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 چكیده

( اقاقیا  بذر  پروتئینی  عصاره  اثر  رو،  پیش  پژوهش  خوشهRobinia pseudoacaciaدر  ماشک   ،) ( یونجه  Vica villosaای   ،)

(Medicago sativa( و عدس )Lens culinaris در شرایط آزمایشگاهی به )  صورت برون تنی و درون تنی روی فعالیت آنزیم آلفا

و   05/10،  15/13،  14ظت )شد. چهار غل ، بررسیHelicoverpa armigera (Hübner)م غوزه پنبه،  ره لاروی کرآمیلاز و طول دو

خوشه  7/9 ماشک  اقاقیا،  بذر  پروتئینی  عصاره  از  عصاره میکروگرم(  عدس،  و  یونجه  عصاره   ای،  دیگر  با  مقایسه  در  های  اقاقیا 

مشاهده    9برابر    pHندگی آنزیم تحت تاثیر هر چهار مهارکننده در  ترین مهارکنپروتئینی بیشترین اثر مهارکنندگی را نشان داد. بالا

  غلظت   بالاترین  آمیلاز را در کاهش ضخامت باند نشان داد. در-یید سنجش کمی آنزیم، مهار آنزیم آلفاأد.آنالیز زایموگرام در تش

  % 76  لیتر،  میلی  بر  میکروگرم  41  غلظت  در  اقاقیا  ننده مهارک   حضور  در .  شد  مشاهده   آنزیم  مهار  %49  یونجه،  بذر  پروتئینی  عصاره   از

پروتئ  هایغلظت  با  آمیلاز  آلفا  آنزیم.  یافت  کاهش  ز آمیلا  آلفا   آنزیم  فعالیت و    ینیمختلف عصاره  روند    یکعدس سنجش شد 

در   یمهارکنندگ آمد  دست  به  غلظت  به  آنز  %51،  غلظت  ین بالاتر  وابسته    مختلف   تغلظ   چهار  همچنین.  شدمشاهده    یممهار 

  مهار  درصد  %61  ای، خوشه  گل   ماشک  غلظت   ین بالاتر  در  و   شد   سنجش   آنزیمی  عصاره   با   هم  ای خوشهگل  ماشک  نده رکنمها

آمده نشان داد که فعالیت آنزیم آمیلاز از سن دو به بعد و پس از تغذیه از تیمار اقاقیا نسبت به سایر مشاهده شد. نتایج به دست آنزیم

تیمارها به طور  سه با دیگر  ( در مقایروز  03/49±12/1مچنین طول دوره لاروی در تیمار اقاقیا )اری داشت. هدتیمارها کاهش معنی

کنندگی خوبی برای آنزیم آمیلاز  ه پروتئینی بذر اقاقیا توان مهارتر بود. مطالعات مهارکنندگی نشان داد که عصارطولانی  داریمعنی

 این آفت داشت.  

 ، کرم غوزه پنبه مآنزیبازدارنده ه، گوارشی، رود آنزیمهای کلیدی: واژه

 

 مقدمه 

پنبه غوزه   Helicoverpa armigera (Hübner)کرم 

(Lep: Nouctuidae)  پلی است  آفتی  جهانی  پراکنش  با  فاژ 

گونه  از  بسیاری  به  جهان  که  مختلف  نقاط  در  گیاهی  های 

می دیاپوز  (Fathipour & naseri, 2011)کند  حمله   .

تحر مهااختیاری،  بالا،  یک  ک  کوتاه  مدت  طول  و  جرت 

توانا شرایط سخنسل  در  آفات  این  زیستن  افزایش  یی  را  ت 

است از    (.Kotkar, 2012)  داده  رویه  بی  استفاده  همچنین 

تراریخته  کشآفت گیاهان  زیر کشت  توسعه سطح  و   Btها 

حشره  برابر  در  آفت  این  مقاومت  افزایش  به  و  کشمنجر  ها 

شده   تراریخته  (.  Liangxuan et al., 2021)است  گیاهان 

موثرت در حال جستجوی  محققان همواره  رین روش  بنابراین 

سال در  هستند.  مذکور  آفت  جمعیت  اخیر  کنترل  های 

های موثر برای کنترل  های بیشماری انجام شد تا روشتلاش
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ها در  این آفت جایگزین شود. در این راستا، نقش مهم آنزیم

سم غذایی،  رژیم  مهار  ایزدتعیین  و  گیی  دفاع  اه،  سیستم 

آنزیم بررسی  سوی  به  را  ارتوجهات  و  گوارشی  ایه  های 

 .  (Da Lage et al., 2018)راهکار جدید مدیریتی جلب کرد

مکانیسم  آنزیمی  های بازدارنده  از  بخشی  عنوان  های  به 

می تولید  گیاهان  توسط  آفات  برابر  در  طبیعی  و    شونددفاع 

دست هضم  فرایند  گواردر  حشرات  گاه  ایجاد  اختش  لال 

.  (Ahmed et al., 2021; Valencia et al., 2000)کنند  می

مهاراز   نظر،  آنزیمکننده این  های گوارشی حشرات که  های 

قارچ و  گیاهان  میاز  استخراج  در  ها  بالایی  قابلیت  شوند، 

 Mehrabadi et al., 2010; Ozgur et)کنترل آفات دارند  

al., 2015; Qayyum et al., 2015) پژو داده  هش.  نشان  ها 

  ، باشندمی  کربوهیدرات   بالای   درصد  دارای  که  بذوری 

  درصد   دارای   که   بذوری  و  آمیلاز-آلفا  بازدارنده   حاوی

باشند  می  پروتئاز  بازدارنده   حاوی  باشند می  پروتئین  بالای

(Franco et al., 2002.)  های بازدارنده   اصلی  هدف  

  ها بوهیدراترک   متابولیسم   کربوهیدراز، اختلال در   هایآنزیم

آنزیممی  حشرات  در   رات کربوهید  کننده تجزیه  های باشند. 

  ترینمهم  درصدر  گلوکوزیدازها  و  آمیلاز  آلفا  جمله  از

دی   هیدرولیز  با   که  هستند  گوارشی  هایآنزیم و    نشاسته 

د کننایفا می  حشرات  گوارش  در  را  اصلی  نقش  ساکاریدها

(Parry, 1996; Marshal, 1975)  . دارای   ها پروتئین  این  

 مانع  مآنزی  فعال  جایگاه   در  گرفتن  قرار  با   که  هستند   ترکیباتی

  باعث   نتیجه  در  و  شوندمی  و سوبسترا  آنزیم  بین  پیوند  ایجاد

 ,Esmaeili & Bandani)شوند  می  آنزیم  فعالیت  بازدارندگی

بازدارنده .  (2014   گیاهان   بذور  از  آنزیمی  های تاکنون، 

  بعد   و  استخراج(  غیره   و  ذرت  حبوبات،  جو،  گندم،)  مختلف

  گیاهان   به   مقاومت  عامل  ها، آن   کدکننده   های ژن  شناسایی  از

  و   مرگ  میزان  افرایش   باعث  ها بازدارنده   این.  اندشده   منتقل

 Sasikiran et)شوند می گیاهان  به  حشرات تمایل عدم و میر

al., 2002)  . 

پنبه  لاروهای غوزه    رد مو غذایی مواد هضم برای  کرم 

گیاهانقسمت که خود ة استفاد مختلف  نیازمند   است های 

 پروتئازها و  آمیلاز خصوص به شیگوار مختلف هایآنزیم

مهارکننده  هستند  اختلال  آنزیم هایو  توانایی  های گوارشی 

دارند تغذیه در را  که  .حشره  یک  زمانی  پروتئینی  عصاره 

اطلاعات  مهار شود،  گنجانیده  غذایی  رژیم  یک  در  کننده 

در   را  به مومهمی  مهارکننده  موثرترین  انتخاب  عنوان  رد 

د در  مقاومت  برنامه فاکتورهای  و  ژنتیکی  های  ستکاری 

می ارائه  گیاهان  ا  .دهداصلاح  محققین  باره  این  ثبات  در 

مهار پروتئین  که وجود  آفات  کردند  غذایی  رژیم  در  کننده 

و   فیزیولوژیکی  قرار صفات  تاثیر  تحت  را  آفات  زیستی 

. تا  (Azimi et al., 2020; Borzoui et al., 2017)  دهدمی

ر در  زیادی  مطالعات  مهارکنندگی  امروز  اثر  با  ابطه 

گونه عصاره  پروتئینی  روی  های  گیاهی  مختلف  های 

اما  آنزیم است،  گرفته  صورت  پنبه  غوزه  کرم  آمیلاز  های 

عصاره  مهارکنندگی  اثرات  بررسی  با  هدفمند  های مطالعات 

گونه  غیرمیزبااهپروتئینی  پری  خانواده  روی  ن  آساها  وانه 

فعالیت  و  آمیلاز  ایآنزیم  زیستی  طول  های  چون  آفات  ن 

نما صورت نگرفته است.   نشو و  لذا در مطالعه حاضر،  دوره 

مهار پروتئینیفعالیت  عصاره  گیاهی کنندگی  گونه   چهار 

،   Medicago sativa، یونجه Robinia pseudoacacia)اقاقیا

ماشک  Lenus culinarisعدس   خو  و   Vicaایشهگل 

villosaم آمیلاز لارو  ( از تیره پروانه آساها روی فعالیت آنزی

سن چهار کرم غوزه پنبه و همچنین هنگام ترکیب در غذای  

 شود.مصنوعی و اثر بر نشو و نمای این آفت بررسی می

 ها مواد و روش

 پرورش حشره

گاه های کرم غوزه پنبه از دانشکده کشاورزی دانشتخم

گ از  تبریز  پنبه  غوزه  کرم  لاروهای  پرورش  برای  شد.  رفته 

بلبلی )نوعی مبتنغذای مص گرم پودر    205ی بر لوبیای چشم 

گرم مخمر،   35گرم پودر جوانه گندم،    30لوبیا چشم بلبلی،  

آگار،    12 آسکوربیک،    5/3گرم  اسید  گرم    2/2گرم 

  5  هید، تر فرمالدلیمیلی  5/2گرم اسید سوربیک،    1/1،  نیپاژین

و    تریلیلیم آفتابگردان  مقطر(   تریلیلیم  850روغن  آب 

و    درجه سلسیوس  26±3دمای  ن حشرات در  استفاده شد. ای

نسبی   نوری    50رطوبت  دوره  و  )روشنایی:    16:8درصد 

   .  (Shorey & Hale, 1965)تاریکی( پرورش یافتند 
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 تشریح و جداسازی دستگاه گوارش 

آنز اثرات  آزمایش  انجام  از لاربرای  وهای همسن  یمی، 

لارو  ( مختلف  سنین  از  کدام  ششم(  هر  تا  اول   .Hسن 

armigera   ساعت بعد    48عدد    10اند به تعداد  که زنده مانده

پوست تفکیک  از  به  انتخاب شدند. لاروهای همسن  اندازی 

بی یخ  قیچی  روی  با  لارو  بدن  شکمی  سطح  شدند،  حس 

پنس  از  استفاده  با  گوارش  لوله  و  شد  گردید    بریده  و  جدا 

لیتر محتوی آب مقطر  میلی 2هایی با حجم درون میکروتیوب

گ تعداد  قرار  میکروتیوب  هر  درون  لوله    10رفتند  عدد 

 گوارش کامل قرار داده شد.

 

 استخراج آنزیم 

نمونه  گوارش،  دستگاه  آنزیم  عصاره  استخراج  ها  برای 

نمونه سپس  شدند.  له  دقت  با  میکروتیوب  داخل  به  در  ها 

د  20مدت   س  ردقیقه  درجه  چهار  سرعت    لسیوسدمای  با 

سانتریفیوژ    12000 دقیقه  در  مرحله،  دور  این  از  بعد  شدند 

نمونه بالایی  به محلول  و  شده  در ها جدا  آنزیمی  منبع  عنوان 

شدند  نگه  وسیسلسدرجه    -20دمای    Bandani et)داری 

al., 2009) . 

 هااستخراج مهارکننده

 Robiniaذر اقاقیاستفاده از بهای پروتئینی مورد اعصاره 

pseudoacacia یونجه ،Medicago sativa عدس ،Lenus 

culinaris  ای  و ماشک گل خوشهVica villosa     در شرایط

استخراج این   آزمایشگاهی  از  یک  هر  استخراج  شدند. 

 ( انجام ,.Mehrabadi et al  2010ها بر اساس روش )عصاره 

ام از بذرهای  ذر از هر کدگرم ب  30طور خلاصه مقدار شد. به 

، 1/0  ةریتلاومبا    NaClلیتربافر  میلی  100ذکر شده در بالا در  

به  و  شد  اتاق هم  90مدت  مخلوط  دمای  در  شد.    دقیقه  زده 

  30مدت  ل در دمای چهار درجه سلسیوس و به مخلوط حاص

-منظور رسوبسانتریفوژ شدند. به  g  8000دقیقه و با سرعت

سولفات با  پروتئین  مخلوط    70آمونیوم    دهی  اشباع  درصد 

حاصل  مخلوط  دمای    45مدت  ه ب   شد.  در  جه  در  4دقیقه 

هم آرامی  به  مخلوسلسیوس  شد.  دمای  زده  در  حاصل    4ط 

به  سلسیوس  سرعت  30مدت  درجه  با    g   8000دقیقه 

پروتئین، به مدت  -سانتریفوژ شدند. مخلوط سولفات آمونیوم

دمای    30 در  و  س  4دقیقه  با  سلسیوس    g8000 رعت  درجه 

میلی دو  با  حاصله  رسوبات  و  بافر  سانتریفوژ   Tris-Hclلیتر 

اسیدیته  م  2/0) به  7ولار،  ( به صورت سوسپانسیون درآمد و 

نهایت    20مدت   ساعت در درون آب مقطر دیالیز شد و در 

درجه سلسیوس داخل حمام    75دقیقه در دمای    10به مدت  

غیر    زهای داخلیآب گرم قرار داده شد به منظور اینکه آمیلا

 فعال شوند.  

کننده مهار  فعالیت  بررسی  بر  شده  استخراج  های 

 نزیم آمیلازآ

اث بررسی  پروت   ربرای  اقاقیا، عدس و  یونجه  نیئیعصاره   ،

های  آمیلاز از غلظت -روی فعالیت آلفا  ایماشک گل خوشه 

هر چهار بذر  پروتئین  میکروگرم    7/9و    10/ 05،  15/13،  14

شده،   شذکر  روش ان  هایغلظتد.  استفاده  اساس  بر  تخابی 

(Bradford, 1976)   بذرها    روتین های مختلف پاز بین غلظت

بذرها های مختلف  غلظتجدا شدند.   از  هر یک  با    پروتئین 

به آنزیمی  فعالیت    30مدت  عصاره  شد.  اینکوبه  دقیقه 

روش   از  استفاده  با  و    (Bernfeld, 1955)آمیلولیتکی 

(Baker, 1987)  به این صورت  .  شد  ییرات انجام با اندکی تغ

سپس   د.ه شعنوان سوبسترا استفادسته یک درصد به که از نشا

به مجموعه اضافه    (DNS)معرف دی نیترو سالیسیلیک اسید  

بعد از   ت.در آب جوش قرار گرف  دقیقه   10شد و برای مدت  

لیتر از نمونه توسط دستگاه الایزا  میکرو  200سرد شدن میزان  

 میکرو حسب  بر  (آمیلاز آنزیم لیتعاف  (ELX 808)ریدر  

نانومتر    540ل موج  در طو )پروتئین گرممیلی بر دقیقه بر مول

 .  خوانده شد

 سنجش مهار کننده در ژل 

جهت بررسی فعالیت کیفی آنزیم، و اثبات روند صحیح  

الایزازدر،  داده  دستگاه  با  آنزیم  فعالیت  از  حاصل  های 

  ژل   شرو  از   اده تفاس  با  آمیلولیتیکی  فعالیت   زایموگرام

  به   شد.  انجام  اندکی تغییرات  با  Lameli  (1970) الکتروفورز

  ژل   برای  %10  آمیدآکریلپلی  ژل   از  که  صورت   ینا

کننده استفاده شد. در ژل    ژل متراکم برای %4 از  و جداکننده 
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میکرولیتر مهارکننده را به    10میکرولیتر آنزیم و    10آمیلاز،  

مار بن  داده مدت یک ساعت در حمام  قرار    20و سپس    ی 

ت در  میکرولیتر بافر نمونه به مخلوط حاصله اضافه و در نهای

انجام    100ها ریخته شدند، بارگذاری آنزیم در ولتاژ  چاهک

جدا   شیشه  از  را  ژل  انتها،  به  آبی  رنگ  رسیدن  از  پس  شد 

قرار    X-100تریتون  %1دقیقه در محلول  15کرده و به مدت 

  9افر گلایسین اسیدیته  ساعت در ب  5/1داده و سپس به مدت  

با   م  2lCCaمولار،  میلی  lCNa  10همراه  و یلیدو  مولار 

سپس  گرفت.  قرار  سوبسترا(  عنوان  )به  درصد  یک  نشاسته 

غوطه  لوگول  رنگی  محلول  در  باندهای  ژل  گردید.  ور 

آلفافعالی به -ت  تیره  زمینه  در  نوارهای  آمیلازی  صورت 

 شوند. روشن دیده می 

 

شناسی استخراج شده بر زیستی هاههارکنندتاثیر م

 کرم غوزه پنبه 

اثر   بررسی  منظور  پروتئینعصاره به  مختلف  های  های 

پنبه،   غوزه  کرم  زیستی  صفات  برخی  بر  مختلف  بذور 

 وشدند   آوریجمع تخمگذار هایماده  از سن هم هایتخم

شد یک سن و  شده  تفریخ هامتخ که زمانی پتری   ظاهر  به 

بادیش هش  هایی  شرایط  نتی ت ساقطر  در  و  شدند  منتقل  متر 

ها از  ی شروع آزمایشمحیطی ذکر شده نگهداری شدند. برا

به ازای هر تیمار استفاده شد. لاروها  لارو زنده هم  130 سن 

دمای   آزمایشگاهی،  شرایط  سلسیوس    26±3در  درجه 

نسبی   نوری    50رطوبت  دوره  و  )روشنایی:    16:8درصد 

در کف هر پتری دیش    .قرار گرفتندتاریکی( مورد بررسی  

طوب و  یک صافی مرطوب گذاشته شده بود که هر روز مر

با  مصنوعی  غذایی  جیره  از  شدند.  جایگزین  تازه  غذای  با 

وزن یکسان برای همه تکرارها استفاده شد. عصاره پروتئینی  

مختلف   را    1بذور  لاروها  غذایی  جیره  کل  وزن  از  درصد 

می تشکیل  .  (Azimi et al., 2020)داد  تشکیل  از  بعد 

تشفیره  شد  نگهداری  جداگانه  ظرفی  در  را  کدام  هر  بر  ها  ا 

اساس ظهور افراد نر و ماده تفکیک و افراد نر و ماده جفت  

بعد میزان تخم  24شدند و هر   تا  ساعت  های قرار داده شده 

بازدیدها روزانه انجام   افراد ماده شمارش شدند.  زمان مرگ 

شو و نما و تخمریزی ثبت  طول دوره ن   و مشاهدات مربوط به

 شد.  

 

 تجزیه و تحلیل دادها 

غلظت مربوط به عصاره پروتئینی    چهار ش  در این آزمای

بذرهای مورد آزمایش، بر اساس طرح کامل تصادفی انجام  

با   تحلیل  و  تجزیه  گروه   SAS  9.1شد.  داده و  با  بندی  ها 

نمودا رسم  برای  شد.  انجام  توکی  آزمون  از  از  استفاده  رها 

 استفاده شد. Sigma plot 12افزار نرم 

 

 نتایج

پروتئ  مهارکنندگی  چهار  یننتیجه  از  شده  استخراج  های 

نشان  1گیاه مختلف )شکل   را  به غلظت  وابسته  ( یک روند 

داد، به طوری در بالاترین غلظت از عصاره پروتئینی بذر  می

مهارکننده    %49یونجه،   حضور  در  شد.  مشاهده  آنزیم  مهار 

غلقاا در  میلیمیک  41ظت  قیا  بر  فعالیت    %76لیتر،  روگرم 

کاه آمیلاز  آلفا  با  آنزیم  آمیلاز  آلفا  آنزیم  یافت.  ش 

و  غلظت شد  سنجش  عدس  پروتئینی  عصاره  مختلف  های 

مهارکنند روند  در یک  آمد  دست  به  غلظت  به  وابسته    گی 

شد. همچنین چهار  مهار آنزیم مشاهده    %51بالاترین غلظت  

ای هم با عصاره  خوشهاشک گلمهارکننده مغلظت مختلف  

سنجش غلظت    آنزیمی  بالاترین  در  و  گل  شد  ماشک 

آنزیم  %61ای،  خوشه مهار  )شکل    درصد  شد  (.  1مشاهده 

های  زینه توانند گها میدهد که این مهارکننده مینتایج نشان  

 آمیلاز این حشره باشند.مناسبی برای کنترل آلفا 

 

فع روی  اسیدیته  اثر  مهارکنبررسی  ندگی الیت 

 های پروتئینی استخراج شده عصاره 

آل آنزیم  مهارکنندگی  توسط    فا میزان  حشره  آمیلاز 

تغییر  عصاره  اسیدیته  تغییر  با  مختلف  گیاهان  پروتئینی  های 

بیش در  کرد.  و  اقاقیا  به  مربوط  مهارکنندگی  میزان  ترین 

دست  9اسیدیته   اسیدیته    به  در  هم  گیاهان  بقیه  در    9آمد. 

آمد  ها به دستتری نسبت به دیگر اسیدیتهرکنندگی بیشمها

اسیدیت در  گی  6ه  و  کمهمه  داشتند  اهان  را  مهار  میزان  ترین 

معیار 2)شکل   اسیدیته  در  مهارکننده  یک  بودن  پایدار   .)
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آفا کنترل  برای  مهارکننده  انتخاب  برای  با  مهمی  هست.  ت 

دیته بر  آمده از این پژوهش تاثیر اسیتوجه به نتایج به دست  

بیش هان فعالیت و مهارآنزیم توسط مهارکننده میز ترین  ا که 

آمد و از  به دست   9ر آنزیم توسط اقاقیا در اسیدیته  میزان مها

بیشآن که  فعالیت  جا  بهینه  اسیدیته  و  آنزیم  فعالیت  ترین 

در  حشره  این  گوارشی  کانال  اسیدیته  و  حشره  این  آمیلاز 

اسیدیته   و  قلیایی   ,.Valencia et al)اشد  بمی  9محدوده 

2008; Ozgur et al., 2009)گزینه  اند  تو، این مهارکننده می

 آمیلاز باشد.  مناسبی برای مهار آلفا

 

 سنجش مهارکنندگی در ژل 

طیف روش  عصاره با  تاثیر  روی  سنجی  پروتئینی  های 

آلفا آنزیم  مهارکننده فعالیت  ها  آمیلاز مشخص شد. سنجش 

مهار بررسی  پروتئینی  ه کنندگی عصارهم در ژل جهت  های 

انجام کیفی  صورت  )شکل  به  کار  3گرفت  این  برای   .)

مهارکننده غلظت مختلف  نگههای  آنزیم  با  شدند.    داریها 

مهارکننده  ژل سپس  توسط  بررسی آکریلپلی  ها  مورد  آمید 

باندها به    شفافیت  Image j  افزاربا استفاده از نرمقرارگرفت.  

 (.  4کل )ش  شد د مقایسهو نسبت به شاه یصورت کم

می نشان  بررسی  این  از  کلی  سه  نتایج  بین  از  که  دهد 

ند فعال در تیمار شاهد، در عصاره پروتئینی اقاقیا و ماشک  با

اقاقیا   است. همچنین در  به طور کامل حذف شده  باند  یک 

شدت باندهای اول و دوم در مقایسه با شاهد و بقیه باندها به  

چشم اسطور  شده  کم  مگیری  نشان  که  دهد  یت 

موثری  مهارکننده  اثر  مذکور  گیاهان  از  شده  استخراج  های 

(. در عدس و  3کاهش فعالیت آنزیم داشته است )شکل  در  

شود ولی در مقایسه با شاهد از  یونجه هر سه باند مشاهده می

آن از  است.  شده  کم  باندها  کیفیت  شدت  گاهی  که  جایی 

می پیدا  کاهش  ژل  چعکس  طور  به  و  نمیکند  ن  تواشمی 

افزار  ت نرم  از  بار  اولین  برای  داد،  برای    Image Jشخیص 

نشا )شکل  کمی  شد  استفاده  ژل  کیفیت  دادن  نتایج  4ن   .)

است   مشهود  زایموگرام  ژل  عکس  در  که  کیفی  سنجش 

مهارکننده  با سنجش کمی  دارد، که  کاملا  تطابق  آنزیم  گی 

پپروتئین به  مربوط  گونه  چهار  از  شده  استخراح  روانه  های 

د  قادر به کاهش فعالیت آنزیم آمیلاز در مقایسه با شاه   آساها

 باشند.می

پروتئینی  عصاره  حاوه  غذایی  جیره  از  تغذیه  اثر 

 بذور مختلف بر فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز

کرم   لاروهای تغذیه اثر به مربوط نتایج مختلف  سنین 

شکل   در  مختلف  تیمارهای  از  پنبه  شده    5غوزه  داده  نشان 

آ ا نتایج  میست.  نشان  میزان  نزیمی  که  آنزیم دهد  فعالیت 

تیم چهار  هر  در  روند  آمیلاز  ششم لاروی  تا  دوم  سن  از  ار 

اقاقیا   تیمار  بعد در  به  افزایشی داشت. در لاروهای سن دوم 

معنی کاهش  تیمارها  دیگر  با  مقایسه  فعالیت  در  در  داری 

می مشاهده  گوارشی  آمیلاز  آنزیمآنزیم  فعالیت  در شود.  ی 

تیمارهای مختلف اختلاف معنیسن یک   داری مشاهده  بین 

سن  نمی از  اما  اختلاف  شود  مختلف  تیمارهای  بین  دوم 

 Robinia  که تیمار اقاقیاطوریشود بهداری مشاهده میمعنی

pseudoacacia  داری در  ها اثر معنیدر مقایسه با سایر تیمار

است   داشته  آمیلاز  آنزیم  فعالیت  )58,4f ,87.6=کاهش 

P<0.0001) . 

 

عصاره   بررسی حاوه  غذایی  جیره  از  تغذیه  اثر 

بذو ویژگیپروتئینی  بر  مختلف  زیستی  ر  های 

 لاروی

 تغذیه از با دو سن لاروهای که داد نشان حاضر بررسی

اقاقیا میر   و مرگ درصد 32 حدود  روز، چهار از بعد تیمار 

معنی  داشتند  اختلاف  تیمارها  دیگر  با  مقایسه  در  ری ادکه 

درصد مرگ میر  همچنین(. 0.0001P=32.1, 120,4f>داشت )

بی تیمار شادر  به ن سه  ، 10±95/0ترتیب  هد، یونجه و عدس 

  دارمعنی  ثبت شد که اختلاف تفاوت   10±95/0و    98/0±11

 غوزه  لاروهای رشدی دوره  طول  بین این تیمار مشاهده نشد. 

 1 جدول در  که همانطور  .شد ثبت هر سن تفکیک به پنبه

 باعث داریمعنی طور به تیمار اقاقیا  از شود تغذیهمی مشاهده 

وره لاروی در هر سن لاروی شد. طول کل  افزایش طول د 

112,4f 35.11=داری )دوره لاروی در تیمار اقاقیا به طور معنی

, P<0.0001با سایر تیمارها طولانی تر بود. کل  ( در مقایسه 

اقاقیا   تیمار  در  لاروی  ثبت   03/49±12/1دوره  شد.    روز 
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بود که  کوتاهتری تیمار شاهد  به  مربوط  ن طول دوره لاروی 

تیمار    09/1±83/23 بین  لاروی  دوره  طول  شد.  ثبت  روز 

داری مشاهد  ای تفاوت معنییونجه و عدس و ماشک خوشه 

افراد ماده مربوط  نشد. طول دوره لاروی و میزان تخمریزی 

ایج  نشان داده شده است. نت  1به تیمارهای مختلف در جدول  

می میانگینشان  تخم دهد  کل  بین  ن  شده  گذاشته  های 

معنی اختلاف  مختلف  داشت  تیمارهای  وجود  داری 

(<0.0001P=32.1 , 76,4f و میزان تخمریزی کل  (. کمترین 

عدس   و  یونجه  تیمار  بین  بود.  اقاقیا  تیمار  به  مربوط  روزانه 

ای بعد از تیمار  وشه دار نبود و تیمار ماشک خاختلاف معنی

 اقاقیا کمترین میزان تخمریزی را داشت. 

 

 

 

  ای و ماشک گل خوشه  L. culinaris، عدس M. sativaیونجه،   R. pseudoacaciaهای مختلف پروتئین اقاقیااثر غلظت   -1کل  ش
V. villosa  به آمیلاز لوله گوارش لارو سن چهارم کرم غوزه پن -برمیزان مهارکنندگی آنزیم آلفا 

Fig. 1. Effect of different concentrations of acacia R. pseudoacacia, alfalfa M. sativa, lentil L. culinaris and hairy 

vetch V. villosa on the fourth larvae of H. armigera α-amylase activity 

. 
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آلفا  pHاثر    -2شکل   مهارآنزیم  میزان  لوله -بر  اقاقیا  آمیلاز  پروتئینی  توسط عصاره  پنبه  غوزه  کرم   .R  گوارش لارو سن چهارم 

pseudoacacia یونجه ،M. sativa  عدس ،L. culinaris ای و ماشک گل خوشهV. villosa 
Fig. 2. Effect of different pH values on the fourth larval instars of H. armigera α-amylase activity in presence of 

acacia R. pseudoacacia, alfalfa M. sativa, lentil L. culinaris and hairy vetch V. villosa extracts 

 

 

 

به ترتیب از چپ، تیمار )  -3شکل   اثر مهارکنندگی عصاره پروتئینی   .M(، یونجه  3)  L. culinaris(، عدس  2(، شاهد )1بررسی 

sativa (4 ماشک )V. villosa  ( اقاقیا5و ) R. pseudoacacia روی کرم غوزه پنبه در ژل الکتروفورز 
Fig. 3. Gel electrophoresis assay of the effect of  control (1) and lentil L. culinarys (2), alfalfa M. sativa (3),  

hairy vetch V. villosa (4),  acacia R. pseudoacacia (5) extracts on the of the bollworm α-amylase activity 
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مهارکنندگی    -4شکل   اثر  اقاقیامقایسه  مختلف،  تیمار  پنج  پروتئینی  یونجه R. pseudoacaciaعصاره   ،M. sativa   عدس  ،L. 

culinaris  ،ای ماشک گل خوشهV. villosa  سازی باندهای ژل الکتروفورز با استفاده از نرم افزار صورت کمیبه  شاهد  و Image j 
Fig. 4. Comparison of the inhibitory effect of protein extract on five different treatments, acacia R. 

pseudoacacia, alfalafa M. sativa, lentil L. culinaris and  hairy vetch V. villosa extracts and control by 

quantification of gel electrophoresis bands using Image j software 
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که از    H. armigeraلاروهای   مختلف سنین   )پروتئین  گرم میلی بر دقیقه بر مول میکرو حسب بر ( آمیلاز   آنزیم فعالیت   -5شکل  

 اند.تغذیه کرده   V. villosaایو ماشک گل خوشه L. culinaris، عدس  M. sativa، یونجه R. pseudoacaciaتیمارهای اقاقیا

Fig. 5. Amylase enzyme activity (μmol min-1 mgr-1 protein) of different larval instar of H. armigera feed on 

acacia R. pseudoacacia, alfalfa M. sativa, lentil L. culinaris and hairy vetch V. villosa extracts. 
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  میانگین( ±SEتعداد تخم کل )میانگین( لاروی سنین مختلف و درصد مرگ و میر لارو سن دوم و    ±  SEطول دوره )  -1جدول  

 روی تیمارهای مختلفحشره ماده 
Table 1. Mortality percentage of second instar larvae and developmental period (day) (Mean ±SE) of different 

larval stages and total oviposition (mean±SE) H. armigera reared on different treatments  

 

First 

instar

(day)

Robinia 

pseudoacacia
5.3±0.51

 a
8.17±0.43

 a
9.06±1.01

 a
11.4±1.01

 a
8.25±0.23

 a
7.12±0.43

 a 49.30±1.12
 a

3.1
a
±32 19.14±1.04 c

Vica villosa 3.46±0.31
 b

5.37±0.17
 b

6.7±0.87
 b

10.46±0.54
 b

7.01±0.23
 b

5.32±0.31
 b 38.23±2.98

 b
3.7

b
±14 21.20±0.96 b

Medicago 

sativa
2.7±0.61

 c
3.34±0.36

 c
5.01±0.16

 c
8.42±0.48

 c
4.5±0.14

 c
3.47±0.14

 c 27.26±0.92
 c

0.98
c
±11 32.57±1.43 a

Lenus 

culinarys
2.95±0.43

 c
3.33±0.63

 c
5.11±0.32

 c
8.32±0.74

 c
4.31±0.42

 c
3.33±0.36

 c 27.25±1.83
 c

1.56
c
±10 31.86±2.01 a

Control 3.15±0.43
 c

3.12±1.12
 c

5.11±0.32
 c

7.45±1.03
 c

4.56±0.69
 c

3.46±0.28
 c 23.83±1.09

 d
0.95

c
±10 34.01±2.67 a

f 0.88 0.41 1.21 0.75 0.48 0.58 35.11 32.1 15.48

p 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Third 
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 بحث

بررسی این تحقیق روی مهار آنزیم آلفاآمیلاز نشان داد  

ر به که  است  غلظت  به  وابسته  مهار  در  وند  مثال  عنوان 

بر روی کرم   تریتیکاله  بذر  پروتئینی  پیشین عصاره  مطالعات 

بالاترین غلظت  غوزه پنبه را بررسی و مشاهده کردند که در  

( پروتئینی  عصاره  میلی  17از  بر   %70لیتر(  میکروگرم 

پایین در  و  شد  مشاهده  )مهارکنندگی  غلظت   0625/1ترین 

 آمیلاز مشاهده مهار آنزیم آلفا  %30میکروگرم بر میلی لیتر(  

عصاره (Dastranj & bandani, 2014)شد   همچنین   .

تریتیکاله را روی آنزیم آلفا میلاز سن گندم  آ پروتئینی بذر 

بالاترین   در  که  داد  نشان  نتایج  دادند،  قرار  بررسی  مورد 

تا   آنزیم  فعالیت  مهارکننده،  روند    %80غلظت  و  مهارشد 

بود غلظت  به  وابسته   ,.Mehrabadi et al)مهارکنندگی 

2010).   
در یک بررسی عصاره پروتئینی سه رقم لوبیا و سه رقم  

ب را  آلفاگندم  روی  غوزه ر  کرم  گزارش    آمیلاز  و  بررسی 

 %99/64کردند که رقم لوبیای صدری و درخشان به ترتیب  

شکوفا    %58/69و   رقم  ولی  شدند  حشره  آنزیم  مهار  باعث 

عصاره  بین  در  نداشت.  توجهی  قابل  های  مهارکنندگی 

رقم   هم  گندم  ارقام  بالاترین    MV17پروتئینی  غلظت  در 

 به  % مهارکنندگی داشت و دو رقم سیوند و افلاک  86/54

 

 

 Majidiani)ند  مهارکنندگی داشت  %79/39و    %75/28ترتیب  

et al., 2014)  .نشو و نما های زیستی حشرات از قبیلویژگی 

طور کلی  طول دوره بلوغ و تولید مثل و به   مراحل نابالغ، بقا، 

غذای  مؤلفه نوع  تأثیر  تحت  حشرات  جمعیت  رشد  های 

اه میزبان را  متعددی مطلوبیت گی عواملو    باشد می دریافتی

نما و  نشو  تغذیه،  توسط   برای  بعد  نسل  جمعیت  ایجاد  و 

توان  آفت تحت تأثیر قرار میدهند که از آن جمله می  ة حشر

به نوع و میزان عناصر غذایی گیاه، ترکیبات اولیه و ترکیبات  

و توانایی   های مورد تغذیهشیمیایی ثانوی گیاه، سختی بافت

توسط نمود   هضم و جذب غذای خورده شده  اشاره    حشره 

(Majd-Marani et al., 2017بنابراین حشرات آفاتی که    (. 

مهارکنندگی  ترکیبات  برابر  در  دارند،  وسیع  میزبانی  دامنه 

دنبال   به  محققان  بنابراین  هستند  مقاوم  گیاهان  از  بسیاری 

میزبا که  هستند  گیاهانی  در  کننده  مهار  ترکیبات  یا  یافتن  ن 

 خوار نباشد. یزترجیح میزبانی حشره همه چ

مهارکننده  اثر  مورد  در  اندکی  تحقیقات  امروز  های  تا 

آنزیم روی  درون  گیاهی  شرایط  در  حشرات  گوارشی  های 

اخیرا  (  in vivo)  تنی که  تحقیقی  در  است.  گرفته  صورت 

غلات بید  لارو  که  شد  داده  نشان  است  شده   انجام 

Sitotroga cerealella     است آمیولیتیتیک  فعالیت  دارای 

 Salvia در شرایط آزمایشگاهی توسط گیاه مریم گلی   که
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officinalis   شد مطالعات  .مهار  این  با  نتمطابق  این  ،  ایج 

مهار که  داد  نشان  گلی کننده مطالعه  مریم  گیاه  در   بذر 

 ,.Borzooui et al)، رشد و نمو لارو مؤثر است  کاهش بقا

 .Sدر تحقیق مشابه نشان داده شد که تغذیه لاروهای . (2017

cerealella    غلظت سویا،    5  و   1با  پروتئینی  عصاره  درصد 

افزایش  به  به  منجر  زمان رشد   21و    12ترتیب  تغذیه   درصد 

گزارشب  (Shukle & Wu, .2003)د  ش  اخیر  هایراساس 

مهارکنند تأثیره سطح  بذر  اندازه  و  دوره    ها  طول  در  مهمی 

غلات بید  بقای  و  دادند  دار رشدی  نشان  همچنین  و  که  د 

مهارکنندمرژی سطح  با  غذایی  بذر    هاه های  اندازه  و  بالاتر 

 & Borzooui)  ر میزبان نامناسبی برای آفت بودندتکوچک

naseri., 2017) .  

میلی  41غلظت    وجود بر  ازمیکرولیتر    مهارکننده   لیتر 

یا  پنبه غوزه  کرم مختلف سنین  لارو گوارشی کانال در اقاقیا،

جیره   1معادل   کل  وزن  از  درصد    71  تواندیم  درصد 

  میزان   و  میر  و  مرگ  میزان  و   مهار  را   حشره   آلفاآمیلاز

  مطالعات  با  بنابراین.  دهدقرار  تاثیر  تحت   را  لاروها  مانیزنده 

  با   و   ها مهارکننده   ین ا  رمزکننده   هایژن  شناسایی  و   تربیش

  شرایط   در   ها ژن  این  از  شده   تولید   های پروتئین   بررسی  و  بیان

  بر  شده   تولید   های پروتئین  این   تاثیر  سیبرر  با   و  آزماشگاهی

  این   از   استفاده   برای   موثری  قدم  توان می  حشرات   روی

   .برداشت  آفات  و  حشرات کنترل در  هابیومولکول

بررسی داده شده که در  نشان  است  انجام شده    هایی که 

شده  خورده  غذای  کمیت  و  و    کیفیت  نشو  در  مهمی  نقش 

افزایماده زن  نما، و  تولیدمثل  حشره نی،  بعد  نسل  ش جمعیت 

های  براساس گزارش.  (Borzoui et al., 2013)  دکنایفا می

ها و اندازه بذر تأثیر مهمی در طول  سطح مهارکننده محققین  

 ,Borzoui & Naseri)  دارد بید غلاتبقای  دوره رشدی و  

رژیمآن .  (2016 که  کردند  بیان  سطح  ها  با  غذایی  های 

اندازه مهارکننده  و  بالاتر  کوچک  ها  نامناسبی بذر  میزبان  تر 

بودند آفت  بررسی. برای  این  میدر  نظر  به  پروتئین  ها  رسد 

ویژگی بر  بیشتری  تاثیر  اقاقیا  و  مهارکننده  زیستی  های 

چه   اگر  دارد،  پنبه  غوزه  کرم  لاروهای  فیزیولوژیک 

تفاوت   علت  به  است  ممکن  پنبه  غوزه  کرم  لارو  حساسیت 

توان به طور قطع نظر داد و  یهای فردی باشد و نمدر ویژگی

 ,Yoshinori & Harryk)  های بیشتری استمستلزم بررسی

1993). 
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Abstract  

In the present study, effect of seed protein extracts of Robinia pseudoacacia, Medicago sativa, Lens culinaris 

and Vica villosa were studied (in vitro and in vivo) on alpha-amylase activity of boll worm, Helicoverpa 

armigera (Hübner). Effect of 4 concentrations (14, 13.15, 10.05 and 9.7 μg) of protein extract of the mentioned 

plants showed the greatest inhibitory effect. The highest inhibition of the enzyme was observed under the 

influence of all four inhibitors at pH value equal to 9. Zymogram analysis in confirmation of enzyme 

quantification showed inhibition of alpha-amylase in reducing band thickness. At the highest concentration of 

alfalfa seed protein extract, 49% enzyme inhibition was observed. In the presence of acacia inhibitor at a 

concentration of 41 μg / ml, 76% of alpha-amylase activity was reduced. Alpha-amylase was assayed at different 

concentrations of lentil protein extract and a concentration-dependent inhibitory process was obtained at the 

highest concentration of 51% enzyme inhibition. Also, four different concentrations of hairy vetch inhibitor were 

measured with enzymatic extract and in the highest concentration of hairy vetch, 61% of enzyme inhibition was 

observed. Amylase activity in digestive lumen after the second larval instar in acacia treatment showed 

significant reduction. Total larval longevity in acacia treatment (49.03±1.12) had significantly longer life time in 

comparison with other treatments. Thus, the seed extract of R. pseudoacacia had high inhibitory activity for the 

α-amylase of this pest.  

Keywords: digestive enzyme, cotton bollworm, gut, enzyme inhibitor 


