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 چكيده

و برخي درختان ميوه در مرحله كرم خراط يك آفت كليدي است كه به درختان نارون

و به.لاروي خسارت وارد مي كند  روده مياني لارو در زير استريوميكروسكوپ جدا شد

و-آميلاز، آلفا- اپتيمم فعاليت آلفا.ه قرار گرفتعنوان منبع آنزيمي مورد استفاد گلوكوزيداز

در-بتا . بدست آمد6و8،6هاي pHگلوكوزيداز استخراج شده از روده مياني لارو به ترتيب

و بتا-آلفاآميلاز،-دماي بهينه براي فعاليت آلفا و40،35به ترتيب گلوكوزيداز-گلوكوزيداز

شد35 ب. درجه سلسيوس حاصل 7هاي pHآميلاز در گستره-ررسي پايداري آنزيم ها، آلفادر

به9تا را نسبت و يا خيلي قليايي داشتpH بيشترين پايداري ي بيشينه. هاي خيلي اسيدي

و بتا-آلفاپايداري هر چند كه بيشترين. بدست آمد8تاpH 6ازگلوكوزيداز-گلوكوزيداز

و-آلفا براي8هاي مربوطه به ترتيب پايداري آنزيم و بتا-آلفا براي6آميلاز -گلوكوزيداز

و سديم دودسيل سولفات هاييون. باشدميگلوكوزيداز  موجب كاهش فعاليت(SDS)كلسيم

شد-هاي بتاآنزيم شد-در حالي كه كلسيم موجب كاهش آلفا. گلوكوزيداز . گلوكوزيداز

و سديم اثر معني گلوكوزيداز- اما روي آلفاگلوكوزيداز نداشت-داري روي فعاليت بتاپتاسيم

و در غلظت نهايي موجب كاهش SDS. كمي اثر افزايشي داشت  در ابتدا موجب افزايش

شد-فعاليت آلفا و پتاسيم موجب افزايش فعاليت آلفا. گلوكوزيداز و-كلسيم  SDSآميلاز شد

براي هاي زايموگرام هم وجود دو باند بررسي. هم موجب كاهش فعاليت اين آنزيم گشت

و-آلفا و بتا-آلفا باند براي1 آميلاز اميد است. را به اثبات رساندگلوكوزيداز-گلوكوزيداز

هاي كنترلي سالم همانند ايجاد ريزي استراتژيهاي اين مقاله كمك شاياني را براي طرحيافته

.گياهان تراريخته مقاوم فراهم آورد

 گلوكوزيداز،-آميلاز، آلفا-ز، آلفاگوارش، كربوهيدرا، Zeuzera pyrina:هاي كليديواژه
.گلوكوزيداز-بتا

 مقدمه
كرم خراط در چند سال گذشته تبديل به آفت

خوار لارو اين حشره چوب. شده است در ايرانمهمي

و تنه و به شاخه و 150هاي بيش از بوده  گونه درختي
 Balachowsky and Mesnil)اي حمله مي كندبوته

1935; Carter 1984; Gatwick 1992) .و سيب از گردو
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ميميزبان  Hristina)دنباشهاي ترجيحي اين حشره

Kutinkova et al., 2006).اين آفت در مرحله لاروي با
و گياهان بوته و تنه درختان اي موجب ورود به شاخه

و همچنين در برخي موارد مرگ گياه را  ضعف گياه شده
 (Hristina Kutinkova et al., 2006). ال داردبه دنب

در كشور بلغارستان اين حشره تبديل به آفت جدي براي
به طوري كه در ناحيه پلوديو اين.شددرختان سيب 

كشور از سه سال قبل به دليل عدم توجه به اين آفت 
 درصد از درختان سيب اين منطقه نابود30حدود 
امروزه (Hristina Kutinkova et al., 2006). شد

باكشحشره هاي شيميايي سهم زيادي را در مبارزه
.(Ascher KRS, 1993)آفات به خود اختصاص داده اند

ها، در حالي كه اثرات جانبي ناشي از سموم روي انسان
و  حيوانات، محيط زيست، بحث مقاومت آفات به سموم

سماثرات باقي آفمانده ت وم در غذاها از آثار مخرب
هاكشاستفاده از حشرههاست، اما متاسفانه امروزه كش

در مبارزه با آفات به يك شيوه كنترل رايج تبديل شده
 Rodriguez et al., 2003; Regnault-Roger et) است

al., 2004).از طرفي بسياري از اين سموم انتخابي 
و  Breuer M et) توانند خطرناك ظاهر شوندمي نيستند

al., 2000) .

-بسياري از حشرات از جمله كرم خراط براي زنده
و از آن جمله اريدساك پليماني در رژيم غذايي خود به ها

ميكربوهيدرات  Mendiola-Olaya et) باشندها نيازمند

al., 2000).به كربوهيدرات ها تحت تاثير كربوهيدرازها
و نهايتاً و مونومري تبديل شده  براي واحدهاي دي

از جمله مهمترين اين.شدل جذب خواهندحشره قاب
ميكربوهيدرازه و- آلفا آميلاز،-توان به آلفاا گلوكوزيداز

-α-1,4)آميلاز-آلفا. گلوكوزيداز اشاره كرد- بتا

glucanohydrolase EC.3.2.1.1) هيدروليز يك آنزيم
و در  كننده است كه به طور كلي در طبيعت وجود دارد

و جانوران وجود داردها، گياهاميكرو ارگانيزم اين.ن
پ  در α-D-(1,4)-glucanهاي يوندآنزيم عمل هيدروليز

و ديگر كربوهيدرات تركيباتي همچون نشاسته، گليكوژن
 Janecek S., 1997; MacGregor) ها را كاتاليز مي كند

EA et al., 2001) .در مورد حشرات نيز وجود اين آنزيم
 مورد بررسي قرار در سيستم گوارشي در موارد زيادي

ميگرفته است -هاي راستوان به راستهت كه از آن جمله

و سختبالان، دوبالان، بال -غشاييان، بالپولكداران
 به (Terra and Ferreira, 1994). پوشان اشاره كردبال

در-عنوان مثال دو ايزوزايم اصلي از آلفا آميلاز
Drosophila melanogaster (Doane,1969) و در

قابل تنها يك فرم مولكولي از اين آنزيم در حشراتيم
 Callosobruchus chinensis (Podoler and چون

Applebaum, 1971) ،Tenebrio molitor توسط 

(Buonocore et al., 1976)،Bombyx mori طي
 Zabrotesو  (Kanekatsu, 1978) مطالعات

subfasciatus بوسيله (Campos et al., 1989) زارشگ
در-ي خصوصيات آلفاا مطالعهدر.ه استشد  آميلاز

Sitophilus zeamais وSitophilus granarius مورد نيز
 مشاهده كرده (Baker, 1983).بررسي قرار گرفته است

اين آنزيم را افزايش هاي كلريد فعاليت است كه يون
هاي فعال اين همچنين تعداد ايزوفرم Baker. دهدمي

.S برايآنزيم را  zeamais و .S براي دو عدد granarius 

م هاي انجام شده بررسي.ه استكردشاهده يك فرم
وجود Tribolium castaneumو Sitophilus oryzae روي
 ,.Chen et al). آميلاز را نشان داد-ايزوزيم از آلفا دو

ها در بسياري از موجودات شبيه ساختار آنزيم (1992
-آلفا ساختار داد نشانX اشعه مثال عنوانبه. هم است
بسيار شبيه Alteromonas haloplanctisباكتري آميلاز

ب(Aghajari et al., 1998). باشدپستانداران مي رخي در
سازي اين آنزيم نيز به موارد گزارشاتي حاكي از خالص

 Lemos et al., 1990; Terra and) خوردچشم مي

Ferreira, 1994) .ا آميلازها از منابع اصلي-ز آلفابسياري
و در بعضي موارد ساختارهاي سازي شدهخود خالص اند

 شده آنها با استفاده از كريستالوگرافي بررسيبعدي3
در-بررسي آلفا.(MacGregor, 1993) است آميلاز
و پوشان آفت حتي تا سطح بررسبالسخت ي جزييات

 Grossi de Sa MF) استساختمان آن صورت گرفته

&Chrispeels MJ 1997; Strobl S et al., 1998).در 
در-سطوح مولكولي نيز خصوصيات آنزيمي آلفا آميلاز
ها مطالعه عصاره آنزيمي استخراجي از برخي سوسك

 (Applebaum et al., 1965). شده است
-α-1,4هاي وكوزيداز نيز عمل هيدروليز پيوندگل-آلفا

glucosidicدروج. كند را كاتاليز مي ود اين آنزيم
ازقسمت جمله هاي مختلف دستگاه گوارش حشرات
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و غدد بزاقي گز كه از اين. ارش شده استروده مياني
بهحشرات مي  Terra et)يوسيلههب melifera Apis توان

al., 1996; R.J. Baker et al., 1972)،Glyphodes 

pyloalis  طي مطالعات (Ghadamyari et al., 2010)و ،

Brachynema germariهاي با بررسي (Ramzi and 

Hosseininaveh, ها گلوكوزيداز- بتا. اشاره كرد (2010
و اليگو ساكاريدهم در تجزيه هاي حاصل از كردن دي

و سلوهمي و همچنين در برهمسلولز كنشهاي بين لز
به. (W.R. Terra et al., 1994) حشره نقش دارند-گياه

ي گوارشي در حشرات ازهاطوركلي روي گلوكوزيد
مي. ام شده استمطالعات زيادي انج توان در از آن جمله

 Thaumetopoea pityocampaي بالپولكداران به راسته

(Lep.:Notodontidae) كه توسط (F. Pratviel-Sosa et 
al., 1986) وapollo L. (Lep.: Papilionidae) 
Parnassius نيز توسط (M. Nakonieczny et al., 

مي. اشاره كرد (2006 توان به بررسي اين آنزيم روي البته
 (Yapi,a, et al., 2009) ها نظيراز سوسكبرخي 

Rhynchophorus palmarum L. (Col.: 
Curculionidae) ،لاروRhagium inquisitor (Col.: 

Cerambycidae)  (Chipoulet et al.,1985)،
Zabrotes subfasciatus (Col.: Bruchidae) (Silva et 

al., 2001) نهايتاو(Ferreira et al., 2001) Tenebrio 

molitor (Col.: Tenebrionidae)  اين.اشاره كرد 
 مرحله در توليد گياهان ها در واقع اولينبررسي
هاي هاي مهاركننده آنزيمي داراي پروتيينتراريخته

 Oppert, 2000, Oppert et) باشندگوارشي حشرات مي
al., 2000).

كننده به گياهاني مهارهاامروزه انتقال ژن پروتيين
كننده فيزيولوژيو توليد گياهان مقاوم بر پايه مختل

مي روشگوارش حشرات از -هاي جديد كنترل آفات
. (Oppert, 2000, Oppert et al., 2000)باشد

و- اين مقاله بررسي سه آنزيم مهم آلفا آميلاز، آلفا
برگلو- بتا رسي كوزيداز را در روده مياني لارو كرم خراط
هاي موجود در اين مقاله كه دادهاميد است. كندمي

.كمك شاياني به مديريت كنترل اين آفت را فراهم آورد
و روش هامواد

 جمع آوري لارو كرم خراط
يشگاه هاي آلوده به خسارت كرم خراط به آزما شاخه

و پس از شكافتن شاخه  لارو در حال فعاليت،هامنتقل
ي آلوده در هر شاخهعموماً. به ظرف تشريح منتقل شد
و جداسازي روده.يك لارو فعال وجود داشت تشريح

 درجه4مياني لاروها درون آب مقطر سرد با دماي 
را لارو به كمك پنس بدن سپس قرار گرفتند، لسيوسس

و براي جدا كردن روده مياني از سيستم  نگه داشته
 قسمت انتهايي بدن از هم باز،شي توسط پنس ديگرگوار
ت روده مياني بطور كامل آشكار كه در اين حالگرددمي
هاي هاي جدا شده در داخل ميكروتيوببافت. شودمي

 قرار داده شدند ميلي ليتر آب مقطر سرد نيمحاوي 
).1شكل(

 هاي مختلف دستگاه گوارش لارو پروانه فري بخش-1شكل

 عصاره آنزيميتهيه
يك روده هاي مياني جداشده از بدن لارو توسط
شدساز دستي شيشه همگنه هاي همگنه. اي همگن

و در نهايت g×16000حاصل در شرايط   سانتريفوژ شد
ش حاصل به عنوان عصارهرونشين بهـي آنزيمي جدا و د

 درجه-20هاي بعدي در دماي منظور آزمايش
.سلسيوس نگهداري شد

ن فعاليت آميلوليتيكي در روده مياني تعيي
با-جهت تعيين فعاليت آلفا آميلاز از روش بيكر
بدين . (Baker J.E. 1991) اندكي تغييرات استفاده شد
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 ميكروليتر از عصاره آنزيمي به همراه20منظور مقدار
در1 ميكروليتر سوبستراي 20  درصد نشاسته

مخلوط.دش ميكروليتر بافر ريخته80ميكروتيوب حاوي
30 درجه سلسيوس به مدت37آزمايش در دماي 

 ميكروليتر معرف رنگي50 سپس مقدارودقيقه انكوبه
 به مخلوط واكنش (DNS) دي نيتروساليسيليك اسيد

 ميكروتيوب حاوي مخلوط واكنش به نهايتاً.دشافزوده
 درجه 100 دقيقه در حمام آب جوش در دماي10مدت

ها در طول موج جذب نمونه.دشسلسيوس قرار داده
 Elx)مدل ريدر توسط دستگاه ميكروپليت نانومتر540
هاي كنترل همزمان با نمونه. گرديدگيري اندازه(808

هاي اين تفاوت كه آنزيم در نمونهباشدتيمارها انجام 
تمامي.دگرديمي اضافه DNS بعد از افزودن شاهد
شد3درهامونآز . تكرار انجام

 گلوكوزيداز-و بتاگلوكوزيداز- فعاليت آلفاتعيين
-و بتاگلوكوزيداز-هاي آلفاليت آنزيمتعيين فعا
و) 1977( بر اساس روش سيگن تالر گلوكوزيداز و لوو
ها انجام با اندكي تغيير در آن روش) 1986(همكاران

بنابراين مقدار هيدروليز سوبستراهاي حاوي. شد
و-ا براي آلف�)pNαG(پارانيتروفنل،   گلوكوزيداز

)pNβG(به-گيري فعاليت بتا براي اندازه� گلوكوزيداز
با.دست آمد 85 ميكروليتر محلول آنزيمي،10واكنش

و 5 ميكروليتر سوبستراي اختصاصي5ميكروليتر بافر
 دقيقه انجام شد، سپس20ميلي مولار در مدت زمان

 يك مولار متوقف هيدروكسيد سديمواكنش با افزودن
و جذب توسط دستگاه ميكروپليت ريدر گرد مدل يد

(Elx808) شد نانومتر اندازه405در طول موج در.گيري
هاي بلانك آنزيم بعد از اضافه كردن هيدروكسيد نمونه

آز. سديم افزوده شد شد3درهامونكليه . تكرار انجام
ي فعاليت بهينهpHگيري اندازه

يو1/0براي اين منظور از بافر - نيورسال بورات مولار
شد- سيترات  بهينه فعاليت  pH مقدار.فسفات استفاده

-آميلاز، آلفا- آلفا( آنزيم3جهت تعيين فعاليت اين
و بتا مطابق روش قسمت تعيين)گلوكوزيداز- گلوكوزيداز

و تعيين فعاليت آلفا و- فعاليت آميلوليتيك گلوكوزيداز

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

- آلفا براي11تا3هاي pHيگلوكوزيداز، در گستره- بتا
و و بتا- براي آلفا12تا2آميلاز گلوكوزيداز- گلوكوزيداز
شداندازه .گيري
 گلوكوزيداز-هاي آلفاآنزيم گيري دماي بهينهاندازه
 گلوكوزيداز-و بتا

- آلفاآميلاز،- آلفابراي بررسي اثر دما بر فعاليت
مطابق روشهاي ها آزمايشگلوكوزيداز،-و بتاگلوكوزيداز

ق ارايه و» تعيين فعاليت آميلوليتيك«هاي سمتشده در
و بتا-تعيين فعاليت آلفا« در،» گلوكوزيداز- گلوكوزيداز

،20،30،35،40،45،50،60(دماهاي مختلف
شد)سلسيوس درجه80و70 .انجام

هاهاي مختلف بر فعاليت آنزيمبررسي اثرات يون
CaCl2وNaCl ،KCl ،MgCl2هاي اثرات يون

 ميلي مولار بر فعاليت45و15،25،35هاي درغلظت
با آنزيم آزمايش بهينه فعاليت كه از pHها در بافر

بدين. ديدگر بهينه بدست آمده بود، بررسي pHتعيين 
هاي هاي مختلف از يونمنظور پس از تهيه غلظت

 ها به مخلوط ميكروليتر از اين يون5مذكور، ميزان 
3ها نيز يك شاهد در براي كليه يون. واكنش افزوده شد

. تكرار انتخاب شد كه به جاي يون، داراي آب مقطر بود
و تركيبات با مقايسه با شاهد بررسي اثرات يون ها
. گرديدند

 سي ميزان پايداري آنزيم با گذشت زمانربر
در11تا3هاي pHيدرگسترههاآنزيم پايداري

و ابتدا آنزي. گيردميدو دوره زماني مختلف انجام م
و pHبافرهاي با هاي مختلف را با هم مخلوط نموده

 درجه30 ساعت در دماي10و1سپس به ميزان 
پس از گذشت زمان. گردند سلسيوس انكوبه مي

 مربوطه به مخلوط واكنش انكوباسيون، سوبستراهاي
و ادامه آزمايش با توجه به قسمت تعيين اضافه مي گردد

و تعيين فعا و- ليت آلفافعاليت آميلوليتيك گلوكوزيداز
مي گلوكوزيداز- بتا . گيرد انجام

 هاي كينتيكيري پارامترگياندازه
گيري ثابت ميكائليس منتن در اين مطالعه اندازه

(Km)و بيشترين سرعت واكنش(Vmax)اندازه گيري شد .
ر مناسب فعاليت هر كدام از سوپرناتانت مذكور در باف

فسفات-م از بافر سيتراتكه براي هر دو آنزي(ها آنزيم
با1/0 شدpH 6 مولار  درجه30در دماي) استفاده
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هايي غلظت دقيقه روي گستره30سلسيوس به مدت
تا159/0 هاي از سوبسترا ميلي مولار544/2 ميلي مولار

pNαGوpNβGهاي به ترتيب براي سنجش پارامتر
و بتا-كينتيكي آلفا طو-گلوكوزيداز ر گلوكوزيداز به

. جداگانه براي هر آنزيم مورد انكوباسيون قرار گرفت
هاي نهايي داده. تكرار صورت گرفت3درهاكليه آزمايش

ي نرم افزار   مورد آناليز قرار Sigmaplot®10بوسيله
.گرفت

و زايموگرام  الكتروفورز
ها، تعيين وجود فعاليت يكي ديگر از آزمايش

و بتاگلوكوز- آميلاز، آلفا-هاي آلفاآنزيم گلوكوزيداز- يداز
در روده مياني لارو سوسك برگخوار نارون با استفاده از 

بدين منظور از الكتروفورز غيراحيايي. الكتروفورز است
)PAGE (شد شانزده ميكروليتر از نمونه آنزيمي. استفاده

از( ميكروليتر بافر نمونه4در   ميلي مولار5/62: متشكل
با- تريس  درصد10گليسرول،pH 8/6اسيد كلريدريك

نمونه حاصل. حل گرديد) درصد01/0و بروموفنول بلو
شد) درصد5(كننده هاي ژل متراكم در چاهك . قرار داده

 ولت، عصاره آنزيمي در طول85پس از برقراري جريان
تا اين. ژل جداكننده جهت جداسازي، به حركت در آمد

هرمرحله تمامي روش ازها براي اژل يك  لكتروفورز هاي

و گلوكوزيداز يكسان مي پس از جدا سازي. باشدآميلاز
ژل ژل از شيشه هاي جداكننده به صورت جداگانه در ها،

 درصد،1آميلاز در نشاسته- سوبستراهاي مربوطه؛ آلفا
-دي- آلفا-آمبليفزيل-متيل-4در گلوكوزيداز-آلفا

و بتا ميلي3گلوكوپيرانوزيد در- مولار -4گلوكوزيداز
 مولار ميلي3گلوكوپيرانوزيد-دي- بتا-آمبليفزيل-يلمت

از- در مورد آلفا.قرار داده شدند آميلاز ژل مربوطه پس
و تكان30گذشت  دادن ملايم دقيقه از غوطه ورشدن

 ميلي10هم زمان آن، در محلول لوگول متشكل از يد 
و يدور پتاسيم تا ميلي14مولار  مولار قرار داده شد

طه به صورت نواحي روشن در زمينه تيره هاي مربوباند
جهت جلوگيري از ظاهر شدن باندهاي. ظاهر شوند

مربوط به فسفريلاز سوبستراي نشاسته حاوي كلسيم 
پس. ميلي مولار است12كلريد  در مورد گلوكوزيدازها

 دقيقه پس از انكوباسيون ژل درون20از گذشت 
 UVسوبستراهاي مربوطه، ژل هاي مذكور زير لامپ

و به محض آشكارشدن باندها از آنها بررسي مي گردند
.گردد عكس تهيه مي

و بحث  نتايج
 بهينه براي آنزيم pHها نشان داد كه نتايج آزمايش

).2شكل(مي باشد8آميلاز،-آلفا

يكنميانگي.10تا3هاي pHي آميلاز در گستره- آلفا)±(SE بررسي تغييرات ميانگين فعاليت نسبي-2شكل هاي داراي حداقل
 (p<0.05)داري ندارندحرف مشترك اختلاف معني

-دهد كه بيشترين فعاليـت آلفـاج نشان مي اين نتاي
فعاليـت آنـزيم در محـيط. آميلاز در محيط قليايي است

تواند به شـرايط يدي بسيار كم است كه اين عامل مي اس
 اسيديته محيط روده ميـاني در بالپولكـداران كـه عمـدتاً 
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كـ. قليايي است هم برگردد ه فعاليـت لازم به ذكر اسـت
و محيط اسـيدي آميلاز در اسيديته-آلفا ي بسيار قليايي
در) به پايين6( زياد نسبتاً بسيار پايين است طوري كـه

pH 10مي40 ميزان فعاليت به زير در درصد و  pHرسد
از. اين فعاليت به صفر مي رسد 11 pH 3در طرف ديگر
. درصد كاهش يافتـه اسـت40ميزان فعاليت به زير6تا

 بــالاترين فعاليــت را از خــود بــروز دادهpH 8 در نهايتــاً
هاي ما در ايـن زمينـه بـا برخـي از مطالعـات داده.است

 pHبـه عنـوان مثـال. صورت گرفته قرابت نزديكي ندارد 
 بدسـت آمـدHypothenemus hampei 5بهينـه بـراي

.(Valencia-Jimenez et al., 2000)ي يا در بررسي ديگر
 بهينـه pHانجـام شـد Brachynema germariكه روي

و غدد بزاقـي بـه ترتيـب  بدسـت6و5براي روده مياني
,Ramzi and Hosseininaveh) آمـد همچنـين .(2010
pH 5.4 ــراي ــات Tribolium castaneum ب طــي مطالع

(Applebaum and Konijn, 1965) شــد محاســبه .
آمــــيلاز روده ميــــاني-تي كــــه روي آلفــــامطالعــــا

Callosobruchus chinensis يبوسـيله(Podoler and 

Applebaum,1971) انجام شدpH 2/5 مناسب فعاليـت

–آلفـا مناسبpHاگرچه در برخي مطالعات. بدست آمد
ــيلاز ــد حـــشرات برخـــيدر آمـ  Trogoderma هماننـ

granarium بدست قليايي حدوديتاو9تا6درگستره-
.(Hosseininaveh et al., 2007)ه استآمد

 اسيديته روده مياني نقش مهمـي را در ايجـاد مسلماً
ب بوجـود آمـدن گروهـي از اين اختلافات دارد كه موجـ

آميلاز در اين گروه از حشرات شده-هايي از آلفا ايزوآنزيم
. هاي قليايي مناسب شده استpHكه جهت فعاليت در 

و-ص آلفـا بهينه در خصو pHدر بررسي گلوكوزيـداز
كـرم از روده ميـاني دسـتگاه گـوارش لارو گلوكوزيـد-بتا

بـا توجـه بـه. بود6 بدست آمده pHترين خراط مناسب 
و اين داده  مي- بدست آمده از آلفا pHها توان اين آميلاز،

 اكثــر كربوهيــدرازهاي برداشــت را داشــت كــه احتمــالاً
مايـل بـه هـاي رشي روده مياني اين حشره در محيط گوا

قليايي تمايـل بـه فعاليـت بيـشتري دارنـد زيـرا كـه در 
pH از8و7هاي و60 نيز بيشتر  درصد فعاليت براي بتـا

گلوكوزيـداز بدسـت آمـده- درصد براي آلفـا80بيش از
).3شكل( است

و بتا- بررسي تغييرات ميانگين فعاليت آنزيم هاي آلفا-3شكل .12تا2 هاي pHگستره در)±(SE گلوكوزيداز-گلوكوزيداز
(p<0.05)ميانگين هاي داراي حداقل يك حرف مشترك اختلاف معني داري ندارند

هاي مشابه كه در ساير حشرات صورت در برسي
به عنوان. نتايج مشابه با اين نتايج بدست آمدگرفت نيز 

و بتا- اپتيمم براي آلفاpHمثال  گلوكوزيداز- گلوكوزيداز

5/5و5/7 به ترتيب Glyphodes pyloalisدر معده 
اما به طور. (Ghadamyari et al., 2010).بدست آمد

شكل   بيشترين فعاليت گلوكوزيدازهاي3كلي با توجه به
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8تاpH 5يكرم خراط بين گستره لارودر روده مياني
و غدد. باشدمي در بررسي ديگري كه روي فعاليت معده

شد انBrachynema germariبزاقي   اپتيممpHجام
و غدد بزاقي اين فعاليت به ترتيب براي روده مياني

,Ramzi and Hosseininaveh). بود6و5/5حشره 
گلوكوزيداز- آميلاز،آلفا-بهترين دماي فعاليت آلفا (2010
 به پروانه فريگلوكوزيداز در روده مياني لارو-و بتا
.)4شكل( بدست آمد35و40،35ترتيب

ي فعاليت آنزيم هاي آلفا-4شكل و مشخص نمودن دماي بهينه و بتا- آميلاز، آلفا- بررسي اثرات دما  گلوكوزيداز-گلوكوزيداز

در3با توجه به نمودار منحني دما در  آنزيم، فعاليت
س60تا20گلوكوزيداز از دماي-آلفا  به لسيوس درجه

ي. درصد مي رسد80بيش از در اين مورد گستره
ي دماي- مشابهي براي بتا تا20گلوكوزيداز در دامنه

س50 از. بدست آمدلسيوس درجه  درجه70دماي بالاتر
و بتا- فعاليت آلفالسيوسس به- گلوكوزيداز گلوكوزيداز را

مي50زير  و سير نزولي پيدا  درصد كاهش مي دهد
ازآ-در آلفا. كند  درجه به بعد35ميلاز افزايش فعاليت

س40شروع شده ودر  به بيشترين مقدار لسيوس درجه
و افزايش فعاليت كاملاً . مشهود استخود مي رسد

بررسي اين داده در حشرات زيادي اندازه گيري شده
هايي كه از مطالعات روي ساير حشرات داده.است

تهاي شد با دادهبررسي  حقيق بدست آمده در اين
و- دماي بهينه فعاليت در آلفا. مشابهت دارد گلوكوزيداز

 Brachynema germariگلوكوزيداز روده مياني- بتا

 Ramzi and)بدست آمده است درجه سلسيوس 45

Hosseininaveh, در بررسي ديگر دماي بهينه. (2010
 Hypera posticaآميلاز در روده مياني- براي فعاليت آلفا

 Vatanparast)محاسبه شده است درجه سلسيوس 35

and Hosseininaveh, 2010).انجام هاي بررسي در 
دماي بهينه براي  Prostephanus truncates روي شده

 درجه سلسيوس بدست30-40آميلاز بين-فعاليت آلفا

هرچند با افزايش دما فعاليت آنزيم سير نزولي پيدا. آمد
.(Mendiola-Olaya et al., 2000) كرد

 آنزيم3هاي مختلف بر فعاليت اين رسي اثر يونبر
آميلاز تحت تاثير- عاليت آلفاف).5شكل( نشان داد

و KCl. هاي مختلف نوسانات مختلفي را بروز داديون
CaCl2ديگر. موجب افزايش فعاليت اين آنزيم شدند 
 SDSو از همه بيشتر MgCl2،NaCl ها ماننديون

گلوكوزيداز تحت- آلفا.دموجب كاهش فعاليت آنزيم شدن
 هم در نهايت SDS. كاهش يافتفعاليت آنCaCl2تاثير 

سه. موجب كاهش فعاليت آنزيم شد به طوري كه در
بر5/3و5/1،5/2غلظت   ميلي مولار تاثير بسيار كمي

 ميلي مولار،5/4فعاليت آنزيم داشت ولي در غلظت
ثراMgCl2و NaCl. درصد رسيد70فعاليت به حدود

افزايش. نشان دادندگلوكوزيداز- افزايشي بر فعاليت آلفا
گلوكوزيداز- اثرچنداني بر فعاليت آلفاKClغلظت 
ميلي مولار15گلوكوزيداز ابتدا تحت غلظت-بتا.نداشت

اما ساير. روند صعودي در فعاليت را داشتCaCl2از 
هاي مختلف اين يون با افزايش غلظت، موجب غلظت

شدكاهش فعاليت  SDSو KCl.ند روي اين آنزيم
 تاثير NaCl. گلوكوزيداز شدند-موجب كاهش فعاليت بتا

نيز درMgCl2اما. چنداني بر فعاليت اين آنزيم نداشت
.شدمجموع تا حدودي موجب افزايش فعاليت اين آنزيم 
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 مختلف به اثبات هايون در آزمSDSاثر بازدارندگي
آميلاز-اين يون روي آلفارسيده است به عنوان مثال اثر

و غدد بزاقي سن  Brachynemaموجود در روده مياني

germari موجب كاهش فعاليت اين آنزيم شد .(Ramzi 

and Hosseininaveh,  به +Mg2و +Cu2 يون هاي (2010
و عدم تاثير بر فعاليت هر دو ترتيب موجب افزايش

سن-و بتاگلوكوزيداز- آنزيم آلفا  Lygusگلوكوزيداز در

hesperus شدند (Zeng and Cohen et al., 2001) . در
 افزايش محسوسي NaClو KClبررسي ديگري حضور 

آميلاز در روده مياني سرخرطومي برگ- در فعاليت آلفا
 Vatanparast). را سبب شدHypera posticaيونجه 

and Hosseininaveh, 2010) طي مطالعاتي كه روي
Rhynchophorus palmarum هايي صورت گرفت يون

 اثر pCMBو CuCl2،ZnCl2،FeCl3،DTNB همچون
از طرفي. گلوكوزيداز داشته اند-مهاركنندگي روي بتا

BaCl2،MgCl2،MnCl2،SrCl2وCaCl2اثري بر فعاليت
.(Yapi et al., 2009) اين آنزيم نداشتند

و بتا-آميلاز، آلفا-هاي متفاوت بر فعاليت سه آنزيم آلفا مختلف در غلظتهاي بررسي اثرات يون-5شكل  گلوكوزيداز-گلوكوزيداز

هاي بدست آمده از نمودارهاي با توجه به داده
در-پايداري آنزيم، آلفا  بيشترينpH 6گلوكوزيداز

در10و1فعاليت را بعد از گذشت  ساعت داشت اين
 فعاليت آنزيم7تا5ي هاpHيحالي است كه در گستره
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-بتا).6شكل( به بيشترين مقادير خود رسيده است
تاpH 4يگلوكوزيداز هم بيشترين پايداري را در گستره

دو.)7شكل( دارد6  حال آنكه بيشترين فعاليت اين
در10و1آنزيم پس از گذشت . رخ دادpH 6 ساعت

طي-فعاليت آلفا  ساعت از آزمون1آميلاز پس از
از9تاpH 7ييداري در گسترهپا  درصد80 به بيش

 ساعت در همين10رسيد حال آنكه بعد از گذشت
و در بيشترين10محدوده به بيش از  درصد نزول يافت

در).8شكل( درصد رسيد80بهpH 6حالت خود در
آميلاز روده- بررسي هاي مشابه بيشترين فعاليت آلفا

 ساعت10و1 از گذشت بعدHypera posticaمياني در 
و بعد از اينpH 5در  روند نزولي پيدا كردpH رخ داد

(Vatanparast and Hosseininaveh, 2010) .بيشترين
 Rhynchophorusمياني گلوكوزيدازروده- پايداري بتا

palmarum يدر گسترهpH بدست آمد6تا5بين 
(Yapi et al., 2009).

آل-6شكل  ساعت10و1گلوكوزيداز بعد از گذشت-فا بررسي پايداري

 ساعت10و1گلوكوزيداز بعد از گذشت- بررسي پايداري بتا-7شكل

 ساعت10و1آميلاز بعد از گذشت- بررسي پايداري آلفا-8شكل

مورد محاسبه در اين واكنش براي VmaxوKmمقدار
و52/3 به ترتيب گلوكوزيداز-آلفا 041/0ميلي مولار
و براي بتاكرومول بر دقيقه بر ميليمي -گرم پروتيين

و ميلي24/2گلوكوزيداز به ترتيب 028/0مولار
. گرم پروتيين بدست آمد- بر دقيقه بر ميليميكرومول

ق سمت با برخي نتايج نتايج حاصل از مطالعات اين
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همهاي مشابهحاصل از بررسي به عنوان. داردخواني،
ح-آلفا Vmaxمثال  و غدد بزاقيآميلاز  اصل از روده مياني

Brachynema germari 036/0و064/0به ترتيب
محاسبه شده گرم پروتيين ميكرومول بر دقيقه بر ميلي

و غدد بزاقيمربوط به اين آنزيمKm.است  در روده مياني
B. germari ميلي مولار41/0و77/0 نيز به ترتيب 
.بدست آمد

 براي رودهVmaxيداز گلوكوز- اما در خصوص آلفا
و غدد بزاقي به ترتيب  ميكرومول021/0و036/0مياني

و بر دقيقه بر ميلي  حاصل به ترتيبKmگرم پروتيين
-ها روي بتابررسي. مولار بدست آمد ميلي07/2و23/6

و غدد بزاقي مقادير به گلوكوزيداز نيز درروده مياني

گرم بر ميلي ميكرومول بر دقيقه012/0و027/0ترتيب 
و مقادير به35/0و71/4پروتيين براي سرعت بيشينه  را

و غدد بزاقي نشانKm ترتيب براي  حاصل از روده مياني
,Ramzi and Hosseininaveh) داد 2010).KmوVmax 
به Glyphodes pyloalisگلوكوزيداز روده مياني- بتا

و ميلي99/0ترتيب  بر ميكرومول بر دقيقه3/0مولار
 ,.Ghadamyari et al) گرم پروتيين بدست آمدميلي

آميلاز به وضوح- گراف مربوط به آلفا9در شكل. (2010
-فعاليت آلفا. دهدوجود دو ايزوفرم از آنزيم را نشان مي

و بتا گلوكوزيداز هم تنها طي يك باند ظاهر-گلوكوزيداز
 فعال براي هر كدام از شد كه حاكي از وجود يك ايزوفرم

. هاستاين آنزيم

چپ(گلوكوزيداز-، آلفا)سمت راست(آميلاز- آلفا-9شكل )وسط(گلوكوزيداز-و بتا) سمت

گلوكوزيداز-سازي بتادر فرآيند خالص
Rhynchophorus palmarum تنها يك باند از اين آنزيم

 ,.Yapi et al) مشاهده شدSDS-PAGEدر سيستم 

- زايموگرام آلفاهاي مشاهده شدهتعداد باند. (2009
و روده مياني سنين مختلف پورگي در آميلاز غدد بزاقي

Brachynema germari 1عدد بود (Ramzi and 

Hosseininaveh, در نهايت اينكه يك ايزوفرم.(2010
آميلاز روده مياني-حاصل بررسي زايموگرام فعاليت آلفا

 بودHypera posticaسرخرطومي برگ يونجه 
(Vatanparast and Hosseininaveh, 2010).هاي يافته

حاصل از اين پژوهش، اولين بررسي صورت گرفته در 
در پايان اميد است اين. اين زمينه روي كرم خراط بود

و موثر اين آفت، مورد  نتايج در جهت كنترل مفيد
.استفاده قرار گيرد

 كلينتيجه گيري
-كند تا آفتتوليد گياهان مقاوم تراريخته كمك مي

. هاي شيميايي كمتري عليه آفات مصرف شودكش
براي. تري نيز خواهيم داشتنهايتاً محيط زيست سالم

برقراري يك استراتژي كنترلي بر پايه مهاركنندگي در 
-تغذيه، اولين قدم شناسايي خصوصيات شيميايي آنزيم

 (Strobl et al., 1998). باشدهاي گوارشي مي
در آنزيمبنابراين شناسايي بيوشيميايي هاي دخيل

هاي كنترلي با گوارش، فهم ما را جهت طراحي سيستم
ءها با منشاهاي مهاركننده اين آنزيماستفاده از پروتيين
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هاي به نظر ما بررسي.بردگياهي، به طور بالقوه بالا مي
و حشرات مشابه كه نحوه  اين گونه براي اين حشره

. لازم استخسارت آنها مانند كرم خراط است، بسيار
و  چرا كه اگر حتي بخواهيم از آخرين راهكارها

ها كه همان مبارزه شيميايي با آفات است هم تاكتيك
استفاده كنيم، اجراي آنها براي اين آفات به دليل 

و نحوه خسارت آنها بسيار سخت مي باشد لذا. بيولوژي
استفاده از ارقام مقاوم كه در راس رسيدن به آنها 

بيوشيميايي روي تغذيه آفات مي باشد بسيار هاي بررسي
و فعاليت آلفا.مهم است آميلاز،- در مطالعه حاضر حضور

و بتا-آلفا گلوكوزيداز را در روده مياني كرم- گلوكوزيداز
و همچنين به بررسي برخي از  خراط نشان داده شد

. ها پرداخته شده استخصوصيات بيوشيميايي اين آنزيم
اي را در جهت هاي تازهات راهاميد است اين مطالع

.كنترل سالم اين آفت فراهم آورد
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