
  
 فرنگیپره مینوز گوجههاي پروتئینی بذر گیاهی بر فعالیت پروتئاز گوارشی شبثیر مهارکنندهأت

Tuta absoluta Meyrick (Lep.: Gelechiidae)  
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  چکیده
هاي شود که در سالترین آفات این محصول در جهان محسوب میاز مهم Tuta absoluta Meyrick (Lep.: Gelechiidae)فرنگی مینوز گوجه

. بر فعالیت پروتئاز گوارشی این حشره است گیاه 12هاي هاي پروتئینی استخراجی از دانهعصاره مطالعه تعیین اثر هدف این. اخیر به کشور وارد شده است
این بررسـی نشـان داد کـه ترکیبـات     . ها نیز تعیین گردیدثیر اسیدیته بر فعالیت مهارکنندگی عصارهأدر این مطالعه اسیدیته بهینه فعالیت پروتئازي و ت

اثر چشمگیري بر فعالیت پروتئـاز   مهارکنندگی% 50و  51، 53، 57 به ترتیب با) البرز و افلاك(استخراج شده از دانه گیاهان نخود، کلزا و دو رقم گندم 
مهارکنندگی نیز % 40و  43، 44هاي استخراج شده از تریتیکاله، رقم سیوند گندم و باقلا به ترتیب با مهارکنندههمچنین . فرنگی دارندلارو مینوز گوجه

مهارکننـدگی  % 24و  25، 26هاي داتوره، لوبیا و یولاف وحشی به ترتیب با مهارکنندهاما  .فرنگی نشان دادندتوانایی خوبی در مهار پروتئاز مینوز گوجه
این مطالعه همچنین نشان داد که بیشینه فعالیت پروتئازي در آفت مذکور در . ثیر کمتري روي پروتئاز لاروي نشان دادندأها تنسبت به سایر مهارکننده

هاي نخود، کلزا و دو رقم گندم البرز و افلاك در از طرفی بیشترین مهارکنندگی حاصله از دانه. گیردمیدرجه سلسیوس صورت  40و دماي  10اسیدیته 
توان نتیجه گرفت با توجه به قلیایی بودن اسیدیته معده آفت، و اینکه بیشترین فعالیت آنزیم نیز در اسیدیته قلیایی است می. هاي قلیایی انجام شداسیدیته

هاي تکمیلـی  ثر واقع شوند هر چند براي تحقق این امر انجام آزمایشؤمدر مهار پروتئاز آفت  (In vivo)ها قادرند در شرایط طبیعی که این مهارکننده
  .ضروري خواهد بود

  
  فرنگی مینوز گوجهمهارکنندگی، ، هاي پروتئینیپروتئاز، عصاره :کلیدي هايواژه

  
   1 مقدمه
 Tuta absolutaلمـی  فرنگـی بـا نـام ع   پـره مینـوز گوجـه   شب

Meyrick (Lep.: Gelechiidae)  به تهدیدي جهانی براي محصول
این ). 17 و 10(مناطق جهان تبدیل شده است  گوجه فرنگی در بیشتر

از آرژانتین  1964آفت بومی آمریکاي جنوبی بوده و اولین بار در سال 
اي در جهـان دارد بـه   این آفـت پـراکنش گسـترده   ). 13(گزارش شد 

هاي آمریکا، اروپا، آسیا و آفریقا انتشار یافته و که اکنون در قارهيطور
سـازد  فرنگی وارد مـی ترین خسارات را به گوجهشدیدترین و اقتصادي

از آذربایجـان   1389در ایران این آفت براي اولین بار در سـال  ). 30(
هاي کشور گسترش یافت غربی گزارش شد و بعد از آن در سایر استان

که در حال حاضر در بیشتر منـاطق کشـور وجـود دارد و در    ريبه طو

                                                        
به ترتیب دانشجوي دکتـري حشـره شناسـی، اسـتاد و دانشـیار، گـروه        -3و  2، 1

  پزشکی، پردیس کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه تهران گیاه
  )Email: Abandani@ut.ac.ir                     :نویسنده مسئول -(*

آفت با تغذیـه از  ). 18( کندها خسارت اقتصادي وارد میبعضی استان
) 27(شود برگ، ساقه، گل و میوه باعث خسارت جدي به محصول می

). 10(رسد درصد نیز می 100و در صورت عدم کنترل، خسارت آن به 
فسفره و پایروتروئیدي براي کنترل آن هاي کشبه طور معمول حشره

ثیر متفاوت اسپینوسـاد نیـز   روند ، البته اخیرا سم با نحوه تأبه کار می
در بعضی از مناطق، سمپاشی به ). 28(رود براي کنترل آن به کار می

گیرد که ایـن باعـث جلـوگیري از    اي یک بار صورت میصورت هفته
شـود، بـا   ایش محصول میافزایش جمعیت آفت و در نتیجه باعث افز

این وجود افزایش مصرف سموم باعث افزایش مقاومت این آفت شده 
هـا یـک مشـکل بـزرگ و عامـل      کـش مقاومت به حشره). 28(است 

 و 28(کننده در کنترل این آفت در مناطق گسترش آن اسـت  محدود
هاي کشاثرات منفی آفتبنابراین مشکلات مقاومت و همچنین ). 30

هـاي  کـش هـاي جـایگزین آفـت   ب شده اسـت کـه راه  شیمیایی موج
  ).20(شیمیایی جهت کنترل آفات در نظر گرفته شوند 

انـد کـه   ها شناسایی شـده تعداد زیادي ژن در گیاهان و میکروب

  )علوم و صنایع کشاورزي(حفاظت گیاهان  نشریه
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ها براي حشرات گیاهخوار سمی بـوده و ایـن توانـایی را    محصول آن
سبب مقاومت  دارند تا به گیاهان منتقل شوند و با ایجاد گیاه تراریخته،

هاي هاي آنزیممهارکننده ).14(ها در برابر حشرات گیاهخوار شوند آن
هاي گیاهی، موجود در برخی گونه) مانند آمیلازها و پروتئازها(گوارشی 

ها و نیز آندوتوکسین بعضی گیاهان و قارچاج شده از هاي استخر لکتین
اولـین مثـال    ).12(توانند به این منظور استفاده شـوند  می Bt باکتري

هاي ي پروتئینهاي تولیدکنندهاستفاده از گیاهان تراریخته حاوي ژن
ها علیه حشرات، ژن بازدارنده آنزیم تریپسین بود که در بازدارنده آنزیم

   ).31 و 19(لارو بالپولکداران تولید شد  گیاه تنباکو براي مقابله با
مـورد   فرنگـی بـراي هضـم مـواد غـذایی     لاروهاي مینوز گوجـه 

ي خود که شـامل بـرگ، میـوه، گـل و سـاقه اسـت نیازمنـد        استفاده
هاي مختلف گوارشی به خصوص آمیلاز و پروتئازهـا هسـتند و    آنزیم

تواننـد هـدف مناسـبی بـراي بسـیاري از      هـا مـی  بنابراین این آنـزیم 
ها تغذیه حشره هاي آنزیمی قرار گیرند تا با از کار افتادن آنمهارکننده

   .مرگ آن منجر شودمختل و به 
هـاي  هـاي متـابولیکی هماننـد دیگـر سـامانه     همچنین، سـامانه 

کشـف ایـن   . انـد در تعداد کمی از حشرات بررسی شـده فیزیولوژیک، 
هـاي کلیـدي،   گیري آنزیمي اندازهها در حشرات، اغلب بر پایهسامانه
گیـرد  یی و محصولات تولید شده، صـورت مـی  شیمیا یوبهاي واکنش

)23 .(  
تواننـد  شتر گیاهان داراي ترکیبات پروتئینـی هسـتند کـه مـی    بی

هـا را  هـا و کربوهیـدرات  هاي موثر در هضم پروتئینبسیاري از آنزیم
در این بین غلات، حبوبات و گیاهـانی ماننـد کلـزا، تـاج     . مهار کنند

زمینی بـیش از سـایر گیاهـان مـورد توجـه و      خروس وحشی و سیب
هـاي  اند آنـزیم برخی تحقیقات توانستهبررسی قرار گرفته و بر اساس 

  .)34 و 21، 12(گوارشی را در حشرات مورد آزمایش مهار کنند 
هاي مختلف گیاهی ثیر مهارکنندهأاي در رابطه با تکنون مطالعهتا 

. فرنگی انجـام نشـده اسـت   پره مینوز گوجهروي پروتئاز گوارشی شب
وتئینی اسـتخراج  هاي پرعصاره ثیرأتمیزان بررسی  تحقیق هدف این

 .Triticum aestivum L سـه رقـم مختلـف گنـدم     هايدانه شده از
، Triticosecale wittmack، تریتیکاله )شامل سیوند، افلاك و البرز(

 Brassica ، کلـزا  .Amaranthus retroflexus L تـاج خـروس  
napus L. باقلا ،Vicia faba L.  لوبیـا ،Phaseolus vulgaris L. ،

، یـولاف  .Vigna radiate L، مـاش  .Pisum sativum L نخـود 
بـر   .Datura stramonium Lو داتـوره   .Avena fatua L وحشی 

  .باشدپروتئاز گوارشی این حشره می
  

  هامواد و روش
  پرورش حشره

 شهرسـتان  مـزارع  از فرنگـی مینوز گوجه سنین مختلف لاروهاي

 هـاي بـرگ  وير پـرورش  ظـروف  درون شـدند و  آوريجمـع  کـرج 

 سلسـیوس،  درجـه  25±1دماي ( آزمایشگاهی شرایط فرنگی در هگوج
 70±5 نسـبی  رطوبـت  ساعت و) تاریکی: روشنایی( 8:16 نوري دوره

  .پروش یافتند) درصد
  

  اندام گوارشی جداسازي
 سن آخر آفـت  لارو 100تعداد اندام گوارشی ابتدا  جداسازي براي

گرفته  پنس ود لارو با بدن انتهاي و ابتدا سپس. شد حسبی یخ روي
گوارش از داخل بـدن خـارج    تا لوله شد کشیده مخالف جهت دو در و

 5/1 هايمیکروتیوب هاي بعد درونلوله گوارش تا زمان آزمایش .شود
درجـه   4لیتر آب دو بار تقطیر در دمـاي  لیتري حاوي یک میلیمیلی

  .گرفت سلسیوس قرار
  

  استخراج آنزیم
بـا انـدکی تغییـر    ) 4(مکاران استخراج آنزیم به روش بندانی و ه

هـاي گوارشـی موجـود در درون    انجام شد، به این صـورت کـه لولـه   
. دشـدن همگـن  میکروتیوب با استفاده از هموژنایزر دسـتی روي یـخ   

 Universal 32(دار  با استفاده از سانتریفیوژ یخچـال  هانمونه ،سپس
R (سلسیوس و با سرعت  درجه چهار دماي درg 15000 20 مدت به 

 و جدارونشین محلول  بخش مرحله، این از بعد. شدند سانتریفیوژ دقیقه
  .شد نگهداري سلسیوس درجه -20 دماي در آنزیم منبع عنوان به

  
  هاي گیاهی ها از دانهمهارکننده استخراج

و ) 26(، ملو و همکاران )2(بیکر  روشهاي پروتئینی به مهارکننده
 ـ بــا )9(ن همکــارا و دسـترنج  ایــن . ر اســتخراج شــدندانــدکی تغیی

، )سیوند، افلاك و البرز(هاي سه رقم مختلف گندم ها از دانه مهارکننده
تریتیکاله، تاج خروس، کلزا، باقلا، لوبیا، نخود، ماش، یولاف وحشی و 

کـدام از   گـرم از هـر   30به این منظور در ابتدا . داتوره استخراج شدند
لیتـر  میلی 100از . رآمدندها وزن و کوبیده شده و به صورت آرد ددانه

هـا  مولار براي اسـتخراج پـروتئین   1/0محلول کلرید سدیم با غلظت 
به این منظور پس از اضافه کردن محلول کلرید سدیم به . استفاده شد

دقیقه در دماي  90ها، به وسیله همزن برقی به مدت کدام از نمونه هر
سلسیوس  جهدر 4 دماي درمخلوط حاصل . اتاق اختلاط صورت گرفت

سـپس بـراي   . شد سانتریفیوژ دقیقه 30 مدت به g8000  سرعت با و
ها از بقیه اجزاي بذر، از سولفات آمونیوم بـا غلظـت   جداسازي پروتئین

ها اضافه شد و بعد از قرار دادن در درصد استفاده شد که به نمونه 70
 دقیقـه  30 مـدت  بـه  g8000  سـرعت  بـا  درجه سلسیوس و 4دماي 

 Tris-HCl )2/0هاي رسـوب شـده بـا بـافر     پروتئین. شد وژسانتریفی
سـاعت   20به صورت محلول درآمدند و به مدت ) 8مولار با اسیدیته 
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ســازي بـراي غیرفعـال  . درجـه سلسـیوس دیــالیز شـدند    4در دمـاي  
دقیقه در  15هاي بذرزاد، رسوب پروتئینی برداشته شده به مدت  آنزیم

سـپس بـراي جداسـازي    . ددرجـه سلسـیوس قـرار داده ش ـ    75دماي 
دقیقـه بـا    15درجه به مدت  4رسوبات از محلول پروتئینی، در دماي 

سانتریفیوژ شد و در نهایت محلول رونشین به عنوان  g8000سرعت 
هـاي  رکننده جداسازي و تا زمان آزمایشمحلول پروتئینی حاوي مها

  .درجه سلسیوس نگهداري شد –20بعدي در دماي 
  

  ازفعالیت پروتئ سنجش
و ) 11(به روش الپیـدینا و همکـاران    سنجش فعالیت پروتئاز کل

میکرولیتـر   10. انجام شـد  با کمی تغییر) 15(هاوس و همکاران گیت
 40و  )درصـد  2آزوکـازئین  ( میکرولیتر محلـول سوبسـترا   50آنزیم، 

مخلوط ) 10اسیدیته مولار،  Glycine-NaOH )02/0میکرو لیتر بافر 
داري  نگـه  لسـیوس درجـه س  40در دماي  تیک ساعشده و به مدت 

 30کلرواسـتیک اسـید   میکرولیتـر تـري   100سپس با افـزودن  . ندشد 
بـه منظـور رسـوب دادن    . شـد درصد بـه مخلـوط، واکـنش متوقـف     

دقیقـه در   30سوبستراي هیدرولیز نشده، مخلوط واکـنش بـه مـدت    
دقیقه بـا   15قرار گرفته و سپس به مدت  لسیوسدرجه س چهاردماي 

در . سانتریفوژ شـد  سلسیوس درجه چهارو در دماي  g15000 عتسر
 100رونشین داخل پلیت ریخته شد و محلول میکرولیتر از  100ادامه 

 جذبمیزان و  شدن اضافه آنرمال به  1میکرولیتر هیدروکسید سدیم 
  .شد گیري  نانومتر اندازه 405ن در طول موج نور آ

  
  ی پروتئازثیر اسیدیته بر فعالیت نسببررسی تأ

از  هاي مختلف بر فعالیـت آنـزیم  یر اسیدیتهتأثبه منظور سنجش 
 با اسیدیته بدین منظور از بافر یونیورسال. استفاده شد) 3(روش بندانی 

ســنجش فعالیــت آنــزیم در . ســتفاده شــدا 12 و 11، 10، 9، 8، 7، 6
هاي مختلف، مطابق با آنچه براي سـنجش فعالیـت پروتئـاز     اسیدیته

  .، انجام گرفتگفته شد
  

  ثیر دما بر فعالیت نسبی پروتئازأبررسی ت
ثیر دما بر فعالیـت آنـزیم از روش کـزازي و    أبه منظور سنجش ت

بدین منظـور فعالیـت آنـزیم در دماهـاي     . استفاده شد) 22(همکاران 
گیري اندازه) درجه سلسیوس 50و  45، 40، 35، 30، 25، 20(مختلف 

در دماهاي مختلف، به روش مورد اشاره  گیري فعالیت آنزیماندازه. شد
  .در بالا انجام شد

  
نسـبی   فعالیـت  بـر  پروتئینی هايمهارکننده ثیرأبررسی ت

  پروتئاز
پروتئـاز مینـوز    فعالیـت  بـر  ینیئپروتهاي مهارکننده ریثأت بررسی

و دسترنج و همکاران ) 29(فرنگی به روش سعادتی و همکاران گوجه
 625/0و 25/1، 5/2، 5، 10هاي غلظت از بدین منظور،. انجام شد) 9(

، 2/14هاي ارقام گندم و یولاف وحشی، میکروگرم پروتئین مهارکننده
، 5/3، 7، 14میکروگرم پروتئین داتوره و کلزا،  87/0، 75/1، 5/3، 1/7

 5/0، 1، 2، 4، 8میکروگرم پروتئین باقلا و تاج خروس،  87/0، 75/1
میکروگـرم   6/0و  6/1، 25/3، 5/6، 13میکروگرم پروتئین تریتیکاله، 

، 16میکروگرم پروتئین نخود و  2/1و  5/2، 5، 10، 20پروتئین لوبیا، 
میکرولیتر آنزیم  10. میکروگرم پروتئین ماش استفاده شد 1و  2، 4، 8

 30همـراه   هـا هـاي مهارکننـده  میکرولیتر از هر یک از غلظـت  10با 
مخلـوط   )10ر، اسیدیته مولا Glycine-NaOH )02/0میکرولیتر بافر 

درجــه سلســیوس   40دقیقــه در دمــاي   60شــده و بــه مــدت   
سایر مراحل مشابه سنجش فعالیت . ت پذیرفتراینکوباسیون صو پیش

در این آزمایش، هر کدام از تیمارها شامل سه تکرار . پروتئاز انجام شد
تیمار شاهد فاقد مهارکننده و بلانک در هر تیمار . و یک بلانک بودند

ي فرمول محاسـبه  .اقد آنزیم بود که به جاي آن از بافر استفاده شدف
 Iدر این رابطه منظـور از  (باشد درصد مهارکنندگی به صورت زیر می

تیمـار   Expشـاهد و   Controlمیـزان جـذب،    Aمیزان مهار آنزیم، 
به طول موجی که جذب در آن انجـام شـده    405باشد، هم چنین  می

  :)25( )است اشاره دارد
%I = 100 × [(A405 control – A405 Exp)/A405 control] 

 
میزان بازدارندگی پروتئاز توسط  برثیر اسیدیته أبررسی ت
  هاي پروتئینیمهارکننده

هاي مختلـف بـر میـزان بازدارنـدگی     یر اسیدیتهتأثبراي سنجش 
، 10، 9، 8، 7، 6ا اسیدیته هاي پروتئینی از بافر یونیورسال بمهارکننده

هاي ارقـام البـرز و   در این بررسی از مهارکننده. ستفاده شدا 12 و 11
افلاك گندم، یولاف وحشی، ماش، باقلا، کلزا و نخود که همگی مهار 

نشان داده بودند ) 9(به نسبت بالایی در اسیدیته بهینه فعالیت آنزیم 
 60به مدت ) با بالاترین غلظت(پروتئازي  هاي مهارکننده. استفاده شد

فعالیت پروتئولیتیکی در غیـاب  . با عصاره آنزیمی اینکوبه شدنددقیقه 
تنها ر اسیدیته نمونه کنترل در ه. مهارکننده و حضور آن محاسبه شد

. نظر گرفته شدر بدون افزودن مهارکننده دو با حضور عصاره آنزیمی 
و همچنین براي هر اسیدیته یک بلانک که شامل مهارکننده و فاقـد  

  .اده شدآنزیم بود، استف
  

  ها پروتئین نمونه مقدار سنجش
 از و )6( بردفورد روش از ها،نمونه پروتئین مقدار تعیین منظور به

براي این  .شد استفاده استاندارد پروتئین عنوان به گاوي آلبومین سرم
و  25/0، 5/0، 1، 2(منظور، ابتدا از پـروتئین اسـتاندارد پـنج غلظـت     

 10پـس از ایـن مرحلـه    . تهیـه شـد  ) لیتـر گرم بر میلـی میلی 125/0
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ها داخل پلیت ریخته و بعد از اضافه میکرولیتر از هر یک از این غلظت
هـا در طـول   میکرولیتر معرف بردفورد، جذب نوري نمونه 190کردن 
ها از سـه تکـرار   براي هر یک از غلظت. نانومتر خوانده شد 630موج 

دن میـزان جـذب   پس از آن بـا رسـم نمـودار و قـرار دا    . استفاده شد
 .ها تعیین شدهاي مورد نظر در نمودار، مقدار پروتئین آن نمونه

  
 يآمار هايبررسی

 از استفاده با تصادفی کاملا طرح اساس بر هاهداد تحلیل و تجزیه
آزمـون چنـد    از استفاده با هاداده بنديگروه. شد انجام SASافزار  نرم

  .شد بررسی ددرص 5داري دانکن و در سطح معنی ايدامنه
  
  نتایج

  فعالیت پروتئازاسیدیته و دماي بهینه 
بر فعالیت آنزیم پروتئـاز در   12تا  6در بررسی تأثیر اسیدیته بین 

ي فعالیـت آنـزیم بـا اسـتفاده از     ، بیشـینه فرنگـی لارو مینوز گوجـه  
که فعالیت نحويمشاهده شد، به 10سوبستراي آزوکازئین در اسیدیته 

فعالیت آنزیم به . دار داشتته با بقیه اختلاف معنیآنزیم در این اسیدی
. افزایش و بعد از آن کاهش یافت 10تا  6تدریج با افزایش اسیدیته از 

نیز بـالا   11و  9هاي ، فعالیت آنزیم در اسیدیته10علاوه بر اسیدیته 
شـکل  ( )P˂0.05(. داري مشاهده نشدها اختلاف معنیبود و بین آن

1.(  
درجه سلسـیوس بـر فعالیـت     50تا  20ماي بین ثیر دهمچنین تأ

 40پروتئاز این حشره نشان داد که بیشینه فعالیت این آنزیم در دماي 
در سایر . داري نداشتدرجه اختلاف معنی 35درجه است که با دماي 

فعالیت آنزیم کمتـر و  ) درجه سلسیوس 50و  45، 30، 25، 20(دماها 
  ).2شکل ( )P˂0.05(داري بود اختلاف حاصله معنی

  
 پروتئاز هاي پروتئینی بر فعالیت نسبیمهارکننده اثر

هاي گیاهان هاي استخراج شده از دانهبیشترین غلظت مهارکننده
) میکروگرم پروتئین 10و  13، 2/14به ترتیب (داتوره، لوبیا و یولاف 

ایـن  . درصد مهار پروتئـاز حشـره شـد    24و  25، 26به ترتیب باعث 
میکروگـرم   6/0 8/0، 8/0به ترتیب (ر کمترین غلظت ها دمهارکننده

  . )3شکل ( درصد از فعالیت آنزیم را مهار کردند 6و  4، 11) پروتئین
در بالاترین غلظت مهارکننده حاصل از باقلا، تاج خروس و ماش 

 33و  37، 40به ترتیب ) میکروگرم پروتئین 16و  14، 14به ترتیب (
ها ترین غلظت این مهارکنندهدر پایین. درصد از فعالیت آنزیم مهار شد

 8و  8، 15بـه ترتیـب   ) میکروگرم پـروتئین  1و  8/0، 8/0به ترتیب (
  ). 4شکل (درصد مهار گنندگی صورت گرفت 

هاي ارقام مختلف گندم مهـار قابـل تـوجهی از آنـزیم     مهارکننده
هـاي  که بالاترین غلظـت مهارکننـده  پروتئاز را سبب شدند به طوري

بـه ترتیـب   ) میکروگرم پروتئین 10(سیوند، افلاك و البرز گندم ارقام 
همچنـین  . درصد مهار فعالیت آنزیم شـدند  51و  50، 43باعث ایجاد 

میکروگرم  625/0(ترین غلظت استفاده شده ها در پاییناین مهارکننده
درصد فعالیت آنـزیم را مهـار کردنـد     16و  13، 9به ترتیب ) پروتئین

  ). 5شکل (
هاي نخود، کلـزا و تریتیکالـه بـر ایـن     ثیر مهارکنندهرسی تأدر بر

به ترتیب (ها در بالاترین غلظت آنزیم مشخص شد که این مهارکننده
درصـد از   44و  53، 57به ترتیب ) میکروگرم پروتئین 8و  2/14، 20

، 2/1به ترتیـب  (ترین غلظت اند و در پایینفعالیت آنزیم را مهار کرده
درصد از فعالیت آن  11و  22، 16نیز ) گرم پروتئینمیکرو 5/0و  8/0

 بیشترین مهار پروتئاز کل توسط نخود و کلـزا حاصـل شـد   . مهار شد
وابسـته بـودن مهارکننـدگی بـه غلظـت تقریبـا در همـه        ). 6شکل (

که با افـزایش غلظـت   هاي پروتئینی مشاهده شد به طوريمهارکننده
  .مهارکننده، میزان مهار پروتئاز بیشتر شد

  
  هابازدارندگی مهارکننده بر اسیدیته ثیرأت

 ـ   ثیر قابــل تـوجهی بــر میــزان  أنتـایج نشــان داد کـه اســیدیته ت
هاي استخراج شـده از گنـدم   براي مثال مهارکننده. مهارکنندگی دارد

و  50، به ترتیـب  )10(ارقام افلاك و البرز که در اسیدیته بهینه آنزیم 
تر هاي بالا و پاییندرصد از فعالیت آنزیم را مهار کردند در اسیدیته 51

مهارکننده افلاك بیشترین . از بهینه میزان مهار متفاوتی را نشان دادند
ت آنزیم ایجاد کرد اما مهارکننده البـرز  مهار را در اسیدیته بهینه فعالی
ایجاد کرد و در اسیدیته بهینـه میـزان    9بیشترین مهار را در اسیدیته 

ثیر اسیدیته بر مهارکننده نخود أهمچنین ت. مهار از این مقدار کمتر بود
ایجاد شد کـه   10در اسیدیته ) درصد 57(نشان داد که بیشترین مهار 
چند میزان مهار آنزیم در اسیدیته  بود هر اسیدیته بهینه فعالیت آنزیم

درصد از فعالیت آنزیم  55که در این اسیدیته طورينیز بالا بود به 11
داري نداشـت  اختلاف معنی 10مهار شد که با میزان مهار در اسیدیته 

)P˂0.05( ) 7شکل.(  
بیشترین سطح مهار را ایجاد کرد  10مهارکننده ماش در اسیدیته 

اخـتلاف   11ان مهار آنزیم در ایـن اسـیدیته بـا اسـیدیته     که البته میز
بیشترین مهارکننـدگی بـذرهاي کلـزا،    . )P˂0.05(داري نداشت معنی

ایجاد شد  9و  11، 10هاي باقلا و یولاف وحشی به ترتیب در اسیدیته
در . درصد به دست آمـد  27و  41، 53که میزان مهار آنزیم به ترتیب 

چنـد ایـن    بود هر 11ترین مهار در اسیدیته مورد مهارکننده باقلا بیش
در مـورد  . دار نداشـت میزان با اسیدیته بهینـه آنـزیم اخـتلاف معنـی    

به دست آمد  9مهارکننده یولاف وحشی که بیشترین مهار در اسیدیته 
  ).8شکل ( )P˂0.05( دار نداشتاختلاف معنی 8این میزان با اسیدیته 

  

  بحث
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که ترکیبات پروتئینی اسـتخراج  این بررسی به روشنی نشان داد 
هـاي کلـزا، نخـود و دو رقـم البـرز و افـلاك گنـدم اثـر         شده از دانه

ــوز   ــده لارو مین ــاز در مع ــزیم پروتئ ــر آن مهارکننــدگی چشــمگیري ب
هاي گیاهـانی  هاي استخراج شده از دانهمهارکننده. فرنگی دارند گوجه

روتئـاز مینـوز   مانند کلزا و تاج خروس نیز توانایی بـالایی در مهـار پ  
  . فرنگی نشان دادندگوجه
  
  

 
 T. absolutaفرنگی پره مینوز گوجهپروتئاز شب یت نسبیفعال میزان بر یدیتهاس یرثأت - 1شکل 

Figure 1- Effect of pH on protease activity of tomato leaf miner T. absoluta 
 

 
 T. absolutaفرنگی پره مینوز گوجهپروتئاز شب یت نسبیفعال میزان بر دما یرثأت - 2شکل 

Figure 2- Effect of temperature on protease activity of tomato leaf miner T. absoluta 
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پره هاي داتوره، لوبیا و یولاف وحشی بر میزان فعالیت نسبی پروتئاز شبهاي استخراج شده از دانههاي مختلف مهارکنندهتأثیر غلظت - 3شکل 

  T. absolutaفرنگی گوجه مینوز
Figure 3- Effect of different concentration of Datura, Bean and Wild oat inhibitors on protease activity of tomato leaf miner 

T. absoluta 
 

  
پره مینوز میزان فعالیت نسبی پروتئاز شبخروس، باقلا و ماش بر هاي تاجهاي استخراج شده از دانههاي مختلف مهارکنندهثیر غلظتأت - 4شکل 

 T. absolutaفرنگی گوجه
Figure 4- Effect of different concentration of Amaranth, Broad bean and Mung bean inhibitors on protease activity of tomato 

leaf miner T. absoluta 
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-بر میزان فعالیت نسبی پروتئاز شب) سیوند، افلاك و البرز(هاي ارقام گندم تخراج شده از دانههاي اسهاي مختلف مهارکنندهتأثیر غلظت - 5شکل 

 T. absolutaفرنگی پره مینوز گوجه
Figure 5- Effect of different concentration of Wheat cultivars (Sivand, Aflak and Alborz) inhibitors on protease activity of 

tomato leaf miner T. absoluta  
 

 
پره مینوز هاي نخود، کلزا و تریتیکاله بر میزان فعالیت نسبی پروتئاز شبهاي استخراج شده از دانههاي مختلف مهارکنندهتأثیر غلظت - 6شکل 

  T. absolutaفرنگی گوجه
Figure 6- Effect of different concentration of Pea, Canola and Triticale inhibitors on protease activity of tomato leaf miner T. 

absoluta 
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  هاي نخود، ماش، البرز و افلاكفرنگی به وسیله مهارکنندهپره مینوز گوجهمهارکنندگی پروتئاز شب یزانبر م یدیتهاس یرثأت - 7شکل 

Figure 7- Effect of pH on inhibitory activity of Pea, Mung bean, Alborz and Aflak inhibitors towards T. absoluta protease 
 

  
  هاي کلزا، باقلا و یولاف وحشیفرنگی به وسیله مهارکنندهپره مینوز گوجهمهارکنندگی پروتئاز شب یزانبر م یدیتهاس یرثأت - 8شکل 

Figure 8- Effect of pH on inhibitory activity of Canola, Broad bean and Wild oat inhibitors towards T. absoluta protease  
  

هاي داتوره، لوبیا و یولاف هاي استخراج شده از دانهاما مهارکننده
ها کمترین تأثیر را روي پروتئاز لارو وحشی نسبت به بقیه مهارکننده

  .مینوز داشتند
 مختلـف  هـاي غلظـت  حضـور  در پروتئـازي  فعالیـت  سـنجش 

ندگی وابسته به غلظت است به مهارکنند روها نشان داد که مهارکننده
ها این روند مشـاهده شـد و بـا افـزایش     که در همه مهارکنندهطوري

نتایج به دسـت   .ها، میزان مهار آنزیم افزایش یافتغلظت مهارکننده
خـوانی  ها هـم آمده در این تحقیق با مطالعات مشابه روي دیگر گونه
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 ـ که) 5(به طور مثال برزویی و همکاران . دارد هـاي  ثیر مهارکننـده أت
ارقام گندم را بر فعالیت پروتئاز کـل غـدد بزاقـی کـرم گلوگـاه انـار       

Ectomyelois ceratoniae (Lep.: Pyralidae)    ،بررسـی کردنـد
 MV17هاي استخراج شده از ارقـام زارع و  نشان دادند که مهارکننده

-درصد مهار در فعالیت پروتئاز کل آفت می 11و  43به ترتیب باعث 
نیـز در یـک بررسـی اثـر مهارکننـدگی      ) 7(چوگل و همکاران . شوند

ــی معــده لارو   ــاز گوارش ــر پروتئ  Mamestraتریپســین ســویا را ب
brassicae (Lep.: Noctuidae)   ـ) 8(دسـترنج  . نشـان دادنـد  ثیر أت

هاي پروتئینی گندم، لوبیا، کلزا و کنجد را روي پروتئاز بید مهارکننده
و سـفیده کوچـک    Plutella xylostella (Lep.: Plutellidae)کلم 
نتایج نشان . بررسی کرد Pieris brassicae (Lep.: Pieridae)کلم 

 40و  55، 40، 30ها پروتئاز بید کلم را بـه ترتیـب   داد این مهارکننده
 60و  30، 50، 50درصد و پروتئاز سفیده کوچک کلـم را بـه ترتیـب    

ها ثیر مهارکنندهأنتایج ما ت در تحقیق مذکور همانند. درصد مهار کردند
  .بر آنزیم وابسته به اسیدیته و غلظت بود

بررسی ما نشان داد که اسیدیته بهینه فعالیت پروتئازي لارو مینوز 
در  فرنگی قلیایی است که این امر به دلیل وجود سرین پروتئازهاگوجه

این نتایج بـا نتـایج سـایر محققـین     . دستگاه گوارش این حشره است
که میـزان بهینـه   ) 1(ق داشت، از جمله عجم حسنی و همکاران تطاب

را بــا  Utetheisa pulchella (Lep.: Arctiidae)بــراي پروتئــاز 
چوگل و همکـاران  . گزارش کردند 8استفاده از سوبستراي آزوکازئین 

را بررسـی کردنـد    Mamestra brassicaeپروتئاز گوارشی معده ) 7(
  . بالایی از سرین پروتئازها گزارش شدها فعالیت که در تحقیقات آن

 40در بررسی ما دماي بهینه فعالیت پروتئازي براي ایـن حشـره   
خوانی داشـت، بـه طـور    درجه سلسیوس بود که با سایر تحقیقات هم

دمـاي بهینـه بـراي فعالیـت     ) 16(مزاده چیتگر و همکـاران  لامثال غ
ــی   ــاز گوارشـ  :.Choreutis nemoranareutis (Lepپروتئـ

Choreutidae)  مهـدوي و  . درجـه سلسـیوس گـزارش کردنـد     45را
 Glyphodes pyloalisدماي بهینه فعالیـت پروتئـاز   ) 23(همکاران 

(Lep.: Pyralidae)   درجـه   50را با استفاده از سوبستراي آزوکـازئین
دمـاي بهینـه بـراي    ) 33(تاتلی و همکاران . سلسیوس گزارش کردند

ــا ــت آلفـ  ــ-فعالیـ ــی سوسـ ــیلاز گوارشـ ــارون آمـ ــوار نـ ک برگخـ
Xanthogalerucella luteola (Col.: Chrysomelidae)  35را 

  . درجه سلسیوس گزارش کردند
پایداري مهارکننده در اسیدیته معین یک معیار مهـم در انتخـاب   

با توجه به نتایج به دسـت  . مهارکننده پروتئاز براي کنترل آفات است
نـزیم در مـورد همـه    که بیشترین درصـد مهـار آ  آمده از این بررسی 

ها در اسیدیته قلیایی بود و به دلیل این که اسیدیته بهینـه  مهارکننده
پروتئازي این حشره و همچنین اسیدیته معده آن قلیـایی اسـت ایـن    

هاي مناسبی براي مهـار آنـزیم پروتئـاز    توانند گزینهها میمهارکننده
غذیـه لارو  ها بـه هنگـام ت  در صورتی که این مهارکننده. حشره باشند

تواند باعـث  آفت به مقدار کافی در معده حشره وجود داشته باشند می
مهار قابل توجه در فعالیت آنزیم و در نتیجه کاهش رشد و کنترل آفت 

  .شود
هـاي گوارشـی   ثیر متفاوتی روي آنـزیم أهاي مختلف تمهارکننده

با توجه به این موضوع لازم است مطالعات . گذارندحشرات برجاي می
هـا بـا   هـاي گوارشـی آفـت و بـرهم کـنش آن     بیشتري روي آنـزیم 

ــده ــا    مهارکنن ــرد ت ــورت گی ــف ص ــان مختل ــود در گیاه ــاي موج ه
هاي مناسب شناسایی و در کنترل آفت مورد اسـتفاده قـرار    مهارکننده

ها در ها، و بیان این ژنهاي رمزگذار این مهارکنندهشناسایی ژن. گیرد
هـاي تولیـد شـده از ایـن     ینئثیر پروتأشرایط آزمایشگاهی و بررسی ت

ثري در ؤتوانـد قـدم م ـ  ها برروي حشره یا حشرات آفـت نیـز مـی    ژن
  .استفاده از این ترکیبات در کنترل آفت باشد
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