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آلفا آنزيم فعاليت روي گندم ارقام عصاره مهاركنندگي اثر آميلاز-بررسي

كلرادو سوسك گوارشي

برزويي بنداني،1احسان مسلمي2*عليرضا علي 3و

ترتيب2و1 ارشدبه كارشناسي استاددانشجوي گياهو تهرانگروه دانشگاه طبيعي، منابع و كشاورزي پرديس ارشد،3،پزشكي، كارشناس
كرمان جنوب كشاورزي نباتات،سازمان حفظ بخش

دريافت( پذيرش10/8/91: تاريخ )15/11/91: تاريخ
چكيده

برگ سيبسوسك Leptinotarsa(Coleoptera:Chrysomelidae)زمينيخوار decemlineata(Say)،كليدي آفت
ميسيب جهان سراسر در آفت. باشدزميني كاربرد نامطلوب اثرات به روشكشباتوجه به نياز آفت، اين كنترل در شيميايي هايهاي

اين كنترل براي اجتنابآجايگزيني استفات حاضر. ناپذير ازمطالعه هدف رويبنابراين گندم ارقام پروتييني عصاره اثر بررسي
مي كلرادو سوسك آلفاآميلاز آب. باشدآنزيم از ترتيب به گندم ارقام پروتييني عصاره و حشره از آنزيم استخراج وبراي مقطر

NaCl1/0نشان. شداستفادهمولار كهنتايج آلفاآميلازاستخراجپروتئينيعصارهداد آنزيم مهار براي بالايي توانايي گندم از شده
دارد كلرادو حضور. سوسك در آميلاز فعاليت ام5سنجش و افلاك رقم گندم عصاره از مختلف مهارويغلظت روند يك هفده،

نشان را غلظت به آلفا. دادوابسته آنزيم فعاليت غلظت-ميزان از استفاده با ميكروگرم0625/1و17،5/8،25/4،125/2هايآميلاز
عصاره امپروتئين رقم بهويگندم به غياب72/60و18/30،74/45،74/48،32/58ترتيبهفده در آنزيم فعاليت به نسبت درصد

نشان. بود) شاهد(مهاركننده نسبتنتايج آنزيم فعاليت مهار در كمتري اثر افلاك رقم كه امداد رقم اثر. داردهفدهويبه بررسي در
عصارهاسيديته مهاركنندگي قدرت نشانبر گندم مهاركنندهپروتئيني غلظت بالاترين حضور در آنزيم مهاركنندگي بيشترين كه داد

شد5اسيديتهدر نشان. مشاهده ژل در آنزيم فعاليت روي عصاره اثر غلظتبررسي حضور در شاهد باند شدت كه مختلفداد هاي
دو هر وابستهاز باندها تغييررنگ اين و تغييركرد گندم استفادهمهاركننده عصاره غلظت بودبه . شده

كليديواژه آلفا:هاي آنزيم كلرادو، گندم-سوسك ارقام عصاره آميلاز،
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همقدم
برگ سيبسوسك Leptinotarsaزمينيخوار

(Coleoptera: Chrysomelidae)decemlineata (Say)
سيب كليدي ميآفت جهان سراسر در حشره.باشدزميني اين

به كه است تغذيهاليگوفاژ سولاناسه خانواده از انحصاري طور
روي. كندمي موفق طور به سوسك اين بالغ افراد و لارو

كرك با اغلب كه خود ميزبان غدهگياهان يا غده غير ايهاي
مي مستقر است، شده آنپوشيده از و ميشود تغذيه كندها

)Voigt et al., تقريباًسيستم).2008 مديريت هاي
برنامهبه روي حشرهطورانحصاري كاربرد هايكشهاي

مي تكيه مصنوعي حشرهشيميايي اين حال، اين با كنند،
حشره به سريع مقاومت براي را استثنايي هايكشظرفيت

نشان ازخود Gauthier(استدادهشيميايي et al., 1981(
برنا ايجاد براي جايگزين كنترل عوامل مديريتمهو هاي

هستنديك نياز مورد پايدار .پارچه

كه ميانگياهازحشراتي بهتغذيه شكستنكنند،
توليدماكرومولكول و توسعه رشد، براي غذايي مثلهاي

Jongsma(هستندوابسته and Bolter, تبديل).1997
مولكولماكرومولكول به كوچكها آنزيمهاي توسط هاتر

مي كانال-آلفا. گيردصورت در موجود آنزيم يك آميلاز
غدد و ميگوارشي حشرات Strobl(باشدبزاقي et

al.,1998 (مي تبديل مالتوز به را نشاسته سپسكه و كند
آلفا توسط مي-مالتوز تبديل گلوكز به شودگلوكوزيداز

)Terra et al., آلفا).1996 شكستن-بنابراين براي آميلازها
نشاست از استفاده منبعو در موجود هستنده ضروري غذايي

)Valencia-Jimenez et al., 2008.(
ازروش استفاده بر كه آفات كنترل براي موجود هاي

شيميايي شدهيهپامواد قيمتگذاري افزايش كنار در اند،
محيط آلودگي سبب گونهتوليد، انتخاب و مقاومزيست هاي

كشاورزي. شوندمي توسعه در اصليبنابراين هدف پايدار،
آفات كنترل بر مي،علاوه نظر مد نيز طبيعت باشدحفظ

)Paulillo et al., گوارش).2000 دستگاه ميان اين در
مكانيسم ارائه براي عالي مكاني استحشرات كنترلي هاي

مختل كانالبنابراين در هضم بيوشيمي يا و فيزيولوژي كردن
اس توسعه در عمومي موضوع يك كنترلتراتژيگوارشي هاي

مي Hegedus(باشدآفات et al., 2003; Nauen et al.,

مهاركننده).2001 از آنزيماستفاده انتخابي درهاي هضم هاي
مي آفات كنترل در اصلي جنبه يك آفت باشدحشرات

)Alarcon et al., آلفامهاركننده).2002 در-هاي آميلاز
عنوان به كه دارد وجود زيادي طبيعيگياهان دفاع از بخشي

مي گرفته نظر در آفت حشرات عليه Carlini(شودگياه et

al. مهاركننده).2002 بهاين بهها حبوبات و غلات در ويژه
مي يافت Iulek(شوندفراواني et al., 2000; Svensson

et al., 2004; Bonavides et al., هايپروتئين).2007
آنزيم سيگنالهايمهاركننده وسيله به يا درونگوارشي هاي

به و زخمگياه يا و حشرات حمله به پاسخ در معمول هايطور
مي توليد وجودمكانيكي گياه در طبيعي صورت به يا شود

,Chen(دارند كانال) 2008 به ورود از پس گوارشيو
به غيرقابلحشره، يا و برگشت قابل فعالطور جايگاه به برگشت

متص آنزيمآنزيم ناكارآمدي به منجر كه شده ميل .شودها
خورده غذاي از استفاده در آنزيمناتواني بازيافت و هايشده

ريزمغذي كمبود و تأثيرهضم حشره بقاي و رشد روي ها،
Chougule(گذاشته et al., سبب) 2008 نهايت در و

مي گرسنگي اثر در حشره Oliveira-Neto(شودمرگ et

al., 2003.(
گوارشيآنزيم پروتئآلفاهاي و مآميلاز تواننديينازها

آفت حشرات كنترل براي خوبي مهاركنندهبههدف هايوسيله
بافت در موجود حشرهپروتيئني غيرميزبان بنابراينهاي باشند،

جنبه از حشرهيكي آفات كنترل مهم ازهاي استفاده اي،
بازدارنده انتخابي آنزيمخاصيت كههاي است گوارشي هاي

آنزيم عملكرد در اختلال ههابا آفت دري اختلال و دف
اثر گياه خود يا و غيرهدف موجودات در آن، نمو و رشد

نگذارد جا به خود از همچنان. نامطلوبي والنسيابنابراين وكه
Valencia(همكاران et al., يكنداكردهگزارش)2000

داشتهم مهم ويژگي دو بايد اينباشدهاركننده اول كه،
باي بهدمهاركننده غلظت يك كافيدر دراندازه و پايين

مياسيديته يافت حشره بزاقي غدد يا و معده در كه شود،اي
به را حشره آنزيم وميزانفعاليت مهاركند توجهي قابل



جلد گياهي، آفات شماره2تحقيقات سال4، ،139117�

اين ديگر حملهكه،ويژگي برابر در بايد يمهاركننده
وكانالپروتئازهاي باشدغددگوارشي مقاوم حشره .بزاقي

ازگروه مختلفي آلفاآميلازبازدارندههاي گياهانهاي در
شدهمختلف گروهشناسايي اين ساختماناند متنوعيها هاي

آنزيمداشته روي آلفاو اثرات-هاي مختلف جانوران آميلاز
دارند دليلمتقاوتي همين به آنزيمو ازروي بعضي هاي

هستندحشرات اختصاصي خاصيت اختصاصيويژگي.داراي
مهم اهب.استبودن روينيخصوص نبايد تركيبات اين كه

داشته-آلفا اثر گياه خود Franco(باشندآميلازهاي et al.,

نامطلوبهب. )2002 اثر وجود شيمياييكشآفتدليل هاي
محيط، آنزيمبازدارندهدر گوارشيهاي خصوصهبهاي

آلفابازدارنده آنزيم مي-هاي مناسبيآميلاز راهكار توانند
كنترل باشندبراي آفت Gatehouse(حشرات and

Gatehouse, فرضيهازآنجائي).1998 اين شدهارائهكه
مهاركننده كه آنزيمياست ازهاي شده گياهاناستخراج

بهتري اثر آنزيمرويغيرميزبان، حشرهمهار گوارشي هاي
,Franco(دارند حاضر،)2002 مطالعه از هدف بنابراين

عصاره اثر آلفاآميلازبررسي آنزيم روي گندم ارقام پروتييني
مي كلرادو .باشدسوسك

روش و هامواد
پرورشحشره

برگ سوسك كامل سيبحشرات ازخوار پس زميني
سيبجمع مزارع از منتقلآوري آزمايشگاه به زنجان زميني

آن. شدند تغذيه سيببراي گياه از ارگو(زمينيها ) رقم
دماي. شداستفاده در حشرات سلسيوس،27±1اين درجه

نسبي نوري50±10رطوبت دوره و : روشنايي( 14:10درصد
داده) تاريكي پروش نسل يك مدت Safaei(به Khorram

et al., 2010 (تست براي سپس شدندو تشريح آنزيمي .هاي
گوارشي اندام سازي جدا و تشريح

كانال جداسازي و روشگوارشيتشريح براساس
همكارانج-والنسيا و Valencia-Jimenezيمنز et al.,

برگ. شدانجام) (2008 سوسك چهارم سن خوارلاروهاي
بيسيب يخ روي و انتخاب شدندزميني زير. حس سپس

گوارشاستريو لوله تشريح، لاروها يخ، روي و ميكروسكوپ
ميكروتيوب به و برداشته پنس با ليتريميلي5/1هايآن

آب منتقلحاوي تعداد. شدمقطر ميكروتيوب هر عدد6در
گذاشتهلوله . شدگوارش

آنزيم استخراج
همكاران و مهرآبادي روش به آنزيم استخراج

)Mehrabadi et al., خلاصه،هب. گرفتانجام) 2012 طور
هموژنايزرلوله يك توسط ميكروتيوب، داخل گوارشي هاي

شدند هموژنايز يخ بستر در و هموژنايز. دستي مخلوط سپس
دماي در دوردرجه4شده با سلسيوس بهg×15000ي و

سانتريفي15مدت شدنددقيقه سانتريفيوژ. وژ اتمام از پس
مخلوط بالايي دمايبرداشته) رناتانتسوپ(بخش در و شده

نگه-20 سلسيوس تاداريدرجه منبعبهسپسشد عنوان
استفاده آزمايش در .شودآنزيمي

عصاره گندماستخراج پروتئيني
عصاره استخراج بيكربراي روش از ,Baker)پروتئيني،

همكاران(1983 و ملو Melo)و et al., اعمال(1999 با
استفاده تغييرات، گندمبدين. شدكمي رقم دو از كه صورت

ام و هفدهافلاك به30مقدار(MV-17)وي بذر -گرم

پودر جداگانه درصورت و بافرميلي100شده NaCl1/0ليتر
ريخته مدت. شدمولار، به و90سپس اتاق دماي در دقيقه

همزن قرارروي بهدادهمغناطيسي تا بخوردطوركاملشد هم
پروتئين جداشودو آن دماي. هاي در حاصل درجه4مخلوط

مدت به سرعت30سلسيوس با سانتريفيوژg×8000دقيقه
رسوببه. شد سولفاتمنظور از پروتئين درجهدهي با آمونيوم

استفاده70صخلو اشباع مدت. شددرصد به حاصل مخلوط
دماي45 در همزندرجه4دقيقه توسط سلسيوس ي

به هممغناطيسي، لوله. شدزدهآرامي به مخلوط هايسپس
منتقلف مدتالكون به و دماي30شده در يدرجه4دقيقه

سرعت با رسوباتg×8000سلسيوس و شدند سانتريفيوژ
با بافرميلي5/1حاصله اسيديتهTris-Hcl)02/0ليتر مولار،

مدت)7 به و درآمد سوسپانسيون صورت به ساعت20،
آب شددرون دياليز رسوببه. مقطر، و كردن غيرفعال منظور

پروتئين و گياهي آميلازهاي مخلوطدادن بزرگ، هاي
مدتدياليز به آب10شده حمام داخل در دمايدقيقه با گرم

قرارداده70 سلسيوس به. شددرجه مدتدستمخلوط به آمده
دماي15 در سرعت14دقيقه با و سلسيوس g×7500درجه
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جمع. سانتريفيوژشد رونشين دمايمايع در و - 20آوري
نگهد سلسيوس استفادهداريرجه مورد آزمايش در بعد تا شد

.قرارگيرد
پروتئين ميزان سنجش

روش براساس پروتئيني عصاره پروتئين مقدار تعيين
,Bradford(برادفورد آلبومين) 1976 سرم از استفاده با و

شد) BSA(گاوي انجام استاندارد عنوان .به
استخراج پروتئيني عصاره اثر گندمبررسي از شده

آلفا فعاليت آميلاز-روي
برنفلد روش از استفاده با آميلوليتيكي، فعاليت

)Bernfeld, همكاران) 1955 و بيكر Baker(و et al.,

سنجش) 1987 تغييرات، كمي ازاينبه. شدبا كه صورت
استفاده سوبسترا عنوان به درصد يك در. شدنشاسته واكنش

مس بافر (N-Morpholino(-2(محيط ethanesulfonic

acid(اسيديته سلسيوس37دمايدرو5با Safaei(درجه

Khorram et al., نوري.  شدانجام)2010 توسطجذب
الايزاريدر ELX(دستگاه طول) 808 مترنانو540موجدر

.شدخوانده
عصارهبه اثر تعيين فعاليتمنظور روي گندم پروتئيني

از-آلفا 17،5/8،25/4،125/2،0625/1هايغلظتآميلاز
استفاده گندم پروتئين ازغلظت. شدميكروگرم شده ذكر هاي

عصاره با مدتگندم به حشره پيش15آنزيمي اينكوبه-دقيقه
(Pre-incubate)اضافه از پس و بهشدند نشاسته، كردن

مدت به سوبسترا، شدند30عنوان اينكوبه فعاليت. دقيقه
نمونهآنزيم نمونهدر و كنترل همديگرهاي با تيمارشده هاي

شدنديمقا .سه
توسط مهاركنندگي ميزان بر اسيديته اثر بررسي

گندم پروتئيني عصاره
اسيديتهبه تاثير سنجش برمنظور مختلف فعاليتهاي

عصاره گمهاركنندگي يونيورسالپروتئيني بافر از ندم
N-Morpholino)ethanesulfonic(-2(مسگلايسين،(

acid(،مولار02/0سوكسينات()Hosseinkhani and

Nemat-Gorgani, 2،3،4،5،6،7،8اسيديتهبا) 2003
آلفا. شداستفاده9و فعاليت مهار از-ميزان بعد 30آميلاز

تعيين گندم مهاركننده با اينكوبه براي. شددقيقه شاهد نمونه

مياسيديتههر مهاركننده افزودن بدون و آنزيم حضور -در

. باشد
ژل در مهاركنندگي سنجش

عدم و حضور در آميلوليتيكي فعاليت زايموگرام نمايش
استفاده با گندم پروتئيني عصاره الكتروفورزازحضور ژل

)Lammli, Mehrabadi(و) 1970 et al, انجام)2010
آميد. شد اكريل پلي ژل از كار اين ژل% 10براي براي

و متراكم% 4جداكننده ژل استفادهبراي نمونه. شدكننده
مدت به شده استخراج گندم عصاره و در30آنزيمي دقيقه

شدند37دماي اينكوبه و. درجه اضافه آن به نمونه بافر سپس
رانده و بارگذاري ژل رسيدن. شددر از بهپس انتها،رنگ

برداشته برايژل و محلول15شده در تريتون% 1دقيقه
X100آب. گرفتقرار با شستهسپس بهمقطر و مدتشد

مس5/1 بافر در اسيديته02/0ساعت با 2حاوي5مولار
به% 1وNaClمولارميليCaCl2،10مولارميلي نشاسته

داده تكان ش. شدآرامي مقطر آب با دوباره بهستهژل و شد
لگول15مدت محلول در داده) I2% 1.3وKI%3(دقيقه قرار

ر. شد تاريكباندهاي زمينه در دهندهوشن فعاليتنشان
.استآميلاز-آلفا

آماريتجزيه
نرمهداد از استفاده با تصادفي كاملا طرح اساس بر افزارها
SASقرار تحليل و تجزيه دادهگروه. گرفتمورد باهابندي

انجام دانكن آزمون از .شداستفاده
بحثنتايج و

آلفا فعاليت بر گندم پروتئيني عصاره اثر -تعيين
گوارشي آميلاز

عصاره كه شد مشخص مطالعه اين استخراجدر ازپروتئيني شده
توانا آلفاگندم آنزيم مهار براي بالايي كلر- يي سوسك ادوآميلاز

در. دارد آميلاز فعاليت عصاره5حضورسنجش از مختلف غلظت
را غلظت به وابسته مهار روند يك هفده، وي ام و افلاك رقم گندم

آلفا. دادنشان آنزيم فعاليت غلظت- ميزان از استفاده با ،17هايآميلاز
عصاره625/1و5/8،25/4،125/2 پروتئين رقم(گندمميكروگرم

با)افلاك برابر ترتيب به درصد6/82و6/33،2/55،3/70،8/80،
به مهاركنندهنسبت غياب در آنزيم شكل(بود) شاهد(فعاليت

غلظت).1 همين درحضور آنزيم پروتئينفعاليت از ها
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ام رقم گندم ترتيبويمهاركننده به ،18/30،74/45هفده،
در72/60و74/48،32/58 آنزيم فعاليت به نسبت درصد

مهاركننده مي. بود) شاهد(غياب نشان عصارهنتايج كه دهد
ام گندم آلفاآميلازويرقم آنزيم مهار روي بيشتري اثر هفده

غلظت در يعني دارد كلرادو عصاره17سوسك ميكروگرم
ام رقم حدودويپروتييني مهاركنندگيدر70هفده اثر صد

در دارد سوسك آلفاآميلاز آنزيم غلظتصورتيروي در كه
پروتيين17(مشابه افلاك) ميكروگرم رقم پروتييني عصاره

حدود مهاركرده66در را سوسك آلفاآميلاز آنزيم درصد
قد بين تفاوت اين كه دوراست توسط مهاركنندگي ت

معني اختلاف داشتندعصاره هم با ).1لشك(داري
با ما تحقيقنتايج مهاركنندهساير تأثير كه هايهايي

آلفا آنزيم بر را بررسي-گندميان حشرات بودند،كردهآميلاز
همكاران. داشتمطابقت و Franco(فرانكو et al.,

آلفا98،)2000 آنزيم فعاليت مهار آميلاز-درصد
Acanthoscelides obtectusعصاره حضور در را

گزارش گندم همكاران. كردندپروتئيني و مهرآبادي
)Mehrabadi et al., پروتئيني،)2010 عصاره تأثير

آلفااستخراج فعاليت روي را تريتيكاله از آميلاز-شده
Eurygaster integricepsمهاركنندگيبررسي و كردند

عصاره80حدود حضور در آنزيم اين براي را درصد
گزارش همكارانوپارتيدا-گزمان. كردندپروتئيني

)Guzman-Partida et al., مهاركننده) 2007 تأثير
وحشي گياه از Olneyaاستخراجي tesotaآلف بر آميلازارا

و خوك Zabrotesپانكراس subfasciatusبررسي
مشاهدهآن. كردند عصارهها كه استخراجكردند پروتئيني

تا توانست گياه از پانكراس80شده آميلاز فعاليت درصد
حدود و آميلاز40خوك Zabrotesدرصد

subfasciatusكند مهار همكاران. را و Kluh(كلوه et

al., گونه) 2005 روي را لوبيا مهاركننده ازاثر متنوعي هاي
راسته سنجشحشرات مختلف كهآن. كردندهاي دريافتند ها

مياين اسيديتهمهاركننده در مهاركنندگي4-7تواند فعاليت
ايفاكند را آنزيم. خود روي مهاركنندگي Triboliumاين

castaneumاز بود80بيش دريافتندآن. درصد همچنين ها
پيش آنزيم با مهاركننده وقتي مهاركه ميزان شود مي اينكوبه

مي بالاتر بسيار همكاران. رودآنزيم و Silva(سيلوا et al.,

ازپروتئين) 2007 شده استخراج مهاركننده Pterodonهاي

pubescensخالص كردندرا مهاركنندگي. سازي خواص
آميلاز روي شده خالص Callosobruchusپروتئين

maculatesشرايط حدودIn-vitroitroدر درصد70تا
كاهش را آنزيم نشان. دادفعاليت كهمينتايج دهد

آنزيممهاركننده فعاليت مهار براي بالايي قدرت گياهي هاي
محيط-آلفا در حشره . داردIn-vitroآميلاز
پروتئينيتهيدياستاثير عصاره مهاركنندگي ميزان بر

عصاره مهاركنندگي قدرت بر اسيديته اثر تعيين منظور به
از گندم، ).2شكل(شداستفاده9تا2هاياسيديتهپروتئيني

آلفا مهار تغيير-ميزان با تغييركرداسيديتهآميلاز اسيديته. ، در
هيچعصاره3و2 گندم رقم دو هر رويپروتييني اثري گونه

اسيديته در اما نداشتند آلفاآميلاز آنزيم بالاترفعاليت هاي
عصاره بوسيله آنزيم مهار بهميزان معنيها داريصورت

پيداكرد بالاترينكم. افزايش حضور در آنزيم فعاليت ترين
در گندم رقم دو هر از مهاركننده مشاهده5اسيديتهغلظت

معني. شد تفاوت افلاك رقم آندر مهار ميزان در درزداري يم
اسيديته6و4،5هاياسيديته از بعد چه اگر نشد 6مشاهده

ب آنزيم مهار كردهميزان پيدا كاهش پروتييني عصاره وسيله
اسيديتهدينب در كه آنزيم9و7،8هايصورت مهار ميزان
بههب تقريبا افلاك رقم پروتييني عصاره اندازهوسيله يك

ام. بودند رقم بويدر آنزيم مهار ميزان عصارهههفده وسيله
اسيديته در و5،6،7،8هايپروتييني اندازه9، يك به تقريبا

معني تفاوت و ميزانبودند در بداري آنزيم - همهاركنندگي
نشدند مشاهده پروتييني عصاره ).2شكل(وسيله

شده بتواندگزارش بايد خوب مهاركننده يك كه است
اسيديته از طيفي در را خود مهاركنندگي مختلفقدرت هاي

استفادهمهاركننده. كندحفظ درهاي قادرشده آزمايش اين
پايين و بالاتر اسيديته در ابودند از فعاليتتر براي بهينه سيديته

داشته را آنزيم فعاليت از بالايي مهار ميزان .باشندآنزيم،
مطالعه چندين در اسيديته با مهاركنندگي ميزان وابستگي

است شده Valencia(بررسي et al., 2000; Biggs and
McGregor, 1996; Marshall and Lauda, 1975;
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Powers and Whitaker, 1977; Lajolo and Finardi-
Filho, مقدارگزارش).1985 كه است آن از حاكي ها

به وابسته شدت به آناسيديتهمهاركنندگي در آنزيم كه است اي
مي وج- والنسيا. كندفعاليت Valencia-Jimenez(همكارانيمنز

et al., را) 2008 لوبيا رقم چند و خروس تاج مهاركنندگي تأثير
لارو آميلاز آلفا آنزيم فعاليت كاهش Teciaبر solanivora

هيچآن. كردندبررسي اين كه دريافتند درها ها مهاركننده از كدام
داشته6اسيديته آنزيم فعاليت بر تأثيري نبودند همچنين. باشندقادر

به مهار ميزان مهاركنندهدستبيشترين از گروه اين توسط هاآمده
اسيديته اينبود9در استكه آنزيم فعاليت براي بهينه . اسيديته

همكاران و Kotkar(كتكار et al., كهگزارش) 2009 كردند
اسيديته با برابر تقريباً لومن فعاليتاسيديته آن در آنزيم كه است اي

آلفا. كندمي آنزيم فعاليت براي بهينه بيشتر- اسيديته در آميلاز
مهاركنندهسوسك بنابراين و است اسيدي ميها، داخلاي در تواند

بالاي تأثير اسيديته اين در بتواند كه باشد كارا حشره لومن
باشد داشته را خود همكاران.مهاركنندگي و مهرآبادي

)Mehrabadi et al., آنزيمتأث) 2012 مهار ميزان بر اسيديته ير
معدهآلفاآميلاز و پروتئينيميانيبزاقي عصاره توسط گندم سن

قرار بررسي مورد را نشانتريتيكاله و بيندادند اسيديته در كه دادند
بالاي3- 7 آنزيم بود40مهار .درصد

ژل در سنجشفعاليتآنزيم
نشان ژل در آنزيم فعاليت يكبررسي كه فعالداد باند

كانال در داردآميلازي وجود حشره ).4و3هايشكل(گوارشي
غلظت حضور در شاهد باند رنگ دوشدت هر از مختلف هاي

تغييركرد گندم غلظتمشاهده. مهاركننده افزايش با كه شد
كمرنگ باندها مهاركننده، ميپروتئين شدت. شودتر در تغيير اين
آنزيم فعاليت وابستگي يك نشانرنگ را مهاركننده غلظت به

ميمي الايزا دستگاه با سنجش از حاصل نتايج مشابه كه . باشددهد
كم غلظتدر پروتئين0625/1(ترين پررنگ،)ميكروگرم باند

غلظت بالاترين در و پروتئين17(است تقريباً)ميكروگرم باند ،
باند. شدحذف رنگ شدت غلظتهمچنين بالاترين حضور در ها

ام رقم از كمتر افلاك رقم حاصل17- ويمهاركننده نتايج كه بود
داده الكتروفورز، ژل بهاز بدستهاي آنزيمي سنجش از - هآمده

تأييدكرد را الايزا دستگاه ملاحظههمچنان. وسيله شكل در كه
اممي رقم از بيشتر آلفاآميلاز فعاليت روي افلاك رقم تاثير - شود

ميوي دهفده زيرا غلظتباشد درر آنزيم مهار ميزان مشابه هاي
ب امهژل رقم از بيشتر افلاك رقم بودويوسيله .هفده

همكاران و Silva(سيلوا et al., كه) 2009 كردند بيان
براي كارا روشي آفت حشرات در آميلاز ايزوفرم چندين حضور

آن مهاركنندهغلبه بر توليدها آميلاز موردهاي گياهان در شده
مي مي. باشدتغذيه باعث آنزيمي ايزوفرم يك وجود نتيجه، شوددر

مهاركنندهكه به سرعت به نتواند شودحشره مقاوم و. ها كتكار
Kotkar(همكاران et al., استخراج) 2009 مهاركننده شدهتأثير

آلفا فعاليت بر سورگوم غوزهآميلاز- از Helicoverpa(كرم

armigera Hubner (ژل در مورداكريلپليرا بررسيآميد
مهار. قراردادند غياب در را آنزيمي ايزوفرم پنج حشره اين - آميلاز

هاي ايزوفرم مهاركننده، حضور در كه داد نشان به5و4كننده
حذف كامل ايزوفرمطور رنگ ازشدت و نيز3و1،2هايشدند

شد همكاران. كاسته و Mehrabadi(مهرآبادي et al., 2010 (
غلظتت آميلازأثير بر را تريتيكاله پروتئيني عصاره از مختلف هاي

بررسي گندم سن افزايش. كردندگوارشي با دريافتند ها آن
كاهش باندها رنگ شدت مهاركننده بالاترينغلظت در و يافت

به تقريباً باندها شدندطورغلظت، حذف .كامل
نتيجه ميبنابراين دارايگيري گياهان كه هستندشود تركيباتي

آنزيم فعاليت مهاركنندگي خاصيت راكه حشرات گوارشي هاي
توجه. دارند تغذيهاينبهبا در مهمي بيوشيميايي نقش آميلاز، كه

مي ايفا مختلحشرات را آنزيم اين فعاليت كه استراتژي هر - كند،

گيرد قرار توجه مورد بايد مي. كند نشان حاضر تحقيق دهدنتايج
تركيب آنزيمكه مهار در مهمي نقش غلات هاي دانه در موجود ات

ب دارند غيرميزبان وسيعيويژههحشرات طيف در تركيبات اين كه
مي هدف آنزيم مهار به قادر اسيديته عدماز كه پذيريتأثيرباشند

مي محيط اسيديته از آنزيم مزيتمهار از مهارتواند اين كنندههاي
باشد نتايجهب. ها غلظتعلاوه در حتي تركيبات اين كه داد - نشان

قابل اثرات داراي پايين ميهاي آنتوجه نقش كه درباشند را ها
آن عملي ميكاربرد نمايان بيشتر . كندها
سپاسگزاري

هزينه تأمين جهت تهران دانشگاه پژوهشي معاونت هاياز
.شودميقدردانيپژوهشاين
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بر- 1شكل گندم هفده وي ام و افلاك ارقام پروتئيني هاي عصاره مختلف هاي غلظت آلفافعاليتتأثير برگ- آنزيم سوسك سيبآميلاز خوار
.زميني

Figure 1. The effect of different concentrations of wheat proteinaceous extracts on the colorado potato beetle α-
amylase activity

آلفا-2شكل آنزيم فعاليت بر اسيديته برگ-تأثير سوسك درآميلاز زميني سيب عصارهخوار گندمهايحضور پروتئيني
Figure 2. The effect of different pHs on the colorado potato beetle α-amylase activity in the presence of wheat

proteinaceous extracts
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گندم- 3شكل پروتئيني عصاره مهاركنندگي افلاك(تأثير ژل- آلفاروي)رقم در هاي. آميلاز غلظت حضور در و تنهايي به آنزيمي عصاره
شدند بارگذاري ژل در آن از پس و شدند اينكوبه ساعت يك مدت به مهاركننده راس. مختلف سمت از اول ستون شاهد، باشدتيمار مي با. ت

يافت كاهش شده مشاهده فعاليت ميزان مهاركننده، غلظت .افزايش
Figure 3. Inhibitory effect of wheat (Cultivar Aflak) proteinaceous extract on the α-amylase activity in-gel.

Enzyme extract alone and in the presence of various concentrations of inhibitors were pre-incubated for an hour
and then loaded in the gel. Control is the first column on the right. With increasing inhibitor concentration,

decreased activity was observed

گندم- 4شكل پروتئيني عصاره مهاركنندگي ژلآ-آلفاروي)MV-17رقم(تأثير در غلظت. ميلاز حضور در و تنهايي به آنزيمي عصاره
شدند بارگذاري ژل در آن از پس و شدند اينكوبه ساعت يك مدت به مهاركننده مختلف ميتيما. هاي راست سمت از اول ستون شاهد، - ر

يافت. باشد كاهش شده مشاهده فعاليت ميزان مهاركننده، غلظت افزايش .با
Figure 4. �������	
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Abstract

Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chyrsomelidae) is a key pest
of potato worldwide. Given the adverse effect of the pesticides applied against this pest, alternative
method for the pest control is unavoidable. Thus, the aim of the current study was to study the effect
of wheat cultivars proteinaceous extract against the beetle α-amylase. The enzyme extraction from the
beetle and proteinaceous extract from the wheat seeds were done using distilled water and 0.1 M
NaCl, respectively. The results showed that proteinaceous extracts of wheat seeds have great ability to
inhibit Colorado potato beetle α-amylase. Enzyme assays in the presence of five concentrations of
Aflak and MV-17 wheat seed cultivars showed a dose dependant manner of enzyme inhibition.
Remaining activity of the enzyme when concentrations of 17, 8.5, 4.25, 2.125 and 1.06 µg protein of
extract were used was 18, 30, 45.74, 48.74, 58.32, and 60.72%, respectively compared to control. The
results showed that Aflak cultivar is less effective in the enzyme inhibition than MV-17 cultivar.
Studying the effect of pHs on the inhibition showed that the greatest inhibition in the presence of the
highest amount of inhibitor was observed at pH 5. Gel assays showed that bands intensity was
decreased in the presence of different concentrations of both cultivars extracts and the changes of the
bands intensities was dose dependant.
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