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 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 مقدمه
  جٙس اس سِّٛی دیٛارٜ یه دارای سیتٛپلاسٕی غطبء ثز ػلاٜٚ ٌیبٞی ٞبی سَّٛ
  ٞب آٖ ضذٖ ٔتلاضی ٚ خزد اس ٔب٘غ ٚ ضذٜ ٞب آٖ استحىبْ ثبػث وٝ ٞستٙذ سِّٛش

  سَّٛ درٖٚ ثٝ سا ثیٕبری ػٛأُ ٚرٚد اس حذٚدی تب ٕٞچٙیٗ ٚ ٌزدد ٔی
 .وٙذ ٔی جٌّٛیزی

  وٝ آٖ درٖٚ ٔحتٛیبت ٚ سیتٛپلاسٕی غطبء ضٛد ثزداضتٝ ٌیبٜ سِّٛی دیٛارٜ اٌز
  آٖ ثٝ وٝ ٔب٘ذ ٔی ثبلی ثبضذ ٔی ٞستٝ ٚ ٞب ا٘ذأه ،سِّٛی ضیزٜ ضبُٔ

  ایجبد پتب٘سیُ پٛضص ثذٖٚ یبختٝ ایٗ ٌٛیٙذ ٔی  (Protoplast)پزٚتٛپلاست
 .دارد را وبُٔ ٌیبٜ یه تِٛیذ ٚ ،رضذ سِّٛی تمسیٓ، سِّٛی دیٛارٜ

  اس پس .ٌیزد ٔی صٛرت سیبدی ٞبی استفبدٜ ٌیبٞی سَّٛ پزٚتٛپلاست اس
 ٞبی ٞیجزیذ تٛاٖ ٔی ٞب آٖ تزویت ثب پزٚتٛپلاست سبسی خبِص ٚ  جذاسبسی

   .آٚرد ٚجٛد ثٝ آیٙذ ٕ٘ی ثذست جٙسی تلالی ثب وٝ را ٔؼَٕٛ غیز
 فیشیِٛٛصیه ٔغبِؼبت پزٚتٛپلاست در سِّٛی دیٛارٜ ٚجٛد ػذْ دِیُ ثٝ ٕٞچٙیٗ

 .ضٛد ٔی ا٘جبْ تز راحت ٞب سَّٛ فؼبِیت رٚی ثز ٔٛاد خبرجی اثزات ثزرسی ٚ
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 پروتوپلاست جداسازی

 یبٚ  سبلٝ،ریطٝ ثزي،٘ٛ سبلٝ،پٟٙهتٛاٖ اس  ٔی پزٚتٛپلاست جذاسبسیجٟت 
  سٔیٙی سیت ثزي ٌزْ یهاس  استفبدٜ ثب. وزدفبدٜ تاس سِّٛی سٛسپب٘سیٖٛ

 ٔیآٖ ٞب س٘ذٜ ٚ فؼبَ  درصذ 80حذٚد  وٝ وزدجذا  پزٚتٛپلاست 108ٔیتٛاٖ
ٚ ثبس  سیبد سِّٛی تمسیٓلذرت  داضتٗ دِیُجٛاٖ ثٝ  ثزيسبلٝ ٚ  ٘ٛ. ثبضٙذ
  ثزای خٛثیٕ٘ٛ٘ٝ  ٔصٙٛػی ٞبی ٔحیظٚ رضذ ثٟتز در  (Regeneration)سایی
 .ثبضذ ٔی  آسٔبیطبت ایٗ

ٔثُ   دیٛارٜ وٙٙذٜٞضٓ  ٞبی آ٘شیٓجٛاٖ اس  ٞبی ثزياس  استفبدٜدر صٛرت 
سَّٛ   ایجبدٚ جٟت  (Hemicellulase)سّٛلاس ٕٞیٚ  (Cellulase)سّٛلاس

ثذست   پزٚتٛپلاستضٛد تب  ٔی استفبدٜ (Pectinase)پىتیٙبس آ٘شیٓٔجشا اس  ٞبی
  جٌّٛیزیٚ  ٔحیظ اسٕشی پتب٘سیُحفظ  ثزای آ٘شیٕیصٛرت ا٘جبْ ٞضٓ  در.آیذ
ٔثُ  اسٕشی ٞبی وٙٙذٜ تٙظیٓسَّٛ ٞب اس  تزویذٖٚ  خٛردٌی چیٗاس 

 . ضٛد ٔی استفبدٜ (Sorbitol)سٛرثیتَٛٚ  (Manitol)ٔب٘یتَٛ
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  ٔی جذیذ ٌیبٞبٖ تِٛیذ ثزای ٔٙبسجی ٔٙجغ ٌیبٞی ٞبی سَّٛ پزٚتٛپلاست
 .ٌیزد ٔی صٛرت آ٘شیٕی ٚ ٔىب٘یىی رٚش ثٝ پزٚتٛپلاست جذاسبسی.ثبضذ

  عبلت ٚ عٛلا٘ی ثسیبر چٖٛ رٚد ٔی وبر ثٝ أزٚسٜ ٘ذرت ثٝ ٔىب٘یىی رٚش
 ٔشیت أب آیذ ٔی ثذست رٚش ایٗ اس وٕتزی پزٚتٛپلاست ٚ است فزسب

  ٞبی رٚش اس استفبدٜ جب٘جی ػٛارض وٝ است ایٗ رٚش ایٗ اس استفبدٜ
 .است وٕتز ضذٜ استخزاج ٞبی پزٚتٛپلاست در ٘بخبِصی ٚجٛد ٚ آ٘شیٕی

  پزٚتٛپلاست جذاسبسی اس پس.دارد ثیطتزی وبرثزد آ٘شیٕی رٚش أزٚسٜ 
  ٚ ضٛ ٚ ضست ٔختّف ٞبی رٚش ثٝ وٝ ضٛد ا٘جبْ ٞب آٖ سبسی خبِص ثبیستی

 ٚر ،غٛعٝ  (Sedimentation and washing)سبسی ٘طیٗ تٝ
 .پذیزد صٛرت تٛا٘ذ ٔی غّظت ضیت اس استفبدٜ یب ٚ  (Floating)سبسی

 پروتوپلاست جداسازی
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 پروتوپلاست حیاتیقدرت  گیری اندازه

  ٞبی استفبدٜ جٟت ثبیستی ٞب پزٚتٛپلاست سبسی خبِص ٚ جذاسبسی اس پس
 .ضٛد ٔی ثزرسی ٚ ارسیبثی ٞب آٖ حیبتی لذرت ٔیشاٖ ثؼذی

 یب (Fluorcin Diacetate)استبت دی فّئٛرسیٗ رً٘ اس ٔٙظٛر ثذیٗ
FDAٜثٝ ٔیىزٚسىٛح سیز در فؼبَ ٚ س٘ذٜ ٞبی پزٚتٛپلاست.ضٛد ٔی استفبد  

  دیذٜ لزٔش رً٘ ثٝ فؼبَ غیز ٚ دیذٜ آسیت ٞبی پزٚتٛپلاست ٚ سجش تب سرد رً٘
 .ضٛ٘ذ ٔی
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 پروتوپلاست ترکیب

  ٞیجزیذی ٞبی سَّٛ ایجبد جٟت ٌیبٞی ٞبی پزٚتٛپلاست أتشاج یب تزویت
  جذاسبسی اس پس.ٌیزد ٔی صٛرت ضذٜ اصلاح ٌیبٞبٖ جذیذ ٘سُ ٟ٘بیتب ٚ جذیذ

 .ثبضذ ٔی پلاسٕبیی غطبء آٟ٘ب تزویت ثزای ٔب٘غ تٟٙب پزٚتٛپلاست

  ٞٓ ثٝ اثتذا ثبیذ وٙٙذ ٔی پیذا تٕبس ٞٓ ثب پزٚتٛپلاست پلاسٕبییذٚ غطبء ٚلتی
  تزتیت ثذیٗ.ضٛ٘ذ تزویت یىذیٍز ثب ٔٙبست ٔحزن اس استفبدٜ ثب سپس ٚ چسجیذٜ

  حبلات ضٛ٘ذ  تزویت ٞٓ ثب پزٚتٛپلاست دٚ ٚلتی.ضٛد ٔی حبصُ ص٘تیىی تٙٛع
  دٚ سَّٛ یه ضٛ٘ذ تزویت ٞٓ ثب ٞستٝ دٚ اٌز . ضٛد حبصُ است ٕٔىٗ ٔختّفی

  ثبلی سیتٛپلاسٓ در ٞٓ اس جذا ٞستٝ دٚ اغّت ِٚی آیذ ٔی ثذست حمیمی رٌٝ
 .ٔیذٞٙذ را  (Heterocaryon)ٞتزٚوبریٖٛ تطىیُ ٚ ٔب٘ذ ٔی
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 پروتوپلاست ترکیب

  دٚ ایٗ ثٕب٘ذ ثبلی ٚاِذیٗ اس یىی ٞستٝ فمظ ٚ ثزٚد ثیٗ اس ٞب ٞستٝ اس یىی اٌز
 ا٘تمبَ ثزای ٔفیذ رٚش یه حبِت ایٗ وٝ ٘بٔٙذ ٔی  (Cybrid)سبیجزیذ را ري

  ثزای ٞب سبیجزیذ رٚی ثز حبضز حبَ در.ثبضذ ٔی سیتٛپلاسٕی تٛارثی اعلاػبت
 .ضٛد ٔی ٔغبِؼٝ  ٞب وص ػّف اس ثزخی ثزاثز در ٔمبٚٔت لذرت افشایص

 جذیذ تزویجبت خّك ثزای ٔٙبسجی ثسیبر رٚش پزٚتٛپلاست تزویت وّی عٛر ثٝ
 .ثبضذ ٔی سیتٛپلاسٓ ٚ ٞستٝ اس

  

  پروتوپلاست ساختار
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نیازمورد  وسایلمواد و    

  (Monitol) ٔب٘یتَٛ.1

 وّسیٓ وّزٚر.2

    (Propylegallate)ٌبِیت پزٚپیّٗ.3

  (Cellulase)سّٛلاس آ٘شیٓ.4

  (Meserozyme)ٔسزٚسایٓ آ٘شیٓ.5
 (Dericelase)سلاس دری.6 

 پزٚتٛپلاست سِّٛی ٚ دیٛارٜ ضٛی ٚ ضست ٕ٘ىی ٔحَّٛ.7

 استبت دی فّٛئٛرسیٗ رً٘.8

 سب٘تزیفیٛص ِِٛٝ.9

   تیغ.10
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 کار روش

 :وٙیذ ػُٕ سیز رٚش ثٝ لٙذ چغٙذر اس پزٚتٛپلاست جذاسبسی جٟت

  تمسیٓ سیی سی 2تب1 وٛچه لغؼبت ثٝ تیغ تٛسظ را جٛاٖ ٞبی ثزي اثتذا-1
 .ٕ٘بییذ

  جب٘جی اثزات اس جٌّٛیزی ٚ پزٚتٛپلاست جذاسبسی در سِٟٛت ثزای-2
  ِیتز ٔیّی40  در سبػت 2 ٔذت ثٝ را جٛاٖ ٞبی ثزي اثتذا آسٔبیص ٔزاحُ
  ٔب٘یتَٛ ثب پزٚتٛپلاست ٚ سِّٛی دیٛارٜ ضٛی ٚ ضست ٕ٘ىی ٔحَّٛ

  در ٔسبٚی ٘سجت ثٝ ٔٛلار ٔیّی0.1 ٌبِیت پزٚپیُ ٚ سذیٓ درصذ،وّزٚر9
  پیص ٔٙظٛر ثٝ وٝ ٔزحّٝ ایٗ اس پس.دٞیذ لزار آسٔبیطٍبٜ دٔبی در ٚ تبریىی

  استزیُ سب٘تزیفیٛص ای ِِٛٝ در را ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ ضٛد ٔی ا٘جبْ ٞب سَّٛ پلاسِٕٛیش
 .وٙیذ سب٘تزیفیٛص rpm 500 در دلیمٝ 5 ٔذت ثٝ ٚ ریختٝ
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  ٔیّی 10 در را رسٛة ٚ  ریختٝ دٚر را رٚیی ٔحَّٛ سب٘تزیفیٛص پبیبٖ اس پس-3
  درصذ،5/0ٔسزٚسایٓ ،درصذ0/5سّٛلاس ٞبی آ٘شیٓ ضبُٔ آ٘شیٕی ٔحَّٛ ِیتز

  ضست ٕ٘ىی ٔحَّٛ ٚ ٔٛلار ٔیّی0/1 ٌبِیت پزٚپیُ اضبفٝ ثٝ درصذ0/5دریسلاس
  ثٝ ٚ وٙیذ ٕٞٛصٖ ٚ دادٜ لزار پزٚتٛپلاست ٚ سِّٛی دیٛارٜ ٚضٛی
  جذاسبسی تب لزاردٞیذ ٌزاد سب٘تی درج37ٝا٘ىٛثبتٛر در سبػت12ٔذت

 .پذیزد صٛرت پزٚتٛپلاست
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  در را ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ آرأی ثٝ فٛق ٔحَّٛ اس ٞب پزٚتٛپلاست جذاسبسی جٟت -4
  ثب دلیمٝ 5 ٔذت ثٝ ٚ وٙیذ ٔٙتمُ استزیُ سب٘تزیفیٛص ِِٛٝ داخُ

 .وٙیذ سب٘تزیفٛصrpm700دٚر

 

 حبٚی وٝ را رسٛة ٚ ریختٝ دٚر را رٚیی ٔحَّٛ سب٘تزفیٛص پبیبٖ اس پس-5
  ٔحَّٛ ِیتز ٔیّی 10حبٚی آسٔبیص ِِٛٝ ثٝ است ضذٜ جذا ٞبی پزٚتٛپلاست

  ٘سجت ثٝ پزٚتٛپلاست ٚ سِّٛی دیٛارٜ ٚضٛی ضست ٔحَّٛ ٚ ٌبِیت پزٚپیُ
  ٚ وٙیذ سب٘تزیفٛصrpm700دٚر ثب دلیمٝ 5ٔذت ثٝ ٔجذدا ٚ دٞیذ لزار ٔسبٚی
  تىزار دٚثبر حذالُ را ٔزحّٝ ایٗ سبسی خبِص جٟت ٚ وزدٜ جذا را رسٛة

  ثذست ٞبی پزٚتٛپلاست.وٙیذ جذا را خبِص ٞبی پزٚتٛپلاست سپس ٚ وٙیذ
  ا٘ذاسٜ جٟت.ثبضٙذ ٔی سبلٝ ٘ٛ ایجبد ٚ ٔٙبست وطت ٔحیظ ثٝ ا٘تمبَ آٔبدٜ آٔذٜ

  پزٚتٛپلاست حبٚی سٛسپب٘سیٖٛ اس لغزٜ چٙذ پزٚتٛپلاست حیبتی لذرت  ٌیزی
  ٔخّٛط دلیمٝ یه ٔذت ثٝ استبت دی فّٛئٛرسیٗ رً٘ ثب را ضذٜ خبِص  ٞبی

 را فؼبَ ٚ  س٘ذٜ ٞبی پزٚتٛپلاست.وٙیذ ٔطبٞذٜ فّٛرسٙت ٔیىزٚسىٛح ثب ٚ وزدٜ
  ٔی ٔطبٞذٜ لزٔش رً٘ ثٝ را دیذٜ آسیت ٞبی پزٚتٛپلاست ٚ  سجش تب سرد رً٘ ثٝ

     .وٙیذ
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