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و  PCRبه روش  هیپودرما بویسمطالعه فیلوژنتیکی و  شناسی، ریختپراکندگی

 و هوایی ایران بدر سه منطقه آ CO1تعیین توالی ژن 

 
 3، علیرضا محمودیان*2، موسی توسلی1زادهمریم قلی

 
 .ایران -هشناسی، گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیه، ارومیدانشجوی دکتری تخصصی انگل  .4

 .ایران -استاد، گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیه، ارومیه  .2

 .ایران -استادیار، گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیه، ارومیه .3

 
 98ماه آبان 22 پذیرش:             98ماه تیر 22دریافت: 

های توسعهه یاتتعه و در لعال    با پراکندگی جهانی در کشورزای گاو انگل بیماری عمده طور به Diptera: Oestridae)) هیپودرما بویس

 شود.کاهش کیفیت پوست می و شیر، گوشت جمله از ،یدام تولیدات میزان کاهش از ناشیشدید  اقتصادی خسارات موجب است وتوسهه 

آوری شعد. اسعتخرا    جمع  ایعران  الیانه از سه منطقعه آ  و هعوایی   های کشتار شده در طی کشتار ساز گاو ی لاروهانمونه پژوهشدر این 

DNA آزمون و PCR سپس محصول  وری شده صورت گرتت؛آهای لارو جم بر روی نمونهPCR سازی شده برای تهیعین تعوالی   خالص

 سه در شناسیریخت هایویژگی به توجه با هیپودرما بویس توزی  نهایت، در ؛گردیدهای اخذ شده بررسی و تصحیح ارسال شد. پاسخ توالی

بسعتگی  ها یک شعااهت و هع   و داده بررسی شد وآوری جم های مولد میاز در لارو مگس CO1. ژن بررسی شد ایران هوایی و آ  منطقه

تار شده در مرلله سوم به دست آمده از گاوهای کش لارو عدد 144مجموع از  شناسیریختبر اساس مشاهدات  را نشان دادند. ایگونهبین 

هعای لارعر بعا    جدایعه  ، مشخص شد کهآنالیزهای تیلوژنتیک متهاقببود.  هیپودرما بویسلارو ها آن (%1/41عدد ) 248تهداد  سه منطقه

-ها در خوشهگیرند در لالی که برخی دیگر از گونهدر یک خوشه قرار می شده در کشورهای دیگر پژوهشی های هیپودرماتهدادی از گونه

دهعد  های لارر همچنعین نشعان معی   یاتته ،در بین عوامل مولد میاز بسیار متغیر است CO1رسد که نالیه رار دارند. به نظر میجدا ق ی

CO1 شودهای هیپودرما استفاده تواند به عنوان یک نشانگر مولکولی مناسب برای شناسایی و تشخیص گونهمی. 

 .، ایرانشناسیریخت ،CO1ژن  نتیک،، پراکندگی، تیلوژهیپودرما بویس کلیدی:های واژه

 

 مقدمه

مولعد میعاز    مگعس  گونعه  هفت شامل هیپودرما جنس

 وکمری پشتی مناطق در میاز زیرجلدی عنوان به که است

-می دیده جهان درسراسر نشخوارکنندگان اهلی و ولشی

هیپودرما  .(45) دارد وسیهی جغراتیایی توزی  و (48) شود
 بعه  و دگعرد معی  یس درگعاو هیپودرموز ایجاد موجب بویس

 .(5) شودبندی میطاقه میاز داخلی عنوان

 قابعل  اقتصعادی  هعای زیان بروزموجب  هیپودرموزیس

 سعق   طریعق  از) دامعی  اتتولیعد  و چعرم  صنهت در توجه

 کعاهش بعاروری و   وکاهش وزن  تولید شیر، کاهش جنین،

 یاتتعه توسهه کشورهای در( چرمین ایپ کیفیتو  گیریوزن

 .(9) شودمی توسهه در لال و

 بععرای گععاو در هیپودرمععا هععایگونععه دقیععق تشععخیص

 مشععخص نالیععه در گونععه دو ایععن لضععور دقیععق ارزیععابی

 داروهعا  از اسعتفاده  در موجود مشکلات زیرا است؛ رروری

 میزبععان در بععدن هنععوز لاروهععای مرللععه اول کععه زمععانی

بععه نسععات  هیپودرمععا بععویس بععرای کننععد،مععی مهععاجرت

 محعل  بعا توجعه بعه   است.  آتومهیپودرما لینه از ترخطرناک

 دو ایعن  از سوی شده ایجاد ی علا مرلله اول و ،لارو لضور

 (.9) است متفاوتمتهاقب آن  درمان ،گونه

های هیپودرما گونه (L3) لاروی سوم مرالل شناسایی

 از سعوی های تشخیصعی اراهعه شعده    کلید با لارر درلال

Zumpt  وJames (4 22و) در اسپینولاسیون توجه به با 

یراکل اسپ صفحات شناسیریخت و ده شکمی بند  قسمت

 چکیده
 

mailto:mtavassoli2000@yahoo.com
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هععای اخیععر در سععالهمچنععین  ،شععودمععی انجععام خلفععی

 اییمیتوکنعدری دی ان ای  4زیعر والعد    اکسیدازسیتوکروم

(mtDNA )طاقعاتی،  تمعایز  برای هدف ژن یک عنوان به 

 دلیعل  به (43) تاکسونومیکی مطالهات و مولکولی شناسایی

 موجعودات  در شعده  لفاظعت  بسیار ساختار و بزرگ ازهاند

 بعه  آن کعاربرد  و (42) مورد توجه قرار گرتته اسعت  هوازی

و  Gaunt از سععوی مولکععولی جهععانی سععاعت ژن عنععوان

Miles  (1) است شده داده نشان 2222در سال. 

 28Sهععایژن ماننععد مولکععولی نشععانگرهای امععروزه

rRNA 4د زیعر والع   اکسعیداز  سعیتوکروم  و ژن(CO1) 

 Dipteraمانند راسته  لشرات تکاملی رواب  بررسیبرای 

(7)، Orthoptera (49 )لاروهعععای اعضعععای خعععانواده   و

Oestridae (8 )لالاین با ،استشده  استفاده با موتقیت 

 شدن روشن برای بیشتریهای پژوهش که رسدمی نظر به

 ایععن از هععدف. اسععت رععروری هععاانگععل وابسععتگی لهأمسعع

 هعای گونعه  تعرین شخیص مولکولی یکی ازشعای  ت ،پژوهش

لارو  شناسعی توصیف ریخعت  و (هیپودرما بویس) هیپودرما

 بررسی. است روسکوپگونه با استریومیک مرلله سوم همان

 را هیپودرمعا  لاروهعای  همه زمانه  طور به که CO1 ژن

 بععا مولکععولی هععایداده و شععد انجععامنیععز  دهععدمععی تمععایز

 استریومیکروسععکوپ از صععللا یشناسععریخععت مشععاهدات

تشعخیص   هعدف  بعا  لارر پژوهش بنابراین ؛گردید مقایسه

 و آ  منطقععه سععهدر CO1  ژن براسععاس لارو هیپودرمععا

 اسعاس  بعر  را گونعه این هایتفاوت تا شد انجام ایران یهوای

 .کند ارزیابی منطقه سه این در مولکولی هایویژگی
 

 کار روش و مواد

روی  4394ا بهععار تعع 4395یز از پععای پععژوهش ایععن

وری آجمع  آتعوم  هیپودرما لینهو  هیپودرما بویسلاروهای 

های سه منطقه آ  و هوایی ایران شعامل  شده از کشتارگاه

. لاشعیه اطعراف دریعای خعزر     4مناطق زیر انجام گرتعت:  

گعراد و میعزان بارنعدگی    درجه سانتی 24تا  8)دمای هوای 

وهسعتانی  مناطق ک .2(، نالیه mm 1500 -400سالیانه 

گراد و میزان بارنعدگی  تیدرجه سان 29تا  -5)دمای هوای 

لاشیه اطراف خلعی    .3(، نالیه  mm 222 -522سالیانه 

گراد و میعزان  درجه سانتی 35تا  4/42 تارس )دمای هوای

 (.222mm ( )41 -322بارندگی سالیانه 

جدا شعده   هیپودرما بویس سوم مرلله لارو هاینمونه

و  وپاستریومیکروسعک بعا   و ثابت درصد 72 لاز گاودر اتانو

(. 22و  4) شعد بررسعی   شناسعی کلیدهای تشخیصی انگعل 

و هعوایی بعه شعکل     هعا از هعر منطقعه آ    تهدادی از نمونه

 .استفاده شد DNAو برای استخرا   اتفاقی انتخا 

DNA تجعاری  کیعت  بعا  ژنومی (MBST،  ایعران )از 

 تولیدکننده شرکت دستورالهمل اساس بر داخلی هایاندام

 جعز   که 4سیتوکروم اکسیداز زیر والد  ژن. شد استخرا 

 یععک از اسعتفاده  بععا اسعت  میتوکنععدری از شعده  محاتظعت 

 ،پرایمعععر رتعععت یهنعععی) پرایمرهعععا از خعععا  مجموععععه

5'TACAGTTGGAATAGACGTTGATAC3' و 

 ،پرایمععععععععععععععععععععععر برگشععععععععععععععععععععععت 
5'TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA3' 

 (.48و  9تکثیر شد )

در  DNAواسرشعت اولیعه    شامل یک برنامه لرارتی 

 33دقیقعه، بعه دناعال آن     5گراد به مدت درجه سانتی 91

ثانیعه،   15گراد به مدت درجه سانتی 91دوره واسرشت در 

ثانیعه،   15گعراد بعرای   درجه سانتی 91اتصال پرایمرها در 

ثانیه و یک مرللعه توسعهه    15گراد برای درجه سانتی 59

درجععه  72مریزاسععیون در نهععایی بععه منظععور تکمیععل پلی 

  PCRمحصولات. دقیقه اجرا گردید 5گراد به مدت سانتی

سعپس محصعولات    ارزیعابی شعد؛   TBE %4در ژل آگعارز  

DNA سعازی بعه شعرکت    استخرا  شده به منظور خالص

زیست ارسال شد و پس از کسعب نتیجعه محصعولات    تکاپو

سازی شده بعه همعراه پرایمعر رتعت و برگشعت، بعه       خالص

-SinaClonهیین توالی بعه شعرکت سعیناکلون )   منظور ت

Tehran, Iranیعابی بعه صعورت دو    ( ترستاده شد و توالی

وجوی های مربوط به منظور جستطرته انجام گرتت. توالی

 NCBIهای مرج  با بیشترین تشابه به داخل سایت توالی

بععا کمععک روش بلاسععت   CO1هععای ژن وارد و موقهیععت

(BLAST) ها بعرای رسع  درخعت    ادهتهیین گردید و از د

بعا شعماره دسترسعی     Oestrus ovisتیلوژنتیک در گونه 

(MG755264)    بععه عنععوان گععروه خععارجی و بععا روش

maximum parsimony استفاده شد.  

 

 نتایج

-هعای ریخعت  طول این پژوهش بر اسعاس ویژگعی   در

هیپودرما شناسی با استریومیکروسکوپ تمایز بین دو گونه 
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های خلفعی  انجام گرتت. پریترمآتوم ینههیپودرما لو  بویس

در  آتعوم هیپودرما لینعه و هیپودرما بویس لارو مرلله سوم 

نشععان داده شععده اسععت. ویژگععی قابععل اطمینععان  4 شععکل

در ساختار پریترم خلفی، یک کانال طویل  هیپودرما بویس

و باریک است؛ همچنین در هعر بنعد از لارو مرللعه سعوم،     

تخت و کوچک  وجود دارد کعه در  تهداد زیادی از خارهای 

شود کعه در  تمام بندها به جز دو بند انتهایی بدن دیده می

 .نشان داده شده است 2 شکل

 

    
 با ساختاری باریک و قیف مانند ) (هیپودرما بویس )الف( با ساختاری تخت و  آتومهیپودرما لینههای خلفی  مقایسه پریترم -1شکل

 

 
هیپودرما تاقد خار است و  44)الف( تنها بند آتومهیپودرما لینه. در آتومهیپودرما لینهو هیپودرما بویس  ی انتهاییمقایسه بندها  -2شکل

 تاقد خار است. 44و  42بویس بند 
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مجمعوع   از یشناسع ریخعت  هعای ویژگعی  این اساس بر

 ،آوری شعده ی جمع  هیپودرمعا  سوم مرلله لارو عدد 144

ععدد   418 و پودرما بعویس هی( لارودرصد 1/41)عدد  248

 منطقعه  در. بودنعد  آتعوم هیپودرما لینعه لارو ( درصد 4/35)

 آمعد  دسعت  به لارو هیپودرما 493لارو  کوهستانی، و سرد

 78 و هیپودرمعا بعویس  لارو ( درصعد  4/59)ععدد   445 که

 داده تشعخیص  آتعوم هیپودرما لینهلارو ( درصد 1/12)عدد 

 لارو ععدد  448 از جنعو   مرطعو   و گعرم  منطقه در. شد

 و هیپودرمعا بعویس  لارو ( درصد 5/49)عدد  82 هیپودرما،
. بودنععد آتععومهیپودرمععا لینعه لارو ( درصععد 5/32) ععدد  34

 74 لارو،عععدد  425 از مرطععو ، و مهتععدل درآ  و هععوای

  1/32)عدد  31 و هیپودرما بویسلارو ( درصد 7/47) عدد

 .شد داده تشخیص آتومهیپودرما لینهلارو ( درصد

اندازه قطهه DNA پس از استخرا  لارر  پژوهشر د

هعا تکثیعر   جفت باز برای تمام نمونعه  722لدود  مورد نظر

هعای  تعراز و شعماره  های لاصعل هع   توالی  .(3)شکل شد 

ها تهلق به آن MN120664تا  MN120658دسترسی 

هعای مربعوط بعه    مقایسه تک به تک )دوتایی( توالیگرتت. 

رغ  تفاوت در تنهعا  علی ،همدیگرهای مختلف ایران با شهر

درصد در  422تا  8/99ن چند نوکلئوتید درصد تشابهی بی

-همچنین در بررسی توالی قطهه ،دادها را نشان بین نمونه

بانعک  های ثاعت شعده در   لارر با توالی پژوهشهای ژنی 

 2/88 میزان تشابه بعالای هیپودرما های مربوط به گونه ژن

 .(4)جدول  درصد مشاهده شد

 

 
جدا شده از مناطق مختلف ایران متهاقب هیپودرما بویس  CO1ی ژن الکتروتورز ژل آگارز محصولات مربوط به تکثیر قطهه -3شکل 

 جفت بازی 422ترمنتاز DNA مارکر مولکولی  :M : کنترل منفی، چاهکN چاهک .PCRانجام 

 

هعای  لارر با توالی پژوهشدست آمده از  ههای بتوالی

از  هعای هیپودرمعا  سعایر گونعه  هیپودرما بویس و به  مربوط

ه چعه کع  مناطق مختلف دنیا مقایسه گردید. بعر اسعاس آن  

خوشععه  3هععا در درخععت تیلوژنتیععک نشععان داد نمونععه  

(cluster) دند کعه تنعوع ژنتیکعی در    بندی شبزرگ طاقه

کعرد )شعکل   یید معی أرا ت های مختلف هیپودرمامیان گونه

1.) 
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آوری شده از ایران به جم  هیپودرما بویس 7مرتا  به  CO1های میتوکندریایی ژن دست آمده از توالیه ت تیلوژنتیک بخدر -2شکل 

 (.MG755264با شماره دسترسی  )استروس اویس و یک گونه خار  گروهی Neighbor_ Joiningروش 
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 بحث

شناسی بعرای شناسعایی   در این پژوهش رویکرد ریخت

بعه عنعوان یعک روش    هیپودرمعا بعویس،    لارو مرلله سعوم 

ساده، عملعی و ارزان بعه منظعور پعژوهش پراکنعدگی ایعن       

سعوالل دریعای   ) ها در سه منطقه آ  وهوایی ایعران  گونه

  .اسعتفاده شعد   (خزر، سرد و کوهستانی، گعرم و مرطعو   

Bagherzadeh  توزی  گونعه 2244و همکاران در سال ،-

شناسعی بعا   ریخعت هعای  های هیپودرما را بر اساس ویژگی

استریومیکروسکوپ بررسی کردند که در پژوهش خود تنها 

های خلفی لارو مرللعه سعوم هیپودرمعا بعرای     از اسپیراکل

بعا یعن لعال در     (؛4ها استفاده کرده بودند )تشخیص گونه

شناسعی اسعپیراکل خلفعی    این پعژوهش ععلاوه بعر ریخعت    

وی ویژگی دیگر این لارو مانند لضور یا عدم لضور خعار ر 

لارو مرللعه سعوم بعرای توزیع  ایعن       42سطح شکمی بند 

 ها استفاده شد.گونه

Tavassoli  در یعععک  2242و همکعععاران در سعععال

هیپودرمعا  بررسی در شمال ایران، بیشتر گونه هیپودرمعا را  
خعوانی دارد  تشخیص دادند که با پژوهش لارر هع   بویس

(45) .Dehghani  درکاشععان  2242و همکععاران در سععال

را به عنوان گونه غالعب در گعاو گعزارش    اتوم ودرما لینههیپ

های این پژوهش مطابقت ها با یاتته( که نتای  آن2کردند )

هعا در  ندارد. لازم به ذکر است که منطقه مورد پژوهش آن

و  Bagherzadeh. ایععن پععژوهش بررسععی نشععده اسععت  

در شمال غربی ایعران، در منطقعه    2244همکاران در سال 

را به عنوان گونه غالعب   هیپودرما بویساردبیل، کوهستانی 

هعای ایعن   ( که نتعای  آن بعا یاتتعه   4در گاو مهرتی کردند )

 خوانی دارد.پژوهش ه 

با توجه به اهمیت جنس هیپودرما در نشخوارکنندگان 

و اثرات مخر  آن در صنای  چرم و همچنین لضور هر دو 

ز به اقدامات ی این انگل در نشخوارکنندگان ایران، نیاگونه

 کنترلی برای کاهش شیوع هیپودرما رروری است.

شناسعی مولکعولی بعا اسعتفاده از ژن     کرد زیسعت روی

DNA   میتوکندریایی به عنوان یک نشانگر برای مطالهعات

ژنتیکی تاکسونومیک و جمهیتی در لشعرات معورد توجعه    

نوالی محاتظعت شعده، نعوالی    . (44و 7قرار گرتته است )

 CO1ها و اندازه بعزرگ ژن  رخ وسی  جهشبسیار متغیر، ن

کردهععای آن را بععه عنععوان یععک هععدف مناسععب بععرای روی

(. بععر اسععاس اطلاعععات 48و  7مولکععولی قععرار داده اسععت )

موجود در بانک ژن هیچ گزارش مولکولی از مرالعل لاروی  

از ایران وجود نداشت و بنابراین این اولین  هیپودرما بویس

ن گونه در ایعران اسعت و تمعامی    کار مولکولی مربوط به ای

اطلاعات موجود مربعوط بعه هیپودرمعا بعویس مربعوط بعه       

های انجام شده در کشورهای چین، ترکیه، ایتالیا و پژوهش

(. در پژوهش لارر درخعت  47و  42، 9، 8، 3اسپانیاست )

های موجود ارتااط نزدیکعی  تیلوژنتیک تآیید کرد که گونه

داشتند، بعه ععلاوه معا     ویسهیپودرما بهای قالی با گزارش

های دیگعر  های موجود با تهدادی از گونهدریاتتی  که گونه

های جدایههیپودرما بویسو  هیپودرما دیاناهیپودرما مانند 

رابطعه خعواهری دارنعد؛ در    استروس اویسخار  از ایران و 

هعای جعنس هیپودرمعا در یعک     مقابل برخی دیگر از گونعه 

هعای  اند. با ایعن لعال گونعه   بندی شدهگروه جداگانه دسته

لارعر همچنعین رابطعه ژنتیکععی نسعاتاک نزدیعک و تاصععله      

هعای هیپودرمعا   هعایی از گونعه  ژنتیکی نساتاک بالا با گزارش

گونه توان اینهای متضاد را می(. این یاتته4داشتند)جدول

در میان لشرات بسیار متغیعر   CO1توریح داد که نالیه 

 دار درمیان تهدادی ازی مهنیا(. تنوع درون گونه48است )

( و ایعن  9اسعت ) گونه مولد میاز استریده گزارش شعده  48

-ای به میزبان انگل، محل عفونعت و ویژگعی  تنوع بین گونه

های بیولوژیکی و جغراتیایی وابسته است؛ بنابراین پژوهش 

تواند برای میتوکندریایی می CO1لارر نشان داد که ژن 

هعای  رار بگیعرد و راه لعل  های مولکولی هعدف قع  تشخیص

هعای  منظورلل مسعاهل تاکسعونومیکی مگعس   بیشتری به 

تعوان  استریده داشته باشد، همچنین از نتعای  معذکور معی   

موجعود در   هیپودرمعا بعویس  چنین استنااط کرد که گونه 

مناطق مختلف آ  و هوایی ایران قرابت ژنتیکی زیعادی بعا   

ای دیگعر  های ثاعت شعده در کشعوره   همدیگر و سایر گونه

 دارند.

اگر چه این نتای  یک رابطه نساتاک نزدیک ژنتیکعی در  

های گزارش شده های ایرانی موجود با دیگر گونهمیان گونه

شععود مطالهععات  دهععد، امععا پیشععنهاد مععی  را نشععان مععی 

اپیدمیولوژیکی بیشتری برای ارزیابی رواب  تیلوژنتیعک بعا   

جعام شعود.   دیگر عوامل مولد میعاز در خعانواده اسعتریده ان   
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   Hypoderma bovis (Diptera: Oestridae) is an important parasite in cattle that is pathogenic and cause 

serious economic losses and reduce livestock products, including milk, meat and hide quality.In this 

study, samples from slaughtered cattle were collected from three climate of Iran. Extraction of DNA 

and PCR test was performed on the samples, then the purified PCR product was sequenced. Sequence 

response was reviewed and corrected. Finally, the distribution of this species was investigated 

according to morphological characteristics in three climate zones of Iran. The CO1 gene of third stage 

larvae of H. bovis was investigated in the collected larvae. Data showed interspecies correlation. Based 

on morphological observations, from total of 416 third stage larvae obtained from slaughtered cattle in 

three regions, 268 (64.4%) were H. bovis. Based on phylogenetic analysis of  the present isolates, 

these isolates are located in a cluster with a number of Hypoderma species of studied in other 

countries, while some other species are isolated in the other cluster. The COl region seems to be very 

variable among the miyasis caused flies. The findings also suggest that CO1 gene can be used as an 

appropriate molecular marker for identification and diagnosis of Hypoderma species. 
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