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چکیده

Epilachna chrysomelina آلفا ییایمیوشیب یها ژگییو است. انیکدوئ تیرۀ اهانیگ آفات نیتر مهم از یکی- 

 ۀدرج 02 یدما و pH 4 رد میآنز نیا ۀنیبه تیلفعا و یبررس خربزه کفشدوزک کامل حشرات در لازیآم

 نیسن گوارش ۀلول و یعقب و یانیم ،ییجلو ۀرود در لازیآم-آلفا ۀژیو تیفعال آمد. دست به وسیسلس

 سوم سن یلاروها در میآنز نیا تیفعال نیشتریب شد. یبررس ماده و نر کامل حشرات و یلارو مختلف

 لازیآم-آلفا ۀژیو تیفعال نداشت. هم با ریمعنادا اختلاف ماده و نر حشرات در آن تیفعال و شد مشاهده

-سیلیکائیم ثابت .بود یعقب و ییجلو های روده در آن ۀژیو تیفعال برابر -3/8 و 0 بترتی به یانیم رودۀ در

 را میآنز نیا از زوفرمیا کی لازیآم-آلفا موگرامیزا جنتای آمد. دست به تریل لییم بر مگر لییم 93/2 (Km) منتن

 خلر اهانیگ بذور از شده استخراج های بازدارنده اثر نیهمچن داد. نشان حشره نیا گوارش دستگاه در

(Lathyrus sativus،) شبدر (Trifolium alexandrium،) ذرت (Zea mays،) باقلا (Faba vulgaris،) عدس 

(Lentis culinaris،) بلبلی چشم ایلوب (Vigna unguiculata)، ایلوب (Phaseolus vulgaris) ماش و (V. 

radiata) بودند. آن مهار به قادر ماش و ایلوب از یاستخراج های بازدارنده که داد نشان میآنز این یرو 

 

 .بیوشیمیایی های ویژگی ،خربزه کفشدوزک بازدارنده، آمیلاز، -آلفاکلیدی:هایهواژ

 

 مقدمه

 دهان از كه است طویلي لولۀ حشرات در گوارش دستگاه

 مکان اندام این گردد. مي ختم مخرج به و شود مي شروع

 مواد هضم برای و بوده غذایي مواد جذب و گوارش اصلي

 و... لیپاز كربوهیدراز، پروتئاز، های آنزیم حاوی غذایي،

 و بوده كربوهیدراز های آنزیم جزو آمیلاز-آلفا است.

 پیوند كه است آمیلازها آندو از ای خانواده دربرگیرندة

 گلایکوژن و نشاسته مانند ساكاریدهایي پلي در را لفاآ

 ,.Strobel et al) كنند مي تولید مالتوز و گلوكوز و هیدرولیز

2010 .,al et Abad Pour Farshbaf 1998;). های ویژگي 

 حشره، تاكسونومي به بسته حشرات، در گوارشي های آنزیم

 ستا متفاوت آنها محیطي زیست شرایط و غذایي های رژیم

(2010 .,al et Abad Pour Farshbaf 1989; Baker,). 

 آمیلازهای-آلفا بیوشیمیایي های ویژگي تاكنون

 ;Sharifi et al., 2011) است شده بررسي پوشان بال سخت

Vatanparast & Hosseininaveh, 2010; Hosseininaveh. 

et al., 2007) و pH در آنها بیشتر فعالیت برای بهینه 

 دمای همچنین، است. شده گزارش دیاسی محدودة

 40-10 محدودة در ها آنزیم این فعالیت برای بهینه

 مطالعۀ از هدف است. آمده دست به سلسیوس درجۀ

 گیاهان ایجاد آمیلازها،-آلفا بیوشیمیایي های ویژگي

 به آنها بازدارندة های ژن انتقال طریق از آفات به مقاوم

 واسطۀ به گیاهي های هاركنندهم است. زراعي گیاهان

 گوارش فرایند از پروتئینازها و آمیلازها-آلفا روی اثرشان
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 Buonocore et al., 1976; Silano) كنند مي جلوگیری

et al., 1978). از كمي مقدار كه اند كرده ثابت مطالعات 

 و حشرات های گونه از برخي آمیلازهای ها، پروتئین این

 حالي در كردند؛ مهار غیرزنده محیط در را پستانداران

 نداشتند بازدارندگي اثر گونه   هیچ گندم آمیلاز روی كه

(Franco et al., 2002; Silano et al., 1978). بدیهي 

 عنوان به توانند مي پروتئیني های مهاركننده این كه است

 حشرات برابر در بذرها و ها دانه از حفاظت عوامل

 Appelbam et al., 1964; Silano) كنند عمل خوار دانه

et al., 1975; Buonocore et al., 1976.) 

Silano et al. (1978،) هایي گونه در كه داشتند اظهار 

 حمله آن های فرآورده و گندم های دانه به كه حشرات از

 توسط شدن مهار به و بود بالا آمیلاز فعالیت كنند، مي

 Baker داشتند. زیادی حساسیت گندم آلبومین های عصاره

 Sitophilus آمیلازهای-آلفا فعالیت كه كرد گزارش ،(1988)

zeamais (Col.: Curculionidae)  وSitophilus oryzae L. 
 بود. كمتر بسیار جو با مقایسه در گندم از تغذیه اثر در

 مطالعۀ در ،Cinco-Moroyoqui et al. (2008) همچنین

 را Rhyzopertha dominica ایزوآمیلاز سه دیگری

 این در كردند. بررسي را آنها های ویژگي و یجداساز

 روی گندم آلبومین های عصاره مهاركنندگي اثر مطالعه،

 های عصاره شد. مطالعه حشره این آمیلاز-آلفا فعالیت

 كردند. مهار معناداری طور به را آنزیم این فعالیت مذكور،

 یک آمیلاز -آلفا فعالیت مهاركنندگي و آلبومین غلظت بین

 آلبومین كمتر غلظت واقع، در داشت. وجود نفيم رابطۀ

 سه بین از داشت. دنبال به را بیشتری مهاركنندگي فعالیت

 وسیله به دقیقه 60 طي RdA79 و RdA70 ایزوآمیلاز،

 حالي در شدند؛ مهار معناداری طور به گندم آلبومین عصارة

 بالای های غلظت در حتي RdA90 ایزوآمیلاز فعالیت كه

 ننشا ،Yazdanian et al. (2010) نشد. مهار نیز آلبومین

 WAAI) گندم از استحصالي آمیلاز -آلفا بازدارندة كه دادند

type 1) چتریان نواری سن آمیلاز -آلفا مهار به قادر 

Graphosoma lineatum .است 

 گوارشي، های آنزیم بیوشیمیایي های ویژگي بررسي

 دستگاه فیزیولوژی به مربوط های پژوهش اساس و پایه

 از استفاده به توجه با دهد. مي تشکیل را گوارش

 گیاهان تولید در گوارشي های آنزیم های مهاركننده

 های ویژگي شناخت تركیبات، این حاوی تراریختۀ

 تا كند مي قادر را ما ها آنزیم این از كدام هر بیوشیمیایي

 كنیم استفاده آفات كنترل امر در ها مهاركننده از

(Chougule et al., 2008). تحقیق این در دلیل همین به 

 خربزه كفشدوزک گوارش دستگاه آمیلاز-آلفا های ویژگي

 و مقاوم ارقام از استفاده امروزه شد. بررسي بار اولین برای

 گوارشي های آنزیم های بازدارنده حاوی ۀختیترار اهانیگ

 مقاوم ارقام است. آفات كنترل در مؤثر های روش از يکی

 حشره -اهیگ متقابل ارتباط ای تاآف شناسي ستزی روی

 كردن وارد .كاهند يم خسارت شدت از و رندگذا مي تأثیر

 اهیگ به حشره يمیآنز های مهاركننده ةكنند انیب های ژن

 در ها مهاركننده دیتول باعث اهیگ در ها ژن این انیب و

 یها آنزیم گیاهان، این از رهحش یۀتغذ با شود. مي اهیگ

 صورت ناقص صورت به ذاغ گوارش و بلوكه گوارشي

 این به نیل جهت در (.Chougule et al., 2008) گیرد مي

 روی گیاه چند از شده استخراج های بازدارنده اثر هدف،

 شد. بررسي نیز آمیلولیتیک فعالیت

 

هاروشومواد
 نمونه آوری جمع

 روی از خربزه كفشدوزک كامل حشرات مطالعه، این در

 آوری  جمع كیاشهر( )بندر گیلان استان در خیار های بوته

 گیاه های برگ روی حشرات شدند. منتقل آزمایشگاه به و

 درجۀ 24±2 )دمای آزمایشگاهي شرایط در كدو

 روشنایي دورة و درصد 00±30 نسبي رطوبت سلسیوس،

 داده پرورش تاریکي( ساعت 1 و روشنایي ساعت 36

 شدند.

 

 نزیمیآ عصارۀ تهیۀ و حشرات تشریح

 فعالیت گیری اندازه برای تصادفي طور به سن هم حشرات

 گوارش دستگاه شدند. انتخاب آمیلاز -آلفا آنزیم

 و نر كامل حشرات و چهارم سوم، دوم، سن لاروهای

 انجام برای و جدا یخ روی روزه یک سن هم مادة

 نگهداری سلسیوس درجۀ -20 دمای در ها آزمایش

 .(Hosseininaveh & Ghadmayari, 2013) شدند

 سلسیوس ۀدرج 5 دمای در شده سازی همگن های نمونه

 وژیسانتریف دقیقه 34 مدت به دقیقه در دور 31000 و

 آنزیم منبع عنوان به رونشین محلول ،سپس شدند.

 شد. استفاده



 241 ... آمیلاز كفشدوزک خربزه -بیوشیمیایي آنزیم آلفا های ویژگي و همکاران: قنبرنژاد 

 آنزیم ویژۀ فعالیت گیری اندازه

 و نشاسته سوبسترای از استفاده با آمیلاز -آلفا ویژة فعالیت
 شده داده تغییر Branfeld (1955،) روش از استفاده با

 منحني از شد. گیری اندازه Asadi et al. (2010،) توسط
 آمیلاز-آلفا فعالیت گیری اندازه برای مالتوز استاندارد
 از استفاده با ها نمونه در موجود پروتئین میزان شد. استفاده

 شد. گیری اندازه Bradford et al. (1976،) روش
 كه است آنزیمي مقدار (U) آنزیمي فعالیت واحد یک

 در دقیقه یک مدت در نشاسته از را مالتوز مول میلي یک
pH 5 كند. مي آزاد سلسیوس درجۀ 24 دمای و 

 
 آنزیم فعالیت برای بهینه دمای و pH  گیری اندازه

 استفاده با آمیلاز-آلفا آنزیم فعالیت روی pH (2-32) اثر
 مولار میلي 50 فسفات-وراتب-سدیم استات بافر از

 ،10 ،20 ،30 دماهای اثر پژوهش، این در شد. بررسي
 این فعالیت روی نیز سلسیوس درجۀ 00 و 60 ،40 ،50

 گردید. محاسبه نسبي فعالیت میزان و شد بررسي آنزیم
 

 آمیلاز -آلفا زایموگرام و Native PAGE الکتروفورز

 تغییر ،Davis et al.  (1964)روش از كار این انجام برای

 .شد استفاده ،Asadi et al. (2010) توسط شده داده

 
 سینتیکی پارامترهای تعیین

 از استفاده با آمیلاز-آلفا آنزیم سینتیکي پارامترهای
 3 و 04/0 ،4/0 ،24/0 ،3/0 ،04/0 مختلف های غلظت
 شد. گیری اندازه نشاسته درصد

 
 گیاهی های بازدارنده استخراج

 (،Lathyrus sativus) خلر اهانیگ بذور از استخراج برای
 (،Zea mays) ذرت (،Trifolium alexandrium) شبدر
 ایلوب (،Lentis culinaris) عدس (،Faba vulgaris) باقلا

 Phaseolus) ایلوب ،(Vigna unguiculata) بلبلي چشم

vulgaris) ماش و (V. radiata) شد. استفاده 
 آزمایش تحت بذرهای از مگر 10 ارمقد ابتدا در

 از یک هر به .مددرآ آرد رتصو به برقي بسیاآ وسیلۀ به

 اضافه NaCl رمولا 34/0 بافر لیتر میلي 300 ها نمونه ینا

 در ساعت یک تمد به كن مخلوط وسیلۀ به و یددگر

 تمد به ها نمونه سپس، .شد طمخلو ميآرا به قتاا یماد

 درجۀ 5 یماد و دقیقه در دور 6000 در دقیقه 10

 30 تمد به رونشین مایع .شدند ژسانتریفو سلسیوس
 ارقر سلسیوس درجۀ 10 یماد در ماری بن در قیقهد

 34 تمد به دقیقه در دور 6000 در سپس و گرفت

 ژسانتریفو از حاصل رونشین مایع .شد ژسانتریفو قیقهد

 كار این ایبر .درصد( 00) شد عشباا مونیمآ تسولفا با
 5 یماد در و قیقهد 54 تمد به یشماآز تحت نۀنمو

 طمخلو كن مخلوط هستگاد وسیلۀ به سلسیوس درجۀ

 دقیقه در دور 6000 در قیقهد 10 تمد به سپس .یددگر

 لیتر میلي یک با لوله هر در حاصل بسور .شد ژسانتریفو

 رتصو به رمولا 02/0 غلظت و Tris-HCl 0 با= pH بافر

 دیالیز كیسۀ توسط ها ونهنم دیالیز مد.درآ نسوسپانسیو

 نسوسپانسیو ویحا های كیسه تمحتویا گرفت. انجام

 درون در ساعت 20 تمد هب تسولفا مونیمآ -تئینوپر

 یالیزد رمولا 02/0 غلظت و Tris ، pH 0بافر با تانک یک

 تمحتویا شد. عوض بار سه بافر مدت، این طي و شدند

 فياماتوگرورك نستو وارد مستقیم طور به یالیزد كیسۀ

DEAE-Celloluse ینرز با یوني تعویض
 سپس 3 یددگر.

 4/0 و 5/0 ،1/0 ،2/0 ،3/0 ،04/0 های غلظت با ستون
 از شده خارج های فركشن و شد شسته NaCl مولار

 شدند. آوری جمع لیتر( میلي یک فركشن )هر ستون
 

 آنزیم فعالیت روی گیاهی های هندزداربا ثرا سیربر

 نزیميآ لمحلو لیترومیکر 30 ابتدا آزمایش این انجام برای
 20 با سوم سن لاروهای گوارش دستگاه از شده استخراج

 در قیقهد 34 تمد به گیاهي ةندزداربا لمحلو لیترومیکر

 با واكنش سپس، .شد بهنکوا سلسیوس درجۀ 14 دمای

 با آمیلاز-الفا فعالیت و شد شروع سوبسترا شدن اضافه
 گردید. گیری اندازه Branfeld  (1955،) روش از استفاده

 
بحثونتایج

 خربزه کفشدوزک لاروهای گوارش دستگاه شناسی ریخت

 گوارش لولۀ شود، مي مشاهده 3 شکل در كه طور همان
 مستقیم ای لوله صورت به خربزه كفشدوزک لاروهای در

 شده تشکیل عقبي و میاني جلویي، بخش سه از و است
 لولۀ میاني بخش به نسبت بيعق و جلویي بخش است.

 قسمت به نیز مالپیگي های لوله است. تر كوچک گوارش
 اند. شده متصل گوارش لولۀ میاني بخش انتهایي

 

 

 

 

 

 

                                                                                  
1.                    -           
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 )اصلي( E. chrysomelina خربزه كفشدوزک لاروهای در گوارش دستگاه مختلف های قسمت .3 شکل

 

 کامل حشرات و لاروها در آنزیم فعالیت

 مختلف سنین آمیلاز-آلفا ویژة فعالیت گیری اندازه

 گوارش لولۀ قسمت سه و ماده و نر كامل حشرات لاروی،

 آنزیم این فعالیت بیشترین كه داد نشان سوم سن لارو

 را آن كه الف(-2 )شکل بود سوم سن لاروهای در

 ویلار مرحلۀ این زیاد تحرک و تغذیه میزان با توان مي

 & Christopher.كرد توجیه دیگر سنین به نسبت

Mathavan (1985،) تغذیه، میزان بین كه داشتند اظهار 

 وجود مستقیمي ارتباط آنزیم فعالیت و غذا جذب میزان

 

 فعالیت غذا، جذب و تغذیه افزایش با كه طوری به دارد؛

 توان مي بنابراین یابد. مي افزایش روده بافت در نیز آنزیم

 كفشدوزک سن لارو بیشتر تغذیۀ به توجه با كه گفت

 بقیۀ از بیشتر سن این در آمیلاز-آلفا ویژة فعالیت خربزه،

 ماده و نر حشرات در آنزیم این ویژة فعالیت است. سنین

 از الف(.-2 )شکل نداشتند هم با معناداری اختلاف

 مختلف مراحل در آمیلاز-آلفا آنزیم فعالیت تفاوت دلایل

 تغذیه میزان و نوع همچون عواملي به توان مي نما و نشو

 (.Hori, 1972) كرد اشاره

  
 گوارش لولۀ قسمت سه و )الف( ماده و نر كامل حشرات و لاروی مختلف سنین در آمیلاز-آلفا ویژة فعالیت میانگین مقایسۀ .2 شکل

  )ب( خربزه كفشدوزک سوم سن لارو

 .ندارند یکدیگر با معناداری اختلاف %4 احتمال سطح در آماری نظر از ،مشترک حروف دارای های *میانگین

 

-آلفا روی ،Kazzazi et al. (2005) های بررسي طي

 Eurygasterگندم سن پورگي مختلف سنین آمیلاز

integriceps P.، مختلف مراحل در آنزیم این ویژة فعالیت 

 ترتیب به پنجم و چهارم سوم، دوم، اول، سنین گيپور

 دقیقه/ میکرومول/ 24/3 ،21/3 ،23/3 ،01/0 ،33/0

 بود. پروتئین گرم میلي

 لولۀ میاني قسمت در زآمیلا-آلفا ویژة فعالیت مقدار

 در آن ویژة فعالیت برابر 1/1 و 4 ترتیب به گوارش

 )شکل آمد دست به گوارش لولۀ عقبي و جلویي قسمت

 قسمت در آنزیم این فعالیت دهد مي نشان كه ب(-2

 قسمت از بیشتر سوم سن لارو گوارش هدستگا میاني

 آن عقبي قسمت از بیشتر جلویي قسمت در و جلویي

 روده میانی
 

 روده عقبی
 روده جلویی
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 آنزیم عالیتف ،Ramzi & Hoseininaveh (2010) است.

 Brachynema) پسته سبز سن ای روده آمیلاز-آلفا

germari) و كردند بررسي روده مختلف های قسمت در را 

 قسمت در مآنزی این فعالیت كه رسیدند نتیجه این به

 بقیۀ از چهارم قسمت در و بالاتر همه از سوم میاني رودة

 دادند نشان Sharifi et al. (2011) بود. كمتر ها قسمت

 سوسک میاني رودة در آنزیم این فعالیت میزان كه

 رودة از Xanthogaleruca luteola نارون خوار برگ

 بود. بیشتر آن عقبي و جلویي

 

 آنزیم عالیتف بهینۀ pH گیری اندازه

pH 5 با برابر خربزه كفشدوزک آمیلاز-آلفا عالیتف بهینۀ 

 اثر و روده pH میزان زمینۀ در (.1 )شکل آمد دست به

pH  های گزارش حشرات گوارشي های آنزیم فعالیت روی 

 از گوارش دستگاه محتویات pH دارند. وجود مختلفي

 pH .است گوارشي های آنزیم روی تأثیرگذار عمدة عوامل

 آن بهینۀ فعالیت بهبود و آنزیم پایداری روی تواند مي

 pH بررسي اصلي دلیل (.Dow, 1986) باشد تأثیرگذار

 شناسایي حشرات، گوارش دستگاه مختلف های قسمت

 دامنۀ آن در بتوانند كه است مناسبي های مهاركننده

 این در .باشند داشته توجهي قابل فعالیت pH مشخص

 گوارشي آمیلاز-آلفا فعالیت رایب بهینه pH آزمایش،

E. chrysomelina، 5 بررسي با كه آمد دست به 

 شد تأیید نیز موضوع این مختلف های  pH در زایموگرام

 دارد وجود زیادی بسیار های گزارش (.6 و 1 های شکل)

 در آنزیم این فعالیت برای بهینه pH اینکه بر مبني

 فعالیت ایبر بهینه pH است. 4/3 تا 4/4 بین حشرات

 بین نیز زنده موجودات دیگر در آمیلازها -بتا و -آلفا

 های آنزیم معمول طور به .است شده گزارش 0/5-3/6

 اسیدی كمي تا خنثي محیط در حشرات آمیلاز-آلفا

 ,.Baker, 1983; Terra et al) دارند را فعالیت بیشترین

 .Valencia et al و Baker (1991) تحقیقات طي (.1996

(2000)، pH در آمیلاز-آلفا آنزیم فعالیت برای بهینه 

 در جوربالان و پوشان بال سخت های راسته حشرات

 ی ها راسته در و خنثي به متمایل اسیدی محدودة

 محدودة در آنزیمي فعالیت غشاییان بال و داران پولک بال

 ،Safaei Khorram et al. (2010) گیرد. مي صورت قلیایي

pH سوسک در آنزیم این فعالیت نۀبیشی برای بهینه 

 گزارش 5/6 را (Leptinotarsa decemlineta) كلرادو

 فعالیت برای بهینه Silva et al. (1999)، pH .كردند

 1/4 را ، Tenebrio molitorسوسک در آمیلاز-آلفا آنزیم

 را 4 بهینۀ Valencia et al. (2000)، pH. آوردند دست به

 Hypothenemus کسوس در آنزیم این فعالیت برای

hampei  كردند. گزارش Baker (1983)، pH برای بهینه 

  چندین لاروهای در را آمیلاز-آلفا آنزیم فعالیت

 شپش ،S. oryzae برنج شپش جمله از پوش بال سخت

 و S. zeamais ذرت شپش ،S. granarius گندم

R. dominica كرد گزارش 1/4 تا 5 محدودة در. 

 بهینۀ Applebaum & Konijn (1965)، pH همچنین

  Callosobruchus chinensis سوسک برای را 2/4

(Podoler & Applebaum, 1971) برای را 5/4 و 

Tribolium castaneum آنزیم فعالیت .اند كرده گزارش 

 در پوشان بال سخت بیشتر گوارش لولۀ در آمیلاز -آلفا

 را امر همین نیز حاضر نتایج كه است اسیدی محیط

 دیگر روی دیگر محققان نتایج با و كند مي ثابت

 در آنزیم فعالیت بررسي .دارد خواني هم پوشان بال سخت

pHاز آمده دست به نتایج نیز ژل روی مختلف های 

 كند. مي تأیید را آنزیمي فعالیت

 

 آنزیم فعالیت بهینۀ pH گیری اندازه

 واكنش مخلوط انکوباسیون با آمیلاز-آلفا بهینۀ فعالیت

 گیری اندازه سلسیوس درجۀ 00 تا 30 مختلف دماهای در

 سلسیوس درجۀ 40 دمای در آنزیم فعالیت بیشینۀ و شد

 تا 30 از دما افزایش با 5 شکل به توجه با آمد. دست به

 افزایش دما با متناسب آنزیم فعالیت میزان درجه 40

 از دما افزایش با سلسیوس درجۀ 40 از بعد ولي یافت،

 به فعالیت كاهش این شد.  كاسته آنزیم فعالیت میزان

 ۀدرج 40 از بیش یدما افزایش با كه بود دلیل این

 .شود مي دگرگون آنزیم پروتئیني ساختمان سلسیوس

Mendiola- Olaya et al. (2000)، فعالیت بهینۀ دمای 

  Prostephanus truncatus سوسک ای روده آمیلاز -آلفا

 نشان و كردند گزارش سلسیوس درجۀ 50 تا 10 را

 سرعت بالا، به سلسیوس درجۀ 50 دمای از كه دادند

 در آنزیم فعالیت سریع كاهش یابد. مي كاهش آن فعالیت

 عدم دهندة نشان سلسیوس درجۀ 50 از بالاتر دماهای

 .Safaei Khorram et al است. بالا دماهای در آن پایداری
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 درجۀ 10 را آمیلاز-آلفا فعالیت برای بهینه دمای ،(2010)

 گزارش L. decemlineta كلرادو سوسک برای سلسیوس

 تا 24 )از دما از یا گسترده فیط در آنزیم این اما ،كردند

 & Vatanparast همچنین .بود فعال درجه( 56

Hoseininaveh (2010)، برای بهینه دمای كه داشتند اظهار 

 Hypera postica) یونجه سرخرطومي در آنزیم این فعالیت

Gyllenhal) 14 برای بهینه دمای بود. سلسیوس درجۀ 

 درجۀ C. chinensis، 16-50 آمیلاز-آلفا آنزیم فعالیت

 پایداری (.Hori, 1969) است شده گزارش سلسیوس

 ساختمان و بعدی سه تركیب به وابسته ینيئپروت های آنزیم

 این در كوچک تغییر یک است. آنها آمینۀ اسید مولکولي

 شدت است ممکن فعال، جایگاه رد ویژه به ساختمان،

 دهد. تغییر توجهي قابل طور به را آنها كاتالیزوری واكنش

 در تغییراتي ایجاد با كه است فاكتورهایي جمله از دما

 بعضي دهد. مي كاهش را آن فعالیت آنزیم بعدی سه تركیب

 متوقف را ها آنزیم كاتالیتیکي فعالیت كلي طور به تغییرات از

 برگردد، عادی شرایط به ها آنزیم محیط گرا اما كنند، مي

 اگر آورد. خواهد دست به دوباره را خود فعالیت آنزیم

 برنگردد، اولیه حالت به آنزیم كه باشد حدی به تغییرات

 یافت. خواهد كاهش آنزیم فعالیت

 

 
 E. chrysomelina گوارش ۀلول آمیلاز-آلفا آنزیم نسبي فعالیت میانگین روی pH اثر .1 شکل

 .ندارند گریکدی با یمعنادار اختلاف %4 سطح در یآمار نظر از ،مشترک حروف یدارا یها نیانگیم *

 

 
 E. chrysomelina  گوارش ۀلول آمیلاز -آلفا آنزیم یتالفع روی دما اثر نمودار .5 شکل

 .دارندن گریکدی با یمعنادار اختلاف %4 سطح در یآمار نظر از ،مشترک حروف یدارا یها نیانگیم *
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 آمیلاز -آلفا آنزیم Vmax و Km پارامترهای بررسی

 كفشدوزک گوارش ۀلول در آمیلاز-آلفا آنزیم Km مقدار

 آمد دست هب لیتر میلي بر گرم میلي 63/0 با برابر خربزه

 مقدار كه كردند اظهار ،Sharifi et al. (2011) (.4-1 )شکل

Km و Vmax  ترتیب به ننارو خوار برگ سوسک لازیآم-آلفا 

 بر کرومولیم 42/3 و تریل يلیم بر گرم ليیم 15/3 با برابر

-آلفا آنزیم برای Km مقدار .است نیتئوپر گرم يلیم بر قهیدق

 گرم میلي R. dominica، 31/0 غلات دانۀ سوسک در آمیلاز

 نتایج .(Priya et al., 2010) است شده گزارش لیتر میلي بر

 كفشدوزک آمیلاز -آلفا Km میزان كه دهد مي نشان ما

 دانۀ سوسک و نارون خوار برگ سوسک از كمتر خربزه

 آمیلاز -آلفا آنزیم بالای 3گیرایي دهندة نشان كه است غلات

 ،Asadi et al. (2010) .است نشاسته به خربزه كفشدوزک

 و بزاقي غدد میاني، رودة آمیلاز-آلفا برای را Km مقادیر

 ،0302/0 بترتی به برنج خوار برگ سبز كرم همولنف

 كردند. گزارش لیتر میلي بر گرم میلي 312/0 و 351/0

 بزاقي غدد و میاني معدة در آمیلاز -آلفا km  مقدار همچنین

 53/0 و 00/0 ترتیب به B. germari پسته سبز سن

 ,Ramzi & Hosseininaveh) است شده گزارش مولار میلي

2010). 

 

 مختلف های pH در آمیلاز -آلفا زایموگرام

 در آمیلاز -آلفا فعالیت بهینۀ pH كه دادند نشان نتایج

 از ،5 از pH افزایش با و داشت قرار اسیدی محدودة

 -آلفا آنزیم فعالیت بررسي شد. كاسته آن فعالیت میزان

 با روشني به كه نیز ژل در مختلف های pH در آمیلاز

 فعالیت گشت، مشخص ظاهرشده باند رنگ شدت تغییر

 (.6 )شکل كرد مشخص 5 با برابر pH در را نزیمآ بیشینه

 روی pH اثر از آمده دست به نتایج تأییدكنندة زایموگرام

 -آلفا كه داد نشان نتایج است. آمیلاز -آلفا آنزیم فعالیت

 تعداد است. ایزوفرم یک دارای خربزه كفشدوزک آمیلاز

 های راسته حشرات در آمیلاز -آلفا آنزیم های ایزوفرم

 آنزیم شدة شناخته های ایزوفرم تعداد .است متفاوت مختلف

 متفاوت 1-3 از حشرات مختلف های گونه در آمیلاز -آلفا

 را آمیلاز-آلفا از ایزوفرم سه ،.Dojnov et al (2010) .است

 Cerambyx cerdo سوسک لاروهای میاني رودة در

  Anagasta kuehniella پرة شب لارو كردند. گزارش

                                                                                  
1. Affinity 

 ,Baker) است آمیلاز-آلفا آنزیم از رمایزوف دو دارای

 ،سوبستر عنوان به محلول ۀنشاست از استفاده با .(1989

 بدن كل از خام ةعصار در آمیلاز -آلفا از ایزوفرم پنج

 در .شدند ناسایيش funereus Morimus سوسک لارو

 C. cephalonica و Spodoptera litura های پره شب لارو

-آلفا آنزیم های ایزوفرم ادتعد C. chinensis سوسک و

 های سوسک در كه حالي در ؛است 4 از بیشتر آمیلاز

S. oryzae و T. castaneum  مشاهده ایزوفرم یک فقط 

 Wissesing et al., 2008; Sivakumar et) است شده

al., 2006) در آمیلاز-آلفا آنزیم از ایزوفرم یک نیز و 

 ,.Kazzazi et al) گندم سن ،C. maculates سوسک

 سبز سن ،(Kanekatysa, 1978) ابریشم كرم ،(2005

 سوسک و (Ramzi & Hosseininaveh, 2010) پسته

 شده گزارش (Sharifi et al., 2011) نارون خوار برگ

 است.

 

 
 آمیلاز -آلفا برای شده برازش بارک -لینویور منحني .4 شکل

 خربزه كفشدوزک سوم سن لارو

 

 روی از لوبیا تیپ دو و ماش(گیاهی ) یها هندزداربا ثرا

 آمیلاز-آلفا فعالیت

طور گسترده مطالعه شدند و در  آمیلاز به-های آلفا بازدارنده

بیشتر غلات و حبوبات وجود آنها محرز شده است. بیشتر 

آمیلاز حشرات اثر مهاركنندگي دارند. با توجه -آنها روی آلفا

وبیا و ماش شده از بذرهای ل های استخراج به اینکه بازدارنده

بیشترین مهار را نشان دادند، به همین دلیل سعي شد تا با 

كروماتوگرافي تبادل یوني بازدارنده خالص شود. فعالیت 

های حاصل از ستون كروماتوگرافي بذور  بازدارندگي فركشن

آمیلاز كفشدوزک خربزه  -دو گیاه لوبیا و ماش علیه آلفا

 الف و ب(.-0تعیین گردید )شکل 
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  )ب(                 )الف(          

 .E. chrysomelina سوم سن لارو آمیلاز -آلفا فعالیت زایموگرام .6 شکل

 )ب( مختلف های pH در آمیلاز -آلفا فعالیت )الف(. بهینه pH در ژل روی آمیلاز -آلفا فعالیت
 شد. بارگذاری میکرولیتر 10 چاهک هر در و ایزهموژن میکرولیتر 34 در گوارش لولۀ هر *

 

 با 6 فركشن كه دهد مي نشان لوبیا دربارة نتایج

 و بازدارندگي درصد 16±03/0 دارای 04/0 نمکي غلظت

 ترتیب به نیز 2/0 نمکي غلظت با 10 و 26 های فركشن

 بودند. بازدارندگي درصد 24±06/0 و 56±1/0 دارای

 با 25 و 21 ،22 ،30 رةشما های فركشن ماش، دربارة

 میزان به ترتیب به را آمیلاز-آلفا آنزیم ،3/0 نمکي غلظت

 درصد 24±01/0 و 32/0±4/16 ،04/0±30 ،2/0±32

 گیاهي یهاهندزداربا ثرا (.1 و 0 های )شکل كردند مهار

 شده مطالعه ریبسیا اردمو در آمیلاز-آلفا فعالیت روی

 های ویژگي نتعیی برای آنزیمي مطالعات بیشترین ست.ا

 حشرات، در آنزیمي های مهاركننده شناسایي و ها آنزیم

 گرفته صورت آمیلاز و لیپاز پروتئاز، های آنزیم روی

 در آمیلازها روی آنزیمي مطالعات بیشتر است.

 ناجوربالان و داران پولک بال پوشان، بال سخت های راسته

 و دوبالان در نیز كمتری كارهای و گرفته صورت

 ،.Gutirrez et al (1990) است. گرفته انجام اه سوسری

 جو و گندم از استخراجي های مهاركننده تأثیر دربارة

 مطالعه مختلف آفات در آمیلاز -آلفا آنزیم فعالیت روی

 این كه شد مشخص آنها تحقیق نتیجۀ اساس بر كردند.

 .شوند مي آنزیم این فعالیت مهار باعث ها مهاركننده

(2007) Bannakan et al.، موجود های مهاركننده اثر 

 آنزیم فعالیت روی را ((Mungbean ماش واریتۀ چهار در

 C. maculatus سوسک شدة سازی خالص آمیلاز-آلفا

 های پروتئین كه داد نشان آنها نتایج و كردند بررسي

 را حشره این آمیلاز آنزیم ها، واریته این از شده استخراج

 Kitaruma (1990) مچنینه كند. مي مهار كامل طور به

et al.، گزارش را مشابهي نتایج خود تحقیقات در نیز 

 سوسک دو میاني معدة آمیلاز آنزیم فعالیت كه كردند

C. chinensis و C. maculates های مهاركننده توسط 

 شود. مي مهار حبوبات از شده استخراج

(1999) Ishimota et al.، كه دادند نشان 

 لوبیا های واریته از شده جدا تئینيپرو های مهاركننده

(P. vulgaris) حشرة رشد روی C. maculatus منفي اثر 

 Applebaum شود. مي آن رشد شدن كند باعث و دارد

& Konijn (1965)، از هندزداربا ویحا رةعصا افزودن با 

 در یشافزا T. castaneum مصنوعي ایغذ به مگند  آرد

.Gatehouse et al كردند. گزارش را رولا میرو گمر
 

 ایغذ به ها هندزداربا یشافزا با نیز را مسئله ینا ،(1989)
C. maculatus كردند. ثابت Baker et al. (1991)، اثر 

 را گندم رقم 10 در موجود آمیلاز -آلفا های مهاركننده

 برنج شپش از شده سازی خالص آمیلاز -آلفا آنزیم روی

 مهاركنندگي فعالیت كه داد نشان آنها نتایج كردند. بررسي

      0=pH                  6 =pH            4 =pH             5=pH                 1=pH 5 =pH 
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 بیشترین Logan رقم در و كمترین Agusta رقم در

 داد. نشان را مقدار

Naseri et al. (2010)، های آنزیم فعالیت بررسي در 

 در  Helicoverpa armigera آمیلاز و پروتئاز گوارشي

 فعالیت كمترین سویا، مختلف ارقام از تغذیه به واكنش

 علت و گزارش Williams و DPX ارقام در را آمیلازی

 آنزیمي های مهاركننده برخي وجود را ارقام این مقاومت

 شیمیایي تركیبات برخي وجود زیاد احتمال به و

 های آنزیم فعالیت بر نامطلوب اثر دارای كه دانند مي

 است. گوارشي

Sivakumar et al. (2006)، مهاركنندة سه اثر 

 LMCO3، FMCO11 شامل غلات از جداشده پروتئیني

 انباری آفت چهار معدة آمیلاز-آلفا روی را FMCO13 و

 و  S. oryzae، T. castaneum، C. chinensis شامل

C. cephalonica شامل خوار گیاه آفت چهار و S. litura، 

H. armigera، Achaea janata  و Plutella xylostella  

 غلات از شده جدا پروتئیني های مهاركننده كردند. بررسي

 مهار مختلف های نسبت به را آفت ات حشر آمیلاز-آلفا آنزیم

 و LMCO3 برای مهاركنندگي درصد بیشترین كردند.

FMCO13 سوسک آمیلاز-آلفا رویC. chinensis (Col.: 

Bruchidae) آلفا های مهاركننده همچنین شد. ثبت-

 -آلفا فعالیت معناداری طور به گندمیان این آمیلاز

 ،A. janata، C. cephalonica حشرات آمیلوتیک

S. oryzae و T. castaneum كه دادند كاهش را 

 آمیلاز-آلفا های مهاركننده كه بود مطلب این دهندة نشان

 شوند. استفاده آفت حشرات علیه توانند مي

(2002) Kashiwaba et al.، تركیب كه دریافتند 

 باعث (V. umbellata) لوبیا های دانه در موجود شیمیایي

 و C. maculatus، C. analis در رشد شدن ارمه

C. chinensis باعث شیمیایي تركیب این و گردد مي 

 .Feng et al مطالعۀ در شود. مي آمیلاز آنزیم مهارشدن

 عناوین تحت آمیلاز -آلفا آنزیم های مهاركننده ،(1996)

WRP25، WRP24، WRP26 و WRP27 روش با 

 گندم ردآ از معکوس فاز مایع كروماتوگرافي

 انباری آفات آمیلاز-آلفا روی آنها اثر و شده سازی خالص

 ها مهاركننده كه را فرضیه این نتایج و گردید بررسي

 كرد. اثبات شوند، مي حشرات رشد شدن كند باعث

 های مهاركننده اثر ،.Alfonso et al (1997) همچنین

 تریپسین و آمیلاز-آلفا آنزیم روی را جو و گندم

S. Frugiperda كه دادند نشان و كردند بررسي 

 آنزیم روی مؤثری طور به گندم مهاركنندة های پروتئین

 مهاركنندگي اثر مذكور حشرة گوارش لولۀ آمیلاز -آلفا

 دارند.

Chen et al. (1992)، از آمیلاز -آلفا ایزوزایم دو 

 آمیلاز -آلفا یک و T. castaneum و S. oryzae حشرات

 جداسازی T. molitor سوسک بالغ حشرات از منفرد

 ساختار شده سازی خالص های آنزیم همۀ كردند.

 شده استخراج مهاركنندة یک داشتند. مشابه آمینواسیدی

 مهار را شده جداسازی آنزیم پنج هر (WRP-25) گندم از

 فقط ذرت از شده استخراج مهاركنندة كه درحالي كرد؛

 كرد. رمها را T. molitor و T. castaneum های آنزیم

Markwick et al. (1996،) معدة در آمیلاز -آلفا فعالیت 

 و برگ آفت پروانۀ سه شامل پروانه گونه چهار میاني

 ،Epiphyas postvittana، Planotortrix octo سیب میوة

Ctenopseustis Obliquana  زمیني سیب آفت یک و 

Phthorimaea Operculella به پاسخ در pH و 

 باكتری و قرمز لوبیا جو، ندم،گ های مهاركننده

 آمیلاز-آلفا فعالیت میزان شدند. بررسي استرپتومایسس

 ای پروانه آفت گونه چهار لارو میاني معدة های عصاره در

 گرم هر در دقیقه بر مالتوز ماكرومول 4/0 و 6/0 بین

 از شده گرفته آمیلاز -آلفا مهاركنندة تنها بود. حشره وزن

 كرد. مهار را پروانه گونه چهار هر یها آنزیم فعالیت گندم

 آنزیم فعالیت روی تأثیری هیچ دیگر مهاركنندة سه اما

 نداشتند.

Gutierrez et al. (1993)، مهاركنندة سه اثر 

 هفت آمیلاز-آلفا آنزیم فعالیت روی را گندم از آمده دست به

 ،A. kuehniella، A. cautella ها پروانه راستۀ از آفت

A. elutella، Plodia interpunctella، Agrotis ipsilon، 

A. segetum و S. littoralis  این در كردند. بررسي 

 و دیمریک تترامریک، های مهاركننده ها آزمایش

 روی را مهاركنندگي اثر بیشترین ترتیب به ریکمونوم

 .Kazzazi et al داشتند. آفات این آمیلاز-آلفا آنزیم

  كامل تطبیقاـب مدـگن نـس كه كردند گزارش ،(2005)

 ندرو طي ستا نستهاتو دارد، مگند روی كه یياغذ

  در دموجو زمیلاآ-لفاآیها هندزداربا رب دوـخ تکاملي

 از ریبسیا كه ستا تيرصو در ینا .ددگر هچیر مگند

http://www.springerlink.com/content/?Author=C.+Gutierrez
http://www.springerlink.com/content/?Author=C.+Gutierrez


 3131زمستان پاییز و ، 2 ة، شمار54 ةایران، دور دانش گیاهپزشکي 260

 

 حساسیت ،كنند نمي تغذیه مگند از هـك یگرد تفاآ

 دارند. آن یها هندزداربا به زیادی

 های بازدارنده كه داد نشان نتایج تحقیق این در

 (.radiate V) ماش و (.vulgaris P) لوبیا از شده استخراج

 خربزه كفشدوزک آمیلاز-آلفا روی را بازدارندگي بیشترین

 كدكنندة های ژن كه رسد مي رنظ به بنابراین داشتند.

 مقاوم گیاهان ایجاد برای خوبي پتانسیل ها بازدارنده این

 باشند. داشته آفت این به
 

 
 

 
 ماش از شده استخراج های بازدارنده DEAE cellulose یوني تبادل كروماتوگرافي از آمده دست به های فركشن كروماتوگرام .0 شکل

 است. NaCl مولار( 4/0-0) غلظت شیب دهندة نشان چین نقطه )ب(. لوبیا  و )الف(

 

 
 یوني تبادل كروماتوگرافي با قرمز لوبیا و ماش از استخراجي های بازدارنده شدة خالص های فركشنSDS-PAGE  .1 شکل
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