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چکید‌ه 

عقرب‌‌زدگی یکی از مشکلات جدی برای بهداشت‌ عمومی بویژه در استان خوزستان است. عقرب‌های جنس Hemiscorpius  به عنوان یک 
عامل مهم در زمینه عقرب‌زدگی و مرگ‌ و میر ناشی از آن بویژه در کودکان مطرح است. یازده نمونه عقرب Hemiscorpius lepturus از 6 
منطقه استان خوزستان صید و پس از شناسایی، استخراج ژنومیک DNA به روش دستی فنل/کلروفرم انجام گرفت. به‌ کمک واکنش زنجیره‌ای 
پلیمراز، ژن )Internal transcribed spacer 2 (ITS2 با اندازه ‌حدودا 350 نوکلئوتید با استفاده از آغازگرهای رفت و برگشت افزوده‌سازی 
و سپس توالی یابی گردید. توالی‌های نوکلئوتیدی به‌دست‌آمده با استفاده از برنامه nBLAST موجود در پایگاه اینترنتی NCBI در بانک ژن 
مورد مقایسه قرار گرفتند. نتایج فیلوژنی نشان داد که درخت فیلوژنی ترسیم شده دارای دو خوشه‌ اصلی A و B است، که با میزان همبستگی 
 H22 :شامل( H10)  A2 و H8 ,H9‌H11M ,H5 ,H44 ,‌H2 :شامل( A1 به سه زیر خوشه‌ی A 85 درصدی از یکدیگر جدا شدند. خوشه‌ی
و H4( و A3 )شامل: H10M( قابل تقسیم است، که نمونه‌های موجود در این زیر خوشه‌ها با هم همبستگی بین 85-54% را نشان دادند. 
توالی‌های مورد مطالعه مشابهت نزدیکی )98/6-81/7%( با  تنها توالی عقرب )Hemiscorpius lepturus(KU341981 ثبت شده در پایگاه 
بانک ژن بهمراه تعدادی از عقرب‌های خانواده Hemiscorpiidae  نشان دادند. تنها نمونه عقرب H9M در خوشه B با فاصله ژنتیکی نسبتا 
 Hemiscorpius بالایی )19/1-11/7%( متمایز از بقیه نمونه‌ها قرار گرفت، که این یافته احتمالا بیانگر وجود زیر گونه‌ای متفاوت از عقرب

lepturus استان خوزستان ‌می‌باشد.
 

Internal transcribed spacer 2 (ITS2( ،فیلوژنتیک، عقرب ، Hemiscorpius lepturus :كلمات كلیدی  
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Scorpion sting is one of the serious problems for public health especially in Khuzestan province. The genus Hemis-
corpius scorpions are a major factor to scorpion sting and its related death particularly in children. Eleven specimens 
of Hemiscorpius lepturus scorpion were collected from 6 regions of Khuzestan province and after identification, 
genomic DNA extraction was performed by manual method of phenol / chloroform. The Internal transcribed spac-
ers (ITS2) genes with about 350 nucleotides was amplified by PCR and then sequenced using forward and reverse 
primers. The nucleotide sequence was compared using the nBLAST program available at NCBI Web site GenBank 
database. The results of the phylogenetic showed that the samples can be identified in two clusters A and B, with 85% 
correlation. Cluster A is subdivided into three subclusters A1 (including: H8, H9, H11M, H5, H44, H2 and H10), A2 
(H22 and H4), and A3 (H10M). The specimens in these subclusters, showed a correlation between 54-85%. The stud-
ied sequences showed similarity (81.7-98.6%) with the only Hemiscorpius lepturus scorpion sequence (KU341981) 
recorded at the GenBank database beside a number of scorpions of the Hemiscorpionidae family. The only H9M 
scorpion specimen in cluster B with a relatively high genetic distance (11.7–19.1%) was discriminated from the rest 
of the specimens, indicating that this specimen probably belongs to a subspecies different from the Hemiscorpius 
lepturus scorpion of Khuzestan province.
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مقدمه
در دو دهه گذشته تعداد گونه، جنس و خانواده عقرب‌ها در جهان به 
طور قابل توجهی تغییر کرده است، بطوریکه نزدیک به دو هزار گونه در 
سراسر جهان شناخته و توصیف شده‌اند. تا‌کنون 2231 گونه از عقرب‌ها به 
208 جنس و 20 خانواده دسته‌بندی شده‌اند است )17(.  فون عقرب‌های 
ایران یکی از متنوع‌ترین فون‌های منطقه غرب آسیا است که بدلیل تنوع 
برای مطالعه  از غنی‌ترین فون‌ها  ناحیه به عنوان یکی  این  بالا،  گونه‌ای 
و  فون  بالا،  گونه‌ای  تنوع  این  علیرغم   .)4( می‌شود  محسوب  بندپا  این 
به طور  ایران  به گستردگی کشور  توجه  با  عقرب‌ها  جانوری  جغرافیای 
کامل مطالعه نشده است. این گونه مطالعات در استان خوزستان که با 
بندپایان  تکثیر  و  رشد  برای  مناسبی  محیط  آن  اقلیمی  به شرایط  توجه 
است از اهمیت ویژه ای برخوردار می باشد. از جمله عقرب‌ها می‌باشد. 
بر اساس آخرین تجدید‌نظر در طبقه‌بندی عقرب‌ها در ایران سه خانواده 

بوتیده )Buthidae( با 51 گونه، اسکورپیونیده )Scorpionidae( با 3 گونه 
با 6 گونه از قسمت‌های مختلف   )Hemiscorpiidae( و همی‌اسکورپیده 

کشور گزارش شده است )4(.
از میان گونه‌های عقربی که در ایران وجود دارند، عقرب زرد خوزستان 
 Hemiscorpius( لپتوروس  اسكورپیوس  همی  علمی  نام  با  )گادیم( 
در  موجود  عقرب‌های  خطرناك‌ترین  و  ازشایع‌ترین  یكی   )lepturus
اسکورپییده  همی  خانواده  از  عضوی  عقرب  این   .)17( است  ایران 
میر عقرب زدگی  تعداد مرگ‌ و  بیش‌ترین  )Hemiscorpiidae( می‌باشد. 
در ایران از استان خوزستان و در نتیجه گزش این عقرب بوجود می‌آید، 
چونکه زهر این عقرب منجر به ایجاد همولیز شدید، و اختلالات قلبی و 
 Hemiscorpius عروقی می‌شود )14(. به نظر می‌رسد که توزیع عقرب 
شده  محدود  ایران  غربی  جنوب  و  غربی  مناطق  و  عراق  به   lepturus
‌است. با این حال، منطقه پراکنش این گونه شامل غرب پاکستان نیز است 
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 H.  5(.  سه گونه مربوط به خانواده همی سکورپییده در ایران بنامهای(
gaillardi ،  lepturus H. و persicus H. وجود دارند )10(.

از صفات ظاهری به سمت جنبه‌های  امروزه، شناسایی عمومی گونه‌ها 
ژنتیک و تکامل آنها سوق پیدا کرده است. روش‌های مولکولی به عنوان 
ابزاری دقیق جهت شناسایی تنوع ژنتیکی و همچنین شناسایی و معرفی 
نشانگرهای  از  استفاده  با  این روش‌ها  در  دارد.  کاربرد  گونه‌های جدید 
 c اکسیداز  سیتوکروم  نظیر  میتوکندریایی  ژن‌های   ،ISSR مولکولی 
زیرواحد1 )8( و تکنیک DNA  بارکدینگ )16( ارزیابی‌های ملکولی انجام 
 Mesobuthus می‌گردد. در یک مطالعه‌، تعیین مرز گونه‌‌ای برای عقرب
یک  طریق  از  چین  غربی  شمال  از   )Buthidae )خانواده    Przewalski
مارکر  بکارگیری  با  فیلوژنتیک  تحلیل  و  تجزیه  شامل  ترکیبی  رویکرد 
میتوکندریایی سیتوکروم اکسیداز c زیرواحد1، مدل‌سازی زیست محیطی 
و مقایسه مورفولوژیکی انجام گرفت )21(. از دیگر نشانگرهای مولکولی 
می‌توان به ژن‌های RNA ریبوزومی اشاره کرد که توسط فاصله اندازهای

می‌شوند.  جدا  هم  از   ITS2 و   ITS1 (Internal Transcribed Spacers)
ITS علاوه بر وجود نواحی حفاظت شده، دارای نواحی متغیری  توالی 
است که به منظور شناسایی ژنتیکی موجودات استفاده می‌شوند. فاصله 
انداز‌گر ژنتیکی ‌ITS2 یک نشانگر فیلوژنتیک است که با توجه به ترکیب 
توالی نوکلئوتیدی و ساختار دومش در بررسی‌های فیلوژنتیک از جمله 
در تعیین حدود گونه‌ها مورد استفاده قرار می‌گیرد )3(.  در تونس نیز 
در ارتباط با سه گونه آندرکتونوس از خانواده Buthidae بررسی‌هایی بر 
انجام گرفت که در   ITS2 ITS1 و  rDNA در منطقه  توالی  تنوع  اساس 
نتیجه آن، اعتبار بعضی از این گونه ها به لحاظ طبقه‌بندی مورد تردید 

قرار گرفت )1(.
اساس  بر  جامعی  مولکولی  فیلوژنیک  ارزیابی  تاکنون  اینکه  به  توجه  با 
برروی گونه‌ عقرب‌های جنس  )ITS2( ناحیه  ریبوزومی در  نشانگرهای 
تنوع  لذا،  است  نگرفته  انجام  استان خوزستان   Hemiscorpius lepturus
ژنتیک گونه‌ا‌ی این عقرب بر اساس توالی ITS2  مورد سنجش قرار گرفت. 

روش‌ها
جمع آوری و ریخت شناسی نمونه‌های عقرب

و  ماده  جنس  )هشت   Hemiscorpius lepturus عقرب  نمونه   11 تعداد 
سه جنس نر( بطور شبانه و با استفاده از نور فرابنفش از 6 نقطه استان 
خوزستان شامل شهرستان‌های: ایذه، باغ ملک، بهبهان، چغازنبیل، مسجد 
سلیمان و لالی به کمک موسسه تحقیقات واکسن و سرم‌سازی رازی اهواز 
ارتفاع جغرافیایی  صید گردید. محل جمع‌آوری نمونه‌ها، طول، عرض و 
ثبت   )GPS( مکان‌یاب  دستگاه  از  استفاده  با  شده  نمونه‌برداری  مناطق 
گردید. بررسی صفات ریخت شناختی بر روی نمونه‌های نر و ماده بالغ 
مدرج  کولیس  و   Olympus SZ10استریومیکروسکوپ از  استفاده  با  و 
)mm 300-0 Digital Caliper( مدرج صورت گرفت. محاسبه میانگین ± 
  PAST خطای استاندارد، و تحلیل‌های آماری با استفاده از نرم افزارهای

و SPSS 16 version انجام شد.

DNA استخراج ژنومی
و  سانتی‌گراد  درجه   -20 فریزر  در  عقرب‌ها   DNA استخراج  منظور  به 
اتانول خالص نگهداری شدند. پس از خرد کردن 100-50 میکروگرم  در 
از قسمت متازومای )عضلات ناحیه دم( عقرب در حضور نیتروژن مایع، 
 mM  10 mM EDTA، Tris-HCl RSB )حاوی  25  بافر  600 میکرولیتر 
SDS  به آن اضافه  mM NaCl( بهمراه 60 میکرولیتر 10 درصد  و  10 
و  شده  مخلوط  /کلروفرم  فنل  حجم  هم  میزان  با  ژنومیک   DNA شد. 
ادامه  در  گردید.  استخراج  کلروفرم  حجم  هم  میزان  با  آبی  فاز  سپس 
DNA ژنومیک در 12000 دور در دقیقه به مدت 15 دقیقه سانتریفوژ 
شد. سپس مایع رویی بهمراه 10 میکرولیتر NaCl M5 و 1200 میکرولیتر 
سانتریفوژ  دقیقه   5 مدت  به   10000 دور  در  مجددا  خالص سرد  اتانول 
گردید. پس از دور ریختن مایع رویی و افزودن 500 میکرولیتر اتانول 70 
نهایت  در  شد.  سانتریفیوژ  مذکور  مدت  و  دور  در همان  مجددا  درصد 
میکروتیوپ،  ته  رسوب  شدن  خشک  و  رویی  مایع  ریختن  دور  از  پس 

جدول 1- محل جمع‌آوری نمونه‌های عقرب Hemiscorpius lepturus به‌همراه طول، عرض و ارتفاع جغرافیایی مناطق نمونه‌برداری در مناطق مختلف استان خوزستان

ارتفاع جغرافیاییطول جغرافیاییعرض جغرافیاییمنطقه نمونه‌بردارینمونه‌ها

H22, H4449°22'15باغ ملک"E17'55°31"N185 m

HM949°20'14باغ ملک"E16'54°31"N184 m

H10M, H11M48°31'03چغازنبیل"E54'00°32"N67.5 m

H550°12'17بهبهان"E46'14°30"N127.5 m

H249°03'38لالی"E32'18°31"N328 m

H449°00'37مسجدسلیمان"E30'46°31"N48.5 m

H8, H9, H1031°46'13ایذه"E56'52°49"N350

بررسی فیلوژنی ملکولی عقرب همی‌سکورپیوس لپتوروس استان خوزستان  ...
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شکل 1- شکل شماتیک ژن ITS2 بهمراه جایگاه آغازگرهای رفت و برگشت بخش های انتهایی 5.8S و 28S ریبوزوم.

شکل 2-	  الکتروفورز محصول واکنش PCR برای تکثیر قطعه‌ی ژن ITS2 از عقرب 

Hemiscorpius lepturus بر روی ژل آگارز 1 درصد. از راست به چپ به ‌ترتیب در ستون اول 

H10M  مارکر100 جفت بازی، در ستون‌ دوم نمونه

جایگزین،  روش  بعنوان  شد.  اضافه  آن  به   TE بافر  میکرولیتر   50
بافت  از   DNA استخراج  کیت  از  استفاده  با  ژنومیک   DNA  استخراج 
Tehran, Iran) Sina Pure( صورت گرفت. کمیت و کیفیت DNA استخراج 
شده به روش اسپکتروفتومتری و با استفاده از دستگاه نانودراپ بررسی و 
میزان جذب در طول موج 260 نانومتر و280 نانومتر و نسبت 260/280 

در همه نمونه‌ها محاسبه گردید.

افزوده سازی ناحیه ITS2 به کمک واکنش زنجیره‌ای پلیمراز
و  رفت  آغازگرهای  از  استفاده  با   ITS2 ژنی  قطعات  تکثیر  بمنظور 
آغازگر‌های‌  شد.  انجام   )PCR( پلیمراز  زنجیره‌ای  واکنش  برگشت 
برگشت  و   )5'-GGGTCGATGAAGAACGCAGC(  رفت 
مورد  ژن  قطعه‌ی  تکثیر  جهت   )5'-TATGCTTAAATTCAGGGGG(
نظر بترتیب از ناحیه 5.8S و 28S مطابق شکل شماتیک شکل )1( انتخاب 
ایران  تهران،  در  سیناژن  به ‌شرکت  آغازگرها  ساخت    .)11( گردیدند 
سفارش داده ‌شد که پس از تحویل با افزودن آب مقطر استریل تا غلظت 
حاوی  میکرولیتر   25 نهایی  حجم  در   PCR واکنش  رقیق ‌شدند.   µM10
بافر0/25mM( dNTP،PCR x 1( کلرید منیزیم )mM 1/5(، آغازگر رفت و 
برگشت هر کدام  )µM،DNA 0.4(  پلی مراز Taq U )0/5( و 10 نانوگرم 
مرحله  یک  شامل  پلیمراز  زنجیره‌ای  واکنش  گرفت.  انجام   DNA الگو 
واسرشته سازی اولیه دردمای 95 درجه سانتی‌گراد به مدت 5 دقیقه‌، 38 
چرخه با واسرشته سازی در دمای 95 درجه سانتی‌گراد 30 ثانیه، اتصال 
آغازگر در دمای 55 درجه سانتی‌گراد به مدت 30 ثانیه، بسط در دمای 72 
درجه سانتی‌گراد به مدت 40 ثانیه و در نهایت بسط نهایی در دمای 72 
درجه سانتی‌گراد به مدت 5 دقیقه انجام شد. به منظور بررسی محصول 
PCR و اطمینان از تكثیر ژن مورد نظر، 5 میكرولیتر از محصول PCR بر 
روی ژل آگارز 1 درصد بارگذاری شد و سپس با استفاده از دستگاه ژل 

داك از آن عكسبرداری صورت گرفت.

توالی‌یابی، آنالیز ژن و ترسیم درخت فیلوژنی
با توجه به کیفیت محصول PCR از نظر عدم تولید اسمیر و ایجاد تک 
باند شفاف، 20 میکرولیتر معادل 4 میکروگرم از محصول PCR بصورت 
nBLAST (ncbi.nlm. مستقیم تعیین توالی گردید. با استفاده از نرم‌افزار

nih.gov(، مقایسه توالی‌های بدست آمده با داده‌های موجود در بانک ژن 
NCBI انجام گرفت. با استفاده از برنامه CLUSTAL_W عمل همترازی 
BOXSHADE (ch.embnet.org/software/ برنامه  كمك  با  و  انجام 

ترسیم درخت  نیز  پایان  در  گرفت.  ویرایش صورت   )BOX_form.html
فیلوژنی به روش Neighbor-joining و همچنین تعیین فاصله ژنتیکی با 
استفاده از نرم‌افزار MEGA7 انجام شد. تعیین تنوع ژنتیکی )هاپلوتیپی 
و نوکلئوتیدی(، تعیین تعداد جایگاه‌های چند شکلی، و همچنین محاسبه 
نرم‌افزار  توسط  مختلف  جمعیت‌های  بین   )Fst( ژنتیکی  تمایز  میزان 

DnaSP نسخه 6/1 انجام گردید.

  نتایج
شناسایی نمونه‌های عقرب

تعداد 11 نمونه‌ عقرب جنس Hemiscorpius شامل هشت جنس ماده و 
سه جنس نر )‌جنس نر با حرف M مشخص شده است( که از 6 منطقه 
با  انتقال  از  پس  بودند،  جمع‌آوری ‌گردیده  خوزستان  استان  مختلف 
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 جدول 2- تمایز ژنتیکی میان جمعیت های متفاوت از عقرب  Hemiscorpius lepturus استان خوزستان

Fst2 جمعیت 1جمعیت

(چغازنبیل و مسجد سلیمان)0/04276
باغملک

(H22, H44,  HM9)

باغملکایذه0/12924

0/11017

ایذه

(H8, H9, H10)
(چغازنبیل و مسجد سلیمان)

(H10M, H11M,  H4)

استفاده از کلید تشخیص ارائه شده )9،18(. شناسایی گردیدند )جدول 1(. 
با مقایسه نسبت‌های ریخت سنجی و فاکتورهای مورفومتریک، گرچه دو 
ریختی جنسی نر و ماده کاملا مشهود بود، ولی در داخل جنس تفاوت 

معنادار دیده نشد.

 )ITS2( 2 Internal transcribed spacer افزوده‌سازی ژن
 28S 5.8 وS توالی بین بخش‌های انتهایی ITS2 بمنظور افزوده سازی ناحیه
ریبوزومی آغازگرهای رفت و برگشت مطابق شکل شماتیک 1 انتخاب، و 

سپس به کمک PCR افزوده سازی گردید.
کمیت و کیفیت DNA ژنومیک استخراج شده با استفاده از دستگاه نانو 
دراپ بررسی گردید که کیفیت نمونه‌ها در محدوده بین 1/93-0/76 تخمین 
زده شد. میزان غلظت DNA نمونه‌ها نیز بین 55-8 نانوگرم در هر میکرولیتر 
محاسبه گردید. طی انجام واکنش PCR که با آغازگرهای اختصاصی رفت 
و برگشت انجام گرفت، قطعه‌ی ژن ITS2 با اندازه حدوداً 350 نوکلئوتید 
تولید گردید. با توجه به‌ اینکه تنها 5 میکرولیتر از محصول PCR بمنظور 
الکتروفوروز بر روی ژل آگارز برده شده ‌است، مراتب بر تکثیر کارآمد ژن 

هدف و بهینه بودن شرایط واکنش دلالت می‌کند شکل)2(.

آنالیز جریان ژنی و تمایز ژن
توالی‌های نوکلئوتیدی قطعات ژنITS2 به دست آمده از 11 نمونه عقرب 
Hemiscorpius lepturus استان خوزستان بین 284-227 نوکلئوتید مشخص 
گردید. تعداد 11 هاپلوتیپ و80 نقطه پلی‌‌مورفیسم در رابطه با این 11 
 :Pi نسخه 6/1 ثبت شد. تنوع نوکلئوتیدی DnaSP نمونه توسط نرم‌افزار
0.09117 و تتا دبلیو Theta-W: 0.13131 محاسبه شد. آنالیز جریان ژنی و 
تمایز ژن نشان می‌دهد که میزان Fst )تمایز ژنتیکی( بین دو گروه جمعیت 

کمتر از 0/33 است )جدول 2(.

همترازی و ترسیم درخت فیلوژنیک 
توالی‌های نوکلئوتیدی به دست آمده پس از حذف آغازگرهای رفت و 

برگشت بین 284-227 نوکلئوتید بودند. بمنظور مقایسه توالی نوکلئوتیدی 
 .)3 )شکل  شد  انجام   Clastal_w برنامه  از  استفاده  با  همترازی  هدف، 
و  شده  محافظت  نوکلئوتید‌های  بیشترین  می‌شود  دیده  که  همانطور 
نوکلئوتیدی  توالی‌های   end-'5 ناحیه  در  شدگی  حذف  میزان  کمترین 
هدف بویژه در محدوده نوکلئوتیدی 60-1 مشاهده گردید. کمترین میزان 
تشابه و بیشترین حذف در این ناحیه مربوط به نمونه‌های H8 و H9 بود. 
بیشترین عدم تشابه و همچنین بیشترین تفاوت و حذف شدگی مربوط به 
نمونه‌های H9M و H4 بویژه در بین توالی نوکلئوتید 239-۱7۸ دیده شد.

به‌دست  هدف   ITS2 ژن  قطعات  نوکلئوتیدی  توالی‌های  از  استفاده  با 
آمده از عقرب‌های Hemiscorpius lepturus استان خوزستان، پس از عمل 
صورت  فیلوژنیک  درخت  رسم   ،MEGA7 نرم‌افزار  کمک  به  هم‌ترازی 
نتایج حاصل از شکل 4 نشان داد که درخت فیلوژنی  گرفت )شکل 4(. 
ترسیم شده دارای دو خوشه‌ی اصلی A و B است که با میزان همبستگی 
 A1 به سه زیر خوشه‌ی A 85 درصدی از یکدیگر جدا شده‌اند. خوشه‌ی
 )H4  H22 :شامل( A2 ، )H10 و  H2،‌, H44, H11M ,H5‌H9 H8,  :شامل(
و A3 )شامل: H10M( قابل تقسیم است، که نمونه‌های موجود در این زیر 
خوشه‌ها با هم تشابه نسبی بین 85-54% نشان دادند. نمونه‌های عقرب 
موجود در زیر شاخه‌های A1 و A2  با درصد همبستگی بترتیب 39 و 42 
درصد از یکدیگر جدا شده‌اند، در حالی‌که نمونه H10M به تنهایی در زیر 
شاخه A3 از دیگر اعضای این شاخه جدا افتاده‌ است )85%(. در زیر خوشه 
زیر  یک  در  53 درصدی  درجه همبستگی  با   H9 و  H8 دو نمونه‌ی  A1
خوشه جا گرفتند که با دیگر نمونه‌های خوشه‌ی A گرچه شباهت دارند، 
تنها  بودند.  متمایز  نمونه‌ها  بقیه‌ی  از  جداگانه  خوشه  یک  بصورت  ولی 
نمونه عقرب H9M بود که بصورت جدا افتاده در خوشه B کاملا متمایز 
از بقیه نمونه‌ها قرار گرفت. این‌ پدیده احتمالا بیانگر وجود تفاوت‌های 
درون جمعیتی بصورت درون گونه‌ای در نمونه‌های مورد مطالعه عقرب 
می‌باشد.  خوزستان  استان  مختلف  مناطق   Hemiscorpius lepturus
ژن  بانک  در  شده  ثبت   Hemiscorpius lepturus به  مربوط  توالی  تنها 
 Amblyomma americanum (AF291874) کنه توالی  و   )KU341981(
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شکل 3- مقایسه توالی نوکلئوتیدی قطعات ژن ITS2 هدف مربوط به نمونه های عقرب Hemiscorpius lepturus.نوکلئوتیدهای کاملا یکسان با رنگ تیره، و نوکلئوتیدهای 

مشابه و محافظت شده با رنگ خاکستری نشان داده شده اند.
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شکل4- درخت فیلوژنیك توالی‌های مربوط به 11 نمونه عقرب Hemiscorpius lepturus براساس توالی قطعه‌ی ژن ITS2 هدف. درخت با روش Neighbor-Joining و با 

درصد تکرار پذیری 1050 انجام شد. اعداد در بالای خط‌ها نشان‌دهنده ارتباط فی مابین گروه‌ها است. 

بعنوان نمونه خارج گروه در شکل مشاهده می‌گردند.
درخت فیلوژنیک با حضور 11 نمونه عقرب‌ جنس Hemiscorpius  استان 
 ITS2 خوزستان که بر اساس همترازی توالی‌های نوکلئوتیدی قطعات ژن
عقرب‌های  به  مربوط  توالی‌های  بهمراه   ،)3 )شکل  بود  گرفته  صورت 
مشابه که در خانواده Hemiscorpiidae در پایگاه داده‌ی ژن NCBI موجود 
بود، ترسیم گردید. ترسیم درخت فیلوژنیک توسط برنامه MEGA7 و با 
بوت  به همسایه( و تست  )اتصال   Neighbor-Joining از روش  استفاده 
شده  حذف  داده‌ها  در  موجود  شکاف‌  حالی‌که  در  تکرار   ۱۰5۰ استرپ 
بود، انجام گردید. )شکل 5(. با توجه به شکل 5 ، دو خوشه‌یA و B در 
ترسیم درخت فیلوژنی قابل شناسایی بود. خوشه A با میزان همبستگی 55 
 A1 قابل تقسیم می‌باشد در زیر خوشه A2 و A1 درصدی به دو زیر شاخه
 ،)H10(ایذه ،)H10M( و )H11M( نمونه‌های عقرب جدا شده از چغازنبیل
بهبهان )H5(، لالی )H2( و باغملک )H44( با درجه همبستگی 33 درصد در 
این زیر خوشه قرار گرفتند. نمونه HM9 جدا شده از باغملک با همبستگی 
26 درصدی از بقیه نمونه‌ها در این زیر خوشه بصورت جدا قرار گرفت. 
اسکورپیونیده  از خانواده همی  زیر خوشه همچنین عقرب‌هایی  این  در 
 Pandinus ،Centruroides sculpturatus )imperator (AY210830 ،بنام‌های
تنها  به ‌همراه   patersoni  Vaejovis  ),)  JX909406  )002757583_(XR

توالی عقرب Hemiscorpius lepturus ثبت شده )مربوط به ایذه( در پایگاه 
بانک ژن NCBI (Hemiscorpius lepturus; KU341981( قرار گرفتند. در 
شاخه B سه نمونه H4 )مسجد سلیمان(، H22 )باغملک( و H9 )ایذه( با 
میزان همبستگی بترتیب 17، 35 و 49 درصد جدا از بقیه نمونه‌های مشاهده 
بصورت  که  است  ایذه  از  شده  جدا  نمونه  تنها   H8 عقرب  نمونه  شدند. 
 Amblyomma کنه  نمونه  بود.  تمیز  قابل   B خوشه  در  افتاده  جدا  کاملا 
americanum (AF291874( بعنوان نمونه خارج گروه نیز در شکل مشاهده 

می‌گردد )شکل 5(.
تعیین فاصله‌ی ژنتیکی عقرب‌های Hemiscorpius استان خوزستان 

مورد   Hemiscorpius lepturus عقرب  نمونه‌ی   11 ژنتیکی  فاصله 
نمونه  تنها  با  مقایسه  در  و  هم  با  مقایسه‌  در  خوزستان  استان  مطالعه 
 ،NCBI ثبت شده در بانک داده‌های ژن Hemiscorpius lepturus  عقرب
شد  محاسبه   MEGA7 نرم‌افزار   genetic distance برنامه  از  استفاده  با 
 H4،H9,  H22 جدول 3(. درصد تفاوت بین ده نمونه عقرب مورد مطالعه(
،H2, H10M ، H10، H8 و H44 بین صفر تا 8/5 درصد محاسبه گردید. 
با توجه به نتایج جدول 3، مقایسه نمونه عقرب H9M با دیگر نمونه‌های 
شایان  داد.  نشان  را   )%11/7-19/1( بیشتری  تفاوت ‌نسبتا  مطالعه  مورد 
 Hemiscorpius lepturus گرچه با نمونه عقرب H9M ذکر است که نمونه

بررسی فیلوژنی ملکولی عقرب همی‌سکورپیوس لپتوروس استان خوزستان  ...



شماره 129، نشريه د‌امپزشكی، زمستان 1399

119

شکل5- درخت فیلوژنیك عقرب‌های  Hemiscorpius lepturus استان خوزستان بر‌اساس توالی قطعات ژن ITS2  هدف در مقایسه‌ی با توالی‌های مشابه از دیگر عقرب‌ها. 

فیلوژنی براساس نتایج همترازی توالی هایی كه قبلا در شکل )3( آورده شده است، رسم گردید. اعداد در بالای خط‌ها نشان‌هنده‌ی ارتباط فی‌مابین گروه‌ها است.

ثبت شده در بانک ژن 12/8 درصد اختلاف داشت، ولی این اختلاف در 
ده نمونه دیگر بین صفر تا 6/4 درصد متغیر بود.

بحث
در  بویژه  بهداشت ‌عمومی  برای  از مشکلات جدی  یکی  عقرب‌گزیدگی 
Hemiscorpius به عنوان  استان خوزستان است )20(. عقرب‌های جنس 
یک عامل مهم در زمینه عقرب‌زدگی و مرگ‌ و میر ناشی از آن بویژه در 
کودکان مطرح است. امروزه، شناسایی عمومی گونه‌ها از صفات ظاهری 
به سمت جنبه‌های ژنتیک و تکامل آنها سوق پیدا کرده است. روش‌های 
مولکولی به عنوان ابزاری دقیق جهت شناسایی تنوع ژنتیکی و همچنین 
شناسایی و معرفی گونه‌های جدید کاربرد دارد. به علت بالا بودن میزان 
یکی  بعنوان  جهان  از  منطقه  این  ایران،  های  عقرب  در  گونه‌ای  تنوع 
می‌شود.  محسوب  بندپا  این  مطالعه  برای  عقرب  فون‌های  غنی‌ترین  از 
جز  گونه   4 از  بیش  داشتن  با   Hemiscorpiidae خانواده‌ی  عقرب‌های 

کشنده‌ترین عقرب‌ها در استان خوزستان محسوب می‌شوند )4(.
از آنجائی‌که مطالعه فیلوژنیک جامعی بر اساس مارکرهای ملکولی برای 

گونه‌های عقرب جنس Hemiscorpius در ایران تاکنون انجام نگرفته است، 
این باعث نامشخص ماندن وضعیت تاکسونومیک و توزیع جغرافیایی آن 
شده است. به همین علت در مورد روابط درون گونه‌ای و بین‌گونه‌‌ای این 
عقرب بویژه در استان خوزستان نیاز به بررسی و بازنگری تاکسونومیک 

دقیق گونه‌های این جنس‌ می‌باشد )13(.
 ITS2 ژن  قطعه‌ی  افزوده‌سازی  براساس  فیلوژنی  حاضر،  مطالعه‌ی  در 
منطقه   6 از  که   Hemiscorpius lepturus عقرب  نمونه   11 به  مربوط 
مختلف استان خوزستان در جنوب‌ غرب کشور صید شده‌اند، انجام شد. 
شناسایی  قابل  فیلوژنی  درخت  در   B و   A دو خوشه‌ی  مطالعه  این  در 
بود )شکل 5(. همه‌ی نمونه‌های عقرب مورد مطالعه به‌همراه نمونه‌های 
عقربی از خانواده Hemiscorpionidae همگی در خوشه‌ی A قرار گرفتند. 
 H8, H9, H22(  هر چند که تعدادی از نمونه‌های عقرب مورد مطالعه
ولی همگی  دارند،  قرار  نمونه‌ها  بقیه  از  نسبتا مشخصی  فاصله  با   )H4
پایگاه  Hemiscorpius lepturus ثبت شده در  تنها نمونه عقرب  در کنار 
گرفتند.  قرار   )NCBI (Hemiscorpius lepturus; KU341981 ژن  بانک 
A که  این بدین معنی است که نمونه‌ها‌ی عقرب جا گرفته در خوشه‌ی 
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رابطه نسبتا نزدیکی با تنها گونه‌ی Hemiscorpius lepturus ثبت شده در 
پایگاه بانک ژن دارند، بیشترین تفاوت و جدا افتادگی را با دیگر نمونه‌های 
عقرب‌های مورد مطالعه نشان می‌دهند. این پدیده احتمالا یک تفاوت 
بین‌گونه‌ای آشکار را بین 11 نمونه عقرب Hemiscorpius مورد مطالعه 
نشان می‌دهد. هرچند که در داده‌های ریخت‌شناسی دو ریختی جنسی 
نر و ماده کاملا مشهود بود، و اختلاف از این نظر کاملا معنی‌دار است، 
ولی تفاوت آشکاری بین توالی‌های مربوط به نمونه‌های نر و ماده دیده 
نشد. عقرب‌های دیگری از خانواده Hemiscorpionidae نیز در خوشه‌ی 

A قرارگرفتند. 
 Hemiscorpius lepturus در نمونه‌های عقرب ITS2 مقایسه‌ی توالی ژن
که  می‌دهد  نشان  شده ‌است،  آورد   5-4 در جدول  که  استان خوزستان 
فاصله‌ی ژنتیکی بین این نمونه‌ها بین 23/5-4/3 درصد است. در مطالعات 
مختلفی فاصله ژنتیکی حدود 10 درصد بین گونه‌ها را بعنوان معیاری 
برای تائید گونه جدید استفاده کرده‌اند، از جمله مطالعه اخیر در مکزیک 
در رابطه با گونه جدید عقرب متعلق به جنس Centruroides Marx از 
خانواده Buthidae که از رشته کوه کوالکومن مکزیک شناسایی شده است 
تحلیل  و  تجزیه  مورد   16S میتوکندری  ژن    mRNA از  استفاده  با   و 
تا   تفاوت صفر  به  با‌توجه  بنابراین،   .)14 ،2( قرار گرفته است  مولکولی 
8/5 درصدی نوکلئوتیدی که نسبت به توالی قطعه‌ی ژن ITS2 بین همه 
نمونه‌های مورد مطالعه بغیر از نمونه H9M مشاهده شد، می‌توان چنین 
 Hemiscorpius تنها نمونه عقرب   بهمراه  این نمونه‌ها  که  گرفت  نتیجه 
lepturus ثبت شده در بانک ژن )KU341981( همگی در یک گونه قرار 
H9M تفاوت‌ نسبتا بالایی  این در حالیست که تنها نمونه عقرب  دارند. 
)19/1-11/7%( را با بقیه نمونه‌ها نشان داد، که این امر دال بر این است 
عقرب   از  متفاوت  گونه‌ای  زیر  به  متعلق  احتمالا  عقرب  نمونه  این  که 
ژنتیکی  تنوع  میزان  این  که  هرچند  می‌باشد.   Hemiscorpius lepturus
قابل  عقرب،  تولید ‌مثل  در  جنسی  چرخه‌ی  به ‌وجود  توجه  با  گونه‌ای 
انتظار نبود. ولی احتمال دارد که این حد از تغییرپذیری و تنوع ژنتیكی، 
همان‌طور که در مورد جنس حلزون Biomphalaria پیشنهاد شده است 
)7، 12(.  به‌دلیل عوامل موثر دیگری نظیر نوترکیبی، جهش و یا جریان 
ژنی قابل توجیه باشد . بر اساس یافته‌های He و همکاران )2006( مقدار 
Nm بر اساس رابطه Fst/1( ≈ Nm -1(/4 هنگامی که از مقدار 0/5 بیشتر 
باشد و یا میزان Fst کمتر از 0/33 باشد، جریان ژن را می‌توان بعنوان عامل 
اصلی بین جمعیت‌ها لحاظ نمود)6(. در این مطالعه Fst کمتر از 0/33 است 
بین دو گروه جمعیت می‌باشد )جدول3(.  بیانگر وجود جریان ژنی  که 
 DnaSP نرم‌افزار  با  بررسی  طبق  شده  بررسی  نمونه   11 دیگر  از طرف 
تست  نتیجه  همچنین  می‌دهند.  نشان  را  متفاوت  هاپلوتیپ   11 تعداد 
 Tajima's( نیز منفی می‌باشد  از 0/05  تاجیما، در سطح معنی دار کمتر 
نشانگرهای  دیگر  از  استفاده  نتایج،  این  با مشاهده  لذا   .)1.79813-  :D
در   Hemiscorpius جنس  دیگر  زیرگونه‌های  تایید  منظور  به  ملکولی 

استان خوزستان  ضروری به نظر می‌رسد. 

نتیجه‌گیری
اساس  بر  جامعی  مولکولی  فیلوژنیک  ارزیابی  تاکنون  اینکه  به  توجه  با 
برروی گونه‌ عقرب‌های جنس   )ITS2( ناحیه  ریبوزومی در  نشانگرهای 

تنوع  لذا،  است  نگرفته  انجام  استان خوزستان   Hemiscorpius lepturus
ژنتیک گونه‌ا‌ی این عقرب بر اساس توالی ITS2  مورد سنجش قرار گرفت. 
ژنتیکی  فاصله  با   B خوشه  در   H9M عقرب  نمونه  تنها  مطالعه  دراین 
این  بقیه نمونه‌ها قرار گرفت. که  از  بالایی )19/1-11/7%( متمایز  نسبتا 
 Hemiscorpius یافته احتمالا بیانگر وجود زیر گونه‌ای متفاوت از عقرب
lepturus استان خوزستان ‌می‌باشد. شایان ذکر است که علی‌رغم این حد 
از تنوع ژنتیکی که بین نمونه‌های عقرب مورد مطالعه مشاهده گردید، 
و  داشت  مطابقت  ریخت‌شناسی  داده‌های  اساس  بر  آن‌ها  تاکسونومی 
تفاوت آشکاری هم بین توالی‌های مربوط به نمونه‌های عقرب نر و ماده 
دیده نشد. شایان ذکر است که علی‌رغم این حد از تنوع ژنتیکی که بین 
نمونه‌های عقرب مورد مطالعه مشاهده گردید، تاکسونومی آن‌ها با توجه 
کاملا  پژوهش  این  ریخت‌شناسی  داده‌های  و   )9،18( تشخیص  کلید  به 
مطابقت داشت. با توجه به نتایج این مطالعه، استفاده از دیگر نشانگرهای 
ملکولی به منظور تایید زیرگونه‌های دیگر جنس Hemiscorpius در استان 

خوزستان  ضروری به نظر می‌رسد.
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