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 چکيده

آمیلاز  -های گیاهی مهارکننده آلفانیپروتئترین حشره آفت گندم و جو در ایران و بسیاری از کشورهاست. گندم مهممعمولیسن

در این تحقیق اثرات  .دنباشالایی در زمینه مهندسی ژنتیک و در مبحث مقاومت گیاهان در مقابل آفات دارا میپتانسیل کاربرد ب

 -ینی جدا شده از سه رقم گندم )رقم اروند و هیرمند از گندم نان( و )رقم بهرنگ از گندم دوروم( بر آلفائمهارکنندگی عصاره پروت

 دستگاه جداسازی از پس و شده های بالغ تشریحسن منظور این سی قرار گرفت. برایگندم مورد بررمعمولیآمیلاز گوارشی سن

 روی پروتئینی عصاره تأثیر های بازدارنده سه رقم گندم هم استخراج شدند. بررسیپروتئینشد.  استخراج پروتئینی عصاره گوارش،

های درصد مهارکنندگی آمیلازی برای رقمگرام انجام شد. زایمو ژل در سنجش و آنزیمی سنجش روش دو به آمیلاز -آلفا آنزیم فعالیت

آمیلاز در حضور  -زیموگرام آنزیم آلفادست آمد. هدرصد ب 38 ±3/1و  33 ±22/2، 53 ±33/1 ترتیب،هیرمند، بهرنگ و اروند به

نسبت به شاهد )عدم  پروتئین بازدارندهآمیلاز در حضور  -های فعالیت آنزیم آلفاهای بازدارنده استخراج شده نشان داد که، باندپروتئین

حضور پروتئین بازدارنده( در رقم اروند و بهرنگ نسبت به رقم هیرمند فعالیت کمتری دارد که موید فعالیت مهارکنندگی بالا در رقم 

 دست آمد.هب protein U/mg 83/2گوارشی آمیلاز -آلفا آنزیم ویژه باشد. همچنین فعالیتاروند و بهرنگ می
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 مقدمه

 :Eurgaster integriceps puton (Hemipteraگندممعمولیسن

 (Scutelleridae آفت اصلی گندم و جو در مناطق وسیعی از

شرق تا غرب آسیا، شمال آفریقا و شرق و جنوب اروپا به حساب 

که هیچ روش ی آفت در بعضی از مناطق، زمانیآید و آلودگمی

درصد محصول  133کنترلی صورت نگیرد، باعث از بین رفتن 

(. به همین دلیل Parker et al., 2002) و همکارانپارکر شود می

در حال حاضر سالانه بیش از یک میلیون هکتار از مزارع گندم 

ینه گردد که متضمن صرف هزپاشی میکشور علیه این آفت سم

اگرچه استفاده از  .باشدهنگفتی برای دولت و کشاورزان می

های شیمیایی توانسته مقدار زیادی از صدمه این آفت کشآفت

محیطی در به مزارع را کاهش دهد، ولی بروز مسائل زیست

های شیمیایی و از طرف دیگر ایجاد کشارتباط با کاربرد آفت

شده موجب شده است کار گرفته های بهکشمقاومت علیه آفت

 شیمیایی بیشتر گرددهای مبارزه غیرکه توجه به سایر روش

با  هیطول تغذ درگندم معمولیسن(. Isman, 2006) ایسمن

ی هامیآنز یمکنده بزاق خود را که حاو -زننده یقطعات دهان

 قیبه داخل دانه تزر قیغدد بزا باشد ازیم کننده پروتئینهضم

 بیترک نیو سپس ا وردهدرآ عیفرم مابه  را تا غذا کندمی

لوله گوارش هضم در داخل  ندآیفر مهمکد و ادایرا م ییغذا

(. یافتن Boyd et al., 2002)و همکاران بوید شود انجام می

های مناسب و محتمل به این آفت یکی از روش ارقام مقاوم و یا

زیست برای محدود کردن جمعیت آفت سازگار با محیط

 (. باLawrence and Koundal, 2002) نس و کونداللارباشد می

گندم در محیط غذایی سرشار از معمولیتوجه به این که سن

آمیلاز در متابولیسم این  -کند، آلفاکربوهیدرات زندگی می

که این حشره نظر به طوریحشره نقش بسیار مهمی دارد، به

اه کند و در دستگاهمیت آن، چندین فرم از آن را سنتز می

 ,.Kazzazi et al) و همکارانکزازی برد کار میگوارش خود به

آمیلاز نشاسته و گلیکوژن را به مالتوز تبدیل  -(. آلفا2005

کند و در مرحله بعدی حشره با استفاده از گلوکزیدازهای می

-کند. در حشرات تنها آمیلاز میخود عمل هضم را کامل می

گلوکان ازجمله نشاسته و -4و  1-های بلند آلفاتواند زنجیره

(. Terra et al., 1999) و همکارانترا گلیکوژن را هیدرولیز کند 

ها، آمیلاز در میکروارگانیسم -های پروتئینی آلفابازدارنده

 و همکاران سیواکومارشوند گیاهان و جانوران دیده می

(Sivakumar et al., 2006بازدارنده .)طورآمیلاز به -آلفا های 

 فرانکو اندحبوبات، گندم، چاودار و ذرت شناخته شده رد عمده
 ;Franco et al., 2005) و همکارانمندوزا  -دیاس ؛همکاران و

Diaz-Mendoza et al., 2003عنوان فاکتور مقاومت در (. که به

شود ویژگی بازدارندگی یک ها یاد میبرابر حشرات آفت از آن

توانند برای ت که میهایی اسگام اصلی و مهم در کشف مولکول

 به حشرات مفید واقع شوند تولید گیاهان ترنس ژنتیک مقاوم

 برای مهارکننده (. یکMorton et al., 2000) و همکارانمرتن 

 کهاین اول باشد، مهم داشته ویژگی دو باید بودن مؤثر

 که هایاسیدیته در و پایین غلظت یک در بایستی مهارکننده

 حشره آنزیم فعالیت شود،می یافت حشرهبزاقی  غدد یا معده در

 اینکه، دیگر ویژگی و کند مهار قابل توجهی میزان به را

 بزاقی غدد و معده پروتئازهای یحمله برابر در باید مهارکننده

. Valencia et al., 2000)) همکاران ووالنسیا  باشد مقاوم حشره

 -زیم آلفامطالعه بازدارندگی آن ی حاضرمطالعه بنابراین هدف از

در دو رقم گندم نان و یک  گندممعمولیآمیلاز گوارشی سن

باشد. بهرنگ می های هیرمند، اروند ورقم گندم دوروم به نام

تواند در های گوارشی با میزبان میمشخص شدن ارتباط آنزیم

های برتر از لحاظ مقاومت با این آفت مورد تعیین واریته

 استفاده قرار گیرد.
 

 هاوشمواد و ر

 آوری حشراتجمع

گندم )نسل جدیدد(، در  معمولیعدد حشره بالغ سن 533تعداد 

حال تغذیه از مزارع گنددم شهرسدتان قهاوندد، اسدتان همددان      

های مزرعه پس از انتقال بده آزمایشدگاه   نمونه گردید.آوریجمع

روشدنایی بده    8::1تحت شرایط آزمایشگاهی در شرایط نوری )

 :3+13درجه سلسیوس و رطوبت نسدبی   23+2تاریکی(، دمای 

های گندم تا زمان تشدریح بدرای   درصد در ظرف محتوی خوشه

 مدت محدود پرورش یافتند.

 

 تهيه عصاره آنزیمی

 های بازدارنده از آرد گندمينتئاستخراج پرو

، کدوهن  های آنزیمی از معده حشرات بدالغ براسداس روش  نمونه

(Cohen, 2000با اندکی تغییر، تهیه ش )  د. ابتدا حشره روی یدخ

ها در زیر استریومیکروسدکو  در  حس شده، سپس معده آنبی

هدا در  سازی شده و هر ده عددد از آن محیط آب مقطر سرد جدا

لیتدر  لیتری که حاوی یک میلیمیلی 3/1های داخل میکروتیوب

هدا در  بودند قرار داده شدند. ندرم کدردن نمونده    دوبار تقطیر آب

ها در دمای چهار درجه در نهایت نمونه رفت.هموژنایزر صورت گ

دقیقده سدانتریفیوژ، و    23به مدت  g13333× سلسیوس با دور 

درجده سلسدیوس    -23عنوان منبع آنزیمی در دمای رونشین به

 داری شد.نگه
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 ,Baker) و همکداران ملدو  و  بیکدر این عمدل براسداس روش       

1983; Melo et al., 1999)      گرفدت.   بدا انددکی تغییدر صدورت

 3:گرم از آرد هر کدام از ارقام گنددم در   33منظور مقدار بدین

مدت یک ساعت در دمای اتداق  به M  13/3 NaClلیتر بافرمیلی

دقیقه و  43مدت در روی همزن به آرامی مخلوط، و در ادامه به

منظدور حدذف   مایع رویی به سانتریفیوژ شدند. g:333×در دور 

درجدده  83دقیقدده در دمددای  13ت مدددزاد بددههددای درونآنددزیم

دهدی  منظدور رسدوب  ماری قرار داده شده و بده سلسیوس در بن

اشدباع مخلدوط    %03و  %43، %23آمونیدوم  پروتئین با سدولفات 

-های آزمایش حاوی مخلدوط پدروتئین بدا سدولفات    گردید. لوله

 4در دمددای  g:333×دقیقدده در دور  53آمونیددوم بددرای مدددت 

شدند. رسوبات حاصل در هدر لولده    درجه سلسیوس سانتریفیوژ

صورت سوسپانسدیون  لیتر آب دوبار تقطیر بهآزمایش با دو میلی

ساعت درون بافر سیترات سددیم بدا    24مدت درآمد و سپس به

3/: =pH     در دمای چهار درجه سلسیوس دیدالیز شدد. لازم بده

توضیح است که هر ده سداعت، آب دو بدار تخلیده و آب جدیدد     

از انجدام دیدالیز محتویدات لولده دیدالیز در       جایگزین شد. پدس 

دقیقده در   23مدت لیتری تخلیه و بهمیلی 3/1های میکروتیوب

سددانتریفیوژ  g18333×دمددای چهددار درجدده سلسددیوس بددا دور 

ها منظور به حداقل رساندن حجم نمونهبه دش شدند. مایع رویی

ساعت در دسدتگاه فریدزر    :1مدت و قابلیت نگهداری طولانی به

-درایر قرار داده شد. در زمان استفاده پودر حاصل در دو میلدی 

ته و بعدد از سده   حدل گشد   pH= :/3لیتر بافر سیترات سدیم با 

هدای بعددی مدورد    ، مایع رویی برای آزمدایش دقیقه سانتریفیوژ

 استفاده قرار گرفت.
 

 سنجش فعاليت آميلوليتيکی 

 ,Bernfeld) ،برنفلدد آمدیلاز بدا اسدتفاده از روش     -فعالیت آلفدا 

گیری شدد. در ایدن آزمدایش از دی    ( با اندکی تغییر اندازه1955

عنوان معرف و از محلول یک ( بهDNSنیترو سالیسیلیک اسید )

عنوان سوبسدترا اسدتفاده گردیدد. واکدنش در     درصد نشاسته به

درجده   53در دمدای   pH= :/3محیط بدافر سدیترات سددیم بدا     

 133های حاوی کروتیوبمنظور میسلسیوس انجام گرفت. بدین

میکرولیتدر   13میکرولیتر محلول آنزیمدی و   13میکرولیتر بافر، 

 33دقیقه در آون قرار داده شدده و سدپس    53مدت سوبسترا به

دقیقده   13مددت  به مجموعه اضافه و به DNS میکرولیتر معرف

هدا بعدد از سدرد شددن در     در آب جوش قرار داده شدند. نمونده 

( قدرار گرفتده و در طدول    EL-Reader 96X) دستگاه الایزا ریدر

  DNSنانومتر خوانده شدند. در شاهد، سوبسترا بعد از 343موج 

و قبل از حدرارت وارد نمونده گردیدد. بدرای تعیدین یدک واحدد        

آمیلاز نیاز به مقدار آنزیمی است کده بتواندد یدک     -فعالیت آلفا

در لیتدر، در مددت یدک دقیقده     مول مالتوز را در یک میلیمیلی

 درجه سلسیوس تولید نماید.   53دمای 

 

 آميلاز      -بررسی اثر مهارکنندگی بر فعاليت آلفا

، :1، 8، 4، 2های اسدتخراجی ) های مختلف از مهارکنندهغلظت

دقیقده بده    23مددت  ( بده پدروتئین لیتدر  میکروگرم بر میلی 52

 آمیلولیتیکی فعالیت محلول آنزیمی و بافر اضافه گشته و سپس

 گیری شد.برنفلد اندازه روش از ادهاستف با

بده   DNSدر شاهد، مهارکنندده و سوبسدترا بعدد اضدافه شددن      

 مخلوط آزمایش اضافه شد.

 

تعيين اثرات دما و زماان در ميازان مهارشادن فعاليات     

های اساتخراجی  گندم توسط بازدارندهآميلوليتيکی سن

 (از ارقام گندم%07، %59، %59 )اشباع

ها مختلف بر فعالیت مهارکنندگی بازدارنده بررسی تأثیر دماهای

هددای بددا کنددار هددم قددرار گددرفتن عصدداره آنزیمددی و مهارکننددده

استخراجی در شرایط آزمایشگاهی کاملاً یکسان و روشی مشابه 

درجده سلسدیوس بدرای     58و  53، 53، 23در دماهای مختلف 

   دقیقه انجام گردید. 53و  53، 23، 23، 13، 13، 3مدت 

 

یش مقدار بازدارنده روی ميزان درصد بازدارندگی اثر افزا

 (%07، %59، %59)اشباع 

منظور بررسی اثر مهارکننددگی، پدنغ غلظدت    در این آزمایش به

لیتدر از  میلدی  ( میکروگدرم بدر  52، :1، 8، 4 ،2مختلف شدامل ) 

 کداملاً  آزمایشدگاهی  شدرایط  های هر رقم تهیده و در مهارکننده

   .گردید هاستفاد مشابه روشی یکسان با

 

 سنجش مهارکنندگی به روش زیموگرام

الکتروفورز  روش ژل از استفاده با آمیلولیتیکی فعالیت زایموگرام

-بده  %13 اکریلآمیدد پلدی  انجام شد. از ((Lammli, 1970 لاملی

کننددده اسددتفاده بددرای ژل متددراکم %4ژل جداکننددده و  عنددوان

نجام شد. پدس  برای دو ساعت ا 133 ولتاژ در الکتروفورز گردید.

 13مددت  از رسیدن رنگ به انتها، ژل از شیشه جدا شدده و بده  

سدپس بدرای    .شدد  شسدته  تقطیر دوبار آب دقیقه در محلول در

 pH= :/3 بدا  مدولار  Tris-HCl 32/3 سداعت در بدافر   3/1مدت 

ساعت درون محلدول نشاسدته    3/1مدت در ادامه بهگرفت.  قرار

 13مددت  و بده  شسته قطرم آب با ژل پایان گذاشته شد، در 1%

-رندگ  (2I ،5% KI %5/1)دقیقه بدا اسدتفاده از محلدول لوگدول     

های های حاوی نشاسته به رنگ روشن و محلآمیزی شد. محل

   فاقد نشاسته به رنگ تیره درآمد.
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 هاتجزیه و تحليل داده

 از استفاده تصادفی با کاملاً طرح ها براساسداده تحلیل و تجزیه

 آزمون از با استفاده هاداده بندیگروهنجام گرفت. ا SASافزار نرم

LSD اخدتلاف  دهندده نشان کوچک نامشابه حروف شد. بررسی 

 روی عددد  هدر ، باشدند مدی  درصدد  3 احتمال سطح در دارمعنی

 عمودی کوچک هایمیله و داده سه دهنده میانگیننشان نمودار

 .باشدمی معیار اشتباه معرف

 

 نتيجه و بحث

 آميلاز      -ی ميزان فعاليت آلفاگيراندازه

-معمدولی آمیلاز در سدن  -در این تحقیق فعالیت ویژه آنزیم آلفا

 .دست آمدهب protein  U/mg 83/2گندم

گنددم توسدط محققدین    معمدولی آمیلاز سدن  -فعالیت آنزیم آلفا

و  کدزازی  گیری شده است. در تحقیقی که توسدط مختلف اندازه

آمدیلاز   -عالیت ویژه آنزیم آلفا( صورت گرفت، ف2005همکاران )

چده  گدزارش شدده اسدت. آن    U/mg 00/1 گندممعمولیدر سن

آمیلاز در حشدرات بسدیار    -مسلم است سطح فعالیت آنزیم آلفا

-بده  هدا اسدت.  متنوع و در عین حال وابسته به رژیم غدذایی آن 

که حشرات با رژیم غذایی غنی از نشاسته با افزایش قابدل  طوری

گندم بده  معمولیرو هستند. سنبهکرد این آنزیم روتوجه در عمل

لحاظ تغذیه از گیاهان محدودی از خانواده گرامینه و غنی بودن 

ها از نشاسته، این حشره در معدده و غددد بزاقدی دارای    این دانه

بالا بودن فعالیت این  باشد.سطوح بالایی از آنزیم آلفا آمیلاز می

-رسانی به گندم بهرا در آسیب آنزیم، نه تنها اهمیت این حشره

دهد، بلکده  ترین تولیدات کشاورزی نشان میعنوان یکی از مهم

 .تواند در مطالعات فیزیولوژیکی نیز مورد استفاده قرار گیرد می

 

آميلاز استخراج شده از ارقام گنادم   -اثر مهارکننده آلفا

)گندم نان( و بهرنگ از گنادم دوروم بار    اروندهيرمند و

 )اشباع گندممعمولیآميلاز معده سن -آنزیم آلفا فعاليت

59% ،59%، 07%) 

هدای اسدتخراجی از ارقدام گنددم: هیرمندد، بهرندگ       مهارکننده 

درصددد  22و 12، :1دارای  %23وارونددد بدده ترتیددب در اشددباع  

درصدد و در   53و 23، 12، %43خاصیت بازدارندگی، در اشدباع  

ترتیدب بده   یدری بده  گدارای قدرت بازدارندگی چشم %03اشباع 

-درصد بر فعالیت آمیلولیتیکی حشره سن 38 و 33، 53میزان 

 (.1 گندم بودند )شکلمعمولی

بیشترین میزان بازدارندگی در هر سه اشباع برای رقم اروندد      

و کمترین میزان بازدارندگی برای رقدم هیرمندد مشداهده شدد.     

( (Sanaey and Najafi Mirak, 2012 میدرک صدناعی و نجفدی  

 هدای پدوره  به مقاومت ژنتیکی منابع شناساییمنظور تحقیقی به

انجدام  و ندان   گنددم دوروم  بخش امید لاین و رقم 02سن روی 

 بدالا  تدراکم  داشدتن  با هیرمند گندمالذکر فوق در تحقیق دادند،

 عندوان بده  دانه زدگیسن درصد بالا بودنو  جدید نسل بالغ سن

گندم  گندم و رقممعمولیسن هایپوره به حساس گندم نان رقم

گنددم در مترمربدع و   معمدولی با تعداد دو و نیم عددد سدن   اروند

های مقاوم گندم ندان  زدگی دانه جزء رقمپایین بودن درصد سن

 گزارش شدند.

چه در این تحقیدق  شود نتایغ فوق با آنچنانچه ملاحظه می    

تدرین  رسدد کده یکدی از مهدم    آمده، همخوانی دارد و به نظر می

هدای آنزیمدی   های گندم تدأثیر بازدارندده  عوامل مقاومت در رقم

 است.
 

های مختلف پروتئين غلظت ارتباط درصد مهارکنندگی و

-( استخراجی از رقام %59، %59، %07مهارکننده )اشباع 

-هيرمند بر فعاليت آنزیم آلفا های گندم بهرنگ، اروند و

 گندممعمولیآميلاز سن

( 4، 5، 2هدای ) طدور کده در شدکل   همدان دست آمدده  هنتیجه ب

 :1تدا   2ز غلظدت  کنید بده ایدن صدورت بدود کده ا     مشاهده می

لیتر با افزایش غلظت مهارکنندده بده محدیط    میکروگرم بر میلی

یابد. اما پس از آن درصد واکنش درصد مهارکنندگی افزایش می

توان نتیجه گرفدت کده   ماند. لذا میثابت می مهارکنندگی تقریباً

که افزایش غلظت بازدارنده، درصد فعالیت بازدارندگی تا جاییبا 

های فعال آنزیم بلوکه نشده باشند، افدزایش یافتده و   همه سایت

 ماند.سپس مقدار آن ثابت می
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 ( %03 ،%43 ،%23اع آمیلاز سن معمولی گندم )اشب -در میزان مهارکنندگی آلفا های گندمهای رقمبازدارنده تأثیر :1شکل 

Fig. 1: The effect of wheat varieties extracts on the inhibition of the Sunn pest α-amylase activity (Saturation 25%, 

45%, 70%) 
 

 
 

  (%23اشباع ) گندم درمعمولیسن آمیلاز آلفا آنزیم مهارکنندگی میزان بر مختلف عصاره گندم هایغلظت :2شکل 
Fig. 2: The effect of different concentrations of wheat extract on inhibition of Sunn pest α-amylase activity (Saturation 

25%) 

 
 

 

 (%43اشباع ) گندممعمولیسن آمیلاز آلفا آنزیم مهارکنندگی میزان بر مختلف گندم هایغلظت اثر :5شکل 
Fig. 3: The effect of different concentrations of wheat extract on inhibition of Sunn pest α-amylase activity (Saturation 

45%) 
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  (%03اشباع ) گندممعمولیسن آمیلاز آلفا آنزیم مهارکنندگی میزان بر مختلف گندم هایغلظت اثر :4شکل 
Fig. 4: The effect of different concentrations of wheat extract on inhibition of Sunn pest α-amylase activity (Saturation 

70%) 
های شیمیایی یکی از عوامل مهم که بر سرعت انجام واکنش    

باشدد. در ایدن   گذارد، غلظت مواد دخیل در واکنش میتأثیر می

کنندده در واکدنش   بخش از آزمایش غلظت یکی از مواد دخالدت 

ایدم  باشد را افزایش دادهآمیلاز استخراجی می -دارنده آلفاکه باز

و چون در صورتی که غلظت مواد دخیل در واکنش بدالا باشدد،   

هایی کده اندرژی کدافی بدرای انجدام      ممکن است تعداد مولکول

یابدد. بده   ها افزایش واکنش دارند و هم تعداد دفعات برخورد آن

کنندده  هدای واکدنش  این ترتیب انجام واکنش با غلظت مولکدول 

 .متناسب است 

( اثدر بازدارندده   Bannakan et al., 2007)و همکاران  باناکان    

، آمیلاز سوسک -را روی آلفا Vingna radiata (.L)آمیلاز  -آلفا

( 2000) و همکداران والنسدیا  همچندین   و ای حبوباتنقطه چهار

آندزیم   را روی  Phaseolus vulgaris (L.)که اثر بازدارنده لوبیدا 

آمیلاز کرم دانده قهدوه آزمدایش کردندد، دریافتندد کده بدا         -آلفا

 83ترتیب درصد فعالیت بازدارندگی تا افزایش حجم بازدارنده به

 یابد.  افزایش می %133و 

 -( بازدارنده آلفاVeronique et al., 1997)همکاران  و ورنیکو    

نکراس خدوک  آمیلاز پدا  -را روی آنزیم آلفا  Ph. vulgarisآمیلاز

آزمایش کردند، مقادیر متفاوتی از بازدارنده را در حضدور آندزیم   

آمیلاز قرار دادند، نتیجه به این گونه بدود کده بدا افدزایش      -آلفا

حجم بازدارنده درصد فعالیت بازدارندگی نیز افدزایش یافدت تدا    

حجمی که مقدار بازدارنده دو برابر حجم آنزیم به کار رفته بدود  

یب خط ثابت شد. بنابراین دریافتندد کده نسدبت    و پس از آن ش

 کند.  تبعیت می 2:1آنزیم: بازدارنده از نسبت 

تددوان نتیجدده گرفددت کدده مقدددار کددافی از    بنددابراین مددی     

پددروتئین بازدارنددده کدده بهتددرین میددزان مهددار آنددزیم را داشددته 

بسددته بدده نددوع پددروتئین بازدارنددده، گیدداه حدداوی ایددن   باشددد 

هددای  و حتددی در مددورد ایددزوزایم  ترکیددب و گوندده حشددره   

 مختلف یک آنزیم نیز متفاوت است.

 

فعاليات پروتئوليتيا    تعيين اثرات دما در مهار شادن  

های استخراجی از ارقام گندم توسط بازدارندهمعمولیسن

 (%07)اشباع  گندم

گنددم  آمدیلاز سدن معمدولی    -اثر دماهای مختلف بر مهدار آلفدا  

از ارقددام گندددم نشددان داد هددای اسدتخراجی  توسدط مهارکننددده 

میدددزان بدددروز خاصدددیت  کددده دمدددا نقدددش معنددداداری بدددر 

درجدده  53-53در ایددن محدددوده دمددایی   مهارکنندددگی دارد.

سلسدددیوس هدددر دوی مهارکنندددده و آندددزیم دارای بهینددده    

 .(3 شکل)فعالیت است 

با افزایش دمدا، سدرعت واکدنش بده دلیدل افدزایش حرکدت            

زایش ممکن اسدت تدا دماهدای    یابد این افها افزایش میمولکول

بالا نیز ادامه یابد، اما اگدر دمدا از حدد معیندی تجداوز کندد اثدر        

-هدا مدی  مخربی روی آنزیم داشته و موجب تغییر ماهیت آندزیم 

 ( نیدز 2005) همکداران  و کزازی شود.گردد و آنزیم غیرفعال می

گنددم  معمدولی سن معده آمیلاز -آلفا فعالیت برای را بهینه دمای

 دمدایی  پایدداری  مدورد  در و کردند گزارش سلسیوس جهدر 53

درجده سلسدیوس    23-43آندزیم را در  ایدن  فعالیت آمیلاز، -آلفا

 قابل توجه دانستند.
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  %03گندم در اشباع معمولیآمیلاز سن -اثر دماهای مختلف بر فعالیت مهارکنندگی روی آنزیم آلفا :3 شکل

Fig. 5: The effect of different temperatures on the inhibition of the Sunn pest α-amylase activity (Saturation 70%) 
 

 مياازان در آناازیم مهارکننااده تمااا  ماادت تاايثير

 هاآنزیم مهارکنندگی خاصيت

دهدد کده بیشدترین میدزان مهارکننددگی پدس       نتاج نشان مدی 

آندددزیم  دقیقدده از شدددروع انوکوبددده شددددن مهارکنندددده  23از 

تدوان گفدت در دقدایق اولیده     مدی  .(: شدکل )گیدرد  مدی صورت 

-سدن  آمدیلاز  -هدای مهارکنندده، آندزیم آلفدا    پروتئیناینکوبات 

کننددد و از گندددم را شناسددایی کددرده و بلوکدده مددی   معمددولی

هضدم سوبسدترا )نشاسدته     فعالیت ایدن آندزیم جهدت تجزیده و    

آورندد، و بدا گذشدت زمدان،     یک درصد( ممانعت بده عمدل مدی   

ایددن نتددایغ شددود. روتئین مهارکننددده کاسددته مددیاز فعالیددت پدد

باشدد. بده  مشابه با گزارشدات سدایر محققدین ایدن زمینده مدی      

 ,Marshall and Lauda) لادا مارشدددال وعندددوان م دددال 

مهددار شدددن آمددیلاز پددانکراس خددوک را پددس   3%:-03(،1975

. درجدده سلسددیوس گددزارش کردنددد 50دقیقدده در دمددای  23از 
 (LeBerre-Anton et al., 1997)و همکدداران آنتددون -بددریل

بیشددترین میددزان مهدددار آمددیلاز پدددانکراس خددوک توسدددط     

 دقیقه گزارش کردند. 13های لوبیا را پس از مهارکننده

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  %03گندم در اشباع معمولیآمیلاز سن -بازدارنده در میزان مهارکنندگی آلفا –تأثیر مدت زمان اینکوبات آنزیم :: شکل
Fig. 6: The effect of different incubation time on the inhibition of the Sunn pest α-amylase activity (Saturation 70%) 

 

 سنجش در ژل

کندیم تعددادی ایدزو آندزیم     مشاهده می 0که در شکلطورهمان

-معمدولی فعال دارای خاصیت آمیلولیتیکی در معده میانی سدن 

تواند سند قابل های ایزوزایم میندتعداد با گندم مشاهده گردید.

 ،%23آمونیوم )قبولی باشد که در همه درجات اشباع از سولفات

چده از  ( مقداری واکنش فعالیت آنزیم را داریم. چنان03% ،43%

باشدد بازدارندده اسدتخراجی از رقدم اروندد      شکل مشدخص مدی  

فعالیت آمیلولیتیکی کل عصاره روده میدانی   بیشترین تأثیر را بر
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ست کده عصداره اسدتخراجی از رقدم     ا حالیداشته است. این در

هیرمند کمترین میزان بازدارندگی را برفعالیت آمیلولیتیکی کل 

هدای حاصدل از   این نتایغ داده دهد.عصاره روده میانی نشان می

سنجش میزان بازدارندگی روی فعالیدت آمیلدولیتیکی را تأییدد    

 کند.می

 
 .گندممعمولیگوارشی سن آمیلاز روی بر %03های استخراجی از ارقام گندم در اشباع بازدارنده دگیمهارکنن اثر ررسیب :0کل ش

 ستون گوارشی آمیلاز سنجش در کنترل تیمار .شدند بارگذاری ژل در وسپس شدند انکوبه دقیقه 23 مدتبه آنزیمی عصاره با مهارکننده

 اثرC: ، آمیلاز -آلفا آنزیم فعالیت بر اروند رقم گندم از شده استخراج یئینپروت کنندهمهار اثر B: ،کنترل: A، باشدمی راست سمت از اول

 گندم از شده استخراج پروتئینی مهارکننده اثرD: ، آمیلاز -آلفا آنزیم فعالیت بر بهرنگ رقم گندم از شده استخراج پروتئینی مهارکننده

 آمیلاز    -آلفا آنزیم فعالیت بر هیرمند رقم

Fig. 7: In gel assay of the effect wheat varieties extracts on the of the Sunn pest α-amylase activity. The extracts were 

pre-incubated with enzyme for a twenty minutes, and then loaded in the gel. First column of the right hand side shows 

control. A-Control, B- The effect of Arvand extract on the inhibition of the Sunn pest α-amylase activity (saturation 

70%), C- The effect of Behrang extract on the inhibition of the Sunn pest α-amylase activity (saturation 70%) 

D- The effect of Hirmand extract on the inhibition of the Sunn pest α-amylase activity (saturation 70%) 
 

 جملده آنزیم آمیلاز در سایر حشرات ازتولید بیش از یک ایزو    

Sitophilus zeamais Most ، F Callosobruchus maculates 
 مشداهده شدده اسدت    نیدز   Acanthoscelides obtectus Say و

 .(2005، همکاران و فرانکو ؛1983، بیکر)

(، مهار شددن آمدیلاز حشدرات    2006) و همکارانسیواکومار     

Plutella xylostella (L.)، Sitophilus oryzae (L.)، 

Callosobruch chinesis (L.) ،Achaea Janata (L.)، 
Spodoptera litura (F) و Helicoverp armigera  را توسددط

، 3LMCOهددای مهارکننددده اسددتخراجی از سدده رقددم  پددروتئین

11OFMC  13وFMCO  ریدز را مدورد بررسدی قدرار     از غلات دانده

درصدد توسدط مهارکنندده     2:/22دادند بالاترین مهارکننددگی  

 Callosobruchus آمددیلاز -روی آلفددا 3LMCOاسددتخراجی از 

chinensis    درصدد از همدان    35/8و کمترین مهارکننددگی نیدز

د. مشاهده شد  Spodoptera lituraپروتئین مهارکننده در مقابل 

درصدد نوسددان   33تدا   13در سدایر حدالات مهارکننددگی بددین    

 داشت.

نشددان داد کدده  (Alfonso, 1997) لفونسددوآ هددایبررسددی    

های مهارکننده هتروتترامر استخراجی از گندم تواندایی  پروتئین

 Spodoptoraگوارشددی لاروسددن چهددارم آمددیلاز  -ر آلفددامهددا

frugiperda ای مندومر و دایمدر   هکه مهارکنندهرا دارد در حالی

دادندد. ایدن نتدایغ حاصدل      فعالیت مهارکنندگی کمتری نشدان 

های مختلف بازدارنده خالص شدده و  آزمایشات و آنالیزهای تیپ

های آندزیم حشدره مدوردنظر بدا اسدتفاده از      تأثیر آن بر ایزوزایم

Native PAGE .بوده است 

دم گند معمدولی سدن  میدانی  روده عصاره آمیلولیتیکی فعالیت    

 روده در آندزیم  این مقدار که داد، نشان نشاسته سوبسترای روی

مهارکننده اسدتخراجی از رقدم اروندد     .باشدتوجه می میانی قابل

آمیلدولیتیکی   فعالیت( روی %38اثر مهارکنندگی قابل توجهی )

مهارکنندده   کداربرد  اثدر  در میانی داشدت. همچندین   روده عصاره

( دیدده شدد.   %33توجده )  لقابد  استخراجی از رقم بهرنگ مهدار 

درجه  53-53ر محدوده دمایی د مهارکنندگی فعالیت بیشترین

–دقیقده از اینکوبدات آندزیم    23سلسیوس بعدد از مددت زمدان    

هدای سدازگارکننده در   وجدود مکانیسدم  شدد.   مشاهده بازدارنده
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های گیداهی دارای اثدرات   حشرات باعث شده است که بازدارنده

اشند که این عامل خود تحت تأثیر متفاوتی بر حشرات مختلف ب

های پروئتدازی در گیاهدان، ایجداد    استرسی است که مهارکننده

ها بیشدتر در  رود که این گونه مکانیسمکنند. البته انتظار میمی

-دلیل پاسخ بیشتری که بده بازدارندده  چیزخوار، بهحشرات همه

دهند، وجود داشته باشدد.  های پروتئازی در گیاهان مختلف می

خواران تواند در برابر همه گیاهبنابراین یک مهارکننده واحد نمی

چنین ممکن است توانایی یدک بازدارندده بده    استفاده شود و هم

کداهش   های گوارشی در روده میانیدلیل تغییر در نسبت آنزیم

یابد. بنابراین در مورد گیاهان تراریخت باژن کدکنندده بدیش از   

وان نتایغ بهتری در دفداع از گیداه   تیک مهارکننده پروتئینی می

 (.Dorrah, 2004)  دوراخوار حاصل کرد در برابر حشرات گیاه
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