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 چکيده

در میان مهره داران، تنها ماهیان هستند كه اسپرم اكثر آنها فاقد آكروزوم بوده و از طریق میكروپیل وارد تخمك ميي ريرددا ایين تاليت     

یيدی ميي شيودا دورريه ریيری هيم در ط یعيت و هيم ب يور          برای آنها امكان لقاح هترولوگ را فراهم كرده و موجب دورره ریری و پلي پلوئ

ن مصنوعي در ماهیان انجام مي شودا امروزه به واس ه رشد بهتر دورره ها نس ت به والدین آنها در تعدادی از رونيه هيای اقتصيادی ماهیيان، ایي     

ز دورره ها به یكي از والدین شان، شناسایي و شرایط فراهم رردیده كه دورره ریری مصنوعي در آنها انجام شودا به دلیل ش اهت زیاد بعضي ا

ردا در ایين  تایید آنها امكان پذیر ن وده كه هم به آنالیز صفات مورفومتریك و مریستیك و هم به آنالیز مولكولي آنها در مقایسه با والدین نیاز دا

صا نشانگرهای ریزماهواره اسيت كيه ميي توانيد در     خصو DNAتالت، م مئن ترین و سریعترین روش، استفاده از نشانگرهای ژنتیكي م تني بر 

 ا تشخیص ق عي دورره ها نقش مهمي را ایفا كند

 

 ا، نشانگرهای ریزماهوارهDNAماهیان، دورره،  :کليديکلمات 
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 مقدمه

هزار رونه رروه بزرري از مهره  74ماهیان با تدود 

دورريه  (ا Nelson ,1994) داران را تشيكیل ميي دهنيد   

رده ای در میييان جييانوران بييوده و  ریييری پدیييده رسييت 

فرصتي را بيرای تنيوژ ژنتیكيي جدیيد فيراهم ميي كنيد        

(Seehausen, 2004)   ا در میان مهره داران، تنهيا ماهیيان

هستند كيه اسيپرم اكثير آنهيا فاقيد آكيروزوم بيوده و از        

طریق میكروپیيل وارد تخميك ميي ريرددا ایين تاليت       

ه بييرای آنهييا امكييان لقيياح هترولييوگ را فييراهم كييرد    

(Pandian and Kirankumar, 2003)  و موجيييب

دورره ریری و پلي پلوئیدی مي شيودا تياكنون دورريه    

رونييه از ماهیييان رد داده اسييت  911ریييری در بييیش از 

(Scribner et al., 2001)    ا در ماهیيان، دورريه ریيری

عمدتا س ب عقیمي در نرها و تریپلوئیدی سي ب عقیميي   

دورريه ب يت    84141در ماده هيا ميي شيودا در بيیش از     

جييانوری، دورريه هييای تاصيله در ماهیييان سييهم    شيده 

  اSchwenk et al., 2008)) درصد( دارند 78زیادی )

درصد  7وقوژ دورره ریری ط یعي دارای محدوده 

 93هيييا و  Cyprinidدرصيييد در  92هيييا،  Clupeidدر 

 891در تيال تارير    اها مي باشد Salmonidدرصد در 

دورره مصنوعي تولید شيده   841دورره بارور ط یعي و 

دوررييه  32از نسييل اول وجييود دارد كييه از میييان آنهييا  

 ,Argue and Dunham) بارور، بین جنسيي ميي باشيند   

دورره ریری در ماهیان به دلایيل يیيل رد ميي    (ا 1999

دهد: لقاح خيارجي، فقيدان آكيروزوم در اسيپرماتوزوا،     

 مكانیزمهای رعیف رفتاری، فراواني نامتعيادل جنسيهای  

نر و ماده، رقابت برای مكان تخمریيزی و تیییير شيرایط    

و همكيياران  Scribnerا (Pandian, 2011)زیسييتگاهي 

( چهار دلیل مهيم را موجيب دورريه ریيری ميي      7118)

آبييزی  -7 فقييدان زیسييتگاه / تیییيير زیسييتگاه  -8دانييد: 

معرفيي رونيه جدیيدا     - 3رسترش زیسيتگاه   -9پروری 

 رد به واس ه تابیر انسياني مو 12وقوژ دورره در ماهیان، 

مي باشدا از این میان، آبزی پروری به تنهایي س ب بروز 

مورد، كياهش و تیییير    77مورد، معرفي رونه جدید  97

ميورد شيده    9مورد و رسترش زیسيتگاه تيا    78زیستگاه 

خيانواده   83خانواده از  81استا وقوژ دورره ریری در 

 ,.Scribner et alبا معرفي رونيه جدیيد هميراه اسيت )    

 (ا2001

بمدت چندین قرن، شناسایي دورره ها  بيا انيدازه     

ریری خصوصیات مورفولوژیك و مریستیك انجام ميي  

شييدا توسييعه روشييهای مولكييولي بييه تقویييت م العييات  

سیستماتیك ماهیان كمك فراواني كرده استا طي ایين  

مدت، روشهای جدید برای سیستماتیك ماهیان صيفات  

ی آنيالیز روابيط ميابین رونيه هيا      مناسب جدیدی را بيرا 

پیشنهاد كردا روشهای مولكولي، بسیاری از تقسیم بندی 

های مورفولوژیك را تایید مي كنيد و در برخيي ميوارد    

رروه بندی نادرست آن را نیيز آشيكار ميي كنيدا ب يور      

كلي بررسي ها نشان مي دهند كيه همخيواني بيین نتيایج     

اررچيه   روشهای مولكولي و مورفولوژیيك بيالا اسيتا   

( generaروشييهای مورفولوژیييك در شناسييایي جيين  )

عملكرد خوبي دارد ولي با این روشها، شناسایي در تيد  

رونه و روابيط فیليوژني ميابین آنهيا بيا مشيكل روبيه رو        

 استا

صفاتي كه تحت شرایط محی ي به صورت متفاوت 

بروز مي كنند، بازتاب تفياوت هيای موجيود در ردیيف     

فاوت هيا ميي تواننيد بيه عنيوان      هستندا این ت DNAهای 

(ا 8914)نقيوی،  نشانگر یيا مياركر بيه كيار ررفتيه شيود       

از نظير بسيیاری از وییريي هيا ماننيد       DNAنشانگرهای 

میييزان پلييي مورفیسييم،  ال یييت و هم ييارز بييودن، تعييداد  

جایگيياه هييای تجزیييه شييده در هيير آزمييایش، توزیيي  در 
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 DNA س ح كروموزوم، نیاز یا عدم نیاز بيه تيوالي یيابي   

الگو و هزینه ميورد نیياز بيا یكيدیگر متفاوتنيدا انتخياب       

نشانگر به هدف م العه و س ح پلوئیيدی موجيود ميورد    

هيييا  (ا مييياهواره8914م العيييه بسيييتگي دارد )نقيييوی،  

(satellite)  بخش هایي عمده ای از ژنوم هستند كه هیچ

رونه پروتئین خاصي را رمز نمي كننيد و عميل و نقيش    

تي مشخص نشيده اسيتا از جمليه ایين     آنها هنوز به درس

ردیفهای  یر عملكردی، ردیفهيایي هسيتند كيه از چنيد     

 باز تشكیل شيده و بيه طيور مكيرر بيه دن يال هيم تكيرار         

مي شوند و  به توالي های تكراری معروفندا این ردیفهيا  

بر اساس انيدازه خيود بيه دو دسيته مینيي سيت یت هيا و        

میكروسيت یت  میكروست یت ها تقسیم بندی مي شوندا 

جفت باز تشكیل شيده انيد و    4-8ها یا ریزماهواره ها از 

در كل ژنوم پراكنده هستندا طول ریزماهواره ها معميولا  

جفييت بيياز بييوده ولييي بیشييتر از ایيين هييم   811كمتيير از 

رزارش شده استا هدف از انجام ایين ميرور، سيهولت    

استفاده از ماركرهيای ریزمياهواره در تشيخیص دورريه     

یييان مييي باشييد كييه مييي توانييد بييه همييراه سييایر هييای ماه

 اروشهای تشخیصي در دورره ها، تكمیل كننده باشد

 

 مطالعه مارکرهاي مولکولي در آبزيان

اولین تكنیك مولكولي كه در شناسایي آبزیيان        

و تنوژ رروه های خوني در رونه هيای مختليف ماهیيان    

(ا Sick, 1961استفاده شد، در مياهي آزاد اطلي  بيود )   

پیشرفت در ایين زمینيه منجير بيه اسيتفاده از ماركرهيای       

آلوزایمي در پيروتئین هيا شيد و در تيدود بیسيت سيال       

مورد استفاده قرار ررفته اسيتا   رذشته در علوم شی تي

با وجود استفاده رسترده، روش آلوزایم ها با مشيك تي  

از ق یل نیاز به مقدار زیاد نمونه و بافيت تيازه یيا منجميد     

 بيييود تيييا فعالیيييت آليييوزایم هيييا تفييي  شيييود مواجيييه 

(Ward and Grewe, 1994    ا  از طيرف دیگير در ایين)

شیوه میزان پليي مورفیسيم نیيز محيدود بيود، كيه سي ب        

محدود شدن اسيتفاده آنهيا در تشيخیص سي وح بيالای      

تنوژ از ق یيل روابيط خویشياوندی و م العيات جمعیيت      

 های كوچك مي شدا ع وه بر موارد فوق، از آنجيا كيه  

فنوتیپ تحت تيابیر محيیط اسيت، تفسيیر نتيایج بررسيي       

 هيييييای ژنيييييوتیپي دچيييييار مشيييييكل ميييييي شيييييد    

(Ward and Grewe, 1994  ا بعييدها امكييان آنييالیز)

مستقیم تنوژ ژنوتیپي با ظهور آنزیمهای اندونوكلئازهای 

محدود كننده  برای بررسي اخت ف های ژنيومي ایجياد   

 میتوكنيييدری DNAرردیيييدا م العيييه جهيييش هيييا در  

(mtDNA   یك ابزار مفید برای م العيات سیسيتماتیك )

برای بررسي روابيط   mtDNAماهي استا اشكال عمده 

واليييدیني و م العيييات خویشييياوندی عيييدم تضيييور و  

پييدری اسييت، بنييابراین در ایيين نييوژ    DNAمشيياركت 

م العات نصف اط عات پدری مورد بررسي قيرار نميي   

 .ریرد

 DNAشيامل هضييم برشييي   DNAانگشيت نگيياری  

 ي )از یك رونه(، تفكیيك روی ژل الكتروفيورز،  ژنوم

ساترن بي ت، و در آخركياوش بيا پيروب هيای خيا        

لوكوس میني ست یت برای نمایان كردن اندازه آليل ژن   

مورد نظير اسيتا الگيوی آليل هيای تاصيل از چنيدین        

لوكوس، یك تركیب منحصير بيه فيرد بيرای هير رونيه       

عت در فراهم مي كندا تكنیك انگشت نگاری كه به سر

علوم قضایي و تست های والدیني و سپ  در تحقیقيات  

شی تي و آبزی پروری به كار ررفته شد، هم اكنيون در  

م العيات خویشياوندی و نقشيه هيای      تشخیص يخيایر،  

 ژنتیكي آبزیان مورد استفاده قرار مي ریردا

مشيك ت شيماره ريذاری     PCRبا ابداژ روش       

وليي چيون لوسيای     آلل ها در ساترن ب ت برطرف شيد 
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 PCRمیني ست یت ها نس تا بيزرگ بودنيد، محيدودیت    

( بيود  kb3)بيیش از   DNAدر استفاده برای ق عه بزرگ 

 ,O`Reilly and Wrightنمي شد ) كه به سادري تكثیر

(ا این مشك ت در روش های بررسي ریزمياهواره  1995

 Garcia(ا  Wright and Bentzen, 1994) برطرف شد

de Leon ( از دو مياركر ریزمياهواره   1995مكاران )و ه

برای تعین نس ت والدیني باس دریيایي اسيتفاده كردنيدا    

در این بررسيي وییريي هيای فیزیكيي نظیير وزن بيدن،       

 طيييييييول و ناهنجييييييياری هيييييييای درون و بيييييييین    

خانواده ها بيرای تعیيین تيابیر واليدین مقایسيه شيدندا بيا        

ایي كيه  استفاده از این داده هيا، موليدین نيازا و رونيه هي     

 صفات نام لوب داشتند از جمعیت تذف شدندا

در ماهیييان، ریزميياهواره هييا بييا لوسييای جييام  و       

تنوژ بالا خصوصا در رونه های دریایي آبهيای سيرد بيه    

 ;Rico et al., 1996میيزان فيراوان یافيت ميي شيوند )     

DeWoody and Avise, 2001انيدازه آليل هيا در     (ا

(، > bp 911ك هسيتند ) لوسای ریزماهواره عموما كوچ

بسيیار   PCRو به خاطر همین وییريي شيان بيرای انجيام     

(ا میيزان كميي از بافيت    Wright, 1993مناسيب اسيت )  

و  برای ریزماهواره كافي است، آنالیز آسيان لارو مياهي  

تتي نمونه های موزه ای این ماركرها را بسيیار كارآميد   

 (اO`Connell and Wright, 1997نشان داده است )

ریزماهواره ها برای نشان دادن روابط والدیني و      

خویشاوندی، به ود تولیيد مثيل از دیيد تجياری و تعیيین      

تنوژ به كيار ميي رودا بيا شناسيایي لوسيای ریزمياهواره       

مهم، آبزی پروران مي توانند با استفاده  QTLsمتصل به 

از این لوسای برای  برنامه هيای اصي ح نيیادی اسيتفاده     

هيای  لینكياژی در ماهیيان بيرای شناسيایي       كنندا  نقشيه 

QTLs   در صفاتي نظیر تحمل سرما، مقاومت به بیمياری

 ,.Sakamoto et al., 1999; Ozaki et alو نرد رشد )

2001; Cnaani et al., 2003; Somorjai et al., 

 ( استفاده شدا 2003

از كاربرد های ریزماهواره مي توان به موارد زیادی 

ات سييياختار جمعیيييت )امیرجنتيييي و  از جمليييه م العييي

( و تفاظييت رونييه ای، همييه ریييری و 8937همكيياران، 

و نقشه هيای   آسیب شناسي مولكولي، نقشه های ژنتیكي

، نقشه لوسای صفات كمي، انتخياب بيه كميك    لینكاژی

، تیيره هيای سيلولي، م العيات فیليوژني و      MASماركر 

رونه و والدین و روابط واليدیني اشياره   DNA شناسایي 

مودا برای هر ریزماهواره ، هر فرزند یك آلل را از پدر ن

و یييك آلييل را از مييادر بييه ار. مييي بييردا ماركرهييای   

ریزماهواره به راتتي مي توانند نحوه ار. پيذیری یيك   

الييل را از والييدین بييه فرزنييدان نشييان دهنييدا هم نييین    

ریزماهواره ها به دلیل هم يارز بودنشيان بيرای شناسيایي     

 ه ميي تواننيد روش  مفیيدی باشيندا    دورره بین دو روني 

 م العيييييييياتي از ق یييييييييل ماهیييييييييان دوررييييييييه   

(Fopp-Bayat and Woznicki, 2008)   اب يات تیییير ،

، اب يات و تاییيد   (Fopp-bayat et al., 2007جنسيیت ) 

 ,.Hassanzadeh Saber et al) تاسيماهیان رياینوژن  

بررسي روابط والدیني و سهم والدین در تولیيد   (،2008

، تعيداد ميوبر   (Munkres et al., 2007) مثيل رروهيي  

موليييدین یيييك جمعیيييت و بررسيييي موفقیيييت لقييياح   

(McLean et al., 2008)    تشيخیص سیسيتمهای تولیيد ،

، تشيخیص فرزنيد   (Awata et al., 2005مثلي رروهي )

تاكنون با این شیوه بيه   (Herlin et al., 2008و والدین )

بيه عليت    در نگاه كلي ریزماهواره ها انجام رسیده استا

كاربردهای فراوان مانند تعیین ساختار ژنتیكي ماهیاني بيا  

تعداد كروموزوم متفاوت )تاسيماهیان(، م العيه ژنتیيك    

هيا و ارزیيابي ابيرات بازسيازی يخيایر بير        جمعیت رونه

هيای بيومي بير سيایر روشيها ماننيد        ساختار ژنتیكي رونه
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برتری دارد چيرا   RAPDمیتوكندری و  DNAآلوزایم، 

های بیشتری داشته  و میتواند آنالیز ساختار ژنتیكي كه الل

والدین و چگونگي انتقال آن به فرزندان را آشكار كنيد  

(ا هم نييین از دیگيير  8914)پوركيياظمي و همكيياران،  

آن اسييت كييه بررسييي آن بييا  DNAمزایييای ماركرهييای 

یك نمونه خیلي كوچك از بافيت بيرای تشيخیص فيرد     

سها یا قسمت كوچكي بدون كشتن ماهي )بعنوان مثال فل

از باليييه هيييا( انجيييام ميييي ریيييرد كيييه سيييایر روشيييهای 

فیزیوليييوژیكي و سيييیتوژنتیكي چنيييین مزیتيييي  ندارنيييد 

(Perez et al. 1999)ا 

 

 سابقه دورگه گيري در ماهيان

یكي از روش هيای متيداول اصي ح     دو رره ریری

نیاد است كه عمدتاً به منظور افيزایش تولیيد و یيا تولیيد     

سب در آبزی پروری بكار ميي رودا هيدف   های منالاین

اصيلي در دو ررييه ریييری كييه عموميياً از ت قييي بييین دو  

رونيه مختليف صييورت ميي ریيرد، دسييتیابي بيه صييفت      

هيا  مناسب از طریق پدیده هتروزی  یيا برتيری دو رريه   

برای افزایش راندمان تولید در آبزی پيروری اسيت كيه    

 پیيا، رربيه   این فعالیت در بسیاری از رونه ها از ق یيل تی 

ماهي، باس دریایي ريزارش شيده اسيتا بيه طيور كليي       

ریری به دو صورت ط یعي و مصينوعي صيورت    دورره

ریيری ط یعيي معميولاً بيرای آبزیياني       ریردا دو رريه مي

اتقاق مي افتد كه در یك محیط یا اكوسیسيتم مشيتر    

زیست مي كنند و یا برای تخمریزی در شيرایط یكسيان   

ر زماني و مكاني قيرار ميي ریرنيدا    و بستر مشتركي از نظ

در ط یعت دورره ریری بین رونه ای س ب انتقال ژن از 

یك رونه به رونه دیگر مي شيود و تتيي ممكين اسيت     

 Epifanio and) سيي ب انتقييران رونييه اصييلي رييردد

Philipp, 2000های مصنوعي كه با دستكاری  دو رره (ا

مسييتقیم انسييان صييورت مييي ریييرد بييه سييه دسييته دو      

ای و  رونيه  ریری بيین  ریری درون رونه ای، دو رره رره

تقسیم بنيدی   های یك خانواده ریری بین جن  رره دو

شوندا كاربردهای تولید آبزیيان یيا ماهیيان دو رريه      مي

ع ارتند از:  بالا بردن یا افزایش توان تولید، ایجاد نیادهيا  

پروری، تولیيد   های مختلف و مناسب برای آبزی و سویه

شيكل   تك جن  و عقیم، تولید ماهیان هيم های  جمعیت

آوری و كیفیييت روشييت بييالاتر و  بييرای تسييهیل در هييم

تولید ماهیان مقاوم به بیماری و شرایط نامساعد محی يي  

 (ا8923 )تیو،

دورريه ریيری در آبزیيان انيواژ متفياوتي دارد كيه       

 رایج تيرین آن دورريه ریيری بيین رونيه ای ميي باشيد       

(Schwartz, 1981)ميرت ط در یيك جين      ا رونه های

 ميييي تواننيييد در شيييرایط مختلفيييي دورريييه شيييوند     

(Zhang and Tiersch, 1997)  ا هم نین دورره ها ميي

ا (Verspoor and Hammar, 1991)تواننيد زایيا باشيند   

دوررييه ریييری بييین رونييه ای مييي توانييد در تركیييب     

خصوصیات مختلف ژنتیكي، ایجاد خصوصیات جدیيد،  

یي، تولیيد دورريه هيای    تیییر رفتيار، تنيوژ عيادات  يذا    

هتيروزی ، جمعیتهيای عقييیم، ازدیياد  جمعیتهيای تييك     

 ,Krasznai) جنسي، القای پلي پلوئیدی، و ااا مؤبر باشد

در بعضي موارد، تشخیص شكل ظاهری دورره (ا 1986

ها از والدینشيان مشيكل اسيتا بعنيوان مثيال، تشيخیص       

مورفوليييوژیكي دورريييه بيييین آزاد مييياهي آت نتیيييك  

(Salmo salar)  و قزل آلای جوی اری(Salmo trutta) 

بخصييو  در مراتييل جييواني خیلييي مشييكل اسييت      

(L´Abee-Lund, 1988)     ا این دورره هيا ميي تواننيد بيا

یا  (Youngson, et al., 1992)فنوتیپي ش یه آزاد ماهیان

ظياهر شيوندا در    (Beal, et al., 1997)ش یه به قيزل آلا  

یمیایي ایييين تاليييت فقيييط ماركرهيييای ژنتیكيييي بیوشييي 



 8931بهار ، اولسیزدهم، شماره پروری، سال نشریه توسعه آبزی 97

(Vuorinen and Piironen, 1984) و (Elo et al., 

مي تواند در تشخیص دورره هيا مناسيب باشيدا     (1997

بررسي دورره هيا بيرای م العيات تكياملي بسيیار مفیيد       

است زیرا متافاز آنها هر دو دسته هاپلوئید از موليدین را  

 ا (Perez et al., 1999) نشان مي دهد

 

 يانماه کپور دو رگه گيري در

دورره ریری ط یعيي در مياهي ليول فلي  بيزرگ      

(Paramisgurnus dabryanus)   و ليييول اسيييتخری

( بييه دلیييل (Misgurnus anguilicaudatus تتراپلوئیييد

خصوصیات مورفولوژیكي مشابه و همزمياني رسيیدري   

ا دورره های (You et al., 2007) جنسي اتفاق مي افتد

اخيت ف در  ماهیان ليول ميذكور در نسيل اول بيه دلیيل      

تعداد كروموزومهای والدین، ماده عقیم هستندا ت قي و 

آمیييزش بييین ميياهي كپييور عموميياً میييزان انييدكي از       

 Moav andهتييييروزی  را نشييييان داده اسييييت) 

Wohlfarth,1974; Hulata,1995  ا امييا آنهييایي كييه)

هتروزی  مث ت نشيان دادنيد در تيال تياظر بيه عنيوان       

كشيورهای مختلفيي    پروری كپيور در  م نایي برای آبزی

مانند مجارستان، ویتنام و  یره قرار ررفتيه اسيتا ت قيي    

لاینهييای مختلييف ميياهي كپييور در موسسييه سييارواش در 

مثيالي مناسيب    (Bakos and Gorda, 1995مجارستان )

رری كپور است چيرا كيه دو    از موفقیت نس ي از آمیخته

% افييزایش رشييد و سييایر 71هييای تولیييدی تييدود  ررييه

را نس ت به والدین و لاینهای كپيور شياهد   صفات كیفي 

 8318در سييال  Kirpichnikovاز خييود نشييان دادنييدا   

معميولي بيومي منياطق شيمالي      توانست از ت قيي كپيور  

روسیه با كپور معمولي بومي مناطق سيی ری یيك سيویه    

جدیييد از ميياهي كپييور مقيياوم بييه سييرما بييه نييام كپييور    

"Ropsha"    ای تولیيد  را تولید كندا از سيایر دو رريه هي

شده تاصل از ت قي هيای انجيام شيده بيین رونيه هيای       

مختلف كپورماهیان مي توان به ت قي های مياهي كپيور   

(، 8914علفخوار در كپور سررنده )درافشان و كل اسي، 

كپور سررنده و كپور معمولي، كپور علفخيوار و كپيور   

 ,Kraszaniكپور نقره ای و كپيور معميولي )   معمولي و

 نمودا اشاره (1986

در ایران علیر م سابقه بيیش از نيیم قيرن تجربيه در     

زمینه تكثیر و پيرورش كپيور فقيط چنيد ميورد دو رريه       

ریری آزمایشي انجام ررفت كه اكثر ت قي هيا در تيد   

 8بررسي ماهیان نسل اول در مراتل اولیه یعني تيداكثر  

سال پ  از تولید بودا از جمله ایين دو رريه ریيری     7تا 

به ت قيي كپيور علفخيوار و كپيور سيررنده      ها مي توان 

(، 8918)تولید ماهیان دو رريه عقيیم( )پنياهي صيات ي،     

ماهي سفید و كپور علفخوار ) رشد دو رره هيای تولیيد   

(، ميياهي 8924شييده بیشييتر از ماهیييان شيياهد( )تسييیني، 

سفید و مياهي كلميه ) رشيد دو رريه هيای تولیيد شيده        

، مياهي كلميه و   (8927كمتر از ماهیان شاهد( )تسيیني،  

ماهي سیم ) رشد ماهیان دو رره كمتر از ماهیان شياهد(  

( و دورره متقابل بین ماهي سفید دریای 8927)تسیني، 

( اشيياره 8919خييزر و ميياهي سييیم )زمینييي و همكيياران، 

 نمودا

 

 آزاد ماهيان دو رگه گيري در

و قييزل  (Salmo salar)در آزاد ميياهي  آت نتیييك 

كييييييه دارای   (Salmo trutta)آلای قهييييييوه ای 

درصيد    89تيا   8/1كروموزومهای متفاوتي هسيتند، بيین   

دوررييه ریييری بييین رونييه ای در ط یعييت رد مييي دهييد 

(Garcia-Vazquez et al., 2001)    ا ایين دورريه هيا در

آمیزش با والدین شان باروری دارندا در آمیزشهای بيین  

رونه ای، بین جنسي و ااا دورره های رفت و بررشت و 
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ممكين اسيت تفياوت معنيي داری را  در بقيا یيا        پسيگرد 

باروری به دلیيل نيا همياهنگي هيای سيیتوژنتیكي داشيته       

 (اGarcia-Vazquez et al., 2004) باشد

از دیگيير دوررييه ریييری هييای انجييام شييده در آزاد 

كميان و سيالمون    آلای رنگيین  ماهیان مي تيوان بيه قيزل   

)تولیييد دو ررييه هييای مقيياوم بييه بیميياری ویروسييي(،     

آلای رنگيین كميان و مياهي آزاد )كياهش سيرعت       لقز

رشد نس ت به  ماهیان دیپلویید علیير م مقياوم بيودن بيه     

تعييدادی از بیماریهييای ویروسييي(، ميياهي آزاد كوهييو و 

سييالمون )كيياهش درصييد بازمانييدري ماهیييان دو ررييه  

 ,Dorsonعلیر م مقياوم بيودن بيه بیمياری ویروسيي( )     

آلای جوی ياری )بيه   ای و قزل  آلای دریاچه (، قزل1991

منظور  معرفي دو رريه هيا بيه آبگیرهيای داخليي انجيام       

ای و ميياهي آزاد  آلای قهييوه (ا قييزلTave, 1993شييد( )

آت نتیك )سرعت رشد بالاتر و عيادت پيذیری مناسيب    

قزل آلای  ( وSeeb et al., 1993) برای معرفي به دریا(

كمان و ماهي آزاد دریيای خيزر )برخيورداری از     رنگین

ات تد واسط والدین و توصیه شده جهت پيرورش(  صف

 ( اشاره نمودا8923)پور  م و نوروزی، 

 

 دو رگه گيري طبيعي تاسماهيان  

یكي از دورره های ط یعيي در تاسيماهیان ، ت قيي    

و  pallid sturgeon  (Scaphirhynchus albus)بيین  
Shovelnose (Scaphirhynchus platorhynchus) 

رفومتریك و مریستیك این دورونه مي باشدا صفات مو

 ,Forbes and Richardson)) با یكدیگر متفاوت بيوده 

و هم نييييین از نظيييير پييييراكنش جیرافیييييایي و ( 1905

  ,Kallemeynد )تخمریييزی بييا یكييدیگر تفيياوت دارنيي 

ا اط عييات مورفولوژیييك و ژنتیكييي نشييان مييي ( 1989

 دهد كه دورره هيا تدواسيط واليدین خيود ميي باشيند      

(Tranah et al., 2004) ا 

Berg  هيای   شكل از دو رريه  3تعداد  8331در سال

ط یعي در بین تاسماهیان را رزارش كرد كه ع ارتنيد از:  

كالورا و تاسيماهي آميور، شيیپ و فیلمياهي، تاسيماهي      

روسي و فیلماهي، ازون برون و فیلمياهي، ازون بيرون و   

شيييیپ، ازون بيييرون و تاسيييماهي روسيييي، اسيييترلیاد و  

وسييي، اسييترلیاد و ازون بييرون، اسييترلیاد و   تاسييماهي ر

هيا   تاسماهي سی ریا ال ته از بازمانيدري و رشيد دو رريه   

اط ژ دقیقي در دست نیست ولي با توجيه بيه م العيات    

% 8انجام شده در رودخانه ولگا تخمین زدند كه تيدود  

های این رودخانه بارور و زایا باشند  )یا كمتر( از دو رره

(Burtsev, 1995ا) 

 

 دو رگه گيري مصنوعي در تاسماهيان 

نخسييتین دو ررييه ریييری مصيينوعي در تاسييماهیان  

از ت قي بيین مياهي    8121در سال  Ovsyanniuvتوسط 

بييرون    اسييترلیاد ميياده و تاسييماهي روسييي و ميياهي ازون

-تولید شدا از آن زمان تياكنون انيواژ مختليف دو رريه    

 ریری مصنوعي در تاسماهیان مختليف انجيام شيده كيه    

نتایج مختلفي را  در بر داشيتا از دو رريه ریيری هيای     

مصنوعي انجام شده بین رونه هيای مختليف تاسيماهیان    

و ماهي اسيترلیاد   (Huso huso) مي توان ت قي فیلماهي

(Acipenser ruthenus)   و تولیيييد مييياهي بسيييتر          

(Nikiliokin and Timofiyova, 1953  ت قيي ازون ،)

،  (A. ruthenus)و اسييترلیاد  (A. stellatus)بييرون 

و تاسييماهي آدریاتیييك  (A. baerii)تاسييماهي سييی ری 

(A. naccari)  ت قييي تاسييماهي سييی ری و تاسييماهي  ،

 Bronzi and) (A. gueldenstaedtii) روسييييي

Rosenthal, 2014)   و ت قي تاسماهي رودخانيه آميور 
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(A. dabryanus)  و كالورييا(Huso   dauricus) 

(Shedko and Shedko, 2016)  را نام بردا 

در ایران نیز انواژ ت قيي مصينوعي بيین تاسيماهیان     

انجام شد كيه از جمليه ميي تيوان بيه  ت قيي فیلمياهي و        

(، فیلميياهي و شييیپ )قييزل،   8928ازون بييرون )امینييي،  

(، فیلميياهي و تاسييماهي روسييي )قييزل و امینييي،    8924

(، 8924(، تاسماهي روسي و ازون برون )رستمیان 8922

(، فیلمييياهي و 8922بيييرون )رسيييتمیان،   شيييیپ و ازون

تاسييماهي ایرانييي )بلوپييارس( )پوركيياظمي و همكيياران، 

(، اسييترلیاد و فیلميياهي )بسييتر نسييل اول( )بييرادران 8914

( اشاره نمودا تمام دو رره های تولید شده 8911نویری، 

بجز دورريه بسيتر، آزمایشيگاهي و تحقیقياتي بيوده، بيه       

 ی و ان وه نرسیده اندا  مرتله تولید تجار

 

 شناسايي دورگه ها 

دورره هيای نسيل اول ممكين اسيت شيكل بيدن و       

رنگ تدوسط والدین شان را داشته باشندا هرچنيد ایين   

× پدیييده در بعضييي از دوررييه هييا نظیيير دوررييه كپييور  

كيياراس همیشييه بييه آسيياني قابييل تشييخیص نیسييتند زیييرا 

ان صفات ظاهری مخلوطي از خصوصیات والدین را نشي 

ا دورريه هيای   (Taylor and Mahon, 1977)مي دهند 

F1   بین رربه ماهي كانال و رربه ماهي آبي به آسياني از

نييوزادان رربييه ميياهي كانييال قابييل تشييخیص نیسييتند      

(Waldbieser and Bowsworth, 2008) ا در میييان

دورره های تاصيل از آمیيزش قيزل آلای جوی ياری و     

دان دوررييه قييزل آلای كلييه ريياوی، بعضييي از فرزنيي    

خصوصييیات قييزل آلای كلييه ريياوی و بعضييي دیگيير    

 Leary)خصوصیات قزل آلای جوی اری را نشان دادند 

et al., 1993)      ا در آمیيزش بيین كپيور نقيره ای و كپيور

معميولي دو زمييان متفيياوت بييرای تفييریخ مشيياهده شييده  

است، در نتیجه تخمهایي كيه زودتير تفيریخ ميي شيوند      

مي شوندا در آمیزش بین  راینوژنیك و بعدی ها دورره

كپور نقره ای و سررنده، دورره ها نه تنهيا راینوژنیيك   

 ا (Mia et al., 2005)هستند بلكه تریپلوئید نیز مي باشند 

روشهای متفاوتي برای تشخیص دورريه هيا وجيود    

دارد از جمله بيا روشيهای مورفوليوژیكي، سيیتوژنتیكي     

دی مي توان دورره هيا و صيحت تولیيد آن را تيا تيدو     

بهترین روش تشخیص دورره ها، روشهای  اب ات نمودا 

مي باشيدا در   DNAبیوشیمیایي و استفاده از ماركرهای 

، ریزماهواره هيا  DNAارزیابي تنوژ ژنتیكي با استفاده از 

شاخصهای تساسي برای بررسيي نتيایج هموزیگوسيیتي    

در ت قیهييای خویشيياوندی هسييتند و بييدین علييت بييرای  

ز جمعیتي مناسيب هسيتندا بعضيي    تشخیص جزییات تمای

از جایگاههييای ژنييي ریزميياهواره، تيياوی تعييداد خیلييي  

( كيه ایين   >71زیادی از اللها در هر لكوس ميي باشيند )  

نوژ از لكوسها كاربردهای بسیاری از جمله در تشخیص 

نوزادان در جمعیتهای مختلط دارند ا در تيالي   -والدین

لهيا هسيتند و   كه دیگر لكوسها دارای تعداد كمتری از ال

بیشتر برای ژنتیك جمعیت و فیلوژني مناسب ميي باشيند   

(Estoup and Angers, 1998)ا 

Dowling ( از ماركرهيييييای 8313و همكييييياران )

جهت تشخیص دورريه   mtDNAفنوتایپیك، آلوزایم و 

ها استفاده كردندا در ماهي روبي از ماركرهای آلوزایم 

 Wallis and) اسيتفاده شيد   F2و  F1در دورريه هيای   

Beardmore, 1980 باید خاطر نشيان كيرد كيه هنيوز     (ا

ماركرهای فنوتیپي رایج ترین ماركرهيا بيرای تشيخیص    

%(ا ماركرهيای دیگير كيه  ال یيت     34دورره ها هستند )

 mtDNA%(، 94كمتييری دارنييد شييامل آلييوزایم هييا )    

(87 ،)%nDNA (3( و كيياریولوژی )%مييي باشييندا  7 )%

Imai ( از یك 7113و همكاران )   لكيوس آليوزایم و دو
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هسييته ای جهييت تشييخیص دوررييه هييای  DNAميياركر 

Nematolosa japonica  وN. come    اسيتفاده نمودنيدا

You ( از كاریولوژی و یيك مياركر   7112و همكاران )

ریزماهواره جهت تشخیص دورره بین لول فل  بزرگ 

(2n=48)  و لول استخری(2n= 100)    اسيتفاده كردنيدا

كروميوزوم داشيتند و مياده     (2n=74)دورره های آنهيا  

بانييد در  3عقييیم بودنييدا بيير ااسيياس آنييالیز ریزميياهواره  

بانيد در الگيوی بانيدی     9الگوی باندی لول اسيتخری و  

و همكياران در   Saberدورره تریپلوئید مشاهده رردیدا 

بييرای شناسييایي و تاییييد تاسييماهي شييیپ     7183سييال 

دنيدا آنهيا   راینوژن از ماركرهای ریزماهواره استفاده نمو

ژنوم فرزندان راینوژن را بيا ژنيوم واليدین آنهيا مقایسيه      

كرده و نحوه ورابت پذیری اللي را ميورد بررسيي قيرار    

دادندا با توجه به اینكيه در م العيه آنهيا از اسيپرم رونيه      

دیگر )هترولوگ( در القای راینوژنزیز استفاده شده بود 

م ولييي ماركرهييای ریزميياهواره بييه خييوبي توانسييتند عييد 

ورابت پذیری ژنوم پيدری را در نتيات تميام مياده نشيان      

 دهند و موفقیت القای ماده زایي را اب ات نمایندا

در بعضييي از رونييه هييا تشييخیص مورفولييوژیكي    

 DNAدوررييه هييا بسييیار مشييكل بييوده و از ماركرهييای  

جهت تشخیص استفاده مي رردد بعنيوان مثيال موقعیيت    

ا قييزل آلای جایگيياه ژنييي در آزاد ميياهي آت نتیييك بيي  

جوی اری كيام  متفياوت بيوده وليي دورريه هيا هير دو        

جایگيياه ژنييي را از هيير دو مولييد بييه ار. بييرده انييد       

(L´Abee-Lund, 1988) اSaber  و همكيياران در سييال

اقدام به شناسایي دورره های بین تاسماهي شيیپ   7184

ميياده و تاسييماهي سييی ری نيير بييا اسييتفاده از ماركرهييای  

ا ایيين بررسييي بييه واسيي ه شيي اهت   ریزميياهواره نمودنييد

مورفولوژیك دورره هيا بيه تاسيماهي سيی ری صيورت      

ررفت و در آن مشخص رردید كيه دورريه هيا هير دو     

 (ا8الل را از والدین به ار. برده اند )شكل 

 
( بيین تاسيماهي شيیپ    81-8مقایسه دورره های )ستون  -8شكل 

( بيا اسيتفاده از   87( و تاسماهي سيی ری نير )سيتون    89ماده )ستون 

 ماركر ریزماهواره
و همكيييياران  Hassanzadeh Saberهم نييييین 

( ماركرهای ریزماهواره را برای تشخیص دورره 7188)

های تاصله از ماهي سيفید مياده دریيای خيزر بيا مياهي       

پور علفخوار نر استفاده نمودند زیرا تشيخیص فنيوتیپي   ك

دوررييه هييا بعلييت تشييابه شييكل ظيياهری و برخييي از      

خصوصیات مریستیك دورره با ماهي سفید ماده )خارا، 

و همكياران   Elo(ا از طرفيي  7( مشكل بود )شكل 8922

را یييك ميياركر مناسييب بييرای     DNA( ميياركر 8332)

عيدد   9سيي از  تشخیص دورره ها دانسيتندا در ایين برر  

ب ييه ميياهي دوررييه و دو لكييوس ریزميياهواره اسييتفاده   

( از سييه  7117و همكيياران ) Miaرردیييد، هم نانكييه  

لكوس ریزماهواره برای تشخیص دورره های بین ماهي 

و  (Hypophthalmichthys molitrix)كپييور نقييره ای 

اسيتفاده   (Aristichthys nobilis)ماهي كپيور سيررنده   

ب يه مياهي مشيكو  بيه دورريه را       عدد 4كردندا آنها 

عدد از ب ه ماهیان در هير   9آنالیز كرده كه از این تعداد 
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سه لكوس هتروزیگيوت بيوده و دورريه تشيخیص داده     

 شدندا

 
بيین مياهي سيفید مياده      (H1-H3)مقایسه دورره های  -7شكل 

(F)     و ميياهي كپييور علفخييوار نيير(M )   بييا اسييتفاده از ميياركر

 میكروست یت

روی ورابييت لكوسييهای ریزميياهواره در م العييه بيير 

تاسماهیان هم بر روی تعيدادی از رونيه هيای خيالص و     

هم بر روی تعدادی از دورره ها صيورت ررفتيه اسيتا    

 Woznicki (7111 ،)81و  Fopp-Bayatدر م العييييات 

لكوس ریزماهواره با استفاده از لاروهای بسيتر آزميایش   

و توزیي   شدندا تمامي این دورره ها ورابت دیسيومیك  

مندلي را در فنوتیپ نشيان دادنيدا در دورريه هيای بيین      

كييه بييا   Shovelnoseو  (Pallid)تاسييماهي پيياروپوزه  

ماركرهای ریزماهواره آنالیز شدند ش اهت الليي زیيادی   

 mtDNAداشييتند در تالیكييه   Shovelnoseبييه  رونييه  

نشييان مييي دادا ایيين   Pallidشيي اهت دوررييه هييا را بييه  

آمیزش  یر بررشتي باشيدا نتيایج    موروژ شاید ناشي از

امكان مشاركت ماده ها در نسل اول دورره هيا را نشيان   

مي دهد و هم نین ممكن است كه بعضي از دورره هيا  

 Tranah)باشيند   Shovelnoseنتیجه آمیزش پسگرد بيا  

et al., 2004)     ا تشيخیص مورفوليوژیكي دورريه بسيتر

 ,Kozlov)بخصو  در مراتل اولیه رشد مشكل است 

و همكيياران  Yarmohammadiا در ایيين راب ييه  (1993

اقدام به شناسایي دورريه هيای    AFLP( با روش 7187)

 بستر نمودا 

 

 نتيجه گيري

ب ييور كلييي، كاربردهييای آنييالیز ژنتیكييي جهييت     

مدیریت منياب  ژنتیكيي رونيه هيای در معيرن خ ير و       

مدیریت يخایر دارای اهمیت فراواني استا ماركرهيای  

زار با ارزشي برای استفاده در برنامه هيای  مولكولي نیز اب

اص ح نیادی در تولید مصينوعي ماهیيان هسيتندا تولیيد     

مثل مصنوعي كه بر پایه تعداد كمي از مولدین بنيا شيده   

باشد س ب كاهش تنوژ ژنيي و افيزایش هموزیگوسيیتي    

مي شودا مدیریت يخایر )در تالتي كه مولدها محيدود  

ای جدیيد افيت ناشيي از    باشند( با معرفي منظم رونيه هي  

آمیييزش خویشيياوندی را بييه تييداقل مييي رسيياند ا بييرای 

نظارت بر تنوژ ژني در يخایر ماهیان مولد، ميي بایسيت   

ماركرهييای مولكييولي بكييار ررفتييه شييودا ماركرهييای    

ریزماهواره روشي مناسيب بيرای ایين ميورد اسيت زیيرا       

س وح بالایي از تنيوژ ژنتیكيي توزیي  شيده در سرتاسير      

ان را نشان ميي دهيدا آنيالیز ریزمياهواره یيك      ژنوم ماهی

روش م مئن برای بررسي خصوصیات ماهیان و دورريه  

های آنهاست زیيرا اط عيات مفیيدی را بيرای ميدیریت      

 فعالیتهای تفاظتي و كنترل يخایر فراهم مي نمایدا

  

 منابع

ا 8937امیرجنتيييي، آا، نيييوروزی، ما، نييياظمي، ژا،   ا8

 كپيور  مياهي  جمعیيت  ژنتیيك  سياختار  بررسيي 

 در  Cyprinus carpio Linnaeus 1758معمولي 

 مولكولي روش به رررانرود مصب و انزلي تالاب
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(، 9) 2 پيروری،  آبزی توسعه میكروست یتا نشریه

 ا81-8

ا دوررييييه بييييین فیلميييياهي و 8928امینييييي،  ا،  ا7

برون و پرورش نسل تاصل در شرایط كنتيرل   ازون

 تي شدها رزارش نهایي پروژه مركز تحقیقات شيی 

 صفحها 44استان مازندران، 

بييرادران نييویری، شا، بهمنييي، ما، تسييیني، ما را،    ا9

ع يييدالحي، حا، ت جیيييان، ژا، درویشيييي،  ا،   

ا رييزارش  8911فييارابي، ما وا، چكمييه دوز، فا،  

× نهييایي پييروژه تولیييد ميياهي بسييتر )فیلميياهي ميياده 

استرلیاد نر( و مقایسيه رشيد آنهيا بيا رشيد فیلمياهي       

ایيرانا موسسيه تحقیقيات شيی ت      شاهد در شرایط

 صفحها 32ایران، 

سيييينجي  ا امكييييان8918صييييات ي، حا،  پنيييياهي ا3

ریری ماهي آمور ماده و كپور سررنده نر و  دورره

نامه كارشناسي ارشيد   پایانا م العه دورره نسل اول

 اصفحه 42تربیت مدرس نور،  دانشگاه

ا رييزارش 8923مقييدم، حا،  پييور  م، را، نييوروزی ا4

آلای  ریييری بييین ميياهي قييزل دوررييه نهييایي پييروژه

كمان و مياهي آزاد دریيای خيزرا انتشيارات      رنگین

 مركز تحقیقات شی تي استان مازندرانا 

، ما، محسني، ما، نوروزفشيخامي، ما را،  پوركاظمي ا4

ا رييزارش نهييایي  8914بهمنييي، ما، طيياهری، ژا،  

 Huso)  بررسي دورره ریيری بيین فیلمياهي   پروژه 

huso)  رانيو تاسماهي ای  (Acipenser persicus) 

ا انتشييارات موسسييه  و مقایسييه رونييد رشييد آنهييا    

     صفحها  29 تحقیقات علوم شی تي كشورا

پوركاظمي، ما، یارمحميدی، ما، نوروزفشيخامي، ما    ا2

پيييروژه  ا ريييزارش نهيييایي8914را، نيييویری، شا، 

موسسيه   اریری فیلمياهي و تاسيماهي ایرانيي    دورره

 صفحها   41 اتاسماهیان دریای خزر

م اني ژنتیك و اص ح نيیاد ماهیيانا    ا8923تیو، دا،  ا1

انتشييارات وزارت فرهنييگ و امینييي، فا، ترجمييه: 

 اصفحه 933ارشاد اس مي، 

رييييزارش نهييييایي پييييروژه   ا 8927 ،اا ،ينیتسيييي ا3

انتشيارات  ا و كلميه  دیسيف  انیي ماه نیب یریر دورره

 .صفحه 93 ، نیاستان ر ي تیش قاتیمركز تحق

رييييزارش نهييييایي پييييروژه   ا 8924 ،اا ،ينیتسيييي ا81

ا مياده و آميور نير    دیسيف  انیي ماه نیبي  یریي ر دورره

 ا نیاستان ر ي تیش قاتیانتشارات مركز تحق

رژیييم  ييذایي دوررييه  ا بررسييي8922خييارا ، حا،  ا88

نييرا  پایييان نامييه  ميياهي سييفید ميياده و ميياهي آمييور

كارشناسييي ارشييد، دانشييگاه آزاد اسيي مي واتييد   

 صفحها     811لاهیجان، 

 م العييييها 8914ان، سا، كل اسييييي، ما را، درافشيييي ا87

هی ریداسييیون  از تاصييل F1  اریولوژیييك نسييل ك

 سررنده كپور وماده   كپور علفخوار آمیخته ماهیان

  × Ctenopharyngodon idellaنييييييير 

Hypophtalmichthys nobilis  ا مجليييه زیسيييت

   ا 722-714 (،7) 71شناسي ایران، 

ا دوررييه بييین ميياهي شييیپ و   8924رسييتمیان، ما،  ا89

برون و مقایسه رشيد نسيل تاصيل بيا یكيي از       ازون

والييدین تييا مرتلييه فینگرلینييگا پایييان نامييه  مق يي   

كارشناسييي، مركييز آمييوزش عييالي علييوم و صيينای  

 صفحها 44خان،  شی تي میرزا كوچك

ا دوررييه بييین ميياهي شييیپ و  8922رسييتمیان، ما،  ا83

برون و مقایسه رشيد آن بيا مياهي ازون بيرونا      ازون

 ا31-93( ، 7) 2مجله علمي شی ت ایران، 

https://www.sid.ir/fa/journal/JournalListPaper.aspx?ID=16264
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ي، فا، امینييي ، ما را،اتميييد  ،اژا ژ زمینييي ، ا84

 بررس  و سیم و سفید ماهیان متقابل آمیزشا8919

 هيا   دورريه  در سينج   ریخيت  صفات از برخ 

 عليوم  پیوهشي  -علمي   هميایش  اوليین  اتاصيل 

 ا8919 آير 72-74 لاهیجان، شی ت ،

نهيييييایي پيييييروژه  ا ريييييزارش8924قيييييزل، حا،  ا84

ریری بین فیلماهي و چال اش و پرورش نسل  دورره

مركييز تحقیقييات ا تاصييل در شييرایط كنتييرل شييده

 اشی ت استان مازندران

ا رزارش نهيایي پيروژه   8922قزل، حا، امیني،  ا،  ا82

نسيل   ریری بین فیلماهي و شيیپ و پيرورش   دورره

تاصييل در شييرایط كنتييرل شييدها مركييز تحقیقييات 

 شی ت استان مازندرانا 

نقوی، ما، قيره یاريي، با، تسيیني سيالكده، قا،      ا81

ا نشييانگرهای مولكييوليا انتشييارات دانشييگاه  8914

 ا879-834تهران، 
19. Argue, B.J., Dunham, R.A., 1999. Hybrid 

fertility, introgression and backcrossing in 

fish. Reviews in Fisheries Science, 7, 137-
195. 

20. Awata, S., Munehara, H., Kohda, M., 
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Tanganyika: field observations and 
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21. Bakos, J., Gorda, S., 1995. Genetic 
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Izquierdo, J.I., Garcia-Vazquez, E., 1997. 
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