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 چکیده     

خصوص در مناطق گرم همانند استان دنیا به زای محیطی است که تولید طیور دریکی از مهمترین عوامل استرس استرس گرمایی

های آزاد در بدن استرس گرمایی موجب افزایش تولید رادیکال .را با چالش همراه کرده است سیستان و بلوچستان در ایران

انجام این کند. هدف از اکسیدان سلولی در استرس گرمایی ایفا مینوان آنتیعشود. گلوتاتیون پراکسیداز نقش مهمی بهپرندگان می

 ۱۰های خون از . نمونهبود و خزک ۳۰۸ راسدر دو جمعیت  GPX-1، تجزیه تکاملی و فیلوژنتیک توالی نوکلئوتیدی پژوهش

از  DNA(. ۳۰۸ راسقطعه  پنجقطعه از خزک و پنج آوری شد )طور تصادفی جمعبه ۳۰۸ راسپرنده از دو جمعیت خزک و 

با استفاده از یک جفت پرایمر اختصاصی انجام گرفت.  GPX-1جفت بازی از  ۸۰۰قطعه  PCRخون کامل استخراج شد. تکثیر 

ناحیه  ۱۳هاپلوتیپ و  نهدر مجموع  GPX-1ارسال شد. همردیفی توالی قطعات  DNAیابی سپس محصول تکثیر برای توالی

ای بودند. ترسیم درخت فیلوژنتیک تشابه ژنتیکی بالایی های نقطهناحیه چندشکل، پنج ناحیه جهش ۱۳متغیر را نمایان ساخت. از 

دهد که امکان بهبود، تغییرات ژنتیکی و ها نشان میرا در بین دو جمعیت مورد مطالعه نشان داد، اما تفرق در درون جمعیت

در  GPX-1شکل های محیطی در نتیجه انتخاب وجود دارد. نتایج فاصله ژنتیکی و نواحی چندمقاومت به استرسافزایش 

های مختلف درخت فیلوژنتیک را تأیید نمودند. مطالعه فرآیندهای انتخاب مثبت نشان داد که انتخاب و تکامل نقش مهمی گونه

 در فهم نقش زیستی این ژن دارند.

 

 پراکسیداز، همولوگ. گلوتاتیون، فیلوژنتیک جهش،امل، تک ها:کلیدواژه
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 مقدمه

 افت سبب که باشدمی مشکلاتی جمله از گرمایی استرس

 گرم هوای و آب با نواحی در ویژهبه طیور عملکرد

 یبرا بالا یبیترک لیم لیدلهب آزادی هاکالیرادشود.  می

 یدهایاس جمله از مهمزیستی  یهامولکول با واکنش

 به بیآس باعث ها،نیپروتئ و چرب یدهایاس ک،ینوکلئ

 در یسلول یساختارها ریسا و هارندهیگ ها، میآنز غشاها،

 تنش طیشرا در. شوندیم مرغمختلف بدن  یهابافت

 شیافزا مرغ بدن در آزادی هاکالیراد دیتول ،ییگرما

 ،یمیرآنزیغ و یمیآنز سازوکار نوع دو با مرغ بدن. ابدی یم

 آنها یمنف تبعات بروز از و یخنث را آزادیهاکالیراد

 ،یمیآنز یهادانیاکسیآنت نیب از .]۳۰[ کندیم یریجلوگ

 میآنز نیا ،است یخاص تیاهم یدارا دازیپراکسونیگلوتات

 باعث که است یدانیاکس یآنت یهامیاز خانواده آنز یعضو

 یآل یدهایدروپراکسیه ایو  H2O2کاهش  در عیتسر

 ،GPX-1: میزوآنزیا پنج تاکنون. ]۳5و  ۳۰، 2۸[ شود یم

GPX-2، GPX-3، GPX-4 و PX-5  از گلوتاتیون

 نیب از .[۱2و  ۱۱پراکسیداز شناخته شده است ]

 نیتراز فراوان یکی GPX-1مذکور،  یزومرهایا

 طوربه هاسلول همه در که باشدمی دازهایپراکس ونیگلوتات

 . ]۱۱[ گسترده وجود دارد

و  توزولیدر س GPX-1 میآنز ،یمکان تیموقع نظر از

هموتترامر است  نیپروتئ کیحضور دارد و  یتوکندریم

واحد آن ریشده و هر ز لیواحد تشکریکه از چهار ز

 لودالتونیک 22ی مولکول زنبا و ومیاتم سلن کی یحاو

 Mils (۱957) توسط بار نیاول میآنز نیا .]5[ است

گلبول قرمز کشف شد که محافظت  میآنز کیعنوان به

. ]۱۱[د دار برعهده ونیداسیاکس برابر در را نیهموگلوب

 نیا است،طور عمده در لوله گوارش به GPX-2 انیب

 محافظت تیویدایاکس یهاتنش از را روده ومیتلیاپ میآنز

در  شتریب یمکان تیاز نظر موقع GPX-3. ]۳9و  6[د کنیم

 گریاز د GPX-4. ]۱۱[د شویم افتی هیکل یپلاسما

 آن، یاصل یسوبسترا که است خانواده نیا یها میآنز

 باًیتقر و ]۱۰و  9[ باشدیم غشاها یدیپیل دیدروپراکسیه

 نیپائ اریبس سطح در اما ،پستانداران یهاسلول تمام در

 نیاست. اGPX-5  گر،ید میزوآنزیا. ]2[د شویم انیب

در  ومیهموتترامر است و فاقد سلنصورت به نیپروتئ

 .]۳۸[ باشدیفعال م گاهیجا

تنش اکسیداتیو در اثر عدم توازن میان تولید 

های دفاعی های آزاد در داخل بدن و مکانیسم رادیکال

شود. در موجودات زنده اکسیدانی حاصل میآنتی

های زنده پراکسیداسیون لیپیدهای موجود در دیواره سلول

باشد. در های آزاد میین اهداف رادیکالاز جمله مهمتر

این شرایط دیواره سلولی و عملکرد آن تحت تأثیر قرار 

همچنین، بعضی از محصولات ناشی از  .گیردمی

تواند با آلدهید می عنوان نمونه مالوندیاکسیداسیون به

های زیستی واکنش نشان داده و اثرات مولکول

 .]25[ن دهد سیتوتوکسیک و ژنوتوکسیک از خود نشا

 ونیگلوتات میآنز دیمنجر به تول GPX-1 ژن

محلول است و  نیسلنوپروتئ کیشود که یم ۱-دازیپراکس

به  ROOH و H2O2مانند  ییدهایشود تا پراکسیباعث م

 یهاگاهیجا. ]۱6و  ۱5، 7[شوند  لیآب و الکل تبد

و مناطق  یاگزون نترون،یا یدر نواح یچندشکل متعدد

UTR توانند عملکرد یم کهاست شده ژن گزارش  نیا

GPX-1 یاز نواح یکی .]2۰[قرار دهند  ریرا تحت تأث 

 تیدر موقع GPX-1 یژن گاهیچندشکل مهم در جا

rs1050450 نیقرار دارد. ا SNP  در اگزون دوم ژنGPX-

 یرا رمزگذار نیلوس ای نیپرول یهانهیآمدیاست که اس 1

 انتیوار که است داده نشان مطالعات. ]2۱و  ۸[کند یم

 دارد تیفعال میآنز یعیطب شکل از کمتر درصد ۱۰ نیلوس

مطالعات نشان داده است که  ن،ی. همچن]26و  ۱9 [

را  یعروق-یقلب یهایماریابتلا به بخطر  نیلوس انتیوار
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 منجر که است یانهیدآمیاس نیپرول .]۳4[دهد یم شیافزا

 ،نیبنابرا. شودیم نیپروتئ ساختار در یدگیخم جادیا به

 یساختار ونیکنفورماس رییتغ با نیلوس با نیپرول ییجابجا

 تعادل عدم به منجر آن تیفعال و میآنز فعال گاهیجا

 .]۱۸[ شودیم یدانتیاکس یآنت-یدانتیاکس تیفعال

ژن  گاهیجا یدینوکلئوت یتوال کیلوژنتیمطالعه ف در

GPX ریکه مس دیمختلف گزارش گرد یهادر گونه 

متفاوت و مستقل از هم است، لذا  GPX-1ژن  یتکامل

 اما ،]27[ ژن سخت است نیا یاجداد أمنش نییامکان تع

 گروه سه کیلوژنتیف درخت میترس است انینما آنچه

 گروه نیتربزرگ عنوانبه کی گروه که داد نشان را یاصل

و خود به هفت  گیردمیبر دررا  جانوری یهاگونه تمام

 و پرندگان پستانداران، از جملهتر گروه کوچکریز

. گروه دوم شامل شوندمی یبندطبقهها  یماه

 در و بودند هاچقار و هایباکتر از اعم ها وتیپروکار

 .]27[شود می شامل را یاهیگ یهاگونه سوم گروه تینها

علت است که به یستانمنطقه س یبوم ،مرغ خزک

مرغ  ینشود. اینام خوانده م ینآن به ا یکوتاه بودن پاها

تا  ییحنا یکوتاه و رنگ پرها یجثه کوچک با پاها یدارا

 ییو مقاومت بالا باشدیم یاهس یهاو با لکه یرهت یاقهوه

 نژاد ینبلوغ ا سن .دارد یطینامناسب مح یطشرادر برابر 

آن  یدیتول یهاتخم یناست و اول یماهگشش تا هفت 

ن مرغ یا یگذار. تخمندهست یورآدرجوجه ییفاقد توانا

 ینب یزانم ینمحدود به اسفند تا اواخر خرداد است که ا

نژاد به رنگ  ینمرغ امرغ است. تخمعدد تخم ۸۰تا  7۰

 یبارور یزانگرم وزن دارد. م 5۰تا  ۳5و حدود  یدسف

نژاد محسوب این خوب  یاتمرغ از خصوصخوب تخم

 ینبماهگی  6در سن  بالغ مرغ خزک زنده وزن شود.یم

. پراکندگی این نژاد در است یرگرم متغیلوک 5/2تا 5/۱

 .]۱[باشد شمال استان سیستان و بلوچستان می

 یشخروس کورنکه از تلاقی  ۳۰۸تجاری راس  یهسو

ایجاد شده، یکی از مهمترین  یدسف یموتمرغ پل با

 یهسو های محققین اصلاح نژاد در تولید یک تلاش

ید گرد یمعرف ۱9۳۰که در دهه  هبود یخصوص گوشت به

و  یعرشد سردارای ، ۳۰۸راس  یگوشت . جوجه]۱7[

باشد میگوشت  یدتول یبرا پایین ییغذا یلتبد یبضر

دلیل استفاده اقتصادی و منبع گوشت در و فقط به ]4[

مرغ مادر گوشتی سویه تجاری یابد. ایران پرورش می

در حال حاضر یکی از پرتقاضاترین نژادهای  ۳۰۸راس 

که طوریباشد بهگوشتی در دنیا و ایران می مرغ مادر

های راس گوشتی ایران را این درصد مرغ 75-7۰حدود 

 .]29[ دهدتشکیل می سویه

 نقاط در یبوم یهاتیجمع در یکیژنت تنوع حفظ

انجام  یبرا ،آنان تیاندازه کم جمع لیدلبه ران،یا مختلف

 بااست.  یضرور دیتول شیو افزا یاصلاح نژاد یهابرنامه

در حفاظت گلوتاتیون پراکسیداز  مینقش مهم آنز به توجه

 ،و تحمل شرایط گرمایی ونیداسیاکسسلول در برابر 

 کیلوژنتیف و یتکامل روند مورد در یقاتیتحق تاکنون

لذا  انجام نشده است. وریدر ط میآنز نیا ژن یهایتوال

و  یروابط تکاملهدف از مطالعه حاضر بررسی 

 ۳۰۸ راس یهدر سو ۱-پراکسیدازیونژن گلوتات یلوژنتیکیف

 و مرغ بومی سیستان تحت نام خزک بود.

 

 هامواد و روش

قطعه پرنده شامل پنج قطعه از  ۱۰در تحقیق حاضر از 

دانشگاه خاص  یهاداممرغان خزک ایستگاه تحقیقاتی 

 ۳۰۸زابل و پنج قطعه جوجه گوشتی تجاری سویه راس 

موجود در مجتمع پرورشی مرغ گوشتی هامون واقع در 

لیتر (. دو میلی۱)شکل شدد  استفادهشهرستان بیرجند 

 ضد ماده یحاوهای خون از ورید بال گرفته شد و در لوله

ها آوری گردید و نمونهجمعدرصدEDTA (5/۰  ) انعقاد

تا زمان استخراج در دمای و  به آزمایشگاه منتقل روی یخ
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کامل  DNAاستخراج شدند.  رهیذخ گراددرجه سانتی -2۰

های خزک و دترجنت از خون کامل مرغ -روش نمکی به

 انجام شد. ۳۰۸راس 

به طول  GPX-1ای از ژن جهت تکثیر اختصاصی قطعه

باز از یک جفت پرایمر اختصاصی استفاده جفت  ۸۰۰

( 2۳/6)نسخه  Primer Premierافزار که با نرمگردید 

طراحی شده و جهت سنتز به شرکت ماکروژن کره جنوبی 

 (.۱ارسال شد )جدول 

 Masterمیکرولیتر بافر واکنش  ۱2واکنش تکثیر شامل 

mixیک میکرولیتر ،DNA  میکرولیتر مخلوط  5/۱، نمونه

لیتر آب مقطر میلی 5/۱۰پرایمرهای رفت و برگشت و 

میکرولیتر در دستگاه  25دوبار تقطیر در حجم نهایی 

مدل گرادیانت و  Peqlab gradient pcrترموسیکر )

گرفت. چرخه دمایی واکنش  ساخت کشور انگلیس( انجام

درجه  95سازی اولیه در دمای تکثیر شامل واسرشته

سیکل با  ۳5مدت پنج دقیقه، سپس گراد بهسانتی

 ثانیه، اتصال پرایمرها در ۳۰ مدتسازی ثانویه بهواسرشته

 

 72گراد و بسط اولیه در دمای درجه سانتی 6۰دمای 

ثانیه و در نهایت با بسط  6۰گراد به مدت درجه سانتی

دقیقه به  ۱۰مدت گراد بهدرجه سانتی 72نهایی در دمای 

آوری پرایمرهای آزاد در واکنش در طی یک منظور جمع

نان از کمیت و کیفیت سیکل ادامه پیدا کرد. جهت اطمی

بر روی ژل آگارز یک درصد  GPX-1قطعه ژن 

محصول تکثیر پس از تخلیص از روی  .شدندالکتروفورز 

ژل جهت تعیین توالی به روش سانگر به شرکت بایونیر 

 کره جنوبی ارسال شد. 

( و 72/6/1)نسخه  Chromasافزار ها با نرمبازنگری توالی

-از نرم Clustal Wلگوریتم ( آنها  با اAlignردیفی )هم

 یگذاربرهم. گرفتانجام  ]۳6[( 6)نسخه  MEGAافزار 

-GPX یژن گاهیو برگشت جا رفت شدهیابییتوال قطعات

 از. شد( استفاده Doua.PRABI.Fr) نیآنلا افزارنرم، از 1

 تیفیک از مابقی مورد کی جزبه شده یابی یتوال نمونه ۱۰

 قرار استفاده مورد اتبمحاس در و بودند برخوردار ییبالا

 .گرفتند

 
 

 یروزگ 45 سن در 308 راس هیسو یگوشت جوجه (B ،یماهگ 6خزک در سن حدود  یمرغ بوم (A. 1 شکل

 

 GPX-1جفت بازی از جایگاه ژنی  800. ویژگی پرایمرهای مورد استفاده جهت سنتز قطعه 1جدول 

 طول قطعه GC% Tm [oc] پرایمر توالی نام پرایمر

 ۸/6۰ 6۰ ׳GGTGGTGTCTTCGTGAACGG 5׳3 رفت
۸۰۰ 

 9/6۰ ۱/6۱ ׳CTTCCTCGGCGGCTTTGT 5׳3 برگشت
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 ها،جهش تعداد لیقب از های تنوع مولکولیشاخص

های چندشکل، ی، مکاندینوکلئوت تنوعها، پیهاپلوت تعداد

منظور و اضافه، شاخص توزیع گاما بهچندشکلی حذف 

های مورد برآورد نرخ یا ضریب ناهمگونی بین مکان

 مشابه ینیگزیجا آنها در که ییهاگاهیجا تعدادبررسی، 

 DnaSP افزارنرم از آنها تنوع نیهمچن و افتاده اتفاق

اس راستنوع هاپلوتیپی ب. شد استفاده ]24[ (5)نسخه 

اس راسفاصله ژنتیکی بو  MLروش حداکثر درستنمایی 

 .گرفتانجام  ]۳7[( MCLنئی ) -مدل تامورا

 نیب یتکامل روابط ،یکیلوژنتیف درخت میترس

به منظور  GPX-1ژن  ینیو پروتئ یدینوکلئوت یها یتوال

با  (2)جدول  استخراج شده یهاگونه یتکامل خیتار نییتع

 ۱۰۰۰۰با  ]۳6[( 6)نسخه  MEGA افزاراستفاده از نرم

قرار  یبررس مورد Bootstrap یبا روش آمارتکرار 

 یو حذف نواح هایتوال شیرایو از پسگرفت. 

-روش اتصالبا استفاده از  یلوژنیدرخت ف رکدکننده،یغ

درخت فیلوژنی  روش، نیا درانجام شد.  (NJ) همسایگی

( استفاده Q) سیماتر از ]MCL ]۳7اس مدل راسب

 . نماید می

(۱         )Q(i, j) = (r – 2)d(i, j) – Σd(i, k) – Σd(j, k) 

، k ؛jو  i فاصله بین شاخه، d(i, j) ،رابطه که در این 

مقدار  ،Q(i, j)ها و تعداد کل شاخه ،r ؛ام درختkشاخه 

 حداکثر روش از ن،یهمچن است. jو  iهای عددی شاخه

 به ینیجانش زانیم آوردن دستهب یبرا یینمادرست

 ینیدیمیریپ و ینیپور یبازها در دهاینوکلئوت ینیگزیجا

 رییتغ باعث که یدینوکلئوت راتییتغ یبررس. شد استفاده

 راتییتغ به نسبت( 𝑑𝑁) اندشده نهیآم یدهایاس

 اندنداشته حاصله نهیآم دیاس در یریتأث که یدینوکلئوت

(𝑑𝑆 ،)صیتشخ جهت کارآمد اریبس و دیمف روش کی 

. باشدیم هاژن یبرا تکامل طول در یعیطب انتخاب روند

( 𝑑𝑁/𝑑𝑆) نسبت نیا یعدد مقدار از استفاده با ن،یبنابرا

. دیگرد بررسی GPX-1ژن  یبرا یعیروند انتخاب طب

  ۳و  2 هایرابطهبا استفاده از  بیترتبه 𝑑𝑆و  𝑑𝑁 ریمقاد

 :شدندمحاسبه 

(2                        )      dN = −3/4Ln (1 − 4/3PN) 

(۳                  )              dS= −3/4Ln (1 − 4/3PS)  

 دارای هایجایگاه نسبت، PNها، رابطهکه در این 

 دارای هایجایگاه نسبت نیز ،PSجایگزینی نامشابه و 

باشند. بنابراین، با استفاده از مقدار می جایگزینی مشابه

 GPX-1( روند انتخاب برای ژن dN/dSعددی این نسبت )

با آزمون  dN/dSدار بودن مقدار عددی . معنیشدمحاسبه 

افزار انلاین فیشر در سطح احتمال پنج درصد با نرم

HIV_SNAP   شدسبه محا  ]22[ (2/۱/۱)نسخه. 

 

 نتایج و بحث

به کمک  GPX-1جفت بازی از ژن  ۸۰۰تکثیر قطعه 

استفاده از آغازگرهای ( با PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره

 (.2اختصاصی به خوبی صورت گرفت )شکل 

 

 
باز از جایگاه جفت 800. الکتروفورز قطعه به طول 2شکل 

 درصد 1بر روی ژل آگارز  GPX-1ژن 

 

 تمام برگشت و رفت یهایتوال یگذاربرهم گیکانت

 GPX-1 یژن گاهیجا  یبازجفت ۸۰۰قطعه  یبرا هانمونه

 یخطاها میترم جهت ۳۰۸ راسخزک و  تیجمع دو

 (.۳)شکل  شد انجام یابییتوال اشکالات و یاحتمال
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 308های مربوط به سویه راس یکی از نمونه GPX-1یابی رفت و برگشت جایگاه ژنی گذاری قطعات توالی. کانتیگ برهم3شکل 

 

های مؤثر و غیرمؤثر های شناسایی جهشراهیکی از 

های در محصول پروتئین تولیدی، مطالعه تغییرات در قاب

 تواندیم که( ORF) یقاب خواندن کیاست.  ۱خواندنی

 کنندهکدرمز  کیکند، با  یرا رمزگردان نیپروتئ کی

. (4)شکل ابدییم خاتمه ان،یپا رمز کی با و شروع نیونیمت

 دهینام باز یخواندن یهاقاب ،یخواندن یهاقاب نیا

  .]۳[ شوند یم

                                                                                    
1. Open reading frame 

منظور تعیین همولوژی و مقایسه میزان تفرق به

و  ۳۰۸ راسآمده از دو سویه مرغان دستهب های توالی

در بانک ژنی  GPX-1هایی که تاکنون از ژن خزک با توالی

NCBI  ،ها و نژادهای توالی از گونه 4۰ثبت شده است

. اطلاعات مربوط به شدمختلف حیوانات استخراج 

های مورد بررسی در گونه GPX-1های جایگاه ژنی توالی

 آورده شده است.  2در جدول 
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 308در دو توده مرغان خزک و راس  GPX-1جایگاه ژنی  ORF. شناسایی نواحی 4شکل 

 

، وجود نه GPX-1های ژن وتحلیل توالیبا تجزیه

مشاهده  ۳۰۸راس هاپلوتایپ در جمعیت توده خزک و 

آمده از دستشد که محتوای توالی مورد توافق به

درصد  52/۱5درصد آدنین،  ۸۸/۱6ها شامل هاپلوتایپ

ین درصد گوان 72/2۸درصد سیتوزین و  ۸۸/۳۸تیمین، 

شود، مجموع سیتوزین و طورکه مشاهده میبود. همان

باشد که درصد( می 6/67درصد ) 6۰گوانین بیشتر از 

 وندیعلت داشتن سه پبه Gو  C یبالا زانیم نیهم

از  هیناح نیا محافظت یاز عوامل اصل یکی ،یدروژنیه

و مقادیر بالای  استزا در مقابل عوامل جهش GPX-1ژن 

که به طوری بود،جایگزینی مربوط به بازهای پیریمیدینی 

درصد و  ۳6/4۱این مقدار برای تبدیل تیمین به سیتوزین 

درصد برآورد  5۱/۱6برای تبدیل سیتوزین به تیمین برابر 

ترتیب برای شد. این مقادیر برای بازهای پورینی کمتر و به

 79/۳به آدنین برابر  تبدیل آدنین به گوانین و گوانین

(. مقادیر جایگزینی ۳درصد بودند )جدول  2۳/2درصد و 

حاصل در این بررسی با مقادیر ذکرشده از سوی سایر 

محققین که بیشترین میزان جانشینی را جانشینی بازهای 

، ]42و  ۳9، ۳۳[ اند، مطابقت داردپیریمیدینی گزارش کرده

 نیتوزیس شدنلهیمت به توانیم را راتییتغ نیا علت

که میزان رونویسی را کاهش  داد نسبت( CpG ری)جزا

( یا جانشینی نوع اول Tsدهد. درصد جهش انتقالی )می

( یا جانشینی نوع دوم بیشتر Tvنسبت به جهش تقاطعی )

بود؛ زیرا جهش به نوکلئوتید مشابه نسبت به نوکلئوتید 

توانند ها مینامشابه پایدارتر است و این جهش

هم باشند. نسبت جهش انتقالی به تقاطعی نیز  پذیر برگشت

دهد دست آمد که نشان میهب 5۸/۱در این برآورد، 

روند تکاملی  GPX-1مورد بررسی برای ژن  های گونه

 اند. داشته

های نوکلئوتیدی در دو توده در تجزیه و تحلیل توالی

ها، باز سیتوزین، بیشترین با سایرگونه ۳۰۸ راسخزک و 

(. 4راوانی و باز تیمین کمترین فراوانی را داشت )جدول ف

درصد بود  5/6۰مجموع سیتوزین و گوانین نیز در حدود 

علت داشتن سه پیوند به Gو  Cکه این میزان بالای 

هیدروژنی، یکی از عوامل اصلی در ثابت ماندن این ناحیه 

 باشد.می
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 یو روند تکامل یلوژنیف تجزیهاستفاده شده در  GPX-1ژن  هاییتوال رسیاندازه ژن و شماره دست ی،اسم علمگونه،  .2جدول 
 )جفت باز( اندازه ژن شماره دسترسی گونه ردیف

 NC_000003 ۱۱۸۳ (Humanانسان ) ۱
 NC_005107 ۱۰99 (Norway Ratموش نروژ ) 2
 NC_000075 ۱26۳ (House Mouseموش خانگی ) ۳
 NW_015351229 ۱۱۳۳ (Alpine Marmot Ratموش خرمایی کوهی آلپ ) 4
 NW_008355774 ۱۱24 (Upper galilee mountains blind mole Ratموش کور ) 5
 AC_000179 ۱۱69 (Cattleگاو ) 6
 NW_005784513 ۱۱62 (Water Buffaloگاو میش اهلی شده آسیایی ) 7
 NC_010455 ۱۰69 (Pigخوک ) ۸
 NT_176411 ۱۰۸4 (Domestic Guinea Pigگینه )خوک  9
 NC_013677 ۱۰۰۸ (Rabbiteخرگوش ) ۱۰
 NC_006099 942 (Chickenجوجه ) ۱۱

 NC_015024 ۱۰9۱ (Turkeyبوقلمون ) ۱2
 NC_013910 ۱۸42 (White – Tuted – ear Marmosetمارموست سفید ) ۱۳

 NC_006602 ۱۰۸9 (Dogسگ ) ۱4
 NC_030680 5۰74 (Tropical Clawed Frogدار گرمسیری )قورباغه چنگال ۱5
 NC_011476 ۱۰۰2 (Zebra Finchماهی زبرا فیش ) ۱6
 NW_005357736 629 (Brandt’s Batخفاش برانت ) ۱7
 NW_003613788 ۱۰95 (Ghinese Hamster) ینیهامستر چ ۱۸
 NC_006490 ۸92 (Chimpanzeeشپانزه ) ۱9
 NC_027894 ۱۱۳6 (Rhesus Monkeyمیمون زرد ) 2۰
 NW_016804422 ۱5۰2 (Black snub – nosed Monkeyمیمون سیاه ) 2۱
 NW_010788472 ۱۱24 (Golden snub – nosed Monkeمیمون طلایی ) 22
 NC_023663 ۱642 (Green Monkeyمیمون سبز ) 2۳
 NW_012018354 ۱۱4۳ (Pig – tailed Macaqueمیمون خوک دم ) 24
 NW_012184106 ۱۱4۰ (Ma’s night Monkeyمیمون شب ) 25
 NW_015131163 ۱۱22 (Cheetahیوزپلنگ ) 26
 NW_014650485 979 (Common Starlingسار اروپایی ) 27
 NW_012267323 ۱۰95 (Ord’s Kangaroo Ratموش کانگرو ) 2۸
 NW_011590974 ۱۱2۰ (Arabian Camelشتر عرب ) 29
 NW_011517149 ۱۰۱7 (Bactrian Camelشتر دوکوهانه ) ۳۰
 NW_010972438 92۳ (Bald Eagleعقاب گر ) ۳۱
 NW_007673843 ۱۱94 (Horseاسب ) ۳2
 NW_007673843 ۱۱94 (Przewalski’s Horseاسب شوالسکی ) ۳۳
 NW_006770548 ۱۰7۳ (Yangtze River Dolphinدلفین رودخانه یانگ تسه ) ۳4
 NW_014552422 ۳7۳7 (American Alligatorتمساح امریکایی ) ۳5
 NC_030829 ۱۱7۱ (Goatبز ) ۳6
 NC_012589 ۱۰۸۰ (Channel Cat Fishگربه ماهی ) ۳7
 NC_018724 ۱۱27 (Domestic Catگربه خانگی ) ۳۸
 NC_029527 994 (Japanese Quailبلدرچین ژاپنی ) ۳9
 NC_029281 972 (Great Titچرخ ریسک بزرگ ) 4۰
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. ماتریس برآورد الگوی جایگزینی نوکلئوتیدی 3جدول 

 308در دو توده مرغان خزک و راس  GPX-1جایگاه ژنی 

From\To A T/U C G 

A - 2/80 7/02 3/79 
T/U 3/05 - 41/36 5/18 
C 3/05 16/51 - 5/18 
G 2/23 2/80 7/02 - 

. است( ستون) دیگر پایه به( ردیف) پایه یک از ورودی هر جایگزینی احتمال

در این جدول درصدهای جهش انتقالی )جایگزینی پورین به پورین دیگر و 

صورت ضخیم و جهش تقاطعی یا پیریمیدین به پیریمیدین دیگر( به

صورت ایتالیک نشان داده )جایگزینی پورین به پیریمیدین و برعکس( به

نئی و با استفاده از روش آماری  -مدل تامورا اند. الگوی جایگزینی تحتشده

ML  4۰[برآورد شده است[. 

 

 گاهیجا در مختلف یدهاینوکلئوت یفراوان درصد. 4 جدول

 کل  و 308 راس  خزک،  تیجمع در GPX-1 یژن

 یوانیح یهاگونه

 دینوکلئوت
 تعداد

 نمونه
A T/U C G 

 9/2۸ 9/۳7 4/۱5 ۸/۱7 5 (درصد) خزک توده

 ۱/29 4/۳۸ ۸/۱4 7/۱7 4 )درصد( ۳۰۸ راس

 72/2۸ ۸۸/۳۸ 52/۱5 ۸۸/۱6 9 )درصد( ۳۰۸ راس+ خزک

 ۳۱/26 ۱9/۳4 49/۱9 ۰۱/2۰ 49 )درصد( تیجمع کل

 

در برآورد جایگزینی نوکلئوتیدی دو توده خزک و راس 

ها نیز مقادیر بالای جایگزینی مربوط به با سایر گونه ۳۰۸

که این مقدار برای تبدیل طوریبه ،بازهای پیریمیدینی بود

درصد و برای تبدیل سیتوزین به  ۱5/25تیمین به سیتوزین 

درصد مشاهده شد. این مقادیر برای  ۳4/۱4تیمین برابر 

ترتیب برای تبدیل آدنین به گوانین بازهای پورینی کمتر و به

درصد بودند  7۳/9درصد و  ۸۰/۱2و گوانین به آدنین برابر 

انتقالی به تقاطعی در این برآورد، (. نسبت جهش 5)جدول 

های مورد بررسی دهد گونهمحاسبه شد که نشان می 5۸/۱

 اند.روند تکاملی داشته GPX-1نیز برای ژن 

. ماتریس برآورد الگوی جایگزینی نوکلئوتیدی ژن 5جدول 

GPX-1  هابا سایر گونه 308دو توده خزک و راس 
From\To A T/U C G 

A - 3/70 6/49 12/80 
T/U 3/80 - 25/15 5/00 
C 3/80 14/34 - 5/00 
G 9/73 3/70 6/49 - 

میزان جانشینی نوع اول و جانشینی نوع دوم در جمعیت توده خزک و راس 

برآورد شد. در این جدول  MLبا سایر حیوانات براساس روش آماری 

را بیان اند نرخ جانشینی نوع اول صورت پررنگ نشان داده شدهاعدادی که به

دهنده نرخ جانشینی نوع دوم هستند. کند و سایر اعداد )مورب( نشانمی

 .]۳7[نئی برآورد شده است  -ها براساس مدل تاموراالگوهای جانشینی و نرخ

 

 خزک توده دو در ژنتیکی فاصله و تکاملی تنوع نتایج

که جاییازآن. است شده آورده 6 جدول در ۳۰۸ راس و

صورت دو به دو حیوانات مختلف بهفواصل ژنتیکی بین 

است، اعداد حاصله، نمایانگر جانشینی نوکلئوتیدها بین 

باشند. فاصله ژنتیکی بین دو های مورد بررسی میتوالی

حیوان با همبستگی فیلوژنتیکی بین حیوانات مرتبط 

توان برای در نتیجه از این شاخص هم می .خواهد بود

مختلف استفاده کرد. دوری و نزدیکی ژنتیکی حیوانات 

شود، در برآورد مشاهده می 6طورکه در جدول همان

برای ژن  ۳۰۸ راسفواصل ژنتیکی دو توده خزک و 

GPX-1  مشخص شد که تنوع پایینی در بین دو جمعیت

ها بیشتر است. گردد، اما تنوع درون جمعیتمشاهده می

همچنین، در برآورد میانگین فاصله ژنتیکی بین گروهی، 

در حدود  ۳۰۸ راسله ژنتیکی بین دو گروه خزک و فاص

جفت باز محاسبه شد و میانگین فاصله ژنتیکی  ۰۰6/۰

نیز در حدود  ۳۰۸ راسداخل گروهی توده خزک و 

دهنده بود که خود نشان ۰۰2/۰با خطای استاندارد   ۰۰6/۰

در  ۳۰۸ راسقرابت و شباهت زیاد بین دو توده خزک و 

حاصل از جدول  نتایج ین،جایگاه مذکور است. همچن

 فواصل ژنتیکی و میزان اختلاف نوکلئوتیدی صحت

   .کندمی تأیید را فیلوژنتیک درخت ترسیم
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در  GPX-1های نوکلئوتیدی ژن بین توالیقطر(  ی)بالاو اختلاف نوکلئوتیدی ( قطر نییپا) . ماتریس برآورد فاصله ژنتیکی6جدول 

 308توده خزک و راس 
9 8 7 6 5 4 3 2 1  

0/002 0/002 0/003 0/002 0/003 0/002 0/002 0/003  Ross1 
0/003 0/003 0/002 0/003 0/002 0/003 0/003  0/009 Ross2 

0/003 0/002 0/002 0/002 0/002 0/003  0/004 0/005 Ross3 

0/002 0/002 0/003 0/003 0/003  0/006 0/010 0/004 Ross4 

0/003 0/003 0/002 0/003  0/010 0/004 0/002 0/009 Ross5 

0/003 0/003 0/003  0/006 0/009 0/002 0/006 0/005 Khazak1 

0/003 0/003  0/007 0/004 0/009 0/005 0/004 0/004 Khazak2 

0/002  0/006 0/006 0/007 0/005 0/004 0/007 0/004 Khazak3 

 0/005 0/006 0/006 0/010 0/005 0/006 0/010 0/004 Khazak5 

 شده داده نشان توالی بین از موقعیت هر ازایبه نوکلئوتیدی جایگزینی ، تعداد۳۰۸توده خزک و راس  GPX-1های نوکلئوتیدی ژن در برآورد واگرایی تکاملی بین توالی

و برآورد  ]۳7[حداکثر درستنمایی  مدل حداکثر از استفاده با توالی نوکلئوتیدی 9تحلیل  و تجزیه. است شده داده نشان قطر از بالاتر استاندارد خطای برآورد. است

 و هاشکاف حاوی هایموقعیت تمام بود و غیر رمزگذار+  ۳+  2+  ۱ شامل کدون انجام شد. موقعیت ۱۰۰۰۰واریانس، با استفاده از روش بوت استراپ با تکرار 

 در موجود اعداد و نوکلئوتیدی اختلاف دهندهنشان ردیف در عدد هر. دارد وجود نهایی هایداده مجموعه در موقعیت ۸۱7 وعمجم در. شدند حذف شده، گم هایداده

 .است ژنتیکی فاصله میزان بیانگر ستون

 

با  یگروهانیم یروابط تکامل انیب یکیلوژنتیدرخت ف

 یههمولوگ است. بر اساس نظر اتیخصوصاستفاده از 

Fitch و  یدهبه ارث رس یترابطه دو خصوص یهمولوژ

ها وجود در جد آن یتخصوص ینهمگرا است و ا معمولاً

 ین،پروتئ ی، توالDNA یتواند، توالیداشته است. صفت م

از  قبل .باشد  یرفتار هاییژگیو یا یصفات ظاهر

طلاعات مرسوم است که ا ی،ژنوم یاتاستفاده از خصوص

 ینتا قرابت ب یردمورد استفاده قرار گ یکیمورفولوژ

 یکی،روابط مورفولوژ ییدکنند. پس از تأ یها را بررس گونه

رسم درختچه مورد  یها برایو توال یاطلاعات مولکول

 نژنوم جاندارا ینکه. با توجه به ایرندگیاستفاده قرار م

 یساز اطلاعات را در خود دارد و برر یاحجم گسترده

 یا یک یستیدشوار است، لذا با یارها بسیتوال ینتمام ا

 یانژنوم انتخاب کرد و م یهایتوال ینرا از ب یچند توال

قرار داد. بهتر است که در  یچند جاندار مورد بررس یادو 

 یانم یدبا یانتخاب یدقت شود. توال یاربس یانتخاب توال

عمل به ما نشان  نیشده همولوگ باشد. اموجودات انتخاب

که در چند  یوقت) یاز موارد، هموپلاز یاریدهد که در بسیم

صورت حالت آپومورف خود را به یژگیو کیجاندار، 

وجود آمدن صفات هباعث ب( جداگانه چند بار نشان دهد

عامل  یطیجد مشترک شده است که عوامل مح ونمشابه، بد

  .]4۱و  ۳2[ ها هستندوجود آمدن آنهب یاصل

در این پژوهش، برای رسم درخت فیلوژنتیکی 

 ۳۰۸ راسدو توده مرغان خزک و نوکلئوتیدی  های توالی

( با NJاز روش اتصال مجاور ) های حیوانیو سایر گونه

نئی استفاده شد  -اروماو مدل ت ۱۰۰۰۰استراپ بوت

مشاهده  5همانطور که در شکل (. 6و  5های )شکل

نشان داد که تمام  یکیلوژنتیف ی درختبررس گردد، یم

 فواصل چند هر. دارند قرار B و A گروه دو در هانمونه

اما تفکیک بین دو جمعیت اتفاق  ،است کم یلیخ آنها نیب

یک  ۳۰۸ راسنیفتاد و نتایج نشان داد هرچند جمعیت 

هیبرید تجاری گوشتی است، اما تعادل در این جایگاه رخ 

اً ناشی از های محیطی عمدتداده تا در مواقع آسیب

 استرس گرمایی بتوانند مقابله کنند.
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 در دو توده مرغان خزک و راس  NJبراساس روش  GPX-1. درخت فیلوژنتیک ژن 5شکل 

 نرخ جایگزینی نوکلئوتیدها در هر جایگاه(. 0005/0)

 

 دارانمهره در کیلوژنتیف و یتکاملروابط  مطالعهدر 

وجود چهار  انگریب GPXژن  گاهیجا نهیآم یدهایاس یتوال

 ۸6 یبالا) نگیبوت استراپ یبا سطوح بالا یگروه اصل

 و پرندگان پستانداران، شامل گروه نیاول. بودند( درصد

 یرمزگذار GPX-1 یژن گاهی، که توسط جاهستند هایماه

 یلیفام یهاگروه ریها مربوط به ساگروه ریشوند و سایم

 ،GPX-2، GPX-3، GPX-4شامل  GPX یژن گاهیجا

GPX-5  وGPX-6 شنهادیمطالعات پ نیا جینتا .باشندمی 

قبل از تفرق  GPX-1 گاهینمود که مضاعف شدن در جا

 .]27[انداران رخ داده است تپرندگان و پس

ت هرچند شباه GPX-1تجزیه فیلوژنتیک توالی ژن 

های جزئی داران نشان داد، اما تفاوتبالایی را در بین مهره

تر های کوچکگروهبا هم داشتند که موجب گردید تا زیر

شامل انسان و میمون، موش، خرگوش و در نهایت گاو و 

. همچنین، در مطالعه دیگر تجزیه ]۱4[خوک ایجاد گردد 

چهار  GPX-1داران در ناحیه ژنی فیلوژنتیک در مهره

زیرگروه شامل انسان، خوک و گاو، موش و ماهیان 

. تجزیه تکاملی توالی نوکلئوتیدی ]2۳[بندی شدند طبقه

را در چهار گروه  جانوریهای مختلف گونه GPX-1ژن 

بندی طبقه مخمرهاشامل پستانداران، پرندگان، ماهیان و 

های پستانداران را نمود که شباهت زیاد در بین گونه

های معدودی نیز یافت شد مودند. هرچند جهشگزارش ن

]4۰[. 

نتایج حاصل از تغییرات نوکلئوتیدی که باعث تغییر 

( نسبت به تغییرات نوکلئوتیدی dNاند )اسیدهای آمینه شده

(، یک روش dSاند )که تأثیری در اسید آمینه حاصله نداشته

مفید و بسیار کارآمد جهت تشخیص روند انتخاب طبیعی در 

. اگر این نسبت بیشتر از ]۳۱[باشد ها میبرای ژن تکاملطول 

یک باشد انتخاب مثبت، اگر کمتر از یک باشد انتخاب 

خالص و اگر برابر یک باشد انتخاب خنثی را در طی تکامل 

. مقدار عددی این نسبت ]۳۳[دهد ها نشان میاین ژن

(dN/dS برای ژن )GPX-1  در دو توده مرغان خزک و راس

( که روند انتخاب مثبت در 7بود )جدول  6۰/۱برابر  ۳۰۸

 دهد.طی تکامل برای این ژن را نشان می

 Ross2

 Ross5

 Khazak2

 Ross3

 Khazak1

 Khazak3

 Khazak5

 Ross1

 Ross4

0.0012

0.0012

0.0005

0.0026

0.0012

0.0020

0.0014

0.0015

0.0022

0.0010

0.0020

0.0005

0.0004

0.0011

0.0009

0.0002

0. 0005

A 

B 
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 های مورد بررسی در گونه NJبر اساس روش  GPX-1های نوکلئوتیدی جایگاه ژنی . درخت فیلوژنتیک توالی6شکل 

 نرخ جایگزینی نوکلئوتیدی در هر جایگاه(. 1/0)

 Cattle

 water buffalo

 goat

 Yangtze River dolphin

 Pig

 Arabian Camel

 Bactrian camel

 Przewalskis horse

 Horse

 Dog

 Cheetah

 domestic cat

 Rabbit

 Brandts bat

 White-tufted-ear marmoset

 Mas night monkey

 Human

 chimpanzee

 Black snub-nosed Monkey

 Golden snub-nosed monkey

 green monkey

 Rhesus monkey

 pig-tailed macaque

 Domestic guinea pig

 Ords kangaroo rat

 Alpine marmot

 Upper Galilee mountains blind mole rat

 Chinese hamster

 house mouse

 Norway rat

 Channel catfish

 Tropical clawed frog

 American alligator

 Chicken

 Japanese quail

 Turkey

 Bald eagle

 Zebra finch

 Great Tit

 Common Starling

 Khazak3

 Khazak2

 Khazak5

 Ross5

 Khazak1

 Ross1

 Ross2

 Ross3

 Ross4

67

53

100

97

65

99

74

79

74

37

41

43

91

99

100

95

99

100

93

99

75

98

99

97

95

61

98

66

82

95

83

21

69

43
53

25

30

2593

0/ 1
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در دو  GPX-1. تعیین روند انتخاب طبیعی در ژن 7جدول 

 308توده مرغان خزک و راس 

 انحراف استاندارد مقدار عددی پارامتر

dN ۰۰74/۰ ۰۰24/۰ 

dS ۰۰5۳/۰ ۰۰۱9/۰ 

dN\dS* 4۰/۱ ۰۰2۱/۰ 

 .دهنده روند انتخاب طبیعی( نشانdS/dNمقدار عددی )* 

 

در  GPX-1( برای ژن dN/dSمقدار عددی این نسبت )

 های دیگر برابربا گونه ۳۰۸ راسدو توده مرغان خزک و 

( که روند انتخاب مثبت در طی ۸محاسبه شد )جدول دو 

دهد. این نوع انتخاب تکامل برای این ژن را نشان می

های جدید دید، پروتئینهای جوجود آمدن واریتهسبب به

شود. این نوع ها میو عملکرد جدید برای این پروتئین

های جدید از طرفی وجود آمدن واریتهانتخاب علاوه بر به

ها در طی روند تکامل و پیشرفت سبب تثبیت عملکرد آن

ها شده است که ناشی سازی عملکرد آندر جهت خالص

ها( به نواحی وناز تبدیل نواحی غیرکدکننده ژنی )اینتر

 ها( است.کدکننده ژنی )اگزون
 

در دو  GPX-1. تعیین روند انتخاب طبیعی در ژن 8جدول 

 هابا سایر گونه 308توده مرغان خزک و راس 

 انحراف استاندارد مقدار عددی پارامتر
dN ۰۰6/۰ ۰۰2/۰ 
dS ۰۰۳/۰ ۰۰۱/۰ 

dN\dS* 2 ۰۰۱/۰ 

 .روند انتخاب طبیعیدهنده ( نشانdS/dNمقدار عددی )* 

 

در دو توده مرغان  GPX-1نتایج مطالعه جایگاه ژنی 

بیانگر پنج جهش تک نوکلئوتیدی بود  ۳۰۸ راسخزک و 

( جهش انتقالی رخ داده 4۱و  99، ۱67که سه جایگاه )

اند های پورینی به پورینی تبدیل شدهنوکلئوتیدیعنی است 

صل ( جهش تقاطعی که حا72۱و  ۸۱5و دو جایگاه )

در جایگاه تبدیل پورین به پیریمیدین است رخ داده است. 

ناحیه چندشکل گزارش  ۳۸تاکنون بیش از  GPX-1ژن 

گردیده است که بیشتر این نواحی چندشکل در دو انتهای 

ترین آنها تبدیل باز تیمین ژن قرار دارند که یکی از متداول

با به سیتوزین است که منجر به تغییر اسیدآمینه پرولین 

 .]۱۳[شود لوسین می

شکل به تعداد های چندکه تعداد جایگاهدلیل اینبه

باشند، لذا از پارامتر تنوع نوکلئوتیدی یا نمونه وابسته می

هتروزیگوسیتی در سطح نوکلئوتید استفاده شد که به طول 

DNA  و اندازه نمونه بستگی ندارد و عبارت از متوسط

باشد تفاوت نوکلئوتیدی بین دو توالی در هر جایگاه می

 راس. تنوع نوکلئوتیدی در جمعیت مرغان خزک و ]۳۰[

که مقدار تنوع جاییتخمین زده شد. ازآن ۰۰9/۰،  ۳۰۸

( است ۰۰2/۰ -۰۱9/۰ی )نوکلئوتیدی حاضر در محدوده

، حاکی ]۳۰[یوکاریوت ذکر شده است  که برای موجودات

در دو  GPX-1از سطح تنوع بسیار پایین در نواحی ژن 

است، علت آن نیز  ۳۰۸ راستوده مرغان خزک و 

مناطق  باشد.حفاظت شدید نواحی زیادی از ژن مذکور می

 GPX-1های نوکلئوتیدی ژن در توالی DNAشده حفاظت

ناحیه یک ، شامل ۳۰۸ راسدر دو توده مرغان خزک و 

آستانه  ( بودند که حد45۸-72۰( و ناحیه دو )456-۱6۸)

طول حفاظت حداقل حفاظت این نواحی برابر با یک و 

 باز بود.  ۱47آنها 

 نییپا تنوع زانیم انگریب حاضر مطالعه جینتا ن،یبنابرا

در مقایسه با  ۳۰۸ راس و خزک مرغان توده دو نیب در

-البته جهش .بود GPX-1ژن  گاهیدر جاها درون جمعیت

های معدودی در نواحی اگزونی شناسایی گردید که با 

انتخاب در طی  بنابراین،تغییر رمز یا کدون همراه بود. 

شده است که ها موجب سالیان متمادی و تکامل گونه

تا شود جایگاه مذکور در مقابل تغییرات ژنتیکی محافظت 

مقابله نند های گرمایی بتواها و استرسدر مواجهه با آسیب
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تواند ها می، اما تنوع بیشتر در درون هر یک از گونهنمایند

راهبردی جهت اجرای برنامه های بهبود تولیدات بر پایه 

 انتخاب ژنومی باشد.
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Abstract 
Heat stress is one of the most important environmental stressors challenging poultry production worldwide, 

especially in warm regions such as Sistan and Baluchestan province of Iran. Heat stress increases the production of 

free radicals in the chicken’s body. Glutathione peroxidase plays important roles as cellular antioxidants in heat 

stress. The aim of this study was to conduct an analysis of the evolutionary and phylogenetic of GPX-1 in Ross 308 

and Khazak populations. Boold samples were collected from 10 birds selected randomly from two stocks of Khazak 

and Ross 308 population (5 Ross 308 and 5 Khazak birds). DNA was extracted from whole blood. PCR amplification 

of 800 bp of GPX-1 was performed using one pairs of special primers. Then, PCR product sent for DNA sequencing. 

Sequence alignment of the GPX-1 fragment revealed a total of 9 haplotypes and 13 variable sites. Out of 13 

polymorphic sites, 5 were singletons. Dendrogram of phylogenetic showing genetic similarity between the two 

populations, but probably diversity within populations indicate the possibility to improve genetic changes and 

increase the resistance to environmental stresses using selection. The results of genetic distance and polymorphic site 

of GPX-1 in different species approved phylogenetic tree findings. Study of positive- selection process showed that 

selection and evolution are playing major roles in understanding the biological function of this gene. 
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