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Abstract 
 

Background and purpose: Dicrocoelium dendriticum is the most important liver fluke of the 

domestic and wild herbivores. Nevertheless, there is scarce data on the genetic characteristics of this 

important zoonotic trematode. This study aimed to determine the intraspecific variations within D. 

dendriticum samples from sheep and goats in East Azerbaijan province, northwestern Iran, through the 

analysis of mitochondrial Nad1 and ribosomal ITS2 genes. 

Materials and methods: In this study, DNA was extracted from the D. dendriticum samples. 

Subsequently, the Nad1 and ITS2 genes were amplified through conventional PCR method. PCR 

products from each gene for sheep (6 samples) and goat (4 samples) isolates were sent for sequencing. 

The obtained sequences were edited through BioEdit software and aligned with each other using the 

ClustalW algorithm in MEGA7.0 software. Similarly, all nucleotide sequences were compared with some 

sequences deposited in the NCBI, based on BLAST function. Finally, to determine the phylogenetic 

status of D. dicrocoelium isolates, a phylogenetic tree relevant to each gene marker was constructed using 

the Neighbor-Joining method in MEGA7.0 software to investigate the similarities and differences 

between isolates from different geographical regions around the world and our D. dendriticum samples. 

Results: The analysis of sequences showed that, among the 4 ITS2 sequences, there was only one 

additional nucleotide relevant to one of the sheep isolates, while no difference was found among the 

sequences of Nad1 fragments. In the BLAST comparison, except for a few sequences, 100% similarity 

was found between our sequences and reference sequences from NCBI. Phylogenetic tree construction 

indicated that both ITS2 sequences and Nad1 fragments were clearly grouped in a clade, both separately 

and together, with the majority of selected sequences from NCBI. 

Conclusion: The haplotype difference was not observed for the Nad1 gene, so it is better to use 

the ITS2 gene to detect different haplotypes of D. dendriticum. 
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 ـدرانـــازنـــي مـكـــــزشـــوم پـــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج

 (24-14)   4444سال    تیر   642ي و چهارم    شماره سدوره 

 24       4444 تیر،  642، شماره مجنپدانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                              دوره سي و مجله               

 پژوهشـی

 

جدا شده از  دیکروسلیوم دندریتیکومتعیین هویت 
 دهنشخوارکنندگان کوچک استان آذربایجانشرقی با استفا

 ITS2و  Nad1های  از ژن
 

 1عباس ايماني باران
 2سالار عليدوست
 3احمد نعمت الهي

 4معصومه فيروز امندي
 5بهزاد قربانزاده

 چكيده
از مهمترین و شایعترین فلوکهای کبدی علفخوارن اهلی  و وشیی  اسیبا  یا  دیکروسلیوم دندریتیکوم هدف:و  سابقه

ین ترماتود مهم و دارای اهمیب زئونوتیک اطلاعیات کمی  وجیود داردا ایین این وجود، در ارتباط  ا خصوصیات ژنوم  ا
جییدا شیید  از  وسییف دها و  سهییای اسییتان  دیکروسییلیوم دنییدریتیکومای در مطالعییب  ییا هییدن تعیییین ت ییوه درون  ونییب

 انجام شدا ITS2و ریبوزوم   Nad1های میتوک دریائ  آذر ایجانیرق ، از طریق آنالیس ژن
هیای استخراج شیدندا سی ق قطعیات  از ژن دیکروسلیوم دندریتیکومهای نمونب DNAدر این مطالعب،  :هامواد و روش

نمونب( و  یسی  6های  وسف دی )از هر قطعب ژن مر وط  ب ایسولب PCRهای معمول  تکثیر شدندا نمونب PCRاز طریق  هدن
تصحیح شدند و  ا اسیتفاد   BioEditافسار  ا استفاد  از نرمدسب آمد  بهای  نمونب(  رای تعیین توال  ارسال شدندا توال  4)

ی شاضیر  یا های مر وط  ب مطالعبچ ین توال  ا همدیگر هم تراز شدندا هم MEGA7.0افسار در نرم ClustalWاز الگوریتم 
هیای د  ین ایسولیبهای موجوها و تفاوتمقایسب شدند تا تیا ب BLAST،  ا روش NCBIتعدادی از توال  های ثبب شد  در 

، دیکروسلیوم دندریتیکومهای در نهایب،  رای تعیین موقعیب فیلوژن  ایسولب ها میخص شوندای شاضر  ا سایر ایسولبمطالعب
 شدا میترس Neighbor-Joiningو  ا روش  MEGA7.0افسار نرمدرخب فیلوژن  مر وط  ب هر ژن  ا استفاد  از 

فقط یک نوکلئوتیید متفیاوت  یب شیکز افساییی  در ییک  ITS2های داد کب در  ین توال  ها نیانآنالیس توال  ها:يافته
 دیکروسیلیوم دنیدریتیکومهیای نمونۀ  وسف دی میاهد  شد و  راساس همین تفاوت فقط دو نوه هاپلوتایپ در  ین ایسولیب

و  ITS2هیای لعۀ شاضیر مقایسیۀ تیوال ای را نیان ندادا در مطاهیچ تفاوت درون  ونب Nad1های میاهد  شدا آنالیس توال 
Nad1های انتخیا  شید  از درصدی  ا سایر توال  011جس  ا چ د توال  معدود، شباهب ،  بNCBI  نییان دادنیدا  یا ترسییم

در ییک  NCBIهیای های هر کدام از ژن ها هم  ا خود و هم  ا اکثر توال درخب فیلوژن   ب وضوح میخص شد کب توال 
  داشاخب قرار  رفت

مییاهد  نییدا  دیکروسیلیوم دنیدریتیکومای  یرای تفیاوت درون  ونیب Nad1در این مطالعب  ا استفاد  از ژن  استنتاج:
 استفاد  شودا ITS2 هتر اسب از ژن ریبوزوم   دیکروسلیوم دندریتیکومای   ا راین  رای اثبات وجود ت وه درون  ونب

 

 Nad1 ،ITS2آذر ایجان شرق ،  ، س،  وسف د، ندریتیکومدیکروسلیوم د ت وه ژنتیک ، واژه هاي کليدي:
 

 Email: a.imani@tabrizu.ac.ir                                                   تبریس دانیکد  دام سشک ، دانیگا تبریس:  -عباس ایمانی بارانمولف مسئول: 

 تبریس، تبریس، ایران ،  رو  پاتو یولوژی، دانیکد  دام سشک ، دانیگا ا دانییار0

 ،  رو  پاتو یولوژی، دانیکد  دام سشک ، دانیگا  تبریس، تبریس، ایرانا دانیجوی کارش اس  ارشد انگز ش اس  دام سشک 2

  رو  پاتو یولوژی، دانیکد  دام سشک ، دانیگا  تبریس، تبریس، ایران ،ا استاد3

 یگا  تبریس، تبریس، ایران،  رو  پاتو یولوژی، دانیکد  دام سشک ، دانا دانییار4

 دانیکد  دام سشک ، دانیگا  تبریس، تبریس، ایرانکارش اس آزماییگا  مرکسی، ا دکترای تخصص  انگز ش اس  پسشک ، 5

 : 8/01/0413 تاریخ تصویب :             25/7/0413 تاریخ ارجاه جهب اصلاشات :              2/7/0413 تاریخ دریافب 
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 ITS2 وNad1 هایبا استفاده از ژن  كومیتیدندر ومیكروسلید تیهو نییتع
 

 4444، تیر  642، شماره مجنپدوره سي و مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                       26

 مقدمه
ترین ترماتودهای  اسب کیب یک  از شایع ومدیکروسلی

در مجاری صفراوی و کیسیۀ صیفرای طییس وسییع  از 

 شیوانات اهل  و وشی  و  اهاً انسان سیاکن شید  و  اعی 

 دیکروسیلیومشیودا از جی ق  یماری دیکروسلیازیق م 
  ونیییب شییی اختب شییید  اسیییب کیییب عمیییدتاًپییی   تیییاک ون

 لیومدیکروسیییک  ییید: نییییخوارک  د ان را آلیییود  مییی 

دیکروسیییلیوم ، دیکروسیییلیوم هاسییی ق، دنیییدریتیکوم
دیکروسلیوم )مترادن  دیکروسلیوم سوپرری، چای  سیق
 های دیکروسلیوما  ونبدیکروسلیوم پترووی( و اوری تالیق

پیراک   مختلیس جهیان   ا هم وشان  خیلی  کیم دارای 

شیمال  ا،یآسی کیا،یدرآمر دنیدریتیکوم دیکروسلیومهست د، 

، قییایدر آفر عمییدتاً دیکروسییلیوم هاسیی ق ،و اروپییا قییایآفر

 دیکروسیلیوم سیوپرریو  ا،یآسدر  دیکروسلیوم چای  سیق

 ا(2، 0)دنشو م افبی  یواتر میقد اتحادجماهیر شورویدر

ای و درون طیور کلی ، ت یوه ژنتیکی   یین  ونیب ب

ای  رای دیکروسیلیوم شیایع اسیب و ایین موضیوه  ونب

ا  یا مییکز مواجیب ک ترل دیکروسلیازیق در شیوانات ر

 یهیامیا ب تفیاوت دارای مورفولوژی یهاکرم (ا3)سازد م 

مان یید   کیولوژیدمیییرا در عوامییز مهییم اپ  قا ییز تییوجه

در  بیو شساسی یسییت ژن آنتی ،یی زایمیاری،  زای عفونب

نییان مطالعیات  ا(4) ده ید نییان می هیاضید انگیز  را ر

معمییول   کیمورفولییوژتیخیصیی   یهییاروش انییدداد 

استوارند،   ا راین توانیای   تخمیا  کرم  الغ صرفاً  ر روی

و ی دیکروسیلیوم هیا ونیب یا ونب نی  تفاوت تیخیص

  تییدرون جمع ایی یادرون  ونیب یهاتفاوتطور همین

را ندارنیدا  دیکروسلیوم دندریتیکوم ی مهم  چون ونب

روش  کع وان ی ب  ،مولکول هایامروز  روش ،  ا راین

 سیاختن آشیکارو انگیز  یهابایسولی نی  سیتما ی راآل د یا

 DNA هیای ها  ا اسیتفاد  از تیوالانگز  کیژنت راتییتغ

 (،mtDNAیائ  )توک دریم DNA( و rDNA)  بوزومیر

 مطالعیات ک ونتیا ا(3-5) ندسیاز میاین میکز را مرتفع 

   رای تیخیص مولکولش اس  و ی ریخبزیادی  رپایب

 ت یوهروسیلیوم و همن یین تعییین هیای دیکتفریق   ونب

 ای در  رخیی هییای درون  ونییبو وجییود تفییاوت  کیییژنت

 ،دیکروسلیوم دندریتیکومویژ   ب ،های دیکروسلیوم ونب

  انجیام شید mtDNAو  rDNA هیای  ا استفاد  از تیوال

هییییای ا   ییییا ر ااهییییارات محققییییان، ژن(4، 0)اسییییب

 یا ییرهییای ریبییوزوم  ژن ییا  سییبیدر مقا میتوک ییدریای 

 موجیود یهابیجمع ایافراد  نی   کیژنت یهاتفاوت  ررس 

وراثیب  زییدل یب ،د، ترماتود و سستودونمات یهادر  ونب

 هیا،تیر در ایین ژن ی جه   میسانو  عیتکامز سر ی،مادر

نظر از این  رتیری  ییان شید ، صرن ا(3)هست دتر م اسب

هیای میتوک یدریائ  مطالعات متعیددی  یا اسیتفاد  از ژن

Cox1 (3 ،6 ،7) ،Nad1 (3 ،4 ،00-8)  و Cytb(3)و  ؛

، 18S (02) ،28S (0 ،2 ،6 ،03 ،04)هییییای ریبییییوزوم  ژن

ITS1 (5 ،05)، ITS2 (0 ،6-4 ،8 ،9 ،02 ،05 ،06 ،07)  ییییییییب 

 ی ش اسیا ی یرا (07، 05)ت های  و یا ترکیبی  از چ ید ژن 

 ایدرون  ونییب ت ییوهدیکروسییلیوم و تعیییین  یهییا ونییب

 اندااستفاد  شد 

 دنیدریتیکومدیکروسلیوم تیک ونوئزماهیب علب  ب

قا ز توجب ناش  از آلود    یا ایین  صادیتو خسارات اق

 قیازدیکروسلیاپیدمیولوژی  وضعیباز  هاطلا ترماتود،

تمییام  ا اهمیییب اسییب جوامییع انسییان  و دامیی  شییائسدر

دیکروسیلیوم نید ا ادنیان دانجام شد  در ایران مطالعات 
هیای دیکروسلیازیق در دام عامز ۀ ونت ها  دندریتیکوم

درصید شییوه  هیا در اییران،طبیق  ررسی  ا اشدم  اهل 

 یین در  یین  ونیۀ مهیمق ناشی  از ایازنسب  دیکروسیلی

-9/0درصید ) 3/0  سهیا ،(2/2-2/4رصد )د 0/3 وسف دان 

 ییسارش شیید  ( 0/0-5/3درصیید ) 5/1 و  اوهییا (9/1

 دیکروسیلیومدر خصوص تعیین هویب مولکول  ا (08)اسب
هیای  هیای اخییر در اییران  ررسی ، در سیالدندریتیکوم

، 04، 03، 00، 01، 4) توسط پژوهیگران انجیام شید  اسیب

تعییییین هوییییب ا هیییدن از مطالعیییب شاضیییر (20-09، 07

وجیییود از نظیییر اشتمیییال  دیکروسیییلیوم دنیییدریتیکوم

 جییدا شیید  ازهییای ای در نمونییبهییای درون  ونییبتفییاوت

هییای ی کیییتار شیید  در کیییتار ا هییا سو   وسییف دها

 ییا روش مییولت   هییای اسییتان آذر ایجانیییرق ،شهرسییتان
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 و همکاران عباس ايمانی باران     

 26         4444، تیر  642، شماره مجنپدوره سي و                                                                          مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                    

 پژوهشـی

 

 

 و Nad1 ژنی  هیایا استفاد  از مارکر لوکوس ژنوتای ی گ 

ITS2  اشدام  
 

 هامواد و روش
  ردارینمونب

تا  0411اول  همن این مطالعب مقطع  در  از  زمان  

 یرداری  رای  ازرس  کیتار اه  و نمونیب 0410خرداد 

هییای اسییتان شهرسییتانتعییدادی از هییای  ا کیییتار از

 در نظیر مراغیب( )تبریس، اهر، میانب،   یا  و شرق  آذر ایجان

 لافاصلب پق از کیتار و تخلیب امعاء و اشیاء   رفتب شدا

هیای ، کبیدها  یا  یرشی  یوم  اسیتان وسف دها و  سها

و  تخصص   افب کبد و مجاری و کیسۀ صفرا  ازرس  شد 

جداسییازی  دیکروسییلیوم دنییدریتیکومآلییود   ییب کبییدهای 

هیر کبد آلیود  ) وسیف د و  یس  01از هر کیتار ا ، ا ندشد

از   یرداری انتخیا  شیدندا پیقکبید(  یرای نمونیب 5کدام 

کبیدها  ،ش اسی کبدهای آلیود   یب آزمایییگا  انگیزانتقال 

ا  ییا  ییدمییدت دو سییاعب در آ  نمییک رقیییق قییرار  رفت ییب

و پ ق تمام مجاری موجیود ، قین  استفاد  از تیغۀ اسکال ز

دیکروسییلیوم هییای  ییالغ در کبیید  ییاز شیید  و تمییام کییرم
هیا  یا اسیتفاد  از سیرم ا کیرمندآوری شیدجمع ومدندریتیک

شسیب و شیو شید  و تیا زمیان  PBSفیسیولوژی ییا محلیول 

 انددرجب نگهداری شد 71 انولدر ات DNAاستخراج 

 
 PCRو انجام  DNA تعیین کیفیب ،استخراج

 DNAییا اسییتفاد  از روش اسییتاندارد ف ییز هییانمونییب  

 یییا  DNAهییای نمونییبا (22)کلروفییرم اسییتخراج شییدند

 DNAاستاندارد ) DNAهای متفاوت همرا   ا یک غلظب

Ladder, Cinagen, Iran درصیید 0( روی ژل آ ییارز 

هیا  یا  انید نمونیب DNAا شدت  اندهای نددشالکتروفورز 

کیب  ا از آنجیائ شیدنداستاندارد مقایسیب  DNAمر وط  ب 

 DNAموجییود در هییر یییک از  انییدهای  DNAمقییدار 

هر نمونیب از طرییق  DNAمقدار   اشد،استاندارد معلوم م 

اسیتاندارد  DNAمقایسب شدت فلورس ب نمونب  ا  اندهای 

هییای پرایمر، PCR ییرای انجییام واکیی    اشییدمحاسییبب 

دو  جفیب  یاز از 211 رای تکثیر قطعۀ تقریبی   اختصاص 

 'Nad1 (Nad1F: 5'-GAGAGTTTCACTGTGCAG-3ژن 

-Nad1R: 5'-TTTAATTCGCGCTCACCTCGCCGCTو 

-'ITS2  (ITS2F: 5 و( '3

GTCCCCACTCGCTGAGGTATT-3'  وITS2R: 5'-

GCTCACCGGCCTCGCTCTG-3' ) ییییییا اسییییییتفاد  از 

   و ازطراشی  شید Fast PCR و  Primer3افسارهیاینیرم

طبیق  اخریداری شدند  صورت لئوفیلیسب   سی اژنشرکب 

 یا شجیم نهیای   PCRدستور شرکب سازند ، هر واک   

 3رولیتییر از هییر پرایمییر، میکرولیتییر شییامز: یییک میک 25

میکرولیتییر  5/02الگییو،  DNAمیکرولیتییر از هییر نمونییۀ 

 ,Taq 2x Master Mix, AmpliqonIIIمسییترمیکق )

Denmark میکرولیتییر از آ  دو ییار تقطیییر، انجییام  5/7( و

دسییتگا   وندر هییاشییدا ضییمن قرار یییری میکروتیییو 

، (MWG AG-BIOTECH, Germanyیکلر )اترموسییی

شیامز:  Nad1 رای تکثیر قطعۀ  PCRاک    رنامۀ زمان  و

دقیقیب،  5درجب  ب میدت  95یک واسرشب اولیب در دمای 

درجیب  یب  94چرخب شامز: واسرشب ثانوییب در دمیای  35

دقیقیب  0درجب  ب مدت  62دقیقب، اتصال در دمای  0مدت 

دقیقییب، و  0درجییب  ییب مییدت  72و  سییترش در دمییای 

دقیقیب،  01ت درجیب  یب مید 72 سترش نهیای  در دمیای 

 رنامۀ زمان  و شرایط دمای   یرای تکثییر قطعیۀ  اانجام شد

ITS2  میا ب  ا شرایط تکثیر قطعۀNad1  ود،  ا این تفاوت 

چرخب و مدت زمان  31کب تعداد چرخۀ مرشلۀ دوم شامز 

ثانیب در نظر  رفتب شیدا تمیام   31 رای هرمرشلۀ سب  انب 

درجیب  4دقیقیب در دمیای  01 یب میدت  PCRمحصولات 

روی ژل آ یارز  PCRها پق از انجام نمونبذخیر  شدندا 

ا نهایتاً،  رای میاهدۀ اهور و دندشالکتروفورز درصد  5/0

ترین  اندها از صیفحات ژل،  یا اسیتفاد  از تعیین  ا کیفیب

 رداری شدا لازم  یب ذکیر اسیب ، عکقGel docدستگا  

انجییام تمییام مییواد مییورد اسییتفاد  از  هتییرین مییوارد  ییرای 

( و از شییرکب یکتییا PCR grade ییود  ) PCRواکیی   

 تجهیس آزما )ایران( تهیب شدندا
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  ، هم ترازی و ترسیم درخب فیلوژن ا ی  توال
 PCRل ومحصی 01از  تریکرولیم 05  ا ی توال ی را

مر وط  ITS2و  Nad1مورد از هر ناشیۀ ژن   3) اکیفیب 

( همیرا   یا  سمورد از هر ناشیۀ مر وط  ب  2 ب  وسف د و 

 ب شرکب  معکوسو  مستقیم یمرهایاز پرا تریکرولیم 01

 Sanger)ر انگس کی ا تک  هاا نمونبندشد ارسالژن  ایس

dideoxy techniqueمعکیوس و مسیتقیم جهب دو ( در 

دسیب  یب معکوس و های مستقیم دا توالشدن  ا ی توال

 Sequencher افیسارنرماستفاد  از  ا  آمد  از هر نمونب ا تدا

شید   یا اسیتفاد  از  هیای الحیا  ا هم یکی  شیدندا تیوال 

تصحیح شدندا  یرای ردییا    BioEdit v.7.2.6افسار نرم

های تصحیح شد   یا اسیتفاد  ای، توال ت وه درون  ونب

 MEGA7.0 (24)افیسار نیرمدر  ClustalW(23)الگوریتم از 

ا های تصحیح شد   یهم تراز شدندا در مرشلۀ  عد توال 

 (  یا روشNCBIهای ثبب شد  در  انک جهیان  ژن )توال 

BLASTهیا و ، مقایسب شدندا  رای ارزیا   نهای  تفاوت

 NCBIهیای ثبیب شید  در ها، تعدادی از تیوال شباهب

های مطالعۀ شاضر هم تراز و آنالیس توال انتخا  شدند و  ا 

 درخب فیلوژن  مر وط  ب هر ژن  ا استفاد  شدندا در نهایب

 Neighbor-Joiningو  یییا روش  MEGA7.0افیییسار نیییرماز 

 شدا میترس

 

 هايافته
 هیایژن  ازی ازجفب 211 رای تکثیر قطعۀ  PCR واک  
Nad1  وITS2 

 انییدهای مر ییوط  ییب  2-3و  0-3 تصییاویر شییمار 

و  ITS2هیای از ژن تکثیر شید  ازی جفب 211 اتقطع

Nad1 ف دها جدا شد  از  وس دیکروسلیوم دندریتیکوم

 ده داوضوح نیان م و  سها را  ب
 

 ITS2 های مر وط  ب ناشیۀ ژن توال  ترازیهم نتای 
 A4 011و  A1 ،A3هیای های مر وط  ب نمونبتوال 

 A2درصد شبیب هم  ودند، ول  تیوال  مر یوط  یب نمونیۀ 

 036) وسف د( ت ها ییک نوکلئوتیید اضیاف  در جایگیا  

(136Indel Cداشب کیب در تیوال )  هیای مر یوط  یب سیب

 (ا3-3 تصویر شمار نمونۀ دیگر میاهد  نید )
 

 
 

از ژن  200bpقطعۀ  PCRمحصولات الکتروفورز  :1-3 تصویر شماره

ITS2 جدا شد  از  وسف د و  سا دیکروسلیوم دندریتیکوم 

M 100: مارکرbp های  وسف د: نمونب4-6های  س؛ : نمونب0-3؛ 

 

 
 

از ژن  200bpقطعۀ  PCRمحصولات ورز الکتروف :2-3 تصویر شماره

Nad1 جدا شد  از  وسف د و  سا دیکروسلیوم دندریتیکوم 

M 100: مارکرbp های  وسف د: نمونب3-4های  س؛ : نمونب0-2؛ 

 

  ا راین ا یر  یاز افساییی  اولیین کیدون  اشید، آنگیا  

GT Cکد ک  یدۀ اسیید آمی یۀ آرژنیین ) GTCتوال  جدید 

←TC↓GT ین(، ا ر دومین کیدون  اشید، آرژن←:آرژنین

G CCکد ک  یدۀ اسیید آمی یۀ پیرولین ) GCCتوال  جدید 

←TC↓GTپرولین( و ا ر سومین کیدون  اشید،  ←: سرین

CTC  ←کد ک  دۀ اسید آمی یۀ سیرین ) CTCتوال  جدید 

CTC↓اشداسرین( م  ←: لوسین  
 

 Nad1 های مر وط  ب ناشیۀ ژن توال  هم ترازی نتای 
 A8 011و  A6 ،A7وط  یب سیب نمونییۀ هیای مر ییتیوال 

ای در ایین شبیب هم  ودنید و تفیاوت درون  ونیب درصد

 (ا4-3میاهد  نید )تصویر شمار   Nad1قسمب از ناشیۀ ژن  

ییا   خیو   تیوال از این ناشیۀ ژن   ب PCRدو محصول 

 نید   ودندا
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 ITS2 های مر وط  ب ناشیۀ ژن توال  هم ترازی :3-3 تصویر شماره

 

 

 Nad1 های مر وط  ب ناشیۀ ژن توال  هم ترازی :4-3 تصویر شماره

 

 ا تعدادی  ITS2 های مر وط  ب ناشیۀ ژن توال  ترازیهم
 NCBIهای ثبب شد  در از توال 

 ,EF547132, LC218116 ب جس سب تیوال  آخیر )

LC333979 ای را های درون  ونبترین تفاوت( کب  ی

های ناشیۀ ژن  ها  ا توال سایر توال از خود نیان دادند، 

ITS2  ًدرصد شباهب  011مر وط  ب مطالعۀ شاضر تقریبا

 ,MH753598, MH753596توال  )نیان دادندا فقط سب

LC159512 ییب جییای  015( در جایگییا  نوکلئوتیییدی A 

 (ا در ضیمن، تیوال Transversion A↔T ودنید ) Tدارای 

LC159516   ب جیای  40درجایگا A رای نوکلئوتیید دا

 یب اشتمیال  R ود کب طبق م یا ع موثیق شیرن  Rنامیخص 

، R=A/G اشییییید ) Gییییییا  Aتوانییییید مییییی  قیییییوی

TransitionA↔G ا کییب در ای جییا  ییب اشتمییال زیییاد)A 

 (ا5-3 تصویر شمار  اشد )م 

 
 ییا  Nad1 هیای مر ییوط  یب ناشیییۀ ژنی تییوال  تیرازیهیم

 NCBIهای ثبب شد  در تعدادی از توال 

 مطالعۀ شاضیر شیباهب  Nad1ای ناشیۀ ژن  هتوال 

 

 NCBIهای انتخیا  شید  از درصدی  ا سایر توال  011

 نیان دادندا
 

 
 

 ا  ITS2 های مر وط  ب ناشیۀ ژن توال  هم ترازی :5-3 تصویر شماره

 NCBIهای ثبب شد  در توال 
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در  MC889416فقط در ییک نوکلئوتیید  یا تیوال  

( و در چهیار نوکلئوتیید Transition C↔T) 030جایگا  

 65و  54، 51هیییای در جایگیییا  LC159524 یییا تیییوال  

(Transition T↔C و )018 (Transversion C↔G) 

تفیاوت درون  LC159517تفاوت مییاهد  شیدا تیوال  

 هییا نیییان دادای قا ییز تییوجه  را  ییا سییایر تییوال  ونییب

 (ا6-3 تصویر شمار )

 

 
 

 Nad1 های مر وط  ب ناشییۀ ژنی توال  هم ترازی :6-3 تصویر شماره

 NCBIهای ثبب شد  در  ا توال 
 

هیای مر یوط  یب  ر اسیاس تیوال درخب فیلوژن   ترسیم
 ITS2 و Nad1  ژن هایجایگا 

، ITS2هییای در درخیب فیلییوژن  مر یوط  ییب تیوال 

کب خیل  نسدییک چهار توال  مطالعۀ شاضر علاو   ر این

طیور چ ین  یبهم هم در یک شاخۀ واشد قرار  رفت د، ب

های مییا ب در ییک شیاخۀ واشید میترک  ا سایر توال 

، LC159512هییای دیگییر مسییتقر شییدندا جییدای  تییوال 

MH753596  وMH753598 دلیییز درون ایین شییاخب  یب

اسبا سب توال  انتهای  هیم  C ا  Tتفاوت در جایگسی   

ها نییان ای را  ا سایر توال ترین تفاوت درون  ونب ی 

تیوال  سیب Nad1در درخیب فیلیوژن  مر یوط  یب  دادندا

طیور مطالعۀ شاضر  ا فواصز  ییتر از همدیگر و البتیب  یب

در ییک  NCBIهیای انتخیا   از میترک  ا سیایر تیوال 

 LC159517شیییاخۀ مییییترک قیییرار  رفت یییدا تیییوال  

 اشیدا ترین توال  از نظر ت وه درون  روه  می متفاوت

متفییاوت  ییا سییایر  دارای چهییار  ییاز LC159524تییوال  

ت هیا  MG889416ای  یودا تیوال  های هیم شیاخبتوال 

های میا ب فوقان   ود  ا سایر توال  C ب جای  Tیک  از 

 (اBو  A: 7-3 تصویر شمار )
 

 
 

هیای مر یوط  یب  ر اسیاس تیوال درخب فیلوژن   :7-3 تصویر شماره

(  یییا اسیییتفاد  از روش B) Nad1( و A) ITS2  ژنییی هیییایجایگیییا 

Neighbor-Joining افیییسار در نیییرمMEGA7.0 ای هیییا تیییوالITS2 

های کوچک  ا دایر  Nad1 هایتوال مطالعۀ شاضر در شاخۀ سبس و 

 ندمیخص شد 
 

 بحث
 ییرای اطییلاه از وضییعیب اپیییدمیولوژی و انتخییا  

هیای راهبردهای مطلو  ک ترل و پیییگیری از آلیود  

جغرافییای  از  ها در هر ناشییۀانگل ، ش اسای  دقیق انگز

امیروز  در  سییاری از ا (7)اهمیب  الای   رخوردار اسب

علیوم زیسییت   یرای دسییتیا    ییب نتیای  دقیییق و معتبییر از 

شییود و اییین هییای مت ییوه مولکییول  اسییتفاد  میی روش
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های نوین و دقیق تقریباً در  ییتر میوارد جیایگسین روش

 های ارزییا  اندا در روشهای تیخیص  معمول شد روش

مولکول  پژوهیگران  رای اهدان مطالعات  خیود ییا از 

های ش اختب شدۀ ریبوزوم  یا میتوک دریای  اسیتفاد  ژن

ک  د، ول  آن  ونب کیب از نتیای  و پییی هادات اکثیر م 

 های میتوک دریای   ب لحیا پژوهیگران میخص اسب، ژن

تیر  یر ژن هیای کار ردی و شصیول نتیجیب  هتیر و دقییق

 هیای میتوک یدریای   یبشوندا ژنیح داد  م ریبوزوم  ترج

دلیز هاپلوئید  ودن و در نتیجب انجام نیدن تقسیم میتوز، 

د و جییسء نییقا لیییب  ییالای  در مطالعییات فیلییوژن  دار

 هیاها  رای تعیین را طۀ فیلوژن   یین  ونیبترین ژنکار ردی

هیا و ترسییم هیا در تییخیص  ونیباین ژن (ا25) اش دم 

  دارای مسایای  از جملب تعداد ک ی   یالاتر را طۀ فیلوژن

پییریری تییر آن، وراثییبدر هییر سییلول، انییدازۀ کوچییک

 مادری، هاپلوئید  ودن، عدم وجود نوترکیب ، وجود نیواش 

شفااب شید  و نیواش  شفاایب نیید   یرای مطالعیات 

عیلاو ، ب ی (ا26) اشی دهیای خویییاوند می تکامل   ونب

ش اختب شد   ا محییط های میتوک دریای   رهم ک   ژن

دسیب رسد ت یوه ژنتیکی   یبرو  ب نظر م ندارند، از این

 (ا27)آمد ، دقیقاً  ازتا   از وجود جدای  تولیدمثل   اشد

هیای ش اسی   ونیبهای ریخبدر ارتباط  ا ویژ  

دیکروسلیوم اطلاعات اندک  در دسترس اسب،   ا راین 

هیا  یا ای و  ررسی  دقییق جهی های درون  ونبتفاوت

پریر نیسبا از این های معمول مورفومتریک امکانروش

هییای مولکییول   ییرای تیییخیص کییار یری روشبرو  یی

ای و  ین های درون  ونبها و  ررس  تفاوتهویب انگز

ای  ییا اسییتفاد  از نیییانگرهای ژنتیکیی  معتبییر لازم  ونییب

اسییبا توسییعۀ روز افییسون  یولییوژی مولکییول  و ا ییداه 

 های مولکول   یرای تکثییردقیق روشهای شساس و روش

های آشکاری را در نواش  خاص  از ژنوم انگز، تفاوت

هیای مختلیس انگلی  نوه و ترتیب نوکلئوتیدهای  ونیب

هیا ی ایین تفیاوتطوری کب  یر پاییب اع  شد  اسب،  ب

راشت  از همیدیگر های نسدیک  ب هم را  بتوان  ونبم 

 ا(01)تیخیص داد

ای و درون ا   ت یوه  یین  ونییبتیاک ون  یرای ارزیی

ای دیکروسیییلیوم از مارکرهیییای مهیییم و مت یییوه  ونیییب

ریبوزوم  و میتوک دریای  در دنیا و ایران اسیتفاد  شید  

هیای هیای ژنتیکی  ارزشیم دی  یرای  ونیباسب و یافتب

های اهلی  و وشیی  ش اختب شد  دیکروسلیوم در میس ان

مطالعیۀ  دسیب آمید  اسیبا دردر م اطق مختلس دنیا  یب

 Nad1ریبیییییوزوم  و  ITS2هیییییای شاضیییییر تیییییوال 

ای میتوک ییدریای   یییرای ش اسیییای  ت یییوه درون  ونیییب

جییدا شیید  از  وسییف د و  ییس  دنییدریتیکوم دیکروسییلیوم

های مطالعیۀ شاضیر نییان دادنید کیب استفاد  شدندا یافتب

ت هییییا  ونییییب از جیییی ق  دیکروسییییلیوم دنییییدریتیکوم

ناشیییۀ مییورد  دیکروسییلیوم در  ییین  وسییف دها و  سهییای

مر یوط  یب ایین  Nad1هیای  اشدا آنالیس توال مطالعب م 

ای در هیچ  ونب نیان داد کب تفاوت ژنتیک  درون  ونب

درصد  011ها ها میاهد  نید و تمام توال کدام از نمونب

های انتخا   میا ب  ودند و  ب جس سب توال ،  ا سایر توال 

درصیدی  011 ثبب شد  در  انک جهان  ژن نیس شباهب

 را نیان دادندا

پییور و همکییاران مغییایر  ییا مطالعییۀ شاضییر،  رجیی 

ت یییوه ژنتیکییی  درون  mtNad1(  یییا اسیییتفاد  از 2105)

هیای هاپلوتاییپ(  یرای نمونیب 01ای قا ز توجه  ) ونب

اند ولی  تفیاوت  سارش کرد  دیکروسلیوم دندریتیکوم

 ای را در  ین خصوصیات ژنتیکی  ودار درون  ونبمع  

هییای جییدا شیید  از  اوهییا و مورفولییوژیک  در نمونییب

 وسف دهای ایران مییاهد  نکردنیدا در مطالعیۀ میرکور 

مورفییک( در  یین جایگا  پل  8مورفیسم )ترین پل  ی 

 ا(5)(  سارش شد  اسبND-D) Nad1ژن  Dهای ایسولب

(  ییا اسییتفاد  از 2120چ ییین، محمییدی و همکییاران )هییم

 97-99  کیییمییا هب ژنتم رغیی، علی Nad1ناشییۀ ژنیی  

جیدا  دیکروسیلیوم دنیدریتیکومهای ی  ین ایسولبدرصد

 ونب شد  از  وسف د،  س و  او، سب هاپلوتایپ  رای این

 ا(09) سارش کرد  اند

های مطالعۀ شاضر، شمس  و همکاران میا ب  ا یافتب

ای را در ( نیییس هیییچ ت ییوه ژنتیکیی  درون  ونییب2121)
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 دیکروسلیوم دندریتیکومهای بدر نمون Nad1های توال 

چ یین ا هیم(00)انیدجدا شد  از  وسف د  یسارش نکیرد 

رغیم مییاهدۀ اختلافیات ( عل 2109نظام  و همکاران )

هیای ای در ایسولیبمورفومتریک قا ز توجیب درون  ونیب

در  او،  وسف د و  س، تفیاوت  دیکروسلیوم دندریتیکوم

اند و کرد  سارش  mtNad1های خیل  اندک  در توال 

های ایسولب Nad1های شت  میخص شد  اسب  ین توال 

 او،  وسف د و  س ایران   ا میوارد ثبیب شید  در  انیک 

ا (01)درصد میا هب وجود داشتب اسیب 99جهان  ژن تا 

ای در در چییین  ییا  ررسیی  جییامع تفییاوت درون  ونییب

 رپایۀ آنیالیس سیب ژن  دیکروسلیوم دندریتیکومهای نمونب

نیییان داد  شیید  pcox1و  pnad1 ،pcytbریای  میتوک یید

 pnad1ای مر یوط  یب ترین تفیاوت درون  ونیبکب  ی 

 ا اسیتفاد   Nad1طور،  ا  ررس  ناشیۀ ژن  ا همین(3) ود

 ا م یاء  یاو زرد  دیکروسلیوم دندریتیکومهای از نمونب

ترتییب پی   و (  یبJapanese Serowچی   و  یس ژاپ ی  )

های چی   و ژاپ ی   یسارش ای نمونبچهار هاپلوتایپ  ر

هیای  ب هر شال، علییرغم  یسارش تفیاوت (8)شد  اسب

قا ز توجب و در نتیجب اثبیات وجیود ای  اهاً درون  ونب

واسیطۀ آنیالیس ایین میارکر ژنی ، های متعدد  بهاپلوتایپ

انیید  ییرای ( ااهییار کییرد 2122جییوانمرد و همکییاران )

مارکر  Nad1، دیکروسلیوم دندریتیکومهویب  تیخیص

 ا(07)ژن  م اسب  نیسب

ت ها  ITS2های در مطالعۀ شاضر در هم ترازی توال 

مورفیسم واشد افسایی  در یک ایسولۀ  وسف د یک پل 

( میاهد  شد، در شال  کیب سیب ایسولیۀ 136C)نوکلئوتید 

درصییید مییییا ب  ودنییید )دو هاپلوتاییییپ(ا  011دیگیییر 

هیای لیس تیوال ( نیس در آنیا2105پور و همکاران ) رج 

ITS2 جیدا شید   دیکروسلیوم دندریتیکومهای در نمونب

از  اوها و  وسف دها فقط دو هاپلوتایپ )ییک جایگیا  

درصید(،  1-42/1انید )مورفییک( را  یسارش کیرد پل 

، هاپلوتایییپ ND-Dطییوری کییب میییا ب  ییا هاپلوتایییپ  ییب

ITS2-A  در ایران غالب  ود  و پراک   وسیع  را نییان

ی (  ییر پایییب2122ا جییوانمرد و همکییاران )(4)سییبداد  ا

های ، نب هاپلوتایپ واضح در  ین ایسولبITS2آنالیس قطعۀ 

در  اوها،  وسف دها و  سهای  دیکروسلیوم دندریتیکوم

اند ا یر اند،  ا این وجود ااهار کرد ایران  سارش کرد 

هیای یک مارکر ژن  معتبر  رای مطالعات کرم ITS2چب 

هیای طور قیادر  یب تییخیص تفریقی   ونیبپهن و همین

 اشیید، ولیی  اییین قطعییب  ییرای  ررسیی  دیکروسییلیوم میی 

نظییر ای م اسییب  ییبهییای ژنتیکیی  درون  ونییبتفییاوت

 و همکیاران Liuا مییا ب  یا ایین محققیان، (07)رسیدنم 

 یرای تییخیص  ITS2های اند توال ( ااهار کرد 2104)

 دیکروسیلیوم و دنیدریتیکوم دیکروسیلیومتفریق  دو  ونۀ 

ها در  ب اندازۀ کاف  متمایس  ودند ول  تفاوت چای  سیق

چ یین،  راسیاس هیما (05)درون هر ونب خیلی  کیم  یود

مطالعۀ انجام شد  در چیین  یرای  ررسی  اهمییب نقی  

 ITS2ای، آنالیس فیلوژن  قطعیۀ متغیرهای میس ان  و ناشیب

درصیدی قیادر  یب  3/0ای  ا وجیود تفیاوت درون  ونیب

نبودا   یا راین  دیکروسلیوم دندریتیکومهای ایس ایسولبتم

 یری شد  اسب کب این ناشیۀ ژن   ا هدن  ررس  نتیجب

از  دیکروسلیوم دندریتیکومهای ارتباطات فیلوژن  نمونب

ای مارکر م اسب  نیسب، ول   یرای ج بۀ میس ان  و م طقب

هییای دیکروسییلیوم  ررسیی  ارتباطییات فیلییوژن   ونییب

( 2121و همکاران ) Darا (5)مارکر مفیدی  اشد تواندم 

ای ( نییس تفیاوت درون  ونیب2102و ار ا   و همکاران )

 دیکروسیلیوم دنیدریتیکومهای دار را در  ین ایسولبمع  

نظییر از محییز و نییوه ا صییرن(06، 03)انییدمییاهد  نکییرد 

دیکروسلیوم های ای در ایسولبمیس ان، تفاوت درون  ونب
( 2117و همکییاران ) Maurelli ررسیی   در دنییدریتیکوم

و همکیاران  Otrantoو در مطالعیۀ  (0)درصید 0تر از کم

  سارش شد  اسبا (02)درصد 3/0( تقریباً 2117)

هیییای اطلاعیییات مولکیییول  در خصیییوص  ونیییب

های در دسترس )مان ید دیکروسلیوم محدود هست د و ژن

rRNA ،Cox  وNadهیییای (  یییرای جسیییتجوی تفیییاوت

و  هیای دیکروسیلیوم از نظیر میس یان  ونیبمولکول  در 

رسیی د، ولیی  نظییر نمیی م ییاطق جغرافیییای  م اسییب  ییب

توان یید خصوصیییات مارکرهییای ژنتیکیی  مختلییس میی 
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ا (07)دراه مای   رای پراک   ژنتیک  این ترمیاتود  اشی 

های نوکلئوتیدی درون  ب هر شال، مقادیر اندک تفاوت

، دنیدریتیکوم دیکروسیلیومهیای ای در  یین ایسولیب ونب

نظییر از میس ییان و محییز، یییک وا سییتگ  ژنتیکیی  صییرن

هیای میس یان  آن نییان محدودی را در  ین انگز و  ونب

ها یک ثبات ژنتیک  اشتمال  در درون دهدا این یافتبم 

 یا  شود، ول محسو  م  دیکروسلیوم دندریتیکومجمعیب 

 تیوان رد کیرد کیبها نمی توجب  ب این ت اقضات در یافتب

های ها از م اطق مختلس و  ونبتری از ایسولبتعداد  ی 

میس ان  مت وه ممکن اسب الگوی متفاوت  را نیان ده د 

ا لازم (06)های محدودتر قا ز میاهد  نیسبکب در نمونب

هیای مورفولیوژیک  ذکر اسب کب در مواردی تفیاوت ب

 دیکروسیلیوم دنیدریتیکومهیای ای در ایسولبدرون  ونب

و ااهییار شیید  اسییب کییب اییین  (03)شیید  اسییب ییسارش 

اختلافات ممکن اسیب مر یوط  یب سین میس یان، شیرایط 

اکولیوژیک  و ای میس ان، شدت آلیود  ، شیرایط تغریب

انگیز، روش  اقلیم ، پراک ید   جغرافییای ، مرشلیۀ رشید

 ا(4) یری، تعداد نمونب، زمان و محز مطالعب  اشدانداز 

توانید  وییای می نتای  مطالعۀ شاضر  یا قاطعییب ن

ها  اشد و این اشتمال ممکن اسب  یب دلییز تمام واقعیب

آنالیس قطعۀ کوتیاه  از دو ناشییۀ ژنی  میرکور و تعیداد 

هییای میتوک ییدریای   ییرای یییا    اشییدا ژنانییدک تییوال 

ها خیلی  مطلیو   ررس  هویب ژنتیک  و فیلوژن  انگز

 دیکروسیلیومهای میتوک یدریای  هست دا توال  کامز ژن
 ا توجب  یب  ا(05) از اسبجفب 04884شامز دندریتیکوم 

های موجود در نتیای  اکثیر مطالعیات کیب در هیر ت اقض

های مختلس آنالیس کدام قطعات  از یک یا دو ژن  ا طول

اند و درمواردی نتای  سیایر مطالعیات را  یب چیال  شد 

شود یک مطالعۀ جامع در اند،   ا راین پیی هاد م کیید 

های میتوک دریای  )یا ل   ا آنالیس توال  کامز ژنسطح م

هیا در هیا از تمیام میس یانریبوزوم (،  ا تعداد زیاد نمونب

م اطق جغرافیای  مختلس انجام شیود و در ایین صیورت 

 شونداواقعیات موجود آشکار م 
 

 سپاسگزاري
 د/02269/43 ۀشیماراین مقالب مستخرج از طیرح  یب

 دام سشک  ۀم پژوهی  دانیکدمعاونب محتراز ا  اشدم 

معاونیب پژوهیی  دانییگا  تبرییس از  نیس و تبریس دانیگا 

و امکانیات میورد  خاطر مساعدت در تأمین اعتبار مال  ب

 اشودپژوه  س اسگساری م  ثمر رسیدن این نیاز در  ب
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