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 چکیده
لاروهاای پرواناه ابریشام    سیستم گوارشی بتا گلوکوزیداز -آلفا و آلفا آمیلازآنزیمی های  ویژگیدر تحقیق حاضر 

فعالیت میانگین تعیین شد.  جهت شناخت بهتر فیزیولوژی گوارشی آفت Hyphantria cunea Druryباف پاییزی

 12/0، 1/9±  17/0 در لوله گوارش لاروهای سن پنجمترتیب  آلفا و بتا گلوکوزیداز بههای آلفا آمیلاز،  ویژه آنزیم

آنزیم آلفا آمیلاز در غده بزاقای و لولاه    دست آمد. هگرم پروتئین ب میکرومول بر دقیقه بر میلی 8/6±  9/0 و ±6/3 

ترتیب در  های آلفا و بتا گلوکوزیداز در لوله گوارش و همولنف به آنزیم و pH 10 درگوارش لاروهای سن پنجم 

pH  فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز در لوله گوارش و غادد  برای د. دمای بهینه نشتبیشترین فعالیت را دا 8و  8، 7، 8های

گلوکوزیاداز در لولاه گاوارش و    هاای آلفاا و بتاا     درجه سلسیوس و برای آنازیم  45و  55ترتیب برابر با  بزاقی به

Naهاای   یاو  بازدارندگی توسا   بیشترین اثر درجه سلسیوس بود.  35و  45، 45، 35ترتیب برابر با  همولنف به
و  +

Co
Fe،مولار( روی فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز میلی 20و  10 های ترتیب در غلظت )به +2

 (ماولار  میلای  20غلظات  ) +2

Mnو روی فعالیت آنزیم آلفا گلوکوزیداز 
. ایجاد شدبتا گلوکوزیداز   روی فعالیت آنزیم (مولار میلی 10غلظت ) +2

Mn  یو 
Baهاای   یاو  و روی فعالیات آنازیم آلفاا آمایلاز      ماولار(  میلای  20و  10های  )غلظت +2

 20غلظات  ) +2

Mgو  (مولار میلی
ایجاد را دار  بیشترین افزایش معنیروی فعالیت آنزیم آلفا گلوکوزیداز  (مولار میلی 10غلظت ) +2

های آلفا آمیلاز، آلفاا و بتاا گلوکوزیاداز در لولاه گاوارش لارو سان پانجم         . طبق نتایج زایموگرام، آنزیمکردند

تواند در تحقیقات تکمیلی راجع باه اساتفاده از    های حاصل می یافته دارای دو ایزوفرم بودند.  H. Cuneaپروانه

 مورد استفاده قرار گیرد. H. cuneaدر کنترل های گوارشی های آنزیم مهارکننده



 بازدارندگی، بتا گلوکوزیداز-آلفاآلفا آمیلاز، ، Hyphantria cuneaها:  کلید واژه



 مقدمه
تولیدمواددرهاوجودکربوهیدار اکثرحشرا در

مثا رایرشاد،تکاما ،بقااوتولیادغذاییماوردنیاازبا

هاایآنازی اینترکیباا باهارز غذایی.استضروری

هااایکااهکربوهیاادرا بسااتگیداردایکنناادههیاادرولیز

باارایپیچیاادهرابااهسااایتارهایمونااومریوقاباا جااذ 

(.Dadd, 1985)کنندتبدی میهایپوششیمعدهسلول

گلوکا گلوکانوهیدرولاز-D-α- 4 , 1)آمیلاز-آلفاآنزی 

E.C.3.2.1.1)شکساااتنجااازوکربوهیااادازهاباااودهو

گلیکاون رابارپیوندهایگلوکوزیاددایلاینشاساتهو

اینآنزی دراغلا (.Mohamed, 2004عهدهدارد)

هااوجاودگیاها ،جاانورا ،حشارا ومیکروارگانیسا 

mailto:m.gholamzadeh@areeo.ac.ir؛
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هاونقشمهمیدرهض ومتابولیس کربوهیدرا شتهدا

-آلفااآنازی .(Octavio et al., 2000)کنادایفامای

هایمختلفدساتگاهگاوار حشارا ازقسمتآمیلاز

هاایشام معده،غددبزاقیوهمولنفاساتخرا وویژگای

؛Ramzi and Zibaee, 2016آ تعیاینشاد)

Saberi Riseh and Ghadamyari, 2012؛

Sharifi et al., 2011.)آماایلازاولااینباااردر-آلفااا

هاایوویژگیاستخرا Tenebrio molitorسوسک

عالاوه(.Applebaum, 1964بررسیگردید)آنزیمیآ 

نیاازدرهضاا باارآلفاااآمیلازهااا،آلفاااوبتاااگلوکوزیاادازها

درهیادرولیزدیوباودهوهادرحشرا مه کربوهیدرا 

 ,Terra and Ferreiraالیگوسااکاریدهانقاشدارناد)

هیادرولیز(EC 3.2.1.20آلفاگلوکوزیاداز).(1994

گلوکوزیادیراازآریا گلوکوزیادهاα- 4, 1پیوناد

بتاااااوماننااااددیساااااکاریدهایاااااالیگوساااااکاریدها

گلوکوزیادیβ- 4, 1گلوکوزیدهاهیدرولیزپیوندهای

هاادرایانآنازی کنناد.کاتالیزمیبینمونوساکاریدهارا

سالولزوتجزیهدیوالیگوساکاریدهایحاصا ازهمای

بااینگیاهااا وهااایکاانشچناایندربااره ساالولزوهاا 

(.Terra and Ferreira, 1994حشرا نقشدارند)

پرواناااهابریشااا باااایپااااییزییااااسااافیداشاااجار

(Lep.: Arctiidae)Hyphanteria cunea Dury 

هااومثمار،بوتاهتارینآفاا دریتاا مثمار،غیارازمه 

هایهرزاسات.آفاتماذکوراولاینباارازاساتا علف

گزار شدودرحالحاضردر1381گیلا درتابستا 

روسااتایایااناسااتا فعالیااتدارد.285شهرسااتا و11

پروانهابریش بایپاییزیبیشتریندامنهمیزبانیرادربین

گوناه636کاهلاروهااقادرنادازطاوریبهحشرا داشته

گیاهیتغذیهکنناد.لاروهاایساناولپا ازیارو از

کنناد.سا  طوردستهجمعیشروعباهتغذیاهمایتخ به

تقریباًهمگیباها پوساتانادازیکاردهوواردمراحا 

شوند.یسار لاروهاایسانینچهاارموبعدیلارویمی

هاپنج بیشتربودهودراینسنینبهشک پراکندهازبرگ

کنند.دریتانیازجملهتو ،افارایسایاه،سای ،غذیهمیت

گلابی،لرگ،انجیر،انگور،زباا گنجشاک،توساکا،بیاد،

صنوبر،عرعر،نارو وگایلا درارارحملاهآفاتماذکور

(.Rezaei et al., 2004ند)شاومیبرگطورکام بیبه

ویااژهدرجمعیااتبااالایپروانااهابریشاا بااایپاااییزیبااه

درراستایتریجام تحقیقا اییرموج شدهتاهایسال

؛Ajamhasani et al., 2011کنتارلآ انجاامگیارد)

Zibaee and Jalali Sendi, 2010ریرأدلیا تا(.باه

زیستوموجودا هارویسلامتمحیطکشنامطلو آفت

یطردرکنترلآفاتهایک غیرهدیبهکارگیریرو 

توانادهااماییکیازایانراهاست.قرارگرفتهتوجهمورد

درهاایگوارشایحشارا هایآنزی استفادهازبازدارنده

(.Franco et al., 2002باشد)قال گیاها تراریخته

درهض غذاوآزادسازیباتوجهبهاهمیتکربوهیدرازها

هرگونهایاتلالدر،مونوساکاریدهایضروریرشدحشرا 

تواناادحشاارهراازدریافااتمنباا اناارنیآنزیماایماایدفرایناا

تعاادادزیااادین ازگیاهااا وکنااد.محاارومکربوهیاادرا 

اندکهوقتیبهگیاهاا منتقا شاوندهاشناساییشدهمیکرو 

یاوارآیادکاهبارایحشارا گیااهمحصولاتیبهوجودمای

درمقاباا ساامیبااودهوباعااممقاومااتیاااحفا ااتگیاهااا 

 ,Gatehouse and Gatehouseشود)گیاهخوارمی حشرا

حاااوین گیاهااا تراریختااهتولیاادازایاانرو(.1998

عناوا توانادباههایکربوهیدرازمایبازدارندهکنندهبیا 

هااایایماانجااایگزینترکیبااا شاایمیایییکاایازرو 

.مدنظرقارارگیاردیطرناکدربرابرحشرا گیاهخوار

ه زد فعالیتکربوهیدرازهاربابتوا میرو ایندر

تکاماا حشاارهدررشاادلارویرابااهتعویااقاندایتااهو

گیاهنخودتراریختهحااویبرایمثال.ایتلالایجادکرد

حبوباا هاایدربرابرسوساکن بازدارندهآلفاآمیلاز

Bruchus pisorumوCallosobruchus chinensis

؛Ishimoto and Kitamura, 1989)موفاقعما کارد

Shade et al., 1994.)عصارهپروتئینیتریتیکالهدرغلظت

آنازی فعالیاترویدرصاد70پروتئینتاامیکروگرم17


Helicoverpa armigeraکارمغاوزه،درآلفاآمیلاز

 ,Dastjerdi and Bandani)داشتمهارکنندگیارر

هااایویژگاایصااحی درایاانراسااتاشاانایت(.2012

باشااد.موردنیااازماایدرحشاارا هااایگوارشاایآناازی 
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سیسات گوارشایهایآلفااوبتااگلوکوزیادازدرآنزی 

محققیناساتخرا وماوردبرییحشرا مختلفتوسط

؛Ahsaei et al., 2013)ناادابررساایقاارارگرفتااه

Gholamzadeh chitgar et al., 2013؛Gholamzadeh 

chitgar et al., 2014؛Hassani et al., 2014؛

Jahanjo et al., 2013.) کربوهیدرازهایدرموردتاکنو

گوارشیدردستگاهگوار پروانهابریشا باایپااییزی

درتحقیاقحاضار.بناابراینتحقیقیصور نگرفتهاست

بتاگلوکوزیداز-هایآلفاآمیلازوآلفاهایآنزی ویژگی

موردبررسای،گوارشیآفتجهتشنایتبهترفیزیولونی

قرارگرفت.



 ها مواد و روش

 تهیه نمونه حشرات
1391تابساتا H. cuneaتخ پروانهدستهتعدادی

ازرویدریتا چناردانشکدهکشاورزیدانشگاهگیلا 

آوریوجهتپرور بهآزمایشاگاهمنتقا شادند.جم 

هاایشاادا وتاازهتغذیهوپرور لاروهارویبارگ

25±  2دریتچناردرشارایطآزمایشاگاهیباادماای

شارایطناوریدردرصاد80-60ورطوبتدرجهسلسیو 

ساعتتاریکیانجامگرفت.8ساعتروشناییو16

 آنزیمی نمونه سازی آمادهتشریح حشره و 
دلی ریزونامناسا باود لاروسانیاکجهاتهب

هاااآزمااایشلارویباارایانجااام2-5ازساانینتشااری ،

برایجداکرد لولاهگاوار ابتادالاروهاا.استفادهشد

روییخبیح شدندوبهکمکپن ،ساط شاکمی

طاورکاما لاروهاشاکافتهشادتاادساتگاهگاوار باه

شاود.محتویاا دساتگاهگاوار یاالیشادهوآشکار

هایمال یگیازآ جداشد.لولاههایاضافیولولهبافت

درجاهسلسایو تاا-20شادهدردماایگوار تشری 

هار،تهیاهنموناهبرای.زما انجامآزمایشنگهداریشد

5و20درترتیاا بااهوغاادهبزاقاایعااددلولااهگااوار 

آ مقطردرو  ریمحتوییاخباهکماکمیکرولیتر

درجه4یکهموننایزردستیهموننایزوس  دردمای

دقیقهسانتریفیون15برایمد g14000 ×درسلسیو 

جادانشاینرونشینازتهمحلولشدند.بعدازاینمرحله،

عدد10تعدادازعنوا منب آنزیمیاستفادهشد.شدهوبه

لاروبرایتهیههرنمونهاستفادهشد.

و  آمایلاز -آلفاا هاای   آنزیمگیری فعالیت  اندازه

 بتا گلوکوزیداز -آلفا
ازرو آمایلاز-آلفاگیریفعالیتآنزی برایاندازه

Bernfeld(1955).درصاد1نشاساتهمحلولاستفادهشد

40بهمیکرولیترسوبسترا50.کاررفتبهعنوا سوبسترابه

میلای50فسافا -گلیساین-استا سادی میکرولیتربافر

افاازودهشاادومحلااولرونشااینمیکرولیتاار10ومااولار

دقیقاه30باهماد سلسیو درجه35دردمایواکنش

میکرولیترمعری100.س  بااضافهکرد گرفتانجام

باهمجموعاهمتوقفوواکنش1نیتروسالیسیلیکاسیددی

بعادازساردجاو قاراردادهشاد.دقیقهدرآ 7مد 

دردمایاتاقبهمیزا مناس آ مقطرباههانمونهشد 

ناانومتر540اضافهوجاذ ناوریدرطاولماو هاآ 

Microplate reader Stat Fax 3200دساتگاهطتوسا

لولااهدرفعالیااتآناازی ایاانآزمااایشطاایشااد.قرائاات

وغددبزاقیلاروسن2-5گوار سنینمختلفلاروی

شد.میزا فعالیتآنازی باااساتفادهازگیریاندازهپنج 

برحس میکرومولبردقیقهبرمنحنیاستانداردمالتوزو

گرمپروتئینمحاسبهگردید.میلی

هااایگلوکوزیاادازبااراسااا رو فعالیااتآناازی 

Silva and Terra(1995)بااانادکیتغییارا وباا

2استفادهازسوبستراهای
pNαGگلوکوزیداز-برایآلفا

3و
pNβG10گیاریشاد.انادازهگلوکوزیداز-برایبتا

میکرولیتاار45بااههمااراهمحلااولرونشااینمیکرولیتااراز

اساتا میکرولیتارباافر115وماولار(میلای25)سوبسترا

37دقیقاهدردماای35بهماد فسفا -گلیسین-سدی 

600نگهااداریشااد.ساا  باااافاازود سلساایو درجااه

واکنشمتوقفوبعاد(مولار25/0)NaOHمیکرولیتر

شاد.قرائاتناانومتر405دقیقهجذ درطولمو 5از

منحنیاساتانداردازبااستفادهگلوکوزیدازفعالیتآنزی 


                                                           
1- Dinitrosalycylic acid (DNS) 
2- p-Nitrophenyl-α-D-glucopyranoside 
3- p-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 
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.محاسبهگردیدنیتروفنولپی

آمیلاز و -های آلفا و دما بر فعالیت آنزیم pH اثر

 بتا گلوکوزیداز -آلفا
هااایpHرویفعالیااتآناازی ،pHباارایبررساایاراار

فسافا -گلیسین-بااستفادهازبافراستا سدی 4-12مختلف

آزمایشرویلاروهایسنپانج مولارتهیهشدند.میلی50

بعاادازتهیااهنمونااهپروانااهابریشاا بااایپاااییزیانجااامشااد.

باهفسافا - گلیساین-استا سادی افروبسوبستراآنزیمی،

مطاابقکاارمراحا هماهدرایانآزماایششاد.آ افزوده

کهقابلاًشارددادهشادگیریفعالیتآنزی اندازهرو 

بدینترتی اسیدیتهبهینهفعالیتهرآنازی .گرفتانجام

فعالیاتبررسیارردماا،در.گردیدتعیینطورجداگانهبه

pHدردرجاهسلسایو 15-75دماهایمختلافآنزی در

رویلاروهایسان(pHدستآمدهازآزمایشاررهبهینه)ب

بعدازتهیهنموناهآنزیمای،موردآزمایشقرارگرفت.پنج 

بهآ افازودهفسفا -گلیسین-استا سدی سوبستراوبافر

شااد.درایاانآزمااایشهمااهمراحاا کااارمطااابقرو 

گیریفعالیتآنزی انجااماندازهتوضی دادهشدهدربند

طاورباهبهینهفعالیتهرآنزی دمایبدینترتی .گرفت

شد.جداگانهتعیین

-هاای آلفاا   بر فعالیات آنازیم   مواد شیمیاییاثر 

 بتا گلوکوزیداز -آمیلاز و آلفا
 ،MnCl2 ،CaCl2هااایدرایاانآزمااایشارریااو 

 

BaCl2،KCl،MgCl2 ،FeCl2،CoCl2،ZnCl2،
Hg2Cl21و

EDTAماولارمیلای20و10غلظتدوبا

گلوکوزیادازبتاا-آلفاوآمیلاز-آلفاهایفعالیتآنزی روی

ازترکیباا مشاخ هایپ ازتهیهغلظت.ندبررسیشد

دقیقاه15مذکور،نمونهآنزیمای،یاو وباافرباهماد 

افزودهوبقیهمراح هماننادسوبستراانکوبهشدند.س  

گیاریفعالیاترو کارتوضی دادهشدهدربندانادازه

فعالیاتهارآنازی بهینهاسیدیتهدرمحیطبافریباآنزی 

.انجامشد

 گلوکوزیداز  آلفا و بتاهای  آنزیمیموگرام از
 .Tokuda et alباارایانجااامایاانکااارازرو 



                                                           
1- Ethylene diamine tetra acetic acid 

بااااناادکیتغییااراسااتفادهشااد.باارایالکتروفااورز(2009)

آمادهدساتباهیهاهایآلفاوبتاگلوکوزیداز،نمونهآنزی 

بابافرنموناهمخلاو دستگاهگوار لاروهایسنپنج از

شاادند.الکتروفااورزبارگااذاریهاااینلچاهااکدرو و

انجاامشاد.پا سلسیو درجه4ولتودردمای100در

درو  ارویدقیقاه10ماد ازاتمامالکتروفاورز،نلباه

 حاویسوبساترایایتصاصای
2
4-MUßG 3و

4-MuαG

بارایترتیا باهمولار1/0مولاردربافراستا سدی میلی3

دردمایاتااقگلوکوزیدازوآلفاگلوکوزیدازهایبتاآنزی 

نلدردساتگاهنلداکبانادهایباقرارداد .قراردادهشد

.گردیدمشاهدهUVدرزیرنور اهرشده

هاای   گیری پاروتئین موجاود در نموناه    اندازه

 آنزیمی

Bradfordگیریپروتئینبااساتفادهازرو اندازه

عناوا انجامشادوازآلباومینسارمگااویباه(1976)

استاندارداستفادهشد.

 تجزیه و تحلیل آماری

تکاارارانجااامشااد.تجزیااهو3هااادرکلیااهآزمااایش

تصادفیباااساتفادهازهادرقال طردکاملاًتحلی داده

افازاردرصدوبااساتفادهازنارم5آزمو توکیدرسط 

SASهاانجامگردید.رس نمودارهاومرت کرد داده

صور گرفت.2007افزاراکس بااستفادهازنرم



 بحثو  نتایج

بتااا -آماایلاز و آلفااا-هااای آلفااا فعالیاات آناازیم

 گلوکوزیداز

آمیلازدرغاددبزاقایو-نتایجنشا دادکهآنزی آلفا

پرواناهابریشا باایپااییزیوجاودلاروهایلولهگوار 

میزا فعالیتآ درسنینمختلفلارویمتفاو وداشت

باربااافازایشسانلارویکاهطوریبه(.A،1)شک بود

آ زا فعالیاتیبیشترینموافزودهمیزا فعالیتاینآنزی 

چناینمیازا فعالیاتها شاد.مشااهده5درلاروهایسن

بسیارکمتربودهآنزی درغددبزاقینسبتبهلولهگوار 

                                                           
2- 4-methylumbelliferyl-ß-D-glucopyranoside 

3- 4-methylumbelliferyl-α-D-glucopyranoside 
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.آماددساتباهدرصاد5درساط داریوایتلایمعنای

هایآلفااوبتااگلوکوزیادازدرلولاهبررسیفعالیتآنزی 

نشااا دادکااهایاان2-5گااوار ساانینمختلاافلاروی

هادرلاروهایسنپنج بیشترازساایرسانینلارویآنزی 

(.CوB،1)شک داشتندفعالیت
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( Bآلفا گلوکوزیداز )(، Aآمیلاز ) آنزیم آلفاگرم پروتئین(  )بر حسب میکرومول بر دقیقه بر میلیمیانگین فعالیت ویژه  -1شکل 

 Hyphanteria cuneaلارو سن پنجم  و همولنف غدد بزاقی، سنین مختلف لاروی در لوله گوارش( Cو بتا گلوکوزیداز )
Figure 1. The specific activities (μmol min

-1
 mg

-1
 protein) of α-amylase (A), α -glucosidase (B) and β-

glucosidase (C) in gut, salivary gland and hemolymph of different larval instar of Hyphanteria cunea 
Means followed by the different letters is differ significantly by Tukey’s test (P< 0.05) 

a 
b 

c 
d 

e 

0

2

4

6

8

10

5 th instar 4 th instar 3 rd instar 2 nd instar Salivary gland

A 

a 

b 

b 

d 
c 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

5 th instar 4 th instar 3 rd instar 2 nd instar Hemolymph

B 

a 

b 

c 

d 
d 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

5 th instar 4 th instar 3 rd instar 2 nd instar Hemolymph

C 



 28 ...هایآلفاهایبیوشیمیاییآنزی تعیینویژگی:زادهچیتگروهمکار غلام

فعالیااتویااژهآناازی آلفاااآماایلازدرلولااهمیااانگین

گوار لاروهایسنپنج پرواناهابریشا باایپااییزی

.آمددستبهگرمپروتئینمیلیمیکرومولبردقیقهبر1/9

درلولاهماذکورفعالیاتویاژهآنازی میاانگین،درتشابه

Arge rosaeزنباوربرگخاواررز،گوار لاروسنآیر

شدهگزار گرمپروتئینمیکرومولبردقیقهبرمیلی4/9

(.Gholamzadeh Chitgar et al., 2013)اسات

میااانگینفعالیااتویااژهآناازی آلفاااوبتاااگلوکوزیاادازدر

و6/3ترتی بهپروانهابریش بایپاییزیلاروهایسنپنج 

اینگرمپروتئینمحاسبهشد.میکرومولبردقیقهبرمیلی8/6

گلوکوزیادازمقدارفعالیتویژهآنازی بتاادهدکهنشا می

هایموردآزمایشبیشاترگلوکوزیدازدربافتنسبتبهآلفا

دستآمدهدرایانتحقیاقبااافازایشبراسا نتایجبه.بود

زا یایافتهوبیشترینمافزایشآنزی سنلارویمیزا فعالیت

ایانوضاعیت.مشاهدهشدپنج فعالیتدرلاروهایسن

بهمیازا تغذیاهوتحارکبیشاترایانمرحلاهتوا رامی

توساطنتیجهمشابهیمربو دانست.نسبتبهسنیندیگر

Jahanjo et al.(2013)،Ghanbarnezhad et al.(2014)

زار شدهاست.گGhanbarinezhad et al.(2015)و

آمایلاز و  -های آلفاا  آنزیمروی فعالیت  pHاثر 

 بتا گلوکوزیداز -آلفا

نمونهغده درهردودرآنزی آلفاآمیلازطبقنتایج،

درH. cuneaبزاقیولولهگوار لاروهایسنپنج 

بهیناهpH(.2)شاک شتدافعالیتpHدامنهوسیعیاز

راباربدرغدهبزاقیولولهگاوار آنزی مذکورفعالیت

.دستآمدهب10

pHهاایبهینهفعالیتآنزی آلفاآمیلازدرراسته

بال ولکدارا درمحدودهقلیااییگازار شادهاسات

(Valencia et al., 2000نتیجاهمشاابهیبارای.)

فعالیااتآناازی مااذکوردرلولااهگااوار لاروهااای

،Lasiocampa quercus(Sphingidae)پرواناااه

(Sphingidae)Manduca sexta (وNoctuidae)

Lichnoptera felineهاساتدساتآمادباه(Dow, 

باارنجیااوار(.درلولااهگااوار لاروکاارمساااقه1984

گزار شد 9PHفعالیتآنزی آلفاآمیلازدرحداکثر

(Zibaee et al., 2008.)

pHگلوکوزیادازدرلولاهآلفاافعالیاتآنازی بهینه

پرواناهابریشا لاروهاایسانپانج همولنفگوار و

،3شک )آمددستبه7و8برابرباترتی بهبایپاییزی

A.)،آلفاگلوکوزیادازدرلولاهآنزی فعالیتطبقنتایج

بهتادریجکهبودهدرصد20کمتراز4pHگوار در

رساید.8pHیاوددرمیازا تابهبیشترینیافتافزایش

یافتاهوکااهش9pH-10درمیزا فعالیتآنزی مذکور

،میازا فعالیاتباهتادریجpHبااافازایشبهبعادازآ 


بهیناهpH.رسایدحاداق باه 11PH-12کاهشتاادر

گلوکوزیدازدرلولهگوار وهمولنفبتاآنزی فعالیت

(.B،3)شاک آمددستبه8برابربالاروهایسنپنج 

باه4pHگلوکوزیادازدرلولاهگاوار در-فعالیتبتاا

6-8هاایpHدرمحادودهاینآنازی .بوددرصد 60میزا 

فعالیات8هاایباالایpHدارایحداکثرفعالیتباودهودر

دردرهمولنافماذکورآنازی .یافاتآ بهشد کااهش

80کهبیشاترازطوریبه،بودفعالpHازدامنهبسیاروسیعی

اسایدیته.شادمشااهده6-10هایpHبینفعالیتآ درصد

رویکاه اسات معاده مها بسایار یاوا دایلای از یکی

دارایهااآنازی . باشادمایتأریرگاذار گوارشای هاایآنزی 

فعالیات حداکثرآ  در که باشندمیمطلو pHایازدامنه

شاا تارازآ فعالیاتباالاتروپاایینpHدر و داده نشا  را

اسایدیته(.Franco et al., 2002)یابادمایکااهش

آ  بهیناه فعالیاتبهباود و آنزی  پایداریتواندرویمی

اسایدیتهبهیناهبارایفعالیاتآنازی بااباشاد. تأریرگاذار

یاوانیداشاتهوهاه معدهحشرهدربرییگونهاسیدیته

 جمعیات غاذاوpHتحتتأریرفاکتورهایینظیارغاذا،

در(.Dow, 1984)قرارداردهایمعدهمیکروارگانیس 

هاایآنزی فعالیتبهینهpHبانتایجتحقیقحاضر،تشابه

کارمسااقهیاوارهگوار وللدرگلوکوزیدازآلفاوبتا

در.(Zibaee et al., 2008)شدگزار 8برنجبرابر

بهینهفعالیتpHپروانهبرگخوارتو لارولولهگوار 

5/5و5/7ترتیا باهآلفااوبتااگلوکوزیادازهاایآنزی 
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در(.Ghadamyari et al., 2010)آماددسااتباه

لاروهاایپرواناهدرلولاهگاوار pHآزمایشحاضار

باودقلیااییماننادساایربال ولکادارا ابریش بایپاییزی

(Gholamzadeh Chitgar et al., 2014).احتماال

هااآ بالادرحشرا جهاتساازگاریpHکهرودمی

 ,Chapmanباشاد)برایتغذیهازگیاهاا دارایتاانن

هایپاییندرمعدهحشارا  pHهادر(.زیراتانن1998

هاابانادشادهومیازا تجزیاهوهضا غاذارابهپروتئین

(.Dow, 1984دهند)کاهشمی

آمایلاز و  -هاای آلفاا   اثر دما روی فعالیت آنزیم

 بتا گلوکوزیداز -آلفا

دمایبهینهفعالیتآنزی آلفاآمیلازدرلولهگوار 

و55ترتیا براباربااوغددبزاقیلاروهایسنپنج باه

(.درتشاابه،4دساتآماد)شاک هدرجهسلسیو با45

آنزی مذکوردرلولهگوار لاروپروانهبرگخوارانجیر

درجااهسلساایو بیشااترینفعالیااترانشااا داد55در

(Gholamzadeh Chitgar et al., 2014.) 
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 Hyphanteria cuneaروی میانگین فعالیت نسبی آنزیم آلفا آمیلاز در لوله گوارش و غدد بزاقی لارو سن پنجم  pHاثر  -2شکل 
Figure 2. The effect of pH on the mean activity of α-amylase in gut and salivary gland of fifth larval 

instar of Hyphanteria cunea 
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در لوله گوارش و همولنف ( Bگلوکوزیداز )( و بتا A)روی میانگین فعالیت نسبی آنزیم آلفا گلوکوزیداز pH اثر -3شکل 
 Hyphanteria cuneaلاروهای سن پنجم 

Figure 3. The effect of pH on the mean activities of α -glucosidase (A) and β-glucosidase (B) in gut 
and hemolymph of fifth larval instar of Hyphanteria cunea 
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 Hyphanteria cuneaلارو سن پنجم در لوله گوارش و غده بزاقی آلفا آمیلاز آنزیم نسبی دما روی فعالیت اثر  –4شکل 
Figure 4. The effect of temperature on the relative activity of α-amylase in gut and salivary gland of 

fifth larval instar of Hyphanteria cunea 


دمایبهینهبرایبیشترینفعالیتآنزی آلفاگلوکوزیداز

درجاه45و35ترتی برابرباادرلولهگوار وهمولنفبه

(.فعالیااتآلفاااA،5دسااتآمااد)شااک سلساایو بااه

25-15درلولاهگاوار درمحادودهدمااییگلوکوزیداز

باودهوبعادازآ درصاد 60-80درجهسلسیو باهمیازا 

35یافتاهوباهبیشاترینحادیاوددرفعالیتآنازی افازایش

درجهسلسیو رسید.فعالیتآنزی مذکوردرلولهگوار 

درجااهسلساایو کاااهش45دردماهااایبااالاترازدمااای

درجاهسلسایو باهحاداق 75هودردماایناگهانیداشات

رسید.آنزی آلفاگلوکوزیدازدرهمولنافدردامناهدماایی

کمترینسبتبهلولهگوار فعالیتداشت.

آناازی بتاااگلوکوزیاادازدرلولااهگااوار وهمولنااف

درجهسلسیو بیشاترینفعالیاتیاود35و45ترتی دربه

ذکوردرلولااه(.فعالیااتآناازی مااB،5راداشاات)شااک 

درجااهسلساایو بااه15-35گااوار درمحاادودهدمااایی

درجااهسلساایو بااه45یافتااهودردمااایتاادریجافاازایش

بیشترینمیزا یودرسید.بعادازآ فعالیاتآنازی ماذکور

درجااهسلساایو بااه75کاااهشناگهااانییافتااهودردمااای

هاا سااترکیا درتغییرعمبادیایزماحداق رسید.د

دهااد.ماایکاهشآ رافعالیتشاادهوزی ااانیآدااابع

دراااامدیشازاااف(ا2002).Boyd et al طبقمطالعا

سینتیکینینرایشافزانزیمیباعمآواکااانشیطاااامح

باعمهاانتیجدد.درراگنزی (میاوآها)سوبسترههنددکنشوا

اجذ زنر  یانی نزی آتوسطد از  ه گسیختهشد،

شود.بهطاورمینزی آکاهشفعالیتیوداسهبع سایتما

مشابه،دمایبهینهبرایفعالیتآنزی بتاگلوکوزیدازدرلوله

براباربااLygaeus pandurusگوار سنقرمازپساته،

(.Hassani et al., 2014درجهسلسیو گزار شد)45

هایآلفاوبتاگلوکوزیدازدراکثرحشرا درآنزی 

درجهسلسایو فعالیاتدارناد50تا20محدودهدمایی

(Huber and Mathison, 1976دمااایبهینااه.)

دبزاقایکارمدآنزی گلوکوزیدازدرلولهگاوار وغا

(ودرلولاهZibaee et al., 2008سااقهیاواربارنج)

 ,.Ghadamyari et alگوار پروانهبرگخوارتو )

درجهسلسیو گازار شادهکاهباا45(برابربا2010

نتایجآزمایشحاضرمطابقتدارد.

-های آلفاا  اثر مواد شیمیایی روی فعالیت آنزیم

 بتا گلوکوزیداز -آمیلاز و آلفا
هاااافاازایشوبریاایدیگاارکاااهشبریاایازیااو 

نادداریدرفعالیاتآنازی آلفااآمایلازایجاادکردمعنی

Baهاای(.یو 1)جدول
2+،K

+،Fe
2+،Mn

Mgو+2
2+

 

مولارفعالیتآلفااآمایلازمیلی20و10درهردوغلظت

داریافزایشدادند.ازایانطورمعنیرانسبتبهشاهدبه

Mnمیا یو 
بیشتریناررافزایشیرارویفعالیتآلفا+2

آماایلازایجااادکاارد.بیشااتریناراارکاهشاایرویفعالیاات

Naهایآنزی مذکورتوسطیو 
Coو+

ترتی دربه+2
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نیازدرEDTAماولارایجاادشاد.میلی20و10غلظت

طااورآماایلازرابااه-مااولارفعالیااتآلفااامیلاای20غلظاات

هارویفعالیتیارریو داریکاهشداد.دربررسمعنی

آلفاآمیلازدرلولهگوار لاروزنبوربرگخواررزمشابه

Mgتحقیقحاضر
ترتی ارارافزایشایوبهEDTAو+2

Naکاهشاایداشااتهولاایباارعکاا 
فعالیااتآناازی را+

Kافاازایشدادهویااو 
نیاازارااریرویآ نداشاات+

(Gholamzadeh Chitgar et al., 2013 یاو.)هاای

K
+،Fe

Mg و+2
اراارافزایشاایرویفعالیااتآناازی +2

آلفاآمیلازدرلولاهگاوار کارمسابزبرگخاوارایجااد

Mnکهکردنددرحالی
باعمکااهشفعالیاتآنازی +2

(.درآزمایشاایدیگاار،Asadi et al., 2010شااد)

Naهاااییااو 
+،K

+،Mg
رویآنااازی EDTAو+2

Caو کاهیاآلفاآمیلازبازدارندهباودهدرحاالی
ارار+2

 ,.Zibaee et alافزایشیرویفعالیاتآنازی داشات)

2008.)

Hgهاییو 
+،Fe

Mnو+2
10درهردوغلظت+2

گلوکوزیداز-هایآلفاوبتامولارفعالیتآنزی میلی20و

داریکاهشدادند)جدولرانسبتبهشاهدبهطورمعنی

Fe(.دراینمیا یاو 2
ماولارومیلای20درغلظات+2

Mn
ترتیا بیشاترینارارماولارباهمیلی10درغلظت+2

هایآلفاوبتاگلوکوزیدازکاهشیرارویفعالیتآنزی 

Baهایایجادکردند.یو 
وماولارمیلی20درغلظت+2

Mg
رادارمولاربیشترینافزایشمعنیمیلی10درغلظت+2

EDTAرویفعالیتآنزی آلفااگلوکوزیادازداشاتند.

ماولارفعالیاتآلفااگلاوکوزیادازرامیلی20درغلظت

ماولارمیلای10نسبتبهشاهدکاهشدادولیدرغلظت

رویفعالیتآلفاگلوکوزیدازودرهاردوغلظاتروی

دارینسابتباهشااهدفعالیتبتاگلوکوزیادازارارمعنای

نداشت.

CaCl2مولارفعالیتبتاگلوکوزیادازمیلی40درغلظت

راکاهشوفعالیتآلفاگلوکوزیدازرادرلولهگاوار 

چناینلاروپروانهبرگخوارتو افزایشدادهاسات.ها 

فعالیااتآلفاااگلوکوزیاادازEDTAباااافاازایشغلظاات

افاازایشولاایفعالیااتبتاااگلوکوزیاادازکاااهشیافاات

(Ghadamyari et al., 2010.)

 بتا-آمیلاز و آلفا-های آلفا های آنزیم فعالیت آنزیم

 گلوکوزیداز روی ژل

طبقنتایجحاص ازآنالیززایموگرام،دوایزوفارماز

هایآلفاآمیلاز،آلفاوبتاگلوکوزیادازهریکازآنزی 

درلولهگوار لاروسنپنج پروانهابریش بایپاییزی

ایزوفارماز2مشابهایاننتاایجتعاداد(.6نمایا شد)شک 
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( در لوله گوارش و همولنف لاروهای B( و بتا گلوکوزیداز )Aآنزیم آلفا گلوکوزیداز )نسبی اثر دما روی فعالیت  -5شکل 
 Hyphanteria cuneaسن پنجم 

Figure 5. The effect of temperature on the relative activities of α -glucosidase (A) and β-glucosidase 
(B) in gut and hemolymph of fifth larval instar of Hyphanteria cunea 
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 Hyphanteria cuneaاثر ترکیبات شیمیایی روی میانگین فعالیت نسبی آنزیم آلفا آمیلاز در لوله گوارش لاروهای سن پنجم  -1جدول 
Table 1. The effect of chemical compounds on α-amylase relative activity in gut of fifth larval instar 

of Hyphanteria cunea 

α-amylase 

activity (%) 

Concentration 

 (m molar) 
Compounds 

 α-amylase  

activity (%) 

Concentration 

(m molar) 
Compounds 

105.87 ± 1.72* 10 
EDTA 

 100 - 
Control 

71.22 ± 1.35* 20  100 - 

56.84 ± 0.44* 10 NaCl  128.07 ± 1.35* 10 
FeCl2 

128.50 ± 1.13* 20  150.7 ± 2.11* 20 

113.33 ± 1.21* 10 
CaCl2 

 158.24 ± 1.47* 10 
CoCl2 

103.85 ± 3.2 20  50.19 ± 1.23* 20 

92.28 ± 1.56* 10 
KCl 

 184.56 ± 0.79* 10 
MnCl2 

121.45 ± 1.84* 20  210.17 ± 0.98* 20 

112.05 ± 0.72* 10 
BaCl2 

 143.15 ± 0.94* 10 
ZnCl2 

135.78 ± 1.63* 20  185.96 ± 3.1* 20 

96.84 ± 2.54 10 
MgCl2 

 63.15 ± 1.41* 10 
Hg2Cl2 

122.45 ± 0.89* 20  92.28 ± 2.25* 20 
* Shows significant difference with the control p<0.05 (Tukey test). 



 در لوله گوارش لاروهای سن پنجم و بتا گلوکوزیدازآلفا  های اثر ترکیبات شیمیایی روی میانگین فعالیت نسبی آنزیم -2جدول 
Hyphanteria cunea 

Table 2. The effect of chemical compounds on α and β-glucosidase relative activities in gut of fifth 
larval instar of Hyphanteria cunea 

β-glucosidase activity (%) α-glucosidase activity (%) Concentration (m molar) Compounds 
100 100 - 

Control 
100 100 - 

74.3 ± 0.47* 80.5 ± 0.86* 10 FeCl2 
50.5 ± 0.5* 53.02 ± 0.62* 20 

98.2 ± 0.81 98.4 ± 0.54 10 CoCl2 
83.3 ± 1.21 84.8 ± 1.1 * 20 

26.95 ± 0.62* 64.6 ± 0.5 * 10 MnCl2 
32.37 ± 0.66* 60.5 ± 0.58* 20 

109.5 ± 0.93 104.8 ± 0.62* 10 ZnCl2 
101.9 ± 0.62 99.3 ± 0.88 20 

107.8 ± 0.58 63.15 ± 1.41* 10 Hg2Cl2 
106.2 ± 0.71 92.28 ± 2.25* 20 

104.3 ± 0.74 97.5 ± 1.16 10 EDTA 
102.7 ± 0.91 89.3 ± 0.42* 20 

60.07 ± 0.31* 66.6 ± 0.81* 10 HgCl 
76.27 ± 0.89* 87.4 ± 0.51* 20 

108.6 ± 0.63 93.6 ± 1.36 10 CaCl2 
83.93 ± 0.38* 103.85 ± 3.2 20 

102.0 ± 1.02 104.2 ± 0.94 10 KCl 
106.06 ± 0.42 102.8 ± 0.74 20 

104.04 ± 0.65 104.07 ± 0.41 10 BaCl2 
118.7 ± 0.73 113.2 ± 0.49* 20 

110.1 ± 0.56 125.8 ± 0.22* 10 MgCl2 
86.58 ± 0.29* 87.7 ± 0.78 * 20 

* Shows significant difference with the control p<0.05 (Tukey test). 
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 لاروهای سن پنجم( در لوله گوارش C( و بتا گلوکوزیداز )B(، آلفا گلوکوزیداز )Aهای آلفا آمیلاز ) زایموگرام آنزیم –6شکل 
Hyphanteria cunea 

Figure 6. Zymogram of α- amylase (A), α-glucosidase (B) and β-glucosidase (C) in gut of fifth larval 

instar of Hyphanteria cunea (1 and 2 show the numbers of bands) 



پااارهآلفااااآمااایلازدرلولاااهگاااوار لاروشااا آنااازی 

Anagasta kuhniella(گازار شادBaker, 1989.)

شاودبانادهایمرباو باهآنازی بتااچنانچهمشاهدهمای

تاارازباناادهایآناازی آلفاااگلوکوزیاادازروینلقااوی

کنندهنتایجحاص ازییدأگلوکوزیدازاست.اینمطل ت

هایآلفاباشد.آنزی یمیگیریفعالیتویژهآنزیماندازه

وبتاگلوکوزیدازدرلولهگاوار لاروزنباوربرگخاوار

رزداراییااکایزوفاارمودرلولااهگااوار لاروپروانااه

ایزوفاارمبودنااد2و3ترتیاا دارایبرگخااوارانجیااربااه

(Gholamzadeh Chitgar et al., 2013; 2014.)

هاایبارایآنازی ترتیا ایزوفرمبه1و2تعدادچنینه 

آلفاوبتاگلوکوزیادازدرلولاهگاوار لاروکارمسابز

(.Asadi et al., 2012برگخواربرنجگزار شد)

هاایغیرشایمیاییدرتوجهبهاهمیتاساتفادهازرو با

کنتاارلآفااا کشاااورزیدرراسااتایحفاااوحمایااتاز

زیستوموجاودا غیرهادی،تالا بارایتکاما محیط


هایایمندرحالگستر است.بهدلی نقاشحیااتیشیوه

هاااهااایگوارشاایدرتغذیااهحشاارا ،ایاانآناازی آناازی 

هاایپروتئینایمهارکننادهتوانندموردهدیقرارگیرناد.می

،هایگوارشایدارایمنشأگیاهیبامدایلهدرفعالیتآنزی 

یشاوند.بناابراینشناساایبهسوءتغذیهدرحشرا منجرمی

هایدیی درگوار حشرا یصوصیا بیوشیمیاییآنزی 

رساد.جهتدستیابیبهاینرو کنترل،ضروریبهنظرمی

آلفاااآماایلاز،آلفاااوبتاااهااایگوارشاایطبااقنتااایج،آناازی 

H. cuneaگلوکوزیدازدرلولهگوار لاروهاایپرواناه

توانددرتحقیقا تکمیلایهایحاص میوجوددارند.یافته

هاایآنزیمایدرکنتارلآفاتمهارکنندهراج بهاستفادهاز

مورداستفادهقرارگیرد.مذکور
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Abstract 
Background and Objectives 
Amylases and glucosidases are the major enzymes for carbohydrate digestion in herbivorous insects. 
Any interruption in enzymatic carbohydrate digestion and blocking of carbohydrases by inhibitors can 
deprive insect from utilizing the sources of carbohydrate energy efficiently. It can reduce insects’ 
survival and reproduction and retard their growth. The control strategies interfering with carbohydrate 
digestion are known to have been proposed as a practical and safe method for control of herbivorous 
pests. Therefore, in this research, enzymatic properties of α-amylase and α-/β-glucosidases from 
digestive system of larvae of the fall web worm, Hyphantria cunea Drury were determined in order to 
better understand the nutritional physiology of the pest.  

Materials and Methods 
The α-amylase activity was determined with 1% (w/v) starch as substrate. Absorbance of product 
was measured at 540 nm with a Microplate Reader Model Stat Fax® 3200. The activities of  
α-/β-glucosidases were measured with pNαG (p-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside) and pNβG 
(p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside) as substrates, respectively. P-nitrophenol absorbance was 
measured at 405 nm. To obtain the optimal pH and temperature for the enzyme activity, various 
pH 4.0 to 12.0 and different temperatures ranging from 15 to 75ºC were examined. The enzymes 
activity was assayed in the presence of chemicals including EDTA, Hg2Cl2, ZnCl2, CoCl2, FeCl2, 
MgCl2, KCl, BaCl2, CaCl2 and MnCl2 at two concentrations of 10 and 20 mM. Electrophoresis 
was performed and the realized bands in the native gel were observed. 

Results  
The mean specific activities of α-amylase and α-/β-glucosidases in gut of fifth larval instar were 
obtained as 9.1, 3.6 and 6.8 μmol/min/mg protein, respectively. Maximum activity of α-amylase in 
salivary gland and gut of fifth instar larvae was at pH 10.0 and α/β-glucosidases in gut and 
hemolymph was at pH of 8, 7, 8 and 8, respectively. The optimal temperature of α-amylase in gut and 
salivary gland was at 55 and 45°C. The values for α and β-glucosidases in gut and hemolymph were 
35, 45, 45 and 35°C, respectively. The highest inhibition effect of enzyme activity was caused by Na

+
 

and Co
2+

 ions (at concentrations of 10 and 20 mM, respectively) on α-amylase activity, Fe
2+

 
(concentration of 20 mM) on α-glucosidases activity and Mn

2+
 (concentration of 10 mM) on β-

glucosidases activity. Mn
2+

 (at concentrations of 10 and 20 mM), Ba
2+

 (at concentration of 20 mM) 
and Mg

2+
 (at concentration of 10 mM)

 
significantly increased the activity of α-amylase, α–glucosidase 

and β–glucosidase, respectively. The zymogram pattern showed the presence of 2 bands for α-
amylase and α-/β-glucosidases in gut of fifth instar larvae of H. cunea. 

Discussion  
According to the results, α-amylase, α and β glucosidases are present in gut of larvae of H. cunea. 
These findings can be used in future research about using digestive enzymes inhibitors for 
management of H. cunea. 
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