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 چکیده
 زایی در تاسماهی شیپ زایی در ماهیان خاویاري، داراي ارزش زیادي است، لذا هدف از انجام این پژوهش القاي مادهالقاي ماده

)Acipenser nudiventris( برون) به وسیله پرتوتابی گاما به اسپرم هترولوگ ماهی قره Acipenser persicus(  بود. در ابتدا استحصال اسپرم
ماده تخمک استحصال و لقاح کیلوگري انجام شد. سپس از ماهی مولد 05/1و  9/0، 75/0، 6/0، 45/0 با دزهاي انجام، و در مرحله بعد پرتوتابی

هاي آزمایشی شاهد (لقاح اسپرم و تخمک هایی به صورت جداگانه انجام و از شوك سرمایی براي القاي پلوئیدي استفاده شد. گروهدر گروه
برون و تخمک شیپ)، هاپلوئید (لقاح اسپرم پرتوخورده قره ولی ماهیبرون و تخمک معم(لقاح اسپرم معمولی قره شیپ)، هیبرید معمولی ماهی

لقاح یافته تا  يهاشیپ با شوك حرارتی)، در نظر گرفته شدند. تخم معمولی ماهی شیپ)، و تریپلوئید (لقاح اسپرم و تخمک معمولی ماهی
از لارو  DNAزمان تفریخ به انکوباتور انتقال داده شدند و درصد لقاح و  تفریخ پس از طی دوره تکاملی در انکوباسیون محاسبه شد. استخراج 

ن داد که گروه انجام شد. نتایج نشا 68Afuو  9Afuمیکروستلایت  زایی با استفاده از  مارکرهايهاي مختلف انجام و درصد موفقیت مادهگروه
هاي مختلف با موفقیت زایی در گروه. سنجش وراثت نشان داد که مادهP)>05/0تري داشته است (کیلوگري میزان لقاح و تفریخ بیش 9/0

وجه بازده آمیزي انجام شده است و با تزایی در این ماهی به طور موفقیتبندي کرد که مادهتوان جمعانجام شده است. با توجه به این نتایج می
 .شودزایی در این گونه توصیه میکیلوگري پرتو گاما به عنوان دز پیشنهادي براي ماده 9/0بالاتر دز 

 

 68Afuو  9Afuزایی)، پرتو گاما، مارکر ماهی خاویاري شیپ، القاي وراثت مادري (ماده :هااژهکلیدو
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Abstract  
Induction of Gynogenesis in sturgeon is important, therefore, the aim of this study was gynogenesis 
inducing in Ship sturgeon Acipenser nudiventris by gamma radiation to the heterologous sperm of Persian 
sturgeon Acipenser persicus. At first, sperm was extracted, and in the next stage, irradiation was 
performed with doses of 0.45, 0.6, 0.75, 0.9 and 1.05 kGy. Then oocytes were obtained from fish and 
fertilized by different dosages of irradiated sperms and cold shock was used to ploidy inducing. Control 
group (fertilization of normal sperm and oocytes), hybrid (fertilization of normal Persian sturgeon sperm 
and ship sturgeon oocytes), haploid (fertilization of irradiated sperm and normal ship oocytes), and 
triploid (fertilization of ship sperm and oocytes with cold temperature shock) were considered. The 
fertilized eggs were transferred to the incubator until hatching and the percentage of fertilization and 
hatching was calculated after the evolutionary period in the incubation. DNA was extracted from different 
group’s larvae and the success rate of inoculation was determined using Afu9 and Afu68 microsatellite 
markers. The results showed that the 0.9 kGy group had a higher rate of fertilization and hatching (P 
<0.05). Inheritance assessment showed that gynogenesis was performed successfully in different groups. 
It can be concluded that gynogenesis in this fish has been done successfully and due to the higher 
efficiency, 0.9 kGy dose, it was recommended for this species gynogenesis. 
 

Keywords: Ship sturgeon, Gynogenesis, Gamma ray, Afu9 and Afu68 sequences  
 
 
 

 Journal of Nuclear Science and Technology                                                                                       ايجله علوم و فنون هستهم
Vol. 100, No 3, 2022, P 139-147                                                                           147-139، ص 1401تابستان ، 2، شماره 100 جلد

Research Article 
Received 12.6.2021, Accepted 4.8.2021 

http://fishbase.ir/species/caspiansea/Acipenser_nudiventris.html
http://fishbase.ir/species/caspiansea/Acipenser_nudiventris.html


 140                                                                                                           . . .   راثت مادري تاسماهی شیپاي در القاي وآوري هستهکاربرد فن
 

 Journal of Nuclear Science and Technology                                                                                                                 ايجله علوم و فنون هستهم
 Vol. 100, No 3, 2022, P 139-147                                                                                                     147-139، ص 1401 تابستان، 2، شماره 100 جلد

 

 مقدمه. 1
هاي آبزیان ترین گونهخاویاري از با ارزشیا ماهیان  ماهیانتاس

آبریز آن ، این دریا و حوزه ] 1[ باشداقتصادي دریاي خزر می
 فیل ماهی یا بلوگا  -گونه  6ترین زیستگاه طبیعی مهم

Huso huso تاسماهی ایرانی یا قره برون ، 
Acipenser Persicusهی روسی یا چالباش ، تاس ما

Acipenser gueldenstaedtii شیپ ،Acipenser nudiventris، 
 Acipenser(و استرلیاد  Acipenser stellatusاوزون برون 

ruthenus( 2[ است[. 
و  ]3[ ماهیان کاهش یافته استهاي اخیر صید تاسدر سال

ها و این خانواده جزء ماهیان حمایت شده از جانب اتحادیه آن
 شودمحسوب می )IUCNالمللی حفاظت از محیط زیست (بین

]4[. 
ها براي حفظ ذخایر ماهیان خاویاري تحقیق و یکی از روش

هاي ها و شناسایی تمام شاخصمثلی آنمطالعه دستگاه تولید
 باشدها میمثلی آنمؤثر در ارتقاء و توسعه ساختارهاي تولید

 به طور کلی عوامل مؤثر بر رشد و رسیدگی دستگاه  .]4[
تر شامل عوامل ژنتیکی، فیزیولوژیکی و از مثل ماهیان بیشتولید

 .]5[ باشندیندهاي مربوط به غدد درون ریز میاتر فرهمه مهم
 جنس ماده در ماهیان خاویاري داراي اهمیت زیادي است

لذا تولید جنس ماده در این خانواده داراي اهمیت  ]6-10[
 بسیار بالایی است. 

هایی مختلفی از جمله وريآصنعت آبزیان همواره از فن
چنین با تر و هماي جهت تولید محصول بیشوري هستهآفن

که این از طریق  ،]10-6[بالاتر استفاده کرده است  کیفیت
وري (پرتوتابی)، یکی آهاي ژنتیکی به کمک این فنکاريدست

توان از  آن بهره برد. با استفاده از این از مسیرهایی است که می
هاي ها در بحث تکثیر آبزیان و جهت تولید جمعیتتکنولوژي

پرتوتابی به اسپرم روشی جهت القاي  .]14-11[تمام ماده است 
سازي ژنوم اسپرم (حذف حضور فعالباشد. با غیرزایی میماده

هاي پدري)، که توسط محققین مختلف استفاده شده -کروموزوم
 .]17-15[ است

گونه توان بدینمکانیسم اثر پرتو گاما بر مواد وراثتی را می
یند یونیزاسیون در اتوضیح داد که به وسیله پرتوتابی، در اثر فر

گردند. هاي آزاد تولید میهاي مثبت و الکترونسلول، رادیکال
واکنش  DNAزاسیون با یند یونیاهاي فعال حاصل از فررادیکال

نشان داده و در نتیجه کروموزوم به قطعاتی کوچک شکسته 
 .]20-18[شود می

تعیین جنسیت همواره از اعمال ضروري براي مطالعه 

خصوصیات مورفولوژیک، اکولوژیک، زیستی و ژنتیکی ماهیان 
هاي بسیاري همراه ها و سختیده که در عین حال با چالشبو

هاي زنومیکس براي این منظور همواره روشبوده است، آزمایش
 . ]21[ رده استکه یهایی را ارا

هاي جنسی داراي تنوع سیستم تعیین جنسیت و کروموزوم
امروزه امکان تعیین جنسیت با  ]22[باشد زیادي در ماهیان می

یابی جایگاه اختصاصی تعییت جنسیت نظیر کمک توالی
و میکروستلایت فراهم می RAPD, RFLP, AFLPمارکرهاي 

هاي زیادي را جهت تعیین جنسیت در محققان ژن .]21[ باشد
روي کروموزوم  gsdfYاز جمله ژن  ]24، 23[ن استخوانی ماهیا

، مارکر ]Oryzias luzonensis ]25 در ماهی Yجنسی 
2amhr  در ماهیTakifugu rubrupes ]26[ ها بود که سال

محققان بسیاري به دنبال پیدا کردن مارکري براي تعیین 
گر نشان 2020جنسیت ماهیان خاویاري بودند که اخیرا در سال 

هاي متعددي براي تعیین جنسیت گونه 2AllWSexاختصاصی 
چنین در ماهی آزاد . هم]27[ از ماهیان خاویاري پیدا شده است

نیز شاخص دیگري به نام دو تصویري جنسی روي کروموزوم 
)Sdy به عنوان معرف خوبی جهت تعیین جنسیت شناسایی (

. سیستم تعیین جنسیت در ماهیان خاویاري ]28[ شده است
ZZ  ،نرZW القاي وراثت مادري ماهیان باشد. در ماده می

)، ماده ZZرسد ولی جنس نر (خاویاري وراثت از ماده به ارث می
شود، در این بین نیز تولید می (WW)ماده و ابر (ZW)معمولی 

یا ابر ماده  WWهاي ماده تولید شده با ماهیت جنسیت جنس
باشد، زیرا که در نسل بعد تولید داراي اهمیت زیادي می

 . ]29[کنند می ZWماده جمعیت تمام 
 القاي وراثت مادري در ماهیان با توجه به گونه ماهی و

 صورت هتروزایگوت و 2تواند به سیستم وراثتی آن می
هاي جایی که جنس ماده در گونهباشد. از آنهموزایگوت 

مستقیماً باشد، می ZWخاویاري داراي سیستم کروموزومی 
 زاییها از طریق مادهدر این گونه امکان تولید جمعیت تمام ماده

 WWوجود ندارد. بنابراین براي تولید آن نیاز به تولید ابر ماده 
باشد. به علت زایی (میوزي و یا میتوزي) میبا استفاده از ماده

زایی میتوزي در این نرخ لقاح، تفریخ و بقاي بسیار پایین ماده
رغم شود. علیاغلب روش میوزي انتخاب می ]31-29[ده خانوا

کنون اگرچه گزارشی ساز نظیر پرتو گاما تااهمیت پرتوهاي یون
زایی با روش پرتوتابی گاما در ماهیان مبنی بر القاي ماده

ولی تحقیقاتی روي پرتوتابی با  خاویاري گزارش نشده است،
هاي خاویاري استرلیاد، پاروپوزه، سیبري در گونه UVروش پرتو 

 .]32-29[و ماهی شیپ بوده است 
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 DNAهاي ارثی فرزندان گاینوژن، ژنوتیپ براي تعیین آلل
ها شود. که جایگاهبا استفاده از مارکر میکروستلایت انجام می

9Afu  68وAfu توان براي ماهید خاویاري شیب استفاده می
 کرد. 

بنابراین هدف از این تحقیق استفاده از انرژي حاصل از 
) براي القاي وراثت مادري 60پرتوي گاما (ساطع شده از کبالت 

صد موفقیت آن با استفاده از در ماهی خاویاري شیپ و تعیین در
 بود.  ]68Afu ]33و  9Afuمارکر میکروستلایت 

 
 هامواد و روش. 2
 انتخاب مولدین 2.1

عدد ماهی  2زایی و انجام آزمایشات مربوط به آن به منظور ماده
برون مولد جنس نر با عدد ماهی قره 2شیپ مولد ماده و 

براي مولدین نر به  GnRHهورمونوتراپی آماده شدند. هورمون 
گرم بر کیلوگرم در یک مرحله و براي مولدین میلی 10میزان 

 ساعت 8بعد از  %90 در اولین تزریق و %10ماده در دو مرحله 
تاسماهیان دریاي خزر  المللیسسه تحقیقات بینؤدر م ]34[

انجام شد. سپس استحصال اسپرم و تخمک صورت گرفت.  
مقدار لازم اسپرم با استفاده از فشار اندك به ناحیه شکمی ماهی 

 آوري شد.   و جمع برون نر استحصالقره
جهت جدا کردن مایع اسپرمی ابتدا اسپرم استحصال شده با 

سپس اسپرم با دور در دقیقه سانتریفیوژ شد.  5000سرعت 
سازي شد مایع اسپرمی) رقیق 9اسپرم به  1مایع اسپرمی (

 ] و در مجاورت یخ دور از دسترس آب (دماي کنترل شده 30[
گراد) به پژوهشکده کاربرد پرتوها منتقل رجه سانتید 5تا  4

بندي لیتري تقسیممیلی 15فالکون  لوله 6ها در گردید و اسپرم
و هر لوله محتوي نمونه اسپرم به صورت جداگانه با دزهاي 

کیلوگري حاصل از پرتو گاما  05/1و  9/0، 75/0، 6/0، 45/0
 با استفاده از گاماسل  60ساطع شده از کبالت 

ISSIE, Russia)-30-(Gamma cell PX  گري  137/0با دز
سسه تحقیقات  ؤها به مبرثانیه پرتودهی شدند. سپس نمونه

المللی تاسماهیان دریاي خزر جهت لقاح و انجام اعمال بین
عدد تخمک  10000انکوباسیون بازگردانده شدند. سپس تعداد 

مولدین ماهی خاویاري شیپ نیز با استفاده از فشار اندك به 
اي) به ساقه دم استحصال ناحیه شکمی از سمت سر (باله سینه

مان و درصد تحرك اسپرم به گیري مدت زشد. براي اندازه
میکروگرم آب توسط پیپت روي لام قرار  300صورت چشمی 

 50هاي هر دز اسپرم داده شد و سپس بعد از آماده شدن نمونه
ب مخلوط و آمیکروگرم اسپرم توسط پیپت به لام منتقل و با 

ها از حرکت درصد اسپرم 100بلافاصله مدت زمان (زمانی که 
هاي مختلف لام زیر رك اسپرم در قسمتبایستند) و درصد تح

مورد  400× نمایی میکروسکوپ نوري ضمینه تاریک با بزرگ
گیري مدت براي اندازه .گرفتگیري و شمارش قرار میاندازه

میکروگرم  300زمان و درصد تحرك اسپرم به صورت چشمی 
آب توسط پیپت روي لام قرار داده شد و سپس بعد از آماده 

میکروگرم اسپرم توسط پیپت  50ي هر دز اسپرم هاشدن نمونه
به لام منتقل و با آب مخلوط و بلافاصله مدت زمان (زمانی که 

ها از حرکت بایستند) و درصد تحرك اسپرم درصد اسپرم 100
 گیري و شمارش قرار هاي مختلف لام مورد اندازهدر قسمت

 گرفت.  می
ماهیان ها از تخمک براي بررسی میزان رسیدگی تخمک

برداري و میزان مهاجرت هسته به قطب قبل از لقاح، نمونه
 گیري گردید. حیوانی اندازه

هاي مولدین، جهت مطالعه قابلیت لقاح و سلامت اسپرم
میکروسکوپ نوري به سالن تکثیر منتقل شد. میزان رسیدگی 

نمونه GVBDهاي ماهیان مورد بررسی قرار گرفت. بررسی تخم
فیکس شدند،  %10ها در فرمالین نجام و نمونهگیري از تخمک ا

دقیقه روي چراغ  2ها از فرمالین خارج و به میزان سپس تخمک
ها اضافه شده و سپس الکلی جوشانده شدند و آب سرد به آن

وسیله هبعد از مشخص شدن قطب حیوانی و گیاهی برش ب
گیاهی انجام شد. در زمان رسیدگی  -اسکالپل از محور حیوانی

بندي انکوباتورها جهت . تقسیم]35[شود هایی هسته ناپدید مین
 هاي تیمارهاي مختلف انجام شد.انتقال و توزیع تصادفی تخم

گرم تخمک  50بعد از جدا نمودن مایع تخمدانی از تخمک، 
ایی ریخته شد هاي جداگانهبراي هر تیمار وزن شده داخل تشت

لیتر اسپرم تیمار مربوطه (دزهاي مختلف) با میلی 5/0و سپس 
دقیقه با دست  4لیتر آب کارگاه مخلوط و به مدت میلی 100

ها اضافه گردید و آب و مخلوط گردید، سپس کمی آب به تشتک
اسپرم اضافه خارج شد. براي جلوگیري از چسبندگی تخمک از 

 گل رس استفاده شد.
 ها، حمام آبی با درجه ي پلوئیدي در تخمجهت القا

گراد با استفاده از یخ خشک برقرار درجه سانتی 4هاي حرارت
دقیقه پس از لقاح به  40هاي لقاح یافته در زمان گردیده و تخم

دقیقه تحت شوك حرارتی در این دما قرار گرفتند  10مدت 
هاي لقاح یافته به انکوباتور زوك عمال شوك تخم. پس از ا]36[

 لیتر در ثانیه، هوادهی و تنظیم دما و دماي  3تا  2با دبی 
گراد منتقل گردیده و تا زمان تفریخ و درون درجه سانتی 24

داري شدند. به منظور بررسی شرایط اپتیمال این انکوباتور نگه
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اسپرم نرمال بدون یک گروه شاهد با استفاده از لقاح تخمک و 
استفاده از شوك حرارتی، در نظر گرفته شده بود. شرایط 

هاي حرارتی یک گروه شاهد هاپلوئید که حاصل مطلوب شوك
لقاح اسپرم پرتودیده و تخمک نرمال ولی بدون شوك حرارتی 
(هاپلوئید) و نیز براي بررسی عملکرد شوك حرارتی یک گروه 

وك حرارتی با اعمال شوك تریپلوئید به عنوان گروه شاهد ش
حرارتی با استفاده از اسپرم عادي (پرتو ندیده) در نظر گرفته 

برون با شد. در گروه هیبرید لقاح اسپرم معمولی ماهی قره
شیپ انجام شد. براي هر تیمار تعداد  تخمک معمولی ماهی

 عدد تخمک استفاده شد.  1000
رت جداگانهبعد از لقاح تخم کلیه تیمارهاي آزمایشی به صو

روز هر دو ساعت یک اي به انکوباتور منتقل شدند. در طی شبانه
بار با ساچوك از هر تیمار آزمایشی لاروهاي تفریخ شده 

لیتري  200جداسازي و پس از شمارش به مخازن پرورشی 
هاي منتقل شدند. پس از اتمام تفریخ لارو و تیماربندي نمونه

ها جهت گرفت و نمونه برداري صورتمختلف آزمایشی نمونه
انجام آزمایشات تعیین وراثت با استفاده از مارکرهاي مولکولی  

 به آزمایشگاه منتقل شدند. 
ساعت پس از لقاح، در مرحله  4تا  3درصد لقاح (

گاسترولاسیون و تقسیم دوم بلاستولایی) و تفریخ با استفاده از 
 : ]38، 37[فرمول زیر محاسبه شد 

تعداد لارو ماهی  / * (تعداد تخم ماهی در زمان تکثیر ماهی100
 درصد لقاح = راي تقسیم دوتایی)اد

تعداد لارو ماهی  / * (تعداد تخم ماهی در زمان تکثیر ماهی100
 درصد تفریخ = تفریخ شده درصد تفریخ)

 
هاي تکامل جنینی در انکوباتور، انتقال به ترافطی دوران  2.2

 پرورشی، پروش اولیه و تغذیه لاروها 
هاي عفونی بچه ماهیان زدگی و بیماريجهت جلوگیري از قارچ

ها در طول این دوره مورد بررسی و ارزیابی قرار گرفت و در تخم
گرم در میلی 1صورت لزوم از محلول فرمالین و متیلن بلو با دز 

 ر استفاده شد.لیت
پس از طی دوره شروع شناي فعال با غذاي استارتر شرکت 

). ماهیان تیمارهاي 1بیومار فرانسه غذادهی شدند (جدول 
سسه ؤگرم از م 5مختلف آزمایشی پس از رسیدن به وزن 

المللی تاسماهیان دریاي خزر به پژوهشکده تحقیقات بین
 اي منتقل شدند. کشاورزي هسته

 پپ

نالیز ترکیب شیمیایی خوراك مورد استفاده در تغذیه ماهی آ. 1جدول 
 خاویاري (درصد براساس ماده خشک)

 درصد ترکیب شیمیایی
 91 ماده خشک
 58 پروتیین خام
 15 چربی خام

 6/6 کربوهیدرات
 1/0 سلولز خام
 3/11 خاکستر

 

 آزمایشات سلولی مولکولی ماهی خاویاري شیپ 2.3
 DNAگیري و استخراج نمونه 2.3.1

ماهی ایرانی، مولد نر و برداري از باله دمی مولد نر تاسنمونه
تعداد  DNAچنین مولد ماده تاس ماهی شیپ انجام گرفت. هم

عدد لارو از هر تیمار که قبلاً در الکل اتانول خالص و در  15
داري شده بودند، استخراج لیتري نگهمیلی 5/1هاي میکروتیوب
به ترتیب با ژل  DNAهاي کیفیت و کمیت نمونهگردید و 

هاي با و دستگاه نانودراپ بررسی و نمونه) 1(شکل آگاروز 
) انتخاب شد ng/µl 100تا  50کیفیت مناسب (میانگین غلظت 

 هاي . پس از بررسی مطالعات انجام شده روي گونه]39[
 و مشاهده الگوي  ]34[میکروستلایت ماهیان با روش تاس
جفت آغازگر  2ها در مطالعات مختلف، تعداد دهی آنباند

 ).2 (جدول انتخاب گردید -9Afugو  -68Afuمیکروستلایت 
 

 PCRو  DNAتکثیر  2.3.2
ماهی جفت آغازگر روي مولدین (گونه تاس 2هر  PCRبرنامه 

ماهی ایرانی نر) و فرزندان گاینوژن در و تاس شیپ ماده
تیمارهاي مختلف انجام شد (لازم به ذکر است که در این مرحله 

) 3(جدول  -9Afugو  -68Afuسازي پرایمر مارکرهاي رقیق
العمل درج شده روي راهنماي استفاده از آغازگر مطابق دستور

دست هب بهترین شرایط PCRانجام گردید). پس از تغییر شرایط 
آمده از نظر غلظت مواد و شرایط برنامه ترمال سایکلر به روشی 
که حداقل باند اضافی را دارا باشد و باندهاي اصلی داراي وضوح 

شامل آنزیم تک  PCRکامل باشند. مواد مورد استفاده براي 
DNA  ،2پلیمرازMgcl  مولار، بافر میلی 50با غلظتPCR  در
ژنومی استخراج شده،  DNA، آب مقطر تزریقی، x10غلظت 

 ).4آغازگرهاي میکروستلایت بود (جدول 
لیتري استریل میلی 2/0هر نمونه یک تیوب  PCRراي ب

انتخاب و شماره نمونه روي آن ثبت گردید. سپس ترکیبات ذکر 
به آن اضافه شد.  3شده در بالا با نسبت تعیین شده در جدول 

 سط سمپلر خوب هم زده شد و سپس ها تومحتویات ویال
دور در دقیقه  5000ثانیه در دماي اتاق و  10ها به مدت ویال

خوبی هم زده و ترکیب گردد. هسانتریفوژ کرده تا محتویات ب
بر طبق  PCRها به ترموسایکلر منتقل شدند و عملیات تیوب

 امپلیفاي شد.  3برنامه جدول 
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 ]Afug ]33 یابی در بانک ژن، توالی آغازگرهاي مورد استفاده و اندازه توالیلوکوس، شماره دست .2جدول 
Sequenced 
size (bp) Primer sequence (5`-3`) Gene Bank 

Acces .no Locus  

152 F: CATAATGTAAAGCAAAAGT 
R: ACCTGAAATGTATGTTATG 529447AF 9AfuG- 1 

210 F: AATGGCTTATCTTTTATCTTGACT 
R: AGCTTTTCTGGACTGTGTATGTT 529480 AF 68Afu- 2 

 

 
 

استخراج شده از لاروهاي حاصل از تیمارهاي متفاوت  DNA .1شکل 
 600دز  4گري،  450دز  3گري،  950دز  2گري،  600دز  1هاي (ستون
گري،  1050دز  8گري،  950دز  7گري،  750دز  6گري،  450دز  5گري، 

گري) و باله مولدین  900دز  11گري و  1050دز  10گري،  750دز  9
) به روش 13ماهی شیپ ماده (ستون ) و تاس12ماهی ایرانی نر (ستون تاس

 استات آمونیم.
 PCRبرنامه چرخه هاي واکنش . 3جدول 

 زمان تعداد چرخه (سیکل)
(min) 

 درجه حرارت
 (سانتی گراد)

 مراحل

 سازي اولیهواسرشته 94 3 1

35-20 
5/0 
5/0 
5/0 

94 
64-57 

72 

 سازيواسرشته
 الحاق
 بسط

 بسط نهایی 72 5 1
 

 اي پلیمرازنوع و مقدار مواد استفاده شده در واکنش زنجیره. 4 جدول
 20مقدار براي واکنش 

 میکرولیتري
 ماده غلظت مواد

g µ 50 ng 50 DNA 

 DNAآنزیم تک  µ  /u 5 میکرولیتر 15/0
 پلیمراز

 dNTPs میلی مولار 10 میکرولیتر 4/0
 2MgCl میلی مولار 50 میکرولیتر 7/0

 x 10 PCR Buffer میکرولیتر 2

 میکرولیتر 1
Variable 10 
 پیکومول

 1آغازگر 

 میکرولیتر 1
Variable 10 
 2آغازگر  پیکومول

 آب مقطر ___________ میکرولیتر 20تا 
 
 
 

 %6اکریلامید ها روي ژل پلیالکترفورز نمونه 2.4
 لیتر آکریل آمید میلی 5/7لیتر آب مقطر به میلی 5/27ابتدا 

میکرولیتر تترا متیل اتیلن دي امین   5/32) و 30%(
(TEMED) ،300 میکرولیتر APS  (آمونیم پرسولفات) به

محلول اضافه شد و به خوبی هم زده شد. سپس محلول حاصل 
اي که قبلاً آماده شده به فضاي بسته شده بین صفحات شیشه

منتقل گردید و به دنبال آن شانه در محل خود قرار گرفت. پس 
دن ژل (حدود نیم تا یک ساعت) شانه را برداشته و از بسته ش

ها به ترتیب شستشو داده و نمونه x1 (TBEها را با بافر (چاهک
ها ریخته شده و ژل در ستون عمودي بافر حاوي در محل چاهک

)x1 (TBE  قرار گرفت و با روشن نمودن دستگاه و تنظیم مولد
 3ها در مدت مونه، الکتروفورز نولت 150وي ولتاژ ر برق آن بر

آمیزي ژل پلی اکریل ساعت انجام شد. مواد مورد استفاده رنگ
آمید با نیترات نقره عبارت بودند از اسید استیک، اتانول، نیترات 

، فرمالدئید، آب مقطر دو بار تقطیر و NaOH ،4NaBHنقره، 
(ساخت  05-2040تجهیزات مورد استفاده شامل شیکر مدل 

 آمیزي بودند. )، ظروف رنگشرکت اختریان، ایران
 

 هاتجزیه و تحلیل آماري داده 2.5
طرح آزمایش به صورت یک طرح کاملاً تصادفی استفاده بود. 

طرفه ها از تجزیه واریانس یکبراي مقایسه میانگین داده
(ONE-WAY-ANOVA) دار بودن در انجام و سطح معنی

 %5در سطح احتمال  Duncanبین تیمارها از طریق آزمون 
  17SPSSافزار انجام گردید. تجزیه و تحلیل آماري به وسیله نرم

 ها از در محیط ویندوز انجام شد و براي ترسیم نمودار
  .در محیط ویندوز استفاده شد  ,2010Excel افزارنرم

 

 . نتایج 3
 کیفیت اسپرم، لقاح و  تفریخ لارو ماهی  3.1

ترین فعالیت اسپرم بعد ترین گري و کمنتایج نشان داد که بیش
 کیلو 05/1گري و  کیلو 9/0از پرتوتابی به ترتیب مربوط به گروه 

چنین نتایج نشان داد ). هم5) (جدول >05/0pباشد (گري می
 9/0که بین تیمارهاي آزمایشی تیمار پرتودهی شده با دز 

) بود %15ترین لقاح و درصد تفریخ (کیلوگري داراي بیش
)05/0p<) .(با توجه به مطالعات قبلی کاهش 3 و 2هاي شکل .(

تواند به دلیل کیلوگري می 45/0-75/0فعالیت اسپرم در دزهاي 
ماندن قطعات کروموزوم اسپرم تخریب نشده پدیده باقی

)Paternal Chromosome Contamination در دزهاي (
 . ]40[ پایین باشد
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میانگین) درصد تحرك اسپرم ماهی SD±مقایسه میانگین (. 5 جدول
 خاویاري شیپ، با دزهاي مختلف

 دزهاي پرتو تابی (کیلو گري) 
 05/1 9/0 75/0 6/0 45/0 شاهد

درصد تحرك 
قبل از 
 پرتودهی
 (ثانیه)

47 47 47 47 47 47 

میزان تحرك 
بعد از 
 پرتودهی
 (ثانیه)

4±36/1c 2±12/3a 3±14/1a 4±23/2b 4±25/3b 3±10/6a 

 

 
 هاي مختلف آزمایشی.درصد لقاح در گروه .2شکل 

 

 
 

 هاي مختلف آزمایشی.درصد تفریخ در گروه .3شکل 
 

 هاي مولکولی وراثتیبررسی 3.2
 الگوي باندها حالت دیسومیک را نشان  -68Afuدر لوکوس 

ي در تاسماهی شیپ ). الگوي باندي مشابه4دهند (شکل می
دهنده (مولد مادري) با نتاج گاینوژن ظاهر گردید که نشان

 ها پذیري مادري در فرزندان و تأیید ژاینوژنزیز در آنوراثت
باشد ولی عدم تشابه در الگوي باندي ژنوم پدري با نتاج می

پذیري ژنومیک فرزندان از والد دهنده عدم وراثتحاصله نشان
که  -9Afugباشد. در لوکوس ماهی ایرانی) میپدري (تاس

) در 3 دادند (شکلحالت دیسومیک را نشان میالگوي باندها 
ماهی شیپ (مولد مادري) با نتاج ژاینوژن داراي الگوي تاس

 .)5 شکلمشابه بودند (

وراثت ماهی خاویاري شیپ تیمارهاي نتایج حاصل از تعیین 
کیلوگري  45/0مختلف نشان داد که از ماهیان مربوط به تیمار 

برون را به نمونه وراثت ماهی قره 1نمونه وراثت شیپ و تنها  4
چنین نتایج نشان داد که در تیمار شاهد کلیه ارث برده بود، هم

در  چنینها داراي وراثت مادري ماهی شیپ بودند. همنمونه
نمونه داراي وراثت مادري بودند. در تیمارهاي  5تیمار تریپلوئید 

ها از نظر مولکولی کیلوگري کلیه نمونه 05/1و  9/0، 75/0، 6/0
 داراي وراثت جنس شیپ یا ماده بودند. 

 

 
 

کیلوگري  45/0الگوي باندي منومورفیک در نتاج ژاینوژن (تیمار . 4شکل 
تیمار  6و  5هاي ، ستون4و  3کیلوگري ستون  6/0، تیمار 2و  1هاي ستون

تیمار  10و  9هاي کیلوگري و ستون 9/0تیمار  8و  7کیلوگري، ستون  75/0
 مولد مادري و مقایسه آن با ژنوم پدري Fکیلوگري) و  05/1

M (Persian sturgeon) 68گر با استفاده از نشانAFU . 
 

 
دهد و ستون ستون اول الگوي مولد پدري قره برون را نشان می .5شکل 

دهد، الگوي باندي منومورفیک در نتاج دوم الگوي مولد مادري را نشان می
، 9-7کیلوگري ستون  6/0، تیمار 5-3هاي گري ستون 450گاینوژن (تیمار 

 15-13کیلوگري ستون  9/0، تیمار 12-10هاي کیلوگري ستون 75/0تیمار 
به وضوح شبیه به مولد مادري  18-16هاي کیلوگري ستون 05/1یمار و ت

 .یعنی ستون دوم است و با مولد پدري یعنی ستون اول تفاوت دارد
 . بحث4
زایی نوعی تولید مثل است که در آن وجود اسپرم فقط براي ادهم

به زایگوت  پدر DNA ت اماالقا رشد ارگانیسم جدید لازم اس
نتیجه، فرزندان ماهیان ژنی ژنتیکی فقط شود. در منتقل نمی
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ده به طور طبیعی در . این پدی]41[ رندمواد ژنتیکی مادر دا
 )Cipinus carpioهاي ماهی مانند کپور کوي (کپور برخی از گونه

 دهدخ می) رCarassius auratus gibelioیا ماهی حوض (
زایی ماهیان . تحقیقاتی در ایران و سایر کشورها روي ماده]42[

زایی با خاویاري صورت گرفته است که اکثر این تحقیقات ماده
زایی میوتیک در صورت گرفته است. در تحقیقی ماده UVپرتو 

ماهی  UVماهی شیپ با استفاده از اسپرم پرتودیده با اشعه 
توان با ري صورت گرفت نتایج این تحقیق نشان داد که میسیب

 استفاده از اسپرم سیبري در ماهی شیپ یک گانژنزیز 
درصد بود  60آمیز داشت که درصد لقاح در این تحقیق موفقیت

. در تحقیقی دیگر تخمک ماهی استرلیاد ماده آلبینو با ]31[
زایی ماهی نر استرلیاد معمولی ماده UVدیده با پرتو اسپرم پرتو

. ]30[بود  %5الذکر درصد تفریخ زیر انجام شد. در تحقیق فوق
 هاي دیگر، از جمله ماهیان خاویاري سیبري در گونه

Acipenser baeriiماهیان خاویاري سفید ، 
Acipenser transmontanus،  ماهیان خاویاري کوتاه پوزه

Acipenser brevirostrum و استرلیاد ،Acipenser ruthenus ،(
هستند که در  ZWسیت که احتمالاً داراي سیستم تعیین جن

توان این پدیده را القا کرد ها هتروگامتیک هستند میآن ماده
هستند که  WW "ابر ماده"برخی از فرزندان ماده  .]43-46[

) تلاقی شوند، فرزندان کاملاً ماده ZZوقتی با نرهاي طبیعی (
)WZهاي جنسی در ماهیان خاویاري کنند. کروموزوم) تولید می

فقط با تجزیه و  "هاسوپر ماده"مشخص نشده است. بنابراین، 
  تحلیل غدد جنسی قابل تشخیص هستند.

دهد که میزان لقاح، تفریخ در نتایج این تحقیق نشان می
ماهیان گاینوژن کاهش یافت این در حالی است که میزان 

چنین دهد. همبازماندگی در این ماهیان تغییري را نشان نمی
 هاي مولکولی نشان نتایج تعیین جنسیت با استفاده از روش

کیلوگري  45/0زایی شده با دز در تیمارهاي مادهدهد که می
پرتو گاما هنوز از مولد نر آثار وراثت وجود دارد و این نتایج کاملاً 

 زایی بستگی دارد. وابسته به دز مورد استفاده شده جهت ماده
در این تحقیق گروه تریپلوئید القا شده با شوك حرارتی از 

زایی هاي مادهبا گروهداري هاي رشدي تفاوت معنینظر شاخص
جایی که، درصد تفریخ و بقاء در این گروه به شده نداشت و از آن

داري کاهش یافته بود استفاده از این گروه با صورت معنی
کنند شود ولی در ماهیانی که بقاء پیدا میمحدودیت مواجه می

ها فراهم شود رشد و بازماندگی و شرایط نرمال زیست در آن
د داشت که این با سایر اطلاعات مربوط به مطالعات خوبی خواهن

 . ]48، 47[خوانی دارد دیگر هم

کاري ژنومی است که بدون شک زایی در واقع یک دستماده
هاي آینده اهمیت آن در پرورش ماهیان خاویاري طی سال

وري مناسب براي تولید ذخایر آ. فن]46[ افزایش خواهد یافت
هاي مهندسی ژنوم، ماهیان خاویاري ماده، با استفاده از تکنیک

شود. این تا حد مطلوب و در چندین مرکز تحقیقاتی انجام می
ن مطالعات طولانی مدت (به دلیل بلوغ جنسی دیررس ماهیا

خاویاري) اغلب به دلیل عوامل طبیعی با شکست مواجه خواهند 
هاي انجام شده در مطالعه حاضر دانش مهمی را براي شد. یافته

کند و زایی ماهی شیپ فراهم میآمیز مادهتولید مثل موفقیت
تواند به عنوان منحصر به فرد در نظر گرفته شود. ماده می

مطالعات و "ابی قرار گرفت گاینوژن در مطالعه حاضر مورد ارزی
  "توانتري باید انجام شود تا مشخص شود آیا میبیش
 ها را شناسایی کرد.مادهفوق

دست آمده و افزایش بازده ه از طرفی با توجه به اطلاعات ب
هاي مختلف به کیلوگري دز مذکور در بین گروه 9/0در گروه 

انتخاب زایی در ماهی خاویاري شیپ عنوان بهترین دز ماده
در  این  WWگردد. با توجه به احتمال وجود ماهی ابر ماده می

شناسایی ماهی ابر ماده در این گروه از ماهیان ارزش  ]49[ روش
تر کاري بسیار زیادي است که تاکنون براي شناسایی آن کم

انجام کارهاي صورت گرفته است، بنابراین جهت قضاوت قاطعانه 
تر در زمان استفاده از این روش ضروري به نظر در سطح وسیع

 دست آمده از این تحقیق ه رسد. بنابراین با اطلاعات بمی
کیلوگري پرتو  9/0زایی شود که استفاده از مادهگیري مینتیجه

زایی ماهی گاما با استفاده از پرتو گاما به عنوان دز مناسب ماده
هاي نتخاب و به عنوان پیشنهاد براي فعالیتخاویاري شیپ ا

هاي دیگر خاویاري انجام توان تحقیقاتی را روي گونهآینده می
یابی نسل جدید براي تعیین جنسیت ماهیان از توالی داد.  اخیراً

. در ]27[یدا شده است پ 2AllWSexخاویاري مارکري به نام 
هاي توان با کمک این مارکر و روشارهاي آینده مینتیجه در ک

 .تعیین ابر ماده به افزایش تولید خاویار کمک شایانی کرد
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