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  الملخص

          .Nigella sativa L  وبـادرات الحبـة الـسوداء   تضمنت الدراسة الكشف عن محتـوى كـالس   

 D-2,4 و)  IAA ) Indole-3-acetic Acid، وتم التحري عـن وجـود   الاوكسينات والسايتوكاينيناتمن 

)Acid ِ(2,4-Dichlorophenoxyacetic   ومن الاوكسيناتBA )(Benzyl Adenine تيننوالكايKinetin 

خدام الكحول الاثيلي المطلق    تخلص النباتي النقي للكالس والبادرات باست     ، وحضر المس   من السايتوكاينينات 

 (TLC)، وشخصت منظمات النمو في المستخلصات باستخدام تقنية كروماتوكرافيا الطبقة الرقيقـة             80%

Thin Layer Chromatography Technique والسايتوكاينيناتلفصل والكشف عن وجود الاوكسيناتل  ،

) 0.96 / 0.62 / 0.97( لبقع المفصولة من مستخلص الكـالس ا Rf ذه التقنية ان قيمة وتبين من خلال ه

بالنـسبة  نات وي بالنـسبة للاوكـس  D-2,4و   IAAالعينة القياسية للبقع المفصولة من Rfمقاربة لقيمة الـ 

لبقـع  ا  Rfكما بينـت النتـائج ان قيمـة   .  التواليعلى) 0.96 / 0.67 / 0.95(كانت اذ للسايتوكانينيات 

 بالنـسبة  IAAلبقـع    Rfمقاربـة لقيمـة  ) 0.95 / 0.78 / 0.94( من مستخلص البـادرات  المفصولة

  . على التوالي) 0.96 / 0.74 / 0.95(ات نيني بالنسبة للسايتوكاBA الـ و ينتنللاوكسينات والكاي

قة لونيـة  في مستخلص الكالس والبادرات لنبات الحبة السوداء بطريIAA كما تم تقدير كمية الـ   

 يصل الـى    IAA، وتبين من خلالها ان محتوى البادرات من         Salkoweskiوباستخدام كاشف سالكوسكي    

وهو مستوى اعلى من الكـالس الـذي         ) مايكروغرام 20وهي تعادل    (غرام وزن طري  /  ملغم   0.0205

  .)ام مايكروغر11وهي تعادل (غرام وزن طري /  ملغم 0.011 وصل الى IAA تبين ان محتواه من 

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

This study included detection the content of callus and seedlings of  
Nigella sativa L. IAA (Indole-3-acetic Acid) and 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic 
Acid) of Auxins, BA (Benzyl Adenine) and kinetin of the cytokinines, the pure extraction 
of callus and seedlings were prepared by the use of 80 % Ethanol, diagnosis of plant 
growth regulators was carried out by using thin layer chromatography technique (TLC) 
which proved that Rf values of spots separated from callus were (0.97 / 0.62 / 0.96) 
which were nearly to that Rf values of the spots of standards of IAA, 2,4-D and BA 
which were  (0.95 / 0.67 / 0.96) respectively. Also the results showed that the Rf values 
of spots separated from seedling extract were (0.94 / 0.78 / 0.95) which were nearly that 
Rf of IAA, BA and kinetin (0.95 / 0.74 / 0.96) respectively.  

colorimetric method depended on salkoweski reagent was used for estimation of 
IAA in callus and seedling extracts of Nigella sativa, the results showed that seedling 
content of IAA almost reached to 20 Mg/g fresh weight, while callus extract gives              
11 Mg/g fresh weight.  
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 بصورة واضحة عملية منظمة ثابتة الخطوات كما تعد الهرمونـات النباتيـة              في النبات    يعد النمو 
ة عضوية غير كونهـا مـادة       مادانه  يعرف الهرمون النباتي    و ، فعاليات النمو  أكمالعوامل مهمة جداً في     

ويكون فعالاً بكميـات    )  كلاً من الكاربون والطاقة والعناصر المعدنية الضرورية       المادة التي تجهز  (غذائية  
يتكون في اعضاء خاصة للنبات وينتقل الى مواقع اخرى         وهو  )  مليمول 1أي مقدار اصغر من     (قليلة جداً   

، وانـواع الهرمونـات النباتيـة       ية او استجابات شكلية بصورة خاصة      كيماحياتية او فسلج   ليظهر استجابة 
 وحامض  Gibberellinsلينات  ي والجبر Cytokinins والسايتوكانينيات   Auxinsالاوكسينات  : المصنفة هي 

 Plant ; 1998 ، وصـفي ; 1982 محمـد، ( ومثبطات النمو كالاثلين وغيره Abscisic acidك سالابسي

Hormones .(    ة في النباتـات الراقيـة   يتنتج بصورة طبيع  والاوكسينات مواد عضوية)  ،1985محمـد( .
وثبت ان الاوكسينات ينحصر اماكن تكوينها في المناطق المرستيمية وان لها خاصـية الانتقـال القطبـي                

 يصل تركيز    وقد ،ونوعية النسيج الناقل  ساعة تبعاً للنوع والعمر     / سم  ) 1.5 – 0.5(وتختلف سرعته من    
 ; 1982،  محمـد (  كمية ضئيلة جـداً      ادة جافة وهي  م) غرام/  ملغم   120-10(ين في النبات الى     الاوكس

، ويتكون من مسارات ايضية يكون فيها        الاوكسين الرئيسي في النبات    IAAويعد الـ   ) الهرمونات النباتية 
. )1999،  حمـزة وعملـة   ؛   Davies  ، 1995(الحامض الاميني التربتوفان هو البادئ لهذه المـسارات         
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مـن  واعقب ذلك محاولات للعديـد      ) Thimann) 1934 و   Kogl في النباتات من قبل      IAAالـ  شخص  
 ; 1982،  محمـد  (او غيره في عدد من النباتـات      ين  هذا الاوكس لكشف عن   لنباتية  الباحثين في الفسلجة ال   

 توجد دراسة متكاملة توضح ميكانيكيـة        انه لحد الان لا     الا تعرف على ميكانيكية عمله   وال) 1990 ،العاني
ان نجاح أي بحث في هذا المجال يعتمد على . ),.Nihal et al 2003 ( بشكل واضح ومتكاملIAA عمل

، والطرق المستعملة فـي اسـتخلاص       الاوكسين وقياس الكمية المستخرجة   الطريقة الصحيحة لاستخلاص    
         رم يلـي او الكحـول الاثيلـي او الكلوروفـو          الاث ثـر الاوكسين تعتمـد علـى اسـتعمال المـذيبات الاي         

)1978,Hillman ;  ،1982محمد.(  
 و  Skoogو  Millerقبـل   مـن  1955 حدث سـنة   فأنهاتما الاكتشاف الرئيسي للسايتوكاينينا

Saltza   ها مـشتقات   ، ووصفت السايتوكانينيات بان   لانقسام الخلوي لكالس نبات التبغ    اثبتوا انه فعال في ا    اذ
اشـارت  ، وقد    من حلقة الادنين   -6-نتروجين رقم   للادنين من البيورينات ولها مجاميع تتصل في موقع ال        

حلقـة  بلة بالنتروجين بصورة رئيسية بهذه المجاميع المتصالبحوث السابقة ان فعالية السايتوكانينيات تتحدد       
  ).Plant Hormones ; 1982، محمدWhitehouse, 1976  ;  Roberts and(الادنين 

ان ايض الاوكسينات والسايتوكاينينات يوثر بشكل مباشر في تنظيم النمو والتطور           ومن المعروف   
  نمـو الكـالس   في انظمة الزراعة النسيجية يتطلـب و. )Markus et al., 2000 ; Street, 1977(ات بللن

لغذائي الا في حالات خاصة يعتمد      المضافة الى الوسط ا    الاوكسين والسايتوكاينين تركيز  توازن بين   وجود  
القطعـة النباتيـة مـن      ده وهذه الحالات تفسر علـى ان محتـوى          سين لوح نمو الكالس على وجود الاوك    

، وحالات اخـرى    ونموهالكالس  استحداث  المحتوى في تحفيز    ات عالي بحيث يعتمد على هذا       السايتوكاينين
         ان القطعـة النباتيـة المزروعـة       اذ  فقـط    يكون العكس يعتمد نمو الكالس علـى وجـود سـايتوكانينين          

ــسين   ــن الاوك ــافي م ــستوى ك ــوي م ــي  تح ــه ف ــد علي ــتحداث   يعتم ــالس اس ــوه الك   ونم
 )Dodds and Roberts, 1985 ; Street, 1977.( كما اشارت احدى الدراسات ان النمو ومحتوى  IAA 

 ،)Chattopadhyay et al., 1980 ( الغـذائي ومكونات الوسطفي كالس نبات الحبة السوداء يتاثربالضوء 
  يمكـن ان يتـاثر بحـدوث تحـوير فـي      IAAكما اشارت دراسة اخرى ان محتوى نبات التبـغ مـن  

  .) Shinnosuke et al., 1998(  الجينات
 في دراسـات سـابقة       استحداث الكالس ونموه من قطع البادرات لنبات الحبة السوداء تم تناوله           إن
 ونمـوه هـو     ه بمستويات مختلفة من منظمات النمو وثبت ان افضل وسط لتحفيز           المجهز MSعلى وسط   

بلغ وزن الكالس بعد    اذ  ،  ات السايتوكاينين  بدون وجود     فقط D-2,4 مولار من    10 -6 المدعم بـ    MSوسط  
 الى صياغة هدف لهذه الدراسـة       وان هذه النتيجة دعت   ) 2002،  البكر(غرام  ) 44.4(يوم  ) 100(مرور  
 تهمقارن من السايتوكاينينات والاوكسينات و     متمثلة بالبادرات  ي عن محتوى نبات الحبة السوداء     تحروهو ال 

فـي  وهذا مما لاشك فيه يخدم في تسليط الضوء على الاوساط المحفزة للنمو             للنبات نفسه    محتوى الكالس ب
  . الزراعة النسيجية لهذا النبات
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  المواد وطرائق العمل 

   :لسوداء تنمية بادرات الحبة ا-1

  وزرعــت علــى وســط ) 2002، البكــر(عقمــت بــذور الحبــة الــسوداء حــسب طريقــة 

Arnon  و Hoagland) Arnon and Hoagland, 1940 , 1944 (  اجريت جميع الخطوات في جو معقـم

وتم تنمية البادرات في حاضنة النمـو    ) Hepaire(وخال من الملوثات باستخدام جهاز النقل ذي الجو معقم          

Chamber Growth وبتعاقـب يـومي     لوكس   1500ة  والمجهزة بالاضاء )  م 0 1 ± 22(درجة حرارة    ب

  .يوم) 21(الحصول على بادرات بعمر ، لحين ساعات ظلام) 8(ساعة ضوء و ) 16 (لمدة

  

  : تنمية كالس الحبة السوداء-2

لـسوداء  الحبة ا السيقان لبادرات   من قطع    يوم) 100(تم الحصول على كالس الحبة السوداء بعمر        

/  ملغم   0.221علما انها تعادل    ( D-2,4 مولار من    10-6 المدعم بـ    MSوسط  بعد تنميتها وادامتها على     

  ).2002، البكر(والذي عد الوسط القياسي لاستحداث الكالس ونموه ) لتر

  

  :  الكالس والبادرات للحبة السوداء تحضير مستخلص-3

  Wasfyطريقة محورة عن بة السوداء باستخدام تم تحضير المستخلص النقي لكالس وبادرات الح  

)Wasfy et al.,1975(;) Khorshid, 2004 ( التاليوعلى النحو :  

   كـل علـى حـدا       هاسحق الخضرية من البادرات و     والاجزاء طري من الكالس  غرام وزن   ) 20(خذ  ا -أ 

  .مْ 5رجة حرارة  ساعة بد48ترك ، وانول المطلقمل من الايث) 100( في  Homogenizerباستخدام 

  ).No. 2(رشح المستخلص باستخدام ورق ترشيح  -ب

خيـر  تـم التب   حيث   م ْ 45 المبخر الدوار بدرجة حرارة    الايثانول من الراشح باستخدام      م التخلص من   ت -ج

 مل باستخدام ماء مقطـر مـرتين        60كمل الحجم الى    ا ا ، بعده لحين الحصول على مستخلص مركز    

 وقطرات Alkaline lead acetateاسيتات الرصاص القاعدي  % 40  مل من محلول1ف اليه يضوا

  . Potassium oxalateاوكزالات البوتاسيوم % 22من محلول 

  . دقيقة12دقيقة لمدة /  دورة 3000 له طرد مركزي بسرعة  بعد الاضافة اجري-د

  . قسمين متساويين الىقسمح وخذ الراشاهـ 

، ثم غسل ثلاث مـرات      )2N (HClباستخدام  ) 3.5(الاول الى   لقسم   ل pH ضبط الرقم الهيدروجيني     -و

 حيث تطرح الطبقة المائيـة بينمـا تؤخـذ طبقـة     Diethyl etherفصل باستخدام حجم مساوي من و

Diethyl ether ف الى المستخلص المجفف يض، واجفافم لحين ال0 30درجة حرارة  وتبخر باستخدام

 مـل   5 باستخدام المبخر الدوار لحين الحـصول علـى          ، ثم جفف  ول المثيلي المطلق   مل من الكح   15

  . الاوكسينلتشخيصحفظ بالتجميد  وم0 45بدرجة حرارة 
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%) 1(باسـتخدام   ) 8( الى   pH قيمة الـ    ضبطتو) هـ( يؤخذ القسم الثاني من الراشح في الخطوة         – س

NaOHت مع حجم مساوي من فصل ثلاث مرا وEthyl acetate ن لحـي ) و( كما ذكر في الخطوة

  . السايتوكاينينتشخيصحين حفظ في التجميد ل، والحصول على مستخلص مركز

  

  :  التشخيص-4

  :TLCالـ  باتي استخدمت تقنية من المستخلص النوكسينات والسايتوكاينيناتالاتشخيص لغرض 

 :)TLC( كروماتوكرافيا الطبقة الرقيقة  باستخدام تقنيةIAA فصل -أ

 )Kaldewey and Stahl, 1964 ; Stahl and Kaldewey, 1961(حـسب طريقـة     تم الفـصل 

ينات اضيفت  ع. ملم   0.2وبسمك )Silica gel , 20x 20 cm(واستخدمت صفائح كروماتوكراف من نوع 

 10(  بتركيزين القياسي المحضرD-2,4 و  IAAمالمراد فصلها واستخد) ت والكالسالبادرا(المستخلصات 

بيـب شـعرية    من بداية الصفيحة باستخدام انا    ) سم 2.5(رة على بعد     كمعاملة سيط  لكل منهما  )لتر/ ملغم  

م ، واسـتخد  ينـات ، بعدها تركت الصفيحة لجفـاف الع      على امتداد خط البداية، واعيد تحميلها ثلاث مرات       

وضـعت  : V: V  (80 : 25 : 0.1 : V(   (Chloroform : methanol : 35 % ammonia)محلول الفصل

 ركت في درجة حرارة الغرفة لحين اكتمال جريان محلـول الفـصل الـى             وتالصفيحة في حوض الفصل     

، رفعت بعد ذلك من الحاوية وتركت لتجف وفحصت تحـت مـصدر             دقيقة) 90(الطرف الاخر للصفيحة    

، وحسبت قيم معدل مسافة     مواقع البقع  ايضاً لكشف ) Iodin (، كما استخدم الايودين   فسيجيةلبنللاشعة فوق ا  

  .صات وقورنت مع المعاملة القياسيةع المفصولة من المستخلللبق ) Rf ( الجريان

  

   :TLCفصل السايتوكاينينات باستخدام تقنية  -ب

بـنفس  كمحاليل قياسية للـسايتوكاينينات  ) لتر/  ملغم 10( بتركيز BA و  Kinetin استخدم الـ   

 ـ اذ ) Playtis and Leonard, 1971(الخطوات السابقة لكن حـسب طريقـة          ول الفـصل اسـتخدم محل

)Chloroform : methanol (9:1)(    واتبعت نفس الخطوات الـسابقة لتقـدير قيمـة  )Rf ( ـ  ل مـن  لك

  .المستخلصات ومعاملة السيطرة

  

   :ونيةللاطريقة ال في المستخلص النباتي بIAAلـ ل الكمي تقدير ال -5

  :وات الاتيةحسب الخط) 1992، حمزة( IAAلتقدير كمية ) Salkowski(اتبعت طريقة كاشف 

: الاتيـة مل من التراكيز    ) 10(لتر ثم حضر    / ملغم  ) 100(  بتركيز    IAAر محلول اصلي من        حض -أ

  .لتر ، باستخدام الماء المقطر/  ملغم 40 ، 20 ، 10 ، 1.0 ، 0.5 ، 0.0
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الكـالس  (ات النباتيـة    المستخلـص فضلا عـن    من كل تركيز     3سم) 2( أجري اختبار اللون باضافة      -ب

لولين بلطف لمدة   ، وتم مزج المح    في انبوبة اختبار   Salkowski من كاشف    3سم) 8(الى  ) اتوالبادر

  .نصف ساعة تماماً

 sp-600  تم قـراءة شـدة امتـصاص المحاليـل للـضوء بواسـطة جهـاز المطيـاف الـضوئي                  -ج  

Spectrophotometer  نانوميتر525(عند طول موجي  .(  

، ثـم عـين تركيـز       المستعملة لعمل المنحني القياسي    والتراكيز تم تثبيت العلاقة بين شدة الامتصاص        -د

IAAفي مستخلص البادرات والكالس .  

  

  النتائج والمناقشة

  مستخلص كالس وبـادرات الحبـة الـسوداء باسـتخدام تقنيـة            في  الاوكسينات  وتشخيص  فصل  : اولاً

  :TLCالفصل 

 ـ (Rf)افة الجريـان     ان قيمة معـدل مـس      TLCالفصل  بينت نتائج الفصل باستخدام تقنية        ة للبقع

 D-2,4 للبقعة المفـصولة مـن       Rf، اما قيمة    )0.95(بلغت  ) لتر/  ملغم   10(سي   القيا IAAالمفصولة من   

ثلاث بقع مختلفة   لوحظت  فقد  مستخلص الكالس    اما   .)1جدول  ال()  0.67(كانت  ) لتر/  ملغم   10(القياسي  

يتبـين   Rf الـ قيم ومن مقارنة ،)1 جدولال(الي على التو ) 0.97/ 0.85 /0.62( لها   Rfوبلغت قيمة الـ    

 D-2,4لبقعـة المفـصولة مـن       لمشابهة تقريباً   ) 0.62(لبقعة الاولى المفصولة من مستخلص الكالس       ا ان

مـن    وذات تألق واضـح اكثـر      اصغرالقياسي   D-2,4الا ان حجم البقعة المفصولة من       ) 0.67(القياسي  

 ـ(ر  ت اللون الفاتح والحجم الاكب     ذا البقعة المفصولة من مستخلص الكالس     وهـذا  ) ج،   ب ــ   1صورة  ال

  المفـصول مـن    D-2,4  من ة وتركيز اكثر  درجة نقاوة عالي   ذات   القياسي D-2,4 سببه ان    بطبيعة الحال 

مـن    اقـل   بتركيز   لكن  D-2,4  ان مستخلص الكالس يحوي على      وتوضح هذه النتائج     مستخلص الكالس 

او ما يـسمى     ومن المعروف ان فصل الهرمون النباتي النقي         ،)لتر/غم مل D) 10-2,4العينة القياسية للـ    

اضـافة  ) 1982 ،محمد(يعطي نتائج اوضح من نفس المركب فيما اذا استخلص من انسجة حية             القياسي  

ان اذ ) لتـر /غـم  مل10 (لك القياسيخلص من الكالس هو اقل بكثير من ذ  المست  D-2,4لك فان تركيز        لذ

) 2002 ،البكـر ( )لتر / ملغم 0.221 مولار وهو مايعادل 10-6( هو  MS وسط التركيز المضاف الى

خلايا الكالس يتحدد بعوامل عديدة منهـا       من منظمات النمو المضافة الى الوسط الغذائي ل       علما ان مايصل    

لة اما البقعة الثانية المفـصو  .)Street, 1977(نشاط الخلايا من حيث معدل النمو والانقسام وعمر الكالس 

 سواء  Rfفهي لا تشابه قيمة الـ      ) 1جدول  ال() 0.85( لها   Rfمن مستخلص الكالس والتي كانت قيمة الـ        

 احد المركبات الاندولية  ربما تمثل   وهي   IAAلـ  ا ، لكنها اقرب الى     D-2,4 او   IAAللبقعة المفصولة من    

بعدد مـن  مثل تلنباتية الحية ي في الخلايا ا IAAحيث ان المسار الحيوي لبناء اوكسين مرتبط او ان يكون

 ـ           المركبات الاندولية   بـصيغته النهائيـة     IAA ـ التي بتحولها  من صيغة الى اخرى تصل الى تكوين ال
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ويمكن القول ان الخلايا النباتية لابـد ان تحتـوي    )Nihal et al., 2003(                كهرمون نباتي 

 ،محمـد ( باشكاله المعروفة الحر والمـرتبط   IAA احتوائها علىفضلا عن على نسب من هذه المركبات   

قريبا جدا  وهي  ) 0.97(  لها Rfاما البقعة الثالثة المفصولة من مستخلص الكالس فكانت قيمة الـ           و )1982

 القياسي ذات حجم اصغر ولون  IAA ان البقعة المفصولة من الـ الاالقياسي  IAAللـ  Rfقيمة الـ من 

 النباتيـة المـستحدث   ةما تحمله القطع الى  IAA محتوى الكالس من يعودو. ) أ، ـ ج 1صورة ال(اعمق 

وبينت . )1982محمد،  (  طبيعيا من مستوى داخلي من الاوكسين الرئيسي المصنع في النبات        منها الكالس   

 / 0.87( لهـا    Rfقيمـة    لمستخلص البادرات ظهور ثلاث بقع متقاربة وكانـت       والتشخيص  نتائج الفصل   

لمـستخلص  للبقعة الاولى    Rfقيمة    ، ونلاحظ من هذه النتائج ان     )1الجدول  (ى التوالي   عل) 0.99 / 0.94

 للــ   Rfوالتي لم تشابه قيمة     ) 0.87(لس وكانت   مستخلص الكا للبقعة الثانية   ا Rfقيمة  البادرات مشابهة ل  

IAA   2,4 او-D   الكـلام   كمـا سـبق      في النبات هي لاحد المركبات الاندولية      هذه البقعة    وهذا يؤكد كون

بلغـت  اذ   IAAللــ    Rfقيمة   لها مقاربة ل   Rf فكانت قيمة    مستخلص البادرات   لاما البقعة الثانية    . اعلاه

المفـصولة مـن    تلك  مستخلص البادرات ذات حجم اكبر ولون افتح من         الا ان بقعة    ) 1جدول  ال) (0.94(

IAA ًشير الى ان تركيز وهذا ي) أ ، ـ د 1صورة ال( القياسي حيث كانت اقل حجماً واعمق لوناIAA في 

 اما البقعة الثالثة المفـصولة مـن مـستخلص         وهو امر طبيعي   ةمستخلص البادرات اقل من العينة القياسي     

 IAA للــ     Rfقيمـة الــ     مشابهة ل وهي بالرغم من كونها غير      ) 0.99( لها   Rfالبادرات فكانت قيمة    

 بشكل  IAA هوالاوكسينات   محتوى البادرات من     نؤكد ا ان هذه النتائج ت   .  انها قريبة جدا منها    لاالقياسي ا 

ــسي ــات رئيــــ ــي النبــــ ــي فــــ ــسين الطبيعــــ ــه الاوكــــ     لانــــ

  .)Plant Hormones  ; 1982، محمد(

  

 من مستخلصات الكالس والبـادرات      للاوكسينات المفصولة  (Rf)الجريان  معدل سرعة    قيمة:  1جدول  ال

   .لنبات الحبة السوداء

   للبقع المفصولةRfقيمة الـ   العينة

  0.95 )لتر/ ملغمIAA)  10 القياسية 

  0.67  )اتر/ ملغمD) 10– 2,4  القياسية

  *الكالس 

  

0.62  
0.85  
0.97  

  **البادرات 
0.87  
0.94  
0.99  

  .  يوم100بعمر  القياسي MSالمستخلص النقي لكالس الحبة السوداء النامي على وسط *   
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  .  يوم21 بعمر  Hoaglandو  Arnon ة على وسطسوداء الناميالمستخلص النقي لبادرات الحبة ال** 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    د     ج            ب                                ا       

 مستخلصات كـالس وبـادرات الحبـة الـسوداء باسـتخدام تقنيـة               الاوكسينات من  فصل : 1صورة  ال

  . القياسيةات مقارنة بالاوكسين TLCكروماتوكرافيا الطبقةالرقيقة

  .لتر/ ملغم10 بتركيز  IAA العينة القياسية لـ -أ

  .لتر/ ملغم10 بتركيز D– 2,4العينة القياسية لـ  -ب

  . يوم100 القياسي بعمر MS مستخلص الكالس النامي على وسط -ج

  . يوم21بعمر   Hoaglandو   Arnon  مستخلص البادرات النامية على وسط -د

  

  TLC: الفصل ينينات من مستخلص كالس وبادرات الحبة السوداء باستخدام تقنيةفصل السايتوكا: ثانياً

اما ) . 2جدول  ال() 0.96(اسي   القي BA و )0.74(القياسي كانت   للكاينتين   Rfنتائج ان قيمة    البينت  

على التوالي  ) 0.96 و   0.86(ا  م له Rf وكانت قيمة الـ     فبينت فصل بقعتين  مستخلص الكالس   نتائج فصل   

 من قيمـة    قليلامختلفة    Rfاعطت قيمة    ان البقعة الاولى المفصولة      ، ونلاحظ من هذه النتيجة    )2ل  جدوال(

وهذا يشير ان مستخلص الكالس يحوي على نسبة قليلة         وهي ربما تكون مركبات مشابهة       للكاينتين Rfالـ  

مـن  لحبـة الـسوداء     نبات ا كالس  د محتوى   وويعفي التركيب   او احد المركبات المشابهة له      من الكاينتين   

نينات يمـن الـسايتوكا   من مـستوى داخلـي      الكالس  المستحدث منها   القطعة النباتية   الى ماتحمله   الكاينتين  

 فهي تتطابق    من مستخلص الكالس   بقعة الثانية المفصولة  اما ال  )1982محمد،   ( النبات الموجودة طبيعيا في  

الا ان لون البقعة المفصولة الى حد ما بالحجم ا وتقاربه) 0.96(القياسي   BA ـ للRfتماماً مع قيمة الـ 

 وهذا يشير الى ان مستخلص الكالس ً ) ج، ب ، ـ أ  2صورة ال( تركيزا  القياسية اكثريدل على ان العينة

 الـى   لم تتم اضافته    BAمنظم النمو   رغم ان    ، الا انها اقل من العينة القياسية      BAعلى نسبة من    يحتوي  
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لتؤكـد ان نـسيج     تـاتي    هذه النتائج الا ان    )2002البكر،  (حسب ما ذكر    كالس   النامي عليه ال   MSوسط  

يعـة  بوهـو بط  القطعة النباتية المزروعة      تحتويه مام تأتي   والكاينتين BAمن  يحمل تراكيز معينة    الكالس  

ومنها مسارات بنـاء او هـدم النيوكليوتيـدات         الطبيعية للنبات   الايضية  يعبر عن نواتج المسارات     الحال  

)Wareing and Phillips, 1978  ،في وسط ، كما ان وجود بعض منظمات النمو النباتية )1982؛ محمد

ان الهرمونات النباتية   اذ  النباتية  هرمونات  المن  النباتية المزروعة    ةوالقطعيؤثر على محتوى الكالس     النمو  

والذي يعتمـد   تنشيط الجينات   على اساس   يمكن تفسيره   في عملها وان تداخل الهرمونات      تتداخل فيما بينها    

و  NAAان وجـود    وقد وجدت احدى الدراسـات      ). 1985محمد،  (عليه اساسا في زيادة الوزن الطري       

Kinetin    الغذائي يؤثر على مستوى      في الوسطIAA   و Polyamine      ونسيج الكـالس   في القطعة النباتية

  . )Soybean hypocotyls )Zin, et al., 1997لنبات 

     لهـا  Rfتائج الفصل بالنسبة لعينة البادرات ظهور ثلاث بقع مفصولة وكانت قيمة الـ             كما بينت ن    

لبقعة الاولى المفـصولة مقاربـة      ا Rfونلاحظ ان قيمة    ) 2جدول  ال(على التوالي   ) 0.97 / 0.95 /0.78(

   الا انهـا اصـغر حجمـاً واقـل مـن حيـث درجـة اللـون                القياسـي   ) 0.74(الكـاينتين    Rfلـقيمة  

وهو امـر   اقل من العينة القياسيةن نتيمحتوى البادرات من الكايان ، وهذا يشير الى ) د، ـ أ  2ة صورال(

توجد طبيعيا في النبات     تشبه الكاينتين وجود مركبات   فضلا عن   في النباتات   يوجد طبيعيا   تين  فالكاينطبيعي  

الا ان بقعـة    ) 0.95(كانت  اذ   BAبقعة   Rfلبقعة الثانية مقاربة لقيمة     ا Rf، كما ان قيمة     )1982،  محمد(

BA مستخلص البادرات يحتوي ايضاً وهذا مما لاشك فيه يدل على ان)  د، ـ ب  2صورة ال( اكثر تألقا 

من الـسايتوكاينينات   التي تؤدي الى تكوين انواع اخرى       ان تحدث بعض التحويرات     كما يمكن    BAعلى  

 ، اما البقعة)Plant Hormone(من الادنين  اصلا تشتقلان السايتوكاينينات ) 1985محمد، (الكاينتين غير 

 او   BA والتي قد تعـود الـى        BAلـ  ا Rfمن قيمة   كذلك   وهي قريبة ) 0.97( لها   Rfالثالثة فكانت قيمة    

 او بعض مشتقات النيوكليوتيدات والنيوكليوسيدات في الخلايا الحية هو امر  BA ان وجود ،بعض مشتقاته

 ، والكاينتين BAلدراسة باحتواء نسيج الكالس والبادرات على مستويات منمعروف وقد اكدت نتائج هذه ا

 او هـدم    ولة عن بناء  يضية مسؤ وان مشتقات البيورينات تتواجد في الخلايا النباتية الحية ضمن مسارات ا          

       .)1987 ،الجلبي؛  Robert and Whitehouse, 1976(نيوكليوتيدات هذه ال

لبقع ا Rfفصل باستخدام تقنية كروماتوكرافيا الطبقة الرقيقة ان قيمة         من خلال ال  وبشكل عام وجد      

 للبقع المفـصولة مـن      Rfمقاربة لـ قيمة الـ     ) 0.96 / 0.62 / 0.97(لمفصولة من مستخلص الكالس     ا

IAA2,4 و–D بالنسبة للاوكسينات وBAعلى التوالي) 0.95/0.67/0.96(  للسايتوكاينيات بالنسبة.  

  مـستخلص البـادرات     للبقـع المفـصولة      Rf في هذه التقنيـة ان قيمـة الــ           كما بينت النتائج    

 بالنـسبة للاوكـسينات     IAA للبقـع المفـصولة مـن        Rfمقاربة لـ قيمة الـ     ) 0.95 / 0.78 / 0.94(

  .على التوالي) 0.96 /0.74 / 0.95(وكاينينات  بالنسبة للسايتBAوالكاينيتين والـ 
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 من مستخلصات الكالس والبادرات المفصولةات ينين للسايتوكا (Rf)انالجريسرعة  قيمة معدل  :2جدول ال

   .لنبات الحبة السوداء

   للبقع المفصولة من كل عينةRfقيمة الـ   العينة

 0.74  )لتر/ ملغمKinetin)  10  القياسية

 0.96 )لتر/ ملغمBA)    10    القياسية

  0.86  *الكالس 
0.96  

  **البادرات 
0.78  
0.95  
0.97  

   . يوم100بعمر القياسي  MS  المستخلص النقي لكالس الحبة السوداء النامي على وسط * 

  . يوم21  بعمر Hoaglandو Arnon وسط ة على المستخلص النقي لبادرات الحبة السوداء النامي** 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

     د      ج              ب          أ                           

  

ل مستخلصات كالس وبادرات الحبة السوداء باستخدام تقنية كروماتوكرافيا الطبقةالرقيقة          فص : 2صورة  ال

TLC مقارنة بالسايتوكاينينات .  

  .لتر/ ملغم10 بتركيز   Kinetinالعينة القياسية لـ  -أ

  .لتر/ ملغم10بتركيز BA  العينة القياسية لـ   -ب

  . يوم100ر  القياسي بعمMS مستخلص الكالس النامي على وسط -ج

  . يوم21بعمر   Hoaglandو  Arnon مستخلص البادرات النامية على وسط  -د
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  :يةدام الطريقة اللونباستخ  IAAتقدير كمية : ثالثاً

 0.0158 والبـادرات بلغـت      الكـالس النقـي    اتصلخية لمست ئوضال الكثافة   قيم ان   ئجنتاالبينت  

) 0.5 -40( IAAفة الضوئية للتراكيز القياسية مـن       وبعد تحديد الكثا  ) 3جدول  ال( على التوالي    0.0288و

    فـي كـل مـن الكـالس والبـادرات بلـغ            IAA تبـين ان تركيـز      ،  ومقارنتها بـالتراكيز  لتر  /ملغم  

 وهـذا  )غم وزن طري/  مايكروغرام 20 و11عادل وهو ي()  وزن طري غم/ ملغم  0.020 و 0.011(

هو عليه في نسيج الكـالس وهـذا يفـسر بكـون             مااكثر م  IAAيشير الى ان محتوى البادرات من الـ        

البادرات تمتلك مسارات ايضية متكاملة ومستمرة لبناء هذا الهرمون وغيره من الهرمونات النباتية ويعتمد              

الـداخلي مـن    اما الكالس فيعتمد فيه غالبا على المستوى        ،  فيها تركيز الهرمون على عمر النبات الفسلجي      

عة النباتية المستخدمة في استحداثه وكذلك يعتمد فيه علـى منظمـات النمـو              الهرمونات التي تحملها القط   

  .),Davies  1995 ; 1990، محمد ; 1985،  محمد;   Staba, 1982(المضافة الى وسط الزرع  

  

  . نانوميتر525 مقاسة عند طول موجي  IAA للتراكيز المختلقة من   شدة الكثافة الضوئية :3جدول ال

IAA ) شدة الكثافة  )لتر/ملغم  
0.0  0.006  
0.5  0.048  
1.0  0.145  
10  0.263  
20  0.465  
40  0.761  

  0.0158   *مستخلص الكالس

  0.0288   **مستخلص البادرات

  . يوم100وبعمر القياسي  MSالمستخلص النقي لكالس الحبة السوداء النامي على وسط *   

  . يوم21بعمر و  Hoaglandو  Arnon وسطعلى ة المستخلص النقي لبادرات الحبة السوداء النامي** 

  

 في الخلايا النباتية يتراوح بين تراكيز معينة فقد ذكرت دراسة ان تركيز  IAAان مستويات الـ 

وذكـرت  ) نباتيـة الهرمونات ال(غم مادة جافة / ملغم 120 -10 في النبات يترواح بين  IAAالاوكسين 

كيلـوغرام وزن   / مـايكروغم    100 – 1نبات يتراوح بين     في ال  IAAدراسة اخرى ان تركيز الاوكسين      

موقع العضو  يختلف باختلاف   من الاوكسين الحر او المرتبط       ان محتوى النبات     كما ذكر  )Botany(طري  

         مـن الهرمونـات الحـرة      علـى كميـة كبيـرة       تحتوي عامـة    حيث تبين ان الاوراق والجذور      النباتي  

)Mariusz and Goran, 2001( .الجزروفي دراسة اجريت على كالس نبات  Daucus carota  تم فيهـا 

عنـد  لمستخلص النبات   فيها ان قيمة الكثافة الضوئية      تبين  سالكويسكي  بطريقة كاشف    IAAقياس محتوى   
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 IAAمـن الــ     ) غم نسيج نبـاتي   /نانوغرام( 37.6والتي تقابل    0.09كانت   نانوميتر   529طول موجي   

)Puchooa and Ramburn, 2004 (  فيهـا فـصل وشـخص  وجاء في دراسة على نبات وكالس الـرز        

وان ) f.mol  3.8(ان مستوى الاوكـسين الحـر وصـل الـى        HPLC باستخدام تقنية الـ  IAAالـ 

ان . )f.mol( )Biochem, 2005 0.4-2.9(  تراوح بين Conjugated auxinسين المقيد او المرتبط لاوكا

حملـه القطعـة النباتيـة       استحداث ونمو الكالس مما ت     مايعتمد عليه ءت لتؤكد مدى    نتائج هذه الدراسة جا   

وان نتـائج هـذه     .  نبات الحبة السوداء من مستويات معينة للاوكـسينات والـسايتوكاينينات          المأخوذه من 

لحبـة  الدراسة تفتح المجال لدراسات مستقبلية يتم فيها التشخيص الدقيق لمستويات الهرمونات النباتية في ا             

  . Atomic absorptionاو    HPLCفي النبات او المزارع النسيجية باستخدام تقنيات " السوداء سواءا
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