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اين گونه در تمام فلات ايران و  .شود آنوفل سوپرپيكتوس يكي از ناقلين مهم مالاريا در ايران محسوب مي :زمينه و هدف

 متـر از سـطح   2000ل زاگرس تا ارتفاع نزديك به هاي سلسله جبال البرز و جنوب سلسله جبا    نيز مناطق كوهستاني دامنه   
جمعيتهاي مختلف اين گونه نقشهاي مختلفي . شود دريا و نيز در دشتهاي ساحلي كناره بحر خزر و خليج فارس يافت مي

 هاي مورفولوژيك نشان داده كـه دو فـرم متمـايز بـر             بررسي. عهده دارند ه  در انتقال مالاريا در مناطق تحت اشغال خود ب        
در ايـن مطالعـه   : بررسـي  روش. ها در ميان جمعيتهاي مختلف اين گونه وجـود دارد       اس حلقه روي انتهاي پالپ ماده     اس

 جمعيت مختلف اين گونه در ايران مورد بررسي 35رفولوژيك و نيز تنوع ژنتيكي دو فرم مذكور در     وساير خصوصيات م  
 بر روي ژن سـيتوكروم اكـسيداز    PCR-direct sequencingو PCR-RFLPكمك تكنيك ه لكولي بومطالعات م. قرار گرفتند

هاي مورفولوژيك نـشان دادنـد كـه دو فـرم مـذكور               نتايج بررسي  :ها يافته.  ژنوم ميتوكندري انجام گرفت    (COI) 1شماره  
  و )>05/0p (، طـول بـال    )>01/0p(علاوه بر وجود و يا عدم وجود لكه روي پالپ از نظر طول نوار روشن انتهايي پالپ                  

بررسي پراكندگي جغرافيايي دو فرم     . داري دارند   اختلاف معني  )>05/0p ( تا انتهاي بال   4 يا   2فاصله محل انشعاب رگبال     
نتـايج    :گيـري  نتيجـه  . طور سيمپاتريك وجود دارند    همورفولوژيك نشان داد كه هر دو فرم در اكثر نقاط مختلف كشور ب            

 نـشان داد  bp  710 آنزيم مختلف و نيز تعيين توالي حدود18كمك ه  بI زبررسي هاي تنوع ژنتيكي ژن سيتوكروم اكسيدا
كه اختلافات مشخصي داخل يا بين جمعيتهاي هر دو گروه وجود دارد ولي اين تفاوتها ارتباطي با دو فـرم مرفولوژيـك                      

ط آنها با انتقـال مالاريـا       براي تعيين وضعيت تاكسونوميك دقيق اين هاپلوتايپهاي ژنتيكي و نيز ارتبا          . مورد بررسي ندارند  
  .شود مطالعات تكميلي اكولوژيكي، سيتولوژيكي و ملكولي صورت پذيرد توصيه مي

  . ايران،اي پليمراز  واكنشهاي زنجيره، مرفولوژي، ژنوم ميتوكندري،مالاريا,  آنوفل سوپرپيكتوس:كليدي كلمات
  

 
  

ار اسـت    مالاريا از نظر بهداشتي از اهميت جهاني برخورد        بيماري
هـاي سـازمان      بيمـاري مهـم مطـرح شـده در برنامـه           شش ـو يكي از    

گرمـسيري محـسوب     بهداشت جهـاني در منـاطق گرمـسيري و نيمـه          
 ميليون نفر در سرتاسر دنيا تحت تاثير اين 300ساليانه حدود  .شود مي

 ميليون نفر در اثر ايـن بيمـاري         1-5/1گيرند و حدود     بيماري قرار مي  
تـشكيل  كودكـان زيـر پـنج سـال         را  شتر آنهـا     بي ـ شـوند كـه    فوت مي 

رغم تلاشهاي فراوان جهت كنترل و پيشگيري بيمـاري          علي 1.دهند مي
 طي ده سال اخير وضعيت مالاريا در بسياري از نقـاط جهـان              متاسفانه

در حال حاضـر بـيش از       . شكل بدتر و وخيمتري به خود گرفته است       
 گوشه و كنـار جهـان        كشور مختلف در   100 نفر از ساكنان     ليارد مي دو

كه به طور قطع در معرض آلودگي و خطر          كنند در مناطقي زندگي مي   
كشور ايران با داشتن آب و هواي مختلـف         . ابتلا به بيماري قرار دارند    

يكي از مناطق مالاريا خيز جهان بـوده و مالاريـا يـك بيمـاري بـومي                 
ني بـه   زيانهاي اقتصادي و اجتماعي فراوا    شود كه تا بحال      محسوب مي 

 هـزار مـورد     11-60در سالهاي اخيـر سـاليانه تعـداد         . بار آورده است  
هـاي جنـوب     مالاريا در كشور گزارش شده كه عمدتا مربوط به استان         

 علاوه بر اين بـه واسـطه مهاجرتهـا و رفـت و            . باشد شرقي كشور مي  
صورت موارد وارده يا     آمدهاي زياد، اين بيماري در ساير نقاط ايران به        

 و بازپديد در قـسمتهاي      2و انتقال محلي اسپوراديك   ) افغاني(خارجي  
ــشاهده مــي  ــشور م ــي ك ــل ســوپرپيكتوس 2-4.شــود شــمال غرب  آنوف

(Anopheles superpictus)    ناقل مهم منطقه پالـه آركتيـك اسـت و در 

  
  6-13، 1386 آبان، 8 ، شماره 65شكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره مجله دان

چكيده

مقدمه
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 ٧                                                                                     بررسي مرفولوژي و ژنتيك آنوفل سوپرپيكتوس

 

 
 1386 آّبان، 8شماره  ، 65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

 5-7ن،فغانستان، پاكستا  ا  هند، ،شمال آفريقا ,  منطقه خاورميانه  كشورهاي
 و كـشورهاي تـازه اسـتقلال يافتـه      8و9نواحي مركزي و جنـوب اروپـا      

 يكي   در ايران آنوفل سوپرپيكتوس    10.پراكندگي دارد ي و روسيه    شورو
 ـ   از ناقلين مالاريا محسوب مي     اي در سرتاسـر     طـور گـسترده    هشود و ب

اين آنوفل در تمام فلات ايـران و نيـز منـاطق            . باشد كشور پراكنده مي  
ب سلسله جبال زاگرس    هاي سلسله جبال البرز و جنو      كوهستاني دامنه 

هاي ساحلي كناره بحر خزر و خلـيج فـارس     در دشت وپراكنده است 
 2000اين گونه تا ارتفاع نزديـك بـه         . نيز با وفور كم يافت شده است      

هاي ساحلي خليج فارس نيـز تـا ارتفـاع           متر از سطح دريا و در دشت      
 تـشريح   11.صـيد شـده اسـت     ) قريه چلو ميناب  ( متر از سطح دريا      50
كرمانشاه، كازرون و مسجد سـليمان       د بزاقي اين آنوفل درخراسان،    غد

 درصـد آنوفلهـاي تـشريح شـده در مـسجد            2/1انجام شده كه قريـب    
اند و   سيت بوده و درصد داراي او   7/0سليمان آلوده به اسپوروزوئيت و      

 درصـد و در كـازرون       6/4درصد آلودگي به اسپوروزوئيت در طـبس        
 حشرات بالغ اين    12.اند سپوروزوئيت بوده  درصد آلوده به ا    65/0معادل  

باشــند و تعــداد قابــل  گونــه داراي رفتــار اگزوفــاژي و انــدوفيلي مــي
   11و12.كنند اي از آنها در اماكن انساني و حيواني استراحت مي ملاحظه

هـاي مختلـف ايـن آنوفـل         هاي مرفولوژيك بر روي نمونه     بررسي
مـشخص بـر اسـاس      نشان داده است كه دو فـرم مرفولوژيـك كـاملا            

وجود يا عدم وجود لكه يا حلقه تيره روي بند انتهايي پالپ حـشرات              
هاي  مطالعات سيتوژنتيكي بر روي نمونه    . ماده در اين گونه وجود دارد     

مورفيـسم   مختلف سوپرپيكتوس در جنوب ايتاليا نـشان داده كـه پلـي           
مورفيـسم    وجـود پلـي    13.كروموزومي بالايي در اين گونه وجـود دارد       

هاي آنوفل اكثر مواقـع ارتبـاط مـستقيمي بـا            رموزومي در ساير گونه   ك
 مطالعات انجام شده فوق و      14.قدرت انتقال بيماري مالاريا داشته است     

 رفتاري و كروموزومي بين جمعيتهـاي       ،تنوع خصوصيات مرفولوژيك  
اين گونه احتمال وجود فرمهاي بيولوژيك و يـا سـيبلينگ را در ايـن               

مطالعات قبلي نشان داده كه حدود بيش از نيمي         .هدد گونه افزايش مي  
هاي سيبلينگ هستند كه تشخيص آنهـا        از ناقلين مالاريا متعلق به گونه     

از نظر مورفولوژي مشكل يا غير ممكن است اما از نظـر خـصوصيات        
 از جملـه قـدرت انتقـال بيمـاري،     ييكبيولـوژ  و   ييكاكولـوژ  ،ژنتيكي

انتخـاب  ، پراكنـدگي جغرافيـايي،      مقاومت به سموم، رفتار خونخواري    
بنـابراين شناسـائي    15و16.باشـند  و غيره بايكـديگر متفـاوت مـي   ميزبان  
 اجـراي    جهـت   مالاريا ي سيبلينگ و تعيين نقش آنها در انتقال       ها گونه

 تعيين و شناسايي    براي. هاي كنترل مالاريا بسيار با اهميت است       برنامه
لفي از جملـه اسـتفاده از       هاي سيبلينگ از روشهاي كلاسيك مخت      گونه

ــي  ــاي پل ــول    كروموزومه ــدروكربنهاي كوتيك ــك، هي ــن و ميتوتي  ،ت
به هر حـال    . شد هيبريداسيون و خصوصيات مورفولوژيك استفاده مي     

 در سالهاي اخير از     ،هاي موجود در روشهاي فوق     واسطه محدوديت   هب
در سـطح  PCR از جملـه تكنيـك    DNAروشهاي ملكـولي وابـسته بـه    

هاي سيبلينگ و يا بررسـي ژنتيـك جمعيـت            تعيين گونه  وسيعي براي 
از بين قسمتهاي مختلف     16و17.يك گونه مورد استفاده قرار گرفته است      

 بـراي مطالعـات ژنتيـك جمعيـت و      mtDNA ژنوم ميتوكنـدري ،ژنوم
هاي بسيار متعدد    كپي. هاي سيبلينگ ارجحيت فراواني دارد     تعيين گونه 

با آن را آسان نموده اسـت و از طـرف   از اين ملكول در هر سلول كار     
 و  (recombination) عـدم نـوتركيبي      ،)maternal(ديگر وراثت مادري    

كـاربرد آنـرا در     )  برابـر هـسته    5-10( سرعت بالاي تغييرات ژنتيكـي    
 ، جريـان ژنـي و پـراكنش آنهـا        ، دنبال كردن اجـداد    ،مطالعات فيلوژني 

هـاي   ويژه گونه   ه ب ها ها و پراكندگي جغرافيايي گونه     تشخيص مهاجرت 
اين خصوصيات باعـث    . سيبلينگ و جمعيتها بسيار وسيع نموده است      

عنوان يك ماركر ملكولي بسيار خوب براي ژنتيـك          ه ب mtDNAشده از   
 بـا توجـه بـه پراكنـدگي بـسيار وسـيع آنوفـل               18و19.جمعيت ياد شود  

ــك،      ــات مورفولوژي ــود اختلاف ــز وج ــران و ني ــوپرپيكتوس در اي س
تاري و ميزان آلودگي به انگل مالاريا، تشخيص دقيـق          كروموزومي، رف 

ساختار جمعيتهاي مختلـف و تعيـين هويـت آنهـا بـراي مطالعـات و                
اقدامات پيشگيري كننده مالاريا در مناطق اندميك و مناطقي كه خطـر            

در ايـن   . امكان بازگشت مالاريا به آن وجود دارد ضروري خواهد بود         
 ابتدا بر اساس وجود يا عدم لكـه         مطالعه جمعيتهاي مختلف اين گونه    

يا حلقه تيره روي بند انتهايي پالپ حشرات ماده تفكيك شـده سـپس              
ارتباط ساير خصوصيات مرفولوژيك ژنتيكي بخشي از ژن سـيتوكروم          

  .اكسيداز ميتوكندري در اين دو جمعيت مورد بررسي قرار گرفتند
  

  
 پشه متعلـق    168اين مطالعه مجموعا     رد: مناطق تحت بررسي   -1

هـاي    جمعيت مختلف آنوفل سوپرپيكتوس ايران شـامل نمونـه         35به  
 جمعيت صحرايي مربوط به استانهاي سيستان و        سهحشرات بالغ ماده    

بـه همـراه    ) اليگودرز(و لرستان   ) گرمي(، اردبيل   )ايرانشهر(بلوچستان  
ايـلام،   اي فـارس، آوري شـده از اسـتانه    نممونه بالغ مـاده جمـع  138

  بررسيروش
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 1386آبان،8شماره ،65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

گلستان، تهران، خراسان، كرمان، هرمزگان، كردستان، اردبيل، سيـستان         
شناسي پزشكي دانشكده     موجود در موزه حشره    و بلوچستان و لرستان   

   ).1جدول ( مورد مطالعه قرار گرفتند بهداشت
ــتان  ــه اس ــستانس ــستان و بلوچ ــتان سي ــل و لرس ــر ، اردبي از نظ

ب و هوايي و توپوگرافي كـاملا متفـاوت         اكولوژيك، شرايط اقليمي، آ   
استان سيستان و بلوچستان در جنوب شرقي كشور با آب و           . باشند مي

اي مهمتـرين منطقـه مالاريـا خيـز كـشور         هواي گرم و خشك و حاره     
 ـ     محسوب مي  ن يكـي از نـاقلين   عنـوا  هشود و اين آنوفل در آن منطقه ب

اي سرد و كوهـستاني     استان اردبيل با آب و هو     . باشد مالاريا مطرح مي  
در شمال غربي كشور واقع شده است و در سـالهاي اخيـر مالاريـا در           

اسـتان  . بعضي از نقاط استان مانند پارس آباد مجددا ظاهر شده اسـت           
لرســتان داراي آب و هــواي معتــدل كوهــستاني بــوده و آنوفــل      

 ناقل اصـلي مالاريـا در ايـن         ،عنوان گونه غالب منطقه    هسوپرپيكتوس ب 
در اين استان يـك مـورد       1380در سال   . شده است   محسوب مي  استان

، امـاني (سوپرپيكتوس آلوده بـه اسـپوروزوئيت گـزارش شـده اسـت             
: هـاي مرفومتريـك    روشـهاي صـيد و بررسـي      -2 ).مذاكرات شخصي 

اماكن انساني و   (آوري نمونه بالغ با روشهاي استاندارد توتال كچ          جمع
 وينـدوتراپ و   ، شـلترپيت،  )نياماكن انساني و حيوا   (هندكچ   ،)حيواني

در ) شـهريور  -تيـر ( هـا    گزش انساني و حيواني در پيك فعاليت پشه       
آوري بـه    هـا پـس از جمـع        نمونـه . اماكن انتخاب شده فوق انجام شد     

هاي  و نمونه  ناساييش 20هاي ماده بالغ ايران    كمك كليد تشخيص آنوفل   
 نمونـه   30. هـا جـدا شـدند      آنوفل سوپرپيكتوس از ميـان سـاير گونـه        

اي   نمونـه مـوزه    138هـاي صـحرايي و       صورت راندوم از بين نمونه     هب
بر اساس موجـودي مـوزه جمعيتهـايي كـه          . مورد بررسي قرار گرفتند   

هـاي موجـود بررسـي      نمونه از آنها موجود بود همه نمونه    10كمتر از   
 ـ       10شدند و از آنهايي كه بيش از         صـورت   ه عدد نمونه موجـود بـود ب

ها در ابتـدا     نمونه. انتخاب و مورد بررسي قرار گرفتند      عدد   10راندوم  
بر اساس وجود و يا عدم وجود حلقه تيره در نوار روشن بند انتهـايي               
پالپ ماده از همديگر تفكيك و سپس از نظر صفات رنگ بدن، طـول              

 و  سأپالپ، طول نوار روشن انتهايي پالـپ، طـول بـال از ابتـدا تـا ر                
 تا انتهـاي بـال مـورد مقايـسه قـرار            هارچ يا   رگبال دو فاصله انشعاب   

هايي از دو گـروه مرفولوژيـك كـه از           سپس نمونه ). 1جدول  (گرفتند  
نظر وجود و يا عدم وجود حلقه تيره در نـوار روشـن انتهـايي پالـپ                 

  . متمايز بودند، از نظر ژنتيكي مورد بررسي قرار گرفتند

 ژنوميـــك PCR-RFLP :DNA و  PCR،ژنوميـــك DNAتهيـــه -3
 DNAتهيـه شـد و    Collins از روشهاي صـحرايي بـا اسـتفاده     هنمون

  آب مقطر دوبار تقطير استريل حل شده و در دمـاي           μl 50حاصل در   
˚C4  طول   هاي ب  قطعه.  نگهداري شدbp887     انتهايي  3' مربوط به قسمت 

 از ژنوم حلقوي ميتوكندري با بكارگيري پرايمرهـاي جلـودار           COIژن  
Cij-2183    5 با توالي’-caacacttattctgattttttgg-3’      و عقـب دار CUL-

Rev با توالي َtgaagcttaaattcattgcactaatc-3َ-َ  5ايـن  16.تكثير داده شد 
 در 2998 تـا بـاز شـماره    2111پرايمرها مكمل حد فاصل باز شـماره     

. باشـد   مـي (Beard et al,1993) آنوفل گامبيه mtDNAمقايسه با ژنوم 
 MgCl2 mM 5/1 ، mM dNTPs1 ،mM 10xتركيب واكـنش شـامل   

buffer 5/2، mM 1،ــر ــر پرايم  ddH2Oو Gelatin  mM 5/0%1 از ه
شـود    ژنوميك اضـافه مـي   μl 1 ، DNAبه اين تركيب مقدار     .  بود 3/16

واكنـشها بـه كمـك      .  ميكروليتـر برسـد    25تا حجم نهايي واكنش بـه       
 بـا  (Master Cycler Personal)دستگاه ترموسـايكلر اپنـدروف مـدل    

 C 94 :1˚ سيكل حرارتـي     32 دقيقه و سپس     C 95 :4˚ حرارتي   برنامه
هـا   سپس در انتها نمونـه    .  دقيقه بود  C 72 :2˚ دقيقه و    C53 :1˚دقيقه،  

 Extensionشوند تـا    نگهداري ميC 72˚ دقيقه در دماي     هفتمدت   هب
 ،HindIII آنزيمهـاي  بـا اسـتفاده از       PCRمحصولات  . نهايي انجام شود  

KpnI، HpaII، BamHI، HaeII، EcoRI، MspI، DraI، Cfr13I، TaqI، 
NotI، AluI، EcoRV، XhoI، FbaI  ،SalI، BstyI  ،HinfI  بررسي شدند .

را بـا    PCR ميكروليتـر از محـصولات       10-15براي واكنشهاي آنزيمي    
 واحد آنزيم مخلوط و 5و ) X10( ميكروليتر بافر مخصوص آنزيم     5/2

 ميكروليتـر رسـانده و      25ير به   حجم محلول را با آب مقطر دوبار تقط       
 سـاعت نگهـداري     4-12مـدت    ه مناسب ب  دمايبسته به نوع آنزيم در      

% 5/1-2 در ژل آگــــارز PCR-RFLPو  PCRمحــــصولات . شــــدند
 بررسي قرار ورد مUV Transilluminatorالكترفورز و بر روي دستگاه

 و 5/11 ويراسـت  SPSS ها از نرم افزار براي آزمون آماري داده  . گرفتند
 و بـراي صـفت كيفـي     t-studentبراي مقايسه ميانگين صفات كمي از

  .استفاده شدχ2 رنگ بدن از 
  ها  تواليتجزيه و تحليل وDNA sequencing) ( تعيين توالي -4

 COIژن  PCR ميكروليتــر از محــصولات 80-100مقــدار حــدود 
هاي مختلف گونه سوپرپيكتوس      نمونه از جمعيت   18مربوط به تعداد    

هـا   اين نمونه . ه شد و جهت تعيين توالي به كشور آلمان ارسال شد          تهي
تعدادي متعلق به گروهي كه داراي حلقه و گروهي فاقد حلقه تيره در             
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 1386 آّبان، 8شماره  ، 65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

از تعيـين تـوالي      DNAبراي هر نمونه    . نوار روشن انتهايي پالپ بودند    
هـر  دست آمـده بـا هـم مقايـسه و       ههاي ب  انجام شد و توالي   جهت   دو

 Chromasبـا اسـتفاده از نـرم افـزار          كروماتوگرام  هر دو   در  نوكلئوتيد  
 آنهـا   (Consensus)پس اصلاح موارد مشكوك توالي نهـايي مقايسه و 

هـا بـا     هـاي حاصـله سـپس در بانـك جهـاني ژن            تـوالي . تعيين شدند 
 تـــا AY900633 (Accession Numbers)هـــاي دسترســـي  شـــماره

AY900650اند  به ثبت رسيده .  
  
  

 اسـتان   10شه آنوفل سوپرپيكتوس ماده متعلق بـه         پ 168مجموعا  
مختلف كشور شامل استانهاي اردبيل، خراسان، ايلام، كرمـان، تهـران،           
كردستان، هرمزگان، فارس، چهار محال و بختيـاري و لرسـتان مـورد             

هاي مورد مطالعه ابتدا از نظر وجود يا عدم          نمونه. بررسي قرار گرفتند  
ررسـي قـرار    ره انتهايي پالپ ماده مـورد ب       لكه يا نوار تي     يا وجود حلقه 

ها داراي لكه يا حلقه تيـره        نمونه%) 28 (47 نتايج نشان داد كه      .گرفتند
 ـ. نمونه فاقد لكه بودند   %) 72 (120انتهايي و    هـر حـال در بـيش از         هب

 ـ   دار و بـي    ز نقاط مورد بررسي هر دو فرم لكـه        نيمي ا   صـورت  هلكـه ب
بـه اسـتثناء روسـتاي سـرتنگ         يافـت شـدند و       )سيمپاتريك( همزمان

 خـوراب فيروزآبـاد و      ،)خراسـان (، بـسك سـبزوار      )ايـوان ( شهرستان
بيـشتر از فـرم داراي      ) يا نوار يا حلقه تيره    (لرستان وفور فرم فاقد لكه      

نتـايج بررسـي سـاير مشخـصات        . باشـد  مـي ) نوار يا حلقه تيـره    (لكه  
طـول  مرفولوژيكي، شامل وجود لكه در محل انشعاب رگبـال پـنجم،            

پالپ، طول نوار روشن انتهايي پالـپ، طـول بـال از ابتـدا تـا راس، و                  
 نشان داده   1 تا انتهاي بال در جدول       چهار يا   دوفاصله انشعاب رگبال    

دو گروه مورد مقايسه از نظر فاصله محل انـشعاب رگبـال            . شده است 
دوم يا چهارم تا انتهاي بال، طول بال و طول نوار روشن انتهايي پالپ              

دارند % 99و  % 95،  %95ترتيب در سطح اطمينان      داري به  لاف معني اخت
ها نشان داد كـه هـر دو     در مورد رنگ بدن بررسي    ). t-studentآزمون  (

در هر دو گروه داراي لكه و بـدون لكـه   ) اي روشن و تيره    قهوه(رنگ  
ه رنـگ بـسيار كمتـر       هـاي تيـر    وجود دارد، هرچند كه فراواني نمونـه      

ميانگين طول بـال    . باشد مي%) 87(اي با رنگ روشن     ه از نمونه %) 13(
كه  متر بوده در حالي  ميلي02/0±27/10  (M±SE)در گروه داراي لكه

متـر   ميلـي  008/0±18/10  (M±SE)در گروه فاقد لكه طول بال معادل
دار  باشـد كـه اخـتلاف بـين ايـن دو گـروه از نظـر آمـاري معنـي                    مي

)05/0p<( در گـروه داراي لكـه        ميانگين طول پالپ  . باشد  مي (M±SE) 
كه در گروه فاقد لكه طـول پالـپ          متر بوده در حالي     ميلي 11/0±44/6

مقايسه طـول پالـپ در      . باشد  متر مي    ميلي 08/0±29/6 (M±SE)معادل  
دو گروه نشان داد كه هرچند در گروه فاقد لكه، طول پالـپ كوتـاهتر               

 باشـد   نمـي دار باشد ولي اخـتلاف آن بـا گـروه داراي لكـه معنـي      مي

)404/0p=( .              ميانگين طول نوار روشـن انتهـاي پالـپ مـاده در گـروه
كـه در گـروه      متر بوده در حالي     ميلي 02/0±68/0 (M±SE)داراي لكه   

باشـد ايـن وضـعيت نـشان       مـي 02/0±69/0(M±SE) فاقد لكه معادل 
 )>01/0p (دار در سـطح    دهد كه بين اين دو گـروه اخـتلاف معنـي           مي

گين فاصله محـل انـشعاب رگبـال دوم و چهـارم تـا               ميان .وجود دارد 
متر بوده در     ميلي 008/0±64/2 (M±SE)انتهاي بال در گروه داراي لكه       

باشد كـه    مي003/0±73/2(M±SE) كه در گروه فاقد لكه معادل  حالي
دهد ايـن دو گـروه از نظـر صـفت مـورد بررسـي اخـتلاف                  نشان مي 

بـراي  : PCR-RFLPاصـل از  هـاي ح  يافتـه  . دارند)>05/0p( داري معني
هـر اسـتان    (هاي دو گروه     بررسي ميزان تنوع ژنتيكي تعدادي از نمونه      

طـول  .  از ژن ميتوكنـدري تكثيـر شـد        COIانتخاب و قطعه    ) دو نمونه 
 بودند و هيچگونه تفـاوتي از نظـر       bp887ها    همه نمونه  PCRمحصول  

 .هاي مورد بررسـي مـشاهده نـشد    طول قطعه تكثير شده در بين نمونه   
 PCRكننده بر روي محصولات      نتايج حاصل از واكنش آنزيمهاي هضم     

هاي مختلف نشان دادند امـا       اختلاف ژنتيكي نسبتا زيادي بين جمعيت     
. اين اختلافات ارتباطي با دو گـروه داراي لكـه و فاقـد لكـه نداشـتند              

 مشابه هم بودند و     همنطقهر  هاي داراي لكه و فاقد لكه متعلق به          نمونه
 در دو گروه يكسان و مـشابه بودنـد          PCRنحوه برش يا هضم قطعات      

هر حال بعضي از آنزيمها اختلافاتي در داخل دو گروه          ه  ب). 1تصوير  (
اين اختلافات اختصاص به گروه خاص نداشت و در هـر  . نشان دادند 
هـاي    يافتـه . هاپلوتايپهاي ژنتيكي مشاهده شده وجود داشـت      دو گروه   

هاي قابل شـمارش و   طول توالي:  Sequencingحاصل از تعيين توالي
 باشد كه البتـه      باز مي  750 الي   708ها بين      نمونه COIابهام از ژن     بدون
 هـا   ونهـ نم  از تمام  bp 708ها با همديگر حدود      مقايسه اين توالي   براي

  بـه طـور   ATدرصد بازهـاي آدنـين و تيمـين         . با هم مقايسه گرديدند   
 تعيـين % 71راي آنوفـل سـوپرپيكتوس جمعيتهـاي مختلـف          متوسط ب 
  از ژنbp 708 در (Rate of variation) ميزان كل تنوع ژنتيكي. گرديد

COI     از اين ميـزان . محاسبه شد% 3/12براي جمعيتهاي مختلف معادل 
    Transversionوعـاز ن% 8/44و  Transitionموتاسيونها از نوع % 2/55

 هاافتهي
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 1386آبان،8شماره ،65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

   هاي صحرايي و موزهاي مورد مطالعه نمونه An.superpictus يج مرفومتريك نمونه هاي ماده بالغمشخصات و نتا: 1-جدول
  تعداد  محل صيد  )تيره انتهايي پالپ ماده(نوار   اي  قهوه بدنرنگ 
  يرهت  روشن

 ولط
  وجودعدم   وجود  (mm)لپپا

روشن (طول نوار 
  )mm انتهايي پالپ

رگبال (فاصله انشعاب   طول بال 
 (mm)  تا انتهاي بال4 و 2

  2-3  7-5/10  5/0-1  10  -  5-7  -  10  10  )فارس(پيرسبز كازرون 
  5/2- 2/3  9-11  5/0-1  8  2  5/4-7  -  10  10  )فارس(ممسني كازرون 

  5/2-3  8/9-5/10  4/0- 7/0  2  7  5/5-7  -  9  9  )ايوان(سرتنگ ده 
  2- 5/2  9-5/10  5/0- 6/0  6  ٭4  4- 5/6  -  10  10  )مهران( پيرمحمد گنبد دركواز ده
  5/2-3  10-6/10  6/0- 8/0  6  4  2/5-7  -  10  10  )خراسان( سرلب كلان شيروان ده

  5/2- 1/3  9-5/10  5/0- 8/0  10  -  5/4-7  -  10  10  ايلامروستاي ميش خاص 
  2- 5/3  9-6/10  6/0- 9/0  7  3  6- 5/7  -  10  10  )ايلام(روستاي مهدي آباد 
  3- 5/3  5/10-12  6/0-1  6  -  6- 5/7  -  6  6  تهرانصالح آباد ورامين 
  6/2- 7/3  2/10-11  9/0-1  2  -  3/7-8  -  2  2  تهرانكاظم آباد ورامين 
  1/3- 9/3  11-13  9/0-1  2  2  8  -  4  4  تهرانفروان آباد ورامين 

  2- 5/2  9-10  5/0- 7/0  -  3  5/5-5/6  -  3  3  )خراسان(بسك سبزوار 
  2-3  8-10  6/0-1  3  1  6-7  -  4  4  )خراسان(گائه سبزوار
  5/2-3  10-5/10  5/0- 7/0  2  -  6- 5/6  -  2  2  )نخراسا(پادرسبزوار

  5/2-3  10-5/10  5/0-1  2  -  6- 5/6  -  2  2  )خراسان(شفي آباد سبزوار
  5/2-3  10-11  8/0-1  4  -  5/6-7  -  4  4  گز ارسنجان دره

  5/2- 5/3  11-12  7/0-1  3  -  6-7  -  3  3  بروجند
  3- 8/3  11-13  7/0-1  1  2  6-8  -  3  3  خوراب فيروزآباد

  3- 2/3  11  9/0  2  -  9/6-1/7  -  2  2  زجانده قائدي برا
  3- 5/3  7-12  5/0-1  5  1  5-7  -  6  6  )خراسان(ده شور فردوس 
  3- 5/3  11-12  8/0-1  3  -  6-7  -  3  3  )خراسان(ازمغان فردوس 

  1/2- 9/2  10  6/0- 9/0  2  -  5-7  -  2  2  )هرمزگان(سياهو
  6/2  2/6  7/0  1  -  1/6  1  -  1  سنندج

  5/2-3  5/11-12  9/0  2  -  5/7  -  2  2  سنگاب تربت جام
  5/2-3  2/10  5/0- 9/0  3  -  6- 5/7  3  -  3  سفيد خان نهاوند

  5/3  12  9/0  1  -  5/6  -  1  1  جواديه تهران
  5/2-3  10  5/0- 6/0  2  -  5/6  -  2  2  برازجان

  5/2  10-5/10  5/0- 6/0  1  1  6  -  2  2  حسين آباد شاه نظر 
  5/2-3  10-5/10  5/0- 7/0  3  2  6- 1/7  -  5  5  دره گاز اختر مشهد 
  3  11  7/0  1  -  5/6  -  1  1  گلان ايلام تا مهران 

  3  5/10  7/0  1  -  7  -  1  1  كلاته سليمان سبزوار 
  5/2-3  9-5/10  5/0-1  4  -  6- 5/6  -  4  4  سرخ آباد تربت حيدريه
  5/2  10  7/0  1  -  5/5  -  1  1  روستاي صلحله باكو

  2- 5/3  8/8-12  5/0- 9/0  4  6  5- 6/7  -  10  10  )صحرايي(لرستان 
  2-3  5/9-12  5/0-1  5  5  4-7  -  10  10  )صحرايي(يلاردب

  5/2- 7/1  9- 5/9  5/0- 6/0  10  -  7/5-5/4  -  10  10  )صحرايي(سيستان و بلوچستان 
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 بخشي از سيتوكروم اكـسيداز      PCR نتايج حاصل از هضم محصولات       :1-تصوير
 در  HinfIتوسـط آنـزيم      ) بـاز  877طـول    هب (mtDNA ژنوم ميتوكندري    (COI) 1شماره  

  جمعيتهاي مختلف آنوفل سوپرپيكتوس ايران
  

 ،PCR-RFLPهماننــد اختلافــات مــشاهده شــده در نتــايج . باشــد مــي
 نيـز ارتبـاطي بـا       COI از ژن    bp 708اختلافات مشاهده شده در توالي      

 ـ      لكه هـا   ودن نـوار روشـن انتهـايي پالـپ مـاده          دار بودن يا بدون لكه ب
دار بـا    هـاي لكـه    هـاي نمونـه    واليعبارت ديگر تعدادي از ت     هب. نداشت
هـر چنـد كـه در عـين حـال           هاي بدون لكه كاملا مشابه بودنـد         نمونه

  . ممكن بود دو يا بيش از دو فرم ژنتيكي در هر دو گروه مشاهده شود
  

  

  
براساس مطالعات مرفولوژيكي انجام شده در ايران مشخص شده         

ف گونـه آنوفـل     است كه دو فرم كاملا متمايز در بين جمعيتهاي مختل         
شـن  دار بودن يا بدون لكه بـودن نـوار رو          سوپرپيكتوس بر اساس لكه   

با اينحال تاكنون هيچ گونه اطلاعـات       . ها وجود دارد   انتهايي پالپ ماده  
و گزارشــات علمــي دربــاره تفاوتهــاي ايــن دو فــرم مرفولوژيــك در 
خــصوص قــدرت انتقــال بيمــاري مالاريــا، رفتارهــاي خونخــواري و 

كشها، وفور و پراكندگي جغرافيائي      طح مقاومت به حشره   استراحت، س 
نتـايج  . و ساير خصوصيات بيونوميكي و اكولوژيكي آنها وجود نـدارد         

اين مطالعه نشان دادنـد كـه حـداقل ايـن دو فـرم از نظـر پراكنـدگي                   
م وجـود   صورت همزمان و توأ     هجغرافيائي در بسياري از نقاط كشور ب      

 اختلافـات   ،صـفات مرفولوژيـك ديگـر     ثانيا از نظـر بعـضي از        . دارند
 تـا انتهـاي     دو يـا    چهارداري در طول بال، فاصله انشعاب رگبال         معني

شـود كـه ايـن       بال و نيز طول نوار روشن انتهايي پالـپ مـشاهده مـي            

. توانند در تفكيك اين دو فرم مورد استفاده قرار گيرنـد           صفات نيز مي  
 سـوپرپيكتوس در    بر روي جمعيتهـاي آنوفـل     ) 1377(مطالعات اماني   

لا متمـايز لاروي در بـين       استان لرسـتان نـشان داده كـه دو فـرم كـام            
اختلافـات مـشاهده شـده      . هاي صيد شده اين آنوفل وجود دارد       نمونه

مربوط به تعداد رديف ابريشم پيشاني، وجود يقه در بعضي از لاروها،            
ريـشم   اب اي كه  تعداد ابريشم پالمه موجود در هر بند و وجود نوار تيره          

هاي ملكولي انجـام     بررسي. باشد كند، مي  هم وصل مي   همتاتوراكس را ب  
شده در تحقيق حاضر روي جمعيتهـاي مختلـف ايـن دو فـرم نـشان                
دادند كه اختلافات ژنتيكي زيادي بين جمعيتهاي اين گونه وجود دارد           
اما اين اختلافات ارتباط مستقيمي با وجود لكه يـا عـدم وجـود لكـه                

وجـود اختلافـات    . اير صـفات بررسـي شـده نـدارد        روي پالپ و س ـ   
نقـش   تواند مربوط به   م اختلاف ژنتيكي بين آنها مي     مرفولوژيك و عد  

 و محصولات ژنهاي ايـن ارگانـل در         باشدساختاري ژنوم ميتوكندري    
به احتمال زياد هر دو گروه از       شي ندارند و يا اينكه      فنوتيپ موجود نق  

سـير تكـاملي صـفات       انـد و   ميتوكندري اجدادي مشتركي مشتق شده    
  . اند صورت مستقل از هم صورت پذيرفته همرفولوژيك و ژنتيكي ب

بنــدي موجــودات از جملــه  در بررســيهاي تاكــسونوميك و طبقــه
تـرين روش    تـرين و راحـت     حشرات بررسي صفات مرفولوژيك ساده    

باشد ولـي سـير تـاريخي شناسـايي          ها و يا جمعيتها مي     شناسايي گونه 
بلينگ ثابت كرده كه صفات مرفولـوژيكي در ايـن سـطح            هاي سي  گونه
. بندي صفات قابل اعتمادي نيستند و اغلب كاربرد محلـي دارنـد            طبقه

 ،براي مثال تا دو سال پيش براسـاس خـصوصيات مرفولوژيـك تخـم             
 كـه بـا     شـد  گونه مختلف در گروه ماكولي پنـيس معرفـي           10بيش از   
ولي تعدادي از آنهـا     هاي جديد و اغلب به كمك روشهاي ملك        بررسي

از جمله آنوفلس ساب آلپـانيوس از ليـست ايـن كمـپلكس حـذف و                
 مطالعات مشابهي بر روي ساير      21.تعدادي ديگر به ليست اضافه شدند     

 آنـوفلس   22،هاي كمپلكس مانند آنـوفلس گامبيـه       ويژه گونه  هها ب  آنوفل
 و  23 آنوفـل فلوويـاتيليس    23، آنـوفلس كوليـسيفاسيس    21،ماكولي پنيس 

اند كـه    نشان داده،23هاي غير كمپلكس مانند آنوفل استفنسي  تي گونه ح
هـاي سـيبلينگ يـا       توان با اطمينان گونه    به كمك روشهاي ملكولي مي    

بـا توجـه    . جمعيتهاي مختلف را از همديگر تفكيك و شناسايي نمـود         
هاي  شود كه بررسي   به نتايج مرفولوژيك و ملكولي حاصله، توصيه مي       

و نيز مطالعه بـر روي       Sequencing استفاده از تكنيك     دقيق ملكولي با  
لازم . انجام پـذيرد   DNAژن ريبوزومال    ITS2ساير ژنها از جمله بخش      

بحث
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 مطالعات  باكي  ـي و بيولوژي  ـولوژيكي، سيتولوژيك ـات اك ـاست مطالع 
همزمان انجام پذيرد تا نقش هر كدام از فرمهاي مرفولوژيـك           ملكولي  

بـه منظـور كنتـرل       در انتقال بيماري مالاريـا       و يا ژنتيكي گونه مربوطه    

اين پژوهش با حمايت مـالي قطـب        : سپاسگزاري .روشن شود بيماري  
 دانشگاه علوم پزشكي تهـران انجـام        ،علمي انستيتو تحقيقات بهداشتي   

  ).64/82/241-ط:  شماره طرح7706/240شماره قرارداد (. گرفته است
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Background: Anopheles superpictus is one of the main malaria vectors in Iran. The 
mosquitoes of this species are found throughout the Iranian plateau up to 2000 meters 
above sea level in the Alborz Mountains, south of the Zagros Mountains, and in the plains 
near the Caspian Sea and Persian Gulf. It has been reported that different geographical 
populations of An. superpictus play different roles in malaria transmission. Based on the 
presence or absence of a black spot/band on the apical segment of the female maxillary 
palpi, two morphological forms have been reported in this species. This work has been 
conducted to study other morphological features as well as the genetic structure of these 
two forms of An. superpictus in Iran.  
Methods: The different morphological characteristics of 35 different populations were 
observed and recorded. An 887 bp portion of the mitochondrial DNA (mtDNA) cytochrome 
oxidase subunit I (COI) was amplified and assayed by restriction fragment length 
polymorphism (RFLP) using 18 enzymes and PCR-direct sequencing techniques. 
Results: Among the morphological characteristics studied, there are significant differences 
between the two forms with regard to the length of the palp light band (p<0.01), wing 
length (p<0.5), and the distance from the branching point of the II/IV veins to the tip of the 
wing (p<0.05). Results also revealed that these two forms are sympatric in most localities of 
Iran. RFLP analysis and sequences of about 710 bp of the gene showed that there was great 
variation between and/or within the populations, but these variations were not associated 
with the morphological forms. 
Conclusion: This is the first comprehensive study on the morphological and molecular 
characteristics of An. superpictus in the literature. To determine the role of these 
morphological forms or genetic haplotypes in malaria transmission, further molecular, 
cytological, morphological, and epidemiological studies are necessary. 

Keywords: Anopheles superpictus, malaria, morphology, mtDNA, PCR, Iran 
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