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تقدير فعالية انزيم Catalase خارج الجسم الحي لبعض انواع الداتورة

بشير عبد الحمزة محمد                          كريم طالب خشان

كلية العلوم-جامعة بابل                       كلية العلوم-جامعة الكوفة
الخلاصة

تم تقدير فعالية انزيم Catalase في الكالس المعرض الى اجهاد ملحي (9، 12) dc/m ، وكذلك تقدير فعالية الانزيم في الكالس النامي في الوسط المجهز بالـ (2,4-D و BA) بتركيز 2 mg/L لكل منها . تبين ان فعالية الانزيم انخفضت الى283.1 (kat/g  في كالس الـ D. metal المعرض لاجهاد ملحي قدره 9 dc/m وبلغت كذلك(kat/g 225.1 في التركيز الملحي dc/m 12، بينما في كاس نبات D. inoxia بلغت 288.1 عند التركيز الملحي 9 وازدادت اكثر الى(kat/g 141.5 عند التركيز 12 . ارتفعت كذلك فعالية الانزيم في كالس D. inoxia   المجهز بالـ BA الى       (kat/g 149.6 . وكذلك ازدادت فعالية الانزيم لناس D.metal    والى       (kat/g 181.3 وهي اعلى من فعالية الانزيم في عينات السيطرة لكلا النوعين. استخدم التصميم العشوائي الكامل لتحليل النتائج.
Abstract
                In this research we determined the catalase activity  in D.innoxia &D.metal  in vitro  under salt stress (9,12)dc/m & determined the activity  of these species grown in media supplied with 2,4-D,BA with concentration (2mg/L) for each one. The results revealed that the enzyme activity decrease in callus of D. metal 283.1 (kat/g  with media of salt stress 9 dc/m . Also it was 225.1  (kat/g  with media of salt stress 12 dc/m ,while in callus of D. innoxia it was 188.1 (kat/g  in 9 dc/m & increase to more than 141.5(kat/g  in 12 dc/m media . the enzyme activity in callus of D.innoxia supplied with BA increase to 149.6 (kat/g, also which is higher than the enzyme activity in control for both species. Complete randomized design was used to analysis the results.     
المقدمة
 Introduction 
تحوي الخلايا النباتية على نظام مضاد للاكسدة يتكون من جزيئات صغيرة تختلف طبيعتها حسب انواع الاكسدة وتوجد في اغلب انواع النباتات (Backman & Ames, 1998) . وللنظام المضاد للاكسدة دور مهم في السيطرة على انواع الاوكسجين الفعالة الحرة التي تلعب دور مهم في زيادة التعرض للاكسدة وابداء ضررها في الخلايا النباتية (Blokhina , 2000) . كما تقسم الانظمة المضادة للاكسدة الى قسمين القسم الأول هو النظام المضاد للاكسدة الانزيمي والقسم الثاني هو النظام المضاد لللاكسدة اللاانزيمي ولكل مكون من هذين القسمين دور مهم وفعال في ازالة ضرر الجذور الحرة (Malekain et al., 2000), ويعتبر انزيم الـ Catalase من ضمن المكون الأول لهذا النظام .

لقد ذكر (Willekens et. al., 1997) بان انزيم Catalase من الانزيمات المهمة في تحلل H2O2 المتولد اثناء الاجهادات وهو يمثل المرحلة الثانية من النظام الدفاعي في الخلايا والانسجة النباتية بعد انزيم ( Super oxide dismutase)   SOD  حيث يستلم الـ H2O2 ويحوله الى جزيئة ماء واوكسجين ويتواجد انزيم Cat في اعضاء معينة مثل Peroxisomes وGlyoxysomes وكذلك في المايتوكندريا وفي السايتوبلازم والبلاسيتده (Asada , 1992 ; Willekens , et al., 1995) . يتركب الانزيم من البروتينات الحاوية على مجموعة حديد (Lnhova et al., 2003) وله ثلاث مشابهات انزيمية بينها كل من الباحث Willikenes وجماعته 1994. وكذلك الباحث Horvath وجماعته (2003) وهي Cat1، Cat3 , Cat2 . 

لقد اصبح واضحاً من خلال الدراسات المستضيفه الى تأثيرات انواع الاجهادات واضح في تقليل ضرر الانظمة المضادة للاكسدة وتحديداً انزيم Cat حيث يتأثر تاثراً واضحاً بالاجهادات المختلفة مثل اجهاد الماء وكذلك الاجهاد الملحي وحالات التعمير . ولزيادة الجذور الحره تأثير في تقليل فعالية Cat وغيرها من الانزيمات المضادة الاخرى وبالتالي تسبب زيادة في انحلال وتاثيرات خلوية سمية بأكسدة لبيدات الغشاء والبروتينات الخلوية (Bauer et. al., 1999) . كما ان التقدم بالعمر وتاثير ظاهرة التعمير واضح في تقليل فعالية النظام للاكسدة مثل انزيمCat  وقد تبين في نبات التبغ tabacum Nicotiana ان فعالية النظام ينخفض بتقدم عمر الورقة . وكذلك لاحظ ( العلواني ، 2006) ان فعالية انزيم الـ Cat تنخفض نتيجة لتاثير ظاهرة التعمير في عقل نبات الماش phuseolus aureus Roxb وتنخفض الفعالية في كل من الاوراق والسويقة الحنينية فوق الفلق وتحت الفلق مقارنة بفعالية الانزيم في العقل الطرية. وان ذلك له علاقة وثيقة يقلة ظهور وتكوين الجذور العرضيه في العقل . كما ان بقية انواع الاجهادات الاخرى تاثير واضح في فعالية الانزيم فقد لوحظ ايضاً ان اجهاد عجز الماء في نبات البزاليا ( Pisum sativum) يؤثر في تقليل فعالية انزيم الـ Cat (Iturbe–Ormatexe,1998) . كما لوحظ ان فعالية الانزيم وبقية انواع النظام المضاد للاكسدة تأثر بشكل مباشر بالاجهادات الملحية حيث تنخفض فيها فعالية الانزيم SOD و Peroxdose وكذلك فعالية Cat (Viera Santos et al., 2000) ولاحظوا كذلك ان كالس نبات زهره الشمس Hlelianthus annuns L. تنخفض فيه فعالية النظام المضاد للاكسدة وخصوصاً انزيم Cat وذلك عند معامله بملح KCl لمدة ثلاثة أسابيع مقارنة بفعالية الانزيم في الكاس غير المعرض للاجهاد الملحي 
المواد وطرائق العمل Material &Methods
انشاء الزروعات النسيجية 


جمعت اوراق نبات الداتوره D. innoxia  و D. metal  خلال فترة التزهير ابتداءا من الورقة الثالثة وحتى الاوراق تحت القمة  لغرض استحداث انسجة الكالس بعدها جرى غسلها بالماء الجاري واعدت للزراعة النسيجية في الوسط الغذائي (MS) والمبينة مكوناها وتركيزها في (الجدول -1) والمجهر بمنظم النمو D-2.4 تركيز 2mg/L الخاص باستحداث الكالس .( الحاتمي ،2006)
جدول-1: مكونات الوسط الغذائي المستعمل لاستحداث الكالس
	
	المادة
	الكمية(mg)

	1
	املاح MS
	قوه كاملة

	2
	Thiamine – Hcl
	0.1

	3
	Pyridoxine-Hcl
	0.5

	4
	Nicotinic acid
	0.5

	5
	Glycine
	2.0

	6
	Inositol
	100

	7
	Sucrose
	3000

	8
	Agar
	8000


استحداث انسجة الكالس 


استخدمت تقنية زراعة الانسجة النباتية plant tissue culture وفق طريقة(Hirata et al 1990)  لاستحداث انسجة الكالس . 

منظم النمو (Benzyl adenine) 


بعد مرور 6 اسابيع من زراعة الاجزاء الورقية لنباتات النوعين تم اختيار الوسط  MS الحاوي على منظم النمو الـ 2.4 – D بتركيز 2mg/L . حيث قطع الى اجزاء بحدود 1g لكل قطعة من الكالس واعيدت زراعته مرة ثانية في وسط MS المضاف اليه BA بتركيز 3mg/L لدراسة تاثيره في فعالية انزيم الـ Catalase ثم حضنت الزروعات على 125± درجة مؤيه  وظروف اضاءة قدرها 1000 Lux لمدة 
تحضير الوسط الغذائي الملحي وزراعة الكالس فيه 

استخدم لهذا الغرض وسط MS المضاف اليه منظمات النمو 2.4 – D بتركيز 2 mg/L و BA بتركيز 2mg/L لدراسة تاثيره في فعالية انزيم Catalase ثم حضرت اوساط غذائية ذات ملوحة (9 ، 12) dc/m وبعدها عدل الاس الهايدروجيني pH الى 5.8  بواسطة NaOH او HCl ( 1N) قبل اضافة الاكار . ثم أخذ وزن 1g من الكالس المستحدث في طور النشوء وزرع في الاوساط الغذائية المعده لهذا الغرض . 

تقدير فعالية انزيم Catalase 


ثم اخذ 1g من اجزاء الكالس لكل من السيطرة والمعرضة للاجهاد وكذلك للعينات المزروعة في الوسط المضاف اليه الـ BA ، بعدها مزج مع المحلول الدارئ Potassium phosphate (0.1M) 7.8 =pH . المستخلص ثم ترشيحه من خلال قماش الشاش وطرد باستخدام جهاز الطرد المركزي (Luhava et. al., 2003) . بعدها تم تقدير فعالية الانزيم حسب طريقة (Goth , 1991) .
التحليل الاحصائي :
           تم استخدام التصميم العشوائي الكامل لغرض تحليل النتائج وايجاد الفروق المعنوية على مستوى 0.05 .

النتائجResults  
     تتغير فعالية انزيم Cat عند تعرض النباتات الى الإجهادات المختلفة مثل إجهاد الملوحة وكذلك التغيير في نسبة الهرمونات النباتية. بين (الشكل -1) ان فعالية الانزيم قد انخفضت في كالس نبات D.metal المعرض لاجهاد الملوحة عند التركيزdc/m  Ec.9 وهذا الانخفاض يزداد معنويا بزيادة التركيزdc/m  Ec.12   ((kat/g 225.3 ) مقارنة بفعالية الانزيم  في الكالس المقارن حيث بلغت((kat/g344.2 ).كذلك نلاحظ في (الشكل -2) ان فعالية الانزيم قد انخفضت بشكل معنوي في كالس D.innoxia  المعرض لاجهاد الملوحة Ec.9 ويزداد الانخفاض بشكل معنوي بزيادة التركيز Ec.12 مقارنة بفعالية الانزيم في الكالس المقارن . ويلاحظ ايضا ان الانخفاض في فعالية الانزيم في كالس D.innoxia كان اكثر من D.metal وبنفس الوتيرة . 

     ان تعرض الكالس لهذا النوع من الاجهاد Osmotic stress يؤدي الى زيادة تكوين الجذور الحرة (Alsher et. al., 1997) على حساب النظام المضاد للاكسدة . كما قد يحصل زيادة في  مركب  H2O2 والذي له تاثيرات فسلجية كثيرة قد تؤدي الى موت الخلية (Cheeseman, 2006) ، كما اكد
 (Parida & Das 2005; Chaparzadeh  et al 2004)  ارتفاع مستويات H2O2 في الانسجة المعرضة لملوحة عالية. وان الانخفاض في الفعالية لانزيم الCatalase  يتناسب مع قوة الإجهاد
 (Viera Santos, et. al., 2001) حيث بين الأخير ان نبات زهرة الشمس تقل فيه فعالية الإنزيم عند معاملة النبات بملح KCL مقارنة بالكالس غير المعامل ،كما ان المعاملة بمادة KCN يسبب زيادة بالمركبات المؤكسدة مثل H2O2 وبالمقابل تسبب تثبيط انزيم Catalase الداخلي  (Brennan & Frenkel 1977) وقد تبين ان قلة فعالية الانزيم لها علاقة وثيقة بزيادة الدهون المؤكسدة في بعض النباتات
(Shalata et. al, 1998) .

كما إن تغيير توليفه الوسط يؤدي الى تغيير في فعالية الانزيم ، فقد لوحظ في (الشكل 3 ، 4) ان فعالية انزيم Catalase في نوعي D.metal و D. innoxia تزداد مقارنة بفعالية الانزيم في عينات السيطرة لكلا النوعين ، فقد وصلت الفعالية في الصنف D. matal الى 181.3 (kat/g مقارنة بعينه السيطرة 101.21 (kat/g وكذلك بلغت الفعالية في صنف D.innoxia      (kat/g 149.6 العامل بالـ 2.4-D+BA وهي اكثر من فعالية الانزيم في عينة السيطرة 125.21(kat/g وهذا بين ان اضفة مادة Benzyle adanine الى الوسط الغذائي يؤدي الى زيادة فعالية الانزيم وان قد يؤثر في البناء الحيوي للانزيم او زيادة العمليات ضمن سلك البناء الحيوي وكذلك يمكن ان يكون في تقليل قدر عمليات الهدم التي تؤدي الى تقليل فعالية الانزيم وبالتالي اعطاء اعلى فعالية الكالس المعامل لنوعي الداتورة . 
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شكل (1) تقدير فعالية انزيم الـ Catalase  في كالس نبات D. metal المعرض لإجهاد الملوحة

L.S.D = 25.32  (0.05 )



[image: image2.emf]344.1

288.1

141.5

0

50

100

150

200

250

300

350

400

Control Ec=9 Ec=12

Cat Activity Ukat/g


شكل (2) تقدير فعالية انزيم الـ Catalase  في كالس نبات D. innoxia المعرض لاجهاد الملوحة

    L.S.D = 34.62    (0.05  )
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شكل (3) تقدير فعالية انزيم الـCatalase  في كالس نبات D. innoxia في الوسط المعامل بالـ 2,4-D+BA
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شكل (4) تقدير فعالية انزيم الـ  Catalase  في كالس نبات D.metal المعامل بالـ  2,4-D+BA
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