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  بررسی فعالیت  آنزیمهاي پروتئاز و آمیلاز در اووسیت و تخم سن سبز پسته

Brachynema germari Kol. (Hemiptera: Pentatomidae)  
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  چکیده

باشد که سالیانه باعث خسارت قابل توجهی به این  ، یکی از مهمترین آفات پسته در کشورمان ایران می Brachynema germariسن سبز پسته،
آنها از جمله مراحل رشد و به وِیژگیهاي فیزیولوژیک  توجه ، از جمله سن سبز پسته،رآو امروزه به منظور کنترل حشرات زیان. شود با ارزش میمحصول 

بدین منظور وجود دو گـروه از  . است اهمیت  قابل توجهی برخوردار ازتداخل در فرآیندهاي حیاتی حشره  عنوان یک راهکار جهت  بهم نمو جنین وتخ
بیشینه فعالیت پروتئولیتیک کل تخم و اووسیت با استفاده از سوبستراي . آنزیمهاي مهم، پروتئاز و آمیلاز، در اووسیت و تخم سن سبز پسته بررسی گردید

-Z-Arg-Argسوبستراهاي ویژه سیستئین پروتئینازهـا،   .باشد می بدست آمد که نشان دهنده وجود سیستئین پروتئینازها 3برابر با  pHهموگلوبین در 
pNA  وZ-Phe-Arg-pNA در تخم و اووسیت هیـدرولیز گردیـد کـه بـه ترتیـب نشـان دهنـده وجـود سیسـتئین          ، بخوبی توسط آنزیمهاي موجود

در به ترتیـب   فعالیت سیستئین پروتئینازهاي کاتپسین ال و کاتپسین بی را E-64مهارکننده . باشد ي کاتپسین بی و کاتپسین ال در آنها میپروتئینازها
بـا افـزایش    ،همچنین حضور سیستئین پروتئینازهـا . درصد کاهش داد 62/74و  24/63درصد  و در اووسیت به میزان   14/82و  85/99تخم به میزان 

 سیستئین -ال  عصاره آنزیمی اووسیت توسط فعال کننده پروتئینازيافزایش فعالیت و  DTT  عصاره آنزیمی تخم توسط فعال کنندهپروتئینازي یت فعال
تایج بر اساس این ن. در اووسیت به اثبات رسید 71/27و  23/188در تخم و  57/78و  41/99ال و بی به ترتیب به میزان روي سوبستراي ویژه کاتپسین 

وجود آنزیم آلفا آمیلاز در تخم و اووسیت این حشره با استفاده . سن سبز پسته ثابت نمود ال و کاتپسین بی را در تخم و اووسیتتوان وجود کاتپسین  می
  .به دست آمد  6بهینه براي فعالیت این آنزیم برابر با  pHاز سوبستراي نشاسته مشخص گردید و 

  
 ،  سیستئین پروتئیناز، کاتپسین بی، کاتپسین ال، آلفا آمیلاز  Brachynema germari: کلیديهاي  واژه 

   
    4  3 2  1   مقدمه

، یکــی از Kol  Brachynema germariسـن سـبز پســته،  
مهمترین سنهاي زیان آور باغهاي  پسته در ایـران و از آفـات درجـه    

تغذیه سن سبز سـبب بدشـکلی وایجـاد    . شود می یک پسته محسوب
شـود و مغـز    مـی  نکروز قهوه اي فرورفتـه روي مغـز میـوه   ي ها لکه
همچنین تغذیه سن ها از . شود می مورد تغذیه تلخ و بد مزههاي  میوه

شـود و   مـی  جنین در حال رشد سبب پوکی و اسـفنجی شـدن جنـین   
شایان ذکر است که در این . یابد می کیفیت و بازار پسندي آنها کاهش
 Nematospora coryliقال قـارچ  مرحله سنهاي پسته قادر به انت

یکـی از  ). 2و  1(شـوند   می نیز بوده و بیماري ماسوي پسته را باعث
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وقایع بیوشیمیایی مهم در رشد تخم و اووسیت در حشرات و از جملـه  
و  5سن سبز پسته استفاده از ترکیبات غذایی ذخیره شده در طی اووژنز

ساز ویتلوس بود کـه   در واقع ویتلوژنین پیش). 20(باشد می 6ویتلوژنز
به همولنف مادري رفته و در اووسـیت بـه   در بافت چربی تولید شده 

ویتلوس به عنوان مهمتـرین و اصـلی    .شود می عنوان ویتلوس ذخیره
ترین ترکیب زرده در بندپایان بوده و در اثـر تجزیـه آنزیمـی، آمینـو     

د اسیدهاي ضروري و دیگر مواد مورد نیاز را براي جنین در حـال رش ـ 
نیازهـاي غـذایی حشـرات بـویژه در     ). 29 و 20، 17( گردد می فراهم

مراحل رشدي آنها بسیار مهم است، در واقع توانایی اسـتفاده از مـواد   
غـذایی در حشـرات وابســته بـه وجـود آنزیمهــاي مختلـف از جملــه      
آنزیمهاي پروتئاز به منظور هضم پروتئینها و ایجاد اسیدهاي آمینه در 

 . اشدب می حشرات

                                                        
5- Oogenesis 
6- Vitellogenesis  
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ها به اسیدهاي آمینـه،   هاي مسئول هیدرولیز کامل پروتئین آنزیم
ــدازها  . پروتئازهــا  هســتند پروتئازهــا شــامل پروتئینازهــا  و اگزوپیتی

پروتئینازهـا براسـاس مکـانیزیم کاتالیتیـک بـا اسـتفاده از       . باشند می
هـاي   هـا بـه زیـر رده    بر فعالیت آن pHهاي ویژه یا تعیین اثر  معرف

ینازها، سیسـتئین پروتئینازهـا، آسـپارتیک پروتئینازهـا و     سرین پروتئ
فعالیت بهینه سرین پروتئینازها . شوند می متالوپروتئینازها تقسیم بندي

در محیط قلیایی، سیستئین پروتئینازها در شرایط اسیدي، آسـپارتیک  
متالوپروتئینازها براي فعالیت .  باشد می 5کمتر از  pHپروتئینازها در 

اگزوپیتیدازها شامل ). 28(ک یون فلزي در فرایند کاتالیز دارند نیاز به ی
هایی هستند که یک اسید آمینه را از انتهاي آمینی یا از انتهـاي   آنزیم

تعـداد متنـوعی از   . کننـد  کربوکسیلی زنجیره پیتیـدي هیـدرولیز مـی   
آنزیمهاي پروتئولیتیک در تجزیه ویتلوس نقش دارند که گستره اي از 

تا اندوپپتیدازهاي سیستئین مثل کاتپسـین  ) 11(زهاي سریناندوپپتیدا
رژیم غذایی کربوهیدراتی که توسـط  . شود می را شامل) 15(بی و ال 

گیرد شامل نشاسته که توسط حشـرات   می حشرات مورد استفاده قرار
شود وگلیکوژن که یک ترکیب کربوهیدراتی است   می گیاهخوار بلعیده

معمـولترین  . گیـرد  مـی  ورد تغذیه قـرار و بوسیله حشرات گوشتخوار م
در حشرات آلفا آمیلاز اسـت کـه روي مـواد    کربوهیدارتهاآنزیم هضم 

ــر  ــذارد مــی کربوهیــدراتی خــورده شــده توســط حشــره اث وجــود . گ
کربوهیدراتهاي مورد نیاز براي رشـد جنینـی در حشـرات و بنـدپایان     

فتـه  مختلف توسط برخی پژوهشگران مورد بررسی و مطالعه قـرار گر 
  .)24و 23، 16، 14( است

مدیریت تلفیقـی آفـات، یکـی از ابزارهـاي مهـم،      هاي  در برنامه
باشـد کـه بـا پیشـرفت و اسـتفاده از       مـی  مقاومت گیاهان بـه آفـات  

تکنیکهاي مهندسی ژنتیک امکان همسانه سازي و قرار دادن ژنهاي 
 جدید و کارا در گیاهان براي ایجاد مقاومت در برابر آفات حشـره اي 

ارقام مقاوم و گیاهان تراریخته یکی  استفاده از). 25( فراهم آمده است
ارقام مقاوم به طـرق مختلـف   . باشد می از روشهاي موثر کنترل آفات

حشره تـاثیر گذاشـته و از    -روي زندگی آفت و یا ارتباط متقابل گیاه
یکی از موارد بسیار حیـاتی در ایـن ارتبـاط    . کاهند می شدت خسارت
 کنـد،  مـی  غذایی کـه آفـت دریافـت   . باشد می ره از میزبانتغذیه حش

تـوان اظهـار    می .تواند این ارتباط را به شدت تحت تاثیر قرار دهد می
 حشره آنزیمیهاي  که وارد کردن ژنهاي بیان کننده مهار کننده داشت

به گیاه مورد نظر و بیان ژنهاي مذکوردر گیاه باعث تولید مهار کننده 
در نتیجه طی تغذیه حشره این مهار کننـده هـا وارد    ها در گیاه شده،

هیـدرولیز کننـده   هـاي   بدن حشره شده و منجر به بلوکه کردن آنزیم
بنابراین با استناد به مطالـب   شوند، می مواد مورد نیاز براي رشد جنین

تولید مثلی اووژنز و جنین زایی ممکن است دید  گفته شده فرآیندهاي
هاي کنترل جمعیت آفات در اختیـار مـا قـرار    جدیدي را براي استراتژی

از این رو مطالعه آنزیمهاي هیدرولیز کننده مواد مغذي مورد نیاز . بدهد
آنزیمهاي مذکور بـراي  هاي  براي رشد جنینی و شناسایی مهار کننده

اتخاذ تصمیماتی در روشهاي متنوع مبـارزه و اسـتفاده از تکنیکهـاي    
در . باشـد  مـی  ارزشمندي برخوردارملکولی مهندسی ژنتیک از جایگاه 

این تحقیق برخی ویژگیهاي آنزیمهاي پروتئـاز و آمـیلاز اووسـیت و    
، مورد بررسی قـرار  Brachynema germariتخم سن سبز پسته، 

گرفته است که در نوع خود از اولین پژوهشهایی است که در ایـران و  
 .باشد می گیرد، می روي این آفت مهم انجام

  
  ا ه مواد و روش

  آوري سن سبز پسته جمع
گـذرانی و   هاي سـبز از محلهـاي زمسـتان    همزمان با خروج سن
گذران  هاي وحشی موجود در مناطق زمستان شروع تغذیه روي میزبان

هاي پسته، حشرات کامل سن سـبز پسـته از روي    داخل و اطراف باغ
وشـورخاردار  ) Peganum harmala(گیاهان علفی میزبان، اسـپند  

)Salsola kali(     و نیز درختان پسـته از باغـات اطـراف شهرسـتان ،
  .آوري گردیدند رفسنجان جمع

  
جمع آوري تخمها و تشریح حشره بـه منظـور جداسـازي     

  اووسیت ها
ساعت آنهـا را   24به منظور در اختیار داشتن تخمهاي همسن، هر

بـراي  . گراد نگهداري شـدند  درجه سانتی -20جمع آوري و در دماي 
وسیت ها از تخمدان حشـرات مـاده، پـس از بـی حـس      جدا کردن او

حشرات روي یخ، حشره درون آب مقطر سرد تشریح شد و بـا   نمودن
شدن تخمدانها در شـکم حشـره بـه کمـک پـنس بـه آرامـی         نمایان

  .گراد نگهداري شدند درجه سانتی -20اووسیتها جدا و در دماي 
  

  تهیه عصاره آنزیمی از اووسیت و تخم سن سبز پسته
م و اووسیتهاي خـارج شـده، درون آب مقطـر سـرد بـا یـک       تخ

با توجه به نیاز . اي بطور جداگانه هموژنایزشدند هموژنایزر دستی شیشه
بـه مـدت    g 16000 ×هاي هموژنایز شده، با سرعت  آزمایش، نمونه

ها به  بعد از این مرحله بخش رونشین نمونه. دقیقه سانتریفوژ شدند 15
  .سنجشهاي آنزیمی مورد استفاده قرار گرفتعنوان منبع آنزیمی در 

  
ــا اســتفاده از سوبســتراي   تعیــین فعالیــت پرتئولیتیــک ب

  عمومی هموگلوبین 
ــتراي    ــتفاده از سوبس ــا اس ــازي کــل ب ــت پروتئین ســنجش فعالی

. با تغییرات جزئـی انجـام شـد   ) 5(هموگلوبین مطابق با روش کوهن 
لیتر هموگلوبین به گرم بر میلی  میلی 20میکرولیتر محلول  100مقدار
تا  2هاي pHدر (میکرولیتر بافر استات ـ فسفات ـ بورات سدیم  300
میکرولیتر عصاره آنزیمی  40 افزودنواکنش آنزیمی با . اضافه شد) 12
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گراد به  درجه سانتی 30آغاز و انکوباسیون در دماي ) تخم و اووسیت(
مـل  پپتیـدهاي آزاد شـده حاصـل از ع    .دقیقه انجـام شـد   120مدت 

پروتئینازها روي سوبستراي پروتئینی هموگلوبین با استفاده از معـرف  
  ).9( گیري شدند سیوکالتئو اندازه -فولین
  

تعیـــین فعالیـــت پروتئولیتیـــک ویـــژه بـــا اســـتفاده از 
  سوبستراهاي اختصاصی 

اندوپروتئینازهاي شـبه تریپسـین و    بررسی وجود و میزان فعالیت 
م و اووسـیت سـن سـبز پسـته بـا      شبه کیموتریبپسین در عصاره تخ

ــد   ــام ش ــتراهاي تخصصــی انج ــتفاده از سوبس ــتراهاي . اس  سوبس
1BApNA  وSAAPFpNA2  در غلظت نهائی یک میلی مولار به

ــبه      ــین و ش ــبه تریپس ــاي ش ــخیص پروتئینازه ــراي تش ــب ب ترتی
واکنش آنزیمی با اضافه کـردن عصـاره   . کیموتریپسین استفاده شدند
 pHمیکرولیتر بافر با 100در حجم نهائی  آنزیمی به محلول سوبسترا

مقدار فعالیت آنزیمی و جذب مخلـوط حاصـل در   . آغاز شد 6برابر با 
نانومتر که معرف مقدار پارانیتروآنیلین آزاد شده است،  405طول موج 

  .دقیقه ثبت شد 60در زمان کل 
  

  سیستئین پروتئینازها
 Z-Arg-Arg-pNA3دو سوبستراي ویژه سیستئین پروتئینازها، 

ویژه کاتپسین ال به  4Z-Phe-Arg-pNAهاي بی و  ویژه کاتپسین
منظور ارزیابی وجـود ایـن گـروه از اندوپپتیـدازها در عصـاره تخـم و       

هیـدرولیز غلظـت   . قرارگرفـت اووسیت سن سبز پسته مورد اسـتفاده  
عصـاره آنزیمـی بـه     افزودنمیلی مولار این سوبستراها با  5/0نهائی 

،  6برابر با  pHمیکرولیتر بافر با  100ر حجم نهائی محلول سوبسترا د
گیري مقـدار جـذب پـارانیتروآنیلین در     دقیقه، با اندازه 60در مدت کل
موجـود در   يفعالیـت پروتئینازهـا  . نانومتر بدست آمد 405طول موج 

هاي اسیدي و قلیـایی نیـز   pHاي از  عصاره تخم و اووسیت در دامنه
  . تعیین شد

  
ها بر فعالیت پروتئولیتیـک ویـژه در تخـم و     هکنند اثر فعال
  اووسیت
هاي  تیوترایتول در غلظت هاي ال ـ سیستئین و دي  کننده اثر فعال

نهایی یک میلی مولار نیز بر فعالیت پروتئولیتیـک ویـژه بـه منظـور     
جود سیستئین پروتئینازهـا بـه ترتیـب در اووسـیت و تخـم      وبررسی 

                                                        
1- Nα-Benzoyl-L–arginine-p-nitroanilide 
2-N-Succinyl-alanine-alanine-prolin-phenylalanine-p-
nitroanilide  
3- Carbobenzoxy-L-arginine-L-arginine-p-nitroanilide 
4- Carbobenzoxy- L-phenylalanin-L-arginine-p-nitroanilide 

وجود سیستئین پروتئینازهـا در  همچنین به منظور تعیین . بررسی شد
در  5E-64اوسیت سن سبز پسته، اثر مهارکننـده اختصاصـی    تخم و

غلظت نهایی یک میکرو مولار بر فعالیت هیدرولیتیک پروتئینازهـاي  
براي تعیین میزان اثـر  . موجود در عصاره بافتهاي مذکور انجام گرفت

-Z-Arg-Arg این ترکیبات بر فعالیت پروتئولیتیک از دو سوبستراي
pNA  وZ-Phe-Arg-pNA جذب مخلوط حاصـل در  . استفاده شد

دقیقه یک بار در مدت تعیین  5در فواصل  زمانی هر  405طول موج 
  .  ثبت شد ،شده

  
اندازه گیري فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز در تخم و اووسیت و 

  بر فعالیت آن pHتعیین اثر 
بـا انـدکی تغییـر    ) 3( فعالیت آلفا آمیلاز با استفاده از روش بیکـر 

درجـه   35واکنش در محیط بافر یونیورسـال در دمـاي    .سنجیده شد
اووسـیت و نشاسـته بـه     یاتخم  یعصاره آنزیم افزودن گراد با سانتی

سپس . دقیقه در حمام بن ماري انجام شد 30عنوان سوبسترا، به مدت 
 10نیترو سالیسیلیک اسید به مجموعه اضافه و براي مدت  معرف دي

در این آزمایش از تمام ترکیبات مورد . دقیقه در آب جوش قرار گرفت
بـا اسـتفاده از   . آزمایش به غیر از آنزیم به عنوان بلانک استفاده شـد 

 540جذب محلول در طول موج  )Elx 808(ریدر  دستگاه میکروپلیت
بر فعالیت  pHهمچنین به منظور بررسی اثر  .گیري شد نانومتر اندازه
توسط ) 9تا  2( هاي مختلف  pHآمیلاز، محلول آنزیمی در  آنزیم آلفا

  .بافر یونیورسال تحت تاثیر قرار گرفت
  

  تجزیه داده ها
 هـاي نـرم افزار آزمایش بـا اسـتفاده از   هاي  تجزیه و تحلیل داده

Statgraphics  وSigmaplot ــا . انجــام شــد ــانگین داده هــا ب می
 .سه شدنددرصد مقای 5استفاده از آزمون دانکن در سطح 

  
  نتایج و بحث

  تعیین فعالیت پرتئولیتیک تخم و اووسیت 
تعیین فعالیت پروتئولیتیک عصاره تخم و اووسیت بـا اسـتفاده از   

ایـن  . انجـام شـد  ) 12تا  2هاي  pH )pHهموگلوبین در دامنه اي از 
 قلیـائی هیـدرولیز  هـاي   pHاسـیدي و   pHسوبسترا در دامنـه اي از  

هاي مذکور قابل توجه است pHتئولیتیک در گردد، که فعالیت پرو می
  pHمقدار ).1نمودار(شود  می مشاهده 3برابر با  pHو بیشینه آن در 

بهینه اسیدي، نشان دهنده وجـود سیسـتئین پروتئینازهـا بـه عنـوان      
. باشـند  مـی  پروتئینازهاي غالب در تخم و اووسیت سـن سـبز پسـته   

                                                        
5-L-3-Trans-epoxysuccinyl-leucylamido-(4-guanidion)-butane  
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دي  جـود کاتپسـین  پایین ممکن است مربوط به و هايpHفعالیت در 
تخم، هاي  پروتئاز اصلی و مهم در تجزیه پروتئین دي کاتپسین. باشد

ــوار   ــی در ســن خونخ  Rhodnius prolixusدر طــی رشــد جنین
در تخـم توسـط مهارکننـده     دي کاتپسـین همچنین فعالیت . باشد می

ایـن نتـایج نشـان داد کـه     . آسپارتیک پروتئازها، پپستاتین، مهار شد
). 8( تجزیه پروتئینهاي تخم در حشرات نقـش دارنـد  در  دي کاتپسین

ــه اي آرد،   ــره مدیتران  Anagastaعصــاره آنزیمــی تخــم شــب پ
kuehiella  و ، نیز مورد بررسی قرار گرفته اسـتpH   هـاي اپتیمـوم

هـاي  pHفعالیـت در  . در طی رشد جنینی آشـکار شـد   5/4،9/6،5/9
الاتر دلیلی بر ب هايpHپایین دلیلی بر وجود کاتپسین ها و فعالیت در 

  ). 13(باشد می وجود و فعالیت تریپیسن

  
تعیـین فعالیــت پروتئولیتیــک ویـژه تخــم و اووســیت بــا   

  استفاده از سوبستراي اختصاصی
ــا اســتفاده از   فعالیــت پروتئولیتیــک عصــاره تخــم و اووســیت ب

ــا،  ــرین پرتئینازهــ ــی ســ ــتراهاي اختصاصــ و  BApNAسوبســ
SAAPFpNA   ،و سیسـتئین پرتئینازهـا ،pNA -Z-Arg-Arg  و

Z-Phe-Arg-pNA 3و 2در نمودارهـاي . ، مورد بررسی قرارگرفـت 
فعالیت هیدرولیتیکی عصاره تخم و اووسیت روي دو سوبسترا نشـان  

  . داده شده است

  

بی 
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  سبز پسته مختلف روي فعالیت پروتئولیتیک کل عصاره تخم  و اووسیت سنهاي  pHاثر  - )1نمودار(

  

0 5 10 15 20 25 30 35 40

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Z-FR-pNA
Z-RR-pNA
SAAPFpNA
BApNA

زمان    

در 
ب 
جذ

40
5

متر
انو
ـــ
نــ

 

 
 فعالیت هیدرولیتیک عصاره تخم سن سبز پسته روي سوبستراهاي ویژه پروتئینازي - )2نمودار(
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همانگونه که مشخص است سرعت اولیـه فعالیـت آنزیمـی روي    

در تخم بیشترین سرعت هیدرولیز توسط . چهار سوبسترا متفاوت است
بـا سـرعت     Z-Phe-Arg-pNAوي سوبسـتراي  عصاره آنزیمـی ر 

و مقداري کمی روي سوبسـتراي  ) تغییر جذب در دقیقه 051/0(اولیه 
Z-Arg-Arg-pNA  تغییر جذب در دقیقـه  004/0(با سرعت اولیه (

فعالیت قابل توجهی با اسـتفاده از دوسوبسـتراي سـرین    . مشاهده شد
ان کرد که فعالیت بیتوان  می بر اساس نتایج. پروتئینازها بدست نیامد

سوبستراي ویژه ( Z-Phe-Arg-pNAهیدرولیتیک روي سوبستراي 
-Zبیشتر از فعالیـت هیـدرولیتیک روي سوبسـتراي     ) ال -کاتپسین 

Arg-Arg-pNA )پـس . باشـد  مـی  )بـی -سوبستراي ویژه کاتپسین 
ال سیسـتئین پروتئینازغالـب در    -توان اظهار داشت که کاتپسـین  می

سرعت هیـدرولیز  همچنین در اووسیت نیز .باشد می تخم سن سبز پسته
بــا   Z-Arg-Arg-pNAتوسـط عصــاره آنزیمـی روي سوبســتراي   

-Zو روي سوبسـتراي  ) تغییر جـذب در دقیقـه   019/0(سرعت اولیه 
Phe-Arg-pNA   تغییـر جـذب در دقیقـه    017/0(با سرعت اولیـه (

ده از در عصاره اووسیت  نیز فعالیت قابل توجهی با استفا  .مشاهده شد
تـوان اظهـار    مـی  پـس . دوسوبستراي سرین پروتئینازها بدست نیامـد 

 داشت که کاتپسینها پروتئینازهاي غالب در اووسیت سن سـبز پسـته  
  .باشد می

فعالیـت سیسـتئین پروتئینـازي عصـاره تخـم و       5و 4در نمودار 
هاي مختلف با انـدازه گیـري میـزان     pHاووسیت سن سبز پسته در 

-Z-Arg و Z-Phe-Arg-pNAاي تخصصـی  هیدرولیز سوبسـتراه 
Arg-pNA  هیـدرولیز سوبسـتراي   . نشان داده شده اسـتZ-Phe-

Arg-pNA  وZ-Arg-Arg-pNA  در عصـــاره تخـــم در دامنـــه
باشد که نشـان دهنـده    می قابل توجه) 8تا  2(اسیدي  pHوسیعی از 

بیشـینه  . باشـد  مـی  وجود سیستئین پروتئینازها به ویژه کاتیسـین ال 
و  Z-Phe-Arg-pNAوتئولیتیک با استفاده از سوبستراي فعالیت پر

Z-Arg-Arg-pNA  ــه ترتیــب در ــا  pHب ــر ب  مشــاهده 5و  4براب
فعالیت پروتئولیتیک ) 9برابر  pH(خیلی قلیایی هاي  pHدر . شود می

).  4نمودار (باشد  می درصد فعالیت بیشینه 20تقریباً حدود  وکم بسیار 
 Z-Arg-Arg-pNAو  Z-Phe-Arg-pNAهیـدرولیز سوبسـتراي   
 قابل توجه) 7تا  2(اسیدي  pHدر بازه وسیعی از  در عصاره اووسیت

بهینه بـراي فعالیـت آنـزیم      pHبنابراین مشخص شد که .  باشد می
-Z-Arg-Arg و   Z-Phe-Arg- pNAهایی که روي سوبستراي 

pNA  5نمودار( باشد می 5و  3گذارند  به ترتیب حدود  می اثر .(  
به عنوان ترکیبات احیاکننده و  DTTسیستئین و  -مینه الاسید آ

کننده سیستئین پروتئینازها اثر افزایشی در فعالیت پروتئولیتیـک   فعال
کل نشان دادند که تایید کننده وجود سیستئین پروتینازها در عصـاره   

درایـن سـنجش از دو   . باشـد  مـی  تخم و اووسیت  سـن سـبز پسـته   
-سوبسـتراي کاتپسـین   ( Z-Phe-Arg-pNAسوبستراي تخصصی 

. استفاده شـد ) بی-سوبستراي کاپتیسین( Z-Arg-Arg-pNAو ) ال
اثر فعال کنندگی قابل  DTTفعال کننده ویژه سیستنین پروتئینازها، 

و  Z-Phe-Arg-pNAتوجهی روي فعالیت هیدرولیتیک سوبستراي 
Z-Arg-Arg-pNA    توسط عصاره تخم نشان داد که بیـان کننـده

  ). 1جدول ( باشد می ین پروتئینازها مخصوصاً کاتپسین الوجود سیستئ
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  فعالیت هیدرولیتیک عصاره اووسیت سن سبز پسته روي سوبستراهاي ویژه پروتئینازي - )3نمودار(
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  مختلفهاي  pHسن سبز پسته در فعالیت پروتئینازي عصاره تخم  - )4نمودار(
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  مختلفهاي  pHفعالیت پروتئینازي عصاره اووسیت سن سبز پسته در  - )5نمودار(

  
  اثر فعال کننده و مهار کننده سیستئین پروتئینازها بر فعالیت هیدرولیتیک عصاره تخم سن سبز -)1جدول(

  فعال کننده/مهارکننده
  )mM  1غلظت نهایی( 

  )میانگین ±خطاي معیار (درصد فعال کنندگی و مهارکنندگی 
Z-Arg-Arg-pNA Z-Phe-Arg-pNA  

  E-64 014/0±14/82  002/0±85/99مهار کننده 
  DTT 0±57/78  003/0±41/99فعال کننده 

  
وجود سیستئین پروتئینازها در تخم سن سبز پسته بـا اسـتفاده از   

روي دو سوبسـتراي ویـژه سیسـتئین پروتئینازهـا      -64Eمهار کننده 
، 1موجـود در جـدول  هاي  بر اساس داده). 7و 6نمودار ( بررسی گردید

، اثر مهارکننـدگی قابـل   -64Eمهارکننده ویژه سیستئین پروتئینازها، 
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  Z-Phe-Arg-pNAتوجهی روي فعالیت هیـدرولیتیک سوبسـتراي   
  .توسط عصاره تخم نشان داد Z-Arg-Arg-pNAو  

سیستئین، نیز اثر فعال -کننده ویژه سیستنین پروتئینازها، ال فعال
کنندگی قابل توجهی روي فعالیت هیدرولیتیک عصاره اووسیت نشان 

ــودار(داد ــان)9و  8نم ــه بی ــا  ، ک ــتئین پروتئینازه ــود سیس ــده وج  کنن
مهارکننـده ویـژه سیسـتئین     ،9با توجه به نمودار ). 2جدول (باشد می

ــر مهارکننــدگی قابــل تــوجهی روي فعالیــت -64Eپروتئینازهــا،  ، اث
  ).2جدول ( سیستئین پروتئینازي عصاره اووسیت نشان داد
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  اثر فعال کننده و مهارکننده بر فعالیت هیدرولیتیک عصاره تخم سن سبز پسته - )6نمودار(

  Z-Phe-Arg-pNAبا استفاده ازسوبستراي 
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  اثر فعال کننده و مهارکننده بر فعالیت هیدرولیتیک عصاره تخم سن سبز پسته  - )7نمودار(

  Z-Arg-Arg-pNAبا استفاده ازسوبستراي 
  

  اثر فعال کننده و مهار کننده سیستئین پروتئینازها بر فعالیت هیدرولیتیک عصاره اووسیت سن سبز -)2جدول(
  عال کنندهف/مهارکننده

  )mM  1غلظت نهایی(
  )میانگین ±خطاي معیار (درصد فعال کنندگی و مهارکنندگی 

Z-Arg-Arg-pNA Z-Phe-Arg-pNA  
  E-64  074/0±62/74  017/0±24/63مهارکننده 
  23/188±63/0  71/27±2/1  سیستئین -فعال کننده ال
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  بر فعالیت هیدرولیتیک عصاره اووسیت و سن سبز پسته  -64E اثر مهارکننده - )9نمودار(

  
 پروتئینها جزء بسیار مهمی از رژیـم غـذایی حشـرات را تشـکیل    

هضم آنها در بسـیاري از فراینـدهاي زیسـتی     دهند و محصولات می
یک پروتئین جدید تیروزین فسفاتاز از تخـم  . کند می نقش حیاتی ایفا

خالص سازي شـده اسـت، ایـن      Sarcophaga peregrinaمگس 
در اواسط جنـین   شود و می ل جنین زایی بیانایپروتئین در طی اووژنز و او

همچنین وجود پروتئین . شود می ال لیززومی تجزیه - زایی توسط کاتپسین
به اثبـات    Drosophila melanogasterتیروزین فسفاتاز در مگس 

نتایج تحقیقات نشان داده است که حذف ژن مـذکور باعـث   . رسیده است
توان نتیجه گرفت که بیان این  می شود، پس می مرگ در طی جنین زایی

سـنتز  ). 30( پروتئین نقش مهم و اساسـی در اووژنـز و جنـین زایـی دارد    

پروتئین در طی جنین زایی در سیرسیرك نیز مـورد بررسـی قـرار گرفتـه     
است نتایج تحقیقات نشان داده است که این توده پروتئین در طـول دوره  

همچنین وجود پروتئینهاي تخم درشب پره ). 10( آید می ویتلوژنز به وجود
Plodia interpunctella )4 (     نشان داده شـده اسـت و بـدون شـک

گونه پروتئینها در حشـرات نقـش مهمـی     نزیمهاي پروتئاز در تجزیه اینآ
سیستئین پروتئازها مخصوصـاً کاتپسـین بـی و ال، هیـدرولازهاي     . دارند

عمومی هستندکه مسئول تجزیه پروتئینها در جانـداران تخـم گـذار مثـل     
آنزیمهــاي ). 15( باشـند  مـی  نماتـدها، کنـه هـا، قورباغـه هـا وحشـرات      

ــی تخــم ملــخ  پروتئولیتیــک   Locustaدر مراحــل مختلــف جنین
migratoria بر اساس نتایج مشخص شد . مورد بررسی قرار گرفتند
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ــد در     ــداز در تخــم در حــال رش ــوع اندوپپتی  .Lکــه حــداقل دو ن
migratoria یکی از آنها احتمالاً جزء کاتپسین ها . دیده شده است

باشد و  می 6/5د حدو pHبوده که آنزیم مسئول هیدرولیز پروتئینها در 
 pHدیگري تریپسین بوده که آنزیم مسئول هیـدرولیز پروتئینهـا در   

توسـط   BApNAهیـدرولیز سوبسـتراي   ). 26( باشـد  می 8/7حدود 
) 22( Musca domesticaو  )Bombyx mori )11عصاره تخـم  

نشان دهنده وجود وفعالیت آنزیمهاي تریپسین سرین پروتئـازدرطول  
حضـور سـرین   . باشد می ریشم و مگس خانگیدوره جنینی در کرم اب

 )americana Periplaneta )18پروتئینازها در تجزیه زرده تخم 
  .رسیده است به اثبات) Drosophila melanogaster )12 و

با هیدرولیز سوبستراي هموگلوبین توسط عصـاره اووسـیت کـرم    
 مشـاهده   4و 3هـاي   pHغوزه پنبه فعالیت پروتئولیتیکی بـالایی در  

مهار شد -E 64شده است، این فعالیت پروتئولیتیکی توسط مهارکننده 
فعالیـت  . باشد می که نشان دهنده احتمال وجود سیستئین پروتئینازها

سرین پروتئینازي هم مهـار  هاي  پروتئینازي مذکور توسط مهار کننده
کــه نشـان دهنــده وجـود ســرین پروتئینازهـا نیــز در اووســیت     شـد 

Helicoverpa armigera 31(باشد  می .(  
هیدرولیز سوبستراي اختصاصی کاتپسین بی توسط عصاره تخـم  

Antheraea pernyi مهار این آنزیم توسط مهار  .انجام گرفته است
بر اساس این نتایج مشخص شد . نیز صورت گرفته است -64Eکننده 

که سیستئین پرتئینازها در تخـم حشـرات مـذکور ذخیـره شـده و در      
فعالیـت پروتئـولیتیکی در   ). 32(نقـش مهمـی دارد    تجزیه زرده تخم

یافت شده که  Musca domesticaو  D. melanogasterجنین 
این فعالیت پروتئولیتیکی را بـه وجـود   . در تجزیه پروتئینها نقش دارد

آنـزیم مـذکور   . کاتپسین بی در جنین حشرات مذکور نسبت داده انـد 

% 100ر بـه طـور   میکـرو مـولا   5در غلظت  E-64توسط مهارکننده 
مهارشده و حتی کاربرد دي تیوترایتول فعالیت آنزیم مذکور را افزایش 

 همچنین نقش کاتپسین ال در تجزیه پروتئین تخم در کنه ). 22(داد 
Ornithodoros moubata   و حشــراتBombyx mori    و

Musca domestica  27و  21، 6(به اثبات رسیده است( 
   

 لاز در تخم و اووسیت سن سبز پستهفعالیت آنزیم آلفا آمی
فعالیت آمیلولیتیکی عصاره تخم و اووسیت  11و 10در نمودارهاي 

استفاده . سن سبز پسته روي سوبستراي نشاسته نشان داده شده است
از سوبستراي نشاسته براي مشخص نمودن وجود آلفا آمیلاز در عصاره 

یمهـا در تخـم و   آنزیمی بافتهاي مذکور نشان داد که مقـدار ایـن آنز  
بر طبق این بررسی فعالیـت بهینـه   . باشد می اووسیت سن قابل توجه

 9تـا   2هـاي  pHدامنـه گسـترده اي از    آمیلاز در سن سبز پسته در
آمیلاز در تخم و اووسیت -بهینه فعالیت آلفا pHمقدار . صورت گرفت

  .  بدست آمد 6در سن سبز پسته برابر با 
 اد غذایی مورد استفاده در حشـرات کربوهیدرات ها از مهمترین مو

صورت منوساکارید جذب می شوند، از این میان  هکه عموماً ب. باشند می
نشاسته و گلیکوژن، پلی ساکاریدهاي اصلی ذخیره اي در گیاهـان و  

.  گردنـد  مـی  حشرات بوده که توسط آنزیمهاي کربوهیـدرازي تجزیـه  
ت نشاسته و گلیکوژن آنزیم آلفا آمیلاز در بدن جانوران از جمله حشرا

دهد و در نتیجه شکستن زنجیره کربوهیدرات در  می را مورد حمله قرار
 نشاســته و گلیکــوژن مخلــوطی از الیگوســاکاریدها و دگســترین آزاد
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  مختلفهاي  pHفعالیت آمیلولیتیکی عصاره اووسیت سن سبز پسته در  - )11نمودار(

  
گلوکز نقش اساسی و مهم در طی اوژنز و جنین زایـی دارد و بـه   
صورت گلیکوژن ذخیره شده و در متابولیسم و تولید انرژي در تخم و 

یند تجمع کربوهیدراتهاي ذخیره شـده در  فرا). 32( اووسیت نقش دارد
مورد بررسی قرار گرفته   Rhodnius prolixusتخم سن خونخوار 

است،  نتایج نشان داده است که در طی اووژنز مقدار نهایی گلیکوژن، 
کند در حالی که بعد از تخم گذاري  می گلوکز وتري هالوز افزایش پیدا

یافتـه در صـورتی کـه     محتویات گلیکوژن در تخم بارور شده کاهش
بدون شک این مـواد  ). 24( باشد می محتویات گلوکز در حال افزایش

کربوهیدراتهاي ضروري موجود در ویتلوس براي رشد جنین در حـال  
باشند و آنزیمهاي مسئول هیدرولیز کربوهیـدراتها در تجزیـه    می رشد

این پلی ساکاریدها و تبدیل آنها به مونوسـاکاریدها نقـش اساسـی و    
وقتی ماده  Anopheles atroparvus در گونه . کنند می مهمی ایفا

ها به مقدار کافی از ترکیبات قندي کربوهیدراتی تغذیـه کننـد تمـام    

رسـد کـه در ایـن پشـه ترکیبـات       مـی  تخمها بارور شده و بـه نظـر  
وجـود گلیکـوژن بـه    ). 7( کربوهیدراتها براي اووژنز ضروري هسـتند 

ی موردنیـاز در طـی ویتلـوژنز در سـن     عنوان یک منبـع کربوهیـدرات  
بررسی تغییر ). 19(به اثبات رسیده است  Halys dentataپنتاتومیده 

محتویات گلیکوژن در تخم کرم ابریشم در طی جنین زایی نشان داده 
روز بعد  6تا  5است که محتویات گلیکوژن به صورت تدریجی در طی 

یار سـریع  کنـد و حتـی کـاهش بس ـ    مـی  از تخم گذاري کاهش پیـدا 
وجود الیگوسـاکاریدها در  ). 16( شود می گلیکوژن تا زمان تفریخ دیده

مورد بررسی قرار گرفتـه اسـت و    Blatella germanicaویتلوس 
ترکیبی از گلیکوپپتید مشتق شده از ویتلوس سوسري آلمـانی توسـط   

وجـود آلفـا   ). 14( هیدرولیز شده است Hاستیل گلیکوآمینیداز -ان-بتا
اووسیت و تخم سن سبز پسته نیز بـدون شـک در تجزیـه    آمیلاز در 

  .گلیکوژن و تامین نیاز انرژي و کربوهیدراتی جنین نقش اساسی دارد
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