
ایران پزشکی  دانش گیاهمجله 

)291-300(1391، 2شماره  ،43دوره 

:09354509815vnaveh@ut.ac.irE-mailتلفن:وحید حسینی نوهنویسنده مسئول: *

آمیلاز و گلوکوزیدازهاي گوارشی در لارو سوسک برگخوار نارون،
Xanthogaleruca luteola (Col.: Chrysomelidae)

3و سیده مینو سجادیان *2، وحید حسینی نوه1محمد وطن پرست

پردیس کشاورزي و  آموخته کارشناسی ارشد و دانش دانشیارکارشناسی ارشد، هآموخت دانش، 3، 2، 1

ن، کرجمنابع طبیعی دانشگاه تهرا

)2/9/90تاریخ تصویب: –30/11/89(تاریخ دریافت : 

چکیده

لاروي از آفات مهم نارون  ویژه دورهه حشره کامل و ب سوسک برگخوار نارون در مرحله

-می باشد. بدین منظور وجود سه کربوهیدراز مهم درگیر در فعالیت هاي گوارشی شامل آلفا

کوزیداز در روده میانی لارو این حشره بررسی شد. گلو-گلوکوزیداز و بتا-آمیلاز، آلفا

و  6، 5هاي pHآمیلاز به ترتیب در -آلفاو گلوکوزیداز-بتا ،گلوکوزیداز-آلفابیشترین فعالیت

بیشترین  8تا  4هاي pHآمیلاز در گستره -ها، آلفا در بررسی پایداري آنزیمبدست آمد.  6

پایداري آنزیم هاي  خیلی قلیایی داشت. بیشینههاي خیلی اسیدي و یا pHپایداري را نسبت به 

آمیلاز، آلفا و -بدست آمد. دماي بهینه براي فعالیت آلفا 6تا  pH4گلوکوزیداز از-آلفا و بتا

درجه سلسیوس مشخص شد. یون هاي کلسیم و  45و  60، 40گلوکوزیداز به ترتیب در -بتا

گلوکوزیداز شد. پتاسیم و -و بتا گلوکوزیداز-منیزیم موجب کاهش فعالیت آنزیم هاي آلفا

-سدیم اثر معنی داري روي فعالیت این دو آنزیم نداشت. کلسیم موجب افزایش فعالیت آلفا

آمیلاز گردید و پتاسیم، منیزیم و سدیم تاثیر چندانی روي فعالیت این آنزیم نداشت. بررسی 

-آمیلاز، آلفا-آلفاهاي زایموگرام وجود یک شکل فعال براي هر کدام از آنزیمهاي 

را نشان داد. گلوکوزیداز-گلوکوزیداز و بتا

Xanthogalerucaواژه هاي کلیدي: luteolaآمیلاز، آلفا -، گوارش، کربوهیدراز، آلفا

گلوکوزیداز، بتا گلوکوزیداز.

مقدمه

نارون در مرحله حشره کامل و برگخوارسوسک

م روي درختان بویژه دوره لاروي از آفات جدي و مه

کردن برگ این درختان نه تنها  باشد و با توري نارون می

سنتز می شود بلکه سطح سایه موجب کاهش سطح فتو

اندازي را به شدت پایین می آورد. ادامه ي فعالیت شدید 

این آفت راه را براي آفات و بیماري هاي دیگر و سایر 

Huerta)عوامل استرس زا هموار می کند et al. 2010).

خسارت حشره کامل به صورت ایجاد نواحی توري مانند 

در برگ می باشد.  هاي کوچکیو در نهایت سوراخ 

خسارت اصلی مربوط به مراحل لاروي و خصوصا 

لاروهاي سنین بالاتر است که از کل پارانشیم برگ به 

جز رگبرگ ها تغذیه می کنند. که نهایتا موجب 

. کاهش سطح ی شودشدن و ریزش برگ ها م یزهروتاسکل

سایه اندازي در ماه هاي تابستان خسارت اقتصادي اصلی 

Lystrup)از سوي این آفت به حساب می آید et al.

هاي  کش . امروزه براي کنترل بیشتر آفات از حشره(1999

Casey)شود  شیمیایی استفاده می Sclar, 1994).

 استفاده از حشره کش ها در مبارزه با آفات به یک شیوه

کنترل رایج تبدیل شده حال آنکه اثرات جانبی ناشی از 

سموم روي انسانها، حیوانات، محیط زیست، بحث 

مقاومت آفات به سموم و اثرات باقی مانده سموم در 

http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77955774224&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=elm+leaf+beetle&sid=94QhQCFQNSs-lnG0dwcT5rM%3a30&sot=b&sdt=b&sl=30&s=TITLE-ABS-KEY%28elm+leaf+beetle%29&relpos=0&relpos=0
http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77955774224&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=elm+leaf+beetle&sid=94QhQCFQNSs-lnG0dwcT5rM%3a30&sot=b&sdt=b&sl=30&s=TITLE-ABS-KEY%28elm+leaf+beetle%29&relpos=0&relpos=0
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Rodriguez).مخرب آفت کش هاستغذاها از آثار  et

al. 2003; Regnault-Roger et al. از طرفی  (2004

شهري با قبول ریسک هاي  کاربرد آنها در محیط هاي

زیادي امکان پذیر است چرا که بسیاري از این سموم 

انتخابی نیستند و می توانند خطرناك ظاهر شوند

.(Breuer & De Loof, اصلاح محصولات مهم (2000

پروتئین هاي حشره کش یکی از روش هاي  بوسیله

جدید کنترل آفات می باشد که بدین منظور ژن هاي 

هارکننده هاي آنزیم هاي گوارشی به گیاه مربوط به م

ي  منتقل می شود. اولین مرحله در تولید گیاه تراریخته

هاي گوارشی،  هاي مهارکننده آنزیم داراي پروتئین

ها در روده میانی حشرات  بررسی بیوشیمیایی این آنزیم

,Oppert)آفت می باشد 2000; Oppert et al. 2000).

(α-1,4-glucanohydrolases EC.3.2.1.1)آمیلاز -آلفا

یک آنزیم هیدرولیز کننده است که به طور کلی در 

ها، گیاهان و  طبیعت وجود دارد و در میکرو ارگانیسم

این آنزیم عمل هیدرولیز پیوندهاي جانوران وجود دارد.

گلوکان را در ترکیباتی همچون نشاسته، -1،4-آلفا

Franco)کندگلیکوژن و دیگر کربوهیدراتها کاتالیز می 

et al. 2000; Strobl et al. . در مورد حشرات نیز (1998

وجود این آنزیم در سیستم گوارشی در موارد زیادي 

مورد بررسی قرار گرفته است که از آن جمله می توان به 

غشاییان، بالپولکداران  بالان، دوبالان، بال هاي راست راسته

Terra)بالپوشان اشاره نمود  و سخت and Ferreira,

پوشان آفت حتی  بال آمیلاز در سخت-. بررسی آلفا(1994

تا بررسی جزییات و ساختمان آن صورت گرفته است

(Grossi de Sa & Chrispeels 1997; Strobl et al.,

-. در سطوح مولکولی نیز خصوصیات آنزیمی آلفا(1998

آمیلاز در عصاره آنزیمی استخراجی از برخی سوسک ها 

Applebaum).است مطالعه شده & Konjin, و(1965

در برخی موارد گزارشاتی از خالص سازي این آنزیم نیز 

Lemos)وجود دارد et al., 1990; Terra & Ferreira,

هاي این آنزیم نیز یکسري  . در بحث مهار کننده(1994

هاي آنها صورت  هایی جهت شناسایی ویژگی پژوهش

Mendiola-Olaya)تــه اســرفتـــذیــپ et al., 2000;

Valencia-Jimenez et al. 2000; Silva et al. 2001).

-α-1,4گلوکوزیداز عمل هیدرولیز پیوندهاي -آلفا

glucosidic  را کاتالیز می کند. وجود این آنزیم در

جمله قسمت هاي مختلف دستگاه گوارش حشرات از

Bakerروده میانی و غدد بزاقی گزارش شده است ( et

al.1991; Ghadamyari et al. 2010; Ramzi &

Hosseininaveh گلوکوزیداز ها هم در -). بتا2010

تجزیه دي و الیگو ساکارید هاي حاصل از کربوهیدراتها، 

کنشهاي بین  سلولز و سلولز و همچنین در برهم همی

Terra)حشره نقش دارند-گیاه & Ferreira . به (1994

د گلوکوزیدازهاي طور کلی پژوهشهاي زیادي در مور

هـجملآنازده است.ـرات انجام شــگوارشی در حش

Thaumetopoeaبهدارانــولکــبالپي راستهدرتوانمی

pityocampa ) اشاره نمودPratviel-Sosa et al. 1986.(

هاي سه  هدف از این مطالعه بررسی برخی از ویژگی

کربوهیدراز مهم در روده میانی مرحله لاروي سوسک 

.Xرگخوار نارون ب luteola باشد. درختان نارون در  می

سوسک اهمیت بسیار هستند و  فضاي سبز شهري داري

درختان نارون به  آفاتیکی از مهمترین  برگخوار نارون

رود. امید است یافته هاي این پژوهش در جهت  شمار می

رسیدن به استراتژیهاي نوین کنترل آفت مفید واقع 

گردد. 

مواد و روش ها

رو سوسک برگخوار نارونجمع آوري لا

بدین منظور همزمان با شروع فعالیت هاي این 

در اواسط تیر  تیر ماه، لاروهاي سنین بالا اوایلحشره در 

از روي درختان نارون موجود در محیط پردیس  ماه،

کشاورزي و منابع طبیعی دانشگاه تهران جمع آوري شد 

و سپس به آزمایشگاه منتقل گردید.

ي روده میانی تشریح و جداساز

 4لاروهاي سنین آخر درون آب مقطر سرد با دماي 

قرار گرفتند، به کمک پنس بدن را نگه  لسیوسدرجه س

داشته و براي جدا کردن روده میانی از سیستم گوارشی 

توسط پنس دیگر قسمت انتهایی بدن را از هم باز کرده 

بطور کامل آشکار می شود.  لوله گوارشکه در این حالت 

بافتهاي جدا شده در ه میانی از لوله گوارش جدا شد. رود

میلی لیتر آب مقطر  نیمداخل میکروتیوب هاي حاوي 

قرار داده شدند.سرد 

تهیه عصاره آنزیمی

نمونه هاي بدست آمده از مراحل قبل بوسیله ي یک 

هموژنایزر دستی شیشه اي هموژن گشته، هموژنیت 

و در نهایت سانتریفوژ شد g×15000حاصل در شرایط

http://www.scopus.com/record/display.url?eid=2-s2.0-77955774224&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=elm+leaf+beetle&sid=94QhQCFQNSs-lnG0dwcT5rM%3a30&sot=b&sdt=b&sl=30&s=TITLE-ABS-KEY%28elm+leaf+beetle%29&relpos=0&relpos=0
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سوپرناتانت حاصل به عنوان عصاره ي آنزیمی جدا شد و 

درجه سلسیوس  - 20بعدي در دماي  آزمون هايبراي 

نگهداري شد.

تعیین فعالیت آمیلولیتیکی در روده میانی 

آمیلاز از روش بیکر با -جهت تعیین فعالیت آلفا

,Baker)اندکی تغییرات استفاده شد .بدین منظور (1991

 20میکرولیتر از عصاره آنزیمی به همراه  20مقدار

-Starch)درصد نشاسته  1میکرولیتر سوبستراي 

MERCK)1/0میکرولیتر بافر 80در میکروتیوب حاوي

 37شود. مخلوط آزمایش در دماي  ریخته میمولار 

گردد.  دقیقه انکوبه می 30درجه سلسیوس به مدت 

میکرولیتر معرف رنگی دي  50سپس مقدار 

به مخلوط واکنش افزوده  (DNS)روسالیسیلیک اسیدنیت

شود. نهایتا میکروتیوب حاوي مخلوط واکنش به  می

درجه  100دقیقه در حمام آب جوش در دماي  10مدت 

شود. جذب نمونه ها در طول  سلسیوس قرار داده می

مدل ریدر توسط دستگاه میکروپلیت نانومتر 540موج 

(Elx مونه هاي کنترل شود. ن اندازه گیري می (808

همزمان با تیمارها انجام می شود با این تفاوت که آنزیم 

اضافه  DNSرا در نمونه هاي بلانک بعد از افزودن 

تکرار انجام شد. 3در  آزمون هاگردد. تمامی  می

گلوکوزیداز-و بتا گلوکوزیداز-تعیین فعالیت آلفا

-و بتا گلوکوزیداز-تعیین فعالیت آنزیم هاي آلفا

Siegentalerیداز بر اساس روشگلوکوز Lowو(1977)

et al. با اندکی تغییر در آن روش ها انجام شد.  (1986)

اوي ــراهاي حـــدرولیز سوبستــدار هیـــابراین مقـــبن

وکوزیداز و ـــا گلـــبراي آلف ١)pNαGل، (ــپارانیتروفن

)pNβG(براي اندازه گیري فعالیت بتاگلوکوزیداز به  ٢

.دست آمد

 85میکرولیتر محلول آنزیمی،  10واکنش با 

 5میکرولیتر سوبستراي اختصاصی 5میکرولیتر بافر و 

دقیقه انجام شد، سپس  20میلی مولار در مدت زمان 

یک مولار متوقف  هیدروکسید سدیم واکنش با افزودن

مدل گردید و جذب توسط دستگاه میکروپلیت ریدر 

(Elx808) اندازه گیري شد.نانومتر  405در طول موج 

در نمونه هاي بلانک آنزیم بعد از اضافه کردن 

1. 4-Nitrophenyl α-D-glucopyranoside 
2. 4-Nitrophenyl β-D-glucopyranoside

 3در  آزمون هاهیدروکسید سدیم افزوده شد. تمامی 

تکرار انجام شد.

بهینه ي فعالیت pHاندازه گیري 

-مولار یونیورسال بورات 1/0براي این منظور از بافر 

بهینه فعالیت  pHفسفات استفاده شد. مقدار-سیترات

بق روش قسمت تعیین فعالیت آمیلولیتیک و آنزیم مطا

گلوکوزیداز در -گلوکوزیداز و بتا-تعیین فعالیت آلفا

اندازه گیري شد. 11تا  2هاي pHگستره 

آنزیم هافعالیت  اندازه گیري دماي بهینه

-آلفا آمیلاز،-آلفا براي بررسی اثر دما بر فعالیت

هاي مطابق روشآزمایشها گلوکوزیداز، -و بتا گلوکوزیداز

و»تعیین فعالیت آمیلولیتیک«شده در قسمتهاي  ارایه

در،»گلوکوزیداز-گلوکوزیداز و بتا-تعیین فعالیت آلفا«

،60، 50، 45، 40، 35، 30، 20دماهاي مختلف (

انجام شد.)سلسیوسدرجه  80و70

بررسی اثرات یون هاي مختلف بر فعالیت آنزیم ها

CaCl2وNaCl،KCl،MgCl2اثرات یون هاي 

میلی مولار بر فعالیت  45و  35، 25، 15درغلظت هاي 

آزمایش بهینه فعالیت که از   pHها در بافر با  آنزیم

بهینه بدست آمده بود، بررسی گردید. بدین  pHتعیین 

منظور پس از تهیه غلظت هاي مختلف از یون هاي 

میکرولیتر از این یونها به مخلوط  5مذکور، میزان 

د. براي کلیه یون ها نیز یک شاهد در واکنش افزوده ش

تکرار انتخاب شد که به جاي یون، داراي آب مقطر  3

بود. اثرات یونها و ترکیبات با مقایسه با شاهد بررسی 

گردیدند. 

بررسی میزان پایداري آنزیم 

در دو  11تا  3هاي pHپایداري آنزیمها در گستره 

و بافرهاي با  دوره زمانی مختلف انجام گرفت. ابتدا آنزیم

pH هاي مختلف را با هم مخلوط نموده و سپس به میزان

درجه سلسیوس انکوبه  30ساعت در دماي  10و  1

گردند. پس از گذشت زمان انکوباسیون، سوبستراهاي  می

مربوطه به مخلوط واکنش اضافه می گردد و ادامه 

آزمایش با توجه به قسمت تعیین فعالیت آمیلولیتیک و 

گلوکوزیدازانجام -گلوکوزیداز و بتا-یت آلفاتعیین فعال

گیرد.  می

الکتروفورز و زایموگرام

یکی دیگر از آزمایشها، تعیین وجود فعالیت

گلوکوزیداز -گلوکوزیداز و بتا-آمیلاز، آلفا-آنزیم هاي آلفا 
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در روده میانی لارو سوسک برگخوار نارون با استفاده از 

تروفورز غیراحیایی الکتروفورز است. بدین منظور از الک

)PAGE استفاده شد. شانزده میکرولیتر از  نمونه (

5/62میکرولیتر بافر نمونه (متشکل از:  4آنزیمی در 

،pH8/6اسید کلریدریک با -میلی مولار تریس

) حل درصد 01/0درصد و بروموفنول بلو  10گلیسرول 

 5کننده ( هاي ژل متراکم گردید. نمونه حاصل در چاهک

ولت،  85قرار داده شد. پس از برقراري جریان درصد) 

عصاره آنزیمی در طول ژل جداکننده جهت جداسازي، 

به حرکت  در آمد. تا این مرحله تمامی روش ها براي هر 

زایموگرامهاي آمیلاز و گلوکوزیداز یکسان می باشد. پس 

ها، ژلهاي جداکننده به صورت  از جدا سازي ژل از شیشه

اهاي مربوطه؛ آلفا آمیلاز در نشاسته جداگانه در سوبستر

-آلفا-یلرآمبلیف-متیل-4گلوکوزیداز در -درصد، آلفا 1

-4گلوکوزیداز در -مولار و بتا میلی 3گلوکوپیرانوزید -دي

 مولار میلی 3گلوکوپیرانوزید -دي-بتا-یلرآمبلیف-متیل

قرار داده شدند.

 30در مورد آلفا آمیلاز ژل مربوطه پس از گذشت  

دادن ملایم همزمان آن،  ز غوطه ورشدن و تکاندقیقه ا

میلی مولار و یدور  10در محلول لوگول متشکل از ید 

شود تا باند هاي  میلی مولار قرار داده می 14پتاسیم 

مربوطه به صورت نواحی روشن در زمینه تیره ظاهر 

شوند. جهت جلوگیري از ظاهر شدن باندهاي مربوط به 

 12حاوي کلسیم کلرید  فسفریلاز سوبستراي نشاسته

میلی مولار است. در مورد گلوکوزیدازها پس از گذشت 

دقیقه پس از انکوباسیون ژل درون سوبستراهاي  20

گردند  بررسی می UVمربوطه، ژل هاي مذکور زیر لامپ 

و به محض آشکارشدن باندها از آنها عکس تهیه 

گردد. می

نتایج و بحث

در گستره  آمیلاز-نتایج مشخص ساخت که آلفا

کند. بیشینه  ) فعالیت می10تا  pH)3پهناوري از 

pHبدست آمد که  8تا  4هاي pHآمیلاز در -فعالیت آلفا

مشخص گردید  6برابر با  pHبهینه فعالیت آمیلاز در 

). نتایج بدست آمده از زایموگرام آمیلاز که 1(شکل 

دهد نیز  وجود یک باند با فعالیت آمیلازي را نشان می

داراي فعالیت  11تا  pH3کند که آنزیم از  می مشخص

باشد  می 8تا  4هاي pHاست و بیشینه فعالیت آن در 

).2(شکل 

آمیلاز -تغییرات میانگین فعالیت نسبی آنزیم آلفا -1شکل 

تا  2هاي pHسوسک برگخوار نارون در گستره  (SE±)گوارشی

میانگین هاي داراي حداقل یک حرف مشترك اختلاف .10

(p<0.05)داري ندارند معنی

این نتایج نشان می دهد که بیشترین فعالیت آنزیم 

در محیط اسیدي و بعد از آن خنثی و در نهایت در 

محیط هاي کمی قلیایی است و نسبت به محیط هاي 

خیلی اسیدي و یا خیلی بازي میزان فعالیت بسیار بالاتر 

ت است. داده هاي ما در این زمینه با خیلی از مطالعا

 در سایر سوسک ها و دیگر حشرات صورت گرفته

بهینه آمیلاز در  pHشباهت دارد. به عنوان مثال 

Hypothenemus hampei (Col.: Scolytidae)5 گزارش

Valencia-Jimenez)شده است et al. همچنین .(2000

pH آمیلاز در -بهینه فعالیت آلفاMorimus funereus

(Col.: Cerambycidae)2/5 ارش شده استگز.(

et al., 2008)novDojBiljanaمطالعاتی که روي آلفا-

Callosobruchusآمیلاز روده میانی  chinensis (Col.:

Curculionidae)  بوسیله ي(Podoler & Applebaum,

بدست آمد.  2/5بهینه فعالیت  pHانجام شد  (1971

Triboliumبهینه فعالیت آمیلاز در  pHهمچنین 

castaneum (Col.: Tenebrionidae)بدست آمد  4/5در

(Applebaum & Konijn, مناسب  pHمقدار .(1965

Trogodermaآمیلاز در برخی حشرات همانند -آلفا

granarium  و تا حدودي قلیایی  9تا  6در گستره

Hosseininaveh)بدست آمد  et al. در بررسی  .(2007
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Brachynemaي که روي دیگر germari (Hem.:

Pentatomidae) انجام شدpH یت آمیلاز بهینه براي فعال

بدست آمد 6و  5در روده میانی و غدد بزاقی به ترتیب 

.(Ramzi & Hosseininaveh, 2010)

آمیلاز گوارشی سوسک برگخوار -زایموگرام آلفا -2شکل 

.11تا  2هاي  pHنارون در گستره 

هاي آنزیم نسبی فعالیت میانگین بررسی تغییرات -3شکل 

یداز گوارشی سوسک گلوکوز-گلوکوزیداز و بتا-آلفا

میانگین هاي  .10تا  2هاي  pHدر گستره  (SE±)رگخوارب

داراي حداقل یک حرف مشترك اختلاف معنی داري 

(p<0.05)ندارند

-گلوکوزیداز و بتا-بر فعالیت آلفا pHدر بررسی اثر 

pHگلوکوزیداز روده میانی لارو سوسک برگخوار نارون 

به این داده ها و  ). با توجه3بدست آمد (شکل  5بهینه 

pH آمیلاز، این نکته مشخص -بدست آمده از آلفا

) 10تا  3فعالیت آمیلازي ( pHگردد که دامنه  می

باشد.  ) می7تا  4تر از گلوکوزیدازها ( گسترده

درصد فعالیت  20حدود  8بازي  pHگلوکوزیدازها در 

 80آمیلاز بیش از -دهند در صورتیکه آلفا نشان می

دهد.  ان میدرصد فعالیت نش

سایر حشرات صورت  رويکه  یهاي مشابه در بررسی

pHگرفته است نیز نتایج مشابهی وجود دارد. مقدار 

گلوکوزیداز در روده -گلوکوزیداز و بتا-بهینه فعالیت آلفا

Glyphodesمیانی   pyloalis  5/5و5/7به ترتیب

Ghadamyari)بدست آمد et al. در بررسی  .(2010

.Bي فعالیت روده میانی و غدد بزاقی دیگري که رو

germari  انجام شدpH  بهینه فعالیت به ترتیب براي

گزارش شده 6و5/5روده میانی و غدد بزاقی این حشره 

Ramzi).است & Hosseininaveh, نتایج (2010

-زایموگرام گلوکوزیدازي نشان از وجود تنها یک فرم آلفا

از در روده میانی آفت گلوکوزید-گلوکزیداز و یک فرم بتا

در بررسی هاي مشابه که شریفی و  ).4دارد (شکل 

روي سوسک برگخوار نارون  2011همکاران در سال 

جمع آوري شده از استان گلستان انجام دادند تفاوت ها 

اپتیمم  pHو شباهت هایی با مطالعه حاضر وجود دارد. 

داز به براي آلفا آمیلاز، آلفا گلوکوزیداز و بتا گلوکوزی

بدست آمد. همانطور که از نتایج ما  6و  5، 4ترتیب 

-بهینه آلفاpHپیداست اختلافات بسیار جزیی بین 

آمیلاز و بتا گلوکوزیداز وجود دارد. هر چند که در 

بررسی  هاي شریفی و همکاران نیز فعالیت این آنزیم ها 

درصد  90بسیار بالاست به طوري که بیش از pHدر

براي این دو آنزیم گزارش کردند. اما  pHن فعالیت در ای

pH گزارش  5گلوکوزیداز نیز -بهینه براي فعالیت آلفا

کردند. نتایج ما معقول به نظر می رسد چرا که دقیقا در 

باند کاملا مشهود  1نتایج حاصل از زایموگرام نیز 

pHمشاهده شد و فقط یک پیک در گراف هاي تعیین 

ود در مورد این اختلافات وجود داشت. این گونه می ش

اظهار نظر کرد که این تفاوت ها ناشی از اختلاف موجود 

در خصوصیات این آنزیم ها در جمعیت هاي مختلف این 

حشره در دو منطقه استان البرز و استان گلستان می 

Sharifi).باشد  et al., 2011)
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زایموگرام آلفا و بتا گلوکوزیداز گوارشی سوسک  -4شکل 

گلوکوزیداز چپ: بتا گلوکوزیداز) خوار نارون (راست: آلفابرگ

گلوکوزیداز و -آلفاآمیلاز،-دماي بهینه فعالیت آلفا

گلوکوزیداز روده میانی لارو سوسک برگخوار نارون -بتا

درجه سلسیوس بدست آمد  45و  60، 40به ترتیب

گلوکوزیداز به ترتیب -آمیلاز و بتا-فعالیت آلفا).5(شکل 

درجه سلسیوس  60تا  30و   50تا  30ه دماي در دامن

باشد و بعد از این دما  داراي بیشترین مقدار خود می

-کند. فعالیت آلفا فعالیت آنزیمها سیر نزولی پیدا می

سیر صعودي دارد و  سلسیوسدرجه  40آمیلاز هم تا 

پس از آن کاهش تدریجی در فعالیت آنزیم مشاهده 

عات روي سایر حشرات هایی که از مطال شود. داده می

مورد بدست آمده است با نتایج این پژوهش همخوانی 

آمیلاز در روده -دماي بهینه براي فعالیت آلفادارد. 

Hyperaمیانی postica (Col.: Curculionidae)35

Vatanparast)مشاهده شده است درجه سلسیوس  &

Hosseininaveh, -دماي بهینه فعالیت در آلفا.(2010

.Bگلوکوزیداز روده میانی -زیداز و بتاگلوکو germari

Ramzi)درجه سلسیوس گزارش شده است 45 &

Hosseininaveh, . بهترین دما براي فعالیت آلفا و (2010

Glyphodesبتا گلوکوزیداز در روده میانی   pyloalis

درجه سلسیوس بدست آمد45آنزیمدوهربراي

.(Ghadamyari et al. العه ي دیگري که در مط(2010

Rhynchophorusروي بتا گلوکوزیداز روده میانی 

palmarum ،دماي بهینه براي بتاصورت گرفته-

.ه است بدست آمدسلسیوس درجه  55گلوکوزیداز 

(Yapi et al.  2011شریفی و همکاران در سال (2009

در مطالعه اي که روي سوسک برگخوار نارون انجام 

درجه  50بتا گلوکوزیداز را  دادند دماي بهینه براي

درجه سلسیوس با نتایج  5سلسیوس بدست آوردند که 

ما متفاوت بود.  که این تفاوت را می توان به اختلاف 

جمعیت هاي این گونه در دو استان گلستان و البرز 

مربوط دانست. با توجه به اختلافات هرچند جزیی که در 

و دماي بهینه ، نتایج زایموگرام بهینه pHقسمت تعیین  

گلوکوزیداز در بررسی هاي ما و مطالعات -براي بتا

که روي همین حشره  2011شریفی و همکاران در سال 

-وجود دارد می توان این گونه نتیجه گرفت که آنزیم بتا

گلوکوزیداز داراي خصوصیات متفاوت بسیار جزیی در 

جمعیت هاي مختلف جمع آوري شده از این گونه در دو 

Sharifi).برز و گلستان را دارد استان ال et al., 2011)

گلوکوزیداز گوارشی سوسک برگخوار نارون. -گلوکوزیداز و بتا-آمیلاز، آلفا-اثر دما بر فعالیت آنزیمهاي آلفا -5شکل 
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سه آنزیم  نسبی فعالیت میانگیناثرات یون هاي مختلف در غلظت هاي متفاوت بر -6شکل

(SE±)گلوکوزیداز گوارشی سوسک برگخوار نارون.-آمیلاز،آلفا و بتا -اآلف

آمیلاز تحت تاثیر یونهاي مختلف -فعالیت آلفا

CaCl2وKCl).6نوسانات مختلفی را نشان داد (شکل 

اثر افزایشی روي فعالیت این آنزیم داشت اما نمکهاي 

MgCl2وNaCl موجب کاهش فعالیت آنزیم شدند. آلفا-
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فعالتر شد و در غلظت هاي  NaClوزیداز تحت تاثیر گلوک

). 5بالاتر فعالیت بیشتري را از خود بروز داد (شکل 

اثرچندانی بر تغییر فعالیت این  KClافزایش غلظت 

-آنزیم نداشت. سایر یون ها موجب کاهش فعالیت آلفا

گلوکوزیداز شدند. کلیه یون هاي مورد استفاده در این 

گلوکوزیداز -جب کاهش فعالیت بتاآزمایش در مجموع مو

) اما غلظتهاي مختلف این ترکیبات 5شدند (شکل 

تاثیرات متفاوتی را روي این آنزیم از خود نشان دادند. 

موجب  CaCl2وMgCl2میلی مولار  15غلظت هاي 

افزایش فعالیت نسبت به شاهد شد.

به  +Mg2و+Cu2یون هاي گزارش شده است که

و عدم تاثیر بر فعالیت هر دو آنزیم ترتیب موجب افزایش 

Lygusآلفا و بتا گلوکوزیداز در سن  hesperus (Hem.:

Miridae) ندوشمی(Zeng & Cohen et al., 2001).

افزایش  NaClوKClدر بررسی دیگري حضور 

آمیلاز  در روده میانی -محسوسی در فعالیت آلفا

Hyperaسرخرطومی برگ یونجه postica را سبب شد

(Vatanparast & Hosseininaveh., .  در بررسی (2010

Glyphodesرويهاي صورت گرفته pyloalis یون

Ca2+ را افزایش می دهد گلوکوزیداز -فعالیت آلفا

(Ghadamyari et al. در مطالعات اثر یون هایی (2010

Rhynchophorusکه روي  palmarumصورت گرفت

وي بتا گلوکوزیداز ر FeCl3وZnCl2،CuCl2یون هاي

در  گلوکوزیداز داشته است -روي بتااثر مهارکنندگی 

CaCl2وBaCl2,،MgCl2،MnCl2،SrCl2حالی که 

Yapi)تاثیر زیادي روي فعالیت این آنزیم نداشتند et

al. 2009).

هاي پایداري  با توجه به نتایج بدست آمده از بررسی

بیشترین فعالیت را pH5آنزیمی، آلفا گلوکوزیداز در 

ساعت داشت و این در حالی است  10و  1بعد از گذشت 

فعالیت آنزیم به شدت کاهش  6و  4هاي  pHکه در 

گلوکوزیداز هم بیشترین -). بتا7یافته است(شکل 

نشان داد حال آنکه  6تا  pH4پایداري را در گستره 

 10و 1بیشترین فعالیت این دو آنزیم پس از گذشت 

). روي هم رفته نتایج 8رخ داد (شکل  pH5ساعت در 

هاي مختلف، pHنشان داد که مدت زمان انکوباسیون در 

کاهش قابل توجهی در فعالیت این آنزیمهاي ایجاد 

هاي مختلف pHگلوکوزیداز در -کند و پایداري بتا نمی

آمیلاز -باشد. فعالیت آلفا گلوکوزیداز می-بیشتر از آلفا

pH4پایداري در گستره ساعت از آزمون  1پس از طی 

باشد حال آنکه بعد از گذشت  درصد می 80بیش از  7تا 

ساعت در همین محدوده کاهش قابل توجهی در  10

). نتایج پایداري 9گردد (شکل  فعالیت آمیلاز مشاهده می

آمیلاز پایداري بیشتري -دهد که آلفا سه آنزیم نشان می

پایداري گلوکوزیداز -گلوکوزیداز و بتا-نسبت به بتا

هاي مختلف  pHگلوکوزیداز در -بیشتري نسبت به آلفا

Hyperaدارد. پایداري آلفا آمیلاز در  postica  بیشتر در

نواحی اسیدي یا مایل به اسیدي رخ داد. و این پایداري 

ساعت نداشت  10و  1ا بعد از گذشت تفاوت زیادي ر

(Vatanparast & Hosseininaveh, 2010).

گلوکوزیداز گوارشی سوسک -پایداري آلفابررسی  -7شکل 

ساعت. 10و  1برگخوار نارون بعد از گذشت 

گلوکوزیداز گوارشی سوسک -بررسی پایداري بتا -8شکل 

ساعت. 10و  1برگخوار نارون بعد از گذشت 
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آمیلاز گوارشی سوسک برگخوار -بررسی پایداري آلفا -9شکل 

ساعت. 10و  1نارون بعد از گذشت 

جه گیرينتی

تولید گیاهان مقاوم تراریخته کمک می کند تا مواد 

شیمیایی سمی کمتري علیه آفات مصرف شود. نهایتا 

محیط زیست سالمتري نیز خواهیم داشت. خصوصا در 

مورد آفات شهري مانند سوسک برگخوار نارون این 

موضوع اهمیت بیشتري را پیدا می کند. چرا که مصرف 

ار خطرناك می باشد. براي سموم در محیط شهري بسی

برقراري یک استراتژي کنترلی بر پایه مهار کنندگی در 

تغذیه، اولین قدم شناسایی خصوصیات شیمیایی آنزیم 

.هاي گوارشی می باشد (Strobl et al 1998)

بنابراین شناسایی بیوشیمیایی آنزیم هاي دخیل در 

گوارش، فهم ما را جهت طراحی سیستم هاي کنترلی با 

استفاده از پروتیین هاي مهار کننده این آنزیم ها با 

گیاهی، به طور بالقوه بالا می برد. امروزه  ءمنشا

مهارکننده هاي آنزیمی در پیکره گیاهان شناسایی 

شده اند که اغلب پروتیینی اند و از آنها به عنوان عامل 

مقاومت گیاه به آفات یاد می شود. این ترکیبات جزو 

ذخیره اي ساخته شده در گیاه هستند. پروتیین هاي 

مهارکننده هاي آنزیم هاي گوارشی در این میان از 

جایگاه ویژه اي برخوردارند. اختلال در عمل 

کربوهیدرازها در حشرات هدف اصلی مهارکننده ي 

آنزیم هاي کربوهیدراز است. اما قبل از مهار این آنزیم ها 

آنها مورد لازم است برخی از خصوصیات بیو شیمیایی 

مطالعه قرار بگیرد. در مطالعه حاضر ما حضور و فعالیت 

گلوکوزیداز را در  -گلوکوزیداز و بتا-آمیلاز، آلفا -آلفا

روده میانی سوسک برگخوار نارون نشان دادیم و به 

بررسی برخی از خصوصیات بیوشیمیایی این آنزیم ها 

در  پرداختیم. امید است این مطالعات راه هاي تازه اي را

جهت کنترل سالم این آفت فراهم آورد.
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