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 شكر ورقدَر

إتملبو ػًهلٍ الوا وو لىلي إه الو  الدردهلخ انل   بلدلب         وإػبَزل  لي     لي  هلً رىيُقل   وأشلكر  ػ الله ػز وجلم   أحمدثداَخ 

 اَزظرتهب، وكم انشكر وانزقدَر نهوٍَ قديىا لي َد انؼىٌ والدسبػدح  نهى ىل إه انغبَخ الدرجىح يٍ اوا انؼًم. 

ٌ      محًلى   لجىح  ىج  ثبنرحمخ نروح الأسلزب  انلدكزى    أركًب  وكلبٌ يرلص  لدَ       انلوٌ  ايقلفي   ثداَلخ يشلىا 

 .كم يٍ ػري  نؼبئهز  انكريمخ وؼزاء ن، يبنكبَذ يشُئخ الله أقىي، نكٍ  وأة دنىٌ ويؼهى

خلم أثلدا    لم رج وانل  لإشلرا  ػهلً الوا انجذل      ازبثؼخ بم بنزفضهه  ه َؼقىة ح هدكزىنأرقدو بخبنص شكرٌ وايزنبٍَ  

كًللب أرقللدو بجزَللم انشللكر وػظللُى ا يزنللبٌ   انشخصللُخ وانؼهًُللخ نهى للىل ثنهبَللخ الدذللب  إه اللوا انؼًللم،    ببجهى الل

اننصلخ    انصلب قخ ورقديمل    ػبَز وػذبئ  الدزفبٍَ و   الأشرا  ػهً اوا انجذ  و نزفضه   َىسف انؼًى ٌ  نهدكزى 

 وانزشجُغ الدسزًر نهى ىل إه نهبَخ اوا انؼًم.

كًب أرقدو بخبنص شكرٌ وايزنبٍَ لأسبروح  قسى المحب ُم الحقهُخ   كهُخ انز اػلخ بجبيؼلخ  يشل   لدلب قلديى       

 ئلُ  قسلى المحب لُم     أيملٍ انشلذب ح انؼلى ح   انلدكزى   الأسلزب    ىال سنىاد اند اسخ الجبيؼُلخ وأيرلص ثبنشلكر     

 وجمُغ انسب ح أػضبء الذُئخ انزد َسُخ وانفنُخ والدخبرَين. الحقهُخ

والأسلزب   ،  سلهُى دسلين دَلد   أػضلبء لجنلخ الحكلى الأسلزب  انلدكزى        وانؼريبٌ نهسب ح  أرىج  بجزَم انشكر

لدب قديى  يلٍ رىجُهلبد ػهًُلخ       ايب ػزَز  ح، واندكزى سلاو  وَد و اندكزى ح ،  انؼى ح  أيمٍ انشذب حاندكزى  

 . لإيرراج  ثأيضم  ى حأغنذ انجذ  ًخ قُّ

كًب أرقدو بخبنص شلكرٌ ورقلدَرٌ  لإ ا ح الذُئلخ انؼبيلخ نهزقبَلخ الحُىَلخ وأيرلص ثبنشلكر  الأسلزب  انلدكزى            

 أٌ أرىجل  ثؼًُل  رقلدَرٌ    و  َفلىرفي خ انزقبَلخ لدلب قديل  يلٍ رسلهُلاد لإذلبد الوا انجذل .         يلدَر ػلبو اُئل    ػصبو قبسلى 

 اهزقبَلخ الحُىَلخ انلوٍَ لم َجخهلى    انؼبيلخ ن  ُئلخ  الذالأ لدقبء الأويُلبء     نلإيرلىح الأػلزاء و  و نهسب ح  ؤسلبء الأقسلبو    وايزنبٍَ

 .يبنشكر الجزَم لذىاوا انؼًم ثىقزهى وجهداى لدسبػدرٍ   إذبد 
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 إاداء

اندكزى  َىسف أسمً آَبد الحت وانزقدَر وا دتراو وا ػترا  ثبلجًُم إه  بدت انفضم انؼظُى 

يجؼه  أٌ  يؼسً الله ،    اس رػبَخ وانزشجُغ اندائى  ُهخ يرادم بنثانوٌ أدب في  َى  اندٍَ انؼًّى ٌ

  يررا  ننب وَذُم   ػًر   وأتمنً أٌ َىيقفي الله نر  ثؼض أيضبن  ػهٍ.

يربندٍَ   ويب دانذ  ودهًب تحرسبٍَ    يشىا  دُبرٍ، ،  يجكرا ػفي  يلاكين غبثبإه 

 وح أثٍ  وأٌ َسكنهًب يسُج جنبر    سغ  حمز زغًدهمب ثىاأٌ َرضرع نهرحمٍ أ  انواكرح وانىجداٌ،

 .وأيٍ انغبنُين

إنُكى  أيرىرٍ الأدجبء ، إه أيهٍ   او  الحُب   وأغهً يب   انىجى ويخرٌسؼب رٍ قىرٍ و سر ّ إه

 أادٌ ذبدٍ ويب رجقً يٍ دُبرٍ.

 ر  يٍ أيىااهىيخقهىبهى قجم أٌ   َذقذ ث  ب  ب ق ءًبيؼٍ ػهً  رَ  الخص واننجبح  ػ اإه يٍ كبَى

  . نكى محج  أ دقبئٍ الأويُبء

 

 

 

 شوي دسٍ  ثشر
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 الممخص
بيدؼ  ، 2019- 2015خلبؿ الفترة  ،نفذ ىذا البحث في مخابر الييئة العامة لمتقانة الحيوية    

ودراسة ديناميكية نموه  ،(Hyosyamus aureus)تحديد استجابة كالوس نبات البنج الذىبي 
زف أوساط مغذية مختمفة التركيب وخالية مف منظمات النمو النباتية، بالاعتماد عمى الو  عمى

الرطب لمكتمة الخموية كمؤشر عمى قوة نمو الكالوس، بالإضافة إلى دراسة التباينات الجسمية 
Somaclonal variation  نتيجة اختلبؼ تركيب الوسط المغذي  أف تحدثمكف يالتي

 ISSR الترادفية البينية ة التكرارات البسيطةيباعتماد تقن لمكالوس بالمقارنة مع النبات الأـ،
(Inter Simple Sequence Repeats) معرفة ، كما ىدؼ البحث إلى مرئسة 25 باستعماؿ

تأثير مكونات الوسط المغذي إضافة إلى تأثير تغير تعبير أىـ المورثات المرمزة للؤنزيمات 
 N-Putrescine  (PMT)مسار التخميؽ الحيوي لقمويدات التروباف مثؿ:في  الداخمة

Methyle Transferase،Hyoscyamine 6β Hydroxylase (H6H) ،(TRI )

Tropinon Reductase I(ٝ ،TR II )Tropinon Reductase II  المحتوى القمويدي في 
 تقديرعف طريؽ  ذلؾو ، نبات البنج الذىبي ٌبُٞطCellular linesُ الخطوط الخموية  في

مراز تفاعؿ بولي تقنية استعماؿب بيذه المورثات، الخاصmRNA لػ النسخي التراكـ مستويات
ئػبكخ ئُى ٓؼشكخ اُزؼبػلبد اُظجـٍخ   ،Real Time PCR التسمسمي في الوقت الحقيقي

 خلبؿ أطوار نمو الكالوس.اُحبطِخ كً أُضاسع اُخٌِٞخ 
منحنى النمو لخلبيا الكالوس اتخذ شكؿ المنحنى السيني أف  الشكميةنت نتائج الدراسة بيّ     

Sigmoid  لاتيا في بمغت سرعة نمو الخلبيا أقصى معدّ في جميع الأوساط المختبرة، حيث
مع ( في جميع الأوساط، 35تى اليوـ ح 15اليوـ مف ) Exponential Phase الطور الأسي

 المغذيةوساط الأ ونموه فير نجاح تشكؿ الكالوس فسّ يُ الخموية، و  تفوؽ الشاىد في وزف الكتمة
مف  مرتفع مستوىعمى ( 5C ،C6 ،10Cوساط )الخالية مف منظمات النمو إلى احتواء ىذه الأ

( عمى 1-غ. ؿ  50 ،60،100) Sucrose مف السكروز مرتفعةتراكيز و  ،العناصر المغذية
تحصؿ نتيجة  التي  Hormone habituationظاىرة التطبع اليرمونيإلى التوالي، بالإضافة 

بمرور س و لكالا خلبياحيث تتمكف  ،استمرار نمو الكالوس في وسط الإدامة بوجود مُنظمات النمو
 .النمو الزمف مف النمو في وسط خاؿٍ مف مُنظمات
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بمحتواىا مف قمويدات التروباف  5C01تفوؽ معاممة الشاىد نتائج الدراسة الكٌمٌائٌة نت بيّ     
Tropane Alkaloids  5 الخطوط الخمويةعمىC  ٝ6C  ٝ10C تركيز القمويدات  كاف، حيث

 %( 0.21و )%( 0.29و ) %( 0.36و ) %( 0.49)( ٌّٞ 35-15)الأسي في الطور الأعمى 
 عمى التوالي بالنسبة لمييوسياميف 10Cو  6Cو  5C01  ٝ5C الخطوط الخمويةفي 

Hyoscyamineبينما كاف تركيز السكوبولاميف ، Scopolamine  ضئيلًب بالمقارنة مع
ة الفقيرة بالسكوبولاميف. حقيقة أف نبات البنج يعد مف الأنواع النباتيإلى ذلؾ ويعود ،  الييوسياميف
 معنوياً بمحتواه مف القمويدات 10C الخط الخمويعمى  6Cو  5C الخطيف الخموييفكما تفوؽ 

 . Platue Phase وطور الثبات  Exponential Phaseالأسيمرحمتي الطور  خلبؿ

كمية بيف في إعطاء تعددية ش المستعممةجميع المرئسات  فعالية أثبتت نتائج الدراسة الجزيئية   
انفصاؿ النبات  Cluster analysis التحميؿ العنقوديكما أظير الخطوط الخموية المدروسة، 

انفصمت بينما ، 0.7614عف الخطوط الخموية لمكالوس بمسافة قدرىا  Donor))المانح الأـ 
 10Cالأولى الخط الخموي المجموعة  الخطوط الخموية لمكالوس إلى تحت مجموعتيف، ضمّت

 0.4416( بمسافة قدرىا 5C01 ،5C ،6C)، في حيف ضمّت الثانية الخطوط الخموية منفرداً 
تبيف ىذه النتائج وجود  .وراثياً  الأقرب إلى بعضيما 5C01, 5Cبينيما، وكاف الخطاف الخموياف 

مع أنيا أخذت مف المصدر نفسو )الخط مزارع الكالوس تبايف وراثي بيف الخطوط الخموية ل
، ويُعزى ىذا إلى دور مكونات وسط النمو في إحداث تغير في التركيب 5C01)الخموي الأـ 

راً للبختلبفات الوراثية، يمكف أف تكوف مصدمزارع الكالوس الوراثي لممادة النباتية، ما يؤكد أفّ 
 .الة في كشؼ ىذه الاختلبفاتأداة فعّ  ISSRة وأف تقني

 أفّ  تبيف ،مة في مسار تخميؽ القمويداتوعند قياس تعبير المورثات المرمزة للؤنزيمات الداخ   
PMT (4.563 ٝ )أعمى قيمة لتعبير المورثة المرمزة للؤنزيـ قد شيدت الأسي مرحمة الطور 

عمى التوالي بالمقارنة مع الشاىد  10Cو  5C الخطوط الخمويةضعؼ أكبر في  (7.728)
5C01 6 الخط الخموي، بينما كانت أكبر قيمة ليا فيC  ضعؼ أكبر  (3.117)أياـ   5بعمر

في بداية تحققت أعمى قيمة لتعبيرىا  H6Hالمرمزة لأنزيـ  ممورثةلبالمقارنة مع الشاىد، وبالنسبة 
ضعؼ  (2.297( ٝ )3.364( ٝ )2.676)أياـ(، حيث بمغت  5) Lag Phase الطور المتمكئ

لتوالي. عمى ا 5C، 6C  ،10C الخطوط الخموية في كؿ مف  5C01أكبر بالمقارنة مع الشاىد 
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ىذا التفوؽ في التعبير المورثي مع زيادة في تركيز القمويدات المنتجة، ويعود ذلؾ لـ يترافؽ لكف 
بشكؿ أساسي إلى انحراؼ مسار التفاعؿ في بداية طريؽ التخميؽ الحيوي لقمويدات التروباف مف 

 - Putrescine) سبيرميديف – بوتريسيفإلى  (Putrescine -Tropane)تروباف  -بوتريسيف 

Spermidine)،  ًكمية قمويدات التروباف المنتجة فيما أثر سمبا. 

بالمقارنة مع النمط الصبغي  الخطوط الخمويةوعمى الرغـ مف تبايف الصيغة الصبغية في     
ات ىي صبغيكانت الييئة الشكمية السائدة لم ،(Donorفي النبات الأـ )المانح  2n=34الثنائي 

% 76% و 78، حيث شكمت ما نسبتو Aneuploidyية مع انحرافاتيا الصيغة الصبغية الثنائ
عمى التوالي في الطور  5C01 ،5C ،6C ،10C الخطوط الخموية% في 73% و 60و 

اُشثبػٍخ ٝ Triploidy (3x)الصبغية الثلبثية  المتمكئ، مع وجود نسبة قميمة لمصيغة

Tetraploidy ((4x، غية المتعددةفي حيف غابت الخلبيا ذات الصيغة الصب Polyploidy ،
مع بقائيا سائدة في  في الطور الأسي Diploidyبينما انخفضت نسبة الصيغة الصبغية الثنائية 

، وارتفعت بالمقابؿ كؿ مف الصيغ 5C01باستثناء الشاىد  الخطوط الخموية المدروسةجميع 
،  Polyploidy دةوالمتعد Tetraploidy ((4x( والرباعية 3x) Triploidyالثلبثية الصبغية 

 وكذلؾ الأمر في طور الثبات.
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     :Introduction مقدمة -1
والكيميائي، فلب تزاؿ المنتجات الطبيعية ترفد معظـ  الحيويالطبيعة أغنى مصدر لمتنوع  تعد    

، (2010، وزملبؤه Rensheng) دوؿ العالـ بمجموعة واسعة مف الأدوية والمستحضرات الدوائية
 ،المنتجات الطبيعية لمنباتات الطبية في المجاؿ الطبي معروفة منذ القدـ استعماؿفكرة  أفّ حيث 

لممنتجات الطبية  مصدرِ ك تصنؼمف المممكة النباتية  اً نوع 2000ويعرؼ الآف ما يزيد عمى 
، عبػٞس Celine   ٝMichele ،2005  ;2004 ،ٝصٓلاؤٙ Narula)دوائية  فعاليةوليا 

عمى المصادر النباتية الطبيعية  الصناعات الدوائية دائماً لا تعتمد لكف و .(2000 ،ٝصٓلاؤٙ
منيا وفرتيا المحدودة وعدـ استقراريتيا الوراثية  ،وذلؾ لعدة أسباب الفعالة الحيويةلممواد كمصدر 
ة تطبيؽ التكنولوجيا في وصعوب ،بالإضافة إلى تدمير البيئة الطبيعية لمنبات ،الإنتاجية وتبايف

نواتج (. وبيدؼ تحقيؽ الاستفادة مف Srivastava ،1998و  Pandالعمميات الزراعية )
أصبح البحث في كيفية زيادة ىذه المركبات في النباتات مجالًا قائماً بذاتو،  ةالثانوي الاستقلبب

في زيادة  Plant growth regulatores النباتية منظمات النموخاصة بعد الثورة التي أحدثتيا 
ت وتنشيط الخلبيا وتمايزىا، ولتخفيؼ التكاليؼ الباىظة التي كانت تراكـ المواد الفعالة في النباتا

 Inأصبحت تنتج مخبرياً  In Vivo في النظـ البيئية الطبيعية إنتاج ىذه المركباتتصرؼ في 

Vitro  في زراعات خموية يتحكـ بيا وبكمية إنتاجيا(Verppote  1991، لبؤهوزم .) 

ؽ ائمركزاً ميماً وبارزاً بيف الطر  Plant tissue culture احتمت تقانة زراعة الأنسجة النباتية   
المختمفة لمزراعة، فقد فتحت مجالًا غير محدود لمتطبيقات الزراعية، ومف ىنا برزت أىميتيا 

يز النباتات الناتجة عف ىذه يم إكثار وتحسيف النبات، وأىـ ماؽ التقميدية في ائريقة بديمة لمطر كط
يـ ىذه التقانة في حفظ الأصوؿ الطريقة أنيا متماثمة فيما بينيا ومشابية لمنبات الأـ، كما تس

والجمع  Grazing خاصة النباتات الميددة بالانقراض نتيجة الرعيوبراثية لمنبات المدروس الو 
نواتج الاستقلبب الثانوية في ، وتسمح بتطبيؽ معاملبت خاصة ضمف المخبر بيدؼ زيادة الجائر

تحت  الذي يتـ ثار التقميديالإكبالمقارنة مع ف التحكـ بظروؼ الزراعة حيث يمكالنباتات الطبية، 
المركبات المستخمصة مف النباتات الطبية والعطرية تركيز تبايف ظروؼ بيئية متباينة تؤدي إلى 

 (.2001المغازي، )
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لمخلبيا التي تسمى الكامنة مى ظاىرة القدرة الذاتية زراعة الأنسجة النباتية ع تعتمد    
(Totipotencyالتي )  ت مف قبؿذكرHaberlandt  ( 1902عاـ)، كؿ خمية  فأ والتي تعني

نتاج نباتات كاممة  ،والتمايز والاستطالةحية مف خلبيا النبات ليا المقدرة الذاتية عمى الانقساـ  وا 
 الرطوبة فضلبً لملبئمة مف حيث الحرارة والضوء و وؼ افرت ليا الظر اإذا ما تو  ،مطابقة للؤصؿ

زراعة مختمؼ الأجزاء النباتية في أوساط  بواسطتياذ يمكف إومنظمات النمو، غذيات عف الم
عف استعماليا في مجالات بحثية وتطبيقية،  ، والحصوؿ منيا عمى نباتات كاممة فضلبً مغذية

نتاج الأدوية وا ومنيا تربية النبات وتحسين نتاج شتلبت خالية مف الإصابات وا  لعقاقير الطبية، وا 
  (.1990، ٝصٓلاؤٙ  Hartman) Micropropagation الدقيؽ لمنباتاتالإكثار و  ،المرضية

تنػػتج مختمفػػة  نباتيػػة المسػػتحدثة مػػف أجػػزاء المػػزارع الخمويػػةف ألػػوحظ مػػف خػػلبؿ الدراسػػات قػػد و     
كثارىػػػػا أمكػػػػف وعنػػػػد عػػػػزؿ سػػػػلبلات الخ ،بعػػػػض المػػػػواد الميمػػػػة طبيػػػػاً  لبيػػػػا المنتجػػػػة ليػػػػذه المػػػػواد وا 

صػػػناعة الأدويػػػة والعقػػػاقير فػػػي  اسػػػتعماليا يػػػتـالحصػػػوؿ عمػػػى مركبػػػات أيضػػػية اقتصػػػادية ميمػػػة 
(Hara 1987، وزملبؤهStockigt ; 1995، وزملبؤه.)  

مراعاة متطمباتيا مف اختيار  الغرض المطموب منيا لا بد مف نسجةزراعة الأ حقؽولكي ت   
الصناعية مف حيث  المغذيةحيث تعد الأوساط  ،الكفوءة وقميمة التكاليؼ لمغذيةاالأوساط 

طبيعتيا وتركيبيا أىـ عوامؿ نجاح الزراعة النسيجية، وتؤثر بصورة مباشرة في نمو الأجزاء 
)الكعبي وحسسيف،  والتمايزإلى مرحمة الانقساـ النباتية المختمفة منذ بدء النمو وحتى وصوليا 

نتاج في المسارات الأيضية لإ التحويرمكانية النباتية إنسجة زراعة الأ اتانتق توفرو  (.2011
في  تحقيقوصعب يالأمر وىذا  الفعالة الحيويةومف ضمنيا المركبات  ،المركبات الميمة اقتصادياً 

 .(Purohit ،1999)في الطبيعة  النباتات النامية

وبالتػػالي  ،خلبيػػاه وأنسػػجتو وأعضػػائونمػػو النبػػات ىػػو محصػػمة لنمػػو جميػػع ومػػف المعمػػوـ أف     
منظمػػات داخػػؿ النبػػات تعمػػؿ عمػػى تنظػػيـ النمػػو والتطػػور يطمػػؽ عمييػػا اً عضػػوية تنػػتج ىنػػاؾ مػػواد

 صػغيرة جػداً فػيىػذه المػواد العضػوية بكميػات تتكػوف  الطبيعيػة. و Growth regulatorsالنمو 
اسػػػتعممت و يولػػػوجي. ا الفيز حػػػداث تأثيرىػػػلنبػػػات ثػػػـ تنتقػػػؿ إلػػػى أمػػػاكف أخػػػرى لإأمػػػاكف معينػػػة مػػػف ا
منػػػػػػذ زمػػػػػػف فػػػػػػي تنظػػػػػػيـ مراحػػػػػػؿ النمػػػػػػو فػػػػػػي النبػػػػػػات مثػػػػػػؿ الإنبػػػػػػات المصػػػػػػنعة منظمػػػػػػات النمػػػػػػو 
Germination  والنمػػػػػوGrowth  والنضػػػػػجMaturity،  ولكػػػػػف الدراسػػػػػات والمعمومػػػػػات حػػػػػػوؿ
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إلا (، One ،2006و  Povh)نسػػبياً الاسػػتقلبب الثانويػػة لا تػػزاؿ قميمػػة  نػػواتج تخميػػؽ تأثيرىػػا فػػي
النظػػػاـ اليرمػػػوني مػػػف الأنظمػػػة التػػػي تسػػػتجيب فػػػي المتعضػػػية لظػػػروؼ الإجيػػػاد  أفّ  أثبتػػػت يػػػانّ أ

لنباتية مستوى الطفرات ات انتحدد اليرمو  ،عموماً في التعبير المورثي. ؤثر وعمميات التكيؼ، ما ي
، Kunakh) ةنباتيػػػفػػػي المػػػزارع الخمويػػػة ال الػػػوراثيلمتبػػػايف  لؾ السػػػبب الػػػرئيسمشػػػكمة بػػػذ الطبيعيػػػة
2005

b) ولا تقتصػر ىػػذه اعتمػاداً عمػى وظائفيػا المتمػايزة تختمػؼ الخلبيػػا النباتيػة الأنسػجة، ففػي ،
منظمػات الاختلبفات عمى التغيرات المورفولوجية والكيمياحيويػة الموجػودة فػي الخلبيػا تحػت تػأثير 

قيػػػاـ يايػػػة إلػػػى فػػي الن تػػػؤديمػػػاً، مورثاتيػػا دوراً ميفػػػي  الوراثيػػػةمتغيػػػرات لالنباتيػػػة، بػػػؿ أيضػػاً  النمػػو
 Inفػػي حالػػة الزراعػػة الخمويػػة فػػي ظػػروؼىػػذا الأمػػر مختمػػؼ  أفّ  إلامحػػددة،  بوظػػائؼ الخلبيػػا

Vitro وتحػوؿ الخلبيػا مػف الحالػة  تنقسـ وتتكاثر بسرعة نتيجة لاختلبؿ التوازف اليرموني،، حيث
Kunakh ،2005) المتمايزة إلى الحالة الميرستيمية )المنقسمة( وتشكؿ الكالوس الأولي

b). 

 نواتج الاستقلببل ر جديدمصدكمف التقنيات الحديثة الميمة مزارع الكالوس تعد تقنية       
ف القميؿ مف الدراسات التي تناولت  .الثانوية، وأكثر كفاءة مف الاعتماد عمى النبات مباشرة وا 

مف قبؿ المنتجة  Secondary metabolism products الثانوية نواتج الاستقلبب المقارنة بيف
اختيار خطوط خموية  حيث تفيد فيمف أجزاء مختمفة منو،  المستحدث والكالوسالنبات الأصؿ 

Cellular lines  الفعالة الحيويةجيدة مف المواد ذات إنتاجية (Zenk 1977، وزملبؤه) .
نتاجية  الحديثة اتتوجيت الدراس ،ولتحقيؽ ىذا اليدؼ إلى البحث عف العوامؿ المحفزة لنمو وا 

 المنتشرةالنباتات  بالمقارنة مع، كونيا تقدـ مزايا عديدة الفعالة الحيويةالمواد مف  ويةالخممزارع ال
سيؿ بشكؿ سريع و مف الخلبيا والأنسجة المزروعة الكيميائية في الطبيعة، كعزؿ المركبات 

 بشكؿ مستمر عمى مدار ياإنتاجبالإضافة إلى ، استخلبصيا مف النبات الأصؿمع نة مقار بال
 (Fumihiko ظروؼ مسيطر عمييا وضمف لمعوامؿ البيئية غير المناسبةير العاـ دوف أي تأث

حتى لو لـ تكف قادرة عمى إنتاح مزارع الكالوس ا يعطي الأفضمية لتقنية م، (2000، وزملبؤه
 .في النبات الأـنفسو ستوى إنتاجيا مالفعالة ب الحيويةالمركبات 

بشكؿ واسع لأغراض البحث العممي مزارع الكالوس ية و الزراعة الخمو  تقنيات تستعمؿ   
ؽ الانتخاب التقميدية، حيث ينتشر ىذا النيج لتسريع ائع طر والتجارب العممية جنباً إلى جنب م

معتمدة ، جيدةخصائص ذات جديدة للؤنواع النباتية  Genotypes الحصوؿ عمى طرز وراثية
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أو تبايف السمات الفيزيولوجية  Somaclonal variations عمى التباينات الجسمية في ذلؾ
، وزملبؤه In Vitro (Maidanyukوالكيمياحيوية والوراثية لمخلبيا النباتية المزروعة في الزجاج 

2007.)  

خصوصاً محتوى الوسط مف العناصر المعدنية لمزارع الكالوس تغيير ظروؼ التنمية  يؤدي    
 في وراثيتغير  إلىالوسط )صمب أو سائؿ( ونوع ، Sucroseوالسكروز  Nutrientsالمغذية 

إحدى تقنيات تفاعؿ  استعماؿيمكف كشفو ب ، حيثزيئيعمى المستوى الجمزارع الكالوس 
إذ مف المرجح اختلبؼ نسبة التعددية  ،Polymerase Chain Reaction بوليميراز التسمسمي
د أو أكثر مف ظروؼ التنمية في كؿ مرة يتغير فييا واح المستعممة المرئساتالشكمية الناتجة عف 

الخموية  المزارعبيف  وراثيما يؤكد وجود اختلبؼ  (،2007، وزملبؤه Spiridonovaتمؾ )
بأنيا تعطي  ، وتعود أىمية دراسة ىذه التباينات الجسميةDonor بالمقارنة مع النبات الأـ المانح

 تعطي الخموية التي ارعىذه المز  استعماؿيمكف النبات المدروس، حيث  مجيففكرة عف ثباتية 
لأـ لتطوير واستنباط بالمقارنة مع النبات ا مرتفعة Polymorphism نسبة تعددية شكمية

 . (2007، وزملبؤه Maidanyuk) أصناؼ جديدة
عمى وجود تضاعؼ صبغي  اً مؤشر  Chromosome number يعد عدد الصبغيات    

Polyploidyساسي بيف النباتات، وغالباً ما نجد ، كما يعكس الاختلبؼ في عدد الصبغيات الأ
ويمكف أف تتمتع  ،ذات تضاعفات صبغية مختمفة خمويةيمكف أف يممؾ أنماطاً  وع نفسونالأف 

و  (Sundaraالنباتات بخصائص زراعية وطبية جيدة بسبب ىذه التضاعفات الصبغية 
Raghavan ،1957) ويحدث التضاعؼ الصبغي نتيجة تضاعؼ العدد الأساسي مف .

نشأ بذلؾ التضاعفات الثلبثية (، فت2n=2Xبما يزيد عمى تضاعفيف ) (X) لصبغياتا
Triploidy والرباعية Tetraploidy والخماسية Pentaploidyإلخ....  

العديد مف  استعماؿيمكف لمتضاعؼ الصبغي أف يحدث بشكؿ طبيعي أو بشكؿ اصطناعي ب   
وغيرىا مف المواد التي  Oryzalineالأوريزاليف و  Colchicineالمواد الكيميائية مثؿ الكولشيسيف 

 اليجرةطور إتماـ ، بحيث تعيؽ Cell devision أثناء الانقساـ الخموي ميماً دوراً  تؤدي
Anaphase  وبذلؾ نفسيا التي تبقى ضمف الخمية لمصبغياتبالرغـ مف حدوث تضاعؼ ،

، وزملبؤه Redhaز مختمفة )راكيتىذه المواد ب تستعمؿليذه الخمية، و  الصبغييتضاعؼ العدد 
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ؽ مختمفة حسب الجزء النباتي ائ( وطر 1991، وزملبؤه Anderson( وأزمنة مختمفة )1998
(Petersen  2002، وزملبؤه.) 

 في المنتشرة  Solanaceae الباذنجانية البرية التابعة لمعائمة الأنواع أحد عمى الدراسة ىذه تنفذ 

 الطبية بأىميتو الذي يمتاز،  Hyoscyamus aureusالبنج الذىبي نبات ،البيئة السورية

 لمحتواه العممي ومنشورات البحث التراث كتب التي أكدتيا ،في دساتير الأدوية العالمية والعلبجية
المعروفة بأىميتيا كونيا شالة لمجممة العصبية  Tropane alkaliods مف قمويدات التروباف

 نة لمجممة العصبية المركزيةومسكّ  Parasympathetic Nervous System نظيرة الودية
Central Nervous System ،(1983 )السامرائي .  
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 :Research justifications. مبررات البحث: 2

وغير المستفاد  الميمةانطلبقاً مف غنى الفمورا السورية بالنباتات الطبية ذات القيمة الدوائية     
الفعالة والتي  الحيويةلكثير مف المواد  اً مصدر ، وكوف ىذه النباتات ائيةمنيا في الصناعات الدو 

، وانطلبقاً مف إدراج بعض النباتات ذات الأىمية تدخؿ في صناعة الكثير مف الأصناؼ الدوائية
 The IUCN Red List of الميددة منباتاتل الحمراء قائمةالالطبية الدستورية في 

Threatened Plants IUCN) ،2000)  ذلؾ دفعنا  ،استنزاؼ المصادر الطبيعية ليانتيجة
 الحيويةلمحفاظ عمى ىذه النباتات والاستفادة منيا كمصدر لممواد  بديمة طرائؽلمبحث عف 

لة الفعا الحيويةبالمواد  ضماف التزود المستمرمف ىنا يبرز دور التقانات الحيوية في  .الفعالة
ر المساحات الزراعية وكمية المياه اللبزمة لمزراعة، ا يوفم، الضرورية ذات المنشأ النباتي

لبص ىذه المواد، وبيذا تكوف تقانات زراعة الأنسجة بالإضافة إلى توفير الجيود اللبزمة لاستخ
 .أكثر جدوى مف الناحية الاقتصادية
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 Research objectives أىداف البحث: .3
نبػات البػنج الػذىبي مػف كػالوس  Cellular lineخمػوي  خػطيدؼ البحث إلى الحصوؿ عمػى ي   

(H.aureus) التروبػػاف قمويػػداتإنتاجيػػة جيػػدة مػػف  ذو Tropane alkaloids،  ولتحقيػػؽ ىػػذا
 :الآتيةالغرض لا بد مف دراسة النقاط 

أثنػاء تنميتػو دراسة سموؾ واستجابة الكػالوس المسػتحدث مػف سػويقات نبػات البػنج الػذىبي  -
 .وخالية مف منظمات النمو لتركيبمختمفة ا مغذيةأوساط  عمى

خلبيػا خػلبؿ مراحػؿ عمريػػة موتحديػػد تػابع النمػو ل دراسػة ديناميكيػة تػراكـ قمويػدات التروبػاف -
 .Callus culturesمزارع الكالوس مختمفة ل

 في النامية الخموية التجمعات بيف Somaclonal variations الجسمية التباينات دراسة -
 ISSR  (Inter Simpleاُجٍٍ٘خالتكرارات البسيطة الترادفية  تقنية ؿاستعماب المدروسة المعاملبت

Sequence Repeats.) 

الداخمة في مسار تخميؽ قمويدات  للؤنزيمات المرمزة المورثات بعض تعبير تغير دراسة -
 PMT: EC 2.1. 1. 53 N- Putrescine Methyle Transferase)) كمورثة التروباف

-Hyoscyamine 6B (H6H: EC 1.14.11.11) اميف، ومورثةالمسؤولة عف إنتاج الييوسي

Hydroxylase المسؤولة عف تحويؿ الييوسياميف Hyoscyamine إلى سكوبولاميف 
Scopolamine، بالإضافة إلى مورثة (TR-I: EC 1.1.1.206)) Tropinone 

Reductase I   ولة عف إنتاج التروبيفالمسؤ Tropine ومورثة (TR-II: EC 1.1.1.236) 

Tropinone Reductase II المسؤولة عف إنتاج البسيدوتروبيف Psedotropine ، عف  ذلؾو
تفاعؿ  تقنية استعماؿب المورثات بيذه الخاص  mRNA لػ النسخي التراكـ مستويات تقديرطريؽ 

 .Real Time PCR بوليمراز التسمسمي في الوقت الحقيقي 

مزارع خلبؿ مراحؿ عمرية مختمفة ل الخطوط الخمويةدراسة التضاعفات الصبغية في  -
 .الكالوس
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 : Literature Reviewالدراسة المرجعٌة .4

، وزملبؤه Solanaceae (Robbersالفصيمة الباذنجانية  Hyoscyamusالبنج  يتبع جنس   
محمي في  معظميا اً نوع 20يضـ و ، Atroppaو  Daturaويعد أىـ جنس فييا بعد  ،(1996

، إضافة إلى انتشاره في شماؿ أفريقيا وآسيا ووسط (Saidon ،2008منطقة البحر المتوسط )
  H. niger ،H. reticulate ،H.muticus وأىـ الأنواع المعروفة في العالـ: أوروبا وجنوبيا.

H. pusillus، H. major ، H. minor ،H. albus،  H. desertorum   النوعو H. 

aureus  الدراسة الحالية مادةي ىو الذ. 
ثـ أدخؿ إلى  ،ف السابع عشرفي أواخر القر  في إنكمترا Hyoscyamus البنج نبات اكتشؼ   

أطمؽ عميو عدة تسميات حسب و (، Evans ،1996و  Trease) 1809المجاؿ الصيدلاني سنة 
صر، ويطمؽ المنطقة التي عرؼ فييا، فابف سينا أطمؽ عميو اسـ البنج، وعرؼ بالسكراف في م

وبالإنجميزية  Hyoscyamus فيسمىعميو في معظـ الدوؿ الغربية باسـ البنج، أما باللبتينية 
Henbane  Arroo)2007، وزملبؤهBernard ; ، 2001).  يشير وMouterde (1983 إلى )

تنتشر في  سورية،الفمورا الموجودة في  Hyoscyamusوجود ستة أنواع تتبع جنس البنج 
نبات عشبي ارتفاعو  (H.aureus) الذىبي ونبات البنج .فة وشبو الجافة والرطبةالمناطؽ الجا

معنقة  اً أوراق تحمؿساقاً منتصبة  ذوسـ، ذو لوف أخضر شاحب ورائحة كريية،  90- 30مف 
صفراء الموف مع بقع بنفسجية في قاعيا،  ،ومغطاة بشعيرات كثيفة، الأزىار ناقوسية الشكؿ

( )الشكؿ رقـ، Pudersell ،2006عمى الثمرة في شكؿ أقماع ) خماسية السبلبت ومنضغطة
   :كما يمي (Mouterde ،3891)حسب  نباتياً  البنج جنسؼ يصن(. 1

          Kingdom: Planta 
                 Class: Dicotyledones  
                      Order:Scrophulariales     
                           Family: Solanaceae 
                               Genus: Hyoscyamus 
                                    Speceis: H. aureus L. 
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 نبات البنج الذىبي(: 1رقم ) الشكل
 

 :  Chemical study دراسة الكيميائيةال.  1.4
 في النبات: Secondary metabolism products الثانوية نواتج الاستقلاب. 1.1.4
الثانوية بأنيا مركبات كيميائية عضوية، تنتج بكميات ضئيمة في  نواتج الاستقلببتعرؼ    
 ،Sachan)نيائية تخزف في أنسجة خاصة  استقلببمركبات  تعدالراقية، حيث  اتالنبات

 Primary ةالأولي تقلببالاستنتج أساساً مف التفاعلبت الكيميائية لمركبات  ،(2004

metabolism products حماض الأمينيةالتي تعد المصدر الرئيس ليا مثؿ: الأ Amino 

acids ، السكرياتو Carbohydrates، والأحماض الدىنية Fatty acids تعد  التي، وغيرىا
 نواتج أولية لعمميات اليدـ والبناء التي تحدث داخؿ النبات والناتجة عف عمميات التنفس

Respiration والتركيب الضوئي Photosyntheses حيث تتوسط ىذه العمميات لموصوؿ ،
وتحمؿ السكريات السداسية مثؿ الثانوية تفاعلبت مثؿ عمميات الأكسدة  الاستقلبب نواتجإلى 

 (.Tolonen ،2003ونزع الكربوف وغيرىا ) الجموكوز
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لمنباتات عمى وظائؼ  Primary metabolism products ةتحافظ نواتج الاستقلبب الأولي   
 وعمى النقيض مف ذلؾ، نقساـ والنمو والتنفس والتخزيف والتكاثر،الا، مثؿ لمخميةالحياة الأساسية 

دوراً  تؤديبؿ  ،دوراً مباشراً في النبات مثؿ النمو والتكاثر لا تمتمؾ نواتج الاستقلبب الثانوية
والمحافظة عمى استمراره وبقائو مثؿ:  (Kossel ،1891رئيساً في تكيؼ النباتات في بيئتيا )

، إضافة (Zeiger ،2002و (Taiz والتأقمـ مع الظروؼ البيئية غير الملبئمة المقاومةو الدفاع، 
تج نوا استعممت حيث .(Richter ،1993ع عديدة مف الأدوية )ادخوليا في تركيب أنو إلى 

مج تطوير الأدوية في مجاؿ الصناعات في براقروف عديدة في منذ الاستقلبب الثانوية لمنباتات 
 (.Sasson) ،1991 الطبيفي المجاؿ  ستعماؿتماماً كبيراً للبما أعطاىا اى الصيدلانية،

 .( أىـ مجموعات نواتج الاستقلبب الثانوية2)ويوضح الشكؿ رقـ 

 (: أىم مجموعات نواتج الاستقلاب الثانوية2الشكل رقم )
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 للأدوية الأساسية المصادر أحد بكونيا ستستمرالثانوية وبذلك نجد أن نواتج الاستقلاب   
  :يالأن   الجديدة

  إجراء سيؿ النوعيةو  الجديدة التقنيات مف العديد تطور ، لكفول لامثيؿ اً بنيويعاً نو ت تمتمؾ 
 .ودقيؽ سريع بشكؿ الفعالة لممركبات اليوية وتحديد والعزؿ والاستقصاء البحث عمميات

   بيولوجية فعالة يمكف استعماليا في علبج الكثير مف الأمراض اً صفيا موادتؤدي دوراً ميماً بو، 
للؤدوية المصنعة الضارة الأثار الجانبية بالمقارنة مع البشري  ستعماؿللب اُ آمناً جانبوكونيا توفر 
 (.2005، وزملبؤه Davuluri))الكيميائية( 

 :   Hyoscyamus المحتوى الكيميائي لنبات البنج. 2.1.4
وبعض الأمينات الطيارة  ،يدات والفلبفونيدات الجميكوزيديةيحتوي نبات البنج عمى الجميكوز    

، Pudersellوالدىوف وبعض الأحماض غير المشبعة مثؿ حمض الأوليؾ والبروتينات )
(. 2007، وزملبؤه Arroo) Ca ،Zn ،K ،Mg(، والعديد مف العناصر المعدنية مثؿ 2006

إلى  نباتي التي تختمؼ نسب تراكميا مف عضو (TAs)التروباف قمويدات  وكمحتوى أساسي
 يشكؿ الييوسياميفو  ،% مف الوزف الجاؼ1.5-0.5ر، حيث تتراوح نسبتيا مف آخ

Hyoscyamine فييا، بالإضافة إلى مشتقات قمويدية مثؿ الأتروزيف  القمويد الرئيس 

Atroscine  والسكوبيفScopine Michael) 2004، وزملبؤه).  

 :Tropane Alkaloids قمويدات التروبان . 3.1.4
 Hyoscyamine )الييوسياميف Tropane alkaloids( TAs) تعد قمويدات التروباف     

التي تنتج في  ميمةمف المركبات ال (Atropine والأتروبيفScopolamine والسكوبولاميف 
،  Daturaالداتورة  مثؿ Solanaceae مف الأجناس النباتية العائدة لمفصيمة الباذنجانية العديد
 Douboisia والدوبوسيا Scopolia السكوبوليا ،Hyoscyamus البنج، Atropa الأتروبا

(Kang ٙٝصٓلاؤ ،Milcent ; 2004 ،2003)،  0.5– 0.8تنتج العائمة الباذنجانية ما يقارب و 
الطبية  يةالفعال و)ذ Scopolamineالسكوبولاميف وزف جاؼ مف قمويد  ؿشا100ّ غراـ لكؿ 

 قمويدات التروباف يتراوح دورو  .(Celine) ٝMichele، 2005 الأكبر بيف قمويدات التروباف(
ثانوية إلى أماكف تخزيف احتياطية لمنتروجيف وبدائؿ لمعناصر المعدنية في  نواتج استقلببمف 
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و زيد، )أب النبات، بالإضافة إلى دورىا في حماية النبات مف الحشرات والحيوانات المفترسة
2006) . 

ير متجانسة، تنتج في النباتات غ ،حمقية ، آزوتية،يا مركبات عضويةوتعرؼ القمويدات بأنّ      
كما تعد مركبات قاعدية، متوسطة الكتمة الجزيئية، وتعد  ،(2001بكميات ضئيمة )سعيد، 

   .(2004، ٝصٓلاؤFacchiniٙ طلبئع تخميؽ ىذه القمويدات ) الأحماض الأمينية

 (Solanaceous Alkaloids) عمى قمويدات الباذنجانيات تشتمؿ قمويدات التروباف      
مصطمح قمويدات الفصيمة  ورغـ أفّ  ،Erythroxylaceaeوات الخشب احمر  فصيمة وقمويدات

أف بعض أفراد ىذه الفصيمة تحتوي قمويدات  إلى ،الباذنجانية يقتصر عمى قمويدات نواة التروباف
 و Tobbacco (Nicotina tabacum) نبات التبغمف  Nicotineقمويد غير تروبانية مثؿ 

Capsicin   الفميفمةمف Peper Annum)  (Capsicum   وSolanine   السولانوـمف 
Solanum dulcamara  ،(.2002)حرامي 

 الييستيديفو ، Ornithineالأورنيثيف  ةالأميني الأحماضنشأ قمويدات التروباف مف ت      

Histidine ، نيف يالأرجوArginine ،يروسيف والتTyrosine  والميسيفLysine (De luca و 
Pierre ،2000 .) وىي حمقة ثمانية (3)رقـ وتتميز بوجود حمقة التروباف المبينة في الشكؿ ،

 5و 1والناتجة عف اندماج حمقتي البيريديف والبيروليديف في الموضعيف  C8H15Nغير متجانسة 
التروباف يحتوي عمى ذرتي كربوف  وعمى الرغـ مف أفّ  ،(Leete ،1990ؿ )ميثي -N بمجموعة 

 (.Shafik ،1981) إلا أنو غير فعاؿ ضوئياً  C1  ,C2ػ٘ذ غير متناظرتيف 

 

 والسكوبولامين Hyoscyamine البنية الييكمية لحمقة التروبان وقمويدي الييوسيامين (:3)رقم لشكل ا
Scopolamine 

 حلقة التروبان
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 الأتروبين Atropine :و إستر لحمض التروبيؾى Tropic acid  ،مع قاعدة التروبيف
، Atropa belladonna%( في نباتات الأتروبا 1.2 -0.8يوجد ىذا القمويد بكميات أساسية )

وىو غير نشط ضوئياً، سيؿ الذوباف في ( مستقيمة )بمورات إبرية الشكؿويتميز بالقواـ البمموري 
ويذوب بصعوبة في الماء، ويممؾ الصيغة  ،الإيثرفي الذوباف  وقميؿالكحوؿ والكموروفورـ 

 ( أىـ أملبح الأتروبيف1) رقـ الجدوؿيوضح  و (.2006أبو زيد، ) C17H23O3Nالكيميائية 
Atropine salts .ومشتقاتو 

 لييوسيامينا Hyoscyamine ىو إستر لحمض التروبيؾ :Tropic acid  مع قاعدة
، كما خيطية حريرية الطبيعةى ىيئة بممورات بيضاء الموف التروبيف، وىذا القمويد صمب القواـ عم

 C17H23NO3ميائية يويممؾ الصيغة الك ،22-يساري الدوراف=فعاؿ ضوئياً فيو أف ىذا القمويد 
 المشابو لمداتوريف Hyoscine وىو قمويد قابؿ لمتحوؿ إلى الييوسيف (،2006أبو زيد، )

Daturine  في الداتورةDatura والدوبويسيف Doubosine  في الدوبوسياDoubosia كما .
 Hyoscyamus spp أنو المركب الرئيس في أوراؽ وخلبصة بذور أنواع البنج المختمفة

Gaillard) ٝPepin ،1999).  ويعد الييوسياميفHyoscyamine  والأتروبيفAtropine 
صيما الفيزيائية متماكبيف راسيمييف فيما متماثلبف بالصيغة الكيميائية لكنيما مختمفاف بخوا

 Hyoscyamine( أىـ أملبح الييوسياميف 2كدرجة الانصيار والشكؿ، ويوضح الجدوؿ رقـ )

salts .ومشتقاتو 

 الييوسين( السكوبولامين( Scopolamine (Hyoscine): ر لحمض ىو إست
يتواجد في صورة لزجة القواـ أو عمى ىيئة  ،يفولالسكوبمع قاعدة  Tropic Acidالتروبيؾ 

درجة مئوية وىي غير ثابتة، إذ بمجرد ترؾ  59درجة انصياره  رات صمبة عديمة الموف،بممو 
يساري الدوراف ويممؾ  ،وىو فعاؿ ضوئياً البمورات فترة مف الزمف تتحوؿ تدريجياً إلى القواـ المزج، 

( أىـ أملبح 3ويوضح الجدوؿ رقـ ) ،(2006)أبو زيد،  C17H21NO4الصيغة الكيميائية 
 ومشتقاتو. Scopolamine Saltsيف السكوبولام

 الأتروسين Atroscine: إستر حمض التروبيؾ Tropic Acid  ،وقاعدة السكوبيف
، ويوضح  Scopolamine أو السكوبولاميف Hyoscineيمي لمييوسيف اسوىو الشكؿ الر 
 ومشتقاتو Atroscine Salts( أىـ أملبح الأتروسيف 4الجدوؿ رقـ )
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 (1976،وزملاؤه James، 1982 ،1983 ،1993 ; Merk ;1979، وزملاؤه (Kenneth عن نقلًا  (2002، اوزملاؤى)حرامي  وأىم خواصيالأتروبين ملاح اأ :(1)رقم جدول ال

 الانحلالية درجة الانصيار الشكل الوزن الجزيئي الصيغة الممح

Atropine methobromide C18H26BrNo3 384.3 
بمورات عديمة الموف والرائحة، أو 

حوؽ بموري أبيض عديـ الرائحة ذو مس
 طعـ مر

ينحؿ بالماء، وبشكؿ ضئيؿ بالكحوؿ،  215
 غير منحؿ في الكموروفورـ والإيثر

Atropine methonitrate C18H26N2O6 366.4  بمورات عديمة الموف والرائحة، أو
 مسحوؽ بموري أبيض عديـ الرائحة

ينحؿ بالماء، وبشكؿ ضئيؿ بالكحوؿ،  167
 ممياً في الكموروفورـ والإيثرغير منحؿ ع

Atropine sulphate (C17H23NO3)2.H2SO4 694.82 
بمورات عديمة الموف والرائحة، أو 
مسحوؽ بموري أبيض عديـ الرائحة 

 مرة الطعـ، سامة جداً 
190 

اء والغميسيروؿ، وبشكؿ ينحؿ بالم
وسط بالكحوؿ، غير منحؿ في مت

 الكموروفورـ والإيثر
Atropine hydrochloride C17H24CLNO3  منحؿ بالماء والكحوؿ 162 بمورات حبيبية 
Atropine hydrobromide C17H24BrNO3  164-163 بمورات  

Atropine oxalate (C17H23NO3)2.H2C2O4  مواشير بمورية   
Atropine aurichloride   139-137 بمورات مف حمض كمور الماء الممدد  

Atropine picrate   176-175 ح بمورية مستطيمة الشكؿصفائ  

Atropine-N-oxide C17H23NO4 305.36 128-127 مسحوؽ بموري 
، غير منحؿ  منحؿ بالكحوؿ والكموروفورـ

 بالايثر

Atropine-N-oxide 

hydrochloride 
C17H23NO4.Hcl 341.8    
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 (1976 ،وزملاؤه James ،1982 ،1983 ،1993 ; Merk ;1979، وزملاؤه (Kenneth نقلًا عن  (2002، وزملاؤه)حرامي ملاح الييوسيامين وأىم خواصيا أ :(2) رقم دولجال

الوزن  الصيغة الممح
درجة  الشكل الجزيئي

 الانحلالية الانصيار

Hyoscyamine 

hydrochloride C17H23NO3.HCL 370.3 
بمورات بيضاء الموف 

عديمة الرائحة، أو تكوف 
 بشكؿ مسحوؽ بموري

149 

ولة في الماء، ينحؿ بسي
ومتوسط الانحلبلية في 
 ، الكحوؿ والكموروقورـ
وصعب الانحلبؿ في 

 الإيثر

Hyoscyamine sulphate (C17H23NO3)2.H2SO4 712.9 
بمورات بيضاء الموف 

عديمة الرائحة، أو تكوف 
 بشكؿ مسحوؽ بموري

  

Hyoscyamine 

aurichloride C17H23NO3.HAuCL4  
صفائح سداسية ذىبية 

يثانوؿ أ حمض مف الا
 كمور الماء الممدد

165  

Hyoscyamine 

auribromide C17H23NO3.HAuBr.H2O  180 إبر لامعة حمراء قاتمة  

Hyoscyamine 

Platinichloride    مواشير بمورية برتقالية
 الموف

206  

Hyoscyamine picrate   165 صفائح بمورية  
Hyoscyamine oxalate   176 مواشير بمورية  
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 (1976،وزملاؤه James ،1982 ،1983 ،1993 ; Merk ;1979، وزملاؤه ( kennethنقلًا عن  (2002، وزملاؤه)حرامي  وأىم خواصياملاح الييوسين أ :(3) رقم جدولال

 الانحلالية درجة الانصيار الشكل الوزن الجزيئي الصيغة الممح

Hyoscine butylbromide C21H30BrNO4 440.4  144-140 ي أبيض الموف ذو طعـ مر جداً مسحوؽ بمور 
حوؿ بالماء والكينجؿ 

والكموروفورـ ولا ينحؿ 
 بالإيثر

Hyoscine hydrobromide C17H21NO4.HBr.3H2O 438.3  بمورات عديمة الموف وعديمة الرائحة أو
 مسحوؽ بموري أبيض الموف 

ؿ بالماء والكحوؿ ولا ينح 197
 ينحؿ بالكموروفورـ أو الإيثر

Hyoscine methobromide C18H24BrNO4 398.3  بمورات أو مسحوؽ بموري أبيض الموف عديـ
 الرائحة

225 
ينحؿ بالماء والكحوؿ 

والمحوؿ الميثيمي ولا ينحؿ 
 بالكموروفورـ أو الاسيتوف

Hyoscine methnitrate C18H24N2O7 380.4  بمورات عديمة الموف وعديمة الرائحة أو
 ذو طعـ مر جداً مسحوؽ بموري أبيض الموف 

ينحؿ بالماء والكحوؿ ولا  194-199
 ينحؿ بالكموروفورـ أو الإيثر

Hyoscine aurichloride C17H21NO4HAuCL4  209-208 إبر مسننة الحواؼ  

Hyoscine auribromide C17H21NO4HAuBr4  استعماؿيتبمور بشكؿ وريقات بنية الموف ب 
HCL  2.5المغمي تركيزه% 

191-192  

Hyoscine picrate   188-187 إبر صفراء شاحبة  
Hyoscine –N- oxide C17h21no5 319.35 80 مسحوؽ بموري أبيض  
Hyoscine –N-oxide 

hydrobromide 
C17H21NO5.HBr  ينحؿ بالماء وبشكؿ ضئيؿ  136-135 مواشير بمورية

 في الكحوؿ والأسيتوف
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 ;1979، وزملاؤه (Kenneth ( نقلًا عن 2002، وزملاؤه)حرامي  أملاح الأتروسين وأىم خواصيا :(4)رقم جدول ال
James ،1982 ،1983 ،1993 ; Merk 1976،وزملاؤه) 

 الانحلالية درجة الانصيار الشكل الصيغة الممح

Atroscine 

hydrobromide 

trihydrate 

C17H22BrNO4 185-182 بمورات 

ينحؿ بالماء، 
ؿ ضئيؿ وبشك

بالكحوؿ، غير 
 رمنحؿ بالإيث

Atroscine picrate C17H21NO4C6H3N3O7 178-177 بمورات  
 

 :Tropane Alkaloids الأىمية الطبية لقمويدات التروبان .1.3.1.4
 تعد: بأىميتيا الدوائية واستعمالاتيا الطبية العديدة حيث (TAs) قمويدات التروباف تمتاز
 ةميدئ Anodyne للآلاـ  ةومسكنSedalive ركزيةلا سيما لمجممة العصبية الم 

(CNS) وشالة لمجممة العصبية نظيرة الودية (PNS) Tytgat)  وGuido ،2007). 

 لمتشنجات  ةمضادAntispasmodic الخاصة بمرض الشمؿ الرعاشي لاسيما في المراحؿ
 .(Chevallier ،1996الأولى منو )

  لمبوؿ  ةمدرDiuretic (Leikin  ٙ1998، ٝصٓلاؤ.) 

 خِٜٓٞع Hallucinogenic ػطشاثبد كً اُغٜبص اُؼظجً )ُلإ خٝٓحذصRoddick ،

1991). 

 ةمنوم Hypnotic ةللؤرؽ ومخدر  ةومعالج Narcotic (Frank  ٝRene ،2008.) 

  ٍُٞب ٝاُظشع )ٔ٘ـٝٓشع اُ ودوار السفرالمعدة قرحة لعلبجLaunert ،1981; 

Grieve    ،1984;  Bown ،1995). 

 مضادات لمتعرؽ وترياؽ لمسموـ ولعلبج داء باركنسوف Parkinson's disease 
(Cordell ،1978 .) 

 لحدقة العيف  ةموسعMydriatic  مرض الربو ةمعالجلو Asthma والسعاؿ الديكي 
Whooping cough Oksman)،2007).  

 اف النخرة لاـ العضلبت والمفاصؿ وفي تخفيؼ آلاـ الأسنآلتخفيؼ  موضعياً  تستعمؿ
( والتياب 1996، الدجوي ؛ 1989 ،اعالشم ;  Morris،1988و   ;1976Miller ،)الدليمي

 .(1974، وزملبؤه  Glaus) المعدة والأمعاء القولوف التشنجي والتيابات
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 ية كولينات كمضاد تستعمؿAnticholinergic agent،  أي في حالات التسمـ بالمواد
 (.1989، )الشماع Cholinesterase Inhibitorsستيؿ كوليف نزيمات المحممة للؤللؤ ةالمثبط

 في المستحضرات الطبية لعمميات التخدير الصغرى  يا( إلى استعمال2001المياح ) ارأش 

  يحوي النبات أيضاً مركبػات غيػر قمويديػة مثػؿ  كماGrossamide   و Cannabisins 
  .(2002، ٝصٓلاؤٙ (CY المذيف يبدياف سمية معتدلة في مزارع خلبيا سرطاف البروستات

 : Hyoscine والييوسين Hyoscyamine دات الييوسيامينالتمثيل الحيوي لقموي. 2.3.1.4
خمؼ الواقعة منطقة ال) يالجذر  النبات في المجموع في TAs)) التروبافؽ قمويدات يّ تخميبدأ     

، Waller)  ٝNowaohi( Xylemلى الأجزاء اليوائية عبر الخشب )ثـ تنتقؿ إ ،(القمنسوة
قدرة كبيرة عمى  Solanaceae العائمة الباذنجانية(  وتمتمؾ الشعيرات الجذرية في نباتات 1978

وتتركز القمويدات بشكؿ أساسي في  .(Aroo ،2000و Oksmanتجميع تمؾ القمويدات )
(. وتوجد Simola ،1974) استقلببياولنواة الخمية دور أساسي في  ،Vacuolesالفجوات 

ذوباف في الماء تابعة القمويدات عادة في حويصمة الخمية عمى شكؿ أملبح عضوية قابمة لم
لى إوعند انتقاؿ ىذه الأملبح  Tannic acid ،Oxalic acid   ،Citric acidللؤحماض 

 الييوسياميف يوف قمويدمختمفة لتكّ  استقلببيةالأجزاء اليوائية تحدث ليا عمميات 
Hyoscyamine والييوسيف Hyoscine.         

أو  Ornithineنيثيف ر الحمض الأميني الأو  أساساً مف (TAs) قمويدات التروبافتنشأ       
تريسيف و ، حيث يتحوؿ الأوؿ إلى مركب الب(4)رقـ كما يبيف الشكؿ  Arginineالأرجينيف 

Putrescine  بفعؿ نشاط أنزيـ بعد نزع مجموعة الكربوكسيؿOrnithine de Carboxylase 

(Orn DC،)  إجماتيف في حيف يتحوؿ الثاني إلىAgmatine ـ فعؿ أنزيبArginine de 

Carboxylase (Arg DC) تريسيفو وىذا يتحوؿ بدوره إلى الب Putrescine . ومف المعموـ أف
ليا دور تنظيمي في عمميات  Putrescine ًبُجٞرشٌغٍٖ Polyamines عديد الأميف مركبات

في  Senesenceيـ في تأخير الشيخوخة خلبيا وأيض الأحماض النووية، وتسالنمو وانقساـ ال
، Urielو  (Altman والحرارة المرتفعةجة النبات وخصوصاً المعرضة للئجياد الممحي أنس

ف في للؤنزيمات المختمفة ليكوّ  الحيويةبوجود الأنشطة تمقائياً  تريسيفو مركب البيتحوؿ . (1981
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، أو Hyoscineالييوسيف )السكوبولاميف( أو  Hyoscyamineالنياية إما قمويد الييوسياميف 
 وذلؾ بوجود العديد مف الأنزيمات أىميا:  Cocain الكوكاكيف

1- Putrescine N- Methyltransferase (PMT.) 

2- Diamine Oxidase (DAO.) 

3- Tropinone Reductase I(TR-I ٝ  )Tropinone Reductase II (TR-II.) 

4- Hyosciamine 6B-Hydroxylase (H6H.) 

 

 
 (2004، وزملاؤه Leiتروبانية )التخميق الحيوي لمقمويدات المسار  :(4) رقم شكلال
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 Putrescine تريسيفو لمركب الب Methylationحيث تحدث عممية إضافة جذر الميثيؿ     
 المكتسب لمجموعة الميثيؿ N-Methyl Putrescine (MP) لتكويف مركب PMTبوجود أنزيـ 

، TAs)) روباف(، وتعد ىذه العممية الخطوة الأولى في تخميؽ قمويدات الت4)رقـ كما في الشكؿ 
، وىذا بدوره تتـ Aminobotanal-4تنزع منو مجموعة الأميف وتتـ أكسدتو لإعطاء مركب  ث ّـ

 Methyl-1بصورة تمقائية وذاتية الحدوث لتكويف مادة  Cycliationعميو عممية الحمقنة 

Pyrolinum  وذلؾ بوجود أنزيـDAO ثـ يتأيض إلى مركب ،Ketone Tropinone  الذي
كب وسطي بحمقة التروباف القمويدية، ويقع عند نقطة التفرع لمسار التخميؽ البيولوجي يعد أوؿ مر 

 Cocaine والكوكاكيف Scopolamineوالسكوبولاميف  Hyoscyamine لقمويدات الييوسياميف

، ويوجد نوعاف مختمفاف مف الأنزيمات التي تعمؿ عمى اختزاؿ مجموعة Nicotine والنيكوتيف
 Tropinone Reductase I، تتمثؿ في الأنزيـ الأوؿ Tropinone روبينوفالكيتوف لمركب الت

(TR-I المكوف لقمويد التروبيف )Tropine  3) بيتا الييدروكسيؿ -3والمحتوي عمى مجموعة-β 

Hydoxyle) بينما الأنزيـ الثاني ،Tropinone Reductase II (TR-II الذي ينتج جاما )–
 .Y-Tropineالتروبيف 

)الذي يصطنع مف الحمض  Tropic acidمع حمض التروبيؾ  Tropineركب ميتفاعؿ    
 ومف ثـ Hyosciamine الييوسياميف قمويد ليعطي Phenylalanine)الأميني فينيؿ آلانيف 

ثخطٞرٍٖ ٖٓ اُزلبػَ  Hyoscine (Scopolamine) ىيوسيف )سكوبولاميف( إلى يتحوؿ

 :(1999، وزملبؤه ; Jouhikainen 1993، وزملبؤه  Hashimoto) H6Hٌزٞعطٜٔب أٗضٌْ 
1. Hydroxylation  تحدث عند الوضعβ6  6ُحِوخ اُزشٝثبٕ ُزٌٌٖٞ ٓشًتB-

Hydroxy Hyoscyamine  ٌْثٞعٞد أٗضH6H. 

 الييوسيف لتكويف قمويد β7تتـ بإزالة ذرة الييدروجيف في الوضع  عممية الاختزاؿ .2
Hyoscine نفسو بوجود الأنزيـ. 
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 :Tropane Alkaloids الكمي والنوعي لقمويدات التروبانالتحديد . 3.3.1.4
أىمية بالغة في عمميات الاستخلبص والتنقية لممركبات  ذاتتحديد المذيبات الفعالة  يعد    

ف تحديد قابمية الذوباف بالمذيبات العضوية أكما  ،(Daniels ،1982و  Jorgenson)القمويدية 
ٝ   (Backetميائية لممركب المراد استخلبصو يعد خطوة ميمة في تحديد الطبيعة الكي

Stenalke ،1975 .) الفكرة الأساسية مف عممية استخلبص وتنقية القمويدات تتضمف عزؿ و
 المستخمص النباتي الموجودة فيوالراتنجات والدىوف والصبغات وغيرىا مف المكونات  الأحماض
، أما خلبؿ ت الرج والخمطية الاستخلبص عممياويفضؿ أف تصاحب عمم .(2000)الغانمي، 

الغانمي، ) عممية فصؿ الأطوار فيفضؿ أف تكوف بطيئة لإعطاء فرصة لزيادة الكمية المستخمصة
2000). 
ر فػي الطػب الصػيدلاني الحػديث بشػػكؿ مباشػر مػف أجػزاء محػػددة قينسػبة كبيػرة مػف العقػػا تعػزؿ    

فر ىػػػذه ا، وعنػػػد تػػػو ينبػػػاتلا الجػػػزءمػػػف النبػػػات أو تصػػػنع بتحػػػوير بعػػػض المركبػػػات الأساسػػػية فػػػي 
ة مػػػف الناحيػػػة فػػػإف طرائػػػؽ التحميػػؿ الكيميػػػائي ليػػذه المركبػػػات تعػػػد ميمػػ لوجيػػاً و المركبػػات الفعالػػػة بي
 (.2003، وزملبؤه Tolonen) الاقتصادية والطبية

وعػػػة ميمػػػة مػػػف المػػػواد الدسػػػتورية جمتشػػػكؿ النباتػػػات القمويديػػػة والمستحضػػػرات المشػػػتقة منيػػػا م    
لكميػة  بير في المعالجة الحديثػة لمعديػد مػف الأمػراض، لػذلؾ يعػد التحديػد الػدقيؽبشكؿ ك المستعممة

 يسػػػببباتػػػات الطبيػػػة جػػػزءاً ميمػػػاً فػػػي التحميػػػؿ الصػػػيدلاني، فػػػيمكف أف القمويػػػدات الموجػػػودة فػػػي الن
الفيزيولوجي، كما يمكػف النقص الضئيؿ لمقمويدات في المستحضر الدوائي تناقصاً كبيراً في التأثير 

، وزملبؤهحرامي ) المعالجةج عف الزيادة الضئيمة لمقمويد في المستحضر تأثيرات سامة أثناء أف ينت
التي تفيد في التحديد الكمي والنوعي لقمويدات مجموعة مف التقنيات  استعممتقد لذلؾ فو  .(2002

 High (HPLC)الأداء عاليػػػػػػةمثػػػػػػؿ تقنيػػػػػػة الكروماتوغرافيػػػػػػا السػػػػػػائمة  (TAs)التروبػػػػػػاف 

Performance Liqued Chromatography  وكروماتوغرافيػػا الطبقػػة الرقيقػػةTLC) )  

Thin Layer Chromatography   والكروماتوغرافيا الغازية مطيافية الكتمة(GC-MS) Gas 

Chromatography- Mass spectrometry اسػتعماؿ، بالإضافة إلى إمكانيػة الكشػؼ عنيػا ب 
، ومعايرتيػػػػا حجميػػػػاً مػػػػف خػػػػلبؿ تحديػػػػد UV-Spectrophotometerجيػػػػاز المطيػػػػاؼ الضػػػػوئي 

   .(Glenn ،1989) يدي حجمياً عبر تحديد النتروجيف القاعدي الكميالراسب القمو 
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 High Performance (HPLC) الأداء عاليةالكروماتوغرافيا السائمة تقنية  .4.3.1.4

Liquid Chromatography: 
واحػػػػدة مػػػػف التقنيػػػػات                      (HPLC)الأداء  يػػػػةعال ةرافيػػػػا السػػػػائمغكروموتو الجيػػػػاز  اسػػػػتعماؿيعػػػػد     

 فػػػػػػػي تقػػػػػػػدير كميػػػػػػػة ونوعيػػػػػػػة المركبػػػػػػػات القمويديػػػػػػػة فػػػػػػػي نباتػػػػػػػات العائمػػػػػػػة الباذنجانيػػػػػػػة المسػػػػػػػتعممة
Solanaceae،  ًلقابميػػة منظومػػة الجيػػاز عمػػى فصػػؿ مكونػػات المسػػتخمص النبػػاتي الخػػاـ، أو  نظػػرا

نػػوع محػػدد مػػف  اسػػتعماؿوالتعػػرؼ عمييػػا ب ،ددةة محػػيػػس عنػػد أطػػواؿ موجو مسػػتخمص خلبيػػا الكػػال
المناسػب الػذي   (Column)مػع العمػود (Mobile Phase)المحاليػؿ التػي تمثػؿ الطػور المتحػرؾ 

الػػػذي يختمػػػؼ بػػػاختلبؼ المركبػػػات المػػػراد التعػػػرؼ  (Stationary Phase)يمثػػػؿ الطػػػور الثابػػػت 
  .عمييا

مى وجود طوريف ىما الطور الثابت يعتمد مبدأ ىذه التقانة في فصؿ مكونات خميط ما ع   
عدد مف مكونات الخميط تدمص  حيث أفّ  ،)حبيبات السيميكا( والطور المتحرؾ )مذيبات عضوية(

عمى حبيبات الطور الثابت وبعضيا لا يدمص، وعندما ينسكب الطور المتحرؾ يجرؼ معو 
 ىذا  الخميط. ث ّـبعض مكونات الخميط وفقاً لقوة جرياف ىذا الطور، ما يؤدي لفصؿ مكونات 

وذلؾ عند أطواؿ  UV يكشؼ عنيا بواسطة كواشؼ مختمفة منيا كاشؼ الأشعة فوؽ البنفسجية
وتعتمد كفاءة الفصؿ عمى  معروفة. Standardsموجية مختمفة لتتـ المقارنة مع مواد قياسية 
 (. 1990)العودة،  مواصفات العمود وقطر جزيئات المادة المعبأة

والذي  ،Retention time (Rt)مييز بيف المركبات تبعاً لزمف الاستبقاء ويتـ الفصؿ والت   
الزمن المستغرق من بدء الحقن إلى الزمن الذي تصل فيو القمة إلى نيايتيا عمى أنو ) يعرؼ

فّ  (. 1979( )ماكنير وبونيممي،العظمى اختلبؼ الصفات الفيزيائية والكيميائية بيف مختمؼ  وا 
بالإضافة للبمتزاز الحاصؿ عمى حشوة العمود )الطور  ،في الجيازمكونات المزيج المحقوف 

الثابت( يؤدي لاختلبؼ زمف احتباس كؿ مكوف عف الأخر )زمف الاستبقاء(، كما يتأثر ذلؾ 
كما . قؿ يخرج أولًا مف العمود الشعريالمكوف الذي زمف احتباسو أفإف  ، وبالتاليالجزيئية بالكتمة

 مرتفعةأىمية، فسرعة الجرياف ال تذاؽ( لمطور المتحرؾ )التدف Flow rate تعد سرعة الجرياف
جداً تعطي فصلًب غير كامؿ والسرعة البطيئة جداً تعطي زمف احتباس طويؿ وقمة منتشرة 

(Evans ،2002.) 
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 Kinالكينيتػػػيف حػػػوؿ تػػػأثير تراكيػػػز مختمفػػػة مػػػفدراسػػػة ( 2009) وزمػػػلبؤه Ibrahimأجػػػرى     

(Kinetine) لخػؿونفتػاليف حمػض ا Niphtaline acitic acid) NAA ) كمنظمػات نمػو عمػى
، H. muticusتحفيز تشكؿ الكػالوس وتمػايز الأعضػاء بػزرع أجػزاء نباتيػة مختمفػة لمبػنج المصػري 

 2مضػافاً إليػو ( Skoog ،1962 و  Murashige) MSتبػيف أف وسػط  وقػدومحتػواه القمويػدي، 
نتاجػػػو مػػػف كػػػاف الأفضػػػؿ، حيػػػث اخ Kin 1-ؿمػػػع. 0.5و NAA 1-ؿمػػػع. تبػػػر تشػػػكؿ الكػػػالوس وا 

 Tropic وحمػػض التروبيػػؾ Sucrose تراكيػػز مختمفػػة مػػف السػػكروز اسػػتعماؿقمويػػدات التروبػػاف ب

acid ومسػػػػػتخمص الخميػػػػػرة Yeast extract وبػػػػػيف تحميػػػػػؿ ،HPLC أف تركيػػػػػز الييوسػػػػػياميف 
Hyoscyamine  والسػػػكوبولاميفScopolamine ف فػػػي الأوراؽ المسػػػػترجعة وكػػػالوس الورقػػػة كػػػػا

 .% مف تركيزه في النبات الأـ18% و 80

مزارع تحديد محتوى ل HPLC الأداء عاليةتقنية الكروماتوغرافيا السائمة  استعممتكذلؾ    
مف قمويدات H. muticus البنج المصري لنبات  Hairy Root Cultureالشعرية  جذورال

 السائؿ B5عتيما عمى وسط وبعد زرا ،مع الجذور البرية لمنوع نفسوومقارنتيا  TAs التروباف
أكبر بأربع مرات مف الأخرى، أما بالنسبة لممحتوى القمويدي الشعرية كاف الوزف الجاؼ لمجذور 

الشعرية تناقص محتواه مف الجذور بتات نمستولكف الكالوس الناتج عف  ،كاف متشابياً في كمييما
 Scopolamine وبولاميففي حيف ازداد تركيز السك ،بشكؿ كبيرHyoscyamine  الييوسياميف
 .(2007، وزملبؤه Zolala) 1-غ.غمم 2.72فيو ليبمغ 

تركيز كؿ مف الييوسياميف  حوؿ (2005) وزملبؤه Kursinszkiوبدراسة قاـ بيا    
Hyoscyamine والسكوبولاميف Scopolamine 6 ىيدروكسي ىيوسياميف-ب 6و-β 

Hydroxy Hyoscyamine لؤتروبااً  لفي مزارع الجذور المحورة وراثي  Atropa 

belladonna L (Solanaceae) استعماؿب HPLC  وبعد تحضير العينات بالشكؿ المناسب
الييوسياميف العينات بشكؿ دقيؽ، بيف التحميؿ الكروماتوغرافي أف تركيز  pHوضبط 

Hyoscyamine والسكوبولاميف Scopolamine 6ىيدروكسي ىيوسياميف-ب 6و-β 

Hydroxy  Hyoscyamine   نانو غراـ عمى التوالي 0.6 و  0.6 و  0.8كاف. 
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بدراسة حوؿ تغير المحتوى القمويدي في مختمؼ ( 2007) وزملبؤهIranbakhsh قاـ  كما   
وخلبؿ مراحؿ النمو المختمفة، بينت نتائج التحميؿ  Datura stramonium نبات الداتورة أجزاء

يبدأ في نياية الأسبوع الثاني بعد أف الإنتاج القمويدي HPLC ،GC-MS ، TLC استعماؿب
ويزداد في مرحمة النمو الخضري حتى نياية الأسبوع العاشر مف النمو ليتناقص  ،إنبات البذور

 ،محتوى قمويدي في مرحمتي النمو الخضري والإثمار أكبرفيما بعد، وأف الأوراؽ والثمار تحوي 
 الإثمار. لكف يتناقص تركيز القمويدات في الأوراؽ بسرعة خلبؿ طور

 :Hyoscyamus spp اعة النسٌجٌة لنبات البنجالزر .4.1.4

المنتجات الطبيعية دوراً ميماً في برامج تطوير الأدوية في مجاؿ الصناعات  تؤدي     
لممنتج  اً قوي اً يبقى المنتج النباتي منافس، حيث (2010، وزملبؤه Baharathiالصيدلانية )

قد ف ،(Sasson)، 1991 مرتفعةنوعية و  فعاليةات ذات نتاج جزيئإ عمىالمصنع كيميائياً لقدرتو 
مف الأعشاب الطبية لعوامؿ  مستخمصةالعلبجي لأدوية  ستعماؿحديثاً اىتماماً كبيراً للب يعطأ

ولا  ،النباتات الطبية لقروف السلبح الأوؿ في العلبج حيث ظمت ،ماف والاقتصاديةوالأ الفعالية
الحقيقة الممموسة وىي أف  فّ إالأمراض، فضلًب عف ذلؾ ف مامي لعلبج كثير مفزالت في الخط الأ

كاف لا بد مف إيجاد  ، لذاالكيميائية طرائؽبالؿ عنيا ائفي الطبيعة لا يمكف إيجاد بد اً ىناؾ صيغ
 نواتج الاستقلبب أنواع مختمؼالتقميدية تضمف التزويد المستمر ب طرائؽنظـ جديدة وبديمة عف ال
 . )يدات، زيوت طيارة.....إلخالثانوية )قمويدات، جميكوز 

لوصػؼ كػؿ  شػاملبً  اً مصػطمح  Plant tissue cultureزراعػة الأنسػجة النباتيػة مصػطمح يعػد    
اصػػطناعية  مغذيػػةالخلبيػػا والأنسػػجة والأعضػػاء والأجنػػة فػػي أوسػػاط بزراعػػة  التقانػػات التػػي تتعمػػؽ 

رجػة الحػرارة و الضػوء مػف حيػث د متحكـ بياومف ثـ تحضيف الجزء المزروع في ظروؼ   ،معقمة
، وزمػػلبؤه Khatun ;2008، وزمػػلبؤه George) والرطوبػػة لكػػي يتطػػور باتجػػاه اليػػدؼ المطمػػوب

قػػد أسػػيمت تقانػػات الزراعػػة النسػػيجية فػػي زيػػادة المعرفػػة لػػدى البػػاحثيف حػػوؿ العديػػد مػػف و (. 2003
تػػػػأثير العوامػػػػؿ  عػػػػف وتمايزىػػػػا فضػػػػلبً  واسػػػػتطالتياالمعمومػػػػات الأساسػػػػية المتعمقػػػػة بانقسػػػػاـ الخلبيػػػػا 

 .(2008، وزملبؤه George)الخارجية في الخلبيا وانقساميا 

في مجالات عدة،  ميمةالحديثة وال طرائؽزراعة الانسجة النباتية مف ال تقنيات تلقد أصبح    
مف الحيز  تإلى دائرة التطبيؽ العممي، كما خرج البحوثمف دائرة  التقنيات هىذ توقد خرج
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تقنيات الزراعة  تستعمؿي وقتنا الحاضر وسع وىو المجاؿ التجاري، وفالضيؽ إلى الأفؽ الأ
بكثرة وبنجاح في مجالات شتى كإنتاج الأجنة واليجف الجسدية والنباتات الأحادية النسيجية 
Haploid مف المتؾ Anthers أو حبوب المقاح Pollen grains تقنيات زراعة  استعممت، كما
 Suspension المعمقات الخمويةمزارع و  Callus culturesمزارع الكالوس وأىميا  الانسجة

cultures لاسيما تمؾ التي تدخؿ في ميمةائية اليفي الحصوؿ عمى العديد مف المركبات الكيم ،
زراعة النبات بأكممو، وبذلؾ يمكف توفير مساحات إلى تركيب العديد مف الأدوية، دوف الحاجة 
ة النباتات المنتجة ليذه المركبات، كذلؾ توفير المجيود الأراضي وكميات المياه اللبزمة لزراع

 الأسموبىذه المواد مف النبات الكامؿ، وبيذا يكوف ىذا  لاستخلبصالزراعي والمجيود اللبزـ 
 (.2016، ٝصٓلاؤٙ (Mirzaeeكثر نفعاً مف الناحية الاقتصادية أ

تقنيات زراعة الأنسجة والزرع ولتخميؽ نواتج الاستقلبب الثانوية عمى المستوى التجاري ب     
إيجاد نظاـ  تراتيجيات الفنية: أوليمالا بد مف التحدث عف نوعيف مف الاس ،Cell cuture الخموي

 خموية خطوطتخاب يضمف تخميؽ المركبات المرغوبة، وبالتالي اختيار وان زراعة أنسجة
Cellular lines ليذه المركبات، والتقنية الثانية ىي تصميـ  مرتفعةنتاج بدرجة قادرة عمى الإ
قدرتيا عمى م لتزيدية لمخلبيا ئايالقدرة الوراثية والكيم تدعـالتي  Bioreactorsالمفاعلبت الحيوية 
ف المعمومات الضرورية والأساسية فر في الوقت الحالي العديد ما، وقد تو مرتفعةالإنتاج بمستويات 
تصنيع ال اعدة فيكق تستعمؿالتي يمكف أف ميسرة في مجاؿ الكيمياء الحيوية التي أصبحت 

، ٝصٓلاؤSharafiٙ ) كبات الثانويةلممر  Biosynthesisالحيوي 
b

2013
a

 ; Mirzaee ٙٝصٓلاؤ ،

2016 ).   

سػػموب لأ ديلبً بػػأسػػموباً الزراعػػة النسػػيجية  عػػف طريػػؽتخميػػؽ نػػواتج الاسػػتقلبب الثانويػػة  يعػػد
التػػي مػػف  ،الثانويػػة نػػواتج الاسػػتقلببأنػػواع يػػوفر المصػػدر الصػػناعي لمختمػػؼ و  ،الزراعػػة التقميػػدي

والفيتامينػػػػات  Terpenoids، التربينػػػػات  Phenoles، الفينػػػػولات Alkaloids ىميػػػػا القمويػػػػداتأ
Vitamins  بػػػػػػػػػػيالط سػػػػػػػػػػتعماؿكبػػػػػػػػػػات الضػػػػػػػػػرورية فػػػػػػػػػػي الاوغيرىػػػػػػػػػا مػػػػػػػػػػف المر Bhalsing)    و

Maheshwari ،1998).  اسػتعماؿبنتاج المواد الطبية والعقاقير وغيرىا إ فّ أومف الجدير بالذكر 
  :(Smith  ،1984و  (Mantellثر بعدة عوامؿ منياأنسجة يتزراعة الأ

  طبيعة الجزء المستخدـ لمزراعةExplant فيو لمادة الفعالةا وتركيز ،ومصدره. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5423962/#CR18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5423962/#CR27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5423962/#CR27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5423962/#CR27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5423962/#CR18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5423962/#CR18
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  المستخدـ لمزرع المغذيمكونات الوسط. 

 فػيبشػكؿ مباشػر جميعيػا التػي تػؤثر  ة،ضػاءة وتيويػة وحػرار إحفػظ الزروعػات مػف  ظروؼ 
 بسػػػػتقلبالا فػػػػي نػػػػواتجومػػػػف ثػػػػـ تػػػػؤثر  ،(1998، وزمػػػػلبؤه Youssef) وليػػػػةالأالاسػػػػتقلبب نػػػػواتج 

 .(Maheswari ،1998و (Bhalsing لثانويةا

   اً فػػػي مػػػزارع الميمػػػة دوائيػػػ الثانويػػػة لنػػػواتج الاسػػػتقلببكمػػػا أف مػػػف أىػػػـ العوامػػػؿ المحػػػددة
الأنسػػجة النباتيػػة ىػػو نػػوع وتركيػػز منظمػػات النمػػو المضػػافة إلػػى الوسػػط المغػػذي المسػػتخدـ، بشػػكؿ 

المػؤثرة فػي نمػو وتمػايز المزرعػة  Cytokinines والسػيتوكينينات ،Auxines خاص الأوكسػينات
 (.2010، وزملبؤه Shilpa)تخميؽ نواتج الاستقلبب الثانوية وفي  ،النسيجية

 عمميػػة واقتصػػادية لإنتػػاج قمويػػدات التروبػػاف طرائػػؽلعديػػد مػػف الجيػػود مػػف أجػػؿ تطػػوير بػػذلت ا    
، Dragerو  Rothe ;2001، وزمػػلبؤه Bensaddek) ات زراعػػة الأنسػػجة النباتيػػةتقانػػبوسػػاطة 
2002; Kursinszki يالدراسػػات إلػػى إمكانيػػة عػػزؿ قمويػػدشػػارت إحػػدى أفقػػد (. 2005، وزمػػلبؤه 

س والنباتػػػػات و مػػػػف أنسػػػػجة الكػػػػال Hyoscyamineوالييوسػػػػياميف  Scopolamine السػػػػكوبولاميف
 ،ي البيئػػػػة العراقيػػػػة )المػػػػلبح ويػػػػونسالمنتشػػػػر فػػػػ (D.innoxia) لنبػػػػات الػػػػداتورة ومنػػػػ المسػػػػترجعة

2001). 
 (TAs) انتاج قمويدات التروبافإمكانية Kinsaraٝ El-Naser (1990 ) درس  كما   
في ثلبثة أوساط مختمفة  (.H. albus L)البنج الأبيض  مزارع المعمقات الخموية لنبات استعماؿب

 ، وقد توصلبpH)) ودرجة حموضة الوسط Sucrose مع دراسة تأثير تركيز السكروزالتركيب 
% في 0.75 بتركيز (TAs) يعزز إنتاج قمويدات التروباف % سكروز1و D-2,4إلى أف 
ف عند زيادة تركيز السكروز في وسط ، لك(%0.352) الأـمع النبات  بالمقارنة الخموية المعمقات

كما تحقؽ أعمى  .الزراعة يزداد معدؿ النمو حتى حد معيف ويقابمو انخفاض في المحتوى القمويدي
وأدنى إنتاج  (pH) =3.5تحقؽ أقصى إنتاج قمويدي عند  في حيف (pH=5)معدؿ نمو عند 
 .(pH)=6قمويدي كاف عند 

الأوراؽ  Protoplast مػػف بروتوبلبسػػت (H.muticus) وحػػوؿ اسػػترجاع نبػػات البػػنج المصػػري    
بر النبػػات والحصػػوؿ عمػػى نباتػػات أحاديػػة الصػػيغة آ( بزراعػػة مػػ1979) وزمػػلبؤه  Wernickeقػػاـ 

كثػػار ىػػذه النباتػػات بزراعػػة البػػراعـ الإبطيػػة مخبريػػاً  Haploid الصػػبغية عػػزؿ حيػػث  ،In Vitroوا 
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عاف مػػا ة لتتشػػكؿ كتػػؿ خمويػػة صػػغيرة سػػر بروتوبلبسػػت الأوراؽ وزرعػػو عمػػى أوسػػاط مغذيػػبعػػد ذلػػؾ 
شػارت نتػائج ىػذه الدراسػة إلػى إمكانيػة اعتمػاد ىػذه التقنيػة فػي الدراسػات أنتجت نباتات كاممة، وقد أ

 الثانوية. لنواتج الاستقلببالحيوي  التصنيعالمورفولوجية والتغييرات الوراثية ودراسات 

نتاج قمبتقدير النمو و ( 1986) وزملبؤه  Hashimotoقاـ      فػي مػزارع  (TAs)ويدات التروباف ا 
 البػنج جػنسلسػبعة أنػواع مػف مػزارع الكػالوس و  Hairy root culture الشػعريةالجػذور تات مسػتنب

Hyoscyamusحيػػث كػػاف نمػػو الجػػذور جيػػداً فػػي أوسػػاط الزراعػػة الخاليػػة مػػف منظمػػات النمػػو ،، 
% مف الوزف الجػاؼ، فػي 1.1إلى  %0.04فييا مف  Hyoscyamine وتراوح تركيز الييوسياميف

% مف الوزف الجاؼ وذلػؾ 0.3إلى  %0.06مف  Scopolamine حيف تراوح تركيز السكوبولاميف
حسب نوع النبات. أما نمو الكالوس فقد كاف بطيئاً ومحتواه مف القمويدات أقؿ بكثير ممػا ىػو عميػو 

 القمويد الرئيس فييا. Hyoscyamine كما كاف الييوسياميف ،في مزارع الجذور المرافؽ لكؿ نوع
 .H)المصػػػري  البػػػنجكػػػؿ مػػػف نسػػػيجية لرع از باسػػػتحداث مػػػ( 1997) وزمػػػلبؤه Saker وقاااا     

muticus)  الأتروبػػا وA. belladonna))  والػػداتورة(D. stramonium) ف زراعػػة شػػير مػػ بعػػد
 ،القمويػػديلنمػػو الخضػػري لمخلبيػػا والإنتػػاج الات معػػدّ  لدراسػػة العوامػػؿ المػػؤثرة فػػي ،بػػذورىا المعقمػػة

 التػي تزيػد مػف الجيػد الحمػوليالعضوية  الذائباتأحد  المحتوي عمى MSحيث زراعت عمى وسط 
Osmotic potential، مثػػؿ مركػػب المػػانيتوؿ Mannitol  مػػا ك، %2.5حتػػى  0.5بتركيػػز مػػف

-2,4)( D-2,4)  1-ممػغ.ؿ Agar، 1 % آؿابسSucrose ،0.7 سػكروز %3 بػػ MSدعـ وسػط 

DiChloro phynoxy Nephthalene acetic acid)،  كينيتػيف  1-ممػغ.ؿ 1وKin،  ويمكػف
النمو  معدؿإلى البيئة قمؿ  Mannitol تمخيص أىـ النتائج المتحصؿ عمييا بأف إضافة المانيتوؿ

 التػي زادت معػدلات النمػو الخضػري ،((H. muticusالبػنج المصػري  لمنباتػات باسػتثناءالخضػري 
عنػػد  انخفػػاض قميػػؿ فػػي معػػدؿ النمػػو تلبىػػا، Mannitol % مػػف المػػانيتوؿ0.5فيػػو عنػػد مسػػتوى 

 ،A. belladonnaالأتروبػػػا كػػػؿ مػػػف للنمػػػو الخضػػػري ا تمعػػػدلاكانػػػت فػػػي حػػػيف  ،%1تركيػػػز 
عند و  .فقط Mannitol مرتفعة في حالة البيئة الخالية مف المانيتوؿ D. stramoniumوالداتورة 
يعػػزى ذلػػؾ إلػػى زيػػادة الضػػغط و  ،نمػػولاشػػديد فػػي نقػػص  قابمػػو Mannitol المػػانيتوؿ تركيػػززيػػادة 

يتمثػػػؿ فػػػي البيئػػػة الزراعيػػػة  حموليػػػاً داً اجيػػػإمسػػػبباً  ،الأسػػموزي النػػػاتج بتػػػأثير ىػػػذا المركػػػب العضػػػوي
بخفض الجيد المائي وتقميؿ فرؽ التدرج في الجيد المائي بيف وسط النمو والخلبيػا النباتيػة، الأمػر 
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، معيقػاً صر المعدنية المغذية الداخمة مػع تيػار المػاءالذي يؤثر سمباً في كمية الماء الممتص والعنا
، الحمػوليادة طاقػة التػنفس بفعػؿ الإجيػاد أو إلػى زيػ ،الخلبيا الجديػدة واستطالةذلؾ انقساـ الخلبيا ب

 وتراجػع معػدؿليذا الضغط البيئي دوف الاتجاه إلى الانقساـ الخمػوي  المقاومةمما يتسبب في زيادة 
قمويػدات ال تركيػز فقػد كػاف ،النسػبة للئنتػاج القمويػديأمػا ب .(2016، زمػلبؤهو العودة الشحاذة ) النمو

 23.9قرابػػة  Mannitol مػػانيتوؿ %0.5 تركيػػز عنػػد (H.muticus) المصػػري فػػي نبػػات البػػنج
 تركيػػػزإلا أف  ،الشػػػاىد مقارنػػػة مػػعبالمػػػرة  1.75مقػػدار ت بوالتػػػي تفوقػػػ ،مػػػادة جافػػةال مػػػف 1-ممػػغ.غ
 ونفسػػعنػػد التركيػػز  D. stramoniumوالػػداتورة  A. belladonnaا الأتروبػػنبػػات فػػي  اتالقمويػد
 ؿقمػّ% 1إلػى  تركيز المانيتوؿزيادة وعند  . الشاىدبالمقارنة مع غير معنوية  اتوبفروق قميلبً  ازداد

 وتسػبب بزيػادة غيػر معنويػة ،اتالقمويػدمػف  H.muticus)) المصػري نبػات البػنجإنتاجيػة  ىذا مػف
زيػػادة كمػػا وجػػد  ،D. stramoniumوالػػداتورة  A. belladonnaروبػػا نبػػات الأتف كػػؿ مػػفػػي  ليػػا

 .Aلأتروبػا ا فػي كػؿ مػف اتالقمويػد تركيػزإلػى الإرتفػاع الحػاد فػي أدت  %2إلػى  تركيػز المػانيتوؿ

belladonna  والػػداتورةD. stramonium، 19.0ٝ 12.5أعظػػـ إنتػػاج قمويػػدي ) تحقػػؽ حيػػث 
 .(1997وزملبؤه،  Saker) %2جافة( عند تركيز المادة مف ال  1-ممغ.غ

ـــى ك Callus Cultureمـــزارع الكـــالوس . 1.4.1.4 ـــانوســـيمة لمحصـــول عم ـــدات التروب  قموي
Tropane Alkaloids:   

التي لـ تتكشؼ بعد والتي ليس  غير المتمايزةكتمة مف الخلبيا بأنو  Callus الكالوسيعرؼ     
الأصفر الباىت إلى البني الداكف وتكوف  ليا شكؿ وظيفي معيف، مختمفة القواـ، يتدرج لونيا مف

نسبة المادة الجافة فييا قميمة. ينشأ مف منطقة الكامبيوـ وقد تشارؾ خلبيا القشرة والنخاع في 
تكوينو، وتتمايز ىذه الخلبيا فيما بعد لتشكؿ جذراً أو ساقاً أو نباتاً كاملًب تبعاً لحالة التوازف 

 مناطؽ الكالوس عمى نشوء ويعتمد(. 2002والشوبكي، )الرفاعي  اليرموني الموجود بالخمية
 أفّ   (1990)محمد وعمروأوضح  .(Hopkins)، 1999 النباتية الأجزاء في الجروح القطع أو
 وىي ميمة مراحؿ بثلبث تمر Explant  النباتي المزروع الجزء عمى الكالوس استحداث عممية
 الفتية وتعد الأنسجة .Differentiation والتمايز Division ٝالإٗوغبّ Induction التحفيز
 عمى الحصوؿ أنو أمكف (Ramawat ) 2004في حيف أشار  الكالوس، احتمالًا لنشوء الأكثر

  .مرستيمي بنشاط لا تتميز )متمايزة(التخصص  عاليةخلبيا  ذات نباتية مف أجزاء الكالوس
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ط النمو ىو العامؿ المحدد وس تركيز ونوعية منظمات النمو والنسبة بينيما في أفقد وجد و      
 ،(1991، وزملبؤه Centenoمف الأجزاء النباتية ) سو لعممية استحداث أنسجة الكال الرئيس

، Evans ،1999; Torres) الوسالك خلبياوعممية السيطرة عمى التمايز وتكشؼ الأعضاء مف 
، وزملبؤه Tang)روعة في الخلبيا المز  ةالثانوي نواتج الاستقلببنتاج وتراكـ إوعممية (، 1999
1991;Nakazawa   وToda ،1991) ،الأوكسيف  نسبة بيف حيث يعد التوازفAuxin الى 

 Auxin / Cytokininمصطمح  عمييا يطمؽ التي ،المغذية في البيئة Cytokinin السيتوكينيف

ratio   فالأوكسيف  المزروعة، النباتية الأجزاء عمى نسيج الكالوس تكويفل حفزعامؿ م Auxin 

الجدار الخموي  مرونةمف خلبؿ تأثيره عمى  Cell elengation الخمية استطالةيعمؿ عمى 
(Collett 2000، وزملبؤه; Lee 2000، وزملبؤه) إزالة بكتات الكالسيوـ والمواد  بوساطة

وتحمؿ بعض المواد العضوية كالسيمموز  ،المعدنية المسؤولة عف صلببة الجدار الخموي
إضافة إلى دورىا في زيادة سرعة نفاذية  فعؿ تنشيط الأنزيمات المحممة ليا،بوالييميسيمموز 
ما يسيؿ مرور المواد العضوية والمعدنية إلى داخؿ الخمية مقممة بذلؾ مف قيمة  ،الأغشية الخموية
فتسمح بانتقاؿ الماء إلييا ليزيد ضغط  ،داخؿ الخلبيا Osmotic potential الجيد الحمولي
بينما ، (2016، وزملبؤهالعودة الشحاذة ) الخلبيا وتزداد معو استطالة ىذه الخلبياالامتلبء داخؿ 

والبروتينات  RNAالبناء الحيوي لمػ و الانقساـ الخموي  Cytokinines السيتوكينيناتتشجع 
(Ammirato 1983، وزملبؤه)  واتج الاستقلبب الثانوية ومنيا المركبات القمويديةنوتراكـ، 

 قمويدات التروبافنزيـ المفتاحي في مسار تخميؽ الأ PMTمثؿ أنزيـ زيمات وتشيط بعض الأن
Tropane alkaloids  في جنس البنجHyoscyamus (Elizabet  وSarah ،2009 ،)

المسؤوؿ عف تحوؿ  H6Hوأنزيـ  Nitrate reductase enzymesوالأنزيمات المختزلة لمنترات 
Scopolamine (Scalla ،1991 ،) ثٞلآٍٖاُغٌٞإلى  Hyoscyamineقمويد الييوسياميف 

في تجميع المغذيات وزيادة العمميات البنائية داخؿ  Cytokinines وبالتالي تسيـ السيتوكينينات
التي الخ..،  DNAٝ(. وبناء الجزيئات الكبيرة كالبروتينات والكربوىيدرات 1982الخمية  )مور، 

 .Cell Enlargementالتمدد الخموي ثـ  Cell Division الانقساـ الخمويتساعد عمى عممية 
ثبط عمميات الانقساـ الخموي ي Cytokinines التراكيز المرتفعة مف السيتوكينينات استعماؿلكف 

Cell Division ـ الأنفرتيز مف خلبؿ تنشيط أنزيInvertase activity  في الخلبيا الذي يحوؿ
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دي إلى زٌادة امتصاص الخلاٌا للماء تؤ حلولٌا  سكرٌات مختزلة نشطة إلى  Lipidsالمبيدات 

  .(1990 صالح،( دون انقسامها وتضخمها
دامتو نشوء الكالوس في كبير تأثير المغذي لموسط أفّ  إلى وتشير الدراسات       عمى اعتماداً  وا 

  ;2008، )المختار أخرى جية مف النباتي الجزء ومصدر ونوع جية المغذي مف الوسط مكونات
 2001يونس ومزاحـ،   2003 ;فيمي، 2001 ; ،وزملبؤه بكر 2002 ; ،وزملبؤه عطية

Ajungla ; ٙ2009، ٝصٓلاؤ،)  
نتاج ا  في عمميات النمو و  صؿلخلبيا نبات الأ مشابياً  سموكاً  سو وتسمؾ خلبيا الكالىذا    

حوبة مص عممية النمو في المزارع النسيجيةتكوف وغالباً  (.Mary ،2005) الاستقلببيةالمركبات 
ولا  ،منيامشتممة عمى ظيور تراكيب ووظائؼ جديدة وفقداف البعض و  ،ادة في الوزف والحجـزيب

واحدة مف الخواص التي تشارؾ بيا لكنيا نمو اليوجد ىناؾ اصطلبح قياسي وثابت عمى ظاىرة 
في بعض  نؤديىذا النمو والتطور بطريقة أو بأخرى بالبيئة التي يتأثر و  ،الكائنات الحية جميع
  .(2000، وزملبؤه  Chatfield) ماً في السيطرة عمى عمميات النموت دوراً ميالحالا

والنمو كما ىو معروؼ عبارة عف بناء مواد جديدة عف طريؽ التفاعلبت الأيضية المختمفة     
 CO2ٝوذلؾ بأخذ الجزيئات الصغيرة كالماء  ،في عمميات البناء تستعمؿالمزودة بالطاقة التي 

التي تساعد و  ..،الخ DNAربوىيدرات وجزيئات الكبيرة كالبروتينات والكال وبناءة مف البيئة المحيط
أو إنتاج خلبيا تتنوع بالشكؿ والوظيفة خلبؿ  ،الخمويثـ التمدد لخموي الانقساـ اعمى عممية 

الأنسجة النباتية المزروعة  فّ إف ،(، عموماً 1990 )صالح، (Differentiationعمميات التمايز )
ويتـ الحصوؿ  ،المتسمسمة الاستقلببيةـ الحي تعتمد عمى الطاقة لاستكماؿ العمميات خارج الجس

حيث يتـ  ،%(2-4بنسب معينة ) المغذيإلى الوسط  Sucroseالطاقة مف إضافة السكروز  عمى
الذي يستخدمو   ATPكػ المركبات الغنية بالطاقة ويرافؽ ذلؾ تحرر ،تحممو إلى مركبات أبسط

أف  فقد بٌن Welander (1975)أما  .(1990 فعالياتو الحيوية )محمد وعمر، الجزء المزروع في
المستخدـ في زراعة الأنسجة النباتية يؤدي إلى قمة في  المغذيفي الوسط  زيادة مستوى السكروز

بيف وذلؾ مف خلبؿ التوازف  ،وبالتالي انخفاض معدؿ بناء البروتيف Nitrogen الآزوتمحتوى 
 .1= اُزً رحبكظ ثبُحبُخ اُطجٍؼٍخ ػِى هٍٔخ C/N   والآزوت نسبة الكروبوىيدرات
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تكػػػويف  ىػػواٌُااابُٞط مػػزارع نػػو لػػػيس اليػػدؼ الوحيػػد مػػػف تكػػويف أذكػػرت العديػػد مػػػف المصػػادر     
 الثانويػػػػة نػػػػواتج الاسػػػػتقلببفادة مػػػػف ىػػػػذه المػػػػزارع فػػػػي الحصػػػػوؿ عمػػػػى سػػػػتنمػػػػا الاا  و  ،النباتػػػات منػػػػو

وقد اتجيػت العديػد مػف الدراسػات  .وطبياً  ية الميمة صناعياً التي تضـ المركبات الكيمياو  ،المختمفة
، وادلاحتوائو عمى ىذه المػ في الحصوؿ عمى ىذه المركبات نظراً مزارع الكالوس فادة مف ستالإ إلى

كبػر ممػا يحتويػو الجػزء النبػاتي ذاتػػو الػػذي أ مرتفعػةكبػر وبدرجػة نقػاوة أبكميػات  التي تتواجػد أحيانػاً 
ىذه المواد لكف بالرغـ مف الحصوؿ عمى العديد مف . و (1990 )محمد وعمر، سو اشتػؽ منػو الكال

( أىػػـ 5ويبػيف الجػدوؿ ) (.Dixon ،1985) اً حيانػأالنػواتج ذات قيمػة تجاريػػة محػدودة تػزاؿ ىػذه  لا
 نواتج الاستقلبب الثانوية المنتجة بواسطة مزارع الكالوس.

 يضاسع انكبنىط فٍ ًُزدخ ان ةأىم نواتج الاستقلاب الثانوي :(5) رقم دولجال

Reference Active ingredient Plant name 

Andrijany)  ٙ1999، ٝصٓلاؤ) Saponins Agave amanuensis 

Malpathak)   ٝDavid ،1986) Alliin Allium sativum L 

Goleniowski)  ٝTrippi ،1999) Altamisine Ambrosia tenuifolia 

Wang)  ٝHuang ،1982) Saikosaponins Bupleurum falcatum 

Ramirez)  ٙ1992، ٝصٓلاؤ ) L-Canavanine Canavalia ensiformis 

 Rajasekaran) ٙ1991، ٝصٓلاؤ) Pyrethrins Chrysanthemum cinerariaefolium 

Barthe) ٙ1987، ٝصٓلاؤ) Naringin, Limonin Citrus sp. 

Waller) ٙ1983، ٝصٓلاؤ) Caffeine Coffea arabica L. 

Iwasa)  ٝTakao ،1982) Isoquinoline alkaloids Corydalis ophiocarpa 

Morimoto)  ٝMurai ،1989) Plaunotol Croton sublyratus Kurz 

Yamada)  ٝEndo ،1984) Tropane alkaloids  Duboisia leichhardtii  

Taniguchi)  ٙ2002، ٝصٓلاؤ) Triterpenes  Eriobotrya japonica  

Venkateswara) ٙ1986، ٝصٓلاؤ) 
Sterols and Phenolic 

compounds  
Eucalyptus tereticornis SM  

Skrzypczak)  ٙ1993، ٝصٓلاؤ) Secoiridoid glucosides  Gentiana sp.  

 Ayabe) ٙ1986، ٝصٓلاؤ) Flavanoids  Glycyrrhiza echinata  

Ayabe) ٙ1990، ٝصٓلاؤ) Triterpenes  
Glycyrrhiza glabra var. 

landulifera  

Yamada)  ٝHashimoto ،(1982 Tropane alkaloids  Hyoscyamus niger  
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Brain)  ، 1976) L-DOPA  Mucuna pruriens  

Ikuta) ٝItokawa ،1988) Alkaloids  Nandina domestica  

Tabata)  ٝHiraoka ،1976) Alkaloids  Nicotiana rustica  

Thengane) ٙ2003 ، ٝصٓلاؤ) Camptothecin  Nothapodytes foetida  

Kitajima)  ٙ1998، ٝصٓلاؤ) 
Camptothecin related 

alkaloids  
Ophiorrhiza pumila  

Furuya)  ٙ1973، ٝصٓلاؤ) Saponins and apogenins  Panax ginseng  

Day) ٙ1986، ٝصٓلاؤ) Thebaine  Papaver bracteatum  

Furuya)  ٙ1972، ٝصٓلاؤ) Alkaloids  Papaver somniferum L  

Desbene)  ٙ1999، ٝصٓلاؤ) Saponins  Polygala amarella  

Schroder)   ٝBohm ،1984) Betacyanin  Portulaca grandiflora  

Karam)  ٙ2003، ٝصٓلاؤ) Rosmarinic acid  Salvia fruticosa  

Morimoto)  ٙ1994، ٝصٓلاؤ) 
Lithospermic acid B and 

Rosmarinic acid  
Salvia miltiorrhiza  

Neera)   ٝIshimaru ،1992) Tannin  Sapium sebiferum  

Tabata)  ٙ1972، ٝصٓلاؤ) Alkaloids  Scopolia parviflora  

Stojakowska)   ٝKisiel ،1999) Phenolics  Scutellaria columnae  

   
مزارع  معظـبكميات قميمة نسبياً في تتراكـ  نواتج الاستقلبب الثانوية لمعموـ أفلكف مف ا   

إلى فقداف عممية التكشؼ المورفولوجي وتكوف  ، ويعزى ذلؾبالمقارنة مع النبات الأـالكالوس 
عدـ قدرة الخلبيا غير المتمايزة وبالتالي ، في ىذه المزارع الأعضاء في الأنسجة غير المتكشفة

حدوث بالإضافة ل ،نواتج الاستقلبب الثانويةالأولية في عممية تخميؽ  الاستقلبب نواتجاؿ عمى إدخ
الأنزيمات اللبزمة لتخميؽ وتكويف ىذه  غيابأو  يولوجية ومنيا كبح نشاطيز بعض الظواىر الف
، وزملبؤه Ophilic ;1996، وزملبؤه Ford  ;1991، وزملبؤه Robins) المركبات الثانوية

2004.) 

وية في أي مرحمة مف مراحؿ نمو الخلبيا عبارة عف مقياس نعممية تراكـ المنتجات الثاتعد      
التوازف بيف عممية إنتاج وتخميؽ المركبات الثانوية وعممية ىدميا، وبما أنو يوجد العديد مف 
مسارات التخميؽ الحيوي، فإنو لا يوجد وقت محدد في دورة حياة الخمية لمحصوؿ عمى أعمى 

تتراكـ  (Nicotiana tobacco) التبغففي المزارع الخموية لنبات  مف المركبات الثانوية، معدؿ
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 Cathranthusمعظـ المركبات الثانوية في المراحؿ النيائية مف النمو، وفي مزارع الكاثرانثوس 
ونظراً لانخفاض المحتوى مف نواتج  .يحدث التراكـ في مرحمة الطور الأسي لنمو الخلبيا

استراتيجيات مختمفة  اعتمادفي المزارع الخموية، تـ خلبؿ العقود الماضية  ب الثانويةالاستقلب
 Secondary Metabolism Products ىذه المزارع مف نواتج الاستقلبب الثانويةلتعزيز إنتاج 

Srivastava)   ٝSrivastava ،2007 ; Zhang عمى الرغـ مف أف ف .(2005، وزملبؤه
تي تسيطر عمى التخميؽ الحيوي لمقمويدات، إلا أف بعض العوامؿ البيئية مورثات النبات ىي ال

 وتعد .(2013، وزملبؤه (Ghorbanpourىذه القمويدات يمكف أف تعزز أو تمنع إنتاج  والتقنية
 ، Al-Humaid) ىذه القمويدات المؤثرة في تركيزالعوامؿ البيئية ىذه  إحدى أىـالتغذية المعدنية 

 Macro ويو مف عناصر كبرىتالذي ينمو عميو الجزء النباتي بما يحلوسط حيث يعد ا، 2004)

nutrients  صغرى عناصر وMicro nutrients أحد العوامؿ الأساسية المؤثرة في نمو  مف
كثار واستجابة الأجزاء النباتية المزروعة، وذلؾ لكونو المصدر الذي يوفر كؿ العناصر   المغذيةوا 

واستمراره في النمو، إذ أف المستأصؿ النباتي  Explantأصؿ النباتي اللبزمة لنمو وتطور المست
المزروع ليس لو القدرة عمى تصنيع الغذاء بنفسو، فعميو أف يعتمد في غذائو عمى مكونات الوسط 

 .Tsay، ( 2004 و  Mulabagal ;1990المغذي )محمد وعمر، 
Fe معادف كؿ مف الحديد شوارد عمى سبيؿ المثاؿ، ذكر أفّ ف

Zn والزنؾ  ++
 والنحاس++

Cu
Co والكوبالت ++

Niٝاٌٍَُ٘ ++
مف  ،ليا دور مؤثر في تراكـ نواتج الاستقلبب الثانوية  ++

ومف ثـ في تخميؽ  خلبؿ امتلبكيا لتكافؤات متعددة وبالتالي تأثيرىا في أنزيمات الأكسدة والإرجاع
تصنؼ  المعدنية الشواردأف ىذه وعمى الرغـ مف (، 2001 ،وزملبؤه (Trejo نواتج الاستقلبب
في أنشطة البروتينات المشاركة في الحفاظ عمى نمو  ميماً دوراً  تؤديإلا أنيا كعناصر صغرى 

كما وتعد ( Viehweger، 2014) ر لمنباتضا مرتفعةالنباتات، وبالمقابؿ وجودىا بتراكيز 
Niاٌٍَُ٘ شوارد

Co والكوبالت ++
Zn والزنؾ ++

Mn والمنغنيز ++
ظيـ النشاط ضرورية لتن ++

. كما Ovečka)  ٝTakač، (2014الأنزيمي عمى الرغـ مف سميتيا الكبيرة بالتراكيز المرتفعة 
SO4ريتات الكب وشوارد إضافة السكروزوجد أف 

NO3  توالنترا --
-

Cu ٝاُ٘حبط
++

إلى الوسط   
 في نبات Shikonineمرتفعة عف المعدؿ تؤثر في إنتاج وتمثيؿ مركب  كيزاالمغذي بتر 

يؤدي  ا التركيز المنخفض مف السكروزأمّ  ،Lithospermum erythrorhizon وسبيرميوـليث
 .N) التبغفي خلبيا نبات  Ubiquinone-10 (Coenzyme Q10)إلى زيادة إنتاج مركب 
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tobacco) وجود أو غياب الفوسفات في الوسط المغذي بشدة في عممية إنتاج يؤثر ، كذلؾ
% في 50بنسبة  Anthraquinoneوية، فقد زاد تراكـ مركب الثان نواتج الاسستقلببوتراكـ 

عند ( Rubiaceae)اُلظٍِخ  Morinda citrifolia ريفوليانبات الموريندا سيت مزارع خلبيا
قمويدات في حيف كاف تراكـ (، 1975، وزملبؤه  (1Zenk-ؿ.غ 5الفوسفات بتركيز  إضافة

 Cathranthus الكثرانثوس مزارعأعمى بغياب الفوسفات في Indole Alkaloid الإندوؿ 

roseus Knobloch)   وBerlin ،1987).  
في تنظيـ عمميات بناء  المغذيالوسط  إلىإلى تأثير منظمات النمو المضافة  اتدراسالأشارت    

في تحفيز نمو النمو  دور منظماتإلى ىذا التأثير  يعزىحيث  ،الثانوية نواتج الاستقلببوتراكـ 
يعزى و  ،(1999، وزملبؤه Ortuno) المركبات هدة البناء الحيوي ليذب عنو زياما يترت ،النبات

تراكـ المنتجات أو المستقمبات  يعتمد حيثوىذا ما أكدتو دراسة أخرى  ،ةذلؾ إلى عمر المزرع
نشاط بعض الأنزيمات  وجود ؿية مف عمر المزرعة، إذ مف المحتمالثانوية عمى المرحمة العمر 

-Al بيف فقد  .(Lawson)  ٝWang ،2005 الثانوية ج الاستقلببنواتؿ التي تعمؿ عمى تمثي

Hashimi (1999 ) تركيز قمويدات التروبافزيادة دور عمر المزرعة النسيجية في Tropane 
alkaloids  عزشآٍّٞٗٞالداتورة  لنبات تات الجذور الشعريةارع مستنبالمنتجة مف مز 

D.stramonium،  درجة 40 حرارة درجةبساعة  48مدة  ريةالشع الجذور ستنباتمحيث جففت 
نت بيّ  وقد ،دىنيةالمركبات ال كمذيب عضوي لمتخمص مف اليكسافب واستخمصت وطحنت ،مئوية

 شكلال ،المزرعة النسٌجٌة بالعمر مع تقد ازدٌاد تركٌز القلوٌدات  نتائج التحميؿ الكروماتوغرافي

 (.5 رق  )

 

 

 

 

 

 

 D.stramoniumالداتورة  عة النسٌجٌة لنباترالتروبان حسب عمر المز كٌز قلوٌداتتر :(5) رقم شكلال
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استحداث كالوس البنج الذىبي دراسة حوؿ ب Besher (2013)و  Al-Ammouri قاـ       
H. aureus   بزراعة سويقات وأوراؽ النبات عمى وسط وذلؾMS  المدعـ بتراكيز مختمفة مف

، وبعد أربعة أسابيع 1±26ـ عمى درجة حرارة عات في الظلبو منظمات النمو وتحضيف الزر 
سويقات كانت الأفضؿ ال قراءات النمو عمى الكالوس المتشكؿ، حيث بينت النتائج أفّ  تخذأً 
في الزراعة  المستعممةمقارنة مع الأوراؽ في مواصفات الكالوس الناتج، وأف بعض الأوساط بال

 Regeneration خر مناسباً لاسترجاعالآوبعضيا  مناسباً لنمو مستنبتات الجذور الشعريةكاف 
كالوس  أعطتالنبات مف خلبيا الكالوس، في حيف لـ يكف بعضيا مناسباً لنمو الكالوس حيث 

مناسباً لنمو الكالوس  بني مسود الموف ذو قواـ رخو وصغير الحجـ، أما البعض الآخر فقد كاف
 ،حبيبي القواـ وذو شكؿمتماسؾ  ،أصفر الموف ،كبير الحجـحيث أعطت كالوس  ،وتطوره

 % سكوبولاميف.0.059% ىيوسياميف و 0.686مف قمويدات التروباف  الجيدبالإضافة إلى محتواه 

مف أوراؽ  وذلؾ بزرع قطع صغيرة (H. niger)تـ استحداث كالوس نبات البنج الأسود كما     
أو  0و  (Benzyl Adenineبنزيؿ أدنيف ) BA 1-ممغ.ؿ 0.5المدعـ بػ  MSالنبات عمى وسط 

 توحضن، (Naphthalene Acetic Acidنفتاليف حمض الخؿ ) NAA  1-ممغ.ؿ 2أو  1
، في حيف حضف النصؼ الباقي في 16/8عات في ظروؼ نظاـ الإضاءة التعاقبي و نصؼ الزر 

تـ  درجة مئوية. 1±25عات و امؿ، وكانت درجة حرارة التحضيف لكؿ الزر الكظروؼ الظلبـ 
جاؼ بعد ستة أسابيع مف بدء تشكؿ الكالوس، كما تـ التحميؿ قياس الوزف الرطب وال

 Hyoscyamine لتحديد تركيز كؿ مف الييوسياميف HPLC استعماؿالكروماتوغرافي ب
و  112زف الرطب والجاؼ بمغت ، بينت النتائج أف أعمى قيمة لمو  Scopolamineوالسكوبولاميف

والنامي في ظروؼ  NAA)) 1-ؿغ.مم 2مع (BA)  1-ؿ.غمم 0.5عمى الوسط الحاوي  غ89.6
الحمض  1-ممغ.ؿ 100أو  50أف إضافة كما ، كوف أوج نشاط الأوكسيف يكوف في الظلبـ الظلبـ

% 21.37و  58.03إلى Hyoscyamineزاد تركيز الييوسياميف  Proline بروليفالأميني 
و  129.03إلى فقد زاد  Scopolamine مقارنة مع الشاىد، أما السكوبولاميفبالعمى التوالي 

كموريد  1-ؿ.غمم 200سكروز و 1-ؿ.غ 50بعد إضافة  %149.2و  205.51و  166.94
 Aljibouri) مقارنة مع الشاىدبال Prolineبروليف  1-ممغ.ؿ 100أو  50و NaCl الصورديوـ
 .(2012، وزملبؤه



41 

 

في  TAs التروباف بدراسة تشكؿ الأعضاء وتراكـ قمويدات ((2006 وزملبؤه Zayed قاـ    
حيث تـ استحداث الكالوس  (D. innoxia) الداتورة نباتلػ Callus Culturesمزارع الكالوس 

 0.5و BA 1-ؿغ.مم 0.1 المضاؼ إليو MSمف سويقات النباتات النامية في الزجاج عمى وسط 
الصمب والخالي مف  MSو عمى وسط تعا، وقد بدأ تمايز الكالوس بإعادة زر IAA 1-ؿ.غمم

حيث تشكمت النموات الخضرية في البداية بعد إعادة الزرع  ،تزيد عف عشرة أسابيعاليرموف لفترة 
بػأربعة أسابيع تلبىا ظيور الجذور بعد ستة أسابيع، وبالنسبة لممحتوى القمويدي فقد أنتج الكالوس 

 كما احتوت النموات الخضرية الناتجة عف تمايز الكالوس السكوبولاميف ،كمية قميمة مف القمويدات
Scopolamine عت الجذور الناتجة عف التمايز الييوسياميففي حيف صنّ  ،بشكؿ أساسي 

Hyoscyamine .كقمويد رئيس 

  ٝ D. metelاُذارٞسح محتوى بذور وأوراؽ نوعي حوؿ ( 2010)محاتمي دراسة لػفي و     

D.innoxia مف قمويدات التروباف (TAs) ،ثة مف الأوراؽ دس المستحو وفي أنسجة الكال
 ةمعنوي زيادةإلى لكؿ منيما، أشار   BA ٝ 2,4-D 1-ؿ.مغم 1 ػب المدعـ MS وسط تعماؿاسب

 والسكوبولاميف Hyoscyamineقمويدات الييوسياميف مف  الكالوس نسجةأفي محتوى 
Scopolamine مع  ،بذور النامية في الظروؼ الطبيعيةمحتواىا في الأوراؽ والمع مقارنة بال

كذلؾ  .(D.metel)  نوعال معمقارنة بال فامف قمويدات التروبمحتواه ب D. innoxia النوع تفوؽ
 المدعـ MSفي وسط  D.innoxia جذور الػأف زراعة  (1993) اوزملبؤى Natasha توجد
نتاج قمويدات الييوسياميف إثبط  IAAوكسيف مع الأ GA3 ((Gebrelic Acid ميفيالجبر ػب

Hyoscyamine والييوسيف Hyoscine،  المدعـ المغذيفي الوسط  أكبر كانتا ف كميتيأو 
زداد إنتاج وتجميع اوكسيف في وسط النمو نو كمما انخفض تركيز الأأأي  ،IAA بتركيز أقؿ مف

، ويفسر ذلؾ بأف تركيز الأوكسيف المنشط لنمو المجموع المركبات القمويدية في الجذور المزروعة
 .الخضري يعد مثبطاً لنمو المجموع الجذري

 الصبغيةالوراثية  للبختلبفات مصدرٌ أنيا  راع الكالوساز م ستعماؿفائدة أخرى لاجد كما تو     
نباتات خالية مف  ىالحصوؿ عمأنيا تسمح ب بالإضافة إلىس، التي تزيد بزيادة عمر مزرعة الكالو 

، بالإضافة إلى الخاصة بصناعة الأدوية والصناعات الغذائية استخلبص بعض الموادات و سو الفير 
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بتعريض الكالوس إلى  Abiotic stresses اللبإحيائيةانتخاب نباتات متحممة للئجيادات  إمكانية
 المختمفة. المجيدةالعوامؿ 

 

 : Molecular stydy الدراسة الجزٌئٌة .5.1.4

في إحداث التغيرات الوراثية التي تعد ضرورية في برامج  ميمةس خطوة و استحداث الكال يعد    
، ٝصٓلاؤٙ (Haque ره في سيولة إنتاج عدد كبير مف النبيتات المخبريةالتربية، إضافة إلى دو 

لمدلالة عمى استخدـ كمؤشر  Somaclonal Variation الجسمية التبايناتمصطمح ٝ(، 2009
لتغيرات التي تحدث في النباتات المتجددة مف زراعة الأنسجة والخلبيا النباتية، ومف المعروؼ ا

 ،ٝصٓلاؤٙ Nistor) سو الكالزراعة عند عزؿ البروتوبلبست و  أف ىذه التغيرات تحدث بكثرة

التغيرات الوراثية وغير الوراثية  Somaclonal Variation تصؼ التغيرات الجسمية، 2009)
)اختلبؼ السمات الفيزيولوجية والكيمياحيوية والوراثية بيف الخلبيا النامية  التي تحدث في النباتات

لخلبيا وأعضاء النبات، أو إما خلبؿ أو بعد الزراعة المخبرية  ، ومف الممكف ظيورىامخبرياً(
الخموية  المزارعيطمؽ عمى ىذه السلبلات الناتجة مف  .(2000، ٝصٓلاؤٙ  (Kaepplerسو الكال

س و ، لأنّيا ناتجة عف تمايز الكالCalliclonesس و ذات التراكيب الوراثية الجديدة بسلبلات الكال
ّـ تعريؼ ىذه السلبلات باسـ السلبلات الكالتحت ظروؼ الزراعة المخبرية  سية )الخموية(و . وقد ت

(Skirvin ٝ Janick ،1976 .)معدؿ  سو وجد أفّ التباينات الوراثية الناتجة عف زراعة الكال كما(
% بالمقارنة مع الطفرات الطبيعية تحت الظروؼ الخارجية التي 30بمعدؿ أكبر تكوف  الطفرات(
وقد أظيرت نتائج الكثير مف الباحثيف أفّ (. 1993، ٝصٓلاؤٙ Smith% ) 0.00001 لا تتجاوز

قد  Chromosomes س تكوف عمى الصبغياتو الاختلبفات الوراثية التي تحدث في خلبيا الكال
أكثر منيا تغيرات  المورثاتوىي تغيرات في تعبير  Epigeneticتنتج عف تباينات شبو وراثية 

-Gene Ampli المورثاتأو تضاعؼ  DNAب مثيمة الػبسب الوراثيةفي محتوى المعمومات 

fication الخيطي، كما قد تنشأ عف حالات العبور Mitotic Crossing Over ، أو تغيرات
أو في  ،(Aneuploidy( أو ناقصة )Polyploidyسواء كانت تامة ) الصبغياتفي أعداد 
ات ت المكونة لممورثتيداانقلبب النيوكمو و مثؿ حدوث نقص أو تكرار أ الصبغياتتركيب 

   .(Kumar)  ٝMarthur ،2004 الصبغياتالمحمولة عمى 
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مف  الممحافظة عميي اً أساسي اً ىدف الأنواع النباتيةتعد دراسة التباينات الوراثية ضمف ىذا و    
المعممات  دتعحيث  (،2002 ،وزملبؤه (Arafeh والإستفادة مف مخزونيا الوراثي التدىور

، ولمكشؼ عف المورثات يااستعمالة لممحافظة عمى المصادر الوراثية لمنبات و مفيد الجزيئية أدوات
معات توكذلؾ تقييـ التنوع في المج المسؤولة عف الصفات ذات الأىمية الإقتصادية والطبية،

 يمكفو  DNAػعمى معمومات مأخوذة مف جزيئة ال عمؿ ىذه المعمماتستند إذ ي ،النباتية المتوفرة

 الوراثية بيف العلبقات لدراسة تستعمؿو  ،الجينوـ وأ صبغيال عمى معيف موقع عمى بيا الاستدلاؿ

يجاد الأفراد  وىذه ،فييـ المخزونة الوراثية المعمومات في الاختلبفات تعكس لكونيا الوراثية البصمة وا 

الترتيب  أو إعادة Insertion دخاؿالإ أو  Deletionالحذؼ مف ماإ ناتجة تكوف الاختلبفات
Rearrangement  الوراثية كالطفرات كاف سبب يلأ المدروسة الأفراد مجيف في لمنيوكميوتيدات، 

 الخرائط بناء وفي  Molecular Taxonomyالجزيئي  التصنيؼ دراسات في اعتمدت لذلؾ

 مف أصبحت كما ،Evolutionary Studiesالتطورية  والدراسات Genetic Mapping الوراثية

 في لو بديؿ لا الذي الاختيار تعد ذإDiversity   Geneticالوراثي لتنوعا لدراسة الميمة الأدوات

 عمى مباشرة الاختلبفات تعكس المؤشرات ىذه فأ وبما الأنواع، لحفظ الملبئمة الخطط تطوير

 مف الملبييف عمى يحتوي الراقية الحية الكائنات ف مجيفلأ ونظراً  ، DNAُِـ المكونة القواعد مستوى

 مئات عف الكشؼ عمى القدرة ليا ففإ وبالتالي اً جد كبيرة ىذه المؤشرات عدادأ فاف ذلؾل ،القواعد ىذه

 .(2001، سٌد) الواحد لمموقعولعدة قرائف   (loci)المواقع 

 ،مباشرة DNA مستوى عمى يحدث الذي التغاير راظيبقدرتيا عمى إة الجزيئي المؤشرات تمتاز     
 ىذه امتازت لذا ،بالبيئة تتأثر لا التي المستقرة لوراثيةا المادة ىو DNAف فإ معروؼ ىو كما و

في  الموجودة DNA مادة عمى تعتمد بكونيا امتازت وكذلؾ ،Stabilityبالاستقرارية  المؤشرات
 مرحمة عمرية أي وفي الكائف ذلؾ مف جزء أي تحميؿ ففإ لذا ،متساو وبشكؿ الكائف خلبيا جميع

 مف المؤشرات النوع ىذا منح مما ،دقيؽ نحو وعمى وراثيةال الكائف حالة بالنتيجة يعكس سوؼ

 حتى وأ الكائف لبروتيني لذلؾا المحتوى تحميؿ عمى المعتمدة المؤشرات عمى تتفوؽ وجعميا الشمولية

   DNAـاُ خرى لمؤشراتالمميزات الأ ومف، إنزيمية متناظرات مف البروتينات ىذه تمثمو ما عمى
 أي إيجاد عمى قادرة جعمياي مما،  Numerousالتباينات مف رةكبي أعداد كشؼ عمى قدرتيا ىي

 التغيرات تتبع عمى قدرتيا عف فضلبً ، Polymorphic الأفراد أقرب وبيف اً طفيف كاف ميما اختلبؼ
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 DNA مؤشرات أىمية تبرز كما ،في التوارث ندؿام قوانيف إلى تستند كونيا الأجياؿ عبر الوراثية

 DNA الوراثية البصمة تحديد أىميا ،المجالات شتى وفي ةالواسع تطبيقاتيا خلبؿ مف

Fingerprinting  بينيا  القرابة وتحديد صناؼلأا لسلبلات(Ayad  1997، وزملبؤه.) 

 مف مؤشرات العديد تطوير ىو الوراثية البصمة إيجاد مجاؿ في والتطبيقية العممية الجوانب ومف    

 DNA الزراعة النسيجية مف الناتجة لمنباتات الوراثي الثبات مف والتأكد التحقؽ في ياستعماللا. 

فتح التقدـ السريع في مجاؿ التقانات الحيوية مجالات كثيرة لدراسة التباينات الوراثية ولمتمييز     
بيف الأنواع القريبة مف بعضيا البعض وراثياً، وقد تـ وصؼ تفاعؿ بوليميراز التسمسمي 

Polymerase Chain Reaction (PCR)  لأوؿ مرة مف قبؿ الباحثMullis   1985عاـ 
(Mullis ،1990 )ساس عمؿ ىذه التقانة ىو تضخيـ قطعة معينة مف الػ عمى أDNA  المنتجة

بوجود مرئسات ترتبط بالتتابع المكمؿ  In Vitroالكمي أنزيمياً وخارج الجسـ الحي  الجينوـمف 
لتقانة محاكاة لما يحدث في الطبيعة في . وتعد ىذه اTemplate DNAليا عمى الشريط القالب 

حتوياتو مجميع الكائنات الحية والتي تتضاعؼ مادتيا الوراثية أثناء الإنقساـ، فالتفاعؿ بسيط و 
 الحيويةىذا الاكتشاؼ ثورة في عمـ  وقد أحدث، Mullisموجودة منذ قدـ الحياة قبؿ أف ينفذىا 

 و  Crickمف قبؿ  DNAالتركيب المزدوج لمػ  الجزيئية تضاىي تمؾ الثورة التي أحدثيا اكتشاؼ
Watson (1953) الرغـ مف عدـ اىتماـ الكثيريف بو في البداية لكف اليوـ يعد تفاعؿ ، وعمى

PCR ة الأكثر رواجاً في مختبرات الوراثة الجزيئية في جميع أنحاء العالـ، والأساس الذي ناالتق
 .(Graham ،1994و  Newton)DNA تعتمد عميو الكثير مف الدراسات عمى مستوى 

والنكميوتيدات ثلبثية  MgCl2بوجود مركبات أساسية ىي كموريد المغنزيوـ  PCRيتـ تفاعؿ    
 Taq- polymeraseوأنزيـ  Deoxynucleotide Triphosphates (dNTPs)الفوسفات 

رة  دو  40في جياز المدور الحراري عبر عدد مف الدورات يصؿ عددىا إلى  DNAويتـ تضخيـ 
التي تتضاعؼ  DNAمما يسمح بالحصوؿ عمى ملبييف النسخ المضاعفة مف قطعة واحدة مف 

وقد أدى تطور التقنيات الحيوية الجزيئية إلى ظيور عدد كبير مف المؤشرات الجزيئية . أسياً 
 الوحدات التصنيفية الصغيرة. فالتي تسمح بتوصيؼ الكائنات الحية والتمييز بي ميمةال
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 ISSR (Inter Simple Sequenceُُخ انزكشاساد انجغُطخ انزشادفُخ انجُُُخ رم. 1.5.1.4

Repeats :) 

المعتمدة عمى  ميمةات اليواحدة مف التقن ISSRالبسيطة الترادفية البينية  تعد تقنية التكرارات   
( بيف bp 3000-100والتي تعتمد عمى تضخيـ المواقع ) ،PCR يمسمستتفاعؿ بوليميراز ال

 استعماؿب (1994، وزملبؤه (Ziekiewiczالدقيقة المتقاربة والمتوضعة بشكؿ متعاكس  التوابع
الأحياف  معظـ( ومؤلفة مف نكميوتيدات متكررة، ومحاطة في bp 18-16مرئسات وحيدة طوليا )

، وزملبؤه Nagaraju ;2002، وزملبؤه Bronet) 3َأو  5َنكميوتيدات إما في النياية  4-2بػ 
بأنيا  ISSRتوصؼ تقنية منتجاً في التفاعؿ الواحد. و  ISSR 25-50ا يضخـ . وعادة م(2002

بسبب RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA )أكثر تكرارية مف تقنية 
 المرئساتلمرحمة تشفع  مرتفعةعكس درجة حرارة ت والتي المستعممة المرئسةطوؿ 

(Chowdhury 2002، وزملبؤه; Bornet  وBranchard ،2001.) 
ة ليذه التقنية ىي أنيا لا تتطمب وقتاً طويلًب لبناء المكتبة الوراثية، وعمى إف الفائدة الرئيس    

فيي  ،الرغـ مف حقيقة كونيا تورث كمؤشرات سائدة وغير سائدة، إلا أنيا ذات طبيعة عشوائية
 Ziekiewicz) التنوع الوراثي وتحديد الأصناؼ ،مناسبة بشكؿ خاص لدراسات القرابة الوراثية

، وزملبؤه Blair ;1998، وزملبؤه Roose ،1997; Wolfeو  Fang ;1994، وزملبؤه
1999; Jain 1999، وزملبؤه; Cavan 2000، وزملبؤه; Raina 2001، وزملبؤه; Korbin 
 (.2002، وزملبؤه Nagaraju ;2002، وزملبؤه

، ومستوى التعددية الشكمية غزيرة فإنيا تعطي عدداً كبيراً مف الح ISSRولكوف مؤشرات      زـ
، والتكاليؼ منخفضة كما أف جيد مرتفعةمتوسط إلى عالي والقدرة عمى التضخيـ متوسطة إلى 

 تنفيذىا منخفض.

 24لدراسة التنوع الوراثي بيف  ISSR( تقنية 2012) وزملبؤه  Nejadhabibvash استعممت   
 ، H. arachoidues ، H. kurdicusتعود للؤنواع:  Hyoscyamus طراز وراثي لنبات البنج

H. pusillus ، H. reticulates ، H. nigerسة مف مرئسات ئمر  19 استعماؿبISSR  ،
حيث بيف التحميؿ العنقودي توزع الطرز المدروسة في عنقوديف رئيسييف، وقد تراوحت درجة 

بدراسة  (2014) وزملبؤهكما قامت بشر  .0.53حتى  0.09راثي بيف الطرز مف التشابو الو 
ة في المنطقة المنتشر  H. aureusالتباينات الوراثية بيف عدة طرز بيئية لنبات البنج الذىبي 
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منيا فعاليتيا في إعطاء  ٓشئغخ 11أثبتت  ،ISSRمرئسة  18 استعماؿب الجنوبية مف سورية
حزمة، منيا  (56) المرئساتىذه  استعماؿنتج عف  تعددية شكمية بيف الطرز المدروسة، حيث

 بينت نتائج التحميؿ العنقودي ، أما%87.5بنسبة  Polymorphic( حزمة ذات تعددية شكمية 49)
 .يف حسب مناطؽ انتشارىا الجغرافيةتوزع الطرز في عنقوديف رئيسي

مزارع الكالوس بيف  Somaclonal Variationوفي دراسة لتقييـ التباينات الجسمية     
Callus Cultures  لنبات البنج الذىبيH. aureus  مقارنة بالنبات الأـ والنبات النامي في

مرئسة مف  19، بينت نتائج الدراسة أف مرئسة 20 استعماؿب ISSRالزجاج، تـ تطبيؽ تقنية 
 11في حيف أعطت لكؿ مرئسة،  15.86حزمة بمتوسط  254أعطت  المستعممةالمرئسات 

التحميؿ العنقودي فقد بينت  ، أما نتائج%53حزمة بنسبة  164 مرئسة تعددية شكمية وأنتجت
، في 0ث توضع عمى مسافة الثباتية الوراثية لمنبات النامي في الزجاج مقارنة مع النبات الأـ حي

عف  0.348 بعنقود آخر عمى مسافة قدرىا Callus Culturesمزارع الكالوس حيف انفصمت 
ور منظمات النمو مما يدؿ عمى وجود تبايف وراثي يعزى بشكؿ رئيسي إلى د ،النبات الأـ
أداة فعالة في  ISSRمما يثبت أف تقنية (. 2014، وزملبؤه Besher) في الزراعة المستعممة

المزارع الطرز والأنواع النباتية التابعة لنفس الجنس مف جية، وبيف كشؼ التباينات الوراثية بيف 
  مف جية أخرى. يعيةوالنباتات النامية مخبرياً والنباتات النامية في بيئاتيا الطبالخموية 

ثلبثة طرز وراثية مف البنج درجة القرابة الوراثية بيف  لتحديد ISSRتقنية  استعممتكذلؾ    
جمعت مف ثلبث مناطؽ )المغارة ووادي سدر وشالتيف( في مصر  H. muticusالمصري 

ذات تعددية حزمة  15 حزمة منيا 41المختبرة  المرئسات، أعطت مرئساتخمس  استعماؿب
%(، وبينت نتائج التحميؿ العنقودي توضع الطرازيف الوراثييف مف المغارة وشالاتيف 36.59ية )شكم

، وزملبؤه El-Shawaf) في عنقود واحد بينما توضع الطراز مف وادي سدر بشكؿ منفرد
2003). 

 :Gene expression دراسة التعبير المورثي. 6.1.4
في تعبير المورثات المرتبطة بتنظيـ دورة الخمية،  إلى حدوث تغييرية ئتغير الظروؼ البيؤدي ي   

في  عدة أنظمةونسخ العديد مف المورثات وتفعيؿ مسارات عديدة للئشارات الخموية التي تحث 
وفر الأدوات  المتصمة بو قنياتوالت المورثاتظيور عمـ  لكف (.2002، وزملبؤه Neill) الخمية
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ح الأحداث المتعمقة يوضوت، المختمفة لمتغيراتجيب الرئيسة التي تست المورثاتاللبزمة لتحديد 
دراسة لحد أساليب الفحص أعد ي(. و 2002، وزملبؤه Bruce) المورثاتبتنظيـ عمؿ ىذه 

 رسوؿال  RNA اُ٘برغخ ػٖ cDNA)) الحمض النووي المكمؿ ىمستو  عمىالاختلبفات 
mRNA)تقانة  استعماؿوذلؾ ب ،( المعزوؿ مف العينات الخاضعة لظروؼ تجريبيةReal Time 

PCR (Bustin ،2000 ;Bago ٙ2002، ٝصٓلاؤ ;Wurmbach ٙ2003، ٝصٓلاؤ ;

Montrichard ٙ2003، ٝصٓلاؤ ;Shimada ٙ2003، ٝصٓلاؤ.) 

، نحو تغير مالمتحقيؽ في كيفية استجابة كائف حي  ميمةأصبح التنميط التعبيري لممورثات أداة   
  نحو ىذا التغير ةستجابالافي  اً دور  تؤديورثية النسخية أف وبالتالي كيؼ يمكف ليذه التغييرات الم

Taji) تغير أحد شروط الآلية الدقيقة التي يستعمميا النبات خلبؿ  يعتقد أف. و (2004، وزملبؤه
مسالؾ متداخمة بيف تعبير  إما أف تكوف عمى مستوى تغيير في تعبير المورثات، أو النمو

 ىذهخلبؿ عممية الاستجابة  حيث يتـ (.Scandalios ،1997المورثات والأنزيمات الوظيفية )
يتـ تصنيفيا إلى مجموعتيف رئيسيتيف وذلؾ  المورثاتوىذه  ،المورثاتتحريض عدد كبير مف 

 حسب طبيعة وظيفتيا المفترضة : 

 حالات  والتي تعمؿ في ،لبروتينات البنائيةاز التي ترمّ  المورثاتتضـ  المجموعة الأولى:
 (.2006، وزملبؤه Wang) تغيرات المختمفةلم بةالاستجا

والتي تفعؿ الاستجابة المبكرة  ،ز البروتينات التنظيميةالتي ترمّ  المورثاتتضـ  المجموعة الثانية:
 .(2005، وزملبؤه  (Song ضـ عوامؿ النسخ وحركة البروتيناتلمنسخ وت

أىمية في مسار التخميؽ  مف أكثر المورثات H6Hو   PMTتعد المورثات المرمزة للؤنزيميف     
دوراً مفتاحياً في أعمى مسار التخميؽ  PMTالأنزيـ  يؤدي، حيث TAs الحيوي لقمويدات التروباف

لتشكيؿ مركب  N-methylationز إضافة جذر الميثيؿ يمف خلبؿ تحف TAs لقمويدات التروباف
N-Methylputrescine Hibi) الجيني لمػ  وقد تبيف أف تنظيـ التعبير ،(1994 ،وزملبؤه

PMT  ذو أىمية كبيرة لزيادة إنتاج قمويدات التروباف في المزارع الخموية لبعض الأنواع النباتية
 ،وزملبؤه (H. muticus Moyanoوالبنج المصري  D. metelمثؿ الجذور الشعرية لمداتورة 

الدوبوسيا ف ىجف ملكنو لـ يكف كافياً لزيادة إنتاج القمويدات في المزارع الخموية لأنواع  (2003
Duboisia Moyano) الأتروبا ( و 2002، وزملبؤهA. belladonna Rothe) وزملبؤه ،

2003.)  
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جعمو ىدؼ أساسي لمعديد  TAs في تخميؽ قمويدات التروباف PMTإف الدور المفتاحي لأنزيـ    
 Scopolamineمف التجارب والأبحاث، حيث كانت ىناؾ عدة محاولات لإنتاج السكوبولاميف 

، وفي معظـ حالات الدراسة تمؾ كانت PMTمف خلبؿ زيادة تعبير المورثة المرمزة للؤنزيـ 
 Nicotinaالنباتات المستيدفة قد طعّمت بجيف خارجي المنشأ مثؿ إدخالو مف نباتات التبغ 

tobbaca (Zhang 2005، وزملبؤه) فمثلًب نباتات الأتروبا ،A. belladonna  والتبغN. 
sylvestris لتي امتمكت تعبير مفرطا Overexpression  لمورثةPMT مف قبؿ درست Sato 

المحرض  Overexpressionأشاروا إلى تأثير مضاد لمتعبير المفرط و  ،(2001) وزملبؤه
، A. belladonnaعدـ ملبحظة تغير في محتوى قمويدات نبات الأتروبا  بسبببالتحوير الوراثي 

بشكؿ معنوي  N. sylvestrisفي أوراؽ نبات التبغ  Nicotineفي حيف زاد محتوى النيكوتيف 
 Nicotineتخميؽ قمويد النيكوتيف  ٝٓغبس TAs)وذلؾ لاشتراؾ مسار تخميؽ قمويدات التروباف 

 (.PMTفي مراحمو الأولى وبالأنزيـ المفتاحي 

المدخؿ مف التبغ  PMT( حوؿ زيادة تعبير مورثة 2007) وزملبؤه Zhangوفي دراسة لػ    
N.tobbaca البنج الأسود  إلى مزارع جذورH.nigre  المنتج لمسكوبولاميفScopolamine ،

 N-Methylفي سلبلات الجذور المحورة وزيادة محتوى  PMT تعبيرأظيرت النتائج زيادة 
Putrescine ما بين ـ مف بقاء المحتوى القمويدي ثابت.لأكثر مف خمسة أضعاؼ عمى الرغ

 ور البنج المصريفي جذ TAs ( أف محتوى قمويدات التروباف2002) وزملبؤه  Moyonaأشبس
H.muticus  ة ثالحاوية عمى مورPMT  بات التبغ نالمدخمة مفN. tobbaca  عدةتحسف 

 فقط دوف السكوبولاميف Hyoscyamineالييوسياميف  تأضعاؼ، لكف التحسف شمؿ مستويا
Scopolamine. 

والتي تحوي  A. belladonna ورة لنبات الأتروبازارع الجذور المحلمبينت دراسة أخرى و      
أعمى  Scopolamineأنتجت مستويات مف السكوبولاميف ، أف الجذور H6Hو  PMTكؿ مف 

 أٝ PMTمعنوياً بالمقارنة مع النبات البري والسلبلات التي أدخمت إلييا مورثة واحدة فقط )
H6H وبولاميفأضعاؼ مف السك 10أفضؿ السلبلات أكثر مف أعطت (، حيث 

Scopolamine مورثة الحاوية المقارنة مع النبات البري، وأكثر بضعفيف مف السلبلة بH6H 
أف المساىمة  إلىالنتائج  وأشارت، Scopolamine والتي أعطت أعمى تركيز مف السكوبولاميف
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محدودة، في حيف  PMTمورثة  زيادة تعبيرالناتجة عف  TAsفي زيادة تركيز قمويدات التروباف 
في زيادة التخميؽ الحيوي لمقمويدات عموماً والسكوبولاميف  ميماً ؤدي دوراً ت H6Hتعبير زيادة أف 

Scopolamine خاصة (Yang وزملبؤه ،a 
2011). 

المرمزة لآخر  H6H( أف زيادة تعبير مورثة 1999عاـ ) وزملبؤه  Jouhikainenأكد بينما    
 بإمكانو أف يزيد وبشكؿ ممحوظ إنتاج السكوبولاميف TAs أنزيـ في مسار تخميؽ قمويدات التروباف

Scopolamine  في مزارع الجذور الشعرية لنبات البنج المصريH. muticus.  ووفقاً لنتائج
Zhang ٙ( فإف 2004) ٝصٓلاؤH6H دوراً أكثر أىمية في تحفيز تراكـ السكوبولاميف أدى 

Scopolamine  بالتنسيؽ مع أنزيـ المسار العمويPMTبيّف ي حيف . فPramod وزملبؤه 
كً ٓخزِق  H6Hٝٝعٞد  Scopolamine( أنو لا يوجد ارتباط بيف تركيز السكوبولاميف 2010)

 . D. metelأػؼبء ٗجبد اُذارٞسح 

بدراسة تأثير الكروـ سداسي التكافؤ عمى تعبير مورثة  (2011) وزملبؤه  Vakili قاـ كما    
نتاجو مف قمويدات التروباف،  A. belladonnaفي نبات الأتروبا  H6Hأنزيـ  المكاثر مخبرياً وا 

حيث بينت النتائج أف المعاممة بالكروـ قممت مف مؤشرات نمو النبات )الوزف، الطوؿ، المحتوى 
، ويعزى ذلؾ إلى التأثير الساـ لمكروـ عند زيادة تركيزه فيعمؿ عمى تثبيط أنزيمات مف الكموروفيؿ(

 mRNAكما ازداد عدد نسخ الػ  proline النبات مف البروليففي حيف زاد محتوى  الأكسدة،
، كما أظير تحميؿ  H6H لمورثة أنزيـ ازدياد محتوى  HPLCتحت ظروؼ المعاممة بالكروـ

، وأف التغير في تركيز Scopolamine والسكوبولاميف Hyoscyamine النبات مف الييوسياميف
تحت تأثير  H6Hيات تغير تعبير مورثة أنزيـ مرتبط إيجاباً بمستو  Scopolamine السكوبولاميف

 التراكيز المختمفة مف الكروـ.
 

 :Polyploid دساعخ انزضبعفبد انصجغُخ. 7.1.4

 وبالذات Nucleusإف الدراسات التفصيمية لمخمية وعضياتيا المختمفة ولا سيما النواة  
 Chromosome الصبغياتوالتي تتضمف حساب عدد ، Chromosomes الصبغيات

Number  الصبغيات مورفولوجيةودراسة Karyotype Morphology  الصبغياتوسموؾ 
Chromosomes Behavior الخيطي  في الانقساـMitosis المنصؼساـ والانق Meiosis، 

الدراسة الخموية  حيث توازي(، Sharma ،1993ليا أىمية كبيرة في حؿ العديد مف المعضلبت )
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بغية  حد كبير الدراسات التصنيفيةأو أية دراسة أخرى، وتدعـ إلى  يةبأىميتيا الدراسة المورفولوج
(، كذلؾ 2010، الجبوريالوصوؿ إلى تصنيؼ أكثر إقناعاً لممراتب التصنيفية المدروسة )

أىمية مف يما ما لل الصبغيةوصفات الييئة  Chromosome Number العدد الصبغي استعماؿ
، Speciation (Heywoodاثية المؤدية إلى التنوع كبيرة في تفسير الظواىر التطورية والور 

1976.)  

مربي البنات لما لو أىمية في تحسيف الصفات  اىتماـبي صبغيالتضاعؼ ال حظي وقد 
، وزملبؤه Kehr ،1998; Gao) المرغوبة في بعض نباتات الإزىار والمحاصيؿ الحقمية

لميجف العقيمة الناتجة عف  ، كما يستخدـ التضاعؼ الصبغي مف إجؿ إعادة الخصوبة (1996
 ،(1984، ٝصٓلاؤٙ Goldyالتيجيف بيف الأجناس، وكذلؾ اليجف ثلبثية الصيغة الصبغية )

ومضاعفة النباتات أحادية الصيغة الصبغية لمحصوؿ عمى سلبلات نقية جديدة وخصبة 
(Yetisir  ٝSari ،2003 ; Zamani ٙ2000، ٝصٓلاؤ،)  كذلؾ يستفاد مف التضاعؼ الصبغي
خاصة في نباتات الزينة حيث إنتاج الثمار عمييا  تات ثلبثية الصيغة الصبغية عقيمةي إنتاج نباف

  (.Hancock ،1997غير مرغوب )

في الدراسات التصنيفية إلا أف الدراسات في ىذا  الصبغيةوعمى الرغـ مف أىمية الدراسة  
العديد مف  يؤكد ما جاء بواسة، وىذا الدر  موضوع النباتي بالنوعالمجاؿ قميمة ولا سيما فيما بتعمؽ 

 يصبغيفي أف ىناؾ ربع مميوف نوع نباتي مف النباتات المزىرة، لـ يسجؿ العدد الالباحثيف 
Chromosome Number  فييا إلا لعشريف ألؼ نوع، وعمى الرغـ مف أف ىذه النسبة قميمة
لا أنيا لا تخمو مف الأخطاء ولا إ ة والمكتشفة والتي ستكتشؼ لاحقاً،مقارنة بعدد الأنواع المعروف

فييا لمرة  Chromosome Numberي صبغيسيما أف آلافاً مف الأنواع النباتية درس العدد ال
وىذا يتفؽ  النمقيح الخمطيعمييا مف  تـ الحصوؿواحدة غير معروؼ مصدر البذور التي تكوف قد 

 (. 1998)الزبيدي، دراسة  مع نتائج
 

بصورة غير متزامنة في الانقساـ ومتباينة تتواجد في التجمعات الخموية  الخلبيانعمـ أف  وكما     
الوراثية  مصدراً للبختلبفات Callus Cultures مزاراع الكالوسمف الناحية الوراثية، وليذا تعد 

العديد مف بينت حيث س، خاصة الاختلبفات الصبغية التي تزيد بزيادة عمر مزرعة الكالو 
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يا المزروعة نسبجياً بالخصائص البيوكيميائية والوراثية والحالة الدراسات اختلبؼ الخلب
بمراحؿ وذلؾ لتواجد ىذه الخلبيا  المورفولوجيةبالإضافة لاختلبفيا في الخصائص الفزيولوجية، 

( Lag Phase حيث تتكاثر الخلبيا في المرحمة الابتدائية )الطور المتمكئ ،متباينة مف التكشؼ
بتواتر سريع نوعاً ما، لكف  (Expotential Phase لمتوسط )الأسيلمزراعة ومرحمة الطور ا

عندما تصبح المواد المغذية في وسط الزراعة محدودة يتباطأ معدؿ تكاثر الخلبيا، وىذا يؤثر عمى 
 .(2000، وزملبؤه  Fumihiko) يا التي تدخؿ في مرحمة الانقساـعدد الخلب

حتوي عمى مختمؼ الأنسجة النباتية تكوف خلبيا ولأف الجزء النباتي المستعمؿ في الزراعة ي 
الكالوس المستحدث متغايرة حسب نوع النسيج الذي نشأت منو، أما الاختلبفات الفيزيولوجية 

الانقساـ، النمو، الشيخوخة، الموت( تكوف بحالات فيزيولوجية مختمفة )تنحصر في كوف الخلبيا ف
يرات الوراثية أو الطفرات إلى تغير الطابع االتغ وليذا يكوف انقساميا غير متزامف. في حيف تقود

أو  المورثات( تحدث عمى مستوى DNAالوراثي الموروث. لأف الطفرة )تغير في كمية أو تركيب 
  (.Гужов ،1987; Майо ،1984و  уляев и) الصبغيات

ية وتتسبب الطفرات في إحداث تغير بسيط أو كبير في الخصائص المورفولوجية والبيوكيميائ 
( تركيبيةات الصبغية )طفرات بو الفيزيولوجية لمخلبيا. وتظير الطفرات كنتيجة لتغيرات في التركي

في النواة ما يؤدي إلى تغير في الصيغة الصبغية، ويمكف )طفرات عددية( أو في العدد الصبغي 
رات العدد دراسة تغي لكف أكثرىا مصادفة كؿ التغيرات الوراثية في الخلبيا المزروعة في الزجاج

تختمؼ فيما بينيا نسبياً  ونفس المزروعة في الوعاء ونفس الصبغي. ويمكف القوؿ أف خلبيا النسيج
( و يعزى ىذا Polyploidy ، متعددةTriploidy ، ثلبثيةDiploidy بالعدد الصبغي )ثنائية

 (:Мамаева ،1988الاختلبؼ لأسباب عديدة منيا )
ـ يا عند عزؿ الجزء المستخدـ في الزراعة مف النبات الأفؾ الارتباطات القوية بيف الخلب  -1

 .)اختلبؿ التوازف اليرموني واختلبؿ التبادؿ والنقؿ المجاور( اأي فقداف التحكـ المنظـ لمخلبي
 تأثير مركبات وسط الزرع. -2
 الثانوية المتراكمة في الوسط المغذي. المركباتتأثير منتجات الخلبيا مف  -3
وانتخاب واختلبؼ الأنسجة المكونة لممستأصؿ النباتي دة المصدر )الأـ( اختلبؼ الما  -4

 خلبيا ذات طابع محدد.
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إلى عدـ تشكؿ بشكؿ رئيس  Chromosome number اختلبؼ العدد الصبغي ويعزىىذا 
، حيث  تتحمزف الصبغيات وتنضاعؼ دوف تشكؿ Metoisis الخيطيخيوط المغزؿ في الإنقساـ 

وىذا  ،الصبغيات المضاعفة في وسط النواة دوف أف تفترؽ عف بعضيافتبقى  ،خيوط المغزؿ
القوؿ بأف تشكؿ الصيغة  يؤدي الى زيادة أعداد الصبغيات وزيادة حجـ النواة والخلبيا، إذ يمكف

 Metoisis الخيطيلمخلبيا يحدث نتيجة اختلبؿ في الانقساـ  Polyploidy المتعددةالصبغية 
، Щербаков ،1992;  Шевелукха) يح لمصبغيات المضاعفةوتحديداً الافتراؽ غير الصح

1998.)   
 والنباتات المسترجعة Cellular Lines كما تظير ىذه الاختلبفات بيف الخطوط الخموية

Regenerated Plantsوتسمى مجمؿ ىذه التغيرات بالتباينات الجسمية ، Somaclonal 

Variations (Бутенко ،1964.)  الاختلبفات الجسمية وطبيعتيا الوراثية  آلية ظيور ىذهلكف
 Somaclonal لـ تدرس بالشكؿ الكافي. ويمكف القوؿ أف ظيور التباينات الجسمية

Variations ( 2مرتبط بالاختلبفات الوراثية لمخلبيا الجسميةn في الجزء النباتي المدخؿ، كما )
الطابع الوراثي لمجزء المدخؿ  انتخابالوراثية بتعديؿ ظروؼ التنمية و  يمكف تحفيز الاختلبفات

(Шевелукха ،1998.) 

كػػوف الخلبيػػا  ،س المسػػتحدث مػػف النباتػػات ذو أىميػػة  كبػػرىو تعػػد الدراسػػة الخمويػػة لمكػػالوليػػذا     
المكونػػة لمكػػالوس برانشػػيمة وقػػادرة عمػػى الإنقسػػاـ ومترافقػػة بحػػدوث تغيػػرات عمػػى مسػػتوى الصػػيغة 

(. Каухова ،1982و  Кунах ،1973; Кунахالصبغية  مف أىميا التضاعفات الصػبغية )
في الخلبيا النباتية المنقسمة فػي المزرعػة النسػيجية يعتمػد  صبغيف مستوى التضاعؼ الأوقد وجد 

ف الاختلبفػات فػي مسػتوى أو  ،فػي الوسػط الغػذائي المسػتعممةعمى مستوى ونػوع اليرمونػات النباتيػة 
قد تنعكس عمى زيادة قػدرة ىػذه  ،ي الخلبياي يترتب عميو عدد مف الاختلبفات فصبغيالتضاعؼ ال
 Secondary Metabolism Products الثانويػػة تخميػػؽ وتػػراكـ نػػواتج الاسػػتقلببالخلبيػػا فػػي 

 (.Larkin  ٝScowcroft ،1981 ;Schmauder  ٝDoebel ،1991;   2002  ،دييالحد)

 Haplopappusت وقد أظيرت الدراسة الخموية لمكالوس الأولي المستحدث مف أوراؽ نبا    

gracilis بعمر ستة أشير وجود خلبيا ثنائية الصيغة الصبغية Diploidy  تصؿ نسبتيا إلى
 Tetraploidy ورباعية Triploidy % مف مجموع الخلبيا، كما تبيف وجود خلبيا ثلبثية54
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، وبعد خمس سنوات مف التنمية ليذا الكالوس تبيف أف Polyploidy ومتعددة الصيغة الصبغية
وحتى  x=2ترواح العدد الصبغي فييا مف  Polyploidy لخلبيا متعددة الصيغة الصبغيةا

x=48  2عمماً أفn=2x= 4 ( لمنبات الأـКунах ،1970.) 

 يصبغيالوحدوث الشذوذ  الكالوسالعلبقة بيف عمر في دراستو حوؿ  ((Gupta 1972وجد     
ف الخلبيا ثنائية المجموعة أو  الكالوس، مزرعةمع زيادة عمر  يتناسب طردياً  يصبغيالالشذوذ  أف

 . الصبغيةالمجموعة  متعددةحيف تزداد نسبة الخلبيا  فيمزرعة التقؿ بزيادة عمر  الصبغية

أشير إلى تأثير تعدد الصيغة الصبغية عمى عدد مف المؤشرات الكيميائية والوراثية  وقد       
، وزملبؤه Yangف قبؿ العديد مف الباحثيف )في المزارع الخموية لعدد مف النباتات م والأنزيمية
2011

b ،.Lvania ،2005 إذ يمكف لتضاعفات الصيغة الصبغية أف تغير مف إتاحة الحمض ،)
، أو أف تغير مف تركيز Phenylalanineوالفينيؿ آلانيف  Ornethinineالأميني الأورنيثينيف 

 Tropaneيدات التروباف وفعالية بعض الأنزيمات عمى طوؿ مسار التخميؽ الحيوي لقمو 
Alkaloids (Oksman فقد بيّف 1986، وزملبؤه .)Dehghan ( في دراستو 2012) وزملبؤه

 H.muticusفي نباتات البنج المصري  Tropane Alkaloidsحوؿ تركيز قمويدات التروباف 
ة ومزارع مستنبتات الجذور الشعري Tetraploidyورباعية الصيغة الصبغية  Diploidyثنائية 

وسلبلاتيا مف مزارع  Tetraploidyالناتجة عف كؿ منيما، أف النباتات رباعية الصيغة الصبغية 
أضعاؼ أكثر، في حيف  3بمقدار  Scopolamineالجذور الشعرية راكمت السكوبولاميف 

بمقدار النصؼ بالمقارنة مع النباتات ثنائية  Hyoscyamineانخفض تركيز الييوسياميف 
وسلبلاتيا مف مزارع الجذور الشعرية، بمعنى كفاءة تحويؿ  Diploidyالصيغة الصبغية 

كانت أكبر في النباتات رباعية  Scopolamineإلى سكوبولاميف  Hyoscyamineالييوسياميف 
وسلبلاتيا مف مزارع الجذور الشعرية، ويفسر ذلؾ بحدوث تغير  Tetraploidyالصيغة الصبغية 

 .TAsر تخميؽ قمويدات التروباف عمى مستوى التعبير المورثي في مسا
( في دراستو حوؿ تركيز قمويدات التروباف في مزارع 2003) وزملبؤه Brekovكما أشار     

ورباعية  Diploidyثنائية الصيغة الصبغية  D. stramoniumالجذور الشعرية لنباتات الداتورة 
مف  Hyoscyamine، إلى انخفاض تركيز الييوسياميف Tetraploidyالصيغة الصبغية 

 %56.6إلى  Diploidyفي مزارع الجذور الشعرية لمنباتات ثنائية الصيغة الصبغية  78.75%
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، أما السكوبولاميف Tetraploidyفي مزارع الجذور الشعرية لمنباتات رباعية الصيغة الصبغية 
Scopolamine ة فقد زادت نسبة تراكمو في مزارع الجذور الشعرية لمنباتات رباعية الصيغ

%، بالمقارنة مع مزارع الجذور الشعرية لمنباتات ثنائية 200بنسبة  Tetraploidyالصبغة 
( أشارا إلى 2002) BrekovٝPhilipov . وفي دراسة أخرى لػDiploidyالصيغة الصبغية 

في مزارع  3.65مف  Hyoscyamine/ الييوسياميف Scopolamineارتفاع نسبة السكوبولاميف 
إلى  Diploidyثنائية الصيغة الصبغية  D. stramoniumاتات الداتورة الجذور الشعرية لنب

، ويفسر ذلؾ Tetraploidyفي مزارع الجذور الشعرية لمنباتات رباعية الصيغة الصبغية  6.58
إلى سكوبولاميف  Hyoscyamineورفع كفاءتو في تحويؿ الييوسياميف  H6Hبزيادة فعالية أنزيـ 

Scopolamine. 

 العدد بيف ةرئيس علبقة تظير كما الصبغية، للئختلبفات كمصدر الكالوس أىمية تظير سبؽ مما
 الصيغة دراسة أىمية يتبيف سبؽ مما وانطلبقاً  الكالوس، خلبيا في القمويدي والتراكـ الصبغي
 نواتج الاستقلبب مف الخلبيا ىذه بمحتوى وربطو المزروعة نسيجياً  النباتات لكالوس الصبغية
)الجبوري  الفعالة الحيوية المركبات مف جيد محتوى ذات خموية سلبلات لانتخاب رليصا الثانوية،

 (.2011والموسوي، 
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 :Materials and methods واد البحث وطرائقوم .5

 مكان تنفيذ البحث:  .1.5

مخبر بالإضافة إلى  ،الغذائية الصناعية ومخبر التقاناتالطبية  تنفذ البحث في مخبر النباتا   
 2015- الممتدة بيف الفترةخلبؿ  ،دمشؽ، لحيويةا في الييئة العامة لمتقانة الحيويات الطبية

2019. 

 المادة النباتية:. 2.5
( 6الشكؿ، ) (H. aureus) مف كالوس نبات البنج الذىبي 5C01ى الخط الخموي تـ العمؿ عم   

مخبر النباتات الطبية في الييئة العامة لمتقانة في  تنفذ سابقةدراسة  مف وعمي تـ الحصوؿوالذي 
 MS (Murashigeتـ غربمة مجموعة مف أوساط  حيث (،2012، اوزملبؤىالحيوية )بشر 

ٝSkoog ،1962)  5وأوساطC (Vollosovich ،1985وزملبؤه)  المدعمة بتوافقات ىرمونية
دامتو، إذ الأفضؿ بينيا جميعاً لاس 5C01 وكاف الوسط مختمفة، الكالوس اتسـ تحداث الكالوس وا 

 ،بالمقارنة مع النبات البري مف قمويدات التروباف لعدة سنوات الجيدبقوة نموه ومحتواه المنمى عميو 
 .متابعة العمؿ عميو في ىذه الدراسة تتمي ذوىو الخط الخموي ال

 

 
 5C01انخظ انخهىٌ  :(6) سلى انشكم
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 ساط المغذية المختبرة:الكالوس عمى الأو  تنمية. 3.5

مختمفة التركيب تنمية الكالوس ومتابعة نموه وتطوره ومدى تأقممو عمى أوساط مغذية  تاختبر    
انطلبقاً مف الخط ( 1985، وزملبؤه (Vollosovich ( 6 ،خالية مف منظمات النمو )الجدوؿو 

في كؿ تجارب الذي اعتبر خط خموي أـ، وأخذت عميو كافة القراءات كشاىد  5C01الخموي 
  البحث.

 دراسة بعض الصفات الشكمية لمكالوس المستحدث:. 4.5

، 5Cالخالية مف منظمات النمو )مختمفة التركيب و أثناء تنمية الكالوس عمى الأوساط المغذية 

6C ،10Cمرات متتالية لمتخمص مف تأثير الوسط  ت زراعتو عمى الأوساط نفسيا لخمس( أعيد
يوماً،  50الكالوس عمى الأوساط السابقة مدة  تـ تنميةرات النمو، ثـ ( قبؿ أخذ مؤش5C01الأـ )

وىي الفترة التي درست فييا بعض الصفات الشكمية لمكالوس الناتج، مثؿ لوف الكالوس، قواـ 
، AL-Ammouri ،2006 ; Turhanالكالوس، الشكؿ المظيري، وقوة نمو الكالوس وحجمو )

 .والتي تمييا أياـ بيف كؿ قراءة 5بفارؽ  50وحتى اليوـ  0عة بدءاً مف اليوـ الأوؿ لمزرا ،(2004

 :مزارع الكالوستقدير النمو في . 5.5

 رقـ الشكؿفي موضح تتبع نظاـ معيف كما ىو مزارع الكالوس الزيادة في النمو بمف المعموـ أف 
لوزف تـ اعتبار افي ىذه الدراسة ، الذي يوضح العلبقة بيف عدد الخلبيا وفترة التحضيف(، 7)

 قوة نمو الكالوس عمى أوساط الاستحداث المدروسة.اً عمى مؤشر  لمكتمة الخموية المتشكمة الرطب
مؤلفة أخذت عينة  (H. aureus)ولدراسة ديناميكية النمو في مزارع الكالوس لنبات البنج الذىبي 

الكالوس يوماً وذلؾ لرسـ تابع النمو لخلبيا  50ثلبثة مكررات كؿ خمسة أياـ وعمى مدار مف 
متتالية لكؿ وسط مغذي،  نقلبتوأخذت القراءات عمى ثلبثة  ،المستحدث عمى الأوساط المدروسة

، وسجؿ متوسط المكررات الثلبثة كنقطة في في كؿ مكرر لمكتمة الخموية وحسب الوزف الرطب
 .تابع النمو

 
 

العلاقة بين عدد  :(7) رقم شكلال
 الخلايا وفترة التحضين
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اَطلالبً يٍ انخظ  (H. aureus) انجُح انزهجٍ فٍ رًُُخ كبنىط انًغزعًهخرشكُت الأوعبط انًغزَخ  :(6) سلى دذولان

 1985)، وصيلاؤِ (5C01 Vollosovichانخهىٌ 

 
 
 
 

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

 Na2MoO4.2H2O 

0.025 mg.L 
-1

 0.025 mg.L 
-1

 0.025  mg.L 
-1

 0.025  mg.L 
-1

 CuSO4.2H2O 

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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 :Chemical study ةالكيميائي الدراسة .6.5
 ٝاُغٌٞثٞلآٍٖ Hyoscyamineقياس تركيز القمويدات )الييوسياميف بالتحميؿ الكيميائي  تـ   

Scopolamine  مكررات  ثلبثةمؤلفة مف عينة  أخذتحيث  ،الخطوط الخموية المدروسة( في
 وسجؿلكؿ عينة  الثلبثة مكرراتالحسب التركيز في و  ،يوماً  50كؿ خمسة أياـ وعمى مدار 

 .المتوسط كنقطة في تابع تراكـ القمويدات

 :Alkaloids extractionالقمويدات  اعزخلاص. 1.6.5
 (:1991، وزملبؤه  Doerk) تـ استخلبص القمويدات وفؽ الخطوات التالية

   0.4حمض الكبريت  محموؿػمؿ مف  50في  الكالوسمف مسحوؽ  ؿشا5ّ  نقعتـN) وترؾ )
 يف.مدة ساعت

  بػ بقايا المسحوؽ  تبقايا المسحوؽ عف الخلبصة الحمضية بالترشيح تحت الفراغ وغسم تفصم
( بالتزحيؿ، وذلؾ لاستخلبص الأملبح القمويدية كميا مف (0.4Nمؿ حمض الكبريت  75

 المسحوؽ النباتي.

  بماءات الأمونيوـ تالخلبصة المائية الحمضية وقمون أخذت (NH4OH)  حتى  %25تركيزه
pH=9،  مؿ  30القمويدات المتحررة بػ  تخمصستبعدىا الخلبصة في حبابة إبانة، وا تضعو و

الخلبصة الحمضية المقمونة مع الطور العضوي  ترج) (CH2Cl2)مف ثنائي كمور الميتاف 
 .(اً جيد

  تفدقائؽ، ثـ جف 10 مدةدورة بالدقيقة  4000 عمى سرعة تالأطوار العضوية وثفم تجمع 
رشح  دقيقة، 15 لترقد مدة ت(، وتركNa2SO4)مفات الصوديوـ اللبمائية غ مف س 4 بإضافة

سمفات الصوديوـ اللبمائية بثلبث كميات مف ثنائي  توغسم ،ثنائي كمور الميتاف إلى وعاء آخر
 .عمى القمع نفسو ترشحمؿ و  10 كمور الميتاف كؿ منيا

  دسعخ ٓئٌٞخ ُِحٔبّ أُبئً 40ثنائي كمور الميتاف بوساطة المبخر الدوار عند الدرجة  حرر 
مؿ مف الميتانوؿ الخاص بالتحميؿ  3الناتجة في  القمويديةالخلبصة  تثـ حمّ  ،حتى الجفاؼ

في  تالمنحمة في الميتانوؿ وحقن القمويديةمف الخلبصة  20µLخذ مف ثـ أالكروماتوغرافي، 
  .HPLCجياز 
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 :  الأنًبَُخ( Knauerششكخ يٍ ) HPLCالتحميل بجياز  شروط
 لعمودا :C18 (Octadecyl Silane) بالعمود يعرؼ ما أو L1  25) أبعاده cm 4 × mm 

i.d., RP  ) 

 التدفؽ معدؿ (Rf :)1 1-دقيقة.مؿ. 
 الحراري البرنامج: 

 .واحدة دقيقة مدة مئوية درجة 70: الابتدائية الحرارة -                
 (.1-دقيقة.درجات 9 دؿبمع) مئوية درجة 250-70 مف ترفع ثـ -                
 .دقيقة 13 مدة 250 الدرجة عمى نحافظ -                

 مئوية درجة 250: الكاشؼ حرارة. 
 مئوية درجة 250: الحاقف حرارة. 
 دقيقة 25: العينة تحميؿ مدة. 
 20: المحقونة الكمية µl. 

  :245طوؿ الموجة nm  ٝ210أ nm 
 مف مؤلؼ مزيج( المتحرؾ الطور) الحامؿ الطور Acetonitrate  ( +H2O 1L  مع

Triethyl amine TEA 3 ml 70:30( بنسبة. 

 

 :Molecular studyالدراسة الجزيئية . 7.5
 :مزارع الكالوسبين  Somaclonal variationsالجسمية الوراثية دراسة التباينات  .1.7.5

بيف الخطوط مف جية و ط الخموية بيف الخطو الحاصمة الجسمية الوراثية كشؼ عف التباينات 
لا تتطمب كتقنية  ISSRتقنية  تر بختاو  ،مف جية أخرى Donorالخموية والنبات الأـ المانح 

 :(Doyle ، 1990 و Doyle) باتباع الخطوات التالية دراسة ىذه التباينات تنفذو ، جيود كبيرة

 CTAB (Ctyle Trimethyl Ammonium Bromide:)بطريقة  DNAعزل . ..1.1.7
   ممغ مف المادة النباتية المجمدة والمطحونة في الآزوت السائؿ في إنبوب  200 قرابةضع و

 .مؿ 2إبندورؼ سعة 

  ميكرو لتر مف محموؿ الاستخلبص 750ضيؼ أ CTAB  60المسخف مسبقاً عمى درجة حرارة 
  حيث يتكوف محموؿ الاستخلبص مف المواد التالية:، وحرؾ المزيج جيداً، ºـ



61 

 

 )3% w/v  ( CTAB + 100 mM Tris-Hcl (PH=8) + 1.4 M NaCl + 20 mM 

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

 

 ـ 60الأنابيب في حماـ مائي عمى درجة حرارة  توضعº  15مدة ساعة مع التحريؾ بالتقميب كؿ 
 دقيقة.

 دقاؽ. 5مدة الأنابيب عمى درجة حرارة الغرفة  تبرد 

  750 يؼضأ Lµ  حرؾ المزيج جيداً بالتقميب  ( ث ّـ1:24كحوؿ بنسبة )الالكموروفورـ إيزوميؿ مف
 لإزالة البروتينات والميبيدات.  دقائؽ( 5 قرابةحتى تشكؿ الرغوة )

  مف نوع  الأنابيب بجياز الطرد المركزي تثفمHeraeus  عمى سرعة(12000 rpm)  10مدة 
ة الحاوية عمى وذلؾ لفصؿ راسب البقايا النباتية عف الرشاح ºـ 4عمى درجة حرارة دقائؽ 

  الأحماض النووية.

  عممية إضافة كموروفورـ  تدوأعيالناتج إلى أنبوب جديد  )الطبقة العميا( نقؿ الطور المائي
 (.rpm 12000إيزوميؿ كحوؿ والتثفيؿ عمى سرعة )

    أيزوبروبانوؿ الطور المائي حجـ ( مف 2/3) ؼيضوأنقؿ الطور المائي الناتج إلى أنبوب جديد
 .DNAمع التحريؾ بمطؼ حتى ترسب   (C Isopropanol°20-) مبرد

 ـ 4عمى + ف بالبرادحضº  ـ 20-لميوـ التالي أو عمىº  لترسيب لمدة ساعةDNA. 

 الأنابيب بجياز الطرد المركزي عمى سرعة  تثفمالعينات لتذوب في حرارة الغرفة ثـ  بعدىا تترك
(12000 rpm مدة )ـ 4عمى درجة حرارة  دقائؽ 5º. 

  مف محموؿ الغسيؿ  مؿ1 ؼ يضأو  تخمص مف الرشاحةتـ الWashing buffer إيتمي  )كحوؿ
 حرؾ بمطؼ بالتقميب عدة مرات. و  ،DNAْـ لراسب 20 -% ( البارد والمحفوظ بدرجة 70

 الأنابيب عند سرعة  تثفم(rpm 10000)  ـ 4عمى درجة حرارة دقائؽ  5مدةº.  

 التثفيؿ عند سرعة % و 70عممية الغسيؿ بالكحوؿ الإيتيمي  تديعأrpm 10000   تـ التخمص ثـ
 .دقيقة 30مدة في حرارة الغرفة  DNAجفؼ راسب و مف محموؿ الغسيؿ، 

 عينات  أذيبتDNA  100في µl  أو محموؿ  الماء المقطر المعقـمفTE. 

الناتجة عف عممية  RNAلا بد مف وجود كمية مف  DNAخلبؿ أي عممية استخلبص 
وعميو لا باختلبؼ طريقة الاستخلبص والنسيج النباتي وعمره(  RNAالاستخلبص )تختمؼ كمية 

 :ىذا الحمض النووي وفؽ ما يمياستبعاد بد مف 
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ْـ مدة نصؼ  37( والتحضيف عمى درجة حرارة 10 mg/ml) RNaseمف أنزيـ  2µlإضافة 
 ( وبعد التثفيؿ نقؿ الطور1:24) الكحوؿ ساعة وأضيؼ حجـ مماثؿ مف الكموروفورـ إيزوميؿ

لإعادة ترسيب  100%العموي لأنبوب جديد وأضيؼ لو ضعؼ كمية المزيج مف الإيتانوؿ النقي 
DNA ْـ لمدة ساعة ثـ رسب المزيج بالتثفيؿ بسرعة 4 ، وترؾ عند الدرجة rpm 10000  ولمدة

ثـ أذيب % وجفؼ باليواء لمتخمص مف آثار الإيتانوؿ 70دقائؽ وغسؿ ثانية بالإيتانوؿ  10
DNA  100في µL   المعقـ. مف الماء المقطر 

 :DNAالتقدير الكمي والنوعي لمحمض الريبي النووي منقوص الأوكسجين  .2.1.7.5
وتحديد  DNAلتقدير كمية  HITASHEنوع  (UV Spectrophotometer)تخدـ جياز سا  

شعة فوؽ البنفسجية للؤ DNAنقاوتو حيث يعتمد الجياز في عممو عف طريؽ تقدير امتصاص 
أف النسبة بيف  (1982) وزملبؤه Maniatisنانو متر. حيث ذكر  280ٝ 260ت طوليا بموجا

تساعد في تقدير نقاوة  OD260/OD280نانومتر  280نانو متر والموجة  260قراءة الموجة 
DNA ( 2 - 1.8إذ يجب أف تتراوح ىذه النسبة بيف) . حسب تركيزDNA  مف المعادلة التالية

Maniatis) 1982، وزملبؤه): 
DNA concentration (g/l)= [OD260 X  معامؿ التمديد  X 50 (g/ml)] / 1000 

نانومتر. ثـ  260( عند  الموجة µg) DNAالكثافة الضوئية لامتصاص  OD 260إذ تمثؿ 
ng.µl 50لمحصوؿ عمى تركيز DNA مددت عينات 

كما تـ التقدير النوعي عمى ىلبمة  ،1-
بينما يكوف  Bandذو النوعية الجيدة عمى شكؿ حزمة  DNA الػ إذ يظير ((0.8%الأغاروز 

DNA  سيء النوعية ممشحاً وغير واضح الحدودSmear. 

 :DNAضخيم الحمض الريبي النووي منقوص الأوكسجين ت. 3.1.7.5
، وزملبؤه Williams) (PCR)مف خلبؿ تفاعؿ بوليميراز التسمسمي  DNAتـ تضخيـ  -

 DNA مف µl 2يتكوف مف  (µl 25لتفاعؿ النيائي )حجـ ا ليكوفمع بعض التعديلبت  (1990
ثـ أكمؿ الحجـ إلى المرئسة، مف  µl  1.25و µl Master Mix (Kapa) 12.5و  لكؿ عينة

25 µl  بالماء المقطر المعقـ، وأجري تفاعؿ الػPCR استعماؿب Kapa 2G fast ready Mix 

PCR kit فصمت حزـ الػ  وفؽ تعميمات الشركة المصنعة، ث ّـDNA  بعد ذلؾ بالترحيؿ عمى
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وتـ ىذا التفاعؿ (. 1989، وزملبؤه(TBE 1X   Sambrookفي محموؿ (2%)ىلبمة الأغاروز 
 وفقاً لمظروؼ التالية:

 دقائؽ ليتـ انفصاؿ سمسمتي  5مدة ْـ  94: عند درجة حرارة الأولي الإنفصاؿDNA. 

 35 :دورة تتضمف كؿ منيا المراحؿ التالية 

  التحطـ الحراريمرحمة (Denaturation:)  درجة الحرارة إلى في ىذه المرحمة  ترفع
عف بعضيما البعض  DNAثانية ليتـ وقؼ التفاعلبت الأنزيمية وانفصاؿ سمسمتي  30مدة   ْـ 94

  لتصبحا بحالة سمسمة مفردة .

  مرحمة( الالتحاـAnnealing:) 35فييا درجة الحرارة إلى درجة تتراوح بيف  تخفض- 
 مرئسةتـ التحاـ الليوعدد النكميوتيدات المكونة ليا،  مرئسةواحدة حسب طوؿ ال مدة دقيقةْـ  58

تتـ مضاعفة سمسمة لوتعد ىذه المرحمة ىي الأىـ خلبؿ التفاعؿ   ،DNAبالقطعة المكممة ليا مف 
DNA (7حسب درجة حرارة الالتحاـ الخاصة بكؿ مرئسة )الجدوؿ.  بشكؿ صحيح. 

  الاستطالةمرحمة )Extention ): مدة دقيقة واحدة ليتـ ْـ  72الحرارة فييا إلى  ترفع
 والمركبات الغنية بالطاقة Taq Polymeraseإكماؿ تكويف السلبسؿ الجديدة بوجود أنزيـ 

(ATP, TTP, GTP, CTP)،  وبعد انتياء التفاعؿ تـ الحصوؿ عمى عدد كبير مف سلبسؿ
DNA .بدءاً مف قطعة واحدة 
ْـ  4العينات بعدىا عند درجة حرارة  تحفظو مدة عشر دقائؽ. ْـ  72كمؿ التفاعؿ عند حرارة أثـ 

اليلبمة بجياز تصوير ىلبمة  وتصوّر 2% لتفصؿ الحزـ بعدىا بالترحيؿ عمى ىلبمة الأغاروز 
 .((Imag Analyzer Agle Eye II taratagen الأغاروز

 ىذه الدراسة تطبيؽ تقنية  تضمنتISSR  الوراثية بيف الجسمية بغرض دراسة التباينات
التسمسؿ  (7)رقـ الجدوؿ يبيف و  ،اتمرئسال مجموعة مف تر اختب، حيث مزارع الكالوس

 :ودرجة حرارة التحاميا النكميوتيدي ليذه المرئسات
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 ودرجة حرارة التحاميا ISSRفي تطبيق تقنية  المستعممةسات ئالتسمسل النكميوتيدي لممر  :(7) رقم جدولال

ًشئغخان  5'—< 3' غهغم انُكهُىرُذٌانز   
دسخخ زشاسح 

 الانزسبو
ًشئغخان  5'—< 3' انزغهغم انُكهُىرُذٌ   

دسخخ زشاسح 

 الانزسبو

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 

 
 الرحلان الكيربائي والتموين والتصوير:. 4.1.7.5

 Agarose Ultrapureفي جياز رحلبف أفقي ) تـ الترحيؿ عمى ىلبمة الأغاروز

Fingerprinting USA)  مدة ساعة ونصؼ وذلؾ لفصؿ فولت  100بمرور حقؿ كيربائي قدره
 الناتجة عف التضخيـ: DNAحزـ 
 :تحضير ىلامة الأغاروز 

 مي:حضرت ىلبمة الأغاروز كما ي
 TBE 1X:مؿ مف المحموؿ المنظـ  100مف الأغاروز لػ غ  2تـ إضافة  -

(Buffer TBE 10X: 108g Tris borate, 55g Boric acid, 20 ml EDTA)  PH=8 
. 45دقائؽ ثـ برد إلى درجة  34-مدة سخف المزيج السابؽ بالميكرويؼ  -  ْـ

المشط المناسب ووضع  ،حضرت صفيحة صب الأغاروز بوساطة إغلبقيا مف الجانبيف -
وذلؾ لتشكيؿ جيوب مناسبة لوضع العينات المراد فصميا  ،حسب عدد العينات المراد دراستيا

 أو دراسة جودتيا.
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وعند تماسؾ  ،صب المزيج السائؿ بيدوء في  الصفيحة )القالب( المخصصة لتحضير اليلبمة -
از الرحلبف ووضعت ىلبمة الأغاروز مع الصفيحة في جي ،الجؿ وتصمبو أزيمت الأمشاط

حتى غطى المحموؿ سطح اليلبمة  TBE 1Xالكيربائي، ثـ ممئ الحوض بمحموؿ منظـ 
 .mm 1-2بشكؿ كامؿ عمى ارتفاع 

  تحميل عيناتDNA :عمى ىلامة الأغاروز 

مف الماء المقطر والمعقـ كذلؾ  6µlالمذاب بكمية  DNAمف عينة  2µlتـ تحميؿ ما يعادؿ 
لتحديد  10µl( فيصبح المجموع Loading bufferاص )مف سائؿ التحميؿ الخ 2µlإضافة 

الحاوية عمى المكونات  Bromophenol blue التحميؿصبغة  تحضر  كما .DNAنوعية الػ 
 التالية:

(15% Ficoll 400+ 1.03% bromophenol blue +0.03% xylene cyanol FF + 

0.4% Orange G + 10Mm Tris-HCL+ 50mM EDTA) 
في  تحقنو  PCRفي لكؿ عينة مف منتجات التضخيـ  15µlالصبغة لػ  مف ىذه 5µl أضيؼثـ 

 50مف صبغة الإثيديوـ برومايد ) 5µlأضيؼ إلييا و  ،آبار ىلبمة الأغاروز التي تـ تحضيرىا

mg.ml
 DNA)منقوص الأوكسجيف النووي الريبي عينة مف مؤشر الحمض  تكما حقن ،(1-

marker - 1K bp Promega)، ـ الجزيئي لمحزـ الناتجة ليتـ بعد ذلؾ وذلؾ لتحديد الحج
 الترحيؿ.

 :تصوير اليلامة 
 Imag Analyzer (Agle Eye II صورت اليلبمة بجياز تصوير ىلبمة الأغاروز

taratagen). 
 

 :studying  Gene expressionدراسة التعبير المورثي  .8.5
( mRNA) الرسوؿ الريبي النووي الحمض تعقب طريؽ عف ما ةمورث تعبير دراسة يمكف   

و  TR Iو  H6Hو  PMT المدروسة المورثات تعبير لتقدير لذلؾ المورث، ىذا عف المنسوخ
TR II الكمي الريبي النووي الحمض استخلبص تـ (Total RNA)، الحمض حويؿـ تت ثـ 
 المكمؿ الأوكسجيف منقوص الريبي النووي الحمض إلى( mRNA) الرسوؿ الريبي النووي

(Complementary DNA) cDNA .تفاعؿ ةانتقب المدروسة المورثات مضاعفة تبعدىا تم 
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 تعبير حسب ثـ ،ةمورث بكؿ خاصة( Primers) مرئسات استعماؿوب( PCR) التسمسمي بوليميراز
 Real time) الحقيقي الوقت في التسمسمي البوليميراز تفاعؿ ةناتق استعماؿب المدروسة المورثات

PCR )Murshed) 2011، وزملبؤه.) 
 : Total RNA extraction الكمي RNA الـ استخلاص .1.8.5

 الآزوت السائؿب المجمد والمطحوف الكالوسمف مسحوؽ  غمم 100الكمي مف  RNAالػ عزؿ  -
( 0أياـ ابتداءً مف يوـ الزراعة الأوؿ ) 5حيث أخذت عينة كؿ  ،خلبؿ مراحؿ عمرية مختمفة

 :RNEASY MINI KIT  (Qiagen Cat no كيت استعماؿوذلؾ ب، (50)وصولًا لميوـ 

 حسب التعميمات الموضوعة مف قبؿ الشركة المصنعة. (74104
-UV Spectro) قياس الطيؼ الضوئيمالكمي بواسطة جياز   RNAالػ تركيز  قدر- 

photometer)  نوعHITASHE،  280و 260 موجةوذلؾ بقياس الامتصاص عند طوؿ  
 .نانومتر

 %.1تركيز  agaroseالرحلبف الكيربائي وجيؿ  استعماؿالكمي ب RNA الػ تـ التأكد مف نوعية -
 حتى الاستعماؿ.  ْـ 20 –خزنت المستخمصات عمى درجة حرارة  ثـ

 Real Timeفي الوقت الحقيقي  يتسمسمال بوليميرازتفاعل  نيةتقو  cDNA تركيب .2.8.5

PCR Technique: 
نانوغراـ  100( مف (cDNA لمكمَّؿاحمض الريبي النووي منقوص الأوكسجيف الػتركيب تـ  -
 Reverse Transcription Polymerase تقانة الػنسخ العكسي استعماؿالكمي ب RNAالػ  مف

Chain Reaction RT- PCR  ،العكسي النسخ أنزيمات وبوجود (Reverse 

transcriptase )ةخاص ومرئسة (Oligo-dT .) 
في )الكمّي  PCR الػ تفاعؿ ةتقان استعماؿب mRNAالػ التقدير الكمي عمى مستوى  ثـ أجري -

-Power Sybr Green RNA-to كيت استعماؿبو   Real Time PCR)الوقت الحقيقي

CT
TM 

1-Step وحسب تعميمات الشركة المصنعة ((Applied Biosystems  التي توضح
 استعماؿ(، وب8كما في الجدوؿ ) µl 20بحجـ نيائي  Real time PCRمكونات تفاعؿ 

 اتبالمورثمختصة  مرئساتبوجود و  (،8والشكؿ ) (9لحراري الموضح في الجدوؿ )امج االبرن
 .(10)الأكتيف( كما في الجدوؿ )المقارنة الداخمية المدروسة بالإضافة إلى مورثة 
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 Real time PCRمكونات تفاعل  :(8) رقم جدولال
Volume for one reaction Component 

10 µL Power Sybr Green RT-PCR Mix (2X) 
0.4 µL Forward primer (10 pmol/µL) 

0.4 µL Reverse primer (10 pmol/µL) 

0.4 µL RT Enzyime mix  
µL 2 RNA tamplet (50 ng/ µL) 

6.8 µL RNase – free H2O 

 
 
 

 Power Sybr  استعمالب Real time PCRالبرنامج الحراري المستخدم في تطبيق تقنية  :9)) رقم جدولال

Green RNA-to-CT
TM 

1-Step kit 
Time Temp Step Stage 

5 min 42 C Reverse transcptiorin Holding 

5 min 95 C Inactivate RT Holding 
3 sec 95 C Denature Cycling 

(40 cycles) 20 sec  C60  Anneal/Extend 

 
 
 

ومورثة  المدروسة لمورثاتباالمتخصصة  ئساتالمر تسمسل القواعد النيوكموتيدية في  (:10) رقم جدولال
 الأكتين

PCR fragment Sequence 5' to 3' Reference 

PMT 
F: GCCATTCCCATGAACGGCC 

R: CCTCCGCCGATGATCAAAACC 
 Moyona) ٙ2003)، ٝصٓلاؤ 

H6H 
F: GAGGATCCATTTGATGGCTAGTTTTGTG 

R: TGCCTTAAGTTAGACATTGATTTTATATGG 
Ebrahimzadeh) 2003) ،ؤٙٝصٓلا 

TR I 
F: GTTTTTGATCAAAACATAATGGGCT 

R: ATTAACAAGAAATGGCCGGAGAATC 
Rocha)  ٙ2002)، ٝصٓلاؤ 

TR II 
F: ATGGCTGAAGGTGAAT 

R: ACAATTAGCCATAAGTCCACC 
Richter)  ٙ2005، ٝصٓلاؤ) 

HActin 
F: ATTGTGAGCAACTGGGATGA 

R: GTAGATGGGGACGGTGTGAG 
 Voloudakis) ٙ2002، ٝصٓلاؤ) 
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 Real Time-PCRالبرنامج الحراري المطبق بتقانة  :(8) رقم الشكل

 

 
مورثة الأكتين مع التجمعات الخموية  استعمالوب RT-PCRتقانة  استعمالنات عند طريقة حقن العي :(9) رقم الشكل

 يوم 50وحتى  0 من عمر اليوم الأول لمزراعة

A: 5C01                 C:5C                E:6C              G:10C 
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 ةمورث) ةداخميالمقارنة ال ةمورث مع ىاتعبير  بمقارنة ات المدروسةمورثال كؿ مف تعبير رسد  
 المدروسة الخطوط الخموية في اتالمورث هىذكؿ مورثة مف  تعبير مقارنة وكذلؾ،  (Actin الأكتيف

 Real Master Mix SYBR)   طريقة استعماؿوب. 5C01 الشاىد في ةالمورث نفس تعبير مع

ROX5PRIME)، المصنعة الشركة قبؿ مف الموضوعة التعميمات حسب وذلؾ. 

حسبت مستويات نسخ المورثة المدروسة حسب مورثة الأكتيف ونسبت إلى الشاىد حسب  - 
2  طريقة

-∆∆Ct  
 Livak )وSchmittgen ،2001 ) وذلؾ كما يمي. 

Ct = Ct المورثة المدروسة – Ct الداخميةرنة مقامورثة ال  

                                          Ct = Ct المعاممة – Ct الشاىد   

                                          Relative expression ratio = 2
-Ct

 

 

 :المدروسة لمورثاتا ةمضاعف من التأكد. 3.8.5
 Realر قمة اتحاد وحيدة في تفاعلبت الػ تـ التحقؽ مف جودة المرئسات بواسطة مراقبة ظيو 

Time PCR،  تـ التحقؽ مف خصوصية الارتباط لممرئسات عف طريؽ تنفيذ منحنى فصؿ كما
لا تكوف المرئسة قد ارتبطت  ،PCRاُـفي نياية تفاعؿ  إذ يجب أف يظير منحنى فصؿ وحيد، وا 

 .دي(زوج نكميوتي 50مف نحو  رزأُقDNA )وىو قطعة مف  Primer Dimerبػ 

 :فً الوقت الحقٌقً PCRمعالجة معطٌات الـ  .4.8.5 

 Eppendorf)بواسطة برنامج  Real Time PCRتـ تحميؿ المعطيات الناتجة عف الػ 

Realplex Software) بالنسبة لتغير  ةالمدروس ةحساب تعبير المورثل. مف أجؿ كؿ عينة
ت بعدد الأضعاؼ ستوى تعبير المورثابالأكتيف. يعبر عف التغير الحاصؿ في م ةالمتحكم ةالمورث

 .في دراسات التعبير المورثي 1الذي يأخذ قيمة  5C01 مقارنة مع الشاىد

 دراسة التضاعفات الصبغية: .9.5
، (Darlington) ٝLaCour، 1976 وفؽ طريقة Karyotyping تقنية التنميط الصبغي تطبق

كؿ خمسة  مف الخطوط الخمويةكؿ خط مكررات مف  ثلبثةمكونة مف خموية خزعة  تحيث أخذ
 كما يمي:   وعوممت 50وحتى اليوـ  0مف اليوـ الأوؿ لمزراعة  ابتداءً أياـ 
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 :انخلاَب رثجُذو لزم .1.9.5
 حجـ مف والمتكوف (Carnoys –fluid 1) الاوؿ كارنوي محموؿ في عينات الكالوس توضع   

 الكحوؿ مف حجوـ وثلبثة Glacial acetic acid المطمؽالثمجي  الخميؾ حامض مف واحد

اصطباغ  مف تزيد التي الإثيؿ خلبت تكوف لتجنب آنياً  المحضر ،Absolute alcohol  المطمؽ
 ،ساعة 24- 20مدة  في المحموؿ العينات تترك. (Sharma، 1972و (Sharma السيتوبلبسـ

 مدة  70%بالكحوؿ تحفظ ثـ الرج، مع متتاليتيف ولمرتيف (% 70) تركيز إثيمي بكحوؿ تغسم ثـ

 تحفظو  الحامض آثار مف لمتخمص (نفسو خر لو التركيزبآ الكحوؿ ستبدؿا وبعدىا ساعة  24
 .دراستيا لحيف المجمدة في العينات

 

  : Cells staining and slides preparation ورسضُش انششائر  انخلاَب رصجُغ  .2.9.5
 ِخض كً اُخطٞاد اُزبٍُخ:( كً رظجٍؾ اُخلاٌب ٝاُزً رز2009)ؽشٌوخ شلاًٛ  اعزؼِٔذ  

 .أياـ 7-5مدة الحامضية  "التجمعات الخموية )الخزعات( في صبغة " الأورسيف توضع -1
عمى شريحة %45 الثمجي يؾمف حمض الخم في قطرة توضعت بعدىا العينات و ستخرجا -2

 وضع عمييا غطاء الشريحة بإحكاـ.ت و ىرسليب مصباح كحولي ثـ  فوؽت مرر و  مجيرية
 ضغط عمييا بالإبياـ وبصورة عمودية ثابتة.يف طبقتي ورقة ترشيح و الشريحة ب توضع -3
مرة بغرض التصاؽ الغطاء وتفريؽ  3-2الشريحة عمى ليب مصباح كحولي  تمرر  -4

 .الصبغيات
مرتبط بكاميرا رقمية  ،40X ٝ100X عدسة بقوة تكبير استعماؿبت الشرائح تحت مجير درس -1

 اُخٍطًٍْ ٓؼبَٓ الاٗوغبّ الاٗوغبّ ٝاحزغبة ه لتصوير أطوار متصمة بجياز كمبيوتر، استخدـ

Metotic index (MI) :حغت أُؼبدُخ اُزبٍُخ 

 

               
                            

                        
     

 ما يمي: وفؽ النبات فقد تـ تثبيتياأما عف جذور  -6
سـ ووضعت في أطباؽ بتري  1غسمت الجذور بالماء المقطر ثـ قطعت القمة النامية بطوؿ 

ساعة، غسمت بعد ذلؾ بالماء المقطر  24مدة  Carnoy Fixationتحتوي محموؿ كارنواي 
بعد التصبيغ وضعت دقيقة،  15مدة  Acetocarmineثـ وضعت في صبغة أسيتو كارمف 
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درجة  60رة دقائؽ مع التسخيف عمى درجة حرا 5مدة  HCL (IN)في حمض كمور الماء 
عمى  Acetocarmine ىرست في قطرة مف صبغة الأسيتوكارمفثـ ، مئوية لتفكيؾ الخلبيا

 . 100Xو  40Xشريحة زجاجية وغطيت بساترة زجاجية، وفحصت تحت المجير عند قوة 
 

 :Statistical analysis التحميل الإحصائي .10.5
 ،Completely Random Design( CRD) التاـالعشوائي  تصميـال وفؽب النتائج تبوي تـ   
ات الفروق مقارنة ثـ المتوسطات، لحساب وذلؾ Excle Stat برنامج استعماؿبيا فقد تـ تحميمأما 

 %.1 معنوية مستوى عند وذلؾ( ANOVA) لمتوسطاتا بيف المعنوية
 ,.Total lab (Ultra. Lum Incبرنامج  استعماؿب تأما نتائج الدراسة الجزيئية فقد تم

Claremont, Calif)  لتحديد حجـ حزـ الػDNA وتحويؿ المعطيات ، الناتجة عف التضخيـ
وحسبت مصفوفة عدـ التوافؽ الوراثي لمحزمة الغائبة(،  0لمحزمة الموجودة و  1) لمنظاـ الثنائي

بتطبيؽ راء التحميؿ العنقودي ىذه المصفوفة لإج استعممتثـ ، Jaccardاعتماداً عمى معامؿ 
 UPGMA (Unweighted Pair Groupمتوسطات المجموعات الزوجية غير المزانة طريقة 

Method with Arithmetic Averaging ) شجرة القرابة الوراثية  رسـوDendrogram 
 Power Marker (Jaccard ،1908  .)برنامج  استعماؿب

 Video Test Karyo برنامج استعماؿتـ معالجة البيانات ب وبالنسبة لنتائج الدراسة الصبغية فقد

3.0. 
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 :Results and discutions النتائج والمناقشة .6

 الوصف المظيري لمكالوس الناتج عمى الأوساط المغذية الخالية من منظمات النمو: .1.6
دامتو عمى الأوساط الجديدة  (H.aureus) كالوس نبات البنج الذىبي امتاز    بسيولة نموه وا 

عمى جميع الأوساط المدروسة  المزروع الكالوس أفّ  وجد فقدالخالية مف منظمات النمو النباتية، 
وقد تدرج  .(11 رقـ في قوة نمو الكالوس )الجدوؿ 5C01 النمو مع تفوؽ الوسط الشاىد كاف جيد

 6Cإلى الأبيض المصفر في الوسط  5C01 ط الشاىدالوسفي  كريميالبيض لوف الكالوس مف الأ
)الشكؿ،   10Cوسط الفي مع وجود الموف البني والأصفر المخضر   5Cوالأصفر في  الوسط 

عمى جميع الأوساط  مرغوبحبيبي  مظير ذوو متماسؾ  ، وبشكؿ عاـ كاف قواـ الكالوس(10
الخط ساط المدروسة انطلبقاً مف ( تنمية الكالوس عمى الأو 11) رقـ كما يوضح الشكؿ ،المدروسة
 .5C01الخموي 

 

 

 

 

 

 50الشاىد بعمر مع مقارنة البنمو الكالوس عمى الأوساط المغذية الخالية من منظمات النمو  :(10)رقم شكل ال
 اً يوم

الأوساط المغذية عمى  (H. aureus) بعض الصفات المظيرية لكالوس نبات البنج الذىبي :(11) رقم جدولال
 الخالية من منظمات النموالتركيب و مختمفة 

 Control (5C01) 5C 6C 10C صفبد انكبنىط

 خشن حبٌبً خشن حبٌبً خشن حبٌبً خشن حبٌبً انشكم

 صلب متماسك صلب متماسك صلب متماسك صلب متماسك انمىاو

 بنً مخضر أبٌض مصفر أصفر أبٌض كرٌمً انهىٌ

 ++ +++ +++ ++++ انسدى

 نمو جيد جداً  ++++نمو جيد،  +++نمو متوسط،  ++نمو ضعيؼ،  +     
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 الكالوس عمى الأوساط المدروسةحضين وتتنمية  :(11) رقم الشكل

A: 10C        B:6C        C:5C 

A 

B 

C 
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حيث يتصؼ الكالوس جيد النمو والمرغوب بالشكؿ الحبيبي المترافؽ مع القواـ المتماسؾ    
ح، أما تدرج لوف الكالوس مف الكريمي إلى البني واسمرار صعب التفتت والموف الكريمي الفات
إلى تراكـ بعض نواتج الاستقلبب الثانوية عموماً والفينولات  الأنسجة النباتية يعود بشكؿ رئيس

(، نتيجة نشاط بعض الأنزيمات مثؿ البولي 2003، وزملبؤه Aliخصوصاً في وسط الزراعة )
التي  Peroxidase( PODوالبيروكسيداز ) Poly-phenoloxidae (PPO)وكسيداز أ فينوؿ

تشارؾ في تحفيز أكسدة المركبات الفينولية واسمرار الأنسجة النباتية، ويرتبط ذلؾ بشكؿ رئيس 
زاد تركيز  عف حد معيف المضاؼ إلى الوسط المغذي، فكمما زاد تركيز السكروز بتركيز السكروز

العاـ لمخلبيا ينخفض بشكؿ ممحوظ مع زيادة تركيز وبالتالي فإف معدؿ النمو  ،المركبات الفينولية
تتفؽ ىذه النتائج مع ما توصؿ إليو ، التي تؤدي في النياية إلى تماوت الخلبيا النباتية، الفينولات

(Aly 2010، وزملبؤه)  عمى مزارع المعمقات الخموية لنبات البنج المصري(H. muticus) ،
يترافؽ مع القواـ المتماسؾ لمكالوس وحينما يتراجع  حيث وجد أف معدؿ النمو المرتفع لمخلبيا
 تفؽ مع نتائجت كما، الوس اليش سيؿ التفتت ىو السائدمعدؿ النمو في المزرعة الخموية يكوف الك

 Salix) ذو الأوراؽ السوداء عمى نبات الصفصاؼ Julkunen ((1996دراسة كؿ مف 

myrsinifolia)  نتائج و Yildizبات الشوندر السكريعمى ن 2007)) وزملبؤه Suger beet 
((Beta vulgaris، ة تدريجياً بزيادة تركيز عمى زيادة مساحة الكتؿ الخموية المسمرّ  الذيف أكدوا

أف إتاحة الكربوىيدرات في   (1983)وزملبؤه  Bryantأًذ بينماالسكروز في وسط الزراعة، 
 الثانوية. الاستقلبب لتراكـ نواتجئيس وسط الزراعة عامؿ ر 

 ديناميكية نمو الكالوس في الأوساط المغذية الخالية من منظمات النمو:. 6.2
تابع النمو لخلبيا الكالوس في جميع الأوساط المختبرة اتخذت شكؿ  ( أفّ 12الشكؿ )يبيف     

 Lag Phase (0-15 الطور المتمكئ :، المؤلؼ مف ثلبثة أطوار رئيسةSigmoidالتابع السيني 
) Exponential Phase  (15-35 )الأسيطور الو ، يوـ  Platue Phase ، وطور الثباتيوـ
 .مخلبيا وفترة التحضيفالوزف الرطب لالذي يوضح العلبقة بيف و  (اً يوم 35-50)
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 يوماً  5.خلال  (H. aureus) لنبات البنج الذىبيمزارع الكالوس ديناميكية نمو الخلايا في  :(16) رقم شكلال

 

 

 ي التجمعات الخموية خلال مراحل عمرية مختمفةط الوزن الرطب فمتوس :(16) قمر  جدولال

 انىعظ

 

 انعًش )َىو(            

5C01 5C 6C 10C 
L.s.d 

1% 

ئ
هك

ًز
ان
س 

ى
ط

ان
 

0 6.09 
a
 6.197 

a
 6.17 

a
 6.317 

a
 0.404 

5 8.6 
a
 6.66 

ab
 6.243 

b
 7.1 

a
 2.075 

10 12.885 
a
 10.617 

b
 9.777 

bc
 9.507 

c
 1.633 

ٍ
ع

لأ
 ا
ىس

ط
ان
 

15 20.515 
a
 15.383 

b
 14.643 

b
 12.341 

b
 4.676 

20 26.105 
a
 16.503 

a
 23.27 

b
 15.945 

b
 6.236 

25 52.825 
a
 45.937 

a
 30.333 

b
 26.096 

b
 11.871 

30 50.155 
a
 48.73 

a
 48.127 

a
 32.179 

b
 7.263 

35 54.815 
a
 50.113 

ab
 48.38 

b
 35.870 

c
 7.667 

ى
ط

د
جب
نث

 ا
س

 40 53.61 
a
 51.41 

a
 44.347 

b
 40.032 

c
 3.985 

45 54.415 
a
 54.013 

a
 46.71 

b
 40.679 

c
 7.516 

50 55.86 
a
 57.35 

a
 56.613 

a
 43.554 

b
 11.130 

 %1 معنوية معنوية عند مستوى اتالواحد تدؿ عمى عدـ وجود فروق السطرالأحرؼ المتشابية ضمف       
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بالمقارنة مع الخموية  معنوياً في وزف الكتمة 5C01وؽ الشاىد تف (12) الجدوؿيُلبحظ مف    
كما في حيف كاف التفوؽ غير معنوياً في باقي الأعمار، ) اً يوم15 و 10في عمر ) 5Cالوسط 

، 15، 10، 5الأياـ: ) 6Cبالمقارنة مع الوسط في معظـ مراحؿ النمو كاف تفوؽ الشاىد معنوياً 
معنوياً في كؿ فقد كاف تفوؽ الشاىد  10C أما بالنسبة لموسط (. اً يوم 45، 40، 35، 25، 20

 (. أياـ 0-5المراحؿ العمرية باستثناء بداية الطور المتمكئ )
( غ في  54.815 -20.515 )وقد تراوح الوزف الرطب لمكتمة الخموية في الطور الأسي بيف    

 - 12.341) و 48.38)   (14.643 -ٝ (  50.113 - 15.383) معبالمقارنة  5C01الشاىد 

عمى التوالي، عمى الرغـ مف تقارب الوزف الرطب 5C ،6C ، 10Cغ في الأوساط  ( 35.870
، في حيف تقارب الوزف غ( 6 قرابة)مزارع الكالوس لمكتمة الخموية في اليوـ الأوؿ مف عمر 

 5C01 دطور الثبات( في كؿ مف الشاىنياية الرطب لمكتمة الخموية في اليوـ الخمسيف )
 طوية بيف الأوسامعن اتكاف ىناؾ فروق بينما، وبدوف فروقات معنوية بينيا،  5C  ،6Cوالأوساط

5C01، 5C ،6C  10والوسطC. 

 Lagفي بداية الطور المتمكئ  الخلبيا في البداية تتعرض لفترة سكوف قصيرة أفّ  تبيف النتائج   

Phase،  في الطور الأسي للبنقساـ تصؿ إلى الدرجة القصوىو ثـ تبدأ في الانقساـ 
Exponential Phase زداد فييا عدد الخلبيايي ذالطور الثبات مرحمة  تصؿ إلى وبعدىا 

بمغت ذروة انقساـ  وقد(. 2002) الرفاعي والشوبكي ، وىذا ما أكدهوكتمتيا الحيوية بشكؿ قميؿ
في  زدادت الخمية باستقلبلات معدّ  يفسر ذلؾ بأفّ و  ،(يوـ 35 – 15طور الأسي )الخلبيا في ال
لتكويف كتمة خموية بأعداد كبيرة مف  الانقساـيزداد تراكـ العوامؿ المشجعة عمى و , ىذا الطور

س تختمؼ عند مرورىا في و تركيب  وبيوكيميائية  خلبيا الكالو سموكية  ومف المعموـ أف  .الخلبيا
في كؿ  لتيا الفيزيولوجيةوحا ا مُتباينة في ملبمحيا المظيريةخلبي لوجود الثلبثمراحؿ النمو 

لذلؾ مف الضروري  ،س في مرحمةٍ ماو كما  تؤثر مُكونات الوسط  في مدة بقاء الكال ،مرحمة
 .بمرحمة تطورية مُحددةمزارع الكالوس التعامؿ مع 

    

 ،Kinبمنظمات النمو ) ناهبوزف الكتمة الخموية إلى غ 5C01 ويعزى تفوؽ الوسط الشاىد   

NAA والأحماض الأ( والفيتامينات( مينيةMyo-Inositol ،B6 ،P.P ،Glycine ،Casein )



78 

 

فقد أشار العديد الأخرى المختبرة والخالية مف منظمات النمو،  الأوساطمع مقارنة بال المستعممة
مركبات بغاية الأىمية في أوساط الزراعة Myo-Inositol و B6  ٝP.Pمف الباحثيف إلى أف 

في دراستو عمى نبات Eriksson (1965 ) أكدهوىذا ما  ،(2008، وزملبؤه (Georgeالنسيجية 
Haplopappus ،  حيث أشار إلى ضرورة إضافةB6  وMyo-Inositol  معB1  إلى وسط

محتوى الوسط المغذي  أفالزرع الخموي لتحقيؽ أفضؿ نمو للؤجزاء النباتية المزروعة، كما وجد 
مو والنسبة بينيما ىو العامؿ المحدد الرئيس تركيز ونوعية منظمات الن مف عوامؿ النمو لا سيما

يعمؿ حيث  ،(1996، وزملبؤه Centenoلعممية استحداث أنسجة الكالوس مف الأجزاء النباتية )
زيادة ب مرونة الجدار الخموي نتيجة تسببو فيالأوكسيف عمى استطالة الخمية مف خلبؿ تأثيره 

التي تنشط عندما تنخفض درجة حموضة  ةالمقممة لمرونة الجدر الخموي نشاط بعض الأنزيمات
 EXT (Xylogucan Endotransمثؿ أنزيـ  (2000، وزملبؤه Lee) الجدر الخموية

Glycosylase ) ،الأوكسيف وبشكؿ غير مباشر نشاط أنزيمات  مف خلبؿ تحريضATPase 
لًب عف مباشر عف نقؿ أيونات الييدروجيف والييدروكسيؿ، فضفي الجدر الخموية المسؤولة بشكؿ 

 ومف ثـ تحفيز التبادؿ الأيوني ،دوره في زيادة معدؿ النفاذية الخموية للؤيونات والبروتونات الأخرى
مسببة دخوؿ الماء مف الوسط المحيط إلى  ،فتسيـ في خفض قيمة الجيد الحمولي داخؿ الخلبيا

في فة لدوره المباشر بالإضا ،الخلبيا لتزيد ضغط الامتلبء داخميا وبالتالي زيادة استطالة الخلبيا
العودة الشحاذة ) جديد mRNAوتخميؽ بروتينات جديدة عف طريؽ نسخ  RNAاستقلبب 
 RNAالبناء الحيوي لمػ و  السيتوكينينات الانقساـ الخمويبينما تشجع ، (2016، وزملبؤه

ف وجود كؿ مف الأوكسينات والسيتوكينينات أ إلا .(1991، وزملبؤه Rossignol) والبروتينات
 .حيث يكوف التأثير المنشط لأحدىما ضعيفاً إذا وجد بمفرده ،روري ليشجع كلبىما عمؿ الآخرض

نشوء  في كبير تأثير المغذي لموسط أف إلىالتي أشارت  الدراساتوىذا يتفؽ مع العديد مف 
دامتو الكالوس  مف النباتي الجزء ومصدر ونوع جية المغذي مف الوسط مكونات عمى اعتماداً  وا 

 2003 ; فيمي،  2001 ;،وزملبؤهبكر   2002 ;،وزملبؤهعطية  2008 ;،)المختار رىأخ جية
 (.2009، ٝصٓلاؤٙ ; Ajungla 2001يونس ومزاحـ، 

وساط المختبرة الخالية مف منظمات نجاح تشكؿ الكالوس وقوة نموه عمى الأويعزى بالمقابؿ     
 MSبالمقارنة مع وسط ( 5C-6C- 10C) إلى توليفة العناصر الداخمة في تركيب الأوساطالنمو 
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(Murashige و Skoog ،1962)، مف العناصر حيث تحتوي ىذه الأوساط عمى تركيز مرتفع 
يدخؿ في بناء الأحماض الأمينية والنووية  ، الذيالآزوتعنصر مثؿ المغذية  المعدنية

 Hilton  ٝRhodesما أكداه  يتفؽ مع وىذا (.Coenzymes) والأنزيمات المساعدة والبروتينات

 ،بالإضافة إلى ذلؾ .Datura الداتورة لأنواعفي دراستيما عمى المزارع الخموية  (1994) 
( 1-غ.ؿ 50 ،60) Sucrose مف السكروز مرتفعةتراكيز  عمىتحتوي الأوساط المغذية المختبرة 

 معظـ مختبرات الزراعة النسيجيةالمستخدـ في  MSغ في وسط  30عمى التوالي بدلًا مف 
(Murashige و Skoog ،1962)،  وىذا يتوافؽ مع نتائجBesher ( عمى 2014) ايوزملبئ

النباتية لمخمية الكربوىيدرات الأساسي مصدر السكروز حيث يعد ، H. aureusنبات البنج 
تحممو إلى مركبات أبسط ويرافؽ ذلؾ تحرر  مف خلبؿ، اءليزودىا بالطاقة اللبزمة لمنمو والبق

(ATP الذي يستخدمو ) فضلًب عف . (1990 )محمد وعمر،الجزء المزروع في فعالياتو الحيوية
وتعتمد عمى ما  في تغذيتيا غيريةتكوف  (In Vitroالزجاج ) الأجزاء النباتية المزروعة فيأف 

في  Rhodes (1994)و  Hiltonوقد أشار يوفره الوسط المغذي مف مركبات عضوية ليا. 
ومزارع الجذور المحورة  Black henbane ((H. niger الأعٞدج ندراستيما عمى نباتات الب
النسيجية  في وسط الزراعة دة تركيز السكروزأف زيا D. stramoniumلنبات الداتورة سترامونيوـ 

  .يزيد مف الكتمة الحيوية المنتجة

مجموعة إلى وساط باقي الأمع مقارنة بال 10Cانخفاض مقدار النمو في الوسط  يعزىبينما     
 50بالمقارنة مع   1-غ.ؿ 100 تركيز أعمى مف السكروز يحوي 10Cالوسط  أىميا أف، عوامؿ

 زيادة نتيجة ،في المزارع النسيجية ما ثبط عمميات نمو الخلبيافي الأوساط الأخرى،  1-غ.ؿ 60و
في  Plasmolysis البمزمة ظاىرة حدوث إلى يؤدي الذي Osmotic potentialالجيد الحمولي 

خروج الماء منيا إلى الوسط المحيط حسب فرؽ التدرج في الجيد المائي، ما يؤدي  نتيجة الخلبيا
داخؿ الخلبيا النباتية الضروري لاستطالتيا،  Turgor pressureإلى تراجع ضغط الامتلبء 

 Zouine  ٝ EL-Hadrami ، 2004 ;    AL  ;2007العودة وخٌتً، )توقؼ نموىا  وبالتالي

–Maarri  ٝAL-Ghamdi ،(1997.  ٗزبئظوىذا ما يتوافؽ معShort   ٝWarburton 
ي نباتلفي المزارع الخموية  نمو ووزف الخلبيا فيحوؿ تاثير تراكيز مختمفة مف السكروز  1987))

 Feverfewوالأقحواف  Cauliflower (Brassica oleracea var botrytis)القرنبيط 
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(Chrysanthemum morifolium) .نتائجتوافؽ مع كذلؾ ت  Baskaran و Jayabalan 
( في 2004) ووزملبئ Nowak نتائجو  Eclipta albaفي دراستيما عمى نبات ( 2005)

السكريات في وجود  ،وبشكؿ عاـ .Peach (Prunus domestica)دراستيـ عمى نبات الخوخ 
 الحموليوعوامؿ ضابطة لمضغط ضروري كمصدر طاقة وكربوىديرات  وسط الزراعة الخموية

 .(Gibson)  ،2000 معينةبتراكيز 
NO3)بصورة نترات  الآزوتعمى كمية أكبر مف يحتوي  10Cالوسط  بالإضافة إلى أف   

- )
NH4) وأمونيا

مف الممكف مف نترات الأمونيوـ  المرتفعةإضافة التراكيز  أفّ نت الدراسات فقد بيّ ، (+
نسجة النباتية ليصبح لأالأمونيوـ سيؿ التراكـ داخؿ ا فّ أف تحوؿ دوف نمو الخلبيا، وذلؾ لأ

بتراكيز سامة إذا لـ يتـ استقلببو مباشرة، وبذلؾ عندما يكوف تركيزه منخفضاً في وسط الزراعة 
، وعمى وتصنيع الأحماض الأمينية الاستقلبب عمميات الخلبيا في تستفيد منيافإف معظـ الكمية 

 Nagella) استقلببو مف قبؿ الخلبييتـ افقط منو  جزءاً بسيطاً  بتراكيز مرتفعة فإفّ  وجدالعكس إذا 

ٝMurthy  ،2010 ،.Bensaddek يتوافؽ مع نتائج  ىذا(. و 2001، وزملبؤه Napaporn 
 و   Narayanبيففي حيف  .Grapes (Vitis vinifera)الكرمة  نباتعمى ( 2014) وزملبؤه

Venkataraman   (2002) ّىو أحد العوامؿفي وسط الزرع  الأزوتجمالي محتوى إ أف 
في الزراعة النسيجية  هتطور و الكالوس تشكؿ وبالتالي تحفيز  المسببة لمتحكـ في درجة حموضتو

 .لمعديد مف النباتات 

 ويو الأوساط الأخرى مفتما تحأضعاؼ  خمسةكذلؾ  10Cالوسط يحتوي  ،مف جية أخرى    
 فينسيجية سمباً في وسط الزراعة المعيف  عف حدٍ زيادة تركيز الثياميف  حيث تؤثر، B1الثياميف 

 palm في دراستو عمى نخؿ التمرAl-Khayri (2001 ) أصجزٚوىذا ما  ،نمو الخلبيا ووزنيا
(Phoenix dactylifera) . 

عاـ، يمكف تفسير نمو الكالوس في أوساط مغذية خالية مف منظمات النمو النباتية  بشكؿٍ     
تحصؿ كنتيجة لاستمرار نمو  وىي حالة، Hormone Habituationبظاىرة التطبع اليرموني 

س وبمرور الزمف مف و الكال خلبياحيث تتمكف  ،الكالوس في وسط الإدامة بوجود مُنظمات النمو
مُنظمات النمو وتقميؿ  ةمففيد ىذه الظاىرة بتقميؿ أو حذؼ كوتُ ، النمو في وسط خاؿٍ مف المُنظمات
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  (Keversوغيرىا النمو نظماتمُ الخطأ في تحضير تراكيز  احتماليةخطوات العمؿ والتخمص مف 

  .(1996، ٝصٓلاؤٙ

Syonoٝ Furuya  (1974 ) تطبع اليرموني في النبات قامت كؿ ومف الدراسات حوؿ ال  
مف  مرتفعةالمعامؿ بتركيزات  A: نوع Tobacco بمعالجة نوعيف مف أنسجة كالوس نبات التبغ

NAA  2,4و-D  لفترات زمنية قصيرة، ونوعB منخفض مف  المعامؿ بتركيزIAA  لفترات
، وقد أشارت نتائج Cytokinins طويمة، ومف ثـ تنميتو عمى وسط مدعـ بالسيتوكينينات

النمو في وسط مغذي يحوي تركيز مرتفع مف  تمكف مف Bدراستيما عمى أف الكالوس مف النمط 
نمو مف ال Aبينما لـ يتمكف  الكالوس مف النمط  IAAفي غياب  Cytokinins السيتوكينينات

 في نفس الوسط.

 :Tropane Alkaloids لقمويدات التروبان النوعيالتحديد الكمي و . 3.6
 Cellular Lines الخطوط الخمويةفي  Hyoscyamine تركيز الييوسيامين. 1.3.6

 :يوماً  5.خلال  H.aureusنبات البنج الذىبي  لكالوس
( 5C01)الشاىد الخط الخموي تفوؽ ( 13والشكؿ )( 13تبيف النتائج الموضحة في الجدوؿ )  

 معظـفي  Hyoscyamine اه مف الييوسياميفبمحتو  الأخرى بالمقارنة مع  الخطوط الخموية
 - 0.0530) يوماً( 15-0) في الطور المتمكئ الييوسياميفمراحؿ النمو، حيث تراوح إنتاج 

0.1200%) (ٝ0.0063 - 0.0910 %)(ٝ0.0053 - 0.0810 %)(ٝ0.0030 - 0.0710%) 
 تفوؽكاف كما  عمى التوالي، 5C01  ،5C، 6C، 10C الخطوط الخموية في ف الوزف الجاؼم

أقصى تركيز لو بعمر  إنتاج الييوسياميف بمغإذ  ،في مرحمة الطور الأسي معنوياً ( 5C01) الشاىد
مف الوزف الجاؼ  (%0.2100)ٝ( %0.2900)ٝ (%0.3600)ٝ( %0.4900)ٍُغغَ  يوماً  30
، ثـ يبدأ بالانحفاض بعد ذلؾ حتى عمى التوالي 5C01، 5C، 6C، 10Cاُخٌِٞخ الخطوط  في

 .نياية طور الثبات
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 المدروسة خلال مراحل عمرية مختمفة الخطوط الخمويةالييوسيامين في تركيز  :(11)رقم جدول ال

 %1 معنوية الأحرؼ المتشابية ضمف العمود الواحد تدؿ عمى عدـ وجود فروؽ معنوية عند مستوى      
 
 
 
 
 

ل مراحل عمرية خلا انخطىط انخهىَخ نكبنىط َجبد انجُح انزهجٍ تركيز الييوسيامين في  :(11) رقم شكلال
 مختمفة

 

 

 

Hyoscyamine (g/100 g) Age (day) 

 

 
Medium 

 انطىس انًزهكئ انطىس الأعٍ طىس انثجبد

50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 

0.1214 
a

 0.1927 
a

 0.2300 
a

 0.3121 
a

 0.4900 
a

 0.42020 
a

 0.3100 
a

 0.2210 
a

 0.1200 
a

 0.0730 
a

 0.0530 
a

 
Control 

(5C01) 

0.0927 
b

 0.1624 
b

 0.1900 
ab

 0.2611 
b

 0.3600 
b

 0.3212 
b

 0.2700 
b

 0.1620 
b

 0.0910 
b

 0.0110 
b

 0.0063 
b

 5C 

0.0712 
c

 0.1319 
c

 0.1600 
bc

 0.2161 
c

 0.2900 
c

 0.2641 
c

 0.22 
c

 0.1310 
c

 0.0810 
b

 0.0091 
bc

 0.0053 
b

 6C 

0.0513 
d

 0.0904 
d

 0.1200 
c

 0.1837 
d

 0.2100 
d

 0.1817 
d

 0.1500 
d

 0.112 
d

 0.0710 
b

 0.0076 
c

 0.0030 
b

 10C 

0.0005 0.0003 0.0433 0.0004 0.0363 0.0004 0.0274 0.0027 0.0275 0.0019 0.0039 
L.S.D 

(0.01) 
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 لكالوس Cellular Lines في الخطوط الخموية Scopolamine وبولامينتركيز السك .2.3.6
 :يوماً  5.خلال  H.aureusنبات البنج الذىبي 

انخفاض تركيز السكوبولاميف ( 14والشكؿ )( 14) رقـ تبيف النتائج الموضحة في الجدوؿ   
Scopolamine ييوسياميفكؿ عاـ بالمقارنة مع الفي الطور المتمكئ وبداية الطور الأسي بش ،
الييوسياميف كقمويد رئيس ومف  تصّنعالتي  الأنواعمف  Hyoscyamus البنج نوعويفسر ذلؾ بأف 

ٝ    ; 2002Hashimotoٝصٓلاؤٙ،  Rocha) ثـ يتـ تحويمو إلى سكوبولاميف في مراحؿ لاحقة

Yamada ،2003)،  5 تفوؽ الشاىدكما تبيف النتائجC01  معظـفي  مف السكوبولاميفبمحتواه 
 - 0.0013) يوماً( 15-0) في الطور المتمكئ تراوح إنتاج السكوبولاميف مراحؿ النمو، حيث

0.0020%) (ٝ0.0007 - 0.0015ٝ %)(0.0006 - 0.0012(ٝ %)0.0003 - 0.0008 %)

محتوى كاف ، كما عمى التوالي 5C01 ، 5C، 6C ،10C الخطوط الخموية فيمف الوزف الجاؼ 
 يوماً مف الزراعة 30لأعمى معنوياً خلبؿ الطور الأسي عند ا مف السكوبولاميف الكالوس

ٝثذٕٝ كشٝهبد ٓؼٌ٘ٞخ  6C و  5C (، رلاٙ ٝثلشٝهبد ٓؼٌ٘ٞخ اُخطٍٖ اُخ0.0260%ٌٍِٖٞ)

 (%0.0017)(، كً حٍٖ ًبٕ الأدٗى ٓؼٌ٘ٞبً كً اُخؾ اُخِٞي %0.0140ٝ) (%0.0160)ثٍٜ٘ٔب 

 نياية طور الثبات.، ليبدأ بالانخفاض بعد ذلؾ حتى ؼمف الوزف الجا

 

 المدروسة خلال مراحل عمرية مختمفة الخطوط الخموية(. تركيز السكوبولامين في 14) رقم جدولال

 %1الأحرؼ المتشابية ضمف العمود الواحد تدؿ عمى عدـ وجود فروؽ معنوية عند مستوى       

 
 

Scopolamine  (g.100 g
-1

) Age (day) 

 

 
Medium 

 انطىس انًزهكئ انطىس الأعٍ طىس انثجبد

50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0  

0.0081 
a

 0.0105 
a

 0.0170 
a

 0.0211 
a

 0.0260 
a

 0.0211 
a

 0.0030 
a

 0.0026 
a

 0.0020 
a

 0.0017 
a

 0.0013 
a

 
Control 

(5C01) 

0.0052 
b

 0.0081 
b

 0.0130 
b

 0.0142 
b

 0.0160 
b

 0.0125 
b

 0.0020 
a

 0.0019 
b

 0.0015 
a

 0.0011 
b

 0.0007 
ab

 5C 

0.0038 
c

 0.0072 
c

 0.0110 
b

 0.0132 
c

 0.0140 
b

 0.0115 
c

 0.0018 
a

 0.0016 
b

 0.0012 
a

 0.0009 
b

 0.0006 
ab

 6C 

0.0006 
d

 0.0009 
d

 0.0011 
c

 0.0012 
d

 0.0017 
c

 0.0013 
d

 0.0012 
a

 0.0010 
c

 0.0008 
a

 0.0006 
c

 0.0003 
b

 10C 

0.0003 0.0003 0.0024 0.0003 0.0034 0.0003 0.0020 0.0004 0.0014 0.0003 0.0009 
L.S.D 

(0.01) 
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خلال يشازم عًشَخ  انخطىط انخهىَخ نكبنىط َجبد انجُر انزهجٍرشكُض انغكىثىلايٍُ فٍ  :(14) سلى شكمان

 يخزهفخ

 

 

 

 
 

 Hyoscyamineانهُىعُبيٍُ  نكم يٍ HPLCانًخطظ انكشويبرىغشافٍ ثىاعطخ خهبص  :(15) سلى انشكم

 يٍ انطىس الأعٍ 30انُىو  عُذ 5C01فٍ انخظ انخهىٌ  Scopolamineوانغكىثىلايٍُ 
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 بإنتاجو5C ، 6C، 10C الخطوط الخمويةعمى  5C01الشاىد الخط الخموي يعود تفوؽ     
والفيتامينات والأحماض الأمينية  (KIN, NAA)بمنظمات النمو الوسط  ىنالقمويدي إلى غ

(Myo-Inositol, B6, P.P, Glycine, Casein)  5)بالمقارنة مع الأوساط الأخرىC، 6C 

(10C  ،تراكـ نواتج  بتراكيز مناسبة وجود ىذه المركباتحفز حيث يالخالية مف منظمات النمو
ويرجع ذلؾ إلى أف منظمات النمو ترفع مف الإنتاج الكمي لمقمويدات مف خلبؿ ، الاستقلبب الثانوي

الذي ىو أساس  Ornithineدة عمى تنشيط إنتاج الأحماض الأمينية مثؿ الأورنيثينيف المساع
 المورثاتتنشط لا سيما السيتوكينينات النباتية  منظمات النموكما أف بناء قمويدات التروباف، 

 الأنزيـ المفتاحي الأوؿ في مسار تخميؽ قمويدات التروباف PMTأنزيـ  عف إنتاج ةالمسؤول
Elizabet)  وSarah ،2009 ،) أنزيـ وH6H  يوسياميفالي تحويؿالمسؤوؿ عف 

Hyoscyamine إلى سكوبولاميف  Scopolamine (Scalla ،1991)،  وىذا يتفؽ مع نتائج
حوؿ تأثير  (2010) وزملبؤه Cardilloو  Kantharajah ((2011و   Abrahamianكؿ مف

كما أف الأوكسيف يزيد مف ، تجة لياالإنتاج القمويدي في بعض نباتات المن فيمنظمات النمو 
الذي يعمؿ عمى تخميؽ الأحماض  ACC Synthaseمف خلبؿ تحفيز أنزيـ معدؿ الإيثيميف 
 وىذا بدوره، (Tropic acidمثؿ فينيؿ ألانيف )طميعة التروبيؾ أسيد  ،في النباتالأمينية العطرية 

 Sommiferumحاؿ في خلبيا مثمما ىو ال ،راكـ القمويدات في الخلبيا النباتيةت يزيد مف

Papaver, Eschsholtzia California Piatti)  وخلبيا 1991، وزملبؤه )C. roseus 

Yahia) ٙ1998، ٝصٓلاؤ ،Zhang ٙتوافؽ ىذه النتائج مع دراسةت، (2004، ٝصٓلاؤ Aly 
 ٝ  BA استعماؿ أفّ  واحيث بين ،H. muticus)) عمى نبات البنج المصري( 2010) وزملبؤه

NAA ّنتاجيا مف القمويدات، حس  Iranbakhshمع ما توصؿ إليو كما تتوافؽ ف نمو الخلبيا وا 
في مزارع المعمقات الخموية لنبات  (TAs) عمى قمويدات التروباف ـفي دراستي( 2007) وزملبؤه

في  (TAs) ؿ إنتاج لقمويدات التروباف، حيث كاف أفض(D. stramonium)الداتورة سترامونيوـ 

 .ثالث بعد الزراعةسبوع الالأ

بالمقارنة مع الشاىد  5C  ٝ 6Cٝ10C الخطوط الخمويةويعزى تغير المحتوى القمويدي في    
5C01 (15، الجدوؿ) العناصر المغذية و  السكروز إلى تأثير محتوى الوسط مف. 
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 الكبرى والصغرىالمعدنية العناصر و  السكروز محتوى الأوساط الكمي من :(.1) رقم جدولال

Sucrose 

g.L
-1

 

Microelements mg.L
-1

 Macroelements g.L
-1

 
Callus line 

CoCl2 H3BO3 Mn Ca Mg K P N 

50 0.025 6.2 24 0.1528 0.101 0.462 0.1852 0.592 Control (5C01) 

50 0.025 6.2 24 0.1528 0.101 0.462 0.1852 0.592 5C 

60 0.055 12 22 0.1528 0.121 0.461 0.1852 0.767 6C 

100 0.01 11.5 22 0.1528 0.262 0.153 0.1243 1.172 10C 

  
( ارتفاع محتوى 15: يتبيف مف الجدوؿ )Effect of Sucrose السكروزتركيز  تأثير -
 5C01 الوسطيف محتوى يفوؽالذي  ،(1-غ.ؿ 100ٝ  60)مف السكروز  10C و 6Cيف  الوسط

ثبط عمميات مف السكروز ي معيف المرتفع عف حدوالمعروؼ أف التركيز (، 1-غ.ؿ 50) 5Cو 
الذي يؤدي  Osmotic potentialيادة الجيد الحمولي نتيجة ز نمو الخلبيا في المزارع النسيجية، 

نتيجة خروج الماء منيا إلى الوسط  ،في الخلبيا Plasmolysisإلى حدوث ظاىرة البمزمة 
 Turgorالمحيط حسب فرؽ التدرج في الجيد المائي، ما يؤدي إلى تراجع ضغط الامتلبء 

Pressure  ،تتفؽ ىذه النتائج نموالتوقؼ  التاليوبداخؿ الخلبيا النباتية الضروري لاستطالتيا ،
 Zouine ٝEL-Hadrami  ((2004 ٝ AL Maarri   ٝAl مع ما توصؿ إليو كؿ مف

Ghamdi ((1997 ٝ عمى مزارع الجذور الشعرية وفي دراسة . (2016) ٝصٓلاؤٙاُؼٞدح اُشحبرح
وجود  النتائج تبين ،تراكيز مختمفة مف السكروز استعماؿب (H. muticus) لنبات البنج المصري

ما يؤكد أف ، علبقة عكسية بيف تركيز السكروز في الوسط المغذي مع تركيز القمويدات المنتجة
في  ،مف مصدر الطاقة مرتفعتركيز  استعماؿ( يتطمب Biomassإنتاج كتمة كبيرة مف الخلبيا )

در مف مص منخفضتركيز  استعماؿمف القمويدات يتطمب مرتفع الحصوؿ عمى تركيز أف حيف 
 .(2012، وزملبؤه Dehghan .:2009 ،ٝصٓلاؤٙ Pavlov) الطاقة في وسط الزراعة

( عمى مزارع (Kinsara  ٝEl-Naser 1990ئٍُٚفؽ ىذه النتائج مع ما توصؿ كما تت    
 حيث ،تراكيز مختمفة مف السكروز استعماؿب (H. albus)المعمقات الخموية لنبات البنج الأبيض 

وبيف تركيز  ،الثانوية مف جية نواتج الاستقلبب وتراكـة بيف معدؿ النمو وجود علبقة عكسي انبيّ 
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كاف  كمافي الوسط المغذي مع تركيز القمويدات المنتجة مف جية أخرى،  Sucrose السكروز
 .ٖٓ ػٔش أُضسػخ اُخٌِٞخ اُضبُشأعمى إنتاج لمقمويدات في نياية الأسبوع 

  في مزارع البنج الأسود السكروز تركيز زيادة أفّ Heltonٝ Rhodes (1995 )  بينما بيف   

(H. niger) الكتمة الخموية وتراكـ السكوبولاميف أدت إلى زيادة Scopolamine،  ذلؾ بأفّ  اوفسر 
 ،السكروز في وسط الزراعة يزيد مف المقدرة عمى التمثيؿ الغذائي )عمميات الاستقلبب والبناء(

ىذه العمميات الضرورية، كما أنيا تزيد المقدرة عمى  وأف التغذية السكرية تحوؿ دوف منع حدوث
 Tropic Acidمنتجة حمض التروبيؾ  بوجود السكروز وبخاصة ،التمثيؿ الغذائي بشكؿ كبير

و   Maldonado) كما تمنع الضرر الناتج عف زيادة القموية   ،والعديد مف العوامؿ المساعدة

Loyola ،1995). 

  الآزوتتأثير Effect of Nitrogen: ( 15يتبيف مف الجدوؿ ) ّالوسط محتوى  أف
10C  5محتوى الوسطيف مف ضعؼ  بمقدارالكمي أكثر  الآزوتمفC01  5وC،  حيث بمغ

 1-غ.ؿ0.592  و 6Cفي الوسط  1-غ.ؿ 0.767 بالمقارنة مع 10Cفي الوسط  1-غ.ؿ 1.175
 : في الوسط المغذي بصورتيف الآزوتويتواجد ، 5Cو  5C01في كؿ مف الوسطيف 

 ( الأولى بصورة نترات-
3NO:)  التركيز المنخفض لقمويدات التروبافيفسر و )TAs(  في

 ،الارتباط السمبي بيف تركيز النترات في وسط الزراعة وتركيز قمويدات التروبافب 10Cالوسط 
مزارع الخموية لطاقة التمثيؿ لامتصاص وخفض تركيز شوارد النترات الزيادة متطمبات نظراً ل

لذلؾ فبعد التزود بالطاقة  ،(2011وزملبؤه،  Adibfar) حماض الأمينيةة في تركيب الأوالمشارك
 لتخميؽ نواتج الاستقلبب المتبقيةالطاقة  استعماؿالكافية واللبزمة لعمميات التمثيؿ الغذائي يمكف 

عنصر حيوي لتركيب كنسجة في مزارع الخلبيا والأ الآزوتفعمى الرغـ مف أىمية ، الثانوية
إلا  (،Sauerwein) ٝShimomura ،1991حماض النووية ماض الأمينية والبروتينات والأحالأ

يزداد بتناقص تركيز  Scopolamine والسكوبولاميف Hyoscyamineالييوسياميف أف تراكـ 
ر ذلؾ ربما بزيادة النشاط في مسار التخميؽ الحيوي ليذه سويف ،النترات في وسط الزراعة

حسب ما دؿ التدىور عند التراكيز المنخفضة مف النترات المركبات أو انخفاض مع
وىذا ما  .A. belladonnaالأتروبا  نباتفي دراستو عمى  (2010) وزملبؤه  Chashmiأًذٙ
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و   A. belladonnaالأتروبا  نباتعمى  (2001) ٝصٓلاؤٙ Bensaddek أكده كؿ مف
Demeyer  ٝDejaegere (1998)  الداتورة  نباتعمىD. stramonium.  

في دراستو عمى  (2007)  وزملبؤه  Iranbakhshتتوافؽ ىذه النتائج مع ما توصؿ إليو    
حيث تناقص ، D. stramoniumفي مزارع المعمقات الخموية لنبات  TAs قمويدات التروباف

وكاف أفضؿ إنتاج لقمويدات  ،تركيز القمويدات بزيادة تركيز النترات المضافة إلى الوسط المغذي
 Galapian   ٝMajd (2003 )ٝAdibfarأما  .سبوع الثالث بعد الزراعةوباف في الأالتر 

 ف مف معدؿ نمو الجذورت حسّ وي النتراتأف وسط الزراعة الذي يح وابين (2011) وزملبؤه
في حيف قابمو انخفاض بتركيز  ،H. niger))ج الأسود نؼ في مزارع الجذور لنبات البوالتكش

 .القمويدات المنتجة 

 في الوسط المغذي ىو بشكل أمونيا ) الآزوتلصورة الثانية لتواجد وا+
NH4:)  فقد       

نسجة النباتية ليصبح بتراكيز سامة إذا لـ يتـ أف الأمونيوـ سيؿ التراكـ داخؿ الأنت الدراسات بيّ 
 تستفيداستقلببو مباشرة، وبذلؾ عندما يكوف تركيزه منخفضاً في وسط الزراعة فإف معظـ الكمية 

بتراكيز  وجدإذا  ، وعمى العكسوتصنيع الأحماض الأمينية الاستقلبب عمميات الخلبيا في منيا
.، Nagella ٝMurthy  ،2010ا )يتـ استقلببو مف قبؿ الخلبيفقط منو  مرتفعة فإف جزءاً بسيطاً 

Bensaddek يتوافؽ مع نتائج  (. وىذا2001، وزملبؤه Napaporn ( عمى 2014) وزملبؤه
 فّ أإلى  Helton ٝ  Rhodes(1995)أشبس بينما . Grapes (Vitis vinifera)رمة الك نبات

 مزارع النسيجية لنبات الداتورةشوارد الأمونيوـ تمتص بشكؿ كامؿ مف وسط الزراعة في عدد مف ال
Datura،  دات التروبافالأمونيوـ مف المحتمؿ أف تكوف مادة تفاعؿ في مسار تخميؽ قموي فّ أو. 

مف أكثر العناصر المؤثرة في كافة العمميات الوظيفية في النبات  الآزوتد أف وبذلؾ نج    
وىذا  .منو يخفض الكتمة الحيوية لمنبات المرتفعلكف التركيز  ،كالتمثيؿ الغذائي والنمو والتطور

 .H)البنج الأسود نبات عمى ( في دراستو 2013) وزملبؤه Alaghemandيتوافؽ مع نتائج 

niger) . بصورة نترات عند  يستخدمو النبات للآزوتالقمويدات تتعبر مخازف احتياطية  تعدما ك
بفضؿ  ،معيف حتى حدِ ، ما يفسر سبب زيادة الكتمة الخموية بزيادة تركيز النترات مداد بونقص الإ

والذي يعمؿ عمى  ،في النبات ميمةأحد الأنزيمات ال Nitrate Reductaseأنزيـ مختزؿ النترات 
نتاج الكتمة توبالتالي تحفيز النمو، حيث ىدؼ عممية الاس الآزوتتمثيؿ  قلبب ىو تحقيؽ النمو وا 
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لمرحمة نمو  وبوجود العوامؿ المشجعة مثؿ النترات يزداد وينخفض تركيز القمويدات تبعاً  ،الخموية
 (.  2006)أبو زيد، الخلبيا 

 تأثير المغنزيوم والكالسيوم Effect of Magnesium and Calcium: ف مف ييتب
 0.262، حيث بمغ وساطعمى مف باقي الأأمف المغنزيوـ  10Cوسط محتوى ال ( أفّ 15الجدوؿ )

 في 1-غ.ؿ 6Cٝ 0.101  وسطفي ال 1-غ.ؿ 0.121بالمقارنة مع  10Cفي الوسط  1-غ.ؿ

ىميتو في تنشيط عمؿ بعض أيوـ لو ز عنصر المغنيأف فعمى الرغـ مف ، 5C  ٝ5C01اُٞعطٍٖ 
 وغيرىا AMP pyrophosphorylase  ٝHexokinase ٝ Glucokinaseنزيمات مثؿ الأ
البروتينات وتكويف  تصنيعنو يؤثر في أكما ، (2009IPNI ; ،2007محمد أميف وزملبؤه، )

سفور وحركتو داخؿ الخلبيا و يضاً في زيادة امتصاص الفأ، ويساعد (IPNI ،2007) الصبغيات
 ،(Mahler ،2004حماض النووية )والأ  ATPاُـالنباتية فضلًب عف دوره في بناء جزيئات 

إلا أف تأثير المغنزيوـ عمى إنتاج قمويدات  نسجة المولدة )المرستيمية(،يزداد تركيزه في الأو 
 2012)  ،وزملبؤه Pudersell.، 2003 ،ٝصٓلاؤٙ Hank) التروباف مرتبط بعنصر الكالسيوـ

معروؼ بتأثيره الإيجابي عمى السيوـ الكو  (،16سبة ثابتة في كافة الأوساط )جدوؿ.الذي وجد بنو 
مينية )طلبئع قمويدات التروباف مف خلبؿ دوره في تنظيـ استقلبب الأحماض الأ تصنيع

وظائؼ الأنزيمات المعنية  فيبالإضافة إلى تأثيره  ،(1994وزملبؤه،  Gontier) القمويدات(
ير الإيجابي لمكالسيوـ عمى ف الباحثيف أف التأثمبتخميؽ القمويدات وتحولاتيا، حيث افترض عدد 

 Putrescine (PMT)إنتاج القمويدات يفسر مف خلبؿ تحفيزه لأنزيـ بوتريسيف ميثيؿ ترانسفيراز 

N-Methyltransferase نزيـ الأوؿ في مسار تخميؽ قمويدات التروبافالأ (Gontier  ،وزملبؤه
1994Liang ;  ،2008وزملبؤه Pinol ; ذه الفرضية في مزارع ، وتـ تأكيد ى(1999، وزملبؤه

حيث لوحظ أف انخفاض إنتاج  D. stramoniumالجذور الشعرية لنبات الداتورة سترامونيوـ 
  Pinolالأنزيـ ) فعاليةالييوسياميف الناتج عف نقص تركيز شوارد الكالسيوـ قد ترافؽ بانخفاض 

 .( 1999، وزملبؤه

تجاه بعضيما  لوجود فعؿ تضادلسيوـ علبقة ارتباط سمبية بيف المغنزيوـ والكا وجود لكف    
أدى إلى  (Walker ; 2012، 1994 ،وزملبؤه ; Pudersell 2003 ،ٝصٓلاؤٙ Hank) البعض

، التغير في تركيز المغنزيوـ في  أفّ  كما انخفاض تركيز قمويدات التروباف بزيادة تركيز المغنزيوـ
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 Putrescineتروباف ) -تريسيفالوسط المغذي قد يغير مف اتجاه مسار تخميؽ القمويدات مف بو 

to Tropane ) سبيرميديف  –إلى بوتريسيف(Putrescine to Spermidine) (Pudersell 
 .( 2012 وزملبؤه،

 .Aتروبا الأ في دراستو عمى نبات (2003) ٝصٓلاؤٙ Hank ةدراس وىذا يتوافؽ مع نتائج   

belladonna، و، بازدياد تركيز سمفات المغنزيوـلييوسياميف تناقص تركيزه اإنتاج  ف أفّ بيّ  حيث 
بينت أف زيادة تركيز المغنزيوـ في وسط الزراعة قد  التي (2012) ووزملبئ  Pudersellةدراس
 Scopolamineوالسكوبولاميف  Hyoscyamine انخفاض تركيز كؿ مف الييوسياميف تسبب

  .(H.niger) سودمزارع البنج الأفي عمى السواء 
 تأثير البوتاسيوم Effect of Potassium: محتوى  ( أفّ 15) رقـ يتبيف مف الجدوؿ
، 6Cو  5Cو  5C01 الأوساطمقارنة مع بالتقريباً  يفمف البوتاسيوـ أقؿ بمقدار الثمث 10Cالوسط 

في الوسطيف  1-غ.ؿ 0.462بالمقارنة مع  10Cفي الوسط  1-غ.ؿ 0.153حيث بمغت كميتو 
5C  5 وC01 ٝ0.461 6في الوسط  1-غ.ؿC. مف ذا المحتوى المنخفض مف البوتاسيوـ وى

 أيوفتركيز النقص في وذلؾ لتأثير  يعمؿ عمى زيادة تخميؽ قمويدات التروباف،المفروض أف 
 وزيادة ،(Bashir khana  ٝHarborne ،1991) كمية طلبئع القمويدات في زيادةالبوتاسيوـ 

 (Ornithine Decarboxylase: EC 4.1.1.17أنزيمي أورنثينيف دي كربوكسيلبز  فعالية

(ODC وأرجنيف دي كربوكسيلبزArginine Decarboxylase: EC 4.1.1.19) (ADC 
(Demeyer  ٝDejaegere ،1998)،  وىما المسؤولاف عف إنتاج البوتريسيفPutriscine 

عمى  PMTالناتج مف عمؿ أنزيـ  ،TAs)) المركب الأوؿ في مسار تخميؽ قمويدات التروباف
وىذه الزيادة في مستويات  ػ)طميعة قمويدات التروباف( Ornithine لأورنثينيفالحمض الأميني ا

نزيمات بما فييا العديد مف الأ فعاليةنظـ يتدعـ فكرة أف أيوف البوتاسيوـ  Putrescine البوتريسيف
 Bashir) تشكيؿ البروتينات فيالأنزيمات المعنية بالتخميؽ الحيوي لمقمويدات مف خلبؿ تأثيرىا 

khana  ٝHarborne ،1991)،  10في الوسط  الموجودةمنترات التركيز المرتفع لإلا أفC 
متركيز عمؿ عمى تثبيط التأثير الإيجابي ل5C01 ، 5Cالوسطيف  بالمقارنة مع تركيزىا في

مبوتاسيوـ في ىذا الوسط، حيث العلبقة بيف البوتاسيوـ وتركيز قمويدات التروباف ىي خفض لالمن
في الوسط المغذي، وىذا يتوافؽ مع نتائج  النتراتية تزداد بزيادة تركيز علبقة ارتباط سمب

Iranbakhsh عمى قمويدات التروباف ـفي دراستي( 2007) ووزملبئ ((TAs مزارع  المنتجة مف
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( 1992) وزملبؤه  Philippeأشبس، بينما D. stramonium الداتورة المعمقات الخموية لنبات
 عمى إنتاج قمويدات التروباف اً ت المترافقة مع البوتاسيوـ لا تممؾ تأثير أف زيادة تركيز النتراإلى 

TAs. 
  الفوسفور تأثيرEffect of Phosphorus: ( أفّ 15يتبيف مف الجدوؿ ) محتوى 
، 6Cو 5C01  ٝ 5Cمقارنة مع الأوساط بالبمقدار الثمث تقريباً  أقؿ الفوسفورمف  10Cالوسط 

1-.ؿؽ 10C (0.1243حيث بمغت كميتو في الوسط 
في باقي  (1-غ.ؿ 0.1852)بالمقارنة مع  (

وبالتالي ساىـ انخفاض محتوى الوسط مف الفوسفور في انخفاض تركيز قمويدات الأوساط، 
 ،يزهانخفاض معدلات التمثيؿ الغذائي لمسكريات بانخفاض تركإلى  ؾ، ويعزى ذلTAs التروباف

وتقميؿ نقؿ الصفات  ،موىاانقساـ الخلبيا وندؿ وتقميؿ مع ،قمياوانخفاض معدؿ تخزيف الطاقة ون
ودخولو في ، RNAو   DNAاٌُ٘ٞٝخفي تركيب الأحماض  وره  بالغ الأىميةد الوراثية، بسبب

 (ADP الغنية بالطاقةتركيب المركبات الفسفورية ذات الروابط و  ،نزيميةالتفاعلبت الأكثير مف 

ٝATP)، نزيمات وفى مرافقات الأ(NADP  وNAD) في تفاعلبت الأكسدة والاختزاؿ ميمةال، 
، بالإضافة أىـ مكونات الأغشية الخموية (Phospholipids) المفسفرة تركيب بعض الدىوف يوف

 و Havlinإلى قدرتو عمى تحسيف كفاءة امتصاص الخلبيا لمماء والعناصر المغذية الأخرى )
Halvorson. ،1990. ) 

 تاثير الكوبالت Effect of Cobalt: 10الوسط  محتوى ( أفّ 15الجدوؿ ) يتبيف مفC 
مس خَ بمقدار وأقؿ ، 5C01  ٝ5Cمقارنة مع الوسطيف بالبمقدار النصؼ تقريباً  مف الكوبالت أقؿ
 0.025 بالمقارنة مع 10Cفي الوسط  1-غ.ؿمم 0.01حيث بمغت كميتو ، 6Cتركيزه في الوسط 

ساىـ . وبالتالي اليعمى التو  5C ٝ6Cو  5C01 الأوساطفي  1-ممغ.ؿ 0.055و  1-ممغ.ؿ
ويعزى ذلؾ  ،(TAs) انخفاض تركيز قمويدات التروباف انخفاض محتوى الوسط مف الكوبالت في

، 2004، ٝصٓلاؤٙ Mithofer) اُضبٌٗٞخالمحفز في تخميؽ نواتج الاستقلبب  تأثير الكوبالتإلى 

Zhao ٙيات النمو مف خلبؿ دوره كمكوف أساسي في الأنزيمات ودروه في عمم ،2005)، ٝصٓلاؤ
، وزملبؤه Havlin)منباتات الطبية المزارع الخموية لوالتمثيؿ الغذائي وتنظيـ تراكـ القمويدات في 

 زيادةإلى  واأشار  فالذي (2000) وزملبؤه  Pitta-Alvarezوتتفؽ ىذه النتائج مع (.2014
الشعرية عند إضافة كموريد الكوبالت إلى مزارع الجذور  Scopolamineمحتوى السكوبولاميف 

  .Brugmansia candidaلنبات 
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 تأثير حمض البوريك Effect of Boric Acid: ( أفّ 15يتبيف مف الجدوؿ )  محتوى
حيث بمغ  .5C01  ٝ5Cمف حمض البوريؾ يعادؿ ضعؼ محتوى الوسطيف  10C ٝ6C يفالوسط
 1-ممغ.ؿ 6.2بالمقارنة مع  10C ٝ6C في الوسطيف  1-ممغ.ؿ 12و  1-ممغ.ؿ 11.5تركيزه 

عنصر البوروف يدخؿ في تركيب  مف المعموـ أفّ عمى التوالي، و  5C01 ٝ5Cفي كؿ مف 
والانقسامات الخموية في  ،غشية الخموية وتنظيـ عمؿ وانتقاؿ اليرمونات والتفاعلبت الأنزيميةالأ

 ;Rainham، 2001)نسجة الميرستيمية ودخولو في تصنيع الكربوىيدرات والبروتيف منطقة الأ

Wojcik  ٝ Wojcik،2006  ،) يقوـ بتنشيط نقؿ السكريات والماء إلى داخؿ الخلبيا النباتيةو، 
حيث انتقاؿ السكريات المتحدة مع البوروف يكوف أسيؿ وأسرع مف انتقاؿ السكريات المستقطبة 

اُؼٞدح  ; 2006الشالط،  ; 2003)جندية،  بحاؿ وجوده بالتركيز المطموب لمنبات لوحدىا

أكثر مف الحد الحرج  مرتفعةبتراكيز  عند إضافتوثير سمي لمبوروف أتوجد  لكف(، 2007ٝخٍزً، 
التأثير السمبي لزيادة تركيز وىذا يفسر  (،William، 2005 ; 2004)توما وعبد الجبار،  لمنبات
 البوروف انتقاؿ السكريات يقؿ بزيادة تراكيز  أفّ  حيث ،6Cو  10C يففي الوسط البوروف

Patrick) ٝHening  ،1998 Gibson ; تنشط عممية تكويف  إذ. 2001)، وزملبؤه
لكف والبوتاسيوـ  النتروجيف والفسفوركالكربوىيدرات مف خلبؿ زيادة امتصاص العناصر الغذائية 

  .Bhushan ،(1978و  Kumar ) زيادة تركيز البوروف يقمؿ انتقاليا

يفسر انخفاض تركيز القمويدات في مراحؿ النمو الأولى بأف الخلبيا النباتية  ،بشكؿ عاـ    
تتفؽ  ،تمتصو مف العناصر المغذية لبناء كتمة خموية ومف ثـ تقوـ بتراكـ القمويدات تستغؿ كؿ ما

حوؿ دور عمر المزرعة النسيجية في  Al-Hashimi  (1999)النتائج مع ما توصؿ إليو ىذه 
 الداتورة تات الجذور الشعرية لنباتالتروباف المنتجة مف مزارع مستنبزيادة تركيز قمويدات 

D.stramonium، ازدٌاد تركٌز القلوٌدات كلما  حيث بينت نتائج التحميؿ الكروماتوغرافي

 .مف عمر المزرعة 28، وكاف أقصى إنتاج لمقويدات في اليوـ نسٌجٌة بالعمرتقدمت المزرعة ال

عمى الرغـ مف أف  Scopolamineكما يفسر قدرة المزارع الخموية عمى إنتاج السكوبولاميف    
مف الأنواع الفقيرة بالسكوبولاميف بأف التغيرات الكيمياحيوية التي  H.aureusالنوع النباتي الأـ 

الخلبيا ذات الجينوـ المتبدؿ قد أف اوز حدود الأنواع، بمعنى معات الخموية تتجدث في التجتح
رع الخموية ، وفي حالتنا نجد أف المزاونفس الجنسأخرى مف  أنواعفراد موذحية لأتكتسب سمات ن

http://www.alexagri.net/forum/showthread.php?t=17498
http://www.alexagri.net/forum/showthread.php?t=17498
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، وىذا Scopolamine الغني بالسكوبولاميف (H. niger) البنج الأسود نوعقد تشابيت مع خلبيا 
المميزة بتراكـ  (Rauwolfia serpentine) فيا الثعبانيةعمى الراوولة نفذت تائج دراسيتوافؽ مع ن

، بينما الخلبيا المستزرعة كانت قادرة عمى  Reserpineاُشٌضثشٌٖعشرات القمويدات وأىميا 
،  Kunakh،1996) أي وجود فعمي بينيا Reserpineمة لـ يكف لمريزبريف تراكـ قمويدات قيّ 

2005
ab ،2008)، جماليفحيث شكؿ الأ Ajmaline 90وفي بعض  ،% مف القمويدات المنتجة

شبو خلبيا أنواع أخرى مف فكانت بيذه السمة الكيماحيوية ت، Vomeleninالحالات تـ إنتاج 
اعتماداً عمى مطيافية وعدد القمويدات  R. canescensٝ R. vomitoria ٓضَ جنس الراوولفيا 

Kunakh ،1996 ،2005) قةالمخمّ 
a) .عة لأنواع مختمفة مف الخشخاش الخلبيا المستزر  أفّ  كما

ٞ  ٝ (Papaver bracteatum) الخشخاش الإيراني مثؿ  Papaver) ّاُخشخبػ أُ٘

somniferum) عادة لا تراكـ المورفيف Morphineبؿ كاف مركب ،Sanguinarine   ىو
أخرى مف العائمة الخشخاشية نواع سب قريبة مف تمؾ التي في خلبيا أنالسائد ومشتقاتو بكميات و 

Kunakh)  ،2001 ،2003
ab ،2004.) 

 :Molecular study نذساعخ اندضَئُخا. 4.6

 :DNA للـ التحدٌد الكمً والنوعً .1.4.6

التجمعات الخموية لكالوس البنج غ مف مم 100مف المستخمص  DNAالػ ونقاوة تركيز قيس    
H. aureus  النامي في الزجاجوالنبات In Vitro بجياز المطياؼ الضوئي  يوماً( 30 )بعمر

(UV-Spectro-photometer،)  300ٝ850 حيث تراوحت التراكيز بيف  µL.µg
-1، 

µL.ng  50ليصبح DNAدد تركيز ، ومُ 1.81ٝ   1.05نقاوة العينات بيفتراوحت و 
عند و ، 1-

 DNA% لمعرفة نوعية 0.8ؽ عممية الرحلبف الكيربائي عمى ىلبمة الأغاروز بتركيز يطبت
يبيف و  .(16كما في الشكؿ ) الناتج بشكؿ حزمة واضحة وغير متقطع DNAالمستخدـ، ظير 

  .أُذسٝعخ DNAتراكيز ونقاوة عينات  (16الجدوؿ )

 

 

 
 

انًعضول يٍ  DNAنهزأكذ يٍ انُىعُخ اندُذح نهـ % 0.8ههً هلايخ الأغبسوص  PCRَىارح رشزُم (: 16) سلى انشكم

 َىو 30ثعًش وانُجبد انُبيٍ فٍ انضخبج  Callus Culturesنكبنىط يضاسع ا

In vitro plant       5C01          5C              6C             10C 
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 في كالوس االبنج والنبات النامي في الزجاج DNAتراكيز ونقاوة عينات الـ  :(16) رقم جدولال

( DNA µL.µgتركيز  العينة
 DNAنقاوة    (1-

 1.81 810 انُجبد فٍ انضخبج

 5C01 850 1.52انشبهذ 

5C 790 1.32 

6C 840 1.05 

10C 300 1.20 

 

 

، حيث تستطيع كؿ DNAربما لوجود بروتينات في محموؿ  DNAعود اختلبؼ نقاوة عينات ي
، nm (Adams ،2003) 260عند طوؿ موجة  UVامتصاص أشعة  RNAمف البروتينات والػ 

، DNAٌٝ٘ؼٌظ رُي ػِى ٗوبٝح ٝرشًٍض اُـ nm 260 ٓب ٌإصش ػِى اُوشاءح ػ٘ذ ؽٍٞ أُٞعخ 
بعدد الخلبيا الموجود في العينة النباتية، وبالتالي كمما كاف عدد  DNAأثر تركيز الػ كما يت

ويعود ذلؾ إلى مدى ملبئمة الوسط المغذي لنمو  ،أكبر DNAالػ  كمية تالخلبيا أكثر كمما كان
 نقساميا.االخلبيا و 

 :ISSRخ ُانُبردخ عٍ رطجُك رمُ Polymorphismانزعذدَخ انشكهُخ . 2.4.6

أثبتت  مرئسة 25 ستعماؿا H. aureus يت البنج الذىبالجزيئية لكالوس نبا الدراسة تضمنت
 حيث، (17)الجدوؿ. Cellular Lines الخطوط الخمويةجميعيا فعاليتيا في إعطاء تعددية بيف 

 187، منيا مرئسةلكؿ  حزمة 8.68 بمتوسط حزمة 217 نحو المرئساتىذه  استعماؿنتج عف 
بنسبة تعددية شكمية لكؿ منيا و  7.48بمتوسط  Polymorphicية حزمة ذات تعددية شكم

86.175%. 
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ُغجخ انانكهٍ وعذد انسضو انًزعذدح شكهُبً وانسضو انُبردخ يع كم خظ خهىٌ وعذد انسضو عذد  :(17) سلى دذولان

 هزعذدَخ انشكهُخنًئىَخ نا

  

 
 

 

 

النبات 
 الأم

10C 6C 5C 5C01 
% للتعددٌة 

 الشكلٌة
 عدد الحزم

 متعددة شكلٌا  ال
عدد الحزم 

 الكلٌة
 المرئسة

2 7 6 6 6 85.71 6 7 oligo 34 

2 3 3 3 3 75 3 4 oligo 35 

4 0 10 10 11 100 13 13 oligo 36 

5 7 6 7 8 66.67 6 9 oligo 37 

4 8 11 9 11 84.62 11 13 oligo 39 

4 8 5 7 6 62.5 5 8 oligo 40 

4 4 8 9 8 75 9 12 oligo 41 

0 1 5 0 6 100 6 6 oligo 42 

5 5 7 6 6 62.5 5 8 oligo 43 

6 8 8 7 7 72.72 8 11 oligo 44 

1 9 6 7 6 90.91 10 11 oligo 45 

0 6 5 6 2 100 8 8 oligo 46 

6 3 1 1 2 83.3 5 6 oligo 47 

4 3 4 5 5 100 7 7 oligo 48 

3 1 1 1 1 100 4 4 oligo 49 

1 4 3 2 1 80 4 5 oligo 50 

0 6 5 5 7 100 8 8 oligo 51 

0 3 0 4 4 100 4 4 oligo 52 

5 2 3 3 4 100 9 9 oligo 53 

7 10 6 8 9 93.75 15 16 oligo 54 

1 5 4 3 4 100 7 7 oligo 55 

11 1 1 5 5 100 11 11 oligo 56 

7 2 2 3 3 75 6 8 oligo 57 

7 11 6 8 9 71.43 10 14 oligo 58 

7 3 2 2 4 87.5 7 8 oligo 59 

 انًدًىع 217 187 86.175 138 127 119 121 106

 انًزىعظ 8.68 7.48 3.45 5.52 5.08 4.76 4.84 4.24

66 90 88 97 108 - - - 
عذد انسضو  راد 

 انزعذدَخ انشكهُخ

62.26 74.38 73.95 76.38 78.26 - - - 
نهزعذدَخ % 

 انشكهُخ
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 PCR-ISSRو انًزعذدح شكهُبً انُبردخ عٍ رطجُك َمُُخ عذد انسضو انكهُخ وانسض :(17)سلى شكم ان

 

 Oligo 36) ،Oligo 42،Oligo 46  ،Oligo 48،Oligo 49  ،Oligo المرئساتأعطت  وقد

51 ،Oligo 52 ،Oligo 53 ،Oligo 55 ،Oligo 56 )100شكمية التعددية أعمى نسبة لم% ،
%، كما 62.5عددية شكمية أقؿ نسبة تOligo 43 و  Oligo 40 تاففي حيف أعطت المرئس

 Oligo) المرئسات، في حيف أعطت حزمة 16عدد مف الحزـ  أكبر Oligo 54 مرئسةال أعطت

35 ،Oligo 49 ، (Oligo 52 الكؿ مني (4عدد مف الحزـ ) أقؿ. 
( عدد الحزـ الكمية وعدد الحزـ ذات التعددية الشكمية 18( والشكؿ )17ف الجدوؿ )كما يبيّ    

 Cellular Lines ة لمتعددية الشكمية في كؿ خط خموي مف الخطوط الخمويةوالنسبة المئوي
 ، حيث بمغ مجموع عدد الحزـ الكميةIn Vitro اُضعبطالمدروسة بالإضافة إلى النبات النامي في 

، 5C01 ،5Cكؿ مف الخطوط الخموية في حزمة  (106(، )121(، )119(، )127(، )138)
6C، 10C جاج، والنبات النامي في الز In Vitro أما عدد الحزـ ذات التعددية ، عمى التوالي

، 5C01في كؿ مف الخطوط الخموية  حزمة (66(، )90(، )88(، )97(، )108)الشكمية فقد بمغ 

5C ،6C ،10C، والنبات النامي في الزجاج In Vitro ظ أف أعمى نسبة عمى التوالي، كما نلبح
بنسبة  5C( تلبىا مباشرة الخط الخموي %78.26) الشاىدتعددية شكمية كانت في الخط الخموي 

لوراثي لرفع محتواه مف لعمميات الانتخاب والتحسيف ا الخيار الأوؿمما يجعمو  ،(76.38%)
في الخط ٝ  6C (73.95%) القمويدات، في حيف بمغت نسبة التعددية الشكمية في الخط الخموي

 In Vitro (62.26%.)ي في الزجاج في النبات النام ثٍ٘ٔب ًبٗذ   10C (74.38%)الخموي 
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في الخطوط متعددية الشكمية لمئوية لنسبة اعدد الحزم ذات التعددية الشكمية والعدد الحزم الكمية و  :(18)رقم كل الش
 والنبات النامي في الزجاجالخموية 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

بدءاً من  Oligo 44, ،Oligo 46 ،Oligo 51، Oligo 52 المرئساتمع  PCRترحيل نواتج  :(19)رقم  الشكل
 : %2 عمى ىلامة أغاروز DNA Marker 1000bpوبوجود  اليسار

      10C:4,       6C:3,      5C:2,      5C01:1 
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وبوجود  ISSRفي تطبيق تقنية  المستعممة المرئساتالنبات الأم مع  DNA نواتج ترحيل (:20) رقم الشكل
DNA Marker 1000bp 2 عمى ىلامة أغاروز% 

 PDV (Percent Disagreementوعند تطبيؽ مصفوفة النسب المئوية لعدـ التوافؽ    

Values) يدؿ ارتفاع قيـ ىذه المصفوفة عمى وجود اختلبؼ وراثي حيث (، 18 رقـ جدوؿ)ال
الشاىد بيف  Jaccard  (0.26)فقد تراوحت أقؿ قيمة لمعامؿ ، يزداد بازديادىا التبايف الوراثيو 

5C01  5والخط الخمويC  ّ(0.78) يما الأكثر تشابياً وراثياً، بينما كانت أعمى قيمةما يعني أن 
ما يدؿ عمى أنيما الأبعد  ،6Cالخط الخموي ٝ In Vitro بيف النبات الأـ النامي في الزجاج

 وراثياً.

 H. aureus بين الخطوط الخموية لكالوس نبات البنج الذىبي PDVمصفوفة النسب المئوية لعدم التوافق  :(18) رقم جدولال
 ISSRنة ابتطبيق تق UPGMAوالناتجة عن تطبيق متوسطات المجموعات الزوجية غير المزانة 

 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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الخطػػوط الخمويػػة إف لمكونػػات الوسػػط المغػػذي الػػدور الػػرئيس فػػي ىػػذا التباعػػد الػػوراثي بػػيف        
Cellular Lines، ( تتفػػؽ ىػػذه النتػػائج مػػع نتػػائجIwase التػػي تؤكػػد اخػػتلبؼ 2011، وزمػػلبؤه )

عمميػػة تنشػػئة ، وذلػػؾ لأف نفسػػو منبػػاتلالعائػػدة وراثيػػاً و  Callus Culturesمػػزارع الكػػالوس أنػػواع 
التمػايز  وفقدالوس تتضمف تغييرات ىائمة في التعبير الجيني نتيجة لتغير مستوى تمايز الخلبيا الك

 ،(Ohtani) ٝSugiyam ،2005المنقسػػمة  ()غيػػر المتمػػايزةبعػد التحػػوؿ إلػػى الحالػػة المريسػػتيمية 
ؿ محػدودة بالتفاعػ Callus Culturesمػزارع الكػالوس مما يؤكد أف خاصػية التباينػات الوراثيػة فػي 

 ليػػػات أىميػػػامػػػا بػػػيف البيئػػػة والتركيػػػب الػػػوراثي، حيػػػث تعػػػزى ىػػػذه التباينػػػات إلػػػى مجموعػػػة مػػػف الآ
(Kunakh ،2013): 

 .DNAتغيرات في مثيمة عدد مف تتاليات الػ  -
 .DNAتضخيـ تتاليات خاصة مف الػ  -
 وغالباً ما يكوف بشكؿ كبير. DNAتخميؽ إضافي لمػ  -
 .الصبغياتيعو عمى تغير في كمية المخزوف الوراثي ونمط توز  -
 إطلبؽ المادة الوراثية خارج حدود الخلبيا أو ما يعرؼ بالقذؼ. -
 تبادؿ المادة الوراثية بيف الخلبيا. -
عػددة الصػيغة الصػبغية حيػث النػووي )خاصػة فػي الخلبيػا مت DNAفقد كمية كبيرة مف الػػ  -

 أو الكروماتينات. الصبغياتيحدث نقص بعدد 
وتشكؿ التراكيب متعددة النوى  والسيتوبلبسمي الخيطياـ الشذوذات التي تحدث في الانقس -

 .تصيب البوليميرات الأنبوبية  التي تنتج عف الشذوذات التي
 الاندماج النووي في الخلبيا متعددة النوى. -
 .الصبغياتانفصاؿ المادة الوراثية في الطور التمييدي والاستوائي مما يقمؿ عدد  -
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 Cellular Linesمخطوط الخموية ل Cluster Analysisالتحميل العنقودي . 1.4.2

  :In Vitro والنبات الأم النامي في الزجاج H. aureusكالوس نبات البنج ل
حسب درجة تشابييا الخطوط الخموية ( انفصاؿ 21يظير التحميؿ العنقودي في الشكؿ )   

في حيف تجمعت  ،بشكؿ منفصؿ In Vitro الوراثي، فقد انفصؿ النبات الأـ النامي في الزجاج
وىذه عف النبات الأـ،  0.76في عنقود آخر بمسافة قدرىا  Cellular Linesالخطوط الخموية 
منفرداً، والذي انفصؿ بمسافة  10C الخط الخمويإلى تحت عنقوديف ضـ الأوؿ  انفصمت بدورىا

نفصؿ ، وىذا بدوره ا5C01 ، 5C ،6C ضـ الخطوط الخمويةعف تحت العنقود الأخر الذي  0.44
 الخطيف الخموييف والثانية ضمت 6C الخط الخموي إلى مجموعتيف أصغر: الأولى ضمت

5C01 ، 5C الخطيف الخموييففي حيف كاف  ،0.33وكانت المسافة بيف ىاتيف المجموعتيف 

5C01 ، 5C 0.27الأقرب إلى بعضيما وراثياً حيث وضعا في مجموعة واحدة بمسافة. 
 

 ISSRة يالبنج والنبات الأم النامي في الزجاج الناتج عن تطبيق تقنلمخطوط الخموية لكالوس لعنقودي التحميل ا :(21) رقم شكلال

   
رض حسػػب مكونػػات وسػػط زراعػػة الكػػالوس التػػي يبػػيف ىػػذا التحميػػؿ أف التبػػايف الػػوراثي الظػػاىر حُػػ 

مػف  Cellular Linesالخطوط الخمويػة ه التباينات الوراثية بيف كاف ليا دوراً رئيس في إحداث ىذ
(، وبينيػا وبػيف النبػات الأـ النػامي فػي 5C01) نفسػو خذت مف المصدريا أُ عمى الرغـ مف أنّ  ،جية

منقسػػمة فقػػدت صػػفة التمػػايز وعػػادت لمحالػػة الخلبيػػا الكػػالوس  وذلػػؾ لأف الزجػػاج مػػف جيػػة أخػػرى،
وفيزيولوجيػاً  تختمؼ عف النبات النامي في الزجاج مورفولوجياً فأصبحت  ،متمايزةالمرستيمية غير ال

In Vitro plant 
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أدى إلى انفصػاؿ مما (، Sugiyama ،2005و   ; 2013Ohtani، وزملبؤه  Ikeuchi) ووراثياً 
 Callus Culturesمػػزارع الكػػالوس عػػػف جميػػع  بشػػكؿ منفصػػؿفػػي الزجػػاج فػػي النػػامي النبػػات 

التكيػػػؼ  بعمميػػػات الخطػػػوط الخمويػػػة بػػػيفيفسػػػر التبػػػايف الحاصػػػؿ كمػػػا  ،خػػػرى بمػػػا فييػػػا الشػػػاىدالأ
يزيولػػوجي لمخلبيػػا متبوعػػاً بعمميػػات التكيػػؼ الػػوراثي لمتجمعػػات الخمويػػة التػػي تتجمػػى كتغيػػر فػػي الف

عمميػػة تكيػػؼ  تبػػدأإذ  ،(Kunakh ،1975 ;Sidorenko  ٝKunakh ،1972) التركيػػب الػػوراثي
تتميػػز بتغيػػرات وراثيػػة غيػػر معنويػػة  ،(بسػػاجات 3-2مػػف )مرحمػػة التجمػػع الأولػػي بالتجمػػع الخمػػوي 

 8-2مػػػف )مقارنػػػة مػػػع الخلبيػػػا النشػػػطة ميتوزيػػػاً لمنبػػػات الأصػػػمي، تمييػػػا مرحمػػػة التأسػػػيس نسػػػبياً بال
لآليػػات تكامػػؿ الكػػائف الحػػي )النبػػات  اً نيائيػػ اً التػػي تشػػيد اختفػػاء، (بسػػاج 12بسػػاجات وأحيانػػاً حتػػى 

التركيػب الػوراثي )الظػروؼ حيث تتحػوؿ الخلبيػا لظػروؼ النمػو التػي ىػي خػارج ردة فعػؿ  ،ؿ(الكام
وعنػػػػػػػػدىا يبػػػػػػػػدأ الانتخػػػػػػػػاب  (،Kunakh ،1975 ;Sidorenko  ٝKunakh ،1972دة( )المجيػػػػػػػػ
بمعظػـ  ىػذه المرحمػة وتتميػز ،بتأثيره عمػى التجمعػات الخمويػة Stabilizing sellection المستقر

تظيػػر التجمعػػات الخمويػة تغػػايراً وراثيػػاً متزايػػداً مػػف حيػػث  التغيػرات الجذريػػة كنتيجػػة لتكيػػؼ الخلبيػا،
، Kunakh) بشػػػكؿ خػػػاص الخيطػػػيبشػػػكؿ عػػػاـ  والانقسػػػاـ  وأطوارىػػػا دورة الخمويػػػةحيػػػث مػػػدة الػػػ

اد فييػػا التغيػػرات الجينوميػػة وأىميػػا تغيػػرات العػػدد الصػػبغي ومسػػتوى الشػػذوذات د، كػػذلؾ تػػز (2013
وزيػادة مسػتوى التغػاير الػوراثي  )الجسػور الصػبغية، القطػع الجسػرية، الكسػرات الصػبغية(، الصبغية

والجزيئيػة، وأخيػراً يحػدث انتخػاب إيجػابي لمخلبيػا  الحيويػةخموية والكيمياحيوية و المؤشرات ال معظـل
زاحػػػة الخلبيػػػا التػػػي لػػػـ تتكيػػػؼ Kunakh ،2005) التػػػي تكيفػػػت لمنمػػػو فػػػي الظػػػروؼ الجديػػػدة وا 

a،) 
السػػلبلة المسػػتقرة أو الخطػػوط الخمويػػة  والمرحمػػة الأخيػػرة مػػف تكيػػؼ التجمعػػات الخمويػػة ىػػي مرحمػػة

وتتميػػػز لػػػيس فقػػػط بػػػالتوازف الفيزيولػػػوجي بػػػؿ أيضػػػاً بػػػالتوازف  ،ر السػػػنة ومػػػا فػػػوؽ(الثابتػػػة )مػػػف عمػػػ
 ؿ المسػػيطر والسػػائد للبنتخػػاب المسػػتقر )أحػػد أشػػكاؿ الانتخػػاب الطبيعػػي(عػػالػػوراثي النػػاتج عػػف الف

(Kunakh ،2013) ، وقػػد أظيػػرت الدراسػػات ارتبػػاط مباشػػر بػػيف قػػدرة خلبيػػا الكػػالوس عمػػى النمػػو
Kunakh) ،2005 المعػػاد تنظيمػػو الجينػػوـف( ونسػػبة الخلبيػػا ذات لفتػػرات طويمػػة )سػػني

a) وىكػػذا ،
فإف الخلبيا تحت ظروؼ النمو الطويؿ والمستمر في الزجاج محكوـ ومحدد بإعادة تنظػيـ الجينػوـ 

فػػي السػػلبلات الخمويػػة ( المورثػػات)تجمػػع  الجيينػػوـوأف إعػػادة تنظػػيـ ، لممستأصػػؿ النبػػاتي الأصػػؿ
مما يشير إلى أف آليات التكيؼ والتطور مشتركة إلػى حػد مػا بػيف جينػوـ  ،يةالمستقرة ليست عشوائ

، بالإضػػافة إلػػى عموميػػة In Vitroالنبػػات سػػواء فػػي الطبيعػػة أو فػػي ظػػروؼ النمػػو فػػي الزجػػاج 
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، Kunakh)ظػػػػر عػػػػف درجػػػػة تطػػػػور الكػػػػائف الحػػػػي التكيػػػػؼ لمتجمعػػػػات الخمويػػػػة بغػػػػض الن آليػػػػات
2013). 

 الصػػػبغياتلتبػػػايف بالتجمعػػػات الخمويػػػة بتغيػػػرات فػػػي عػػػدد وىيئػػػة وعمومػػػاً يمكػػػف حصػػػر آليػػػات ا   
الات العبػػػور وتغيػػػرات التعبيػػػر المػػػورثي متضػػػمنة كػػػبح بعػػػض حػػػ، و الصػػػبغيةومسػػػتوى الشػػػذوذات 

بطاؿ كبح بعضيا الآخر مسببة تغيرات في مثيمػة الػػ  بشػكؿ أساسػي، بالإضػافة  DNAالمورثات وا 
عػػادة  المورثيػػةوالطفػػرات  DNAفػػي تتاليػػات الػػػ  تبػػادؿ المواقػػع  وحػػالات الإضػػافة والحػػذؼ ىإلػػ وا 

، والأىػػـ ظيػػور DNAاُااـمؤديػػة لاخػػتلبؼ عمػػى مسػػتوى تتابعػػات  صػػبغيترتيػػب المورثػػات عمػػى ال
 .(Kunakh ،2013)ة مختمفػة واسػتقرار عػددىا ونسػبتيا عنػد حػد معػيف صػبغيخلبيا بمجموعات 

ميػـ للبختلبفػات الوراثيػة صػدر كم Callus Culturesمػزارع الكػالوس ؤكػد عمػى أىميػة كػؿ ىػذا ي
نػػة مفيػػدة فػػي اتقىػػي  ، وأف تقانػة زراعػػة الكػػالوسفػػي كشػػؼ ىػػذه الاختلبفػػات ISSRنػػة اتق فعاليػةو 

ية مف المواد الإنتاج مرتفعة يمكف أف تكوف عمميات الانتخاب الخموي لموصوؿ إلى سلبلات خموية
 الفعالة حيوياً.

( فػي دراسػتيـ التػي تناولػت التباينػات 2015) وملبئػوز  Kunakhتتوافؽ ىذه النتائج مػع نتػائج     
وجػػود  ، حيػث بينػت النتػائجGentiana sppالوراثيػة المحرضػة بزراعػة الأنسػجة لأنػواع الجنتيانػا 
المشتقة منيا، فعمى سبيؿ المثاؿ مزارع الكالوس تباينات وراثية بيف كؿ نوع مف الأنواع المدروسة و 

، وعػػدد الحػػػزـ الناتجػػػة 0.31الكػػالوس المشػػػتؽ منػػػو ٝ G.luteaكانػػت المسػػػافة الوراثيػػة بػػػيف النػػػوع 
أمػػا %(، 55.1حزمػػة ذات تعدديػػة شػػكمية )بنسػػبة  (65)حزمػػة منيػػا  ISSR (118)بتطبيػػؽ تقنيػػة 

 Primary Callus ( والكالوس الأوليDonor التحميؿ العنقودي بيف انفصاؿ النبات الأـ )المانح
بعنقػػػود منفصػػػؿ، فػػػي حػػػيف  Regenerated plants أشػػػير( والنباتػػػات المتجػػػددة منػػػو 6بعمػػػر )

 Hairy Rootالجػػػذور الشػػعرية مسػػتنبتات مػػع مػػزارع )بعمػػر سػػنة(  مػػزارع الكػػالوستوضػػعت 

Culture  .في عنقود أخر 

لنبات  K-27( حوؿ ثباتية جينوـ الخط الخموي 2007) ووزملبئ Spiridonovaوفي دراسة لػ     
خاصػة اخػتلبؼ محتػوى  ،عند تغيير ظػروؼ التنميػة Rauwolfia serpentinaالراولفيا الثعبانية 

الوسػػػط مػػػف المعػػػادف والسػػػكروز ونػػػوع الوسػػػط )صػػػمب أو سػػػائؿ(، بينػػػت النتػػػائج وجػػػود تغيػػػر عمػػػى 
، حيػػث اختمػػؼ RAPDتػػـ الكشػػؼ عنػػو بتطبيػػؽ تقنيػػة  K-27المسػػتوى الجينػػومي لمخػػط الخمػػوي 
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مػا أف التنميػة السػطحية عمػى وسػط الناتجة عف كؿ مرئسة باختلبؼ مكونات الوسط، ك حزـعدد ال
صمب نتج عنو مستوى تبايف وراثي أقؿ منو عند التنمية العميقة )المغمورة( في وسط سائؿ، وفسر 
البػػاحثوف ذلػػؾ بػػأف التنميػػػة العميقػػة قػػد يكػػوف ليػػػا تػػأثير مجيػػد بشػػكؿ أكبػػػر عمػػى جينػػوـ الأنسػػػجة 

ج بشػػكؿ أساسػػي بفعػػؿ الاتصػػاؿ ، وأف ىػػذا الضػػغط أو التػػوتر المطبػػؽ عمػػى الجينػػوـ نػػتالمزروعػػة
المباشػػر لمخلبيػػا مػػع مكونػػات الوسػػط المغػػذي فػػي التنميػػة العميقػػة، بينمػػا فػػي التنميػػة السػػطحية فػػإف 
عػػدد قميػػػؿ مػػػف الخلبيػػػا يكػػػوف عمػػػى اتصػػػاؿ مباشػػر مػػػع مكونػػػات الوسػػػط المغػػػذي، إضػػػافة إلػػػى أف 

 ز ذلؾ التوتر.الحركة المستمرة ودرجة تيوية المزرعة السائمة تسيـ بشكؿ ما في تحفي

( حػػوؿ التبػػايف الػػوراثي الحاصػػؿ فػػي عػػدة خطػػوط خمويػػة 2008) ووزملبئػػ Bublykكمػػا بػػيّف     
المنمّاة في أوساط مغذية مختمفػة  Ungernia victorisلكالوس نبات أنجيرنيا ( 9، 7، 6، 3، 2)

تػراوح  مرئسػة قػد 24أف عػدد الحػزـ الناتجػة عػف  RAPDالتركيب، فقد كشػفت نتػائج تطبيػؽ تقنيػة 
مػػػػع تبػػػػايف الحػػػػزـ الناتجػػػػة بشػػػػدتيا  حزمػػػػة لكػػػػؿ مرئسػػػػة 9.9حزمػػػػة بمتوسػػػػط قػػػػدره  16إلػػػػى  4مػػػػف 

ٓااٖ  فوفة عػػدـ التوافػػؽ الػػوراثي تراوحػػت المسػػافة بػػيف الخطػػوط الخمويػػةوعنػػد تطبيػػؽ مصػػ، الضػػوئية

بعنقػػػػوديف بػػػيّف تػػػػوزع الخطػػػوط الخمويػػػػة المدروسػػػة فقػػػد  أمػػػػا التحميػػػؿ العنقػػػػودي، 2.99ئُاااى  0.84
( فػػي حػػيف ضػػـ العنقػػود الثػػاني الخطػػيف 7، 6، 2ييف ضػػـ العنقػػود الأوؿ الخطػػوط الخمويػػة )أساسػػ

 (.9ٝ 3)الخموييف 

فػي كػالوس نبػات الحاصػؿ  ( حوؿ التبايف الػوراثي2007) وئوزملب  Maidanyukدساعخوفي     
الجسػػمية الخضػػرية المشػػتقة منػػو، كشػػفت  والسػػلبلات( P346)الخػػط الخمػػوي  Zea maizeالػػذرة 

 In Vitro ائج الدراسة الجزيئية وجود تباينات وراثية بيف السلبلات الخضرية النامية فػي الزجػاجنت

 مسػػلبلة الخضػػريةلالمتعػػددة مػػزارع الكػػالوس مػػف جيػػة، وبػػيف  Donor plant وبػػيف النبػػات المػػانح
ضػافة لاخػتلبؼ ذات تعدديػة شػكمية، بالإ حزـكؿ ، وظيرت ىذه التباينات بشمف جية أخرى نفسيا

كانػػت  حػػزـسػػلبلة الواحػػدة، فػػبعض الملمػػزارع الكػػالوس سػػبة التعدديػػة التػػي تعطييػػا كػػؿ مرئسػػة بػػيف ن
لكنيػػا كانػػت غائبػػة فػػي النبػػات المػػانح،  ،لمختمػػؼ السػػلبلات الخضػػريةمػػزارع الكػػالوس موجػػودة فػػي 
، كمػػا انحفضػػت نسػػبة ىػػذه مػػزارع الكػػالوسالأخػػرى تباينػػت بشػػدتيا أو كثافتيػػا بػػيف  حػػزـوبعػػض ال

اجات(، وأحػد بسّػ 4ينات الى النصؼ تقريباً بإطالة مدة الزراعة مف شيريف إلػى أربعػة شػيور )التبا
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الأسباب المحتممة لذلؾ قد يكػوف التغيػر الكمػي بالتتػابع )التسمسػؿ( المضػخـ فػي جينػوـ الخلبيػا أو 
 .التبديؿ بنسبة )عدد( الخلبيا الحاممة ليذا التتابع

 :Gene Expression Studying دراسة التعبٌر المورثً. 5.6

 لكالوس البنج الخطوط الخمويةمف  ممغ 100مف المستخمص  RNAالػ ونقاوة تركيز قيس
Hyoscyamus  النامي في الزجاجوالنبات In Vitro ( بجياز المطياؼ الضوئيUV-

Spectrophotometer،)  2085.6و   413.6 حيث تراوحت التراكيز بيف µg.-1
µL ،  ونقاوة

ng.-1 50ليصبح  RNAدد تركيز ومُ   0.92 – 2العينات بيف
µL  ؽ عممية الرحلبف يطبعند تو

الناتج  RNAالمستخدـ، ظير  RNA% لمعرفة نوعية 1الكيربائي عمى ىلبمة الأغاروز بتركيز 
تراكيز ونقاوة  (19يبيف الجدوؿ )، و (22)كما في الشكؿ  .واضحة وغير متقطع حزـ 3بشكؿ 
  .أُذسٝعخ RNAعينات 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 خلال مراحل عمرٌة مختلفة  5C01المعزول من الخط الخلوي  RNAنواتج ترحٌل  :(22) رقم شكلال

 للتأكد من النوعٌة الجٌدة% 1على هلامة أغاروز  

 

 

 فً المزارع الخلوٌة خلال مراحل عمرٌة مختلفة RNAانـتركٌز ونقاوة عٌنات  :(19) رقم جدولال

 انعًش )َىو(
.µg RNAرشكُض 

-1
µL  بوح َمRNA 

5C01 5C 6C 10C 5C01 5C 6C 10C 

0 1188 1716 1478.4 1848 1.41 1.04 0.97 1.03 

5 1346.4 1434.4 677.6 1496 0.97 1.92 1.6 0.92 

10 695.2 1980 413.6 1522.4 1.22 1.09 1.8 0.74 

15 915.2 1047.2 642.4 1645.6 1.24 1.34 1.28 0.96 

20 774.4 1126.4 809.6 1795.2 1.45 1.56 1.64 1.03 

0    5    10    15    20    25    30   35   40   45   50 

25 S 

 

18 S 

5 S 



105 

 

25 510 862.4 563.2 1346.4 1.7 1.32 2 0.93 

30 422.4 563.2 1047.2 1716 1.45 1.77 1.43 1.04 

35 448.8 642.4 677.6 1425.6 1.5 2.02 1.6 1.06 

40 466.4 668.8 475.2 2085.6 2 1.41 1.5 1 

45 510.4 114.4 765.6 1654.4 1.7 1.3 1 1.22 

50 844 915.2 642.4 1751.2 1.29 1.55 1.46 0.97 

الخطوط في  PMT (Putrescine N-Methyl transferase) تغير تعبير مورثة. 1.5.6
 يوماً: 5.خلال  H.aureus نبات البنج الذىبيكالوس ل Cellular linesالخموية 

رمزة لأنزيـ المورثة الم استعماؿالناتجة ب Ct (Cycle threshold)قيـ  (23) رقـ الشكؿ يبيف    
PMT، أف تعبير المورثة المرمزة لأنزيـ ( 24) رقـ والشكؿ( 20) رقـ الجدوؿ كما يبيفPMT 

بالمقارنة مع  Lag phaseفي الطور المتمكئ ( 5C ، 6C ،10C) اُخٌِٞخالخطوط انخفض في 
، أما مرحمة الطور يوـ الخامس مف عمر مزارع الكالوسباستثناء ال 5C01 الشاىدالخط الخموي 

 ٝ (4.563) لتسجؿ PMTلتعبير مورثة قيمة أعمى  فقد شيدت Exponential phaseالأسي 

 ،5C، 6C  الخطوط الخمويةفي ضعؼ أكبر بالمقارنة مع الشاىد ( 7.728)( ٝ 1.516)

10Cفي بداية طور ليرتفع مف جديد ثـ بدأ بالانخفاض . فيما بينيا معنوية اتوبفروق عمى التوالي
و ( 3.074و ) 2.585)ليبمغ )مزارع الكالوس عمر  مف 40في اليوـ  Stability phase الثبات

 عمى التوالي5C ، 6C ، 10C الخطوط الخمويةفي  بالمقارنة مع الشاىد ضعؼ أكبر(  3.656)
 .معنوية فيما بينيا، وينخفض بعد ذلؾ حتى نياية فترة النمو اتوبفروق
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 ة
 PMTالمرمزة لأنزيم الخاصة بالمورثة  مرئسةال استعمالالناتجة ب Ctقيم (. 61الشكل ) 

Ctالناتج عن التفاعلالتوىج إمكانية قياس : ىي عدد حمقات التفاعل التي يبدأ عندىا الجياز ب 

  

 َىيبً  50خلال  H. aureus َجبد انجُح انزهجٍ انخطىط انخهىَخ نكبنىطفٍ  PMT(. لًُخ رعجُش يىسثخ 20خذول )

 age (day) انطىس انًزهكئ انطىس الأعٍ طىس انثجبد

 

Medium 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 

1
a
 1

a
 1 

a
 

a
 1 1 

a
 

a
1 1 

a
 1 

a
 1 

a
 

a
1 1

 a
 Control (5C01) 

0.196 
b
 0.480 

b
 2.585 

b
 0.473 

b
 4.563 

b
 1.338 

b
 2.567 

b
 0.163 

b
 0.076 

b
 3.918 

b
 0.712 

b
 5C 

1.214 
c
 1.133 

c
 3.074 

c
 0.283 

c
 1.495 

c
 1.516 

c
 1.395

c
  0.162 

b
 0.722 

c
 3.117 

c
 0.463 

c
 6C 

0.140 
d
 2.928 

d
 3.656 

d
 0.818 

d
 7.728 

d
 2.639 

d
 1.840 

d
 0.160 

b
 0.283 

d
 1.840 

d
 0.504 

d
 10C 

0.0313 0.0309 0.0027 0.0046 0.0037 0.0046 0.0172 0.0307 0.0046 0.0307 0.0042 L.S.D (0.01) 

 %1معنوية عند مستوى  اتى عدـ وجود فروقالأحرؼ المتشابية ضمف العمود الواحد تدؿ عم      
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 .H َجبد انجُح انزهجٍ  انخطىط انخهىَخ نكبنىطفٍ  PMTيىسثخ تعبير مورثة قيمة  :(64) رقم شكلال

aureus   َىيبً  50خلال 
    

بالمقارنة  (TAs) لـ تترافؽ بزيادة تركيز قمويدات التروباف PMTزيادة قيمة تعبير مورثة لكف    
في الوسط  Magnesium في تركيز المغنزيوـ الزيادةأف  إلى، ويعزى ذلؾ ربما مع الشاىد

 Putrescine toتروباف ) -المغذي غير مف اتجاه مسار تخميؽ القمويدات مف بوتريسيف

Tropane سبيرميديف –( إلى بوتريسيف (Putrescine to Spermidine) (والسبيرميدديف 
Spermidine  تريسيفعديد أميف يشترؾ البو ىو Putrescine حفز مرحلة ٌو، في استقلببو

 كوف ،(Bouché ،1981 ،. Tabor  ٝTabor  ،1984) (فً المزارع الخلوٌةالتطور الجنٌنً 
وىذا يتوافؽ مع نتائج  لتغير تركيز مكونات الوسط المغذي،حساس جداً  PMT نشاط أنزيـ

Pinol المرمزة لأنزيـ تعبير المورثة عمماً أف زيادة (، 1999عاـ ) وزملبؤهPMT فقط مف  يزيد
دوف أف  يؤثر عمى مستوى تراكـ  N-Methylputrescineميثيؿ بوتريسيف  -تراكـ مركب ف

 كذلؾ فإف النسبة بيف شوارد الأمونيوـ .(2001)  وزملبؤه Satoبيف  كماقمويدات التروباف 
NH4

NO3 وشوارد النترات +
مو يف ثـ تحو وم Hyoscyamineتؤثر عمى تركيز الييوسيامف  -

، مف خلبؿ تأثيرىا عمى تعبير المورثات المرمزة للؤنزيمات Scopolamine إلى السكوبولاميف
NH4، فكمما اقتربت نسبة TAs المفتاحية في مسار تخميؽ قمويدات التروباف

+
/NO3

زادت  1مف  -
إلا أف  ،(2018، ٝصٓلاؤٙ (Wei مستويات التعبير المورثي وقابميا زيادة في تركيز القمويدات

NH4( تبيف ابتعاد نسبة 21) رقـ في الجدوؿالنتائج المبينة 
+
/NO3

، الأمر 1بشكؿ واضح عف  -
ويعزى الذي أدى إلى زيادة التعبير المورثي دوف أف يقابميا زيادة في تركيز قمويدات التروباف. 
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،  Schjoerringو (Mäck المورثيالتعبير عمى  ؿ الخلبيابالممتص مف قالآزوت  تأثير شكؿ
إلى تأثيره عمى امتصاص الكاتيونات والأنيونات الأخرى إضافة إلى دوره في تنظيـ ( 2002

NH4، إذ ينشط امتصاص شوارد الأمونيوـ (Marschner) ،1995الأس الييدروجيني الخموي 
+ 

Hفي الوسط القاعدي لغياب المنافسة مع شوارد الييدروجيف 
NH4، لكف امتصاص شوارد +

مف  +
Hقابمو خروج شوارد يقبؿ الخلبيا 

ما يثبط امتصاص شوارد  ،فيصبح الوسط أكثر حامضية +
NH4

No3وينشط امتصاص شوارد النترات  ،+
-

 كً اُٞعؾ اُحبٓؼً ُـٍبة أُ٘بكغخ ٓغ شٞاسد 

OH اٍُٜذسًٝغٍَ
-

No3 لكف امتصاص شوارد، 
-

OH يقابمو خروج شواردمف قبؿ الخلبيا  
-

 

No3 تصاص شواردما يثبط ام ،فيصبح الوسط أكثر قاعدية
-

NH4 وينشط امتصاص 
ٖٓ عذٌذ  +

 .(Marschner) ،1995 وىكذا دواليؾ

 نسبة شوارد الامونيوم إلى شوارد النترات في الأوساط المغذية المدروسة :(61) رقم جدولال

10C 6C 5C 5C01 Medium 

0.291 0.214 0.195 0.195 NH4
+
/NO3

-
 

 PMTحوؿ تأثير تعبير مورثة  (2003) ووزملبئ  Moyanoتتوافؽ نتائجنا مع نتائج دراسة    
، (H. muticus)والبنج المصري  (D. metel)عمى إنتاج القمويدات في نبات الداتورة ميتيؿ 

تركيز القمويدات  فاعندما كأياـ  7أعمى قيمة لمتعبير المورثي كانت بعمر  أفّ حيث تبيف 
 مورثة يكف ىناؾ ارتباط دائـ بيف تعبير منخفضاً، ثـ تناقصت بعد ذلؾ بمرور الوقت، كما أنو لـ

PMT فعاليةارتفاع ، حيث والمحتوى القمويدي PMT  في  اً ومؤثر  اً وحيد عاملبً لا يمكف اعتبارىا
 .Aنبات الأتروبا  عمى (2003) وزملبؤه Rothe أما في دراسةارتفاع المحتوى القمويدي، 

belladonna  التي ىدفت لمعرفة تعبير مورثةPMT  التروباف  قمويداتوتركيز((TAs 
وأف تركيز لزيادة إنتاج القمويدات،  يةوحده غير كاف PMTأف زيادة تعبير مورثة ومشتقاتيا، بينت 

، Atropine ، التروبيفScopolamine ، السكوبولاميفHyoscyamine كؿ مف: الييوسياميف
بقيت دوف  Calystegine ، كاليستيجيفTropinone ، تروبينوفPsedutropine بسيدوتروبيف

ربما يعود ىذا إلى  ،طفيؼ بالمقارنة مع جذور الشاىد بشكؿ PMTوانخفض تعبير مورثة  ،تغيير
-Nما بيف  الفرضية القائمة بأف خطوة أو أكثر في مسار التخميؽ الحيوي لقمويدات التروباف

Methylputrescine ٝTropinone ( تـ تثبيطياHashimoto ٙقد تتضمف  ،1990)، ٝصٓلاؤ
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-Nعمى مركب  Diamine oxidaseوكسيداز ىذه الخطوات عمؿ الأنزيـ دياميف أدى إح

Methylputrescine  ًلٌنتج المركب الكاتٌونl- Methyl-D-Pyrrolinium ومف ثـ 
Tropinone ،ف ىناؾ عدة خطوات تحد مف معدؿ تخميؽ ىذه المنتجات في أ إذ مف الممكف

 .(1990، وزملبؤه (Hashimotoمسار تخميؽ القمويدات 
 زاد مف تراكـ الكاليستيجيف( 2003) ووزملبئ Rotheفي تجربة  زيادة تركيز السكروز كما أف   

Calystegine لكنو لـ يؤثر عمى تراكـ الكاليستيجيف ،في معاممة الشاىد  Calystegine  في
حيدة ليست الو  PMTمورثة  فّ أويفسر ذلؾ ربما ب، PMTمزارع الجذور التي أدخمت إلييا مورثة 

بيذه  ثرت سمباً أخرى في مسار التخميؽ الحيوي قد تأنزيمات زة لأبؿ ىناؾ مورثات مرم ،المتضررة
 المعاملبت. 

تـ  Scopolamineوالسكوبولاميف  Hyoscyamine ولزيادة الإنتاج مف الييوسياميف       
 Duboisiaسيا والدوبو  D. methel :العمؿ عمى نوعيف نباتييف غنييف بالسكوبولاميف )الداتورة

spp ) البنج المصري و( نوع نباتي فقير بالسكوبولاميفH. muticus)،  وبعد العدوى بكتيريا
Agropacterium  بينت النتائج أف جميع الجذور المعاممة امتمكت قدرة كبيرة عمى النمو، لكف

-Nضي اختمؼ بشكؿ معنوي بيف الأنواع المدروسة، فقد زادت مستويات مركب الأي السموؾ

Methyl Putrescine  المنتج المباشر المحفز بواسطة(PMT في نبات )Duboisia  بمقدار
لـ يزد بشكؿ الييوسياميف والسكوبولاميف أضعاؼ مقارنة بالجذور البرية، لكف المحتوى مف  4

فقد زاد محتوى  Datura، أما في نبات الداتورة (2002، وزملبؤه (Moyanoمعنوي 
 ، وفي نبات البنجزاد بشكؿ معنوي وبولاميف وحدهلكف محتوى السكيف الييوسياميف والسكوبولام

Hyoscyamus كاف المحتوى القمويدي مشابو لمثيمو في الجذور البرية Moyano) وزملبؤه ،
في  N-Methyl Putrescineزاد مف تراكـ  PMTعبير مورثة ، وىذا يفيد بأف زيادة ت(2003

ة المحتوى القمويدي كانت ىامشية وغير معنوية عمى لكف زياد ،Duboisiaبعض الأنواع كنبات 
، مما يؤكد اختلبؼ المسارات التنظيمية المؤثرة في الأنواع Daturaعكس أنواع أخرى كالداتورة 

في  التروبافلقمويدات  الحيويسار التخميؽ محيث  ،TAs)) النباتية المنتجة لقمويدات التروباف
ف زيادة بشكؿ مختمؼنوعيف نباتييف قريبيف يتـ التحكـ بو  لا يؤدي  ةالمستيدف المورثةتعبير ، وا 

 .(2008، وزملبؤه Palazón) الثانوية لنواتج الاستقلبببالضرورة إلى نمط تراكـ مشابو 
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الخطوط فٍ  (Hyoscyamine 6β Hydroxylase) H6Hرعجُش يىسثخ رغُش . 2.5.6
 يوماً: 5.خلال  H.aureus نبات البنج الذىبيكالوس ل Cellular linesالخموية 

، كما تبيف النتائج H6Hالمورثة المرمزة لأنزيـ  استعماؿالناتجة ب Ctقيـ ( 25) رقـ يبيف الشكؿ   
تعبير المورثة المرمزة لأنزيـ أعمى قيمة لأف ( 26والشكؿ رقـ )( 22) رقـ المدونة في الجدوؿ

H6H الطور المتمكئ اليوـ الخامس مففي  تتحقق Lag phase ( 3.364)ٝ  (2.676)سجؿ لت

عمى التوالي   5C ،6C،10Cالخطوط الخموية في  بالمقارنة مع الشاىدأكبر  ضغؼ (2.297)ٝ 
 كانتفقد  Exponential phase ، أما في مرحمة الطور الأسيمعنوية فيما بينيا اتوبفروق

ضعؼ أكبر بالمقارنة مع  (0.986)ٝ  (2.028) 20في اليوـ  H6Hلتعبير مورثة أعمى قيمة 
في معنوية فيما بينيا،  اتعمى التوالي وبفروق5C ٝ 6C خموييف في الخطيف ال 5C01الشاىد 

( 1.717يوـ بمقدار ) 30بعمر   10C الخط الخمويحيف كانت أكبر قيمة لتعبير المورثة في 

بعد ذلؾ وما لبث أف ض انخفثـ . اممعنوية فيما بيني اتوبفروق بالمقارنة مع الشاىد ضعؼ أكبر
ضعؼ ( 1.24( و )1.405و )( 1.892)ليبمغ  Platue phase في طور الثباتارتفع مف جديد 

معنوية  اتوبفروق عمى التوالي 5C ، 6C ، 10C الخطوط الخمويةفي  بالمقارنة مع الشاىد أكبر
 فيما بينيا، وينخفض بعد ذلؾ في نياية فترة النمو.

 

 

 H6Hَضَى انخبصخ ثبنًىسثخ انًشيضح لأ ًشئغخان بعزعًبلانُبردخ ث Ctلُى  :(25) سلى انشكم
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 .H َجبد انجُح انزهجٍنكبنىط  Cllular linesانخطىط انخهىَخ فٍ  H6Hلًُخ رعجُش يىسثخ : (22)سلى دذول ان

aureus  َىيبً  50خلال 

 age (day) انطىس انًزهكئ انطىس الأعٍ طىس انثجبد

 

Medium 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 

1a 1a 1 a 1 1 a 1 1 a 1 a 1 a 1 a 1 a Control (5C01) 

0.119 b 0.415 b 1.892 b 0.669 b 1.214 b 1.866 b 2.028 b 0.6600 b 0.0990 b 2.676 
b
 0.0002 b 5C 

0.986 c 0.774 c 1.405 c 0.398 c 0.521 c 0.853 c 0.986 c 0.9270 c 0.5360 c 3.3640 c 0.0002 b 6C 

0.045 d 1.240 d 0.943 d 0.7900 d 1.717 d 1.495 d 1.602 d 1.2570 d 0.2700 d 2.2970 d 0.0035 c 10C 

0.0065 0.0306 0.0037 0.0173 0.0037 0.0047 0.0053 0.0157 0.0307 0.0053 0.0003 L.S.D (0.01) 

 %1معنوية عند مستوى  اتالأحرؼ المتشابية ضمف العمود الواحد تدؿ عمى عدـ وجود فروق      
  

 

 

 .H َجبد انجُح انزهجٍ  انخطىط انخهىَخ نكبنىطفٍ  H6Hيىسثخ بير مورثة قيمة تع :(62) رقم شكلال

aureus   َىيبً  50خلال 

 

بالمقارنة مع  (TAs)لـ تترافؽ بزيادة تركيز قمويدات التروباف  H6Hإف زيادة تعبير مورثة    
 فالقدرة عمى تخميؽ قمويد الييوسياميامتمكت البنج  خلبيا نباتذلؾ بأف  ويفسرالشاىد، 

Hyoscyamine في حيف لـ تكف قادرة عمى تحويمو إلى سكوبولاميف Scopolamine،  نتيجة
تختمؼ ىذه النتائج مع ما . H6Hمنخفضة جداً لممورثة المرمزة لأنزيـ  فعاليةل امتلبؾ النبات
1993) وزملبؤه Hashimotoتوصؿ إليو 

b الذيف بينوا أف زيادة تعبير مورثة )H6H  زاد تركيز
 A. belladonnaفي مزارع  الجذور المحورة لنبات الأتروبا  Scopolamineميف السكوبولا
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 وزملبؤه Jouhikainen النبات البري. كما تختمؼ مع نتائجمع مقارنة بالأضعاؼ  5بمقدار 
الذيف بينوا ازدياد تركيز الييوسياميف والسكوبولاميف في مزارع الجذور الشعرية لنبات  (1999)

 الشاىد.مع مقارنة بالضعؼ  100بما يزيد عف  (H. muticus)البنج المصري 

فز اثنيف مف نفاعلبت الأكسدة في مسار التخميؽ الحيوي حي H6Hأنزيـ مف المعموـ أف و    
محولًا الييوسياميف إلى أكثر أشكاؿ  (2003، وزملبؤه Palazón) (TAs) لقمويدات التروباف
 ;2009 ،وزملبؤه Jabber-Vazdekis) أىمية )السكوبولاميف( TAs قمويدات التروباف

Hashimoto 1993، وزملبؤه
a

; Matsuda ت زيادة تراكـ إذا كانف. (1991، وزملبؤه
تسبب بزيادة السكوبولاميف )كوف أخر خطوة في مسار تخميؽ تنسجة النباتية سالييوسياميف في الأ

نزيـ أما يجعمو  H6H بفعؿ الأنزيـ لى سكوبولاميفإ الييوسياميف تحويؿًٛ التروباف  قمويدات
والفقيرة  فإف العديد مف النباتات الغنية بالييوسياميف ،مستيدؼ في الدراسات العممية(

(، 2004، وزملبؤه Zhang) يمكف تحويميا إلى مصادر صناعية لمسكوبولاميف بالسكوبولاميف
مب العالمي عميو جعؿ الط وقيمة دوائية مف بيف قمويدات التروباف، ما فعاليةكثر لأكونو القمويد ا

، وزملبؤه palazo'n) تروبيفالييوسياميف ونظيره الراسيمي الأ ضعاؼ الطمب عمىأ 10يفوؽ 
أنواع البنج بعض ك بالسكوبولاميف بحاث عمى نباتات فقيرةفقد نفذت العديد مف الأولذلؾ ، 2008)

Hyoscyamus تروباوالأ Atropa ،أدخؿ  حيثYun ( مورثة 1992) وزملبؤهH6H لتبغمف ا 
Tobacco إلى نبات الأتروبا Atropa مرتفعة، وأظير التحميؿ الكروماتوغرافي تراكـ مستويات 

مف السكوبولاميف كنتيجة لتحويؿ شبو كامؿ لمييوسياميف إلى سكوبولاميف في المادة النباتية، كما 
 او ووجد ،Atropa تروباشعرية للؤل( عمى مزارع الجذور ا1993) وزملبؤه  Hashimotoعمؿ 

عمى  ،مف الييوسياميف أدى إلى إنتاج أعمى لمسكوبولاميف H6Hتعبير المورثي لمػ الأف زيادة 
بشكؿ رئيس، ونتائج مشابية تـ  عكس معاممة الشاىد )الجذور البرية( التي راكمت الييوسياميف
عند زيادة تعبير  (H.muticus) الحصوؿ عمييا في مزارع الجذور الشعرية لنبات البنج المصري

مرة مف  100، حيث راكمت إحدى الخطوط الخموية السكوبولاميف بكميات أكبر بػ يانفس المورثة
نزيـ نفسو الأ فعاليةيمكف تفسير ذلؾ بزيادة و  ،غير ميمة الشاىد بينما كانت زيادة الييوسياميف

H6H ، ًات عمى معدؿ تدفؽ نواتج الاستقلبب في مسار التخميؽ الحيوي لمقمويد مما انعكس إيجابا
(Zhang 2004، وزملبؤه) تقترح ىذه النتائج أف زيادة تعبير مورثة .H6H  ف تكوف أيمكف
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ض منو، كما تقترح نواع النباتية ذات المحتوى المنخفلزيادة إنتاج السكوبولاميف في الأ طريقة فعالة
 يغير نمط القمويد السائد مف الييوسياميف إلى السكوبولاميف H6Hتعبير مورثة أف زيادة 

(Zarate 2006، وزملبؤه). 

 ٝاُذارٞسحDubosia أما الأبحاث المنفذة عمى النباتات الغنية بالسكوبولاميف كيجف الدوبوسيا    
Datura،  فقد بينت النتائج أف زيادة تعبيرH6H حتى نياية فترة  يزيد محتوى السكوبولاميف

، كما ط الخموية لكؿ نباتبيف الخطو بالإنتاج القمويدي الزراعة مع وجود اختلبفات ممحوظة 
ما يؤكد عمى أف (، السكوبولاميفو  عمى أساس الييوسياميف تحسف الإنتاج القمويدي الكمي )محسوباً 

نما يزيد  زيد المقدرة عمى تحويؿ الييوسيامف إلى سكوولاميفتلا  H6Hزيادة تعبير مورثة  فقط، وا 
 .(2003، وزملبؤه Palazonمف التراكـ القمويدي الكمي )

2011) وزملبؤه  Yangدساعخوفي    
aحوؿ تحسيف إنتاج قمويدات التروباف ) (TAs)  مف مزارع
  PMTمف خلبؿ زيادة تعبير مورثتي  A. belladonnaالجذور الشعرية لنبات الأتروبا 

ٝH6H ،مع زيادة  وجد أف جميع الخطوط الخموية المدروسة ترافؽ فييا زيادة التعبير المورثي
ضعؼ  11ثـ (1-غ.مغم 2.2)ر أقصى إنتاج لمييوسياميف ، حيث قداُزشٝثبٕت الإنتاج مف قمويدا

 1) ضعؼ إنتاج النبات البري، في حيف قدر أقصى إنتاج لمسكوبولاميف 24ٝإنتاج معاممة الشاىد 
 .أضعاؼ إنتاج النبات البري  4أضعاؼ إنتاج معاممة الشاىد و 5مف الوزف الجاؼ( بػ 1-غ.مغم

وحدىا مف إنتاج الييوسياميف  PMTزيادة تعبير مورثة تحسف لـ وبدراسة أخرى     
، لكف زيادة (2003، وزملبؤه (A. belladonna  Rotheفي مزارع الأتروبا  والسكوبولاميف
 Yang) نفسو منباتل TAs حسف إنتاج قمويدات التروباف معاً  PMT ٝ H6Hتعبير مورثتي 

a، وزملبؤه
ى الجذور الشعرية لنبات ( عم2004) وملبئوز  Zhangدراسة  ما أكدتووىذا  ،(2011
والجذور الشعرية   H6H و PMTالمستضيفة  لكلب المورثتيف  (H.niger)البنج الأسود 

 H6H و PMT مورثتي مما يؤكد وجود فعؿ تآزري بيف ،المستضيفة لإحدى المورثتيف فقط
(Yang ٙٝصٓلاؤ ،

a
 (2003) لبؤهوزم Rotheوىذا يؤكد الفرضية المقترحة مف قبؿ  .(2011

أف تتحقؽ زيادة في تعبير المورثات المرمزة  ٌغتنتاج قمويدات التروباف إأنو لزيادة  التي تقود إلى
 .خميؽ الحيوي بوقت واحدلمعديد مف الأنزيمات في مسار الت
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 Cellular الخطوط الخمويةفي  TR1 (Tropinone Reductase I)تعبير تغير . 2...1

Lines  الذىبي نبات البنجلكالوس H. aureus  يوماً: 5.خلال 
 TRالمرئسة الخاصة بالمورثة المرمزة لأنزيـ  استعماؿالناتجة ب Ctقيـ ( 27) رقـ يبيف الشكؿ   

I تعبير المورثة المرمزة لأنزيـ  أفّ  (28والشكؿ رقـ ) (23الجدوؿ )، كما يبيفTR I  انخفض في
باستثناء  ،مع الشاىدبالمقارنة  Lag phaseفي بداية الطور المتمكئ الخطوط الخموية المختبرة 

في أكبر بالمقارنة مع الشاىد  ضعؼ (3.182)ٝ  (5.776) ٝ  (6.364)حيث بمغ اليوـ الخامس 
كما كاف التفوؽ  ،معنوية فيما بينيا اتوبفروق عمى التوالي 5C ،6C، 10Cالخطوط الخموية 

 بمقدار 30ليسجؿ أعمى قيمة في اليوـ  Exponential phaseفي مرحمة الطور الأسي  معنوياً 
، 5C في الخطوط الخمويةضعؼ أكبر بالمقارنة مع الشاىد ( 8.168)ٝ (2.144)و  9.781))

6C ،10C  في طور الثبات بعد ذلؾ ثـ انخفض معنوية فيما بينيا، اتوبفروقعمى التوالي 
Platue phase 10 الخط الخمويمف عمر  45 اليوـ حتى نياية فترة النمو باستثناءC  الذي شيد

 ضعؼ أكبر بالمقارنة مع الشاىد (4.028) ليسجؿ TR Iعاً جديداً في تعبير مورثة ارتفا
 معنوية. اتوبفروق

 
 

 
 TR Iانخبصخ ثبنًىسثخ انًشيضح لأَضَى  ًشئغخان بعزعًبلانُبردخ ث Ctلُى  :(27) سلى انشكم
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 َجبد انجُح انزهجٍ بنىطنك Cellular Lines انخطىط انخهىَخفٍ  TRIلًُخ رعجُش يىسثخ  :(23) سلى دذولان

 َىيبً  50خلال  

 age (day) انطىس انًزهكئ انطىس الأعٍ طىس انثجبد

 

Medium 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 

1
 a 1

 a 1
 a 1

 a 1
 a 1

 a 1
 a 1

 a 1
 a 1

 a 1
 a Control (5C01) 

0.1550 
b
 0.3160

b
 0.5400

b
 0.5400

b
 9.781 

b
 2.174 

b
 6.916

b
 0.163

b
 0.093

b
 6.364  

b
 0.463 5C 

0.779 
c
 0.768 

c
 0.742 

c
 0.742 

c
 2.144 

c
 2.028 

c
 1.206

c
 0.162

b
 0.435 

c
 5.776 

c
 0.712 6C 

0.457 
d
 4.028 

d
 1.395 

d
 1.395 

d
 8.168 

d
 2.585

 d 2.378
d
 0.160

b
 0.678 

d
 3.182 

d
 0.371 10C 

0.0091 0.0075 0.09201 0.0920 0.0046 0.0064 0.0092 0.0046 0.00296 0.0037 0.0037 L.S.D (0.01) 

 %1الأحرؼ المتشابية ضمف العمود الواحد تدؿ عمى عدـ وجود فروؽ معنوية عند مستوى       
 

 

خلال   H. aureus انجُح انزهجٍَجبد  انخطىط انخهىَخ نكبنىطفٍ  TR Iيىسثخ قيمة تعبير  :(62) رقم شكلال

 َىيبً  50

أنزيـ بعدـ مقدرة  TR Iبزيادة تعبير مورثة  (TAs) يدات التروبافوتفسر عدـ زيادة تركيز قمو     
TR I تروبيفػالمكوف لم Tropine  مركب  تخميؽ المنافسة عمى تدفؽ الكربوف باتجاهعمى
يشتركاف بالخطوات الأولى  ٝاٌُبٍُغزٍغٍٖاُزشٝثٍٖ ، كوف طريؽ التخميؽ الحيوي لكؿ مف التروبيف

 (2005) وزملبؤه Richterو   Dräger  (2006) يتفؽ مع نتائجىذا  يتنافساف بتدفؽ الكربوف.و 
 .Atropa عمى نبات الأتروبا

( في دراستيـ حوؿ تأثير تعبير مورثة 2017) ٝصٓلاؤٙ Zhaoمع نتائج  ىذه النتائجتختمؼ    
TR I عمى المحتوى القمويدي في مزارع مستنبتات الجذور الشعرية Hairy Root Cultures 
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نوا أف التعبير المفرط لممورثة المدروسة تسبب بزيادة ، حيث بيّ Scopolia luridaلمسكوبوليا 
 1.492 ئُى 0.892حيث تراوح مف  ،إنتاج الييوسياميف بشكؿ رئيس في مزارع الجذور الشعرية

ِٓؾ.ؽ 0.515)أضعاؼ بالمقارنة مع الشاىد  2.9ئُى  1.7أي ما يعادؿ  1-ممغ.غ
(، كذلؾ 1-

ِٓؾ.ؽ 0.632ئُى  0.268بشكؿ ممحوظ حيث تراوح مف  يفتحسف إنتاج السكوبولام
-1

. 

عمى  H6H  ٝTR1حوؿ تأثير تعبير مورثتي في دراستيـ  (2012) وزملبؤه Kai بيّفكما    
 Anisodusالمحورة لنبات  الجذور الشعريةمستبتتات  مزارعفي  إنتاج قمويدات التروباف

acutangulus مف  ثتيف معاً أنتجت كمية أكبر معنوياُ بالمور  ىجّنتالجذور التي مزارع ، أف
 H6H) بالمقارنة مع الشاىد ومزارع الجذور التي طعمت بإحدى المورثتيف فقط ويدات التروبافقم

والذي تفوؽ  TH53في الخط  1-ممغ.غ 4.293، وبمغ أقصى إنتاج مف القمويدات (TR 1أٝ 
الأنيسوديف  قمويد تحسف إنتاج ، كذلؾ(1-ممغ.غ 0.96اُشبٛذ )ضعؼ بالمقارنة مع  4.49بمقدار 

anisodine  الذي شيد زيادة تعبير المورثتيف المدروستيف،  ونفسالخط الخموي في بشكؿ ممحوظ
ِٓؾ.ؽ 0.053) ة مع الشاىدضعؼ بالمقارن 18ما يعادؿ  1-.غمغم 0.984وبمغ 

-1
). 

لنبات  جذور الشعريةلزيادة إنتاج قمويدات التروباف في مزارع مستبتتات ال مماثمةوفي محاولة    
Anisodus acutangulus بالمورثتيف  الميجّنةPMT  وTR1 ّمزارع الجذور  نت النتائج أفّ ، بي

بالمورثتيف معاً أنتجت كمية أكبر معنوياُ مف قمويدات التروباف بالمقارنة مع الشاىد  ىجّنتالتي 
غ أقصى إنتاج مف وبم(، TR 1أٝ  PMT)بإحدى المورثتيف فقط  ىجّنتومزارع الجذور التي 

ضعؼ بالمقارنة مع  8.66والذي تفوؽ بمقدار  PT18في الخط  1-ممغ.غ 8.104القمويدات 
 الميجّنة وطخطإنتاجية في الضعؼ بالمقارنة مع أعمى  4.04 و (،1-ممغ.غ 0.935)الشاىد 
أعمى إنتاجية في الخطوط ضعؼ بالمقارنة مع  3.11(، ٝ 1-ِٓؾ.ؽ 2.004كوؾ ) PMTبمورثة 

ِٓؾ.ؽ  2.604كوؾ ) TR1بمورثة  جّنةالمي
-1

مما يدؿ عمى مقدرة مزارع مستنبتات الجذور  (.
  (.2011، ٝصٓلاؤٙ Kai)عمى إنتاج وتجميع ىذه القمويدات بشكؿ مشابو لمنبات الأصمي  الشعرية
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الخطوط الخموية في  TR II (Tropinone Reductases II))تعبير مورثة تغير  .4.5.6
Cellular Lines نبات البنج الذىبيالوس لك H. aeureus  يوماً: 50خلال 

انخفض في  TR IIأف تعبير المورثة المرمزة لأنزيـ ( 29) رقـ الشكؿو ( 24) رقـ الجدوؿيبيف     
في حيف  ،بالمقارنة مع الشاىد Lag phaseفي بداية الطور المتمكئ  الخطوط الخموية المدروسة

(9.987)ٝ 19.16)) ٔوذاسثسجؿ أعمى قيمة في اليوـ الخامس 
 

أكبر  ضعؼ  (1.729)ٝ 
معنوية فيما  اتوبفروقالتوالي ػِى 5C ،6C ، 10Cبالمقارنة مع الشاىد في الخطوط الخموية 

 ليسجؿ أعمى Exponential phase مرحمة الطور الأسيكما كاف التفوؽ معنوياً في ، بينيا
في  لمقارنة مع الشاىدأكبر با ضعؼ (9.849) ٝ (9.001) 20في اليوـ  قيمة لتعبير المورثة
أعمى قيمة لتعبير ، بينما معنوية فيما بينيا اتعمى التوالي وبفروق 5C  ٝ6Cالخطيف الخموييف 

أكبر  ضعؼ (1.803ثٔوذاس ) 30 كانت في اليوـ 10Cالمورثة المدروسة في الخط الخموي 
ليسجؿ  Platue phase ثـ بدأ بالانخفاض ليرتفع مف جديد في طور الثباتبالمقارنة مع الشاىد. 

 5Cضعؼ أكبر بالمقارنة مع الشاىد في الخطيف الخموييف   (3.117)و  (1.647) 40في اليوـ 

 ٝ6C ضعؼ أكبر  (1.266) 45اليوـ  معنوية فيما بينيا، كما سجؿ في اتعمى التوالي وبفروق
أُٞسصخ  ٓؼٌ٘ٞخ ثٍٜ٘ٔب، صْ اٗخلغ رؼجٍش بدٝثلشٝه 10Cبالمقارنة مع الشاىد في الخط الخموي 

 كً ٜٗبٌخ كزشح اُ٘ٔٞ.

 

 

 .H انجُح انزهجٍنكبنىط َجبد  Cellular Linesانخطىط انخهىَخ فٍ  TRIIلًُخ رعجُش يىسثخ  :(24) سلى دذولان

aureus  َىيبً  50خلال 

 age (day) انطىس انًزهكئ انطىس الأعٍ طىس انثجبد

 

Medium 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 

1
 a 1

 a 1
 a 1

 a 1
 a 1

 a 1
 a 1

 a 1
 a 1

 a 1
 a 

Control 

(5C01) 

0.035 
b
 0.555 

b
 1.647 

b
 0.979 

b
 3.095 

b
 0.335 

b
 9.001 

b
 1.866 

b
 0.003 

b
 19.16 

b
 0.014 

b
 5C 

0.148 
c
 0.669 

c
 3.117 

c
 1.079 

c
 1.474 

c
 0.183 

c
 9.849 

c
 0.141 

c
 0.045 

c
 9.987

 c
 0.008 

bc
 6C 

0.033 
b
 1.266 

d 0.287 
d
 0.415 

d
 1.803 

d
 0.216 

d
 1.485 

d
 0.041 

d
 0.017 

d
 1.729 

d
 0.007 

c
 10C 

0.0084 0.0084 0.0079 0.0027 0.0090 0.0099 0.0079 0.0037 0.0051 0.0613 0.0063 
L.S.D 

(0.01) 

 %1معنوية عند مستوى  اتالأحرؼ المتشابية ضمف العمود الواحد تدؿ عمى عدـ وجود فروق      
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 .H َجبد انجُح انزهجٍ انخطىط انخهىَخ نكبنىط فٍ  TR IIيىسثخ قيمة تعبير مورثة  :(62) رقم شكلال

aureus   َىيبً  50خلال 

 

 TRIIبأف أنزيـ  TR IIبزيادة تعبير مورثة  TAs وتفسر عدـ زيادة تركيز قمويدات التروباف    
افسة عمى والمن بوفأيض الكر مف خلبؿ تنظيـ  Pseudotropineبسيدوتروبيف اليحرض تشكؿ 

وأف زيادة ، Calystegine الكاليستيجيف إلى Tropane alkaloids قمويدات التروباف مف تدفقو
 في حيف يبقى مستوى الكاليستيجيف يزيد مف تراكـ بسيدوتروبافالمشكؿ لمػ Reductaseمستويات 

 .Dräger (2006)وىذا يتفؽ مع نتائج ثابت، و  الييوسياميف

تأثير زيادة تعبير  وادرس ( الذيف2005) ووزملبئ Richterمع نتائج  تائجتختمؼ ىذه الن   
 .Aُلأرشٝثب  الجذور الشعريةمستبتات مزارع كً  TR1  ٝTRIIالمورثتيف المرمزتيف لأنزيمي 

brlladonna، الجذور المحورة التي تضمنت تعبير مفرط لممورثتيف  النتائج أف أظيرت حيث
 Tropineومنتجاتو )التروبيف  Reductaseتفعة مف فعالية أنزيـ مستويات مر شيدت المدروستيف 
وأف  (،Reductase IIالناتج عف  Pseudotropineوبسيدوتروبيف  Reductase Iالناتج عف 

 3الممحوظة ترافقت مع زيادة معنوية بمحتوى الييوسياميف )بمقدار  TR1زيادة تعبير مورثة أنزيـ 

أضعاؼ بالمقارنة مع جذور  5والسكوبولاميف )بمقدار  أضعاؼ بالمقارنة مع جذور الشاىد(
عمى  ،بالمقارنة مع الشاىد% 90- 30أقؿ بنسبة   ، بينما كانت مستويات الكالستيجيالشاىد(

ضعؼ أكبر بالمقارنة مع الشاىد، تظير ىذه  4.5 الرغـ مف زيادة مستوى البسيدوتروبيف بمقدار
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إنتاج قمويدات التروباف في مزارع الجذور  تركيزمورثية في النتائج تأثير واضح لمنظـ الأنزييمية وال
  .الشعرية

 TRحوؿ تأثير تعبير المورثتيف المرمزتيف لأنزيمي ( 2009) وزملبؤه  Kaiفي دراسة نفذىا و    

I  ٝTR II عمى قمويدات التروباف ((TAs  الجذور لنبات مستبتات المنتجة في مزارع
Anisodus acutangulus،  مستويات نسخ تبيف أفTR I كانت أقؿ بكثير مف مستويات نسخ 

TR II ضعؼ  1.87، ومع ذلؾ فقد راكمت مزارع الجذور الشعرية كمية مف الييوسياميف بمغت
أضعاؼ أكبر  8بمغت  أكبر بالمقارنة مع الشاىد، في حيف راكمت كمية مف السكوبولاميف

متشابياف بنسبة  TR I  ٝTR IIمي . كما بينت الدراسة ذاتيا أف أنزيبالمقارنة مع الشاىد
بينما يحوي  اً أميني اً حمض TR I (273)حيث يحوي عديد الببتيد المرمز للؤنزيـ الأوؿ  ،60.8%

وىما يطابقاف إلى حد ما أنزيمي ، اً أميني اً حمض TR II (260)عديد الببتيد المرمز للؤنزيـ الثاني 
TR I  ٝTR II  في نبات البنج الأسود(H. niger). 

يعني إنياء وجودىا  In Vitro الزراعة في الزجاجنظاـ ف نقؿ الخمية إلى نستنتج مما سبؽ أ    
كأحد العناصر الييكمية في كائف لا يتجزأ، وتشكيؿ الكالوس )عودة الخلبيا لمحالة غير المتمايزة( 

بيعية، يتسبب في تغير بعض الخصائص المورفولوجية والوظيفية الملبزمة لمخلبيا المتمايزة الط
قد تفقد السيطرة عمى العوامؿ الموجية والضابطة  In Vitro إضافة إلى أف الخمية في ظروؼ

لأنشطة مختمؼ الأعضاء أو الأنسجة أو الخلبيا كوحدة متكاممة، فيبدأ الانتخاب عممو في التجمع 
لا  ،رابطةلتبايف الوراثي كنتيجة لاضطرابات نظـ الكائف الحي المتاما يؤدي إلى تعزيز  ،الخموي

Kunakh ،2005) تغير ظروؼ التغذيةسيما النظاـ اليرموني الذي ينشأ تحت تأثير 
a

والذي ، (
 والترجمة وغيرىا العديد مف الوظائؼ الخموية النسخبير المورثات وعمميات يؤدي إلى تغير في تع

(solov'yan ٙ1994، ٝصٓلاؤ ;Andreev ،2012 .)في  مؤدياً في النياية إلى زيادة معتبرة
ف ظروؼ وطريقة تغذية الخمية قد تحمؿ تغيرات اثي لمتجمع الخموي المتشكؿ. كما أالتنوع الور 

ؤدي إلى إعادة ترتيب وظائؼ الخمية ت ،ضرورية تفرض ردة فعؿ معينة عمى جينوـ الخمية
وتغير في توجو  المورثيةوزيادة كبيرة في التباينات الجينومية و  ،الأساسية وعمميات الاستقلبب

عمى سبيؿ المثاؿ شدة الانتخاب الخموي، وأخيراً تغيرات جوىرية في تركيب التجمعات الخموية، فو 
مف التغاير الوراثي " عدـ  مرتفعةامتلبكو نسبة الخموي عف أنسجة النبات الأصؿ بػيختمؼ التجمع 
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عادة  إعادة رتيبات جينومية واسعة، حيث حجـ وعمؽ وأىمية تالتجانس أو التعددية الشكمية"، وا 
 الترتيبات الجينومية ىذه قد تتجاوز الاختلبفات بيف الأنواع التي تحدث في الطبيعة.

(solov'yan ٙ1994، ٝصٓلاؤ ;Andreev ،2012 ;Kunakh،2005
a

.) 

 
 دراسة التضاعفات الصبغٌة: .6.6

قة ، كما تقترح الملبحظات الخموية المتعمميمةيمثؿ النمط الصبغي صفة خموية ومورفولوجية     
أف النمط الصبغي لمخلبيا النباتية يخضع لمتغير بسيولة في ظروؼ  الصبغياتبعدد وتركيب 

 (.1985، وزملبؤه  Hanzel) In Vitroالزراعة بالزجاج 
بعد  للؤنواع النباتية مف Callus Culturesمزارع الكالوس وغالباً تنفذ الدراسات الخموية عمى    
 توذلؾ لحدوث تغيرا ،ذلؾالخموي ويتسـ بالثبات قبؿ  تجمعر ال، حيث لا يستقاج السادسالبسّ 

ولوجي كنتيجة لتكيؼ التجمع الخموي كنظاـ بيكبيرة في خصائص الخلبيا المكونة لمتجمع الخموي 
  الصبغيةبينت الدراسات المُتعمقة بفحص الييئة  وقد ، In Vitro مع ظروؼ الزراعة في الزجاج

(Karyotypingلخلبيا الكال ) الخلبيا في الطور  معظـدخوؿ العديد مف الدراسات  فيس و
 الكالوس كتمةوزيادة  الانقساـخلبؿ المرحمة الُاسية مف نمو الخلبيا حيث سرعة  الاستوائي

(Kunakh 2015، وزملبؤه). 

 :Metotic index انخُطٍمعامل الانقسام  .1.6.6

يرت نتائجنا ارتفاع قيـ معامؿ أظ Metosis الخيطيعند دراسة الأطوار المختمفة للبنقساـ     
في بعض مراحؿ النمو وانحفاضيا في مراحؿ أخرى كما ىو مبيف في  MI الخيطيالانقساـ 
 MI الخيطيقيمة معامؿ الانقساـ الخموي ل وجود ثلبث قمـ ذروة(، حيث نلبحظ 25) رقـ الجدوؿ
 30ٝ  20ٝ 5 الأياـوىي الخموية النامية في جميع الأوساط المغذية  لمخطوط( 30 رقـ )الشكؿ

كبيرة )معدؿ انقساـ  Biomassوىي الفترات الزمنية التي شيدت تشكيؿ كتمة خموية  ،مف الزراعة
الفترات التي شيدت قيـ مرتفعة لتعبير المورثات المرمزة  تطابقت مع بعضكما أنيا  عاؿ(

حيث بمغت قيمة معامؿ  ،PMT ،H6H ،TR I ،TR IIلأنزيمات تخميؽ قمويدات التروباف 
في   %0.23%، 0.29%، 0.32%، 0.39 في اليوـ الخامس مف الزراعة MI الخيطينقساـ الا

 . 5C01تفوؽ الشاىد عمى التوالي مع  5C01 ،5C ،6C ،10C الخطوط الخمويةكؿ مف 
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%، 0.62يوـ  30الطور الأسي بعمر في  MI الخيطية لمعامؿ الانقساـ قيمأعمى بمغت بينما 

عمى  5C01 ،5C ،6C، 10Cالخطوط الخموية  في كؿ مف %0.33%، %0.46، 0.54
اية طور لؾ وحتى ني. وبدأت فيمة معامؿ الانقساـ بالانخفاض بعد ذمع تفوؽ الشاىدالتوالي 
نتيجة انتياء دورة حياة موية بيف التجمعات الخمعنوية  اتمع عدـ وجود فروقبشكؿ حاد الثبات 
 ذي.و استنزاؼ مكونات الوسط المغالشيخوخة أبسبب الخمية 

 

لكالوس نبات البنج  Cellular Lines في الخطوط الخموية الخيطيقيمة معامل الانقسام ل%  :(25) رقم جدولال
 مراحل عمرية مختمفةخلال  H. aureusالذىبي 
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مدى ر لمتكاثر الخموي و مؤشىو  Metotic Index الخيطيمعامؿ الانقساـ الخموي  وبما أف   
عمى تدؿ  الخيطيمعامؿ الانقساـ قيمة رتفاع ا فإف، في التجمع الخموي الخيطينشاط الانقساـ 

في التجمعات  الخيطيالانقساـ الخموي، وبيذا يمكف توقع ارتفاع معامؿ الانقساـ معدؿ ارتفاع 
وانخفاض قيمتو في التجمعات الخموية النامية في ظروؼ غير  ،الخموية النامية في ظروؼ مثالية

 5C01في الشاىد  MIالتي بينت ارتفاع قيمة معامؿ  ، وىذا ما أكدتو نتائج الدراسة الحاليةمثالية
بعوامؿ النمو مف  5C01الشاىد  وسطويفسر ذلؾ بغنى  ، بالمقارنة مع الأوساط الأخرى المختبرة

الأوكسينات والسيتوكينينات والفيتامينات والأحماض الأمينية الضروروية لتحقيؽ أفضؿ نمو 
لأنزيمات وتخميؽ الأحماض النووية تمييداُ لانقساـ مما شجع بناء البروتينات ونشاط ا ،لمخلبيا

تراكـ  وازدياد مرتفعةيض أمعدلات الذي اتسـ  ب، لا سيما في الطور الأسي مرتفعةالخلبيا وبوتيرة 
 ، وىذا يتفؽ مع نتائجلتكويف كتمة خموية بأعداد كبيرة مف الخلبيا الانقساـالعوامؿ المشجعة عمى 

George ٙئظٝٗزب (2008) ٝصٓلاؤ Eriksson ((1965  ٗزبئظ ٝCenteno ٙ(1996) ٝصٓلاؤ.  

أشارت العديد مف الدراسات إلى وجود أكثر مف نشاط ميتوزي واحد في اليوـ الواحد وقد     
خلبؿ  الخيطيأو أكثر( لمنشاط  4ضمف المزرعة الخموية الواحدة إذا يمكف ملبحظة عدة قمـ )

 Madlung   ٝComal ،2004 ،.Belyayev  ٝRaskina ،2013 ،.Houben)، ساعة 24

 نبات عمى (2008) وزملبؤه Bublyk وىذا يتفؽ مع نتائج دراسة، (2013، وزملاؤه

Ungernia امف ثوىي الأياـ الخامس وال الخيطيترات لذورة الانقساـ فوجود ثلبث  واحيث لاحظ
 .والثالث عشر مف عمر مزرعة الكالوس

 Cellular انخطىط انخهىَخفي  Chromosome Number تباينات العدد الصبغي .2.6.6

Lines ٍنكبنىط َجبد انجُح انزهجH. aureus   يوماً: 5.خلال 
خلبيا الكالوس  في الصبغياتإف توافر )إتاحة( ومستوى التغيرات الخموية تـ تقديرىا بمقارنة عدد 

لصيغة مع الصيغة الصبغية الثنائية لمنوع النباتي، عمى الرغـ مف عدـ توفر أية معمومة عف ا
جذور لذلؾ تـ دراسة العدد الصبغي في ، (H.aureus)الصبغية الثنائية لنوع البنج الذىبي 

لتتـ مقارنة مستوى التضاعفات الصبغية الحاصمة في  In Vitro نبات النامي في الزجاجال
 التجمعات الخموية.
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مف  اً زوج 17 وجود (H. aureus) جذور نبات البنج الذىبيلالتحميؿ الوراثي الخموي  فبيّ   
ونظراً لعدـ توفر مرجع  (،31) رقـ كما في الشكؿ ، 2n=34يثنائال النوويفي النمط  الصبغيات

يؤيد ىذه النتيجة، إلا أف الدراسات المرجعية أوضحت العدد الصبغي لبعض أنواع جنس البنج 
Hyoscyamus فمثلًب الصيغة الصبغية الثنائية لمنوع ،H.albus (2n=34, 68،) يغة بينما الص
بينما كانت  ،(2n=68ًبٗذ ) H. pusillusولمنوع  (2n=34) ًبٗذ H.nigerالصبغية لمنوع 

غت حH. georfei (2n=102 )ُِٝ٘ٞع  H.muticus (2n=28 )الصيغة الصبغية في النوع 

(Fedorov ،1969 ،.Tyagy  ٝDubey ،1989 ،.Lavania ٙ2010، ٝصٓلاؤ.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (2n=34)  غي في جذور نبات البنج الذىبيالعدد الصب :(11) رقم شكلال

   

 اتمف نباتالمشتقة مزارع الكالوس بينت نتائج الدراسة الصبغية اختلبؼ العدد الصبغي بيف كما  
اختلبؼ العدد الصبغي بيف خلبيا مزرعة الكالوس الواحدة، حيث لوحظ وجود  وكذلؾ، نفسو النوع

 .H) لنبات البنج الذىبي الواحدة وية الخم ضمف المزرعة الصبغياتنطاؽ واسع في عدد 

aureus) ، في الطور  قد تراوح عدد الصبغيات أفّ  (32) رقـ والشكؿ (26) رقـ ف الجدوؿيبيّ و
بينما ترواح  ،5C01 الشاىد الخط الخمويفي  (38.7بمتوسط قدره ) 62وحتى  31ٖٓالمتمكئ 

الخط وفي  ،(38.5) ط قدرهسبمتو  صبغي 62 ئُى 29 مف 5C الخط الخمويعدد الصبغيات في 
تراوح بينما  ،(42.42بمتوسط قدره ) صبغي 71 إلى  26تراوح عدد الصبغيات مف  6C الخموي

 .(39.31)بمتوسط قدره  صبغي 72إلى  25مف  10C الخط الخمويفي عدد الصبغيات  

الخط في  (60.37بمتوسط قدره ) 119وحتى  28وفي الطور الأسي تراوح عدد الصبغيات مف 
 114إلى  26مف  5C الخط الخموي، بينما ترواح عدد الصبغيات في 5C01د الشاى الخموي
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 117إلى   30تراوح عدد الصبغيات مف  6C الخط الخمويوفي  ،(54.29بمتوسط قدره ) صبغي
 إلى 28مف  عدد الصبغيات تراوح 10C الخط الخمويفي بينما  ،(57.91بمتوسط قدره ) صبغي
وحتى  30ا بطور الثبات فقد تراوح عدد الصبغيات مف أم .(54.92) بمتوسط قدره صبغي 122
، بينما ترواح عدد 5C01الشاىد  الخط الخمويفي  (60.23)بمتوسط قدره  صبغي 103

الخط ، وفي (57.35)بمتوسط قدره  صبغي 106إلى  30مف  5C الخط الخمويالصبغيات في 
 الخط الخمويوفي  ،(53.58)بمتوسط قدره  116إلى  34تراوح عدد الصبغيات مف  6C الخموي
10C (56.95)بمتوسط قدره  112إلى  32مف  عدد الصبغيات تراوح. 

 

 
  خلال أطوار النمو المختمفة H. aureusنبات البنج الذىبي الخطوط الخموية لكالوس تباين العدد الصبغي في  :(16)رقم الشكل 

: A  انطىس انًزهكئ  ،B  ،  ٍانطىس الأع ::C طىس انثجبد 

 عمى المزارع الخموية لنبات( 2015) وزملبؤه Kunakh توافؽ ىذه النتائج مع نتائج  دراسةت    
تراوح حيث ، ٝاُ٘بًٓ كً ػذح ٓ٘بؽن ثٍئٍخ كً أًٝشاٍٗب Gentiana lutea (2n=40) الجنتيانا
 G. luteaنبات لكالوس  صبغي 41.9بمتوسط قدره  صبغي 130-18 مف الصبغياتعدد 

بمتوسط قدره  صبغي 84–19مف  الصبغيات، بينما تراوح عدد mt.Rohneskaالنامي في وادي 
في حيف كاف أعمى  ،Troyaskaالنامي في منطقة  G. luteaلكالوس نبات  صبغي 37.8

حيث  G.punctata (2n=40)في خلبيا كالوس النوع  الصبغياتمستوى مف التبايف في عدد 
 G.punctataلنوع  صبغي 96.1بمتوسط قدره  صبغي 240-16مف  الصبغياتتراوح عدد 

 . %( 21بنسبة ) 6x، مع سيادة خلبيا ذات عدد صبغي تجاوز Breskulالنامي في منطقة 
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 أطوار النمو المختمفةخلال  H. aureusلكالوس نبات البنج الذىبي  Cellular Linesالخطوط الخموية متوسط عدد الصبغيات في  :(62) رقم جدولال

 انطىس انًزهكئ عٍانطىس الأ طىس انثجبد
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a

 35.5 
ba

 5C 

53.58 
a

 49.87 
b

 56.8 
ab

 54.07 
c

 57.91 
ab

 61.47
 b

 65.53 
a

 52.73 
a

 58.13 
b

 51.67 
a

 42.42 
b

 42.87 
a

 49.53 
b

 34.87 
a

 6C 

56.95 
a

 53.33 
ab

 56.2 
a

 61.33 
b

 54.92 
ab

 60 
b

 65.8 
a

 48.6 
a

 52.47 
a

 47.73 
b

 39.31 
a

 37.73 
a

 42.13
 a

 38.07 
b

 10C 

9.3 6.35 4.55 4.94 5.69 9.001 2.037 10.262 2.89 2.74 1.38 6.526 1.832 2.019 L.S.D 

 %1الأحرؼ المتشابية ضمف العمود الواحد تدؿ عمى عدـ وجود فروؽ معنوية عند مستوى       
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لنبات مزارع الكالوس في  اتصبغيملالييئة الشكمية السائدة  ف نتائج الدراسة الحالية أفّ كما تبيّ      
مع انحرافاتيا  Diploidy الصيغة الصبغية الثنائيةىي  (H. aureus) البنج الذىبي

Anueploidy 76و  %78شكمت ما نسبتو حيث  ،(33 رقـ والشكؿ 27 رقـ جدوؿ)ال%  ٝ

 في الطور المتمكئ عمى التوالي 5C01 ،5C ،6C ،10C الخطوط الخمويةفي  73%ٝ  60%
Lag phase  الثلبثية  نسبة قميمة لمصيغةمع وجود وTriploidy (3x)  الرباعية وTetraploidy 

4x)،) في حيف غابت الخلبيا ذات الصيغة الصبغية المتعددة Polyploidy،  انخفضت بينما
مع بقائيا سائدة في  Exponential phase في الطور الأسي نسبة الصيغة الصبغية الثنائية

ووارتفعت بالمقابؿ كؿ مف الصيغ ، 5C01مدروسة باستثناء الشاىد ال الخطوط الخمويةجميع 
 Platue ، وكذلؾ الأمر في طور الثبات والمتعددة( (4xوالرباعية  (3x)الثلبثية الصبغية 

phase. لـ تتأثر بالزراعة طويمة الأمد حيث حافظت  وبذلؾ نجد أف الصيغة الصبغية الثنائية
مما يشير إلى استقرار نسبي في  ةالخموي اتمعدتيا في التجعمى سيا غية الثنائيةالصيغة الصب

 .(H. aureus) جينوـ نبات البنج
 

لكالوس  Cellular Linesالخموية  الخطوطالسائدة في  الصبغية لمصيغةسبة المئوية الن :(62) رقم جدولال
 لال مراحل عمرية مختمفة ش H.aureusنبات البنج الذىبي 

 نطىس انًزهكئا انطىس الأعٍ طىس انثجبد
Medium 

POLY 4X 3X 2X POLY 4X 3X 2X POLY 4X 3X 2X 

a
 27% 

a
 20% 

ab
 29% 

a
 24% 

a
 21% 

a
 28% 

a
31% 

a
 20% 0% 

a
 4 % %18 

a
 

a
 %78 5C01 

ab
24% 

b
 13% 

ab
 29% 

b
 33% 

b
 16% 

b
 19% 

ab
 29% 

b
 36% 0% 

a
 4% 

a
 20 % 

ab
 76 % 5C 

c
 7% 

c
 29% 

a
 31% 

b
 33% 

a
 21% 

a
 25% 

b
 26% 

c
 28% 0% %13  

b
 

b
 27 %  %60

 c
 6C 

b
 22% 

a
 20% 

b
 24.5% 

b
 33.5% 

ab
 18% %21

b
  

c
 21% 

b
 40% 0% %13 

b
 

b
 25 % 

b
 73 % 10C 

3.625 4.332 4.595 4.595 4.332 3.623 3.623 5.48 -- 2.74 4.332 4.332 L.S.D 

 %1معنوية عند مستوى  اتالأحرؼ المتشابية ضمف العمود الواحد تدؿ عمى عدـ وجود فروق      

 
أما وجود بعض الخلبيا متعددة الصيغة الصبغية في المزارع الخموية )موضوع الدراسة(     

لا سيما  Metaphase الخيطيوالنامية لفترات طويمة ربما يعزى إلى زيادة تواتر شذوذات الطور 
 Twardovskaوىذا يتوافؽ مع نتائح  ،Chromosome numberشذوذات العدد الصبغي 

 .Gentianaفي دراستيا عمى المزارع الخموية لنبات ( 2008) وزملبئو 
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 .Hالخطوط الخموية لكالوس نبات البنج الذىبي  السائدة فيالنسبة المئوية لمصيغة الصبغية  :(11) رقم شكللا
aureus  المختمفةنمو الأطوار خلال : A  انطىس انًزهكئ  ،B  ،  ٍانطىس الأع ::C طىس انثجبد 

 
خموية خطوط  عدة( حوؿ تبايف الصيغة الصبغية في 2008) ووزملبئ Bublykوفي دراسة لػ     
بحUngernia victorisلكالوس نبات أنجيرنيا  (9، 7، 6، 3، 2)  ٔ في أوساط مغذية مختمفة  أُ٘

 مع وجود انحرافات ،ف كؿ تجمع خمويمبيف وجود مزيج مف الصيغ الصبغية ض، تالتركيب
Aneuploidy وقد سادت %50حتى  (الانحرافات) يمكف أف تصؿ نسبتياصيغة صبغية  لكؿ ،

، عمى التوالي %85.8ٝ  %82.3بنسبة  9ٝ  2 يف الخموييففي الخط الصيغة الصبغية الثنائية
%( 41.5)وىي الصيغة الثنائية  ،3بينما لوحظ ثلبثة مستويات صبغية في الخط الخموي 

كانا أكثر تغايراُ فقد  7 ٝ 6 يفالخموي يفأما في الخط ،%(17.9%( ٝاُشثبػٍخ )32.1ٝاُضلاصٍخ )
و  %57.8بنسبة  الصيغة الصبغية الرباعيةفي خلبياىما سادت بتركيبيما الصبغي حيث 

 والخماسية %(14.6) مع وجود نسبة لا بأس بيا مف الصيغة الثلبثيةعمى التوالي  49.5%
Pentaploidy (13.5)%  سبة قميمة لكؿ مف الصيغة وجود ن بينما لوحظ ،6في الخط الخموي

 كً Heptaploidy والسباعية Hexaploidy والسداسية اسيةمبغية الثنائية والثلبثية والخالص
 .التي كانت نادرة الوجود في باقي الخطوط الخمويةو  7الخط الخموي 

 ي الموجود في خلبيا كالوس نبات البنجصبغيف تنوع النمط العموماً، يمكف القوؿ أ    
Hyosyamus  يعود لأسباب عديدة، منيا حدوث الطفرات الجسمية وتنوع ( 35رقـ )الشكؿ
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 الصيغ الصبغية في الكالوس الأولي الناتج عف اختلبؼ النسج المكونة لممستأصؿ النباتي
، مما ينتج عنو خطوط خموية بصيغ صبغية )اختلبؼ الحالة الفيزيولوجية والشكمية الظاىرية(

(، كما أف 2nصبغي واحد ) نمطالمكونة لممستأصؿ النباتي مختمفة عمى الرغـ مف امتلبؾ النسج 
اختلبؼ توزع مسببة  ،ة تؤدي أحياناً إلى أذية خيوط المغزؿالمتكرر  Subcultureإعادة الزراعة 

، وعدـ حدوث الانقساـ السيتوبلبزمي أحياناً ينتج عنو Anaphaseور اليجرة طأثناء  الصبغيات
ضاءة ...إلخ ومكونات خلبيا متعددة النوى، كما أف ظروؼ  تنمية المزارع الخموية مف حرارة وا 

 إلى بالإضافة لا سيما اليرمونات النباتية مف حيث نوعيا وتركيزىا وتوافقاتيا ،الوسط المغذي
 وما يترتب عمى زيادة وتيرة ،تحت تأثير مكونات الوسط المغذي الخيطيزيادة وتيرة الانقساـ 

نة مع الصيغة الصبغية الثنائية المستقرة في النبات النامي في بالمقار الانقساـ ىذه مف شذوذوات 
 جميعيا عوامؿ تؤدي إلى تنوع النمط الصبغي في المزارع الخموية. الطبيعة،

 
 
 
 
 
 

 
 

 ()َغبس Prophase)ًٍَُ(  وثبنطىس انزًهُذٌ   Anaphaseخهُخ كبنىط ثطىس انهدشح  :(34) سلى شكمان
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 H.aureusنُجبد انجُح انزهجٍ  جغٍ فٍ ثعض خلاَب انكبنىطانعذد انص :(35) سلى شكمان

    A: 2n=28,   B: 2n=36,  C: 2n=44,  D:2n=55,  E: 2n= 60,  F: 2n=70,  G: 2n=84,  H: 2n=100 
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نستنتج مما سبؽ ظيور اختلبفات وراثية خموية رسخت نفسيا في التجمعات الخموية خلبؿ      
أو الخطوط الخموية الثابتة(، لكف بالرغـ مف الوجود  المستقرة السلبلةفترة التأسيس ومابعدىا )فترة 

كانت الصيغة الصبغية الثنائية أو  ،الكبير لخميط الصيغ الصبغية في التجمعات الخموية المدروسة
قريبة مف الصيغة الصبغية الثنائية )منقوصة أو مفرطة الصيغة الثنائية( ىي الييئة الشكمية 

كد عمى حفظ الخصائص الوراثية الخموية للؤنواع النباتية مف خلبؿ الزراعة السائدة، وىذا يؤ 
النسيجية. وأف الاختلبؼ الوراثي في الخلبيا المستزرعة في الزجاج تعتمد عمى تركيب وسط 
الزراعة الذي يمارس تأثيراً كبيراً )جوىرياً( عمى نمط التبايف الوراثي في التجمعات الخموية، حيث 

لوسط أىـ العوامؿ المسؤولة عف تنوع الصيغة الصبغية، خصوصاً تعدد الصيغة تعد مكونات ا
، بالإضافة إلى أف الأنماط الوراثية الصبغيةالصبغية وظيور مستوى عاؿ مف االشذوذات 

)الخطوط الخموية( لمنوع النباتي نفسو الناتجة عف اختلبؼ تركيب الوسط المغذي تتسبب بظيور 
ة خموية( مختمفة، نتيجة فعؿ الانتخاب المستقر الذي يمارس تأثيره عمى تراكيب سيتولوجية )وراثي

التجمعات الخموية لا سيما في مرحمة التأسيس وما بعد )عمر السنة وما فوؽ(، حيث تتميز ىذه 
المرحمة بمعظـ التغيرات الجذرية كنتيجة لتكيؼ الخلبيا، وفيو تظير التجمعات الخموية تغايراً 

بشكؿ خاص  الخيطيمف حيث مدة الدورة الخموية وأطوارىا بشكؿ عاـ والانقساـ وراثياً متزايداً 
(Kunakh ،2013 ،) كذلؾ تزداد فييا التغيرات الجينومية وأىميا تغيرات العدد الصبغي ومستوى

)الجسور الصبغية، القطع الجسرية، الكسرات الصبغية(، وأخيراً يحدث انتخاب  الصبغيةالشذوذات 
زاحة الخلبيا التي لـ تتكيؼ ) إيجابي لمخلبيا ، Kunakhالتي تكيفت لمنمو في الظروؼ الجديدة وا 

2005
a

لتنتيي بتكيؼ التجمعات الخموية المتسمة بالتوازف الفيزيولوجي والوراثي الناتجيف عف (، 
يظير بعدىا إما استقرار ، و (Kunakh ،2013الفعؿ المسيطر والسائد للبنتخاب المستقر )

مى مستوى جديد مف التغاير الوراثي، أو العودة )التقارب( إلى التركيب الوراثي لمتجمع الخموي ع
 (.Kunakh ،2013)الأصمي لمتجمع 
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 لتوصٌات:الاستنتاجات وا. 7

 (5C ،6C ،10C) نجاح تنمية الكالوس عمى أوساط مغذية خالية مف منظمات النمو النباتية. 1
ني بالفيتامينات والأحماض الأمينية ومنظمات النمو الغ 5C01انطلبقاً مف الخط الخموي الأـ 

  النباتية.
. سيادة قمويد الييوسياميف في الخطوط الخموية، ويعود ذلؾ لحقيقة أف نبات البنج مف الأنواع 2

 ، ومف ثـ تحولو في مراحؿ لاحقة إلى السكوبولاميف.النباتية التي تنتج الييوسياميف بشكؿ رئيس
خلبؿ مرحمة الطور  5C01الشاىد  الخط الخمويفي  قمويدات التروباف تحقؽ أعمى إنتاج مف. 3

الخطوط في حيف امتمكت  %،0.49بمقدار  اً يوم 30بعمر  Exponential Phase الأسي
نتاح  الخموية النامية في الأوساط المغذية الخالية مف منظمات النمو المقدرة عمى النمو وا 

 .ف بكميات أقؿ بالمقارمة مع الشاىدبشكؿ رئيس ولك Hyoscyamine الييوسياميف
خاصة اختلبؼ عوامؿ التغذية مزارع الكالوس اختلبؼ ظروؼ التنمية والنمو في أدى . 4

 ISSRأمكف الكشؼ عنيا بتقنية  DNAظيور اختلبفات عمى مستوى جزي الػ إلى المعدنية 
 .In Vitro بالمقارنة مع النبات الاـ النامي في

ي وشجرة القرابة الوراثية انفصاؿ النبات الأـ المانح عف الخطوط أظير التحميؿ العنقود. 5
الخموية الناتجة عنو بشكؿ مستقؿ، في حيف توضعت الأخيرة في مجموعات متباينة حسب درجة 

 قرابتيا الوراثية.
فعاليتيا في إعطاء تعددية شكمية،  ISSRفي تطبيؽ تقنية  أثبتت  جميع المرئسات المستعممة. 6

%، في حيف 86.175حزمة ذات تعددية شكمية بنسبة  187حزمة كاف منيا  217حيث أعطت 
% تلبه الخط الخموي 78.26 بنسبة 5C01كانت أعمى نسبة لمتعديية الشكمية في الخط الخموي 

5C  ما يجعمو الخيار الأوؿ لعمميات الانتخاب والتحسيف الوراثي لرفع محتواه  ،%76.38 بنسبة
 مف القمويدات.

بيف التجمعات الخموية في  Somaclonal variationsة تحفيز التباينات الجسمية إمكاني. 7
يمكف  ،للبختلبفات الوراثية ميماً ما يجعؿ مف تقانة زراعة الكالوس مصدراً  ،مزارع الكالوس

الإنتاجية مف  مرتفعةخموية  خطوطالاستفادة منيا في عمميات الانتخاب الخموي لموصوؿ إلى 
 يوياً.المواد الفعالة ح
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عمميات التكيؼ والنمو في المزارع الخموية )غير المتمايزة( تتضمف إعادة برمجة الجينوـ حيث . 8
 .المتقسمة )غير المتمايزة( يتحوؿ مف حالة الخلبيا المتخصصة إلى خصائص الخلبيا

 (7.728بمقدار ) 10Cفي الوسط   اً يوم 30في عمر  PMTكانت أعمى قيمة لتعبير مورثة . 9
ىذه الزيادة كافية لزيادة إنتاج قمويدات لـ تكف ولكف ، 5C01كبر بالمقارنة مع الشاىد ضعؼ أ

لنبات البنج مزارع الكالوس في  Scopolamine والسكوبولاميف Hyoscyamine الييوسياميف
 .(H. aureus) الذىبي
حيوي ضمف مسار التخميؽ ال PMTزيادة تعبير المورثات التي تمت بموقعيا موقع مورثة . 10

 Hyoscyamine الييوسياميففي زيادة مستويات  فعاليةلـ تكف ذات  (TAs) لقمويدات التروباف
  (Putricineرشٝثبٕ -بوتريسيف مف التفاعؿنتيجة تحوؿ مسار  ،Scopolamine والسكوبولاميف

- (Tropane سبيرميديف -بوتريسيف  إلى Putricine)  - (Spermedine . في بدايتو 
 أعظمية بمرحمة الطور الأسي MI الخيطيسبة المئوية لمعامؿ الانقساـ كانت الن. 11

Exponential Phase ف وىذا يسمح بالانتخاب لصالح أعمى تركيز لقمويدات التروباTAs 
انتاجية جيدة مف  يذ خموي خطما يتيح فرصة انتخاب  ،ونفس والتي تحققت في طور النمو

 .القمويدات في ىذه المرحمة
أو قريبة مف الصيغة الصبغية الثنائية يؤكد  Diploidعمى صيغة صبغية ثنائية الحفاظ . 12

 بي في الجينوـ الخاص بو.سعمى حفظ الخصائص الوراثية لمنوع النباتي المدروس واستقرار ن
ة مع الصيغة الصبغية الثنائية نبالمقار  الخطوط الخمويةحدوث تعدد لمصيغة الصبغية في . 13

(2n=34)  للبختلبفات الوراثية يمكف الاستفادة منو في  ميماً  اً مصدر رع الكالوس مزايؤكد أف
 عمميات التحسيف الوراثي.

نمو الخلبيا في نظـ الزراعات الخموية ينتج عنو اضطراب توازف الأنسجة والأعضاء وىو . 14
المثالية زاد  الشروط ظروؼ التنمية عف انحرفتالسبب الشائع لحدوث الطفرات، لذلؾ كمما 

 .توى تبايف المخزوف الوراثي وزادت نسبة التغاير الوراثي في التجمع الخمويمس
 5C01الأقرب وراثياً ومورفولوجياٌ وكيميائياً إلى الخط الخموي الأـ  5Cكاف الخط الخموي . 15

 .لذلؾ نوصي بمتابعة البحث عميو والعمؿ عمى تحسيف محتواه مف القمويدات
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الية مف منظمات النمو النباتية في تنمية الخطوط الخموية اعتماد الأوساط المغذية الخ. 16
لمحفاظ عمى الثباتية الوراثية ليذه الخطوط وتخفيؼ تكاليؼ إنتاج المواد  ،لكالوس النباتات الطبية

  الفعالة. الحيوية
الخموية المدروسة نوصي بتحسيف إنتاجيا مف  لمخطوطبعد الوصوؿ لمرحمة الثبات الوراثي . 17

 استعماؿب أو ،الانتخاب الخموي والتطفير الصناعي طرائؽ استعماؿب (TAs) التروبافقمويدات 
مثؿ أحد الأحماض الأمينية التي تعد طلبئع تخميؽ  محفزة لإنتاج وتمثيؿ قمويدات التروباف بادئات

 ليذه القمويدات .
مطموبة بيئة الإنتاج )الوسط المغذي( قد لا تكوف كافية لمحصوؿ عمى درجة النمو ال. 18

ة الخطوات طريقة التربية ثنائي استعماؿب يوصىلمحصوؿ عمى أعمى معدؿ نمو لمخلبيا، ولذلؾ 
وسط مغذي يسمح بالحصوؿ عمى أعمى نمو لمخلبيا،  استعماؿولى التي تتضمف: الخطوة الأ

وسط مغذي يسمح بإنتاج وتراكـ أعمى معدؿ مف نواتج الاستقلبب  استعماؿوالخطوة الثانية 
 .ةالثانوي
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 .  Marrubium L., Ajuga L ُلاع٘بط رظٍ٘لٍخساعخ د. ( 1998 ). عذاٌ يىزبٌ عبدل انضثُذٌ،
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  .128، صاُحٌٔخ
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 .142 – 137ص: . أعٍٞؽ عبٓؼخ اُضساػخ اُ٘جبرٍخ. ًٍِخ الأٗغغخ صساػخ (.2003) يسًذ. خلال فكشٌ فهًٍ،
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ٛبشأٍخ  Triticum aestivumكاً اعازحضبصب اٌُابُٞط ُظا٘لً اُح٘طاخ  Citrus sinesisٝػظاٍش أٍُِإٞ 

 . .5B، اُغضء 37اُجظشح )اُؼٍِٔبد(، اُؼذد  ٌٝٓغٍجبى. ٓغِخ أثحبس

, ٝصاسح 1980(. أعااظ اٌُشٝٓبرٞؿشاكٍااب اُـبصٌااخ. رشعٔااخ: ٓااشاد ٌٞعااق 1979يددبكُُش، هددـ. و وثددىَُههٍ، ا. ج. )

 .338اُزؼٍِْ اُؼبًُ، اُغٜٔٞسٌخ اُؼشثٍخ اُغٞسٌخ, ص:
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رااأصٍش سػ ًجشٌزاابد (. 2009يسًددذ أيددٍُ، عددبيٍ كددشَى و عجددذ انعضَددض، َغددشٍَ خهُددم و عهددىاٌ، َددىال يسًددذ. )

ٓغِااخ اٌُِٞكااخ ُِؼِااّٞ  .Erysimum cheiriاُ٘حاابط ٝأُلٍ٘ضٌااّٞ كااً ٗٔااٞ ٝئصٛاابس ٗجاابد اُشااجٞي الأطاالش 

 .55-43(، ص: 2(، اُؼذد )1اُضساػٍخ. أُغِذ )

أُلاابٍْٛ اُشئٍغااٍخ كاااً صساػااخ اُخلاٌااب ٝالأٗغاااغخ (. 1990يسًددذ، عجددذ انًطهددت عدددُذ وعًددش، يجشددش صدددبنر. )

٘جبرٍااخ. ٝصاسح اُزؼِااٍْ اُؼاابًُ ٝاُجحااش اُؼِٔااً،  عبٓؼااخ أُٞطااَ، ٓذٌشٌااخ داس اٌُزاات ُِطجبػااخ ٝالأػؼاابء اُ

  .145، ص ٝاُ٘شش

 Papaver اُخشاخبػ ٗجابد ٓاٖ أُٞسكٍٍ٘اخ اُوٌِٞذاد ثؼغ دساعخ ئٗزبط .(2008انهبدٌ. ) عجذ عشاة انًخزبس،

somniferanm  51ص . ثـاذاد عبٓؼاخ اُجغاز٘خ، هغاْ اُضاسػاخ ًٍِاخ ٓبعغازٍش، خسعابُ. اُحً اُغغْ خبسط-

50. 

ػااضٍ ٝرشااخٍض اٍُٜٞعااٍٖ ٝاٍُٜٞعااٍبٍٖٓ كااً اٌُاابُظ  (.2001انًددلاذ، يددضازى لبعددى وَددىَظ، أواة وعددذ ه )

 .35ٓغِخ اُزشثٍخ ٝاُؼِْ، اُؼذد ،  Datura Innoxiaٝاُ٘جبربد اُ٘برغخ ٓ٘ٚ ُ٘جبد 

بئٜب اُحٌٍٞخ، ٝصاسح اُزؼٍِْ اُؼبًُ ٝاُجحش (. اُٜشٓٞٗبد اُ٘جبرٍخ، كغٍُٞٞعٍزٜب 1982ًٍٍٔٝ) يىس، رىيبط.

 .اُؼًِٔ، عبٓؼخ أُٞطَ

. أػشاع ٗوض ٝعٍٔخ اُؼ٘بطش اُـزائٍخ كً اُخؼبس ٝاُلبًٜخ . عِغِخ اُ٘ششاد 2006انشبنظ، عًش يسًىد . 

 . 66اُضساػٍخ . ؿشكخ صساػخ دٓشن. عٞسٌب . ع ص 

 ،ذاٝي ثبلأػشاابة، ٓشًااض ػجاابدي ُِطجبػااخ ٝاُ٘شااشاُ٘جبراابد اُطجٍااخ ٝاُزاا(. 2001) .انًُددبذ، عجددذ انشضددب عهددىاٌ

  .225أٍُٖ. ص  ،ط٘ؼبء

  Datura innoxia اُاذارٞسح ٗجابد أٗغاغخ اعزغبثخ رـٍش (.2001) .انًلاذ لبعى ويضازى، ه وعذ أواة َىَظ،

 .53-44، ص: 6، اُؼذد 3ٝاُؼِّٞ، أُغِذ اُزشثٍخ ٓغِخ .اُـزائً ٖٓ اُٞعؾ أٗٞاع صلاصخ كً اُ٘غٍغٍخ ُِضساػخ
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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 biomass 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 (Donor) plant, by application 

inter simple sequence repeats (ISSR) technique using  25 primers, in order 

to determine the effect of the nutritive medium components, and the 

change of gene expression both of PMT (EC 2.1.1.53) N- Putrescine 

Methyle Transferase,  H6H (EC 1.14.11.11) Hyoscyamin 6β  

Hydroxylase,TRI (EC 1.1.1.206) Tropinon reductase I, TRII (EC 

1.1.1.236) Tropinon reductase II in the alkaloids synthesis pathway on the 

alkaloids concentration in the Cellular Lines of  H. aureus, by estimating 

the mRNA transcriptional levels of these genes using real-time PCR 

technique. In addition to counting of chromosome number in the calluas 

cultures during different stages of growth. 

   The results of morphological study 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 15 to 35) with superiority of the control medium 5C01 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 chemical results showed that the superiority of the control 5C01 

significantly in alkaloid content compared with 5C, 6C and 10C cellular 

lines. Whereas highest concentration of alkaloids was at the end of 

exponential phase (30 days) (0.49%), (0.36%), (0.29%) and (0.21%) for 

hyoscyamine in 5C01, 5C, 6C and 10C lines, respectively, while the 
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concentration of scopolamine was very low due to the fact that 

Hyoscyamus is one of the plant species which are poor in scopolamine 

content. Also 5C and 6C lines surpassed significantly on 10C line in the 

alkaloids content in the exponential phase and Stationary  phase. 

   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 (Donor) alone in one 

cluster while cellular lines were gathered in another cluster with distance 

of 0.7614, cellular lines were divided into two broad groups (I and II), 

group I contained  cellular line 10C, group II included  other cellular lines 

(5C01, 5C, 6C), and their distance was  0.4416, while both of cellular 

lines 5C01 and 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 structure 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. 

 

   Massurment of gene expression that encoded the enzymes involved in 

the alkaloids synthesis pathway, stage of exponential phase showed 

highest value of PMT gene expression wher was (4.563) and (7.728) times 

greater compared with control 5C01 In 5C and 10C lines respectivly, 

While highest value of PMT in 6C line was at 5 days (3.117) times greater 

compared with control 5C01. While highest value of H6H gene expression 

was at the beginning of lag stage (5 days), where was (2.676), (3.364) and 

(2.297) times greater compared with control 5C01 In 5C, 6C and 10C 

cellular lines respectivly. However, this superiority in genetic expression 

was not associated with an increase in the  alkaloids concentration, This is 

mainly due to the changing of the reaction pathway at the beginning of 

tropane alkaloids synthesis pathway from putrescine – tropane to 

putrescine - spermidine, which negatively affected on the amount of 

produced tropane alkaloids.   

   Although of chromosome number's variation in the callular lines 

compared with the diploid type 2n = 34 in the natural plant, the dominant 
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form of chromosomes number was the diploid type with its aneuploidy, 

representing 78%, 76%, 60% and 73% in 5C01, 5C , 6C, 10C lines, 

respectively in the lag phase, with a low rate of triploidy (3x) and 

tetraploidy (4x), while the polyploidy cells were absent. Diploid type 

remained  superiorite at the  exponential phase in all studied cellular lines 

except the control 5C01, with increasing of triploidy (3x) and tetraploidy 

(4x) percent, also the same in the stability phase. 
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