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چکیده

منحصر به فردي هستند که قادرند اطلاعات ژنتیکی را به هايسلول) SSCsبنیادي اسپرماتوگونی (هايسلول

با این مطالعهبنابراین، .کنندیمبازينقش مهمی ياگونهبینِيمرهایکادر تولید رو نسل بعد منتقل کنند؛ ازاین

شدهختفریتازهيهانیآلوبه ماهی آزاد دریاي خزرSSCsدرون صفاقیتولید ماهی کایمر حاصل از پیوندهدف

با روش هضم ماهههشتاز بافت بیضه ماهی آزاد اسپرماتوگونی هايسلول. انجام شدکماننیرنگيآلاقزل

به حفره ، PKH26آمیزي با رنگ فلورسنت غشایی بعد از جداسازي و رنگهاسلول.نداستخراج شدآنزیمی

روز پس از پیوند با 30و 15هانیآلوپیوند شدند. کمانآلاي رنگینقزلشدهتفریختازهيهانیآلوصفاقی 

يزهایآنالشده براي گناد ماهیان پیوند،پس از پیوندروز180. شدنداستفاده از میکروسکوپ فلورسنت بررسی 

مهاجرت و کمانرنگیني آلاقزلدر حال تکوین به سمت گناد شده پیوندهايسلولمولکولی استخراج شدند. 

کمانرنگیني آلاقزلگناد ماهیان درصد از 4/41ماهی آزاد دریاي خزر در هايسلولزایی کردند. حضور کلون

ي آلاقزلرا در ياگونهآمیز بینِبار پیوند موفقیتنتایج این مطالعه براي اولینشد. دییتأPCRبا استفاده از

هايسلولقادرند کمانرنگیني آلاقزلسوماتیک هايسلولکمان نشان داد. این مطالعه نشان داد که رنگین

اسپرماتوگونی دریچه هايسلولياگونهپیوند بین د.ناسپرماتوگونی ماهی آزاد دریاي خزر را حمایت کن
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عنوان بهSSCsپیوند ،بنابرایندر معرض تهدید گشوده استيهاگونهکمیاب و ينژادهاجدیدي براي حفاظت 

.دوشیمپیشنهاد با ارزش ۀاین گونیک روش کاربردي براي حفاظت ذخایر ژنتیکی 

، کایمرياگونهپیوند بین ، Salmonidaeسلول بنیادي زایا، کلید واژگان:

مقدمه

) یکی از Salmo caspiusماهی آزاد دریاي خزر (

است که از ارزش ياقهوهي آلاقزلهاي گونهزیر

. در استاقتصادي و مقبولیت بالایی برخوردار 

رویه و اخیر عوامل متعددي از جمله صید بیيهاسال

رفتن نی، ازبیآباها و منابعیدریغیر مجاز، آلودگ

، موانع موجود بر سر ریزيتخمو مناطق هاستگاهیز

هارودخانها به یاز درریزيتخمراه مهاجرت به هنگام 

باعث هارودخانهبه آب يشهريهافاضلابو ورود 

تهدید جمعیت و در مواردي کاهش موفقیت در 

در حال ]. 2- 1[بازسازي ذخایر این گونه شده است

حاضر، بازسازي ذخایر این ماهی ارزشمند صرفاً به 

صید مولدین از دریا، تکثیر مصنوعی و رهاسازي 

منتهی به حوضه جنوبی يهارودخانهها به اسمولت

با نیزهاتیفعالاین اما است؛ متکی دریاي خزر 

يازهاینمشکلاتی از قبیل بالابودن هزینه صید و 

شدن تنوع زیستی، پرورشی، فرسایش ژنتیکی، کم

با نداشتنو تطابقزايماریبشدن به عوامل مستعد

ن،رو است. بنابرایهمحیط طبیعی روبيهااسترس

جدید براي حفظ ذخایر ژنتیکی ماهی يهاروشیافتن 

آزاد دریاي خزر لازم و ضروري است. در بین 

انجماد گامت و جنین، روشی ،حفاظتیيهاروش

مدت ذخایر ژنتیکی براي نگهداري طولانیمؤثر

شدهانجاميهاشرفتیپرغمبه؛ اما شودیممحسوب 

درموفقیت چندانی در فناوري انجماد، تا امروز 

بزرگ، اندازهعلت به ماهیان نگهداري تخم و جنین 

میزان بالاي زرده، ساختار پیچیده و وجود چندین 

]. 5- 3[استحاصل نشده غشاء با نفوذپذیري متفاوت

در معرض يهاگونهامروزه براي حفظ ذخایر ژنتیکی 

اندافتهیتوسعه ي نوین بر پایه سلول هاروشتهدید 

. شودیمبنیادي استفاده هايسلولاز عمدتاًآنهاکه در 

هستند که ضمن هاسلولبنیادي، گروهی از هايسلول

هايسلولداشتن عمر طولانی و توانمندي تقسیم به 

کاملاً مشابه خود (خودنوزایی)، قابلیت تمایز به 

].6[با کارکرد ویژه را نیز دارندیتخصصهايسلول

بنیادي هايسلولاز انواع مختلفی در بدن یک موجود 

بنیادي اسپرماتوگونی هايسلولچون وجود دارد؛ اما 

)1SSCs بنیادي در موجودات بالغ هايسلول) تنها

هستند که قادرند اطلاعات ژنتیکی را به نسل بعد 

به آنها و کاربردي ياهیپابراي مطالعات ،منتقل کنند

].7[شده استبسیار توجه 

کایمر تکنیکی است که موجودو تولید هاSSCپیوند 

اسپرماتوگونی از بافت بیضه یک هايسلولدر آن 

عنوانبهدیگر (عقیم استخراج و به بیضه حیوان حیوان

و سبب اسپرماتوژنز در منتقلگیرنده پیوند یا میزبان) 

براي این تکنیک ]. 8شود [یمپیوند ةحیوان پذیرند

روي سپس ،بار در موش گزارش شدنخستین

جانوري مختلف از جمله رت، همستر، بز، يهاگونه

گاو، خوك و میمون نیز با موفقیت به کار گرفته شد

ردة به دنبال موفقیت پیوند در موجودات ].11- 9[

يآلاقزلماهی يهاSSCبار با پیوند بالاتر، براي اولین

) به آلوین Oncorhynchus mykiss(کماننیرنگ

1. Spermatogonial stem cells
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) اسپرم و تخمک O. masouآزاد ماسو (ماهی تریپلوئید 

را در گناد ماهی آزاد ماسو کمانرنگیني آلاقزلماهی 

مطالعه نشان داد که این نتایج ]. 12[گردید تولید

SSCقادر هستند دیگردر ماهیان همانند موجوداتها

.بعد از پیوند به گناد در حال تکوین مهاجرت کنند

مختلف يهاگونهشده روي پیوند در مطالعات انجام

و قابلیت دوگانه دارند در ماهیان هاSSCنشان داد که 

قادرند بسته به جنسیت ژنتیکی ماهی پذیرنده، مسیر 

].16- 12[اسپرماتوژنز یا اووژنز را طی کنند

ياگونهدرونيوندهایپتاکنون انواع مختلفی از 

ماهیان در ] 23- 20،13[ياگونهبینِو ]19- 17،14[

ان، ماهیهاSSCگزارش شده است که پس از پیوند 

دهنده را انِتخمک و اسپرم ماهیندمیزبان قادر بود

جدید اي انجام چنین مطالعاتی دریچهد.نتولید کن

کمیاب و ينژادهاو هاگونهبراي حفظ ذخایر ژنتیکی 

پیوند ،علاوه بر اینتهدید گشوده است.در معرضِ

به تولید مولدین و صنعت تواندیمزایا هايسلول

توانایی نگهداري ،ترتیببدین.پروري کمک کندآبزي

که امکان ارزش اقتصادي بالا ماهیانی باو تولید

علت به بستهيهاستمیسدر معمولاًآنهانگهداري 

سن بالاي بلوغ، حساسیت به انواع بزرگ، اندازه 

بالاييهايازمندینهمچنینو بیماري وهايدستکار

زایا به هايسلولپیوند با،وجود ندارد،یپرورش

رشد بالا، سن بلوغ پایین و میزان اهلی با يهاگونه

معمول مقدور يهااسترسمقاوم در مقابل انواع 

یفرصتهمچنین تکنیک پیوند ]. 26- 24[شودیم

مناسب براي گسترش مطالعات جدید در زمینه 

- بنیاديبنیادي، سنجش پتانسیل هايسلولبیولوژي 

تراریخته را بنیادي و تولید حیوانات هايسلولبودن 

].27،24[کندیمفراهم 

زایا براي هايسلوليریکارگبهزمینهتاکنون در 

ایران تهدید ارزش و در معرضِحفاظت ماهیان با

تلاش اما در این تحقیق . نشده استاي انجام مطالعه

،رانیدر اياگونهنِیوند بیمورد پنیاولامکان شود می

هاSSCپیوند تولید ماهی کایمر حاصل از از طریق 

کمانرنگینيآلاقزلماهی بهآزاد دریاي خزر ماهی

دریاي خزر ارزشمند ۀبا هدف حفاظت از این گون

.شودبررسی 

هاروشمواد و 

گونه مورد مطالعه

عنوانبهدر این مطالعه از ماهیان آزاد دریاي خزر 

کماننیرنگيآلاقزلنیآلوپیوند و از ةدهندۀگون

پیوند استفاده شد. ةپذیرندۀگونعنوانبهتریپلوئید 

از مرکز تکثیر مورد استفاده در این مطالعهآزادماهیان 

(کلاردشت، مازندران، شهید باهنرآزادماهیانو پروش

بنیادي هايسلولپژوهشکده درایران) تهیه شدند و 

پژوهشگاه رویان (تهران، ایران) در مخازن پلاستیکی 

لیتر با هوادهی دائم نگهداري شدند. 200با ظرفیت 

گراد سانتیدرجه 10طی این دوره دماي آب پیوسته 

ساعت روشنایی و 16بود. ماهیان تحت شرایط نوري 

يتجارماهیان غذايبه ساعت تاریکی قرار گرفتند. 8

SFT3 (فرادانه، شهرکرد، ایران) با محتوي پروتئین

به % 11و رطوبت 13%، خاکستر %15، چربی 50%

. شدداده غذایک نوبت در روز صورت دستی 

آزمایششروعازقبلساعت72ماهیانبهغذادهی

.شدمتوقف

مورد تریپلوئیدکماننیرنگيآلاقزليهانیآلو

عدد چهار اسپرم ترکیباز استفاده در این مطالعه

(میانگین 3/1263±4/153با میانگین وزنی نرمولد

مولد ماده یک عددبا تخمک) گرم خطاي استاندارد±
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همراه با شوك گرم 3270کمانرنگیني آلاقزل

دقیقه و پس 10به مدت گرادیسانتدرجه 28گرمایی 

[تولید شدنددقیقه از عملیات لقاح 15از گذشت 

یافته تا زمان تفریخ در لقاحيهاتخم. ]30- 13،28

ي آلاقزلتکثیر و پرورش در کارگاه هاتراف

(قلعه رودخان، گیلان، ایران)درنابکمانرنگین

خ به تفریازساعت قبل24نگهداري شدند و 

در ظروف هانیآلوپژوهشگاه رویان منتقل شدند.

پلاستیکی با ظرفیت چهار لیتر نگهداري شدند. 

هوادهی در هر ظرف از طریق سنگ هوا و به طور 

10. دماي آب در زمان نگهداري شدمستقل انجام 

ساعت روشنایی 16نور وضعیت گراد و درجه سانتی

ساعت تاریکی بود. پس از جذب کیسه زرده، 8و 

اپلی آرتمیا) و غذادهی در پنج نوبت با غذاي زنده (ن

ي ا) با محتوNutra)Skretting, Italyغذاي تجاري

% 8و رطوبت %9، خاکستر %12، چربی %58پروتئین 

در حد سیري به صورت دستی انجام شد. در صورت 

فضولات و ،هاظرفوجود غذاي اضافی در کف 

روزانه سیفون و ، نشده از هر ظرفخوردهغذاي 

- با اندازهبودن ماهیان ئیدتریپلوسنجش .شدخارج 

.]29[شدخونی انجام هايسلولDNAي اگیري محتو

با تصادفی انتخاب وماهیان دیپلوئید و تریپلوئیدبچه

يهانمونه. ندتهیه شدنمونه خون قطع ساقه دمی 

BD Perm/WashTMتیکمطابق دستورالعمل ،خون

)BD Biosciences, USA ( دستگاه وسیله بهآنالیزبراي

FACSCalibur Flow Cytometer)BD Biosciences(

دقیقه 30به مدت،قبل از آنالیزهانمونه.ندشدآماده 

با دقیقه15) و سپس RNase)µg/ml100با محلول 

37در دماي ) Propidium Iodide(رنگ فلورسنت

گیري در اندازهگراد انکوبه شدند.سانتیدرجه 

سپس.شدبنیادي رویان انجام هايسلولپژوهشکده 

محاسبه شدزیر درصد تریپلوئید بر اساس فرمول 

]29:[

(تعداد کل ماهیان مورد بررسی /تعداد ماهیان ×100

=میزان تریپلوئید (%)تریپلوئید)

شناسیبافتمطالعه 

عدد 60وگونی از اسپرماتهايسلولدر این مطالعه، 

2/1میانگین وزنی (نابالغ) باماهه هشتماهی آزاد نر 

. شدندمتر جداسانتی8/8±6/0گرم و طولی ±4/5

05/0±006/0ماهیان نر این میانگین شاخص گنادي 

در و همکاران،Gomezدرصد بود که مطابق مطالعه 

هايسلولگنادي، بافت بیضه عمدتاً از این شاخص

وجود اسپرماتوگونی تمایزنیافته تشکیل شده است. با 

واز مرحله رسیدگی جنسییافتناطمینانبراي،این

این روي بافت بیضه جدا شود،سلولاینکهقبل از

يپارامترهاانجام گرفت. شناسی مطالعات بافتماهیان 

- میلی1گرم و 001/0با دقت وزنی و طولی به ترتیب

گیري شدند.اندازهمتر 

شناسی، نمونه بافت بیضه در محلول بوئن براي بافت

پس از آبگیري ها نمونهساعت تثبیت شد. 48به مدت 

، با يریگقالببا درجات مختلف و ییهاالکلدر 

6به ضخامت ییهابرشاستفاده از دستگاه میکروتوم 

ائوزین - میکرومتر تهیه و با روش هماتوکسیلین

)H&E (شدند. تشخیص مرحله گنادي و يزیآمرنگ

Bellaicheةشدارائهيارهایمعبر پایه هاSSCشناسایی 

.]32،31[و همکاران انجام شدSchulzو و همکاران

DP70 دوربینوسیلهبههالامعکسبرداري از 

)Olympus, Japanينورمیکروسکوپ ) متصل بر

BX51)Olympus, Japan برابر1000یینمابزرگ) و با

انجام گرفت.
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زایاهايسلولجداسازي 

با دوز مذکور، ابتدا ماهیانهاسلولبراي جداسازي

) ، اسانسباریج؛µl/ml40بالاي روغن گل میخک 

کشته شدند و تحت بیهوش و سپس )کاشان، ایران

با پسساستخراج شد. آنهاشرایط استریل بافت بیضه 

حاوي)PBS(ول بافر فسفاتلبا محشستشو چندبار

واحد به ازاي 100با غلظت سیلینپنی(بیوتیکآنتی

میکروگرم 100با غلظت ، استرپتومایسینلیترمیلیهر 

10و جنتامایسین با غلظت لیترمیلیبه ازاي هر 

به قطعات بافت بیضه،لیتر)میلیمیکروگرم به ازاي هر 

هايسلولبراي جداسازي کوچک تقسیم شدند.

از روش هضم آنزیمیاسپرماتوگونی از بافت بیضه 

در مرحله اول هضم . ]19[استفاده شديامرحلهدو

IVآنزیم کلاژناز نوع آنزیمی، قطعات بافت با 

)Gibco (12در دماي گرم در لیتر میلی2با غلظت

پس ساعت انکوبه شدند. 6به مدت گرادیسانتدرجه 

، مرحله دوم هضم آنزیمی PBSاز شستشو با محلول 

دقیقه 30) به مدت Invitrogen(%25/0با تریپسین 

در این هنگام با استفاده . تحت همان شرایط انجام شد

;Leibowitz’s L-15)Sigma-Aldrichکشت از محیط

L15( 10که داراي) ,FBS1% سرم جنین گوساله 

Hyclone™ ،و سپس به شد آنزیم تریپسین خنثی) بود

يلترهایفاز ،نشدههضممنظور جداسازي قطعات 

) عبور BD Falcon, USAمیکرونی (40با منافذنایلونی

دقیقه با دور 5سوسپانسیون سلولی به مدت داده شد. 

g300 گراد سانتریفیوژ درجه سانتی12در دماي

.ندشد

1. Fetal bovine serum

زایاهايسلولکشت 

در محیط هاسلولپس از اتمام مراحل هضم آنزیمی، 

)1(جدول اسپرماتوگونیهايسلولکشت مخصوص 

و به ظروف کشت آمدند به صورت سوسپانسیون در 

. منتقل شدند%1شده با ژلاتینخانه پوشش داده48

به گراد سانتیدرجه 14در دماي سپس در انکوباتور

سازي غنیراي بشدند. ساعت کشت داده48مدت 

اسپرماتوگونی از روش حذف تمایزي هايسلول

تعداد زیادي ، این مدتطی. ]32[استفاده شد 

سرتولی، هايسلولسوماتیک شامل هايسلول

که تمایل بیشتري براي اتصالمیوییدي فیبروبلاستی و 

SSCsکه ؛ درحالیدیچسبیمظرف کشت کف به دارند 

آوري و براي پیوند به جمعسلول شناور . بودندشناور 

با شدند.آمیزيرنگکمانرنگیني آلاقزلآلوین 

CKX41کنتراست استفاده از میکروسکوپ فاز

)Olympus, Philippines( برداري به دوربین تصویرکه

يرومجهز است، )DP72)Olympus, Japanمدل 

.انجام شدمورفولوژیک ارزیابی هاسلول
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اسپرماتوگونیهايسلولدر محیط کشت مواد موجود ترکیبات و غلظت1جدول 

نهایی در محیط کشتغلظت نام ماده

L-158/7 pH=

)Sigma-Aldrich(HepesmM20

FBS10%

)Sigma-Aldrich(Bovine insulinµg/ml25

)Sigma-Aldrich( Bovine serum albumin5/0 %

)Invitrogen( MEM non-essential amino acidsµl/ml10

)Sigma-Aldrich( Ascorbic acidµM50

)Sigma-Aldrich( AdenosineµM200

)Invitrogen( GlutaMAXmM2

)Sigma-Aldrich( 2-mercaptoethanolµM100

)Invitrogen(PenicillinU/ml100

)Invitrogen( Streptomycinµg/ml100

ماهی آزاد دریاي خزريهاSSCکردندارنشان

در اسپرماتوگونی ماهی آزاد هايسلولردیابی براي

، ابتدا بعد از پیوندکماننیرنگيآلاقزليهانیآلو

فلورسنتPKH26با استفاده از رنگ غشایی هاسلول

غیر سمی و دهنده نشانیک PKH26. ندشدآمیزيرنگ

سلول ياهیلاچربی دوست است که درون غشاي دو

]. 10[ماندیمو به مدت چندین ماه باقی شودیمپخش 

مطابق دستورالعمل کیت انجام شد.PKH26آمیزي رنگ

رنگµl10حاويمحلولی در هاسلولدرمجموع،

PKH26 وml1 محلول ایزواسموتیکC 5مدت به

پسگراد انکوبه شدند.سانتیدرجه 20دقیقه در دماي 

به صورت L15، در محیط کشت شستشودو بار از

و تا زمان پیوند روي یخ سوسپانسیون در آمده

- آمیزيرنگهانمونهقبل از پیوند ]. 21[نگهداري شدند

TH4-200مدل با میکروسکوپ فلورسنتشده 

)Olympus, Japan( دوربینمشاهده و باDP72

.شدنديعکسبردار

ماهی آزاد دریاي خزر به آلوین يهاSSCپیوند 

کمانرنگینيآلاقزل

اسپرماتوگونی ماهی آزاد دریاي خزر به هايسلول

شدهتفریختازهیدئتریپلوکماننیرنگيآلاقزلآلوین 

يآلاقزلبراي انجام پیوند، ابتدا آلوین پیوند شدند. 

با ) MS-222(با تریکائین متان سولفوناتکمانرنگین

. شدندبیهوش ) mg/l75)Sigma-Aldrichغلظت 

GD-1مدل ياشهیشمیکروپیپتاز براي پیوند 

)Narishige, Japan میکرون استفاده شد. 60) با قطر

CellTramدستگاه ریز تزریقپیوند به کمک 

)Eppendorf, Germany ( هانیآلودر حفره صفاقی

سلول 10000. به ازاي هر آلوین، حدوداً گرفتانجام
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آلوین به ازاي هر 20(آلوین60پیوند روي پیوند شد. 

].21[شدانجام تکرار)

از پیوندپسگیرنده ارزیابی گناد ماهیِ

در گناد PKH26شده با دارنشانهايسلولییزاکلون

روز پس از پیوند 30و 15،کماننیرنگيآلاقزلاولیه 

SXZ16مدلبا استفاده از میکروسکوپ فلورسنت

)Olympus( .همچنین شش ماه پس از بررسی شد

مولکولی برداشت يهایابیارزبرايگناد ماهیان،پیوند

در اتانول مطلق تثبیت شد.DNAو تا زمان استخراج 

نمکی انجام ژنومی با استفاده از روش DNAاستخراج

يهاروششده از استخراجDNAکمیت و کیفیت . شد

ارزیابی %7/0وفتومتري و الکتروفورز ژل آگارز راسپکت

ماهی آزاد دریاي خزر در هايسلولشناسایی برايشد. 

پرایمر اختصاصی ،کمانرنگیني آلاقزلگناد ماهی 

ژن میتوکندریایی D-Loopطراحی شد که صرفاً ناحیه 

واکنش زنجیره . کندیمماهی آزاد دریاي خزر را تکثیر 

مورد نظر با استفاده از یک DNA) براي PCRپلیمراز (

که با استفاده از D-Loopژن اختصاصیجفت آغازگر

از ژن میتوکندریایی ماهی ) 7(نسخه Oligoافزار نرم

.)2(جدول ، انجام گرفتشدآزاد دریاي خزر طراحی 

Taqنانوگرم،100با غلظت DNAشامل PCRواکنش 

2x master mix red)Ampliqon, Denmark با غلظت (

x1 ،pmol5 و مابقی اختصاصی هر ژنيآغازگرهااز

میکرولیتر آب دوبار تقطیر بود.20تا حجم 

β-actinو D-Loopيهاژنیاختصاصيمرهایپرایتوال2جدول 

آغازگرهاتوالی شماره دسترسینام آغازگر
قطعه تکثیر شده 

)bp(

D-LoopHM237338.1F: 5´-AAGCCGGGCGTTCTTTTATATGCATAAC-3´
R: 5´- AGGGTGCTAATGACAGTGGA-3´

475

β-actinEF406272.1F: 5´- GATCTGGCATCACACCTTCTAC-3´
R: 5´- TCTTCTCCCTGTTGGCTTTG-3´

104

ثانیه 30چرخه به صورت: 30در PCRچرخه حرارتی 

ثانیه30گراد، سانتیدرجه 95سازي در دماي واسرشت

و D-loopبراي ژن گرادسانتیدرجه 59اتصال در دماي 

و مرحله بسط در β-actinبراي ژن گرادسانتیدرجه 60

-Dثانیه براي ژن 45به مدتگرادسانتیدرجه 72دماي 

loop ثانیه براي ژن 30وβ-actin .دییتأبرايانجام شد

کنترل عنوانبهβ-actinاز ژن PCRعملکرد واکنش 

روي ژل PCRالکتروفورز محصولات شد. داخلی استفاده

آمیزي ژل با اتیدیوم بروماید صورت رنگ% و 2آگارز 

bp DNA ladder 50 اندازه محصول با نشانگرگرفت.

)GeneRuler(.موفقیت پیوند میزانسپستخمین زده شد

محاسبه شد:زیر بر اساس فرمول 

(تعداد کل ماهیان پیوندشده /تعداد ماهیان ×100

= )D-loopپیوندشده مثبت براي نشانگر اختصاصی 

موفقیت پیوند (%)
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پیوند:گیرندة یاندر ماهیرشد و بازماندگبررسی

بررسی اثر پیوند درون صفاقی بر رشد و براي

بازماندگی ماهیان، در انتهاي آزمایش وزن و طول 

به ترتیب با دقت شده پیوندماهیان گروه شاهد و 

براي گیري شدند. اندازهمتر میلیگرم و یک 001/0

از نیزماهیان مورد بررسییمانزندهمحاسبه درصد 

استفاده شد:زیر فرمول 

درصد (تعداد اولیه ماهیان /تعداد ماهیان زنده)=×100

یمانزنده

هادادهآنالیز آماري 

-Independent sample t(مستقل يهانمونهtاز آنالیز 

test)درصد موفقیت براي مقایسه % 95طمیناندر سطح ا

افزار از نرمهادادهبراي آنالیز آماري . شداستفاده پیوند

SPSS)Chicago, IL, USA, version 15 ( براي رسم و

) استفاده Prism)La Jolla, USA, version 6از نمودار 

خطاي ±درون متن به صورت میانگین يهاداده.دش

.اندشده) بیان SE(استاندارد

نتایج

پیوندةگیرندارزیابی سطح پلوئیدي ماهیانِ

کماننیرنگيآلاقزلطورکه ذکر شد از ماهیان همان

-عقیمماهیان پذیرنده پیوند استفاده شد. براي عنوانبه

دییتأ. ن از شوك حرارتی استفاده شدماهیااین سازي 

ید ماهیان با استفاده از روش فلوسایتومتري انجام ئپلوتری

طور که در نتایج فلوسایتومتري همان).1(شکلپذیرفت 

کماننیرنگيآلاقزلدر ماهیان دیپلوئید شودیمدیده 

377±1/4(گروه کنترل)، موقعیت پیک در کانال 

)10n= (این در ماهیان تریپلوئیدکهقرار داشت. درحالی

دهنده نشانکه ) بود=10n(7/556±8/6در کانالپیک 

يهانمونهنسبت به آنهابرابر DNA،5/1حتوايم

میزان تریپلوئید از طریق ،بر این اساسدیپلوئید است.

بود.%29/64روش شوك حرارتی

) n3) و تریپلوئید (n2در ماهیان دیپلوئید (DNAي اهیستوگرام محتو1شکل 

).PI)Propidium iodideآمیزي با رنگپس از کمانرنگیني آلاقزل
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بافت بیضه ماهی آزاد دریاي خزر:شناسیبافت

نشان داد که بافت بیضه ماهی آزاد شناسی بافتمطالعات 

گرم مملو 5-7وزنی ةمحدوددریاي خزر زیر یکسال در 

دو نوع است. تمایزنیافتهاسپرماتوگونیهايسلولاز 

در بافت بیضه ماهی آزاد Aاسپرماتوگونی تمایزنیافته 

-تمایزهايسلول؛کردشناسایی توانرا میدریاي خزر 

). سلول 2(شکل Aundو نوع *Aundنیافته نوع 

منفردي هايسلول، *Aundنیافته نوع اسپرماتوگونی تمایز

ي زایاهايسلولبودند که هیچگونه ارتباط سیتوپلاسمی با 

اسپرماتوگونی نوع شناسیریختبه لحاظ نداشتند. دیگر

Aund*،و با هسته بزرگ و هتروکروماتین کمیهایسلول

خورده هستند. اسپرماتوگونی تمایزنیافته چینبا غشایی 

بودند اما هسته *Aundهايسلولمشابه Aundنوع 

داشت.ترمنظمهتروکروماتین بیشتر و غشاي 

اسپرماتوگونی : :A .Aund*اسپرماتوگونی تمایزنیافته نوع : *Aund. ماهههشتبافت بیضه ماهی آزاد دریاي خزر شناسی بافتمقطع 2شکل 

20برابر. مقیاس 1000: سلول لیدیگ. بزرگنمایی LC: سلول سرتولی، A ،SCاسپرماتوگونی تمایزیافته نوع : A .Adiffتمایزنیافته نوع 

میکرومتر.

بافت بیضههايسلولمدت جداسازي و کشت کوتاه

ماهی آزاد دریاي خزر

هضم آنزیمی، تهیه سوسپانسیون سلولی با روشپس از

با استفاده از شدهجداسازيتازههايسلولمیزان بقاي 

. 3(شکل درصد بود1/92±7/3آمیزي تریپان بلورنگ

از روش حذف تمایزي هاSSCسازي غنیبراي. الف)

سوماتیک و تمایزیافته هايسلولاستفاده شد که در آن 

در که تمایل بیشتري براي اتصال به ژلاتین را دارند 

متصل شدند؛ ف کشت به کف ظروساعت 48مدت 

ماندند باقی تمایزنیافته شناور هايسلولکه درحالی

-شناور، تجمعات سلولی سههايسلول).ب. 3(شکل 

ل دادند.یبعدي را تشک
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بنیادي هايسلول: SSCsمدت (ب).بافت بیضه ماهی آزاد دریاي خزر بعد از هضم آنزیمی (الف) و کشت کوتاههايسلول3شکل 

میکرومتر.50برابر. مقیاس 200: سلول سرتولی. بزرگنمایی SCاسپرماتوگونی تمایزیافته و هايسلول: SGdiff،اسپرماتوگونی

ماهی آزاد دریاي خزريهاSSCکردن دارنشان

اجتماعات سلولی شناور ،ساعت پس از کشت48

منفرد ي هاوللسبار پیپتاژ آهسته به چندینو با آوري جمع

PKH26رنگ غشایی با هاسلولاین تبدیل شدند. 

کرد ردیابی بتوان آنها را تا پس از پیوند آمیزي شدندرنگ

.)4(شکل 

کنتراست و الف و ب به ترتیب تصاویر فاز. PKH26آمیزي با رنگماهی آزاد دریاي خزر بعد ازاسپرماتوگونیهايسلول4شکل 

میکرومتر.50برابر. مقیاس 200بزرگنمایی .فلورسنت

بعد از پیوندارزیابی گناد ماهی گیرنده 

پس ازاسپرماتوگونی ماهی آزاد دریاي خزر هايسلول

کمانرنگیني آلاقزليهانیآلوحفره صفاقیپیوند به

روز پس از 14هاسلول).5قابل ردیابی بودند (شکل 

به سمت گناد در حال از اطراف کیسه زرده ) dpt1(پیوند 

1. Days post transplantation

در حال مهاجرت کمانرنگیني آلاقزليهانیآلوتکوین 

هاسلولدهنده ماهیت بنیادي این این امر نشانبودند؛ که 

(شکل  نیز روز پس از پیوند 30،هاسلول).الف. 5است 

زایی (جاگیري) کلونلیه قابل ردیابی بودند و در گناد او

(شکل  هايسلولدر گروه شاهد نشانی از ج).. 5کردند 

ب و د).. 5بود (شکل PKH26شده با آمیزيرنگ
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در حال مهاجرت به اسپرماتوگونی ماهی آزاد دریاي خزر هايسلول. بعد از پیوندکمانرنگیني آلاقزلتصاویر فلورسنت از 5شکل 

دهنده سر پیکان نشانروز بعد پیوند (ج). 30هاسلولزاییکلونو )الف(روز بعد از پیوند14کمانرنگیني آلاقزلسمت گناد اولیه

کمانرنگیني آلاقزلو گناد د به ترتیب تصاویر آلوینو ب. PKH26شده با آمیزيرنگبنیادي اسپرماتوگونی ماهی آزاد هايسلول

میکرومتر.500مقیاس دهنده تعداد روز بعد از پیوند است. نشان: dpt. دهدیمخطوط موازي سفید محدوده گناد را نشان . نشدهپیوند

میتوکندریایی ماهی آزاد دریایی D-loopقطعه حضور 

با ي رنگ کمان آلاقزلماه پس از پیوند در گناد 6خزر، 

ثابت شد PCRالکتروفورز محصولات استفاده از 

همانند ماهی آزاد ،). در ماهیان پذیرنده پیوند6(شکل 

قطعه گروه کنترل مثبت)عنوانبه(دریاي خزر

؛ کردمشاهده توان را میbp475اختصاصی به طول 

نشده پیوندکمانرنگیني آلاقزلکه در ماهیان درحالی

نبودگروه کنترل منفی) باندي مشاهده نشد.عنوانبه(

اینبودناختصاصیکنترل منفی از يهاگروهباند در 

یک نشانگر مناسب براي تفکیک دو عنوانبهآغازگر

و ماهی آزاد دریاي خزر کمانرنگیني آلاقزلگونه 

در بین ماهیان باندهاتفاوت در شدت . کندحکایت می

از اختلاف در میزان تواندیمنیز پذیرنده پیوند 

ماهی آزاد دریاي خزر در گناد هايسلولییزاکلون

يهانمونهدر تمام .حکایت کندکمانرنگینيآلاقزل

مشهودژن کنترل) عنوانبه(β-actinباند مورد بررسی

عملکرد صحیح واکنش دهندهنشاناین امربود که

PCRاست.
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مورد bp50ینشانگر وزن: β-actin .Mژنوم میتوکندریایی و D-loopناحیه يهاژنبراي PCRواکنشالکتروفورز محصولات6شکل 

کنترل عنوانبه) CT(دریاي خزر ماهی آزاد استخراج شده از بافت بیضه DNA: 1-2شمارهPCR.ن اندازه محصولاتییتعياستفاده برا

اسپرماتوگونی هايسلولپیوند پس از)RT(کمانرنگیني آلاقزلاستخراج شده از بافت بیضه DNA: 3- 11. شماره )bp475(مثبت

نمونه : 14شماره کنترل منفی. عنوانبهکمانرنگیني آلاقزلشده از بافت بیضه - استخراجDNA:12-13ماهی آزاد دریاي خزر. شماره 

کنترل منفی.عنوانبهDNAبدون 

4/41سازي آنالیز مولکولی نشان داد که در گناد یمک

، کمانرنگیني آلاقزلدرصد از ماهیان ) 43/1±(

اسپرمانوگونی ماهی آزاد حضور دارند (شکل هايسلول

زمان پیوند و حمایت در هاSSCحضور ) که از 7

از کمانرنگیني آلاقزلسوماتیک بافت بیضه هايسلول

.کندحکایت میپیوندشده هايسلول

ماه پس از پیوند 6درون گنادشان خزراسپرماتوگونی ماهی آزاد دریايهايسلولحاويکمانرنگیني آلاقزلدرصد ماهیان 7شکل 

.)P>05/0) است (=60n() و پیوند شده =30n(دار بین ماهیان شاهد معنیدهنده اختلاف نشانbوa(میزان موفقیت پیوند). 

در یمانزندهمقایسه وزن نهایی، طول کل و میزان 

نبودشده از پیوندنشده (گروه شاهد) و پیوندماهیان 

؛ 1(جدول کند حکایت میآنهادار بین یمعناختلاف 

05/0P >که پیونددهدیمواقع این مقایسه نشان ). در

اثر منفی روي رشد و بقاي ،هاسلولدرون صفاقی 

ماهی پذیرنده پیوند ندارد.

b

a

٠

۵

١٠

١۵

٢٠

٢۵

٣٠

٣۵

۴٠

۴۵

)پیوند نشده(شاهد  ماهیان پیوند شده

ند
یو

تپ
قی

وف
نم

یزا
م

(%
)
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مختلف پس از شش آزمایشی يهاگروهدر تریپلوئیدکمانرنگینيآلاقزلوزن، طول کل و بازماندگی ماهیانمقایسه میانگین 1جدول

.اندشدهخطاي استاندارد ارائه ±میانگین به صورت هادادهماه. 

(درصد)یمانزندهطول کل (سانتی متر)وزن نهایی (گرم)آزمایشیيهاگروه

5/77±73/55/2±66/132/0±20/0)شاهدپیوندنشده (ماهیان 

67/81±82/55±43/137/0±36/0ماهیان پیوندشده

بحث

يآلاقزلمثبت در گناد PKH26هايسلولمشاهده 

يزهایآنالنتایجوروز بعد از پیوند 30کماننیرنگ

هايسلولنشان داد که ماههششدر بچه ماهیان مولکولی 

قادر هستند به گناد دریاي خزر اسپرماتوگونی ماهی آزاد 

در کنند.ییزاکلوندر آنجا در حال تکوین مهاجرت و 

هايسلولبررسی، درصد موفقیت پیوند این 

و Okutsu. درصد برآورد شد4/41اسپرماتوگونی 

اسپرماتوگونی هايسلولبا پیوند درون صفاقی همکاران

به ماهی آزاد ماسو نشان دادند کمانرنگینيآلاقزلماهی 

هايسلول% از ماهیان نر ماسو (ماهی میزبان) حامل 48که 

بودند که توانستند به کمانرنگینيآلاقزلاسپرماتوگونی 

مطالعه در و همکارانOkutsu]. 14[اسپرم تمایز یابند

هايسلولدرصد از 04/0فقط که ندنشان داددیگر

اسپرماتوگونی پیوندشده توانایی مهاجرت به سمت گناد و 

بودن جمعیت را دارند که بیانگر ناهمگونییزاکلون

نتایج ]. 12[اسپرماتوگونی تمایزنیافته استهايسلول

روي ماهی و همکارانHamasakiمطالعهاز مشابهی 

% از ماهیان 35نشان دادند که آنها؛حاصل شدبادکنکی 

Takifugu niphobles)پس ماهی گیرنده پیوند)عنوانبه

.Tقادر بودند اسپرم و تخمک ماهی هاSSCاز دریافت 

rubripes در آنهاکه در حالت معمول امکان نگهداري را

با این آنهاتولید کنند. پرورشی وجود ندارديهاستمیس

يهانهیهزو با ترکوتاهپیوند توانستند در بازه زمانی 

].26[تولید کنندرا T. rubripesلارو ترنییپا

ییزاکلونو مهاجرتمتعددي در افزایش راندمان امل وع

:اند ازعبارتکه دارندتأثیر زایا به گناد پذیرنده هايسلول

تعداد سلول بنیادي اسپرماتوگونی موجود در تعلیق -الف

گناد ماهی میزبان تا -ب؛ سلولی تا حد امکان زیاد باشد

در ،زایاي درونزاد باشدهايسلولحد امکان عاري از 

سالم باشند تا بتواننـد آنیکسـوماتهايسلولن حال یع

زمان مناسب - ج؛ ننـدکـت یرا حمایـافتیدرهايسلول

؛ از ماهی دهنده به ماهی گیرندههاسلولپیوند براي تزریق 

قرابت فیلوژنیکی بین ماهی دهنده و پذیرنده پیوند -دو 

که احتمال رد پیوند را به حداقل برساند.

هايسلولا زایا رهايسلولدرصد بسیار پایینی از چون

سازي این خالصتلاش در جهت ، دهندیمبنیادي تشکیل 

موفقیت پیوند محسوب میزان امري مهم در هاسلول

يهاروشبه دلیل نبود نشانگر اختصاصی، از . شودیم

و] 35،19[غلظت،]34،33[از قبیل حذف تمایزيمتفاوتی

يهایژگیوغشایی و يهانیپروتئجداسازي بر اساس 

از ها SSCسازي خالصبراي ] 36-35[شناسیریخت

یکی از . شودیماستفاده بافت بیضه هايسلولسایر 

با خلوص بالا، هاSSCتهیه برايهاروشنیترساده

و استفاده از روش حذف از ماهیان نابالغخراج سلولاست

از سعی شدمنظور در این مطالعهبدینتمایزي است. 

گرم 7تا 5ماهی آزاد نر زیر یک سال در محدوده وزنی 

. مطالعات ودزایا استفاده شهايسلولبراي استخراج 

شو همکارانSchulzی کهیارهایمعمطابق شناسی بافت

نشان داد که در این محدوده وزنی اغلب معرفی کردند

يهایاسپرماتوگونزایا موجود در بافت بیضه را هايسلول

-خالصهمچنین براي ]. 32[دهندیمنیافته تشکیل تمایز

مطابق روش حذف شده جداسازيها SSCبیشتر کردن

آمده از روش هضم دستبههايسلول]، 33[تمایزي
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که در این بازه ؛ساعت کشت یافتند48آنزیمی به مدت 

سرتولی و سوماتیک به کف ظرف متصل هايسلولزمانی 

و ماندنداسپرماتوگونی شناور هايسلولکه ؛ درحالیشدند

هايسلولمدت کوتاهکشت .براي پیوند استفاده شدند

هايسلوليسازیغنشده از بافت بیضه علاوه بر استخراج

غشایی يهانیپروتئباعث بهبود تواندیماسپرماتوگونی، 

هضم آنزیمی که ]. 37[سلول بعد از هضم آنزیمی نیز شود

د،شویمیند استخراج سلولی محسوب اجزء لاینفک فر

غشایی داشته يهانیپروتئاثرات منفی بر عملکرد تواندیم

قرار دهد. ریتأثباشد و در نتیجه بازدهی پیوند را تحت 

در مهاجرت هاSSCسطح درغشایی ییهانیپروتئحضور

بازياز پیوند نقش مهمی پسهاسلولییزاکلونو 

هايسلولو همکاران با مطالعه روي Shikina. کندیم

که کشت کردند بیان کمانرنگینيآلاقزلاسپرماتوگونی 

اسپرماتوگونی بعد از هضم آنزیمی هايسلولمدت کوتاه

]. 37[شودیمهاسلولاین غشاي يهانیپروتئبهبود باعث

ییزاکلونن نشان دادند که توانایی مهاجرت و ااین محقق

بعد از کمانرنگیني آلاقزلاسپرماتوگونی هايسلول

اسپرماتوگونی بلافاصله هايسلولپیوند در گروهی که 

یند هضم آنزیمی استفاده شدند، در مقایسه با ابعد از فر

کمتر ، روز کشت یافتند5براي مدت هاسلولگروهی که 

].37[است

يهانیآلودر این مطالعه به منظور کاهش رد پیوند، از 

ماهی میزبان عنوانبهکمانرنگینيآلاقزلشده تفریختازه

در اسپرماتوگونی ماهی آزاد استفاده شد.هايسلولبراي 

سیستم ایمنی نیافتنتکاملعلت این مرحله جنینی به 

علاوه بر این، . ]38[احتمال رد پیوند وجود ندارد 

هامورماهیان]، 12[شده روي آزادماهیانانجاممطالعات 

ند کهنشان داد] 39[ماهیانو گیش] 21[ماهیاننوت]، 18[

شده، زمانیپیوندهايسلولییزاکلونمهاجرت و بازدهی 

زمان با مهاجرت همهاسلولاین کهخواهد یافتافزایش 

پیوند ماهی میزبان خود ) PGC(1زایاي بدويهايسلول

زایا هستند که هايسلولاز سپیشPGCدرحقیقت، . شوند

سوماتیک گنادي جدا هايسلولجنینی از هیاولدر مراحل 

به سمت گناد ،گناد ازخارجدربعد از تشکیل وهستند

در این مطالعه ].40[کنندیمدر حال تکوین مهاجرت 

به روز بعد از پیوند 14دریاي خزرماهی آزادهايسلول

در حال مهاجرت بودندکمانرنگیني آلاقزلسمت گناد 

در . زایی کرده بودندکلونروز بعد از پیوند در گناد 30و 

گرادسانتیدرجه 10که در دماي کمانرنگیني آلاقزل

روز بعد از لقاح، 29تا 17تقریباً هاPGC،یافتش رپرو

]؛ 12[کردندسمت گناد در حال تکوین مهاجرت به 

بهترین بازه زمانی براي بررسی مهاجرت ،روازاین

. استروز بعد از لقاح 30تا 14شده، پیوندهايسلول

هنوز اطلاعات هاSSCنحوه مهاجرت مکانیزم باره در

شده است که مهاجرت بیان کاملی در دسترس نیست؛ اما 

حفره صفاقی به پیوند بعد از هاسلولاین ییزاکلونو 

از طریق مکانیزم جذب شیمایی PGCهمانند هانیآلو

از زایاهايسلولطی این مکانیزم، ]. 41[شودیمانجام 

)، CXC2نیکموکا4-غشایی (گیرندهيهارندهیگطریق 

1-سوماتیک (فاکتورهايسلولشده از ارساليهاگنالیس

) را دریافت و با ایجاد 3استروماییهايسلولمشتق از 

پاهاي کاذب به سمت گناد در حال تکوین مهاجرت 

].41- 40،37[کنندیم

معرفی هاSSCشناساییتاکنون نشانگر اختصاصی براي

صرفاً چون بافت بیضه، هايسلولنشده است. در میان 

SSCتوانایی مهاجرت به سمت گناد ماهی پذیرنده ها

در آنهانهایی دییتأوجود و ،]15[پیوند را دارند 

استپذیر امکاناز طریق پیوند فقط سوسپانسون سلولی 

آمده از این مطالعه، دستهبا توجه به نتایج ب]. 41،31[

حاوي بعد از جداسازيآمدهدستبهسوسپانسیون سلولی 

1. Primordial germ cells
2 CXC-chemokine receptor 4
3. Stromal cell derived factor-1
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SSC شش ماه پس از پیوند در گناد هاسلولاین . بودها

با PCRواکنش از طریق کمانرنگیني آلاقزلماهی 

اختصاصی ماهی آزاد دریاي خزر يآغازگرهااستفاده از 

با قابل ردیابی بودند. ژنوم میتوکندریایی) D-loop(ناحیه 

يآلاقزلسلول به هر آلوین 1×104وجود اینکه حدوداً 

PCRمحصولشدت باند درامابودشدهرنگین پیوند 

هاSSCبا پیوند و همکارانSilva. مشاهده شداختلافی 

) به Rhamdia quelenماهی (گربهشده از استخراج

مشابهی ) نتایج Oreochromis niloticusنیل (اي تیلاپی

تواندیمدر شدت باند اختلاف ]. 23[گزارش کردند

پیوندشده یا هايسلولییزاکلونتفاوت در میزان بیانگر

البته در بافت گناد ماهی میزبان باشد. ها SSCتکثیر شدت 

بافت يهایژگیوذاتی در يهاتفاوتکه ذکر استشایان 

نیز پیوندماهی پذیرندهسوماتیک هايسلولگناد و 

].37[باشدمؤثرهاسلولییزاکلوندر میزان تواندیم

ماهی آزاد دریاي ها SSCپیوند نتایج مطالعه درمجموع،

نشان داد که کمانرنگینيآلاقزلخزر به آلوین 

اسپرماتوگونی ماهی آزاد دریاي خزر قادر هايسلول

کمانرنگینيآلاقزلهستند به گناد در حال تکوین 

تلفیق ماهی میزبانسوماتیکهايسلولکنند و با مهاجرت 

دو گونه، ماهی اینرغم فاصله فیلوژنیک بینبه. شوند

مناسب براي یمیزبانتواندیمکمانرنگیني آلاقزل

SSC پیوند ،بنابراینماهی آزاد دریاي خزر باشد.ها

SSCمناسب براي حفظ ذخایر ژنتیکی یروشتواندیمها

ترعیسربه بلوغ باتوجهباارزش محسوب شود وۀاین گون

نسبت به ماهی آزاد به نظر کمانرنگیني آلاقزلماهی 

این شیوه بتواند به دستیابی زودتر تخمک و اسپرم رسدیم

.منجر شودبچه ماهیان آزاد ماهی آزاد و در نتیجه تولید 

قدردانی و تشکر

حمایت مالی پژوهشگاه رویان و دانشگاه این مطالعه با

انجام شده تربیت مدرس در قالب طرح تحقیقاتی مصوب 

به راتقدیر وسیله مراتببدیناست و نویسندگان مقاله 

. نویسندگان همچنین مراتب تشکر و آورندیمعمل 

مدیر کل دفتر بازسازي ذخایر آبزیان قدردانی خود را از 

يیت و پرسنل مرکز بازسازمدیر،رادیکرممهندس ي آقا

مدیریت و ، ماهیان شهید باهنر کلاردشتذخایر آزاد

ژنتیکی ماهیان ذخایرو حفاظت از يپرسنل مرکز بازساز

جهت همکاري دریایی شادروان دکتر یوسف پور سیاهکل

.کنندیمابراز صمیمانه
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Abstract
Spermatogonial  stem  cells  (SSCs)  are  unique  due  to  their  abilities  in  the
transmission of genetic information to the next generation. Thus, they play
an important role in the production of interspecies germ line chimeras. The
objective of this study was to produce chimera through the intraperitoneal
transplantation of Caspian brown trout SSCs into newly-hatched rainbow
trout. Spermatogonial cell were isolated from the testes of 8-month-old
Caspian brown trout through enzymatic digestion. The cells after isolation
and staining with the fluorescent membrane dye PKH26 were
intraperitoneally transplanted into triploid rainbow trout hatchlings. At 15
and 30 days after transplantation, the recipients were investigated under a
fluorescent microscope. The gonads of recipients were dissected for
molecular analysis at 180 days after transplantation. Transplanted
spermatogonial cells migrated toward and incorporated into recipient genital
ridges. The presence of the Caspian brown trout genetic material was
confirmed by PCR in 41.4% of the rainbow trout testes. These results
demonstrated for the first time that the interspecies spermatogonial
transplantation was successful in rainbow trout. These results revealed that
the somatic cells of the rainbow trout gonad can support the colonization
and survival of intraperitoneally transplanted cells derived from a fish
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species belonging to a different genus. Therefore, the SSCs transplantation
can be used as a tool for conservation of Caspian brown trout genetic
resources.

Keywords: Spermatogonial stem cells, Salmonidae, interspecies
transplantation, chimera.


