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دقیقه بعد از فعالیت، نتاج گاینوژنیک ایجاد  10دقیقه،  30گراد به مدت درجه سانتی 2سرمایی ترکیب و در شوک 

آمیخته شاهد دورگه درصد ) 8/19درصد( و میزان تفریخ  62آمیخته شاهد  دورگهدرصد ) 5/44د. میزان لقاح ش
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مقدمه

های ماهیان خاویاری که محل گونه تمامی

زیست طبیعی آنها در دریای خزر و حوضه آبریز 

، در فهرست ماهیان در معرض استاطراف آن 

                  ها خطر اتحادیه بین المللی حفاظت گونه

 International Union for) و طبیعت

Conservation of Nature and Natural 

Resources: IUCN ) قرار دارند، همچنین

گونه این ماهیان در جهان نیز در محیط  27کلیه 

 85و  هستندطبیعی به شدت در معرض خطر 

 Rubanقرار دارند )درصد آنها در خطر انقراض 

and Mugue, 2022). 

ماهیان خاویاری در شرایط کنترل شده رشد 

تر سریع دارند و به نسبت محیط طبیعی سریع

 Chebanov and)رسند به بلوغ جنسی می

Billard, 2001; Fopp-Bayat, 2018) .

تواند فشار صید از منابع ماهیان میپرورش تاس

پرورش تمام ماده تولید داده، طبیعی را کاهش 

و پاسخگوی تقاضای دهد خاویار را افزایش 

به همین دلیل تولید و  .مصرف کننده باشد

پرورش ماهیان ماده دارای ارزش بالاتری از 

صورت ه تولید و پرورش نرها و یا پرورش آنها ب

 Mims et) استمختلط در ماهیان خاویاری 

al., 2005). 

 (Acipenser baerii) سیبری ماهیتاس

پروری در خانواده های مناسب آبزییکی از گونه

ماهیان است و گونه اصلی پرورش تاستاس

اروپا به عنوان گونه پرورشی  -ماهیان در آسیا

 پذیری بالا استجدید با سرعت رشد و عادت

(Williot et al., 2002) این ماهی یک گونه با .

پروری است که گوشت آن ارزش در آبزی

کنند و خاویار آن میتامین پروتئین انسانی را 

تواند سود ارزی مناسبی را برای کشور ایجاد می

 .کند

که  اندنشان دادهبسیاری از مطالعات 

ماهیان اساسا به طور ژنتیکی جنسیت در تاس

بنابراین نسبت جنسی تاس ،شودتعیین می

           است 1:1 بیشترماهیان در حالت طبیعی 

ینم دیدهو علائمی از تعیین جنسیت محیطی 

 Doroshov et al., 1997; Hurvitz et) شود

al., 2007; Wuertz et al., 2018) تولید .

ماهیان تمام ماده یا ماهیان ماده با تعداد بالاتر 

های ژنتیکی تواند با دستکارینسبت به نرها می

 ,.Lebeda et al) پذیر باشدزایی( امکان)ماده

2014a,b)که سیستم تعیین  یی. از آنجا

ماهیان، جنسیت هتروگامتی ماده در تاس

 تتاکنون به عنوان الگوی رایجی معرفی شده اس

(Saber and Hallajian, 2014; Fopp-
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Bayat et al., 2018ه زایی بماده (، بنابراین

تواند گامی موثر در وسیله اسپرم غیرهمسان، می

 بالاتر باشد. جهت تولید جنس ماده با نسبت

های هموگامتی تواند در مادهمیزایی ماده

(XX) 100 اما در  تولید کند،نتاج ماده  درصد

یک گونه با سیستم جنسیتی هتروگامتی ماده، 

، مادهZZهای متفاوتی نرهای به نسبتزایی ماده

میرا ایجاد  WWهای برتر و ماده ZWهای 

 Crossing) که به تبادل کروموزومی کند

Over ) بین عامل تعیین جنسیت و سانترومر

(Centromere بستگی ) دارد. اگر تبادل

کروموزومی بین عامل تعیین جنسیت و 

 نپیوندد هیچ نتاج هتروزیگوتی سانترومر به وقوع

شود. زمانی که عامل تعیین جنسیت تولید نمی

شود، بندی میبه طور مستقل از سانترومر دسته

وزیگوت ممکن است نتاج هتر درصد 67حدود 

 88تولید شود و این مقدار ممکن است به بالای 

برسد  WWهای برتر درصد با زایا بودن ماده

(Van Eenennaam et al., 1999) .Pandian 

اظهار کرد که نسبت جنسی در  2011در سال 

ته، دسزاییمادهماهیان هتروگامتی اثبات شده با 

رومر سانتبندی مستقل عامل تعیین جنسیت از 

دهد یعنی به ازای هر نر، دو ماده را نشان می

 وجود دارد.

، هم اسپرم زاییمادهدر اکثر مطالعات 

همسان و هم اسپرم غیرهمسان غیرفعال برای 

 شودمی پیشرفت مراحل جنینی استفاده

(Meng et al., 2016).  درصد لاروهای زایای

ور طبه گاینوژنیک القا شده با اسپرم همسان، 

ولی است ضح بالاتر از اسپرم غیرهمسان وا

طور به های همسان که ممانعت از ورود اسپرم

ین ه ادشوار است و ب ،اندناقص غیرفعال شده

ترتیب تشخیص دیپلوئید گاینوژنیک از دیپلوئید 

 ,.Pan et al) نرمال به آسانی انجام پذیر نیست

               نشانگرهای مولکولی چندشکلی  .(2017

AFLP (Amplified Fragment مانند  

Length Polymorphism ) وSSR (Simple 

Sequence Repeats )توانند این مشکل را می

 نندحل ک با تشخیص خصوصیات ژنتیکی مادری

(Dan et al., 2013) اگر مولد نر غیرهمسان .

های متفاوتی با مولد ماده مورد تعداد کروموزوم

لقاح و تولید دورگه بررسی داشته باشد، امکان 

بسیار کم است و در صورت استفاده از این اسپرم 

مانده را توان با اطمینان لاروهای باقیمی

ها یا علائم های واقعی نامید، زیرا دورگهگاینوژن

دهند ظاهری متفاوت از گونه اصلی را  نشان می

و یا به طور کامل کشنده هستند. البته میزان 

یدی در اسپرم غیرهمسان لقاح و القای دیپلوئ
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 ;Ji et al., 2010است )کمتر از اسپرم همسان 

Chen et al., 2012). 

نیاز به به طور همزمان زایی مادهالقای موثر 

غیرفعال کردن ژنوم اسپرم و توانایی باروری بالا 

منوط به زایی مادهدارد. بنابراین موفقیت در 

( UVفرابنفش ) رتویپ مناسب مقدارتعیین 

غیرفعالسازی ژنوم اسپرم است. غیرفعال برای

بررسی شود و انجام میرتو پسازی معمولا با 

های فرآیند کردنتحرک اسپرم برای بهینه 

 گاینوژنیک در ماهیان پیشنهاد شده است

(Dietrich et al., 2005). تحرک اسپرم مهم

 .استترین مقیاس در ارزیابی کیفی اسپرم 

ترین نشانگر زیستی تواند وسیعتحرک می

استفاده شده برای کیفیت اسپرم باشد و در 

ته کار گرفه اسپرم ب بررسیحالات متفاوت برای 

شده است. ارتباط بین تحرک و ظرفیت لقاح 

ژوهشگر گزارش شده است پتوسط چندین 

(Billard et al., 1993; Ohta et al., 1995;  

Linhart et al., 2000). تحرک شامل  آزمون

 Levanduski)اسپرماتوزوای متحرک  درصد

and Cloud, 1988)  و مدت کلی تحرک

(Duplinsky, 1982) است. 

با هدف ایجاد جنس ماده در  اضرح مطالعه

و  زاییمادهماهی سیبری با استفاده از القای تاس

اسپرم غیرهمسان، صورت گرفت. دستیابی به 

سازی ژنوم اسپرم غیرفعال فن()زی بیوتکنیک

با  (Acipenser persicus) ایرانیماهی تاس

از زایی مادهآن به منظور القای  حفظ تحرک

 .این مطالعه استاهداف جنبی 

 

 هاروش و مواد

در  1396این بررسی در فروردین سال 

سایت تکثیر و بازسازی ذخایر موسسه تحقیقات 

ماهیان دریای خزر انجام بین المللی تاس

پذیرفت. یک جفت مولد با کیفیت مناسب 

ماده ( Acipenser baerii) سیبریماهی تاس

متر سانتی 76کیلوگرم و طول  7ساله با وزن  6

 60کیلوگرم و طول  5/5ساله با وزن  5و مولد نر 

ایرانی ماهی تاسمتر و یک مولد نر سانتی

(Acipenser persicus ) )ساله  6)غیرهمسان

متر انتخاب سانتی 90کیلوگرم و طول  8با وزن 

قرار  UVپرتوی د تا اسپرم آن در معرض ش

رسیدگی جنسی مولد ماده با توجه  برایگیرد. 

گراد( از درجه سانتی 15±5/0آب ) دمایبه 

 10به میزان  ، ایران(ثامن) GnRHهورمون 

کیلوگرم در دو مرحله که در در  میکروگرم

ساعت، باقی 6و بعد از  درصد 20مرحله اول 

. دش مانده هورمون در داخل عضله پشتی تزریق

 ایرانی نرماهی تاسسیبری نر و ماهی تاسبرای 

در یک مرحله )همزمان با تزریق  GnRHتزریق 
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در میکروگرم  20دوم مولد ماده( به میزان 

کیلوگرم صورت گرفت. سپس اسپرم و تخمک 

 د.شاستحصال ترتیب از مولد نر و ماده به 

ماهی تاسلیتر اسپرم از میلی 60به میزان 

در  آنلیتر از میلی 10ایرانی دریافت شد که 

 50و از شد گراد نگهداری درجه سانتی 4دمای 

مانده، مایع سمینال لیتر اسپرم باقیمیلی

(Seminal Fluidبرای ) سازی اسپرم، با رقیق

، 5415D ،Eppendorf)استفاده از سانتریفوژ 

دقیقه  5مدت به در دقیقه  5000با دور آلمان( 

ماهی تاسد. غلظت اسپرم دریافتی از شجدا 

لیتر بود که با اسپرم در میلی 56/1×910 ایرانی

گیری شد، بنابراین برای سیتومتر اندازهولام هم

لیتر از مایع میلی 75/6هر تیمار به میزان 

 10)میلی لیتر از اسپرم استوک  75/0سمینال با 

سانتی 8/9( در داخل پتری دیش با قطر درصد

متر ریخته شد. به منظور میلی 1متر و به عمق 

جلوگیری از کم شدن تحرک ناشی از گرمای 

به اسپرم، ظرف )پتری پرتو حاصل از تابش 

قرار           آب سرد  دیش( حاوی اسپرم بر روی

ت فعالی گرفت. همچنین  به منظور جلوگیری از

دیده در نور پرتو رم مجدد اسپ

(Photoreactivation )هایبلافاصله اسپرم 

UV  داده شده و استوک در ظروف تیره ریخته

 د.شگراد نگهداری درجه سانتی 4شد و در دمای 

، UV (UVG-54در این بررسی از لامپ 

UVP )نانومتر  254با طول موج کوتاه ، آمریکا

دهی، منبع نوری و پرتود. در هنگام ش هاستفاد

پتری دیش حاوی اسپرم بر روی یک شیکر 

دور در دقیقه حرکت داده شد تا  90اوربیتالی با 

ی اسپرمتمام طور تقریبا یکسان برپرتو به تابش 

با اسپرم رقیق شده با  UVها باشد. فاصله منبع 

متر بود. شدت تابش سانتی 12مایع سمینال 

 میکرووات 473یاد شده در فاصله  UVپرتوی 

گیری شده در متر مربع ثبت شد )اندازهسانتی بر

(. شدت موثر 1384سازمان انرژی اتمی ایران، 

UV بر اساس روش ،Hassanzadeh Saber  و

( تعیین شد. سپس پتری دیش 2008) همکاران

حاوی اسپرم رقیق شده در فواصل زمانی مختلف 

قرار  UVثانیه در معرض لامپ  180و  120، 60

، یک نمونه اسپرم پرتوشد و پس از هر مدت داده 

نمونه اسپرم  شده با یک             داده پرتو 

ارزیابی میزان تحرک اسپرم به طور  برایشاهد 

همزمان در زیر میکروسکوپ مورد بررسی قرار 

 هایگرفت و سپس منحنی کاهش تحرک اسپرم

های شاهد رسم دیده در مقایسه با اسپرمپرتو 

باروری و میزان تفریخ تخم،  آزمونر د. به منظوش

گرم  50با پرتودهی دیده و بدون پرتو های اسپرم

عدد در گرم(  54سیبری )ماهی تاساز تخمک 

ترکیب و میزان لقاح در مراحل جنینی و تعداد 
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لارو تفریخ شده )بازماندگی( مورد ارزیابی قرار 

 گرفت و با تیمار شاهد مقایسه شد.

ماهی تاسپس از استحصال تخمک از 

لیتر میلی 70با حدود  سیبری، هر تیمار اسپرم

از آب سالن تکثیر ترکیب و بلافاصله به تخمک 

د. تیمارهای آزمایشی مورد استفاده در شاضافه 

سه  (1تیمار( شامل  9این بررسی )در مجموع 

پرتو )اسپرم  180Gو  60G ،120G گاینوژنیکتیمار 

و  120، 60های در زمانایرانی ماهی تاسدیده 

ماهی تاسو لقاح با تخمک سالم دقیقه  180

همراه شوک سرمایی به منظور به سیبری 

تریپلوئید  یک تیمار دورگه (2دیپلوئیدسازی(، 

ایرانی و لقاح با تخمک ماهی تاس)اسپرم سالم 

همراه شوک به سیبری ماهی تاسسالم 

و  60H ،120H لوئیدهاپ سه تیمار  (3سرمایی(، 

180H  در  ایرانیماهی تاسدیده پرتو )اسپرم

و لقاح با دقیقه  180و  120، 60های زمان

بدون شوک سیبری ماهی تاستخمک سالم 

دیپلوئید )اسپرم  یک تیمار دورگه (4 ، سرمایی(

 ماهیتاسایرانی و تخمک سالم ماهی تاسسالم 

شاهد )اسپرم و تخمک یک تیمار  (5و  سیبری(،

(. مطابق 1بود )جدول سیبری(ماهی تاسسالم 

 Hassanzadehبا تغییرات جزیی در روش 

Saber  ( 2008و همکاران ،) منظور احتباس به

جسم دوم قطبی در زمان تقسیم دوم میوز در 

دقیقه بعد از عمل لقاح )افزودن آب به  10

 2مخلوط تخمک و اسپرم( از شوک سرمایی 

دقیقه استفاده  30 مدتبه گراد نتیدرجه سا

شهری ها بعد از شستشو )کهنهشد. سپس تخم

(  به انکوباتورهای ویس 1353آذری تاکامی، و 

 به منظور گذراندن مراحل جنینی انتقال یافتند.

 

 ماهی سیبریزایی در تاس: الگوی آزمایش القای ماده1جدول 

 تیمار اسپرم/گونه تیمار تخم الگو

 سیبریماهی تاس/ رتوپبدون  بدون شوک شاهد

 ایرانیماهی تاس/ رتوپ بدون  بدون شوک شاهد دورگه

 ایرانیماهی تاس/ UVی رتوپ بدون شوک هاپلوئید

 ایرانیماهی تاس/ پرتوبدون  دقیقه( 30بمدت  -درجه سانتیگراد 2شوک سرما ) تریپلوئید

 ایرانیماهی تاس/ UVی رتوپ دقیقه( 30بمدت  -درجه سانتیگراد 2شوک سرما ) دیپلوئیدگاینوژنیک 
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در تمام مدت آزمایش دمای آب سالن 

گیری و بر این اساس درصد انکوباسیون اندازه

 لقاح و درصد تفریخ محاسبه شد.

استحصالی پس از شمارش به بخش لاروهای 

ماهیان المللی تاسپرورش موسسه تحقیقات بین

های فایبرگلاس دریای خزر منتقل شد و در وان

نیم تنی با تراکم استاندارد پرورش داده شد. پس 

از جذب کیسه زرده، تغذیه با غذای زنده مانند 

ناپلیوس آرتمیا آغاز و با رشد دهانی لاروها با 

مه یافت. سپس تغذیه با غذای دافنی ادا

آغاز شد و تا پایان )فرادانه، ایران(  کنستانتره

 آزمایش ادامه داشت.

در هر تیمار  DNAاستخراج  مطالعهدر این 

عدد لارو و بچه ماهی به  30حداقل به میزان 

برای ماهیان  Moritz  (1990)و  Hillis روش

 Pourkazemi خاویاری با کمی تغییر توسط

 زایی ماده( صورت پذیرفت. برای تایید 1996)

سیبری، از نشانگرهای مولکولی ماهی تاسدر 

جفت( طراحی شده برای  6) ریزماهواره

Acipenser) ایدریاچهماهیتاس  fulvescens )

(May et al., 1997; Welsh et al., 2003) 

( که نوع و مقدار ماده 2استفاده شد )جدول 

( و 3)جدول  PCRمورد استفاده در واکنش 

بیان شده است. 4در جدول  شرایط آن

 

 آغازگرهای مورد استفاده در اثبات نتاج گاینوژن مشخصات: 2جدول 

 جایگاه ژن
شماره دسترسی 

 بانک ژن
 توالی آغازگرها الگوی تکراری

اندازه کلون 

یابی شده توالی
 )جفت باز(

AfuG-9 AF529447 (GATA)14(GA)2GATA(GA)2(GATA)6 
F: CATAATGTAAAGCAAAAGT 

R: ACCTGAAATGTATGTTATG 
152 

AfuG-63 AF529475 (AAAC)8 
F: TCCTGGCTAGCGAACGAA 

R: CTTTTAAATGGGGGACAGACTAT 
139 

Afu-68 U72739 (GATA)13 
F: TTATTGGATGGTGTACCTAAAC 

R: AGCCCAACACGACAATATC 
140 

AfuG-122 AF529503 (GATA)13 
F: AACACGACAACAAACTTATTCA 

R: TGTGTTTCTATGTCTGTCTGTCTA 
175 

AfuG-195 AF529548 (AAAC)7 
F: ATTCCTCCAGCCGTATTATTA 

R: AAGCAGTTAGTTTATGTGGTTGTG 
165 

AfuG-112 AF529499 (GATA)12GACA(GATA)6 
F: TATTGTTCCTTTATGGTTATG 

R: TATTTCACTGTCTGTTGTATGTA 
260 
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 (PCRای پلیمراز ): نوع و مقدار مواد استفاده شده در واکنش زنجیره3جدول 

 میکرولیتری 20مقدار برای واکنش  غلظت مواد ماده

DNA 50 میکروگرم 50 نانوگرم 

 میکرولیتر 15/0 میکرولیتر در واحد 5 پلیمراز DNAآنزیم تک 

dNTPs 10 میکرولیتر 4/0 مولارمیلی 

2MgCl 50 میکرولیتر 7/0 مولارمیلی 

 میکرولیتر PCR X 10 2بافر 

 میکرولیتر 1 پیکومول 10 1 آغازگر

 میکرولیتر 1 پیکومول 10 2آغازگر 

 میکرولیتر 20تا  - آب مقطر

 

 PCRهای داده شده به دستگاه : برنامه4جدول 

 )سیکل(تعداد چرخه  )ثانیه(زمان  گراد()سانتیدما  مراحل

 1 180 94 سازی اولیهواسرشته

 سازیواسرشته

 الحاق

 بسط

94 

52-62 

72 

30 

30 

30 

30-32 

 1 300 72 بسط نهایی

 

برای بررسی میزان تحرک و قابلیت باروری 

اسپرم پرتو داده شده در تیمارهای متفاوت و 

مقایسه آن با گروه شاهد، همچنین مقایسه لقاح، 

تفریخ و بازماندگی در تیمارهای مختلف گاینوژن 

 ثبتمعیار  و انحراف با شاهد به صورت میانگین

ها در شد. به منظور بررسی توزیع نرمال داده

 Shapiro-Wilk و تکرارها از آزمونتیمارها 

و نرمال بودن اطمینان از  س ازپاستفاده شد. 

 Test ofها )با استفاده از با آزمون مگنی دادهه

Homogeneity of Variances ) به منظور

واریانس  لیلحتمقایسه آماری تیمارها از آزمون 

آزمون سپو  (One-way ANOVA) طرفهیک

 درصد 95 سطح ( درDuncan) دانکن

(05/0P< ) آماری های بررسیاستفاده شد. کلیه

             26ویرایش  SPSSافزار با استفاده از نرم

 افزاررسم نمودارها از نرم برایو انجام شد 

Microsoft Excel 2010 .استفاده شد 
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 نتایج

ایرانی دارای ماهی تاساسپرم تازه در مولد 

رو به جلو، مدت  درصد در جهت 67تحرک 

اسپرم  56/1×910 ثانیه و با تراکم 318تحرک 

(. 5جدول  و 1لیتر ارزیابی شد )شکل در میلی

داده شده، در  UVدر تیمارهای متفاوت اسپرم 

ثانیه در مولد  180 و 120، 60های زمان

 40و  20، 10ایرانی نر اول به ترتیب ماهی تاس

درصد که در همه تیمارها جهت حرکت رو به 

پرتو ، با شروع تابش 1بر اساس شکل  جلو بود.

میزان تحرک کاهش و سپس  ثانیه، 60به مدت 

ثانیه تابش، درصد تحرک افزایش  120مدت در 

ثانیه، میزان افزایش  180یافت و در مدت 

تحرک اسپرم، کاملا محسوس بود. بنابراین 

بهترین زمان در معرض قرارگیری اسپرم تحت 

را زی ،ثانیه ارزیابی شد 180، در زمان UVپرتوی 

دارای درصد تحرک مناسبی نسبت به اسپرم 

 جلو داشت.به  شاهد بود و حرکت رو

تر تاثیر زمان به منظور بررسی دقیق

بر روی اسپرم  UVپرتوی در معرض قرارگیری 

 UVدر معرض  ایرانی، ترکیب اسپرمماهی تاس

ماهی تاسقرار داده شده با مقداری از تخمک 

و ( باروری هایآزمایش)سیبری صورت گرفت 

 دهبه دست آمتیمار هاپلوئید به وجود آمد. نتایج 

نشان داد که درصد لقاح در تیمارهای هاپلوئید 

 180و  120، 60های در زمانپرتو در معرض 

، 4/28±17/0، 2/25±28/0ثانیه به ترتیب 

درصد  62±32/1شاهد  دورگهو در  52/0±3/38

میزان لارو تفریخ شده در این تیمارها به  .بود

و  6/0±11/0، 03/1±11/0، 33/1±05/0ترتیب 

بر  (.2سنجش شد )شکل  درصد 34/0±5/40

طرفه و لیل واریانس یکحاساس آزمون ت

آزمون دانکن، میزان لقاح در تیمارهای سپ

هاپلوئید با یکدیگر و با گروه دورگه شاهد دارای 

(. اختلاف >05/0Pداری بود )اختلاف معنی

داری در میزان خروج لارو بین تیمارهای معنی

(. <05/0Pوجود نداشت ) 120Hو  60Hهاپلوئید 

و دورگه  180Hولی این تیمارها با تیمار هاپلوئید 

(. >05/0Pداری داشتند )شاهد اختلاف معنی

در مقایسه با تیمارهای دیگر  180Hتیمار 

هاپلوئید دارای درصد لقاح بالاتر و دارای میزان 

مانده در این تفریخ پایینی بود. تعداد لارو باقی

هاپلوئیدی بودند و به صورت  تیمار دارای سندرم

ناقص الخلقه تفریخ شدند که در فاصله کوتاهی 

 پس از تفریخ تلف شدند.
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ماهی ایرانی بر اساس درصد تحرک در زمانداده شده با شاهد تاس UV: مقایسه تیمارهای اسپرم 1شکل 

 راف معیار(حان ±)میانگین  های مشخص

 
 ماهی ایرانیهای مورد بررسی در اسپرم تازه مولد تاس: شاخص5جدول 

 ماهی ایرانیاسپرم تازه تاس شاخص

 67±5 درصد تحرک

 318±11 )ثانیه(زمان تحرک 

pH 03/8 

 152 ()اسمول در کیلوگرم اسمولالیته

 120 لیتر()میلیحجم 

 56/1×  910 لیتر()اسپرم در میلیتراکم 

 33/13 )درصد(اسپرماتوکریت 

 

0
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60 120 180
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صد
در

ک 
حر

ت

(ثانیه)مدت زمان تابش اشعه



 [33] 1401(، 3)10 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:       ماهی سیبری با استفاده از اسپرم غیرهمسان    زایی در تاسالقای ماده

 

 

 مقایسه تیمارهای مختلف هاپلوئید با شاهد بر اساس درصد نرولاسیون تخم و میزان تفریخ آن :2شکل 

 دار بین تیمارها در هرروف متفاوت روی نمودارنشان دهنده اختلاف معنیح انحراف معیار(. ±)میانگین 

قرارگیری  :120H؛ UVپرتوی ثانیه تحت تابش  60مدت ه قرارگیری اسپرم ب: 60H (،P<05/0شاخص است )

ثانیه تحت تابش پرتوی  180: قرارگیری اسپرم به مدت 180H؛ UVثانیه تحت تابش پرتوی  120اسپرم به مدت 

UV 3؛N: ؛تریپلوئید Hybrid : رتودهی پ)بدون ماهی ایرانی نر ماهی سیبری ماده و تاسبین تاسشاهد دورگه

 رم(.پاس

 

دورگه شاهد میانگین درصد لقاح در تیمار 

درصد بود که این میزان در تیمارهای  32/1±62

60G ،120G  180وG  4/33±28/0به ترتیب ،

درصد تعیین شد.  5/44±98/0و  86/0±7/38

رای دادورگه شاهد تمامی تیمارها با یکدیگر و با 

میانگین  .(>05/0P) بودندداری معنیتفاوت 

درصد  53±86/0درصد لقاح در تیمار تریپلوئید 

 داریمعنیاختلاف دورگه شاهد بود که با تیمار 

 (.3شکل ؛ >05/0P)داشت 

 دورگه شاهدمیانگین درصد تفریخ در گروه 

درصد بود که این میزان در  34/0±5/40

به ترتیب  180Gو  60G ،120Gتیمارهای 

درصد  8/19±46/0و  7/0±1/12، 8/0±48/5

تعیین شد. تمامی تیمارها با یکدیگر و با گروه 

. (>05/0P) بودنددار معنیشاهد دارای اختلاف 

میانگین درصد تفریخ در تیمار تریپلوئید 

دورگه بود که با تیمار درصد  63/0±66/34

. (>05/0P)داشت داری معنیاختلاف شاهد 

تخم در  بیانگر درصد لقاح و تفریخ 3شکل 

 .استسیبری در تیمارهای متفاوت ماهی تاس

گراد درجه سانتی 2موفقیت شوک سرمایی 

 10دهی در دقیقه و شروع شوک 30به مدت 
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دقیقه بعد از لقاح در تیمارهای گاینوژن و 

تریپلوئید نشان دهنده تاثیر مثبت رعایت الگوی 

القای شوک سرمایی بر فرآیند دیپلوئیدسازی 

گه شاهد، تیماری بود است. همچنین گروه دور

ای در که به عنوان شاهد تلاقی بین گونه

ماهی ایرانی نر ماهی سیبری ماده و تاستاس

)هترولوگ( در نظر گرفته شد که میزان موفقیت 

 دهد.لقاح را در آمیزش این دو گونه نشان می

بر اساس نتایج مشخص شد که با تلفیق 

چندین روش در سنجش اسپرم قرار گرفته در 

شامل درصد تحرک اسپرم،  UVعرض پرتوی م

آزمایش توانایی لقاح و تفریخ، بهترین مدت زمان 

 UV ،180قرارگیری اسپرم در معرض پرتوی 

متر مربع میکرووات بر سانتی 473ثانیه با شدت 

 ژول بر متر مربع بود.  8514یا مقدار 

نتایج بررسی نشانگرهای ریزماهواره نشان 

آمده در فرزندان صرفا  های به دستداد که الل

از مولد مادری هستند و در تمامی نتاج 

گاینوژنیک هیچگونه مشارکت ژنتیکی از ژنوم 

 6(. همچنین جدول 4پدری وجود ندارد )شکل 

الگوی اللی مشاهده شده در نشانگرهای مورد 

 دهد.استفاده را نشان می
 

 
دورگه  )تریپلوئید( و 3Nلقاح و تفریخ تخم در گروه شاهد و تیمارهای گاینوژنیک،  مقایسه میزان :3شکل 

دار روف متفاوت روی نمودارنشان دهنده اختلاف معنیحانحراف معیار(.  ±)میانگین ماهی سیبری در تاس

؛ ثانیه 60 مدته داده شده ب پرتوفرزندان گاینوژن با اسپرم  :G60 .(P<05/0بین تیمارها در هر شاخص است )

G120:  ؛ ثانیه 120مدت به داده شده  پرتوفرزندان گاینوژن با اسپرمG180 : پرتوفرزندان گاینوژن با اسپرم 
ماهی ماهی سیبری ماده و تاسدورگه شاهد بین تاس: Hybrid؛ تریپلوئید: 3Nثانیه؛  180مدت به داده شده 

 رم(.پرتودهی اسپایرانی نر )بدون 
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 و مقایسه آن با مولد پدری (F؛ سیبریماهی تاسالگوی باندی در نتاج گاینوژنیک و مولد مادری ) :4شکل 

 Afug-9با استفاده از نشانگر ریزماهواره  (m؛ ماهی ایرانی)تاس

 

 ماهی سیبریدر نتاج گاینوژنیک تاس های مشاهده شده از نشانگرهای ریزماهوارهژنوتیپ :6جدول 

 (bp)های مشاهده شده الل
 نشانگر

 ماهی سیبری()تاسماده   ماهی ایرانی()تاسنر  گاینوژنیک

140/140   140/140  Afu-68 

 120/125/160/165    

145/165   145/165  Afug-9 

145/145  125/140/175/190    

165/165     

170/185   170/185  Afug-63 

170/170  102/115/140/150    

185/185     

225/265   225/265  Afug-112 

225/225  190/200/240/285    

265/265     

630/875   630/875  Afug-122 

630/630  485/585    

875/875     

175/175   175/175  Afug-195 

 185/185/230/260    
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 بحث

توان از اسپرم زایی میبه منظور القای ماده

غیرفعال ژنتیکی همسان و یا غیرهمسان 

ماهیان که در نقطه ولی در تاس کرداستفاده 

بحرانی انقراض قرار دارند، استفاده از اسپرم 

غیرهمسان غیرفعال شده به دلیل کمبود اسپرم 

و  Mengد. همچنان که شوهمسان توصیه می

( توصیه کردند که در صورت 2016همکاران )

ودن کمیت و کیفیت اسپرم همسان، میپایین ب

توان از اسپرم غیرفعال ژنتیکی غیرهمسان 

. در صورتی که از اسپرم غیرهمسان کرداستفاده 

زایی مادهغیرفعال شده ژنتیکی برای القای 

استفاده شود، بروز صفات ظاهری در نتاج این 

دهد که فرزندان گاینوژنیک از اجازه را می

 ها قابل تشخیص باشندغیرگاینوژنیک یا دورگه

(Cabrita et al., 2008; Lebeda et al., 

2018). 

مطالعات  بیشتردر بررسی حاضر، همانند 

ماهیان، از اسپرم با در تاسزایی مادهالقای 

استفاده  UVدرصد برای جذب بهینه  10غلظت 

 ;Van Eenennaam et al., 1996) شد

Fopp-Bayat et al., 2007; Hassanzadeh 

Saber et al., 2008; Saber et al., 2014). 

ماهیان، عامل غلظت کمتر اگرچه در اسپرم تاس

و  Lebedaمورد توجه قرار گرفته بود ولی 

 ند که بهاکرده( توصیه اکید a,b2014همکاران )

توسط اسپرم، از شدت UVمنظور جذب بهینه 

د. شوهای مختص هر گونه استفاده ها و رقت

های مهم در اسپرم قبل از تابش شاخصیکی از 

ت ، حرکپرتو، تراکم بهینه و بعد از تابش پرتو

. اگر تراکم اسپرم یا غلظت آن استمستقیم آن 

بیشتر از مقدار بهینه باشد، ممکن است که 

های قرار گرفته در نتواند به اسپرم UVپرتوی 

که در این هنگام  کندهای پایینی نفوذ لایه

تو پردیده حتی در بالاترین شدت پرتو اسپرم 

های پایین است که حاوی اسپرماتوزوا در لایه

 Lebeda et) است UVدارای جذب پایینی از 

al., 2014a,b) اگر تراکم اسپرم یا غلظت آن .

کمتر از مقدار بهینه باشد، افزایش چشمگیری 

به شود که اسپرم ایجاد می DNAدر شکستگی 

مگیر تحرک منجر به کاهش چش دنبال آن

و ممکن نیست که چنین اسپرمی  شودمیاسپرم 

 ,.Dietrich  et al) باشدزایی مادهمناسب برای 

2005). 

رانی ایماهی تاساگر کیفیت اولیه اسپرم تازه 

مورد استفاده در این مطالعه را در حد متوسط 

، مقایسه میزان تحرک اسپرم گرفته شوددر نظر 

داده شده، سیر پرتو در هر دو گروه شاهد و 

این کاهش تحرک در اسپرم  نزولی داشت که

داده شده به مراتب بیشتر از اسپرم شاهد پرتو 
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رسد که کیفیت اسپرم بر حسب بود. به نظر می

نوع گونه و شرایط فیزیولوژیک، به شدت تابعی 

تری و هرچه اسپرم به مدت طولانی از زمان باشد

افت در خارج بدن ماهی نگهداری شود، دچار 

تدریجی کیفیت و به دنبال آن کاهش تحرک 

. از طرفی کیفیت و میزان تحرک اسپرم شودمی

 . اما علت اصلیاستدریافتی از جنس نر نیز مهم 

داده شده، تاثیر  UVکاهش تحرک در اسپرم 

بر روی کل حجم اسپرماتوزوا است که نه پرتو 

بلکه  ،کنداسپرم را تخریب می DNA تنها

یا آکروزوم را به خوبی از بین سیستم تحرک و 

و  Xu. (Lebeda et al., 2014a,b) بردمی

( در ماهی کراکر زرد 2007همکاران )

(Pseudosciaena crocea)  به این نتیجه

اشاره کردند که با افزایش شدت و مدت تابش 

 یابد.، تحرک اسپرم نیز کاهش میUVپرتوی 

 UVپرتوی در مطالعه کنونی، از شدت بالای 

به و پرتد زیرا استفاده از شدت بالاتر شاستفاده 

با شدت کمتر و با پرتو تر، مفیدتر از مدت کوتاه

تر است و از طرفی اثرات منفی مدت طولانی

دهد. اگر اسپرم بعد تاثیر دمایی نور، کمتر رخ می

نور  مقابل، در UV در معرض پرتویاز قرارگیری 

بیه فتولیاز های شمرئی قرار گیرد، فعالیت آنزیم

 UVهای ایجاد شده ناشی از نور توانند آسیبمی

 ,Ijiri and Egami) از بین ببرند DNAدر را 

1980; Sinha and Hader, 2002) مکانیزم .

تواند به طور طبیعی فعالیت مجدد در نور می

را کاهش دهد  DNAداری مقدار آسیب به معنی

زایی )موتاژنزیز( که در این صورت موجب جهش

اگر اسپرم به مدت  ویژه، بزاییمادهخواهد شد تا 

طولانی بعد از تیمار شدن، در نور قرار گیرد 

(Moan and Peak, 1989) بنابراین بسیاری .

قرار  UV هم اسپرم در معرض ژوهشگران پاز 

داده شده قبل از فعالیت و هم تخم فعال شده 

  در تاریکی)تا مرحله اولین تقسیم سلولی( را 

;Ijiri and Egami, 1980) اندنگه داشته  

Recoubratsky et al., 2003; 

Hassanzadeh Saber et al., 2008) . در

مطالعه حاضر نیز تمامی موارد در تاریکی انجام 

 شد.

در این بررسی، افزایش میزان تحرک در 

در قرارگیری اسپرم ثانیه  180مدت زمان 

، پرتوهای تابش مدت دیگرنسبت به پرتو معرض 

د که این مدت زمان به عنوان بهترین شسبب 

مدنظر قرار گیرد. چنین حالتی پرتو زمان تابش 

          که در آن میزان بازماندگی ابتدا کاهش و 

             یابد سپس افزایش و بعد به تدریج کاهش می

لدر قز اضرحعلاوه بر مطالعه تا به صفر برسد، 

 (Oncorhynchus mykiss)کمان آلای رنگین

(Chourrout, 1980; Dorafshan et al., 
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 Oncorhynchus) ، آزادماهی چام(2006

keta( )Onozato, 1982)،  باس دریایی

(Dicentrarchus labrax( )Felip et al., 

 Scophthalmus)، ماهی توربوت (2001

maximus( )Piferrer et al., 2004)  کراکر و

 مشاهده شد. نیز ( Xu et al., 2007)زرد بزرگ 

از بالاترین میزان لقاح و به دست آمده نتایج 

کمترین میزان تفریخ تخم در تیمارهای هاپلوئید 

که بهترین دهد نشان میسیبری ماهی تاس

در معرض زمان قرارگیری اسپرم هترولوگ 

و  Omoto. استثانیه  180مدت  UVپرتوی 

که تعداد  ننداظهار داشت 2005همکاران در سال 

کم لارو تفریخ شده در تیمار هاپلوئید نشان 

داده شده  UVدهنده عدم توانایی تاثیر اسپرم 

وجود ه . تعداد کم لارو باست بر فعالیت تخم

دارای  اضرح آمده در تیمارهای هاپلوئید مطالعه

سندرم هاپلوئیدی بودند که در همان ابتدای 

این سندرم هاپلوئیدی . زندگی از بین رفتند

 Acipenser سفیدماهی تاسدر نین چهم

transmontanus (Van Eenennaam et 

al., 1996)( ماهیفیلدورگه ، بستر Huso 

huso ♀ × استرلیاد Acipenser ruthenus 

♂ )(Omoto et al., 2005)،  استرلیاد(Fopp-

Bayat et al., 2007)برون، ازون (Acipenser 

stellatus( )Hassanzadeh Saber et al.,  

( Acipenser nudiventris)، شیپ (2008

(Saber et al.,  2014) استرلیاد آلبینو ،

(Fopp-Bayat and Ocalewicz, 2015) 

( در 2017و همکاران ) Panایجاد شده بود. 

ماهی، اثر ای از گربهبر روی گونه ایمطالعه

و لاروهای تفریخ شده  ندهرتویگ را مشاهده کرد

آنها در بعضی از تیمارها قبل از تغذیه فعال از 

Omitogun (2014 )و  Olaniyiبین رفتند. 

اظهار داشتند که صفر شدن میزان بازماندگی در 

های هاپلوئید، نشان دهنده غیرفعال شدن گروه

. بنابراین در استاسپرماتوزوا ژنتیکی موثر 

سانتی بر میکرووات 473، شدت اضرح بررسی

نشان دهنده شدت  ثانیه 180مدت به متر مربع 

بر روی اسپرم  UV دهیپرتوو مدت مناسب 

 . استغیرهمسان )تاسماهی ایرانی( 

بر خلاف تیمار هاپلوئید، افزایش میزان 

 G)180(تفریخ لارو در تیمار گاینوژن دیپلوئید 

ثابت کرد که شوک فیزیکی سرما در احتباس 

، تشجسم دوم قطبی در این گونه تاثیر مثبت دا

به طوری که در تیمار تریپلوئید، میزان لقاح و 

های میزان خروج لارو نیز بالا بود که با آزمایش

Hassanzadeh Saber ( و 2008و همکاران )

Saber ( تشابه دارد.2014و همکاران ) 

های ه طور کلی دستکاریو بزایی ماده

. داردهایی ماهیان محدودیتکروموزومی در تاس
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بلوغ جنسی دیر ماهیان، تاستعداد کم مولدین 

 ماهیانتاستر بازماندگی کم هنگام و از همه مهم

های کروموزومی ایجاد شده از طریق دستکاری

-Foppهستند )های مورد اشاره محدودیت

Bayat et al., 2017) زاییماده. از طرفی، القای 

زیرا این  ،دهدمیزان مرگ و میر را افزایش می

مرگ و میر با شدت هموزیگوسیتی و هم القای 

 استمرتبط شوک در طی مراحل اولیه تکاملی 

(Felip et al., 1999; Fopp-Bayat and 

Ocalewicz, 2015) .Grunina  و همکاران

( علت پایین بودن بازماندگی نتاج 2011)

گاینوژنیک را افزایش هوموزیگوسیتی آنها و اثر 

مخرب تاثیرات احتباس جسم دوم قطبی در 

و  Xiaoهنگام تقسیم دوم میوز دانستند. 

و همکاران  Michalik( و 2011همکاران )

اند که کاهش بازماندگی می( اظهار کرده2015)

ل داشته باشد. اول اسپرماتوزوای تواند دو دلی

ه ب بایدتخمک  کردنفعال  برایاستفاده شده 

غیرفعال شود که ممکن است  UVپرتوی وسیله 

این اسپرم قدرت مناسبی برای لقاح نداشته 

این که تخم نیاز به شوک حرارتی دارد  باشد. دوم

تا دومین گویچه قطبی را در خود نگه دارد که 

آسیب رساندن به تخم تواند سبباین شوک می

د. انتخاب اسپرم شوها و کاهش میزان تفریخ 

منظور القای به غیرهمسان  از یک گونه مناسب

د. کنتواند ضریب فعالیت را اصلاح میزایی ماده

میزان لقاح بالاتر نیز زمانی که اسپرماتوزوا از یک 

 گونه مرتبط باشد مشاهده شده است

(Yuandong et al., 2006, 2007) یکی از .

اید شحاضر دلایل افزایش بازماندگی در بررسی 

به علت استفاده از اسپرم غیرهمسان گونه 

 مرتبط باشد.

استفاده از نشانگرهای ریزماهواره به عنوان 

ترین شیوه برای تایید نتاج گاینوژنیک و مناسب

پذیری ژنوم والدین و فرزندان نحوه وراثت

(Fopp-Bayat, 2008) انی آنها، به دلیل فراو

پذیری مناسب و چندشکلی بارز بودن، انتقالهم

. (Ma et al., 2018) استبالای آنها در جانوران 

 درزایی مادهنشانگرهای ریزماهواره در اثبات 

ماهی تاس ماهیان مانندتاسهای بعضی از گونه

( Acipenser brevirostrum)کوتاه پوزه 

(Flynn et al., 2006) پارو پوزه آمریکایی ،

(Polyodon spathula) (Mims et al.,  

1997; Zou et al., 2011) ،سیبری ماهی تاس

 ,.Grunina et al)ماهی با استفاده از اسپرم فیل

و  (Saber et al., 2014)، شیپ (2011

( 1398زاده صابر و همکاران، استرلیاد )حسن

آمیز بود. در مطالعه کنونی از شش موفقیت

استفاده  ایدریاچهماهی تاسنشانگر ریزماهواره 
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که همگی وراثت مادری را در نتاج  شد

 گاینوژنیک نشان دادند.

در این مطالعه بر اساس نشانگرهای 

ریزماهواره مورد استفاده، فرزندان گاینوژنیک، 

و در هیچ کدام  ندوراثت اللی مادری را نشان داد

خورد که نشان از آنها وراثت پدری به چشم نمی

بر اسپرم و  UVپرتوی دهنده تاثیر مناسب 

غیرفعال شدن ژنتیکی آن و دیپلوئیدسازی تخم

ایی سرم           های هاپلوئید با استفاده از شوک 

و  Fopp-Bayat همچنان کهاست. 

Ocalewicz (2015به این موضوع اشاره کرده )

ها در تاسالگوی الل یاد شده نشانگرهایاند. در 

ماهی سیبری )مولد مادری( و فرزندان 

سومیک را نشان داد. گاینوژنیک حالت دی

 246n=2±10 سیبری دارایماهی تاس

 ;Vasilyev et al., 1980) کروموزوم

Fontana, 1994; Fontana et al., 1997)  و

 246n=2±10 ایرانی دارایماهی تاسهمچنین 

 ,.Nowruzfashkhami et al) کروموزوم

و همکاران  Ludwig.  بر خلاف است (2000

( که الگوهای اللی تتراسومیک را در گونه2001)

، ندکروموزوم گزارش کرد 250هایی با تقریبا 

، دارای به دست آمدهتمامی نتاج گاینوژنیک 

ماهی تاسالگوی اللی مشابه با مولد مادری )

سومیک ظاهر و به صورت دی ندسیبری( بود

 د.شدن

ایط برای تخریب بهترین شردر مجموع، 

DNA  پرتوی ایرانی با ماهی تاساسپرمUV در 

 ثانیه و با شدت 180زمان  مدت مطالعه حاضر

 مقداریا متر مربع میکرووات بر سانتی 473

 درصد بررسیژول بر متر مربع بر اساس  8514

تحرک اسپرم، درصد لقاح و میزان خروج لارو 

های هاپلوئید در تخمزایی مادهالقای  برای. بود

درجه  2سیبری، شوک سرمایی ماهی تاس

دقیقه بعد از  10دقیقه،  30گراد به مدت سانتی

 زاییمادهدر نتیجه القای بود.  فعالیت مناسب

توانست در دیپلوئیدسازی نتاج با وراثت مادری 

موثر باشد همچنان که نشانگرهای مولکولی آن 

رم پاسفن زیرا اثبات کردند. با دستیابی به 

تواند میژوهش پغیرفعال شده ژنتیکی، این 

ایرانی ماهی تاساسپرم هترولوگ )غیرهمسان( 

را علاوه بر امکان جلوگیری از خطر انقراض و 

و تولید جنس زایی مادهحفاظت، به منظور القای 

معرفی ماهیان تاسپروری ماده در توسعه آبزی

 .کند
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Abstract  

Siberian sturgeon (Acipenser baerii) grows rapidly in breeding ponds. Gynogenesis 

is a suitable technique for producing sturgeon female sex. The aim of this study was to 

establish female sex in Siberian sturgeon using induction of gynogenesis. The sperm of 

Persian sturgeon (Acipenser persicus) was genetically inactivated by UV radiation at a 

dose of 8514 J/m2. In this case, sperm with 40% motility were combined with Siberian 

sturgeon oocytes and in 2°C cold shock for 30 minutes, 10 minutes after activity, 

gynogenic progeny were created. Fertilization rate was 44.5% (control hybrid 62%) and 

hatching rate was 19.8% (control hybrid 40.5%). Purely maternal heritability in 

gynogeneic progeny was confirmed using microsatellite markers. By achieving the 

biotechnique of sperm production with inactivated DNA of Persian sturgeon, it is possible 

to prevent the risk of extinction and protect other sturgeon by inducing gynogenesis. 

Key words: Siberian Sturgeon, Persian Sturgeon, Gynogenesis, Heterologous Sperm. 
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