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  چكيده
در دو گـروه   FCI( First Cleavage Interval( يـا اني اولـين تقسـيم ميتـوزي    اين مطالعه براي تعيين فاصله زم

به منظور تنظيم زمان القاء شوك براي به حداكثر رسـاندن ميـزان    مولدين موجود در اردبيل مولدين نژاد فرانسه و
دو  هـاي  تخمحقيق از براي انجام اين ت .القاء تتراپلوئيدي و افزايش ميزان بقاء در لاروهاي شوك ديده انجام گرديد

سـاعت   10دقيقه تـا   10ساعت پس از لقاح به فاصله زماني  7گروه مولدين نژاد فرانسه و اردبيل استفاده گرديد و 
فـيكس  ) داويدسـون (با محلول فيكساتيو  ها نمونه. عدد تخم نمونه برداري شد 10پس از لقاح و در هر بار به تعداد 

به مرحلـه تقسـيم    ها تخمدرصد  50در نظر گرفته شد كه زماني  FCI توزي يافاصله زماني اولين تقسيم مي. شدند
پـس از  . رسيدند و در بررسي ميكروسكوپي، اين مرحله، زماني در نظر گرفته شد كه خط مياني تقسيم ظاهر شـد 

ر اردبيـل  دقيقه پس از لقاح و براي مولدين موجـود د  560براي مولدين نژاد فرانسه  FCIميانگين  ها نمونهبررسي 
  .دقيقه پس از لقاح برآورد شد 570

  FCI ،ميتوز ،تتراپلوئيدي ،قزل آلاي رنگين كمان :كليديهاي واژه
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  مقدمه

يكي از كاربردهاي دستكاري هاي كروموزومي كـه در  
بـراي   ،گيـرد  مـي قـرار   صنعت آبزي پروري مورد استفاده

 Nichols, 1990; piferrer) .باشد ميكردن ماهيان  عقيم

et al,. 2009)  مضرب فـرد  با  هاي كروموزومماهيان داراي
اـ       اـيي كـه داراي مضـربي زوج هسـتند زاي عقيم هستند و آنه

بنابراين ماهيـان   .(Weber & Hostuttler, 2012) باشند مي
د تولي. باشند ميتتراپلوئيد زايا و ماهيان تريپلوئيد عقيم 
و يا غير ) القايي(ماهيان تريپلوئيد به دو روش مستقيم 

كلباســي و (امكــان پــذير اســت ) غيرالقــايي(مســتقيم 
القايي بـا اعمـال   در روش مستقيم يا ). 1382همكاران، 

محيطـي پـس از لقـاح، از آزاد شـدن دومـين       هاي شوك
و در روش  كننـد  مـي گويچه قطبـي از تخـم جلـوگيري    

تتراپلوئيـد بـر مبنـاي حـذف      غيرالقايي ابتدا مولدين
 هـاي  شـوك اولين تقسيم جنيني از لقاح، بـا اعمـال   

ماهيان تتراپلوئيد ماده  آميزش و سپس با گردند ميمحيطي توليد 
اـن تريپلوئيـد حاصـل      و ديپلوئيد رـ ماهي وـد  مـي ن  & Weber ش

Hostuttler, 2012; Zhang & Onozato, 2004) Blance et 
al., 1993; Chourrout, 1984;.(  نتــايج گــزارش شــده در

هاي كروموزومي در قزل مربوط به دستكاري هاي نوشته
آلاي رنگــين كمــان بــه وســيله توقــف اولــين تقســيم 

تكـاملي بـراي    ي توسعهدر حال  هاي جنينجنيني، در 
نرزايي بسيار متفـاوت   توليد تتراپلوئيد و تمام ماده و يا

 يهــا تحقيــقدر  (Ihssen et al., 1990) . باشــد مــي
درصد و موفقيت القاء نيز  40تا  8مختلف ميزان بقاء از 

درصد متغير بوده و زمان شروع القـاء نيـز    100تا  8از 
. بسيار متفاوت گزارش گرديـده اسـت   ها تحقيقدر اين 

بــه هــر حــال بــراي بهينــه ســازي دســتورالعمل القــاء 
ــوك،   ــدت شـ ــاي شـ ــتي فاكتورهـ ــد بايسـ   تتراپلوئيـ

ــوك     ــروع ش ــان ش ــوك و زم ــول ش ــود   ط ــه ش بهين
(Hershberger & Hostuttler, 2012) .   از آنجـايي كـه

 هـاي  ويژگـي القاء تتراپلوئيدي تابع شـرايط محيطـي و   
، نتـايج  باشـد  مـي ژنتيكي مولدين محل انجـام تحقيـق   

اســـت متفـــاوتي در ايـــن خصـــوص ارائـــه گرديـــده 
)Chourrout & Chevassus, 1986; Hershberger & 

Hostuttler, 2005; Thorgaard et al., 1981; Weber 
& Hostuttler, 2012). 

كه در آن القاء تتراپلوئيـدي   هايي فرضيكي از پيش 
و ژينوژنزيز و نرزايي بـر پايـه آن اسـتوار اسـت، زمـان      

بايسـتي زمـان اعمـال    . باشـد  مياولين تقسيم ميتوزي 
 FCIشوك در درصدي از فاصله زماني اولين تقسيم يا 

مان در نژادهاي مختلف و اين ز. در دماي مشخص باشد
 هــاي ســالدر شــرايطي پرورشــي متفــاوت و حتــي در 

 & Hershberger) متفـاوت اسـت  متفاوت در يك نژاد 

Hostuttler, 2005) .ــه همــين دليــل نتــايج القــاء در  ب
 هاي تفاوتمختلف به دليل مد نظر قرار ندادن  هاي پژوهش

FCI   بـا در نژادهاي مختلف و در شرايط پرورشي متفـاوت 
  .(Weber & Hostuttler, 2012) تفاوت دارد هم

ذكـر شـده در    هاي تفاوتتحقيق حاضر، به دليل در 
FCI  بـه تعيـين زمـان اولـين     هـا  تفاوتو اهميت اين ،

تقسيم ميتوزي در جنين قزل آلاي رنگين كمـان نـژاد   
القاء شـوك   برايفرانسوي و مولدين موجود در اردبيل 

  .است شده پرداخته
  

  اه روشمواد و 
در مزرعه تكثير و ، 1391در زمستان سال اين تحقيق 

كيلومتري شهرستان  13پرورش ماهي جهانستود واقع در 
در ايـن پـژوهش، از   . ه اسـت مشگين شـهر انجـام گرفت ـ  

مخلوط تخمك سـه مـاهي مولـد مـاده نـژاد فرانسـه بـا        
سـال   4كيلـوگرم و بـا ميـانگين سـني      8ميانگين وزني 

شك و با استفاده از مخلـوط  لقاح به روش خ. استفاده شد
كيلـوگرم و   4ماهي مولد نر بـا ميـانگين وزنـي     3اسپرم 

مولـدين محلـي بـا     و در سال انجام شد 3ميانگين سني 
. ح به روش فوق انجام گرفتكيلوگرم لقا 5ميانگين وزني 
، و انجام عمـل لقـاح  دقيقه  4الي  3مدت  پس از گذشت

پس آب بـه  س .شسته شدها  تخمكاسپرم اضافي از روي 
به مرحله سفت  ها تخماضافه شد تا  ها تخمتشتك حاوي 

زمان شروع لقاح زمان صفر در نظـر گرفتـه   . برسندشدن 
پس از  ها تخم. (Hershberger & Hostuttler, 2005) شد

رسيدن به مرحله سفت شدن، به انكوباتور منتقـل و در  
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 7پـس از  . درجه سانتي گراد نگهداري شدند 11دماي 
سـاعت   10دقيقه از زمان شروع لقاح تا  420ا ساعت ي

ساعت بـه فاصـله    3دقيقه بعد از لقاح به مدت  600يا 
عــدد تخــم بــه صــورت  10دقيقــه، تعــداد  10زمــاني 

بار و  18 مجموعاًدر نهايت، . تصادفي نمونه برداري شد
عدد تخم از هر گروه مولد نمونه بـرداري   180به تعداد 
رداشته شده بـه سـرعت بـه    تخم ب هاي نمونه. انجام شد

 هاي حجممحلول فيكساتيو، شامل ميلي ليتر  20داخل 
. و آب مقطر انتقال يافتاسيد مساوي متانول و استيك 

به منظور توقف توسـعه و تكامـل جنينـي در     عملاين 
دقيقـه   10پـس از  . زمان نمونه بـرداري انجـام گرفـت   

خـالي شـد و    هـا  تخـم ي از روي محلول فيكساتيو قبل ـ
ميلـي   200محلول فيكساتيو داويدسون، شامل  اًمجدد
ميلـي   300گليسـرول،   ميلي ليتـر  100فرمالين،  ليتر
ميلي  300و  اسيد استيكميلي ليتر  100اتانول،  ليتر

بـه ايـن ترتيـب از    . اضافه شد ها تخمبه ليتر آب مقطر، 
پيشگيري شد تا در فرصت كافي در  ها تخمچروكيدگي 

 & Hershberger) ه باشندزير ميكروسكوپ قابل مطالع

Hostuttler, 2005; Weber & Hostuttler, 2012).  
دو گـروه مولـدين هـر     هـاي  تخميك روز بعد، 

تايي نمونـه   10 هاي دستهعدد كه در  180كدام 
ً  ،برداري شده بودند عـدد تخـم در    360مجموعا

از لحاظ توسـعه   (Zeiss)زير ميكروسكوپ زايس 
يـا   FCIميـانگين   .و تكامل جنيني بررسي شدند

فاصله زماني اولين كيلواژ، زماني در نظر گرفتـه  
بعـد از   هـا  تخـم درصـد   50شد كه در آن زمـان  

لقـاح   هـاي  تخـم تعـداد   .لقاح به كليواژ رسـيدند 
 آنهانيافته در اين برآورد منظور نگرديد و تعداد 

 & Hershberger) كسر گرديد ها تخماز تعداد كل 

Hostuttler, 2005; Weber & Hostuttler, 2012).  
 

  تجزيه و تحليل آماري
از آزمـون   هـا  دادهبراي بررسي نرمال بودن توزيـع  

تحليل آماري نتايج  اسميرنوف و تجزيه، –كولموگراف 

مربوط به دو گـروه مولـدين نـژاد فرانسـه و مولـدين      
ــون   ــل از آزم ــود در اردبي ــتقل tموج ــطح در  مس     س

  .استفاده گرديد 05/0داري معني
  
  نتايج 
ميزان توسعه تكاملي و وجود يا  نظر از تخم هاي نمونه 

  :ديسك در چهار گروه ژرمينالعدم وجود 
 هـا  تخمقبل از تقسيم ميتوز كه در اين  هاي تخم ـ1

  .يك عدد ژرمينال ديسك قابل رويت بود
 در حـين تقسـيم ميتـوز كـه در ايـن      هـاي  تخم ـ2
نـال  خط تقسيم يا شيار تقسـيم در وسـط ژرمي   ها تخم

  .ديسك قابل رويت بود
 هـا  تخـم بعد از تقسيم ميتوز كه در ايـن   هاي تخم ـ3

ژرمينال ديسك به دو سلول كاملاً مساوي تقسـيم شـده   
  .بود
لقاح نيافته كه ژرمينال ديسك در آنها  هاي تخم -4 

  ).4الي  1 هاي شكل(طبقه بندي شدند  ،رويت نگرديد
ــيون   ــاي انكوباس ــراد،   11در دم ــانتي گ ــه س  درج

دقيقه بعد از لقاح و  550هاي مولدين نژاد فرانسه  تخم
دقيقه بعـد از   560هاي مولدين موجود در اردبيل  تخم

هاي مولدين نژاد فرانسه با  تخم. لقاح به كليواژ رسيدند
دقيقـه   550تـا   430دقيقه، از زمان  120فاصله زماني 

بعد از لقاح به اولـين مرحلـه تقسـيم رسـيدند و زمـان      
هـاي مولـدين موجـود در     ين تقسيم در تخـم شروع اول
 130دقيقه بعد از لقاح و با فاصـله زمـاني    430اردبيل 

عدد تخم نمونه بـرداري   10در هر بار تعداد . دقيقه بود
يا فاصله زماني اولين تقسيم جنيني  FCIميانگين . شد

هاي نمونه بـرداري   درصد كل تخم 50كه در اين زمان 
هـاي   ي رسيدند، بـراي تخـم  شده به اولين تقسيم سلول

دقيقـه بعـد از لقـاح و بـراي      560مولدين نژاد فرانسـه  
دقيقه بعـد از   570هاي مولدين موجود در اردبيل  تخم

  ).1جدول (لقاح برآورد شد 
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  تخم قبل از تقسيم -2شكل   در حين تقسيمتخم  -1شكل 

    
  تخم بعد از تقسيم -4شكل   نيافتهلقاح تخم  -3شكل 

  در مولدين موجود در اردبيل و نژاد فرانسه ها تخمتعيين زمان متوسط كليواژ  -1جدول
 تيمار

  مولدين موجود در اردبيل به دقيقه FCI  نژاد فرانسه به دقيقه FCI  تكرار

I 562  570  
II 558  565  
III 560  575  

  570  560  ميانگين
  

  
  در گروه مولدين ها تخمدرصد كليواژ  50تعيين  -5شكل
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دقيقـه   10در دو گروه مولـدين،   FCIاختلاف ميانگين 
هاي آماري مربـوط بـه دو    داده ).5شكل (محاسبه شد 

دار هــا معنــي آن FCIگــروه مولــدين نرمــال و تفــاوت 
)05/0P< (بود.  
  

  گيريبحث و نتيجه
ميــانگين بــراي  FCIهــدف از ايــن تحقيــق بــرآورد 

مولدين قزل آلاي رنگين كمان نژاد فرانسـه و  هاي  تخم
مولدين موجود در اردبيل بود، تـا بـدين ترتيـب بتـوان     

هاي  زمان استاندارد براي القاء حداكثر تتراپلوئيد از تخم
 FCIزيـرا زمـان   . دسـت آورد ه هر دو گروه مولدين را ب

براساس نتايج محققـين مختلـف در مـاهي قـزل آلاي     
باشـد   د ماهيـان متفـاوت مـي   رنگين كمـان و سـاير آزا  

)Herstgen – Schwark, 1993; Hershberger & 

Hostuttler, 2005; Knight, 1963; Myers et al., 
1987; Weber & Hostuttler, 2012).    ،علاوه بـر ايـن

تحقيق در سرعت توسعه و تكامل جنيني در قزل آلاي 
 & Ferguson et al., 1985; Robison)رنگـين كمـان   

thorgaard, 2004)  و در ســاير آزاد ماهيــان(Beacham, 

1988; Hebert et al., 1998; Tallman, 1986)   نشـان
داد كه اختلاف موجود در سرعت و تكامل جنيني منشـأ  
ژنتيكي دارد و امكان دارد ايـن صـفات بـا اولـين تقسـيم      

زمان شروع اولين تقسـيم در  . جنيني ارتباط داشته باشد
ها  هم تفاوت داشته و اين اختلافهاي مختلف با  جمعيت

 همــانطوري كــه اشــاره شــد منشــأ ژنتيكــي دارد     

(Hershberger & Hostuttler, 2005).     عـلاوه بـر تـأثير
شــرايط محيطــي و نگهــداري ، FCIژنتيــك بــر ميــزان 

نتايج نشـان  . تأثير گذار است FCIمولدين نيز بر ميزان 
داده است كه مولـدين بـا زمينـه ژنتيكـي مشـترك در      

رايط پرورشي متفاوت يعنـي در دو مزرعـه پرورشـي    ش
حتـي در  . متفاوت هستند FCIجدا از هم داراي ميزان 

يك مزرعه پرورشي يك جمعيـت از مولـدين قـزل آلا،    
متفاوتي در يك سال پرورشي در مقايسه با  FCIميزان 

 ,Weber & Hostuttler)انـد   سال پرورشي ديگر داشته

تأثير دارد سـن   FCIعامل ديگري كه در ميزان . (2012

هـا   تخمك يـا زمـاني اسـت كـه از آزاد شـدن تخمـك      
ها اين زمان را چـه در محفظـه شـكم     تخمك .گذرد مي

ماهي و چـه در محـيط آزمايشـگاهي سـپري نماينـد،      
براساس نتايج محققين . يابد ها تغيير مي آن FCIميزان 

 FCIزان هر چه از زمان رها شدن تخمـك بگـذرد، مي ـ  
 Hostuttlerو   Weberبر اساس نتـايج  . يابد افزايش مي

 هاي لقاح يافته در روز اول ، ميان تخمك2012در سال 

و  FCIهاي لقاح يافته در روز سـوم در ميـزان    و تخمك
هاي لقاح  درصد لقاح تغيير چنداني ديده نشده بود، در تخمك

 FCIميزان  دقيقه افزايش در 15يافته در روز اول و روز هفتم 
درصــدي در ميــزان لقـاـح وجــود داشــت و در  15و كـاـهش 

 FCI ،31هاي لقاح يافته در روز اول و روز دهم ميزان  تخمك
اـيج محققـين     . دقيقه افزايش يافته بود اـس نت همچنـين براس

ديگر سن تخمك گذاري چه در محفظه شكم مـاهي و  
كيفيـت  چه در شرايط آزمايشـگاهي اثـر معكـوس روي    

 ;Azuma et al., 2003)ماهيان خواهـد داشـت   هاي  تخمك

Bromage et al., 1992; Komrakova & Holtz, 
در آزاد ماهي كوهو توانايي القاء تريپلوئيدي در . (2009

ــا   تخمــك ــه در روز اول در مقايســه ب ــاح يافت ــاي لق ه
هاي لقاح يافته در روز سوم و چهارم بهتـر بـود    تخمك

(Devlin et al., 2010; Azuma et al., 2003) . اهميت
شود كه با انـدك تغييـر در    زماني ظاهر مي FCIعملي 

تغييـري   FCIزمان القـاء شـوك براسـاس درصـدي از     
بزرگ در ميزان القاء تتراپلوئيدي و درصد بقـاء لاروهـا   

 FCIدرصـد از   65شود، اين زمـان بهينـه در    ايجاد مي
 براي القاء حداكثر تتراپلوئيدي و بيشترين بقـاء لاروهـا  

. (Weber & Hostuttler, 2012) دسـت آمـده اسـت   ه ب
دقيقـه   15بهينه القاء شوك به ميزان تغيير در زمان 

ــده از   ــاء تتراپلوئي ــزان الق ــر در مي  100باعــث تغيي
 & Hershberger) درصــد بــه صفردرصــد شــد   

Hostuttler, 2007).  
بر اساس نتايج تحقيق حاضـر، دامنـه زمـاني بـراي     

اعت و براي مولدين موجود در س 2مولدين نژاد فرانسه 
در تحقيـق  . دست آمده دقيقه ب 10ساعت و  2اردبيل 

Hershberger  وHostuttler  بيشـترين  2005در سال ،
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ــوك در     ــاء ش ــه الق ــان بهين ــدي در زم ــاء تتراپلوئي الق

دست آمده بود كـه داراي زمينـه ژنتيكـي    ه مولديني ب
ه، زيرا براساس نتايج تحقيق اشاره شـد . مشتركي بودند

در داخل جمعيت مولـدين، فاصـله بـين شـروع اولـين      
ها به مرحله تسـهيم   تسهيم تخم تا زماني كه همه تخم

دقيقـه بـه طـول كشـيد و در      40 و ساعت 2رسيدند، 
ي  هاي مولدين با منشأ ژنتيكي مشترك، اين دامنه تخم

تر شـد و نتيجـه   زماني كمتر و ضريب تغييرات كوچك
  . القاء به حداكثر رسيد

 ـ دامنه دسـت آمـده در تحقيـق حاضـر در     ه زماني ب
مقايســه بــا دامنــه زمــاني محققــين ذكــر شــده كمتــر 

رسد علت اين امر به دليل زمينـه   باشد و به نظر مي مي
در . ژنتيكــي مشــترك در هــر دو گــروه مولــدين باشــد

هاي يـك جفـت مولـد نـر و      پژوهشي مشابه كه از تخم
 100ي به ماده استفاده شده بود، درصد القاء تتراپلوئيد

  (Horestgen et al., 1992) .درصد رسيده بود
در تحقيق حاضر، هر دو گروه مولدين نژاد فرانسه و 
مولــدين موجــود در اردبيــل در يــك مزرعــه پرورشــي 

بـه ايـن معنـي كـه فاكتورهـاي      . نگهداري شده بودنـد 
محيطي و پرورشي در شرايط يكساني قرار داشت ولـي  

. هـم اخـتلاف داشـتند   اين مولدين از نظر ژنتيكـي بـا   
 ـ FCIميانگين  هـاي گـروه    دسـت آمـده بـراي تخـم    ه ب

دقيقـه پـس از لقـاح و بـراي      560مولدين نژاد فرانسه 
دقيقــه بعــد از لقــاح  570مولـدين موجــود در اردبيــل  

درصـد   50كه در ايـن زمـان   ) 1جدول (برآورد گرديد 
شـكل  (ها به مرحله تسهيم يا كليواژ رسيده بودند  تخم

رسد، فاكتور ژنتيك باعث ايجاد  اين به نظر مي، بنابر )5
ميانگين دو گروه مولدين  FCIاي در  دقيقه 10اختلاف 
هـاي چهـار نـوع نـژاد      در تحقيقي كه روي تخم. گرديد

انجـام گرفـت    TLو  ER ،UV ،SHهـاي   مولدين به نام
ــانگين  ــب  FCIميـ ــه ترتيـ  ±8/13، 7/512 ±8/13بـ

رآورد گرديد ب 9/524±3/18و  10±5/482/ 7، 1/526
(Hershberger & Hostuttler, 2005). هـاي   در تحقيق

ديگر بيشترين القاء تتراپلوئيدي براساس آزمون و خطا 
باشـد، بـه    مـي  FCIهاي مشخصي كه تابعي از  در زمان

و همكـاران   Thorgardدست آمده است، به طوري كـه  
 1983در سال  Chourrotساعت،  5در  1981در سال 

ــيم  ــاح و  در هشــت و ن  & Beakســاعت پــس از لق

Biggers  دقيقــه  480در مــدت زمــان  1983در ســال
پــس از لقــاح بيشــترين القــاء تتراپلوئيــدي را بدســت  

 FCIرسـد علـت تفـاوت در ميـزان      به نظر مـي . آوردند
ميانگين در تحقيق حاضـر بـا نتـايج محققـين ديگـر و      
همچنين نتايج محققين اشاره شده با همديگر به دليل 

ايي مانند منشأ ژنتيكي، شرايط پرورشي و محل متغيره
نگهداري مولدين و همچنين سن يـا زمـان رهـا شـدن     

  .ها در محوطه شكمي باشد تخمك
كه بـراي اعمـال شـوك بـه      گردد پيشنهاد ميلذا  

ها بهتر است كه مولدين از نظـر آمـادگي بـراي     تخمك
ها هر روز بررسي شوند و در اولين روز  رهاسازي تخمك

ها، با استفاده از تعدادي از آنها زمـان   ن تخمكرها شد
 ـ FCIسـپس براسـاس   . بـرآورد شـود   FCIميانگين  ه ب

دست آمده زمان اعمال شـوك ارزيـابي شـده و در روز    
بعد نسبت به اعمال شوك اقدام گـردد، زيـرا كـه بـين     

FCI هــا روز اول تــا روز ســوم اخــتلاف چنــداني  تخــم
  .داشتبراساس نتايج محققين ذكر شده وجود ن
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