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ABSTRACT 
Stem callus cultures of carnation (Dianthus caryophyllus) local 

variety were grown on asynthetic medium Murashige and Skoog (MS) 
medium. Optimal concentration of growth regulators were observed to be 
0.5mg/L 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) combined with 0.1mg/L 
Benzyle adenine (BA). Cell suspenion cultures worked best in liquid MS 
medium suspplemented with 0.5mg/L 2,4-D and 0.1mg/L BA 
successfully plated in agar drops is petridishes. Cell divisions led to the 
callus formation. Successful shoot regeneration occurred in agar 
solidified MS medium containing 0.06mg/L indole- acetic acid (IAA) and 
1.0 mg/L Benzyle adenin (BA). Shoot were easily rooted and transferred  
to soil. 
 

  الخلاصة
مدعم  الصلب ال  MSالصنف المحلي في وسط     من  تكونت مزارع كالس سيقان القرنفل      

 ثنائي فينوكـسي    4,2لتر من   / ملغم 0.5باضافة تراكيز مناسبة من منظمات النمو التي شملت         

 . Benzyle adenin (BA)لتر من البنزايـل ادنـين   / ملغم0.1 و) D-2,4(حامض الخليك 

 0.5 السائل المضاف اليـه      MSاستحدثت مزارع المعلقات الخلوية بأفضل ظروفها في وسط         

لتر من البنزايل ادنين    / ملغم 0.1و  ) D-2,4(ائي فينوكسي حامض الخليك      ثن 4,2لتر من   /ملغم

)BA.(           ادت الانقـسامات   .  وزرعت بنجاح في هذا الوسط في قطرات الاكار في طبق بتري

انتجت الافرع الخضرية من هذا الكـالس       . الخلوية لهذه الخلايا المزروعة الى تكوين الكالس      

 indoleلتر اندول حامض الخليك / ملغم0.06 ـل الصلب الحاوي MSعند وضعه في وسط 

acetic acid ) IAA (لتر من البنزايل ادنين / ملغم1.0 و)BA .( جذرت الافرع الخـضرية 

  . المتكونة من الكالس بسهولة مع نجاح نقل النباتات الى التربةجميعاً
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  المقدمة
لعائلـة   الـى ا Dianthus caryophyllus  (carnation)تنتمي نباتـات القرنفـل   

Caryophyllaceae           وتعد منطقة البحر الابيض المتوسط موطن زراعته ويطلق عليه الزهرة 

  ).1(الالهية 

اوراقها بسيطة ، ازهارها ثنائية الجنس شعاعية التناظر        نباتات القرنفل عشبية معمرة     

 ـ    في  ويحدث افضل نمو للقرنفل في الاماكن ذات الاضاءة العالية           تح اثناء موسم الـشناء وتتف

  ).2(ازهاره في النهار الطويل 

القرنفل احد نباتات الزينة المهمة اقتصادياً بسبب قيمتها البستنية فضلاً عن رائحتهـا             

ان زراعة انسجة   الى  شير بعض المصادر    ي. المتميزة لاحتوائها على الزيوت العطرية والطبية     

نباتـات الكاملـة مـن      كن من الحصول على ال    ام اذ) 3 (1963نباتات القرنفل بدأت في سنة      

) 4(واشار احد الباحثين    .  غذائية صناعية  اوساطالقرنفل بزراعة القمة النامية لهذا النبات على        

 0.5 الصلب المدعم باضافة     MSسيقان القرنفل في وسط     من  الكالس  الى نجاح تكوين مزارع     

 ـ وتمايزه على الوسط الحاوي      D-2,4لتر  / ملغم 0.5 و   NAAلتر  /ملغم لتـر  / ملغـم  0.5 لـ

NAA   لتر  / ملغم 2.0 وKin .          وتمكنت دراسة اخرى من الحصول على كالس القمم الناميـة

) 5(وعقد الساق وتمايز هذا الكالس الى مجموعة من الافرع الخضرية التي امكن تجـذيرها               

ونجحت دراسة اخرى في الحصول على الكالس المشتق من زراعة المعلقات الخلوية والـذي              

كالس القرنفل المشتق   تمايز   اشار بعض الباحثين الى قدرة       في حين ) 6(ه  اظهر فشلاً في تمايز   

  ).NAA) 7 و BA الصلب الحاوي على MSمن زراعة المعلقات الخلوية في وسط 

 قدرة الكالس المشتق من زراعة المعلقات الخلوية        الىتهدف هذه الدراسة الى التعرف      

رية وقدرة هذه الافرع علـى التجـذير        في قطرات الاكار على التمايز وتكوين الافرع الخض       

  .وتكوين النباتات الكاملة

  

  مواد وطرائق العمل
  التعقيم السطحي للبذور وتكوين مزارع الكالس

 بغمرهـا فـي   .Dianthus caryophyllus Lعقمت بذور الصنف الاجنبي للقرنفل 

 بواقـع   )NaOclهايبوكلورايت الصوديوم   % 6(محلول التعقيم المتكون من القاصر التجاري       

البذور المعقمـة   نقلت  ). 8( دقائق وغسلها جيداً بالماء المعقم       10حجم ماء مدة    2: حجم منه 1

الـصلب  ) MS) 9 من وسـط     3سم 25 مل تحتوي على     70حجم  ب زجاجية   سطحياً الى قنانٍ  

  .قنينة/ الخالي من منظمات النمو وبمعدل بذرة واحدة 
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 3مدة   م2ْ+ 25تام بدرجة حرارة    حفظت العينات في حاضنة النمو في ظروف ظلام         

اعتمدت بادرات القرنفـل    .  ساعات ظلام  8/ ساعة اضاءة  16 نقلت الى النظام التعاقبي      ثمايام  

 اسابيع مصدراً للحصول على قطع السيقان ، استخدم وسط          4المعقمة الناتجة من البذور بعمر      

 BAلتـر  / ملغم0.1 وD-2,4لتر  / ملغم 0.5 الصلب مضافاً اليه     MSاستحداث الكالس الوسط    

)8.(  

  

  انشاء مزارع المعلقات الخلوية من كالس السيقان وادامتها

 0.1 و D-2,4لتـر   / ملغـم  0.5 السائل المدعم باضـافة      MS من وسط    3سم 25اخذ  

 وضعت فيه قطعة كـالس الـسيقان         3 سم 100حجم  ب، في دورق زجاجي     ) BA) 8لتر  /ملغم

فـي  ) Brunsik, USA(لحاضـنة الهـزازة   الهش بوزن غرام واحد ، وضعت العينات في ا

). 10( ساعة   24دقيقة مدة   / دورة 150م وسرعة دورانية    28ْظروف ظلام تام ودرجة حرارة      

 46 رشحت المزرعة بامرارها من خلال منخل بلاسـتيكي معقـم دقيـق حجـم فتحاتـه                  ثم

تل لازالة الك) .Plant Genetic Manipulation Group, Nott. Univ. U.K(مايكروميتر 

الخلايا المفردة واكمل الحجـم الاصـلي       الخلوية الكبيرة الحجم والحصول على اكبر عدد من         

 ظـروف   فياعيدت المزارع الى الحاضنة الهزازة و     . باضافة الكمية اللازمة من الوسط نفسه     

اديمـت  . مع متابعة انقسام خلاياها وتقدير كثافتها لغرض زراعتهـا لاحقـاً          نفسها  أالتحضين  

لقات الخلوية بازالة الدوارق الحاوية المزارع في الحاضنة وتركها داخل الكابينـة            مزارع المع 

ركود لها ب   مستندة الى جدار الكابينة والسماح     على نحو مائل   ساعات بوضع الدوارق     4-3مدة  

  مناسـب   حجم يفسكب الوسط القديم بعناية للحفاظ على الخلايا المستقرة ، واض         ثم  . خلاياها

واعيدت العينـات الـى الحاضـنة       . )11(لى الخلايا المترسبة في الدورق      من الوسط نفسه ا   

  . أنفسهاالظروف السابقة الذكروفي الهزازة 

  

  زراعة المعلقات الخلوية في قطرات الاكار المتعددة

  3 10 × 142 من مزرعة المعلق الخلوي بكثافة اليوم الخامس البالغـة           3سم 1.0اخذ  

 ـسائل الحاوي  ال MSمل النامية في وسط     /خلية لتر / ملغم 0.1 و   D-2,4لتر من   / ملغم 0.5  ل

BA     من الاكار السائل المعقم مسبقاً والموجود فـي        % 3.0 من محلول    3سم 1 ومزج جيداً مع

شـكل  وزع علـى    م وزع المزيج جيداً وبسرعة تجنباً لتصلبه و       40ْحمام مائي بدرجة حرارة     

بمعـدل  ) .Sterilin, U.K( سم 9 قطر قطرات متماثلة الحجم في قاعدة طبق بتري بلاستيكي

، تركت هذه الاطباق مفتوحة داخل كابينـة الـزرع وبعـد تـصلب              ) 12(طبق  / قطرات 10

نفسه المـستخدم فـي      من الوسط الغذائي السائل      3سم 2.0الى الطبق الواحد    القطرات اضيف   
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ظـت  حف.  وضعت اغطية اطباق بتـري وسـدت بالبـارافيلم   .انشاء مزارع المعلقات الخلوية   

 ساعة اضاءة في غرفة الزرع ،       16 مدة لوكس   800-700م واضاءة   25ْالعينات في ظروف    

الخلايـا  مباشـرة    وفحصت بالمجهر الضوئي الاعتيادي لملاحظة       دورياًتمت متابعة العينات    

بدأت الادامة الدورية لهذه المزارع بعد حدوث       . المطمورة في قطرات الاكار بانقسامها الاول     

 ايام بالتخلص من الوسط الموجود من خـلال سـحبه           4 ادامتها كل    ل وتواصلت الانقسام الاو 

 مع  نفسه مماثل من الوسط الجديد       والتعويض عنه باضافة حجم    بواسطة ماصة زجاجية  بهدوء  

الوسط السائل المضاف واسـتمرت     في  تجنب اضافة كمية فائضة لضمان عدم غمر القطرات         

  .سعمليات الادامة حتى ظهور بادئات الكال

  

  نقل بادئات الكالس المتكونة في القطرات وتكوين مزارع الكالس

نقلت بادئات الكالس المشتقة من الانقسامات المتتابعة لخلايا المـزارع الخلويـة بعـد      

) 8(طة ملقـط معقـم      سـا بزوغها من قطرات الاكار وبلوغها حجماً مناسباً بازالتها كاملة بو         

 D + 0.1-2,4لتـر   / ملغم MS + 0.5  (اثمن وسط الاستحد   3سم 25 على سطح    تووضع

حفظت . دورق زجاجي / بادئات   3 وبمعدل   3سم 100في دورق زجاجي حجم     )  BAلتر  /ملغم

  . أنفسهاالعينات في غرفة الزرع تحت الظروف السابقة

  

  تكوين النباتات الكاملة من كالس المعلقات الخلوية

لى ع وقسمت   اربعة اسابيع بعمر  احدى المزارع الفتية    في  اخذت كمية الكالس المتكونة     

نقلت كل قطعة كالس بمفردهـا الـى دورق         . قطعة/  غم تقريباً    1مجموعة من القطع بوزن     

 MSويتكون الاخير من وسـط      .  من وسط التمايز   3سم 30 لـ حاو   3سم 250حجم  بزجاجي  

 1.0و  ) IAA(لتر اندول حامض الخليك     / ملغم 0.06لتر من الاكار و     / غم   8الصلب باضافة   

وبعـد  ). 8(المستخدم في دراسة سابقة لتمايز كـالس الـسيقان          ) BA(لتر بنزايل ادنين    /ملغم

نمـوات خـضرية    مرور اسبوعين باشرت قطع الكالس المزروعة في وسط التمايز باعطاء           

 خضرية تحمل اوراقـاً وتبلـغ       اً ، تطورت لاحقاً لتصبح افرع     طولاً سم   1صغيرة لا تتجاوز    

د بلوغ هذه الافرع عمراً مناسباً مع حملها لعدد كـاف مـن الاوراق              وعن. طولاً سم   5حوالي  

استؤصلت من قواعدها باستخدام مشرط حاد معقم ونقل كل فرع وغرست قاعدته في وسـط               

حـامض انـدول     (IBAلتـر   / ملغم 1.0 الصلب مضافاً اليه     MSالتجذير المتكون من وسط     

  .سها أنفالظروف السابقةفي  حفظت العينات ).8 ()بيوتريك
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  النتائج
  استحداث مزارع الكالس

اظهرت النتائج سهولة وسرعة تكوين مزارع الكالس من قطع السيقان المستأصلة من            

نفـسه   الـصلب  MSبادرات القرنفل النامية في ظروف معقمة في نفس وسـط الاسـتحداث     

 12 واستغرق تكوين مزارع الكـالس       BAلتر  / ملغم 1.0 و   D-2,4لتر  / ملغم 0.5 لـالحاوي  

  ).1الجدول (يوماً 

  ).1(الجدول 

 + MS في وسط الاستحداث .Dianthus caryophyllus Lتكوين مزارع كالس سيقان بادرات القرنفل 

  . بعد مرور اثني عشر يوماً على بدء الزراعةBAلتر / ملغم0.1 و D-2,4لتر / ملغم0.5

  العينة النباتية
عدد القطع 

  المستخدمة

عدد القطع المستحدثة 

  سللكال
  %الاستحداث 

قان المزروعة يقطع الس

   المقارنةMSOفي وسط 
15  0.0  0.0  

قطع السيقان المزروعة 

  في وسط الاستحداث
36  32  89  

       MSO :وسط خالي من منظمات النمو.  

واسـتمر  ) a.1الشكل  (واتصف الكالس المتكون بلونه الاخضر الزاهي وبنيته الهشة         

اديمـت مـزارع الكـالس      .  مدة ثلاثة اسابيع    نفسه الكالس في نموه في نفس وسط الاستحداث      

 قطع بوزن غرام لكل قطعة نقلت كل منها الـى           على ثلاث بازالة الاجزاء الميتة منه وتقسيمه      

مدة اسبوعين في وسط الادامة استخدمت لانـشاء        ستحداث نفسه وبعد نمو هذه القطع       وسط الا 

  .المعلقات الخلويةمزارع 

  

  :انشاء مزارع المعلقات الخلوية من كالس السيقان

 السائل مـضافاً اليـه      MSاظهرت نتائج استحداث مزرعة المعلق الخلوي في وسط         

انه كان مناسباً لانشاء هـذه المـزارع         BAلتر  / ملغم 1.0 و   D-2,4لتر  / ملغم 0.5مزيج من   

فقد كانت الكثافة المستخدمة لانشاء المزرعة      ) a.1الشكل  (انقسام خلاياها   على  بدلالة تشجيعه   

مل في اليوم الخـامس مـن       /خلية  3 10 × 142  الى  لتصل كثافتها  3سم/ خلية    3 10 × 45

 توقفت الخلايا تدريجياً عن الانقسام بدلالة عدم حصول زيـادة ملحوظـة فـي               ثم. التحضين

  ).2ول الجد(كثافاتها في اليومين السادس والسابع من عمر المزرعة 
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  ).2(الجدول 

 من كالس السيقان في .Dianthus caryophyllus Lكثافة خلايا مزرعة المعلق الخلوي للقرنفل 

  .BAلتر / ملغمD،  0.1-2,4لتر /  ملغم 0.5 السائل بوجود MSوسط 

  مل/  خلية  3 10× العدد الكلي للخلايا   )يوم(فترات التحضين 

  *45  وم الاولـالي

  60  وم الثانيـالي

  80  وم الثالثـالي

  110  وم الرابعـالي

  142  اليوم الخامس

  140  اليوم السادس

  140  وم السابعـالي

  .تمثل كثافة الانشاء* 
  

  

  تكوين الكالس من زراعة المعلقات الخلوية بطريقة الطمر في الاكار

د  الانقسام الاول بع   اظهرت نتائج متابعة الخلايا المزروعة في قطرات الاكار دخولها        

وواصلت هـذه   ) b.1الشكل  ( خليتين بنويتين متماثلتين في الحجم        ايام من زراعتها وتكوينها    3

) d.1الـشكل   (ورباعية الخليـة    ) c.1الشكل  (الخلايا انقساماتها مكونة المرحلة ثلاثية الخلية       

وقد استغرق تكوين هـذه المـستعمرات       ). e.1الشكل  (وتطورها لتكون المستعمرات الخلوية     

 10يوماً من زراعتها ، تطورت هذه المستعمرات الخلوية وازدادت احجامها  بعـد               15-20

مكونة قطعاً صغيرة بيض اللون يطلق عليها بادئات الكالس نامية          ) f.1الشكل  (ايام من تكوينها    

  ).g.1الشكل ( يوماً من الزراعة 30-25في قطرات الاكار بعد 

محدثة تـشققاً فـي قطـرات الاكـار         واستمرت هذه البادئات بنموها وزيادة حجمها       

ازيلت قطع الكالس كاملة من القطرات ونقلت الى وسـط اسـتحداث            . )h.1الشكل  (وبزوغها  

واتصف الكالس المشتق من هـذه المعلقـات الخلويـة بلونـه            .  نفسه الكالس من قطع السيقان   

  ).i.1الشكل ( جداً الاخضر الفاتح وقوامه الهش
  



 جميلة هزاع رشيد و قتيبة شعيب النعمة و   سهلة محمد زيدان

 82

  ة وتكوين النباتاتتمايز كالس المعلقات الخلوي

اظهرت النتائج ان كالس المعلقات الخلوية يمتلك قدرة واضحة على التمايز خلال مدة             

 BAلتـر   / ملغم 0.1 و   D-2,4لتر  / ملغم MS + 0.5نقله من وسط الاستحداث     اسبوعين من   

 وتكونت   BAلتر  / ملغم IAA + 1.0لتر  /  ملغم 0.06 الصلب بوجود    MS الى وسط التمايز  

-2قطعة وبلغ معدل طول الفرع      /  فروع 4-3ضرية من كل قطعة كالس وبمعدل       الافرع الخ 

  . )j.1الشكل ( اوراق 6-4 عدد الاوراق التي يحملها وبلغ سم 4

  

  
  

  ).1(الشكل 

 من تمايز كالس المعلقات الخلوية .Dianthus caryophyllus Lتكوين نباتات القرنفل 

  المزروعة في قطرات الاكار المتعددة

)a (عة المعلق الخلوي المشتقة من كالس السيقان في وسط الاسـتحداث الـسائل             مزرMS + 

وتكـوين خليتـين     المزرعـة    انقسام خلايا ) BA) .b لتر/ ملغم 0.1 و   D-2,4 لتر/ ملغم 0.5

وتكـوين المراحـل     الانقسامات الخلوية لخلايا مزرعة المعلقات الخلويـة         )c   ، d. (بنويتين

تطور المـستعمرة الخلويـة     ) f. (بدء تكوين المستعمرة الخلوية   ) e (.الثلاثية والرباعية الخلية  

بادئات الكالس المتكونة فـي     ) h. (نشوء بادئات كالس من المستعمرات الخلوية     ) g (.المتكونة

قطع الكالس المتكونة من بادئات الكالس نامية في وسط استحداث الكالس           ) i. (قطرات الاكار 

 + IAAلتـر   / ملغم MS + 0.06وسط التمايز المتكون من     في  نامية  قطع الكالس   ) j. (نفسه

 .الحصول على نبات القرنفل الكامل) BA) .jلتر / ملغم1.0
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  المناقشة
ان سهولة تكوين مزارع الكالس من سيقان نباتات القرنفل النامية في ظروف معقمـة              

ذائيـة مقترنـة    تكمن في وفرة متطلباته وجاهزيتها والاستفادة منها متمثلة بالاحتياجات الغ         

بوجود مستويات مناسبة من منظمات النمو اللازمـة لانقـسامات الخلايـا فـي وسـط                

 انقسامات خلايا الجزء النباتي المتمثلة بقطـع الـسيقان          عليه مما ترتب    )13(الاستحداث  

 الـى صـعوبة تكـوين       )15 (وقد اشارت احدى الدراسات الاولى    ) 14(وتكوينها الكالس   

 الدراسـات الاخـرى     علماً ان مجموعة  ايز كالسه او اجنته الجسمية      نباتات القرنفل من تم   

او ) 6(كدت نجاح الحصول على اعداد كثيرة من نباتات القرنفل من كالس القمم الناميـة               أ

 الحصول على عـدد     الى امكان  الاخيرة    الدراسة اشارتو). 16(من تمايز كالس الاوراق     

 0.3 في وسـط التمـايز المـدعم باضـافة           من نباتات القرنفل الناتجة من كالس الاوراق      

ويبدو ان منظمات النمو المذكورة مناسبة جداً في        . BAلتر  /  ملغم 0.9 و   NAAلتر  /ملغم

نوع من الاختيار    بمستوياتها يمنح    التحكماستحداث كالس القرنفل كما ظهر في دراستنا ان         

  ).8( ات القرنفلكما اظهرته احدى الدراسات على نباتاستحداث الكالس او تمايزه في 

ح انشاء مزارع المعلقات الخلوية من كالس نباتات القرنفل في الدراسة الحالية            اان نج 

متطلبات اساسية متوفرة في الوسط الزرعي      الى  قد يعزى الى البنية الهشة للكالس وحاجته        

 فضلاً عن كفاءة هذه المعلقات في مسارات انشائها وتزايد كثافاتها ، ومن المحتمـل             ) 17(

ممـا  ) 12(الى كثرة الخلايا المفردة وقلة او انعدام الكتل الخلوية فيها           كذلك  ان يعزى هذا    

في انقساماتها المتعاقبة وتكوين الكالس في      معتاد  شجع خلاياها على الانقسام وسلوكه نمط       

 وبهذا فان المعلقات الخلوية في نباتات القرنفل فـي هـذه الدراسـة تماثـل                .نهاية الامر 

قد تختلـف   و) 19(والخس  ) 18(الانظمة النباتية الاخرى كالباقلاء     عدد من    في   نظيراتها

امتازت نباتـات  ). 20(مع انواع قرنفل اخرى بسبب تعرضها لحالات موت غير معروفة      

الكالس المشتق من زراعة المعلقـات      في الدراسة الحالية بأن     القرنفل في الوسط الزرعي     

 التمايز ومن المحتمل ان تعزى هـذه القابليـة الـى            الخلوية اظهر قابليته الواضحة على    

 من طول مسارها    الرغموعلى  ) 17(مزارع المعلقات الخلوية الطاقة الكامنة      امتلاك خلايا   

لنوع ) 4(مة النمط الجيني    ءن كفاءة المزارع المستحدثة مقترنة بملا     في الوسط الزرعي فا   

جاح تمايز هذا الكالس وتكوين نباتات       ن  شجعت جميعاً   قد القرنفل المستخدم في هذه الدراسة    

  .جديدة منه
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