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Cloning, Sequencing, and Detection of MHC-DAB II Gene 
Polymorphism in Silver Carp (Hypophthalmichthys molitrix)
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Aims Continuous monitoring of aquatic genetic diversity among different populations in 
fish hatcheries is an essential requirement to maintain the viability and sustainability of 
aquaculture industry. The aim of this study was cloning, sequencing, and detection of major 
histocompatibility complex (MHC) class II β in silver carp.
Materials & Methods In this experimental study, the polymorphism of MHC class II β in 138 
species of silver carp was studied in 4 different hatcheries of Iran (Guilan, Mazandaran, Golestan, 
and Khuzestan provinces) in addition to an imported group from China. By polymerase chain 
reaction (PCR), Hymo-DAB gene amplification was performed and the different haplotypes 
of the samples were analyzed by single-strand conformation polymorphism (SSCP) method 
and the sequences obtained with ClustalW2 were matched in Geneious 4.8.5 software and the 
phylogeny tree of the sequences was plotted.
Findings The PCR reaction of the MHC-DAB II genome of the silver carp with a weight of 
about 350bp without side band was obtained in the samples, indicating the amplification of 
t Hymo-DAB1*01/DAB2*1 gene in silver carp. The highest and lowest diversity of haplotypes 
was observed in populations of Khuzestan and Mazandaran. The mean difference between 
synonymous site (dS) and nonsynonymous site (dN) of alleles was 0.25 and 0.30, respectively, 
with the ratio of 1.2. The highest allelic richness was observed in samples imported from China 
(5) and the lowest allelic richness was among Mazandaran species (3.8).
Conclusion Haplotype diversity in silver carp belongs to Hymo-DAB1*01/DAB2*1 gene and 
among different groups of this species, the highest haplotype diversity is in the Khuzestan 
population and the highest allelic richness is related to samples imported from China.
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  چکيده
های مختلف آبزیان  ارزیابی و پایش مداوم تنوع ژنتیکی جمعیت اهداف:

 برایها  ترین نیازمندی های تکثیر آبزیان یکی از ضروری پرورشی در کارگاه
هدف این پژوهش،  .استپروری  حفاظت از پویایی و پایداری صنعت آبزی

 در MHC-DAB II ژنی جایگاه های چندشکلی شناسایی و یابی توالی کلونینگ،
  فیتوفاگ بود. ماهی

 ۱۳۸ در MHC class II βچندشکلی ژن  ،تجربی پژوهش این در ها: مواد و روش
فیتوفاگ پرورشی در چهار کارگاه تکثیر ایران (گیلان، مازندران،  ماهی باله نمونه

های لاین وارداتی از چین مطالعه شد. با  گلستان، استان خوزستان) و نمونه
، الگوهای Hymo-DABای پلیمراز، ضمن تکثیر قطعه ژنی  انجام واکنش زنجیره

آمده با  دست های به بررسی و توالی SSCPها با روش  هاپلوتایپی مختلف نمونه ClustalW2 افزار  در نرمGeneious 4.8.5 ردیف و مرتب شدند و درخت  هم
  ها رسم شد. فیلوژنی توالی

 IIکلاس  MHCژنوم  DABمربوط به جایگاه  PCRمحصول واکنش ها:  یافته
های مورد  باز بدون باند جانبی در نمونه جفت۳۵۰ماهی فیتوفاگ با وزن حدود 

 Hymo-DAB1*01/DAB2*1مطالعه به دست آمد که بیانگر تکثیر جایگاه ژنی 
ترتیب در  بیشترین و کمترین تنوع هاپلوتایپی بهبود. در ماهی فیتوفاگ 

 های میانگین اختلاف جایگاه های خوزستان و مازندران مشاهده شد. جمعیت
 ۳۰/۰و  ۲۵/۰ترتیب  هها ب بین آلل (dN)غیرهمسان  های و جایگاه (dS)همسان 

های وارداتی از چین  بود. بالاترین غنای آللی در نمونه ۲/۱و نسبت این دو عامل 
  ) مشاهده شد. ۸/۳های مازندران ( ) و کمترین غنای آللی میان نمونه۵(

-Hymoبه ژن  در ماهی فیتوفاگتنوع هاپلوتایپی حاصله  گیری: نتیجه
DAB1*01/DAB2*1 های مختلف این گونه، بیشترین تعلق دارد و میان گروه 

های  و بالاترین غنای آللی مربوط به نمونه خوزستان جمعیت در هاپلوتایپی تنوع
  وارداتی از چین است.

  ، فیتوفاگMHC class II β، ژن SSCP چندشکلی جایگاه ژنی، ها: کلیدواژه

  
  ۱۰/۰۹/۱۳۹۵ تاريخ دريافت:
  ۱۵/۰۳/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:
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  مقدمه

کسب آگاهی درباره نحوه تاثیر تنوع ژنتیکی بر شایستگی بقا در 
. [1]ها همواره مورد توجه ویژه محققان بوده است افراد و جمعیت

ها در  تنوع ژنتیکی یکی از نیازهای کلیدی برای سازگاری جمعیت
هایی  واسطه پدیده است و فقدان این تنوع بهبرابر تغییرات محیطی 

تواند بر بقای  همچون جریان ژنی محدود یا پیشامد ژنتیکی می
. اگر چه در طول [2]گذار باشد ها تاثیر ها و حیات گونه جمعیت
های گذشته نشانگرهای مولکولی متنوعی از جمله  دهه

دی های نوکلئوتی ها و چندشکلی ستلایت ها، مینی مایکروستلایت
دلیل  ، اما به[3,4]اند تکی برای تخمین تنوع ژنتیکی به کار گرفته شده

  های کارکردی قادر به ارایه تخمین دقیق  عدم ارتباط آنها با ژن
  در ارتباط با قدرت سازش و شایستگی بقا میان افراد و 

که  (MHC)های سازگار نسجی  . مجموعه ژن[5]ها نیستند جمعیت
های ایمنی و  های دخیل در پاسخ مسئولیت کدنمودن پروتئین
   ،[6]داران بر عهده دارند ها را میان مهره مقاومت در برابر بیماری

های ارزیابی تنوع ژنتیکی سازشی در مقایسه با  از بهترین سنجه
   MHCهای  . کارکرد ایمونولوژیک ژن[1]ها هستند سایر روش

  آشکار شده که  زینکرناگلو  تیدوهر برای اولین بار توسط
های  ها و مولکول ژن به آنتی Tهای  نمایانگر ارتباط پاسخ سلول MHC اند که افراد هتروزیگوت از  بوده است و چنین فرض نموده

تری نسبت به افراد هموزیگوت از خود  های قوی نظر این ژن پاسخ
 MHCهای  دهند و این موضوع بیانگر اهمیت تنوع در ژن بروز می
های مهاجم در سیستم ایمنی از طریق دو  . شناسایی پاتوژن[7]است

گیرد که بیشترین  های کلاس یک و دو صورت می گروه ژن
. ضمن آن [8]اند داران به خود اختصاص داده را میان مهره  چندشکلی

که شواهدی دال بر تاثیر شدیدتر پدیده انتخاب و تنوع بیشتر در 
کلاس یک در ماهیان وجود داشته های کلاس دو نسبت به  آلل
  .[9,10]است

های سطحی  ها و پروتئین ژن ، کدکننده آنتیMHCجایگاه ژنی 
هایی است که در واکنش دفاعی بدن و شناسایی  لنفوسیت
های  ژن های خارجی دخالت دارند و قادر به تشخیص آنتی پروتئین

در راستای  MHC. الگوی چندشکلی در [11]خودی از بیگانه هستند
داشتن تعداد زیادی آلل با فراوانی میانه است که با انتخاب خنثی، 

. [12]تطابق نداشته و گویای وجود انتخاب سازشی در این ژنوم است
ترین آنها انتخاب وابسته به بروز  بیان شده که عمده MHC های های مختلفی برای توضیح چندشکلی وسیع در ژن مکانیزم
. در انتخاب [13]ب وابسته به جنسیت استها و انتخا پاتوژن

های غیرتصادفی  وابسته به جنسیت نظر بر این بوده که وجود تلاقی
است. از  MHCهای  در ژن  دار منشا اصلی چندشکلی و جهت

احتمالاً با هم قرابت نزدیکی  MHCآنجایی که افراد مشابه از نظر 
منظور  نها بهدارند، شناسایی خویشاوندان و پرهیز از تلاقی با آ

تواند یکی دیگر از عملکردهای این ژن  کاهش پیشامد همخونی می
در  MHC. گروهی از محققان با توجه به تاثیر جایگاه ژنی [8]باشد

رفتارهای انتخاب جفت مولدین با محوریت افزایش شایستگی بقا 
های تکثیر مبتنی  گیری از روش در فرزندان، به پیامدهای مثبت بهره

. از آنجایی که [14]اند کردن شرایط انتخاب تاکید نموده بر فراهم
کنند، بنابراین از  نقش کلیدی در ایمنی بازی می MHCهای  ژن

زا روی این ژن مورد  اب ناشی از عوامل بیماریدیرباز تاثیر انتخ
های مختلف  بحث بوده است. این انتخاب زمانی کارآیی دارد که فرم

قادر باشند فرد را مقابل عوامل پاتوژنی محافظت نمایند.  MHCژن 
و مقاومت میزبان نسبت به  MHCهای  وجود همبستگی میان آلل

در مطالعات مختلف در عوامل باکتریایی، ویروسی، قارچی و عفونی 
ها و آبزیان دیده شده  موجوداتی همچون موش، پرندگان، دام

در ماهیان  MHCهای  . اولین گزارش درباره ژن[16 ,15 ,8]است
و در رابطه با  ۱۹۹۰و همکاران در سال  هاشیموتواستخوانی توسط 

در کپور معمولی  MHC. جایگاه ژنی [17]کپور معمولی صورت گرفت (Cyprinus carpio) های کلاسیک و  ای از ژن شامل خانواده
و  Cyca-YB [17] ،Cyca-DAB1*01غیرکلاسیک تحت عنوان 

Cyca-DAB2*01 [18]  و همچنینCyca-DAB3*01  وCyca-
DAB4*01 [19] مطالعات بعدی نشان داده است که  .استCyca-
DAB1*01 و Cyca-DAB2*01  باز) از یک سو  جفت۴۹۰(با وزن
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باز) از  جفت۹۰۰(با وزن  Cyca-DAB4*01و  Cyca-DAB3*01و 
  .[19]سوی دیگر با هم پیوستگی دارند

های متنوعی منجر  به ایجاد آلل MHCتنوع بالا در جایگاه ژنی 
ها بروز  های متفاوت میان جمعیت صورت هاپلوتایپ شود که به می
اع ها توانایی اتصال و شناسایی به انو یابند. هر یک از آلل می

ها  مختلفی از پپتیدها را دارند، لذا پاسخ هر موجود زنده برابر پاتوژن
است. مسلماً از  MHCهای موجود برای جایگاه  متاثر از هاپلوتایپ

های برتر برای شناسایی این تنوع، استفاده از روش  جمله گزینه
ها در مطالعات جمعیتی،  تعیین توالی است، اما تعداد زیاد نمونه

شده در این روش، کاربرد روتین آن را در  و زمان صرف ها هزینه
های مناسب برای این  نماید. یکی از روش می   ها محدود آزمایشگاه

ای  رشته تک بندی ترکیب در منظور استفاده از روش چندشکلی (SSCP) عنوان جایگزینی مناسب  توان از این روش به است که می
های اخیر در  برد و در سالها بهره  برای مطالعه تنوع در توالی

بسیاری از مطالعات پژوهشی مرتبط با آبزیان رواج یافته 
تنها براساس اختلاف  . ماهیت تشخیصی این روش نه[20,21]است

های شیمیایی یا  ، بلکه مبتنی بر ویژگیDNAوزنی بین قطعات 
  .[22]فیزیکی آنهاست

مورد نظر شامل مراحل اصلی تکثیر قطعه  SSCPطور کلی فرآیند  به
سازی محصول  ، واسرشته(PCR)پلیمراز  ای زنجیره با روش واکنش

با استفاده از محلول فرمامید و حرارت و  PCRای  دورشته
آمید است. در  اکریل کننده پلی الکتروفورز در یک ژل غیرواسرشته

شده تمایل به ایجاد پیوندهایی  رشته تک DNAحالت واسرشتگی، 
که فارغ از طول رشته، ضمن  یابد بین بازهای خود می

بخشد. وجود  خوردن، شکل فضایی خاصی به آن می وتاب  پیچ
تواند سبب بروز اختلاف بین  اختلاف در حتی یک نوکلئوتید می

ها و در نتیجه الگوی حرکتی آنها در ژل شود. یکی از  رشته
آمدن محصول  دست به SSCPترین مراحل در روش  کلیدی

است که این موضوع با استفاده از ژل  PCRاختصاصی در مرحله 
آگارز قابل بررسی است. عوامل موثر دیگر در این روش شامل اندازه 

باز و کمتر)، نوع ترکیب ژل  جفت۳۰۰قطعه تکثیرشده (حدود 
آمید (از نظر غلظت)، اندازه ژل و دمای محیط بافری ژل  اکریل پلی

در آنالیز، طول رفته  کار در طول زمان الکتروفورز، غلظت محصول به
مدت اجرای الکتروفورز و استفاده از گلیسرول در ژل در کیفیت باند 

. اگر چه مواردی [23]هستند SSCPآمده در پایان فرآیند  دست به
های دمایی، نیاز به تکرار فرآیند الکتروفورز و لذا  همچون حساسیت

تامل در  صرف زمان بیشتر و داشتن مهارت کافی از نکات قابل 
روند، اما در عین حال سادگی روش و  به شمار می SSCP روش

، ابزاری قدرتمند برای SSCPقدرت بالای تشخیص جهش در روش 
های مختلف  ها، افراد یا جمعیت ارزیابی تنوع ژنتیکی را میان نمونه

. [24]آورده است های جدید و ناشناخته فراهم ویژه جهش و به
هش، اولین مطالعه درباره در این پژو MHC-DAB II بررسی جایگاه

طور اختصاصی گونه  جایگاه ژنی مذکور در کپورماهیان کشور و به
 (Hypophthalmichthys molitrix)ای  فیتوفاگ یا کپور نقره

تُن از ۸۵۰۰۰بود. با توجه به تولید بالای ماهی فیتوفاگ در ایران (
و محدودیت ذخایر آن  [25]تُن کل تولید کپورماهیان کشور) ۱۷۵۰۰۰

بودن از یک سو و شرح پیشین درباره اهمیت  دلیل غیربومی به
های  های ژنتیکی سازشی در ارتباط با جمعیت ارزیابی پتانسیل

و فقدان اطلاعات در این مورد، هدف پژوهش حاضر،  پرورشی
-MHC ژنی جایگاه های چندشکلی شناسایی و یابی توالی کلونینگ،
DAB II یتوفاگ بود.ف ماهی در  

  ها مواد و روش
شده  ماهی فیتوفاگ تثبیت نمونه باله ۱۳۸در این پژوهش تجربی، 

های مختلف ایران شامل سه استان شمالی  %، از کارگاه۹۶در اتانول 
هایی  گیلان، مازندران و گلستان، استان خوزستان و همچنین نمونه

آوری شد و تا زمان  از ماهیان فیتوفاگ وارداتی از چین جمع
با  DNAدر یخچال نگهداری شدند. استخراج  DNAاستخراج 

و  [26]کلروفرم انجام شد -با روش فنل Kاستفاده از پروتئیناز 
پس از کنترل کیفی و کمّی با استفاده از ژل آگارز  DNAهای  نمونه

؛ ایالات Thermo Fisher Scientific( ۲۰۰۰% و نانودراپ ۱
  نگهداری شدند.  -C۲۰°در فریزر  PCRجرای متحده) تا زمان ا

-MHCآغازگرهای مورد استفاده برای توالی ژن : PCRواکنش 
DAB  کپور معمولی ازGenBank  با شماره دسترسیZ47757.1 

منظور تکثیر اگزون،  تهیه شد که گونه نزدیک به فیتوفاگ بود و به
  .[27 ,25]) ۱مورد استفاده قرار گرفت (جدول  MHC-DABدو ژن 

  
در ماهی فیتوفاگ  MHCمشخصات آغازگر مورد استفاده در آنالیز ژن  )۱جدول 

  C۵۹°در دمای 
 توالی آغازگر نام آغازگر

ex2F 5′-tctgacataactgtaatgctgc-3′  
ex2R  5′-caggagagatcagagtcttg-3′  

  
میکرولیتر حاوی بافر کلرید ۲۰برای هر واکنش در حجم نهایی 

 Taqمولار، دو واحد آنزیم  میلی۵/۱منیزیم با غلظت 
)Ampliqon ،(میکرومولار ۴۰۰؛ دانمارک

میکرومولار از ۲/۰همراه با  (dNTP)فسفات  نوكلئوزيدتری دئوكسی
؛ کره جنوبی)، Macrogenهر جفت آغازگر رفت و برگشت (

و آب مقطر استریل تا رسیدن به حجم نهایی  DNA نانوگرم۱۰۰
سایکلر  وسیله یک دستگاه ترمال به PCRاستفاده شد. مرحله  T100 )BIO-RADصورت  ؛ ایالات متحده) و با شرایط واکنش به

دقیقه، پس از آن ۳مدت  به C۹۴°سازی اولیه در دمای  واسرشته
ثانیه، اتصال آغازگر با دمای ۳۰مدت  به C۹۴°سازی در  واسرشته

°C۵۹ ثانیه و بسط در دمای ۳۰مدت  به°C۷۲ ثانیه با ۵۰مدت  به
چرخه و نهایتاً برای اتمام تکثیر، بسط پایانی با دمای  ۳۵تعداد 

°C۷۲ دقیقه انجام شد. طی عملیات الکتروفورز با ژل ۱۰مدت  به
ندهای اضافی، باند کاملاً واضح بدون با آمدن تک دست آگارز و به

  مورد تایید قرار گرفت.  PCRموفقیت مرحله 
نمودن  پس از مخلوط :SSCPتشخیص چندشکلی با روش 

کننده  میکرولیتر محلول واسرشته۱۵با  PCRمیکرولیتر از محصول ۵
اسید،  تترااستیک آمین دی مولار اتیلن میلی۱۰% فرمامید، ۹۸(

، در یک بلو) بروموفنول% ۰۲۵/۰سیانول و  - % زیلن۰۲۵/۰
قرار داده شد و  C۹۵°در دمای دقیقه ١٠مدت  میکروتیوب به
ها به باکس حاوی یخ منتقل شدند تا در اثر سرما  بلافاصله نمونه DNAبُعدی پیدا کنند.  ای با شوک دمایی ساختار سه رشته های تک

دقیقه، بلافاصله در ژل ۱۵مدت  پس از نگهداری در یخ به
میزان  شده با جریان الکتریسیته به % بارگذاری۱۰ید آم اکریل پلی
ساعت همراه با یک  ۱۸مدت  متر از ژل و به ازای هر سانتی ولت به۱۰

. [21]؛ هایدلبرگ؛ آلمان) الکتروفورز شدندDESAGAدستگاه مبرد (
آمدن  دست درصدهای مختلف گلیسرول و دماهای متفاوت برای به

آمیزی ژل طبق روش  تند. رنگنتیجه مناسب مورد آزمون قرار گرف
انجام شد. پس از ارزیابی الگوی نواربندی  [28]و همکاران بنبوزا

شده، ضمن مقایسه آنها با نتایج مطالعات SSCPهای  میان نمونه
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آمده شناسایی و سپس کلون  دست های به ، هاپلوتایپ[27]پیشین
  شدند. 

منظور  به شده: های شناسایی یابی و آنالیز چندشکلی کلونینگ، توالی
شده هر نوع از PCRآمده، نمونه  دست تایید الگوهای به

-pTG19نمودن در وکتور  سازی و کلون ها پس از خالص هاپلوتایپ T vector )Vivantis ؛ مالزی) و مرحله ترانسفورمیشن با کمک
ها در محیط  ، ازدیاد باکتریDH5aسویه  کلی اشریشیاباکتری 

برداری  واسطه نمونه و تایید کلونینگ به (LB)براث  کشت لایزوژنی
با آغازگرهای  PCRاز نقاط سفید در هر پلیت، اجرای یک مرحله  M13 F و M13 R  و نهایتاً استخراج پلاسمیدها توسط کیتGTP 

شده  برده همراه آغازگر نام ایران) به ژن؛ انتقال (شرکت پیشگامان
شد.  ارسال) جنوبی کره ؛Macrogeneیابی ( منظور توالی به

افزار  در نرم ClustalW2آمده با استفاده از  دست های به توالی Geneious 4.8.5 [29] ردیف و مرتب شدند.  همdN  یاKa  بیانگر
های  میزان اختلاف بین دو توالی مورد مقایسه در مکان

غیرهمسانی بوده که جایگزینی نوکلئوتیدی سبب تغییر در 
اسیدآمینه کدون مربوطه شده است. از آنجایی که نسبت دو عامل 

به هم  (dS) های همسان جایگاهو  (dN)های غیرهمسان  جایگاه
اب طبیعی بوده، بنابراین گویای میزان فشار ناشی از نیروی انتخ

های مهم در بررسی وضعیت تنوع در  این نسبت یکی از شاخص
ها است. آنالیزهای مربوط به ترکیب و تنوع نوکلئوتیدی از  جمعیت

های نوکلئوتیدی مشابه و غیرمشابه  جمله تخمین تعداد جایگزینی
 - جوکزهمراه با اعمال تصحیح  گاجبریو  نیبا استفاده از روش 

  صورت گرفت. DnaSp 5.10 [31]افزار  با نرم [30]رکانتو
 های آلل در آمده دست به های توالی نمودن ردیف هم از پس

 با) معمولی کپور( مرجع گونه توالی با MHC ژنوم شده شناسایی
 (NCBI) جهانی ژن بانک سایت در Blast گزینه از استفاده

و  کلینروش  براساس آمده دست های به توالی. مقایسه شدند
  شدند. گذاری نام [32]همکاران

ها، توالی جایگاه مشابه در  شده برای توالی در درخت فیلوژنی ترسیم
های مورد  عنوان شاخصی برای مقایسه با آلل کپور معمولی به

بررسی آورده شد. برای رسم درخت فیلوژنی از روش بیشترین 
مقایسه نمایی استفاده شد. برای ساخت این درخت ضمن  درست
ها برای  های الگو و طول شاخه ها، مولفه های مربوط به توالی داده

شده در میزان تکرار یا  هر درخت محاسبه شد (بسته به تعداد تعیین
نمایی انتخاب  ) و سپس درخت دارای بیشترین درستاسترپ بوت

انجام و برای  MEGA 7 [30]افزار  های فیلوژنتیک با نرم شد. تحلیل
  استفاده شد.  FSTAT 2.9.3 [33]های مختلف از برنامه  ی آللی میان گروهمحاسبه غنا

  
  ها یافته

کلاس  MHCژنوم  DABمربوط به جایگاه  PCRمحصول واکنش  II  باز بدون هیچ گونه باند  جفت۳۵۰ماهی فیتوفاگ با وزن حدود
الف) و  - ۱های مورد مطالعه به دست آمد (شکل  جانبی در نمونه

در ماهی  Hymo-DAB1*01/DAB2*1بیانگر تکثیر جایگاه ژنی 
% ۱۰با استفاده از کاربرد  SSCPفیتوفاگ بود. بهترین نتیجه آنالیز 

حین الکتروفورز به  C۴°گلیسرول در ترکیب ژل و با دمای ثابت 
مجموعاً شش شده  آمیزی های رنگ دست آمد. پس از بررسی ژل

ب). بیشترین فراوانی  - ۱الگوی مختلف قابل تشخیص بود (شکل 
با  bو  a% به خود اختصاص داد و هاپلوتایپ ۴۴با  d را هاپلوتایپ

% کمترین فراوانی را میان سایر الگوها نشان دادند که تنها در ۲

های دو استان گیلان و خوزستان قابل مشاهده بودند.  نمونه
های  ترتیب در جمعیت ن تنوع هاپلوتایپی بهبیشترین و کمتری

) مشاهده e ،d ،c: ۳) و مازندران (f ،e ،d ،c ،b ،a: ۶خوزستان (
  ).۱شد (نمودار 

 در فیتوفاگ ماهی برای آمده دست به توالی ۸ بار نخستین برای
نمودن  ردیف ). پس از هم۲شد (جدول  ثبت NCBI ژن بانک
و  MHCشده ژنوم  شناساییهای  آمده در آلل دست های به توالی

مقایسه آنها با توالی گونه مرجع (کپور معمولی)، صحت آنها مورد 
باز آن و  جفت۲۰۰) که ۱گذاری شدند (جدول  تایید قرار گرفت و نام

). میانگین ۲های مربوطه تعیین شد (شکل  توالی اسیدآمینه
بود و  ۳۰/۰و  ۲۵/۰ترتیب معادل  ها به بین آلل dNو  dSاختلاف 

به دست آمد که بیانگر وجود جریان  ۲/۱نسبت این دو عامل برابر با 
انتخاب مثبت در جایگاه مورد بررسی بود. بیشترین اختلاف بین 

  ).۲؛ شکل ۲مشاهده شد (جدول  ۳و  ۸های  آلل
به های مختلف مورد بررسی،  بالاترین غنای آللی میان گروه

) اختصاص ۵/۴) و گروه خوزستان (۵های وارداتی از چین ( نمونه
) مشاهده ۸/۳های مازندران ( یافت. کمترین غنای آللی میان نمونه

  ). ۳شد (شکل 
  

  

  
-Hymoژن  SSCP و آنالیز IIکلاس  MHC-DABجایگاه  PCRمحصول  )۱شکل 
DAB محصول  - فیتوفاگ؛ الف ماهی درPCR  جایگاهMHC-DAB  کلاسII  در

 SSCP آنالیز - نشانگر وزنی استاندارد است)، ب M%، (۱ماهی فیتوفاگ در آگارز 
 فیتوفاگ و شش هاپلوتایپ مختلف حاصله ماهی در Hymo-DABژن 
  

  
ماهی فیتوفاگ  SSCPآمده طی آنالیز  دست های به فراوانی هاپلوتایپ) ۱نمودار 
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  های مورد مطالعه در ماهی فیتوفاگ  مقایسه فاصله تکاملی بین توالی )۲جدول 
ه دش کد ثبت

-Hymo جایگاه ژنی برای توالی
DAB1*01 Hymo-DAB1*02Hymo-

DAB1*03 
Hymo-

DAB1*04 
Hymo-

DAB1*05 
Hymo-

DAB1*06
Hymo-

DAB1*07
LC164145 Hymo-DAB1*01               
LC164146 Hymo-DAB1*02 ۱۴۲۲/۰             
LC164147 Hymo-DAB1*03 ۲۸۵۲/۰ ۳۷۸۵/۰           
LC164148 Hymo-DAB1*04 ۲۱۸۸/۰ ۲۲۵۴/۰ ۲۰۰۲/۰         
LC159062 Hymo-DAB1*05 ۱۶۹۲/۰ ۰۳۰۷/۰ ۴۲۲۸/۰ ۲۵۶/۰       
LC159063 Hymo-DAB1*06 ۱۶۸/۰ ۰۴۸۶/۰ ۴۲۹۲/۰ ۲۵۴۱/۰ ۰۳۵۲/۰     
LC159064 Hymo-DAB1*07 ۲۹۰۲/۰ ۲۰۱۶/۰ ۲۹۴۹/۰ ۱۰۰۶/۰ ۱۹۱۵/۰ ۱۵۳۱/۰   
LC164149 Hymo-DAB1*08 ۲۹۱/۰ ۱۷۲۹/۰ ۴۶۰۵/۰ ۳۰۵۳/۰ ۱۶۳۱/۰ ۱۲۶۳/۰ ۲۰۹۹/۰ 

  

  
  

  
شده در  های شناسایی های اسیدآمینه متناظر با آلل در ماهی فیتوفاگ و مقایسه با کپور معمولی و توالی Hymo-DABشده در جایگاه  ردیف های هم توالی آلل )۲شکل 

علامت (.) نشانه ( در ماهی فیتوفاگ و مقایسه با همتای این جایگاه در کپور معمولی Hymo-DABشده در جایگاه ژنی  ردیف های هم توالی آلل -الف؛ ماهی فیتوفاگ
  در ماهی فیتوفاگ Hymo-DABشده در آنالیز جایگاه  های شناسایی های اسیدآمینه متناظر با آلل توالی - بتشابه نوکلئوتیدی در آن مکان است)، 

 الف

 ب
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در ماهی  MHC-IIهای جایگاه ژنی  شده برای آلل درخت فیلوژنی ترسیم )۳شکل 

مقیاس فاصله تکاملی در  ؛بار تکرار۱۰۰۰ نمایی فیتوفاگ با روش بیشترین درست
 تصویر مشخص شده است

  
  بحث

 شناسایی و یابی توالی پژوهش حاضر با هدف کلونینگ،
فیتوفاگ  ماهی در MHC-DAB II ژنی جایگاه های چندشکلی

 و خواروبار شده از سوی سازمان انجام شد. براساس آخرین آمار ارایه
، ماهی فیتوفاگ (FAO)متحد  ملل کشاورزی (Hypophthalmichthys molitrix)  میلیون تُن ۹/۴با تولید

خوار، بیشترین حجم تولید را در جهان دارد. در  پس از کپور علف
همین مقطع زمانی در ایران ماهی فیتوفاگ با تولیدی معادل 

هزار تُن، بالاترین ۱۷۵تُن از تولید کل کپورماهیان به میزان ۸۵۰۰۰
که بیانگر  [25]سهم تولید و پرورش را به خود اختصاص داده است

جایگاه ویژه این گونه در سبد تولید آبزیان جهان و ایران است. 
ویژه از  مدیریت صحیح و نظارت بر کیفیت تکثیر ماهیان پرورشی به

دیدگاه مسایل ژنتیکی امری ضروری است که در صورت استفاده از 
خایر مولدین غیربومی و عدم امکان افزایش تنوع ژنتیکی با ذ

شود، لذا  استفاده از ذخایر وحشی، حساسیت این موضوع بیشتر می
ترین اقدام در مرحله اول، کسب اطلاع درباره  اولین و ضروری

های ایران  وضعیت فعلی تنوع ژنتیکی ذخایر موجود در هچری
فیتوفاگ یعنی استفاده از است. روش مرسوم برای تکثیر ماهی 

کند که به  های گرد، این فرصت را برای مولدین ایجاد می حوضچه
هایی همچون  انتخاب جفت بپردازند و این موضوع از بابت ژن MHC [35 ,34]که در تشخیص میزان خویشاوندی نقش مهمی دارند ،

 نحوی که با افزایش تنوع در این جایگاه تواند قابل تامل باشد، به می
توان از بروز همخونی  ژنی براساس مدل تلاقی ناهمسان، می

همراه داشته  پیشگیری کرد و افزایش تنوع ژنی در نتایج را به
دلیل ارتباط آن با مقاومت  به MHC. از طرفی جایگاه ژنی [36]باشد

زا اهمیت  ها یا حساسیت مقابل عوامل بیماری در برابر بیماری
های مختلف این  اوانی ارتباط ژنیابد. مطالعات فر ای می ویژه

، از جمله که [37]اند های مختلف نشان داده جایگاه را با بیماری
های  بادی را به ژن ارتباط پاسخ ایمنی ناشی از سطح بالای آنتی

Cyca-DAB1*01/Cyca-DAB2*01 اند، در حالی که  نسبت داده
با  Cyca-DAB3*01/Cyca-DAB4*01های  رسد ژن به نظر می

بادی در برابر نوعی پارازیت خونی مسئول هستند و  آنتیپاسخ 
پذیری  با آسیب MHC IIβهای خاصی از  مشخص شده که آلل

. ارتباط ژن [38]ارتباط داشته است (Aeromonas salmonicida) سالمونیسیدا ائروموناسزای  سالمون نسبت به عامل بیماری MHC  با حساسیت ماهی سالمون اقیانوس اطلس نسبت به
 یا بیماری [39] (IHNV)خونساز  های بافت عفونی بیماری نکروز

در همین  (ISAV) سالمون ماهی عفونی خونی کم ویروسی
آمده در   دست های دیگر در این باره هستند. نتایج به از مثال [40]گونه

های  یابی آمده و توالی دست این مطالعه با توجه به وزن قطعه به
-Hymoشده نشان داد که تنوع هاپلوتایپی حاصله به ژن  انجام

DAB1*01/DAB2*1  تعلق داشت و با توجه به ارتباط آن با
  ای برخوردار است. بادی از اهمیت ویژه سطوح آنتی
شده  های ثبت آمده در این مطالعه با توالی دست های به مقایسه آلل

های نزدیک مثل کپور معمولی، آنها را در گروه  ویژه گونه به NCBIدر 
در بسیاری  MHC-DABهای  قرار داد. ژن Hymo-DAB*01آللی 
های ماهیان استخوانی از جمله سالمون اقیانوس اطلس  از گونه ، [41] (Onchorhynchus mykiss) کمان آلای رنگین ، قزل[38]
، گورخرماهی [42] (Oncorhynchus gilae)آلای گیلا  قزل (Danio rerio) [43]ماهی کانالی  ، گربه(Ictalurus 

punctatus) [44]خوار  ، کپور علف(Ctenopharyngodon 
idella) [45]  و کپور معمولی(Cyprinus carpio) [46, 47]  گزارش

و منابع  NCBIگرفته در  وجوهای صورت شده است. براساس جست
اره این بخش از جایگاه ژنی متعدد مقالات منتشرشده، تاکنون درب MHC  در گونه فیتوفاگ گزارشی اعلام نشده است. محصول حاصل PCR  نشان از تکثیر  [19]باز جفت۳۵۰در این پژوهش، با وزن حدود

در ماهی فیتوفاگ  Hymo-DAB1*01/DAB2*1جایگاه ژنی 
  داشت.

های رایج برای مطالعه اختلافات ژنتیکی که امکان  یکی از روش
واسطه  نوکلئوتیدی را به  و جداسازی سریع چندشکلی شناسایی

که در  [48]است SSCPنماید، روش  های غیردناتوره فراهم می ژل
-Hymoدر جایگاه ژنی   این تحقیق برای تخمین سطح چندشکلی

DAB های مختلف ماهی فیتوفاگ ایران به کار  میان جمعیت
ل از روش گرفته شد. از جمله عوامل موثر در کیفیت نتایج حاص SSCP  مواردی همچون اندازه قطعه تکثیرشده، نوع ترکیب ژل

آمید (از نظر غلظت) و دمای محیط بافری ژل در طول  اکریل پلی
کاررفته در آنالیز، طول مدت  زمان الکتروفورز، غلظت محصول به

 [22]اجرای الکتروفورز و استفاده از گلیسرول در ژل ذکر شده است
اجرای تیمارهای مختلف و با درنظرگرفتن  که در این مطالعه با

سازی الگوهای هاپلوتایپی تلاش به عمل  موارد فوق نسبت به بهینه
های دمایی نیاز به تکرار  آمد. اگر چه مواردی همچون حساسیت

فرآیند الکتروفورز و لذا صرف زمان بیشتر و محدودیت در قطعات 
 SSCPتامل در روش  باز) از نکات قابل  جفت۵۰۰با وزن بالا (بیش از

روند، اما در عین حال سادگی روش و قدرت بالای  به شمار می
ها و  تشخیص جهش، سطح اطمینان مناسب برای تعیین ژنوتایپ

، ابزاری قدرتمند را SSCPاستفاده در آنالیزهای جمعیتی در روش 
های  ها، افراد یا جمعیت برای ارزیابی تنوع ژنتیکی میان نمونه

آورد.  های جدید و ناشناخته فراهم می یژه جهشو مختلف و به
یابی  نمودن و توالی آمده از طریق کلون دست به  شش هاپلوتایپ

 NCBIمرتبط با هر الگو، مقایسه با اطلاعات موجود در  PCRنمونه 
آلل  ۸واسطه  و ارایه مشابهت بالا با گونه مرجع (کپور معمولی) به

که  dSو  dNمجزا مورد تایید قرار گرفتند. نسبت دو عامل 
دهنده میزان فشار ناشی از نیروی انتخاب طبیعی بود، در  نشان

در  ۲/۱مورد آنالیز قرار گرفت و حصول نسبت  DnaSP 5.10برنامه 
های  جود جریان انتخاب مثبت در جایگاهمطالعه حاضر بازتابی از و

بیشترین تنوع را  MHC IIاز جایگاه  βمورد بررسی بود. زیربخش 
و بخش اعظم  [49]داران داشته است های ژنی مهره میان جایگاه

های نوکلئوتیدی این قسمت، پپتیدهایی را کدگذاری  جایگاه
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کنند.  یمعرفی م Tهای  های مهاجم را به سلول ژن کنند که آنتی می
در ارتباط با  [47]و همکاران راکوسدر مطالعه مشابه نیز که توسط 

مختلف کپور   لاین ۸در  SSCPبه روش  MHC-DABتنوع جایگاه 
هاپلوتایپ مختلف  ۷معمولی در یک بانک ژن زنده صورت گرفت، 

یابی الگوهای متفاوت ضمن تایید نتایج  شناسایی شد که توالی
ها را تا سطح  برای تشخیص تفاوت SSCPحاصله، توانایی روش 

های  خوبی به نمایش گذاشت. مقایسه هاپلوتایپ نوکلئوتیدی به
آمده با مطالعات مشابه در این جایگاه و تعداد مشابه  دست به
های فیتوفاگ ایران را در وضعیت مناسبی  ، تنوع جمعیت[27]آنها

تواند  دهد. غنای آللی مناسب جمعیت وارداتی از چین می قرار می
عنوان نقطه قوت این مجموعه به شمار آید و این موضوع از  به

های پرورشی  حیث افزایش تنوع در این جایگاه میان جمعیت
و  راکوسیابد. در مطالعه  فیتوفاگ ایران اهمیت خاصی می
 SSCPبه روش  MHC-DABهمکاران که در ارتباط با تنوع جایگاه 

بانک ژن زنده صورت گرفته  مختلف کپور معمولی در یک  لاین ۸در 
جز دو گروه  ها به در همه جمعیت (a)ترین هاپلوتایپ  است، فراوان

هاپلوتایپ به  ۳شده،  هاپلوتایپ شناسایی ۷مشاهده شد. از میان 
 ۳های مونومورف (تنها یک هاپلوتایپ را نشان دادند) از  جمعیت

توانیایی لاین مورد بررسی تعلق داشتند و بیشترین تنوع در لاین لی (Lit)  در مطالعه حاضر دو [47]هاپلوتایپ به دست آمد ۴با تعداد .
های گیلان و خوزستان مشاهده  تنها در نمونه bو  aهاپلوتایپ 

نوع هاپلوتایپ کمترین تنوع را  ۳شدند، در حالی که مازندران با 
) میان جمعیت ۶های مختلف نشان داد، حداکثر تنوع ( میان گروه

  آمد. ست خوزستان به د
محاسبات مربوط به غنای آللی نیز نتایج مشابهی در رابطه با 

های  های مختلف به دست داد. در طول دهه مقایسه میان گروه
های کشور سه استان  گذشته تکثیر مداوم فیتوفاگ عمدتاً در کارگاه

شمالی ایران شامل گیلان، مازندران و گلستان و استان خوزستان در 
های خارجی  است و در این میان واردات گله جنوب صورت گرفته
صورت پراکنده و بدون شناسنامه ژنتیکی  چینی یا اروپایی به

های  ماهی بین کارگاه مشخص از یک سو و تبادلات مولدین و بچه
مختلف و ورود آنها به چرخه تکثیر از سوی دیگر، امکان قضاوت 

نماید.  کل میدرباره ماهیت نژادی فیتوفاگ موجود در ایران را مش
علت  تواند به های مختلف می شده در گروه های مشاهده بروز اختلاف
های مختلف از این گونه و تحت تاثیر تغییرات  حضور لاین

های  های ژنی صورت گرفته باشد. حضور هاپلوتایپ جریان
شده ضمن آن که لزوم اجرای  های مطالعه اختصاصی میان گروه
عنوان شاخصی  تواند به نماید، می می تر را بارز مدیریتی آگاهانه

برداری قرار  ارزشمند در شناسایی ذخایر مختلف این گونه مورد بهره
تر و  . این موضوع نیاز و اهمیت اجرای مطالعات وسیع[50]گیرد
های فیتوفاگ موجود در کشور را در  تر برای ارزیابی جمعیت دقیق

ی و در مراحل بعدی درجه اول از نظر فراوانی آللی و سطح تنوع آلل
سازد. نتایج حاصل از این مطالعه  تاثیر و ارتباط را بارزتر می

های  ترین جایگاه وضعیت تنوع آللی را در رابطه با یکی از کلیدی
ژنی مرتبط با مباحث بهداشتی و ایمنی در گونه فیتوفاگ فراهم 

  کرد.
 دسترسی همچون مواردی توان می حاضر مطالعه های محدودیت از
 امکان و کشور مختلف نقاط در کپور ماهیان تکثیر های کارگاه به

 داران کارگاه حساسیت به توجه با( مولد ماهیان از برداری نمونه
 با ارتباط در قبلی تجربه فقدان ،)ماهیان دستکاری به نسبت
 بهینه شرایط تنظیم و فیتوفاگ ماهی در هدف ژنی جایگاه مطالعه

 برای محدود بودجه نتایج و بهترین کسب منظور به آزمایشگاهی

   .برد نام را مولکولی ژنتیک آزمایشات اجرای
در ایمنی سازشی، تحقیق  MHCهای  با توجه به نقش کلیدی ژن

های متنوع این جایگاه با مقاومت در برابر  درباره ارتباط ژن
ها اثبات شده است، شناسایی تنوع  ها که در بسیاری از گونه ی بیمار

های فیتوفاگ موجود در  سطوح تنوع آن میان جمعیتآللی و 
ها با صفات  کشور در درجه اول و مطالعه درباره ارتباط این آلل

  شود.  ویژه مباحث ایمنی پیشنهاد می بقا به مرتبط با شایستگی 
  

  گیری نتیجه
-Hymoتنوع هاپلوتایپی حاصله در ماهی فیتوفاگ به ژن 

DAB1*01/DAB2*1 های مختلف این  تعلق دارد و میان گروه
گونه (گیلان، مازندران، گلستان، استان خوزستان و وارده از چین)، 

و بالاترین غنای  خوزستان جمعیت در هاپلوتایپی تنوع بیشترین
  های وارداتی از چین است. آللی مربوط به نمونه

  
نسبت نویسندگان مراتب تشکر و قدردانی خود را  تشکر و قدردانی:

های این تحقیق ما را یاری کردند،  به کلیه افرادی که در تامین نمونه
  دارند. ابراز می
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