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تابستان۱۳۸۳ ،۶۳ شماره

سازندگي و پژوهش ۹۶

... زيستي شكل فلور، سرخشكيدگي...معرفي بر سرخشكيدگي...تحليلي بر تحليلي

                    

سازندگي و پژوهش

زراعت و باغباني در
۱۳۸۳ تابستان ،۶۳ شماره

قارچ گالاکتوروناز پلي آنزيم مطالعه
عامل  Fusarium oxysporum (F۵۸)

نخود زردي بوته بيماري

چكيده
خالص سـازي آنزيم ) جهت CM-Sepharose Fast Flow) كاتيوني نوع از يوني كروماتوگرافي تبـادل تكنيك از تحقيـق ايـن در
شده جدا نخود زردي بوته عامل Fusarium oxysporum قارچ از که كم) بيماريزاي شدت با (جدايه F۵۸ جدايه از پلي گالاكتوروناز
مولار, ۰/۳ – ۰/۵ بين ناحيه غلظت نمكي كه در داد نشان مولار . يك NaCl نمك شيب اعمال از حاصل استفاده گرديد. نتايج بود،
كيلو ۳۵ و حدود ۳۳ مولكولي وزنهاي با باند دو وجود پروتئيني, الگوي از آمده بدسـت نتايج دارد. وجود آنزيمي قله فعاليت يك
مشـخص مربوط باند Enzyme), دو activity staining) آنزيم فعاليت آميزي رنگ مطالعه داد. نشـان را F۵۸ در جدايـه دالتـون
مورد فعاليت آنزيم pH براي مناسب ترين ضمنا دارد.  آنزيم اين بر ايزوآنزيمهاي دلالت كه داد را نشـان شـده خالص آنزيمهاي به

آمد. بدست برابر ۴/۵ سازي خالص از و بعد قبل مطالعه,

کروماتوگرافي، پکتين فوزاريوم، گالاکتوروناز، نخود، پلي کليدي: كلمات
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Study of polygalacturonase of Fusarium oxysporum (F58), causal agent of chickpea yellows
By: Alani  B., Biology Dept., Faculty of Science, Rozi university, Kermanshah, Iran.
M.R. Zamani and M.Motallebi, Natianul Research Center for Genetic Engineering Biotechnology (NRCGEB), 
Tehran, Iran.
Fusarium wilt disease is one of the most effective factors of Chick-pea (Cicer arietinum) crop losses in the 
West and North-west of Iran which is caused by Fusarium oxysporum.  Many phytopathogenic microorganisms, 
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تابستان۱۳۸۳ ،۶۳ شماره

و سازندگي ۹۷پژوهش

incuding Fusarium oxysporum, attack their host plant by secreting pectic enzymes which causes modification of 
cell-wall structure, increasing accessibility of cell-wall components for degradation by other enzymes. To study 
polygalacturonase enzymes from isolate F58 of Fusarium oxysporum, enzyme purification was achieved by cation 
exchange chromatography.  Elution of the column was carried out with 1M NaCl gradient. The presence of PG 
enzymes was investigated by SDS-PAGE.  The results showed two distinct bands , about 33 and 35 kDa in isolate 
F58. These two bands showed PG activity in enzyme activity staining technique. The optimum  pH for enzyme activity 
before and after purification was determined to be about 4.5.
Key words: Chickpea, Polygalacturonase, Fusarium oxysporum, Chromatography, Pectin.

مقدمه
کشاورزي که امروزه مهمي است مشکلات از يکي گياهي بيماريهاي
به بيماريها اثر اين زيادي در خسارات ساله و هر مواجه بوده آن با کشور
بيماريهاي ايجاد در مهم از عوامل قارچها يکي مي شود. وارد کشاورزان
Cicer) ــود نخ در بوته زردي ــاري بيم ــوب ميگردند. محس ــي گياه
كرج، مزارع از ۱۳۴۲ سال در ايران در بار اولين براي (arietinum. L
ــال س در ايران در ــت(۲). اس گرديده گزارش قزوين و اهر خوي، مرند،
گزارش Fusarium oxysporum ــاري بيم اين عامل اصلي ۱۳۴۵
استان جمله از کشور استان چند در موجود گزارشات .(۳) است ــده ش
بيماري قارچهاي ايجاد اين اصلي عوامل مي دهد که ــان نش ــاه کرمانش
Fusarium solani و  Fusarium oxysporum Schtecht
عامل اين توسط اشكال مختلفي به خسارتها  .(۱) ــند مي باش Kuhn
ــدن زرد ش به ميتوان از جمله ــود. ش ايجاد مي ــود نخ در ــاري زا بيم
در ــتن گذاش تاثير و ــدن بوته ش ، ضعيف آلوده برگهاي گياه وريختن
ــاره اش ــود ش مي دانه تعداد تقليل و ماندن كوچك كه باعث ــنتز فتوس

.(۲) ميگردند محصول كاهش موجب نهايت در مذكور موارد نمود.
خارج آنزيمهاي از وسيعي طيف گياهي پاتوژنهاي اينکه به توجه با
از غني که گياهي ــلولي س مي توانند ديواره ميكنند ــح ترش را ــلولي س
کننده تجزيه ــاي آنزيمه نقش لذا کنند ــه تجزي را ــت اس پکتيني مواد
تحقيقات و مطالعه مورد آن توسعه و بيماري برقراري در ــلولي س ديواره
پلي کننده تخريب ــاي توليد آنزيمه  .(۲۵) ــت اس گرفته قرار ــياري بس
بهعنوان گياهي پاتوژنهاي ــط توس گياهان ديواره سلولي ــاکاريدهاي س
تکثير و ميزبان داخل به ــوذ بيماريزايي جهت نف روند در مرحله ــن اولي
وزن داراي پکتين ــه کننده تجزي آنزيمهاي ميگردد. ــوب محس آنها در
مختلفي ايزوآنزيمهاي ــورت بهص معمولا و پايدار بوده و پايين ــي ملکول
و توانايي براي ــي, پايداري بارالکتريک اندازه, نظر از که ــوند ميش توليد
۱-۴ آلفا پيوند آنزيمها اين هستند. متفاوت سلولي هاي ديواره تخريب
(maceration) تجزيه سبب و شکسته را پکتين سازنده واحدهاي بين
باعث آنزيمها ــن اي همچنين ميگردد. ــي بافت گياه مرگ و ــي تدريج
مرگ همانند بيماريها از در انواعي ــلول اوليه س ديواره ــديد ش تخريب
ضايعات ريشهها، ــك خش و نرم ــيدگي پوس ،(damping-off) گياهچه
مقابل حملة ديگر سلولي در ديوارههاي افزايش حساسيت و ساقه و برگ

. (۲۳ ،۶) گردند مي گياهي پاتوژنهاي
ــناخته ــلولي ش س ديواره كننده تجزيه ــم ــوع آنزي ن ۲۰ از ــش بي
پلي آنزيم ــد. ميگردن توليد ــف ــيله پاتوژنهاي مختل كه بهوس ــده ش
ديواره تجزيه كننده آنزيمهاي مهمترين از يكي گالاكتوروناز بهعنوان
بافتهاي گالاكتورونازها در پلي اند(۲۲).  شده گزارش گياهان سلولي
۵۰ تا ۳۰ دماي اسيدي و pH در ــرايط آزمايشگاهي ش ــده و آلوده ش
از اين وجودآنزيمهايي نشان مي دهند. با اين را فعاليت درجه حداكثر
در كه اند ــت آمده بدس Bacillus sp.MG-cp-۲ در باكتري ــته دس
بهينه ــراد فعاليت گ ــانتي س درجه ۶۰ بالاي دماي و ۱۰ مطلوب pH
اين آنزيمها ( pI ) ــك .ايزوالكتري pH(۱۳)اند داده ــان نش خود از را
سال ۱۹۹۷ نشان در همكاران و Roncero ــت. متغير اس ۸ تا ۳ بين
تواند گالاكتوروناز مي ــي پل آنزيم براي فعاليت بهينه pH ــه ك ــد دادن
يك آنزيم بهطوريكه .(۲۰) ــد باش داشته بستگي نيز ــترا سوبس نوع به
Fusarium oxysporumــارچ ــده از ق ش خالص پلي گالاكتوروناز
و در ، ۵ بهينه برابر pH، پكتين حاوي ــط محي در fsp lycopersici
ازخود برابر۷ را ــه بهين pH ــيد، گالاكتورونيك اس حاوي پلي ــط محي
گالاكتوروناز ــي آنزيم پل خصوصيات ــه مطالع جهت دهد. مي ــان نش
خالص خصوص در ــددي متع ــات گياهي گزارش مختلف پاتوژنهاي در
بهعنوان دارد. وجود مختلف ــهاي روش از استفاده با آنزيم اين ــازي س
Fusarium oxysporum ــارچ ــاز از ق ــي گالاكتورون پل آنزيم ــال مث
ژلي، ــيون مانند فيلتراس ــهايي روش ــتفاده از اس با نخود از ــده ش جدا
،۱۶ ،۴) گرديده است ــازي خالصس غيره و يوني تبادل كروماتوگرافي
Neurospora ــري نظير ديگ قارچهاي از آنزيم اين ــن همچني  .(۲۰
crassa  Aspergillus sp. , Postia placenta, Termomyces
Botrytis cinerea و lanuginosus, Saccharomyces cervicee
با  .(۲۱ ،۱۹ ،۱۲ ،۱۰ قرار گرفته است(۷، مطالعه مورد خالص سازي و
F. قارچ بيماريزايي در گالاكتوروناز  پلي آنزيم نقش ــت اهمي توجه به
آنزيم آوردن بدست براي تحقيق اين در نخود, گياه در oxysporum
ــدت ش با (F۵۸) جدايه از ملكولي, مطالعه خصوصيات ــت خالص جه
که F. oxysporum Weakly) قارچ virulent,WV) كم بيماريزايي
استفاده بود، بدست ــرقي  ش آذربايجان ــتان اس نخود آلوده از گياه از

ــد. گردي
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گالاكتور... پلي آنزيم مطالعه

روشها و مواد
قارچ جدايه

اين ــول ط در ــه ك Fusarium oxysporum ( F ــارچ(۵۸ ق ــه جداي
(تبريز) شرقي آذربايجان استان از  قرار گرفت مطالعه و بررسي مورد تحقيق

است. سازي گرديده خالص و آوري جمع نخود هاي آلوده ريشه از

كشت محيطهاي
Potato Dextrose Agar ــت كش ــط محي از ــارچ ق نگهداري ــراي ب
فراهم نمودن شرايط براي گرديد. ــتفاده ليتر) اس در گرم ۳۹) (PDA)
از F. oxysporumقارچ ــط توس پكتيني آنزيمهاي توليد ــب جهت مناس
ــرح ش به (Zymogram medium, PZ) Pecic زايموگرم ــت محيط كش
Citrus)در pectin, Merck) پكتين  ده گرم گرديد (۲۷). ــتفاده اس زير
۰/۳۴ سولفات آمونيوم، ۲/۶۴ گرم و  حل شده مقطر ليتر آب ميلي ۱۰۰۰
شد. اضافه منيزيم سولفات گرم و۰/۱۴ فسفات هيدروژن ــيم دي پتاس گرم

تنظيم گرديد. برابر ۴/۵ محيط فوق pH

گالاكتوروناز پلي آنزيم فعاليت اندازهگيري
همکاران و Collmer روش از استفاده با گالاكتوروناز پلي آنزيم فعاليت
ميكروليتر از ۴۰ ــد. ش اندازه گيري ــرح زير ش تغييراتي، به با ــراه هم (۸)
سوبسترا ذخيره محلول ميكروليتر ۲۱۰ با گالاکتوروناز پلي آنزيمي محلول
مخلوط اپندورف لوله ــيد در اس گالاكتورونيك پلي (w/v) ۰/۳درصد حاوي
گرديد. نگهداري ــانتيگراد س درجه ۳۷ ــاي دم در دقيقه ۲۰ و براي ــده ش
ــديم س (w/v) ٪۱] مس معرف ميكروليتر ۲۵۰ ــردن ك اضافه ــا ب ــش واكن
هيدروژن سديم (w/v) ٪۰/۳ سديم،  ٪۲ (w/v) كربنات تارتارات، پتاسيم
جوش آب در حمام دادن نيز قرار و [ سولفات سديم (w/v) ٪۱۴ و كربنات
معرف ۵۰۰ ميكروليتر شدن ــرد پس از س ــد.  ش متوقف ۱۰ دقيقه مدت به
ــديم س دي (w/v) ٪./۶ ــم موليبدات، آموني (w/v) ٪۵ ] ــنوموليبدات آرس
اضافه مخلوط به [٪۹۶ سولفوريك اسيد (v/v) ٪۴/۲ و ــنات آرس هيدروژن
نانومتر ۵۰۰ طول موج در جذب ميزان و (xg ۱۲۰۰۰) شده  سانتريفوژ و
هر آنزيم براي فعاليت گيري ــد.  اندازه ش خوانده اسپكتروفتومتر ــيله بهوس
دي- گالاكتورونيك اسيد از در اين آزمايش شد. تكرار انجام سه در جدايه
۲۰ مدت در آنزيم واحد يك در اين شرايط شد.  استفاده استاندارد بهعنوان

مي دهد. اوليگوگالاكتورونيك را ميكرومول يك تشكيل دقيقه

CM- بستر روي يوني بر گرافي تعويض كروماتو
Sepharose Fast Flow

قطر * ارتفاع ) ــانتيمتر س ۲ * ابعاد ۲۵ به كروماتوگرافي ــتون يك س
CM-Sepharose ــتر   بس از ليتر ميلي ۱۰۰ گرديد.  مقدار ــاب انتخ (
شرکت باشد (از مي سوسپانسيون فرم به تجاري بهصورت Fast كه Flow
متعادل بافر ليتر ميلي آن ۲۰۰ روي بر ريخته و ــر بش درون ،(Pharmacia
مخلوط و اضافه برابر۵/۵) pH با مولار ۵۰ ميلي ــيم پتاس ــتات اس ) كننده
نشين شدن بستر، ته و مخلوط ــتن گذاش ــاکن دقيقه س ۱۵ پس از گرديد.
يك كمك به ، بستر بافر بار تعويض چند پس از تعويض ميگردد. رويي بافر
ستون درون به درجه ۶۰ با زاويه همگن يكنواخت و طور به اي شيشه ميله
به روز شبانه يك مدت به منتقل گرديد. ستون ــردخانه س به ــده و ش اضافه

آنزيم توليد جهت درآيد. صورت فشرده بستر به تا ، مانده باقي حالت همان
حالت در PZ كشت مايع محيط قارچ در F۵۸ جدايه گالاكتوروناز ابتدا پلي
پروتئينها دهي رسوب سپس داده شدند. كشت روز ده مدت به Shaking
cut off) دياليز گرديده حاصله پروتئينهاي گرفت. سولفات آمونيم انجام با
استفاده قرار مورد كروماتوگرافي ــتون س جهت و دالتون) كيلو ۱۰-۱۲ برابر
بر و با دقت آرامي به ــده ش غليظ آنزيمي ليتر از محلول ميلي ۴ ــد. گرفتن
شود. بستر تا نمونه وارد باز شد سپس خروجي ستون شده و بار ستون روي
خروجي متصل، تور سيركولا دستگاه به را ستون و خروجي ورودي ــپس س
درون چرخش با ــتر در بس موجود پروتئينهاي تا كليه كرده را باز ــتون س

را پيدا كنند. بستر به ستون, فرصت اتصال
متعادل كننده ــر ميلي ليتر باف ــا ۲۰۰ را ب ــتون س ــاعت, س ۱۲ از بعد
ــو شستش دقيقه در ۱ ميلي ليتر ــرعت جريان س يك مرحله اي با بهصورت
لابلاي در پروتئين هايي كه گرفته تا شستشوي نظر رادر زمان كافي و داده
ــتون س خروجي محلول انجام گيرد. ند نيز ا ــده نش متصل و ــتر مانده بس
نمونه گير دستگاه ــط س تو ميليليتري ۲ نمونه هاي در ــو شستش مربوط به
پروتئينهاي ــوري ن جذب ــدار و مق آوري ــع جم (Fraction collector)
مقدار جذب از اينكه بعد گرديد. گيري اندازه ۲۸۰ نانومتر در ــده نش متصل
آوري شده جمع نمونههاي ــتون در س به ــده نش متصل نوري پروتئينهاي
عمل گروههاي به شده جداسازي پروتئينهاي متصل براي ــيد به صفر رس
۱۰۰ آن ظرف اول در شد كه استفاده ساز دستگاه گراديان بستر, از كننده
ميلي ليتر بافر جدا ۱۰۰ دوم ظرف در و دهنده ــو شستوش بافر ليتر ميلي
ايجاد ــي (با مغناطيس كمك همزن ــدو به ش ريخته (۱mm NaCl) كننده
متصل پروتئينهاي و۰-۱) (mm NaCl) ــده كنن جدا بافر ــان خطي گرادي
حجم دقيقه و ليتر در ميلي ۱ جريان بافر سرعت جدا شدند. به ستون شده
ــپس س تنظيم گرديد. ليتر ــزان ۲ ميلي بمي ــده ش آوري جمع ــاي نمونهه
و ــده ش و مخلوط آوري جمع آنزيمي فعاليت ــترين بيش حاوي ــاي نمونهه
بهوسيله سانتيگراد)، درجه ۲۰) ــرد س ــتون از اس برابر حجم افزودن از پس

شدند. داده رسوب ۱۴۰۰۰g در سانتريفوژ

پروتئيني الگوي بررسي
روش دو از ــا آنه دهي ــوب و رس ــحي ترش پروتئينهاي ــي بررس جهت
دهي رسوب روش در معدني. و نمكهاي استن از استفاده گرديد: استفاده
استن از برابر با حجمي ترشحي پروتئين حاوي ، محلول استن از استفاده با
ــاعت ۱۲ س حدود و مخلوط گرديد آرامي ــانتيگراد) به درجه س ۲۰) ــرد س
سرعت فوق با مخلوط سپس شد. داده قرار ــانتيگراد س ۲۰درجه در دماي 
در كمترين حاصله رسوب گرديد. ــانتريفوژ دقيقه س ۳۰ و بمدت g ۱۴۰۰۰
ــانتيگراد س ۲۰ درجه دماي در و ــده حل ش تقطير بار مقطردو آب ــم حج
ــولفات س از نمكهاي معدني ــا ب ــوب دهي روش رس در گرديد. ــداري نگه
آمونيوم سولفات ۷۰ گرم مقدار روش اين در ــتفاده گرديد. اس ٪۷۰ آمونيوم
گرديد. حل به آرامي ــحي حاوي پروتئين ترش محلول ليتر ــي ميل ۱۰۰ در
سانتيگراد) (۲۰ درجه دماي در ساعت ۱۲ حدود اشباع حاصل نيمه محلول
رسوب ،۱۴۰۰۰gسرعت با سانتريفوژ  دقيقه ۳۰ پس از آنگاه شد. داده قرار
از وپس ــد ش حل تقطير كاملاً بار ــه مقطر س آب ميلي ليتر يك در حاصله

گرديد. نگهداري سانتيگراد در ۲۰ درجه اپندورف، هاي لوله به انتقال
شد (۵) استفاده Bradford روش از پروتئين مقدار اندازه گيري براي
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BSA) Bovine serum ــن پروتئي آن از که در
گرديد. عنوان استاندارد استفاده به (albumin

از پروتئين ــوص خل ــردن ك ــخص مش براي
Laemlli, ۱۹۷۰ روش ــه ب SDS-PAGE
ــتم سيس در الكتروفورز .(۱۴) ــد گردي ــتفاده اس
(Resolving ،٪۱۲ Stacking و ،٪۵) ناپيوسته

شد. انجام
ماركرهاي وزن از ، ملكولي وزن براي تخمين
Pharmacia شركت ــاخت س استاندارد ملكولي
با b ــفوريلاز فس دالتون، كيلو ۲۱۲ ــن با (ميوزي
دالتون، كيلو ۶۶ با b كيلو دالتون، فسفوريلاز ۹۷
كربونيك انهيدراز دالتون، كيلو ۴۵ ــا ب آوالبومين
۲۰ ــين با تريپس كننده مهار دالتون، كيلو با ۳۰ 
و كيلو دالتون ) ــا ۱۴/۳ ب و ليزوزيم ــو دالتون كيل

استفاده گرديد. UVIDoc افزاري نرم برنامه

به پروتئين اتصال براي مناسب pH تعيين
و فعاليت آنزيمي بستر

اتصال ــراي ب ــب مناس pH ــن تعيي ــت جه
ــتون س ــت به محيط كش موجود در پروتئينهاي
گرفته نظر ۰/۵ در با فاصله ۸/۵ ۴ تا از pH دامنه
مورد نظر بستر از ليتر ميلي يك لوله هر شد. به
۵۰) ــيم پتاس ــتات بافراس ليتر ميلي با ۱۰ همراه
مطالعه مورد pHهاي از ــك ي با هر مولار) ــي ميل
بستر, بافر ــاندن رس تعادل به گرديد. براي اضافه
هر لوله ــپس به تعويض گرديد. س ۵ بار ــور مذك
مطالعه محلول پروتئيني مورد ــاوي از مس مقادير
۴ دماي در ــاعت س ۲۴ مدت ــه و ب ــده ش اضافه
مقدار جذب گرديد. نگهداري ــانتيگراد س درجه
فعاليت ــز ني نانومتر و در ۲۸۰ ــي بالاي ــول محل

شد. اندازهگيري آنها آنزيمي
مطالعه  منظور سازي آنزيم به خالص از  پس
محلول هاي براي فعاليت آنزيم، pH ترين مناسب
تا ۲/۵ هاي pH با Substrate  stock solution
در فعاليت آنزيمي گرديد. تهيه فاصله ۰/۵ ــا ب ۸
با رسم سپس و گرفته قرار ــي بررس مورد pHهر
pHآنزيمي حدود فعاليت ــر براب در pH منحني

گرديد. تعيين مناسب
Test plate

ــت آنزيمهاي فعالي ــود وج ــخيص تش جهت
گرديد. ــتفاده اس Test Plate از روش ــي پكتين
پليگالاكتوروناز ــم ــت آنزي فعالي ــخيص تش براي
مـولار يك ــر (بـاف A محلول از ــر ميليليت ۵ ــه ب
ميليليتر ۵ ،( ۴/۵ برابر pH با ـــيم پتاس ــتات اس
برابر pH با ميلي مولار ۱۰۰ EDTA محـلول از

گـرم آگارز ۰/۵ و ــيد پليگـالاكـتورونيكاس گرم ۰/۰۵ گرديد. اضـافه ــر مقط آب ــر ميلي ليت ۸) و۴۰
تقسيم مواد، بين پليتها كـامل شدن از حل و پس ــده ش جوشانده محلول سپس ــد. ش افـزوده آن به
۳۷ دماي در ــاعت س نيم و يك مدت به و نقطهگذاري پليت روي ــه نمون هـر از ۵ µ ــدار ــد. مق گردي
۰۵/۰ Ruthenium red اختصاصي رنگ با پليتها ۱۵ دقيقه سپس گرديد. نگهداري درجهسانتيگراد
روشن صورت لكههايي به آنزيمي فعاليت داراي نمونههاي شستشو، از پس ــدند. ش رنگآميزي درصد

ميشدند. مشاهده پليت روي بر

Zymogram
آميد در اكريل پكتين ژل روي بر از الكتروفورز گالاكتوروناز بعد پلي آنزيم فعاليت بازيابي ــت جه
به Zymogram تكنيك از از كروماتوگرافي ، هاي حاصل نمونه ــده از ش جمع آوري ــيونهاي فراكس

(۲۷) استفاده شد. و همکاران روش زماني

نتايج
برخوردار خاصي از اهميت ــي گياه پاتوژنهاي بيماريزايي در گالاكتوروناز ــي پل آنزيم كه ــا آنج از
از خصوصيات ملكولي آن برخي ــازي و س خالص الذكر فوق تحقيق آنزيم اين در ,(۲۳ ،۶ ،۴) ــت اس
با هاي جدايه ــه از ك Fusarium oxysporum ــارچ ق F۵۸ از گرفت. جدايه ــرار ق مطالعه ــورد م
پلي آنزيم سازي خالص ــده و ش ــد انتخاب ميباش نخود در گياه (WV) (۲۷) بيماريزايي كم ــدت ش

شد. انجام يوني تعويض كروماتوگرافي روش از استفاده با آن گالاكتوروناز
شرايط آن در گرفت كه قرار بررسي مورد شرايطي استفاده, مورد ستون افزايش كارائي منظور به
حد تا ديگر ي ها و پروتئين شده متصل ــتون س به صورت اختصاصي به نظر پروتئين مورد ــترين بيش
مي الكترواستاتيك صورت كنش هاي هم بر ــطه واس با اتصال به بستر نگردند. متصل ــتر بس به امكان
بسترهاي تهيه با باشند. بنابراين مي محيط يوني قدرت و pH تابع كنش ها هم بر اين خود كه پذيرد
بستر اين در پروتئيني اوليه از نمونه يكساني مقادير ــت، اس متفاوت آنها pH كه يوني تعويض ــتون س
محلول در آنزيمي فعاليت و ميزان پروتئين مقدار زمان لازم مدت شدن سپري از پس گرديد. وارد ها
اين براي pH بهترين كه ميدهد ــان حاصله نش نتايج ــد. ش گيري ها اندازه pH ــتر براي اين بس روي
كاهش ــت آنزيمي فعالي نيز و آزاد پروتئين ــدار مق pH در اين ــرا زي ــد. مي باش ۶ تا بين ۵/۵ ــتون س

F58 جدايه در كروماتوگرافي ستون از اجزاي هر يك آنزيمي و ميزان فعاليت پروتئين مقدار به مربوط نمودار -۱ شكل

ميزان پروتئين، مقدار از: عبارتند عمودي از چپ به راست محورهاي Fusarium oxysporum قارچ

نشان ميدهد. متوالي را اجزاي شماره افقي محور .NaCl نمك غلظت آنزيم و  فعاليت
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در جذب پائين دهند. مي ــان نش را ــي محسوس
پروتئين بيشتر اتصال دهنده ــان نش نانومتر ۲۸۰
كم فعاليت آنزيمي اينكه ضمن ستون بوده به ها
آنزيم اتصال اختصاصي ــتر بيانگر بس روي محلول

ميباشد. بستر به
گالاکتوروناز، پلي آنزيم ــازي س خالص براي
روي پروتئيني بر نمونه محلول ليتر ۴ ميلي مقدار
جداسازي منظور به گرديد. گذاري نمونه ستون
بافر با ستون بستر ــده به نش متصل پروتئين هاي
ــزان پروتئينهاي ــد تا مي ش داده ــو شستش اوليه
۲ ــيون فراكس چهل ــود.  ش صفر با برابر خروجي
گرديد. ــع آوري جم مرحله اين ليتري در ــي ميل
اندازه و گالاكتوروناز ــي پل آنزيم فعاليت ــي بررس
كه داد ــان نش ــيونها اين فراكس ــري پروتئين گي
پروتئين ــاوي ح ۲۳ تا ۱ ــماره ش ــيونهاي فراكس
داراي ۱۸ تا فراكسيونهاي ۱ حاليكه فقط در بوده
تا ــيونهاي ۲۴ فراكس ــند. ميباش آنزيمي فعاليت
ــت آنزيمي فعالي يا پروتئين ــه گون هر ــد فاق ۴۰

.(۱ (شكل ميباشند
يك صفر تا غلظت ــيب ش از مرحله, ــن اي در
پروتئين هاي كردن براي جدا NaClمولار ميلي
گرديد. جهت ــتفاده اس ــتون س ــده به ش متصل
در گالاكتوروناز ــي پل ــم آنزي ــور ــخيص حض تش
ــت پلي ــت تس ــف از روش ــيونهاي مختل فراكس
ــزان فعاليت مي ، پروتئين مقدار ــد. ش ــتفاده اس
از ــر يك ه ــي ــژه آنزيم ــت وي و فعالي ــي آنزيم
گيري اندازه ۱۴۰ تا ۴۰ ــماره ش ــيونهاي فراكس
كه داد ــان نش حاصله نتايج گرديد. ــبه محاس و
فعاليت داراي ۹۱ ــا ت ۶۹ ــماره ــيونهاي ش فراكس
نشان حاصله ــي نتايج بررس ــند. مي باش آنزيمي
۱۲۷ تا ۶۹ ــماره ش ــيونهاي ــه فراكس ك ميدهد
حاليكه در بوده ــن مختلف پروتئي مقادير ــاوي ح
ناحيه در كه تا ۹۱ فراكسيونهاي شماره ۶۹ فقط
ــتون س از ۰/۳-۰/۵ mm ــن ــت نمكي بي غلظ
آنزيم پلي ــان دهنده فعاليت ــوند نش خارج ميش
ويژه فعاليت  .(۱ گالاكتورونازي ميباشند (شكل
تا و ۶۹ ۱۸ تا ۱) مختلف ــيونهاي فراكس آنزيمي
آمده نتايج بدست براساس محاسبه گرديد. (۹۱
بيشترين داراي ــماره ۶۹ تا ۷۱ ش فراكسيونهاي
تا ۲۰۴ U/mg (بين آنزيمي ويژه فعاليت مقدار
ــيونهاي بوده در حاليكه در فراكس (۱۰۴ U/mg
تا ۸۳ U/mg بين فعاليت اين ۷۹ تا ۷۲ ــماره ش
تا ۸۰ فراكسيونهاي ضمنا ــد. ميباش ۳۳ U/mg
اي ملاحظه قابل آنزيمي ويژه ــت فعالي داراي ۹۱
خالص ــي ميزان بررس جهت .(۲ ــكل (ش نبودند

به توجه با منظور بدين گرديد. SDS-PAGE استفاده ستون, از توسط گالاكتوروناز آنزيم پلي سازي
۶۹ فراكسيونهاي گرديدند. بهم مخلوط نزديك خصوصيات فراكسيونهاي داراي آنزيمي, ويژه فعاليت
آنها كاهش آنزيمي ويژه فعاليت كه تا ۷۹ ۷۲ فراكسيونهاي آنزيمي و ويژه فعاليت ــترين بيش با تا ۷۱
هاي نمونه در موجود گرديد. پروتئينهاي آوري جمع و شده يكديگر مخلوط با جداگانه بطور يابد مي
بررسي گرفتند. قرار مورد مطالعه SDS-PAGE ــط توس سرد با استن رسوب از ــده پس ش مخلوط
پروتئيني دو باند شكل ۳) ۲ (رديف ۷۱ تا فراكسيونهاي شماره ۶۹ مخلوط پروتئيني مربوط به الگوي
مشابه باند پروتئيني دو ضمنا را نشان ميدهد. ۳۵ كيلو دالتون و ۳۳ حدود وزن ملكولي با شده خالص

.(۳ شكل ۳ (رديف ميگردد مشاهده تا ۷۹ ۷۲ مخلوط فراكسيونهاي به مربوط پروتئيني الگوي در
نتايج گرديد. استفاده zymogram تكنيك شده از باند خالص دو آنزيمي فعاليت ــي بررس جهت
بررسي براي .(۴ (شكل ــند ميباش پلي گالاكتورونازي فعاليت داراي باند دو كه هر داد ــان نش حاصله
از خالص سازي از بعد و قبل مراحل در گالاكتوروناز آنزيم پلي جهت فعاليت ــب مناس pH ــه مقايس و
آمده نشاندهنده بيشترين بدست نتايج گرديد.  ــتفاده اس (۸ تا ۲/۵) مختلف هاي pH با ــتراي سوبس

.(۵ (شكل pH=۴/۵ مي باشد سازي در خالص از و بعد قبل حالت دو هر در آنزيم فعاليت

بحث
قارچ توسط بيماري ايجاد درمراحل اوليه كه ــتند هس آنزيمهايي از گالاكتورونازي پلي آنزيمهاي
آنزيمي عمل خصوصيات آنزيمها براساس (۲۳), اين مي شوند ــح ترش Fusarium oxysporum
و اگزوپلي ــته) شكس را پليمر ــور تصادفي (بط گالاكتوروناز اندوپلي ــوع ن دو به ــترا, سوبس ــه تجزي در
پكتين با تخريب گالاكتورونازها اندوپلي ــوند. ميش طبقه بندي انتهايي) كننده گالاكتوروناز (تجزيه
(Elicitors) ــان ــتم دفاعي گياه سيس كننده تحريك اليگومرهاي ــد تولي و گياهان ــلولي س ــواره دي
polygalacturonase) گالاكتورونازها اندوپلي كننده مهار پروتئينهاي و ــينها فيتوالكس سنتز ــبب س
اين فعال جايگاه با اتصال به ها كننده ــار مه اين تبع آن به ــه ــده ك inhibiting) ش protein, PGIP
گالاكتورونازها اگزوپلي هيدرولازي عملكرد از طرفي ميشوند(۱۸).  رقابتي نوع از مهار سبب آنزيمها
اين اينكه ضمن صورت ميگيرد(۲۶). آنها احيايي غير و انتهايي از ناحيه پكتيني هاي زنجيره روي بر
و مي شوند اسيد گالاكتورونيك دي و منو به گالاكتورونازها نهايي اندوپلي محصول تجزيه سبب آنزيمها
ميگردد(۱۱). همچنين گياهان دفاعي سيستم كننده تحريك اليگومرهاي رفتن بين از امر باعث اين
پاتوژن سلولهاي گالاكتورونازها وارد اگزوپلي عملكرد از آمده بدست اسيدهاي گالاكتورنيك و دي منو

ميشوند(۹). پكتيني سنتز ساير آنزيمهاي شدنشان باعث القاء كاتابوليزه با و گرديده

Fusarium قارچ F58 جدايه در كروماتوگرافي ستون اجزاي از يك هر آنزيمي ويژه فعاليت نمودار -۲ شكل

و آنزيمي ويژه فعاليت عبارتند از: راست به چپ عمودي از محورهاي .oxysporum

ميدهد نشان را اجزاي متوالي شماره محور افقي .NaCl نمك  غلظت

گالاكتور... پلي آنزيم مطالعه
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و سازندگي ۱۰۱پژوهش

پروتئينهاي جدايه پروتئيني مربوط به ۳- الگوي شكل

و بعد از قبل Fusarium oxysporum قارچ از نخود  F58

SDS-PAGE از استفاده با خالصسازي

-۲ خالصسازي، از ۱= نمونه قبل پروتئيني، ماركر =M

.۷۲-۷۹ ۷۱-۶۹، ۳= فراكسيونهاي فراكسيونهاي

مربوط به enzyme activity staining الگوي شكل ۴-

F58 از جدايه از خالصسازي بعد و پروتئينهاي قبل

Fusarium oxysporum قارچ

=۳ ،۱-۱۰ فراكسيونهاي -۲ خالصسازي، از قبل نمونه =۱

.۶۹-۷۹ فراكسيونهاي
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سازندگي و پژوهش ۱۰۲

اندو آنزيم ــوع ن از دو ــي متفاوت ــبتهاي نس گياهي ــوژن پات ــاي قارچه
قارچهاي در معمولاً ــه ك بطوري ميكنند توليد را گالاكتوروناز ــي اگزوپل و
توليد آنزيم ميزان (Highly Virulent, HV) ــاد زي ــي بيماريزاي ــدت ش با
در بوده ــتر بيش اندوپلي گالاكتوروناز به فرم ــبت نس گالاكتوروناز ــي اگزوپل
(Weakly Virulent,WV) كم بيماريزايي با شدت قارچهاي در كه صورتي
زيادتر اگزوپلي گالاكتوروناز فرم به نسبت گالاكتوروناز اندوپلي ميزان توليد
پلي آنزيم ــازي س اقدام به خالص تحقيق ــن در اين بنابراي ــد(۱۷). ميباش
تا گرديد بود كم بيماريزايي ــدت ش داراي كه F۵۸ از جدايه ــاز گالاكتورون
ــت بدس گالاكتوروناز پلي آنزيم خالص فرم با را ــم آنزي اين عملكرد ــوان بت
مورد است) نگرديده (گزارش زياد بيماريزايي ــدت با ش F۲۳ از جدايه آمده

مقايسه قرار داد.
گالاكتوروناز پلي آنزيم ــازي س خالص نشاندهنده متعددي ــهاي گزارش
Rhizopus stolonifer, Fusarium ــر نظي ــف مختل ــاي قارچه
فيلتراسيون روش از استفاده ,oxysporum با Neurospora crassa

متفاوتي الكتروفورزي حركت جهت آنزيم يك به مربوط ايزوزيمهاي ــت اس
به يك هر مختلف، ــاي صورت وجود ايزوزيم ه در بنابراين ــند , باش ــته داش
۴ شكل در همانگونه كه ــد. ش خواهند ــاهده مش مجزايي صورت باندهاي
تا مي تواند شده سازي خالص نمونه هاي در باند دو وجود گردد مي ملاحظه
گزارشهاي ــد.  باش گالاكتوروناز پلي آنزيم به مربوط ايزوآنزيم كننده دو ييد
پلي متفاوت آنزيم ــم ايزوآنزي دو وجود ــازي خالص س از پس نيز ــددي متع

.(۱۰ ،۴) اند نموده گزارش مختلف را قارچهاي از گالاكتوروناز
اين در مطالعه مورد F۵۸ جدايه از شده خالص گالاكتوروناز پلي آنزيم
pH با يافته اين فعاليت ميباشد. ــترين بيش داراي برابر۴/۵ pH تحقيق در
قارچ ــده از ش خالص گالاكتورونازي پلي آنزيم ــراي فعاليت ــده ب گزارش ش
Artes and Tena ــط توس Fusarium oxysporum f.sp. cicera

دارد(۴). مطابقت
گالاكتوروناز ــم پلي آنزي تحقيق اين در آمده ــت نتايج بدس به توجه با
ميتواند كم ــي بيماريزاي ــدت ش با F. oxysporum قارچ F۵۸ ــه جداي

سفادكس ــتونهاي س ابتدا نيز تحقيق اين در .(۱۹ ،۱۵ ،۴) ــد ميباش ژلي
قرار ــتفاده اس مورد پلي گالاكتوروناز آنزيم تخليص جهت G-۱۰۰ و G-۷۵
بر و ميباشند ژلي فيلتراسيون ستونهاي نوع از سفادكس ستونهاي گرفتند.
آزمايش, تكرار عليرغم چندبار اما مي كنند size exclusion عمل اساس

نبود. نظر مورد آنزيمهاي جداسازي به قادر الذكر فوق روش
از نوع چندين از ــتفاده اس ــا ب يوني تعويض ــي ــهاي كروماتوگراف روش
به توجه با ميروند. كار ــه ب آنزيمها جهت تخليص ــض يوني ــاي تعوي رزينه
با گالاكتوروناز ــي پل ــازي آنزيم س خالص خصوص در ــود ــهاي موج گزارش
۲۰و و كاتيوني (۱۰ آنيوني و كننده تعويض ــتون نوع س دو هر از ــتفاده اس
ــتر بس گرديد. ــتفاده ــتر تعويض يوني اس بس دو از هر تحقيق در اين (۲۴
جدا به قادر ــت اس آنيوني ضعيف كننده تعويض ــك ي كه ــلولز DEAE-س
كاتيوني كننده تعويض بستر ادامه از نبود. در نظر مورد آنزيمهاي ــازي س
گرديد استفاده ( CM-Sepharose fast flow) ــفارز س متيل كربوكسي
۳۵ كيلو و حدود ۳۳ ــي ملكول وزن (با پروتئيني باند دو روش ــن اي در ــه ك
مطالعه فعاليت جهت زايموگرام تكنيك ادامه، در گرديدند. دالتون) خالص
ممكن كه آنجا گرفت. از قرار استفاده مورد شده پروتئينهاي خالص آنزيمي

از تا شده خالص خوبي به CM-Sepharose Fast Flowــتون س ــط توس
شده از خالص آنزيم با آنزيم اين عملكرد مقايسه براي بتوان آن فرم خالص

نمود. استفاده F. oxysporum قارچ زياد بيماريزايي شدت با جدايه

استفاده مورد منابع
نخود بيماري زردي قارچي ــائي عوامل ، شناس ۱۳۷۷ همايون، آزاد، ــاري افش - ۱
کشاورزي آموزشکده شهريور، ۱-۵ ايران، گياهپزشکي کنگره سيزدهمين ايران. در

کرج
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F58 جدايه پلي گالاكتوروناز آنزيم مقايسه -۵ شكل

خالص سازي از قبل .Fusarium oxysporum قارچ

pHهاي مختلف  در آن شده خالص فرم  و

گالاكتور... پلي آنزيم مطالعه

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

تابستان۱۳۸۳ ،۶۳ شماره

و سازندگي ۱۰۳پژوهش

5- Bradford, M. M. 1976. A rapid and sensitive method for the 
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the 
principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry 72, 248-
254.
6- Cervone, F., Hahn, G., and DeLorenzo, G. 1989. Host-pathogen 
interactions . A plant converts a fungal pathogenesis factor into an 
elicitor of plant defense responses. plant physiology 90, 542--548.
7- Clausen, C. A., and Green, F. 1996. Characterization of 
polygalacturonase from the brown-rot fungus Postia placenta. 
Appl. Microbiol. Biotech 45, 750-754.
8- Collmer, A., Ried, J. L., and Mount, M. S. 1988. Assay method 
for pectic enzymes. Method in Enzymology 161, 329 - 335.
9- Cooper, R. M. 1983. The mechanisms and significance 
of enzymatic degradation of host cell walls by parasites. In 
Biochemical plant pathology: J.Wiley & Sons,New york), pp. 
101-135.
10- Doneche, B., and Cabanne, C. 2002. Purification and 
characterization of two izozymes of polygalacturonase from 
botrytis cinerea. Effects of calcium ions on polygalacturonase 
activity. Mycrobiological Research 157, 1-7.
11- Favaron, F., Alghisi, P., Marciano, P., and Magro, P.1988. 
Polygalacturonase isoenzymes and oxalic acid produced by 
sclerotinia sclerotiorum. Physiological and molecular plant 
pathology 33, 107-124. 
12- Gainvors, A., Nedjaoum, N., Gognies, S., Muzart, M., Nedjma, 
M., and Belarbi, A. 2000. Purification and characterization of 
acidic endo-polygalacturonase encoded by the PGL1-1 gene from 
Saccharomyces cerevisiae. FEMS-Microbiology-Letters;  183, 
131-135.
13- Hoondal, G. S., Kapoor, M., and Beg, Q. K. 2000. Production 
and partial purification and characterization of a Thermo-alkali 
stable polygalacturonase from bacillus sp. MG-cp-2. Process 
biochemistry 36, 467-473.
14- Laemlli, U. 1970. Cleavage of structural proteins during the 
assembly of a head of bacteriophage T4. Nature 227, 680-685.
15- Manachini, P. L., Fortina, M. G., and Parini, C.1987. 
Purification and properties of an endopolygalacturonase produced 
by Rhizopus stolanifer. Biotechnology Letters 9, 219-224.
16- Martinez, M. J., Alconada, M. T., Guillen, F., C.vazquez, 
and Reyes, F. 1991. Pectic activites from Fusarium oxysporunm 
f.sp Melonis : Purification and characterization of an 

exopolygalacturonase. FEMS Microbiology Letters 81, 145-
150.
17- O’Brien P.A. & M.R. Zamani. 2003. Production of pectic 
enzymes by barepatch isolates of Rhizoctonia solani (AG-8).  
Australasian Plant Pathology, 32(1): 65-72.
18- Ovidio, R. D., Cervone, F., and Lorenzo, G. D. 2001. The 
role of PGIP Proteins in defence against pathogenic fungi. Annual 
review phytopathology 39, 313-335.
19- Polizeli, M., Jorge, J., and Terenzi, H. 1991. Pectinase 
production by Neurospora crassa: Purification and biochemical 
characterization of extracellular polygalacturonase activity.  
Journal of General Microbiology 137, 1815-1823.
20- Roncero, G., Isabel, M., and Pietro, A. D. (1997). Purification 
and characterization of a novel exopolygalacturonase from 
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici. FEMS Microbiology Letters 
154, 37-43.
21- Sathish, K. S., and Palanivelu, P. 1999. Purification and 
characterization of an extracellular polygalacturonase from the 
thermophilic fungus, Thermomyces lanuginosus.  World Journal of 
Microbiology & Biotechnology 15,  643-646.
22- Schell, M. A., Roberts, D. P., and Denny, T. P. 1988. Analysis 
of the Pseudomonas solanacearum Polygalacturonase encoded 
by Pgl A and its involvement in phytopathogenicity. Journal of 
Bacteriology 170, 4501-4508.
23- Tugaye, E., Boudart, G., Dumas, B., and M.Therese. 2000. Cell 
wall degrading enzymes, inhibitory proteins, and oligosaccharides 
participate in the molecular dialogue between plants and pathogens. 
Plant Physiology and Biochemistry 38, 157-163.
24- Wakabayashi, K., and Huber, D. 2001. Purification and 
catalytic properties of polygalacturonase isoforms from ripe 
avocado (Persea americana) fruit mesocarp.  Physiologia-
Plantarum 113, 210-216.
25- Walton, D. J., Scott, J. S., Cervone, F., and Panaccione, D. G. 
1990. Endopolygalacturonase is not required for pathogenecity of 
cochliobolus. The plant cell 2, 1191-1200.
26- Wojciechowicz, M., and Heinrichova, K. 1989. The 
pectinolytic enzymes of Selenomonas ruminantium. Journal of 
Applied Bacteriology 66, 169-174.
27- Zamani, M.R., Motallebi, M., and Harighi, M.J. 2001. Pectic 
enzyme paterns of Fusarium oxysporum  isolates from chickpea in 
Iran. Journal of Sciences, Islamic Republic of Iran 12 (1) , 17-21.

www.SID.ir


