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 Helicoverpa کیو فیزیولوژی زیستی پارامترهایبر برخی از تراریخته اثر پنبه 

armigera (Hϋbner) (Lepidoptera: Noctuidae) 
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 چکیده
فاژ است همه جایی و پلی یآفت  Helicoverpa armigera (Hϋbner) (Lepidoptera: Noctuidae)کرم غوزه

های جایگزین پنبه تراریخته، از جمله راه کاربرد. زندخسارت میهای گیاهی از جمله پنبه ازگونه بسیاری که به

، ، اثر پنبه تراریخته کوکرحاضر در بررسی. های شیمیایی استکشکنترل این آفت به جای استفاده از آفت

زیست شناسی و فعالیت آنزیم پروتئاز گوارشی کرم غوزه در آزمایشگاه مورد بررسی قرار  بر cry1Abحاوی ژن 

. استدرصد  8درصد و در تیمار شاهد  86نتایج نشان داد مرگ و میر لارو سن دو در تیمار پنبه تراریخته . گرفت

آنها و طول دوره زندگی  کمترداری پنبه تراریخته، به طور معنیتیمار سنین مختلف در  یهمچنین وزن لاروها

از  ، به ترتیبهای تریپسین و کیموتریپسینآنزیم و  فعالیت پروتئاز کل گوارشی بعلاوه،. بود نسبت به شاهد بیشتر

داری را نشان پنبه تراریخته نسبت به شاهد کاهش معنی پس از تغذیه ازسن دو به بعد و سنین پنج و شش لاروی 

 ،طول زندگی آفت بر داریثیرات منفی معنیأتکوکر، با به جای گذاشتن  ریختهترا گیاه پنبه ،بنابراین .داد

 . در مدیریت کرم غوزه پنبه مورد توجه واقع شوددر مطالعات آتی برای استفاده تواند  می

 

 ، سنجش آنزیمیBacillus thuringiensi کرم غوزه، پنبه تراریخته،: هاواژه کلید
 

  مقدمه

گیاه مهم یک   (Gossypium hirsutum)نبهپ

 211الی  191در ایران در سطحی معادل  است کهالیافی 

این خسارت ناشی از آفات . شودهزار هکتار کشت می

 درصد برآورد شده است 31در ایران بیش از محصول 

کنترل  و به منظوردر طول فصل رشد  و از همین رو،

های کشبا استفاده از حشره ، به طور معمولآفات

بر محیط زیست دارند  ناگواری اتشیمیایی که اثر

 (. Tohidfar et al., 2008) شودمی انجاممبارزه 

 Helicoverpa armigeraکرم غوزه پنبه،

(Hϋbner) (Lepidoptera: Noctuidae)  ، جمله از

پراکنش جهانی ترین آفات کشاورزی است که مهم

، هند، جنوب اروپا، خاورمیانهدر آفریقا،  ودارد 

و شمال ، شرق و جنوب شرقی آسیاآسیای مرکزی 

نیوزیلند و بسیاری از جزایر اقیانوس آرام  استرالیا،

 .( ;Fitt, 1989 Tay et al., 2013) شودیافت میشرقی 

علاوه بر پنبه، به فاژ هستند و این آفت پلیلاروهای 

از جمله  ،محصولات غذایی مهم تجاریبسیاری از 

خسارت بقولات، سورگوم، ذرت و گوجه فرنگی 

 ;Chelliah et al., 2011; Liu et al., 2010) زند می

Wu and Guo, 2005.) لاروهایH. armigera    به

، و تخریب گسترده محصولات یکباره جمعیتدلیل طغیان 

 ;Degrande and Omoto, 2013) اندشناخته شده کاملا
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Alvi et al., 2012; Feng et al., 2010) . با توجه به

میزان تولید مثل بالا، توزیع گسترده و توانایی تغذیه و 

این های مختلف گیاهان میزبان،  رشد و نمو روی گونه

شود و کنترل آن چشمگیری میباعث زیان آفت 

 ,.Czepak et al., 2013; Kotkar et al)است مشکل 

کشاورزان تقریبا به طور کامل برای کنترل این  .(2009

 ,.Xie et al) های شیمیایی هستندکشوابسته به آفت ،آفت

بسیاری از این مواد شیمیایی در محیط پایدارند  (.2016

 شوندمیهای زیست محیطی و باعث آلودگی

(Damalas and Eleftherohoinos, 2011.)  از

استفاده مکرر از این ترکیبات شیمیایی طی طرف دیگر 

نسبت باعث بروز مقاومت در این حشره های متمادی سال

 Ishtiaq and) ها شده استکش حشره به بیشتر

Saleem, 2011; McCaffery, 1998).  

های شیمیایی موجب شده کشاثرات منفی آفت 

آفات در نظر های جایگزین جهت کنترل است که راه

های اخیر در سال (.Isman, 2006) گرفته شود

های  در مورد ترکیبات یا ژن یا تحقیقات گسترده

ها و گیاهان انجام شده است تا  بدست آمده از میکروب

شاید بتوان جایگزین مناسبی برای کنترل آفات پیدا 

های آنزیم ایهبنابراین ترکیباتی مانند مهارکننده. کرد

های  های آمیلاز و پروتئاز، لکتینل آنزیمگوارشی شام

بدست آمده از گیاهان و قارچ ها، دلتا اندوتوکسین 

ها دارای پتانسیل خوبی برای کنترل آفات باکتری

تعداد زیادی ژن از  (.Franco et al, 2002) هستند

اند که این قابلیت را ها شناسایی شدهگیاهان و میکروب

ها برای محصول این ژن. وندگیاهان منتقل شدارند تا به 

خوار سمی خواهد بود و باعث مقاومت یا حشرات گیاه

 شودخوار میحشرات گیاه در برابر حفاظت گیاهان 

(Cascone et al, 2015; Gatehouse and 

Gatehouse, 1998.)  

های  محصولات دستکاری شده ژنتیکی دارای ژن

کش ابزاری مهم برای مدیریت حشرات مولد حشره

، 2117روند و در سال آفت در جهان به شمار می

را شامل  تراریختهدرصد کل محصولات  37درحدود 

محصولات  1116از سال  (.James, 2011) شدندمی

دستکاری شده به صورت ژنتیکی که برای کنترل 

کش از های حشرهآفات، تولید پروتئین

 Bacillus thuringiensis subsp. kurstakiباکتری

میلیون هکتار را در  961کنند در کل بیش از می  

تولید  ،Btاولین گیاهان . گیرندسرتاسر جهان در بر می

کردند و علیه بالپولکداران می Btتنها یک توکسین 

و امروزه نیز در برخی از کشورها  رفتندمیآفت به کار 

در کنار این محصولات تراریخته، . کاربرد دارند

تا پنج توکسین در )ین محصولاتی با چندین توکس

شوند که تولید میهم امروزه ( Btمحصولات تراریخته 

 فات به کارآتری از گسترده ها را علیه طیفتوان آنمی

تکاری محصولات دس (.Carriere et al, 2015) برد

در بسیاری از  (GM) شده ژنتیکی مقاوم به حشرات

های کش نقاط جهان، به عنوان جایگزین مناسب آفت

ها نشان  ارزیابی. اندشیمیایی در کنترل آفات دانسته شده

میلیون  171، 2112تا سال  GMکه محصولات  ندداد

کشور را به خود اختصاص داده  31هکتار از اراضی 

رهاسازی تجاری محصولات  (.James, 2007)بودند 

های باکتری ژن باتغییر یافته  ،مقاوم به حشره تراریخته

ترین ابزار توسعه یکی از موفق B. thuringiensisخاکزی 

بوده میلادی  1111 دههدر مورد ایجاد تغییرات ژنتیکی طی 

که  cryهای  ژن. (Patankar et al., 2001) است

کنند به دلیل فعالیت حشره  های کریستالی را بیان می پروتئین

آفت دارند، شناخته  کشی که علیه لاروهای بالپولکداران

کش زیستی یا ها به طور مستقیم به صورت آفتآن. اند شده

به طور غیر مستقیم از طریق بیان ژن در گیاهان به کار گرفته 

مرگ و میر لاروی وابسته به گونه حشره، سن . شوند می

 Cryلاروی، زمان در معرض قرارگیری و مقدار توکسین 

 ;Halcomb et al., 1996) بلع شده بستگی دارد

Ashfaq et al., 2001.)  
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 Btاز جمله محصولات تغییریافته ژنتیکی، پنبه 

 B. thuringiensisکش  های حشره است که توکسین

ده شده، ااستفاده از چنین پنبه تغییر ژنتیکی د .کند را تولید می

 ,.Head et al) انقلابی در کشاورزی جهان پدید آورد

های دلتا  بیان کننده ژن ریختهپنبه ترا. (2005

مانند  B. thuringiensis اکتریباندوتوکسین 

cry1Ab  وcry1Ac (Patankar et al., 2001 )

در مواردی پتانسیل مناسبی برای کنترل کرم غوزه پنبه 

کش از جمله  های حشره که به بسیاری از گروه است

ها، پایروتروئیدها و  های آلی، کاربامات فسفره

در محصولات پنبه استفاده  ها که به طور معمول سیکلودین

 ,.Huang et al)شوند مقاومت نشان داده است  می

این قابلیت را دارد که استفاده از  تراریختهپنبه  (.1999

کنترل ی طیف وسیع برا یی باهای شیمیا حشره کش

 ;Joanne, 1994)د را کاهش ده آفت پولکداران بال

Fitt, 1998 ) موجودات و افزایش ایمنی نسبی برای

 ,.Huang et al) زنده غیرهدف را به همراه داشته باشد

1999; Meeusen and Warren, 1989.)  تغذیه از

باعث بروز فلج در معده  Bt های کریستالیپروتئین

ر نفوذپذیری و از هم گسیختگی اپیتلیوم یمیانی، تغی

شود لاروها ناحیه گوارشی لاروها شده، باعث می

، بعد و سه یا چهار روز قدرت تغذیه را از دست بدهند

مرگ لارو بسته به (. Gill et al., 1992) بروند از بین

 گونه حشره، سن لاروی و مقدار توکسین بلع شده

 (.Halcomb et al., 1996) باشد تواند بسیار متنوع می

اثرات نامطلوبی روی زنده  تراریختهدر پنبه  Btتوکسین 

 دارد H. armigera مانی و رشد و نمو لارو

(Bambawale et al., 2004.)  در ارتباط با اثر

 بر کرم غوزه پنبه مطالعات Bt تراریختهمحصولات 

 ;Azambuja et al., 2015)گرفته است انجام  متعددی

Ullah et al., 2014; Arshad et al., 2009; 

Anlikumar et al., 2008; Gujar et al., 2007; 

Men et al., 2005 .) 

در تمامی گیاهان سطوحی از مقاومت درون زاد 

با این حال، . حمله ناشی از حشرات آفت دارند مقابل

خوار به سدهای در نتیجه تکامل پایاپای، حشرات گیاه

دفاعی گیاهان از طریق اجتناب و یا سم زدایی سازگار 

 (.Gatehouse and Gatehouse, 1998) اندشده

تواند متابولیسم پنبه را به گیاه پنبه می Btمعرفی ژن 

تغییر دهد و باعث حضور محتوای بیشتری از اسید 

های پنبه در برگ Btهای آزاد و پروتئین محلول مینهآ

بر  Btبنابراین، اثرات پنبه  (.Chen et al, 2005) شود

خوار ممکن است تنها مربوط به پروتئین حشرات گیاه

Bt  نیز دخیل نباشد و سایر ترکیبات متابولیک ثانویه

 در این موارد، (.Olsen and daly, 2000) باشند

های سم های آنزیم توانند فعالیت های گیاه میمتابولیت

های هدف را در گیاه خواران تغییر زدا و سایر آنزیم

  (.Vanhaelen et al., 2001) دهند

های متابولیکی نزیمآها در زمینه برهم کنش بررسی

توان از این میان می. ناچیز است GMحشرات با گیاهان 

زدا و های سم اشاره کرد که فعالیت آنزیمآزمایشی به 

های مختلف های گوارشی را در نسل آنزیم

Spodoptera exigua (Hubner)  در پاسخ به پنبهBt 

 ,Guo and Wan) مورد بررسی قرار دادند تراریخته

در بررسی حاضر اثرات گیاه پنبه بیان کننده (. 2010

مانی، رشد و نمو بر زنده Btتوکسین  Cry1Abپروتئین 

مورد ارزیابی واقع شده  H. armigeraو وزن لاروهای 

ای این گیاه بر پروفیل آنزیم پروتئاز  و اثرات تغذیه

 . گوارشی در این حشره مورد بحث قرار گرفته است

 

 هامواد و روش

 رهپرورش حش

 Helicoverpaبه منظور پرورش کرم غوزه پنبهه،  

armigera (Hϋbner) ههای حشهره در ابتهدا از    ، تخهم

پزشهکی دانشهگاه تبریهز تهیهه     کلنی پرورشی گروه گیاه

لوبیها  پایهه  در کلنی، لاروها با غهذای مصهنوعی بهر    . شد
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گرم پهودر جوانهه    31گرم پودر لوبیا چشم بلبلی،  219)

گهرم اسهید    9/3گهرم آگهار،    12گرم مخمر،  39گندم، 

گههرم اسههید    1/1گههرم نیپههاژین،   2/2آسههکوربیک، 

میلی لیتهر روغهن    9میلی لیتر فرمالدهید،  9/2سوربیک، 

تغذیهه و در  ( میلی لیتهر آب مقطهر   891آفتاب گردان و 

 91±9رطوبههت نسههبی  درجههه سلسههیوس،   26±1دمههای 

نگههداری  ( تهاریکی : روشنایی) 16:8درصد و دوره نوری 

  (.Shorey and Hale, 1965) شدندمی

  پنبه تراریختهکاشت بذر 
نسهل چههارم   استفاده شده در این پژوهش  گیاه پنبه

 cryAb1 ژنپنبه رقم کوکر معمولی و تراریخته حاوی 

 Azimi et)بود   B. thuringiensis باکتریتوکسین 

al., 2016 .)،و ارتفاع  19های به قطر در گلدان گیاهان

درجه سلسهیوس و   26±4شرایط دمایی  سانتیمتر در 29

کشهت  در شرایط گلخانه درصد  69±11رطوبت نسبی 

 .داده شدند

برر بیولروژی کررم غروزه     تراریخت ثیر پنبه أت

 پنبه

به منظور بررسی اثر گیاه تراریخته بر کرم غوزه پنبه 

، (شههاهد)غیههر تراریخههت کههوکر و مقایسههه آن بهها پنبههه 

آوری شد  گذار جمعهای هم سن از ماده های تخم تخم

بهه  به سن دو رسهیدند   و ها تفریخ شدهتخم زمانی کهو 

دو تیمار )تیمار هر در برگی  دیسک 11هریک از روی 

قهرار داده   یهک لارو    (گیاه تراریختهه و غیهر تراریختهه   

ههایی کهه در   های برگی در داخهل پتهری  دیسک. شدند

و  هکف آن کاغذ صافی گذاشته شده بود قرار داده شد

ههای تهازه جهایگزین    اغذها هر روز مرطوب و  بهرگ ک

ههای جهوان   ها سهعی شهد از  بهرگ   در آزمون. شدندمی

برگی با وزن تقریبها یکسهان اسهتفاده     ششتا  چهارگیاه 

روز بعهد از شهروع آزمهایش انجهام و      3بازدیهدها  . شود

برای بررسی تاثیر پنبه تراریختهه  . شد مشاهدات ثبت می

رده، لاروههای سهنین مختلهف    بر وزن لاروهای تغذیه ک

ساعت قبهل از پوسهت انهدازی     48که زنده مانده بودند 

 .انتخاب و بها تهرازوی بها دقهت میکروگهرم وزن شهدند      

 11و در ههر تکهرار    تکرار انجهام گرفهت   4آزمایش در 

 .لارو قرار داده شد

گیاه پنبه بر آنزیم پروتئاز گوارشی کررم غروزه    تاثیر

 پنبه
 اندام گوارشیاستخراج عصاره آنزیمی 

سن یک تا ) H. armigeraلاروهای سنین مختلف 

بر هر دو گیاه پنبه شاهد و  پرورش یافته( سن شش

 11تعداد . تراریخته برای تشریح مورد استفاده قرار گرفتند

دو تیمار جمع آوری لاروی از هر یک از لارو از هر سن 

سپس سطح شکمی بدن لارو . و روی یخ بی حس شدند

و لوله گوارش با استفاده از پنس جدا  هبریده شدبا قیچی 

های عدد لوله گوارش در داخل میکروتیوب 11تعداد . شد

حاوی پانصد میکرولیتر آب دوبار تقطیر سرد قرار داده 

. هموژنایز شدند شده و جهت استخراج عصاره آنزیمی،

ی سلسیوس با ها در دمای چهار درجهسپس نمونه

. دقیقه سانتریفیوژ شدند 19 به مدت g 19111×سرعت 

بعد از این مرحله، بخش رونشین جدا شده و به عنوان 

ها  و به مدت محدود، تا شروع آزمایشمنبع آنزیمی 

 .داری شدی سلسیوس نگهدرجه -21 در دمای

 تعیین فعالیت پروتئازی

سنین یک لاروهای فعالیت پروتئازی گوارشی کل 

بدین منظور از . تعیین شد 11تا شش، در اسیدیته 

برای . سوبسترای آزوکازئین نیم درصد استفاده شد

 211آنزیمی در  عصارهمیکرولیتر از  111تعیین فعالیت، 

میکرولیتر از محلول آزوکازئین به مدت یک ساعت در 

 311واکنش با افزودن . درجه سلسیوس انکوبه شد 37

 (TCA)درصد  11ری کلرواستیک اسید میکرولیتر از ت

دقیقه در چهار درجه سلسیوس،  31بعد از . متوقف شد

 mM 91سوسپانسیون سانتریفوژ شد، حجم برابر 

اضافه گردید و جذب  به رونشین NaOHاز میکرولیتر

 Saadati and) خوانده شدنانومتر 441نوری در 

Bandani, 2011).  
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رشی با بررسی فعالیت سرین پروتئازهای گوا

 SAAPFpNA  استفاده از سوبستراهای اختصاصی

 BApNA   و
تشخیص فعالیت کیموتریپسین و تریپسین پروتئازها بر 

 ,Saadati and Bandani)سعادتی و بندانی  اساس روش

میکرولیتر   پنجبه این منظور به  .صورت گرفت (2011

 41میکرولیتر محلول سوبسترا و  پنجعصاره آنزیمی 

اضافه  (اپتیمم معده pH) 11 برابر pH با میکرولیتر بافر

. درجه انکوبه شد 31دقیقه در  31کرده و به مدت 

میکرولیتر اسید استیک  191سپس واکنش با افزودن 

درصد متوقف گردید و پارانیتروانیلین آزاد شده در  31

 .گیری شد نانومتر اندازه 419طول موج 

  منحنی استاندارد پروتیین
بردفورد  پروتئین بر اساس روش سنجش فعالیت

(Bradford, 1976) با استفاده از سرم آلبومین گاوی به 

جذب نوری در طول موج عنوان استاندارد انجام گرفت و  

 .گیری گردیدنانومتر اندازه 631

 تجزیه و تحلیل آماری

ها با و مقایسه میانگینتکرار  سهدر  ها آزمایش تمامی

استفاده از تجزیه و تحلیل داده ها با . گرفتانجام  tآزمون 

. انجام شد SAS 9.0 (SAS Institute 2003)نرم افزار 

استفاده  11.0 سیگماپلاترسم نمودارها از نرم افزار برای 

های آنزیمی با استفاده از آزمون چند بندی دادهگروه. شد

 .درصد بررسی شد 1داری ای دانکن و در سطح معنیدامنه

 

 و بحثنتایج 

میر و  وبررسی اثر پنبه تراریخته بر درصد مرگ 

  H. armigeraکاهش وزن لاروهای غوزه پنبه

با تغذیه دو بررسی حاضر نشان داد که لاروهای سن 

درصد مرگ و میر  68روز،  هفتبعد از  از پنبه تراریخته

چنین پنبه تراریخته در مقایسه با پنبه شاهد باعث هم. داشتند

در ضمن میانگین وزن (. 1جدول )ها شد کاهش وزن لارو

گرم بود که در مقایسه  3/1شفیره در تیمار پنبه تراریخته 

گرم کاهش وزن  19/1گرم،  49/1با تیمار شاهد با وزن 

مقایسه دو به دوی وزن سنین مختلف لاروی، . نشان داد

 .(1جدول )دار بودن اختلاف تیمارها را نشان داد معنی

دوره رشدی لاروهای غوزه پنبه به تفکیک هر طول 

شود مشاهده می 2طور که در جدول همان. شدسن ثبت 

داری باعث افزایش تغذیه از پنبه تراریخته به طور معنی

طول  (.= 111/1P <   ،14/36 t)طول دوره لاروی شد 

دوره شفیرگی در تیمار با پنبه تراریخته به طور میانگین 

( روز 16±9/1)روز بود که در مقایسه با شاهد  112/1±23

تر طولانی ) =P < ، 96/ 26t 111/1 (داریبه طور معنی

 16تنها  شش،لارو سن  عدد 32در این آزمایش از . بود

 .شفیره سالم ایجاد شد

 H. armigeraتعیین فعالیت پروتئازی کل در معده میانی

نتایج آنزیمی با استفاده از سوبسترای آزوکازئین 

نشان داد که میزان فعالیت کل پروتئازی از سن دوم تا 

در هر دو تیمار پنبه  H. armigeraسن ششم لاروی 

با افزایش سن لارو روند افزایشی  شاهد و تراریخته

با این وجود در لاروهای سن دوم به بعد در . داشت

 >F24, 2= 91.11; P) داریمعنیمقایسه با شاهد کاهش 

   (.1 شکل) شددر فعالیت پروتئازهای گوارشی دیده ( 0.01

اثر تغذیه از پنبه تراریخته بر سرین پروتئازها 

 و BapNA با استفاده از سوبسترای اختصاصی
SAAPFpNA 

نتایج مربوط به اثر تغذیه لاروهای سن پنجم و ششم 

های فعالیت آنزیمکرم غوزه پنبه از پنبه تراریخته بر 

اختصاصی تریپسین و کیموتریپسین به ترتیب با  

در  SAAPFpNAو  BapNAسوبستراهای اختصاصی 

تغذیه از پنبه تراریخته . نشان داده شده است  3و  2  شکل

بوسیله لاروهای سن پنجم و ششم کرم غوزه پنبه باعث 

 >F28, 2= 22.82; P)تریپسین  کاهش فعالیت هر دو آنزیم

 .شد (F28, 2= 48.12; P< 0.01)و کیموتریپسین  (0.01

ترین میزان فعالیت آنزیم در لارو سن شش مشاهده شد کم

 (.3و  2شکل)
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 .پرورش یافته روی گیاه پنبه تراریخته و شاهد H. armigeraسنین مختلف لاروهای ( میانگین±SE)وزن درصد مرگ و میر لارو سن دوم و  -1جدول 

 .محاسبه شده است دو درصد مرگ و میر برای لارو سن *

Table 1. Mortality percentage of second instar larvae and body weight of different instars larvae (Mean ± SE) of H. armigera on Bt cotton and control cotton 

Fifth instar (gr) Fifth instar (gr) Fourth instar (gr) Third instar (gr) Second instar (gr)  Mortality* %  Treatment 

0.36
 
±0.005

b 
0.25

 
±0.004

b 
0.12

 
±0.004

b 
0.074

 
±0.00

b 
0.025

 
±0.00

b 
68

 
±2.23

a 
Bt cotton 

0.42
 
±0.008

a 
0.31

 
±0.006

a 
0.91

 
±0.004

a 
0.087

 
±0.00

a 
0.029

 
±0.00

a 
6

 
±0.00

b 
Control cotton 

28.9 43.7 17.6 22.09 34.2 7.05 t 

0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 P 

In each column means followed by a different latter are significantly different. 

*Mortality% is calculated for second instar larvae. 

 

 
 

 .پرورش یافته روی گیاه پنبه تراریخته و شاهد H. armigera لاروی سنین مختلف ( روز( )میانگین±SE)طول دوره  -2جدول 
2. Developmental period (day) (Mean ±SE) of different larval stages H. armigera reared on Bt cotton and control cotton. 

 

Total period sixth instar  Fifth instar  Fourth instar  Third instar  Second instar First instar  treatment 

37.4
 
±1.2

a 
6.0

 
±0.7

a 
5.0

 
±0.63

a 
5.1

 
±0.63

a 
7.5

 
±0.5

a 
7.1

 
±0.41

a 
6.1

 
±0.3

a 
Bt cotton 

21.6
 
±0.62

b 
4.1

 
±0.43

b 
4.2

 
±0.32

b 
3.5

 
±0.43

b 
4.1

 
±0.31

b 
3.1

 
±0.32

b 
3.2

 
±0.21

b 
Control  

36.14 2.02 9.97 46.67 4.86 8.04 23.2 t 

0.0001 0.0001 
0.0001 

0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 P 

In each column means followed by a different latter are significantly different. 
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که از H. armigera  سنین مختلف لاروهای (بر دقیقه بر میلی گرم پروتئین بر حسب میکرو مول)فعالیت آنزیم پروتئاز کل  -1 شکل

 .، با استفاده از سوبسترای آزوکازئیناندهر دو برگ پنبه تراریخته و شاهد تغذیه کرده
Figure 1. Total protease activity (µmol min-1 mgr-1 protein) of different larval instar of H. 

armigera feed on transgenic (Bt) cotton and control cotton, using Azocasein as substrate. 
 

 

 

تغذیه که از هر دو برگ پنبه تراریخته و شاهد H. armigera  لاروهای و شش پنجفعالیت آنزیم تریپسین، سن  -2 شکل

 .BapNAاند، با استفاده از سوبسترای کرده
Figure 2. Specific protease activity (µmol min

-1
 mgr

-1
 protein) of fifth and sixth larval instar of H. 

armigera feed on transgenic (Bt) cotton and control cotton, using BapNA as substrate. 
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که از هر دو برگ پنبه تراریخته و شاهد H. armigera لاروهای  و شش پنجفعالیت آنزیم کیموتریپسین، سن  -3 شکل

 .SAAPFpNAاند، با استفاده از سوبسترای تغذیه کرده
Figure 3. Specific protease activity (µmol min

-1
 mgr

-1
 protein) of fifth and sixth larval instar of H. 

armigera feed on transgenic (Bt) cotton and control cotton, using SAAPFpNA as substrate. 

 

 بحث
در بررسی حاضر، از نظر درصد تلفات لاروی در 

سن دوم، کاهش وزن لارو و افزایش طول دوره لاروی 

داری بین تیمار شاهد و پنبه تراریخته معنی تفاوت

در  Cry 1Abکه توکسین  با توجه به این. اهده شدمش

های مختلف آفات بالپولکدار از جمله کرم غوزه گونه

ای خوار ذرت، اثر بازدارندگی تغذیهپنبه و کرم ساقه

در نتیجه  (Yoshinori and Harryk, 1993) دارد

کاهش وزن لاروی و افزایش طول دوره لاروی دور از 

طول دوره لاروی افزایش و وزن لاروهای . انتظار نیست

گیاه تراریخته در مقایسه با شاهد کاهش تغذیه کرده از 

در این زمینه  ی پیشینهااین موضوع با بررسی. یافت

مطابقت کامل  (Bajwa and Kogan, 2001) جمله

وزن لاروهایی که از پنبه تراریخته تغذیه کاهش . دارد

اند، شاید به دلیل عدم تغذیه لاروها از برگ یا کرده

ها بوده باشد به طوری که تعدادی از تغذیه اندک آن

لاروها یک هفته بعد از تغذیه از گیاه تراریخته زنده 

شود این امر موجب کاهش خسارت در برگ می. ماندند

تواند حائز اهمیت آفات میکه از نظر مدیریت کنترل 

از آن جایی که کاهش تغذیه باعث افزایش طول . باشد

شود، لاروها مدت زمان بیشتری در دوره لاروی می

 ,.Arshad et al) دسترس دشمنان طبیعی قرار می گیرند

 B. thuringiensis ثیرات باکتریأیکی از ت(. 2009
ای آن است که به عنوان یکی از خاصیت ضد تغذیه

. شودمی های مثبت در کنترل بیولوژیک نیز بررسیجنبه

بر این اساس محققین مشاهده کردند که ذخایر انرژی 

 Plodiaدر لاروهای ( پروتئین کل، گلیکوژن و لیپید)

interpunctella  تغذیه شده باBt آنها . کاهش می یابد

به عنوان یک عامل ضد  Btاین فرض را داشتند که 

همچنین در آزمایش ایشان وزن . کندتغذیه عمل می

لاروها به عنوان شاخص اولیه فیتنس کاهش نشان میداد 

لاروها به درستی تغذیه که نمایانگر این موضوع بود که 

در واقع  .(Nouri-Ganbalani et al, 2016)اند نشده

مقاومت آنتی بیوزی به شمار  توان این موضوع را یکمی
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به . کندختلال ایجاد میآورد که در فیزیولوژی آفت ا

طور کلی پنبه تراریخته با اثرات نامطلوب در روند رشد 

و نمو و بازدارندگی از تغذیه، بیشترین تاثیر خود را در 

عدم مشاهده میزان مرگ و . سنین اول لاروی گذاشت

تواند به دلیل بیان کم پروتئین باکتری در میر کامل، می

رخی از لاروهای کرم گیاهان تراریخته، حساسیت پایین ب

های فیزیولوژیک بین لاروها غوزه پنبه به علت تفاوت

ولی با این  (Yoshinori and Harryk, 1993) باشد

توان در این رابطه اظهار نظر کرد و حال به طور قطع نمی

هایی که تا به حال بررسی. های بیشتری استبررسینیازمند 

 پنبه غوزهانجام شده است حاکی از آن است که کرم 

H. armigera  یک حشره پلی فاژ است که قادر است

های مختلف گیاهان که پروتئازهای آن را بر مهارکننده

 ,.Alvi et al) دهند، فایق آیدتحت تاثیر قرار می

این عمل را با تغییر در ترکیبات کرم غوزه پنبه . (2012

 ,Bajwa and Kogrn) دهدانجام می( هاآنزیم)معده 

ها باعث ایجاد رفتار ژگیلذا این وی (.2001

در نتیجه این خواری در این آفت شده است و  چیز همه

به محصولات مختلفی خسارت وارد آفت قادر است که 

 .Bگیاهان تراریخته حاوی توکسین باکتری. کندمی

thuringiensis کار برای شاید به عنوان بهترین راه

اما این . عرفی شدندهای اخیر ممقابله با این آفت در سال

گیاهان نیز تا حدودی ناموفق بودند و علی رغم سمیت 

بالای باکتری، گیاهان تراریخته مقاومت خوبی از خود 

رود که این آفت در مقابل نشان ندادند و بیم این می

 ,.Anilkumar et al) گیاهان تراریخته مقاوم شوند

ی این هایی که در مورد فیزیولوژبا وجود بررسی .(2008

آفت صورت گرفته است باز هم ابهاماتی در مورد واکنش 

فعالیت آنزیمی این آفت در مقابل گیاهان تراریخته وجود 

 .Bدر این بررسی نشان داده شد که باکتری. دارد

thuringiensis  باعث کاهش فعالیت آنزیم پروتئاز در

کاهش این به معنای شود، فرض می، که شدمقایسه با شاهد 

پروتئاز و کاهش توانایی لارو در  های فعال آنزیمایزوفرم

تاثیر گیاه  هضم مواد پروتئینی مورد نیاز استررسی

آفت نشان داد که تغذیه  طول دوره رشدیتراریخته بر 

ی لاروها از گیاه تراریخته باعث افزایش طول دوره لارو

در این تحقیق فعالیت آنزیمی از . لاروها شدکاهش وزن 

یابد تا سن پنجم لاروی در دو تیمار افزایش می سن دوم

و با مقایسه فعالیت آنزیم پروتئاز در دو تیمار مشاهده 

که فعالیت آنزیم پروتئاز در گیاه تراریخته به طور  شد

احتمال دارد پایین . بودقابل توجهی کمتر از گیاه شاهد 

بودن فعالیت پروتئاز در معده میانی به منزله از بین رفتن 

های معده و در نتیجه کاهش فعالیت دریجی سلولت

در  (.Bajwa and Kogrn, 2001) آنزیم پروتئاز باشد

سن اول لاروی فعالیت آنزیم پروتئاز در تیمار پنبه 

داری از شاهد بیشتر است، احتمالا تراریخته به طور معنی

که لارو سن اول در پاسخ به است که به این دلیل 

کند و در سنین شتری ترشح میحضور باکتری آنزیم بی

از گیاه تراریخته تعدادی از بعدی با ادامه تغذیه 

شوند که باعث های دیواره روده میانی تخریب می سلول

 .شدکاهش آنزیم پروتئاز در مقایسه با تیمار شاهد 

حضور توکسین در معده میانی باعث اتصال آن به 

بین رفتن  و در نتیجه باعث از شده  های پروتئینیگیرنده

منجر به کاهش  گردد که این امر میبیشتر دیواره سلولی 

. شودتولید آنزیم پروتئاز و کاهش فعالیت این آنزیم می

در نتیجه کاهش تولید آنزیم پروتئاز، لارو توکسین 

کند پس زنده خواهد ماند و کمتری را دریافت می

رسند ولی  معدودی از لاروها به سنین بالاتر لاروی می

مواد غذایی لاروها در اثر کاهش فعالیت آنزیم پروتئاز، 

کنند که این امر باعث کندی رشد و کمتری را دریافت می

با افزایش سن لاروی  .نمو و کاهش وزن لاروها خواهد شد

دلیل افزایش . یابدفعالیت پروتئازی حشره افزایش می

به پروتئین توان به علت نیاز حشره  فعالیت پروتئازی را می

 (.Simpson et al., 1998) غذایی در سنین بالاتر دانست

مشاهده شد که فعالیت آنزیم پروتئاز در  ششدر سن 

که شاید  یافتتیمار شاهد در مقایسه با سن پنجم کاهش 
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ترشح اضافی به دلیل عدم تغذیه حشره و عدم نیاز به 

 ,.Patankar et al)پاتانکار و همکاران  .آنزیم باشد

نشان دادند با افزایش سن لاروی، فعالیت آنزیم  (2001

و در سن  یافتپروتئاز کل در کرم غوزه پنبه افزایش 

بالاترین فعالیت آنزیم مشاهده شد و در سن  پنجو  چهار

ها گزارش  آن. فعالیت این آنزیم کاهش یافت شش

افتد که  کردند که این کاهش فعالیت زمانی اتفاق می

چون  شدنیز کاهش یافته یا متوقف مصرف مواد غذایی 

لارو در سن آخر برای تبدیل شدن به شفیره تغذیه را کم 

 . کند کم متوقف می

نقش ( تریپسین و کیموتریپسین)سرین پروتئازها 

اصلی را در تجزیه مواد پروتئینی و حتی فعال شدن 

که در اثر از داده است نتایج . پروتوکسین باکتری دارند

های این بخش سلولدر روده میانی،  بین رفتن دیواره

مخصوصا در لاروهای سنین اول تا چهارم، هیچ گونه 

ولی در سن پنج . فعالیت سرین پروتئازی ثبت نشده است

ها فعال می شوند که احتمالا به این تا شش این آنزیم

معنی است که لاروهای سنین بالاتر در اثر تغذیه کم از 

از مواد غذایی اکتسابی از پنبه تراریخته و ذخیره برخی 

سنین اول لاروی قادر به ترمیم دیواره معده میانی، حفظ 

. فعالیت آنزیمی و رشد و نمو به مرحله بالاتر هستند

های اخیر محققین در صدد بودند با چه در سالچنان

های آنزیمی با گیاهان تراریخته کاربرد توام مهارکننده

 ته ایجاد کنندمقاومت کامل را در گیاهان تراریخ

(Bajwa and Kogrn, 2001.)  

استفاده از گیاهان تراریخته به دلیل  به طور کلی،

های سمی علیه آفت هدف آن که توانایی بیان پروتئین

تواند جایگزین مناسبی برای کاربرد را دارند، می

در بررسی حاضر، . های پایدار شیمیایی باشدکش آفت

، علیه کرم غوزه پنبه cryحاوی ژن استفاده از پنبه 

داری بر پارامترهای مختلف زیستی و اثرات معنی

فیزیولوژیکی آن به جای گذاشت و نشان داد که پنبه 

Bt  آفت حشره در  صد در صدمرگ و میر اگر حتی

ثیر منفی که در طول زندگی أاز طریق تاما ، نکندایجاد 

تواند در مدیریت آفت گذارد میآفت به جای می

 . باشد و مورد توجه مانند کرم غوزه پنبه مفیدمهمی 
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Abstract 

Background and objective 

Cotton bollworm, Helicoverpa armigera (Hϋbner) (Lepidoptera: Noctuidae) is a 

cosmopolitan and polyphagous pest that attacks many plant species including cotton. One 

of the most important principles of the Integrated Pest Management programs (IPM) is 

use of non-chemical agents such as natural enemies (parasitoids and predators), and 

resistant host plant to control pests. Transgenic Bt cotton is one of the substitution ways 

of chemical pesticide used for control of this insect pest. Production of transgenic crops 

was a novelty in the method of applying host-plant resistance. Crops that are genetically 

engineered to express Bacillus thuringiensis toxin are planted in many areas. 

Material and Methods 

In the present study, effect of transgenic Bt cotton, Coker cultivar, including cry1Ab was 

studied on biology and digestive protease activity of the bollworm. For bioassays, gut 

dissection and demographic studies, H. armigera were obtained from the Division of 

Entomology, Department of Plant Protection, College of Agriculture and Natural Resources, 

University of Tehran, Karaj, Alborz, Iran. The insects were held in the growth room on the 

condition of 25 ± 1ºC, 60–70 % relative humidity with a 16-h day length. Proteolysis using 

general substrate (Azocasein 2%) was assayed after some modification. In this manner, 10 µl 

enzyme extract and 50 µl Azocasein 2% (substrate solution) were mixed into 40 µl of the 20 mM 

Tris-HCl buffer pH 8.0 and incubated during 60 min. Protease activity was measured using 

specific substrate with some modifications. Trypsin- and chymotrypsin-like activities were 

assayed using 1mM BApNA (Benzoyl-l-arginine-p-nitroanilide) and 1 mM SAAPFpNA 

(Succinyl-l-Ala-l-Ala-l-Pro-Phe-p-nitroanilide), respectively. 

Result 

The results illustrated that the second larval instar mortality in the transgenic cotton was 

68 percent and in control cotton was 6 percent. Furthermore, larvae in different instars, in 

transgenic Bt, had significantly lower weight and longer life time in comparison with 

control. Several biological characters of both treatments including survivorship, 

development and weight were significantly changed. On the other hand, total protease, 

trypsin and chymotrypsin activity in digestive lumen, after the second, fifth and sixth larval 

instar in transgenic cotton showed significant reduction, respectively.     

Discussion 

Coker cotton crop with cry1Ab, will have significantly negative effects in insect biology 

and digestive physiology during the pest life time and can be noticeable in management 

of important pests such as boll worm. Bt cotton can therefore be useful in an integrated 
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pest management program, because it resulted in a reduction in the number of insecticide 

applications per season. 
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