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Abstract 

 

The present study was conducted to determine the effects of gamma 

rays on specific activity of dihydrofolate reductase and folate content of Black 

seed (Nigella sativa L.) callus. The effect was dependent on doses of gamma 

rays.  

The obtained results showed that specific activity of dihydrofolate 

reductase increased with the growth period at doses 5, 10, 30 and 50 rad, the 

total folate content increased substantially, but the high doses of rays (70, 90 

rad) led to decrease of dihydrofolate reductase activity and folate content 

extracted from callus of different ages. 

On the other hand, the results revealed that the exposed callus at 5 rad 

exhibited high level resistance to 10-1 M of aminpterin and trimethoprime. The 

specific activity of dihydrofolate reductase and total folate content were partly 

reserved as a result of radiation compared with non-radiated callus. 
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 الملخص
 

تهدف الدراسةةةةة الحالية ملر معمدة مدث تاايم اكةةةةعة كاما علر اللعالية الزوعية داي م الدا   

 Nigella)هيدرودوليت رد كتيي وكمية اللوليت المسةةةتةلمةةةة م  كال  احاة الححة السةةةودا        

sativa L.). 

كتيي خلاز  اكدة الزتائج ملر حمةةوز ا ادة دا اللعالية الزوعية داي م الدا  هيدرودوليت رد 

راد واتةةتة الي ةادة دا كميةة اللوليةت   50، 30، 10، 5دتماة الزمو المةتللةة عزةد اسةةةةتةةدام ال م  

المسةةةةتةلمةةةةة م  خلا ا الكال  ااماها  مىةةةةااهة الر حد ما للي ادة دا اللعالية الزوعية داي م الدا   

ليةة اداي م وكميةة راد سةةةةححةت ااةلةا ةةةةا  دا دعةا 90و  70هيةدرودوليةت رد كتيي ولوحا اا ال م  

اللوليت المسةةتةلمةةة م  الكال  ااعمار مةتللة، هتا م  جهة وم  جهة  خمث وجد   اةةا  اا كال  

راد اظهم مقاومة معيزة لمىةااهاة اللوليت ادميزواتم     5احاة الححة السةودا  المعم  ملر ال معة 

ي م وكميةةة اللوليةةت المثحمةةة تم مودر    اا اللعةةاليةةة الزوعيةةة للاا 10 -1والتما ميثوام م اتمكيي 

اسةةتعادتها جيئيا  عزد تعم اةةها  كةةعة كاما مقاراة االكال  ميم المعم  للاكةةعة الت  اظهم اسةةحة 

 عالية م  التثحيط امىااهاة اللوليت.

 

 المقدمة

علر اختياز الةدا  هيةدرودوليةت    (E.C.1.5.1.3) عمةل ااي م الةدا  هيةدرودوليةت رد كتيي 

، ام  ةدخةل التماهيةدرودوليةت دا NADPHليةت اوجود العةامةل المسةةةةاعةد المةتيز الر التتماهيةدرودو

تلةاعلاة   اةةةةيةة متعةددة اعةد تحولةس ملر المسةةةةةاعةداة اداي ميةة لللوليةت ن  الةدور الهةام لحزةا  

، واةتلةي  قوم ااي م  (2,1)ايوكليوتيةداة الحيور   والتةا مي  واعا ا حمةا  ادميزيةة دا الكةائ  الحا 

اةدور مهم ورئي  دا ازةا  الحةاما الزوو  الةد وكسةةةةا  (DHFR)وليةت رد كتيي الةدا  هيةدرود

واتلي  مزع  (3)(، وكتلي  عمل علر احاة مسةةتوث اللوليت دا جسةةم الكائ  الحا DNAرا حوا  )

 .(2)اللوليت اعا  اوا  السمهاااة اواسمة حلظس للمادة الورااية دا الةلية 

اكةةعة كاما التايماة الكيميائية والحا ولوجية دا   تحدث الإكةةعاعاة الكهمومازاهيسةةية ومزها

الحيو ةة للةليةة او علر جةدار الةليةة   DNAالةلا ةا الحيةة م  خلاز تةرايمهةا علر الحةاما الزوو  

الداخلا او علر جسةيم الما توكوادر ا المسةلولة ع  تحم م الماقة دا الةلية، اد اا معظم الدراسةاة  

عتحم الهدف ا كثم تراما  اا كةعة ونلي  عود ملر وجود الىلمة ت  DNAتىةيم ملر اا الحاما الزوو  
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. تىةةةيم دراسةةةاة ملر ترايم  كةةةعة كاما دا المةةةلاة  (4)الورااية محمولة علر تلي المادة الورااية 

. تعد  كةعة كاما م  اكثم (6)( والححة السةودا 5الموردولوجية والتىةم حية والإاتاجية دا احاة القم )

دا محداث الملماة اسةةحت تمددها العالا دها تسةةتميع الزلان داخل ا اسةة ة   الممةةادر الإكةةعاعية

ف داتةةاا الملماة الزةات ةة م  تةرايماة تلةي (7)الزحةاتيةة  . تودم اراعةة ا اسةةةة ةة الزحةاتيةة اظةامةا  مثةاليةا

 .(8)ا كعة لإاتاج سلادة م  احاتاة ناة صلاة وخمائص ممموا اها 

  (9) م م  مىةةةااهاة اللوليت المثحمة لعملياة ا اةةةية معيزة   عد ادميزواتم   والتما ميثوام

وكمية اللوليت المسةةةتةلمةةةة م   DHFRوقد وجد سةةةااقا  ااا تاايمهما كحيما  جدا  علر دعالية ااي م 

 . (10)الماادة مليس تلي المىااهاة اتماكيي معيزة  MSكال  احاة الححة السودا  الزاما دا وسط 

الر التعمف علر ترايماة  كةةعة كاما دا دعالية ااي م الدا  هيدرودوليت  تهدف هته الدراسةةة

 رد كتيي وكمية اللوليت المستةلمة م  كال  سيقاا احاة الححة السودا  المعم  لتلي ا كعة.

 

 مواد العمل وطرائقه

 اراعة الحتور وتزمية الحادراة

لححة السةةةودا  المعقمة لإاحاة اتور احاة ا   (11)المةةةلت المعقم   Arnon اسةةةتةدم وسةةةط  

 (.12وتزمية الحادراة )

 استحداث الكال  وتزميتس

% م  3.5و    D-2,4مودر م     10-6( الماةةةاف اليس 13المةةةلت ) MSاسةةةتةدم وسةةةط 

 .(12)السكموا دستحداث وامو الكال  م  سيقاا احاة الححة السودا  المعقمة 

 :دكعة كاما الكال   ا متع

 وما    35ممام تقم حا  واعمم   1عم ةت عيزاة م  كال  سةيقاا احاة الححة السةودا ، اواا 

الزاما دا الوسةةط القياسةةا، ل م  مةتللة م  اكةةعة كاما ولمدد امزية مةتللة، واعتمدة عيزاة م  

كاما معاملاة للمقاراة دا هته الدراسةةةة، اسةةةتةدم لهتا الام  جهاا  الكال  ميم المعم  دكةةةعة

 سم م  الممدر.  65مليوا اليكتموا دولت وعلر اعد  1.20نو هاقة امعدز  )Co)60 لت الكو
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 الجرع الإشعاعية المختلفة المعرض لها كالس سيقان نبات الحبة السوداء خلال مدد زمنية مختلفة :(1الجدول )

 المدد اليمزية )دقيقة(  ال معة ادكعاعية* )راد(

5 0.45 

10 0.90 

30 2.71 

50 4.51 

70 6.31 

90 8.12 

 * تم تعم ا الكال   كعة كاما دا مستىلر المت التر  وا ورام السمهااية )قسم ادكعة( دا الموصل

 وقياس فعاليته النوعية رديكتيزانزيم الداي هيدروفوليت استخلاص 

 

 الاستخلاص

ملا مودر ادالة حاماةية   50م  المحلوز المزظم اوتاسةيوم دوسةليت اتمكيي  3سةم  3  ةي  

 وما . سةةحقت الةلا ا دا   90,60,30ممام م  كال  سةةيقاا احاة الححة السةةودا  اعمم   1( الر 7.0)

مْ و كمل سةةةةحح وتحميم الةلا ا ااسةةةةتةدام جهاا التمدداة دو    4هاوا خيدا محمد ادرجة حمارة 

ناتاة/ دقيقة لمدة امةة  دقيقة عيز المائح ع  الماسةةت ااسةةتةدام جهاا   20000المةةوتية اتسةةليط 

دورة/ دقيقة ولمدة امةةة  سةةةاعة، واسةةةتةدم المائح دا قيا  دعالية   3600الممد الممكي  المحمد 

 (.9اداي م )

 طيفيا   قياس فعالية الانزيم

لمحلوز  اتحد د مقدار اداةلا  دا ادمتمةةةةاض الاةةةةوئا   DHFRقيسةةةةت دعالية ااي م 

(. حةددة اللعةاليةة الزوعيةة  15( مع اعا التحو ماة )14اةااوميتم ) 340التلةاعةل عزةد الموز الموجا 

خلاز دقيقةة واحةدة   NADPHللااي م علر ااهةا كميةة اداي م اللاامةة  كسةةةةدة مةا كموموز واحةد م   

لمسةاو   وا   NADPHم  التلاعل لكل ملامام اموتي ، واسةتةدام معامل ادمتمةاض الاةوئا لمادة  

 M 36.2x10 (16.)-1الر 

 تقدير كمية الفوليت الكلية

( لتقد م كمية اللوليت الكلية  17)  AOACاسةتةدمت المم قة الما كمواا ولوجية التا اتحعتها 

المسةتةلمةة م  كال  احاة الححة السةودا  خلاز مماحل الزمو المةتللة، اقيا  مقدار التعكم الحاصةل  

 اااوميتم. 540عزد الموز الموجا  Streptococcus faecalisاتي ة امو اكتم ا 
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 ثير مشابهات الفوليتأت

راد  5 ومةا  م  اةد  تعم اةةةةهةا ل معةة  60 اقلةت قمع م  كةال  احةاة الححةة السةةةةودا  اعةد

 10-6اتمكيي   D-2,4ماةةادا  اليس   MSمم تقم حا  الر دوار  اجاجية حاو ة علر وسةةط   0.5واواا 

(، حددة دعالية 10مودر)  10-1مودر ومىةةةااهاة اللوليت )التما ميثوام م او ادميزياتم  ( اتمكيي  

 وما م  اقلس الر تلي ادوسةاه،    30  الكال  اعد  وكمية اللوليت الكلية المسةتةلمةة م  DHFRااي م 

2,4-مودر م    10-6واعتمدة المقاراة االكال  ميم المعم  والزاما دا الوسط القياسا المدعم اةةة 

D   مودر م  احد مىااهاة   10-1وكلي الكال  ميم المعم  الزاما دا الوسط القياسا الحاو  علر

 م  (.اللوليت )التما ميثوام م او ادميزيات

 النتائج 

 

 استحداث الكالس وتنميته 

ملكي الةلا ا ن  لوا    D-2,4مودر م     10-6المدعم اةةةةة  MSاد  الكال  الزاما علر وسةط 

واللوليت م  الكال   DHFR(، مما سةهل عملية اسةتةلاض ااي م 12اخاةم ممةلم كما وجد سةااقا  )

 عزد مدد امو مةتللة.

 DHFRفعالية انزيم 

المسةتةلص م  كال  احاة الححة السةودا  المعم    DHFRاادادة اللعالية الزوعية داي م 

ولمةدد الزمو المةتللةة والاةت اداةةةةةل ا ةادة دا اللعةاليةة راد  50، 30، 10، 5دكةةةةعةة كةامةا ا م  

راد مقةاراةة  5 ومةا م  تعم  الكةال  ل معةة  90مةا كموممام/ دقيقةة / ملامام اموتي  اعةد    59.991

ما كموممام/ دقيقة/ ملامام اموتي  للااي م المسةةةةتةلص م  الكال  ميم المعم    43.892اةةةةةةةةة 

راد الر موة اكثم م   90و  70كةال  اةال م  ادكةةةةعةاعيةة )معةاملةة المقةاراةة(، ايزمةا ادة معةاملةة ال 

 DHFRامةةةة  خلا ةا الكةال  المسةةةةتحةداةة تقم حةا  وم  ام ااةلةا  كحيم دا اللعةاليةة الزوعيةة داي م 

 (.2)ال دوز

 محتوى الفوليت الكلي

قدرة كمية اللوليت الكلية المسةةةتةلمةةةة م  الكال  المعم  وميم المعم  علر  سةةةا   

م واا هم  ان تو ةةةل الزتائج اا كمية اللوليت الكلية المسةةةتةلمةةةة م  الكال   ما كموممام/ مما 

و  70راد قةد اادادة مع ا ةادة مةدد الزمو،  دة ال م  العةاليةة  50و  30و  10و  5المعم  ل م  

راد  دة ملر ااةلا  دا كمية اللوليت الكلية اسةةةتزادا  ملر معاملة المقاراة )الوسةةةط القياسةةةا(.   90
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ادة او الزقمةةةاا دا كمية اللوليت للكال  المعم  ل م  مةتللة  اماها  مىةةةااهة  اماه اتةتة الي 

 ( .2)ال دوز  DHFRالي ادة او الزقماا دا اللعالية الزوعية داي م 

 

الفعالية النوعية لانزيم الداي هيدروفوليت رديكتيز والكمية الكلية للفوليت المستخلصة من كالس  :(2الجدول )

 •سيقان نبات الحبة السوداء بعد مدد نمو مختلفة من تعريضه لجرع مختلفة من اشعة كاما

 

 

 

ال م  الإكعاعية  

 )راد(

)ما كمو   DHFRاللعالية الزوعية داي م 

 تي (* ممام/ دقيقة/ ملامام امو

كمية اللوليت الكلية )ما كموممام/ ممام واا 

 هم (

 عمم الكال  ) وم( عمم الكال  ) وم(

30 60 90 30 60 90 

 معاملة المقاراة 

(0.0) 

42.421 

±0.031 

43.422 

±0.012 

43.892 

±0.011 

1.001 

±0.031 

1.452 

±0.091 

1.892 

±0.123 

5 56.321 

±0.021 

58.30 

±0.121 

59.991 

±0.020 

2.252 

±0.033 

3.591 

±0.032 

4.421 

±0.071 

10 50.231 

±0.011 

51.421 

±0.008 

53.421 

±0.131 

2.011 

±0.032 

3.011 

±0.022 

3.981 

±0.031 

30 45.331 

±0.112 

46.621 

±0.023 

48.801 

±0.056 

1.421 

±0.110 

2.042 

±0.081 

2.441 

±0.001 

50 43.221 

±0.022 

43.926 

±0.089 

44.201 

±0.210 

1.042 

±0.081 

1.522 

±0.002 

1.942 

±0.008 

70 38.240 

±0.003 

38.842 

±0.014 

 

** 
0.981 

±2.023 

1.021 

±0.021 

 

** 

90 35.211 

±0.023 

35.325 

±0.099 

 

** 
0.251 

±0.078 

0.264 

±0.066 

 

** 

واحدة م      خلاز دقيقة    NADPH* اللعالية الزوعية للااي م: كمية اداي م اللاامة  كسدة ما كموموز واحدة م  مادة  

 التلاعل لكل ملامام اموتي .

 كل قيمة تمثل معدز الاث مكمراة•** موة معظم خلا ا الكال .       ± الةمر القياسا.    
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 DHFRتأثير مشابهات الفوليت في فعالية انزيم 

مودر ملر ا وساه الاتائية التا تزمو   10-1 دة م ادة كل م  التما ميثوام م او ادميزواتم   اتمكيي  

 وما  م  اقلس ملر تلي ا وساه   60% اعد مدة امو  97ازسحة    DHFRديها الكال  ملر تثحيط دعالية ااي م  

(. و ىيم ال دوز   اا  اا اسحة التثحيط للاميزواتم   والتما ميثوام م 3)ال دوزمقاراة االوسط القياسا  

% علر التوالا عزد م ادتهما الر ا وساه الاتائية التا تزمو ديها الكال  30و  50ااةلات ملر 

 إضافة كل منراد، هتا م  ااحية وم  ااحية اخمث وجد اا  5المعم   كعة كاما وا معة 

 الحاوي على انزيم (invitro) الامينوبترين ا و الترايميثوبريم بتركيز  10-1  مولار إلى محلول التفاعل

DHFR المستخلص من الكالس غير المعرض للأشعة الى تثبيط الفعالية 100% مقارنة بالوسط 

 القياسي، ووجد ان نسبة التثبيط انخفضت الى 70 و 80% للامينوبترين والترايمثوبريم على التوالي

 المستخلص من الكالس المعرض لأشعة كاما بجرعة 5 راد وبعد DHFR 60 في حال ة استخدام انزيم

 .يوماً من بدء التعريض للأشعة (الجدول4)

 

 المستخلص من كالس سيقان نبات الحبة السوداء DHFR الجدول (3): الفعالية النوعية لانزيم

(invivo) بعد  60  يوماً من تعريضه لاشعة كاما (5  راد) ونموه في وسط MS المدعم ب ـ10-6  مولار 

 )و 10-1 مولار من مشابهات الفوليت D-من 2,4

 

  DHFR المعاملاتالفعالية النوعية لانزيم

 ± (مايكروغرام/ دقيقة/ ملغرام بروتين)النسبة المئوية للتثبيط (%)معاملة المقارنة* (0.0)43.822

 كالس غير مشعع + الامينوبترين1.822 ± 0.03296كالس مشعع + الامينوبترين0.011021.235

 + كالس غير مشعع + الترايميثوبريم1.525 ± 0.02197كالس مشعع0.00452 ±

 المستخلص من الكالس النامي في وسط DHFR الترايميثوبريم30.322 ± 0.03331* فعالية انزيم

MS 2,4 المدعم ب ـ10-6 مولار من-D.        ±  الخطأ القياسي.           (كل قيمة تمثل معدل ثلاث 

 مكررات

 

 في محلول التفاعل DHFR الجدول (4): تأثير مشابهات الفوليت 10-1) مولار) في فعالية انزيم

(invitro) المستخلص من كالس سيقان نبات الحبة السوداء بعد مرور 60 يوماً من تعريضه لأشعة 

  ) كاما (5 راد)



 

41 

 

   J. Edu. &  Sci., Vol. (21),  No. (4)  2008   

 

  DHFR المعاملاتالفعالية النوعية لانزيم

 ± (مايكروغرام/ دقيقة/ ملغرام بروتين)النسبة المئوية للتثبيط (%)معاملة المقارنة* (0.0)31.234

 ± كالس غير مشعع + الامينوبترين0.0100كالس مشعع + الامينوبترين0.02309.525

 ± كالس غير مشعع + الترايميثوبريم0.0100كالس مشعع + الترايميثوبريم0.021706.222

 المدعم بـ MS 6-10 المستخلص من الكالس النامي في وسط DHFR فعالية انزيم *0.00380

 الخطأ القياسي.          (كل قيمة تمثل معدل ثلاث مكررات ±          .D-مولار من 2,4

 تأثير مشابهات الفوليت على كمية الفوليت الكلية

 يشير الجدول (5) إلى ان الإشعاع بجرعة 5 راد سبب زيادة في مقاومة الكالس لمشابهات الفوليت

 الامينوبترين والترايميثوبريم عند إضافتهما إلى الأوساط الغذائية بتركيز   1- 10 مولار، وان نسب

 التثبيط انخفضت الى  51  و  30% للامينوبترين والترايميثوبريم على التوالي وجاء الانخفاض في نسبة

 .التثبيط مقارباً لذلك الانخفاض في نسب تثبيط فعالية انزيم الداي هيدروفوليت رديكتيز (الجدول  3  و4)

 

 الجدول (5): تأثير مشابهات الفوليت 10-1) مولار) في كمية الفوليت الكلية المستخلصة من كالس 

  ) سيقان نبات الحبة السوداء بعد مرور 60 يوماً من تعريضه لأشعة كاما (5 راد)

  DHFR المعاملاتالفعالية النوعية لانزيم

 ± (مايكروغرام/ دقيقة/ ملغرام بروتين)النسبة المئوية للتثبيط (%)معاملة المقارنة* (0.0)1.521

 كالس غير مشعع + الامينوبترين0.055 ± 0.05296كالس مشعع + الامينوبترين0.01200.744

 + كالس غير مشعع + الترايميثوبريم0.013 ± 0.02299كالس مشعع0.10051 ±

 MS الترايميثوبريم1.066  ±  0.04230* كمية  الفوليت الكلية المستخلصة من الكالس النامي في وسط

 الخطأ القياسي.          (كل قيمة تمثل معدل ثلاث مكررات ±         .D-المدعم ب ـ10-6  مولار من  2.4

 

 المناقشة
 

 استخدمت الطفرات في تربية النباتات من اجل زيادة التغيرات الوراثية في النباتات. المطفرات هي

 العوامل ا لمسببة لحدوث الطفرة وتكون إما مواد كيمياوية (18) او عوامل فيزياوية كاشعة كاما 

 والاشعة فوق البنفسجية والأشعة السينية (4) أشارت نتائج الدراسات السابقة وجود تأثير لأشعة كاما 
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 بجرعات مختلفة في الوزن الطري لكالس نبات الحبة السوداء ومحتوى الزيادة من البروتين

 وهذا يؤكد بان التعرض لأشعة كاما لا يؤدي إلى ،RNA (6) و DNA والأحماض النووية بنوعيها

 .تغير في الصفات المظهرية للنباتات فقط وإنما يؤدي إلى تغير في محتواها من المركبات (5، 19)

 وكمية الفوليت المستخلصة من  كالس DHFR ان أنماط الزيادة او النقصان في الفعالية النوعية لانزيم

 نبات الحبة السوداء المعرض لجرعات إشعاعية مختلفة جاءت مقاربة لأنماط الزيادة والنقصان في 

 والبروتين خلال مراحل النمو المختلفة في الدراسة السابقة RNA (6) و  DNA محتوى الخلايا من

 في بناء التراهيدروفوليت التي تتحول بدورها إلى المساعدات الانزيمية DHFR وهذا يؤكد دور انزيم

 للفوليت ذي الدور الهام في تفاعلات أيضية متعددة لبناء نيوكليوتيدات البيورين والبريمدين وبعض

ً في بناء DHFR الأحماض الامينية (20) وبذلك يقدم انزيم  وكذلك في DNA دوراً مهماً ورئيسا

 .المحافظة على مستوى الفوليت في جسم الكائن الحي (3)

 لمشابهات الفوليت اهمية حيوية كبيرة وذلك لاستخدامها مضادات حيوية لعمليات ايضية (18). يعمل 

 في خلايا الكائنات الحية وذلك للتشابه DHFR الامينوبترين والترايميثوبريم على تثبيط فعالية انزيم

 بين تركيبها وتركيب حامض الفوليت (10,21). تشير نتائج هذه الدراسة ان تأثير كل من الامينوبترين

 والترايميثوبريم (بتركيز  10-1  مولار) في نمو خلايا كالس نبات الحبة السوداء أمكن التقليل منه وذلك

 من خلال تعريض خلايا الكالس لأشعة كاما بجرعة 5 راد قبل إضافة تلك المشابهات إلى الأوساط

 الغذائية التي ينمو عليها الكالس، وهذا بدوره أدى إلى استعادة في كمية الفوليت من الكالس المعرض

 .مقارنة بكمية الفوليت للكالس غير المعرض والذي ينمو على الأوساط الحاوية على تلك المشابهات

 ان المقاومة التي تبديها خلايا الكالس لمشابهات الفوليت ربما يعود إلى ان أشعة كاما سببت قلة الفة

 .(و2223) DHFR المثبط للانزيم او قلة في نفاذية جدار الخلية للمثبط او زيادة في مستويات انزيم

 نستنتج مما سبق بان التعرض لأشعة كاما وبجرع معينة أدت إلى زيادة محتوى خلايا كالس نبات

 DHFR وكمية الفوليت وزيادة في فعالية انزيم RNA (6) و DNA الحبة السوداء من البروتين و

 مع اظهار مقاومة معينة لمشابهات الفوليت. وبذلك نتوقع بان التعريض لأشعة كاما قد سببت تغيرات

 .وراثية في الكالس والتي ربما أدت إلى ظهور هذه الحقائق الجديدة في هذا المجال
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