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 ۱    ۱۳۸٣، سال ٢، شماره ٥٧مجله منابع طبيعي ايران، جلد

 ١شدن در اكاليپتوس مطالعات آنزيمي در ارتباط با چوبي

 ٥          كروري٤زاده             احمدحسين٣              داود پارساپژوه٢نوشين طغرايي

 چكيده

 Eucalyptus)به منظور بررسي مقدماتي چگونگي تغييرات ميزان ليگنين و آنزيم پراكسيد از درختان اكاليپتوس كاملدولنسيس 

camaldulensis) اكريل آميدژل   در فصول مختلف، از چهارمنطقه در دو فصل پائيز و زمستان نمونه تهيه شده و با روش پلي

ميزان ليگنين كلاسون نيز بر روي آرد چوب عاري از .  و نيز اسپكتروفتومتري، بررسي كيفي و كمي انجام شد(PAGE)الكتروفورز 

دهد كه الگوهاي ايزوآنزيمي پراكسيداز در اين گونه اكاليپتوس تغيير كرده و اين   نشان مينتايج. گيري شد مواد استخراجي اندازه

همچنين اختلافاتي بين . شود تغييرات در ابتداي فصل سرما، بخشي از آماده سازي فيزيولوژيك درختان در برابر سرما محسوب مي

ميازن نسبي ليگنين در زمستان در منطقه خوزستان تقليل . ه شدهاي يك منطقه از نظر ژنتيكي مشاهد مناطق اكولوژيك و بين پايه

ها و فعاليت آنزيم پراكسيد از در اكثر اوقات همبستگي  ميزان ليگنين با قطر شاخه. دهد يافته و فعاليت آنزيم نيز كاهش نشان مي

 .دهد مستقيم نشان مي

 

 .اكريل آميدژل اكتروفورز ينگنين، پليشدن پراكسيداز، ل اكاليپتوس كاملدولنسيس چوبي :هاي كليدي واژه

                                                 
 : ، تاريخ پذيرش٧/٧/٨٠: تاريخ دريافت‐ ١
 دانشجوي دكتري رشته علوم و صنايع چوب وكاغذ‐ ٢
 استاد دانشكده منابع طبيعي، دانشگاه تهران‐ ٣
 تعها و مرا عضو هيات علمي موسسه تحقيقات جنگل‐ ٤
 ها و مراتع عضو هيات علمي موسسه تحقيقات جنگل‐ ٥
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 شدن در اكاليپتوس مطالعات آنزيمي در ارتباط با چوبي                  ٢

 مقدمه

 عمدتادر غشاء سلول )١,١١,١,٧EC(پراكسيدازهاي گياهي 
اين آنزيم مسئوول گردهمايي . ها جاي دارند و درواكوئول
دهنده مختلف غشاء سلول توسط كاناليز كردن  مواد تشكيل

گيري پيوندهاي كووالانسي بين بقاياي تيروزين يا  شكل
ها را  اين آنزيم. مرهاي مختلف غشاء هستندفرولات پلي

. اند عموما بعنوان مسئول پليمريزاسيون ليگنين نيز شناخته
گيري پراكسيدئيدروژن نيز درگير  توانند در شكل و مي

هاي بيوشيميايي كه اين  باشند بدليل طيف وسيع واكنش
توانند كاتاليز كنند، نقش بسيار مهمي در  ها مي آنزيم

ها و  سلول. ١ها، تمايزيابي شدن سلول طويلهاي  مكانيسم
 .نمايند ها ايفا مي دفاع عليه پاتوژن

اگر پراكسيداز واقعا در ليگنيني شدن نقش داشته باشد، 
آنزيم بايستي غشاء سلول جاي داشته باشد، بخصوص در 

. شود غشاء ثانويه كه باتراكم بيشتري ليگنيني مي
يداز باغشاء همبستگي مثبت بين موقعيت مكاني پراكس

. ليگنيني شده توسط محققين بسياري معلوم شده است
Hepler با اين نتيجه رسيدند كه ) ١٩٧٢( و همكاران

 در Coleusفعاليت پراكسيداز درعناصر آوندي زخمي در 
هاي  غشاء ثانويه مشبك و غشاء اوليه جايي كه ضخامت

 فعاليت آنزيم در .اند وجود دارد گيري ثانويه در حال شكل
باشد،  پلاسمالماي عناصر آوندي در حال تمايزيابي مي

هاي ثانويه و نيز در  بخصوص درجايي كه روي ضخامت
. گيرد هاي مربوط به آنها زياد قرار مي ها و وزيكل ديكتيوزوم

اين نتايج قويا از اين نظريه را كه پراكسيداز در 
ها به ليگنين در  پليمريزاسيون دهيدروژنه مونوليگنول

 .كند  عالي نقش داردحمايت ميگياهان
 

 ها مواد و روش

برداري در دو فصل و در چهارمنطقه  نمونه:  برداري نمونه
از منطقه گربايگان ) نيمه آبان(برداري پائيز  نمونه. انجام شد

فارس، باغ خوانساري هفت تپه و منطقه كارون صورت 

                                                 
1 ‐Differentiation 

گرفت از چهار درخت در گربايگان و از سه درخت در دو 
متر با   سانتي٤هايي بقطر حدود  ديگر، شاخهمنطقه 

درنظرگرفتن ارتفاع شاخه بر روي درخت و جهت رويش 
) هاي بهمن نيمه(در فصل زمستان  نيز . آنها با اراه قطع شد

از هر محل سه ) ساري(از مناطق قبلي و نيز مازندران 
هاي دربسته به  ها در كيسه برداري شد و شاخه درخت نمونه
 .مل شدآزمايشگاه ح

 تهيه نمونه جهت بررسي آنزيمي

ها بلافاصله بعد از برداشت در  كليه نمونه: گيري عصاره
يخدان حاوي يخ خشك قرار گرفته و به مجتمع تحقيقات 

گيري  برداري عصاره البرز منتقل و در همان شب نمونه
 .شدند

 گرم از نمونه موردنظر را در ٣گيري ابتدا  براي نمونه
) ١(گيري   محلول عصارهcc٦ئيده و با هاون به خوبي سا

مخلوط كرده، داخل لوله آزمايش ريخته و ) ٢ به ١نسبت (
 درجه ٤و در دماي . شود با پارافيلم درب آن مدود مي

سپس . گردد  ساعت ذخيره مي٢٤گيراد به مدت  سانتي
 دقيقه ٢٠ دور در دقيقه به مدت ٦٠٠٠ها را در  نمونه

 رويي براي مطالعات بعدي سانتريفوژ كرده و قسمت زلال
 ).١‐٢ شكل. (اي جداگانه نگهداري شد در شيشه

روش (روش بررسي فعاليت كمي آنزيم پراكسيداز 

 )اسپكتروفتومتري

مطالعات كمي با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر 
(Colmant model6/2)انجام گرفت . 

ابتدا با فراستات و بنزيدين را مخلوط كرده و سپس به 
در . شود  ميكروليتر عصاره آنزيمي اضافه مي١٠٠عه مجمو

شود و ميزان جذب در طول  اضافه مي% ٣انتها آب اكسيژنه 
 دقيقه ٦ ثانيه و تا ٦٠هاي هر   نانومتر در زمان٥٣٠موج 

 .شود قرائت مي
از حداقل، حداكثر و ميانگين اعداد قرائت شده ميزان 

 .شود فعاليت آنزيم در واحد زمان تعيين مي
 وش بررسي كيفي آنزيم پراكسيدازر
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 ۳    ۱۳۸٣، سال ٢، شماره ٥٧مجله منابع طبيعي ايران، جلد

مطالعات كيفي با استفاده از دستگاه الكتروفورز عمودي به 
و طبق روش ) اكريل آميدژل الكتروفورز پلي (PAGEروش 

Korori و Ebermann) صورت گرفت) ١) (١٩٩١. 
 تهيه نمونه جهت بررسي ميزان ليگنين

ده هاي موردنظر راهمراه با پوست بصورت خلال درآور شاخه
كردن، ذرات با  و سپس با آسياب بصورت پودر و بعدا با الك

)  مش٨٠آوري شده بر روي الك  جمع(ابعاد موردنظر 
استن عاري از مواد استخراجي ‐آوري و بوسيله اتانول جمع
-ASTM)گيري و ثبت گرديد  سپس ليگنين آن اندازه. شد

D1106-84) .  در انتهاي بحثي درباره همبستگي قطر
نطقه رويش، فصل، فعاليت آنزيم و ميزان ليگنين شاخه، م

 .خواهيم داشت
 

 نتايج

تغييرات كمي آنزيم پراكسيداز را در درختان ) ٢ و ١(شكل 
همانگونه . دهد نمونه و در دو فصل پائيز و زمستان نشان مي

مابين يك ) پائيز(هاي آبان  شود، در نمونه كه ملاحظه مي
هاي موجود در يك  گونه در مناطق مختلف و نيز پايه

اختلاف زياد بين ميانگين . منطقه اختلاف زيادي وجوددارد
فعاليت آنزيم در فارس وخوزستان شايد بدليل آن باشد كه 

فصل آمادگي ) آبان(برداري  در خوزستان در زمان نمونه
شود  درخت براي ورود به دوره خواب تدارك ديده مي

 .اند  شدهكه در فارس درختان وارد دوره سرما درحالي
متاسفانه به ) زمستان(در شكل مربوط به دي و بهمن 

هاي مربوط به فارس دسترسي نبود و در عوض  نمونه
ليكن . اند بررسي شده) در نيمه بهمن(هاي مازندران  نمونه

هاي خوزستان همگي در دو فصل  فعاليت آنزيم در نمونه
ن و در اي. قابل مقايسه است) دي(و زمستان ) آبان(پائيز 

هاي موجود در  فصل بطور كلي تفاوت بين مناطق و نيز پايه
يك منطقه بسيار كمتر شده است و نيز كاهش فعاليت 

جالب . آنزيم پراكسيداز بيش از افزايش آن چشمگير است
ها در يك منطقه در پائيز و  آن است كه روند تغييرات پايه

 .زمستان مشابه است

از در فصل پائيز  الگوي ايزوآنزيمي پراكسيد٣در شكل 
شود در گربايگان اين  ملاحظه مي. نمايش داده شده است

الگو در دو پايه مشابهت زيادي دارد و فعاليت آنزيم با 
در اين منطقه سه باند . ها توافق دارد الگوي ايزو آنزيم

شود كه  هاي متوسط مشاهده مي مشخص در ناحيه مولكول
 .رسد يك باند از آنها ثابت باشد بنظر مي

در منطقه هفت تپه تطابق فعاليت آنزيم و الگوي 
)  IIحداقل در مورد هفت تپه (شود  ها ديده نمي ايزوآنزيم

ليكن سه باند ثابت در هر سه پايه وجود دارد و نيز باندها 
هاي سنگين و سبك بيشتر  بسمت محل استقرار مولكول

 IIIها را هفت تپه  يابند بيشترين تعداد ايزوآنزيم گرايش مي
دهد كه هشت بانداست و در منطقه  از خود نشان مي

آخرين الگو متعلق به منطقه . ها بيشتر گسترش دارند آنيون
هاي تند رونده و كندرونده در اينجا  كارون است كه مولكول

اند و توافق نسبي بين فعاليت آنزيم و اين الگو  ظاهر شده
 .وجود دارد

يداز را در فصل هاي پراكس الگوي ايزوآنزيم) ٤(در شكل 
دراين فصل باندهاي ظاهر شده بتعداد بسيار . زمستان داريم

ها از  باشند، در منطقه هفت تپه، پايه كم و كمرنگ مي
شباهت نسبي برخوردارند و تعدادباندها معادل هم است و با 

وليكن نسبت به . فعاليت كمي آنزيم نيز تقريبا مطابقت دارد
فته و نيز دو ايزوآنزيم كاتيوني پائيز، تعداد باندها تقليل يا

هاي متوسط باندهاي جديد ظاهر  آن در منطقه مولكول
در . اند تر حذف شده هاي تندرونده اند و بقيه مولكول شده

. مورد منطقه كارون نيز تعداد باندها تقليل پيدا نموده است
رسد كه   در دو فصل مورد بررسي بنظر مي٩در مورد كارون 

هاي آنيوني نيز  بفرد در منطقه مولكولهمان باند منحصر 
سويي  هاي متوسط داده است و هم جاي خود را به مولكول

در . ها تقريبا مشهود است بين فعاليت و الگوي ايزوآنزيم
هاي مازندران كه فقط همين يك فصل  مورد نمونه

ها مشهود است و  اند نيز شباهت بين پايه برداري شده نمونه
هاي هر سه منطقه   در تمامي نمونهدر ضمن يك باند ثابت

 ايزوآنزيم تندرونده  رسد همان شود كه بنظر مي مشاهده مي
 .پائيز باشد
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 شدن در اكاليپتوس مطالعات آنزيمي در ارتباط با چوبي                  ٤

ها،  در جدول ذيل مشخصات مربوط به قطر شاخه
فعاليت آنزيم پراكسيداز و ميزان ليگنين در دو فصل 

 :برداري آورده شده است نمونه

 ‐١جدول 

قطر شاخه  منطقه
 )متر سانتي(

‐٣فعاليت آنزيم  %ميزان ليگنين 
١٠  

 ۶٧/۶ - ۴٩/٢٧ - ١/٣ - ۱گربايگان

 ٣۵/- - ٨٣/٢۵ - ٧/٣ - ۲گربايگان

 ٣/۴٨ - ۴۶/٢۵ - ٣/٣ - ۳گربايگان

 ٣/٢٣ - ۹۸/۲۳ - ٢/٣ - ۴گربايگان

 ١/٤٩ ٧/٤١ ٦٣/٢٥ ٤٩/٢٢ ٠/٣ ٥/٢ Iهفت تپه

 ٠/١٤٥ ٣/٨٣ ٨٠/٢٣ ٥٩/٢٢ ٢/٣ ٤/٢ IIهفت تپه 

 ٠/٦٠ ٣/٦٨ ٢٦/٢٥ ٨٣/٢٣ ٦/٤ ١/٣ IIIهفت تپه 

       ٧كارون 

٥/٤٢ ٣/٥٨ ٣٤/٢٢ ٩٠/٢٢ ٥/٣ ٠/٢  

 ٧/١٠٦ ٧/٦١ ٢٠/٢٧ ٨/٢٤ ٣/٣ ٠/٣ ٨كارون 

 ٧/٣٦ ٠/٤٥ ٣٠/٢٣ ١٠/٢٣ ٨/٢ ٥/٢ ٩كارون 

 ‐ ٥/٤٧ ‐ ٢٧/١٧ ‐ ٤/٣ ١مازندران

 ‐ ٣/٤٣ ‐  ‐ ٥/٣ ٢مازندران

 ‐ ٧/٦١ ‐  ‐ ٠/٣ ٣مازندران 

ت تپه حداقل ميزان ليگنين باحداكثر هاي هف در نمونه
) در پائيز(فعاليت آنزيم پراكسيداز همراه است و بالعكس 

شود  هاي گربايگان مشاهده مي نيمي از اين روند در نمونه
بدين صورت كه حداكثر ميزان ليگنين باحداقل فعاليت 

ها در فارس و  بعلاوه حداقل قطر شاخه. آنزيم همراه است
فعاليت آنزيمي و حداكثر ميزان ليگنين هفت تپه باحداقل 

هاي فارس و خوزستان  بطور كلي در نمونه. ارتباط دارد
 .حداقل قطر شاخه باحداقل فعاليت آنزيم همراه است

 

 گيري بحث و نتيجه

هاي درختي  پژوهش اخير در زمان محدود و روي پايه
ولي هرچند با ترديد حاوي . معدودي انجام گرفته است

 . با ارزشي استنتايج بسيار
هاي شناخته شده در پروسه  آنزيم پراكسيداز، از آنزيم

پژوهش در دو فصل مختلف . باشد نهايي سنتز ليگنين مي

، همزمان، فعاليت پراكسيدازي و )پائيز و زمستان(سال 
نواحي . ميزان ليگنيني شدن را مطالعه نموده است

، )فارس(برداري در اين تحقيق شامل مناطق گربايگان  نمونه
اين . و مازندران بوده است) خوزستان(هفت تپه، كارون 
 پايه درختي نواحي هفت تپه و كارون ٦پژوهش تنها روي 

 .از استان خوزستان بطور كامل انجام گرفته است
سازي و همچنين فعاليت آنزيم پراكسيداز  ميزان ليگنين

برداري، فصل  در گياهان مبتني بر نوع گونه، محل نمونه
باتوجه به . هاست برداري و طبيعتا زيربناي ژنتيكي پايه هنمون

برداري، عوامل متغيير دراين  ثبوت نوع گونه و فصل نمونه
برداري و زيربناي ژنتيكي  پژوهش شامل محل نمونه

دو منطقه هفت تپه و كارون هر دو متعلق به . درختان است
استان خوزستان و از نظر شرايط اقليمي و بستر كاشت 

ضمنا در دو منطقه هفت تپه و . باشند با مشابه ميتقري
در اين تكرار با . ايم  تكرار درختي داشته٣كارون هر يك 
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 ۵    ۱۳۸٣، سال ٢، شماره ٥٧مجله منابع طبيعي ايران، جلد

سازي محدود، ولي تغييرات كمي  تغييرات ميزان ليگنين
 .آنزيم پراكسيداز، دامنه بسيار وسيعي داشته است

مطالعات الگوهاي ايزوآنزيمي پراكسيداز نيز معرفت 
آنزيم . هاي تحت بررسي است د پايهتنوع ژنتيكي زيا

پراكسيداز چهارپايه درختي منطقه گربايگان، سه پايه هفت 
تپه و سه پايه كارون در فصل پائيز بسيار متغير بوده، 

و حداقل  ١٤٥*١٠‐٣بنحوي كه حداكثر فعاليت پراكسيدازي
 پايه ۶تكرار پراكسيداز از .  بوده است۶۷/۶*۱۰‐۳آن رقم 

% ۵۰كاهش فعاليت و % ۵۰ زمستان برداشت شده در فصل
افزايش فعاليت پراكسيداز زمستان را نسبت به پائيز معرفي 

 .نموده است
هاي انجام شده ثابت كرده است كه  پژوهش

سازي  هاي آندي پراكسيداز معرف محل ليگنين ايزوآنزيم

 مورد مطالعاتي، ۹ مورد از ۸ها در  باشند و اين ايزوآنزيم مي
 .اند ر و در زمستان ناپديد شدهدر فصل پائيز ظاه

 پايه مطالعاتي در مناطق هفت ۶و بالاخره مجموعا در 
تپه و كارون در دو فصل پائيز و زمستان متوسط ميزان 

 ۷۳*١٠‐٣دربرابر متوسط فعاليت پراكسيداز% ۵/۲۴ليگنين 

%     ۵/۲۳زمستان متوسط ميزان ليگنين در فصل پائيز و 

 ٥٩*١٠‐٣سط فعاليت پراكسيدازدربرابر متو% ۵/۲۳در برابر 
 .در فصل زمستان قرار گرفته است

نتايج اين تحقيقات بخوبي رابطه ليگنين سازي را با 
تغييرات آنزيم پراكسيداز از نظر كمي و كيفي هرچند در 

برداري محدود در گونه  تكرارهاي معدود و زمان نمونه
 .اكاليپتوس كاملدولنسيس بخوبي معلوم كرده است
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Enzymatical Studies related to wood production in Eucolyptus 
 

N. Toghraie1                 D. Parsapajouh2                    A.Hosseinzadeh3          S.A.A Korori4 
 
Abstact 
To make a primary investigation on lignin content variation related to content of peroxidase enzyme in 
different seasons and sites, We sampled from four regions in two season, The eucalyptus (Eucalyptus 
camaldulensis) trees. 
Qualitative and quantitative survey was done PAGE and spectrophotometry methods. 
The Content of Klason lignin was determined using extractive free wood sawdust. 
The results show that peroxidase isoenzymes patterns change due to region and season. This can be 
understood as a part of tree physiological preparing period against coldness. It was also observed that 
there are differences between ecological regions and between trees in the same region. Geneticaly the 
lignin content in Khuzistan region decreased in winter and so did enzyme activity. The content of 
lignin was related directly to branch diameters and enzyme activity. 
 
Keywords: Lignin, Peroxidase, PAGE, Lignification, Eucalyptus Camaldulensis 
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