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  الملخص

نوعية وتركيـز  ب   حدد .Prunus amygdalus Batsch سيقان اللوز وجد ان استحداث ونمو كالس

كالس هو الوسط   وان افضل الاوساط المشجعة لنمو ال      .الدراسةعدد من منظمات النمو المستخدمة في هذه        

لـغ معـدل الـوزن       ، وب  BA مولار   5-10 و   NAA مولار  4-10 اضافة المدعم ب   الصلب MS الغذائي

وتؤكد النتـائج فـي هـذا       .  يوماً من الزراعة مقارنة بباقي الاوساط المستخدمة       60غم بعد   3.73الطري  

المضمار أن اضافة مركب السلفانيل امايد بتراكيز متعددة إلى الوسط الامثل لنمو الكالس أدى إلى تشجيع                

  . مة يوماً بشكل متباين حسب التراكيز المستخد60 بعد مرور هلنمو

 MSكان وسـط     مزارع المعلقات الخلوية ونموها      ى أن افضل وسط مشجع لانشاء     النتائج إل  وتشير

 × 53.5(  كثافة للخلايا  بدلالة حصول أعلى   BA  مولار 8-10 و   NAA مولار 8-10  الحاوي على  السائل

 واتضح من   .)% 50.2( لكالسمتبوعا بتكوينها لبادئات ا    تحضين اليوم السابع من ال    في) 3سم/  خلية   105

 لانشاء مزارع المعلقات الخلويـة وتؤكـد        محفزاً اً دور  كان لها  الدراسة بان اضافة مركب السلفانيل امايد     

 ادت  BA مـولار    4-10   الحاوي على   MS مايكرومولار منه إلى وسط        100نتائج الدراسة بان اضافة     

  . الخلوي بطريقة بيركمانعند زراعة المعلق % 80.31إلى افضل نسبة لاستحداث الكالس بمقدار 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

Callus growth was affected by the types and concentration of growth regulators 
used. The best medium sustained callus growth was MS medium supplemented with 10-4 
molar NAA and 10-5 molar BA. The callus fresh weight in such medium reached about 
3.73 gm after 60 days of subculture as compared with other medium used. 

The growth of the cultures was affected by the type and concentration of growth 
regulator used as well as the sulfainlamide added. The best medium sustained suspension 
cultures growth was MS containing 10-8 molar NAA and 10-8 molar BA with cell 
density reaching about (53.5x105 Cell/Cm3) after 7 days of incubation. Callus initiation 
was about (%50.2) from the cells embedded in agar as compared with %80.31 by the 
addition 100 µM sulfanilamide to MS medium containing 10-4 molar BA. 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 مـن الاجـزاء     ، ويعتمد استحداثه  ليات الاساس في الزراعة النسيجية    يعد استحداث الكالس من العم    

) الخ… ك، حبوب اللقاح،    ، المتو السيقان، البذور، الجذور، الاوراق، القمم النامية للسيقان      (النباتية المختلفة   

 و منظمات النمـو      المستخدم ، الوسط الغذائي  درهانوع القطعة النباتية ومص    متمثلة ب  الزراعةف  ظروعلى  

 منظمات النمو في الوسـط       أضافة ان التوازن في نسب    ) .1987 الكناني،   ;  Street , 1977(المستخدمة  

 منظمـات   مـن  اعتماداً على المحتوى الداخلي      وسرعة استحداثه  .الس نسب استحداث الك    يؤثر في  الغذائي

 استحداث الكالس دون الحاجة لاضـافة منظمـات          احياناً من المحتمل و .النمو الداخلية في القطعة النباتية    

 الكنـاني،  ;  Dodds and Roberts, 1985 ; 1982، محمـد (الوسط الغذائي لكن لفترة محددة النمو الى 

 Skoog and ;  (هـذه العمليـة  يؤثر ايضاً التوازن بين الاوكـسينات والـسايتوكاينينات فـي    ). 1987

Miller,1957 Angelini and Allavena, 1989;  Mizuguchi et al., 1994;.(  

، استخدمت منظمات نمو مصنعة بوصـفها        في مجال زراعة الانسجة النباتية     ومع التطور الحاصل  

وقـد اثبـت    . ةمحفزات او مثبطات للنمو حيث تسلك سلوكا فسلجياً مشابهاً لسلوك منظمات النمو الطبيعي            

مركب السلفانيل امايد دوراً مهماً في مجال زراعة الانسجة النباتية بوصفه مشجعاً للتفرعـات الخـضرية                

،  سـليمان  ; 2000،  محمد واخـرون  ( من قطع سيقان الكمثرى والتفاح والفجل  والحبة السوداء             والجذور

  .)2004  النعيمي، ;  2001
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انظمة انات المهمة في مجال زراعة الانسجة النباتية فهي توفر          تعد تقانة المزارع الخلوية احدى التق     

المسارات الايضية المختلفة في النبات وحـث الانزيمـات          و  لدراسة نمو الخلايا النباتية وتخصصها     جيدةً

  .) Lendevai  et al., 2002( عبير الجينيوالت

  ة بـصورة خاصـة     ونظراً لما للأشجار الخـشبية المعمـرة بـصورة عامـة والنباتـات الخـشبي              

المركبـات المهمـة    ومن اهمية اقتصادية واحتواء العديد منها على محتوى عالٍ من المواد الـصيدلانية              

لذلك تهدف الدراسة الحالية ايجاد افضل الاوسـاط   .)1987،  يوسف وسلوم; Forest   ,1969(اقتصادياً 

ى مركب السلفانيل امايـد فـضلا عـن         المشجعة لنمو الكالس بوجود منظمات النمو القياسية بالاضافة ال        

استخدام تقنية زراعة المعلقات الخلوية لبيان تاثير مركب السلفانيل امايد في انتاج المزارع الخلوية لنبـات                

  .اللوز

  

  المواد وطرائق العمل

فـضلاً عـن اسـتخدام      ) الاوكسينات والسايتوكاينينات ( عدد من منظمات النمو القياسية       تم استخدام 

 أجريـت جميـع   .فانيل امايد لبيان تاثيرها في نمو الكالس وانشاء المزارع الخلوية لنبات اللوز         مركب السل 

   .جامعة الموصل / كلية العلوم /التجارب في مختبر زراعة الانسجة النباتية في قسم علوم الحياة 
   

  قياس نمو الكالس

لحـاوي   الـصلب ا MSوسط أشارت التجارب التمهيدية بان افضل وسط لنمو كالس نبات اللوز هو      

أضيف اليه بعد ذلك مركب السلفانيل       ، يوماً من النمو   60 بعد   BA مولار   NAA 10-5 مولار     4-10 على

مايكرومولار لدراسة تاثير المركـب علـى نمـو          )175،   150 ،   100 ،   75 ،   50 ،   25( وبالتراكيزامايد  

مولار لكل منهما ) 8-10 ،   7-10 ،   5-10،   4-10 ،   0 ( وبالتراكيز BA و   D-2,4الكالس فضلاً عن استخدام     

، اضيفت   يوماً من النمو   60 ،   30كالس بعد   على حدى تداخلاتهما مع بعض  وبعد اختيار الافضل لنمو ال          

يوماً مـن    60اليه نفس التراكيز المذكورة من مركب السلفانيل امايد لدراسة تاثيره على نمو الكالس بعد                 

 بـالوزن بـين القنـاني       اوساط الاستحداث بايجاد الفروقات     على  النامي حدد الوزن الطري للكالس    .النمو

  . يوماً من الزراعة60 بعد مرور  الكالسالزجاجية وهي حاوية على الوسط الغذائي فقط ووزنها بعد زرع
  

  الخلوية المعلقات مزارع انشاء 

  BAو   D-2,4 و NAA  الحاوي علـى تراكيـز مختلفـة مـن         السائل MSاستخدم الوسط الغذائي     

 لنمو  فضلالا وحدد الوسط    مولار لكل منهما على حدى    ) 8-10 ،   7-10 ،   5-10 ،   4-10 ،   3-10(وبالتراكيز  

اضيف اليه مركب الـسلفانيل      ) مولار BA )10-4 الحاوية على     السائلة  للاوساط الغذائية  المزارع الخلوية 

 على انـشاء  المـزارع       هدراسة تاثير  مايكرومولار ل  )175 ،   150 ،   100 ،   75 ،   50 ،   25(راكيز  تامايد وب 
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    وبـالتراكيز   BA و   NAA   الحـاوي علـى    السائل MS الوسط الغذائي    استخدمكما    . نموها  و الخلوية

مع بعـض فـي انـشاء       مولار لكل منها على حدى وتداخلاتهما       ) 10-8 ،   10-7 ،     10-5 ،   10-4  ،    0(

 NAA مولار لكل مـن      8-10الحاوي على    السائل   MS وهو وسط    ، وبعد تحديد الافضل   المزارع الخلوية 

 اضيف اليه مركب السلفانيل امايد وبالتراكيز المذكورة اعلاه لغرض دراسة تاثير المركـب علـى                BAو

  . نمو المزارع الخلوية واستحداث
  

  انشاء  المزارع الخلوية ونموها

ارق زجاجية تحوي كل    دو الهش وباعمار مختلفة الى       السيقان لنبات اللوز   كالس غم تقريباً من     1قل  نُ

اغلقت فوهتها برقائق الالمنيـوم وغلفـت بالبـارافيلم          ، الوسط الغذائي السائل   من 25ml تقريباًمنها على   

 بظـروف الظـلام التـام    Burnswich  من نوع  Shakering incubaterونقلت إلى الحاضنة الهزازة  

 ايام من الزراعة    5لدوارق بعد مرور    دقيقة رفعت ا  /  دورة   130 م وسرعة دورانية  1±22 ودرجة حرارة   

واعيـد  ) Gresshoff , 1980( ساعة 3-2وتركت بحالة ساكنة داخل منضدة انسياب الهواء الطبقي لفترة 

          رشـحات معدنيـة خاصـة ذات فتحـات        زراعتها بسكب الوسط الغذائي القديم ورشـحت باسـتخدام م         

)10-25 µm (تجمعـات  فككة وتسمح بمرور الخلايـا المنفـردة او ال        عزل الكتل الخلوية الكبيرة غير الم     ل

 اضيف الى الخلايا المفككة وسط غذائي سـائل جديـد           ، زجاجية جديدة معقمة   الخلوية الصغيرة الى قنانٍ   

الحاضنة   أعيدت القناني الى جهاز    .3م س 25بنفس مكونات الوسط الغذائي السائل القديم واكمل الحجم الى        

 لتقدير كثافة المعلق الخلـوي   من النموساعة) 120 ،   96 ،   72 ،   48،  24(مرور عينات بعد    ت اخذ .الهزازة

ومن اجل تحديد نمو مزرعة . )Log phase(قساماتها وبلوغها الطور النشط والتعرف على نمو الخلايا وان

  لتقدير كثافة المعلق Hinton and Mauloodاستخدمت طريقة  . المعلق الخلوي لغرض زراعتها لاحقاً 

  ووضعها على شريحة ثـم  Micropipet من عينة المعلق الخلوي بوساطة  3 سم 0.05خلوي وذلك باخذ    ال

 مـاء  3 سـم 100 غم من الصبغة فـي  0.2المحضرة باذابة   (Trypan Blueوضعت قطرة من صبغة  

 Hinton and(ين الخلايا الحية عن غيـر الحيـة    بالتمييز تقدير الحيوية وكثافة الخلايا ولغرض) مقطر

Maulood, 1979 ; Paul, 1970 (ت عـشوائياً وقـدر   انتخبت حقل مجهري30 اعداد الخلايا في حسبت 

  . المعلق الخلوي من3 سم1اعداد الخلايا في 
  

      او الطمر بالاكارBergmannزراعة المعلق الخلوي بطريقة  

 ـ     ) ,Bergmann)  1960 Bergmannتعد طريقة      ي زراعـة   من اكثر الطرق الشائعة الاستعمال ف

الخلوي عند بلوغه الطور     من المعلق    50ml  مزج ت الطريقة تضمن،  )1990،  محمد وعمر (المفردة  الخلايا  

الحـاوي  الحاوي على الخلايا المفردة مع نفس الحجم من الوسط الغذائي المضاعف ) Log phase(النشط 

ق وتركـت داخـل منـضدة        مزج الخليط وتوزيعه بشكل متساوٍ على الاطبا       و،  )1:1(على الاكار بنسبة    
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   الاطبـاق بـصورة جيـدة باسـتخدام البـارافيلم           غلقـت انسياب الهواء الطبقي لحين تـصلب الوسـط         

 Uchiyama et al., 1993(يوماً في الظلام ) 70( م لمدة 1± 22وحفظت في حاضنة النمو بدرجة حرارة 

الانقسامات للخلايا المفردة   وفحصت الاطباق بصورة دورية لمشاهدة      ) 2004 ،النعيمي;  2004 ، بولص ;

  . الكالستكوين بادئاتوتكوين المستعمرات الخلوية وتم حساب نسبه 

  

  النتائج

  معدلات الاوزان الطرية للكالس

   اللوز سيقان بتراكيز مختلفة على الوزن الطري لكالس BA وNAA تاثير اضافة  

ات متباينة اعتمـاداً علـى    بتراكيز مختلفة نمو كالس نبات اللوز بدرجBAوNAA  جعت اضافةش

وعموماً ازداد الوزن الطري بمرور الوقت ليصبح       .  يوماً من الزراعة   60التراكيز المستخدمة بعد مضي     

 يوماً من الزراعة بمقدار 60 لوحده بعد مرور الصلبMS معدل الوزن الطري للكالس النامي على وسط 

الحاوي الصلب   MSلكالس النامي على وسط       وبلغ اعلى معدل للوزن الطري ل     ) 1- 1 ،الشكل ( غم 1.54

، الـشكل ( يوماً من  الزراعة      60بعد مرور   غم  3.73  مقدار BA مولار   5-10و NAA مولار     4-10على  

حيث بلغ معدل الوزن  BAمولار 5-10   وNAA مولار 5-10المضاف اليه الصلب  MS  وسطثم) 1-2

   .)3-1،شكلال ( غم2.67 الطري للكالس
  

   اللوز سيقان بتراكيز مختلفة على الوزن الطري لكالس BA و D-2,4 تاثير اضافة

 كان نمو الكالس بعد     وعموماً . نمو كالس نبات اللوز    BA و D-2,4 حفزت اضافة تراكيز مختلفة من    

 وتشير النتائج الـى     BA و NAA يوماً من الزراعة بدرجة اقل مما هو عليه في حالة استخدام               60مرور  

 غم بعد   2.34اعلى معدل للوزن الطري بمقدار      أعطى   BA مولار   5-10اوي على   ان الوسط الغذائي الح   

 5-10 و   D-2,4 مولار 7-10ويليه الوسط الغذائي المدعم بـ      ). 4-1،  الشكل(  يوماً من الزراعة   60مرور  

  ).5-1، الشكل ( غم1.8075 بمعدل وزن طري للكالس BAمولار 
  

نيل امايد مع التراكيز المثلى لمنظمات النمو على الوزن         تاثير اضافة تراكيز مختلفة من مركب السلفا      

  الطري 

 وهـو   لفانيل امايد الـى التركيـز الامثـل       اضافة تراكيز مختلفة من مركب الس     أظهرت النتائج ان    

لنمو الكالس الـى تثبـيط نمـو     BA مولار 5-10 و NAA مولار 4-10 الصلب الحاوي على  MSوسط

 مـايكرومولار   25المدعم بـ   ى معدل للوزن الطري في الوسط الغذائي        وبلغ اعل . بدرجات متباينة كالس  ال

  بالوسط المـضاف اليـه     مقارنة ).6-1،الشكل(  يوماً من الزراعة   60 غم بعد    2.587سلفانيل امايد بمقدار    
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 175وبدرجة اقل حفز الوسـط المـدعم بــ          ). 2-1،  الشكل( BA مولار   5-10 و   NAA مولار 10-4

  ) .7-1،الشكل( يوماً 60 بعد مرور  غم2.1775 بمقدار مايكرومولار نمو الكالس

 الصلب  MSوهو  ان اضافة مركب السلفانيل امايد وبتراكيز متعددة الى الوسط الامثل           في حين ادت    

 ـ       BA مولار   5-10الحاوي على    رة شجعت نمو الكالس وادت الى زيادة معدلات الوزن الطري بدرجة كبي

 5-10د مقارنتها مع معدل الوزن الطري للوسط الامثل الحاوي على           ، عن  يوماً من الزراعة   60بعد مرور   

وبلغ اعلى معدل للـوزن الطـري    .)3-1 ،الشكل( من الزراعة  يوما60ً بعد   غم 2.34 بمقدار   BAمولار  

 غم على الوسط الغذائي المـدعم بــ         2.79 يوماً من الزراعة  بمقدار         60لكالس نبات اللوز بعد مرور      

 مايكرومولار اذ   75وبدرجة اقل حفز الوسط المدعم بـ       . )8-1،  الشكل(سلفانيل امايد    مايكرومولار   175

  ).9-1 ،الشكل ( يوماً من الزراعة60 غم بعد 2.685بلغ معدل الوزن الطري للكالس النامي بمقدار 
  

    المشقة من كالس سيقان اللوزانشاء مزارع المعلقات الخلوية

ن مزارع المعلقات الخلوية وتبين ذلك من خـلال الفحوصـات           اظهرت النتائج استجابة جيدة لتكوي    

المجهرية الدورية لعينات المعلقات الخلوية للتعرف على بدء الانقسام وزيادة اعداد الخلايا ومن ثم انتهـاء                

، فضلاً عن نجاح زراعة خلايا المعلق الخلوي للتراكيز المثلى بطريقة الطمر فـي              خلويةعمر المزرعة ال  

 الصلب الحاوي على تراكيز مختلفة من منظمـات النمـو   MS، على وسط ) Bergmann, 1960(الاكار 

  .النباتية المستخدمة 
  

 الى وسط انشاء مزارع المعلقـات الخلويـة       D-2,4 و   BA و   NAA تاثير اضافة تراكيز مختلفة من    

  من كالس سيقان اللوزونموها 

 هو الوسط السائل الحـاوي      مزارع الخلوية  الاوساط لانشاء ال    أن افضل  )2(تشير النتائج في الشكل     

، وبلغـت اعـداد     لايا في اليوم التاسع من الحـضانة      ، ووصلت اعلى كثافة للخ    NAA  مولار    3-10على  

واتـصفت الخلايـا     ،)2-2،  الـشكل (  من عينة المعلق الخلوي    3سم/   خلية    105 ×16.9الخلايا مقدار     

اعطـت   وعند زراعتها بطريقة الطمر في الاكـار         .لكرويبكثافتها القليلة وشكلها البيضوي نوعاً ما او ا       

  .الغامق، واتصفت المستعمرات بحجمها الصغير ولونها البني %46.68نسبة استحداث للكالس 
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  يوماً من الزراعة على وسط 60لكالس نبات اللوز بعد مرور ) غم (ةين الطراوز الات معدلا: 1الشكل 

MS كل معاملة تمثل معـدل     .  الحاوي على تراكيز مختلفة من منظمات النمو المختلفة         الصلب

  .خمس مكررات

ــط  -1 ــو   MS وس ــات النم ــن منظم ــالي م  . الخ
ــط  -2 ــى  MSوس ــاوي عل ــولار 4-10 الح ــولار NAA + 10-5 م  BA            م
     BA مولار NAA + 10-5 مولار5-10 الحاوي على MS وسط -3
   BA مولار 5-10الحاوي على  MS وسط  -4
  BA مولار D + 10-5-2,4 مولار 7-10 الحاوي على MSوسط  -5
   مايكرومولار سلفانيل امايد BA + 25 مولار NAA  +10-5 مولار4-10 الحاوي على MSوسط  -6
 مايكرومولار سلفانيل امايد BA+ 175 مولار NAA + 10-5 مولار4-10 الحاوي على MSوسط  -7
   مايكرومولار سلفانيل امايد BA + 175 مولار 5-10 الحاوي على MSوسط  -8
   مايكرومولار سلفانيل امايد BA + 75 مولار 5-10 الحاوي على  MSوسط  -9

   القياسي لمتوسط المعاملاتالخطأ    الخط العامودي يمثل 

  

 حفزت انشاء مزارع المعلقات الخلويـة بـصورة         D-2,4ضافة تراكيز مختلفة من       افي حين ادت    

جيدة فضلاً عن الانقسامات الجيدة للخلايا وبلغت اعلى كثافة للخلايا في اليوم السابع من الحـضانة علـى      

 ،الـشكل  (3سم/   خلية    105×41.9وبلغت اعداد الخلايا      .  مولار 3-10 السائل المضاف اليه     MSوسط    
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وبلغت نسبة استحداث الكالس    . ، واتصفت الخلايا بكثافتها الجيدة وتكوينها مستعمرات صغيرة الحجم        )2-3

وسـط  ، واتصفت المستعمرات النامية في الطبـق بحجمهـا المت         عند زراعتها بطريقة بيركمان   %  55.31

  .ولونها البني المصفر

تحفيز قليـل لانـشاء المـزراع        السائل إلى    MS ى وسط   بتراكيز مختلفة إل    BA ادت اضافة  بينما

  105 ×39.07  وبلغت أعلى كثافة للخلايـا مقـدار       .BA مولار   4-10 الخلوية ماعدا الوسط المضاف اليه    

، واتصفت الخلايا بكثافتها    )4-2 ،الشكل(لوي في اليوم السابع من الحضانة      من عينة المعلق الخ    3سم/ خلية  

، واتـصفت   %48.31 اسـتحداث للكـالس      طت نـسبة  واع. ا مستعمرات متوسطة الحجم   العالية وتكوينه 

  .نالمستعمرات بحجمها المتوسط ولونها الاخضر الداك
        
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

السائل الحاوي MS  نمو المعلقات الخلوية المشتقة من كالس سيقان نبات اللوز النامي على وسط :2الشكل 

  . معاملة تمثل معدل خمس مكرراتكل.  ايام من النمو 7،9 بعد  منظمات النمو القياسية على

    لخالي من منظمات النمو      ا  MS وسط -1

   NAA مولار 3-10 الحاوي على   MS وسط -2

    D-2,4 مولار 3-10 الحاوي على   MSوسط -3

     BA مولار 4-10 الحاوي على   MSوسط -4

I = الخط العامودي يمثل الخطأ القياسي لمتوسط المعاملات  
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 مزارع المعلقات الخلوية ونموها لكالس  بتراكيز مختلفة الى وسط انشاء BA , NAA ة تاثير اضاف

  نبات اللوز

 إلى الوسط الغذائي السائل بتراكيز مختلفة إلـى نـشوء مـزارع     BA و NAAادت اضافة كل من

وحفـز  ).  Log phase ( وفترات وصولها إلى الطور النـشط  المعلقات الخلوية متباينة في اعداد الخلايا

 لوحده تكوين المزارع الخلوية ولكن بشكل متوسط ووصلت اعلى كثافة للخلايـا فـي اليـوم     MS وسط

، واتصفت الخلايا   )1-3 ،الشكل (3سم/  خلية   105×10.5السابع من الحضانة ،وبلغت اعداد الخلايا مقدار        

اسـتحداث    اعطـت نـسبة    راعتها بطريقة بيركمان  وعند ز  .بكثافتها القليلة وشكلها الكروي او المستطيل     

  .لحجم وبلونها البني المصفروتميزت المستعمرات بكونها صغيرة ا%  36.2 للكالس بمقدار

  BA بوجود تراكيز مختلفة من NAA مولار7-10ووجد أن الاوساط الغذائية السائلة الحاوية على 

إلى اعلى كثافـة خلويـة      وتشير النتائج   ). 3-3 ،الشكل(ارع المعلقات الخلوية بشكل جيد      حفزت تكوين مز  

 و  NAA مـولار  8-10على  السائل الحاويMSلنظام المعلقات الخلوية وصلت في يوم السابع في وسط 

وتبـين ذلـك خـلال    ).  2-3،الشكل( 3سم/  خلية  105×53.5 وبلغت اعداد الخلايا . BA مولار 10-8

بتكوينها مستعمرات  افتها العالية و  واتصفت الخلايا بكث   ،ري الدوري لعينات المعلق  الخلوي     الفحص المجه 

وسـط ولونهـا البنـي    وامتازت المستعمرات بحجمها المت%  50.2 وبلغت نسبة استحداث الكالس كبيرة 

    .الداكن
  

  الـى الوسـط الغـذائي        BA مولار   4-10تاثير اضافة تراكيز مختلفة من مركب السلفانيل امايد مع          

  السائل لانشاء مزارع المعلقات الخلوية لكالس نبات اللوز ونموها

 انقسام الخلايا فـي     BA مولار   4-10شجع إضافة مركب السلفانيل امايد وبالتراكيز المختلفة بوجود         

 هـو    مايكرومولار سلفانيل امايـد    100 السائل المدعم بـ     MSويبدو واضحاً أن وسط     . المزارع الخلوية 

اذ أعطت افضل كثافة للخلايا في اليوم السابع من الحضانة وبلغـت            . الافضل في انشاء المعلقات الخلوية      

 3سـم /  خليـة    105 ×39.07مقارنة مـع    ). 2-4،  الشكل (3سم/ خلية   105 ×40.3اعداد الخلايا مقدار    

ت بتكوين مستعمرات كبيرة    ، الا أن خلاياها كانت بكثافة عالية وامتاز       )BA مولار   4-10( بالوسط الامثل 

وعند زراعتها على الاطباق في الوسط الصلب بطريقة بيركمان أعطت          . مقارنة بباقي التراكيز المستخدمة   

وامتازت المستعمرات المتكونة بحجمها الكبير ولونها الاخـضر        %  80.31نسبة استحداث للكالس بمقدار       

  .الداكن
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 السائل MSت الخلوية المشتقة من كالس سيقان نبات اللوز النامي على وسط   نمو المعلقا :3الشكل 

كل معاملة تمثل معدل خمس  .  ايام من النمو7 بعد الحاوي على منظمات النمو القياسية

  .مكررات
  

      الخالي من منظمات النمو MS وسط -1

     BAمولار     NAA + 10-8 مولار 8-10   الحاوي علىMS وسط -2

             BA مولار NAA + 10-5 مولار 7-10   الحاوي على MSوسط  -3

I = الخط العامودي يمثل الخطأ القياسي لمتوسط المعاملات  

  

 BA مـولار    8-10و   NAA مولار   8-10تاثير اضافة تراكيز مختلفة من مركب السلفانيل امايد مع            

  الى الوسط الغذائي السائل لانشاء مزارع المعلقات الخلوية

  المعلقات   تلفة حفزت وبشكل جيد تكوين مزارع     وجد أن اضافة مركب السلفانيل امايد وبتراكيز مخ       

 مايكرومولار من مركب    100وان اضافة   . الخلوية ولكن بدرجة اقل عند مقارنتها بالوسط الغذائي الامثل        

اعطت اعلى كثافـة    . زالسلفانيل امايد شجعت استجابة نمو المزارع الخلوية بدرجة افضل من باقي التراكي           

 عينة المعلق    من 3سم/  خلية   105×40.3، وبلغت اعداد الخلايا مقدار      لايا في اليوم السابع من الحضانة     للخ

 105×53.5، مقارنة مع    العالية وبتكوينها مستعمرات جيدة   وتميزت الخلايا بكثافتها     .)3-4 ،الشكل(الخلوي  

وبلغت نسبة استحداث الكـالس بعـد        ). BA و NAAن   مولار لكل م   8-10(  للوسط الامثل     3سم/ خلية  
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وامتازت المستعمرات النامية على هذا الوسـط       % 56.5زراعة المعلق الخلوي بطريقة الطمر في الاكار        

  .بحجمها المتوسط ولونها البني الداكن

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

السائل MSمي على وسط  نمو المعلقات الخلوية المشتقة من كالس سيقان نبات اللوز النا:  4الشكل 

كل معاملة تمثل معدل خمس .  ايام من النمو 7 بعد الحاوي على منظمات النمو القياسية

  .مكررات

  . الخالي من منظمات النموMS وسط -1

  . مايكرومولار سلفانيل امايدBA + 100 مولار 4-10 الحاوي على MSوسط -2

          مـايكرومولار   BA + 100  مـولار  NAA + 10-8 مـولار    8-10 الحاوي علـى   MS وسط   -3

 .لفانيل امايدس

I = الخط العامودي يمثل الخطأ القياسي لمتوسط المعاملات .  
  

  

  

 المناقشة

ة بقياس  ، اذ يحدد نمو الكالس في انظمة زراعة الانسجة النباتية عاد          تم في الدراسة قياس نمو الكالس     

 خـلال الخلايا من البروتينات والحـوامض النوويـة   التغيرات في الوزن الطري، الوزن الجاف، محتوى     
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وتعد منظمـات النمـو الاوكـسينات       ). 1996،   محمد و الصالح   ; ,Street  1977(فترات النمو المختلفة    

ء البروتينـات والحـوامض     ، اذ تؤثر بصورة عامة على بنا      ينينات مهمة جداً في هذا المضمار     والسايتوكا

من خلال تاثيرها على فعالية بعض الانزيمـات  ) Kraus et al., 1993 ; Centeno et al., 1996(النووية 

ويبدو واضحاً من نتائج هذه الدراسة بان نمو الكالس لنبات اللوز تحدد بدرجة كبيـرة               . المهمة في بنائها    

على اساس الوزن الطري للكالس  بنوعية وتركيز منظمات القياسية والمصنعة في الاوساط الغذائية بعـد                

  .  يوماً من بدء الزراعة60 ، 30مرور 

  BA و NAAوتشير الدراسة بان وزن الكالس ازداد لحد ما معتمداً على وجود تراكيز مختلفة من                 

  BAمولار   5-10 و NAA مولار   4-10 يوماً من الزراعة واصبح الوسط الغذائي الحاوي على          60وبعد  

فان )  مولار BA) 10-5وت التركيز العالي لـ      عند ثب  هوهذا يشير إلى أن   . الافضل في تشجيع نمو الكالس    

 BAوذلـك لان  الــ         .  الافضل يعتمد على تراكيز الاوكسين في الوسط الغذائي        الوزن الطري للكالس  

  مولار ربما يعمل نوعاً من الموازنة بين منظمات النمو في الوسط الغذائي مسببا زيـادة                 5-10وبتركيز  

ا بدوره يعمل على زيادة بناء البروتين والانقسام الخلوي مـسبباً  في امتصاص منظمات النمو الاخرى وهذ  

  ). Dodds and Roberts, 1985(زيادة في الوزن الطري 

حيث أن الموازنة مابين الشحنات الموجبة والسالبة على طرفي الغشاء الخلوي تعمل علـى زيـادة                

 ـ   امتصاص منظمات النمو الاخرى ومن ثم الا        )1997محمـد و أخـرون،      (وي  رتفاع بمستوى البناء الحي

 يوماً من الزراعة، وجد بـان افـضل   60 وبنفس التراكيز وبعد مرور NAAبدلاً من D-2,4 وباستخدام  

 5-10 و   D-2,4 مولار   7-10، ويليه الوسط المجهز بـ       مولار 5-10وسط لنمو الكالس هو المضاف اليه         

 Dodds and Roberts , 1985(دة نمو الكالس ، وهذا مما يؤيد أن السايتوكاينين يعمل على زياBAمولار 

-10 الحاويين على    MSوبعد تحديد افضل التراكيز لنمو الكالس وهما وسطي          )1997،   محمد و أخرون   ;

  تم اضافة مركـب الـسلفانيل امايـد اليهمـا     BA مولار BA _ 10-5مولار    5-10 و   NAA مولار   4

  .وبتراكيز متعددة

-10  و    NAAمولار   4-10  المضاف اليه     MSعة وجد أن وسط        يوماً من الزرا   60 وبعد مرور   

 يليه الوسط المـدعم   افضل نمو للكالس مايكرومولار سلفانيل امايد اعطى 25 و المدعم بـ     BAمولار     5

 175 الوسط المدعم بـ      فكان BA  مولار    5-10 المجهز بـ    MSوبالنسبة لوسط     .  مايكرومولار 175بـ  

 مـايكرو   75د الافضل تشجيعاً لنمو الكالس ، يليه الوسط الغذائي المدعم بــ             مايكرومولار سلفانيل اماي  

، مو كالس نبات اللوز وبشكل متباين      على ن   كبيراً أن لمركب السلفانيل امايد تاثيراً    ومما تقدم يتضح    . مولار

اينينات الـسايتوك  و من المتوقع ان يكون مركب السلفانيل امايد تداخل بطريقة ما في عمل الاوكسينات و              

الموجودة اصلاً في القطعة النباتية او المضافة إلى الوسط الغذائي لتشجيع انقسامات الخلايا عـن طريـق                 

او يمكـن القـول أن لمركـب     ) .  Mohammad  et al., 1991(زيادة البروتينات والاحماض النووية 

ثر على ليونة الجدار من خـلال       السلفانيل امايد تاثيراً على موقع جيني معين مسؤول عن بناء انزيمات تؤ           
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محمـد  ( زيادة عملها مما يؤدي إلى زيادة الامتصاص وتحفيز الانقسام للخلايا النباتية عنـد حـد معـين                

  ). 2000، واخرون

 نمو المعلقات الخلوية لكالس نبات اللوز حددت بصورة متباينة حسب            ان واشارت نتائج الدراسة إلى   

 بتراكيز متعددة إلـى الاوسـاط       NAAوادت اضافة     . الوسط الغذائي تراكيز منظمات النمو المضافة إلى      

 وبلغت اعلى كثافة خلوية فـي الوسـط       .  الخلوية بصورة  قليلة    لسائلة الى تشجيع انشاء المزارع    الغذائية ا 

ويتضح بان التركيز العـالي  . log phase مولار في اليوم التاسع من الحضانة 3-10 الحاوي على السائل

وهذا يعـود إلـى نـوع       .  هو الافضل في انشاء المزارع الخلوية من التراكيز المنخفضة         NAAجداً من     

وتركيز منظمات النمو المضافة إلى الوسط الغذائي فضلاً عن المحتوى الداخلي واستجابة الخلايا النباتيـة               

 انـشاء    وبنفس التراكيز الىNAA بدلاً من D-2,4وادت اضافة  ) Brisa and Segura , 13( وعمرها 

 واتضح ذلك من خـلال الفحـص        3-10مزراع خلوية مناسبة والافضل هو الوسط الغذائي الحاوي على          

  لخلايــا فــي المــزارع الخلويــة  يــشجع التكــاثر الغزيــر لD-2,4وهــذا يثبــت أن  . المجهــري 

)1987 , Kamo ; ،2004 النعيمي.(  

وجد أن الافضل فـي   ،بنفس التراكيزط الغذائي السائل و في الوسD-2,4  بدلاً من     BA وباستخدام    

 BA مولار ، وهذا مما يؤكـد أن           4-10السائل المجهز بـ      MSانشاء ونمو المزارع الخلوية هو وسط         

وربما يعزى ).  .1977Street,  ; 1989 , Poli et al (يحفز تكوين المستعمرات الخلوية بالتراكيز العالية

 ـ      السايتوكاينين هو المسؤول عن     أن ذلك إلى   والبـروتين  RNA انقسام الخلايا اذ يحفز البناء الحيـوي لـ

 , 1977(  وربما تحفز بعض الانزيمات التي لها دور واضح في المسارات الايضية المرتبطة بالخلايـا               

Street ; Poli et al. , 1989 (.  

  8-10  و  NAA  مـولار     8-10ويبدو واضحا من نتائج هذه الدراسة أن الوسط الغذائي المجهز بـ            

، ويبـدو واضـحاً أن       خلوية بعد مرور سبعة ايام مـن        هو الافضل حيث اعطى أعلى كثافة      BAمولار  

.   شجعت افضل نمو للمزارع الخلوية لكـالس نبـات اللـوز            BA و   NAAالتراكيز المنخفضة لكل من       

          لحد مـا النمـو بـصورة جيـدة         وتشير بعض الابحاث إلى أن التراكيز الواطئة من الاوكسينات حفزت         

الخلايا وانقساماتها المتتالية   وبوجود السايتوكاينينات حفزت عملية توسع      ) 1990العاني،  ;  1990،  صالح(

  .توازن نسبيتيهما ادت إلى افضل كثافة خلوية لكالس نبات اللوز) 1990صالح، (

 ويـة  الخالي من منظمات النمو فوجد انه شجع وبصورة قليلة نمـو المـزارع الخل            MS اما وسط     

وتشير نتائج اضافة مركب السلفانيل امايد وبتراكيز متعددة إلى بعض الاوسـاط الغذائيـة المثلـى لنمـو             

 NAA مولار BA، 10-8 مولار  4-10المعلقات الخلوية ومنها الوسطين الغذائيين السائلين الحاويين على           

دى إلى زيادة ملحوظة في      مايكرومولار ا  100  لكل منهما على حدى إلى أن تركيز          BA  مولار    8-10و  

وتؤكد هذه النتائج الدور    . اعطاء اعلى كثافة خلوية للخلايا في اليوم السابع من الحضانة في الطور النشط            

 مايكرومولار في الانقسام الخلوي لخلايا اللوز واسـتمرار قابليتهـا           100التشجيعي لهذا المركب وبتركيز     
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   علـى الانقـسام وكمـا فـي النباتـات الاخـرى            على الاحتفـاظ بطاقتهـا الكامنـة التـي تحفزهـا          

 )1978  ,  Wareing and Philips  ;2000 محمد واخرون، ; 1996،   محمد واخرون.(  

على نتائج هذه الدراسة يمكن الاستنتاج ان الدراسة حققت استحداث المزارع الخلوية لنبات              واعتمادا

، ودورها فـي كثافـة الخلايـا        السلفانيل امايد و المضافة ومركب    اللوز اعتمادا على نوعية منظمات النم     

  .المستخدمة كبادأت لإستحداث الكالس
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