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  چكيده
. كشور جمع آوري گرديد  مزرعه از استانهاي مختلف 3از   (Onchorhynchus mykiss) نمونه از ماهي قزل الا 64تعداد 

ژنومي  DNA. و پس از تثبيت در الكل اتانول مطلق به آزمايشگاه منتقل گرديد گرم از باله دمي بريده 3تا  2از هر نمونه  
استخراج شده با استفاده از  DNAكلروفرم استخراج و سپس كميت و كيفيت  - ها از بافت نرم باله ماهي به روش فنل نمونه

جفت پرايمر ريزماهواره انجام  8 با استفاده از   PCRواكنش . درصد تعيين شد 1اسپكتروفتومتر و الكتروفورز ژل آگارز 
مقادير . درصد الكتروفورز و با نيترات نقره رنگ آميزي شد 6با استفاده از ژل پلي آكريل آميد  PCRمحصول . گرفت

واينبرگ،  - مربوط به تعداد آللهاي واقعي و موثر، هتروزيگوسيتي مشاهده شده و مورد انتظار، شاخص شانون، تعادل هاردي
نتايج . محاسبه گرديد Popgeneو  Gene Alexژنتيكي  با استفاده از نرم افزار AMOVAر اساس تست ب FSTمقادير 

در مجموع اللهاي . مورف بودند جفت پرايمر ميكروستلايتي بررسي شده، پلي 8دهد كه  بدست آمده از اين بررسي نشان مي
آلل داراي بيشترين آلل و  9با   OtsG 249گاه جاي. جفت باز بوده است 64- 280شناسائي شده در محدوده اندازه بين 

در ) Ho(همچنين هتروزيگوسيتي مشاهده شده . آلل داراي كمترين تعداد آلل بود 2با  OtsG 474 و OtsG 432جايگاه 
واينبرگ در بيشتر جايگاههاي مورد بررسي  -در بررسي تعادل هاردي. بود  916/0تا  869/0گانه بين  هشتجايگاههاي 

دهد كه حداكثر  و حداقل آن به  نشان مي FSTنتايج بدست آمده از . واينبرگ را مشاهده شد  –از تعادل هارديانحراف 
  .شد ياسوج مشاهده مي با - هاي مزرعه همدان  بين نمونه041/0ياسوج و   - هاي منطقه تهران  بين نمونه 079/0ترتيب 

با توجه به داده هاي . ديگر اختلاف معني دار مشاهده مي شودبين تمام مزارع با يك AMOVAبراساس نتايج حاصل از تست 
در سه استان  قابل توجه بوده و مي   بررسي حاضر، تنوع ژنتيكي  بدست آمده در مزارع پرورشي ماهي قزل الا  حاصل از 

  .تواند به عنوان مطالعه پايه در ايجاد جمعيت پايه در برنامه هاي اصلاح نژادي كمك نمايد
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مقدمه
تعلق به زير خانواده آزاد گونه قزل آلاي رنگين كمان م   

، )Salmonidae(انواده آزاد ماهيان ، خ)Salmoninae( ماهيان

و جنس  )Salmoniform(راسته آزاد ماهي شكلان 

). Nelson, 2006( مي باشد ) Oncorhynchus(انكورينكوس 

قزل . اكثر آزاد ماهيان گونه هايي با ارزش تجاري بالا هستند 

آلاي رنگين كمان  تمام مراحل زندگي خود را در آب شيرين 

اين خانواده به طور كلي بومي اروپا، شمال اعضاي . بسر مي برند

آسيا و شمال آمريكا هستند ولي توسط انسان به اكثر نقاط دنيا 

، ون آمريكاي جنوبي، هندبرده شده و به منابع آبي  مناطقي چ

ماهيان مادة اين . و و ايران معرفي شده اندناستراليا، زلاند

ز رسيدگي در باشند و تخم پس ا بر مي خانواده فاقد مجراي تخم

حفرة شكمي افتاده سپس از مجراي تناسلي به خارج هدايت 

  .شود مي

امروزه اين ماهي داراي پراكندگي وسيعي در تمام نقاط جهان 

اين ماهي به دليل آساني در تكثير مصنوعي، رشد . باشد مي

خوب و مقاومت نسبت به بيماريها توانست جايگاه خوبي در 

ماهي از امروزه . )1389يسي، نف( پرورش مصنوعي پيدا كند

هاي تكثير و پرورش  آلاي رنگين كمان در اكثر كارگاه قزل

فاده قرار مي استمورد ماهيان سردآبي در كليه نقاط جهان 

از خصوصياتي كه اين ماهي را مورد توجه قرارداده سازش . گيرد

خوب آن با شرايط پرورش متراكم، سختگير نبودن اين ماهي 

 باشد و سرعت رشد خوب اين ماهي ميدر انتخاب غذا 

  .)1380ياراحمدي و همكاران، (

هاي ژنتيكي ذخاير مولدين از اهميت زيادي برخوردار جنبه

هستند، زيرا پتانسيل يك جمعيت را در حقيقت ژنتيك آن 

با وجود اينكه براي پديدار شدن . كندجمعيت معين مي

رگاه الزامي مناسب در كا يپتانسيل ذخاير ماهيان، وجود محيط

است، بايد توجه داشت كه پتانسيل بيولوژيكي هر جمعيت، در 

آگاهي . هاي موجود در آن جمعيت بستگي داردحقيقت به آلل

تنوع هاي قابل استفاده جهت اعمال مديريت، حفظ از روش

آنان بايد . هاي پرورش الزامي استبراي مديران كارگاه ژنتيكي

تواند بر توان توليد ي، چگونه ميبدانند كه اعمال مديريت ژنتيك

مؤثر باشد، زيرا هرگونه اعمال مديريت، خزانه ژني يك جمعيت 

معمولا هرگاه ماهيان دستكاري شوند، برخي . سازدرا متأثر مي

يك مدير كارگاه تكثير، . گردندها حذف ميها و آللاز فنوتيپ

ند، ابتدا بايد تصميم بگيرد كه ماهيان از كدام جمعيت اخذ شو

براي رسيدن . گيري وجود نداردراه مشخصي براي اين تصميم

به پاسخ اين سوال فقط بايد اهداف، نيازها، تحقيقات قبلي و 

  ). 1374تاو، (هاي شخصي را مورد بررسي قرار داد پيش داوري

هاي ماهيان موجود در همخوني و رانش ژنتيكي در جمعيت

بودن اين قبيل  مراكز تكثير، به دليل كوچك بودن و بسته

). Kincaid, 1980(دهد طور ناخواسته روي ميها، بهجمعيت

تواند واريانس ژنتيكي يك جمعيت را به سرعت اين شرايط، مي

در اين صورت، توان . از بين برده و همخوني را افزايش دهد

توليد ماهيان كاهش و بهاي تمام شده محصول، افزايش خواهد 

ان از وقوع غيرعمدي همخوني و رانش بنابراين، شايد بتو. يافت

ژنتيكي، كه ناشي از كوچك بودن جمعيت ماهيان موجود در 

مراكز تكثير است به عنوان يكي از عوامل اصلي كاهش توان 

 ,Aulstad & Kittlesen(توليد و افزايش هزينه توليد نام برد

آل، جمعيتي است كه بي از نظر ژنتيكي، جمعيت ايده). 1971

توانند با متاسفانه مديران مراكز تكثير نمي. گ باشدنهايت بزر

هاي كوچك هاي بزرگ كار نمايند، بلكه بايد با جمعيتجمعيت

  ). Allendorf &  Ryman, 1987(و محدود كار كنند

مطالعه تغييرات ژنتيكي در يك جمعيت و تغييرات آن از طريق 

اني بررسي فراواني الل ها در جمعيتها در مقياس زماني و مك

تغييرات ژنتيكي در گونه ها و . هدف اصلي ژنتيك جمعيت است

جمعيتها آنها را قادر مي سازد تا بتوانند نسبت به تغييرات 

تغييرات ژنتيكي جديد در جمعيتها . محيط زيست سازگار شوند

ممكن است در اثر جهش هاي خود به خودي و يا مهاجرت از 

ي متفاوت هستند جمعيتي كه داراي افرادي با ذخاير ژنتيك

تعداد و فراواني نسبي الل ها در يك جمعيت يكي . اتفاق بيفتد

 Carvalho(از مهمترين محاسبات مربوط به تنوع ژنتيكي است 

& Pitcher, 1994; Ciftci & Okumus, 2002 .( يكي از

مهمترين نيازها در مديريت شيلاتي شناخت واحدهاي توليد 

، نداشتن آگاهي كافي از كننده يا ذخاير گونه ها مي باشد

از ) بيشتر يا كمتر(ساختار ذخيره مي تواند به برداشت نادرست 

 Ryman & Stahl, 1980; Beacham et)آن منجر گردد 

al., 2002 .( از مشكلات اساسي براي مديرت شيلاتي عدم

تعريف دقيق از جمعيتهاي متعلق به يك گونه و ارتباط آن با 

.)Carvallo & Hauser, 1995(مفهوم ذخيره است 
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) جفت باز 6تا  1معمولاً (هاي كوتاه نوكلئوتيدي ها تواليريزماهواره

هاي ريزماهواره به آلل. شوندهستند كه پشت سر هم تكرار مي

هاي جايگاه. شوندوسيله تفاوت در تعداد تكرارها مشخص مي

اسامي ديگر . شوندهاي مختلفي معرفي ميريزماهواره تحت نام

هاي تكراري كوتاه پشت سر هم گر ريزماهواره عبارتند از توالينشان
1)STR(2دار ، توالي مكانهاي نشان)STMS (طوليو چندشكلي-

 Robinson et)  اندكه در مقالات ياد شده) SSLP(3ساده توالي

al., 2004) ها به اندازه ژنوم موجود بستگي دارد تعداد ريزماهواره

تر از ساير موجودات داران فراوانها در مهرهرهبنابراين تعداد ريزماهوا

ها در ژنوم پراكندگي ريزماهواره . (Katti et al., 2001 )است 

يكسان نيست و اغلب آنها به تجمع گروهي در يك ناحيه خاص از 

 "4ايهاي داغ ريزماهوارهمناطق لكه"ژنوم تمايل دارند كه به اين 

ها در نواحي مجاور ژن بيشتر است فراواني ريزماهواره. شودگفته مي

 ( ,Jovne & Lagondaكه نقش اساسي در تنظيم آنها دارند 

(1996; Katti et al., 2001; Ellegren, 2000 .  

آلاي  در خصوص بررسي هاي انجام گرفته بر روي تنوع ژنتيكي قزل

شده كه به عنوان مثال  پرورشي، چندين مطالعه در كشور انجام 

آنزيم  12و  PCR-RFLPبا استفاده از تكنيك ) 1378(ساجدي 

هاي مربوط به  برشگر، تنوع نوكلئوتيد و هاپلوتيپي در جمعيت

كرج را مورد بررسي قرار داد و آلاي مناطق كلاردشت و  مولدين قزل

همچنين در . نتايج حاصله اختلاف معني داري را نشان ندادند

با استفاده از همان ) 2003(و همكاران  Sajediمطالعه اي ديگر 

آلاي مناطق كلاردشت و  هاي مولدين قزل تكنيك و بررسي نمونه

ميتوكندري  DNAهاپلوتيپ در  9آنزيم برشگر،  15جاجرود با 

شده مشاهده گرديد كه اختلاف معني داري  هاي بررسي هنمون

هاي پرورشي هدف از اين تحقيق تعيين تنوع ژنتيكي گله. نداشتند

    هاكمان با استفاده از نشانگر مولكولي ريزماهوارهرنگينآلايقزل

  .مي باشد

 

  كارمواد و روش 
منطقه  سهبافت بالة دمي مولدين  موجود در نمونه  64تعداد 

برداري شده و در  گرم نمونه 2تلف كشور به وزن تقريبي مخ

                                                             
1
 Short tandem repeats 

2
 Sequence tagged microsatellite 

3
 Simple sequence length polymorphism 

4
 SSR hot spots 

درصد تثبيت و  به آزمايشگاه  96هاي محتوي الكل اتانول  شيشه

  )1جدول (د ديمنتقل گر

  در كشور مناطق نمونه برداري ماهي قزل الا: 1جدول 

 تعداد

  مكان نمونه برداري
  رديف

  استان  شهر

 1 تهران فيروزكوه 19

 2 همدان نهاوند 25

 ياسوج 20
كهگيلويه و 

 بوير احمد
3 

 جمع  64

 

در ماهيان وجود دارد كه  DNAهاي متعددي جهت استخراج  روش

 (Hills and Moritz, 1993)م ركلروف ـ در اين تحقيق از روش فنل

  .ديكمان استفاده گرد آلاي رنگين ماهي قزل DNAبراي استخراج 

شدن  نظور مشخصبه م استخراج شده DNAارزيابي كيفي و كمي 

از روشهاي اسپكتروفتومتري  هاستخراج شد DNAكيفيت و كميت 

  .و الكترفورز استفاده گرديد

كردن  پس از كاليبره ،استخراج شده DNAبراي تعيين كميت 

بوسيله  ژنومي DNAميكروليتر از  20اسپكتروفتومتر با آب مقطر، 

نوري ميكروليتر رسانده شد، مقدار جذب  300آب مقطر به حجم 

نانومتر و نسبت  280و  260در طول موج  DNAهاي  نمونه

A260/280 گيري و ثبت گرديد بوسيله دستگاه اندازه .  

 بدست آمده از ،باز  18-24بطول  ريزماهوارهجفت پرايمر  هشت

و سپس به شركت انتخاب  آزاد ماهيانژنومي  DNAترادف 

MWG-Biotech  سفارش داده شد ساختبراي )Condrey & 

Bentzen, 1998; Palti et al., 2002 ( . پرايمرهاي ليوفيليزه

طبق دستور شركت سازنده بصورت محلول در آورده شد و بر حسب 

مشخصات . رقيق سازي انجام گرفت 5به  1غلظت آن به نسبت 

  .آمده است 2ماهي قزل آلا در جدول  برايپرايمرهاي مورد استفاده 
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  قزل آلا در ماهي بررسي شده ريزماهواره جايگاههاي و دماي اتصال  خصوصيات :2 جدول

  دماي اتصال  توالي پرايمر جايگاه

  )درجه سانتيگراد(

  منبع

OmyF AGATTTACCCAGCCAGGTAG  

CATAGTCTGAACAGGGACAG 

55 Palti et al., 2002  

Otsg83 TAGCCCTGCACTAAAATACAGTTC 

CATTAATCTAGGCTTGTCAGCAGT 

60 Palti et al., 2002 

OtsG474 TTAGCTTTGGACATTTTATCACAC 

CCAGAGCAGGGACCAGAAC 

52 Palti et al., 2002 

Ots100 TGAACATGAGCTGTGTGAG 

ACGGACGTGCCAGTGAG 

60 Condrey &Bentzen, 

1998 

OtsG 409 TAGCCCTGCACTAAAATACAGTTC 

CATTAATCTAGGCTTGTCAGCAGT 

60 Condrey & Bentzen, 

1998 

OtsG 249 TCCTGACCTGTGAGTCCAAG 

CTCGCTTGGTTATGGAGG  

59 Condrey & Bentzen, 

1998 

OtsG 432 TGAAAAGTAGGGAAACACATACG 

TAAAGCCCATTGAATTGAATAGAA 

56 Condrey & Bentzen, 

1998 

OtsG 3 GGACAGGAGCGTCTGCTAAATGACTG 

GGATGGATTGATGAATGGGTGGG 

53 Palti et al., 2002  

  

 DNAنانوگرم  100و تكثير ژن هدف،  PCRبراي انجام 

 5/0بعلاوه ) پيكومول 30(ميكروليتر از پرايمرها  1استخراجي، 

 Taqميكروليتر  2/0، )ميلي مولار dNTP )10ميكروليتر 

polymerase )u/μ5( ،5/2  ميكروليتر بافرPCR )X10( ،8/0   

  

ميلي ليتري  2/0در يك ويال ) ميلي مولار MgCl2 )50ميكروليتر 

 ميكروليتر رسانده 25كه در نهايت حجم آن با آب مقطر به  آماده،

 گرفتند  وژ در ترموسايكلر قرار يچند ثانيه سانتريفلوله ها پس از ، شد

  ). 3جدول (

  اي پليمراز نوع و مقدار مواد استفاده شده در واكنش زنجيره: 3جدول 

  ماده غلظت مواد ميكروليتري 25مقدار براي واكنش 

 استخراجي DNA نانوگرم 100 ميكروليتر 1

 پليمرازDNAآنزيم تك  u/μ5 ميكروليتر 2/0

 dNTPs ميلي مولار 10 ميكروليتر 5/0

 MgCl2 ميلي مولار 50 ميكروليتر 8/0

 X10 PCR Buffer ميكروليتر 5/2

 1پرايمر پيكومول 30/متغير ميكروليتر 1

 2رپرايم پيكومول 30/متغير ميكروليتر 1

 آب مقطر ــــــ ميكروليتر 25تا 
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استاندارد كه شامل مراحل  PCRابتدا  PCRبراي بهينه كردن  

اقدام به  PCRزير است را انجام داده و سپس با توجه به محصولات 

در مرحله اول با دادن دامنه حرارتي، بهترين . تغيير شرايط گرديد

و به دست آمد و در دماي اتصال هر كدام از آغازگرها به رشته الگ

) اسمير(مرحله بعد جهت تظاهر خوب باندها و حذف شكستگي 

بهينه سازي  dNTPsژنومي، آغازگر و  MgCl2 ،DNAغلظت 

 94شرايط چرخه دمايي براي هرجايگاه ريز ماهواره شامل  . گرديد

درجه  52- 60(ثانيه، درجه حرارت اتصال  60درجه سانتيگراد براي 

ثانيه،  45درجه سانتيگراد براي  72ثانيه و  30به مدت ) سانتيگراد

به  PCRمحصول . دقيقه بود 5درجه براي  72با يك بسط نهايي 

درصد مورد ارزيابي قرار  8آميد  اكريل روش الكتروفورز با ژل پلي

 DNAبا مقايسه با ماركر  PCRگرفت و اندازه قطعات حاصل از 

)pBR322 DNA/AluI Marker, 20, ،MBI Fermentas (

درصد و با روش رنگ آميزي نيترات  8آميد  آكريل بر روي ژل پلي

  . نقره بدست آمد

هتروزايگوسيتي مورد انتظار و مشاهده شده، تعداد آللهاي واقعي و 

، شاخص شانون، ريز ماهواره  تعداد آللهاي موثر در جايگاههاي

، تنوع ژنتيكي بر اساس تست FSTواينبرگ، مقادير  - تعادل هاردي

AMOVA  نرم افزار  با 01/0در سطح احتمالGene Alex 

version 6  وPopGene version 1.31  محاسبه گرديد

(Peakall & Smouse, 2005; Yeh et al., 1999).  

  

  نتايج
 –به روش فنل (Total DNA)استخراج اسيدهاي نوكلئيك 

كميت . هاي ماهي قزل آلا انجام شد كلروفرم درمورد تمامي نمونه

% 1استخراج شده به دو روش استفاده از ژل آگارز  DNAوكيفيت 

  .و دستگاه اسپكتروفتومتر مورد ارزيابي قرار گرفت

) يك درصد(بر روي ژل آگارز  DNAبررسي شدت وضوح باندهاي 

  DNAو مشاهده تيزي و شدت باندهاي توليد شده نشان داد كه 

وفرم از كلر - هاي استخراج شده از باله ماهي قزل الا به روش فنل

برخوردار  PCRهاي  كيفيت مناسبي براي استفاده در آزمايش

بسيار قوي و شفاف بوده و اين بيانگر آن  DNAباندهاي . باشند مي

استخراجي فاقد آلودگي پروتئيني، فنلي و يا  DNAاست كه 

نسبت در بررسي كمي نيز،  ).1 شكل(است  RNAآلودگي به 

به عنوان شاخص كميت  كهنانومتر  280 به 260جذب طول موج 

مورد بررسي قرار  شده هاي استخراج DNAبراي ارزيابي باشد مي

و به  قرار داشت 8/1 – 9/1 دامنهدر آنها خلوص  به طوريكهگرفت 

، مورد PCRهمين ترتيب براي ادامه آزمايشات مولكولي انجام 

  .استفاده قرار گرفتند

  

 

   

  

  

  

  

  

  

 %1 ژل آگارز روي كلروفورم بر -ج شده به روش فنلاستخرا DNA از اي نمونه :1 شكل

جايگاه ريزماهواره اي نشان داد كه  8الگوهاي باندي بدست آمده از  

جايگاه . جفت باز بوده است 64- 280ها بين باندمحدوده اندازه 

OtsG 249   آلل داراي بيشترين آلل و جايگاه  9باOtsG 432 و 

OtsG 474  شكل 4جدول(عداد آلل بود آلل داراي كمترين ت 2با ،

2 .(  

در بررسي و مطالعات تنوع ژنتيكي درون جمعيتي يك گونه از 

و مورد   (HO)معيارهاي همچون هتروزيگوسيتي مشاهده شده

در . دشو در هر لوكوس استفاده ميو براي هر منطقه   (HE)انتظار

رع ابين مز) HO(مطالعه حاضر دامنه هتروزيگوسيتي مشاهده شده 

با  916/0تا  869/0گانه بين  هشتبرداري در جايگاههاي  نمونه

دامنه هتروزيگوسيتي مورد انتظار   .)4جدول( بود 880/0ميانگين 

(HE)  گانه بين  هشتبين مناطق نمونه برداري در جايگاههاي

بيشترين مقدار . بود 690/0با ميانگين  745/0-661/0

هاي  در نمونه OtsG 409هتروزيگوسيتي مورد انتظار در لوكوس 

و كمترين مقدار هتروزيگوسيتي  تهران جمع آوري شده از مزرعه

 .باشد مي ياسوجمربوط به مزرعه  OtsG 3مورد انتظار در جايگاه 
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دهد كه در مناطق نمونه برداري و  محاسبه هتروزيگوسيتي نشان مي

تنوع  .كمتر مي باشد HO  نسبت به HEمقادير   جايگاهها  بيشتردر 

يتي يا تنوع ژني بصورت هتروزيگوسيتي مشاهده شده درون جمع

)HO ( و هتروزيگوسيتي مورد انتظار(HE)  در هر لوكوس و براي هر

  .نشان داده شده است 4جمعيت در جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  ) OtsG 249جايگاه ( بر روي ژل پلي اكريل آميد  PCRنمايش محصول  :2شكل 

  

     شده و قابل انتظار و شاخص شانن در مزارع و  همشاهد يو قابل انتظار و مقدار هتروزايگوسيتهاي مشاهده شده  تعداد آلل: 4جدول 

 هاي مختلف جايگاه

 NA  Ne I Ho HE جايگاه مزرعه

 تهران

OtsG 83b 3  74/2  05/1  1.00  ٦٣٦/٠  

OtsG 3 4  80/2  16/1 1 ٦٤٤/٠  

Omyf 4 26/3 28/1 789/0  ٦٩٤/٠  

OtsG 409 5  52/3 40/1 1.00 ٧١٦/٠  

Ots 100 4 14/2  96/0 474/0  ٥٣٣/٠  

OtsG 432 2  2 69/0 1.00 ٥٠/٠  

OtsG 474 3  36/2 95/0 895/0  ٥٧٨/٠  

OtsG 249 9  34/5 91/1 1.00 ٨١٣/٠  

 ٦٦١/٠ 916/0 219/1 745/2 200/4 ميانگين

 همدان

OtsG 83b 8  22/5  83/1  1.00 ٨٠٩/٠  

OtsG 3 5 63/3 40/1  1.00 ٧٢٤/٠  

Omyf 6  63/3 47/1 929/0  ٧٢٤/٠  

OtsG 409 5 21/4 50/1  918/0  ٧٦٣/٠  

Ots 100 3 51/2 99/0  1.00 ٦٠٢/٠  

OtsG 432 4 26/3 27/1  857/0  ٦٩٤/٠  

OtsG 474 4 30/2 95/0  1.00 ٥٦٦/٠  
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 NA  Ne I Ho HE جايگاه مزرعه

OtsG 249 9  93/5 95/1  1.00 ٨٣٢/٠  

 ٦٦٤/٠ 869/0 346/1 200/5 53/3 ميانگين

 ياسوج

OtsG 83b 4 20/3  25/1  1.00 ٦٨٨/٠  

OtsG 3 4 69/1 78/0  375/0  ٤٠٨/٠  

Omyf 3  12/2 81/0  1.00 ٥٢٩/٠  

OtsG 409 5 12/4 46/0  1.00 ٧٥٨/٠  

Ots 100 9 78/4 82/1  625/0  ٧٩١/٠  

OtsG 432 4 27/2 97/0  875/0  ٥٦١/٠  

OtsG 474 2 99/1 69/0  938/0  ٤٩٨/٠  

OtsG 249 9 92/4 70/1  909/0  ٧٩٧/٠  

  ٧٤٥/٠ 879/0 265/1  5 424/3 ميانگين

  

واينبرگ در تمامي مزارع مورد  -به منظور بررسي تعادل هاردي

. استفاده شد χ2هاي مختلف از آزمون مربع كاي يا  بررسي و لوكوس

هاي مورد جايگاه بيشترواينبرگ مزارع در  -در بررسي تعادل هاردي

ان داده و خارج از واينبرگ را نش –بررسي انحراف از تعادل هاردي

χ)نتايج آزمون مربع كاي  5در جدول . تعادل بودند
2
براي تعادل  (

مورفيك  هاي ميكروستلايتي پلي واينبرگ در سطح لوكوس -هاردي

 هاي مناطق و نواحي مختلف آورده شده است براي همه نمونه

  . )5جدول (

  

  پلي مورف جايگاههاي در واينبرگ –براي تعادل هاردي  (χ2 )آزمون كاي نتايج: 5جدول 

  مزرعه  جايگاه درجه آزادي كاي اسكوئر ضريب اطمينان ضريب اطمينان

** 001/0 58/15  3 OtsG 83b 

 تهران

** 004/0 19  6 OtsG 3 

*** 000/0 32/43 6 Omyf 

*** 000/0 57 10 OtsG 409 

* 034/0 64/13  6 Ots 100 

*** 000/0 19 1 OtsG 432 

** 006/0 45/12 3 OtsG 474 

ns  546/0 37/34  36 OtsG 249 

**  001/0 31/56 28 OtsG 83b 

 همدان
ns 127/0 13/15 10 OtsG 3 

*** 000/0 66/46  15 Omyf 

*** 000/0 22/34  10 OtsG 409 
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  مزرعه  جايگاه درجه آزادي كاي اسكوئر ضريب اطمينان ضريب اطمينان

** 003/0 14 3 Ots 100 

*** 000/0 28 6 OtsG 432 

*** 000/0 42 6 OtsG 474 

* 011/0 12/58 36 OtsG 249 

*** 000/0 48  6 OtsG 83b 

 ياسوج

ns 923/0 96/1  6 OtsG 3 

** 001/0 16  3 Omyf 

*** 000/0 48 10 OtsG 409 

** 009/0 25/56  36 Ots 100 

ns 139/0 67/9 6 OtsG 432 

*** 000/0 45/12 1 OtsG 474 

*  050/0 67/32  21 OtsG 249 

*** : P ≤ 0.001  ،** : P ≤ 0.01  ،* : P ≤ 0.05  وns  :بدون اختلاف معني دار  

براي تعيين ميزان اختلاف ژنتيكي موجود در يك جمعيت و مقايسه 

 FSTآن نسبت به اختلاف ژنتيكي در بين كل مناطق از فاكتورهاي 

بيشتر شامل  FST. شود استفاده مي) برآورد مرسوم در تمايز ژنتيكي(

شترين كاربرد را در آزمون ها است و بي اندازه گيري در جمعيت

نتايج بدست آمده از . ها دارد واگرايي ژنتيكي كل در بين جمعيت

FST هاي مزرعه  بين نمونه 079/0دهد كه حداكثر آن  نشان مي

 وياسوج هاي مزرعه  بين نمونه 041/0آن  حداقل و ياسوج وتهران 

ان بدست آمده بين نمونه هاي همدان و تهر FSTميزان   .دبو  همدان

 AMOVAبراساس نتايج حاصل از تست . بدست آمد 056/0نيز  

بين تمام مزارع با يكديگر اختلاف معني دار مشاهده مي شود 

(F=?, P<0.01) .  

 

  بحث 
كاهش در ذخاير ژنتيكي جمعيتهاي ماهيان يكي از مشكلات مهم 

و مطالعات تنوع ژنتيكي در زمينه  محسوب مي شود آبزي پروري

 .ص اصلاح نژاد مي تواند به كار گرفته شودهاي مختلف بخصو

از  شده و تغييردچار امروزه تنوع ژنتيكي بسياري از جوامع ماهيان 

فعاليتهاي انساني تا حدي ساختار جمعيتها را تغيير مي طرف ديگر 

دهند كه حتي از طريق افزايش تكثير مصنوعي سبب يكسان سازي 

 ,.Ferguson et al., 1995; Zhao et al(ژنتيكي مي شوند 

امروزه كاربرد نشانگرهاي مولكولي منجر به پيشرفت سريع ). 2005

در مطالعات مربوط به تشخيص تنوع ژنتيكي و آميزش درون گونه 

اي، تعيين والدين، تشخيص گونه و نژادها و بازسازي نقشه هاي 

 Hansen et(دقيق خويشاوندي براي گونه هاي آبزيان شده است 

al., 2000; Liu and Cordes, 2004 .( ،در سالهاي اخير

هسته كاربرد وسيعي براي بيولوژي جمعيت پيدا  DNAاستفاده از 

از اين رو براي دستيابي به يك نتيجه بهتر و دقيق تر در . كرده است

هسته اي  DNAمطالعات ژنتيك جمعيتها، استفاده از لوكوس هاي 

 ;Bentzen et al., 1991(از اهميت بالايي برخوردار است 

Rezvani Gilkolaei, 2000; Chistiakov et al., 2006 .(

مايكروستلايت ها به دليل داشتن سطوح بالاي پلي مورفيسم، اندازه 

نسبتاً كوچك و روشهاي تشخيصي سريع به طور گسترده اي براي 

 Norris(مطالعه اختلافات ژنتيكي بين جمعيتهاي نزديك به هم 

et al., 1999; Gerlach et al., 2001( تشخيص ذخاير ،

ژنتيكي، انتخاب مولدين، بازسازي نقشه هاي خويشاوندي متراكم، 

تعيين نقشه ژني صفات مهم اقتصادي جهت استفاده از  آنها در 

 ,Cross  &  King(برنامه هاي توليد مثلي به كار مي روند 

1983; Zane et al., 2002; Chistiakov et al., 2006 .(

 همهپرايمر مايكروستلايت به كار برده شد كه  تهشدر اين بررسي 
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آنها پلي مورفيك از خود نشان دادند و اين نشانگر در مطالعه تنوع 

  . ژنتيكي قزل آلاي پرورشي مناسب بوده است

بايد پي برد كه اعمال مديريت ژنتيكي چگونه مي تواند بر توان 

يكي يك توليد موثر باشد، زيرا هرگونه اعمال مديريت، خزانه ژنت

جمعيت را متاثر مي سازد و معمولا هرگاه ماهيان دستكاري شوند 

براي تهيه جمعيت پايه .  برخي از فنوتيپها و اللها حذف مي گردند

از يك مركز يا از مراكز ديگر بايد هنگام تهيه ماهيان مولد، شجره 

نامه آنها را معين نمود و همچنين مشخص گردد كه براي توليد يك 

تهيه . ه، از چه تعداد ماهي مولد استفاده شده استجمعيت پاي

ماهيان مولد، مهمترين مرحله مديريت در يك جمعيت است زيرا 

مقدار تنوع ژنتيكي موجود در ابتداي كار و نيز توان بيولوژيكي 

اگر . جمعيت در آينده به وسيله جمعيت پايه مشخص مي شود

ديريت و بهره چنين تنوع و تواني موجود نباشد، ديگر اعمال م

اطلاع از تنوع ژنتيكي جهت . برداري از آن بي معني خواهد بود

با توجه به . و تتظيم برنامه هاي اصلاحي ماهيها لازم است  حفاظت

از  مورد بررسي نتايج حاصله مي توان عنوان نمود مزارع پرورشي

برخوردارند و ميزان هتروزيگوسيتي بالا مويد  مناسبيتنوع ژنتيكي 

به طوريكه دامنه هتروزيگوسيتي مشاهده شده  بودهلب اين مط

)HO ( 869/0بين مزرعه نمونه برداري در جايگاههاي ده گانه بين 

اين مسئله در مورد ماهيان . بود 880/0با ميانگين   916/0تا 

برخي محققان تنوع . پرورشي در موارد بسياري گفته مي شود

 را در مقايسه با ژنتيكي بالايي از جمعيتهاي پرورشي قزل آلا

 ;Busack et al., 1979(جمعيتهاي طبيعي گزارش نمودند 

Guyomard, 1981; Ward et al., 2003 Silverstein et 

al., 2004 .(Busack  و همكاران)حفظ  عنوان نمود كه) 1979

سطوح بالاي تنوع ژنتيكي در جمعيتهاي پرورشي قزل آلا در نتيجه 

اختلاط بين نژادها يا در نتيجه تعادل انتخاب طبيعي بدنبال تنگناي 

 Thompson. جمعيتي و انتخاب مصنوعي صورت پذيرفته است

همچنين  تنوع ژنتيكي بالايي را در مزارع پرورشي مختلف ) 1985(

و در ادامه بيان نمود نژادهاي مختلفي از  در بريتانيا نشان داد

جمعيتهاي طبيعي بوجود آمده اند كه خصوصيات ژنتيكي متفاوتي 

مطالعه اي در پراكنش  2005و همكاران در سال  Jug . دارند

جمعيتهاي غير بومي قزل آلا در اسلوني و ساير ورودي ها با 

 )Salmo marmoratus(جمعيتهاي بومي مشاهده شده قزل آلا 

در درياچه دانوب با استفاده از ) S. truta(در درياچه آدرياتيك و 

در بررسي آنها به كمك پنج . آناليز ميكروستلايت انجام دادند

لوكوس ميكروستلايت توانستند نژادهاي غير بومي انتشار يافته و 

ورود آنها به جمعيتهاي بومي قزل آلا را تشخيص دهند و اعلام 

دامنه آللي . مي در معرض خطر قرار دارندكردند كه جمعيتهاي بو

و دامنه  72/0الي  06/0، هتروزايگوسيتي قابل انتظار 2/8الي  2/1

محاسبه گرديد كه  65/0الي  12/0هتروزايگوسيتي مشاهده شده 

با . اين شاخصها نسبت به مطالعه حاضر كاهش را نشان مي دهند

داشت كه در  توجه به نتايج حاصل از بررسي حاضر مي توان اذعان

. را نشان مي دهندواينبرگ  - تعادل هاردياغلب جايگاهها انحراف از 

را مي توان به آميزشهاي واينبرگ  -تعادل هارديانحراف از 

خويشاندي در بين نمونه ها، تعداد كم نمونه ها و خطاي نمونه 

 Silverstein(نسبت داد ) نمونه برداري از افراد خويشاند(برداري 

et al., 2004; Zhao et al., 2005; Pujolar et al., 

و با توجه به نبود ثبت شجره ماهيان مطالعات بيشتري را  )2009

معمولا در يك جامعه  .بايستي در آينده در دستور كار قرار داد

محدود افراد خويشاوند با هم آميزش داشته و باعث از دست رفتن 

  . تنوع و كاهش سازگاري و شايستگي مي شود

محققين بر اين باورند كه جمعيتهاي پرورشي به دلايل  اكثر

گوناگون نظير استفاده از نسبت هاي جنسي نابرابر در تكثير 

مصنوعي، بقاي متفاوت نتاج حاصل از آميزش درون خانواده ها و 

همچنين آميزش خويشاوندي كاهش تنوع ژنتيكي را بدنبال خواهند 

در . )Hansen et al., 2000; Liu & Cordes, 2004( داشت

هر حال بايد توجه داشت كه جنبه هاي ژنتيكي مديريت ذخاير 

ماهيان مولد، بايد به عنوان يك بخش مستقل در مديريت كارگاه 

زيرا اللهاي موجود در يك جمعيت، پتانسيل آن . گنجانده شود

جمعيت را تعيين مينمايند و اگر به پتانسيل يك جمعيت خسارت 

. ظرفيت نهايي توليد دچار اشكال خواهد شد وارد آيد، دستيابي به

اما اگر اين پتانسيل مورد مديريت و بهره برداري مناسب قرار گيرد، 

 Pérez( ميزان توليد از ظرفيت تعيين شده نيز فراتر خواهد رفت

et al., 200; Pujolar et al., 2009 ..(  

در منابع مختلفي آورده شده است كه تنوع ژنتيكي و محيطي در 

در بيشتر . معيتهاي طبيعي قزل آلا در فصول تخم ريزي بالاستج

. موارد، از تنوع بالا تحت تاثير فعاليتهاي كارگاهي كاسته مي شود

اين فعاليتها بدليل توجيه اقتصادي و افزايش توليد مي باشد و در 

حال حاضر انگيزه زيادي براي افزايش طول دوره توليد مثلي ماهيان 

بدليل طول دوره توليد مثلي بالاي اين گونه . دپرورشي صورت پذير

آزاد ماهي ممكن است نژاد هاي مصنوعي جديدي از جمعيتهاي 
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در  1975به عنوان مثال يك هچري در سال . طبيعي حاصل شود

جفت مولد شروع به كار نمود و در ادامه با استفاده مدام  25كانادا با 

هفته  2وليد مثلي از انتخاب فنوتيپي منجر به افزايش طول دوره ت

و همكاران   Ward.  (Fishback  et  al., 2000)ماه شد  8به 

تنوع ژنتيكي بين و درون نژادهاي  قزل آلاي رنگين كمان ) 2003(

لوكوس ميكروستلايت بررسي  10با استفاده از ) را در استراليا 

جمعيت پرورش  4تنوع ژنتيكي بالايي در همه لوكوسها در . نمودند

آلا نشان داده شد و كاهش تنوع نسبت به اجداد آنها در قزل 

همچنين  . آمريكاي شمالي را بدليل رانش ژنتيكي عنوان نمود

Meffe  )1987 ( بيان نمود تنوع ژنتيكي پايين در فعاليتهاي آبزي

پروري چنانچه نژادها به محيط مزرعه سازگاري پيدا مي كنند 

كم باشد ممكن است  اگر جايگزيني براي مولدين. مخرب نيست

باعث حذف ژنهايي شود كه در ارتباط با سازگاري با محيط و 

از دست دادن بخشي از تنوع ژنتيكي در . عملكرد ماهي هستند 

فعاليتهاي آبزي پروري ناگزير خواهد بود ولي مي توان اين كاهش را 

با تغييرات مناسب و بكارگيري روشهاي مناسب اصلاح نژادي به 

  . حداقل رساند

عواملي نظير درون آميزي را مي شود  با نگهداري تعداد زيادي از 

منابع مختلف علمي بيان . كنترل نمود)  Neاندازه بالاي ( مولدين 

مي دارند كه تهيه ماهيان مولد از يك جمعيت كم  مناسب نمي 

باشد و بسياري از كارگاههاي تكثير معمولاً كار خود را با جمعيتي از 

ميكنند كه حاصل يك آميزش مي باشد كه اين امر ماهيان آغاز 

باعث كاهش واريانس ژنتيكي در چنين جمعيتي مي شود و وقوع 

همخوني و پيشامد ژنتكي در آينده دستيابي به ظرفيت نهايي توليد 

 ;Chakraborty & Nei, 1977( را دشوار خواهد ساخت

Simon et al., 1986( . مراكزي كه روي جمعيتهاي كوچك

ان اعمال مديريت مي كنند، در صورتي كه از آميزش تصادفي ماهي

استفاده نمايند، نخواهند توانست از وقوع افت توليد ناشي از 

همخوني، و يا كاهش واريانس ژنتيكي جمعيت در اثر پيشامد 

ژنتيكي جلوگيري كنند و در صورت كاهش توليد بايد ذخيره 

ي خزانه ژني وارد جديدي از ماهيان مولد جهت تجديد يا جايگزين

بنابراين، شايد بتوان از وقوع غير عمدي همخوني و پيشامد . نمايند

ژنتيكي، كه ناشي از كوچك بودن جمعيت ماهيان موجود در 

كارگاههاي تكثير مي باشد به عنوان يكي از عوامل اصلي كاهش 

از . توان توليد و افزايش هزينه دستيابي به ظرفيت توليد نام برد

شكلات مراكز تكثير ماهيها كاهش تنوع و افزايش مهمترين م

همخوني بوده و از آنجايي كه همخوني باعث كاهش عملكرد اكثر 

بعلت وراثت پذيري پايين اين (صفات بويژه صفات توليد مثلي 

مي شود،  جلوگيري از افزايش همخوني جهت حفظ تنوع ) صفات

   .)Skaala et al., 2004( در مراكز تكثير امري ضروري مي باشد

مطالعه تنوع ژنتيكي حاضر نشان داد كه مزارع پرورشي موجود در 

از دلايل اين تنوع بالا مي توان . كشور از تنوع بالايي برخوردار بودند

به اين مسئله اشاره نمود كه ممكن است اين مزارع از مخلوطي از 

. نژادهاي مختلف از مراكز پرورشي مختلف  استفاده مي كنند

ژنتيكي مزارع پرورشي موجود در كشور نشان از اين خصوصيات 

نكته دارد كه اين نژادها مي توانند در يك برنامه اصلاح نژاد وارد 

شوند و در پايان برنامه بهترين مزارع را براساس داشتن يك صفت 

يا صفاتي خاص معرفي نمود كه در ادامه نژادي مصنوعي ايجاد شده 

گيري  تصميم .نژاد را تشكيل دهد كه جمعيت پايه يك برنامه اصلاح

در مورد اينكه كدام نژادها بايد حفظ شوند، بايستي بر اساس 

ملاكهاي مورد نظر و با در نظر گرفتن كاربرد فعلي و منظور نمودن 

اين . حفظ حداكثر تنوع ژنتيكي در مخزن ژني هر گونه صورت گيرد

براي  امر براي آن است كه در توسعه پايدار سيستمهاي توليدي

 ,Templeton).نيازهاي پيش بيني نشده آتي منظور شوند 

هايي از تمامي نژادهاي يك گونه كه داراي  با حفظ نمونه (2004

توان حداكثر تنوع ژنتيكي را  باشند، مي بيشترين تفاوت ژنتيكي مي

گردند كه داراي آللها  ها نژادهايي را شامل مي اين نمونه. حفظ نمود

شرح كامل تفاوت ژنتيكي . باشند نحصر به فرد مييا تركيبات آللي م

بين هر نژادي امكان پذير نيست ولي معيارهاي فاصلة ژنتيكي 

. باشند بهترين شرح در دسترس براي بيان تفاوت ژنتيكي آنها مي

اند ولي همه آنها به  معيارهاي فاصله ژنتيكي متعددي پيشنهاد شده

 (Templeton, 2004).ند هاي مربوط به فراواني آللي نيازمند داده

گيري نهايي براي انتخاب نژادها بايد هر نوع اطلاعات در  در تصميم

دسترس راجع به صفات داراي ارزش اقتصادي، ويژگيهاي سازگاري 

هاي منحصر به فرد، اهميت محلي يا  خاص، حضور ژنها يا فنوتيپ

هاي توليدي و قابليت دسترسي به  اي يك نژاد در سيستم منطقه

بع و زير ساختها در منطقه استقرار نژاد در نظر گرفته شود منا

.(Templeton, 2004)  

به نظر مي رسد جمعيت هاي مورد استفاده در اين بررسي تنوع 

مناسبي داشته است و بنابراين نماينده مناسبي براي معرفي به يك 

اين جمعيت ها اين قابليت را دارند كه . برنامه اصلاح نژادي هستند

وان ذخيره ژنتيك مناسب استفاده شود و تقريبا از نظر ژنتيكي به عن
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با  نيازمند است تا هر چند در بررسي هاي آينده. متفاوت هستند

استفاده از لوكوسهاي بيشتر كه در سالهاي اخير از قزل آلاي رنگين 

نمونه هاي مراكز پرورشي مختلف كشور    ند،كمان معرفي شده ا

به  .معتر نيز مورد مطالعه قرار گيرند جهت دستيابي به نتايج جا

عنوان مثال مركز تحقيقات ژنتيك ياسوج سالانه حدود يازده ميليون 

تخم چشم زده توليد مي نمايد و جمعيت بزرگي از مولدين ماده در 

اين مسئله مي . را براي توليد تخم نگهداري مي كند 6300حدود 

در نتيجه باعث تواند به حفظ تنوع ژنتيكي بالا كمك نموده و 

چنانچه جايگزيني مولدين به . افزايش اندازه جمعيت موثر شود

صورت كنترل شده و با مديريت جفتگيري افراد ناتني صورت پذيرد 

لازم است عنوان شود . مي توان اندازه جمعيت موثر را افزايش داد

كه در سالهاي اخير مديريت ذخاير موجود در مركز تحقيقات ياسوج 

ولد سازي متمركز بر افزايش راندمان توليد تخم چشم زده در كنار م

مركز پرورشي در  20براي پاسخ به نيازهاي مراكز توليدي بالغ بر 

در حال حاضر سعي بر اين است . استانهاي مختلف كشور مي باشد

تا با افزايش طول دوره توليد مثلي ماهيان مولد و توليد تخم چشم 

  .تفع نمايندزده نياز مراكز توليدي را مر

تنوع ژنتيكي علي رغم مديريت مختلف هچري ها و نگهداري 

بر اساس مطالعه ژنتيكي تنوع . ماهيان، در بين نمونه ها وجود داشت

مورد مطالعه قابل ملاحظه بوده ، هرچند بدليل عدم  هايجمعيت

ثبت نمونه ها و نبود شناسنامه براي ماهيان پاسخ مشخصي نمي 

از مولدين بدليل تنوع ژنتيكي بالا مي  .د دادتوان به اختلاف موجو

توان در يك برنامه اصلاح نژاد استفاده نمود و با يك برنامه تلاقي 

پيشنهاد ميگردد در  .مناسب از كاهش همخوني جلوگيري نمود

مطالعات آينده از پرايمرهاي اختصاصي گونه قزل آلا استفاده شود و 

و معتبر تكثير ماهي قزل آلا  از طريق نمونه برداري از مراكز مختلف

  .در كشور و بررسيهاي مولكولي بيشتر صورت گيرد

  

  تشكر و قدرداني
نگارندگان مراتب قدرداني و سپاس خود را از پرسنل محترم مركز 

تحقيقات ژنتيك و اصلاح نژاد ماهيان سردآبي به دليل مساعدت و 

  .همكاريهاي صميمانه در اين تحقيق، ابراز مي دارند
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Abstract 

A total of 64 specimens of rainbow trout (Onchorhynchus mykiss) from 3 different regions in 

Iran were collected. About 2-3 g of caudal fin samples were removed from each specimen and 

preserved in absolute ethyl alcohol and transferred to the genetic laboratory. Genomic DNA 

was extracted using the phenol-chloroform method and then DNA content and quality was 

determined using spectrophotometry and agarose gel electrophoresis, respectively. 

Polymerase Chain Reaction (PCR) of genomic DNA fin samples was carried out using 8 pairs 

of microsatellite primers. All PCR products were electrophoresed on 6% polyacrylamide gel 

and stained with silver nitrate. Following the scoring of alleles, all parameters including 

effective number of alleles, observed and expected heterozygosity, shanon index, Hardy-

Weinberg equilibrium test and FST were calculated using AMOVA analysis in the GenAlex 

and Popgene programs. The results showed that 8 pairs of microsatellite primers were 

polymorphic. In total, alleles were determined with the range size of 64-280 bp. The locus 

OtsG 249   had maximum number of allele (9) and loci OtsG 432 and OtsG 474 had minimum 

number of allele (2). The observed heterozygosity was between 0.869 and 0.916. Hardy-

Weinberg departure was observed for most loci from all farms and were disequilibrium. The 

Fst results showed that maximum  FST (0.079) were between farms in Tehran and Yasuj and 

minimum (0.041) were between farms in Hamadan and Yasuj. Based on the results of 

AMOVA analysis, significant differences were detected between all farms. The results 

suggest that the unique genetic variation of rainbow trout in hatchery farms of Iran represents 

a highly valuable genetic resource and provide useful information for creating a based 

population in the future breeding programs. 

 

 


