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ويژه در ه است كه باز جمله ماهيان مهاجر بومي درياي خزر  Salmo trutta caspiusماهي آزاد درياي خزر 
نظور تشخيص زودهنگام جنسيت در ماهي آزاد به م .هاي اخير در معرض خطر انقراض قرار گرفته استسال

با توجه به اينكه در بررسي نشانگرهاي تعيين . توليد جنس ماده از اهميت بالايي در امر پرورش برخوردار است
 روشي كارآمد و سريع براي شناسايي نشانگرهاي AFLPجنسيت برخي آزادماهيان استفاده از نشانگر مولكولي 

امكان سنجي تعيين جنسيت ماهي آزاد ظور شده است، لذا در اين تحقيق به منجنسي معرفي  گيپيوست داراي
با استفاده از نشانگر عدد ماهي نر نمونه برداري شد و 10عدد ماهي ماده و  10 از انتهاي باله دمي  درياي خزر،

، جهت تعيين نشانگر مرتبط با جنسيت استفاده MseIو   EcoRIتركيب آغازگري مختلف 96 با AFLPمولكولي 
تركيب مختلف آغازگر، مبين ايجاد باندهاي  96اي پليمراز با استفاده از زنجيره نتايج حاصل از واكنش. شد

تركيب آغازگري در مرحله اول بود، اما باندهاي مورد نظر، در تكرار بر  15ها در حداقل متفاوت در نرها و ماده
كه نشان دهنده  هاي ديگر در مراحل دوم و سوم، به طور اختصاصي در يك جنس مشاهده نشدند،روي نمونه

با توجه به نتايج، استفاده از ساير . عدم پيوستگي اين نشانگرها به جنسيت و نرخ نوتركيبي بالاتر بوده است
   .شودتوصيه ميدر ماهي آزاد درياي خزر اختصاصي يافتن نشانگر جنسي منظور به  آغازگرهاتركيبات 
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   مقدمه
از  Salmo trutta caspiusماهي آزاد درياي خزر با نام علمي 

 و بومي درياي خزر است) آنادروموس(جمله ماهيان مهاجر 
)1981 Kazanchev( .آلاي گونه قزلزير  9گونه يكي از  اين زير

) Quillet et al.  1992(در جهان است ) Salmo trutta(اي قهوه
اي به بيشترين اندازه و آلاي قهوههاي قزلگونهكه در بين تمام زير 

 Sedgwick(است وزن رسيده و بالاترين ميزان رشد را داشته 

در حال حاضر اين گونه بسيار كمياب است، اما مي توان ). 1995
سواحل جنوب غربي درياي خزر و در   در آنها را به طور عمده 

دند، يافت صيد مي گرسواحل ايراني جايي كه به طور تجاري 
)Dorafshan et al. 2007 .( با توجه به آلودگي منابع آبي، موانع

ها و ريزي از دريا به رودخانهموجود بر سر راه مهاجرت و تخم
هاي آبزي از جمله همچنين صيد غيرمجاز، بقاي برخي از گونه

ماهي آزاد درياي خزر كه از ارزش اقتصادي بالايي برخوردار 
با توجه به كاهش ). Kiabi et al. 1999(است  است، به خطر افتاده

هاي اخير، همه ساله تكثير و رهاسازي جمعيت اين ماهي در سال
آن به دريا در ايران توسط كارگاه تكثير و پرورش ماهيان سرد آبي 

از سوي ديگر تكثير و . شهيد باهنر كلاردشت انجام مي گيرد
لهاي اخير با پرورش مصنوعي اين ماهي در آبهاي داخلي در سا

از آنجا كه فرايند تكثير مصنوعي ممكن . موفقيت همراه بوده است
است بر نسبت جنسي فرزندان ايجاد شده و در نهايت اندازه موثر 
جمعيت موثر بوده و بقاي بلند مدت ماهيان را با مخاطره روبرو 
نمايد لذا آگاهي از نسبت جنسي ماهيان توليد و رها سازي شده 

مديريت صحيح بازسازي ذخائر اين گونه ارزشمند و  مي تواند بر
از سوي ديگر از نظر . منحصر بفرد درياي خزر حائز اهميت باشد

اقتصادي در ماهيان پرورشي كه در بين دو جنس آنها تفاوت رشد 
منظور انتخاب جنس ه زيادي وجود دارد، فرايند تعيين جنسيت ب

توليد ماهي آزاد ماده در اين راستا  .پر رشدتر اهميت زيادي دارد
به دليل بلوغ ديرتر آن مي تواند در امر پرورش از اهميت بالاتري 

بلوغ جنسي ديرتر در آزادماهيان ماده پرورشي . برخوردار باشد
كه معمولا به همراه وقوع پديده بلوغ پديده اي مطلوب است چرا

در ماهيان، استرس افزايش يافته، كيفيت ماهي كاهش يافته و 
از اين ). Benfey  2001(ر در معرض بيماري قرار مي گيرند بيشت

 Kalbassi and Dorafshan(زايي در اين گونه رو، ايجاد ماده

و در نتيجه تشخيص جنسيت در نتاج توليد شده امري  2010)
  .مهم تلقي مي شود
هاي تعيين جنسيت شامل كاملا اي از مكانيسمماهيان داراي بازه

 Baroiller and Guiguen(ژنتيكي تا تحت تأثير محيط مي باشند 

هاي مناسبي براي مطالعه روند اين تنوع، ماهيان را به مدل). 2001
 Brunelli(داران تبديل نموده است تكامل تعيين جنسيت در مهره

et al.  2008 .( متفاوتي بمنظور بررسي جنسيت ماهيان از روشهاي
يكي از كه ) Keyvanshokoh et al.  2009(استفاده مي شود 

گيري از هاي مورد استفاده براي تعيين جنسيت ماهيان، بهرهتكنيك
هاي ماهي، كاهش بسياري از گونه. نشانگرهاي مولكولي است

هاي جنسي هترومورف را مورفيسم جنسي يا فقدان كروموزومدي
نابراين تعيين جنسيت براي ماهيان بر ب). Bull  1983(نشان دادند 

اي است، در نتيجه اساس كاريوتايپ آنها روش مشكل و پيچيده
تواند اين مشكل را تا حدودي حل مي DNAها بر مبناي آزمايش

براي اين منظور نشانگرهاي جنسي اختصاصي بايستي جدا . كند
از ماهيان  چند گونهدر اختصاصي جنسي  DNAهاي توالي. شوند

،  RAPD ،RFLPنشانگرهايهاي مختلفي مانند ا استفاده از روشب
AFLP  و ميكروساتلايت مشخص شده است)Devlin et al.  

هاي با اين حال، تغييرپذيري در ساختمان كروموزوم). 2001
هاي جنسي در ماهيان بر اين امر دلالت دارد كه تعداد و نوع مكان

ي تواند در بين و درون ژني درگير در تعيين جنسيت در ماهيان م
 Iturra et al.  2001; Devin and Nagahama(گونه متفاوت باشد 

 2002; Volff et al.  2003.(  بنابراين نشانگرهاي جنسي به سختي
هاي مولكولي و سيتوژنتيكي ، آناليزاگرچه .جداسازي مي شوند

هاي جنسي در ابزارهاي تكميلي مناسبي جهت توصيف كروموزوم
 اما در عين حال، )Felip et al.  2005(شوند محسوب مي ماهيان

ممكن است در برخي موارد از كارايي لازم براي تشخيص صحيح 
 ;Keyvanshokoh et al. 2007( جنسيت برخوردار نباشند

Sriphairoj  2007(.  در ماهيان آزاد شناسايي نشانگر جنسي
DNA ،نشان در كروموزوم هاي جنسي را  تفاوت هاي مولكولي

 Devlin et al.  2001; Iturra et al.  2001; Thorgaard( داده است

et al.  2002; Woram et al.  2003 .( اولين مكان ژني مختص
ماهيان مقدور  جنسي كه تعيين جنسيت ژنوتيپي را در آزاد

 Devlin et(بود  OtY1ماهي اقيانوس آرام با نام ساخت، در آزاد
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al.  1991 .(اينكه در بررسي نشانگرهاي تعيين جنسيت  با توجه به
، )Felip et al.  2005(آلاي رنگين كمان آزادماهياني چون قزل

ماهي اقيانوس و آزاد )Brunelli et al.  2008(ماهي چينوك آزاد
از نشانگر مولكولي  )Brunelli and Thorgaard 2004(آرام 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ستفاده ا
 شده و آن را روشي كارآمد و سريع براي شناسايي نشانگرهاي

در اين تحقيق از  ،جنسي معرفي كردند گيپيوست داراي
هاي تعيين تعيين نشانگرهاي پيوسته با ژنجهت   AFLPروش

هدف  .درياي خزر استفاده شده است آزاد جنسيت در ماهي
يري در بكارگ قابليت اين روشامكان سنجي تحقيق حاضر 

نشانگر جنسي در جداسازي  MseIو EcoRI تركيب آغازگرهاي
  .استدر ماهي آزاد درياي خزر 

  
   هامواد و روش

آوري شده از ماهيان مولد صيد و جمعنمونه برداري از آزاد
تعداد . مركز تكثير و پرورش شهيد باهنر كلاردشت انجام شد

ق استفاده قطعه ماهي ماده در اين تحقي 10قطعه ماهي نر و 10
استفاده شده  و   DNAجهت استخراج از انتهاي باله دمي . شد

  .نگهداري شد درصد  96در اتانول 
    DNAاستخراج
. به روش استات آمونيوم به شرح زير انجام شد DNAاستخراج 

 600ميلي گرم از بافت باله ماهي خُرد شده، همراه با  50
 60و  )STE )Sodium Chloride-Tris-EDTAميكروليتر 
 5و  درصد SDS  )Sodium Dodecyl Sulfate( 10ميكروليتر

 4- 3، به مدت )ميلي گرم بر ميلي ليتر K )20ميكروليتر پروتئيناز 
گراد قرار داده شد تا هضم  درجه سانتي 56 ساعت در دماي

ميكروليتر  600سپس به سوسپانسيون حاصل، . صورت گيرد
رحله با اضافه كردن اتانول بعد از اين م. استات آمونيوم اضافه شد

 70 استخراج شده، رسوب نمود و با اتانول  DNA، درصد 100
كيفيت و . شستشو داده شد، سپس در آب مقطر حل گرديددرصد 
استخراج شده به ترتيب با استفاده از الكتروفورز   DNAكميت

اسپكتروفتومتر ارزيابي  UVو دستگاه  درصد 7/0روي ژل آگارز 
  .شد

  AFLP حلاجراي مرا

 .Vos et alمطابق با دستورالعمل AFLPهاي مربوط به آزمايش

براي واكنش  DNAنمونه . با اندكي تغييرات انجام شد (1995)
AFLP  با هضم آنزيم محدود كننده و اتصال آداپتورها توليد
 و EcoRIواحد آنزيم  10كل با  DNAنانوگرم از  50 ابتدا،. شدند
MseI 10در بافر هضم آنزيميX   گراد  درجه سانتي 37در دماي

گراد به مدت  درجه سانتي 65ساعت و سپس در دماي  2به مدت 
. ساعت قرار داده شد و واكنش هضم آنزيمي صورت گرفت 2

پس از آن واكنش اتصال آداپتورها به قطعات حاصل از هضم، با 
ميكرومول  EcoRI ،50 ميكرومول 5هضم شده،  DNAاستفاده از 

MseIآنزيم ، T4 Ligase ،10 مولميليATP  10و بافر X T4 

Ligase  ساعت انجام  24گراد به مدت  درجه سانتي 22، در دماي
 PCRواكنش . برابر رقيق شد 4محصول واكنش به ميزان . شد
-´E01 )´5انتخابي با تركيب آغازگري  پيش

GACTGCGTACCAATTCA-3(  وM02 )5´-

GATGAGTCCTGAGTAAC-3´( )Sonstebo et al.  2007( 
3كه با آداپتورها مكمل بوده و يك نوكلئوتيد اضافي در انتهاي  َ 

اي پليمراز اوليه با استفاده واكنش زنجيره. خود داشتند، انجام شد
 H2O1:4( ،10 (ميكروليتر محصول واكنش اتصال رقيق شده  5از 

مول ميلي MseI ،10ميكرومول آغازگر  EcoRI ،10ميكرومول 
MgCl2 بافر ،PCR 10X، 5/2 مول ميليdNTPs  واحد  5و
 30در   PCRچرخه حرارتي . انجام شد  Taq polymeraseآنزيم

 94دماي  ثانيه مرحله واسرشت سازي در 30: چرخه به صورت
گراد  درجه سانتي 56ثانيه مرحله اتصال در  30گراد،  درجه سانتي

فيت كي. گراد انجام شد درجه سانتي 72دقيقه مرحله بسط در  1و 
درصد بررسي شد و  7/0محصول پيش انتخابي روي ژل آگارز 

 تفاوت حذف منظور به. برابر رقيق شدند 10محصولات به ميزان 
قطعه ماده، محصول  5 نر و قطعه 5 ها، ازدر نمونه فردي هاي

PCR تهيه شد، سپس واكنش پيش انتخابي مخلوطPCR   انتخابي
يد انتخابي بيشتر داشتند، نوكلئوت 2با جفت آغازگرهاي مختلفي كه 

تركيب از آغازگرهايي كه  96انتخابي با  PCRواكنش  .انجام شد
  . آمده، انجام شد 1در جدول 

ميكروليتر با  15واكنش زنجيره اي پليمراز مربوطه در حجم 
پيش  PCRميكروليتر محصول واكنش  5گرهايي شامل  واكنش

  ، EcoRI  آغازگر ميكرومول   H2O1:10( ،10 (انتخابي رقيق شده 
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  Sonstebo et al. (2007)برگرفته از  AFLPانتخابي واكنش   PCRنوكلئوتيد انتخابي استفاده شده در مرحله دوبا  MseI و EcoRI  توالي آغازگرهاي -1جدول 

GACTGCGTACCAATTCA CT 5EcoR I +3 GACTGCGTACCAATTCA AC 1EcoR I +3 
GACTGCGTACCAATTCA GC 6EcoR I +3 GACTGCGTACCAATTCA AG 2EcoR I +3 
GACTGCGTACCAATTCA GG 7EcoR I +3 GACTGCGTACCAATTCA CC 3EcoR I +3 
GACTGCGTACCAATTCA CA8EcoR I +3GACTGCGTACCAATTCA CG 4EcoR I +3 

GATGAGTCCTGAGTAAC TG  7Mse I +3  GATGAGTCCTGAGTAAC AA  1Mse I +3 
GATGAGTCCTGAGTAAC TT 8Mse I +3 GATGAGTCCTGAGTAAC AC  2Mse I +3 
GATGAGTCCTGAGTAAC CT 9Mse I +3  GATGAGTCCTGAGTAAC AG   3Mse I +3  
GATGAGTCCTGAGTAAC GT 10Mse I +3GATGAGTCCTGAGTAAC AT 4Mse I +3 
GATGAGTCCTGAGTAAC CG11Mse I +3 GATGAGTCCTGAGTAAC TA 5Mse I +3 
GATGAGTCCTGAGTAAC CC12Mse I +3 GATGAGTCCTGAGTAAC TC 6Mse I +3 

 
 10X PCR، بافرMgCl2 مولميلي MseI  ،10ميكرومول آغازگر 10

انجام   Taq polymeraseواحد آنزيم 5و  dNTPsمول ميلي 5/2 ،
ثانيه  30: چرخه به صورت 30در   PCRچرخه حرارتي. شد

يه ثان 30گراد ، درجه سانتي 94دماي  مرحله واسرشته سازي در
گراد بود، سپس درجه سانتي 65 دما در چرخه اول(مرحله اتصال 

-چرخه بعدي به ازاي هر يك چرخه، يك درجه سانتي 11دما تا 

گراد درجه سانتي 54چرخه بعد در دماي  18گراد كاهش يافت و 
گراد درجه سانتي 72دقيقه مرحله بسط در يك  و) ادامه يافت
  .انجام شد

  گ آميزي نيترات نقرهالكتروفورز عمودي و رن
آميد فرم(ميكروليتر رنگ فرماميد  8انتخابي با  PCRمحصول 

 10فنل، گزيلن سيانول و رنگ برومو، محلول آبيدرصد 98
درجه  95سپس در . تركيب شد )pH=8با  EDTAمول ميلي
دقيقه واسرشت شده و پس از آن به  6گراد به مدت  سانتي

اكريل ( درصد 6ل آميد ژل اكري. سرعت روي يخ سرد گرديد
 در دستگاه الكتروفورز) 10X TBE، اوره و درصد 40آميد 

DNA Sequencing gel (38×30) در ولتاژ ،w 75  45به مدت 
ميكروليتر از نمونه در  10سپس . دقيقه الكتروفورز مقدماتي شد
درجه  50ساعت در دماي ژل  5/1چاهك ريخته شد و به مدت 

پس از . الكتروفورز انجام شد w75 گراد در ولتاژ  سانتي
سپس . الكتروفورز، ژل با روش نيترات نقره رنگ آميزي شد

در نرها  باند) صفر( يا عدم وجود) 1(باندها به صورت وجود 
  .امتيازدهي شده و مورد مقايسه قرار گرفتندها و ماده

پس از پايان مرحله اول، جفت آغازگرهايي كه در اين مرحله، 
  در مرحله دوم روي ، تي در نر و ماده ايجاد كردندباندهاي متفاو

 

 
پس از بررسي نتايج مرحله دوم، . ماده تكرار شدند 3نر و  3

جفت آغازگرهايي كه باند متفاوت ايجاد نمودند، در مرحله سوم 
 . ماده تكرار شدند 5نر و  5روي 

آميزي شده، مكان تكثير شده هاي رنگ تصاوير تهيه شده از ژل
پس از شناسايي . دهند جفت آغازگر را نشان ميتوسط هر 

و عدم ) 1(ها، وجود باند با  باندهاي داراي چندشكلي در نمونه
) صفر(و باندهاي غير قابل تشخيص با ) صفر(وجود آن با 
افزار اكسل، جهت ها پس از ورود به نرم داده. امتيازدهي شد
در ) 1( نشانگر وابسته به جنس، به صورت وجود  بررسي حضور
  .عكس، بررسي شدها و يا بردر تمامي ماده )صفر(تمامي نرها و 

  
    نتايج و بحث

 5تركيب آغازگري كه در مرحله اول بر روي مخلـوط   96از ميان 
را  ياي متفـاوت هباندآغازگر، جفت  15 ماده استفاده شدند، 5نر و 

: ايـن جفـت آغازگرهـا عبارتنـد از    . ها ايجاد كردنددر نرها و ماده
،  41، 39، 38، 33، 19، 14، 13، 8، 7، 2جفت آغازگرهاي شـماره  

در ايـن جفـت آغازگرهـا     3´توالي انتهاي . 95و  93، 83، 58، 50
نمونـه اي از الكتروفـورز ژل پلـي     1آمده است؛ شـكل   2جدول 

اكريل آميد واسرشت است كه در آن باند متفاوت ايجـاد شـده در   
در مرحلـه اول ايجـاد شـده     58نر و ماده كه توسط جفت آغازگر 

در مرحلـه دوم بـه منظـور تاييـد نشـانگر       .است را نشان مي دهد
از . ماده تكرار شدند 3نر و  3جنسي بودن اين تركيبات، آنها روي 

 ، باندي در محـدوده 7تركيب، تركيب آغازگر شماره  15ميان اين 
و جفت باز ايجاد نمود كه تنها در جنس نر ديده شـد   700تا  600
  جفت  300تا  200 محدوده باندي در   ،83كيب آغازگر شماره تر
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  .ها ايجاد كردندكه باندهاي متفاوت در نرها و ماده آغازگرهاييجفت  3´توالي انتهاي  -2جدول 

  2  7  8  13  14  19  33 38 39 41 50 58 83  93  95  آغازگرشماره جفت 
نوكلئوتيد3توالي

  3´انتهاي   انتخابي
ACA 
/CCG  

ACA 
/CCT  

AGG 
/CCG  

ACT  
/CGT  

ACT 
/CAC  

ACG 
/CTA  

ACG 
/CAG  

ACG 
/CAC  

ACC 
/CTT  

AAG 
/CTG  

AAG 
/CAC  

AAG 
/CAA  

AAC 
/CTT  

AAC 
/CTG  

AAC 
/CAC  

  

 
در مرحله اول هر جفت . ژل الكتروفورز پلي اكريل آميد دناتوره -1شكل 
در باند متفاوت ايجاد شده . ماده آزمايش شد 5نر و  5روي مخلوط  آغازگر

، با فلش مشخص شده 58شماره  آغازگرمرحله اول در نر و ماده توسط جفت 
  )F= Female, M=Male. (است

  
در   ).2شـكل (ايجاد نمود كه تنها در جنس ماده مشاهده شـد   باز

مـاده   5نـر و   5روي )  7و  83(  آغازگرهااين جفت  مرحله سوم
ز در يـك  ديگر تكرارشدند، اما باندهاي مورد نظر بـه طـور متمـاي   

به طور كلي، نتايج حاصل از تكـرار   ).3شكل( نشدندجنس ظاهر 
هـاي ديگـر، نشـان داد كـه     آغازگر، بر روي نرها و مـاده جفت 15

باندهاي مشـاهده شـده در مرحلـه قبـل، در مراحـل بعـدي بانـد        
رو نمي تـوان آنهـا را   اند و از اينهاختصاصي نر و ماده توليد نكرد

  .ودنشانگرهاي جنسي معرفي نم
 بررســي بــراي مناســبي هــايابزار ،DNA نشــانگرهاي مبتنــي بــر

 نظـر  در با خصوص به شوند مي تلقي ماهيان در جنسي پيوستگي
 و فيزيولوژيـك  شـرايط  تغيير با DNA ساختار كه نكته اين گرفتن
 رو ايـن  از. )Cui et al.  2006( كند نمي تغيير ماهي زيست محيط
   اهميت  بر  علاوه جنسي مكروموزو  روي بر DNA توالي بررسي

  

  
باند . ماده 3نر و  3در مرحله دوم، روي  83 آغازگرتكرار جفت  -2شكل 

. ها مشاهده شد در مرحله بعد مورد آناليز قرار گرفتمياني كه فقط در ماده
)F= Female, M=Male( 

  
 توليد  وضيعت  بهبود  به منجر  تواند مي تكاملي، مطالعات در آن

 96در اين تحقيق از ). Delvin and Nagahama  2002(گردد 
شناسايي نشانگر تعيين جنسيت در  جهتAFLP تركيب آغازگري 

كه   DNAنشانگرهايماهي آزاد درياي خزر استفاده شد، اما 
 در مطالعه. متمايز كننده جنسيت در اين ماهي باشند، يافت نشد

 et al. (2004)آلاي رنگين كمان توسطنشانگر جنسي در قزل

Felip ها در اين مطالعه بطورمشاهده شد كه هيچ يك از نشانگر 

 هاكامل با جنسيت در ارتباط نبود، كه اين موضوع در همه تلاقي
آنها دو احتمال را براي اين ). Iturra et al.  2001(مشهود بود 

اول اينكه، نوتركيبي ممكن است در : رويداد طرح كردند
و مكان ژني  Yرتبط با كروموزوم بين نشانگرهاي م Yكروموزوم 

 Zhang et al.  2001; Devlin and(جنسي روي داده باشد 

Nagahama  2002 ( كه البته بيان نمودند اين مورد به دليل اينكه
 و  كروموزوم  بخش در اين   چشمگيري بطور  ميوزي   نوتركيبي
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اند مزبور در ب. ماده 5نر و  5در مرحله سوم روي  83آغازگر تكرار  -3شكل 

  )F= Female, M=Male( .هر دو جنس وجود داشت
  

 با. بخصوص در نرها كاهش مي يابد، غير محتمل بنظر مي رسد
ر وسيعي با هم به نسل بعد انتقال وجود اين، اگرچه نشانگرها بطو

مرتبط نيستند، به اين معنا  Yمي يابند، اما بطور كامل با كروموزوم 
ژني تعيين جنسيت قرار دارند، اما در كه آنها در نزديكي مكان 

تعريف ديگر براي اين رويداد  .ناحيه نوتركيب واقع شده بودند
تغيير خودبخودي جنسيت است، اتفاقي كه در هر دو جمعيت 

 .Zhang et al(وحشي و پرورشي ماهيان قابل توجيه است 

2001(. et al. (2004) Felip   در مطالعه خود، بين جنسيت
 4ميزان آلاي مورد بررسي بهگنادي در ماهيان قزلژنوتيپي و 

آنها نتيجه گرفتند كه تغيير . درصد اختلاف مشاهده نمودند
نبوده و وقوع اين پديده  آلاي رنگين كمان اندكجنسيت در قزل

هاي ژنوتيپي به جنس نر بيشتر از حالت به صورت تبديل ماده
 Devlin and Nagahama )2002(همچنين . عكس آن مي باشد

ماهيان، يافته در آزادبيان نمودند كه ماهيان ماده و نر تغيير جنسيت 
 همچنين،   .دارند را   باروري توانايي  جنسي   هر دو از لحاظ

براي  AFLPاز تكنيك  Brunelli et al. (2008)  تحقيقي در 
- در جمعيت هاي آزاد Yشناسايي نشانگرهاي بيشتر كروموزوم 

 DNAآنها نمونه هاي . يي استفاده كردندماهي چينوك آلاسكا
غير خويشاوندي داشتند را  استخراج شده از ماهياني كه آميزش

مخلوط نمودند تا پراكنش آللي خارج از مناطق غير نوتركيب 
آنها با استفاده از  .حذف گردد Yوابسته به جنسيت در كرومزوم 

ت ها را براي يافتن قطعا، مخلوطAFLPتركيب آغازگري  480
مختص به جنس نر بررسي نمودند و تنها يك قطعه مختص به 

. شناسايي نمودند Yجنس نر را بعنوان نشانگر جنسي كروموزوم 
چنين توجيه نمودند كه تعداد كم نشانگر آنها نتايج خود را اين

جنسي بدست آمده در اين مقايسه آميزش بيرون جمعيتي، با 
ي بر نقص آن در شناسايي مي تواند دليل ،AFLPاستفاده از تكنيك 

 .باشد Yهاي ژني نوتركيب كروموزوم هر نوع نشانگري در مكان
et al. (2007)  Sriphairoj  اختصاصي  براي شناسايي نشانگرنيز

تركيب  570و  102، از AFLPبه وسيله  ماهيگربهگونه جنسي در 
از . ديافتنناختصاصي در نرها باند آنها  اما كردند، آغازگري استفاده

لحاظ تئوري نيافتن نشانگرهاي جنسي مي تواند دليلي بر عدم 
وجود سيستم تعيين جنسيت ژنتيكي و فعال بودن سيستم تعيين 
جنسيت محيطي تحت تاثير عواملي نظير درجه حرارت، مدت 

هاي فيزيكي باشد ، شوري و ساير متغيرpHزمان تابش نور، 
)Tave  1993; Devlin and Nagahama  2002 .( اما در چندين

گونه ماهي آزاد، مكانيسم ژنتيكي تعيين جنسيت به وسيله سيستم 
اگر چه شواهدي وجود . مشخص شده است  XYكروموزومي

تنظيم ژني هاي مكانهاي محيطي از قبيل دما يا دارد كه فاكتور
 كننده جنسيت ممكن است در بيان فنوتيپ جنسي تاثيرگذار باشند

)Davidson et  al.  2009 .( يكي ديگر از عواملي كه مي تواند در
عدم شناسايي نشانگرهاي جنسي دخيل باشد، وجود تنوع بيش از 

با   et al. (1998) Iturra  .حد در ميان افراد مورد مطالعه است
نشانگر جنسي در ماهي نر يكي از  ،RAPDاستفاده از روش 

ماده نمودند كه ماهيان  كمان شناساييآلاي رنگين نژادهاي قزل
آلا نشان داد اين نشانگر در تفكيك نژاد ديگر قزل. فاقد آن بودند

كه توالي مذكور علاوه بر ماهيان نر در ماهيان ماده نيز يافت مي 
ايشان با توجه به نتايج به دست آمده گزارش نمودند كه . شود

آلاي رنگين كمان تنها در ژنوم نژادهاي نشانگرهاي جنسي قزل
هاي شناسايي بوده است و در سطح جمعيت مورد مطالعه قابل

ديگر قابل استفاده نيست كه دليل آن نيز تفاوت زياد ميان 
از آنجايي كه ماهيان آزاد استفاده . جمعيتهاي پرورشي مي باشد

اند امكان هاي مختلف صيد شدهشده در اين تحقيق از رودخانه
ر آنها دارد وجود تنوع ژنتيكي مانع شناسايي يك نشانگر جنسي د

هرچند بايد به اين موضوع توجه داشت كه تعيين . شده باشد
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بودن بيشتر ژنوم آنها ماهيان به دليل مضاعف در آزاد جنسيت
هاي ژني تعيين جنسيت در آنها همچنين مكان ؛امري دشوار است

در . مي شوند) جاجابه(وجود دارد كه درون ژنوم، ترانسپوزون 
ها مي شود، ستگي جنسي بين گونهنتيجه، اين امر باعث قطع پيو

هاي خيلي نزديك كليد اصلي اين مشاهده اين فرضيه را كه گونه
  .Davidson et al(تعيين جنسيت متفاوت دارند را تاييد مي كند 

2009( (2000)  . .et al Griffiths  بيان نمودند قابليت دسترسي به
ر نشانگر اختصاصي جنسي با شركت نسبي ژنوتيپ و محيط د

برداري عناصر تعيين جنسيت تعيين مي شود و به دليل نسخه
ژنتيكي متحرك، توالي تكراري و نواحي شبه آتوزومي در 

  .هاي آن بي مانند نيستند DNA، بيشتر  Yكروموزوم

در بررسي نشانگرهاي وابسته جنسي در   et al. (2005) Flip اما،
 486آنها . ودنداستفاده نم) AFLP( روشاز آلاي رنگين كمان قزل

 sex-typed pool روش با استفاده از آغازگر مختلف را تركيب
افراد يك جنس به منظور حذف تفاوت هاي  DNAمخلوط (

 با مرتبط تركيب بسط 19كردند كه از اين ميان  بررسي )فردي
 19از . دادند بروز اي ان دي شده مخلوط هاي نمونه در يتجنس

 تهيه و افراد جنسيت تعيين عدد براي 18تركيب بدست آمده، 
وابسته   AFLPنشانگرهاي. هستند اطلاعات حاوي ژنتيكي نقشه

نسبتاً وابسته به نژاد هستند، كه بيانگر چندشكلي  Yبه كروموزوم 
آنها بيان . آلا مي باشندقزل Yژنتيكي داخل گونه اي در كروموزوم 

سيستم نشانگري مؤثري براي آشكارسازي   AFLPنمودند روش
. هاي ژني چند شكل و تهيه نقشه پيوستگي فراهم مي كندانمك

به آناليز  sex-typed poolدر تركيب با روش AFLP رويكرد 
آلاي هاي ژني وابسته به جنس در قزلسريعي براي تعيين مكان

 همچنين يك نشانگر ژنتيكي دال بر .رنگين كمان منتهي مي گردد
چينوك، ماهي آزاد ماهي آزاد در   Yنقشه پيوستگي كروموزوم

 Brunelli andماهي آزاد كوهو در تحقيقي توسط  و چام
Thorgaard )2004 ( از اين نشانگر مولكولي در جنينبا استفاده

هاي هاپلوئيد سالمون چينوك كه به وسيله آندروژنز توليد شده 
اي كه بسط اختصاصي جنسي را نشان نواحي .بودند، بدست آمد

ب مشخص از يك چارچوب خوانش باز دادند، شامل يك ژن كاذ
بصورت (بودند كه در همه آزادماهيان اقيانوس آرام مورد بررسي 

آزمايش ياد شده هرچند براي . وجود داشتند) غير وابسته به جنس

اميد بخش بود، اما ) sockeye(استفاده در ماهي آزاد چشم درشت 
آلاي رنگين كمان يا ماهي آزاد صورتي براي قزل

)Oncorhynchus gorbuscha (آنها بيان كردند . موفقيت آميز نبود
هاي كه نتايجشان براي جداسازي توالي اختصاصي جنسي در گونه

در ) OtY2-WSU(اين نشانگر جنسي . ديگر ماهي قابل اجراست
و در  Yپرورش آزادماهيان، در مطالعات تكاملي كروموزوم 

اقيانوس آرام  ماهياناحتمال وقوع تغيير جنسيت در آزادبررسي 
  . كاربرد دارد

، بدست بيشتر آغازگريمي توان با به كارگيري تركيبات بنابراين 
هاي جنسي آوردن توالي كروموزوم جنسي و يا آزمايش نشانگر

به يافتن نشانگر يافت شده در آزادماهيان ديگر روي گونه بومي، 
پيشنهاد مي همچنين  .جنسي در ماهي آزاد درياي خزر پرداخت

دد بررسي و تعيين نقشه ژنتيكي در گونه مورد مطالعه براي گر
انتخاب يا يافتن مناطقي است كه نوتركيبي كمتري داشته باشند و 

  .شايد بتوان از آنها به عنوان نشانگر استفاده كرد
 سپاسگذاري

هاي بياز كليه عزيزاني كه طي مراحل اجرايي پروژه از حمايت
هاي محترم مركز ژه مديريتمند شديم، بويدريغ آنان بهره

مركز تحقيقات و توسعه هاي خليج فارس و مطالعات و پژوهش
  .قدرداني مي گردددانشگاه تربيت مدرس  زيست فناوري
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