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 )  2,4-D ( تحديد التركيز المثالي من منظم النمو
 Trigonella foenum-graecum L. في استحثات الكالس من بذور نبات الحلبة

تحت ظروف الضوء والظلام
 شــهد حيدر علي / ســهام عبد الرزاق ســالم

مستخلص:

Trigonella foenum-grae� ةته�ـدف الدراس�ـة الحالي�ـة الى اس�ـتحثاث الكال�ـس م�ـن ب�ـذور نب�ـات الحلبةـ
cum L وتحديــد التركيــز المثــالي لمنظــم النمــو D-2,4 حيــث تضمنــت التجربــة دراســة تراكيــز مختلفــة 

ــر ( وأُختــر التركيــز المثــالي )2.0 ملغــم. لرــ(  مــن منظــم النمــو D-2,4 )0.0, 1.0,2.0,3.0,4.0 ملغــم. لت
الــذي اعطــى أعــى وزن طــري للكالــس بلــغ 0.431ملغــم في ظــروف الضــوء و 0.737ملغــم في ظــروف 

الظــام.

Determining the ideal concentration of the growth 
regulator (2,4-D) in callus induction from fenugreek seeds

 Trigonella foenum-graecum L. 
 under light and dark condition 

Abstract :
The current study aims to Induce callus from seeds of the fenugreek plant, Trigonella 

foenum-graecum L., and determine the Ideal concentration of the growth regulator 2,4-D, 
where  The experiment includeincludeed studying different concentrations of the growth 
regulator 2,4-D (0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 mg. L). The ideal concentration (2.0 mg. L) was chosen, 
which gave the hIghest fresh weight of the callus, whichh amounted to 0.431 mg In light 
conditions and 0.737  Amalgam In dark conditions. 
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Introduction المقدمة

تســتخدم النباتــات طبيــاً في بلــدان العــالم المختلفــة 
وهــي مصــدر للعديــد مــن الأدويــة الفعالــة، ومنهــا 
Trigonella foenum-graecum‏   .L الحلبــة  نبــات 
)Petropoulos,2002 ( الــذي يعــد مــن اقــدم النباتــات 

الطبيــة المعروفــة ويعتــر محصــول متعــدد الأغــراض 
Ven�( ةـ ةلاس�ـتخداماته وخصائص�ـه الغذائي�ـة والعلاجي
kata et al, 2017(, حيــث ان لــه فوائــد صحيــة متعــددة 

مضــادة لأمــراض الســكر والسرطــان ولــه تأثــرات 
وقائيــة للكبــد وخصائــص مضــادة للأكســدة منظمــة 
Food and Drug Administra� )FDA( ءالغذاء والدواء
tion ، تحتــوي الحلبــة عــى كميــة كبــرة مــن الأليــاف، 

والدهــون الفوســفاتية، والســكرية، واحمــاض الأوليــك 
 ،)Chatterjee et al.2010( و اللينولينيــك و اللينوليــك
45-( الصمغيــة  بالســكريات  غنيــة  الحلبــة  وبــذور 
25٪( وتحتــوي عــى كميــة صغــرة مــن الزيــت العطري 
)0.015٪( ومجموعــة مــن المركبــات الثانويــة، بــا في 
الأوليــة والتريجونيلــن )٪0.37(  القلويــدات  ذلــك 
 )٪0.6-1.7( )0.05٪(والصابونــن  والكولــن 
المشــتقة مــن الديوســجينين والياموجنــن والتيجونــن 
World Health Or� )WHO,2007(  ومركب�ـات اخ�ـرى 

 ganization

لقــد ادت الأبحــاث في مجــال تقنيــة زراعــة الأنســجة 
النباتيــة Plant tissue culture technology  إلى إنتــاج 
العديــد مــن المــواد الطبيــة لعلاجــات جديــدة. وقــد 
والمعلقــات  الخلايــا  مــزارع  مجــال  في  التقــدم  أتــاح 
واســعة  مجموعــة  انتــاج   Cell suspensions الخلويــة 
القلويــدات  تشــمل  التــي  الفعالــة  المركبــات  مــن 
والتيربينويــدات والمنشــطات والصابونــن والفينــولات 
 Jordan and ( والفلافونويــدات والاحمــاض الأمينيــة

الحيويــة،  التقنيــات  اســاليب  وان   .)Wilson,1995

وعــى وجــه التحديــد مــزارع الأنســجة النباتيــة لهــا 
الانتــاج  في  التقليديــة  للزراعــة  كمكملــة  امكانــات 
الصناعــي للأيــض النبــاتي النشــط بيولوجيــاً وبمعــدل 
في  الســليمة  النباتــات  معــدل  مــن  اعــى  او  مماثــل 
Ramachandra rao and Ravis� (  الس�ـنوات الماضي�ـة
hankar,2002(. حيــث تــم الحصــول عــى مــواد جديــدة 

فعالــة مــن الناحيــة الفســيولوجية ذات أهميــة طبيــة عــن 
طريــق الاختبــار الحيــوي.

لقــد ثبــت أن نشــاط التخليــق الحيــوي للخلايــا 
المســتزرعة يمكــن تعزيــزه عــن طريــق تنظيــم العوامــل 
الاصطناعــي  الانتقــاء  طريــق  عــن  وكذلــك  البيئيــة 
لإنتــاج بعــض المركبــات الطبيــة الموضعيــة في أنســجة أو 
أعضــاء نباتيــة محليــة متخصصــة مــن الناحيــة الشــكلية 
في أنظمــة الاســتزراع ليــس فقــط عــن طريــق تحرــیض 
مــزارع منظمــة محــددة، ولكــن أيضــا عــن طريــق مــزارع 
الخلايــا غــر المتمايــزة كمــزارع الكالــس عــى ســبيل 
.)Ravishankar and Ramachandra rao, 2000( المثال

نبات الحلبة واهميته الطبية 
Trigonella foenum-graecum

And medical importance

يعــد احــد اشــهر النباتــات الطبيــة التــي  اســتخدمت 
منــذ العصــور القديمــة في الطــب التقليــدي  مــن خــال 
اســتخدام البــذور والاجــزاء الهوائيــة كمصــدر قيــم 
الطــب  وفي  والحيــوان  الانســان  تغذيــة  في  للبروتــن 
التقليــدي لمختلــف الحــالات. والمثــر للاهتــام حــول 
الحلبــة هــي المجموعــة الواســعة مــن آثارهــا العلاجيــة 
بــا في ذلــك تخفيــف الالم  ومضــاد لتصلــب الشرايــن 
ومضــاد للالتهــاب ومضــاد للتشــنج ومنشــط للقلــب 
وخفــض الدهــون الثلاثيــة واســتخدم أيضــاً لتســهيل 
عــام  ومنشــط  الهضــم  عــى  والمســاعدة  الــولادة 
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Salih surma�  ( الغذائيـ التمثي�ـل  عملي�ـة  يلتحسيـن 
ghi, 2008 ( . حيــث يعتــر محصــول متعــدد الاغــراض 

الغذائيــة كالأعشــاب  الغذائيــة وغــر  لأســتخداماته 
والتوابــل والأعــاف لمــا لــه مــن خصائــص غذائيــة 
في  واســع  نطــاق  عــى  فيســتخدم  علاجيــة  وطبيــة 
والخصائــص  البشريــة  الامــراض  حــول  الابحــاث 
المضــادة للأمــراض، وهــو يحتــوي عــى نســبة عاليــة مــن 
الأليــاف الغذائيــة والفيتامينــات والمعــادن بالإضافــة 
إلى المركبــات النشــطة حيويــاً مثــل الأحمــاض الأمينيــة  
والصابونــن  والقلويــدات  الفينوليــة  والأحمــاض 
ولــه فوائــد صحيــة متعــددة  كمضــاد لمــرض الســكر 
ومضــاد للسرطــان ومــدر للّبــن ويســاعد في الهضــم ولــه 
تأثــرات وقائيــة للكبــد ووظائــف تنظيميــة وخصائــص 
مضــادة للأكســدة ويعمــل ضــد فقــدان الشــهية ومضــاد 
للحصــوات والعديــد مــن الخصائــص الطبيــة الأخــرى 
كــا انــه معرــف بــه أثنــاء اســتخدامه كنكهــة عمومــاً 
عــى انــه آمــن. ويعــد موطــن النبــات هــو الســواحل 
الشرقيــة للبحــر الأبيــض المتوســط وشــال أفريقيــا ، 
وتــزرع الحلبــة عــى نطــاق واســع في الهنــد والصــن 
ومــر  وباكســتان  والســعودية  والجزائــر  وافريقيــا 

وتركيــا واوكرانيــا واســبانيا وايطاليــا وتنترــ زراعتــه 
 )Salih surmaghi, 2008( عــى نطاق محــدود في العــراق
وقــد تــم التعــرف عــى اكثــر مــن مئــة نــوع مــن 
انــواع الحلبــة البريــة المزروعــة في العــالم ويعــد نبــات 
البقوليــات، مــن  الحلبــة عشــبياً ســنوياً مــن فصيلــة 
الورديــات  رتبــة  إلى  ينتمــي  البــذور  مغطــاة  نباتــات 
 pupilonaceae فرعيــة   فصيلــة   Fabaceae عائلــة 
و.Trigonela L جنــس مــن مجموعــة ثلاثيــة الوريقــات 
Trifolia  يــأتي اســم هــذا النبــات مــن الكلمــة اليونانيــة 

المثلــث  الشــكل  بســبب  المثلــث  وتعنــي   trigonon

لوريقاتــه، المصطلــح foenum_graecum يعنــي القــش 
اليونــاني او العشــب اليونــاني بســبب اســتخدامه عــى 
نطــاق واســع في اليونــان القديمــة. يحتــوي هــذا النبــات 
عــى ســاق واحــد غالبــاً مــا يكــون ملتويــاً والاوراق 
بيضويــة مســننة مكونــة مــن 3 وريقــات موزعــة مــن 
نقطــة واحــدة والزهــور صفــراء باهتــة او ارجوانيــة 
بيضــاء قطرهــا 0.8 – 1.8 ســم والثــار عبــارة عــن 
قــرون منحنيــة يرــاوح طولهــا 3- 11 ســم وتحتــوي 
عــى 20-5  بــذرة بزاويــة يرــاوح طولهــا 6-4 ملــم.

.)  Dini, 2006  (

                                               بذور الحلبة                                                                       نبات الحلبة
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 Tissue culture مزارع الكالس
يعــرف الكالــس بأنــه كتلــة مــن الانســجة غــر 
المنظمــة المكونــة مــن كتــل خلايــا برنكيميــة غــر متمايــزة 
يتطــور كجــزء مــن اســتجابة الجــرح في النباتــات. ويتــم 
تشــكيل الكالــس عــر ثلاثــة مراحــل في عمليــة التطــور 
وهــي الحــث والانقســام والتمايــز وتتطــور الخلايــا عــى 
التــوالي )George, 2008( وفي معظــم الحــالات يجــب 
إضافــة هرمونــات نباتيــة محــددة إلى الوســط لتحفيــز 
نمــو الكالــس حيــث يتــم تكويــن الكالــس بواســطة 
هرمونــات نباتيــة مثــل الأوكســينات والســيتوكينينات 
والجبرلينــات. يســمى تجديــد النباتــات الكاملــة مــن 
Or�(  أنس�ـجة الكال�ـس بتكوي�ـن الأعض�ـاء أو التش�ـكل 
ganogenesis( وتلعــب مــزارع الكالــس أدواراً مهمــة 

في توليــد نباتــات معدلــة وراثيــاً ذات ميــزات محســنة 
مثــل المقاومــة ضــد الجفــاف ودرجــات الحــرارة المرتفعــة 
والإجهــاد الملحــي والهجــوم الميكــروبي وغيرهــا مــن 

  .  )  Ben-Hayyim and Goffer, 1989(.الضغــوط
المواد وطرائق العمل 

Materials and Methods 

نفــذت تجــارب الدراســة الحاليــة بهــدف دراســة 
فعاليــة منظــات النمــو لاســتحثاث كالــس نبــات الحلبــة 

.Trigonella foenum-graecum L

للحصــول عــى الكميــة المطلوبــة للكالــس مــن 
بــذور الحلبــة  اجريــت التجربــة الحاليــة لتحديــد افضــل 
تركيــز مــن منظم النمــو) D-2,4 ( في اســتحثات الكالس 
 MS حيــث زُرِعَــت البــذور بعــد تعقيمهــا عــى وســط .
المجهــز بتراكيــز مختلفــة مــن الاوكســن ) D-2,4 ( لمعرفــة 
تأثــره في تحفيــز نشــوء الكالــس بعــد اربعــة اســابيع مــن 
الزراعــة حيــث نقلــت البــذور المعقمــة في طبــق برــي 
معقــم داخــل كابينــة انســياب الهــواء الطبقــي وزرعــت 
عــى وســط MS متصلــب حــاوي عــى تراكيــز مختلفــة 
مــن ) D-2,4 ( وحُضــن قســم مــن الزروعــات في غرفــة 
النمــو بدرجــة حــرارة 2±24مْ واضــاءة لمــدة 16 ســاعة 
و 8 ســاعات ظــام  وحُضــن القســم الآخــر في الظــام 
تحــت نفــس ظــروف درجــة الحــرارة  وســجلت النتائــج 

بعــد مــرور 45 يومــاً مــن الزراعــة .
النتائج و المناقشة 

Result and Discussion

      تم حساب 
1- النسبة المئوية لاستحثاث الكالس كما يلي :

عــدد الاجــزاء النباتيــة المكونــة للكالــس / العــدد 
الــكلي للأجــزاء المزروعــة × 100 ٪ 

R5R4R3R2R1)2,4  )ملغم . لتر-D ظروف الاضاءةتراكيز
0%0%0%0%0%0.0

L
ig

ht
وء 

ض 100%100%33%67%100%1.0
67%100%67%100%100%2.0
33%67%67%67%100%3.0
33%33%100%33%67%4.0
R5R4R3R2R1)2,4  )ملغم . لتر-D ظروف الاضاءةتراكيز
0%0%0%0%0%0.0

D
ar

k  
لام

ظ 100%100%67%67%100%1.0
100%67%67%100%100%2.0
33%100%67%67%67%3.0
67%67%33%67%33%4.0
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2- بعــد حســاب النســبة المئويــة تــم قيــاس الــوزن 
الطــري والجــاف للكالــس المســتحث )ملغــم( حيــث 
حُســب الــوزن الطــري باســتعمال الميــزان الحســاس بعــد 

اســتخراج الكالــس مــن انابيــب الزراعــة ووضعــه عــى 
ورق ترشــيح للتخلــص مــن المــاء.

ظروف الاضاءةتراكيز D-2,4  )ملغم . لتر(R5R4R3R2R1المعدل
0000000.0

D
ar

k 
لام 

ظ 0.6110.6490.5870.7560.5090.5551.0
0.7370.4660.5350.8581.3050.5212.0
0.5720.6000.5450.6620.4730.5833.0
0.3700.3760.5350.2640.4150.2614.0

ظروف الاضاءةتراكيز D-2,4  )ملغم . لتر(R5R4R3R2R1المعدل
0000000.0

L
ig

ht
وء 

ض 0.4270.3600.3010.3450.8630.2681.0
0.4310.650.5610.4010.3420.2052.0
0.4160.1370.6040.5170.3940.4323.0
0.4090.3620.3430.2200.5860.5354.0

اما الوزن الجاف فتم قياسه بعد تجفيف الكالس في الفرن الكهربائي بدرجة حرارة 60 مْ   لمدة 48 ساعة.

ظروف الاضاءةتراكيز D-2,4  )ملغم . لتر(R5R4R3R2R1المعدل
0000000.0

L
ig

ht
وء 

ض 0.04120.0580.0240.0330.070.0211.0
0.0440.0100.0470.0400.0600.0672.0
0.0390.0400.0290.0420.0470.0413.0
033 .00.0110.0230.0290.0490.0574.0

ظروف الاضاءةتراكيز D-2,4  )ملغم . لتر(R5R4R3R2R1المعدل
0000000.0

D
ar

k م
ظلا 0.0420.0370.0460.0380.0420.0471.0

0.0560.0550.0410.0590.0670.0582.0
0.0360.0360.0390.0220.0450.0393.0
017 .00.0220.0100.0170.0220.0184.0

حيث اعطى التركيز  0.2اعلى وزن طري للكالس في ظروف الضوء والظلام 
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التحليل الإحصائي Statistical Analysis‏
نفــذت التجــارب التــي تضمنتهــا الدراســة باتبــاع 
Completely Randomized De�(العامليـة ‏ ةالتج�ـارب 

sign (CRD وقورنــت المتوســطات باســتعمال اقــل فــرق 

معنــوي )Least (L.S.D‏ ‏Significant Difference لبيــان 
الفــروق المعنويــة باســتعمال البرنامــج الإحصائــي SPSS‏ .

2,4-D المعدلظروف الظلامظروف الضوءتراكيز منظم النمو
0.00.0000.0000.000
1.00.4270.6110.519
2.00.4270.7370.584
3.00.4170.5730.495
4.00.4090.3700.390

0.3370.458
L.S.D.0.050.2202  =ظروف الضوء= 0.0985  ،  ظروف الظلام= 0.1557   ،     التداخل 

                                        الوزن الطري للكالس

2,4-D المعدلظروف الظلامظروف الضوءتراكيز منظم النمو
0.00.00000.00000.0000
1.00.04120.04200.0416
2.00.04480.05600.0504
3.00.03980.03620.0380
4.00.03380.01780.0258

0.03190.0304
L.S.D.0.050.01602  =ظروف الضوء=  0.00716   ،   ظروف الظلام= 0.01133   ،    التداخل 

                                      الوزن الجاف للكالس

2,4-D المعدلظروف الظلامظروف الضوءتراكيز منظم النمو
0.00.00.00.0
1.080.086.883.4
2.086.886.886.8
3.066.866.866.8
4.053.253.453.3

57.458.8
L.S.D.0.0526.34  =ظروف الضوء=11.78   ،    ظروف الظلام=18.62   ،    التداخل 

                                    النسبة المئوية للكالس
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