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  صملخال

 بيان دور البعض من منظمات النمو النباتية وتأثيرها في استجابة القطع النباتيـة لنبـات                بحث ال  تضمن

 مزارع الكالسمحتوى  وكذلك الكشف عن ،نمو مزارع الكالس منها ولاستحداث Prosopis farctaالخرنوب

  .لحامض الكافائيك

هي تعقـيم البـذور    Prosopis farcta  أفضل معاملة لتعقيم بذور نبات الخرنوببينت نتائج البحث أن 

) NaOClهـايبوكلورات الـصوديوم     ( بالمحلول القاصر    تبعها المعاملة  ،لمدة دقيقتين % 96 بالكحول الأثيلي 

  . دقائق10ولمدة زمنية ) حجم :حجم) (ماء :قاصر) (2:1(المخفف بنسبة 

 MSالخرنوب علـى أوسـاط       النباتية الحاوية على العقد لبادرات نبات     كما أظهرت نتائج زراعة القطع      

) D-2,4( والــ  Benzyl adenine) BA(الصلبة الحاوية على تراكيز مختلفة من منظمـات النمـو الــ    

Dichlorophenoxyacetic acidالكـالس هـي    واسـتحداث  إن أفضل الأوساط المحفزة لنمو ، وتداخلاتهما

لك الاوساط الحاوية ذ وك على التواليD-2,4 والـ BAلتر من الـ / ملغم ) 2.5 ,0.5(الأوساط الحاوية على 

  .، بالاعتماد على الوزن الطري للكالس النامي عليها لكل منهمالتر/ ملغم  1على 

تم التحري عن محتوى مزارع الكالس لنبات الخرنـوب مـن حـامض الكافائيـك باسـتخدام تقنيـة                   

للعينة Rf   لقيمة الـرب وقد وجد تقاTLC (Thin Layer Chromatography(قة كروماتوكرافيا الطبقة الرقي

  .لعينة مستخلص الكالس وهذا يدل على محتوى كالس نبات الخرنوب لحامض الكافائيك Rf القياسية مع الـ

  

  . حامض الكافائيك،الخرنوب :الكلمات الدالة

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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Initiation and Differentiation  of Prosopis farcta Callus and Extraction  
of Caffeic Acid from it 

  
Rehab A. Al-Bker 

Department  of Biology  
College of  Science 
University of Mosul 

  
ABSTRACT 

The study included the role of some plant growth regulators and their effect in 
Prosopis farcta explants response for initiation and growth of callus cultures and detection 
for caffiec acid in the callus cultures. 

Results showed that the best treatment for sterilization of  Prosopis farcta seeds was 
treating the seeds with 96% ethanol for 2 min., then treating them with sodium hypochlorite 
diluted with distilled water (1 : 2) (water : sodium hypochlorite) (v : v) for 10 min. Results 
also showed that when Prosopis farcta seedling stem explants containing nodes were 
cultured on MS solidified medium containing 2.5 mg/l of BA and 0.5 mg/l of  2,4-D was the 
best to initiate and grow of callus depending on fresh weight of callus.  

This study included the detection of caffeic acid in callus cultures of Prosopis using 
Thin layer chromatography (TLC). It was found that the Rf value of the standard sample is 
almost the same as that for the callus sample.it was concluded that callus cultures of 
Prosopis contain caffeic acid. 

 
Keywords: Prosopis farcta, Caffeic Acid. 

 
ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ  

  المقدمة

برية، تنمو سريعا في مناطق كثيـرة        عبارة عن شجيرة دائمة الخضرة مليئة بالأشواك       نبات الخرنوب        

ينتمـي هـذا النبـات إلـى عائلـة      ، )Townsend,1974 ; Qasem, 2006 (البريـة في المناطق  وخاصة

Memosaceae (Fabaceae)ة البقولية من الرتب )Fabales(Leguminales  ويضم الجنس Prosopis  أنواعا

لأخيـر هـو   والنـوع ا  Prosopis farcta وProsopis juliflora :عديدة ينتشر منها نوعان في العراق هما

  .) Townsend, 1974( الأكثر شيوعا في العراق
 وي المهمة في مجال انتـاج العقـاقير        مواد الايض الثان   لإنتاجتعد النباتات الماكنة المستمرة في العمل        

)Kovacs et al., 2007;Vanisree et al., 2004(،  هـذه  لإنتـاج أصبح الاهتمام متزايد من لدن العلماء وقد 

باستخدام تقانة الزراعة النسيجية والتي من خلالها يمكـن          ،المواد النباتية الطبيعية ذات القيمة الدوائية المهمة      
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 ،محمـد وعمـر   (المشاكل المرتبطة بانتاج هذه المواد من النباتات حقليا أو صـناعيا            التغلب على العديد من     

  ). Vanisree et al., 2004؛ 1990

 واحداً من النباتات الطبية المعمرة الذي لم يحظ بالاهتمام الكبير Prosopis farcta ويعد نبات الخرنوب

اكدت بعض الدراسات على اهمية هذا النبات فقد تم         ببعض الدراسات المحلية والعالمية، وقد       إلا   من الباحثين 

بينت دراسات ، و)Heidari et al., 2011( دراسة تأثير مستخلصاته الكيميائية في حالة ارتفاع السكر في الدم

المـالكي   1993 ;، درويـش (بعض الجراثيم المرضية  ان لنبات الخرنوب دوراً تثبيطياً واضحاً ضد اخرى

، آخـرون الـسنافي و  ( الحد من تضخم البروستات     أن لنبات الخرنوب كفاءة في     جدكما و ). 2011،  آخرونو

2002 a( ،للأجنة  أنه لا يوجد تأثير مسرطن للخرنوب ولا يسبب تشوهاخرى  ات دراسن فيور الباحثكما أشا

  .)2002b ; 2003 آخرونالسنافي و(  في الدموالكولسترولولكنه يعمل على خفض الدهون 

 تقل فـي غـلاف      في حين   الخرنوب سبة الكلايكوسيدات عالية في أزهار وأوراق نبات      كما وجِد أن ن   

الكلايكوسيدات ناتج عمليات خاصة تحدث نتيجة التغيرات الكيمياويـة فـي            دوتعالبذرة، وتنعدم في الجذور     

 خرنوب النباتكما أشار المصدر نفسه إلى احتواء جذور  ،)Harzallah and Jannet, 2005( خلايا النباتات

 وانعـدامها فـي   Rutin واحتواء الأزهار والأوراق على نسبة عالية من Caffeic acidعلى نسبة عالية من 

  .الجذور

الغذائية في هذا النبـات الـذي تبـين انـه غنـي              وقد اهتمت دراسات أخرى بقياس مستوى العناصر       

الـداهري  ( .التي تحويها بذور النبات    الحديد والمنغنيز وهذه تشكل النسبة العظمى من العناصر          ،بالمغنيسيوم

  ).2010 ،آخرونو

من عزل بعض المركبات الفينولية من ثمار نبات الخرنوب، ودرسوا          ) 2011(تمكن المالكي وجماعته    و 

  . للمجاري البوليةهمرضمفعالية هذه المستخلصات كأدوية مضادة للبكتريا ال
  

  المواد وطرائق العمل

  :زراعة البذور وتنمية البادرات

  مصدر بذور نبات الخرنوب المستخدمة في البحث

منطقة المزارع قرب قريـة   التي تم الحصول عليها من ،Prosopis farcta استخدمت بذور الخرنوب 

  .بعويزة سادة و

  ختبار حيوية البذورإ

  البـذور   حيويـة  ت بعدها اختبـر   ،بورق خشن المستخدمة في البحث     بذور نبات الخرنوب   تم تخديش       

 مـن  )10(  حاوية على أوراق ترشيح وذلك بوضع عـدد محـدود  Petri dishes اعتها في أطباق بتريبزر

 وحفظـت   ،البذور في كل طبق ورطبت بالماء المقطر وغطيت بأوراق ترشيح أخرى لتوفير ظروف الظلام             
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مـدة  لحين حصول الإنبات فيها مع مراعاة ترطيبها بصورة دوريـة ل          ) م25±1○(في الحاضنة بدرجة حرارة     

  .، بعد ذلك تم حساب النسبة المئوية للأنباتأيام) 4(

  التعقيم السطحي للبذور وزراعتها

 دقائق وعقمـت    10 بالماء المقطر المعقم لمدة      هانقعو تم تخديش البذور     ،بعد التأكد من حيوية البذور    

لى دورق آخر حـاوٍ      ومن ثم نقلت البذور إ     ، لمدة دقيقتين مع التحريك المستمر     96% بمحلول الكحول الأثيلي  

المخفف مع الماء المقطر مـن المحلـول الرئيـسي    ) NaOClهايبوكلورات الصوديوم   (على محلول القاصر    

دقيقة لبيان ) 5 ,10 ,15(ولفترات زمنية ) حجم :حجم) (ماء :قاصر) ( 2:1(و) 1:1(وبنسبة ) 6.4%(المركز 

 ـ  . أفضل وقت لمعاملة البذور بمحلول القاصر        يم غـسلت البـذور بالمـاء المقطـر المعقـم           بعد انتهاء التعق

 بعد الغسل جففت البذور على أوراق ترشيح معقمة لإزالة الماء العـالق             ،مرات لإزالة آثار المعقمات   ) 4-3(

 ـأبها وزرعت في دوارق زجاجية حاويـة علـى     ,Hoagland  )Arnon and Hoagland وArnonط اوس

 وتمت جميع هذه الخطوات في جـو معقـم          ،ر وتنمية البادرات  خاصة لإنبات البذو  المعقمة  الغذائية   ال )1944

وحفظت الـدوارق المزروعـة فـي       ). Hepaire(جهاز النقل ذي الجو المعقم       وخال من الملوثات باستعمال   

لحين الحصول على الإنبـات  ) م25±1○(بظروف الظلام وبدرجة حرارة  )Growth chamber(حاضنة النمو

) 8(ساعة ضوء و  ) 16(م من الزراعة بعدها نقلت إلى الضوء وبتعاقب يومي          أيا) 4-3(فيها وذلك بعد مرور     

  : وحددت أفضل فترة للتعقيم عن طريق حساب النسبة المئوية للإنبات وكما يلي،ساعات ظلام
  

  

  

  

  

  

  

  الخرنوب نبات لبادرات   Explantsزراعة القطع النباتية

 واستخدم في هذه الدراسـة قطـع         معقم شرط م  باستعمال تيوماً وقطع ) 18-20(أخذت البادرات بعمر     

سم، زرعت بعـد ذلـك      ) 1.5-1( من الورقة، وبلغ طول القطعة     السيقان الحاوية على عقدة واحدة مع أجزاء      

، المجهز بمستويات مختلفة من منظمات النمـو  (Murashige and Skoog, 1962) الصلب  (MS)على وسط

نقلت الـدوارق    ).Hepaire( كابينة الزرع المعقمة     باستخدامبقة  المستخدمة في الدراسة، جرت العمليات السا     

 المزروعة بعد ذلك الى حاضنة النمـو بدرجـة حـرارة            (Explants)الزجاجية الحاوية على القطع النباتية      

  .ساعات ظلام) 8(ساعة ضوء و) 16(والمجهزة بالإضاءة وبتعاقب يومي لمدة ) م˚1±25(

 عدد البذور المزروعة

  

 ×100  

  

 عدد البذور النابتة
  

  (%) = البذور المعقمةالنسبة المئوية لإنبات
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  راسة منظمات النمو المستخدمة في الد

 ، نبـات الخرنـوب      وتمايز كـالس   استحداثة من منظمات النمو في      نتخبتم اختبار تأثير مستويات م     

لتـر لوحـده   /ملغـم ) 1.0 ,1.5 ,2.5 ,5.0 ,0.6(بالتراكيز Benzyl Adenine (BA)  ستخدم منظم النمو الـأُ

كما  لتر،/ملغم) 1.5,1.0,0.5,0.0( بالتراكيز  Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)-2,4ـال وتداخله مع

  . الخالية من منظمات النمو كأوساط مقارنةMS0استخدمت أوساط 

  )الادامة الدورية لمزارع الكالس(تقدير الوزن الطري لمزارع الكالس 

 الوزن الطري للكالس بالاعتماد على تحديد الفرق في وزن الدوارق الزجاجية الحاوية علـى               حسابتم  

) 40 ,80 ,120(زراعة الكالس وخلال فترات النمـو   صلب والكالس قبل وبعد إعادة ال(MS)الوسط الغذائي 

  .يوماً من الزراعة

  

  Prosopis farcta استخلاص وفصل وتشخيص حامض الكافائيك من كالس نبات الخرنوب

  إعداد عينة الكالس وتحضير المستخلصات الكحولية لكالس نبات الخرنوب

 غم  5 سحق   إذ ي تحضير المستخلص الكحولي لكالس نبات الخرنوب      ف) 1992،  السواح( طريقة   أتبعت 

 ثـم تـرك     ،باسـتخدام الهـاون الخزفـي     % 96 من الكحول المثيلي   3 سم 15بـ   لكالسل  الوزن الطري  من

بعد ذلك رشح المستخلص خلال عدة طبقات من الشاش،         ،   أيام في الثلاجة   5المستخلص منقوع بالكحول لمدة     

لحين اكتمال الجفاف والحصول على طبقة كثيفـة        ) ˚م30-25( الغرفة ة حرارة ترك المستخلص ليجف بدرج   

 وحفـظ النمـوذج فـي       ،الى المستخلص   %96 مل من الميثانول     5 بعدها تم إضافة     ،القوام من المستخلص  

  .الثلاجة لحين بدء الفصل
  

  إعداد العينة القياسية لحامض الكافائيك

 وحفظت في الثلاجة لحين بـدء   %96 من الميثانول 3مس  1 بـ ملغم من العينة القياسية وأذيبت1أُخذ  

  .الفصل
 

      فصل وعزل وتشخيص حامض الكافائيك باستخدام تقنية كروماتوكرافيا الطبقة الرقيقة  
Thin Layer Chromatography  

) Silica gel, 20×20 cm, 0.2mm) (Merck,Germeny(استخدمت صفائح كروماتوكرافيا من نـوع  

 دقيقة، حملت عينة مـستخلص الكـالس والعينـة          30ْ م لمدة    100نشيطها في الفرن عند درجة حرارة       وتم ت 

سم من بداية الصفيحة باستخدام انابيـب شعرية على امتداد خط البـداية، واعيد تحميلها 2 القياسية على بعد 

   . جفاف العيناتلحينتـركت الصفيـحة  على الصفيحة خمس مرات لكل عينة، بعـدها
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 حجم :حجم [5:1:4]، بنسبة   ]ماء مقطر  :الخليك حامض :بيوتانول[ استخـدم محلول الفصل المكون من    

، وضع محلول الفصل في الحوض ووضع الغطاء عليـه لمنـع            )2011،المالكي(على التوالي حسب طريقة     

 ـ              15 التبخر وترك لمدة   ستوى  دقيقة، ثم وضعت الصفيحة في حوض الفصل بهدوء مع مراعاة أن يكـون م

 خط البداية الذي حملت عليه العينات، بعدها وضع غطاء الحاوية للحصول على درجة              اًمحلول الفصل ملامس  

التشبع وتركت في درجة حرارة الغرفة لحين اكتمال جريان محلول الفصل إلى الطـرف الآخـر للـصفيحة                  

كت في ظـروف المختبـر      رفعت الصفيحة بعد ذلك من الحاوية، وتر      . والذي استغرق أكثر من أربع ساعات     

  .لحين الجفاف

ومن أجل تحديد مواقع البقع المفصولة وإظهارها تـم اسـتخدام مـصدر الأشـعة فـوق البنفـسجية                    

UV)Hanovia, Mark of Ultra-Violet / England F/U16( وبعد تحديد مواقـع  ،لإظهار البقع المفصولة 

 تم حساب قيم معدل مسافة      ،)حامض الكافائيك (القياسية  البقع المفصولة ومقارنتها بالبقعة المفصولة من العينة        

) Rf( للبقع المفصولة من مستخلص الكالس ومقارنتها بقيم معدل مسافة الجريان Rate of flow(Rf)الجريان 

  ):Plumer, 1978( وفق المعادلة التالية ،)Control(للبقع المفصولة من العينة القياسية 

  

  
  

   والمناقشة النتائج

  ر حيوية البذوراختبا

تخديش سبب زيادة سـرعة     ال إن ، بينت نتائج اختبار حيوية البذور     ، بالورق الخشن  بعد تخديش البذور   

بعـد  نسبة الإنبات   و بلغت    )1صورة  ال( يام من الزراعة بدأت البذور بالإنبات      أ 3عملية الانبات فبعد مرور     

ازالة اجزاء من الغلاف الصلب للبذرة سـهل         وقد يشير ذلك الى ان       .% 100مرور خمسة أيام من الزراعة      

         من عملية الانبات من خلال زيادة نسبة دخول الماء الـى داخـل البـذرة أو غيـر ذلـك مـن العوامـل                        

)Toole et al., 2000; Steinbauer, 1987.(  
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زراعة علـى   أيام من ال3بعد مرور  Prosopis farcta اختبار حيوية بذور نبات الخرنوب: 1الصورة   

  .أوراق الترشيح
  

  تعقيم البذور وانبات البادرات

أفضل معاملة للحصول على بادرات معقمة       أن الخرنوب بالمعقمات إلى   أشارت نتائج معاملة بذور نبات    

المخفـف مـع    ) NaOClهايبوكلورات الصوديوم   (بـالمحلول القاصر    المعاملةعند  ونامية بشكل جيد كانت     

). 98%( كانت كفـاءة التعقـيم عنـدها         إذ ،دقيقة) 15 و   10( زمنية    لمدة )ماء :اصرق) (2:1(الماء المقطر   

  ).2الصورة ) (1الجدول (

 وذلك لتقليل تعـرض  ، دقيقة في خطوات البحث اللاحقة15 دقائق أكثر من 10وقد اعتمدت فترة التعقيم     

. )1990 ،محمد وعمر (خلال النمو   الجزء النباتي إلى المحاليل المعقمة لفترة أطول وذلك للحفاظ على حيويته            

) قاصـر  :مـاء ) (1:1(أما بقية المعاملات فقد لوحظ ان كفاءة التعقيم انخفضت في البذور المعاملة بالتراكيز              

وكما موضـح  ) قاصر:ماء) (1:2(مقارنة بالبذور المعاملة بالتراكيز ) 5 ,10 ,15(جميع الفترات الزمنية  وفي

 إن كفاءة التعقيم السطحي تعتمد      ،ة التعقيم مدفاءة التعقيم انخفضت كلما قلت       كذلك لوحظ ان ك    ،)1الجدول  (في  

على نوع المادة المعقمة وتركيزها والمدة الزمنية للتعقيم وعلى التوازن بينهما مع الحفاظ على حيوية الجـزء                 

  ).Neumann et al., 2009 ; Street, 1977(النباتي والتخلص من الملوثات 
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باستخدام محلول هايبوكلورات   Prosopis farcta  فاءة التعقيم السطحي لبذور نبات الخرنوبك: 1الجدول 

  ).NaOCl(الصوديوم 
  

  )قاصر: ماء(تركيز المحلول المعقم

  )حجم: حجم(

  وقت التعقيم

  )دقيقة(

  كفاءة التعقيم

%  
5  75 
10 80 (1:1)  
15 90 
5  95 
10 98 )1:2(  
15 98 

  . لكل معاملة5عدد المكررات : ملاحظة                    

  

  
 Arnone and Hoagland النامية على أوسـاط  Prosopis farcta بادرات نبات الخرنوب: 2 صورةال

  .يوم) 20(وبعمر 

  

 ـ     MSقطع نبات الخرنوب على أوساط      حداث الكالس من زراعة     است   BA المجهزة بتراكيز مختلفة من الـ

  : يوم40بعد مرور  D-2,4والـ

 MS أوسـاط  علـى  المزروعـة  Prosopis farcta  قطع بادرات نبات الخرنوبأن) 2(يبين الجدول 

 في استحداث الكـالس أو تكـوين   متفاوتت بشكل استجاب D-2,4  والـ BAالمجهزة بتراكيز مختلفة من الـ

  .الأفرع الخضرية



  ........استحداث و تمايز كالس نبات الخرنوب
 

103

المـضافة الـى     كيـز حسب الترا بدرجات مختلفة   أن جميع الاوساط كانت محفزة لاستحداث الكالس و       و

لتـر مـن   /ملغم2.5   المجهزة بـMS وكانت افضل الاوساط المحفزة لاستحداث الكالس هي اوساط ،الوسط

الـصورة  ) 2(الجدول   % 92 حيث بلغت النسبة المئوية للاستجابة       D-2,4 الـ لتر من /ملغم 0.5مع   BAالـ

)A, B-3( ، عاملات حسب ما مثبت في الجـدول  وفي عدة م% 80في حين كانت أقل نسبة استحداث للكالس

)2(.  

على الجزء النباتي المـزروع      بشكل عام يمكن القول ان استحداث ونمو الكالس يعتمد بصورة خاصة           

، فالأوكسينات لها فعالية عالية )Street, 1977( ومكونات الوسط الغذائي وخاصة منظمات النمو المضاف اليه

 خاصة عندما تصل الى مستوى من التـوازن فـي عملهـا مـع               الانقسام الخلوي ونشوء الكالس   في تحفيز   

  .)Hartmann et al., 2002 ; Razdan, 2003(السايتوكاينينات 

 حفـزت القطـع النباتيـة       D-2,4 والــ    BA من الـ    كلالاوساط الحاوية على    بعض  كما لوحظ أن     

 وهذا  ،)C-3الصورة   (،)2 الجدول(المزروعة عليها لتكوين كالس مع تحفيزها لتكوين أفرع خضرية صغيرة           

 وان  ،نينات بنسب متوازنة في الوسط الغذائي يحفز نشوء الكالس        يالسايتوكا و وجود الاوكسينات أن  يشير الى   

اسـتحداث    فعندما يكون تركيز الاوكسين مرتفـع يـشجع        ،اي تغيير في هذه النسب يؤثر على عملية التمايز        

  ).1990، محمد وعمر(تحداث الافرع الخضرية  يشجع اسنينيالجذور وعند رفع تركيز السايتوكا

 حفزت تكـوين افـرع خـضرية        ،وهي الأوساط الخالية من منظمات النمو      MSOأما معاملة المقارنة    

 هذه الاستجابة تعود الى ما تحتويـه        ،%40 وبنسبة   صغيرة في مرحلة النشوء مع تحفيزها لتكوين كالس قليل        

إلا أنها لم تستمر بـالنمو الـى الاعمـار          ). Pierik,1997(اخلية  من هورمونات د   القطعة النباتية المزروعة  

 وهذا يشير الى ان استجابتها لتكوين الافرع الخضرية او الكالس كانت ناتجة عن محتواها الـداخلي                 ،اللاحقة

  .من الهورمونات النباتية
  

 Prosopis farcta   نبـات الخرنـوب  بـادرات   قطـع  الكالس مـن  لأستحداث  النسبة المئوية:2الجدول 

 ـ    MSالمزروعة على أوساط      ـ و BA المجهزة بتراكيز مختلفة من ال        بعـد مـرور    D-2,4الـ

   يوماً من بدء الزراعة40
  

2,4-D mg/l 
BA mg/l

0.0 0.5  1.0 1.5  
 

1.0  80  85  90  85  
1.5  84  85  80*   80  

2.5  90  92  80  82  
5.0  80  90  80  80  
6.0 80  90  85  85  
MS0 40  

   .فرع خضرية استجابة القطع لتكوين ا*  . لكل معاملة5دد المكررات ع: ملاحظة
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 الصلب المـدعم بتراكيـز   MS المزروعة على وسط Prosopis farcta قطع نبات الخرنوب: 3الصورة 

   يوم40 بعد مرور  D-2,4 والـ BAمختلفة من الـ

A                 :2.5لتر / ملغم)BA.(B         :0.5لتر / ملغم)2,4-D + ( 2.5لتر /ملغم )BA(   

 C                : 1.02,4(لتر  /ملغم-D + (   1.5لتر /ملغم)BA.(  
  

 الـصلبة المجهـزة بتراكيـز    MS المزروعة على اوساط Prosopis farcta استجابة قطع نبات الخرنوب

   يوم من بدء الزراعة80 بعد مرور D-2,4  والـBAمختلفة من الـ

جميـع  ل زيادة تحفيز اسـتحداث ونمـو الكـالس و      ، يوم من الزراعة   80بعد مرور   و )3(يبين الجدول   

 المـشجعة   الأوسـاط  أفضلان   )Bو A -5( صورة ال  وتبين ،الاوساط الغذائية بمختلف التراكيز المضافة لها     

لحاويـة علـى    الاوسـاط ا و،  لوحدهBAلتر من الـ  / ملغم 2.5 المجهزة بـMSلنمو الكالس هي اوساط 

المئويـة   النـسبة  تراوحتحيث  D-2,4الـ  منلتر /ملغم 0.5مع     BAلتر من الـ /ملغم) 2.5،6.0,5.0(

 شـجعت اسـتحداث    BAوهذا يشير الى ان التراكيز العالية من الـ)% 99-98(للاستجابة لنمو الكالس بين 

  . معهD-2,4 وكذلك في حال وجود تراكيز منخفضة من الـ،ونمو مزارع الكالس

حيث كانـت  ) Kumar and Singh, 2009( هذه النتيجة مع النتيجة التي حصل عليها كل منتتماشىو 

 ـ               أو  BA اعلى نسبة لاستحداث وتكوين الكالس بنفس النبات على الاوساط المجهزة بالتراكيز العالية من الـ

A B 

C 
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 يـوم   40ها مقارنة بـالعمر الاول      أما بقية التراكيز فقد استمر تحفيز نمو وتكوين الكالس علي          .kinetineالـ  

ويتضح من الجدول  ).3الجدول ( المذكور أعلاه BA من الـ 2.5 ولكن بدرجة أقل من الاوساط المدعمة بـ

 حفزت نمو الكالس وبنسبة  D-2,4الـ و  BAالـ من كل من لتر /ملغم 1.0ايضاً ان  الاوساط الحاوية على 

96 .%  

ولونه الأخضر المائل إلى البني في بعض القطع كما ظهر اللـون            وقد تميز الكالس بقوامه المتماسك      

 MSكما استمر نمو الأفرع الخضرية وبـشكل جيـد علـى أوسـاط               ).4صورة  ال(الوردي في قطع أخرى     

 ـ  ـ  /ملغم   )1.5,1.0( المجهزة ب  ـ BA لتر من ال  أي القطـع    ،أما معاملة المقارنة   . على التوالي  D-2,4 و ال

 لم يستمر نمو الكالس او الافرع الخـضرية الناشـئة           ، الخالية من منظمات النمو    MSالمزروعة على أوساط    

 وهذا يدل على ان استجابتها الاولى تعود الى محتواها الـداخلي            ،)3الجدول  ( يوم   80منها الى هذا العمر أي      

  ).Pierik,1997(من الهرمونات الداخلية 
  

 المزروعة علـى  Prosopis farcta طع نبات الخرنوب قالكالس من لاستحداثالنسبة المئوية : 3الجدول 

 يوماً مـن بـدء   80 بعد مرور D-2,4  والـ BA المجهزة بتراكيز مختلفة من الـMSأوساط 

 الزراعة
  

2,4-D mg/l 
BA mg/l0.0  0.5  1.0 1.5  

1.0  82  88  96  88  

1.5  86  88  80**  82  

2.5  99  98  84  84  

5.0  84  98  82  82  

6.0 82  98  86  88  

MS0  ----  

  .خضريةال الأفرع مو ن**    ، لا يوجد تحفيز--- ،  لكل معاملة5 عدد المكررات :ملاحظة
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 MS المزروعة على أوساط Prosopis farcta الكالس المتكون من قطع نبات الخرنوب: 4الصورة 

  . الزراعة بدء من يوما80ً بعد مرورD-2,4الـ  وBAالصلبة المدعم بتراكيز مختلفة من الـ

A     :MS + 2.5لتر  / ملغمBA + 0.52,4لتر  / ملغم-D      B :MS + 2.5لتر  / ملغمBA  

  

  : من بدء الزراعة  يوما120ًو80 تقدير الوزن الطري لمزارع الكالس بعد مرور 

 ـ              80بعد مرور    ار يوماً من بدء الزراعة لوحظ ان معظم الاوساط التي حفزت نمو الكالس منذ الاعم

وتم حساب الوزن الطري للكالس     ،  الاولى للزراعة قد تحولت القطع المزروعة عليها الى كالس وبشكل كامل          

  ).4الجدول ( وكما مثبت في ،النامي على تلك الاوساط

 هـي   ،وأشارت النتائج الى أن افضل الاوساط المشجعة لاستحداث ونمو الكـالس لنبـات الخرنـوب              

حيث بلغ الوزن الطري للكالس النامي عليهـا         لتر / ملغم 2.5وحده وبتركيز    ل BA الحاوية على الـ     الأوساط

 ـ  /ملغم) 6.0،5.0،2.5( وكذلك الاوساط الحاوية على      غم، 0.91       مـن  لتـر  /ملغم 0.5مع   BA لتر من ال

 الوزن الطري للكالس النامي     تراوح حيث    لكل منهما    لتر /ملغم 1 الحاوية على    الأوساط  وكذلك    D-2,4 الـ

  ).4الجدول (  وكما موضح في،غم )0.85-.80( بينعليها 

حفزت نمو الكالس ولكـن     ) 4الجدول  (أما بقية التراكيز المضافة الى الاوساط الغذائية والموضحة في           

) 0.4-0.62(بأوزان أقل من التراكيز المذكورة أعلاه وقد انحصر الوزن الطري للكالس النامي عليهـا بـين                 

بلـغ  إذ   BAلتر من الـ/ ملغم1المجهزة بـ  MS الكالس هي أوساط لنمو اط المحفزةوكانت أقل الاوس .غم

  .غم  0.4الوزن الطري للكالس
 

  

  

 A  B 
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 النامي على اوسـاط  Prosopis farcta الأوزان الطرية لكالس القطع النباتية لنبات الخرنوب: 4 الجدول

MS     ـ  يوماً من بـدء    ) 80(ور   بعد مر  D-2,4 والـ   BA الصلبة المجهزة بتراكيز مختلفة من ال

  الزراعة
  

0.0  0.5 1.0  1.5  2,4-D mg/l 
BA mg/l غم(الأوزان الطرية(  

1.0  0.40  0.42 0.85  0.51 
1.5  0.75  0.62  **0.45 0.44 
2.5  0.91 0.80  0.65  0.52 
5.0 0.72 0.85 0.44 0.50 
6.0  0.55 0.80 0.40  0.50 

  .تحفيز نمو الأفرع الخضرية** 

  . لكل معاملة5المكررات  عدد :ملاحظة
  

  يوم من بدء الزراعة) 120( بعد مرور Prosopis farcta الوزن الطري لكالس نبات الخرنوب

 الوزن الطـري للكـالس   زيادة لوحظ ،من الزراعة) 120( عند حساب الوزن الطري للكالس بعد مرور      

وكانـت افـضلها    . لزراعـة النامي على بعض الاوساط التي شجعت استحداثه ونموه  المراحـل الأولـى ل             

وكذلك  BA الـلتر من  /ملغم ) 6.0،5.0،2.5( مع D-2,4لتر من الـ  / ملغم0.5ـ المدعمة ب  MSاوساط

 الوزن الطري للكالس  تراوح حيث D-2,4الـ و  BAالـلتر من كل من  / ملغم 1.0 الحاوية على الأوساط

 ـ  / ملغم   2.5لى   الحاوية ع  الأوساطتليها  ،  غم)2.3-2.0(بين  النامي عليه     لوحده حيـث بلـغ      BA لتر من ال

    أما بقية الاوساط فقد انحصر الوزن الطري للكـالس النـامي عليهـا بـين              .  غم 1.82 الوزن الطري للكالس  

 ـ  المجهزة MSوبلغ اقل وزن طري للكالس النامي على اوساط         ،  غم) (0.95-0.5  ـ   /ملغم   1  ب  لتر من الـ

BA 2,4لتر من الـ  /ملغم 0.5 مع-D  5الجدول ( غم 0.5كان إذ.(  

  فالاوكسينات، D-2,4 والـBA وأن هذا التغاير في الوزن الطري للكالس يعود الى اختلاف تراكيز الـ  

 ويبدو دورهما جليا عندما يتحقق التوازن       ،والسايتوكانينات لهم دورا أساسيا في تحفيز استحداث ونمو الكالس        

            مــستخدم خاصــة عنــدما تتــداخل مــع بعــضها الــبعض بينهمــا وبمــا يتفــق مــع نــوع النبــات ال

)Jain and Häggman, 2007 ; Razdan, 2003 (  وقد تميز الكالس بلونه الاخضر المائل الى البني وقوامـه

 ـ  المجهزة MS توضح الكالس النامي على اوساط       )5(الصورة   و   المتماسك  ـ  /ملغم   2.5  ب  BA لتر من ال

  .D-2,4لتر من الـ  /ملغم 0.5مع 

) 0.5,2.5( يوم على الاوساط الحاويـة علـى         40 من الجدير بالذكر تم متابعة اعادة زراعة الكالس كل          

 ـ  /ملغم  ـBA لتر من ال لتر من كل من     / ملغم   1.0 الحاوية على    الأوساط وكذلك   ، على التوالي  D-2,4  وال

 Prosopis farcta نمو كالس نبات الخرنـوب  والتي عدت أفضل الاوساط المحفزة لD-2,4 الـ و BA الـ

  . على نتائج هذا البحثاعتمادا
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 الـصلبة  MS النامي علـى اوسـاط   Prosopis farcta الوزن الطري لكالس نبات الخرنوب: 5 الجدول

  يوماً من الزراعة120  بعد مرور D-2,4 والـ BA المجهزة بتراكيز مختلفة من الـ
  

0.0 0.5  1.0 1.5 2,4-D mg/l 
BA mg/l غم(الأوزان الطرية(  

1.0  0.51  0.50  2.0 1.2 
1.5  0.84  0.70 **0.6 0.7 
2.5  1.82  2.30  0.95  0.8 
5.0  0.75 2.0 0.77 0.8 
6.0  0.55  2.0  0.68 0.6 

  .تحفيز الأفرع الخضرية** 

  . لكل معاملة5 عدد المكررات :ملاحظة

  

  
  2.5الـصلب المـدعم بــ     MS زروع على وسط المProsopis farcta كالس نبات الخرنوب: 5الصورة 

  . يوماً من بدء الزراعة120بعد مرور   D-2,4 لتر /ملغم 0.5مع  BAلتر  /لغمم
  

باستخدام تقنية  Prosopis farcta  الخرنوب   لنبات  فصل وتشخيص حامض الكافائيك من مزارع الكالس

  Thin Layer Chromatography  كروماتوكرافيا الطبقة الرقيقة

وحـسب طريقـة   Prosopis farcta  بعد تحضير المـستخلص الكحـولي لكـالس نبـات الخرنـوب       

 تمت عملية الفصل باستخدام تقنية كروماتوكرافيا ، وكذلك العينة القياسية لحامض الكافائيك،) 1992،السواح(

 النامي على   لفصل وتشخيص حامض الكافائيك من المستخلص الكحولي لكالس نبات الخرنوب          الطبقة الرقيقة 

  . على التواليD-2,4  والـ BAلتر من الـ/ملغم) 0.5 ،2.5( الاوساط الغذائية المجهزة بـ
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 إن عينة الكالس أعطت بقعة      ،أظهرت نتائج الفصل بشكل عام وباستخدام الفحص بالأشعة فوق البنفسجية           

وعند حساب معـدلات مـسافة       ).6الصورة  ( رئيسية واضحة وقريبة من البقعة المفصولة من العينة القياسية        

 إذ للعينة القياسية وعينة مـستخلص الكـالس         Rf وجد تطابقاً لقيمة الـ      ، في البقع المفصولة   Rfالجريان الـ   

عينة  للبقع المفصولة منRf   وان تشابه قيمة الـ، لعينة مستخلص الكالس0.84لعينة القياسية و ل) 0.8( بلغت

 تشابه تركيبها الكيميائي أما بالنسبة لدرجة اللون ومساحة البقعة فـان            المستخلص مع العينة القياسية يدل على     

  ).Wall, 2005(ذلك يعطي مؤشر على تركيز المادة المفصولة 

أن لنبـات الخرنـوب      وبصورة عامة ومن خلال النتائج المستحصل عليها من هذا البحث يمكن القـول              

 كما بينت نتـائج     ،ث وتكوين المزارع النسيجية للكالس    استجابة جيدة لنظام الزراعة النسيجية من حيث استحدا       

  .الفصل ان لمزارع كالس نبات الخرنوب محتوى جيد من حامض الكافائيك

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
A                  B  

  

 الكالس لنبــات الخرنـوب    عن البقع المفصولة من مستخلص    بالأشعة فوق البنفسجية  الكشف  : 6الصورة  

Prosopis farctaتقنية كروماتوكرافيا الطبقة الرقيقة باستخدام يوماً 120  بعمرTLC .  

A :العينية القياسية لحامض الكافئيك  

B : مستخلص الكالس النامي على وسطMS لتر  / ملغم2.5 المجهز بـBA + 0.52,4لتر  / ملغم-D  
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