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44/84/18تاریخپذیرش:41/88/17تاریخدریافت:  

 چکیده

و محصولات زینتی در جهان  یکی از مهمترین آفات گیاهان  زراعی Bemisia tabaci (.Gennadius) سفیدبالک 

این آفت توانایی   ها را دارد. کش های حشره هم شدن به بسیاری از گروبلیت مقاوقا مشاهده شده است که  است و

تاثیر  ی حاضردر مطالعه .باشدرا دارا میاز جمله نئونیکوتونوئیدها کش های مختلف حشره مقاومت به گروهز برو

های مسئول بروز  ترین ژن ه عنوان یکی از اصلیب CYP6CM1ژن   (RNAi) استفاده از تکنیک خاموشی ژن

در دو    P450اندازه مقاومت و میزان فعالیت آنزیم سیتوکروم روی سطح نسبی بیان،   مقاومت به نئونیکوتینوئیدها

کلنی ایمیداکلوپرید مورد ارزیابی قرار گرفت. کش حشره در برابرپنبه مقاوم و حساس سفیدبالک جمعیت 

ای ژن  دو رشته  RNA  پرورش یافت.های گیاه گوجه و در اتاقک رشد  الک پنبه روی برگهای سفیدبجمعیت

CYP6CM1  سنجی پس از وارد کردن  اختصاصی سنتز شد و آزمایشات زیستبا استفاده از پرایمرهایdsRNA 

افزار  استفاده از نرم مقاومت با و نسبت LC50به  داخل بدن حشره از طرق دریافت دهانی و با محاسبه مقدار 

ی کومارین اتوکس -7گیری فعالیت مونواکسیژناز نیز با استفاده از زیر نهشت  انجام شد. اندازه Ploplus کامپیوتری

به طور موثری میزان سطح بیان نسبی ژن   dsRNAکه تغذیه دهانی ها نشان داد انجام شد. آنالیز داده

CYP6CM1 (2 اندازه م ،)برابری( و میزان فعالیت آنزیم سیتوکروم 3/5قاومت )برابریP450  (55  را )درصدی

کاهش چند برابری اندازه مقاومت بیانگر امکان  .کاهش داد  CYP6CM1dsRNAشده با در جمعیت مقاوم تغذیه

 باشد. می B. tabaciدر مدیریت مقاومت   RNAiاستفاده عملی از تکنیک



 CYP6CM1dsRNAها، خاموشی ژن، کشایمیداکلوپرید، مقاومت به حشره، Bemisia tabaci: ها کلیدواژه

 مقدمه

 (Bemisia tabaci Gennadiusسفیدبالک

(Hem., Aleyrodidaeفاژبادامنهمیزبانیایپلیحشره

هایگیاهیفعالیتکهرویبسیاریازگونهوسیعاست

آوندهای محتویات همان یا گیاهی شیره از و کرده

گونهدارایاهمیتفراوانکند.اینآبکشگیاهانتغذیهمی

علاوهبر.رویگیاهانزینتی،سبزیوصیفیوزراعیاست

و تغذیه دلیل به خسارتمستقیم باایجاد عسلک، تولید

خسارتغیرهاانتقالویروس مستقیمنیزایجادیگیاهی،

 ( ;De Barro et al., 2011; Legg et al., 2014کندمی

(Yokomi et al., 1990; Bedford et al., 1994.این

هاایاستودرتمامقارهحشرهدارایپراکنشگسترده

میزبانشناختهشدهگیاهی088شودوبیشازیافتمی

 (Oliveira et al., 2001)دارد دلا. به آفت لیاین
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11-44سیکلزندگیکهبستهبهشرایطمحیطیکوتاهی

می طول کشدروز شرایطو در که زیاد نسل تعداد

 به می1-14مناسب سال در برابررسدنسل در

کشآفت مقاومتنشانمیسرعتبهها خود زادهد.از

هسفیدبالکیعلطورگستردهبهکهییهاکشجملهآفت

حشره نئونیکوتینوئیدیکشمصرفدارند جملههای از

ایمیداکلوپریدحشره دینوئیکوتینئونشد.بامیکش ازها

محسوبکشحشرهنیترپرمصرف امروز جهان در ها

هاکشحشرهیدرصدازفروشجهان7/11شدهوحدود

 اختصاص خود به آفاتدادهرا کنترل برای و اند

هااستفادههاوسفیدبالکها،زنجرهزجملهشتهایامکنده

 (James and Price, 2002)شوندمی از. یکی

بهداشتجدی مدیریتکشاورزیو ترینمشکلاتدر

سابقه طولانیشدن با مقاومتاستکه پدیده عمومی

د.آیکشعلیهیکآفتبهوجودمیمصرفیکآفت

پیش اینزمینه گیریچنانچهدر بهعملنیاید،هایلازم

جبرانبی صدمات آینده در نظرشک از چه ناپذیری

فرآورده بهداشتوتولید نظر از چه و کشاورزی های

از حشراتمقاوم خواهدداشت. سلامتعمومیوجود

طوریشوندبهجملهعجایبعلمفیزیولوژیمحسوبمی

کشهاتابدانحدنسبتبهیکحشرهکهبرخیازسویه

می حشرهشومقاوم از دزی هر قادرند که راند، کش

 بهتحمل مثالکنند.  .Ghadamyari et alعنوان

هایمقاومشتههلو،نشاندادندکهیکیازسویه(2008)

Myzus persicaeکشپریمیکارببههردزیازحشره

به است، مقاوم اندازه که نشد میسر راLC50طوریکه

یتهیهوهاکههزینهازاینگیریکنند.جدابرایآناندازه

درهایجدیدزیاداست،کشهاوکنهکشتکوینحشره

هاوکشبسیاریازمواردترکیباتجایگزینبرایحشره

اند،هامقاومشدههایقبلیکهآفاتنسبتبهآنکشکنه

برای بشر که شده سبب موارد این همه ندارد. وجود

از حاصل ناخواسته عوارض با مقاومت،مقابله بروز

حشره به مقاومت مدیریت نام به را 1هاکشروشی
                                                           

1 - Insecticide Resistance Management 

مقاومت توسعه از آن چهارچوب در که کند طراحی

بینببرد. از را مقاومتایجادشده یا و جلوگیریکرده

حشرهراهبرد از استفاده منطقی، قالبکشهای در ها

4مدیریتتلفیقیآفات
باشدکهسببممانعت،تأخیرمی 

.(Scott, 1990)رداندنمقاومتایجادشدهاستیابازگ
RNAiیکفرایندسلولیاستکهدرآنmRNA

mRNAهایکوچکیکهمکملبخشیازRNAتوسط

هدف مورد بینمیحملهاست، از و گرفته اینقرار رود.

عملمنجربهمهاراختصاصیبیانژنباتوجهبهتوالیآن

شد این.(Huvenne and Smagghe, 2010)خواهد

درچندینزمینهRNAiکهرسیدهاستاثباتموضوعبه

تحقیقاتیازجملهدرژنومیکسبرایتعیینکارکردژنو

هاودرداروسازیبرایکنترلخاموشیژندریوکاریوت

است.بودههایویروسیبسیارامیدبخشسرطانوبیماری

کردن عمل تخصصی دلیل به بیوتکنولوژی RNAi،در

پتانسیلزیادیداردومیتواندبهعنوانیکروشاختصاصی

شود گرفته کار حشراتبه کنترل  (Huvenne andدر

(Smagghe, 2010 میکشازمشکلاتآفت. توانبهها

هاموجوداتکشاشارهکردکهاغلبآفتنیز اینموضوع

RNAiبرندامامزیتاستفادهازغیرهدفراهمازبینمی

باخاموشودرایناستکهبااستفادهازاینروشکنترل

ژن موجوداتهدف،حشرهحیاتیهایکردن بینتنها از

بی هدف غیر موجودات برای و بودرفته خواهد زیان

(Price and Gatehouse,  2008).درایرانتابهحالدر

کنترلحشراتبااستفادهازخاموشیژن)تداخلامکانزمینه

 RNAدر استتحقیقزیادی( اینصورتنگرفته در که

تحقیقسعیشدهاستکهاینمهمموردبررسیقرارگیرد.



 هامواد و روش

 پنبه سفیدبالک جمع آوری و پرورش

 به توجه با نتایج Basij et al. (2016)پژوهش

هایشفیره جیرفتجمعیتBبیوتیپ مقاوم های

گلخانهآوری)جمع از حساسشده و جیرفت( های

                                                           

2 - Integrated Pest Management 
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گیاه گروه آزمایشگاهی )جمعیت پزشکیرفسنجان

این در آزمون مورد رفسنجان( عصر ولی دانشگاه

گرفت.مطالعه جمعیتقرار جداگانهبههایمذکور طور

78×18×28هایچوبیباپوششتوریبهابعاددرقفس

ا در گوجهتاقکسانتیمتر فرنگیهایپرورشرویگیاه

01±18درجهسلسیوسورطوبتنسبی41±4دردمای

 نوری دوره با 10درصد و روشنایی ساعت8ساعت

تاریکینگهداریوپرورشیافت.باپرورشهریکاز

جمعیت آناین استقرار و پرورشیها شرایط در ها

همکنترل حشرات شده، برای آنها از هایآزمونسن

آوریگردید.سنجی،بیوشیمیاییوملکولیجمعزیست

 مراحل آزمایشگاهی خاموشی ژن 

 استخراج آر. ان. ای کل

آراستخراجبرای ان. کل،ای. حشرهعدد418از

منفسفیدبالکبالغ در شده 88یفریز سلسیوسدرجه

هاون شد. هموژنسپسوسردمایعازتباهااستفاده

گرفتانجامازتکمکبهحشراتکردن کمکبه.

1/1تیوببهشدهپودربافتاستریل،هایاسپاتول

شدمنتقلشدهسردقبلازلیتریمیلی آراستخراج. .ان.

ازاستفادهباای و(Invitrogen, USA)بایوزول

یتمام.گرفتانجامسازندهشرکتپروتکلبراساس

نیلوسا یبرایازمورد اآراستخراج ان. ازی. اعم

شیوبت نیهامحلولینگهداریهایشهها، ویازمورد

همگ یهاون مدت دمایقهدق21به درجه141یدر

یبرایناتمسفراتوکلاوشدند.همچن1وفشارسلسیوس

نیهامحلولیتمامیهته ان.آراستخراجیبرایازمورد .

استریا آب و مواد یعاریلاز استفادهRNaseاز

.یدگرد

 استخراج شدهآر. ان. ای بررسی کمی و کیفی 

بررسبه یفیتکیمنظور ان. استخراجهایایآر.

شده، آرالکتروفورز ان. گردکلای. یدانجام اینبه.

درصد4/1زوآگارTBEX1/8شاملیمحلولمنظور،

یحلشود.ژلدرکاستحرارتدادهشدتاآگارزکاملاً

موردنظرۀشدهبودوشانثابتپایهیرویکهبهطورافق

شدوبهمدتیختهرداشتآنقراریرویبهطورعمود

تانکیباقیقهدق38 در سپس ببندد. کاملاً تا ماند

حاو تانکیالکتروفورز TBEبافر شانهوگذاشته

 شد. یکرولیترم4مرحلهایندربرداشته اآراز ان. ی.

استخراج چاهکتزر1رِدژلمیکرولیتریکوشده یقدر

وصلوباتوجهیهالکتروفورزبهمنبعتغذیستم.سیدگرد

یفیتولتاستفادهشد.ک08-188بهابعادتانکازولتاژ

یهادرطولموجGel-Docتوسطدستگاههاای.ان.آر

اطمینانبرایشد.ی(مشاهدهوبررسUVماوراءبنفش)

4ای.ان.دی.سیساختبراییکسانیمقادیرکهایناز

 قرار استفاده گیرد،مورد ان. شدهاستخراجهایایآر.

دراپنانوتوسط به شدند. سنجی بامنظوراینکمیت

طولموج نانودراپنسبتجذبدر دستگاه از استفاده

شدهیریگنانومتراندازه438به408،نانومتر488به408

غلظت اآرو ان. گردی. محاسبه نمونه یدهر آباز.

4وشداستفادهدستگاهنمودنکالیبرهبرایمقطر

میکرولیتر برای نمونه هر سنسوررویگیریاندازهاز

گرفتقراردستگاه باسنسورگیری،اندازههرازبعد.

خشکصافیکاغذباوشدهدادهشستشومقطرآب

 .گردید

 سی. دی. ان. ای سنتز 

سواکنش دیسنتز ای. ان. کیتی. از استفاده با

iScript synthesis cDNA شرکتBIO-RADبا

مخلوطواکنششامل.گرفتصورتتکنیکیتکرارسه

11 تیمارRNAمیکرولیتر با دوDNaseشده ،

 مخلوطمیکرولیتر یکiScript(10X)واکنشبافر و

 آنزیممیکرولیتر معکوس بردار بودiScriptرونوشت

ازعاریآبکهنهایتبااضافهکردنشیشمیکرولیتر

میکرولیتررسانده48نوکلئاز،حجممخلوطواکنشبه

هایموردنظرمحلولباتوجهبهتعدادواکنشابتداشد.

 میزان به مادر محلول سپس گردید. تهیه 1مادر

تقسیمشدویترلیلیم4/8هایدرمیکروتیوپیکرولیترم

                                                           

1- Gel-Red 

2- cDNA 
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تیمارهایموردنظرجداگانهبههریآنآر.ان.ابعداز

س ساخترشته منظور به گردید. یواکنشاضافه .دی.

ان گرفتند.1سایکلرترمالدستگاهدرهانمونهای،. قرار

 دمای در 41انکوباسیون سلسیوسدرجه مدت 1به

س ساخت دیدقیقه، ای. ان. ی. دمای درجه24در

سلسیوسبه 38مدت غیردقیقه درفعالو آنزیم سازی

.گرفتانجامدقیقه1مدتبه سلسیوسدرجه81دمای

کنترلکیفیت،ازاطمینانبرای یسساختو دی. .ان.

16S rRNAژنمرجعهایگرآغازازاستفادهباهاای

آری.ستحتواکنشپی مخلوطواکنشقرارگرفتند. .

بافردومیکرولیتروی.ان.ای.دیسلیترودومیکرشامل

زنج پلیایرهواکنش 4،8/8فرمنتازشرکتX18یمراز

ازهرکدامازلیترومیکر3،0/8پی.تی.ان.دیلیترومیکر

یکیکومول،پ18رفتوبرگشتباغلظتیآغازگرها

ایدکتیمآنزمیکرولیتر ان. لیکمعاد)مرازیپلی.

نهاواحد( در که یتبود کردن اضافه لیترویکرم13با

دمقطرآب مخلوطواکنشیل،استریرتقطبارو حجم

.یس.یپ شد.لیترومیکر48بهآر. .یپواکنشرسانده

.یس ذیلآر. حرارتی پروفایل .گرفتانجامطبق

برای سلسیوسدرجه12شاملحرارتیهایچرخه

31تعداددقیقه،4مدتبهاولیهسازیواسرشت

ثانیه،38مدتبهسلسیوسدرجه12دردمایچرخه

38مدتبهسلسیوسدرجه18دمای جهت  ثانیه

گرها آغاز 21مدتبهسلسیوسدرجه74واتصال

درجه74چرخهیکنهایتدروقطعاتتکثیربرایثانیه

بسطانجامشد.یلتکمیبرایقهدق1مدتسلسیوسبه

  CYP6CM1ای  ای دو رشته ز و تولید آرانسنت

ایاانیدیسساختجهت ترادفباآغازگرجفتز

'TAATACGACTCACTATAGGG5'3یدینوکلئوت

 استفاده'TAATACGACTCACTATAGGG5'3و

بااستفادهCYP6CM1یارشتهدو.یا.ان.شد.سنتزآر

 MEGAscript®RNAi Kitیتکاز

                                                           

1- Thermal cycler 

2- Fermentas 

3- dNTP 

(Ambion,USA)اساسپروتکلشرکتسازنده بر و

 مربوطه اساسپروتکل بر شد.  PCRمحصولاتانجام

دارا یکه مT7پروموتور طرف دو هر بهباشندیدر

حرارتیهایچرخهعنوانالگومورداستفادهقرارگرفتند.

بهاولیهسازیواسرشتبرای سلسیوسدرجه12شامل

دمایچرخه31تعداددقیقه،3مدت درجه12در

بهسلسیوسدرجه10دمایدقیقه،1مدتبهسلسیوس

آغاز1مدت اتصال جهت درجه74وگرهادقیقه

دروقطعاتتکثیربرایدقیقهیکمدتبهسلسیوس

یقهدق18مدتسلسیوسبهدرجه74چرخهیکنهایت

خالصیلتکمیبرا شد. انجام هبdsRNAیسازبسط

انجامAmbion® MEGAclearهایستونیوسیله

نهایتغلظتشد در .dsRNAا استفاده با شده زسنتز

ید.گردییندستگاهنانودراپتع

 بوسیله حشرات بالغ سفیدبالک dsRNAتغذیه 

بdsRNAیهتغذجهت بالغیلهوسه حشرات

رژیدبالکسف  ( ,.Kumar et alیمصنوعیغذایماز

تغذ2009) شد. آزمایهاستفاده مورد دریشحشرات

اشتدیزنیهتهویبراییکهفضالیتریمیلی38هایتیوب

 /ی)حاویمصنوعیغذایمرژیکرولیترم188انجامشد.

 ویلیزهاستریلمپارافیهدولابین(dsRNAبدون شده

تیهتعب سرپوش داخل یوبشده داده قرار .شدها

یغذایحاوهایسرپوشباصورتروزانههابهسرپوش

آلودگشدندیگزینجایدجدیمصنوع احتمال یتا

 ( ,.Upadhyay et alمطالعهبراساسکمشود.یکروبیم

(2011; Li et al, 2015سف سن هم یدحشراتبالغ

 غلظت با میکروگرمم48بالک dsRNAیترلیلیبر

 شدند.یهتغذ

شده با  یهتغذ یدبالکپاسخ حشرات بالغ سف

dsRNA  یمیداکلوپریدبه حشره کش ا 

حشراتبالغسفیدبالکبعدازتغذیهبهمدتدوروز

سنجیمورداستفادهجهتآزمایشاتزیستdsRNAبا

 با شده تیمار بالغ حشرات گرفتند. باdsRNAقرار

 غمحلول محتوی مصنوعی میکروگرم48ذای
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مرگ شدند. تغذیه شمارشمیروایمیداکلوپرید با

تیوب کف در مرده گردید.حشرات محاسبه ها

 سه نرمآزمایشاتدر با ها داده و شد انجام افزارتکرار

 Polo-Plusماریآ و تحلیل و و LC50مقادیرتجزیه

مقاومت سفنسبت بالغ تغذیدبالکحشرات بایهمورد

dsRNAتغذ بدونیهو محاسبهگردید.dsRNAشده

حشره با شده تیمار درکشحشرات ایمیداکلوپرید

دمای با 41±4شرایطاتاقکرشد سلسیوس، درجه

08±1رطوبتنسبی و 10:8روشنایییدورهدرصد

روشنایی( )تاریکی: نگهداریشدند. ساعت74بعداز

باتحریکبانوكقلمموحرکتستندحشراتیکهنتوان

.شدندکنندمردهمحسوب

 P450 یتوکرومس یتفعال یریگ اندازه

مقاومیتجمعدرP450فعالیتسیتوکرومسنجش

-اززیرنهشتCYP6CM1dsRNAتوسطیهپسازتغذ

پژوهش1کوماریناتوکسی-7 این در شد. استفاده

برP450سنجشفعالیتآنزیممونواکسیژنازسیتوکروم

یاتید-ٱبااستفادهاز4اساسروشمیکروفلورومتریک

طبق-7سوبسترای3لاسیون و کومارین اتوکسی

 Stumf  and Nauen (2002)روش تغییراتکمیبا

شد. اندازهانجام برای فعالیتسیتوکروم ،P450گیری

یکمیلی388 کاملسفیدبالکدر حشره بافرعدد لیتر

 )اسیدیته1/8فسفات مولار  (4/7ی دارای 1که

میلی DTTمولار درمیلی488و بود سوکروز مولار

2دمای در و سلسیوسهموژنایز 1888درجه بر دور

 مدت به 1دقیقه دمای و سلسیوس2دقیقه درجه

سانت آمدهریفیوژ دست به رونشین محلول شدند.

دوربردقیقهبهمدتیکساعتسانتریفیوژ188888در

نشینسانتریفیوژدردوربالا()ته2شد.میکروزومالپلیت

 حلشدو388در فسفاتبالادوباره بافر از میکرولیتر

قراربه استفاده مورد آنزیمی منبع مخلوطعنوان گرفت.

                                                           

1 - 7-Ethoxycoumarin (7EC) 

2- Microfluorimetric 

3- O-deethylation 

4 - Microsomal pellet 

ش واکنشاولیه 1/43امل: فسفات، بافر 1/4میکرولیتر

 )-7میکرولیتر کومارین ومیلی 48اتوکسی مولار(

مولار(بودکهبااضافهمیلی18)NADPHمیکرولیتر12

 پلیت38کردن درون و آنزیمیآماده نمونه میکرولیتر

 درسپسشد.ریخته میکروپلیتپلیت دستگاه درون

دقیقهقرار38مدتدرجهسلسیوسبه38ریدربادمای

میکرولیتراز1/44دادهشد.بعدازسپریشدناینزمان

واکسیدمخلوطگلوتاتیوناحیاء شاملشده که 14شده

 اکسیدشده گلوتاتیون میلی38میکرولیتر 1مولار،

 و شده احیاء گلوتاتیون آب14میکرولیتر میکرولیتر

 به اتاق دمای در و اضافه پلیت به بود، مدتمقطر

18 بردن بکار با شد. کامل واکنشآنزیمی 118دقیقه

18%استونیتریلدربافرتریس18میکرولیتراستونیتریل)

اسیدیتهمیلی  واکنشآنزیمیمتوقفشد.7یمولاربا )

)طولموجنانومتر1201هیدروکسیکومارین -7مقدار

 و حالیبرانگیختن( در خروجی 318که )طولنانومتر

 سنجشپروتئیننمونهموجساطع( بابودسنجششد. ها

 (انجامشد.Lowry et al., 1951استفادهازروش)

 ژن خاموشی در dsRNA تاثیر بررسی

CYP6CM1 از استفاده با qRT-PCR 

ژنموردیخاموشیروdsRNAیرتاثیبررسبرای

 0و4،3،2،1مختلفهایزمانبرداریدرنمونهنظر،

.گرفتصورتdsRNAتغذیهحشراتباازپسروز

بهصورتمشابهcDNAوساختRNAاستخراجو

استفادهازبابامراحلقبلیانجامشد.درنهایتبیانژن

qRT-PCRیمارشدهحشراتتدر کنترل صورتو به

ازژنژندرتمامیآزمایشاتبیان .انجامشداییسهمقا

توالActinرلتنکــــــ Forwardیبا

(ACGACCAGCCAAGTCCAAACG)یتوالو

Reverse(GGCATCACACTTTCTACAATGAG)

داخل کنترل .پیتایمریلواکنش.شداستفادهیبعنوان

سی با. کیتآر از  Power SYBR Greenاستفاده

PCR Master Mixانجامشد.اجزایمخلوطواکنش

                                                           

5 - 7-hydroxycoumarin 
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ایشاملدومیکرولیتر ان. دی. ،رقیقشده(1:48)سی.

18 میکرولیتر واکنش یکSYBR Greenمخلوط ،

 )میکرولیتر جلو به رو یک18آغازگر و میکرومولار(

کرومولار(بودکهدرمی18آغازگربرگشتی)میکرولیتر

نهایتبااضافهکردنششمیکرولیترآبمقطردوبارتقطیر

48بهپی.سی.آراستریل،حجممخلوطواکنشریلتایم

منظوراجتنابازبروزهرگونههبلیتررساندهشد.میکرو

واکنشبینتیمارهایمختلف،مخلوطاختلافدرتهیه

 مخلوطواکنشهمواره تعداد متناسببا حجم نمونهبا

مخصوصهایپلیتتهیهشدودرچاهکموردآزمایش

تقسیمگردیدوبعدازاضافهکردنریلتایمپی.سی.آر

آن به مختلف تیمارهای از ای ان. دی. رویسی. ها،

مخصوصپوشاندهشد.پسازآنپلیتباچسبشفاف

دستگاه در و شده اسپین سانتریفوژ، از استفاده پلیتبا

آر سی. قرارگرفت.StepOne, ABI)ریلتایمپی. )

 حرارتی  واسرشتپروفایل مرحله اولشامل دهیهسازی

11چرخه)شامل28سپسیوسدرجهسلس11دریقهدق

ثانیه سلس11در یقهدقیکیوس،درجه درجه08در

سلس واکنشبود.یوس( اتمام برایسی.پی.پساز آر

منحن دماییرسم در واکنش درجه08-11ذوب

گرفت.درجهدرهرچرخهانجام1/8بااختلافیوسسلس

 روش با ژن بیان میزان نهایت محاسبهΔΔCTدر

Actineدارخانههاباژنگردید.دراینروشهمهداده

نرمال داخلی کنترل عنوان روششدبه از یکی های.

برای ژن بیان در نسبی تغییرات آنالیز برای مناسب

باشد.میCT4∆∆-روشهایریلتایمپی.سی.آرآزمون

اینروشتفاوتن ژنهدفدردر بیان سطح سبیدر

هایمختلفبااستفادهازمراحلزیرقابلتعییناست.نمونه

 مقادیر کردن نرمال ژنCTابتدا از استفاده هدفبا ژن

گیرد.مرجعبراینمونهتیمارشدهونمونهشاهدانجاممی

∆CT )نمونهتیمارشده( = CT )ژنهدفدرتیمار( – 

CT )ژنمرجعدرتیمار(

∆CT )نمونهشاهد( = CT )ژنهدفدرشاهد( – CT 

)ژنمرجعدرشاهد(

شاهدانجامCT∆نمونهتیمارباCT∆سپسنرمالسازی

گیرد.می

∆∆CT = ∆CT )نمونهتیمارشده( - ∆CT )نمونهشاهد(

درنهایتنیزنسبتبیانمحاسبهمیشود.

4-∆∆CT 
نسبتبیاننرمالشده =

 

 نتایج و بحث

پاسخ حشرات بالغ سفیدبالک تغذیه شده با 

dsRNA  به حشره کش ایمیداکلوپرید و ارزیابی

 P450میزان فعالیت سیتوکروم 

CYP6CM1 dsRNAمشارکتیکلیابیارزبرای

کشحشرهبهسفیدبالکهایجمعیتمقاومتدر

در خاموشیاثرنخستمرحلهایمیداکلوپرید

مقاومتبرRNAiیکتکنیلهبوسCYP6CM1ژن

بوس اندازهیسنجیستزیهایشآزماییلهحشراتبالغ و

ارزیابی LC50یریبهروشمعمولاندازهگنسبتمقاومت

یرویمیداکلوپریدحشرهکشا LC50یهااندازهیجشد.نتا

سف بالغ بایهتغذیدبالکحشرات  CYP6CM1شده

dsRNAتغذ بدون یهو جمعdsRNAبا مقاومیتدر

جمعیرفتج بیتو کاهشمقداریانگرحساسرفسنجان

LC50جمع یهتغذیتدر با بهdsRNAشده نسبت

یهتغذیتجمع همچن1)جدولبودنشده یجنتایناین(.

یحاک کاهش مقاومبریبرا3/1از نسبت درتمقدار

جدول)بودdsRNAشدهبایهتغذ-یرفتمقاومجیتجمع

مقاومیتدرجمعیبرابر3/477مقدار(.نسبتمقاومتاز1

یهتغذ-یرفتج با dsRNAنشده نسبت بریبرا0/11به

یتجمعینمقاومتدرا یهپسازتغذ کاهشdsRNAبا

0/4کاهشیزنBautista et al. (2009)یدرمطالعه.یافت

درdsRNAشدهبایهتغذیتنسبتمقاومتدرجمعیبرابر

مشاهدهشدهاست.dsRNAیهبدونتغذیتباجمعیسهمقا

یرمودارمرگیمعنیشافزایلLi et al. (2014)ینهمچن

تغذبالکیدحشراتبالغسف پساز  CYP6CM1بایهرا

dsRNAمقا جمعیسهدر تعذیتبا بدون و بایهکنترل

dsRNA.گزارشکردند
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 تغذیه شده با B. tabaciپنبه  بالکسفیدایمیداکلوپرید روی  جمعیت های مقاوم و حساس  کشسمیت حشره -1جدول 

CYP6CM1 dsRNA  کنترلو  
Table 1- Toxicity of Imidacloprid to CYP6CM1 dsRNA-fed and control B. tabaci resistance and 

susceptible populations  
Fold 

decrease in 

resistance 

RR (Cl 95%)
3
 

mg/l 

LC50 (Cl 95%)
2
 

mg/l 

χ2 (df) Slope ± SE Treatment Population
1
 

- - 4.89 

(4.29 – 5.59) 
0.74 

(3) 
1.6 ± 0.35 Imidacloprid  

RF 

- - 3.08 

(2.62 – 3.59) 
0.98 

(3) 
2.2 ± 0.27 Imidaclopride 

+ dsRNA 

1.0 277.32 

(228.23 – 

336.98) 

855.75 

(817.43 -899.41) 
0.85 

(3) 
0.93 ± 1.10 Imidacloprid  

 

JR 

5.3 
* 51.60 (41.39 

– 64.31) 

252.70 

(219.41 – 258.90) 
0.92 

(3) 
0.68 ± 0.52 Imidacloprid 

+ dsRNA 

1. RF: Susceptible Population, JR: Resistance Population.  
2. Confidence interval at 95%.  

3. Resistance ratio: ratio of LC50 estimations between resistant and susceptible populations according to 

Robertson & Preisler (1992). 
*
.  Decrease in resistance ratio is significant if confidence interval does not comprise the value 1.0. 



روی CYP6CM1برایارزیابیتاثیرخاموشیژن

 سیتوکروم فعالیت بالغP450میزان حشرات از

سفید  با شده تغذیه وCYP6CM1 dsRNAبالک

 تغذیه معنیبدون اما متوسط کاهش شد. داراستفاده

درصدیدرخصوصمیزانفعالیتسیتوکروم21حدود

P450با شده تغذیه )جیرفت( مقاوم جمعیت در

CYP6CM1dsRNAجمعیتدر همین با مقایسه در

مشاهدهشدCYP6CM1dsRNAحالتتغذیهنشدهبا

ازآنجاییکهخاموشیژناتفاقافتادهدراین1)شکل .)

 ژن به مربوط و تخصصی بسیار CYP6CM1تحقیق

ینمیزاندهدکهابودهاست،ایننتایجبهمااطمینانمی

با شده تغذیه جمعیت در سیتوکروم فعالیت کاهش

dsRNAتنهامربوطبهخاموشیژنCYP6CM1بوده

بنابر میاست. گفتکاهشاین مشاهده1توان برابری

در کارایی کاهش نتیجه در مقاومت میزان در شده

 اینCYP6CM1فعالیتمتابولیکیژن استکه بوده

القا نتیجه در کارایی کاهش تداخل و درdsRNAء

سطحترانسکریپتومیبودهاست.



dsRNAسهروشمعمولورایجبرایواردکردن

و مستقیم تزریق تغذیه، شامل حشرات بدن داخل به

گیاهانترانسژنیکمیباشند.دربرخیمطالعاتازروش

dsRNAتزریقمستقیم داخلبدنحشراتاستفاده به

 نظر به روش این که است کنترلمیشده جهت رسد

نباشد کاربردی مزرعه در آفت  (Huvenneحشرات

(and Smagghe, 2010.  تزریق بهdsRNAبعلاوه

وبندهایبدنبوسیلهسوزنفرهح برایهاینوكها ریز

محدودیتداردوحشراتکوچکیچونسفیدبالک ها

مرگ میوسبب تزریق زمان در زیادی شودمیر

(Ghanim et al., 2007)تاکید نیز مطالعات اغلب .

هایموردبرایخاموشیژنdsRNAاندکهتغذیهکرده

عملیهدفکاربردی و میتر و است بهتر منجر تواند

ردردامعنیمیروثیراتفیزیولوژیکیقویوحتیمرگتا

ژن خاموشی اثر در آفت گرددحشرات هدف های

Upadhya et al., 2011; Livak and) 

, 2001; Turner et al., 2006hmittgenSc(.
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 CYP6CM1 تغذیه شده با B. tabaci سفیدبالک پنبهجمعیت های مقاوم و حساس در P450فعالیت کل سیتوکروم   -1شکل 

dsRNA  و کنترل 
Figure 1- Total Cytochrome P450 - activity in CYP6CM1 dsRNA-fed and control B. tabaci resistance 

and susceptible populations 

 

در خاموشی ژن  dsRNAبررسی تاثیر 

CYP6CM1   با استفاده ازqRT-PCR 

بوسیلهیتکنیکCYP6CM1سطحبیاننسبیژن

تای تغذیهریل مقاوم جمعیت در آر سی پی بام شده

CYP6CM1dsRNAزمان مدت اثر گردید. تعیین

میزانسطحCYP6CM1dsRNAپسازتغذیه روی

نشاندادهشده4درشکلCYP6CM1بیاننسبیژن

 نشان نتایج ازاست. بعد افزایشمدتزمان با که داد

 تراdsRNAتغذیه میزان ، ژن CYP6CM1نسکریپت

درکاهشمعنیdsRNAدرغلظتثابت داریداشت.

روزبعدازانجامآزمونزیستسنجی(پس3روزپنجم)

نیزCYP6CM1میزانبیاننسبیژنdsRNAازتغذیه

درکمترینسطوحبیانمشاهدهشدکهنسبتبهروزدوم

برابرکاهشسطحبیانرا4حدودdsRNAبعدازتغذیه

ب توجه با که داد مینشان نتایج این ثبته گفت توان

آزمایشاتزیستوهایمرگداده در روزمیر سنجیدر

مطالعه در است. منطقیبوده درستو  .Li et alسوم

نیزبیانشدهاستکهباافزایشمدتزمانبعد(2014)

 تغذیه معنیdsRNAاز کاهش ژن، بیان سطح دار

خاموش شده مشاهده اینشده به نیز طرفی از و است.

داشتن بایدتوجه نیز تکنیککته بRNAiکه عنوانه

تواننمییکروشسرکوبمعرفیشدهاستوطبیعتاً

وجلوگیریازمیزانهایهدفانتظارخاموشیکاملژن

 (Huvenne andدرصدیراداشتهباشیمبیاننسبیصد

(Smagghe, 2010.

می کلی طور به در گفتکه پژوهشحاضرتوان

پسازاستفادهازتکنیکخاموشیژندرجمعیتمقاوم

که شد مشاهده مقاومت اندازه برابری چند کاهش

اینتکنیکدرکنترلوبیان عملیاز امکاناستفاده گر

باشد.میB. tabaciمدیریتمقاومتدر
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با     B. tabaciروز پس از تغذیه جمعیت مقاوم  6و  5، 5، 3، 2بعد از  CYP6CM1 میزان  سطح بیان نسبی ژن  -2شکل 
CYP6CM1dsRNA 

Figure 2- Relative expression level of CYP6CM1 gene after 2, 3, 4, 5 and 6 day after CYP6CM1 

dsRNA-fed in B. tabaci resistance population 
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Abstract 

 

Background and Objectives 

The cotton whitefly, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), is a significant 

agricultural pest in arable lands and on ornamental crops in temperate regions of the world 

and has been shown to be capable of developing resistance to many classes of insecticides. 

Difficulties in controlling B. tabaci mainly result from its resistance to insecticides, 

including neonicotinoids. Neonicotinoids are a relatively new class of synthetic insecticides 

used primarily to control whiteflies, B. tabaci is capable of developing resistance to different 

classes of insecticides as neonicotinoides. It has been experimentally proven that resistance 

of B. tabaci to imidacloprid is associated with overexpression of the P450 genes. RNA 

interference (RNAi) has been successfully applied in insects to study RNAi mechanisms and 

gene functions. In this study, the RNA interference (RNAi) effects of P450 CYP6CM1 as 

key gene in resistance to neonicotinoides on expression, resistance ratio and total P450 

activities were evaluated. 

Material and Methods 

Colony of whitefly was reared on leaves of tomato plants in growth chamber at 25 ± 2 ºC, 

65±5% RH and a photoperiod of 16:8 h (light: darkness). Total RNA was isolated from adult 

B. tabaci using Biosol reagent (Invitrogen). cDNA synthesis was performed using iScript 

cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD). Double-stranded RNA (dsRNA) of P450 CYP6CM1 was 

synthesized using specific primers (3' TAATACGACTCACTATAGGG 5', 3' 

TAATACGACTCACTATAGGG 5'); after introduction of dsRNA into the body of whitefly 

(by oral delivery), the bioassay tests were carried out for 6 days, and mortality was recorded 

daily by counting the dead insects at the bottom of the tube. The LC50 and resistance ratio 

were calculated using Ploplus computer software. The amount of cytochrome P450 activity 

was measured using 7-ethoxycoumarin based on the microfluorimetric method. 

Quantification of mRNA expression levels was quantified using the comparative cross-

threshold method (CT) (the PCR cycle number that crosses the signal threshold).  
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Results 

Analysis of knockdown effects of CYP6CM1 on resistance was based on probit analysis and 

indicated that the gene is responsible for up to 5.3-fold reduction in imidacloprid resistance 

of dsRNA-fed adults. Moderate, but significant reduction in total P450 activity (45 %) was 

exhibited by microsomal proteins prepared from dsRNA-fed JR adult population when 

compared to control (JR population without dsRNA-fed). The results of P450 CYP6CM1 

mRNA expression levels showed a decrease in mRNA levels of the target genes with 

increasing the time after feeding dsRNA. Results revealed that dsRNA delivery to adults 

reduced CYP6CM1 expression up to 2-fold when compared to the control. 

Discussion  
Reduction in resistance ratio by 5.3 fold after CYP6CM1 dsRNA was fed to resistance 

population indicated the possibility of practical use of RNAi technique in an insect resistance 

management (IRM) program for B. tabaci. 

 

Keywords: Bemisia tabaci, imidacloprid, resistance to insecticide, gene silencing, 

CYP6CM1dsRNA 
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