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 چکیده

داشته و ارزیابی اثرات انتخاب طبیعی و رانش  مهمی در عملکردسیستم ایمنی اکتسابیداران نقشدر مهره MHCهای مولکول

گونه بومی و در معرض MHCدر این مطالعه تنوع ژنوم  باشد.های مختلف بسیار حائز اهمیت میگونه MHCژنی بر تنوع ژنوم 

باشد، مورد بررسی قرار های بازسازی ذخایر می( که مورد حمایت برنامهSalmo trutta caspiusانقراض ماهی آزاد دریای خزر )

 بررسی SSCPنمونه ماهی آزاد دریای خزر با استفاده از روش  05در  αIIکلاس  MHCژن  DAAرو تنوع جایگاه گرفت. ازاین

-MHCScCaو  MHCScCa-DAA*03های باشد که اللالل می 50دهد که این ژن حداقل واجد شد. نتایج تحقیق نشان می

DAA*10 باشند. همترین فراوانی میدارای بیش( چنین هتروزایگوسیتی مشاهده شدهHO( مورد انتظار ،)He)  و شاخص شانون 

در ماهی آزاد دریای  MHCرغم تنوع بالای ژنوم بندی باید بیان کرد، علیباشد. در جمعمی 530/8و 08/5،  05/5 ترتیب برابربه

هایی که فراوانی پایین دارند در خطر از های انسانی، بسیاری از اللخزر، ولی با توجه به وضعیت حفاظتی در حال انقراض و دستکاری

 باشد.های بازسازی ذخایر ماهی آزاد دریای خزر حائز اهمیت میرو توجه به حفظ تنوع این ژنوم طی برنامهباشند. ازاینرفتن می دست
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 مهمقد

( تنها گونه Salmotruttacaspiusماهی آزاد دریای خزر )       

باشد، که ( دریای خزر میSalmonidaeاز خانواده آزاد ماهیان )

منشا گرفته  (Salmo truttaای )قهوهآلای دانوبی قزل از شاخه

 (. پراکنش این گونه در ضلع جنوبBernatchez ،1002) است

باشد و با توجه به رفتار رودکوچی این غربی دریای خزر می

ماهیان در فصل تولیدمثل )اواخر پاییز تا اوایل بهار( وارد 

هایی چون سردابرود، چشمه کیله، کرگانرود و غیره رودخانه

گردند پس از گذراندن مراحل تکوین لاروی به دریا بازمیشده و 

(Kheyrandish  ،با توجه به خوش1020و همکاران .) خوراکی

رویه، بی چنین کاهش ذخایر در اثر صیدو بازارپسندی بالا و هم

این گونه  ایی،خزر و عدم امکان تکثیر رودخانه آلودگی دریای

 Niksirat) لایی استمحیطی بادارای اهمیت اقتصادی و زیست

و برای بازسازی  (2222و همکاران،  Kiabi؛ Abdoli ،1002و 

ماهی به هزار قطعه بچه 000ذخایر این ماهی سالانه بالغ بر 

(. با توجه به IranFisheries ،1020شود )دریا رهاسازی می

کاهش شدید تکثیر طبیعی و مشکلات اشاره شده، ذخایر این 

قرار گرفته  IUCNشدت کاهش یافته و در لیست قرمز گونه به

است و همواره به مقدار بازسازی شده سالیانه از طریق تکثیر 

و  Kiabi؛ IUCN ،1021) باشدوابسته می مصنوعی مولدین

که در مراحل مختلف بازسازی ییجااز آن .(2222همکاران، 

یر ذخایر ماهی آزاد از مرحله صید مولدین از رودخانه، تکث

ها در شرایط ماهی داری بچهمصنوعی مولدین نر و ماده، نگه

گرمی به دریا، ممکن است  20-20پرورشی تا رهاسازی لارو 

دهد، لذا توجه به مدیریت گزینی تصادفی و عمدی رخ انواع به

جای مدیریت براساس اصول براساس حفظ ذخایر ژنتیکی به

 باشد. می آماری در مورد این گونه بسیار حائز اهمیت

ها در مقابله با عوامل تنوع ژنتیکی بالا پتانسیل جمعیت       

محیطی را ها و تغییرات زیستها، بیماریزا مثل انگلتنش

(. استفاده از 1001و همکاران،  Frankhamدهد )افزایش می

در ارزیابی و پایش  DNAنشانگرهای مولکولی مبتنی بر 

جانوری کاربردهای وسیعی دارند های تغییرات ژنتیکی جمعیت

( Microsatellite) میکروستلایت چون خنثی نشانگرهای کهطوریبه

تر مطالعات مورد در بیش (SNPنوکلئوتیدی )و چندشکلی تک

با توجه  (.Luikart ،1002و  Allendorfگیرد )استفاده قرار می

که  این نشانگرها با شرایط محیطی ارتباط مستقیم به این

گزینی توانند به خوبی گویای اثرات ناشی از فشار بهندارند، نمی

های عملکردی که مرتبط با رو امروزه از ژنمحیطی باشند، ازاین

 Bernatchez) شودباشند، استفاده می هازیستی گونه شایستگی

قابل بررسی مهم، مجموعه  های(. یکی از ژنLandry ،1002و 

باشد میMHC (Major Histocompatibility Complex)ژنی

 زیستی شایستگی با متعددی غیرمستقیم و که ارتباطات مستقیم

و  Bernatchez؛ Belov ،1022 و Ujvariداران دارد )درمهره

Landry ،1002 .) 

مرتبط با سیستم ایمنی اکتسابی  MHCهای در واقع ژن       

داران ترین ژنوم کدکننده پروتئین در میان مهرهو یکی از متنوع

های کاندید برای بررسی ترین ژنهستند و یکی از مناسب

های (. ژنHedrick ،2221باشند )سازگاری تکاملی جانوران می

MHC های سطح سلولی کلاس دو دسته اصلی گلیکوپروتئینI 

کنند که مسئول تحویل دادن پپتیدهای خودی و را کد می IIو 

 MHCهای مولکولباشند. می Tهای غیرخودی به لنفوسیت

کشنده نوع  Tهای پپتیدهای داخل سلولی را به سلول Iکلاس 
+CD8ولی ، MHC کلاس II  پپتیدهای خارج سلولی را به

دهند تحویل می CD4+کمکی نوع  Tهای لنفوسیت

(Rammensee ،2220بیش .)های ن تنوع این ژنوم به اگزونتری

 PBR (Peptide-bindingکننده ناحیه گیرنده پپتید کد

regionشود که در ژن ( مربوط میMHC  کلاسI  توسط

توسط دومین  IIکلاس  MHCاولین و دومین اگزون و در 

؛ 1000و همکاران،  Consuegra) شوداگزون این ژن ساخته می

Shum  ،های. ژن(1002و همکاران MHC  در آزادماهیان با

جمله، که از آنهای مختلفی آنالیز شده است استفاده از روش

(، روش Withler ،2221و  Millerتعیین توالی نوکلئوتیدی )

RFLP (Langefors  ،2221و همکاران ،)SSCP (Mccairns  

 DGGE( و 1020و همکاران،  Karaiskou؛ 1022و همکاران، 

(Gómez  ،؛ 1020و همکارانMiller  وWithler ،22212 )

دارای  MHCهایژندهد که که این تحقیقات نشان می باشدمی

 چندشکلی بالایی است و در ارزیابی وضعیت حفاظتی و ایمنی

 باشند.ها بسیار با اهمیت میشناختی گونه

ها، قابلیت سیستم در جمعیت MHC تنوع بالای ژنوم       

رو دهد، از اینها را افزایش میایمنی در پاسخ به پاتوژن

 هتروزیگوت افراد برتری چون بهگزینی فشارهای

(Heterozygosity advantageو برتری الل ) های نادر 

(Rare Allele advantage باعث اعمال فشار متعادل کننده )

(Balancing Selection شود )میBernatchez  وLandry ،

ها و سایر عوامل چون رفتار تولیدمثلی گزینیاین به (.1002

( و Disassortative Matingگیری با افراد غیرخویشاوند )جفت

رابطه مادر با جنین باعث افزایش چندشکلی و بقای 
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، Sommerشود )ها میاللی این ژنوم در طول تکامل جمعیت

های ها و اجرای برنامه(. در تنگنا قرار گرفتن جمعیت1000

های و نسبت اللی توانند ترکیبحفاظتی مانند بازسازی ذخایر می

را تغییر دهند و  MHCردی مهمی چون های عملکژنوتیپی ژن

، Pitcher و Neffهای بعدی کاهش یابد )کیفیت ژنتیکی نسل

با توجه به کاهش شدید  (.2222و همکاران،  Hedrick؛ 1000

ذخایر ماهی آزاد دریای خزر و اجرا شدن برنامه بازسازی ذخایر 

 MHCاین گونه در ایران، در این تحقیق ترکیب اللی ژنوم 

های حاشیه جنوبی بازگشتی به رودخانهماهی آزاد مولدین 

مورد بررسی قرار گرفت. به این منظور چندشکلی دریای خزر 

با استفاده  IIαکلاس  MHC( ژن DAAدومین اگزون )جایگاه 

 مورد آنالیز قرار گرفت. SSCPاز روش 

 

 هاشمواد و رو
آزاد : در این مطالعه از مولدین وحشی ماهی بردارینمونه       

های ( صید شده از رودخانهS. trutta caspiusدریای خزر )

ها در مرکز منظور بازسازی ذخایر آنمنتهی به دریای خزر که به

بازسازی ذخایر شهید باهنر کلاردشت مورد تکثیر مصنوعی واقع 

آوری  و پس از تثبیت نمونه بافت باله جمع 00شوند، تعداد می

درجه  -10انجام آزمایشات در فریزر تا زمان  %21در اتانول 

 داری شد.گراد نگهسانتی

بافت باله ماهیان از کیت   DNAبرای استخراج        

Cinnapure (Cinnapure, PR881613 استفاده و کیفیت )

DNA  درصد بررسی  1/0استخراجی با استفاده از ژل آگارز

دست آمده با استفاده از دستگاه هب DNAشد. کمیت 

Nanodrop  نانومتر و نسبت این دو  110/110و بررسی جذب

های با کیفیت برای آنالیز ژنتیکی انتخاب آنالیز گردید و نمونه

میکرولیتر شامل یک  10در حجم نهایی  PCRشدند. واکنش 

مولار میلی 2MgCl ،1/0مولار میلی 0/2پلیمراز،  Taqآنزیم  واحد

dNTP 1، ، بافرX ،00  نانوگرمDNA 0/0 رومولار هر کدام میک

در   PCRو واکنش زیر اضافه و برگشتاز پرایمرهای رفت 

 Dionne) گرفت انجام BIOER (XP cycler) ترموسایکلر دستگاه

 :(1002و همکاران، 
 

 (5´-GTGTTTTATTGGGTTTCTTTTCTC-3´ ) 

(5´-CTCTAAATTACTTCTCTCTCTTAC-3´) 
 

دقیقه 20شامل  PCRشرایط دمایی بهینه انجام واکنش        

چرخه  20گراد، درجه سانتی 21سازی در دمای واسرشته

ثانیه،  20مدت گراد بهدرجه سانتی 21سازی در دمای واسرشته

ثانیه،  20 مدتگراد بهدرجه سانتی 11اتصال پرایمر در دمای 

ثانیه و بسط  20مدت گراد بهدرجه سانتی 21بسط در دمای 

دقیقه انجام گرفت.  0 مدتگراد بهسانتی درجه 21 نهایی در دمای

 0دست آمده مقدار هبرای بررسی اندازه و کیفیت محصول ب

 درصد بررسی شد.  0/2آگارز  روی ژل بر PCR میکرولیتر محصول

 Single Strandای )رشتهبرای آنالیز چندشکلی تک       

Conformation Polymorphism محصول )PCR  از روش

Sunnucks برای واسرشته  .( استفاده شد1000کاران )و هم

 20به  PCRمیکرولیتر محصول  20مقدار  DNAکردن 

 20دقیقه در دمای  20مدت میکرولیتر بافر لودینگ اضافه و به

ها به گراد قرار داده شد. پس از این مدت نمونهدرجه سانتی

دقیقه بلافاصله  0سرعت به سطح یخ انتقال داده شدند و پس از 

 n:10%; c, 37.5:1; TBEها درون ژل پلی اکریل آمید )هنمون

0.5X; Glycerol, 5% مجهز به سیستم گردش آب خنک ) 

گراد( اضافه شد. پس از انجام الکتروفورز درجه سانتی 1)دمای 

دقیقه، الکتروفورز اصلی با  20مدت ولت به 100اولیه با ولتاژ 

 21مدت متر ژل( بهولت به ازای هر سانتی 20ولت ) 100ولتاژ 

Biostep (Maxi Gel TV400 )ساعت با استفاده از دستگاه 

 دست آمده با استفاده از نیترات نقره ههای بانجام گرفت. ژل

 الگوهای شدند. آمیزیرنگ (2222) همکاران و Bassam روشبه

بررسی  Gel Scanner 6.0افزارها توسط نرمدر ژل آمده دستهب

 و کدگزاری شدند. 

با استفاده از  هاها، آنالیز آماری دادهپس از تعیین ژنوتیپ       

( انجام Smouse ،1001و  Peakall)  GenAlEx 6.41افزارنرم

(، oHو پارامترهای تنوع اللی، هتروزایگوسیتی مشاهده شده ) شد

 (، تطابق با تعادل هاردیeHهتروزایگوسیتی مورد انتظار )

 پردازش قرار گرفتند.واینبرگ و شاخص شانون مورد 

 

 نتایج
های واجد کیفیت مناسب نمونه DNAپس از استخراج        

انتخاب شدند. نتایج مربوط  PCR( برای انجام واکنش 2)شکل 

( اندازه این اگزون را حدود 1)شکل  DAAبه تکثیر جایگاه 

دهد که بدون باند غیراختصاصی جفت باز نشان می 200

مورد استفاده  SSCPانجام پذیرفت و برای آنالیز  PCRواکنش 

 قرار گرفتند.

ماهی  IIکلاس  MHCآنالیز چندشکلی دومین اگزون ژن        

نشان داد که افراد هتروزیگوت  SSCPروش آزاد دریای خزر به
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باشند و بالغ بر باند می 1باند و افراد هموزیگوت دارای  1دارای 

(. این جایگاه 2مختلف مشاهده شد )شکل  SSCPالگوی  20

که پس از آنالیز تعیین طوریدارای چندشکلی بالایی بوده به

( و براساس 2الل شناسایی شد )جدول  20ژنوتیپ، در مجموع 

 گذاری شدند.( نام2220و همکاران ) Kleinروش 

 

 

 
 (S. trutta caspiusاستخراج شده از بافت باله ماهی آزاد دریای خزر ) DNA: نمونه 1شکل

S1-S12 درصد با رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید 1/0: نمونه ماهیان مختلف، ژل آگارز 

 

 
 ( S. trutta caspiusماهی آزاد دریای خزر ) IIαکلاس  MHCژن  DAAجایگاه  PCRمحصول  :2شکل

L ،مارکر وزن مولکولی :S1-S11 درصد با رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید 0/2: نمونه ماهیان مختلف. ژل آگارز 

 

 
 (S. trutta caspiusماهی آزاد دریای خزر ) IIαکلاس  MHCژن  DAAجایگاه SSCPآنالیز  :3شکل

 S1-S24های ماهیان مختلف، : نمونهa-h الگوهای :SSCP  آمیزی شده با نیترات نقرهدرصد گلیسرول رنگ 0درصد حاوی  20مشاهده شده. ژل پلی اکریل آمید 

 

های دهد که اللنشان می 2ها در جدول فراوانی این الل       

DAA*03  وDAA*10 باشند و ترین فراوانی میدارای بیش

شود. آنالیز تر مشاهده میفراوانی پایینتعداد زیادی الل با 

( برابر eNهای موثر )دهد تعداد اللچندشکلی این ژنوم نشان می

به   DAAهای جایگاهتر اللباشد، چرا که بیشالل می 22/0

 (.1 )جدول باشندمی کم فراوانی با نادر هایالل عنوان
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یکی ( که eH( و مورد انتظار )oHمشاهده شده ) هتروزایگوسیتی

باشد، های مهم در ارزیابی صلاحیت سیستم ایمنی میاز شاخص

(. آنالیز شاخص 1باشد )جدول می 12/0و  10/0ترتیب برابر به

بوده که حاکی از  022/1برابر  Iدهد که ضریب شانون نشان می

(. با توجه 1بالا بودن تنوع درون جمعیتی این گونه دارد )جدول 

گونه ی مشاهده شده این ژنوم، هیچبه بالا بودن هتروزایگوسیت

 (. >00/0p) شودواینبرگ مشاهده نمی -انحراف از تعادل هاردی

 

 (S. trutta caspiusماهی آزاد دریای خزر ) IIαکلاس  MHCهای شناسایی شده ژن فراوانی الل :1جدول

هانام الل  
MHCSaCa-

DAA*01 

MHCSaCa-

DAA*02 

MHCSaCa-

DAA*03 

MHCSaCa-

DAA*04 

MHCSaCa-

DAA*05 

MHCSaCa-

DAA*06 

MHCSaCa-

DAA*07 

MHCSaCa-

DAA*08 

022/0 فراوانی  012/0  100/0  022/0  022/0  022/0  200/0  012/0  

هانام الل  
MHCSaCa-

DAA*09 

MHCSaCa-

DAA*10 

MHCSaCa-

DAA*11 

MHCSaCa-

DAA*12 

MHCSaCa-

DAA*13 

MHCSaCa-

DAA*14 

MHCSaCa-

DAA*15 
 

022/0 فراوانی  200/0  022/0  022/0  022/0  022/0  022/0  

         

 (S. trutta caspius)ماهی آزاد دریای خزر  IIαکلاس  MHCآنالیز چندشکلی ژن  :2جدول 

 N Na Ne I Ho He UHe جایگاه

DAA 50 15/000 5/310 2/080 0/800 0/812 0/825 
N ها؛ نمونه: تعدادNaها؛ : تعداد اللNeها؛ : تعداد موثر اللI شاخص اطلاعات شانون؛ :Ho هتروزایگوسیتی :

 : هتروزایگوسیتی مورد انتظار اصلاح شدهUHe: هتروزایگوسیتی مورد انتظار؛ Heمشاهده شده؛ 

 

     

 بحث
های ترین بخشیکی از مهم MHCهای مجموعه مولکول       

سیستم ایمنی اکتسابی است که تنوع بالای ژنوم کدکننده این 

، Kleinها نقش مهمی دارند )مجموعه در حفظ پویایی جمعیت

برای تعیین ژنوتیپ این  های مختلفرغم روش(. علی2211

ترین روش ترین و ارزانسریع ،SSCPکه روش  جاآن ژنوم، از

( و از 1002و همکاران،  Sunnucksباشد )تعیین ژنوتیپ می

جفت باز( محدودیتی در استفاده از این  200نظر طول قطعه )

 با توجه تکرارپذیری مناسب چنینروش وجود نداشت و هم

این روش در ارزیابی تنوع  (،2)شکل  مشاهده الگوهای مختلف

مناسب  MHCهای آبزیان با استفاده از نشانگر ژنتیکی جمعیت

ژنی که بخش اتصال آنتی DAAد. از سوی دیگر، جایگاه باشمی

سازد، در ماهی آزاد دریای خزر دارای را می MHCهای مولکول

در  آمده دستهب نتایج با که باشدمییک جایگاه ژنومیک کلاسیک 

 دارد تطابق Salmo salar و Salmo trutta هایگونه سایر

(Gómez نتایج حاصل از مشاهده چندشکلی 1020 همکاران، و .)

و  Gomezبالای این ژنوم در مطالعه حاضر، مشابه نتایج 

و سایرین  (2221همکاران ) و Langeforce ؛(1020همکاران )

الل مختلف شناسایی شد. این نشانگر در  20بود و بالغ بر 

و  Shirangiمقایسه با نشانگرهای میکروستلایتی مورد استفاده 

( هم چندشکلی 1020و همکاران ) Vera ؛(1022)همکاران 

 ؛ (1001) همکاران و Beacham نتایج دهد که بامی نشان تریبیش

Landry  وBernatchez (1002 .تطابق دارد ) 

گزینی متعادل کننده اعمال شده بر با توجه به فشار به       

های این ژنوم به شکلی ، الگوی توزیع فراوانی اللMHCژنوم 

واسط بوده و در طول  ها دارای فراوانی حدتر اللکه بیش است

و  Bernatchezمانند )صورت محافظت شده باقی میزمان به

Landry ،1002؛ Hughes ،2222 نتایج این تحقیق نشان .)

دهد در ماهی آزاد دریای خزر اگرچه فشار متعادل کننده در می

ولی توزیع  بالا بردن هتروزایگوسیتی نقش مهمی داشته است،

که طوریگزینی اعمال شده انحراف دارد، بهفراوانی اللی با این به

 DAA*03های ها دارای فراوانی زیاد )اللتعداد محدودی از الل

دارای فراوانی  MHCهای ژنوم ( و  بسیاری از اللDAA*10و 

تواند می مذکور های( . فراوانی پایین آلل2پایینی هستند )جدول 

هم خوردن محیطی و بهشرایط نامناسب زیستدر نتیجه 

های ژنوتیپی در اثر بازسازی ذخایر مبتنی بر اصول آماری نسبت

(Demographic) باشد داده رخ (Hughes ،2222 ؛Maruyama 

ها در منزله رانش ژنتیکی آن( و زنگ خطری بهNei ،2212و 

 طی فرایند بازسازی ذخایر این ماهی تلقی گردد که لازم است

مورد توجه جدی مدیران مسئول در امر بازسازی ذخائر قرار 

ها ها در ثبات و پایداری جمعیتگیرد. باتوجه به اهمیت این الل



 SSCPروش ( بهSalmotruttacaspiusآزاد دریای خزر)ماهی  در MHC-class IIαارزیابی ژن                 کلباسی و همکاران
 

01 
 

(Ujvari  وBelov ،1022)  و وابستگی شدید ذخایر این گونه

به فرایند سالانه بازسازی، مدیریت ژنتیکی  بازسازی ذخایر، 

چنین بهبود ماهی و هم های ژنوم ایننقش حیاتی در حفظ الل

های شایستگی زیستی این گونه )مثل مقاومت به شاخص

 ( و موفقیت تولیدمثل1001و همکاران،  Millerها )بیماری

(Sommer ،1000 در آینده و در نتیجه بقا و پایداری آن در ))

 اکوسیستم دریای خزر خواهد داشت. 

یر مصنوعی سالانه که پس از فرایند تکثییجابنابراین از آن       

گردد و تعداد زیادی لارو ماهی آزاد به دریای خزر رهاسازی می

به  ریزی مجدداًدر نهایت تعداد محدودی مولد برای تخم

و همکاران،  Kheyrandishنمایند )ها مهاجرت میرودخانه

چه در مولدین ماهی آزاد دریای خزر، فراوانی (، لذا چنان1020

مناسب تشخیص  بررسی در این تحقیق، مورد MHC ژنوم هایالل

عنوان شاخصی در مدیریت بازسازی و تواند بهداده شود می

 حفظ ذخایر ژنتیکی این گونه مورد توجه قرار گیرد.

 

 تشکر و قدردانی
از جناب آقای مصطفی رضوانی ریاست مرکز بازسازی ذخایر 

ادن شهید باهنر کلاردشت برای همکاری برای در اختیار قرار د

 .گرددها تشکر مینمونه
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