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 لمعلقات الخلوية للجزرا تحضينفي انسجة الكالس المشتق من  rol Cو  rol Bالكشف عن جينات 
(Daucus carota L.) مع pRi 

 (2014/ 5/ 26  قُبل؛   2014/ 3/ 31  اُستلم) 
 

 الملخص
 ×3.4 كثافةال ان تعريضو carrot (Daucus carota L. ) باتات الجزركالس سيقان ن مزارع المعلقات الخلوية من أنشئت

5
التي  منشأت الكالسمن  168وتكوينها  لانقسامات الخلويةشجعت ا ملي ثانية 5فولت/  250للمعاملة الكهربائية  1-خلية مل 10

المعزولة من بكتريا  pRi زميداتلامايكروليتر من ب 50مع  المعلق الخلوي جيمز تعريض ادى و  .كالس إلى مزارع لاحقا   تطورت
Agrobacterium rhizogenes R1601  نجحت في و  من منشأت الكالس 232وانتجت مبكرا   الخلويةالى تحفيز الانقسامات

 Riبلازميدات و  مزيج المعلق الخلوي إلى PEG (6000 Mwt.) محلول واظهرت نتائج اضافة .من الكالسيوية حكتلة  تكوين
 PCR بتفاعل المضخم DNAلحامض لنتائج الترحيل الكهربائي  اكدتو  .وتطورها الى الكالستعمرات الخلوية تشجيعه تكوين المس

لبادئات ا والمماثلة لأوزان زوج قاعدة 650و 850 الجزيئية اوزانها rol Cو  rol B اتوجود حزمة واحدة لكل من الجين
 الناتج. كالسالجينوم في  rol Cو  rol Bجينات ن تضمي بصورة قاطعة النتائج هذه وتبرهن .المستخدمة صصةالمتخ

 

  .pRiبلازميدات  تحضين المعلقات الخلوية، ،rol Cو  rol B : جيناتالكلمات الدالة
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ABSTRACT 

Cell suspension cultures were produced from stem calli of carrot seedlings. Exposure of 

suspension of 3.4 x 10
5 

cell ml
-1

 to 250 V/ 5 msec. stimulate their divisions producing 168 callus 

primordia, which developed to culture of callus. Whereas exposure of the mixture of cell suspension 

with 50 µl of pRi plasmid, which isolated from Agrobacterium rhizogenes R1601 promoted the 

sequences of cellular division producing 232 callus primordia successed in forming cultures of  

callus as well. Addition of PEG (Mwt.6000) solution to cell suspension-plasmid mixture accelerate 

the colony formation which developed to callus culture as well. Data of the amplified (PCR) DNA 

electrophoresis demonstrated the development of two bands represented the  rol B and rol C genes. 

Their molecular weight was 850 bp and 650 bp which are similar to the m wt. of the used primers. 

These results demonstrated the inclusion of these genes in genomic DNA of produced callus.   
 

Keywords: rol B and rol C genes, cell suspension Co-cultivation,  pRi plasmids.  
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 المقدمة
نوواقلا   باعتبارهووا  لنباتوواتل الوووراثي التحووول فووي Ri او بلازميووداتها Agrobacterium rhizogenesاسووتخدام بكتريووا  يسووود

 وقوووود نجحووووت .(Gelvin, 2003) لةالمسووووتقبلخلايووووا لالكروموسووووومي  DNA الحووووامض النووووووي وتضوووومينها فوووويطبيعيووووا  للجينووووات 
المعلقووات  تمثوولو  .(2010 ،)النعمووة والقرنفوول ،(2013 ،المهووداويالانووواع كمووا فووي الحلبووة ) لووبعض التعووديل الوووراثيفووي  هازميووداتلاب

 ول الوووراثيهوذا النووع مون التحو ويعتمود نجواح .انتواج نباتووات محولوة وراثيوا  و  تضومينها الموادة الوراثيوة المربوو  اسوتقبال نظموةأالخلويوة 
 Morris et) مون عدموه نجواح التعبيور الجينوي احتموالات داخول جينووم الخليوة النباتيوة يتبعوه T-DNAحشر مجموعة جينات على 

al., 1999) . يحوي القسم الايسر من وT-DNA  مجموعةrol genes ز بنوا  الاوكسوينات فوي يوفي احداث التحول وتحف المعروفة
بنوووع وتركيووز موونظم  متووأثرة لويووةنقسووامات الخلاا مسوولولية rol Bجووين لل يعووزى(، و Gelvin, 2003) النسوويج النبوواتي المحووول وراثيووا  

 تسواعدو  (.2013في التزهير المبكور )العنوزي،  rol Cجين يتركز دور ( و Altamura, 2004) النمو المضاف الى الوسط الغذائي
 PEG (Polyethylene glycol)مركووو  وكوووذل   لمسوووتقبلةجينووووم الخليوووة ا فووويالموووادة الوراثيوووة  فوووي تضووومين الصووودمة الكهربائيوووة

(Davey et al., 2005).  خلايوا الكائنووات الحيوة النباتيووة فوي تضوومين الجينوات مباشورة فووي  الكهربووائي  يوقالتث طريقوة نجحووتوقود
تضومين عون  PCR بوسواطة يالجينووم الحوامض النوووي نتوائج تضواعف وتعبور .(Bayrac, 2004) والحيوانية والفطريوات والبكتريوا

 ةالمحولوة وراثيوا  بمجموعو Anglica gigas. واحتفواظ نباتوات (Baranski et al., 2006) داخل جينوم نباتوات الجوزر gfpجينات 
rol-genes (Park, 2010).  

انسوجة  فوي احتفاظهواومودى  للجوزر المعلقوات الخلويوة فوي خلايوا rol Cو  rol B جينوات تضومينلالدراسوة الحاليوة  افترضت
 .لس الناتج منهاالكا

 

  هوطرائق العمل مواد
 :pRiعزل بلازميدات 

 الناميووووة علووووى وسووووط  R1601السوووولالة   Agrobacterium rhizogenesموووون بكتريووووا  pRiعزلووووت بلازميوووودات 

APM(Morgan et al., 1987)  اللايسووزايم  انوزيم بوساطة، لكل من الكانامايسين والكاربنسيلين 1-ملغم لتر 100 بإضافةالمدعم
(Brinboim and Doly, 1979.) 

 كثافاتهاانشاء مزارع المعلقات الخلوية وتقدير 
هايبوكلورايوود  المعقمووة سووطحيا  بمحلووول )الصوونف المحلووي( بووادرات الجووزرل تحووت الفلقيووة سوويقانال موون الهوو  اسووتحدث الكووالس

           BA 1-ملغوووووووم لتوووووووورNAA+ 1.0 1-ملغوووووووم لتووووووورMS+ 1.0 الاسوووووووتحداث الصوووووووول علوووووووى وسوووووووط  NaOCl الصووووووووديوم
(Mohammed and Al-Mallah, 2014.) السووائلة حالتووه بوسووط اسووتحداثه  موول موون 30 بوورام واحوود موون الكووالس إلووى اضوويف
 Latif et) دقيقة /دورة º  /100م 25/  ظروف الظلام في (New Brunsiwch, USAالعينات في الحاضنة الهزازة ) وضعتو 

al., 2007 ) قطوور فتحاتهووادقيقووة  مناخوول بلاسووتيكية اطةبوسوو . رشووحت المووزارعسوواعة 48لموودة و mµ 46 (Plant Genetic 

Manipulation Group, Nott. Univ., UKمفوردة. أعيودت الموزارع إلوىالخلايوا ال مجواميع لحصوول علوىل ( إلوى دوارق معقموة 
 تحضووينهاموون  سوواعة 96، 72، 48، 24 المعلووق الخلوووي بعوود موون مووايكروليتر 100 بنقوولحووددت كثافتهووا  .ظووروف التحضووين نفووس

5× (2.5، 3.4، 2.6، 1.9)وبلغت  ،(Davey and Anthony, 2010وميتر )يتباستخدام الهيموسا
علوى التووالي.  1-خلية مل  10

x 5 3.4كثافة اليوم الثالث  تاعتمدو 
 .تجار  الدراسةي ف 1-مل  خلية 10

 الكهربائية مع المعلقات الخلوية تحت تأثير المعاملة pRiالزراعة المرافقة لبلازميدات 
5×3.4مزج مليلتر واحد من معلق الخلايا المترسبة كثافتها      

 MS                    النامية فوي الوسوط السوائل 1-خلية مل 10
، 200م تعوووريض الموووزيج للفولتيوووات ومووون ث ووو pRiموووايكروليتر مووون بلازميووودات  50موووع  BAو  NAAلكووول مووون  1-ملغوووم لتووور 1.0+ 

(. وبصوورة مماثلوة Al-Mallah, 2002لي ثانية لكل معاملة داخل حجرة جهاز التحفيوز الكهربوائي )م 5فولت/  350، 300، 250
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للمقارنوة، وبعود الانتهوا  مون كعينوات بونفس الظوروف و لصدمة الكهربائيوة للوحدها  ذاتهاالخلايا المترسبة بالكثافة  عينات منعرضت 
 .(Dixon, 1985 ; Davey and Anthony, 2010) تعريض جميع العينات زرعت بطمرها في قطرات الاكار

  المعاملة الكيمياوية تأثيرتحت مع خلايا المعلقات الخلوية  pRiالزراعة المرافقة لبلازميدات 
مووايكروليتر موون  50مووع  كوول منهووا   ومووزجالمهيئووة مسووبقا   معلووق الخلايووا المترسووبة موون موول / عينووة( 1.0)ت خمسووة عينووات أخووذ
مول  5.0،  4.0، 3.0، 2.0، 1.0 علوى التووالي اليهوا . أضويف/قنينةمل 10 بي  زجاجية معقمة سعةانا خمسة في pRiبلازميدات 

. بعدئوذ  أضويف إلوى مع تحريكها بهودو  دقيقة 15لمدة  تحضنو  PEG ، (6000Mwt.)،متعدد الكلايكول أثيلين% 20محلول  من
 موزيج الوسوط الغوذائي والموا  المقطور الرائوق الوذي يمثول يولأز  (دقوائق 5دورة/  100) مركزيوا   مل ما  مقطر معقم ونبذت 3.0المزيج 
العملية ثلاث مورات. بعودها  عيدتأو  ثانيةونبذت  لمقطر المعقمامل من الما   3.0اضيف الى الخلايا المترسبة ثم . PEGومحلول 
 . (2013، آخرونو ابراهيم الاكار ) قطرات بطمرها في الخلايا زرعت

  وزراعتها في الاكار كعينات مقارنة. PEGغيا  ب لوحدها كما زرعت مجموعة من العينات
  الخلوي مع المعلق Riالناتج من الزراعة المرافقة لبلازميدات  كالسالانسجة جينوم في  rol Cو  rol Bعن جينات الكشف 

مون الزراعوة  النواتجمون الكوالس و مقارنوة( ال) المعلقوات الخلويوة المشوتق مون) كالسال عينات من DNAعزل الحامض النووي 
محلووول  بوجوووداو  (ملووي ثانيووة 5/ فولووت 250)الكهربائيووة  ثير الصوودمةأتحووت تووامووا  pRiعلقووات الخلويووة مووع بلازميوودات مالمرافقووة لل

PEG). محلوول الاسوتخلاص  باسوتعمالCTAB Cetyl trimethylammonium bromide (., 1993et alWeigand ). 
المعوزول مون بكتريوا  p-DNAالحامض النوووي وكذل   الكالس من الانواع الثلاثةن مالمعزول  DNAوقدر تركيز ونقاوة الحامض 

Agrobacterium rhizogenes R1601 (  طيفيوواSpectrophotometer, England Biodrop )الطوووليين الموووجيين  عنوود
% 1كووواروز الا فوووي هووولام كهربائيوووا   المعزولوووة DNAنوووواع الحوووامض رحلوووت ا .(Dhahi et al., 2011)نوووانوميتر 280، 260

(Electrophoresis MS Mini, U.K. )وشخصت حزم الحامض . ثلاث ساعات فولت لمدة 40تيار كهربائي بفرق جهد  بإمرار
ثوم UV (UVUP, Taiwan( )Weigand et al., 1993 )بتعريضوها لششوعة فووق البنفسوجية برومايود الايثيوديوم محلوول بوجوود 
  .فوتوبرافيا   صورت

 مدى احتفاظ الخلاياو لكشف عن التحول الوراثي ل PCRبواسطة المعزولة اعلاه  DNAض عينات الحام ضخمت
وبتعاق  في ادناه  (Alpha DNA, Canada) المتخصصة البادئات، وانتخبت في جينومها rol Cو  rol Bبجينات 

 :(Park et al., 2010)   للنيوكليوتيدات
5`  TCACAATGGATCCCAAATTG   3` 
3`  TTCAAGTCGGCTTTAGGCTT   5` rol B 

 
5` ATGGCTGAAGACGACCTGTGT  3` 
3` TTAGCCGATTGCAAACTTGCA  5` 

rol C 

 
+  MgCl2 buffer X10  +KCL  +Tris-HClمووايكروليتر موون المووزيج )  5.0الحاويووة  Premixتخدمت أنابيوو  اسوو       

dNTPs  انزيم +Taq DNA polymerase10ن البواد  الاموامي المتخصوص بتركيوز (، ويضاف اليها موايكروليتر واحود لكول مو 
-نوانوبرام موايكروليتر 50القال  بتركيز  DNAمايكروليتر من الحامض  4.0والباد  العكسي المتخصص و 1-بيكامول مايكروليتر

 Eppendorf Masterفي جهواز التضواعف ) الأنابي أدخلت . مايكروليتر من الما  المعقم الخالي من الايونات 9.0. واضيف 1

Personal, Germany).  كول منهوادورة  اربعوون يتبعهادقائق  5سيليزية لمدة  95دورة واحدة بدرجة حرارة التفاعل برنامج  انتخ و 
سويليزية واخيورا   72دقيقوة واحودة بدرجوة ، سويليزية 63نفس المدة وبدرجة حرارة ، سيليزية 95ثانية بدرجة حراة  45ثلاث دورات ب تمر

 الاكوواروز %2فووي الهلامووة  ورحلووت كهربائيووا  بعوود انتهووا  وقووت التفاعوول رفعووت الانابيوو   .سوويليزية 72بدرجووة دورة لموودة سووبعة دقووائق 
يها صووور تو الايثيووديوم برومايوود بمحلووول صووبغة الحووزم  تسوواعتين وبعوودها صووبغفولووت لموودة  35مرار تيووار كهربووائي عنوود فوورق جهوود إبوو

  .فوتوبرافيا  
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 النتائج

 pRiبلازميدات  ناتج
-موايكروليتربرام نوانو  Agrobacterium rhizogenes R1601 512من معلق بكترياالمعزولة  pRiبلازميدات  بلغ تركيز

 ة.يبروتين جزيئاتاية او  RNA من هخلو  ملشرا   1.8ونقاوته  1
 المعاملة كهربائيا   المعلقات الخلوية من كالسال منشأت تكوين

هوذه لخلايوا ال هوذه الصودمة الكهربائيوة تحموللمجموعوة مون معواملات  اظهرت نتائج زراعة المعلقات الخلوية والمعرضوة مسوبقا  
 منشوأت وتطورهوا الوىخلوية المستعمرات التكوين و نقسامات الخلايا ا ملي ثانية 5/ فولت 250و  200 المعاملات حفزتو  ،المعاملة
 .(1 الجدولالكالس )
 

x 10 3.4تكوين منشأت الكالس من المعلقات الخلوية بكثافة : 1الجدول 
المشتقة من كالس سيقان نباتـات الجـزر  1-خلية مل 5

Daucus carota L.  الكهربائية والمزروعة في قطرات الاكار المتعددةالمعاملة تحت تأثير 
 

 ./ معاملة  30 عدد قطرات الاكار المزروعة
 .x 100ر المزروعة دد الكلي لقطرات الاكاالع للقطرات المكونة لمنشأت الكالس /العدد الكلي  % لمنشأت الكالس=

 

 وجود الى كتلة من الكالس. بينما ها لاحقا  تطور و ( A 1الكالس المتكونة في عينة المقارنة )الشكل  منشآت أعدادقلة  ولوحظ
 1ملي ثانية في قطرات الاكار )الشكل  5فولت /  250خلايا التي سبق تعريضها للمعاملة الكثرة اعداد منشأت الكالس الناتجة من 

Bثبطوتفوي عينوة المقارنوة. فوي حوين  كتلتوه من حجما   اكبر على وسط الاستحداث وزراعتها انتجت كتلة من الكالس نقلها (. وحين 
انخفواض اعوداد منشوأت  ترتو  عنهواخلايوا المعلوق الخلووي المطموورة فوي الاكوار  انقسوامات ملوي ثانيوة 5فولت/  350الفولتية العالية 
 .الكالس المتكونة

 
 
 
 
 
 
 

 المعاملة الكهربائية
(V/msec) 

  ةد الكلياعدالا
 منشأت الكالس

للمستعمرات الخلوية  )%(
 الناتجة

للقطرات المكونة 
 للمنشأت

الكالس لمنشأت 
 الناتجة

 50 34 15 42 )بدون معاملة( المقارنة
200/5 77 21 108 70 
250/5 112 24 168 80 
300/5 63 14 48 47 
350/5 26 5 11 17 
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منشأت الكالس الناتجة من المعلقات الخلوية لنباتات الجـزر التـي سـبق تعريضـها لل ـدمة الكهربائيـة والمزروعـة فـي : 1الشكل 
  .قطرات الاكار

-A 3.4بكثافووة  المعلووق الخلوووي خلايوواموون  المتكونووةالمحوودودة )الملشوورة بسووهم(  منشووأت الكووالس x 5
10

فووي قطوورات  بطمرهووا المزروعووة 1-خليووة موول 
 .)المقارنة( من زراعتها ا  يوم 20 كار بعدالا

-B المزروعوة ملوي ثانيوة 5فولوت/  250فولتيوة الب التوي سوبق معاملتهواالمعلوق الخلووي مون زراعوة  المتكونوة المتعددة )الملشورة بسوهم( منشأت الكالس 
 .ا  من زراعتهايوم 18 عدفي قطرات الاكار ب

 

  ةكهربائيالالمعاملة  تأثيرتحت  pRiلقات الخلوية مع بلازميدات زراعة المرافقة للمعال من الكالس منشآتين تكو 
 50مع  تحضينها بعدمن زراعة المعلقات الخلوية  المتكونة منشآت الكالس اعداد فيتباين ال( إلى 2 ،البيانات )الجدول تعبر

  ثير الصدمة الكهربائية.أتحت ت pRiمايكروليتر من بلازميدات 
 

x 5 3.4للكثافة  للمعلقات الخلوية من الزراعة المرافقة لكالسمنشأت ا تكوين: 2الجدول 
10

المشتقة من كالس  1-خلية مل 
المزروعة  ةكهربائيالالمعاملة تحت تأثير  pRiمايكروليتر من  50مع  .Daucus carota Lت الجزر اسيقان نبات

 في قطرات الاكار المتعددة
 المعاملة الكهربائية

(V/msec) 

  الاعداد الكلية
 منشأت الكالس

للمستعمرات الخلوية  )%(
 الناتجة

للقطرات المكونة 
 للمنشأت

 الناتجةلمنشأت الكالس 

 50 53 15 97 )بدون معاملة( المقارنة
200/5 218 22 196 73 
250/5 268 16 232 53 
300/5 158 18 106 60 
350/5 85 7 43 23 

   ./ معاملة  30عدد قطرات الاكار المزروعة 
 

الاولوى بعود  الخلايا وتلوثها وبود  انقسواماتهالم تلثر في حيوية إلى المعلق الخلوي  pRiمايكروليتر من  50اضافة  ظ انلوح
تحفيووز  البيانوواتوتظهوور  .يومووا   35الكووالس بعوود  منشووأتمكونووة المسووتعمرات الخلويووة وتطورهووا إلووى  فووي انقسوواماتها اسووتمرتو ايووام  8

A B 
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التوي منشوآت الكوالس  وانتاجهوا هاانقسوامات ومواصولة خلايوا المعلقوات الخلويوةل المبكورة نقسواماتلااملوي ثانيوة  5/ فولت 250 لمعاملةا
نموذجيووة موون بقوودرتها علووى تكوووين مووزارع  تتميووز  والأخيوورة ،(2، )الشووكليومووا  موون الزراعووة  25كوون ملاحظتهووا بووالعين المجووردة بعوود ام
بعود  هاومنشوآت الخلويوة المتكونوة فوي اعوداد المسوتعمرات ملحوظوا   فاضوا  انخ ثانيوةملوي  5/ فولت 350في حين ادت المعاملة  .كالسال

 الناتجوة هابأعوداد قياسوا   pRiالمعلوق الخلووي موع بلازميودات تحضوين اعداد كبيرة من منشوأت الكوالس مون  عموما  انتجتو  يوما . 40
 مع بيا  البلازميد والتعريض للمعاملة الكهربائية

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

x 5 3.4بكثافـة  لنباتـات الجـزر لمعلـق الخلـويا خلايـا مـن زراعـة الناتجـة )المؤشـرة بسـهم( الس: منشأت الك2الشكل 
10

خليـة  
فــي  بطمرهــا والمزروعــة ملــي ثانيــة 5فولــت  250والمعاملــة كهربائيــا   pRiمــايكروليتر مــن  50المحضــنة مــع  1-مــل

 .من زراعتها ا  يوم 15قطرات الاكار بعد 
 
 تحت تأثير ال دمة الكيمياوية pRiلمرافقة للمعلقات الخلوية مع بلازميدات من الزراعة ا المنشآت تكوين 

كوووان محفوووزا  لانقسوووامات  pRiبلازميووودات و  المضووواف الوووى موووزيج الخلايوووا بتراكيوووزه المتباينوووة PEGمركووو   أنأظهووورت النتوووائج 
 (.3)الجدول  الكالس منشأت منتجة المستعمرات الخلويةالخلايا وتكوينها  هذه في قطرات الاكار وتطور المطمورةالخلايا 

شجعت انقسامات الخلايا المطمورة مكونة  المستعمرات الخلوية وتطورها  PEG% 20مل من محلول  1.0 إضافة أنولوحظ 
تكوووين مزارعووه.  موونواسووتطاعت هووذه المنشووآت عنوود نقلهووا إلووى وسووط اكثووار الكووالس  ،(3يومووا  )الشووكل  20الووى منشووآت الكووالس بعوود 

 .لون اصفر مخضر وهشة القواموكانت ذات 
 

x 5 3.4تكوين منشأت الكالس المتكونة من الزراعة المرافقة للمعلقات الخلوية بكثافة  :3الجدول 
10

المشتقة من  1-خلية مل 
بوجود محلول الإيثلين متعدد  pRiمايكروليتر من  50مع  .Daucus carota Lكالس سيقان نباتات الجزر 

 ( المزروعة في قطرات الاكار المتعددةPEG, Mwt. 6000الكلايكول )
 

% 20احجام محلول 
PEG 
 )مل(

 الاعداد الكلية
 منشأت الكالس

للمستعمرات الخلوية  )%(
 الناتجة

للقطرات المكونة 
 للمنشأت

 الناتجةلمنشأت الكالس 

 50 34 15 42 المقارنة
1.0 148 21 114 70 
2.0 113 17 93 57 
3.0 93 11 59 37 
4.0 42 8 12 27 
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5.0 26 3 4 10 

  30عودد قطورات الاكوار المزروعوة  / معاملة. 

 
 
 
 
 
 
 
 

x 5 3.4بكثافـة  لنباتـات الجـزر منشأت الكـالس )المؤشـرة بسـهم( الناتجـة مـن زراعـة خلايـا المعلـق الخلـوي : 3الشكل 
10

خليـة  
( والمزروعـة .6000Mwt) PEG% 20مل من محلول  1.0بوجود  pRiمايكروليتر من  50المحضنة مع و  1-مل

 .يوم من زراعتها 20بطمرها في قطرات الاكار بعد 
 

تحت  pRi تامع بلازميد حضنةالمعلقات الخلوية الم في جينوم انسجة الكالس المشتق من  rol Cو  rol Bالاحتفاظ بجينات 
  ةكيمياويالو  ةئياكهربال تينالمعاملثير أت

 وكالسوها النواتج مون مرافقوة (A  4)الشوكل  مون كوالس المعلقوات الخلويوة المعزول DNAالحامض  نقاوة ان نتائجالاوضحت 
تراكيووزه سووجلت و  1.8بلغووت ( C  4)الشووكل  الصوودمة الكيمياويووة وا (4B)الشووكل  الصوودمة الكهربائيووة تحووت تووأثير pRiبلازميوودات 

2415، 2813، 2690 
علووووووووووووووووووووووووى   ليترنوووانوبرام/ موووايكرو 
حووووووووووووووووووووووووووزم   ظهوووور بدلالووة التوووالي

ول المعووووووووز   DNAالحووووووووووووووووووووامض 
طبقوووووووووة الهووووووووولام  فوووووووووي  4)الشكل 

D). 
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ومن كالسها  .Daucus carota Lالمعزول من كالس المعلقات الخلوية للجزر  DNAالحامض النووي الجينومي  :4الشكل 
تحت تأثير المعاملتين الكهربائية  pRiمايكروليتر من بلازميدات  50المحول وراثيا  الناتج من تحضينها مع 

 عند ترحيله الكهربائي في الاكاروز. والكيمياوية
احتفاظ جينوم كالس  RCR( للحامض المضخم بواسطة 5 نتائج الترحيل الكهربائي على قطعة الهلامة )الشكل وأظهرت      

 rol Cو rol B، وبوجود المعاملة الكهربائية او الكيمياوية، بجينات pRiالمعلقات الخلوية المترافقة مع بلازميدات 
انفصال حزمة واحدة ناتجة من كل من العينات اعلاه لها ذات الوزن الجزيئي للبادئات وايضا بيا  مثل هذه بدلالة 

 المتضاعف والمعزول من كالس المعلقات الخلوية. DNAالحزم من عينة الحامض 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1517 bp  

 
DNA  الكالس الناتج من المعلق

ال دمة تأثير تحت  pRiو
 الكيمياوية

DNA  تأثير تحت في اعلاه
 ال دمة الكهربائية

 
 

DNA  كالس المعلقات الخلوية
   )المقارنة(

 

الخلوية المحضنة مع كالس المعلقات 
ال دمة تحت تأثير  pRiبلازميدات 

 الكيمياوية

كالس المعلقات الخلوية المحضنة مع 
 تحت ال دمة الكهربائية pRiبلازميدات 

 كالس المعلقات الخلوية )المقارنة(
 

 A 

 D 

 C  B 
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ــات  تواجــد: 5الشــكل  ــة للالمضــخم  DNAفــي الحــامض النــووي  rol B  ،rol Cجين نباتــات الجــزر كــالس المعلقــات الخلوي
Daucus carota L.   المحضـنة مـع بلازميـداتpRi  الترحيـل  بواسـطة المعـاملتين الكهربائيـة والكيماويـة تـأثيرتحـت
 الكهربائي في الاكاروز

 .)المقارنة( المضخم والمعزول من كالس المعلقات الخلوية DNA (:4،  1المسار )
 50 من كالس المعلقات الخلوية المحضنة معالمضخم والمعزول  DNAفي عينة الحامض  rol Bوجود الجين  (:2المسار )

 .ملي ثانية 5فولت/ 250 تأثيرتحت  pRiمايكروليتر من بلازميدات 
 50من كالس المعلقات الخلوية المحضنة مع المضخم والمعزول  DNAفي عينة الحامض   rol Cوجود الجين (: 3المسار )

 .ملي ثانية 5فولت/ 250 تأثيرتحت  pRiن بلازميدات مايكروليتر م
 50من كالس المعلقات الخلوية المحضنة مع  المضخم والمعزول DNAفي عينة الحامض  rol Bوجود الجين  (:5المسار )

  .دقيقة 15ولمدة  PEG محلول تحت تأثير pRiمايكروليتر من بلازميدات 
 50 من كالس المعلقات الخلوية المحضنة مع المضخم والمعزول DNAامض في عينة الح rol Cجين الوجود (: 6المسار )

 .دقيقة 15ولمدة  PEG حلولم تحت تأثير pRiبلازميدات  مايكروليتر من

فيهووا  pRiتضوومين بلازميوودات  يثبووت بصووورة قاطعووةالمعلقووات الخلويووة  كووالسفووي جينوووم  rol Cو  rol B ان ظهووور جينووات
 . pRi للبلازميدفي الاستقطا  المباشر  PEG رك تأثير المشجع لمالكهربائية وال صدمةوكفا ة ال

 

 المناقشة
 اعووداد كبيوورة موون علووى حتوائووهاو  هسوويقان إلووى سووهولة انفصووال خلايوواالهوو  للكووالس النجوواح أنشووا  المعلقووات الخلويووة موون  يفسوور

 BAو NAAات الغذائيووة الضوورورية بوجووود تواصوول انقسوواماتها وتكوينهووا منشووأت الكووالس إلووى وفوورة الاحتياجوو ويوورج الخلايووا المفووردة 
(Neumann et al., 2009 ; Mohammed and Al-Mallah, 2013.) 

 بالووذات ظووروفو  ا  معاملووة كهربائيووال الخلايووا موون المتكونووة الانقسووامات الخلويووة وزيووادة اعووداد المسووتعمرات الخلويووة سووتمرارا ان
ت دقيقوة فوي جودر هوذه الخلايوا وحصوولها بشوكل افضول علوى احتياجاتهوا قد يعزى الى تكوين فتحوا ثانيةملي  5ت/لفو  250 المعاملة
أن عودم تحمول خلايوا المعلقوات  (.Joersbo et al., 1990)الوى تشوجيع بنوا  الحوامض النوووي للخلايوا المعاملوة  وايضوا   ،الغذائيوة
 فقودان على اساس هفسر ت يمكن تجة منهاالكالس النا منشأتملي ثانية والانخفاض الكبير من اعداد  5فولت/  350 للمعاملةالخلوية 

خلول فوي مسواراتها الايضوة وتحطويم بروتيناتهوا واحماضوها النوويوة مولثرا  علوى انقسواماتها  حودوث إلوى يرج الخلايا حيويتها والذي قد 
(Eing et al., 2009). لمعلقوات الخلويوة للجوزر موع بلازميودات لنجواح الزراعوة المرافقوة  وقد يفسرpRi ن المسوتعمرات ونواتجهوا مو

 موونقوودرة خلايووا المعلقووات المفووردة علووى الانقسووام بوجووود الوودعم الهرموووني  الووىالكووالس وتطورهووا إلووى مووزارع الكووالس  منشووأتالخلويووة و 
NAA  وBA (Meyer et al., 2000)، بدرجوة كبيورة إلوى انتقوال جينوات  اوT-DNA  مون بلازميوداتpRi  إلوى الموادة الوراثيوة

انعكوس فوي  توأثير الصودمة تحوت pRiج موزج المعلقوات الخلويوة موع بلازميودات توأن نوا .(Kunik et al., 2001للخليوة النباتيوة )
إلوووى وجوووود  مووون المتوقوووع ان يعوووزىو  .بووواقي العينوووات نعووو منشوووأتهامسوووتعمراتها الخلويوووة و  اعوووداد الانقسوووامات الخلويوووة وتفووووقتبكيووور 

-T تضومين الحوامضوزيوادة معودلات انقسواماتها وايضوا   DNAحوامض وتداخلها في تشجيع بنوا  ال الفولتيةوتأثير  pRiبلازميدات 

DNA ة بفعل الصدمة الكهربائيوة فوي جودر خلاياهوا وابشويتها البلازميوةستحثة عبر الثقو  الملقتة الممستقبلداخل جينوم الخلايا ال 
(Joersbo et al., 1990)، علوى الكوالس دلالوة واضوحة  نشوأتمتحفيزهوا تكووين  فويملوي ثانيوة  5فولوت/  250المعاملوة  ان كفوا ة

 فوي المعروفوة خلايوا إلوى قدرتوهال هوذه فوي pRiفي تضمين بلازميودات  PEGومن الملكد ان يفسر دور مرك   خلايا.الحيوية تأثر 
فووي   DNAلحووامض الووى دوره فووي الاسووتقطا  المباشوور لدمووج الخلايووا النباتيووة فاقوودة الجوودران )البروتوبلاسووت( مووع بعضووها وايضووا  

وجوود مجموعوة الكاربونيول و  الكيميواوي تركيبوهيعود إلى  المنخفضة منه وق التراكيزفتان و  .(Davey and Power, 1975)يا الخلا
حداثوه زيوادة فوي الشود خللا  في نموها لإعن احداثه  في التراكيز العالية منه. فضلا   ثير السام على الخلية النباتيةأفي جزيئته ذات الت
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ووجود بوأن  (.Kakaei et al., 2013فوي الووزن الطوري للكوالس ) كونوه مركو  محو  للموا  مسوببا  انخفاضوا   ئيلشود الموااالازمووزي و 
 (.Al- Taha, 2013) يلثر سلبيا على نمو خلاياها PEGتعريض الانسجة النباتية إلى تراكيز عالية من 

راتهوا بيور المحولوة وراثيوا  قود يعوود ينظ عون pRiفوي الانسوجة المحولوة وراثيوا ببلازميود  DNAتراكيوز الحوامض  فوي زيادةالأن 
وتشوووجيعها بنوووا  الاحمووواض النوويوووة  جينومهوووا وانووودماجها موووع المسوووتقبلةلخلايوووا اإلوووى  T-DNA المحمولوووة علوووى جينووواتالإلوووى انتقوووال 
زراعوة المعلقوات  انسوجة الكوالس المشوتق مون مفوي جينوو  rol Cو rol Bأن وجوود جينوات  (.Park et al., 2010) والبروتينوات

انسووجة  جينوووم فوويينووات جهووذه ال تضوومين عوونقاطعووا  دلوويلا   فووي جينوووم انسووجة المقارنووة بيابهوواو  pRiبلازميوودات  الخلويووة المتضوومنة
 .(Park et al., 2010) الكالس المحولة وراثيا  

 الم ادر العربية

قة لمعلقات الخلايا المشتقة من العقد (. الزراعة المراف2013الاطرقجي، عمار عمر ) ؛الملاح، مزاحم قاسم  ؛ابراهيم، مثنى محمد 
وعزل الدايوسجنين من الكالس المحول وراثيا. مجلة  تحت تأثير الصدمة الكهربائية pRiمع بلازميدات  الفلقية للحلبة

 .33-21، 21 ديالى للعلوم الزراعية،
مع عزل  .Trigonella foenum-graecum L. التلاع  الوراثي والكهربائي لنباتات الحلبة (2013)مثنى محمد  ،المهداوي

 جامعة الموصل. ،كلية الزراعة والغابات ،الدايوسجنين والترايكونيلين من المزارع النسيجية المختلفة. اطروحة دكتوراه
 Dianthus (. الزراعة المرافقة لخلايا المعلقات الخلوية المشتقة من كالس اوراق القرنفل2010النعمة، قتيبة شعي  )

caryophyllus  مع بلازميداتTi ،73-68 ،15. مجلة تكريت للعلوم الصرفة. 
الناتجة من  rol-genesبمجموعة  .Daucus carota Lنباتات الجزر  احتفاظ(. 2013) العنزي، امجد عبد الهادي محمد

أطروحة دكتوراه، كلية العلوم، جامعة  .Agrobacterium rhizogenes R1601انسجته المحولة وراثيا  ببكتريا 
 الموصل.
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