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 1391ن زمستا



  پژوهشی نامه تعهد
 

 منابع و کشاورزي علوم دانشگاه دانشجویان تحصیلی هاي )رساله( نامه پایان انتشار و چاپ اینکه به نظر

 انجام دانشگاه اعتبارات از استفاده با همچنین و بوده پژوهشی-علمی فعالیتهاي از بخشی مبین گرگان طبیعی

 می

 موارد رعایت به نسبت دانشگاه این آموختگان دانش انشگاه،د حقوق رعایت و آگاهی منظور به بنابراین شود

  :شوند می متعهد ذیل
  
 نام ذکر موارد، سایر و اکتشاف و اختراع مقاله،همایش، قالب در) رساله( نامه پایان نتایج انتشار در )1

 .است الزامی گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه

 نام ذکر موارد، سایر و اکتشاف و اختراع همایش، مقاله، قالب در) رساله(نامه پایان نتایج انتشار )2

 .است الزامی گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه

 .گیرد صورت راهنما استاد از اجازه کسب و اطلاع با باید) رساله(نامه پایان نتایج انتشار )3

 فوق تعهدات ارشد کارشناسی مقطع )آبزیان پرورش و کثیرت(شیلات رشته دانشجويسعیده کیوانلو  اینجانب

 .شوم می ملتزم آن به و کرده قبول آنرا اجرایی ضمانت و

  

 امضا و خانوادگی نام و نام                                                                                                                    

  



  

  

  

 به شانپدر بزرگوار و مادر مهربانم که اشتیاق تقدیم به

 موفق بودنمو آموختن 

 .هاي تحصیل بودترین مشوق من در سالبزرگ

  

  

  

  

  

  

  



 تشکر  و قدردانی

  

که مـرا مـورد تفقـد قـرار داده و     تشکر نموده و از این سوداگرمحمد  دکتر جناب آقاي زحمات بی شائبه از
  .سپاسگزارم عهده گرفتند راهنمایی اینجانب را به

ه   حمت بازخوانیز کهحامد کلنگی   جناب آقاي دکترعلی شعبانی و  دکتر از جناب آقاي این پایان نامه را بـ
 . را دارمتشکر  عهده داشتند کمال

که مدیریت جلسه دفـاع را بـر عهـده    پیام نور وحیده سرکار خانم دکتر از نماینده محترم تحصیلات تکمیلی 
 .نمایمتشکر و قدردانی میداشتند 

مرکـز تکثیـر و پـرورش ماهیـان خاویـاري شـهید مرجـانی کـه         ري ریاست محترم و کلیه کارمندان همکاز ا
  .فراهم ساختند کمال تشکر را دارم را در آن مرکزحاضر پایان نامه  نجامفرصت ا

  

  

  

  

  



  چکیده

. جنین ماهیان مطرح باشـد آمیز موفقیتبراي انجماد  یعنوان ابزار نویدبخشتواند بهسازي میتکنیک شیشه   
سـازي  ، چندین عامل باید در طراحی یک دسـتورالعمل شیشـه  جنین آمیزدستیابی به انجماد موفقیتمنظور به

اد نفوذپـذیر و  مسـمیت مـواد ضـدانج   (در تحقیـق حاضـر برخـی از ایـن عوامـل      . مورد توجه قرار گیرنـد 
ی  تاسدر  )ساز و دماي انجمادزداییهاي شیشهنفوذناپذیر، سمیت محلول در دو مرحلـه تکامـل    مـاهی ایرانـ

ها در شش ماده ضدانجماد نفوذپـذیر  جنین. ندمورد بررسی قرار گرفت )ساعت پس از لقاح 48و  24(ی جنین
تـا   1هاي و گلیسرول در غلظت گلیکول، استامید، متانولپروپیلن گلیکول،سولفوکساید، اتیلنمتیلدي: شامل

و ) درصـد  20و  15، 10هـاي  در غلظـت (ساکارز، عسل : ذیر شاملپو در سه ماده ضدانجماد نفوذنا مولار 6
پـس از آن  . ور شـدند دقیقه غوطـه  10و  5به مدت ) درصد 15و  10، 5هاي در غلظت(پیرولیدون ونیلپلی

ا افـزایش   مسمیت مـواد ضـدانج  نتایج نشان داد . تا زمان تفریخ انکوباسیون شدند و شده ها شستهجنین اد بـ
را بهتر از سـایر  سولفوکساید متیلديماهی ایرانی تاس ، جنینوري، افزایش یافتغلظت و مدت زمان غوطه

مختلف این مـواد  هاي ه غلظتتري نسبت بساعت پس از لقاح تحمل بیش 48و در مرحله مواد تحمل کرد 
با اسـتفاده  ) 6تا  1ساز شماره هاي شیشهمحلول(سولفوکساید  متیلساز بر پایه ديشش محلول شیشه .داشت

سـاعت پـس از لقـاح مـورد      48اي طراحی و روي جنـین در مرحلـه   از یک دستورالعمل تلفیق چند مرحله
ر پایـه دي  هاي شیشهمحلول. آزمایش قرار گرفتند  5سولفوکسـاید  متیـل فوکسـاید حـاوي دي  سولمتیـل ساز بـ

بودند که طی یـک دسـتورالعمل    سه ماده ضدانجماد نفوذناپذیر+ سه ماده ضدانجماد نفوذپذیر دیگر + مولار
براي فرآیند انجمـاد بـه درون   ها پیش از آن که جنین. یافتها افزایش میتدریج غلظت آناي بهشش مرحله

هـایی  و بالاترین درصد تفریخ در جنـین  ساز آزمایش شدهاي شیشهولها منتقل شوند، اثر سمیت محلتیوپ
پـس از فرآینـد   . قـرار گرفتـه بودنـد    5و شـماره   3ساز شماره هاي شیشهمشاهده شد که در معرض محلول

گـراد صـورت گرفـت و سـپس     درجـه سـانتی   20، انجمادزدایی در حمام آب صـفر و  )انجماد(سازي شیشه
اي شـده بـا   هاي شیشهنتایج این مرحله نشان داد، تعدادي از جنین. انکوباسیون شدندها تا زمان تفریخ جنین



هـاي منجمـد شـده بـا     زنده ماندند امـا، همـه جنـین    6و  5، 4، 3، 1ساز شماره هاي شیشهاستفاده از محلول
هایی به ثبت ندر جنی) درصد 45/45(بالاترین درصد بقا . از بین رفتند 2ساز شماره استفاده از محلول شیشه

درجه سانتی گراد انجمـادزدایی   20منجمد شده و در دماي  6ساز شماره شهرسید که با استفاده از محلول شی
ی  تحقیق حاضر نشان داد انجماد جنین تاستایج ن. شدند ا اسـتفاده از    مـاهی ایرانـ سـازي و  تکنیـک شیشـه  بـ

  .دستورالعمل به کار رفته در این پژوهش امکان پذیر است

 جنینو  ماهی ایرانیتاسمواد ضدانجماد، سازي، انجماد، شیشه: ژگان کلیديوا
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  فصل اول

  

  مقدمه و کلیات



  مقدمه/ فصل اول                                                                                                              2
 

  مقدمه -1

  کلیات -1-1

- ورياهاي نوین در زمینه انجماد جنین، انقلابی در پرورش حیوانات اهلی و همچنین فنتوسعه فناوري    

هایی در رابطه با انجماد در دهه هفتاد موفقیت .هاي اخیر ایجاد کرده است مثل انسان در دهههاي تولید
لین گزارش از انجماد جنین گاو منتشر شد و او) 1972و همکاران،  1هامویتینگ(جنین موش به دست آمد 

انجماد براي جنین گاو، گوسفند، اسب، گربه، خرگوش، موش، سپس، روش ). 1973و راوسون،  2ویلموت(
و  مورد استفاده قرار گرفت) 1983، 4ترانسن و موهر(و جنین انسان  )1992، 3رال(صحرایی، میمون موش

  ).2000و همکاران،  5دوبرینسکی(شده خوك به دنیا آمد  ، اولین جنین منجمد2000اخیراً ، در سال 

- واي مادر و پدر و حملگونههاي دامی، انجماد ابزاري را براي حفاظت از ژنوم در زمینه تولید فرآورده     
). 2002، 6دوبرینسکی(عنوان روشی براي نجات ژنتیکی است کند و بهنقل جهانی مواد ژنتیکی فراهم می

سازي و نوین جنینی مانند  شبیه  ربردهاي بیوتکنولوژيآن، انجماد جنین یک ابزار ضروري براي کابر علاوه
هاي سلول  سازي شده، توسط انتقال هستهجنین گاو و گوسفند شبیه  ).2000، 7نگویین(است ژن انتقال 

ها ین در این روششود و در انتقال جنتولید می  DNA سوماتیک، انتقال هسته بلاستومر و یا  تزریق
  ). 1999و همکاران،  8جیمااوشی( بایستی از روش انجماد استفاده کرد

                                                             
1  - Whittingham 
2 - Wilmut and Rowson 
3 - Rall 
4 - Trounsen and Mohr 
5 - Dobrinsky 
6 - Dobrinski 
7- Nguyen 
8 - Ushijima 



  3                                                                         ...جمادکننده در برابر اناثر برخی مواد محافظت
 

طور بالقوه فواید بسیار زیادي به دنبال خواهد  آمیز جنین ماهیان به دستیابی به تکنیک انجماد موفقیت    
صورت زنده و  بهتوان جنین یک ماهی را براي مدت زمان دلخواه  به کمک انجماد می: داشت به طوري که

هاي ماهیان وجود دارد، به  که خطر انقراض بعضی از گونهجا از آن. نخورده در سرما نگاه داشت دست
گونه  توان اقدام به ذخیره و حفظ ذخایر ژنتیکی این ماهیان نمود و در نتیجه بقاي این کمک انجماد می
هاي یک نسل از ماهیان را براي  زاده نین این روش قادر خواهد بودپذیر ساخت؛ همچ ماهیان را امکان

توان به  از کاربردهاي دیگر این روش می. مطالعات مستمر و طولانی براي مدت زمان دلخواه نگهداري نمود
واضح است که حمل جنین . ها، تهیه بانک ژنتیکی اشاره نمود گیري استفاده از آن در بازسازي ذخایر، دورگه

 .ده و سبب افزایش بازدهی خواهد شدتر بومنجمد بسیار آسانصورت ههاي طولانی ب در مسافت

و محافظت در برابر سرما در جنین پستانداران   ي انجماد توجهی که در زمینه هاي قابل علیرغم موفقیت    
و همکاران،  3چاو(مهرگان دریایی  و برخی بی )1998و همکاران،  2؛ اوتویی1998و همکاران،  1اونیل(

 .است  آمیز جنین ماهیان فراهم نشده آمده است اما، تاکنون امکان انجماد کاملاَ موفقیتدست به) 1997
تر ها بسیار پیچیدهتري نسبت به مواد ضدانجماد دارند و ساختار آنجنین ماهیان حساسیت بسیار بیش

وسعه پیدا ت ورت خارجی و بدون حفاظت بدن مادرصاي هستند که بهها داراي ساختار چند لایهاست، آن
  .)آ 2006و همکاران،  4کابریتا(کنند می
  

                                                             
1 - O’Neil  
2 - Otoi  
3 - Chao  
4 - Cabrita  
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  مشکلات انجماد جنین ماهی  -1-2

کننده در برابر سرما یا مواد  هاي محافظت در مطالعات مربوط به انجماد جنین از ترکیبات و محلول    
. ذار هستندشود و عوامل گوناگونی در موفقیت انجماد جنین ماهیان تأثیرگ ضدانجماد مختلفی استفاده می

هاي مختلف یکی از فاکتورهاي اساسی در انجماد جنین ورود و توزیع همگن مواد ضدانجماد در قسمت
در حالت عادي موانعی . جنین است، ابتدا این مواد باید وارد جنین شود تا بتوان اقدام به انجماد آن نمود

همچنین  کنند؛ کره جنین جلوگیري میدرون پیهاي ضدانجماد به  وجود دارند که از ورود مواد یا محلول
هاي  هاي یخ و عدم توزیع همگن ترکیبات ضدانجماد در داخل بخش حساسیت به سرما، تشکیل کریستال

ترین در ادامه پاره اي از مهم. باشد مختلف جنین از عوامل اصلی در عدم موفقیت انجماد جنین ماهیان می
  .ماهیان ذکر خواهند شد آمیز جنینفقیتع موجود بر سر راه انجماد مومشکلات و موان

  

  ساختار پیچیده -1-2-1

طور هاي تخم از زرده و مشتقات آن پر شده است که پس از لقاح بهتر حجم سلولها، بیشدر ماهی    
شوند و تنها طور کامل در تخم تقسیم نمیهاي سلول بهبخش. کند اي شرکت میصفحهتسهیم  جزیی در

- جنین ماهیان، سیستم. ماندودیسک به جنین  تبدیل شده و  زرده  بدون تقسیم باقی میسیتوپلاسم بلاست

یا جنین در حال ( 1زرده بزرگ، بلاستودرم: هاي بیولوژیکی پیچیده با سه قسمت متفاوت هستند که شامل
احاطه  2زرده توسط لایه پیوسته اطراف زرده. شودلین مییوتو فضاي پري) رشد در مراحل اولیه تکامل

- پلاسما خودش محدود شده است و فضاي پري هاي غشايشده است، جنین در حال رشد توسط سلول

                                                             
1 - Blastoderm 
2 - Yolk syncytial layer 
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) کوریون(لین توسط غشاي بیرونی یوتلین اطراف آن، این اجزا را احاطه کرده است و خود فضاي پريیوت
؛  1998کاران، و هم 1کالیچاران(شود یل میمحدود شده است و لایه کوریون از غشاي وتیلین تخم تشک

  ).2000و همکاران،  2راسون

خاصی دارد که باید به  هاي ضدانجماد ولوژیک نیاز به استفاده از محلولانجماد هر بافت و یا ساختار بی    
هاي نین شود و همچنین از رشد کریستالدرون سلول ها نفوذ کرده و باعث از دست دادن حداقل آب از ج

ساختار خاص جنین ماهی، انجماد آن را دشوار . اجزاء سلول حفاظت نمایدیخ جلوگیري کند و در کل از 
ترین دلایلی که سبب پیچیدگی روند انجماد جنین عمده) آ1997(و همکاران  3هاگدورن. کندو پیچیده می
  :شوند را  چنین بیان کردنددر ماهیان می

   ان ورودي و خروجی آب و مواد اندازه بزرگ و در نتیجه نسبت سطح به حجم پایین که سیر جری .1 
  کند؛ د انجماد  و ذوب را دشوار میضدانجماد مورد نیاز براي موفقیت در رون

  تن زرده بزرگ با رفتار اسمزي خاص؛داش .2

  اسیت بالا نسبت به مواد ضدانجماد؛حس .3

  می شود؛ غشاء احتمال بالاي تشکیل یخ در درون سلول که باعث اختلال در عملکرد .4

   هاي مختلف جنین؛هاي نفوذپذیري بخشتفاوت در ویژگی .5

  آورند؛ضدانجماد ممانعت به عمل میغشاهاي اطراف جنین که از ورود مواد  .6

                                                             
1- Kalicharan 
2- Rawson 
3 - Hagedorn 
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ضدانجماد  آب و مواد آمیز، برقراري تعادل مناسب میاناولین گام در جهت دستیابی به انجماد موفقیت    
. کارهاي افزایش آن صورت گرفته استفوذپذیري جنین و راههاي متعددي در زمینه قابلیت نبررسی. است

هاي کوچک از جمله تراواي سلول است که اجازه ورود آب و سایر مولکولکوریون اولین غشاي نیمه
کابریتا و  آ، 2003کابریتا و همکاران، (د ندهسولفوکساید را میمتیلضدانجماد مانند دي برخی از مواد

  ). ب 2003 ،همکاران

، نسبتاً آسان به کوریون Brachydanio rerio)(ویژه ماهی گورخري ههاي ماهیان، ببرخی از گونه    
و  2آدامز ؛ 1998، 1؛ ژانگ و راسون 1997هاگدورن و همکاران،(دهد زدایی با استفاده از پروتئازها پاسخ می

 Scophthalmus)اهی توربوتهاي پرورشی مانند متر گونهوجود، بیشاین  با). 2005همکاران، 

maximus) و همکاران،  3رابلس( هستندزدایی مقاوم در برابر تیمارهاي کوریون اَ، داراي کوریون نسبت
2007.(  

طور جداگانه، نشان داد در دو قسمت زرده و بلاستودرم به بررسی میزان نفوذپذیري مواد ضدانجماد    
ضدانجماد در ودرم یکسان، اما قابلیت نفوذپذیري موادمیزان نفوذپذیري آب در کیسه زرده و بلاست

آ؛ کابریتا و  1997هاگدورن و همکاران، (بلاستودرم به میزان قابل توجهی بالاتر از کیسه زرده بود 
  ).آ 2003همکاران، 

- تایج تحقیقات صورت گرفته در زمینه نفوذپذیري نشان داد لایه پیوسته اطراف زرده عمدههمچنین، ن    

نتایج مطالعات آدامز و . کندن مانعی است که از ورود مواد ضدانجماد به داخل جنین جلوگیري میتری
با ادامه روند . شودنشان داد پس از لقاح از میزان نفوذپذیري غشاء پلاسمایی کاسته می) 2005(همکاران 

تر از میزان همواره کمیابد اما، مقدار آن تدریج نفوذپذیري غشاء تا حدي افزایش میتکامل جنینی به

                                                             
1- Zhang and Rawson 
2 - Adams 
3 - Robles 
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ط کرد که انجماد بلاستودرم توان چنین استنبابا استفاده از این نتایج می. نفوذپذیري پیش از لقاح خواهد بود
  .آمیز بودن آن بسیار کم استمري دشوار بوده و  احتمال موفقیتدر مراحل اولیه تکامل جنینی، ا ویژهبه

تـرین  عنـوان یکـی از مهـم   جنین، اهمیت لایه پیوسته اطراف زرده بههمزمان با پیشرفت روند تکاملی در     
ه       تر شده و نفوذ غلظـت بیش ورود مواد ضدانجماد به دورن جنینموانع  هـاي  مناسـب مـواد ضـدانجماد بـ

آمیز جنین ماهیان باید بـه دنبـال   بنابراین براي دستیابی به انجماد موفقیت. شوددرون کیسه زرده دشوارتر می
  .بخش کیسه زرده و بلاستودرم بود ارهاي مناسبی جهت افزایش نفوذپذیري در هر دوکراه

  

   1حساسیت نسبت به سرد سازي -1-2-2

وع آسـیب دیـدگی ناشـی از     . جنین ماهی  حساسیت بالایی نسبت به سرد شدن و کاهش دمـا دارد      دو نـ
  :کاهش دما وجود دارد که عبارتند از

   دهد؛ر نتیجه سرد کردن سریع رخ میشود و دنیز نامیده می  "ییشوك سرما"آسیب مستقیم که -1
آسیب غیر مستقیم که بستگی به نرخ انجماد دارد و معمولاً پس از در معـرض قـرار گیـري طـولانی در      -2

علت وقوع هر دو نوع آسیب مرتبط با تغییر و تحولی است کـه در  .  شود درجه حرارت هاي پایین ظاهر می
  ؛)ب 2003کابریتا و همکاران، ( گیردت میچربی غشاء صور

اي است که کاهش دما بر فرآیندهاي متابولیکی و دلیل اثرات بازدارندهحساسیت نسبت به سردسازي به    
هایی که داراي رشد و توسعه جنینی تواند براي جنین در حال رشد، خصوصاَ گونهگذارد و میآنزیمی می

  .بار و مخرب باشدانزی) مانند ماهیان(سریعی هستند 

                                                             
1 - Chilling sensitivity 
 


