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به منظور  جدید در تعیین جنسیت ماهیان خاویاریمولکولی معرفی ترکیب نشانگرهای 
 تشخیص جنسیت در سنین مختلف

 3و مریم نصراله پورمقدم 2، حامد پاکنژاد*1امید جعفری

المللی ماهیان قیقات بین انستیتو تحمؤسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور، رشت، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی،  ،ایران 1
 خاویاری

 دانشکده شیلات و محیط زیستگرگان، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان،  ،ایران 2

 گروه شیلاتدانشکده منابع طبیعی،  ،کرج، دانشگاه تهران، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی ،ایران 3

 12/07/1401تاریخ پذیرش:  12/04/1401 تاریخ دریافت:

 چکیده

پروران موضوعات پیش روی محققین شیلاتی و همچنین آبزی ترینترین و جذابتعیین جنسیت ماهیان خاویاری یکی از مهم
های سنتی مرسوم تا کنون نتایج مثبتی را در بر تعیین جنسیت مولکولی این ماهیان با استفاده از روشبوده است. حوزه این 

، امکان Next generation sequencing (NGS) های جدید توالی یابی موسوم بهنداشته است در صورتیکه با بوجود آمدن تکنیک
از روش  هبا استفاددر دو مطالعه پیشین پیش از این ردیابی و کشف نواحی ژنومی تمایز دهنده جنسیت فراهم گردیده است. 

را در این ماهیان مورد  ZZ/ZWو سیستم تعیین جنسیت  شدهشناسایی را نواحی ژنتیکی مرتبط با جنسیت ، توالی یابی کل ژنوم
های مختلف اختصاصی تعیین جنسیت در ماهیان خاویاری بیانگر وجود نواحی ژنومی وجود توالی. ده استداده شتأیید قرار 

روی  انجام شدهتحقیقات ن مروری بر محاضر ضمطالعه های ماهیان خاویاری است. گونهاختصاصی تعیین جنسیت در متفاوت 
های مختلف این ماهیان را جهت تعیین جنسیت گونه نشانگرهای قابل استفاده درفهرست تعیین جنسیت ماهیان خاویاری، 

و  دقیقدهد. همچنین با توجه به نتایج پروری ماهیان خاویاری در اختیار قرار میبرداران و ارتقای صنعت آبزیاستفاده بهره
نشانگرهای از  گرددصحت بالای آزمایشات مولکولی و از سویی عدم آسیب رسانی به ماهی هنگام نمونه برداری، پیشنهاد می

های مرسوم مانند و جایگزین روشدر تشخیص جنسیت این ماهیان به عنوان روش جدید  SM4و  AllWsex2 عمومیژنتیکی 
 استفاده گردد.اولتراسونوگرافی و لاپراسکوپی، 

 نشانگر مولکولی. ،ماهیان خاویاریکروموزوم جنسی، تعیین جنسیت، ژنومیکس کاربردی،  :کلیدواژگان

 Jaafari.omid@yahoo.com ده مسئول، پست الکترونیکی:نویسن* 

 مقدمه

تعیین جنسیت در گیاهان و جانوران عموماً به دو دسته 
( و یا تعیین ZWو  XYتعیین جنسیت ژنتیکی )سیستم های 

جنسیت محیطی )مانند تعیین جنسیت وابسته به دما( 
های مولکولی مؤثر بر این دو و مکانیزمشده بندی تقسیم

مانع از  بوده وع سیستم تعیین جنسیت به شدت متغیر نو
. درک (18، 14، 1) شودمطالعات تکاملی تعیین جنسیت می

 مندو شناخت مبنای ژنتیکی تعیین جنسیت بطور کلی نیاز
های جنسی، نواحی تعیین کننده شناخت کروموزوم

با . استکلیدی تعیین کننده جنسیت های جنسیت و یا ژن
های پیچیده و نواحی با ژنومهای مسگانیار، در این حال

های جنسی، محفاظت شده کوچک و یا کم در کروموزوم

 یهاینواحی مرتبط با جنسیت با روش کشف و معرفی
 RFLP (Restriction Fragment Lengthمانند 

Polymorphism) ،RAPD (Random Amplified Polymorphic 

DNA) ،AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism ) وSSR (Simple Sequence Repeats )می-

های این روشبرخی از  چرا که ،بسیار مشکل باشدتواند 
وابسته به  DNAهای قدیمی برای شناسایی چند شکلی

که اطلاعات  هستنداندونوکلئازهای محدود کننده کمی 
 .(20) رندآومیفراهم از نواحی ژنومی  محدودی

پلوئیدی های پلی( گونهAcipenseridaeماهیان خاویاری )
کپی ژنوم عملکردی  یهستند که تحت فرایندهای کاهش
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در حال حاضر مطالعات . (26، 16، 7) قرار دارند
هترومورفیک  سیتوژنتیکی هیچ گونه وجود کروموزوم

. (10) ماهیان خاویاری نشان نداده است جنسی را در
صاصی اختو یا توالی  DNAهیچ گونه نشانگر همچنین 

و یا  AFLP ،RAPD ،ISSRهای جنسیت با استفاده از روش
از ماهیان  یدر بسیار RAD-seqهای جدیدتر مانند روش

، (Acipenser baeriخاویاری مانند تاس ماهی سیبری )
، (Acipenser naccariiماهی آدریاتیک )تاس

 Acipenser) ، استرلیاد(Acipenser gueldenstaedtii)چالباش

ruthenus) (4 ،23)ماهی، فیل (Huso huso )(11)ماهی ، تاس
 ، قره برون(17) (Acipenser fulvescens) ایدریاچه

(Acipenser persicus) (25)ماهی آمور، تاس (Acipenser 

schrenckii) (24 )و چینی  (Acipenser sinensis) (15) 
. با این حال سیستم تعیین جنسیت است نشده شناسایی

 ماهی سفید( در تاسZW/ZZامتی )ژنتیکی هتروگ
(Acipenser transmontanus )(21)بستر ، (H. huso ♀ × A. 

ruthenus ♂ )(19)ماهی دماغ کوتاه، تاس (Acipenser 

brevirostrum )(6) تاس ماهی سیبری ،(Acipenser baerii )
-بر اساس ماده( 9)( Acipenser nudiventris)و شیپ ( 8)

این نتایج  ،. بنابراینشده استدیدگزارش گر میتوزی زایی
و یا قطعات  DNAپیشنهاد کردند که باید برخی تغییرات 

جنس نر و ماده به لحاظ تئوری وجود کروموزومی بین 
ای هم با شتاب سریع در علم ژنومیکس مقایسهداشته باشد. 

های غیر اکنون تشخیص نواحی مرتبط با جنسیت در گونه
تواند با استفاده از پیش می مدل با ژنوم پیچیده بیش از

 های ژنومی ردیابی و شناسایی شود.داده

قبل  علاوه بر این، به دلیل عدم وجود نشانه ثانویه جنسی
تواند بطور مستقیم ، جنسیت ماهیان خاویاری نمیاز بلوغ

ظاهر و شکل ماهی تشخیص داده شود و در نتیجه وسیله به
، (22) اندوسکوپی، (3) ها مانند اولتراسونیکبرخی روش

های جراحی و تکنیک( 5)استروئیدی هورمون های سطوح 
با این حال، به منظور تشخیص جنسیت ایجاد شدند. ( 2)

یک روش ساده، قابل اعتماد و بدون آسیب مانند توسعه 
تعیین جنسیت ماهیان خاویاری  برایهای مولکولی روش

اهمیت کماکان دارای به منظور مدیریت تکثیر این ماهیان 
تیکی جدید به منظور نهای ژبنابراین ایجاد روش .است

های ناشی از تعیین جنسیت ماهیان خاویاری با همه سختی
 .(12، 4) شودلوئیدی بودن ژنوم کاملا احساس میپ

های چشمگیر در علوم ژنومیکس امروزه با تکیه بر پیشرفت
و امکان توالی یابی ژنوم همه موجودات مدل  ،و توالی یابی

غیر مدل فراهم گردیده است. این موضوع زمینه را بیش از 
اختصاصی و اقتصادی های نشانگرگذشته جهت پیدا کردن 

 طوریه ب ؛در آبزیان نیز در اختیار محققین قرار داده است
های حاصل که اخیرا طی دو پروژه مجزا با استفاده از داده

بط با اختصاصی مرت نواحی ژنومیاز توالی یابی کل ژنوم، 
 ن خاویاری شناسایی و معرفی شدند.جنسیت در ماهیا

Kuhl  در مقاله خود ناحیه ژنتیکی ( 2021)و همکاران
مرتبط با جنسیت را در شش گونه از ماهیان خاویاری 

 Acipenserماهی سیبری، ماهی، چالباش، تاسشامل فیل

stuiro ،Acipenser oxyrinchus و استرلیاد معرفی کردند 
جفت باز بوده و  100ن قطعه دارای طولی حدود . ای(13)

با موفقیت نیز تمایز جنسیت را در شش گونه ذکر شده 
انجام داده و همچنین وراثت پذیری آن مورد تأیید قرار 
گرفت. مقاله دیگری که اخیرا در کشور چین نیز بروی 

اویاری و یک هیبرید انجام گونه از ماهیان خ هشت
حاصل از توالی یابی کل ژنوم  نشانگرجفت پذیرفت، شش 

را به عنوان نشانگرهای کاندید در تعیین جنسیت معرفی 
و  SM4جفت  دونمودند که از بین این شش جفت نشانگر، 

SM6  نشانگرهای عمومی به عنوان(universal ) معرفی
. گونه های مورد مطالعه در مقاله اخیر شامل (20) گردید

ش، اوزون برون، ماهی سیبری، چالبافیل ماهی، تاس
ماهی یانگتسه و هیبرید استرلیاد، تاس ماهی چینی، تاس

(Acipenser baerii♀ × Acipenser schrenckii♂.بود )  توالی
نشانگرهای اختصاصی موجود در تعیین جنسیت ماهیان 

از اینرو مقاله  ارایه گردیده است. 1در جدول خاویاری 
قابل تیکی ژنحاضر با هدف معرفی و ترویج نشانگرهای 

به تحریر استفاده در تعیین جنسیت ماهیان خاویاری 
 درآمده است.

 مراحل اجرایی تعیین جنسیت مولکولی

اولین مرحله در تعیین جنسیت ماهیان خاویاری به روش 
ژنومی با کمیت و کیفیت مناسب  DNAمولکولی استخراج 

-توان از کیتژنومی می DNAباشد. به منظور استخراج می

-هایی مانند روش فنولو یا روش DNAتخراج های اس
کلرفرم استفاده کرد. از اینرو ابتدا مقدار کمی بافت باله 

گردد. سپس ماهی را جدا کرده و در اتانول مطلق فیکس می
ژنومی  DNAکلرفرم به منظور استخراج -از روش فنول
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استخراج شد، با استفاده  DNAشود. پس از آنکه استفاده می
درصد کمیت و  1نانودراپ و همچنین ژل آگارز از دستگاه 

 گیرد.های استخراجی مورد بررسی قرار میDNAکیفیت 

 (20، 13) های ماهیان خاویاریگونهبرخی از لیست نشانگرهای اختصاصی در تعیین جنسیت  -1 جدول

 توالی پرایمر نام نشانگر
دمای نقطه اتصال 

(Cº) 
یدی طول قطعه تول

(bp) 
 گونه

کروموزوم و 
یا کد کانتیگ 

(Contig 

ID) 

SSM1 
F: 

ATAACATAGTTCATTAATAATGCCT 
R: CGCCAACAGTGAATACGTT 

56 204 Acipenser schrenckii C10735 

SSM2 F: GCCATAACTGTACATATATAGAAC 
R: CTTTCGATTATGCCGGACA 54 261 Acipenser schrenckii C10907 

SSM3 
F: TGTGGATCACTCCCAGCAACTCA 

R: 
CCAGCACTGTGTTTGTTAACTGCAT 

58 158 Acipenser schrenckii C11103 

SSM4 F: TCGGTATCTTAAACTGAACCAA 
R: AGATGGAGAATTCATTGCCTA 56 415 

Acipenser schrenckii, 
Acipenser sinensis, 

Acipenser dabryanus, 
Acipenser baerii, 

Acipenser gueldenstaedtii, 
Acipenser ruthenus, 

Acipenser stellatus, Huso 
huso 

C11427 

SSM5 F: TACCCTTGTAAAGTTTGCCT 
R: GGCACCTCCTTATATACCCAA 54 199 Acipenser schrenckii C12175 

SSM6 F: TAATCAATTGTAAGTCGCCAAG 
R: ATTTTATTACGGTGAGTATACGAA 52 917 

Acipenser schrenckii, 
Acipenser sinensis, 

Acipenser dabryanus, 
Acipenser baerii, 

Acipenser gueldenstaedtii, 
Acipenser stellatus, Huso 

dauricus, 

C12265 

AllWSex2 F: TGATCAACCTCTTCAGCAATGTC 
R: TGAGAGCCACTGTACTAACACA 56 100 

Huso huso, Acipenser 
ruthenus, Acipenser 

sturio, Acipenser 
oxyrinchus, Acipenser 

baerii, Acipenser 
gueldenstaedtii 

Chr 4 

 

دومین مرحله از مراحل تشخیص جنسیت مولکولی ماهیان 
پلیمراز با استفاده از ای زنجیرهخاویاری انجام واکنش 

شرایط واکنش زنجیره ای  باشد.معرفی شده مینشانگر 
میکرولیتر حجم واکنش  25پلیمراز با در نظر گرفتن 

 DNA ،10xنانوگرم  100الی  30: باشدبصورت زیر می

PCR buffer  میکرولیتر 5/2میزان به ،DNTP (10 mµ)  به
هر کدام به  برگشتو  رفتمیکرولیتر، پرایمرهای  1میزان 
 Tag DNA polymerase(، آنزیم mµ 10میکرولیتر ) 1میزان 

و آب مقطر دوبار تقطیر تا رسیدن میکرولیتر  2/0به میزان 
ای میکرولیتر. مراحل انجام واکنش زنجیره 25به حجم 

اولیه در ( Denaturation)ت واسرشت سازی پلیمراز بصور
 25دقیقه، سپس  5الی  3دجه سلسیوس به مدت  95دمای 

دقیقه در  1چرخه شامل واسرشت سازی به مدت  35تا 
بر  DNAدرجه سانتی گراد، اتصال دو رشته  94دمای 

ثانیه و بسط اولیه  30( به مدت 1اساس دمای بهینه )جدول 
ها مرحله ت پس از اتمام چرخهثانیه و در نهای 40به مدت 

 درجه سانتی گراد 72دقیقه در دمای  2بسط نهایی به مدت 
 .باشدمی

 درصد 1بر روی ژل آگارز تعیین جنسیت نتایج 

و تشخیص جنسیت  PCRسازی محصول به منظور مصور
و با  درصد 5/1های مورد بررسی از ژل آگارز نمونه

گردد. بر این ه میداستفامعمولی  PCRاستفاده از روش 
 دامنهبطور مشخص در  DNAهای ماده باند اساس در نمونه

تشکیل می گردد و در جنس  1وزنی ذکر شده در جدول 
در محدوده مد نظر وجود ندارد  DNAنر هیچ گونه باند 

( نشان داده شده A) 1همانگونه که در شکل  (.1)شکل 
 است جنس ماده فیل ماهی و اوزون برون در دامنه وزنی

( دارای باند واضح بوده درصورتیکه با bpجفت باز ) 400
( بانده اختصاصی B)شکل  AllWSex2استفاده از نشانگر 

جفت باز تشکیل  100ماهی در محدوده جنس ماده فیل
 شده است.
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 جمع بندی و ارایه راهکار ترویجی و پژوهشی

-ترین چالشتعیین جنسیت ماهیان خاویاری یکی از مهم

پروران برای مدت طولانی بوده است آبزیهای پیش روی 
ایط بر بوده و در شرچراکه تعیین جنسیت این ماهیان زمان

سال زمان نیاز دارد. عمده پرورش  3تا  2پرورشی بین 
دهندگان به دلیل ارزش ذاتی بالای خاویار، تمایل به 

ع پرورش جنس ماده این ماهیان دارند در حالیکه عدم اطلا
های هنگفتی را جهت یان هزینهاز جنسیت این ماه

 نگهداری و تغذیه این ماهیان بر پرورش دهندگان تحمیل
 نماید.می

های از آنجاییکه تعیین جنسیت ماهیان خاویاری به روش
پذیرد، پیشنهاد سنتی و عمدتا تهاجمی در کشور انجام می

های غیر تهاجمی، آسان و قابل اعتماد شود از روشمی
وص استفاده شود. از سویی جنسیت مولکولی در این خص

این ماهیان در طول زمان ثابت است لذا با تعیین جنسیت 
توان از هدر رفت سرمایه این ماهیان در سنین کمتر می
ای در های مدیریتی و تغذیهجلوگیری و با تدوین استراتژی

تولید خاویار با کیفیت بیشتر و سایز بالاتر اقدام نمود. 
تصاصی پرورش گوشتی ماهیان گیری مزارع اخشکل

توان به عنوان یکی دیگر از مزایای تعیین خاویاری را می
جنسیت زودهنگام این ماهیان اشاره کرد که اثرات اقتصادی 
مربوط به خود را نیز در پی دارد. از بین هفت جفت 
نشانگر مولکولی معرفی شده در این مقاله، نشانگر 

AllWSex2  وSM4 ذیری بیشتری از خاصیت عمومیت پ
برخوردار بوده و به خصوص در گونه فیل ماهی که به 

-عنوان گونه اصلی ماهی خاویاری پرورشی در ایران می

گردد جهت اطمینان کامل از ترکیب هر باشد، پیشنهاد می
دو نشانگر ذکر شده در تعیین جنسیت این ماهیان استفاده 

 به جای برشای پوستی های پنبهکاربرد سوابگردد. 
-در آینده میماهی  DNAقسمتی از باله به عنوان منبعی از 

تواند حتی میزان استرس را در تعیین جنسیت مولکولی 
ماهیان خاویاری بیش از پیش کاهش دهد. این روش 
همچنین با کاهش زمان و تلاش مورد نیاز برای پرورش 

(، ex-situهای فیلدی )ماهیان به منظور مولدسازی در برنامه
ها و ارتقای انتخاب مولدین بانک ژن اهش هزیهباعث ک

زنده نه تنها بر اساس آلل های نادر بلکه بر اساس جنسیت 
 نیمولد ایجاد یکه برا ییهایحالت، ماه نیدر اگردد. می

چارچوب سن پایین و در در  توانندیاند، مانتخاب نشده
از آنجاییکه در حال  شوند.سازی رها بازسازی یهابرنامه
تجهیزات مولکولی در مزارع تکثیر و پرورش ماهیان  حاضر

در کشور وجود ندارد، لذا آینده پژوهشی در خصوص 
-های اولیه و یا ثانویه تولیدی توسط مکانکشف متابولیت

-تواند باعث تولید کیتهای ژنتیکی مربوط به جنسیت می

های اختصاصی تعیین جنسیت در ماهیان خاویاری شود که 
به راحتی توسط مزرعه داران و بدون نیاز به تجهیزات 

همچنین نشانگرهای ژنتیکی  خاصی قابل استفاده باشد.
-اختصاصی کشف شده در جنس ماده ماهیان خاویاری می

توانند نقش مهمی را در مطالعه تکامل کروموزوم جنسی و 
فرایندهای تعیین جنسیت و حفاظت بیولوژیکی این ماهیان 

سبت جنسیت جمعیت از اهمیت بالایی در ایفا کند. ن
جوامع اکولوژیست و حافظان محیط زیست برخوردار 

های چراکه تغییرات نسبت جنسیت در جمعیت ،است
وحشی دارای اثرات قابل توجهی در سازگاری، پویایی 
جمعیت و حفاظت تنوع زیستی دارد. پایش نسبت جنسی 

-یریت جمعیتبطور ویژه از اهمیت بالایی در ارزیابی و مد

های وحشی ماهیان خاویاری که علیرغم ممنوعیت صید 
اند، برخوردار همچنان سایز جمعیت خود را احیا نکرده

توانند است. از اینرو نواحی ژنومیکی مربوط به جنسیت می
پروری و همچنین ارزیابی از کارایی بالایی در مباحث آبزی

 ند. و مدیریت ذخایر ماهیان خاویاری برخوردار باش

 
در  SM4 نشانگر: A)شکل  ژنتیکی اختصاصی تعیین جنسیتبا استفاده از نشانگرهای  شناسایی جنس ماده در فیل ماهی و اوزون برون -1شکل 

 در فیل ماهی( AllWSex2: نشانگر Bاوزون برون و فیل ماهی؛ شکل 
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Abstract 

Sex determination of sturgeons is one of the most appealing subjects towards both 

fisheries researchers and fish farmers. Molecular sex identification of these fishes using 

traditional methods have not had positive results, while due to the new advanced 

genome sequencing approaches known as NGS, it is now possible to detect and track 

the sexually divergent regions. Hence, based on the whole genome sequencing approach 

in two distinct studies, genomic regions harboring sex information in sturgeons were 

characterized and confirmed the ZZ/ZW sex-determination system in sturgeons. The 

presence of different sex-specific sequences in sturgeons indicates the presence of 

different sex-specific genomic regions for sturgeons. In the present paper, in addition to 

review the conducted studies on sturgeon’s sex identification, an applicable list of 

newly found genetic markers in sex determination of sturgeons are presented towards 

the beneficiaries and to improve the aquaculture industry of sturgeons. Furthermore, 

considering the high-quality results obtained by molecular tools in one hand and non-

invasive feature of this method during sampling on the other hand, the usage of new 

universal markers namely AllWsex2 and SM4 is highly suggested as a novel technique 

in sturgeons’ sex determination in replace of traditional approaches such as 

ultrasonography and laparoscopy. 

Keywords: Functional genomics, Molecular marker, Sex determination, Sex 

chromosome, Sturgeons. 


