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 نبات البنج الذهبيللكالوس ا مزارعالتباينات الجسمية بين ديناميكية النمو و 

  Hyoscyamus aureus 

 شذى بشر ، يوسف العموري ، محمود صبوح ، رمزي مرشد 

 الملخص

استجابة  تحديدبيدؼ  2016-2015نفذ ىذا البحث في مخابر الييئة العامة لمتقانة الحيوية خلاؿ الفترة 

أوساط مغذية خالية مف منظمات  عمىودراسة ديناميكية نموه  (H. aureus)كالوس نبات البنج الذىبي 

بالإضافة إلى  بالاعتماد عمى الوزف الرطب لمكتمة الخموية كمؤشر عمى قوة نمو الكالوس، النمو النباتية

التي مف الممكف حدوثيا نتيجة اختلاؼ تركيب  Somaclonal variation التباينات الجسميةدراسة 

 Interالترادفية البينية  البسيطةباعتماد تقانة التكرارات  لأـبالمقارنة مع النبات ا الوسط المغذي لمكالوس

Simple Sequence Repeats النمو لخلايا  منحنى بينت نتائج الدراسة أف .بادئة 25 باستعماؿ

بمغت سرعة نمو حيث  ،الأوساط المختبرةفي جميع  Sigmoidالسيني  المنحنىشكؿ اتخذ الكالوس 

تفوؽ  مع في جميع الأوساط،( 25تى اليوـ ح  21في الطور الأسي )اليوـ خلايا أقصى معدلاتيا ال

 الخالية مف المغذيةوساط الأ فيونموه ؿ الكالوس ر نجاح تشكفس  ي  و ية، و الخم الوسط الشاىد في وزف الكتمة

 ،محتوى عاؿٍ مف العناصر المغذيةعمى ( 5C-6C- 10Cوساط )منظمات النمو إلى احتواء ىذه الأ

ظاىرة إلى بالإضافة  ،عمى التوالي (1-ؿ غ.  60،100، 50تراكيز عالية مف السكروز )عمى احتوائيا و 

استمرار نمو الكالوس في وسط الإدامة تحصؿ نتيجة  التي  Hormone habituationالتطبع اليرموني 

 م نظماتالزمف مف النمو في وسط خاؿٍ مف س وبمرور و الكال خلاياحيث تتمكف  ،بوجود م نظمات النمو

 .النمو

الخطوط بيف شكمية في إعطاء تعددية  المستخدمة بادئاتفعالية جميع ال أثبتت نتائج الدراسة الجزيئية

الخطوط الخموية لمكالوس بمسافة عف التحميؿ العنقودي انفصاؿ النبات الأـ  أظيركما الخموية المدروسة، 
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الخط الخموي  ىالأول تضم   ،مجموعتيفإلى تحت  الخطوط الخموية لمكالوس انفصمتو  .0.7614قدرىا 

10C  ًالخطوط الخموية  ةالثاني تفي حيف ضم   ،منفردا(5C01, 5C, 6C ) 0.4416بمسافة قدرىا 

وجود تبايف  تبيف ىذه النتائج الأقرب إلى بعضيما وراثياً. 5C01, 5Cف اف الخمويكاف الخطاو ، بينيما

 ،5C01))الخط الخموي الأـ نفسو مف المصدر  أخذتبيف الخطوط الخموية لمزارع الكالوس مع أنيا  وراثي

 ما يؤكد أف   ،في إحداث تغير في التركيب الوراثي لممادة النباتيةالنمو  مكونات وسطإلى دور  ىذا عزىي  و 

ىذه في كشؼ أداة فعالة  ISSRنة اتقوأف ، للاختلافات الوراثية اً مصدر  يمكف أف تكوف مزارع الكالوس

 .الاختلافات

، (ISSR) الترادفية البينيةالبسيطة تقانة التكرارات زراعة الأنسجة، مزارع الكالوس، الكممات المفتاحية: 

 .البنج الذىبي
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Growth Dynamics and Somaclonal Variation  among Callus Cultures of 

Golden Henbane (Hyoscyamus aureus) 

Shaza Besher, Youssef Al-Ammouri, Mahmoud Sabbouh, Ramzi Murshed  

ABSTRACT 

This research carried out in National commosion for biotechnology's 

laboratories during 2015-2016, in order to determine the response of Golden 

henbane's callus (H. aureus), and to study its growth dynamics in growth 

regulators -free media based on the fresh weight of cells mass as an indicator of 

the callus growth strength, in addition to estimate somaclonal variation among 

callus cultures which may occured due to difference in medium components 

compared with mother plant, by application inter simple sequence repeats 

(ISSR) technique using  25 primers.  

The results showed that the growth curve  of callus cells in all tested media 

followed the sigmoid trend, where growth speed of cells reached the highest 

division rate at the exponential phase (day 21 to 25) with superiority of the 

control medium in biomass weight. The success of callus formation and strength 

of its growth could be explained by the high content of nutrients and high 

concentrations of sucrose (50, 60, 100 g .L
-1

), respectively in these media (5C-

6C- 10C), in addition to the occurrence of the hormone habituation phenomenon 

as a result continuous callus growth in a medium supplemented with growth 

regulators, where the callus cells can  grow in growth  regulators-free medium.                                       

The results of molecular study showed that effectiveness of all used primers in 

giving polymorphism among studied cellular lines. Cluster analysis showed that  

separation the  mother plant alone in one cluster while callus cultures were 

gathered in another cluster with distance of 0.7614, callus cultures were divided 

into two broad groups (I and II), group I contained  callus on 10C medium, 

group II included  callus on other media (5C01, 5C, 6C), and their distance was  
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0.4416, while callus on  the medium 5C01 and callus on the medium 5C were 

genetically the closest to each other . 

These results revealed that presence of a genetic variation among cellular lines 

of callus although it was derived from the same source (the control 5C01), that 

could be attributed mainly to the role of the medium components in creating a 

change in the genetic make up of plant material, confirming the fact that callus 

culture is a source of genetic variations, and the ISSR technique can be used as 

an effective tool in the detection of such differences. 

 

Key words: Tissue culture, Callus culture, ISSR, Hyoscyamus aureus 
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 مقدمةال

دخؿ إلى المجاؿ الصيدلاني سنة البنج في إنكمترا في أواخر القراف السابع عشر ثـ أنبات اكتشؼ   

1809  (Evans، 2002 )  التي  ،قمويدات التروبافعمى نظراً لأىميتو الطبية التي تعزى إلى احتوائو

 ،Parasympathetic system لمجممة العصبية نظيرة الودية بأىميتيا كونيا تسبب الشمؿتمتاز 

 .2004)وآخروف،   (Central nervous system Michael لمجممة العصبية المركزية ومسكنةً 

تنتشر في  سورية،الفمورا الموجودة في ( إلى وجود ستة أنواع تتبع جنس البنج 1983) Mouterdeيشير 

الفصيمة الباذنجانية  Hyoscyamusالبنج  يتبع جنس .المناطؽ الجافة وشبو الجافة والرطبة

Solanaceae  (Robbers  ،1996وأخروف)،  عد أىـ جنس فييا بعد ي  وDatura  وAtroppa يضـ ، و

أوروبا ، إضافة إلى آسيا ووسط (Saidon ،2008البحر المتوسط ) منتشر في حوضمعظميا  اً نوع 20

 وجنوبيا.

ما  ،الأدوية في مجاؿ الصناعات الصيدلانية إنتاجالمنتجات الطبيعية دوراً ميماً في برامج  تؤدي   

بعض المنتجات ىناؾ  أف   بالإضافة إلى ،Sasson)،(1991العلاجي  للاستعماؿاىتماماً كبيراً  ىعطأ

كاف لا بد مف إيجاد نظـ  ، لذاالكيميائيةبالطرؽ في الطبيعة لا يمكف إيجاد بديؿ عنيا  الطبية النباتية

)قمويدات،  الفعالة الحيويةالمواد  مختمؼجديدة وبديمة عف الطرؽ التقميدية تضمف التزويد المستمر ب

نسجة بما نات زراعة الأافكانت تق ،(2010وآخروف،  Baharathi) (جميكوزيدات، زيوت طيارة.....إلخ

 ،الفعالة الحيويةلممواد  جديد مصدرٍ كات الميمة نامف التق Callus culture سو الكال مزارعة انتقفييا 

 و  (Mulabagal  أكثر كفاءة مف الاعتماد عمى النبات مباشرة لاستخلاص المركبات المختمفة منيايعد و 

Tsay ،2004.)   الصبغيةالوراثية  للاختلافات راً مصد راع الكالوساز معد كما ت (Twardovska 

   سالتي تزيد بزيادة عمر مزرعة الكالو  (1995وآخرون،  Lee، 2008و  2007وآخرون، 

Fumihiko)   ،2000وآخرون ،Kunakh ،2015وآخرون .)  
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نتاج المركبات الأيضية ا  في عمميات النمو و  صؿلخلايا نبات الأ مشابياً  س سموكاً و وتسمؾ خلايا الكالىذا 

Mary) ،2005 .)  مصحوبة بالزيادة في الوزف والحجـتكوف وغالباً عممية النمو في المزارع النسيجية ،

وىذا النمو والتطور بطريقة  ،الكائنات الحية جميعنمو واحدة مف الخواص التي تشارؾ بيا الظاىرة  كما أف

 ت النموأو بأخرى يتأثر بالبيئة التي تمعب في بعض الحالات دوراً ميماً في السيطرة عمى عمميا

(Chatfield 20000، وآخرون). 

 دراسات التنوع الوراثي والثباتية الوراثية ضمف أفراد النوع الواحدصبحت لتقانات الحيوية أفي ظؿ تطور ا

مات الجزيئية أدوات المعم   عدت  ضرورة ممحة، حيث  Molecular markers المعممات الجزيئية باستعماؿ

وبالتالي يمكف  والطبية الاقتصاديةمكشؼ عف المورثات المسؤولة عف الصفات ذات الأىمية لمفيدة 

  (Arafehفرةاتقييـ التنوع في المجتمعات النباتية المتو و ، المحافظة عمييا في مصادرىا الوراثية

واحدة مف التقنيات اليامة المعتمدة  ISSRة التكرارات البسيطة الترادفية البيني قانةتعد ت . 2002)وآخروف،

كما أنيا مناسبة بشكؿ ، (bp 18-16وحيدة طوليا ) بادئات والتي تستخدـعمى تفاعؿ بوليميراز التسمسمي 

 42لدراسة التنوع الوراثي بيف  ISSRة تقان استخدمتفقد . التنوع الوراثيخاص لدراسات القرابة الوراثية و 

 .H. arachoidues, H. kurdicus, H. pusillus, Hطراز وراثي لنبات البنج تعود للأنواع: 

reticulates, H. niger  بيف التحميؿ العنقوديحيث ، بادئة 19باستخداـ (Cluster analysis)  توزع

حتى  0.09ابو الوراثي بيف الطرز مف الطرز المدروسة في عنقوديف رئيسييف، وقد تراوحت درجة التش

0.53 (Nejadhabibvash  ،2012وآخروف.)  متباينات الوراثية بيف عدة طرز لنبات أخرى لدراسة وفي

ما  أعطتوالتي  ISSR بادئة 18سورية باستخداـ جنوب المنتشرة في  H. aureusالبنج الذىبي 

أما نتائج  .(%87.5بنسبة ) Polymorphicمنيا ذات تعددية شكمية  49 كاف حزمة، 56 مجموعو

)بشر يف حسب مناطؽ انتشارىا الجغرافية توزع الطرز في عنقوديف رئيسي فأظيرتالتحميؿ العنقودي 

 .(2014وآخروف، 
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 يدؼ ىذا البحث إلى:ي

  عمى وسط مدعـ سابقاً  المستنبتنبات البنج الذىبي كالوس نمو وديناميكية دراسة سموؾ

خالية مف منظمات مغذية أوساط  تنميتو عمىب مقارنة والأحماض الأمينية ومنظمات النموبالفيتامينات 

 خلاؿ مراحؿ عمرية مختمفة . النمو النباتية

 تناتق بتطبيؽ المدروسة المعاملات في النامية الخموية التجمعات بيف الوراثية التباينات دراسة 

 .   (ISSR)التكراراث البسيطت الترادفيت البينيت
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 مواد البحث وطرائقه

 ،لحيوية / دمشؽ/ا الطبية في الييئة العامة لمتقانة تنفذ البحث في مخبر النباتا  مكان تنفيذ البحث:

 .2015-2016 العاـخلاؿ ومخبر التقانة الحيوية في كمية الزراعة بجامعة دمشؽ 

المستحصؿ عميو  5C01تـ العمؿ عمى الخط الخموي  : تنمية الكالوس على الأوساط المغذية المختبرة 

مخبر النباتات الطبية في الييئة في أثناء دراسة سابقة نفذت  H. aureusمف كالوس نبات البنج الذىبي 

بقوة نموه ومحتواه العالي مف قمويدات التروباف  والذي اتسـ ،(2012)بشر وآخروف،  العامة لمتقانة الحيوية

خالية مف مغذية عمى أوساط  ومدى تأقمموتابعة نموه وتطوره اختبر تنمية الكالوس ومحيث ، لعدة سنوات

خط  راعتب الذي 5C01انطلاقاً مف الخط الخموي  Vollosovich ،(1985)( 1 .الجدوؿمنظمات النمو )

 عميو كافة القراءات كشاىد في كؿ تجارب البحث. وأخذت ،خموي أـ

تنمية الكالوس عمى الأوساط المغذية الخالية  أثناء للكالوس المستحدث:دراسة بعض الصفات الشكلية  

متتالية لمتخمص  مرات خمسةل نفسيا ( أعيدت زراعتو عمى الأوساط5C, 6C, 10Cمف منظمات النمو )

نمي الكالوس عمى الأوساط ثـ ، قبؿ أخذ مؤشرات النمو وقراءات الوزف الرطب مف تأثير الوسط الأـ

، مثؿ لوف الناتجمكالوس لبعض الصفات الشكمية  ست فييادر وىي الفترة التي  ،يوماً  50السابقة مدة 

-Turhan ،2004 ،AL) وحجمو  قوة نمو الكالوسو الشكؿ المظيري، و قواـ الكالوس، و الكالوس، 

Ammouri ،2006) ، كؿ قراءة.أياـ بيف  5بفارؽ  50بدءاً مف اليوـ الأوؿ لمزراعة وحتى اليوـ 

ثلاثة مكررات كؿ مؤلفة مف أخذت عينة  ديناميكية نمو الخلايا في كالوس نبات البنج الذهبي:دراسة  

يوماً وذلؾ لرسـ تابع النمو لخلايا الكالوس المستحدث عمى الأوساط  50خمسة أياـ وعمى مدار 

 متتالية لكؿ وسط نقلاتالمدروسة، وحسب الوزف الرطب في كؿ مكرر، وأخذت القراءات عمى ثلاثة 

 .المختبرة المغذيةوساط الأاعتبر الوزف الرطب كمؤشر لقوة نمو الكالوس عمى حيث  ،مغذي
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 5C01 ( Vollosovich ،(1985انطلاقاً من الخط الخموي  H. aureusتركيب الأوساط المغذية المستخدمة في تنمية كالوس  .(1جدول )

 

 
 
 

10C 6C 5C1 5C01 Component 

0.3  g.L
-1

 1.1  g.L
-1

 1.1  g.L
-1

 1.1 g.L
-1

 KNO3 

2.5  g.L
-1

 1.0  g.L
-1

 0.5  g.L
-1

 0.5  g.L
-1

 NH4NO3 

1.3  g.L
-1

 0.5  g.L
-1

 0.5  g.L
-1

 0.5  g.L
-1

 MgSO4 

0.07  g.L
-1

 0.07  g.L
-1

 0.07  g.L
-1

 0.07  g.L
-1

 KCl 

0.3  g.L
-1

 0.3  g.L
-1

 0.3  g.L
-1

 0.3  g.L
-1

 (NH4)2SO4 

0.9  g.L
-1

 0.9  g.L
-1

 0.9  g.L
-1

 0.9  g.L
-1

 Ca(NO3)24H2O 

0.3  g.L
-1

 0.1  g.L
-1

 0.1  g.L
-1

 0.1  g.L
-1

 (NH4)2H2PO4 

0.2  g.L
-1

 0.6  g.L
-1

 0.6  g.L
-1

 0.6  g.L
-1

 NH4.H2PO4 

5  mg.ml 
-1

 1  mg.ml 
-1

 1  mg.ml 
-1

 1  mg.ml 
-1

 
Thiamine – HCl 

(B1) 

- - - 0.5  mg.ml 
-1

 Pyridoxine (B6) 

- - - 0.5  mg.ml 
-1

 
Nicotine acid 

(P.P) 

- - - 1  mg.ml 
-1

 K))Kinetin  

- - - 2  mg.ml 
-1

 
Naphthalene 

acetic acid (NAA) 

- - -  2  mg.L 
-1

 Glycine 

- - - 80  mg.L 
-1

 Myo-Inositol 

- - - 500  mg.L 
-1

 Casein 

27.85 mg.L 
-1

 27.85 mg.L 
-1

  27.85 mg.L 
-1

 27.85   mg.L 
-1

 FeSO4 .7 H2O 

37.25 mg.L 
-1

 37.25 mg.L 
-1

 37.25  mg.L 
-1

 37.25  mg.L 
-1

 Na2 . EDTA 

22  mg.L 
-1

 22  mg.L 
-1

 24.1  mg.L 
-1

 24.1  mg.L 
-1

 MnSO4.5H2O 

10.6  mg.L 
-1

 10.6  mg.L 
-1

 10.62  mg.L 
-1

 10.62  mg.L 
-1

 ZnSO4.7H2O 

11.50 mg.L 
-1

 12  mg.L 
-1

 6.2  mg.L 
-1

 6.2  mg.L 
-1

 H3BO3 

0.83  mg.L 
-1

 0.83  mg.L 
-1

 0.83  mg.L 
-1

 0.83  mg.L 
-1

 KI 

0.2  mg.L 
-1

 0.21  mg.L 
-1

 0.25  mg.L 
-1

 0.25  mg.L 
-1

 Na2MoO4.2H20 

0.025 mg.L 
-1

 0.025 mg.L 
-1

 0.025  mg.L 
-1

 0.025  mg.L 
-1

 CuSO4.2H20 

0.1  mg.L 
-1

 0.055 mg.L 
-1

 0.025  mg.L 
-1

 0.025  mg.L 
-1

 CoCl2.6H2O 

7  g.L 
-1

 7  g.L 
-1

 7  g.L 
-1

 7  g.L 
-1

 Agar 

100   g.L 
-1

 60   g.L 
-1

 50  g.L 
-1

 50  g.L 
-1

 Sucrose 
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 دراسة التباينات الجسمية بين مزارع الكالوس:

لكؿ  الأسي()مرحمة الطور  اً يوم 25- 21بعمر الطازج الكالوس مف مغ 100 طحف وزف -

بطريقة منيا  DNAعزؿ و ، بالإضافة لمنبات الأـ ،(5C01, 5C, 6C, 10C) المعاملات المدروسة

CTAB (Ctyle Trimethyl Ammonium Bromide) ( وفقاً لـDoeyle  و Doyle ، (1990. 

لتقدير  HITASHEنوع  (UV Spectrophotometer) مقياس الطيؼ الضوئي استخدـ جياز -

عمى ىلامة  DNAواختبرت نوعية  ،نانو متر 280و 260 عند طوؿ موجةوتحديد نقاوتو DNA كمية 

 50 ليصبحفي جميع العينات  DNAتركيز الحمض النووي المستخمص  م ددومف ثـ  ،0.8%الأغاروز 

 نانو غراـ / ميكرو لتر.

بيف الخطوط  Somaclonal variationلمكشؼ عف التباينات الجسمية  ISSRنة ااختبرت تق -

 ـ  نوعية بادئة 25اختبار بنة لا تتطمب جيود كبيرة، اكتقالخموية لمزارع الكالوس  تصنيعيا في شركة  ت

Alpha DNA،  بادئاتالتسمسؿ النكميوتيدي ليذه ال (2)الجدوؿ يبيف و. 

 ودرجة حرارة التحامها ISSRنة االمستخدمة في تطبيق تق بادئات( التسمسل النكميوتيدي لم2جدول )

بادئتال  5'—< 3' التسلسل النكليوتيدي   
درجت حرارة 

 الالتحام
بادئتال  5'—< 3' التسلسل النكليوتيدي   

درجت حرارة 

 الالتحام

Oligo 34 (CA)8A 50 Oligo 48 (GA)6GC 55 

Oligo 35 (CA)6GT 55 Oligo 49 (GA)8C 43 

Oligo 36 (CA)8G 43 Oligo 50 (GA)8CG 43 

Oligo 37 (CA)8T 43 Oligo 51 (CT)8G 52 

Oligo 39 GAG(CA)7 43 Oligo 52 (TC)8C 51 

Oligo 40 (AC)8T 43 Oligo 53 CCAG(GT)7 56 

Oligo 41 (AC)8G 43 Oligo 54 (GT)4(GA)5 54 

Oligo 42 (AC)8CTA 43 Oligo 55 (GT)6CC 55 

Oligo 43 AGT(AC)7 43 Oligo 56 (GT)6GG 55 

Oligo 44 (AG)8C 43 Oligo 57 AGC(GT)7 43 

Oligo 45 (AG)8CA 51 Oligo 58 ACG(TG)7 43 

Oligo 46 (AG)8TC 43 Oligo 59 (TG)8AGT 43 

Oligo 47 (GA)8T 51 
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ه، ؤ وزملا PCR (Williamsمف خلاؿ تفاعؿ بوليميراز التسمسمي  DNA بعد ذلؾض خـ  -

 12.5و  ثية لكؿ عينةاميكرو لتر مف المادة الور  2يتكوف مف  25µl ( ليكوف حجـ التفاعؿ النيائي1990

ميكرو لتر  25، ثـ أكمؿ الحجـ إلى بادئةميكرو لتر مف ال  1.25و Master Mix (Kapa)ميكرو لتر 

وفؽ  Kapa 2G fast ready Mix PCR kitباستخداـ  PCRوأجري تفاعؿ الػ  ،بالماء المقطر المعقـ

في  2%بالترحيؿ عمى ىلامة الأغاروز  بعد ذلؾ DNAالػ حزـ  تفصم، ثـ تعميمات الشركة المصنعة

 (. 9191وآخروف، Sambrook) 1X  TBE  محموؿ

 

   التحليل الإحصائي: 6-
يا تحميمأما  ،Completely Random Design (CRD) التاـالعشوائي  تصميـال وفؽتبويب النتائج  تـ

 بيف المعنوية اتالفروق مقارنة ثـ المتوسطات، لحساب وذلؾ Excle Stat برنامج باستخداـفقد تـ 

 %.1 معنوية مستوى عند وذلؾ( ANOVA) لمتوسطاتا

 ,Totallab (Ultra. Lum Inc., Claremontاستخداـ برنامج ب تأما نتائج الدراسة الجزيئية فقد تم

Calif)  لتحديد حجـ حزـ الػDNA محزمة ل 1) الثنائيوتحويؿ المعطيات لمنظاـ ، الناتجة عف التضخيـ

ثـ ، Jaccardوحسبت مصفوفة عدـ التوافؽ الوراثي اعتماداً عمى معامؿ لمحزمة الغائبة(،  0 الموجودة و

متوسطات المجموعات الزوجية غير طريقة بتطبيؽ استخدمت ىذه المصفوفة لإجراء التحميؿ العنقودي 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averaging )المزانة 

  .Power Marker (Jaccard ،1908 )باستخداـ برنامج  Dendrogramشجرة القرابة الوراثية  رسـو 
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 النتائج والمناقشة

 الوصف المظهري لمكالوس الناتج عمى الأوساط المغذية الخالية من منظمات النمو: 1-

دامتونموه البنج الذىبي بسيولة  كالوس نبات امتاز عمى الأوساط الجديدة الخالية مف منظمات النمو  وا 

مع تفوؽ الوسط النمو  كاف جيدوساط المدروسة عمى جميع الأ المزروع أف الكالوس وجد فقد، باتيةنال

في الخط الخموي  كريميالبيض مف الأ الكالوس تدرج لوف وقد .(3)الجدوؿ،  الكالوس نموالشاىد في قوة 

والأصفر المخضر   5C الوسط  صفر فيالأو  6Cالأبيض المصفر في الوسط إلى  5C01ـ )الشاىد( الأ

حبيبي  ذات مظيرو متماسؾ  وبشكؿ عاـ كاف قواـ الكالوس ،10C وسطال فيمع وجود الموف البني 

  .(1 ،الشكؿ) عمى جميع الأوساط المدروسة مرغوب

 

 

 

 

 

 يوم 50بعمر  الشاهدمع مقارنة الوساط المغذية الخالية من منظمات النمو مو الكالوس عمى الأ ( ن1شكل )

 الأوساط المغذية الخالية من منظمات النموعمى  ( بعض الصفات المظهرية لكالوس نبات البنج الذهبي3جدول )
 Control (5C01) 5C 6C 10C ات الكالوسصف

 خشن حبيبي خشن حبيبي خشن حبيبي خشن حبيبي شكل ال

 صلب متماسك صلب متماسك صلب متماسك صلب متماسك قوام ال

 مخضر بني     مصفر أبيض صفرأ أبيض كريمي لون ال

 ++ +++ +++ ++++ حجم ال

 نمو جيد جداً  ++++نمو جيد،  +++نمو متوسط،  ++نمو ضعيؼ،  +     

التفتت  المتماسؾ صعبحيث يتصؼ الكالوس جيد النمو والمرغوب بالشكؿ الحبيبي المترافؽ مع القواـ 

يعود بشكؿ واسمرار الأنسجة النباتية مف الكريمي إلى البني الكالوس لوف ما تدرج ، أوالموف الكريمي الفاتح
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 Ali) رئيسي إلى تراكـ بعض نواتج الاستقلاب الثانوية عموماً والفينولات خصوصاً في وسط الزراعة

-Poly (PPO)وكسيداز أ بولي فينوؿنتيجة نشاط بعض الأنزيمات مثؿ ال (،2003وآخروف، 

phenoloxidae ( والبيروكسيدازPOD )Peroxidase  التي تشارؾ في تحفيز أكسدة المركبات الفينولية

فكمما  ،ويرتبط ذلؾ بشكؿ رئيس بتركيز السكروز المضاؼ إلى الوسط المغذيواسمرار الأنسجة النباتية، 

زاد تركيز السكروز زاد تركيز المركبات الفينولية وبالتالي فإف معدؿ النمو العاـ لمخلايا ينخفض بشكؿ 

 وىذا يتفؽ مع نتائج، ممحوظ مع زيادة تركيز الفينولات والتي تؤدي في النياية إلى تماوت الخلايا النباتية

 Julkunen و Beta vulgarisعمى نبات الشوندر السكري  2007 وآخروف عاـ Yildizدراسة كؿ مف 

 .Salix myrsinifoliaالصفصاؼ عمى نبات  1996عاـ 

 ديناميكية نمو الكالوس في الأوساط المغذية الخالية من منظمات النمو: 2-

 السينيوساط المختبرة اتخذت شكؿ التابع النمو لخلايا الكالوس في جميع الأتابع  ف  ( أ2الشكؿ )بيف ي 

Sigmoid ، ،الذي و سية، وطور الثبات( طور الزيادة الأو المؤلؼ مف ثلاثة أطوار رئيسة )الطور المتمكئ

 .مخلايا وفترة التحضيفل الوزف الرطبيوضح العلاقة بيف 

 يوماً  05( ديناميكية نمو الخلايا في مزارع الكالوس لنبات البنج الذهبي خلال 2شكل )
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 5Cالوسط مع  بالمقارنةوية الخم في وزف الكتمةمعنوياً  (5C01) الشاىد تفوؽلاحظ مف الشكؿ السابؽ ي  

كما كاف تفوؽ الشاىد  ،كاف التفوؽ غير معنوياً في باقي الأعماريوـ في حيف 20) و 10في عمر )

.  (5 ,10 ,15 ,25 ,40 ,45في عمر ) 6Cبالمقارنة مع الوسط معنوياً   يوـ

معنوياً في كؿ المراحؿ العمرية باستثناء بداية الطور فقد كاف تفوؽ الشاىد  10C أما بالنسبة لموسط 

 ( أياـ. 0-5المتمكئ )

بالمقارنة بالشاىد غ  (26.105-52.825) تراوح الوزف الرطب لمكتمة الخموية في الطور الأسي بيفوقد 

، 5Cوساط غ في الأ (15.945-26.096) و (30.333-(23.27 و( 45.937 -(16.503 مع

6C ، 10Cتقارب الوزف الرطب لمكتمة الخموية في اليوـ الأوؿ مف عمر  عمى الرغـ مف ،عمى التوالي

في كؿ مف  )طور الثبات( في حيف تقارب الوزف الرطب لمكتمة الخموية في اليوـ الخمسيف ،مزارع الكالوس

بينيا، في حيف كاف ىناؾ فروؽ معنوية بيف  ات معنويةدوف فروقوب 5C  ،6C  ،10Cطاوسالشاىد والأ

 .10Cوالوسط  5C ،6Cالوسطيف 

 والفيتامينات( KIN, NAA)منظمات النمو ب ناهغوسط الشاىد بوزف الكتمة الخموية إلى تفوؽ ال ويعزى

مع مقارنة بال المستخدمة( ,Myo-Inositol, B6, P.P, Glycine, Caseinمينية )والأحماض الأ

  George وتتوافؽ ىذه النتائج مع نتائج كؿ مفالأخرى المختبرة والخالية مف منظمات النمو،  الأوساط

نجاح تشكؿ ويعزى بالمقابؿ  .Haplopappusعمى نبات  Eriksson (1965)و ،(2008وآخروف )

في توليفة العناصر الداخمة إلى الخالية مف منظمات النمو وساط المختبرة  الأعمى وقوة نموه الكالوس 

حيث  (Skoog ،1962 و Murashige) MSبالمقارنة مع وسط ( 5C-6C- 10C) تركيب الأوساط

يدخؿ  الذي ،الآزوتعنصر مثؿ المغذية  المعدنية مف العناصر عمى تركيز مرتفعتحتوي ىذه الأوساط 

ما  يتفؽ مع وىذا .(Coenzymes) والأنزيمات المساعدة في بناء الأحماض الأمينية والنووية والبروتينات

 .Datura الداتورة لأنواعفي دراستيما عمى المزارع الخموية  Rhodes  (1994)و  Hiltonأكداه 
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 100 ، 60، 50مف السكروز ) مرتفعةتراكيز  عمىوساط المغذية المختبرة الأتحتوي  ،بالإضافة إلى ذلؾ

 مختبرات الزراعة النسيجيةمعظـ المستخدـ في  MSغ في وسط  30عمى التوالي بدلًا مف ( 1-غ.ؿ

(Murashige و Skoog ،1962)، ج ئوىذا يتوافؽ مع نتاBesher ( 2014وآخروف)  عمى نبات البنج

H.aureus ،  ليزودىا بالطاقة اللازمة النباتية لمخمية الكربوىيدرات الأساسي مصدر السكروز حيث يعد

في دراستيما عمى  Rhodes (1994)و   Hilton إليو أشار ما وتتتفؽ ىذه النتائج مع .اءلمنمو والبق

أما انخفاض مقدار النمو في الوسط  .D. stramoniumمزارع الجذور المحورة لنبات الداتورة سترامونيوـ 

10C 10الوسط  أىميا أف، مجموعة عوامؿإلى  يعزىفيمكف أف وساط باقي الأمع مقارنة بالC يحوي 

 زيادة نتيجة ،في المزارع النسيجية نمو الخلاياما ثبط عمميات  1-غ.ؿ 100 تركيز أعمى مف السكروز

 في الخلايا Plasmolysis البمزمة ظاىرة حدوث إلى يؤدي الذي Osmotic potentialالجيد الحمولي 

الجيد المائي، ما يؤدي إلى تراجع  في نتيجة خروج الماء منيا إلى الوسط المحيط حسب فرؽ التدرج

داخؿ الخلايا النباتية الضروري لاستطالتيا، ما يؤدي إلى توقؼ  Turgor pressureضغط الامتلاء 

وىذا ما  .Al Ghamdi، (1997 و EL-Hadrami  ، AL Maarri ; 2004 و Zouine )نموىا 

وزف نمو و  فيحوؿ تاثير تراكيز مختمفة مف السكروز  Warburton ((1987و   Shortنتائجيتوافؽ مع 

قحواف والأ  Brassica oleracea var botrytisي القرنبيط نباتلفي المزارع الخموية  الخلايا

Chrysanthemum morifolium.  ً10الوسط  ويحتوي أيضاC  بصورة  الآزوتعمى كمية أكبر مف

NO3)نترات 
NH4) وأمونيا( -

مف نترات الأمونيوـ  المرتفعةأف إضافة التراكيز فقد بينت الدراسات ، (+

نسجة النباتية ليصبح ف الأمونيوـ سيؿ التراكـ داخؿ الأأف تحوؿ دوف نمو الخلايا، وذلؾ لأمف الممكف 

بتراكيز سامة إذا لـ يتـ استقلابو مباشرة، وبذلؾ عندما يكوف تركيزه منخفضاً في وسط الزراعة فإف معظـ 

 وجد، وعمى العكس إذا مينيةوتصنيع الأحماض الأ الاستقلاب عمميات الخلايا في تستفيد منياالكمية 

.، Murthy  ،2010و Nagella ) ايتـ استقلابو مف قبؿ الخلايفقط منو  بتراكيز مرتفعة فإف جزءاً بسيطاً 
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Bensaddek  ،يتوافؽ مع نتائج  ىذاو  .(2001وآخروف Napaporn ( 2014وآخروف ) نباتعمى 

  . Vitis vinifera العنب

الثياميف  ما تحويو الأوساط الأخرى مفأضعاؼ  خمسةكذلؾ يحتوي  10Cالوسط  فإف   ،مف جية أخرى

B1 ،ىذا ما و  ،نمو الخلايا ووزنيا فيزيادة تركيز الثياميف في وسط الزراعة النسيجية سمباً  تؤثر حيث

 .Al-Khayri (2001 ) ثبتهأ

يمكف تفسير نمو الكالوس في أوساط مغذية خالية مف منظمات النمو النباتية بظاىرة التطبع  ،عاـ بشكؿٍ 

س في وسط الإدامة و ستمرار نمو الكالحالة تحصؿ كنتيجة لاوىي  Hormone habituationاليرموني 

 ،الم نظماتس وبمرور الزمف مف النمو في وسط خاؿٍ مف و الكال خلاياحيث تتمكف  ،بوجود م نظمات النمو

 احتماليةم نظمات النمو وتقميؿ خطوات العمؿ والتخمص مف  ةبتقميؿ أو حذؼ ك مفىذه الظاىرة فيد وت  

 .(1996وآخرون،   (Keversالخطأ في تحضير تراكيز الم نظمات وغيرىا

 :DNAالتحديد الكمي والنوعي للـ  3-

النامي والنبات التجمعات الخموية لكالوس البنج مغ مف  100مف المستخمص  DNAالػ ونقاوة تركيز قيس

 حيث تراوحت التراكيز بيف  ،(UV-Spectrophotometerبجياز المطياؼ الضوئي ) في الزجاج

عند و  ng/µL 50ليصبح  DNAدد تركيز ، وم  1.81و   1.05ونقاوة العينات بيف ،µg/µl  850و300

 ،المستخدـ DNA % لمعرفة نوعية0.8ؽ عممية الرحلاف الكيربائي عمى ىلامة الأغاروز بتركيز يطبت

 DNAتراكيز ونقاوة عينات  (4الجدوؿ )يبيف  .الناتج بشكؿ حزمة واضحة وغير متقطع DNAظير 

  .المدروست

، حيث تستطيع كؿ مف DNAربما لوجود بروتينات في محموؿ  DNAنقاوة عينات  يعود اختلاؼ

ما يؤثر ، nm (Adams ،2003) 260طوؿ موجة  دعن UVامتصاص أشعة  RNAالبروتينات والػ 

، كما يتأثر تركيز الػ DNAوينعكس ذلك على نقاوة وتركيز الـ nm 260 موجت الالقراءة عند طول على 
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DNA الػ  كمية تبعدد الخلايا الموجود في العينة النباتية، وبالتالي كمما كاف عدد الخلايا أكثر كمما كان

DNA  نقساميا.اأكبر ويعود ذلؾ إلى مدى ملائمة الوسط المغذي لنمو الخلايا و 

 في كالوس االبنج والنبات النامي في الزجاج DNAتراكيز ونقاوة عينات الـ  .(4جدول )

 DNAنقاوة  µg/µl DNA تركيز العينة

 1.81 810 النباث في الزجاج

 5C01 850 1.52الشاهد 

5C 790 1.32 

6C 840 1.05 

10C 300 1.20 

 

 :ISSRنت االناتجت عن تطبيق تق Polymorphismالتعدديت الشكليت  4-

فعاليتيا في  جميعياأثبتت نوعية  بادئة 25 استعماؿي ت البنج الذىبلكالوس نباالجزيئية  تضمنت الدراسة

 8.68 بمتوسط حزمة 217 نحو بادئاتالىذه  استعماؿنتج عف  حيث، مزارع الكالوسإعطاء تعددية بيف 

 بنسبةو  لكؿ منيا 7.48بمتوسط  Polymorphicحزمة ذات تعددية شكمية  187، منيا بادئةلكؿ  حزمة

 .%86.175تعددية شكمية 

  المتعددة شكمياً ونسبة التعددية الشكميةالعدد الكمي لمحزم وعدد الحزم (. 5جدول )

 بادئةال ليةكالحزم العدد  كليا  ش المتعددة زمحالعدد  % كليةشنسبة التعددية ال

85.71 6 7 oligo 34 

75 3 4 oligo 35 

100 13 13 oligo 36 

66.67 6 9 oligo 37 

84.62 11 13 oligo 39 

62.5 5 8 oligo 40 

75 9 12 oligo 41 

100 6 6 oligo 42 

62.5 5 8 oligo 43 

72.72 8 11 oligo 44 

90.91 10 11 oligo 45 

100 8 8 oligo 46 

83.3 5 6 oligo 47 

100 7 7 oligo 48 

100 4 4 oligo 49 

80 4 5 oligo 50 
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 Oligo 36, oligo 42, oligo 46, oligo 48, oligo 49, oligo 51, oligo) بادئاتالأعطت  وقد 

52, oligo 53, oligo 55, oligo 56 )في حيف أعطت  ،%100شكمية التعددية نسبة لمعمى أ

  oligo 54 بادئةال أعطت%، كما 62.5أقؿ نسبة تعددية شكمية oligo 43 و  oligo 40 تافالمرئس

عدد  أقؿ (oligo 35, oligo 49, oligo 52) بادئاتال، في حيف أعطت حزمة 16عدد مف الحزـ  أكبر

 .( 5 ،الجدوؿ) ا،لكؿ مني (4مف الحزـ )

 

 
 
 
 
  

 بدءاً من اليسار oligo 44, ،oligo 46 ،oligo 51، oligo 52 بادئاتمع ال PCRترحيل نواتج  (3.الشكل) 
   10C:4,    6C:3,  5C:2,  5C01:1 

 

 PDV (Percent Disagreement Values)وعنػػػد تطبيػػػؽ مصػػػفوفة النسػػػب المئويػػػة لعػػػدـ التوافػػػؽ 

 ،بازديادىػا التبػايف الػوراثييػزداد و ارتفاع قيـ ىذه المصػفوفة عمػى وجػود اخػتلاؼ وراثػي يدؿ (، 6 ،جدوؿ)ال

 مػػاين  مػػا يعنػػي أ 5Cوالخػػط الخمػػوي  5C01الشػػاىد بػػيف   Jaccard  0.26معامػػؿ لقيمػػة  أقػػؿفقػػد تراوحػػت 

100 8 8 oligo 51 

100 4 4 oligo 52 

100 9 9 oligo 53 

93.75 15 16 oligo 54 

100 7 7 oligo 55 

100 11 11 oligo 56 

75 6 8 oligo 57 

71.43 10 14 oligo 58 

87.5 7 8 oligo 59 

 المجموع 217 187 86.175

 المتوسط 8.68 7.48 -
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 ،6Cوالخط الخموي  الأـ النامي في الزجاجبيف النبات  0.78 بينما كانت أعمى قيمةالأكثر تشابياً وراثياً، 

  .ما يدؿ عمى أنيما الأبعد وراثياً 

والناتجة عن تطبيق متوسطات  الخطوط الخموية لكالوس نبات البنج الذهبيبين  PDV( مصفوفة النسب المئوية لعدم التوافق 6جدول )
 ISSRة نابيق تقبتط UPGMAالمجموعات الزوجية غير المزانة 

 
 
 

 

تتفؽ ىذه لمكونات الوسط المغذي الدور الرئيس في ىذا التباعد الوراثي بيف الخطوط الخموية لمكالوس،  إف

اختلاؼ أنواع مزارع الكالوس العائدة لنفس النبات التي تؤكد ( 2011وأخروف،  Iwase) نتائج النتائج مع 

يػػر مسػػتوى لتغنتيجػػة س تتضػػمف تغييػػرات ىائمػػة فػػي التعبيػػر الجينػػي و الكػػال تنشػػئةعمميػػة وذلػػؾ لأف  ،اً وراثيػػ

عػادة التمػايز بعػد التحػوؿ إلػى الحالػة المريسػتيمية المنقسػمةتمايز الخلايا   و (Ohtani)غيػر المتمػايزة(  وا 

Sugiyama ،(2005. 
 :في الزجاجدراسة التباينات الوراثية بين الخطوط الخموية لكالوس نبات البنج والنبات الأم النامي  -5

فقػػد  مدروسػػة حسػػب درجػػة تشػػابييا الػػوراثي،ينػػات الانفصػػاؿ الع (4فػػي الشػػكؿ )يظيػػر التحميػػؿ العنقػػودي 

فػػي  الخمويػػة لمكػػالوستجمعػػت الخطػػوط فػػي حػػيف  ،فصػػؿ النبػػات الأـ النػػامي فػػي الزجػػاج فػػي عنقػػود واحػػدنا

تحػػػت إلػػػى  الخطػػػوط الخمويػػػة لمكػػػالوس تانفصػػػم كمػػػا، ـعػػػف النبػػػات الأ 0.76عنقػػػود آخػػػر بمسػػػافة قػػػدرىا 

عػػف تحػػت العنقػػود الأخػػر  0.44فصػػؿ بمسػػافة الػػذي انمنفػػرداً، و  10Cضػػـ الأوؿ الخػػط الخمػػوي عنقػػوديف 

إلػػى مجمػػوعتيف أصػػغر: الأولػػى  انفصػػؿ بػػدوره ، وىػػذا( 5C01, 5C, 6Cخطػػوط الخمويػػة )الػػذي ضػػـ ال

فػػي حػػيف كػػاف  ،0.33وكانػػت المسػػافة بػػيف ىػػاتيف المجمػػوعتيف  5C01, 5C والثانيػػة ضػػمت 6Cضػػمت 

 .0.27لى بعضيما وراثياً حيث وضعا في مجموعة واحدة بمسافة الأقرب إ  5C01, 5C الخطيف الخمويف

 
5C01 5C 6C 10C 

In vitro 

plant 

5C01 0 
    

5C 0.26 0 
   

6C 0.33 0.32 0 
  

10C 0.45 0.38 0.48 0 
 

In vitro plant 0.74 0.76 0.78 0.75 0 
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 ISSRنة االتحميل العنقودي لمخطوط الخموية لكالوس نبات البنج والنبات الأم النامي في الزجاج الناتج عن تطبيق تق .(4شكل )ال
 

رض حسب مكونات وسط زراعة الكالوس التي كاف ليا دوراً يبيف ىذا التحميؿ أف التبايف الوراثي الظاىر ح  

خػػذت مػػف يػػا أ  ن  أعمػػى الػػرغـ مػػف  ،مػػف جيػػةلكػػالوس ه التباينػػات الوراثيػػة بػػيف مػػزارع ارئػػيس فػػي إحػػداث ىػػذ

خلايػػا  وذلػػؾ لأف ،ـ النػػامي فػػي الزجػػاج مػػف جيػػة أخػػرى، وبينيػػا وبػػيف النبػػات الأ(5C01) نفسػػو المصػػدر

تختمػػؼ عػػف أصػػبحت ف ،متمػػايزةالمرسػػتيمية غيػػر المنقسػػمة فقػػدت صػػفة التمػػايز وعػػادت لمحالػػة الالكػػالوس 

 ،Sugiyamaو Ohtani، 2013وأخػػػػروف،  Ikeuchi) ووراثيػػػػاً  النبػػػػات النػػػػامي فػػػػي الزجػػػػاج مورفولوجيػػػػاً 

منفػػرد عػػف جميػػع الخطػػوط الخمويػػة فػػي الزجػػاج فػػي عنقػػود النػػامي أدى إلػػى انفصػػاؿ النبػػات ممػػا  .2005)

 Iwase) للاختلافػات الوراثيػة ميػـس كمصػدر مػا يؤكػد عمػى أىميػة مػزارع الكػالو  ،خرى بما فييا الشاىدالأ

  في كشؼ ىذه الاختلافات. ISSRنة اوفعالية تق (2011وآخروف، 

نػػة مفيػدة فػػي عمميػػات الانتخػػاب اتقىػػي  Callus culture زراعػػة الكػػالوستقانػة  تؤكػد النتػػائج السػػابقة أف

 .حيوياً  الفعالةية مف المواد عالية الإنتاج يمكف أف تكوف سلالات خموية ىالخموي لموصوؿ إل
 

 

 

 

co 

10c 

6c 

5c01 

5c 

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
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 لتوصيات:االاستنتاجات و

انطلاقاً مف الخط الخموي  الكالوس عمى أوساط مغذية خالية مف منظمات النمو النباتيةنجاح تنمية  1-

 .الأـ الغني بالفيتامينات والأحماض الأمينية ومنظمات النمو النباتية

 إمكانية تحفيز التباينات الجسمية بيف التجمعات الخموية في مزارع الكالوس ما يجعؿ مف تقانة زراعة 2-

في عمميات الانتخاب يمكف الاستفادة منيا للاختلافات الوراثية ىاماً  اً مصدر  Callus cultureالكالوس 

 .حيوياً  الخموي لموصوؿ إلى سلالات خموية عالية الإنتاجية مف المواد الفعالة

الناحية الكيميائية والخموية والصبغية لمعرفة  متابعة الدراسة عمى الخطوط الخموية الناتجة مفنوصي ب 3-

 الأمثؿ لمزارع الكالوس الذي يجب أف تطبؽ فيو عممية الانتخاب الخموي. العمر
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