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الخلاصة  

تمت دراسة الفعالية الانزيمية لليوريز في انبات البذور الطرية والمعمرة لنبات قرع الكوسة 
 (Cucurbita  pepo L.) . حيث تم حساب النسبة المئوية لانبات البذور الطرية والمعمرة وكانت النتيجة (80 و صفر )% على التوالي. وعند تقدير الفعالية الانزيميةلليوريز في كل من البذور الطرية والمعمرة كانت ( 5 وصفر ) وحدة/مليلتر على التوالي. وللتأكيد على دور اليوريز في عملية الانبات تم معاملة البذور الطرية بمادة الـ (EDTA) بتركيز 200 جزء بالمليون لمدة 48 ساعة بوصفها احدى مثبطات اليوريز، مما أدى إلى خفض نسبة انبات البذور الطرية إلى  45 %  . وعند معاملة البذور المعمرة بمحلول اليوريا  بتركيز 500 ملي مولر ولمدة 48 ساعة بوصفها المادة الاساس لعمل الانزيم بقيث نسبة انبات البذور المعمرة (صفر) .
Abstract 

In this search we study the enzymatic activity of urease in fresh and aged seeds of (Cucurbita  pepo L.), and we calculate the percentage of germination for both aged and fresh seeds and the results were (zero, 80) respectively .

The activity of urease in fresh and aged seeds , was (5 unit/ml) in fresh seeds and (zero) in aged .

To prove the role of urease in germination processes ,  fresh seeds were treated with (200 ppm of EDTA) while aged seeds treated with (500 mM Urea) for 48 hours. There after these treatments decrease the percentage of germination in fresh seeds to (45%) while in aged to (0.0 %). 
المقدمة

ان خزن بعض انواع البذور لفترة زمنية طويلة  يؤثر بشكل كبير على حيويتها مؤدياً بذلك  إلى تدهور في عملية انباتها (Steward, 1966). و قد تعود عدم امكانية البذور المخزونة لفترة طويلة على الانبات بشكل طبيعي إلى قلة في كمية اوفعالية بعض الهرمونات والانزيمات الضرورية في الفعاليات الحيوية للانبات  ، اذ ان الانبات عملية بناء تزداد فيها فعالية الانزيمات أوالفعاليات الحيوية الايضية (Irwin, 1982 ).على العكس مما هو عليه في حالة التعمير (( ageing  والتي تتميز بانخفاض الفعاليات الحيوية ،حيث يحصل انخفاض للعمليات التي تحفز البناء والعمليات التي تؤدي إلى زيادة في كفاءة العمليات الفسيولوجية (Steward,1966). ان  اليوريز من الانزيمات الضرورية في عملية الانبات ، حيث له القدرة على تحفيز عملية الانبات من خلال دوره التناسقي مع انزيم الارجنيز  Arginase  في استخدام بروتين البذور خلال عملية الانبات ( Polacco  and Holland, 1993  )  ، كما ان له القابلية على تحريك Mobilized  البروتين المخزون لتوفير المتطلبات الضرورية لنمو الرويشة والجذير (  Goldraij et  al., 2003 ) . كما اشار Goldraij  وجماعته (2003 ) إلى دور اليوريز في استحثاث نقاط الانبات في بذور الصويا Giycine  max ) ) . ان الدور الرئيسي لليوريزهو تمكين النباتات من استخدام اليوريا الخارجية فضلاً عن المتكونة داخلياً بصورة طبيعية مصدرا للنتروجين ( Witte et al., (2005  اذ توجد كميات كبيرة من النتروجين في اليوريا المركب المشتق داخلياً من الارجنين، او الناتج من تحطيم البيورين Purins واليوردين  Uridine (Polacco  and Holland, 1993) حيث وجد Hirai et al,; 1993) ) اندماج اليوريا في البروتين وتراكيب نمو اخرى ، فضلاً عن دور اليوريا في عملية الـ foliar fertilizer ، ولكن هذه الكميات من النتروجين الموجودة في اليوريا تكون غير متاحة للنبات مالم تتحلل اليوريا بواسطة اليوريز.ان ناتج فعالية اليوريز هو ثنائي اوكسيد الكاربون والامونيا وان المركب الاخير يندمج في المركبات العضوية بواسطة انزيم كلوتامين ساينثتيز ، وهذا يزيد من قدرة النبات على استخدام النتروجين (  Gallardo et al., 1999 ). لذا هدفت الدراسة الحالية إلى دراسة علاقة انزيم اليوريز في انبات بذور قرع الكوسة  Cucurbita  pepo L)) الطرية والمعمرة  بوصفه من اكثر انواع قرع الكوسة اهمية من ناحية الاستهلاك. 
المواد وطرائق العمل
1- البذور وظروف انباتها
تم اخذ بذور معمرة ( تم خزنها لمدة 15 سنة في درجة حرارة الغرفة) واخرى طرية (من محصول السنة الحالية) لنبات قرع الكوسة Cucurbita  pepo L) ) ثم غمرت بمحلول هايبوكلورات  الصوديوم بتركيز 1% ولمدة خمس دقائق وتلتها عملية غسل البذور بالماء المقطر لعدة مرات للتخلص من اثر الهايبوكلورات عليها. بعد ذلك تم اخذ عشرة بذور من كل من البذور الطرية والمعمرة ووضعت في اطباق بتري حاوية على ورق ترشيح ثم وضع 12 مل من الماء المقطر لكل من البذور الطرية والمعمرة باعتبارها عينة السيطرة. كما تم اضافة 12 مل من اليوريا بتركيز (500 ملي مولر ) للبذور المعمرة كذلك اضيف 12 مل من مادة الـ       Ethylene diamine tetraacetic acid  وهي مادة مخلبية تقوم باقتناص المعادن ومن ضمنها النيكل (المرافق الانزيمي المحفز لعمل انزيم اليوريز) بتركيز ( 200 جزء بالمليون) وكان ذلك لمدة 48 ساعة استبدلت بعدها جميع هذه المعاملات بالماء المقطر وقد حضنت هذه البذور لمدة عشرة ايام في حاضنة خاصة فيها درجة الحرارة 25 م° والرطوبة 50% و شدة الاضاءة 3000 لوكس وقد تم اضافة الماء المقطر كلما تطلب ذلك إلى جميع الاطباق خلال هذه الفترة وفي اليوم العاشر تم حساب النسبة المئوية للانبات حسب القانون التالي : 


عدد البذور النابتة 

النسبة المئوية للانبات = ـــــــــــــ  * 100    (Bonner & Galston , 1952)

العدد الكلي للبذور
2- تحضير مستخلص خام للبذور المستخددمة في قياس فعالية انزيم اليوريز 
حضر مستخلص خام لكل من البذور الطرية والمعمرة وذلك بأخذ خمسة غرامات من مطحون البذور يضاف اليه 25 مل من المحلول المنظم فوسفات الصوديوم والذي يبلغ تركيزه 0.2 مولر و PH = 7.5 ثم ترك لمدة 45 دقيقة في حمام مائي ثلجي مع التحريك المغناطيسي  ومن بعدها تم ترشيح المستخلص بعدة طبقات من الشاش ليصبح جاهزاً لاجراء عملية الطرد المركزي ولمدة 15 دقيقة وبسرعة 3000 دورة/ دقيقة. بعدها يصبح الراشح جاهزاً لاستعماله في تقدير فعالية الانزيم.  
3- تقدير فعالية انزيم اليوريز 
تم اخذ 215 مايكروليتر من ال N-2 Hydroxy ethyl piperazine N-2 ethan sulphonic)) بفر بتركيز 50 ملي مولر و PH = 7.5 مع 25 مايكرو ليتر من 500 ملي مولر من اليوريا ووضعت في انبوبة اختبار. ثم تركت في حمام مائي بدرجة حرارة 37م° لمدة ثلاث دقائق. بعد ذلك اضيف 10 مايكرو ليتر من محلول الانزيم المحضر سابقاً في الفقرة رقم 2 إلى مكونات الانبوب ليصبح الحجم النهائي للمكونات 250 مايكروليتر ومن ثم يتم حضنت في حمام مائي بدرجة 37 مْ ولمدة 15 دقيقة . وأخيرا اضيف اليها 5مل من كاشف   phenol nitroprusside5مل من كاشف  Alkaline hypochloriteلانبوب الاختبار مع التحريك المستمر في حمام مائي لمدة 20 دقيقة وتحت درجة حرارة 37 مْ لرؤية اللون الازرق بعدها تم تقدير الامتصاصية بطول موجي 625 نانوميتر . تم حساب كمية الامونيا بالمقارنة مع المنحني القياسي  وبعدها تم تقدير الفعالية الانزيمية بالـ (وحدة/مل) وفقاً للقانون التالي: 

كمية الامونيا (مايكرو مول)

فعالية الانزيم (وحدة/ مل) = ــــــــــــــــــ  ، (Wong & shobe ,1974). 


2 * 110 * 0.01
النتائج والمناقشة 
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شكل رقم (1) النسبة المئوية لانبات بذور قرع الكوسة الطرية والمعمرة
L.S.D (0.05)= 12.3
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شكل (2) الفعالية الانزيمية لليوريز في بذور قرع الكوسة الطرية والمعمرة
 L.S.D (0.05)= 1.25
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شكل (3) : تاثير مادة EDTA  بتركيز (200 جزء بالمليون ) في النسبة المئوية لانبات بذور قرع الكوسة الطرية
L.S.D (0.05)= 11.9
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شكل (4) تاثير محلول اليوريا (500ملي مولر) في النسبة المئوية لانبات بذور قرع الكوسة  المعمرة 
يشير الشكل (1) إلى نسبة انبات بذور  قرع الكوسة الطرية والمعمرة حيث كانت نسبة الانبات (80 وصفر)% على التوالي. وتتفق تلك النتائج إلى ماتوصل اليه     Zonia وجماعته (1995) حيث اشارو إلى عدم انبات بذور نباتات المرة Arabidopsis  thaliana المعمرةولمعرفة دور اليوريز في عملية انبات البذور الطرية والمعمرة فقد تم دراسة فعالية اليوريز في بذور قرع الكوسة  الطرية والمعمرة وقد اضهرت النتائج الموضحة في الشكل (2) إلى ان فعالية اليوريز في البذور  المعمرة كانت (صفر  وحدة / مل) في حين بلغت في البذور الطرية ( 5 وحدة / مل) مما يظهر دور اليوريز في عملية انبات تلك البذور ولتاكيد دوره بشكل تام في هذه العملية فقد تم معاملة البذور الطرية بمادة الـ EDTA بوصفها احد مثبطات اليوريز ولمدة 48 ساعة ثم قدرت نسبة الانبات وقد اظهرت النتائج المبينة في الشكل (3 ) إلى  انخفاض نسبة الانبات إلى 45%  في البذور الطرية المعاملة بمادة الـEDTA مقارنة بالبذور الطرية غير المعاملة حيث كانت نسبة انباتها (80)%. أي ان النتائج الموضحة في الشكل (3 و 4) تؤكد ان لليوريز دور في عملية الانبات في بذور الشجر قيد الدراسة .وقد يعود ذلك إلى دوره التناسقي مع انزيم الارجنيزفي استخدام بروتين البذور خلال عملية الانبات وقابليته على تحريك Mobilization البروتين المخزون في البذور لتوفير المتطلبات الضرورية لنمو الرويشة والجذير ( Sirko & Brodzik ,2000) . وتتفق تلك النتائج إلى مااشار اليه Zonia وجماعته (1995) إلى ان وجود مثبطات اليوريز في وسط تنقيع بذور  Arabidopsis  يؤخر عملية الانبات 36 ساعة ويمنعها تماما في البذور المعمرة كما اشار  Hogan وجماعته (    1983  ) إلى وجود فعالية عالية لانزيم اليوريز في الانسجة النامية مقارنة بالمعمرة. كما بينت النتائج الموضحة في الشكل (4) انه عند معاملة البذور المعمرة باليوريا لم يرفع نسبة انباتها عن الصفر % وهذا يؤكد دور اليوريز الرئيسية في تمكين النباتات من استخدام اليوريا الخارجية فضلاً عن المتكونة داخلياً بصورة طبيعية مصدراً للنتروجين
 (Witte etal , 2005) . كما ان الدور التحفيزي  لليوريزواهميته تمت ملاحظتها في نبات الرز
 Oryza  sativa  ، اذ لوحظ نقصان في النمو وتجمع كميات كبيرة من اليوريا عند انخفاض فعالية اليوريز  Gerends  el al, 1998)  ). 
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