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 چکیده
های اخير خسارت جدی به های وليک در حوزه زاگرس مرکزی، در سالعنوان آفت مهم جنگلبه Yponomeuta padellaليسه 

ها، سبب کاهش خوار بوده و با تنيدن تارها و جذب گردوغبار و قارچاین گونه جنگلي وارد کرده است. لاروهای آفت به شدت برگ
 Y. padellaپره های بيوشيميایي بعضي پروتئازهای لارو سن پنجم شبيشوند. در این تحقيق ویژگبارز فتوسنتز و ضعف درختان مي

همراه آب ها هموژنایز شده و بهاز تمام لوله گوارش لارو سن پنجم استفاده شد. پس از تشریح، روده ها،انجام آزمایش برایبررسي شد. 
 ار گرفت. اسيدیته بهينه با استفاده از سوبستراهای عموميمقطر سانتریفيوژ شدند. محلول رونشين در مطالعات آنزیمي مورد استفاده قر

اسيدیته بهينه با استفاده از سوبستراهای اختصاصي برای فعاليت تریپسين  دست آمد.به 11آزوکازئين و هموگلوبين برای فعاليت پروتئازی 
ثير بازدارندهأدرجه سلسيوس بود. ت 30-25 دمای بهينه فعاليت پروتئازی در محدوده مشاهده شد. 11و برای کيموتریپسين  11و  10

داری کاهش طور معنيبه TLCKپروتئاز مشهود بود. نتایج نشان داد که فعاليت پروتئاز توسط بازدارنده های های سنتزی بر فعاليت آنزیم
بود. بررسي  درصد TPCK (15/34)و درصد PMSF (34/21 )بيشتر از درصد 23/66به ميزان  TLCKیابد. درصد مهارکنندگي مي

زا . با توجه به خسارتشدبرای اولين بار انجام  Y. padellaهای آنها در ليسه های گوارشي و بازدارندههای فيزیولوژیکي آنزیمویژگي
ن رسد که مطالعات مقدماتي بيوشيميایي ایوليک و گيلاس وحشي و خطر نابودی این درختان، به نظر ميهای این آفت روی پایهبودن 

 باشد. مفيدمدیریت آن  برایحشره بتواند 
 

 .Yponomeuta padella، بازدارنده پروتئاز، : تریپسين و کيموتریپسينهای کلیدیواژه

 

متعلق به ( small ermine moths)های ليسه پرهشب
باشند. این گونه مي 75شامل حدود  Yponomeutaجنس 

کي از ی در مناطق پالئارکتيک گسترش دارند. ها بيشترگونه
با نام انگليسي  padella  Yponomeuta(.L) های ليسه،گونه

cherry ermine moth خوار درختان رزاسه از آفات برگ
است. این آفت در اروپا روی هلو، آلو، آلوچه، گيلاس و وليک 

در ایران در (.  2008et alBakker ,.) باشدزا ميخسارت

های چهارمحال و های حوزه زاگرس مرکزی در استانجنگل
 Cratagusوليک  روی درختان بيشتربختياری و لرستان 

monogyna  و گيلاس وحشيsp. Cerasus  مشاهده شده
صورت یکي از های اخير بهویژه در سالاست. آفت ليسه به

زای بيولوژیک برای درختان جنس ترین عوامل تنششایع
وليک درآمده و سطح وسيعي از جنگل را دچار خسارت کرده 

رت وارده از طریق خسا(.  et alShariati.2014 ,) است
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های درختان لاروهای حشره زیاد بوده و قسمت عمده برگ
های سنين بالا شوند. لارومي تغذیهاین آفت  آلوده توسط

جمعي روی صورت دستهدارای زندگي اجتماعي بوده و به
علاوه به ،کنندهایي را ایجاد ميدرختان با تنيدن تار، لانه

دليل ترشح تارهای لاروها، گردوغبار را درختان آفت زده به
ده که این عمل منجر به کاهش سطح فتوسنتز و ضعف کرجذب 

(.  et alEdmonds.2000 ,) شوددرخت آلوده مي
های کنترل طبيعي برای آن در مناطق از روش هایيگزارش
ای از اروپا وجود دارد: فرومون جنس ماده ليسه در گسترده
 مي در جلب نرهای آن داردهای اروپا نقش مهجنگل

(, 1991.et alLöfstedt  .) توان پارازیتيسم زنبور
روی لاروهای  Dalm  Ageniaspis fuscicollisپارازیتوئيد

گزارش شده است. همچنين درصد  60-50ليسه حدود 
عنوان شکارگر به Pand  Agria mamillataلاروهای مگس

 son, Claw &Mowat) اندهای آفت معرفي شدهشفيره

1995.) 
های درختان ميزبان، تغذیه بالای لاروهای ليسه از برگ

های فعال گوارشي را در معده آن ضروری ميحضور آنزیم
کند. حشرات برای استفاده از منابع غذایي و هضم 

های گوارشي وابسته هستند. بخش ها به آنزیمماکرومولکول
هستند و ها های غذا شامل پروتئينتوجهي از مولکولقابل

کننده پروتئينهای مهم هيدروليزعنوان آنزیمپروتئازها بهسرین
پولکها در کانال غذایي طيف وسيعي از حشرات مانند بال

اساس بر(. Srinivasan, 2006) کنندداران فعاليت مي
، امروزه توليد گياهان مقاوم و تراریخته که حامل هاگزارش

، رو به گسترش هستندوتئاز های پرکننده مهارکنندههای کدژن
واقع، حشره با تغذیه از ميزبان حاوی بازدارنده آنزیم است. در

 ميزانگوارشي، دچار اختلال در هضم، کاهش وزن، کاهش 
شود که این نتایج زایي ميکاهش خسارت درنهایتمثل و توليد

شود. هدف نهایي و مطلوب ما در مدیریت آفات محسوب مي
رسد اولين گام برای کاربرد این بازدارندهيبه نظر مرو ازاین
های های آنزیمشناخت دقيق ویژگي کنترل آفات، درها 

(.  et alGholamzadeh.2017 ,) گوارشي حشرات است
های مورد چگونگي فعاليت آنزیم وسيعي در تحقيقات

های داران در دامنهپولکگوارشي مانند پروتئازهای بال
جمله ميانجام شده است که ازآن مختلف دمایي و اسيدیته

( روی کرم 2011همکاران ) و  Ranjbarتوان به مطالعات
 ،zeller Ectomyelois ceratoniaeگلوگاه انار 

Gholamzadeh ( 2013و همکاران )پره انجيرروی شب 
HübnerChoreutis nemorana  ،Yazdani همکاران  و

Papilio ت خوار مرکباروی پروانه برگ (2014)

L. demoleus وMehrkhou  (2017)  روی سفيده بزرگ کلم
.L Pieris brassicae .ليسه  اشاره کردY. padella  از آفات

شود های وليک در زاگرس محسوب ميخوار مهم جنگلبرگ
ثر در ؤهای مای در زمينه فيزیولوژی آنزیمکنون مطالعهو تا

 ،قتحقياین بنابراین هدف از  است. انجام نشدههضم آن 
های پروتئازهای لوله گوارش این آفت است شناسایي ویژگي

های نوین کنترل و ای برای امکان دستيابي به روشتا مقدمه
 مدیریت باشد. 

های لاروهای سنين مختلف ليسه از روی شاخه و برگ
های وليک استان لرستان حوزه زاگرس درختان وليک )جنگل

ه پس از تغذی ل شدند.آوری و به آزمایشگاه منتقمرکزی( جمع
های ميزبان، از لاروهای سن پنج لاروهای کوچک از برگ

طول بدن و عرض کپسول سر ها استفاده شد. آفت در آزمایش
با استفاده از قانون دایار تعيين و سن لاروی مشخص شد 

(Dyar, 1890). ،پس از استخراج لوله گوارش از بدن لارو 

 عدبتهيه عصاره آنزیمي، تمام لوله گوارش هموژنایز و  برای
دور در دقيقه سانتریفيوژ شد  12000دقيقه با  5در مدت 

(Cohen, 1993)عنوان منبع آنزیمي ا بهه. بخش رونشين نمونه
تعيين  برای شدند.سلسيوس نگهداری ميدرجه  -20در دمای 

روليتر ميک 30اسيدیته پروتئاز عمومي، مخلوط واکنش شامل 
ميکروليتر عصاره آنزیمي و  15درصد،  1محلول آزوکازئين 

( 3-12مورد نظر ) ميکروليتر بافر یونيورسال با اسيدیته 90
هضم  درجه انکوبه شد. 35دقيقه در دمای  60مدت بود که به

 30اسيد استيککلروميکروليتر تری 30پروتئيني با افزودن 
شده موجود در واکنش، درصد متوقف و آزوکازئين هيدروليز ن

دقيقه به 90درجه سلسيوس به مدت  4با قرار دادن در دمای 
به مدت  15000با سرعت  بعدطور کامل رسوب داده شد و 
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. حجمي مساوی از سدیمگردیددقيقه سانتریفيوژ  10
هيدروکسيد یک مولار به رونشين افزوده و جذب آن در طول 

 برای(.  et alElpidina.2001 ,) دشنانومتر تعيين  440موج 
ميکروليتر محلول  30تعيين دمای بهينه پروتئاز عمومي، 

 90ميکروليتر عصاره آنزیمي و  15درصد،  1آزوکازئين 
دقيقه در  60مدت بهينه مخلوط و به pHميکروليتر بافر با 

 60 و 50، 40، 35، 30، 25، 20، 15دماهای مورد آزمایش )
مشابه مطالعه تعيين ش درجه سلسيوس( انکوبه شد و آزمای

علاوه به .گردیدهای عمومي در اسيدیته بهينه انجام پروتئاز
فعاليت پروتئازی با استفاده از سوبسترای هموگلوبين در 

بررسي (. Cohen, 1993) تعيين شد 3-12محدوده اسيدیته 
وجود و ميزان فعاليت اندوپروتئينازهای تریپسين 

اده از ستفگوارشي ليسه با اوکيموتریپسين در عصاره لوله 
و همکاران  Garciaاساس روش سوبستراهای تخصصي و بر

BApNA  (-Benzoyl-N سوبستراهای ( انجام شد.1993)

nitroalinide-p-arginine-L ) وSAAPPpNA (-Succinyl-N

pnitroalinide-phenylalanin-prolin-alanin-alanin )در 
ترتيب برای وليتر بهميکر 5ميزان به و مولارميلي 1غلظت 

 85های تریپسين و کيموتریپسين در حجم تشخيص پروتئاز
ميکروليتر عصاره آنزیمي  10و  pH= 12-3 ميکروليتر بافر با

مقدار فعاليت  استفاده شد. با استفاده از ميکروپليت ریدر
 نانومتر 405آنزیمي و جذب مخلوط حاصل در طول موج 

 د.شدقيقه ثبت  5ني دقيقه و فواص زما 20در زمان کل 
 PMSF های پروتئازی شاملبرای تعيين اثر بازدارنده

(Phenylmethylsulfonyle fluoride ،)TPCK (-L-Tosyl

Phenylalanine chloromethyl Ketone ) وTLCK 
(Lyslne chloromethyl Ketone-L-Tosyl )(1 ميلي )مولار

ود، ب شدههمانند آنچه در تعيين پروتئازهای عمومي انجام نيز 
دقيقه قبل  15-10های آنزیمي ولي عصاره .در نظر گرفته شد

د. جذب شنظر انکوبه  های مورداز انجام واکنش با مهارکننده
 20در زمان کل  نانومتر 405مخلوط حاصل در طول موج 

 دقيقه ثبت گردید. 5دقيقه و فواص زماني 
دار اسيدیته بر ثير معنيأدهنده تنشان هاآزمایشنتایج 

فعاليت پروتئازی با دو نوع سوبسترای آزوکازئين و 

هموگلوبين تریپسين و کيموتریپسين در لوله گوارش لارو سن 
(. فعاليت نسبي 4و  3، 2، 1های بود )شکل padella. Yپنج 

های هبود ولي در اسيدیت کمهای پایين ها در اسيدیتهاین آنزیم
رسيد.  11بالا افزایش یافت تا به بيشينه خود در اسيدیته 

اسيدیته بهينه در لوله گوارش به فاکتورهایي مانند رژیم 
های معده و غذایي، اسيدیته غذا، حضور ميکروارگانيسم

 (.Dow, 1986) مرحله رشدی حشره وابسته است
نتایج سایر محققان نيز حکایت از فعاليت بالای 

د، های قليایي دارداران در اسيدیتهپولکی لارو بالپروتئازها
 که اسيدیته بهينه برای پروانه شاخدار تنباکوطوریبه

(L.)  sexta Manduca (., 1993et alSamuels  کرم ،)
 virescens Heliothis (Johnston (Fabricus)غوزه پنبه 

., 1991et al ،)پره کلمشب(L.)  Mamestra brassicae 
(., 2008et alChougule ) ،( کرم گلوگاه انارet Ranjbar 

., 2011al)خوار برنج، سفيده بزرگ کلم و کرم ساقه  Chilo

Walker suppressalis (Zibaee  ;., 2012aet alZibaee 

., 2012bet alخوار مرکبات(، برگ (., et alYazdani 

  L. Utethesia pulchellaخوار شبدرو پروانه برگ( 2014

(., 2012et alAjamhassani  ) دست به 8-11در محدوده
دهنده تأثير دما بر فعاليت پروتئازی است. نشان 5آمد. شکل 

تر، چشمگير نبود ولي به فعاليت آنزیم در دماهای پایين
تدریج با افزایش دما روند فعاليت افزایشي شد تا در محدوده 

ي بدرجه سلسيوس بيشترین فعاليت نس 25-30دمای 
درصد مشاهده شد. در دماهای  100پروتئازی به ميزان 

 ,Boyd) بالاتر با از هم گسيختگي ساختار سه بعدی آنزیم

 50داری یافت و در دمای فعاليت آنزیم کاهش معني (،2002
درجه سلسيوس فعاليت نسبي به صفر رسيد. تغييرات دما بر 

های خوني و رشد، سازوکار هموستازیس، فراواني سلول
 et Gillespie) های دفاعي حشرات ثابت شده استواکنش

Pourali, 2020 &., 2000; Ajamhassani al .)البته فعاليت 
کند. های گوارشي نيز تحت تأثير دما تغيير ميهضم و آنزیم

ار خومحدوده دمایي برای فعاليت بهينه پروتئازها در برگ
درجه  25-35خوار برنج و سفيده کلم نيز شبدر، کرم ساقه

 et alAjamhassani ;2012 ,.) دست آمدسلسيوس به
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., 2012bet al., 2012a, Zibaee et alZibaee  .) در
 TLCKها، مشاهده شد که مایش بررسي تأثير بازدارندهآز

بالاترین تأثير بازدارندگي را روی فعاليت پروتئازی ليسه به 
 15/34در مرتبه بعدی ) TPCKو دارد درصد  23/66ميزان 
داری طور معنيبه PMSFکنندگي ( است. تأثير مهاردرصد
درصد  34/12مقدار ها بود و بهتر از سایر بازدارندهپایين

های فعاليت این دو ترکيب از بازدارنده (.6دست آمد )شکل به
ار مقدشوند و بهتریپسين و کيموتریپسين محسوب مي

وند. ها شتوجهي توانستند سبب مهار فعاليت این آنزیمقابل
زها در گيری کرد که طيفي از پروتئاتوان نتيجهترتيب، مياینبه

وجود دارد که منجر به  laY. padelلوله گوارش لارو ليسه 
 شود.های موجود در برگ وليک ميهضم پروتئين
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ئ    البته تأثير بازدارندگي این بازدارنده        ازی  ها بر فعاليت پروت
ور حض  شک داران گزارش شده است. بي  پولکبسياری از بال 

شرات در گياهان ميزبان   های آنزیمبازدارنده شي ح های گوار
ضم غذا و در آنها مي شد و بق تواند تأثير منفي بر ه ای نتيجه ر

(. شررناخت Zhu-Slazman, 2003حشرررات داشررته باشررد )
ئازهای ليسررره      ویژگي  Y. padellaهای بيوشررريميایي پروت

فت، مي    به  عات فيزیولوژی گوارش آ طال ن عنوان اولين م د  توا
های کنترل این آفت جنگلي مخرب باشرررد. البته     برای برنامه  

ناسرررایي ویژگي       قات تکميلي برای شررر جام تحقي های   ان
کربوهيدرازها، ليپاز و سرررایر پروتئازها، همچنين شرررناخت        

ست تا بهتر       های ایمنيویژگي ضروری ا شره  شناختي این ح
 های مختلف کنترل عليه آن بهره گرفت.بتوان از روش

 

 
  Yponomeuta padella ثیر اسیدیته بر فعالیت نسبی تریپسین در لوله گوارش لارو سن پنجم لیسهأت -3شکل 
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با استفاده از  Yponomeuta padella فعالیت نسبی پروتئاز عمومی در لوله گوارش لارو سن پنجم لیسه ثیر دما برأت -5شکل 

 سوبسترای آزوکازئین

 

 
  Yponomeuta padella روی فعالیت پروتئازی لارو سن پنجم لیسه PMSFو  TLCK ،TPCKثیر بازدارندگی أت -۶شکل 
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Abstract 

      Cherry ermine moth, Yponomeuta padella (L.) (Lep.: Yponomeutidae) is a major pest of 

Cratagus monogyna in central Zagros region with serious damage to the forest tree species in 

recent years. Larvae feed the leaves by making web structure on them leading to reduce of 

photosynthetic rate by absorbing the pollutant and fungi. In this study, biochemical properties of 

some digestive proteases of the 5th instar larvae of cherry ermine moth were studied in its 

alimentary canal .Whole of gut was used in experiments. After dissecting, guts were homogenized 

and centrifuged with distilled water. Supernatant was used in enzyme activity studies. The optimal 

pH for protease activity in alimentary canal were found 11 in presence of Azocasein and 

hemoglobin as general substrates. The optimal pH for trypsin and chymotrypsin activity were 

obtained 10, 11 and 11, respectively in presence of BApNA and SAAPPpNA as their specific 

substrates. Optimal temperature for protease activity was 25-30ºC. The inhibitory effect of 

inhibitors on enzyme activity was sharply. The results showed that the highest inhibition rate in 

proteolytic activity caused by TLCK. Inhibition percentage TPCK and PMSF was 34.15 and 

21.34% respectively. Study on the physiological characteristics of digestive enzyme and their 

inhibitors was done for first time. Y. padella is a serious pest of Cratagus monogyna and Cerasus 

sp. It seems this research could be beneficial for its management. 
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