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 1661مرداد تاریخ پذیرش:   1664 بهمن تاریخ دریافت:

 

 چکیده
( اکتاپلوئیدی و هپتا هگزا، پنتا،) پلوئیدی سطوح گردی تولید برای که است غیرالقائی طریق به تریپلوئید ماهیان تولید برای مهم روشی تتراپلوئیدی

 وتوانایی شوک القاء فرآیند بودن موثر به بستگی تریپلوئیدی ماهیان وتولید زینتی ماهیان در تتراپلوئید از عملی استفاده. دارد اهمیت آبزیان در

      مختلف، های گله در تتراپلوئید ماهین به دستیابی جهت عامل نمهمتری و اولین لذا ؛دارد زیست قابل نسل ایجاد و مثل تولید در تتراپلوئیدها

 دمای افزایش دارد، بستگی حرارتی شوک دوره و شوک آغاز زمان به کاملا ماهی در تتراپلوئیدی القاء. است پلوئیدی القای شوک سازی بهینه

 می تخمک قطر مثال طور به ها تخم حساسیت به بستگی شوک آغاز زمان در تغییر که درحالی باشد داشته منفی اثر بقاء نرخ روی تواند می شوک

 .شود ها جنین در را بقاء کاهش یا افزایش به منجر تواند

 

 .تخم آبزیان زینتی، حرارتی، شوک تتراپلوئید، ماهی، لقاح، کلیدی: کلمات
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 مقدمه
کاربرد روش های مدرن و نوین در پرورش آبزیان به تدریج با 

و قوانین ژنتیکی توسعه یافته است. پدیده بلوغ  درک بهتر اصول

 به ویژهجنسی یکی از مهمترین مشکلات پرورش دهندگان آبزیان 

بلوغ جنسی در آزادماهیان منجر به کاهش  ماهیان سردآبی است.

کاهش مقاومت در برابر عوامل بیماریزا  (Purdom, 1993) رشد

لذا   .ها می شودکاهش کیفیت لاشه و رنگدانه های موجود در بافت 

تولید و پرورش ماهیان عقیم یا تمام ماده به دلیل حذف کامل بلوغ 

 ,Dunhum) و یا تاخیر در بروز آن در آبزیان پرورشی ارجحیت دارد

(. پلی پلوئیدی دارا بودن بیش از دو سری کروموزوم در هر 2004

سلول است که به طور طبیعی در برخی از گیاهان رخ میدهد و 

 پدیده ژیگانتیسم )بزرگ شدن سلول های بدن( می شود. منجر به

      پدیده پلی پلوئیدی در جانوران از طریق القاء کردن به وجود 

خزندگان، دوزیستان  در پرندگان، در پستانداران نادر است و می آید.

دهد. وقوع پلی پلوئیدی می تواند در اثر اختلالات  و ماهی ها رخ می

 اولین تقسیم میتوزی جنین رخ دهد. سلولی در بین لقاح و

نوع  )دارا بودن چهار سری کروموزوم در هر سلول( تتراپلوئیدی

دیگری از پلوئیدی در ماهیان است که روش تولید آن همانند 

تریپلوئیدی با استفاده از شوک های فیزیکی یا شیمیایی است.با این 

ی قطبی تفاوت که شوک دیر هنگام و بعد از جدایی دومین گویچه 

تتراپلوئیدی میتواند  و قبل از اولین تقسیم میتوزی سلول تخم است.

به عنوان یک منبع مهم در تولید ماهیان تریپلوئید کاملا عقیم 

امکان القای پلوئیدی با استفاده از انواع شوک های  محسوب شود.

( و فشار Thorgaard, 1981) ( الکتریکیPillips, 1986شیمیایی )

 زمان آغاز شوک دهی ( وجود دارد.Mair,1993ک )هیدرو استاتی

دوره شوک دهی و دمای شوک از مهمترین  )زمان پس از لقاح(

      عوامل موثر در موفقیت شوک جهت القای پلوئیدی محسوب 

همچنین عوامل دیگری نظیر . (Dunhum, 2004) می گردند

ویژگی های خاص هرگونه )سرعت تکامل جنینی و تقسیمات 

 و دمای آب انکوباسیون قبل از اعمال شوکسلولی( 

(Pandian,1998)  اختلاف دمای آب نگهداری مولدین و دمای

 به ویژهکیفیت گامت های مورد استفاده  (Pillips, 1986) شوک

اندازه و درجه رسیدگی تخمک ها( و حساسیت های خاص هر نژاد 

 ,Diazیا جمعیت نسبت به شوک در بازده شوک موثر خواهند بود )

1993.) 

 تتراپلوئیدی-1
تتراپلوئیدی یک راه ممکن برای دستکاری ژنوم در ماهیان 

یکی از کاربرد های مهم آن در ماهی ها تولید جمعیت های  است.

تریپلوئید تماما عقیم است که توسط لقاح بین تتراپلوئیدها و 

دیپلوئیدها تولید می شود. تریپلوئیدی به عنوان یک روش برای 

جلوگیری از  ناشی از بلوغ در آبزی پروری کاربرد دارد. کاهش اثرات

ممانعت از بلوغ جنسی باعث می شود که کیفیت لاشه در طول 

فصل تخم ریزی و تولید مثل حفظ شود و همچنین مشکلات ناشی 

 از بلوغ زودرس و مرگ و میر بعد از تخم ریزی را کاهش دهد

(Myers,1995.) ید گوشت به جلوگیری از بلوغ جنسی باعث تول

تلاش برای تولید ماهیان  مراتب بیشتر در ماهیان عقیم می شود.

تیمارهای  یر است.ذعقیم به طریق هورمونی و ژنتیکی امکان پ

هورمونی ممکن است اثرات زیان آوری بر روی رشد و رفتار های 

 روش های ژنتیکی موثرتر از  ،تولید مثلی داشته باشد از این رو

ماهیان تریپلوئید به دلیل داشتن یک  ستند.روش های هورمونی ه

دسته کروموزوم اضافی و به واسطه اخلال در تقسیم میوز به هنگام 

ایجاد تریپلوئیدی در ماهیان به دو  گامتوژنز معمولا عقیم هستند.

)غیر القایی( امکان پذیر  یا غیر مستقیم )القایی( روش مستقیم

های فیزیکی )شوک های در روش القایی با استفاده از شوک  است.

دمایی و یا فشار( و یا شوک های شیمیایی در هنگام تقسیم دوم 

میوز در مرحله متافاز از خروج گویچه قطبی دوم جلوگیری به عمل 

در روش  آمده و به این طریق جنین های تریپلوئید تولید می شود.

سیم غیر القایی ابتدا مولدین تتراپلوئید از طریق اختلال در اولین تق

جنینی پس از لقاح با استفاده از شوک های فیزیکی و شیمیایی 

گردد و سپس با آمیزش ماهیان تتراپلوئید نر و دیپلوئید  تولید می

از  ماده و یا آمیزش معکوس آن ماهیان تریپلوئید حاصل می گردد.

 مزایای روش غیر القایی موفقیت کامل در تولید ماهیان تریپلوئید

(Myers, 1995)  والدین . نیز بهبود نسبی بازماندگی استو

توانند برای بهبود تولید انتخاب شوند و  دیپلوئید و تتراپلوئید می

حتی برتر را سبب  تولید ماهیان تریپلوئید با خصوصیات یکسان یا

توسعه و تکامل نسل  شرط لازم برای چنین استراتژی تکثیر شوند.

یدی درگونه های مختلف القای مصنوعی تتراپلوئ تتراپلوئیدها است.

ماهیان به وسیله شوک دیر هنگام صورت میگیرد.این شوک ها پس 

از جدایی دومین گویچه قطبی و قبل از اولین تقسیم و یا در حین 

   تتراپلوئیدی  اولین تقسیم میتوزی سلول به کار برده می شوند.

تواند به وسیله کاربرد شوک ها در فازهای مختلف چرخه ی  می

 (.Benfey, 1984) در اولین تقسیم میتوز القا شودسلول 

 تتراپلوئیدهای خود بخودی در ماهی لوچ گزارش شده است         

(Arai, 1991). به طور مثال  تواند از هیبریدگیری تتراپلوئیدی می(

از آن جا که القای تتراپلوئیدی توسط  ید.آدر کپور( نیز به وجود 

 الذ دیگر شوک های فیزیکی است،شوک گرمایی سهل الوصول تر از 

معمول ترین روش جهت دستکاری کروموزومی در ماهیان محسوب 

القای تتراپلوئیدی براساس  .(Abdel-Rahman, 1999) می شود

و از این رو برای انواع مختلف  سرعت تکامل جنینی تنظیم می شد

 ،تخم هایی که کیفیت پایینی دارند گونه های ماهیان متفاوت است.

دهند و میزان  شوک حرارتی نیز واکنشی ضعیف نشان می به

مدت زمان تکامل جنینی  ت.بازماندگی در آن ها بسیار پایین اس

گروه های  .می باشدتر از مابقی گروه ها  کوتاهگروه های پلوئیدی 
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به  شوند. تتراپلوئید قبل از گروه های تریپلوئید و دیپلوئید تفریخ می

قزل آلای رنگین کمان گامت هایی تماما علاوه نرهای تتراپلوئید 

کنند در حالیکه ماده های تتراپلوئید اصولا  دیپلوئید تولید می

های تریپلوئید و  اووسیت های دیپلوئید با تعدادی اووسیت

 .(Chourrout, 1987) نمایند تتراپلوئید تولید می

پس از انجام هرگونه دستکاری کروموزومی لازم است که       

تا کنون روش های متنوعی برای  مورد ارزیابی قرار گیرد.صحت آن 

این منظور مورد استفاده قرار گرفته است که به برخی از رایج ترین 

به دلیل اینکه بافت های فرد  آن ها در خصوص اشاره شده است.

تعداد  اندازه هسته، بیشتر، DNAپلی پلوئید دارای محتوای 

رگتری نسبت به موجود دیپلوئید اندازه سلولی بز کروموزوم بیشتر و

           پلوئیدی میتواند به وسیله چندین روش شناسایی شود. است.

جهت شناسایی ماهیان دستکاری شده میتوان از روش های          

 مختلفی استفاده کرد که به طور کلی شامل روش های مستقیم

 ،)نظیر کاریوتیپ( و روش های غیر مستقیم )نظیر گسترش خونی

        است. مارکر های ژنتیکی و فلوسایتومتری( ،NORsز آنالی

به دلیل سادگی و سرعت   NORsزروش های گسترش خونی و آنالی

در این روش گسترش خونی اندازه  بیشترین کاربرد را دارند. مناسب،

گیری سطح و حجم هسته های سلول های قرمز خون انجام می 

و هسته یکی از روش های معتبر  اندازه گیری ابعاد سلولی پذیرد.

یک روش ساده تععین سطح پلوئیدی در  جهت انواع پلوئیدی است.

این روش  ماهیان استفاده از رنگ آمیزی نیترات نقره سلول است.

شامل تعیین حداکثر تعداد هستک ها در هر سلول است که با 

استفاده از رنگ آمیزی نیترات نقره مشخص می شود.هر بافتی در 

نوع سلولی میتواند مورد استفاده واقع شود و احتیاج به آنالیز هر 

 (.Diaz,1993) کروموزوم نیست

 القاء تتراپلوئیدی در ماهیان-2
اولین مطالعه در مورد القاء تتراپلوئیدی در قزل آلای رنگین 

وسیله نگهداری تخم های تازه ه ب کمان و ماهی آزاد اقیانوس اطلس،

انجام  B ان کوتاه در محلول سیتوکالاسینلقاح یافته برای مدت زم

وسیله ه شد. هدف این کار به دست آوردن قزل آلای تریپلوئید ب

القاء  لقاح تخم معمولی با اسپرم حاصل از ماهیان نر تتراپلوئید بود.

 88تتراپلوئیدی در قزل آلای رنگین کمان به وسیله شوک گرمایی 

صورت گرفت. شروع درجه سانتی گراد در تخم های لقاح یافته 

ساعت پس از لقاح و مدت شوک بیش از  9ساعت تا  5/6شوک بین 

دقیقه بود. در نرخ بقاء اختلافات زیادی بین گروه های مختلف  41

وجود داشت و نسبت های مختلفی از تتراپلوئید، دیپلوتتراپلوئید و 

نرخ مرگ و میر تتراپلوئید ها بالا  جنین های دیپلوئید به دست آمد.

برای تعیین سطح پلوئیدی از روش های سلولی مثل کاریوتیپ  ود.ب

 تتراپلوئیدی افزایش . ذات بالقوه(Chourrout,1982) استفاده شد

هتروزیگوسیتی و نیز امکان استفاده از آن ها به عنوان مولد برای 

از معایب تتراپلوئیدی  .(Diter, 1988) تولید ماهیان تریپلوئید است

حجم سلول ها و در نتیجه کاهش تعداد سلول ها  میتوان به افزایش

اشاره کرد.به عنوان مثال بزرگی سر اسپرم، عبور آن از میکروپیل 

 .سازد( می         تخمک های هاپلوئید را مشکل یا غیر ممکن 

همچنین می تواند مشکلاتی در جفت شدن و جدا شدن کروموزوم 

د که منجر به های همولوگ در خلال تقسیم میوز به وجود آورن

 .(Chourrout, 1987)د آنیوپلوئیدی می شو

در مطالعه ای از شوک  4985پوردام و همکاران در سال 

 03ساعت و  1در فاصله زمانی  درجه سانتی گراد، 88حرارتی 

برای تولید  دقیقه، 43دقیقه پس از لقاح و برای مدت زمان 

د تتراپلوئید بین تولید هیبری تتراپلوئید و دیپلوئید های ماده زاد و

ماهیان استفاده د قزل آلای رنگین کمان و دیگر گونه های آزا

در این آزمایش برای تعیین پلوئیدی از انالیز الکتروفورزی و  نمودند.

 .(Purdom, 1985)د اندازه گیری هسته ی سلول استفاده ش

در تحقیقات  4093امیر وفایی سعدی و همکاران در سال 

نگین کمان به این نتیجه رسیدند که جهت خود روی قزل آلای ر

القای تتراپلوئیدی در ماهی قل آلای رنگین کمان در دمای آب 

، درجه( دمای مناسب جهت القای شوک حرارتی 44انکوباسیون )

 –ساعت  65و زمان مناسب آغاز شوک دهی  سانتی گراددرجه  88

درجه پس از لقاح است. این زمان آغاز تقریبا معادل با شروع 

تقسیمات جنینی در این دما است. در مورد دوره شوک بسته به 

و  43میلی متر( به ترتیب  5میلی متر و زیر  5اندازه تخمک )بالای 

استفاده از  .(4093، نکوئی فرد( دقیقه جهت القاء مناسب هستند 5

اپلوئیدی بیشتر از شوک گرمایی موثر شوک فشار جهت القاء تتر

 .(Chourrout,1982)ت اس

 روش های شناسایی ماهیان دستکاری شده کروموزومی-3
تتراپلوئید ها به طور مشخص اریتروسیت های بزرگتر و    

برای شناسایی   .ید ها دارندئابعاد هسته ای بزرگتری از دیپلو

ه اندازه محور بزرگ یدی از گلبول های قرمز استفاده می کنند کئپلو

تواند منعکس کننده تفاوت بین انواع  هسته گلبول قرمز می

یدها باشد. همچنین در ماهی قزل آلای رنگین ئید و پلی پلوئدیپلو

کمان تنها با انداه گیری ابعاد هسته گلبول قرمز به منظور سنجش 

. (Woznicki et al,.2002) استیدی استفاده شده ئصحت تتراپلو

لوچ نیز برای تعیین سطوح پلوئیدی از روش اندازه گیری در ماهی 

( 4986و همکاران ) Phillips ابعاد گلبول قرمز استفاده شده است.

( روشی را برای تعیین سطح 4998) و همکاران Flajšhansو 

یدی به کار بردند که امکان شناسایی نمونه های مختلف ئپلو

ز گونه های ماهیان کرد آن ها در بعضی ا پلوئیدی را فراهم می

 تعداد هستک ها در اینتر فاز سطح پلوئیدی را منعکس می کنند،

 استفاده نمودند.
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  Babiak ( از این روش در قزل آلای 4998) و همکاران

رنگین کمان دستکاری شده توسط شک حرارتی برای شناسایی 

   ن دیگری نشان دادند که ققیمح ید ها استفاده نمودند.ئتتراپلو

سلول در مرحله اینترفاز سلولی توانایی مثبت  13زهای کمتر از آنالی

د ید گونه سیم دریایی دارئید و تریپلوئدیپلو ید،ئدر شناسایی هاپلو
.(Babiak et al,. 1998) 

ید ها وجود دارد که ئدلایلی برای میزان کاهش بقا در تتراپلو

اسب افزایش نامتن آنیوپلوئیدی، یک شدن،ئتوان به پدیده موزا می

 سطح سلول نسبت به حجم آن و وقوع اشتباهات سلولی اشاره کرد.

    علت میزان کاهش بازماندگی در اثر القا شوک این است که 

شوک های مکانیکی یا فیزیکی در ماهی قزل آلای رنگین کمان 

به طور مثال   وسیله انعقاد زرده به تخم ها آسیب برساند.ه میتوان ب

لقاح حساسیت تخم ها دو برابر ساعت اول  ساعت اولیه پس از 1در 

ساعت پس از  6از این رو دستکاری تخم ها تا  پس از لقاح است،

میزان بقا در  .لقاح ممکن است بقاء لاروی را تحت تاثیر قرار دهد

تا حد زیادی با زمان آغاز  03و  88مرحله چشم زدگی در دمای 

بالای تخم ها علت این امر میتواند حساسیت  شوک ارتباط داشت.

شوک دهی در دماهای بالا منجر به  در مراحل اولیه جنینی باشد.

  گردد. افزایش میزان مرگ ومیر در میان تخم های شوک دیده می

علت این است که دماهای بالا برای القاء تتراپلوئیدی سبب به وجود 

یک و درنتیجه بالا رفتن میزان مرگ و میر در ئآمدن پدیده موزا

استفاده از شوک هایی با شدت بالا می تواند  اپلوئیدها است.میان تتر

میر بالا  و از طرف دیگر علت مرگ نرخ پایین بقاء را توجیه کند.

خصوصا در مراحل قبل از چشم زدگی تولید انبوه بچه ماهیان 

   ءبقا میزان  .((Chourrout, 1984ت آنیوپلوئید در اثر شوک اس

    نسبت به لارو های حاصل از  رگتر،لارو های حاصل از تخم های بز

علت آن است که ذخیره انرژی  تخم های کوچک تر بیشتر است.

تواند حساسیت به استرس را در تخم های بزرگتر کاهش  زیادتر می

در نتیجه گروه های ماهیان نورس بزرگ که از تخم های  دهد.

ها را قابلیت تحمل استرس  یناحتمالا بهتر بزرگ به وجود آمده اند،

 .(Hutchings, 1991نسبت به ماهیان نورس کوچکتر دارا هستند )

 

 سنجش ابعاد گلبول های قرمز در انواع دیپلوئید-4

 تتراپلوئیدو
خون از جمله بافت هایی است که به شدت تحت تاثیر ویژگی 

عوامل مختلف از جمله سن،  گیرد، های زیستی و محیطی قرار می

رت محیط همه از عواملی هستند درجه حرا بلوغ جنسی، جنسیت،

     (.4085 )درفشان،د نمی باش که به طور موثر بر بافت خون اثر گذار

گلبول های قرمز خون در ماهیان تتراپلوئید قزل آلای رنگین کمان 

به طور قابل ملاحظه ای نسبت به گلبول های قرمز در انواع 

ی در اثر القای افزایش ابعاد گلبول دیپلوئید وسیع و حجیم تر هستند.

دلیل افزایش میزان محتوی  هپلوئیدی حالتی مرسوم است و عموما ب

اندازه هسته گلبول قرمز در  دهد. مواد وراثتی هسته رخ می

. (Chourrout,1986)ت سا تتراپلوئیدها اندکی بزرگتر از دیپلوئیدها

 القای تتراپلوئیدی در ماهیان منجر به افزایش ابعاد گلبولی می

های مختلف متفاوت است گرچه نسبت افزایش ابعاد در گونها گردد،

(Pillips,1986 به طور کلی طول هسته یا سلول نسبت به عرض .)

 طوریه گیرد ب آن به نسبت بیشتری تحت تاثیر پلوئیدی قرار می

به  که در بسیاری از موارد تنها سنجش طول هسته )محور بزرگ(

مورد استفاده قرار گرفته عنوان شاخص القاء پلوئیدی در ماهیان 

درصد ناهنجاری در گلبول های قرمز ماهیا تتراپلوئید در  .تاس

این ناهنجاری ها عمدتا  مقایسع با انواع دیپلوئید بسیار بیشتر بود،

شامل وجود سلول هایی با هسته یا سیتوپلاسم تقسیم شده و نیز 

این اگرچه علت  حضور گلبول های قرمز نابالغ در گسترش ها بود.

ناهنجاری ها مشخص نیست اما برخی مطالعات نشان داده اند که 

سهم قابل توجهی از  هیان پلی پلوئید تحت شرایط استرس زا،ام

کنند که در واقع  نشان دهنده  گلبول های قرمز ناهنجار تولید می

ت رها سازی پیش از موعد گلبول های قرمز در جریان خون اس

   د بیانگر حساسیت بالاتر ماهیان این امر شای (.4085 )درفشان،

پلی پلوئید نسبت به عوامل استرس زای محیطی در مقایسه با انواع 

 (.(Aldridge,1990 د باشدیپلوئید 

تاکنون شوک های حرارتی متنوعی جهت القاء پلوئیدی در 

پلوئیدی  ءاصولا در القا آزاد ماهیان مورد استفاده قرار گرفته است.

از جمله مهمترین این  تواند تاثیر گذار باشد، عوامل متفاوتی می

ویژگی های خاص شوک به کار رفته نظیر درجه حرارت  عوامل،

  .(Felip,2001)ت دهی و زمان آغاز شوک اس دوره شوک شوک،

عواملی همچون دمای آب حوضچه های  علاوه بر عوامل مذکور،

قبل  نگهداری مولدین یا آب مخازن نگهداری تخم ها پس از لقاح و

کیفیت گامت های مورد استفاده،  .(Phillips,1986از اعمال شوک )

ها( و حساسیت  تخمک درجه رسیدگی )فوق رسیدگی به ویژه

خاص هر نژاد و یا حتی هر فرد نسبت به اعمال شوک، میتواند در 

بازده شوک موثر باشد. تفاوت در زمان تقسیم در میان جمعیت های 

د میزان تغییرات نتوا اده ی مختلف میمختلف یا در میان مولدین م

ها این رو اغلب روش از؛ درصد القاء تتراپلوئیدی را توجیه کند

علاوه بر  مدت زمان شوک هستند. براساس زمان آغاز شوک و

تاثیرات ژنتیکی، تکنیک و روش مورد استفاده در القاء تتراپلوئیدی 

    دی به وجود نیز نتایج متفاوتی را در میزان درصد و بازده پلوئی

میلی متر میزان بازده  5به طور کلی در تخم های بالای  می آورد.

      به نظر  باشد. متر می میلی 5تتراپلوئیدی بیشتر از گروه زیر 

رسد که تخم های کوچک تر به دلیل فضای کوچکتر بیشتر  می

چرا که فاصله هسته تخم با دیوار  ،گیرند تحت تاثیر شوک قرار می

متر است لذا شوک حرارتی بیشترین تاثیر را بر روی این سلول ک

 (.Diaz,1993)د گذار نوع تخم ها می
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