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چكيد‌ه 
واروازیس بیماری آلوده کننده زنبورهای عسل )Apis mellifera L.( است که توسط مایت واروا دستراکتور ایجاد می‌شود. مایت واروا دارای 
دو ژنوتیپ  K و J می‌باشد. تفاوت در ژنوتیپ مایت واروا در میزان بیماری‌زایی آن موثر می‌باشد. هدف از این مطالعه شناسایی ژنوتیپ‌های 
مایت واروآ دستراکتور آلوده کننده زنبورعسل با استفاده از تکنیک PCR-RFLP و بر اساس ژن cox1 در زنبورستان‌های شهرستان ارومیه 
بود. بدین منظورتعداد200 مایت از زنبورستان‌های مناطق مختلف شهرستان ارومیه جمع‌آوری گردید. جهت تعیین ژنوتیپ مایت‌ها، دو 
جفت پرایمر اختصاصی انتخاب شد. قطعه مورد انتظار 570 جفت باز با استفاده از پرایمرهای اختصاصی تکثیر گردید. آنزیم‌های محدود 
کننده XhoI  و SacI برای شناسایی ژنوتیپ واروآ دستراکتور مورد استفاده قرار گرفت. آنزیم SacI برشی در DNA ایجاد نکرد، در حالی که 
آنزیم محدود کننده XhoI، موجب دو برش در قطعه DNA به اندازه 270 و 300 جفت بازشد. این دو باند، اختصاصی برای ژنوتیپ کره‌ای 
مایت واروآ دستراکتور بود. بنابراین بر اساس نتایج بدست آمده تمام 200 نمونه مایت واروآ دستراکتور جمع آوری شده از زنبورستان‌های 
شهرستان ارومیه متعلق به ژنوتیپ کره‌ای بودند. با توجه به نتایج این مطالعه و ارتباط نوع ژنوتیپ مایت با میزان بیماری‌زایی آن می‌توان 

روش‌های درمان و کنترل جدیدی در زنبورستان‌های این منطقه مورد استفاده قرار داد.   
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Varroosis is a disease of Apis mellifera L. caused by the mite Varroa destructor. V. destructor is a complex species and 
has two distinct Korean (K) and Japanese (J) genotypes. Different Varroa genotypes appear to be important regarding the 
virulence of mite. The aim of the present study was to identify the haplotypes of the Varroa destructor mite which infects 
honeybees (Apis mellifera) in honey bee colonies in Urmia, using PCR-RFLP techniques for the mitochondrial Cox1 gene 
of the mite. For this purpose, 200 mites were collected from apiaries in different regions of Urmia city. In order to confirm 
the haplotype, two specific primer pairs were selected. A segment of DNA genome comprising 570 bp of nuclotides have 
been selected and amplified using the primer pair. XhoI and SacI restriction enzymes were used for the amplified products. 
Although, the SacI restriction enzyme did not cut the DNA, the XhoI restriction enzyme cut the amplified DNA into two 
fragments (bands), with the sizes of 270 and 300 bp two bands. While comparing the results, these bands were found spe-
cific for Korean haplotype of V. destructor. In conclusion, all the 200 samples of V. destructor examined in this study were 
identified to be the Korean genotype. According to the results of this study, and the relationship between type of genotype 
and its pathogenicity, new treatment and control methods can be used in the apiaries of this region.    
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مقدمه
تنگاتنگی بین حضور زنبور عسل در طبیعت  ارتباط  تاکنون  از گذشته 
و گرده‌افشانی وجود داشته است. زنبور عسل یکی از مهم‌ترین گرده 
تولید یک  به طور غیر مستقیم  ‌افشان‌های گیاهان زراعی می‌باشد که 
بيماري‌هاي  از  يكي  واروازیس  دارد)23(.  برعهده  را  جهان  غذای  سوم 
عوامل  حضور  با  يا  تنهايي  به  شرايطي  هر  در  كه  است  زنبورعسل 
بیماري‌زا به سرعت منتشر مي‌شود. از سال 1964، انگل واروآ در اغلب 
زيادي  تعداد  در  تلفات  باعث  و  نموده  گسترش  به  شروع  دنيا  مناطق 
از كلني‌ها شده است. مایت واروآ روي بدن زنبور بالغ به سر مي‌برد 
زنبور  ترجیحاً  و  كارگر  ملکه،  زنبورهای  ميزبان شامل  از خون  گاها  و 
 .)16( نمايند  تخم‌گذاري  و  وارد حجره شده  تا مجدداً  تغذيه نموده  نر 
بيماري‌زايي مایت  واروآ در زنبور بالغ و نوزادان بروز می‌نماید )12(. 
مایت واروآ دستراکتور مخرب‌ترین عامل مرگ ومیر زنبورعسل در جهان 
بوده است که علاوه بر خسارت خود یعنی ضعف عمومی بدن زنبور 
ها، ایجاد زنبورهای ناقص‌الخلقه و تغذیه همولنف از شفیره‌ها، موجب 
به  بال و فلجی حاد اسراییلی می‌شود که  انتقال ویروس دفرمه کردن 

عوامل کاهش منابع غذایی در دسترس کلنی مربوط است)8(.
بر اساس DNA میتوکندریایی دو هاپلوتیپ مشخص در واروآ دستراکتور 
شناسایی شده است: ژنوتیپ‌های ژاپنی)J( و کره‌ای )K(.  ژنوتیپ J در 
دیده  امریکا  از  قسمت‌هایی  و  اندونزی  و  تایلند  ژاپن،  مانند  مناطقی 
دیده  دنیا  نقاط  در سراسر   )K( کره‌ای  ژنوتیپ  که  حالی  در  می‌شود، 

می‌شود)9(.
واروآ دستراکتور در زنبورستان‌های ایران اولین بار در سال 1980 گزارش 
گردید )10(. با اینکه پراکندگی این مایت در سطح زنبورستان‌های ایران 
زیاد می‌باشد ولی مطالعات کمی در مورد شیوع و پاتوژنز آن در ایران 
صورت گرفته است )3،17(. اخیرا مطالعاتی در مورد مشخصات ژنتیکی 
این مایت و برای شناسایی ژنوتیپ‌های آن صورت گرفته است)9،10(. 
کننده  آلوده  دستراکتور‌های  واروآ  ژنوتیپ  حاضرتعیین  بررسی  در 

زنبورستان‌های شهرستان ارومیه برای اولین بار انجام گرفت.
 

مواد و روش‌ها
منطقه مورد مطالعه

این مطالعه در زنبورستان‌های اطراف شهرستان ارومیه صورت گرفت. 
متوسط  دارای  و  بوده  خشك  نيمه  ناحيه  در  واقع  ارومیه  شهرستان 
بارش 350 میلی‌متر بوده و میانگین دمای آن در مرداد ماه 28/3 درجه 
سانتی‌گراد  و در دی ماه 5- درجه سانتی‌گراد می‌باشد. این منطقه دارای 

مرز مشترک با دو کشور ترکیه و عراق می‌باشد)شکل 1(.

  روش نمونه‌برداری
 1399 سال  بهار  در  ارومیه  شهرستان  زنبورستان‌های  از  نمونه‌برداری 
نازلو،  بخش  پنج  به  ارومیه  شهرستان  منظور  این  به  گرفت.  انجام 
صومای برادوست، انزل، مرکزی و سیلوانه تقسیم گردید )شکل1(. این 

تعیین ژنوتیپ مایت واروآ دستراکتور ...
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نمونه‌گیری‌ها از کندوهایی انجام گرفت که در زمان نمونه‌گیری و قبل از 
آن درمان دارویی دریافت نکرده بودند. نمونه‌برداری با استفاده از لباس 
کار، کلاه توری، دستکش و چراغ دودی بود که به آرامی درب کندو را 
برداشته و سپس برای آرام نمودن زنبورها مقداری دود به داخل کندو 
دمیده شد. در هر زنبورستان از 2-4 کندو نمونه‌ها جمع‌آوری شد. براي 
انجام مطالعه حاضر، 200 مایت ماده )10(، از زنبورستان‌های مناطق پنج 
گانه شهرستان ارومیه جمع آوری شد،  بطوری که از زنبورستان‌های هر 
منطقه شهرستان ارومیه، 40 مایت ماده، جهت بررسی مولکولی مورد 
استفاده قرار گرفت. دلیل استفاده از مایت ماده این بود که در مایت 
نر قطعات دهانی برای انتقال اسپرم تغییر یافته و مایت نر خونخواری 
شد.  نگهداری  درصد   70 الکل  در  شده  جمع‌آوری  نمونه‌های  نمی‌کند. 

نمونه‌ها در فریزر نگهداری تا مراحل دیگر بر روی آن‌ها انجام گیرد.

جمع‌آوري اطلاعات از زنبورداري
جمعيت  شامل  پرسشنامه‌اي  زنبورداري‌ها،  از  نمونه‌برداري  از  قبل 
ملكه،  زنبورستان، وضعيت  پرورشي  كندو، سيستم  تعداد  و  زنبورداري 
سابقه  غذا،  مصرف  دفعات  و  غلظت  نوع،  نظر  از  زنبورداري  تغذيه 
بيماري، آفات انگلي مشاهده شده، درمان، خسارات اقتصادي و سابقه ی 

وجود پدیده فروپاشی کلنی تهيه شد )13(.  

روش جداسازي و شناسایي آلودگي با مایت
براي جداسازي مایت واروآ يكي از قاب‌هاي كندو را كه ملكه روي آن 
نبود برداشته و با قرار دادن ظرف درپوش‌دار روي شان و چرخاندن آن 
اقدام به تهيه نمونه زنبور بالغ گرديد. براي جمع‌آوري و بازرسي نوزاد 
موجود در داخل سلول‌های هر کندو یک شان لاروی )5×5 سانتی‌متر 
مربع( با چاقو جدا گردیده و به آزمایشگاه انگل‌شناسی ارسال شد. در 

آزمایشگاه درب حجرات را با پنس برداشته و شفیره‌ها به آرامی توسط 
نور مصنوعی  زیر  مایت در  نظر وجود  از  تا  آورده شدند  بیرون  پنس 
لوله‌های  در  و  کرده  جمع‌آوری  را  واروآ  مایت‌‌های  گردند.  بازرسی 
آزمایش حاوی الکل 70 درصد نگهداری شدند. زنبورها را در آزمايشگاه 
آب  در  را  زنبورها  بيهوش شدند. سپس  تا  نموده  كلروفورم  به  آغشته 
حاوي چند قطره مايع ظرفشویي ريخته و به خوبي تكان داده شدند. 
نمونه‌ها  و  گذاشته  حال سكون  به  را  يك ساعت ظرف  مدت  به  سپس 
در پتري ديش ريخته شدند. كف‌هاي ايجاد شده مايع ظرفشویي را با 
حرارت دادن از بين برده و مایت‌ها توسط لوپ جدا شدند و با استفاده 
از كليد تشخيص مصدق و کمیلی )1991( شناسایی گردیدند)16(. واروآ 
یک نوع مایت مزواستیگمات است و دارای منفذ تنفسی ویرگولی شکل 
است که در خط میانی بدن بین کوکسا دوم و سوم در طرفین بدن قرار 

دارد)16(.

شناسايي مولكولي
 DNA جداسازی

جهت استخراج DNA، مایت‌ها از الکل خارج و شسته و خشک شدند)9(، 
کاتالوگ  شماره  با   )SinapureDNA Kit( سیناکلون  کیت  توسط  سپس 
EX6041، استخراج DNA ، انجام گردید. DNA استخراج شده در دمای 

20- درجه سانتی‌گراد جهت انجام PCR نگهداری شد.
	

PCR روش انجام
ژن مورد بررسی قطعه COI از ژن mtDNA  واروا دسترکتور )1( بود. 
-’5(COXF توالی‌های  با  اختصاصی  پرایمرهای  از   PCR انجام  برای 
CTCG-’5(  COXRa و   )’3-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC

CCAGTCCAACCTACGTCTTCT-3’( استفاده شد. برای ژن COI از 
ژن mtDNA  باندی با اندازه bp 570 بعد از الکتروفورز ظاهر شد)21(.

 Reddy to use PCR master( کیت شرکت سیناکلون ،PCR براي انجام
2X mix(، با شماره کاتالوگ MM2062، مورد استفاده قرار گرفت و طبق 
دستورکارخانه‌ی سازنده به این صورت که برای هر نمونه 12/5 میکرولیتر 
 PCR ، Taq DNA polymerase،Mgcl2 :شامل( PCR از مخلوط اصلی
buffer، dNTPs(، 2 میکرولیتر از پرایمرهای اختصاصی)10 پیکومول از 
هر پرایمر(، 2 میکرولیتر از DNA استخراج شده )تقریبا 10 نانوگرم( و 
با   PCR از آب مقطر خود کیت در لوله‌های مخصوص  6/5 میکرولیتر 

یکدیگر مخلوط شد.
تهيه گرديد.  براي هر مرحله يك كنترل منفي و يك كنترل مثبت هم   
از بخش  مثبت  کنترل  و  استفاده شد  منفی  کنترل  عنوان  به  آب مقطر 
سپس  گردید.  تهیه  ارومیه  دانشگاه  دامپزشکی  دانشکده  انگل‌شناسی 
ميكروتيوب‌هاي مخصوص PCR حدوداً 30 ثانيه سانتريفيوژ شده تا اگر 
 PCR محلول در ديواره لوله باشد در ته لوله جمع شود و به دستگاه

منتقل ‌شد.
واروآ دستراکتور مورد نظر در نمونه‌های طبق  جهت تكثير قطعه ژنی 
اولیه  واسرشت  ابتدا  كه  صورت  اين  به  انجام ‌شد.  زير  دمایی  الگوی 
سپس  و  انجام ‌شد  سانتي‌گراد  درجه   94 دماي  در  دقیقه   3 مدت  به 
طی40 سيكل که هر سیکل شامل 1 دقیقه واسرشت در دمای 94 درجه 

شکل1- محل نمونه‌برداری از زنبورستان‌های شهرستان ارومیه.
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.)21( SacI و XhoI تشخیصی ژنوتیپ‌های واروآ دستراکتور با استفاده از دو آنزیم)جدول 1- پروفایل )جفت باز

شکل 2- تشخیص واروآ دستراکتور به روش PCR با استفاده از دو پرايمر)COXF, COXR( و تکثیر ژن 

Cox 1. چاهك M: ماركر 100 جفت باز، چاهك 1: كنترل مثبت، چاهك2و3: مایت واروآ دستراکتور.

شکل1- محل نمونه‌برداری از زنبورستان‌های شهرستان ارومیه.

ژنوتیپ‌های واروآ دستراکتورپروفایل )bp( تشخیصی ژنوتیپ‌های واروآ دستراکتورآنزیم های محدود کننده

XhoI300 ،270K

SacI340 ،230J

سانتي‌گراد، یک دقیقه اتصال پرايمرها در دمای50 درجه سانتي‌گراد و 1 
دقیقه توسعه در72 درجه سانتي‌گراد انجام شد. توسعه نهایی در مدت 
7 دقيقه و در 72 درجه سانتی‌گراد انجام گردید تا عمل پليمريزاسيون 

تكميل شود)10(. 

PCR الكتروفورز محصول
از ژل آگارز 1/5 درصد درالکتروفورزیس محصول نهایی PCR استفاده 
شد. به اين منظور 0/6 گرم از آگارز با 40 ميلي‌ليتر بافر TBE )غلظت 
اوليه 10 برابر غلظت است( نيم برابر غلظت مخلوط و حرارت داده 
شد تا جايي كه مخلوط )آگارز – TBE( شفاف شود. بعد از سرد شدن 
Safe stain (mg/ ژل به ازاي هر 100 ميلي‌ليتر ژل آگارز از 1 ميكروليتر

ml10( استفاده شد. 10-8 ميكروليتر از محصولات PCR به نسبت 5 به 
با بافر بارگذار مخلوط شده و به چاهك‌هاي ژل منتقل شد. به اين   1
ترتيب که در چاهك اول ماركر به ميزان 5 ميكروليتر، چاهك دوم كنترل 
PCR بارگذاري شده ریخته شد  مثبت و در دو چاهك بعدی محصول 
و الکتروفورزیس در40 دقيقه با ولتاژ 85 ولت، انجام شد. بعد از زمان 
مذكور، ژل با دستكش به داخل UV-Transilluminator منتقل شده و با 
تابش اشعه ماوراء بنفش قطعات DNA مشخص مي‌گرديد كه مقايسه 
باندهاي موجود در ماركر، اندازه قطعه مورد انتظار 570 جفت باز برای 

واروا دستراکتور رؤيت شد.

استفاده از آنزیم محدودکننده
تمام نمونه‌های مثبت در PCR، تحت بررسی در آنالیز RFLP قرار گرفت. 
توسط  قبلا   RFLP آنالیز  روش  توسط  دستراکتور  واروآ  ژنوتیپ‌های 
 )1 است )جدول  داده شده  توضیح  در سال 1998  و فوکس  آندرسون 
)1(. برای هضم آنزیمی از دو آنزیم  XhoI و )SacI (Vivantis مطابق 
 PCR دستورالعمل استفاده شد. بدین ترتیب که 8 میکرولیتر از محصول
به  U5/1 آنزیم و 2 میکرولیتر X 10 بافر آنزیم اضافه و با حجم نهایی 
20 میکرولیتر در 37 درجه و برای 3 ساعت هضم انجام شد و پروفایل‌ها 

در آگارز 2% مشاهده شد )1(.

نتایج و بحث
واروازیس یکی از مهم‌ترین بیماری‌های زنبورعسل می‌باشد که می‌تواند 
این  به کندو‌های عسل وارد نماید.  اقتصادی بسیار زیادی  خسارت‌های 
انتشار جهانی داشته و علی رغم تلاش‌های فراوان جهت مبارزه  انگل 
ایران  از مهم‌ترین‌های زنبورداری در جهان و  بر علیه آن کماکان یکی 
می‌باشد. میزان آلودگی زنبورستان‌ها در فصل بهار و تابستان زیاد است 
به علت انطباق سیر تکاملی مایت، حضور و سیر تکاملی نوزادان زنبور 
عسل در چند روز قابل توجیه است)7(. واروآ دستراکتور گونه مهاجم 
است.  یافته  گسترش  جهان  تمام  در  به سرعت  که  بوده  زنبور‌عسل  در 
فاکتور‌های مختلفی بر بیماری‌زایی واروآ دستراکتور و میزان تکثیر آن 
زنبور  نژاد‌های مختلف  مقاومت  به  از جمله می‌توان  است،  تاثیرگذار 
عسل )14( ، آب و هوای منطقه)15( و نوع ژنوتیپ واروآ دستراکتور )4( 
اشاره نمود. نتایج روش مولکولی این مطالعه حاکی از آن بود که تمامی 
قطعه  و  بوده  دستراکتور  واروآ  شده  جمع‌آوری  مایت‌های  نمونه‌هاي 

مورد انتظار570 جفت باز از ژن Cox 1 تکثیر گردید )شکل 2(.
که  K می‌باشد  ژنوتیپ  و   J اصلی  ژنوتیپ  دو  دارای  واروآ دستراکتور 
ژنوتیپ ژنوتیپ K در کشورهای اسیایی و اروپایی وخاورمیانه گزارش 
آمریکا گزارش  تایلند و  و  ژاپن  J در  شده است، در حالی که ژنوتیپ 
کلنی  به  آن  آسیب  میزان  در  واروآ دستراکتور  ژنوتیپ  است)1(.  شده 
دارد.  نقش  دستراکتور  واروآ  با  آلودگی  درمان  در  و  عسل  زنبورهای 
ژنوتیپ J در مقایسه با ژنوتیپ K حدت و بیماری‌زایی کمتری دارد)5(. 
واروآ دستراکتور  مطالعات زیادی در سراسر دنیا جهت تعیین ژنوتیپ 
آلوده کننده زنبورعسل صورت گرفته است، در این مطالعات ژنوتیپ 
K بعنوان ژنوتیپ واروآ دستراکتور آلوده کننده زنبورستان‌های مناطق 
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یک   RFLP  .)2،18،20،22،21،19( است  شده  شناسایی  دنیا  مختلف 
موفقیت‌آمیز  روش  چنین  هم  و  حساس  ساده،  سریع،  آنالیزی  روش 
واروآ  ژنوتیپ  تعیین  برای  محققان  از  شماری  توسط  استفاده  مورد 
دستراکتور می‌باشد. مشخص کردن ژنوتیپ‌های واروآ دستراکتور با تکیه 
بر آزمایشات روی ژن‌های atp6 ،cox3 ،1 mt DNA، cox و cytb صورت 
گرفته است )11(.  آنالیز PCR-RFLP بر روی ژن cox1 در مطالعات 
موفقیت‌آمیزی  بصورت  واروآ دستراکتور  ژنوتیپ  تعیین  برای  مختلف 

مورد استفاده قرار گرفته شده است )11،18،19(.
آنالیز PCR-RFLP روی نمونه‌های این مطالعه با استفاده از دو آنزیم  
XhoI و SacI نشان داد که تمام نمونه‌ها با آنزیم XhoI )اختصاصی برای 
ژنوتیپ K(، به دو قطعه 300 و 270 جفت باز هضم شدند، در حالی 
بدون   )J ژنوتیپ  برای  )اختصاصی   SacI آنزیم   تحت  نمونه‌های  که 
تغییر باقی ماندند. بنابراین ژنوتیپ، تنها ژنوتیپ واروآ دستراکتور در 

زنبورستان‌های شهرستان ارومیه بود)شکل 3(. 
این نتایج با نتایج سایر مطالعات در مناطق جغرافیای مختلف در ایران 
هم‌خوانی دارد. مطالعات اخیر در مورد مشخصات ژنتیکی این مایت 
توسط   RAPD مارکرهای  اساس  بر  آن  ژنوتیپ‌های  شناسایی  برای  و 
در  است)9(.  گرفته  صورت   2018 سال  در  همکاران  و  علیزاده  حاج 
مطالعه‌ای دیگر که توسط حاج علیزاده و همکاران در سال 2019 در 
زنبورستان‌های هفت استان در جنوب ایران با روش PCR-RFLP صورت 
مایت‌های  K در تمامی  گرفته است، مشخص شده است که هاپلوتیپ 
توسط  دیگر  مطالعه‌ای  در   .)10( است  شده  شناسایی  مطالعه  مورد 
فرجامی‌فر و همکاران در سال 2018، در زنبورستان‌های مناطق مختلف 
ایران، نشان داده شد که تمام نمونه‌های مایت در این مناطق مربوط به 
در  را  پایروتیروئید  به  حساسیت  همچنین  آن‌ها  می‌باشد.   K ژنوتیپ 
این ژنوتیپ واروآ دستراکتور در مناطق مختلف ایران نشان دادند)6(. 
مطالعات زیادی در زنبورستان‌های کشور همسایه، ترکیه صورت گرفته 
شده است. در مطالعه‌ای واریت و همکاران در سال 2004 ژنوتیپ‌های 
این مایت را در مناطق دریای سیاه مورد بررسی قرار دادند )22(. در 
مطالعه‌ای دیگر آیان و همکاران در سال 2017 زنبورستان‌های شهرستان 

داد که  این مطالعات نشان  نتایج  دادند)2(.  قرار  بررسی  را مورد  وان 
ژنوتیپ K ، تنها ژنوتیپ واروآ دستراکتور آلوده کننده‌ی زنبورستان‌های 
دنیا عدم  نقاط  بود. در مطالعات دیگر در سایر  مناطق مورد مطالعه 
وجود تنوع ژنتیکی واروآ دستراکتور الوده کننده زنبور‌عسل معمولی را 

اثبات نموده‌اند )19،18، 11(.

نتیجه‎گیری کلی
واروآ  ژنوتیپ  تنها   K ژنوتیپ  که  بود  این  بيانگر  مطالعه  اين  نتايج 
با  می‌باشد.  ارومیه  شهرستان  زنبورستان‌های  آلوده‌کننده  دستراکتور 
توجه به حضور فعال آلودگي مایت واروآ دكستراكتوردر اغلب كندوهاي 
بايد  بنابراین  اقتصادي آن،  ارومیه وخسارات  زنبورستان‌هاي شهرستان 
تحت  منطقه‌ی  سطح  در  بهداشتي  مديريت  ارتقاء  و  كنترلي  اقدامات 
مطالعه در اولويت قرار گيرند. همچنین با توجه به نتایج این مطالعه و 
ارتباط نوع ژنوتیپ مایت با میزان بیماری‌زایی آن می‌تواند روش‌های 
استفاده  مورد  منطقه  این  زنبورستان‌های  در  جدیدی  کنترل  و  درمان 

قرار بگیرد.

تشکر و قدردانی
بدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه ارومیه که با تصویب 
عمل  به  تشکر  آوردند  فراهم  را  مطالعه  انجام  امکان  مالی  و حمایت 

می‌آید.

پاورقی
1-Loading buffer.
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