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ABSTRACT 
This project aimed to increase the production of some secondary metabolites using 

physical and chemical elicitors in tissue cultures of Hypercom   triquetrifolium L.. The 
quality and quantity of photochemical were estimated using methanolic extracts of dried 
leaves and callus were analyses using HPLC. Callus was initiated on  leaf discs cultured 
on Murashig and Skoog (MS) medium supplemented with 2,4-Dichlorophenoxy acetic 
acid (2,4-D) and Benzyl adenosine (BA) at concentrations of 0,0.1, 0.5, 2.0 or 5.0 mg/l 
for H. triquetrifolium callus. Results showed that the combination of 2,4-D at 0.1 mg/l 
with BA at 0.5 mg/l was the most effective for callus induction percentage reached  90%. 
The highest mean fresh weight reached 64.33 mg for H. triquetrfolium. The same 
combination was used for callus maintenance for plants. Results also showed an increase 
in the concentration of secondary metabolites in methanol extracts induced on leaves. 
Callus cultures induced on leaf discs were treated with some physical stimuli such as 
light, ultraviolet, the different exposure to photoperiod (dark for 24 hrs, 12 hrs light, 16 
hrs light or 24 hrs light), the uv exposure time was 10 or 20 minutes. Result showed that 
there are significant differences between the various treatmeant, The best light exposure 
time caused an increase in the production of secondary metabolism was 12 hrs light for 
calli in  both plants. Both exposure times (10 or 20 mint) induced the yield of secondary 
metabolites in callus cultures of H. triquetrifolium equally. 

مركبات الایض الثانوي لنبات الروجة  إنتاجفي  الفیزیائیةبعض المحفزات  تأثیر
Hypericum triquetrifolium خارج الجسم الحي  

  الخلاصة
 ث انوي ف ي الم زارع النس یجیة لنب اتاجري البحث الح الي بھ دف زی ادة إنت اج بع ض مركب ات الای ض ال

الای  ض الث  انوي بالتحلی  ل الكم  ي والن  وعي  ق  درت مركب  ات,  Hypericum triquetrifoliumالروج  ة 
ت م الحص ول . وقورن ت م ع المس تخلص المیث انولي ل لأوراق الجاف ة للنب ات الكام ل HPLCباستعمال جھاز 

 Murashige and (MS) وزراعتھ ا عل ى الوس ط الغ ذائي  الس بأخ ذ أج زاء م ن أوراق النب اتعل ى الك 
Skoog 2,4الح  اوي عل   ى منظم  ات النم   و ش   ملت-Dichlorophenoxy acetic acid )(2,4-D

وبغی ة زی ادة إنت اج المركب ات . لتر على الت والي/ملغم  0.5و  0.1كیز بالتر) Benzyl adinenine )BAو

https://doi.org/10.30684/etj.32.2B.20
2412-0758/University of Technology-Iraq, Baghdad, Iraq 
This is an open access article under the CC BY 4.0 license http://creativecommons.org/licenses/by/4.0

mailto:Email:Baan_twaij@yahoo.com


ӨƶҰƺƵǚ ¤ǛǊүǄƵǄƾƲҚƵǚǃ ҒƃӨƾǂ Ƶǚ ҒƶҰƹ32  ơƀҰƵǚ¤)(B  əӨƞƵǚ.2¤2014    أثیر بعض المحفزات الفیزیائیة في إنتاج مركبات الایض الثانوي ن     
  خارج الجسم الحي Hypercom triquetrifoliumلنبات الروجة        

2

 ,)Ultraviolet(والأشعة فوق البنفسجیة ) Light(الثانویة وظفت عوامل تحفیز فیزیائیة وتضمنت الضوء 
 16, س اعة ض وء 12, س اعة ظ لام 24بنفس جیة فكان ت مدد تع رض الزروع ات للإض اءة والأش عة ف وق ال

أفض ل م دة . دقیق ة 20أو  10ساعة ضوء إما الأشعة فوق البنفسجیة كانت م دة التع ریض  24, ساعة ضوء
أم ا بالنس بة للأش عة ف وق . س اعة ض وء لك الس النب ات 12تعریض للإضاءة لزیادة إنتاج المركبات الثانویة  

  .المركبات الثانویة بالتساوي إنتاجین تحفیز لكالس نبات الروجة على البنفسجیة فقد أعطت كلا المدت

مركبات الایض ,  Hypericum triquetrifolium. نبات الروجة, زراعة الانسجة: الكلمات المفتاحیة
  HPLC, الثانوي 

  المقدمة
 الأنس جة المزروع ة ف ي الم زارع النس یجیة الفینولیة داخل المركبات زیادة على یعمل الضوء أنب وجد

 عملی ة فيالضوء  یؤدیھ الذي للدور )بالظلام مقارنة( أضعاف عشرة الأنزیمي النشاط من یزید للنبات كونھ
 تأثیر الباحثین من الكثیر أدرك وقد. [1] شدتھ وطول الفترة الضوئیھ اختلاف والنمو وحسب الضوئي البناء

 الخلی ة داخ ل الوراثی ة الم ادة ق د تتل ف إنھ ا إذ. للنبات ات مض رة أو مفی دة كان ت س واء البنفسجیة فوق الأشعة
ب النظر للأھمی ة الطبی ة  . [2] الحیویة عملیاتھ تنظم التي الوراثیة الشفرات منفیتاثر محتوى الخلیة النباتیة، 

قلی ل  منھ ا إنتاج ھ لنبات الروجة ولاحتوائھ على مركبات ثانویة مھمة ت دخل ف ي العملی ات الص یدلانیة ولك ن
س توجب الأم ر إكث ار النب ات نس یجیا وإض افة بع ض المحف زات ل ذا أ. اجة الفعلیة لھ ذه المركب اتمقارنة بالح

عندھا یمكن تبني خط وط إنتاجی ة ف ي معام ل الأدوی ة لإنت اج . التي قد تزید من إنتاج النبات للمركبات الفعالة
 الحالی ة وبن اءا عل ى ماس بق فق د ھ دفت الدراس ة .ت الحیویةھذه المركبات بكمیات كبیرة وباستخدام المفاعلا

  -:إلى 
التحري  .تقانات الزراعة النسیجیة بالاستفادة من النبات أنسجة زیادة إنتاج المركبات الثانویة فيأمكانیة 

بع ض المحف زات  لاس تعمال نتیج ة عن مقدار الزیادة الحاصلة في بعض المركبات الفعالة والمھمة صیدلانیا
الكش  ف كم  ا ونوع  ا ع  ن مركب  ات الای  ض و .منھ  ا غی  ر المعامل  ة ومقارنتھ  ا م  ع المركب  ات النباتی  ة لفیزیائی  ةا

الثانوي المنتجة عن طریق التحلیل الكروماتوكرافي باستخدام جھاز كروماتوكرافیا الس ائل ذو الأداء الع الي 
)HPLC.(  

  المواد وطرائق العمل
. لت ر/ ملغ م   100خ زین لجمی ع منظم ات النم و النباتی ة بواق ع حض ر المحل ول ال: تحضیر المحلول الخزین

  .م واستبدل شھریا بتحضیر محلول خزین جدید°25وحفظ في حاضنة على درجة حرارة 
مختبری  ا م ن مجموع  ة العناص ر الكب  رى والص  غرى    MS [16]حض ر وس  ط :  MSالوس ط الغ  ذائي  

ع دل . النمو النباتی ة وحس ب التركی ز المطل وب وأضیف إلیھ منظمات, ومصدر الحدید وفیتامینات وسكروز
أو ح   امض  0.1بإض   افة قط   رات م   ن ھیدروكس   ید الص   ودیوم عی   اري   5.7ال   رقم الھی   دروجیني إل   ى 

ووزع ت  , وحسب التركیز المطل وب   (Agar-Agar)ثم أضیف إلیھ الاكار  0.1الھایدروكلوریك عیاري 
  .  (Universal tubes)الأوساط في قناني زجاجیة 

لت ر  /ملغ م    0.1بتركی ز  D-2,4لت ر و /ملغ م    0.5 بتركی ز    BA اعتم دت التولیف ة : ستحثاث الكالسا
 Reوالتي كانت الأفض ل ف ي إعط اء أعل ى نس بة م ن ك الس نب ات الروج ھ وك ررت عملی ة إع ادة الزراع ة 

culture) (  واعتمد ھذا الوسط كوسط إدامة أسابیع 8كل.  
عل ى أوس اط , ملغ م م ن ك الس نب ات الروج ة 60وزع ت أوزان مق دارھا : فةالتعریض لفترات إضاءة مختل

مج امیع وك ل مجموع ة حض نت تح ت  4وقسمت إل ى , جدیدة احتوت على نفس مكونات وسط إدامة الكالس
 16ض وء أو  ساعة 12 ساعة ظلام أو 24للإضاءة حیث كانت   مع اختلاف زمن التعرض اعلاهالظروف 

  .مستمر ساعة ضوء 24 ساعة ضوء أو
استخدمت نفس مكونات وسط إدامة الكالس وقسمت إلى مجموعتین وك ل  :التعرض للأشعة فوق البنفسجیة

 – 100  یرة بط ول م وجيذات الأم واج القص    UV–cمجموعة عرضت إلى الأشعة فوق البنفسجیة نوع 
  .دقیقة  20 – 10 وبفترات تعریض, فولت) 12.4 – 4.43( نانومیتر وبطاقة   280
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) والك الس, الأوراق الجاف ة(ملغ م م ن العین ات  10وزن  -:[12] لاص الأوراق وكالس نبات الروجھ استخ
حمض بإضافة بضع  . HPLC gradeنوع % 95 مل من المیثانول تركیز 10وأضیف إلیھا لنبات لروجھ 

 10ح رك النم وذج بواس طة جھ از الأم واج ف وق الص وتیة لم دة و %.1قطرات من ح امض ألخلی ك تركی ز 
للوصول بالحجم  N2)( ركز المذیب الحاوي على المواد الفعالة بوساطة تیار من النیتروجین بعدھا  .دقائق 
نی وم وص ولا ال ى تم زیادة التركیز للمذیب المحتوي على الم واد الفعال ة بإض افة خ لات الامو .مل 0.5إلى  

 20حق   ن و .كرومیترم   ای 0.25ورق ترش   یح قی   اس  بع   دھا رش   ح الحج   م الأخی   ر بوس   اطة .م   ل 1 حج   م
  .ظروف الفصل المثبتھ من قبل المصنع تحت  HPLCمایكرولیتر في جھاز 

  HPLCاس تعمل جھ از كروماتوغرافی ا الس ائل ذي الأداء الع الي :الكمي والنوعي للن واتج الثانوی ة التقدیر
ثانوی ة ف ي ف ي تق دیر كمی ة ونوعی ة الن واتج ال    Spectrophysics / UV-visible detectorن وع       

  .وقورنت بالعینات القیاسیة [6]مستخلصات الأوراق والكالس 
إذ حقن  ت ,  [15]وحس  ب  فص  لت المكون  ات الفعال  ة لنب  ات الروج  ة تح  ت الظ  روف القیاس  یة الثابت  ة

  العینات في عمود الطور المعكوس نوع  
Reversed phase suspelcosil C-180D   4.6 × 50(ذي أبعاد mm. I.D (ائق  وحجم ال دقµm 3 .

م ایكرولیتر  20وق درت الن واتج الثانوی ة لمس تخلص الأوراق والك الس  بحق ن  C  [11]°30 ودرجة حرارة
 Ammoniumخ  لات الامونی  وم   M 0.01 :الط  ور المتح  رك  -:ف  ي العم  ود وتح  ت الظ  روف التالی  ة 

acetate  بنس  بةV/V)   40 : 60 ( ,الط  ول ألم  وجي, دقیق  ة/م  ل   0.8 :س  رعة الجری  ان: nm 285  
  .دقائق  10 :الوقت المستغرق, درجة مئویة  30 :حرارةدرجة , نانومیتر

للمحالی   ل القیاس   یة والعین   ات  Rtس   جلت الق   راءات عل   ى الأط   وال الموجی   ة وحس   ب زم   ن الاحتج   از      
م وذج قدرت تراكیز المواد الفعالة كمیا بمقارنة مساحة حزمة المادة القیاسیة مع مساحة حزمة الن. دروسةمال

  -:تحت نفس الظروف باستخدام القانون التالي 
  مساحة حزمة النموذج                         

  عدد مرات التخفیف Χتركیز القیاسي    Χ   ------------------------ = تركیز المادة المجھولة 
             مساحة حزمة القیاسي                                                           

  
  النتائج والمناقشة

عن  د حس  اب  :نب  ات الروج  ة ب  ات الكیمیائی  ة ف  ي مستخلص  ات أوراقالتق  دیر الكم  ي والن  وعي ل  بعض المرك
أعلى  Hypericinسجل إذ كانت مقادیرھا في الأوراق  2و 1تركیز المركبات القیاسیة كما مبین بالجدولین 

وجدا بأن    [19].غم/ملغم 0.6899وفي الكالس سجل غم/ملغم  0.81174معدل للمركبات في الأوراق بلغ 
مركبات الایض الثانوي وبالأخص الھایبرسین قد اختلف تركیزھا في الكالس المستحث منھا ف ي النب ات الأم 
وعزیا ذلك إلى أن اختلاف ظروف زراعة الأنسجة عن الظروف الطبیعیة في الحقل أدت إلى تحفی ز خلای ا 

مركب  ات الای  ض الث  انوي للنبات  ات أو ق  د یرج  ع الس  بب إل  ى عوام  ل إض  افیة مث  ل  الك  الس عل  ى زی  ادة إنت  اج
علل السبب إلى عوام ل  [9]). والعوامل الوراثیة, مرحلة نمو النبات, نوع الجزء النباتي, الرطوبة, الضوء(

الای ض أكدوا أن مركب ات  [13]أما . أخرى مثل مكان تواجد النبات وحالة النبات الفسلجیة قبل الاستخلاص
الثانوي كانت أعلى نسبة في كالس الأوراق الفتیة لنبات الروجھ منھ ا ف ي النب ات الأم وعلل وا الس بب إل ى أن 
مرحلة نشوء الزروعات من استحثاث وأدام ھ وتض مین لمنظم ات النم و ربم ا أدت إل ى تحفی ز الخلای ا عل ى 

  .زیادة إنتاج مركبات الایض الثانوي
 
  

  تراكیز المركبات القیاسیة لمركبات الایض الثانوي, لمساحةا, زمن الاحتجاز)  1(جدول 
 .HPLCالتي ظھرت من تحلیل 

مركبات الایض   ت
  المدروسة

زمن الاحتجاز 
  )دقیقة(

مساحة المركبات 
  القیاسیة

تركیز المحلول 
  )مل\مایكروغرام(القیاسي

1  Catchin 1.01  14183  25  
2  Hypersoid 1.82  20299  25  
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3  Hypericin 2.99  18011  25  
4  Pseudohyperi

cin 
3.97  16950  25  

5  Hyperforin 4.67  15646  25  
6  Prenylated 

phlorglucin 
5.52  14279  25  

  
 
  

  .n=3في الأوراق المجففة وكالس نبات الروجة ) غم/ملغم(المركبات الثانویة ) 2(جدول 
 قیمةT الكالس الأوراق الجافة  المركبات الثانویة

P≤0.05 
Catchin 0.03065 0.16570 0.018 

Hypersoid 0.08385 0.09482 0.004 
Hypericin 0.81174 0.6899 0.025 

Pseudohypericin 0.13581 0.1785 0.0092 
Hyperforin 0.01917 0.1796 0.037 
Prenylated 
phlorglucin 

0.11583 0.2275 0.014 

  
 

لن وعي الروج ة والتق دیر الكم ي واالمركبات الثانویة من كالس نبات  في إنتاج) ساعة(تأثیر مدة الإضاءة 
ول وحظ ھن اك   3اعتم ادا عل ى م دة الإض اءة وملاحظ ة الج دول  الثانویة عند حساب تركیز المركبات : لھا

المركب ات  تركی ز اغل ب إذ وج د ارتف اع, الس یطرةمعاملة معنویة بین تراكیز المركب الواحد مقارنة بفروقا 
 ,1.1025 ,0.14156بل  غ أوزان المركب  ات , س  اعة 12ی  ة عن  د تع  ریض الك  الس إل  ى الض  وء لم  دة الثانو

 ,Hypersoid, Hypericin, Pseudohypericinغ   م للمركب   ات /ملغ   م 0.9242 ,0.3278
Hyperforin ارتفع تركیز المركب , على التواليCatchin  غم عند تع ریض الك الس /ملغم 0.19482إلى
غ  م /ملغ م 0.2275وص  ل تركی زه إل  ى  Prenylated phlorglucinأم ا مرك  ب , ةس  اع 24للض وء لم دة 

س اعة ض وء لزی ادة إنت اج اغل ب  12ویلاحظ أن أفضل مدة تعریض للإضاءة ھي . عندما حضن في الظلام
وم  ن ھ  ذا نج  د أن لط  ول الفت  رة الض  وئیة قابلی  ة عل  ى تحفی  ز وإنت  اج .  المركب  ات الثانوی  ة ف  ي ك  الس النب  ات

 ] 18 ; 14 ;10[ وھذا ما أش ار إلی ھ   Hypericin لثانویة في نبات الروجة وبالأخص لمركب المركبات ا
. ] 8 [ حیث یعد الضوء عامل أولي یحفز قابلیة المزارع النسیجیة لتك وین الكلوروفی ل والص بغات الأخ رى

احثین تض اعفت ف ي الظ لام مقارن ة بالض وء لك ن س جل بع ض الب   Hypericin ب ان مس توى  ] 3 [وذكر 
 [في نبات الروجة     Hypericin تأثیرات مغایرة حیث وجد أن تأثیر مدة الإضاءة أدى إلى زیادة مستوى 

إذ أك  دوا ب  ان م  دة الإض  اءة ك  ان لھ  ا الح  افز الأكب  ر عل  ى زی  ادة إنت  اج مركب  ات الای  ض   ] 17 ; 7 ; 4 ; 5
  .ایبرسین في النباتالثانوي في نبات الروجة إذ یعمل الضوء على زیادة إنتاج صبغة الھ
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  من كالس لنبات) غم/ملغم(في إنتاج المركبات الثانویة ) ساعة(تأثیر مدد الإضاءة ) 3(جدول 
  .n=3الروجة 

  مدة الإضاءة
 

المركبات 
  الثانویة

Contro
l 

0 
  

12  
  

16  
  

24  
  

LSD 
≤0.05 

Catchin 0.1657 0.1657 0.03225 0.03396 0.19482
* 

0.02148 

Hypersoid 0.09482 
n.s 

0.09482 
n.s 

0.14156 0.07915 0.0859 0.01452 

Hypericin 0.6899 0.6899 1.10258* 0.39179 
n.s 

0.63666 
n.s 

0.06288 
n.s 

Pseudohyper
icin 

0.1785 0.17856 0.3278 0.08531 0.17848 0.01673 

Hyperforin 0.1796 0.1796 0.92429* 0.36769 0.57084 0.01842 

Prenylated 
phlorglucin 

0.2275 0.2275 0.21169 0.18438 0.16503 0.01396 

  
ت  أثیر م  دة التع  ریض إل  ى الأش  عة ف  وق البنفس  جیة ف  ي إنت  اج المركب  ات الثانوی  ة م  ن ك  الس نب  ات الروج  ة 

منحن ي المركب ات الثانوی ة للك الس  4توض ح النت ائج ف ي الش كل   :والتقدیر الكمي والن وعي لھ ذه المركب ات
عند حساب تركیز المركبات الثانویة اعتم ادا . دقیقة 20و  10الأشعة فوق البنفسجیة وللمدتین  المعرض إلى

ب ین تراكی ز المرك ب الواح د مقارن ة بمعامل ة  وج د إن ھن اك فروق ا 4على مدة التعریض وملاحظة الجدول 
دق ائق والت ي  10تحف ز إنت اج المركب ات عن د تع ریض الك الس إل ى الأش عة ف وق البنفس جیة ولم دة . السیطرة
 0.85525 ,0.84623 ,0.14708وك  ان تركیزھ  ا  Catchin, Hypericin, Hyperforinش  ملت 

دقیق  ة تحف  ز إنت  اج  20أم  ا عن  د تع  ریض الك  الس إل  ى الأش  عة ف  وق البنفس  جیة لم  دة , غ  م عل  ى الت  والي/ملغ  م
 ,0.21636وكان تركیزھا  Hypersoid, Pseudohypericin, Prenylated phlorglucinالمركبات 

وعن د مقارن ة النت ائج م ع معامل ة الس یطرة وج د ارتف اع ف ي . غ م عل ى الت والي/ملغم 0.14189 ,0.16578
  .تراكیز المركبات الثانویة عند التعریض للأشعة فوق البنفسجیة

  
  في إنتاج المركبات الثانویة) دقیقة(تأثیر مدة التعرض إلى الأشعة فوق البنفسجیة ) 4(جدول 

  .n=3,المستحث من الأجزاء الورقیة الروجةمن كالس نبات 
  الزمن
 
  

  المركبات الثانویة

Control 10 
 

20 
 

LSD ≤0.05 

Catchin 0.1657 0.14708 0.01781 0.02218 
Hypersoid 0.09482 0.09825 0.21636 0.02596 
Hypericin 0.6899 0.84623 0.71438 0.01739 

Pseudohypericin 0.1785 0.13707 0.16578 0.00866 
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Hyperforin 0.1796 0.85525 0.40633 0.04833 
Prenylated 
phlorglucin 

0.2275 0.11275 0.14189 0.02105 

  
زیادة إنت اج المركب ات  إلى ادت المعاملة بالمحفزات الفیزیائیة كالضوءبان : ھذه الدراسةنتائج یستنتج من 

اختلفت استجابة الأنسجة لتراكم مواد الایض كما  .ساعة ضوء 12الثانویة خاصة عند تعریض الكالس لمدة 
ففي نبات الروجھ استجابت خلایا الكالس للتحفیز وإنت اج , الثانوي مع زمن التعریض للأشعة فوق البنفسجیة

 ,Catchinإذ ازدادت المركب   ات , المركب   ات الثانوی   ة وحس   ب م   دة التع   ریض للأش   عة ف   وق البنفس   جیة
Hypericin, Hyperforin   دق  ائق ف  ي الوق  ت ال  ذي زادت المركب  ات  10ریض الك  الس لم  دة عن  د تع

Hypersoid, Pseudohypericin, Prenylated phlorglucin  20عند تعریض الكالس للاش عة لم دة 
 . دقیقة
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