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  Acipenser nudiventris شیپ تاسماهی در میوزی زاییماده القای در گاما پرتو از استفاده
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سپرم  در معرض شیپ، این ا تاسماهی در ماده زایی برای هترولوگ اسپرم بعنوان ایرانی تاسماهی اسپرم DNA در این تحقیق جهت تخریب: چکیده

 نتاج و شده داده لقاح پیشی تاسماه تخمک با شده داده پرتو اسپرم. قرار گرفت گری 1151 و 911 ،751 ،611 ،451ی با دوزها پرتودهی با  اشعه گاما

 شد گرفته بکار ده زایی شدهما نتاج اثباتی برا تیکروستلایمی مارکرها. شدندی ساز دیپلوئید گرادیسانت درجه 5/2یی سرما شوک ریتاث تحت دیهاپلوئ

 . باشدی م آنها دری مادر ژنوم کاملی ریپذ ارث و فرزندان دری پدر ژنومی ریپذ وراثت عدم نشاندهنده که

 واژگان کلیدی:  ماهی شیپ، ماده زایی، پرتو گاما، وراثت پذیری 
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Abstract: In order to study Persian sturgeon sperm DNA damage as a heterologous sperm 

to induce gynogenesis in ship sturgeon, Persian sturgeon sperm DNA damage was 

affected by gamma rays with different doses containing 450, 600, 750, 900 and 1050 Gy. 

Then ship sturgeon eggs are fertilized with the sperm and haploid offspring were diploid 

affected by cold shock (2.5 °C). Microsatellite markers were used to prove that a lack of 

heritability gynogen progeny genome paternal inheritance of the children and their mother 

in the whole genome. 
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 مقدمه

 و استخوان بدون گوشت داشتن بدلیل تکامل، و زیستی تنوع در آن موثر نقش بر علاوه خاویاری ماهیان اقتصادی ارزش

 بازار ایجاد تقاضای با [2]خزر  دریایی منابع از شده استحصال خاویار کاهش. باشد می سیاه خاویار بودن دارا و طعم خوش

 ارزش دارای خاویاری ماهیان در جنس ماده پرورش و تولید دلیل همین به. است گردیده روبرو پرورشی خاویار برای مستعد

 بایست می تاسماهیان در ماده تمام جمعیتهای تولید جهت .[3]باشد  می مختلط بصورت آنها پرورش ای و جنس نر از بالاتری

 بوسیله زایی ماده از استفاده با ماده تمام ماهیان تولید در اخیر تکنولوژی. [4]گیرد  قرار ای ویژه توجه مورد جنسیت کنترل

 مثل تولید روش یک ژاینوژنزیز. [5]باشد  می طبیعت در شده منقرض ذخایر احیای جهت در موثر گامی هترولوگ، اسپرم
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 پارتنوژنز تکثیر نوع یک واقع در روش این. [6]گیرند می شکل مادر ژنتیکی اطلاعات از منحصرا فرزندان آن در که است

(Parthenogenesis) ژنتیکی لحاظ از که اسپرمی طریق از تخم سلول تکاملی روند کردن فعال و شودمی محسوب 

 یا و( ونیزهی های پرتو) گاما ایکس، پرتو مختلف روشهای از اسپرم کردن غیرفعال برای. گیردمی صورت است شده غیرفعال

 مشاهده اولیه مطالعات در که ژینوژنز بازماندگی در متفاوت بسیار نتایج بعلت. [7]گردد می استفاده (UV) بنفش ماورای پرتو

 خطا و آزمایش سری یک که است لازم راستا این در. نمودند دهیپرتو روشهای کردن استاندارد به مبادرت محققین گردید

 دقت به اسپرم نمونه تا پرتو منبع فاصله و زمان مدت تا پذیرد صورت خاص گونه اسپرم برروی نظر مورد پرتو تاباندن در

 DNA تخریب در آن نمودن اپتیمایز و گاما پرتو از استفاده مطالعه این انجام از هدف. 1]گردد ] استاندارد و تنظیم محاسبه،

 یبتخر قدرت به توجه با تا باشد می شیپ تاسماهی در ژاینوژنزیز القای برای هترولوگ اسپرم بعنوان ایرانی تاسماهی اسپرم

 . کرد تولید را ژاینوژن ماهیان از بالاتری درصد بتوان اسپرم، DNA در گاما پرتو بالای

  کار روش و مواد

  اسپرم سازی آماده و تهیه

 تحقیقات موسسه اسپرم انجماد آزمایشگاه به بلافاصله ها نمونه و انجام ایرانی تاسماهی مولد 3 از اسپرم گیری نمونه عملیات

 انجام هایبررسی از پس [8]. گرفت قرار ارزیابی مورد آنها کیفیت و شده منتقل( رشت) خزر دریای ماهیانتاس المللی بین

 رقیق برای بعد مرحله در. شد انتخاب کار بعدی مراحل برای 1 شماره جدول شرح به ایرانی تاسماهی اسپرم نمونه کی دهش

 . [9]گردید سازی جدا سمینال مایع و سانتریفوژ دقیقه 5 مدت به دقیقه در دور 5111 در اسپرم نمونه ،(  %11) سازی

 ایرانی تاسماهی شده انتخاب اسپرم مشخصات:  1 جدول

 گونه

 تراکم

(/ml9sp×10) 

 تحرک

)%( 

 تحرک زمان

 (ثانیه) 

 (ml) صالیاستح حجم

 341 215 > 81 87/1  ایرانی تاسماهی
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  ها نمونه دهی پرتو

 محل به( گراد سانتی درجه 5/1 – 4) خی و آب مخلو  در دادن قرار با همگی شده تهیه سمینال مایع و اسپرم اولیه های نمونه

 ، 451 با دزهای( کبالت چشمه) گاما وبا پرت( %11) سازی رقیق از وپس منتقل( تهران ایران، اتمی انرژی سازمان) پرتودهی

 .بود 2 جدول بشرح دیده پرتو های نمونه مشخصات گرفت که پرتودهی قرار مورد Gray 1151 و 911 ،751 ،611
 موسسه به انتقال و گیری پرتو از پس ایرانی تاسماهی اسپرم تحرک مشخصات:  2 جدول

 (ثانیه)تحرک زمان )%(تحرک نمونه مشخصات

 81 71 شاهد نمونه

Gr  451 15 51 

Gr  611 11 51 

Gr  751 1 1 

Gr  911 61 91 

Gr  1151 1 1 

  لقاح و حرارتی شوک عملیات
 اولیه اسپرمهای تحرک ابتدا کار این برای. گرفت قرار ارزیابی مورد اسپرمها بر زمان گذشت اثر لقاح، آزمایشات انجام از قبل

 به ماده شیپ مولد یک از. گرفتند قرار بازبینی مورد بار چند ماده شیپ مولدین. شد ثبت موسسه، تکثیر مرکز آب با برگشتی

.  گرفت قرار استفاده مورد( گرمی 51 تیمار 9) آزمایش جهت آن گرم 511 مقدار و شد گرفته تخمک گرم کیلو 7/2 میزان

 مراحل کلیه در فشرده خی از استفاده با آب دمای تنظیم. گردید انجام 3 جدول شرح به آزمایشات جهت شده القا شوکهای

 لقاح تخمهای .شد انجام تخمک با اسپرم لقاح از پس سرد، آب از استفاده با دهی شوک مراحل سپس. [7]گرفت  صورت

 .شد داده انتقال پروری آبزی بخش انکوباتورهای به رس گل با چسبندگی رفع شستشوی و از پس شده داده
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 DNA استخراج وی ریگ نمونه

 شیپ ماهی تاس ماده مولد یک و شیپ ماهی تاس نر مولد یک ایرانی، ماهی تاس نر مولد یک از دمی باله بافت برداری نمونه

 میلی 5/1 های یکروتیوبم در و خالص اتانول الکل در قبلا که لارو عدد 11 تعداد DNA تیمار، هر از همچنین. گرفت انجام

  Pourkazemiتوسط که آمونیوم استات روش به DNAگردید که این  استخراج گردیدند می نگهداری لیتری

 اسپکتروفتومتر دستگاه از ها نمونه DNA کمیت تعیین برای. [11]شد  استفاده بود یافته تغییر خاویاری ماهیان برای (1996)

 نانومتر 281 به 261 موج طول جذب نسبت) شد استفاده نانومتر 281 و 261 های موج طول در  ND-1000 مدل نانودراپ

 و میکروستلایت روش به تاسماهیان های گونه روی شده انجام مطالعات بررسی از پس(. باشد می کمیت شاخص عنوان به

 جفت 2 هر PCR برنامه و( 4جدول)گردید  انتخاب پرایمر جفت 2 تعداد مختلف، مطالعات در آنها دهی باند الگوی مشاهده

 شد انجام مختلف تیمارهای در ژاینوژن فرزندان و( نر ایرانی تاسماهی و ماده شیپ تاسماهی گونه) مولدین روی بر پرایمر

 از استفاده با. دیگردی زیآم رنگ نقره تراتین با و شد برده %6 دیلامیاکری پل ژلی رو بر PCR محصول سپس(. 5 جدول)

 افزاری نرم برنامه با همراه  Vilber lourmant شرکت ساخت ( Gel documentation) ژل سازی مستند دستگاه

Biocapt گردید تهیه ژل سازی مستند دستگاه توسط شده تهیه های ژل ویرتص. 

 شده داده پرتو اسپرمهای با قاحل و هاپلویید تریپلویید، ، هیبرید شده انجام های تیمار شرح:  3 جدول

 ( Cْ )شوک دمای (min) دهی شوک شروع زمان (min) دهی شوک زمان مدت تیمار

 - - - شاهد هیبرید

 5/2 8 31 تریپلویید هیبرید

 - - - شاهد شیپ

 - - - هاپلویید

 5/2 8 31 451 ژاینوژن

 5/2 8 31 611 ژاینوژن

 5/2 8 31 751 ژاینوژن

 5/2 8 31 911 ژاینوژن

 5/2 8 31 1151 ژاینوژن
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 Afug ( Welsh et al., 2003) توالی اندازه و استفاده مورد آغازگرهای توالی تکراری، موتیف ژن، بانک در دستیابی شماره لوکوس، -4 جدول

Sequenced 

clone size (bp) 
Primer sequence (5`-3`) Repeat motif 

Gene Bank 

Accession 

no 

Locus  

152 
F: CATAATGTAAAGCAAAAGT 

R: ACCTGAAATGTATGTTATG 

(GATA)14(GA)2GATA(

GA)2(GATA)6 
AF529447 AfuG-9 1 

210 
F: AATGGCTTATCTTTTATCTTGACT 

R: AGCTTTTCTGGACTGTGTATGTT 
(AAAC)6 AF529480 Afu-68 2 

 
 PCR واکنش های چرخه برنامه -5جدول

 مراحل (گراد سانتی) حرارت درجه (min)زمان (یکلس) چرخه تعداد

 اولیه سازی واسرشته 94 3 1

35-21 

5/1 

5/1 

5/1 

94 

64-57 

72 

 سازی واسرشته

 الحاق

 بسط

 نهایی بسط 72 5 1

  نتایج 

 کیتحر هیچگونه مرحله این در .بود 1 جدول بشرح دهی پرتو عملیات برای شده انتخاب اسپرم نمونه کیفی و کمی مشخصات

 پس. است آمده 2 شماره جدول در آن تحرک مشخصات و متحرک آب نمودن اضافه از اسپرم پس. نشد مشاهده اسپرمها در

 نمونه برای نانودراپ، اسپکتروفتومتر دستگاه با آنها کمیت بررسی و ماهیان بچه باله و لارو های نمونه از DNA استخراج از

 .گرفت صورت DNA استخراج مجدداً ودند،ب پایین جذب دارای یا جذب فاقد که هایی

 
 شیپ تاسماهی و( 12ستون) نر ایرانی تاسماهی مولدین و باله( 11 -1 ستونهای) متفاوت تیمارهای از حاصل لاروهای از شده استخراج DNA -1 شکل

  آمونیوم استات روش به( 13ستون) ماده

 نتاج بای( مادر مولد) پیشی تاسماه در( 2 شکل) دادندی م نشان را کیسومید حالت باندهای الگو که Afug-9 مریپرا در

  (2بودند)شکل  مشابهی الگوی دارا نوژنیژا
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 18-14 ستونهای و وسط در G3 تیمار 12-7 ستونهای چپ، از 5 و 4 ،3 ستونهای G1 تیمارهای) ژاینوژن نتاج در منومورفیک باندی الگوی -2 شکل

 از با استفاده چپ از اول ستون( ایرانی تاسماهی) پدری ژنوم با آن مقایسه و چپ از دوم ستون (Ship) یمادر مولد و( راست سمت در G5 تیمار

 Afug-9 میکروستلایت مارکر

 دری پدر ژنوم ازی کیژنت بودند و مشارکتی مادر مولد با مشابهی باندی الگوی دارا نوژنیژا فرزندان Afu68  مریپرا در

 (. 3 شکل)نداشت وجود نوژنیژا نتاج

 

 

 

 

 

 

 در منومورفیک باندی الگوی -3 شکل G1 تیمارهای) ژاینوژن نتاج

( ایرانی تاسماهی) پدری ژنوم با آن مقایسه و راست از سوم ستون (Ship) مادری مولد و( وسط در G3 تیمار 17-11 ستونهای چپ، از 9-1 ستونهای

 Afug-68 میکروستلایت مارکر از استفاده با راست از دوم ستون

 بحث

 فعال ریغ اسپرم با که ردیگی م صورتیی تخمهای رو بر زینوژنزیژای القا ابتدا: ردیگی م صورت مرحله دو در زینوژنزیژای القا

ی ولسل میتقس نیاول ازی ریجلوگ یا( زیوژنزیم ای یوزیم نوژنزیژای )قطب دوم جسم احتباس سپس ،[11] شوند کیتحری کیژنت

 بدون گر،ید گونه هترولوگی اسپرمها مطالعات ازی بعض در [12 ,11]..افتدی م اتفاقی خارج شوک اعمال با  نیجن در

 گونه هترولوگ اسپرم ازی بررس نیا در. [13]شود ی م استفاده تخمها در نوژنزیژا شروعی برا شده داده شوک یا شوک

 دارد را تیمز نیا هومولوگ، اسپرم به زنسبتینوژنزیژای القا در هترولوگ اسپرم از استفاده. دیگرد استفاده ایرانیی تاسماه

 هب اسپرم تحرک میزان گردد.ی نم لیتشکی ا دورگه یا لقاح هنگام در نگردد، بیتخر پرتو تابش اثر در اسپرم DNA اگر که

 ... و نگهداری حمل، شرایط همچنین و فیزیولوژی لحاظ از جنسی رسیدگی نر، مولدین کیفیت جمله از مختلفی پارامترهای

 حمل و انتقال شرایط دهنده نشان  اسپرم، نمونه کیفیت در اختلاف بروز عدم(. 1389 همکاران، وی پورکاظم) دارد بستگی

 .است بوده نمونه مناسب
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 دیسومیک حالت باندها الگوی Afug-9 میکروستلایت پرایمر که شود می مشخص شده، تشکیل باندهای الگوی بررسی با 

 وراثت نشاندهنده که بودند مشابه الگوی دارای ژاینوژن نتاج با( مادری مولد) شیپ تاسماهی در(. 2 شکل) دهند می نشان را

 نشاندهنده که گشت ظاهر متفاوتی باندی الگوی پدری ومژن در ولی باشد می مادری والد با فرزندان مشابه ژنومیک پذیری

 دری کیژنتی مارکرها بعنوان تهایکروستلایم .باشد میی( رانیا تاسماهی) پدری والد از فرزندان ژنومیک پذیری وراثت عدم

 بار نیاول. [14]شودی م مشخص PCR قیطر ازی آسان به تکرارها تعداد در تفاوتها رایز شوندی م استفاده ها گونه ازی اریبس

 ندینما اثبات (A. transmantanus)دیسفی تاسماه در را زینوژنزیژا ،RAPDی مارکرها از استفاده با توانستند محققان

 در تیکروستلایمی مارکرها. دیگرد استفاده تیکروستلایما روش از قیتحق نیا در ،RAPD روش بیمعا به توجه با. [4]

 پوزه پارو ، brevirostrum Acipenser  پوزه کوتاهی تاسماه رینظ انیتاسماهی ها گونه ازی بعض در زینوژنزیژا اثبات

ی تاسماه تیکروستلایمی کرهامار ازی بررس نیا در. [116 15]بود  زیآم تیموفق Polyodon spathulaیی کایآمری ماه

 ازی بعض (2007) همکاران و Fopp-Bayat همچنانکه. [17]شد  استفاده Acipenser fluviasensی ا اچهیدر

 ruthenus Acipenser  ادیاسترلی ماه در نوژنیژا نتاج صیتشخی برا رای ا اچهیدری تاسماه تیکروستلایمی مارکرها

 هترولوگ اسپرمی دارا کهی پدر مولدی ژن گاهیجا که داد نشان Afu-68 لکوس آنهای بررس در. [18] نمودند استفاده

ی مارکرها گرید از استفاده با پژوهشگران. بود نوژنیژا ونتاجی مادر مولدی ژن گاهیجا از متفاوت بود،( بستر دورگه)

 آنها. [7]ند ینما دییتا برون ازونی تاسماه در را نوژنیژا نتاج توانستندی ا اچهیدری تاسماه از شدهی طراح تیکروستلایم

 با مشابه را نوژنیژا نتاج ژنوم و بردهی پی مادر وی پدر مولد دری ژن گاهیجا بودن زیمتما به لکوس، دو از استفاده با توانستند

ی بریسی تاسماه در را زینوژنزیژا توانستی ا اچهیدری تاسماهی مارکرها از استفاده با زین ند وینما عنوانی مادر والد ژنوم

ی بررس نیا در شده استفادهی مارکرها ریسا. شد حاصلی مشابه جینتا Afu-68 لکوس بای بررس نیا در. [19]دینما اثبات

(Afug-9) در را زینوژنزیژا تیموفق با و دهند نشانی پدر والد با رای مادر والد و فرزندانی لکوسها بودن متفاوت توانستند 

 حالت نوژنیژا فرزندان و( مادری مولد) پیشی ماه در باندهای الگو فوقی مارکرها در. نمودند اثبات مطالعه مورد گونه

 2N=246±10 با الگویی رانیای کروموزوم تاسماه. بود کیتتراسوم حالت نیای پدر مولد دری ول داد نشان را کیسومید

 با پیشی تاسماه اما باشدی م کیتتراسوم بصورت آنی باندی الگو لیدل نیبهم و بوده دیتتراپلوئ بصورت [20]

2N=116±4 میکروستلایت مارکرهای. [21]باشدی م کیسومید آنی باندی الگو و بوده دیپلوئید بصورت کروموزوم 

 نیلا ندارد و نوژنیژا فرزندان دری مشارکت و شده بیتخر کاملای پدر والد DNA که داد نشانی بررس نیا در استفاده مورد

 است. آمده بدست پیشی تاسماه دری مادر شبه خالص

 منابع

 ،یرینهو  بهرادران  ؛.م ابر،صه  زاده حسهن  ؛.ر. م ،یفشخام نوروز ؛.ر. ع پور،یعل ؛.م ،یمحسن ؛.م ،یپورکاظم .1

 Acipenser) ایرانههی تاسههماهی در ژینههوژنزیز(. 1389. )س ،یههیکلا لیههگی رضههوان و. م ،یبهمنهه ؛.ش
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