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مع  Dianthus caryophyllusالزراعة المرافقة لخلايا المعلقات الخلوية المشتقة من كالس أوراق القرنفل 
 Tiبلازميدات 

 قتيبة شعيب النعمة
 قسم علوم الحياة ، كلية التربية ، جامعة الموصل ، الموصل ، العراق

 ( 0222/   4/  00، تاريخ القبول:    0222/ 02/   02) تاريخ الاستلام: 
 

 الملخص:
. أنشزتت مززار  Agrobacterium tumefaciens Binn A6( المحفززة لتكزويا ارورام مزا بكتريزا  Tumor inducing plasmids)  Tiعزلت بلازميدات 

. انتخبزت أيلزل كفزايتيا مزا BAملغزم / لتزر  0.1و  D-2,4ملغزم / لتزر  0.5السزاتل الحزاوع علز   MSالمعلقات الخلوية ما كالس أوراق القرنفزل يزو وسز  
مزايكروليتر( مزا  02و  02و  02تراكيزز ) الخليزة / مزل( ومزجزت كزل كفايزة مزا مزرعزة المعلقزات مز   023×  420و  023×  323مزرعة المعلق الخلزوع )

شزج  الانقسزامات المبكزرة ل زلخ الخلايزا   Tiبلازميدات ، فم زر  المزيج ب ريقة ق رات الاكار المتعددة.  بينت النتاتج أا مزج المعلقات الخلوية م   Tiبلازميد 
لتحزولات الورافيزة يززو عنزد  مرازا يزو ق زرات الاكزار المتعزددة. وترتزز عن زا زيزادة يزو أعزداد بادتززات الكزالس المتكونزة. وتزوير ازلخ التقانزة المتبعزة مسزارا جديزدا ل

 .  النباتات باستخدام البلازميدات كنواقل يو الخ الم مة

 المقدمة:
نززاقلا يزو بززرامج التحززول   Agrobacteriumتسزتخدم بكتريززا الاكروبكتيريزوم 

الورافو للنباتات وتعد ما انجح ال راتق المباشزرة المتبعزة يزو الوقزت الحزالو. 
وتنفززل اززلخ التقنيززة أحيانززا مززا خززلال التلقززيح يززو مواقزز  مختلفززة مززا النبززات أو 
أعلززززاتم المست صززززلة بززززالحقا المباشززززر ب ززززلخ البكتريززززا كمززززا يززززو تلقززززيح أوراق 

)المززلا   Agrobacterium rhizogenesريزا نباتزات البنجززر السززكرع ببكت
مزز    Co-cultivation(، أو باسززتعمال الزراعززة المرايقززة 0220والنعمززة، 

 Arachis hypogea (Sharmaبلازميزدات ا كمززا يززو نبززات يسززتق الحقززل

and Anjaiah, 2000  ونجحززت دحززدد الدراسززات يززو الحصززول علزز .)
 Tiنم مززز  بلازميزززدات بروتوبلاسزززت التبزززو المحزززول ورافيزززا عزززا  ريزززق تحلزززي

(Tumor-inducing plasmids بوجزززود )مزززا محلززززول 0333 %PEG 
(Krens, et al., 1982 ولكززززرت دراسزززززة أخززززرد نجززززا  بكتريزززززا .)

   التحززول الززورافو لنباتززات الفاصززوليا احززدا  الاكروبكتيريززوم أو بلازميززدات ا يززو 
Phaseolus vulgaris بزززات باسزززتخدام مززززار  المعلقزززات الخلويزززة ل زززلا الن

(Zhang, et al., 1997 ويزول الصزويا )Glycin max ،زيزداا واخزروا(
0222.) 

ت زززدل الدراسزززة الحاليزززة التعزززرل علززز  تززز فير مززززج خلايزززا المعلقزززات الخلويزززة 
 .Aالمعزولزة مزا بكتريزا  Tiلكالس أوراق القرنفل م  تراكيزز مزا بلازميزدات 

tumefaciens  ت وراززا دلزز  يززو الانقسززامات الخلويززة وتكززويا المسززتعمرات و
 بادتات الكالس يو ق رات الاكار المتعددة. 

 مواد وطرائق العمل:
 إنشاء مزارع المعلقات الخلوية من كالس أوراق القرنفل:

الصزززلز  MSاسزززتحد  الكزززالس مزززا أوراق القرنفزززل باسزززتخدام أمزززلا  وسززز  
 BAملغم/لتزر  230و  D-2,4ملغم/لتزر  230وس ا أساسيا مزدعما بززالاية 

(Yantcheva, et al., 1998  وحلززنت العينززات النباتيززة يززو  ريززة ،)
سزززاعات ضزززلام( 2سزززاعة لزززو)/  02الززززر  يزززو نضزززام اتلزززا)ة المتعاقزززز )

 درجة سيليزية. 0±  00لوكس وبدرجة حرارة  0022تحت شدة دلا)ة 
نقززززل  ززززرام واحززززد مززززا الكززززالس ال زززز  الفتززززو دلزززز  وسزززز  الاسززززتحدا  بحالتززززم 

 New Brunswickنة ال ززززازة )السزززاتلة، وحفضزززت العينزززات يزززو الحالززز

USA  درجزززززة سزززززيليزية  0±  02( بضزززززرول ضزززززلام تزززززام عنزززززد درجزززززة حزززززرارة

 ,Morris and Flowerسززاعة ) 04دورة/دقيقززة لمزززدة  002وبسززرعة 

(. رشززحت المزززار  المتكونززة باسززتخدام منخززل معقززم دقيززق حجززم يتحاتززم 1981
 .Plant Genetic Manipulation Group. Nottمزايكروميتر )  42

Univ. U.K.  زالززة التجمعززات الخلويززة ( للحصززول علزز  الخلايززا المفززردة وات
مززززل بالززززاية كميززززة مززززا الوسزززز   02الكبيززززرة فززززم أكمززززل حجززززم المزرعززززة دلزززز  

السززابق. أعيززدت المزززار  دلزز  الحالززنة ال زززازة يززو ضززرول التحلززيا نفسزز ا 
مززل مززا المعلززق الخلززوع  230لمتابعززة انقسززام الخلايززا. وحززددت كفايت ززا ب خززل 

يزززززززززززززززوم( باسزززززززززززززززتخدام  0،  2،  0،  4،  3،  0،  0 عمزززززززززززززززار مختلفزززززززززززززززة )ب
(. اديمززززت المزززززار  دوريززززا بريزززز  0224ال يموسززززايتوميتر )المززززلا  و زيززززداا، 

 4العينزززات مزززا الحالزززنة وترك زززا بولززز  جزززانبو داخزززل كابينزززة الززززر  لمزززدة 
(. بعدتزززل سزززكز الوسززز  بعنايزززة  Gresshoff, 1980سزززاعات لاسزززتقرااا ) 
 Dixon, 1985مززل مززا نفززس الوسزز  ) 02يززا المترسززبة وألززيل دلزز  الخلا

 Evan(. وقزدرت حيويززة خلايززا المعلقزات باسززتخدام صززبغة الايفزاا الزرقززا) 

blue (BDH chemical Ltd. Poole,   England  باتبزا  ال ريقزة )
 (. Kanai and Edward, 1973القياسية )

 :Agrobacterium tumefaciensمن بكتريا  Tiعزل بلازميدات 
 Agrobacteriumمززززززا بكتريززززززا  Binn A6اسززززززتخدمت السززززززلالة 

tumefaciens   الناميزة علز  وسز  المزرق المغزلعNutrient broth  ( 

Hooykaas, et al., 1979  ) فزم عزلزت من زا بلازميزدات ،Ti  باسزتخدام
 (. Brinboim and Doly, 1979ال ريقة المعتمدة يو عزل ا )

 الاكار المتعددة: زراعة المعلقات الخلوية في قطرات
 02×  420و  3 02×  383انتخبززت كفايززة اليززوم الرابزز  والخززامس البالغززة ) 

خلية/مل( عل  التزوالو. مززج ملليتزر واحزد مزا مزرعزة المعلزق الخلزوع لكزل  3
% مزا الاكزار السزاتل المعقزم 3كفاية عل  حدة مز  ملليتزر واحزد مزا محلزول 

ة تجنبا لتصزلز الاكزار. وز  درجة سيليزية بصورة سريع 42المحفوض بدرجة 
يزو قعزر أ بزاق بتزرع بلاسزتيكية ق رازا الحجزم المزيج ب يتة ق رات متسزاوية 

ق زرة /  بزق، تركزت ار بزاق  00 – 2( بحزدود  Sterilin, UK سزم)  2
داخل كابينة الزر  لحيا تصزلز الق زرات فزم ألزيل دلز  كزل  بزق ملليتزريا 

 ,Dixonمعلقززات الخلويززة ) مززا الوسزز  السززاتل نفسززم المسززتخدم تنشززا) ال
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 0±  00(، سززدت ار بززاق بالبززارايلم وحفضززت العينززات يززو ضززرول  1985
سززاعة لززو) داخززل  ريززة الزززر .  02لززوكس /  222-022/  درجززة سززيليزية

تمزت متابعززة العينزات بصززورة دوريززة بفحصز ا تحززت المج زر اللززوتو لتحديززد 
عمرات وت وراززا دلززز  بززد) الانقسززام ارول ومتابعززة الانقسزززامات لتكززويا المسززت

 بادتات الكالس.
 :Tiالزراعة المرافقة لخلايا المعلق الخلوي مع بلازميدات 

 02×  420و 3 02×  383اخل ملليتر واحزد مزا المززار  الخلويزة للكفزايتيا 

 BAملغزم/ لتزر  230السزاتل الملزال لزم  MSخلية/مل النامية يزو وسز   3
و  02عينززات لكززل كفايززة ومزج ززا مزز   3بواقزز   D-2,4ملغززم / لتززر  230+ 
لكل عينة، أليل دل  المزيج ملليتزر  Tiمايكروليتر ما بلازميد  02و  02

درجزززة سزززيليزية ووز   42% مزززا الاكزززار المعقزززم السزززاتل بدرجزززة 3واحزززد مزززا 
ق رات / بزق بتزرع بلاسزتيكو و بعزد  2المزيج بشكل ق رات متمافلة بمعدل 

ر مزززززا وسززززز  الاسززززتحدا  السزززززاتل، وحفضزززززت ملليتزززز 0تصززززلب ا ألزززززيل ل زززززا 
 العينات بنفس الضرول سابقة اللكر.  

 النتائج والمناقشة:
 استحداث مزارع المعلقات الخلوية المشتقة من كالس أوراق القرنفل:

بينزززت النتزززاتج أا كزززالس أوراق القرنفزززل ال ززز  كزززاا ملاتمزززا تنشزززا) المعلقزززات 
 BA  +230ملغزززم/ لتزززر  230السزززاتل الملزززال لزززم  MSالخلويزززة يزززو وسززز  

دل شززج  انقسززام الخلايززا. وأكززدت العديززد مززا الدراسززات ،  D-2,4ملغززم / لتززر 
سز ولة تكزويا مززار  المعلقززات الخلويزة مزا الكزالس ال زز  كمزا يزو اسززتحدا  

( DosSantos, et al., 1980المعلقزات الخلويزة مزا كزالس نباتزات الجزت )
( والمعلق الناتج مزا كزالس سزيقاا القرنفزل )  0220، ويول الصويا ) النعمة

(. باشزززرت الخلايزززا المزروعزززة بانقسزززام ا ارول بعزززد  0220زيزززداا ووخزززروا، 
أيام ما عمر المزرعزة، وأعقبت زا الانقسزامات الخلويزة ارخزرد حتز   3مرور 

خليززة/مل( يززو اليززوم الخززامس  3 02×  402بلغززت المزرعززة أعلزز  كفايززة ل ززا)
عقب زا فبززات أعزداد الخلايزا يزو اليززوميا السزادس والسزاب  نتيجززة مزا زراعت زا أ

 (. 0توقل عمليات الانقسام ) الجدول 

(: كثافة وحيوية خلايا مزارع المعلق الخلوي لكالس أوراق 1الجدول )
 بأعمار مختلفة.  Dianthus caryophyllusالقرنفل 

 

 عمر المزرعة
 ) يوم (

 الكثافة
 خلية/مل(  3 02)× 

 الحيوية
) % ( 

2 2 2 
0 002 00 
0 020 40 
3 302 00 
4 323 04 
0 402 22 
2 302 22 
0 002 02 

 

الزراعةةة المرافقةةة للمعلقةةات الخلويةةة لكةةالس أوراق القرنفةةل مةةع بلازميةةدات 
Ti: 

بلازميززدات أشززارت نتززاتج زراعززة المعلقززات الخلويززة لكززالس أوراق القرنفززل مزز  
Ti  دل  عدم تلو  الوسز  السزاتل المززرو  يزو ق زرات الاكزار ممزا ي كزد أولا

المسزززززتخدمة. وأا مززززززج خلايزززززا المعلزززززق الخلزززززوع مززززز   Tiنقزززززاوة بلازميزززززدات 
البلازميزززد شزززج  حصزززول الانقسزززامات المبكزززرة وتكزززويا المسزززتعمرات الخلويزززة 

ة دلززززاية ب عززززداد تفوقززززت عززززا أعززززداداا يززززو عينززززة المقارنززززة الخاليززززة مززززا أيزززز
مزايكروليتر مزا البلازميزد أدت  02(. ولوحض أا دلاية 0للبلازميد )الجدول 

دل  تكويا أعداد مزا بادتزات الكزالس  ياقزت تلزد ارعزداد المتكونزة مزا عينزة 
(، وتفوقزززت الكفايزززة bو  a – 0المقارنزززة لكزززلا الكفزززايتيا المنتخبتزززيا )الشزززكل 

خلية/مل( يو أعداد البادتات المتكونزة والكزالس النزاتج  3 02×  402الفانية )
مزايكروليتر مزا البلازميزد  02و  02( عنزد اسزتخدام تراكيزز 0عن ا )الجدول 

 3 02×  323قياسزززززا  ب عزززززداداا المتكونزززززة عنززززززد اسزززززتخدام الكفايزززززة ارولزززززز  

 خلية/مل. 
ونزم بل Tiوامتاز الكالس النزاتج مزا زراعزة مززيج المعلزق الخلزوع مز  بلازميزد 

اربيض المصفر وقوامم ال   مقارنة مز  الكزالس النزاتج مزا المعلزق الخلزوع 
و  c – 0لوحدخ المتميز بلونزم ارخلزر الزاازو وقوامزم ال ز  أيلزا )الشزكل 

d.) 
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وزراعتها في قطرات الاكار  Tiمن الزراعة المرافقة للمعلقات الخلوية المشتقة من كالس أوراق القرنفل مع بلازميدات  (: تكوين بادئات الكالس2الجدول )

 المتعددة
 المعاملات

 

 الكفاية المزروعة

 خلية / مل 3 02×  323

 الكفاية المزروعة

 خلية / مل 3 02×  402

 

 العدد 

الكلو 
 للمستعمرات*

 العدد 

الكلو 
 للبادتات

 عدد

البادتات  
 المكونة للكالس

 العدد

 الكلو 

 للمستعمرات 

 العدد

 الكلو 

 للبادتات 

 عد

 د البادتات

المكونة  
 للكالس

 )المقارنة(

MSO 

022 042 02** 042 002 02*** 

 02مل معلق خلوع +  0
 مايكروليتر بلازميد

340 020 00 003 322 40 

 02مل معلق خلوع +  0
 مايكروليتر بلازميد

042 020 02 004 002 34 

 02مل معلق خلوع +  0
 مايكروليتر بلازميد

002 20 02 02 04 0 

 ق رة)مكرر(/ معاملة. 02* القيم الواردة يو الجدول ناتجة ما مجمو  

  SE± : 15.01الخ   القياسو   /   ***    SE± : 5.4الخ   القياسو     **
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 Agrobacteriumالمعزولة من بكتريا   Ti(: تأثير الزراعة المرافقة لخلايا المعلقات الخلوية لكالس أوراق القرنفل مع بلازميدات 1الشكل )

tumefaciens    يوم من الزراعة بتقانة قطرات الاكار المتعددة 03في تكوين الكالس بعد 
a) خلية /مل لوحداا)مقارنة(. 3 02×  402)الجز) الم شر( ما زراعة المعلقات الخلوية بكفاية  تكويا بادتات الكالس 

b)  مايكروليتر ما بلازميد  02تكويا بادتات الكالس )الجز) الم شر(  بوجودTi  خلية /مل. 3 02×  402م  الكفاية 

c)   الكالس الناتج ما مزرعة المعلق الخلوع لوحدخ بعمر اسبوعيا يو وسMS 2,4ملغم/لتر 230لز المدعم بزالاية الص-D  ملغم/لتر  230وBA. 
d )   الكززالس النززاتج مززا مزززج المعلززق الخلززوع مزز  بلازميززدTi   بعمززر اسززبوعيا يززو وسززMS  2,4ملغم/لتززر  230الصززلز المززدعم بزززالاية-D  ملغم/لتززر  230و

BA. 
 

دا اسززتخدام مزززار  المعلقززات الخلويززة تمفززل اتجااززا حززديفا يززو مجززال التحززول 
الحيوع للنباتات باستخدام النواقل البكتيريزة، يقزد أشزارت العديزد مزا الدراسزات 

 ,Rechيو التحول الورافو يو نباتات الباقلا) ) Riدل  استخدام بلازميدات 

et al., 1988 ،كزللد اسزتخدام 0220(  والبنجر السكرع )المزلا  والنعمزة )
يزززو التحزززول الزززورافو للخمزززاتر كمزززا يزززو خميزززرة الخبزززز كنواقزززل  Tiبلازميزززدات 

Saccharomyces cerevisiae    (Paul and Hooykaas, 1996  .)
مزززا المحتمزززل أا يززز دع مززززج خلايزززا المعلقزززات الخلويزززة مززز  البلازميزززد عزززاملا 

(  Meyer et al., 2000مشزجعا لبنزا) منضمزات النمزو يزو ازلخ الخلايزا ) 
ممزززا يترتزززز عن زززا زيزززادة المحتزززود الزززداخلو لل ورمونزززات يي زززا وازززلا قزززد يكزززوا 

(. دا الزيزادة الحاصزلة  David & Temp, 1988دلزيلا للتحزول الزورافو )
يو تكويا بادتات الكالس الناتجة ما مزج المعلقات الخلوية م  البلازميزد قزد 

تخدام التفقيزززز كمزززا ازززو الحزززال عنزززد اسززز DNAيعززززد دلززز  زيزززادة تلزززاعل 
(، وازلا مزا أشزارت Rech, et al., 1988) Electroporationالك ربزاتو 

لم الدراسة التو مززج يي زا المعلزق الخلزوع لنبزات يزول الصزويا مز  بلازميزدات 
Ri  ،(.0222) زيداا واخروا 

دا زيزززادة الانقسزززامات وتكزززويا المسزززتعمرات الناتجزززة مزززا ازززلخ المعزززاملات قزززد 
العاتززززدة للبلازميززززد واقتران ززززا بالززززلخيرة  T-DNAيعزززززد دلزززز  تزززز فيرات ق عززززة 

(. واا Meyer, et al., 2000الورافيززة لخلايززا المعلززق الخلززوع لنبززات   )
ليتر مززايكرو  02انخفززاض أعززداد بادتززات الكززالس المتكونززة يززو حززال اسززتخدام 

بسززبز بسززبز صززعوبة دخول ززا دلز  خلايززا المعلززق الخلززوع  Tiمزا بلازميززدات 
 .(Hooykaas & Schilperoots,1992) كبر حجم الخ البلازميدات

دا الا العمل قد يمفل  ريقا قصيرا ومباشزرا للحصزول علز  الكزالس المحزول 
يز ورافيا مما يسمح بالحصول منزم علز  النباتزات المحولزة ورافيزا وتشزجي  تمزا

أنزززوا  الكزززالس التززززو يصزززعز تمايزاززززا أو زيزززادة محتزززود الكززززالس مزززا بعززززض 
النواتج الايلية. وما المحتمل أا يكوا بديلا مناسبا يو مفزل ازلخ الحزالات 
عا استخدام تقنيات أخرد تسزتلزم وقتزا وج زدا كبيزريا ب زدل الحصزول علز  

 نباتات لات صفات مر وبة.
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 لمصادر: ا
 ( .0222زيداا،سززز لة محمزززد، رشزززيد، جميلزززةازا  والنعمزززة، قتيبزززة شزززعيز .)

تعزززريض المعلقزززات الخلويزززة المشزززتقة مزززا كزززالس سزززيقاا يزززول الصزززويا 
 يززو تكززويا الكززالس Riللمعاملززة الك رباتيززة أو مزج ززا مزز  بلازميززدات 

 .20-22(: 3)02يو ق رات الاكار المتعددة. مجلة التربية والعلم. 
 ( .0220زيداا،سززز لة محمزززد، رشزززيد، جميلزززةازا  والنعمزززة، قتيبزززة شزززعيز.) 

المشززززتق مززززا زراعززززة المعلقززززات  تكززززويا نباتززززات القرنفززززل يززززو الكززززالس
الخلويزززة ب ريقزززة ال مزززر يزززو ق زززرات الاكزززار المتعزززددة. مجلزززة التربيزززة 

 .24-02(: 0)02والعلم. 
 ( .تقنيزة ق زرات الاكزار 0224الملا ،مزاحم قاسم و زيداا، س لة محمزد .)

المتعززددة يززو دنتززاج نباتززات مززا زراعززة المعلقززات الخلويززة المشززتقة مززا 
 .40-30: 0مجلة التربية والعلم. كالس سيقاا الباقلا). 

 ( .تكززززويا الجززززلور 0220المززززلا ، مزززززاحم قاسززززم والنعمززززة، قتيبززززة شززززعيز .)
 Beta الشزززعرية المحولزززة ورافيزززا يزززو أوراق نباتزززات البنجزززر السزززكرع

vulgaris  بوسزززا ة بكتريزززاAgrobacterium rhizogenes 

R1601 .20-00(: 0)3أبحا  التقانة الحيوية.  مجلة. 
 (. زراعززززة المعلقزززات الخلويززززة المشززززتقة مززززا 0220يبززززة شززززعيز. )النعمزززة، قت

يزو ق ززرات  Glycine maxكزالس سزيقاا يزول الصزويا صزنل دبززا) 
 .002-002(:0)00الاكار المتعددة. مجلة التربية والعلم. 
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Abstract: 
Ti-plasmid (Tumor inducing plasmid) was isolated from Agrobacterium tumefaciens Binn A6. Cell 

suspension was established from leaves callus of Dianthus caryophyllus in liquid Murashige and Skoog 

(MS) medium supplemented with 0.5 mg / L 2,4-D and 0.1 mg / L BA. The favorite density were ( 383 

× 10
3
 and 420 × 10

3
 cell / ml). They mixed with certain volum of Ti-plasmid (20, 50 and 70 µL), the 

mixture cultured by multiple drops of agar. The results indicate that mixing Ti-plasmid with cell 

suspension enhanced the formation of cellular colonies, and were found to increase the number of 

callus primordia formed.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


