
 

زنبور بتا گالاکتوزیداز گوارشی در  -آمیلاز و آلفا -آلفا هاي آنزیم بیوشیمیایی هاي ویژگیتعیین 

 Allantus viennensis Schr. (Hym.: Tenthredinidae)خوار ثانوي رز  برگ

  

   4رضا حسینی -3محمد قدمیاري -*2مولود غلام زاده چیتگر -1فرشید جهانجو

  11/02/1396: تاریخ دریافت

 06/05/1397: پذیرشتاریخ 

  

  چکیده

هاي بالا در مدت کوتاهی گیـاه   تغذیه کرده و در تراکم  ها به عنوان یکی از آفات مهم گیاه رز از برگ Allantus viennensisلاروهاي زنبور برگخوار ثانوي رز 

آفـات   کنتـرل  هـاي  برنامـه  در هـاي گیـاهی   بازدارنـده  از استفاده جهت در گام اولین هاي گوارشی آنزیم هاي ویژگی مورد در اطلاعات داشتن. کنند برگ می را عاري از 

 .بررسـی شـد    A. viennensis بتا گالاکتوزیـداز در دسـتگاه گـوارش لارو    -آمیلاز و آلفا  -هاي آلفا هاي بیوشیمیایی آنزیم بنابراین در تحقیق حاضر ویژگی .باشد می

بور نشان داد که با افزایش سن لاروي، میزان فعالیت آنزیم افزایش یافته و در لاروهاي سن پـنجم بیشـترین میـزان    زن 2-5گیري فعالیت آنزیم در لاروهاي سنین  اندازه

بتـا   -آمـیلاز و آلفـا   -هـاي آلفـا   حـداکثر فعالیـت آنـزیم   . فعالیت ویژه آنزیم در روده میانی نسبت به روده جلویی و عقبی بیشـتر اسـت   میزان همچنین. شود مشاهده می

درجـه   30و  60، 50بتـا گالاکتوزیـداز بـه ترتیـب در      -آمیلاز و آلفا -هاي آلفا دماي بهینه فعالیت آنزیم. بود 6و  6، 8هاي pHزیداز در لوله گوارش به ترتیب در گالاکتو

 14/0گـرم بـر میلـی لیتـر و      میلـی  478/1آمیلاز به ترتیب برابر بـا  -آنزیم آلفا Vmaxو  Kmمقادیر  Lineweaver-Burkبا استفاده از منحنی . سلسیوس بدست آمد

برابـر   به ترتیب  Vmaxمولار و مقادیر میلی 41/0و  69/0برابر با  به ترتیب بتا گالاکتوزیداز در لوله گوارش وآلفا  هاي آنزیم  Km ادیرمق. میکرومول بر دقیقه محاسبه شد

 .Aبتا گالاکتوزیداز در لوله گوارش لارو -آمیلاز و آلفا -هاي آلفا آنزیمیموگرام روي ژل نشان داد که نتایج زا. بدست آمد لیتر مولار بر دقیقه بر میلی میلی 76/1 و 84/0با 

viennensis   باشند ایزوفرم می 1و  1، 3به ترتیب داراي . 

  

  ها، رز، زنبور برگخوار ثانوي ، بازدارندهآنزیم: هاي کلیدي واژه

  

   1مقدمه

 کـه عمـل  ) 15(بـوده   یلازهـا آم انـدو  آمیلاز جزو-آلفا هاي آنزیم

 همچـون  ترکیبـاتی  در گلوکـان  -4و  1دي  آلفـا  پیوندهاي هیدرولیز

ایـن  ). 27(بر عهده دارنـد   را ها کربوهیدرات دیگر و نشاسته، گلیکوژن

کننـد و   تبدیل می مونومر و دي واحدهاي به را ها ها کربوهیدرات آنزیم

رات قابـل جـذب   حش ـ  هـاي روده  بدین ترتیب این مواد را براي سلول

 وجـود  جـانوران  و ها، گیاهان آلفا آمیلازها در میکروارگانیزم. سازند می

یافـت شـده و    بسـیاري از حشـرات   گوارش  لوله در ها آنزیم این. دارند

تـوان بـه راسـته     از ایـن جملـه مـی   . اسـت  گرفتـه  قـرار  بررسی مورد

) 37و  31(پوشان  بال سخت بالان و بالان، دو ، راست)4(بالپولکداران 
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آلفا گالاکتوزیداز جزو اگزوگلیکوزیدازها . کرد اشاره) 19(غشاییان  بال و

گــالاکتوز را در طیــف وســیعی از  -Dبــوده کــه پیونــدهاي انتهــایی 

بیـوز، اسـتاکیوز و رافینـوز     الیگوساکاریدهاي گالاکتوزیدي نظیـر ملـی  

ــی ــدرولیز م ــد هی ــزیم . کن ــدازها آن ــا گالاکتوزی ــه   بت ــایی هســتند ک ه

هــاي گالاکتوزیــدي ماننــد لاکتــوز،     اهاي داراي بخــشسوبســتر

سـاکاریدها را   هـا، الیگوسـاکاریدها و پلـی    گلیکولیپیدها، پروتئوگلیکـان 

ها در تجزیه دي و الیگوساکاریدهاي حاصل  این آنزیم). 28(شکنند  می

هـاي بـین گیاهـان و     کـنش  سلولز و سلولز و همچنین در برهم از همی

بتــا گالاکتوزیــداز در  –هــاي آلفــا  زیمآنــ). 37(حشـرات نقــش دارنــد  

هـاي مختلـف حشـرات توسـط محققـین متعـددي        گوارش راسته لوله

  ). 20و  19، 18(اند  استخراج و مورد بررسی قرار گرفته

 :.Allantus viennensis Schr. (Hymزنبور برگخوار ثانوي رز 

Tenthredinidae)  یکــی از آفــات مهــم گیــاه رز در اســتان گــیلان

طور دسـته جمعـی از سـطح پارانشـیم     هلاروهاي این زنبور ب. دباش می

و هاي گـل رز   برگی بوته کنند و منجر به بیهاي جوان تغذیه میبرگ

با توجه بـه اینکـه گـل محمـدي در صـنعت      ). 23(شوند میمحمدي 

هـا و  به عنوان گیاه زینتی در پارك نیزو مورد استفاده دارد گلابگیري 

  )علوم و صنایع کشاورزي(حفاظت گیاهان  نشریه
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 هـاي نـامبرده کـاربرد    در مکـان  ،شـود مـی هاي منـازل کشـت    باغچه

زیرا ایـن  . شود این گیاه پیشنهاد نمیت اترکیبات شیمیایی در کنترل آف

انسان و محیط زیست ایجاد کـرده و نیـز در    ترکیبات اثر مخربی روي

 هـا  کـش  شیمیایی مشکل مقاومت آفـات بـه آفـت   صورت کاربرد مواد 

اربرد ترکیبـات سـمی   این اثرات منفی ناشی از ک ـ. وجود خواهد داشت

هاي نوینی در راستاي کنتـرل ایـن دسـته     موجب شده است که روش

 ارقـام  از اسـتفاده امروزه ). 34و  24، 19(آفات مورد بررسی قرار گیرد 

 در آفـات  کنتـرل  جدیـد  هـاي  روش یکی از تراریخته گیاهان و مقاوم

 ـ هاي ژن کردن وارد. رود به شمار می تلفیقی مدیریت هاي برنامه  انبی

مـذکور   هـاي  ژن بیان و گیاه به اتحشر آنزیمی هاي کننده مهار کننده

 ،تغذیـه  طی نتیجه در .شود مقاومت گیاهان به آفات می باعث گیاه در

 بلوکـه  آن راگوارشـی   هاي آنزیم وشده  وارد بدن حشره ها کنندهمهار

ــی ــد م ــه  دهگسترت مطالعان تاکنو ).35( کنن ي ها هندزداربااي در زمین

م نجاآمـیلاز ا -هـاي آلفـا   حشرات به ویژه بازدارندهشی ارگوهاي  آنزیم

و ند د دارجون وگیاهااي در  دهگستربه طور ها هندزدارین باا. شده است

ن در برابـــر حشـــرات گیاهااز حفاظت در نقش مهمی د یال زحتماا به 

-هاي آلفـا  هاي بیوشیمیایی آنزیم تاکنون ویژگی). 16(هستند دار  هعهد

در زنبـور برگخـوار ثـانوي رز مـورد     بتـا گالاکتوزیـداز    –لفا و آ آمیلاز

هـاي   ویژگـی حاضـر  بنـابراین در تحقیـق   . بررسی قرار نگرفته اسـت 

ــزیم  ــیمیایی آن ــذکور  بیوش ــاي م ــاي   ه ــوارش لاروه ــه گ  .Aدر لول

viennensis        جهت دستیابی به روشـی جدیـد در کنتـرل ایـن آفـت

     . تعیین شد

  

 ها مواد و روش

  حشرات تهیه نمونه 

 Rosaهاي گل رز  لاروهاي زنبور برگخوار ثانوي رز از روي بوته

hybrid L.  آوري و به  جمع 1389محوطه دانشگاه گیلان در تابستان

هاي گل رز در اتاقـک   پرورش روي برگ. آزمایشگاه انتقال داده شدند

درصد ودوره  60±10، رطوبت نسبی C1±25°رشد حشرات در دماي 

شناسایی مراحل مختلف لاروي بـر  . انجام شد 16:8تاریکی : روشنایی

هـاي حسـینی و    اساس اندازه گیـري عـرض کپسـول سـر طبـق داده     

 .صورت گرفت) 23(صحراگرد 

  

  

  تشریح حشره و تهیه عصاره آنزیمی

حس شـدند و سـپس بـه کمـک      ابتدا لاروهاي زنبور روي یخ بی

. ده شدپنس، سطح شکمی لاروها را شکافته و لوله گوارش بیرون آور

ها از لوله گوارش از یک هموژنایزر دستی استفاده  براي استخراج آنزیم

 10000درجه سلسـیوس در   4هاي هموژنایز شده در دماي نمونه. شد

سـپس محلـول   . دقیقه سانتریفیوژ شـدند  10دور در دقیقه براي مدت 

 .رونشین به عنوان منبع آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت

  

بتـا   –آمـیلاز و آلفـا    -هـاي آلفـا   لیـت آنـزیم  اندازه گیـري فعا 

 گالاکتوزیداز

ــا  ــزیم آلف ــت آن ــد    -فعالی ــتفاده از روش برنفل ــا اس ــیلاز ب ) 8(آم

در این آزمایش از محلـول نشاسـته یـک درصـد بـه      . گیري شد اندازه

 -گیري فعالیـت آنـزیم آلفـا    براي اندازه. عنوان سوبسترا استفاده گردید

میلـی مـولار    50فسـفات   – گلایسـین  -آمیلاز از بافر استات سـدیم 

 10درجــه سلســیوس بــا مقــدار  30واکــنش در دمــاي . اســتفاده شــد

میکرولیتر نشاسـته بـه عنـوان     50، )محلول رونشین(میکرولیتر آنزیم 

سـپس  . دقیقـه انجـام شـد    30میکرولیتر بافر، به مدت  40سوبسترا و 

 ـ   DNS1میکرولیتر معرف  100مقدار  راي به مجموعه اضـافه شـد و ب

هـا  بعد از سرد شـدن نمونـه  . دقیقه در آب جوش قرار گرفت 10مدت 

هـا در   سپس جذب نمونـه . ها اضافه شد یک میلی لیتر آب مقطر به آن

 Stat fax(دســتگاه اســپکتروفتومتري در نــانومتر  540طــول مــوج 

این آزمایش براي سـه قسـمت از لولـه گـوارش     . قرائت شد) ®3200

زنبـور   2-5لاروهـاي سـنین   ) و روده عقبیروده جلویی، روده میانی (

میزان فعالیت آنزیم با استفاده از منحنـی  . برگخوار ثانوي رز انجام شد

گـرم پـروتئین    استاندارد مالتوز و بر حسب میکرومول بر دقیقه بر میلی

  .محاسبه گردید

بـا اسـتفاده از    گالاکتوزیدازآلفا و بتا  هاي گیري فعالیت آنزیماندازه

ــتراها ــل -pي سوبســ ــد –-αD-نیتروفنیــ گالاکتوپیرانوزیــ
2
 -pو  

گالاکتوپیرانوزیـد  –- βD -نیتروفنیـل 
3
بـه ترتیـب بـراي آلفـا و بتـا       

 45آنـزیم،   نمونـه میکرولیتـر   10واکـنش بـا   . گالاکتوزیداز انجام شد

 -گلایسـین  -استات سـدیم بافر میکرولیتر  115 میکرولیتر سوبسترا و

. رجه سلسـیوس صـورت گرفـت   د 35در دماي  مولار میلی 50 فسفات

میکرولیتر محلول هیدروکسید سـدیم   600 ودندقیقه، با افز 20بعد از 

مقــدار هیــدرولیز دقیقــه  10نرمــال واکــنش متوقــف و بعــد از  25/0

دسـتگاه  نیتروفنـل در  -نامبرده بـر اسـاس تشـکیل پـارا    سوبستراهاي 

  ).36(نانومتر قرائت شد  405طول موج اسپکتروفتومتري در 

آمـیلاز و   -هاي آلفا و دماي بهینه فعالیت آنزیم pHگیري  اندازه

 بتا گالاکتوزیداز –آلفا 

 –آمیلاز و آلفـا   -هاي آلفا روي فعالیت آنزیم pHبراي بررسی اثر 

اسـتات  با استفاده از بافر  3-12هاي مختلف  pHبتا گالاکتوزیداز، ابتدا 

فعالیـت  میلی مولار تهیه و سپس روي  50 فسفات -گلایسین -سدیم

دماهـاي    براي تعیین اثر دما روي فعالیت آنزیم،. آنزیمی بررسی شدند

مـورد آزمـایش   ) سلسیوسدرجه  70، و 60، 50، 40، 30، 10(مختلف 

                                                           
1- Dinitrosalycylic acid 
2- pNαGa 
3- pNβGa 
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هـر  نمونه آنزیمی، سوبسترا و بـافر در  در مورد آلفا آمیلاز، . قرار گرفت

سـپس بقیـه   . دقیقه انکوبـه شـدند   30مذکور به مدت یک از دماهاي 

گیـري فعالیـت    ل همانند روش کار توضیح داده شده در بند اندازهمراح

آنزیم،  نمونهواکنش با  بتا گالاکتوزیداز –در مورد آلفا  .انجام شدآنزیم 

 دقیقـه  20 در هر یک از دماهاي ذکر شـده بـه مـدت   بافر  سوبسترا و

بقیه مراحل همانند روش کار توضیح داده شده در بنـد  انجام گرفت و 

 .اجرا شدري فعالیت آنزیم گی اندازه

  

بتا  –آمیلاز و آلفا  -هاي آلفا آنزیم Vmaxو  Kmتعیین پارامترهاي 

 گالاکتوزیداز

آمـیلاز، ابتـدا   -فعالیت آنزیم آلفاسینتیکی براي تعیین پارامترهاي 

درصد  1درصد از نشاسته  75/0و  5/0، 25/0، 1/0، 05/0هاي  غلظت

میکرولیتـر بـافر اسـتات     40به  میکرولیتر آنزیم 10سپس . تهیه شدند

دقیقه بـه   4مولار افزوده و پس از  میلی 50فسفات  -گلایسین -سدیم

هـاي تهیـه    میکرولیتر محلول نشاسته از غلظت 50ها  هر یک از نمونه

 -گیري فعالیت آنزیم آلفـا  همانند اندازهبقیه مراحل . شده اضافه گردید

داکثر سـرعت واکـنش   و ح ـ) Km(ثابت میکـائیلیس  . آمیلاز انجام شد

)Vmax ( با استفاده از منحنیLineweaver-Burk محاسبه شد.  

، آلفا و بتا گالاکتوزیدازهاي  آنزیمسینتیکی  براي تعیین پارامترهاي

هاي مولار از سوبسترا میلی 80 و 40 ،20، 10، 5، 5/2هاي  ابتدا غلظت

 نـه نمومیکرولیتـر   10سپس. ندتهیه شدها  اختصاصی هر یک از آنزیم

 115هـاي تعیـین شـده و    میکرولیتر سوبسترا بـا غلظـت   45 هآنزیم ب

در  .اضـافه شـد  فسـفات   -گلایسـین  -اسـتات سـدیم  میکرولیتر بـافر  

واکنش، با اضافه کـردن  شروع دقیقه بعد از  30و  15 صفر، هاي زمان

مولار واکنش متوقف و جذب  25/0میکرولیتر هیدروکسید سدیم  600

آنـزیم در   Voمقـدار  . شـد  قرائـت نـانومتر   405ها در طول موج نمونه

با   Vmaxو Kmو مقدار  اکسل افزار هاي مختلف با استفاده از نرمغلظت

 .اندازه گیري شدهایپر استفاده از نرم افزار 

  

آمیلاز  -هاي آلفا و زایموگرام آنزیم  Native PAGEالکتروفورز

 بتا گالاکتوزیداز –و آلفا 

بعـد از  . اسـتفاده شـد  ) 13(ش دیـویس  براي انجام این کـار از رو 

درجــه  4ولــت و در دمــاي  100الکتروفــورز در هــا، بارگــذاري نمونــه

، الکتروفـورز  پـس از اتمـام  در مورد آلفـا آمـیلاز،   . انجام شد سلسیوس

دقیقـه ژل   30و به مـدت  ریخته روي ژل درصد  5/2ترایتون  حلولم

، ژل داخـل  رآب مقط ـپس از شستشو بـا  . ددر آن محلول قرار داده ش

یـک   محلـول نشاسـته  سپس ژل بـه داخـل   . داده شدبافر تریس قرار 

. قـرار گرفـت  محلـول لوگـول   منتقـل شـد و بعـد از آن داخـل      درصد

در . هـاي مختلـف انجـام شـد     pHهمچنین زایموگرام ایـن آنـزیم در   

حـل شـده در بـافر     درصـد  1، ژل در محلول نشاسـته  pHبررسی اثر 

و  9، 8، 7، 6هاي  pHمیلی مولار با  25بورات -فسفات-استات سدیم

  . دقیقه قرار گرفت 45به مدت  10

هاي گالاکتوزیداز، پس از اتمام الکتروفـورز، ژل بـه    در مورد آنزیم

ها که بـه   درون ظروف حاوي سوبستراهاي اختصاصی هر یک از آنزیم

مولار حل شـده بودنـد منتقـل     1/0طور جداگانه در بافر استات سدیم 

به ترتیب براي   MUßGa2 -4و MUαGa1-4سوبستراهاي از . گردید

بـا قـرار دادن ژل در   . هاي آلفا و بتـا گالاکتوزیـداز اسـتفاده شـد     آنزیم

دستگاه ژل داك باندهاي تشکیل شده در زیر اشعه فرابنفش مشـاهده  

 .شدند

  

  اندازه گیري پروتئین موجود در نمونه هاي آنزیمی

انجـام و از  ) 10(روش برادفـورد   گیري پروتئین با استفاده از اندازه

 . آلبومین سرم گاوي به عنوان استاندارد استفاده شد

  

  تجزیه و تحلیل آماري 

هـا در   تجزیه و تحلیـل داده . تکرار انجام شد 3در  ها کلیه آزمایش

درصد  5تصادفی با استفاده از آزمون توکی در سطح  قالب طرح کاملاً

  . گردیدجام ان SASنرم افزار استفاده از و با 

  

  بحثو  نتایج

  بتا گالاکتوزیداز –آمیلاز و آلفا  -هاي آلفا فعالیت آنزیم

بـا افـزایش سـن لاروي بـر میـزان فعالیـت       نتایج نشان داد کـه  

شـود   افـزوده مـی   بتـا گالاکتوزیـداز   –آمـیلاز و آلفـا    -هاي آلفا آنزیم

سن بیشترین میزان فعالیت ویژه آنزیم در لاروهاي  .)2و 1هاي  شکل(

 مختلـف  مراحـل  در ویژه آنزیم در فعالیت این تفاوت. پنجم بدست آمد

 در حشـرات  تغذیـه  میزان و نوع همچون عواملی به توان رشدي را می

 غلظـت  و نـوع گزارشاتی مبنی بر این وجود دارد کـه  . )22(داد  نسبت

 بـا ) 21(هـوري   .کنـد  رشدي حشره تغییر مـی  مرحله با متناسب آنزیم

کلـم   بدبوي سن رشدي مختلف مراحل در آنزیم آمیلازفعالیت  مطالعه

rugosa  Eurydema فعالیـت  دوم سـن  هـاي  پـوره  در که داد نشان 

 بـالا  نسـبتاً  پنجم و چهارم سوم، سنین هاي پوره در کم اما بسیار آنزیم

-آنزیم آلفـا  فعالیت. رسد می خود مقدار حداکثر به سن پنجم در و بوده

 به طـور Catopsili crocale پروانه  لارو میانی معده بافت در آمیلاز

 و غذا جذب بین میزان .یافت افزایش لاروي سن افزایش با داري معنی

 افـزایش  با طوري که به شد، مشاهده مستقیم نیز ارتباط آنزیم فعالیت

 ).12(یافـت   معده افزایش بافت در نیز آنزیم فعالیت غذا جذب و تغذیه

رشــدي  مختلــف وي مراحــلآمــیلاز ر-آلفــا فعالیــت بررســی در

                                                           
1- 4- methylumbelliferyl-α-D-galactopyranoside 
2- 4-methylumbelliferyl-ß-D-galactopyranoside 
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Spodoptera frugiperda    آخـر  سـن  حـداکثر فعالیـت آنزیمـی در 

در تحقیق حاضر احتمالاً دلیل افزایش فعالیـت  ). 3( اتفاق افتاد لاروي

  ویژه آنزیم در لاروهاي سنین بالاتر زنبـور برگخـوار ثـانوي رز تغذیـه    

ولیـد مثـل   منابع انرژي کافی براي ت  بیشتر این مراحل لاروي و ذخیره

زیرا با افزایش سن لاروي میزان تغذیه توسط لاروها . مرحله بالغ باشد

. شـود  بیشتر شده و حجم غذاي بیشتري به داخل لوله گوارش وارد می

هاي مختلف براي انجام عملیات هضم نیز بیشتر  در نتیجه ترشح آنزیم

  . خواهد شد

لارو سـن  گیري آنزیم در سه قسمت مختلف لوله گوارش  با اندازه

پنجم زنبور برگخوار ثانوي رز مشخص شد کـه میـزان فعالیـت ویـژه     

در روده میـانی بـه    بتـا گالاکتوزیـداز   –آمیلاز و آلفـا   -هاي آلفا آنزیم

). 3و شـکل   (B) 1شـکل  (مراتب بیشـتر از دو قسـمت دیگـر اسـت     

مطابق با این نتیجه، بیشترین فعالیت آمیلولیتیک در روده میـانی سـن   

Dysdercus koenigii میـزان فعالیـت آنـزیم    ). 32(گیري شـد   اندازه

، )17(آلفا آمیلاز در روده میانی لاروهاي سن سوم کفشدوزك خربـزه  

از روده جلـویی و  ) 33(و سوسک برگخـوار نـارون   ) 29(سن سبز پنبه 

هاي گالاکتوزیـداز   نتیجه مشابهی براي فعالیت آنزیم. عقبی بیشتر بود

ایـن  نتـایج  طبـق   .گـزارش شـد  ) 18(ران نـژاد و همکـا   توسط قنبري

 ـگ -بتامقدار فعالیت ویژه آنزیم آزمایش   -آلفـا داز نسـبت بـه   الاکتوزی

   .بودهاي مورد آزمایش بیشتر  در بافت الاکتوزیدازگ

  

بتــا  –آمـیلاز و آلفـا    -هـاي آلفـا   آنـزیم روي فعالیـت   pHاثـر  

  گالاکتوزیداز

در  A. viennensis آمیلاز در لوله گوارش لارو-آلفا آنزیمفعالیت 

 درآنـزیم  بیشـترین فعالیـت   مشـاهده شـد و   = pH 5-10اي از  دامنـه 

8pH=  در تشـابه،   .)4شکل (بدست آمدpH     بهینـه در لولـه گـوارش

اسیدیته ). 19(گزارش شد  8برابر  Arge rosaeلارو زنبور برگخوار رز 

 هـاي  آنـزیم  روي کـه  اسـت  معـده  مهـم  بسیار خواص داخلی از یکی

 مطلـوب  pHاي از  دامنـه  داراي هـا  آنـزیم . باشد می تأثیرگذار گوارشی

بـالاتر و   pHدر  و داده نشـان  را فعالیـت  حـداکثر  آن در کـه  باشند می

 تواند روي اسیدیته می ).15( یابد می کاهش شان تر از آن فعالیت پایین

اسـیدیته بهینـه   . باشد تأثیرگذار آن بهینه فعالیت بهبود و آنزیم پایداري

خـوانی   ها هـم  فعالیت آنزیم با اسیدیته معده حشره در برخی گونهبراي 

 جمعیـت  غـذا و  pHداشـته و تحـت تـأثیر فاکتورهـایی نظیـر غـذا،       

  ).14(باشد  هاي معده می میکروارگانیسم

 

  
و سه قسمت لوله گوارش ) A(روي در سنین مختلف لا) گرم پروتئین میکرومول بر دقیقه بر میلی(آمیلاز -فعالیت ویژه آنزیم آلفا میانگین - 1شکل 

  B (Allantus viennensis(لارو سن پنجم 

Figure 1- Mean of α-amylase specific activity (μmol/min/mg protein) in the different larval stages (A) and three parts of gut 
of fifth larval instar (B) of Allantus viennensis 

Means followed by similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p<0.05) 
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در سنین مختلف ) B(گالاکتوزیداز  -و بتا) A(گالاکتوزیداز  - آنزیم آلفا) گرم پروتئین میکرومول بر دقیقه بر میلی(ویژه فعالیت میانگین  - 2شکل 

  Allantus viennensis لاروي

Figure 2- Mean specific activity of α-galactosidase (A) and β-galactosidase (B) (μmol/min/mg protein) in the different larval 
stages of Allantus viennensis 

Means followed by similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p<0.05) 
 

  
سه قسمت لوله  در) B(گالاکتوزیداز  -و بتا) A(گالاکتوزیداز  - آنزیم آلفا) گرم پروتئین میکرومول بر دقیقه بر میلی(ویژه فعالیت میانگین  - 3شکل 

  Allantus viennensisگوارش لارو سن پنجم 

Figure 3- Mean specific activity of α-galactosidase (A) and β-galactosidase (B) (μmol/min/mg protein) in three parts of gut of 
fifth larval instar of Allantus viennensis 

Means followed by similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p<0.05) 
  

pHاز بررسی مقادیر ) 7(برن بائوم 
گونـه   60رش شده براي گزا  

نتیجـه   Tenthredinidaeجمله خانواده از خانواده از حشرات  20در 

لوله گوارش لاروها به خصوصیات شیمی گیاه میزبان  pHگرفت که 

هاي درختان که مشخصـاً حـاوي    لاروهایی که از برگ. وابسته است

لولـه   pHکننـد، متوسـط    باشند تغذیه مـی  مقادیر بیشتري از تانن می

در لولـه گـوارش    pHمقـادیر بـالاي   . باشـد  مـی  67/8ها  ارش آنگو

لاروهاي تغذیه کننده از غذاهاي غنی از تانن ممکن است به عنـوان  

. یک مکانیزم محافظتی جهت کاهش سمیت تانن تکامل یافته باشـد 

ها باند شده و میزان تجزیـه   هاي پایین به پروتئین pHها در  زیرا تانن

بـالاتر   pHامـا در  ). 11(دهنـد   ا کاهش میو هضم غذا در حشرات ر

همانطور که اشـاره  . )7(گیرد  تشکیل کمپلکس بسیار کند صورت می

بهینه براي فعالیت آنـزیم آلفـا آمـیلاز در دسـتگاه گـوارش       pHشد 

ازیـن  . لاروهاي زنبور برگخوار ثانوي رز در شرایط قلیایی بدست آمد

) 25( ز تـانن اسـت  توان نتیجه گرفت چون گل محمدي غنی ا رو می

فعالیت حداکثر این آنزیم در محیط قلیایی این احتمالاً یکی از دلایل 

بالاي دستگاه گوارش باعث شده تا تانن موجود در گل  pHباشد که 

هاي تغذیه شده توسط زنبـور برگخـوار ثـانوي رز     محمدي با پروتئین

وجـود  همچنین قابل ذکر است که عدم . کمتر کمپلکس تشکیل دهد
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بـر ایـن نکتـه دلالـت دارد کـه       pHنقطه ماکزیمم در منحنـی   یک

-میانی این آفت محدود به یک نوع آلفـا   فعالیت آمیلولیتیک در روده

  .باشد یید کننده این مطلب میأآمیلاز نبوده که البته نتایج زایموگرام ت

  

  
   Allantus viennensisلارو سن پنجم لوله گوارش در آمیلاز - آلفا روي فعالیت pHاثر  - 4شکل 

Figure 4- Effect of pH on the α-amylase activity in gut of fifth larval instar of Allantus viennensis  
Means followed by similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p<0.05) 

 

  pH  در لولـه   زیـداز الاکتوگ آلفـا و بتـا   هـاي  بهینه فعالیـت آنـزیم

گالاکتوزیـداز در لولـه    فعالیـت آلفـا   .)5شـکل  ( بدست آمـد  6گوارش 

رسد و سپس به تدریج افـزایش   می% 69به میزان  =pH 5 گوارش در

رسد و  می =6pHدر درصد  100یافته تا به بیشترین فعالیت خود یعنی 

 5شـکل  ( ستا% 23-17میزان فعالیت بین  =8pH-12پس از آن در 

A.( 5گالاکتوزیداز در لوله گوارش در  فعالیت بتاpH=    80بـه میـزان 

و سپس به تدریج افزایش یافته تا به بیشترین فعالیت خود  است درصد

لولـه   آنـزیم در میـزان فعالیـت    به بعد =8pHو از رسد  می =6pHدر 

نتیجه مشابهی در زنبور  ).B 5شکل ( شود صفر نزدیک میبه گوارش 

هاي گلوکوزیداز گـزارش   آنزیمبهینه pH  وار ثانوي رز در بررسیبرگخ

در لولـه   زیـداز الاکتوگ آلفا و بتـا  هاي فعالیت آنزیمبیشترین  ).24(شد 

  ).19(بدست آمد  =8pHدر  A. rosaeگوارش لارو زنبور برگخوار رز 

  

  
   Allantus viennensisلارو سن پنجم لوله گوارش در  )B( گالاکتوزیداز -بتاو ) A( گالاکتوزیداز - آنزیم آلفا فعالیت میانگین روي pHاثر  - 5شکل 

Figure 5- Effect of pH on α-galactosidase (A) and β-galactosidase (B) activity in gut of fifth larval instar of Allantus viennensis  
Means followed by similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p<0.05) 
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بتـا   –آمـیلاز و آلفـا    -هـاي آلفـا   آنـزیم اثر دمـا روي فعالیـت   

  گالاکتوزیداز

ــت  ــزیم فعالی ــاآن ــاي  -آلف ــوارش لاروه ــه گ ــیلاز در لول  .Aآم

viennensis درجه سلسیوس مورد آزمایش  10-70 در محدوده دمایی

درجـه سلسـیوس،    40تا  30با افزایش دما از طبق نتیجه . قرار گرفت

-میزان فعالیت آنزیم افزایش یافته و دماي بهینـه بـراي فعالیـت آلفـا    

درجه سلسیوس بدسـت   50آمیلاز در لوله گوارش لاروهاي این زنبور 

درجه سلسیوس با افزایش دما از میزان فعالیـت آنـزیم    50بعد از . آمد

هی در بررسـی دمـاي بهینـه    نتیجه مشـاب  ).6شکل ( کاسته شده است

 .Aدر لوله گـوارش لارو زنبـور برگخـوار رز    آمیلاز -آلفاآنزیم فعالیت 

rosae   و فعالیت ) 26( پترمنو کئیت ات طبق نظر). 19(گزارش شـد

ــزیمپاید ــا وا اري آن ــولی ابسته به ساختماه ترکیب و مینه آسید ن مولک

ا افزایش دما از ها به طور معمول ب فعالیت آنزیم. ستها ي آندـه بعـس

-60یابد، در محـدوده دمـایی    درجه سلسیوس افزایش می 40صفر تا 

بدین . دهد درجه سلسیوس کاهش سریع در فعالیت آنزیمی رخ می 40

زیم ـ ـني آدـ ـه بعـ ـب سـترکیات در تغییرعث باد یاي زماترتیب که د

ت بویـد  همچنین طبق مطالعا. خواهـد داد کاهش آن را فعالیت شده و 

ژي نرایش افزانزیمی باعث آنشـــکوایط ـــمحدر ا ـــمدیش ازـــفا) 9(

ه ــــنتیجدر . ددرــــگ می) نزیما و آسوبستر(ها  ههنددکنش واسینتیکی 

ن ساختمان هم گسیخته شد، از نزیمآتوسط د یاژي زنرب اباعث جذ

همانطور که ذکر شد بعد از . شود مینزیم آکاهش فعالیت ي و دـسه بع

مـا از میـزان فعالیـت آنـزیم کاسـته      درجه سلسیوس با افـزایش د  50

  . شود که نشان دهنده شروع تخریب ساختار آنزیم توسط دماست می

  

  
   Allantus viennensis لارو سن پنجم آمیلاز لوله گوارش-آلفا روي فعالیتدما  اثر - 6شکل 

Figure 6. Effect of temperature on the α-amylase activity in gut of fifth larval instar of Allantus viennensis  
Means followed by similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p<0.05) 

  

-50فعالیت آلفا گالاکتوزیداز در لوله گوارش در محـدوده دمـایی   

و بعـد از آن در  درصـد اسـت    50-90بـه میـزان   سلسیوس درجه  40

، سـپس در  رسد به بیشترین فعالیت خود میسلسیوس درجه  60دماي 

). A 7شـکل  (یابـد   درجه سلسیوس به یکبـاره کـاهش مـی    70دماي 

سلسـیوس  درجـه   30لوله گوارش در دماي در گالاکتوزیداز  فعالیت بتا

درجـه   60بعد از دماي  این آنزیمفعالیت . رسد به بیشترین حد خود می

میزان فعالیـت  سلسیوس درجه  70ر دماي کاهش یافته و دسلسیوس 

دمـاي بهینـه بـراي فعالیـت      ).B 7شـکل  (اسـت  درصد  15در حدود 

ــزیم ــاي آن ــا   ه ــایی خرم ــک حن ــداز در سوس ــا گالاکتوزی ــا و بت  آلف

Rhynchophorus ferrugineus   درجه سلسـیوس   40-60در طیف

ــت   ــده اس ــزارش ش ــد در ). 30(گ ــاخه بلن ــک ش ــه لارو سوس  رزاس

Osphranteria coerulescens      حــداکثر فعالیــت آنــزیم آلفــا

 40و بـراي بتـا گالاکتوزیـداز در    سلسیوس درجه  60گالاکتوزیداز در 

  ). 2(بدست آمد سلسیوس درجه 

  

بتـا   –آمـیلاز و آلفـا    -هـاي آلفـا   آنـزیم  Vmax و Kmپارامترهاي 

  گالاکتوزیداز

 .Aآمیلاز موجود در لولـه گـوارش   -آنزیم آلفا Vmaxو  Km ادیرمق

viennensis  14/0گرم بر میلی لیتـر و   میلی 478/1به ترتیب برابر با 

در لوله گوارش لارو زنبور برگخوار رز . میکرومول بر دقیقه بدست آمد

A. rosae  مقدارKm گرم بر میلی لیتـر و   میلی 82/0آمیلاز -آنزیم آلفا

  ).19(میکرومول بر دقیقه محاسبه شد  Vmax 32/7مقدار 
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   Allantus viennensisلارو سن پنجم لوله گوارش در  )B(گالاکتوزیداز  -و بتا) A( گالاکتوزیداز - فعالیت آنزیم آلفاروي میانگین اثر دما  - 7شکل 

Figure 7- Effect of temperature on α-galactosidase (A) and β-galactosidase (B) activity in gut of fifth larval instar of Allantus 
viennensis   

Means followed by similar letters showed no significantly difference from each other by Tukey’s test (p<0.05) 
 

 Kmآمیلاز زنبور برگخوار ثانوي رز بیشتر از  Kmطبق نتایج، میزان 

ایـن موضـوع نشـان دهنـده     . باشـد  مـی لارو زنبور برگخوار رز آمیلاز 

سوبستراي خـود  تر آلفا آمیلاز زنبور برگخوار ثانوي رز به  یینگیرایی پا

. باشـد  مـی لارو زنبـور برگخـوار رز   آمیلاز -در مقایسه با آلفا) نشاسته(

بتـا گالاکتوزیـداز    وآلفا  هاي آنزیم  Kmادیرطبق نتایج بدست آمده، مق

ــه گــوارش ــه ترتیــب در لول ــا  ب ــر ب مــولار و  میلــی 41/0و  69/0براب

مولار بـر دقیقـه بـر     میلی 76/1 و 84/0برابر با  به ترتیب  Vmaxمقادیر

آنزیم آلفا گالاکتوزیداز نسبت به  Kmمقدار بالاتر  .بدست آمد لیتر میلی

بتا گالاکتوزیداز در لوله گوارش نشان دهنده میزان کشـش   Kmمقدار 

کمتر این آنزیم به سوبسترایش در مقایسه با آنزیم بتاگالاکتوزیداز بـه  

زیداز در کوولبتا گ وآلفا  هاي آنزیم Km قادیرم. باشد ي خود میسوبسترا

و  72/2برابـر بـا    به ترتیب(لارو زنبور برگخوار ثانوي رز  لوله گوارش

بتـا   وآلفـا   هـاي  آنـزیم   Km، بیشـتر از مقـادیر  )24() مولار میلی 02/2

تـوان نتیجـه گرفـت گالاکتوزیـدازها      بدست آمد که مـی گالاکتوزیداز 

لوکوزیدازها در لولـه گـوارش لاروهـاي زنبـور مـذکور بـه       نسبت به گ

 . دهند سوبستراي خود کشش بیشتري نشان می

  

  بتا گالاکتوزیداز –آمیلاز و آلفا  -هاي آلفا آنزیمزایموگرام 

آنالیز زایموگرام نشان داد که آنزیم آلفـا آمـیلاز در لولـه گـوارش     

شکل (زوفرم است ای 3داراي  A. viennensisزنبور برگخوار ثانوي رز 

8 (A) .(  در لولـه گـوارش لارو   نتیجه مشابهی براي آنزیم آلفا آمـیلاز

هاي آنزیم  تعداد ایزوفرم). 19(بدست آمد  A. rosaeزنبور برگخوار رز 

هـاي   هـاي مختلـف متفـاوت و در گونـه     آمیلاز در حشرات راسته-آلفا

از این  تعداد یک ایزوفرم. باشد عدد متغییر می 1-8مختلف حشرات از 

سـن سـبز   ، )1(رزاسـه   لارو سوسک شاخه بلنـد آنزیم در لوله گوارش 

 )5(بیکر  .گزارش شده است) 33(و سوسک برگخوار نارون ) 29(پسته 
 Anagastiaلارو پروانـه   آمـیلاز را در -ایزوفرم از آنزیم آلفـا  2 تعداد

kuehniella آمـیلاز در  -ایزوفرم از آنزیم آلفا 3تعداد  .گزارش نمود

  ). 4(مشاهده شد  ده میانی کرم برگخوار برنجمع

هاي مختلـف نشـان    pH آمیلاز در -نتایج حاصل از زایموگرام آلفا

طیف . باشـد  مـی  pHدهنده فعالیـت ایـن آنـزیم در طیـف وسـیعی از      

ــناتو مختلف میي ها pH ز درمیلاآلفا آفعالیت ده گستر ــد بـ ه علت ـ

ــمیزد اجوو ــا در  وزایــ در ). 6(لعه باشد مطارد نزیمی موآمجموعه هــ

pH  سه ایزوفـرم و در   8و  7، 6هايpH   دو ایزوفـرم از   10و  9هـاي

آنزیم آمـیلاز بیشـترین    =8pHدر همچنین . آنزیم مشاهده شده است

نتایج بدست آمده از زایمـوگرام تأییـد کننـده    . دهد فعالیت را نشان می

   .روي فعالیت آنزیم آمیلاز است pHنتایج بدست آمده از اثر 

آلفا و بتـا گالاکتوزیـداز در    ایزوفرم از آنزیم بق نتایج، تعداد یکط

مشاهده گردیـد   Native PAGEلوله گوارش با استفاده از الکتروفورز 

در آلفا و بتا گالاکتوزیداز  هاي آنزیم برايایزوفرم  تعداد یک). 9شکل (

گزارش شـد  ) 18(و لارو کفشدوزك خربزه ) 30(سوسک حنایی خرما 

  .ایج حاصل از این تحقیق مطابقت داردکه با نت
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  )6- 10(هاي مختلف  pHو در ) Allantus viennensis )A لارو سن پنجم در لوله گوارش آمیلاز -زایموگرام فعالیت آلفا - 8شکل 

Figure 8- Zymogram of the α-amylase activity of gut extract from A. viennensis larvae (A) and in different pH (6-10) 

 

  

  
 و) سمت راست( گالاکتوزیداز -آلفا فعالیت آنزیمزایموگرام  - 9 شکل

 لارو سن پنجم در لوله گوارش )سمت چپ(گالاکتوزیداز  -بتا

Allantus viennensis   
Figure 9- Zymogram of α-galactosidase (right) and β-

galactosidase (left) activity in gut of fifth larval instar of 
Allantus viennensis 

  

هاي آلفا آمیلاز و آلفا بتـا   وجود آنزیم با توجه به نتایج این تحقیق،

ثابت  A. viennensisگالاکتوزیداز در دستگاه گوارش لاروهاي زنبور 

کننـده آنـزیم    استفاده از گیاهان تراریخته حـاوي ژن مهـار  . شده است

توانـد   اد غـذایی ضـروري، مـی   حشرات و مداخله در هضم و جذب مـو 

جایگزین مؤثري در راسـتاي کـاهش اسـتفاده از ترکیبـات شـیمیایی      

با بکـارگیري از نتـایج ارائـه شـده در تحقیـق      امید است . زیانبار باشد

هـاي مهمـی در    حاضر و همچنـین مطالعـات تکمیلـی در آینـده گـام     

  .  هاي نوین کنترل آفت مذکور برداشته شود راستاي روش

  

  اريسپاسگز

هـاي   از معاونت پژوهشی و فناوري دانشگاه گیلان جهت حمایـت 
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