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 Aspergillus flavusبين انواع الفطريات الثلاثة  aflRدراسة جزيئية مقارنة لجين الـ

المعزولة من عينات الاغذية الجافة الموجودة في الاسواق  A.nigerو A.parasiticusو

 المحلية لمحافظة النجف الاشرف   
 ابتسام بشير كاظم الساعدي                                 أ.د.سامي عبد الرضا الجميلي       

 كلية العلوم الطبية التطبيقية /جامعة كربلاء                           كلية العلوم /جامعة الكوفة

  -الخلاصة:

م لانتةا  عةزلات ااملةة للجةيل المةن  5والتةي عةددها  A.flavusبينت هذه الدراسة ان العزلات التابعةة للططةر     

هةي الارةرح ااملةة ل ةذا الجةيل عامةا عةزلات الططةر  A.parasiticusكما ان عزلة الططةر  aflRالافلاتوكسينات 

A.niger  .والبالغة اربعة عزلات ظ ر الجيل المن م في ا ولكل بصورة رطيطة 

  -المقدمة:

ت وةنتج ةا عةدد مةل الططرةةات مةل الافلاتوكسينات هي مجموعةة مةل المركبةات الاة ةية اليانوةةة للططرةةا         

وقد أشارت العدةد مل الدراسات الى إاةدا  الافلاتوكسةينات تشةوه اةجنةة  ع  Aspergillus flavusاهم ا الططر

وادو  الططرات الوراثية وضعف المناعة عند الحيوانةات المتتبرةةة المعاملةة بتلةس السةموم ف ةلا عةل تاثيرات ةا 

(.كةذلس وجةد Carlile et al.,2001الطسلجية والكيموايوةة في دم تلس الحيوانةات  السمية في الكيير مل المعاةير 

 Cocker et al.,1984أن ةا تسةةبذ و مةةة اةاةةراى السةةطلى وسةةراان الكبةةد وتيبةةيل عمليةة تكةةوةل البروتينةةات  

ع والت ةةا) السةةحاةا ( Pulmonar aspergillosis(؛بالإضةةافة الةةى أمةةرا  أرةةرح ميةةا الالت ةةا) الر ةةوي     

 Meningitis    وغيرها )Duthie and  Denning, 1995  ؛O`malley and Gillespie 2000  أة ةا . )

تكون الافلاتوكسينات مسئولة عل إادا  تورمات اةج زة التناسلية والإج ا  والنزى الةدموي وال ةعف العةام 

تاثيرات ا السمية فةي الحيوانةات كانتطةا  الإنتاجيةة وتشوهات ال يكا الع مي في الإنسان والحيوان  ع ف لا عل 

 Bryden ,1988وزةادة الإصابة باةمرا  الطاةروسية والبكتيرةة نتيجةة لإضةعاى  أو تحطةم الج ةاز المنةاعي  

 (.  et al.,1994  Smith؛    1992؛ال يتيع 

الطيزةاوةة كاستتدام درجةات الحةرارة  استتدمت العدةد مل الوسا ا لمنع تلو  الاغذةة بالسموم الططرةة من ا      

لتجطيف الحبو) والبذور المستتدمة في تغذةة الانسان والحيوان ف ةلا عةل اسةتتدام بعةم المةواد الكيمياوةةة فةي 

معالجة الاغذةة الملوثة كنترات اةمونيا.  تعد عملية التزن السليم مل الوسا ا ال رورةة فةي اماةةة الاغذةةة مةل 

طرةة عفالدول المتقدمة تمتلس متازن تتوفر في ا جميع الشروا التزن الصحي ع بالمقابا ةطتقةر التلو  بالسموم الط

بلدنا الى ميا هذه المتازن وان توفرت ف ي لاتستوعذ الكميات ال تمة مل الاغذةة المستوردة او المحلية والتي 

الية . وفي هذه الدراسة تةم  ارتبةار قابليةة ةحتاج ا شعبنا وبالتالي امكانية تلو  الاغذةة في العراق واردة وبنسبة ع

بعةةم عةةزلات الططرةةةات المعزولةةة مةةل الاغذةةةة الموجةةودة فةةي اسةةواق النجةةف الاشةةرى المحليةةة علةةى انتةةا  

 ( . P.C.Rالافلاتوكسينات بتقنية تطاعا البلمرة المتسلسلة  .

  -المواد وطرائق العمل :

   -مستلزمات الدراسة :

            Primers.تح ير البوادئ 1

وتم تتطيط ا اسذ التعليمات المذكورة مع ا وهي    Promegaمل شركة      primersتم الحصول على البوادئ 

 كالتالي: 

  105.4بيكةامول مةل كةلا البةاد يل تةم إضةافة 100:للحصول على اجم تركيةزه   Stock Solution ا( تح ير 

مةةاةكروليتر للبةةاديء  102.7وإضةةافة        F Forwardللبةةاديء الاول   TE Bufferمةةاةكروليتر مةةل محلةةول 

 P.C.R(   ع بعةةدها عةةر  للطردالمركةةزي بج ةةاز الطةةرد المركةةزي التةةا  بتقنيةةة الةة   R  Reverseاليةةاني   

 ليوانٍ قليلة لمنع التصاق قطيرة الباديء  بسبذ صغر اجم ا( بغطاء علبة الباديء.

فةةي التطةةوة السةةابقة  Stock Solutionحلةةول الاسةةا  :بعةةد ان تةةم تح ةةير م Work Solution )(تح ةةير 

 Stockماةكروليتر مل  10بيكامول ع  ارذ  10 ي التركيز   Work Solutionوللحصول على محلول العما   

Solution   ووضع في انبوبة ارتبار جدةدة ومعقمةmicrotube  مةاةكروليتر  90ما ااوةة علةى  1.5 ات سعة

بعةدها ةكةون  م 4على درجة ارارة  Overnightثم ا ل في اليلاجة لمدة ليلة كاملة  TE Bufferمل محلول 

 جاهزا للاستتدام . 

  DNA. تتطيف المحاليا التاصة بالكت التا  باستتلا  ال  2

 BIO BASICالةذي تةم الحصةول علية  مةل شةركة  DNAتم تج يز كا محاليا العمةا التاصةة باسةتتلا  الة  

 Universal washو Universal PW solutionعدا محلولي  Work Solutionعما الكندةة بشكا محاليا 

solution  ايث تةم الحصةول علي ةا بشةكا مركةزConcentrates  لةذا وقبةا الشةروي فةي العمةا ةجةذ تتطيط مةا

 واسذ التعليمات المرفقة مع الكت كالاتي: 

مةا  12لول المج ةز المركةز تةم أضةافة مل المح Universal PW solution ا(للحصول على محلول العما لل  

 . Universal PW solutionما مل محلول  18 الى   Isopropanolمل كحول الاةزوبروبانول 
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ما مل كحةول الاةيةانول  22.5نقوم باضافة  Universal wash solutionللحصول على محلول العما لل    )(

Ethanol  ما مل محلول 7.5 الىUniversal wash solution  . 

   TBE Buffer.تتطيف محلول الترايا 3

ولاجةا اسةتتدام  فةي العمةا ةجةذ تتطيطة  اسةذ  10Xمركةز بتركيةز   TBE Bufferتم الحصول على محلةول 

 10Xمةةا مةةل المحلةةول المركةةز 100و لةةس بارةةذ  1Xالامرةكيةةة الةةى  Promegaتعليمةةات الشةةركة المصةةنعة  

 وةكون بذلس جاهزا للاستتدام .  1Xيز ما مل الماء المقطر ليصبح الترك900وة اى ل  

 -طرائق العمل :

مل عينات المواد الغذا ية قيد الدراسة  A.nigerو A.parasiticus ع Aspergillus flavusعزل الططرةات     

 وتشتيص ا 

المحليةةة لمحاف ةةة النجةةف الاشةةرى عتةةم تعقيم ةةا سةةطحيا بمحلةةول هاةبوكلوراةةةت بعةةد جلةةذ العينةةات مةةل الاسةةواق  

وغسلت بعدها بماء معقم ثم زرعةت فةي اابةاق بتةري معقمةة وااوةةة علةى دقا ق ع 5% لمدة 3الصودةوم بتركيز 

رةةا ع ع و لةس لمنةع نمة و البكت الكلورامطينيكةولملغم / لتر مةل  48( مع اضافة  (PDAأجار البطااا والدكستروز 

اي ث وضعت رمس ب ذورفي كا ابق ع اربع محيطية والتامسة في منتصف الطبةق . ا نة ت الاابةاق بدرجةة 

( .  بعةةد انت ةةاء مةةدة التح ةةيل تةةم تنقيةةة عةةزلات 1982م ْ ولمةةدة سبعةة ة اةةةام  ميتا يةةا  وبةة يدر ع  2±   25اةرارة 

جدةة د ع وكةررت  PDAزرعة  فةي ابةق ؛ و لس بنقةا قةر  مةل كةا مسةتعمرة و الاربعة قيد الدراسة ةاتالططر

 Raper( 1965العملية مرات ع دة ع شتصت الع زلات اعتمادا ً على الصةطات التصةنيطية التةي وضةع ا كةا مةل 

and   Fennell. 

   DNAاستخلاص الـ 

المسةوول عةل عمليةة  AflRتم تاكيد تشتيص العزلات المنتجة للافلاتوكسينات وراثيا مل رةلال تحدةةد جةيل      

 تن يم انتا  الافلاتوكسينات وت مل هذا الارتبار التطوات التالية :

. ارذ عينة مل كا فطر مل الطبق النامية علي  بواسطة ابرة معقمةة  لغةر  الحصةول علةى غةزل فطةري دون 1

ما معقةم  1.5سعة  microtubeان ارذ مع  وسل زرعي قدر الامكان ثم وضع في انبو) ارتبارصغيرة الحجم  

على الغطاء لإاكام غلق  بعدهاوضعت في قنينةة النةاةتروجيل  Parafilmثم اغلقت جيداوغطيت  بشرةل مل نوي 

دقا ق ثم بعدها اررجت انبوبة الارتبار الحاوةة على العينة عثم سحقت العينةة  5لمدة   Liquid Nitrogenالسا ا 

 دقا ق. 5ا عل لمدة لاتق  Wooden stickجيدا  باستتدام عود رشبي 

 20و  (Universal digestion buffer)مةةاةكروليتر مةةل المحلةةول المةةن م ال اضةةم العةةام 180.تةةم اضةةافة 2

عبعةد  لةس   Vortexالى العينة عثم  مزجةا جيةدا بواسةطة المةاز   Proteinase Kماةكروليتر مل محلول الانزةم 

 .  م 56ارارة دقيقة على درجة  30-60ا نت في امام ما ي لمدة تتراوح مل 

الةى العينةة المتتبةرةعوتم   PF  PF ( Universal buffer ماةكروليتر مل المحلول المةن م العةام 100.اضيف3

 دقا ق .  5لمدة م  20-مزج ا بواسطة تقليب ا ةدوةا وا نت بدرجة ارارةة واائة جدا

دقةةا ق بدرجةةة اةةرارة 5مةةدة دورة /دقيقةةة ل 14000.بعةةدها وضةةعت العينةةة فةةي ج ةةاز الطةةرد المركةةزي بسةةرعة 4

 ما .  1.5جدةدة معقمة    سعة  microtubeالغرفة عبعد  لس ارذ الراشح الى انبوبة 

( عثةم مزجةت جيةدا  BD  Universal buffer BDمةاةكروليتر مةل المحلةول المةن م العةام  200.تةم اضةافة 5

 . Vortexبواسطة الماز  

 دقائق .  10لمدة  م 70ملاحظة:اذا ظهرت مادة جيلاتينية في هذه الخطوة فيجب حضنه في درجة حرارة 

% للعينةة ومزجةت جيةدا بواسةطة  95-100ماةكروليتر مةل كحةول الاةيةانول  ي التركيةز  200. بعدها اضيف 6

 . Vortexالماز  

يناة بدادة  او مزجهاا جيادا بواساطة الماا   ملاحظة:اذا ظهرت ماادة جيلاتينياة فاي هاذه الخطاوة فيجاب ر  الع

Vortex. 

موضةوعة فةي انبةو) جمةع  EZ-10. نقا المزةج مل التطوة السابقة  وب من  أي راسذ ( الى اعمةدة فصةا 7 

دورة /دقيقةة عتةم رمةي الراشةح المتجمةع  12000ما عبعد  لس وضعت في ج از الطرد المركةزي بسةرعة 2سعة 

 في انبوبة الجمع . 

(وعر  لطةرد مركةزي  PW  Universal PW solutionماةكروليتر مل المحلول المن م  500ة .تم اضاف8

 دورة /دقيقة ع تم رمي الراشح المتجمع في انبوبة الجمع . 12000لمدة دقيقة واادة بسرعة 

( واةرد مركزةةا لمةدة دقيقةة Universal wash solutionماةكروليتر مل محلول الغسا العام   500.اضيف 9

 دورة /دقيقة ع تم رمي الراشح المتجمع  في انبوبة الجمع . 12000دة بسرعة واا

فةي ج ةاز الطةرد المركةزي لمةدة دقيقتةيل  EZ-10. وضع عمود الجمةع الطةارا الحةاوي دارلة  عمةود الطصةا 10

عثةم ةةتم رمةي الراشةح  EZ-10دورة /دقيقة لغةر  تجطيةف غشةاء عمةود الطصةا   12000 اضافيتيل على سرعة

 ما . 1.5ع في انبوبة الجمع وتم نقا عمود الطصا الى انبوبة ارتبار جدةدة معقمة سعة المتجم
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ملاحظاة:من المهااج تجفياف عمااود الفاال لان الايثااانو  المتاقااي يملان ان يتاادا ل ماق التفاااعلات اللاحقااة .وان 

 التالية.  طوة الطرد المركزي هذه سوف تؤكد على وجود الايثانو  من عدمه ايثانو  في  طوة الغسل

  المج ز ضةمل هةذا الكةت ( مباشةرة TE buffer ) ( ماةكروليتر مل المحلول المن م  50-100.تم اضافة   11

دورة /دقيقةة لغسةا   12000 عثم ارده مركزةا لمدة دقيقةة علةى سةرعة  EZ-10على الجزء المركزي مل غشاء 

 .   DNAال  

   DNAتضخيج الـ 

 P.C.Rبعد اتمام جميع الاضافات تم وضع العينات في ج از الطرد المركزي التا  بتقنية    

 وتم ضبل برنامج عما الج از كالاتي:  thermal cyclerومل ثم في  Eppendroffبوضع ا دارا انابيذ 

1  .(1 Denaturation  م 94وكانت عند درجة ارارة  دقا ق .5 لدورة واادة و لمدة 

2  .(2 Denaturation  م 94عند درجة ارارة  دورة    لمدة دقيقة واادة . 30ل 

3.Annealing             م 56عند درجة ارارة  دورة لمدة دقيقة واادة .   30ل 

4   .Extention  (1)        م 72عند درجة ارارة   دورة لمدة دقيقتيل.  30ل 

5    .Extention  (2)       م 72عند درجة ارارة  دقا ق. 10لدورة واادة ل مدة 

 

     DNAترحيل الـ 

 وفقا للتطوات التالية: Electrophoresis Gelاولا: ا ر ال لام التا  بج از 

ووضةع فةي دورق زجةاجي ن يةف معقةم ثةم اضةيف لة   Agaroseغم مةل مسةحوق مةادة الاكةاروز 2.تم وزن  1

 .  1Xتركيزه  Buffer  TBEما مل     100

 الى بداةة الغليان . Microwaveالمزةج في ج از المستل  ي الموجات الدقيقة .ستل 2

 Ethidiumماةكروليتر مل صبغة بروميد الاةييدةوم  5عثم اضيف ل   م 45.ترك المحلول ليبرد الى ماةقار) 3

bromide  . ور  الدورق لمزج ا مع محلول الترايا 

سةةم مةةل أاةةد ارفةةي  1علةةى بعةةد  Combل تكةةوةل الحطةةرو ثبةةت مشةة Trayصةةطيحة إسةةناد اةكةةاروز  .ا ةةرت4

دقيقة ثم رفع مشل تكوةل الحطر ب دوء مةل  03الصطيحة ثم صذ هلام اةكاروز في الصطيحة وترك ليتصلذ لمدة 

  . Electrophoresis Tankال لام المتصلذ الذي بدوره نقا إلى او  الترايا الك ربا ي 

  (.اتى ةنغمر سطح ال لام  ملم  0بارتطاي  Buffer   TBEغطي هلام اةكاروز بمحلول  .5

 ثانيا: تح ير العينات للترايا  

 مةةاةكروليتر مةةل عينةةة الةة   10مةةاةكروليتر مةةل كةةا مةةل البةةاد يل ومةةز  مةةع  2.5.تةةم وضةةع مةةا مقةةداره  1

DNAالمستتلصة والم تمة ووضع في انابيذ ارتبار  microtube   معقمة راصة بتقنيةP.C.R  مج ةزة مةل

 ااوةة على صبغة راصة ت  ر الجيل متالقا في االة وجوده في العينة. BIO BASICة شرك

  Loading Dyeمةاةكروليتر م ةافا لة  الصةبغة        5بمقةدار    DNA Ladderالقياسةي  DNA. وضةع الة  2

لمةراد ا DNAماةكروليتر  في اادح اطر هلام الترايا وفةي الحطةر المجةاورة ل ةا وضةعت عينةات الة    1بمقدار 

 في ا. aflRالكشف عل وجود جيل ال  

       Electrophoresisثاليا:الترايا الك ربا ي 

لحةيل   سةاعة  2-1ملةي أمبيةر ولمةدة  133فولةت وبة   03أجرةت عملية الترايا الك ربةا ي بطولتيةة مقةدارها  .1

 بعدها تم  إةقاى عملية الترايا.( وصول الصبغة الزرقاء إلى ن اةة ال لام 

نةةانوميتر بواسةةطة صةةندوق اةشةةعة فةةوق  023فحةةص ال ةةلام تحةةت اةشةةعة فةةوق البنطسةةجية بطةةول مةةوجي  2.

 DNAلملاا ةة الة   Digitalوتم تصوةر ال ةلام باسةتتدام كةاميرا   )  ( U.V Transilluminaterالبنطسجية 

   .بشكا ازم برتقالية اللون  Ethidium bromide المتدارا مع صبغة ال 

  Multiplex Polymerase Chain Reactionعل الالمرة المتسلسلةطريقة عمل تفا

 جامعة الكوفة .  -كلية العلوم -تم تنطيذ هذه التجربة في متتبر الباةولوجي الجزةئي

-aflaRو  aflaR-a-OHo645  المشةطر لجينةات DNAالة  لت ةتيم   Simplex PCR ال   استتدمت تقنية    

b-OHo646    2008 باةعتماد على ارةقة ) Sanio and Nilanjan  استتدمت زوجةيل مةل الباد ةات كمةا و

 (. 1موضح في الجدول 

 

 

 

 

 ( الباد ات المستتدمة في هذه التجربة1جدول  
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( اعتمةادا علةى النشةرة المرفقةة مةع 2ماةكروليتر واسذ ما موضةح فةي الجةدول  15اجرةت ارةقة العما بحجم 

 الامرةكية:  Promegaالكت المج ز مل شركة 

 ( المواد الكيميا ية لتليل التطاعا واجوم ا2جدول 

 الحجم المواد الكيماوةة

Go Taq Green Master Mix 12.1ماةكروليتر 

Primer Forward 1ماةكروليتر لكا جيل 

Primer Reverse 1 ماةكروليتر لكا جيل 

DNA 1 ماةكروليتر 

D.W 1.1 ماةكروليتر 

Total 21 ماةكروليتر 

 ف ي كالتالي:                  P.C.Rفي برنامج تقنية ال    DNAاما التطوات المتبعة لت تيم عينات ال  

 P.C.R( برنامج تقنية ال 3جدول  

 عدد الدورات الزمل درجة الحرارة التطوات رقم التطوة

1 Denaturation1 49  ْ5 مmin 1 

2 Denaturation2 49  ْ1 مmin 

03 0 Annealing 15  ْ1 مmin 

9 Extention 1 22  ْ2 مmin 

1 Extention 2 22  ْ10 مmin 1 

 

 

علااااى انتااااا   A.nigerو A.parasiticus و  A.flavusاللدااااف عاااان قاااادرة بعاااا  عاااازلات الفطريااااات 

 :   P.C.Rالافلاتوكسينات بأستخدام تقنية الـ .

علةى  A.flavus( قدرة العزلات الططرةةة التمسةة المدروسةة والتابعةة للططةر (P.C.Rأظ رت نتا ج تقنية ال        

المسةةوول عةةل عمليةةة تن ةةيم تتليةةق الافلاتوكسةةينات عنةةد  aflRانتةةا  الافلاتوكسةةينات مةةل رةةلال ظ ةةور جةةيل 

( وبةنطس  2 صةورة   A.parasiticus(كما ان الجةيل  اتة  ظ ةر فةي عزلةة الططةر  1 صورة    bp  800الموقع

ةةن م عمليةة  aflR( مل ان الجةيل  Shapira et.al, 1996وهذه النتا ج تتطق مع ما كره      bp 800)  الموقع  

 A.flavusتصةةنيع الافلاتوكسةةينات فةةي عةةزلات الططرةةةات الحاملةةة لةة  وراصةةة تلةةس التابعةةة لنةةوعي الططةةرةل 
فةةي   aflRمةةل ظ ةةورالجيل  (Dehghan et al.,2008)يةة  وتتطةةق اة ةةا مةةع مةةا توصةةا ال A.parasiticusو

( مةل وجةود جةيل 2011  العبيةدي.  كما تتطق مع ما اشارت الية  800bp) في الموقع   A.flavusعزلات الططر 

aflR  في اربعةة عةزلات مةل الططةرA.flavus .  مةل مجمةوي رمسةة عةزلات قامةت بارتبارهةا بتقنيةةP.C.R . )

 تتابع البوادئ البوادئ
 الطول

(base) 

درجة 

 (TM)الذوبان

aflaR-a-OHo645 F.5- AAC CGC ATC CAC AAT CTC AT- 3 20 49.6 

aflaR-b-OHo646 R.  5-GGT GCA GTT CGC TCA GAA CA -3 20 53.7 
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( فقد ظ رالجيل  في العزلات الاربعة ل  وبنطس الموقع الذي ظ ر في  الجيل في  3 صورة  A.nigerواما الططر 

ولكل بصورة رطيطةة جةدا ممةا ةعنةي انة  غيةر منةتج للافلاتوكسةينات  A.parasiticusو A.flavusعزلات الططر 

ة رطيطةة ةعنةي ان بصةور aflRمةل ان ظ ةور الجةيل   (Criso et. al,2001)وهذه النتيجة تتطق مع ما اشةار الي ةا

تلس العزلة غير منتجة للافلاتوكسينات كون ان تعبير الجيل في ميا هذه الحالة ةكون ضعيف ولاةةودي الةى انتةا  

 الافلاتوكسينات .

 
% 2على هلام الاكةاروز بتركيةز PCR(لنواتج تقنية ال  Electrophoresis( الترايا الك ربا ي  1صورة رقم  

    A. flavusلتمس عزلات مل الططر 

 
% 2على هلام الاكاروز بتركيز PCR(لنواتج تقنية ال  Electrophoresis( الترايا الك ربا ي  2صورة رقم   

    A. parasiticusلعزلة الططر 

 
% 2لام الاكاروز بتركيزعلى ه PCR(لنواتج تقنية ال  Electrophoresis( الترايا الك ربا ي  3صورة رقم   

    A. nigerلاربع عزلات مل الططر  

  -المصادر :

800 

Amplified 

DNA 

Amplified DNA 
800 

800 

Amplified DNA 
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 Bacillus licheniformis(.تصةنيع مستح ةر ايةوي مةل البكترةةا 2011العبيديعاثير باسا عبا    

قسم علةوم -الافلاتوكسيل في علا ق الدواجل.اارواة دكتوراه  لمكافحة بعم الططرةات المنتجة لسموم

 جامعة الكوفة.–كلية العلوم –الحياة 
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Abstract:-  

    This study had demonstrated that the five isolates of A.flavus are carrying the 

regulatory gene for Aflatoxins biosynthesis ,also ,the A.parasiticus isolate is also a 

carrier for this gene,whilst the A.niger four isolates had shown the regulatory gene 

lightly. 
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