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در شيوه لقاح  Salmo trutta caspiusي خزر يااسپرم مولدين نرماهي آزاد در يکسان سازي غلظت

 F1ثير آن بر تنوع ژنتيکي نسل أمخلوط و ت

 

 1، محمد رضا کلباسي*2و 1ايمان سوري نژاد

 

 شيلات، دانشكده علوم دريايي دانشگاه تربيت مدرس گروه.1

 ه هرمزگانشيلات، دانشكده كشاورزي و منابع طبيعي دانشگا گروه‘. 2

 

 چکيده

ه ، حفظ تنوع ژنتيكي بچه ماهياني كSalmo trutta caspiusدر تكثير مصنوعي مولدين ماهي آزاد درياي خزر 

-مولدين نر و ماده در توليد آلوينشوند نيازمند توجه جدي است. مشاركت نامتعادل براي بازسازي ذخاير استفاده مي

گردد و يكسان نمودن حجم مايع مي اندازه جمعيت مؤثردر مولدين ها در شيوه فعلي تكثير مصنوعي باعث كاهش

ثير غلظت اسپرم بر أها نمي شود. با توجه به احتمال تمني نيز منجر به مشاركت متعادل مولدين در توليد آلوين

و  مولدين ها در تكثير مصنوعي ماهي آزاد درياي خزر، اندازه جمعيت مؤثرنر در توليد آلوين ميزان مشاركت مولدين

در لقاح مخلوط شش مولد نر و دو مولد ماده با غلظت يكسان اسپرم و تعداد برابر تخمك F1تنوع ژنتيكي نسل 

جايگاه  9و پس از بررسي  FAPبا استفاده از روش حذف در نرم افزار  F1بررسي شد. رديابي والدين و نسل 

كه داراي بيشترين ميزان تنوع ژنتيكي در مولدين ماهي  Str 591و  Str ،73 Str 58جايگاه  3ريزماهواره و انتخاب 

 خود والدين به مخلوط لقاح شيوه به شده توليد هاياز آلوين درصد91از آزاد درياي خزر بودند صورت پذيرفت. بيش

 مورد هتروزيگوسيتي و ها¬آلل تعداد و گرديد ( محاسبه65/2) 24/5مولدين  اندازه جمعيت مؤثر.شدند منتسب

 دادند نشان( 828/2 و33/7) مولدين به نسبت( 726/2 ±211/2 67/6) ها¬آلوين در را داري¬معني كاهش انتظار

(25/2>P .)باعث مخلوط لقاح شيوه در نر مولدين اسپرم غلظت سازي¬يكسان حاضر تحقيق نتايج اساس بر 

 .شود-نمي ها¬نآلوي در ژنتيكي تنوع كاهش عدم و ها¬تخمك بارورسازي در نر مولدين متعادل مشاركت

 

 درياي آزاد ماهي ريزماهواره، اسپرم، غلظت والدين، رديابي مؤثر، جمعيت اندازه مصنوعي، تكثير: كليدي واژگان

 Salmo trutta caspius خزر

 

                                                           
 نويسنده مسوول، پست الكترونيك : i_sourinezhad@yahoo.com 
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 .مقدمه1

هاي تخم افزايش فشار صيادي، نابودي مكان

هاي اخير منجر ها طي دههريزي و تخريب زيستگاه

طبيعي گونه بومي ماهي آزاد به كاهش شديد تكثير 

گيري آن در و قرار Salmotruttacaspiusدرياي خزر 

 Jalali andشده است ) IUCNليست قرمز 

MojaziAmiri, 2009ايران به منظور حفظ  ت(. شيلا

 و بازسازي ذخاير ماهي آزاد، تكثير مصنوعي مولدين

به شيوه لقاح مخلوط

ط مولد نر با مخلو 4-3با تركيب مايع مني 1

همين تعداد مولد ماده و رهاسازي بچه  تخمك

ماهيان توليد شده را در دستور كار قرار داده است. 

هايي لقاح مخلوط در تكثير مصنوعي گونهاتخاذ شيوه 

شوند، بازسازي ذخاير طبيعي استفاده مي كه براي

Neكاهش اندازه جمعيت مؤثر 
)تعداد واقعي  2

ر از ميان تعداد مولديني است كه در يك برنامه تكثي

در تشكيل لاروها مشاركت  3كل مولدين مورد استفاده

 F1كنند( و در نتيجه كاهش تنوع ژنتيكي در نسل مي

 ,.Brown et al., 2005; Frost et alرا به دنبال دارد )

2006; Machado-Schiaffino et al., 2007.)  شايان

ذكر است كاهش تنوع ژنتيكي منجر به اثرات بالقوه 

له هاي عملكردي مختلف از جمر روي ويژگيمض

گردد و استفاده از اين بازماندگي و رشد در ماهيان مي

ماهيان براي بازسازي ذخاير، كاهش تنوع ژنتيكي در 

؛ سوري Sourinejad et al., 2011) جوامع طبيعي

(. افزايش ميزان آميزش 1389نژاد و همكاران، 

ا را به دنبال خويشاوندي و در نهايت انقراض نسل آنه

 ;Machado-Schiaffino et al., 2007خواهد داشت )

Horreo et al., 2008.) 

-نگرهاي ژنتيكي خصوصاً ريزماهوارهبا ظهور نشا

رديابي مولكولي مولدين و تعيين ميزان مشاركت  ،4ها

آنها در توليد لاروها در شيوه لقاح مخلوط به دليل 

ر ژنوم تسهيل ، تنوع بالا و فراواني د5توارث همبارز

ابزار قدرتمندي  گرديده است و اين گونه نشانگرها

 Jackson etبراي مطالعات رديابي والدين هستند )

al., 2003; Castro et al., 2007.)  نشانگرهاي

                                                           
1.Mixed milt fertilization 

2.Effective Population Size 

3.Nc= Census size 

4. Microsatellite 

5. Codominant 

ريزماهواره به طور موفقيت آميزي جهت بررسي 

ميزان مشاركت واقعي مولدين و تعيين اندازه جمعيت 

پرورشي از جمله باس  مؤثر در چند گونه ماهي

Latescalarifer (Frost et al., 2006 ،)آسيايي 

 ,.Soleasenegalensis(Porta et alكفشك سنگالي 

 Salmosalarماهي اقيانوس اطلس (،آزاد2006

(Horreo et al., 2008 و ماهي آزاد درياي خزر )

(Sourinejad et al., 2011استفاده شده ) .اند 

ر، نتايج رديابي مولكولي در ماهي آزاد درياي خز

والدين و فرزندان با استفاده از نشانگرهاي ريز ماهواره 

مؤيد مشاركت بسيار نامتعادل مولدين در توليد 

ها در شيوه لقاح مخلوط بود. در اين خصوص آلوين

اختلافات زيادي خصوصاً در ميزان مشاركت مولدين 

زه ها مشاهده گرديد كه كاهش اندانر در توليد آلوين

جمعيت مؤثر در مولدين و در نتيجه كاهش تنوع 

بنابراين  ژنتيكي در نسل بعد را به دنبال داشت.

بررسي بيشتر در مورد ارتباط بين خصوصيات اسپرم 

يزان مشاركت آنها در توليد مولدين مورد استفاده و م

ها به عنوان موضوع مهمي براي تحقيقات آينده آلوين

؛ Sourinejad et al., 2011در اين زمينه ذكر گرديد )

 (.1389سوري نژاد و همكاران، 

رسد مشاركت مولدين نر در توليد لارو به نظر مي

ها، به خصوصيات اسپرم در شيوه لقاح مخلوط گامت

مولدين مورد استفاده از جمله حجم مايع مني، غلظت 

اسپرم و تحرک اسپرم بستگي داشته باشد ولي ارتباط 

وفقيت توليد مثلي مولدين نر اين عامل با ميزان م

هاي طور كامل مشخص نشده است و تناقض هنوز به

 Kasparet) زيادي در اين زمينه به چشم مي خورد

al., 2007; Wedekind et al., 2007.)  يكسان نمودن

حجم مايع مني و تعداد تخمك نه تنها منجر به 

ها در تكثير مشاركت متعادل مولدين در توليد آلوين
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ي ماهي آزاد درياي خزر نگرديد بلكه اختلافات مصنوع

ين وبويژه جنس نر در زيادي در ميزان مشاركت مولد

در تيمارهاي  Neها مشاهده شد. ميزان توليد آلوين

محاسبه گرديد كه كاهش  84/2 تا 51/2مختلف از 

ها را بدنبال داشت دار تنوع ژنتيكي در آلوينمعني

(25/2>P1391، ( )سوري نژاد و همكاران .) 

ارتباط بين ميزان غلظت  با توجه به اينكه بررسي

ها در شيوه و مشاركت مولدين در توليد آلوين اسپرم

فعلي تكثير مصنوعي ماهي آزاد تاكنون گزارش 

نگرديده است، لذا تحقيق حاضر با هدف بررسي تأثير 

يزان مولدين نر بر م يكسان سازي غلظت اسپرم

ها با استفاده از ينمشاركت آنها در توليد آلو

ايسه تنوع نشانگرهاي ريز ماهواره و همچنين مق

هاي توليد شده از آنها در ژنتيكي مولدين و آلوين

شيوه لقاح مخلوط با غلظت يكسان اسپرم به ازاي هر 

 مولد نر صورت پذيرفت.

 

 مواد و روش کار. 2

 برداريها و نمونهتکثير مولدين، توليد آلوين

كارگاه تكثير آزاد ماهيان شهيد  تكثير مولدين در

باهنر كلاردشت و به روش لقاح خشك صورت 

پذيرفت. تخمك و اسپرم مورد نياز از دو مولد ماده 

(cm85/4±65/52  و gr62/245±1352 و شش )

( gr212±33/1983و  cm76/2±17/54مولد نر )

كه در فصل تكثير از رودخانه چشمه كيله ماهي آزاد 

-ل گرديد. يكسانند، استحصاتنكابن صيد شده بود

سازي غلظت اسپرم بر اساس نتايج سنجش غلظت 

 Tvedt et) اسپرم مولدين نرِ مورد استفاده انجام شد

al., 2001 با توجه به اينكه مقدار بهينه  (.1()شكل

هزار  222هزار تا  122اسپرم براي تكثير مصنوعي، 

 اسپرم به ازاي هر تخمك پيشنهاد شده است

(Billardet al., 1995; Linhart et al., 2003 لذا )

ميكروليتر مايع  5جهت رسيدن به اين نسبت، مقدار 

به عنوان مقدار پايه در  1مني براي مولد نر شماره 

 132بت به نظر گرفته شد كه موجب رسيدن اين نس

شود. بر اساس مولد نر هزار اسپرم به تخمك مي

 ، مقدارC1V1= C2V2شماره يك و طبق فرمول 

، 2ميكروليتر از مايع مني براي مولد نر شماره  68/7

ميكروليتر از مايع مني براي مولد نر  79/7مقدار 

ميكروليتر از مايع مني براي  77/9، مقدار 3شماره 

ميكروليتر از مايع مني  17/8، مقدار 4مولد نر شماره 

ميكروليتر از  33/7و مقدار  5براي مولد نر شماره 

محاسبه گرديد و با  6لد نر شماره مايع مني براي مو

 هم مخلوط شدند.

 

و  1عدد از تخمك مولد ماده شماره  152تعداد 

نيز مخلوط  2عدد از تخمك مولد ماده شماره  152

شدند. در مرحله بعد مخلوط اسپرم مولدين نر به 

گرديد و پس از  مخلوط تخمك مولدين ماده اضافه

مرحله جذب هاي لقاح يافته تا عمليات لقاح، تخم

هاي تفريخ شده، مورد كامل كيسه زرده در آلوين

انكوباسيون قرار گرفتند. جهت حصول اطمينان از 

كيفيت مناسب اسپرم و تخمك مولدين مورد استفاده 

و همچنين حصول اطمينان از ميزان زنده ماني 

هاي توليد شده توسط هر مولد نر پس متعادل آلوين

تيمار شاهد نيز از مراحل جذب كيسه زرده يك 

اي بود ته شد. طراحي تيمار شاهد به گونهدرنظر گرف

كه مولدين نر فرصت لقاح يك به يك با مولدين ماده 

را پيدا كنند تا نسبت به كيفيت اسپرم در آنها 

هاي توليد اطمينان حاصل شده و زنده ماني آلوين

شده توسط آنها در لقاح يك به يك با مولدين ماده، 

 قرار گيرد. مورد بررسي

تخمك و اسپرم مورد نياز براي انجام تيمار شاهد 

از بين مولدين مورد استفاده در اين تحقيق به طور 

( و سه مولد 2تصادفي از يكي از مولدين ماده )شماره 

( با توجه به محدوديت مقدار 3و  2، 1نر )شماره 

اسپرم و تعداد تخمك در دسترس مولدين ماهي آزاد 

عدد  62. در اين تيمار شاهد، استحصال گرديد

ميكروليتر مايع مني  5تخمك مولد ماده شماره دو با 

به صورت  3و 2، 1هر يك از سه مولد نر شماره 

-ده به يك نر( لقاح داده شد و تخمانفرادي )يك ما
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ها توزيع اح يافته از سه خانواده، در ترافهاي لق

 گرديدند. 

لوين قطعه آ 15پس از جذب كيسه زرده تعداد 

به ازاي امكان تشكيل هر جفت تلاقي، نمونه برداري 

شده و در اتانول مطلق جهت مطالعات مولكولي 

تثبيت شدند. همچنين همزمان با زيست سنجي، 

بخشي از باله دمي مولدين جهت رديابي مولكولي 

ميزان قرابت آنها با فرزندان در اتانول تثبيت گرديد . 

ارائه شده  1ر جدول شماي كلي الگوي لقاح مولدين د

 است.

 

 
متر مكعب مايع مني( در . غلظت اسپرم )تعداد در ميلي1شكل

حروف ، Salmo trutta caspius مولدين ماهي آزاد درياي خزر

-مي 25/2داري ن بيانگر وجود تفاوت در سطح معنيغير يكسا

 باشد.

 اي پليمرازو واکنش زنجيره DNAاستخراج 

نومي از باله دمي مولدين و  ژ DNA استخراج

 Sambrookكلروفرم )-ها به روش استاندارد فنلآلوين

et al., 1989) .9مولدين با استفاده از  انجام شد 

در اغلب مطالعات آزاد ماهيان          جايگاه ريزماهواره كه 

مورفيسم بيشتري را نشان داده اند تعيين ژنوتيپ پلي

 Str ،73 Str 58جايگاه  3تاً (.نهاي2گرديدند )جدول 

كه نسبت به سايرين ميزان بالاتري از تنوع Str 591و 

( را Unique allelesهاي يگانه )ژنتيكي و وجود آلل

ماهي آزاد درياي خزر نشان دادند براي  در مولدين

اي پليمراز ديابي انتخاب شدند. واكنش زنجيرهآناليز ر

 15م نهايي در حج DNAنانوگرم  32با استفاده از 

هر پرايمر ميزان ميكروليتر براي هر واكنش و 

μM66/2 ، مقدارdNTP  برابر باμM122،PCR 

buffer  با غلظت X1 ، MgCl2 برابر باmM 5/1  و

Taq DNA polymerase  ساخت شركت اينويتروژن

و با تنظيم دماي الحاق )جدول  U 5/2ابر با برآمريكا 

 MJايكلر )( و برنامه اجرايي دستگاه ترموس2

research PTC-100 ) ( 3جدول )ساخت كشور آمريكا

هاي ها در جايگاهبهينه گرديد. مولدين و آلوين

 ABIريزماهواره با دستگاه توالي ياب خودكار 

PRISM
®
 3730 (Applied Biosystems تعيين )

ها با نرم افزار شدند و امتيازدهي به آلل ژنوتيپ

GeneMapper  انجام شد. 4نسخه 

 ديابي والدين و اندازه جمعيت مؤثرر

.N.Aها پارامترهاي تنوع ژنتيكي )تعداد آلل
1 ،

Heهتروزيگوسيتي مورد انتظار 
و مشاهده شده  2

Ho
PICمورفيسم )ظرفيت اطلاعات پلي، 3

( و فراواني 4

( براي هر جايگاه ريزماهواره .NUهاي خاموش )آلل

ر مولد مورد تحقيق با استفاده از نرم افزا 8در 

Cervus  محاسبه شد ) 3نسخهKalinowski et al., 

افزار همچنين براي تعيين از اين      نرم(. 2007

قدرت رديابي والدين هنگامي كه اطلاعات ژنتيكي 

( و يا اطلاعات Excl1يكي از والدين موجود نباشد )

 ( استفاده شد.Excl2ژنتيكي هر دو والد موجود باشد )

CPEين )قدرت تركيبي رديابي والد
( در مجموع 5

و  Aطبق روابط نيز  Excl2و  Excl1ها براي جايگاه

B  محاسبه شد(Vandeputte et al., 2004.) 

 : A رابطه

 = جايگاه هر  PE مقدار

 يك عدد منهاي( Excl) جايگاه هر رديابي قدرت

 :B رابطه

 = CPE مقدار

 مطالعه مورد هاي¬جايگاه تمام PE حاصلضرب

 يك عدد منهاي

                                                           
1. Number of alleles  

2.  Expected Heterozygosity 

3. Observed Heterozygosity 

4. Polymorphic Information Content 

5. Combined Probability of Exclusion 
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 در تيمارهاي مختلف تحقيق حاضر Salmotruttacaspius. الگوي كلي لقاح مولدين ماهي آزاد درياي خزر 1ل جدو

حجم مايع مني و 

تعداد تخمك به ازاي 

 هر مولد

تعداد آلوين نمونه برداري 

 تكرار( 2شده )

 تيمار نحوه اختلاط گامت ها نر شماره: ماده شماره:

تعداد اسپرم يكسان، 

 عدد تخمك 152

 تيمار اول ♀2*  ♂6 6و  5، 4، 3، 2، 1 3و  2 362

ميكروليتر مايع  5

 عدد تخمك 62مني، 

مخلوط نمودن  122

 خانواده 3

 تيمار شاهد ♀1*  ♂1 1 2

2 2 1♂  *1♀ 

2 3 1♂  *1♀ 

 

 
 Salmotruttacaspiusزاد درياي خزرهاي ريزماهواره استفاده شده براي آناليز اوليه و تعيين ژنوتيپ مولدين ماهي آ. جايگاه2جدول 

جايگاه  ترادف يا مرجع شماره بانك ژني (Cº) دماي الحاق

 ريزماهواره

06 U43692 5'-AGGTGGGTCCTCCAAGCTAC-3' 
5'-ACCCGCTCCTCACTTAATC-3' 

58 Ssa 

06 (Estoup et al., 1996) 

 

5'-CGGTGTGCTTGTCAGGTTTC-3' 
5'-GTCAAGTCAGCAAGCCTCAC-3' 

06 Str 

85 5'-TGCAGGCAGACGGATCAGGC-3 
5'-AATCCTCTACGTAAGGGATTTGC-

3' 

18 Str 

85 5'-CCTGGAGATCCTCCAGCAGGA-3' 
5'-CTATTCTGCTTGTAACTAGACCTA-

3' 

29 Str 

80 U60223 5'-AACAATGACTTTCTCTGAC-3 
5'-AAGGACTTGAAGGACGAC-3' 

85 Str 

88 (Presa and Guyomard, 1996) 

 

5'-GGAAGGAAGGGAGAAAGGT-3' 
5'-GGAAAATCAATACTAACAA-3' 

58 Str 

88 5'-ATTCTTCGGCTTTCTCTTGC-3' 
5'-ATCTGGTCAGTTTCTTTATG-3' 

879 Str 

88 5'-CTGGTGGCAGGATTTGA-3' 
5'-CACTGTCTTTCGTTCTT-3' 

831 Str 

88 Z49134 5'-GACAACACACAACCAAGGCAC-

3' 
5'-

TTATGCTAGGTCTTTATGCATTGT-

3' 

795 SsoSl 

 
 به روش ريزماهواره DNA. برنامه اجرايي دستگاه ترموسايكلر براي تكثير  3جدول 

 PCRمراحل  دما )درجه سانتيگراد( زمان تعداد چرخه

 واسرشته سازي اوليه 95 دقيقه 12 1

 ثانيه 45 98

 ثانيه 52

 ثانيه 52

94 

55-62 

72 

 واسرشته سازي

 الحاق

 بسط

 بسط نهايي 22 دقيقه 16 1
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و با  17بر اساس روش حذف رديابي والدين

جايگاه داراي بيشترين قدرت رديابي از  3استفاده از 

انجام گرديد  5/3نسخه  FAPطريق نرم افزار 

(Taggart, 2007بر پايه اطلاعات نرم .) ،افزار فوق

هاي توليد شده توسط هر مولد ماده و نر تعداد آلوين

در هر تيمار تعيين شده و سپس درصد مشاركت هر 

ها محاسبه شد. از آزمون مربع در توليد آلوين مولد

هاي تعيين ميزان انحراف تعداد آلوين كاي جهت

توليد شده توسط هر مولد ماده و نر هم به طور كلي و 

هم در خصوص هر جفت مولد تركيب شده، از فرض 

 25/2داري اوليه مشاركت متعادل در سطح معني

 استفاده Cاز رابطه  Neاستفاده شد. براي محاسبه 

تعداد آلوين نمونه برداري  nگرديد. در اين رابطه 

ميانگين تعداد آلوين توليد شده  Kdو  Ksشده، 

واريانس تعداد  Vdو  Vsتوسط مولدين نر و ماده و 

باشند يد شده توسط مولدين نر و ماده ميآلوين تول

(Vandeputte et al., 2004 .) 

 :Cرابطه

(Ne) =4 (n 2- )/ ((Ks+Vs 

/Ks) 

+(Kd+Vd /Kd) -(2  

داري تفاوت جهت بررسي معني T-testاز آزمون  

ها از نظر پارامترهاي تنوع بين مولدين و آلوين

ها استفاده گرديد ژنتيكي در ميانگين جايگاه

(Horreo et al., 2008.) 

 

 نتايج. 9

 درصد لقاح و ميزان تفريخ

 92±2/1ميانگين درصد لقاح در تحقيق حاضر 

هاي رها محاسبه شد. چشم زدگي تخمتيمادرصد در 

 224روز ) 32درجه سانتيگراد  7لقاح يافته در دماي 

روز  32هاي چشم زده درجه روز(  و تفريخ تخم

درجه روز( به طول انجاميد و با موفقيت  212)

درصد همراه بود. جذب كامل كيسه زرده  7/1±92

درجه روز طول  217 هاي تفريخ شدهنيز در آلوين

                                                           
17. Exclusion 

درصد بالاي لقاح و تفريخ بيانگر رسيدگي كشيد. 

مناسب مولدين و موفقيت عمل تكثير و همچنين 

ها دمايي و مكاني در انكوباسيون تخمشرايط مساعد 

 بود.

 تنوع ژنتيکي مولدين ماهي آزاد

نتايج آناليز تنوع ژنتيكي مولدين با استفاده از نه 

 از يك آلل در .N.Aجايگاه ريزماهواره نشان داد كه 

و  Str 58هايتا نه آلل در جايگاه Str 62جايگاه

591Str   آلل متغير بود  33/4و در مجموع با ميانگين

اي دامنههتروزيگوسيتي مشاهده شده  .(4)جدول 

و  Str 58جايگاه در 1و   Str 62جايگاهدر  2/2بين 

591Str  .داشتHe  62جايگاهدر  2/2از Str  تا

 Str 62ير بود. جايگاهمتغ Str 58جايگاه در  922/2

مورفيسم عات آزاد ماهيان نيز پليدر ساير مطال

هاي متداول كمتري را نسبت به ساير جايگاه

بر اساس نتايج تجزيه تنوع اند. ريزماهواره نشان داده

 591و  Str ،73 Str 58ژنتيكي مولدين، سه جايگاه 

Str ها انتخاب شدند. در جهت رديابي مولدين و آلوين

اين سه جايگاه ريز ماهواره منتخب، ميانگين  خصوص

N.A.  و He گرديد.  محاسبه 8/2و  33/7به ترتيب

هاي خاموش با استفاده از نتايج تخمين فراواني آلل

ها منفي بود در همه جايگاه 3نسخه  Cervusنرم افزار 

 (. 4)جدول 

 هارديابي مولکولي مولدين و آلوين

فرزندان براي دين و قدرت تركيبي رديابي وال

 (Excl2) 983/2( و Excl1) 923/2ها مجموع جايگاه

( و Excl1) 828/2سه جايگاه انتخاب شده و براي 

932/2 (Excl2)آناليز رديابي والدين، . محاسبه گرديد

% 91ده تشكيل دهنده بيش از جفت مولد نر و ما

مشخص  FAPها را با استفاده از نرم افزار آلوين

 ساخت.

ها و اندازه ين در توليد آلوينمشارکت مولد

 جمعيت مؤثر

ها در بين ميزان كلي مشاركت در توليد آلوين

x=414/145مولدين نر )
2  ،221/2>P ) و در بين
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x= 422/4مولدين ماده )
2 ،236/2 =P      به طور )

داري متفاوت بود. در بين شش مولد نر، مولد نر معني

ا توليد نمود. ها ردرصد از آلوين 34شماره پنج حدود 

در خصوص دو مولد ماده نيز مولد شماره دو حدود 

ها را از آلوين 44درصد و مولد شماره يك حدود  56

همچنين ميزان مشاركت (. 2توليد كردند )شكل 

 1مولدين ماده در تركيب با مولد نر شماره 

(88/2=x
2 ،229/2>P 65/1) 2(، مولد نر شماره =x

2 ،

22/2=P 26/2) 3(، مولد نر شماره=x
2 ،61/2=P ،)

x= 57/2) 4مولد نر شماره 
2 ،45/2=P مولد نر ،)

x= 25/3) 5شماره 
2 ،27/2=P 6( و مولد نر شماره 

(61/2 =x
2 ،43/2=P) داري نداشت اما معني تفاوت

ها در ميزان مشاركت مولدين نر در توليد آلوين

x= 74/78) 1تركيب با مولد ماده شماره 
2 ،2/2=P و )

x= 97/72) 2شماره  مولد ماده
2 ،2/2=P به طور )

داري متفاوت بود. تفاوت در ميزان مشاركت معني

 Neها باعث كاهش مولدين ماده و نر در توليد آلوين

 گرديد. 8برابر با  Ncدر مقايسه با  24/5به 

داري در ميزززان شززاهد تفززاوت معنززي  در تيمززار

مشاركت جفت مولديني كه به صورت مجزا لقزاح داده  

هززا وجززود نداشززت   بودنززد در توليززد آلززوين   شززده

(25/2<P با توجه به نتايج حاصل از تيمار 3()شكل .)

شاهد، نسبت به توانايي اسزپرم مولزدين نزر در لقزاح     

مولزدينبا  هزا و كيفيزت مناسزب تخمزك    دادن تخمك

توجه به ميانگين درصد لقاح، چشزم زدگزي و تفزريخ    

 يد.  درصد تيمار شاهد اطمينان حاصل گرد 92بالاي 

-ه تنوع ژنتيکي در مولدين و آلوينمقايس

 هاي توليد شده

هتروزيگوسيتي مورد انتظار، ها، تعداد آلل

هتروزيگوسيتي مشاهده شده و محتواي اطلاعات پلي 

ارائه  5ها در جدول مورفيسم در مولدين و آلوين

ها در ها بين مولدين و آلوينگرديده است.تعداد آلل

يكسان بود ولي در  Str 73و  Str 58دو لوكوس 

ها كاهش داشت. در آلوين Str 591لوكوس 

هتروزيگوسيتي مورد انتظار و مشاهده شده و محتواي 

ها اطلاعات پلي مورفيسم در هر سه لوكوس در آلوين

نسبت به مولدين كاهش معني داري نشان داد 

(25/2>Pدر تيمار شاهد تعداد آلل .) ها بين مولدين و

 591و  Str ،73 Str 58سه لوكوس ها در هر آلوين

Str  ،يكسان بود. هتروزيگوسيتي مورد انتظار

مشاهده شده و محتواي اطلاعات     هتروزيگوسيتي 

مورفيسم نيز در هر سه لوكوس ريزماهواره مورد پلي

-ها نسبت به مولدين تفاوت معنيبررسي در آلوين

 (. P>25/2داري نداشت )

 

 بحث و نتيجه گيري .7

از طريق رديابي از ذخاير ژنتيكي آبزيان حفاظت 

مولكولي مولدين و لاروهاي توليد شده با نشانگرهاي 

ريزماهواره در دهه گذشته رشد چشمگيري داشته 

نشانگرهاي ريزماهواره  حداقلاستفاده از تعداد است. 

يابي به درصد بالاي موفقيت در و در عين حال دست

توليد  مشخص نمودن مولدين مشاركت كننده در

ها از اهداف عمده وط گامتلاروها در شيوه لقاح مخل

هايي است كه تكنيك رديابي والدين و فرزندان برنامه

 Martinez؛Castroet al., 2007)را به كار مي برند 

and Fernandez, 2009.) در تحقيق حاضر، استفاده از

با ميزان بالايي از قدرت جايگاه ريزماهواره، تنها سه 

والدين در ماهي آزاد درياي خزر همراه بود و رديابي 

به  FAPنرم افزار ها در درصد از آلوين 91از  بيش

هاي ن خود منتسب شدند. در ميان گزارشوالدي

هاي منتشر شده در زمينه استفاده از جايگاه

ريزماهواره براي رديابي والدين و فرزندان، در سال 

2223 ،Hara  وSekino  قيت را درصد موف 86ميزان

براي رديابي والدين در لقاح مخلوط دوازده مولد ماده 

و شش مولد نر ماهي فلاندر ژاپني با استفاده از چهار 

نيز  2227جايگاه ريزماهواره گزارش كردند. در سال 

Kim  درصد از  122تا  4/84و همكاران انتساب

ماهي كفشك لاروهاي توليد شده از لقاح مخلوط 

را به والدين  Pleuronectesherzensteiniاي قهوه

تشكيل دهنده با استفاده از پنج جايگاه ريزماهواره 

 انجام دادند.
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 3نسخه  CERVUSبا استفاده نرم افزار  Salmotruttacaspiusتخمين پارامترهاي تنوع ژنتيكي در مولدين ماهي آزاد درياي خزر  4جدول 

 هتروزيگوسيتي پلي مورفيسم Excl2 Excl1 آلل خاموش

 مورد انتظار

هتروزيگوسيتي 

 مشاهده شده

 آغازگر تعداد آلل

269/2- 252/2 145/2 447/2 575/2 875/2 3 Str15 

277/2- 692/2 526/2 826/2 922/2 1 9 Str58* 

- - - - - - 1 Str60 

293/2- 325/2 192/2 525/2 642/2 752/2 4 Str73* 

246/2- 255/2 227/2 112/2 125/2 125/2 2 Str85 

242/2- 472/2 321/2 675/2 775/2 875/2 4 Ssa85 

216/2- 255/2 227/2 112/2 125/2 125/2 2 SsoSl438 

152/2- 326/2 139/2 474/2 533/2 625/2 5 Str543 

253/2- 671/2 522/2 812/2 883/2 1 9 Str591* 

 مجموع 33/4 597/2 526/2 442/2 - - 

 ه منتخبجايگا 33/7 916/2 828/2 722/2 - - 
 اند.ي منتخب با علامت ستاره مشخص شدههاجايگاه*

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ن بيانگر وجود تفاوت در سطح حروف غير يكساها. در توليد آلوين Salmo trutta caspiusمشاركت مولدين ماهي آزاد درياي خزر .2شكل 

 باشد.مي 25/2داري معني

 

 

 

 

 

 

 

 

 
انگر عدم وجود حروف يكسان بي. ها در تيمار شاهددر توليد آلوينSalmo trutta caspius  خزر . مشاركت مولدين ماهي آزاد درياي3شكل 

 باشد.مي 25/2داري تفاوت در سطح معني
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 با سه جايگاه منتخب ريزماهواره Salmotruttacaspiusهاي ماهي آزاد درياي خزر ن و آلويننوع ژنتيكي مولديمقايسه ت 5جدول   

جايگاه             Str 73 Str 58 Str 591 ميانگين  

 تيمار
 شاخص

Al. Br. Al. Br. Al. Br. Al. Br. 

67/6  33/7  تيمار اول 9 9 4 4 9 7 
N.A 

33/5  33/5  تيمار شاهد 6 6 2 2 8 8 

211/2±726/2b 828/2a 765/2  883/2  559/2  642/2  855/2  تيمار اول 922/2 
He 

227/2±813/2a 822/2a 992/2  2/1  528/2  536/2  919/2  تيمار شاهد 929/2 

212/2±823/2b 917/2a 835/2  2/1  612/2  752/2  963/2  تيمار اول 1 
Ho 

221/2±914/2a 917/2a 2/1  2/1  743/2  752/2  2/1  تيمار شاهد 1 

227/2±693/2b 722/2a 738/2  812/2  525/2  525/2  835/2  826/2  تيمار اول 
PIC 

222/2±665/2a 669/2a 858/2  861/2  357/2  359/2  779/2  786/2  تيمار شاهد 

N.A.*ها، تعداد آللHe  وHo  هتروزيگوسيتي مورد انتظار و مشاهده شده وPIC  ،ظرفيت اطلاعات پلي مورفيسمBr ،مولدين :Alهان: آلوي 

 

هززاي ريزمززاهواره شناسززايي و اسززتفاده از جايگززاه

 داراي بيشترين تنوع ژنتيكي و بيشترين قدرت رديابي

-والدين در ماهي آزاد كه بر اساس آناليز اوليه جايگزاه 

هاي ريزماهواره مورد استفاده در آزاد ماهيزان صزورت   

پذيرفت نقش زيادي در موفقيت بالاي اين تكنيك در 

هاي خاموش ه مورد تحقيق داشت. عدم وجود آللگون

ريزماهواره استفاده شزده در مولزدين و    هايدر جايگاه

ج بررسي پارامترهاي تنوع ژنتيكزي در  كه نتايها آلوين

نيزز از جملزه دلايزل     مويزد آن بزود   Cervusنرم افزار 

درصزد بزالاي رديزابي در تيمارهزا     مؤثر در رسيدن به 

رت باشد. از ديگر عوامزل مهزم در رسزيدن بزه قزد     مي

هاي توان به وجود آللرديابي بالا در تحقيق حاضر مي

رد اسزتفاده در  ريزمزاهواره مزو   يگانه در هر سه جايگاه

از  درصزد  Str ،45 58 مولدين اشاره نمود. در جايگزاه 

هزاي  شخيص داده شده در كل مولدين، آلزل هاي تآلل

يگانه بودند كه فقط در يك مولزد وجزود داشزتند. در    

نيزز   Str 591جايگزاه درصزد و در   Str ،52 73جايگاه

شززخيص داده شززده در كززل هززاي تدرصززد از آلززل 55

انه بودند. بر اسزاس نتزايج آنزاليز    هاي يگمولدين، آلل

سزازي تعزداد اسزپرم    يكسان ها،رديابي والدين و آلوين

به ازاي هر مولد نر باعث مشاركت متعادل مولدين نزر  

ها نگرديد بطوريكه دو عدد از مولزدين  در توليد آلوين

 65نر از مجموع شش مولد موجود، به تنهايي حزدود  

درصزد   35حدود  درصد و چهار مولد نر ديگر مجموعاً

ميزان مشاركت مولدين نر  ها را توليد نمودند.از آلوين

ها در مورد تركيب با هر دو مولد مزاده  در توليد آلوين

( امززا P<25/2داري متفززاوت بززود )بززه طززور معنززي 

ها در تركيب بزا  مشاركت مولدين ماده در توليد آلوين

(. P>25/2داري نداشززت)مولززدين نززر تفززاوت معنززي 

هزا در  امتعادل مولدين نزر در توليزد آلزوين   مشاركت ن

تيمززار اصززلي بيززانگر وجززود رقابززت اسززپرم در ميززان  

ه در شزرايط تعزداد اسزپرم    مولدين نزر مزورد اسزتفاد   

به  Ne/Ncباعث كاهش  مسألهباشد كه اين مساوي مي

 گرديد.   65/2

بررسي ديگر پارامترهاي مربوط به تنوع ژنتيكي 

گوسيتي مورد انتظار، هتروزيها، از قبيل تعداد آلل

   و محتواي اطلاعات  هتروزيگوسيتي مشاهده شده

دار تنوع ژنتيكي در نيز كاهش معنيمورفيسم پلي

(. P<25/2ها را نسبت به مولدين نشان دادند )آلوين

ها نسبت به مولدين در كاهش تنوع ژنتيكي در آلوين

انتقال نتيجه كاهش اندازه جمعيت مؤثر در مولدين و 

در  ها مي باشد.اسب ذخيره ژني مولدين به آلويننامن

تطابق با نتايج تحقيق حاضر، يكسان سازي غلظت 

اسپرم در ماهي كپور معمولي نيز منجر به مشاركت 

متعادل مولدين نر در توليد لاروها در شرايط رقابت 

اسپرم نشد و به عبارت ديگر پارامتر تعداد اسپرم 
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د شده توسط توجيه كننده نسبت لاروهاي تولي

درصد لقاح و  (.Kasparet al., 2007مولدين نر نبود )

درصد تفريخ بالا در تيمار شاهد مؤيد كيفيت مناسب 

اسپرم و تخمك استفاده شده در تكثير مصنوعي 

مولدين است. بنابراين مولدين نر مورد استفاده 

ها در ككيفيت اسپرم مناسبي براي لقاح دادن تخم

اند و تفاوت در ميزان اشتهشرايط رقابت اسپرم د

ها در تيمارهاي مشاركت مولدين نر در توليد آلوين

ها مختلف ناشي از عدم توانايي لقاح دادن تخمك

نتايج آناليز رديابي والدين و  باشد.توسط اسپرم نمي

فرزندان در تيمار شاهد نشان داد كه ميزان مشاركت 

باشد. ميها متعادل اده در توليد آلوينمولدين نر و م

تفاوتي در دهد كه اين موضوع همچنين نشان مي

هاي توليد شده توسط هر مولد ميزان زنده ماني آلوين

و مشاركت  طي مراحل جذب كيسه زرده، وجود ندارد

ير ميزان زنده ماني ها تحت تأثمولدين در توليد آلوين

گيرد. بررسي هاي هر مولد قرار نميمتفاوت آلوين

ي از قبيل مربوط به تنوع ژنتيك ديگر پارامترهاي

ماهواره مورد استفاده، هاي ريزها در لوكوستعداد آلل

هتروزيگوسيتي مورد انتظار، هتروزيگوسيتي مشاهده 

نيز بيانگر مورفيسم پلي   و محتواي اطلاعات  شده

ها نسبت دار تنوع ژنتيكي در آلوينعدم كاهش معني

( در حاليكه P>25/2به مولدين در تيمار شاهد بود )

دار تنوع ژنتيكي در در تيمار اصلي كاهش معني 

 (. P<25/2ها نسبت به مولدين مشاهده گرديد )آلوين

تحقيقات گذشته در ماهي آزاد درياي خزر نشان 

ها كه هم داده است كه شيوه لقاح مخلوط گامت

گردد ثير مصنوعي ماهي آزاد استفاده مياكنون در تك

قابت اسپرم در ميان مولدين نر، از طريق بروز پديده ر

باعث كاهش اندازه جمعيت مؤثر در مولدين و كاهش 

 شودهاي توليد شده مينتيكي در آلوينتنوع ژ

(Sourinejad et al., 2011نژاد و همكاران، ؛ سوري

سازي حجم مايع مني تيمارهايي مثل يكسان (.1389

نژاد و همكاران، در حال چاپ( و يكسان سازي )سوري

تعداد اسپرم به ازاي هر مولد نر نيز باعث مشاركت 

ها و تركيب سازي تخمكارورمتعادل مولدين نر در ب

هاي ايجاد شده در شيوه لقاح مخلوط ژنتيكي آلوين

نگرديد و اختلافات زيادي خصوصاً در ميزان مشاركت 

ها مشاهده شد كه در مولدين نر در توليد آلوين

سطح تنوع ژنتيكي نسبت هايي با كاهش نتيجه، آلوين

رسد موفقيت عمل ه مولدين، توليد شدند. به نظر ميب

لقاح و توليد لارو در شرايط رقابت اسپرم در ماهي 

آزاد درياي خزر به ساير خصوصيات اسپرم مولدين 

مورد استفاده از جمله تحرک اسپرم و سرعت اسپرم 

بستگي داشته باشد كه بررسي بيشتر اين پديده 

اكز تكثير را در اتخاذ الگوي لقاح مناسب مديران مر

در  Neدر تكثير و كنترل بهتر عوامل كاهش دهنده 

مولدين و در نتيجه كاهش دهنده تنوع ژنتيكي در 

 نسل بعد ياري خواهد نمود.
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