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عنوان يكي از مسايل مهم بهداشتي محسوب   ايران بهوز در جنوب و جنوب شرقيمالاريا هن :زمينه و هدف

يكي از ناقلين .  هزار مورد مالاريا در كشور گزارش شده است10-30هاي اخير تعداد   در سال.شود مي
باشد كه در تمام فلات مركزي  مي (Anopheles superpictus)يا در ايران آنوفل سوپرپيكتوس اصلي مالار

 درياي خزر و هاي هاي سلسله جبال البرز و زاگرس و نيز با وفور كم در كناره نه مناطق كوهستاني دام،ايران
انتقال بيماري حال اختلافات مرفولوژيك در لارو و بالغ و نيز در قدرت  هتا ب .شود خليج فارس يافت مي

  .هاي مختلف آن در ايران گزارش شده است مالاريا بين جمعيت
هاي  هاي مختلف آنوفل سوپرپيكتوس متعلق به استان نتيكي جمعيتمنظور بررسي تنوع ژ به :روش بررسي

 2و1 تنوع اسيدهاي نوكلئيك بخش سيتوكروم اكسيداز شماره ،لرستان ايران  اردبيل و،سيستان و بلوچستان
COI-COII)(طول  ه بbp 1512 روش  هبPCR-RFLP باز از ژن 708 و همچنين توالي COIول لكو م
  .ها مورد مطالعه قرار گرفتند ه نمون(mtDNA)ميتوكندري 

هاي مختلف آنوفل سوپرپيكتوس     اختلافات بسيار زيادي در توالي ژنهاي مورد مطالعه بين جمعيت          :ها يافته
هاي مختلف آنوفل سـوپرپيكتوس       براي جمعيت  COI از ژن    bp 708ميزان كل تنوع ژنتيكي در      . وجود دارد 

 عـدد  در مجموع چهار هاپلوتايپ كه سـه  . شدبا درصد مي  2-5هاي بلوچستان     و بين جمعيت  % 3/12 معادل
هـاي مختلـف آنوفـل     باشد در بين جمعيـت  ميكشور و يك عدد مربوط به بقيه مناطق   مربوط به بلوچستان    

  .سوپرپيكتوس مشاهده شد
ل ماشود و به احت براي اولين بار در دنيا گزارش ميهاي ژنتيكي در اين آنوفل  وجود هاپلوتايپ :گيري نتيجه

گيري قطعي و تعيين  براي نتيجه. باشد هاي كمپلكس مي هاي متعدد و از گونه زياد اين گونه داراي سيبلينگ
  .هاي فوق با انتقال مالاريا در مناطق تحت اشغال آنها مطالعات بيشتري لازم است ارتباط هاپلوتايپ

  
هـاي     آنـزيم  ،اي پليمـراز   رههـاي زنجي ـ     واكـنش  ،ا ميتوكنـدري  .ان. د ،آنوفلس سوپرپيكتوس  :كلمات كليدي 

  . ايران، مالاريا، دو سيتوكروم اكسيداز شماره يك و،كننده قطع
  

 
 
 

  

 
  24-32، 1386  فروردين،  1 ، شماره 65 پزشكي تهران، دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم
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     و همكارانخديجه شمشاد  

 

 
   1386 فروردين، 1 ، شماره 65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

  
 

. باشد وسيله بندپايان مي همالاريا مهمترين بيماري انگلي منتقله ب
ميليون  1-5/1  از ميليون مورد كلينيكي و بيش120ساليانه بيش از 

هواي متنوع يكي   كشور ما با داشتن آب و1.دهد ا رخ ميمرگ در دني
هاي  زياناين بيماري كنون خيز جهان است و تااز مناطق مالاريا

 20-60ساليانه تعداد . بار آورده است  اجتماعي فراواني به–اقتصادي
مالاريا در جنوب و . شود ر مورد مالاريا در كشور گزارش ميهزا

علاوه  ز مسايل مهم بهداشتي است وجنوب شرقي ايران هنوز يكي ا
ين بيماري در آمدهاي زياد، ا ها و رفت و بر اين به واسطه مهاجرت

 كل موارد 2.شود صورت اسپوراديك ديده مي ساير نقاط ايران به
 مورد 23562 در ايران 1382بيماري مالارياي گزارش شده در سال 

  وب كرمان استان هرمزگان، جنو سه دراين موارد% 90. بوده است
يا در  يكي از مهمترين ناقلين مالار3.سيستان و بلوچستان شيوع دارد
آنوفل سوپرپيكتوس ناقل مهم . باشد ايران آنوفل سوپرپيكتوس مي

يران و نيز مناطق كه در تمام فلات مركزي امنطقه پاله آركتيك است 
هاي سلسله جبال البرز و جنوب سلسله جبال زاگرس  كوهستاني دامنه

گونه در دشتهاي ساحلي كناره  اين.  پراكنده استهرهاي مرزي شو
گونه تا  اين. شود ليج فارس نيز با وفور كم يافت ميدرياي خزر و خ

سطح دريا و در دشتهاي ساحلي  متر از 2000ارتفاع نزديك به 
صيد ) قريه چلو ميناب( متر از سطح دريا 50فارس نيز تا ارتفاع  خليج

كرمانشاه،  خراسان، بزاقي اين آنوفل در تشريح غدد 4.شده است
 درصد آنوفلهاي 2/1 مسجد سليمان انجام شده كه قريب كازرون و

 درصد 7/0 و تشريح شده در مسجد سليمان آلوده به اسپوروزوئيت
 6/4 در طبس  درصد آلودگي به اسپوروزوئيت.اند سيست بودهاُُداراي ا

گونه   اين5.ستا  ه درصد آلوده بود65/0درصد و در كازرون معادل 
مطالعات قبلي روي . همچنين پراكندگي بسيار وسيعي در دنيا دارد

وژيك بين گونه حاكي از وجود اختلافات مرفول هاي اين جمعيت
 اين آنوفل در بعضي نقاط علاوه ه ب.باشد لاروهاي مناطق مختلف مي

صورت ناقل ثانويه عمل  وان ناقل اصلي و در برخي نقاط بهعن به
وفيلي و اگزاندوفيلي و در مناطق مختلف گونه  همچنين اين. ايدنم مي

 ي نيزمطالعات پلي تن كرموزوم. وفاژي متفاوتي دارداگزاندوفاژي و 
هاي مختلف آنوفل سوپرپيكتوس از مناطق  هاي جمعيت بر روي نمونه

 7000 بيش از  كه طي آنمختلف در جنوب ايتاليا انجام شده است

يبا هر روز از اماكن داخلي صيد شدند و سپس نمونه آنوفل ماده تقر
 مورد بررسي قرار nurse cell Ovarianموزمهاي واز نظر پلي تن كر

ها  نيز مورد  هاي گزش شبانه صيد شده از برخي مكان نمونه. گرفتند
موزومي، از نوع وكر مرفيسم تنها يك پلي. آزمايش قرار گرفتند

ها  ، در همه نمونهL2بازوي  شامل مركز سومين Paracentricوارونگي 
كه حداقل برخي از جمعيتهاي مورد آزمايش  با وجودي. گزارش شد

   در معرض پديده كش و يا تغييرات اكولوژيكي علت استعمال حشره هب
bottle neckترتيب  ولي در همه مكانهاي تحت مطالعه، داشتند  قرار

La2 6. استوارونه شده وفور پايدار قابل توجهي را نشان داده 
از ناقلين مالاريا  مطالعات قبلي نشان داده كه حدود بيش از نيمي

ها از نظر هاي سيبلينگ هستند كه تشخيص آن متعلق به گونه
 ،ممكن است اما از نظر خصوصيات ژنتيكي مورفولوژي مشكل يا غير

 از جمله قدرت انتقال بيماري، مقاومت به ييكبيولوژ و ييكاكولوژ
و غيره انتخاب ميزبان اري، پراكندگي جغرافيايي، سموم، رفتار خونخو

ي سيبلينگ و ها بنابراين شناسائي گونه 7و8.باشند  يكديگر متفاوت ميبا
هاي كنترل   اجراي برنامه جهت مالارياتعيين نقش آنها در انتقال

هاي  ن و شناسايي گونه تعييبراي. اهميت است  مالاريا بسيار با
 مختلفي از جمله استفاده از هاي كلاسيك سيبلينگ از روش

 ،هاي كوتيكول ، هيدروكربنتن و ميتوتيك هاي پلي كروموزوم
به هر حال . دوش و خصوصيات مورفولوژيك استفاده ميهيبريداسيون 

 در سالهاي اخير ،هاي فوق هاي موجود در روش واسطه محدوديت هب
روشهاي .  استفاده شده استDNAلكولي وابسته به وهاي م از روش

در سطح وسيعي براي تعيين  PCRلكولي از جمله تكنيك وديد مج
يت يك گونه مورد استفاده هاي سيبلينگ و يا بررسي ژنتيك جمع گونه

  ژنوم ميتوكندري،از بين قسمتهاي مختلف ژنوم 8و9.گيرد قرار مي
mtDNAيبلينگ هاي س نه براي مطالعات ژنتيك جمعيت و تعيين گو

لكول در هر واي بسيار متعدد از اين مه كپي. ارجحيت فراواني دارد
 Maternal(وراثت مادري . سلول كار با آن را آسان نموده است

inheritance(، عدم نوتركيبي (Lack of recombination) و سرعت 
را در مطالعات  كاربرد آن)  برابر هسته5-10( بالاي تغييرات ژنتيكي

 ،ژني و پراكنش آنها جريان ، دنبال كردن اجداد، فيلوژني،تاكسونومي
هاي  ويژه گونه هها ب جرتها و پراكندگي جغرافيايي گونهتشخيص مها

اين خصوصيات باعث . سيبلينگ و جمعيتها بسيار وسيع نموده است
لكولي بسيار خوب براي ژنتيك وعنوان يك ماركر م ه بmtDNAشده از 

مقدمه
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با توجه به پراكندگي بسيار وسيع آنوفل  10و11.جمعيت ياد شود
وپرپيكتوس در ايران و نيز وجود اختلافات مورفولوژيك، س

 ميزان آلودگي به انگل مالاريا، تشخيص دقيق ، وكروموزومي، رفتاري
عيتهاي مختلف و تعيين هويت آنها براي مطالعات و ساختار جم

كننده مالاريا در مناطق اندميك و مناطقي كه خطر  اقدامات پيشگيري
  . وجود دارد ضروري خواهد بودامكان بازگشت مالاريا به آن

 

  
هاي   اين مطالعه نمونهدر. باشد العه انجام شده از نوع توصيفي ميمط

سيستان و بلوچستان  هاي صحرايي حشرات بالغ ماده مربوط به استان
مورد بررسي قرار ) اليگودرز(و لرستان ) گرمي(، اردبيل )ايرانشهر(

ستان فوق از نظر اكولوژيك، شرايط اقليمي، آب و سه ا. گرفتند
استان سيستان و . باشند  متفاوت مي˝هوايي و توپوگرافي كاملا

ر با آب و هواي گرم و خشك و بلوچستان در جنوب شرقي كشو
شود و اين  خيز كشور محسوب مي ريااي مهمترين منطقه مالا حاره

ي مالاريا مطرح  از ناقلين اصلعنوان يكي هآنوفل در آن منطقه ب
استان اردبيل با آب و هواي سرد و كوهستاني در شمال . باشد مي

ر بعضي از غربي كشور واقع شده است و در سالهاي اخير مالاريا د
استان لرستان .  ظاهر شده است˝آباد مجددا نقاط استان مانند پارس

داراي آب و هواي معتدل كوهستاني بوده و آنوفل سوپرپيكتوس 
ي مالاريا در اين استان محسوب  ناقل اصل، گونه غالب منطقهعنوان هب

تان يك مورد سوپرپيكتوس  در اين اس1380در سال . شده است مي
).  مذاكرات شخصي،اماني( اسپوروزوئيت گزارش شده است آلوده به

آوري شده  هاي بالغ ماده اين گونه جمع دادي از نمونهعلاوه بر اين تع
شناسي پزشكي دانشكده بهداشت   حشرهتوسط ساير همكاران گروه

 ، خراسان رضوي،دانشگاه علوم پزشكي تهران از استانهاي فارس
 نمونه يآور جمع . و قم نيز مورد مطالعه قرار گرفتند، كرمان،زنجان

 و ياماكن انسان(از اماكن داخلي ، توتال كچ  استاندارديبالغ با روشها
 ، شلترپيت، ويندوتراپ، و)ي و حيوانياماكن انسان(، هندكچ )يحيوان

 و پرورش آنها در پيك آوري لارو  جمع،ي و حيوانيگزش انسان
. در اماكن انتخاب شده فوق انجام شد) شهريور -تير(ها  فعاليت پشه

دهد كه درصد اختلافات مرفولوژيك بين  يمطالعات اوليه نشان م
 348 به حجم حدود يا باشد لذا نمونه ي درصد مدولاروها حدود 

 ي درصد جوابگو5/1 كمتر از ي درصد و اشتباه95 اعتماد يراب

هاي تحت مطالعه و تعداد   مكان1ول شمارهجد.  خواهد بوديبررس
هاي صيد شده  پشه. دهد د شده از هر مكان را نشان ميآنوفلهاي صي

و از كليد تشخيص بالغين  با استفاده پس از انتقال به محل آزمايشگاه
و از بين آنها آنوفلهاي  12شدهناسايي آنوفلهاي ايران شلارو 

ها  ورت جداگانه پس از خشك شدن نمونهص جدا و به سوپرپيكتوس
استخراج  (ي تا زمان انجام آزمايشات بعدml 5/1 هاي داخل تيوب

DNA ( ها هر كدام جداگانه  تيوب. شدنددر فريزر نگهداري
ونه، گ: و كليه مشخصات شاملداده شد گذاري و به آنها كد  شماره
محل صيد، تاريخ صيد و نحوه صيد در دفتر مربوط به  ،)بالغ (جنس

 PCR Amplification ، ژنوميكDNAتهيه  .شدگزارش كار يادداشت 
  :از اين قرار بود PCR-RFLPو هضم آنزيمي 

شده استخراج   آوري هاي جمع  از كل نمونهDNA  نمونه320 ˝مجموعا
 نمونه نر 38 نمونه ماده و 266  نمونه لارو،16گرديد كه از اين تعداد 

خورده   ماده خون62 ماده خون نخورده و 204 ماده 266از تعداد . بود
 DNA تهيه شد و 13ها با استفاده از روش كولينز  نمونه ژنوم.بودند

بار تقطير استريل حل شده و در   آب مقطر دوμl 50حاصل در 
ميتوكندري در اين مطالعه بخشي از ژنوم .  نگهداري شدºC4دماي

 انتهايي ژن 3´ بخش bp840 شامل حدود bp 1512طول تقريبي  هب
COI،حدود  bp 66 كل ژن ترانسفر RNA لوسين tRNALeu)(  و حدود

bp606انتهايي ژن 5´  از بخش COII از ژنوم سيتوپلاسمي mtDNA 
با استفاده از پرايمرهاي  COI-COIIقطعه . مورد بررسي قرار گرفتند

         با توالي COI پرايمر جلودار شامل (conserved)مناطق ثابت 
5´-TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT-3´ دار  و عقبCOII  با

. تكثير داده شد ´CCACAAATTTCTGAACATTGACC-3-´5توالي 
 از ژنوم COI انتهايي ژن 3´ قسمت bp 887طول  هاي ب همچنين قطعه

 دار و عقب COIحلقوي ميتوكندري با بكارگيري پرايمرهاي جلودار 
CUL-Rev 5 يبا توال´-TAGAGCTTAAATTCATTGCACTAATC-3´ 

  .جهت تعيين توالي ژن مربوطه تكثير داده شد
 2998از شماره   تا ب2111اين پرايمرها مكمل حد فاصل باز شماره 

تركيب واكنش . باشد مي 14 آنوفل گامبيهmtDNA در مقايسه با ژنوم
 ،MgCl2 mM 5/1 ، mM dNTPs1 شامل DNAبراي تكثير هر دو قطعه 

mM 10x buffer 5/2، mM 1 ،1 از هر پرايمر% Gelatin mM 5/0 و
ddH2O 3/16به اين تركيب مقدار .  بودμl1، DNA ژنوميك اضافه 

ها به  واكنش.  ميكروليتر برسد25شود تا حجم نهايي واكنش به  مي

  بررسيروش
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 (Master Cycler Personal)دستگاه ترموسايكلر اپندروف مدل كمك 
 ºC 94  شامل سيكل حرارتي32 ، دقيقه چهارºC95با برنامه حرارتي 

 دقيقه در انتها هفت دقيقه و  دوºC 72 دقيقه و  يكºC 53 دقيقه، يك
.  نهايي انجام شودExtensionشوند تا   نگهداري ميºC 72در دماي 

 ،HindIIIمختلف   آنزيم18 با استفاده از PCRتنوع ژنتيكي محصولات 
KpnI،  HpaII،  BamHI، HaeII،  EcoRI، MspI،  DraI،  Cfr13I، 
TaqI، NotI، AluI،  EcoRV،  XhOI،  FbaI ،SalI، BstyI ،HinfI مورد 

 ميكروليتر از 10-15براي واكنشهاي آنزيمي . بررسي قرار گرفتند
و ) X10( ميكروليتر بافر مخصوص آنزيم 5/2 را با PCRمحصولات 

بار  و حجم محلول را با آب مقطر دو واحد آنزيم مخلوط كرده پنج
 ميكروليتر رسانده و بسته به نوع آنزيم در درجه حرارت 25تقطير به 
 و يا PCRمحصولات .  ساعت نگهداري شدند4-12مدت  همناسب ب

PCR-RFLP الكترفورز و بر روي دستگاه %5/1-2 در ژل آگارز     
UV Transilluminatorر حدودمقدا . مورد بررسي قرار گرفتند   

 18 مربوط به تعداد COI ژن PCR ميكروليتر از محصولات 100-80
هاي مختلف گونه سوپرپيكتوس تهيه و جهت تعيين  جمعيتنمونه از 

براي هر نمونه . به كشور آلمان ارسال شد DNA sequencing)(توالي 
DNA  هاي بدست آمده با  انجام شد و تواليجهت  از دوتعيين توالي

با استفاده از نرم كروماتوگرام در هر دو هر نوكلئوتيد  هم مقايسه و
نهايي  پس اصلاح موارد مشكوك توالي مقايسه و Chromasافزار 

(consensus) هاي حاصله در بانك جهاني  توالي. تعيين شدند آنها
 (Accession Numbers)هاي دسترسي   با شماره(GeneBank)ژنها 

AY900633 تا AY900650 با هاي حاصله  توالي .اند هبه ثبت رسيد
 سايتهاي اينترنتي از استفادهبا  Gene Bank در موجودهاي  توالي

 Blast و يا FASTA search بانك جهاني ژنها يعني مربوط به
)http://www.ebi.ac.uk/fasta33/( مقايسه زنجيره   جهت.ندشد مقايسه

براي ترجمه  ها موقعيت شروع كدون ابتدا COI حاصل از ژن پپتيدي
 مشخص و سپس تمام 14،اسيدهاي نوكلئيك با كمك مقاله رفرانس

 Translation Machine توالي موجود به كمك نرم افزار 18
)http://www2.ebi.ac.uk/translate(ه ترجمه شدند به اسيد آمين .

جمعيتها با بين  (Phylogeny)همچنين روابط سيستماتيك يا فيلوژني 
و  Maximum Parsimony Method هاي روشاستفاده از 

Neighbour-Joining Method افزار  نرم كمك باMEGA215 انجام 
 Maximum  روش با.)http://www.megasoftware.net( گرفت

Parsimony Methodفيلوژنيك را در نظر گرفته و با  مه احتمالات ـ ه
به نمايش بهترين درخت فيلوژني به حداقل رساندن مراحل تكاملي 

)http://www.icp.ucl.ac.be/~opperd/private/parsimony.html( مي-  
 بهي نزديك ها گونه ،و روش دوم بر اساس قرابت و مشابهتپردازد 
ها در آناليز و   تمام گونه˝تايي كنار هم قرار گرفته تا نهايتا هم دو

   درخت فيلوژني وارد شوند
)http://www.tau.ac.il/~doronadi/neighbourJoining.pdf(.  

 

  
PCR Amplification و PCR-RFLP 

د هاي مور از ژنوم ميتوكندري نمونه COI و COI-COIIهاي  تكثير بخش
     طول  بهPCR ترتيب محصولات بررسي با موفقيت انجام شد و به

bp 1512 و bp 887انتهايي 3´ بخش.   توليد شدند COI با بكارگيري 
رهاي  با پرايمCOI-COII و بخش COI(F) و CUL-Reverseپرايمرهاي 

COI(F)و  COII(R)ها و  نوع ژنتيكي بين نمونهت.  تكثير شدند
هاي  جمعيتهاي موجود در مرحله اول با بررسي الگوهاي برشي آنزيم

 مربوط bp 1512 بر روي محصول (Restriction Enzymes)كننده  قطع
 18، تحت تيمار با PCR محصولات . انجام گرديدCOI-COIIبه قطعه 

 بعضي داراي ،ها فاقد محل برش بعضي از آنزيم. آنزيم قرار گرفتند
دند و بو متفاوت برش  ديگر داراي محل  يرخبرش يكسان و ب  محل

 را در بين (Genetic polymorphism)شكلي ژنتيكي  توانستند چند
براي مثال الگوهاي هضم آنزيمي و طول باندهاي . ها نشان دهند نمونه

سه شكل ژنتيكي يا هاپلوتايپ  توانست AluIايجاد شده توسط آنزيم 
هاي مختلف ايران نشان   در بين جمعيتC  وA ،Bهاي  لل به ناميا آ

نكته قابل توجه اين بود كه هر سه فرم در . )1 شمارهشكل(دهد 
هاي مربوط  ساير نمونهشود و  مشاهده ميمنطقه سيستان و بلوچستان 

 Cي هم از نوع  و تعدادA مشابه و از نوع ˝به ساير نقاط ايران اكثرا
  .بودند

DNA Sequencing:  
 و مشخص شدن ميزان حقيقي اختلافات COIبراي تعيين توالي ژن 

 تعداد ˝ژنتيكي ميان جمعيتهاي مختلف آنوفل سوپرپيكتوس مجموعا
نسينگ ئ از مناطق تحت مطالعه مورد سكوAn.superpictus نمونه 18

 تا AY900633اي ه تحت شماره Genbankقرار گرفتند كه نتايج آن در 
AY900650 هاي قابل شمارش و بدون  طول توالي. اند به ثبت رسيده

 هايافته
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باشد كه براي   مي باز750 الي 708ها بين  نمونه COIابهام از ژن 
ها   نمونه از تمامbp 708ها حداقل ممكن يعني حدود  مقايسه توالي

طور   بهA+Tدرصد بازهاي آدنين و تيمين . با هم مقايسه گرديدند
        در(Rate of variation) و ميزان كل تنوع ژنتيكي% 71متوسط 

bp 708 از ژن COI محاسبه % 3/12 هاي مختلف معادل براي جمعيت
از % 8/44 و Transitionموتاسيونها از نوع % 2/55از اين ميزان . شد

اي از اختلافات  درصد قابل ملاحظه. باشد  ميTransversionنوع 
ه مربوط به تفاوت بين جمعيتهاي بلوچستان و نتيكي مشاهده شدژ

علاوه بر اين در داخل جمعيت . كهنوج با ساير مناطق ايران بود
  . درصد اختلاف ژنتيكي وجود داشت2-5بلوچستان و كهنوج 

  :فيلوژني
 در درخت فيلوژني يك (root) جهت افزايش اعتماد و قراردادن ريشه

 از جنس Genbank در  موجودCOIتوالي از اسيدهاي نوكلئيك ژن 
Anopheles كه قرابت زيادي با گونه آنوفل سوپرپيكتوس نداشت 

در اين . انتخاب شد) نماينده خارج از گروه (Outgroupعنوان  هب
 با (An.arabiensis) آنوفلس آرابينسيس COIبررسي از توالي ژن 

 . استفاده شدAF 417705 (Accessron Number)شماره دسترسي 
  وMaximum Parsimony Methodحاصل از روش ني درخت فيلوژ

شناسي   شجرههمانطور كه درخت.  ارائه شده است2 شمارهشكلدر 
ار د جمعيتهاي سوپرپيكتوس ايران در دو دسته كلي قرده نشان مي

 كدام هاي فرعي وجود دارند كه هر و در هر دسته گروهگيرند  مي
  .اينده يك گونه باشندتوانند نم مي

دهد كه به احتمال زياد  بندي جمعيتها نشان مي نحوه تقسيم
) سيستان و بلوچستان و كهنوج(جمعيتهاي جنوب شرقي كشور ايران 

گونه و ساير جمعيتهاي مركز  حداكثر سهگونه و  حداقل دوتركيبي از 
اين . دهند را تشكيل ميو شمال غربي كشور يك گونه ديگر 

اصلي كه شامل سه گروه در ) روهگ( چهار شاخه گونه در قالب چهار
بخشي از جمعيت روستاي ) 1بلوچستان و كهنوج كه عبارتند از 

بخشي از جمعيت روستاي پيرين ده شهرستان ايرانشهر ) 2 ،پيرين ده
روستاي فيروزآباد و ده انگوري از بخش سرباز ) 3 و و كهنوج كرمان

 اردبيل  كه متعلق به جمعيتهاي استان4و گروهشهرستان ايرانشهر 
، دادين عليا كازرون در استان فارس، استان زنجان، )شهرستان گرمي(

روستاي (شهرستان اليگودرز در استان لرستان، شهرستان مشكين شهر 
هاي فيلوژني  خت در در.باشد مي، استان قم و آشخانه مشهد )كوجنق

مقايسه  .باشند  متمايز از همديگر مشخص مي˝كاملاهاي اصلي  گروه
د درص% 8/0ي آمينه جمعيتهاي مختلف نشان داد كه تنها اسيدها

تفاوت شديد اختلافات ژنتيكي بين . ها وجود دارد اختلاف بين نمونه
جمعيتها بين اسيدهاي نوكلئيك و اسيدهاي آمينه حاكي از ماهيت 

  .باشد  مي(Silent mutations)خاموش موتاسيونها 
  

 شامل(نوفل سوپرپيكتوس هاي صيد شده آ مشخصات مكاني نمونه :1-جدول
  .1382تابستان سال  و لرستان سيستان و بلوچستان، اردبيل در )هاي لارو و بالغ نمونه

تعداد آنوفل  روستاشهرشهرستان  استان
 صيد شده

23  
17  

  سيستان
  و

بلوچستان

  روستاي پيرين ده از بخش پارودسرباز  ايرانشهر
  روستاي فيروزآباد ،بخش راسك

  ارودـش پـوري بخـروستاي انگ
  

60  

  محمد بيگلو روستاي آقا گرمي  گرمي  اردبيل
  

150  

  رد،ـگه، دستگ هـ سرخيم،ادـآب مبارك  ازنا  اليگودرز  لرستان
 آباد، شول ،كيگوران، مرگسر گلسفيد

  )روستاهاي كوهستاني( پير امام، ايوج
  

70  

  --- -- -                     ---        ---     جمع
  

320  

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  

 در bp 1512 بطول تقربيي حدود COI-COII قطعه PCR-RFLPنتايج  :1-شكل
، سه هاپلوتايپ  AluIجمعيتهاي مختلف آنوفل سوپرپيكتوس تحت تيمار با آنزيم

: 3 و 2كازرون، : 1.  و بلوچستان در تصوير مشخص استدر سيستان موجود
ي فيروزآباد سيستان و روستا: 7 تا 4ين ده سيستان و بلوچستان، روستاي پير
  (Roche)8ماره  شماركر ملكولي: Mلرستان، : 9اردبيل، : 8بلوچستان، 
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 bp 708 بطول COIژن  DNAهاي  حاصل از توالي فيلوژنتيك درخت :2-شكل
 Maximumدر جمعيتهاي مختلف آنوفل سوپرپيكتوس با بكارگيري روش 

Parsimony method.مودار بيان كننده فاصله ژنتيكي مي باشد مقياس پايين ن.  
LOR-N1: ،فرم تيپيك استان لرستان ARD :،اردبيل KAZ :،كازرون LOR-AB : فرم

شهرستان مشكين : MESHKINSHAHRمشهد، : MASHغير تيپيك استان اردبيل، 
روستاي فيروزآباد : SIS-FIZزنجان، : ZANJقم، : QUMشهر در استان اردبيل، 

روستاي انگوري استان سيستان و : SIS-ANG بلوچستان، استان سيستان و
: KAHNOOJروستاي پيرين ده استان سيستان و بلوچستان، : SIS-P1 بلوچستان،

  .شهرستان كهنوج در استان كرمان
  

  
با توجه به پراكندگي بسيار وسيع آنوفل سوپرپيكتوس در ايران و نيز 

و آلودگي به انگل وژيك، كرموزومي، رفتاري اختلافات مورفول
ورود و (دليل افزايش مسافرتها  بهگونه و همچنين  مالاريا در اين

ريا به مناطق به مناطق اندميك و خطر امكان بازگشت مالا) خروج
هاي   تشخيص دقيق ساختار جمعيت،گونه تحت اشغال اينشده  پاك

براي ن هويت آنها مختلف آنوفل سوپرپيكتوس جهت شناسايي و تعيي
 در ايران اقدامي لازم به كننده مالاريا مطالعات و اقدامات پيشگيري

هايي  توژنتيكي انجام شده بر روي نمونهمطالعات سي. رسد نظر مي

        مختلف آنوفل سوپر پيكتوس در جنوب ايتاليا نشان داده كه 
ديگر  و از طرف 16گونه وجود دارد مورفيسم كروموزومي در اين پلي

هاي آنوفل  مورفيسم كرموزومي در گونه پلينشان داده شده است كه 
اكثر مواقع ارتباط مستقيمي با قدرت انتقال بيماري مالاريا داشته 

 بنابراين انجام مطالعات ژنتيكي و مشخص نمودن ساختار 17است
تواند در   ميها در كنار ساير مطالعات اپيدميولوژيك ژنتيكي جمعيت
در اين مطالعه . ن مبارزه با ناقلين مالاريا موثر واقع شودهدفمند نمود

اختلافات ژنتيكي زيادي بين جمعيتهاي مختلف سوپرپيكتوس مورد 
منطقه اين اختلافات بيشتر وابسته و مربوط به . مطالعه مشاهده شد

هاي مختلف صيد و يا مكان و زمان  جغرافيايي صيد بودند و روش
اين بررسي تاثير .  در اختلافات نداشتندصيد در هر منطقه نقش زيادي

اقليمها و آب و هواهاي مختلف بر تنوع ژنتيكي گونه سوپرپيكتوس 
نتايج حاصله . خوبي نشان داد هدر مناطق مختلف جغرافيايي ايران را ب

 تيپ، فرم و يا گونه شان دادند كه حداقل سه و حداكثر چهارن
اين . گونه وجود داردمختلف ژنتيكي در بين جمعيتهاي مختلف اين 

 متمايز ˝نتايج نشان دادند كه فرمهاي مناطق جنوب شرقي كشور كاملا
نكته قابل توجه . باشند فرم موجود در ساير نقاط ايران مياز گونه يا 

نوع ژنتيكي مشاهده شده بين اين است كه در منطقه بلوچستان، ت
 در منطقه يكي از دلايل تنوع بسيار بالا. ها خيلي زياد بود نمونه

باشد   منحصر به فرد منطقه بلوچستان ميبلوچستان مربوط به موقعيت
قرار  فروتروپيكاآو  آركتيك، پاله ، منطقه اورينتالسهكه در محل تلاقي 

ها يا فرمهاي بيولوژيكي  كيبي از گونهگرفته است و بدين ترتيب تر
. شته باشدتواند در بر دا طور همزمان مي ه منطقه را بسهسازگار با اين 

محاسبه % 2- 5  جمعيتهاي بلوچستانCOIميزان تنوع ژنتكي در ژن 
  درون جمعيت تغييرات گزارش شدهاين مقدار بيشتر از ميزان. شد
براي مثال در درون . باشد  مي(Intra-population variation) گونه يك

 و در 18%1/0گونه آنوفل گامبيه از كمپلكس گامبيه اين ميزان كمتر از 
 مقدار 19.گزارش شده است% 2ون گونه آنوفل ساكاروي اين مقدار در

 در كمپلكس آنوفل B و Aهاي  شده بين گونه تنوع ژنتيكي مشاهده
و در كمپلكس آنوفل % An.culicifacies complex 5-4كوليسيفاسيس 

اين به احتمال زياد گونه بنابر 18و20و21.محاسبه شده است% 0-6گامبيه 
مل بيش از اختلاف ژنتيكي شا% 12 با بيش از آنوفل سوپرپيكتوس

اين اولين . شود هاي كمپلكس محسوب مي يك گونه است و از گونه
تجزيه و تحليل . باشد ر دنيا ميگزارش از كمپلكس بودن اين گونه د

بحث
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روشهاي مختلف نيز نشان داد كه بيش از يك  هدرختهاي فيلوژني ب
تيكي در جمعيتهاي مختلف ميزان تنوع ژن. گونه در ايران وجود دارد

مقدار اختلاف ژنتيكي . محاسبه شد% 3/12تحت بررسي حدود 
توس زايي در آنوفل سوپرپيك  و گونهدهد كه انشعاب نشان ميموجود 

تازگي صورت نگرفته  هاي سيبلينگ در آن به و بوجود آمدن گونه
با توجه به استاندارد ارائه شده براي سرعت تغييرات ژنتيكي در  .است

 و معادل بودن هر (molecular clock)ميتوكندري يا ساعت ملكولي 
رسد سابقه   به نظر مي22، درصد اختلاف ژنتيكي با يك ميليون سالدو

با توجه . گردد  ميليون سال قبل باز ميششزايي در اين آنوفل به  گونه
يابد اهميت  روز افزايش مي ههاي كنترل ناقلين روز ب  هزينهبه اينكه
 كه داراي استعداد يا ظرفيت انتقال Crypticهاي  ي گونهشناسائ

(Vectorial capacity)،بررسي توالي . شود  آشكار مي متفاوت هستند
ز ابزارهاي  ا(COI)نوكلئوتيدهاي ژن سيتوكروم اكسيداز يك 

هاي جمعيتي،  آن در بررسي  باشد كه از بيوسيستماتيك نوين مي
  .ددگر بندي استفاده مي ملي و طبقهتكا

 از باشد و سلولي مي  ژن ميتوكندري موجودات پر بزرگترينCOIژن 
هاي مختلف  هاي مختلف اين ژن جهت مطالعه در گروه بخش

هاي كمپلكس و جمعيتها استفاده شده  ويژه سطوح گونه هحشرات ب

، آنزيمهاي  طبق نتايج حاصل از اين مطالعه20و21و23و24.است
 براي PCR-RFLPاكنشهاي كننده مختلفي را جهت انجام و هضم

 AluIآنزيم . توان بكار گرفت ل سوپرپيكتوس ميتفكيك اعضاء آنوف
ي تنهايي قادر به تفكيك تمام اعضاء و حت بين آنزيمهاي مختلف به

در اين مطالعه از طريق تيمار با . باشد اي مي اختلافات درون گونه
ستان  سه هاپلوتايپ در اCOI-COII و مطالعه بر روي AluIآنزيم 

 .سيستان و بلوچستان مشخص شد

در پايان ذكر اين نكته ضروري است كه بررسي و تعيين قطعي 
هاي سيبلينگ آنوفل سوپرپيكتوس در تمام نقاط انتشار آن  گونهتعداد 

به مطالعات وسيع و در ايران و نقش هر كدام در انتقال مالاريا 
لوژيك مالاريا همراه جانبه نيازمند بوده و بايد با مطالعات اپيدميو همه
علاوه بر اين لازم است نتايج بدست آمده در اين تحقيق با . گردد

هاي ژنوم   از جمله مطالعه بر روي ساير بخشساير مطالعات ژنتيكي
تن  نيز مطالعات سيتولوژيك بخصوص پليميتوكندري و هسته و 

  .كرموزوم تكميل و مورد تاييد قرار گيرد
 ،قطب علمي انستيتو تحقيقات بهداشتياين پژوهش با حمايت مالي 

شماره قرارداد  .دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام گرفته است
  .)64/82/241-  ط:شماره طرح ( 7706/240
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Background: Malaria is still one of the main health problems in south and southeast 
provinces of Iran and recently on average 10,000-30,000 malaria cases were reported 
annually. Mosquitoes of Anopheles superpictus are one of the main malaria vectors in 
Iran and have been reported from all areas of the country including central plateau and 
plains of Alborz and Zagrous Mountains chains, and with low numbers in shore plains of 
the Persian Gulf and Caspian Sea. There are variations in larval and adult morphological 
characters and also in vectorial capacity of this species in different areas of Iran. 
Methods: This study has been conducted to investigate rate of mtDNA variation among 
various populations of this species in Iran. The sequence variation of an 1512 bp length 
of mitochondrial DNA (mtDNA) cytochrome oxidase subunits 1 and 2 (COI-COII) and 
an 708 bp sequences of COI gene were analyzed by PCR-RFLP and PCR-direct 
sequencing respectively. 
Results: This study showed that there are considerable variations between and within 
populations. Rate of variation was 12.3 % between populations and this was 2-5% for 
within Baluchistan population. Totally 4 haplotypes were observed between populations 
where 3 occur in Baluchistan and one in other places. 
Conclusion: This is the first report on existence of various haplotypes in An. superpictus 
in science, and presumably this species comprising siblings and is a species complex. 
Further studies need to confirm this result and to determine the relationship between 
mtDNA haplotypes and their role in malaria transmission in each locality. 
 

Keywords: Anopheles superpictus, mtDNA, COI, COII, PCR-RFLP, malaria, Iran 
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