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  چکیده
ایران است. با توجه به دامنه وسیع پرورش کشت این ماهی راي اهمیت اقتصادي بالاي در پرورش ماهی ادقزل آلاي رنگین کمان 

آلاي رنگین کمان ایجاد شده است. در  لظرفیت مناسبی براي بررسی تنوع ژنتیکی سه جمعیت مختلف قز، واحدهاي پرورشدر 

مختلف قزل آلاي رنگین کمان حاضر در مزرعه پرورش ماهی سه جمعیت تنوع ژنتیکی  ،میتوکندري DNA بررسی با ،این مطالعه

از ژن سیتوکروم  يجفت باز 625ورد ارزیابی قرار گرفت. بدین منظور قطعه اي ، فرانسه و دانمارکی) ماهلی ایران( کلات نادري

پس از مقایسه توالی یابی دو طرفه شدند. ي پلی مراز تکثیر و سپس نمونه ها، با استفاده از واکنش زنجیره اCاکسیداز زیرواحد 

از لحاظ ژن سیتوکروم اکسیداز ژنتیکی بین سه جمعیت حاضر در این مزرعه  تنوعنتایج این تحقیق نشان داد که هیچ توالی ها، 

   ایجاد تنوع از برنامه هاي اصلاحی مناسب استفاده کرد.جهت وجود ندارد. لذا نیاز است 

  ، درخت فیلوژنتیکی.mt-DNAماهی قزل آلا، واکنش زنجیره اي پلیمراز،   کلمات کلیدي
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  مقدمه

شروع شد. در این  1967-1965سال هاي   ب هاي ایران ازآپرورش صنعتی ماهی قزل آلاي رنگین کمان در 

قزل آلاي رنگین کمان را وارد کشور نمود و باعث توسعه این هاي چشم زده ها شرکت ماهیسراي کرج تخم سال

چشم زده و سرخ را از هاي ن شرکت هاي دیگر، تخمآبعد از  ). Yadollah Mehrabi, 2002صنعت شد (

سپس ماهیان بالغ رشد داده شدند و ). Iran fisheries org, 2011وارد کشور کردند ( کشورهاي اروپایی

پرورش ماهی قزل آلاي رنگین کمان در مزارع آب ). Shamspor et al,2012شروع به تولیبد مثل کردند (

ترجیح داده ریزي آسان و طیف گسترده اي از تغذیه اختیاري، نرخ رشد بالا، تخم  شیرین سرد به دلیل سازگاري

  شد.

اتفاق افتاده نشان دهنده دامنه قزل آلاهاي رنگین کمان ترکیبی از تغییرات مورفولوژیکی که در طول زندگی  

با این حال، تنوع در میان قزل آلاهاي رنگین کمان ). Bematchez et al, 1992طبیعی این گونه است (

از جمعیت هاي این طبقه بندي نیاز است تا فنوتیپی آنهاست، بنابراین و  یمحیط انعطاف پذیري بیشتر به دلیل

). مارکرهاي Laikre, 1999ایجاد گردد (به منظور حفاظت و مدیریت بهتر ماهی براساس تنوع ژنتیکی 

-Al-Samaria and Alمی توانند اطلاعات ژنتیکی جدید و فوق العاده ظریفی را ایجاد نمایند (مولکولی 

kazaz, 2015 ژنوم میتوکندري مهمترین نقش را در مقایسه ژنتیکی جمعیت ). در حال حاضر، تجزیه و تحلیل

  ).Davey et al, 2011هاي مختلف ماهی برعهده دارد (

به عنوان ژن استاندارد در مطالعات ) از ژنوم میتوکندري COX1( 1زیرواحد  Cژن سیتوکروم اسیداز 

بر  تنوع ژنتیکی ). از اینرو، در این مقاله مطالعهDettai et al, 2011ها شناخته می شود ( فیلوژنتیک ماهی

ي داخلی ایران، فرانسوي و دانمارکی به منظور برآورد تنوع سه جمعیت ماهی قزل آلاي رنگین کمان گونه ها

برآورد تنوع ژنتیکی بین گونه اهلی ایران با نمونه هاي فرانسوي و دانمارکی  و ایران بومیژنتیکی جمعیت گونه 

  انجام شد. 
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  مواد و روش ها

  جمع آوري نمونه

قطعه) اهلی ایران، فرانسوي و دانمارکی از  30از سه جمعیت (هر جمعیت  رنگین کمان نمونه ماهی قزال آلا 90

همه ماهی ها با  ).1شهر مشهد جمع آوري شد (شکل واحد پرورش منصوریان واقع در منظقه کلات نادري 

گرم در هر لیتر آب مقطر) بیهوش  10تور دستی گرفته شدند و سپس با استفاده از محلول میخک (استفاده از 

درصد  96سانتی متر از باله دمی به عنوان نمونه جدا گردید و به داخل تیوپ حاوي اتانول  2-1شدند. سپس، 

  شدند.درجه سانتیگراد نگهداري  - 20و سپس در بر روي یخ قرار به آزمایشگاه منتقل  نمونه ها منتقل شد.
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ماهی قزال آلا رنگین کمان سه جمعیت اهلی ایران، فرانسوي . منطقه نمونه برداري از جمعیت 1شکل 

  و دانمارکی.

  DNAآماده سازي نمونه و استخراج 

 100از بافر هضم کننده ( لیتر کرومی 300استفاده از روش کوبیدن در میلی گرم از باله دمی با  25بدین منظور، 

) SDSدرصد  5/0و  Tris pH=8میلی مولار  EDTA pH=8 ،10میلی مولار  NaCl ،15میلی مولار 

به محلول اضافه گردید.   )میلی گرم بر میلی لیتر  K )20آنزیم پروتئیناز  میکرولیتر از 20 هموژن شد. سپس

درجه سانتیگراد انکوبه گردید. سپس تیوپ  37ساعت در دماي  1کان داده شد و سپس به مدت تیوپ بخوبی ت

از محلول رویی با استفاده از پروتکل  DNAاستخراج سانترفیوژ گردید.  rpm 10000ثانیه در  10به مدت 

) ISOGENE kit DIATOM DNA PREP.100-RUSSIAدیاتوم ( DNAاستاندارد کیت استخراج 

درصد  1استخراجی از روش الکتروفورز با استفاده از ژل آگارز  DNAصورت گرفت. بررسی کمیت و کیفیت 

  صورت پذیرفت. 

  واکنش زنجیره اي پلیمراز

آغازگرهاي رفت و برگشت با استفاده از نرم افزار ، COX1جفت بازي ژن  624به منظور تکثیر قطعه 

PRIMER Biosoft  .5پرایمر رفت طراحی گردید' GGCATTCCCTCGAATAAATAACATA 

با  PCRواکنش انتخاب شدند.   'TCCACGTCTATCCCTACAGTGAACA 3 '5و برگشت  '3

ماکرولیتر) و  8اب مقطر (، شرکت آمپلیکون (دانمارك) میلی مولار) PCR )10از مستر میکس استفاده 

دستگاه ترموسایکلر  به داخل این مواد تیوپ حاملماکرولیتر)  انجام شد.  1آغازگرهاي رفت و برگشت (

Biometra  مدلT-personal  درجه سانتیگراد  94دقیقه یک چرخه،  5درجه سانتیگراد براي  95با برنامه
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درجه سانتیگراد  72چرخه،  35ثانیه براي  45درجه سانتیگراد  72ثانیه و  30درجه سانتیگراد  64ثانیه و  45

 .قرار داده شد دقیقه یک چرخه، 10

  و توالی یابی PCRخالص سازي محصولات 

انجام شد. پس بررسی کیفیت نمونه ها بر اتانول روش رسوب با با استفاده از  PCRمحصولات  يخالص ساز

این  ن کره جنوبی ارسال گردید.ژماکرولیتر از نمونه ها به منظور توالی یابی به شرکت ماکرو 40روي ژل آگارز، 

 یابی گردیدند.به روش اتوماتیک سانگر توالی  ABI 7300 ها با استفاده از دستگاهنمونه

  آنالیز نتایج توالی یابی

هاي بدست آمده سنجیده توالی شباهتمیزان  NCBIدر پایگاه  blastn یهو رو BLASTبا استفاده از ابزار 

شد. به منظور بررسی رابطه فیلوژنتیکی گونه مورد مطالعه، ماتریس فواصل ژنتیکی به کمک الگوریتم ارائه شده 

 ,.Tamura et al( مورد محاسبه قرار گرفت Mega v.7، بوسیله نرم افزار Tamura et al. (2004)توسط 

2011 .( 

  نتیجه و بحث

هاي استخراج شده با استفاده از   DNAنمونه ها با موفقیت انجام شد.  در تمام از باله دمی DNAاستخراج 

کیلو باز تولید نمود و نشان داد که  15-16سیلیکاژل مولکولهاي بزرگی در حدود  -روش گوانیدین تیوسیانات 

بر روي ژل  DNAهاي نمونهاندازة این مولکول ها جهت تحقیقات مولکولی مناسب می باشد. پس از الکتروفورز 

آگارز، هیچ گونه باند اضافی و اسمیر مشاهده نشد، که این امر نشان دهندة این است که شکستگی در رشته هاي 

DNA  .به وجود نیامده است  
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  درصد. 1به روش الکتروفورز بر روي ژل آگارز باله دمی ماهی قزل آلاي رنکین کمان استخراج شده از  DNAبررسی کیفیت . 2شکل 

درصد نشان داد که پرایمرها به خوبی  1الکتروفورز محصولات واکنش زنجیره اي پلیمراز بر روي ژل آگارز 

جفت باز می باشد، تولید شده است (شکل  624طول  به COX1فعالیت نموده و قطعات اختصاصی براي ناحیه 

). وجود کنترل منفی پاك و قطعات اختصاصی، نشان از دقت و صحت انجام واکنش داشت. علاوه بر این، وجود 3

هاي دیگر اي براي جفت شدن آغازگرهاي مورد استفاده در محلیک باند اختصاصی نشان داد که توالی مشابه

  ژنوم وجود نداشته است.

  

250 bp 

750 bp 
624 bp 
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جفت باز، نشانگر کیفیت مناسب قطعات تکثیر شده می  624میتوکندریایی به طول  COX1براي ناحیه  PCRالکتروفورز محصولات  -3شکل 

 = -C) ، کنترل منفی=Mجفت بازي 50نشانگر وزنی (باشد.

مشخص شد که میزان هم  NCBIبا مقایسه بین توالی هاي مورد مطالعه با توالی هاي موجود در پایگاه 

 بالایی بین توالی هاي موجود در این پایگاه با توالی هاي مورد مطالعه ما وجود دارد. 2پایین و هومولوژي 1پوشانی

 3گونه مورد مطالعه در این پژوهش و  3بررسی درخت فیلوژنتیک رسم شده به منظور تعیین تنوع ژنتیکی میان 

ایران، فرانسه و  سه گونه ماهی قزل آلاي رنگین کمان اهلیگونه ثبت شده در بانک جهانی ژن، نشان داد که 

. با اینحال سه )4(شکل  ار می گیرنددانمارکی داراي کمترین فاصله ژنتیکی هستند و در یک کلد خواهري قر

 Oncorhynchus clarkia henshawi و Salmo trout  ،Oncorhynchus masou masouگونه 

بنابراین این نتیجه نشان می دهد که تنوع ژنتیکی در  هاي حاضر در ایران هستند.گونه اداراي فاصله ژنتیکی ب

، به کمترین میزان ممکن رسیده است. در یک مزرعه کنار یکدیگردر این سه نژاد در ایران به دلیل قرار گرفتن 

 COX1گونه قزل آلاي رنگین کمان در چین، از ژن  9به منظور بررسی تنوع ژنتیکی  )2013تانگ و همکاران (

نتایج آنها نشان داد که تنوع ژنتیکی  بود.جفت باز  1500استفاده کردند. طول قطعه مورد مطالعه در آن تحقیق 

تنوع ژنتیکی و برآورد همچنین مطالعات دیگر به منظور بررسی  گونه در سطح متوسط است. 9در میان این 

 ,.Gordeeva et alگزینه مناسبی براي این منظور می باشد ( COX1فاصله ژنتیکی نشان داده که ژن 

گوناگون نظیر استفاده از نسبت هاي  جمعیتهاي پرورشی به دلایلکثر محققین بر این باورند که ا). 2017

همچنین آمیزش  مصنوعی، بقاي متفاوت نتاج حاصل از آمیزش درون خانواده ها و جنسی نابرابر در تکثیر

   (Hansen et al., 2000) .داشت خویشاوندي کاهش تنوع ژنتیکی را بدنبال خواهند

  

                                                             
1 Coverage 
2 Homology 
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)، Iranian rainbow trout (con i)کمان اهلی ایران ( قزل آلاي رنگین سه گونه ماهیم شده براي رسدرخت فیلوژنتیک  -5شکل 
) و گونه هاي گرفته شده از بانک جهانی Danish rainbow trout (con d))، دانمارکی (French rainbow trout (con F)فرانسوي(

 Oncorhynchus clarkia henshawi و Salmo trout  ،Oncorhynchus masou masouژن 

  

  نتیجه گیري

آبزي پروري محسوب می شود و مطالعات  هش در ذخایر ژنتیکی جمعیتهاي ماهیان یکی از مشکلات مهمکا

امروزه تنوع ژنتیکی  .هاي مختلف بخصوص اصلاح نژاد می تواند به کار گرفته شود تنوع ژنتیکی در زمینه

طرف دیگر فعالیتهاي انسانی تا حدي ساختار جمعیتها را تغییر  تغییر شده و ازبسیاري از جوامع ماهیان دچار 

 ,.Ferguson et al ژنتیکی می شوند  دهند که حتی از طریق افزایش تکثیر مصنوعی سبب یکسان سازي می

1995; Zhao et al.,2005 )  .(  

ربوط به تشخیص تنوع ژنتیکی و در مطالعات م امروزه کاربرد نشانگرهاي مولکولی منجر به پیشرفت سریع

دقیق خویشاوندي براي گونه  اي، تعیین والدین، تشخیص گونه و نژادها و بازسازي نقشه هايآمیزش درون گونه

 در بسیاري ازمطالعات فیلوژنتیک و میتوکندریایی Hansen e al., 2000 .(DNA( هاي آبزیان شده است

 محسوب می شود زیرا میزان جهش در آن بالا بوده و ژنتیکیتاکسونومیک به عنوان یک نشانگر مناسب 

که به عنوان یک  COX1در این مطالعه ژن ). Na-Nakorn et al., 2006( نوترکیبی در آن اتفاق نمی افتد

به عنوان نشانگر انتخاب گردید. نتایج این تحقیق ژن استاندارد جهت تعیین فاصله ژنتیکی در ماهیان است، 

، فاصل ژنتیکی  بین سه گونه اهلی ایران، فرانسه و دانمارکی وجود ندارد. COX1راساس نشانگر نشان داد که ب
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وضعیت دقیق تنوع ژنتیکی در جمعیت هاي ماهیان نمی باشد، توصیه تنها نشان دهنده  نشانگراز انجا که یک 

ن بتوان با آمی شود ژن هاي شاخص دیگر به منظور بررسی تنوع ژنتیکی مورد بررسی قرار گیرد تا بعد از 

  تصمیمات صحیح مدیریتی، تنوع ژنتیکی را در بین ماهیان قزل آلاي رنگین کمان ایجاد نمود. 
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