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هاي دو بررسي ويژگيهاي بيوشيميايي و سم شناسي آنزيم استيل كولين استراز در كنه
  اي مقاوم و حساس به كلرپايريفوس لكه
 2زادهنرگس معماري و *2محمد قدمياري ،1ساجديرضا حسن ،1پريچهر زماني

 گروه بيوشيمي ،دانشكده علوم زيستي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران 1

 پزشكيگروه گياه  ،دانشكده كشاورزي، لاندانشگاه گي ،رشت 2

  7/6/92 :تاريخ پذيرش  18/11/91 :تاريخ دريافت
 چكيده

، نقش اساسي در مقاومت به اين T. urticaeدر كنه دو لكه اي  به تركيبات فسفره آلي اس شدن آنزيم استيل كولين استرازغيرحس
مورد  هاي مقاوم و حساس به كلرپايريفوسدر كنهآنزيم اين ويژگيهاي بيوشيميايي و سم شناسي در اين مطالعه، . داردتركيبات 

ژن كدكننده اساس  بر آوري وجمع) GUS2(و رشت ) Yz(يزد  ،)ISR(كنه هاي مورد مطالعه از اصفهان  .بررسي قرار گرفت
به  نسبت مقاومتآزمونهاي زيست سنجي نشان داده بود كه . ميتوكندريايي شناسايي شدند) Ι )COIآنزيم سيتوكروم اكسيداز 

تعيين فعاليت ويژه . باشدمي 78/9و  9/176 به ترتيب GUS2در مقايسه با جمعيت  Yzو ISRي جمعيتهادر  كلرپايريفوس
AChE  ي كمترين فعاليت مقاوم داراي بيشترين و جمعيت حساس دارا كه جمعيتنشان داد  مخثلفبا استفاده از سوبستراهاي

 و شدت بيشتر باند مربوطه در حضور ISRتروفورزي استيل كولين استراز تغيير در تحرك الكهمچنين  ،ويژه آنزيمي است
آفت كش فسفره آلي و  11 بازدارندگياثر در ادامه،  .كرد، وجود تغيير در اين آنزيم را تأييد كلرپايريفوس اكسان در اين جمعيت

مهاركننده ها در  IC50كه  حاكي از اين بود نتايج. تأييد نقش اين آنزيم در مقاومت مورد بررسي قرار گرفت منظوره بكاربامات 
AChE  كه تغييراتي در  دهدنتايج نشان ميدر نتيجه . مي باشداز جمعيت حساس بالاتر  به ترتيبجمعيت مقاوم و نيمه مقاوم

ه را و بمايل كمتر آنزيم به سوبستكه موجب تحرك الكتروفورزي متفاوت، ت و يا در اطراف آن ايجاد شده مكان هدف اين آنزيم
  .شده است رقابتي با سوبسترا عمل مي كنند، به صورتكه  فوقي آفت كشهاتبع آن حساسيت كمتر به 

 ، كلرپايريفوس، استيل كولين استراز و مهاركننده ها Tetranychus urticae :كليدي واژه هاي

 mghadamyari@gmail.com: ، پست الكترونيكي 01333690453 :نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

از زير رده  Tetranychusurticae Kochاي كنه تارتن دولكه
Acari و متعلق به راسته Prostigmata  و خانواده

Tetranychidae 1200بوده و حدود  اين كنه پلي فاژ. است 
ميزبانهاي اين كنه گزارش شده است  به عنوانگونه گياهي 

گونه از اين تعداد مانند پنبه، ذرت، گوجه  150بيش از  كه
فرنگي، فلفل شيرين، درختان ميوه و گياهان زينتي داراي 

كه كه قدرت  يياز آنجا .)10(اهميت اقتصادي مي باشند
توليد مثل اين كنه بسيار زياد و سيكل زندگي آن كوتاه 

عليه اين كنه استفاده است، سموم مختلفي به دفعات زياد 

ايجاد  آفت كشهامرور زمان مقاومت به اين ه مي شود و ب
به دو دسته  آفت كشهامقاومت عليه اين . )18(شده است 

مت در جايگاه هدف تقسيم ومقاومت متابوليكي و مقا
ترانسفراز و  -ي استراز، گلوتاتيون اسآنزيمها. شود مي

اكسيژناز ها در مقاومت متابوليكي نقش عمده اي دارند 
، برحسب مكان هدف به چند نوع آفت كشهاين ا.  )19(

، تركيبات آفت كشهايك گروه از اين . تقسيم مي شوند
، )OPs(تركيبات فسفره آلي . هستند و كارباماتها فسفره آلي

از جمله اولين گروههاي مواد شيميايي استفاده شده در 
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هستند كه اين گونه به آنها مقاوم شده  T. urticaeكنترل 
و بروز مقاومت به اين تركيبات مورد مصرف اولين . است

تغيير ساختاري .  )8(گزارش شد  1962هل در  به وسيله
در مكان هدف آنزيم استيل كولين استراز مكانيسم عمده 

ويژگي . )12(مقاومت در تركيبات فسفره آلي است 
غيرحساس، ايجاد برخي تغييرات در  AChEبيوشيميايي 

مشخص نمودن  .)20(كند ميجايگاه فعال آنزيم را تأييد 
تواند نقش مهمي در  هاي بيوشيميايي زير بنايي مي سازوكار

نمايد  ءايفاكشها مقاومت به آفتناشي از غلبه بر مشكلات 
و كشها و علاوه بر كمك در انتخاب منطقي مخلوط آفت

تناوب آنها، فرصتي براي گسترش آزمونهاي سريع و كارآ 
تغييرات در  )monitoring( براي تشخيص مقاومت و پايش

گزارش شده  .كند ي بعدي فراهم كشهاپاسخ به كاربرد آفت
دي متيل كاربامات  -  Nاست كه مقاومت تقاطعي منفي بين

 (Myzuspersicae)متيل كاربامات در شته سبز هلو   -   Nو
نومورا و همكاران بر اساس مطالعات . )9(وجود دارد 

زنجرك سبز برنج، گزارش بازدارندگي استيل كولين استراز 
و  مت تقاطعي منفي بين مونوكروتوفوسكردند كه مقاو

MTMC  و مقاومت تقاطعي بين پروپاكسور و همچنين
MTMC در اين تحقيق سعي خواهد شد  .)11( وجود دارد

متيل كاربامات - Nتا مقاومت تقاطعي منفي بين تركيبات 
و  )MTMCاسرين، آلديكارب، كاربوفوران، كارباريل و (

N -در كولين  )نئواستيگماين برومايد( دي متيل كاربامات
  . استراز كنه مقاوم به كلرپايريفوس مورد بررسي قرار گيرد

گزارش مقاومت كنه دو لكه اي به تركيبات آلي فسفره از 
، 1( كشورهاي يونان، بلژيك، نيوزيلند گزارش شده است

و اين اولين مورد گزارش مقاومت به  )17و  16، 13
 . از ايران است) تركيب فسفره(لرپايريفوس ك

غيرحساس (مقاومت مكان هدف در اين مطالعه،مكانيسم 
 به) شدن جايگاه فعال آنزيم استيل كولين استراز

ي ايراني كنه دولكه اي مورد جمعيتهاكلرپايريفوس در 
همچنين ويژگيهاي بيوشيميايي و سم . بررسي قرار گرفت

ي حساس و مقاوم با استفاده جمعيتهاشناسي اين آنزيم در 
هاي فسفره و كاربامات، سوبستراهاي سنتزي و از مهاركننده

 . زايموگرام مورد مقايسه قرار گرفت

 روشها و مواد

  استيل تيوكولين آيودايد: آفت كشهاشيميايي و  مواد

(ATC) بوتيريل تيوكولين آيودايد ،)(BTC پروپيونيل ،
 Wako Pureريفوس از و كلرپاي (PTC) تيوكولين آيودايد

Chemical Industries Ltd.  )كلرپايريفوس و ديگر )ژاپن ،
 .Sigma, St. Louis, MO) مهاركننده ها از شركت سيگما

USA)   ترايتونX-100 تريس، اكريل آميد، بيس اكريل ،
و بقيه مواد از  SDS)(آميد، تمد، سديم دودسيل سولفات

كيت  ، (Merck, Darmstadt Germany)شركت مرك
 MBI(فرمنتاز  از ژل آگارز ازشركت DNAاستخراج 

Fermetas, Vilnius, lithuania (وPCR master kit  از
 .تهيه شدند) Hilden, Germany(شركت كياژن 

: ايهاي حساس و مقاوم كنه دولكهآوري جمعيتجمع
از گلخانه رز واقع در اصفهان  1386جمعيت مقاوم در سال 

از  1387در سال يمه مقاوم جمعيت ن. جمع آوري شد
از  1388جمعيت حساس در سال گلخانه رز واقع در يزد و

. آوري گرديدهاي رز در شهرستان رشت جمعروي بوته
ي كنه روي گياه لوبياي چشم بلبلي جمعيتهاپرورش 

(Vignaunguiculata (L.))  به صورتدر اتاقهاي مجزا 
  .گرفتانبوه صورت مي

اي به روش لكهارتن دوجمعيتهاي كنه ت شناسايي
شناسايي جمعيتها بر اساس كليد شناسايي با  :مولكولي

. كنه هاي نر صورت گرفتاستفاده از شكل ادياگوس 
، از ژن جمعيتهاشناسايي مولكولي  به منظورهمچنين 

ميتوكندريايي ) Ι )COIكدكننده آنزيم سيتوكروم اكسيداز 
  . اي استفاده شدكنه تارتن دولكه

عدد كنه ماده بالغ  10از  DNAاستخراج : DNAاستخراج
انجام شد بدين  CTABبا استفاده از روش تغيير يافته 
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 K ميكروليتر پروتئيناز 5ها در محلولي حاوي ترتيب كه كنه

 20 mg/ml  ميكروليتر بافر 100و CTAB) CTAB 2 
 EDTAميلي مولار و  100در تريس اسيدي  (w/v) درصد

ميلي مولارهموژنايز شدند و  NaCl 42/1ميلي مولار و  20
 .)15(بقيه مراحل طبق پروتوكل انجام شد 

 بااستفادهPCR واكنش: )PCR(پليمراز اي زنجيره واكنش

 و با پرايمر هايMaster Mix  از
ggaggatttggaaattgattagttcc (reverse) و(forward)  

tacagctcctatagataaaac  سيكلهاي حرارتي مقابل تحت
درجه  94در دماي  له واسرشت سازي اوليهمرح .شد انجام

 93سيكل در دماي  35سپس  دقيقه، 4 به مدتسانتي گراد 
 1 ،)واسرشت سازي( دقيقه 1 به مدتدرجه سانتي گراد 

ثانيه در  90، )اتصال(درجه سانتي گراد  49دقيقه در دماي 
 72در دماي  دقيقه 5و ) بست(درجه سانتي گراد  72دماي 

 انجام از پس. انجام گرفت) بست نهايي(درجه سانتي گراد 
PCR، شد و  انجامدرصد  1آگارز  ژلو  الكتروفورزر

از ژل آگارز  DNAمحصول، توسط كيت استخراج 
  .استخراج شد

: COIآناليزهاي فيلوژنتيكي  و تعيين توالي نوكلئوتيدي
در هر دو جهت توسط  نوكلئوتيدي ترادف تعيين

(Eurofins MWG operan, Germany) MWG   صورت
ي نوكلئوتيدي تواليهاآوردن  به دست  به منظور. گرفت

 ، كاوشهايي در بانكهاي اطلاعاتي COIمربوط به توالي
GenBank/EBI و با استفاده از  )5( انجام شدBLASTN 

كمك  به  تواليها. )3( آمد به عملجستجوهاي همولوژي 
مقايسه و  MAFFT(Kyushu university) آنلاين برنامه

ي مورد جمعيتهاتعيين ارتباط بين  به منظور. بيق گرديدندتط
مطالعه و رسم درخت فيلوژنتيكي، از نرم افزار 

PAUP)version 4.0b10(  و روشMaximum Parsimony 

(MP) تعداد تكرار در آناليز . استفاده شدBootstrapping ،
  .تكرار در نظر گرفته شد 10000

ي بيوشيميايي ونهاآزمبراي انجام : همسن سازي كنه ها
براي اين منظور . بايد جمعيتي همسن از كنه فراهم مي شد

ساقه سه برگي لوبيا از در چوب پنبه اي شيشه هاي حاوي 
عدد كنه ماده  15آب عبور داده شد و سپس روي هر برگ 

 24تا  18. بالغ قرار داده و به داخل انكوباتور منتقل شد
داده شد سپس كنه ساعت به اين كنه ها فرصت تخم ريزي 

تا زمان ظاهر شدن  تخمهاهاي بالغ از روي برگ حذف و 
سانتي درجه  24±2جانور بالغ به داخل انكوباتور بادماي 

درصد و دوره روشنايي خاص  70±10، رطوبت نسبي گراد
به اين ترتيب . منتقل شدند) 16روشنايي:  8تاريكي(

 .فراهم گرديد آزمونهاجمعيت همسن براي 

عصاره آنزيمي  :ليت ويژه استيل كولين استرازسنجش فعا
با استفاده از روش تغييرات يافته خواجه علي و همكاران 

ميلي  3كنه ماده در  1000بدين ترتيب كه . تهيه شد )12(
حاوي ) pH= 5/7ميلي مولار،  10(ليتر بافر تريس اسيدي 

دقيقه  20 به مدتهموژنيزه و  X-100ترايتون  درصد 1/0
بعد از انكوباسيون، محلول هموژنيزه . كوبه شدروي يخ ان
و دور  سانتي گراد درجه 4دقيقه در دماي  15 به مدت

Хg10000  سانتيريفيوژ گرديد سپس فعاليتAChE  به
 ATC  ،BTC  ،PTCسوبستراي  زروش المان با استفاده ا

دقيقه در  20 به مدتو جذب محلول  )7(اندازه گيري شد 
 به صورتوسط اسپكتروفتومتر نانومتر ت 412طول موج 

  .كاينتيك خوانده شد

 آميد و آناليز زايموگرام آنزيماكريلالكتروفورز ژل پلي
آميد اكريلالكتروفورز ژل پلي: استيل كولين استراز

با استفاده  (Davis)غيرتغيير ماهيت دهنده به روش ديويس 
ژل و  لازم به ذكر است كه. )6( انجام شد درصد 5/7از ژل 

 X-100ترايتون  درصد 1/0حاوي فر الكتروفورز، هر دوبا
بعد از  .افزوده شدATC ميلي مولار  02/0به ژل،  بوده و

ميكروليتر  25ميكروليتر بافر نمونه و 5آماده شدن ژل، 
در داخل چاهكها ) ميكروليتر بافر 3به ازاي هر كنه (آنزيم 

اد سانتي گردرجه  4الكتروفورز در دماي . گرديد بارگذاري
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پس از اتمام الكتروفورز، . ولت انجام گرديد 180و با ولتاژ 
ميلي ليتر آب مقطر خنك حل و  4در  ATCميلي گرم  100

مولار قطره  1/0ميلي ليتر محلول سولفات مس  7سپس 
 7 به مدتسپس محلول حاصل . قطره به آن اضافه گرديد

ميلي ليتر از  10و به  شدسانتريفيوژ g10000دقيقه در دور
ميلي گرم گلايسين افزوده شد و با استات  50محلول رويي 

سپس با سولفات سديم . رسيد =6/4pHمولار به  1سديم 
ميلي ليتر  40مولار محلول حاصل به حجم  نهايي  1

ژل تا ظاهر شدن كامل باندها در اين . رسانده و فيلتر شد
  .)14(محلول قرار داده شد 

زيم استيل كولين وم روي آنتعدادي از سم IC50تعيين 
تركيبات فسفره آلي و كارباماتها، IC50 براي محاسبه : استراز

، 10- 3، 10- 2ي غلظتهادقيقه در  10 به مدتمحلول آنزيمي 
آفت مولار از هر يك از  10- 8و  10- 7، 10- 6، 10- 5، 10- 4

، Eserine ،Aldicarb ،Monocrotophosي كشها
Chlorpyrifosoxon ،Neostigmine ،MTMC ،

Dimethoate ،Phosphamidon ، Carbofuran ،Carbaryl  و
Paraoxon سپس فعاليت باقيمانده آنزيم اندازه. انكوبه شد -

 POLO-PC  (LeOra گيري گرديد و نتايج با نرم افزار

Software,1987) آناليز شد .  

 نتايج

اي از ژن سيتوكروم قطعه :شناسايي مولكولي جمعيتها
در  bp900ايي به اندازه حدود ميتوكندري) Ι )COIاكسيداز 

. گرديد تكثير PCRجمعيتهاي اصفهان، يزد و رشت با 
آمده در اين تحقيق با نمونه هاي  به دستمقايسه تواليهاي 

ي مورد نظر جمعيتهاموجود در بانكهاي ژني نشان داد كه 
 درصد 99( دارند T.urticaeهمولوژي بالايي با گونه 

 < درصد 90و مشابهت AJ316605T. urticae مشابهت با 
 DNA با توجه به مطابقت توالي .)T. urticaeAJ316598با 

شناسايي شده  T. urticaeهاي شناسايي شده با گونه گونه
، اختلافات )T. urticae AJ316605(ي توالي بانكهادر 

.  اين نمونه ها مشاهده شد COIبسيار ناچيزي در توالي 

 maximumدرخت فيلوژنتيك با استفاده از روش

parsimony  و به كمك نرم افزار PAUP)version 

4.0b10( رسم شد )نتايج نشان مي دهد كه هر سه ). 1شكل
كه ) a(جمعيت مورد مطالعه در يك كلاد خواهري بزرگ 

در آن قرار گرفته اند، واقع شده  T. urticaeتمام گونه هاي 
ارتباط  همچنين با توجه به درخت فيلوژنتيكي،. است
هاي شناسايي شده با گونه گونه DNA كي بين توالينزدي

T. urticae (AJ316598)  وT. urticae (AJ316605) 
 multiple alignmentوجود دارد كه با نتايج حاصل از

نتايج حاصل ازتطبيق توالي و رسم درخت . مطابقت دارد
 T. urticaeفيلوژنتيك  نشان مي دهد كه هر سه جمعيت، 

 .هستند

نتايج حاصل از : يت استيل كولين استرازبررسي فعال
فعاليت آنزيم استيل كولين استراز با استفاده از سه 

آورده شده  1در جدول  PTCو   ATC ،BTCسوبستراي
، مقدار ATC به ويژهبا استفاده از هر سه سوبسترا . است

مقاوم نسبت به در جمعيت مقاوم و نيمه  فعاليت ويژه
 .است جمعيت حساس بالاتر

الگوي : اكنش باندهاي استيل كولين استرازوي پرالگ
 2پراكنش باندها در جمعيتهاي مورد آزمايش در شكل 

در هر سه جمعيت، تنها يك باند ديده مي شود . آمده است
كه مكان قرارگيري آن در جمعيت مقاوم با دو جمعيت 
ديگر متفاوت است و تحرك الكتروفورزي كمتري در آن 

مالا مي تواند ناشي از  تغييرات مشاهده مي شود كه احت
اثر مهاركننده . باشد ISRساختاري در جمعيت 

، با انكوبه كردن ژل AChEكلرپايريفوس بر فعاليت آنزيم 
در محلول حاوي كلرپايريفوس در حين رنگ آميزي مورد 

باندهاي دو جمعيت نيمه مقاوم و . بررسي قرار گرفت
ل باند استي كهكامل مهار شدند در حالي به طورحساس 

  .شود روي ژل مشاهده مي كولين استراز جمعيت مقاوم هنوز
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  شناسايي جمعيتهاي مورد مطالعه با رسم درخت فيلوژنتيكي  - 1شكل 

Tetranychus urticae: AB116573, AB041257, AB079045, AJ414582, AB066449, AB116574, AB079044, EU556754, X80855, AJ316605, 
AJ316598, AJ316606, AJ316599, AB066469, AJ316597, X74571, DQ017588, Tetranychus turkestani: GQ141913, AJ316600, AJ414583, 
AJ316604, Tetranychus cinnabarinus: GQ141907, HM753535, DQ437552, Tetranychus kanzawai: AB079103, AB079037, AY044645, 
AB079051, AY044643, AB116566, AB079105, AB079049, AB079035, AB079033, Tetranychus trancatus: AB257315, AB257316, 
AB257317, Tetranychus evansi: FJ440675, FJ440677, FJ440678, Tetranychus piercie: AB257313, Tetranychus gloveri: X80860, 
Tetranychus mcdanieli: X80857, Tetranychus neocaledonicus: X80859, Amphitetranychus viennensis: X99875, Amphitetranychus 
quercivorus: X99874, Panonychus citri: AB041252, Panonychus osmanthi: AB041254, Panonychus ulmi: AB041253, Panonychus mori: 
AB041255, Eotetranychus banski: AY320030, Eotetranychus carpini: X80863, Eotetranychus coryli: X80867, Eotetranychus tiliarium: 
X80864, Mononychellus progresivus: X79901, Oligonychus gossyppi: X79901. Outgroups: Bryobia kissophila (X80871) and Eotetranychus 
buxi (X80872)) 

urticaeAB 116573
urticaeAB 041257
urticaeAB 079045
urticaeAJ414582
urticaeAB 066449
turkestGQ141913
urticaeAB 116574
urticaeAB 079044
turkestAJ316600
urticaeEU556754
urticaeX80855
turkestAJ414583
ISR(HQ732265)
urticaeAJ316605
GUS2(HQ732266)
Yz(HQ732264)
urticaeAJ316598
urticaeAJ316606
urticaeAJ316599
urticaeAB 066469
urticaeAJ316597
urticaeX74571
turkestAJ316604
urticaeDQ017588
cinnabaGQ141907
kanzaA B079103
kanzaA B079037
kanzaA Y044645
kanzaA B079051
cinnabaHM753535
kanzaA Y044643
kanzaA B116566
kanzaA B079105
kanzaA B079049
kanzaA B079035
kanzaA B079033
truncAB257316
truncaAB 257317
truncaAB 257315
cinnabaDQ437552
mcdanX80857
evansiFJ440677
evansiFJ440678
evansiFJ440675
pierce iA B257313
gloveriX80860
neoca leX80859
vienneX99875
quercivX99874
gossypiiX80862
citriA B041252
osmanAB 041254
banksiAY 320030
ulm iAB041253
moriA B041255
carpin iX 80863
coryliX 80867
tilia rX80864
progresiX79901
kissophilaX8087
buxiX80872

69

62

92

70

  93

  66

    100

   74

 98

    77

 100
    89

 100

 100

Clade a
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 در سه جمعيت مورد مطالعه AChEمقايسه فعاليت ويژه آنزيم  -  1 جدول

Specific activity (nmol/min.mg protein)    

GUS2  Yz  ISR  Substrate Enzyme 

4.56 c ±0.09 5.28b ±0.13 5.72a* ±0.32 ATC  

4.10 b ±0.06  4.25 b ±0.09  4.56 a ±0.17  BTC AChE 

4.63 c ±0.1  5.43 b ±0.07  5.54 a ±0.01  PTC  
a*  حروف مختلف نشان دهنده معني دار بودن اختلافات بر اساس(p < 0.05) Tukey’s test مي باشد.  

  

  

  

  

  

  

 در جمعيتهاي كنه دولكه اي  AChEمقايسه الگوي پراكنش باندهاي - 2شكل 

تعدادي از سموم مهاركننده آنزيم استيل  IC50تعيين 
 IC50 11آمده از اندازه گيري  به دستتايج ن: كولين استراز

و  2مهاركننده مختلف براي سه جمعيت در جدول 
. آورده شده است 3ز پاسخ آنها در شكل نمودارهاي د

در جمعيت مقاوم و نيمه  IC50نتايج نشان داد كه ميزان 
 ،phosphamidon،chlorpyrifosoxon مقاوم براي سموم

paraoxon  وmonocrotophos حساس  ر از جمعيتبيشت
به آفت كش ) IR(نسبت غيرحساس شدن  .بود

براي  به ترتيببرابر  96/2و  30/23 به ترتيبكلرپايريفوس 
  .جمعيتهاي مقاوم و نيمه مقاوم تخمين زده شد

نتايج نشان مي دهد كه جمعيت مقاوم، در مقايسه با دو  
جمعيت ديگر حساسيت كمتري به سموم مورد مطالعه دارد 

عبارتي حساسيت كمتر ه بالاتري مهار مي شود و بز د در و

در  به ترتيبولين استراز نسبت به اين سموم آنزيم استيل ك
 .جمعيت مقاوم و نيمه مقاوم كاملا مشهود مي باشد

  بحث
نتايج آزمايشهاي زيست سنجي روي جمعيتها نشان داده 

 ISR  بود كه نسب مقاومت به كلرپايريفوس در جمعيتهاي
 .)23( مي باشد 78/9و  9/176برابر  به ترتيب Yzو 

همچنين نتايج آزمونهاي بيوشيميايي نشان داد كه ميزان 
فعاليت استرازي و گلوتاتيون اس ترنسفراز در جمعيتهاي 

ISR  وYz ميزان فعاليت  ليكن. )23( بالاتر از حساس است
اين آنزيمها در حدي نبود تا ميزان مقاومت بالا به 

به همين دليل در اين . )23( را توجيه نمايدكلرپايريفوس 
لين استراز در اين جمعيتها وي بيوشيميايي كويژگيهاتحقيق 

  . مورد مقايسه قرار گرفت

AchE 2 

 الف ب

AchE 1    

       GUS2                    ISR                 YZ                   ISR                   YZ              GUS2  

                                                                                                                      +inhibitor       +inhibitor    +inhibitor      
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  تعدادي سموم فسفره آلي و كاربامات در جمعيت هاي مورد مطالعه IC50بررسي  – 3شكل 
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  تتعدادي از سموم فسفره آلي و كارباما IC50بررسي  - 2جدول
 IC50 (M) 

Inhibitor  

IR b  IR a  GUS2  YZ  ISR   
2.4  
1.52 
5.16 
2.96 
3.24 
1.35  
1.004* 
5.11  
0.98* 
1.003* 
5.48   

3.16  
2.2 
15.19 
23.3 
6.14 
4.4 
5.12 
24.88 
1.05* 
1.01* 
19.4 

1.25 (1.03-2.5) ×10-5  
3.07 (2.38-4.21)×10-5  
5.29 (3.9-6.1)×10-4  
3.11 (1.9-6.11) ×10-6  
7.71 (<9.03) ×10-6  
6.35(<8.2) ×10-5  
8.76 (>4.6) ×10-5  
3.95 (1.7-5.2) ×10-4  
8.47 (6.1-9.5) ×10-7  
8.12 (5.6-9.49) ×10-6  
4.36 (3.5-9.3) ×10-6  

3.01 (1.8-6.7) ×10-5  
4.69 (3.87-5.21) ×10-5  
2.73 (1.3-6.8) ×10-4  
9.23(7.01-13.5) ×10-6  
2.5(1.7-3.2) ×10-5  
8.61(5.9-12.4) ×10-5  
8.8 (7.13-10.2) ×10-5  
2.02 (1.2-6..31) ×10-3  
8.32 ( 6.5-10.13) ×10-7  
8.15 (>5.2) ×10-6  
2.39 (1.41-6.5) ×10-5  

3.96 (1.8-5.20×10-6  
6.82 (5.27-8.56)×10-5  
8.04 (6.05-10.8)×10-3  
7.26 (5.9-9.12) ×10-5  
4.74 (3.5-9.5) ×10-5  
2.8 (>1.7) ×10-4  
4.49 (1.9-7.9) ×10-4  
9.83 (6.3-14.5) ×10-3  
8.95 (6.32-11.1)×10-7  
8.21(>6.98) ×10-6  
8.48 (5.4-11.23)×10-5  

Eserine 
Aldicarb 
monocrotophos 
Chlorpyrifos  
Neostigmine 
MTMC 
Dimetoate 
phosphamidon 
carbofuran 
carbaryl 
paraoxon  

IR (Insensitivity Ratios ) a =  IC50 of ISR population / LC50 of GUS2 population        
IR b =  IC50 of  Yz population / LC50 of GUS2 population    

.اختلاف ها معني دار نمي باشند  *  

 
ي ويژگيهااستيل كولين استراز آنزيمي منحصر به فرد با 

ديگر هيدرولازها  ي بارزي باتفاوتهاخاص مي باشد كه 
بالاي اين آنزيم شده  كارآييمنجر به  تفاوتهااين  .دارد
توان به وجود يك پيوند هيدروژني از آن جمله مي. است

. بيشتر بين آنزيم و سوبسترا در جايگاه فعال اشاره كرد
همچنين وجود اسيد آمينه هاي آروماتيك اضافي، در دهانه 

تيك بيشتر آن در طي جايگاه فعال و نيروهاي الكترواستا
بالاي آنزيم در اتصال به سوبستراي  كارآييمسير، منجر به 
غير حساس شدن جايگاه فعال . )24( خود شده است

AChEدر  ، به برخي از تركيبات فسفره آلي و كارباماتها
آفات مختلف از جمله كنه دو لكه اي گزارش شده است 

غير حساس  مطالعه به منظوردر اين تحقيق،  .)18و  4، 2(
و تعيين نقش آن در مكانيسم مقاومت،  AChEشدن آنزيم 

فعاليت ويژه اين آنزيم، همچنين پراكنش باندهاي 
آفت كش از جمله  11الكتروفورزي و اثر مهاركنندگي 

فعاليت ويژه اين .  كلرپايريفوس مورد بررسي قرار گرفت
 بهآنزيم با تمام سوبستراها در جمعيت مقاوم و نيمه مقاوم 

- بيشتر از جمعيت حساس مشاهده شد كه نشان ترتيب

در مقاومت به كلرپايريفوس  AChEدهنده نقش آنزيم 
در ادامه زايموگرام استيل كولين استراز مورد بررسي  .است

آناليز زايموگرام نشان داد كه تحرك ). 2شكل (قرار گرفت 
 با جمعيت حساس كمي ISRالكتروفورزي در جمعيت 

اكي از اين است كه جمعيت مقاوم متفاوت است كه ح
. كيفي تغيير يافته است به طوراي است كه AChEداراي 

همچنين مهاركننده كلرپايريفوس، سبب مهار باندهاي 
كه اين باند در جمعيت  جمعيت حساس شده در حالي

در نهايت براي اثبات غيرحساس  .مقاوم همچنان باقي است
چندين مهاركننده  IC50 شدن آنزيم استيل كولين استراز،

نتايج نشان داد كه در همه اين . اين آنزيم، اندازه گيري شد
ي از مهاركننده، تركيبات، جمعيت مقاوم در غلظت بالاتر

در تعدادي از اين تركيبات  به خصوص. مهار مي شود
بيشترين ). 2جدول (فسفره آلي، تفاوتها آشكارتر مي باشد 
در  ترتيببه ) IR(و كمترين نسبت غيرحساس شده 

phosphamidon  وcarbaryl  براي جمعيت مقاوم و
phosphamidon  وcarbofuran  براي جمعيت نيمه مقاوم

ي جمعيتهاكلرپايريفوس در  IC50مقدار . آمد به دست
ISR ،Yz  وGUS2 6و  23/9×10- 6، 26/7×10- 5 به ترتيب -

در  AChEفعاليت بالاي . مولار تخمين زده شد 11/3×10
و نيمه مقاوم و همچنين نتايج حاصل از  جمعيت مقاوم

ايجاد ، مهاركننده روي اين آنزيم IC50زايموگرام و تعيين 
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. كندبرخي تغييرات ساختاري در آنزيم را تأييد مي
غيرفعال شدن جايگاه مطالعات بيوشيميايي نشان داد كه 

، نسبت به در اين آفت ، مكانيسم عمده مقاومتهدف
تاكنون در و  )19( آلي مي باشد تعدادي از تركيبات فسفره

، 4، 2( ژاپن و نيوزيلند و بلژيك و آلمان گزارش شده است
مطالعات مولكولي نشان داد جايگزيني يك يا . )22و  21

تعدادي اسيد آمينه در جايگاه كاتاليتيك آنزيم و يا اطراف 
آن رخ داده كه اين جهشها منجر به حساسيت كمتر به 

 .Tدر نتيجه ايجاد مقاومت در سموم و مهاركننده ها و

urticae 12و  2( مي شود(.  

كه  ، نتايج حاصل از اين تحقيق نشان مي دهددر نهايت
ارتباط منطقي بين نسبت مقاومت و نسبت غيرحساس 

شدن استيل كولين استراز نسبت به كلرپايريفوس وجود 
سبت مقاومت و نسبت غيرحساس شدن ن). 2جدول (دارد 

 96/2و  78/9در جمعيت مقاوم و  3/23 و 9/176 به ترتيب
داده ها نشان دهنده . در جمعيت نيمه مقاوم برآورد شد

و نيمه  (ISR)استيل كولين استراز تغيير در جمعيت مقاوم 
كه به احتمال زياد مكان جهش در  مي باشد (YZ)مقاوم 

بنابراين مطالعات . اين دو جمعيت متفاوت مي باشد
جهش مي تواند اطلاعات با  تكميلي روي مكان مولكولي

كنش بازدارنده ها با مكان فعال در مشي در مورد برهزار
 . اختيار بگذارد
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Abstract 

The enzyme acetylcholinesteraseinsensitivity plays a major role in organophosphate 
insecticides resistance in T.Urticae (Acari: Tetranychidae). In this study, toxicological 
and biochemical resistant mechanisms to chlorpyrifos in three populations of spider 
mites were surveyed. Mites were first collected in Isfahan (ISR), Yazd (Yz) and Guilan 
(GUS2) provinces and identified based on mitochondrial cytochrome oxidase 
sequences. The bioassay results showed that resistance ratios of ISR and Yz populations 
to chlorpyrifoswere 176.9- and 9.78-fold compared to the GUS2 population, 
respectively. Determination of acetylcholinesterase activity with different substrates 
showed that resistant and susceptible strains have the highest and the lowest specific 
activity, respectively. In addition, AChE zymogram analyses were investigated in all 
populations. Lower acetylcholinesterase electrophoretic mobility in ISR population and 
high acetylcholinesterase band intensity of ISR population in presence of chlorpyrifos-
oxon showed that resistance population has altered AchE. For determining the role of 
acetylcholinesterase insensivity in resistant mechanism, inhibitory effectof 11 inhibitors 
including OPs and carbamates on this enzyme were investigated in this study.IC50 of all 
inhibitors on acetylcholinesterase from ISR and Yz populations were higher than GUS2 
population respectively. The results suggest that some modification occurred at the 
active site of the enzyme that reduces the AChE affinity to substrates and subsequently 
led to differences in electrophoretic mobility and insensivity of enzyme to OPs and 
carbamate inhibitors as competitive inhibitors. 
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