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 چکیده
 Helicoverpa armigera (Hübner) روی لارو سن سوم کرم غوزه پنبه  Rosmarinus officinalisاثر عصاره متانولی برگ

لیتر از میکرو 300پی پی ام تخمین زده شد.  8318و 36127آن به ترتیب برابر  20LCو  50LCمورد مطالعه قرار گرفت. 

 خورده غذای يلتبد ساعت، کارايی 76گرم غذای مصنوعی اضافه شد. پس از  1/0( به ppm  8318عصاره رزماری )با غلظت

کاهش يافت  (RGR)نسبی  رشد و نرخ (RCR) نسبی مصرف ، نرخ (ECD) شده هضم غذای تبديل ، کارايی (ECI)شده 

 پروتئاز های آلفا آمیلاز،ه بر اين میزان فعالیت آنزيمو. علاضافه شدا (AD)ولی میزان  شاخص تقريبی هضم شوندگی غذا 

 کننده فعال کاهش نشان داد. قرار دادن معده میانی در بافر محتوی نوروپپتید H. armigeraو لیپاز نیز در لارو سن سوم  

میزان فعالیت آنزيم لیپاز را افزايش داد. تغذيه از غذای مصنوعی حاوی عصاره رزماری میزان  (CCAP)پوستان  سخت قلب

ذايی تغذيه از ماده غ ،نشان دادنتايج پوستان را در مغز، همولنف و معده میانی کاهش داد.  سخت قلب کننده فعال نوروپپتید

به نوبه خود منجر به کاهش وضوع که اين م شودمیدر معده میانی و مغز  CCAPمانع آزاد سازی  ،حاوی عصاره رزماری

 و لیپاز شد. پروتئاز میزان فعالیت آنزيم های آلفا آمیلاز،

 های گوارشی، آنزيمپوستانسخت قلب کنندهفعال کرم غوزه پنبه، رزماری، نوروپپتید کلیدی:های واژه
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Abstract 

Efficacy of methanolic leaf extract of Rosmarinus officinalis on third instar larvae of cotton bollworm, 

Helicoverpa armigera (Hübner) was studied. The value of LC50 and LC20 were 5138 and 12347 ppm, 

respectively.  One hundred microliters of the Rosemary’s mehanolic extract at 5138 ppm was added to 

0.9 gr artificial diet. Efficiency of digested food (ECD), efficiency of conversion of ingested food (ECI), 

relative consumption rate (RCR) and relative growth rate (RGR) were decreased after 72 h but approx-

imate digestibility (AD) was increased. It also decreased α-amylase, protease and lipase activity in the 

midgut of third instar larvae of H. armigera. Incubation of dissected midgut with crustacean cardioac-

tive peptide (CCAP) increased lipase activity. Feeding on artificial diet containing plant extract caused 

decreasing in CCAP level in the brain, hemolymph and midgut of the insect. The results showed feeding 
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on diet containing rosemary’s extract inhibits release of CCAP in the midgut and brain that itself leads 

to reduction of α-amylase, lipase and protease activities. 
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 مقدمه
يکی از آفات جدی و مخرب ، Helicoverpa armigera  (Hübner)(Lepidoptera: Noctuidae)کرم غوزه پنبه 

باشد. اين آفت روی طیف وسیعی از گیاهان شامل محصولات مختلف کشاورزی در ايران  و ساير نقاط جهان می

رويه از سموم های اخیر استفاده بیدر سال .(Garcia, 2006)زا است صولات زراعی و گیاهان وحشی خسارتمح

جودات ايجاد خطر برای موشیمیايی مختلف برای کنترل آفات اثرات منفی زيادی از جمله افزايش مقاومت آفات و 

های شیمیايی، استفاده از ترکیبات گیاهی کشاست. با توجه به اثرات منفی آفت هدف را موجب شدهزنده غیر

های گیاهی به دلیل کم کشبکارگیری آفت (.Shojaei et al., 2017) رسدری به نظر میبرای کنترل آفات ضرو

د باشکاهش مصرف بالای سموم شیمیايی میهای مناسب برای بودن برای محیط زيست، يکی از روشخطر 

(Dayan et al., 2009) . 

بود.  H. armigeraضد تغذيه و اختلال در رشد علیه  دارای اثر  Caesalpinia crista (Linnaeus)عصاره بذر

ا، تلفات لاروها و شفیره علائم لاروهای آلوده به سم مواردی از جمله کاهش در اضافه شدن طبیعی وزن لاروه

ای مربوط به عصاره متانولی اين بذر بود همچنین بیشترين اثر ضد تغذيهود. شکلی حشرات کامل بها و بد

(Nathala  Dhingra., 2006)اتــاستلــاره اتیــکه عص ه بود. در مطالعه ديگری نشان داده شدSolanum 

pseudocapsicum (Linnaeus)  برگخوار  کرم ای و ممانعت از رشد علیه لاروهایتغذيه دارای خواص بالای ضد

 (. Jeyasankar et al., 2012)است  H. armigeraو   Spodoptera littoralis (Boisduval) پنبه

است که  يیسبز و دارو شهیهم اهیگ کي Rosmarinus officinalis L. (Lamiales: Lamiaceae)گیاه رزماری 

 Chang et al., 1977; Leung) شودمی استفاده سنتی طب و پزشکی داروهای تولید در آن از ایگسترده طوربه 

 Foster., 1996; Haloui et al., 2000.)  

خاصیت لاروکشی دارای   Glyphodes pyloalis (Walker, 1859)پره برگخوار توت عصاره رزماری روی شب

 استشدهکلیدی  هایمتابولیکی کلیدی و فعالیت آنزيم ای، برخی ترکیباتهای تغذيهبوده و باعث تغییر در شاخص

(Yazdani et al., 2013 .)  

 های فیزيولوژيک در حشراتستند که بر روی بسیاری از فعالیتترين عواملی هها يکی از مهمنوروپپتید

باشند مثل میتولیدو  يادگیری، حافظه، تغذيه ،اندازیکننده رشد، پوستها شامل تنظیماند که برخی از آنموثر

(Nässel, 2002). 

پوستان در تحريک ضربان قلب موثر است و برای اولین بار از خرچنگ سبز کننده قلب سختفعال نوروپپتید

maenas (Linnaeus) Carcinus  جداسازی شد(Stangier et al., 1988) اين نوروپپتید وظايف ديگری ازجمله .

ف حشرات و ساير های مختليادگیری و حافظه را در گونه اندازی، گردش خون،فتارهای پوستدخالت در ر

  Periplaneta Americana (L.). در مطالعه روی سوسری آمريکايی (Dircksen, 1998)دار است بندپايان را عهده
. (Sakai et al., 2006)میزان فعالیت آنزيم آلفا آمیلاز شد  در معده میانی منجر به بالا رفتن CCAPافزايش میزان 

منجر به افزايش میزان فعالیت (pars intercerebralis) شد که حذف میان کره مغز در بررسی ديگری نشان داده

عت میان کره ممان در معده میانی شد که اين مساله بیانگر سی سی ای پیو نیز افزايش  پروتئاز آنزيم آلفا آمیلاز و

 (.Matsui et al., 2013در معده میانی حشره بود ) سی سی ای پیمغز از بیان 
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های کم خطر برای کنترل آفات بوده و از طرف ديگر های گیاهی از روشکشاز آنجايی که استفاده از آفت

رگ ين پژوهش اثر عصاره متانولی بها کمتر مورد مطالعه قرار گرفته است، لذا در انحوه اثر آنها از طريق نوروپپتید

نهايت در در معده میانی، همولنف و مغز و  CCAPای، میزان های تغذيهرزماری روی میزان تلفات، شاخص

بررسی  H. armigera ومدر معده میانی حشره لارو سن س پروتئازهای گوارشی آلفا آمیلاز، لیپاز و فعالیت آنزيم

 شد. 

 

 هامواد و روش
 غوزه پنبهپرورش کرم 

آوری شده و در آزمايشگاه بر روی غذای استان گلستان شهرستان گالیکش جمعلارو اين آفت از مزارع پنبه 

ساعت و رطوبت نسبی  32:8درجه سلسیوس، دوره نوری  68±3در دمای  (Shorey  Hale, 1965) مصنوعی

(  تغذيه شدند. از آنجايی که درصد 30شکر ) درصد داخل ژرمیناتور پرورش يافتند. حشرات بالغ با آب و 8±28

ها از آفت ياد شده در اتمامی آزمايش بر اين اساس ،عمده خسارت اين آفت از سن سوم لاروی آغاز می شود

 استفاده شد. 

 تهیه عصاره متانولي گیاه رزماری  

سايه خشک  پس از توزين با آسیاب برقی به گرم از برگ  10به منظور تهیه عصاره متانولی گیاه رزماری 

و به مدت دو ساعت در مقدار عصاره متانولی آن تهیه شد Warthen et al. (1984) خوبی پودر شده مطابق روش 

ساعت در  28داده شدند. محلول به مدت درصد روی همزن مغناطیسی قرار 88 لیتر از حلال متانولمیلی 100

وس نگهداری شد. سپس يک ساعت ديگر روی همزن مغناطیسی قرار گرفته و از سلسی درجه 2يخچال در دمای 

در دمای  ، آمريکا(IKAخلأ )و حلال آن با استفاده از دستگاه تقطیر در  شد دادهعبور  2کاغذ صافی واتمن شماره 

اين گیاه در  اضافه شد. عصاره 88میلی لیتر حلال متانول  30درجه سلسیوس جداسازی شد. به باقیمانده،  20

سازی اين شده از آب برای رقیقهای انجام در يخچال نگهداری شد. در تمامی آزمايش درجه سلسیوس 2دمای 

 استفاده شد. عصاره

 زيست سنجي

تهیه و به غذای مصنوعی  50LCغلظت مختلف از عصاره گیاه جهت تعیین  8به منظور آزمايش زيست سنجی 

عدد لارو استفاده شد. مرگ و میر  78از هر تکرار در تکرار و  2در . در هر آزمايش از لارو سن سوم اضافه شد

 (. Finney, 1971تخمین زده شد ) SAS 6.12نرم افزار با بکارگیری  50LCساعت ثبت شد و میزان  76پس از 

 ایهای تغذيهسنجش شاخص

پی  8318میکرولیتر عصاره گیاهی به غلظت  300پنبه، ای کرم قوزه در راستای سنجش شاخص های تغذيه

سانتی  7سانتی متر و ارتفاع  38گرم غذای مصنوعی اضافه شد و داخل يک ظرف پلاستیکی به قطر  1/0پی ام به 

ای تغذيههای ساعت شاخص 76بود. پس از عدد لارو  60تکرار شامل  ار و هرتکر 2ها در متر قرار گرفت. آزمايش

 محاسبه شد. Waldbauer (1968) طبق فرمول

 

 Consumption index (CI)شاخص مصرف 
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 Approximate digestibility (AD) هضم شوندگی غذاتقريبی شاخص 

 

 Efficiency of conversion of ingested food (ECI) شدهبازدهی تبديل غذای بلعیده

 

 Efficiency of conversion of digested food (ECD)بازدهی تبديل غذای هضم شده 

 

 Relative consumption rate (RCR)نرخ مصرف نسبی 

 

 Relative growth rate (RGR)نرخ رشد نسبی 

 که در اين روابط: 

E = گرم()میلی غذای خورده شده خشک وزن 

A  گرم()میلی لاروها در طول دورهخشک = میانگین وزن 

F  گرم()میلی فضولات تولیدشدهخشک = وزن 

P  گرم()میلی لاروهاخشک = افزايش وزن 

T = می باشد.  ی زمانی مصرف غذا )روز(دوره 

 

 و لیپاز پروتئاز، های آلفا آمیلازگیری میزان فعالیت آنزيماندازه

برای سنجش  8/1برابر  pHبا  میلی مولار Tris–HCl 80 محلول در وم کرم غوزه پنبهسن سمعده میانی لارو

دقیقه در اين محلول در دمای  10جداسازی شد و به مدت  پروتئازبرای سنجش  33میزان فعالیت آلفا آمیلاز و 

 اتاق نگهداری شد.

و مطابق  (Kikkoman Corp., Chiba, Japan)  آلفا آمیلاز  با استفاده از کیت کیکومنگیری میزان فعالیت اندازه

در  (Biotek, U.S.A)پلیت ريدر ( انجام شد. جذب توسط میکروSakai et al. 2004روش ساکايی و همکاران )

انجام شد. جذب   et alElpidina(2001) .طبق روش  پروتئازگیری میزان فعالیت اندازه نانومتر خوانده شد. 200

 نانومتر خوانده شد. 118در  (Biotek, U.S.A) توسط میکروپلیت ريدر

 ,QuantichromTM Lipase Assay Kit) گیری میزان فعالیت لیپاز با استفاده از کیت سنجش لیپازاندازه

BioAssay System, USA)  و مطابق روشMikani et al. (2012)  انجام شد. به طور خلاصه، معده میانی حشره

جداسازی  pH 7.5)4HPO2, 8.55 mM Na4PO2(PBS; 145 mM NaCl, 1.45 mM NaH ,در محلول بافر فسفات 

 8 ، گیریساخت محلول برای اندازهبه منظور د. دقیقه در دمای اتاق نگهداری ش 10و در همین بافر به مدت 

، اضافه Dimercaptopropanol tributyrateمیکرولیتر  8بافر فسفات به  میکرولیتر 320رنگی و  گرم از محلولمیلی

نانومتر با استفاده از  236نمونه اضافه شده و جذب در  میکرولیتر 30از اين محلول به  میکرولیتر 320شدند.

 خوانده شد. (Biotek, U.S.A)پلیت ريدر میکرو

 بر میزان فعالیت لیپاز CCAPاثر 

به مدت  PBS ، پس از خارج کردن معده میانی از بدن لارو، در محلول Mikani et al. (2012)مطابق روش 

در دمای اتاق قرار گرفت. فعالیت آنزيمی که  CCAP های مختلفی ازقیقه در حضور و يا عدم حضور غلظتد 10

 شد اندازه گیری شد.  PBSدقیقه  وارد  10پس از 
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 ايمنوهیستوشیمي استفاده از روش با پنبه غوزه کرم میاني معده در CCAP نوروپپتید میزان سنجش
 انجام (Vectastain ABC KIT PK-6101)و با استفاده از کیت  Sakai et al. (2006)روش  مطابق آزمايش اين

 در شب يک مدت به و شده جداسازی و تشريح PBS بافر در شاهد و تیمار هاینمونه میانی معده ابتدا در. شد

حجم اسید استیک(  3فرمالین، حجم  8حجم اسید پیکريک ،  38درجه سلسیوس در محلول بويین ) 2 دمای

درصد و در انتها بوسیله محلول  300و 12، 70 در الکل گیری به ترتیبمنظور آب ها بهسپس نمونه داده شدند.قرار

های الکلی و زايلین به تعداد دو بار و هر بار به مدت شستشو داده شدند )شستشو در هر يک از محلولزايلین 

نده ها با پارافین پوشاهای فلزی کوچک قرار گرفته و روی آنها پس از آبگیری درون قالبدقیقه بود(. نمونه 60

های معده میانی تثبیت ساعت قرار گرفتند. برای برش عرضی نمونه 62درجه به مدت  20رون آون در دمای و د

میکرسکپی  ها به روی يک لامشده در پارافین از دستگاه میکروتوم )شرکت ديد سبز، ايران( استفاده شد. سپس برش

درجه  20ساعت درون آون با دمای  62ها به مدت که با محلول آب ژلاتین خیس شده بود منتقل شدند. لام

تیب در ها به ترها شستشو داده شدند. به اين منظور، لامسلسیوس قرار گرفتند. بعد از اتمام زمان موردنظر، نمونه

 ,TBS; 135 mM NaCl, 2.6 mM KCl) ، آب مقطر و تريس بافر سالیندرصد 70، اتانول درصد 12زايلین، اتانول 

25 mM Tris–HCl, pH 7.6)  3000سازی محلول سرم با نسبت دقیقه قرار گرفتند. سپس آماده 30هرکدام به مدت 

ها در ظرف مرطوب درب دار قرار گرفتند. روی هر میکرولیتر سرم بز انجام شد و نمونه 38به  TBS تریکرولیم

ری شد. سپس، مقدار دقیقه در دمای اتاق نگهدا 10میکرولیتر از محلول سرم ريخته و به مدت  800لام مقدار 

تهیه و روی هر لام ريخته شد.  TBS( با غلظت يک در هزار در CCAPبادی اولیه )میکرولیتر از محلول آنتی 600

دقیقه  30، هر بار به مدت TBSها سه بار با محلول ها به مدت يک شب در يخچال قرار گرفتند. سپس نمونهنمونه

بادی ثانويه )به نسبت يک در هزار میکرولیتر از محلول آنتی 600مقدار ها شستشو داده شدند. سپس بر روی نمونه

ساعت در دمای اتاق قرار گرفت. بعد از اتمام اين زمان دوباره شستشو با  8/3( ريخته و به مدت TBSدر محلول 

TBS ها با انجام شد. سپس از شستشو نمونهTBS  میکرولیتر از محلول   600بار، مقدار  1دقیقه  30به مدتABC 

بار  1دقیقه در دمای اتاق نگهداری شدند. سپس شستشو  10ها به مدت )مطابق کیت( روی هر لام ريخته و نمونه

 ( يک دهم Tris–HClدقیقه با تريس اچ سی ال )  8ها به مدت انجام شد. آنگاه نمونه TBSدقیقه با  30به مدت 

ها در محلول رنگی دی آمینوبنزيدين شستشو داده شدند. در مرحله بعد نمونه 8/7برابر  pHمولار  با 

 میکرولیتر DAB ،30گرم میلی 8/6به نسبت  (Diaminobenzidine tetrahydrochloride: DABتتراهیدروکلرايد )

%102 O2H  میلی 28و( لیتر تريس اچ سی الHCl–Tris )3/0  مولار  باpH  نهايت  قرار گرفتند. در 8/7برابر

ها با استفاده از داده شدند و از آنو زايلین شستشو  درصد300 ،12 ،70ها به ترتیب با آب مقطر، اتانول نمونه

در نمونه شاهد، به آنتی بادی پیش از مصرف آن،  برداری شد.( عکسOlympus BX51, Japanمیکروسکوپ )

 بر میلی لیتر( اضافه شد.آنتی ژن سنتتیک )يک میکرو گرم 

پنبه با استفاده از  غوزه کرم میاني معده درمغز، همولنف و CCAP نوروپپتید گیری میزاناندازه

 (Competitive ELISA) الايزای رقابتي

های نمونهو يا مغز انجام شد. در اين روش ابتدا معده میانی  Sakai et al. (2006)مطابق روش الايزای رقابتی 

هموژنايز شدند.  TBSتشريح و جداسازی شدند. محتويات معده میانی خارج و در  TBSتیمار و شاهد در بافر 

 ( محلول رويی )سوپرناتانت( برداشته و جهت انجامقهیدق 38درجه،  2دور،  2000)ها پس از سانتريفیوژ نمونه

خارج کردن آن با استفاده از سرنگ هامیلتون، آزمايش الايزا مورداستفاده قرارگرفت. در مورد همولنف، پس از
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( تهیه µg/mL 0.6سوبريمیديت )متیلکردن دیبا اضافهBSA  -ژنزدوج آنتینمونه جداسازی شد. ابتدا محلول م

ساعت در دمای اتاق  1به مدت میکرولیتر از اين محلول درون هر چاهک ريخته شده و  300. سپس مقدار  شد

درون هر چاهک ريخته و به مدت يک ساعت در درصد  6 از شیر بدون چربیمیکرولیتر 680قرارگرفت. سپس 

( نانومول در هر چاهک 300تا  03/0ژن يا محلول استاندارد )میکرولیتر از آنتی 80دمای اتاق قرار گرفت. مقدار 

درصد  6ربی )شیر بدون چ 33000بادی به غلظت يک در  میکرولیتر آنتی 80چاهک ريخته شده و سپس در هر

قرار گرفت. هر  سلسیوس درجه 2شب در دمای تايی به مدت يک  12د. ظرف چاهک شبه آن اضافه  ( TBSدر

بار شستشو داده شد. بعد از اتمام شستشو  1برای  TBS-T( TBS-Tweenمیکرولیتر بافر ) 680چاهک با مقدار

ريخته و به مدت يک ساعت در  3000در  3ت بادی ثانويه با نسبمیکرولیتر از آنتی 300درون هر چاهک مقدار 

 Nitrophenylphosphate disodium) دمای اتاق قرار گرفت. سپس محلول نیتروفنیل فسفات دی سديم سالت

saltمیلی 30لیتر دی اتانول آمین گرم در يک میلی( با نسبت يک میلی( مولار  با پی اچpH برابر )شده و آماده 8/1

میکرولیتر ريخته و در دمای اتاق به مدت يک ساعت قرار گرفت. واکنش با اضافه کردن  300در هر چاهک مقدار 

 208موج مولار متوقف شده و جذب با دستگاه الايزاريدر )بايوتک، آمريکا( در طول NaOH  2میکرولیتر  80

 نانومتر خوانده شد. 

 یتجزيه و تحلیل آمار

بین  معنی دار تفاوت بررسی وجودرای ب ((one-way ANOVAيک طرفه تجزيه واريانس از در اين پژوهش 

 .(Fishers LSD) ها استفاده شدتیمار میانگین

 

 نتايج
 سنجي يستز

 از تغذيه روش به پنبه غوزه کرم سوم سن لارو روی رزماری متانولی نتايج آزمايش زيست سنجی عصاره

 رزماری متانولی عصاره برای 50LC مقدار. استارائه شده ( 3ساعت در جدول ) 76 گذشت از پس مصنوعی غذای

 پی پی ام محاسبه شد. 36127

 

،  H. armigeraکرم غوزه پنبه، وم، روی لارو سن س R. officinalisسمیت عصاره متانولی رزماری، -1جدول 

 ساعت تغذيه از غذای مصنوعی حاوی عصاره رزماری 76 پس از
Table 1. Toxicity of methanolic extract of Rosmarinus officinalis on third instar larvae of Helicoverpa 

armigera, 72 hours after feeding on artificial diet containing rosemary extract 

 

LC80(ppm) LC50(ppm) LC20(ppm) 
Slope ± SE P-value 2 (df) N Plant 

(95% CL1) 

18555 12347 5138 2.21 ± 0.29 0.82 0.93 (3) 300 Rosmarinus 

officinalis 
(15563 – 23230) (10494 – 14550) (3594 – 6464)      

1CL= Confidence limit 

 

 ایهای تغذيهبر شاخص Rosmarinus officinalisاثر عصاره متانولي 

 20LC( در لارو سن سوم کرم غوزه پنبه که از غذای مصنوعی حاوی ADشوندگی غذا )شاخص تقريبی هضم

 خها اعم از نرت به شاهد بالاتر بود. ساير شاخصساعت تغذيه کرده بود نسب 76به مدت  عصاره متانولی رزماری
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 غذای تبديل ، کارايی(ECI) شده خورده غذای تبديل کارايی ، بر(RGR) نسبی رشد ، نرخ(RCR) نسبی مصرف

 (.6در تیمار پايین تر از شاهد بود )جدول  (CI) مصرف شاخص و  میزان (ECD) شده هضم
 

 غذای روی تغذيهبعد از  ساعت H. armigera ، 76پنبه، غوزه کرم سوم سن لارو ایتغذيه هایشاخص -2 جدول

  .R. officinalis رزماری، متانولی عصارهppm (20LC ) 8318 به آلوده مصنوعی
Table 2. Nutritional indices of third instar larvae of Helicoverpa armigera, 72h after feeding on diet 

containing 5138 ppm (LC20) of Rosmarinus officinalis.  

CI :مصرف، شاخص میزان AD  :غذا، شوندگیهضم تقريبی شاخصECI   :شده خورده غذای تبديل کارايی بر ،ECD: تبديل کارايی 

  .نسبی رشد نرخ:   RGRنسبی، مصرف نرخ: RCR شده، هضم غذای

 (.p < 0.05ها استفاده شده است )از تی استیودنت برای مقايسه میانگین*
RGR: relative growth rate; RCR: relative consumption rate; ECI: efficiency of conversion of ingested food; ECD: efficiency of 

conversion of digested food; AD: approximate digestibility. An asterisk indicates a significant difference relative to the control 

treatment 

Each point represents the Mean ± SEM.  

* Present significantly difference from control using Student’s t-test (p < 0.05). 

 

 و لیپاز پروتئازآلفا آمیلاز، های متانولي بر میزان فعالیت آنزيماثر عصاره 

های گوارشی آلفا آمیلاز و پروتئاز در کرم غوزه پنبه پس از تغذيه لاروهای سن سوم  از میزان فعالیت آنزيم

ساعت محاسبه شد. نتايج نشان داد مقدار  76( رزماری پس از 20LCمتانولی )های غذای مصنوعی حاوی عصاره

(. همچنین میزان A 3در حشرات تیمار کاهش يافت )شکل mU 101.13در شاهد به mU 194 از آنزيم آلفا آمیلاز 

ان میز  (.B 3در حشرات تیمار کاهش داشت )شکل mU 71.4در شاهد به  mU 108.2فعالیت آنزيم پروتئاز از 

 (.C 3در تیمار کاهش يافت )شکل mU 87.3در شاهد به  mU 132فعالیت لیپاز از 

 روی میزان فعالیت آنزيم لیپازCCAP تاثیر 

مول 30-8دقیقه در حضور غلظت  10به مدت  PBS قرار دادن معده میانی خارج شده از بدن لارو، در محلول

CCAP   (. 6برابر افزايش داد )شکل  1/3دقیقه،  10در دمای اتاق فعالیت آنزيمی آن را پس از 

 

 

 

RGR 

mg/mg/Day 

RCR 

mg/mg/Day 

ECD 

% 

ECI 

% 

AD 

% 

CI 

mg/mg/Day 

Concentration 

ppm 
Treatment 

0.75 ± 0.01 1.07 ± 0.07 82.8 ± 0.42 38 ± 0.2 31 ± 0.05 4.01 ± 0.07 0 Control 

0.1 ± 0.01* 0.65 ±0.05* 34 ± 7.4* 15 ± 0.8* 54 ± 5.18* 1.95 ± 0.15* LC20 
Rosmarinus 

officinalis 
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 غوزه کرم سوم سن لارو میانی معده در (Cو لیپاز) (B) پروتئاز (،A) آمیلاز آلفا هایآنزيم میزان فعالیت -1شکل

 غلظت ، با R. officinalis، رزماری متانولی عصاره معرض در قرارگرفتن از پس ساعت H. armigera ،76پنبه،

 (.p < 0.05*ها استفاده شد )نت برای مقايسه میانگین. از تی استیود(LC 20) ام پی پی 8318
Fig.1. α-Amylase (A), protease (B) and lipase (C) activities in third instar larvae of Helicoverpa armi-

gera, 72h after feeding on diet containing 5138 ppm (LC20) of Rosmarinus officinalis methanolic ex-

tract. Each point represents the mean±SEM. *p < 0.05, significantly different from control (Student’s 

t-test). 
 

 

 

 

 

 

 
، در  H. armigeraروی فعالیت آنزيم لیپاز در معده میانی لارو سن سوم کرم غوزه پنبه، CCAPتاثیر  -2شکل

 (.p < 0.05 ،LSD test*تکرار بود ) 8هر تیمار دارای  (.In vitroمحیط غیرزنده )
Fig. 2. Effect of CCAP on lipase activity in third instar larvae of Helicoverpa armigera, in vitro. Each 

point represents the mean ± S.E.M. of 8 preparations. *p < 0.05, compared with lipase activity in the 

absence of CCAP (LSD test). 
 

 در معده میاني، مغز و همولنف سي سي ای پيمیزان ه متانولي رزماری برروی عصار تاثیر

شد  پی در معده میانی حشره تايید یا سی وجود سیگنال سی ش ايمنوهیستوشیمیدر ابتدا با استفاده از رو

گیری شد. اين اندازهپی در معده میانی با استفاده از روش الايزای رقابتی  یا سی میزان  سی(. سپس 1)شکل 

که اين میزان در لاروهايی که از بود درحالیگرم پروتئین پیکومول/ میلی 8/32میزان در لاروهای شاهد برابر با  
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گرم پروتئین رسید. به پیکومول/ میلی 82/33متانولی رزماری تغذيه کرده بودند به  غذای مصنوعی حاوی عصاره

متانولی رزماری تغذيه کرده بودند  بیان ديگر، بین تیمار شاهد و لاروهايی که از غذای مصنوعی حاوی عصاره

(. نتايج الايزای رقابتی نشان داد که میزان اين نوروپپتید در A2ی وجود داشت)شکل دارازنظر آماری تفاوت معنی

اره متانولی رزماری به ( حشره نیز پس از تغذيه از غذای آلوده به عصC2( و همولنف )شکل B2مغز )شکل 

 داری کاهش يافت.صورت معنی

 

 

 

 

 
 

پی در اپیتلويم معده میانی لارو سن سوم کرم غوزه  یا سی های ايمنو ری اکتیو نوروپپتید سیسلول -3شکل 

سلول  معده میانی نشان پی را  در  یا سی العمل ايمنی به سیعکس نوک پیکان(، A. شاهد )H. armigera ،پنبه

 (.Bدهد )می
Fig. 3. CCAP-ir cells in the midgut epithelium of third instar larvae of H. armigera. A, control (preab-

sorption test). B, CCAP-ir cells in the midgut epithelium. The arrowhead shows a cell that became 

reactive to the CCAP antibody. Scale bars, 50 μm. CCAP: crustacean cardioactive peptide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
لارو سن سوم کرم   (C)و همولنف   (B)، مغز(A)در معده میانی  سی سی ای پیتعیین میزان غلظت  -4شکل 

 R. officinalis،ساعت تغذيه از غذای مصنوعی حاوی عصاره متانولی رزماری  76بعد از  ، H. armigera،غوزه پنبه

 با استفاده از الايزای رقابتی )آزمون تی استیودنت(.  (20LC) ام پی پی 8318 با غلظت، 
Fig. 4. A competitive ELISA detected CCAP titer in the midgut (A), brain (B) and hemolymph (C) of 

third instar larvae of Helicoverpa armigera, 72 h after feeding on diet containing 5138 ppm (LC20) of 

Rosmarinus officinalis methanolic extract. Each point represents the mean ± SEM. *p < 0.05, signifi-

cantly different from control (Student’s t-test). 
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 بحث

کنترل حشرات آفت استفاده شده است. دلیل اين امر اين است  به منظورهای گیاهی بسیاری تاکنون از عصاره

 ,Duke) محیط زيست دارند روی انسان وهای شیمیايی برکشنسبت به آفتکمتری  ءکه اين ترکیبات اثرات سو

دلیل  به های ثانويه تولید شده توسط گیاهان امروزه نقش مهمی را در مقابله با حشرات آفت(. متابولیت1988

اد عصاره (. نتايج اين تحقیق نشان دIsman, 2006کنند )ای و تاثیر بر رشدونمو بازی میداشتن خواص ضدتغذيه

دارای  تر نیزکمهای و در غلظت( 3ارای خاصیت کشندگی بوده )جدول های بالا دمتانولی رزماری در غلظت

(. در 6شد )جدول   H. armigeraایهای تغذيهشاخصای بوده و باعث کاهش در برخی از اثرات ضدتغذيه

و   ECI ،ECD،RGRبررسی شد. میزان  .pyloalis G پژوهشی اثرات شیمیايی و کشندگی اسانس رزماری علیه

RCR داری کمتربوده  در زماری نسبت به شاهد به صورت معنیکننده از غذای حاوی اسانس ردر لارو تغذيه

 (. Yazdani et al., 2013نسبت به شاهد بالاتر بود ) ADحالی که میزان 

عصاره متانولی رزماری نشان  20LCبا غلظت  H. armigeraای پس از تیمار لاروهای های تغذيهنتايج شاخص

است که دلیل اين افزايش، داری داشتهسبت به لاروهای شاهد افزايش معنیدر لاروهای تیمار شده ن ADداد میزان 

مدت غذا در لوله گوارش حشره و طولانی شدن دوره لاروی و کاهش مصرف غذا و به دنبال آن حفظ طولانی 

 ,.Senthil-Nathan et al) باشدمیی در لاروهای تیمار شده با عصاره در نتیجه افزايش میزان جذب ماده غذاي

یمار شده نسبت در لاروهای ت CIو  ECI  ECD ,RCR ,RGRای نظیر های تغذيهشاخص (. همچنین ساير2006

( به بیوماس ECD( و هضم شده )ECIداری داشتند. میزان کارايی تبديل غذای خورده شده )به شاهد کاهش معنی

بیانگر اين است که  ECI. کاهش (Huang et al., 2004)های معده است شدت وابسته به فعالیت آنزيم حشره به

 شود و مقدار کمتری برای افزايش وزن لاروابولیزه شدن برای تامین انرژی میبیشتر غذای مصرف شده صرف مت

شده هضم یغذا ليتبد یحشرات برا يینادهنده عدم توانشان ECDکاهش گیرد. همچنین مورد استفاده قرار می

 ,.Ramos Vda et al) شوديی زداسم نديفرا صرفشده ممکن است مواد هضم یانرژ قتیبه رشد است. در حق

 يیبه مواد غذا یحشرات و عدم دسترس یبرا يینشان دهنده عدم مناسب بودن مواد غذا ECDکاهش (. 2009

 (. Koul et al., 2004) حشرات است ازیمورد ن

 Carcinus maenas (Linnaeus, 1758) برای اولین بار از غدد سینوسی خرچنگ CCAPنوروپپتید 

(. Stangier et al., 1998ها در حشرات مختلف است )کننده حرکت ماهیچهتنظیم جداسازی شد. اين نوروپپتید

و آلاتوستاتین در معده  CCAPعنوان شد که نوروپپتید  Sakai et al. (2006)همچنین در بررسی انجام شده توسط 

میانی سوسری آمريکايی وجود دارد. در اين بررسی نیز حضور اين نوروپپتید در معده میانی حشره تايید شد 

میزان فعالیت آنزيم لیپاز را   CCAPدادن معده میانی جدا شده از حشره در بافر حاوی از طرفی قرار (.1 )شکل

ا آمیلاز های آلفمیزان فعالیت آنزيمهای پیشین هم مشخص شد که اين نوروپپتید ر يررسی(. د6 )شکلافزايش داد 

تولید شده در معده میانی    CCAPرسد به نظر می(. Mohammadi Gisour et al., 2017و پروتئاز را افزايش داد)

 های گوارشی ازآزادسازی و يا سنتز آنزيمهای کناری خود آزاد شده و به سلول به عنوان يک فاکتور پاراکرين

علاوه بر معده میانی در   CCAPسلول های ستونی را افزايش دهد. در اين تحقیق برای اولین بار گزارش شد که 

(. اين نتايج با يافته های پیشین مبنی بر رديابی اين B,C2مغز و همولنف حشره نیز رديابی شده است )شکل 

 (. Mikani et al., 2015; Mikani et al., 2012ده میانی سوسری امريکايی مطابقت دارد )نوروپپتید در مغز و مع

باشد. اجسام ، نوروپپتید نیز می"پپتید معده" در کرم غوزه پنبه علاوه بر سی سی ای پیدهد که يافته اخیر نشان می

ای  سی سیرديابی رساند. مغز میمغز را از طريق همولنف به کاردياکا به عنوان يک ارگان عصبی که تولیدات 
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از آنجا روی معده میانی دهد که نوروپپتید از مغز وارد همولنف شده و در همولنف از طريق الايزا نشان می پی

نشان  (Mohammadi Gisour et al., 2017)کننده تحقیق قبلی بود در واقع اين تحقیق که تکمیلگذارد. تاثیر می

مترشحه  پی سی سی ایتنهايی و مستقل عمل نکرده و تحت تاثیر نوروپپتید میانی بهمعده سی سی ای پی داد که 

 کند.عمل می از مغز

در اين پژوهش ضمنا نشان داده شد که تغذيه از غذای آلوده به عصاره رزماری میزان اين نوروپپتید را نه تنها 

 (.2دهد )شکل لکه در مغز و همولنف نیز کاهش میدر معده میانی ب

توان اينگونه نتیجه گرفت که تغذيه از غذای مصنوعی حاوی  عصاره رزماری باعث تاثیر بر تولید در واقع می

همولنف  ن نوروپپتید از طريقدر مغز کرم غوزه پنبه شده که اي سی سی ای پیو يا دست کم  آزادسازی نوروپپتید 

ره در معده میانی حش سی سی ای پی ر به آزاد سازیهای پاراکرين معده میانی را تحت تاثیر قرار داده و منجسلول

و  وتئازپرهای گوارشی آلفا آمیلاز، آزادسازی و يا تولید آنزيمکه  اين مساله به نوبه خود منجر به کاهش  شودمی

ز استفاده اراستای امی در تواند گ. نتايج اين پژوهش میيابدتغذيه حشره کاهش مینهايت در ده و لیپاز ش

 کنترل آفات باشد.به منظور ها و يا تاثیرگذاری روی آنها نوروپپتید

 

 سپاسگزاری

 از پروفسور ماکیو تاکدا )دانشگاه کوبه، ژاپن( جهت اهدای آنتی بادی و آنتی ژن تشکر می شود.
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