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&�3��0� "��F��� D&�3��0
�- D�.��!�� D&��"���
�� D&���I����W' �����

 &�"�� DLX�� D&�0��- 70� *"# *"��J� *�J����! ))�)�S.(

$��% Y��� 7����A. rabiei  � �� &' � &��F� 	?�6� ��3!�P Z

*"FF! �)"[�=���" � ) ���� 
��� &���F� ����� (���� �������

P�2� ����	70� *���� )��.(

&O����A �)�) 7�R �[� 
� ����� (�-��  �� \���- /��) *�


� F]�7�P�� �� W��U� ������-�� DB�?3�� 	"�����% ����' 
� 

.�'�
��	�=�� ����� "�!��  �! "�F�� +��^ �� =�?�0 *���	����� *�

����*���� _�&' L��[30� �"F�� E��! ��)�.(������ *����

=�?0	��&��3-�0 *� ���A ) 
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 7�� W�U�  F�7P�� �� �� �3J ����

f��	� 
���P ��	��)' .��0'  ��� ��_� �� ���������	�"F��� 
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 � "���� (f3F�  ��-��0 .�� &�30   �� 
)�  ��^�# N�� +"��

 � �3,� �� D *"��� 	%�� 7=�4 &��� �� *��J�P +���6  "��' .�
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 ����)�A  �?G �� *��G &)�� E-��] ��� �3,�� �� ���R�� ����
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��0�"R ����� 

����)�A *)���  �� *"�# (d3� ��� �3,�� *"�FFG (��� ����D
�

&' >)� o�� ��  G "# *��U30� 
�0 &������ *�M30��kk	�?�� 
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*"FFG (1M NaCl)"#  3��� � ) 	,��V�Fc� &.��� N�G)���

 *"�����FFG �"�����R �P������� 	�����e- &����������� �������I�� 

)NaCl M�}k(A����)�  � *"# (d3� ���&�30 "�"�# �"�R .

�P�� &���R 7��0� ����� 
�I4 )  �f�%� �� ��3�= 	?�� ����

 � *"# ��)' s�R �.�� &C/;"����� 
��`F� ��3�= 	�?�� .yT�0

 ���� x�?�� ) ��)' s�R 	��.�' 7�=�2P ���3J�� �)�4 ���

 &�).P� 
� yA ) *"# 
� ������ 
I4 3�0��&���0 );k} �R�� 

3��0	����(� D O�U��3���0  ?��0) ��rpm �Skkk*��� Y��0�

"�"#.

�
�`P�C6 
�m;. ���C� 

����)�A 	0��� 7�R �0� ) 	[�#�� ���Y�����' 	��� )� 
�

 "���� *��U30� 8)� :N�� ) �30� 
� *��U30� 	�"�2� ����.��
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��S 

8)� Y�0� �30� 
� *��U30� �� 	�� ����)��A �)��4 >��?[� D

��0 �30� 
� ����� 	�I4 �� 	[#��);k}3��0  R�� 	����� (

�)"�4 ) "����� x��?�� 	����'  ��;����� �� 7���0 ;k}

3��0  R��	���� *��� ���% "#.7���0 ��� ���P x�?�� yT0

rpm �Skkk +"���� )�k"������ O�U��3����0  ��f�%� .Y���0�

 �ef� Y' 
I4 ���3�G ��  ?6�4 )���ef� ��� (4 D�� ) *"#

����;k}3��0  R�� 	���� "����� ���"�M� .��8)� Y��0�

 N��� ��� 	�� 
� 	�"�2� ���� L������' +�U=��0uk%*��U3�0�

"����.��"f� 8)� ��� �� uk�� L������' +�U=��0 L��� �kk

"����� (�4 	���'  � 	[#�� ����)�A �)�4 >�?[� �3�= 	?�� .

�)"��4 (��6�4 5�^��#� >���?[��;������ �� 7����0 S ��R�� 

3��0	���� "# *��� ���% .
� yA *�M�'�k��� O��U��3���0  f�%� 

7��0 rpm�Skkk DY�0� *"�' 70�  ���3�= 	�?�� N�� �� 

�ef� Y')��ef� ��� ��G �lX"# (4 *) �=�=  �� >��f3�� 
� yA

 �� Do�)"FA� ���;k}3��0  R�� 	���� M� ����"#.

*
�"��� ���� ����)��A ��"�f� �����
�8)� )S(Bradford 

*��U3������0� "������#
� &' ��  ������! ����)�������A (BSA) 

Bovine Serum Albomin "���� *��U30� ���"��30� &��F�  �.

�����&���G p�J�� 
� ����)��A j��?-SDS-PAGE  

"������� *��U3���0�);�.( 3���0��A�� 
3,����0 �� 
�����P)�3K=� 

)Stacking) (�����C%)Resolving ����� �;%"# L�I��.����

�'�.�>O���� 
� *��U3�0� �� �� �'��.�*��f� (Silver staining) 

��� L�I���");�.(

� &
) ������G��� 
� D	=���K?� &
) ������� ������ 	=���K?

 7G���# 7-���0 ���"��3��0�Pharmacia ���.��P� L����  ������� )

UVIDoc"���� *��U30� .

F���PpH YQ�;	�� � C&'Q� ,Q� F�`P�C6 �	IP. 
.C� V�	
� 

��-718 

��`F�  ����2�pH����)�A >�d�� ���� _0�F� �� ���R�� ���

  F��� D&�30  � 7JG /�[�pH 
�S��C/�(�6��P ��� C/k��

3P�� �`� "#  .*���� �`� ���� �3,� 
� �3�= 	?�� N�  =�= ��  �

 ���k
�0�3A +�30��P�� �3�= 	?�� )Ck�b�� 	?�� (
� N�� �� ��

pH "�����  P�g�  2=�e� ���� ��� .&"���0� >���2�  �� �����

 ��Gm� �P�� D�3,�C"���� r��2� ��� .����f�  =�= ��  � yT0

 e� ���� 	F���)�A >�?[� 
� �)�,� +"��  �� ) *"#  P�g�  2=�

;S ���� �� 7��0 S	3��0  R��  M� ���� "���� ���� .��"�f�

 )� >�?[� YmR	���;�k ����' 	���.�' 7�=�2P .�� ) �3����� 

"# ���� *
�"��.

��`F�  � 
�.�' �
�0 p=�- 
� yA  �2=�e� _�0�F� ����� 

pH>�?[� D
�.�' 7�=�2P ���� ����Substrate stock solution 

��pH ��� C/;���(6��P ��C/k"����  ��� .	��.�' 7�=�2P 

�� ��pH  7P�� ���% 	0��� ����.

Test plate 
��`F�  �
�.��' 7��=�2P ��R) p��J� 8)� 
� 	�F�3KA ����

Test Plate"������ *��U3��0� .������7���=�2P p��J��� 
�.���' 

	?A  � 
��)��3Gb��C	?�� >�?[� 
� �3�=A)��� �b���� N�� �P�

+�30� 
��0�3A ��� pH ������ C/S(DC	�?�� >�?��[� 
� ��3�=B

EDTA) �kk 	?�� �b��� ��� pH ������ �()Sk	�?�� Y' ��3�= 

"����  P��g� �ef� .Ck��?		�?A L�� N��)��3��Gb��� ) "��0�

C/k"# *�).�P� &'  � 
���' L��� .>�?[� yT0 *"# *"��#�R 


� yA )7��?A ���� D���� (���G &"# (4 "����� 
�,�f� ��� .

��"f� µlC ef� 7�?A �)�  ���� ��� 
� N� +"�  � ) ���m�

 ���� �� 7��0 
�� )�u3���0  R��	�����  �M� ���� "����� .

7�?A yT0 ���C	6�d�3-� ���� ��  f�%� )Ruthenium red (

)kC/k"6��(��� "�"# �.��' .����� D�J�3,# 
� y�A ����

 	��.�' 7�=�2P �����  � K= +��6 7��?A �)� �� �#)� 	���

	� *"��J� "�"#.

Activity staining 
�� 
��)��3Gb�� 	?A 
�.�' 7�=�2P 	���
�� 7�R&��,G��P ���� 


� D 	P��������)�G 
� (�6�4 ����  ����� 
� *"# ��)' s�R

 N�FK�Zymogram &������� ) 	����
 8)�  �)�u(U3�0� *��

"#.
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3	4 5�6 �-718 9�	� :;	< ,-./0 �	1���&2(IKO6)=�	> Ascochyta rabiei  :@�	�...  

��C 

@O (.�./\� � ��-718 Y�;	�� �.7�� F�`P�C6(OD280)�� �1�- _-��P ��.C4�P	��C2 ��&� �� ��	H&�. ���� C&'� 
�� ���M� pH 
	� 

n�&A� .�.7�� F-C&�2$W0 �� C&'� ,� pH  C�.C� +/+�� �/�	�� �� .

@O K.8 Y�;	�� �.7�� � F�`P�C6 �./\����'2.C� ��-71 ��.C4�P	��C2 ��&� �. �/  
��8 ��0 n�&A� 
	�CM- Sepharose 

e-	&1 

�  �  R�� ����=)�  !�=���?� EF!�) �	��� �?�R 
� &O����A �

$��%A. rabiei � )�� &��.���	.�' �i� D�
������� ��*"�FF! _

	=�?0 *����� >�?0 �)� 
��)��3!b�� 	?A 
�.�'  ?�R 
� ����

.�� 	� &�� ���� p=��- L��P  �� 	���3�0� 7�R ������F� D"#��

 ���� �� D&' 	=���?� +��6�d�-  2=�e� ) 	0��� ���� 
�.�'

 $���% 
���)��3!b�� 	�?A 
�.��' �
��0 p=�-  � L�"%� H�f[� 

A. rabiei "���� ���� 	��
 ��� ��I�� (���.

/����# 7�0� L
b �
��0 p=��- L��I�� 
� (�^%  �! �I�' 
�

_0�F� � �2=�e� ���� D*��U30� ���� &�30 �3,�  � 
�.�' >�d�� ���

 ��i�� �"3�� H�f[� ��� �� D���� ���%pH ���� B?3�� ��� C/���� �

���  ?6�P ��C/k����% 	�0��� ����� �3,��  �� 
�.��' >�d��� �� 

7P�� . �� *"J�� (d3� 
��)��3!b�� 	?A 
�.�' &�.�� 	0��� ���3�

 _�0�F�  ! ��� &�J� &�30 �����pH p=��- L��I�� 7��R �
��0

 	��� r��2� 	P�������)�! /0��C/C	�"#��)(�#�.(

.�'�?A 
	 � 
��)��3!b�� �"R 
� *"�' 70�� IK06 ��  �! 
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����� ��	
� � 
���	�� ��
� � ���� /�	���� /��	� ��	!" )$(/�	&'�� ()*+ 

��t 

@O ).l�� ,� �	1���&23	4 ��6 �-718 Y�;	�� ���C� test plate :  
��	�  
	�(�;. ()K���'2.C� ��	�  ���&� �. �/  
��8 ��0 
	��/ 	� .���'2.C� R��P /1��� ��-718 Y�;	�� 
.�.� ,2 �-	�

,;	� �� :A�� o	H  
	� /
 	� .C=
�	� :;	< �. @�> ,1��1)/�	 .(

[���� /�sPZ ��� Y��0� 
� y�A ���� *"# *��� 7J! 	��� 

���' +�U=�0�� L��I�� ) L� ��=��
��0 p=��- 7��R .������ 

�% *��U30� 7P�� �� .�0�3A +�3�0� �P�� 
� *��U30� �� &�30 �"3���


�0� >��2�  ��".��"�f� yT�0����?	=� ����� >��?[� 
� ��3

��)�A�F	���  P�g� &�30  � �".� �� �� �P��� ��� &�3�0  �?4�� �

=)����MF� ��  	��)�A L���  ! "# *��� �J3,# �����	� ��  �! 

&�30 \���- &�3�0 
� "����� *"J�� (d3� "�"�# . �?4�� ��

 ��"2� �J3,#CC&��,!��P C/;"���� ��)' s�R ��3�= 	?�� .

*
�"�� &��,�!��P ���� ����)��A ��"�f� �����  �! ��� &�J�� ��� 

&��,!��P *���# ���S��CC	=��4 �� *��� ����)�A �)�4  �!

/��fP 	����.�' 7���=�2P,��!��P �� �&������������ Sk*"��J��� 

���	������)(���#;.(�J��� 7���R�.���' ��1��4 p���?A 
	

,!��P �� 
��)��3!b���&�����?A 7,�� 8)� 
� B�?3�� ��7

"# *��U30�)(�#�.(

����)�A &��! �"R ���� &��,�!��P 
� &�30  � *"# (d3� ���

Ct �b�� Z� �� �U6 	��� 7`?@ _�# 
� D"2�  � NaCl *��U3�0� 

"���� .*
�"�� =�2P ) 	���.�' 7�=�2P D����)�A ��"f� ���� *Q��) 7��

 &��,���!��P 
� Z���� ����� 	�����.�' *������# ������Ct����� ��C 
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3	4 5�6 �-718 9�	� :;	< ,-./0 �	1���&2(IKO6)=�	> Ascochyta rabiei  :@�	�...  

��u 

@O i.��;	�� �.7�� Y-718 �q-��'2.C� ���	�
n�&A� 

��8 ��0
�.C4�P	��C2 ��&� �. �/  �

&��,!��P  ! ��� &�J� �������� ��k B�?3�� �����f� �)��4 

	=�4 �� *��� 	F���)�A &��,!��P /fP  !����# ��� *����� :t

	� &�J� ��- 
� �
��)��3!b�� 	?A 
�.�' 7�=�2P "����)(��#

;.(&��,!��P ��� ��)����:t(���� 	���� 7�`?@  ��4�� ��

�/k��S/k*"# \��- &�30 
� �b�� 	?�� "�� .7��=�2P 	�0���

 &��,!��P 	��.�' *Q�) &��,!��P  ! ��� &�J� B?3�� ��� ����

�� �� S�)J3,#  ?4���(*Q��) 7��=�2P ����� ������ ��U/mg 

k/St}C/�;&��,�!��P ) *��� ��������� ��)>�����  �?4��

 	��� _�# (*Q��) 7�=�2P ����� ������ ��U/mg C/t;;}k/S;

	� "F#�� .&��,!��P ����:��:t	���.�' *Q��) 7��=�2P ����� 

 `4X� (��% "���^� ��)(�#S.(

' j�?- &�.�� *"��J� ���� 
� 
�.��SDS-PAGE *��U3�0� 

"���� .&��,!��P ��`F� ���  � *���# �������� �������  �! 

) x��?�� �M�"�� �� "���� 	��.�' *Q�) 7�=�2P ��"f� ���3J��

����)���A 
� y��A *"��# x���?�� �����  ������ �� ����R�� �����

Y�0� "�F3P�� ����%  �2=�e� ����� ��0 &�30� �� 	�� .���M=�

 � 	F���)�A ' 70� &
) ��� 	�F���)�A "���� Z��  ! ��� &�J� *"�

 �)"4 	=��?�;u70� *"# p=�- &�3=���?�! )(�#C.(

���  �  R�� ��  !pH 
�.�' 7�=�2P 7�R _0�F� 	�?A ����

 	� ����
 +����c�  F��� ����� B?3�� �
��)��3!b�� �� D"�#��

  �� ���� H�f[� ��� &��)' 7�0�pH 7��=�2P 7��R Y��?e� 


�.�' p=�- 
��)��3!b�� 	?A ��� 	�����3,���0 
� D*"�# �
�0

pH ��� ���S��C/: ?6�P �� ���C/k"����� *��U30� . ,���f�

 �� 
��)��3!b�� 	?A 
�.�' 7�=�2P &�.��pH  �2=�e� ����� ���

 �� 	���.�' 7��=�2P ���3J���  ! ��� &�J�C/upH= 	�� "�#��

)(���#t.(' 7���=�2P 7��0� L
b  ��! ���I�' 
� 	��?A 	����.�

 p=�- 
� yA 
��)��3!b�� �� D����� ����% 	�0��� ���� �
�0

 8)� 
� *��U3��0� ����  ��?4�� �����Activity staining 7���=�2P 

7�P�� ����%  2=�e� ���� &' 	��.�' .
� "�2� 	�F���)�A  �����

 "# 
��P)�3�=� ��3,��0 �)�4 >O �� �
�0 p=�- .��F� ��R)

 �� 	?A 
�.�' 7�=�2P �� "��� Z� 	�� &�J� �
��)��3!b  �! "���

 
���)��3!b�� 	�?A 
�.��' H��f[� ���� �� *"# p=�- ����)�A

	� "#��)(�#u.(
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����� ��	
� � 
���	�� ��
� � ���� /�	���� /��	� ��	!" )$(/�	&'�� ()*+ 

��� 

@O +.�	1���&23	4 ��6 �-718 �/  :;	< �
�`P�C6 /1	�)���'2.C� 
	�**r*((

,-./0 �. IK06 =�	> A. rabiei .M=J�
�`P�C6 C2�	�sample =,1��1 �/  
�	� :;	< 

@O g.�� �/  :;	< �	1���&23	4 ��6 �-718 Y�;	�� �.7��pHn�&A� 
	� 

ZM� 
&O���A 	������ 
�.�' "�=�� ���� 	���� ��� *"�FF!  ��.I� ���

 ���=)� lb���34� &����� 	=�?0 *����� *"�a�A ���"���!�0 	?A

 �������� "��F���P ��  ��?4�� 	��� 	����
 "��#��);CD;u)�k.(

8��.� 	� &�J� ��R�� ��� "F�� G
�.�' *"�FF!  ��.I� ���

  ?�R 
� &����� 	=�?0 *����� ��3�A 
���)��3Gb�� 	�?A 
�.�' 

	� 	[#�� b��2� "F#��)�;)�S.(L��R L��P 	=���?� ����

 
��)��3!b�� 	?A 
�.�' B?3�� $��% ��3G�� ) ��  �F��� �� ���

*��3,� 	� ���% �� �����.��= &������� ) &�)�u(PG ��� L��R

 	=��?�;�$���% 
� �� &��3=�� �?�! Botrytis cinerea p=��- 

*���� �
�0 "�� .&������� ) >.�=�A);C(L��R 
�.��' 	=���?� 

PG $��% 
� *"# p=�- Neurospora crassa ���u&�3=���?�! 

"����� 8��.� .	=��?� &
) �� 	���
��)��3!b�� 	?A ��F] 
�

�S )�u$����% 
� &���3=���?�! Rhizoctonia solani);k(D�t

$����% 
� &���3=���?�!Rhizoctonia fragariae)t(D��)Sk


� &����3=���?�!Fusarium oxysporum);(DS;&����3=���?�! 
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����� ��	
� � 
���	�� ��
� � ���� /�	���� /��	�  ��	!")$(/�	&'�� ()*+ 

��: 

@O j.��-718 Y�;	��(zymogram),� k��C� �/  
�	� :;	< F�`P�C6 (Sample) ;�. ,1��1 �,�(Crude).

$�������% 
� ��������Sclerotinia sclerotiorum );�()

Saccharomyces cervisiae )��(Dtt)uk
� &����3=���?�! 

Botrytis cinerea );t()��C yF�R 
� &�3=���?�! Bacillus 

)�t(70� *"# 8��.� .
�.�' ��=)� 
� �
��)��3!b�� 	?A ���


�.�' � (�4��� ��  �! "F3,� 	��� /�0�� ������� ���I��  ��=)

 $���% 
� ����,� $���%  �?�R 
� ���Ascochyta rabiei ��#��

	� "��#);S)�;.(

p=���- 
�.���' +��6�d��- �����2� ) �
���0 	��?A �����

 	� �
��)��3!b�� H�%� 	0��� 7�R "���� �� ����' ����?�� ��

 /������#in vitro ������� ����)����A �3P����� )������' *"���FF!

(Polygalcturonase inhibiting protein, PGIP) &������� �� 

���� ���% *��U30� ���� D������ (���  � L)�f� .5��F�  �  R�� ��


�.�' $���% �� �
���)��3!b�� 	?A ��� ���� �� DB�?3�� ����

 ��.��������  ����"R 
� H���f[�(IK06) $����% A. rabiei  ��! 
�

 �� ��)' s��R *�J����G &�30� �� *��=' ���� 5��.� *"��� ���� 

)�t("���� 
�.�' ��� �
�0 p=�-  � L�"%� .

p=�- ���� �
�0 
�.�'PG 
�)����
,������ B?3�� ���

�� 	������G �*"FFG r��2� &�30 5�� )�)��(	�����' ))��(

70�  3P� ��G  �.p=�- 7�R H�f[� ��� �� �
�0 	�?A 
�.�'

 ���� r�����2� 	P����������)�G &�3���0 
� 
�����)��3Gb��	�� 

Carboxy Methyl Sepharose 
�.��' ���  ! "���� *��U30�  ��

 N� +��6 ?% \���30� p�J� )&' 	=�K?� &
) N��G  �

SDS-PAGE �)"4 ;u"���� ���2� &�3=�� �?�G .

�"�3�� *"# p=�- 	F���)�A "��� 	��.�' 7�=�2P 	0��� ����

 &��! \��- ��SDS  �� D>O (-�� 
� renature ��)��A &���! ��

	���.�' 7�=�2P ) *"J� >�2P ��!m� ����)�A ���= "���� L�"%�

 ��"� 
)�� ��- 
� .	����
�� 7��R L�������
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