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 (Oncorhynchus mykiss) کمانآلای رنگینتعیین زمان اولین تقسیم میتوزی در قزل

 (Salmo trutta caspius) و ماهی آزاد دریای خزر 
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 چکیده

 Oncorhynchusکمان آلای رنگیندر قزل First Cleavage Interval( FCIمتوسط زمان لازم بین لقاح تا اولین تقسیم میتوزی ) 

mykiss  و ماهی آزاد دریای خزرSalmo trutta caspius  قطعه مولد ماده از  9الی  6تعیین شد. لقاح با استفاده از تخمک و اسپرم استحصالی از

منظور حذف اثرات انفرادی مولدین بر زمان احتمالی تقسیم سلولی، اسپرم و تخمک متعلق به افراد مختلف یک گونه، پیش از هر گونه انجام شد. به

ی از بردارنمونهانکوبه شدند. گراد درجه سانتی 3/7 ±3/0های لقاح یافته در انجام و تخم روش خشکلقاح با یکدیگر مخلوط شدند. لقاح به

عدد تخم  30دقیقه انجام شد. در هر مرحله، حداقل  10ساعت پس از لقاح با فاصله زمانی  12الی  5گونه در فاصله زمانی  های لقاح یافته هرتخم

جهت حضور شیار تقسیم و  40X نماییها با بزرگی، در محلول داویدسون تثبیت شدند. نمونهزساشفافبرداری شده و بلافاصله پس از نمونه

ها بود. نتایج نشان داد درصد نمونه 50وقوع تقسیم میتوزی بررسی شدند. معیار وقوع اولین تقسیم میتوزی، وجود شیار تقسیم کامل در حداقل 

ساعت و بیست دقیقه(  7دقیقه پس از لقاح )حدود -درجه 3212±30طور میانگین در ان بهکمآلای رنگینکه اولین تقسیم سلولی تخم در قزل

دهد و لذا زمان مناسب ساعت و ده دقیقه( رخ می 9دقیقه )-درجه 4015±35ی نسبت به ماهی آزاد دریای خزر ترکوتاهی در زمان داریمعنطور به

کمان با یکدیگر کاملاً متفاوت خواهد بود. ارزیابی اثرات انفرادی والدین بر آلای رنگینقزل برای القای تتراپلوییدی در ماهی آزاد دریای خزر و

 .شودیمزمان اولین تقسیم سلولی تخم در مطالعات آتی پیشنهاد 

   کمان، ماهی آزاد دریای خزر، تقسیم میتوزآلای رنگینقزل کلمات کلیدی:

 sdorafshan@cc.iut.ac.ir :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

ماهی آزاد ( و Oncorhynchus mykiss) کمانرنگینآلای قزل       

ماهیان ترین دو گونه از مهم( Salmo trutta caspiusدریای خزر )

 آبزیهای شیلاتی و منظور توسعه فعالیتکشور هستند که بهسردآبی 

کنون بخشی از تولید تجاری ااند. همتوجه قرار گرفته مورد پروری

 شده دستکاریمتعلق به تولید ماهیان ماهیان سردابی در جهان 

ها افرادی هستند که پلوییدیاست. پلیپلوییدی( )پلیی کروموزوم

مجموعه تری از تعداد سری بیشنوعان خود، یک یا نسبت به هم

های گروه درقوع این فرایند ورسد نظر میو به می دارندوزوکروم

و همکاران،  Legatt)است تر ماهیان بیشداران، نظیر مهرهتر ابتدایی

ترتیب را به تتراپلوییدی یا تریپلوییدی توانیمطور مصنوعی، به (.2006

با ایجاد اختلال در دومین تقسیم میوزی یا اولین تقسیم میتوزی تخم 

توان (. به این منظور میDunhum ،2004لقاح یافته ماهیان القا نمود )

های فیزیکی یا شیمیایی استفاده کرد. تولید ماهیان تتراپلویید شوک از

 حائزروش غیرالقایی مهم در تولید انواع تریپلویید بهعنوان یک منبع به

تابع شرایط محیطی  آبزیان، پلوییدی درموفقیت القای پلی است. اهمیت

دلیل اختلاف حساسیت در باشد و بههای والدین میمنطقه و ویژگی

های مختلفی برای نتایج های نزدیک، شوکهای بین نژاد و گونهتخم

رو نتایج متفاوتی در این گیرند. از اینقرار میاستفاده  بهینه مورد

و  Thorgaardاست ) شده ارائهخصوص حتی برای یک گونه تاکنون 

و  Weber؛ Hostuttler ،2005و  Hershberger؛ 1981همکاران، 

Hostuttler ،2012دهی )زمان پس از لقاح(، دوره (. زمان آغاز شوک

مؤثر در موفقیت شوک ترین عوامل دهی و دمای شوک از مهمشوک

 Weber؛ Dunhum ،2004گردند )جهت القای پلوییدی محسوب می

رو موفقیت القای تتراپلوییدی در یک (. از اینHostuttler ،2012و 

ترین آن زمان آغاز تقسیم گونه تابع شرایط خاصی است که شاید مهم

 %60-70 زمانی بازه در که شوک باید پیشنهاد شده است میتوز باشد. اول

 :First Cleavage Interval) میتوزی تقسیم اولین تا لقاح بین زمانی فاصله

FCI .مختلف  نژادهایهای مختلف، حتی گونهاین زمان در ( انجام شود

 باشد، متفاوتتواند متغیر، میدر شرایط پرورشی احتمالاً  ویک گونه 

مدنظر قرار دلیل مختلف به هایپژوهش درتتراپلوییدی ایج القاء نتلذا 

، Hostuttler و Hershberger) است متفاوت یکدیگر با ،FCI در تفاوت ندادن

 ر تحقیق حاضر، زمان اولین(. دHostuttler ،2012و  Weber؛ 2005

کمان آلای رنگینقزل های تازه لقاح یافتهتخمتقسیم میتوزی در 

(Oncorhynchus mykiss ) ماهی آزاد دریای خزرو (Salmo trutta 

caspius) ماهیان ایران برای اولین بار  عنوان دو گونه مهم از آزادبه

 مورد مقایسه قرار گرفت.

 

 هامواد و روش

در سالن تکثیر گروه شیلات  1395ماه این تحقیق در دی       

دانشگاه صنعتی اصفهان انجام گرفت. در این پژوهش، از تخمک 

کمان با میانگین وزنی رنگینآلای ماهی قطعه مولد ماده قزل 6مخلوط 

قطعه مولد ماده ماهی آزاد خزر با  9چنین و هم گرم 346±1986

گرم استفاده شد. اسپرم از مخلوط کردن  2216± 246 یوزنمیانگین 

 یفتوصهای قطعه مولد از هر یک از گونه 9های استحصالی از گامت

کمان و ینرنگآلای ین شد. میانگین وزنی مولدین نر قزلتأمشده 

 گرم 1593±186و  939±186ترتیب معادل ماهی آزاد دریای خزر به

منظور جلوگیری بهسی سی 10 گیری از مولدین نر با سرنگبود. اسپرم

قبل از انجام عمل لقاح، فعال  از آلودگی با خون و مدفوع انجام شد.

ی، لام و محلول لقاح نورها با استفاده از میکروسکوپ بودن اسپرم

منظورحذف (. قبل از انجام عمل لقاح، به1385سی شد )درافشان، برر

کمان و ماهی آزاد آلای رنگینی مولدین )قزلهاتخمکاثرات فردی، 

زمان طور جداگانه باهم مخلوط شدند. عملیات لقاح همدریای خزر( به

و با شرایط یکسان برای دو گونه انجام شد. برای انجام لقاح مصنوعی 

ی مولدین ماده مخلوطی از اسپرم مولدین نر به هاکتخمبه مخلوط 

ها )حجم اسپرم به حجم تخمک( اضافه شد. اسپرم 100به  1میزان 

های با افزودن محلول لقاح، فعال شده و فرایند شستشو و آبگیری تخم

مروست، بهابادی و فلاحتیطور مرسوم انجام شد )نفیسیلقاح یافته به

نظر گرفته ها، زمان صفر درلقاح به تخم (. زمان افزودن محلول1386

های کالیفرنیایی منتقل و با میانگین دمای ها سپس به ترافشد. تخم

الی  5ی در بازه زمانی بردارنمونهداری شدند. نگه گرادیسانت 2/0±3/7

 10دقیقه( پس از لقاح با فواصل زمانی  720الی  300ساعت ) 12

 10نمونه، هر نمونه حاوی  3حداقل دقیقه انجام شد. در هر مرتبه، 

کمان آلای رنگینها )قزلطور تصادفی از هر گروه از تخمعدد تخم به

دو  داخلهسرعت بها بهنمونهو ماهی آزاد دریای خزر( برداشت شد. 

 هایشامل حجمکننده شفافمحلول  لیتر(میلی 20 )حدود حجمی برابر

 10س از پ. انتقال یافتمساوی متانول و استیک اسید و آب مقطر 

 200محلول فیکساتیو داویدسون، شامل کننده با ه، محلول شفافدقیق

اتانول،  لیترمیلی 300رول،گلیس لیترمیلی 100 ،%37 فرمالین لیترمیلی

 جایگزین شد. آب مقطر لیترمیلی 300استیک اسید و  لیترمیلی 100

 مناسبپیشگیری شد تا در فرصت  هاتخمچروکیدگی  از ترتیباینبه

(. Hostuttler ،2012و  Weber) باشند مطالعهقابلزیر میکروسکوپ  در

زیر  در هابرداری، نمونهساعت پس از نمونه 48الی  24در بازه زمانی 

 عهلحاظ توساز 40X نماییبا بزرگ (XSZ-801 BNمدل ) میکروسکوپ

فاصله زمانی اولین  ای FCIانگین و تکامل جنینی بررسی شدند. می

شکاف تسهیم  انشد که در آن زم هنظر گرفتزمانی درتقسیم سلولی، 
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داد . تعها قابل مشاهده باشدنمونهد درص 50در  Cleavage furrowیا 

از ها آننیافته در این برآورد منظور نگردید و تعداد  احلق هایتخم

(. Hostuttler ،2005و  Hershberger) کسر گردید هاتخمتعداد کل 

در نهایت میانگین زمانی حاصل برای دو گروه از ماهیان، پس از 

مستقل در  t-test ها، از نظر آماری، با آزمونارزیابی نرمال بودن داده

 مورد مقایسه قرار گرفت. >05/0p داریسطح معنی
 

 نتایج
بود.  گرادسانتیه درج 3/7±2/0میانگین دمای آب انکوباسیون،        

های تخماولین علائم تکمیل شکاف تسهیم در  ،در این درجه حرارت

لقاح های تخمبرای  بعد از لقاح ودقیقه  440در  کمانآلای رنگینقزل

مشاهده شد لقاح  د ازبع دقیقه 550 در شده ماهی آزاد دریای خزر

دقیقه -درجه 4015و  3212ترتیب معادل با به زمان (. این2و  1 )شکل

 آلای رنگینقزلهای تخمگونه مورد بررسی بود. مطابق انتظار  برای دو

 ،درجه(-دقیقه 800) حدود تریکم زمان مدت در داریمعنی طوربه کمان

یدند. رس میتوزی یمین تقسبه اولهای ماهی آزاد دریای خزر از تخم

ن و ماهی کماآلای رنگینیافته قزلهای تخم لقاحدر ذیل تصاویر نمونه

عدم وجود  از نظر میزان توسعه تکاملی و وجود یا آزاد دریای خزر

های لقاح نیافته تخم(. 2و  1شده است )شکل  ارائه ژرمینال دیسک

های لقاح تخم در دیسک ژرمینالکه حالیبودند دررمینال دیسک ژ فاقد

صورت یافته در فاصله زمانی پس از لقاح تا آغاز تقسیم سلولی به

گراد، درجه سانتی 3/7در دمای  ، ب(.2و  1ص دیده شد )شکل مشخ

 قزل هایتخم %50در دیسک  الط ژرمینوستکمیل شیار تسهیم در 

 7دقیقه )حدود -درجه 3212±30در بازه زمانی  کمانآلای رنگین

های ماهی آزاد دریای خزر دقیقه پس از لقاح( و در تخم 20ساعت و 

ساعت و ده دقیقه(  9)حدود  دقیقه-درجه 4015±35 زمانی محدوده در

 پس از لقاح مشاهده شد.

 

 حثب
 تواند اطلاعات باتعیین زمان اولین تقسیم سلولی در ماهیان می       

فیزیکی یا شیمیایی ی هاشوکخصوص احتمال موفقیت ارزشی را در

رسد زمان اعمال شوک نظر میبرای القای تتراپلوییدی فراهم کند. به

همراه شدت )تفاوت درجه حرارت بین آب سالن )زمان بعد از لقاح( به

ی گرمایی( و هاشوکانکوباسیون و درجه حرارت حمام آب گرم برای 

رای ترین پارامترهای مرتبط با شوک بطول مدت اعمال شوک از مهم

، Koteeswaran و Pandian) هستند ماهیان در تتراپلوییدی آمیزیتموفق القای

1998.) 

 

آلای های مولدین قزلمراحل وقوع تقسیم میتوز در تخم :1شکل 
دقیقه  300کمان. الف: تخم لقاح نشده؛ ب: تخم لقاح شده در رنگین

دقیقه بعد از  440بعد از لقاح؛ ج: تکمیل تشکیل شیار تسهیم در 
لقاح؛ د: تقسیم کامل هسته تخم، به دو هسته پیش از تقسیم 

دقیقه بعد از لقاح. مقیاس برابر  520ر سیتوپلاسم در قطب حیوانی د
درجه  3/7±3/0متر. درجه حرارت آب انکوباسیون، یک میلی

 .40X نماییگراد. بزرگسانتی
 

 
 

های مولدین آزاد دریای مراحل وقوع تقسیم میتوز در تخم :2شکل 

دقیقه بعد از  420خزر. الف: تخم لقاح نشده؛ ب: تخم لقاح شده در 

دقیقه بعد از لقاح.  550کمیل تشکیل شیار تسهیم در لقاح؛ ج: ت

 3/7±3/0متر، درجه حرارت آب انکوباسیون، برابر یک میلی مقیاس

 .40X نماییبزرگگراد. درجه سانتی

 

با این وجود در سالیان اخیر، اطلاعات بعضاً متفاوتی از موفقیت        

آلای القای تتراپلوییدی در یک گونه مشخص از آزادماهیان نظیر قزل

کاران، عنوان مثال )کلباسی و همکمان گزارش شده است. بهرنگین

(، بهترین بازده تتراپلوییدی را در این گونه، در اعمال شوک در 1382

( بهترین زمان آغاز 1981و همکاران ) Thorgaardدرجه، -ساعت 74

( بهترین زمان را برای 1988) Chourroutدرجه و -ساعت 50شوک را 

که درافشان حالیدرجه عنوان کردند. در-ساعت 85 القای تتراپلوییدی

 65(، بالاترین درصد تتراپلوییدی را عمدتاً در زمان 1393مکاران )و ه

رسد که تفاوت در نظر میپس از لقاح گزارش کردند. بهدرجه -ساعت

های ی مختلف مولدین در جمعیتهاگروهتقسیم سلولی در میان  زمان
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تواند متعلق به یک گله، می مختلف یا حتی در میان مولدین ماده

های در بین گزارش زمان بهینه آغاز شوک ها دراین تفاوتکننده توجیه

از نژاد یا ذخیره ژنتیکی  متأثرتواند هایی میباشد. چنین تفاوت متفاوت

چنین اختلاف یا حتی اندازه متفاوت تخمک باشد. هم و مولدین متفاوت

( در گراددرجه سانتی 3/7در دمای آب انکوباسیون میان این تحقیق )

گراد( درجه سانتی 11تا  9بین  حدودهمقایسه با دیگر مطالعات )م

ی تفاوت در زمان آغاز تقسیم سلولی را توجیه کند تا حدودتواند می

(Myers، 1987 ؛Palti  زمان1997و همکاران .) تخم تسهیم اولین 

که  دباش اوتمتف %20 ادر یک گونه ت نژاد نوع اساسبر است ممکن

دقیقه را پوشش  50تا  20های مختلف، دامنه زمانی در درجه حرارت

زمان وقوع اولین تقسیم . (Hostuttler ،2005و  Hershbeger) دهدیم

تر از داری طولانییمعنطور سلولی تخم در ماهی آزاد دریای خزر به

با عنایت به تفاوت زمان  مسألهکمان بود، این آلای رنگینماهی قزل

بینی است. یشپقابل  کاملاًدر دو گونه فوق، زدگی و تفریخ وقوع چشم

 450طور معمول نیازمند که تخم ماهی آزاد دریای خزر بهطوریبه

 آلای رنگینکه این دوره برای قزلحالیروز برای تفریخ است در-درجه

است )پاشازانوسی و همکاران،  شده روز گزارش-درجه 300 حدود کمان

برای القای تتراپلوییدی  شوک اعمال زمان درسمی نظربه رواین از (.1392

تری نسبت به زمان در ماهی آزاد دریای خزر، در فاصله زمانی بیش

کمان باشد. با توجه به مطالعات پیشین آلای رنگینلقاح، نسبت به قزل

(Hershbeger  وHostuttler ،2005 ؛Weber  وHostuttler ،2012 )

لقای تتراپلوییدی را در که زمان مناسب برای اعمال شوک جهت ا

زمان لازم برای تکمیل اولین تقسیم سلولی تخم،  %60-70محدوده 

FCI  رسد اعمال شوک در بازه زمانی یمنظر ، بهاندکردهگزارش

 6دقیقه تا  30ساعت  5دقیقه پس از لقاح )-درجه 2810-2410

دقیقه بعد از لقاح( در ماهی آزاد دریای خزر بتواند جهت  20ساعت 

با عنایت به عدم وجود  قای تتراپلوییدی در این گونه مثمر ثمر باشد.ال

آمیز تتراپلوییدی در این گونه، خصوص القای موفقیتاطلاعات لازم در

 ی پیشنهادی نیازمند انجام تحقیق مجزا خواهد بود.هازمانارزیابی 

 

 تشکر و قدردانی
 خود را از همکارینگارندگان مراتب تشکر و قدردانی  وسیلهبدین       

 صمیمانه تمامی دوستانی که در به ثمر نشستن این تحقیق تلاش

 .دارندراز میبا ،اندنموده
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