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 وتضاعفها طبيعة المادة الوراثية في النباتمحاضرة :

Nature and Replication of Genetic Material in Plant 

 Nucleus and chromatin organization    تنظيم النواة والكروماتين

أول من عزل النواة من خلايا كريات الدم البيضااااام عام   Friedrich Miescherيعد العالم الألماني     

تحتوي النواة في النبات على غالبية المادة الوراثية وتكون عادة . Nucleinم وأطلق عليهاا اماااااام 5681

مايكرومتر وحجمها  51كروية الشكل أو بيضوية وقد تكون في بعض الأحيان فصية الشكل ويبلغ قطرها 

وتحاط النواة بغشاايين مزدويين منفصالين عن بعضاهما بف حة أو حيز  .مايكرومتر مكعب 01-2حوالي 

يحتوي الغشااااام على ثوون وان عدد هلث ال وون ومواقعها يتغير في النواة ب اااارعة خلال التمايز ال لوي 

يرتبط غشاام النواة عادة بغشاام الشبكة ادندوبلايمية وفي . واللي يعكس الطبيعة الديناميكية لغشاام النواة

تحتوي النواة على . الأحياااان على اتصاااااااااال مي اغشااااااياااة الماااايتوكونااادرياااا الكلوروبلامااااااااا  بعض

بالورن من احد الكروموماااومات وكلل   (Mitosis)تظهر بعد ادنو اااام ادعتيادي   (Nucleolus)نوية

ويعرف على اناات تركيااب معوااد  Chromatin)الكروماااتين )تحتوي النواة على الكتلااة الكرومومااااااوميااة 

 وكلل  تحتوي على. الـاادنا والبروتين الكرومومومي وغيرها من المحتويات الكرومومومية يحتوي على

، ويويد Polymerasesوإنزيمات  Actinو   Tubulinمحتويات نووية غير كروماتينية م ل بروتينات 

 :نوعين من البروتينات النووية في الكروماتين

وهي ذات شااااااحنة مويبة عند درية الحموضااااااة المتعادلة  ( (Basic proteinsالبروتينات الواعدية .5

 .(Histones)وت مى باله تونات 

وهي ذات شااحنة مااالبة عند درية الحموضااة المتعادلة (: Acidic proteins) البروتينات الحامضااية .2

 . (Nonhistones)وت مى اللاه تونات

ماتين يميي الكاينات الراقية ذات فهي تويد في كرو. تؤدي اله ااااتونات دوراي ريي ااااا في الكروماتين     

 (. وين يزيئي:وين يزيئي)النواة الحويوية وبكميات تكافئ كمية الـدنا المويودة 
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  الحامض النووي الرايبويي منووص الأوك جين 

(DNA) Deoxyribonucleic acid 

عبارة عن ماااااال اااااالة طويلة من   (DNAالدنا ) الحامض النووي الرايبويي منووص الأوك ااااااجين     

ويم ل ت ااال ااال نيكليوتيدات الحامض النووي   ( (Nucleotidesالوحدات البنايية ت ااامى النيوكليوتيدات

الدنا يميي المعلومات الوراثية المتعلوة بالكاين الحي وتعد الأماااف في ما تحتويت ال لية الحية من بروتين 

ويم اال الاادنااا كااللاا  مصااااااادر التغااايرات المظهريااة  .وهو المكون الأمااااااااف في بنااام هيكلهااا وعملهااا

(Phenotypic variations) أهتم العلمام بدراماااااة المادة الوراثية في ال لية .  في كاينات النوع الواحد

ي أن البروتين هو المادة الوراثية في ال لية،  كونها الم يطر على يميي صفاتها وفعاليتها، وكان يعتود مابوا

أثبتاا بماا ديوبال الشاااااا  أن الدنا هو المادة الوراثية في ال لية عام  Chase و Hersheyاد أن العاالمين  

. التي تتكاثر داخل البكتريا في اثبات ذل ( (Bacteriophagesاذ اماااااات ادما العاثيات البكتيرية  5512

يتكون كل نيوكليوتيد من مااكر خمامااي رايبويي منووص الأوك ااجين مرتبط بمجموعة فوماافات وقاعدة 

نترويينية وتعود الوواعد النترويينية التي تدخل في تركيب ادحماض النووية الى مجموعتين ريي اااايتين 

 :هي

 Guanine(G.) والكوانين Adenine (A ) وتشمل اددنين (:(Purinesالبيورينات  .0

Thymine (T ) وال ايمين Cytosine  (C )وتشاااامل ال ااااايتومااااين :Pyrimidines))البريميدينات  .4

بددي  RNA))اللي يدخل في تركيب الحامض النووي الرايبويي الـاااارنا Uracil (U )وكلل  اليوراميل 

ال كر الرايبويي منووص الأوك جين كما في بددي من كما يكون ال كر الرايبويي في الـااارنا  من ال ايمين

 (.0-7)ويمكن توضيح ذل  في الشكل. الدنا

ال ااكر ال مامااي عن طريق أواصاار كلايكوماايدية بين ذرة الكاربون ترتبط البيورينات والبريميدينات مي 

للبيورين وتدعى  5للبريميدين أو ذرة النترويين رقم  5لل اااااكر ال ماماااااي وذرة النترويين رقم  5رقم 

لكي يمكن للنيوكليومااايد ان يكون يزماي من الـااااااااادنا أو   . الجزيئة الناتجة عن هلا ادرتباط بالنيوكليومااايد

الـااارنا فعليت أود ان يرتبط مي مجموعة فومفات ليكون الوحدة البنايية للاحماض النووية هي النيوكليوتيد 

(Nucleotide) . 
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 ترتبط .تعتمد ت ااامية النيوكليوتيدات على نوع ال اااكر ال ماماااي المويود وعلى نوع الواعدة النترويينية

 بين مجموعة الفوماااااافات النيوكليوتيادات المكوناة للحامض النووي عن طريق أواصاااااار كيميايية تتكون

المرتبطة مي ذرة الكربون لل اااكر ال ماماااي لأحد النيوكليوتيدات وذرة الكاربون لل اااكر ال ماماااي التالي 

حمل ت( (Phosphodiester bondوبهلا تتكون ماااااال اااااالة من الأواصاااااارالفوماااااافاتية ثنايية ادمااااااتر 

يكون ال كر ال مامي ومجموعة الفومفات . النيوكليوتيدات مي بعضها على طول شريط الـاااااادنا أو الرنا 

العمود الفوري ل ل لة نيوكليوتيدات الـااااادنا في حين تبري الوواعد النترويينية من هلا العمود الفوري وبما 

ارتباط النيوكليوتيدات بوامااطة  ان طريوة .انها يزيئات م ااطحة فهنها تكون مرتبطة واحدة فوا ادخر 

الأواصر الفومفاتية ثنايية ادمتر تعطي مل لة الـدنا صفة الوطبية، إذ يحمل احد طرفي ال ل لة مجموعة 

مجموعة  لل ااااكر ال مامااااي في حين يحمل الطرف ا خر (P-5)1فوماااافات مرتبطة بلرة الكربون رقم 

 Watsonوقد أوضااح واط اان .  ااكر ال ماماايلل (OH-3) 0هيدروك اايل مرتبطة مي ذرة الكربون رقم 

البنية الحلزونية المزدوية للـاااادنا ويعد هلا ازنجاي الرايي واحد من  5510لأول مرة عام  Crickوكري  

تبط تر. أهم ازنجايات في تاريخ علوم الحياة اذ مهد الطريق لفهم وظايف الجين على الم اااااتو  الجزيئي

لأواصر الهيدرويينية المتكونة بين ايواج الوواعد النترويينية اذ مل لتا الحلزون مي بعضها عن طريق ا

( C)مي ال اايتومايل ( G) باصارتين هدرويينيتين، والكوانين( T)دايما مي ال ايمين ( A)يزدوج اددنين 

من أهم صفات  (Base pairing)تعد خاصية اديدواج الواعدي (. 7-7شكل )ب لاث أواصر هدرويينية 

مزدوج اذ ينتج عنها علاقة تكاملية بين تتابي الوواعد في ال اااال اااالتين الملتفتين فعلى ماااابيل حلزون الدنا ال

على احد ال ال التين فان ال ال الة الموابلة يجب ان تحتوي على الت ل ل  ATGTCالم ال اذا ويد التتابي 

TACAG جهان توعل هلا ادماااااف فان ماااال اااالتي الحلزون مااااتكونان مت الفتين في الوطبية اي انهما ت

 . 1‹——0والأخر  باتجاث  0‹—1 باتجاهين متعاك تين، احدهما بادتجاث

 التكرار شبه المحافظ للحامض النووي الدنا

عندما وضي وات ون وكري  فرضية اللولب المزدوج لتركيب الدنا وبتكامل الوواعد فيت ادركا مباشرة    

عن )فايدة الت صص في اقتران الوواعد كاماف دلية تكرار الدنا فاذا انفصل شريطي اللولب المزدوج 

ريط ن يويت تصنيي شفان كل شريط ابوي يمكن ا( طريق ك ر الأواصر الهيدرويينية بين ايواج الوواعد

 (Template)يديد مكمل ب بب احتيايات اقتران الوواعد، اي ان كل شريط ابوي يمكن ان يعمل كوالب 

للشريط المكمل، فعلى مبيل الم ال يعمل اددنين في الشريط ادبوي كوالب عبر الأواصر الهيدرويينية 

 ية لتكرار الدنا بالية التكرار شبت المحافظيطلق على هلث ادل .لربط ال ايمين في الشريط المكمل النامي
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Semi) (conservative replication  ومن خلالها يتم الحفاظ على كل من ادشرطة ادبوية المكملة

ت درم  عملية تكرار الدنا في النبا(. اي يتم المحافظة على نصف اللولب المزدوج خلال العملية)لبعضها 

دنا المشعة وأوضح  النتايج بان كل يزيئة دنا تتكرر من مئات النواط عن طريق تعليم النبات بمعلمات ال

 Replicationعلى طول الشريط المزدوج ويتودم التكرار باتجاهين متعاك ين مكونة شوكتي تكرار 

forks كل قطعة دنا متكونة تدعى . متوابلتين من نوطة التكرارReplicon  والربلكون في النباتات الراقية

بالمجين ال نايي  81111-1111، اما شوكات التكرار فعددها kbp 51-81 أو µm 01-21  يبلغ طولت

 .نوع م تلفة من الربلكون بم تلف النباتات الراقية 21-2ويد حوالي . بال اعة µm 51تتحرك حوالي 

مل اما الفئات ادخر  من الربلكونات فتع. وان كل الربلكونات التي تنتمي الى فئة واحدة تعمل بوق  واحد

 DNA Polymeraseان ازنزيم الفعال في تكرار الدنا في النبات هو (. S)بأوقات م تلفة خلال مرحلة 

 (. γ) و كاما (β)وبيتا  (∝)بأنواعت ألفا 

 : Replication mechansim  آلية التكرار

رتباط قطي ثم ف  ا) النبات ولكن يمكن تل يصها بما يليبالرغم من قلة المعلومات حول تكرار الدنا في  

 .Topoisomerase ((Unwinding Enzyme شريطي الدنا بوماطة إنزيم

 .Helicase م   شريطي الدنا بوماطة إنزيم .1

ذي تتابي مكمل لبداية خيط    RNAبت ليق خيط قصير من  RNA primaseيووم إنزيم خاص ي امى  .8

 .الوطعة مي الشريط بأواصر هيدرويينية الدنا الأبوي اذ ترتبط هلث

اللي يتوفر في   OH-3بهضااااافة النيوكليوتيدات الى الطرف   DNA polymerase III يووم إنزيم .7

 Leadingوي امى هلا الشريط بالشريط الوايد 1‾—›0‾نهاية البادئ وبالتالي بنام شاريط مكمل بادتجاث 

Strand)     .) 

بت ليق خيط قصير من الرنا ذو تتابي مكمل لبداية  RNAprimase يمبالن ابة للشاريط ادخر يووم إنز .6

 5111يبلغ طولها  (Okazaki fragments)خيط الدنا الأبوي فيتم بنام قطي الدنا ت مى قطي اوكاياكي 

 . على طول الشريط نيوكليوتيدة

 . Nuclase ايالة البادئ من قطي اوكاياكي بوامطة إنزيم .5

وبلل  تلتحم الوطي  I DNA polymerase البادئ بوامااااااطة ازنزيم تملا الفراغات التي تركها .51

 (.Lagging strand)  المتجاورة من الدنا لتكوين الشريط اللي ي مى بالشريط المتلكأ
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تتكون باادياات ياديدة كلما تودم  شااااااوكة التكرار كما تلتحم قطي الدنا المتكون للربلكونات المتجأورة  .55

 .والبنوي الجديد المزدوجلتكوين شريطي الدنا ادبوي 

 

 

 التحـول الوراثـي في النبـاتمحاضرة :

Genetic Transformation in Plant 
    

 .التحول الوراثي للنباتات يعرف بأنت اكت ان النباتات لجينات يديدة بهمتعمال توانات الهندمة الوراثية   

وتتضمن عمليات التحول في النبات كلونة الجينات المرغوبة ونولها بطرايق م تلفة وإدخالها في مجينها بغية 

 أو GMPsوإختصاراي  ( Genetic Modified Plants)الحصول على النباتات المتحولة أو المعدلة وراثيا 

(Transgenic plants) لمرغوبة بزيادة إنتايها أو ييادة وإنتاج ملادت نباتية يديدة تتمتي بالمواصفات ا

في  وتوايت الكلونة. وبالتالي ييادة إنتاج الغلام ل د حاية ادن ان تأقلمها مي الظروف البيئية المحيطة بها

النبات بعض الصعوبات وتحتاج الى ويود نواقل كلونة منامبة وايجاد طرايق كفومة زدخال تل  النواقل داخل 

حول في النبات اك ر تعويداي وصعوبة من ال لايا الحيوانية لويود الجدار ال لوي النبات خاصة ان عملية الت

 .الصلب المحيط بالغشام البلايمي وان هلا الجدار الصلب يوف حايزاي لدخول الدنا الغريبة الى ال لية النباتية

 :وفرت عملية نول الجين في النبات لتغيير صفاتت مزايا عديدة منها

أو بطرايق لتربية التوليدية  للنبات من أنواع ديمكن للنبات ان يتوافق معت بالتلويح والتهجينيتم نول الجينات  .5

 .اي  تجاوي حايز النوع

ي الى النبات .2  .يمكن ادخال يينات مصنعة كليا

ي الى للنبات أو تغيير تعبير يينات مويودة اصلاي في النبات .0  .يمكن إضافة صفة يديدة تماما

عادة عند  نة للطراي الوراثي للنبات بدون تغيير الصفات ادخر  لت والتي تظهريمكن إضافة يينات معي .4

 .ايرام التضريبات بين الأنواع

 

 ال طوات الريي ة للتحول الوراثي للنبات 

 :هناك ثلاث خطوات ريي ة للتحول الوراثي في النبات     

 نول الدنا المرغون الى خلية نباتية مفردة .5

 في مجين ال لية النباتيةتضمين الدنا المرغون  .2

 تحويل ال لية المحولة الى نبات كامل  .0
 

 طرايق التحول في النبات 

 :يويد بشكل عام نوعان ريي ان من التحول في النبات       
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   (Direct transformation) التحول المباشر .5

 (Indirect transformation)التحول غير المباشر  .2

 

    Indirect transformation   النباتطرايق التحول غير المباشر في 

يتم في هلث الطرايق نول الجينات الى النبات بهمتعمال نواقل كلونة منامبة ودمجها في النبات وتغيير صفاتت     

 :وح ب نوع ناقل الكلونة هناك نوعان من هلث الطرايق

 .  Agrobacterium tumfaciensالتحول بوماطة بكتريا  .5

 . الفيرومات النباتيةالتحول بوماطة  .2

 

 الأيروبكتريومالتحول بوماطة بكتريا  :أودي 

 Agrobacterium –mediated transformation                              

ي ان هلث البكتريا ال البة لصبغة كرام تعيش في التربة وتصيب نباتات ثنايية الفلوة وعاريات       أوضحنا مابوا

اللي ويد انت يحدث ب بب البلايميدات ال اصة  Crown gallالبلور خاصة وت بب لها مرض التورم التايي 

كن لهلا البلايميد ان يتضاعف ويم.  Ti (Tumor-inducing plasmid)بالبكتريا وللل  ممي البلايميد  

بمعزل عن مجين البكتريا وقد تم شرح طريوة الأصابة وتكون الأورام لأول  (Autonomous)بشكل ذاتي 

وذل  بانتوال يزم ما من البكتريا وتكاثرث في مجين  5547عام  Armin Braunمرة في النبات من قبل 

ليتها على ازندماج مي احد كرومومومات النبات المصان بصفة غريبة وهي قاب Tiوتتميز البلايميدات . النبات

ي . بالبكتريا الحاوية على هلا البلايميد وغير مت صص بكروموموم معين أو بموقي  ويكون ازندماج عشواييا

-T (Tويطلق على الوطعة من البلايميد التي تندمج مي كروموموم النبات امم الدنا . معين على الكروموموم

DNA) المتنولة  اي الدنا  (Transferred DNA)  يوج قاعدي ح ب نوع  01-51ويتراوح طولها بين

على عدد من  Tتحتوي قطعة الدنا . Tiمن حجم البلايميد  %51اي تم ل هلث الوطعة اقل من   Tiالبلايميد

ي من هلث  ات يكون الجينالجينات الوادرة على التعبير في ال لايا النبات بعد إندمايها في الكروموموم وان ق ما

م ؤودي عن احداث التورم ال رطاني في حين يووم الو م ا خر بتوييت النبات زنتاج مواد غريبة دينتجها 

وهي عبارة عن مواد غلايية بروتينية تحتايها البكتريا للنمو ولكنها  Opines))النبات اصلا تدعى الأوبينات 

 (Octopine)زنتاج هلث المواد وهي ثلاث أنواع هي الأوكتبين  دت تطيي ت ليوها بنف ها للا فهنها تويت النبات

  . (Agropine)واديروبين  (Nopaline)والنوبالين

الى ال لايااا النباااتيااة من خلال نشااااااااط  Agrobacteriumمن البكتريااا  T-DNAيتم تنظيم عمليااة نواال    

الضاااراوة تعرف بامااام يينات  Tiكيلو يوج قاعدي مويود على البلايميد  01مجموعة من الجينات حجمها 

(Virulence  genes)  وإختصاراي .(vir)   هلث بوماطة المركبات الفينولية م ل  الضراوةويتم تحفيز يينات

، والتي تتشااااااكل عند حدوث يروح في ال لايا مشااااااابهة لهاومركباات اخر    Acetosyringoneمركاب 

 .النبات

 الأيروبكتريومبكتريا خطوات التحول بهمتعمال 

 :  كما يلي تتم  A. tumefaciens ان عملية التحول بهمتعمال بكتريا      

  :Tiتصميم ناقل الكلونة المناسب من بلازميد    -1
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 :نقل الجين المرغوب الى الخلايا البكتيرية  .2

صاااغيراي فان احتمالية ويود موضاااي ح ااااف مفرد دحد إنزيمات  Tلما كان البلايميد الحامل لوطعة الدنا      

ويمكن الحصول على الجين المرغون . Tالتوييد تكون عالية وبهلا يمكن غرف الجين الغريب في منطوة الدنا 

وتعاد طريواة المكتبات المجينة أو بن  الجينات من أك ر الطرايق  .نولات من النباات المصاااااادر بطرايق عاديادة

ي في  تعمرات أو م اااااا) كلونة الجينات النباتية ونعني ببن  الجينات تكوين مجموعة من الكلونات الهجينةاتباعا

تحتوي بمجموعهااا على كاال أو معظم الجينااات المويودة في كاااين معين وتبنى بنوك ( بوي عاااثيااات هجينااة

ي بأحد إنزيمات التوييد ومن ث ي يزييا اتجة م غرف الوطي النالجينات عادة بهمت لاص الدنا الكلي وهضمت هضما

بعد الحصااااااول على بن  الجينات يمكن انتوام الجين المرغون عن طريق م ااااااح . في نااقل كلونة منامااااااب

الم اتعمرات المم لة للبن  لتحديد الم تعمرة الحاوية على الجين المرغون وتتم عملية الم ح بامتعمال صفة 

أو الحاية أو عدم الحاية لعامل من عوامل النمو  انتواايياة وهي اماا ان تكون الموااومة للمضااااااادات الأحيايية

وبعد الحصااول   (Nucleic acid hybridization)أو بهمااتعمال توانة تهجين ادحماض النووية. الأمااامااية

على الجين المرغون المويود في قطي الدنا التابعة للمجين المهضوم يتم توطيعت بأحد إنزيمات التوييد كما يتم 

ي باهنزيم تويياد ينتج نهايات متممة لنهايات قطي الدنا الحاوي   A. tumefaciensرياا توطيي بلايمياد بكت يزيياا

ي باهمااااااتعماال ازنزيم اللاحم  إدخاال البلايميد ويتم . DNA ligaseعلى الجين المرغون ثم يتم ربطهماا معاا

اذ توضااااااي  ((Electroporationالهجين الى البكتريااا بطرايق عاادياادة أهمهااا طريوااة الت ويااب الكهربااايي 

الم ااتعمرات ال اصااة بالبكتريا والبلايميدات الحاوية على الجين المرغون في وعام واحد وت االيط نبضااات 

كهرباايياة بفرا يهاد معين مماا يؤدي الى دخول قطي الادناا ضاااااامن بلايميادات البكتريا وبهلا تكون البكتريا 

 .ياهزة للعمل

  Co cultivation الزراعة المشتركة مي اديزام النباتية .0

الحاوية في بلايميدها على الجين المرغون  A. tumefaciense  يتم في هلث المرحلة يراعة البكتريا      

اعة لود وفرت ير. نولت بشاااكل مشاااترك مي الجزم النباتي المناماااب في الوماااط الغلايي لمدة معينة من الوق 

فردة أو أيزام صااغيرة من النبات ونول الجينات اليها ثم الأن ااجة النباتية إمكانية الحصااول على خلايا نباتية م

 يوأهم الأيزام النباتية الم ااااااتعملة في هلا المجال ه. إخلافهاا أو توالادهاا الى نبااتاات كااملاة محورة وراثياا

ي امام دخول يزيئات الدنا ويعرض البروتوبلامااا   البروتوبلامااا  اذ تزال الجدران ال لوية التي تشاااكل عايوا

وبضااامنها الجين   Tمهندماااة وراثيا تعمل بعد دخولها على دمج الدنا A. tumfaciens  لى بكتريا بعد ذل  ا

ثم تزرع بعد ذل  البروتوبلام    (vir genes)الغريب في مجين هلث ال لايا وذل  بم اعدة يينات الشرامة 

بنفس الوق  كل الظروف المطلوبة زعادة  في ومااااط يرعي خاص يعمل على انتوام ال لايا المتحولة ويوفر

بنام الجدران ال لوية البروتوبلاما  للحصول على خلايا نباتية متحولة حاوية على الجين المرغون ويجري 

  .(8-55شكل)بعد ذل  إمتعمال يراعة الأن جة في إخلاف النباتات من هلث ال لايا المتحولة 
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 .وإنتاج النباتات المحورة وراثيا    A. tumefaciens  مراحل التحول بإستعمال بكتريا :6-11 شكل

كبديل للبروتوبلاماا  من ايل تجاوي   (Leaf disk transformation)كلل  ت ااتعمل الأقراص الورقية    

الصاعوبات المتعلوة بهنتاج البروتوبلاما  اذ توطي هلث ادقراص من الأوراا بومااطة آلة خاصة بعد تعويمها 

ي  بعادهاا تلوث بالبكتريا ثم تنول الوطي الى ومااااااط غلايي يعمل على إنت ان ال لايا النباتية المتحولة  مااااااطحياا

ونشوم ن يج الكالس منها وتمايزث الى افرع أو نشوم ادفرع مباشرة من أن جة الكالس وبلل  يمكن الحصول 

ن إمااتعمال ايزام نباتية ويمك (.7-55)كما موضاح في الشاكل  (Transgenic plants)على نباتات متحولة 

 .اخر  م ل الأينة والفلق

 Reporter)  غربلة النباتات المتوالدة بادعتماد على تعبير الجين الوابل للوياف وي ااامى الجين الم اااجل  .4

gene)  والمنوول ضاامن قطعة الدناT  وي ااتعمل  اثنان من الجينات في الوق  الحاضاار هما يينGUS  اللي

   LUC أو يين التي يتم توديرها بومااااطة التحليل الكيميايي لجن اااجة Glucoronidesيشااافر زنتاج مادة 

(Luciferase)  اللي يتم الكشف عن نواتج تعبيرث بالتعريض لأشعةX. 

 .بعد الكشف عن النباتات المتحولة يتم تجلير الأفرع لتكوين نباتات كاملة  .1

 التعبير في النبااتاات المتحولاة بالم تبر اذا كان  إختباار النبااتاات للكشااااااف عن قادرة الجين المنوول على  .8

 .الصفة المنوولة م تبرية أو بالحول ال اريي اذا كان  الصفة المنوولة حولية

 .من هلث النباتات المتحولة ودرامة توارث الصفة المنوولة وثبوتيتها Progeny))إنتاج الن ل   .7
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 .بإستعمال الأقراص الورقية  A. tumefaciens  ببكتريا التحول الوراثي في النبات :7-11شكل 
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في النبات طرايق نوـل الجيـن المبـاشر  

in Plant Direct Gene Transfer 

      

إمتعمال النواقل المشتوة     أن احد المشاكل الأمامية التي تعيق تطور الكلونة في النباتات هي عدم إمكانية

ي والعايدة  Tiمن بلايميد  أو فيروف الورنابيط ألف يف ايي للحصول على نباتات المحاصيل المهمة اقتصاديا

 ويعود ال بب في ذل  الى عدم قدرة البكتريا  (Monocotyledon)للوات الفلوة الواحدة 

Agrobaterium tumefaciens  ولكون تح ين المحاصيل . أو الفيروف على إصابة هلث النباتات

ادقتصادية هي من الأمور المهمة في توفير الغلام للل  يرت العديد من المحاودت لنول الجينات 

المحمولة في البلايميدات أو الفيرومات مباشرةي الى البروتوبلام  النباتي أو الأيزام الأخر  من النبات 

ي لنوع الأن جة النباتية الم تعملة تو م طرايق نول الجين الى : وبطرايق م تلفة وتبعا

:   نول الجين الى البروتوبلام :أودي      

      ان النول المباشر لجزيئات الدنا الى البروتوبلام  النباتي بهمتعمال الطرايق الفيزيايية م ل إمتعمال

 ،(PEG)الت ويب الكهربايي أو الحون المجهري أو الطرايق الكيميايية م ل إمتعمال البولي اثلين كلايكول 

قد تم تطويرها لتمكين الدنا من ادنتوال خلال يدار ال لية أو الغشام البلايمي الى داخل ال ايتوبلايم أو 

وتعتمد امتجابة البروتوبلام  لنول الجين المباشر لت على النوع النباتي اذ ان توالد النباتات من هلا . النواة

البروتوبلام  هي لي   صفة عامة في يميي الأنواع النباتية وللل  فان إنتاج نباتات خصبة متحولة 

ي في محاصيل البنجر  ي على الرغم من نجاح هلث الطريوة في إنتاج نباتات متحولة وراثيا ي بوي صعبا وراثيا

: الم تعملة في نول الجين المباشر في البروتوبلام  النباتي هي ال كري والري والشعير ومن الطرايق

           طريوة الت ويب الكهربايي .1

                                                            Electroporation mediated gene transfer 
.  الطريوة على إمتعمال نبضات كهربايية قصيرة في مجال كهربايي ذو فرا يهد عالي     تعتمد هلث

وهلا ي بب دخول الدنا الى داخل البروتوبلام  عن طريق خاصية النفاذية المؤقتة للغشام البلايمي 

 بين قطبين ويمرر تيار  (Buffer)توضي البروتوبلام  والدنا الغريبة في محلول دارئ. الدنالجزيئات 

ذو شدة عالية في هلا المجال اذ ي بب هلا الجهد تضرر الجدار في بعض نواطت وحدوث ثوون فيت 

وبالتالي فان يزيئات الدنا تنفل ب رعة خلال تل  ال وون الى داخل البروتوبلام  وت تمر العملية مادام 

ويمكن تح ين هلث (. 1-12شكل )الجهد الكهربايي مويود الى حين يوال الجهد وإعادة انغلاا ال وون 

 :التوانة باختيار قوة المجال الكهربايي المنامبة التي تعتمد على عدة عوامل ومنها

 .مدة النبضة للتيار الكهربايي .1

 .تركيب المحلول الدارئ ودرية حرارتت .2

 .تركيز الدنا الغريبة في المحلول .3

 .ك افة البروتوبلام  .4

 .حجم البروتوبلام  .5

قد مجل  في بهمتعمال هلث الطريوة (  (Transformation efficiency     ان كفامة التحول الوراثي 

. في محاصيل الحبون% 0.002في حين انها لم تتعد  %  0.2التبغ 
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 وتطبيواتـت التفـاعـل التضـاعفي ل ل لـة الدنامحاضرة : 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 المودمة 

لأول  PCRوإختصاااراي ( Polymerase chain reaction)وصااف التفاعل التضاااعفي ل اال االة الدنا    

على أماااااف أن عمل هلث التوانة هو مضاااااعفة قطعة 5561في عام  Kary Mullisمرة من قبل الباحث 

ي وخارج الج م الحي  Primersبويود الباديات  In vitro معينة من الدنا المنتجة من المجين الكلي إنزيميا

وتعد هلث العملية محاكاة  (Template DNA)والتي تربط بالتتابي المكمل لها على شااااااريط الدنا الوالب 

لما يحدث في الطبيعة في يميي الكاينات الحية والتي تتضااااااعف مادتها الوراثية أثنام ادنو اااااام فالتفاعل 

خارج الج اام الحي وقد توصاال الى ذل   Mullisب اايط ومحتوياتت مويودة منل قدم الحياة قبل ان ينفلها 

فرة الوراثية التي ت بب مرض فور الدم ألمنجلي بالـاااااصدفة عنـااااادما كان يبحث عن طريوة لتش يص الط

(Sickle cell anemia ) فتوصاااااال الى طريواة لتضاااااااعف قطعاة من الدنا مويودة  بكميات قليلة يداي

وان هلا ادكتشاااااف احدث ثورة في عالم البيولوييا الجزيئية تضاااااهي  زيرام الدرامااااات اللايمة عليها

، وعلى الرغم من Crik (5510) و Watsonزدوج للدنا من قبل ال ورة التي أحدثها اكتشاف التركيب الم

ي في م تبرات الوراثة الجزيئية  PCRعدم اهتمام الك يرين بت في البداية لكن اليوم تعد  التوانة الأك ر روايا

في يميي أنحام العالم والأمااااف اللي تعتمد عليت الك ير من الدراماااات على م اااتو  الدنا  وبهلا اماااتحق 

إمااتعمال قطرة دم أو شااعرة أو حتى خلية واحدة  اذ يعل  إمكانية 5550يايزة نوبل عام  Mullisعليها 

 . عليها PCRزيرام عمليات 

 متطلبات التفـاعـل التضـاعفي ل ل لـة الدنا

( Primers)والباااديااات  Taq DNA Polymeraseهي إنزيم بلمرة الاادنااا  PCRإن أهم متطلبااات     

 والاااانااااياااااوكاااالااااايااااوماااااااااايااااادات مااااانااااواااااوصااااااااااة الأوك ااااااااااجاااايااااان الااااا اااالاثااااياااااة الاااااف اااااااااافاااااور 

(Deoxynucleosid triphosphates ) والمحلول الااادارئ(PCR buffer ) الحااااوي على أيوناااات

فضاااااالاي عن يهااااي المبلمر الحراري ( DNA Template)وقاااالاااب الااادناااا ( Mg++)المغني اااااايوم 

(Thermocycler ) ي  :، وفيما يلي توضيح لهلث المتطلباتومكونات أخر  ميتم التطرا اليها دحوا

   :DNA Polymerase  إنزيم البلمرة - أ 

، اذ تعتمد هلث PCRيعد إنزيم بلمرة الدنا واحداي من المكونات الأمااااااامااااااية والريي ااااااة في تفاعلات      

لمكملة االتفااعلات على قاابلياة هالا ازنزيم على البنام وبالتالي مضاااااااعفة تتابعات محددث من الدنا الوالب 

لتتاابعاات البادئ للا فان ادهتمام في تطوير نوعية وكفامة هلا ازنزيم حظي باهتمام الك ير من الباح ين و 

الم ت لص   (Klenow fragment)امتهل العمل بهلث التوانة مي إنزيم البلمرة  .الم تصاين بهلا المجال

د أن هالا ازنزيم يفود الودرة على إ DNA Polymerase Iوهو من نوع   E. coliمن بكترياا الوولون 

البناام عناد تعرضاااااات الى الحرارة العاالية المطلوبة لم ااااااخ خيوط الدنا الوالب مما يجعل عملت يتوقف إد 

 Taqباهضااااااافاة كميات أخر  منت في كل دورة مما يعل الباح ين يتجهون إلى إمااااااتنباط نوع يديد هو 
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Polymerase  ي والاماعزول من البكت  Thermophallic)رياااا المحباااة للحرارة  الا اااابااا  حارارياااا

Eubacterium)   وتدعىThermus aqueticus  51إذ أن لت الودرة على ازماتمرار بنشاطت وبدرية 

مْ  ولت 61 – 71في البنام بين  +مْ وبنام قطي اطول من ازنزيم ال ااابق، إذ تتراوح افضاال دريات فعاليتت

نيوكليوتيدة في ال انية لكل يزيئت إنزيم إذ يضيف الوواعد   511 – 01بين   نشاط خاص في البنام يتراوح

دفي النجاح اللي حووت هلا ازنزيم الباح ين والشاااااركات الم تصاااااة الى كلونة الجين . OH-0عند النهاية  

 . لينتج على نطاا تجاري E. coliالم ؤول عن إنتايت ونولت الى داخل بكتريا 

 :  Primer البادئ -ن

-يعرف البادئ بكونت قطعة قصايرة من الدنا أو الرنا ترتبط بوالب شاريط  الدنا المفرد الشريط عند النهاية 

هناك عدة أنوع من . الضرورية لبدأ عمل إنزيم بلمرة الدنا  OHالمحتوية على مجموعة الهيدروك ايل  0

 (Universal)ت عااامااة  البااديااات ت تلف في طبيعتهااا باااختلاف نوع المؤشاااااارات فوااد تكون ذات تتااابعااا

ويمكن إمتعمالها مي مجين كل الكاينات، وقد تكون تل  الباديات مصممة بشكل خاص ليتعرف على موقي 

 .مت صص متويع بشكل عشوايي داخل المجين، وقد يصمم البادئ بويود ت ل ل معين في تركيبت

 : PCR buffer  المحلول المنظم أو الدارئ - يـ

المحلول اللي يحافظ على قيمة أماات الهيدروييني من التغيرات عند إضااافة حامض المحلول المنظم هو   

ويووم هلا المحلول بعملية تنظيم عمل إنزيم البلمرة والمحافظة على  ،أو قاعدة إليت أو عند ت فيف المحلول

ي لنوع ازنزيم الم اات دم يث مة من حوت تلف هلث المحاليل المنظ. نشاااطت للا أصاابح هناك العديد منها وفوا

تركيز مكوناتها والرقم الهيدروييني لها، إد أن الوياماية منها تحتوي على المكونات الريي اة م ل كلوريد 

مللي مولر والترف  5.1بتركيز  KClمللي مولر وكلوريد البوتامااايوم  11بتركيز  2MgClالمغني ااايوم 

وين من /حجم %1.5فضلاي عن  6.0مللي مولر ذي رقم هيدروييني  511بتركيز  Tri-HClالحامضي 

 . X5ويتم ت فيفت اثنام تحضير التفاعل ليصبح   10Xالجيلاتين ليصبح المحلول بووة 

 :النيوكليوميدات منووصة الأوك جين ال لاثية الفومفات  -د

Deoxynucleoside triphosphate  (dNTPs)  

وهي عبارة عن الوواعد النترويينية ادربي مي مااكر منووص الأوك ااجين وثلاث مجاميي من الفوماافات 

بدأي من نوطة   OHوالتي تشااااكل مادة بنام شااااريط الدنا واللي يووم إنزيم بلمرة الدنا باضااااافتت الى النهاية 

 :ارتباط البادئ بالوالب وبطول ي تلف ح ب نوع المؤشرات الم تعملة وهي

Deoxy Adenosine  Triphosphate   (dATP)   

Deoxy Thymosine  Triphosphate  (dTTP) 

Deoxy Guanosine   Triphosphate  (dGTP) 

Deoxy Cytosine     Triphosphate   (dCTP)     

وتضااااااف هلث المكونات الأربعة بتراكيز مت ااااااوية ومنامااااابة زيرام التفاعل ويعتمد ذل  التركيز على  

الجااهز لفعاالياة إنزيم بلمرة الدنا   Mg++ يؤدي الى قلاة  dNTPsوذلا  لأن يياادة تركيز  gM++تركيز 

  PCRبتركيز الباديات الم اااتعملة وطول الوطي المتضااااعفة وعدد دورات   dNTPsوكلل  يتاثر تركيز 
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ي                                 .     وياماكان الاوصااااااول الاى الاتااركاياز الامانااااماااااااااب تاجاريابااياااا
 

 :  DNA template قالب ألدنا -هـ 

ة للكشااف عن ويود أو غيان تتابي معين من موفرت طريوة مااريعة وكفو PCR إن التطور في توانات   

قواعد الدنا في نموذج ما مما يعل بازمكان تحليل مئات النماذج مرة واحدة وخاصة عند توفير قالب الدنا 

كما  (Genomic libraries)كالمكتبات المجينية الملايم اللي يمكن الحصااااول عليت من مصااااادر عديدة 

 .ويمكن الحصول على دنا الحيوانات والنباتات الم تلفة وبشكل تجاري ومن م تلف الأن جة وال لايا

 

  :Thermocycler  يهاي المبلمر الحراري -و

عند بداية  PCR المهمة لتوانة ان اكتشاف يهاي المبلمر الحراري اد  الى تجاوي الك ير من المحددات    

اكتشاااااافها إذ كان  ت اااااتعمل طريوة النول اليدوي للنماذج بين الحمامات المايية للحصاااااول على الدريات 

ولود تم  PCR،  ويعد هلا الجهاي من أهم متطلبات تفاعل PCRالحرارية المطلوبة لكل دورة من دورات 

حفرة بددي من  58ل الى حوالي تطوير هالث الأيهزة من نااحياة امااااااتيعاابهاا لعدد اكبر من العينات تصاااااا

الأنابيب وهلا ي اااارع في عملية تحضااااير النماذج وكلل  الكشااااف عن النواتج وعلى العموم يؤثر الجهاي 

الم اااتعمل في نتايج التفاعل والمدة الم اااتغرقة في كل دورة وعدد الدورات والوق  الم اااتغرا بين دورة 

مكن وذل  ليمني امااتطالة الباديات المرتبطة واللي يفضاال ان يكون اقصاار ما ي( Ramp time)وأخر  

 .  بالمواقي ال طأ

 : stages  PCR مراحل التفاعل التضاعفي ل ل لة الدنا  

ب لاث مراحل أو خطوات أمااامااية تتكرر في كل دورة من دورات التضاااعف  PCRتم تحديد تفاعل      

 : ، وهلث المراحل هي ولمدة يمنية محددة

 :     Denaturation الم خ .1

تعد هلث المرحلة الأولى والأماااااف في تحضااااير دنا الوالب مزدوج ال اااال اااالة للعمليات اللاحوة ومن       

أثنام الطور البيني من ادنو اام ال لوي وبوامطة   (In vivo)المعروف إن تل  العملية تحدث في ال لية  

الأواصااار  الشاااريطين يكون عن طريق ولأن ارتباط  Topoisomeraseو   DNA Helicaseإنزيمي 

الهيدرويينية فود ويد بان الحرارة العالية أيضااا تؤدي الى فتح الشااريطين وقد اماات مرت هلث الظاهرة في 

وذلاا  برفي دريااة الحرارة لمحلول التفاااعاال والاالي يحتوي على قااالااب  PCRتحويق المرحلااة الأولى من 

دقايق للحصاول على شريط مفرد ليعمل كوالب لبنام الوطعة  1–0ولوق  يتراوح بين  مْ  51–52 الدنا إلى

المكملاة لهاا وتعتماد عملياة الم ااااااخ على عادد من العوامال كنوعياة دناا الواالب ومصاااااادرث ونوع ازنزيم 

 . الم ت دم

 :   Primer annealing مرحلة ارتباط البادئ  .2

د اط الباديات مي التتابعات من الوواعوهي المرحلة التي تأتي بعد مرحلة الم اااخ مباشااارة إذ يتم فيها ارتب  

النترويينياة المكملاة لهاا في الشااااااريط المفرد من ألدنا الوالب وذل  ببنام الأواصاااااار الهيدرويينية بينهما 

وتعتمااد دريااة الحرارة وطول الفترة الزمنيااة اللايمااة لهاالث المرحلااة على العااديااد من العواماال التي تحاادد 

ويتم احت ااااااان درية الحرارة  G+Cئ ون اااااابة احتوايت على قواعد  ومنها تركيز وطول الباد ،كفاامتها

اللايماة للارتباط من خلال تطبيق احد  المعاددت الح ااااااابية الملايمة لطول البادئ وذل  دماااااات راج 
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والتي يمكن Melting temperature  (Tm  ) منت والتي ت مى %11الدرية الحرارية الحويوية لتفك  

 :ة الأتيةح ابها على وفق المعادل

Tm       ( = عدد قواعدT+A × )2 ºم ( + عدد قواعدC+G × )4 ºم 

 :stage  Extension   مرحلة ادمتطالة -3  

للبادئ  OHالى النهاية  dNTPs  وتتضامن عملية إضافة   PCRوهي المرحلة ادخيرة من تفاعل        

عند منطوة ارتباطت بوالب الدنا لتكوين شاااااريط دنا مكمل للل  الوالب من قبل إنزيم البلمرة، و ان افضااااال 

 .مº 72درية حرارية تتم فيها عملية ادمااااتطالة وهي الدرية الملايمة دعطام أعلى فعالية لمنزيم وهي 

المؤشارات التي تعطي نواتج تضاعف أما المدة اللايمة للل  فت تلف ح اب نوع المؤشارات الم اتعملة و

كبيرة الحجم تحتاج الى وق  اطول من تل  التي تعطي نواتج تضاااعف قصاايرة وذل  لودرة إنزيم البلمرة 

نيوكليوتيدة في ال انية وعلى العموم تكون  511 – 01على بنام  Taq DNA polymeraseالم اااات دم 

وذل  لضااامان اماااتطالة  PCRرة الأخيرة لتفاعلات في الدو( دقايق 51)الفترة اللايمة للاماااتطالة أطول 

دورة  41وهي  PCRتجدر ادشااااارة الى ان عدد الدورات الم اااتعملة في تفاعلات . يميي نواتج التفاعل

كافية للحصااول على عدد ن ااخ ملايمة  للدنا الهدف بحيث يمكن رايتها عند الكشااف عنها بهمااتعمال هلام 

فيتم بعدة  PCRاما الكشااااااف عن نواتج . ل بعد ذل  العدد من الدوراتادكااروي كماا ان فعالية ازنزيم تو

ي الهجرة الكهربايية باماتعمال هلام ادكاروي والتصابيغ بهمتعمال بروميد ادي يديوم  طرايق أك رها شايوعا

والكشااف بهمااتعمال ادشااعة فوا البنف ااجية أو بهمااتعمال هلام متعدد ادكريل امايد والتصاابيغ بهمااتعمال 

 .ن عدة ماعاتان الطريوتاالفضة مي الكشف المباشر بالعين المجردة وت تغرا هاتنترات 

 

 

 

. 

 

 

 

 


