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  نگهداري كوتاه مدت اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان  بيوتكنيك
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شمسي به  1330ماهيان از اواخر دهه  مختلف آزاد هاي گونه
پرورش داده ر محصودر شرايط در آبهاي داخلي و  معرفي وايران 

در . اي برخوردار شده است از رشد فزايندهآنها توليد شدند و روند 
 Oncorhynchus(آلاي رنگــين كمــان  ايــن بــين مــاهي قــزل

mykiss (طعم لذيذ و شرايط تكثير و پرورش آسـانتر مـورد    براي
 .توجه بيشتري قرار گرفته است

ن بـه  توا از مزاياي نگهداري كوتاه مدت اسپرم اين ماهي مي 
كاربرد وسيع و آسان  ،آن كم هزينه بودن، امكان اجراي صحرايي

اسپرم   جابجاييبخصوص براي حمل و در مزارع تكثير و پرورش 
هـاي دسـتكاري    اسـپرم مولدين در مراكز تكثير مجاور يـا انتقـال   

اشـاره  ) Robles et al., 2003 Babiak et al., 2002;(شـده  
  .كرد

ماهيـان   انجمـاد اسـپرم آزاد  در خصـوص  مطالعات متعددي 
) Salmo salar(اسپرم ماهي آزاد آتلانتيـك  . صورت گرفته است

آلاي  قـزل و مـاهي  ) Macneil )1984و  Alderson  توسـط   
)  Salmo trutta (  )Erdahl  & Graham ,1980(اي  قهــوه

هـاي بيشـتري در    همچنـين  موفقيـت   .مورد مطالعه قرار گرفـت 
ماهيـان از جملـه    هـاي مختلـف آزاد   ونـه رابطه با انجماد اسپرم گ

هاي مختلف جـنس   و گونه) S. salar(ماهي آزاد اقيانوس اطلس 
Oncorhynchus  بدست آمد)Kerby, 1983.(  

روشهاي  بكار رفته در مطالعات قبلي همگي جهت نگهـداري  
 ,.McNiven et alطراحي گرديد طولاني مدت اسپرم اين ماهي

1993; Conget et al., 1996; Cabrita et al., 2001 ( و
هزينـه و زمـان   پر اساس انجماد عميق و با استفاده از روشهاي بر

بري همچون مخازن ازت مـايع، فريـزر قابـل برنامـه ريـزي، يـخ       
انجام شده ) Tekin et al., 2007; Piironen , 1993  (خشك 

اجـرا و  قابـل   كه در شرايط كارگاهي معمولي در بسياري از مراكز
 برايمعرفي روش آسان اين تحقيق ، هدف از  .اري نيستبرد بهره

همـراه  نگهداري كوتاه مدت اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمـان  
اسپرم در دوره زماني مختلف بوده قابليت تحرك و لقاح با تعيين 

  . است
آلاي رنگين كمان  قزلماهي مولد  عدد 29از  در اين تحقيق 

ــرورش آزادموجــود در  ــاهنر  مركــز تكثيــر و پ ماهيــان شــهيد ب

 نويسنده مسئول*
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و بــه روش   MS-222پــس از بيهوشــي بــا مــاده    )كلاردشــت(
و بـــه ماســـاژ شـــكمي خشـــك كـــردن محوطـــه تناســـلي و 

 Canyurt(گيري شد  سپرما ميلي ليتر از هر مولد49/4±1ميزان
& Akhan, 2008(.  ولـدين نـر بترتيـب    موزن  ميانگين طـول و

و مولـدين   رمگ 1060 ± 367 سانتيمتر و   01/36±12/5 معادل
  .بودگرم  1510±339سانتيمتر و  3/43±38/4ماده معادل  

بصورت مجـزا   ينهاي مولد نمونهابتدا بررسي تحرك اسپرم،  براي
) 1جـدول  (محلول رقيق كننده مختلـف   16با  1:  20به نسبت 

)Lahnstener et al., 1996 ( رك تحقابليت بقا و و مخلوط شده
 54گلـوكز   (كننـده   رقيـق محلول  در نهايت.  آنها بررسي گرديد

 ليتـر  ميلي، زرده تخم مرغ ليتر ر ميلي  DMSO  90،  گرم بر ليتر
ــريس   100 ــر5/0و ت ــر ليت :  Jodun et al., 2006)  (گــرم ب

Wheeler & Thorgaard, 1991 ( ــزان انتخــاب  شــده و مي
در زيـر   400ها  هر نيم ساعت يكبار، با بزرگنمايي  تحرك اسپرم

  . ورد بررسي قرار گرفتندميكروسكوپ م
بـا رقيـق كننـده     1:3هاي استحصال شـده بـه نسـبت     نمونه

 Ninhaus-Silveria et) (اسـپرم : رقيـق كننـده   (مخلوط شده  
al., 2006 ( ميلـي ليتـري    5/0هـاي انجمـاد   پـايوت  و سپس به

)IMV منتقل شدند) فرانسه.  

 تعيين تراكم اسپرم نيز با كمك لام هموسيتومتر و ده دقيقه
با سـرم فيزيولـوژي انجـام     1:  600پس از رقيق سازي به نسبت 

شــرايط دمــايي  .)Ninhaus-Silveria et al., 2006( گرفــت
، درون يخچـال  )درجه + 15(رتيب در دماي آزمايشگاه بتمربوطه 
مهيـا   )درجـه  +1 –2(و روي يخ خرد شده ) درجه + 5(معمولي 
  .گرديد

لـي ليتـر اسـپرم هـر     مي 5/0عمليات تكثير با مخلوط نمودن 
سـاعت   72و  48، 24در زمانهـاي   گرم تخمـك تـازه   10مولد با 

ليتـر   ميلي 10ا با داين حجم اسپرم ابت .انجام شد پس از نگهداري
 NaCl 0.9%, Tris 0.01(محلول فعال كننده اسپرم اين ماهي 

M, Glycine 0.02 M, Theophyllin  5 mM) (Scheerer 
&Thorgaard, 1989 ( شـده و اسـپرم رقيـق شـده بـه      مخلوط

اضافه كـردن آب و آبگيـري تخمهـاي لقـاح     . ها اضافه شد تخمك
متعاقب آن، درصد  .يافته طبق روال شرايط مركز تكثير انجام شد

درصـد   ،)روز بعد از لقـاح  14 – 16(لقاح، درصد تخم چشم زده 
و درصـد بازمانـدگي    )روز بعد از لقاح 30 – 33( لارو استحصالي

با نمونه برداري از روي شـبكه  ) روز بعد از لقاح 45 – 50( لاروها
  .محاسبه گرديد ي انكوباتورسيني ها

 
  مشخصات تركيب شيميايي محلولهاي مورد استفاده :1جدول 

شماره 
  محلول

  منبع  )ميلي ليتر آب مقطر 100گرم در بر حسب (تركيبات 

1  NaCl (0.444), KCl (0.164), CaCl2 (0.022), Na2HPO4 (0.043), NaHCO3 (0.101), 
Fructose (0.101), DMSO (10%)

Gallant et al., 1993 

2  NaCl (0.75), KCl (0.38), NaHCO3 (0.2), Glucose (0.1), DMSO (12%), Egg yolk 
(20%) 

Stein &  Bayrle, 1978 

3  NaCl (0.504), KCl (0.253), KOH (0.999), MgCl2,6H2O (0.02), Tris (1.999), 
Glucose (1.009), Citric acid (0.01), DMSO (10%)

McNiven et al., 1993a 

4  Glucose (5.4), DMSO (9%), Egg yolk (20%), Tris (0.05) Wheeler & Thorgaard,  1991
5  NaCl (0.75), Glucose (5.4), DMSO (10%)پژوهش حاضر 
6  NaCl (0.75), KCl (0.38), NaHCO3 (0.2), Glucose (0.1),DMSO (10%) Chew et al., 2010 
7 Sucrose (20.54), DMSO (11.72%)Tekin et al., 2003 
8 Biociphous  commercial spermatozoa extenderAlipour et al., 2009 
9 Glucose (5.4), DMSO (9%), Egg yolk (10%)Ninhaus-Silveira et al., 2006
10 NaCl (0.592), KCl (0.172), BSA (0.4), DMSO (10%)Cabrita et al., 2005 
11 NaCl (0.592), KCl (0.172), CaCl2 (0.068), MgSO4 (0.015), Tris (2.42), BSA (0.4), 

DMSO (10%), Egg yolk (10%)
Lahnsteiner et al., 1995 

12 Glucose (10), Egg yolk (20%), Glycerol (5.4)Herraez et al., 1993 
13 NaCl (0.44), KCl (0.62), MgCl2 (0.008), NaHCO3 (0.02), CaCl2 (0.022), DMSO 

(10%) 
Pillai et al., 1994 

14 NaCl (0.188), KCl (0.72), Na2HPO4 (0.041), MgSO4 (0.023), NaHCO3 (0.01), 
Glucose (0.1), CaCl2 (0.023), DMSO (10%)

Koldras & Bieniarz, 1987

15 Sucrose (20.53), Glycerol (5), Egg yolk (10%),Herraez et al., 1993 
16 NaCl (0.4), Glucose (2.05), Na2C6H5O7 (0.8), DMSO (15%) Moczarski, 1977 
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به منظور تعيين درصد لقاح پس از اينكه تخمهاي لقـاح  
بخوبي آب جذب نمودند اقـدام بـه شـمارش و  بـر اسـاس       يافته

= تعداد تخمهاي لقاح يافتـه  /  تعداد كل تخمها    100فرمول 
، همچنـين درصـد چشـم زدگـي     .  درصد لقاح  محاسبه گرديـد 

ي زيـر  ابر اساس فرموله ـو درصد باقيماندگي درصد تفريخ لاروها 
  :)Bromage & Cumaranataunga, 1988( محاسبه شد

  درصد چشم زدگي تخمهاي لقاح يافته   = 
  تعداد تخمهاي چشم زده/  تعداد تخمهاي لقاح يافته    100

  درصد تفريخ لاروها= 
  تعداد تخمهاي چشم زده/  تعداد تخمهاي لقاح يافته    100
  درصد باقيماندگي) = فعال

   با شناي(تعداد لاروهاي سالم /  تعداد  كل لاروها    100 
و تحليل هاي آماري داده هـا از نـرم افـزار    جهت تجزيه 

SPSS 15 ناليز واريانس يكطرفـه  و آ)ANOVA (   و بـه منظـور
) Duncan test(بررسي تفاوت بين ميانگين ها از آزمون دانكن 

هـا   ميـانگين داده  . درصد اسـتفاده گرديـد   95با درصد اطمينان 

ها بـه  رسم نمودار .ه گرديدئارا )انحراف معيار ±ميانگين( براساس
  .انجام شد  Excel 2003افزار  كمك نرم

ميـانگين تـراكم اسـپرم در    نتايج اين بررسـي نشـان داد كـه    
  5/14±15/6  × 109مولدين نر بررسي شده در ايـن تحقيـق معـادل     

ميـانگين   .بـود ) 9/4 –1/25 × 109محـدوده   (ميلي ليتر اسپرم د ر هر
نگهـداري ،   پـس از  درصد تحرك اسپرم طي گذشت زمانهاي مختلف 

  .آمده است 1به تفكيك درجه حرارت در نمودار شماره 
درصد تحرك نمونه اسپرم اين ماهي در شرايط نگهـداري در  

ساعت بـه صـفر مـي     2دماي معمولي آزمايشگاه بسرعت و پس از
درجـه سـانتيگراد كـاهش     5اما چنانچه دماي نگهداري به . رسد

سـاعت افـزايش    24يابد، زمان به صفر رسيدن تحرك اسپرم بـه  
اين افت تحرك بخصـوص بعـد از سـاعت ششـم پـس از      . يابد مي

همچنـين قابليـت حفـظ    . باشـد  نگهداري در اين دما سـريع مـي  
تر باز هـم افـزايش يافتـه     تحرك اسپرم اين ماهي در دماي پايين

درجه سـانتيگراد، مـدت زمـان بـه صـفر       1-2بطوريكه در دماي 
افــزايش ) روز انهشــب 6(ســاعت 144رســيدن تحــرك اســپرم بــه 

  .يابد مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  درصد تحرك اسپرم قزل آلاي رنگين كمان در دما و زمانهاي مختلف نگهداري: 1نمودار 
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از آنجايي كه درصد تحرك اسپرم ايـن مـاهي پـس  از    
بترتيـب  سانتيگراد درجه  5درجه و  15نگهداري در دماي 

انجـام لقـاح   ساعت به صفر رسـيد، مراحـل    24و  2بعد از 
هاي نگهداري شده در يخ خرد شده   فقط براي نمونه اسپرم

نتايج درصد لقاح ، درصـد تخـم چشـم زده و    . انجام گرفت
سـاعت   72و  48، 24ها در  درصد تبديل به لارو اين نمونه

  .آمده است 2پس از نگهداري در نمودار شماره 
، تخـم  دهـد كـه درصـد لقـاح     نتايج بدست آمده نشـان مـي  

، از كليـه  لارو در لقاح تخمك با اسپرم تازهزده و تبديل به  چشم
 72و  48، 24تيمارهاي نگهـداري كوتـاه مـدت اسـپرم پـس از      

حاليكـه   در).  P < 0.05( داري بـالاتر اسـت   ساعت بطور معنـي 
است ولي درصد لقـاح   درصد 22/90درصد لقاح در نمونه شاهد 

بـه ميـزان     رتيـب  بتپس از نگهـداري در مـدت زمانهـاي مزبـور     
.  يابد كاهش مي  درصد 69/53و   درصد 11/37،  درصد 87/21

 درصـد  27/83درصد تبديل به تخم چشم زده در نمونه شـاهد  
و   درصد 05/40، درصد 17/21بوده ولي در تيمارها بترتيب به  

همچنين كاهش درصـد تبـديل بـه    . كاهش يافت درصد 67/51
ــا و ــين تيمارهـ ــاهد  لارو در بـ ــدد 12/81(شـ ــب ) رصـ بترتيـ

ــادل ــد 91/22مع ــد 19/40، درص ــد 44/57و  درص ــود   درص ب
  ).2نمودار (

ساعت نگهداري  72و  48، 24مقايسه آماري بين تيمارهاي 
درجه نيز نشـان داد كـه هرچـه     1-2اسپرم اين ماهي در دماي 

اين مدت زمان نگهداري در سرما طولاني تر شود، درصـد لقـاح،   
يل به لارو تخمها بـا گذشـت   درصد تخم چشم زده و درصد تبد

  . با كاهش مواجه خواهند شد) P < 0.05(داري  زمان بطور معني
نگهداري كوتاه مدت اسپرم ماهي آزاد اقيانوس اطلـس بـا   

  Truscott & Idlerحفظ تحرك آن، براي اولين بـار توسـط    

هـر چنـد كـه    . درجه سانتيگراد انجام شـد  4در دماي  (1969)
آلا مـورد   اين نوع نگهداري بر اسپرم قزل تاكنون اثرات نامطلوب

هي بـا  مطالعه قرار نگرفته اما نگهداري كوتاه مدت اسپرم اين ما
، در شرايط كارگاهي و در مراكـز  حفظ قابليت تحرك و لقاح آن

تكثير بدون نياز به تجهيزات پيشرفته و هزينه بر كاربرد فراواني 
  .دارد 

ان موفقيـت عمليـات   ترين راههاي ارزيابي ميز يكي از عملي
 انجماد و نگهداري اسپرم ماهيان ، بررسـي ميـزان بقـاي اسـپرم    

)Billard et al., 1995 (  و قابليت لقاح آن پس از انجمـادزدايي
   ).Tekin et al., 2007(باشد  مي

  
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  آلاي  م قزلميانگين درصد لقاح، درصد تخم چشم زده و درصد تبديل به لارو  نمونه اسپر: 2نمودار 
  ساعت پس از نگهداري 72و  48، 24رنگين كمان در 
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بـه صـفر در اسـپرم     درصـد  80كاهش درصد لقاح از حـدود  
ثانيه نگهداري در دماي  180ي رنگين كمان پس از آلا ماهي قزل

ــاق توســط   .گــزارش شــده اســت) 2002(و همكــاران  Lileyات
  كـــاربرد محلـــول رقيـــق كننـــده حـــاوي گلـــوكز همچنـــين 

)mM 300 (حفـظ  هاي فاقد آن نيز قابليـت   در مقايسه با محلول
نشـان   درصـد  48تـا  با روش يخ خشك لقاح اسپرم اين ماهي را 

  ).Tekin et al., 2007) (درصد 7/89شاهد (داد 
منفي افزايش مدت زمـان نگهـداري   اثرات از طرف ديگر 

تـوان بـا مقايسـه ميـزان      اسپرم اين ماهي بر كيفيت لقـاح را مـي  
درصدهاي تبديل به لارو از درصد لقاح و كـاهش نسـبت    اختلاف
لقاح  در بين تيمارهـاي مختلـف نشـان داد    درصد لارو به درصد 

شود كه ايـن   بررسي نتايج اين تحقيق مشخص مي با  ).1جدول (
با گذشت زمان نگهداري اسپرم در يخ خرد شده از زمـان   كاهش
 -2/9ب از ت پـس از نگهـداري بترتي ـ  سـاع  72تا )  شاهد (لقاح 

اين افت كيفيت همچنين در . رسد درصد مي  -95/12 درصد  به
مقايسه نسبت درصد تبديل بـه لارو بـه درصـد لقـاح نيـز بطـور       

ايـن مقايسـه   ). P< 0.05() 2جـدول  (شـود   داري ديده مي معني
دهد كه نه تنها  قابليت لقاح در نمونه اسـپرم نگهـداري    نشان مي

ين كمان با گذشت زمـان كـاهش   آلاي رنگ شده در يخ ماهي قزل
كـارايي مراحـل تكـوين    ميـزان  ، از زمانگذشت يابد،  بلكه با  مي

  .دوش ميجنيني اين ماهي نيز كاسته 
انتخاب محلول رقيق كننـده همـراه بـا زرده تخـم مـرغ      
بدليل كارايي بيشتر اين محلول در حفظ قابليت تحرك اسپرم در 

مـرغ بـه محلـول رقيـق     افزايش زرده تخم . بررسي هاي اوليه بود
  كننــــده اســــپرم ايــــن مــــاهي بــــه علــــت وجــــود       

محافظـت بيشـتر سـلولي     سببهاي با وزن پايين،  روتئين ليپوپ
در انجمـاد   و اثـر مثبـت آن قـبلاً   ) Babiak et al., 1999(شده 
 )(Oncorhynchus mykiss(آلاي رنگين كمان  قزلماهي  اسپرم

Lahnsteiner et al., 2009: Perez-Cerezales et al., 

   .گزارش شده است )2010
و ....) دمـا، تغذيـه، فتوپريـود و   (عوامل متعـدد محيطـي   

)  هـا، نژادهـاي مختلـف     توانايي در هضم غذا و ويتـامين (ژنتيكي 
آلاي رنگـين كمـان    روي بقا و قابليـت لقـاح اسـپرم مـاهي قـزل     

 & Lahnsteiner et al., 2009 Canyurt;(گـذار هسـتند   تاثير

Akhan, 2008.(  
دهــد كــه  نگهـداري اســپرم مــاهي   ايـن مطالعــه نشــان مـي  

آلاي رنگين كمان در يخ خرد شده بدليل امكان فراهم آوردن  قزل
ها و همچنين امكـان   شرايط سرمايي با حداقل تجهيزات و هزينه
هـاي منجمـد شـده     حمل و جابجايي صحرايي بسيار راحت نمونه

بالاتري برخوردار هاي كاربردي  نسبت به يخچال معمولي از مزيت
از آنجايي كه در اين تحقيق مشخص گرديد كه در شـرايط  . است

رغم كاهش ميـزان تحـرك اسـپرم    بنگهداري روي يخ خرد شده، 
توان انتظار باروري  ، مي)1نمودار ( درصد 50ساعت تا  24پس از 

،  را داشـت ) 2نمـودار  (شـاهد    درصـد  68تخمك اين مـاهي تـا   
تـر كـردن مـدت زمـان نگهـداري       لانيشود براي  طو پيشنهاد مي

هاي كوتـاه مـدت    آلاي رنگين كمان در جابجايي اسپرم ماهي قزل
هاي استحصالي پس  در مراكز تكثير و پرورش اين ماهيان، اسپرم

 هـاي آزمـايش در   در لولـه   از مخلوط شدن با رقيق كننده ، فـوراً 
بسته و بصورت عمودي روي يـخ خـرد شـده قـرار داده و حمـل      

   .شوند
  

  لقاح و نسبت آنها در اسپرم ماهي درصد مقايسه ميزان كاهش درصدهاي تبديل به لارو از : 2جدول 
  آلاي رنگين كمان پس از زمانهاي مختلف نگهداري قزل

  
  ساعت بعد 72  ساعت بعد 48  ساعت بعد 24  شاهد  معيارها

از تبديل به لارو كاهش درصد 
  لقاح درصد 

  - درصد 95/12  - درصد28/11  -درصد 24/10  -درصد 2/9

  تبديل به لارو درصدنسبت 
  لقاحدرصد به  

8/89  85  9/76  6/64  
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Abstract 

Short term preservation of spermatozoa of salmonid fishes for practical use, increasing of 
reproduction potentials and reducing of expenses, has an important role in hatcheries. In this 
study spermatozoan motility and fertilization rate of 29 commercially cultured rainbow trout 
were examined. Semen was collected by abdominal stripping at the volume of 4.49±1 
(mean±SD) ml and sperm concentration was determined by heamocytometer following 1:600 
dilution with saline solution (0.9% NaCl). To find the effects of preservation time on 
fertilization capacity, samples were diluted with extender (Glucose 54gL-1, Tris 0.5gL-1, 
DMSO 9% , Egg yolk 20%) and held at 3 different cool conditions : room temperature 
(+15°C), refrigerator (+5°C) and crashed ice (+ 1-2°C) and sperm motility followed up each 
30 mins until complete ceasation. Fertilization, hatching and larval stage rate were determined 
after 24, 48 and 72 hours. Results showed that the motility of sperm samples held at 15 °C 
and 5°C were completely ceased after 2 and 24 hours respectively. However it lasted up to 
144 hours at1-2°C.Fertilization, hatching and larval stage rates of sperm samples hold at 1-
2°C were 68.45% , 62.1% and 58.2% (after 24 hours), 53.2% , 43.2% and 40.9% (after 48 
hours) and 36.6% , 31.6% and 23.7%  after 72 hours, respectively, and all showed a 
significant decrease compared with control (90.32%, 83.27% and 81.12% respectively). 
Comparing the results showed that holding samples in test tubes at 1-2°C is the best method 
for short term storage of rainbow trout spermatozoa.  

 *Corresponding author  
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