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شده يل در استان گلستان تبدبه يکی از آفات مهم گندم اخیر  ةدر ده،  .Lema melanopa Lخوار گندم،سوسک برگ

با توجه  کنند.یگندم تغذيه و خسارت شديدی ايجاد م و همینطورغلات  بیشتراست. لارو و حشره کامل اين آفت از برگ 

آمیلاز،  -لفاهای آهای بیوشیمیايی آنزيمويژگی حاضرن آفت، در تحقیق فیزيولوژی اي ةبه کمبود اطلاعات در زمین

ه ب نتايجساس ابر . گلوکوزيداز، گالاکتوزيداز، و پروتئازهای دستگاه گوارش حشره کامل اين آفت مورد بررسی قرار گرفت

مشاهده شد. با  لسیوسة سدرج 35 و دمای بهینه 6تا  4 ةترين میزان فعالیت اسیديته بهینه آنزيم در محدودبیشدست آمده، 

آلفا و بتا  هایت آنزيمگوارش اين حشره مشاهده شد. بیشینه فعالی آمیلاز لوله -انجام الکتروفورز، دو ايزوفرم از آنزيم آلفا

 درجة سلسیوس  45تا  35و به ترتیب در محدوده دمايی  5 ةگلوکوزيداز و آلفا و بتا گالاکتوزيداز لوله گوارش در اسیديت

 درجة سلسیوس  45مای دو  6 ةتيدست آمد. بیشینه فعالیت پروتئاز عمومی از میان انواع پروتئازهای لوله گوارش در اسیدبه

لیسیل  -وسیل ال(، تEDTAآمین تترا استیک اسید )های آنزيمی شامل اتیلن دینشان داد. نتايج بررسی اثر مهارکننده

(، PMSFرايد )(، فنیل متیل سولفونیل فلوTPCKیل آلانین کلرومتیل کتون )(، توسیل فنTLCKکلرومتان هیدروکلرايد )

زی ئین پروتئاسیست هایيدواستات سديم و يدواستیک اسید بر فعالیت آنزيم پروتئاز لوله گوارش نشان داد که مهار کننده

ا در ز پروتئازهان گروه گرفت که اي توان چنین نتیجهرو میترين میزان مهارکنندگی بر فعالیت آنزيم را دارند. از اينبیش

ت رشی آفاهای مهم گواهای بیوشیمیايی آنزيمخوار غلات، غالب است. با مشخص شدن ويژگیلوله گوارش سوسک برگ

 طیمح سارت بهکش را کاهش داده و همچنین ختوان ترکیباتی را سنتز کرد که کارآمدتر بوده و میزان مصرف حشرهمی

 د.کر کمتر زین را ستيز

از، سوسک های پروتئازی، پروتئز، بازدارندهگالاکتوزيدا -آلفا و بتا گلوکوزيداز، -و بتا آمیلاز، آلفا -آلفا های کلیدی:واژه
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Abstract  
During recent decade, Lema melanopa L. has become one of the most important pests of wheat in 

Golstan province. Both adults and larvae of this pest feed on the leaves of most cereals and of course 

wheat and cause severe damage. Due to the lack of information about the physiology of this pest, in 

the present study, the biochemical properties of alpha amylase, glucosidase, galactosidase and gastro-

intestinal proteases from adult stage of this pest were investigated. The results showed that the highest 

level of optimal enzyme activity was observed in the range of 4 to 6 and the optimum temperature of 

35 ° C. Electrophoresis showed two isoforms of alpha-amylase in the gut of the insect. The maximum 

activity of alpha and beta glucosidase enzymes and alpha and beta galactosidase of the gut was ob-

tained in acidity 5 and in the temperature range of 35 to 45°C, respectively. The highest general pro-

tease activity was shown among gut proteases at pH 6 and at 45°C. Obtained results regarding the 

effect of enzymatic inhibitors including EDTA, TLCK, TPCK, PMSF, sodium Iodo Acetate and Io-

doacetic acid protease activity showed that cysteine proteinase inhibitors had the greatest inhibitory 

effect on enzyme activity. Therefore, it can be concluded that this group of proteases is dominant in 

the gut of cereal leaf beetle. By determining the biochemical properties of important gut enzymes of 

pest, compounds can be synthesized that are more efficient and reduce the consumption of insecti-

cides and reduce the amount of damage to the environment. 
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 مقدمه
ساله و روز بلند  ه، خودگشن، يکتک لپگیاهی ، Poaceae ةازتیر.Triticum aestivum L نام علمی گندم با 

شور در ندم کگاست و احتمالاً يکی از اولین گیاهانی است که بوسیله انسان زراعت شده است. سطح زير کشت 

درصد ديم است  83/63درصد آن آبی و  16/36تار برآورد شده که ـــمیلیون هک 5حدود  97-96سال زراعی 

(Ahmadi et al., 2018.) 

کنند. از جمله اين اند که از گندم و جو تغذيه میخوار شناسايی شدهاهـگونه حشرة گی 70در ايران بیش از 

، است که طی چند سال .Lema melanopa L (Col.: Chrysomelidae)دم، ـــخوار گنحشرات، سوسک برگ

ويژه مناطق ايران بهبیشتر دی شده است. اين آفت در ـــو تبديل به آفت جاخیر میزان خسارت آن افزايش يافته 

ورهای اروپايی، آمريکا و بعضی ــکشبیشتر ه يا برکه مشاهده شده و همچنین از ــدر مزارع واقع در کنار درياچ

 (. لاروها و حشرات کامل اين آفت ازSeyyedi Sahebari, 2007از کشورهای آفريقايی نیز گزارش شده است )

ها روی برگ به صورت لی تغذيه نموده و محل خسارت آنـــهای اصرگــپارانشیم رويی برگ به موازات رگب

، اين آفتروش کنترل ترين رايج ،دنیا از جمله ايران تر مناطقدر بیششود. نوارهای طولی سفید رنگ ديده می

 Eurygaster integriceps، گندم های سنهای شیمیايی است. کنترل شیمیايی علیه پورهکشحشرهز استفاده ا

(Puton, 1881)سه لارو يا سه تخم در هر  ، روی اين آفت نیز موثر است. در صورت شدت حمله، با مشاهده

خواهد  همیايی توجیـــخوشه، کنترل شی ةوته در مرحلــــلاف و يا يک لارو در هر بـــغ ةبوته در مرحل

های ها منجر به طغیان آفات، آلودگیکشرويه آفتبی (. اما استفادهSeyyedi Sahebari et al., 2000داشت )

بتوان  شايد شده تا ای انجامهای اخیر تحقیقات گستردهد. درسالشوزيست محیطی و نابودی دشمنان طبیعی می

  (.Saberi Riseh et al., 2014روش جايگزين مناسبی برای روش کنترل شیمیايی آفات پیدا کرد )

-شده است. به تشکیل هاساکاريدپلی ها وهايی نظیر پروتئینماکرومولکول از حشرات غذای از مهمی بخش

 هایها توسط آنزيمشدن آنرات، شکستهــحش معده های بزرگ درمولکول منظور فراهم شدن شرايط جذب اين

متفاوت  هاآن غذايی رژيم حسب بر راتـحش وارشیـــگ هایآنزيم (.Chapman, 1998) ضروری است مربوطه

میانی  روده در غذايی مواد گوناگون، امکان هضم  انواع  هایآنزيم چیزخوار، ترشح همه حشرات در مورد است.
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پیوندهای  درولیزـــکه موجب هی باشندمی لازهاـــآمی -دوــآن متعلق به گروه لازهاآمی -اــکند. آلفرا فراهم می

گروه  شوند.نشاسته و گلیکوژن( میساکاريد )پلی دی گلوکان گلوکانوهیدرولاز در -آلفا -4و  1گلیکوزيدی 

 -الیگو و دی هیدرولیز در هستند که گالاکتوزيدازها -گلوکوزيدازها و  - بتا و آلفا کربوهیدرازها ديگری از

ها و میکروارگانیسم گیاهان جانوران، درها آنزيم اين (.Terra et al., 1996اهمیت دارند ) ساکاريدهای حشرات

مراحل  حشراتی که ويژهبه از حشرات، بسیاری کنند.ايفا می هاکربوهیدراتز سوخت و سا در محوری نقش

 های کربوهیدرازیآنزيم به وابسته ماندنبرای زنده کنند،تغذيه می ایغله هایفرآورده از کامل ةيا حشر و لاروی

شدن پیوندهای پپتیدی هايی هستند که باعث شکسته(. پروتئازها، از انواع آنزيمFranco et al., 2002هستند )

شوند؛ از سوی ديگر مهار ها میها باعث تجزيه پروتئینشوند. در نتیجه اين آنزيماسیدهای آمینه می دهندهاتصال

ها رگ حشرات و میکروارگانسیمــهای ضروری، منجر به مدهای آمینهـــها و ممانعت از تشکیل اسیاين آنزيم

 (. Budatha et al., 2008خواهد شد )

اند که منجر به مقاومت در گیاهان های آنزيمی در گیاهان شناسايی شدهدی تحت عنوان بازدارندهموا

های گوارشی حشرات اغلب پروتئینی بوده و به طور های آنزيمشوند. بازدارندهنسبت به برخی از آفات می

درصد از پروتئین کل  10ت تا میزان ها ممکن اسای گیاهان وجود دارند. اين بازدارندههای ذخیرهعمده در بافت

ها قادرند از هضم مواد غذايی در حشرات جلوگیری نموده و رشد ها را تشکیل دهند. اين بازدارندهاين بافت

با آفات و برخی از  شدن های گیاهی در صورت مواجه. بنابراين، اين بازدارندهبیندازند حشرات را به تعويق

هايی در زمینه های گذشته تلاش(، طی دههRyan, 1999کنند )ايفا می را سم دفاعیمکانینقش ها، میکروارگانسیم

اولین . (Leo et al., 2002های گوارشی صورت گرفته است )ايجاد گیاهان مقاوم به آفات از طريق مهار آنزيم

های گوارشی يمتحقیقات متعددی در مورد آنزهای گوارشی است که های آنزيمقدم در اين زمینه تعیین ويژگی

طومی ريزوم موز، رسرختوان به مطالعاتی که روی از آن جمله میبالپوشان انجام شده است که سخت ةراست

Cosmopolites sordidus Germarشپشه قرمز گندم، ؛Tribolium castaneum Herbst خوار ؛ سوسک برگ

 Callosobruchus maculatusبات ای حبوو سوسک چهار نقطه  Xanthogaleruca luteola Müllerنارون،

Fabricius ( اشاره نمودMontesdeoca et al., 2005; Oppert et al., 2005; Tatli et al., 2010; Sarboland et 

al., 2017.) 

امر  خوار گندم دربا توجه به اهمیت هضم کربوهیدرات و پروتئین در حشرات از جمله سوسک برگ

-تهنده فعالیدتواند کاهشهای کربوهیدرازی و پروتئازی مینه مداخله با آنزيمتولید مثل و نشو و نما، هر گو

(. Sharma & Ortiz, 2000را به تعويق بیندازند )رشد و نمو آن و  ودهخوار گندم بهای حیاتی در سوسک برگ

یبات م اين ترکدر هضه های کربوهیدارت و پروتئین، با مداخلدر مورد استفاده از بازدارنده ،نترل آفاتراهبرد ک

وژی ز فیزيولگاهی اخوار پیشنهاد شده است. بنابراين، آبه عنوان روشی کاربردی و امن برای کنترل حشرات گیاه

 های گوارشی در حشرات حائز اهمیت است. و بیوشیمی آنزيم

ندم گر خواهای پروتئاز و کربوهیدراز در سیستم گوارشی سوسک برگتاکنون در زمینه خصوصیات آنزيم

وارشی گهای های بیوشیمیايی آنزيمای صورت نگرفته است. به همین دلیل در اين تحقیق ويژگیمطالعه

 هایروش بی بهکربوهیدراز و پروتئاز و نیز پروتئاز غالب در دستگاه گوارش اين حشره آفت به منظور دستیا

 جديد کنترل مورد مطالعه قرار گرفت.
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 هامواد و روش
 خوار گندمرات کامل، جداسازی و استخراج آنزيم از لوله گوارش سوسک برگآوری حشجمع

های گندم از شهرستان از سطح زيرين برگبه هنگام ظهر خوار گندم حشرات کامل نر و ماده سوسک برگ

 ةآوری و به آزمايشگاه منتقل شدند. برای جدا کردن لولگنبد کاووس استان گلستان به طور تصادفی جمع

گوارش از حشرات  ةتشريح و خارج ساختن لول به منظورحس شدند. ابتدا حشرات کامل روی يخ بی گوارش،

ها و پاها را جدا کرده، سپس با ايجاد شکاف در سطح شکمی حشره دستگاه کامل، ابتدا با استفاده از پنس بال

 ةگوارش بوسیل ةعدد لول 10ها ابتدا د. برای مطالعات آنزيمشگوارش به طور کامل نمايان و از بدن خارج 

درجه  4( در دمای rpmدور در دقیقه ) 13000ها با سرعت هموژنايزر دستی در آب مقطر مخلوط شدند. نمونه

 Gholamzadehرويی به عنوان منبع آنزيمی استفاده شد ) دقیقه سانتريفیوژ شده و مايع 10سلسیوس به مدت 

Chitgar et al., 2013.) 

 های کربوهیدراز و پروتئاز آنزيم ةويژ فعالیت گیریاندازه

 Bernfeld 1995)روش ) از استفاده با درصد ويک نشاسته  سوبسترای از استفاده با آمیلاز -آلفا ةويژ فعالیت

 فعالیت گیریاندازه برای مالتوز منحنی استاندارد از شد. گیری، اندازه.Asadi et al (2010شده توسط )اصلاح 

 & Silva) روش گالاکتوزيداز بر اساس-گلوکوزيداز و  -های آلفا و بتافعالیت آنزيم شد. فادهاست آمیلاز -آلفا

Terra, 1997) ( 2010شده توسط )اصلاح Ghadamyari et al. آلفا -نیتروفنیل -به ترتیب با سوبستراهای پی- 

-pگلوکوزيداز ) -دی -ابت -نیتروفنیل -(، پیp-nitropenyl-α-D-glucopyranosideگلوکوپیرانوزيد ) -دی

nitropenyl-ß-D-glucopyranoside،) گالاکتوپیرانوزايد ) -دی-آلفا -نیتروفنیل -پیp-nitropenyl-α-D-

galactopyranosideدی -بتا-نیتروفنیل  -( و پی- ( گالاکتوزيدازp-nitropenyl-ß-D-galactopyranoside )

 گیری فعالیت آنزيم استفاده شدند. ر برای اندازهمولامیلی 25شده از شرکت سیگما( با غلظت )خريداری

 ق روشــد طبــدرصيک ن ـــرای آزوکازئیـــازی با استفاده از سوبستــــش فعالیت پروتئـــسنج

(1993 )et al. Garcia-Carreno با اهنمونه در موجود پروتئین نین، میزانگیری شد. همچبا اندکی تغییرات اندازه 

 شد. گیریاندازه Bradford( 1976ازروش) استفاده

 آنزيم فعالیت برای بهینه دمای و (pHاسیديته ) گیریاندازه

روی  12تا  3های pH مولار استفاده شد و اثر لیمی 40استات  -لايسینگ -در اين آزمايش از بافر فسفات

هینه ب ةسیديتگرفت. اخوار گندم مورد ارزيابی قرار های ذکر شده حشرات کامل سوسک برگهای آنزيمفعالیت

روی عصاره  بهینه pHدر  درجة سلسیوس  80تا 10چنین، اثر دماهای د. همشوبرای فعالیت هر آنزيم تعیین 

 آنزيمی تهیه شده از مرحله قبلی مورد بررسی قرار گرفت.

 های آمیلاز آنزيمبرای  maxVو  mKهای سنجهتعیین پرا

د نظور بايماست. برای اين  maxVو  mKهای پراسنجهتعیین  برای توصیف واکنش کاتالیز آنزيم نیاز به

ين اگیری همنظور اندازگیری شود. بههای مختلف سوبسترا اندازهمیزان تجزيه )سرعت واکنش( برای غلظت

عنوان سوبسترا درصد نشاسته به 75/0و  5/0، 25/0، 1/0، 05/0، فعالیت آنزيم آمیلاز در پنج غلظت پراسنجه

افزار فاده از نرمهای مختلف با استهای مختلف و در زمانآنزيم در غلظت 0Vابی قرار گرفت. مقدار مورد ارزي

 .( t aleSharifi ,.2011گیری شد )افزار هايپر اندازهبا استفاده از نرم maxVو  mKاکسل محاسبه و مقدار 
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  زآمیلا آلفا زايموگرام ( وNative PAGEژل الکتروفورز پلي اکريل آمید )

 .شد استفاده .Asadi et al (2010توسط ) شدهاصلاح Davis (1964،)روش  از کار اين انجام برای

 ها روی فعالیت پروتئازیاثر بازدارنده

-میلی PMSF (1و  TLCK ،TPCKمولار(، میلی 5مولار(، يدواستات )میلی 2) EDTAهای اثر بازدارنده

صاره خست با عهای ذکر شده نهای با غلظتبررسی شد. بازدارندهمولار( روی فعالیت پروتئازی لوله گوارش 

ام از ر هر کدد. سپس درصد مهاشگیری فعالیت آنزيم تعیین آنزيمی مخلوط شده و مشابه ساير مراحل اندازه

 ها مشخص شد.اين مهارکننده

 آماری ةتجزي

ه هیچ گون ،قبول بودند ز نظر آماری موردها اباتوجه به اينکه داده .ندشد انجام تکرار سه در هاآزمايش کلیه

 SASافزاراز نرم ستفادها با تصادفی کاملاً طرح قالب در هاداده و تحلیل و تجزيه شدها انجام نسازی روی آننرمال

رسم  (.SAS, 2002گرفت ) صورت درصد 5احتمال  سطح در توکی استفاده ازآزمون با هامیانگین مقايسه و انجام 

 .شد انجام 2007 افزار اکسلنرم از استفاده با هاداده کردن مرتب و نمودارها

 

 و بحث نتايج
 ازیرهای پروتئاز، آمیلاز و کربوهیدتاثیر اسیديته روی فعالیت آنزيم

ين خوار غلات مربوط به حشره کامل است، اترين خسارت و تحرک سوسک برگکه بیشاز آنجايی

ه ر زمینهای مختلفی دو سنجش فعالیت آنزيمی انتخاب شد. گزارشمرحله از زندگی اين آفت برای بررسی 

ررسی باصلی  های گوارشی حشرات مختلف وجود دارد. دلیلمیزان اسیديته معده و اثر آن روی فعالیت آنزيم

ه بناسب است های مهای گوارشی، در نظر گرفتن اين اطلاعات هنگام يافتن مهارکنندهبهینه آنزيم اسیديته

ن فعالیت آنزيم تريفعالیت قابل توجهی داشته باشند. بیش pHمشخص  ةبازدارنده بتوانند در آن دامن کهطوری

دست آمد )نمودار ب  به 5آمیلاز  -بهینه برای فعالیت آنزيم آلفا ةمشاهده شد. اسیديت 7تا  4 ةپروتئاز در اسیديت

 -آلفا هایآنزيم بهینه برای فعالیت pHود، شمشاهده می 1طور که در نمودار ج و د در شکل (. همان1در شکل 

، زگالاکتوزيدا -و بتا -آلفاباشد. اين مقدار برای فعالیت بهینه آنزيم می 5تا  4و  5لوکوزيداز، به ترتیب گ -و بتا

 ج(. 1دست آمد )شکل به 4
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گلوکوزيداز  -آمیلاز )ب(، آلفا -تئاز )الف(، آلفاهای پرواثر اسیديته روی میانگین فعالیت نسبی آنزيم -1شکل 

 L. melanopa معده میانی  گالاکتوزيداز )و( –گالاکتوزيداز )ه( و بتا -آلفاگلوکوزيداز )د(،  –)ج(، بتا

داری با عنیدرصد اختلاف م 5 احتمال هايی که دارای حروف مشترک هستند از نظر آماری در سطح* میانگین

 يکديگر ندارند.
Fig. 1. The effect of pH on the relative activity of protease (a), alpha-amylase (b), alpha-glucosidase 

(c), beta-glucosidase (d), alpha-galactosidase (e) and beta-galactosidase (f) extracted from the midgut 

of L. melanopa 
* Means with same letters are not statistically significant difference at the probability level of 5%. 

 

نشان داد که فعالیت آنزيم آلفا  Alphitobius diaperinus Panzerمطالعات انجام شده روی لارو سوسک 

 pHمیزان .Valencia et al (2000) ،(Cruz et al., 2018باشد )میفعال  5اسیدی  pHآمیلاز اين آفت در محدود 

 Silva & Terra (1999گزارش کردند. ) ، Hypothenemus hampei Ferrariآمیلاز سوسک،  -را برای آلفا 5بهینه 

دست به 8/5، را .Tenebrio molitor Lآمیلاز در سوسک زرد آرد، –مقدار اسیديته بهینه برای فعالیت آنزيم آلفا

های آمیلاز در حشرات راسته – برای فعالیت آنزيم آلفا اسیديته بهینه Baker( 1991آوردند. طی تحقیقات )
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غشايیان در پولکداران و بالهای بالاسیدی متمايل به خنثی و در راسته ةن در محدودسخت بالپوشان و جوربالا

 قلیايی است. ةمحدود

گلوکوزيداز سرخرطومی حنايی خرما  –و بتا -بهینه برای آلفا Riseh et al. ، pH (2012)پژوهشی در 

OlivierRhynchophorus ferrugineus   اضر نشان داد که دست آوردند. نتیجه مطالعه حه ب 5راpH 5 برای ،

 Sharifi et al. ، pH(2011) خوار غلات بهینه است.گلوکوزيداز در لوله گوارش سوسک برگ -و بتا -آنزيم آلفا

در گزارش نمودند.  3و  4گالاکتوزيداز سوسک برگ خوار نارون را به ترتیب  -و بتا -های آلفابهینه برای آنزيم

  X. luteolaخوار نارون،ترين فعالیت آنزيم سیستئین پروتئاز در سوسک برگبیش .Tatli et al (2010مطالعات )
ته ياسید .Safaei Khorram et al (2010) به دست آوردند. 6تا  3ای حدود اسیدی در گستره pHدر محدوده 

گزارش  4/6 را ،Leptinotarsa decemlineata Sayآمیلاز در سوسک کلرادو،  –بهینه برای بیشینه فعالیت آلفا

گلوکوزيداز لمبه گندم  -میزان اسیديته بهینه برای فعالیت آنزيم آلفا .Tabatabaei et al (2011کردند. )

Evertsgranarium  Trogoderma ، گزارش کردند. 7تا  6گلوکوزيداز محدوده -و برای بتا 8تا  6را در محدوده 

(2010) .et alAsadi  ،pH خوار توسکا، گلوکوزيداز در سوسک برگ -تاو ب -بهینه برای آنزيم آلفاFabricius 

Galerucella lineola (2007)چنیندست آوردند. همبه 5، راYapi et al.  ،pH بهینه برای فعالیت آنزيم بتا-

طور که نتايج همانگزارش نمودند.  5را نیز  L. Rhynchophorus palmarumگالاکتوزيداز سرخرطومی خرما 

اسیدی  pHخوار غلات نیز در دهد، گلوکوزيدازها و گالاکتوزيدازهای لوله گوارش سوسک برگنشان می

 فعالیت بهینه دارند. 

 Callosobruchusبهینه برای فعالیت آنزيم پروتئاز روی سوسک  pHطی تحقیقات انجام شده روی میزان 

Fabricius smaculatu  د که در مورد شمحاسبه  5-4در صورتی که سوبسترای آن آزوکازئین باشد در محدوده

 (.Sarboland et al., 2017باشند )اين آفت ترکیبی از سیستئین و سرين پروتئازها فعال می

(2005)Montesdeoka et al.  ،pH ای آزوکازئین در بهینه برای فعالیت آنزيم پروتئاز در حضور سوبستر

بهینه برای  et alOppert ، pH. (2005). بدست آورد rGerma Cosmopolites sordidus ،6سرخرطومی موز 

، که در محدوده فعالیت 2/4را Tribolium castaneum Herbst بیشینه فعالیت پروتئاز در شپشه قرمز آرد 

به  6ای سوسک برگ خوار غلات در اين تحقیق بهینه بر pH .سیستئین پروتئازها می باشد را گزارش نمودند

 دست آمد که نشان دهنده ی وجود سیستئین پروتئینازها در لوله گوارش اين حشره می باشد.

 های پروتئاز، آمیلاز و کربوهیدارزی تاثیر دما روی فعالیت آنزيم
(. Hori, 1973د )ترين فعالیت را داشته باشهر آنزيم در دمای مطلوب و خاص خود قادر است که بیش

(2010 )Tatli et al. خوار نارون، ترين فعالیت آنزيم پروتئاز سوسک برگبیشX. luteola در حضور سوبسترای ،

، دمای بهینه .Safaei Khorram et al (2010) درجه سلسیوس به دست آوردند. 37آزوکازئین در دمای بهینه 

درجه سلسیوس مشاهده نمودند،  37، در دمای بهینه L. decemlinetaبرای بیشینه فعالیت آمیلاز سوسک کلرادو، 

 چنین،درجه سلسیوس فعال بودند. هم 46تا  25ای دمايی به ترتیب از در حالی که اين آنزيم در طیف گسترده

 (2010)Vatanparast & Hosseininaveh   اظهار داشتند که دمای بهینه برای فعالیت اين آنزيم در سرخرطومی

باشد که با نتايج تحقیق حاضر هماهنگ است. به درجه سلسیوس می Gyllenhal Hypera postica ،35 يونجه، 

ترين میزان فعالیت آنزيم پروتئاز در لوله گوارش دمای بهینه برای بیش .Josephrajkumar et al (2006)گزارش

  درجه سلسیوس گزارش کردند. Guenée Conogethes punctiferalis ،40 حشره

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Johan_Christian_Fabricius
https://en.wikipedia.org/wiki/Achille_Guen%C3%A9e
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 -گلوکوزيداز )ج(، بتا -آمیلاز )ب(،آلفا -آنزيم پروتئاز )الف(، آلفا اثر دما روی میانگین فعالیت نسبی -2شکل

 L. melanopaده میانی مع گالاکتوزيداز )و( -گالاکتوزيداز )ه( و بتا -آلفاگلوکوزيداز )د(، 

داری با عنیدرصد اختلاف م 5 احتمال هايی که دارای حروف مشترک هستند از نظر آماری در سطح* میانگین

 يکديگر ندارند.
Fig. 2. The effect of temperature on the relative activity of protease (a), alpha- amylase (b), alpha-

glucosidase (c), beta- glucosidase (d), alpha- galactosidase (e) and beta- galactosidase (f) extracted 

from the midgut of L. melanopa. 

* Means with same letters are not statistically significant difference at the probability level of 5%. 
توسط خوار نارون کتوزيداز در سوسک برگگالا -و بتا -های آلفادمای بهینه برای فعالیت آنزيم  

(2011)Sharifi et al. ،  چنین دمای بهینه برای فعالیت . همشده استدرجه سلسیوس گزارش  40و  60به ترتیب

 ةدرج 40و  60به ترتیب Riseh et al. (2012)توسط گالاکتوزيداز سوسک حنايی خرما  -و بتا -های آلفاآنزيم

ها، پروتینی درصد از ساختار آنزيم 90با توجه به تحقیقات صورت گرفته، حدود سلسیوس محاسبه شده است. 

Temperature Temperature 

Temperature Temperature 

Temperature Temperature 
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ترين فعالیت خود را نشان دهند که بتوانند به خواهند بود که بیشر دها قااست. از طرفی زمانی اين پروتئین

ناحیه فعال آنزيم، ترين تغییری در اين ساختار، به ويژه در ساختار سه بعدی پايدار خود برسند، اما اگر کوچک

يابد. دما از جمله فاکتورهايی است که با ايجاد تغییراتی در ترکیب ها به شدت کاهش میايجاد شود فعالیت آن

ها را متوقف طور کلی فعالیت کاتالیتیکی آنزيمدهد. بعضی از تغییرات بهرا کاهش میسه بعدی آنزيم فعالیت آن

دست خواهد آورد. اگر شرايط عادی برگردد، آنزيم فعالیت خود را دوباره بهها به کنند، اما اگر محیط آنزيممی

 ,.Sarboland et alتغییرات به حدی باشد که آنزيم به حالت اولیه بر نگردد، فعالیت آنزيم کاهش خواهد يافت )

2017.) 

 آمیلاز –آنزيم آلفا  maxVو  mKهای پراسنجهبررسي 
لیتر گرم بر میلیمیلی 53/0خوار غلات برابر با لوله گوارش سوسک برگآمیلاز در  –آنزيم آلفا mKمقدار 

،   et alSharifi. (2011) طبق بررسی دست آمد.میکرومول بر دقیقه به 137/0در لوله گوارش برابر  maxVو مقدار 

 1/52و  لیترگرم بر میلیمیلی 1/34خوار نارون به ترتیب برابر با آمیلاز سوسک برگ maxVو  mKمقدار 

 -برای آنزيم آلفا mKمقدار در پژوهش ديگری است. گزارش شده گرم پروتئین میکرومول بر دقیقه بر میلی

متر گزارش شده گرم بر میلیمیلی FabriciusRhysopertha dominica  ،98/0آمیلاز در سوسک دانه غلات، 

برای معده میانی، غدد بزاقی و  mKمقدار   et alAsadi. (2010) هایبررسی طی(.  et alPriya ,.2010است )

 132/0و  148/0، 0972/0به ترتیب برابر با  Naranga aenescens Moore برنجخوار کرم سبز برگ فمهمول

و  2/0، 2/0ف و غدد بزاقی را به ترتیب برابر با مدر لوله گوارش، همول maxVر لیتر و مقداگرم بر میلیمیلی

 .بودشده مول بر دقیقه گزارش میکرو 08/0

 های اختصاصي پروتئازهااثر بازدارنده
غذی موثر مب مواد کنند. در نتیجه جذهای پروتئاز، پروتئازهای معده میانی حشرات را مهار میمهارکننده

ز روتئیناپهای خوار هدف مهارکنندهشود. پروتئینازهای گوارشی در حشرات گیاهر مشکل میدر حشرات دچا

 موجود در گیاهان هستند. 

                    
 L. melanopaهای عمومی و اختصاصی روی فعالیت آنزيم پروتئاز اثر بازدارنده -3شکل 

داری با عنیدرصد اختلاف م 5 احتمال ری در سطحهايی که دارای حروف مشترک هستند از نظر آما* میانگین

 يکديگر ندارند.
Fig. 3. The effect of general and specific inhibitors on the protease enzyme activity of L. melanopa 

* Means with same letters are not statistically significant differences at the probability level of 5%. 
 

https://en.wikipedia.org/wiki/Johan_Christian_Fabricius
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، يدواستات سديم و EDTA،TLCK  ،TPCK ،PMSFهای آنزيمی مانند حقیق حاضر اثر مهارکنندهدر ت

، 14/17، 32/13ها به ترتیب يدواستیک اسید روی فعالیت آنزيم پروتئاز لوله گوارش نشان داد که اين بازدارنده

های اند. بازدارندههش دادهدرصد فعالیت پروتئاز موجود در لوله گوارش را کا 53/34و  95/39، 12/24، 98/19

کرد درونی و استراتژی شوند و اين يک عملطور وسیعی در سرتاسر سلسله گیاهان يافت میگیاهی پروتئاز به

 زا استهای بیماریدفاعی گیاهان در مقابل پروتئازهای خارجی موجود در حشرات و ساير میکروارگانیسم

(Ferry et al., 2005 .)های های پروتئیناز در برابر آنزيموری از بازدارندهدهد که بهرهن میمطالعات متعدد نشا

داران در مهندسی ژنتیک برای طراحی گیاهان مقاوم پولکپوشان و بالبالگوارشی حشرات به خصوص سخت

 (.Franco et al., 2002; Franco et al., 2004به آفت، اقتصادی و مهم است )

 

 پروتئاز روی ژل آمیلاز و –بررسي فعالیت آلفا

 Eurygasterو سن  .Cerambyx cerdo Lلاروهای سوسک  روی .Dojnov et al (2010)های در بررسی

amura L. آمیلاز را در معده میانی گزارش کردند. در سوسک  -سه ايزوفرم از آلفاCallosobruchus chinensis 

L. های که در سوسکعدد است، در حالی 5تر از های آنزيم بیشتعداد ايزوفرمSitophilus oryzae L. 

 et ; Wiseeing 2006., et alSivakumarفقط يک ايزوفرم مشاهده شده است )  HerbstTribolium castaneumو

al., 2008 ،وجود دو باند فعالیت آمیلازی را در لوله گوارش سوسک (. نتايج تحقیق حاضر زايموگرام روی ژل

 .(4خوار غلات مشخص ساخت )شکل برگ
 

 
 لروی ژ L. melanopaآمیلاز  -فعالیت آلفا -4شکل 

Fig. 4. The alpha- amylase activity of L. melanopa on the gel 

. 

شاهده مخوار غلات سوسک برگهای پروتئازی در لوله گوارش در تحقیق حاصل سه ايزوفرم از آنزيم

 زهای اين حشرهترين درصد بازدارندگی را روی پروتئا، بازدارنده يدواستات بیش5شود. با توجه به شکل می

وری طاست به روتئازتوان نتیجه گرفت که بخشی از اين باند ضخیم از نوع سیستئین پداشته داشته، بنابراين، می

 شدن باند پروتئازی شده است. که اين بازدارنده منجر به کم رنگ

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Johann_Friedrich_Wilhelm_Herbst
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 . L. melanopa ها روی فعالیت پروتئازی لوله گوارشزايموگرام مربوط به اثر بازدارنده -5شکل 

 .شاهد -7 و TPCK ،6-EDTA -5دو استات سديم، ي -4دواستیک اسید، ي-PMSF ،2- TLCK ،3 -1؛ به ترتیب
 

Fig. 5. Zymogram related to the effect of inhibitors on protease activity of L. melanopa 
1. PMSF, 2. TLCK, 3. iodoacetic acid, 4. sodium iodoacetate, 5. TPCK, 6. EDTA and 7. Control; 

respectively.  

 

 کند.نیز اين مطلب را اثبات می 6ته يبهینه فعالیت آنزيم سیستئین پروتئاز، يعنی محدوده اسید pHمحدوده 

(2010) Tatli et al. های آنزيمی با استفاده از مهارکنندهE-64 ،TLCK ،TPCK ،EDTA ،PMSF  و تقويت

ترين فعالیت ان دادند که بیشـ، نشX. luteolaخوار نارون، رگــک بــــسیستئین در سوس -هايی مانند الکننده

 TLCKرين پروتئازها، ، بازدارنده سPMSFپروتئولتیکی دستگاه گوارش مربوط به سیستئین پروتئازها است. 

 Patankar etپروتئازها )-الوـده متــکننغیرفعال EDTAوتريپسین، ـــبازدارنده کیم TPCKبازدارنده تريپسین، 

al., 2001تامید و ــات، يدواســدواستـــــــ( و يE-64 تند ـــازها هســـتئین پروتئـهای سیسدهـــازدارنــــب

(Grudkowska & Zagdanska, 2004( در تحقیقی ديگر .)2002 )Alarcon et al. ،های پروتئاز روی اثر بازدارنده

و  SBTI ،OVO ،PMSFهای سرين پروتئاز نشان دادند که بازدارنده ،R. ferrugineusسرخرطومی حنايی خرما، 

فعالیت پروتئازی درصد  39و  9/2 ،7/17 ،61، 83، 78به ترتیب  EDTAو  TLCK ،TPCKهای ساير بازدارنده

 دهند.را کاهش می

و سرخرطومی  Otiorhynchus sulcatus Fabricius، سرخرطومی مو H. posticaگ يونجه، سرخرطومی بر

ا فعالیت دارای روده میانی اندکی اسیدی بوده و سیستئین پروتئازه Anthonomus grandis Bohemanغوزه پنبه 

ا هين گونهاز ا خیدهند. با اين وجود، آسپارتیک و سرين پروتئازها در براصلی هضم پروتئین ها را انجام می

 .Zhu-Salzman et al(. در بررسی ديگر توسط Wilhite et al., 2000; Michaud et al., 1995اند )شناسايی شده

 یر منفی روی نشو( تاثscN( نشان دادند که )scNسیستئین پروتئاز استخراج شده از سويا ) ة( اثر مهارکنند2003)

الیت گیری فع، دارد و با اندازهCallosobruchus maculates Fabriciusای حبوبات، و نما سوسک چهار نقطه

ها نآتئاز در م پروآنزيم پروتئاز در حشراتی که از اين رژيم غذايی استفاده نمودند، مشخص شد که فعالیت آنزي

، و .oryzae Sها از جمله سرخرطومی برنج، های سرخرطومیکاهش يافته است. همچنین برخی از گونه

دارای پروتئازهای مختلف مانند سرين، سیستئین و  ،Lissorhoptrus brevirostris Kuschelومی سرخرط

 (. Alfonso et al., 2003; Hernandez et al., 2003آسپارتیک پروتئازها هستند )

که با توجه به زايموگرام پروتئازی، انواع پروتئازها در لوله گوارش وجود دارد. اما با توجه به اين

توان نتیجه گرفت که ترين میزان مهارکنندگی را از خود نشان دادند، میهای سیستئین پروتئازی بیشرکنندهمها
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های خوار غلات است. شناسايی جزئی ويژگیاين نوع پروتئاز، پروتئاز غالب در لوله گوارش سوسک برگ

مطالعه، تا حدی اطلاعات پايه  های موجود در لوله گوارش حشره آفت مورد بررسی در اينبیوشیمیايی آنزيم

-های شیمايی را فراهم میکشهای گیاهی در راستای کاهش سوء مصرف آفتبرای شناخت و تولید بازدارنده

 .کند

 

 سپاسگزاری

استان  طبیعیپزشکی مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع گیاهتحقیقات نويسندگان اين مقاله از بخش 

ژه ام اين پروهای صورت گرفته برای انجگیلان به جهت مساعدتپزشکی دانشگاه گیاهگروه گلستان و همچنین 

 کمال قدردانی را دارند.
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