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 بخش اول: دست كاريهاي ژني در ماهيان

 مقدمه:

وژيست ها روي يكي از زمينه هاي كه امروزه بيوتكنول

نن تحقيق مي كنند ايجاد گونه هاي ترانسژنيك اسوت. 

  DNAطيق تعريف ترانسژنيك موجودي اسوت كوهد داراي 

جود ژن  نو تركييي باشد. به طوري كه در ژنوم نن مو

نو تركيب بيان مي شود. بيان ژن خارجي يكي از جنيه 

بوه زاده هواي   DNAهاي توليد ترانسژنيك و انتقال 

مووي باشوود. در ايوود زمينووه تكنيووك هوودب بعوودي 

ميكوورواينجكش در انتقووال ژن بووه تخووم مهووره داران 

و هوكواران در  (Gordon)اوليد بار به وسي ه گوردون 

گزارش شد. در ايد تكنيك يك لولوه مويئيد  1980سال 

نو تركيب به پويش  DNAشيشه اي را براي وارد كردن 

كار هسته نريا با سيتوپلاسم تخم لقاح يافته موش به 

نوو  DNAگرفتند. در هويد سال ميكروانجكش مسوتقيم 

تركيب در شرايط نزمايشوگاهي جهوت ايجواد ايوانوات 

ترانسژنيك مورد استفاده قرار گرفته است. طوري كوه 

ته يوا  ژن را از ايد طريق وارد تخم هاي لقاح نياف

 لقاح يافته موجوداتي نظير جنويد توتيواي دريواييد

خرگوش و خوو  كورده انود  قورباغهد مگس سركهد موشد

(Brem 1988)  زئووو  1985در سووال(Zhu)  و هوكوواران ژنووي

شامل پرتومتالوتيونيد موش و ژن هورمون رشد انساني 

را به ناايه مركزي صفحه زاياي تخم هاي لقاح يافته 

ماهي طلايي تزريق كردند و قسووتي از ايود ژن را در 

DNA  ماهيان مشاهده كرنود. در هوويد سوال روكوونس

(Rokkones)  تكنيك ميكرواينجكشد دو مرا ه اي بور روي
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تخم نزاد ماهيان را شرح داده است. در ايود تكنيوك 

ابتدا به كوك يوك وسوي ه نوو  تيوز ف وزي در قطوب 

ايواني سوراخي ايجاد شوده و از طريوق ايود سوورا  

نو تركيب به كوك پي پت ريز تخوم   DNAمح ول ااوي 

وارد نشوند. پوس از شدند به طوري كه به كيسه زرده 

روز پلاسووويدهاي كاموول را مشووخد كردنوود.  وووروت  14

(Chourrout)  روش فوو  را بور  1986و هوكاران در سوال

روي قزل نلاي قهوه اي رنگ به كار برند با توجه بوه 

ميزبوان  DNAخارجي هوراه بوا م كولهواي  DNAوجود 

پيشنهاد شده كه ايد ژن به داخول ژنووم مواهي وارد 

محققان بوه ورش دسوتي يوا از طريوق ه وم شده است. 

ننزيوي از  جو ه با تريپسد كوريوون را برداشوته و 

تزريق ميكرواينجكشد انجوام دادنود. در هوويد سوال 

ماهي كو ك مدوكا را به عنووان مودلي  (Ozata)اوزاتا 

براي ترانسژنيك مطرح كرد. او پلاسوويدهاي اواوي ژن 

ريووق كريسووتاليد جوجووه را بووه هسووته تخووم هووا از ط

ميكرواينجكشد وارد كرد. به ع ت كوريون سفت در تخم 

لقوواح يافتووه تعوودادي از ماهيووان اسووتفاده از 

ميكرواينجكشد مشكل و مست زم اتلاب وقت زيادي اسوت. 

به هويد منظور  روشهايي جهت غ يه بر ايد مشكل بوه 

بوريم  1988كار گرفته شده اسوت. از جو وه در سوال 

(Brem)  ن رشد انسان را به كووك و هوكاران ژن هورمو

وكتور مناسب از طريق ميكروپيل به صفحه زاياي تخوم 

 90هاي تيلاپيا تزريق كردند و رشد بچه ماهيوان طوي 

روز بررسي شد. مشوابه ايود تحقيوق توسوط ف وت  ور 

(Fletcher)  و هوكاران در هويد سال بر روي مواهي نزاد
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اتلانتيك انجام شد. هوچنويد تكنيكهواي ديگور شوامل 

بر  Shatagunش يك ذرات ژن  (Electroporation)تروپورشد الك

روي تخوك و طرااي ليپوزوم جهت ورود بوه زرده تخوم 

انجام شده است. ميكور واينجكشود نيواز بوه مهوارت 

زيووادي دارد و از طرفووي سوورعت نن كووم و هزينووه و 

تجهيزات نن زياد است و مست زم زاوات و زمان زيادي 

ما هيان ترانسژنيك است  براي ايجاد تعداد زيادي از

علاوه بر ايد از ديگر مشكلات نن ايد است كه در تخوم 

هاي القاح يافتوه اغ وب ماهيوان هسوته بوه وسوي ه 

را بوه  DNAميكرسكوپ قابل روئيت نيسوت بنوابرايد 

 سيتو پلاسم  تزريق مي كنند. 

در مجووعه تحقيقات انجام شدهد ميزان باقي مانودگي 

 50قرار گرفته انود بويد  جنيد هايي كه مورد تزريق

درصد گزارش شده است. و كارنيي ميوزان بيوان  80تا 

درصد بوده است. باقي ماندگي جنويد  70تا  3ژن بيد 

ها و كارايي بيان ژن وابسته به فاكتورهوايي نظيور 

و روش هاي مورد اسوتفاده   DNAسيستم بافريد غ ظت 

در تزريق مي باشد. لذا در مراال بعدي غ يه بر ايد 

مشكلات مورد توجه قرار گرفت به طوري كه ضوود سواده 

كردن تكنك و كم كردن هزينه ها كوارنيي را افوزايش 

مي دهند تا در عوول بتووان در تكنولووژي تك يور و 

پرورش نبزيان تعداد زيادي از ماهيان ترانسژنيك را 

ايجاد كرد. بنابرايد روش اسوتفاده از اسوپرم جهوت 

مفهوم بكارگيري اسوپرم انتقال ژن مطرح شد. اگر  ه 

به عنوان يك ناقل مسئ ه جديدي نيست ب كوه در سوال 

بووا وارد كووردن ژن خووارجي بووه  (Brackett)براكووت  1971
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بور روي  (Fareeman)فريود  1987اسپرم خرگوش و در سال 

ماكيان ايد تحقيوق را انجوام داده انود و در سوال 

ش ايد تكنيك را بور روي موو (Lavitrano)لويترانو  1989

تكنيوك  (Khoo)كهوو  1992به كار گرفته است. در سوال 

استفاده از اسپرم به عنوان ناقل را جهت وارد كردن 

ژنهاي جديد به ماهي زبر به كار گرفوت. هوچنويد در 

و هوكاران جزئيوات انتقوال ژن  (Xie)ايكسي  1993سال 

بر  (Electroporation)از طريق اسپرم به كوك التروپورشد 

را شوورح  (Crucian)و كووارا   (Loach)وچ روي ماهيووان لوو

و هوكاران انتقال  Sinداده اند. در هوان سال )سيد( 

را با هوويد تكنيوك شورح  (Chinook)ژن به ماهي  نو  

دادند. در  ايد نوشتار جزئيات دستكاريهاي ژنوي در 

 ماهيان با ذكر م الهايي بررسي شده است. 

 به كار گيري پروموتر از ژن ماهيان  -1-1

گزارشهاي اندكي در ارتياط با تحقيقات به كوارگيري 

پروموتر از ماهي در دستر  است. در مواهي قوزل نلاي 

رنگيد كوان دو فرم مشوابه از ژنهواي متوالوتيونيد 

قادر بوه  Bوجود دارد. اگر  ه پروموترژن  B,Aبنام 

بيان  ژن  گزارشگر در محيطهاي  كشت سو ولي  اسوت. 

در سو ولهاي  Bومووترژن ولي درباره ايود ويژگوي پر

ماهي اطلاعات كوي وجوود دارد. بوه منظوور طرااوي و 

كتورهاي مناسب براي ما هي و مطالعه تنظيم بيان ژن 

 Bدر داخل بدن و شورايط نزمايشوگاهي پرومووترن ژن 

نقوش  PCRمتالوتيونيد  ماهي قزل نلا جدا شد. پس از 

نن در بيان ژن در لاينهاي س ولي انسان و ماهي توسط 

به كار گرفته شد. به هويد منظور وكتور  (Hong)هونگ 
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كي وباز است طرااوي  6/4كه داراي  PtMTb – CATبنام 

افووت بوواز وكتووور مربوووط بووه  261گرديوود. اوودود 

 (tMTb)متالتيونيد قزل نلاي رنگيد كوان  Bپروموترژن 

 (CAT)كي و باز نن ژن ك رامفنيكل استيل ترانسفراز 

 7/2و هوچنويد  SV40ن ويرو  و سيگنال پ ي ادنيلاسيو

بووده  18PUCكي و باز نن قطعه اي مربوط به پلاسويد 

 pBL – CATاست هوچنيد طرااي نن بور پايوه سواختوان 

پرايووري  BLتكويل شده بود. بوه طووري كوه طرااوي 

داراي سووكانس اوليگونك ئوتيوودي بوور اسووا  رديووف 

ماهي قزل  MTbژن  221تا  250از  5نك ئوتيدهاي سوت 

بوده و داراي محل ويژه اي جهت برش توسط ننوزيم نلا 

EcoRI  بوده است. هوچنيد در ساختوان پلاسويدptMTb – 

CAT  جفت بازي پرومووتر  261قطعهtMTb  در ج ووي ژن

CAT   در سوواختوانCAT pBL-  قوورار گرفتووه اسووت. در

كنار ايد  هار وكتور ديگر طرااي گرديدد كوه شوامل 

1-2CAT-pBL ر تيويوديد كينواز كه در نن پرومووت(TK) 

قورار داده شوده بوود.  CATويروسي در بالا دست ژن 

2-3CAT-pBL   2بر اساCAT-pBL  كه در نن پرومووترTK 

كه در پلاسويويد   E2CAT-pTK-3برداشته بود طرااي شد 

2CAT-PBL  جفووت بوواز تكووراري از اينهنسوور  72تعووداد

SV40(Enhancer)  بووه صووورت دوبوول بووه ابتووداي ژنCAT 

جفوت بواز  850كه تعوداد  PhMT IIA-4ه شده بود. اضاف

از پروموووتر نن  Hind III/NcoIداراي محوول ويووژه بوورش 

در   CATبوووه ژن IIA(Hmt(انسووواني  AIIمتوووالوتيونيد 

 سووووووووووووووووووووووووووووووووووووووووواختوان
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 3CAT-pBL   4اضافه شده بود ايود وكتورهوا بوه روي 

ساني بوه كوار گرفتوه  لايد س ولي ماهي و يك لايد ان

 5/3 ولها بووا ميووزان شوودند. طوووري كووه در نن سوو

پلاسويد نلوده شدند جزئيات نتايج  DNAپيكومولار از 

 در جدول شواره يك نمده است. 

سنجش فعاليت پرومووتر در يوك لايود سو ولي  -1جدول 

 انسان و  هار لايد س ولي ماهي

 

 Cell lines Constructs 

PSM A2 EPC RTH HepG2 

0.43 

cn.b. 

100.00 

0.55 

0.43 

(0) 

0.40 

(0) 

0.96 

13.26 

(13.84) 

5.66 

(5.91) 

0.52 

cn.b. 

100.00 

0.74 

4.53 

(6.16) 

11.62 

(15.80) 

3.71 

99.28 

(26.64) 

98.12 

(26.33) 

0.27 

3.67 

100.00 

0.5 

10.95 

(21.9) 

1.02 

(2.04) 

3.68 

139.00 

(37.77) 

106.67 

(29.00) 

1.16 

3.14 

100.00 

1.40 

39.11 

(27.94) 

7.18 

(5.13) 

14.11 

480.69 

(34.07)+

227.48 

(16.12) 

b0.13 

1.00 

100.00 

0.10 

0.33 

(3.30) 

0.11 

(1.10) 

1.21 

72.56 

(69.20) 

13.90 

(11.50) 

pBL – CAT3 

pBL – CAT2 

pTK-CAT2E 

ptMTb CAT 

+zinc 

 

+cadmium 

 

CATAphMTII 

+zine 

 

+cadmium 

 

EPC (Carp epithelioma Papulosum) , PTH (Rainbaw trout hepatoma)  

Hep (Human hepatoblastoma) , PSM (Xiphophorus interspecific 

melanoma) , A2 (xiphophorus xiphidium emryonal epitheloid )  
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جهت بررسي اثرالقاء ف وزات بور روي ژند لايود هواي 

CAT ,  – AphMTII -ptMTbس ولي ماهي نلوده بوا پلاسوويد 

CAT  تحوت اثور ساعت قيول از برداشوتد  48براي مدت

2ZnCI   2ياCdCI  قرار داده شدند. سنجشCAT  بر طيوق

انجام شوده  1990در سال  (Friedenreich)روش فريديد ريچ 

كه در نن فعاليت پروموتر بوه وسوي ه درصود تيوديل 

CAT  بوووا مقايسوووه اسوووتيل ك رامفنيووول(3-Ac)  و

 زير تعييد شد. به شرح  (Cm)ك رامفتيكل 

 

هاي س ولي بوه جوز لايود  در توام لايد tMTbپروموتر 

فعال بوده است. بنابرايد القواء ناشوي  PSMس ولي 

بسوتگي بوه منشواء  tMTbاز ف زات بر روي پرومووتر 

س ولها و نوو  ننهوا دارد عولاوه بور ايود در بويد 

 هارلايد س ولي بيشتريد القاء در فعاليوت پرومووتر 

در  EPC 2A ,بوده اسوت و لاينهواي  RTHدر لايد س ولي 

بعد قرار داشتند. ايد نتوايج در كنوار ايود مراتب 

اقيقت كه در مهره داران سنتز عوده متالوتيونيد در 

كيد اتفا  ميافتد نشانگر ايد است كهد ايود تكنيوك 

ميتواند روشي براي ابوزار ژن متواتيونيد در سواير 

را  tMTb= CAT pانوا  س ولها باشد. هوچنيد پلاسويد 

يكي از دو سو ول مرا وه جنينوي مواهي  به سيتوپلاسم

مدوكا از طريق ميكرواينجكش تزريق كردند و مشواهده 

در تعداد محدودي از جنيد هوا بوراز  CATشد كه ژن 

شده است. تحقيقات هونگ و هوكواران نشوان داد كوهد 

پروموتر ماهي در س ولهاي ماهي كوارايي بيشوتري از 

يتهاي ساير س ولها نظير انسان داشته اسوتم. محودود

= درصد تيديل 

CAT% 

3-AcCm 

(3-AcCm+Cm) 
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زيادي در استفاده از پروموترهواي  نود گانووه غيور 

بووراي مطالعووات ابووزار ژن در  (Heterologous)متجووانس 

شرايط زيستي و نزمايشگاهي در زمينه توليد ماهيوان 

ترانسژنيك وجود دارد. با توجه به اينكوه پرومووتر 

tMTb  نقش غير محسوسي در بيان ذاتي ژن داشوته اسوت

ت سونگيد القواء شوده و سويب طوري كه تحت اثر ف زا

ابزار ژن گزارشگر موي شوود. ايود پرومووترد بوراي 

ايجاد ماهيان ترانسژنيك بوا ژن سواختواني شوناخته 

 شده و فهم عول ژنهاي جديد مناسب است. 

 بيان ژن هورمون رشد ماهي در باكتريچ -2-1

هورمون رشد يك پ ي پپتيد تك زنجيوره اسوت كوه بوه 

يود و ترشوم موي شوود. در وسي ه هيپوفيز پيشيد تول

مهره داران اوليد نقوش هورموون رشود افوزايش رشود 

سوماتيكي است علاوه بر ايد ماهيوان اسوتخواني ايود 

هورمون در تنظيم شرايط اسوزي و تعادل الكتروليتوي 

بدن و  نديد عول متابوليكي ديگر نقش دارد. ساختار 

ژن هورمون رشد و بيوان نند از مودلهاي مهوم بوراي 

رابطه سا ختووان و عوول پوروتئيد و تنظويم مطالعه 

توسوط سوونگ  1993بيان ژن استد طي تحقيقي كه سوال 

(Song)  و هوكارانش انجام شد جداسازي ژن هورمون رشد

و توليد پ ي پپتيد نن بوه ميوزان بسويار زيواد در 

ميكروارگانيسم ها بررسي شود. در سوالهاي اخيور در 

ك ون شوده  cDNAبسياري از ماهيان ايد ژن از طريق 

است.  از جو ه در يكي از فعاليتهواي تحقيقواتي ژن 

از ايود  (Chinook salmon)هورمون رشد ماهي نزاد  نوو  

طريق جدا و به باكتري اشيرشياك ي تزريق شوده اسوت 
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(Song 1993)  در ايد تكنيك ابتداcDNA  هورمون رشود و

كي و جفت باز بووده و در  cDNA 2/1جدا و ك ون شد. 

طرااووي شوود. سووپس دو تووا پوورو   4SGHpسوواختار 

 ي نن ساخته شد. اليگونك ئوتيدي و پرايور برا

طرااي پروبها و پرايورها بر اسوا  رديوف اسوويدهاي 

امينه به روش باندهاي فسفر دي استري روي فاز جامد 

و  1-7بر اسا  رديف رزيودوهاي  Aانجام گرفت. پرو  

و بوه طرااي شودند  166-172بر اسا  رزيدوهاي  Bپر  

وسووي ه الكتروفووورز روي ژل اكريوول نميوود خووالد 

بور اسوا   2و1گرديدند. هوچنيد طرااوي پرايورهواي 

انجام شود. سوپس نمپ وي فيكاسويون ژن  cDNAالگوي 

بوه  PCRانجام  و محصولات  PCR هورمون رشد به وسي ه

وسي ه الكتروفورز روي ژل نگاروز  وك و بوا اتانول 

سوويد لازم بوراي رسو  داده شدند و در قدم بعودي پلا

 cDNAبيووان ژن طرااووي گرديوود. و ژن مووديفاي شووده 

 Bam HI , Ecoهورمون رشد به وسيه ننزيوهاي برش دهنده 

RI  برش به ناقل پلاسويدي كه نن هم به وسوي ه هوويد

 ننزيوها برش شده بود منتقل شد.

وارد  Ecoli JM105سپس پلاسويد طرااي شده بوه بواكتري 

 Aي ه پرو  نشانه گذاري شده گريدند نو تركيب به وس

نها وارد شده بوود. مشخد شدند. ك ونهاي كه ژن به ن

ناميده شدند. اگور  وه جهوت تدئيود  pmAK5به نام 

بيشتر مجدد ايد ك ونهوا تحوت اثور ننزيوهواي بورش 

هيربود  Bدهنده قرار داده شدند و با پورو  نشوانه 

اواوي  Ecoli K12 – JM105شدند. سپس اشيرشيا كولي هواي 

كه داراي ژن هورمون رشود بودنود در  pmAK5پلاسويد 
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ك ووون شوودند. پووس از انكوباسوويون  YTمحوويط كشووت 

باكتريها با ايزوپروپيل دي تيوگوالاكتو پيرانوزيود 

(IPTG)  درجوهد سو ولها  37ساعت در دماي  4براي مدت

-SDSاول و بوا  (Laemmli 1971)جدا و در بافر لايو وي 

PAGE يج نشان داد كه بوه و كواسي بررسي شدند. نتا

درصد از مجوو  توام پروتئيد  6-10طور تخويد ميزان 

س ولي در اشيرشياكولي مربوط به ژن هومون رشد بوده 

 است. 

 

انتقال ژن به تخم ماهي از طريق ميكروپيل بوا  -3-1

 ميكروپيپت 

بريم و هوكاران در تحيقيقي ژن هورمون  1998در سال 

بوه صوفحه زايواي  رشد انسان را از طريق ميكروپيول

روز  90ماهيان تيلاپيا انتقال دادند رشد ماهيان طي 

ماهي مواده را  5يا  4بررسي شد. جهت تك يرد تعداد 

در كنار يك ماهي نور قورار دادنود بوه طوريكوه در 

زمايشگاهي  تخوك گذاري ماهيان ماده انجوام شرايط ن

 10و با اسپرم لقاح شدند. تخوم هواي لقواح يافتوه 

تخوك گذاري   در شرايط مصنوعي برداشته  دقيه پس از

شدند. توام تخم ها بوه انكوو باتورهواي ويوژه بوا 

منتقل شدند و توا زموان دسوت  Cجريان ن  و دماي 

كوواري نگهووداري گرديدنوود. تزريووق بووه تخووم هووا در 

ساعت پس از تخوك  40-43و  21-24دقيقه و  10زمانهاي 

ار پلاسويدي كه در انتقوال ژن گذاري انجام شد. ساخت

در  pXGH -1به تيلاپيا بوه كوار گرفتوه شود بنوام 

 31/9نشان شوده اسوت. ايود پلاسوويد داراي  4تصوير 
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 BPV-1كي و بواز از قطعوه اي از  35/2كي وباز شامل 

 , EcoRIكه داراي دو محل ويژه برش توسوط ننزيوهواي 

Bam H1  ساختوان پلاسوويد  -4مي باشد. تصويرpXGH-1 

و جايگاههاي مورد شناسايي ننزيوهاي برش دهنووده از 

كي و باز نن از قطعه اي از پلاسوويد  46/2طرب ديگر 

pBR322  كي و باز نن كه داراي دو محل ويژه برش  4و

در دو انتهاي خود مي باشود مربووط بوه  Eco RIتوسط 

و ژن هورموون رشود  mMTIپروموترمتالوتيونيد مووش 

تصل كرده اند بوده است. اگر كه به نن م hGHانسان 

كي ووو بوواز نن مربوووط بووه  8/1 ووه از ايوود مقوودار 

كي وو بواز نن  7/1پروموترژن متوالوتيونيد مووش و 

مربوط به ژن ساختواني هورمون رشد انسان بوده است. 

در ژن هورمون رشد نوااي اگزون و انترون و ترتييات 

غير قابل ترجه در  , ده بوود هوچنويد در طرااي شو

 5/0ژن هورمون رشد انسان قطعه اي به اندازه  سوت 

طرااي شده كوه داراي مح هواي  wesgtكي و  از فاژ 

ويژه اي جهت برش توسط ننزيوهاي بورش دهنوده بووده 

كوه در  hGHاست. علاوه بر ايد براي قطعه اي از ژن 

ايجاد موي شوود  Bg1 II , Pvn IIو ننزيم اثر برش توسط د

پرو  طرااي شده بود تزريق در يك پتري ديوش پور از 

و دو پيپوت  (Wild M8)ن  بوه كووك استريوميكروسوكوپ 

انجام شد. تخم ها به كوك يك ميكروپيپت نگهدارنوده 

كه سر نن به شكل فنجان طرااي شده بود مكش و ت ييت 

شد. سپس به كووك و از اركت ننها به طرفيد ج وگيري 

 DNAميكرومتر مح ول ااوي  5ميكروپيپت دوم به قطر 

از طريق ميكروپيل به صفحه زاياي تخم ها تزريق شد. 
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به كوك فشار هوا به  DNAكپي از   610مقدار تقرييي 

هر تخم تزريق شده اسوت. جزئيوات تزريوق و هوچ توا 

 ذكر شده است.  2روز در جدول شواره  90مرا ه 

د تخوهاي مورد تزريقد هوچ شوده و موا تعدا -2جدول 

 روز  90هيان پس از 

Number of in 

Jected fish (n) 

Surviving to 90 

Days of age (n) 

Hatching rate of in 

Jected eggs 

(controls) 

Hatched Injected Time of injection 

(after spawning) 

5(25%) 

18(51%) 

44(98%) 

 

67(67%) 

66% 

77% 

90% 

 

(75%) 

20 

35 

45 

 

100 

30 

45 

50 

 

125 

10 min 

21-24 h 

40-43 h 

ماهي بواقي مانوده از  18روز از تعداد 90در پايان 

ساعت پس از تخم  20-24تخم هايي كه در فاص ه زماني 

توا از  3ريزي مورد تزريق قرار گرفته بودنود فقوط 

ماهيان سكانس ژن هورمون رشود را دارا بودنود. يوك 

باقي مانده از تخوم هوايي كوه در ماهي  44قطعه از 

سواعت پوس از تخوم ريوزي موورد  40-43فاص ه زماني 

تزريق قورار داده شوده بودنودد ترانسوژنيك شوده و 

سكانس ژن را داشته است. تيلاپيا از جو ه ما هيواني 

است كه داراي كوريون سفت مي باشد. به طوري كه نوي 

 توان كوريون نن را به رااتي با ميكروپيپوت سوورا 

كرد بنابرايد نياز به دستكاريهاي ديگر موي باشود. 

ساده تريد و ضروري تريد راه غ يوه برسود كوريووند 

تزريق از راه ميكروپيل است كوه ايود خوود مسوت زم 

نگهداري و ت ييت تخم مي باشود. تخوم را بايود توا 

زماني در زير استريوميكروسكوپ  رخاند تا ميكروپيل 
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ك نزموايش  نوديد نن قابل روئيت شوود. گواهي در يو

تكرار لازم است تا ميكروپيپت از راه مركز ميكروپيل 

وارد شود. اگر  ه در ايد تحقيق كه موورد دسوتكاري 

قرار داده شده اند در مقايسه با شاهد يكسان بووده 

 است.

انتقال ژن از طريق اسپرم با انكوبه كوردن نن  -4-1

 در سيستم بافري

گزارشوي در خصوو   1992و هوكاران در سال  (khoo)كهو 

ورود ژن خارجي از طريوق اسوپرماهي زبورا و بررسوي 

اينكه نيا ايد ژن به نسل هاي بعد منتقول موي شوود 

ارائه كردند. در ايد تحقيوق اسوپرم را از ماهيوان 

بالغ به دست نودره و نن را در مح ول ااوي پلاسوويد 

نو تركيب كوه داراي ژن گزارشوگر موورد علاقوه بوود 

سپس ايد اسپرم براي  لقاح تخوكهواي انكوبه كردند. 

ماده مورد استفاده قرار داده شد. جنويد هوايي بوه 

دست نمده ااصل از لقواح اسوپرم اواوي ژن خوارجي و 

تخوك تا مرا ه ب وغ مراقيت شوودند هوچنويد ژنوميوك 

DNA   ننها استخراج و بررسي ا ور ژن خارجي منتقول

 شده با تكنيك ساترن ب ووت انجوام شود ژن گزارشوگر

مورد علاقه در ايد تحقيق مشابه پلاسويد استفاده شده 

 pUSV – CATپلاسوويد  1989در سوال  (Chong)توسط جونوگ 

ديده موي  5بوده است. ساختوان ايد پلاسويد در تصوير

 (CAT)شود ژن گزارشگر كرامفنتيل استيل ترانسوفراز 

انتخا  شد. زيرا محصول ايد ژن به سرعت و به سادگي 

رار مي گيرد و علاوه بر ايود ننزيووي مورد نزمايش ق

مشووابه ايوود در سيسووتم ننزيوووي يوكاريوتهووا وجووود 



 18 

داراي ترتييوات تكوراري  PUSV – CATندارد. پلاسويد 

و  Rous sarcomaبووراي اتوووام از ويوورو  روزسوواكروما 

در شوورو  بوووده اسووت. مزيووت  SV40پروموووتر ويوورو  

يل استفاده از ماهيان زبرا جهت ايد نزمايشات به دل

دوره كوتاه ايجاد نسل در ننها مي باشد. به طوريكه 

روز هچ مي شوند و در فاصو ه  4تا  3تخم ها در عرض 

ماه ماهيان بالغ مي گردنود. هوچنويد  4تا  3زماني 

توليد ماهيان و نگهداري و مراقيت از لارو ننهوا در 

شرايط نزمايشگاهي امكان پذير است. لقاح تخوك هواي 

هاي اسپرم كوه در معورض پلاسوويد ماهي زبرا با س ول

نوتركيب قرار گرفته بودنود انجوام شود. جهوت دسوت 

سانتي متور  3-4نوردن اسپرم نرهاي بالغ به اندازه 

ماه را تشريم كردند. سپس بي ه ها را جدا  3-4و سد 

قورار دادنود.  PBSميكروليتر بوافر  100كرده و در 

به  ننگاه ننها را در يك كاغذ پارافيد قرار داده و

نرامي خرد كردند. سوسپانسيون هووژن تهيوه شووده از 

مي ي ليتري منتقول  5/1بي ه هاي را به اپندروفهاي 

كردند. تكه هاي بافتي به وسي ه سانتريفوژ بوا دور 

g800  .براي مدت يك دقيقهد در دماي اطا  جدا كردند

سپس مح ول رويي را بوه اپنودروفهاي اسوتريل ديگور 

 900ول رويوي اواوي اسوپرم منتقل كردنود. بوه مح و

اضافه نوودند. در ادامه پس  PBSميكروليتر از بافر 

سوانتريفوژ  4000دقيقوه بوا دور  3ننها را به مودت 

كرده و مح ول رويوي را مجودداج جودا نوودنود. ايود 

فرنيند را  دو مرا ه تكرار كردند. پوس از شستشووي 

ميكروليتوري از  25نهايي اسپرمها را در سپانسويون 
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قرار دادند. به ايد سوسپانسيون نماده پلاسويد  بافر

pUSV-CAT  .كه به فرمهاي خطي و ا قوي بود اضافه شد

دقيقه در  40تا  30پس از مخ وط كردن براي ايد مدت 

درجه سانتي گوراد انكوبوه گرديدنود. سوپس  22دماي 

تخوكهاي رسيده را از ماهيان ماده بوه دسوت نوردهد 

مساوي تقسيم كردندد يك  در يك پتري ديش به دو قسوت

ميكروليتور از سوسپانسويون  25قسوت به نراموي بوا 

ااوي اسپرم كه با يلاسوويدانكوبه شوده بوود و نصوف 

ديگر نن را با اسپرم شواهد كوه تحوت تيوارپلاسوويد 

قرار نگرفته بود لقاح دادند. به كوك نوونه برداري 

از لاروها خا در سد يك هفتگي و برش بالوه سوينه اي 

اسووتخراج و بررسووي بووه روش  DNAاهيووان بووالغ از م

با ك رامفنيول نشوانه دار  DNAساترن ب وتينگ روي 

به عنوان سربستر انكو به شود فرم اسوتي ه شوده نن 

توليوود خواهوود شوود كووه پووس از جوودا سووازي بوسووي ه 

كروماتوگرافي قابل تشخيد است. نتايج نشان داد كهد 

زاده  در ماهيوان و CATپلاسويد اواوي ژن گزارشوگر 

 CATهاي نسل بعد نن ظاهر مي شوود. سونجش ننزيووي 

روي ماهيان و زاده ها نشانگر عدم ابرازژن به پ وي 

و  (Stuort)پيتيد بوده است. از طورب ديگور اسوتيورات 

روش ميكرواينجكشد را با هويد  1990هوكاران در سال 

پلاسويد بر روي هويد گونه ماهي به كوار گرفتنود در 

ن بوه پ وي پييتيود صوورت گرفوت ايد تحقيق ابورازژ

بنابرايد عدم بيان ژن به ع ت خصوصيات ذاتي ماهيان 

يا عدم شركت پروموتريلاسويد در رونويسي نوي باشودد 

اغ ب باشد  موكد است ژني كه با اسوتفاده از ناقول 
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اسپرم وارد مي شود تغيير كرده و ترتيب جديدي پيدا 

ب در نوايد به طوري كه ژن بيوان نشوود. ايود اخوتلا

ابرازژن وابسته به دقوايقي اسوت كوه در مقدموه ژن 

يرد در ميكرواينجكشود  خارجي )پروماتور( صورت مي گ

پلاسويد در مرا ه ميتوز به ميزبوان  DNAاستيوراتد 

معرفي شده اسوت. تعوداد ديگور از محققوان بوا بوه 

كارگيري پلاسويدها و كار روي ساير ماهيان نيز عودم 

د. يكي از دلايل عدم بيان بيان ژن را گزارش كرده ان

ژن ناشي از ايد است كهد پرومووترو اينهنسور موورد 

استفاده در ماهي به عنوان نوااي شرو  شناخته نووي 

شوند. به نظر نوي رسد كه شكل خطي بودن يوا ا قووي 

براي انتقال نميوز ژن در مواهي تودثيري  DNAبودن 

اثرات مشوابهي از  DNAداشته باشد ب كه هر دو شكل 

 نشان مي دهند.  خود

 RSVدر نن قطعه  pUSV-CATدياگرام پلاسويد  -5تصوير 

LTR , CAT  و نوااي پرومووتر و اينهسونرSV40  نشوان

داده شده است جايگاه برش توسط ننزيوهاي برش دهنده 

مي با شد در اثور بورش  K , (Ps II) P , (Sal I)S (Kpn I)شامل 

 و جفت بازي كي 24/3و  63/4دو قطعه  Ps IIتوسط ننزيم 

 ايجاد مي شود. 

انتقال ژن از طريق اسپرم با الكتروپورشود در  -5-1

 سيستم بافري

و هوكاران انتقال ژن بوه موا  (Sin)سيد  1993در سال 

هووي نزاد  نووو  را از طريووق اسووپرم بووه كوووك 

الكتروپورشد انجوام دادنود. بوراي ايود منظوور از 

ايود ( 6اسوتفاده كردنود )تصووير  pRSV-LacZپلاسويد 
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 و ناايوووووووه اتووووووووام LacZپلاسوووووووويد نن 

 (Rous sarcama virus) RSV  و قطعووه اي از ژنSV40  و دو

داشته اسوت.   Pst I , Hind IIIناايه برش توسط ننزيوهاي 

س ولهاي اسپرم جهت الكتروپورشد در شرايط دماي سرد 

ناشي از ن  يخ در طي نزمايش نگهوداري شوند. اودود 

يم مي وي ليتور از بواز نيم مي ي ليتر اسپرم با نو

HEPES  ميكروگرم پلاسويد مخ وط كرده و ننها  10ااوي

را در معرض پالس ميدان الكتريكوي  بوا قودرت هواي 

 3متفاوت قرار دادن جزيئات نتايج در جودول شوواره 

 بيان شده است. 

ولوت بور  625نتايج نشان دادد كه در قودرت ميودان 

سويت مي وي ثانيوه اسوت ن 6/18سانتي متور و پوالس 

بوده  20به  2ماهياني كه پلاسويد را دريافت داشتند 

ايود  6/18و پوالس  1150است. هوچنيد در قدرت ميدان 

بوده است. اگور اسوپرم داراي تحريوك  20به  1نسيت 

باشد خواهد توانست غشاء سيتوپلاسووي  (Motility)پذيري 

تخوك ارتياط برقرار كورده و بوه نن نفووذ نوايود. 

ريك پذيري اسپرم شاخد مناسيي جهت بنابرايد سنجش تح

تشخيد توانايي نن در لقاح است. ايد تحريوك پوذيري 

موكد است تحت تدثير رقيق كننوده هوا قورار گيورد. 

نشان داد كهد رقيق كوردن  1993در سال  (Billard)بيلارد 

درصود  100براي داشتد  100به  1اسپرمها به نسيت به 

اح لازم موي اسپرم با تحريك پذيري مناسوب جهوت القو

باشد. با ايد وجود رقت انجام شده در ايد تحقيق به 

شايد تخويد مناسيي نيوده است. از طرب  1به  1نسيت 

ديگر موقعي كه ميدان قوي تر يا پالس طولاني تر شود 
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تحريك پذيري اسپرم كاهش مي يابد. عيد هويد مسوئ ه 

در زمينه الكتروپورشد روي كشت هواي سو ولي گوزارش 

هوچنيد قدرت يوني بافر هوم روي توانوايي  شده است.

زيست اسپرم ميثر است. در ايد تحقيوق اخوتلاب معنوي 

داري بيد ميزان بافي ماندگي تخم هايي كه تحت اثور 

ميدان الكتريكي و پوالس هواي مخت وف قورار گرفتوه 

بودند با تخم هايي كه تحت سيستم بافري بدون پوالس 

ه از نظور قرار داده شدند مشاهده نشوده اسوت. ب كو

باقي ماندگي مشابه بوده اند. هوچنيد رشد جنيني در 

تخم هايي كه تحت تويار بافري قرار داده نشدند بوا 

تخم هايي كه تحت تويار بافري قرار گرفته بودنود و 

تخم هايي كه تحت الكتروپورشود بونود يكسوان بووده 

است. اختلافي كه در نتايج الكتروپورشود بوا اسوپرم 

ست. كارايي ميزان ورود پلاسويد بوه گون هاي مخت ف ا

سوو ول گيرنووده در الكتروپورشوود بووه نووو  سوو ول 

پارامترهوواي مخت ووف ديگووري بسووتگي دارد. سوويد و 

هوكاران گزارش كردند كه د در خصوو  ورود يوا عودم 

پلاسويد به ميزبان اطلاعي ندارند اگر  وه  DNAورود 

ميزبوان را مشواهده  DNAپلاسويد بوا  DNAباندي از 

بوا وزن  DNAولي در عيد اوال بانودهايي از  كرند.

م وكولي كم را هم مشاهده كردند. نظير ايود پديوده 

 1989در سوال  (Kozlov)روي ماهي لوو د توسوط كوزلوو 

تا  6گزارش شده است. علاوه بر ايد در ماهي قزل نلاي 

ماه پلاسويد خارج كروموزومي گزارش شده است. اگر  12

ويد خطووي و ا قوووي از پلاسوو 1992 ووه كهووو در سووال 

استفاده كرد و گزارش كرد كه هور دوي اينهوا خوارج 
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 DNA 1989در سووال  (Chong)كروزومووي هسووتند جانووگ 

پلاسويدهاي خطي و سوپر كويل را به تخوم هواي لقواح 

 DNAيافته مدوكا تزريوق كورد و مشواهده كورد كوه 

دقيقه به صورت به هوم پيوسوته  5پلاسويد خطي پس از 

سوپر كويول را  DNAگر زماني كه مي شود. از طرب دي

پلاسوويدي در سوه فورم  DNAتزريق كرد مشاهده كورد 

سوپر كويل و ا قوي با يك شكسوت و وااودهاي متعودد 

 ا قوي وجود دارد. 

اثرات الكتروپورشود بور اسوپرم بوا  -3جدول شواره 

DNA  منتقل شده 

Proportion of fish 

Carrying RSV- lacZ 

Pulse length 

(ms) 

Field strength 

(V/cm) 

0/40 

0/20 

0/20 

0/20 

2/20 

0/20 

1/20 

0 

7.7 

18.6 

7.7 

18.6 

7.7 

18.6 

0 

250 

 

625 

 

1150 

 انتقال ژن به تخم ماهي از طريق الكتروپورشد -6-1

و هوكواران انتقوال ژن بوه  (Xie)ايكسي  1993در سال 

تخم ماهي را با الكتروپورشد انجوام دادنود. بوراي 

جهووت انتقووال ژن  pMhGHويد ايوود منظووور از پلاسوو

 1500استفاده شد. ايد پلاسويد داراي قطعه اي شوامل 

جفت باز از ژن هورموون رشود بوودهد كوه در نن سوه 

انترون نخري از  هار انتروژن هورمون برداشته شوده 
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 Hind IIIخطي به وسي ه ننوزيم بورش دهنوده  DNAبود. 

مورد برش قرار داده شد. سوپس قيول از اسوتفاده در 

كتروپورشد به وسي ه فنل و ك روفرم خاصل شد. هور ال

مي وي  2شوامل  TAE1خطي و ا قوي در بافر  DNAدو 

بوا غ ظوت  COOH3CH – Trisمي ي مول  90د   EDNAمول 

ميكرو مول اول شوند. سيسوتم الكتروپورشود  100هاي 

( خوازن DCولت بر   500د Eانتقال شامل پاوسوپلاي ) 

د ميكروفوواراد(د  150د 22د 07/0د  042/0د Cر )متغييو

 180د  20د  2Rكي واهم( و مقاومت ) 0-1د  1Rمقاومت )

و محفظوه  K 2, K 3K ,1اهوم( و ك يودهاي  1000د  500د 

بوده است. محفظه نوونه يك  جعيه پلاستيكي  (S)نوونه 

سانتي متور عورض و  5/0سانتي متر طولد  2به ابعاد 

. الكترودها سيم هاي پلاتينيم به عوق طرااي شده بود

مي ي متر بوده است. الكترودهوا در كنوار  5اندازه 

 سانتي متر قرار داده شدند.  2جعيه پلاستيكي در طول 

 Misgumusدر ايووود نزمايشوووگاه  از مووواهي لووووچ 

anguillicaudatus   و مواهي كواراCarasius aurotus  اسوتفاده

رمووني قورار شد. مولديد ايد ماهيان تحت تيووار هو

گرفتند و لقاح انجام شد. تخوهاي لقواح يافتوه بوه 

برداشته شود.   1996در سال  (Zhu)روش مشابه روش زئو 

سپس تخوهاي فاقد كوريوون را در مح وول محفظوه كوه 

ااوي پلاسويد و ژن بيگانه طرااوي شوده در نن بوودد 

قرار دادند و پالس الكتريكي برقرار شد. طول مدت و 

غيير بود. سپس تخوهايي كه تحت تدثير ولتاژ پالس مت

الكتروپورشد قرار داده شدند با دقت به پتري اواوي 

بوا توراكم كوم انتقوال داده  Holtfreterمح ول توازه 
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شدند. در طي نزمايشان جنيد هاي غير طييعي شوارش و 

ما هيان انگشوت قودر و  خارج گرديدند. از جنيد هاد

و بوا وت و اسوتخراج  DNAباله دمي ماهيوان بوالغ 

ساترن ب وتينگ مورد نزموايش قورار داده شود. سوپس 

نتيجه ااص ه از دوت ساترون ب وتينگ به غشاء نيترو 

س ولزي منتقل شده ننگاه به غشاء نيترو س ولزي بوا 

پرو  داراي قطعه اي از ژن هورموون رشود كوه توسوط 

تهيه شده بوود و داراي فسوفر  EcoRI – Bgl IIننزيوهاي 

شودند. نتوايج نشوان داد كوه بواقي  بود هييريد 32

ماندگي جنيد هاي ماهي لوچ و كارا  در معورض پوالس 

مي وي  6/6ولت به ترتيب بوا مودت هواي بويش از  250

مي ي ثانيه كواهش موي يافوت. از طورب  4/2ثانيه و 

ديگر پالس ولتاژ كم صدمه كوتري از پالس ولتاژ بالا 

در جنيد ايجواد موي كورد طووري كوه هواننود سوازي 

وارد شووده در مرا ووه بلاسووتولا صووورت  DNAتييووات تر

گرفته است. ولي پيك نن در مرا ه نخر گاسترولا ظاهر 

شده است. اگر  ه به دنيال نن د ار تغيير موي شوود 

اما مقداري از نن تا مرا ه ع  ه سازي باقي مانوده 

 بودد مشخد شده است. 

كامول از ده  DNAنووايش اتوراديووگرافي  -8تصوير 

بلاسوتولا       B:ي لووچ در مرااول مخت وف رشود جنيد ماه

:G        گاسوووترولا:T        مرا وووه شوووكل گيوووري دم

:M مرا ه شكل گيري ع  ه بررسي نتايج دوت  ب وتينوگ

 (Efficiency of gene transfer)نشان دادد كارايي انتقال ژن 

GTE  و تعداد كپي ژن انتقال يافته بوه ژنووم(Copy 

number per genome) CNP  وقتي زمان در معورض گوذاري در
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تغيير مي كرد افزايش مي يافتند. ولي   48/0-8/7رنج 

مي وي  6/9وقتي زمان در معورض گوذاري بوه بويش از 

ثانيه مي رسيد اثرات عكس نن مشواهده شود. هور دوي 

CNP , GTE  .با افزايش پالس ولتاژ افزايش مي يافتند

تدئيود  >P 05/0و  >P 001/0ايد نتايج به ترتيب بوا 

تحت شورايط  %5/62عدد  GTEشده است. بيشتريد تعداد 

97/0  =T  22مي ووي ثانيووه و C=  ميكروفوواراد وR2 

 ولت بوده اسوت.  300اهم و ولتاژ برابر  20برابر با 

CNP , GTE  انتقال يافته به مواهي لووچ كوه هوچنوان

ظرفيت الكتريكي قابل عيور از محفظه زيواد موي شود 

يشوتريد مقودار تعوداد كپوي ژن افزايش مي يافتند ب

 =T 6/6يعني بيش از صد تا در هر جنيدد تحت شورايط 

اهم و  20برابر  R2ميكروفاراد و  =C 150مي ي ثانيه 

ولت ايجاد شده است. در هر نزمايش  250ولتاژ برابر 

تغييرات ظرفيتهاي الكتريكي و فرم خطوي يوا ا قووي 

 CNP , GTEپلاسويد سيب تودثيرات قابول ملااظوه اي در 

شده است. در زمينه ا ثيات ا ور ژن بيگانه در ژنوم 

هر نوونه كوه بوه  DNAميزبان پس از دوت ب وتينگد 

 5انتقووال جوووا  م يووت داده بووود بووه سووه قسوووت 

ميكروگرمي تقسيم شدهد دوتا از ايد سه قسووت موورد 

قوورار داده شوودند.  Xhoيووا  Hind IIIاثوور ننزيوهوواي 

و  هورموون رشود داراي ساترن ب وت بدست نمده با پر

هيربد و اتو رايوگرافي شد. نشان داده شود  32فسفر 

كه تحت اثر ننزيم قرار نگرفتوه  DNAكهد قسوتي از 

 -9كروموزمي بانود داده اسوت. تصووير  DNAدر محل 

بچه ماهيوان انگشوت قود  DNAنناليز بررسي دوت از 
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روي غشاء  DNAميكروگرم از هر نوونة  5مقدار  لوچد

در قطعوه  32ولزي با پروبي كه داراي فسوفر نيتروس 

اواوي  12تا  2بود بررسي شد. لاينهاي  hGHاي از ژن 

DNA  ماهيان مورد نزمايش و لايد يك درE,D  وF  ااوي

DNA  پلاسويدpMhGH  مي باشند ايود لايود بوه عنووان

نوونه بوده  DNAشاهد بكار رفته است.  ون كه فاقد 

 DNAاست. در االي كه پلاسويد بوده  DNAو فقط شامل 

قرار گرفته بوود يوك بانودي  Hind IIIتحت اثر ننزيم 

كي وبوازي  6/15كي وبازي و يك بانود ضوعيف  8/7قوي 

ايجاد شده است. ايد باندها با انوداز  مونوومري و 

منطيق بوده انود نوونوه هواي  pMhGHدي مر پلاسويد 

يك باند گسترده بويد بانودهاي  Xho Iنزيم تحت برش ن

كي وبوازي  6/15شد  قيل و يك بانود ضوعيف در  گفته

ايجاد كرده. در االي كه هيچ محل ويژه اي در داخول 

وجوود  Xho Iبراي بورش توسوط ننوزيم  pMhGHپلاسويد 

نداشته است. ايد نتايج باز گو كنند  ورود تصوادفي 

نسخه هاي متعدد از پلاسويد مي باشد كه موكد است يك 

ل دو پلاسوويد ايجواد دي مر ترانسژنيك در اثر اتصوا

 شده باشد. 

نوايش اتوراديوگرافي ساترن ب وت ماهيان  -10تصوير 

باشود. ايود ماهيوان از كپور كوارا  ترانسوژنيك مي

تخوهايي كه پس از لقواح تحوت تودثير الكتروپورشود 

قرار گرفتند توليد شده انود. مقودار ميكروگوورم از 

DNA  استخراج شودد از بالوه موورد اسوتفاده قورار

بورش  H DNA:برش نشوده  T DNA:لايد كنترل  C:ت. گرف
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بورش شوده تحوت اثور  Hind III :X DNAشده با ننوزيم 

 مي باشند.  Xho Iننزيم 

  CNP , GTE: اثرات پالس ولتاژ روي 4جدول 

a :GTE  001/0داراي اخووتلاب معنووي دار P<    CNP:b  

در ولتاژهووا مووي  >p 05/0داراي اخووتلاب معنووي دار 

 باشد.

  

 bCNP GTE 

(%) 

Number of 

Positive 

fish 

Number of 

Fish 

Analyzed 

Voltrage of 

Pulse (V) 

51-100 11-50 2-10 <1     

 

 

 

 

 

1 

3 

 

 

 

1 

 

2 

6 

1 

 

 

 

7 

1 

16 

11 

1 

 

 

8 

 

5 

0 

0 

16 

0 

14.3 

14.9 

62.5 

50 

0 

0 

16 

0 

1 

24 

20 

2 

35 

4 

100 

6 

7 

161 

32 

4 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 

350 

در  CNP , GTE( اثرات ظرفيت الكتريكوي روي  5)جدول 

ولت بوده است هر  250ماهي لوچ موقعي كه اولتاژ در 

اختلاب معني داري در ظرفيت الكتريكوي  CNP , GTEدوي 

 >p 05/0و  >P 0001/0مخت ف داشته اند كه به ترتيوب 

 , CNPولت بووده  100بوده است. موقعي كه ولتاژ  در 

GTE داري در ظرفيوت الكتريكوي  هيچكدام اختلاب معني

 براي هر بوده است.  <p 05/0نداشته اند و 

   bCNP GTE 

(%) 

Number of 

Positive 

fish 

Number of 

Fish 

Analyzed 

C 
 F

 

Voltrage of 

Pulse (V) 

51-100 11-50 2-10 <1      

 1 7 8 16 16 100 22 100 
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5 

1 

 

2 

5 

5 

3 

16 

21 

3 

 

5 

7 

11 

7.9 

14.9 

57.1 

9 

3 

24 

44 

82 

38 

161 

77 

150 

10 

22 

150 

 

200 

اغ ب الكتروپورشود بوراي انتقوال ژن در كشووت هواي 

س ولي مورد استفاده قرار مي گيرد. اموا بوه نودرت 

براي انتقال ژن در جنيد مورد استفاده قرار گرفتوه 

است. در ابتداي ايود تحقيوق ميوزان بواقي مانودگي 

تحت شرايط مخت ف الكتروپورشود  تخوهاي لوچ و كارا 

مورد بررسي قرار گرفت. كه براي ايد منظور از خازن 

طرااي شده استفاده شد. نتايج نشان داد كه در اثور 

طولاني شدن زمان پالس صدماتي به جنيد ماهيوان وارد 

مي شود. در سيستم الكتروپورشوود طرااوي شوده پوالس 

يوت الكتريكي داراي يك پيوك مووج بووده اسوت و ظرف

قابل عيور از داخل محفظه نوونوه بوه  S(Q(الكتريكي 

شرح زير محاسيه شده است. موقعي كوه يوك پوالس بوا 

 Rميكروفوارادد  150ولتد برابور 250برابر  Eمشخصات 

مي ي ثانيه بكار گرفته  6/6برابر  Tاهم و  20برابر

بوده اسوت. جنويد زايوي  C 5- 10  *34/2برابر  SQشد 

د مووقعي كوه 250وبرابر مقدار ماهي لوچ با ولتاژ د

ميكرو ثانيه افوزايش  30طول مدت در معرض گذاري از 

يابد قطع مي شود. در االتي كه ولتاژ دو برابر شده 

باشد مقدار ظرفيت الكتريكوي كوه از محفظوة نوونوه 

 عيور مي كند را مي تواند به شرح زير محاسيه كرد. 

ايود در  SQطول مدت پالس است و مقودار  tكه در نن 

مي شود. بالاتريد پوالس بوه  C 5- 10*1/5االت برابر 

كار گرفته شده در سيستم خازن و مقاومت براي ايجاد 

سورا  غشاء س ولي كافي نيوده است. بنوابرايد فورض 
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بر ايد گذاشته شده كهد ژن بيگانه از طريوق مجواري 

كه قيل در غشاء قرار داشته وارد مي شود. در تكنيك 

ون و غشوواء تخووم نقووش مهوووي در الكتروپورشوود كوريوو

و هوكوارانش  (Inoue)دارنود. اينوو  CNP , GTEافزايش 

درصد( 4)معتقدند مسائ ي كه باعث پائيد نمدن كارايي

انتقال ژن در الكتروپورشد مواهي مودوكا شوده ايود 

 DNAبوده ا ست كه بدليل وجود كوريون و پيش زردهد 

ووا  پلاسويد نتوانسته وارد تخوك شده و بوا غشواء ت

در  CNP , GTEبرقرار كند. محققان دريافتند كه كاهش 

 فاص ة بيد لقاح و الكتروپورشد زياد مي شود. 

انتقال ژن به تخم ماهي از طريق ميكروپيل بوا  -7-1

 ميكرواينجكشد

و هوكواران از انسوتيتو  (Davies)ديوويس  1992در سال 

تحقيقوواتي بيواريهوواي كودكووان در تورنتووو كانووادا 

پووروتئيد ضوود انجووواد بووه موواهي نزاد  انتقووال ژن

اقيانو  را انجام دادند. طوي زمسوتان در اتلانتيوك 

 -1كانادا دماي نبهاي دريا اغ ب به دمواي تقرييوي 

درجه سانتي گراد نزول مي كنود و يخينودان  -6/1تا 

صورت مي گيرد. مواهي سوالوون اتلانتيوك در دماهواي 

ايد در درجه منجوند مي شود. بنابر -/7پاييد تر از 

پرورش نن در قفس هواي دريوايي بوا محودوديت هوايي 

مواجه مي شوند. كه در دماهاي پواييد موانع ايجواد 

كريستالهاي يخي در بدنشان مي شود قادر بوه زنودگي 

 (Antifreeze Protein)هستند. لذا ژن پروتئيد ضد انجوواد 

AFP  را از ماهي زمستانه فلانودر )نووعي مواهي پهود

به منظور افزايش قدرت مقاومت به كو ك( جدا كرده و 
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دماهاي پائيد به تخم ماهي سالوون اتلانتيك از طريق 

ميكروپيل به كوك ميكرواينجكشد وارد كردند.  نسويت 

 80باقي ماندهگي زاده ها مشابه نوونوه هواي شواهد 

درصد بووده اسوت. ايود نزموايش نشوان داد كووهد در 

ن صورتيكه ژنهاي پ ي پپتيد ضود انجوواد بوه ماهيوا

انتقال داده شود. ايد صوفت در ننهوا بوروز خواهود 

ويژگيهاي ساختواني پوروتئيد  6كرد. در جدول شواره 

هاي مخت ف ضد انجواد در ماهيوان بيوان شوده اسوت. 

ساختوان ثانويوه پوروتئيد ضود  11هوچنيد در تصوير 

 AFP گونگي عوول  12در تصوير  AFPIانجواد نو  اول 

 3هاي يخيد در تصووير در ج وگيري از تشكيل كريستال

كووه در انتقووال بووه موواهي نزاد  AFPسوواختوان ژن 

 استفاده شدد نشان داده شده است. 

: ويژگيهواي سواختواني انووا  مخت وف 6جدول شووار 

 AFPپروتئينهوواي ضوود انجووواد ماهيووان كووه در نن 

گي وپروتئيد ضد انجواد  AFGPپروتئيد ضد انجواد و 

 مي باشد. 

AFP Type 111 AFP Type 11 AFP Type 1 AFGP  
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General 

 

Setructured but 

not distinct 

ND 

Pro- AFT 

12 

No 
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ND 
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ND 

Multiprotein 

8 

Garbohydrate 

Molecular weight 

Primary structure 
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Teriliary struclure 
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150 15 30-40 ND Gene copies 

سوواختوان ثانويووه پووروتئيد ضوود  -11تصوووير شووواره 

از ماهي فلانودر كوه از ايود  (AFPI)انجواد نو  اول 

نو  پروتئيد ضد انجواد سه ساختار فو  شناسايي شده 

رپيچ الفوا دارد. است. ايد پروتئيد يك سواختار موا

گهاي نمفي پاتيك است. بنابرايد با ايد ساختار ويژي

ك بوودن قاب يوت ن  دوسوتي و ن  توجه به نمفي پاتي

گريزي دارد. طوري كه اك ر اسيدهاي نمينه ن  دوسوت 

نن در يك طرب مارپيچ قرار گرفته انود. ايود اسويد 

نمينه با مولكولهاي يج ايجاد پيونودهاي هيودروژني 

مي كنند و در نتيجه از برزگ شودن نن ج ووگيري موي 

 شود. 

روتئيد نوايش  گونگي واكنش ولكولهواي پو -12تصوير 

بووا مولكولهوواي يووخ و در نتيجووه  AFPIضوود انجووواد 

 ج وگيري از بزرگ شدن كريستالهاي يخ.

به طور ترجيحي م ولكولهاي پروتئيد ضود انجوواد  -1

AFPI  به سطم منشوري كريستال يخي در راستاي مووازي

از طريق پيوندهاي هيدروژني و دو قطيوي  221ف ش  با

 متصل مي شوند. 

اكنشها مولكولها دو قطيي ن  بيد در نتيجه ايد و -2

 AFPدو قطيي هاي مارپيچ الفا پروتئيد ضود انجوواد 

مولكولهواي ن  را از  AFPقرار مي گيرند. بنابرايد 

مولكولهاي ن  خارج مي نوايند دستر  پيوند با ساير 

و از بزرگ شدن كريستال در سطم منشوري ج وگيري موي 

 كند.
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خي در سطوح بوالا ت هنوز كريستالهاي يدر ايد اال -3

 و پائيد خود توانايي بزرگ شدن را دارند.

ديگري به كريستالهاي يخوي جديود  AFPمولكولهاي  -4

 متصل مي شوند. 

در هويد اال فرنيندهاي فو  ادامه موي يابنود و  -5

 در نتيجه كريستال يخي به صورت منشوري مي شود. 

كوه در انتقوال بوه  AFPنوايش ساختار ژن  13تصوير 

  2A-7نزاد استفاده شده است. پلاسويد خطي شوده  ماهي

بوه  ecoR Iاز دو موقعيت مح هاي برش توسط ننوزيم   

به دست نمده  pUC-9مي باشد كه از پلاسويد  DNAداخل 

ماهي فلاندر كه منتقل شده با خط توك نووايش  DNAو 

فلانودر مسوطتيل نشوان  DNAداده شده است. در داخل 

ي و باز مي باشود. قسووت به طول يك ك AFPدهنده ژن 

هاي هاشور نخورده مسطتيل نشان دهنده اگزونهوواي ژن 

AFP  و قسوت هاشور خورده معرب ترتييات فاص ه انداز

 Hind III (H) , Sstمي باشد. مح هاي برش توسط ننزيوهواي 

(S) , Bam HI (B) 7/1نيد يك پرو  به طوول مي باشد. هوچ 

قورار   Sst Iيم كي وباز كه بيد دو محل برش توسط ننز

 گرفتهد مشخد شده است. 

بررسي امكان وراثت ژن منتقل شده به نسل هواي  -8-8

 بعد

كوه  pUSVCATپلاسوويد  1992كهو و هوكواران در سوال 

بووود از طريووق اسووپرم بووه  CATاوواوي ژن گزارشووگر 

ماهيان زبراتو منتقل نووند. نتايج ااص ه نشان داد 

ي نسول اول و كه پلاسويد ااوي ژن در ميوان زاده هوا

دوم ظاهر شده است. پلاسويد در طي لقواح اسوپرم بوا 
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تخوك قاب يت  انتقال به نسل جديد را داشوته اسوت. 

هوچنيد در بسياري از االات پلاسوويد معرفوي شوده در 

. ماندميزبان اغ ب به صورت خارج كروموزومي باقي مي

الگو موكود اسوت وارد ژنووم  DNAاليته قطعاتي از 

والود  7غير موزائيك در يكي از مجوو  شوند و االت 

ترانسژنيك ماهي زبرا ديده شد. ولي شوش تواي ديگور 

 االت موزائيك داشته اند. 

نتوايج انتقوال ژن از طريوق اسوپرم بوا  -14تصوير 

سيستم انكوبه كردن در بافر روي ماهي زبورا كوه در 

ماهي ترانسژنيك بوا ماهيوان غيور ترانسوژنيك  7نن 

 2F)نسول اول( د 1F)والوديد( د  Pلقاح داده شودند. 

م  وث دايره مولد ما دهد مربع مولد نر د)نسل دوم(د

 جنسيت ناشناخته رنگ سياه نشانه ترانسژنيك است. 

 1995و هوكواران در سوال   (Delin)علاوه بر ايد دوليد 

ژن هورمون رشد ما هي نزاد  نوو  بوا پرومووتر ضود 

را به مواهي  (Ocean pout)انجواد ماهي روغني اقيانو  

منتقل نووند. نشان داده شود كوهد  (Coho)نزاد كوهو 

ژن منتقل شوده در نسول اول روي رشود ماهيوان اثور 

تا از ماهيان نر  5داشته است. در ادامه ايد تحقيق 

ترانسژنيك توليد شد كه ااوي ژن منتقل شوده بونود. 

(OPAFPGHC)  و بووه اوود ب وووغ رسوويدند بووراي لقوواح

ي مورد استفاده قورار گرفتنود ماهيان طييعتخوكاري 

زادهاي ااص ه بعود از مرا وه لاروي يعنوي در شورو  

دو فنوتيووم مشووخد را نشووان  (Alevins)مرا ووه الووويد 

رنوگ طييعوي دادند. به طوري كه اك ر بچوه ماهيوان 

قهوه اي مشابه ماهي والد داشته انود در اوالي كوه 
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رنگ سيز بونود. تعداد ديگري از ننها داراي فنوتيم 

رنگ زود گذر بود و در مرا ه بعد   ه ايد اختلاب اگر

رنووگ قهوووه اي در ماهيووان غيوور  (Fry)يعنووي فووراي 

نشوان  PCRبا  DNAترانسژنيك كوتر مي شد. بررسيها 

مورتيط   OPAFPGHCداد كهد فنوتيم سيز با ا ور ژن 

است بنابرايد در تحقيق از رنگ سيز به عنوان شاخصي 

د بررسيها ثابت كورد براي تشخيد ورود ژن استفاده ش

ل ژن وارده از ه نرهاي ترانسژنيك قادر بوه انتقواك

طريق جرم لايد به س ولهاي اسپرم مي باشند بنابرايد 

منتقل شده به   DNAپيشنهاد شده كه موكد استد ورود 

كروموزمي ميزبان صورت گرفته باشد يا اينكه هوانند 

 نن به صورت خارج كوموزمي صورت گرفته و  DNAسازي 

در طي تقسيوات ميوزي به س ولهاي بعد منتقول شوود. 

فركانس انتقال نن در ايد نزمايشات كم و در اد زير 

درصد بوده است. ايد فركانس پائيد ناشي از ايود  20

درصد از س ولهاي جرم لايد اوليه كه وارد  50است كه 

مرا ه تقسويم ميووزي شوده انود ژن منتقول شووده را 

هواي پوائيد تور از ايود  دريافت كرده اند. فركانس

باشود كوه تووام موكد است از ايد مسئ ه ناشي شوده 

س ولهاي اسوپرم ژن منتقول شووده را دريافوت نكورده 

باشد. در اقيقت يك موزائيسوم بوه طوور گسوترده در 

ارگانيسم هاي موجود ترانسرنيك اتفا  مي افتد طوري 

كه در بافتهواي سووماتيك مشوابه جورم لاينهوا ايود 

ده مي شود. در ارتياط با ظهوور رنوگ موزائيسم مشاه

سيز در مرا ه الويد در ماهيان ترانسژنيك پيشونهاد 

ي از تشوديد رشود و نووو و رنوگ زايوي شده كه ناشو
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(Pigmentation) بوده است. پيش از شرو  تغذيه به افزايش

هيان ترانسژنيك با توجه اينكوه ولي و وزني مارشد ط

به ايود  منجرچ منيع انرژي كوكي داده نشده است. هي

بيوان ژن هورموون  نتيجه گيري شده است كهد  افزايش

شد موكد است ميزان رشد را تحت تدثير قرار دهد يا ر

بر كارايي تيديل انورژي ذخيوره در زرده تخوم اثور 

گذارد. اينكه نيا افزايش رشد به طور مسوقيم ناشوي 

از عو كرد هورمون رشد است يا بوه واسوطه اي نظيور 

  GF (Insulin like – growth factor)انسووليد عول فاكتور شويه 

پيشنهاد كردند كه بيان ژن  1992و هوكارانش در سال 

IGF  در طي مرا ه لاروي نزاد ما هيان در  رشد اوليه

نقش دارد. هوچنيد نشان داده شده كهد تخم هاي نزاد 

ماهيان از منشاء مادري داراي هورمون تيروئيد اسوت 

رد به طوريكه در ايد ماهيان كه در رشد جنيد نقش دا

سيب افزايش رشد مي به طور وضو   3Tهورمون تيروئيد 

ايد مشخد شده است كه هورمون رشود در  شود. علاوه بر

دايوو  4Tدوران جنيني با اثور روي فعاليوت ننوزيم 

و در  3Tبوه  4Tسيب افزايش تيوديل  iodinase -Deديناز 

داران  شوييه مهوره IGFو  شوودنتيجه افزايش رشد مي

 عالي سيب افزايش رشد كارتيلاژ مي شود. 

 بخش دوم: دستكاريهاي كروموزمي در ماهيان 

 مقدمه

بر خلاب مهره داران عالي اقتصادي ماهيان اسوتخواني 

داراي ويژگيهاي خا  بيولوژيكي و توليد م  ي نظيور 

القاح و جنيد زايوي خوارجي هسوتند. ايود ويژگيهوا 

رااول بوراي در ايود مامكان دستكاريهاي ژنتيكي را 
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راهم كرده است به طوري كه يم هاي جديد فايجاد فنوت

يك يا  ند ويژگي را مي توان به منظور افزايش توان 

توليد م  ي يا كارايي پرورشد اتي در زادهاي انود  

 توسعه داد. 

قيل از توصيف تكنيكهواي دسوتكاري ژنتيكوي لازم بوه 

موي  (ph+G+E)توضيم است كه محويط   ژنووت= فنوتيوم 

گونه يا ويژگيهايي كه به طور جداگانه در باشد. به 

جوعيت قابل اندازه گيوري باشووند يوا صوفحات ظهوور 

مي گويند هوچنيد به توام اطلاعات  (ph)يافته فنوتيم 

ژنتيكي كه بطور جداگانه يا در يك جوعيت به وسوي ه 

 (E)موي گوينود. محويط  Gژنوم اول مي گردد ژنوتيب 

خ ي كه بوسي ة ژنوم يوا بيولووژي شامل هووستازي دا

 كنترل مي شود و اثرات محيط اطراب مي باشد. 

به منظور بدست نوردن فنوتيم هاي مناسب در تك ير و 

پرورش ماهيان علاوه بر روشهاي ژنتيوك كلاسويك نظيور 

انتخوووا د كراسوووهاي متقابووولد سووواير روشوووهاي 

بيوتكنولوژيكي و فيزيولوژيكي به كار مي روند طوري 

در شرايط طييعوي را كارنمود و سوريع  E,Gرات كه اث

ترانسووژنيك يكووي از زمينووه هوواي ايوود نواينوود. 

دستكاريها است كه امكان معرفي گونه هواي جديود را 

فراهم كرده استد بطووري كوه سويب ايجواد خصوصويات 

 ژنتيكي و انتقال نن به نسل بعد مي گردد. 

 دستكاريهاي جنسي -1-2

 كنيك ژينوژنز: دستكاريهاي جنسي با ت1-1-2

 1986در سووال  (Thorgaard)بوور طيووق تعريووف توگووارد 

ژينوژنز بنام وارث كامل مادري مي باشود كوه در نن 
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مواد ژنتيكي اسپرم در ساختار جنيد دخالتي ندارند. 

م الهايي از وجود ژينوژنز در شرايط طييعوي تك يور 

پرورش ماهيان شناخته و گزارش شده است. در موجودات 

ت كه گامت هاي هر دو جنس را ايجاد موي هر ما فرودي

كنند يك پديد  ويژه و نادر بنام خوود لقواي وجوود 

دارد. هوچنيد در بع ي از گونه هواي هور مافروديوت 

گامت ايجاد شده  مي تواند جداگانه فعال شود. اگور 

 ه تغييرات مجووعه كروموزومي در گونه هواي مخت وف 

رار گرفتهد ماهيان توسط محققيد زيادي مورد بررسي ق

ولي اطلاعات كوي در ايد زمينه هوا در دسوتر  اسوت. 

در تعيويد  zw,xyطيق بررسويهاي محققوان كروزومهواي 

جنسيت ماهيان نقش دارند كه در االت اول جنس مواده 

موي باشود.  (zw)در االت دوم هتروگامت  (xx)هووگامت 

دستكاريهاي كروزومهاي جنسي در توليد  نوديد گونوه 

ري نقش مهووي دارنود. در اوالتي كوه از ماهيان تجا

تغييرات نسيت جنسيت مورد هدب باشد. بوه طووري كوه 

جنس داراي رشد سريع بايد مورد پرورش قورار گيورد. 

ايجاد نن جنس در جوعيت مورد نظر قورار موي گيورد. 

يكي از روشهاي مناسب براي تغيير جنسيت يوا تغييور 

. نسيت جنسي در جوعيت ماهيان ايجواد ژينووژنز اسوت

ژينوژتز را مي توان در مراال جنيني در طوي تقسويم 

ميوز دوم تخوك يا تقسيم ميتوزي اول تخم ايجاد كرد 

را ه اوليه رشد جنينوي ( تقسيم ميكروزي م15)تصوير 

اال براي دستكاري و ايجاد جنسويت موورد است ايد مر

نظر مناسوب موي باشوند. تك يوور مصونوعي بوراي بوه 

ي ضووروري اسووت بووا كووارگيري روشووهاي دسووتكاري جنسوو

بر روي ماهيان مواده هووگامتيوك بكارگيري ژينوژنز 
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توووام زاده موواده خواهنوود شوود. در صووورتي كووه بووه 

 50 (zx)كارگيري ژينوژنرد بور روي مواده مترگوامتي 

خواهند شد. در  (ww)درصد ماده  50و  (zz)درصد زادها 

هستند تووام  zwاجراي اندروژنز بر روي ماهياني كه 

اي ايجاد ژينووژنز موواد خواهند شد بر zzزادها نر 

غيور فعوال موي  uvپرم را به وسي ه اشعه ژنتيكي اس

كنند. سپس از نن براي القاح تخوك استفاده مي شوود 

در ماهياني كه جنس ماده هووگومتي است با لقاح ايد 

اسپر  با تخوكد تخوهايي با جنسيت ماده ايجواد موي 

از شوو  هواي شود. براي نگهداري دوميد گويچه قطيي 

فشارد گرما يا سرما استفاده مي شود كه با ايد شو  

هواي ديپ وئيود را افوزايش  مي توان ميزان زادهها 

موفق شودند   1981ر سال و هوكارانش د (wu)داد. ويو 

را با كارگيري ك شي  ور هووزيگوت ژينوژنزماهيان كپ

سيد بر روي تخم در مرا ه دو س ولي ايجاد نواينود. 

ز ميتوزي اوليد تقسيم ميتوزي يك تخم هوا در ژينوژن

پ وئيد به وسي ه شو  جهت ايجوواد موجوود ديپ وئيود 

مهار مي شود. در نتيجه توام زادهواي توليود مواده 

ولي با نسيت باقي ماندگي كم موي باشوند. ژينووژنز 

ميتوزي را مي توان جهوت ايجواد جوعيوت توك جونس و 

ووه تحقيقات ژنتيكي اصولاح نوژاد بوه كوار گرفوتد ه

ماهيان ديپ وئيودهاي ژينووژنز هووزيگووت بووه طوور 

جداگانه داراي خصوصيات يكساني هستند كوه از ننهوا 

مي توان در اصلاح نوژاد و تحقيقوات بيوواري و رشود 

استفاده كرد. در ژينوژنز انتقال ژنوم را مي تووان 

اختصاصي انجام داد. طووري به صورت اختصاصي يا غير 
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غ ب وراث پدري به طوور  كه در ژينوژنز غير اختصاصي

جزيي از اسپرم غير فعال به زاده ها منتقل مي شود. 

اگر  ه اغ ب ايد ويژگيها در نس هاي بعد از بيد مي 

روند. با ايد وجود در ماهيان قزل نلاي رنگيد كووان 

كه به وسي ه اشعه گاموا ژينووژنز شوده بودنود بوه 

وسي ه گسترش كروموزمي متا فاز مشخد شد كه تعودادي 

از قطعات كروموزومي اسپرم را دريافوت كورده انود. 

امروزه هنوز سوالات زيادي در اتياط با به كوارگيري 

ژينوژنز مطرح است.  نديد محقق به كوارگيري تكنكوي 

ژينوژنز ميوزي را با موفقيت انجام دادند. در االي 

كه با كارگيري ژينوژنز ميتوزي به وسي ه تعداد كوي 

و  (Stresinger)استرسينگر   1981انجام شده است در سال 

ژينوژنز به وسي ه مهوار هوكارانش موفقيت در ايجاد 

اوليد تقسيم ميتوزي را گزارش كردند هوچنويد نواجي 

(Nagy)  دقيقوه  40با انجام شو  گرموايي  1987در سال

پس از لقاح ژينوژنز ميتوزي در كپور ايجاد كرد. كه 

دقيقه به  3 براي ايد كار در كپور ماهي شو  به مدت

به كوار گرفتوه  1/1-9/2برابر  0Tطور منقطع در طول 

زمان لازم استاندارد بوراي اولويد  0Tشد. كه در نن 

تقسيم ميتوزي است. بيشوتريد كوارايي مهوار اولويد 

و  (Koman)درجه بووده اسوت. كوومد  41تقسيم در شو  

به وسي ه مهار اوليد تقسويم  1990هوكارانش در سال 

رصد زاده هاي هووزيگوت ايجاد كردنود د 5-12ميتوزي 

و در  كه ميزان باقي ماندگي لاروهاي توليودي نن كوم

رگ و مير در ننها قابل ملااظه بوده طي يك ماه اول م

است. ولي پس از رسويدگي جنسوي تعودادي از مولوديد 
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ايجاد شده با ايد روش به عنوان والد بوراي ايجواد 

 توه شودند. ك ون با كوك ژينوژنز ميوزي به كوار گرف

دست كاري مجووعه كروموزمي به وسي ه تكنيوك   -2-1-2

 اندروژنز

اندروژنز بر عكس ژينونزي باشودد طووري كوه در يوك 

اندروژنز واقعي توام كروموزمهاي جنيد پدري هستند. 

توليد ماهيان اندروژنز ديپ وئيد بر اسا  غير فعال 

ح ايود د ژنتيكي تخوك و به دنيوال نن لقواكردن موا

با يك اسپرم طيعي و مهار اوليد تقيسم ميتوزي  تخوك

تخم ها پ وئيد ايجاد شوده موي باشود. در ژنتيوك و 

اصلاح نژاد مزاياي اندروژنز بيشتر از ژينوژنز است. 

ايد مزايا شامل زمان كم ايجاد ماهيان نورد امكوان 

نگهداري اسپرم نژادهاي اصلاح شده و انجام نزمايشات 

اي مي باشد. از طرب ديگر مربوط به وراثت ميتوكندري

ميزان باقي ماندگي و باروري ماهيان انودروژنز كوم 

 باشد. 

اندروژنز در ماهي قزل نلا بوه وسوي ه بوه كوارگيري 

اشعه گاما روي غير فعال كردن ژنو تخوك و به دنيال 

د اندروژنز ايد گونه به وسي ه تورگوارد نن ديپ وئي

پ وئيود گزارش شده است. در ايد روش از اسوپرم تترا

ي لقاح تخوك فاقد ژنوم استفاده شد. با ايود نر برا

تكنيك نيازي به ديپ وئيد كردن نيست  ون جنويد بوه 

بوار روي كپوور  ست نموده ديپ وئيود اسوت. اولويدد

و  (Grunina)اندروژنز موفق نميز به وسوي ه گرونينوا 

كي وو  25-30با به كوارگيري  1990هوكارانش در سالف 

توا  2وك و شو  گرمايي به مدت رد اشعه ايكس روي تخ

درجوه سوانتگراد و  5/40-41دقيقه در درجه  ارارت  3
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0T  در طي لقواح انجوام شود. در ايود  7/1-9/1برابر

دقيقه  20درجه يا   5/22دقيقه در  20برابر  0Tاالت 

درجه بوده است. از جهش در رنگ نرها )نارنجي  23در 

2b1bوري كوه ( به عنوان يك نشانگر استفاده شوود. طو

درصوود از تخووم هووايي كووه تحووت عووول  9تووا 6تعووداد 

بودون اندروژنز قرار داده شده بودند بوه لاروهواي  

ايجواد رنگ دانه تيديل شدند كه نشانگر موفقيوت در 

ديپ وئيدهاي اندروژنز بودند در االي كه نوونه هاي 

طييعي در مرا ه لاروي رنگ دانه هاي كوي داشتند اگر 

ي مانده به دليول غيور فعوال  ه در بيد ماهيان باق

شدن ناكامل مواد ژنتيكي تخووكد ديپ وئيودهايي كوه 

داراي صفات دو والد بودند وجود داشوته اسوت. نصوف 

 (yy)و نصف ديگور نرهواي  (xx)زادهاي اندروژنز ماده 

ر گونوه هوا بوه در ساي yyمي شوند كه قاب يت زيست 

ينوا و هوكوارانش در سوال گروناثيات رسيده اسوت.  

در تعوودادي از ماهيووان كپووور نوورد پي وئيوود  1993

رسيدگي جنسي را مشاهده كردند. در طي  (yy)اندروژنز 

دوميد اندروژنز ميتوزي كه روي اينها انجام دادنود 

ثابت شد كه  توام زادهاي جوعيت هووزيگوت شدند. با 

ايد فرضيه هتروگامتي بودن جنس نور كپور تدئيد شود 

بووراي ايجوواد كپووور  1994در سووال  (Bongers)بنجوور  

ژينوژنز تكنيك پيشرفته و سواده توري را شورح داد. 

به ميزان دوز  uvايد تكنيك شامل: استفاده از اشعه 

به منظور ايجاد ديپ وئيدي موي باشود. جهوت  300-150

اينكه توزيع اشعه به طور يكنواخت روي تخوكها صورت 

گيرد. تخوكها را در مايع تخودان كه از فعوال شودن 
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ج وگيري مي كند قرار دادهد به طور مرتوب هوم ننها 

زده شدند. ننگاه به وسي ه عدم وجود رنگ سياه غالب 

كه در مواده هووا وجوود دارد ميوزان ديپ وئودها در 

بوه  uvتعييد شد. در اوالتي كوه  2/7-3/18اندروژنز 

ميل ژول بر متر مكعب و به دنيال نن شو   250ميزان 

و والديني پ وئيد دگرمايي به كار گرفته شود هيچ دي

 كه داراي رنگ سياه باشد ايجاد نوي شود. 

 پ وئيدي -2-2

بر طيق توگوارد يوك نوونوه مواهي كوه يوك مجووعوه 

كروموزومي اضافه را اول كند پ وئيد ناميده مي شود 

زي بردهاي دستكاريهاي پ وئيدي در نباز مهوتريد كار

 پرزوري تريپ وئيد و تتراپ وئيد است. 

 ئيديتريپ و -1-2-2

در جوعيت هاي طييعي مي توان ماهيان تريپ وئيد بوا 

را در ميان ديپ وئيودها  n3داشتد مجووعه كروموزمي 

مشاهده كرد. وجود ايد نو  ترپي وئيدي ناشي از عدم 

دو تقسيم كاهشي ميوز مي باشد. ايجاد تريپ وئيد با 

جام است. زماني كه يك تخم ديپ وئيد فرايند قابل ان

م ها پ وئيد ايجاد مي شوند. هوچنويد به وسي ه اسپر

در اثر لقاح يك موجود ديپ وئيد و يك تترا پ وئيود 

هواي اد مي شوند در ميان گونهتريپ وئيد ايجماهيان 

د هييريوودهاي ترپي وئيوود كوه قاب يوت زيسوت وابسته

دارند مي توانند وجود داشته باشوند. بوراي ايجواد 

  وجوود تريپ وئيد  نديد تكنكي قابل دسوتركپور نر 

دارد از جو ه استفاده از شو  گرمواد سورماد فشوار 

هيدرواسووتاتيك و تركييووي از اينهووا مووي باشوود. در 

نتيجه ايد شوكها دوميد گويچه قطيوي در تخووك افو  
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شده و در ساختار مواد ژنتيكي موجود شركت مي كنود. 

در تك ير مصنوعي ايجاد ماهيان تريپ وئيود بووا بوه 

و  (Ojima)ه اوجوي موا كارگيري شو  سورما بوه وسوي 

هوكارانش گزارش شده است. در االي كه محققان ديگري 

استفاده از شو  گرمايي را گزارش كرده اند. يكي از 

دلايل توليد ماهيان تريپ وئيد كنترل جنسيت است  را 

كه ماهيان تريپ وئيد عقيم هستند اگر  ه دلايل عقيم 

نينام بودن ننها به خوبي شناخته نشده است و ايد اي

(Van Eenonnaam)  و هوكارانش در خصوو  رسويدگي جنسويد

تريپ وئيد عقيم ايجاد كرده انوود. در  كپور ع فخوار

 (Chen)و جود  (Lu)هويد اال يك تيم  يني شوامل ليوو 

دولايد مخت ف از ماهيوان تريپ وئيود  نود گانوه را 

طوووري كووه دو تووا از سووه مجووعووه ايجوواد كردنوود 

پور و يوك مجووعوه نن از كروموزومي نن از يك گون ك

گوه ديگر بوه است و قادر بوه زيسوت و توليود م ول 

رل توليد م ول جنسوي موورد بوده اند. زماني كه كنت

عقيم بودن ماهي يك مزيت است. ماهيان عقيم نظر است 

معوووولاج رشوود و توووان سووازگاري بيشووتري از ماهيووان 

ديپ وئيد دارند زيورا هتروزيگووتي را افوزايش موي 

ت رشد بيشوتر تريپ وئيود در مقايسووه بوا دهند. مزي

ماهيان ديپ وئيد هم نژاد موكد است به ع وت توسوعه 

رشوود گنووادي در ماهيووان ديپ وئيوود و فقوودان نن در 

و هوكارانش  (Gervai)ماهيان تريپ وئيد باشد. جيرواي 

هيچگونه اختلافي در رشد كپور تريپ وئيد و ديپ وئيد 

و  (Cherfas)مشوواهده نكردنوود در صووورتي كووه  وورفس 

هوكارانش مشاهده كردند كه رشد باقي مانده گي كپور 
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دي پ وئيد بيشتر از تريپ وئيد بوده و تريپ وئيدها 

 مزيتي نداشته اند. 

 تتراپ وئيدي -2-2-2

تتراپ وئيد در شرايط طييعي يافت نشده است اگر  وه 

در في وژني موكد است دو برابوور شودن ژنووم موجوود 

و منجر به ايجاد گونه هواي  ديپ وئيد اتفا  افتاده

جديد شود. به طور عووم ايد پذيرفه شده كوه  نوديد 

گونه از ماهيان از جو ه مواهي كپوورد تتراپ وئيود 

طور نسيي در مقايسه با گونه هاي كاذ  هستند كه به 

ديپ وئيد ايد گونه ها مواهي قاب يوت زيسوت و رشود 

بيشتري دارند. براي ايجاد ماهيوان تتراپ وئيود از 

شكيل غشاء سو ولي بويد سو ولهاي دختور در اولويد ت

تقسيم ميتوزيد به منظور افوزايش مجووعوه كروزوموي 

ج وگيري مي شود. روشوهاي شوو  ايجواد تتراپ وئيود 

دها بوارور هسوتند مشابه تيرپ وئيد است. تتراپ وئي

جواد ماهيوان تريپ وئيود از طريوق طوري كه براي اي

د لقوواح ننهووا بووا ديپ وئيوود مناسووب مووي باشوون

و هوكوارانش بوه مووازات  (Rrkoubratsky)رييكوبراتسكي 

ايجوواد ماهيووان كپووور تريپ وئيوود توليوود ماهيووان 

تتراپ وئيد كپور را گزارش كرده اند. اگر  وه ايود 

ما هيان تتراپ وئيد در طي اوليد سال توليد از بيد 

ات به نظر موي رسود بواقي رفته اند. بر پايه تحقيق

د مورد سوأل اسوت. ولوي مانده گي ماهيان تتراپ وئي

نكته جالب موفقيت در ايجاد تتراپ وئيودي در گربوه 

بوده است. دي ضوود  (Bidwell)كانال توسط بيدول ماهي 

و هوكوارانش موفوق بوه ايجواد  (Chourrut)اينكه  ورت 

ماهيان تتراپ وئيد نر و ماده قزل نلاي رنگيد كووان 
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اد شدند. لقاح موجود تتراپ وئيد با ديپ وئيد در نز

ماهيان منجر به ايجاد زاده هاي تريپ وئيد شده است 

بر طيق نظور  ووورت قاب يوت كوم امكوان لقواح بويد 

ز تتراپ وئيد و يپ وئيد اينهوا موكود اسوت ناشوي ا

در نتيجوه امكوان بزرگ بودن اسپرم باشد طووري كوه 

 نفوذ نن به تخوك از راه ميكروپيل وجود ندارد. 
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 بخش سوم: ك ونينگ

 مقدمه

كپي هاي يكسان ژنتيكي از سو ولها و ارگانيسوم هوا 

ك ون ناميده موي شوود. دوق وهواي هوزيگووت يكسوان 

پستانداراند پارتنوژنز دوزيستاند توليد موجووود از 

طريق جايگزيني هسته و ايجاد هووزيگوتهواي ژنتيكوي 

بع وي از  هوگي ك ون هستند. هوچنيد مي توان جوعيوت

هاي ماهيان را به عنوان ك ون در نظور گرفوت.  گونه

در شرايط طييعي در ميوز نامنظوي كه در كپور كارا  

(Crucian صورت مي گيرد اتصال كروموزومهاي هوولوگد )

كراسينگ اورد تقسيم كاهشوي ميووز اول اتفوا  نووي 

افتد و ميوز دوم پس از ورود اسپرم كامل مي شوود و 

(. در 17شوود )تصووير ماهيان تريپ وئيد ايجاد موي 

بوويد رده هوواي گونوواگون مهووره داران كووه منشوواء 

في وژوني مخت فوي دارنود روشوهاي گونواگوني مهوره 

داران كه منشواء في ووژني مخت فوي دارنود روشوهاي 

گوناگوني براي ك ونينگ وجوود دارد. يوك روش بوراي 

ستانداران جودا كوردن  ايجاد ك ونهواي محودود در پ

وليه است اگر  ه اسوتفاده س ولهاي جنيد در مراال ا

از ايد روش براي ماهيان بع وت نوو  سواختوان تخوم 

ننها غير موكد است. از طرفي روشوهاي ديگوري بوراي 

ك ونينگ در مهره دارانوي كوه لقواح و دوره جنينوي 

خارج از بدن دارند نظيور مواهي و دوزيسوتان وجوود 

 .دارد

 

 

 ايجاد ك ون بوسي ه دو ژينوژنز متوالي -1-3
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ارگيري دو ژينوژنز متوالي در ايجاد ك ون به روش بك

كوك ژينوژنز متيوزي و ميووزي يوا بكوارگيري تووام 

ننهاد با رسيدگي جنسي و فوراهم كوردن تخوم امكوان 

پذير است. در اوليد قدم از طريق ژينووژنز ميتووزي 

جوعيت هووزيگوتي ايجاد مي گوردد كوه در لوكوسوهاي 

اشند سپس ايد كروموزومها نل هاي يكساني را داشته ب

هووزيگوتها بعنوان والود بوراي ك وون بعودي بكوار 

گرفته مي شوند. اگر تخم ايد ماهيان براي ژينووژنز 

ميوزي استفاده شود و پورورش نن موفوق باشود ك وون 

ايجاد شده در ايد نسل يك ك ون واقعوي خواهود شود. 

اتي اگر نوتركييي بيد كروموزومهاي هوولوگ در ميوز 

تركييي هووزيگوتي نل ها را تغيير صورت گيرد ايد نو

نخواهد داد. كومد موفقيوت در ايجواد يوك ك وون از 

ماهي كپور به روش فو  را شرح داده است كوه تعوداد 

زيادي از كپور ماهيان ماده در طي زمان طوولاني بوه 

 جنس نر تغيير فنوتيم دادند.

 ك ون كردن به وسي ه تركييي از اندروژنز و ژينوژنز 2-3

د ك ون با به كارگيري تركييي از اندروژنز روش ايجا

به خوبي روش ژينوژنز متوالي تعريف نشده استد زيرا 

ايجوواد ماهيووان ديپ وئيوود از طريووق انوودروژنز از 

ژينوژنز مشكل تر است كه ايد ناشوي از دو ع ت موي 

ماده و  باشد اول ننكه كاملاج مشكل است كه پيش هسته 

گذاشوته شووند اجسام قطيي از تخوك به نحووي كنوار 

دوم اينكوه بدون اينكه بوه سيتوپلاسوم نسويب برسود.

ايجاد ديپ وئيدهاي بارور از طريوق پويش هسوته نور 

پرزاوت است  ونكه در ژينوژ نر دوميد گويچوه قطيوي 

جهت كوك در كنار تخوك است ولوي در انودروژنز ايود 
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وجود ندارد. به هوويد دليول اسوت ه در طوي ايجواد 

بودن موجودد اوليد تقسويم  اندروژنز براي ديپ وئيد

ميتوزي بايود متوقوف شوود. بنوابرايد قودم دوم در 

اندروژنز با ژينوژنز ميتووزي يكسوان اسوت. امكوان 

در نتيجوه يوك  yyفوو  نور  xxايجاد ژنوتيم مواده 

نندروژنز ديپ وئيد موفق نميز وجود دارد در هور دو 

االت به طور جداگانه هووزيگوتهايي توليد مي شووند 

وانند براي ايجاد ك ونينگ در كپوور مناسوب كه مي ت

را به روش شرح  xxباشد. در ادامه اينكار ماده هاي 

داده شده در قسوت هاي قيل مي توان موورد اسوتفاده 

به توو تئووري  مط وب  yyقرار داد ولي براي نرهاي 

بيان مي شود. ايد نرهوا اسوپرمهايي كوه اواوي يوك 

نهووا بووا هسووتند را توليوود و لقوواح اي yكروموووزوم 

تخوكهاي به دسووت نموده از موادر هووزيگووزت ك وون 

مناسب را ايجاد مي كند طووري كوه تووام زاده هواي 

ااص ه نر خواهند شد. ايد ك ون را نوي تووان بوراي 

توليد نس هاي بيشتر از دوم مورد استفاده قرار داد 

كننود زيرا ژنوم نر و ماده اي كه در لقاح شوركت مي

ت نموده انود و جوور شودن از ك ونهاي مخت فوي بدسو

كروموزومهاي هوولوگ در گامتهوا نووي توانود صوورت 

گيردد تلاش در جهت ايجاد و به كارگيري ايود تئووري 

در گونه هايي كه جنس نر نن نسيت بوه مواده برتوري 

 دارد قابل توجيه مي باشد.

در االي كه در كپور ايد ق ويه اسوت و مواده نن در 

ت. ايود نكتوه را پرورش متراكم از جنس نر برتر اسو

بايد متذكر شد كه در ايجاد ك ون با فراينده هوايي 

نده از  گر والوديد ده كه در دو بحث قيل بيان شد ا
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نژاد يكسان و هووزيگوت نياشند ك ونها ايجواد شوده 

 هووزيگوت نخواهند شد.

 جابجايي هسته -3-3

جابجايي يك هسته توتي پوتنت كه توايز در نن صوورت 

فاقد هسته روشي اسوت كوه اولويد نگرفته به يك تخم 

 1963( و هوكارانش در سوال Tungبار به وسي ه تانگ )

شرح داده شد و به طور گسوترده در ايجواد ك ونينوگ 

مهره داران به كار گرفته مي شود. جهوت اينكوه يوك 

تخم ميزبان قاب يت پذيرش هسته جديد را داشته باشد 

خوارج بايد ابتدا فعال و سپس به روش دستي هسته نن 

مواد ژنتيكوي نن  UVيا Xشود يا اينه به كوك اشعه 

بي اثر شده سپس هسته يك جنيد پ وري پوتنت برداشته 

(. رابطوه اي بويد 18شده به نن منتقل شود )تصووير 

زمان توتي پوتنت و موقعيت موجوود از نظور تكوام ي 

وجووود دارد. رابطووه اي بوويد زمووان توووتي پوتنووت و 

ي وجود دارد. هر  ه رده موقعيت موجود از نظر تكام 

مهره دار عالي تر شود. به طوور نسويي تووان تووتي 

پوتنت نن با زمان كوتاه مي شود. بور طيوق اطلاعوات 

توان توتي پوتنت در دوزيستان براي مودت طوولاني در 

مرااوول اوليووه افوو  مووي شووود در صووورتي كووه در 

پستانداران فقط در مرا ه دو سو ولي ايود توانوايي 

 1952تقال هسته در دوزيستان در سوال وجود دارد. ان

(  و هوكوارانش گوزارش شود و تانوگ Kingتوسط كينگ)

اوليد گز ارش موفقيت نميز از ايد كار را روي كپور 

ماهيان ارائه كرده كه هسته تخم لقاح يافتوه كپوور 

را به تخوك فاقد هسته كارا  منتقل كرد. در نتيجوه 

را داشتند  جابجايي هستهد زاده ها صفات گونه دهنده
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اگر  ه مقداري از صفات مادري هم در انهوا مشواهده 

 1984( و هوكارانش در سال Yanشده جالب است كه يان )

در نزمايشاتي عكس ايد كار را انجام دادند و موفوق 

شدند كه سهته كپور كارا  را به كپور معوولي منتقل 

 نوايند.

 يگر جابجايي س ولهاي سوماتيك و جنيني به جنيد د – 4-3

موفق به انتقوال  1990( در سال Kane( و كان )Hoهو )

س ولهاي نشانه گذاري شده طييعي و جهش يافته مواهي 

زبرا به ديپ وئيدهاي گيرنده شدند تا  گوونگي اثور 

( و هوكارانش بوه Linننها را مطالعه نوايند. ليد )

س ول رنگ دانه اي يكسان  100تا  20طور موفقيت نميز 

ه س ولهاي بلاستودرم اليينوو )فاقود ماهي زبرا را ب

تا از مجووو   23رنگدانه ( گيرنده نن تزريق كردند 

تا تاليينو كه به ننها س ول رنگدانه اي منتقول  70

هفته شيوريك ) موجوود داراي  6تا  4شده بود پس از 

درصوود از سوو ولها فقووط  18دو ويژگووي متفوواوت ( و 

ي سوون رنگدانه داشتند. نزمايش مشابهي به وسوي ه ن

(Nilsson( و ك ود )Cloud در سوال )روي قوزل نلاي  1992

رنگيد كوان انجام شد. بر طيوق نتوايج بدسوت نموده 

سوو ول نشووانه گووذاري را تزريووق كردنوود كووه  1000

جنيد شوريك يعني  114تا از  19ف ورسانس )نشانه( در 

درصد ديوده شوده اسوت. الگووي توزيوع  17به ميزان 

در جنيد شوريك پخوش شوده س ولها به طور گسترده اي 

 بود.

( و هوكارانش س ولهاي تووتي پوتنوت  Horvathهروت ) 

كپور ديپ وئيد در مراال مرولا يا بلاستولا را به يوك 
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س ولي منتقل نوودند توا بوا  4تا  3جنيد در مرا ه 

نوونه ها ديپ وئيد طييعي مقايسه نواينود. مشواهده 

اسب تور شده كهد ميزان هاپ وئيد براي ايد منظور من

 است. 

براي انجام ايد انتقال يك كارشونا  موي توانود در 

عرض يك ساعت تعداد زيادي از اينها را ايجاد نوايد 

و موفقيت ايد تكنيك را مي توان با يك كاركرژنتيكي 

ثابت كرد براي ايد منظور از مطالعه ف وس اسوتفاده 

شده س ولهاي گيرنده هاپ وئيود از يوك مواهي مواده 

( در نظر گرفته شد. در ضود  SSnnف س )نقره ا بدون 

اينكه س ولهاي ديپ وئيد دهنده از زاده هواي ناشوي 

( و يك ماده ف وس دار  SSnnاز تلاقي يك نر ف س دار)

(Ssnn  وSSnn در نظر گرفته شده اگر بيد زاده هاي  )

ايجاد شد بچه ماهيان داراي ف س وجود داشته باشوند 

وئيد دهنده منتقول ايد نشان مي دهد كه صفت از ديپ 

شده است اگر  ه ايود نزموايش موفوق نيووده اسوت ) 

 (.19تصوير 

فرنيند جابجايي هسته در ماهي بالا: خارج  -18تصوير 

( : جايگاه جسوم قطيوي و aكردن هسته از تخم ماهي )

( :  ورود سوزن شيشوه اي بوه سيتوپلاسوم در bهسته )

شده (: هسته به وسي ه سوزن برداشته cجايگاه هسته )

(: aپاييد : جابجايي هسته به تخم ماهي فاقد هسته )

( جداسازي س ولهاي بلاسوتولا در bيك جنيد بلاستولايي )

(: يك هسته از سولولها با پيپت cمحيط فاقد ك سيم )

( : ايد هسته با ميكرو پيپت به تخوم dمكش مي شود )

 فاقد هسته تزريق مي شود.
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بوا اسوتفاده  سيستم ك ونينگ امكان پذير -19تصوير 

از سوو ولهاي كپووور معوووولي در جنوويد مرولايووي و 

 ssnn( ايجاد تخوك گذاري ژنوتيوم مواده 1بلاستولايي )

(: كووورون زدايووي بووا 3( لقوواح )2)نئينووه اي ( )

(: جودا كوردن 4پروتئاز در مرااول اوليوه جنينوي )

(: افزايش س ولها 5س ولهاي جنيد مرولايي بلاستولايي )

 نكوباسيونو و مراقيتا -6در جنيد ميزبان 

 دورگه گيري -5-3

يكي از مسائل مرتيط با دست كاري مجووعه كروموزومي 

( است دورگه ها بوه منظوور Hyberidizationدورگه گيري )

دستيابي بوه ماهيواني كوه صوفات وراثتوي بينوابيد 

والديد را داشته باشند و براسا  بواروركردن تخووك 

ي شووند. بوه يك گونه با اسپرم گونه ديگر توليد مو

طوري كه در طي دو دهوه گذشوته تحقيقوات زيوادي در 

زمينووه دورگووه گيووري ماهيووان انجووام گرفتووه اسووت 

(Kavumpurath, 1992 اغ ب يكسان بودن گونوه اي را در )

دورگه گيري در نظر موي گيرنود. اگر وه گواهي ايود 

شود. مدت زيادي است كه دورگه هواي مسدله رعايت نوي

خت ف نزاد ماهيان شناخته شده طييعي بيد گونه هاي م

( . بيشتر از صد سال است كوه دورگوه Tsygir 1993است )

گيري مصنوعي نزاد ماهيان به لحاظ پرورش و اقتصادي 

( هوچنيد در Mc Gowanباشد )مورد علاقه پژوهشگران مي

بيد ماهيان خاوياري دورگوه هوواي طييعوي و مصونوعي 

انوايي گزارش شده است طوري كوه مواهي بسوتر كوه تو

پرورش نن در شرايط استخرهاي ن  شويريد وجوود دارد 

دورگه ماهي ماده ب وگواي دريواي خوزر و مواهي نور 
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استراليا است اگر  ه توليد دورگه ها داراي مشكلاتي 

است و بسته به اينكه مولوديد قويلاج  نود مرتيوه در 

شرايط طييعوي محويط خوود تك يور شوده انود كيفيوت 

ا يكديگر فور  دارد كوه تخوكهاي استحالي از ننها ب

 Mc Gowanايد مسئ ه مهوي در دورگه گيري موي باشود)

( كه بايد در شرايط مصنوعي موورد توجوه قورار 1992

گيرد فاكتور ديگر اندازه تخوك است كه سويب اخوتلاب 

در توانايي ايجاد دورگه هاي متقابل مي شود. تخووك 

هاي كو كتر موكد است ف اي كافي براي رشد جنويد را 

( . علاوه بر اينها نقش Mc Gowan 1992شته باشند )ندا

اندازه قطر ميكروپيل نيز بايوود موورد توجوه قورار 

گيرد. درصد بالاي مرگ و مير دورگه ها در طوي دوران 

انكوباسيون موكد است. به ع ل مخت في صوورت گيورد. 

به طور م ال مشكلات ناشي از ناسوازگاري ژنتيكوي در 

ير دورگوه هواي موي شوود مرا ه جنيني موجب مرگ و م

اغ ب بيان نامتوازن ژنها در طي مراال اوليه جنيني 

موكد است مربوط به اختلاب در نحوه تنظيم ژنها باشد 

(Mckay 1992 الگوهاي اد وسط مشاهده شده در دورگوه )

ها از جو ه رنگ بدن موكد است ناشي از نل هواي هوم 

ول ( باشد. نظير ايد در مورد ن ول اCodmibnantزور )

مشاهده شد كه نن را ناشوي  S.salarو  Salmo trattaدورگه 

از توووان ابووراز يكسووان نل هوواي والووديد در توووام 

( ظهور صوفت خوا  kavumpurath -1992لوكوسها مي دانند )

در دورگه ها كه به يكوي از والوديد نزديكتور اسوت 

موكد است ناشي از غالب بودن ال هاي مربووط بوه نن 

 شد.صفت در دورگه ها با
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