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 ماهیان خاویاري دریاي خزر

  

  4آرش اکبرزاده و 3نژاد سیدمصطفی عقیلی ،2حمید فرحمند ،1میاندره حامد کلنگی*

مدیریت  3دانشگاه تهران، دانشیار گروه شیلات، 2دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان،  تادیار گروه شیلات،اس 1
  هرمزگان دانشگاه گروه شیلات،استادیار 4 ،امور ماهیان خاویاري استان گلستان

  21/2/91؛ تاریخ پذیرش: 29/11/90تاریخ دریافت:  
  1کیدهچ

هاي  خاویار در گونه نوعاتکنیک ساده مولکولی براي شناسایی  معرفی یک پژوهشهدف از این 
 ماهی روسی هاي تاس هاي خاویار از هر یک از گونه موجود در دریاي خزر بود. به همین منظور نمونه

)Acipenser gueldenstaedtii،( برون قره )A.percicus) شیپ ،(A.nudiventris،( برون ازون 
)A.stellatus(  فیلو ) ماهیHuso husoخواجه نفس، هاي ترکمن، صورت جداگانه از صیدگاه ) به 

 DNAماهیان خاویاري استان گلستان تهیه گردید.  و پرورش شهید رجایی چالاشت و مرکز تکثیر
طراحی شده بر اساس ژن  ،)F2aو  R1 ،F1aها با استفاده از سه عدد پرایمر ( استخراج شده از نمونه

عنوان پرایمر  هب F1aو R1 شدند. پرایمرهاي  ) تکثیرPCR( مرازي اي پلی یرهواکنش زنج طی ،b سیتوکروم
 و R1 پرایمرهاي پژوهشچنین در این  هم هاي ماهیان خاویاري معرفی شدند. اختصاصی براي تمامی گونه

F2a یابی  برون معرفی شدند. علاوه بر آن، نتایج توالی اختصاصی براي گونه ازون عنوان یک پرایمر هب
پرایمرهاي مورد  و خوبی نشان داد که ناحیه مورد هدف هنیز ب cytbمورد مطالعه ژن  از قطعه دست آمده به

 هاي هکار رود. مطالع به برون شیپ و ازون ماهی، تواند براي تفکیک سه گونه فیل استفاده در این پژوهش می
ماهی  نمود که دو گونه تاس مشخص دست آمده هبهاي  در بین توالی همولوژيو تعیین میزان فیلوژنیک 

تواند در  می پژوهشنتایج این باشند.  با هم مشابه می طور کامل بهایرانی و روسی در ناحیه مورد مطالعه 
  صادرات و واردات مورد استفاده قرار گیرد. (قاچاق)، شناسایی خاویار در موارد دادگاهی

  

  ماهیان خاویاري ،پرایمر ،PCR ،یارخاو ،b وکرومسیت ژنکلیدي:  هاي واژه
                                                

 hkolangi@gmail.com مسئول مکاتبه: *
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 دمهمق
خاویار،  مانند از آنها دست آمده بههاي  وردهآي فردلیل ارزش اقتصادي بالا ویاري بهماهیان خا

قاچاق قرار گرفته است.  و خارج از فصلیا رویه  صید بیهاي متعددي همانند  استفاده همواره مورد سوء
جاي خاویار با  به تر قیمت پایین با خاویارترین معضلات در این خصوص جایگزینی  یکی از مهم
هایی  روش خاویار گونهف عنوان مثال به باشد. به بازار مصرف می توسط افراد سودجو قیمت بالاتر

در  Huso husoخاویار  عنوان هب Acipenser stellatus, Acipenser gueldenstaedtiiچون  هم
شود که هر  یادهمیت این مطلب لازم است براي درك ا ).1999بیرستین و همکاران، بازارهاي امریکا (

دلار در بازارهاي  50و  25ترتیب با قیمت بیش از  ماهی به ماهی و فیل خاویار تاس گرم) 35/28اونس (
اي است که  گونهبه خاویار  خصوص). تخلف در 2002لودویگ و همکاران، ( شود آمریکا معامله می

کمتر به بازارهاي  هاي با ارزش اقتصادي ا به جاي گونهازرشمند ر هاي خاویار فاسد گونه افرادي حتی
 17موردي مشخص گردید که  لعه). در یک مطا1999تین و همکاران، بیرس( کنند مصرف عرضه می

از  1996درصد در دسامبر  32و بیش از  1996درصد از خاویار عرضه شده به بازار آمریکا در آوریل 
 .)1999ولف و همکاران، ( خوانی نداشتند هممحصول گونه معرفی شده در برچسب  درستیلحاظ 

هاي  طریق روش راحتی از که ماهی سالم در دسترس باشد به شده در صورتی یادهاي  تشخیص تخلف
. پذیر است امکانهاي روي بدن  ها و تعداد پلاك   تعداد شعاع باله رنگ، کل بدن،ش مانندمورفومیرستیک 

اند  صورت غیر قانونی صید شده که بهماهیانی  ي براي شناساییاما استفاده از این خصوصیات ظاهر
هاي  روشیله و یا خاویار ف تشخیص هویت ماهیان از طریقهمیشه جوابگو نسیت. براي مثال 

  ).2002،2001لودویگ و همکاران، ( طلبد هاي رایج مولکولی را می تکنیک مانندتري  پیشرفته
mtDNA  ژن سیتوکروم خصوص  هبوb نی ثت سیتوپلاسمی و عدم نوترکیبی مدت زمارال ودلی به

خصوص تفکیک  ههاي سیستماتیک مولکولی ب مناسبی براي بررسی 1نشانگر ژنتیکیعنوان  است که به
 داخل (پورکاظمی، هاي پژوهشدر  )1993مایر، ( اي اي، ژنتیک جمعیت و بررسی روابط شجره گونه

رسد یکی دیگر از دلایل انتخاب ژن  نظر می هاست. ب) مطرح 1997بیرستین، ( ) و خارج از کشور1378
پایداري و محافظت این ژن در طول تکامل نسبت به سایر نقاط  ها هدر این قبیل مطالع bسیتوکروم 
mtDNA  نظیرD-loop هاي حیاتی  در فعالیت یاد شدهدلیل اهمیت حیاتی ژن  هباشد. این عمل شاید ب

                                                
1- Genetic Markers 
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دلیل تغییرات اندك ژن  ه). در هر صورت ب1989کاران، کوچر و هم( سلول در چرخه کرپس باشد
ماهیان  مختلف هاي اختصاصی براي گونهتعیین پرایمر ،ها یکی از مشکلات در بین گونه bسیتوکروم 

هاي نزدیک به هم  هاي طراحی شده براي این ژن در گونهرا که در بسیاري از موارد پرایمرباشد. چ می
که تا  bهاي سیتوکروم  ین مطالعه سعی شده است تا با بررسی دقیق ژندر ا. دنده جواب یکسانی را می

به حال کشف شده اقدام به طراحی پرایمرهاي اختصاصی فقط براي ماهیان خاویاري شود تا بتوان 
 اختلافات هزینه جهت تشخیص هویت مولکولی این ماهیان پیدا نمود تا در موارد حلی مطمئن و کم راه

با خصوص  هبقرار گیرد. این موضوع  مورد استفادهیار وشف جرم قاچاق خاک و حفاظت ،دادگاهی
هاي ماهیان خاویاري از اولویت بالایی در صادرات  در مورد گونه CITES1 توجه به قوانین جدید

  .)2002ري مارکر، ( استخاویار برخوردار 
  

 ها مواد و روش
 )،Acipenser persicus( برون ایرانی یا قرهماهی  ماهیان خاویاري تاس از گونه 5 روي بر شپروژه این

 )،nudiventris Acipenser( ماهی شیپ )، تاسAcipenser gueldenstaedti( ماهی روسی یا چالباش تاس
) که جزو Huso huso( ماهی یا بلوگا ) و فیلStellatus Acipenser( برون یا دراکول ازون

هاي  ها از صیدگاه صورت گرفت. نمونه باشند، هاي ماهیان خاویاري دنیا می ترین گونه باارزش
استان گلستان  لاق شهرستان آق تکثیر ماهیان خاویاري واقع در نفس و مرکز ترکمن، خواجه چالاشت،

میزان تقریبی  عدد ماهی انتخاب شده و به 3گاه ه گردید. براي هر گونه در هر صیدصورت تازه تهی به
د. جهت جلوگیري از خطاي محاسباتی ناشی از تنوع ژنتیکی گرم خاویار از آنها استحصال گردی 5-3

طور مجزا با هم مخلوط شده  هاي مختلف در هر گونه به دست آمده در ایستگاه هبین افراد، خاویار ب در
، DNAاند. جهت استخراج  نگهداري شده DNAتا زمان استخراج  -80و سپس در ازت مایع و فریزر 

(ژنومی و میتوکندریایی) بر  DNAنه مورد استفاده قرار گرفت. کل عدد تخم براي هر گو 10تعداد 
کلروفرم با کمی تغییرات جزئی استخراج -) به روش فنل1993و همکاران ( دسالاساس پروتکول 

درصد و  1استخراج شده با الکتروفورز بر روي ژل اگاروز  DNAگردید. ارزیابی کمیت و کیفیت 

                                                
1- Convention on International Trade in Endangered Species 
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با  bسپکتوفتومتر انجام گردید. سپس منطقه مورد بررسی ژن سیتوکروم چنین با استفاده از دستگاه ا هم
  ) بوسیله دستگاه ترموسایکر تکثیر شدند.1(جدول  استفاده از پرایمرهاي  طراحی شده

  
  bمشخصات پرایمرهاي طراحی شده از توالی ژن سیتوکروم  -1جدول 

  دماي ذوب  تعداد نوکلئوتید  توالی  اسم پرایمر
F1a  GCC TAC GCC ATT CTC CG  17  54  
F2a  GGA GTC CTA GCC CTC CTG  18  54  
R1  CCT CCA ATT CAT GTG AGT ACT  21  52  

  
لیتري و با استفاده از دستگاه ترموسایکلر  میلی 5/0هاي  ) در تیوپPCRاي پلیمراز ( واکنش زنجیره

Amersham Pharamacia مدل) UK-TC341(  انجام گرفت. برنامه تکثیرDNA اه در دستگ
گراد،  درجه سانتی 94دقیقه در  1مدت  ه) بDenaturationسازي ( واسرشتهمرحله  ترموسایکلر براي 

ثانیه و  30مدت  درجه به 55) در درجه حرارت Annealing( سپس براي مرحله دوم براي اتصال یا
یی دما در ثانیه و براي بسط نها 30مدت  درجه به 72) در درجه حرارت Extentionبراي مرحله بسط (

 واحد DNA،2,5نانوگرم  PCR، 100واکنش براي هر  گردد. دقیقه تنظیم می 10درجه براي مدت  72
 5 ،(سینا ژن) MgCl2 مولار میلی 50، (سینا ژن)dNTPs  مولار میلی 10، )(سینا ژن مراز پلی آنزیم تک
 50ا حجم نهایی جفت پرایمر ب هر براي پیکومول 20 و سینا ژن)(  X10PCR Bufferمیکرولیتر 
سپس  دست آمده بهدرصد بررسی شد. باندهاي  1ژل آگاروز  در PCR. محصول استفاده شدمیکرولیتر 

خالص شده و آلمان تهیه شده بود)  Rocheاز شرکت  Purify (کیت PCR سازي توسط کیت خالص
افزاري  ي نرمدر فضابراي هر گونه دست آمده  ههاي ب توالی ABI PRISM .(377یابی گردید ( توالی

BLAST )NCBI و (ClustalV  مطالعات فیلوژنتیک  .شده و مورد تائید قرار گرفت تحلیلتجزیه و
  .ندشدارزیابی  UPGMAتوسط روش آماري هاي  تحلیلو 
  

 نتایج
آلودگی  نبوددهنده  استخراج شده با استفاده از روش اسپکتوفتومتري نشان DNAارزیابی کیفی 

DNA پرایمرهاي ). 280/260=8/1( وتئین بودمورد مطالعه به پرF1a و R1  باندهاي واضح را با
 DNAکه  حالیدر  .)1 (شکل گونه ماهیان خاویاري نشان داد 5جفت باز در تمامی  200انداره تقریبی 
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 ظاهر نکرد که بیانگر یاد شدهباندي را با استفاده از پرایمرهاي گونه  از ماهی کپور هیچ دست آمده به
تواند  ماهیان خاویاري بوده و میبراي  پژوهشپرایمرهاي مورد استفاده در این  بودناختصاصی 

  کار رود. ههاي تقلبی ب  ویار گونهجهت شناسایی خاخوبی  به
ایجاد جفت باز  200تقریبی اندازه ی با برون باند واضح تنها در ماهی ازون F2aو  R1پرایمرهاي 

 )F2a( این پرایمر .نکردمحصولی ایجاد  معمولی یاري و کپورهاي ماهیان خاو گونه سایراما در  نمود
  ).2(شکل  شد معرفی یاد شدهعنوان یک پرایمر اختصاصی براي گونه  به
  

    
  

که با  bمنطقه مورد مطالعه ژن سیتوکروم  -1شکل 
تکثیر شدند، چاهک R1 و  F1aاستفاده از دو پرایمرهاي 

ماهی  : تاس4 برون، چاهک : ازون3ماهی، چاهک  : فیل2
ماهی  : تاس6ماهی شیپ، چاهک  : تاس5ایرانی، چاهک 

کپور   DNAاز دست آمده به: محصول 1روسی). چاهک 
عنوان کنترل مثبت مورد استفاده قرار رفت، چاهک  که به

  (کنترل منفی). DNAبدون  PCR: ترکیبات 7

  

که با  bمنطقه مورد مطالعه ژن سیتوکروم  - 2شکل 
در گونه  F2a,R1ایمر اختصاصی استفاده از دو پر

ماهی،  فیل :1برون طراحی شده بود (چاهک  ازون
ماهی ایرانی،  : تاس3برون، چاهک  : ازون2چاهک 
ماهی  : تاس5ماهی شیپ، چاهک  : تاس4چاهک 
از کپور  دست آمده به  DNA:6چاهک  - روسی)

  عنوان کنترل مثبت. معمولی به
  

دست آمده در فضاي  ههاي ب و مقایسه توالی PCRحصولات یابی م از توالی دست آمده بهنتایج 
 و نمودهرا تکثیر   bکار رفته به درستی ژن سیتوکروم مشخص نمود که پرایمرهاي به BLASTافزار  نرم
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 Acipenser stellatus, Acipenser nudiventris, Huso huso تفکیک سه گونهتوانند در  می بنابراین
دلیل  به gueldenstaedtii, Acipenser persicus  Acipenserگونه دو .مورد استفاده قرار گیرند

و  از مقایسه دست آمده بهنتایج  هاي مورد بررسی قابل تفکیک نبودند. درصد در توالی 100شباهت 
در این  دست آمده ههاي ب توالی و تفاوت چنین درصد شباهت هم و بررسی موردهاي  توالی گونه ترتیب

  .مشخص شده است 2و جدول  3ر شکل ترتیب د هب پژوهش
  

  هاي مورد آزمایش درصد یکسانی و میزان تفاوت توالی در بین گونه -2جدول 
  5  4  3  2  1      
  فیل ماهی  1  -------   89,8  91,4  87,3  82,6  1
  باشچال  2  10,1  -------   91,8  100  80,2  2
  شیپ  3  8,6  8,2  -------   93,6  81,3  3
  قره برون  4  12,7  0,0  6,4  -------   80,2  4
  ازون برون  5  17,4  19,8  18,7  19,8  -------   5

  5  4  3  2  1      
  

بیشترین ماهی ایرانی و روسی داراي  نتایج مطالعه فیلوژنتیک نیز نشان داد که دو گونه تاس
در فاصله  ترتیب به سبت به آنهانو شیپ برون  شباهت در منطقه مورد مطالعه بوده و گونه ازون

  .)3(شکل  اند قرار گرفتهي تر نزدیک و دورتر
  

  
 H.HU:( ،گونه از ماهیان خاویاري 5بین  رد  Neighbor joiningاز روش دست آمده به دندوگرام -3شکل 

  .ماهی روسی) : تاسA.GUماهی شیپ،  : تاسA.NUماهی ایرانی،  : تاسA.PERبرون،  : ازونA.STماهی،  فیل
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  برون، : ازونA.STماهی،  فیلH.HU: ( ،دهد رانشان می مقایسه توالی هر یک از گونه ها -4شکل 
A.PERماهی ایرانی،  : تاسA.NUماهی شیپ،  : تاسA.GUماهی روسی : تاس.  
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  بحث
هاي مختلف با استفاده از نشانگرهاي  امکان تفکیک خاویار از انواع گروه پژوهشدر این 

بتوان  یاد شدهاستفاده از مارکرهاي  مولکولی مورد بررسی قرار گرفت. علاوه بر آن سعی شد تا با
در  RAPDو  RFLPمانند هاي مولکولی  انواع خاویار را از هم جدا نمود. سابقه استفاده از تکنیک

ن از ابیشتر محقق .گردد برمیبه دو دهه قبل  هعمدطور  به در دنیا ماهیان خاویاري هویتجداسازي 
 بهره جستندهاي مختلف  گونه طالعات جمعیتیو م فراوانی اللی جهت تعیینیاد شده ي ها تکنیک

هاي مولکولی  از تکنیک اخیراً. در ایران نیز )1999؛ ولف و همکاران، 2000تین و همکاران، بیرس(
از آبزیان استفاده شده است. هاي متفاوت  گونه جمعیتی هاي همطالعجهت  PCR-RFLP خصوص به

ماهی روسی با استفاده از تکنیک  یت تاسعـررسی جمـوان به بـت می صورت گرفته هاي شـپژوه
PCR-RFLP ها همطالعقبیل  اینرسد هدف اصلی  نظر می به اشاره نمود. )1999(وسط پورکاظمی ت 

تشخیص  نگرشو بوده  یاد شدهجمعیت ماهیان تفکیک نهایت  در و گیري میزان فراوانی اللی اندازه
  .ه استنظر نبودمد 1فرديهویت 

جهت تشخیص  با تغییرات جزئی )1998( و همکاران تینبریسروش در راستاي  این پژوهش
توالی ثبت شده ژن  124تحلیل  پس از تجزیه و ین منظوره اهویت خاویار صورت گرفته است. ب

با اختصاصی جهت تفکیک خاویار  پرایمرهاي طراحی هاي اطلاعاتی موجود، در بانک bسیتوکروم 
 یاد شده ژنمنطقه مورد بررسی مطالعه مشخص شد که  در این بر آن علاوه .موفقیت صورت گرفت

 و PCR برون را با یک ماهی و ازون ماهی شیپ، فیل گونه تجاري تاس 3خاویار تواند  خوبی می به
براي  معرفی یک جفت پرایمر تخصصی پژوهشیابی ساده تفکیک نماید. دیگر دستاورد این  توالی

جداسازي  هاي موجود در بازاررا از سایر خاویار یاد شدهیار تواند خاو باشد. که می برون می گونه ازون
که بر روي  )1998(تین و همکاران بیرسبا مطالعه  پژوهشاز این  دست آمده بهمقایسه نتایج  نماید.

 .خاویارهاي موجود در بازار نیویورك انجام شده بود در یک راستا قرار داشت

خاویار در دنیا و شاید ایران  تشخیص هویت جهتکار رفته  به مولکولیهاي  روش از دیگر یکی
یاد تکنیک  مشخص گردید کهبر اساس منابع مورد بررسی . باشد  می  PCR-RFLPاستفاده از تکنیک

 و همکاران ولف عنوان مثال به .استجهانی خاویارهاي موجود در بازار  جداسازي ادر بهق نیز شده
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موجود  خاویار نمونه 21گونه از  10ق به جداسازي موفPCR-RFLP  ) با استفاده از تکنیک 1999(
به جداسازي  اي قادر مشابه از تکنیکبا استفاده  )2002(همکاران  و لودویگ .اند شدهدر بازار سوئیس 

تفکیک  بالا هاي که در مطالعه با توجه به این اند. شده در آلمان ماهیان خاویاري نمونه 22از گونه  17
مبتنی بر  ها هدر مطالعرسد  نظر می هاي آزمایشی صورت نپذیرفته به در نمونه صددر 100طور  اي به گونه

PCR-RFLP  به دنبالتري از ژن هدف و  بررسی منطقه بزرگ ها نیازمند جداسازي تمامی گونهجهت 
عنوان  ه(ب استفاده از پرایمر اختصاصیشاید  بنابراین باشد. می هاي برشی متعدد آن استفاده از آنزیمی

 هزینه ینزولسیر  با توجه به(یابی  و یا حتی تکنیک توالی )این پژوهشال روش معرفی شده در مث
مطرح گردد. در هر صورت  RFLP مکمل و یا جایگزینیروش عنوان  هب دبتوان )یابی در دنیا توالی

  باشد.  نمی PCR-RFLPتکنیک ارجح نسبت به  روشی معرفی پژوهشهدف از این 
مورفولوژیک هماهنگ هاي  دانستهمورد مطالعه نیز با هاي خاویاري  بین گونه کفیلوژنتی هاي هرابط
باشند  فاصله ژنتیکی می ه و داراي کمتریندر یک کلاستر قرار گرفت چالباش و برون قره که طوري بوده به

ن سایر خاویارهاي مورد مطالعه از خود نشانسبت به  بیشترین فاصله ژنتیکی رابرون  ازونکه  در حالی
 ها بین گونه هاي بدست آمده و مقایسه توالی بررسی میزان همبستگی. این نتایج با )1(جدول  داده است

تشخیص هویت خاویار  آزمایش شده درکه خود بیانگر اختصاصی بودن پرایمر  نیز تائید گردیده است
) که بر روي 1998با نتایج بررسی فیلوژنتیک دسال و همکاران ( دست آمده بهیافته  .استبرون  ازون

 )1998 ،الف1999( تین و همکارانچنین بیرس گونه از ماهیان خاویاري صورت گرفته بود و هم 25
  مشابهت داشته است.

 28Sو  )12S,D-loop,16S)mtDNAنظیر ي دیگر کاندیدهايهنوز  شود که مییاد آور در انتها 
)DNA (یاي خزر مطرح گردد. تواند جهت تشخیص هویت خاویار ماهیان در نیز می ژنومی

  اولیه توسط گروه حاضر نیز در این خصوص در حال اجرا است. هاي همطالع
  

  سپاسگزاري
اه دام و آبزیان مرکز ملی ژنتیک و زیست فناوري و آزمایشگاه همکاران آزمایشگوسیله از  دینب

و مواد آزمایشگاهی دلیل فراهم نمودن امکانات و  به اصلاح و نباتات دانشکده کشاورزي دانشگاه تهران
  گردد.  و قدردانی میتشکر کلیه همکاران 
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Abstract1 

The objective of this study was to introduce a simple method for identification 
of caviar species in caspian sea sturgeons. For this purpose, caviar samples of 
Acipenser gueldenstaedtii, A. percicus, A. stellatus, A. ndiventeri and Huso huso 
were collected from fishery stations, Khajenaphas, Torkaman and Chalasht in 
Golestan province and propagation center of sturgeons in Aghalla city. The 
extracted DNA from caviars  were amplified using three primers termed R1, F2a 
and F1a, which were designed for cytb gene in the mtDNA.  The primers of R1 and 
F1a were universlly introduced for all corresponding species in this study whereas 
R1 and F2a were spesific for A. stellatus. In addition, the results of sequencing 
obtained in cytb gene showed that the region studied here can be successfully 
utilized for identification of A. stellatus, A. ndiventeri and Huso huso species. 
phylogenetical study and the sequential corrolation among species studied verified 
the results obtained in this investigation. The results of this study can be perfectly  
used for identification of caviar in forensic,import and export issues. 
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