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تقنيات زراعة الخلايا النباتية: Plant Cells
ان الخلايا النباتية وبعض الأحياء الأخرى المعتمدة على الضوء تعتبر مفتاحا للحياة على الأرض من خلال موقعها الفريد ككائنات منتجة أولية في السلاسل الغذائية، فهذه الخلايا تستطيع ان تمتص الطاقة الشمسية وخصوصا المدى المرئي من الضوء واستخدامها في عمليات التايض الذي يتم بواسطة الكلوروفيل وتستعمل لتثبيت ثاني أوكسيد الكاربون الجوي وتحويله إلى سكريات داخل الخلايا. فالنباتات مجبرة على التغذية الذاتية الضوئية ولذا فهي تعتبر الحلقة الوحيدة (مع بعض الأحياء التي تعتمد على الضوء) التي تقوم بتحويل الطاقة الضوئية الواصلة إلى الأرض من الشمس إلى طاقة كيمياوية مخزونة في أواصر المواد المنتجة، ولذلك فان عملية التخليق الضوئي تفك ضائقة الخلايا النباتية من قيود توفر مصادر كاربوهيدراتية خارجية وتكون احتياجاتها الغذائية في البيئة بسيطة جداً. 
أهمية النباتات للتقنية الحيوية:
بالإضافة إلى المحاصيل ، تنتج العديد من النباتات مركبات لها قيمة تجارية. يستمد أكثر من ثلاثة أرباع المنتجات الطبيعية المعروفة (32000) من النباتات. وتشمل هذه الأدوية والأدوية مثل الأتروبين والمورفين و الديجوكسين والزيوت العطرية والعطور مثل المنثول والفراولة والفانيليا والكافور camphor والأصباغ مثل الأنثوسيانين. بيتاسيانين betacyanin وسافرون saﬀron ومنتجات متخصصة مثل الإنزيمات ومبيدات الفطريات ومبيدات الآفات و البيبتيدات و الفيتامينات والأصباغ، ولعل أكثر المنتجات النباتية شهرة هي المخدرات narcotics مثل الأفيون opium والكوكايين cocaine والمورفين morphine.
ان أهمية النباتات في علم التقنية الحيوية تأتى من اوجه عديدة و ان الفائدة قد تكون مباشرة أو غير مباشرة و منها:
1. ، بالنسبة للاستفادة المباشرة فان النباتات تلبي حوالي 90% من حاجة الإنسان للسعرات الحرارية وحوالي 80% من المواد البروتينية.
2. تشكل النباتات مصدر طاقة لا ينضب، حيث يمكن تنمية النباتات السريعة النمو لانتاج الكتلة الحيوية التي تكون غنية بالطاقة وتستعمل الأخيرة لتحول إلى وقود حيوي Biofuel مثل الايثانول أو إنتاج الغاز الحيوي Biogas أو الطبيعي التي تستعمل لانتاج الطاقة بعد حرقها.
3. تعتبر المملكة النباتية مصدرا للعديد من المواد الكيمياوية وهي بصورة رئيسية نواتج ايض ثانوي تنتج من خلايا متخصصة ومن هذه المواد:
أ) المواد الصيدلانية Pharmaceuticals مثل القلويدات Alkaloids، الستيرويدات Steroids ومواد الأنثراكينون (Anthraguinones)
ب) الحليب النباتي Latex مثل المطاط أو المواد المشابهة.latex (plural latexes or latices ) 
· a milky fluid found in many plants, notably the rubber tree, which coagulates on exposure to the air. 

· a synthetic product resembling this, used to make paints, coatings, etc.

ج) الصبغات Dyes المختلفة التي يمكن استخلاصها واستخدامها في التصنيع الغذائي.
د) المواد المستعملة للأغراض الزراعية مثل المبيدات مثل Pyrethrins.
ھ) مواد التجميل وملحقاتها.
و). المضافات الغذائية مثل مواد النكهة Flavors والمحليات ذات السعرات الحرارية القليلة.
ز) الشموع على اختلاف أنواعها.
ح) الصموغ التي هي عبارة عن سكريات مكوثرة (متعددة).
4. إنتاج الأنزيمات: إذ تعتبر النباتات مصدرا مهما لإنتاج بعض الأنزيمات المهمة التي لم يكن بالإمكان استبدالها مثل الأنزيمات المحللة للبروتينات الحاوية على Sulfhydryl groups في مواقعها الفعالة مثل إنزيم البابين Papain المستخرج من نبات Papaya وإنزيم Bromelain المستخرج من الأناناس وإنزيم Ficin المستخرج من أشجار التين وكذلك الأنزيمات المحللة للنشأ بنوعيها الالفا والبيتا (α-Amylases & β ) التي تستخرج من الحبوب وأنزيمات Lipoxygenases المستخرجة من فول الصويا والأنزيمات المحللة للبكتين Pectinases المستخرجة من الفواكه الحمضية وغيرها من الأنزيمات. 
5. إمكانية استعمال مزارع الخلايا النباتية في عمليات التحويل، حيث تستعمل الخلايا النباتية أو مشتقاتها لتحويل الستيرويدات فتقوم الأنزيمات الموجودة في الخلايا النباتية بتغير المجاميع الفعالة على هذه المواد مؤدية إلى إنتاج مواد فعالة حيويا. وعمليات التحويل الحيوي يمكن ان تتم نتيجة لفعالية إنزيم واحد أو اكثر ويمكن ان تتم بطريقيتن:
ا. استعمال خلايا نباتية كاملة عالقة دون استعمال النبات أو باستعمال الخلايا النباتية المقيدة.

ب. استعمال بعض مكونات الخلايا النباتية التي تحوي على الأنزيمات المعينة ومن الأفضل استخلاص الأنزيمات وتنقيتها ثم تقييدها واستعمالها لأجراء التحولات.
يمكن إدخال بعض المواد المشابهة للمواد الوسطية التي توجد في النباتات إلى النباتات وتقوم الأخيرة بإجراء التحولات الحيوية عليها وبالتالي الحصول على مواد نشطة حيويا. وخلال عمليات التحول الحيوي يمكن ان تحدث العديد من التفاعلات وتكون هذه متخصصة من ناحية التوزيع الفراغي للجزيئات، ومن هذه التفاعلات إضافة مجموعة هيدروكسيل، إضافة مجموعة المثيل أو إزالتها، تفاعل الاسترة، تغير مواقع المجاميع، تفاعل التصوبن وغيرها ، أما المواد التي يمكن ان تجرى عليها هذه التحولات فتشمل أنواع مختلفة منها مواد حلقية، الستيرويدات، الكومارينات Coumarins ، التربينات Terpenoids.

terpene : any of a large group of volatile unsaturated hydrocarbons with cyclic molecules, found in the essential oils of conifers and other plants. 
coumarin: a vanilla-scented organic compound found in many plants. 
6. أما النباتات المائية فهي تزيد من أهمية المملكة النباتية بالنسبة للتقنية الحيوية، فنباتات مثل زنابق البحر يمكن ان تنمى بكميات كبيرة وتحصد بسهولة لأنها نباتات طافية وتجفيفها واستعمالها كمواد علف.
7. يمكن استعمال الكتلة الحيوية النباتية Plant Biomass وحرقها لانتاج الطاقة الكهربائية.
8. ان النباتات تكون مصدرا لا ينضب للزيوت النباتية كما هو الحال في المحاصيل الزيتية. والزيوت النباتية يمكن ان تخلط مع زيوت أخرى وتستعمل لتشغيل المكائن مثل مكائن الديزل. وتوجد بعض النباتات لها القابلية على إنتاج أنواع من الهيدروكاربونات التي يمكن ان تستعمل كوقود مباشرة كما هو الحال في أشجار Hevea brasiliensis التي تنتج أيضا المطاط الطبيعي وكذلك أشجار Euphorbia التي تنتج بعض أنواع الهيدروكاربونات بالإضافة إلى الحليب النباتي.

التطورات الحديثة للتقنيات في المملكة النباتية هو إمكانية استعمال الخلايا النباتية من أي جزء من أجزاء النباتات بمفردها بدلا من استعمال النباتات الكاملة. حيث بدأت عمليات زراعة الخلايا النباتية بشكل عالق مشابه لمزارع الخلايا الميكروبية أحادية الخلايا مع بدأ القرن الماضي وقد تعثرت مسيرة هذه التقنية إلى حوالي العقد الخامس والسادس من القرن الماضي ثم بدأت تتطور بسرعة بعد الستينات وقد حصلت تطورات مهمة منها استعمال مزارع البروتوبلاست بدلا من الخلايا الكاملة
ان تطور عمليات زراعة الخلايا النباتية له فوائد عديدة تفوق زراعة النباتات الكاملة ومن هذه الفوائد:

1. ان الخلايا النباتية يمكن ان تنمى في المختبرات على أوساط تركيبية معروفة وهذا يؤدي إلى توفر المواد النباتية على مدار السنة بعيدا عن تأثير الظروف البيئية واختلاف المواسم، بالإضافة إلى أنها ستكون كفوءة لان مثل هذه المزارع ستكون بعيدة عن كثير من المعوقات مثل الإصابات الحشرية والفطرية التي تصيب النباتات في الحقل.
2. ان العديد من المواد التي تستخرج من النباتات هي نواتج ايض ثانوي التي تنتج من خلايا متخصصة وتنتج عندما ينخفض معدل النمو، عليه فان الخلايا يمكن ان تنمى إلى كثافة عالية وعندها يمكن ان تشرع الخلايا بعمليات الايض الثانوي أو تقيد Immobilized الخلايا إلى مساند خاصة تستعمل لعمليات الإنتاج، كما ان عمليات التايض الثانوي يمكن ان تبدأ بتغير الوسط الذي يكون خاصا ويعتمد على المواد المراد إنتاجها، بالإضافة إلى ذلك فان عمليات إنتاج مواد الايض الثانوي يمكن التحكم فيها وزيادتها من التحكم بكمية الضوء المسلط أو الطول الموجي له.
3. ان عالق الخلايا النباتية يتيح الفرصة لإجراء العديد من التحسينات على النباتات مثل عزل خلايا مقاومة للمبيدات التي تستعمل في الحقل، أو عزل خلايا تنتج الحوامض الأمينية بكميات كبيرة وإنشاء نباتات منها ذات قيمة غذائية افضل. كما يمكن تطبيق وسائل تحسين السلالات المستعملة للخلايا الميكروبية على الخلايا النباتية العالقة أو البروتوبلاست لانتاج نباتات ذات مواصفات مرغوبة.
4. ان عالق الخلايا النباتية يوفر فرص ووسائل جيدة لدراسة أنظمة التخليق النباتي مثل إنتاج مواد الايض الثانوي، دراسة حث الأنزيمات، التعبير عن الجينات ودراسات أخرى لا يمكن دراستها على النباتات الكاملة وذلك لطول فترة النمو وظهور نتائج التأثير يكون متأخرا.
من المشاكل التي تواجه المزارع العالقة للخلايا النباتية:

ان الخلايا تميل للتجمع والتكتل مع بعضها لتكوين تجمعات وكتل صغيرة وهذا يعيق عملية التهوية وكذلك يجعل النماذج المأخوذة غير متجانسة، كما أنها تعرقل عملية الخلط مما يؤدي إلى خلق بيئات صغيرة غير متجانسة، بالإضافة إلى هذا الميل للتجمع فان بعض الخلايا تفرز مواد سكرية مكوثرة Meringue وتكون بعض الأحيان بكميات كبيرة تؤدي إلى إعاقة التهوية والخلط ويمكن التغلب على هذه المشاكل بتغير تركيب الوسط الغذائي.
مخمرات الخلايا النباتية:

ان الخلايا النباتية كبيرة وهشة وحساسة للضغوط الميكانيكية وتكون أيضا بطيئة النمو، ولغرض ان تنتج العديد من المواد مثل مواد الايض الثانوي يجب ان تكون الخلايا في حالة راحة او توقف النمو وربما حصول حالة التخصص او تجمع الخلايا مع بعضها البعض. وقد استخدمت العديد من المخمرات لتنمية الخلايا النباتية منها الدوارق الهزازة، مخمرات الخلط الغازي  Pneumatic fermenter، المخمرات العمودية حيث يضخ اليها الهواء باستمرار. وقد استخدمت الخلايا النباتية المقيدة Immobilized plant cells داخل العديد من المواد. وعند استعمال المخمرات يؤخذ بنظر الاعتبار في جميع الاحوال ان الخلايا حقيقية النواة بطيئة النمو وبطيئة التفاعل وهذا يستوجب بقاء مواد الاساس بتماس مع الخلايا لفترة طويلة وتحت ظروف مشددة من التعقيم.
التقييد Immobilization: ويقصد بها العملية التي بواسطتها تحدد حركة العوامل المساعدة الحيوية مثل الخلايا او مشتقاتها او الانزيمات بامتزازها على سطوح مواد ساندة او اقتناصها في داخل المواد مثل الالياف والهلامات او المواد البلاستيكية وغيرها.
زراعة الأنسجة النباتية: Plant Tissue Culture

تعتبر تقنيات زراعة الانسجة النباتية احد التقنيات الحيوية الحديثة التي لها دورا هاما في خدمة الانسان خاصة في مجال الانتاج النباتي. ويقصد بزراعة الانسجة نمو خلايا او انسجة او اجزاء نباتية مختلفة في اواني زجاجية واحيانا بلاستيكية تحتوي على بيئات مغذية صناعية تتكون من العناصر الغذائية التي يحتاجها النبات ويتم ذلك تحت ظروف كاملة التعقيم، والاواني بما تحتويه من بيئة ومادة نباتية يطلق عليها اسم (مزرعة نسيجية) والمزارع يتم حفظها في حاضنات يمكن التحكم في درجات حرارتها وإضاءتها وفقا للاحتياجات المناسبة للنبات.

أنواع مزارع الأنسجة النباتية:


نظرا للدور الهام لتقنيات زراعة الانسجة النباتية في مختلف البحوث والدراسات الاساسية والتطبيقية والتي يتم تنفيذها بعد ذلك على المستوى التجاري، فان تعبير زراعة الانسجة النباتية يكون تعبيرا شائعا، ومن المفيد استخدام تعبيرات اكثر تحديدا وتخصصا لخدمة المجالات المختلفة:

1- زراعة النبات Plant culture: ويقصد بها زراعة البادرات Seedlings والنباتات الكاملة.

2- زراعة الاعضاء Organs culture: ويقصد بها زراعة الاعضاء النباتية مثل الاوراق والجذور وغيرها.

3- زراعة الكالس Callus culture: ويقصد بها زراعة الخلايا الغير متميزة والتي تكونت على الاجزاء المجروحة للمنفصلات النباتية Explants. والكالس كتلة غير متميزة ونموه غير متخصص قد تكون هذه الكتلة بشكل هش او متماسكة اعتمادا على نوعية النبات المأخوذة منه وكذلك على نوعية الوسط الزرعي الذي تعيش عليه. يؤخذ الكالس ويفتت بالطرق الميكانيكية أو الإنزيمية ثم تزرع الخلايا على نفس الوسط الغذائي ولكن بشكل سائل وفي حاضنات هزازة.

4- زراعة الجنين Embryo culture: ويقصد بها زراعة الاجنة المفصولة سواء كانت اجنة مكتملة او غير مكتملة النمو.

5- زراعة الخلايا المعلقة Suspension culture: ويقصد بها زراعة الخلايا بصورة منفردة او على هيئة تجمعات خلوية صغير جدا في بيئة مغذية سائلة.

6- زراعة البروتوبلاست Protoplast culture: ويقصد بها زراعة الخلايا منزوعة الجدران. ويتم تحضير البروتوبلاستات من أي جزء من النبات ويفضل تحضيرها من الأجزاء النباتية التي تكون فيها الطبقات الوسطى رقيقة مثل النسيج الحشوي للأوراق، أو استعمال الخلايا في المناطق سريعة النمو. وتستعمل بعض الانزيمات لإزالة الجدران الخلوية، وتنمى البروتوبلاستات في أوساط غذائية مشابهة للأوساط المستعملة للخلايا النباتية ولكن بتوفير السند التنافذي لمنع انفجارها لعدم وجود الجدران.

7- زراعة المتك Anther or haploid culture: ويقصد بها زراعة المتوك كاملة وبداخلها حبوب اللقاح او زراعة حبوب اللقاح، وتحتوي الخلايا في هذه الحالة على نصف العدد الأصلي من الكروموسومات للخلايا الطبيعية أو الجسمية. تستعمل هذه المزارع للأغراض الدراسية أو لانتاج بعض المواد الخاصة وهي مهمة ايضا في برامج تربية النبات.

إكثار النبات باستخدام تقنيات زراعة الأنسجة:

ان من اهم التطبيقات العملية ذات التأثير الفعال والملموس لاستخدام تقنيات زراعة الأنسجة على المستويين العلمي والتجاري هو ما يعرف بالإكثار السريع او الإكثار الدقيق (Micropropagation) او (In vitro propagation). ويعتمد الإكثار الدقيق بصفة أساسية على فصل الجزء النباتي (Explant) من النبات الام واعادة زراعته تحت الظروف كاملة التعقيم على بيئة صناعية تعوضه عن النبات الام وتناسب نموه وتطوره. وعادة يتم استخدام القمم المرستيمية (Meristem tip) او القمة النامية (Shoot tip) وهي تحتوي على القمة المرستيمية وبعض بدايات الاوراق.

مراحل اكثار النباتات باستخدام تقنيات زراعة الانسجة:

1- مرحلة اختيار واعداد النباتات الام: Selection and Preparation of Stock Plants
2- مرحلة الحصول على مزرعة نسيجية معقمة: Establishment of an Aseptic Culture
3- مرحلة تضاعف الانسجة: Multiplication of the Tissue
4- مرحلة تكوين الجذور مختبريا والتهيئة: In vitro Rooting and Conditioning
5- تكوين الجذور خارج المختبر والاقلمة: In vivo Rooting and Acclimatization    

التقييد Immobilization: في المحلول ، تتصرف المحفزات الحيوية كأي مذاب آخر من حيث أنها منتشرة بسهولة في المحلول أو المذيب ولها حرية الحركة الكاملة في المحلول. قد يُنظر إلى التقيد على أنه إجراء مصمم خصيصًا للحد من حرية حركة العامل الحفاز الحيوي. عادة ما ينطوي التقيد على ارتباط الحفاز الحيوي بموقع على أو داخل ، مادة دعم غير قابلة للذوبان. وفي هذه الحالة ، يتم فصل المحفز الحيوي عن الجزء الأكبر من المحلول لإنشاء نظام ثنائي الطور غير متجانس. يوفر التقيد ثلاثة مزايا أساسية مقارنة بالأنظمة للذائبة او العالقة:
• الاستخدام المتكرر للحافز الحيوي في تفاعلات الدُفعات 
• الفصل البسيط للمحفز الحيوي من المنتج بعد التفاعل ؛
• الاستخدام المستمر لمحفز حيوي في نظام مفاعل مناسب.
طرائق التقيد Immobilization Procedures
هناك خمسة طرائق رئيسية لتقيد المحفزات البيولوجية: الامتزازadsorption، الربط التساهمي covalent binding ، احتجاز  entrapment ، التغليف encapsulation والتشابك crosslinking.
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Figure 16.7 Principal methods of biocatalyst immobilisation.
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