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  آميلاز شب پره هندي-برخي ويژگي هاي آنزيم آلفابررسي 

 Plodia interpunctella Hübner (Lep., Pyralidae)  
  

   5داود محمدي -4محسن يزدانيان -3مصطفي وليزاده -2ليلا رشيدي -*1رضا فرشباف پورآباد
  30/3/89:تاريخ دريافت
  2/9/89:تاريخ پذيرش

  
  چكيده

حشـرات و كـاهش اثـرات سـوء      در برابـر گياهان تراريخته به دليل بهبـود مقاومـت گياهـان     در هاي آنزيمي مهار كننده در سالهاي اخير استفاده از 
هـاي   هـاي آنـزيم   داشتن اطلاعات در مـورد ويژگـي  . است پيدا كردهاهميت زيادي  محيطي و امنيت بالاي آنها نسبت به عوامل كنترل بيولوژيك  زيست

 -هاي آنزيم آلفـا  در اين مطالعه برخي ويژگي. باشد هاي كنترل آفات مي هاي آنها براي استفاده در برنامه تفاده از مهاركنندهگوارشي اولين گام در جهت اس
. تلف لاروي مورد مطالعه قـرار گرفـت  بهينه، دماي بهينه، پايداري آنزيم و همچنين فعاليت آنزيم در سنين مخ pHپره هندي، شامل  آميلاز گوارشي شب

گـراد،   سـانتي   درجـه  26±2ي دمـاي  حشرات در شرايط كنترل شـده . مورد مقايسه قرار گرفت فعاليت آنزيم در دو جنس نر و ماده حشرات كاملهمچنين 
فعاليـت آنـزيم در محـدوده    . پيـاده شـدند  تمام آزمايشات در چهار تكـرار  . پرورش يافتند) روشنايي: تاريكي(ساعت  16:8و دوره نوري % 50رطوبت نسبي

كمتـرين  . گراد بـود  درجه سانتي 37گراد مورد مطالعه قرار گرفتند كه دماي بهينه فعاليت آنزيم براي هر دو جنس نر و ماده  درجه سانتي 45الي  25ي دماي
آنـزيم در  . بـود  روند فعاليت آنزيم در هر دو جنس در دماهاي مختلف مورد مطالعه مشـابه . گراد مشاهده شد درجه سانتي 25ميزان فعاليت آنزيم در دماي 

آمـيلاز   -بهينه فعاليت آنزيم آلفا. فعال بوده و روند فعاليت آنزيم در محدوده مورد مطالعه براي هر دوجنس نر و ماده مشابه بود 5 -10هاي  pHمحدوده 
فعاليـت آنـزيم در   . مشـاهده شـد   5/7و  5/8هاي  pHحداقل فعاليت آنزيم براي حشرات نر و ماده در . براي هر دو جنس مشاهده شد 5/5برابر  pHدر 

درجـه   4ايـن مطالعـه همچنـين نشـان داد كـه نگهـداري آنـزيم در دمـاي         . حشرات نر و ماده متفاوت بوده و در جنس ماده آنزيم فعالتر از جنس نر بود
داري نشـان داد و   آماري اخـتلاف معنـي  فعاليت آنزيم در سنين مختلف لاروي از نظر . روز تاثيري در كاهش فعاليت آنزيم نداشت 40گراد به مدت  سانتي

  .  داري مشاهده نشد بيشترين فعاليت آنزيم در سن پنجم لاروي مشاهده شد و بين سنين سوم و چهارم از نظر آماري اختلاف معني
  

  ، نر و مادهما، دpHاميلاز، شب پره هندي، -آلفا: كليدي واژه هاي
  
    1 مقدمه 

ولـه طـويلي اسـت كـه از     دستگاه گوارش در حشرات عبـارت از ل 
اندازه و شكل آن وابسته به نوع . شود دهان شروع و به مخرج ختم مي
ــه   ــار تغذي ــره و رفت ــه حش ــت  تغذي ــر  ). 3(اي آن اس ــاً لارو اكث تقريب

كنند و  اين لاروها پي در پي تغذيه مي. خوار هستند داران گياه پولك بال
است بعضـي از  اگر منابع غذايي كافي در دسترس داشته باشند، ممكن 

                                                            
 ،ي كشاورزي دانشكده ،پزشكي گروه گياهدانشجوي كارشناسي ارشد و  دانشيار -2و1

  دانشگاه تبريز
   :rfpourabad@yahoo.com( Email :نده مسئولنويس -(*
  دانشگاه تبريز ،ي كشاورزي دانشكده ،استاد گروه زراعت و اصلاح نباتات -3
دانشگاه علـوم كشـاورزي و    ،ي علوم زراعي دانشكده ،پزشكي استاديار گروه گياه -4

  منابع طبيعي گرگان
  پزشكي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه تربيت معلم آذربايجان ار گروه گياهاستادي -5

ها در يك وعده غذايي بيشتر از وزن بدن خود غذا مصرف نمايند،  گونه
به علت اين نوع تغذيه در دستگاه گوارش اين لاروها تغييراتي صورت 
گرفته است تا غذا سريعتر به معده رسـيده و هضـم و جـذب آن آغـاز     

  ). 23(شود 
وت هاي گوارشي حشرات بر حسب رژيـم غـذايي آنهـا متفـا     آنزيم

شود كـه   هاي گوناگوني ترشح مي چيزخوار آنزيم در حشرات همه. است
لارو ). 1(توانند هر گونه مواد غذايي را در روده مياني هضـم كننـد    مي

هـاي گوارشـي را دارا هسـتند كـه      اي از آنـزيم  بالپولكداران مجموعـه 
سطح فعاليت آنزيم در . شوند هاي معده مياني ترشح مي وسيله سلول به

باشـد   مياني لارو بالپولكداران بسيار زياد و در معده عقبي كم ميمعده 
هايي نظير تريپسين، آميلاز، بتاگليكوزيـداز، آمينوپپتيـداز و    آنزيم ).14(

مقدار كمي همچنين . هالاز در دستگاه گوارش لاروها فعاليت دارند تره
بـالا   آنزيم آميلاز، مالتاز و اينورتاز توسط غدد لب پـايين و غـدد آرواره  

  . شوند ترشح مي

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  355      ...آميلاز شب پره هندي-برخي ويژگي هاي آنزيم آلفابررسي 

اي از آندو آميلازها هسـتند كـه    آميلازها در برگيرنده خانواده -آلفا
اي،  را در تركيبـات نشاسـته  glucan- )4/1(- D-αهيدروليز پيوند 

هـا   اين آنزيم. دهند هاي وابسته انجام مي گليكوژن و ساير كربوهيدرات
هـا در جـانوران، گياهـان و     وهيـدرات نقش محوري در متابوليسـم كرب 

آلفـا آميلازهـا در بيوتكنولـوژي بـه ويـژه در      . ها دارنـد  ميكروارگانيسم
هـا گـزارش    صنايع غذايي و فرآوري نشاسته يكي از مهمتـرين آنـزيم  

بسياري ازحشرات، به ويژه آنهايي كه طي مرحله لاروي و يا . شده اند
كنند، براي  اي زندگي مي هاي غله ي كامل خود بر روي فرآورده حشره

  ).25و15(زنده ماندن وابسته به آنزيم آميلاز هستند 
هـاي گوارشـي در حشـرات، متناسـب بـا موقعيـت        ويژگي آنـزيم 

هاي غذايي و شـرايط   تاكسونوميكي آنها متغير بوده و تحت تاثير رژيم
  . محيطي محل هاي فعاليت آنهاست زيست

آمـيلاز  -ي فعاليت آلفـا طي يك بررسي رو) 7(آلفونزو و همكاران 
حداكثر فعاليـت   Spodoptera frugiperdaمراحل مختلف رشدي 

در . گزارش كردنـد   pH 5/9-5/8ي  در سن آخر لاروي و در محدوده
هاي پروتئيني هتروتترامريـك حاصـله از گنـدم،     اين بررسي مهاركننده

آميلاز سـن آخـر لاروي ايـن  حشـره را كـاهش داد، در       -فعاليت آلفا
هـاي هوموديمريـك و منومريـك اثـر كمـي روي       كه مهاركننـده حالي

  . آميلاز نشان داد-فعاليت انزيم آلفا
هــاي گليكوزيــداز  در بررســي آنــزيم) 22(نــاكونيزئي و همكــاران 

لاروهـــاي  5و  4ي ســـنين  دار بافـــت و محتـــواي روده  نشـــان
Paranassius appollo (L.) (Lep: Papilionidae)  گزارش

آميلاز بر خلاف سلولاز نقش بسـيار مهمـي در هضـم     -كردند كه آلفا
  . كربوهيدراتها دارد

 Anagasta kuehniellaطـي يـك تحقيـق بـر روي     )8( ربيك
  . گزارش كرده است pH 5 /9- 9 را در آميلاز -حداكثر فعاليت آلفا

بسياري از حشرات بخصوص آفات مهم انباري كه بر روي رژيـم  
نند براي رشد و زندگي به فعاليـت  ك غذايي غني از ساكاريد زندگي مي

تحقيــق بــر روي هضــم مــواد . آمــيلاز وابســته هســتند -آنــزيم آلفــا
اي به عنوان يك هدف براي كنترل حشرات، در سالهاي اخيـر   نشاسته

هايي از  بخصوص پس از اينكه مهاركننده. مورد توجه قرار گرفته است
و بـر عليـه    برخي گياهان مانند گندم، لوبيا، تاج خروس بدسـت آمـده  

  ). 21و15(حشرات به كار گرفته شد 
ي فيزيولوژي  هاي گوارشي اساس مطالعه ي آنزيم مطالعه در زمينه
با توجه بـه اهميـت اسـتفاده از    . رود ها به شمار مي دستگاه گوارش آن

ي  هاي گوارشي و توليد گياهان تراريختـه  هاي گياهي آنزيم مهاركننده
هـا در امـر    در راه استفاده از مهاركننـده حاوي اين تركيبات، اولين قدم 

هاي گوارشي  هاي هر كدام از آنزيم كنترل آفات، شناخت كامل ويژگي
هـاي   هاي آنـزيم  در مورد حشرات مفيد استفاده از فعال كننده. باشد مي

داشـته    هـا نقـش   هـاي آن  گوارشي مي تواند در بهبود احتمالي پرورش
هـاي گوارشـي كـه بـا عنـوان       هاي مختلف آنـزيم  تعيين ويژگي. باشد

Method development  ــي ــناخته م ــي   ش ــامل بررس ــود، ش ش
بهينه آنزيم، مدت زمان پايداري آنزيم،  pHهايي از قبيل دما و  ويژگي

هـاي مختلـف بـر     ها يا حلال اثر غلظت آنزيم و فعاليت آن، اثر محلول
 ـ در اين بررسي، برخي ويژگي. باشد فعاليت آنزيم و غيره مي زيم هاي آن

 P. interpunctellaپـره هنـدي    آميلاز دستگاه گوارش شـب  -آلفا
  . براي اولين بار مورد مطالعه قرار گرفت

  
  ها  مواد و روش

  پرورش حشره مورد بررسي 
در اسفند ماه  Plodia interpunctella 5و  4لاروهاي سنين 

ــي آزمايشــگاهي موجــود در دانشــكده كشــاورزي   1385 از يــك كلن
اي  ت مدرس تهيه شده و بـه يكـي از واحـدهاي گلخانـه    دانشگاه تربي

. گروه گياهپزشكي دانشكده كشـاورزي دانشـگاه تبريـز منتقـل شـدند     
پره هنـدي   پرورش آزمايشگاهي تمام مراحل مختلف نشو و نمايي شب

درصـد و دوره   50±5گراد، رطوبت نسبي  درجه سانتي 26±2در دماي 
 2حشرات به مدت . جام شدان) روشنايي: تاريكي(ساعت  16:  8نوري 

سازي شدند و از نسل سـوم   نسل بر روي پسته خام احمد آقايي خالص
كليــه . بــه بعــد بــراي انجــام آزمايشــات مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد

  . تكرار انجام شد 4اليت آنزيم در هاي مربوط به سنجش فع آزمايش
  

  هاي آنزيمي  سازي نمونه تشريح حشرات و آماده
 24استفاده در سـنجش فعاليـت آنـزيم بـه مـدت       لاروهاي مورد

دقيقه  5لاروها قبل از تشريح به مدت . ساعت گرسنه نگه داشته شدند
سپس  در . حس شوند در ظرف حاوي يخ صنعتي قرار داده شدند تا بي

و در زيـر  ) PH 95/6(فر فسفات سـرد   با داخل يك پتري ديش حاوي
  . استريوميكروسكوپ تشريح شدند

و خارج سـاختن روده ابتـدا سـر لارو بوسـيله پـنس       جهت تشريح
گرفته شده و سپس بوسيله يك قيچي ميكروجراحي از سمت پهلـوي  

بوسيله سوزن و نوك قيچي بـه سـمت خـارج    . شكافي ايجاد شد لارو
هدايت شده و از محل اتصال به سر و مخرج كاملاً جدا شده و پس از 

كه حـاوي   ml1هاي  شستشو در بافرفسفات سرد به داخل ميكروتيوپ
ml5/0 نمونــه هــا بــا اســتفاده از . بافرفســفات بودنــد، منتقــل شــدند

سـانتي   درجـه  4هموژنايزر هموژنيزه شده به مدت دو ساعت در دماي 
 4دقيقه در دماي  10پس از انكوباسيون به مدت . گراد نگهداري شدند

. در دقيفـه سـانتريفيوژ شـدند    دور 10000 بـا سـرعت   سانتيگراد درجه
  .حلول سطي به عنوان منبع انزيمي مورد استفاده قرار گرفتم

  
  آميلاز -تعيين فعاليت آلفا

كيـت آمـيلاز،   (آميلاز با اسـتفاده از كيـت تشـخيص    -فعاليت آلفا
جذب نوري كه مستقيماً . گيري شد اندازه) ساخت شركت پارس آزمون
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نـانومتر و   405، در طـول مـوج   آمـيلاز اسـت   -متناسب با فعاليت آلفا
، سـاخت  Alcyon 300مدل (توسط دستگاه اتوآنالايزر  C  ْ37دماي

برطبق پروتكل ارايه شـده  (گيري شد  اندازه) ، آمريكا Abbottشركت 
  ). ي كيت توسط شركت سازنده

  
  صفات مورد بررسي

  دماي بهينه فعاليت آنزيم 
ي دستگاه اتوآنـالايزر قابـل تغييـر     نظر به اينكه دماي تنظيم شده

سنجش فعاليت آنزيم در دماهاي مختلف و تعيـين دمـاي   نبود، جهت 
ــپكتروفتومتر   ــتگاه اسـ ــه فعاليـــت آن، از دسـ بهينـ

VS
UV ) ــدل مـ

ULTROSPEC 2000 ( ساخت شـركتPharmacia Biotech 
هاي آنزيمي لاروهاي سـن   نمونه. آمريكا و روش دستي استفاده گرديد

سـاعته از   24لاروهاي تا . دندپنجم نر و ماده بصورت جداگانه تهيه ش
داشـته شـدن،    سـاعت گرسـنه نگـه    24كلوني انتخاب شـده و بعـد از   

 ،37، 35 ،30 ،25دماهاي مورد بررسي شـامل  . بلافاصله تشريح شدند
دقيقه  10محلول زيرنهشت به مدت . گراد بودند درجه سانتي 45و  40

 ـ    نگـه )  در دماهاي فوق(در بن ماري  ه حـد  داري شـد تـا دمـاي آن ب
 1000ميكروليتر محلول آنزيمي بـا   20سپس، . تعادلي مورد نظر برسد

هـاي پلاسـتيكي يـك     ميكروليتر از محلول زيرنهشت در داخل كووت
دقيقـه در بـن مـاري قـرار داده      2ليتري مخلوط شده و به مدت  ميلي
دو دقيقه پس از مخلوط شدن زيـر نهشـت و محلـول آنزيمـي،     . شدند

. نـانومتر ثبـت گرديـد    405ها در طول مـوج   هميزان جذب نوري نمون
 3و2 ،1هـاي جـذب نـوري پـس از      براي تعيين فعاليت آنزيم، اختلاف
بـا ضـرب كـردن    . تقسـيم شـدند   3دقيقه تعيين شده با هم جمع و بر 

آنزيم بر حسب واحد   فعاليت 11077هاي بدست آمده در عدد  ميانگين
)بر ليتر  )L

U برطبق پروتكل ارايه شده توسط شركت (ديد محاسبه گر
  ). ي كيت سازنده
  

pH  بهينه فعاليت آنزيم  
عدد لوله كامل گوارشي لاروهـاي   15براي تهيه محلول آنزيمي، 

همــوژنيزه و  ،ليتــر آب مقطــر ســن پــنجم نــر و مــاده در يــك ميلــي
لاروها بدون توجه به سن آنها از كلوني انتخاب شده و . سانتريفيوژ شد

بافرفسـفات    pH. داشتن بلافاصله تشـريح گرديدنـد   ن گرسنه نگهبدو
بـه  ( 10تـا   5مورد استفاده با اسيد سـيتريك و هيدروكسـيد سـديم از    

ليتـر بـافر در    ميلي 5/0تغيير داده شد و از هر كدام، ) واحد 5/0فواصل 
 lµ به ازاي هر ميكروتيوپ. ريخته شد ml5/1هاي  داخل ميكروتيوپ

داري  دقيقه نگه 30يمي اضافه و فعاليت آنزيم پس از از محلول آنز 50
  . گيري گرديد اندازه) گراد درجه سانتي 23-25(در دماي اتاق 

  

  پايداري محلول آنزيمي 
براي تهيه محلـول آنزيمـي از لاروهـاي سـن پـنجم نـر و مـاده        

و در ) بـه صـورت تـازه   (فعاليت آنزيم پس از تهيه شـدن  . استفاده شد
. گيـري گرديـد   روز پـس از تهيـه شـدن انـدازه     30ا روزه ت 10فواصل 
گـراد   درجه سـانتي  4هاي آنزيمي در داخل يخچال و در دماي  محلول

  . داري شدند نگه
  

  اثر طول دوره گرسنگي بر روي فعاليت آنزيم 
سـاعته بطـور جداگانـه و     24لاروهاي سن پـنجم نـر و مـاده تـا     

اي فاقـد آب و مـواد    همزمان از كلوني انتخاب شده در ظروف جداگانه
ساعت در شرايط آزمايشـگاهي   48، 36، 24، 12غذايي به مدت صفر، 
  . گرسنه نگهداشته شدند

  
  هاي مختلف  فعاليت آنزيم سنين مختلف لاروي و جنس

آميلاز در لاروهاي سنين سوم، چهارم و پـنجم   -فعاليت آنزيم آلفا
ورد بررسي م) ساعته 24تا (هاي نر و ماده سن پنجم  و همچنين جنس

اثر سـنين مختلـف لاروي و جنسـيت بـر روي آنـزيم بـه       . قرار گرفت
  . صورت مجزا مطالعه گرديد

  
  روز فعاليت آنزيم در ساعات مختلف شبانه  

، 12، 8، 6در ساعات ) ساعته 24تا (لاروهاي سن پنجم نر و ماده 
در طول شبانه روز از ظروف پرورشـي انتخـاب شـده و بلافاصـله      18

فعاليت آنـزيم در طـول شـبانه    . نه نگه داشتن تشريح شدندبدون گرس
  .هاي نر و ماده به صورت مجزا مورد مقايسه قرار گرفتند روز در جنس

   
  تجزيه آماري

هـا از نظـر نرمـال بـودن توزيـع       هاي حاصل از كليه آزمايش داده
ها بررسي شده سپس بر اساس طرح كاملا تصادفي با چهار تكرار  داده

مقايسه ميـانگين هـا بـا اسـتفاده از     . و تحليل قرار گرفتندمورد تجزيه 
انجام و نتايج به صورت نمـودار بـا   % 1آزمون دانكن در سطح احتمال 

  .ارايه گرديد  Excelاستفاده از نرم افزار 
  

  نتايج و بحث  
  دماي بهينه فعاليت آنزيم 

آمـيلاز   -هاي مربوط به فعاليت آلفـا  ي تجزيه واريانس داده نتيجه
روهاي سن پـنجم نـر و مـاده در دماهـاي مختلـف نشـان داد كـه        لا

 دماهاي مختلف از نظر آماري تاثير معني داري بر فعاليت آنزيم دارنـد 
)5% < P( .داري از نظـر   هاي نر و مـاده اخـتلاف معنـي    در بين جنس

آميلاز در لاروهـاي   -روند فعاليت آنزيم آلفا. دماي بهينه مشاهده نشد
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گـراد، مشـابه و آنـزيم در     درجه سانتي 45تا  25اي سن پنجم در دماه
فعاليت آنـزيم در هـر دو جـنس نـر و     . اين طيف دمايي فعاليت داشت

درجـه   40درجه سـير صـعودي داشـته و سـپس در      37تا  25ماده از 
گراد نيز مقداري افزايش داشته  درجه سانتي 45گراد نزولي و در  سانتي
درجـه   37رين فعاليت در دمـاي  در هر دو جنس نر و ماده بيشت. است
گـراد مشـاهده شـد و     درجـه سـانتي   45گراد و سپس در دمـاي   سانتي

روند . گراد مشاهده گرديد درجه سانتي 25كمترين فعاليت نيز در دماي 
بـا توجـه   . فعاليت آنزيم در دماهاي مختلف در هر دو جنس مشابه بود

 35-45هـا بـين    شود كه فعاليت كلـي آنـزيم   مشخص مي 1به شكل 
باشـد   گراد بوده و در دماهاي پـايين فعاليـت آن كـم مـي     درجه سانتي

  ). 1شكل (
با توجه به نظر برخي محققين، مبنـي بـر ايـن كـه دمـاي بهينـه       

واكنش دارد، دماي بهينـه،   pHهاي مختلف حشرات بستگي به  آنزيم
بنـابراين، بـين نتـايج بـه     . كند متناسب با مدت زمان واكنش تغيير مي

توان انجـام داد   اي نمي گونه مقايسه ده در شرايط مختلف هيچدست آم
دمــاي بهينــه ) 2000(اولايــا و همكــاران  -نــديولام). 1973هــوري (

 Prostephanus truncatusاي سوسك  آميلاز روده -فعاليت آلفا
Horn  گراد گزارش كردند و نشان دادند كه از  درجه سانتي 40-30را
بالا سرعت فعاليـت آن كـاهش يافتـه     درجه سانتي گراد به 40دماي 
ي  درجـه  40كاهش سريع فعاليـت آنـزيم در دماهـاي بـالاتر از     . است
. باشـد  ي عدم پايداري آن در دماهاي بالا مـي  گراد نشان دهنده سانتي

 Callosobruchusآمـيلاز   -دماي بهينه براي فعاليت آنـزيم آلفـا  
chinensis  آمـيلاز   -آلفـا  گـراد، فعاليـت   درجه سانتي 36-40ما بين

 -و آلفـا  گـراد  درجه سانتي Bombyx mori 35همولنف كرم ابريشم 
كه با نتـايج  ) 20(گراد بوده  درجه سانتي Lygus sp. 37آميلاز بزاقي 

، )2000(بنا به گزارش والنسيا و همكـاران  . اين تحقيق همخواني دارد
ي  درجـه  50تـا   Hypothenemus hampeiاي  آمـيلاز روده  -آلفا

ــانت ــت   يس ــال اس ــراد فع ــا  . گ ــت آلف ــه فعالي ــاي بهين ــيلاز  -دم آم
Adelphocoris suturalis   ًگـراد و در   ي سـانتي  درجـه  50حـدودا

Dolycoris baccarum  گـراد گـزارش    ي سـانتي  درجـه  40حدود
درجـه   60تـا   5ي  آنزيم در دماها A. suturalisدر گونه . شده است

  ). 16(گراد از خود فعاليت نشان داده است  سانتي
هـاي پروتئينـي وابسـته بـه تركيـب سـه بعـدي و         پايداري آنزيم
يك تغيير كوچـك در  . باشد هاي اسيد آمينه آنها مي ساختمان مولكولي

اين ساختمان، مخصوصاً در جايگاه فعال، ممكن است شـدت واكـنش   
بعضي از تغييرات به . كاتاليزوري آنها را به طور قابل توجهي تغيير دهد

كنند، اما اگر محـيط   ها را متوقف مي ت كاتاليتيكي آنزيمطور كلي فعالي
آنزيم به شرايط عادي برگردد، آنزيم فعاليت خود را دوبـاره بـه دسـت    

اگر تغييرات به حدي باشد كه آنزيم بـه حالـت اوليـه بـر     . خواهد آورد
دمـا از جملـه فاكتورهـايي    . نگردد، فعاليت آنزيم كاهش خواهد يافـت 

يراتي در تركيب سـه بعـدي آنـزيم فعاليـت آن را     است كه با ايجاد تغي
  ). 4(دهد  كاهش مي
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  در دماهاي مختلفشب پره هندي آميلاز -روند تغييرات فعاليت آلفا - 1شكل 
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  هاي مختلف pHدر  شب پره هندي آميلاز لاروهاي نر و ماده سن پنجم-روند تغييرات فعاليت آنزيم آلفا -2شكل 

  
pH بهينه فعاليت آنزيم   

هـاي   pHروند و مقايسه ميـانگين فعاليـت آنـزيم را در     2شكل 
هاي مربـوط بـه    نتايج تجزيه واريانس داده. دهد مورد بررسي نشان مي

هاي مختلف نشـان داد كـه فعاليـت     pHآميلاز در  -فعاليت كلي آلفا
 درصد 1آميلاز در هر دو جنس نر و ماده در سطح احتمال  -آنزيم آلفا

هاي مختلـف در هـر دو   pHروند فعاليت آنزيم در  .تاسدار بوده  معني
 نر و ماده بيشترين فعاليت آنزيم در هر دو جنس. جنس تقريباً مشابه بود

 - بهينه بـراي فعاليـت آنـزيم آلفـا     pHمشاهده شد كه اين  pH  5/5در 
فعاليـت آنـزيم    pH  5/9در جـنس نـر در   . شـد  آميلاز در نظر گرفتـه 

ست آمد ولي از نظر آماري با هـم اخـتلاف   مقداري كمتر از بهينه به د
آميلاز در جنس نـر در   -كمترين ميزان فعاليت آلفا. داري نداشت معني

5/8  pH  5/7و در جنس ماده نيز در  pH بطـور كلـي   . مشاهده شد
، 6هاي  pHدر هر دو جنس نر و ماده كمترين ميزان فعاليت آنزيم در 

ي بـا همـديگر نداشـتند    دار به دست آمد كـه اخـتلاف معنـي    9و  5/7
  ). 2شكل (

pH هاي  يكي از خواص بسيار مهم داخلي معده است كه در آنزيم
گزارشات مختلفي مبني بر ميـزان  . باشد گوارشي حشرات تاثيرگذار مي

pH  معده وpH    هـاي گوارشـي حشـرات     بهينه بـراي فعاليـت آنـزيم
 مطلـوب  pHيـا دامنـه    pHهـا داراي يـك    آنزيم. مختلف وجود دارد

بـالاتر يـا    pHباشند كه در آن حداكثر فعاليـت را نشـان داده و در    مي
توانـد بـر روي    مـي  pH. يابد ها كاهش مي تر از آن، فعاليت آنزيم پائين

روي  pHاثـر  . باشـد  پايداري آنزيم و بهبود فعاليت بهينه آن تاثيرگذار 
فعاليت آنزيم را معمولاً به يونيزاسيون گروههاي زنجيرهاي جـانبي در  

شـود زنجيرهـاي    دهند كه سـبب مـي   جايگاه فعال پروتئيني نسبت مي

ضـمناً زنجيرهـاي   . جانبي به صورت اسيد يا بـاز ضـعيف عمـل كننـد    
هـاي ديگـر سـاختمان     جانبي ساير اسيدهاي آمينـه موجـود در محـل   

نمايند كه براي ايجاد و  هاي متقابلي شركت مي شپروتئين نيز در واكن
  ). 2(حفظ ساختمان پروتئين موثر هستند 

pH    بهينه براي فعاليت آنـزيم بـاpH     معـده حشـره در برخـي از
غذا  pHها همخواني داشته و تحت تاثير فاكتورهايي نظير غذا و  گونه

ليـت  بيشـترين فعا ). 14(باشد  هاي  معده مي و جمعيت ميكروارگانيسم
شود  مشاهده مي pH 7- 5اي حشرات گوشتخوار در  آميلاز روده -آلفا

بهينه اين آنـزيم   pHچيزخوار،  در حاليكه در حشرات گياهخوار و همه
بهينه كربوهيدراتازهاي  pH). 16(بيشتر متمايل به سمت قليايي است 

اي حشرات بيشتر تحـت تـاثير رژيـم غـذايي آنهـا قـرار دارد تـا         روده
اي،  كـه در مـورد پروتئازهـاي روده    اكسونومي آنها، در حـالي موقعيت ت

pH  باشـد   بهينه كم و بيش وابسته به موقعيت فيلوژنتيكي حشره مـي
)19 .(  

اندامهاي مختلف بدن حشرات اغلـب ناشـناخته    pHنظر به اينكه 
بهينـه     pHباشد، لذا شرايط آزمايشـي غالـب بـا در نظـر گـرفتن       مي

عه، يا با توجه به شـرايط مـورد اسـتفاده بـراي     فعاليت آنزيم مورد مطال
بـا وجـود ايـن،    . شوند هاي مشابه انتخاب مي ها يا ارگانيسم ساير آنزيم

بـا  . باشـد  بهينه فعاليت آنزيم خيلي ضـروري مـي   pHمشخص كردن 
 Zealandica (white )هاي مختلـف معـده   قسمت pHي  مطالعه

cotellytra 4/8ايي به ترتيب بخش جلوي معده، معده مياني و انته ،
آميلاز در  -با اين بررسي هر چند آنزيم آلفا. به دست آمد 3/9و  9/10

هـاي بـالا كـه در بيشـتر     pHسرتاسر روده ميـاني وجـود دارد امـا در    
لـذا، آنـزيم در   . شود، غير فعال اسـت  هاي روده مياني ديده مي قسمت
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 ـ قسمت هـاي   ههاي خاصي از روده و در درجه اول در ناحيه جلويي لول
هـاي   قسـمت  pHدليل اصلي شـناخت  . كور فعاليت قابل توجهي دارد

هـاي مناسـبي    مختلف دستگاه گوارش حشرات، شناسـايي مهاركننـده  
فعاليـت قابـل تـوجهي     pHي مشـخص   است كه بتوانند در آن دامنه

  ). 11(داشته باشند 
 -بـر روي فعاليـت آلفـا    pHبـا بررسـي اثـر    ) 27(زنگ و كوهن 

بهينـه را   Lygus hesperus knight ،pHقي سـن،  آميلازهاي بزا
آمـيلاز بزاقـي    -آنـزيم آلفـا  . بـه دسـت آوردنـد    6/5براي  اين حشره 

Eurydema rugosa Matsch.  درpH  فعـال بـود و    8تـا   5بين
فعاليـت آنـزيم در   . مشاهده گرديد 7تا  6بين  pHبهينه فعاليت آن در 

3 pH  4غير فعال و در pH 17(رش شده است نيز بسيار كم گزا .(  
pH با  ) 5/5 ( پره هندي آميلاز شب -بهينه آلفاpH  بهينه آلفا- 

، ) Diabrotica virgifera virgifera )7/5 pHاي  آمـيلاز روده 
ــان داد  ــابهت نشــ ــا pH). 26( مشــ ــي   -آلفــ ــيلاز گوارشــ آمــ

Callosobruchus maculatus 5/5 )24 ( آمـيلاز معـده    -و آلفـا
Sitophilus granarius  5) 9(نيز توسط بيكر pH    گـزارش شـده
با مطالعه . بيش با نتايج ما مشابهت دارد و كه نتايج اين محققين نيز كم

 -بهينه آلفا pHبر روي بعضي از آفات انباري توسط محققين مختلف 
ــي  ــيلاز گوارش ــا Rhizoperta dominica )10 (7 pHآم  -و آلف

 pHبيشـتر از  ) 12( 5/8 -5/9بـين   S. frugiperdsاي  آميلاز روده
عصاره حاصل از بدن ) 10(بيكر . پره هندي بود آميلاز شب -بهينه آلفا

نتـايج ايـن   . را مورد مطالعـه قـرار داد   R. dominicaحشرات كامل 
ايـن  . نشـان داد  pH 7آميلاز را در  -محقق حداكثر فعاليت آنزيم آلفا

ز آمـيلا  -نيز فعاليـت آنـزيم آلفـا    pH 4-5محقق گزارش كرد كه در 
در مورد . ها نسبت داد بيكر اين موضوع را به وجود آيزوزايم. وجود دارد

در نقـاط ديگـر فعاليـت آنـزيم      pH 5/5پره هندي نيز علاوه بـر   شب
  . باشد ها مي مشاهده شد كه احتمالاً به علت وجود آيزوزايم

  
  اثر پايداري آنزيم 

ي محلول مربوط به اثر تازگ آماري و مقايسه ميانگيننتايج تجزيه 
نـر و  (آمـيلاز لاروهـاي سـن پـنجم      -آنزيم بر روي فعاليت آنزيم آلفا

درجـه   4روز در دمـاي   30نشان داد كه نگهداري انزيم به مدت ) ماده
، با )3 197(هوري . سانتي گراد تاثيري در كاهش فعاليت آنزيم نداشت

نشـان داد كـه بـا     L. disponsiآمـيلاز   -مطالعه بر روي آنزيم آلفـا 
گـراد تـا يـك سـال      درجـه سـانتي   -18داري اين آنزيم در دماي نگه

در بررسـي  ) 6(يزدانيـان و همكـاران   . ماند فعاليت آنزيم ثابت باقي مي
روز پس از  40گزارش كردند كه فعاليت آنزيم تا  G. lineatumسن 

اين مطالعه . ماند گراد فعال باقي مي درجه سانتي 4تهيه شدن در دماي 
پـره   آمـيلاز شـب   -اصله از بررسي پايداري آنزيم آلفـا و نتايج مشابه ح
آميلاز، آنزيمي پايـدار اسـت و در    -دهد كه آنزيم آلفا هندي نشان مي

توان آن را به مدت طولاني، بدون تغييـر در فعاليـت    دماي مناسب مي
  .آن، نگهداري نمود

  
  اثر طول دوره گرسنگي بر روي فعاليت آنزيم 

هاي مربوط به اثر طول دوره گرسنگي  هداد مقايسه ميانگيننتايج 
 1بر فعاليت آنزيم نشان داد كه در هر دو جنس، نر و مـاده، در سـطح   

در افراد نـر بيشـترين    3با توجه به شكل ). 3شكل(دار بود  معني درصد
ساعت گرسنگي مشـاهده شـد و    24و  12ميزان فعاليت آنزيم پس از 

ساعت گرسنگي به دست  36كمترين ميزان فعاليت آنزيم نيز در تيمار 
سـاعت   24در لاروهاي سـن پـنجم مـاده بيشـترين فعاليـت در      . آمد

بــدون (گرســنگي و كمتــرين ميــزان فعاليــت آنــزيم در تيمــار شــاهد 
روند فعاليت آنزيم در هر دو جنس نـر و مـاده   . به دست آمد) گرسنگي

 -در مـورد آلفـا  ) 1973بـه نقـل از هـوري    (ماتومورا . تقريباً مشابه بود
كوتاه مدت سـبب  گي گزارش كرد كه گرسن B. moriاي  آميلاز روده

افزايش فعاليت آنزيم و گرسنگي طولاني مدت سبب كـاهش فعاليـت   
ساعت فعاليت آنزيم را به  24گرسنگي كمتر از . آميلاز شد -آنزيم آلفا

افزايش  گزارش نمود كه )5(يزدانيان . ميزان كمي تحت تاثير قرار داد
 24گي حشرات كامل سن نـواري چتريـان بـه مـدت     طول دوره گرسن

ساعت باعث افزايش فعاليت آنزيم و در نتيجه تجمـع آنـزيم در لـومن    
  . است شدهغده بزاقي 

  
  روز  فعاليت آنزيم در ساعات مختلف شبانه

اثر اين تيمار بر روي فعاليت آنزيم در هر دو جنس نـر و مـاده در   
ليـت آنـزيم در هـر دو جـنس     روند فعا. دار بود معني% 1سطح احتمال 

ظهر در  12بيشترين ميزان فعاليت آنزيم در ساعت . مشابه يكديگر بود
صبح مشاهده شد كـه   8هر دو جنس نر و ماده و پس از آن در ساعت 

كمتـرين ميـزان فعاليـت در    . معني داري با يكـديگر داشـتند    اختلاف
 رونـد فعاليـت آنـزيم نشـان    . عصر مشـاهده شـد   18صبح و  6ساعت 

ظهر ميزان فعاليت آنزيم افـزايش و   12دهد كه در هر دو جنس تا  مي
همچنين بين ميانگين فعاليت آنـزيم در سـاعت   . يابد سپس كاهش مي

  ).4شكل (داري وجود نداشت  عصر اختلاف معني 6صبح و  8
روز  هاي گوارشي حشرات در شـبانه  در زمينه تغييرات فعاليت آنزيم

در مـورد  ) 5(يزدانيان . انجام نشده استتاكنون به آن صورت تحقيقي 
گزارش كرد كه در حشرات نر بيشـترين فعاليـت    G. lineatumسن 

صـبح   6صـبح و   8شـب،   12ظهر و در حشـرات مـاده    12در ساعت 
  .داري نداشتند مشاهده گرديد كه با هم اختلاف معني

روز را شايد بتـوان   فعاليت آنزيم در ساعات مختلف شبانهتفاوت در 
طور جزئي به تغيير در ميزان توليد آنزيم بـر اثـر دمـاي محيطـي و     به 

هاي موجود در فعاليت آنزيم  شرايط گرسنگي و به طور عمده به تفاوت
  . بسته به مراحل مختلف نشو و نمايي و رشدي نسبت داد
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  آميلاز شب پره هندي-آلفا اثر طول دوره گرسنگي بر فعاليت آنزيم - 3شكل 

  )گين ها براي هر دو جنس به طور جداگانه انجام شده استمقايسه ميان( 
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  آميلاز در ساعات مختلف شبانه روز-فعاليت آنزيم آلفا - 4شكل 

  .مي باشد 5%حروف متفاوت بيانگر اختلاف معني دار از نظر آماري در سطح احتمال ). مقايسه ميانگين ها براي هر دو جنس به طور جداگانه انجام شده است(
  
  
  اليت آنزيم در سنين مختلف لاروي فع

 درصـد  1فعاليت آنزيم در سنين مختلف لاروي در سطح احتمـال  
بيشترين فعاليت آنزيم در سن پنجم لاروي . داشتداري  معني  اختلاف

اختلاف بين فعاليت آنزيم در سنين سوم و چهارم لاروي . مشاهده شد
  ).5شكل (دار نبود  معني

آميلاز در مراحل مختلف نشو و نمايي را  -تفاوت فعاليت آنزيم آلفا
در ). 20(توان به عواملي همچون نوع و ميـزان تغذيـه نسـبت داد     مي

پره هندي نيز با افزايش ميزان تغذيه و جـذب غـذا فعاليـت     مورد شب
آميلاز افزايش يافت، كه اين امر مشابهت با ساير تحقيقات انجام  -آلفا

، بـا مطالعـه فعاليـت    )17(هـوري  . دده يافته در اين زمينه را نشان مي

 Eurydemaآنزيم در مراحل مختلف نشو ونمايي سن بـدبوي كلـم   
rugusa هاي سن دوم بسيار كم،  ، نشان داد كه فعاليت آنزيم در پوره
هاي سنين سوم، چهارم و پنجم نسـبتاً بـالا بـود و در سـن      اما در پوره

  . چهارم به حداكثر مقدار خود رسيد
دريافت كـه   L. disponsiبا مطالعه بر روي سن ) 1970(هوري 

تـر   هاي جوان آميلاز بزاقي در پوره -در يك مرحله رشدي، فعاليت آلفا
تـر شـدن آنهـا و درسـت قبـل از       ها و مسـن  پايين بود اما با رشد پوره

هـاي   فعاليت آنزيم در پـوره . تعويض جلد به بيشترين مقدار خود رسيد
اي سن سوم بود در حاليكـه فعاليـت آنـزيم    ه سن دوم تقريباً برابر پوره

برابـر فعاليـت    10و  3هاي سنين چهارم و پنجم به ترتيب حدوداً  پوره
  . هاي سن دوم بود آن در پوره
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  شب پره هندي آميلاز در سنين مختلف لاروي- آلفا آنزيم فعاليت  - 5شكل 

  
 ـ C. crocaleفعاليت آنزيم در بافت معده مياني لار و پروانـه   ه ب

همچنـين بـين   . يافـت داري با افزايش سن لاروي افـزايش   طور معني
ميزان جذب غذا و فعاليت آنزيم ارتباط مستقيم مشاهده شد، به طوري 
كه با افزايش تغذيه و جذب غـذا، فعاليـت آنـزيم نيـز در بافـت معـده       

  ). 13(افزايش يافت 
تغييـر  آفـت  لظت آنزيم متناسب با مرحلـه نشـو و نمـايي    غنوع و 

 آنـزيم   ، فعاليـت .Drosophila spدر طـول مرحلـه لاروي   . كند يم
آميلاز از سن لاروي اول تا سن آخر لاروي به تدريج افزايش مي -آلفا
در سـن  . دهـد  هر چند كه هنگام تعويض جلد كاهش نشـان مـي  . يابد

پنجم لاروي، فعاليت آنزيم در لاروهاي سن پـنجم تـازه ظـاهر شـده     
سن همين مرحله بوده و بيشـترين مقـدار آن   بسيار كمتر از لاروهاي م

ــل   ــرات كام ــد  4در حش ــاهده ش ــاز روده . روزه مش ــت پروتئ اي  فعالي
Galleria mellonella  يابـد   با پيشرفت سنين لاروي افزايش مـي

)20 .( 
-در كل بررسي حاضر نشان داد كه دماي بهينه فعاليت انزيم آلفا

مـي   C˚ 37ه حدود آميلاز شب پره هندي براي هر دو جنس نر و ماد

. باشد هر چند فعاليت آنزيم در جـنس مـاده بيشـتر از جـنس نـر بـود      
هـاي مختلـف    pHهمچنين در اين بررسي مشخص شد كه آنزيم در 

فعاليت متفاوتي نشان داد و پيك هـاي مختلفـي از فعاليـت آنـزيم در     
pH  مشاهده شد كه در كل در شـرايط   8و  7، 5/5هاي مختلف مانند

در بررسـي  . فعاليت انزيم بيشترين مقدار خـود را داشـت   نسبتا اسيدي
ديگري مشاهده شد كه نگهداري آنزيم به مـدت يـك مـاه در دمـاي     

تـاثير گرسـنگي بـر    . يخچال تاثيري در كاهش فعاليت آنـزيم نداشـت  
 24آميلاز نيز معني دار بـود بـه طـوري كـه بعـد از      -فعاليت آنزيم آلفا

آنزيم افزايش يافت و پـس از   ساعت گرسنگي در هر دو جنس فعاليت
در ساعات مختلف شـبانه روز فعاليـت آنـزيم    . آن سير نزولي پيدا كرد

ظهـر بـود و همچنـين     12متفاوت بوده و اوج فعاليت انزيم در ساعت 
مشخص شد كه با افزايش سنين لاروي فعاليـت آنـزيم نيـز افـزايش     

حقيـق  با توجـه بـه نتـايج بدسـت آمـده از ت     . معني داري نشان ميدهد
هـاي مـوثري در    تر اميد است گـام  حاضر و همچنين مطالعات تكميلي

  .هاي نوين كنترلي براي آفات برداشته شود راستاي گسترش روش
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