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  چکیده

انجـام  مـاهی  قطعـه بچـه   100از بالـه دمـی    DNA، اسـتحراج  طلایـی  کمانرنگینآلاي در ماهیان قزل تیروزینازژن منظور بررسی چندشکلی به
. شـد  انجـام  Tyr1.2fو  Tyr1.2r اختصاصی هايو پرایمر PCR با استفاده از تکنیک  تیروزینازژن  bp423 مورفیکپلی ناحیه تکثیر .تگرفت

این اساس سه الگوي برشی مشاهده شدند که در حالت اول افراد داراي دو  بر .شد استفاده Hinf1منظور هضم آنزیمی از آنزیم برشگر به سپس
 نمونـه  26نمونـه   100بـین   از. بودکه عمل هضم آنزیمی روي آن انجام گرفته  بودند NN ، داراي ژنوتیپ هموزیگوتbp201 و bp222قطعه 

. دشنمونه را شامل  36بوده که مورد هضم قرار نگرفت و تعداد  MM داراي ژنوتیپ هموزیگوت bp423 افراد داراي. داراي این ژنوتیپ بودند
مـورد داراي   38نمونه  100از کل  و بودگر ژنوتیپ هتروزیگوت مشاهده شد که بیان bp222 و bp423، bp201هر سه اندازه  MN در ژنوتیپ

تعـداد  . حاصـل شـد   55/0و  45/0ترتیـب  بـه  Mو  Nو مقدار فراوانی ژنی براي آلـل   110و  90ترتیب به Mو  Nتعداد آلل . این ژنوتیپ بودند
نتایج حاصل از کاي اسکور و جی اسکور خـروج جمعیـت از   . دست آمدهب 36/0و 38/0، 26/0ترتیب به  MM و NN ،MNفراوانی ژنوتیپی 

  .می باشد احتمالاً تکثیر مصنوعی ،کمان از تعادلآلاي رنگینواینبرگ را نشان داد که علت خروج جمعیت قزل-تعادل هاردي
  

  .PCR-RFLP، تیروزیناز، طلایی کمانآلاي رنگینچندشکلی، قزل :کلمات کلیدي
  

                                                             
  .( siamak.yousefi1@gmail.com(دار مکاتبات عهده* 
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  مقدمه
سـازي و الگوهـاي متنـوع آن در پوسـت و     رنگدانه

دنبـال  دهنـدگانی کـه بـه   پـرورش  بین در گوشت ماهیان
 جایگــاه از هســتندد خــو محصــولات در بهبــود کیفیــت

. )Buyukcapar et al., 2007(اي برخوردار اسـت  ویژه
هاي جانوران مشاهده گونه همه بین در تنوع رنگ تقریباً

سـازي در  رنگدانـه  الگوهـاي  زیبـاترین  از شود، یکیمی
 O’Quin et( کرد مشاهده توان در ماهیانمی را طبیعت

al., 2013(.  توان به سازي میهاي مؤثر بر رنگدانهژناز
هـاي خـانواده   ژن نمود، اشاره هاي خانواده تیروزینازژن

 تیروزینـاز : داران شامل سه عضو استمهره در تیروزیناز
)TYR( ــاز ــا تیروزین ــروتنین  مــرتبط ب و  )TRP-1( 1-، پ

ــروتئین مــرتبط بــا تیروزینــاز    کــه ایــن  ) TRP-2( 2-پ
 هاي رنگی را کاتـالیز سلول در ملانین ها بیوسنتزپروتئین

داران بـر  کنند و نقش مهمی در تنوع رنـگ در مهـره  می
 رنگدانـه  ملانـین . )Jiaqing et al., 2007(عهـده دارنـد   

 در و اســت  چشــم و پوســت مــو، در موجــود اصــلی
 Jiaqing et(شـود  می تولید ی به نام ملانوسیتیها سلول

al., 2007( نـوري  یـک محـافظ   عنوانبه براین علاوه و 
 در پوسـت  سـرطان  بـه  کاهش ابـتلا  مسؤل و عمل کرده

 ,.Liu et al(اسـت   تیـره  پوست و مو رنگ داراي افراد

2005; Wrobel et al., 1998( . جهش در ژن تیروزیناز
 بـراي مثـال جهشـی   . مسئول بروز فنوتیپ آلبینیسم اسـت 

ــه ــوش   نقط ــو را در م ــپ آلبین ــاز فنوتی اي در ژن تیروزین
ــی ــدایجــاد م ــینهــم. کن ــک درج چن ــد ی ــه نوکلئوتی  ک

شـود،  مـی  اضـافه  ژن ایـن  بـه  صورت برگشـت ناپـذیر   به
) medaka(موجب بروز فنوتیپ آلبینـو در مـاهی مـداکا    

از . )Boonanuntanasarn et al., 2004( بـوده اســت 
 دآزا مـاهی  در هاي آلبینـو یافته جهش آزاد، ماهیان میان

ــاگو ، )Oncorhynchus masou ishikawai( آمــ

، قـزل )Salvelinus fontinalis( ايآلاي رودخانـه  قـزل 
 .O( ، ماهی چینوك)S. namaycush( ايآلاي دریاچه

tshawytscha (کمـان  آلاي رنگـین و قزل)O. mykiss (
 آلبینـو  تـر مـوارد فنوتیـپ   در بـیش . گزارش شـده اسـت  

ــه ــه ارث مـــــی    بـــ رســـــد صـــــورت مغلـــــوب بـــ
)Boonanuntanasarn et al., 2004(.   ــن ــا در ژاپ ام

ــویه ــش یافتــه س ــپ از اي جه ــو فنوتی  Golden( آلبین

rainbow trout(  کمـان  آلاي رنگـین لقـز  در نیـز  غالـب
شناسایی شده اسـت کـه بـا جهـش در ژن تیروزینـاز در      

در مـاهی  . )Nakamura, et al., 2001( ارتبـاط نیسـت  
کـــه   sdyجهـــش در ژن   )Zebra fish( گـــورخري 

بـه   را کند عـادت دهـی بـه نـور    تیروزیناز را کددهی می
 اکثـر . )Page-McCaw et al., 2004(انـدازد  مـی  تاخیر

دلیل جهش آلبینو در ماهیان به شده مشاهده هايفنوتیپ
ــاز گــزارش شــده اســت و از آن  جــا کــه در ژن تیروزین

تاکنون تحقیقی در ایران بـه مطالعـه بررسـی چندشـکلی     
 ژن ایـن  در موجـود  هـاي وانـی انـواع آلـل    ژنتیکی و فرا

 مناسبی اطلاعات دارد سعی پژوهش این است، نپرداخته
و  آللــی فراوانــی چندشــکلی، وجــود عــدم یــا وجــود از

ــروز   ژنــوتیپی و نیــز ارتبــاط بــین جهــش در ایــن ژن و ب
 کمـان طلایـی  آلاي رنگـین مـاهی قـزل  فنوتیپ آلبینو در 

توانـد در  اطلاعات مـی دهد که این  قرار اختیار در ایران
 آلايقــــزل نـــژادي  بهبــــود در و مطالعـــات ژنتیکـــی  

 .شود واقع کمان مفید رنگین

  
  هامواد و روش

، تعـداد  1395جهت اجراي این پـژوهش در سـال   
 طلایـی  کمـان آلاي رنگـین قطعه بچـه مـاهی قـزل    100

)Oncorhynchus mykiss (    از مجتمـع پـرورش مـاهی
کیلـومتري شهرسـتان فیروزکـوه در     5ارجمند واقع در 
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اطمینـان  (صورت تصادفی تهیـه گردیـد   استان تهران به
هــاي هــا از کارگــاهحاصــل شــد تــا نمونــه بچــه مــاهی 

و بـه آزمایشـگاه تحقیقـاتی بیولـوژي و     ) مختلف باشند
ــل     ــۀ االله منتق ــکی بقی ــوم پزش ــگاه عل ــولی پژوهش مولک

 و تا شروع ادامـه مراحـل پـژوهش در دمـاي     گردیدند
 از قبـل در ادامه  .شدند دارينگه گراددرجه سانتی -20

هـاي گرفتـه شـده    ، نمونهDNAانجام مراحل استخراج 
میـزان  بـه ) باله دمی(زدایی شدند و از هر نمونه ابتدا یخ

گـرم  میلی 1/0 گرم با ترازوي دیجیتال با دقتمیلی 20
ــه   ــد و ب ــوبوزن گردی ــم   میکروتی ــا حج ــایی ب  5/1ه

بـا اسـتفاده از    DNAاسـتخراج  . لیتر منتقل گردیـد  میلی
 کـره  کشـور  Gene Allشرکت  DNA کیت استخراج

 کمیـت بـراي تعیـین کیفیـت و    . انجام پـذیرفت  جنوبی
DNA  استخراج شده، از روش متداول الکتروفورز ژل

 2000( اپو نـانودر  )Moore et al., 1991(آگـارز  

Nano-Drop (در این تحقیق جهت تکثیر . استفاده شد
کمـان بـه   آلاي رنگینمورفیک ژن ماهی قزلناحیه پلی

ــول  ــازگر   423ط ــاز از آغ ــت ب ــی جف ــاي اختصاص  ه
Tyr1.2r  وTyr1.2f  (Lori et al., 1999)  و با توالی

 :زیر استفاده گردید
Tyr1.2r 5́ CCTCCCTACTCTGACATCGT3́  
Tyr1.2f 5́ CAGCTCAGACTATGTCATC3́ 

) PCR( اي پلیمـراز به منظور انجام واکـنش زنجیـره  
ــازژن   یــک شــامل میکرولیتــر 20حجــم  از تیروزین

 PCR  ،8/0بافر میکرولیتر منیزیم، یک کلرید میکرولیتر
 2/0میکرولیتــر پرایمـــر،   2/0نوکلئوتیــدها،   میکرولیتــر 

 شرایط .استفاده شددیونیزه  آبو   Tagآنزیم میکرولیتر
شـــده بــه دســـتگاه   داده مشخصــات  و دمـــایی چرخــه 

ترتیـب  مـراز بـه  اي پلـی زنجیره واکنش براي ترموسایکلر
 گراد بـه درجه سانتی 94سازي کلی مرحله اول واسرشته

درجــه  94ســازي دقیقــه، مرحلــه دوم واسرشــته 5مــدت 

ثانیه، مرحله سوم اتصال پرایمرها  40مدت گراد بهسانتی
ثانیه، مرحلـه   40مدت گراد بهدرجه سانتی 6/58مدت به

مـدت  گـراد بـه  درجه سانتی 72چهارم بسط اولیه پرایمر 
درجــه  72ثانیـه و مرحلـه پـنجم بسـط نهـایی پرایمـر        40

 2براي مراحل  30دقیقه براي تعداد چرخه  7گراد سانتی
سـپس بـراي اطمینـان یـافتن از انجـام      . تنظیم گردید 4تا 

بـر   PCRپلیمراز محصـولات   ايصحیح واکنش زنجیره
در ادامه جهت . انتقال یافتند یک درصد روي ژل آگارز

. اسـتفاده گردیـد   Hinf1هضم آنزیمی از آنزیم برشـگر  
ــور   ــدین منظـ ــول   10بـ ــر محصـ ــا PCRمیکرولیتـ  1 بـ

 10 مـدت مخلوط شد و به Hinf1میکرولیتر آنزیم برشی 
گـراد ترمـوبلاك قـرار    درجـه سـانتی   37دقیقه در دماي 

ور متوقف شـدن فعالیـت آنـزیم    منظدر آخر به. داده شد
گـراد  درجه سانتی 80دقیقه در دماي  20مدت به برشگر

دست آمده از عمل محصول به. ترموبلاك قرار داده شد
و  الکتروفـورز شـد  % 1هضم آنزیمـی روي ژل آگـاروز   

 مشــخصبانــدها انــدازه  bp100بـا کمــک ســایز مــارکر  
جهــت تعیــین ژنوتیــپ در جایگــاه ژنــی  ســپس  ،شــدند

ــاز ــتفاده گردیــد  PCR-RFLPاز تکنیــک  تیروزین . اس
تعیین ژنوتیپ با توجه به حضور و یا عدم حضور بانـدها  

احتمـال  وتخمین فراوانی آللـی و ژنـوتیپی   . مشخص شد
واینبـرگ بـا اسـتفاده از هـر دو     -ل هـاردي دبرقراري تعا
بـا  اسـکور  جـی نسبت درست نمایی  اسکور ومعیار کاي

 قـرار  مـورد آنـالیز    32Pop Gene افـزار اسـتفاده از نـرم  
  ).Yeh et al., 1999( گرفت
 

  نتایج
استخراج شده بـا اسـتفاده از کیـت    DNA کیفیت 

حـد مطلـوبی    در Gene Allشـرکت   DNAاسـتخراج  
گونـه آلـودگی بودنـد     ها فاقـد هـر  قرار داشت و نمونه
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ــکل ( ــدازه  ).1شـ ــت انـ ــدهغلظـ ــري شـ ــام در  گیـ تمـ
DNA100بـین   با استفاده از نانودراپ هاي استخراجی 

 DNAگـر غلظـت مناسـب    نانوگرم بود که بیان 180تا 
  .استخراج شده است

  

  
ژنومیک تخلیص شده بر روي ژل  DNAالکتروفورز  : 1شکل 

  بروماید  رنگ آمیزي شده با اتیدیوم% 1آگارز 

  
بـا   PCR واکـنش   دست آمـده از هاساس نتایج ببر

ــازاســتفاده از پرایمرهــاي اختصاصــی ژن   ــد  ،تیروزین بان
 ).2شکل ( حاصل گردید 423bpمورد نظر 

  

  
تیروزیناز ماهی  بر روي ژن   PCR نتیجه واکنش : 2شکل 

اند پرایمرهاي اختصاصی این ژن توانسته( آلاي رنگین کمانقزل
  )جفت باز را تکثیر دهند423قطعات

ــرش  ــزیم ب ــده آن ــده   HinfIدهن ــر ش ــات تکثی قطع
ــنش   ــل از واک ــد    PCRحاص ــدازه بان ــه داراي ان را ک

bp423 دهـد و  جایگـاه بـرش مـی    یکباشند را در می
 Nکنـد کـه آلــل   ایجـاد مـی   bp201و  bp222قطعـات  

هـا بـه صـورت دو    داراي هر دو قطعه است و در نمونه
باند مجزا روي ژل مشاهده گردید و در برخی دیگر از 

زیـرا ایـن   . گرفـت هضـم صـورت ن  هـا هـم عمـل    نمونه
دهد ولـی بـر آلـل    را مورد هضم قرار می Nآنزیم آلل 

M صـورت انفـرادي بـه    اي بهتنها قطعه تأثیري ندارد و
  . بود Mمشاهده شد که آلل نوع  bp423وزن 

  
قطعات تکثیر شده  Hinf1دهنده نتیجه آنزیمی برش: 3شکل

  PCRحاصل از واکنش 
  

بر این اساس سه الگوي برشی مشاهده شـدند کـه   
، bp201وbp222در حالــت اول افــراد داراي دو قطعــه 

که عمل هضـم   بودند NN داراي ژنوتیپ هموزیگوت
 26نمونه  100ازبین . بودآنزیمی روي آن انجام گرفته 

 bp423 افـراد داراي . داراي ایـن ژنوتیـپ بودنـد    نمونه
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بوده که مورد هضـم   MM داراي ژنوتیپ هموزیگوت
 در ژنوتیپ. دشنمونه را شامل  36قرار نگرفت و تعداد 

MN  هر سه اندازهbp423 ،bp201  وbp222   مشـاهده
از کـل   و بودنـد گر ژنوتیـپ هتروزیگـوت   شد که بیان

شـکل  (مورد داراي ایـن ژنوتیـپ بودنـد    38نمونه  100
3.(  

ــی و    ــی ژن ــزان فراوان ــوق می ــر اســاس اطلاعــات ف ب
و میزان کـاي اسـکور    1حاسبه شده در جدول ژنوتیپی م

واینبرگ در -و جی اسکور جهت بررسی تعادل هاردي
  .آورده شده است 2جدول 

  

  دست آمده از هضم آنزیمیفراوانی ژنی و ژنوتیپی به: 1جدول 
 آلل  ژنوتیپ  
 NN MN MM N M 

 110 90 36 38 26 تعداد
26/0 فراوانی نسبی  38/0  36/0  45/0  55/0  

  
  واینبرگ - جهت تعادل هاردي ଶ(୘ܩ)و  ଶ(்ܺ)نتایج آزمون: 2جدول 

Probability ்ܩଶ Probability ்ܺଶ D
f (O − E)ଶ E⁄  

 افراد مورد
 Eانتظار

افرادمشاهده  
  Oشده 

 ژنوتیپ

02/0  
36/
5 

02016/0  
3974/

5 
1 

09/1  25/30  36 MM 
67/2  50/49  38 MN 
63/1  25/20  26 NN 

 
چــون مقــدار احتمــال بــراي  2بــا توجــه بــه جــدول 

ــا  ଶ(்ܺ)آزمــون  ــر ب ــر از ســطح   02/0براب اســت و کمت
چنــین بــراي هــمباشــد، مــی) 05/0(آزمــون تعیــین شــده 

تـر از  و کـم  02/0نیز مقدار احتمال برابـر   ଶ(୘ܩ)آزمون 
وجـود  صـفر یعنـی   باشـد، پـس فـرض    سطح آزمون مـی 

  .شودتعادل پذیرفته نمی
  

  بحث
ــین ــه اول ــدوین مرحل ــتراتژي ت ــدیریت اس ــایر م  ذخ

 ژنتیکـی  سـاختار  شـدن  مشـخص  آبـی،  منـابع  در آبزیان
 اسـتراتژي  این. باشدبرداري میبهره هاي درحالجمعیت

 مولکـولی  دقیـق  و قوي هايروش پایه بر که صورتی در
 میــزان زیســتی،تنــوع حفــظ بــر عــلاوه توانــدباشــد، مــی

 Thai et( برسـاند  معقـول  مقـدار  بیشترین به را برداشت

al., 2006(. آلاي بررسی گوناگونی و تنوع ژنتیکی قزل
ترین گونه پرورشـی در ایـران،   منزله مهمکمان، بهرنگین

  . است ضروري
ــان داد کــه ژن       ــق نش ــن تحقی ــل از ای ــه حاص نتیج

داراي طلایـی  کمـان  آلاي رنگیندر ماهی قزل تیروزیناز
چندشکلی بوده و سه ژنوتیـپ حاصـل از دو آلـل قابـل     

در مـاهی   Mدر این تحقیق فراوانـی آلـل   . مشاهده است
دست آمد به N 45/0و آلل  55/0کمان آلاي رنگینقزل

 HinfI بـا آنـزیم   PCR-RFLPعلاوه بر آن ). 1جدول (
مختلف مـاهی   هايروش مناسبی جهت انتخاب ژنوتیپ

 بــوده و تیروزینــازد براســاس ژن نــژادر راســتاي اصــلاح
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آنــزیم محــدودگر کارآمــدي  HinfIآنــزیم محــدودگر 
 تیروزینـاز هاي این ناحیـه از ژن  جهت تشخیص واریانت

  .باشدکمان میآلاي رنگیندر ماهی قزل
-اساس آزمون مربع کاي خروج از تعادل هارديبر

عــدم . مشــاهده شــد تیروزینــازژن  واینبـرگ در جایگــاه 
هاردي واینبرگ در جمعیت مـورد مطالعـه    وجود تعادل

بیانگر انتخاب ژنتیکی در راستاي اصلاح نـژاد بـراي ژن   
آلاي اهیــــان قــــزلدر ایــــن جمعیـــت از م  تیروزینـــاز 

هـاي غیرتصـادفی،   چنین تلاقیهم. باشدکمان می رنگین
خـونی و افـزایش   کوچک بودن جمعیت و افـزایش هـم  

دهـد  نشـان مـی  ها را در جامعه مورد مطالعه هموزیگوت
که به بررسی ) 1393(خانی و همکاران که با نتایج کریم

در ماهیان قزل آلاي رنگـین   SLC24A5شکلی ژن چند
خـوانی دارد کـه در بررســی   کمـان پرداختـه اسـت، هــم   

ــا عـــدم وجـــود آلـــل  ــاي اختصاصـــی ژن وجـــود یـ هـ
SLC24A5  هـاي  ها داراي آللدند که نمونهکرمشخص

در   SLC24A5و ژن  هبـود   SLC24A5اختصاصی ژن 
کمــان داراي چندشــکلی بــوده آلاي رنگــینمــاهی قــزل

است و بـر اسـاس آزمـون مربـع کـاي خـروج از تعـادل        
  .ها مشخص نمودندهاردي واینبرگ در همه جایگاه

شکلی از آنجا که در این مطالعه فقط به بررسی چند
پرداخته شده است و ارتباط ایـن چندشـکلی بـا صـفات     

ــذا هــیچ نظــري  رســتولیــدي مــورد بر ی قــرار نگرفتــه، ل
. توان در مورد مطلوب بـودن آلـل هـا ابـراز داشـت      نمی

تواند علت انحـراف  طورکلی یک عامل به تنهایی نمی به
اي از تعادل را در یک جمعیت توضیح دهد و مجموعـه 

شـود کـه   از عوامل سبب انحراف جمعیت از تعـادل مـی  
، بنـابراین  ترین عوامل تکثیر مصنوعی استیکی از بیش

آلاي توان علت انحـراف از تعـادل در جمعیـت قـزل    می
همین تکثیر مصنوعی اعلام نمود را احتمالاً کمان رنگین

کـه علـت   ) 1393(خـانی و همکـاران   که با نتـایج کـریم  
کمـان  آلاي رنگـین انحراف از تعادل را در جمعیت قزل

  .دانست منطبقتکثیر مصنوعی اعلام نمودند 
Streisinger  موتاسیون مغلـوب  ) 1981(و همکاران

تشخیص دادند کـه نتیجـه    Zebrafishبراي اولین بار در 
باشــد کــه در آن مــی) +gol(آن ایجــاد فنوتیــپ طلایــی 

. شـود ها در غیاب تولیـد ملانـین طلایـی مـی    رنگ ماهی
هـا در ایـن تحقیـق بـا تحقیقـات      بررسی فراوانی ژنوتیپ

Streisinger   خوانی داشتهم) 1981(و همکاران.  
مورفیســم بــا بررســی پلــی) 1390(طــلا و همکــاران 

ــوکلا    ــاهی س ــدریایی م ــوم میتوکن  Rachycentronژن

canadum هـاي شـمالی خلــیج فـارس و دریــاي    در آب
ــه   ــه در تمــام نمون ــد ک ــان دادن ــمعمــان نش ــا ه ــکل ه ش

مشـاهده  ) چندشـکلی (مورفیسـم  بود و پلی) مونومورف(
  .ر مطابقت نداشتنگردید که با نتایج مطالعه اخی

این پژوهش اولـین گـزارش کـار     کهآن به توجه با 
آلاي مـاهی قـزل   در تیروزینازروي ژن  PCR با تکنیک

ایران صورت گرفته است و  باشد که درکمان میرنگین
ــی  ــن ژن م ــکلی در ای ــتفاده از روش  چندش ــا اس ــد ب توان

گـر راه را بـراي سـایر محققـین و     انتخاب به کمک نشان
نژادکنندگان کشـور همـوار نمایـد و مسـبب آن     اصلاح 

-باشد که کیفیت رنگ پوست و گوشت در ماهی قـزل 

تر مورد بررسی قرار گیـرد و در  کمان دقیقآلاي رنگین
گـرفتن   نظر با در .مطالعات تنوع ژنتیکی مفید واقع شود

وراثت پـذیري بـالایی    تیروزیناز این موضوع که فعالیت
 ,.Boonanuntanasarn et al( دهـد را از خود نشان می

توانــد باعــث مــی تیروزینــازو در نتیجــه انتخــاب  )2004
کـه   جـایی بهبود رنگ پوست و گوشـت گـردد و از آن  

کمان جزو ماهیان پرورشـی مهـم   آلاي رنگینماهی قزل
تـرین تعـداد را   ایران محسوب شده و از نظر تعداد بـیش 
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مورفیســم ژن  باشــد، مطالعــه پلــی   در کشــور دارا مــی 
در نهایت . باشددر این گونه داراي اهمیت می تیروزیناز

گران اطلاعات حاصل به عنوان ابزاري در اختیار اصلاح
ژنتیکـی بـه   ماهی قرار گیرد و همچنین در مطالعات تنوع
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