقميدية  الموجودة مع تغيير خواصيا حسب المرغوب في إطار زمني
(Aldwinckle and Malony, 2009). 

، كان التفاح ثالث أىم 2012في عام  المناطق المعتدلة.أحد أىم محاصيل فاكية  التفاح يعتبر 
  ةفي سوريو  طن مميون 76.3محصول فاكية بعد البرتقال والموز وبمغ إنتاج التفاح في العالم 

إجمالي عدد الأشجار المزروعة  وبمغ ألف ىكتار53 المساحة المزروعة و  ألف طن  257
مات الإحصائية الأخيرة التي المعمو وتشير  .((FAO STAT, 2013ألف شجرة 13565.1

أن الاتحاد الأوروبي يحتل المركز الأول في تصدير  إلىمن قبل وزارة الزراعة الأمريكية،  نشرت
من إجمالي المعروض في % 18ثم تشيمي بنسبة ، %19% يميو الصين بنسبة 22التفاح بنسبة 

 ,Polanco  et al)نيوزيمندا والأرجنتينو  الولايات المتحدة الأمريكية، وجنوب أفريقيا،، ثم السوق

2010.)  

 Maloideae(Pomoidea)  تحت عائمة، Rosaceaeالعائمة الوردية  إلىالتفاح  ينتمي
Haris et al, 2002)) ،  في المنطقة زروع  التفاح المأصل قد نشأ ومن المرجح أن يكون

في آسيا و السابق  السوفيتيمصين، في الاتحاد لعمى الحدود الغربية بالجبال الشاىقة المحيطة 
 Malus domestica Borkhوسمي بـ نواع، لأمجمع ىجين بين امن المفترض أنو الوسطى و 

(Korban and Skirvin, 1984). الانتخاب في العصور الوسطى، كانت الأديرة مسؤولة عن 
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ات اعر أصبحت ىذه الز وقد لمختمفة. ة اعو زر مواع الالأن استمرار مئاتوالإكثار والحفاظ عمى 
المصدر الرئيسي لانتخاب وتربية النباتات لإجراء تيجينات مدروسة متحكم بيا من أجل التحسين 

التاسع  القرن أواخرخلال . (MacHardy, 1996) القرن التاسع عشرفي الوراثي لصفات محددة 
في أوروبا  M. domestica زروععشر والقرن العشرين، تم التحسين الوراثي لأصناف التفاح الم

 العالم.دول أدخل التفاح إلى بقية ، وأخيراً  ،أمريكا الشمالية ونيوزيمندا واليابان واسترالياو  وروسيا
 ;Way et al)أصناف التفاح التجارية الحالية الجديدة الأساس لمعظملإدخالات شكمت ىذه ا

(1991; Janick et al; 1996). ،ويطور  ،صنف 7000 أكثر منتم توصيف في الوقت الحاضر
 سوى عدد قميليوجد  لا .ومع ذلك ،جديدةسنوياً انتخابات  في جميع أنحاء العالمالنبات مربوا 

لى جانب .(Janick et al; 1996)من الأصناف التي تنتج عمى مستوى تجاري  أىميتو  وا 
الاقتصادية، أصبح التفاح كنموذج للأبحاث الوراثية في الأشجار الخشبية المعمرة مغمفة البذور 

ميغا زوج من القواعد/في أحادي الصيغة  750ينوم الصغير نسبياً فيو )نظراً لحجم الج
عنو  تسمسل معبرعلامة  300000الصبغية(، وتوافر الموارد الوراثية مثل أكثر من 

expressed sequence tags (EST)  ومكتبات الكروموزومات الاصطناعية البكتيرية
(BAC لو والنسخ المتوقعة )( والخرائط الوراثية، ونشر التسمسل الكامل لمتركيب الوراثي )جينوم

ظائفيا و المورثات و  مواقع(، و DNA ـالتي تم تصنيعيا من قالب ال RNA )جزئيات الـ لممورثات
تطوير طرائق تحوير وراثي  إلى، بالإضافة مورثات معروفةمع  التماثل عمى أساس المفترضة

 Tatum et al, 2005; Newcomb et al )عممية وناجحة لمعديد من أصناف وأصول التفاح

, 2006; Han et al, 2007; Aldwinckle and Malony, 2009; Velasco et al, 

2010  ). 

(، غير 2N = 34) diploids الصبغية  صيغةالثنائية  التفاح المزروعة ىيسلالات معظم  
 10إلى 6تتراوح من ذات فترة يفاعة حتى تدخل مرحمة الإثمار التمقيح، و  خمطية ،ة ذاتياً متوافق

  .(Korban and Chen, 1992) أكثر سنوات أو

 منتظمة الإنتاج وتتصفأصناف تفاح عالٌة الإنتاجٌة و إلىٌحتاج السوق فً الوقت الحاضر 

المقاومة ٌرغب المنتجون والمربون بالأصناف بالإضافة إلى ذلك،  لثمار.عالٌة لجودة ب

. وعلى الرغم من أن مزاٌا الأصناف المقاومة التخزٌنحمل مشاكل تتللأمراض والآفات و

فً ذلك بسٌط السبب مثبتة، لكن الأصناف المقاومة لا تزال لٌست هً السائدة فً السوق. و

الحساسٌة مورثات فعالٌة اً، فقدت تجارٌالناجحة التفاح معظم أصناف هو أن واضح، و

 .Venturia inaequalis (Cooke) G جرب التفاحوهً ، لفطرٌة الأكثر شٌوعاً ا للأمراض

(Winter ومرض البٌاض الدقٌقً الذي ٌسببه الفطر(Podosphaera leucotricha Ellis 
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& Everh. ) ًن فً الفطرٌوقاٌة مستمرة من هذٌن  إلىجمٌع أصناف التفاح تحتاج  ، لذلك تقرٌبا

، على سبٌل المثال المفضلة لنموها وغٌرها من المسببات المرضٌة.الظروف المناخٌة كل 

رشة بمبٌدات فطرٌة خلال الموسم من أجل  15 إلى 10أشجار التفاح وسطٌاً من   تحتاج 

مخاوف زٌادة  و تكلفة إنتاج التفاح زٌادةوهذا ٌعنً  ،جربالخالٌة من الحصول على ثمار 

 ;MacHardy, 1996) استخدامات المبٌداتمن مخاطر حماٌة البٌئة وأنصار  المستهلكٌن

Gessler and Patocchi, 2007) الحالٌة موجهة نحو  تربٌة التفاحبرامج  فإن معظملذلك، و

طول للأسف، بسبب ثمار. لجودة ا فًتؤثر الحاجة إلى استخدام المبٌدات، دون أن التقلٌل من 

فً الزٌغوت غٌر متماثل المورثات  الكبٌرة فً التباٌنمستوٌات الدخول فً الإثمار والفترة 

مج تربٌة التفاح التقلٌدٌة امن بر أصناف جدٌدة إطلاقن عملٌة إف، نوالوقت اللازم لتقٌٌم الهجٌ

صناف أو تراكٌب وراثٌة غٌر من أ( جٌناتمربً النبات ٌنقل مورثات ) خاصة إذا كانو بطٌئة،

التهجٌن بٌن الأنواع المزروعة على سبٌل المثال، متكٌفة مثل الأنماط الوراثٌة البرٌة. 

الصفات الموروثة ستبعاد لامرات  عدةتهجٌن رجعً نواع البرٌة ٌحتاج إلى لأوا (المستأنسة)

سنوات  10 نحو صنف جدٌد إطلاقٌستغرق  نواع البرٌة. ٌمكن أنلأمن ا غٌر المرغوب فٌها

 ,Korban and Chen)جدٌد فً السوق صنفوتأسٌس  لإدخال عاماً    40أو أكثر، وتقرٌباً 

(1992; Brown, 1992 . 

مثل  DNA منقوص الأوكسجٌن النوويالرٌبً لحمض ل المتطورة تحلٌلالق ائتطبٌق طر إن

بمساعدة  الانتخابالمرتبطة بالصفات المرغوبة و  DNAـواسمات ال ، وتحدٌدالوراثٌة الخرائط

المعلمات الجزٌئٌة فً برامج التربٌة ٌمكن أن تساعد فً تسرٌع هذه العملٌة وبالتالً تطوٌر 

هذه الأصناف الجدٌدة  مع ذلك،لكن وصنف جدٌد مقاوم للأمراض والآفات خلال فترة أقصر. 

حٌث من محددة للغاٌة ٌتطلبون مواصفات الذٌن  أن تكون مقبولة من قبل المستهلكٌن،ٌنبغً 

  .جودة الثمار

أو مورثات ) ةمعٌن مورثةمن خلال إدخال  لتفاحلالتحسٌن الوراثً ٌعد فً إطار هذا الوضع، 

 جذابة للغاٌة إستراتٌجٌةالمدى القصٌر، على ، الحالٌة الأصناف التجارٌة إلى( معٌنة

(Aldwinckle and Malony, 2009). 

من كائن حي إلى  مباشرةً نقل الصفات الوراثية  عمميةطريقة حديثة في  الوراثية اليندسة تعتبر
وىذا عمى خلاف ما ىو معروف بنقل الصفات الوراثية  وراثية، قرابةآخر حتى ولو لم يكن بينيما 

التربية " ما يطمق عميو ذاصمة قرابة بين الكائنين وى وجودإذ لابد من  ،عن طريق التيجين
، ويعود السبب أنواع متباعدة وراثياً  بيناليندسة الوراثية نقل المورثات تتيح  ."الكلاسيكية لمنبات
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والتي  DNAإلى أن مورثات الكائنات الحية كافة مكونة من نفس المادة وىي جزيئة في ذلك 
عادة ترتيبيا من جديد   .مخبرياً يمكن قصيا ولصقيا وا 

 مـــن لعـــدد كحـــل الـــوراثي عـــديل الت لتعتمـــد الماضـــي القـــرن نيايـــة فـــي الوراثيـــة اليندســـة بـــرزت وقـــد
 نــتج. مختمفــة بيئــات مــع والتكيــف الآفــات ومقاومــة والجــودة الإنتــاج بمســتويات المتعمقــة المشــكلات

 2008 عــام لتصــل العــالم عبــربالمحاصــيل المعدلــة وراثيــاً  المزروعــة المســاحاتاتســاع  ذلــك عــن
  .(James, 2009) الشمالية أمريكا في معظميا ىكتار مميون 125 إلى

يممـك الوسـيمة لأن يتلاعـب  أصـبحلأول مـرة فـي التـاريخ و تميـزت اليندسـة الوراثيـة فـي أن الإنسـان 
بــالمخزون الــوراثي الكــائن فــي جميــع الكائنــات الحيــة ســواء أكانــت نباتــات أم حيوانــات أم كائنــات 

المختمفـة يمكـن أي أن التراكيب الوراثية لصور الحيـاة  ،دقيقة بما يحقق ويرضي رغباتو وطموحاتو
أن توضـــع عمـــى طاولـــة العمميـــات الوراثيـــة لتصـــبح مطواعـــة لمجراحـــة الوراثيـــة لاســـتحداث نباتـــات 

بيــدف تغييــر وظائفيــا البيولوجيــة عــن طريــق إضــافة مورثــات تحمــل صــفات وراثيــة  معدلــة وراثيــاً 
عمـل جديدة ومرغوب فييا أو إزالة مورثات تحمـل صـفات وراثيـة غيـر مرغـوب فييـا وتعـديل نظـام 

الإمكانـات تعـديل المورثات التـي تحمـل الصـفات المرغـوب فييـا.  كـل ذلـك يـؤدي فـي النيايـة إلـى 
 .الوراثية لمكائن الحي

يعد الاستخدام والتطبيق الناجح لمتقانات الحيوية من أجل تحسين النباتات حاجة أساسية وعموماً، 
الـوراثي ويتطمـب تطـوير طرائـق فعالـة وناجحـة لتجديـد النمـوات الخضـرية مـن  عـديلفي دراسات الت

 الخلايا والأنسجة المزروعة. 

المأشوب، أصبحت الطرائق الجديدة لمتحكم بالأمراض  DNAلمــالوراثي تعديل طرائق ال مع توفر
احد أو أكثر. ىذه و  لميكروب   مضاد   لمركب   واحدة   إذ يتم نقل مورثة   ،ىامةً  النباتية استراتيجيةً 

المورثة يمكن أن تشفر لمكيتيناز عمى سبيل المثال الذي يحطم الجدران الخموية المحتوية عمى 
بكثير من الفطريات. ويمكن تحسين مقاومة النبات بتعبير بروتين أو أكثر مضاد في  الكيتين

طريقة جيدة وبديمة  التعديل الوراثي دوعموماً، يع(. Bent, 2003)نفسو لمميكروبات في النبات 
أو مكممة لمطرائق التقميدية لتطوير أصناف مقاومة نظراً لمقابمية العالية لأىم أصناف وأصول 

مبكراً لتكنولوجيا الحمض النووي  التفاح التجارية للإصابة بالأمراض الفطرية. كان التفاح ىدفاً 
 المأشوب منذ نشوءىا.

 التعدٌل الوراثًحول إجراءات الحالٌة  المعرفة مراجعةفً هذا الاستعراض، سوف ٌتم 

فً عرض موجز للموارد المتاحة وأحدث التطورات  إلى بالإضافةوتطبٌقاتها فً التفاح، 

، مع ة والبكتٌرٌةالفطرٌ مقاومة للأمراضأصناف تفاح  فً تطوٌرات الهندسة الوراثٌة  تطبٌق

مرض اللفحة النارٌة البكتٌري مقاومة لعلى تطوٌر أصناف تفاح خاص التركٌز بشكل 
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Erwinia amylovora  ومرض جرب التفاح الفطريVenturia inaequalis (Cooke) 

G.Winter, من التفاح  صولالمشكلة الرئٌسٌة التً تؤثر على صحة محن ٌعتبران ٌواللذ

استعراض سرٌع لتحسٌن  إلى بالإضافةأغلب مناطق إنتاج التفاح فً العالم. هذا  فًالأمراض 

مواصفات التفاح الأخرى وحدود التكنولوجٌا والتطورات الجدٌدة والوعً العام للتعدٌل الوراثً 

 فً التفاح والمنظورات المستقبلٌة.

لمصنفين والأصمين المدروسين في ىذه الدراسة  التعديل الوراثيأما الدراسات المنشورة عن 
 ;Royal Gala. (Faize et al, 2003, 2004 ال غالارويلمصنف  التعديل الوراثيفتشمل: 

al, 2007; Espley et al,2007; Joshi,2010 ).  غولدن ديليشسوالصنف Golden 

Delicious.( James et al,1989,1993;Janse et al, 2002; Ali Bacha et 

al,2012).  الأصلو M.26(Abdul-Kader et al,1998; 1999; Malnoy,  et al, 

2006 a, 2006b;2007; Xue,et al,2008.) واحدة حول الأصل بينما لم تنشر سوى دراسة 
MM111 (Ali Bacha et al, 2012). 

متفاح واستخدام طرائق زراعة التعديل الوراثي ل شرت أبحاث عديدة أخرى حولوعموماً، ن   
 Aldwinckleالدقيق وتجديد عدد كبير من أصناف وأصول التفاح  الإكثار الأنسجة من أجل

and Malony, 2009).)  الأسموب الأكثر استخداما عمى نطاق واسع لإدخال المورثات الجديدة
(. في يومغروباكتير آ)بوساطة بكتريا التدرن التاجي  التعديل الوراثيىو في النباتات ثنائية الفمقة 

الناقل الثنائي المجرد من المورثات التي تسبب الأورام والمحمول في بكتريا التدرن  ىذه العممية،
 James)الكنب( ىي العناصر الرئيسية لمتحوير الناجح )س و التاجي وأجزاء ورقة النبات أو الكال

et al,1989وعموماً، بدأت معظم الدراسات باستخدام مقاطع ورقية مخدوشة .) Norelli et al, 

ولكن المستزرعات من سلاميات قمية من نموات صنف التفاح رويال غالا المحجوب ( (1996
 . ((Liu et al, 1998وراثياً معدلة  عنيا الضوء قد أعطت كفاءة أعمى في إنتاج نموات 

ستخدم الـ ت حيث يز ثبيرون سينس -2لأنزيم في نبات الجربيرا التزيني  g2ps1تشفر المورثة 
Acetyl-co-A  و الـMalonyl- co-A  وتفاعمي تكثيف من أجل التصنيع الحيوي لنوعين من

الجيربيرين والباراسوربوزايد المذين يساىمان في مقاومة  مشتقات البيرون ىيدروكسي ميثيل ىما:
 . اً الأمراض الفطرية و الحشرات أيض
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 يزال ىناك بعض لإكثار النباتات، لكنو لا نتشارالاالدقيق طريقة واسعة  يعد الإكثار الخضري
حيث لا تزال معدلات التكاثر غير  ،العوامل المحددة لانتشار تطبيقو بشكل أوسع في المشاتل

عمى منيا مرضية.  كما أنو عادة ما  يترافق تجديد النباتات الخشبية من العائمة الوردية بمشاكل 
قة فعالة وأكثر وجو الخصوص الإفرازات الفينولية. وقد ثبت أن تشكل النموات العرضية طري

إنتاجية من تكاثر النموات الجانبية والتي تستخدم بشكل واسع في بعض المخابر التجارية 
المعروفة. وثبت من جية أخرى، أن تكاثر النموات العرضية باستخدام أجزاء الورقة ىو طريقة 

 Famiani et al 1994;Yao et)فعالة في إكثار أصناف وأصول التفاح ونباتات أخرى كثيرة 

al 1995;Modgil et al,1999). الورقة في العديد من  أجزاءلية التجديد من اوقد ثبتت فع
 ,Caboni et al ,1996; Ferradini et al,1996; Yao et al)أصناف وأصول التفاح 

1995; Norelli et al, 1996; Modgil et al, 1999; Szankowski et al,2001; ) 
ونشرت دراسات عن التجديد لعدد من أنسجة التفاح شممت الساق والفمقات والييبوكتيل والمئبر 

لكن من جية  (،Korban and Chen,1992; Gercheva et al, 2009)والبروتوبلاست
الخضرية المأخوذة من زراعات الأنسجة بأنيا الأكثر  خزعات الأوراق من النموات دتعثانية، 

 (Wilson and  James, 2003) فعالية وأكثر مصدر أنسجة موثوق من أجل التجديد

 مبررات البحث 
 منتظمة  نتاجيةإ وذات لمثمار عاليةف بجودة صتتالسوق إلى أصناف تفاح  حاجة •
 المنتجون والمربون بالأصناف المقاومة للأمراض والآفات وتحمل مشاكل التخزين ةرغب •
تحتاج أشجار التفاح إلى عدد كبير من الرشات بالمبيدات الفطرية خلال الموسم من أجل  •

ة إنتاج التفاح و مخاوف المستيمكين فزيادة تكم الحصول عمى ثمار خالية من ىذه الأمراض
 مخاطر استخدام المبيدات.وأنصار حماية البيئة من 

حجم الجينوم ل  نظراً الخشبية المعمرة مغمفة البذور  التفاح نموذجاً للأبحاث الوراثية في الأشجار •
الكروموزومات  توافر الموارد الوراثية ومكتباتو  (750Mb/haploid)الصغير نسبياً فيو 

الكامل لمتركيب الوراثي )جينوم( نشر التسمسل و  ( والخرائط الوراثيةBACالاصطناعية البكتيرية )
وراثي  عديلتتطوير طرائق , لو والنسخ المتوقعة لممورثات ومواقع المورثات ووظائفيا المفترضة

 .عممية وناجحة لمعديد من أصناف وأصول التفاح
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 بحث إلى ما يمي:ال ىدف: هـداف البحـثأ
دراسة التجديد من نسيج الورقة وبعض العوامل المؤثرة فيو وذلك كشرط أساسي لعممية 1. 

 التحوير الوراثي للأصناف والأصول المدروسة 
 Golden)الصنفينة المدروس من أصناف وأصول التفاحوراثياً معدلة إنتاج نباتات 2.

Delicious وRoyal Gala والأصمين MM111و (M26  تحمل المورثةg2PS1  والتي ليا
 دور في زيادة تحمل النباتات لبعض الأمراض الفطرية.

باستخدام تقنية التفاعل التسمسمي  الوراثي ديلالتعختبار النباتات المحورة والتأكد من ا 3.
 .وتقنيات أخرى PCR  لمبوليميراز 
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 وراثياً من بعض أصناف وأصول التفاح عدلةمإنتاج نباتات 

 ملخص

 لصنفي التفاحهدفت الدراسة الحالية إلى تطوير طريقة فعالة  لمتجديد المباشر من الورقة 
Golden Delicious   وRoyal Gala والأصمين'MM111' و'M26' الورقة ، بدءاً من أجزاء

لتطوير طريقة عممية وفعالة لمتعديل الوراثي بوساطة  وذلك كطريقة سريعة للإكثار وكشرط أساسي
 إنتاج نباتات مقاومة للأمراض الفطريةمن أجل  g2ps1 بكتريا التدرن التاجي التي تحمل المورثة

 من صنفي وأصمي التفاح المدروسين.

تشكلات عرضية  باستخدام الجزء الوسطي من الورقة من الأوراق الفتية تم الحصول عمى 
ومعدل   %94,%92,%95,%90المكاثرة بطرائق زراعة الأنسجة النباتية وبنسب تجدد  لمنباتات
لمصنفين والأصمين المدروسين عمى التوالي وذلك عمى وسط  ,4.1 4.5 ,5.6 ,4.0نموات 

 :المزود بـ  MS موراشيج وسكوغ 

 MS+ B5 vitamins + 1.0 g/l MES + 2.0 mg/l TDZ+ 0.2 mg/l NAA 

لم يلاحظ تشكل أعضاء عمى وسط الإكثار غير المزود بالسيتوكينينات. واعتمدت القدرة ينما ب
عمى التعضي من نسيج الورقة عمى عمر وأصل ومنشأ الورقة  حيث تم استخدام الأوراق الفتية 
بمون أخضر فاتح لامع والتي تكون أكثر قدرة عمى التجديد من الأوراق القديمة. وقد كان الجزء 

القمي والقاعدي لمورقة. وقد تم تشكل النموات  الجزأينمورقة أكثر قدرةً عمى التجديد من الوسطي ل
الجانبية العرضية من كل مناطق القطع ومن أسطح الأجزاء الورقية المجروحة. ولذلك تم استخدام 

والتي  الجزء الوسطي لمورقي من أجل التعضي من نسيج الورقة لمصنفين والأصمين المدروسين
 : الإضافات الآتيةالمزود بـ  MSعمى وسطتمت 

MS+ B5 vit. + 1.0 g/l MES+ 30 g/l sucrose+ 1 mg/l BAP+ 0.3  mg/l 

IBA+ 0.2 mg/l GA3 +  6 g/l agar 

وتمت عمميات إعادة الزراعة كل أربعة أسابيع لتوفير كميات كبيرة من الأوراق الضرورية لمتعديل 
 الوراثي.  

تمت دراسة العوامل المؤثرة عمى التعديل الوراثي وأمثمتها باستخدام بكتريا التدرن التاجي 
من نبات الجربيرا والتي تشفر لمبيرون سينثيز الذي يساهم في زيادة  g2ps1المحتوية مورثة 

 المقاومة للأمراض الفطرية والحشرات. 
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مغ/ل 5 وسكوغ الحاوي تم تجديد نموات خضرية معدلة وراثياً عمى وسط موراشيج 
BAP  مغ/ل ثيوديزيرون  2أوTDZ  مغ/ل  0.2وNAA بوجود العامل الانتخابي PPT 
 . وتم إكثار النموات المعدلة وراثياً عمى وسط موراشيج وسكوغ الحاوي:مغ /ل  3بتركيز

MS + B5 vitamins + 1.0 mg l
-1

 BAP + 0.3 mg l
-1

 IBA, 0.2 mg l
-1

 

GA3+1.0 g/l MES+ 30 g/l sucrose + 7.0 g/l Agar  

وتم إعادة إكثارها كل أربعة أسابيع  مغ /ل 3بتركيز  PPT بوجود العامل الانتخابيوذلك 
 لمحصول عمى كميات كافية لزوم اختبارات إثبات التعديل الوراثي.

تم الحصول عمى  كمونات معدلة وراثياً من الصنفين والأصمين المدروسين عمى التوالي 
والتي تم إثبات تعديمها الوراثي  بنموها عمى الوسط الانتخابي وأيضاً بعزل دنا من المتجددات 

 ثم تم إجراء اختبار التفاعل التسمسمي لمبوليمراز باستخدام بادئات خاصةوراثياً المفترضة معدلة 
زوج  477زوج قاعدي( ومورثة الانتخاب ) بحجم  1244لمكشف عن المورثة المنقولة )بحجم 

قاعدي( والتي أثبتت وجود المورثة المنقولة في الأجزاء المعدلة وراثياً، وكانت نسبة التعديل 
 التتابع تحميل % عمى التوالي ، وكذلك من خلال نتائج 0.3و  0.1و 0.6و  0.4الوراثي  

الـ دنا المعزول من النباتات المعدلة وراثياً ومقارنته مع تسمسل  لسلاسل يديالنكميوت
 Gerbera hybrida mRNA for 2-pyrone synthaseمن الجربيرا   g2ps1المورثة

accession no. Z38097.2) 99و 97تراوحت بين (، وبنسبة تشابه .% 

الأنابيب بنقل الأجزاء النباتية  مخبرياً ضمن تم بعد ذلك تجذير النباتات المعدلة وراثياً 
 (IBA) إندول بيوتريك أسيد   mg/l  1.0والمزود بـ MS ½سم إلى وسط التجذير  2-3بطول 

تمت أقممة النباتات المجذرة بسهولة ونجاح في البيت الزجاجي، ثم بوجود العامل الانتخابي و 
ليتم  2012تركت لتنمو في ظروف البيت الزجاجي حسب قانون الأمان الحيوي في سورية لعام 

 تقييم أدائها  في مقاومة الأمراض الفطرية.
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 Materials and Methods البحث وطرائقو وادـــــــم. 3

  :تنفيذ البحثوفترة مكان . 3.1

 دائرة   –قسـ التقانات الحيوية  –بحوث العممية الزراعية لم الييئة العامةالتجارب في  تفذن
جزء مف  إجراء, وتـ  2014-2011 فخلاؿ الفترة بيسوريا  -دمشؽ -دوما -تعديؿ الوراثيال

 g2ps1 ) تحديد تتابعات نيكميوتيدات المورثةالاختبارات الجزيئية في جامعة ىانوفر في ألمانيا
 .ومطابقتيا مع التتابع النيوكميوتيدي لممورثة المنقولة في النباتات المعدلة وراثياً(

   
 :المادة النباتية المدروسة 2.3.

نموات خضرية مف زراعات الأنسجة تـ الحصوؿ عمييا مف زراعات مخبرية  لصنفي التفاح 
 MM111 والأصميف Royal Galaروياؿ غالا    Golden Deliciousغولدف ديميشس

 قسـ التقانات الحيوية منذ بضعة سنوات -والتي يتـ إكثارىا في مخبر زراعة الأنسجة M26و
(Al-Rihani et al, 2008), (Al-Tinawi et al,2010)  ،وتتميز كؿ منيا بمواصفات جيدة

  .لكنيا تصاب بالأمراض الفطرية
 

يحتاج إلى فترة ف، ثماره صفراء المو  ،صنؼ أمريكي:  Golden Deliciousالصنف  1.2.3.
 ،الطعـ حمو والنكية محببة ،متطاولة ،متوسطة إلى كبيرة الحجـ هثمار ، متوسطة مف البرودة شتاءً 

صنؼ ، التخزيفو يتحمؿ النقؿ  ،يحمؿ بغزارة ،صنؼ مرغوب لقابمية زراعتو في الشتاء الدافئ
يصاب بالبياض ينضج في الثمث الأوؿ مف تشريف أوؿ.  ،تجاري ىاـ ومنتشر في أكثر البمداف

 الدقيقي والجرب. 
 

 Golden Deliciusبيف الصنفيفأنتج عف طريؽ التيجيف  :Royal Gala الصنف  2.2.3. 

X Kidds Orang.  أشجاره قوية النمو، متوسطة الحجـ، 1987مف فرنسا عاـ ةسوري إلىأدخؿ.
يتركز الحمؿ بشكؿ رئيسي عمى التشكلات  مـ، 6.5سـ وبمتوسط ثخانة  68متوسط طوؿ الطرد

مخروطية الشكؿ  إلىالثمرية، أوراقو كبيرة بيضوية الشكؿ، أزىاره بيضاء الموف، ثماره كروية 
في الثمث الأخير  إزىارهمخضر، موشح بالأحمر، طعمو حمو، موعد  لونيا أصفر كبيرة الحجـ

 مف نيساف وموعد عقد الثمار بداية أيموؿ والنضج آخر شير آب وبداية أيموؿ.
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وىو أصؿ متوسط القوة ومتوسط في موعد الإثمار وذو قدرة ممتازة : MM111 الأصل   3.2.3.
. تحممو لبرودة الشتاء متوسطة رالإثمار. الثباتية في التربة جيدة وكذلؾ قدرتو عمى التكاثعمى 

والمفحة النارية، في حيف  Phytophthoraولمجفاؼ جيدة. وىذا الأصؿ جيد المقاومة لأمراض 
 . ةتو لمبياض الدقيقي ولمجرب متوسطأف مقاوم

 
التي يمكف زراعتيا بدوف تدعيـ. : أصؿ مقزـ يعطي أصغر الأشجار M26الأصل  4.2.3. 

مف الحجـ القياسي. الأشجار المطعمة عميو مبكرة الدخوؿ بطور  %40 ػحجـ الشجرة أصغر ب
تجذيره متوسط توافقو  collar rotالإثمار, يتحمؿ الترب الطينية الثقيمة. مقاوـ لتعفف العنؽ الجذري 

  ة.متوسطلجرب  وامع الأصناؼ جيد, مقاومتو لمبياض الدقيقي 

 

 العمل خطوات 3.3.
 ما يمي:  التعديؿ الوراثيخطوات  تشمم

كثارىا  في الأنابيب تأسيس زراعات التفاح مخبرياً -1  بطريقة زراعة الأنسجة النباتيةوا 

 . مف أقراص الأوراؽ تحديد الشروط المثمى لمتجديد 2-

الحاممة لممورثة المرغوبة بالزراعة المشتركة لأقراص  غرروباكتريو بالأ التعديل الوراثي -3
  )التحمؿ لمبيد الأعشاب( تجديد النموات بوجود عامل انتخابيو  الأوراؽ

واختبارىا لوجود المورثة المرغوبة ومورثة  DNAالػ)عزؿ  تقيي  المتحورات واختبارىا جزيئيا -4
 البادئات المناسبة   وجود ب  PCRتفاعؿ التسمسؿ البوليميرازي ذلؾ باستخداـ و  الانتخاب(

 .وتنميتيا في ظروؼ البيت الزجاجيوتقسيتيا وراثياً  المعدلةتجذير النباتات  -5
 
 Establishment of Aseptic Culture تأسيس زراعات الأنسجة النباتية .3.3.1

التي تـ الحصوؿ عمييا مف زراعات أجريت التجارب عمى نموات خضرية مف زراعات الأنسجة  
 .M26و MM111والأصميف Royal Galaو   Golden Deliciousمصنفيفلمخبرية 

والبراعـ القمية والجانبية في بداية الربيع مف طرود فتية بعمر سنة القمة النامية  أخذ تـ ●
ومأخوذة مف أشجار بالغة نامية في الحقؿ تحت الشروط الطبيعوأزيمت الحراشؼ والأوراؽ 

  .( ساعة(1الخارجية ثـ وضعت تحت الماء الجاري مدة 
نقعت بمحموؿ الكموراس التجاري  دقيقة واحدة ثـ  ((1% مدة 70بالكحوؿ  سطحياً  تعقيمياتـ  ●

 100لكؿ20 نقطة تويف  إضافةمع  دقيقة 15مدة % 25بتركيز ىيبوكمور الصوديوـالذي يحوي 
  .بالماء المقطر المعقـ لمتخمص مف بقايا المادة المعقمة ثلاث مرات  ثـ غسمت مؿ محموؿ
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بنصؼ تركيز العناصر الكبرى ذائية طازجة صمبة غزرعت الخزعات النباتية عمى أوساط ●
غ/ؿ حمض  0.1غ/ؿ حمض الميموف و0.15والمضاؼ إليو مضادات الأكسدةMS لوسط 

وحفظت مغ/ؿ فحـ منشط  2.5 حمض الكافييف معغ/ ؿ  200و PVPغ /ؿ  1الأسكوربيؾ مع
أوساط جديدة  إلىفي الظلاـ مدة أسبوع في ظروؼ غرؼ النمو  وكاف يتـ نقؿ ىذه الخزعات  

واستمرت الفينولية التي ترافؽ زراعة التفاح وتعيؽ نموىا  الإفرازاتلمتخمص مف  أياـكؿ ثلاث 
 أواني زجاجية  إلى الخزعات نقمت الإفرازاتوبعد توقؼ ىذه أسابيع  4ىذه المرحمة مدة 

موراشيج ميمي ليتر مف وسط الزراعة الأساس ل  50ميمي ليتر تحوي 250 قطرميزات( سعة)
  بتراكيز بنزيؿ أدنيف (BA) المغذي مضافاً إليو (Murashige and Skoog ; 1962)وسكوج 

 يتر/لغراـ يمم 0.3و 0.1بتركيز  Indol-3- butyric acid (IBA( معيتر /لغراـ يمم1و0.5 
 . MESغراـ/ليتريمم1000/ليتر +غراـ  0.2 بتركيز Gibberelic acid GA3 مع
عادة الزراعة الناتجةالنموات إكثار تـ  ● واستمرت ىذه المرحمة مف الإكثار  كؿ ثلاثة أسابيع  وا 

ب التجديد ر احتى تـ الحصوؿ عمى عدد كاؼ مف المادة النباتية المناسبة لتجأشير  6حوالي
 .لوراثياوتجارب التعديؿ  باستخداـ أجزاء الورقة

المضاؼ لو  MS الزرع الثالث نقمت النموات إلى وسط مغذي في: الاستطالةمرحمة نقلت إلى  ●
 -Iso (2ip) مغ/ؿ مف 8.3و Naphthalene acetic acid (NAA)ؿ /مغ  0.2

Pentenyladenine. 
بنصؼ تركيز  وسط موراشيج وسكوغ إلىبنقؿ النموات الخضرية  مرحمة التجذير إلىثـ نقمت  ●

ضافة العناصر الكبرى  .IBAمغ/ؿ 1 وا 
التدريجية في الحاضنات والبيت الزجاجي والتي ستذكر لاحقاً   مرحمة التقسيةثـ نقمت إلى  ●

. 5والجدوؿ بشكؿ مفصؿ ضمف فقرة التجديد مف الورقة والتعديؿ الوراثي وذلؾ منعاً لمتكرار
 .والاستطالة والتجذير الإكثارويوضح الأوساط المغذية المستخدمة في 

 أوساط إكثار واستطالة وتجذير النموات  . 5جدوؿ
 تركيب الوسط أوساط الزرع
 MS+1 mg/l BAP +0.3 mg/l  IBA+0.2 mg/l GA3 وسط الإكثار 

 MS+8.3 mg/l 2ip +0.2 mg/l NAA وسط الاستطالة 
  MS+1 mg/L IBA½  وسط التجذير
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 Regeneration from leaf tissues التجديد من أقراص الأوراق2.3.3. 
 متجديد مخبرياً بدءاً من نسيج الورقةلتحديد الشروط المثمى . 1.2.3.3

وذلؾ عمى نموات خضرية  ،الوراثيعديؿ تمت دراسة التجديد مف نسيج الورقة كشرط أساسي لمت
 والمدروسيف نفيف والأصميف صلم  مف زراعة الأنسجة تـ الحصوؿ عمييا مف زراعات مخبرية

 مثؿفي التجديد  المؤثرة العوامؿوتمت دراسة بعض 
( 3)وقاعدي ((2و وسطي (1)حيث تـ تقسيـ الورقة إلى ثلاثة أجزاء: قمي تأثير جزء الورقة 1 -

 .لدراسة أفضؿ جزء مف الورقة يعطي أعمى نسبة تجدد  وأعمى متوسط عدد النموات المتكونة

  :تأثير تركيب أوساط التجديد من حيث2-  

 MSحيث استخدـ مصدريف العناصر الكبرى لوسط مصدر العناصر الكبرى  تأثير -  
 .((Nitsch N6وسطلوالعناصر الكبرى لوسط  

) تأثير نوع السيتوكينيات  حيث استخدـ نوعيف مف السيتوكيننيات   تأثير اليرمونات النباتية   -
الثيديازوروف والبنزيؿ أدينيف بيوريف ، وتأثير نوع الأوكسينات حيث استخدـ مدريف للأوكسينات 

 (.D,2,4و  NAAحمض الخؿ نفتاليف ىما 

 .: سكروز أو سوربيتوؿتاثير مصدر الطاقة -

 وتـ تقييـ المعايير التالية:
 التي أعطت نموات عرضية ) النسبة المئوية لمتجدد%(.  تعدد الزراعا -

 عدد النموات الخضرية  المنتجة مف كؿ مستزرع )معدؿ التكاثر( -

  الخزعة النباتيةتحضير 2 ...3.3.2
 جمعت )نياية الزرع الثانوي الثالث( الاستطالةأربعة أسابيع مف الزراعة عمى وسط  -بعد ثلاثة
الفتية الخضراء فاتحة الموف والتي لا تزاؿ في حالة نشطة مف النمو والانقساـ الخموي الأوراؽ 

صنفي لوليس عمييا أي أعراض اصفرار وذات عروؽ واضحة وقوية مف النموات المكاثرة مخبرياً 
، ثـ أزيمت M26و  MM111وللأصميف  Royal Galaو Golden Deliciousالتفاح 

لنصؿ الورقة، ثـ تـ تقسيـ الورقة إلى ثلاثة أجزاء )قمي، وسطي  النيايات الطرفية والقاعدية
، وتأثير جزء الورقة  عمى التجديد مف الورقة دراسة التجديد مف نسيج الورقة مف أجؿ وقاعدي(

 .الوراثي عديؿالت وكذلؾ مف أجؿ دراسة
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  تجديد النموات الخضرية: 3. .3.3.2
زرعات  5سـ بمعدؿ  9في أطباؽ بتري قطر MSزرعت الأجزاء الورقية عمى الوسط الغذائي 

 21في كؿ طبؽ مع تماـ ملامسة السطح العموي لمورقة لموسط الغذائي، ثـ حضنت بالظلاـ مدة 
 dim light، ثـ عرضت للإضاءة المنخفضة ْـ23±1يوماً بظروؼ غرفة النمو بدرجة حرارة 

((3.5-6 µmol/m
2
/sec ثـ نقمت لمدة أسبوع ساعات ظلاـ 8و ساعة إضاءة وبمعدؿ 16و ،

 إلى الإضاءة الكاممة تحت شروط غرفة النمو. نقمت الزراعات المتجددة إلى وسط الإكثار
غ/ؿ 1و  B5مف الميواينوزيتوؿ وفيتامينات /ؿمغ100 كوسط أساسي و MSالمؤلؼ مف وسط 

غ/ؿ جيمرايت، وقد تـ استخداـ ثمانية تراكيب مف المتممات  2.5سكروز و %3و MESمف 
 درجة (. تـ تعديؿ4لموسط الأساس مف أجؿ دراسة كفاءتيا لمتجديد وتشكؿ الأعضاء )جدوؿ

نظامي قبؿ 1 تركيز HCLأو   KOHباستخداـ 5.7المستخدمة إلى الأوساط (PH)حموضة
  دقيقة.20 لمدة  ²كغ/سـ 1.4وضغط  °ـ121التعقيـ بالأوتوكلاؼ عمى درجة 

 
عادة تكاثر النموات الخضرية 4.2.3.3..   الزرع وا 

النموات إفرادياً مف  ئصاؿستتـ ا ،أسابيع 4 نحوتحريض النموات ببعد التحضيف عمى وسط  
عادةالزرعات المختمفة   تأسابيع نقم 4وبعد  ،خالي مف منظمات النمو MSزرعيا عمى وسط  وا 

 التوافؽ اليرموني:ع ػم MSمؿ مف الوسط الغذائي  10أنابيب تحوي إلػى 

 1 mg/l BAP + 0.3 mg/l IBA+ 0.2 mg/l GA3 

أجزاء صغيرة  إلىتقسيـ النموات الخضرية المتفرعة ب )الزرعات الثانوية( الزرع إعادة ثـ تمت
روط ػأسابيع تحت ش 4 -6 ة صغيرة كؿػبراعـ جانبية ونموات خضريعدة مع  سـ 1-2 بطوؿ
 اط غذائية لمتكاثر والتضاعؼػأوس ونقمت إلػى في حجرة دفؽ اليواءمعقمة 

 
 :أوساط تجديد النموات 5.2.3.3.

 MSوأملاح العناصر الصغرى لػ  الذي يحوي أملاح العناصر الكبرى استخدـ الوسط المغذي 
 MSوأملاح العناصر الصغرى لػ   Nitschوسطوالفيتامينات، أو أملاح العناصر الكبرى ل

-2.5بتركيز BAPالبنزيؿ أمينو بيوريف غ/ؿ سكروز. أضيؼ لموسط  30 مع B5والفيتامينات 
 0.2بتركيز  NAAحمض الخؿ مغ/ؿ بالتوافؽ مع الأوكسيف نفتاليف 2 بتركيز TDZمغ/ؿ أو 5

 حضنت ىذه الزراعات في غرفة النمو تحت درجة حرارة . و مغ/ؿ 0.2بتركيز   D-2.4 أو ؿمغ/

أسابيع، نقمت بعدىا إلى شروط الإضاءة  2-3وذلؾ تحت ظروؼ الظلاـ الكامؿ لمدة  ـ24ْ 
 ساعات 8ساعة إضاءة/ 16وبشكؿ تدريجي حتى تصؿ إلى ظروؼ الزرع العادية مف الإضاءة 
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أسابيع مف حيث نسبة التجديد وعدد  6-8حيث تـ بعدىا أخذ قراءات التجديد بعد حوالي  ظلاـ
تركيب الأوساط المستخدمة  .1مف الجزء النباتي المستخدـ. ويبيف الجدوؿالنموات المتجددة بدءا ً 

 لدراسة التجديد مف نسيج الورقة.
 تركيب الأوساط المستخدمة لدراسة التجديد من نسيج الورقة   6.جدول 

 
  النموات دراسة العوامل المؤثرة في تجديد6.2.3.3. 

 تـ تقييـ المعايير التالية:
 :أولًا. مكونات وسط التجديد

: حيث استخدـ في تجاربنا مصدراف لمعناصر الكبرى لوسط العناصر الكبرى لوسط التجديد1-
مف أجؿ تحديد Nitsch ، والعناصر الكبرى لوسط MSالتجديد ىما العناصر الكبرى لوسط 

لمحصوؿ عمى   التعديؿ الوراثيأفضميا لمتجديد مف نسيج الورقة ومف ثـ استخداميا في تجارب 
 أعمى نسبة تجديد لمنباتات المحورة.

 :النمو المستخدمة في وسط التجديدمنظمات  2-
 TDZمغ/ؿ مع الثيديازوروف 5 بتركيزBAP : تمت مقارنة البنزيؿ أمينوبيوريفالسيتوكينينات

 مغ/ؿ. 2بتركيز
 .D-2,4وNAA : تمت مقارنة نوعيف مف الأوكسينات ىما الأوكسينات

 % 100: تمت مقارنة وسط التجديد الذي يحتوي عمى عامل تيمي  وسط التجديد وتركيزه3- 
 غ/ؿ( مع 0.625جيمرايت )بتركيز %25غ/ؿ( مع وسط يحتوي عمى 2.5جيمرايت )بتركيز

 غ/ؿ(. (5.25 آغار75%
 .%3حيث قورف بيف مصدريف لمطاقة ىما السكروز أو السوربيتوؿ بنسبة  مصدر الطاقة: 4-
 

 الوسط وسط الزراعة تركيب
MS+2.5 g/l Gelrite + 30 g/l Sucrose+1g/lMES R0 

MS+2 mg/l TDZ +0.2 mg/l NAA+2.5 g/l  Gelrite + 30 g/l  Sucrose+1g/lMES R01 
MS+ 5 mg/l BAP +0.2 mg/l NAA+2.5 g/l Gelrite + 30 g/l Sucrose+1g/lMES R02 

MS+ 5 mg/l BAP +0.2 mg/l NAA+2.5 g/l Gelrite + 30 g/l Sorbitol+1g/lMES R02* 

MS+ 5 mg/l BAP +0.2 mg/l NAA+0.625 g/l Gelrite + 5.25 g/l  Agar 30 g/l 

Sucrose+1g/lMES 

R02** 

MS+ 0.5 mg/l TDZ +0.5 mg/l  BAP +0.2 mg/l NAA+2.5 g/l Gelrite + 30 g/l 

Sucrose+1g/lMES 

R03 

N6 macro + MS micro +B5 vitamin +5 mg/l BAP +0.2 mg/l NAA +2.5g/l Gelrite +30 

g/l Sucrose+1g/lMES 

R04 

MS+5 mg/l BAP + 0.2 mg/l 2,4-D +2.5  g/l Gelrite + 30 g/l Sucrose+1g/lMES R05 



 هقــــــواد البحث وطرائمــ
 

56 
 

تـ استخداـ ثلاثة أجزاء لمورقة )قمي، وسطي، قاعدي( وتـ  :دراسة جزء الورقة المستخد  . ثانيا  
تقييـ قدرتيا عمى التجديد ودراسة أفضؿ جزء لمورقة الذي يعطي أعمى نسبة تجديد وأعمى متوسط 

 تجديد لمنموات.
نت الزرعات في - مع فترة  ْـ1± 24 ةعمى درجة حرار  غرفة النمو جميع التجارب ضمف حُضِّ

أسابيع في الظلاـ ثـ عرضت للإضاءة غير مباشرة مدة أسبوع ثـ نقمت إلى  3ة  وحضنت مد
 ظلاـ.ات ساع 8/ساعة إضاءة 16 ظروؼ الإضاءة المباشرة  وبمعدؿ

 
 :تأثير شدة الإضاءة في تشكل النموات العرضيةثالثاً. 

أسابيع الأولى في الظلاـ الكامؿ دوف  3لمدة  الدراسة تـ تحضيف المستزرعات في تجارب
µmol/m 10 التعريض لأي أشعة أو إضاءة، ثـ رفعت الإضاءة إلى شدة 

2
/sec  لمدة أسبوع

µmol/m 50بعد ذلؾ تـ وضعيا في الإضاءة الكاممة في غرؼ النمو وبشدة إضاءة 
2
/sec 

 .أسابيع مف بداية الزراعة 8حتى نياية التجربة بعد 
  

 تأثيرات خدش الورقة في التجدد والقدرة عمى تشكل الأعضاء النباتية: رابعاً.
الخاص مف نوع التجديد وذلؾ باستخداـ الممقط  أوساطتـ خدش الأوراؽ قبؿ أف تتـ زراعتيا عمى 

(BD157-Aesculap) ( الذي لا يحدث ضرراً كبيراً والمقترح مف قبؿ(Norelli et al, 1996 
  .يزيد مف نسبة تجدد النموات العرضيةأنو   Hemerly  et al (1993)وجدحيث 

مؿ مف  10بعد الحصوؿ عمى النموات المتجددة، نقمت ىذه النموات إلى أنابيب اختبار تحوي 
 MSوسط الإكثار ليتـ إكثارىا بطريقة زراعة الأنسجة وباستخداـ وسط الإكثار السابؽ الذكر: 

 mg/l BAP + 0.3 mg/l IBA+ 0.2 mg/l GA3 1التوافؽ اليرموني: ع ػم

 

 :التجذير 7.2.3.3.

وتـ  والناتجة مف مرحمة الإكثار (ترميميم20-35 استؤصمت القمـ النامية المتجددة بطوؿ )
وحضنت لمدة أسبوع في الظلاـ، ثـ   IBA مغ/ؿ 1بػالمزود MS ½ عمى وسط بسيولة تجذيرىا 

 فيالخالي مف منظمات النمو ووضعت  MS ½ نقمت ىذه النموات إلى أنابيب جديدة تحوي وسط
 Al- Tinawi et al,2010; Al-Rihani et al, 2008; Ali Bacha)لتشكؿ الجذور غرفة النمو

et al, 2009; 2012 )). 
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إلى  نقمت النبتات المجذرة في نياية فترة التجذير: التقسيةالنقل إلى أصص الزراعة و  8.2.3.3.
 MS   مرطب بمحموؿ  )حجـ/حجـ( 1:2أصص تحوي خميطاً مف البيتموس والبيرليت بنسبة 

 ºـ 1±24بدرجة حرارة النمو بينميت لمنع تعفف الجذور وحضنت في غرفة  فطري مبيدسائؿ مع 
 عمؿ ثقوبٍ صغيرةٍ تـ أسابيع وغطيت النبتات بأكياس شفافة مف مادة بولي إيتيميف ثـ  3-4لمدة 

ثـ أكبر فأكبر حتى إزالػة الأكياس نيائياً بعد أسػبوعيف، وقد استغرقت عمميػة التقسية فترة تراوحت 
شير قبؿ نقميا  2نحونقمت بعدىا النباتات إلى البيت الزجاجي حيث أمضت أسابيع.  4-3بيف 

. غرست النباتات في الحقؿ تحت MS 1/10إلى الأرض الدائمة وسمدت أسبوعياً بمحموؿ 
 .الشروط الطبيعية

 
   Genetic Transformationالتعديل الوراثي 3.3.3.

 للأصناف والأصول المدروسة:ي التعديل الوراثأمثمة شروط  1.3.3.3.

بيدؼ تقييـ  g2PS1عدة تجارب لأمثمة شروط التحوير لنقؿ المورثة المدروسة  إجراءتـ  
 . في التفاحالجرب والبياض الدقيقي إمكانيتيا عمى زيادة المقاومة لمرض 

 الوراثي:  عديلالبلاسميد المستخد  لمت .1.3.3.3.1

المحمولة عمى  g2ps1وذلؾ بنقؿ المورثةمصنفيف والأصميف المدروسيف ل التعديؿ الوراثيتـ إجراء 
  ػالمعزولة مف ال bar مورثة والذي يحوي  (2شكؿ) p Green II-35S-g2PS1البلاسميد 

Streptmyces و ثيريسيفنوالتي تعطي الأنزيـ فوسفي  ppt .الذي يبطؿ مفعوؿ المبيد العشبي 
لأنزيـ  تشفر ، فييلأنزيـ ذا خواص متنوعة في نبات الجربيرا التزييني g2PS1مورثة التشفر 
 تكويف المعروفة بدورىا في (Chalcon Synthase) ػعف أنزيمات ال ؼختمو يوى، البيروف

  ػويختمؼ تسمسؿ الحموض الأمينية عف أنزيمات ال النباتية (Pigmentationالصبغات )
chalcon synthase ستقلابية اليدمية مختمفة والمعطيات تدؿ لإالنموذجية وأيضاً خواصيا ا

فيي . الكبيرة والمورثات القريبة مف ىذه العائمة CHSػعمى أنيا تمثؿ صنفاً جديداً مف عائمة ال
وليا تركيب  CHSػ بأنيا عضو غير اعتيادي مختمؼ عف مورثات عائمة السابقاً اعتبرت 

فيي بالتأكيد ليس ليا دور في تصنيع الأنثوسياتينات  ،مختمؼ ونمط تعبير وراثي أيضاً مختمؼ
  GCHS2لذلؾ أعيد تسميتيا بدلًا مف  و  ستقلابية( فريدة.إخواص ىدمية ) يو تشفر لأنزيـ ذ

-Acetylػ البيروف فيي تستخدـ الأنزيـ واصيا المتعمقة بتصنيع وذلؾ بناء عمى خ G2PS1إلى 

co-A  الػو Malonyl- co-A ػوتفاعمي تكثيؼ عمى عكس مورثات ال CHS التي تشتمؿ عمى 
تفاعلات تكثيؼ مف أجؿ التصنيع الحيوي لنوعيف مف مشتقات البيروف ىيدروكسي ميثيؿ  ثلاث
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 ساىماف في مقاومة الأمراض الفطرية و الحشرات أيضاً.ذيف يمالجيربيريف والباراسوبوزايد ال ىما:
كركيزة بداية  Asetyl-co-A ػوىو أنزيـ يستخدـ ال CHSػ ىو بروتيف ذو قرابة بال GCSH 2 ػال

ليشكؿ قالب البيروف الطبيعي, الأنزيـ Malonyl- co-A  ػوينجز تفاعمي تكثيؼ باستخداـ ال
وبالتالي ، Acetyl-co-A ػليشكؿ ال Malonyl- co-A ػ( بسمسمة الCO2أيضاً يزيؿ الكربوف )

كركيزة بداية بدلًا مف فينيؿ  Acetyl-co-A ػفيي تستخدـ ال يستطيع أف يصنع ركيزتو الخاصة.
 -2-ىيدروكسي-4-ميثيؿ -6و تنجز تفاعمي تكثيؼ بدلًا مف ثلاثة وتحرر co-A-بروبانويد 

وبوزايد وىو مركب فعاؿ مضاد سو الباراالناتج مف ىذه التفاعلات ى )ميثيؿ بيروف(. -بيرو
لتغذية يرقات الفراشات الصفراء وىو مادة طميعية لحمض الباراسوربيؾ المعروؼ بتثبيطو لمفطور 

وقد أثبتت التجارب الأولية عمى قابمية  إنبات البذور ودرنات البطاطا. والبكتيريا وىو أيضاً يؤخر
أف الجربيريف  Anti-GCSH2 ػالمضادة لم الإصابة بالمسببات المرضية لمسلالات

في  وىجوـ الحشرات أيضاً  خواص وقائية ضد المسببات الفطرية اتوبوزايد ومشتقاتيما ذسوالبارا
لتصنيع الفينيؿ بيروف حيث  Benzoyl co-A ػىذه المورثة تقبؿ ال، علاوة عمى ذلؾو  الجربيرا.

 وليذا تـ اختيار ىذه (.HIV-1ياز )بينت النواتج )المشتقات( بأف ليا خواص مثبطة لمبروت
المورثة لنقميا إلى التفاح لاختبار مدى فعاليتيا في مقاومة الأمراض الفطرية في التفاح مثؿ 

المكرر 35S البروموتر تحت تحكـ )سيطرة( g2ps1 والمورثةالبياض الدقيقي والجرب. 
  .بنسختيف

 
 عديل الوراثيالمستخد  في الت g2PS1الحامل لممورثة  PGreen II 35S-G2PS1 البلاسميد. 2 شكل
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 المستخدـ في التعديؿ الوراثي لمتفاح binary vectorsشكؿ الناقؿ الثنائي   .3 شكؿ

(double 35S promoter:d35S-P35بدأ(، مُ  :) محفز ثنائيS-T :terminator 35S،P: 
promoter  ،)منيي NOS: Agrobacterium nopaline synthase gene, ،Bar: 

herbicide resistance selectable marker from Streptomyces hygroscpicus ،
RB: right border ، :LB left border) 

 : g2ps1الحاممة لممورثة  غرروباكتريو بوساطة الأ لمتفاح التعديل الوراثي 2..1.3.3.3
باستخداـ بكتريا التدرف التاجي  وذلؾ التفاح المدروسيف يمصأو  صنفيل التعديؿ الوراثيتـ إجراء 

EHA105 بلازميديفوالتي تحوي  معدلة وراثياً الEHA105-PGII35S–pSoup-g2ps1  
الذي يحوي  T-  DNAفيوp Soup  اسمو الأوؿ البلازميد : binary vector)الناقؿ الثنائي )

 Pوالبلازميد الأخر nptIIمورثة الانتخاب لمبكتريا وىي مقاومة المضاد الحيوي الكنامايسيف

Green II 35S-G2PS1  للأمراض الفطرية يحوي مورثة المقاومةg2ps1  تحت تحكـ
  ػالمعزولة مف ال  bar ػمورثة اليحتوي ىذا البلاسميد عمى  ، كما(2.)شكؿ 35Sالبروموتر 

Streptmyces وثيريسيفنوالتي تعطي الأنزيـ فوسفي ppt الذي يبطؿ مفعوؿ المبيد العشبي 
Basta وبذلؾ أصبح الاسـ الكامؿ لمبلازميد والذي يحوي مورثة المقاومة  .كورثة انتخاب

-EHA105- PGII35s– pSoup)عدلة وراثياً المولمنباتات المحورة ومورثتي الانتخاب لمبكتريا 

g2ps1  ( . الخطوات التالية: بإتباع وتـ التعديؿ الوراثي 

 : نباتات من صنفي وأصمي التفاح المدروسين بطريقة زراعة الأنسجةإكثار  1.2..1.3.3.3
عمى وسط تـ إكثار الزراعات المخبرية لنباتات التفاح مف الصنفيف والأصميف المدروسيف  -1

MS مغ/ؿ1 المضاؼ لو BAP 4 وذلؾ كؿ (2.)جدوؿ  رالإكثاأعيدت زراعتيا عمى وسط ثـ 

 عديؿالتـ الحصوؿ عمى عدد كاؼ مف المادة النباتية لمقياـ بتجربة تحتى  أسابيع عدة مرات
 .الوراثي
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وذلؾ قبؿ التحوير  مف النموات الناتجة عمى وسط الإكثار نقمت القمة النامية القوية النموث   -2
 0.2mg/l NAA +8.3mg/l المحتوي عمىإلى وسط استطالة الأوراؽ أسابيع  4-3بمدة 

2ip+ MS.  (5.)جدوؿ 
أسابيع قبؿ جمع الأوراؽ، وحفظت الزراعات  3-4نميت الزراعات تحت شروط إضاءة لمدة  -3

وتـ  في الشروط نفسيا بعد جمع الأوراؽ بحيث يمكف إعادة جمع أوراؽ جديدة منيا بعد أسبوع.
 مؿ فقط مف وسط 30الانتباه إلى أف يوضع فقط نمو واحد في وعاء الزراعة الذي يحتوي 

 ساعات 8ساعة/16الإكثار وزرعت في وضع أفقي وحفظت تحت شروط غرفة النمو)
± 24ثانية بدرجة حرارة  /2 ميكروموؿ/ فوتوف/ـ 60 - 50إضاءة/ظلاـ وشدة إضاءة تصؿ إلى

( تركيب الأوساط المستخدمة في إكثار واستطالة النموات المستخدمة في 5.. يبيف )الجدوؿ ـ1°
والتجديد مف الورقة وكذلؾ تركيب الوسط المستخدـ في تجذير ىذه النباتات  التعديؿ الوراثي

 والمتجددة . المعدلة
 

 غرروبكتريا:تحضير لقاح الآ2.2. .1.3.3.3
 (Sambrook and Russell, 2001)الذي يتكوف حسب  تحضير وسط تنمية البكتريا:ت   -1

 مف 
- 10 g/l  Poly trypton 

- 05 g/l  Yeasty extract 

- 10 g/l  Na Cl 
- 15 g/l  Agar 

لانتخاب  مغ/ؿ كانامايسيف(50 الحيوي )المضاد ضيؼ لو ثـ أوتـ تعقيمو بواسطة الأوتوغلاؼ. 
الحاممة لممورثة ىي مورثة الانتخاب لمبكتريا  أف مورثةحيث .البكتريا الحاممة لممورثة المدروسة

  psoupىذه المورثة محمولة عمى البلازميد و  مقاومة المضاد الحيوي )الكانامايسيف(
  P المحتوية عمى الناقؿ الثنائي  EHA105 pSoupغروباكتريوـتمت زراعة سلالة الأ -2

Green II الأوؿ ) يحوي بلازميديفpSoup   عمى أطباؽ بتري تحوي وسط تنمية البكتريا(LB) 
Luria-Bertani  

أياـ  2-4وحفظت الأطباؽ لمدة حيث نشرت البكتريا عمى الطبؽ بحيث تغطي كامؿ الطبؽ 
 .م° 28 بدرجة حرارة 

 الذي يتكوف مف:  مف وسط التحريض مؿ/ ؿ 2أضيؼ  - 3
induction medium  (SIM) +1mM Betaine phosphate+ 100 µM 

acetosyringone. 
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النامية عمى الوسط الصمب ليتـ جمع ىذه البكتريا النامية ونقميا  ايالطبؽ الذي يحوي البكتر  إلى
حيث تـ قياس  . SIMط مؿ إضافي مف وس1سؿ الطبؽ البكتيري بػ معقـ ثـ غُ  دورؽ إلى

مرات بحيث 10)نانومتر( لمزراعة البكتيرية المخففة  nm 600الامتصاص عمى طوؿ موجة 
ساعات عمى الأقؿ قبؿ  4ـ لمدة ° 28ف المحموؿ البكتيري عمى درجةثـ تحضي 0.7نحويكوف 

لتحريض ـ ° 28دورة/الدقيقة بدرجة حرارة 100عمى رجاجة بسرعة  التعديؿ الوراثيالبدء بعممية 
بعد أف خفؼ تركيز  (James et al. 1993a) غروباكتريوـتعبير مورثات الشراسة في الأ

نانو  (600)عمى طوؿ موجة  OD (0.5-0.1) المحموؿ امتصاصيةلتصبح الزراعات البكتيرية 
 متر.

وبدرجة حرارة  دورة في الدقيقة 2500بسرعة  رجاججياز  عمى نميت البكتريا طواؿ الميؿ -4
 بالدقيقة دورة 4500 في جياز الطرد المركزي بسرعة توضع ثـثـ تـ قياس تركيزىا  ، ـ° 28

التي  Pellet، ثـ تـ التخمص مف الرائؽ وأعيدت إذابة الرسابة  ـº 4دقائؽ ودرجة حرارة 10لمدة 
المؤلؼ مف العناصر العضوية لػ  MSOمؿ وسط تحريض شراسة البكتريا  20تحوي البكتريا في 

MS  ف يكروموؿ مم 10معTDZ أسيتوسيرنغوف ميكروموؿ100 و acetosyringone . 
 

 :بالبكتريا وتمقيحيالمستزرعات الورقية اجمع  3.2..1.3.3.3
ة ذات الموف الأخضر الفاتح الصغيرة والتي لا جمعت الأوراؽ المستخدمة مف النموات النشط -1

في والتي لا تزاؿ  وذات العروؽ الواضحة عمى الطرؼ الخمفي صفرارايظير عمييا أي علامات 
 MS  أسابيع نامية عمى وسط 4-3بشكؿ نشط وذلؾ مف زراعات مخبرية بعمر مرحمة النمو 

أوراؽ مف   1-3وقد تـ جمع  NAA.مغ/ؿ 0.2و 2ip /ؿمغ  8.3الحاوي عمى  الأوراؽ استطالة
كؿ نمو خضري، ووضعت الأوراؽ في طبؽ بتري مرطب بماء مقطر معقـ لمحيمولة دوف جفاؼ 

 الأوراؽ .
 -non –traumetric (Aesculap # BD) ) المحدث لمجروحغمر الممقط غير تـ 2- 

#157R, Tuttingen, Germany) المقترح مف قبؿ et al Norelli 1996))  وىو نوع مف
 .شرائح إلىقسمت و الأدوات الجراحية بمحموؿ البكتريا ثـ خدشت الأوراؽ بشكؿ خفيؼ بو،

د. وعمى درجة  30لمدة بمحموؿ البكتريا  صنؼ وأصؿجزءاً نباتياً مف كؿ  1000 تـ تمقيححيث 
ليتـ حساب النسبة المئوية لنجاح أجزاء ورقية في كؿ طبؽ  5بحيث تمت زراعة  ،حرارة الغرفة

،أي نسبة  معدلة وراثياً نموات خضرية  التي تنتجلممستزرعات  كنسبة مئوية  التعديؿ الوراثي
عمى وسط الإكثار وبوجود  وتستمر بالنمو عمى وسط التجديدلمنموات التي تظير ظيور  المئوية 

 .العامؿ الانتخابي أيضاً 
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لمتخمص  تـ سحب المعمؽ البكتيري بماصة معقمة، ثـ جففت الأوراؽ عمى ورؽ فمتر معقـ -3
 مف بقايا البكتريا.

 :الزراعة المشتركة4.2.1.3.3.3.
مع سلالة نقمت ىذه الأوراؽ إلى وسط الزراعة المشتركة  قيةور جزاء البعد عدوى الأ  -1 
  Acetosyringoneوذلؾ بعد التحريض بواسطةالمذكورة EHA105  غروباكتريوـالأ
بحيث يكوف السطح العموي لمورقة عمى تماس مع ، و لمدة ثلاثة أياـ Betaine phosphateو

ميكروموؿ  100 معNAA  فمغ/ؿ م  0.2و TDZف مغ/ؿ م 2 مع  MSالوسط الذي احتوى
 وميمـ بالجيمرايتBetaine phosphate مؿ موؿ مف 1و ((Acetosyrengonأسيتوسيرينغوف 

والأسيتوسيرنغوف مركب  .في أطباؽ بتري (Sigma chemical co. st. Lois)غ/ؿ   2.5
يزيد مف فعالية التحوير الوراثي  فينولي ينتج أثناء جرح أو خدش الخلايا النباتية ثبت أنو

بالأغروباكتريوـ حيث بينت الدراسات السابقة انو يحرض نسخ مورثات العدوى )الشراسة( في 
مورثة تتحرض  .بكتريا التدرف التاجي ولو دور كإشارة جاذبة ومحورة في بكتريا التدرف التاجي

مف خلاؿ   في بكتريا التدرف التاجي وبكتريا الشعيرات الجذرية  Ti Plasmid ػعمى الالشراسة 
زىا الجروح النباتية بينما يمعب ر ومركبات فينولية أخرى تفالأسيتوسيرنغوف التشفير لمستقبؿ مف 

 (James et al ,1993a; Muthu et al, 2013) سموزيأالبيتاييف  فوسفات دور واقي 
وسط  وذلؾ باستخداـأياـ  3لمدة  ـ° 24حضنت الأطباؽ في الظلاـ عمى درجة حرارة  -2

 الذي يتكوف مف: المشتركة  الزراعة
MS+2 mg/l TDZ+0.2 mg/l NAA+2.5 g/l Gelriet + 30 g/L Sucrose 

 

 

 :نتاا الا التجديد ونقل الأجزاء الورقية إلى أوساط  5.2.1.3.3.3. 
أياـ مف الزراعة المشتركة تـ غسؿ الأجزاء النباتية بمضاد حيوي لقتؿ البكتريا ثـ  3بعد  -1

مختمفة تحتوي منظمات  إلى أوساط تجديدبما فييا الأجزاء الورقية الشاىد نقمت الأجزاء الورقية 
)كعامؿ  PPT مغ/ؿ 3نمو وىي الأوساط نفسيا المستخدمة في التجديد مف الورقة مع إضافة 

بتركيز  Cefotaximeأو  Combactam مغ/ؿ  50و Ticarcillin/ؿ غم 150و انتخاب(
  (6. )جدوؿكمضادات حيوية لمتخمص مف البكتريا مغ/ؿ  250

 .1±ـ° 25أسابيع في غرفة النمو بدرجة  ثلاثةحضنت في الظلاـ لمدة  -2
ظروؼ غرفة  إلىلمدة أسبوع بعدىا نقمت غير مباشرة ثـ عرضت الزراعات إلى إضاءة  -3

µmol m 50ساعة ظلاـ وشدة إضاءة  8ساعة إضاءة/16النمو ونظاـ إضاءة 
-2

s
-1

photon 

flux. 
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ووضعت  النموات وسط استطالةعندما ظيرت النموات الخضرية استؤصمت ونقمت إلى  -4  
 في غرفة النمو تحت شروط الإضاءة.

)بوجود  عديؿ الوراثي لتمع امف نسيج الورقة جديد الأوساط المستخدمة لدراسة الت تركيب 7.جدوؿ
 (نتخابالاعامؿ 

 
المستخدـ  نفسو التركيبتحوي عمى أوساط جديدة  المعدلةالمتجددة  النموات الخضرية إكثارتـ 

اختبارات  لإجراءعامؿ الانتخاب لتوفير مادة لكف مع إضافة  لإكثار النباتات المتجددة مف الورقة
. حيث تـ استخداـ وسط إليياوانتقاؿ المورثة المرغوبة  عديؿ الوراثيالكشؼ عف نجاح الت
مغ/ؿ  2.0أو  BAP مغ/ؿ 5.0و B5 Vitamins )التالية: الإضافاتموراشيج وسكوغ مع 

TDZ مغ/ؿ 0.2و NAA  مغ/ؿ 3.0وPPT). 
 

 ول المدروسة صالتعديل الوراثي للأصناف والأتقيي   4.3.3.
 بإتباع الطرائؽ التالية:  التعديؿ الوراثيتـ التأكد مف 

 
 :الزرع عمى وسط يحوي عامل انتخابي1.4.3.3. 

مغ/ؿ حيث تعيش 3 بتركيز PPT تـ زرع النباتات المتجددة عمى أوساط تحوي عامؿ الانتخاب  
والتي تحوي مورثة المقاومة لعامؿ الانتخاب، بينما تموت الأجزاء النباتية  المعدلةفقط النباتات 

ط لأنيا لا تحوي مورثة المقاومة لعامؿ الانتخاب. بعد نقؿ المتجددات إلى أوسا المعدلةغير 
أسابيع، تـ تقييميا مف حيث 2-5  نحوب PPTو  Cefotaximeالإكثار العامة والمحتوية عمى 

مـ، جمعت ىذه 5 في الحالات التي كانت فييا استطالة النموات أكبر مف يا حية ونموىا. ئبقا
النموات ونقمت إلى حجرة رطبة معقمة. وعندما كاف ىناؾ أكثر مف نمو خضري جمعت القمة 

النمو القوي ونظراً لأنو غير واضح إذا كانت الميرستيمات التي أنتجت عدة نموات قد  النامية مف
نشأت مف حدوث تحوير واحد أو أكثر، فإنو جمع نمو واحد فقط مف كؿ ميرستيـ متجدد أو 

متعددة منتجة مف حدوث تحوير  معدلة وراثياً مجموعة مف الميرستيمات لتجنب وجود سلالات 

 الوسط التركيب
MS+2.5 g/l Gelrite + 30 g/l Sucrose+1g/lMES R0 

MS+2 mg/l TDZ +0.2 mg/l NAA+2.5 g/l  Gelrite + 30 g/l  Sucrose+1g/lMES R1 
MS+ 5 mg/l BAP +0.2 mg/l NAA+2.5 g/l Gelrite + 30 g/l Sucrose+1g/lMES R2 

MS+ 0.5 mg/l TDZ +0.5 mg/l  BAP +0.2 mg/l NAA+2.5 g/l Gelrite + 30 g/l 

Sucrose+1g/lMES 

R3 

N6 macro + MS micro +B5 vitamin +5 mg/l BAP +0.2 mg/l NAA +2.5g/l 

Gelrite +30 g/l Sucrose+1g/lMES 

R4 
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أسابيع، لكف إذا لـ يحدث استطالة ونمو بيا  خمسةواحد، إذا بقيت الميرستيمات خضراء بعد 
  cefotaximeمغ/ؿ مع  3بتركيزPPT فإنيا عندئذ نقمت إلى وسط نمو طازج يحتوي عمى 

ذا ماتت الميرستيمات تـ تعقيميا  µg 250 بتركيز  وىنا تـ حساب النسبة المئوية  إتلافياثـ وا 
 .ديؿ الوراثي بعدد النموات الناتجة عمى وسط الإكثار بوجود عامؿ الانتخابلنجاح التع

 

 : التقيي  بالطرائق الجزيئية 2.4.3.3.
جزيئياً  والتأكد مف انتقاؿ المورثة المرغوبة إلى التفاح، تـ إجراء  التعديؿ الوراثيمف أجؿ  إثبات 

أيضاً.  g2ps1والمورثة  barباستخداـ مرئسات متخصصة لمكشؼ عف المورثة   PCRتفاعؿ الػ
مف الأنسجة الورقية لمكمونات التي عاشت عمى وسط الانتخاب DNA  الػ ولذلؾ تـ أولًا عزؿ

بعد إجراء CTAB-buffer  (et al,1999  Chaudhry .)بإتباع طريقة محموؿ الاستخلاص 
  (الػ بسببM 1.2إلى 2Mموؿ الممحي مف تعديؿ طفيؼ شمؿ تخفيض تركيز المح

degradation  تكسير جزيئات الػDNAالذي ظير في عينات الػ )DNA   بإتباع البروتوكوؿ
والتي   DNAدوف تعديؿ والذي يعود إلى وجود البولي سكرايد، أو إلى وجود شوائب معينة مع الػ

 :يمي الخطوات المتبعة لعزؿ الػوبقائيا في البئر. وفيما DNA  تؤدي إلى زيادة في حجـ الػ

DNA 
 

 مف أوراؽ التفاح المعدؿ وراثياً و المكاثر بطرائؽ زراعة الأنسجة . راـغ 50-75يتـ وزف  1-
تنقؿ الأوراؽ الموزونة مف كؿ عينة نباتية إلى الآزوت السائؿ ليتـ طحنيا بوساطة جياز  2-

 النباتية .الطحف الكيربائي لمحصوؿ عمى مسحوؽ ناعـ مف المادة 
 2سعة   Ependorfغراـ( مف العينة المطحونة، وتوضع العينات في أنابيب  0.1)يؤخذ 3-  

 مؿ وترقـ الأنابيب حسب أرقاـ العينات النباتية.1
المسخف مسبقاً عمى درجة ميكروليتر مف محموؿ الاستخلاص  750لكؿ أنبوب يضاؼ 4-  
 لكؿ عينة والمكوف مف: درجة مئوية  65أو  60حرارة

Nacl (2M), 0.1 m EDTA (pH 8),  (20 mM) Tris (100mM) (pH 8) , 
PVP1 % (W/V) , 0.2 % 2-Mercaptoethanol 

 دقائؽ حتى يتـ التجانس. 10توضع الأنابيب عمى ىزاز دوراني ولمدة  و  

دقيقة ويتـ خلاليا تحريؾ العينات بيف  30-60 لمدة ـ° 65العينات في الحماـ المائي توضع 5- 
 فترة و أخرى وبشكؿ ىادئ  

ويتـ المزج  24/1 بنسبة , Chloroform/ Iso amyl alcohol  مف  lµ750يتـ إضافة  6-
 دقائؽ  10بشكؿ جيد مدة 
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دورة/ دقيقة( 13000) دقائؽ وبسرعة 10الأنابيب في جياز الطرد المركزي لمدة توضع 7- 
 ثلاثة أطوارـ حتى يتشكؿ ْ 4 وبدرجة حرارة 

 باقي .ويتـ التخمص مف ال lµ (500إلى أنبوب جديد ) العموي لمائيينقؿ الطور ا -8

حجميا تقريباً  وتمزج جيداً  3/4لمرشاحة بمقدار ـ°( (20-المبرد يزوبروبانوؿتتـ إضافة الإ 9-
 ـ°(20-)دقيقة في درجة   30وتترؾ لمدة 

  6000وبمعدؿ  ـ°4حرارة  دقائؽ عمى درجة10  المركزي( لمدةعممية التثفيؿ )الطرد تتـ 10- 
 دورة في الدقيقة .

والذي يتكوف  مف  l (800)µثـ غسمو بمحموؿ الغسيؿ  (DNA) تـ أخذ الراسب  11-
NH4AC) lµ( 23.5 ml d H2O+76 ml absolute Ethanol+ 134   كحوؿ مبردأو 

70% cooled Ethanol) ) 
   و بمعدؿ  ـ°4دقائؽ عمى درجة حرارة 10الأنابيب في جياز الطرد المركزي مدة توضع  12-

  دورة في الدقيقة.   6000
 .في درجة حرارة الغرفة DNAيتـ إزالة محموؿ الغسيؿ بكؿ حذر ويجفؼ الػ -13

 ( LµTE buffer )100بػ (DNA)يتـ حؿ الراسب  - 14

ـ °37دقيقة في حرارة  30 وتترؾ مدة RNAs (10mg/ml)أنزيـ  مف Lµ5يضاؼ 15- 
  RNAلمتخمص مف الػ

 ـ°-20أو عمى  ـ° 4في البراد عمى حرارة  DNA يحفظ الػ16- 
 
 المستخمص وتقدير تركيزه: DNAاختبار نوعية الـ   2.4.3.3.1  

( gel agaroseبواسطة الرحلاف الكيربائي باستخداـ ىلاـ أغاروز )  DNAتـ فحص نوعية الػ 
والتي ثبت أنيا غير  ؿ(مايكروليتر/  (Safe Red  100صبغة تحتوي عمى %   0.8بحجـ 

 ىلامة تـ التقدير النوعي عمىكما  DNAلصبغ الػ مسرطنة مقارنة مع الإثيديوـ برومايد
Agaros إذ يظير ،DNA ةعمى شكؿ حزم ذو النوعية الجيدة Band بينما يكوف ، DNA 

باستخداـ   DNAومف ثـ إظيار حزـ  الػ .Smearسيء النوعية مبعثراً وغير واضح الحدود 
، تـ انتقاء ( ويستخدـ مؤشر قياسي للإشارة لمواقع UVالأشعة فوؽ البنفسجية ) وحجـ الحزـ

تركيز وتـ قياس مف العينات ذات النوعية غير الجيدة،  DNAالأفضؿ مف العينات وأعيد عزؿ 
في العينات باستخداـ مقياس الطيؼ الضوئي   DNAالحمض النووي

(spectrophotometer ،) الأشعة لجزيئات الػ اختراؽحيث يعتمد ذلؾ عمى مبدأDNA  فكمما ،
تيا، وكمما قمت القراءة نوعيتقؿ الأشعة قميلًا وبالتالي  اختراؽعالياً يكوف DNA  كاف تركيز الػ

وبالتالي قمة نقاوتيا  DNAغير الػ  أخرىمواد مؤشراً عمى وجود تعطي  280عمى طوؿ موجة 
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يعتمد الجياز في عممو عمى زادت نقاوتيا.    280 وبالعكس كمما قمت القراءة عمى طوؿ موجة
للأشعة فوؽ  DNAقياس كمية الحمض النووي الموجودة عف طريؽ تقديره لامتصاص 

أف  1982عاـ  Maniatis et alنانومتر. حيث ذكر  280و   260البنفسجية بموجات طوليا
تساعد في  (OD 260/OD 280)نانومتر 280نانومتر والموجة  260النسبة بيف قراءة الموجة 

 . 1.8-2تقدير نقاوة الحمض النووي إذ يجب أف تتراوح ىذه النسبة بيف

نانومتر تسمح بحساب  260كما أوضح الباحث نفسو أف قراءة الامتصاص عمى طوؿ الموجة 
 Optical density)في العينة المقاسة، إذ أف كؿ وحدة مف الكثافة الضوئية  DNAتركيز 

OD) مؿ مف  ميكروغراـ/  50تقابؿ حواليDNA .)ذات السلاسؿ المضاعفة( 

 (:(Maniatis et al, 1982مف المعادلة التالية  DNAوبذلؾ حُسب تركيز  
DNA concentration (g/L) = [OD260 X معامؿ التمديد     X 50 (g/ml)]/1000 

 

 260الكثافة الضوئية لامتصاص الحمض النووي )ميكروغراـ( عند الموجة  OD 260إذ تمثؿ 
 نانومتر.

 

بالماء المقطر المعقـ، لموصوؿ  DNAتـ تمديد عينات الػ  :DNAتمديد عينات الـ 2.2.4.3.3.
 .PCR، وىو التركيز المطموب لتفاعؿ الػ (20ng/µl)لتركيز 

 التركيز بعد التمديد ×التركيز قبؿ التمديد= الحجـ بعد التمديد ×الحجـ قبؿ التمديد
Y × تركيز الػDNA ng/µl  =200 ×20ng/µl 

Y µl  =200 µl ×20ng/µlتركيز الػ /DNA ng/µl  
 .Y -200كمية الماء =

  
 PCRاستخدـ جياز التفاعؿ السمسمي لمبوليميراز :DNAتضاعف الحمض النووي 3.2.4.3.3. 

دورة، حيث تتكوف كؿ   35ميكرولتر و 20بحجـ تفاعؿ  Mastercycler-Eppendorfطراز  
. وذلؾ لمكشؼ DNAدورة مف ثلاث مراحؿ تؤدي في النياية إلى تصنيع سلاسؿ جديدة مف الػ  

مرئسات )بادئات(  4باستخداـ  g2PS1والمورثة المرغوبة   barعف وجود مورثة الانتخاب 
حسب  MWG Eurofins-GENOMICS, GERMANYتخصصية مصنعة لدى شركة 

 يبيف التسمسؿ النكميوتيدي لممرئسات المستخدمة في الدراسة الحالية.الذي 10. الجدوؿ 

 

 

 تركيز الحمض النووي
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 PCR. مكونات تفاعؿ الػ 8جدوؿ 
 الحج  اللاز  لعينة واحدة )ميكرو ليتر( المادة

H2O 5.3 
5X PCR buffer 4 

25 mM   MgCl2 1.5 

2 mM  dNTPs 2 

10 p.m/µl  primer (f) 1 
10 p.m/µl  primer( r) 1 

5 U/µl Taq Polymerase 0.2 

20 ng/µl   DNA 5 

Total 20 µl 

 barو    g2ps1 لمكشؼ عف المورثات PCR. برنامج عمؿ الػ 9جدوؿ 

 المراحؿ الحرارة/ ـ  الزمف عدد الدورات
g2ps1 bar g2ps1 Bar g2ps1 bar 

 Melting /Initial 94 94        94 دقيقة 3 دقيقة 3 1 1

denaturation 

مرحمة الفصؿ الأولي   
  Denaturation 95 95 دقيقة 1 دقيقة 1 30 30

 فصؿ السمسمة  المزدوجة
Anneling 60 65 دقيقة 1 دقيقة 1   التحاـ المرئسات 
Extension 72 72 دقيقة 1 دقيقة 1   لاستطالةا 

ةأخير  ستطالةا  Final Extension 72 72 دقيقة 5 دقيقة10 1 1  

Hold 4 4 لا نياية لا نياية حفظ حفظ تخزيف   

 
( المستخدمة في الدراسة لمكشؼ عف Primers. التسمسؿ النكميوتيدي لممرئسات )10جدوؿ

 ,MWG Eurofins Genomicsلمصنفيف والأصميف المدروسيف مف شركة  التعديؿ الوراثي

Germany 
 المتوقع الحجـ التسمسؿ النيكموتيدي مرئساسـ ال

g2ps1 (f.) 5'-CCG ACG GTA CCC CCC CTG CAG GTC GAC GG-3' 1244bp 
g2ps1 (r) 5'- GTC GGT CTA GAT CAG TTT CCA TTG GCA ACC GC-3' 

bar (f) 5'-GATTTCGGTGACGGGCAGGA -3' 477 bp 
bar (r) 5'-TGCGGCTCGGTACGGAAGTT  -3' 
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النيوكميوتيدي  ومطابقتيا مع التتابع g2ps1تحديد تتابعات نيكميوتيدات المورثة  4.2.4.3.3.
 : معدلة وراثياً في النباتات ال لممورثة المنقولة

باستخداـ جياز  الذي تـ عزلو مف النباتات المعدلة وراثياً  DNAتـ تحديد التسمسؿ الوراثي لمػ 
 عرؼ عمى التتابع النيكميوتيدي الذي يسمح بالت DNA Sequencer تتابع النيكميوتيدي تحديد ال
  EUROFINS, MWG OPERONفي شركة DNAالػ لجزيئة

(www.eurofinsdna.com في ،)ألمانيا .(Ebersberg, Germany) اختبار حيث أُجري 

 تنقية عممية تمت البادئات الموافقة ، ثـ لمبوليميراز لمعينات المدروسة باستخداـ المتسمسؿ التفاعؿ

عينة، لتحديد تسمسؿ  لكؿ ميكروليتر 10 لمشركة بمعدؿ وأرسمت PCRػ تفاعؿ ال نواتج
 النكميوتيدي ومعالجتيا التتابع محدد جياز (Sequencer) تجميع قراءات نيوكميدتيداتيا.  تـ

 تحميمو يمكف نصي شكؿ عمى المطموب عمى التتالي بالحصوؿ تسمح حاسوبية خاصة ببرامج

 استخدـ برنامج   (Bioinformatics analysis) .برامج معالجة البيانات الحيوية بوساطة

(Version 2.33) Chromas  في والاختلافات التشابو نسب وتحديد بينيا فيما المقارنة وتمت 

 ىذه مقارنة وتمت  (Sequence alignment).باستخداـ التتابعات رصؼ بعد تتابع نكميوتيداتيا

 لمعمومات الوطني المركز  NCBI موقع الػ في مدخلات g2ps1التسمسلات مع تسمسؿ مورثة  

عمى الموقع . (accession no. Z38097.2)الأمريكية  المتحدة الولايات في الحيوية التقانات
www.ncbi.nim.niln.gov 

 
 :عدلة وراثياً المالنباتات  إكثار  5.3.3.

 عامؿ الانتخاب:حوي توساط أعمى المعدلة وراثياً النموات المتجددة  إكثارتـ  
MS+ 1 mg/l BAP+ 0.3 mg/l IBA + 0.2 mg/l GA3+ 3 mg/l PPT 

  

  النباتات المعدلة وراثياً تقسية و  تجذير 6.3.3.

تـ التجذير عمى الوسط  نفسو المستخدـ في تجذير النباتات المتجددة مف الورقة ولكف مع إضافة العامؿ 
 .الانتخابي لمنباتات المعدلة وراثياً 

الورقة. تمت التقسية لمنباتات المعدلة وراثياً بالطريقة نفسيا المتبعة لتقسية النباتات المتجددة مف نسيج  
  وتـ حفظ ىذه النباتات في البيت الزجاجي لإجراء الاختبارات الجزيئية عمييا ومتابعة الاختبارات الأخرى.

 
نت الزرعات في :شروط الزرع )التحضين( 7.3.3. عمى  غرفة النمو جميع التجارب ضمف حُضِّ

 إضاءة/ظلاـ. ساعة 16/8مع فترة ضوئية  ْـ 1± 24 ةدرجة حرار 
 

http://www.eurofinsdna.com/
http://www.ncbi.nim.niln.gov/
http://www.ncbi.nim.niln.gov/
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 الإحصائي:التحميل  8.3.3.
 .Gen Statباستخداـ البرنامج الإحصائي لجميع التجارب حممت المعطيات والقراءات  

± بعد حساب المتوسط المتوسطات  بيف رفوقو  ة الكاممةالعشوائيالقطاعات وباستخداـ تصميـ 
مكرراً لكؿ   40أُخِذ وبشكؿ عاـ 5%الخطأ المعياري، وقيمة أقؿ فرؽ معنوي عمى مستوى 

كررت تجارب التجديد والتحوير  معاممة إكثار وكررت التجارب ثلاث مرات وفي الشروط نفسيا.
أسابيع مف الزرع وتـ  8عمى الأقؿ ثلاث مرات. تـ تسجيؿ قراءات تجدد النموات العرضية بعد 

 تقييـ المعايير التالية :
 التي أعطت نموات عرضية ) النسبة المئوية لمتجدد%(.  تالزراعاعدد  -

  عدد النموات الخضرية  المنتجة مف كؿ مستزرع )معدؿ التكاثر(. -
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 المختصرات العممية الواردة في الأطروحة
  

 الأوساط الغذائية 1-
 MS Murashige and skoog (1962) وسط موراشيج وسكوغ

 SH Schenk and Hilderandet(1972) هيمدربراندت –وسط شينيك 

 WPM Woody plant medium وسط زراعة النباتات الخشبية

 N6 Nitsch medium(1969) وسط نيتش

 ,LB Luria-Bertani (Sambrook,.and Russell وسط تنمية البكتريا 
2001) 

  MSO ½Murashige and skoog +acetosyrngon وسط تحريض شراسة البكتريا

 MS-I Murashige and skoog+1.5%sucrose+1.5% وسط تحريض شراسة البكتريا
gluose+ acetosyrngon 

  SIM induction medium = MS+5.88g/L Citric وسط تحريض شراسة البكتريا

acid+20g/L sucrose+1m M Betaine 

phosphate + 100 µM acetosyringone   

 السيتوكينينات -2
  BAP Benzyl Amino Burin بينزيل أمينو بيورين

 BA Benzyl Adeneen أدنين بينزيل
-TDZ Thediazoron ( N-phenyl-N-1,2,3 ثيديازورون

thiadiazol-5-yl urea) 
 2ip Iso- Pentenyladenine إيزوبينتيل أدينين 

 Kin Kinetine الكينيتين

 الأوكسينات -3
 IBA Indol-3- butyric acid اندول حمض االزبدة

  NAA Naphthalene acetic acid نفتالين حمض الخل 
 2,4-D 2,4- Dichlorophenoxy acetic acid 

 الجبريمينات4- 
 GA3 Gibberelic acid  

 رموز أخرى 5-

 MES 2-N-Morpholino Ethane sulfonic acid 
-PPT Glufosinate-amonnium Pestanal ® (Riedel  غموفوسفيات أمونيوم 

de Haen 
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 مورثة الانتخاب مورثة 

مبيد الأعشاب لمقاومة 
 PPTفوسفينوثريسين 

  bar  gene  bar 

انتخاب لمقاومة مورثة 
 المضاد الحيوي الكنامايسين

نيومايسين " 
 " فيرازسفوسفوتران

   nptII New mysin Phosphotransferaseالمورثة 

مورثة مقاومة الأمراض 
الفطرية المعزولة من نبات 

 الجربيرا التزيني

G2ps1 fungal resistance gene from gerbera  

مورثات لمقاومة المفحة 
 النارية

Attacin E 

Attacin E, 

Cecropin, SB 

37, Shiva-1, 

Lysozyme T4, 

Fire blight resistance gene 

 

المورثة الفيروسية ايبس دي 
 eps-depolymeraseبمويميراز  

 لمقاومة المفحة النارية 

eps-depolymerase eps-depolymerase gene 

 Vr2 Apple scab Resistance  gene مورثة مقاومة جرب التفاح

 Chitinaseمورثة الكيتناز 
من أجل المقاومة لمرض 

 الجرب في التفاح

Chitinase Apple scab Resistance gene 

من العنب من أجل مورثة 
 مقاومة الأمراض الفطرية

stilbene 

synthase 

stilbene synthase gene from grape for 

fungal resistance   

من الكيوي من أجل  مورثة
 مقاومة الأمراض الفطرية

PGIP PGIP gene for fungal resistance,   
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مورثة من القمح لمقاومة جرب 
 التفاح

(pinB) Apple Scab  resistance gene from wheat 

تحريض تراكم الآنثوسيانين، مورثة 
 لون ثمرة التفاح أحمر

MdMYB10 

(MYB 

Atranscription 

factor) 

Antothianin accrual gene 

 wheatأغروباكتريوم ت سلالا EHA105, 

LBA4404 ،
AGLO ،
C58C1 ،
CBE21 ،A. 

rhizogenesis 

A4,  GV3101, 

LBA4404, 

C58C1 

 

Agrobacterium tumefaciens strain 

 ,pCGP257 بلازميدات ناقمة 

pBI121, 

pLDB15, 

pKIWI1105, 

pKIWI110, 

Transfer Plasmid=T Plasmid 

   

حمض سمفات  ن )مورفولينو( 2
 الاتانول

MES 2-(N-Morpholino) Ethanesulfonic acid 

(Applichem GmbH, Germany) 
 

 
 Gelrite - Gellan Gum, Sigma جمرايت
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Literature Review . ةـــــــــــيـة المرجعـــــــــــــالدراس  .2 

 :تجديد التفاح باستخدام الأوراق كأجزاء نباتية 1.2.
نشرت دراسات عف التجديد لعدد مف أنسجة التفاح شممت الساؽ والفمقات والييبوكتيؿ والمئبر 

 ,Korban and Chen, 1992; Patat-Ochatt, 1994; Gercheva et al)والبروتوبلاست

لكف مف جية ثانية، تعتبر خزعات الأوراؽ مف النموات الخضرية المأخوذة مف زراعات (. 2009
 Korban and)الأنسجة بأنيا الأكثر فعالية وأكثر مصدر أنسجة موثوؽ مف أجؿ التجديد

Chen, 1992; Wilson and James, 2003 ) 

الفتية القمية  )العميا( مف النموات الخضرية الثلاث الأولى لفتيةاختيار الأوراؽ ا عادة يتـو 
تزاؿ في حالة نشطة مف النمو والانقساـ الخموي وليس عمييا أي لا الخضراء فاتحة الموف والتي 

أسابيع، ثـ يتـ إزالة الجزء الطرفي 3-4 أعراض اصفرار وذات عروؽ واضحة وقوية بعمر 
مف ، (وسطي وقاعدي، جزء قمي) الورقة إلى ثلاثة أجزاءوالقاعدي لمصفيحة الورقية تـ تقسيـ 

التجديد مف نسيج الورقة، ثـ تزرع الأجزاء الورقية عمى الوسط الغذائي في أطباؽ بتري مع  أجؿ
يوماً بظروؼ  21وتحضف بالظلاـ لمدة  ،وسط الغذائيلمتماـ ملامسة السطح العموي الورقة 

رعات الميتة وتنقؿ المستزرعات المتجددة إلى وسط أسابيع تستبعد المستز  4غرفة النمو وبعد 
الإكثار الخالي مف منظمات النمو مف أجؿ الاستطالة، وبعد أربعة أسابيع تنقؿ إلى وسط 

 .(Ali Bacha et al; 2009)الإكثار
  حوؿ إكثار التفاح باستخداـ طرائؽ التجديد مف نسيج الورقة منيا  دراسات توجد دراسات كثيرة 

(1974 ) Quoirin  وWalkey ( (1972 تيمية ػـ ميرسػو نبتات تفاح مف قمػتجديد نمحوؿ 
 ولكف دوف أي تكاثر لمنموات قبؿ التجذير ،'M26'ومف الأصؿ  ةػبادرات بذري مأخوذة مف

(Sriskandarajah et al;1990)   أوراؽ مف زراعات في طور الإكثار لثلاثة استخدـ والذي
جزئيف زرعت في أطباؽ تحوي ثلاث بيئات إكثار، ولاحظ أف أصناؼ تفاح وقصت كؿ ورقة إلى 

  µM 3بتركيز Thidiazuronالمضاؼ إلييا   MSأفضؿ تشكؿ لمنموات العرضية عمى بيئة
( أفضؿ بشكؿ مـ15. وتبيف أف التجديد مف أوراؽ كبيرة )بعرض µM 5.4بتركيز NAAو

واضح مف الأوراؽ الأصغر. كما أف سطح القص لأجزاء الورقة أعطػى أعمى عدد مف مواقع 
 4.44كاف معدؿ الإكثار وطوؿ النموات أعمػى معنوياً عمى بيئة الإكثار التػي احتوتو التجديد. 

µM  مفBA 13.59و µM  مفKin تحسف حجـ الورقػة بشكؿ معنوي عند زراعة ، كما
  فقط.  Kinetinأو  Isopentylodenine-2ى وسػط إكثار يحوي إماالنموات عم
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تأثير ثلاثة مصادر لمكربوىيدرات ىي السكروز والسوربيتوؿ والغموكوز   ,Karhu (1997)ودرس
الأقؿ عند استخداـ السوربيتوؿ، وكاف متوسط  'McIntoch'فكاف إنتاج الكتمة الحيوية لمصنؼ 

السوربيتوؿ التفرع  ـوعزز استخدا ،'McIntosh' و  'Make'للأصناؼ طوؿ النموات منخفضاً 
وكاف النمو القمي لمنموات الأصمية ضعيفاً. وفي  Jaspi' 'و 'McIntoch'الإبطي لمصنفيف 

مصادر لمكربوىيدرات ىي السكروز  5بتقييـ تأثير استخداـ   Ulvininو  Karhuالعاـ نفسو قاـ
فكاف  ،والفركتوز والغموكوز والسوربيتوؿ والإكسيموؿ عمى تجذير نموات صنفيف مكاثريف مخبرياً 

  .أعمى عدد وأفضؿ نمو لمجذور عند استخداـ السكروز
تشكؿ النموات العرضية باستعماؿ أجزاء مف  1994عاـ   Pawlicki and Welanderدرس و 

تأثرت القدرة التجديدية حيث  ، 'Jork 9'مف زراعات مخبرية مف أصؿ التفاحالورقة مأخوذة 
بالمعاممة الأولية لمنموات الأـ وبالعناصر الكبرى وتركيز اليرمونات وعامؿ تيميـ الوسط الأساسي 

 Mµ 0.1بتركيز  NAAو  Mµ22بتركيز  BA مع MSالذي يحتوي العناصر الكبرى لوسط 
حيث كاف السوربيتوؿ أكثر فعالية مف  .mM  220 أو  mM  165 مع السوربيتوؿ بتركيز

أو خميط مف ىذه السكريات، وقد عززت المعاممة الأولية لمنموات  السكروز والغموكوز والفركتوز،
 بالبرودة والظلاـ تشكؿ النموات العرضية.

تأثير مصدر الكربوىيدرات وتركيز  1994عاـ  Pawlicki and Walendeدرس كما 
 -29وتبيف أف تراكيز السكروز  'Jork 9'الأوكسيف ووقت التعريض لػو عمػى تجذير أصؿ التفاح 

59 mM  540أدت لأفضؿ تشكؿ لمجذور، كما أف التوافؽ سكروز ومانيتوؿ مع التعريض لػ 
ر عدد لمجذور % لمنموات. وبمػغ أكب100أدى إلى تجذير IBAمف µM49.2 دقيقة لتركيز 

، كما درس تأثير السكر المضاؼ إلى الوسط % 4.4 كؿ الكالوسػبة لتشػنسجذر وأقؿ  6.55
QL غ/ؿ أدى إلى تشكؿ النموات بشكؿ 20 عمى تشكؿ النموات حيث تبيف أف الغموكوز بتركيز

 (11.1 ,22.2 ,4.44)تمت دراسة تأثير تراكيز البنزيؿ أدنيف و  أقؿ منو بالمقارنة مع السوربيتوؿ.

µM  خلاؿ أخر إعادة زراعة  subculture  30 وقت استئصاؿ الورقةوكذلؾ وقبؿ التجديد-

ومعاملات الظلاـ عمى تجديد النموات العرضية لأصؿ ىا وعمر  يوماً مف بدء إعادة الزراعة 15
يوماً مف بدء إعادة الزراعة الأخيرة  30الأوراؽ المستأصمة بعمر حيث أف  .'M26'التفاح 

تشجع تشكؿ الأعضاء، بينما لـ يختمؼ عدد النموات لـ والناتجة مف دوف بنزيؿ أدنيف في الوسط 
المتجددة بكؿ مستزرعة بشكؿ واضح باختلاؼ تركيز البنزيؿ أدنيف ووقت استئصاؿ الورقة معاً. 

د أعمى نسبة للأوراؽ المتجددة وبدوف بوسط التجديµM 22.2 أعطى أعمى تركيز لمبنزيؿ أدنيف 
وأظيرت الورقتاف القميتاف غير المتفتحتيف  اختلاؼ بيف الطوؿ وعدد النموات بكؿ ورقة متجددة.

تماماً أكبر قدرة تجديدية مقارنة مع الورقتيف الثالثة والرابعة بينما كاف عدد وطوؿ النموات 
دد لمورقة عندما تـ تعريض الزراعات إلى المتجددة بكؿ ورقة متماثلًا. ولوحظ أعمى معدؿ تج
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تراكيز مختمفة مف  تأثير Ferradini درس 1996في عاـ و الظلاـ عند بداية بداية طور التجديد، 
وفترة  )الضوء/الظلاـ( المطبقة خلاؿ كؿ مف إعادة الزراعة الأخيرة وطور IBA و BAP ػال

فوجد أف لنسبة  'M26'التجديد عمى إعادة التجديد مف الورقة في أصؿ التفاح 
وأف الزيادة في  السيتوكينيف/أوكسيف في وسط الزراعة الأخيرة تأثير إيجابي عمى تشكيؿ الكالوس 

في طور الزراعة الأخير عند غياب أو استخداـ  4.92إلى   0.49مف  IBA تركيز الأوكسيف
 .ةتركيز منخفض مف السيتوكينيف في الوسط يساعد عمى إعادة التجديد مف الورق

تأثير مصادر مختمفة مف الكربوف: غموكوز وسوربيتوؿ وسكروز في Karho (1997) .اختبر 
ا التأثير مكفاءة التجديد لثلاث مستزرعات مختمفة مف التفاح. وجد أف السوربيتوؿ والسكروز لي

تفاح النفسو في تحريض تجديد الأوراؽ كما حرض السوربيتوؿ وبنجاح تشكؿ الأعضاء في 
Malus domestica.  

  Granny Smithعمى معدؿ تجدد جيد مف أصناؼ التفاحBolar et al (1998)حصؿ
 SepeeLand)لانسيب( و Lanseeb)نوفولو(،  Novoloمارؾ(، Mark ()غراني سميث(، 

 Goldenوالصنؼ  Gala)سيبي لاند( مع زيادة في عدد النموات المتجددة مف الصنؼ 

delicious حيث تـ تجديد النموات مف الكالوس المتشكؿ أو بشكؿ مباشر مف الأوراؽ ،
نمو في الصنؼ 14.2 ومعدؿ تجدد  %100المأخوذة مف زراعات مخبرية مع نسبة تجدد 

Gala. حصؿ وقد Dufour (1990) أصناؼ في  العرضية المخبرية  النموات مف إنتاج عمى 
  معنوية زيادة مع Cepiland'و 'Granny' Smith', 'Mark', 'Novole', 'Lancep' التفاح
 بتجديد وقاـ. 'Golden Delicious'و 'Gala'في المتشكمة المتجددة والنموات الأجزاء عدد في

 مكاثرة نباتات مف وذلؾ الكالوس بمرحمة المرور ودوف مباشرة الورقة مف أو الكالوس مف النباتات
 كؿ مف 14.2 إلى وصؿ تفرعات عدد مع% 100 إلى وصمت تجديد  نسبة عمى وحصؿ مخبرياً 
 التفاح زراعات في العرضية النموات تجديد عمى وحصؿ. 'Gala' الصنؼ في نباتي جزء

Smith', 'Mark', 'Novole', 'Lancep' و'Cepiland' الصنفيف في معنوية وبزيادة'Gala' 
 الأنواع في الخضري الإكثار في المؤثرة العوامؿ دراسة تمت وقد. 'Golden Delicious'و

   Teixeira et al (2011) قبؿ مف تحميمية بدراسة لمتفاح الأصمية النموذجية والطرز
 1983في عاـتـ نشر أوؿ تقرير عف تجديد النموات العرضية في الأنابيب مف شتلات التفاح 

Liu et al,1983 a,b)) المؤثرة في وتيرة . وكشفت العديد مف التقارير في وقت لاحؽ العوامؿ
 Barbieri and Moriniالتجديد مف الورقة في أصناؼ طعوـ وأصوؿ وشتلات التفاح البذرية)

1987; Fasolo et al, 1989; Korban et al, 1992; Sriskandarajah et al, 1990; 

Swartz et al, 1990; Welander, 1988) 
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النباتية وظروؼ التحضيف ومنشأ  والتي تشمؿ: مصدر وتركيز النيتروجيف ومنظمات النمو 
الورقة ونضجيا وموقعيا عمى الساؽ وطريقة الاستئصاؿ وجية وضع الجزء النباتي في وسط 

  الزراعة.
-Pawlicki)، نموات خضرية (Liu et al 1998; 2001)دراسات استخداـ السلاميات الذكرت 

Jullian et al, 2002)  ومستزرعات مف الساؽ(Yamashita et al. 2004)  وبروتوبلاست
(Hyung et al, 1995) .كمستزرعات لمتجديد 

باستخداـ الأنسجة  التعديؿ الوراثيتجديد النباتات مف البروتوبلاست ىو عممية طويمة مقارنة ب
الوراثي مف البروتوبلاست مف غير المرجح أف يكوف  التعديؿ الوراثيالنباتية المعتادة. لذلؾ، فإف 

وراثية جديدة. ولكف ىذه الطريقة إذا تمت أمثمتيا، ستكوف مفيدة  عدلةلمادة نباتية م مصدراً 
كطريقة عالية الإنتاجية مف أجؿ الاختبارات المؤقتة لدراسة وظيفة المورثة أواستيداؼ 

 (Aldwinckle and Malony, 2009)البروتيف
 

 : لمتفاح التعديل الوراثي  2.2.
 Greenمف صنؼ التفاح التجاري 1989 وراثياً أوؿ مرة في عاـنتجت نباتات تفاح معدلة أ  

sleeves  ورقيةالخزعات الباستخداـ بكتريا التدرف التاجي وذلؾ بعدوىJames et al,1989;) 

1993 ;1996 ; Lambert and Tepfer, 1992; Norelli et al,1994)  تلا ذلؾ التعديؿ
 Delicious (Sriskandarajah  et: تجارياً مثؿأصناؼ التفاح اليامة لمعديد مف  الوراثي

al,1994  ، )Jona gold  وElstar  وGala(De Bondt et al,1994; De 
Bondt,1996 ومف الصنؼ )Granny Smith  وRoyal Gala (Yao et al,1995; 

(Norlli et al,1996 ومف الأصناؼ ،Jonagold وGala  وElstar وGolden 

Delicious ,1996) Schaart and Puite  ) تمت دراسة العوامؿ المؤثرة في تجديد صنؼ و
   (.et  al,1996 De Bondt) المعدؿ وراثياً   Malus communis Barukehالتفاح 

لمدنا المأشوب، أصبحت الطرائؽ الجديدة لمتحكـ بالأمراض  التعديؿ الوراثيمع توفر طرائؽ 
إذ يتـ نقؿ مورثة واحدة لمركب مضاد لميكروب واحد أو أكثر. ىذه  ،ىامة إستراتيجيةالنباتية 

عمى سبيؿ المثاؿ الذي يحطـ الجدراف الخموية المحتوية عمى  المورثة يمكف أف تشفر لمكيتيناز
كثير مف الفطريات. ويمكف تحسيف مقاومة النبات بتعبير بروتيف أو أكثر مضاد لمالكيتيف 

يعتمد تطوير طريقة فعالة لنقؿ المورثات في . (Bent, 2003) ونفس لمميكروبات في النبات
التي تتيح تجديد فعاؿ لمنموات الخضرية  الأنسجةالتفاح إلى حد كبير عمى توفر تقنيات زراعة 

زيادة كفاءة التجديد مف الورقة  دتع. المعدلة وراثياً كثار النباتات ا  و  المعدلة وراثياً جزاء لأوانتخاب ا
في التفاح باستخداـ بكتريا التدرف التاجي كناقؿ  التعديؿ الوراثيبالغ الأىمية لتطوير طريقة  اً أمر 
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(Klee and Rogers, 1989) في كثير مف الحالات، يعتبرمورثاتأو بواسطة عممية قذؼ ال . 
حوؿ دوف تطوير تكنولوجيا نقؿ ذي يعدـ وجود طرائؽ فعالة لمتجديد العامؿ المحدد الرئيسي ال

  .(Dandekar, 1992)لممحاصيؿ المعمرة مورثات ال
 Malusزصنؼ التفاح غريف سميفيعتبر و  نوعاً  63أكثر مف  Malusيضـ الجنس 

domestica cv ‘Greensleeves’ 0.1 بيف بكفاءة تحوير وراثياً عديمو أوؿ صنؼ تفاح تـ ت-

. وقد تركزت الدراسات عمى تطوير إجراءات explant جزء نباتي مستزرعمف كؿ  %  0.5
 .Mدراستاف عمى و   M. domestica أصوؿ سبعةو تفاح  صنؼ 30 نحولالتعديؿ الوراثي 

prunifolia  و دراسة لصنؼM. robusta  دراستاف عمىو  M . prunifolia(1الجدوؿ رقـ )  
  المعدلة وراثياً . ممخص دراسات أصناف وأصول التفاح 1جدول 

 

/الأصل  الصنف
Scion/rootstock 

 المورثات المدخمة

Introduced genes 

 جعاالمر 
References 

   Genetically transformed M. domestica varietiesالمعدلة وراثياً M. domestica أصناف 

        
Ariane PinB, MpNPR1, Endohitinase (ech42), 

Exochitinase (nag 70), Puroindoline-b 

39, 70,69,145,146  

 
Braeburn GFP – green fluorescent protein;  

GUS – β-glucuronidase 

50,47, 187 

Balenghait LeIRT2 184 
Delicious, Red 

Delicious 

GUS, synthetic green fluorescent protein gene 

(SGFP), pC58, p pGV3850::1103neo 
151, 156, 213, 212 

Elstar stilbene synthase, PGIP, Attacin E (-sp), T4 

Lysozyme, hordothionin, S3 gene silencing 

(self-fertility),Mal d1 Rnai (allergy  حساسية) 

إيزوميراز فوسفومانوز كمورثة واسمةواستخداـ    

29, 46, 47, 52, 81, 113, 

183, 191, 201,186, 90 

Florina rol A 186 
Fuji Polyphenol oxidase 46, 47, 98, 127, 124, 

125, 165 
Gala,  

Galaxy,  

Royal Gala 

PinB, GUS, MpNPR1, MB39(+sp), T4 lysozyme, 

cecropia  attacin E, cecropin B, SB-37 (+/-sp), Shiva-

1 (-sp), Endohitinase (ech42), Exochitinase (nag 70),  

(RSV)-F, synthetic green fluorescent protein gene 

(SGFP), DIPM, hordothionin, Puroindoline-b, 

HcrVf2, Vfa1, Vfa2 and Vfa4, MdMyB10 )تغيير الموف(, 
ACC synthase antisense, Amino cyclopro A Apple 

Pane 1 carboxylic(ACC) synthase 2 antisense,   

MdMyb10, MdMyb11  تعديؿ الاستقلاب الغذائي 
Ascorbate Peroxidase ( اجياد درجات الحرارة )  

Poly galacturonase (التحاـ /التصاؽ خموي Cell adhesion), 

Gst promoter, XVEpromoter, Avidin streptavidin, 

Proteinase inhibitor 

5, 4, 8, 14, 15, 18, 19, 

28, 49,48, 69, 71, 70, 

99, 115, 116, 127, 126, 

125, 135, 140, 139, 

146, 151, 150, 151, 

149, 155, 156, 173, 

171, 167, 188, 205, 

206,  215, 217, 

218,236, 245, 253  

  

Golden Delicious Hordothionin, GUS,  synthetic green fluorescent 

protein gene (SGFP), g2ps1 
6, 114, 110, 115, 155, 

183, 204  
Greensleeves Aldose 6 phosphate (A6PR) antisense also 33, 39, 86, 85, 84, 156, 
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called S6PDH, Osmyb4, synthetic green 

fluorescent protein gene (SGFP), GA 20-oxidase 
183, 274 

Holsteiner Cox, 

Gloster 

stilbene synthase, PGIP,  

Lc (leaf color), MdMyb10, MdMyb11 

(metabolic) 

isomerase ( pmi),  Phosphomannose 

56,  54, 55, 197, 225 

Jonagold, Jonagold 

King, Jonagold Red, 

Liberty 

iaaM and ipt , Ace-AMP1, Ai-AMP, 

Rs-AFP2, Attacin E (-sp),  T4 Lysozyme 
8, 30, 49, 47, 92,  130, 

243 

McIntosh, Wijick Rab, Endochitinase, Vfa1, Vfa2 and 

Vfa4, Gai gibberellic acid insensitive 
25, 24, 23, , 149, 166, 

272   
Gravenstein Gai gibberellic acid insensitive 272 
Melba Thaumatin 60,58,59 
Merlijn (Gus) glucuronidase 49 
Orin MdTFL1, Polyphenol oxidase, Antisense 

Sorbitol 6 phosphate Dehydrogenase (S6PDH) 

 تراكـ السكر

114, 129,  164, 163 

Pink  Lady β-glucuronidase (GUS) 219 
Pinova, Pilot,  Pirol, 

Pingo , Pi-AU56-83, 

Remo, Reka   

Attacin E (-sp), T4 Lysozyme, Dpo BpMADS4 

(self fertility) 
79, 78, 92 

 
Queen Cox pSCV1.6 (with selectable marker gene     

npt II and GUS reporter gene uid A). 

246 

                                      Genetically transformed apple rootstocksالمعدلة وراثياً أصول التفاح 
A2 rol A , Gai gibberellic acid insensitive 276, 272  
JET-H EPS depolymerase gene 227 

Jork 9 rol A 183, 214, 213,   
M.26 HrpN; gst-1, Rol B, Attacin E, Dpo, 

MpNPR1,cecropin SB-37, shiva-1, lysozyme, 

rol A,  Phytochrome B, rolB,Gst promoter, 

XVEpromoter Phospho mannose isomerase 

(pmi), ZNT1, ZIP4 (اجياد الزنؾ )التوتياء   

2, 1, 5, 4, 27, 98, 97, 

126, 152, 150, 151, 

170, 168, 229, 245, 

244, 278, 277, 275 

MM111 g2ps1 6 
M9/29 Phytochrome B, rolB 97, 246, 245, 279, 278 
N545 Bar 60,58,59,  
Malus prunifolia 

Marubakiado 
rolC 102 

Malus prunifolia 

Ringo Asami 
rolC 252 

Malus micromalus 

Makino 
rolC 273 

Malus siervesii 

TNR 31-35 
neidzwetzkyana 

Ans RNAi Anthocyanidin synthase 156, 222 

Malus robusta 

Balenghaitang LeIRT2 تحمؿ نقص الحديد   190 
Malus baccata (L.) 

Borkhausen 
GFP 250 

M. pumila extA promoter, RS-AFP2, ACE-AMP1 85 

والقدرة عمى التجديد بشكؿ كبير عمى الخمفية الوراثية  التعديؿ الوراثيكفاءة تعتمد ، عموماً و 
نظراً لمقابمية العالية و . (De Bondt et al, 1994; Norelli et al, 1996)أو الأصؿ  لمصنؼ
طريقة  التعديؿ الوراثي ديع ،الفطرية ؼ وأصوؿ التفاح التجارية للإصابة بالأمراضناأصلأىـ 
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 التعديؿ الوراثي. للأمراض وبديمة أو مكممة لمطرائؽ التقميدية لتطوير أصناؼ مقاومة جيدة
دخاؿ جزء محدد مف الحمض النووي الريبي منقوص إلمنباتات ىو العممية التي يتـ فييا 

كثار الجنسي. توسع لإابذلؾ  ( ودمجيا في جينوـ النبات، متجنبيفمورثة) -دنا –الأوكسجيف
لمورثات إلى حد كبير، وىي محدودة في برامج التربية التقميدية، نظراً اجاىزية  الوراثيالتعديؿ  

حيوانات أو كائنات دقيقة أخرى إلى النباتات  وأالمورثات المعزولة مف نباتات كانية نقؿ لإم
(Polanco et al,  2010; Aldwinckle and Malony , 2009) مبكراً  اً كاف التفاح ىدف و 

 لتكنولوجيا الحمض النووي المأشوب منذ نشوءىا. 
لمتفاح في الوقت الحاضر ممارسة روتينية شائعة في العديد مف  التعديؿ الوراثيوقد أصبح 
 التعديؿ الوراثيلتعزيز كفاءة  المختمفة البروتوكولات )الطرائؽ(تطوير  حيث تـالمختبرات 

(Aldwinckle, et al 2009; Bolar et al, 1999, De Bondt  et al, 1994;  1996; 

Flachowsky et al, 2004; James et al, 1993; Liu et al, 1998; Norelli  et al, 

1996; Puite and Schaart, 1996; Sriskandarajah et al, 1994, Sriskandarajah 

and  Goodwin,1998; Yao et al, 1999; Yepes  and Aldwinckle ,1993) 
ثنائية في النباتات المورثات الجديدة عمى نطاؽ واسع لإدخاؿ  الأكثر استخداماً  الأسموبأما 

 Agrobacteriumغروباكتيريوـالأ)بوساطة بكتريا التدرف التاجي  التعديؿ الوراثييو فالفمقة 

tumefaciens)،الثنائي المجرد مف المورثات التي تسبب  )البلاسميد( الناقؿ . في ىذه العممية
 الكنبأو )  callusسو المحموؿ في بكتريا التدرف التاجي وأجزاء ورقة النبات أو الكالو الأوراـ 

 الناجح عديؿ الوراثيىي العناصر الرئيسية لمت( نموات خموية غير متمايزةوىو عبارة عف 
(James et al, 1989) . باستخداـ مقاطع ورقية مخدوشة  معظـ الدراساتوعموماً، بدأت

((Norelli et al, 1996 ،  المستزرعات مف سلاميات قمية مف نموات صنؼ التفاح ولكف
 Liu  )معدلة وراثياً نموات  إنتاجوب عنيا الضوء قد أعطت كفاءة أعمى في جروياؿ غالا المح

(et al, 1998. 
 

  جزاء النباتية:لأطبيعة ا 1.2.2.
المنشورة، استخدمت الأوراؽ الفتية مف التفاح كأجزاء نباتية  بحاثلأافي الغالبية العظمى مف 

مف الأوراؽ عف طريؽ وضع  وراثياً تـ تحسيف تجديد السلالات المعدلة و . التعديؿ الوراثيلمتجديد و 
، حيث مف المحتمؿ أف السبب يعزى إلى زيادة الجانب العموي لمورقة في تماس مع وسط الزراعة

 Yepes and)لأف المسامات النباتية تقع عمى الجانب السفمي لمورقة  وكسجيف نظراً لأتبادؿ ا

(Aldwinckle, 1994 ييئة نموات التفاح لعدة أياـ في وسط زراعة سائؿ مناسب ت. ونشر أف
 س طويمةو يعزز القدرة التجديدية لمستزرعات الأوراؽ عف طريؽ تقميؿ الحاجة لمرحمة كال
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Sriskandarajah and Goodwin, 1998))عف ىذه العممية لتييئة  . لكف مع ذلؾ، لـ ينشر
إجراءات أخرى استخداـ السلاميات  . وذكرتالتعديؿ الوراثيالمستزرعات لاحقا في بروتوكولات 

(Liu et al ,1998; 2001) نموات خضرية ،(Pawlicki-Jullian et al, 2002) 
 ;Hyung et al, 1995) وبروتوبلاست (Yamashita et al , 2004)ومستزرعات مف الساؽ 

Van Nerum et al, 2000)  .كمستزرعات لمتجديد 
 الأنسجةباستخداـ  التعديؿ الوراثيتجديد النباتات مف البروتوبلاست ىو عممية طويمة مقارنة ب

 مف البروتوبلاست مف غير المرجح أف يكوف مصدراً  التعديؿ الوراثيالنباتية المعتادة. لذلؾ فإف 
، ستكوف مفيدة كطريقة عالية تطويرىاذا تـ إلمادة نباتية ميندسة وراثية جديدة. ولكف ىذه الطريقة 

استيداؼ  المؤقتة لدراسة وظيفة المورثة أوية مف أجؿ الاختبارات نتاجالإ
  . (Aldwinckle  and Malnoy, 2009)البروتيف

 

  MS (Murashigeوسط موراشيج وسكوغ  ديعبشكؿ عاـ،  منظمات النمو النباتية: 2.2.2.
and Skoog ,1962 ) وسط سكروز أو سوربيتوؿ، والفيتامينات القياسية  %3-2والمكمؿ بػ

. الفرؽ الرئيسي بيف طريقة وطريقة أخرى ىو في جديدة خضريةنتج أكثر نموات أالتجديد الذي 
 )الكنب( لمحث عمى تشكؿ الكالس( التي تستخدـ تركيبة اليرمونات النباتية )أوكسيف وسيتوكينيف

جراءات  أصناؼ وأصوؿ التفاحالمستخدـ في تجديد معظـ والنموات العرضية. السيتوكينيف  وا 
 De Bondt et al,1994; Bolar et) بتركيزات مختمفة TDZ ثيديازوروف ىو التعديؿ الوراثي

al, 1999; Hanke et al, 2000; Kanamaru et al,2004; Norelli et al, 1996). 
 Gittins et al, 2003;  James) أيضاً  BAالتقارير، باستخداـ البنزيؿ أدنيف بعض في وأفيد 

et al, 1989; James et al, 1993 .) بيف  تغير جداً م عامؿنوع وتركيز الأوكسيف ىو ويعتبر
في  NAA  وكسيف نفتاليف حمض الخؿستخدـ الأا حيث لتجديد التفاح الإجراءات المختمفة

 ,Bolar et al ,1998;  Dolgov et al,  2000;  Hanke et al)معظـ بروتوكولات التجديد 

2000; Sedira et al, 2001; Sedira et al, 2005; Zhu, 2001b)) .عمى الرغـ مف أف 
Indol-3- butyric acid  IBA))و ، Indol acetic acid (IAA)  ًخدما في تجديد است   أيضا

 ;Aldwinckle and Malnoy, 2009; De Bondt et al, 1994) الأصناؼبعض 

Igarashi et al, 2002; Polanco et al, 2010; Szankowski et al, 2009; 

Yamashita et al, 2004) ). 
   :المضادات الحيوية3.2.2.
 Agrobacterium tumefaciens  تميؿ بكتريا التدرف التاجي ،التعديؿ الوراثيعممية  خلاؿ
يتـ ، ىذه البكتيريا تطور تشكيؿ مستعمرات بكتيرية عمى الجزء النباتي المزروع. لمحد مفالى 
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 وقد استخدمت  .مضاد حيوي عمىزراعة تحتوي عمى أوساط  عادةالمستزرعة  الأنسجةتجديد 
 بكتريا التدرف التاجي انتشار لمسيطرة عمى مختمفة بتركيزات مضادات حيوية ثلاثة
( غروباكتري)الأ التفاح ىي: كاربنسيمميف وسيفاتوكسيـ وتيكاريسيمميف. ويعتبر السيفوتاكسيـ  فيوـ

كاريسسميف ثـ يت يميو، مغ/لتر 500 -200في حدود بمعدلات تركيز  التفاح في الأكثر استخداماً 
 Igarashi et al, 2002; Norelli et al, 1994; 1996; Szankowski et al)كاربنسيمميف

 Claforanكالفوراف مثؿ  أخرى مضادات حيوية أيضاً كما استخدـ  2009 )
(Krishnamurthy et al, 2001)  وسيفوكزيتيفCefoxitin (Liu et al, 1998). 

 
 :بكتريا التدرن التاجي وسلالة العدوىإجراء 2.2 .4.

مختمفة، فإف معظـ مورثات عديد مف أصناؼ التفاح بلم التعديؿ الوراثي في حيف أنو تـ  
ذه ، وىوـ روبكتريغبوساطة الأ التعديؿ الوراثي( تعتمد عمى نقؿ المورثات ب%95الإجراءات )

بكتريا  تستخدـ التعديؿ الوراثيمف إجراءات  %5حد كبير، ما تبقى  إلىمتشابية الطرائؽ 
 ;T- DNA  (Pawlicki-Jullian et al, 2002لدمج الػ  A. rhizogenesالشعيرات الجذرية

Yamashita et al, 2004) وبالنظر إلى حقيقة أف جميع التراكيب الوراثية لا تستجيب عمى .
التعديؿ  إجراءاتعديدة عمى  عديلاتت ، فقد تـ نشرالتعديؿ الوراثيمف نفسو  جراءللإنحو مماثؿ 

في نصؼ  تقريباً والتي استخدمت  الأكثر شيوعاً  بكتريا التدرف التاجية لال. سالسابقة الوراثي
. شممت السلالات الأخرى المستخدمة EHA101أو  EHA105 كانت الوراثيالتعديؿ  طرائؽ 

LBA4404، AGLO ،C58C1 ،CBE21و ،GV3101 جراء لإ. وقد استخدمت طريقتاف
تتكوف مف خدش الأوراؽ بممقط تـ غمره في لقاح البكتريا  :اكتريا. الأولىلبالعدوى )التمقيح( با

Wilson and James, 2003))المقاح  ىي تغطيس الأوراؽ بعد خدشيا في محموؿ :. والثانية
 (De Bondt et al, 1994; Norelli et al, 1994)البكتيري لفترة تتراوح مف بضعة دقائؽ 

وقد تـ اختبار وسائؿ أخرى لمتمقيح   (Mooney and  Goodwin, 1989 ).عدة ساعات إلى
ء اجز الأتعريض أدى زيادة كبيرة. عمى سبيؿ المثاؿ،  التعديؿ الوراثيمعدؿ مف ولكف لـ تزد 

  في صنؼ التفاح التعديؿ الوراثيلى زيادة إية بوجود محموؿ المقاح للأمواج فوؽ الصوتية قالور 

Holsteiner   الصنؼ ولـ يزده فيوElstar  (Szankowski et al, 2001) . ونشر أف
. (Norelli et al, 1996) التعديؿ الوراثي فيتؤثر  وراؽ روياؿ غالا لالأالترشيح بالتفريغ 

 .في التفاح التعديؿ الوراثيالتجديد و  إجراءات 1.يبيف الشكؿ و 
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 :Selectable markerنتخاب ال مورثة  2.2 .5.

المنقولة والقدرة عمى النمو الواسمة  المورثاتعمى كفاءة  وراثياً يعتمد تجديد النباتات المعدلة  
يوجد نوعاف مف المورثات الواسمة نتخاب. إ مورثة قابمة 50 نحويوجد بوجود مادة انتخاب. 

المعدلة للانتخاب السمبي والايجابي. ففي حالة الانتخاب السمبي الذي يتـ فيو قتؿ الخلايا غير 
مثؿ  ةالحيوي اتالمقاومة لممضادات مورث( % 90معظـ الحالات )يستخدـ في  وراثياً 

 (Dolgov and Skryabin, 2004; Dolgov et al, 2004) والييغرومايسيف كانامايسيفال
 PPTفوسفينوثريسيف عشاب لأمبيد المقاومة bar مورثة استخداـ أو ، كمورثات انتخاب
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Szankowski) et al, 2003) . يبدو أف المستزرعات مف أصناؼ التفاح المختمفة لدييا حيث
، تخابنلاافي المستخدـ تراوح التركيز الأمثؿ لمكانامايسيف ويحساسيات مختمفة لمكانامايسيف. 

انتخاب بعض تـ مى حساسية أصناؼ التفاح، ع وبناءً مغ/ لتر.  100و 25بيف  حسب الصنؼ،
يا زيادة في تأصناؼ التفاح باستخداـ تركيز منخفض مف الكانامايسيف بعد الزراعة المشتركة، تم

 Dolgov and Skryabin ,2004a; Dolgov et al)الزراعات اللاحقةعادة إالتركيز في 

2004b, Murata  et al, 2000; Murata et al, 2001; Welander et al; 1998; 

Wilson and James, 2003) . مف المضادات الحيوية النمو السريع  التركيز المنخفضيتيح
تشكؿ النموات الخضرية، في حيف أف التركيز ء وبد (callus سو كال) نموات خموية غير متمايزةل

. وقد استخدـ وراثياً الأعمى في نياية المطاؼ يقضي عمى النموات الخضرية غير المعدلة 
في حاؿ . PPT  (Szankowski et al, 2003)مبيدات الأعشاب عند استخداـ الإجراء نفسو 

دوف  عدلة وراثياً وانتخاب الخلايا الميجابي أي التي تمكف مف تحديد لإاستخداـ  مورثة الانتخاب ا
)كما في الانتخاب السمبي(. لكف في ىذه الحالة  المعدلة وراثياً الاضرار أو قتؿ الخلايا غير 

القدرة عمى استقلاب )تمثيؿ( بعض  المعدلة وراثياً مورثة الانتخاب الايجابي تعطي الخلايا 
. المعدلة وراثياً ميزة عف الخلايا غير المركبات التي عادة لا تستطيع استقلابيا أي يعطييا 

ىذه المركبات الى وسط الزراعة كمصدر غذائي أثناء عممية التجديد يتيح  فإضافةي لوبالتا
لا تستطيع النمو ولا تجدد  عدلة وراثياً ، بينما الخلايا غير المالنمو والتمايز عدلة وراثياً لمخلايا الم
  phosphomannose isomerase (pmi)مورثة أمثمة ذلؾ تشمؿ نباتات. نموات ولا

(Degenhardt and Szankowski, 2006; Flachowsky et al, 2004; Szankowski 

and Degenhardt ,2007; Zhu,et al 2004.)،  أوmanA  والمورثةVr- ERE 
(Chevreau et al, 2007)  بيتا غموكورونيديز مورثةو) GUS  1,2 )وXyl A  وGFP 

(1998 Maximova et al,) نشر .وغيرىا Degenhardt and Szankowski  (2006) 
نتخاب بكفاءة تحوير في كمورثة قابمة للإ pmiعف تجديد سلالات معدلة وراثياً باستخداـ مورثة 

والجانب  .'Elstar%.  ومع ذلؾ، لـ ينشر عف أي كفاءة تحوير لصنؼ التفاح '24-1حدود 
السمبي ليذه الإجراءات ىو أنو في بعض السلالات لـ تستأصؿ مورثة الانتخاب وىي لا تزاؿ 

يتـ أو  .Schaart,et al (2004; Kondrak et al, 2006)) موجودة في جينوـ النبات
في ىذه الحالة، يتـ و  .(Malnoy et al, 2007b) نتخاباأي مورثة  استخداـبدوف  الانتخاب

مييا تجديد النموات ي ،التدرف التاجي بكتريابواسطة العدوى بمقاح  وراثياً التفاح المعدؿ  إنتاج
 وراثياً الخضرية مف دوف استخداـ مادة انتخاب. وىذا ينتج نباتات كثيرة يكوف بعضيا غير معدؿ 

ف بعض فإ ،المورثاتحسب الصنؼ(. ومع ذلؾ ، فحسب نسب التجديد ونقؿ  %70 نحو)
الشروط ولكف أحد . PCR ػال اختبارويمكف تحديدىا عف طريؽ  وراثياً النباتات ىي معدلة 
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، يقتصر الآفكفاءة عالية. حتى  اتذتجديد  يجاد طريقةإ ىوالناجح عديؿ الوراثي لمتالأساسية 
وبضعة أصناؼ محاصيؿ محددة، عمى سبيؿ المثاؿ، في  النموذجىذا الأسموب عمى النباتات 

 لمصنؼ كفاءة عالية جداً ىذه التقنية في التفاح وب( b 2007)زملاؤه و   Malnoyطورالبطاطا. 
 غالاكسي و  ػل  %12 نحو التعديؿ الوراثيحيث كانت كفاءة  ، M.26والأصؿغالاكسي 

معدؿ وراثياً خاؿ مف المورثة المعممة باستخداـ وقد نشر أيضاً إنتاج تفاح . M.26  ػلم25%
المحرضة وىي ثنائية الوظيفة كمورثة انتخاب سمبي وايجابي  R recombinaseالمورثة 

 Kondrak et) لتخفض حدوث الطفرات الكميرية بسبب استئصاؿ الحمض النووي غير المكتمؿ

al, 2006; Schaart, 2004). 
 
 :عديل الوراثي الت كفاءة 2.2 .6..
نموات خضرية  التي تنتجلممستزرعات  كنسبة مئوية التعديؿ الوراثي كفاءة وصؼ ما يتـ عادةً  

  15%.إلى   0.2تحوير بنسبة كفاءة التعديؿ الوراثي المبكرة مف بحاثلأا ذكرت  .وراثياً معدلة 
 %80حتى  مرتفع ً  عديؿ وراثي ت معدؿالوصوؿ إلى مكف أ ،اتالإجراء هىذ ف فييالتحس بعد

فيناؾ .(Aldwinckle and Malnoy, 2009)وىي تختمؼ حسب الصنؼ والمحصوؿ أيضاً 
خرى أعوامؿ عديدة تؤثر في كفاءة التعديؿ الوراثي أوليا النمط الوراثي لمنبات المدروس وعوامؿ 

 بالمورثات ومصدرىا، ومورثات الانتخاب، وطريقة العدوى، والمحفز)الأسيتوسيرنغوفتتعمؽ 
  وعوامؿ أخرى  خدش الأوراؽو  وطريقة تجديد النبات وطريقة التعديؿ الوراثي والبيتاييف فوسفات(

 . (2الجدوؿ)
 كفاءة نقؿ فيلعوامؿ المؤثرة وا الوراثي عمى التفاح عديؿدراسات الت بعضل ممخص 2.جدوؿ 
 المورثات

 المرجع ملاحظات /أهم النتائج  الأصل /الصنف 

'Greensleeves'  الأغروباكتريوـاستخدمت سلالةLBA4404   والبلاسميد الناقؿ
pBIN 6.  معدلة وراثياً أوؿ نباتات تفاح 

James et al., 

1989 

'M26'  الأغروبػػػػػاكتريوـاسػػػػػتخدمت سػػػػػلالة LBA4404, CZ707  
يػػػت أفضػػػؿ مػػػف االجمر . pCGP257, pBI121والبلاسػػػميد الناقػػػؿ

 وراثياً معدلة جار مف أجؿ تجديد نباتات تفاح الآ

Maheswaren 

et al. ,1992 

'M26'  الأغروباكتريوـاستخدمت سلالة A. rhizogenesis A4  النباتات
 وراثياً  عدلةجددت مف الجذور الم

Lambert and 

Tepfer 

.,1992 

'M26'  الأغروبػػػػاكتريوـاسػػػػتخدمت سػػػػلالة LBA4404  والبلاسػػػػميد الناقػػػػؿNorelli et al., 

1994 
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pLDB15 . تحوي المورثة  معدلة وراثياً تجديد نباتاتattacin E   

'Greensleeves'  الأغروبػػػػػػػػاكتريوـاسػػػػػػػػتخدمت سػػػػػػػػلالةC58C1  والبلاسػػػػػػػػميد الناقػػػػػػػػؿ
pLDB15سيتوسػػيرنغوف وبيتػػاييف فوسػػفات يعػػزز نقػػؿ المورثػػات لأػػػ ا
 في التفاح

James et 

al.,1993 

'Delicious'  الأغروباكتريوـاستخدمت سلالة pGV3850   1103 والبلاسميد الناقؿ 

neoجددت مف الكالوس معدلة وراثياً ، النموات ال 

Sriskandaraja

h et al., 1994 

'Jonagold', 

'Elstar', 'Fuji', 

'Braeburn', 

'Merliji' 

  LBA4404, EHA105, C58C1اسػػتخدمت سػػلالة الأغروبػػاكتريوـ

دراسػػة تػػأثير عوامػػؿ عديػػدة عمػػى كفػػاءة . pGV2492والبلاسػػميد الناقػػؿ 
أعطػى  pEHA101نقؿ المورثات في المراحؿ المبكرة لمتحوير وتبػيف أف 

نسػػػػػبة كػػػػػالوس محػػػػػور أكبػػػػػر خمسػػػػػة أضػػػػػعاؼ مقارنػػػػػة بسػػػػػلالتي البكتريػػػػػا 
الأخػػػػرييف. وجػػػػدوا أف محتػػػػوى وسػػػػط الزراعػػػػة المشػػػػتركة مػػػػف اليرمونػػػػات 

مورثػات. وأف وسػط ومصدر السػكر يػؤثراف بشػكؿ كبيػر عمػى كفػاءة نقػؿ ال
الزراعػػػة المشػػػتركة الحػػػاوي سػػػيتوكينيف عػػػالي أفضػػػؿ لنقػػػؿ المورثػػػات مػػػف 

 يزالتركالوسط الحاوي أوكسيف مرتفع 

De Bondet et 

al., 1994 

'Royal Gala'  الأغروباكتريوـاستخدمت سلالة LBA4404    والبلاسميد الناقؿ
pKIWI1105, pKIWI110 . مقاومة  معدلة وراثياً نباتات تفاح

 في البيت الزجاجي  Gleanلممبيد العشبي 

Yao et al., 

1995 

'Fuji' ةتعبير المورث –بروتوبلاست مف الورقة gus في البروتوبلاست- 
 طريقة الثقب الكيربائي 

Hyung et al. 

1995 

'Greensleeves' معدلة وراثياً ثمار تفاح  إنتاج –تجارب حقمية James et al., 

1996 

'Jonagold'   الأغروباكتريوـتجديد وتحوير ناجح مف الورقة باستخداـ سلالة  

EHA101 والبلاسميد الناقؿpFAJ3003, pFAJ3027.  المورثة
nptII  أفضؿ مف المورثةbar معدؿ وراثياً نتخاب التفاح اللا 

De Bondet et 

al., 1996 

'Gala', 'Elstar', 

'Golden' 

'Delicious' 

والبلاسميد   AGLO, EHA101الأغروباكتريوـاستخدمت سلالة 
 pMOG410 ,pCGN7001الناقؿ 

 في البيت الزجاجي معدلة وراثياً نباتات تفاح 

Puite and 

Schaart, 

1996 

'Royal Gala'  الأغروباكتريوـاستخدمت سلالةEHA105   والبلاسميد الناقؿ
p35GUS-INT التعديؿ ، خدش الأوراؽ بالممقط يزيد كفاءة

 gusاختبار  -الوراثي الوراثي

Norelli et al., 

1996 

 Sriskandarajah في التفاح مف الورقة  التعديؿ الوراثيأمثمة شروط التجديد و  غير محدد
and Godwin, 

1998 
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'M26' بالمورثػػػػػػػػػة  التعػػػػػػػػػديؿ الػػػػػػػػػوراثيhrpN  باسػػػػػػػػػتخداـ الناقػػػػػػػػػؿ الثنػػػػػػػػػائي
pBINPLUSحاويػػػػة  أوسػػػػاطحصػػػػوؿ عمػػػػى المتجػػػػددات عمػػػػى . ال

 إكثػػاروتػػـ  مػػغ /ؿ  100عمػػى المضػػاد الحيػػوي كانامايسػػيف بتركيػػز 
تػػػـ  .النمػػػوات المتجػػػددة وتجػػػذيرىا وأقممتيػػػا لشػػػروط البيػػػت الزجػػػاجي

 NPTII -ELISAليػػزا بواسػػطة طريقػػة الإ التعػػديؿ الػػوراثي إثبػػات
تػـ  hrpN لوجود المورثػة  PCR ػوباختبار ال  nptIIلوجود المورثة 

  Western. باختبار   hrpNالتعبير الجيني عف المورثة   إثبات

Abdul-Kader 

et al.,1998 

 

'M26' بالمورثة   التعديؿ الوراثيhrpN  ةوالمورث gst-1 Abdul Kader 

et al., 1999 

'McIntosh', 

'Marshal' 
بمورثات محممة لمكيتيف وتـ التأكد مف   التعديؿ الوراثيدراسة حوؿ 

وتحميؿ الػ   PCRبواسطة تفاعؿ الػ   التعديؿ الوراثيفعالية 
Southern   لمدنا  ولوحظت اختلافات حقيقية باستخداـ التحميؿ

 لمبروتينات    Westernالأنزيمي واختبار الػ 

Bolar, et al., 

1999 

'M26', 'M7' وذلؾ لزيادة المقاومة لمرض المفحة النارية في  التعديؿ الوراثي
و  PCRبالػ  التعديؿ الوراثيواثبات   Attacin Eبالمورثة  التفاح

Western 

Borejsza-

Wysocka, et 

al.,1999 

'RoyalGala', 

'Galaxy', 'M26' 
 لزيادة المقاومة لمرض المفحة النارية في التفاح التعديؿ الوراثي

 ,Attacin E, Cecropin, SB 37, Shiva-1بالمورثات 

Lysozyme. 

Norelli et al., 

1999  
 

 

'Pinova', 

'Pilot', 'Pinol', 
'Pingo', 'Remo', 

'Elstar', 'Liberty' 

لزيػػػػادة المقاومػػػػة  -T4-LYSOZYMEبالمورثػػػػة    التعػػػػديؿ الػػػػوراثي
لوجػػػود  PCRو – nptIIاليػػػزا  -لمػػػرض المفحػػػة الناريػػػة فػػػي التفػػػاح

 المورثة  المنقولة

Hanke et al., 

1999  

'M26'  الػػػػػوراثي لأصػػػػػؿ التفػػػػػاح التعػػػػػديؿ دراسػػػػػة حػػػػػوؿM26   بالمورثػػػػػات
nptII   وphyB كمػوف  31تػـ الحصػوؿ عمػى  -مػف الإرابدوبسػس

 جزءاً نباتياً. 329مف أصؿ 

Holefores et 

al., 2000 

'McIntosh' مورثػػػة الكيتنػػػاز  أدخمػػػتChitinase  مػػػف أجػػػؿ المقاومػػػة لمػػػرض
  الجرب في التفاح

Bolar et al ., 

2000 
 

'cv. Melba' and 

'clonal 

rootstock 

N545' 

باستخداـ السلالات الحساسة  عديؿ الوراثي بروتوكوؿ ناجح لمت
.  gusالحاممة لممورث   CBE21 with vector pBI121جداً 
 %13.3-1.5 التعديؿ الوراثينسبة 

Dolgov et 

al., 2000 

'cultivar 

'Pinova' 
 ,.Hanke  et alلمتفاح لزيادة المقاومة لمرض المفحة النارية بتعبير  التعديؿ الوراثي

2002  
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  eps-depolymeraseالمورثة الفيروسية ايبس دي بمويميراز  

'Elstar', 

'Holsteiner 

Cox' 

مػف العنػب   stilbene synthaseلمتفػاح بمورثػة  التعػديؿ الػوراثي
دراسػػػة  مػػػف الكيػػػوي مػػػف أجػػػؿ مقاومػػػة الأمػػػراض الفطريػػػة، PGIPو

فػػػي  التعػػػديؿ الػػػوراثيتػػػأثير الأمػػػواج الصػػػوتية عمػػػى كفػػػاءة التجديػػػد و 
والبلاسػػػميد   EHA101الأغروبػػػاكتريوـاسػػػتخدمت سػػػلالة  التفػػػاح.
 pIBGUSالناقؿ 

 Szankowski 

et al., 2003 
 

 

 

'M26' 

 

غ/ؿ(. 2استخداـ الفوسفو مػانوز إيزوميػراز كمػورث انتخػاب )تحمػؿ 
  Southernباختبار  التعديؿ الوراثيإثبات 

Zhu et al ., 

2001 

 'Ariane' and 
'Galaxy',  
 

مػف القمػح  ,(pinB)بمػورث  الأغروباكتريوـبوساطة  التعديؿ الوراثي
كمػػػػػػوف  CaMV35S – 24لمقاومػػػػػػة جػػػػػػرب التفػػػػػػاح تحػػػػػػت تحكػػػػػػـ 

 ELISAمتحمؿ لمكاناميسيف . اختبار 

Faiz et al, 

2003 

'Queen Cox'  مقارنػة وسػط –التعػديؿ الػوراثيدراسة العوامؿ المؤثرة عمى التجديػد و 

MS   مػػػػػػػع وسػػػػػػػطDKW   2.2بػػػػػػػيف التعػػػػػػػديؿ الػػػػػػػوراثيمعػػػػػػػدؿ% 
 %   0.5و

Wilson and 

James, 2003 

'Bramley', 

'Greensleeves' 
مػف الانتخػاب لاسػتبعاد  اً جيػد أعطيا مسػتوىً  سيفوتاكسيـ وكاناميسيف

 + MS+2 mg/l BAPأفضػؿ وسػط للإكثػار  – الأغروبػاكتريوـ

0.1 mg/l IBA 

MCAdam et 

al., 2004 

Commercial 

varieties 

تفاح تجارية أصناؼ  

معػػػدؿ دراسػػػة ثباتيػػػة انتقػػػاؿ المورثػػػات والتعبيػػػر الػػػوراثي فػػػي التفػػػاح ال
 وراثياً 

Reim and 

Hanke,2004 

المورثػػة  -  manAطريقػػة بديمػػة للانتخػػاب باسػػتخداـ مورثػػة معممػػة  غير محدد
GFP 

Flachowsky 

et al., 2004 

'Fuji, Gala' التعديؿ  اثيو فنيؿ غلايسيف عمى دراسة تأثير نترات الفضة وأمينو
 في التفاح الأغروباكتريوـبوساطة  الوراثي

Seong et al., 

2005 

 Galaxy','Ariane 

'Malus × 

domestica' 

التعبير واسمة في التفاح بدوف استخداـ مورثة  التعديؿ الوراثي
 مقاومة لممرضاليزيد  MpNPR1المفرط لمورثة 

Malnoy et 

al., 2007. 

 
 :متفاحل التعديل الوراثيالمستخدمة في مورثات ال 2.2 .7.

نفذت باستخداـ قد و  تقميديةال الأصناؼعمى استخداـ  الغالب الوراثية في عديلاتالتاعتمدت  
 (Espley et al , 2007; Malnoy et al ,2007a, Malnoy et التفاح فممعزولة مورثات 

al, 2008 )  عضويات أخرى أو مف(Bolar et al ,2000;; Faize et al 2004) 
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 (2000مثؿ النمو ولوجية أو المورفولوجيةيزيبعض النواحي الف فيمورثات المؤثرة الأيضاً دخمت أ
(Holefors et al,  والإزىار(Yao et al, 1999)  والخصوبة الذاتية(Van Nerum et al, 

-sorbitol-6درست وظائؼ بعض المورثات مثؿ كما . وراثياً  عدؿالى التفاح الم (2000

phosphate  فاتيزسسوربيتوؿ فو (Cheng et al, 2005; Kanamaru et al, 2004) و 
غالاكتورونيز  بولي و stilbene synthase (Rühmann et al, 2006)سيتي بيف سينسيز

polygalacturonase(Atkinson et al, 2002)  ومف محفزات عديدة(Gittins et 

al,2001; Gittins et al, 2003; Ko et al, 2000; Szankowski, et al, 2008)  )في 
 (. 3)جدوؿ  وراثياً  عدؿالتفاح الم
 لمتفاح التعديؿ الوراثي. المورثات المستخدمة في 3جدوؿ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Over- 

Expression 

 

 تعبير

 

 

 

 Genes 

isolated  

from  

apple 

 

  

مورثات معزولة 
 مف التفاح 

 

Gene 

المورثة المستخدمة في 

 التعديؿ الوراثي

Donor 
 مصدر المورثة

Results 

 النتائج
Reference 

 المرجع

MdPG1 

(Polygalacturonase) 
M. domestica 

Borkh. 
تغير في  التحاـ ونضج 

 الخمية

14 

 

HcrVf2 (R-genes) Malus floribunda 

821 
 Scab-resistance 

 مقاومة الجرب
18, 19 

 

MpNPR1(pathogen

esis-related gene) 
M. domestica 

Borkh. 
 150 الفطريةمقاومة الأمراض 

 

MdMYB10 (MYB 

transcription factor) 
M. domestica 

Borkh. 
تحريض تراكـ الآنثوسيانيف، 

 لوف ثمرة التفاح أحمر

69 

 

HcrVf1 (R-genes) M. floribunda 821  Scab-resistance 

 مقاومة الجرب
149, 116 

HcrV2 (R-gene) M. floribunda 821 Scab-resistance  مقاومة

 الجرب

236 

 

Genes 

isolated  

not from  

apple 

 

مورثات   

Attacin E Hyalophora 

cecropia 
Fire blight resistance 

 مقاومة المفحة النارية
169 

Cecropin MB39 Hyalophora 

cecropia 
Fire blight resistance 

 مقاومة المفحة النارية
139 

 

ech42 Trichoderma  Scab-resistance 247 
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 مفرط 
 لممورثة 

 معزولة 
مف مصادر 
 غير التفاح 

 

(Endochitinase) harzianum مقاومة الجرب  

ech42 

(Endochitinase) 

Nag70 

(Exochitinase) 

Trichoderma 
harzianum 
Trichoderma 

Atroviride 

(fungus) 

لوحظت . مقاومة الجرب

علاقة عكسية بيف نمو 

 المعدلة وراثياً السلالات 

مف  6وفعالية الآندوكيتينيز. 

معدلة سلالات  8اصؿ 

معبرة عف  وراثياً 

الآندوكيتينيز كانت اكثر 

 مقاومة مف الشاىد.

24, 23 

 

  Vst1 (Stilbene 

synthase) 
Grapevine 

 (Vitis vinifera L.) 
Antifungal activity 

 فعالية مضادة لمفطريات
225 

PGIP 

(Polygalacturonase 

inhibitor) 

Kiwi (Actinidia 

deliciosa) 
Antifungal activity 

 فعالية مضادة لمفطريات
225 

 

Avidin or 

Streptavidin 
Streptomyces 

avidi 
Insect resistance 

(light brown apple 

moth)  مقاومة الحشرات

 )فراشة التفاح البنية( 

155 

RolA (Hydrolyze 

phytohormone  

glucoside A) 

Agrobacterium 

rhizogenesnii 
Root induction  تخميؽ

 الجذور

97 

Genes 

isolated  
not from  

apple 
مورثات   

 معزولة 

RolB (Hydrolyze 

phytohormone 

glucoside B) 

A. rhizogenes  Root induction  تخميؽ

 الجذور

246 

 RolC (Hydrolyze 

phytohormone  

glucoside C) 

A. rhizogenes Root induction 

 تخميؽ الجذور
106 

 

PinB (puroindoline) Wheat (Triticum 

aestivum) 
Antifungal activity 

 فعالية مضادة لمفطريات
70 

 

thaumatin  

 
Thaunatococcus 

danielli (Plant)  
 مقاومة لمفطر في التفاح

Melba   

58, 59 
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Silencing 

 اخماد / ابطاؿ 
فعالية  

 المورثة

 S-RNase gene  M. domestica 

Borkh. 
Self-fertility  خصب

 ذاتيا

237 

 S6PDH (Sorbitol-6-

phosphate 

dehydrogenase) 

M. domestica 

Borkh. 
 الفصؿ بيف تنظيـ

 السكروزو  السوربيتوؿ

117 

Promot

ors  

المورثة 

 المحفزة

 ExtA promoter  Brassica napus L.   توزيع خاص بالنسيج

 النباتي 

120 

 RolC promoter A. rhizogenes   توزيع خاص بالنسيج

 النباتي

121 

 HcrVf2 promotor  M. floribunda 821  Scab-resistance  
 مقاومة الجرب

223 

 المراجع  بعض إضافة مع (2010)   وزملاؤهو   Polancoما نشره  حسب

 لمتعمقة بالدفاع امورثات استخدام ال2.2 .8.
البروتينات المتعمقة بروتينات متعمقة بالدفاع، مثؿ  أف النباتات تنتجاحثيف العديد مف البأثبت 

( وببتيدات مضادة Pathogensis-related proteins PR)مرضية البالمسببات 
مقاومة النبات اعتمدت الدراسات الأولية لتعزيز لذا . (Broothaerts et al (2000,مرضاتلمم

نباتات بمورثات تشفر التعديؿ الوراثي لمب اً عمى أنظمة الدفاع الخاصة بالنبات وخصوص
 . تـ تحوير العديد مف النباتات بمورثات تشفر لأنزيـ الكيتينازمرضاتلبروتينات خاصة بالم

Chitinase وغموكانيزGlucanase   لمكافحة المسببات الفطرية. يحطـ ىذاف الأنزيماف
ليس لكؿ الفطريات بدوف التأثير عمى العائؿ النباتي أو أي و البوليمرات في الجدر الخموية لمكثير 

حيواف. تـ عزؿ الأنزيمات مف عدد مف المصادر شممت نباتات )الرز، الشعير(، بكتريا 
((Serratiamarcescens وHolefors et al, 1998) Streptomyces 

olivaceoviridis) ( وحتى مف الفطرياتTrichoderma harizianum) (Salter et al, 

د اختيار الأنزيـ عمى توفره وعمى فعاليتو ضد المسبب المرضي المراد مكافحتو، م. اعت(2008
حيث مف المرجح أف المسببات المرضية الناجحة لدييا مقاومة ضد أنظمة النبات الدفاعية. 

لتعبير ىذه المورثات. صمـ التعبير الدائـ  اً غالبمف فيروس القرنبيط  35Sاستخدـ المحفز 
لدفاع لتوفير عائؽ أماـ اليجوـ الأولي ولكي لا يسمح لممسبب المرضي أف )الجيازي( لبروتيف ا

ء فترة تحريض جياز الدفاع بالعائؿ. وقد ايتثبت بالنبات لأنو ربما يكوف ىذا ىو الحاؿ أثن
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 التعديؿ الوراثيمف البطاطا في  Prp1-1استخدمت أيضاً محفزات تتحرض بالجروح مثؿ المحفز 
( والذي يتوسط التعبير السريع الموضعي 1998 et al Abdul Kader ,) M.26لأصؿ التفاح

استجابة ليجوـ المسبب المرضي. يقيد ىذا النوع مف المحفزات تعبير المورثة بالمكاف المطموب 
فيو البروتيف ويمكف أف يقمؿ الأخطار المحتممة المترافقة مع البروتينات. وحيث أف تعبير المورثة 

 دائـ لا يوجد استنزاؼ نو أى فيو بالنتيجة يحد مف تعبير المورثة وىذا يعني يعمؿ فقط أثناء العدو 
انخفاض كبير في كمية المحصوؿ.  اً أيضفي مقدرة التصنيع الحيوي بالنبات ولف يكوف ىناؾ 

اختبرت كفاءة ىذه الأنظمة في العديد مف النباتات وثبت في بعض الحالات وجود مستوى معيف 
لجيازي ا التعبير د يعززفق. (Salter et al, 2008) ضية معينةمف التحمؿ لمسببات مر 

 (PinAبورواندولاينز مثاؿ،ػعمى سبيؿ ال. النباتمقاومة يذه الجزيئات ل )الداخمي الدائـ(

puroindolines and PinB)  ىي بروتينات غنية بالسيستيف الببتيدات المضادة لمميكروبات و
كؿ ىذه المورثات تـ توصيفيا بشكؿ جيد وقد وجد في بذور القمح. والتي ت، مضادة لمفطريات
المعبر فييا ىذه  المعدلة وراثياً وقد أظيرت السلالات . لمرز التعديؿ الوراثياستخدمت في 

  ,Krishnamurthy et al)في الرز الفطرية الرئيسيةلأىـ الأمراض مقاومة الزيادة المورثات 

يمكف  PRالدفاع  بروتيناتلمورثات عاؿ  مستو  التعبير عمى أف  أظيرت دراسات أخرى. (2001
 أثبتتلمختمفة. االممرضات ب الإصابةمف معدوى لعرضة ي ىالحساسة التي  الأصناؼأف تقي 

الحساس والمقاوـ لمجرب أف مستويات النسخ التي تشفر لعدد مف  متفاحية لنسخت التحميلاال
ريبونوكميز ػ بالشبيو  PR10غموكونيز و  3-1ا البروتينات المتعمقة بالدفاع النباتي )مثؿ بيت

 ,β-1,3-glucanaseبروتيف السيستيف واندوكايتينيز وفيروتشيلاتيز أنزيـومثبط 

ribonuclease-like PR10,cysteine protease inhibitor, endochitinase, 

ferrochelatase  ريبوسيميشيفف ثنائي الفوسفات يأدينوز وعامؿADP-ribosylation factor  
 واع التفاعمية مع الأوكسجيف )مثؿ سوبرأوكسيد ديسموتيز(نلأاأو ازالة السمية في 

(superoxide dismutase)  عند مقارنة في الصنؼ المقاوـ ريمو قد تـ تنشيطيا الى حد كبير
كاف وجود عدد كبير مف  والأكثر إثارة لمدىشة .Elstarالصنؼ الحساس بكمياتيا النسبية  

في مجموعة  3الموثيونينز مف النمط  لرسوؿ لتصنيع ميتاارنا الػ الكمونات الناتجة مف استنساخ 
الأوراؽ الفتية النسخ المطابقة كانت موجودة فقط بكميات قميمة في الصنؼ المقاوـ ريمو. لكف 

غير المصابة بالصنؼ الحساس ايمستار، لكنيا كانت منشطة في ىذا الصنؼ الحساس بعد 
وأظيرت . V. inaequalis (Degenhardt et al, 2005) العدوى بالفطر المسبب لمجرب

 ;Malnoy et al, 2007a)مريكاأيا مجموعة باحثيف في جامعة كورنيؿ في تدراسات أخرى قدم

Malnoy et al, (2007b التفاح  أف الإفراط في تعبير مورثةMpNPR1  مقاومة زيادة يضفي
لمتقييـ في التجارب  المختارة عدلة وراثياً اكثار السلالات المتـ . M. domestica المرض في
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مف البروتينات لثالث النوع ا .(Salter et al, 2008) جودة الثمارلمقاومة الأمراض و الحقمية 
والتي   Ribosome-inactivating protins (RIPs)التي تنشط الريبوزوماتىي البروتينات 

ثار الادنيف آاستخدمت كوسيمة دفاع ضد العدوى بالفطريات. ىذه البروتينات ىي أنزيمات تزيؿ 
الرسوؿ في ريبوزومات حقيقيات وطلائعيات RNA   ػمف موقع معيف في عدد ضخـ مف ال

)أوليات( النوى وبالتالي تثبط تصنيع البروتيف. تتنوع تخصصية ىذه البروتينات لكف النقطة 
 .(Salter et al, 2008) . مثمة معينة لا تثبط ريبوزومات النباتأالحاسمة ىي أف 

 
 :استخدام مورثات بكتيرية2.2 .9.   

خرى التي تشفر لبروتينات ذات فعالية مزدوجة كمضادة العديد مف المورثات الأ يضاً أأدخؿ 
ميزوزيـ ػالنباتات بدرجات نجاح مختمفة. شممت ىذه البروتينات ال إلىلمفطريات ومضادة لمبكتريا 

lysozyme  ببتيد وغميكاف الذي يعيؽ حدوث العدوى بالفطر  إلىحيث يفكؾ ىذا الأنزيـ الكيتيف
ة. وقد أجريت بعض الدراسات لمكافحة مرض المفحة النارية البكتيري. حيث أف معظـ لفترة قصير 

سبب ىذا المرض مو  ،أصناؼ وأصوؿ التفاح  التجارية المزروعة في أوروبا حساسة لمفحة النارية
تقتؿ الشجرة خلاؿ موسـ النمو.  فإنياوالتي حالما تتوضع  Erwinia amylovoraالبكتريا ىو 

تحوي مورثات تنتج بروتينات  وراثياً  عدلةم أشجار بإنتاجوقد درس عدد مف الباحثيف ىذه المشكمة 
عدلة شجار مأنتاج لإحدى ىذه الاستراتيجيات الطريقة المحممة إمضادة لمميكروبات. استخدمت 

حشرية ىي  مرضاتنات مضادة لمومورثات لبروتي  T4 lysozymeتحتوي عمى المورثة  وراثياً 
cecropine   وattacin E وشممت الطريقة الثانية المستخدمة مورثة لاكتوفيريف البقري .

bovine lactoferrin بوليمراز  ومورثة ديdepolymerase جيا قادر عمى تننبات الذي يوال
 المعدلة وراثياً . أظير الكثير مف السلالات exopolysaccharideتفكيؾ الاكسوبولي سكاريد 

% مف طوؿ 5حدى السلالات فقط إ تأقؿ مف نباتات الشاىد. وأظير النارية مفحة ال أعراض
 (.et al, 2008 Salter ) المعدؿ وراثياً % في الشاىد غير 56 ػالطرد مصاب بالمفحة مقارنة ب

وىي عبارة عف ببتيدات  Temporins ػخرى مف الببتيدات التي اختبرت ىي اللأالمجموعة ا
 Ranaصغيرة مضادة لمميكروبات كاتيونية معزولة مف مفرزات جمد الضفدع الأحمر الأوروبي 

temporaria نيا سامة. ىذه حلالية وبالتالي فميس مف المرجح أوىذه تتميز أنيا ليست ان
حمض أميني وأكثرىا قوة ىو  13-10ميستيف ىي بطوؿ لالببتيدات غير المحتوية عمى ا

Temporin A حوروالذي لو فعالية مضادة لمفطور وفعالية مضادة لمبكتريا. استخدـ الشكؿ الم 
مف مورثة ىذا الببتيد لتحوير البطاطا والذي يجعؿ تعبيره نباتات البطاطا مقاومة لمسببات 

والمفحة  E. carotovora spp. Carotovoraمرضية عديدة تشمؿ العفف الطري البكتيري 
بميوف دولار سنويا وكذلؾ العفف  4 ػخسائر تقدر ب سببت تيوال P. infestans المبطاطالمتأخرة 
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ر كبيرة بعد الحصاد. وطورت ئالذي يسبب خسا Phytophthora erythroseptica القرمزي
وىناؾ أمثمة أخرى كثيرة عف مورثات  .Mefanoxamمقاومة فقط لممبيد الفطري الفعاؿ 

في الورد وفي القمح.  Ace-AMP1لبروتينات مضادة لمميكروبات تـ ادخاليا في النباتات مثؿ 
مف  Esculentin-1وىو بروتيف فراشة تـ تعبيره في التبغ و كذلؾ  gallerimycin ػوكذلؾ ال

Rana esculenta،  ًفي نماط المقاومة أتغييرا في  تـ  تعبيره في التبغ والتي كميا تحدث أيضا
ىذه الأمثمة المذكورة أعلاه الضوء عمى استخداـ البروتينات المضادة تمقي  .النبات العائؿ

 et al, 2008)  لمميكروبات التي تتفاعؿ بشكؿ مباشر مع المسببات المرضية وتوقؼ العدوى 
Salter.) 

  : تعديلات أخرى 2.2 .10.
شممت . عديؿ الوراثي الت زيادة كفاءةجؿ أمف  البروتوكولاتعمى ىذه  أخرى إجراء تعديلات تـ

 :ستخداـا التعديلاتىذه 
 فوسفاتبيتيف  ،acetosyringoneنغوفيسيتوسير أ)فينولية نباتية  مركبات -

(betaine phosphate  مورثات شرسة عدة  عف التعبيرلزيادة )أنواع  العديد مف في)معدية
 .A . tumefaciens  (أغروباكتريابكتريا التدرف التاجي )

 ،/التبمورمادة التيميـ  -

 ، النيتروجيفمصدر  -

 AgNO3  (Seong et al,  2005)تركيز نترات الفضة   -

 الناقؿ الثنائي    -

وـ غروباكتريلآخالي مف ا وراثياً عدؿ تفاح م إنتاجعف  Hammerschlag  et al ( (2000نشر
بوسط حامضي مع تركيز مرتفع  وـ غروبكتريلأالممقحة باعف طريؽ فمترة بالتفريغ لممستزرعات 

طريقة كاربنسيمميف وسيفوتاكسيـ وسيفوكزينتيف(. ال يتر/لراـغمم 500مف المضادات الحيوية )
فقد . لفترة قصيرةبعد خدشيا بالمقاح  الأوراؽىي غمر  غروباكتيريوـلأتجنب التموث باالأخرى ل
 temporary (TIB)فاعؿ الحيويػمالالمؤقت بالغمر   Zhu et al  (2005)استخدـ 

immersion bioreactor التفاحأصؿ  إكثار كجزء مفM.26  ىذه  أف تستخدـ أيضاً . ويمكف
 (.et al, 2010  Aldwinckle and Malnoy, 2009; Polanco) التفاح الطريقة لتحوير

 
  :ن أجل التحسين الوراثي لمتفاحم التعديل الوراثيتطبيقات  3.2.

  (et al,a,b) James 1989في عاـ  المعدلة وراثياً أظير التقرير الأوؿ عف نباتات التفاح 
ؽ وصحية وأسيؿ اذمأصناؼ تفاح جديدة مف شأنيا أف تكوف متفوقة في ال نتاجلإ واعداً  تطبيقاً 
إدخاؿ العديد مف الصفات المختمفة بنجاح في التفاح  . عمى الرغـ مف أنو قد تـ حالياً زراعياً 
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Aldwinckle and Malnoy, 2009)).  ةفي مرحم المعدلة وراثياً لـ تدخؿ بعد أصناؼ التفاح 
 إثباتتصؼ تجارب متفاح ل التعديؿ الوراثي عف  التجاري. معظـ التقارير المنشورة سابقاً  نتاجالإ

مفيوـ ينطوي عمى وضع بروتوكولات التجديد، واختيار المورثة المحفزة المناسبة ومورثات 
تتجمى في استخداـ  وراثياً التفاح المعدؿ طوير تل ثمة مشكمة رئيسيةلكف،  تخاب الملائمة.نلاا

 أفقياً  قؿتنتأف مف المتصور  كمورثة انتخاب لممضاد الحيوي كانامايسيف )والتي  nptIIالمورثة
، بدأ مؤخراً  .عمى نطاؽ واسع ستخدـتزاؿ تلا  يوى ،(وراثياً المعدؿ  الغذاء بعد تناوؿ إلى البشر
تتمثؿ باستخداـ واسمات غير معتمدة عمى الانتخاب بوساطة  بدائؿ تطويرالباحثيف بعض 

مثؿ استخداـ المورثة  (Flachowsky et al, 2004) مورثات المقاومة لممضادات الحيوية
أو بدوف استخداـ أي   (Zhu et al ,2004; Degenhardt, 2006) فوسفومانو ايزميريز 
 ةالاختبارات الوظيفي إلى التركيز انتقؿ مؤخراً (. ,2007b Malnoy et alمورثات انتخاب )

الصفات  :إلى فئتيف ىذه الصفات ويمكف تصنيؼ .لمصفات ذات الفوائد التجارية المحتممة
المقاومة للأمراض  :يةنتاجالإالصفات  تشمؿ .والصفات المرغوبة مف قبؿ المستيمؾ يةنتاجالإ

 جرب التفاح والبياض الدقيقي...( :)مثؿ الفطريةو  )التدرف التاجي، المفحة النارية( البكتيرية
ومقاومة مبيدات الأعشاب ، صرة(قم أصوؿ )أصناؼ/ تقزـ، والالأخرى لآفاتلحشرات واامقاومة و 
)درجات الحرارة العالية والمنخفضة، الجفاؼ  اللاحيوية /ات البيئيةالإجيادكثار ومقاومة لإوا

النضج المبكر، وطوؿ فترة التخزيف و زىار لإموعد ا، الزنؾ( إجيادوالبرودة، تحمؿ نقص الحديد، 
الخصائص  تشمؿ: ف المستيمؾالمرغوبة مف قبؿ  مصفاتل مثمةالأأما عف . الذاتية والخصوبة
وتغيير الموف وتعديؿ الاستقلاب )التمثيؿ والطعـ الجيد،  نكيةالمميزة، وتحسيف ال الصحية

 Aldwinckle, and وغيرىا الحساسية وتقميؿ، بعد تقطيعيا الثمرة اسمراروانخفاض الغذائي( 

Malnoy,  2009).) ،تفاح المعدؿاستخداـ ال بعض الأمثمة عمى سنقوـ بشرح في ىذا القسـ 
 .البكتيرية والفطرية لأمراضلأىـ امقاومتو لتحسيف  وراثياً 

البكتيرية  للأمراضأمثمة عف المورثات المعبرة في التفاح بيدؼ تحسيف مقاومتو   4جدول يبيف  
 والفطرية .

 وراثياً المعدل التفاح . الصفات الخاصة بمقاومة الأمراض المعبرة في 4جدول 
Trait  
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ببتيد إشارة ومعزز الترجمة  

(AMV) 

Some transgenic lines 

showed partial 

resistance in 

greenhouse and in the 

orchard. Increased 

resistance when signal 

peptide and translation 

enhancer (AMV) were 

used. 
 Pinova, 

Pilot, 

Pirol, 

Pingo  

 

Elstar, 

Remo 

Liberty, 

Reka 

Attacin E (-
sp) 
 

 

 

T4 

Lysozyme 

Hyalop
hora 
cecropi
a 

)فراشة  
الحرير 
 العملاقة(
 

T4 

Bacterio

phage 

Pin2 
 
 
 
CaMV3

5S 

 
أظيرت بعض السلالات 

مقاومة جزئية في  عدلةالم
 البيت الزجاجي

Some transgenic lines 

showed partial 

resistance in 

greenhouse. 

 

92 

  

Gala 
T4 
Lysozyme 

لوحدىا أو 
 مترافقة مع 

cecropia  

attacin E 

T4 
Bacterio
phage 
Hyalop
hora 

 

Pin2 
(attacin 
E) 
CaMV3

5S 

(T4ly) 

أظيرت بعض السلالات  
مقاومة جزئية في البيت 

الزجاجي. لـ يكف ىناؾ زيادة 
في المقاومة عند ترافقت ىذه 

  attacinالمورثة مع مورثة 
Some transgenic lines 

showed partial 

resistance in 

greenhouse. No 

increase in resistance 

when this gene was 

combined with attacin 

gene 

5,4, 127, 
125 

 

  

Pinova 
Dpo 

 
CAMV

35S 
سلالات مف أصؿ  7أظيرت 

في  المعدلة وراثياً الوراثية غير مرض أقؿ مف الانماط  33
لبيت الزجاجي لكف ىذا الفرؽ 
لـ يكف معنويا باستثناء سلالة 

 واحدة..
7 of 33 lines show less 

disease than the non 

transformed genotype 

in greenhouse, but this 

difference was not 

statistically different, 

except for one line. 

78 
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 M.26   CAMV
35S 

Gst1 
زيادة المقاومة لمفحة النارية. 
لوحظت مقاومة أعمى عند 

 caMV35sتحكـ المحفز 
 Dpoبالمورثة  

Increased resistance to 

fire blight. Higher 

resistance observed 

when the Dpo gene 

was driven by 

CaMV35S promote 

27 

  

M.26 
HrPN 

 
Eriwini

a 

amylov

ora 

 

Gst1 

)يتحرض 
 بالجروح(

 

امتمكت معظـ السلالات  
النارية في البيت الزجاجي مقاومة جزئية لمفحة  معدلة ال

ىذه السلالات مستوى مقاومة وفي الحقؿ. أظير اثناف مف 
 .M7صؿ مماثؿ لمقاومة الأ

Most of the transgenic 

lines had partial 

resistance to E. 

amylovora in 

greenhouse and in the 

field. Two of these 

lines showed a level of 

resistance similar to 

the resistant rootstock 

M.7 

2,1,  4 

 Galaxy 

M26 
MpNPR1 Apple Pin2 

CaMV3

5S 

انخفاض كبير في الإصابة 
 -33بالمفحة النارية بمقدار 

في الصنؼ غالاكسي.  86%
بكثير مقارنة بالصنؼ انخفاض أقؿ  M26أظير 

 %.70إلى 0 غالاكسي )
Significant reduction 

in susceptibility to E. 

amylovora of 33-86% 

for Galaxy; M.26 

showed a less 

substantial reduction 

in susceptibility 

compared to Galaxy 

(0 to 70%) 

146 

 Galaxy DIPM 

 4)اسكات 
مورثات 
 مختمفة(

Apple CaMV3
5S 

 

عدـ تعبير عف المعدلة أظيرت بعض السلالات 
 المقاومة لمفحة النارية وزيادة  في   DIPMالمورثة 

Some transgenic lines 

showed silencing of 

the DIPM genes and 

an increase in 

resistance to E. 

amylovora 

28 

Fungal resistance المقاومة للأمراض الفطرية 
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Fungal 

resistance 

Altenaria 

mai  

Melba Thaumatin Thauna

tococcu

s 

daniell(

plant) 

CaMv3

5S 
الناجح  التعديؿ الوراثياثبت 

لتحسيف الطعـ والمقاومة 
للأمراض النباتية  لمصنؼ 
باؿ بي سي آر وتعبير 
المورثة بمطخة ويسترف . 
تعديؿ بمذاؽ الأوراؽ 

 بالسلالات الميندسة. 
The successful 

transformation to 

improve taste and 

phytopathogen 

resistance was 

confirmed by PCR 

analysis and its 

expression by Western 

blotting. Leaves from 

transgenic lines 

demonstrated taste 

modification. 

59 

Venturia 

inaequalis 

 )جرب التفاح(
 

Mcint

osh 
Endochitin

ase  

 

Trchod

erma 

atroviri

de 

(fungus

) 

2Ca 

MV35S 
لوحظت علاقة ارتباط سمبية 

المعدلة بيف نمو السلالات 
مف   6والاندوكيتينيز وكانت 

سلالات ميندسة  8أصؿ 
أكثر مقاومة مف الشاىد . 
انخفضت شدة المرض 

)عدد  %99.7إلى  0بمقدار
)% مف  %90الآفات( والى 

مساحة الورقة المصابة(. كاف 
الكيتينيز الخارجي أقؿ فعالية 

الداخمي .  مف الاندوكيتينيز
بعض النباتات  المعبرة كلا 
المورثتيف كانت أكثر فعالية 
مف النباتات المعبرة عف أي 

 مف المورثتيف لوحدىا
Negative correlation 

between growth of 

transgenic lines and 

endochitinase activity 

was observed. 6 of 8 

transgenic lines  

24, 23 
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expressing 

endochitinase were 

more resistant than 

control. Disease 

severity was reduced 

by 0 to 99.7% 

(number of lesions) 

and 0 to  90% (% of 

leaf area infected). 

Exochitinase was less 

effective than 

endochitinase. Some 

plants expressing both 

genes were more 

resistant than plants 

expressing either 

single gene 
 Arian

e 

Galax

y 

Endohitina
se 
(ech42) 

Exochitina

se 

(nag 70) 

 

Trichod
erma 
atroviri

de 

2CaMV
35S 

 

لوحظت علاقة ارتباط سمبية  
المعدلة بيف نمو السلالات 

ونشاط الاندوكيتينيز. ويبدو 
أف  انخفاض النمو مترافؽ 

المغنيف  مع محتوى مرتفع مف 
وفعالية  والبيروكسيداز 

أبدت كؿ  والغموكونيز.
السلالات ذات الفعالية 
انخفاض كبير في أعراض المرتفعة مف الاندوكيتينيز 

 الجرب.
Negative correlation 
between growth of 
transgenic lines and 
endochitinase activity 
was observed. 
Reduced growth 
appeared to be 
associated with high 
lignin content, 
peroxidase and 
glucanase 

activity. All the lines 

with high 

endochitinase activity 

exhibited significant 

reduction of scab 

symptoms. 

71 

 Jonag

old 

 

Ace-
AMP1 
Rs-AFP2 

 

Onion 
 بصؿ    
Radish 

 فجؿ    

CaMV3
5S 
 

 

أظير الطرد المعبر عف 
فعالية  Rs-AFP2المورثة 

 8مضادة لمفطريات بمقدار 
ضعؼ مقارنة  32الى 

بالشاىد. أظير الطرد المعبر 
 Ace-AMP1عف المورثة 

فعالية مضادة لمفطريات زيادة 
أضعاؼ مقارنة  4بمقدار 

 بالنباتات الشاىد.
Rs-AFP2 expressing 

shoot showed 8 to 32 

fold antifungal 

activity compared to 

47 
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the control. Ace-

AMP1 expressing 

shoot showed 4 fold 

increased antifungal 

activity relative to 

control plants 
 Jonag

old 
Ai-AMP Nd CaMV3

5S 
Nd  30 غير محدد 

 Golde

n 

Delici

ous, 

Gala, 

Elstar 

hordothion

in 
Barley 

 
CaMV3
5S 

 

عراض أنقص في تطور 
 الجرب

Decrease in scab 

symptom 

development 

115 

 Arian

e 

Galax

y 

Puroindoli

ne-b 
Wheat CaMV3

5S 
بالجرب في الصنؼ انخفاض بأعراض الإصابة  

بأحسف  %55غالاكسي )
( وفي عدلة وراثياً السلالات الم

( بعد %64الصنؼ آرياف )
. لـ  6التمقيح بعترة الجرب  

يلاحظ زيادة في المقاومة في 
المعدلة سلالات غالاكسي 

بعد إجراء العدوى بسلالة 
 . 1الجرب

Reduction of 

symptoms in 

transgenic Galaxy 

(55% for best lines) 

and in Ariane (64%) 

after inoculation with 

the apple scab race 6. 

No increase in 

resistance was 

observed in the 

transgenic Galaxy 

lines after inoculation 

with the apple scab 

race 1 

70 

 Gala HcrVf2 Apple CaMV3

5S 
 Hcrvj2تمنح المورثة  

مقاومة لمجرب في الصنؼ 
الحساس غالا. المقاومة 
المكتسبة  خاصة بالسلالة 

 )العترة(.
Hcrvf2 confers scab 

resistance to the 

susceptible apple 

cultivar Gala 

Acquired resistance is 

race-specific. 

15, 18, 19, 

217, 218 

 GalaxVfa1, Vfa2 Apple Their  149المعدلة أظيرت السلالات 
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y 

McInt

osh 

and Vfa4 own 

native 

promot

er 

أو  Vfa1المعبرة المورثة 
زيادة كبيرة في  Vfa2المورثة 

المقاومة لجرب التفاح. وكانت 
المعبرة المعدلة السلالات 
مثؿ أو أكثر  Vfa4المورثة 

 حساسية لمجرب مف الشاىد .
Transgenic lines 

expressing either Vfa1 

or Vfa2 showed a 

significant increase in 

resistance to Venturia 

inaequalis. Transgenic 

lines expressing Vfa4 

gene were as, or more 

susceptible than 

control 
 Gala HcrVf 

Hcrv2 
Apple rubisco  تـ عزؿ مورثاتHcrVf  

مف التفاح وتطوير نباتات 
معدلة  Cisgenic تفاح  

 وراثيا )بمورثات مف التفاح(. 
HcrVf genes were 

isolated from apple 

and introduced to 

apple producing 

cisgenic plants. 

116,236 

  المراجعبعض  مع إضافة و Aldwinckle (.( Aldwinckle and Malnoy 2009 و    Malony حسب
   

 

 : البكتيرية والفطرية مقاومة الأمراض 1.3.2.
 الأمراض البكتيرية 1.1.3.2.

 : مرض المفحة النارية البكتيري .23.1.1.1.
، والتي كاف رائدىا تيدفة في التعديؿ الوراثي لمتفاحمس صفةأوؿ وربما أىـ  المفحة النارية كانت

عدد كبير مف  إدخاؿ فقد تـ  .Herb S. Aldwinckleمجموعة جامعة كورنيؿ بقيادة البروفسور
 Erwiniaفي التفاح لتحسيف مقاومتيا لمبكتيريا المسببة لمرض المفحة النارية البكتيري  مورثاتال

amylovora ثلاث استراتيجيات لذلؾ  وقد استخدمت .( 3بدرجات متفاوتة مف النجاح )جدوؿ
 أوتثبيط و ، مما يعوؽ العوامؿ المرضية البكتيرية، مرضاتالبروتينات المضادة لمم إنتاجمختمفة: 

. وقد استخدمت المورثات ذات الصمة بالدفاع مورثاتلم  overexpression التعبير المفرط
Attacin E ،cecropin وLayzozim  مضادة لمميكروبات متميزة مورثات وىي ثلاث
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باحثيف زيادة مف ال دوذكر عد. (3 لمرض المفحة النارية )جدوؿ ةمقاومالاستخدمت لزيادة 
في البيوت الزجاجية لمرض المفحة النارية في أصناؼ التفاح  ختباريةلإالمقاومة، في التجارب ا

 مورثاتالمختمفة المعبرة عف ىذه ال
(Hanke et al ,2000;2002, Ko et al, 2000; 2002; Liu et al, 2001, Norelli et 

al, 1994;,1999).)   المورثةبومع ذلؾ، تـ الحصوؿ عمى أفضؿ النتائجattacin E  . أبدت
في  % 60فقط بالمفحة مقارنة مع ما يقرب مف  %5عدوى بنسبة  المعدلة وراثياً كمونات ال إحدى

 ,Norelli et al)في التجارب الحقمية   وراثياً تفاح روياؿ غالا كنبات شاىد غير محور 

1999a;  1999b; 2000). لمحة موجزة عف التجارب ت مجموعة جامعة كورنيؿ وقد قدم
حيث أظيرت . بيذه المورثات المختمفة المحممة لمبروتينات المعدلة وراثياً  كموناتالحقمية ليذه ال
الاصطناعية مف العثة  SB-37الأساسية والمورثة  attacinEأف نقؿ المورثة ىذه الدراسات 

saturniid moth (Hyalophora cecropia)  ومورثات التحمؿ الميزوزيـlysozyme  مف
فاج البكتيريا، كميا عززت المقاومة بدرجات متفاوتة  T4وبيضة الدجاج ل الأبيضالسائؿ 

(Aldwinckle et al,1999) بدأ العمؿ بطرائؽ مماثمة لاستخداـ تربية الفاكية في معيد . وقد
، ألمانيا، حيث طور الباحثوف ىناؾ سلالات معدلة وراثياً مف Dresden Pillnitzدريسدف 

. لكف مع ذلؾ، تتركز attacniEأو فاج البكتيريا، و/ T4التفاح المحور بمورثة الميزوزيـ، مف 
 ,Ko et al)الجيود في ىذا البرنامج عمى الآثار اللاحقة لمعدوى بمرض المفحة النارية البكتيري 

2000). 
الثانية المستخدمة لتحسيف مقاومة المفحة النارية ىو عف طريؽ تثبيط العوامؿ  الإستراتيجية

بكتريا المفحة  التي تنتجيا (EPS) تمعب السكريات المتعددة خارج الخمية .الممرضة البكتيرية
في الإمراضية البكتيرية، وبقاء البكتريا عمى قيد الحياة، وكذلؾ  في  دوراً  E. amylovora النارية

فقد تـ ادخاؿ  .الالتصاؽ بالعائؿ وامتصاص العناصر الغذائية، وتجنب الكشؼ مف المضيؼ
     E. amylovora مف فاج  depolymerase (DPO)المتعددة السكريات  المورثة بوليميراز

EA1  والتي يتحكـ بيا محفزات مختمفة، عمى سبيؿ المثاؿ CaMV35S أو Gst1    أصوؿفي 
 ;Pinova( Borejsza-Wysocka et al, 2007 والى الصنؼ M.26 و  JTEHالتفاح

(Flachowsky et al, 2008; Sul et al, 2002  4في التقارير الأولى، كانت  (.3)الجدوؿ 
وقد تأكدت . (Sul et al, 2002) لممفحة النارية مقاومة تماماً  وراثياً  عدلةنباتات م 5مف أصؿ 

 عدلة وراثياً م Pinova سلالة تفاح 33مف أصؿ سلالات  7أف  نتائجالفقد أظيرت ىذه النتائج 
، ولكف لـ يلاحظ  Pinovaـ الشاىدلأصابة بالمفحة النارية مقارنة بالنبات اإأظيرت أقؿ قابمية 

ومع ذلؾ،  .(et al, 2003  Hanke) وراثياً أي فرؽ إحصائي باستثناء سلالة واحدة معدلة 
إلى الببتيد الاشاري  DPO مقاومة أكبر لمرض المفحة النارية عندما تـ دمج المورثة تلوحظ
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  CaMV35Sالمحفز بدلا مف gst1 المحفز القابؿ لمتحريض بالمسبب المرضيتحت تحكـ 
(Borejsza-Wysocka et al, 2007).  خلاؿ عممية العدوى يفرز المسبب المرضي مركبات

وقد حاوؿ . مجموعة مف استجابات الدفاع في النبات العائؿ والتي تحدث بمعدلات مختمفةتحفز 
أو مف خلاؿ   elicitors الباحثوف حث استجابات الدفاع في النبات عف طريؽ إدخاؿ محرضات

 .Eمف بكتريا المفحة النارية harpin N  دفاع بمحفزات مختمفة. البروتيف الفعاؿتسريع استجابة ال

 amylovora بالبكتريا عمى حماية جزئية ضد العدوى اللاحقة ، قادر E. amylovora  عندما
لذلؾ، .  (SAR)ز استجابة المقاومة الجيازية المكتسبةيحفتيرش عمى الأزىار ربما عف طريؽ 

 nosتحت سيطرة إما المورثة  'M.26' أصؿ التفاحفي   harpin N ػل ةالمرمز  المورثةتـ إدخاؿ 
 Abdul-Kader et)الذي يحرض بالعامؿ الممرض gst1 المحفز الضعيفة دائمة التعبير أو

al,1999) .عاميف مف الاختبار في الحقؿ لمنباتات ذات الجذور الذاتية مف  حيث أظيرت نتائج
مع   harpinNالمورثةالتي تحتوي عمى  'M.26' الأصؿمف  وراثياً المعدلة  clonesكمونات ال

 يامن )سلالتيف(كموناف أظيرو  .بالمفحة النارية للإصابةفي التعرض  كبيراً  نخفاضاً إ، gst1المحفز 
ويمكف  .، وىو أصؿ مقاوـ لمفحة النارية M.7صؿ التفاحأمستوى مقاومة يعادؿ مستوى مقاومة 

في  harpinNEa في تعزيز فيـ أفضؿ لدور أيضاً أف تساعد  وراثياً المعدلة  سلالات الليذه 
سيكوف مف المثير . وراثياً المعدلة  )النسخ()السلالات(تحريض المقاومة لمفحة النارية في الكمونات

 .الأخرى في التفاح مممرضات في استجابتيا لكيا أف ننظر إلى سمو  أيضاً ىتماـ للإ
في كؿ مف الطرائؽ المذكورة أعلاه اليادفة إلى ايجاد نباتات مقاومة لمرض المفحة النارية، عيد 

 E. amylovora harpin بتحريض المقاومة لمورثة ليست معزولة مف التفاح. إضافة الى أف 

N  سبب المرضي متنتج البروتيف المستجيب لمdspE الذي يتفاعؿ بشكؿ مباشر مع أربع ،
( شبيية بانزيمات الكيناز سيريف/ثريونيف الشبيية بالمستقبلات LRRغنية باللايسف )تكرارات 

(DIPMsإذا لـ يحدث ىذا التفاعؿ فاف بكتريا المفحة النارية .)  لا تكوف قادرة عمى إصابة
، تـ DspEومنع التفاعؿ المسبب لممرض مع  DIPMالمورثات  تثبيط تاثيرالمضيؼ. بيدؼ 

 nonالمتغيرة )لمدنا مف المناطؽ  المشفر نيوكموتيدات بالاتجاه الصحيحزوج مف ال 400ادخاؿ 

conserved)  أدخمت في  % 50، مع التماثؿ بيف بعضيا البعض بنسبة أقؿ مف مورثةمف كؿ
. بالإضافة إلى ذلؾ، (Borejsza-Wysocka et al,  2006)جينوـ صنؼ التفاح "غالاكسي" 

إلى  جنباً زوج مف النيوكموتيدات  400تـ ادخاؿ ثلاثة تراكيب تحتوي عمى أربعة تسمسلات مف 
 أيضاً ، وتسمسؿ مورثة اليربيف ةواحدمورثة جنب، تسمسؿ كامؿ بالاتجاه الصحيح بمقدار طوؿ 
 -RT العكسي تفاعؿ البوليمريز المتسمسؿأدخمت في التفاح غالاكسي. وقد أظيرت اختبارات 

PCR  رنا لممورثة المستيدفة  ػلتعبير نسخ  ال وراثياً لمنباتات المعدلةDIPMs  ًعمى إسكات  دليلا
المعدلة السلالات في بعض السلالات. كما تـ تقييـ بعض  RNA  messenger عمى مستوى
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صص عمى جذورىا ألمقاومة مرض المفحة النارية بتمقيح الطرود الخضرية لنباتات في  وراثياً 
. وتشير النتائج الأولية إلى أف بعض  E. Amylovoraمف Ea 273الذاتية بالسلالة الفتاكة 

الطريقة  باستخداـ. (Borejsza-Wysocka et al, 2006)السلالات زادت المقاومة لدييا 
 العامؿ يتفاعؿ مع البروتيف الذي التعرؼ عمىتـ ، DIPM المستخدمة لتعريؼ البروتيف يانفس

  الصغير ىذا البروتيف .E. amylovora (Oh and Beer, 2007) مف  harpinػالمحرض لم

 (60 Da)  تعطيؿ  إسكات بيدؼ. النباتية البلازما أغشية ويرتبط مع وظيفية إشارة ببتيدلديو(
، (HIPM)الذي يتفاعؿ مع بروتيف التفاح  harpin NEaبروتيف لم ترمزتي ال المورثات عمؿ(
 التفاحصنؼ  في المورثة هىذ كامؿ طوؿ يحتوي عمى RNAi رنا المتداخؿ مركبادخاؿ تـ 

 Aldwinckle  and) المفحة الناريةمقاومة جزئية لمرض  النتائج الأولية وأظيرت .غالاكسي

(Malnoy, 2009 . 
 رئيسي للاستجابة لممرض النباتي. المورث طريقة أخرى عمى التعبير المفرط لمنظـواعتمدت 

وسيط رئيسي لممقاومة الجيازية  ىو غير المعبر  PR (NPR1)المتعمؽ بالمسبب المرضي
( ة)مورث نشأ بيف أنواع متباعد orthologمطابؽ  مف سخة إضافيةدخاؿ نإتـ  .المكتسبة
تـ . M.26 (Malnoy et al , 2007b) الأصؿو  غالاكسيفي الصنؼ ، MpNPR1 التفاح،

 في عدلة وراثياً غالاكسي الم سلالات ل E. amylovoraجراء العدوى ببكتريا المفحة النارية إ
 ػالطرود الخضرية بالعدوى مقارنة ب مف طوؿ 35.5-17.5حيث تموثت  النمو ظروؼ غرفة

مسببات  لاثنيف مف المقاومةب زيادة كاف ىناؾ بالإضافة إلى ذلؾ،% في النباتات الشاىد. 80
وصدأ التفاح الأرزي  Venturia inaequalisالأمراض الأخرى ىما جرب التفاح 

Gymnosporangium juniper virginianae (Malnoy et al, 2007a) . زيادة إف
 التفاح، مف مورثة مصدرىا مف داخؿ نسخة إضافية إدخاؿ طيؼ التي ينتجيامقاومة واسعة الال

مورثات  حيث أف جميع جذابة لمغاية،واستراتيجيات مماثمة( ) MpNPR1 يجعؿ استخداـ
أصؿ مف  أو فطريةأو بكتيري أو  فيروسيمنشأ  مفكانت  المستخدمة سابقاً  المقاومة الأخرى

 حيواني. 
 :مرض التدرن التاجي البكتيري2.1.1.3.2. 

التدرف التاجي مشكمة ميمة في القطاع الزراعي في جميع أنحاء العالـ. بكتريا التدرف التاجي  
وراـ، لذا، أىي بكتيريا فريدة تعيش في  التربة في كؿ مكاف، تحوؿ خلايا النبات وراثياً لتنمو ك

يا وبعد بضع ساعات مف الإصابة بالبكتريا سوؼ يستمر تقدـ المرض حتى ولو تـ قتؿ البكتير 
المسببة لمورـ بالمضادات الحيوية. وبالتالي، فإف الوقاية ىي الطريقة الوحيدة الفعالة لمسيطرة عمى 
التدرف التاجي. ينتج تشكؿ الأوراـ عمى الساؽ والأوراؽ مف الإنتاج المفرط لميرمونات النباتية مف 

تنجـ . المسببة لمورـ في الخلايا النباتية بواسطة بكتريا التدرف التاجيأوكسيف وسيتوكينيف 
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مستويات اليرمونات النباتية العالية عف تعبير ثلاث مورثات مسرطنة تنقؿ بشكؿ ثابت الى جينوـ 
 iaaMالمورثتاف المسرطنتاف توجو . iptو  iaaH  وaaM :النبات مف بكتريا التدرف التاجي ىي

السيتوكينيف. وعمى النقيض مف إنتاج  iptالتصنيع الحيوي للأوكسيف وتسبب المورثة  iaaHو 
، والإفراط في إنتاج الأنسجة الأخرى، فاف الجذور لا تستجيب لمستويات السيتوكينيف المرتفعة

تشكيؿ الأوراـ عمى  iaaMتعطيؿ المورثة ألغى الأوكسيف يكفي ليسبب نمو الورـ عمى الجذور. 
المزدوج السمسمة مف  RNAر عف المورثات المنقولة المصممة لمتعبيومنعت جذور شجرة التفاح. 
مرض التدرف التاجي عمى  Jonagoldفي صنؼ التفاح  IPTو iaaMتسمسلات المورثتاف 

إسكات المورثة وفر يبالتالي، و . (Viss et al, 2003)جذور أشجار التفاح المعدلة وراثياً 
في بكتريا التدرف التاجي وسيمة فعالة لموقاية مف مرض التدرف التاجي في  iaaMالمسرطنة 

 (  (Salter et al, 2008 النباتات المعمرة مثؿ أشجار التفاح
 

 الأمراض الفطرية: .23.2.1.

 : جرب التفاحمرض  .23.1.2.1.
فطري ىو أىـ مرض  Venturia. inaequalis (Cke.) الذي يسببو الفطر الزقيجرب التفاح 

 كثيرة في الربيع والصيؼ.  معظـ مناطؽ زراعة التفاح التي تكوف فييا أمطار يصيب التفاح في

 أو أكثر رشة 15- 1التحكـ بيذا المرض في البساتيف التجارية يمكف أف يتطمب ما يصؿ إلى
ف إفومع ذلؾ، بسبب تزايد مقاومة الفطريات داخؿ الممرض،  .مف المبيدات الفطرية سنوياً 

أو متناوبة بشكؿ دقيؽ /استخداـ مبيدات فطريات محددة حديثة يجب أف تكوف محدودة و
الطريقة البديمة ىي زراعة أصناؼ مقاومة والتي تستخدـ مورثات مقاومة لمجرب مف  .ومدروس

أصناؼ مقاومة عالية الجودة مف  إنتاجومع ذلؾ، فإف  واع البرية )معظميا صغيرة الثمار(.نلأا
طويمة وبسبب عدـ  الإثمارالتقميدية صعب لأف مرحمة اليفاعة والدخوؿ في طور  خلاؿ التربية

الذي يحمؿ و M.  floribunda 821 مف النوع البري بدءاً ليذا و  .التوافؽ الذاتي في التفاح
لمقاومة جرب التفاح، طور العديد مف المربيف أصناؼ مقاومة لمجرب، ولكف القميؿ  Vf  المورثة

قدرتيا ضعؼ مف النجاح التجاري وذلؾ بسبب عدـ الجودة العالية لمثمار أو  فقط حقؽ قدر
وقد حاوؿ  . لتحسيف الصنؼ النقؿ المباشر لمورثة المقاومة لمجرب بديلا جديداً يقدـ التخزينية. 

( مثؿ الصنؼ غالا 3عدة باحثيف تحسيف مقاومة أصناؼ التفاح الحساسة لمجرب )الجدوؿ 
(Belfanti et al, 2004a, Belfanti et al, 2004b, Janse et al , 2002)  غالاكسي و

(Faize et al, 2003; 2004; Malnoy et al, 2008)  وجوناغولد(De Bondt et al, 

أو أصناؼ مقاومة  Bolar et al , 2000; Malnoy et al, 2008 ) )وماكنتوش (1999
مف خلاؿ دمج مورثات مختمفة  (Faize et al, 2003; 2004)مثؿ الصنؼ آرياف   جزئياً 
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 chitinases, Amp1, AFP2, puroindolin, or)المصدر مضادة لمفطريات

hordothionin)  مطابؽ مورثةأو Vf .أوروبا في  منذ الثمانينات جيود كبيرة لقد بذلت
 .Pوالبياض الدقيقي  جربال لرسـ خريطة مورثات مقاومةنيوزيمندا و ، والولايات المتحدة

leucotricha لـ يكونا ىدؼ كؿ  إذا. ىذيف المرضيف الفطرييف يحتلاف موقع الصدارة الرئيسية
الرش بالمبيدات الفطرية الضروري لإنتاج تفاح عالي الجودة. لكف مف ناحية ثانية، تطبيقات 

أي مورثة  إدخاؿ، لـ يتـ الوراثي لمتفاح عديؿتـ وضع طرائؽ جيدة لمتحتى التسعينات عندما 
 أو سامة محتممة آثار، التي ليا المورثات الغريبة التركيز عمى وتـالتفاح. نبات مقاومة مف 

 استخداـ الإستراتيجيةىذه  وتشمؿوفطر البياض الدقيقي.  لنمو الفطر المسبب لمجرب مثبطة
، والمعزولة مف glucanasesنيز كاوغمو  chitinasesلمكيتيناز  تشفر أنواع أخرى مف المورثات

(، وتمؾ تشفر للأمراض الفطريةالمعروؼ جيدا كمبيد حيوي )  Trichodermaالترايكوديرما فطر
 الببتيدات المضادة لمميكروبات وبعض Lepidopteraبغمديات الجناح التحمؿ  لأنزيمات

(AMP )للأنزيماتالتعبير الدائـ )الجيازي(  أف العديد مف الدراسات ذكرت. الفاجات مف 
مف فطر المكافحة   chitobiosidaseو  endochitinaseمثؿ  chitinolyticالمحممة لمكيتيف

يمكف أف و  مضادة لمفطرياتفعالية أظيرت   Trichoderma harzianumالحيوية الترايكوديرما
اف مف أصؿ ت، كاف اثنالدراسة ه في ىذ. (Wong et al, 1999) جربمقاومة العائؿ لميزيد مف 

  أكثر مقاومة  endochitinase (ech42)بالمورثة وراثياً المعدلة ثلاث سلالات تفاح روياؿ غالا 
وراثياً عندما رشت النموات المطعمة بالتطعيـ المخبري  عدؿالمالصنؼ روياؿ غالا غير  مف

لمصنؼ ماكنتوش  التعديؿ الوراثي ، نشر أيضاً نفسو الوقتفي الدقيؽ بمقاح عدوى الجرب. و 
 -β-Dأسيتيؿ  -Nلػ   ةشفر مال  exochitinaseالمورثةو ، Nag70 والمورثة   ech42بالمورثة

. T. harzianum (Bolar et al, 1999) مف فطر المكافحة البيولوجيةجموكوز، والمعزولة 
 Nagوتعبير عالي  each42بكلا المورثتيف )تعبير منخفض  المعدلة وراثياً امتمكت السلالات 

ينتج  .(Norelli et al, 2000)مف المقاومة لمجرب واحتفظت بقوة نمو جيدة  ياً عال اً مستو ( 70
( T. harzianum)سابقا  Trichoderma atroviride فطر المكافحة الحيوية الترايكوديرما

الكيتيف وىو  عشوائياً يحطـ ات المحممة لمكيتيف، بما في ذلؾ اندوكيتينيز، الذي الإنزيمالعديد مف 
الترايكوديرما والذي تشفره المورثة كيتينيز و انديثبط خمية الفطر.  في جدار العنصر الرئيسي

ech42  .عمى عدة سلالات مف صنؼ التفاح وتـ الحصوؿ إنبات الأبواغ واستطالة الييفا
أظيرت حيث . ech42ماكنتوش الحساس لمجرب مع مستويات متفاوتة مف تعبير المورثة  

السلالات المعدلة  تامتمكزيادة في المقاومة لمجرب. ومع ذلؾ،  وراثياً بعض السلالات المعدلة 
. وقد (Bolar et al, 2000) قوة نمو منخفضةالتي فييا نشاط مرتفع للاندوكيتينيز  وراثياً 

غالاكسي  في أصناؼ التفاح ech42 المورثةعندما تـ إدخاؿ  أيضاً لوحظت نتائج مماثمة 
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نيز اوآرياف. ىذا الحد مف النمو يبدو أنو يترافؽ مع محتوى المجنيف والبيروكسيداز وفعالية الغموك
ربما يكوف أكثر عمؿ طموح تـ تنفيذه في . (Faize et al, 2003) وراثياً في السلالات المعدلة 

تفاح تعبر عف المورثة اكسوكيتيناز  أشجار إنتاجأشجار الفاكية ىو بمورثة الكيتيناز. فقد تـ 
exochitinase  و/أو اندو كيتينازendochitinase  معزولة مف الفطرT. harizianum 

. حيث وجد ارتباط ايجابي بيف المقاومة لمجرب ومستوى الأغروباكتريوـسطة ابو  التعديؿ الوراثيب
كلا المورثتيف في النبات، عممت البروتينات تآزريا. لكف أحد  إدخاؿتعبير البروتينات. وعند 

 الإجابةالعيوب كانت أف تعبير الاندوكيتيناز خفض نمو النبات. أحد الأسئمة اليامة التي ينبغي 
الآخر لطريقة الكيتيناز ىو أف معظـ إف العامؿ السمبي متى ستستمر المقاومة؟  إلىعنيا ىو 

لا تحتوي كيتيف  .Phytophthora sppمثؿ فيتوفثورا  Oomycete المسببات المرضية الريئيسة
في جدرانيا الخموية. لمتغمب عمى ىذه الصعوبات، تـ استخداـ تجميع تركيبي مف بروتينات 
خاصة بالمسببات المرضية وبروتينات أخرى مضادة لمميكروبات. ىذه استراتيجية معقولة عمى 

سيساعد عمى منع ظيور وتطور المقاومة ويوفر  اية حاؿ حيث أف استخداـ أكثر مف مورثة
نيز وىي أحد مجموعات البروتينات الخاصة بالمسببات االغموك حماية لفترة أطوؿ. واستخدـ أيضاً 

دوكيتينيز نلااتتفاعؿ . et al, 2008 (Salter) المرضية كطريقة لتعزيز المقاومة لمعدوى الفطرية
 .T مف chitinolyticأخرى محممة لمكيتيف نزيمات أبالتآزر مع  ech42مف المورثة 

atroviride مثؿ (exochitinase nag 70) N-acetyl-glucosaminidase . وأظيرت
  nag 70و ech42مف ثلاثة أصناؼ تفاح مختمفة معبرة لممورثة  وراثياً سلالات معدلة  ةسادر 

ات في النبات. في الواقع، كانت السلالات الإنزيمإلى جنب تآزر بيف ىذه  جنباً  لوحدىما أو معاً 
 هوحدنزيميف لمف الأي لأأكثر مقاومة مف النباتات المعبرة  المورثاتالمعبرة ليذه  وراثياً المعدلة 

ولوحظ وجود زيادة كبيرة في (. Bolar et al ,2001 Faize et al, 2003) نفسو في المستوى
تعبير مورثات أخرى مضادة لمفطريات. تـ تعبير المورثة عند  أيضاً مقاومة فطر الجرب 

puroindolin Bعضو مف بروتينات نقؿ الدىوف النباتية  ي، وىplant lipid transfer 

proteins (LTPs)فطر  سلالاتمف   5-1عترات، في صنؼ التفاح أرياف، وىو صنؼ مقاوـ لم
، وكذلؾ في الصنؼ غالاكسي والذي ىو حساس وعرضة  7و  6 عتراتالجرب وحساس لم

  .V الفطر عتراتمف  6 عترةفطر الجرب. بعد العدوى والتمقيح بال عتراتبجميع  للإصابة

inaequalis الأكثر  اً المعدلة وراثي في السلالات  %64و  %55، انخفضت الأعراض بمقدار
وقد أظيرت النتائج . (Faiz et al, 2004) مقاومة مف الصنفيف غالاكسي وأرياف عمى التوالي

-Rsو  Ace-AMP1والمورثة  hordothionin (Janse, et al, 2002) ةالأولية أف المورث

AFP2 (De Bondt et al, 1999)  لدييا القدرة عمى زيادة مقاومة التفاح لمفطر المسبب
 .Mعمى الصبغي في التفاح البري،  Vfتـ تحديد الموقع الوراثي لمورثة الجرب  لجرب التفاح.
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floribunda 821 وقد تـ  .عرضة للإصابةمفي أصناؼ التفاح ال عمى نطاؽ واسع إدخالو، وتـ
، التي تشبو Vfتحديد مجموعة مف أربع تسمسلات شبيية بالمستقبلات في موقع المورثة  

. Vinatzer et al , 2001; (Xu and Korban , 2002)في البندورة  Cfمورثات المقاومة  
 Open)كامؿ قراءة مفتوح  إطار، ليا Vfa4و   Vfa1  ،Vfa2ػثلاث منيا رمز ليا ب

Reading Frame (ORFs في حيف أف المورثة الرابعة ،Vfa3،  ناقصة )غير مكتممة أو
(. وقد  pseudogeneةيوىي مف الواضح أنيا مورثة كاذبة )غير حقيق truncated منيا مقتطع

يتـ التعبير إذ الأربعة خلاؿ تطور ونمو الورقة،  Vfلوحظ تعبير تفاضمي بيف مطابقات المورثة  
في الأوراؽ غير الناضجة، ولكف فقط يمكف  Vfa3، و Vfa1  ،Vfa2بشكؿ كبير عف المورثات

في الأوراؽ  Vfa4في حيف يتـ التعبير عف المورثة  ،كشفيا بشكؿ طفيؼ في الأوراؽ الناضجة
. (Xu and Korban , 2002)في الأوراؽ الناضجة  عنيا بشكؿ كبير ناضجة، ويعبرالغير 

 CaMV35S(، تحت تحكـ المحفز Hcrvf2 = Vfa2)التعبير المفرط  لممورثة أف وقد أثبت 
الذي يتـ التعبير عنو بشكؿ دائـ كانت كافية لتمنح المقاومة ضد جرب التفاح للأصناؼ 

 ;Aldwinckle and Malnoy 2009; Barbieri et al, 2003) الحساسة للإصابة

Belfariti et al 2004a; 2004b) .(Silfverberg-Dilworth et al , 2005a; 2005b) 
في  V. inaequalisلمجرب   لمنح مقاومة جزئية يةكاف Vfa2 المورثةأف  أيضاً وقد أظير 
 أيضاً و  ،محفزىا الخاص بياتحت تحكـ   اعندما يتـ التعبير عني غالاكسي وماكينتوش الأصناؼ

-1 عتراتالجرب )خميط مف ال عتراتقادرة عمى منح مقاومة جزئية لخميط مف  Vfa1 المورثةأف 

5) (Malnoy et al, 2007b)أف المورثتاف ات الدراسذه . أظيرت ىVfa1  وVfa2  ليما دور
لا تشارؾ في المقاومة. في الواقع، كانت  Vfa4 المورثةفي حيف أف  ،في مقاومة جرب التفاح

أو أكثر حساسة ، Vfa4والمعبر فييا المورثة  المعدلة وراثياً سلالات غالاكسي وماكينتوش 
. سيكوف مف المثير (Malnoy et al, 2007b)بالجرب مف نباتات الشاىد  للإصابةعرضة 

إلى جنب،  جنباً  معاً  Vfa2و  Vfa1للاىتماـ تحوير أصناؼ التفاح الحساسة لمجرب بالمورثتاف 
لتحديد تأثير التآزر بينيما في منح المقاومة لمجرب. كما سيكوف مف المفيد دراسة خصوصية 

والتي تعبر  وراثياً المعدلة  وماكينتوش غالاكسيسلالات الصنفيف  فيالسلالات المختمفة لمجرب 
في التفاح العديد مف  Hcrvf2   . وقد حرض التعبير المفرط لممورثةVfa2أو  Vfa1المورثتاف 

كما طور تفاح مقاوـ لمجرب محور . ( Paris et al, 2009)الدفاع بالمورثات المرتبطة 
 (.Van blaere , 2011;  Joshi, 2010بمورثات مقاومة معزولة مف التفاح )

 مرض البياض الدقيقي: ..232.2.1.
 Podosphaeraيسببو الفطر اطؽ الرطبة معتدلة الحرارة نمرض خطير ينتشر في الم 

leucotricha  مورثة المقاومة الرئيسية ليذا الفطر في التفاح ىي المورثة .Pl-2  مف التفاح
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المجاميع الفتاكة مف الفطر تتغمب عمييا. وقد أدى  أف، ولكف تبيف مؤخرا Malus zumiالبري 
 (Caffierزيادة مستوى المقاومة لممرض  إلىمع مورثات مقاومة كمية  Pl-2جمع المورثة  

(and  Parisi , 2007 . قد نشر عف زيادة المقاومة في التفاح أنو  إلىأيضاً  الإشارةتجدر و
ىما مرض التدرف التاجي البكتيري غير الجرب والبياض الدقيقي لاثنيف مف الأمراض الأخرى 
  (.3وتبقع الترناريا الفطري )الجدوؿ 

 . مقاومة الحشرات: 23.2.
ثمار التفاح البنية الفاتحة  فراشة زيادة المقاومة في صنؼ التفاح روياؿ غالا لحشرة دراسة تتم 

فراشة  (.(Maheswaran et al, 2007; Markwick et al, 2003بواسطة التعديؿ الوراثي
، ىي آفة خطيرة LBAM)  ،(Epiphyas postvittanaثمار التفاح ذات الموف البني الفاتح 

لثمار التفاحيات ولثمار الفاكية ذات النواة الحجرية )الموزيات( والعديد مف المحاصيؿ البستانية 
والحمضيات وفاكية الكيوي وثمار التوت والأفوكادو وبعض  لعنباالأخرى، بما في ذلؾ 

 وراثياً معدلة سلالات تفاح صنؼ روياؿ غالا   جاتتـ إنو  محاصيؿ الخضر والزىور في نيوزيمندا.
 ,strepavidin(Markwick et al  ستريبافيديفالمورثة  أوavidin  تعبر فييا المورثة أفيديف

أف تعبير  (ELISAليزا )إ الإنزيـدمصاص المناعي المرتبط بلإا. أظيرت اختبارات (2003
بالتعبير عنيا  M 6.14 -0.4تراوح بيف  streptavidin تعبيرو  M 11.2-1.9بيف أفيديف تراوح 

مف المقاومة  اً عالي اً مستو مف البروتينات المرتبطة بالبيوتيف منحت  بيذه المستويات، فاف كلاً 
كاف معدؿ الوفيات مف و  .ضد يرقة فراشة ثمار التفاح المعدلة وراثياً لمحشرة في نباتات التفاح 

فييا مورثة أفيديف ( عمى ثلاثة سلالات معبر P  <0.05الفراشة أعمى بكثير )ىذه يرقات 
( مف %82.5و  90) streptavidinمعبر فييا مورثة   واثنيف %(80.1و  84.9، 89.6)

. كما تـ تخفيض وزف يوماً  21( بعد%14.1محور )الالشاىد غير ب مقارنة  سلالات التفاح
بشكؿ كبير عف طريؽ التغذية عمى طرود التفاح الخضرية المعبر فييا  ثمار التفاحيرقات فراشة 

 M 3.8عند مستويات  streptavidinعف المورثة أفيديف وعمى الطرود المعبر فييا المورثة 
ولكف المحور بمورثة أيضاً  ونفس وفي الصنؼ روياؿ غالا. (Markwick et al, 2003)وأعمى 

 35s تحت تحكـ المحفز Nicotiana alataمف Proteinase inhibitor مثبط البروتينيز
امتمكت فراشة التفاح البنية الفاتحة ، Ribuloase-1,5-biphosphate carboxylasو

(Epiphyas. postvittana)  وزف جسـ منخفض بشكؿ  المعدؿ وراثياً التي تغذت عمى التفاح
 ،% مف الشاىد. بالإضافة الى ذلؾ 19-28أياـ والشرانؽ الأنثى كانت أصغر بنسبة 7كبير بعد 

جنحة وأجنحة مشوىة، شكؿ جسـ غلاؼ الشرنقة  بالأإتصاؿ لوحظت تغيرات مورفولوجية مثؿ 
مشوه وغلاؼ الشرنقة وأجنحة مجعدة متصمة بالجسـ في الحشرات البالغة وفي اليرقات المغذاة 
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 أوراؽعند المقارنة مع اليرقات المغذاة عمى  PIالمعبر عف المورثة المعدؿ وراثياً بأوراؽ التفاح 
 .Maheswaran et al,2007))ر التفاح غير المحو 

 
 :والقدرة عمى التجذير)قصر طول الشجرة(  التقزم3.3.2. 

المكاثرة  النباتاتتعتمد  متفاح.ل التعديؿ  الوراثيرئيسية استيدفت في صفة أيضاً  ىو التقزـ 
 الأصؿف إ. أصوؿ مطعمة عمى يجب أف تكوف أوعمى التجذير  عاليةال القدرة عمى خضرياً 

القدرة خصائص نموه المميزة إلى جانب  حويلا بد أف يالمستخدـ لتطعيـ الصنؼ المرغوب عميو 
 بواسطة التفاح أصوؿيتـ اكثار  تجذير جيدة.قدرة مع ، لمشجرة الحجـ المطموبعمى إعطاء 

 مع استخداـ، حتى صوؿالأ في معظـ ضعيؼالعقؿ وىو  ربتجذي ترقيد الخمفات ونادراً 
في بكتريا  (rolA, rolB, and rolC)تـ توصيؼ المورثات المحرضة عمى التجذير . وكسيفالأ

والتي تسبب مرض الجذور الشعرية في  Agrobacterium rhizogenesالتدرف الجذرية 
مف  rolبالمورثات  التفاح أصوؿعمى  التعديؿ  الوراثي في ةالرئيسي الأبحاث وقد أجريتالعائؿ. 

تـ  .Alnarp، لمعموـ الزراعية الجامعة السويدية في في قسـ البساتيف Welander مجموعة قبؿ
 M26 ( Welander et al (1998  :تفاح ىي أصوؿبنجاح في عدة  rolBتعبير المورثة 

 ;Jork 9(Pawlicki-Jullian et al ,2002 الأصؿو  M.9 (Zhu et al, 2001b) الأصؿو 

Sedira et al,2001;2005)   وفي صنؼ التفاح فمورينا(Puhringer et al ,2000) .
وزيادة في عدد  الناتجة تحسيف التجذير عموماً  المعدلة وراثياً  وأصناؼ التفاح  أصوؿأظيرت و 

 Pawlicki-Jullian et al,2002; Radchuck and)  Korkhovoyالجذور بكؿ عقمة

2005; Sedira et al,2001; Welander et al, 1998; Zhu et al, (2001b . لكف، مف
 ;Zhu et al, 2001b)مقارنة بالشاىد  صوؿناحية ثانية، انخفض النمو في بعض الأ

Vinatzer et al , 2004)اختلافات أي  معدؿ وراثياً . عمى عكس ذلؾ، لـ يبد الصنؼ فمورينا ال
 بعد عدة أشير مف النمو في المخبر أو في البيت الزجاجي مقارنة مع الشاىد ةفينولوجي يةظاىر 

(Radchuck and  Korkhovoy 2005) التفسير المحتمؿ ليذا التأثير التفاضمي لممورثة .
rolB  ف أ إلىعمى النمو ربما يرجعRadchuck and Korkhovoy (2005) النباتات  يانم

مداد اتات لمدة أربعة أشير وتحت ظروؼ إالنبZhu et al.  (2001b)لمدة سنتيف بينما نمى 
 ,Zhu)مداد بالعناصر الغذائية بشكؿ ثابتلإمحدود مف العناصر المغذية مقارنة مع ظروؼ ا

(and Welander 2000a .التفاح التي فييا تعبير لممورث  أصوؿrolB  أكثر حساسية
تبيف و  (.Zhu et al ,2001a; Sedira  et al, 2005)( مقارنة مع الشاىدIBAللأوكسيف )

  وراثياً الحساسية للأوكسينات في السلالات المعدلة اد ز   rolA  المورثاتأف التعبير عف  أيضاً 
عمى  rolAتعبير المورثة  أثر .(Zhu et al,  2001a) بالمقارنة مع الشاىد  M.26 الأصؿب
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 A2 الأصؿوب M.26  (Flachowsky et al,2008)الأصؿب وراثياً قدرة نمو النباتات المعدلة 
(Zhu et al, 2001a). فيو في الطوؿ  انخفاضاً  وراثياً المعدلة  صوؿوأظيرت بعض ىذه الأ 

أوالمورثة  rolCوالوزف الجاؼ. وقد لوحظت نتائج مماثمة مع تعبير إما المورثة  لورقيةمساحة اال
  M.26الأصؿو  Marubakaidou ((Igarashi, et al,2002في أصؿ التفاح  Bفيتوكروـ 

Holefors et al,  (2000) وانخفاض  الأزىارتأخير في  بينت دراسات سابقةعمى التوالي. وقد
. ومع ذلؾ، فإف ىذا لـ يكف قد rolAبالمورثة  وراثياً الخصوبة بشدة في بعض النباتات المعدلة 

 rolA المحور بالمورثة  M.26 الأصؿ، المطعـ عمى Gravensteinلوحظ في صنؼ التفاح 
(Zhu et al, 2001a) أزىر الصنؼ .Gravenstein  عدؿ وراثياً الم الأصؿعمى كؿ مف 

 اً ر طبيعيازىلإاغير المحور في السنة الثانية بعد التطعيـ، وكاف  الأصؿوعمى  rolAبالمورثة 
 rolA المورثة هالآثار الجانبية ليذ قد تكوفوعموماً  .(Zhu et al, 2001a)في البيت الزجاجي 

 ,Zhu et al)متجارب لتضح مف النتائج الأولية اكما  الطعـ الصنؼإلى  الإنتقاؿعدـ  في التفاح

2001a) الأصؿ. أف A2  بالمورثة وراثياً المعدؿ rolA  الأصؿو M.26   بالمورثةrolB 
لتقييـ صناؼ تفاح مختمفة ىي قيد التجارب الحقمية أالمطعمة ب rolBبالمورثة  M9/29 الأصؿو 

 rolBالمحتمؿ لبروتيف  والانتقاؿالمطعمة عمييا  الأصناؼعمى نمو وتطور  صوؿتأثيرات الأ
وأظيرت النتائج الأولية أنو بالنسبة لنفس الصنؼ، لا يوجد الصنؼ الطعـ.  إلى الأصؿمف 

غير المعدلة  صوؿوالأ وراثياً زىار بيف النباتات المعدلة لأزىار وعدد الإفروؽ في تفتح البراعـ، وا
مقارنة  rolB أصوؿارتفاع النبات وقطر الساؽ للأصناؼ القوية المطعمة عمى وانخفض . وراثياً 
عمى  بالإضافة إلى ذلؾ، لـ يتـ العثور  (Zhu et al ,2007) عدلة وراثياً غير الم صوؿبالأ

 rolB Zhu et )تحتوي أصوؿالمطعمة عمى  معدؿ وراثياً المورثة المنقولة في الطعـ غير ال

al,2007; Wong et al, 1999))نتجت طعوـ الصنؼ أخذ نفس اليدؼ في الاعتبار، أ. وب
Greensleeves الداخمي  الإنزيـ )إخماد( المقصر )قصر طوؿ السلاميات( مف خلاؿ إسكات

 - 50بيف المعدلة وراثياً (. تراوح حجـ الأشجار Bulley et al, 2005أوكسيديز ) GA-20فيو 
قوية النمو  أصوؿالتأثير المقصر بعد التطعيـ عمى استداـ مف الشاىد غير المحور و  80%

 (.MM.106و  M.25بشكؿ طبيعي )
  نضج الثمرة: 4.3.2.

ميمة لأي مف أصناؼ التفاح الحديثة. في الجودة إحدى صفات الإمكانية التخزيف الجيد ىي 
المواد باستخداـ المتحكـ في ظروفيا و المعدؿ حيف أف تكنولوجيا التخزيف بغرؼ التخزيف 

يمكف أف تخفؼ مف سوء التخزيف في  methylcyclopropene (1-MCP-1) الكيميائية مثؿ
 يذه التقنيات عيوب مف حيث استخداـ الطاقة والتبريد والتحكـ في الجولكف ل، الأصناؼبعض 

المحيط، والتكمفة وتطبيؽ المادة الكيميائية الخاضعة لمرقابة التنظيمية. وقد تـ تحديد عدد مف 
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عامؿ الولكف لا يزاؿ الإثيميف  ،الثمار وصلابةفي إنضاج  مفترضاً  التي تمعب دوراً  المورثات
ميثيونيف بمساعدة  S- adenosyl. يتـ تصنيع الاثيميف في النباتات مف ليا المحدد الرئيسي

  1-minocyclopropane- 1-carboxylic acid synthase (ACS) الإنزيـنزيميف ىما: إ
 amino-cyclopropane carboxylic-1 إلى S-adenosyl methionineالذي يحوؿ 

acid (ACC)  الثاني ىو: الإنزيـو (ACO) 1-aminocyclopropane carboxylic acid 

oxidase   الذي يؤكسدACC  .أصناؼ التفاحينخفض تنظيـ التعبير الوراثي في إلى الإثيميف 
 ACO (Degenhardt etأو ACSعندما ينتج أي مف  Greensleevesو  ماكينتوشو  غالا

al, 2005; Hrazdina et al, 2003; Schaffer et al, 2007) . بتحميؿ الثمار مف نفس و
للايثيميف إلى حد  ص التصنيع الحيوييوالتي نميت في ظروؼ تقم المعدلة وراثياً سلالات التفاح 

 2004) تخزيف الثمار وزيادة تماسكيا مقارنة مع الشاىدفترة زيادة كبيرة في وحظت ل، كبير
Degenhardt et al, 2005;) في المواد الصمبة الذائبة )السكر( ة كبير وجد فروقات . وقد

في حيف كانت نسبة السكر والأحماض مختمفة عف والحموضة عند القطاؼ وبعد التخزيف، 
ثيميف ولكنيا لـ تختمؼ عف الشاىد بالنسبة لمثمار لإالشاىد في الثمار المخزنة بدوف المعاممة با

 إنتاجتـ كبح  .(Defilippi et al, 2004;  Degenhardt et al, 2005)يثيميف المعاممة بالإ
ولكف  .مف العناصر الميمة في تركيب نكية الفاكيةسترات الطيارة ىي ىذه الإو  ،ستر الطيارالإ

  MCP -1 ػاستر طيار عند معاممة الثمار الشاىد ب نتاجلوحظ وجود مستوى مماثؿ مف الكبح لإ
Defilippi et al, 2005a; 2005b) .)ستر والكحوؿ يثيميف تصنيع الإتتيح المعاممة بالإ

ستر والكحوؿ بشكؿ يسترد فقط تصنيع الإ مف قيـ الثمار الشاىد، في حيف  %70 لاسترداد
 , MCP Defilippi et al, 2005a,) Defilippi et al ػطفيؼ في الثمار المعاممة ب

2005b)،منظـ خفض التعبير أفوجد  . في دراسة منفصمة ACC  في الصنؼ روياؿ أوكسيديز
كشفت معطيات و بعد المعاممة بالاثيميف.  ستر والكحوؿ تماماً الإمستوى استرداد أدى الى ، غالا

خيرة لمتصنيع الحيوي لأيتحكـ فقط في الخطوات اثيميف لإاالمصفوفات الدقيقة الخاصة بيا أف 
تصنيع ختلافات في استرداد لإا ،يثيميفللإمثؿ الحساسية  ،عوامؿ النمط الوراثي قد تفسرلمنكية. 

لمتحكـ بالنضج يقدـ حالة مماثمة لتمؾ التي  الإيثيميف استخداـإف إمكانية ستر والكحوؿ. الإ
 Schaffer)لمموز، وزيادة فترة التخزيف دوف تبريد قد تتيح توفيرات كبيرة في الطاقة مياً تستخدـ فع

et al,2007). 
لقد وفرت ىذه الدراسات معمومات قيمة حوؿ تعقيدات نضج الثمار وتطور النكية. لكف، وحيث 

)الغمر  اتفي توسط استجابة النبات للإجياد أيضاً أف الاثيميف ىو ىرموف نباتي ىاـ ويشارؾ 
وانفصاليا، فيناؾ  لأزىارفتح اتوالجفاؼ والتجميد /التبريد، الخدش وىجوـ المسببب الممرض(، و 

. يمكف الاطلاع ياقية إلى مزيد مف العمؿ حوؿ التطبيقات التجارية التي مف الممكف تحقحاج
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تسيـ إلى حد كبير في فيمنا  أيضاً عمى ىذه الدراسات مف وجية نظر الاستخداـ التجاري لكنيا 
ليا مثؿ ىذه التطبيقات التجارية المحتممة، ولكف ليس خر لآنضج في التفاح. والبعض االلعمميات 

 (Cheng et al, 2005) ولوجية في التفاحزيحؽ الذكر لأنيا تساىـ في معرفة العمميات الفيتست
( S6PDH)ديييدروجينيز فوسفات  6مف تحديد أف مورثة السوربيتوؿ الباحثوف  وتمكف

sorbitol 6 phospahte dehydrogenase  السوربيتوؿ توزع الرئيسي الذي ينظـ نزيـ لأا وىو
مورثة بولي ر يعبت زيادة تـكذلؾ . و (Kanamaru et al, 2004) التفاحوالسكروز في أوراؽ 

 ؿ عمى مجموعة مف الظواىرو حصالو بشكؿ مفرط  polygalacturonaseنيز و غالاكتور 
 لمسامات، فضلاً االجديدة، كتغيير شكؿ الورقة والعلاقات المائية في النبات وبنية ووظيفة خلايا 

ضعيؼ التعبير الأدى . ((Atkinson et al, 2002 عف التصاؽ الورقة بالنبات
 ي في التفاحالإنزيمسمرار الإالمسؤوؿ عف  نزيـلأاوىو polyphenoloxidase (PPO)نزيـلأل

بشكؿ واضح إلى انخفاض اسمرار التي أدت بالاتجاه المعاكس  PPO مورثةمف خلاؿ استخداـ 
نحو اسمرار مماثؿ مف خلاؿ نشاط  والطرود كانت أقؿ ميلاً  (Murata et al, 2000) الكالس
PPO  (Murata et al, 2001) .كؿ مف المستيمكيف إف مثؿ ىذه الفاكية ستكوف جذابة ل

تحوير أصناؼ تفاح تجارية متنوعة بمورثات كيميرية )مصنعة( بيدؼ تـ ومصنعي الأغذية. 
مكونات تسمسؿ . ىذه المورثة الكيميرية تكونت مف الاسمرارأنماط وراثية لا تتصؼ بظاىرة  إنتاج
التخفيض المنسؽ حقؽ مختمفة في التفاح تحت سيطرة محفز دائـ التعبير.  PPO مورثاتأربع 

في  PPOفي التفاح، انخفاض مستويات النشاط الإجمالي لأنزيـ  PPOلتعبير كؿ عائمة المورثة 
( والحصوؿ عمى أنماط ظاىرية لا تبدي %90)<  المعدلة وراثياً ىذه السلالات  أوراؽ وثمار

 Okanagan Specialty Fruits (OSF سمرار البني في عدة أصناؼ تفاح لإظاىرة ا

لقد أكدت التجارب الحقمية ليذه المواد عمى استقرار النمط الظاىري الذي يبدي عدـ و  ،(2013
مقاومة الأمراض اسمرار بني ولـ تحدد أي آثار سمبية عمى الصفات البستانية، أو عمى 

 .(OSF, 2013) والحشرات عندما نمت في ظؿ الظروؼ الحقمية
  

 :الخصائص الصحية الفريدة 5.3.2.
كسدة أكثر فاعمية في بوليفينوؿ المشتقة مف الفواكو مثؿ التفاح ىي مواد مضادة للأالمكونات  

في الجسـ الحي. وبالتالي، ، وبالتالي قد تكوف أكثر قيمة لمحماية Eو  Cالمختبر مف الفيتامينات 
تغنيؾ عف الطبيب " قد تكوف جيدة مف بيف  " تفاحة يومياً التي أدت إلى مقولة فعالة الفإف المادة 

 فنيؿ بروبانويد المكونات النباتية مف ثمار التفاح. وتشمؿ المكونات النباتية الفلافونويد،
phenylpropanoids ساىمة ىامة ميا كعوامؿ يالضوء عم، والأحماض الفينولية وقد تـ تسميط

 (,Rice-Evans et alكما ىو الحاؿ في النشاط المضاد للأكسدة في النظاـ الغذائي لدينا 



 الدراســـــــة المرجعيـــــــة
 

38 
 

(1997; Li  , 2008 . في التفاح، المركب كيرسيتيفquercetin  الشبيو بالفلافونوؿ والمركب
rutin أيضاً  يفميم افكونيبالفلافونات قد  الشبيو (Rice-Evans et al, 1997) . ،في الواقع

للأعصاب.  محتممة كيرسيتيف المستمد مف التفاح لو آثار مضادة لمسرطاف ووقايةإف المركب 
 نزيـ لتصنيع الدواء النباتي ريسفيراتروؿإ ىو Stilbene synthase ستيمبيف سينسيز الإنزيـ

phytoalexin resveratrol . الريسفيراتروؿ بالعدوى الفطرية والاجيادات  إنتاجيرتبط
الأشعة مثؿ  (Chung et al, 2003; Rudolf and Resurreccion,  2005) حيويةغيرال

، بصفة عامة، وريسفيراتروؿ عمى وجو الخصوص، ىي Stilbenes ػفوؽ البنفسجية والأوزوف. ال
بيولوجيا، وليا أنشطة مضادة ضد مختمؼ مسببات الأمراض والتي مف بينيا فعالة مركبات 

بالإضافة إلى ىذه الآثار المترتبة عمى مقاومة . (Schulze et al, 2005)مرض جرب التفاح 
يداتو اىتماـ الييئات المعنية بالصحة بسبب فعاليتيا ز ميكو غريسفيراتروؿ و جذب الأمراض، 

روجيف والمضادة لمصفيحات، وفعاليتيا المضادة لمسرطاف. ويعتقد أف المضادة للالتيابات، والاست
ريسفيراتروؿ تعزى إلى خصائصيا المضادة للأكسدة. بالرجوع الى ػالدوائية لملفعالية البيولوجية و ا

لمضادات الأكسدة، فإف  ممتازاً  ف التفاح يعتبر مصدراً أمنذ فترة طويمة معروؼ ب حقيقة أنو
 ، وبالتالي يمكف اعتبارىا عاملاً ىذه الخاصيةوسع ي وراثياً تصنيع الريسفيراتروؿ في التفاح المعدؿ 

تعبر فييا  وراثياً أنتجت نباتات تفاح معدلة و ية في ثمرة التفاح. الأصملتحسيف النوعية  إضافياً 
تحكـ محفز خاص يتحرض بالجرح  وبالعامؿ يمبيف سينسيز مف شجرة العنب تحت مورثة ست

سلالات التفاح كانت الممرض وبالأشعة فوؽ البنفسجية. في ظؿ ظروؼ البيت الزجاجي، 
 .الأولى والثانية بعد التطعيـتيف ، وأزىرت في غضوف السنىذه طبيعية ظاىرياً  وراثياً المعدلة 

مف نفس  وراثياً لثمار غير المعدلة عف ا غير مميزة ظاىرياً  وراثياً المعدلة كانت ثمار التفاح 
التعبير عف المورث ستيمبيف سينسيز في  وظير (Szankowski et al, 2003 ) الأصناؼ

قشرة ولب الثمرة بعد تحريض المحفز. لـ يؤثر إدخاؿ ىذا المسار الفريد بشكؿ كبير في تراكـ 
بسبب الفعالية المرتفعة . المركبات الفينولية الأخرى الموجودة بشكؿ طبيعي في ثمار التفاح

، فاف تصنيعو في التفاح يسيـ في جودة resveratrolرسفيراتروؿ الػ المضادة للأكسدة مف
 Rühmann et)آثار إيجابية عمى ثبات قواـ الثمار أثناء التخزيف  أيضاً الثمار، وربما يكوف لو 

al, 2006) .  وقد أدخمت مورثة عامؿ نسخLc  مف الذرة المسؤولة عف التحكـ بتعبير مورثات
 المعدلة وراثياً أظيرت السلالات و بنيوية في مسار التصنيع الحيوي لمفلافونيدات في الذرة. 

 RNAi إخمادمستويات متزايدة في نسخ العديد مف الفلافونيدات. كما أدخمت أيضاً تسمسلات 
زيادة التصنيع  إلىبيذه المورثة  الوراثي التعديؿحيث أدى  (ANS)لمورثة انثوسيانيف سينثاز 

 النباتية الأمراض مقاومةكاتيشيف والتي تمعب دورا ىاما في يالحيوي لمفلافونوؿ و كاتيشيف وايب
(Li  , 2008.) . 
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 التفاح:الحساسية لثمار  6.3.2.

 %90 نحوظاىرة شائعة في المرضى الذيف يعانوف مف حساسية حبوب لقاح شجرة البتولا.  يى
حبوب لقاح البتولا لدييـ الأجساـ المضادة ضد حساسية مف مف المرضى الذيف يعانوف حساسية 

. ينتمي مسبب الحساسية ىذا إلى مجموعة ((Betv1 Ebner et al , 1995حبوب لقاح البتولا 
 (PR10  Puhringerبروتينات تعمقة بالمسبب المرضي، وبشكؿ أكثر تحديداً ممف البروتينات ال

(et al, 2000 . ًالعديد مف الأغذية النباتية، وخصوصا  )ثمار الفواكو والمكسرات )الجوزيات
. في BetV1 ػالخاصة ب يانفسالمضادة  الأجساـتحتوي عمى بروتينات متجانسة والتي تدركيا 

 بيف توقد . Mald1 (Vanek-Krebitz et al, 1995)التفاح، حدد مسبب الحساسية ىذا باسـ 
مف المرضى الذيف يعانوف حساسية لحبوب لقاح البتولا لدييـ ردود فعؿ سمبية  %70  نحوأف 

عمى الرغـ مف أف الحساسية لمتفاح المرتبطة  لأجساـ المضادة.اعمى التفاح كنتيجة رد فعؿ 
خفيفة وتقتصر عمى  بالحساسية لحبوب لقاح شجرة البتولا ىي محدودة وعمى وجو الحصر تقريباً 

لمرضى الذيف لدييـ حساسية مف التفاح يتجنبوف ثمارىا في نظاميـ تجويؼ الفـ، ومعظـ ا
الدراؽ يمكف  مثؿ الكمثرى، والكرز وأخرى أيضاً (. فواكو (Gilissen et al, 2004 الغذائي
عبر التفاعمية  يانفسأف تحرض ردود فعؿ سمبية عمى أساس الأجساـ المضادة  أيضاً 

(Ortolani  et al, 1988) ًحرماف النظاـ  إلىما يؤدي تجنب ثمار التفاح  . لذلؾ، غالبا
مجموعة واسعة مف الأغذية النباتية الشائعة التي ليا قيمة غذائية ىامة. يبدو أف مف الغذائي 

الناجحة  الأصناؼمف  Mald1 لممورثة الإجمالي تفاح يتصؼ بانخفاض كبير في التعبير إنتاج
 RNAالمتداخؿ الحمض النووي الريبي  إدخاؿطريقة  يرتاختو . جذاباً  ستكوف نيجاً و  اقتصادياً 

interference (RNA i) للإسكات ما بعد النسخ post-transcriptional silencing)) 
مف الصنؼ غالا وتـ تحوير صنؼ التفاح  Mald1عزؿ مورثة واحدة حيث تـ . Mald1لممورثة

نمو عادة يستغرؽ (.  (Mald1 RNA i Gilissen et al, 2004 بالناقؿ  Elstarيمستار إ
 الأوراؽتعبر في   Mal d1لأف المورثات . نظراً سنوات  5-3شجرة التفاح لتصبح منتجة فترة 
في أوراؽ   Mald1المورث (تعطيؿ عمؿ)سكات إتقييـ  الباحثوفوكذلؾ في ثمرة التفاح، استطاع 
نتائجيـ انخفاض تعبير زراعة المخبرية. وأظيرت لابيب بانلأاطرود التفاح الفتية النامية في 

. تدعـ ىذه الملاحظات immunoblottingالتمطيخ المناعي اختبار بواسطة   Mal d 1المورثة
لا  يبأصناؼ التفاح التي تسبب حساسية أقؿ والت المورثاتتعطيؿ عمؿ مف خلاؿ  نتاجالإجدوى 

سوؼ تحتاج ىذه البيانات لمزيد مف التأكيد مف خلاؿ تحميؿ  .Mal d1تحتوي عمى المورثة 
وعف طريؽ اختبار الحساسية الخاصة بيا.  وراثياً في الثمار المعدلة  Mal d1تعبير المورثة 

ىي بروتيف مرتبط بالمسبب المرضي، فانو يجب تقييـ النباتات التي   Mald1لأف المورثة نظراً 
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خفاض غير المرغوب فيو نلاامف حيث  أيضاً ( gene Silencing) فيياتعطيؿ عمؿ المورثة تـ 
 . ((Gilissen  et al, 2004في مقاومة الأمراض 

 
 :الصفات الأخرى التي تم تحسينها وبدرجات متفاوتة من النجاح7.3.2. 

 et al , 2003) الأعشابومقاومة مبيدات ( et al, 2007)  Swietlik مقاومة الإجياد البيئي 

Szankowski) الإزىار ، ووقت(et al , 2006  Kotoda )والموف (Espley et al, 2007) 
 (, Aldwinckle and Malnoyوغيرىا (et al, 2002)  Atkinson  الخمية والتصاؽ

2009). 
 ةالجديد اتالتكنولوجيا و التطور ود حد. 4.2

 :المعدلة وراثياً  والنباتات لتعديل الوراثي في التفاححول االقبول والوعي الشعبي  1.4.2.
في التفاح، لا يزاؿ  التعديؿ الوراثيالكبيرة التي تـ اكتسابيا في عممية طورات عمى الرغـ مف الت

لقبوؿ المستيمؾ  استخداـ المضادات الحيوية ومبيدات الأعشاب كمورثات انتخاب يفرض قيوداً 
(Penna et al, 2002; Degenhardt and Szankowski, 2006) المشكمة . وىكذا فاف

 كمورثة معممة للانتخاب. تقريباً  nptIIىو استخداـ المورثة  GM)الرئيسية لمتفاح المعدؿ وراثياً )
ات الوراثية لمتفاح التي تـ استعراضيا، مع استثناءات التعديؿ الوراثيكؿ البحوث المنشورة عف 

استخداـ محفزات ليست كمورثة انتخاب، مع واسمة ال nptII استخداـ المورثةقميمة، اعتمدت عمى 
، مف بيف محفزات أخرى( واستخداـ بكتريا التدرف التاجي. لكف ومع CaMV 35Sمف التفاح )

ذلؾ، للأغراض التجريبية، تـ أيضاً اختبار مورثات لا تؤثر عمى الصفة المستيدفة مثؿ المورثة 
GUS  المنتجةβ  .تخاب جديدة يمكف انتطوير نظـ الباحثيف ببدأ بعض ليذا، بيتا غموكورونيداز

 النيائيتخاب مف المنتج نالااستبعاد واسمات  عامة الناس والتي تشمؿمف  أف تكوف أكثر قبولاً 
، وربما الواعدة جداً مقاومة المضادات الحيوية ائؿ بدإحدى ، حالياً  .المعدلة وراثياً النباتات أي مف 

 phosphomanose isomeraseاستخداـ مورثة فوسفو مانوزايزميريز ،أكثر قبولاً كوف ت
(PMI) . بينما مكربوف، لكمصدر  قادرة عمى استخداـ المانوزبيذه المورثة  المعدلة وراثياً الخلايا

 Degenhardt, 2006; Degenhardt, and) ذلؾالقياـ ب يالا يمكن المحورالتفاح غير خلايا 

Szankowski, 2006; (Degenhardt et al, 2006; Flachowsky et al, 2004; Zhu 

et al, 2004 وراثياً  عدؿمنبات تطويرالتكنولوجيا النظيفة مف الناقؿ مف أجؿ . مف الواضح أف 
طورت واقترحت في فقد خالي مف الواسمات في التفاح وغيره مف المحاصيؿ ىو اليدؼ النيائي. 

   (;Schaart et al , 2004; Krens et al , 2004 aاستخداـ ىذه التكنولوجيا ىولندا مؤخراً 

(2004 b   خالية مف مورثات واسمات  معدلة وراثياً نباتات تفاح  تتيح الحصوؿ عمىالتي
ربما لا ف. المعدؿ وراثياً متفاح ل المخاطر البيئيةعف  منشورةلا توجد دراسات عموماً،  .تخابنلإا

http://opac.tib.uni-hannover.de/DB=1/SET=1/TTL=1/MAT=/NOMAT=T/CLK?IKT=1016&TRM=Degenhardt
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ذات و  ةمقبول ىامة تجارياً  وراثياً أصناؼ تفاح معدلة  إنتاجالباحثوف يركزوف اىتماماتيـ عمى  زاؿي
الظروؼ،  في ظؿ ىذه. (James et al, 2003) مف استخداـ المبيدات منافع بيئية، مثؿ الحد

أنواع وكسجيف مف ريبي منقوص الأ حمض نوويوالذي يحتوي  وراثياً تسويؽ التفاح المعدؿ فاف 
نشرت نتائج مشروع الاتحاد الأوروبي وقد  .حتميالمستقبؿ القريب ىو مختمفة في  أجناس أو

: العواقب الأخلاقية وراثياً المستداـ لنباتات الفريز المعدلة  نتاجالإ" :المتعدد التخصصات بعنواف
 ,Aldwinckle and Malnoy) والمستيمكيفالبيئة عمى و  والتأثير المحتمؿ عمى المنتجيف،

2009; Polanco et al, 2010)،  بخصوص موقؼ الآراء مسح ىذا المشروع و جمع حيث
موقؼ المستيمكيف في النرويج كاف . المعدلة وراثياً النباتات استيلاؾ  استخداـ أوف مالمستيمكيف 

المعدلة  يزنباتات الفر حوؿ نمط  ما، نوعاً  والدنمارؾ والمممكة المتحدة نحو التعديؿ الوراثي سمبياً 
قبوؿ المستيمؾ  ازدادعمى سبيؿ المثاؿ، . التعديؿ الوراثيالتي تغيرت في عممية والصفات  وراثياً 
ذاتو لتحوير يز الفر مف  تعديؿ المفيدة ليـ وعندما تـ استخداـ حمض نوويصفة ال إلىالنظر  عند

أف غالبية  المستيمؾ في الولايات المتحدة الأمريكيةت دراسة مسحية لآراء وأظير النبات. 
(، %81)نفسو  التي تحتوي عمى مورثة مف النوع الخضروات واأكميمكف أف ي آرائيـ  المستطمع

 المورثاتمصادر أخرى مثؿ التي مف  (، بالمقارنة مع تمؾ%61الخضار ) مف نوع آخر أو مف
وأظيرت الدراسات  .Lusk and Sullivan, 2002) )(%14الفيروسية )

أف الدافع وراء  ((Aldwinckle and Malnoy , 2009; Polanco et al,  2010الاجتماعية
مف مناقشة  ىو العواطؼ، بدلاً  وراثياً لمحاصيؿ المعدلة حوؿ او الوعي الشعبي العاـ أالتصور 

  مفتوحة بشأف المزايا أو القيود المحتممة في كؿ حالة.
 تحسيف المحاصيؿ، سيكوف مفل الوراثيةالتعديلات مف أجؿ الاستفادة الكاممة مف إمكانيات 

ف ( مجينوـعديؿ التركيب الوراثي )لتة مطموبوراثية افة أدنى مس مثير للاىتماـ مناقشة ما ىيال
يتـ تيجيف عندما  الجميورلدى ، لا يوجد أي قمؽ الآفمقبوؿ العاـ. حتى لضماف ما يكفي أجؿ 
، بما في ذلؾ البرية والمادة الوراثية  ونفس التي تنتمي إلى النوع بيف التراكيب الوراثيةو داخؿ 

مف  التقميديةيستفيد مربوا النبات بالطرائؽ . في العديد مف الحالات، )المزروعة( المستأنسة
 ترتبط ارتباطاً التي التراكيب الوراثية ومف  ،الجيؿ الأوؿنباتات مف التي منشؤىا الوراثية  صوؿالأ

يستخدـ  حيث ،مورثات الجيؿ الثاني، أو مف أي قيود بيولوجيةتيجينات الشكؿ لا تحيث  وثيقاً 
نماط أتيجيف  عند خصبنسؿ الجنيف لمحصوؿ عمى نقاذ بعض التقنيات مثؿ االنبات  مربي

نسؿ محصوؿ عمى عند الحاجة لمف خلايا مختمفة وراثية بعيدة القرابة أو دمج بروتوبلاست 
 .غايرم

 التفاحمع وليست متلازمة بروتينات( أي ال)تقتصر المخاطر البيئية عمى منتجات المورثات 
. التفاح ىو منتج خر غير التفاحآي محصوؿ أمنتجات مورثات  مفتكوف ف أحيث يمكف  بالذات
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ما يستيمؾ دوف طبخ، وبالتالي ينتبو المستيمكوف لأي تعديؿ فيو. في الوقت الراىف،  طازج غالباً 
ستكوف مقبولة مف قبؿ المستيمكيف، المدخمة مف مصدر غير التفاح  ليس وارداً أف المورثات

 في المستقبؿ القريب.  المعدؿ وراثياً وسوؼ لف يتـ الإنتاج التجاري لمثؿ ىذا النوع مف التفاح 
، وسيتـ في  (Velasco et al,  2010)حسمسلات نيوكميوتيدات جينوـ التفامؤخراً، تـ تحديد ت

ختبارية، وربما لإالمستقبؿ القريب اكتشاؼ مورثات المقاومة في التفاح وستنقؿ إلى الأصناؼ ا
الحمض  إدخاؿتحت تحكـ محفزات خاصة بيا، وكما أفادت بعض الدراسات، فإف تكنولوجيا 

النووي الريبي منقوص الأوكسجيف المأشوب ستكوف قادرة عمى كبح صفات محددة غير مرغوب 
فييا. وسوؼ تتوفر المورثات المستمدة مف المسبب المرضي الذي يحفز مقاومة العائؿ. وسوؼ 

ت تعبر المورثاتؤدي إلى  يصبح ممكناً توفر المحفزات الخاصة التي مصدرىا مف التفاح والتي 
 .  ريدنفقط أيف ومتى 

 (, Krens et al, 2004a; 2004b; Malnoy et al باستخداـ "تكنولوجيا الناقلات النظيفة"

2007b)  بدوف معممات انتخاب، سيكوف مف الممكف إنتاج  عدلة وراثياً موالتي تتيح إنتاج نباتات
أو مف النوع  (Rommens, 2004)أو أصمية  (Nielsen,  2003)نباتات "ضمف  الجنس" 

بديلاف سائداف أو متنحياف  إماالنباتات التي يظير عمى الصبغي ذاتو  أي) cisgenic و نفس
خصص تمف أجؿ تحسيف وراثي م (Schouten et al , 2006a;, 2006b )(لمورثتيف مختمفتيف

 جداً. 
عممي.  لا بد مف تفادي العديد مف المخاوؼ بشأف المخاطر، سواء كانت ذات أساس تفكيري أو

إف نظـ إنتاج محصوؿ التفاح المعتمدة عمى التكاثر الخضري الاصطناعي لأنماط وراثية معينة 
الحيوية جيادات لإاوزراعتيا عمى مساحات واسعة جعؿ ىذا المحصوؿ وراثياً عرضة لمكثير مف 

بداؿ حيوية. يمكف استخداـ الإمكانية التي تتيحيا تكنولوجيا الحمض النووي المأشوب لاستاللا و 
ليلات مقاومة وظيفية آب non-functional resistance allelesأليلات المقاومة غير الوظيفية 

functional resistance alleles العلاج بالمورثات(  gene therapy.) فوائد  سوؼ يكوف
كف المقاوـ للأمراض المختمفة حقيقياً، ليس فقط لصاحب براءة الاختراع ول المعدؿ وراثياً التفاح 

أيضاً لممستيمؾ والبيئة. إف الانخفاض في استخداـ مبيدات الفطريات والمضادات الحيوية 
والمبيدات الحشرية وحده يبرر كؿ ىذه الجيود. ولكف يبقى أف نرى كـ مف الوقت سيستغرؽ ىذا 

 ;Aldwinckle and Malnoy , 2009) حتى يتـ التوصؿ إلى قبوؿ واسع مف قبؿ الجميور

Polanco et al,  2010). 
 .(Cisgenic)هنفس وي مورثات من النوع النباتيتالتي تح وراثياً المعدلة  النباتات2.4.2. 

يف الباحث مجموعة مفوضعت مف قبؿ المستيمكيف،  وراثياً لقبوؿ لمنباتات المعدلة امف أجؿ زيادة  
سمسمة جديدة  وفي مركز البحوث في ىولندا)جامعة واغننغف، ىولندا( البحوث الدولية خبر في م



 الدراســـــــة المرجعيـــــــة
 

43 
 

 التقميدية التعديؿ  الوراثيطرائؽ لمحد مف القيود المفروضة عمى  لبيوتكنولوجيةامف الاستراتيجيات 
استخداـ  ىذا الابتكار. يتضمف (Schaart, 2004; Krens et al, 2004a; 2004 b) المتاحة
استخداـ المحفزات مع  إلى جنب جنباً وثيقة، القرابة الواع ذات نلأاأو  ونفس النوع مف مورثات

ممضادات الحيوية مورثات المقاومة ل، مثؿ بدوف معممات انتخاب يرتكنولوجيا تحو ا و لخاصة بيا
 المعدلة وراثياً لانتخاب السلالات تستخدـ التي  مقاومة مبيدات الأعشابمورثات و 
((Schouten, et al, 2006a; 2006b.  قبوؿ وتسويؽ كؿ ىذه الابتكاراتأف تسيؿ ويتوقع 

ىذا  .مف قبؿ المستيمكيف والمزارعيف والسمطات التنظيمية المسؤولة وراثياً  المعدلةالنباتات 
ستراتيجيةو  تقنية صديقة ديعىو "، و Cisgenesis"الابتكار الجديد تمت تسميتو  ممتازة لتحسيف  ا 

 ;Jacobsen and Schouten , 2007)مقاومة النبات وتكمؿ برامج التربية التقميدية

Schouten and Jacobsen, 2008; Schouten, et al ,2006a; 2006b).  الآفحتى ،
 في جميع أنحاء العالـ وراثياً   الكائنات المعدلة المعموؿ بيا فيوالتشريعات ظمة نلأافإف غالبية 

قد  . ىذاالتي لا تتصؼ بيذه الصفة وراثياً النباتات المعدلة عف  cisgenic ػالنباتات ال تميزلا 
قد طورت وقدمت لمحصوؿ عمى  cisgenicالنباتات فقط عدد محدود مف ، الآفيكوف لأنو حتى 
مف  عمى المنتج بدلاً يعتمد  شريعالتي لدييا تلدولة الوحيدة في العالـ ا. كندا ىي الموافقة عمييا

 cisgenic الػ يعامؿ ىذا النباتأف  وبالتالي، فمف الممكف .المعتمد عمى عممية التعديؿ شريعالت
حيث . (Schouten et al ,2006b) وراثياً المعدلة الأخرى النباتات  أقؿ صرامة مفبشكؿ 
تدخؿ ، مورثاتفي حالة نقؿ ال .وراثياً النباتات المعدلة  عف جوىرياً  Cisgenicالنباتات تختمؼ 

النبات فترض أف ي. لذلؾ، و جنس مختمؼأنوع ، مف جديدة أجنبيةمورثة المعدؿ وراثياً النبات  إلى
مف  إدخالوة والمزروعة( ولا يؤثر بريال) واعنلأايمتمؾ نمط ظاىري لا يوجد في ىذه  المعدؿ وراثياً 

أقاربو  إلىالمورثات مف النبات المحور المزروع  الصفات ذاتيا أو مف خلاؿ انتقاؿخلاؿ 
 ػنباتات ال فيعمى النقيض مف ذلؾ، . Schouten and Jacobsen, ((2008البرية

cisgenesis واع المستأنسة أو نلأاموجود في بالأساس  وي ىالأصمالمدخؿ مع محفزه  المورث
نيا لا إواع. نلأا يضيؼ سمة إضافية إلى لا cisgenesis ػال وبالتالي، دة قروف.منذ عالبرية 

التربية التقميدية أو في أف تحدث مف خلاؿ  أيضاً يمكف التي لا تأقمـ و تغيير الرض عمى تح
التأثيرات عمى الكائنات  ينطبؽ عمى المخاطر البيئية الأخرى، مثؿ نفسو الشيءالطبيعة. 

الإيكولوجية، وللاستخداـ في الأغذية أو الأعلاؼ. التربة نظـ المستيدفة أو  المستيدفة أو غير
مثؿ  مثمو اً كوف آمنيفي البيئة يمكف أف  cisgenicنباتات ل المتعمد الإطلاؽفاف ونتيجة لذلؾ ، 

 ,Jacobsen and Schouten, 2008; Schouten et al) ةتقميدياللإطلاؽ المتعمد لمنباتات ا

2006a; 2006b).)  تفاح  طرائؽ عديدة لتطوير توصفلقدcisgenic دخاؿ مورثات مف إب
تفاح غالا  كما طور. (Joshi, 2010) صناؼ البرية لمتفاح وتجميع مورثات مقاومة في التفاحلأا
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في . ((Van blaere, 2011 مقاوـ لمجرب cisgenicأي  Hcrv2مف التفاح  بمورثةمحور 
 يةإنتاجذات أصناؼ متطمبات المستيمؾ العالية الفاكية الحديثة و  إنتاجيتطمب الوقت الحاضر، 
للأمراض والآفات وذات نوعية جيدة  مدى طويؿ، ومقاومةلالتخزيف  إمكانيةليا ، و أفضؿ ومتماثمة

الفاكية  التفاح مف أكثريعتبر  كثير مف الدوؿ المنتجة لمتفاح،لضماف النجاح التجاري. في 
في  اً رئيسي اً واجتماعي اً اقتصادي اً دور  تمعبىي مختمؼ الأسواؽ و  تصديرىا إلىالتي يتـ اليامة 
الآفات والأمراض واحدة مف العوامؿ تشكؿ ولكف . تمؾ الدوؿ في يوالاقتصاد الزراعييف القطاع

استنادا إلى تمؾ  .التصديرية اليامةيذه الصناعة التنامي المحتمؿ ل الرئيسية التي تحد مف
يمكف أف تساعد عمى تطوير وسيمة جديدة لمتنمية  cisgenic تفاحنباتات استخداـ فاف الوقائع، 
 Investigaciones بدأ معيدفي الآونة الأخيرة، صوؿ. المحىذا  إنتاجلعمميات  المستدامة

Agropecuarias INIA Quilamapu والصنؼ  غالاتفاح روياؿ  نتاجلإأساس تطوير ب
 Aldwinckle and) تيا لفطر الجربلتحسيف مقاوم cisgenicغراني سميث

Malnoy,2009; Polanco et al , 2010) . 
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     Production of Transgenic Plants from some Apple 

Cultivars and Rootstocks 

 

 

 Abstract 

 

The aim of the present study was to develop an efficient direct 

shoot regeneration approach from leaf explants for apple cvs. 'Golden 

Delicious', 'Royal Gala' and 'MM111', 'M26' rootstocks as a method for 

rapid clonal multiplication and also as a prerequisite for genetic 

transformation with antifungal genes of the studied apples to reach the 

final desired aim of establishing an efficient and practical reproducible 

approach of Agrobacterium-mediated transformation which harbour 

g2ps1 gene for apple cultivars and rootstocks studies for improving their 

fungal resistance. 

Adventitious shoot formation from leaf pieces of apples studied 

was achieved using middle leaf segments taken from the youngest leaves 

from in vitro-grown plants. Optimum conditions for 'direct' shoot 

organogenesis resulted in high regeneration efficiency of 

90%,95%,92%,94% producing one or more shoot per explant with high 

regeneration rates of 4.5, 5.6, 4.0 and, 4.1 new shoots  in the studied 

apples respectively on MS basal medium with B5 vitamins, 1.0 g/l MES, 

2.0 mg/l TDZ with 0.2 mg/l NAA. While, no regeneration could be 

observed on media free of cytokinins.  

The organogenic capacity of leaf pieces was related to the leaf 

maturity and the origin of the leaf piece with the youngest light green 

expanding leaves being more regenerative than the older ones. Middle 

leaf segments were more responsive than the upper or lower part of the 
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leaf. Adventitious shoots were regenerated from cut sides and leaf 

surfaces. Therefore, middle leaf parts were used afterwards for 

organogenesis using leaf tissues of the studies apples. The most efficient 

regeneration media consisted of: MS+ B5 vit. + 1.0 g/l MES+ 30 g/l 

sucrose+ 1 mg/l BAP+ 0.3  mg/l IBA+ 0.2 mg/l GA3 +  6 g/l agar 

Subcultures were carried our every 4 weeks to provide sufficient amount 

of leaves needed for transformation. 

Genetic transformation conditions of the studied apples were then 

optimized using g2ps1 gene from Gerbera hybrida coding for 2-pyrone 

synthase which contribute for fungal and insect resistance was used.  

 Putative transgenic shoots could be obtained on MS media with 

B5 Vitamins, 5.0 mg l
-1

 BAP, or 2.0 mg l
-1

 TDZ with 0.2 mg l
-1

  NAA in 

the presence of the selection agent "PPT" at 3.0 mgl
-1

.  

Shoot multiplication of transgenic shoots was achieved on: 

 MS + B5 vitamins + 1.0 mg l
-1

 BAP + 0.3 mg l
-1

 IBA, 0.2 mg l
-1

 

GA3+1.0 g/l MES+ 30 g/l sucrose + 7.0 g/l Agar, with the selection agent 

PPT at 3 mg l
-1

 and were sub-cultured every 4 weeks in order to get 

sufficient material to confirm transformation of the putative shoots 

obtained. 

Transgenic clones of the apples studied respectively have been 

obtained and confirmed by selection on the media containing the 

selection agent "PPT" and by PCR analysis using the suitable primers in 

all clones obtained for the presence of the selection" bar gene (447 bp) 

and the gene-of- interest "g2PS1" (1244 bp), with transformation 

efficiency of 0.4%, 0.6%, 0.1% and 0.3% respectively.  

Results of DNA sequence analysis of the transgenic plants also 
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proved the successful transformation and had 97 to 99% sequence 

homology with the gerbera hybrida mRNA for 2-pyrone synthase g2ps1 

gene (accession no. Z38097.2). These transgenic clones were multiplied 

further and rooted  in vitro by transferring 2-3 cm long shoot tips to 

rooting ½ MS basal medium supplemented with 1.0 mg/l indole-3-butyric 

acid (IBA), in the presence of the selection agent 'PPT'. Rooted transgenic 

plantlets were successfully acclimatized and are being kept under-

containment conditions according to the biosafety by-law in Syria to 

evaluate their performance for fungal resistance. 
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 Discussion انمىاقشت .5

  Regeneration from leaf tissuesانتجذيذ مه أقراص الأوراق1.5. 

الحصوؿ عمى  جؿ الإكثار الخضري الدقيؽ السريع لمتفاح وتـأمف  فعالة ةطريق تطوير تـ
تشكلات عرضية  باستخداـ الجزء الوسطي مف الورقة مف الأوراؽ الفتية لمنباتات المكاثرة بطرائؽ 

 لصنفي التفاح تعديؿ الوراثيوذلؾ كشرط أساسي لمعالية،  زراعة الأنسجة النباتية وبنسب تجدد

Golden Delicious  وRoyal Gala  الأصميفوMM111 وM26 ،في الدراسة و  المدروسيف
أسابيع مف بدء الزراعة  4-8الحالية تشكمت النموات العرضية بشكؿ مباشر مف الورقة خلاؿ 

 BAP.الػ أو TDZوبنسب تجديد ومعدلات إكثار جيدة عمى أوساط محتوية عمى الػ
لقد سمحت ملاحظة أجزاء الورقة المستخدمة مف حيث كفاءتيا في التجدد بتحديد مناطؽ أكثر 

يعزى قدرة عمى التجدد في الورقة، فقد تشكمت النموات العرضية عمى حواؼ قطع الأوراؽ، وربما 
 ولكف الأوراؽ سطوح مف السبب في ذلؾ إلى الاتصاؿ الأكبر مع وسط الزراعة، و تشكمت أيضاً 

 قاعدة إلى الأقرب الأوراؽ كانت فقدFerradini et al (1996)  دراسة وحسب. أقؿ بنسب
كانت الأجزاء ، ، بينما في الدراسة الحاليةM26التجدد في الأصؿ عمى  قدرةً  أكثر الورقة

مف الورقة  العمويأو القاعدي عمى التجدد منيا مقارنة بالجزء  مف الورقة أكثر قدرةً  المتوسطة
 قاعدي وربما يعزى السبب إلى كبر حجـ القطع في الجزء المتوسط مف الورقة مقارنة بالجزأيف ال

 .   العموي و 
ء مناسب تؤكد النتائج في الدراسة الحالية ملاحظات سابقة تظير أف الأوراؽ بشكؿ عاـ ىي جز 

لكف ، (Sicurani et al, 2001; Ferradini et al, 1996) وجيد لتشكيؿ النموات العرضية
 تجدر الإشارة إلى أف اختيار المستزرعات وجودتيا وقطعيا وزراعتيا يستغرؽ وقتاً وجيداً كبيريف.

وتـ التفاح المدروسة صوؿ وأ أصناؼ أوراؽ مف العرضية لنمواتا تجديدالدراسة الحالية  فيتـ 
تقييـ وسط الأساس ومصدر الكربوف وتركيب وتركيز منظمات النمو والفترة الضوئية والظلاـ 

بالتوافؽ  TDZالتاـ وتـ الحصوؿ عمى أفضؿ كفاءة لمتجديد والتي كانت بشكؿ عاـ باستخداـ الػ
لنموات العرضية ووجد أف التجديد مف الأوراؽ كاف طريقةً ناجعةً جداً لتشكيؿ ا NAAمع الػ 

 بشكؿ مباشر.
  تأتي أىمية تطوير طريقة لمتجديد مف نسيج الورقة كشرط أساسي لتطبيؽ طرائؽ التقانات 

مف التفاح  دعيمف أجؿ تطوير أصناؼ متحممة للأمراض، إذ  تعديؿ الوراثيالحيوية وخاصةً ال
عمى أية و عالمياً.  تعديؿ الوراثيالمفضمة للإنساف وىو أحد أنواع الفاكية المستيدفة في الفاكية ال

نبات البذور غرؽ احاؿ، تست لطرؽ التقميدية لمتربية وقتاً كبيراً، وىذا يعتمد عمى التيجيف وا 
نات الحيوية النباتية واليندسة الوراثية ليا قدرةٌ عمى تقميؿ الوقت االانتخاب، بينما نجد أف التقو 
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 تعديؿ الوراثييفتح آفاقاً أعمؽ لم ةجديد مف نسيج الورقالت تطبيؽكما أف . اللازـ بالطرائؽ التقميدية
كفاءة  نةاالتقذات الأىمية الاقتصادية. عمى أية حاؿ، فقد أظيرت ىذه وأصوؿ التفاح لأصناؼ 

 Yang)تجديد منخفضة حيث طورت عمى أصناؼ قميمة والتي تعتبر محدودة التسويؽ غالباً 

and Schmidt,1992; Tang et al, 2002) . 
العوامؿ التي تؤثر في كفاءة التجديد في النباتات الخشبية ىي نوع المستزرعة، وتركيب الوسط  إف

 . (Benson, 2000) والتوافؽ اليرموني ومنشطات النمو
في تجديد النموات لكثير مف النباتات الخشبية حيث تبيف في  راً كبي إف لمنظمات النمو تأثيراً 

 BAP(Leblay etمف الػ  ( أكثر كفاءةً TDZديازوروف يالعديد مف الدراسات  أف السيتوكينيف )ث

al, 1991; Korban et al,1992; Escalettes and Dosba,1993;DeBond et al, 

(1996; Sarwar and Sirvin,1997; Hemmat and Grant,1998.  
 (,Yancheva et alفي التجديد  تأثيرٌ  NAAوIBA و IAA كما وجد أف للأوكسينات

(2003 . 
مف أجؿ تأسيس نظاـ تجديد فعاؿ، فإف لمحالة الفيزيولوجية ونوع المستزرعة أىمية كبيرة في 

المتجددة مف أف متوسط عدد النموات العرضية   Caboni et al(2000)الاستجابة. فقد وجد 
 قمـ النموات الخضرية مف أصناؼ التفاح المختمفة كانت أعمى بشكؿ معنوي مف الأوراؽ.

 
 :وسبت انتجذيذ وعذد انىمىاث انمتجذدةفي تأثير مىظماث انىمى 1.1.5. 

في الدراسة الحالية، ظير تبايف وبفروقات معنوية في نسبة ومعدؿ إنتاج النموات مف كؿ جزء  
 .(p>0.01)عمى مستوى معنوية  BAPوالػ    TDZ تركيز الػنباتي باختلاؼ 

، مع الأخذ بعيف الاعتبار النسبة المئوية لمتجديد ومتوسط عدد النموات المتشكمة مف كؿ اً وعموم
 0.20و   mg/l TDZ 2.0جزء نباتي، فاف أفضؿ إنتاج لمتفرعات كاف عمى الوسط المزود بػ 

mg/l NAA وبالمقابؿ فإنو عند تخفيض تركيز الػ . TDZ أو استبدالو بالػBAP أدى ذلؾ ،
يتوافؽ مع عدد مف الدراسات في نباتات  TDZإلى تخفيض نسبة التجديد. ىذا التأثير لمػ 

 Malik and Saxena 1992; Kanyand et al. 1994; Jain and Rashid)مختمفة

2001, Thomas 2003.) 
التفاعؿ مع المخزوف  إلى  TDZالدور الأساسي لمػ Gill and Saxena (1992)وقد عزا 

عاقةعمى التعضي وتكويف وتخميؽ  الأعضاء النباتية  التأثيرالداخمي لميرمونات وبالتالي  عمؿ  وا 
مع السيتوكينينات دور  IAA, NAA, IBAتفاعؿ الأوكسينات مثؿ الػل إف الأوكسيف. وعموماً،

. فربما يزداد تشكؿ الأعضاء (Yancheva et al. 2003) في التجديد مف الورقة اً أساسي أيض
في وسط الزراعة  TDZ-NAA معاً. حيث يظير ىذا التركيب  NAAو  TDZ مع استخداـ الػ
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تأثيراً واضحاً عمى تكويف النموات والتجديد مف الورقة في التفاح. وفي الدراسة الحالية، لوحظ أف 
المعاممة الأفضؿ  والتي تظير أف ىذه ىي  ينتج استجابة مُرضية، TDZالػ معNAA استخداـ الػ

    auxin الفينولية وىذا التأثير ربما يعزا أيضاً إلى أكسدة  الفينولات بالػ الموادلمتخمص مف 
oxidase  واضح معنوي وذلؾ تبعاً  تأثيرنسبة تخميؽ النموات والاستجابة لمتعضي ذات  وكانت

 Sarwar and Skirvin) لنمط الجزء النباتي المستخدـ وتراكيز المواد واليرمونات المستخدمة

mborné and áJ ;. 2001let a; Magyarné . 2001et alD’Angeli 1997; 

(Dobranszki 2005. 
اعتمد التجديد مف النموات العرضية عمى نوع المستزرعة وتركيب الوسط الغذائي وتركيز 

( حرضت تشكيؿ الأعضاء 1:1) DKW/WPMوكذلؾ الوسط  Qاليرمونات.حرض الوسط 
. مف WPMأو  DKWو MSو  CPو QL/WPM (1:1)ط اوسبشكؿ كبير وأفضؿ مف الأ

لمضغط الأسموزي المولاري والاختلافات في المحتوى الممكف أف يكوف ذلؾ تبعاً لمتأثير المختمؼ 
مف العناصر المعدنية مثؿ النتروجيف. إف الاختلاؼ في تراكيز الأملاح يمكف أف يكوف لو تأثير 

( أف وسط Yang and Schmidt,1992عمى الاختلافات في كفاءة تجديد النموات. حيث وجد)
N6 (Chu, et al,1975) ت عرضية متجددة مف الأوراؽ لمكرز كاف أفضؿ لمحصوؿ عمى نموا

 ;Welander,1988)وجد . كماQLو  MSلـ يوجد اختلافات معنوية بيف بينما الحمو 

(Fasolo et al, 1989 الأملاح المعدنية والعضوية  أفN6   كانت مناسبة لكؿ الأنماط الوراثية
والعضوية لػ  N6اللاعضوية لػوافؽ مع نتائج دراستنا حيث استخدمت العناصر لا يتوىذا  ،بالتفاح

MS بينما يتوافؽ مع دراسات(Caboni et al, 1996) .. 
تأثيراً كبيراً في تحريض التجدد في التفاح وعدد مف  BAPو  TDZإف لمسيتوكينينات مثؿ

 (BAP korban etكفاءة أكثر مف الػ  TDZ النباتات المتخشبة الأخرى، فقد أظير الػ

al,1992; Debondet, 1996   )استخدـ الػTDZ  في تحريض تشكيؿ النموات العرضية في
 ;Van Niewkerket at al, 1986; Theiler-Hedtrich and Theiler, 1990)التفاح

Fasolo et al, 1990; Sarwar and Sirvin,  1997; McAdam-O’Connell et al, 

2004.) 

والػ  TDZومف أجؿ تجديد النموات العرضية مف الورقة، استخدمت تراكيز متنوعة مف الػ 
BAPوتـ تحديد التركيز المثالي مف كؿ منيا عمى حدا، حيث تبيف كفاءة الػ ،TDZ  2 بتركيز 

مغ/ؿ، وقد تفوؽ الثيديازوروف عمى البينزيؿ 5 بتركيز  BAPمغ/ؿ وبشكؿ أفضؿ مف استخداـ الػ
 بتأثيره في تخميؽ النموات العرضية.أدنيف 
طريقة تجديد مف الورقة مف غراس التفاح  McAdam-O’Connell et al (2004) طور 

Bramely فبينما استجاب الصنؼ Green Sleeves  بما يتوافؽ مع الدراسات السابقة، فقد أنتج
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بتركيز   BAPنموات أقؿ حيث تـ الحصوؿ عمى النموات منو باستخداـ الػ  Bramely الصنؼ
 إلى زيادة معدؿ التجدد بشكؿ كبير.  TDZ، بينما لـ يؤد الػNAAمغ/ؿ 1مغ/ؿ مع  5

  BAPوكذلؾ الػ TDZتـ في الدراسة الحالية الحصوؿ عمى معدؿ تجدد مرتفع باستخداـ الػ
 McAdam et مغ/ؿ، بينما في الدراسة السابقة لػ  0.2بتركيز NAA مغ/ؿ لكف مع  5بتركيز 

al,   2004) ) مف الػ.مغ/ؿ1فقد استخدـ تركيزNAA . 
تجديد  فيدوراً كبيراً في تأثيرىا  NAA, IBA, IAAوبشكؿ مماثؿ فإف للأوكسينات مثؿ  

   (Magyarne et al, 2001; Jamborne, and Dobranszki,  2005)النموات العرضية 
 NAA  معTDZ وقد أمكف في الدراسة الحالية زيادة تشكؿ النموات العرضية باستخداـ التركيب 

وتبيف أف ىذا التركيب ىو طريقة جيدة لتشكيؿ النموات العرضية مف الأوراؽ في الصنؼ  
 والأصؿ المدروسيف. 

 (Andrea and Jehle, 2005)كما يعتمد ذلؾ عمى الصنؼ النمط الوراثي ونوع المستزرعة  
مغ/ؿ  5الحاوي  QLحيث حصؿ ىذاف الباحثاف عمى أفضؿ نسبة لمتجديد عمى وسط 

BAP+0.5 مغ/ؿIBA   عند استخداـ المقاطع العقدية في صنؼ الكرز“Schneiders”  بينما
عمى حيف كانت النتائج أفضؿ عند  IBAالأفضؿ بأصناؼ أخرى بالتوافؽ مع  TDZكاف 

 .(Bhagwat and Lane,  2004)بدءاً مف الأوراؽ  NAAبالتوافؽ مع الػ  TDZاستخداـ 
إلا أف الػ  BAPبالرغـ مف حدوث التجديد بوجود الػ نو أMante et al ( (1989وأيضاً وجد 

TDZ  أعطى نتائج أفضؿ لبدء التشكؿ المورفولوجي في بعض الموزيات. وىذا عمى عكس ما
مف أجؿ تحريض النموات  TDZأكثر كفاءة مف  BAPبأف الػ  Tang et al (2002)وجده 

 ,Yang and Schmidt(1992)العرضية في كؿ مف الكرز الحمو والحامض، عمى حيف وجد 
أف زيادة  Andrea and Jehle (( 2005 اختلافات بيف كلا السيتوكينيف. كما وجد  أنو لا يوجد
 أدت لنقصاف كفاءة التجديد. NAAتركيز الػ 

والأصؿ   Golden Deliciousالورقة في صنؼ التفاحالأولية لمتجديد مف ة دراسالعند 
MM111 أدى استبداؿ الػNAA   2,4بالػ,D ػ إلى تكويف الكالوس ومنع تجديد النموات، لذا تـ

  استبعاده فيما بعد.
 عف التفاح مف العرضية النموات وتشكؿ تخميؽ أجؿ مف طريقة Caboni et al ((2000 طور 

 17.8  بػ والمزود glycine الػ وجود دوف MS وسط باستخداـ الكالوس تشكؿ تحريض طريؽ

BA µM وµM 2.7  NAA مف بدءاً  العرضية النموات وتجديد تشكؿ  درجة أف وجدوا وقد 
 الورقة، نسيج مف بدءاً  التجديد عف الناتجة تمؾ مف أكثر عالية معنوية دلالة ذو كاف النامية القمـ
 مف مباشر بشكؿ العرضية النموات وتجديد الكالوس مرحمة تجاوز تـ الحالية الدراسة في بينما

 .الأوراؽ
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 :تشكم انىمىاث انجذيذة في جسء انىرقت تأثير 2.1.5.

الأوراؽ الفتية كأجزاء نباتية لمتجديد مف نسيج الورقة وتـ وضع الجزء  الحالية ةدراسالاستخدـ في 
لمورقة في تماس مع سطح وسط الزراعة وذلؾ تطبيقاً لما في الغالبية العظمى مف  العموي

عديؿ  الدراسات المنشورة، التي استخدمت الأوراؽ الفتية مف التفاح كأجزاء نباتية لمتجديد والت
 العموي. وتـ تحسيف تجديد السلالات المعدلة وراثياً مف الأوراؽ عف طريؽ وضع الجانب الوراثي
، حيث مف المحتمؿ أف السبب يعزى إلى زيادة تبادؿ في تماس مع وسط الزراعة لمورقة

 Yepes and)لمورقة  القاعديالأوكسجيف نظراً لأف المسامات النباتية تقع عمى الجانب 

Aldwinckle, 1994) . 
 أكثر قدرة عمى التجديد، وىذا ما يثبتو تكويفإف أجزاء الورقة المتصمة مباشرة إلى السويقة 

  .M26 (Ferradini et al. 1996)النموات العرضية مف أوراؽ أصؿ التفاح 
  و(  .Ferradini et  al(1996تتوافؽ النتائج الحالية مع المعطيات التي توصؿ إلييا 

Sicurani et al (2001)  حيث أظيروا أف جزء الورقة يعتبر جزء نباتي جيد للإكثار وتكويف
  .النموات العرضية

 Bassi)أنو مف المحتمؿ أف يحدث التشكؿ العضوي لمنموات دوف المرور بمرحمة الكالوس تبيف

(and Cossio,1994  نشر دأيضا، وقالحالية  الدراسةوىذا ما تـ فيSriskandarajah and 

Goodwin (1998)   أف تييئة نموات التفاح لعدة أياـ في وسط زراعة سائؿ مناسب يعزز
لكف مع  ،طويمة كالوسالقدرة التجديدية لمستزرعات الأوراؽ عف طريؽ تقميؿ الحاجة لمرحمة 

 الوراثي. التعديؿ الوراثيفي بروتوكولات  ذلؾ، لـ ينشر عف ىذه العممية لتييئة المستزرعات لاحقاً 
 مف وسيط كالوس مرحمة دوف مباشرة الخضرية النموات تشكؿ تحريض تـ الحالية، ةدراسال وفي
 .الوراثي النوع عمى والحفاظ المتشكمة النموات في جسمية تغيرات ظيور احتماؿ تجنب أجؿ

في  المختمفةبيف أجزاء الورقة المختمفة لمنبات نفسو ربما يعود إلى المستويات ختلاؼ الإإف  
 ;Magyarné et al. 2001.)المحتوى الداخمي للأجزاء النباتية المأخوذة مف مواقع مختمفة

 and Dobranszki 2005 émbornáJ)  تتوافؽ النتائج الحالية مع المعطيات التي توصؿ
حيث أظيروا أف جزء الورقة Sicurani et al (2001 )و Ferradini et  al.  ((1996 إلييا 

 يعتبر جزء نباتي جيد للإكثار وتكويف النموات العرضية. 
لا بد مف ملاحظة أف عممية الاختيار وانتخاب الجزء النباتي، وعممية القطع والجرح ودراسة وسط 

مف  الجزء الوسطي أف الدراسة تظير أالزراعة ليا أىميتيا في نجاح عممية التجديد مف الورقة إذ 
وقد تـ الحصوؿ عمى أعمى متوسط عدد نموات الورقة ىو الجزء الأكثر فعالية في التجديد، 

يمكف أف يعزى  متجددة وأعمى نسبة تجديد مف كؿ خزعة نباتية مف الجزء الوسطي لمورقة.
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الاختلاؼ بيف أجزاء الورقة مف النبات نفسو في استجابتيا لتشكيؿ النموات العرضية إلى 
لمختمفة في محتواىا مف منظمات النمو النباتية في الجزء النباتي المأخوذ مف مواقع المستويات ا

 Jamborne and Dobramszki, 2005; Magyarne et al, 2001) )مختمفة في النبات
 كاف كمما وبالتالي المختمفة الورقة أجزاء في القطع مساحة اختلاؼ إلى أيضاً  يعزى أف يمكف كما
 .لمتجدد أفضؿ كاف كمما أكبر القطع حجـ

الأوراؽ المستخدمة في التجديد تمعب  مرحمة أو حالة ونوعيةأف تطور  الدراسة كما تظير نتائج 
عممية التجديد والحصوؿ عمى متجددات جيدة مف نسيج الورقة. حيث تـ ح نجافي  دوراً أساسياً 

مف  الفتية وغير الممتفة الخضراء اللامعةالحصوؿ عمى أفضؿ النتائج باستخداـ أجزاء الورقة 
 التجديد وسطلمباشرة  اً لمورقة ملامس العمويعند وضع السطح  ولاسيمايوماً  21نباتات قوية بعمر

(Bassi  and Cossio, 1994; Caboni et al, 1996) الدراسة الحالية مع يتوافؽ ما وىذا  ،
 غير مستجيبة لمتجديد وغير فعالة.بينما تكوف الأجزاء النباتية المأخوذة مف نباتات أكبر مف ذلؾ 

الأوراؽ مف أجؿ الإكثار الخضري السريع لمنباتات ضمف الشروط  استخداـ يمكف أنو ثبت لقد
تعديؿ في دراسات ال معدلة وراثياً نموات خضرية  عمى الحصوؿالمثالية للإكثار و مف أجؿ 

 .الحالية الدراسة في والذي تـ أيضاً  الوراثي
تبقى عممية  تجديد النموات العرضية صعبة في كثير مف الأصناؼ والأنواع. حيث تختمؼ و 

كفاءة التجديد في التفاح إلى  وصمت. فقد للنمط الوراثيالظروؼ المثالية لتجديد النموات تبعاً 
  Tabori, 2011))لمعظـ الطرز الوراثية. وىذه النسبة يمكف تطويرىا بالطرائؽ الحديثة %  50
 

 : في انتجذيذ وانقذرة عهى تشكيم الأعضاءتأثير شذة الإضاءة    3.1.5.

 (651 لمدة خمس دقائؽ إلى الأشعة الحمراء أدى كبح تعريض المستزرعات الورقية يومياً 
 لمدة خمس دقائؽ يومياً  ، بينما تعريضيا أيضاً  %80نانومتر( إلى تشكؿ النموات العرضية بنسبة

تعريضيا للأشعة الحمراء قد بعد  اً نانومتر( وذلؾ فور 729 للأشعة فوؽ الحمراء )طوؿ موجة 
 .(Liu et al, 1983b)أبطؿ تأثير كبح الأشعة الحمراء لتشكؿ النموات العرضية 

الأولى مف الزراعة في الظلاـ  سابيع الثلاثالأالحالية، حضنت المستزرعات خلاؿ  ةدراسالفي 
 10شدةب مف لمبات فمورسنت بيضاءثـ عرضت للإضاءة  التعريض للإضاءةالكامؿ دوف 

µmol/m
2
/sec  50 لمدة أسبوع ثـ رفع شدتيا بعد ذلؾ إلى µmol/m

2
/sec لمدة أربعة أسابع

التجديد،  فينتائج إيجابية  تأف الإضاءة أعط   Bassi and Cossio (1994)بيفوقد أخرى. 
خفض نسبة التجديد  إلى الأولى مف التجديد اً يوم  25حفظ أطباؽ بتري بالظلاـ في الػ أدى بينما

كما أعطى الضوء الأبيض أعمى عدد مف النموات المتجددة بكؿ  .وىذا بخلاؼ ما حصمنا عميو
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مع الدراسة الحالية حث تـ الحصوؿ عمى نتائج جيدة وايجابية بالتعريض توافؽ  وىذا ما ورقة
 .لمضوء الأبيض بعد فترة الظلاـ 

 
 تأثير خذش و جرح الأوراق في  تشكم انىمىاث انعرضيت:  4.1.5.

تـ تشكيؿ النموات العرضية مف الأوراؽ بقطع الأوراؽ وخدشيا باستخداـ ممقط خاص غير  
 لقد فسر ما تـ  في الدراسة الحالية. اً وىذا أيض (Norelli et al;1996).حسب محدث لمجروح 

Hemerly et al ( (1993 أف خدش الأجزاء النباتية يحرض تعبير المورثات عمى الانقساـ
مف  M26  يجابي  لمخدش عمى تجديد النموات في الأصؿالخموي والتمايز. تـ إثبات التأثير الإ

( Norelli et  al;1996)( وفي الصنؼ روياؿ غالا مف قبؿ(Sicurani et al; 2001قبؿ 
المدروسيف حيث  يفوالأصم يففي الصنف اً يجابيإ اً كاف لمخدش تأثير و الحالية،  الدراسة وكذلؾ في

حرض تشكؿ النموات العرضية، بينما أدى الخدش )الزائد( إلى إفراز المواد الفينولية واسوداد 
 الجزء النباتي وموتو. 

 
وعىامم انتههيم انمستخذمت في الاستجابت انتعضي  MESتأثير مصذر انكربىن وانـ  5.1.5.

 وانىمى:

الضغط في إنما تؤثر أيضاً  ،لمكربوف والطاقة فحسب اً تبيف أف الكربوىيدرات ليست مصدر 
 Thorpe and Murashige,1970; Verma and)الأسموزي خلاؿ التشكؿ العضوي

(Dougall,1977  ز ىوجا أقؿ تكمفةً إف أكثر مصادر الكربوف استخداماً ىو السكروز لأنو
لمتمثيؿ وثابت نسبياً وىو مف أىـ الكربوىيدرات التي تنتقؿ في كثير مف الأنواع النباتية 

(Andrea and Jehle;2005) . تشير إلى أف ىناؾ أنسجة نباتية محددة تحوي  دراساتوىناؾ
استعمؿ السوربيتوؿ . و (Mello et al; 2001) ونفسفي الوقت  أو تستعمؿ كربوىيدرات مختمفة

. Malus domestica (Karho, 1997)بشكؿ ناجح لتحريض التشكؿ العضوي في التفاح 
أف السكروز كاف ذا كفاءة تجديد أفضؿ بدءاً مف  Andrea and Jehl  (2005)وجدو 

في الدراسة  غ/ؿ 30التركيز وأعطىغ/ؿ 20غ/ؿ والمثالي (10-30)المستزرعات الورقية وبتركيز
 الحالية نتائج ايجابية.

في تصميب الوسط وجعمو شفافاً ىشاً في وجود الأملاح القابمة يجابياً إتأثيراً  للجلرايتوكاف 
ففي تجاربنا التمييدية لمدراسة، لوحظ عند استخداـ الآغار لوحده كاف يعيؽ  لمذوباف بشكؿ جيد.

أو شفافيتو لذا تـ استبدالو بالجمرايت أو  ونقاوتو وئيري لقمة صفارؤية نمو النبات أو التموث البكت
 .استخدـ الآغار مع الجمرايت بحيث يتـ تقميؿ الكمية المستخدمة مف الآغار في التجارب

يتـ استخداـ الجمرايت بدلًا مف الآغار وذلؾ لأنو شفاؼ ونقي بشكؿ يكفي لرؤية نمو النبات و 
إضافة إلى أنو يمكف استخداـ كمية قميمة مف أجؿ تيميـ ليتر واحد مف الوسط وىذا ما يضمف 
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 تقميؿ تكاليؼ العمؿ ويزيد إمكانية مراقبة نمو النبات أوالتموث البكتيري بشكؿ أوضح مف استخداـ
 مع دراسة الدراسة الحالية. ولا تتوافؽ نتائج (Pasqualetto et al, 1986)الآغار

Szankowski et al  (2003)  3الذيف استخدموا الجمرايت% gelrite  والذي نتج عنو فرط
والذي توافؽ  hyperhydricityما يسمى الزجاجية  كبير في الرطوبة وظيور ظاىرة الشفافية أو
الذيف  Pasqualetto et al   (1986)واستناداً إلى .مع تطور غير طبيعي خلاؿ طور التجديد

ـ تراكيز عالية ااستخدموا تراكيز عالية والذيف توصموا لمنتيجة نفسيا فإننا نصؿ لنتيجة إف استخد
 5الدراسة الحاليةمف المادة الميممة قد يؤدي إلى الحالة نفسيا لذا تـ استخداـ تركيز منخفض في 

 .يجابية دوف حدوث ظاىرة الزجاجية في الزراعاتإنتيجة  ىمغ/ؿ والذي أعط
قد حسف كفاءة  MSأف إضافة الجيمرايت بوجود وسط  Caboni et al(1996) جدبينما و 

التجديد لكنو سرع حدوث ظاىرة الشفافية بالنموات المتجددة والتي وصفت بشكؿ واضح مف قبؿ 
(Pasqualeto et al, 1986)  مف أجؿ تجاوز ىذه الصعوبة تـ إضافة مزيج مف الآغار و

الحالية أف الجيمرايت أفضؿ  ةدراسالالتوالي. بينما وجد في  عمى (%0.125و 0.3)والجيرليت 
لوحده وقد أدى إلى زيادة كفاءة التجديد ومف دوف حدوث ظاىرة الشفافية وذلؾ نظراً  مف الآغار

 .(%2.5)لاستخداـ تراكيز منخفضة مف الجيمرايت 
في امتصاص المواد المغذية وبالتالي فإنيا تؤثر في فعالية تخميؽ  تأثيراً  درجة الحموضةل إف 

 2-N-Morpholino Ethane sulfonic acid (MES) تـ استخداـ الػ لذا ،وتحريض النموات

وبما ميف وسط معتدؿ الحموضة أالحالية مف أجؿ ضبط حموضة وسط الزراعة وت ةدراسالفي 
مكف أف تؤثر في امتصاص المواد المغذية وبالتالي فإنيا تؤثر في يأننا نعمـ أف درجة الحموضة 

مادة كيميائية غير فعالة وليس ليا أي تأثيرات  MESأف الػ حيثفعالية تخميؽ وتحريض النموات 
وعموماً، تبقى  .(Bugbee and Salisbury, 1985)ولا تتفاعؿ مع أي أيونات أخرىأخرى 

عممية تجديد النموات العرضية صعبة في كثير مف الأصناؼ والأنواع. حيث تختمؼ الظروؼ 
 المثالية لتجديد النموات تبعاً لمنمط الوراثي.

 
  مه وباث انجربيرا g2ps1لأصىاف وأصىل انتفاح انمذروست بمىرثت  تعذيم انىراثيان 2.5.

 مه أجم زيادة مقاومتها نلأمراض انفطريت

 تشفر ، فييمتنوعة في نبات الجربيرا التزييني ولأنزيمات ذات خواص g2ps1 مورثةالر تشف  
 تكويف المعروفة بدورىا في Chalcon Synthase ػتختمؼ عف أنزيمات ال ووىبيروف،  لأنزيـ

 chalconويختمؼ تسمسؿ الحموض الأمينية عف أنزيمات النباتية Pigmentsالصبغات 

synthase المعطيات عمى أنو تمثؿ تدؿ ستقلابية اليدمية مختمفة و لاوأيضاً خواصو ا ،النموذجية
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سابقاً اعتبرت بأنيا  فيي. الكبيرة والمورثات القريبة مف ىذه العائمة CHSصنفاً جديداً مف عائمة 
وليا تركيب مختمؼ ونمط تعبير  CHSػ ال  عضو غير اعتيادي مختمؼ عف مورثات عائمة

لذلؾ أعيد تسميتيا بدلًا مف و  خواص استقلابية فريدة. يوتشفر لأنزيـ ذ ،وراثي أيضاً مختمؼ
gchs2  إلىg2PS1  ػ تستخدـ الالبيروف فيي أنزيـ وذلؾ بناء عمى خواصيا المتعمقة بتصنيع

Acetyl-co-A  الػو Malonyl- co-A ػوتفاعمي تكثيؼ عمى عكس مورثات ال CHS  التي
تفاعلات تكثيؼ مف أجؿ التصنيع الحيوي لنوعيف مف مشتقات البيروف  ثلاث تشتمؿ عمى

ذيف يساىماف في مقاومة الأمراض الفطرية مبوزايد الر الجيربيريف والباراسو  ىيدروكسي ميثيؿ ىما:
 Asetyl-co-Aوىو أنزيـ يستخدـ  CHSمع ىو بروتيف ذو قرابة  gchs2 ػال ات أيضاً.والحشر 

ليشكؿ قالب البيروف الطبيعي, Malonyl- co-A   كركيزة بداية وينجز تفاعمي تكثيؼ باستخداـ
، Acetyl-co-Aليشكؿ  Malonyl- co-A( بسمسمة CO2الأنزيـ أيضاً يزيؿ الكربوف )

كركيزة بداية بدلًا مف  Acetyl-co-Aستخدـ ي وفي ركيزتو الخاصة.وبالتالي يستطيع أف يصنع 
-ىيدروكسي-4-ميثيؿ -6حررينجز تفاعمي تكثيؼ بدلًا مف ثلاثة و يو  co-A فينيؿ بروبانويد 

بوزايد وىو مركب فعاؿ مضاد ر و سالناتج مف ىذه التفاعلات ىو البارا )ميثيؿ بيروف(. -بيرو -2
وىو مادة طميعية لحمض الباراسوربيؾ المعروؼ بتثبيطو لمفطور  لتغذية يرقات الفراشات الصفراء

 وقد أثبتت التجارب الأولية عمى قابمية الإصابة بالمسببات المرضية لمسلالات والبكتيريا.
خواص وقائية ضد  اتبوزايد ومشتقاتيما ذر و سأف الجربيريف والبارا Anti-GCSH2 ػالمضادة لم

 Eloomaa et al (1993) طوروقد  في الجربيرا. أيضاً وىجوـ الحشرات  المسببات الفطرية
بواسطة بكتريا  (Astreaceae)وراثي لنبات الجيربيرا التزيني مف العائمة عديؿ طريقة تجديد و ت

بالاتجاه المعاكس  كاملاً cDNA ػالتدرف التاجي المنزوع منيا مورثة الشراسة والحاوية عمى ال
 nos–nptوالمورثة المعممة  35Sوالذي يشفر لأنزيـ الثالكوف في الجيربيرا تحت تحكـ البروموتر 

II نشر 1995. وفي عاـ Helariutta  أف المورثة الشبيية بأنزبـ الثالكوف النشط أثناء  وزملاؤه
ت خواص ىدمية عبر عنيا بشكؿ تفصيمي وىي تشفر لأنزيمات ذا  Corollaػتويجتطور ال

والأنزيـ القريب  (CHS)وكانت ىناؾ دراسات لاحقة عف أنزيـ الثالكوف  متنوعة في الجيربيرا.
اقترحت أف بنية المورثات الشبيية بالثالكوف في والتي  Stillbene synthase (STS)منو 

 Helariutta et al,1995; Eloomaa et) النباتات قد أدت إلى نشوء أشكاؿ مختمفة

al,1993). طريقة جديدة لتحسيف صفات معينة بدوف إعادة ترتيب في  تعديؿ الوراثيويعد ال
ليذا تـ اختيار ىذه المورثة لنقميا  التركيب الوراثي الموجود في أصناؼ وأصوؿ التفاح التجارية.

إلى التفاح لاختبار مدى فعاليتيا في مقاومة الأمراض الفطرية في التفاح مثؿ البياض الدقيقي 
والحصوؿ عمى متجددات محورة عمى أوساط بنجاح  تعديؿ الوراثيال إجراءتـ حيث ، والجرب

بوجود عامؿ الانتخاب  أيضاً  إكثارىا تـوالتي  مغ/ؿ،3 بتركيز PPTحاوية عمى العامؿ الانتخابي
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للاختبارات المطموبة مف أجؿ التأكد مف انتقاؿ المورثة المطموبة كافية محصوؿ عمى نباتات ل
ومف ثـ بالطرائؽ الجزيئية  تعديؿ الوراثياختبارىا والتأكد مف اليف والأصميف المدروسيف و لمصنف

ليتـ اختبارىا ضمف ظروؼ البيت الزجاجي مف حيث تجذيرىا والحصوؿ عمى تفاح محور وراثياً 
 .الفطرية للأمراضيا تحمم

نموات خضرية  تنتجالتي لممستزرعات  كنسبة مئوية التعديؿ الوراثي كفاءة وصؼ عادة ما يتـ
  15%.إلى  0.2تحوير بنسبة  كفاءة التعديؿ الوراثي المبكرة مف الإجراءات ذكرت .معدلة وراثياً 

 %80كبيراً حتى  التعديؿ الوراثي يكوف معدؿ يمكف أف ىذه الإجراءات، التحسيف في بعد
Aldwinckle and) Malnoy, 2009). في الدراسة الحالية  عديؿ الوراثي تراوحت كفاءة الت

 حسب الصنؼ/الأصؿ. % 0.1- 0.6بيف
-3مف الزراعة المشتركة فعالة بدليؿ الحصوؿ عمى عدد مف المتجددات بعد أياـ  3وكانت فترة 

وزراعتيا في وسط الزراعة  المعدلة وراثياً  غروباكتريوـأسابيع مف أقراص الأوراؽ المعاممة بالأ 4
والتجديد وذلؾ بوجود عامؿ  إجراء التعديؿ الوراثيالمشتركة ونقميا إلى وسط الإكثار بعد 

زيادة مدة الزراعة مع تعديؿ الوراثي في كفاءة ال إيجابي ، ولـ يلاحظ أي تأثير PPT الانتخاب
أي تأثير لتغير مدة الزرع المشترؾ في كفاءة نقؿ  Yao et al  (1999) ، ولـ يجدالمشتركة

توافؽ مع الدراسة المعدة و  يوـ( في تجاربو كافةً  (2المورثة، واستخدـ أقصر فترة لمزرع المشترؾ 
أياـ مف  5 بعد GUS ػباستخداـ صبغ ال Royal Galaلمصنؼ GUS  ػحوؿ نقؿ مورثة ال
تأثير مادة الأسيتوسيرينغوف  James et al  (1993a)درس. الزراعة المشتركة

Acetosyringone  كعامؿ محرض لتعبير مورثة الشراسة في بكتريا التدرف التاجي والمادة
عمى كفاءة نقؿ المورثة في خزعات صنؼ التفاح  Betaine Phosphate الواقية الأسموزية

Green selves  ساعات قبؿ  6أف إضافة ىذيف المكونيف إلى محموؿ البكتريا لمدة  واووجد
بينت التجارب الأولية أف كفاءة  عممية التمقيح بالبكتريا قد عزز وبشكؿ كبير كفاءة نقؿ المورثة.

 Yao)نقؿ المورثة ازدادت بشكؿ كبير عند استخداـ الأسيتوسيرينغوف وقد تطابؽ ذلؾ مع دراسة

et al,1999  ) لصنؼ التفاحGreen sleeves وكذلؾ مع دراسة( James et al,1993) 
 Jonaوراؽ التفاح صنؼلأ التعديؿ الوراثيأف  et al  De Bondt رأى 1994وفي عاـ   

Gold   بسلالة بكتريا التدرف التاجي EHA101(PEH a101)وراثياً عدؿ س مو أعطى كال 
  disarmedبمعدؿ خمسة أضعاؼ مقارنة بسلالتيف مف البكتريا المجردة مف مورثة الشراسة

ولاحظ أف التركيب اليرموني وطبيعة مصدر الكربوف في وسط الزراعة المشتركة أثر بشكؿ كبير 
 عمى كفاءة نقؿ المورثة. جداً 

باستخداـ  'Royal Gala'لصنؼ التفاح  تعديؿ الوراثيعف الNorelli et al   (1996)ونشر
  non-traumaticلمرضوضغير المحدث بكتريا التدرف التاجي ووجد أف خدش الأوراؽ بالممقط 
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مقارنة مع الأوراؽ المقطوعة. وقد لاحظوا أف تعبير تعديؿ الوراثي قد زاد بشكؿ كبير نسبة ال
ظير عند مواقع الخدوش بدلًا مف مواقع قطع الأوراؽ. واستنتجوا أف خدش gus  المورثة الواسمة 

ما يؤدي إلى مستوى أعمى مف يزيد مواقع العدوى بالبكتريا م تعديؿ الوراثيأوراؽ التفاح قبؿ ال
في الدراسة  يانفسالخدش  إجراءاتواتبعت و نفسوليذا السبب استخدـ الممقط  .عديؿ الوراثيالت

واستخدمت المورثة المسوؤلة عف بروتيف الوميض الأخضر التركيبي في أربعة أصناؼ  الحالية.
( Green sleevesو Royal Gala و Golden Delicious و Deliciousمف التفاح )

  PDM96.0501تحوي بلازميد التي (EHA101) يوـغروباكتيريباستخداـ سلالة الآ
(Welander et al,1998 ،) وـرييكتاالآغروببينما استخدمت في الدراسة الحالية سلالة 

EHA105 .نشر  2001عاـ وفيSzankowski et al تعديؿ بحثيـ حوؿ كفاءة التجديد ال
ثلاثة وا بمساعدة الأمواج فوؽ الصوتية حيث استخدم تعديؿ الوراثيباستخداـ طريقة ال الوراثي

ودلت نتائجيـ عمى  ،(إلستار) Elestar و (غموستا) Glosta،كوكس فلشتايىو  أصناؼ ىي
واستنتجوا أف تحسيف كفاءة  .(كوكس ىولشتايف) Holoshteinفي صنؼ  gusػ وجود مورثة ال

تبيف أف  مف جية ثانية،. لأف الصنفيف الآخريف لـ يتأثراط الوراثي نمبال رتبط معديؿ الوراثي الت
معدلات التجديد انخفضت عند استخداـ الأمواج الصوتية بشكؿ واضح عند استخداـ الأمواج 

فوؽ الصوتية بينما أعطى  الأمواجفي الدراسة الحالية، لـ تستخدـ الصوتية حسب زمف المعاممة. 
 الوراثي.  عديؿح فعالية جيدة في التبالممقط غير المحدث لمجرو  الأوراؽخدش 

الوراثي، تميؿ بكتريا التدرف التاجي إلى تشكيؿ مستعمرات بكتيرية عمى  عديؿخلاؿ عممية الت
 المستزرعة يتـ تجديد الأنسجة، تطور ىذه البكتيريا الجزء النباتي المزروع. ومف أجؿ الحد مف

لذلؾ، يعتمد تجديد النباتات المعدلة وراثياً مضاد حيوي.  عمىزراعة تحتوي عمى أوساط  عادة
بكتريا التدرف التاجي  انتشار لمسيطرة عمى مختمفة بتركيزات مضادات حيوية ثلاثة وقد استخدمت
السيفوتاكسيـ الأكثر  دالتفاح ىي: كاربنسيمميف وسيفاتوكسيـ وتيكاريسيمميف. ويع في أغروباكتريوـ

تيكاريسسميف ثـ  يميو، مغ/ؿ  500-200بيفبمعدلات تراكيز  التفاح في استخداماً 
 ,Norelli et al,1994;1996; Szankowski et al, 2009; Igarashi et al)كاربنسيمميف

 Claforan (Kotoda et: كالفوراف الأخرى المستخدمة المضادات الحيوية وتشمؿ ( (2002

al,2006 وسيفوكزيتيف )Cefoxitin (et al,1998 Liu تـ في الدراسة الحالية استخداـ .)
وعموماً، في معظـ سيفوتاكسـ وتيكاريسمميف وكومباكتاـ والتي حدت مف نمو البكتريا بشكؿ جيد. 

( استخدمت مورثة المقاومة لممضاد الحيوي كانامايسيف كمورثة انتخاب. يعتمد %90الحالات )
ياً عمى الصنؼ. وقد استخدـ اثناف آخراف تركيز الكانامايسيف المستخدـ لتجديد التفاح المعدؿ وراث
 HYG(Dolgov et al, 2000; 2004)مف المضادات الحيوية للانتخاب ىما: ىيغرومايسيف 

يبدو أف المستزرعات مف أصناؼ التفاح . PPT (Szankowski et al, 2003)وفوسفينوثريسيف
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المختمفة لدييا حساسيات مختمفة لمكانامايسيف. في الواقع، حسب الصنؼ، تراوح التركيز الأمثؿ 
مغ/ؿ. استناداً إلى حساسية أصناؼ التفاح، 100و 25لمكانامايسيف المستخدـ في الانتخاب بيف 

أجري انتخاب بعض أصناؼ التفاح باستخداـ تركيز منخفض مف الكانامايسيف بعد الزراعة 
 ;Welander et al,1998)كة، تمتيا زيادة في التركيز في إعادة الزراعات اللاحقةالمشتر 

Murata et al, 2000; 2001; Wilson and James, 2003; Dolgov and 

Schestibratove, 2004))  يتيح التركيز المنخفض مف المضادات الحيوية النمو السريع
التركيز الأعمى في نياية المطاؼ يقضي  س وبدء تشكؿ النموات الخضرية، في حيف أفو لمكال

 PPTعمى النموات الخضرية غير المعدلة وراثياً. وقد استخدـ الإجراء نفسو في مبيدات الأعشاب
 .(et al, 2003 Szankowskiبواسطة )

مف الكانامايسيف في تجاربو عمى  الكمورسولفوف كمادة انتخاب بدلاً  (Yao, et al. ,1999) درس
ميكروغراـ/ليتر.  50,10 ,250تراكيز ليذا المضاد الحيوي ىي   3التفاح، واختبرالوراثيالتعديؿ 

حيث تجددت عمى الوسط  pKIW110بالبلازميد  المعدلة وراثياً وذلؾ لأجزاء ورقية مف النباتات 
مف الكمورسولفوف، بينما ماتت أجزاء الأوراؽ مف  يترميكروغراـ/ ل  250الذي يحتوي عمى

قتمت بشكؿ كامؿ قبؿ  )ميكروغراـ/لتر مف الكمورسولفوف  10بتركيز المعدلة وراثياً ر ً النباتات غي
(. كما لوحظت نتائج مشابية باستخداـ معدلة وراثياً أف يحدث التجديد أو أنتجت عدة نموات غير 

والمبيد العشبي  (Norelli and Aldwiinckle; 1993)المضاد الحيوي الجينتامايسيف 
وكلاىما يبدو أنيما غير ملائميف كعامؿ انتخابي في   Bolar, et al;1998)فوسفينوثريسيف )
 تحوير التفاح.

البيئية المحتممة لمتفاح  الأخطارلا توجد دراسات منشورة حوؿ  أنو إلى الإشارة، تجدر وأخيراً 
معدلة  أصناؼ تفاح ىامة تجارياً  بإنتاجميتموف وف أف الباحث إلى. ربما يعزى ذلؾ المعدؿ الوراثي

ذات فوائد بيئية مثؿ تقميؿ استخداـ المبيدات. وبالتالي يمكف القوؿ أف نباتات التفاح  وراثياً 
والتي تحوي مورثات مف أجناس أخرى ىي شيء مؤكد في المستقبؿ القريب  المعدلة وراثياً 

(Polanco et al, 2010 ).  
 
 

  PCR : Polymerase Chain Reaction Analysisتحهيم انـ3.5.

 
المتجددة والتي عاشت عمى وسط  سلالاتالفي  تعديؿ الوراثيلإثبات ال PCRاستخدـ الػ  

، وجود مورثة عدلة وراثياً لمنموات المفترضة بأنيا م PCRالانتخاب، وقد أثبت اختبار الػ 
والتي أظيرت وجود حزمة المورثة حسب  PCRفي كؿ النباتات المختبرة بالػ  barالانتخاب 
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بحجـ  g2ps1وكذلؾ وجود المورثة باستخداـ البادئات المناسبة ،  447bpبحجـ  المتوقعالحجـ 
1244 bp  ،بينما لـ يلاحظ أي حزمة في عينات الػباستخداـ بادئاتDNA  المعزولة مف

وكذلؾ لـ يلاحظ أي حزمة في العينة الشاىد السمبي الذي  المعدؿ الوراثيالنباتات الشاىد غير 
كشاىد سمبي. لوحظ وجود عدد محدود جداً مف النموات  DNAيحتوي عمى الماء بدلًا مف الػ 

لكنيا ماتت بعد نقميا إلى أوساط الإكثار المحتوية عمى عامؿ  لتجديدالتي ظيرت في وسط ا
ثـ  IBAمغ/ؿ  1مع  MSمخبرياً عمى وسط  وراثياً المعدلة الانتخاب. وقد تـ تجذير النباتات 

 تمت تقسيتيا تدريجياً تحت ظروؼ الاحتواء في غرؼ النمو.
 
 

 الاســـــــــــــتىتاجاث6.

مباشرة ودوف المرور بمرحمة  لمتجديد مف أقراص الأوراؽوعممية  تـ التوصؿ إلى طريقة سيمة -1
 . تعديؿ الوراثيأساسي لم وذلؾ كشرط لمصنفيف والأصميف المدروسيفالكالوس 

دوراً أساساً وىاماً في التجديد مباشرة مف نسيج الورقة  BAP و TDZ سيتوكينيناتلمأف  تبيف -2
في إنتاج وتحفيز  BAPنو أكثر فعالية مف الػأ  TDZػثبت الو  لمصنفيف والأصميف المدروسيف،
 .ويمكف أف يحؿ مكانو TDZلو خاصيات تتميز عف الػ  BAP التجديد، لكف ومع ذلؾ فإف الػ 

 معدلة وراثياً والحصوؿ عمى متجددات بنجاح  الوراثيتعديؿ لم التوصؿ إلى طريقة جيدةتـ  -3
في كافة مراحؿ التجديد  PPTمغ/ؿ 3عمى العامؿ الانتخابي بتركيز محتوية عمى أوساط 

  والإكثار
كمورثة   Streptomyces hygroscopicusالمعزولة مف الػ  barاستخدمت المورثة -4

، وىي تؤثر في مقاومة المبيد العشبي المعدلة وراثياً لانتخاب النباتات 
بينما تبيف الدراسات المرجعية أف  ،((glufosinate, PPT وثريسيف/غموفوسينات أمونيوـينفوسف

نيومايسيف فوسفو متفاح ىي المورثة: ل التعديؿ الوراثيأكثر مورثات الانتخاب المستخدمة في 
 ."الكانامايسيف "المسؤولة عف مقاومة المضاد الحيوي (npt II)فيراز ستران
 .تفاحلم متعديؿ الوراثيتعد ىذه الدراسة الأولى عالمياً التي تستخدـ ىذه المورثة ل -8

بينت إمكانية  ،نتائج واعدة تعديؿ الوراثيالنتائج الأولية التي تـ الحصوؿ عمييا في ال دتع -10
المعزولة مف نبات الجربيرا التزييني  g2ps1تحوي المورثة  معدلة وراثياً إنتاج نباتات تفاح 

كناقؿ ناجح لممورثات يمكف أف تطبؽ بنجاح عمى أصناؼ وأصوؿ تفاح  غروباكتريوـالأ بوساطة
 .أخرى ىامة في سورية وغيرىا
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 اث ـــــــــــانمقترح7 .

كشرط وذلؾ طريقة التجديد المباشر مف نسيج الورقة التي طورت في ىذه الدراسة  استخداـ 1.
 لأصوؿ وأصناؼ تفاح أخرى. تعديؿ الوراثيلم يأساس

تفاح أخرى ىامة  وأصوؿ أصناؼعمى  غروباكتريوـبوساطة الأ تعديؿ الوراثيتطبيؽ طريقة ال 2.
  في سورية.

لتحديد   Southern blot analysisباستخداـ عديؿ الوراثي متابعة الكشؼ والتأكد مف الت. 3
ودراسة التعبير الوراثي لممورثة  المعدلة وراثياً  السلالاتاعدد النسخ مف المورثة التي دخمت في 

g2ps1  

مقاومتيا لمفطور الممرضة وبشكؿ أساسي مرضي البياض الناتجة مف حيث  السلالاتتقييـ . 4
  مف خلاؿ العدوى الصناعية في ظروؼ البيت الزجاجي. الدقيقي وجرب التفاح وذلؾ
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  جــــــــــــــــــــالنتائ4.

 :تأسيس زراعات الأنسجة النباتية 1.4.
بغية الحصوؿ عمى  تأسيس زراعات الأنسجة لكؿ مف الصنفيف والأصميف المدروسيف وذلؾتـ 

 صميفدراسة التجديد مف نسيج الورقة والتعديؿ الوراثي لمصنفيف والأ مف أجؿ جيدة مادة نباتية
نتائج   %25كس التجاري بتركيزانسبة التموث مرتفعة وقد أعطى الكمور وقد كانت . المدروسيف

 % لمصنفيف والأصميف المدروسيف عمى الترتيب. 65و 80و 50و 70مقبولة وبنسب تعقيـ بمغت 
وفي مرحمة الإكثار تشكمت النموات الخضرية الجديدة بعد أسبوعيف مف الزراعة الأولية عمى 

ولوحظ تشكؿ النموات الخضرية   أسابيع   4-5النموات حتىالوسط الأساس واستمر تطور ىذه 
لتؤخذ منيا المادة  الاستطالة أوساطأشير وبعدىا نقمت إلى  6النموات الجديدة نحو  إكثاراستمر 

ويبيف نتائج إكثار  11والجدوؿ. لمتعديؿ الوراثي أساسي النباتية لدراسة التجديد مف الورقة كشرط
 BAمغ/ؿ  1المضاؼ لو   MSلمصنفيف والأصميف عمى وسطالزراعات التأسيسية 

 : نتائج تأسيس زراعات الأنسجة لمصنفيف والأصميف المدروسيف 11جدوؿ 
عدد  متوسط الصنف أو الأصل

 النموات
متوسط طول 

 النمو/ سم
النسبة المئوية 

 لنجاح التعقيم% 
 Golden Delicious  4.50 1.51 70الصنؼ

 Royal Gala 5.00 1.45 50الصنؼ 

 MM111 4.36 1.52 80 الأصؿ

 M26 5.40 1.80 65الأصؿ 

  
  تجديد النموات الخضرية من الأوراق:  2.4. 

وسط موراشيج وسكوغ الذي يحوي  تـ إيجاد طريقة التجديد مف نسيج الورقة وذلؾ باستخداـ
النفتاليف أستيؾ /ؿ مع إضافة مغ 2بتركيز TDZمغ/ؿ أو 5بتركيز  BAPالبنزيؿ أدنيف بيوريف

بدأت المستزرعات النباتية بالتجدد خلاؿ أربعة أسابيع مف بدء  .غ/ؿم0.2 بتركيز   NAAأسيد
الزراعات عمى أوساط التجديد واستمرت النموات الجديدة بالتشكؿ حتى الأسبوع الثامف مف 

 8-4ؿ الزراعة حيث لـ يظير أي نمو بعد ذلؾ. وقد تشكمت عدة نموات في أطباؽ الزراعة خلا
 أسابيع عمى وسط موراشيج وسكوغ المكمؿ:

 MS + 1.0 g/l MES + 5 mg/l BAP (2.0 mg/l TDZ) + 0.2 mg/l NAA+ 30 

g/l Sucrose + 2.5 g/l Gerlite  
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 :تأثير موقع وجزء الورقة في تشكل النموات الجديدة 1.2.4.
مف الورقة  تفوؽ الجزء الوسطيتمت دراسة تأثير موقع الخزعة النباتية مف الورقة والتي أوضحت 

منيا وقد تـ الحصوؿ عمى أعمى متوسط عدد نموات متجددة  قاعديوال قميعمى الجزأيف ال
 (.5,4)شكؿ( و 13,12,وؿاوأعمى نسبة تجديد مف كؿ خزعة نباتية مف الجزء الوسطي لمورقة )جد

النسب المئوية لتجديد النموات الخضرية  ابتداءً مف الأجزاء المختمفة لمورقة  5و4   فيبيف الشكلا
 عدد 13و 12 فبينما يبيف الجدولاعمى أوساط التجديد المختمفة لمصنفيف والأصميف المدروسيف. 

باستخداـ الأجزاء الثلاثة لمورقة لمصنفيف والأصميف  النموات المتجددة عمى أوساط مختمفة
 المدروسيف.

 
أوساط  مف الأجزاء المختمفة لمورقة عمى : النسب المئوية لتجديد النموات الخضرية ابتداءً .4شكؿ

 المدروسيف  Golden Deliciousو  Royal Galaالتجديد المختمفة لمصنفيف 
 

 
يد النموات الخضرية ابتداءً مف الأجزاء المختمفة لمورقة عمى أوساط النسب المئوية لتجد. .5شكؿ

 .المدروسيف M26و  MM111التجديد المختمفة للأصميف  
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باستخداـ الأجزاء الثلاثة  لمورقة.  . متوسط عدد النموات المتجددة عمى أوساط مختمفة  12جدوؿ
 المدروسيف Royal Galaو Golden Deliciousلمصنفيف 

Media Golden Delicious Royal Gala 

 الجزء العموي الجزء الوسطي  الجزء القاعدي الجزء القمي  الجزء الوسطي  الجزء القاعدي

R01 2.275a±0.129 4.025a ±0.141 1.625a±0.099 2.341a±0.131 5.615a ±0.121 1.851a±0.141 

R02 0.185c±0.057 2.225c ±0.067 1.00c±0.000 1.30c±0.057 2.505c ± 0.67 1.00c±0.00 

R03 2.10b±0.112 2.525b±0.080 1. 40b±0.00 1.55b±0.112 4.212b±0.080 1.520b±0.073 

R04 1.00d±0.000 1.575d±0.080 1.00d±0.000 1.00d±0.00 2.00d ±0.80 1.00d±0.43 

R05 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 

RO 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 
LSD 0.05 0.228 0.290 0.172 0.170 0.310 0.231 

باستخداـ الأجزاء الثلاثة  لمورقة.  . متوسط عدد النموات المتجددة عمى أوساط مختمفة 13جدوؿ
 المدروسيف MM111 ,M26  للأصميف

Media M26 MM111 

 الجزء القاعدي  الجزء الوسطي   الجزء القمي  الجزء القاعدي  الجزء الوسطي  الجزء القمي 
R01 1.801a±0.06 4.500a ±0.160 2.602a±0.085 1.75a ±0.06 4.100a ±0.171 2.375a±0.085 

R02 1.000c±0.42 2.100c ± 0.80 0.200d±0.078 1.075c±0.42 2.512c ± 0.80 1. 40c±0.078 

R03 1.446b±0.84 3.10b ± 0.103 2.110b±0.067 1.35b±0.84 2.80b ± 0.103 1.775b±0.067 

R04 1.00c±0.41 1.500d ±0.60 1.32c±0.00 1.00c±0.43 1.65d ±0.80 1.150d±0.00 

R05 0.00d 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 

RO 0.00d 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 

LSD 0.05 0.154 0.301 0.211 0.144 0.293 0.197 

أعلاه أف تشكؿ النموات العرضية يمكف أف يتـ مباشرة مف نسيج الورقة  الواردةنتائج ال مف تبيفي
ودوف المرور بمرحمة الكالوس. علاوة عمى ذلؾ، تبيف أف لنمط الجزء النباتي أو وسط الإكثار 

، 4 ,5)شكؿإلى حد بعيد في الكفاءة والقدرة عمى التجديد  اً كبير  اً وتركيب منظمات النمو تأثير 
وىذا يثبت إمكانية استخداـ أجزاء الورقة مف أجؿ الإكثار الخضري السريع  (13,12 جدوؿ

باستخداـ أوساط غذائية بتراكيب خاصة أكثر فعالية، مف أجؿ إعادة إكثار وتجديد الأجزاء 
 دالمدروسة والتي ىي اليدؼ النيائي المرجو مف ىذه الدراسة. حيث يع المعدلة وراثياً النباتية 

 عديؿ لمتشرطاً أساسػياً د مف نسيج الورقة بوساطة زراعة الأنسجة النباتية تطوير طريقة لمتجدي
 الوراثي. 

 
 :تأثير منظمات النمو في تجديد النموات الخضرية 2.2.4.

 14 .الوسطي لمورقة، بينما يظير الجدوؿ النسب المئوية لمتجدد مف الجزء 6يبيف الشكؿ 
الصنفيف والأصميف المدروسيف  إكثارعمى الأوساط المختمفة المستخدمة في معدلات التجديد 

يميو الوسط   RO1حيث تظير أفضؿ استجابات في الوسط. باستخداـ الجزء الوسطي لمورقة
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RO3   ثـRO4 و RO2  ونلاحظ مف ذلؾ تفوؽ الوسط الذي احتوى عمى أملاح العناصر
عمى الأوساط التي احتوت عمى  N6) )(Nitsch and Nitsch, 1969) Nitsch الكبرى لوسط

وذلؾ عند استخداـ  (Murashige and Skoog, 1962)العناصر الكبرى لموراشيج وسكوج 
التوافؽ اليرموني: بنزيؿ أمينو بيوريف ونفتاليف حمض الخؿ، بينما تفوقت الأوساط التي احتوت 

مصدر العناصر الكبرى، ولـ  عمى الثيديازوروف عمى كافة الأوساط الأخرى بغض النظر عف
الخالي مف منظمات النمو. كما تشكؿ الكالوس عمى الوسط   R0يلاحظ أي تجدد عمى الوسط
فتـ استبعاد ىذه النموات واستبعاد استخداـ ىذا الوسط   D,2,4الذي احتوى عمى أوكسيف الػ

 (14جدوؿ، 6)شكؿ 

 
باستخداـ الجزء الوسطي لمورقة لمصنفيف مخطط النسب المئوية لمتجديد مف الورقة   6.شكؿ

 والأصميف المدروسيف عمى أوساط التجديد المختمفة.
 

باستخداـ الجزء الوسطي لمورقة  مختمفة الساط الأو . متوسط عدد النموات المتجددة عمى 14جدوؿ
  في الصنفيف والأصميف المدروسيف.

 Apple cvs. Apple Rootstocks 

Media Golden Delicious Royal Gala MM111 M26 
R01 4.025a ±0.141 5.615a ±0.121 4.100a ±0.171 4.500a ±0.160 

R02 2.225c ± 0.067 2.505c ± 0.67 2.512c ± 0.80 2.100c ± 0.80 

R03 2.525b ± 0.080 4.212b ± 0.080 2.800b ± 0.103 3.100b ± 0.103 

R04 1.575d± 0.080 2.00d ±0.80 1.65d ±0.80 1.500d ±0.60 

R05 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 

RO 0.00e 0.00e 0.00e 0.00e 

LSD 0.05 0.290 0.310 0.293 0.301 

 %95الأحرؼ المختمفة ضمف العمود الواحد تشير إلى فروقات معنوية عند مستوى ثقة  
 

 (TDZ)مغ/ؿ ثيديازوروف   2المحتوي (Ro1)تحقؽ أكثر تشكؿ لمنموات الجديدة عمى الوسط 
. وكاف تأثير ىذا التركيب معنوياً عمى مستوى NAA)) مغ/ؿ نفتاليف حمض الخؿ 0.2مع 
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وبمغت نسب  .(7و 6، شكؿ 14مقارنة بالأوساط الأخرى المستخدمة )جدوؿ  (p<0.05)معنوية 
نمو جديد مف كؿ  4.5 و4.1 و5.6  و 4.0% مع معدؿ نموات  94و 90و 95 و92 التجدد 

ثيديازوروف  المحتوي R01مستزرع في الصنفيف والأصميف المدروسيف عمى التوالي عمى الوسط ٌ 
(TDZ)بينما أعطى الوسط .R02   مغ/ؿ بنزيؿ أمينو بيوريف  0.5المحتوي عمىBAP   مع

في الأصناؼ والأصوؿ المدروسة  % 85و 79و90 و 82نسبة تجدد بمغت   TDZمغ/ؿ  0.5
الذي احتوى   R02و تـ الحصوؿ عمى متوسط عدد نموات متجددة جيد عمى الوسط التواليعمى 

للأصناؼ والأصوؿ المدروسة عمى التوالي   2.10و  2.51و 2.5و BAP  2.22 مغ/ؿ  5
تشكؿ النموات مف نسيج الورقة في الصنفيف والأصميف  .7الشكؿيبيف  (.,8شكؿال، 14جدوؿ )

يبيف تشكؿ النموات مف نسيج الورقة   8والشكؿ  .R01تجديد وسطالمدروسيف باستخداـ أفضؿ 
 BAP باستخداـ وسط الذي يحوي الأصميف  الصنفيف و في

    
MM111-2- R01 R01 M26-2- RG-2- R01 GD-2- R01 

  R01. تشكؿ النموات الجديدة عمى أفضؿ وسط لمتجديد  7شكؿ 
 

    
MM111-2- R02 M26-2-R02 RG-2-R02 GD-2-R02 

  BAPالذي  يحوي R02النموات الجديدة عمى وسط التجديد. تشكؿ 8شكؿ 
 .المرفقة باسـ الصنؼ أو الأصؿ عمى الجزء الوسطي لمورقة  2حيث يدؿ رقـ *
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مف الورقة ولـ  (2)باستخداـ الجزء الوسطي  وبشكؿ عاـ كاف معدؿ تشكؿ النموات الجديدة مقبولاً 
  (9شكؿ)  اً مورفولوجيتلاحظ أي نموات شاذه 

    
MM111-2- R04 M26-2-R02 RG-2-R02 GD-2-R03 

. تشكؿ النموات بدءاً مف الجزء الوسطي لمورقة عمى أوساط تجديد مختمفة في 9شكؿ
  .المدروسيف الصنفينوالأصميف

، أدى ذلؾ إلى تخفيض نسبة BAPأو استبدالو بالػ TDZ عند تخفيض تركيز الػ  لوحظ أنو
 Malik and)يتوافؽ مع عدد مف الدراسات في نباتات مختمفة TDZالتجديد. ىذا التأثير لمػ 

Saxena 1992; Kanyand et al. 1994; Jain and Rashid 2001, Thomas 2003) 

المعاممة  والتي تظير أف ىذه ىي ينتج استجابة مُرضية،TDZ مع الػNAA أف استخداـ الػ و
   .الفينولية الموادالأفضؿ  لمتخمص مف 

ػ إلى تكويف الكالوس ومنع تجديد النموات، لذا D,2,4بالػ   NAAمف جية ثانية أدى استبداؿ الػ
حيث أف تشكؿ الكالوس يؤدي إلى تشكؿ نباتات غير مشابية لمنبات الأـ  تـ استبعاده فيما بعد

 10شكؿ( ويظير 10شكؿ) وىو ما يعاكس اليدؼ مف الإكثار الخضري وبطرائؽ زراعة الأنسجة
عند دراستنا الأولية لمتجديد مف الورقة في صنؼ  D,2,4مع استخداـ الأوكسيف  تشكؿ الكالوس

  وباستخداـ الجزء الوسطي مف الورقة MM111صؿوالأ Golden Deliciousالتفاح 

     
MM111- 2,4,D MM111- 2,4,D GD- 2,4,D GD- 2,4,D 

 في مرحمة التجديد مف نسيج الورقة  لمتفاح. D,2,4تشكؿ الكالوس عند استخداـ  . 10شكؿ
 تجاربتـ تحضيف المستزرعات في  :تأثير شدة الإضاءة في تشكل النموات العرضية 3.2.4.

أسابيع الأولى في الظلاـ الكامؿ دوف التعريض لأي أشعة أو إضاءة، ثـ  3لمدة  الدراسة
µmol/m 10 رفعت الإضاءة إلى شدة

2
/sec  لمدة أسبوع بعد ذلؾ تـ وضعيا في الإضاءة

µmol/m 50الكاممة في غرؼ النمو وبشدة إضاءة 
2
/sec أسابيع  8حتى نياية التجربة بعد

حيث تعزز التجدد عند تحضيف المستزرعات في الظلاـ في الأسابيع الثلاثة  مف بداية الزراعة
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نمو جديد مف كؿ مستزرع في  4.5، 5.6،4.1، 4.0الأولى مف الزراعة مع معدؿ تجدد 
 عمى أوساط حاوية عمى سيتوكينينات.الصنفيف والأصميف المدروسيف عمى التوالي 

تبػػيف فػػي  تــأثيرات خــدش الورقــة فــي التجــدد والقــدرة عمــا تشــكل الأعضــاء النباتيــة: 4.2.4.
 (BD157-Aesculap)أف معاممػػة الأوراؽ بػػالممقط الخػػاص مػػف نػػوع  لمدراسػػة الأوليػػة النتػػائج

أدى إلػػى زيػػادة  Norelli et al, 1996)الػػذي لا يحػػدث ضػػرراً كبيػػراً والمقتػػرح مػػف قبػػؿ )
اد الأوراؽ وموتيػا نتيجػة الخػدش الزائػد، بينمػا تػـ الحصػوؿ عمػى زيػادة الإفرازات الفينوليػة واسػود

تجػػدد النمػػوات العرضػػية المتشػػػكمة عنػػد تحديػػد درجػػة الخػػػدش المناسػػبة الخفيفػػة وغيػػر المحدثػػػة 
 Piccioni andو (Hemerly et al,1993لمجػػروح وىػػذا يتوافػػؽ مػػع نتػػائج كػػؿ مػػف: 

Valecchi ,1996) 

تـ اختبار  لتعضي والنمو:ا وعوامل التهميم المستخدمة فيمصدر الكربون  تأثير 5.2.4.
مصدريف لمطاقة ىما السكروز والسوربيتوؿ مف أجؿ التجديد مف نسيج الورقة لمصنفيف والأصميف 

المدروسيف ووجد أف لاستبداؿ السكروز بالسوربيتوؿ تاثيراً سمبياً عمى التجديد فمـ يتـ الحصوؿ 
في الحث كاف التخميؽ أكثر فعالية بينما جديد منخفضة جداً. عمى نموات جيدة وكانت نسبة الت

بينما . (.11,9,8,7ؿاشكأعمى التجديد عندما تـ استخداـ السكروز واستبعاد السوربيتوؿ. )
ثلاث مصادر لمكربوف ىي )الغموكوز والسوربيتوؿ والسكروز( مف أجؿ  Karhu  (1997)اختبر

 Malus)الورقة عمى مختمؼ الأجزاء النباتية في التفاح )دراسة تأثيراتيا عمى التجديد مف نسيج 

domestica  ووجد أف لمسوربيتوؿ والسكروز التاثير نفسو في تخميؽ المتجددات. كذلؾ وضح
تاثيرات مختمفة لمصادر الكربوف المختمفة  Jamborné and Dobranszki   (2005)كؿ مف

 التجديد في التفاح.   )السكروز والسوربيتوؿ والغموكوز( عمى

    
MM111-MS -sorbit MM111-MS-sucrose GD- Ms-sorbitol GD-MS- sucrose 

سوربيتوؿ كمصدر لمطاقة مقارنة مع أوساط نبتات المتجددة عمى أوساط تحوي نموات ال 11.شكؿ
 .سكروز تحوي



 النتائــــج

 

78 
 

في وجود الأملاح القابمة وكاف لمجمرايت تأثيراً ايجابياً في تصميب الوسط وجعمو شفافاً ىشاً 
يعيؽ  أنوففي تجاربنا التمييدية لمدراسة، لوحظ عند استخداـ الآغار لوحده  لمذوباف بشكؿ جيد.

و أو شفافيتو لذا تـ استبدالو بالجمرايت أو استخدـ ئرؤية نمو النبات أو التموث البكتيري لقمة صفا
مف الآغار في التجارب وقد كاف لذلؾ الآغار مع الجمرايت بحيث يتـ تقميؿ الكمية المستخدمة 

  (. 7 ,12,10,9,8 ؿاشكالأالإيجابي عمى نسبة التجديد مف الورقة وعدد النموات الناتجة ) التأثير
تقميؿ ال يساعد في ما   الزراعة مف أجؿ تيميـ وسطمف الجمرايت  استخداـ كمية قميمة  كما أف

النبات أو التموث البكتيري بشكؿ أوضح مف استخداـ تكاليؼ العمؿ ويزيد إمكانية مراقبة نمو مف 
 . (Pasqualetto et al. 1986)الآغار

    

RG-MS-gelrite GD-MS-Agar M26- MSAgar MM111- MS- gelrite 

 .والآغارتشكؿ نموات باستخداـ أوساط ميممة بالجمرايت  12.ؿشك
 

    :التجديد من نسيج الورقةمنباتات الناتجة من ل الإكثار الخضري الدقيق 6.2.4.
مف أجؿ تشكيؿ النموات العرضية كاف يتـ إعادة زراعتيا كؿ أربعة أسابيع، وتتـ عممية الإكثار 
بسيولة اعتماداً عمى الدراسة السابقة للإكثار الخضري الدقيؽ لمصنفيف والأصميف المدروسيف في 

 .AL- Ttinawi et al  و التقانات الحيويةقسـ ب الييئة العامة لمبحوث العممية الزراعية مخابر

 AL- Rihani et al. (2008) (2008)و Golden Deliciousالصنؼ  لإكثار (2010)
 0.3و BAمغ/ؿ بينزيؿ أدنيف 1المضاؼ لو MSباستخداـ وسط  MM111الأصؿلإكثار 
مرحمة الإكثار الخضري في الأنابيب  13 حيث يظير الشكؿ GA3مغ/ؿ  0.2و IBAمغ/ؿ 

  MS مرحمة التجديد مف الورقة في الأطباؽ عمى وسط بعد

    
MM111 M26 RG GD 

 .. مرحمة الإكثار الخضري في الأنابيب بعد مرحمة التجديد مف الورقة في الأطباؽ13شكؿ 
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طرائؽ الدراسة السابقة للإكثار  بإتباعتمت عممية التجذير بسيولة تجذير النموات المتجددة:  7.2.4.
لييئة العامة ا المدروسيف في مخابر والصنؼ غولدف ديميشس MM111 الخضري الدقيؽ للأصؿ 
. وكؿ أسابيع 4-2حيث تشكمت الجذور خلاؿ  .قسـ التقانات الحيويةب لمبحوث العممية الزراعية

 جذيربمغت نسبة نجاح عممية ال حيثالناتجة كانت جيدة مف الناحية الفيزيائية والمورفولوجية النباتات 
 للأصميف 95,85% و عمى التواليRoyal Gala و ,Golden Deliciousلمصنفيف %   92, 95

M26, MM111 (14.)شكؿ عمى التوالي 

    
MM111 M26 RG GD 

الإكثار بطريقة التجديد مف نسيج الورقة لمصنفيف والأصميف الناتجة مف لعينات اتجذير . 14شكؿ 
 المدروسيف.

 تقسية النموات المتجددة 8.2.4.
لمصنفيف  %  87, 90بمغت نسبة نجاح عممية التقسية  حيث نسبة نجاح عممية التقسية جيدةبمغت 

Golden Delicious, و Royal Gala للأصميف % 92,50و عمى التوالي M26, MM111 عمى
نقمت بعدىا النباتات إلى  عممية التقسية لمصنفيف والأصميف المدروسيف نجاح15. ويبيف الشكؿ التوالي

 1/10قبؿ نقميا إلى الأرض الدائمة وسمدت أسبوعياً بمحموؿ يف شير  نحوالبيت الزجاجي حيث أمضت 

MSسـ في نياية فصؿ  60 نحو يا. غرست النباتات في الحقؿ تحت الشروط الطبيعية وبمغ طول
النمو.  كما اجتازت فصؿ الشتاء وابتدأت النمو في بداية الربيع التالي وىي سميمة مف الأمراض وخالية 

  المورفولوجية الظاىرية وجيدة النمو. الشواذاتمف 

  
  

MM111 M26 RG GD 

 المدروسيف. والأصميفالمكاثرة بطريقة التجديد مف نسيج الورقة لمصنفيف  عيناتال. تقسية 15شكؿ 
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   Genetic Transformationالوراثي  عديلالت 3.4.

 الوراثي للأصناف والأصول المدروسة عديلأمثمة شروط الت 1.3.4.

أسابيع. حيث تـ الحصوؿ عمى بعض المتجددات  8 -4خلاؿ المعدلة وراثياً ظيرت المتجددات 
بوجود عامؿ الانتخاب وذلؾ مف حواؼ قطع الأوراؽ بشكؿ رئيسي وكذلؾ مف عمى سطوح 
الأوراؽ حيث نقمت النموات المتجددة إلى أوساط الإكثار التي احتوت عمى عامؿ الانتخاب 

PPT ؿمغ  3بتركيز/. 
الخدش أو الجرح الزائد بالمشرط أو الممقط قد ماتت وقد تبيف أف الأجزاء الورقية المتضررة مف  

البني المفرط بينما تجددت النموات مف الأجزاء الورقية  الاسمرارولـ تتجدد منيا نموات بسبب 
بينما ماتت  ،عدلة وراثياً م إنياغير المتضررة عمى الأوساط بوجود عامؿ الانتخاب والذي يثبت 

بسبب عدـ انتقاؿ المورثة التي تضفي مقاومة الانتخاب. المعدلة وراثياً الأجزاء الورقية غير 
أوساط جديدة تحوي عامؿ الانتخاب والتي نمت بوجود عامؿ  إلىفصمت الأجزاء المتجددة ونقمت 

عدلة (. وبالتالي، تـ الحصوؿ عمى كمونات م16)شكؿ  اً وراثي معدلة ً الانتخاب مما يثبت أنيا 
بينما لـ يتـ الحصوؿ عمى أي نمو متجدد مف الزرعات  والأصميف المدروسيف،وراثياً مف الصنفيف 

 . PPTالشاىد التي زرعت عمى وسطٍ يحوي عامؿ الانتخاب
 Golden Deliciousلمصنفيف  %0.1و0.3 و 0.6و ,0.4الوراثي  عديؿوبمغت نسبة نجاح الت

 .عمى التوالي MM111و M26والأصميف  Royal Galaو
نمت  عدد العينات التيل المئوية نسبةال النسبة المئوية لمتعديؿ الوراثي بحسابحيث تـ حساب 

عمى أوساط التجديد التي تحوي عامؿ الانتخاب وذلؾ بعد تمقيحيا بالبكتريا وبقيت عمى قيد 
عينة مف  1000بوجود عامؿ الانتخاب. حيث تـ معاممة  الحياة خلاؿ مرحمتي التجديد والاكثار

وبقي عمى قيد الحياة بعد   أجزاء ورقية 5 وزرع في كؿ طبؽبالبكتريا كؿ صنؼ وأصؿ مدروس 
وؿ صنموات  مف الأصناؼ والأ 1و 3و 6و 4نقميا الى وسط الاكثار وبوجود عامؿ الانتخاب 

  .المدروسة عمى التوالي
 

والقدرة عما تشكل  النموات العرضية المعدلة وراثيا   تأثير خدش الورقة في تجدد1.1.3.4. 
 :الأعضاء النباتية

 (BD157-Aesculap)تبيف في تجاربنا الأولية أف معاممة الأوراؽ بالممقط الخاص مف نوع  
فينولية  إفرازات إلى) بحيث لا يؤدي الخدش  الذي لا يحدث رضوضاً وضرراً كبيراً في الأوراؽ

تجدد النموات  ساعد في  Norelli et al   (1996) والمقترح مف قبؿ وموت الأوراؽ( واصفرار
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بسبب اختراؽ البكتريا مف خلاؿ الجروح وىذا يتوافؽ مع نتائج كؿ المعدلة وراثياً العرضية 
 . Valecchi  and Piccioni (1996)ونتائج Hemerly et al (1993)مف

 

 في تشكيل الأعضاء:تأثير منظمات النمو في التجديد والقدرة  2.1.3.4.

ف وجود عامؿ انتخاب الحصوؿ عمى نسبة و بد التعديؿ الوراثيبينت التجارب في التجديد قبؿ 
 NAAمغ/ؿ مع  2بتركيز  :  TDZ تجدد عالية وعدد نموات مرتفع باستخداـ التركيب اليرموني

اسوداد خلاؿ ( ولـ يلاحظ أية شذوذات مورفولوجية ولا اصفرار أو 6.مغ/ؿ )جدوؿ  0.2بتركيز
مراقبة النباتات الناتجة عف عممية إعادة الزرع، فمعظـ المستزرعات أعطت نموات عرضية حيث 
أمكف ملاحظة تشكؿ البداءات الخضرية عمى أوساط التجديد المستخدمة والتي احتوت 

لكف مع إضافة  نفسيا الإجراءاتولذلؾ اتبعت . 6.))جدوؿ NAAمػػع  BAPأو TDZعمى
وقد انخفضت نسبة التجدد بسبب إجياد عامؿ المعدلة وراثياً يث تشكمت النموات عامؿ انتخاب ح

مف الصنفيف والأصميف المعدلة وراثياً تجدد النموات الخضرية  16.يبيف الشكؿ  الانتخاب.
بموف المعدلة وراثياً المدروسيف عمى أوساط  تحوي عامؿ انتخاب بينما يلاحظ موت الأجزاء غير 

 بني. 

    
MM11-R1 M26-R1 RG-R1 GD-R2 

 جديدمف الصنفيف والأصميف المدروسيف عمى أوساط ت عدلة وراثياً . تجديد أجزاء ورقية م16شكؿ 
 تحوي عامؿ انتخاب

 
الحصوؿ عمى بعض المتجددات بعد  تـ :في نقل المورثة فترة الزرع المشتركتأثير  3.1.3.4.

 غموفوسينات أمونيوـ عامؿ الانتخابالتجديد والمضاؼ ليا  أوساط عمى التعديؿ الوراثي
Glufosinate ammounium (PPT) (16.شكؿ ) مغ/ؿ 3بتركيز  

 

اءة نقؿ المورثة التي تـ الحصوؿ كف كانت تأثير الأسيتوسيرينغون في نقل المورثة: 4.1.3.4.
( في (Yao et al, 1999 تطبيقاً لما ذكره  ذلؾ ستخداـ الأسيتوسيرينغوف ا عمييا جيدة مع

 .,James et al(1993)مع دراسة وتوافؽ  وكذلؾ  Green sleevesلصنؼ التفاح دراستو 
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 : تأثير عامل الانتخاب والمضادات الحيوية 5.1.3.4.

 مغ/ؿ  3 الزرع المشترؾ والذي يحتوي استخداـ وسطوذلؾ بbar الانتخاب لمورثة الانتخاب تـ 

(Glufosinate ammonium) PPT  حيث تعتبر النموات المتجددة عمى ىذه الأوساط نموات
وراثياً وذلؾ بسبب نموىا عمى الوسط الذي يحوي عامؿ الانتخاب لتحمؿ مبيدات  معدلة

وقد تـ الحصوؿ عمى نموات خالية مف التموث البكتيري وذلؾ بسبب التخمص مف ، الأعشاب
 Ticarcillin) حيوية المعقمة بالفمترات البكتريا بالزرع عمى أوساط التجديد التي تحوي مضاد

150mg/l+ Combactam 50 mg/l) مغ/ؿ   3، وباستخداـ أوساط تجديد مختمفة تحتوي
PPT  غسيؿ الأجزاء الورقية بعد ثلاثة أياـ مف و  المعدلة وراثياً كعامؿ انتخابي للأجزاء النباتية

كمضاد   Cefotaximeمغ/ؿ 350 عمىيحوي  MS0الزرع المشترؾ بمحموؿ وسط مغذي 
لمحد مف نمو البكتيريا قبؿ أف يتـ نقؿ الأجزاء الورقية إلى وسط التجديد، وقد أعطت  حيوي أيضاً 

التعديؿ ىذه الإضافات مف المضادات الحيوية نتائج جيدة حيث تـ الحصوؿ عمى النموات بعد 
المستخدـ مف ىذه الوراثي دوف أي تموث بكتيري، وىذا ما دؿ عمى فعالية التركيز  الوراثي

مغ/ؿ( مف عامؿ الانتخاب وقد تـ 3 المضادات الحيوية، وكذلؾ فعالية التركيز المستخدـ )
لكنيا أدت جميعيا إلى تماوت النموات النباتية،  مغ/ؿ (10,8,6)استخداـ تراكيز أعمى مف ذلؾ 

 مغ/ؿ. 3 بسبب عدـ تحمميا تراكيز أعمى مف
 

  :عدلة وراثيا  لمنموات المالإكثار الخضري الدقيق  2.3.4.

إلى مرحمة الإكثار  التعديؿ الوراثي( بعد عممية معدلة وراثياً النباتات المتجددة مف الورقة )ال تـ نقؿ
مغ/ؿ 1 مع MSباستخداـ وسط ( 17في أوساط تحوي عامؿ انتخاب )شكؿ  الخضري الدقيؽ

BA مغ/ؿ  0.3وIBA مغ/ؿ  0.2وGA3  بتركيز السابؽ الذكر  ذلؾ بوجود عامؿ الانتخابو
، حيث أثبت نموىا عمى ىذه الأوساط (17كاممة )شكؿ الحصوؿ عمى نباتات  ، وتـمغ/ؿ 5-3
وتحوي المورثة المعنية في تركيبيا الوراثي، وقد تـ التأكد مف ذلؾ لاحقاً  معدلة وراثياً  أنيا

 .  PCRباستخداـ تقانة الػ 

    
MM111-T2,T5 

g2ps1 
M26-T17 

g2ps1 
RG- T01 

g2ps1 
GD-T27 

g2ps1 
 PPTتحوي عامؿ الانتخاب  المتجددة عمى أوساط النموات المعدلة وراثياً  إكثار.17شكؿ  
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بوجود عامؿ الانتخاب المعدلة وراثياً جذرت النباتات  :عدلة وراثيا  الم تجذير النباتات 3.3.4.
للأصناؼ والأصوؿ  80 % و   93و 85و  90وبنسبة نجاح نحو  أسابيع  4-2خلاؿ 

   (18)شكؿ المدروسة عمى التوالي

    
MM111 M26 RG GD 

 نتخاب. الاعمى وسط تجذير يحوي عامؿ المعدلة وراثياً .  تجذير النباتات 18شكؿ
 

  :المعدلة وراثيا  تقسية النباتات 4.3.4. 
 %  64و 50و 60  و 65  نحووبنسبة نجاح  لظروؼ البيت الزجاجي النباتات المجذرة  قممتأُ 

وتركت لتنمو ضمف المحتوى في ظروؼ البيت للأصناؼ والأصوؿ المدروسة عمى التوالي 
الزجاجي حسب قانوف الأماف الحيوي في سوريا مف أجؿ تقييـ كفاءتيا لمقاومة الأمراض الفطرية 

( 19)شكؿ 
GD GD MM111

M 26 RG

 
 يتنمو في ظروؼ البيت الزجاج معدلة وراثياً . نباتات 19شكؿ



 النتائــــج

 

78 
 

 واختبارها جزيئيا : نباتات المعدلة وراثيا  تقييم ال5.3.4.  
 :الزرع عما وسط  يحوي عامل انتخابيالتقييم ب 1.5.3.4.

والتي تحوي مورثة المقاومة لعامؿ الانتخاب، بينما ماتت  المعدلة وراثياً عاشت فقط النباتات 
. PPTلأنيا لا تحوي مورثة المقاومة لعامؿ الانتخاب  وراثياً المعدلة  الأجزاء النباتية غير

عمى قيد الحياة وموت الأجزاء النباتية غير  المعدلة وراثياً  النباتية يظير بقاء الأجزاء 20.والشكؿ
بعد العدوى بالبكتريا ومرحة  دوذلؾ في مرحمتي التجدي الانتخابالمعدلة وراثياً بوجود عامؿ 

 الإكثار

    
 مرحمة الإكثار  مرحمة التجديد بعد العدوى بالبكتريا

 PPT تقييـ النباتات المعدلة وراثياً بالزرع عمى وسط يحوي العامؿ الانتخابي 20. شكؿ

  بالطرائق الجزيئية:التقييم  2.5.3.4.
 g2ps1اختبار التفاعل التسمسمي لمبوليمراز لمتأكد من اندماج المورثة المنقولة  1.2.5.3.4.

 :عدلة وراثيا  في النباتات الم barومورثة الانتخاب 
المتجددة والتي عاشت عمى وسط  سلالاتالفي  التعديؿ الوراثيلإثبات PCR استخدـ الػ 

  معدلة وراثياً لنموات الصنفيف والأصميف المدروسة بأنيا  PCRالانتخاب، وقد أثبت اختبار الػ 
والتي أظيرت وجود حزمة  PCRفي كؿ النباتات المختبرة بالػ  barلوجود مورثة الانتخاب 

(، 21.)شكؿ في الآباروباستخداـ البادئات المناسبة،  (bp 447)المورثة حسب الحجـ المتوقع 
بينما لـ يلاحظ أي حزمة في عينات  ،(bp 1244) بحجـ g2ps1وكذلؾ بالنسبة لممورثة  

وكذلؾ لـ يلاحظ أي حزمة  ،(18رقـ لبئر )ا المعزولة مف النباتات الشاىد غير المحور DNAالػ
 كشاىد سمبي. DNAالذي يحتوي عمى الماء بدلًا مف الػ (9)الحزمة رقـ  في عينة الشاىد السمبي

 .(8)الموجودة في البئر (Positive control)وذلؾ مقارنة مع عينة الػبلازميد 
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جاروز لمكشؼ عمى ىلامة الآ PCRباختبار الػ اً وراثينموات المعدلة الجزيئي لم. التقييـ 21شكؿ
 في الصنفيف والأصميف المدروسيف.  barومورثة الانتخاب  g2ps1عف وجود المورثة 

 
: شاىد Golden Delicious،3،4 :M26 ،5 ،6 :Royal Gala، 7 :MM111 ،8: 1،2الآبار

: Golden Delicious ،11 ،12 :M26 ،13 :Royal Gala ،14: 10: ماء، 9ايجابي/بلاسميد، 
لكشؼ  بادئ Golden Delicious (2 :17: شاىد موجب،MM111 ،16:15شاىد سمبي ماء 

 100: ماركر  M(. : شاىد سمبي ) دنا معزوؿ مف تفاح غير محور وراثياً 18( ، المورثتيف معاً 
 زوج

المورثة  تسمسلمع  المعدلة وراثيا  تطابق المورثة المنقولة في النباتات تحديد   2.2.5.3.4.
g2ps1  

مرئسات باستخداـ  PCRمف ىلامة الأغاروز بعد إجراء تفاعؿ الػ  DNAتـ استخلاص الػ
تحديد تسمسؿ تـ ثـ تيا ستيدفة وتنقيمحيث تـ استخلاص الحزمة ال g2ps1المورثة 

مطابقة البيانات الناتجة لتحديد التشابو تمت . ثـ Sequencerالنيوكميوتيدات باستخداـ جياز الػ
مع التتابع النيوكميوتيدي المعدلة وراثياً مف النباتات بيف التتابع النيوكميوتيدي لممورثة المعزولة 
 .Gene BankAccession  (accession noلممورثة المنشورة  عالمياً في البنؾ الوراثي

Z38097.2)  عمى الموقعwww.ncbi.nim.niln.govعالياً بمغت  ، فأظيرت النتائج تطابقا
 Gerbera hybrida mRNA for 2-pyrone synthaseمع %  99و 97نسبتو ما بيف 

g2ps1 gene . 
 ويظير ذلؾ في الممحؽ المرفؽ  في نياية ىذه الرسالة.

 
 

http://www.ncbi.nim.niln.gov/
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 المؤقممةمنباتات لالتقييم الجزيئي  3.2.5.3.4.
مف أوراؽ النباتات المنتجة النامية في البيت الزجاجي واختبارىا مف حيث وجود  DNAػتـ عزؿ ال

ليا حيث ثبت وجودىا في الصنفيف والأصميف   bar الانتخابومورثة  g2ps1  المورثة المنقولة
 (.22المدروسيف )شكؿ 

 
عمى ىلامة الاجاروز  PCRمنباتات المؤقممة والنامية في البيت الزجاجي باختبار الػ لالتقييـ الجزيئي .  22شكؿ

    .في الصنفيف والأصميف المدروسيف  g2ps1لمكشؼ عف وجود المورثة 
: Marker ،1-2 :Golden Delicious ،3- Royal Gala ،4-5: ماركر M : رالآبا

M26، 6 :MM111 ،7 ،)9: شاىد ايجابي )المورثة(، 8: شاىد سمبي )ماء:Golden  غير
 معدؿ وراثياً 

 
عمى ىلامة الاجاروز  PCRنباتات المؤقممة والنامية في البيت الزجاجي باختبار الػ لمالتقييـ الجزيئي .  23شكؿ

 .في الصنفيف والأصميف المدروسيف  barوالمورثة   g2ps1لمكشؼ عف وجود المورثة 
 
 :positive control،10,9 : 8؛MM111 :7؛ RG :6,5 ؛M26  4,3: ؛GD: 2,1: لآبارا

GD12,11:؛ M2614,13: ؛ RG15: ؛  MM11116 ؛: positive control17: ؛ 
water18؛  :negative control (DNA isolated from non-transformed apple)  

 M : 100 bp marker ؛
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 ـــــادةـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــشهـ

 نشهد بأن العمل الموصوف فً هذه الرسالة:

 وراثياً من بعض أصناف وأصول التفاح معدلةإنتاج نباتات 

، الأستاذ الدكتور محمد بطحة تحت إشرافنبيلة محمد علي باشا هو نتٌجة بحث علمً قامت به المرشحة 

 -، الهٌئة العامة للبحوث العلمٌة الزراعٌةوالأستاذ الدكتور أحمد عبد القادركلٌة الزراعة بجامعة دمشق 

وأي رجوع إلى بحث آخر فً هذا الموضوع موثق فً هذا النص. كما نشهد بأن هذا البحث لم ٌسبق ،دمشق

 .رىأن قبل للحصول على أي شهادة وهو غٌر مقدم حالٌاً للحصول على شهادة أخ
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 أ. د. أحمد عبد القادر                            هعلي باشا           أ. د. محمد بطحمحمد  م.نبيلة

 

CERTIFICATION 

       It is hereby to certify that the work described in this thesis titled: 

Production of Transgenic Plants from some Apple 

Cultivars and Rootstocks 

Is the result of NABILA MOHAMAD ALI BACHA own investigations under 

the supervision of Prof. Dr. Mohamad Battha  Faculty of  Agriculture, Damascus 

University, and Prof. Dr. Ahmad Abdul Kader, General Commission for 

Scientific Agricultural Research, and any return to other research work has been 

duly acknowledged in the text.  

This work has not already been accepted for any degree, and it is not being 

submitted concurrently for any other degree. 

Candidate  

NABILA MOHAMADALI  BACHA 

 

 Supervisors 

Prof. Dr. Mohamad Battha                 Prof. Dr. Ahmad Abdul Kader 



II 
 

 

 التفاحوراثياً من بعض أصناف وأصول  معدلةإنتاج نباتات 

Production of Transgenic Plants from some Apple 

Cultivars and Rootstocks 

 

اختصاص  ،قدمت هذه الدراسة استكمالاً لمتطلبات نٌل درجة الدكتوراه فً علوم البستنة

فً كلٌة الزراعة، جامعة دمشق. وأجٌزت من قبل السادة أعضاء لجنة  بستنةال علوم 

 .الحكم
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 :لجنة الحكمأعضاء 

 

 جبهعة دهشق  -كلية الزراعة  -الأستبذ في قسن علوم البستنة   فيصل حامدلدكتور ا

 

 جبهعة دهشق -كلية الزراعة  –الأستبذ في قسن علوم البستنة  خليل المعريالدكتور 

 

 جبهعة دهشق -كلية الزراعة  –الأستبذ في قسن علوم البستنة  همحمد بطحالدكتور 

 

 الببحج في الهيئة العبهة للبحوث العلوية الزراعية   حسين الزعبي الدكتور

 

 جبهعة دهشق -كلية الزراعة –الودرس في قسن علوم البستنة   رمزي مرشدالدكتور 
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FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..1555 

                     /organism="Gerbera hybrid cultivar" 

                     /mol_type="mRNA" 

                     /db_xref="taxon:18101" 

                     /tissue_type="corolla" 

                     /clone_lib="plasmid library pUEX (Amersham)" 

                     /dev_stage="floral" 

     gene            1..1555 

                     /gene="g2ps1" 

     CDS             163..1371 

                     /gene="g2ps1" 

                     /codon_start=1 

                     /product="2-pyrone synthase" 

                     /protein_id="CAA86219.2" 

                     /db_xref="GI:13276209" 

                     /db_xref="GOA:P48391" 

                     /db_xref="InterPro:IPR001099" 

                     /db_xref="InterPro:IPR011141" 

                     /db_xref="InterPro:IPR012328" 

                     /db_xref="InterPro:IPR016038" 

                     /db_xref="InterPro:IPR016039" 

                     /db_xref="InterPro:IPR018088" 

                     /db_xref="PDB:1EE0" 

                     /db_xref="PDB:1QLV" 

                     /db_xref="UniProtKB/Swiss-Prot:P48391" 

                     

/translation="MGSYSSDDVEVIREAGRAQGLATILAIGTATPPNCVAQADYADY 

YFRVTKSEHMVDLKEKFKRICEKTAIKKRYLALTEDYLQENPTMCEFMAPSLNARQDL 

VVTGVPMLGKEAAVKAIDEWGLPKSKITHLIFCTTAGVDMPGADYQLVKLLGLSPSVK 

RYMLYQQGCAAGGTVLRLAKDLAENNKGSRVLIVCSEITAILFHGPNENHLDSLVAQA 

LFGDGAAALIVGSGPHLAVERPIFEIVSTDQTILPDTEKAMKLHLREGGLTFQLHRDV 

PLMVAKNIENAAEKALSPLGITDWNSVFWMVHPGGRAILDQVERKLNLKEDKLRASRH 

VLSEYGNLISACVLFIIDEVRKRSMAEGKSTTGEGLDCGVLFGFGPGMTVETVVLRSV 

RVTAAVANGN" 

 

polyA_site      1555 

  

 gi|13276208|emb|Z38097.2| Gerbera hybrida mRNA for 2-pyrone synthase 

                    

                   /gene="g2ps1" 

ORIGIN       

1 aaaaggccta ctcaagcctt gaaattctct tttcttttct tttcattccc ttccctcaaa 

61 ttataaactt acctttctgt ttctttcaaa gaatttagct gcctcaaacg aagatcttca 

121 tatctcattt gttaggatat acaaacatca atctcgagta aaatgggatc ttactcatcc 

181 gatgatgtgg aggtgattcg tgaggccgga cgggcacaag gtttagccac gattcttgcc 

241 attggcactg ctactcctcc caattgcgtc gctcaagctg attatgcaga ctattatttt 

301 cgtgtcacta agagcgaaca tatggttgat cttaaagaga aatttaaacg catttgtgag 

361 aaaacagcga taaagaaacg atacctagcc ctcaccgaag actatctgca agagaaccca 

421 acaatgtgtg agttcatggc tccatcctta aacgctcgac aagacctagt ggtcaccggc 

481 gtcccaatgc ttggcaaaga agccgcagtc aaggccattg atgaatgggg actaccaaaa 

541 tccaagatca cccacctcat cttctgcacc accgctggcg ttgacatgcc cggtgctgac 

601 tatcaactcg tcaaactcct tggtctctcc ccttcagtca aacgctatat gttgtaccaa 

661 cagggatgtg ccgccggcgg cacagtcctc cggctagcca aggaccttgc tgaaaacaac 

721 aagggctcac gagtccttat cgtctgctcc gagatcactg ctatcttatt ccatggaccc 

781 aatgagaacc accttgactc actcgtcgct caagctttat tcggagacgg agctgcagca 

841 ctcattgtgg gttcaggccc tcacttggcc gtagaacggc caatattcga gatcgtgtca 

901 actgatcaaa caatcttgcc ggacactgag aaggcaatga agttacactt gagagaggga 

961 gggttgacgt ttcagttgca tagagatgta cccttgatgg tcgcaaagaa catagagaac 

1021 gcagcggaga aagcgttgtc tccactaggg ataactgatt ggaactcagttttctggatg 

1081 gtgcacccag gtggtcgagc catattggac caggtggagc gaaaactaaaccttaaggaa 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=18101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13276208?from=1&to=1555&sat=2&sat_key=29808278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13276208?from=163&to=1371&sat=2&sat_key=29808278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/13276209
http://www.ebi.ac.uk/ego/GProtein?ac=P48391
http://www.ebi.ac.uk/interpro/ISearch?mode=ipr&query=IPR001099
http://www.ebi.ac.uk/interpro/ISearch?mode=ipr&query=IPR011141
http://www.ebi.ac.uk/interpro/ISearch?mode=ipr&query=IPR012328
http://www.ebi.ac.uk/interpro/ISearch?mode=ipr&query=IPR016038
http://www.ebi.ac.uk/interpro/ISearch?mode=ipr&query=IPR016039
http://www.ebi.ac.uk/interpro/ISearch?mode=ipr&query=IPR018088
http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?pdbId=1EE0
http://www.rcsb.org/pdb/cgi/explore.cgi?pdbId=1QLV
http://www.uniprot.org/uniprot/P48391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13276208?from=1555&to=1555&sat=2&sat_key=29808278
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1141 gataagttaa gggctagcag gcatgtgctt agtgaatacg gaaacctgattagcgcttgt 

1201 gtgttgttca tcattgacga ggtgaggaag agatctatgg cggaagggaagagtacaacc 

1261 ggtgaaggtt tggattgcgg tgttttgttt ggatttggac cgggtatgactgttgagact 

1321 gttgttcttc gtagcgtccg cgttactgct gcggttgcca atggaaactgatcactgttg 

1381 tttgcaaaat attacttttt actacggtat gtttccttgt ttatgagtttgtcattcacc 

1441 tatgataata gggtctgtat ttttcttgtt tatgatttta ttttctcaaagatgatgtaa 

1501 gttggcaatt aaataaagat tgtttttcct atgaataata taagattaca ttttc// 

 

……………………… 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13276208 

 

Gerbera hybrida mRNA for 2-pyrone 

synthase 

GenBank: Z38097.2 

GenBank Graphics  

>gi|13276208|emb|Z38097.2| Gerbera hybrida mRNA for 2-pyrone synthase 

AAAAGGCCTACTCAAGCCTTGAAATTCTCTTTTCTTTTCTTTTCATTCCCTTCCCTCAAATTATAAACTT 

ACCTTTCTGTTTCTTTCAAAGAATTTAGCTGCCTCAAACGAAGATCTTCATATCTCATTTGTTAGGATAT 

ACAAACATCAATCTCGAGTAAAATGGGATCTTACTCATCCGATGATGTGGAGGTGATTCGTGAGGCCGGA 

CGGGCACAAGGTTTAGCCACGATTCTTGCCATTGGCACTGCTACTCCTCCCAATTGCGTCGCTCAAGCTG 

ATTATGCAGACTATTATTTTCGTGTCACTAAGAGCGAACATATGGTTGATCTTAAAGAGAAATTTAAACG 

CATTTGTGAGAAAACAGCGATAAAGAAACGATACCTAGCCCTCACCGAAGACTATCTGCAAGAGAACCCA 

ACAATGTGTGAGTTCATGGCTCCATCCTTAAACGCTCGACAAGACCTAGTGGTCACCGGCGTCCCAATGC 

TTGGCAAAGAAGCCGCAGTCAAGGCCATTGATGAATGGGGACTACCAAAATCCAAGATCACCCACCTCAT 

CTTCTGCACCACCGCTGGCGTTGACATGCCCGGTGCTGACTATCAACTCGTCAAACTCCTTGGTCTCTCC 

CCTTCAGTCAAACGCTATATGTTGTACCAACAGGGATGTGCCGCCGGCGGCACAGTCCTCCGGCTAGCCA 

AGGACCTTGCTGAAAACAACAAGGGCTCACGAGTCCTTATCGTCTGCTCCGAGATCACTGCTATCTTATT 

CCATGGACCCAATGAGAACCACCTTGACTCACTCGTCGCTCAAGCTTTATTCGGAGACGGAGCTGCAGCA 

CTCATTGTGGGTTCAGGCCCTCACTTGGCCGTAGAACGGCCAATATTCGAGATCGTGTCAACTGATCAAA 

CAATCTTGCCGGACACTGAGAAGGCAATGAAGTTACACTTGAGAGAGGGAGGGTTGACGTTTCAGTTGCA 

TAGAGATGTACCCTTGATGGTCGCAAAGAACATAGAGAACGCAGCGGAGAAAGCGTTGTCTCCACTAGGG 

ATAACTGATTGGAACTCAGTTTTCTGGATGGTGCACCCAGGTGGTCGAGCCATATTGGACCAGGTGGAGC 

GAAAACTAAACCTTAAGGAAGATAAGTTAAGGGCTAGCAGGCATGTGCTTAGTGAATACGGAAACCTGAT 

TAGCGCTTGTGTGTTGTTCATCATTGACGAGGTGAGGAAGAGATCTATGGCGGAAGGGAAGAGTACAACC 

GGTGAAGGTTTGGATTGCGGTGTTTTGTTTGGATTTGGACCGGGTATGACTGTTGAGACTGTTGTTCTTC 

GTAGCGTCCGCGTTACTGCTGCGGTTGCCAATGGAAACTGATCACTGTTGTTTGCAAAATATTACTTTTT 

ACTACGGTATGTTTCCTTGTTTATGAGTTTGTCATTCACCTATGATAATAGGGTCTGTATTTTTCTTGTT 

TATGATTTTATTTTCTCAAAGATGATGTAAGTTGGCAATTAAATAAAGATTGTTTTTCCTATGAATAATA 

TAAGATTACATTTTC 

 

 

 

 

 

…………………….. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13276208
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13276208?report=genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/13276208?report=graph
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GenBank: Z38096.1 

Gerbera hybrida mRNA chalcone synthase, 

gchs1 

Gerbera hybrida mRNA chalcone synthase, 

gchs1 

GenBank: Z38096.1 

GenBank Graphics  

>gi|853927|emb|Z38096.1| Gerbera hybrida mRNA chalcone synthase, gchs1 

CTTTGAACTAAAAAACTCTTCTTGCCGGCGCCGGAGATCAGATAACAATGGCGTCCTCCGTTGACATGAA 

GGCGATCAGAGATGCTCAACGTGCAGAAGGTCCGGCGACCATTCTTGCCATCGGAACTGCAACTCCGGCG 

AATTGCGTCTATCAAGCGGATTATCCCGATTACTATTTTCGGATCACCAAGAGTGAACACATGGTGGATC 

TCAAAGAGAAATTCAAGCGCATGTGTGACAAGTCGATGATAAGGAAACGTTACATGCACATCACAGAGGA 

GTATCTTAAACAAAACCCTAACATGTGCGCGTACATGGCGCCGTCGCTCGACGTCCGGCAAGACCTGGTC 

GTCGTCGAAGTCCCAAAGCTCGGCAAGGAAGCCGCCATGAAAGCCATCAAAGAATGGGGCCACCCCAAAT 

CCAAGATCACCCACCTCATCTTCTGCACCACCTCCGGCGTCGACATGCCCGGCGCCGACTACCAGCTCAC 

CAAACTCCTCGGTCTCCGGCCATCCGTCAAACGCTTCATGATGTACCAACAAGGCTGCTTCGCCGGCGGC 

ACGGTTCTCCGGCTAGCCAAAGATCTCGCGGAGAACAATAAAGGCGCTAGGGTTCTTGTGGTGTGCTCCG 

AGATCACGGCGGTGACTTTCCGAGGACCTAATGACACCCACCTTGATTCCCTCGTCGGACAGGCCTTGTT 

CGGCGACGGGGCTGCGGCGGTGATCGTGGGTTCCGATCCCGACTTGACGACGGAGCGGCCGTTGTTTGAA 

ATGGTTTCCGCCGCTCAGACGATCTTGCCGGACTCCGAGGGAGCCATTGATGGACACTTGAGGGAAGTAG 

GGTTGACGTTTCATTTACTCAAAGACGTGCCTGGGTTGATATCGAAGAACATAGAGAAAGCTTTAACGAC 

GGCGTTTTCTCCGTTGGGTATCAACGACTGGAACTCGATATTCTGGATAGCACATCCCGGAGGTCCGGCG 

ATACTGGACCAGGTGGAGCTCAAGCTAGGGTTGAAGGAGGAGAAGCTTAGAGCTACTAGACATGTTTTAA 

GCGAGTACGGTAACATGTCAAGTGCTTGTGTGTTGTTTATTATCGACGAAATGAGAAAGAAGTCGTCGGA 

GAACGGCGCCGGCACCACCGGAGAAGGTTTGGAGTGGGGTGTTCTGTTTGGGTTTGGGCCTGGGTTGACG 

GTGGAGACGGTGGTTCTTCACAGTGTCCCAACCACCGTGACGGTTGCCGTCTAAACTTTATCATCAATGG 

TGCAAAAGTCATCATACATCCTCTGTCAATCGGTTTCGTTTAACTAAATAAATTTTTGTTTTTTTTTTTT 

GTTTTTGTTCACATATTTAGTTTAAATGTTTTGTGTGATTTTTTTATATGTTGGAATGAATGTACGTTTG 

TTAAAATAATAATAAGTGTACTGTTTGG 

…………………………………………………………… 
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1 aaaaggccta ctcaagcctt gaaattctct tttcttttct tttcattccc ttccctcaaa

61 ttataaactt acctttctgt ttctttcaaa gaatttagct gcctcaaacg aagatcttca

121 tatctcattt gttaggatat acaaacatca atctcgagta aaatgggatc ttactcatcc

181 gatgatgtgg aggtgattcg tgaggccgga cgggcacaag gtttagccac gattcttgcc

241 attggcactg ctactcctcc caattgcgtc gctcaagctg attatgcaga ctattatttt

301 cgtgtcacta agagcgaaca tatggttgat cttaaagaga aatttaaacg catttgtgag

361 aaaacagcga taaagaaacg atacctagcc ctcaccgaag actatctgca agagaaccca

421 acaatgtgtg agttcatggc tccatcctta aacgctcgac aagacctagt ggtcaccggc

481 gtcccaatgc ttggcaaaga agccgcagtc aaggccattg atgaatgggg actaccaaaa

541 tccaagatca cccacctcat cttctgcacc accgctggcg ttgacatgcc cggtgctgac

601 tatcaactcg tcaaactcct tggtctctcc ccttcagtca aacgctatat gttgtaccaa

661 cagggatgtg ccgccggcgg cacagtcctc cggctagcca aggaccttgc tgaaaacaac

721 aagggctcac gagtccttat cgtctgctcc gagatcactg ctatcttatt ccatggaccc

781 aatgagaacc accttgactc actcgtcgct caagctttat tcggagacgg agctgcagca

841 ctcattgtgg gttcaggccc tcacttggcc gtagaacggc caatattcga gatcgtgtca

901 actgatcaaa caatcttgcc ggacactgag aaggcaatga agttacactt gagagaggga

961 gggttgacgt ttcagttgca tagagatgta cccttgatgg tcgcaaagaa catagagaac

1021 gcagcggaga aagcgttgtc tccactaggg ataactgatt ggaactcagttttctggatg

1081 gtgcacccag gtggtcgagc catattggac caggtggagc gaaaactaaaccttaaggaa

1141 gataagttaa gggctagcag gcatgtgctt agtgaatacg gaaacctgattagcgcttgt

1201 gtgttgttca tcattgacga ggtgaggaag agatctatgg cggaagggaagagtacaacc

1261 ggtgaaggtt tggattgcgg tgttttgttt ggatttggac cgggtatgactgttgagact

1321 gttgttcttc gtagcgtccg cgttactgct gcggttgcca atggaaactgatcactgttg

1381 tttgcaaaat attacttttt actacggtat gtttccttgt ttatgagtttgtcattcacc

1441 tatgataata gggtctgtat ttttcttgtt tatgatttta ttttctcaaagatgatgtaa

1501 gttggcaatt aaataaagat tgtttttcct atgaataata taagattaca ttttc//
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