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الجسمية التباينات والشكلية  الصفات دراسة
  نبات الونكالس وكالال الوراثية في مزارع

(Catharanthus roseus L.)  
 (1)يوسف العموريالدكتور: 

 الملخص
، 2021-2019الفترة  ة في سورية، خلالنُفذت التجربة في الهيئة العامة للتقانة الحيوي  

والكشف عن التباينات  ،الوزن الرطب والجاف للكالوس فيلمعرفة تأثير الإجهادات اللاإحيائية 
الجسمية الوراثية الحاصلة في مزارع الكالوس المجهد حلولياً وملحياً ومقارنتها مع النبات المحلي 

البينية ، وذلك باستخدام تقنية التكرارات الترادفية In Vitroوالنبات النامي في الزجاج 
قمت البذور . عُ مرئسة 21 باستعمال ISSR  (Inter Simple Sequence Repeats)البسيطة
، وبعد MSعلى الوسط المغذي ، وزرعت NaOCl (0.5%) هيبوكلوريد الصوديوم بمحلول

 NAA  (1بالأكسينات نجاح الزراعات التأسيسية، نُقلت النبيتات إلى وسط الإكثار المدعم
نبات الونكا  أوراقس من و الكال(. تمّ استحداث 1-مغ.ل 2)  BAاتي( والسيتوكين1-مغ.ل

كشاهد  وانتخبت أفضل توليفة هرمونية ، Kinو  NAAالمدعم بـكلٍ من MS وسطباستعمال 
من الإجهاد  بشكل تدريجي س لمستوياتٍ متزايدةو تمَّ تعريض الكال لتجارب البحث اللاحقة.

بواقع   NaCl ، والملحي PEG-6000المُصطنع بإضافة سكر البولي إيثيلين جلايكول الحلولي
الأدنى  للكالوسمتوسط الوزن الرطب والجاف  أنَّ  أظهرت النتائج .يوماً  35مستوى أعلى كل 

- غ على التوالي(، وفي المعاملة 3.047 ،0.250) 100mM  NaClمعنوياً في المعاملة 
0.4 Mpa (2.35 ،0.18 بينما كان الأعلى معنوياً في الشاهد ،)بدون إجهاد( غ على التوالي( 

 21فعّالية جميع المرئسات المستعملة ) أثبتت نتائج الدراسة الجزيئية. غ( 0.483، 6.207)
النبات  التحليل العنقودي انفصالأظهر العينات المدروسة، و مرئسة( في إعطاء تعددية شكلية بين 

، مما يؤكد أن مزارع الكالوس مصدراً مهماً النامي في الزجاج عن الكالوس الناتج عنه
 . أداة فعالة للكشف عن هذه الاختلافات ISSRللاختلافات الوراثية وأن تقنية 

التباينات  يكول،كلور الصوديوم، البولي إتيلين غلالكالوس،  ا،الونك الكلمات المفتاحية:
 .ISSRالجسمية، 

 .باحث في الهيئة العامة للتقانة الحيوية، عضو هيئة تدريسية في الجامعة السورية الخاصة (1)
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Study of Morphological characteristics 

and Somaclonal Variations in Callus 

Cultures of  Madagascar Periwinkle 

(Catharanthus roseus L.) 
(1) Ammouri-Youssef AL 

 Abstract           
The research was carried out in the Syrian National Commission for 

Biotechnology, in order to study effect of some abiotic stresses on fresh 

and dry weight in callus cultures of Catharanthus roseus, in addition to 

estimate somaclonal variation among callus cultures that osmotic and 

salinity stressed compared with local plant and in vitro plant, by 

application Inter Simple Sequence Repeats technique (ISSR) using 21 

primers. The seeds were sterilized by NaOCl solution (0.5%), then 

planted on MS medium. Plantlets were transferred to MS medium 

enriched with NAA (1 mg L-1) and BA (2 mg L-1). Then callus was 

initiated from leaves using MS medium containing NAA and Kin. The 

best hormonal combination was selected as a control for the later 

experiments. Callus was transferred to MS medium supplemented with 

PEG-6000  and NaCl in succession. The results showed that the fresh and 

dry weight of callus was significantly lower in 100mM NaCl treatment 

(3.047, 0.250 g respectively) and at the osmotic stress level of -0.4 Mpa 

(2.35 and 0.17 g respectively), while it was significantly higher in the 

control (6.207, 0.483 g respectively). The results of molecular study 

showed that effectiveness of all used primers (21 primers) in giving 

polymorphism among studied samples. Cluster analysis showed that 

separation the in vitro plant out of callus cultures, 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. 

 Keywords: Catharanthus roseus, callus, NaCl, PEG, Somaclonal 

variations, ISSR. 

 

(1) Lecturer  at  Syrian Private University, Researcher in National Commission for 
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  Introduction المقدمة -1

من أهم النباتات الطبية  (.Catharanthus roseus L) يعد نبات الونكا
الدفلية  الفصيلةنبات إلى الهذا  ينتمي، ضمن دساتير الأدوية العالمية بهاالمعترف 

Apocynaceae [1]،  على يتسم بالمقدرة كما ينتشر في المناطق الدافئة من العالم، و
للزينة في الحدائق والمنتزهات لتنوع ألوان  زرع كنباتٍ يُ و ، تحمل درجات الحرارة المرتفعة

 [. 3] [2]البنفسجي( و أزهاره )الأبيض، الزهري 
قلويداً يتركز معظمها  130يوجد في نبات الونكا مجموعة من القلويدات تصل إلى قرابة 

-2في الأوراق والجذور، وتتواجد النسبة الأكبر في الجذور، حيث تصل نسبتها إلى نحو 
، الذي يُستعمل كمهدئ، ولعلاج ضغط الدم Reserpineويدي الريزربين ، وأهمها قل3%

، [4] ، الذي يُستعمل لعلاج الأمراض المعديةAjmalicineالمرتفع، والأجماليسين 
وبالنسبة للأوراق، تمكّنت الدراسات الحديثة من تحديد المكونات الفعّالة فيها مثل مركب 

، ومركبي Diabetes، الذي يُستعمل في علاج مرض السكري Vindolineالفندولين 
من الوزن  %0.0004، %0.0003الفنكرستين والفنبلاستين، اللذين يتواجدان بتركيز 

نقسام الخلوي، وبالتالي علاج العديد من ويُستعملان كمانعاتٍ للا ،[5] الجاف على التوالي
 Skin سرطان الجلدو  ،Lymphoma غدد اللمفاويةلسرطانات ا أمراض السرطان، مثل

cancerوالثدي ، Breast cancer والرئة ،Lung cancer وداء هودجكين 
Hodgkin's lymphoma وسرطان الدم ،Leukemia وبخاصة سرطان الدم عند ،

بسبب ماتحتويه من  عند الرجال، Impotenceانة معالجة العنيُستعمل لالأطفال، كما 
 . Yohimbine [6] مركبات اليوهمبين

 .C)في نبات الونكا  Alkolidesإنّ الفعّالية الطبية لعددٍ كبيرٍ من المركبات القلويدية 

roseus)،إذْ  ، وندرتها، وارتفاع قيمتها جعلها جديرة بالاهتمام خلال السنوات الأخيرة
تركز الاهتمام على التصنيع الحيوي لهذه المركبات بواسطة تقانات زراعة الخلايا 

نظراً لانخفاض تركيز القلويدات الإندولية و  نباتية، لإنتاج كمياتٍ أكبر منها،والأنسجة ال
كبير من القلويدات، فإنّ عملية استخلاص كلٍ  في النباتات المزروعة، وبسبب وجود عددٍ 

عادةً ما تكون مكلفة ومتعبة،  Vincristine (VCR)(، وVLB)  Vinblastineمن 

https://en.wikipedia.org/wiki/Hodgkin%27s_lymphoma
https://en.wikipedia.org/wiki/Hodgkin%27s_lymphoma


  نبات الونكالس وكالال الجسمية الوراثية في مزارعالتباينات والشكلية  الصفات دراسة
(Catharanthus roseus L.)  

122 

 

الباحثين إلى ضرورة العمل على استخلاص هذه المركبات القيّمة طبياً  دفع الأمر الذي
 التي تعتمد ،ثل زراعة الأنسجةبكمياتٍ أكبر من خلال وسائل التقانات الحيوية الحديثة، م

، حيث توجد المعلومات الوراثية  Totipotencyليةعلى نظرية القدرة الكلية الكامنة للخ
للأنواع  Callus الثانوية في هذه الخلايا غير المتمايزة نواتج الاستقلابالمطلوبة لتصنيع 
 الثانوية المطلوبة نواتج الاستقلابالمورثات إنتاج هذه يمكن بتفعيل و المعنية بالدراسة، 

[7.] 
نبات الونكا، وبخاصةٍ مزارع الكالوس سيفضي إلى  إنَّ تطبيق التقانات الحيوية في زراعة 

ةً في الحصول على طرزٍ وراثية جديدة للأنواع النباتية ذات الخصائص الجيدة، معتمد
المزروعة في الزجاج  ذلك على التباينات الجسمية الوراثية الحاصلة في التجمعات الخلوية

In Vitro [8] ، كما أنَّ تطبيق هذه التقانات بوجود العامل المجهد في وسط النمو سيؤدي
إلى تحسين التحمل للإجهادات اللاأحيائية، مع زيادةٍ في الكفاءة الإنتاجية لنواتج 

 اً مصدر بأنها  ات المهمةانة مزارع الكالوس من التقانتق توصفحيث الاستقلاب الثانوية، 
ثية( وللحصول على التباينات الجسمية )التباينات الوراية، الثانو  نواتج الاستقلابل اً جديد

 يةاج عدد كبير من النبيتات المخبر في إنت اإلى دوره ، إضافةً الضرورية في برامج التربية
للدلالة على  اً مؤشر  Somaclonal variationالجسمية  التبايناتواستخدم مصطلح ، [9]
في النباتات المتجددة من زراعة الأنسجة والخلايا النباتية، ومن  تحدثلتغيرات التي ا

 سو الكالزراعة هذه التغيرات تحدث بكثرة عند عزل البروتوبلاست و مثل  المعروف أنّ 
 تصف التغيرات الجسمية التغيرات الوراثية وغير الوراثية التي تحدث في النباتات .[10]

، ومن حيوية، والوراثية بين الخلايا النامية مخبرياً()اختلاف السمات الفيزيولوجية، والكيميا
، أو وأعضائه ا خلال أو بعد الزراعة المخبرية لخلايا النباتالممكن ظهورها إمّ 

باستعمال إحدى طرق الواسمات  عن هذه التبايناتويمكن الكشف ، [11]سو الكال
( من الطرق الفعّالة ISSRالجزيئية، وتُعد تقنية التكرارات الترادفية البسيطة البينية )

المتوقع حصولها نتيجة الحصول على الكالوس  الجسمية الوراثية  للكشف عن التباينات
، [12]التباينات مثل هذه مفيدة في كشف  أداةعد أو عدمه، حيث تبوجود العامل المجهد 

 Potatoوقد استعملت للكشف عن التباين الوراثي في العديد من المحاصيل مثل البطاطا 
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(Solanum  tuberosum )[13] ،والشعير Barley (Hordeum vulgare )[14] ،
في الزجاج بالمقارنة مع النبات  ةالكالوس الناميمزارع وللكشف عن التباينات الجسمية بين 

  aureus  Hyoscyamus الأم للعديد من النباتات الطبية كما في نبات البنج الذهبي
[15] . 

 .Cأصناف من الونكا ) 9معرفة التباينات الوراثية بين هدفها دراسةٍ ب Lal [16] قام

roseus باستعمال تقانات )RAPDو ،ISSR ،SSR ، استعمل في تقانة حيثRAPD  
حزمةً  592، حيث أعطت DNAبادئات منها تشكيل حزم من  6بادئاً استطاعت  20

ن بين الأصناف حزمة تحمل تباينات وراثية، وبالتالي قُدّرت نسبة التباي 466منها 
منها  3بادئات  أعطت  ISSR 6. في حين استعمل في تقانة %78.71المدروسة بنحو 

انخفضت نسبة  . وقد%78.94حزمة تحمل تباينات وراثية بنسبة  270منها  ،حزمة 342
 241بادئات اثنتان منها أنتجت  5، حيث استعملت SSRبتطبيق تقانة  التباينات الوراثية

الدراسة أنَّ جميع هذه  . وقد اعتبرت هذه%76.62حزمة متباينة بنسبة  177حزمة منها 
في نسبة  ISSRالتقانات فعّالة في كشف التباينات الوراثية على الرغم من تفوق تقانة 

 التباينات التي كشفتها. 

 :Objectivesأهداف البحث  -2
  الإجهاد الملحي بعض الصفات الشكلية لكالوس نبات الوتكا ومعرفة تأثير دراسة

 .والحلولي على معدل نمو الكتلة الخلوية المتشكلة
  الوراثية التباينات الجسميةدراسة Somaclonal variations  الحاصلة في

بالمقارنة مع  ، والمعرضة للعوامل المجهدة وغير المجهدةنبات الونكاللكالوس مزارع ا
 . ISSR التكرارات الترادفية البسيطة البينية نةيتق باستعمال النبات الأم

 :Materials and methodsمواد البحث وطرائقه  -3
الهيئة العامة  في البحثفذ نُ  :Site of experimentationمكان تنفيذ البحث  3-1

خلال الفترة الممتدة  لنباتات الطبيةل التقانات الحيوية قسم ،في دمشق للتقانة الحيوية
2019-2021. 
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 الونكاالحصول على بذور نوع  تمَّ  :Plant materialالمادة النباتية  3-2
(C.roseus ) شركة منSyngenta flowers الهولندية. 
في  الونكانبات  بذور كمية كافية من مرتغُ  :البذور وتحضيرها للزرع تطهير 3-3

 الصوديوم دمحلول هيبوكلوريب قمتعُ ثمّ  ،ة دقيقة واحدةمدّ  (70%)الكحول الإيتيلي 
NaOCl))  بالماء المقطر  بعدها سلتغُ ثمّ دقائق  5 لمدة %0.5باستعمال التركيز

دقيقة  30ة مدّ  مكشوفةً وتركت  ة،كل مرّ في دقائق  5ل بمعدّ ات متتالية المعقم ثلاث مرّ 
ل النهائي والزرع في شروط يعمليتا الغس تجر و  .جاهزة للزرع وأصبحت هوائياً  جفتحتى 

من النوع  ((Laminar airflow hoodومي ثتحت جهاز العزل الجر تعقيم صارمة 
JSCR-1200 SB. 

وسط الزراعة  باستعمالوذلك  ،بذرة واحدة في كل أنبوبزرعت البذور بمعدل       
مْ  24± 2درجة حرارة  عندالأنابيب  ضنتوحُ الخالي من منظمات النمو،  MSالأولي 

ساعات  8ساعة إضاءة و 16بظروف النامية تات يالنب ضنتحُ ثمّ حتى إنبات البذور، 
المدعم  MSوسط زراعتها على وسط الإكثار حيث استعمل ال أُعيدت ، ثمّ ظلام بالتناوب

 phthalene acetic acidNa، و(1-مغ.ل 2) Benzyl adinien BAبهرموني 
NAA (1 1-مغ.ل)  ٍلتنفيذ تجارب كافية من المادة النباتية اللازمة  للحصول على كمية

 .استحداث الكالوس
( على عدد من C.roseusنبات الونكا ) أوراقتمَّ استزراع  استحداث الكالوس: 3-4

بمجموعة من الفيتامينات مثل  المدعمو  MSالأوساط المغذية المعتمدة على وسط 
ينوزيتول عددٍ من منظمات النمو لإضافة إلى ا، ب(غ 0.5) ، والكازئين(غ 0.08) ميوا 

وفي نهاية هذه المرحلة تم انتخاب أفضل توليفة هرمونية ، (NAA, Kin) النباتية
( واعتبرت معاملة Kin 1-.لغم NAA  +2 1-مغ.ل 1لاستحداث ونمو الكالوس ) 

 .الكالوس الشاهد في تجارب البحث اللاحقة
تمَّ تعريض الكالوس إلى مستوياتٍ متزايدة  تطبيق الإجهاد على مزارع الكالوس: 3-5

(، ومن NaCl( )0 ،25 ،50 ،75 ،mM 100وبشكلٍ تدريجي من العامل المجهد )
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(، بواقع مستوى 0 ،-0.2 ،-0.3 ،-0.4 ،Mpa) PEG-6000 البولي إيثيلين جلايكول
 يوماً. 35أعلى كل 

 Somaclonalتمّت دراسة التباينات الجسمية  دراسة التباينات الجسمية: -3-6

variations  ،بين جميع العينات المدروسة، النبات المحلي، النبات الأم في الزجاج
 يةنلوس المجهد حلولياً، واستعملت تقالكالوس الشاهد، الكالوس المجهد ملحياً، والكا

ISSR هذه التباينات باتباع  نةٍ لا تتطلب جهوداً كبيرةً وغير مكلفة، ونُفذت دراسةكتقي
 :[17] الخطوات الآتية

 CTAB (Ctyle Trimethyl Ammoniumبطريقة  DNAعزل  -3-6-1

Bromide :) 
ملغ من المادة النباتية المجمدة والمطحونة في الآزوت السائل لجميع  200وضع قرابة 

العينات المدروسة )النبات المحلي، النبات الأم في الزجاج، الكالوس الشاهد، الكالوس 
ميكرو لتر من  750مل. وأُضيف  2المجهد ملحياًوحلولياً( في إنبوب إبندورف سعة 

، وحرك المزيج ºم 65ى درجة حرارة المسخن مسبقاً عل CTABمحلول الاستخلاص 
  يتكون محلول الاستخلاص من المواد التالية:جيداً، و 

 )2% w/v  ( CTAB + 100 mM Tris-Hcl (PH=8) + 1.4 M NaCl + 20 

mM EDTA (PH=8) + 0.2% mercaptoethanol (v/v). 

ك مدّة ساعة مع التحري ºم 65ثمّ وضعت الأنابيب في حمام مائي على درجة حرارة 
دقاق. وأُضيف  5دقيقة. ثمّ بُردت الأنابيب على درجة حرارة الغرفة مدّة  15بالتقليب كل 

750 Lµ ( ثمّ حرك المزيج جيداً بالتقليب 1:24من الكلوروفورم إيزوميل الكحول بنسبة )
الأنابيب بجهاز  تفلثُ دقائق( لإزالة البروتينات والليبيدات. و  5حتى تشكّل الرغوة )قرابة 

على دقائق  10ة مدّ ( rpm 12000) على سرعة Heraeusمن نوع  المركزيالطرد 
 قل الطور المائينُ مرحلة فصل المزيج إلى ثلاث أطوار، ، تمَّ في هذه الºم 4درجة حرارة 

أيزوبروبانول ه ( حجم2/3وأضيف ) ،الناتج إلى أنبوب جديد )الطبقة العليا(
Isopropanol  ( مع التحريك بلطف حتى ترسب  20-مبرد )ْمDNA وحُضن بالبراد .

وتُركت بعدها  .DNAمدّة ساعة لترسيب  ºم 20-لليوم التالي أو على  ºم 4على +
العينات لتذوب في حرارة الغرفة، ثمّ ثفلت الأنابيب بجهاز الطرد المركزي على سرعة 
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(12000 rpm مدة )م 4دقائق على درجة حرارة  5º من الرشاحة التخلص  تمّ . و
( البارد %70)كحول إيتلي  Washing bufferمن محلول الغسيل  مل1 ف يضأو 

 تفلثُ حرك بلطف بالتقليب عدة مرات. ثمّ و  ،DNAمْ لراسب 20 -المحفوظ بدرجة 
وأُعيدت  .ºم 4على درجة حرارة دقائق  5ة مدّ  (rpm  10000) الأنابيب عند سرعة

في  DNAثمّ تمّ التخلص من محلول الغسيل، وجفف راسب  ، والتثفيلعملية الغسيل 
 . TEمحلول من  µl 100في  DNAعينات  دقيقة. ثمّ أُذيبت 30حرارة الغرفة مدّة 

 :DNAالتقدير الكمي والنوعي للحمض النووي الريبي منقوص الأوكسجين  -3-6-2
لتقدير كمية  Hitachi U2900 نوع  (UV Spectrophotometer)استخدم جهاز  

DNA  حُسب تركيز ، و  [18]نانو متر  280و 260 عند طول موجتيوتحديد نقاوته
DNA [18] من المعادلة الرياضية الآتية: 

DNA concentration (µg/ml)= OD260 *  50 *  معامل التمديد (ug/ml)  

، كما تمّ التقدير النوعي على ng.µl-1 50للحصول على تركيز  DNA ثمّ مُددت عينات
ذو النوعية الجيدة على شكل حزمة  DNA(، إذْ يظهر الـ (0.8%هلامة الأغاروز 

Band  بينما يكونDNA  السيّىء النوعية ممشحاً وغير واضح الحدودSmear. 
 :DNAتضخيم الحمض الريبي النووي منقوص الأوكسجين  -3-6-3
مع بعض ، [19] (PCR)راز التسلسلي من خلال تفاعل بوليمي DNAتمّ تضخيم  

بتركيز  DNAمن  µl 2(، يتكون من µl 25التعديلات ليكون حجم التفاعل النهائي )
(50 ng.µl-1 لكل عينة، و )12.5 µl Master Mix (Kapa) 1.25و  µl  من

بالماء المقطر المعقم،  µl 25(، ثمّ أكمل الحجم إلى pmol.µl-1 10المرئسة بتركيز) 
وفق  Kapa 2G fast ready Mix PCR kitباستعمال  PCRوأُجري تفاعل الـ 

بعد ذلك بالترحيل على هلامة  DNAتعليمات الشركة المُصنّعة، ثمّ فصلت حزم الـ 
 .TBE 1X   [18]في محلول (2%)الأغاروز 

 BioNeerتمَّ اختبار مجموعة من المرئسات من شركة  :ISSRتطبيق تقنية  -3-6-4
لدراسة التغيرات الوراثية والتباينات الجسمية الحاصلة في مزارع الكالوس، حُسبت بعدها 

 (، ورسمت شجرة القرابة الوراثية.1نسبة التعددية الشكلية للمرئسات المستخدمة )الجدول، 
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 .ودرجة حرارة التحامها ISSRة (: المرئسات المستعملة في تقني1الجدول رقم )

 %2 تمّ الترحيل على هلامة الأغاروزالرحلان الكهربائي والتلوين والتصوير:  -3-6-5
( بمرور حقل Agarose Ultrapure Fingerprinting USAفي جهاز رحلان أفقي )

الناتجة عن التضخيم،  DNAفولت مدّة ساعتين وذلك لفصل حزم  90كهربائي قدره 
 DNA marker -100الأوكسجين ) مؤشر الحمض الريبي النووي منقوص وباستخدام

bpصورت زم الناتجة ليتم بعد ذلك الترحيل، ثم (، وذلك لتحديد الحجم الجزيئي للح
 Imag Analyzer (Agle Eye IIالهلامة بجهاز تصوير هلامة الأغاروز 

taratagen.) 
 :statistical analysis التحليل الاحصائي -3-7
 Completelyالكاملنُفذت التجارب باستعمال التصميم العشوائي  

Randomized Design (CRD)،  ُللت نتائج جميع التجارب باستثناء الدراسة وح
وقورنت المتوسطات حسب  ،Mstat -cالجزيئية باستخدام البرنامج الاحصائي 

 Totalاستعمل برنامج و. 0.01عند مستوى معنوية   L.S.Dاختبار أقل فرق معنوي

 المرئسة
التسلسل 
يالنيوكليوتيد  

درجة حرارة 
التسلسل  المرئسة الالتحام )مْ(

 النيوكليوتيدي
درجة حرارة 
 الالتحام )مْ(

A1 (CT)8TG 48.7 L12 (CAC)3GC 

 

38 

B2 (CT)8AC 47.7 M13 (GAG)3GC 38 

C3 (CT)8GC 51.5 N14 (CTC)3GC 38 

D4 (CA)6AC 42 P15 (GTG)3GC 38 

E5 (CA)6GT 42 Q16 (GT)8C 52.3 

F6 (CA)6AG 42 R17 (AC)8G 54.3 

G7 (CA)6GG 44 S18 (AGG)6 57.2 

H8 (GA)6GG 44 T19 (GA)9T 50 

I9 (GT)6GG 44 U20 (GACA)4 47.9 

J10 (GA)6CC 44 V21 T(GA)9 51.4 

K11 (GT)6CC 44    
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lab  لتحليل نتائج الدراسة الجزيئية، حيث جُمعت نتائج عملية التضخيم في جداول
بين العينات. ودرست التباينات   DNAاعتماداً على مقارنة وجود أو غياب حزم 

ثمّ رسمت شجرة القرابة  ،Jaccardالجسمية بين الكالوس والنبات الأم باستعمال معامل 
بتطبيق طريقة متوسطات المجموعات الزوجية غير المزانة   Dendogramالوراثية

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

Averaging)   باستعمال برنامجPower marker. 

 :Results and disscution النتائج والمناقشة -4
 : الشاهد MSوسط الوصف الشكلي للكالوس الناتج على  -4-1

النامي في الأوساط المغذية المدروسة بقوامٍ (C.roseus) امتاز كالوس نبات الونكا 
لتوليفة الهرمونية المستعلمة في وسط النمو، وقد لمتماسك إلى نصف متماسك، وذلك تبعاً 

إنَّ  للون الأصفر. عموماً، يمكن القولوا كريميالبيض تدرج لون الكالوس بين اللون الأ
 المغذية الأوساط معظمعلى مرغوب حبيبي  وذي مظهرٍ  اً متماسككان  قوام الكالوس

 كحدٍ أعلى. %17كحدٍ أدنى و  %8تراوحت نسبة التماوت بين  في حين، المدروسة
 

يتصف الكالوس جيد النمو والمرغوب بالشكل الحبيبي المترافق مع القوام المتماسك   
صعب التفتت واللون الكريمي الفاتح، أما تدرج لون الكالوس من الكريمي إلى البني 
واسمرار الأنسجة النباتية يعود بشكلٍ رئيس إلى تراكم بعض نواتج الاستقلاب الثانوية 

نتيجة نشاط بعض الأنزيمات مثل ، [20]في وسط الزراعة  عموماً، والفينولات خصوصاً 
( POD، والبيروكسيداز )Polyphenoloxidae (PPO)البولي فينول أوكسيداز 

Peroxidase .التي تُشارك في تحفيز أكسدة المركبات الفينولية واسمرار الأنسجة النباتية 
 1-مغ.ل NAA  +2 1-مغ.ل  1انتخبت في نهاية هذه المرحلة التوليفة الهرمونية )

Kin كأفضل توليفة لاستحداث الكالوس بناءاً على مئشرات النمو والكتلة الخلوية )
 .المتشكلة واعتبرت شاهداً في التجارب اللاحقة
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 . أوساط الاستحداث الناتج على للكالوس الشكليالتوصيف  :(2رقم )الجدول 

  

 رقم الوسط

منظمات النمو 

1-ل.مغ قوام  لون الكالوس 
 الكالوس

نسبة التماوت  قوة النمو

% NAA BA 

MS1 0 0 14 ++ متماسك أبيض كريمي 

MS2 0.1 0 17 ++ متماسك أصفر 

MS3 0.5 0 12 ++ متماسك أبيض كريمي 

MS4 1 0 10 ++ متماسك أبيض كريمي 

MS5 0 1 13 ++ متماسك أبيض كريمي 

MS6 0.1 1 12 ++ متماسك أصفر 

MS7 0.5 1 10 +++ متماسك أبيض كريمي 

MS8 1 1 8 +++ متماسك أبيض كريمي 

MS9 0 2 13 ++ متماسك أصفر 

MS10 0.1 2 13 ++ متماسك أصفر 

MS11 0.5 2 11 ++ متماسك أصفر 

MS12 1 2 12 ++ متماسك أبيض 

 .نمو جيد +++نمو متوسط،  ++نمو ضعيف،  +   

 الوزن الرطب والجاف للكالوس: تأثير الإجهادين الملحي والحلولي في -4-2 
بيّنت نتائج التحليل الإحصائي وجود فروقاتٍ معنوية في متوسط الوزنين الرطب     

حيث كان متوسط الوزن الرطب والجاف  ،والجاف للكالوس بين المعاملات المدروسة
غ على  Mpa (2.35 ،0.18 0.4-للكالوس الأدنى معنوياً في معاملة الإجهاد الحلولي 

غ على التوالي(. وكان متوسط الوزن  0.483، 6.207التوالي( بالمقارنة مع الشاهد )
غMm NaCl (3.047 ،) 100الرطب الأدنى معنوياً في معاملة الإجهاد الملحي 

غ(، في حين كان الوزن الجاف الأدنى معنوياً في  6.207بالمقارنة مع الشاهد )
غ على التوالي( بالمقارنة مع المعاملة  0.250 ،0.277) Mm 75و 100المعامليتن 
(. عموماً، تؤدي إضافة العامل المجهد لوسط النمو إلى 3غ( )الجدول، 0.483الشاهد )

تثبيط استطالة الخلايا وانقسامها، الأمر الذي يؤثر سلباً في معدّل نمو خلايا الكالوس، 
لملحي، حيث تعمل جزيئات سواءً من خلال التأثير الحلولي لكلٍ من الإجهاد الحلولي وا
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وجزيئات الملح على مسك جزيئات الماء، مقللّةً  (، PEG-6000البولي إتيلين غلايكول )
بذلك من عدد جزيئات الماء الحرة والمتاحة للامتصاص من قبل خلايا الكالوس، الأمر 

جدر الذي يؤثر سلباً في ضغط الامتلاء، الذي يُعد بمنزلة القوة الفيزيائية التي تدفع 
الخلايا النباتية على الاستطالة، أو نتيجة  التأثير السمي الأيوني لشاردتي الصوديوم 

مع نتائج الحجيمي وعبد  تتفق هذه النتائج .[21] والكلور في معاملة الإجهاد الملحي
، حيث أظهرت نتائجهما تناقصاً في الوزنين الرطب والجاف لكالوس نبات [22] الحسين

C.roseus  لم تتفق مع ما ملح كلور الصوديوم إلى وسط النمو، في حين عند إضافة
، الذين لاحظوا زيادة الوزنين الرطب والجاف تحت ظروف الإجهاد [23]توصل إليه 

(، Mm NaCl 100، 50، 25، 0الملحي عند المستويات الملحية المنخفضة نسبياً )
ارنة مع الشاهد. ويُعد انخفاض ( بالمقMm 200وبدأ الانخفاض عند التركيز الأعلى )

معدّل النمو بتأثير الإجهادات نوعاً من أنواع التأقلم للبقاء على قيد الحياة، وتتجه الخلايا 
نحو زيادة معدّل إنتاج مستقلبات النمو الثانوية وتراكمها بوصفها وسائلَ دفاعية على 

 حساب معدّل النمو.
 لكالوس نبات الونكا.الوزنين الرطب والجاف تأثير الإجهاد الملحي والحلولي في  :(3جدول رقم )ال

 الوزن الرطب
 )غ( 

الوزن الجاف 
 )غ(

 الإجهاد الملحي
(mM NaCl) 

الوزن 
 الرطب )غ(

الوزن 
 الجاف )غ(

 الإجهاد الحلولي
(Mpa) 

a6.207 a0.483 الشاهد a6.207 a0.483 الشاهد 
b5.140 b0.417 25 b3.19 b0.28 -0.2  

c4.060 c0.323 50 bc2.86 c0.23 -0.3  

d3.563 d0.277 75 c2.35 d0.18 -0.4  

e3.047 d0.250 100 
 المتوسط 0.298 3.652

 المتوسط 0.361 4.403
0.287 0.0274 LSD (0.01) 0.524 0.030 LSD (0.01) 

2.36 3.48 CV (%) 6.57 6.74 CV (%) 

شير الأحرف المتماثلة على مستوى الأعمدة إلى عدم وجود فروقاتٍ معنوية بين المتوسطات عند مستوى معنوية  ُُ0.01. 
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 .الحلولي في الوزن الرطب للكالوسو  (: تأثير الإجهادين الملحي1) الشكل رقم

 Molecular study الدراسة الجزيئية -4-3
المستخلص  DNAقيس تركيز ونقاوة الـ :DNAللـ  التحديد الكمي والنوعي -4-3-1

الشاهد والمجهد ملحياً  C. roseusمغ من الكتلة الخلوية لكالوس نبات الونكا  200من 
يوماً( بجهاز  30)بعمر  In Vitroوالنبات المحلي، والنبات النامي في الزجاج ، وحلولياً 

 بين(، حيث تراوحت التراكيز UV-Spectro-photometerالمطياف الضوئي )

، ومُدد تركيز 1.88و   1.75، وتراوحت نقاوة العينات بينµg.µL-1  665و357
DNA 50ليصبح  µL.ng-1 وعند تطبيق عملية الرحلان الكهربائي على هلامة ،

بشكل حزمة  DNAالمستخدم، ظهر الدنا  DNAلمعرفة نوعية  %0.8الأغاروز بتركيز 
  .واضحة وغير متقطع

  :ISSRة يالناتجة عن تطبيق تقن Polymorphismالتعددية الشكلية  -4-3-2
مرئسة، أثبتت جميعها فعّاليتها في إعطاء  21 نت الدراسة الجزيئية استعمالتضمّ  

هذه  استعمالنتج عن  (، حيث4التعددية الشكلية بين العينات المدروسة )الجدول، 
( I9 ،M13 ،Q16حزم للمرئسات ) 3، تراوح عدد الحزم بين حزمة 140 المرئسات نحو

حزمة لكل  6.67(، بمتوسط قدره T19حزمة كحدٍ أعلى في المرئسة ) 11أدنى، و كحدٍ 
حزمة، ترواح  127 قرابة  Polymorphicشكلية التعددية الذات  مرئسة. بلغ عدد الحزم

 10( كحدٍ أدنى، وI9 ،M13 ،Q16حزم للمرئسات ) 3عدد الحزم المتعددة شكلياً بين 
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لكل مرئسة، وبنسبة تعددية شكلية  6.05(، بمتوسط  قدره T19 ،A1حزم للمرئستين )
، A1(، وأعلاها في المرئسات 62.50%) H8، أقلّها في المرئسة %91.82وصلت إلى 

،B2 ،D4 ،I9  ،J10 ،L12 ،M13 ،N14 ،P15 ،Q16 ،S18 ،U20 ، ْوصلت  إذ
 .%100 إلى

 DNA Markerوبوجود  J10و  F6 المرئستينمع  PCRترحيل نواتج : 2الشكل رقم 

1000bp + 2 على هلامة أغاروز%.  
 الماركر من الأسفل للأعلى

(100، 200 ،300 ،400 ،500 ،600 ،700 ،800 ،900 ،1000 ،1500 ،2000 ،3000 bp) 
 

حزمة(  في كلٍ من:  29، 90، 100، 99، 93) 140بلغ مجموع عدد الحزم الكلية 
، الكالوس الشاهد، الكالوس In Vitro، النبات الأم في الزجاج In vivoالنبات المحلي 

المجهد ملحياً، والكالوس المجهد حلولياً على التوالي، أمّا عدد الحزم ذات التعددية الشكلية 
، النبات الأم In vivoحزمة في كلٍ من: النبات المحلي  22، 87، 97، 95، 91فقد بلغ 

هد، الكالوس المجهد ملحياً، والكالوس المجهد حلولياً ، الكالوس الشاIn Vitroفي الزجاج 
على التوالي، كما يُلاحظ أنّ أعلى نسبة تعددية شكلية كانت في النبات المحلي 

، في حين بلغت نسبة %97(، تلاها مباشرةً الكالوس غير المجهد بنسبة 97.85%)
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 لكالوس المجهد حلولياً وفي ا ،%96.67التعددية الشكلية في الكالوس المجهد ملحياً قرابة 

 .%95.96 قرابة In Vitroفي النبات النامي في الزجاج  بينما كانت  ، %75.86 نحو

 عدد الحزم الناتجة وعدد الحزم الكلي وعدد الحزم المتعددة شكلياً والنسبة المئوية للتعددية الشكلية. :(4) جدول رقمال

 
امتلكت المقدرة على تمييز التغيرات الوراثية  التيالمرئسات  كما بينت النتائج وجود بعض

بين النبات الأم والكالوس، وذلك من خلال وجود العديد من الحزم الفريدة سواءً الموجبة 

 المرئسة
عدد 
الحزم 
 الكلية

 عدد الحزم
 شكلياً المتعددة 

النسبة المئوية 
للتعددية 
 الشكلية

النبات 

 المحلي

النبات الأم 

 في الزجاج

الكالوس 

 الشاهد

الكالوس 

المجهد 

 ملحيا  

الكالوس 

 المجهد حلوليا  
 المجموع

A1 10 10 100.00 8 6 7 6 2 29 

B2 6 6 100.00 5 5 5 3 0 18 

C3 8 7 87.50 3 7 7 5 1 23 

D4 6 6 100.00 2 2 4 4 2 14 

E5 8 8 100.00 6 6 4 4 1 21 

F6 9 7 77.78 6 9 9 7 2 33 

G7 9 7 77.78 6 9 9 7 2 33 

H8 8 5 62.50 8 7 7 8 3 33 

I9 3 3 100.00 1 3 2 2 0 8 

J10 4 3 75.00 2 3 3 3 1 12 

K11 10 9 90.00 9 6 7 7 1 30 

L12 8 8 100.00 8 4 5 3 0 20 

M13 3 3 100.00 1 3 3 3 0 10 

N14 4 4 100.00 3 3 3 2 0 11 

P15 6 6 100.00 4 4 5 4 0 17 

Q16 3 3 100.00 2 2 2 3 0 9 

R17 6 5 83.33 5 4 4 4 1 18 

S18 5 5 100.00 1 2 1 3 3 10 

T19 11 10 90.91 5 5 4 6 3 23 

U20 7 7 100.00 4 5 5 3 3 20 

V21 6 5 83.33 4 4 4 3 4 19 

 411 29 90 100 99 93 - 127 140 المجموع

  1.38 4.29 4.76 4.71 4.43 91.82 6.05 6.67 المتوسط

عدد الحزم  

ذات 

 التعددية

  الشكلية

- - - 91 95 97 87 22 392 

للتعددية  %

 الشكلية
  - 97.85 95.96 97.00 96.67 75.86 95.38 
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حزم  6حزمة، ترواحت بين  71السالبة )الغائبة(، ووصل عدد الحزم الفريدة إلى  منها أم
 . 13M، وحزمة واحدة في المرئسة A1في المرئسة 

( وجود اختلافات في عدد الحزم الفريدة سواءً الموجبة أو السالبة 5ويُلاحظ من الجدول )
بين العينات المدروسة، حيث لوحظ وجود أكبر عدد من الحزم الفريدة الموجبة في 

حزمة(. أما  3حزمة(، وأقلّها في الكالوس غير المجهد ) 11الكالوس المجهد ملحياً )
 0ة السالبة، لوحظ عدم وجود أية حزم غائبة في النبات الأم )بالنسبة إلى الحزم الفريد

حزمة في الكالوس المجهد حلولياً، وهذا يدل على التغير  41حزمة(، بينما وصلت إلى 
الوراثي الحاصل سواءً على مستوى الكالوس أو على مستوى الكالوس المعرّض للعامل 

 ه.المجهد، حيث استطاعت المرئسات المستعملة الكشف عن

 (: عدد الحزم الفريدة في العينات المدروسة.5الجدول رقم )

 المرئسة
 عدد الحزم الفريدة

 المجموع
 السالبة )الغائبة( الموجبة

 6 0 6 النبات المحلي

 5 1 4 النبات الأم في الزجاج

 1 0 1 الكالوس الشاهد

 13 2 11 الكالوس المجهد ملحياً 

 46 41 5 الكالوس المجهد حلولياً 

 44 27 المجموع
 71 المجموع الكلي 71

 Percent Disagreementوعند تطبيق مصفوفة النسب المئوية لعدم التوافق    

Values (PDV ،حيث 6( )الجدول ،) يدل ارتفاع قيم هذه المصفوفة على وجود
  Jaccard، فقد تراوحت أقل قيمة لمعامل يزداد بازديادها التباين الوراثيو اختلاف وراثي 

والكالوس الناتج عنه، ما يعني أنّهما  In vitroبين النبات الأم في الزجاج  0.1402
 Inبين النبات الأم في الزجاج  0.8364الأكثر تشابهاً وراثياً، بينما كانت أعلى قيمة نحو 

Vitro   ًما يدل على أنّهما الأبعد وراثياً.والكالوس المجهد حلوليا ، 
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النبات المحلي والنبات الأم في بين  PDVسب المئوية لعدم التوافق مصفوفة الن :(6) رقم جدولال
 .  Jaccard استناداً إلى معامل C. roseusالونكا  كالوس نبات و  الزجاج 

الكالوس 
اً المجهد حلولي  

الكالوس 
 المجهد ملحيا

الكالوس غير 
 المجهد

 في الأمالنبات 
 الزجاج

النبات 
  المحلي

المحليالنبات  0         
في الزجاج الأمالنبات  0.3590 0       
 الكالوس غير المجهد 0.3362 0.1402 0   
 الكالوس المجهد ملحياً  0.4359 0.5118 0.4426 0 
 الكالوس المجهد حلولياً  0.8155 0.8364 0.8165 0.7857 0

الناتج يُلاحظ وجود اختلافات وراثية بين النبات المحلي والنبات الأم في الزجاج والكالوس 
ستيمية يمر المنقسمة فقدت صفة التمايز وعادت للحالة الخلايا الكالوس  عنه، وذلك لأنَّ 

)شكلياً(،  تختلف عن النبات النامي في الزجاج مورفولوجياً فأصبحت  ،متمايزةالغير 
التي تؤكد اختلاف  Ikeuchi [24]تتفق هذه النتائج مع نتائج  ،[24] ووراثياً وفيزيولوجياً 

عملية تنشئة الكالوس تتضمن  أنواع مزارع الكالوس وراثياً والعائدة للنبات نفسه، وذلك لأنَّ 
نتيجة لتغير مستوى تمايز الخلايا وفقد التمايز بعد  المورثيتغييرات هائلة في التعبير 

خاصية  أنَّ  ، مما يؤكد[25] غير المتمايزة( المنقسمة)التحول إلى الحالة المريستيمية 
محدودة بالتفاعل ما بين البيئة  Callus Culturesالتباينات الوراثية في مزارع الكالوس 

تغيرات في  من الآليات أهمها عزى هذه التباينات إلى مجموعةٍ والتركيب الوراثي، حيث تُ 
لوراثي ونمط توزيعه على تغير في كمية المخزون ا، DNAمثيلة عدد من تتاليات الـ 

ادل المادة تبحدود الخلايا أو ما يُعرف بالقذف، إطلاق المادة الوراثية خارج الصبغيات، 
النووي )خاصة في الخلايا متعددة  DNAفقد كمية كبيرة من الـ الوراثية بين الخلايا، 

 .[26] الصيغة الصبغية حيث يحدث نقص بعدد الصبغيات أو الكروماتينات(
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 Cellularللخطوط الخلوية  Cluster Analysisالتحليل العنقودي  -4-3-3

Lines الونكاكالوس نبات ل C.roseus  المحلي والنباتIn Vivo في  والنبات الأم
  :In Vitro الزجاج

يظهر التحليل العنقودي انفصال العينات المدروسة حسب درجة تشابهها الوراثي، حيث  
انفصلت العينات إلى عنقودين أساسيين، احتوى العنقود الأوّل الكالوس المجهد حلولياً، 

، في حين 0.84في عنقود منفصل وكان الأبعد وراثياً عن العينات الأخرى بمسافة قدرها 
ضمَّ تحت العنقود الأوّل الكالوس المجهد ملحياً  ،ي إلى تحت عنقودينانفصل العنقود الثان

 In، بينما ضمَّ تحت العنقود الثاني النبات المحلي0.46إذْ انفصل بمسافة وراثية قدرها 

Vivo   والنبات الأم  في الزجاج0.36والذي انفصل بمسافة وراثية قدرها ، In Vitro ،
)الشكل،  0.14قرب إلى بعضهما وراثياً بمسافة قدرها حيث كانا الأ والكالوس غير المجهد

3.) 

  

 .ISSRة يالناتج عن تطبيق تقن المدروسة للعيناتشجرة القرابة الوراثية (: 3) رقم الشكل

يُلاحظ من خلال التحليل العنقودي وجود اختلافات وراثية بين نبات الونكا الذي تنتشر 
زراعته في البيئة المحلية وبين النبات النامي في الزجاج، الذي كان مصدره البذور 

، وهذا يؤكد ضرورة استعمال البذور من Syngenta flowersالمستوردة من شركة 
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اثيّة للصنف المطلوب تنفيذ الدراسات عليه. كما يُلاحظ مصدر موثوق لضمان النقاوة الور 
يؤكد ما حدوث اختلافات وراثية بين النبات الأم في الزجاج وبين الكالوس الناتج عنه. 

 ISSRمصدراً مهماً للاختلافات الوراثية وفعّالية تقانة  اعلى أهمية مزارع الكالوس بوصفه
هي تقانة مفيدة في عمليات  الكالوسفي كشف هذه الاختلافات، وأنّ تقانة زراعة 

الانتخاب الخلوي للوصول إلى سلالاتٍ خلوية يمكن أن تكون مرتفعة الإنتاجية من المواد 
في دراستهم التي تناولت التباينات  [27]الفعّالة حيوياً. تتوافق هذه النتائج مع نتائج 

تتوافق هذه كما ، Gentiana sppالوراثية المُحرّضة بزراعة الأنسجة لأنواع الجنتيانا 
، حيث أظهرت دراساتهم على نبات البنج الذهبي [15]النتائج أيضاً مع ما توصلت إليه 

(H. aureus ،حدوث تغيرات وراثية بين النبات النامي في الزجاج والكالوس الناتج عنه )
أنّ  Wang [28]عن النبات الأم. وقد ذكر  0.33حيث انفصل الكالوس بمسافة قدرها 

جهادات اللاأحيائية تؤثر في الصفات المورفولوجية )الشكلية(، والفيزيولوجية، الإ
والكيميائية، والجزيئية، كما تؤثر سلباً في النمو والإنتاجية. بالإضافة إلى العديد من 
الدراسات التي تحدثت عن الضرر الذي تحدثه الجذور الحرة الناتجة عن الإجهادات 

، وجاءت هذه الدراسة متوافقة مع نتائج [31] [30] [29]خلوي اللاأحيائية على المستوى ال
Saputro [32]  الذين بيّنوا تأثير الوسط الملحي في إحداث تغيرات وراثية في الكالوس

 Corn (Zea mays L..)المستحدث من أوراق محصول الذرة الصفراء 
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         :والتوصياتالاستنتاجات -5
 مرغوب ولون أبيض كريمي حبيبي  وذي مظهرٍ  متماسكٍ بقوامٍ  امتاز الكالوس
 .المدروسة المغذية الأوساط معظمعلى 
  تقُلل الإجهادات اللاأحيائية مثل الملوحة والإجهاد الحلولي من معدّل نمو

 الكالوس لنبات الونكا وتؤثر سلباً في معدّل النمو بزيادة شدّة الإجهاد. 

  الوراثية التي يمكن استغلالها في تقانة مزارع الكالوس مصدراً مهماً للتباينات
 انتخاب خطوط خلوية ذات مورثات مسؤولة عن صفات محددة ومستهدفة.

 تقانة أظهرت ISSR  ّالكشف عن التباينات الوراثية الموجودة بين  فيالية فع
( حزمة 140مرئسة نتج عنها ما مجموعه )( 21بالاعتماد على نتائج ) العينات المدروسة

 .%91.82كانت نسبة التعددية الشكلية حيث 

 وجود اختلافات وراثية بين العينات  أظهر التحليل العنقودي وشجرة القرابة الوراثية
 المدروسة وانفصالها إلى عنقودين رئيسيين.

  اظهرت المرئسات المستعملة القدرة على تمييز التغيرات الوراثية بين النبات الأم
حزمة(، والسالبة  27العديد من الحزم الفريدة الموجبة ) والكالوس، وذلك من خلال وجود

 حزمة(. 44)

  سبّبت إضافة العامل المجهد إلى وسط الزراعة تغيرات وراثية بين الكالوس غير
 المجهد والكالوس المجهد ملحياً وحلولياً.

  التوجه لاستثمار تقنية مزارع الكالوس بنوصيCallus culture  كبديلٍ عن
للحصول على المركبات البيولوجية الفعّالة وكمصدر للتباينات الوراثية،  النبات الكامل

 دون التعرض للنبات أو إلحاق الأذى ببيئة نموه.

 ة ينتق الاعتماد علىISSR  من التعددية الشكلية في  مرتفعةالتي أعطت نسبة
 راثية.الو  التبايناتتقييم 

  ،والفيزيولوجية، والبيوكيميائية المرتبطة تحديد مواقع المورثات للصفات الشكلية
 .بتحسين مستوى التحمل، وزيادة كفاءة إنتاج القلويدات، وبخاصةٍ الفنكرستين والفنبلاستين
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