
  

  

با استفاده از  يرانيا يت در تاسماهين ماركر جنسييامكان تع يبررس
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ان يان ماهيك ميمورفولوژ يهاز عدم وجود تفاوتيان و نيبالا بودن سن بلوغ در تاسماه ه علتب

ت يبا توجه به اهم  .همراه است يت آنها با مشكلاتيص جنسيان مولد، تشخيدر ماه ينر و ماده حت

د ين جهت توليين پايان در سنيت تاسماهين جنسييجهت تع يمولكول يهاكياستفاده از تكن

 5 يان ژن در گنادهايب يجهت بررس cDNA-AFLP كياز تكنن پژوهش ي، در ايار پرورشيخاو

 AFLP يهاآغازگرب يجفت ترك 63با استفاده از  يرانيا يسماهنمونه نر تا 5نمونه ماده و 

گناد جنس  در cDNA (TDF1, TDF2) يماركر اختصاص 2ق وجود ين تحقيج اينتا. استفاده شد

د يتائ يرانيا ينر و ماده تاسماه يهادر گناد نمونه RT-PCRماده را نشان داد و توسط واكنش 

ن گونه يا يژنوم DNAدر  TDF2و  TDF1ر دو قطعهت ديجنس ياختصاص يهاآغازگراما . ديگرد

با توجه  .ر بودنديقابل تكث يرانيا يان ماده تاسماهيگناد ماه cDNAآشكار نشدند و فقط در سطح 

 يهااحتمال دارد كه ژنقات مشابه انجام شده در مورد تاسماهيان يبه نتايج اين تحقيق و تحق

ت يا ممكن است كه حساسيند و يعمل نما يز جنسيه تمايت فقط در مراحل اولين جنسييتع

   .است نبوده يمورد استفاده به اندازه كاف يهاروش
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( XA�� �K6� 1������ �� /�+Y���$ ����+ ������ 

$� ���) .� �� .��A��28� %�H�� 3���+ ������@ ���  C26V!$
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� �� ��
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U� ?�� ��  ����K	� �)\gg� (	T ��� _���P$�� 1��� : ?��

2�(�	� 2�( ���,���  MseI �EcoRI����V@��( {�>H� 1�  1�9���$

PCR �6N�$ ����|�� � ���8��VKH� ye
 1$(�2� �� C�W�� .

 3�T��PCR  �� .��QV
� ��aF T�� -Q"� /�)��n(���  
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DNA $ .��QV
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��)�� . *�B>$ �$��� ��PCR ���  ���)( *R�/\ ���� 

��) ���8��VKH��T �� .��QV
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 �� .��QV
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��V8�).  �N��9 1.�� �H��� %��:� ��:=D ����� ��5�	�

�)��n( ��28� C�� �� .��QV
� �� ���BV+� ���Oligo5  -#"

 q=
 �� 3��$�(DNA �� .��$ � �� ���8� �$��R��	
� ������ 

�� C�W�� .�
	���$�( %�3��� JK���L!� �������  U�K:$

)RT-PCR (��� cDNA ���	� ���)��� ��	
�� .��$ � ��� 

������  �� .��QV
� �� ��)��n(��� ��BV+�� �� C�W�� .H���� 

�)��n(��� RT-PCR *��" ��[ -
� .�� �TY.   

�+�f��� ����N� JK� -#"�Y d�� �� ����� P . ��� �V��
��

H����$� �� �� gc V��
 �"��� ���� ��$ ��F D�� ye
 1�<F� 


� P$�� PK\ D�� �� �<gc V��
 �"������� 1\ D�� �� �<�a  �"��

V��
�����  �\ D�� �� �<�[ V��
 �"������� �#� �!� ���  ��$ ��

� H�� \] D���$� �� �<� �[ V��
 �"������� .PCR  ,WN ��[� 

$�H��K� P$�� �V\]]  �� C�)����cDNA  1��H�mM \/]  C��T�� ��

 ���)��n( 1��mM [/]  ��dNTPs 11XPCRbuffer 1mM �/\  ��

Mgcl2   �U \ 2�( ��� ,Taq DNA polymerase (CinnaGen, 

Iran) �� C�W�� . ���B>$PCR  ���)( *R ���8��VKH� �
��

�/\ ���� H�KH�$ �T��$ ��  .������] ��� -Q" (Ladder-50bp) 

(Fermentas, France) 
���� ���� .�
	�� -
� �� �T��$ �� %

�� �� .�$(� DNA $��R�\]  � �� ���	�\] ��	
�� .��$ ���	�� 

������ )A. persicus (�$�(����� 3 .�)��n(��� PCR ��� �� �

H��( ���7$ �#�(� 2cDNA ��	
�� ��� ������ ���. 
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 *��"\x T�� � k��� /�)��n(��� �� .��QV
� ���$ ��	
��� ������ �K� �� .��QV
� ��� ScDNA-AFLP  
Oligonucleotide Sequence 
EcoRI adapter 5′- CTC GTA GAC TGC GTA CC-3′ 

5′- AAT TGG TAC GCA GTC TAC-3′ 
 

MseI adapter 5′-GAC GAT GAG TCC TGA G-3′ 
5′- TAC TCA GGA CTC AT-3′ 

 
EcoRI+1 primer 5′- GAC TGC GTA CCA ATT C A-3′ 

 
MseI+1 primer 5′-GAT GAG TCC TGA GTA A C-3′ 

 
EcoRI+3 primers 5′- GAC TGC GTA CCA ATT C ANN-3′ 

E-AAT, E-AAG, E-ATC, E-ATA,  E-ACG, E-AAA, E-TTA 
MseI+4 primers 5′-GAT GAG TCC TGA GTA A CNN N-3′ 

M-CACA, M-CGAA, M-CGAT, M-CCTT, M-CATA, M-
CATT, M-CGTC, M-CTGC, M-CCGT, M-CAAT, M-CTTC 

 
  

  يدو ماركر جنس PCRط يو شرا يحرارت يها، چرخهRT-PCR يهاآغازگر يتوال -2جدول

 *�B>$ .�����
PCR(bp) 

Tm(oC) Mgcl2 
(mM) 

H���� �)��n( ��)′Fx′�(  ���T��$  

\]�  a�  �/\  F: TGACTG CGT ACC AAT TCA TAC CTA C 
R:TGA GTC CTG AGA TAA CAC AAA ATG C 

TDF1  

[]�  a�  �/\  F:TGA GTC CTG AGT AAC GAA GCA 
R: CTG CGT ACC AAT TCA TAC TCC 

TDF2  

  

  

� ��� �� 3��i@ %aF T��� /�)��n( AFLP (Mse+4, Eco+3) 

 1.��QV
� ���$�<�� ��0F]]] ��) ?��	� ������ �� �T �� ���:� %

 ���N\]g 6@ ����� 8��$������ S . ����  �� -Q"�)��n(��� 

�$�(� .�� 3)T��� /�)��n(��� M-CGAA 1 E-ATC�  

 E-ATA 1M-CGAA (.����� �� ���� �����  ���N\]]  �[]] 

 q=
 �� ��� -Q"cDNA ���	� ���)��� ��	
�� .��$� ������ 

��) .���7$� -���� ��"� �� y�" �� �T �)P}� \�[ .(

	9� ��5�	��^@ ���K� �� ������  �� ��T^$ ����� � ���	�� ��

RNA ) P$��c  � �� ��Ac ��	
�� .��$ ��A� ������ ( PN��$

 -+�
cDNA �K� �� SAFLP  �� .��QV
� ���)��n(���  ���$

��) ���K� .��$ ���8� �� ����W$ ��T^$ ���� �T -8�) C�W�� �5��� .  

�V��:� �� P��N ���H��� %� �R ��:=D� 	
�@ ������� 

T��������T��$ /� �TDF1  �TDF2��� �� 1�V
� �� �W�$ /���� 

H��� �� ��� \]� �[]� ��� -Q"� ��)�� . �� `���$ ��A�9�

��A�9� S���� EMBL )(http://www.ebi.ac.uk/ .��	� �� ��� 

AM988672  �AM942751 
� -0I ���� . ��A�9� ye


H��� �� P��N� �R�  �R S��� �� ��"�$ ��A�9� �� �T��$ �� ��

NCBI 0=�� l (BLAST)�� .��� .�V���WV!" �� BLAST  ��

�@���A�9� .��� NCBI  �T��$ �T ��� ��7�TDF1 D�8R�H�	� �� 

�R ����� H�N �� 1��� .�� �V+���� �T��$ �KTDF2 ����  �JT��N

�c ����  �� ���7�\F] �R �� ��� -Q"LaminB2  ��Danio 

rerio  ���.  

�
	������28� C�� �� .��QV
� �� %� ��A�9� S���� expassy 1

H���� h���@ �� ���T��$���) �	"�� %�� .� �� .��QV
� ��� �$���� %
                                                           

1  Transcript-Derived Fragments 
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���� ��	�
/ ��
�����/������/��	���� ����  �!  

 

3� h���@ /H�D���� %� �$( -
�� �R �� . ���7� ���� ye


/H�D��� h���@��� h���@ �� .�$( -
���%���   S��� �� .�� -0I

��A�9�� NCBI (Protein BLAST). �<$���) �!�� .�V�� �

Protein BLAST � �T ��� ��7���V7� �T��$ -��0� %TDF1  ��

protein phosphatase C2  (PP2c)  ���7� ���� ��a/Fa ����  �

 �T��$TDF2 h���@ ��� %laminB2  ��Danio rario  ���� ��

 ���7��/gg ���� ���.  

�V����� �����T��$ �� !�"�  ��cDNA  �DNA $��R� ���	�-

���  .��$ � ��A.persicus  �T ��� ��7�TDF1  �TDF2  ��

cDNA  �� .�$( -
��� JK� P��D .��$ ���	�� �� 1��� �H�N� �� �K

� ���� �� ���	�� JK������ ��� . q=
 �� �$�DNA $��R� \]  ��

 �\] ��	
�� pH�� .��$� ������� 1���BV+� ���� �� �� TDF1  �

TDF2 ������ ��W� �) P}�F �c.(  

  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

����� ���	
PCR  ��
 ��cDNA-AFLP  ��� � ������� 

M-CGAA  �E-ATA�   ��
����
 ����� �������
TDF-1 �� ����� �

 !"
� �#��� $%� �& �� �
�'��()*�+ !,
-   ./�"
� 01
 � 2
�3�1-

2�41 5��("1 ����1�61 .�78  $*�9  � 2-�
 -�:�+  $*�8;  
- �1 -�:�

 � $��1��#� $7�6��<�3pUC Mix Marker,8(Fermentas, France) 

$
!:���.  

���8�   ����	
PCR ��
 ���cDNA-AFLP���� �

�������� M-CGAA  �E-ATC�  ��
���
 ���� ������
TDF-1 �

 !"
� �#��� $%� �& �� �
�'��()*� �� ��+ !,
-  � 2
�3�1-

2�41 5��("1 �� ./"
� 01
 .�1�61 .�78  $*�9  � 2-�
 -�:�+ 

 $�����*�8;   � $�����1��#� $7�6�����<�3 
- ������1 -������:� 

Ladder VIII (Roche, Germany) $
!:���. 

Female Male 

TDF-2

FemaleMale

TDF-
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�" ���� ��	�
/ ��
�����/������/��	���� ����  

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
  

6T ��=��  .��QV
� �� ��"�$ �� -�!�" M�L7� �� C�) %�H��

 �������7� ��DNA,V!�
 ��"� 1 �� �}�V�R -�!�" %��:� ���

�$ �(���� )rs .(�
����� ���T��$� !�"� ����� 	���� -���� 

<>� �� ,�������T ��<� 3��i@ ,� ���� �@���� 2�(����� �� .

�����T��$ %  ��K$��
����� ��$ C���� ������KV
� ���  .��

V�R�K� )�� ����� .��$ � ����� (�
	� ����$ %�_� ����!�" �� -

���$��� �V8�� � ���� ���
� -#" ��5V�� �� ���)�� !�"�  ,���8

$��	�� �)r�(. 	�� �� �"�� �����$ -�H�� �� .��$ �����+ �� �� ��

��	
���H�� 1�����$ ����KV
� ��� :� ��K$� �� .����!�" %� -

H�KH�$� H�� PN��$ �������@ ����BVD� �5� �� 1� ���� 2�(� 

���@� ���)��� ��$ �6VL$���+ ������ !��$ ,#$ ������� .  

�K� �	� 1���T���S��� :� -#" .�� .��QV
���!�" %� �� -

��	
��� �� .��QV
� �6	" �� ���K��S��� �RAPDs1 �AFLPs 1
�ISSRs 1�RDA� 1��0�
���7��T �����R 1���  y�" �� �V!���

$�h���@ ?�� �� -
� .�� �"��$ -!K� �� 1yK)[a 1\� 1\g 1

\c 1\� 1[ 1[[ 1a.( 

 ���V� �� �"������) �� .�� C�W�� ��:H�=$ ����  �6VL$

��	
������T��$ �� .��QV
� �� ��� DNA (��T C�A ���  ��
                                                           

2 Random Amplified Polymorphic DNA 
3 Amplified Fragment Length Polymorphisms 
4 Inter Simple Sequence Repeats 
5 Representational Difference Analysis 
6 Subtractive Hybridization 

�
����� ���T��$� �K� �� 1�#�( �� y�" �� �V!����S  

 cDNA-AFLP )� (
��� ��5�	�� �� .��$ � �� ���) �� �R ��

��	
��� ������ �� .��QV
� pH�� .��?�� ���:$ �� 1?�� %��� 


���� ��$ C��R �
��
 �� �R ���6��D � ������
��� -�� �R -

���  � �V+���������� �� �����8� !��� �� ,T ���$ ���� 2� ����

)[] .(  

� 1��"�$ ��A�9� ��������� 3��i@ %� H��� ���) ���$ �� ��� %

A .persicus -
� .�� C�W�� .�� !�" �T��$� (TDF1, TDF2) 

�����) ��� ��	
��� ������ H��( �
�� .��$� 2cDNA-AFLP  ��"

 3�T�� �
�� � ��RT-PCR ��	
�� ���) ��� .��$ � �� ������ �

��)�� . �� .�$( -
�� �T��$ ��cDNA ���	� ���)��� ��	
��� 

������ �
��� P��D .��$�� JK� �� y�" ���) �� � ���������7� � .

 �$��)��n(��� N��9� H��� U�
� �� .���  �:=D ��TDF1  �

TDF2  q=
 ��DNA $��R� ��	
��� JK�� �� �<8 � ���7� �

 q=
cDNA ��$ ���)��� .��$ ����	
� ������ JK� P��D������ � .

 ���L7� -#" .�� C�W�� �:H�=$ S����T��$ M� !�"�  ��

Takifugu rubripes  ?�� �� .��QV
� ��cDNA-AFLP 1�  �T��$

y�" �� �V!��� (TDF1-5) �
�����  �<8 �T ���K� ���T��$ �� 

(TDF-5)  q=
 ��DNA $��R� JK� P��D� � ��� ���#f  �T��$

�� q=
 �� �<8 ��cDNA JK� P��D �����) �� .�� �V+�
� �

 �����)g .(	6A �5� ��� $�� �T ��� *�	VN� ��������V���� 

Male Gonad cDNA Female Gonad cDNA

Male Gonad cDNA Female Gonad cDNA 

���>� ���	
RT-PCR �� 2-��(<� ��cDNA2-�
 -�:�

7�6<�3$ �#1��$  ������� *��3$ TDF1�
 2!� �
�'��()*� �. 

 �
��� �&9/8 !,
- 
� 01
 �"/. 3� �� 2!�"!#�
��� @�#! .

A�(<�7. 8 *�$ 9  �� ����
cDNA  �2-�
 -�:�+ *�$ 8;  ����


��cDNA7�6<�3 �1 -�:�$ �#1��$�M��
�
9;��� ���

���B� ���	
RT-PCR  �� 2-��(<� ��cDNA 7�6<�3 2-�
 -�:�$ 

�#1��$  ������� *��3$ TDF2  ��
 2!� �
�'��()*�.  �
��� �&9/8 

!,
- 
� 01
 �"/. 3� �� 2!�"!#�
��� @�#!  .�C1�(<. 8 *�$ 9  ����


 ��cDNA  �2-�
 -�:�+ *�$ 8;  �� ����
cDNA 7�6<�3 �1 -�:�$ �#1��$ 

�M��
�
9; �<� ��� ��� . 

���  
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���� ��	�
/ ��
�����/������/��	���� ����  �#  

 

)�2�� � ���	� �� � ���� .�� mD�� �#�( %�H� %��� �� P� DNA 

$��R� JK� P��D�	� ������� .  

�WV!" 1.�$( -
�� �T��$ �� ��� BLAST ��A�9� S��� ��� 

NCBI �� 1h���@ q=
� �T ��	� ML7$ %TDF1 ���V7� %

 -��0�)R�H�	�� (h���@ �� ��� %Phosphatase C2 )a/Fa 

���� ($ ML7$ ���	VN� �T ������ ��T���K$ �� �T��$ %�,!-

��� 5���
 ,��� *����  *�6
(Cell signaling) ���D�� -#"� 

09 ��K6	A�:� 8�2�R�H��+� *�6
 S�-
� P .� �T��$� ��

(TDF2) ���V7� -��0� %)�/gg ���� (h���@ �� ��� %LaminB1 

�� Zebra fish   ���)Danio rerio $ �5� �� �T ��� ��7�� �
�

� ��K6	A�h���@ �� `���$ ���	VN� �T��$ %� �� .���T -T�� %

H�6
 -6K
�� (cytoskeleton) �K0� �T -
���� H�6
�  ��

$ PK��8����� ��K6	A �� � ����6� H�6
� ���� -H�+�.  ��

�V� �� �"���� �� .�$( -
�� ��$ 3��i@ %�V� ������W)��� 

���T��$ �T ��	�� �R �� ��T^$��� :���!�" .���T %� �V!��� -

	������� . 

�
	��7��i@ �� %�  �� .��QV
� �� �T ���h���@ �����H� �!��<$

�R ����v�� � ���	L� ��:� �� ��� $�h���@ �� .��QV
� ��� yK

 �� C�W��)\g(1 c� ��) �� .i�� �=<� ���  �[  ���7$ ���� �=<�

 ���	L� �����) -8���. %�h���@ ,!�H���V$ �� .�� ���
��� ���

�L!� 1�H�6
 ��V+�
 1�R��� ��H�� � k�8� 1�	"�� � ������

�V��� -H�+� �H�6
 ,�!<� 1P<� � P	N 1�H�6
  �� C��o ��� �

�R �� ,�<V!$ ��=� �#�(�����0� �V!��� -�!�" %��:� �� �� �T 1

�V��<>� ���0$ �O�N l� ���T��$ ���� �0��$ ��� � �� .�� -8�

h���@�%��� n�!�" �� $ |���	������. �
	�� C�W�� �:H�=$ %

 �
�� .�������o �$  ����K	� �)[]]� (�� ��� ��	
��� 

����f��� (A. fluvences) ?�� �� .��QV
� ����� ��1�R ��  ��

�� �"��$ -!K�.  

@ �� �"�� ����7� ��� ���T��$� !�" �� �V!���� ���� *�	VN� 1-

�R �T��� :���!�" %�H�� PN��$ �� �<8 -��	� ��!�" 2�  P	A

�	�� � ���
�!N �T -
� %K	$ ��?�� -���  �� .��QV
� ���$

8�T .������ -
� .��0� )\�1 \g1 [a .(  

�R ���:� ���T�� ������T��$ ��  y�" �� �V!���� �� .�� -8�

��$��<$ �� ���.��) �� �!��� ��!� ����� .�#$ ���$ ,T ��� ����

� �����T��$ �V7� 8�:$� 	� �5�� .������ �T �
�� �� �� 3� S

 ���)�VN �� �
� ���� �V��� �����T �)\a �\� .( -
�� ��A�9�

� �� .�$(�$ 3��i@ %��@ ��������0$ � ��� ���� H�=$� ��:� �V7

$� ���:� ���� %��	� ��!�" 2���	
�� �� -� ������  

 )A. persicus (���( ,���8 ��.  

 
�����	
��  

��<>� %��	N �� l�H�$ -� <>� �!
�$�� ��<�� ��� �T �� ���

t���wx����x�sx������x���x� ��) ��"��� .���
��� �� �6

�	N�-��� ������ p��D( '��" �!
�$ C�V>$ -
��  �VT�

06=$� �� ��� 3L� C�V>$ y�R�H��K��� �D( '��"� D�n �VT�� 

��2�
�e
 � �K7�� $����) .�
	��6T �� %� C�V>$ ����K	� �

�D( '��" ���B+� $�L78 U��#$�  3L� C�V>$ *�h!$

V�R�8 3L� C�V>$ *�h!$ 1S�2�R�H�� � �����	� V!��� '��" �V

�D(� 	��T U��#$�JK� 3L� C�V>$ *�h!$ 1�� #� m	VW$� �

V7#�� �D( '��"� !N U��#$��	>$ %� �
 � .�K��@� �

����K	�� ��"� *�9 �� �� �$ �T� ��<>� %� l����  �����
�

�����D � �K7�� $����). 

  

  

\x �	#��C 1 .	��T ��� 1 .\F�� .
��� -8�� �:H�=$�  ��n

!�"� ��	
�� �������@ ���" ��� .	6A �6W$� ��� ���1��� 

 .��	�\ ��>Q� 1,VQ� *�
 1\ax\.  

[x 
��@��Q. � .\F�� .:���!�" %���	
�� �� -�  �� ���� ����

 ?�� �� .��QV
�AFLP  .�@�
�����T �$�� ��� ���� . .��7���


���8� �#7$  . 

Fx 	��T��@�C 1.�!>$ 1�C 1.$�L78 ����� 1�C 1.�.�	#� 1�C 1. 1

���9�k 1 . ���	>$���C 1 .\F�a . �)���)��� ��8 %���	6� 

(Huso huso) ��	
�� �� ������ (Acipenser persicus) �<$ �� �!

�#�( ��� ���� .\F�a  .����7T ��#" ������<>� ��$��
 1� ��<

�����  
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