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 النوعي والكمي لحامض السالسيليك والريسورسينول في كالس نبات الأقحوان التقدير

L. Calendula officinalis ة السائل عالي الأداء ني بتق HPLC  
 

   النوحخولة محمودزكي قصاب باشي                      بشار 

  جامعة الموصل/ كلية الزراعة والغابات/ قسم البستنة وهندسة الحدائق
  

  )2013 /8 /19 ؛  قُبل  2013 /4/ 28اُستلم  (

  الملخص

 MSعلى وسط    مأخوذة عند التزهير     أوراق من   وأجزاء مأخوذة قبل التزهير     الأقحوانزرعت أجزاء من أوراق نبات        

ــالتراكيز D-2,4 إلــى بالإضــافة pH 5.7 ± 0.1 عنــد أكــارلتــر /  غــم6لتــر ســكروز و /  غــم30 بالمــزود                 ب

لتر لاستحداث الكالس، الكالس الناتج من افضل معاملة أعيدت زراعته ثلاث مـرات علـى   / مملغ)  0.5 ،0.2 ، 0.1 ، 0.0(

 أسابيع لثلاثة   BAلتر  /  ملغم 0.1 متداخلا مع    NAAلتر  / ملغم) 2.0 ،   1.5 ،   1.0 ،   0.5  ، 0.0( المزود بالتراكيز    MSوسط  

 High لكل زراعة وتم تشخيص وتقدير كل من حامض السالسيليك والريسورسينول في الكـالس النـاتج باسـتعمال جهـاز    

Performance Liquid Chromatography )HPLC ( 13.04 رطب للكـالس   وزنأعلىالحصول على : ، تشير النتائج 

 وذلك بعد تسعة BAلتر /  ملغم0.1 مع NAAلتر /  ملغم 1.0ب قبل مرحلة التزهير عند الوسط المزود الأوراقغم من زراعة 

 عند مرحلة التزهيـر علـى       الأوراق غم من زراعة     20.50 وزن رطب للكالس     أعلى من الزراعة، وتم الحصول على       أسابيع

 كميـة   أعلى من الزراعة، وتم الحصول على       أسابيع بعد تسعة    BAلتر  /  ملغم 0.1 مع   NAAر  لت/ ملغم 1.5 بالوسط المزود   

 قبل مرحلة التزهير على الوسط      الأوراقغم وزن جاف من زراعة الكالس الناتج من زراعة          /  ملغم 30.02لحامض السالسيليك   

 الأوراقعة وكون الكالس الناتج من زراعـة         من الزرا  أسابيع بعد ستة    BAلتر  /  ملغم 0.1 مع   NAAلتر  / ملغم1.5 بالمزود  

غم وزن جاف من زراعة الكالس الناتج من زراعة الورقة          /  ملغم 139.28 كمية لمادة الريسورسينول     أعلىعند مرحلة التزهير    

  . من الزراعةأسابيع بعد ستة BAلتر /  ملغم0.1 مع NAAلتر /  ملغم 2.0بالمأخوذة خلال التزهير على الوسط المزود 
  

  .، حامض السالسيليك، ريسورسينول، كالس.Calendula officinalis  L : الكلمات الدالة

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT  

Parts of leave of Calendula officinalis plant before and after blooming were cultured on MS 
medium supplemented with 30 g / l scores, 6 g / l agar, pH was 5.7± 0.1, in addition to 2,4-D at  
(0.0 , 0.1 , 0.2 , 0.5) mg/ l for callus induction, produced callus recultured on medium supplemented 
with ( 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0) mg/ l NAA interaction with 0.1 mg/ l BA for three times three weeks 
for each one. Salicylic acid and Resorcinol were stimulated and identified in callus using High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) method. The data indicate: highest fresh weight of 
callus 13.04 gm achieved from cultured parts of leaves before flowering on medium supplemented 
with 1.0 mg/ l NAA and 0.1 mg/ l BA after nine weeks, and the highest fresh weight of callus    
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20.50 g obtained from cultured parts of leaves during flowering on medium supplemented with 1.5 
mg/ l NAA and 0.1 mg/ l BA after nine weeks, highest quantity of salicylic acid 30.02 mg/gm dry 
weight was obtained from callus produced from parts of leaves before flowering cultured on MS 
medium supplemented with 1.5 mg/ l NAA and 0.1 mg/ l BA after six weeks, highest quantity of 
Resorcinol 139.28 mg/ gm dry weight was obtained from callus produced from parts of leaves  took 
during  flowering cultured on MS medium supplemented with 2.0 mg/l NAA and 0.1mg/ l BA after 
six weeks. 

                     

Keywords: Calendula officinalis  L., Salicylic acid, Resorcinol,  Callus.  
  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

  المقدمة

 ويعود للحوليات الشتوية ذات Asteraceae احد نباتات العائلة المركبة .Calendula officinalis  Lنبات الأقحوان 

بريا موطنه الأصلي حوض البحر الأبيض المتوسط وينمو ). 1999 ؛ عرموش،  1986الشحات،(الأهمية الاقتصادية والطبية 

ويزرع الأقحوان كأزهار قطف أو نبات أحواض أو كنبات سنادين مزهرة، يتكاثر . في جنوب ووسط أوربا وشمال إفريقيا

 وله استعمالات واسعة في مجال الطب الشعبي ففي الهند تستخدم الأزهار لصنع John and Harold, 2004)(النبات بالبذور

ما تستخدم الأوراق لصنع عجينة لعلاج الدوالي خارجيا وفي بريطانيا يستخدم مغلي مراهم لعلاج تقرحات الجروح وتنقية الدم ك

الأزهار لمعالجة الحصبة والجدري ومضاد للتشنج أما العصير المحضر أنيا فيستخدم لعلاج اليرقان والإمساك وإخماد  النزيف 

 ). Khare 2004 , ؛ Major, 1993 Itcolor and(ألحيضي 

 للمواد الطبية منذ القدم وهي مصدر رئيسي للعديد من الأدوية الحديثة إذ أن النباتات في ً مهماًا تعد النباتات مصدر

مراحل نموها تبني مجموعة من المواد الايضية التي تستخدمها  في النمو والتطور، ومن هذه المواد التربينات والفينولات 

ات مهمة لبقاء النبات واستمراره في المحيط الطبيعي فبعضها يشكل هذه المركب) وهي نواتج ايض ثانوي في النبات(والقلويدات 

مواد دفاعية ضد هجوم المسببات المرضية ونواتج الايض الثانوي هذه تعد مواد صيدلانية أو نكهات غذائية أو أصباغ أو 

  .and  Tripathi, 2003)   (Tripathiعطور أو مبيدات حشرية

اء الجافة المختلفة لنبات الأقحوان امتلاكها لنشاطات دوائية وعلاجية منها على  أظهرت المستخلصات النقية من الأجز

   Flavonoids و Polyphenols و Carotenoidsسبيل المثال كونها مضادات للأكسدة لاحتوائها على مركبات 

Bernatoniene et al., 2011) 2006 ,.؛ et al Preethi (ة المستخلصات النقية لنبات كما أثبتت الدراسات الصيدلانية فعالي

) Anti-genotoxic) Medina et al., 2006 ومضاد للتسمم Anti-viral و Anti-inflamaoryالأقحوان كونها 

من نبات الأقحوان ) جذور، أوراق، أزهار( أن المستخلصات المأخوذة من أجزاء مختلفة ),Bissa and Bohra  (2012وأكد

دا بكتيريا لأنواع عديدة من البكتريا، كما أظهرت هذه المستخلصات نشاطاً دوائيا ضد مرض كان لها تأثير مباشر بوصفها مضا

وفعالية هذه المستخلصات في معالجة أمراض النزف الدموي ) 2009.et al Muley , (Anti-HIV) الايدز(نقص المناعة 

)2010 ,.et al Amoian .(تخلصات نبات الأقحوان إلى احتوائها على هذا ويرجع سبب الفعالية الدوائية والصيدلانية لمس

 وكذلك مركبات Calenduladiol-3-myristateمركبات كيميائية فعالة منها المركبات التربينية مثل المركب المعروف 

 وعدة مركبات من الزيوت Rutinروتين  وNarcissin ونارسيسين  Comarine وكومارينFlavonoidsفلافينويدات 

 وخلال المراحل المختلفة لنمو النبات للأجزاء المختلفة منه كما ثبت وجود خمسة عشر نوعا من Volatile oilالطيارة 

 arginine, alanine aspartic الأحماض الامينية في المستخلصات الكحولية لأجزاء النبات المختلفة ومنها على سبيل المثال 

 acid valine, histidine, glutamic, acid وجود عدد كبير من المواد الكاربوهيدراتية منها مركب  وغيرها، وكذلك

Loliolide المعروف باسم Calendin) 2009 ,.et al Muley .(تراكيز مختلفة لثلاثة عشر حامضا فينوليا في وجدت 
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 ,vanillic acidic acid, syringic acid, sinapic acid المستخلصات الكحولية لأجزاء جافة من نبات الأقحوان
coumaric acid, ferulic  acid, anisic acid, rosmarinic acid, salicylic acid, cinnamic acid  gallic acid, 

chlorogenic acid  gentsic acid, حيث تم الكشف عنها بتقانةHPLC  وكان أقصى تركيز فيها لمركب  Gallic acid 

وجود عدد كبير من et al.,  (Khalil  2007(، ذكر )Cinnamic acid) Wen et al., 2005بينما اقل تركيز كان لمركب 

 Hydroxylbenzoic acid وResorcinolالمركبات الفينولية وفي المراحل المختلفة من دورة حياة نبات الأقحوان ومنها 

وبين الباحث وجود  Coumarinو   Cinnamic acid وP-coumric acid و Salicylic acid وChlorogonic acidو

وفي مقارنة بين مستخلصات كحولية للأجزاء . مستويات عالية من حامض السالسليك في المستخلصات الكحولية للنبات

كيز  وجود ترا(Kaskoniene et al., 2011)الخضرية المأخوذة من الحقل وأجزاء خضرية ناتجة من الزراعة النسيجية أكد 

غم من الوزن الجاف /  ملغم 0.2لناتجة من الزراعة النسيجية كانتفي الأجزاء ا المركبات الفينولية وان تركيزها متفاوتة من

ولحامض السالسيليك دور كبير في نمو النبات . غم وزن جاف/  ملغم0.05بينما كان تركيزها في الأجزاء المأخوذة من الحقل 

        (Hayat  and Ahmad, 2007تح وامتصاص ونقل العناصر داخل النباتوتطوره والتركيب الضوئي والن

Sakhanokho and  Kelley, 2009; (يسبب تغييرات مميزة في تشريح الورقة النباتية وتركيب البلاستيدات الخضراء وهو 

خلية النباتية لإنتاج البروتينات كما أن له دور مهم في إحداث المقاومة النباتية ضد المسببات المرضية وذلك عن طريق حثه لل

). pathogenesis-related proteins) 1993 et al., ;Yalpani Verberne et al.,1999المرتبطة بالنشوء المرضي  

ليك في المقاومة الشاملة المكتسبة التي تحدث نتيجة لهجوم المسبب المرضي في جزء واحد من يكما يشترك حامض السالس

 عنها استحثاث المقاومة في الأجزاء الأخرى من النبات وهذه الإشارة ممكن أن تنتقل إلى النباتات المجاورة النبات والتي ينتج

 Methylللنبات المصاب وحثها على إحداث المقاومة عن طريق تحول حامض السالسيليك إلى ملح الاستر المتطاير

Salicylate  Hayat and Ahmad, 2007)؛ Molinari, 2007(. الريسورسينول في العديد من الصناعات منها  يدخل

الصناعات الصيدلانية مثل صناعة الشامبوات المضادة للقشرة والمراهم المستخدمة في علاج حب الشباب والتهاب الجلد 

 والصدفية والثاليل والفطريات والغسولات الطبية كما يدخل في صناعة الاصماغ الحيوية الداخلة في جراحة القلب والأوعية

الدموية ويدخل في تصنيع بعض المركبات الداخلة في علاج الأورام السرطانية التي تصيب الكبد والكلى، كما يدخل 

الريسورسينول في صناعة المطاط وإطارات السيارات والمطاط المدعم المستخدم في صناعة الأحزمة الناقلة وأحزمة الأمان 

ة للخشب وفي صناعة أنواع خاصة من مواد الطلاء المستخدمة في الأسطح في السيارات كما يدخل في صناعة المواد اللاصق

   ).UV) Krumenacker et al., 1995 ; 2005 et al., Shuzoالمعرضة للحرارة والرطوبة والأشعة الفوق البنفسجية 

 دوائية ها في إنتاج موادتعد تقانة الزراعة النسيجية وتوليد الخلايا والأعضاء النباتية خارج الجسم الحي أداة لا غنى عن

الطريقة لها فوائد إنتاجية كبيرة من حيث الكمية والنوعية والإنتاج المسيطر عليه من دون تقيد العوامل مشتقة من النباتات وهذه 

  ).,Zhou and Wu 2006( الطبيعية مثل الموقع الجغرافي أو التغيرات الموسمية أو الاجهادات البيئية 

لى استحداث الكالس من الأوراق الحقيقية المأخوذة من نباتات فتية والأوراق الحقيقية المأخوذة من تهدف هذه  الدراسة إ

 المجهز MS وتنمية الكالس الناتج على وسط D,4-2بتراكيز مختلفة من المزود MSنباتات بالغة وزراعتها على وسط 

 Salicylic يص والتقدير النوعي والكمي لمركبي ومن ثم التشخBAلتر /  ملغم0.1 متداخلا مع  NAAبتراكيز مختلفة من

acidو Resorcinol ة ان في الكالس الناتج بتقHPLC.  
 

  مواد العمل وطرائقه

او مأخوذة من نباتات خلال مرحلة التزهير وأجريت عليهـا          ء من أوراق مأخوذة من نباتات قبل التزهير           زرعت أجزا   

 % 0.05 دقيقة بعدها غسلت بالماء الجاري ثم عقمت بكلوريد الزئبق تركيـز             15عملية التعقيم باستخدام مسحوق الغسيل لمدة       
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           ، دقيقتـان لكـل مـرة      ، بالمـاء المقطـر المعقـم ثـلاث مـرات          الأجـزاء  دقيقة مع التحريك المستمر ثم غـسلت         15لمدة  

)Bertoni et al., 2006( سم وزرعت على وسط 1.0، بعدها قطعت ليصبح طولها MSـ30لمزود بـ  الصلب ا  لتـر  / م غ

 وتمت إضافة منظمات النمو حسب الهدف مـن كـل تجربـة، إذ     0.1±5.7 الوسط عند pH لتر أكار وثبت /  غم6سكروز و

لتر لاستحداث الكالس، أفضل  معاملة لاسـتحداث الكـالس مـن            / ملغم) 0.5 ,0.2 ,0.1 ,0.0( بالتراكيز   D-2,4استخدم الـ   

                المجهـز بـالتراكيز    MSشاء مزارع الكـالس ومـن ثـم تنميتـه بزراعتـه علـى وسـط                 المعاملات السابقة استخدمت لإن   

، والذي أعيدت زراعته لثلاث مـرات ثـلاث   BAلتر/  ملغم0.1متداخلا مع NAA لتر /  ملغم )2.0, 1.5 ,1.0 ,0.5 ,0.0(

بعد كل مرحلة من مراحل الزراعة وللأجـزاء        أسابيع لكل مرة ليصبح بعمر تسعة أسابيع مع  ملاحظة تسجيل الوزن الرطب              

  .المختلفة
  

  :إعداد العينات للاستخلاص

 سـاعة ثـم طحـن       24ولمـدة   °  م 51درجة حرارة   ب) Oven(لمعاملات السابقة تم تجفيفه  في فرن        من ا الكالس الناتج      

ين، حضرت المستخلصات الكحوليـة بأخـذ       باستخدام جفنة خزفية لتقدير المركبات الفينولية قيد الدراسة والنسبة المئوية للبروت          

وتركـت  % 70 مل من كحول الايثانول تركيز       100واحد غرام من عينات الكالس الجاف والمسحوق سحقا جيدا وأضيف إليها            

ثم رشح °   م55-50 ساعة وعلى درجة حرارة 48 لمدة  Hotplate magnetic stirrer على جهاز الدوار المغناطيسي الحار

بعدها تم تبخير °  م4 و حفظ الراشح في الثلاجة عند درجة حرارة Whatman No.1خلال ورق ترشيح نوع المستخلص من 

 مـل   10للحصول على المستخلص الخام والذي اخذ منه        °  م 70الكحول من العينات باستخدام حمام مائي وعلى درجة حرارة          

  واحد عياري وتركها في حمام مائي علـى درجـة            مل من حامض الهيدروكلوريك    50واجري عليه التحلل ألحامضي بإضافة      

 مل من خلات الاثيل وعلى مرحلتين ليفصل بعدها باستخدام قمع           30لمدة ساعة كاملة ثم تبريد المحلول وإضافة        °  م 80حراره  

رات النوعيـة   الفصل واخذ الطبقة العلوية من المحلول والحاوية على المركبات الفينولية وحفظت في الثلاجة لحين إجراء التقدي               

  ).Harborne, 1973(والكمية عليها 

  ملغم من المادة النقية  فـي  0.025 وذلك بإضافة  Resorcinol وSalicylic acidحضرت عينات قياسية لمركبي   

 Shimadzu corporation  من نوعHPLC مل ماء مقطر وحفظت في الثلاجة لحين بدء التشخيص، واستخدام جهاز 250

2010 A  قسم الصناعات الغذائية وباستخدام عمود فصل من نـوع  / في كلية الزراعة والغاباتالمتوفرUSA) Macherey-

Nagel, C18-LC, 150x4 , 6 mm ( وكانت مادة الفصل في العامود)الطور الثابت (  هـيODSI) Octadecyl silane (

وطور متحرك مكون من °  م35 درجة حرارة   وقطر جزيئات خمسة مايكروميتر وعندSilica gelالمرتبطة كيميائيا مع مادة 

90 %acetonitrile10 و%water وسرعة جريان flow rate  5 مل والكميـة المحقونـة   2دقيقة وحجم خلية /  مل2 بلغت 

  .  نانوميتر320مايكروليتر وطول موجي بلغ 

  :واحتسبت تراكيز المركبات المفصولة حسب القانون الآتي

Behbahani et al., 2011)(  

  تقدير النيتروجين

 تركيز العينة xالمساحة تحت المنحني للعينة 

 القياسي

حجم عينة المستخلص 

 )مل(

كمية المركب 

) غم/ملغم(المفصول 

 وزن جاف

  

= 
 المساحة تحت المنحني للعينة القياسية

  
x

 )غم(الوزن الجاف للعينة 
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 في مختبر   Micro-kieldahl باستخدام جهاز مايكروكلدال      قدرت النسبة المئوية للنيتروجين في العينات المجففة للكالس       

  .A.O.A.C. (2002) كلية ألزراعة والغابات وحسب ما ورد في-الفسلجة التابع لقسم البستنة وهندسة الحدائق

  مل من وسط الزراعة وتم تعقيم الوسط بجهاز المؤصدة علـى             20 مل احتوت على     100 تمت الزراعة في قناني سعة      

       دقيقة، حفظت الزروعات في غرفة التنميـة علـى درجـة حـرارة            20 ولمدة   2سم/  كغم 1.04 م وضغط    121رة  درجة  حرا  

25 ± 1   فلورسنت البيضاء عند شدة إضـاءة أنابيب ساعات ظلام بالتعاقب يومياً مجهزة من   8 إلى ساعة ضوء    16 وإضاءة م  

 وكل معاملة كررت عشرة مرات وكل مكرر احتوى C R Dكامل نفذت التجارب باستخدام التصميم العشوائي ال.  لوكس3000

للمقارنة بين متوسطات المعاملات المختلفة لكل      % 5جزء نباتي واحد واستخدم اختبار دنكن متعدد الحدود عند مستوى احتمال            

  ). 1999د وعبد الياس،وداؤ(تجربة 
  

  المناقشة و النتائج 

تكون من زراعة الورقة الحقيقية المـأخوذة مـن         م في كمية الكالس ال    D-2,4 تأثير تراكيز مختلفة من   ) 1(يبين الجدول     

 أعلـى  D-2,4لتـر /  ملغم0.1و الورقة الحقيقية المأخوذة خلال مرحلة التزهير، اذ أعطى التركيز      أنباتات قبل مرحلة التزهير     

ر مزهرة  وتفوق معنويا علـى بـاقي          غم من زراعة الأوراق الحقيقة المأخوذة من نباتات غي         1.14وزن رطب للكالس الناتج     

 غم من زراعـة الأوراق الحقيقيـة        1.59 أعلى وزن رطب للكالس      D-2,4لتر/  ملغم 0.2التراكيز المدروسة، وأعطى التركيز     

قد تفـسر اخـتلاف   . D-2,4لتر/  ملغم0.5 و0.1المأخوذة من نباتات في مرحلة الأزهار والذي لم يتفوق معنويا على معاملتي   

لأجزاء النباتية المختلفة لاستحداث الكالس معتمدة على تراكيز منظمات النمو اذ ان عملية استحداث الكالس تعتمد على                 استجابة ا 

عدة عوامل منها ظروف الزراعة ونوع الجزء النباتي المستخدم ومصدره بالإضافة إلى محتوى وسط الزراعة مـن منظمـات                  

  ). 1990محمد وعمر، (النمو 
  

الناتج من زراعة أجزاء الأوراق الحقيقية المأخوذة من نباتات قبل مرحلـة التزهيـر   ) غم(الرطب للكالس الوزن 1: الجدول 

 على Calendula officinalisوأجزاء الأوراق الحقيقية المأخوذة من نباتات في مرحلة التزهير لنبات الأقحوان 

   بعد أربعة أسابيع من الزراعة D-2,4 بالمجهز   MS وسط
  

 D-2,4 )غم( وزن الكالس 
 ورقة خلال التزهير ورقة قبل التزهير لتر/غممل

0.0 0.11c 0.0b 
0.1 1.14a 1.19a 
0.2 0.85b 1.59a 
0.5 0.79b 1.08a 

  .5% احتمال مستوى عند الحدود متعدد دنكن اختبار حسب بينها فيما معنويا تختلف لا الواحد العمود ضمن المتشابهة الأحرف ذات الأرقام •
  

 في نمو الكالس الناتج مـن زراعـة   BA لتر /  ملغم0.1 متداخلا مع  NAAتأثير تراكيز مختلفة من) 2(يبين الجدول 

، يلاحـظ زيـادة وزن   D-2,4لتر/  ملغم 0.1ب المجهز MSالأوراق الحقيقية المأخوذة قبل التزهير لنبات الأقحوان على وسط 

 0.1 متداخلا مـع   NAAلتر/  ملغم 1.0 المدروسة، كما يلاحظ أن التركيز       الكالس مع ازدياد عمر المزرعة ولجميع المعاملات      

 غم  والذي تفوق معنويا على باقي المعاملات المدروسة وذلك           5.1 قد أعطى أعلى معدل للوزن الرطب للكالس         BAلتر  / ملغم

 معنويا علـى    BAلتر/  ملغم 0.1ع   متداخلا م  NAAلتر/  ملغم 1.0 و 1.5بعد ثلاثة أسابيع من الزراعة، بينما تفوقت المعاملتان         

 غم على التوالي بعد ستة أسابيع من الزراعة، كمـا           7.14 و 9.31باقي المعاملات المدروسة في كمية الكالس المتكون اذ كونتا          

 /  ملغـم  1.0المعاملتان تفوقتا معنويا على باقي المعاملات المدروسة بعد تسعة أسابيع من الزراعة اذ كونت المعاملة                 إن هاتان 
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 0.1 متـداخلا مـع      NAAلتر/  ملغم 1.5 غم كالس بينما  كونت المعاملة        BA 13.04لتر  /  ملغم   0.1 متداخلا مع    NAAلتر

قد تفسر هذه النتائج على أساس أن الاوكسينات تلعب دورا فـي اسـتحداث الكـالس علـى            . غم كالس BA 12.86لتر  / ملغم  

وسط بوجود الاوكسين تؤدي إلى زيادة نمو الكالس وتـشجيع انقـسام الخلايـا              الأجزاء النباتية وان إضافة السايتوكاينين الى ال      

)Hartmann et al., 2002.(  
  

 على الوزن الرطب للكالس الناتج مـن زراعـة اجـزاء الأوراق             BAلتر / م ملغ 0.1 مع   NAAتأثير تراكيز من    : 2الجدول  

   .Calendula officinalis L لنبات الأقحوانرالحقيقية المأخوذة قبل التزهي
 )غم( وزن الكالس 

NAAلتر/  ملغم 
 بعد تسعة أسابيع بعد ستة أسابيع بعد ثلاثة أسابيع

0.0 1.38c 2.23b 7.41b 

0.5 2.63b 4.43b 6.97b 

1.0 5.10a 7.14a 13.04a 

1.5 3.62b 9.31a 12.86a 

2.0 1.23c 2.34b 5.57b 

  .5 % لا تختلف معنويا فيما بينها حسب اختبار دنكن متعدد الحدود عند مستوى احتمال الأرقام ذات الأحرف المتشابهة ضمن العمود الواحد*
  

 في نمو الكالس الناتج من زراعة BAلتر /  ملغم0.1 متداخلا مع NAAتأثير تراكيز مختلفة من ) 3(يبين الجدول 

 إذ يلاحظ D-2,4لتر/  ملغم 0.2بهز  المجMSالأوراق الحقيقية المأخوذة خلال مرحلة التزهير لنبات الأقحوان على وسط 

 متداخلا مع NAA لتر/  ملغم1.5زيادة وزن الكالس مع ازدياد عمر المزرعة ولجميع المعاملات المدروسة، وتفوقت معاملة 

غم كالس وذلك بعد ثلاثة وستة  20.50 و 15.85 و 2.81 معنويا على جميع المعاملات المدروسة وكونتBAلتر /  ملغم0.1

 في نمو الكالس إذ يعد احد NAA إلى الدور الذي يلعبه 3 و 2قد تفسر نتائج الجداول.  على التواليابيع من الزراعةوتسعة أس

إذ أن إضافة منظمات النمو للوسط الغذائي تحفز استمرار انقسام الخلايا . المنظمات التي تلعب دورا في استحداث الكالس ونمو

زراعته على الوسط الغذائي سوف يكون قادرا على تأسيس نظام هرموني داخلي هذا لنسيج الكالس وان النسيج الخلوي بعد 

ولة عن المحافظة على ؤالمضافة للوسط والتي تكون بالتالي مس النظام يحدد اتجاه التطور اللاحق بالتداخل مع منظمات النمو

كما ان نمو الكالس يعتمد على عدة  ٠) 2002؛ الحديدي،Colli and Kerbaury,1993(استمرار نشاط الانقسام الخلوي 

عوامل منها ظروف الزراعة ونوع الجزء النباتي المستخدم ومصدره بالإضافة إلى محتوى وسط الزراعة من منظمات النمو 

  ).1990محمد وعمر، (
   

المأخوذة  في وزن الكالس الناتج من زراعة الأوراق الحقيقية BAلتر  / م ملغ0.1 معNAAتأثير تراكيز من : 3الجدول 

   Calendula officinalisخلال مرحلة التزهير لنبات الأقحوان 
 )غم( وزن الكالس 

NAAلتر/ ملغم 
 بعد تسعة أسابيع بعد ستة أسابيع بعد ثلاثة أسابيع

0.0 1.11b 2.72c 4.07c 

0.5 1.79b 4.44c 8.55 

1.0 1.86b 8.40b 9.70b 

1.5 2.81a 15.85a 20.50a 

2.0 1.81b 3.62c 6.19bc 
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  .%  5احتمال مستوى عند الحدود متعدد دنكن اختبار حسب بينها فيما معنويا تختلفلا الواحد العمود ضمن المتشابهة الأحرف ذات الأرقام*

  

  

   :HPLC انة بتقResorcinol و  Salicylic acidفصل وتشخيص مركبي 

المخففة لكالس المعـاملات  لصات الكحولية  من المستخResorcinol و Salicylic acidاعتمد فصل وتشخيص مركبي   

بالدقيقة والمساحة  تحت المنحني للعينة القياسـية مـع زمـن    ) Retention time(المختلفة من خلال مقارنة زمن الاحتباس 

  Salicylic acidالاحتباس والمساحة تحت المنحني لعينات المستخلصات الكحولية، إذ استغرقت قمـة الامتـصاص لمركـب    

، في  )1الشكل  () 3090218(دقيقة للمرور من عمود الفصل وكانت مساحته المحسوبة تحت المنحني           ) 1.311( القياسية   للعينة

دقيقة للمرور من خلال عمود الفصل وكانـت        ) 1.436( للعينة القياسية    Resorcinolحين استغرقت من الوقت الحرج لمركب       

  ).2الشكل () 121049(مساحته تحت المنحني 
    

  
   Salicylic acidللعينة القياسية لحامض السالسيليك ) دقيقة( زمن الاحتباس : 1الشكل

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  Resorcinol ريسورسينول لمركب للعينة القياسية) دقيقة( زمن الاحتباس : 2الشكل 

  

النامي ية المأخوذة قبل مرحلة التزهير والحقيق الأوراق الكالس الناتج من زراعة إن عينة مستخلص) 4(يبين الجدول    

 وبعمر ستة أسابيع أعطى قمة امتصاص عند زمن BAلتر /  ملغم0.1 مع NAAلتر/  ملغم1.5 المجهز MSعلى وسط 

) 30.02 (Salicylic acidوهذه المعاملة بدورها أعطت أعلى تركيز من ) 9278596( بلغت وبمساحة) 1.309(احتباس 

بروتين عالية من ال، ربما يعود السبب في ذلك الى ان هذه المعاملة أعطت كمية )3الشكل (والموضح في غم وزن جاف / ملغم

 1.5غم وزن جاف من مستخلص معاملة / غممل) 0.31 ( Salicylic acid، بينما كان اقل تركيز من)5(الجدول  % 2.450
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دقيقة ومساحة ) 1.272( وبعمر ثلاث أسابيع وبقمة امتصاص عند زمن احتباس BAلتر /  ملغم 0.1 مع  NAAلتر / ملغم

 بعمر ستة BAلتر /  ملغم0.1 مع NAAلتر /  ملغم0.5، ومن مستخلص كالس معاملة )4الشكل ) (97716(تحت المنحني 

، وهذه بدورها )5الشكل( )1502237(دقيقة وأعلى مساحة تحت المنحني ) 1.465(امتصاص بزمن احتباس أسابيع أعطى قمة 

غم وزن جاف، ربما يعود السبب في ذلك إلى كون هذه المعاملة /  ملغمResorcinol  124.1أعطت أعلى تركيز لمركب

 BAلتر /  ملغم0.1 مع NAAلتر /  ملغم 1.5أما مستخلص كالس معاملة ) 5(الجدول % )2.765(أعطت أعلى كمية بروتين 

) 1.487( وذلك عند زمن احتباس Resorcinolغم وزن جاف من الـ / ملغم) 18.30(وبعمر ثلاث أسابيع أعطت اقل تركيز 

  ).4الشكل () 221598(وبمساحة تحت المنحني بلغت 

  
  

 Salicylicقيقة والمساحة تحت المنحني لمركبي غم وزن جاف وزمن الاحتباس بالد/التقدير النوعي و الكمي ملغم: 4الجدول 

acid   و Resorcinol الأقحوان الحقيقية المأخوذة قبل التزهير لنبات       الأوراق من مستخلصات كالس     ين المفصول 

Calendula officinalis  L.  النامية على وسطMS المجهز بتراكيز مختلفة من NAA لتـر  /  ملغـم 0.1 مع
BA   

Salicylic acid Resorcinol 
عمر الكالس 

 )اسبوع(

NAA 
 Ret. Time لتر/ ملغم

المساحة تحت 

 المنحني

التركيز 

 غم/ملغم
Ret. Time 

المساحة تحت 

 المنحني

التركيز 

 غم/ملغم

0.0 - - - 1.487 625568 51.67 

0.5 - - - 1.449 509905 42.12 
1.0 1.306 407008 1.31 1.493 493852 40.79 
1.5 1.272 97716 0.31 1.487 221598 18.30 

3 

2.0 1.267 265582 0.85 1.448 1357716 112.16 
0.0 1.312 144249 0.46 1.468 421670 34.83 
0.5 - - - 1.465 1502237 124.1 
1.0 1.319 190482 0.62 1.475 804396 66.45 
1.5 1.309 9278596 30.02 - - - 

6 

2.0 1.346 5168341 16.72 - - - 
0.0 1.343 147019 0.47 1.482 271646 22.44 
0.5 1.356 496202 1.60 1.475 923166 76.26 
1.0 1.347 7854530 25.41 - - - 
1.5 1.310 133968 0.43 1.490 249229 20.58 

9  
 

2.0 1.278 165298 0.53 1.499 269661 22.27 
  121049 1.436  3090218 1.311 ياسيةالعينة الق

  

 Calendulaالنسبة المئوية للبروتين في كالس الأوراق الحقيقية المأخوذة قبل التزهير لنبات الأقحوان : 5الجدول 

officinalis L. والنامي على وسط MSالمجهز بتراكيز مختلفة من NAAلتر / ملغم 0.1 ومتداخلة مع    BA    
 النسبة المئوية للبروتين

NAAلتر/  ملغم 
  أسابيع9بعد   أسابيع6د بع  أسابيع3بعد 

0.0 1.531 1.837 3.062 
0.5 1.531 2.765 1.837 
1.0 1.837 1.837 2.450 
1.5 1.531 2.450 1.837 
2.0 2.450 2.450 1.531 
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 الحقيقيـة  الأوراق لمـستخلص عينـة كـالس    Resorcinol وSalicylic acidلمركبي ) دقيقة(زمن الاحتباس : 3 الشكل 

 1.5 ب المجهز MS والمنماة على وسط Calendula officinalis الأقحوانالمأخوذة قبل مرحلة التزهير لنبات 

م

ل

غ

م

 

/

ل

ت

ر

 NAA لتر /  ملغم 0.1 معBA من الزراعةأسابيع 6 بعد .  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 الحقيقيـة  الأوراق لمـستخلص عينـة كـالس    Resorcinol وSalicylic acidلمركبي ) دقيقة(زمن الاحتباس :  4الشكل 

 1.5 ب المجهز MS والمنماة على وسط Calendula officinalis الأقحوانالمأخوذة قبل مرحلة التزهير لنبات 

  . من الزراعةأسابيع 3 بعد BAلتر /  ملغم 0.1 مع NAAلتر /ملغم 
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 الحقيقيـة  الأوراق لمـستخلص عينـة كـالس    Resorcinol وSalicylic acidلمركبي ) دقيقة(زمن الاحتباس  : 5الشكل 

 0.5 المجهز ب MS  والمنماة على وسطCalendula officinalis الأقحوانالمأخوذة قبل مرحلة التزهير لنبات 

  . من الزراعةأسابيع 6  بعد BAلتر /  ملغم 0.1 مع NAAلتر /ملغم 
  

 الحقيقية المأخوذة من نباتات خلال مرحلة التزهير والنـامي علـى            الأوراقان مستخلص عينة كالس     ) 6(ويُبين الجدول   

 Salicylic   كمية مـن أعلى أعطت  وبعمر ستة أسابيعBAلتر/  ملغم 0.1  مع NAAلتر /  ملغم 0.0ب المجهز  MSوسط 

acid)2.81 ( وبقمة امتصاص عند زمن احتباس       غم وزن جاف  / ملغم )دقيقة وكانـت مـساحتها تحـت المنحنـي         ) 1.359

 نـسبة  بـروتين      أعطـت وذلك بعمر ستة أسابيع، وربما يعود السبب في ذلك إلى إن هذه المعاملـة               ) 6الشكل  ) (868439(

  . إشارة على وجود المركبأي أن اغلب عينات مستخلصات الكالس لم تعط ، ويلاحظ)7(الجدول %  2.450
  

غم وزن جاف وزمن الاحتباس بالدقيقة والمساحة تحت المنحني لمركبي / التقدير النوعي و الكمي ملغم: 6الجدول 

Salicylic acidو Resorcinolالمفصول من مستخلصات كالس الاوراق الحقيقية المأخوذة خلال التزهير  

 مع NAA المجهز بتراكيز مختلفة من MS النامية على وسط .Calendula officinalis Lلنبات الاقحوان 

   BAلتر /  ملغم0.1

Salicylic acid Resorcinol 
عمر الكالس 

 )اسبوع(

NAA 
 لتر/ ملغم

Ret. Time 
المساحة تحت 

 المنحني

التركيز 

 غم/ملغم
Ret. Time 

المساحة تحت 

 المنحني

التركيز 

 غم/ملغم

0.0 - - - 1.476 981637 81.09 

0.5 - - - 1.466 1155216 95.43 

1.0 - - - 1.488 593090 48.99 
1.5 1.306 351709 1.13 1.429 438941 36.26 

3 

2.0 1.249 197754 0.63 1.510 768750 63.50 
0.0 1.359 868439 2.81 1.466 1300761 107.45 
0.5 - - - 1.466 1575828 130.18 

1.0 - - - 1.477 1272242 105.10 

1.5 - - - 1.488 863856 71.36 
6 

2.0 - - - 1.414 1686030 139.28 

0.0 - - - 1.482 840231 69.41 

0.5 - - - 1.480 740853 61.20 

9 

1.0 - - - 1.508 1137595 93.97 
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1.5 - - - 1.495 839921 69.38 

2.0 - - - 1.527 883662 73.00 

  121049 1.436  3090218 1.311 العينة القياسية
  

 وبعمـر سـتة     BAلتـر /  ملغم   0.1 مع   NAAلتر  / ملغم 2.0ومن مراجعة الجدول يلحظ ان مستخلص كالس معاملة         

ى والتي أعطت أعل  ) 1686030(دقيقة وكانت مساحتها تحت المنحني      ) 1.414(أسابيع أعطت قمة امتصاص عند زمن احتباس        

ربما يعود السبب الى كون هذه المعاملة كونـت  ) 7الشكل (غم وزن جاف / ملغم (139.28)والبالغة Resorcinol   تركيز من

 ان القطعة النباتية خلال استحداث الكالس ونموه تخضع لتغيرات عديـدة منهـا              إذ)  7الجدول   % (3.062اكبر كمية بروتين    

 زيادة كبيرة في عمليات بناء البروتين والحوامض النوويـة ثـم            إلى إضافةالنباتية  تغير في حجم وعدد وتركيب خلايا القطعة        

 من مستخلص كالس معاملـة  Resorcinolبينما كان اقل تركيز من )  1990محمد وعمر،(تغيير متتابع في الفعاليات الحيوية 

ومساحة تحـت  ) 1.429(زمن احتباس  وبعمر ثلاثة أسابيع وبقمة امتصاص عند       BAلتر/  ملغم 0.1 مع   NAAلتر  /  ملغم 1.5

 مواد الايض الثانوي في المراحل      إنتاج، قد يعزى قلة     )8الشكل  (غم وزن جاف    / ملغم) 36.26(وبتركيز  ) 438941(المنحني  

 اثناء مرحلة النمو النـشطة، وعنـد        الأساسيةالمبكرة من النمو الى تخصيص المواد الغذائية بشكل رئيسي في عمليات الايض             

نمو لا تحتاج الخلية الى نفس الكمية من المغذيات لهذا سوف تدخل في بناء سريع ونـشط لمـواد الايـض الثـانوي                                 توقف ال 

)Charlwood et al., 1990 .( الأجـزاء  اختلاف إلىو قد يعود اختلاف تراكيز المواد المدروسة للأجزاء النباتية المستخدمة 

 كذلك حسب وقت    أخر جزء نباتي    إلى النباتية تختلف من جزء نباتي       الأجزاءان محتوى   النباتية في كل تجربة اذ من المعروف        

 معتمدة في ذلك على الحالة الفسيولوجية       أخر إلىاخذ الجزء النباتي اذ يختلف محتوى الجزء النباتي من المواد الفعالة من وقت              

  ).  2002الرفاعي والشوبكي، (للجزء النباتي 
  

  
  

 Calendula التزهير لنبات الأقحوان راق الحقيقية المأخوذة خلاللمئوية للبروتين في كالس الأوالنسبة ا: 7الجدول 

officinalis L.  والنامي على وسطMS المجهز بتراكيز مختلفة من NAAلتر / ملغم 0.1 ومتداخلة مع BA     
  

 النسبة المئوية للبروتين
NAAلتر/  ملغم 

 أسابيع 9بعد   أسابيع6بعد   أسابيع3بعد 
0.0 2.143 2.450 1.837 
0.5 2.450 2.450 2.450 
1.0 1.837 1.837 2.143 
1.5 2.450 1.531 2.143 
2.0 1.531 3.062 1.837 
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 الحقيقيـة  الأوراق لمستخلص عينـة كـالس   Resorcinol وSalicylic acidلمركبي ) دقيقة( زمن الاحتباس : 6لشكل ا

 0.1 ب المجهز MS والمنماة على وسط Calendula officinalsالمأخوذة خلال مرحلة التزهير لنبات الاقحوان 

  . من الزراعةأسابيع 6  بعد BAلتر / ملغم 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  

  
  

  

  
  

  

  

  
  

  

  
  

  

  
  

  

  

  
  

  

  
  

  

  

  
  

  

  
  

  

  

  
  

  

  
  

  

  

  
  

  

  
  

 لمـستخلص عينـة كـالس الاوراق الحقيقيـة     Resorcinol وSalicylic acidلمركبي ) دقيقة(زمن الاحتباس : 7الشكل 

  2.0ب المجهـز  MS المنماة على وسـط  Calendula officinalisالمأخوذة خلال مرحلة التزهير لنبات الاقحوان 

  . من الزراعةأسابيع 6  بعد BAلتر /  ملغم0.1 مع NAAلتر / ملغم
  

  

 لمـستخلص عينـة كـالس الاوراق الحقيقيـة     Resorcinol وSalicylic acidلمركبي ) دقيقة(زمن الاحتباس : 8الشكل  

 1.5 المجهز بـ MS والمنماة على وسط Calendula officinalisير لنبات الاقحوان المأخوذة خلال مرحلة التزه

 . من الزراعةأسابيع 3 بعد BAلتر /  ملغم 0.1 مع NAAلتر / ملغم
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  الاستنتاج

غم وزن جاف من زراعة /  ملغمSalicylic acid 30.02نستنتج من هذه الدراسة الحصول على اعلى  كمية من مادة   

 ومن ثم D-2,4لتر /  ملغرام0.1 ب المزود  MSتج من زراعة الاوراق الحقيقية المأخوذة قبل التزهير على وسط الكالس النا

 من الزراعة في أسابيعوذلك بعد ستة BA لتر/  ملغرام0.1 مع NAAلتر /  ملغرام 1.5 ب المزود MSزراعته على وسط 

غم وزن جاف من زراعة الكالس الناتج من زراعة / غراممل139.28  كمية من الريسورسينول أعلىحين تم الحصول على 

 MS ومن ثم زراعته على وسط D-2,4لتر /  ملغرام0.2 ب المزود  MSالورقة الحقيقية المأخوذة خلال التزهير على وسط 

  .  من الزراعةأسابيع وذلك بعد ستة BA لتر/  ملغرام0.1 مع NAAلتر /  ملغرام2.0 بالمزود 
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