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  چکیده
 به توجه با. باشد مي جهان سراسر در زميني سيب كليدي آفت ،Leptinotarsa decelineata (Say) زميني سيب خوار برگ سوسك
 جايگزين، هاي به عنوان روش هاي گوارشي هاي پروتئيني آنزيماستفاده از مهاركننده شيميايي، هاي كش آفت كاربرد نامطلوب اثرات
 بر فعاليت Fabaceaeباقلا  ي تيره گياهچند بذر  ينيئپروت ي عصاره رياثت حاضر ي مطالعهدر . است ناپذيراجتناب آفات كنترل براي
فعاليت آنزيم به تنهايي و در حضور مهاركننده  .بررسي شد اين آفتسن آخر و حشرات كامل  هايلارو آميلاز -آلفا آنزيم
رقم لوبيا، دو رقم نخود، عدس، ماشك، باقلا، تمر هندي، بادام زميني،  8) مورد بررسي گياه 17 هايبذر  بين از گيري شد. اندازه

 و (سفيد لوبياو  قرمز لوبيا سبز، لوبيا ،تيچي لوبيا) .Phaseolus vulgaris L ،لوبيابذر  نوع چهار شامل بذر پنج ،اسپرس و يونجه(
، 0-20در اين بررسي اثر مهاركنندگي سه فراكسيون  ،همچنين .نشان دادند بقيه به نسبترا  زيادي مهاركنندگي اثرات ،هندي تمر
 1و  7/0، 3/0 ،نيز در سه غلظت مختلف ،كه با كمك ترسيب در نمك آمونيوم سولفات تهيه شده بودند درصد 40-60و  40-20

اثرات  40-60و  20-40هاي  ونيفراكس بذر مورد بررسي،نوع و در هر پنج  در مجموع مطالعه شد. بر ميلي ليتر پروتئينگرم  ميلي
اثر مهاركنندگي در تمام . (مهاركنندگي درصد 90الي  70)تقريبا دادند ون اول نشانيدر مقايسه با فراكسرا مهاركنندگي بيشتري 

 ي در مجموع عصاره كاهش يافت.طور چشمگير  بهميزان فعاليت آنزيم  ،بود و با افزايش غلظت مهاركنندهبه غلظت وابسته موارد 
حل اآميلاز مر-بر فعاليت آلفا قابل توجهياثر مهاركنندگي  ،انواع لوبياي بررسي شده در اين تحقيقهاي  تام و فراكسيونپروتئيني 

 زميني نشان دادند. زيستي لارو سن آخر و حشرات كامل سوسك برگخوار سيب

 .زميني برگخوار سيب سوسك ،ئينيتپرو ي عصاره آميلاز، -آلفالوبيا، آمونيوم سولفات،  ارقام: کلیدی های واژه
 

 مقدمه

 Leptinotarsa زمينككي خككوار سككيب  سوسككك بككرگ 

decelineata (Say)،  جهكان  گيكاهي  مهكم  آفت 15 از يکي 
 از آنكامككل  حشككره و لاروي مختلككف مراحككلكككه اسككت 
 حشكرات  بكين  در .كننكد  مكي  تغذيكه  زمينكي  سيب هايبرگ
 ،گونكه  اين اندازه بهاي  حشره هيج ،زميني خوار سيب برگ
 عكلاوه  آفت اين. ندارد خواري و ايجاد خسارت برگ توان
 و توتكون  فرنگي، بادمجكان، فلفكل،   گوجه به زميني سيب بر

 تكاجريزي  مانند Solanaceae ي تيره هرز هاي علف برخي
Solanum nigrum L. هاي متداول روش .كند مي حمله نيز

هكاي مختلكف    كش كنترل اين آفت اغلب بر استفاده از آفت

هكا بكر دشكمنان طبيعكي،     ككه آثكار سكون آن   مبتني هستند 
تر را  هاي كنترل امن معرفي روش  ،انسان و محيط زيست

هكاي مختلكف    كند. در مكورد ايكن آفكت از روش    مي ايجاب
 شكود  ، زراعي و غيره استفاده ميزيستيكنترل ميکروبي، 

هنوز زيان اقتصكادي زيكادي را موجكب     ،حالبا اين  ليو
 راهکارهكاي  از يکكي  (.1981ر و همکاران ي)گوتي شودمي

اسككتفاده از  آفككات، تلفيقككي مككديريت هككاي برنامككه در مهككم
بكراي  كه  است و يا تركيبات گياهي گياهان مقاوم به آفات

 دنباشكك مككيمحككيط زيسككت از امنيككت بككالايي برخككوردار  
 استفاده با امر اين. ( 2008چن  ،2002 گراسي)كارليني و 

 هككاي ژن كككردن وارد و ژنتيككك مهندسككي هككاي تکنيككك از
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 پكذير  امکكان  گياهكان  در آفكات  بكه  مقاومت عاملرمزگذار 
 هكاي  ژن انتقكال  وريافن (.2006 پامپاپاتي و شارما) است

 باكتريككايي،) مختلككف منشككاهاي از حشككرات بككه مقاومككت
 سكط   افكزايش  منظكور  به گياهان به( جانوري ياو  گياهي

. اسكت  يافتكه  توسكعه  سكرعت به  حشرات به آنها مقاومت
 مهم محصولات ژنتيك مهندسي براي كه ها ژن از گروهي

 ي مهاركننككده رمزگككذار هككاي ژن ،هسككتند اهميككت زيحككا
 نكدل وكلاورنس و ) باشند مي حشرات گوارشي هاي آنزيم
 حشككرات گوارشككي هككاي آنككزيم هككاي مهاركننككده(. 2002

 بكه  اتصال با كه هستند غيرپروتئيني يا پروتئيني تركيبات
و يكا ككاهش    فعاليت شدن مهار باعث ،آنزيم فعال جايگاه
 ،اغلب (.2002 همکاران و فرانکو) شوند مي يآنزيمفعاليت 
 بككا پايككدار تركيككب تشككکيل موجككب هككا مهاركننككده فعاليكت 

جايگكاه  شكکل   تغييريا و  مسدود شدن ،هدف پروتئازهاي
 بكه  زيرنهشكت  دسترسكي  از جلكوگيري  يكا فعال آنكزيم و  

 و بيكب حو  2002 همکكاران  و دلئو) شود مي  فعال جايگاه
 (.  2007 يفاضيل
 از اي خككككانواده ي دربرگيرنككككده آميلازهككككا -آلفككككا 

دي -آلفكا -4و 1 پيونكد  هيكدروليز  كه هستند آندوآميلازها
 سككاير و گليکككوژن اي، نشاسككته تركيبككات در را گلوكككان

 و فرانکككو) دهنككد مككي انجككام وابسككته هككاي كربوهيككدرات
 در مهمككي نقككش آمككيلاز -آلفككا آنككزيم (.2002 همکككاران،
 جكانوران  و گياهكان  در هكا  كربوهيكدرات  سكاز  و سوخت

 تغذيكه  اي نشاسكته  مكواد  از ككه  خوار گياه حشرات و رددا
 آنكزيم  ايكن  بكه  تشكد بكه   ،حيكات  ي ادامكه  بكراي  ،كنند مي

 بكراي  مناسكبي  اهكداف  آميلازهكا  -آلفا. باشند مي وابسته
 از لصككحا هككاي مهاركننككده طريككق از حشككرات كنتككرل

خكوار   بكرگ  سوسكك . هسكتند  هكا  لگكوم  يكا  غلات هاي دانه
 اقتصككادي اهميكت  داراي آفككات از يکكي  نيككز زمينكي  سكيب 

هكا  آميلاز -آلفكا  بكه خود   حيات ي ادامه براي كه باشد مي
 حكاوي  تراريختكه  گياهكان  ككارگيري ه بك . باشد مي وابسته

 سوسكك  كنتكرل  بكراي  آمكيلاز  -آلفا آنزيم هاي مهاركننده
 مهاركننكده  منكاب   شناخت مستلزم زميني خوار سيب برگ
 هكاي  مهاركننكده  حكاوي  ككه  گياهي مناب  شناسايي. است
 در گكام  اولكين  هسكتند،  هكدف  آفكات  گوارشكي  هاي آنزيم

 اختلالايجاد  بر مبتني كنترل هاي روش گسترش راستاي

و  2002ككارليني و گراسكي   ) باشد مي گوارشدستگاه  در
 .(2002 ندلوكلاورنس و 

هكاي   اثر مهكار كننكدگي پكروتئين    ،در مطالعات مختلف
گياهكان مختلكف مكورد بررسكي قكرار       هايحاصل از بذر

 . اثكر ه اسكت بكه دسكت آمكد   گرفته و نتايج اميدبخشي نيز 
 فرنگكي  نخكود  از آمكده  دسكت ه ب آميلاز -آلفا ي مهاركننده

Pisum sativum L.،  گوارشكي  آمكيلاز  –آلفكا  فعاليكت  بكر 
 و بررسكي  ،.Bruchus pisorum L فرنگكي  نخود سوسك
 بكه  را آنكزيم  فعاليكت  مهاركننكده  ايكن  ككه  گرديد مشاهده
(. 2000 همکكاران  و مورتون)نمود  مهار درصد 80 ميزان

 اثر بررسي با( 2000) همکاران و اولايا -منديولا ،همچنين
 هكاي  دانكه  از شكده  سازيجدا آميلاز -آلفا هاي مهاركننده

 بكر  كمكي   اثكر  هكا  مهاركننكده  اين كه دريافتند ذرت و لوبيا
 خوار بزرگ غلات دانه گوارشي لازيآم -آلفا آنزيم فعاليت

Prostephanus truncatus Horn. ككه  حكالي  در ،شكتند دا 
 خكروس  تكا   هكاي  دانكه  از شده جداسازي هاي مهاركننده

Amaranthus hypochondriacus L. را آنزيم اين فعاليت 
برزويكي و همکكاران    .نكد كرد مهكار  درصد 100به ميزان 

بذر ارقام مختلف گندم  ياثر مهاركنندگي عصاره (1391)
زمينكي   آميلاز سوسك برگخوار سكيب  -را بر فعاليت آلفا

دسكت   هبك را بررسي كردند و اثكرات مهاركننكدگي خكوبي    
مناسككبي بككراي  بككاقلا منبكك    يگياهككان تيككره آوردنككد. 
باشكند )جكف و همکكاران    آميلاز مكي  -هاي آلفا مهاركننده

 چنكد  ي عصكاره  مهاركننكدگي  اثر ،بررسي اين در .(1973
 سوسك آميلاز -آلفا آنزيم فعاليت برباقلا  يتيره از گياه

 .است شده بررسي زميني سيب برگخوار
 

 ها روشمواد و 
 حشراتآوری  جمع

و لاروهكككاي سوسكككك برگخكككوار   حشكككرات كامكككل
زمينككي روسككتاي ارجككق   زمينككي از مككزارع سككيب  سككيب

آوري و جهت  جم  استان اردبيل شهر، مشکينشهرستان 
بكراي   انجام مراحل آزمايش به آزمايشگاه منتقكل شكدند.  

به مدت  انتخابي مزرعهدر  ،ها كش جلوگيري از اثرات آفت
از لاروهاي  .استفاده نشدي كش گونه آفت هيچ يك ماه  از 

سن آخر و حشرات كامل براي مطالعات آنزيمي اسكتفاده  
 شد.
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 نزيماستخراج آ
در داخكل  دقيقكه   10به مكدت  ابتدا سن آخر لاروهاي  

تكا    ندسلسيوس گذاشته شد ي درجه -20در دماي فريزر 
 500 مبه ازاي هر لارو سكن چهكار   ،سپس حس شوند. بي

اضكافه شكد و    pH=  5/7بكا   سرد ميکروليتر بافر فسفات
به صورت دستي در يك هاون آزمايشگاهي كاملا لاروها 
هموژنكايز  بكه دسكتگاه   صكل  سكپس مخلكوح حا   .له شدند

(Ultraturrax T-18 ) بكه مكدت سكه دقيقكه     و  يافتكه انتقال
نکوباسيون پس از امحلول حاصل  شد. يسازهمگنكاملا 

 لسكيوس س ي درجكه  شكش مدت چهار ساعت در دماي به 
 سكرعت  بكا  سلسكيوس  ي درجكه چهار در دماي  ،)يخچال(
دقيقكه سككانتريفيوژ   20و بكه مكدت   دور در دقيقكه   12000
آنزيم   به عنوان منب )سوپرناتانت( محلول روشناورشد. 

 سلسكيوس  ي درجه -20برداشته شده و در دماي  حشره
قرار استفاده  هاي بعدي مورد داري شد تا در آزمايش نگه
 .(1395همکاران محمدي و ) گيرد

حكس شكدن در    در مورد حشكرات كامكل، پكس از بكي    
ابتكدا و انتهكاي دسكتگاه     ،از پهلكو شكکافته   را فريزر، بكدن 
شد. بكه  و از بدن خار  گوارش جدا لوله و   ،گوارش قط 

ليتكر بكافر فسكفات     لوله گوارش از يك ميلي ششازاي هر 
سكازي و   همگكن و مراحكل   استفاده شد pH=  5/7با  سرد

 قبل انجام گرفت. هلحاستخرا  آنزيم مانند مر
 

 پروتئینی بذرها ی استخراج عصاره
عبارت  براي غربالگري گياهان مورد استفاده يهابذر

 Vigna unguiculata (L.)بلبلكي  لوبيا چشم (1) بودند از:

Walp.، (2 لوبيككا )تككيچي Phaseolus vulgaris L. ،(3 )
( لوبيكا سكياه   4)،  Vigna radiate (L.) R. Wilczekماش 

Phaseolus vulgaris L.( ،5لوبيككا ) سككبز Phaseolus 

vulgaris L.،  (6   لوبيكا قرمكز )Phaseolus vulgaris L.،  
( لوبيككا 8) ،.Phaseolus vulgaris L( لوبيككا سككفيد   7)

 Lens( عككدس 9) ، .Phaseolus vulgaris L گوشككتي

culinaris Medikus ، (10 ) نخود سفيدCicer arietinum 

L.( ،11  نخكود سكياه ) Cicer arietinum L. ،(12 )  ماشكك
Vicia sp.، (13 بككاقلا )Vicia faba L.، (14 تمككر هنككدي )

Tamarindus indica L.، (15 بككادام زمينككي )Arachis 

hypogaea L.،  (16 اسكككپرس )Onobrychis sativa 

Scop.، ( يونجه 17) وMedicago sativa L. . 

از روش  پروتئينكي بكذرها   ي عصكاره براي اسكتخرا   
 پكودر  بكذرها  ابتكدا  .( استفاده شكد 2003تلنگ و همکاران )

 استون با بار دو گرم از پودر هر بذر 100 سپس و ندشد
هاي روغنها و  تا رنگدانه شد داده شستشو هگزان -ان و

از پكودر هكر    گرم10مقدار   در پودر حذف شوند. موجود
داخكل آب  مخلكوح و   دوبار تقطيرآب  ليتر ميلي 50بذر با 

هكم زده شكد    با استفاده از شيکرساعت  چهاربه مدت يخ 
 مكدت  بكه  مخلوح حاصكل  ها استخرا  شوند. تا مهاركننده

 شككد.سككانتريفيوژ  در دقيقككه دور 12000 بككا سككاعت نككيم
 70 دمككاي دقيقككه درهشككت بككه مككدت روشككناور  محلككول
بكذرزاد  هكاي   سلسيوس انکوبكه شكد تكا پكروتئين     ي درجه

تکكرار شكد و    ارسوب پيدا كنند. عمكل سكانتريفيوژ مجكدد   
محلككول روشككناور بككه عنككوان منبكك  مهاركننككده تككام در   

در مككورد  سلسككيوس ذخيككره شككد.  ي درجككه -20دمككاي
 ،هككايي كككه اثككر مهاركننككدگي خككوبي داشككتند     عصككاره
بندي مهاركننده تكام بكا اسكتفاده از تفكاوت در      فراكسيون

در آب و ترسككيب بككا نمككك  هككا ميككزان حلاليككت پككروتئين
 40-60و  20-40، 0-20آمونيوم سولفات، در سه غلظكت  

بنكدي داخكل    تمام مراحكل فراكسكيون   .انجام گرفت درصد
 .شدند آب يخ انجام 

 
آمیلاز و اثرر مهارکننردگی    -آلفا آنزيم سنجش فعالیت

 ها عصاره
كيككت اسككتفاده از آمككيلاز بككا   -آلفككا آنككزيم فعاليككت

آزمكون، ايكران(   شكركت پكارس   تشخيصي )كيكت آمكيلاز،  
-Ethylidene-p) گيككري شككد. زيرنهشككت، تركيككب  انككدازه

nitrophenyl-malthoheptaoside) EPS-G7 ككه  باشد مي 
آزاد  گلكوكز  و نيتروفنكل  -پكس از هيكدروليز شكدن، پكارا    

آمكيلاز   -فعاليكت آلفكا   اكه مستقيما بك  جذب نوري .كند مي
دسكتگاه   بكا نكانومتر   405اسكت، در طكول مكو     متناسب 

فعاليكت   .گيكري شكد  انكدازه  Alcyon 300مدل  اتوآنالايزر
گكرم پكروتئين نمونكه     صورت واحد بر ميلي ويژه آنزيم به

 .(1395محاسبه شد )محمدي و همکاران 
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تككككام و  ي عصككككارهبررسككككي اثككككر مهاركننككككدگي 
هاي مختلف، مانند روش بالا بود با اين تفكاوت   فراكسيون

 دندانکوبه شك دقيقه پيش 30كه آنزيم و مهاركننده به مدت 
از گيري شد. اثر مهاركنندگي  فعاليت آنزيم اندازه سپسو 

 تيمكار  بكا تيمكار شكاهد    فعاليت آنكزيم در  ي مقايسهطريق 
تكاثير   مهاركننده مشخص گرديد. براي اطمينكان از  حاوي

 ها از سه غلظت مختلف مهاركننده استفاده شكد  مهاركننده
و رونكد   (ليتكر  بكر ميلكي   پكروتئين  گرم ميلي 3/0و  7/0، 1)

مهاركنندگي با افزايش غلظكت مهاركننكده مكورد بررسكي     
 قرار گرفت.

 
 تعیین غلظت پروتئین کل 

از روش هكا   براي تعيكين غلظكت پكروتئين تكام نمونكه      
سكرم  ن ميآلبكو اسكتفاده شكد. پكروتئين    ( 1976)بردفورد 

گاوي به عنوان استاندارد مكورد اسكتفاده قكرار گرفكت و     
هكا   پس از ترسيم منحني استاندارد، غلظت پروتئين نمونكه 

نكانومتر و بكا    595هكا در طكول مكو      تعيين شد. بررسكي 
   استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر صورت گرفت.

 

 آماری  هایو تحلیل تجزيه
پيش از تجزيه و تحليكل از نظكر نرمكال بكودن     ها  داده 

پس از اطمينان از نرمال بكودن   مورد آزمون قرار گرفتند.
بكا اسكتفاده از    و تصكادفي  بر اساس طرح ككاملا  ها، داده
. نكد مورد تجزيه و تحليل قكرار گرفت  MSTAT-Cافزار نرم

دانکن  اي چنددامنه ها با استفاده از آزمون بندي داده گروه
 انجام شد. درصد  5در سط  احتمال 

 نتايج
اثككر مهاركننككدگي  ي نتيجككه غربككالگري اوليككه 1شككکل 

گياه مورد مطالعه را نشكان   17بذر هاي پروتئيني عصاره
، لوبيكا  تيچيلوبيا  هايپروتئيني بذر هايدهد.  عصاره مي

هنكدي بيشكترين اثكر    تمرسبز، لوبيا قرمز، لوبيكا سكفيد و   
و  ي سن آخرلاروهاآميلاز  -آنزيم آلفامهاركنندگي را بر 

و  نكد ا بودزميني دار سوسك برگخوار سيب حشرات كامل
. برخكي  درصد فعاليت آنزيم را مهار كردنكد  95تا  70بين 

بلبلكي، ماشكك،   ها مانند لوبيا سياه، لوبيا چشكم  از عصاره
 نشان ندادند.  را گونه اثر مهاركنندگي  باقلا و يونجه هيچ

 

 
: 1) .زمينيسيب برگخوار سوسك آميلاز -آلفا آنزيم فعاليت بر مطالعه مورد گياهان پروتئيني ي عصاره كنندگياثر مهار -1 شكل

: 10 عدس،: 9 گوشتي، لوبيا: 8 سفيد، لوبيا: 7 قرمز، لوبيا: 6 سبز، لوبيا: 5 سياه، لوبيا: 4 ماش،: 3 ،تيچي لوبيا: 2 بلبلي، چشم لوبيا

بزرگ و  حروف .(يونجه: 17 اسپرس،: 16 زميني، بادام: 15 هندي، تمر: 14 باقلا،: 13 ماشك،: 12 سياه، نخود: 11 سفيد، نخود

 .دنباش مي 5%دار در سطح احتمال  تفاوت معني ي فقدان دهندهنشان به ترتيب در لاروها و حشرات كامل  مشابهكوچك 
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كامكل را   اتآنزيم  حشرفعاليت  تنها  و ماش اسپرس
د و لوبيكا گوشكتي، عكدس و    دنك درصد مهار كر 10حدود 
تاثير  ،نيز در مقايسه با حشرات كامل سياه و سفيد نخود

تمكر هنكدي    مرحلكه لاروي نشكان دادنكد.   آنزيم كمتري بر 
درصد اثر مهاركنندگي در مرحله لاروي نشكان   20حدود 

آمكيلاز حشكرات   -درصكد آنكزيم آلفكا    5داد ولي كمتكر از  
 كامل را مهار كرد.

گيكاه ككه اثكر مهاركننكدگي      پنجمطالعات تکميلي روي 
اثر  .انجام شدداشتند  بيشتري در مقايسه با ساير گياهان

 40-60و  20-40، 0-20ون يسكككه فراكسككك مهاركننكككدگي
هكا و   ككه در غلظكت  نشكان داد   (2شکل ) تمر هندي درصد

. بودنداثرات مهاركنندگي متفاوت  ،هاي مختلف فراكسيون
-40 و درصكد(  4-27) 0-20مهاركنندگي در فراكسكيون  

 1-6بيشتر از فراكسكيون سكوم بكود )   درصد(  18-2) 20
ها بكا افكزايش    نتايج نشان داد كه تاثير مهاركنندهدرصد(. 
هككر دو  آمككيلاز -در غلظككت ثككابتي از آنككزيم آلفككا)  غلظككت
   . افزايش يافت نشوونمايي( مرحله 

 
نشوونمايي  لهحمر دو بر تمرهندي بذر ي عصاره فراكسيون سهليتر(  گرم پروتئين در ميلي )ميلي مختلف هاي غلظت مهاركنندگي اثر -2 شكل

دار در  تفاوت معني ي فقدان دهندهنشانبه ترتيب در لاروها و حشرات كامل  مشابهكوچك و بزرگ  حروف .زميني سوسك برگخوار سيب

 .دنباش مي 5%سطح احتمال 

 
گياه لوبيا سبز در مقايسكه بكا    پروتئيني بذر ي عصاره

نشكان داد )شكکل    را تمر هندي اثرات مهاركنندگي خكوبي 
( در مقايسكه بكا دو فراكسكيون    0-20(. فراكسيون اول )3

مسكتقيمي بكا غلظكت مهاركننكده      ي هر چنكد رابطكه   ،بعدي
 را داري اثر مهاركنندگي كمتريولي به طور معنيشت، دا

 ،در مقايسكه بكا حشكرات كامكل    نشان داد. اين فراكسيون 
 داري تككاثير طككور معنككي آمككيلاز لاروهككا بككه  -روي آلفككا
اثكرات   40-60و  20-40هكاي   . فراكسيونداشت بيشتري 

خصوص  هب ،نشان دادند وليرا مهاركنندگي بسيار خوبي 
افككزايش مهاركننككدگي وابسككتگي  ،لاروي ي بككراي مرحلككه

زيادي به غلظت مهاركننده نداشكت و تقريبكا در هكر سكه     

ه درصكد  مهاركننكد   97الكي  90غلظت مطالعكه شكده بكين    
دو فراكسيون بعكدي نيكز در    ،ن اول. مانند فراكسيوبودند

آميلاز حشكرات كامكل    -مقايسه با لاروها بر فعاليت  آلفا
 .ندداشتاثرات مهاركنندگي كمتري 

نيز  تيدست آمده در مورد بذر لوبيا چي هنتايج ب
(. فراكسيون اول 4)شکل  ندروندي مشابه لوبيا سبز داشت

درصد در غلظت  26نشان داد )را اثر مهاركنندگي كمتري 
 100عصاره مهاركننده به ازاي  ليتر گرم بر ميلي ميلي 3/0

آميلاز  لاروي  -ميکروليتر عصاره آنزيم( و فعاليت  آلفا
 را بيشتر از حشرات كامل مهار كرد.
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نشوونمايي  ي همرحل دوسه فراكسيون عصاره لوبيا سبز بر ليتر(  يليگرم پروتئين در م )ميلي هاي مختلف اثر مهاركنندگي غلظت -3 شكل

دار در  تفاوت معني ي فقدان دهندهنشان به ترتيب در لاروها و حشرات كامل  مشابهكوچك و بزرگ  حروف .زميني سيب برگخوار سوسك
 .دنباش مي 5%سطح احتمال 

 
مهاركننككدگي بككا غلظككت  در ايككن مككورد نيككز اثككرات   

هكاي بكالاي    . غلظكت ندمستقيم داشكت  ي ها رابطه مهاركننده
درصكد   93الكي   82بين  ،40-60و  20-40هاي  فراكسيون

 اثر مهاركنندگي نشان دادند.

پروتئيني بذر لوبيا قرمز نيز در  ي عصاره
هر هاي و روي آنزيم 40-60و  20-40هاي  فراكسيون

در را مهاركنندگي خوبي  اتاثرنشوونمايي   ي دو مرحله
درصد  92الي  60نشان داد ) 0-20مقايسه با فراكسيون 

 -درصد(. در اين مورد نيز  آلفا 30الي  5در مقايسه با 
به   ي نسبتداري بيشترآميلاز لاروي با اختلاف معني

 .(5)شکل  حشرات كامل مهار شد

 
نشوونمايي  ي همرحلدو بر  تيچيلوبيا  ي سه فراكسيون عصارهليتر(  گرم پروتئين در ميلي )ميلي مختلف هاي غلظت مهاركنندگي اثر -4 شكل

دار در  تفاوت معني ي فقدان دهندهنشانبه ترتيب در لاروها و حشرات كامل  مشابهكوچك و بزرگ  حروف .زميني سوسك برگخوار سيب

 .دنباش مي 5%سطح احتمال 
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 نشوونمايي ي همرحلدو لوبيا قرمز بر  ي سه فراكسيون عصاره ليتر( گرم پروتئين در ميلي )ميلي هاي مختلف اثر مهاركنندگي غلظت -5 شكل

دار در  تفاوت معني ي فقدان دهندهنشانبه ترتيب در لاروها و حشرات كامل  مشابه گكوچك و بزر حروف .زميني سوسك برگخوار سيب
 .دنباش مي 5%سطح احتمال 

 
بككذر لوبيككا سككفيد نيككز اثككرات مهاركننككدگي  ي عصككاره

سوسكككك نشككوونمايي   ي در هككر دو مرحلككه  را خككوبي  
 20-40خصوص در فراكسكيون  ه ب)زميني  برگخوار سيب

 90بكيش از  آمكيلاز را   -نشان داد و فعاليكت آلفكا   (درصد
 ،در مقايسه با چهار گياه قبلكي  .(6)شکل  مهار كرددرصد 

اثككر مهاركننككدگي كمتككر بككود و      40-60در فراكسككيون 
 80الكي  40حداكثر بكين   ،حشره كامل ي در مرحلهويژه  به

هاي  در مورد فراكسيون .مشاهده شددرصد مهاركنندگي 
مختلككف لوبيككا سككفيد نيككز اثككرات مهاركننككدگي بككا غلظككت 

 .ندها رابطه مستقيم داشت مهاركننده

 

 
نشوونمايي  ي همرحلدو لوبيا سفيد بر  ي سه فراكسيون عصارهليتر(  گرم پروتئين در ميلي )ميلي هاي مختلف اثر مهاركنندگي غلظت -6 شكل

دار در  تفاوت معني ي فقدان دهندهنشان به ترتيب در لاروها و حشرات كامل  مشابهكوچك و بزرگ  حروف .زميني سوسك برگخوار سيب
 .دنباش مي 5%سطح احتمال 
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 بحث
در تمككام  هككاآميلاز -آلفككا ي اركننككدههمهككاي پككروتئين

گياهكان  بكذرهاي  ويكژه   هشكوند، بك  سلسله گياهي يافت مي
هككا فراوانككي از ايككن پككروتئين اديرداراي مقكك بككاقلا ي تيككره
-آلفكا  هكاي (. بازدارنكده 1990و همکاران ريان باشند ) مي

از  و فراتكر هسكتند  دفكاعي گيكاهي    هايپروتئين ،هاآميلاز
هكاي  بررسي. دنشو محسوب مي سمييك پروتئين متابولي

حاوي  .Ph. vulgaris L چيتي لوبياكه  ندالي نشان دادهقب
از پسكتانداران و   يتعكداد  هايآميلاز -آلفا هايمهاركننده

نتكايج   (.a,b 1977و ويتكاكر   سپكاور شكد ) بكا  حشرات مي
هكايي ككه    دست آمده از پژوهش حاضر با ساير تحقيق هب

 هكاي آميلاز -را بكر آلفكا  باقلا  ي هاي تيره تاثير مهاركننده
اثككر  .دنككرحشككرات بررسككي كككرده بودنككد، مطابقككت دا   

-روي آلفكا لوبيكا  بذر گيكاه  استخرا  شده از  ي مهاركننده
اي لارو سوسكككككككك چهارنقطكككككككه ي رودهآمكككككككيلاز 

 Callosobruchus maculatus (fabricius, 1775)حبوبات

 Zabrotes subfasciatusلوبيككاو سوسككك مکزيکككي   

(Boheman, 1833)  ( 1989توسط ايشيموتو و كيتامورا )
روي مهاركننكده  بررسي شكد. نتكايج نشكان داد ككه  اثكر      

. كمتكرين اثكر   گونه متفكاوت بكود  آميلاز سه  -فعاليت آلفا
آميلاز سوسك مکزيکي لوبيا بكود  -روي آلفامهاركنندگي 

 شكود. كه از جمله آفات بسيار مهم لوبيا نيز محسوب مكي 
رابطكه ميزبكاني حشكره بكا لوبيكا      دليكل   تاثير كم، شايد به

در لارو و حشره كامل  كنندگيميزان مهار ،همچنين باشد.
نتكايج ايكن   بكا   مطكابق ككه  نشان داد را داري  تفاوت معني

 نشكوونمايي(  در دو مرحلكه  دگينكنتفاوت مهار)پژوهش 
همچنككين در مطالعككه ديگككري تككاثير مهككار كننككدگي  .اسككت

مختلكف زيسكتي    پروتئيني بذر كلزا بكر مراحكل   ي عصاره
زميني بررسي و مشكاده شكد ككه     سوسك برگخوار سيب
آميلاز لاروهكا بيشكتر از حشكرات    -ميزان مهار آنزيم آلفا

تغذيكه   (.1395كامل بود )عاشوري و فرشكباف پورآبكاد،   
زمينككي از برگهككاي   لاروهككاي سوسككك برگخككوار سككيب  

پارامترهكاي   ،زميني آغشته به مهار كننده لوبيا قرمز سيب
ين حشره را تحت تاثير قرار داده و ككاهش وزن  زيستي ا

رشككدي لاروي و  ي لاروهككا، افككزايش نسككبي طككول دوره 
آمكيلاز را در پكي   -بخصوص ككاهش شكديد فعاليكت آلفكا    

 هككايآزمككايش .(2017)عاشككوري و همکككاران   داشككت

 همکككاران( و ايشككيموتو و 1991ايشككيموتو و كيتككامورا )
فقككدان خاصككيت  يکككي از دلايككلكككه  نككد( نشككان داد1997)

ي توسكط پروتئازهكا  مهاركننكده   خود هضم، مهاركنندگي
يگكر ايكن   داز نتكايج قابكل تامكل    . باشد مي دستگاه گوارش

اي چهارنقطكه آمكيلاز سوسكك    -آلفكا آن است ككه  تحقيق 
اسكتخرا  شكده از   مهاركننكده  شكدت توسكط    حبوبات بكه 

منتهي به اين نتيجكه   ها. آزمايشمهار شد ي معموليلوبيا
آمكيلاز فكاكتور مهمكي اسكت،      -آلفكا مهاركننكده  كه  ندشد
گياهان در مقاومت  عاملترين  حتي شايد مهمطوري كه  به

اي حبوبكات باشكد. ايكن نتكايج     لوبيا به سوسك چهارنقطه
مهاركننكده  وسيله آزمايش با غكذاي مصكنوعي حكاوي     به
يد نيز تاي بلبلي چشم يآميلاز استخرا  شده از لوبيا -آلفا
مشكخص   ،چنين(. هم1989)ايشيموتو و كيتامورا  ندا هشد

اي  در اثككر تغذيككه لاروهككاي سوسككك چهارنقطككهكككه شككد 
 -آلفكا  هكاي مهاركننكده غذاي مصنوعي حاوي حبوبات از 

از  هككالارو ،بلبلككي لوبيككاي چشككمو  چيتككي آمككيلاز لوبيككا
سوسك اين  كاملو از ظهور حشرات  ندبازماند نشوونما 
از غذاي مصكنوعي   كردهتغذيه   چيني حبوبات و سوسك

دسكت   هنتايج بك  توليد شده با آرد اين لوبيا جلوگيري شد.
 ر مهاركننكدگي اثك نشكان داد ككه    حاضكر  آمده از پژوهش

بكا افكزايش   و بكود  غلظكت  وابسته بكه   هاي گياهي عصاره
 .افزايش پيدا كرد نيز كنندگيميزان مهار ،غلظت مهاركننده

كامككل و لاروهككاي  حشككرات آميلازهككاي -، آلفككاهمچنككين
تحت تكاثير  طور متفاوتي  بهزميني  سوسك برگخوار سيب

بكذر  مختلكف  پروتئنكي  هكاي   هاي مختلف فراكسيون غلظت
بكا نتكايج    ايكن نتكايج  قرار گرفتنكد.    مورد بررسي گياهان

باشند مي قابل مقايسه(  1391تحقيق برزويي و همکاران )
 گنكدم  از استخرا  شكده  شان دادند عصاره پروتئينينكه 

آمكيلاز سوسكك    -آلفكا  آنكزيم  مهكار  براي بالايي توانايي
 آمكيلاز  -آلفا سنجش فعاليت. شتدا زميني برگخوار سيب

 هكاي رقكم  گنكدم  ي عصكاره  مختلف غلظتپنج  حضور در
 را غلظكت  بكه  مهار وابسته يك روند ام وي هفده، افلاك و

 از اسكتفاده  با آميلاز -آلفا آنزيم فعاليت ميزان. نشان داد
ميکروگككرم  0625/1و  125/2، 25/4، 5/8، 17هككاي  غلظكت 

، 18/30پروتئين عصاره گندم رقم ام وي هفده به ترتيكب  
نكزيم در غيككاب  آدرصكد فعاليككت   72/60و  32/58، 74/48

رقم افكلاك  اثر ( بود. نتايج نشان داد كه %100مهاركننده )
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كمتكر  ر مهار فعاليت آنزيم نسبت بكه رقكم ام وي هفكده    د
 (1390جعفرلو و همکاران )،  (1968) هوري ،همچنين. بود
در تحقيقات خكود بكه ايكن     (2002)آلاركون و همکاران  و

بكه غلظكت آنكزيم     آنكزيم  فعاليكت نتيجه دسكت يافتنكد ككه    
 حشكرات  مختلكف نشكوونمايي   مراحكل  در بوده ووابسته 
در تحقيككق عاشككوري و همکككاران  امككرايككن  .دارد تفككاوت

 -( نيز تاييكد شكده اسكت طكوري ككه فعاليكت آلفكا       2017)
قرمكككز پروتئينكككي لوبيكككاي  ي آمكككيلاز توسكككط عصكككاره

(Phaseolus vulgaris L. cv. Goli )   در مرحلكه زيسكتي
كامككل سوسككك برگخككوار    ي لاروي بيشككتر از حشككره 

 . مهار شدزميني  سيب
 هكاي مهاركننكده ارقام مختلف گياهان از نظر محتواي 

هكاي مختلكف    موثر متفكاوت هسكتند و اسكتفاده از غلظكت    
توانكد وابسكته بكه غلظكت بكودن اثكر مهكار         مهاركننده مي

كننككدگي را اثبككات كنككد كككه يکككي از فاكتورهككاي مهككم در  
تكر شناسكايي و    انتخاب مهاركننده براي كارهكاي تکميلكي  

 حشره  -هر چقدر رابطه ميزباني گياه باشد.انتقال ژن مي
شكدن  عدم مهكار و يكا مهكار    احتمال طبيعتا   ،تر باشد تنگ

ال شككده از حصككاست ي انككدك آنككزيم توسككط مهاركننككده 
گياهكككان  ي مهاركننكككده ،وجكككود داردگياهكككان ميزبكككان 

دليككل تفككاوت سككاختاري، سككاختماني و    غيرميزبككان بككه 
 تككري خواهككد داشككت  اثككر مطلككوب ،مولکككولي مهاركننككده
 .  (1991)ايشيموتو و كيتامورا 

بكذر  نكوع   17 هكاي تكاثير عصكاره   ،رضدر بررسي حا
آمككيلاز يككك  -بككر فعاليككت آلفككابككاقلا  ي مختلككف از تيككره

زمينكي(   خكوار سكيب   غيرميزبان )سوسكك بكرگ   ي حشره
هكاي تکميلكي اثكر     مورد بررسكي قكرار گرفكت و بررسكي    

در  ككه  ند به طورينشان داد را يمهاركنندگي بسيار خوب
بكا   حشره مهكار شكد.  اين فعاليت آنزيم از   80%مجموع تا 

هاي گندم دانهدر يك بررسي مشخص شد كه وجود اين، 
د ككه در برابكر   نباشك آميلاز مي -آلفامهاركننده نيز داراي 

هاي گندم يا از دانهكننده  تغذيهآميلاز حشرات آفت  -آلفا
 -آلفا روي فعاليت ولي مهاركنندگي داشتساير غلات اثر 

مهاركنندگي اثر  ي كه از گندم تغذيه نکردند،حشراتآميلاز 
يتككر و همکككاران  ،1975)سككيلانو و همکكاران  نشكان نككداد  

تئوري استفاده از گياهان اين بدان معني است كه  (.1978
غيرميزبككان بككه عنككوان منبكك  مهاركننككده هميشككه درسككت 

ميكاني   روده در مورد نظكر  و ميزان فعاليت آنزيم نيست 
 ،بودن فيزيولوژي گوارش بكه آن آنكزيم  وابسته و حشره 

د. هكر چنكد   نك به عنوان مكوثرترين آنكزيم نيكز اهميكت دار    
زمينكي از لوبيكا بكه عنكوان منبك        سوسك برگخوار سكيب 

 ويكژه   هولي فعاليت آنزيم بك  ،كند غذايي اصلي استفاده نمي
 هاي مختلف لوبيا به خوبي مهار شد. توسط رقم

نقكش بيوشكيميايي    هكا آميلاز -آلفا با توجه به اين كه 
راهبردي ند، هر نك حشرات ايفا مياغلب  ي مهمي در تغذيه

بايد مورد توجكه قكرار    ،كه فعاليت اين آنزيم را مختل كند
كه تركيبات موجود دادند گيرد. نتايج تحقيق حاضر نشان 

 -آلفكا هكاي بقكولات نقكش مهمكي در مهكار آنكزيم        در دانه
و ند زمينكككي داشكككتآمكككيلاز سوسكككك برگخكككوار سكككيب

 عنكوان  بكه   تواننكد  مكي  گياهكان ايكن   دفكاعي  هكاي  پروتئين
 مكورد  آفكت اين حشره  كنترل در هاآنزيم هاي مهاركننده
 .گيرند  قرار استفاده

  
 تشکر و قدردانی
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Abstract 

Leptinotarsa decemlineata (Say) is a key pest of potatoes worldwide. Need for the new control 

methods are inevitable regarding undesirable effects of chemical pesticides. In this study inhibitory 

activities of seed extracts of some legume plants were investigated on α-amylase activity of 

Colorado potato beetle larvae and adults. Enzyme and inhibitory activities were measured by using 

diagnostic α-amylase Kit (Pars Azmon, Iran). Percent of inhibition was calculated by comparing 

activity in control and inhibitor incubated enzyme solutions. Among 17 legumes seeds (8 bean and 

2 pea genotypes, lentil, vetches, broad bean, peanut, tamarind, sainfoin and alfalfa), four genotypes 

of Phaseolus vulgaris L. (Pinto bean, green bean, kidney bean and white bean) as well as tamarind, 

had high inhibitory activity against the enzyme in comparison with the other studied legumes. In 

this study three fractions of five effective legumes prepared by precipitation of proteins in 0-20, 20-

40 and 40-60% Ammonium sulfate. Three concentrations of inhibitors (1, 0.7 and 0.3 mg 

protein/ml) were compared for inhibitory activity. Overall 20-40 and 40-60% fractions of all five 

selected legumes had more inhibitory activity compared to 0-20 fraction (70-90% inhibition vs. 5-

30%). In the studied range of concentrations, the inhibitory activity was concentration dependent 

and increased by increasing the concentration of inhibitors in constant concentration of enzyme. 

Crude proteinaceous extracts and fractions of different types of beans evaluated in this study 

showed high inhibitory activity against alpha-amylase of last larval instar and adults of Leptinotarsa 

decemlineata (Say).   

Keywords: α-amylase, Ammonium sulfate, Bean genotypes, Leptinotarsa decemlineata, Protein extract. 
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