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   چكيده

ژنتيكي اعم از نوع والد و جنسيت بر پاسخ لارو كرم ابريشم به افزايش دما، بيان پروتئين شوك  هايبه منظور بررسي تفاوت
هاي ژاپني) (واريته ١٠٧و  ١٠٣هاي چيني) و (واريته ١٠٤و  ١١٠) در دو جنس نر و ماده در چهار والد HSP70( ٧٠حرارتي 

قرار گرفته و  ٤٥◦Cدقيقه در معرض شوك حرارتي  ٣٥دت گيري شد. لاروها در روز چهارم از سن پنجم لاروي به ماندازه
گيري از بافت چربي در صفر، دو، چهار و بيست و چهار ساعت پس از شوك حرارتي انجام شد. پس از استخراج سپس نمونه

RNA گيري ميزان بيان نسبي ژن (و اندازهqRT-PCR ن برابر جنس نر بوده و اي ٨/١٣) مشخص شد بيان ژن در جنس ماده
گيري به تفكيك جنس با استفاده لذا مقايسه والدها در چهار نوبت نمونه. )>٠٠٠١/٠Pدار بود (تفاوت از نظر آماري بسيار معني

). >٠٠١/٠P( هاي مورد بررسي بسيار معني دار بودهاي بيان ژن در واريتهاز تجزيه فاكتوريل و آزمون دانكن انجام شد. تفاوت
- واحد نشان داد. بيش ٥٣با  ١١٠ واريته ،واحد و در جنس نر ٥٥٢را با  HSP70بيشترين بيان ژن  ١٠٧ واريته ،در جنس ماده

داري نداشت. آزمايش تحمل مشاهده شد ليكن با زمان صفر تفاوت معني ترين بيان ژن دو ساعت پس از شوك حرارتي
) تلفات كمتر و تحمل ٧٤/٠و  ٩٤/٠( ١٠٤و  ١٠٣) نسبت به دو والد ٤٤/٠و  ٦٣/٠( ١٠٧و  ١١٠حرارتي نشان داد كه دو والد 
را داشت به ميزان زيادي به شوك  HSP70ترين ميزان بيان ژن كه پايين ١٠٣طور كلي واريته حرارتي بيشتري داشتند. به

 .حرارتي حساس بود
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مقدمه

صــفات مهــم اقتصــادي كــرم ابريشــم تحــت تــاثير عوامــل 
چون دمــا، رطوبــت نســبي، نــور و تغذيــه قــرار محيطي هم

د. كرم ابريشم جز حيوانات خونسرد بوده و دمــا اثــر نگيرمي
 هــاي فيزيولوژيــك و در نتيجــه رابطــهبر فعاليت يمستقيم

- بالا رفتن دما فعاليــت .ا رشد كرم ابريشم داردمستقيمي ب

هــاي هاي فيزيولوژيك را افزايش داده و كاهش دما، فعاليت
دهد. نوسانات زياد دمايي رشــد و فيزيولوژيك را كاهش مي
دمــاي مســاعد بــراي رشــد  كنــد.نمو كرم ابريشم را كم مي

گراد و درجــه ســانتي ٢٨تــا  ٢٠طبيعي كرم ابريشــم بــين 
وب بــراي ســنين چهــارم و پــنجم كــه متضــمن دماي مطل

گراد اســت. درجه ســانتي ٢٥تا  ٢٣حداكثر توليد است بين 
گــراد بــه طــور مســتقيم بــر درجــه ســانتي ٣٠دماي بالاي 

 ٢٠تــر از گذارد و دمــاي پــايينسلامتي كرم ابريشم اثر مي
هــاي گراد باعــث بــه تــاخير انــداختن فعاليــتدرجه سانتي

به خصوص در مراحــل اوليــه، لاروهــا شود. فيزيولوژيك مي
- حســاس مــي هابسيار ضعيف شده و به بسياري از بيماري

دهد كــه كــرم ابريشــم در ســنين شوند. مطالعات نشان مي
 2012تــر اســت (چهــارم و پــنجم لاروي بــه گرمــا حســاس

Rahmathulla,.( 

تحمل گرمايي يكــي از صــفات مهــم در اصــلاح نــژاد كــرم 
هــا بــراي منــاطق بهترين آميختــه ابريشم به منظور انتخاب

. بــه اســتمختلف به خصوص در شرايط ناسازگار محيطــي 
- هاي تجاري كرم ابريشــم بــين واريتــهمنظور توليد آميخته

شود كــه ايــن هاي چيني و ژاپني تلاقي دو طرفه انجام مي
خود سبب افزايش تحمل و مقاومت كرم ابريشم نســبت بــه 

- ). آميختــه١٣٩٢قــدم، والدين آنها خواهد شد (حســيني م

شــود تــا بتــوانيم والــدين بــا گري در كرم ابريشم سبب مي
توليد بالا را بــا والــدين ممتــاز از نظــر صــفات مقاومــت بــه 
بيماري و تحمل نسبت به شرايط ناسازگار محيطي تركيــب 

  نماييم. 
- هاي حرارتي را در طيف گســتردهتوانند آسيبحشرات مي

ننــد، ولــي ايــن صــدمات اي از دماهاي غير مهلك تحمل ك
ممكن است در طول رشد و نمــو منجــر بــه كــاهش بقــاء و 

). Chown and Nicolson, 2004ماني موجودات شــود (زنده
- از جملــه بيومولكــول HSPs يا هاي شوك حرارتيپروتئين

هــاي هايي هستند كه بر عملكرد طيف وســيعي از فعاليــت
وردگي خــهاي سطح سلولي، تــاسلولي مانند كنترل گيرنده

هــاي ايمنــي، ها، تنظيم پاســخواسرشتگي آنزيم ،هاپروتئين
- اي و مــرگ برنامــهبرداري اسيدهاي هســتهعوامل رونوشت

هــا HSPباشند. به اين دليل گذار ميسلول تاثير ريزي شده
- هــاي حفــاظتي (چــاپروني) مــيترين مولكولمهم در زمره

هــا HPSهايي كــه ژن .)Mayer and Bukau, 2004( باشند
 Evgen’ev 2005( انــدكنند، بسيار محافظت شدهرا كد مي

et al.,اســاس  هــا بــرهــا و توليــدات آن). بسياري از اين ژن
ــولي ــوالي و وزن مولك ــيت ــناخته م ــان ش ــد ش ــوند مانن ش

HSP100 ،HSP90 ،HSP70 ،HSP60 ،HSP40  وsHSP 
)2004 Evgen’ev et al.,.( هــاي كوچــك مولكــول خــانواده
)sHSP( و HSP70  دو گــروه از اعضــاي خــانوادهHSP هــا

هستند كه نقش مؤثري در تحمل حرارتي ايفاء مي نمايند. 
پاسخ به استرس  در  sHSPو  HSP70هايبيان افزاينده ژن

حرارتي نقش مهمي در حفظ هموستاز سلول و جلــوگيري 
 ;Mayer and Bukau, 2007كند (از تخريب سلولي ايفا مي

King and Macrae, 2015(. HSP70  با ديگرHSPs ها اثــر
ديگــر  باعــث افــزايش در HSP70متقابل داشــته و افــزايش 

HSPشود (ها ميBettencourt et al., 2008(.   
- درجه سانتي ٤٢و  ٣٨معرض دماي  اگر كرم ابريشم در

هاي الكتروفورز گراد قرار گيرد با مقايسه باندهاي ژل
 HSP40 و   HSP70هايشود كه بيان ژنمشاهده مي

داري افزايش يافته، ميزان آن نسبت به شاهد به طور معني
هاي شوك حرارتي كوچك مولكول نسبت به پروتئين

HSP20.4  و HSP20.8شود (بيشتر ميVelue et al., 

در روده مياني نسبت  HSP70ميزان بيان  بعلاوه). 2008
. در شودبه كوتيكول و غده ابريشمي نيز بيشتر مي

 Ceratitisيك نوع مگس سركه ( شده در مطالعات انجام

caitata و يك نوع سوسك ()Neobathyscia pasai(، 
 شد HSP70داري در بيان افزايش دما باعث افزايش معني

(Kalosaka et al., 2009; Bernabo et al., 2011) غلظت .
چون يك ها همدر برخي از گونهHSP70 اعضاي خانواده 

هنگامي كه  ،Cataglyphisصحرايي به نام  نوع مورچه
- كند افزايش ميگراد را تحمل ميدرجه سانتي ٥٠دماي 

از طرفي در حشرات  .)Gehring and Wehner, 1995( يابد
) كه Spodoptera exiguديگر همچون آفت چغندر (

در HSP70 مقاومت حرارتي بالايي دارند، بروز افزايشي ژن 
اين روند لاروهاي جوان مشاهده شد و با افزايش سن 
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با توجه به اهميت . )Jiang et al., 2012(كاهش پيدا كرد 
HSP70 بررسي بيشتر اين  ،در پاسخ به شوك حرارتي

تواند به درك بهتر از مكانيسم حفظ سلول در ها ميتفاوت
  .هاي محيطي كمك نمايدبرابر تنش

ها و نژادهاي مگس سركه در مناطق با بررسي گونه
ن داده شد كه در تعدادي از مختلف آب و هوايي نشا

و تحمل حرارتي HSP70 ها و نژادها بين بيان ژن گونه
همبستگي مثبت و براي بعضي ديگر رابطه منفي وجود 

- تحقيقات گذشته اثر تفاوت )Garbuz et al., 2002( دارد

كرم ابريشم با مقايسه  HSP70هاي ژنتيكي را بر بيان ژن 
 چون نيستارينسله همنژادهاي دو نسله با نژادهاي چند 

)Nistari( نشان داد )Li et al., 2011(.  بنابراين به نظر
تواند به عنوان نشانگر مولكولي براي مي  HSP70رسدمي

كنند به شمار هايي كه در دماهاي بالا زندگي ميجمعيت
). از سوي ديگر با توجه به نقش Lovell et al., 2007( رود

يي چنين آها لازم است كارنهاي ژنتيكي در بيان ژتفاوت
نشانگرهايي براي نژادهايي كه به طور طبيعي در معرض 
دماهاي بالا نيستند نيز بررسي شود تا قابليت تعميم 

هاي علمي قبلي در اين شرايط نيز مورد بررسي رهيافت
هاي قرار گيرد. در اين راستا بررسي ميزان بيان پروتيئن

- مقاوم و حتي جنسشوك حرارتي در والدين حساس و 

- هاي مختلف كرم ابريشم پس از اعمال تيمار حرارتي مي

يي اين نشانگرها را مشخص نمايد. در اين آتواند كار
در هر دو جنس نر و ماده چهار  HSP70تحقيق بيان ژن 
) ١١٠و  ١٠٤، ١٠٣، ١٠٧هاي (واريته والد كرم ابريشم

ريته بر گيري شد. بعلاوه تحمل حرارتي اين چهار وااندازه
 مبناي سرعت مرگ و مير لاروي حاصل از اعمال يك

برنامه حرارتي طولاني مدت در طول سن پنجم لاروي نيز 
  مشخص شد. 

  هامواد و روش

لاروهاي چهار والد كرم ابريشم در روز چهارم سن پنجم 
در آزمايشگاه كرم ابريشم دانشكده علوم كشاورزي دانشگاه 

 درجه ٤٥وك حرارتي دقيقه تحت ش ٣٥گيلان به مدت 
هاي صفر، گيري در زمانگراد قرار داده شدند. نمونهسانتي

دو، چهار و بيست و چهار ساعت پس از شوك حرارتي از 
بافت چربي كرم ابريشم و با سه تكرار براي هر تيمار و 

هاي شاهد (بدون شوك حرارتي) انجام چنين از نمونههم
ز محلول تريزول با استفاده ا RNAشد. استخراج 

)Invitrogen -TRIzol و تعيين غلظت (RNA  با استفاده از
) انجام شد. NanoDrop 2000, USA( اسپكتروفوتومتري

RNA آنزيم  تي وآغازگرهاي اوليگودي با استفاده از
) مطابق Reverse Transcriptaseبردار معكوس (رونوشت

 cDNAبه  )Fermentas, USAدستورالعمل سازنده (

اي پليمراز در زمان هاي زنجيرهيل شد. سپس واكنشتبد
گيري بيان ژن ) به منظور اندازهPCR Real-timeواقعي (
HSP70  كرم ابريشم به عنوان ژن هدف در برابر ژن

RPL27a  كرم ابريشم به عنوان ژن از كيت آماده مصرف
Maxima SYBR Green/ROX )Fermentas, USA( 

هايي است كه نشان له ژناز جمRPL27  ژن استفاده شد.
هاي مختلف داده شده پايداري بسيار بالايي در انواع سلول

 ,.de Jonge et al)(و در شرايط مختلف آزمايشگاهي دارد 

2007. 

آغازگرهاي ژن هدف و ژن مرجع با رعايت طول قطعات،  
دماي اتصال مناسب و عدم تشكيل ساختارهاي ثانويه 

در  HSP70ر ژن ). جهت تكثي١طراحي شد (جدول 
، ٩٤◦Cدقيقه  ٣سازي اوليه ، واسرشتPCRيند آفر

 ٣٠، اتصال آغازگر ٩٤◦Cثانيه  ٣٠واسرشت سازي ثانويه 
دقيقه  ٧و بسط نهايي  ٧٢◦Cثانيه  ٤٥، بسط ٦٠◦Cثانيه 

C◦سازي واكنش بود. براي بهينه ٧٢PCR  از روش گراديان
پس از مشخص شدن غلظتي و دمايي نيز استفاده شد. 

- به منظور اندازه و Real-time PCR   وجي دستگاهخر

 استفاده) ΔΔCt-2از فرمول لايوك ( گيري ميزان بيان ژن
ها طي دو مرحله يكبار شد. در واقع در اين روش داده

نسبت به ژن مرجع و يك بار نسبت به گروه شاهد تصحيح 
- ها پس از نرمالشده و نتايج آن قابل اعتماد است. داده

تجزيه فاكتوريل حاصل از بع جذر، با كمك سازي با تا
گيري ) و چهار بار اندازه١١٠و ١٠٣،١٠٤،١٠٧چهار والد (

هاي صفر، دو، چهار و بيست و چهار) در (زمان بيان ژن
 تصادفي و با استفاده از رويه سه تكرار، در قالب طرح كاملاً

GLM افزار آماري نرمSAS  .براي مقايسهبررسي شد 
از سطح پنج درصد آزمون دانكن استفاده  ميانگين صفات

  .شد
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  RPL27aو  HSP70هاي ويژگي پرايمرهاي اختصاصي ژن - ١جدول 
Table 1. Characteristics of specific primers of HSP70 and RPL27a  

Primer Sequence of primer 
Products 
size (bp) 

Primer 
length (bp) 

Annealing 
temperature (◦C) 

HSP70 F 5’TCGCCTTGAACCCTAACAAC3’ 92 20 60 
HSP70R 5’GTGCTTCATGTCCTGCTGAA3’ 92 20 60 
Rpl27aF 5’ACAGACGAGGCTGAAGTATGC3’ 144 21 60 
Rpl27aR 5’TATGACAGGTTGTTTGGGGAG3’ 144 21 60 

 

گيري تحمل حرارتي و صفت ماندگاري به منظور اندازه
 ٣٩معرض دماي هاي سن پنجم در كرم ابريشم، لارو

گراد از روز دوم تا روز هفتم به مدت هشت سانتي درجه
قرار گرفتند. به  از ظهر بعد ٥صبح تا  ٩ساعت از ساعت 

اين منظور دو اتاق يكي براي تيمار حرارتي و يكي براي 
گراد) در مركز تحقيقات سانتي درجه ٢٤شاهد (دماي 

زياد در ابريشم كشور اختصاص يافت. با توجه به حرارت 
دستگاه بخارساز تا  به وسيلهرطوبت مازاد نيز  ،اتاق تيمار

حد ممكن تامين شد. آزمايش شامل چهار واريته در سه 
لارو سن پنجم بود كه در طول سن  ٢٠٠تكرار و هر تكرار 

- تلفات لاروي به محض مشاهده با ذكر تاريخ ثبت  ،پنجم

ل شده مدت اعماشد. با توجه به برنامه حرارتي طولاني
انتظار است كه لاروهاي ضعيف به تدريج با تداوم تيمار 
حرارتي از بين بروند. در اين شرايط سرعت مرگ و مير 
لاروها در يك واريته به عنوان معيار تحمل در نظر گرفته 

هاي تلفات در دوره شوك حراتي به دو بازه شد و ركورد
يمار زماني تقسيم شدند. دوره اول كه شامل دو روز اول ت

) و دوره دوم كه پس از دوره اول تا Lo1حرارتي بود (
شد. معيار ) را شامل ميLo2پايان دوره تيمار حرارتي (

تحمل حرارتي و ماندگاري كرم ابريشم همان درصد تلفات 
چرا كه با  گيري در نظر گرفته شد،اندازه در اولين مرحله

تعداد  ها در حرارت زيادتداوم در معرض قرار گرفتن لارو
هاي آزمايشي از بين خواهند ها در تكراربيشتري از لارو

اين آزمايش براي نخستين بار در كشور انجام شد و  .رفت
گيري صفت تحمل تواند دستورالعملي براي اندازهمي

-logاز تبديل لگاريتمي ( گرمايي در كرم ابريشم نيز باشد.

transformedلاروي سازي درصد تلفات ) به منظور نرمال
ها بر مبناي مدل آماري استفاده شد. تجزيه و تحليل داده

براي چهار والد مورد آزمون و  ٢×٤زير با آزمون فاكتوريل 
با دو برنامه حرارتي (تيمار حرارتي و شاهد) در سه تكرار 

 GLM تصادفي و با استفاده از رويه در قالب طرح كاملاً

ميانگين  ايسهانجام شد. براي مق SASافزار آماري نرم
  :صفات از سطح پنج درصد آزمون دانكن استفاده شد

Yijk = µ + Ti + Gj + (TG)ij + eijk 
kijYمقدار هر مشاهده : 

µصفت : ميانگين كل  
iT: اثر تيمار حرارتي  
jG(والدين مختلف) اثر ژنوتيپ :  

ij(TG)اثر متقابل تيمار حرارتي و ژنوتيپ :  
 kjieخطاي آزمايش :  

  نتايج و بحث

 )>٠٠٠١/٠P(داري اين مطالعه نشان داد كه تفاوت معني
والدين كرم  هاي نر و مادهدر جنس HSP70بين بيان ژن 

در  HSP70ابريشم وجود داشته به طوري كه بروز ژن 
- اثر والد و زمان نمونه .جنس ماده بيشتر از جنس نر بود

دار بود درصد معني ٥ها در سطح گيري و اثرات متقابل آن
)٠٥/٠P<(. دار تفاوت بين والدها در هر دو جنس نيز معني

  .)>P ٠١/٠است (
بلافاصله بعد از شوك حرارتي در هر دو   HSP70ژن

نسبت  ٢در جدول  .ها افزايش يافتجنس تمام واريته
تغيير بيان ژن در چهار واريته مورد بررسي به تفكيك 

دهد كه جنس ارائه شده است. اين مقادير نشان مي
برابر در  ٥وسط ميزان تغيير در بيان ژن هدف تا حدود مت

 برابر در جنس نر ١٢) و ١٠٣/١٠٧( ماده جنس
رسد. اين مطالعه نشان داد كه تفاوت ) مي١٠٣/١١٠(

- در جنس HSP70بين بيان ژن  )>٠٠٠١/٠P(داري معني

والدين كرم ابريشم وجود داشته به طوري  هاي نر و ماده
جنس ماده بيشتر از جنس نر بود در  HSP70كه بروز ژن 

هر دو  در HSP70ترين ميزان بيان ژن ). بيش١(شكل 
ترين ميزان جنس دو ساعت پس از شوك حرارتي و كم

  ساعت پس از شوك حرارتي بود.  ٢٤بيان ژن 

  



  ٩١          )                                                                  ٨٧-٩٧( ١٣٩٦تحقيقات توليدات دامي سال ششم/شماره دوم/تابستان 

 

 و نر  در چهار واريته كرم ابريشم به تفكيك جنس مادهHSP70 نسبت تغيير بيان ژن  - ٢جدول 
Table 2. Expression change ratio of HSP70 gene in the four silkworm varieties by female and male* 

 
    Male     Female  

 

107 103 110 104  107 103 110 104 Varieties 

0.53 0.18 2.16 1  1.21 0.23 0.67 1 104 

0.24 0.08 1 0.46  1.8 0.35 1 1.49 110 

2.94 1 11.98 5.5  5.15 1 2.85 4.25 103 

1 0.34 4.07 1.88  1 0.19 0.55 0.82 107 
*Reading of numbers is column-based     

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1. HSP70 gene expression in the male and female of studied silkworms 

 اي مورد بررسيهدر جنس نر و ماده كرم ابريشم  HSP70تفاوت بيان ژن  -١شكل  

 
هاي پس از شوك در ساعت HSP70تغييرات بيان ژن 

ترين به خوبي نمايان است. بيش ٣حرارتي در جدول 
ميزان بروز ژن دو ساعت پس از شوك حرارتي بود كه از 

ز شوك داري با زمان صفر پس الحاظ آماري تفاوت معني
حرارتي نداشت. بيان ژن چهار ساعت پس از تيمار حرارتي 

ساعت پس از شوك  ٢٤به شدت كاهش يافت. اگرچه 
حرارتي بيان ژن به حداقل رسيد ليكن اين مقدار بيان به 

 طور عمده افزايشي و قابل توجه بود. 

متوسط بيان ژن در چهار واريته مورد بررسي  ٢در شكل 
ترين ميزان ه شده است. بيشبه تفكيك جنس نشان داد

- و كم ١٠٧در واريته  در جنس ماده، HSP70 بيان ژن 

مشاهده شد. پس از  ١٠٣ترين ميزان بروز ژن در واريته 
ترين به ترتيب بيش ١١٠و  ١٠٤هاي واريته ١٠٧ واريته

- بيش ١١٠بيان ژن را نشان دادند. در جنس نر، واريته 

را در   HSP70يان ژنترين ميزان بكم ١٠٧ترين و واريته 
 ١٠٤هاي ، واريته١١٠ها داشتند. پس از واريته بين واريته

را نشان  HSP70به ترتيب بالاترين ميزان بيان ژن  ١٠٣و 
ها نشان داد كه اثر والد و زمان دادند. تجزيه واريانس داده

 .)>٠٥/٠P( دار بودها معنيگيري و اثرات متقابل آننمونه
كه تفاوت بين والدها در هر دو  دهدنشان مي ٢ شكل

  . )>P ٠١/٠دار است (جنس نيز معني
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 كرم ابريشمدر چهار واريته و چهار زمان پس از اعمال شوك حرارتي در  HSP70ميانگين حداقل مربعات بيان ژن  - ٣جدول 
  نر و ماده

Table 3. Least squares means of gene expression of HSP70 in four varieties and four times after heat shock in 
male and female silkworms 

a-j Different superscripts within a column indicate significant differences (P<0.0001) 
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Fig. 2. Average gene expression in males and females of four studied silkworm varieties   

 هاي نر و ماده چهار واريته كرم ابريشم مورد بررسيميانگين ميزان بيان ژن در جنس -٢ شكل

 
حرارتي چهار والد مورد بررسي نشان نتايج آزمايش تحمل 

داد كه تيمار حرارتي دراز مدت اعمال شده توانسته 
هاي والدين كرم را براي صفت تحمل حرارتي تفاوت

مشخص نمايد. تجزيه فاكتوريل چهار والد در دو شرايط 
) و هم Lo1حرارتي (تنش و شاهد) در اولين ركوردگيري (

ت تلفات لاروي ) براي صفLo2در دومين ركوردگيري (

اثر متقابل تيمار  ،با وجود اين). >٠٠٠١/٠P(دار بود معني
هاي كرم ابريشم براي هيچ كدام از صفات حرارتي و واريته

Lo1  وLo2 ها نشان داد كه دو دار نبود. اين مقايسهمعني
در هر دو ركوردگيري داراي تلفات كمتر  ١٠٧و  ١١٠والد 

هاي ). داده٣(شكل  و در نتيجه تحمل بيشتري بودند
تواند به عنوان معيار تحمل در نظر اولين ركوردگيري مي

Least squares means  Time   Varieties  

 Female Male   
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هاي ژنتيكي در تحمل حرارتي در گرفته شود زيرا تفاوت
همان اوايل دوره تنش خود را نشان داده و هر چقدر لارو 

تر بيشتر تحت تأثير تنش حرارتي قرار گيرد حساس
درصد تلفات  هايخواهد بود. نتايج تجزيه واريانس داده

لاروي نيز نشان داد كه اين دو صفت مرتبط با تلفات 

لاروي يكسان نبودند. درحاليكه اثر تيمار حرارتي (نسبت 
دار چنين نوع والد براي هر دو صفت معنيبه شاهد) و هم

 Lo1ليكن اثر متقابل اين دو عامل براي  )>P ٠٥/٠بود (

  دار نبود. معني

 
Fig. 3. Two times recording (Lo1 and Lo2) of larval mortality (%) during heat treatment  

in the four silkworm varieties 

  درصد تلفات لاروي در دو نوبت ركوردگيري در دوران تنش حرارتي در چهار واريته كرم ابريشم -٣شكل  
 

بلافاصله بعد از شوك حرارتي در هر چهار   HSP70ژن
ر دو جنس بروز افزايشي داشته و بين چهار واريته و در ه

والد و دو جنس نيز تفاوت بيان ژن زياد است. بيان نسبتاً 
 ١١٠در جنس ماده و واريته  ١٠٧در واريته  HSP70زياد 

در جنس نر بلافاصله پس از شوك حرارتي نشان داد كه 
ها  به منظور هاي مولكولي يا چپرونكنندهنياز به محافظت

ها به محض استرس ايجاد شده در اين واريتهكاهش اثر 
گيرند بسيار حياتي اينكه در معرض تنش حرارتي قرار مي

است. اين در حالي است كه اين دو واريته تحمل حرارتي 
 شكلداشتند ( ١٠٤و  ١٠٣هاي بالاتري نسبت به واريته

ها ممكن است به تحمل حرارتي بيشتر اين واريته). ٢
هاي مولكولي كنندهيان بالاي محافظتدليل توانايي در ب

تا بتوانند اثرات استرس حرارتي را باشد  HSP70چون هم
هاي قبلي اثر به حداقل برسانند. در تعدادي از بررسي

- هاي مختلف حشرات بر بيان ژنتنش حرارتي در سويه

 ,.Bettencourt et al(هاي كانديد نشان داده شده است 

2008; Hosseini Moghaddam et al., 2008( در يك .
بر ژل اگارز (روش نيمه  HSP70ميزان بيان ژن  گزارش

ي) تفاوت جزئي بين دو نژاد مقاوم و حساس كرم كمّ
درجه  ٤١ابريشم به گرما را پس از شوك حرارتي ملايم (

 Velu etگراد به مدت يك ساعت) مشاهده شد (سانتي

al., 2008ارتي )، اما در گزارش پس از اعمال شوك حر

دقيقه) تفاوت  ٣٥گراد به مدت درجه سانتي ٤٥شديد (
بين نژاد چند نسله نيستاري كرم  HSP70دار بيان معني

ابريشم و واريته يك نسله جينگ سونگ مشاهده شد، به 
در نژاد نيستاري كمتر از جينگ  HSP70طوري كه بيان 

اي ديگر بيان شد در مطالعه). Li et al., 2011سونگ بود (
كيلو  ٦٨-٩٧هايي با وزن رسد پروتئينكه به نظر مي

تحمل حرارتي را بر عهده داشته باشند.  دالتون وظيفه
- نتايج بررسي نشان داد كه پاسخ حرارتي و ظهور پروتئين

چون ها در نژادهايي كه مقاوم به حرارت بودند هم
چون به حرارت همنيستاري در مقايسه با نژادهاي حساس 

CSR2 تر بود (سريعSreekumar et al., 2007.(  

هاي شوك حرارتي در حشرات مختلف مورد بيان پروتئين
ي، بزرگترين از لحاظ كمّ  HSP70بررسي قرار گرفته است. 

هاي مختلف مگس پروتئين شوك حرارتي در انواع ژنوتيپ
هاي در مورد گونه). Garbuz et al., 2002سركه بود (

ها نشان داده مختلف كرم ابريشم، ليشمانياز و مارمولك
ها در دماي بالا، با ساخت شده كه مقاومت بالاي سلول

HSP70 شود (فراهم مي در سلولEvegen’ev et al., 

). مقايسه دو جمعيت حساس و مقاوم به حرارت از 2005
نشان داد  )copepod Tigriopus californicusپاروپايان (
-upعيت با تحمل حرارتي بالاتر، بيان افزايشي (كه در جم

regulatedهاي ) ژنHSP  بيشتر از جمعيت حساس بود

103 104 110 107 
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خيلي بيشتر از بقيه  HSP70كه در اين ميان بيان ژن 
HSP) ها بودSchoville et al., 2012 ميزان بيان ژن .(

HSP70  در دو گونه از مگس سركهBactrocera  در
دهي حرارتي تعيين و شوك مراحل مختلفي از رشد و نمو

در لاروها در پاسخ به حرارت، در  HSP70شد. بيان بالاي 
گراد مشاهده شد. هر دو درجه سانتي ٣٩و  ٣٥دماهاي 

گونه يك الگوي بسيار سازگار و پايدار از پاسخ حرارتي از 
به نمايش  HSPنظر ميزان زنده ماندن و سطوح بيان ژن 

اوت در تنوع حرارتي گذاشتند. نتايج نشان داد كه تف
هاي مختلف دو گونه در مناطق ممكن است مسئول توزيع

- ممكن است در تنظيم واكنش HSPمختلف بوده و بيان 

 ,.Hu et al)هاي مختلف در برابر حرارت نقش داشته باشد

2014).  

در كرم ابريشم به دليل حساسيت به افزايش دما، دماي 
شود با مي درصد مرگ و مير ١٠٠آستانه كه منجر به 

هنگامي كه در  ديگر حشرات متفاوت است. كرم ابريشم
گراد درجه سانتي ٤٣-٤٧هاي بالاتر از طيف معرض دما

گيرد، سطوح متفاوتي از مقاومت حرارتي را در مراحل قرار 
چون تخم، لارو، شفيره و بزرگسالي نشان مختلف رشد هم

شم هاي كرم ابريواريته در يك مطالعه همهدهد. مي
دقيقه  ٣٥به مدت را گراد درجه سانتي ٤٥توانستند دماي 

تحمل كنند و سن پنجم لاروي را بدون مشكل به پايان 
سنين لاروي بالاتر و ). Hsieh et al., 1995برسانند (

مراحل شفيرگي مقاومت بيشتري را نسبت به دماهاي 
- دهند به طوري كه سن پنجم لاروي بيشبالاتر نشان مي

مت را نسبت به لاروهاي جوان در طيف دمايي ترين مقاو
 Joy andگراد نشان داد (درجه سانتي ٤١-٤٥

Gopinathan, 1995 بنابراين سن پنجم لاروي براي تمام .(
مطالعات در زمينه شوك حرارتي و از جمله تحقيق حاضر 

هاي مختلف حشرات نظير . بررسي سويهشودانتخاب مي
 Kang and)، ملخ (Guerra et al., 2000مگس سركه (

wang, 2005 2015 , ()، سرخرطومي برنجet al.

Tungjitwitayakul(  و نوعي مگس)., 2007et alHuang  (
متفاوت دهد كه تحمل حرارتي آنها با يكديگر نشان مي

 است.
معمولاٌ در كرم ابريشم عمده مطالعات فيزيولوژيك در 

شود ارم سن پنجم لاروي انجام ميروزهاي سوم و چه
ها نيز در ). مقايسه ميزان بيان ژن١٣٩٢(حسيني مقدم، 

 ،سن پنجم لاروي به سهولت قابل انجام است (قيامي

گيري اگرچه در تمام سنين لاروي قابل اندازه )،١٣٩٠
بيان هر دو  Frankliniella occidentalis در گونه است. 

راحل رشد و توسعه در سراسر م HSP70و  HSP70ژن 
- هم ).Li and Du, 2013 (حشره بيان افزايشي داشت 

چنين در اين تحقيق از بافت چربي كرم ابريشم استفاده 
در  HSP70شد. در تحقيقي نشان داده شد كه بيان ژن 

هاي حرارت ديده شامل كوتيكول، غده ابريشمي بافت همه
 به طور HSP70و بافت چربي افزايش يافت ولي بيان 

ها بود بافت داري در بافت چربي بالاتر از بقيهمعني
)Singh and Lakhotia, 2000.(  

را  HSP70نتايج حاصل از تحقيق حاضر تفاوت بيان ژن 
در جنس نر و ماده كرم ابريشم نشان داد. در تحقيقي 

 و جنس نر در هاHSPداري در بروز تفاوت معني ديگر نيز
- ). با اندازهLi et al., 2011( شدماده كرم ابريشم مشاهده 

نشان داده  tabaci Bemisiaدر  HSP70گيري بيان ژن 
شد كه شدت تنش حرارتي در تفاوت جنس نر و ماده 
مؤثر است. به عبارتي در بعضي دماها بيان ژن در جنس نر 

 Lu( بيشتر و در بعضي دماها در جنس ماده بيشتر بود

and Wan, 2010(. ر تمام در تحقيق حاضر بيان ژن د
در  هاي مورد بررسي در جنس ماده بيشتر از نر بود.واريته

 Grapholitaيك گونه از كه  Busckبررسي حشره 

molesta  است HSP70 حشرات بالغ ماده بسيار زودتر  در
 از حشرات نر توليد شد. درجه حرارت القايي موثر در

ممكن است  HSP70ها نيز كمتر از نرها بود. بنابراين ماده
قش مهمي در حشرات بالغ در پاسخ به يك تهديد ن

از طرفي تفاوت آشكاري در القاء اين  حرارتي بازي كرده، و
 ,.Chen et al( ژن در دو جنس نر و ماده وجود دارد

 تنشدر طول  HSP70ميزان بيان رونوشت  ).2014
 :Ericerus pela (Homoptera گرمايي يا سرمايي در

Coccidae) روش  به وسيلهqRT-PCR  مورد بررسي قرار
در طول تنش گرمايي و سرمايي  HSPsنوع  گرفت. چهار

 افراد بالغ ماده بيان افزايشي نشان دادند كه دلالت بر در
با تحمل استرس گرمايي  HSPsنوع  همبستگي بين چهار

در طي  HSP70چنين افراد بزرگسال ماده داشت. هم در
 Liu) نشان داد استرس حرارتي در لاروهاي نر نيز افزايش

et al., 2014).  
حرارتي شروع  تنشهاي حفاظتي بلافاصله پس از بيان ژن

هاي مشابه در كرم كند. اين بررسي و بررسيبه افزايش مي
نشان داد كه اين  )Li et al., 2011و  ١٣٩٠قيامي، (ابريشم 



  ٩٥          )                                                                  ٨٧-٩٧( ١٣٩٦تحقيقات توليدات دامي سال ششم/شماره دوم/تابستان 

 

نمايد. در افزايش پس از دو ساعت شروع به كاهش مي
كه چهار ساعت پس از شوك شود ملاحظه مي ٣جدول 

حرارتي بيان ژن به شدت كاهش يافته و بنابراين ادامه آن 
 Glanville Fritillaryدر پروانه . استبيني قابل پيش

)Melitaea cinxia( شناسي زيست كه يك گونه مدل در
دماي  به وسيلهاست و رفتار و زندگي آن تا حد زيادي 

اي بيان ژن مختلف گيرد، الگوهمي محيط تحت تاثير قرار
HSP70 هاي حرارتي گوناگون با استفاده از تحت تنش

PCR  ّدرجه  ٤٠ي تجزيه و تحليل شد. شوك حرارتي كم
 HSP70ساعت باعث بيان بالايي از  دوگراد به مدت سانتي

 دودر اولين  HSP70sدر اين گونه شد و حداكثر سطح 
 ,.Luo et al)ساعت بعد از شوك حرارتي مشاهده شد 

بلافاصله بعد از شوك   HSP70تفاوت بيان ژن .(2015
حرارتي در چهار والد كرم ابريشم و در هر دو جنس 

هاي ژنتيكي و دهنده همبستگي زياد بين تفاوتنشان
هاي بيان ژني است. بيان افزايشي اين ژن تا چهار تفاوت

دهنده اهميت آن در ساعت پس از تنش حرارتي نشان
هايي با تحمل ويژه در ژنوتيپشرايط تنش حرارتي به 

بعلاوه با توجه به اختلاف بسيار زياد  حرارتي بالاتر است.
بيان ژن در جنس نر و ماده والدين كرم ابريشم، ضروري 
است پس از تفكيك جنسيت ميكروسكپي و سپس تنش 

- هاي فيزيولوژيك در هر دو جنس اندازهحرارتي، فراسنجه

ها يرات ميزان بيان ژنگيري و سپس ارتباط آن را با تغي
بررسي نمود. چون اساس ژنتيكي تحمل حرارتي تاكنون 

 ,Schoville et al., 2012; Clarkeناشناخته مانده است (

تواند به درك هايي ميلذا مشاهده چنين تفاوت )،2003
روابط فيزيولوژيك مرتبط با تنش حرارتي كمك شاياني 

  نمايد. 

  گيري كلينتيجه

در  HSP70س كرم ابريشم بر بيان ژن جنو نوع والد 
موثر بوده، به طوري كه شوك  حرارتيشديد هنگام تنش 

شديد حرارتي باعث افزايش بيان ژن در هر دو جنس 
) ١٠٧و  ١١٠دو والد ( (جنس ماده بيشتر از جنس نر) و

 شد.
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Abstract 

In order to study the parents and sexes effect as genetic elements on response of silkworm larva to increased 
temperature, the expression of HSP70 was measured in both sexes of four silkworm parents including 110 , 104 
(Chinese varieties) and 103, 107 (Japanese varieties). Larvae was exposed to 35 min of heat shock at 45°C and 
then sampling of larval fat body was done at zero, two, four and twenty-four hours after heat shock in the fourth 
day of the fifth instar. After RNA isolation and determination of HSP70 relative gene expression by qRT-PCR, 
results showed that the gene expression in female was 13.8 times of male larvae with high significant 
differences (P<0.0001). Therefore, the comparison of silkworm parents in the four times samplings were done 
by factorial analysis and Duncan’s test in each sex separately. HSP70 gene expression differences among 
varieties was highly significant (P<0.0001). 107 and 110 varieties showed the highest expression of HSP70 
gene (552 and 53) among female and male silkworm larvae groups, respectively. This gene was increasingly 
expressed immediately after heat exposure, but there were no significant differences between the times of zero 
and 2 hour after heat shock. Thermal tolerance test showed that two varieties of 110 and 107 (0.63 and 0.44) had 
less mortality and more tolerant than 103 and 104 (0.94 and 0.74). The results showed that the 103 variety 
which had the lowest HSP70 expression, was also so sensitive to heat stress. 
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