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 چكیده
ای مناسب در عنوان گونه( گونه ماهی با ارزش دریای خزر و حوزه اطراف آن است که بهSalmo trutta caspiusماهی آزاد دریای خزر )

زایی ماهی آزاد دریای خزر استحصال شد. برای انجام ماده. در این پژوهش تخم و اسپرم از استصنعت شیلات کشورمان مطرح 
(Gynogenesis اسپرم با دزهای )و  900، 750، 600، 450Gy 1050 ( توسط پرتو گاماCo60پرتودهی گردید. در مرحله بعد لقاح به ) صورت

برقرار  C˚28تا  26های با درجه حرارت های پرتو دیده انجام شد. جهت القای پلوییدی حمام آبیخشك با مخلوط نمودن تخمك و اسپرم
صورت گرفته و تعیین جنسیت با استفاده از  DNAهای تیمارهای مختلف صورت گرفت و استخراج گیری از باله دمی ماهیگردید. نمونه

شناسی صورت پذیرفت. پس از رسیدن ماهیان آزاد به وزن مناسب با استفاده از بافت SDYمربوط به ژن  4AS2Eو  1S1Eپرایمرهای 
های میزان لقاح، بازماندگی لارو نسبت به سایر گروه Gy  900کلاسیك جنسیت مورد بررسی و مطالعه قرار گرفت. نتایج نشان داد که در گروه

زایی شده با های مولکولی نشان داد که در تیمار مادهجنسیت با استفاده از روش (. تعیین>05/0pتر بود )داری بیشگاینوژن با اختلاف معنی
 نمونه( وجود دارد؛ این در صورتی بود که در دزهای دیگر جنس نر وجود نداشت. اما در کلیه  5نمونه از  1هنوز جنس نر ) Gy 450دز 

زایی ماهی آزاد دریای توان نتیجه گرفت که مادهبا توجه به این نتایج می شود.ای از گناد جنسی نر مشاهده نمیشناسی نشانههای بافتنمونه
عنوان دز مناسب برای استفاده از این روش در به Gy 900آمیزی انجام شده است و دز صورت موفقیتخزر با استفاده از روش پرتوتابی گاما به

 .شوداین گونه پیشنهاد می
 

 ، تعیین جنسیتSDYزایی، پرتو گاما، بازماندگی، ژن خزر، مادهماهی آزاد دریای  :هااژهکلیدو
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Abstract 
Caspian Sea salmon (Salmo trutta caspius) is a valuable fish species in the Caspian Sea and its 
surrounding basin, which is considered as a suitable species in our country's fishing industry. Caspian 
salmon ovums and sperms were extracted from Caspian salmon. To perform gynogenesis, the sperms 
were irradiated with a gamma ray (60Co) at doses of 450, 600, 750, 900, and 1050 Gy. In the next stage, 
fertilization was performed by mixing the ovum and the irradiated sperm. To induce ploidy, a water bath 
with a temperature of 26-28 ˚C was established. The tail fins of different treatments were sampled and 
the DNA was extracted and its sex was determined using primers E1S1 and E2AS4 related to SDY gene. 
After salmon reached the appropriate weight, its sex was studied using classical histology. The results 
showed that in the 900 g group of fertilization, the survival larval was significantly higher than other 
gynogen groups (p<0.05). Gender determination using molecular methods showed that in the treatment 
of female with a dose of 450 Gy, there is still one male determined. (1 sample out of 5 samples), this 
happened in a case that there was no male in other doses. But in all histological samples, there is no sign 
of male gonad. According to these results, it can be concluded that the gynogenesis of Caspian Sea 
salmon has been done successfully using this gamma irradiation method and a dose of 900 Gy is 
recommended as a suitable dose for using this method in this species. 
 

Keywords: Caspian sea salmon (Salmo trutta caspius), Gynogenesis, Gamma irradiation, Survival, 
SDY gene, Sex determination 
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 مقدمه. 1
یکی از آزاد ماهیان بومی در دریای خزر  1آزاد دریای خزرماهی 

های ایجاد . این گونه با ارزش با افزایش آلودگی]1[ باشدمی

چنین صید شده در دریای خزر و حوزه اطراف آن و هم
. با توجه ]2[ غیرمجاز در معرض خطر انقراض قرار گرفته است

اقتصادی این گونه در ایران، در  -به اهمیت زیست محیطی
های پرورشی زیادی از آن به طول چند سال گذشته جمعیت

. با توجه به ]3[ پروری کشور معرفی شده استبخش آبزی
ای مناسب در عنوان گونهبازارپسندی و قیمت بالا، این ماهی به

 .]4[ استصنعت شیلات کشور مطرح 

در پرورش تك جنسی )نر یا ماده(، جنسی که دارای رشد 
تری دارد. در این گونه جنس ماده تری باشد، اهمیت بیشبیش

 باشدتری برخوردار تواند از رشد بیشتر میبه علت بلوغ طولانی
لذا استفاده از تکنیکی برای تولید جنس ماده دارای  .]5[

های تولید است. از جمله راهاهمیت زیادی در این گونه 
زایی با استفاده از تکنیك جمعیت تمام ماده القای ماده

توان در دو پرتودهی را می .]7، 6[ت دهی به اسپرم اسپرتو
ساز با ساز با انرژی زیاد و پرتوهای غیر یونگروه پرتوهای یون
های تجزیه بندی کرد. پرتو گاما از واکنشانرژی کم تقسیم

ردد. منبع تولید این پرتو معمولاً کبالت گای حاصل میهسته
(Co60) و سزیم (Cs137) توان از آن جهت القای باشد و میمی

 .]7، 6[ زایی استفاده کردماده

 تواند به دو دسته میوزی و میتوزی زایی میماده
زایی میوزی با استفاده از اشتراک شود. ماده بندیتقسیم

محتویات ژنومی گویچه قطبی دوم قبل از خروج از تخمك و 
زایی ایجاد شوک بلافاصله بعد از لقاح صورت گیرد و در ماده

میتوزی با استفاده از شوک دیرهنگام بعد از خروج گویچه 
قطبی دوم و افزایش دو برابری ژنوم و القای تقسیم میتوزی 

علت بازده کم زایی میتوزی بهماده .]9، 8[ شودانجام می
های خالص جهت معمولاً با اهداف تولید مثلی نظیر تولید لاین

گیرد و برای تولید جمعیت تمام ماده با هدف تکثیر صورت می

-10[ شودزایی میوزی استفاده میادهافزایش رشد و بازده از م
12[. 

تعیین جنسیت همواره از اعمال ضروری برای مطالعه 
خصوصیات مورفولوژیك، اکولوژیك، زیستی و ژنتیکی ماهیان 

اری همراه های بسیها و سختیبوده که در عین حال با چالش
هایی برای این حلراه DNAهای ژنتیکی است. آزمایش

. سیستم تعیین جنسیت و ]13[ مشکلات فراهم آورده است

                                                           
1. Salmo Trutta Caspius 

باشد های جنسی در ماهیان دارای تنوع زیادی میکروموزوم
]14[. 

 در برخی  DNAهای ویژه جنسیت روی امروزه توالی
 های مختلف آزمایشی نظیرهای ماهیان با روشگونه

RAPD, RFLP, AFLP گرهای مولکولی فراهم و ریزنشان
 .]13[ شده است

های زیادی را جهت تعیین جنسیت در پژوهشگران ژن

روی  gsdfYژن  ]16، 15[ماهیان استخوانی از جمله 
، ]Oryzias luzonensis  ]17ماهیدر  Yکروموزوم جنسی 

 شناسایی ] Takifugurubrupes ]18در ماهی  2amhrژن 
چنین در ماهی آزاد نیز شاخص دیگری به نام دو اند. همکرده

عنوان معرف خوبی ( بهSDY) Yشکلی جنسی روی کروموزوم 
رو از این .]19[ جهت تعیین جنسیت شناسایی شده است

های آزادماهیان که در سایر گونه 3SDYو  2Sryهای جایگاه
توانند برای اند، میجنسیت معرفی شدهعنوان شاخص تعیین به

ماهیان گونه ماهی آزاد دریای خزر قابل استفاده باشند. در آزاد

بوده که این مسئله  XYجنس نر عموماً واجد هتروکروموزوم 
های احتمالی روی شرایط را برای بررسی و شناسایی جایگاه

 .]20، 13[ کندو ارتباط آن با جنس نر فراهم می Yکروموزوم 
زایی میوزی بنابراین هدف از انجام این پژوهش القای ماده

، 450در ماهی آزاد دریای خزر با استفاده از دزهای مختلف 
انرژی حاصل از پرتوی گاما  Gy 1050و  900، 750، 600

زایی در ردن درصد موفقیت ماده( و پیدا کCo60)گسیل شده از 
 سطح مولکولی است. 

 

 ها. مواد و روش2

 انتخاب مولدین و پرتوتابی اسپرم 2.1

 3زایی میوزی در ابتدا استحصال اسپرم و تخمك از برای ماده
عدد ماهی مولد نر ماهی آزاد دریای  2عدد ماهی مولد ماده و 

 خزر آماده تکثیر صورت گرفت. 

تخمك و مقدار لازم اسپرم جهت لقاح  قطعه 10000تعداد 
این مقدار تخمك با استفاده از فشار اندک به ناحیه شکمی از 

ای( به ساقه دم استحصال شد. تخمك سمت سر )باله سینه
)درون مایع سلومیك( و اسپرم استحصال شده در مجاورت یخ 

( به مجموعه C 5˚تا  4دور از دسترس آب )دمای کنترل شده 
ای تحقیقات آبزیان در پژوهشکده کشاورزی هستهآزمایشگاهی 

زمان نیز کلیه ادوات مخصوص اعمال طور هممنتقل گردید. به

های لقاح یافته تیمارهای گاینوژنز و های حرارتی گامتشوک

                                                           
2. Sex-Determining Region of the Y Chromosome 

3. Sexually Dimorphic on the Y-Chromosome 
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سازی انکوباتورها جهت گیری و آمادهتریپلوئید آماده شد. آب
هت انجام ها پس از لقاح، هماهنگی و رزرو وقت جانتقال تخم

 های پرتودهی اسپرم از بخش پرتودهی صورت گرفت. آزمایش

های مولدین، جهت مطالعه قابلیت لقاح و سلامت اسپرم
چنین میزان میکروسکوپ نوری به سالن تکثیر منتقل شد. هم

بندی های ماهیان مورد بررسی قرار گرفت. تقسیمرسیدگی تخم
های تصادفی تخمهای انکوباتور جهت انتقال و توزیع سینی

 تیمارهای مختلف انجام شد. 
اسپرم استحصال شده از مولدین نر ماهی آزاد دریای خزر 

لیتر(. برای حصول اسپرماتوزوآ بر میلی 7/8×910مخلوط شده )
اطمینان از کیفیت آن )مدت زمان تحرک و نوع حرکت اسپرم( 
از میکروسکوپ نوری استفاده شد. پس از حصول اطمینان از 

های سازی ژنتیکی اسپرم، اسپرمها جهت غیرفعالکیفیت آن
  50مولار تریس، میلی 20اخذ شده با محلول کوهورت )

( به نسبت  = NaCl  ،2% KCl 9pH %6مولار گلایسین، میلی
و سپس اسپرم مربوطه درون  ]21[سازی شده رقیق 4به  1

با استفاده از پرتو گاما  C 5˚بندی و در دمای فالکون تقسیم
ISSIE, Russia-30-Gamma cell PX  حاصل ازCo60  با دز

Gy/s 137/0  و  900، 750، 600، 450، 0و با دزهای 
Gy 1050 صورت جداگانه پرتودهی شدند. به 

 
 زایی میوزیماده 2.2

در مرحله بعد لقاح برای کلیه تیمارها به صورت خشك با 

های پرتو دیده با دزهای مختلف مخلوط نمودن تخمك و اسپرم
عدد تخمك( انجام  1000لیتر اسپرم به ازای هر میلی 5/0-1)

ها، حمام آبی با درجه شد. جهت القای پلوئیدی در تخم
های لقاح یافته در برقرار گردیده و تخم C 2±27˚ هایحرارت
تحت شوک دقیقه  10دقیقه پس از لقاح به مدت  30زمان 

 پس از اعمال شوک . ]23، 22، 7، 6[حرارتی قرار گرفتند 
به سیستم  (=3n)یافته تیمارهای مختلف های لقاحتخم

منتقل  C˚10انکوباسیون مدار بسته تخم ماهی با دمای 
گردیده و جهت ادامه تکامل مراحل جنینی تا زمان تفریخ و 

منظور داری شدند. بهجذب کیسه زرده درون این انکوباتور نگه

بررسی شرایط بهینه، گروه شاهد با استفاده از لقاح تخمك و 
حرارتی در نظر گرفته شده اسپرم نرمال بدون استفاده از شوک 

های حرارتی یك منظور بررسی شرایط مطلوب شوکبود. به
گروه شاهد هاپلوئید که حاصل لقاح اسپرم پرتودیده و تخمك 
نرمال ولی بدون شوک حرارتی )هاپلوئید( و نیز یك گروه 
تریپلوئید با اعمال شوک حرارتی به گروه شاهد فیزیکی با 

 رتو ندیده( در نظر گرفته شد.استفاده از اسپرم عادی )پ

ها درون سیستم مدار پس از طی دوره انکوباسیون تخم
شده پس از جذب کیسه زرده بسته تفریخ تخم لاروهای تفریخ

های موجود در سالن منتقل شده و پس از شروع شنای به تراف
درصد وزن بدن توسط خوراک  3بار در روز، به میزان  6فعال 

(. ماهیان تیمارهای 1هی شدند )جدول استارتر بیومار غذاد
با سه تکرار )هر  g 1مختلف آزمایشی پس از رسیدن به وزن 

لیتری پرورش بچه ماهی  100عدد ماهی( به مخازن  50تکرار 

منتقل شده )با توجه به افزایش رشد در این مرحله و نیاز به 
تر جهت تبادلات گازی آبشش( و در سراسر این فضای بیش
غذادهی شدند. جهت جلوگیری  5/0راک بیومار سایز دوره با خو

ها در طول های عفونی بچه ماهیان، تخمزدگی و بیماریاز قارچ
 این دوره مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفت.

 
 محاسبه درصد لقاح و بازماندگی 2.3

درصد تفریخ )پس از تفریخ(، بازماندگی لارو )شروع تغذیه 
ماهی با استفاده از فرمول زیر محاسبه فعال( و بازماندگی بچه 

 شد:
های های تواحد آزمایشی /تعداد تخم)تعداد کل تخم× 100

 . ]24[ درصد لقاح=لقاح یافته(
مانده تا )تعداد کل لارو در بدو آزمایش / تعداد لارو باقی× 100

 ودرصد بازماندگی لار =شروع تغذیه فعال(
ماهی در ماهی با شروع تغذیه فعال/ تعداد بچه)تعداد بچه× 100

 . ]25[ درصد بازماندگی بچه ماهی =انتهای دوره آزمایش(

 
 های سلولی مولكولی تعیین جنسیتآزمایش 2.4

زایی مولکولی از باله برای تنظیم کردن سنجش مولکولی ماده
چنین ماهیان مولد ماهیان تیمارهای مختلف و همدمی بچه 

جنس ماده،  وزن  5جنس نر و  7آزاد دارای جنسیت مشخص )
g 500برداری صورت گرفت. جهت استخراج ( نمونهDNA 

درصد تثبیت و تا زمان آنالیز مولکولی در  96ها در اتانول نمونه
 .]26[ داری شدنددمای محیط نگه

 

آنالیز ترکیب شیمیایی خوراک مورد استفاده در تغذیه بچه ماهی  .1جدول 

 آزاد دریای خزر )درصد بر اساس ماده خشك(
 درصد ترکیب شیمیایی

 91 ماده خشك
 58 پروتئین خام
 15 چربی خام

 6/6 کربوهیدرات
 1/0 سلولز خام
 3/11 خاکستر
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 های مناسبو انتخاب نمونه DNAاستخراج  2.5

ها، با توجه به دستورالعمل ژنومیك نمونه DNAبرای استخراج 

 خریداری شده ابتدا عملیات هضم شیمیایی  GenAllکیت 

 ساعت در معرض آنزیم  12به مدت  C 56˚در دمای 

Proteinase K ها و انجام گرفت. در ادامه پس از ورتکس نمونه

از سانتریفیوژ در دور  کننده، با استفادهاضافه کردن بافر هموژن

rpm 12000 دهی و شستشو انجام شد و در عملیات رسوب

ترتیب با ژل آگاروز به DNAهای نهایت کیفیت و کمیت نمونه

های با کیفیت مناسب و دستگاه نانودراپ بررسی و نمونه

( انتخاب گردید. برای تکثیر ng/µl 100تا  50)میانگین غلظت 

های عدد از ژن 3ای نزدیك و هبا استفاده گونه SDYژن 

 ( 2شده اختصاصی در جنس نر، پرایمرهای )جدول کشف

1S1SdYE ،4AS2SDY E ،Sb1sdY E  وa1AS4SDY E 

 و  s S18( و پرایمرهای S. trouttaآزاد؛ ماهی مختص گونه )

s AS18 های صورت عمومی مورد استفاده در تمام گونه)به

Salmonid عملیات . ]27، 19[( استفاده شدPCR  با جفت

و  1S1sdYE ،4AS2sdY E ،Sb1sdY E پرایمرهای

a1AS4SDY E ،sS18  وsAS18  و مواد مورد استفاده در

 پلیمراز،  DNAشامل آنزیم تك  PCRعملیات 

2mM 50MgCl   مولار، بافر میلی 50با غلظتPCR  در

ژنومی استخراج شده  DNA، آب مقطر تزریقی و x10غلظت 

 (.2پرایمرهای انتخابی بود )جدول 

 PCRانجام  2.6

لیتری استریل انتخاب و میلی 2/0برای هر نمونه یك تیوب 

شماره نمونه روی آن ثبت گردید. بعد از اضافه کردن مخلوط 

ها اشاره شده در بالا، محتویات تیوب PCRمواد لازم برای 

 ها به مدت خوبی مخلوط شدند. سپس تیوبتوسط پیپت به

با دستگاه ورتکس هم زده شدند و برای انتقال مواد ثانیه  10

 s 3پخش شده روی دیواره به طرف مرکز تیوب به مدت 

 PCRابتدا  PCRسانتریفیوژ شدند. برای بهینه کردن 

، اقدام PCRو سپس با توجه به محصولات استاندارد انجام شده 

در مرحله اول با دادن دامنه حرارتی،  .به تغییر شرایط گردید

دست بهترین دمای اتصال هر کدام از آغازگرها به رشته الگو به

آمد و در مرحله بعد جهت تظاهر خوب باندها و حذف اسمیر 

 تا 1سازی گردید. این غلظت از مقادیر ، بهینه2MgClغلظت 

میکرولیتر تغییر داده شد تا باندهای ایجاد شده بدون  5/2

اسمیر گردد. برای وضوح بهتر باندها، مقدار پرایمر تغییر داده 

چنین برای شد تا باندهای ایجاد شده بدون اسمیر گردد. هم

میکرولیتر تغییر  5/2تا  1وضوح بهتر باندها مقدار پرایمر بین 

های انتخاب اندازه مولکولی ژن(. با توجه به 3داده شد )جدول 

استفاده شد. برنامه  bp 1000گر شده در الکتروفورز از نشان

 آورده شده است.  4در جدول  PCRانجام 

 
 sAS18و  1S1sdYE، 4AS2sdY E ،Sb1sdY E ،a1AS4sdY E ،sS18 انتخابی با استفاده از جفت پرایمرهای PCRواکنش . 2جدول 

gradient Tm جفت پرایمر ( 5′-3′) توالی 

55-62 62 ATGGCTGACAGAGAGGCCAGAATCCAA 1S1sdYE 

CTTAAAACCACTCCACCCTCCAT 4AS2 sdY E 

 

55-62 9/61 TTCAATGGCTGACAGAGAGGCCAGA Sb1sdY E 

GGGAGGACTCAAGCCAGATCCTGAA a1AS4 sdY E 

55-62 57/5 GTTCGAAGACGATCAGATACCGT s S18 

CCGCATAACTAGTTAGCATGCCG s AS18 

 
پرتو گاما و گروه هاپلوئید )با اسپرم  Gy 1050و  900،  7500، 600، 450زایی شده با دزهای درصد لقاح و  بازماندگی لارو ماهی آزاد ماده. 3جدول 

 حرارتی تخم(.پرتوخورده و بدون  شوک حرارتی(، گروه شاهد )بدون پرتودهی اسپرم و شوک حرارتی تخم( و گروه تریپلوئید )بدون پرتودهی اسپرم و با شوک 

 1050 900 750 600 450 تریپلوئید شاهد هاپلوئید 

 a1/5±0/5 4/5±74 f 3/3±35 c 4/2±28 d 3/1±25 b 4/9±33 c 4/7±55 e 5/1±47 d درصدلقاح

 f67±3/5 c28±6/5 d22±6/4 b18±7/4 5/5±28c 1/4±49e 4/2±40d 0 بازماندگی لارو
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 PCRهای داده شده به دستگاه برنامه. 4 جدول

 مراحل )˚Cدما ) (min) زمان تعداد چرخه )سیکل(

 سازی اولیهواسرشته 94 5 1

35-20 

 ثانیه50

 ثانیه50

 ثانیه50

94 

60 

72 

 سازیواسرشته

 الحاق

 بسط

 بسط نهایی 72 5 1

 
 شناسیبافت 2.7

شناسی کلاسیك بعد از برای تعیین جنسیت به روش بافت
برداری شد. های مختلف نمونهگذشت یك سال از ماهیان گروه
 قطعه ماهی از هر تکرار  4بدین صورت که از گنادهای 

درصد  10ها در داخل فرمالین گیری به عمل آمد. نمونهنمونه
ساعت بعد فرمالین تعویض شد. جهت تعیین  24قرار گرفته و 

گیری شده و با استفاده از های گناد مقطعجنسیت از بافت
 . ]28[ آمیزی شدرنگ H&Eروش 

 

 هاتجزیه وتحلیل آماری داده 2.8

ها با استفاده از آزمون کولموگراف میزان نرمال بودن داده
ها با های درصدی پیش از انجام آنالیزاسمیرنف بررسی شد. داده

(Arc sin) ها از تجزیه تبدیل شدند. برای مقایسه میانگین داده
دار بودن در بین انجام شد و سطح معنی 1طرفهواریانس یك

درصد  5در سطح احتمال  Tukeyتیمارها از طریق آزمون 

 17SPSSافزار وسیله نرمانجام گرفت. تجزیه و تحلیل آماری به

 ها از در محیط ویندوز انجام شد و برای ترسیم نمودار
 درمحیط ویندوز استفاده شد.  ,2007Excel افزارنرم
 

 . نتایج 3
 درصد لقاح و بازماندگی لارو 3.1

نتایج نشان داد که درصد لقاح و بازماندگی لارو در ماهیان 
(. این >05/0pتر بود )ها کمگروه هاپلوئید نسبت به کلیه گروه

ترین درصد لقاح و بازماندگی لارو در حالی است که بیش
(. در بین تیمارهای >05/0pمربوط به گروه شاهد بود )

ترین میزان لقاح و بازماندگی لارو بیش Gy 900گاینوژن، گروه 
(. گروه >05/0pترین میزان را نشان داد )کم Gy 600و گروه 

تریپلوئید نیز میزان درصد لقاح و بازماندگی لارونسبت به گروه 
تر بود؛ این در حالی است که کم 1050و  900، 750، 450

گروه تریپلوئید مقدار  750و  600، 450ای هنسبت به گروه

                                                           
1. One-Way-Anova 

( >05/0pتری از لقاح و بازماندگی لارو را نشان داد )بیش
 (. 4 )جدول

 

 درصد تفریخ و بازماندگی بچه ماهی 3.2

ترین ترین و کمنتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که بیش
ترتیب مربوط به تیمار شاهد و تیمارهای درصد تفریخ به

بود که با هم اختلاف  Gy 600و  450زایی شده با دز ماده
دهد که بین چنین نتایج نشان می(. هم>05/0pآماری داشتند )

از نظر  Gy 900تیمارهای آزمایشی تیمار پرتودهی شده با دز 
چنین (. هم>05/0pترین درصد تفریخ بود )آماری دارای بیش

داری کاهش صورت معنیدرصد تفریخ در تیمار تریپلوئید به
گیری و مقایسه درصد (. نتایج حاصل از اندازه1پیدا کرد )شکل 

ترین درصد ترین و کمبازماندگی بچه ماهی نشان داد که بیش
ترتیب مربوط به تیمار شاهد و تیمار تریپلوئید بود و بازماندگی به

 (. 2داری وجود نداشت )شکل در بین سایر تیمارها اختلاف معنی
 

 SDYانتخاب پرایمر مناسب در ارتباط با ژن  3.3

تایج نشان داد که این ن 4AS2E و 1S1Eدر مورد پرایمرهای 
پرایمرها در مورد تعیین جنسیت این گونه از ماهی پاسخ 

گرها در مرحله رو از این نشاندهد. از اینه مییمناسب را ارا
شود بعدی برای تعیین جنسیت تیمارهای مختلف استفاده می

 (.3)شکل 
 

 تعیین جنسیت با روش مولكولی 3.4

نتایج حاصل از تعیین جنسیت ماهی آزاد دریای خزر مربوط به 

 تیمارهای مختلف نشان داد که از ماهیان مربوط به تیمار 

Gy 450چنین ، چهار نمونه ماده و تنها یك نمونه نر بودند. هم
های نمونهنتایج نشان داد که در تیمار شاهد، سه نمونه از 

مانده دارای بررسی شده جنسیت نر داشتند و دو نمونه باقی
چنین در تیمار تریپلوئید چهار عدد از جنسیت ماده بودند. هم

ی بررسی شده جنس نر و بقیه ماده بودند. در هانمونه
ها از نظر کلیه نمونه 1050و  900، 750، 600تیمارهای 

 (. 5مولکولی دارای جنسیت ماده بودند )جدول 
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پرتو گاما و گروه هاپلوئید )با اسپرم پرتوخورده و بدون   Gy 1050و   900،  7500، 600، 450زایی شده با دزهای لارو ماهی آزاد ماده درصد تفریخ. 1شكل 

 .شوک حرارتی(، گروه شاهد )بدون پرتودهی اسپرم و شوک حرارتی تخم( و گروه تریپلوئید )بدون پرتودهی اسپرم و با شوک حرارتی تخم(
 

 
 

پرتو گاما و گروه هاپلوئید )با اسپرم پرتوخورده و بدون   Gy 1050و  900،  7500، 600، 450زایی شده با دزهای بچه ماهی آزاد مادهدرصد بازماندگی . 2كل ش

 شوک حرارتی(، گروه شاهد )بدون پرتودهی اسپرم و شوک حرارتی تخم( و گروه تریپلوئید )بدون پرتودهی اسپرم و با شوک حرارتی تخم(.

 

 
 

جنس ماده، ، F4AS2E: و 1S1Eپرایمرهای  PCRمحصول  .3شكل 

M ،جنس نر :L.مارکر وزن مولکولی : 

 و 1S1Eتعیین جنسیت ماهیان تیمارهای مختلف با پرایمرهای  .5جدول 

4AS2E 

 جنسیت گروه آزمایشی شماره نمونه ردیف

 ماده، ماده نر، نر، نر شاهد 32، 41، 24 ،22، 10 1

ماده ،  ماده، ماده 450 34، 27، 12، 7، 3 2
 نرماده، 

ماده، ماده،  ماده، ماده 600 39، 16، 14، 8، 1 
 ماده

ماده، ماده،  ماده، ماده 750 38، 37، 31، 30، 5 3
 ماده

ماده، ماده،  ماده، ماده 900 36 ،26، 18، 17، 6 4
 ماده

ماده، ماده،  ماده، ماده 1050 33، 25، 19 ،15، 9 5
 ماده

 نر، ماده نرنر ، نر ،  تریپلوئید 40 ،29، 28 ،23، 20 6

7 
4 ،35 ،1M ،2M، 3M، 

4M، 5M 
 نر ، نر، نر نر، نر، نر نر دارای جنسیت مشخص

8 2، 13، 21، 1F، 2F 
ماهی ماده دارای جنسیت 

 مشخص
ماده، ماده، ماده، 

 ماده، ماده
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 شناسیبافت 3.5

شناسی مربوط به تیمارهای مختلف آزمایشی نشان نتایج بافت

  4خوبی صورت گرفته است. در شکل زایی بهداد که ماده

ای از این تیمارها نشان داده شده است. این نتایج نشان نمونه

زایی شده فقط دارای جنسیت ماده دهد که تیمارهای مادهمی

چنین نتایج نشان داد (. هم-4a, b, c, e, f, g باشند )شکلمی
  (-4k, l, m( و تریپلوئید )شکل  -4h, I, j)شکل  که تیمار شاهد

 (  - 4k( و ماده )شکل  -4l, mدارای جنسیت نر )شکل 

 (. 4باشند )شکل می
 

 . بحث4

های غیر بومی، انتخاب و با توجه به مخاطرات استفاده از گونه

بالا دارای اهمیت و اولویت های بومی با رشد استفاده از گونه

پرورشی کشور است. خانواده آزادماهیان با توجه به بازارپسندی 

ها در این بین دارای ارزش زیادی بوده و و قیمت بالای آن

 .]4[ ها در سراسر دنیا پراکنده هستندهای مختلف آنگونه

ای مناسب برای پرورش در وان گونهعنماهی آزاد دریای خزر به

باشد؛ ولی از جمله مشکلاتی که صنعت شیلات کشور مطرح می

برای پرورش آن وجود دارد این است که در خانواده آزاد 

علت بلوغ ماهیان، از جمله ماهی آزاد دریای خزر، جنس ماده به

ها برای از جمله روش. ]5[ تری را دارا استتر رشد بیشطولانی

زایی با افزایش بازده این گونه تولید ماهی ماده با روش ماده

 باشد.استفاده از پرتوتابی می

آمیز با گویچه ماهیان یا تلاقی موفقیتزایی میوزی آزادماده

ه سازی عملکرد تریپلوئیدی در این گونه، بقطبی دوم و بهینه

 30زمان شروع شوک حرارتی بستگی دارد که اساساً حدود 

توان شرایط تریپلوئید را در آن ایجاد دقیقه پس از لقاح، که می

 توان دهد. با ایجاد شرایط بهینه شده میکرد، رخ می

 . ]12-10[ های میوزی تولید کردگاینوژن

، در این ]30، 29[زایی میتوزی تر مادهعلت بازده کمبه

زایی میوزی برای تولید جمعیت تمام ماده پژوهش از ماده

در  استفاده شد. نتایج نشان داد که میزان لقاح و بازماندگی لارو

یابد. این در حالی است که میزان ماهیان گاینوژن کاهش می

ماهی در این ماهیان تغییری را نشان نداد. در  بازماندگی بچه

 زایی میوزی و شوک حرارتی مطالعات قبلی بازده زیاد ماده

کاری پلوئیدی در ماهی آزاد آتلانتیك عنوان عامل دستبه

 .  ]29[ مشاهده شده بود

های مختلفی انجام شده زایی که در گونهدر مطالعات ماده

زایی میتوزی پایین و بین توجهی در مادهطور قابلاست، بقاء به

هایی با جنین %29که طوریهای مختلف متفاوت است. بهگونه

، در ]31[ 1ساعت پس از لقاح در ماهی زبرا 24ظاهر طبیعی، 

  %15تا  5/3 ،]32[ 2مداکا %6تا  0مقایسه با زنده ماندن 

، ]34[ 4در ماهی لوچ %26تا  1، ]33[ 3ماهی کپور معمولیبچه

 در ماهی  %8/12و  ]35[ 5در تیلاپیا نیل 9/6%

sea bream ]36[  ملاحظه شد. در این پژوهش در گروه

بقاء ملاحظه شد؛ اختلاف بین نتایج  %41تا  28گاینوژن بین 

تکثیر شده و های مختلف به گونه ماهی، جمعیت ماهی پژوهش

که مشاهده . چنان]30[ شرایط متفاوت آزمایشی بستگی دارد

شود، نتایج حتی در این پژوهش نیز بین دزهای مختلف می

 متفاوت است. 

های مولکولی که نتایج تعیین جنسیت با استفاده از روش

نشان داد هنوز جنس نر  Gy 450زایی شده با دز در تیمار ماده

نمونه( وجود دارد؛ این در حالی بود که در  5نمونه از  1)

 دزهای دیگر جنس نر وجود نداشت. اما در مطالعات 

شناسی کلیه تیمارهای پرتودهی شده دارای جنسیت ماده بافت

توان نتیجه گرفت . با توجه به نتایج فوق می P)<05/0 (بودند

 ی انجام شده است. زایی به خوبکه ماده

با توجه به مشاهده دو باند بسیار نزدیك مربوط به 

 s AS 18و  s S18چنین و هم 4AS4Eو  Sb1Eپرایمرهای 

تر این باندها، این پرایمرها در این در جنس نر و شدت بیش

 دست آمده ه جنس مورد استفاده قرار گرفتند. اما نتایج ب

 و  4AS4Eو  Sb1E( نشان داد که پرایمرهای 5)شکل 

 در هر دو جنس نر و ماده  s AS18و  s S18چنین هم

های نر های یکسانی را تکثیر کرده و تمایزی بین جنسجایگاه

 دهند.   و ماده نشان نمی

های مختلف بنابراین در این پژوهش از بین پرایمرهای ژن

و  1S1Eمربوط به جنس نر پرایمرهای  SDYاختصاصی ژن 

4AS4E  به دلیل نتایج مناسب تفکیك جنسیت جنس نر از

های درگیر در ماده انتخاب شدند. اغلب گفته شده است که ژن

های جدید عنوان ژنمسیر تمایز جنسیتی ممکن است به

طور داران بهکننده جنس در کارشناسی تکامل مهرهتعیین

های اخیر نشان مستقل تکامل یافته باشند. با این حال یافته

است،  SDYماهیان کننده جنسیت آزاددهد که ژن تعیینمی

که از تکامل ژن مربوط به سیستم ایمنی بدن ایجاد شده و 

های تعیین ای در مکانیسمپذیری تکاملی غیر منتظرهانعطاف

 . ]19[داران دارد جنسیت سایر مهره
                                                           
1. Danio Rerio 

2. Oryzias Latipes 

3. Cyprinus Carpio 

4. Misgurnus Anguillicaudatus 

5. Oreochromis Niloticus 
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(، f g,e ,c ,b ,aترتیب از ))عکس بالا مربوط به تیمارهای پرتو دیده به H&Eآمیزی شده با روش شناسی گناد ماهی آزاد دریای خزر رنگلام بافت. 4شكل 

 (.k( و جنس ماده )l, mو تیمار تریپلوئید دارای جنس نر ) (h ,i , j)(، عکس پایین مربوط به تیمار شاهد نر و ماده 1050و  1050، 900، 750، 600، 450)

 

 
 

: جنس ماده؛ 4AS4E .Fو  Sb1Eپرایمرهای  PCRمحصول  .5شكل 

M جنس نر؛ :L :مارکر وزن مولکولی 

 

های سوماتیك با بیان موضعی در برخی سلول SDYبیان 

خاص گناد جنسی نر جنین تأیید شده است. این بیان اندکی 

یك  SDYدهد پس از تفریخ شناسایی شده است که نشان می

بازیگر اولیه در روند تمایز گناد جنسی نر در آزاد ماهیان است 

عنوان نتایج تکمیلی از تعیین جنسیت به . علاوه بر این به]27[

شناسی در این تحقیق استفاده شد، که نتایج حاصله روش بافت

زایی شده با روش القای های مادهدرصد گروه 100نشان داد که 

میوزی با استفاده از شوک حرارتی و پرتو گاما دارای جنسیت 

تحقیق سلطانی و همکاران بر روی ماده بودند. این نتیجه با 

زایی شده با پرتو گاما مشابه است کمان مادهآلا رنگینماهی قزل

]7[ . 

که استفاده از توان نتیجه گرفت با توجه به اینبنابراین می

های مناسب در جهت خودکفایی و تولید تخم چشم زده و روش

ماده و بومی در کشور امری ضروری بوده و ماهیان تك جنس 

نیز با توجه به اهمیت تولید ماهی تمام ماده آزاد دریای خزر، 

زایی ماهی آزاد دریای خزر انجام استفاده از این روش در ماده

در این گونه ماهی  Gy 900باشد و دز شدنی و کاربردی می

  شود.میعنوان دز مناسب برای استفاده از این روش پیشنهاد به

 

 تشكر و قدردانی

نویسنده مراتب تشکر خود را از کلیه همکاران پژوهشگاه علوم و 

ای که در ویژه پژوهشکده کشاورزی هستهای، بهفنون هسته

 .داردیاند، اعلام مانجام این طرح تحقیقاتی ما را یاری رسانده
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