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التأثير المزدوج لــ 2,4-D في تكوين الجـــذور العرضيـة وإبادة الأدغـــــال
بشيرعبدالحمزة محمد           عبد الله إبراهيم شهيد            رقية هادي رحمن

جامعة بابل- كلية العلوم – قسم علوم الحياة
الخلاصة 
       تمت دراسة تأثير (2,4-D) 2,4-dichlorophenoxyacetic acid في تكوين الجذور العرضية لعقل  الماش  (Phaseolus aureus Roxb.) وابادة دغل الفجيلة (Raphanus raphanistrum ) . حيث لوحظ بان تجهيز تراكيز مختلفة من 2,4-D لعقل الماش الطرية المأخوذة من بادرات نامية لمدة عشرة أيام وتحت ظروف قياسية لم تكن مؤثرة في استجابة التجذير باستثناء التركيز (10-5M) حيث كان ذا تأثير تحفيزي وكشف أعلى معدل للجذور في العقلة الواحدة بلغ (112.5%) مقارنة بعقل السيطرة ، أما التركيز (10-3M) فكان مثبطا بالكامل لتكوين الجذور العرضية ، في حين تسبب التركيز الأخير بزيادة معنوية لاستجابة تجذير العقل حيث بلغت  (371.6%) عند تقليص المدة الزمنية للمعاملة من (24) ساعة إلى نصف ساعة , ومن جانب اخر فان استحثاث عقل الماش المعمرة (بالماء المقطر) بالـ 2,4-D وبنفس التركيز الأخير أدى إلى زيادة معنوية بلغت 4 أضعاف عينة السيطرة ، أي إن التاثير التحفيزي لهذا المبيد يكمن في  التلاعب في تركيز الاوكسين وكذلك مدة المعاملة ونوع النبات. هذا ومن جانب آخر فان نفس التركيز أدى إلى إبـادة دغل الفجيلة حيث تسبب في ذبول واصفرار الأوراق وانثناءها للأسفل (Leaf epinasty) وانحناء سيقانهـا (curvature) ، كما وان تأثيـر  2,4-D كان متباينا من الناحية البايوكيميـائية حول فعاليـة الأنزيمـات المضادة للأكسـدة ولكنها تختلف حسب نوع النبات ، فقد ازدادت فعالية CAT وSOD بشكل غير معنوي لعقل الماش الطرية والمعاملة بالـ2,4-D بالتركيز (10-3M) لمدة (30min) ، بينما تسبب 2,4-D  بنفس التركيز اعلاه زيادة معنوية في فعاليـة إنزيم CAT بالمـدة (24 ساعة ) لأدغال الفجيلة المعاملة رشا بالمبيد وانخفاضه مع زيادة المـدة الزمنيـة للمعاملة ، كما تزامن ذلك مع تقوس السيقـان (curvature) ، انثنـاء الأوراق للأسفـل (leaf epinasty) . وأخيرا تسبب ذلك التركيز بزيادة فعالية إنزيمSOD بالمراحـل المبكرة وانخفاضه بالمراحل المتأخرة اللاحقة  .
Abstract
      The main objective of this study to elucidate the dual effect of 2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid ) in the formation of mung bean cuttings & in the controlling the (Raphanus raphanistrum ) weeds . Supplying with different concentration of 2,4-D were not effect in root number in the cuttings except (10-3M) was inhibitory complete the root formation &significant increasing in the rooting response (371.6%) with reduce the duration for treatment from (24 h.) to (1/2 h) . Influence of 2,4-D in the root formation with 2,4-D (10-3M) in the aged cuttings stimulate four duplicate the control cuttings .Manipulate in the type, concentration ,duration for treatment& the type of plant were increase the effect  of 2,4-D .While  in the controlling of weeds with (10-3M) of 2,4-D was cause colorless ,leaf epinasty, curvature of shoot . the study of the activity of SOD (superoxide dismutase) & CAT(catalase) were increase non significant in the (10-3M) in 2,4-D for (30 min) , while significant increase in the CAT activity when foliar supplied of 2,4-D with the same concentration and decrease with the increase period of treatment so curvature ,leaf epinasty were observed. Increasing in the SOD activity in the early stage then slow down in the last stage.    
المقدمـــة 
          2,4-D مركب عضوي غير قطبي يحتوي في تركيبه على حلقـة Phenyl مرتبطة بـذرة أوكسجيـن ترتبـط بدورهـا بمجموعـة كاربوكسيـل اضافة الى ذرتي الكلور عند الموقع 2 و4 . والصيغـة الجزيئيـة لــــــــــــــــــــــــــــه C8H6Cl2O3 ( شعبان والملاح ،  (1993أما الصيغـة التركيبيـة له فهـي كالاتي :-
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   يعد مبيـد أدغال انتقائـي يستخـدم بالتراكيز العالية لمكافحـة الحشـائش عريضـة الأوراق الحولية وثنائيـة الحول ومكافحة الحشائش المائيـة (عثمان والرحياني ،2007 ) ، كمـا يستخدم أيضا في المزارع الخلوية كهرمـون مكمل لاستحثـاث عملية إعادة التمايـز De-differentiation ( Davies , 1995 ) . وهو ذات تأثير هرموني مؤذي فهو يزيد تصنيع DNA ، RNA  والبروتين في النباتات خصوصا في الأنسجة المرستيمية للأدغال عريضة الأوراق ( Chinalia et.al., 2007 ) .

    والمبيد يتبع مجموعة مشتقات الفينوكسي حامض الخليك Phenoxyacetic acid  أو مجموعة ( Aryloxyalkanoic acid ) ويعتبر ذات تأثيـر جهـازي Systemic حيث تمتص أملاحـه بسهولة بواسطة الجذور بينما مستحضراته المجهزة في صورة أسترات تمتص بسهولة عن طريق الأوراق وفي جميع الأحوال يحدث تراكم المركب في المناطق المرستيمية من الجـذر والسـاق. وترجع الاختياريـة Selectivity إلى الفـروق المورفولوجية بين الحشائش عريضـة الأوراق والنباتات الاقتصادية رفيعـة الأوراق حيث إن النباتات رفيعـة الأوراق تحتوي أسطـح أوراقها الرفيعة شعيرات دقيقـة تساعد على انزلاق قطرات سائـل الرش وعدم استقرارها عليها ، كمـا إن شكل هذه الأوراق المستطيلة والمستدقة النهاية والتي تأخذ شكل الغمد يجعل كمية المبيـد التي تستقر عليها صغيرة جـدا (عثمان والرحياني ،2007 ) .
   وقد بين شعبان والملاح في سنة (1993) أن 2,4-D يكون أكثر سمية بصورة الاستر عن بقيـة الصـور وذلك بسبب :-

1/ درجة التطاير عالية مما يؤدي إلى نفـاذه بسرعة خلال الثغور التنفسيـة .

2/ إن الاسترات الشبيهة بالزيت تكون ذات قـدرة جيدة على تبليل السطوح المعاملـة .

3/ الاسترات تتوافق مع الكيوتكل مما يساعـد على نفاذه بسرعـة .

        ان المظهر العام للمبيدات الاوكسينية هي انها تحاكي عمل الاوكسين الطبيعي IAA (Grossmann, 2003 ) . واعتمادا على تركيزها , فانها تتسبب في تأثيرات معكوسة في الانواع النباتية الحساسة ( Taiz & Zeiger, 1998) . عند تواجدها بالتراكيز الواطئة عند المواقع الخلوية لعملها , فأنها تحفز النمو والعمليات التكشفية كتكوين الجذور فضلا عن الانقسام الخلوي والاستطالة والتمايز الوعائي والسيادة القمية . فمع زيادة التركيز وفعالية الاوكسين  في الانسجة فان النمو سيضطرب النبات وبالتالي يموت . وعلى الرغم من ثبات الاوكسينات الصناعية مقارنة بالطبيعية (IAA) الا انة اضافة الى ذلك زيادة تاثيرات التركيز , فان طيف الفعاليات الحيوية للاوكسينات تعتمد على حساسية الانسجة , والتي تتحدد بنوع النسيج , والطور الفسلجي , والنوع النباتي واحتمال كونها مشفوعة بمسالك لنقل الاشارة (Grossmann, 2000 a ) .
      وعند استخدام الاوكسينات الصناعية كمبيدات , فانها تسبب نفس الاعراض المورفواوجية على الادغال الحساسة , كتلك التي تظهر للعيان عند استخدام IAA في التراكيز العالية (Cobb, 1992) وكذلك تلك التي لوحظت في النباتات المعدلة (النباتات ذات الانتاج العالي للاوكسين ) (Romano et al, 1993) . ان هذة الظاهرة قد وصفت كالاتي :- أي زيادة في جرعة الاوكسين تؤدي الى الاخلال في التوازن الاوكسيني والافعال المتبادلة مع بقية الهرمونات في النسيج النباتي (Cobb, 1992).

       اضافة الى ماتقدم, فأن المدة الزمنية للاحداث التي تستحث بزيادة تركيز المبيدات الاوكسينية او IAA في الانسجة الحساسة للادغال من ذات الفلقتين يمكن تقسيمها الى ثلاثة اطوار (Grossmann, 2003):- الاول هو طور التحفيز Stimulation phase  , ويتضمن تفعيل البناء الحيوي للاثيلين من خلال استحثاث انزيم  Acc synthesis في الانسجة الخضرية  (1-2 ) ساعة , متبوعة بظهور اعراض تشوة النمو (3-4) والمتضمنة نشوء وانحناء الساق , انتفاخ الانسجة وانثناء الاوراق الى الاسفل  Leaf epinasty (Teixeira, et al , 2007 ) .وكتعاقب للاحداث , فان ABA يتجمع في الانسجة الخضرية بعد 5-8 ساعة . اما الطور الثاني والذي يحدث خلال 24 ساعة , فانة يتضمن تثبيط نمو الجذور ولمدى ابعد من ذلك في الجزء الخضري , مع تقصير السلاميات وتقليل المساحة الورقية كذلك اخضرار حاد لصبغات الورقة. فضلا عن ما يصاحب هذة الحالة غلق الثغور ,اختزال النتح وتمثيل الكاربون لتكوين النشا . ان الطور الثالث هو طور الشيخوخة وطور التحلل , وهو واضح من خلال تعجيل شيخوخة الاجزاء الورقة العليا مع تلف الكلوروبلاست ,اضافة الى ما يحصل عن طريق تحطيم الاغشية والنظام الوعائي (Chinalia et al .2007), المؤدي الى التيبس ,التنخر وبالتالي موت النبات  
  المـواد وطرائق العمـل :-

 استخدمت في هذه الدراسة بذور الماش وكذلك بذور أدغال الفجيلة حيث انتخبت البـذور المتماثلـة مظهرياً لغرض أجراء التجارب، غسلت ونقعت بـذور نبات الماش بماء الحنفية الجاريCurrent water  لمدة ليلـة كاملة  (over night) ،  زرعت البذور تحت ظروف قياسية (اضاءة مستمرة وشدة ضوئية 1500-1800 لوكس ودرجة حرارة (25± 1) م ورطوبة نسبية 60-70 % ) في نشـارة خشب  Sawdust . تركت البادرات تنمو لحين وصولها الى عمر 10 ايام (مرحلة الاتساع الكامل للاوراق الاولية) ثم انتخبت البادرات المتماثلة مظهريا حسب طريقة (Hess,1961) ,والتي تمتاز باحتوائها على برعم طرفي وزوج من الاوراق الاولية وسويقة جنينية فوق الفلق Epicotyl وسويقة جنينية تحت الفلق Hypocotyl  بطول 3 سم تحت موقع ندب الفلق وذلك بعد ازالة المجموع الجذري . يعامل الجزء القاعدي للعقل بمحاليل الاختبار ,وذلك بوضع العقل في انابيب كل معاملة تتضمن ثلاث مكررات ويتسع كل انبوب لاربع عقل أي بواقع 12 عقلة في المعاملة.يتطلب غمر السويقة تحت الفلق 32 مل من محاليل الاختبار , وتعامل العقل لمده 24 ساعة في الماء المقطر او محاليل الاختبار , بعدها تنقل الى حامض البوريك H3BO3  (10 ug/ml) لمدة ستة ايام كوسط للتجذير(Middliton et al ,1978b) . اما معاملات التعمير فتحفظ العقل في الماء المقطر لمدة ثلاثة ايام (مدة التعمير ) ثم تعامل بال2,4-D  لمدة 24 ساعة او اقل من ذلك ثم تنقل لحامض البوريك في حين تم زراعة بذور أدغال الفجيلة بشكل متجانس في حاويات فخارية  مملؤة بالتربة ثم سقيت بماء الحنفية الجاري . وبعد بزوغ البادرات أضيف الماء حسب الحاجة إلى أن أصبح طول النبات  (30 – 15 سم) ثم جهزت البادرات بالمبيد رشا وبالتركيز المثالي Optimum Concentration الذي استخدم للتجذير. واخيرا تم تقدير فعالية انزيم (CAT) Catalase بطريقـــــــــــــــة ( Aebi,1983) و (SOD) Superoxide dismutase بطريقـــــــــــة (  Marklund and  Marklund ,  1974 ) .في العقلة كاملة او احد اجزائها بالنيبة للماش وفي الجزء الخضري للفجيلة  

النتائــــــج :-

-1 تأثيـر 2,4-D  في استجابة تجذير عقل الماش الطريـة .
       بهدف معرفة تأثير 2,4-D في استجابة التجذير لعقل الماش الطريـة ومعرفة التركيز الأمثل للتجذيـر فقـد استخدمت تراكيز مختلفـة فـي معاملـة العقل وتحت ظروف قياسيـة . يشير الجدول  (1)إلى إن العقل الطرية وغير المعاملة بال2,4-D ( عينة السيطرة ) أي المعاملة بالماء المقطر والمنقولة إلى حامض البوريـك لمـدة ستة أيـام قـد كشفت عـدد من الجـذور بلغ (6.4) جذرا في العقلـة الواحـدة . وان هـذه الاستجابة للتجذير تعزى إلى تأثير الاوكسين الطبيعـي للنبات  ( Endogenous IAA )، في حين أن العقل المعاملـة بال 2,4-D وبتركيـز (10-5M) قـد كشفت أعلى معدل للجذور حيث بلغ (13.6) جـذرا في العقلة الواحـدة وبنسبة زيـادة مقدارها ( 112.5%) وبشكل معنوي مقارنة بالعقل الطرية باعتبارها % 100 وان هذا الاختلاف معنويا عند مقارنته على مستوى احتمال 0.05 بدلالـة  L.S.D.

        بينمـا لوحـظ بان معاملـة العقل الطريـة بالتركيز 10-3M أدى إلـى مـوت جميـع العقل وهـذا يعزى إلى أن تـركيز 2,4-D  المستخدم في هـذه المعاملـة ذو تأثيـر سمي. إمـا بقيـة تراكيز 2,4-D فأنهـا لا تختلف فيما بينهـا مـن الناحيـة الإحصائيـة ولم تكن مؤثـرة معنويا مقارنة بعينـة السيطـرة .
جـدول (1) :- تأثيـر 2,4-D  في استجابة تجذيـر عقل المـاش الطريـة .
	معدل عـدد الجذور/ عقلـة
	المعاملة لمدة 24 ساعـة فـي :-

	
	

	6.4
	d/H2O

	0.0*
	2,4-D  , 10-3M

	12.8
	2,4-D  , 10-4M

	13.6*                       
	2,4-D  , 10-5M

	6.7
	2,4-D  , 10-6M

	9.1
	2,4-D  , 10-7M

	10.2
	

2,4-D  , 10-8M


    قيمة  L.S.D. على مستوى احتمالية 0.05 = (6.807) و على مستوى احتمالية 0.01= (9.094) .
 -2تأثير 2,4-D  بتركيز 10-3M في استجابة تجذيـر عقل الماش الطرية بمدد مختلفـة .
     بهدف معرفـة تأثير 2,4-D بالتركيز المثبط  (10-3M) في استجابة تجذير عقل الماش الطريـة في حالة التلاعب بالمدة الزمنية لمعاملة العقل (duration) ومعرفة المدة المثلى للتجذير بين من الجـدول (2) إن العقل الطرية وغير المعاملة بال 2,4-D    ( عينة السيطرة ) أي المعاملـة بالماء المقطر قد كشفت عـدد من الجـذور بلغ (6.7) جذرا فـي العقلة الواحدة ، في حين إن معاملـة العقل بتركيز (10-3M) ولمـدد مختلفـة من 2,4-D أظهرت ما يأتـي : إن معاملـة العقل لمـدة 30  دقيقة أعطت أعلى معدل للجذور حيث بلغ  ( 31.6 ) جذرا في العقلة الواحدة وبزيادة معنوية قدرها ( % 371.6) من الناحية الإحصائية وعلى مستوى احتمالية0.01  . في حين إن معاملة العقل الطرية بال 2,4-D بتركيز (10-3M) ولجميـع المـدد   60 , 15 , 5  )دقيقـة   (قـد كشفت زيـادة معنويـة فـي عـدد الجـذور بلـغ ( 19.3 , 26 , 19.6 )  جـذرا على التوالـي أي بنسبـة زيادة قدرهـــا (% 188 , % 288 ,% 192.5 )  على التوالي مقارنة بعينة السيطرة . وقد تميزت المعاملات أعلاه من الناحية الإحصائية بوجود فروق ايجابيـة معنوية وعلى المستوييـن 0.01 , 0.05 مقارنة بعينـة السيطرة ، فيما عـدا معاملـة العقل لمدة  (120 min).

جـدول (2) :- تـأثير 2,4-D   بتركيز 10-3M في استجابـة تجذير عقل الماش الطريـة بمدد مختلفـة .
	معدل عدد الجذور/ عقلـة
	المعاملة الطرية للعقل في:-

	6.7
	d/H2O

	19.6
	2,4-D , 10-3M ( 5 min)

	26
	2,4-D , 10-3M(15 min)

	31.6*
	2,4-D , 10-3M (30 min)

	19.3
	2,4-D , 10-3M (60 min)

	8.3
	2,4-D , 10-3M (120 min)


  قيمة  L.S.D. على مستوى احتمالية 0.05 = (7.568) و على مستوى احتمالية 0.01= (10.111) .
 -3تـأثير 2,4-D بتراكيـز مختلفـة فـي استجابـة تجذيـر عقـل المـاش المعمـرة .
      يبين الجـدول  (3) إن العقل المعمرة بالمـاء المقطر وغير المعاملـة بال2,4-D   ( عينة السيطرة ) قد كشفت عدد من الجذور بلـغ (9.3) جـذرا في العقلـة الواحـدة . وان هذه الاستجابة للتجذير تعزى إلى تأثيـر الاوكسين الطبيعـي للنبات ( Endogenous Auxin ) في حين أن تجهيز العقل بتراكيـز مختلفـة من2,4-D كمعاملة استحثاثيـة ( Inductive auxin treatment )بعـد تعمير العقل بالماء المقطر لمـدة 3)  أيام( أظهرت مايأتـي:- إن التراكيز  10-3M) و(10-6M قد كشفا نفس العـدد  تقريبا( 9 , 9.8 )  على التوالـي مقارنة بعينة السيطرة ولم تبدي أي فروق معنويـة . هذا يعني أن 2,4-D قـد يعمل على العمليـات التي تحصل خلال التعمير وليس على استجابة التجذيـر مباشرة . في حين كشفت التراكيز الأخـرى المستخدمـة فـي هذه التجربـة ( 10-8  , 10-7 ,  10-5 , 10-4M )   عـدد من الجـذور بلـغ ( 15.4 , 16.6 , 16.2 , 19.3 ) جذرا للعقلـة الواحـدة على التوالي أي إن نسبـة الزيـادة فـي عدد الجذور تساوي ( % 65.5 , % 78.4 , %74.1 ,% 107.5 ) على التوالـي مقارنـة بعينـة السيطرة إلا أن التركيـز (10-4M ) أبـدى تأثيـر معنـوي من الناحيـة الإحصائية وعلـى مستوى0.01  ، أمـا التركيزييـن  ( 10-7 , 10-5M )  قـد أبديـا تأثير معنـوي على مستوى احتمـال 0.05  فقـط.
 جـدول (3) :- تأثيـر 2,4-D بتراكيز مختلفة في استجابة تجذير عقل الماش المعمرة .
	معدل عـدد الجذور/ عقلـة
	المعاملة اللاحقة لمدة 24 ساعة في:-
	تعمير العقـل لمـدة 3 أيــام فــي :-

	9.3
	d/H2O
	d/H2O

	9.8
	2,4-D  , 10-3M
	d/H2O

	              19.3*                   
	2,4-D  , 10-4M
	d/H2O

	16.2
	2,4-D  , 10-5M
	d/H2O

	9
	2,4-D  , 10-6M
	d/H2O

	16.6
	2,4-D  , 10-7M
	d/H2O

	15.4
	2,4-D  , 10-8M
	d/H2O


      تـم حفظ العقل بالماء المقطر لمـدة 3 أيـام (معاملة التعمير) ثم معاملتهـا بالـ 2,4-D لمدة  24ساعة ، ثم نقلت إلى حامض البوريك 10(g/ml)) كوسط للتجذير لمـدة 6 أيام ثم حسب معدل عـدد الجـذور / عقــلة .  
قيمة  L.S.D. على مستوى احتمالية 0.05 = (6.835) و على مستوى احتمالية 0.01= (9.131) .
 -4 تأثيـر المعاملة بالـ 2,4-D بتركيز 10-3M خلال1\2  ساعـة فـي استجابـة تجذيـر عقـل الماش المعمـرة . 

 لقد اوضحت النتائج المورفولوجية والمتمثلـة بمعدل عدد الجذور في العقلـة الواحـدة بان تعمير العقل بالماء المقطر لمدة ثلاثة أيـام وبغياب الاوكسين الخارجـي ( عينة السيطرة ) فان معـدل عـدد الجـذور بلغ ( 6.3 ) جـذرا للعقلـة الواحدة في حين ان العقـل المعمـرة بالماء المقطـر والتي تاخرت عنهـا المعاملـة بالاوكسين  Delay of supplied auxin (بالتركيز  10-3Mولمدة 1\2  ساعة) فقد كشفت ( 22.3 ) جذرا للعقلة الواحدة وهي ذات تأثير معنوي يقدر  3.5ضعف عينة السيطـرة أي بما يساوي ( % 253.9 ) .
جـدول (4) :- تـأثير المعاملـة بالـ  2,4-D بتركيز 10-3M خلال 1\2 ساعة في استجابـة تجذير عقـل الماش المعمـرة .

	معدل عدد الجذور/عقلـة
	المعاملة اللاحقة لمدة     1\2 ساعة في :
	 تعمير العقل لمـدة 3 أيــام  فـي  :



	6.3
	d/H2O
	d/H2O

	22.3
	2,4-D  , 10-3M
	d/H2O


قيمة  Ttableعلى مستوى احتمالية 0.05 = (1.812) و على مستوى احتمالية 0.01= (2.754) .  وقيمة = Ttest (6.586)  
 (1-2-3)تقدير فعالية إنزيم Catalase لعقل الماش الطرية وأدغال الفجيلة المعاملة بال2,4-D. 
      يوضح شكـل (1) فعاليـة أنزيـم  Catalaseفي عقل المـاش الطريـة المعاملـة لمـدة 30 دقيقـة بال2,4-D  بتركيز 10-3M . حيث بين ان الفعاليـة الابتدائية للأنزيـم Initial activity فـي عقـل الماش الطرية وغير المعاملــة بال2,4-D  ( عينـة السيطـرة ) تسـاوي(38 kat/gm.f.w)  . وان فعاليـة الأنزيـم في العقل المعاملـة بال 2,4-D ولمـدة 30 دقيقة تساوي kat/gm.f.w )  ( 40.3 ، أي أنها ازدادت بنسبة مئويـة قـدرها ( % 6) قياسا بعينـة السيطـرة بعـدّها %100 . وتميزت هـذه المعاملة من الناحيـة الإحصائية بعـدم وجـود فـروق معنوية .
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 شكـل(1): فعاليـة أنزيـم  Catalaseفي عقـل المـاش المعاملـة لمدة 30 دقيقـة 
              بال 2,4-D  بتركيز 10-3M .
        قيمة  Ttableعلى مستوى احتمالية 0.05 = (1.943) و على مستوى احتمالية 0.01= (3.143). 
        وقيمة = Ttest (1.806) .
    ونلاحظ فـي شكـل(2) تغاير فعاليـة أنزيم  Catalaseفي أدغال الفجيلة المعاملة بتركيز10-3M)) مـن 2,4-D  ولمـدد مختلفــة . حيث بين من خلال الشكل ان الفعالية الابتدائيـة للأنزيـم فـي أدغال الفجيلة الطرية وغيـر المعاملة بال 2,4-D ( عينـــة السيطرة ) تسـاوي kat/gm.f.w 238.62 )  (. وان فعاليـــــــــــــة الأنزيم فـي العينات المعاملـــــــــــــة بال 2,4-D  ولمــــــــــــــــدد ( 72 , 48 , 24 ) ساعــــــــــــــــــــــة تســــــاوي ( 239.57, 254.69 , 287.7 ) kat/gm.f.w على التوالي ، أي أنهـا ازدادت بنسبـة مئويـة قدرهـا ( % 0.3, % 6.7, % 20.5 ) على التوالي قياسا بعينـة السيطـرة  . وتميزت هـذه المعامـلات من الناحيـة الإحصائيـة بوجـود فرق معنوي نع مستوى 0.05 بعد 24 ساعة من المعاملة بينما انخفضت بقية القيم الى مستوى السيطرة بعد 48 و72 ساعة .
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         شكــل(2): فعالية أنزيم  Catalaseفي أدغـال الفجيلة المعاملة بتركيـز 10-3M )) من 2,4-D ولمـدد مختلفـة .
قيمة L.S.D. على مستوى احتمالية 0.05 = (24.122) وعلى مستوى احتمالية 0.01=(33.904).
-2 تقدير فعالية إنزيـم SOD لعقـل المـاش وأدغال الفجيلة المعاملـة بالـ2,4-D  .
    يوضح شكل (3) فعالية أنزيم SODفي عقـل الماش المعاملـة لمـدة 30 دقيقـة بال 2,4-D بتركيز 10-3M . حيث تبين بان الفعاليـة الابتدائيـة للأنزيـم فـي عقـل المـاش الطريـة وغيــر المعاملـة بال 2,4-D   ( عينـة السيطـرة ) تسـاوي (1.47 Unit ) . بينمـا بلغت فعاليـة الأنزيـم في العقـل المعاملــة بال  2,4-Dولمـدة 30 دقيقـة  Unit  ) ( 1.95 ، أي أنها ازدادت بنسبـة مئويُـة قدرهـا ( % 32.6 )  قياسا بعينـة السيطرة بعدّها%100  . وتميزت هذه المعاملة من الناحيـة الإحصائيـة بعـدم وجـود فـروق معنويـة . 
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 شكــل(3): فعاليـة أنزيـم SODفـي عقـل المـاش المعاملـة لمـدة 30 دقيقـة  بال 2,4-D  بتركيز 10-3M .
قيمة  Ttableعلى مستوى احتمالية 0.05 = (1.943) و على مستوى احتمالية 0.01= (3.143). وقيمة = Ttest (1.115) .
    في حين يوضـح شكـل (4) فعاليـة أنزيـم SOD  في أدغـال الفجيلـة المعاملـة بتركيـزM 10-3 من 2,4-D ولمدد مختلفـة ، بان الفعاليـة الابتدائية للأنزيـم Initial activity فـي أدغــال الفجيلــة الطريـة وغيـر المعاملـة بال 2,4-D ( عينة السيطرة ) تساوي (1.552 Unit) . وان فعالية الأنزيم في العينات المعاملـة بال 2,4-D  ولمدد ( 72 , 48 , 24 ) ساعـة تسـاوي ( 1.073 , 1.181 , 1.752 Unit ) علـى التوالي ، أي أن فعالية الأنزيم ازدادت بالمراحل المبكرة وانخفضت بالمراحل المتأخرة حيث بلغت نسبـة الزيـادة (%12.8) بالنسبة للمعاملة لمدة 24 ساعة إمـا نسبة الانخفاض للمعاملتين ( 72 , 48 ) ساعة فقد بلغت ( % 30.8 , % 23.9 ) علـى التوالـي قياسا  بعينـة السيطـرة . كمـا هو واضح في D ,C , B من لوحة (1) حيث يلاحظ ذبـول واصفرار الأوراق وانثناءها للأسفل (leaf epinasty) وتقوس وانحناء السيقان (curvature) مقارنة مع A  (عينة السيطرة) بنفس اللوحة وتميزت هـذه المعاملات من الناحية الإحصائية بعـدم وجود فروق معنويـة وعلى المستوييـن قياسا  بعينـة السيطـرة .
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شكل(4): فعالية أنزيم SOD  في أدغال الفجيلة المعاملة بتركيزM 10-3 من  2,4-D ولمدد مختلفـة .

 قيمة  L.S.D. على مستوى احتمالية 0.05 = (0.987) و على مستوى احتمالية 0.01= (1.387).
المناقشــــــــة :-

     فسيولوجيا تم استخدام مـدى واسـع من التراكيز المحصورة بين (10-8M) صعودا إلـى (10-3M) مـن 2,4-D لمعاملـة عقـل المـاش الطريـة لمدة (24 ساعـة) لمعرفـة التركيـز الأمثـل ( Optimum Conc.)  لتجذيـر تلك العقـل وكانت النتيجـة إن جميع التراكيز المشار إليهـا أعـلاه لم تكن مؤثرة باستثناء التركيز الأعلى من  2,4-D (10-3M) حيث كـان مثبطا بالكامـل لتكوين الجـذور، أما التركيـز (10-5M) حيث كـان الوحيد ذو تأثيرا تحفيزيـا ( جـدول1-). ويعزى ذلك إلى إن 2,4-D يعمل كمبيـد في التراكيز العاليـة ( لوحة / 1 ) في حين يعمل عمل الهرمـون النباتي الاوكسين IAA (Indol acetic acid) بالتراكيز الواطئة (Grabinska et.al., 2003 ) . حيث اشار David  (1996) إلى ان 2,4-D ينتقل في داخـل النبات عبـر الخشب  Xylem واللحـاء Phloem هو يحاكي الاوكسينـات الطبيعيـة في النباتات ويسبب نموا غير طبيعيا ( شاذ) ويمزقdisruption الأنسجـة الناقلـة للنبات وكذلك تشوه الأوراق في حين أشــار Bukowskas     (2006) الى ان 2,4-D  يتسبب باضطراب في بعض التفاعلات الكيمياويـة ، يستطيـع أن يربط الإنزيمات ويغير نشاطهـا ، يتفاعل مع الدهـون المفسفـرة  Phospholipids أي انه يرتبط بالدهـون المفسفرة ويستحث  Physical interaction في أغشيـة الخلايا كما يتسبب في حدوث الطفـرات . وعلـى هـذا الأساس فان تقليص الفتـرة الزمنية لمعاملـة العقل من (24 ساعـة ) إلى مـدد مختلفـة ( اقل من 24 ساعـة ) وبالتركيز المثبط (10-3M) قد أدى إلى حصول تأثيرا تحفيزيا بلـغ تقريبـا 5 أضعاف عينة السيطرة عند المدة  (30min)    ( جـدول -  2) مما يؤكد أن جميـع الاوكسينـات بإمكانهـا أن تؤثـر بنفس السياق مـن خـلال التـلاعب بنـوع العقـل ، نوع الاوكسيـن ، تركيز الاوكسيـن ، فتـرة المعاملة بالاوكسيـن أو الفترة الزمنيـة بين اخـذ العقل من النبات الأم ومعاملتهـا بالاوكسيـن ( Aging Period) ...... الخ . إن هـذه الدراسـة تتفق مـع ( Shaheed , 1987 ) حيـث أوضح بان تحفيـز استجابة التجذير لعقـل المـاش تزداد مـن خلال المنـاورة بين التركيـز والفتـرة الزمنيـة اللازمـة لمعاملة العقـل ( Duration) . 

      في حين إن استخدام نفس التراكيز من 2,4-D  في الجدول 1 كمعاملة اوكسينية مستحثة(Inductive auxin treatment)   ولمدة (24 ساعة) للعقل المعمرة بالماء المقطر قـد استحث عددا من الجذور بشكل غير معنوي فـي جميع التراكيز المستخدمة باستثناء التركيز (10-4M) حيث استحث التركيز الأخير معنويا ضعف عدد الجـذور مقارنـة بعينـة السيطـرة( جـدول3-) .ان هذا ربما يدلل على أن 2,4-D قد يؤثر في العمليات التي تحصل خلال التعمير وليس على التجذير مباشرة .

أما فـي حالة استخـدام 2,4-D كاوكسين مستحث (Inductive auxin treatment)   وبتركيز  (10-3M)ولمدة (2/1 ساعة) للعقل المعمرة بالمـاء المقطـر أدى إلى استحثاث 4 أضعاف عـدد الجـذور فـي عينـة السيطـرة المعمـرة بالماء المقطر وغيـر المعاملـة بال 2,4-D ( جـدول4-) . هذة النتائج تقترح ان 2,4-D من الممكن استخدامه كاوكسين مستحث بالتركيز والمدة أعلاه كما في بقية الاوكسينات المستحثة لتجذير العقل المعمرة  كالـIAA وIBA.

   ان اسباب التاثير السمي للتراكيز العالية من 2,4-D هو انخفاض فعالية انزيم Na+/K+ ATPase في الاغشية ,وعلى هذا الاساس تحصل تغيرات في نقل الايونات وكذلك اضطراب على جانبي الغشاء (Duchnowicz et al., 2005). والى مدى اوسع فقد يعود تاثير ال2,4-D الى توليد الجذور الحرة , زيادة اكسدة الدهون , استنفاذ ATP , NADH2 وتركيز GSH ( Bukouska, 2006) . حيث تعد المبيدات احدى العوامل المسببة للاجهاد التاكسدي ( Scandalios,1993 ) , ولهذا فان قياس فعالية الانزيمات المضادة للاكسدة قد يشير الى كون المبيدات تعمل عن طريق التعبير الجيني , وان الاخير ممكن ان يكون منشطا او مثبطا للاجهاد التاكسدي وبالتالي لفعاليات الانزيمات المضادة للاكسدة سلبا ( ترتبط بألية السمية ) او ايجابا (ترتبط بالمقاومة) (Allen et al., 1997) . كما ان لمضادات الاكسدة الانزيمية الدور الكبير في تقليل ضرر الجذور الحرة (ROS)  المتولد بالإجهاد في الخلايا الحية , فضلا عن كون الجذور الحرة تؤثر في فعالية انزيمات SOD و الCAT , مما جعل فعالية الاخيرة تزداد معنويا بنسبة 20.5% في ادغال الفجيلة (شكل -2) خلال 24 ساعة الاولى ثم تنخفض بعدها على مدى 72 ساعة اللاحقة. حيث تزامن ذلك مع تقوس الساق , انحناء الاوراق للاسفل (لوحة -1). 

    ومما تجدر الاشارة إلية, ان تكيف الخلية او الكائن الحي لل2,4-D ناتج عن تكشف عدد من العمليات الدفاعية :- كازالة السمية بواسطة Monoxygenase , الاقتران مع الاحماض الامينية , البروتينات , الكلوكوز , Glutamic acid  , وكذلك تغيرات في فعالية ATPase ( Bukouska, 2006).  فضلا عن الاشارة التي تقدم بها Peixtota وجماعتة (2008) من ان 2,4-D يحفز انزيم الGlutathion S-transferase (GST) وليس بواسطة Paraquat  الذي قديتعلق بازالة سمية 2,4-D (Hatton et al., 1998) . مما جعل Peixtoto وجماعتة (2008) يشير الى ميكانيكية ازالة سمية 2,4-D   قد تختلف عن ميكانيكية ازالة مبيد الParaquat. 

     هذا ومن جانب اخر , فان نتائج الدراسة الحالية قد بينت ان التركيز الامثل لل2,4-D لم يؤثر في فعالية الCAT (شكل-1) وكذلك فعالية SOD  (شكل-3) معنويا وذلك لان العقل قد جهزت بالتزكيز الاكثل (10-3M) والمدة المثلى (نصف ساعة ) مما تزامن ايجابيا مع افضل استجابة تجذير في عقل الماش الطرية والمعمرة بالماء المقطر (جدول-2 , 4) . 

     ان بقاء فعالية الCAT بمستوى ثابت يتفق مع احدث الدراسات المتعلقة بتكوين الجذور العرضية في عقل الماش لLi وجماعتة(2009) . حيث اشار الاخير الى ان انزيم الCAT ( وهو الانزيم الذي يعتمد ايضة الحيوي على H2O2 وتحولة الى ماء واوكسجين ), يصبح غير فعال بواسطة H2O2 خلال تكوين الجذور العرضية . وبالتالي فان العقل المستحثة بالاوكسين لتكوين الجذور العرضية تكون استجابتها مشفوعة بالH2O2 كجزيئة ناقلة للاشارة Signaling molecule, لتسهيل تلك الاستجابة . 

   وكبديل , فان الدراسات التي استخدمت فيها اجزاء نباتية مفصولة Isolated organs كالعقل مثلا قد وضحت الزيادة في تخليق الاثيلين في تلك الاجزاء المستحثة بالمبيدات الاوكسينية , ثم التجمع الهائل للABA قد تزامن مع غلق الثغور ثم التثبيط اللاحق للنتح وتمثيل الكاربون والنمو النباتي وبالتالي التلف المتقدم للانسجة الورقية (Scheltrup&Grossmann, 1995) قد تزامن مع زيادة انتاج ROS وبالذات H2O2 ( Grossmann et al,2001). حيث استنتج Grossmann (2003) ان ABA يعمل مع الاثيلين كمراسل هرموني ثانوي Hormonal second messenger من خلال الية عمل المبيدات الاوكسنية . كما اشار Salisburg وRoss (1992) الى ان عمل ABA يتضمن تفعيل-تعطيل نوعي لبعض الجينات. ومع ذلك فان قدرة ABA في السيطرة على استنساخ بعض الجينات انتخابيا, والتي تعتمد على نوع الخلية , تمثل سيطرة ذات قدرة عالية في العمليات التكشفية في النبات
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