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 Dianthus caryophyllusمزارع الكالس المشتقة من المعلقات الخلوية المعاملة كھربائياً لنباتات القرنفل 
L. ت الاكار تعبر عن طاقتھا الكامنةوالمطمورة في قطرا 

  

Callus Cultures derived from electrotreated cell suspension of 
Dianthus caryophyllus L. embedded in agar drops express  

their totipotency 
  

 جميلة ھزاع رشيد                                       سھلة محمد زيدان          
  

  جامعة الموصل/ كلية التربية 

  مستخلصال
المعقمة في وسط  .Dianthus caryophyllus Lانتجت مزارع الكالس الھش من أوراق بادرات القرنفل

 0.1ثاني كلوروفينوكسي حامض الخليك و  D2,4- 1-لتر/ملغم 0.5لب المدعم بإضافات الص MSالاستحداث 
وأنشئت مزارع المعلقات الخلوية منه في وسط استحداث الكالس عينه .  من البنزايل ادنين (BA)  1-لتر/ملغم

تراوحت مل و/خلية  103×  143بغياب الاكار سجلت كثافات ھذه المزارع في الاسبوع الاول من عمرھا 
عرضت مجموعة عينات من مزارع المعلقات الخلوية تمثل سبعة كثافات متباينة % .90-41حيوية خلاياھا 

زرعت ھذه العينات .  300V/50sec ، 500V/100sec ، 700V/150secإلى ثلاثة معاملات كھريائية   
الكالس المشتقة من البادئات وبرھنت مزارع . ـ السائلة  بطمرھا في قطرات الاكار بأعتماد المزرعة الصلبة

المشتقة من ھذه المعلقات قدرتھا على تكوين نباتات القرنفل متمثلة  بتمايز الافرع الخضرية في الوسط 
  . وتجذيرھا بسھولة 

Abstract  
Callus cultures were produced from leaf, excised from axenic carnation, 
Dianthus caryophyllus L. seedling, on agar-solidified MS medium supplemented 
with 0.5 mgl-1 of 2,4-D and 0.1 mgl-1 of BA. Cell suspension was initiated in 
liquid MS medium containing the above growth regulators. This suspension 
reported the density of 143 × 103 cell /ml and its viability was ranged between 
41-90%. Samples of cell suspension represents seven different densities were 
exposed to three electrotreatment 300v/50 msec, 500v/100msec. and 700v/150 
msec. These electrotreated samples were cultured by embedding in to agar drops 
in solid- liquid cultures. Callus derived from cell suspension expressed their 
totipotency forming carnation plants.  

  المقدمة  
وعند اضافته إلى الوسط السائل وتحريكه تنتشر  ،يمثل الكالس الھش اساساً في إنشاء مزارع المعلقات الخلوية 

وذكر احد الباحثين ان مثل ھذه الخلايا تمتلك طاقة كامنة .لمعلق الخلوي خلاياه في ھذا الوسط مكونة مزرعة ا
  .   [1]فضلاً عن قدرتھا في تصنيع مجموعة من المركبات المرتبطة بالنبات الكامل 

ويميز المعلقات الخلوية النموذجية كثرة خلاياھا المفردة وقلة الكتل الخلوية واظھارھا معدلات عالية من 
ولھذا فان المعلقات الخلوية تمنح فرص حدوث انقسامات خلوية سريعة منتجة خلايا عديدة  . خلوية الانقسامات ال

وظفت المعلقات الخلوية المشتقة من الكالس او البروتوبلاست في انتاج نباتات جديدة أو انتخاب اصناف .  [2]
راً في تركيب الاغشية البلازمية تؤكد العديد من الدراسات ان المجال الكھربائي يحدث تغي.  [4,3] مرغوبة

وقد شجعت تمايز .  [5]يترتب عنه تكوين فتحات مؤقته تزيد من نفاذيتھا دخول الجزيئات المختلفة إلى داخلھا 
وذكرت بعض الدراسات ان .   [7]من خلال حث النقل القطبي للاوكسين في الانسجة .   [6]كالس التبغ 

والعرموط  Glycine canescensاوراق كل من نباتات فول الصويا  تعريض المعلقات الخلوية لبروتوبلاست
Prunns communis   وعنيب الذيبSolanum nigrum   فولت  1000-250إلى جھد كھربائي يتراوح بين

في بروتوبلاست  DNAحفزت انقسام خلاياه وتكوين المستعمرات الخلوية وزيادة تضاعف الحامض النووي  ،
ودعمھا .  [8]فولت  1250-250عند تعريضه لفولتيات تراوحت بين   Solanum dulcamoraعنيب الذيب 

طاقتھا الكامنة،القرنفل،المعلقات الخلوية: الكلمات المفتاحية 
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 Solanum nigrumووجدت دراسات اخرى ان ھذه المعاملة شجعت نمو كالس عنيب الذيب . بناء البروتينات 
وتين وتمايزه مكونة اعداد كبيرة من النباتات التي امكن تجذيرھا بسھولة وارتباط ھذه التأثيرات بزيادة البر

وبرھنت دراسة اخرى التأثير .  [9])  المقارنة(والكلوروفيل في الكالس المعامل مقارنة بالكالس غير المعامل 
.  Vicia faba  [10]المشجع لھذه المعاملة لانقسامات خلايا المعلقات الخلوية المشتقة من كالس سيقان الباقلاء 

رات الناتجة من زراعة المعلقات الخلوية والكشف عن قدرتھا تھدف الدراسة الحالية إلى اكثار الكالس من الباد
  .  في اعادة تكوين النباتات 

  مواد وطرائق العمل
  انتاج البادرات المعقمة 

سطحياً باستخدام ھايبوكلورايت ) صنف محلي( .Dianthus caryophyllus L عقمت بذور القرنفل 
الصلب في قنانٍ  .  MS  [12]مل من وسط  25سطح زرعت البذور المعقمة على .  NaOcl  [11]الصوديوم 

م في غرفة  2±  25حفظت العينات في ظروف الظلام التام بدرجة حرارة . وعاء  /بذور 4مل بواقع  100حجم 
 .لوكس 2000شدة الاضاعة  )اعات ظلامس 8/ساعة 16(الزرع لحين انباتھا ثم نقلت إلى نظام الاضاءة التعاقبي 

إنشاء مزارع   .لناتجة بعمر أربعة اسابيع مصدراً لقطع الاوراق لاستحداث الكالس منھااستخدمت البادرات ا
  المعلقات الخلوية من كالس الأوراق 

  BAلتر /ملغم D  +0.1-2,4لتر /ملغم MS +0.5وضع غرام واحد من كالس الاوراق الھش النامي في الوسط 
. من وسط الاستحداث المشار اليه بحالته السائلة مل  50يوماً في دوارق زجاجية تحتوي  25بعمر .  [11]

 28في ظروف ظلام تام ودرجة حرارة ) New Brunswick U.S.A(حفظت المزارع في الحاضنة الھزازة 
 46مررت المزرعة من خلال منخل بلاستيكي معقم . ساعة 24دقيقة مدة /دورة 150م وسرعة دورانية ±2 

مل بإضافة  50واستقبلت الخلايا المفردة واكمل حجمھا إلى   ).PGMG.Nott Univ., U.K(مايكروميتر 
اعيدت المزارع إلى ظروف التحضين نفسھا واديمت بوضعھا بصورة مائلة داخل كابينة الزرع . الوسط نفسه 

سكب الوسط القديم بعناية للحفاظ على استقرار الخلايا المترسبة . ساعات للسماح بركود الخلايا  4 - 3مدة 
  . [13]م مناسب من الوسط نفسه إلى الخلايا المترسبة في الدورق واضيف حج

  تقدير حيوية خلايا المعلقات الخلوية  
 0.1أخذ .  Evan blue [14]اتبعت الطريقة  المعتمدة في تقدير حيوية البروتوبلاست باستخدام  صبغة 

حسبت الأعداد .  Hemocytometerمايكروليتر من العينة المصبوغة وتحميلھا على شريحة الھيموسايتوميتر 
  . منھا لتحديد حيوية الخلايا ) الغير مصبوغة(الكلية للخلايا واعداد  الحية 

  تعريض المعلقات الخلوية المشتقة من كالس الاوراق للمعاملة الكھربائية 
   103×143,169, 120,  82,  78,  56, 31, 20 وضع واحد ملليتر من المزرعة الخلوية لكل من الكثافات

انتخبت عشوائياً .   [15]في الحجرة المعقمة بجھاز التحفيز الكھربائي ومن ثم ربطھا بأقطاب الجھاز   3سم/خلية
وبعد . فضلاً عن عينة المقارنة  700v/150mseو  500v/100mseو  300v/50 mseمجموعة المعاملات 

  . السائلة كما سيرد لاحقاً  -تمت زراعتھا في المزارع الصلبة الانتھاء من تعريض جميع العينات
  زراعة المعلقات الخلوية المعاملة كھربائياً بطمرھا في قطرات الاكار المتعددة  

اخذ ملليتر واحد لكل من عينات المعلقات الخلوية المعاملة مسبقاً ومزجه جيداً مع ملليتر واحد من محلول  
وزع المزيج على شكل .  م40ائي بدرجة حرارة من الاكار السائل المعقم مسبقاً والموجود في حمام م% 1.5

طبق /قطرات 10-8بمعدل ) .Sterilin U. K(سم 9قطرات متماثلة الحجم في قاعدة طبق بتري بلاستيكي قطر 
ملليتر من الوسط  4تركت ھذه الاطباق مفتوحة داخل كابينة الزرع وبعد تصلبھا اضيف إلى الطبق . ][16

حفظت . سدت الاطباق بأغطيتھا وغلفت بالبارافيلم . رع المعلقات الخلوية السائل المستخدم في انتشاء مزا
فحصت  ،لوكس بظروف الاضاءة المتعاقبة في غرفة الزرع  800- 700واضاءة  °م25العينات في ظروف 

العينات دورياً بالمجھر الضوئي لملاحظة مباشرة الخلايا المطمورة بأنقسامھا الاول وانذاك بدأت ادامة ھذه 
واشارت البيانات شكل . مزارع كل أربعة أيام حتى بزوغ بادئات الكالس من الاكار ورؤيتھا بالعين المجردة ال
إلى العلاقة بين كثافات مزرعة المعلق الخلوي وحيويته طيلة فترة التحضين إلى وجود علاقة بارزة ) 1(

  . متناظرة بينھما 
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  مزارع  الكالس   إزالة ونقل البادئات المتكونة في القطرات وتكوين
ً وبزوغھا  من  الاكار ونقلھا كاملة بوساطة ملقط   ازيلت جميع بادئات الكالس المتكونة عند بلوغھا حجما مناسبا

لتر /ملغم D+ 0.1-2,4لتر /ملغم MS +0.5(مل من وسط الاستحداث الصلب  25إلى سطح .   [17]معقم 
BA ( تمت ادامتھا شھرياً للحصول على . دورق  /بادئات  4- 3وبمعدل  3سم100في دورق زجاجي حجم

  . مزارع من الكالس
  تمايز كالس المعلقات الخلوية المعامل كھربائياً  

من وسط التمايز الصلب  3سم 25حاوٍ   3سم100وضعت قطع الكالس بوزن غرام واحد في دورق زجاجي حجم 
MS  +0.06 لتر  /ملغمIAA  لتر /ملغم 1.0وBA [18]  .كالس بعد اسبوعين من زراعتھا باشرت قطع ال

يوماً من الزراعة وتطورت إلى  25صغيرة بعد  ورقة 3- 2سم عليھا 2باعطاء نموات خضرية صغيرة بطول  
استؤصلت ھذه الافرع من قواعدھا . يوماً من الزراعة  45سم بعد  8- 2 فروعاً خضرية تراوحت اطوالھا

الصلب الخالي من  MSبصورة قائمة في وسط التجذير بوساطة مشرط حاد معقم ونقل كل فرع وغرست قاعدته 
  .  حفظت العينات في الظروف السابقة نفسھا.  [4]منظمات النمو

  النتائج
  تكوين مزارع كالس الاوراق

المعقمة بعمر أربعة   .Dianthus caryophyllus L عبرت قطع الاوراق المستأصلة من بادرات القرنفل 
لتر من الاوكسين  /ملغم 0.5الصلب المدعم باضافة  MSوينھا الكالس في الوسط اسابيع عن طاقتھا الكامنة وتك

2,4-D  لتر من السايتوكاينين /ملغم 0.1وBA  في حين فشلت قطع الاوراق في % 80وبلغت نسبة الاستحداث
  . واتصف طراز الكالس المتكون على ھذا الوسط ببنيته الھشة ولونه الاخضر  MS0تكوينه في الوسط 

  يف الكالس الھش في تكوين المعلقات الخلوية   توظ
على  D  :BA-2,4لتر من /ملغم 0.1:  0.5السائل بكامل قوته التركيبية المدعم باضافة  MS0أظھر الوسط 

التوالي تأثيراً مشجعاً في بناء مزارع خلوية متجانسة اغلبھا خلايا مفردة وقليل من الكتل الخلوية وبلغت كثافتھا 
وتوالت انقسامات الخلايا طوال فترة عمرالمزرعة . والتي اعتبرت كثافة الانشاء في ھذه المرحلة خلية 103×31

  )   1(شكل % 72وكانت حيويتھا ،في يومھا السابع  3سم/خلية103×169وبلوغ كثافتھا القصوى 

  

   .Dianthus caryophyllus Lشتق من كالس القرنفلالعلاقة بين كثافة وحيوية المعلق الخلوي الم): 1(شكل 
   BA  -1ملغم لتر D  +0.1-2,4  -1ملغم لتر 0.5+ السائل  MSفي وسط              

  
  

  زراعة المعلقات الخلوية غير المعرضة والمعرضة للمعاملة الكھربائية بطمرھا في قطرات الاكار المتعددة   
في  ، التي سبق تعريضھا للمعاملات الكھربائية ،من المعلقات الخلوية أفرزت نتائج زراعة كثافات متباينة  

فقد باشرت بانقسامھا . قطرات الاكار تحمّلھا  لمجموعة الفولتيات المنتخبة بدلالة دخولھا في انقساماتھا الخلوية 
م الاول اعقبھا الاول بعد يومين من زراعتھا في الوسط وواصلت انقسامھا الثاني بعد يومين من حدوث الانقسا
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وعبرت ھذه الخلايا عن طاقتھا باستمرار . أيام من الزراعة 7ظھور المراحل ثلاثية ورباعية للخلية بعد 
 20وتطورت ھذه المستعمرات بعد . انقساماتھا وتكوينھا المستعمرات الخلوية خلال اسبوعين من بدء الزراعة

من الكالس التي أمكن ملاحظتھا بالعين المجردة بعد زيادة يوماً اخرى منتجة اعداد من البادئات الدقيقة الحجم 
وادى تعريض المعلقات الخلوية بكثافة . احجامھا متحولة إلى قطع صغيرة من الكالس ذو اللون الاخضر الفاتح 

كونة وشجع تكوين إلى زيادة اعداد المستعمرات الخلوية المت 300v/50mseمل للمعاملة /خلية103× 169
  ) . 1(جدول س  بادئات الكال

 500v/100mseمن المعلقات الخلوية المعرضة للمعاملة  3سم/خلية103×78واوضحت النتائج عن تفوق الكثافة 
   .)(2عن بقية المعاملات في الأعداد الكلية للمستعمرات الخلوية وبادئات الكالس المتكونة جدول

التي  Dianthus caryophyllus L شتقة من كالس اوراق   القرنفلتأثير الكثافات المزروعة من المعلقات الخلوية الم ):1(جدول 
  في تكوين المستعمرات الخلوية وبادئات الكالس في قطرات الاكار  300v/50mseسبق تعريضھا للمعاملة 

كثافة المعلق 
×(الخلوي

103 
  )3سم/خلية

  الأعداد الكلية
بادئات 
  الكالس

(%)  

  
القطرات 
  المزروعة

  
ت ا المستعمر
  ونةالمتك

  
  للقطرات

المستحدثة 
  للكالس

  
لبادئات 
الكالس 
  المتكونة

20* 
31  
56  
78  
82  
120  
143  
169  

  

15  
25  
14  
18  
16  
15  
17  
16  
  

90  
117  
122  
143  
178  
260  
210  
320  
  

9  
18  
11  
13  
10  
12  
12  
10  
  

88  
96  
102  
112  
150  
198  
153  
162  
  

60  
72  
79  
72  
63  
80  
71  
63  
  

  المقارنة لم تعرض للمعاملة الكھربائية 
  
التي سبق   .Dianthus caryophyllus Lتأثير الكثافات المزروعة من المعلقات الخلوية المشتقة من اوراق القرنفل ): 2(لجدو

  في تكوين  المستعمرات الخلوية وبادئات الكالس في قطرات الاكار 500v/100mseتعريضھا للمعاملة 

كثافة المعلق 
  خلويال
)×103 
 )3سم/خلية

  الأعداد الكلية
بادئات 
  الكالس
(%)  

القطرات 
 المزروعة

المستعمرات 
  المتكونة

للقطرات 
المستحدثة 
 للكالس

لبادئات 
الكالس 
 المتكونة

20 * 12 74 8 66 67 
31 14 275 11 163 79 
56 18 322 13 182 72 
78 11 408 10 299 90 
82 14 160 10 158 71 

120 26 175 18 122 69 
143 19 257 13 108 68 
169 15 178 10 166 67 

  المقارنة لم تعرض للمعاملة الكھربائية * 

شجعت تكوين اعداد من المستعمرات مقارنة   3سم/خلية 103×  56,  31وتظھر نتائج الجدول نفسه ان الكثافتين 
يوماً من  28من اعدادھا التي تطورت بعد  بالكثافات الأخرى مع تفوقھا في اعداد البادئات المتكونة فضلاً 

  . الزراعة إلى قطع الكالس 
عن دعمھا تكوين  700v/150mseاشارت نتائج تعريض الكثافات المختلفة  من المعلقات الخلوية للمعاملة  

في اعداد المستعمرات  3سم/خلية 103×  78وتفوقت الكثافة ) 3(بادئات الكالس في قطرات الاكار جدول 
× 120,   103×82يوماً قياساً بالكثافتين  20ية والبادئات الناتجة منھا ظھورھا مبكراً إذ استلزمت الخلو
  .  3سم/خلية103
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التي   .Dianthus caryophyllus Lتأثير الكثافات المزروعة من المعلقات الخلوية المشتقة من كالس اوراق القرنفل ): 3(جدول 
  في تكوين المستعمرات الخلوية وبادئات الكالس في قطرات الاكار 700v/500mseسبق تعريضھا للمعاملة 

كثافة 
المعلق 
 الخلوي

)103 
 )3سم/خلية

  الأعداد الكلية
بادئات 
  الكالس
(%)  

القطرات 
  المزروعة

المستعمرات 
 المتكونة

للقطرات 
المستحدثة 
 للكالس

لبادئات 
الكالس 
 المتكونة

20 * 14 97 8 77 57 
31 12 140 8 110 67 
56 24 169 18 113 75 
78 22 327 18 150 82 
82 15 300 11 198 73 
120 22 320 17 212 77 
143 18 185 12 88 67 

169 14 120 10 75 71 

  المقارنة لم تعرض للمعاملة الكھربائية * 

  تمايز كالس المعلقات الخلوية المشتقة من أوراق القرنفل  
كالس المتكونة من زراعة المعلقات الخلوية التي سبق تعريضھا للمعاملة اظھرت النتائج نجاح نقل بادئات ال
وبينت تجارب نقل ) . b-2(وتكوينھا لمزارع الكالس النموذجية شكل) a-2(الكھربائية في قطرات الاكار شكل

لتر /ملغم IAA  +1.0لتر /ملغم MS  +0.06قطع الكالس من مزرعة ھذا الكالس إلى وسط التمايز الصلب 
BA قطعة كالس وبلغ معدل طول /فروع 3 – 2قدرته في تكوين الافرع الخضرية خلال اسبوعين  بمعدل

واستمر نمو الافرع الخضرية وتطورھا ) c-2(شكل ورقة 6 -2اق التي تحملھا سم وتراوح عدد الاور4الافرع 
من التجذير بسھولة عند  وتمكنت الافرع الخضرية الفتية المستأصلة. إلى افرع كاملة بعد شھرين على تمايزھا 

فرع خضري وبلغت /جذور 4وتكوينھا لمجموعة جذرية مناسبة تضم في معدلاتھا   MS0غرسھا في وسط 
  . وتمت اقلمتھا ونقلھا إلى التربة بنجاح ) d-2(جذر شكل/سم 3اطوالھا 

  

  

  

  

  

  

  

  

  الخلوية المزروعة  من كالس المعلقات .Dianthus caryophyllus Lتكوين نباتات القرنفل : ) 2( شكل 
a(  بادئات الكالس الناشئة من المعلقات الخلوية للاوراق المعاملة كھربائياً والمطمورة في قطرات الاكار المتعددة . 
b(  مزرعة كالس الاوراق في)A . ( النامي في وسطMS  2,4  -1ملغم لتر 0.5+ الصلب-D  +0.1  1ملغم لتر- BA  
c( ملة كھربائياً إلى افرع خضرية في وسط  تمايز كالس المعلقات الخلوية المعاMS  +0.06  1ملغم لتر  1.0و  -1ملغم لتر -  

BA  
d(  تجذير الافرع الخضرية في وسطMS0   والحصول على نباتات كاملة  
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  المناقشة 
ا ان مزارع المعلقات الخلوية في ھذه الدراسة وفّرت نظاماً بيولوجياً مناسباً لمتابعة سلوك الخلايا في انقساماتھ

ان كثرة الخلايا المفردة في مزارع المعلقات الخلوية الناتجة من الكالس .  [19]وتكوينھا للمستعمرات الخلوية 
تعزى إلى البنيه الھشة للكالس وشجع توفر الاحتياجات الغذائية وملائمة منظمات النمو المضافة دخول خلاياھا 

ھذه المراحل اكدتھا احدى الدراسات التي تناولت  ومجموعة ،في الانقسام عند زراعتھا في  قطرات الاكار 
ان التعريض المسبق لمزارع .  [4]إنشاء زراعة المعلقات الخلوية لنبات القرنفل في قطرات الاكار المتعددة 

المعلقات الخلوية للمعاملة الكھربائية انعكس ايجابياً على مباشرة الخلايا المكونة لھا بانقسامھا مبكراً ومن 
وكذلك بناء البروتين في ھذه  DNAان يفسر ھذا التأثير الايجابي إلى تشجيع بناء الحامض النووي  المحتمل

 DNAوترتب عن زيادة بناء الحامض النووي . Solanum dulcamara [9]الخلايا كما حصل في نباتات 
  .  Trifolium resupinatum [20]زيادة في معدلات الانقسامات التي تعاني منھا الخلايا كما في نبات 

وأكدت دراسات متعددة ان تعريض مجموعة خلايا او مزارع كالس بعض الانواع النباتية إلى مجموعة متباينة 
ان .  [9]وكالس عنيب الذيب . [10]وكالس الباقلاء . [6]ان المعاملات الكھربائية شجعت تمايز كالس التبغ 

بادئات الكالس يعد عاملاً مھماً في مسارات الانقسامات  وجود علاقة بين كثافة المعلقات الخلوية ونسب تكوين
الخلوية وعاملاً محدداً لاعداد المستعمرات الخلوية المتكونة وما يتطور منھا إلى بادئات وعززت عملية 
التعويض لفولتيات معينة مسارات انقسامات الخلايا وھذا يكمن كما ذكر سابقاً في زيادة بناء الحامض النووي 

ان احتفاظ الكالس . [21]ين في الخلايا المعرضة واللذان يعدان من متطلبات حدوث الانقسام الخلوي والبروت
المتكون من المعلقات الخلوية بقدرته على التمايز وتكوين النباتات بسھولة قد يمثل احدى امكانيات التغلب على 

  . [22]لبعض الأنواع  صعوبة او عدم تمايز بعض انواع الكالس المشتق من الاجزاء النباتية
كان  BAو  D-2,4بوجود منظمات النمو  .  [1]قات الخلوية بتقنية قطرات الاكاران طريقة زراعة خلايا المعل

ويبدو  ،لھا تأثيرات واضحة في حيوية الخلايا واستمرارھا بالانقسامات وصولاً إلى تكوين بادئات الكالس 
 MSخلوية في تمايزه واظھر قدرته الواضحة عند نقله إلى اوساط واضحاً نجاح الكالس المشتق من المعلقات ال

في .  [22]في تكوين الافرع الخضرية والحصول على النباتات من ھذا  الكالس   BAو  IAAالمدعمة 
الصلب الحاوي على الفحم المنشط  MSالحصول على نباتات القرنفل في تمايز الكالس النامي في سط 

Activated Charcool  لتر /ملغم 2.0وkin لتر /ملغم  0.5وNAA  التي جذرت في وسطMS  الصلب
  . IBAلتر /ملغم 0.2 – 0.5المحتوي على 
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