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 چکیسه

ناًبدتـ اودک دِاًرٍدتـاقآفدت هْدPlodia interpunctella Hübner (Lepidoptera: Pyralidae)ٌّدؽ پفٌُب

 ٌؽ.ؼـایيهغتلعِ،پدهغىتـ ٍاـؼهیّت اًبتـ اقخولِضبَبت ٍغلا ٍبِعیفٍویعیاقففاٍـؼُخْتًیؼاٌرِ

هعوَلی،هیكاىتغییدفا بیدتىPCRّتبتـٍيآهیلاقؼـًوًَِ- ل،ٍتتییؽضضَـلىآلفتDNAٍRNAاقاورػفاج

تدَ غٍد ،آلدَ ويپٌدنپفٍـيیتفرِـٍ پىدرِ، ؼـلاـٍّتReal-timePCRلىایيآًكینبتاورفتؼُاقـٍي

بدفا لىPCRگٌؽمٍی ـلینغؿاییهصٌَعی)ٌتّؽ(هَـؼبفـویقفاـگففک.بتاًدتمتىک تـاییغٍكبتـ ،ؼاًِ

ؼـصؽبِؼوکآهؽ.بفاوتنًردتیح،ّدفزْدتـ99ٍ98بِتفتیبSiAmyٍSiAmyCّؽف،ـاًؽهتىتكثیفؼٍآغتقگف

ؿاییبتعثتغییفا هرفتٍتیؼـبیتىلىگفؼیؽًؽ.ـلینغؿاییپىرِؼـهقتیىدِبدتٌدتّؽبتعدثافدكایًبیدتىلىـلینغ

ؼـصدؽ10،27ٍ60ؼـصؽگفؼیؽؼـضتلی ِوِـلینغؿاییآلَ،گٌؽمٍتدَ بدِتفتیدببدتپٌحآهیلاقبِهیكاى-آلفت

آهدیلاقؼـ-ضؽا ثفاغرلافبیدتىلىآلفدتلاـٍّتگفؼیؽًؽ.بؽىـ تًّبیتىلىًىبکبٌِتّؽبتعثهْتـبیتىایيلىؼ

آهیلاقتَوظهٌتبعهػرلدفگلدَ كؼـ-ًرتیحًٍتىؼاؼًؽ ِهْتـبیتىلىآلفتلاـٍّت تغؿیِ فؼُاقتَ هٍتّؽٌُؽ.

ینغؿاییٍهقدؽاـبیدتىّت غؿاییهػرلف،هرفتٍ بَؼُاوکٍبیيهیكاىقٌؽهَخَؼؼــللاـٍّت تغؿیِ فؼُاقـلین

آهیلاقآىّوبىرگیهعكَنٍخَؼؼاٌک.-لىآلفت

.غؿایی،ـلینcDNAآهیلاق،بیتىلى،،وٌرك-آلفت،RNAاورػفاجکلیسی: هبیواصه

 

 مقسمه

ُّت غٍد بدٌِدبآلَؼٌُؽىغٍكبتـٍهیَُ پدف

اقهٍدكلا عودؽُ،یكیPlodia interpunctellaٌّؽ 

بتٌدؽ.ّتبدِبدتقاـهدیآىاًبتـؼاـ ٍعفضِهَخَؼؼـ

پفُآفریبتاًرٍتـخْتًیاوک ِاقعفیقتغؿیِایيٌب

ـا یفیددک،وددلاهکٍبددتقاـپىددٌؽ هطصددَلا اًبددتـ 

(.2005ت ٍّوكتـاى)آقلوؼّؽ تًّهی

ِتفٌدطت غدؽؼ گدَاـيضٍدفا ؼاـا تف یدبلَلد

هرٌدددَ ٍهٌطصدددفبدددِفدددفؼ اقاًدددَا پفٍت تقّدددت،

بتٌؽ دِبدتتَخدِبدِـلیدنآهیلاقّتٍلیپتقّتهی-آلفت

ِ (.2010)افٍدتـٍّوكدتـاىاًدؽغؿاییضٍفُتكتهلیتفرد

َاىگَاـٌیاغلببتلپَلكؽاـاى،پفٍت تقـابدِعٌدویىرن

-،اهدتآلفدتَـؼاودرفتؼُقدفاـهدیؼٌّدؽی آًكینهْنه

ّددت هػرلفددیاقًىددبک ددفؼىآهیلاقّددتًیددكبددتتدكیددِ

ا هَخَؼؼــلینغؿایی،بدفا تدتهیيتف یبت ًٍتورِ
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اًفل هَـؼًیتقولَلیبِّوتىاًؽاقُهْنّىدرٌؽ)تدفا

ٍالٌىیتٍّوكتـاى2005ٍقٍٍّوكتـاى،1994ٍففیفا

ّددت ّددت ـهكگددؿاـآًددكین(.وددتقٍ تـبیددتىلى2008

گَاـٌی،بدٍِودیلِ یفیدکهدَاؼهغدؿ ٍؼـؼودرفن

(.2012ٌدَؼ) دَتكفٍّوكدتـاىّتتٌظدینهدیبَؼىآى

ّددت گَاـٌددیؼـّددت آًددكینآگددتّیاققهددتىبیددتىلى

لاـٍّت ؼـضتلـٌؽبفا اـقیتبیهٌتوببدَؼىـلیدن

بتٌددؽ)ؼاگددلانٍهددیغددؿاییففهَلددٌِددؽُ،ضددفٍـ 

(.2000ّوكتـاى

ّدت گَاـٌدیتدفیيآًدكینآهیلاقّتیكیاقهْن-آلفت

گلیكَقیؽ ـاؼـًٍتورِ،-4،1-ّت آلفتّىرٌؽ ِپیًَؽ

ّت ٍابىرِ،بِعٌَاىهٌبعگلیكَلىٍوتیف فبَّیؽـا 

(.2000 ٌٌددؽ)ففاًكددٍَّوكددتـاىاًددفل ّیددؽـٍلیكهددی

بَؼظففیکگَاـٌیضٍفا ًقًآهیلاقّتّوسٌیيؼـبْ

ُاهدف ِایدي ٌٌؽهیایفتهْوی هدتًیؼـٌدفایظبدِقًدؽ

 ٌددؽ.ّددت ودد هددیهػرلددفٍافددكایًٌتیىددرگیآى

ا هتًٌؽتػن،ٌفیفٍُآهیلاقّتؼـهفاضلغیفتغؿیِ-آلفت

(.2009) دَتكفٍّوكدتـاىیكفعتلّىرٌؽضٍفُ تهلً

آهیلاقّدت -ؼـهغتلعت اًددتمٌدؽُـٍ فعتلیدکآلفدت

آىبتتف یبٍـابغِآًكیویّت ؼاـاى،بیتىلىپَل بتل

ـلیدددنغدددؿاییًىدددبرتًتٌدددٌتغرِبدددتقیهتًدددؽُاودددک

،اٌددَانٍّوكددتـاى2005)پتـتتوددتـاتیٍ َپیٌتتددتى

ّدت هرعدؽؼم(.ایكٍفف2011ًیفًیتً ٍّوكتـاى2010ٍ

آهیلاقّدددتبدددٍِیدددمُؼـپتودددعبدددِتغؿیدددِاق-آلفدددت

ّددت غددؿاییعبیعددی،ّددت هػرلددفـلیددنهددت فٍهَلكَل

-(.تٌدَ آلفدت2009اًدؽ) دَتكفٍّوكدتـاىگكاـيٌؽُ

ؼٌّدددؽُّدددت،ًٍدددتىزٌدددؽلًیآىآهیلاقّدددتٍغدددتًَاؼُ

وددَلفیؽ ؼـهتًٌددؽپیًَددؽّت ؼ ـٍیددؽاؼّت ّوگفایددی،

تكثیدفلى،اقؼودکّدت،قؼوکؼاؼىهَتیفّت،اپفٍت یي

بتٌددؽ)ؼالاوٍّوكددتـاىّددتٍغیددفُهددیؼاؼىایٌرددفٍى

2002.)

ضتضف ِاٍلدیيهغتلعدِهَلكدَلیاقایديؼـهغتلعِ

آهددیلاق-،هیددكاىبیددتىلىآلفددتهددیبتٌددؽًددَ ؼـایددفاى

ٌّؽ ٍاـتبتطآىبتوغصگلَ كؼــلینغؿاییپفٌُب

هَـؼهغتلعِقفاـReal time PCRٌی بتاورفتؼُاقتك

ُ گففدک.آفدت اًبدتـ اقعَاهددلهْدنًتبَؼ ٌٌدؽُؾغیددف

بتٌٌؽ.بٌتبفایي، ٌرفلغىتـ ًتٌدیاقغؿاییاًىتىهی

ّتاهف بلاهٌتق اوکبِعدَـ  دِاقؼیفبدتقبدفا آى

ّت هػرلفیاورفتؼٌُدؽُاودک ٌرفلایيآفت اقـٍي

ُاقووَمٌیویتییاوک.تَودعِتفیيآىاورفتؼ ِهْن

ّتـابدِّت اغیف،تلايوفیعهقتٍهکبِووَمؼـوتل

ٍٍيووکاورفتؼُاقـ ّت ختیگكیيودَ ؼاؼُاودک

 دًٌآفدکٍبؽیيهٌظدَـ،ؼـابردؽابتیدؽخكییدت بدفّن

هیكبتىبِغَبیؼـکٌَؼ.ؼـایيهغتلعِبتاودرفتؼُاق

 دًٌوَبىرفاٍبفّنّت هَلكَلیـابغِآًكینٍـٍي

تتبتاورفتؼُاقاعلاعدت هَـؼًظفقفاـهیگیفؼایيؼٍ

تفبتقٌَؼ.ـاُبفا اًدتمتطقیقت ختهعضتصل

 هب مواز و روش

 پزورش حطزه

ٌِّددؽ پددفُلٌددیٌددب  گددفٍُهَخددَؼؼـگلػتًدد

قدفاـگففدک.اودرفتؼُهَـؼپكٌدكیؼاًٍدگتُتبفیدكگیتُ

یدد ـٍقُ(ؼـٍهددتؼُ)خددٌهًددفایدديضٍددفُلاـٍّددت 

26ِ±2ٌفایظآقهتیٍدگتّی)ؼهدت  ،ودتًریگدفاؼؼـخد

وددتعک16ًددَـ ؼـصددؽٍؼٍـ50ُ±5ـعَبددکًىددبی

وتعکتدتـیكی(ـٍ زْدتــلیدنغدؿایی8ـٌٌٍتییبِ

ِ گٌدؽمٌتهلآلَغٍ ،تدَ غٍد ،هغدكپىدرٍِؼاًد

پفٍـيیتفرٌؽ.ـلینغؿاییهصٌَعی)ٌتّؽ(ًیكهرٍدكل

لیرددفهیلددی200گددفمهػوددف،160موددبَن،گددف800اق

گددفما ىددی8/8لیرددفعىددل،ٍهیلددی200گلیىددیفیي،

ترفاوددتیكلیي)بددفا پیٍددگیف اقآلددَؼٌُددؽىاضروددتلی

لاـٍّتبِبیوتـگفّت هیكفٍبی(بدَؼ)ودیکٍّوكدتـاى

ِ(.اقلاـٍّت ويپدٌدن1997 اقؼٍـٍقُپدهاقتغؿید

َـلین RNAٍـاودرػفاجّت غؿاییؾ فٌؽُ،بِهٌظد

DNA.اورفتؼٌُؽ
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 آغبسگزهبی مورز استفبزه

PCRآهدیلاقبدِـٍي-بفا بفـویٍخَؼلىآلفت

وتق هیدكاىبیدتىآىبدتاودرفتؼُاقهعوَلیًٍیك وی

Real Time-PCRتَالیآغتقگفّت هفبَطبدِلىبدف،

ٍ دَتكف،2009اوتنهغتلعت قبلی)ٌتـهتٍّوكتـاى

ّددت (تْیددٍِوددٌركگفؼیددؽ.ٍیمگددی2012ّوكددتـاى

آٍـؼٌُؽُاودک.1آغتقگفّت هَـؼاورفتؼُؼـخؽٍل

ٍّوكدتـاى دَتكف)Actinؼـایيپدمًٍّاقتدَالیلى

 بِعٌَاى ٌرفلؼاغلیاورفتؼٌُؽ.(2012

 
 .ٌّذي  پزُ ضة آهیلاس -الگَي تیاى صى آلفاّاي خفت آغاسگزّاي هَرد استفادُ در تزرسي  ٍيضگي -1خذٍل

 ًام آغاسگز تَالي آغاسگز

F-5ʹ ATGATTCCTCTAATATTACTAGCCGTG 3ʹ 
R-5ʹ TAGCCGGCTCTGAGGACCAAT 

SiAmyC 

F-5ʹ GATCGTGCGCGACATCAAG 3ʹ 
R-5ʹ GCCATCTCCTGCTCGAAGTC 3ʹ 

Actin 

F-5ʹ GTGCACCTCTTCGAATGG 3ʹ 
R-5ʹ CTCAAATCGGCTGGCCAC 3ʹ 

SiAmy 

 

 DNAاسترزاج 

بِـٍيDNA،پفٌُّؽ لاـٍّت ويپٌدنٌبؼـ

CTAB(اوددرػفاجٌددؽ.ؼـایددي1990)ؼٍیددلٍؼٍیددل

ٍـٍي، 600بتفددکضٍددفُؼـاق هددتیعغددفؼٌددؽُ

بِآىافكٍؼٍُبدCTABِهیكفٍلیرفاقبتففپیًآهتؼُ

65ِهتـ ؼقیقِؼـبي20هؽ  قدفاـودتًریگدفاؼؼـخد

-هیكفٍلیرددفاقهطلددَل لفٍفددفم500ٌددؽ.وددپهؼاؼُ

1:24ُكٍاهیددلالكددل)ای ٍپددهاق(بددِآىافددكٍؼٌُددؽ

.پدهخؽیؽاًرقتلؼاؼٌُؽوتًرفیفیَلفتقـٍییبِتیَب

ـاقاضتفِ فؼىایكٍپفٍپتًَلوفؼبِهدؽ ید ٌدبؼ

20ِؼهت  ؼاؼٌُدؽ.ـودَبDNA،ودتًریگدفاؼؼـخد

ؼـصدؽ،70ـٍقبعؽپهاقزٌؽبتـٌىرٍدَبدتاتدتًَل

گفؼیؽ.بدفا آبهقغفضلهیكفٍلیرف100ؼـDNAپلک

آهیلاقبِهٌظدَـاببدت ٍخدَؼ-تكثیفٍبفـویلىآلفت

SiAmyٍآىؼـبؽىضٍفُ،اقآغتقگفّت اغرصتصدی

SiAmyCكاىًدینهیكفٍلیردفبدتغلظدکّف ؽامبدِهید

 Master ًْددتییًددینهیكفٍهددَل،زْددتـهیكفٍلیرددفاق

mix(Ampligon, Denmarkبددددتغلغددددک)x1ٍؼ،

هیكفٍلیرفاقًوًٍَِودِهیكفٍلیردفآبهقغدفاودرفتؼُ

94ودتق اٍلیدِؼـٌؽ.زفغِگفهتییٌتهلٍاوفٌدک

زفغدٌِدتهل30بدِهدؽ ؼٍؼقیقدِ،وتًریگفاؼؼـخِ

94ِبتًیدِؼـؼهدت 30ودتق بدِهدؽ ٌکٍاوف ؼـخد

56بتًیِؼـؼهت 60،اتصتلآغتقگفبِهؽ وتًریگفاؼ

ؼـؼهدت بتًی60ِ،بىظبِهؽ وتًریگفاؼؼـخ60ِتت

بىظًْدتییٍؼـًْتیکی زفغِوتًریگفاؼؼـخ72ِ

بِهدؽ پدٌحؼقیقدِبدَؼ.ؼـخِوتًریگفاؼ72ؼـؼهت 

ًیدكاقىؼهت بْیٌِاتصتلآغتقگفّتبفا هٍػص فؼ

اورفتؼٌُؽ.آغتقگفّدت هدَـؼگفهتییؾ فٌؽُزفغِ

وددتیكلفًظددفؼـیدد ٌددیبؼهددتییؼـؼوددرگتُتفهددتل

(Gradient PCRقفاـؼاؼٌُؽًؽٍبتاـقیتبیهطصَل)

ٍا ًٌـٍ للآگتـق،بْرفیيگكیٌِؼهتیی)ٍخدَؼتد 

ٍگفؼهت اتصتلآغتقگفًَاـ ًٍِتً ًٍدتىبَؼُاودک

ؼّؽ ِآغتقگفّتبِختیگتُاغرصتصدیغدَؼهرصدلهی

اًرػدتب(1ٌكلاًؽ،ٌؽٍُتَالیهَـؼًظفـاتكثیف فؼُ

 گفؼیؽ.
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درصذ.  2/1ٌّذي در الکتزٍفَرس صل آگارس   پزُ هعوَلي در لارٍّاي سي پٌدن ضة PCRالگَّاي ًَاري تطکیل ضذُ اس ًتايح  -1 ضکل

Mًطاًگز : .A ،E ،F  ٍH ِتِ تزتیة ًَارّاي هزتَط تِ لارٍّاي تغذيِ كزدُ اس داًِ گٌذم، آلَ خطك، تَت خطك ٍ هغش پست. 

اودددرػفاجٌدددؽRNAٍDNAٍُخْدددکبفـودددی

1ٍبِتفتیباقالكرفٍفَـقللآگدتـقPCRهطصَلا 

اودرفتؼٌُدؽ.عكىدبفؼاـ TAE 1Xؼـصؽٍبتفف2/1

صدَـ گففدک)ودنبدفٍکGel-Docًٍیكبتؼودرگتُ

 (.2001ـاول

  RNAاسترزاج

RNaseِبِهٌظدَـپیٍدگیف اقابدفآًدكین ٍتدكید

RNAّدددت ،اقوفودددوپلفّتٍتیدددَبRNase Free

ّدت هدَـؼهطلدَل لیِا تْیِاورفتؼٌُؽ.ّوسٌیي،بف

DEPC،آبتیودتـٌدؽُبدتRNAًیتقخْدکاودرػفاج

اق یدکRNAاودرػفاجبفا .قفاـگففکاورفتؼُهَـؼ

Vivantisُتدددتـ  عبددقؼوددرَـالعولٌددف کوددتقًؽ

گفمهیلی30ؽیيهٌظَـب.(USAsitnaviV,)اورفتؼٌُؽ

ؼــٍوديآغدف(اقبتفکضٍفٌُتهل دلبدؽىلاـٍ)لا

ُ،وپهبتفکپَؼـٌدؽُـابدِؼـٍىاق هتیعپَؼـٌؽ

هیكفٍلیردفاق700لیرف ضدتٍ ّت ؼٍهیلیهیكفٍتیَب

)پدددهاقاضدددتفِ دددفؼى1هطلدددَلاودددرػفاج یدددک

ؼقیقددِؼـ10ٍبددِهددؽ ٌددؽُهف تپرَاتددتًَل(ـیػرددِ

ُ ودتق اًددتمّوگديUltrasonice bath roomؼودرگت

ؼٍـ13000ٌؽ.هطلَلضتصلِبدِهدؽ ودِؼقیقدِؼـ

آهدتؼ2ُّدت وتًرفیفیَلگفؼیؽ.وپههطلَلبِودرَى

                                                           
1
Buffer TR 

2
Homogenization column 

13000ٌؽُؼـ یکهٌرقلٌؽٍُبدِهدؽ ؼٍؼقیقدِؼـ

ؼٍـوتًرفیفیَلٌؽ.پهاقایيهفضلِبِهطلَلضتصلِ

تـؼـصؽ)ـقیقٌؽُبتآبتیود80هیكفٍلیرفاتتًَل650

3(اضدتفٌِدؽ.هطلدَلبدِودرَىخؽیدؽDEPCٌؽُبت

ؼٍـودتًرفیفیَل10000هٌرقلٍبِهدؽ ید ؼقیقدِؼـ

ـ.گفؼیؽٍفتقهتیعؼٍــیػرٌِؽ هیكفٍلیردف500هقدؽا

تْیدٌِدؽُؼـ یدک)ـقیدقٌدؽُبدت4اقبتففٌىرٍدَ 

ؼـصؽ(بِؼاغلورَىتكـیقٍبدِهدؽ ید 95اتتًَل

ؼٍـوتًرفیفیَلگفؼیؽٍفدتقهدتیعؼٍـ13000ؼقیقِؼـ

)ـقیقٌدؽُبدت5ـیػرٌِؽ.وپهاقبتففٌىرٍَ ؼٍم

هیكفٍلیرفبدِؼاغدلودرَى500هقؽاـؼـصؽ(95اتتًَل

ؼٍـودتًرفیفیَل13000قیقدِؼــیػرٍِبِهدؽ ید ؼ

ِ گفؼیددؽٍؼٍبددتـُفددتقهددتیعؼٍــیػرددٌِددؽ.هفضلدد

ٌىرٍَ پتیتًیؼٍهفتبِاًدتمگفؼیؽ،بؽیيصَـ  ِ

هیكفٍلیردفبدِؼاغدلودرَى500اقبتففٌىرٍَ اٍل

ؼٍـودتًرفیفیَل10000ـیػرٍِبِهدؽ ید ؼقیقدِؼـ

ٌؽٍهتیعبدِؼودکآهدؽُؼٍــیػردٌِدؽ.ؼـًْتیدک،

هٌرقلگفؼیؽ.(RNase Freeِهیكفٍتیَبخؽیؽ)ورَىب

هیكفٍلیرفاقآبتیودتـٌدؽُبدت40ّتبِّفی اقًوًَِ

DEPCاضتفٌِؽتتRNAهَخدَؼؼـفیلردفؼاغدلآى

10000ّتـابِهؽ ید ؼقیقدِؼـضلٌَؼ.هیكفٍتیَب

                                                           
3
RNA binding column 

4
Wash Buffer 

5
Inhibitor Removal Buffer 

450bp 

500bp 

1000bp 
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خْددکبددِؼوددکآهددؽRNAُؼٍـوددتًرفیفیَل ددفؼٍُ

 .گفاؼقفاـؼاؼٌُؽوتًریؼـخِ-80ًگْؽاـ ؼـؼهت 

اودرػفاجRNAبِهٌظَـاعویٌتىاق یفیدکهغلدَب

ٌؽٍُتعیییيغلظدکآى،اقؼودرگتُاودپكرفٍفرَهرفؼـ

ًتًَهرفاورفتؼُگفؼیؽ.پهاق280ب260ِّت عَلهَج

ّدت ّفًوًٍَِبتتَخِبِغلظدکRNAغلظکهطتوبِ

ـقیقDEPCّتبتآبتیوتـٌؽُبتRNAهطتوبٌِؽُ،

هیكفٍگدفمؼـهیكفٍلیردفـودیؽًؽ.2/0ٌؽًؽٍبِغلظک

 لاورػفاجٌؽُبتاورفتؼُاقRNAوپه،الكرفٍفَـق

ؼـصؽاًدتمگفؼیؽ.2/1للآگتـق

 DNase 1استرزاج ضسه بب آنشیم  RNA تیمبر

DNase 1لًَهیبتاودرفتؼُاقDNAضؿفآلَؼگی

،ؼـؼاغلی هیكفٍتیدَبضدتٍ اًدتمٌؽ.بؽیيهٌظَـ

(x10ٍ،ؼٍهیكفٍلیرفبتففٍا دًٌ)RNAهیكفٍلیرف40

ٌددؽٍوددپهاضددتفِ DNase 1ؼٍهیكفٍلیرددفآًددكین

37ِؼقیقِؼـؼهت 30هیكفٍتیَببِهؽ  ودتًریؼـخد

ؼـؼودرگتُتفهَهیكىددفقدفاـؼاؼٌُدؽ.ؼـاؼاهددِ،گدفاؼ

(Mm50)،ی هیكفٍلیرفDNase 1خْکغیففعتل فؼى

EDTAًَِّتاضتفِگفؼیؽٍهیكفٍتیَببدِهدؽ بًِو

ؼـؼوددرگتُوددتًریگددفاؼؼـخدد60ِؼقیقددِؼـؼهددت 10

بددفا اعویٌددتىاقضددؿفتفهَهیكىددفقددفاـؼاؼٌُددؽ.

ّت اورػفاجٌؽُ،ٍا دRNAًٌاقDNAّت آلَؼگی

تیودتـٌدؽُبدتRNAهفاقبدتاودرفتؼُاقا پلیقًدیفُ

ٌدؽ.ؼـگؿاٌدرِعٌَاىالگَبدِاخدفابDNase1ِآًكین

PCR،ّدیرتكثیدف ًبتیدؽؼـDNAصَـ ضؿف تهل

لًددَهیهیٌددَقگَخددDNAِـظؼّددؽ.ّوسٌددیي،تكثیددف

بِعٌَاىٌتّؽهثبکبدتآغدتقگف Tuta absolutaففًگی

SiAmyCٍبددفا ضصددَلاعویٌددتىاقاًدددتمPCRؼـ

هدفاقاقا پلیًظفگففرٌِؽ.هطصَلا ٍا ًٌقًدیفُ

TAE 1Xعفیقالكرفٍفَـقللآگتـقی ؼـصؽٍبدتفف

ّددتاقآىGel-Docتفكیدد ٌددؽًؽٍتَوددظؼوددرگتُ

بفؼاـ گفؼیؽ.عكه

 

 (RCP-PR)واکنص سنجیزه ای پلی مزاس معکوط 

هدفاقهعكدَنبدتاودرفتؼُاقا پلیٍا ًٌقًدیفُ

بدددفاودددتنRTپفایوفّدددت اغرصتصدددیٍآًدددكین

 Thermoؼوددرَـالعولٌددف کوددتقًؽُاًدددتمٌددؽ)

Scientific, USA.) 

ّت وٌركٌؽُ،هطصَلcDNAبفا بفـوی یفیک

هدفاقهعكدَنبدِعٌدَاىالگدَؼـا پلیٍا ًٌقًدیفُ

PCRهَـؼبفـویقفاـگففدک.بدفا تكثیدفٍبفـودی

SiAmyلىهدددَـؼًظدددفاقآغتقگفّدددت اغرصتصدددی

ٍSiAmyCّف ؽامبِهیكاىًدینهیكفٍلیردفبدتغلظدک،

بتMaster mix ًْتییًینهیكفٍهَل،زْتـهیكفٍلیرفاق

،ؼٍهیكفٍلیردفاقًوًَدٍِودِهیكفٍلیردفآبx1غلغک

 گفهدددتییهٍدددتبِهقغدددفاودددرفتؼٌُدددؽ.اقزفغدددِ

PCRهعوَلیاورفتؼٌُؽ.ؼـًْتیک،ٍخَؼٍعؽمٍخَؼ

آهدیلاقبدتالكرفٍفدَـقلل-آلفدت بتًؽّت هفبَطبدِلى

ؼـصؽهَـؼبفـویقفاـگففک.2/1آگتـق

 Real-Time PCRبزرسی بیبن صن به روش 

TAKARAاق یدک Real-Time PCRاًددتمبفا 

ٍعبددقؼوددرَـالعولٌددف کوددتقًؽُاوددرفتؼٌُددؽ

(TAKARA Bio, Japanبفا لىهَـؼًظدف،اقّدف.)

ًوًَِؼٍتكفاـؼـًظفگففرٌِؽ.زفغِگفهدتییٌدتهل

95ؼقیقدِؼـؼهدت 10ودتق اٍلیدِبدِهدؽ ٍاوفٌک

وتق بِهدؽ زفغِبتٍاوفٌک40،گفاؼوتًریؼـخِ

،اتصدتلآغدتقگفگفاؼتًریوؼـخ95ِبتًیِؼـؼهت 30

ؼـخدٍِبىدظبد60ِتدت56بتًیدِؼـؼهدت 60بِهؽ 

ّدتآٍـ ؼاؼُؼـخِبَؼ.خودع72بتًیِؼـؼهت 30هؽ 

ؼـاًرْت ّفزفغِصَـ گففک.پهاقاتودتمبفًتهدِ

بتوتًریگفاؼؼـخ95ِتت60تكثیف،هٌطٌیؾٍباقؼهت 

بتًید10ِبدفگدفاؼوتًریؼـخ5/0ٌِیبافكایًؼهتیی

افدددكاـتفودددینٌدددؽ.ؼـپتیدددتى،بدددتاودددرفتؼُاقًدددفم

LinRegPCRهیكاى تـاییPCRآهیلاق-بفا لىآلفت

هطتوبِگفؼیؽ.
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 Real-Timeهبی حبصل اس روش  تجشیه آمبری زازه

PCR 

(هفبدَطبدCTِ)1پهاقبِؼوکآٍـؼىضؽآورتًِ

(،هیدكاىبیددتىلىبدفاوددتن2ّدفـلیدنغددؿایی)ٌدكل

ا ضتصلاقتكثیفخفکآغتقگفّت هقتؼیفضؽٍؼآورتًِ

ّت هَـؼآقهتیًبدتاودرفتؼُاقاغرصتصیـٍ ًوًَِ

هطتوبٍِبدِصدَـ ًدفظ Illumineافكاـٌف کًفم

ّدت بفا ضٍدفا پدفٍـيیتفردِـٍ ـلیدن2بیتىلى

ُگیف ٌؽ.تدكیِاًؽاقُغؿاییهػرلف ّدتٍٍاـیدتًهؼاؼ

ا ؼاًكيؼـّت)بِـٍيآقهَىزٌؽؼاهٌِهیتًگیيهقتیىِ

افددكاـؼـصددؽ(بددتاوددرفتؼُاقًددفم5وددغصاضروددتل

MSTAT-Cّتبتاورفتؼُوتق ؼاؼُاًدتمگففک.ًفهتل

اًدتمگففک.Actinؼاـاقلىغتًِ

 نتبیج

 PCRآمیلاس بب   -تبییس وجوز صن آلفب

هعودَلی،ٍخدَؼPCRعبقًرتیحبدِؼودکآهدؽُاق

گفتكثیفایيلىبدَؼ)ٌدكلخفکبتق ًوتیتى900قغعِ

3.)

 هبی استرزاج ضسه RNAبزرسی کیفیت 

ّددت اوددرػفاجٌددؽُـاؼـللRNA یفیددک4ٌدكل

 دِهٍدتّؽُؼّؽ.بدِعدَـ ؼـصؽًٍتىهی2/1آگتـق

رػفاجٌؽُؼاـا  یفیدکغدَبیّت اوRNAٌَؼ،هی

لًدَهیDNAعلاٍُبفایي،آلدَؼگیپفٍت یٌدیٍبَؼًؽ،

 ٌَؼ.ًیكهٍتّؽًُوی

 بیبن صن نزخ 

بتؼـًظفگدففريـلیدنغدؿاییهصدٌَعیبدِعٌدَاى

ٌتّؽ،ؼــلینغؿاییتَ ،آلٍَگٌدؽم دتًّبیدتىلى

هٍتّؽُگفؼیؽٍلیؼــلینغؿاییپىدرِؼـهقتیىدِبدت

(.بت2،خؽٍل5لىهٍتّؽٌُؽ)ٌكلٌتّؽافكایًبیتى

ّت غؿاییگٌؽمٍآلَاغرلافهعٌدیتَخِبًِرتیح،ـلین

ؼٌّدؽ.ّوسٌدیي،بدیينغؿاییتَ ًٍتىهدیؼاـ بتـلی

                                                           
1
Cycle of threshold 

2
Expression rate  

ًیكاغدرلافـلینغؿاییپىرِبتـلینغؿاییتَ ٍگٌؽم

 .ٌؽؼاـ هٍتّؽُهعٌی


 

  پزُ آهیلاس لارٍّاي سي پٌدن ضة -ًوَدار تکثیز صى آلفا -2ضکل 

 Non-Template Control كٌٌذُ ٌّذي. علاهت فلص، هطخص

(NTC) تاضذ. هي 

 

 
آهیلاس حاصل اس  -. صى آلفاDNA ،bp1000:Mٍسى  -3ضکل 

PCR :A.

1000bp 

500bp 

 (CT)ضوارُ چزخِ 

ب ًَري
هیشاى خذ

 



 1334/ سبل  1ضمبره  4پشضکی/ جلس هبی کبربززی زر گیبهپضوهص

 

 
تِ تزتیة ًَارّاي  A ،E ،F  ٍH و ،M:درصذ. ًطاًگز ٍسى 2/1استخزاج ضذُ در صل آگارس  RNAّاي  الگَي ًَاري ًوًَِ-4ضکل 

گٌذم، آلَ خطك، تَت خطك ٍ هغش پستِ.  هزتَط تِ لارٍّاي تغذيِ كزدُ اس داًِ



 
 ّاي غذايي هختلف پزٍرش يافتِ رٍي رصين يٌّذ  پزُ آهیلاس لارٍّاي سي پٌدن ضة -ًزخ تیاى صى آلفا -5ضکل 

 ((.DSL (0/28 =(α=0/05)دٌّذ، اي داًکي ًطاى هي چٌذداهٌِدرصذ در آسهَى  5ّا را در سطح احتوال  )حزٍف، ًتايح هقايسِ هیاًگیي

 

ٌّذي تغذيِ   پزُ آهیلاس در لارٍّاي سي پٌدن ضة -ّاي غذايي هَرد تزرسي ٍ ًزخ تیاى صى آلفا گلَكش هَخَد در رصين هیشاى -2خذٍل 

 ّاي غذايي كزدُ اس ايي رصين

گزم تافت تاسُ( 100گلَكش )گزم تز هیشاى  ًزخ تیاى صى  رصين غذايي 

391/1  پستِ 15 

212/0  تَت 24 

213/1  آلَ 12 

03/1  گٌذم 21 

 رصين غذايي هصٌَعي 16 1.33

( MSR**= 0.137, R
2
= 99.5%,Gene expression= -0/055(level of glucose) + 2.21) 

تَاًدؽبدِهتّیدکهدتؼُّت گَاـٌیهیفعتلیکآًكین بحث

bc 
ab 

c 

a 
ab 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

 شاهد پسته توت آلو گندم

لاس
آهی

فا 
 آل

صى
ى 

تیا
خ 

ًز
 

 رصين ّاي غذايي

1000bp 
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غؿایییتتف یبت ٌیویتییهصففٌدؽُبىدرگیؼاٌدرِ

(،ایدياهدفؼـًردتیحایديb2001بتٌؽ)ویلَاٍّوكتـاى

تطقیقبٍِضَشًوتیتىبدَؼٍٍابىدرگیهیدكاىفعتلیدک

ُتفیيآًكینیكیاقهْن غدؿاییّت گَاـٌیبًِدَ هدتؼ

ّؽُگفؼیؽ.هصففٌؽُهٍت

ّت غدؿاییغٌدیاقضٍفا ،تغؿیِاقـلینغیلیؼـ

بتٌدؽ.ؼـآهدیلاقٍابىدرِهدی-اقًٍتورِبِ تـاییآلفت

ّدت گَاـٌدیّتّوفاُبتؼیگفآًدكینضٍفا ،ایيآًكین

ٌدًَؽّت پٌٍَیـٍؼُوٌركٍتفٌصهیتَوظولَل

،هرعدؽؼ (.ؼـهغتلعدت 2005،تدفاٍففیدفا1983)بت ف

آهیلاقّدتـابدِ-ّت آلفتٍخَؼاغرلافؼـًفظبیتىلى

ُتفتٍ ؼـٌتیىرگیلًَتید  اًدؽ)پدتٍلٍّدتًىدبکؼاؼ

،یتهتقا یٍهتتى1984َ، لاـکٍؼاى1983 تٍذآًدل

بیتىؼاٌرٌؽ(1982)بٌكلٍّیكی(1981ٍّیكی)(.1984

ّت هػرلفًٍیكتطک ِتفتٍ ًفظبیتىلىؼـلًَتی 

ّتییخؽاگتًِّىرٌؽ،ٍلدیّت غؿاییهرفتٍ ،پؽیؽُلینـ

ؼـهغتلعدددددددت بعدددددددؽ ـٍ هگدددددددهودددددددف ِ

(Drosophila melanogasterًٍتىؼاؼٌُدؽ دِّدف)

ُ ؼٍعتهلـلینغدؿاییٍلًَتید ،ؼٍخٌبدِاقید پؽیدؽ

بتٌدٌؽ.ؼـبفـودیضتضدف،تدتبیفعتهدلـلیدنٍاضؽهی

هٍتّؽُگفؼیدؽٍبدفا آهیلاق-غؿاییـٍ بیتىلىآلفت

هَـؼًیدتقبفـویتتبیفلًَتی ـٍ آىهغتلعت بیٍرف

.هیبتٌؽ

(ًٍتىؼاؼًؽ ِابفـلیدنغدؿایی1986ٍّیكی)بٌكل

تف ؼاـؼ.بِعٌدَاىهثدتل،ًىبکبِابفلًَتی وْنهْن

فعتلیدکآهدیلاقًىدبکبدِلاـٍ اقلاـٍ اقلًَتی  ن

گلَ كـٌؽبْرف ؼاـؼ(لًَتی پففعتلیک) ِؼـضضَـ

ّتبِعٌَاىید تفبتٌؽ.آىتَاًؽؼـغیتبگلَ كفعتلهی

ًریدِبیتىؼاٌرٌؽ ِبدتاضدتفِ دفؼىگلدَ كبدِـلیدن

-غددؿاییضٍددفا  تهددل،تفددتٍ قیددتؼ ؼـفعتلیددکآلفددت

ٌَؼ.لاـٍ ؼیؽًُویآهیلاقهفضلِ

(ًٍتىؼاؼًؽ دِهطصدَلn2001ٍّوكتـاى)ویلَا

آهیلاقبتتَخِبِهقؽاـًٍتورِیدتگلدَ ك-لىآلفتبیتى

ِغؿاییتٌظینهیهَخَؼؼـهتؼُ ضتضدفٌَؼ.ؼـهغتلعد

ًُیكایيًَ تٌظینؼـٌدب ٌّدؽ هٍدتّؽٌُدؽ،.بدِپدف

عَـ  ِبتافكایًهیكاىگلَ كؼــلینغؿایی)تدَ (،

ی غَؼتٌظیویهٌفیٍاـؼعولٌؽٍبتعث تًّهیكاى

آهیلاقگفؼیؽ.ّوسٌدیي،بدتافدكایًهیدكاى-آلفتبیتىلى

ًٍتورِؼــلینغؿایی)پىرِ(،ضٍفُبدفا اودرفتؼُاق

آىًیتقهٌددؽتدكیددٌِددؽىًٍتوددرِبددِهًََهفّددت آى

بتعثافكایًهیكاىبیدتىلىاهفبتٌؽ ِایي)گلَ ك(هی

ٌَؼ.آهیلاقؼـبؽىضٍفُهی-آلفت

وت تـیؽ هتًٌدؽًٍتودرِپلیتف یبت گٌؽمهٌبعؼاًِ

ّتبفا گَاـيٍخؿببدِاوک.ایيًَ اق فبَّیؽـا 

 ِایياهفبتعثافكایًهیبتٌٌؽقهتىبیٍرف ًیتقهٌؽ

تَاًدؽبیدتىلىؼـهدیٌدؽٍُتؽـیدیٍآـامقٌؽغدَى

لاـٍّت تغؿیِ دفؼُاقگٌدؽمـاتَخیدِ ٌدؽ.لاـٍهدتؼُ

ـٍيخددؿبهىددرقینغددؿاییهددَـؼًیددتقغددَؼـایددتبددِ

ّت هت فٍهَلكَلّت وتؼٍُیتبِـٍيتدكیِهَلكَل

آٍـؼ.ؼـّت گَاـٌیبِؼوکهدیپیسیؽُبِ و آًكین

ضتضفًیكؼـلاـٍّت تغؿیِ فؼُاقپىرِ)غٌدیهغتلعِ

آهیلاقاق-وت تـیؽّت پیسیؽُ(وغصبیتىلىآلفتاقپلی

گلَ ك(بیٍدرفبدَؼ.لاـٍّت تغؿیِ فؼُاقتَ )غٌیاق

بِعبتـ ؼیگفزَىگلَ كآقاؼـلینغؿاییتَ ًىدبک

بِوِـلینؼیگدفبدتففاٍاًدیبیٍدرف ٍخدَؼؼاـؼ،بدِ

گَاـيبیٍرفغؿا)ًٍتودرِ(ٍؼـًریددِتفٌدصبیٍدرف

بتٌدؽ.گلَ كیؽاقًیتقًودی-آهیلاقٍآلفت-ّت آلفتآًكین

ک.بِّویيؼلیل،بیتىلىًیك ورفبَؼُاو

فرَوددٌركففایٌددؽیكددیاقهطصددَلا عوددؽُوددت تـق

ٌدَؼ.ؼـّدتهٌرقدلهدیبتٌؽ ِاقبفوبِوتیفاًؽامهی

ضٍفا ،پدهاقتغؿیدِ،ودت تـقبدِگلدَ كٍففٍ ردَق

ِتدكیِهدی غٌدیاقًٍتودرٍِودت تـق،ٌدَؼ.ؼـپىدر

 تًّهیكاىقٌدؽاًدؽکاودک،ؼـضدتلی دِؼـآلدَ دِ

وت تـق  وردف ؼاـؼ، دتًّقٌدؽا ًٍٍتورِؾغیفُ

ـوؽقهتًی ِؼّؽ.بًِظفهیؼـوغَشهرَوغیـظهی

ـلینغؿاییلاـٍؼاـا هقتؼیفبدتلاییاقودت تـقبتٌدؽ،
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ؼـٌّگتمبلعغؿا،ی هٌبعآهتؼُاقاًفل هَلكَلیفدَـا

-گیفؼ ِاضروتلاهصدففآلفدتؼـؼورفنلاـٍقفاـهی

ّت پیسیؽُهتًٌؽًٍتودرِلكَلآهیلاقبفا ّیؽـٍلیكهَ

ّدتـاؼـؼّؽ،اهتهوكدياودکودتیفآًدكینـا تًّهی

قٌؽّت بتفکگیدتُهیكبدتىؼـگیدف ٌدؽ) دَتكفٍتدكیِ

(.2012ّوكتـاى،

(،تعددؽیل2012 ددَتكفٍّوكددتـاى)ًرددتیحبددفاوددتن

تَوددظوددت تـقهْددتـHaAmy1ٍHaAmy2ّددت لى

ؼّدؽودغَشبدتلا قٌدؽؼـگیدتٌَُؼ دًٍِدتىهدیهی

گفؼؼ.بتتَخِآهیلاقهی-هیكبتىبتعثبیتى ورفلىآلفت

ّدت بِایيّوبىرگی،خؿبهَاؼغدؿاییٍتعدؽیلآًدكین

بتٌؽ.ّت هْنضٍفا هیگَاـٌیاقوتقگتـ 

 ِلاـٍّت وٌیيىکبیتًگفآًهغتلعِضتضفًرتیح

ّددت غددَؼ،تَاًددتییلاتفبددت ٌرددفلـّتوددتق آًددكینبددت

ا ٍودددتقگتـ بدددتبدددفٍقتغییدددفؼـتف یبدددت تغؿیدددِ

زِبیتىلى غؿاییـاؼاـاّىرٌؽ.اگفا هتؼُضؽتغؿیِ

ـودؽ دِگیدتُآهیلاقهرغیفبَؼُ،اهدتبدًِظدفهدی-آلفت

هیكبددتىؼـایدديهددَـؼًقددًقتبددلتددَخْیؼاـؼ.ؼـایددي

آهدیلاقتَودظگلدَ ك،-بفـویهْتـآلفتتطقیقٍبفا 

ی هٍكلؾاتیبفوفـاُاًرػدتبًدَ آقهدتیًٍخدَؼ

ؼاٌکزفا ِهرغیفهطیظقیىکآقهتیً)ـلیدنغدؿایی

تَاًؽتطکٌفایغی،ی ٍا دًٌعودؽُوت تـیؽ (هیپلی

-آهیلاقبٍِخَؼآٍـؼ.آًكینآلفدت-آلفتـاؼـوغصبیتى

ٍؼُلاـٍّتٍضٍدفا  تهدلآهیلاقبِصَـ فعتلاقـ

ُآهدیلاقٌدب-ٌَؼ.لؿاؼـایيآقهتیً،آلفدتؼفعهی پدف

ٌّؽ ؼـهطیظغؿاییفعدتلبدتقیهتًدؽٍُؼـًریددِبدت

ًَوت تـیؽوت تـق،تغییفا هطدیظًٍَتورِبِهتدكیِ

ـاؼـعَلآقهتیًافكایًؼاؼُاوک.

آهیلاقّت ّوَلٌفبتتَخِبِخؿب-آلفتوغصتغییف

گدكاـيپیَورِهدَـؼًًٍٍَوتییلاـٍّتغؿاٍهفضلِ

(.1961،ٍایت 1992اوک)وتلاهتٍّوكتـاىقفاـگففرِ

ـوؽ ِؼـّوَلٌفلاـٍّت زٌؽغَاـ، تًّبًِظفهی

ُقٌؽتعیدیي بتٌدؽ. دَتكفٍآهیلاقّدت-ودغصآلفدت ٌٌدؽ

HaAmy1ٍHaAmy2بیتى فؼًؽ دِ(2012ّوكتـاى)

پٌبٍِخَؼؼاـًؽ.ُؼـتوتمهفاضلًًٍٍَوتیی فمغَق

ؼٌّدؽُیىیٍپهاقـًٍَیىی،ًٍتىتٌظیوت ضیيـًٍَ

ّدت گَاـٌدیؼـپتودعبدِپدؿیف بیدتىآًدكیناًعغتف

ّت ـویؽُاقـلینغدؿایی) تـاودٍَّوكدتـاىویگٌتل

ٍّوكددتـاى  ًددًیتًیف(ٍهٌددتعقهػرلددفـٍؼُ)2011

بتٌؽ.(هی2011

آهددیلاق-ًردتیحًٍدتىؼاؼًددؽ دِهْدتـبیددتىلىآلفدت

لاـٍّدت تغؿیدِتَوظهٌتبعهػرلفگلَ كؼـابفتغؿیِ

ّت غؿاییهػرلف،هرفتٍ بَؼٍُایياهدف فؼُاقـلین

ٍقریهیكبتىّت غؿاییؼـؼـٌدکهغدؿ ّدت "ؼیؽگتُ

وَبىرفاّتؼــٍابظغَؼغَؼتفتٍ ؼاـًؽ،آًكینّتٍ

ّدت هغدؿ ٍخَؼتفتٍ ؼـؼـٌکتفهیبتٌٌؽهٌعغف

ّتٍوَبىدرفاّتّت غؿاییبتعثتغییفـفرتـآًكینـلین

 ٌدؽ.ٍخدَؼپیسیدؽگیؼـبیدتىلىـاتتییؽهدی"ٌَؼهی

هكتًیىدنودتقٍ تـّت اخدفا ؼٌّؽُآهیلاقًٍتى-آلفت

ؼـگیفؼـتٍػیصتعتؼلهَاؼغدؿاییهدَـؼًیدتقبدفا 

بتٌؽ.ّت ٌتیىرگیؼـضٍفا هیاخرٌتباقّكیٌِ
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Abstract 

Plodia interpunctella Hubner (Lepidoptera: Pyralidae) is a cosmopolitan species known to infest a 

wide range of dried plant materials, including legumes and cereals. In this study, after confirmation 

of the presence of alpha-amylase gene in samples using gene specific primers, total RNA was 

extracted from fifth instar larvae of P. interpunctella, grown on the five different nutrition regimes 

including pistachio, white mulatto, plum, wheat and artificial diet (as control). After synthesis of 

cDNA, change in gene expression was studied with Real-time PCR assay. PCR performance test 

indicates 99 and 98% amplification efficiency for SiAmy and SiAmyC primers, respectively. 

Different nutrition regimes caused differential change in the expression of the gene. In comparison 

with the control, pistachio regime caused 5% increase in the expression of the alpha-amylase gene, 

wherease 10%, 27% and 60% decreases were observed in the larva grown on plum, wheat and 

mulatto respectively. Maximum variation in expression of alpha-amylase gene was observed in the 

larvae fed on mulatto. The results showed that the inhibition of alpha-amylase gene expression 

varied in the different sources of glucose in larvae fed on different diets and there was a negative 

correlation between the amount of sugar in the diet and alpha-amylase gene expression. 

Keywords: Alpha-amylase, Alpha-amylase gene diets, cDNA synthesis, Gene expression, RNA extraction, 

RT-PCR, Real-time PCR. 
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