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  چكيده

اين كاهش صيد به . ذخاير با ارزش ماهيان خاوياري درياي خزر در دو دهه اخير كاهش چشمگيري يافته است

اين پروژه به . تبع خود كاهش دسترسي به مولدين مناسب جهت استحصال مواد تناسلي را بدنبال داشته است

درياي خزر، انجماد و نگهداري  منظور جمع آوري اسپرم هاي مازاد مصرف مولدين ماهيان خاوياري جنوب

  . طولاني مدت آنها جهت استفاده هاي بعدي، پيشنهاد و مورد تصويب قرار گرفت

مولد  25، بررسي هاي كمي و كيفي بر روي اسپرم  1385 -86در مدت نمونه برداري طي دو فصل تكثير سالهاي 

از بين اين . صورت گرفت) مولد 34كلاً (پ مولد شي 2مولد فيلماهي و  3مولد ازون برون،  4تاسماهي ايراني، 

عدد تاسماهي  1عدد فيلماهي و  1عدد ازون برون،  4عدد تاسماهي ايراني،  12مولد شامل  18مولدين، اسپرم 

  . شيپ كه كيفيت مناسبي داشتند انتخاب و منجمد شدند

 mM 4/23تريس،  mM 118 شامل(پس از رقيق سازي نمونه ها با رقيق كننده مخصوص اسپرم ماهيان خاوياري 

رقيق كننده با دستگاههاي خاص اين كار به ني هاي انجماد  / ، مخلوط اسپرم1: 1به نسبت %)  DMSO 15ساكارز، 

ميلي ليتري انتقال داده شده و طبق برنامه سرمادهي چند مرحله اي منجمد شده و وارد فاز ازت مايع  5/0

درجه سانتي گراد به مدت  40و لقاح آزمايشي در حمام آب گرم نمونه ها جهت ارزيابي هاي بعدي . گرديدند

  .ثانيه انجمادزدايي شدند 20

   90ميلي ليتر اسپرم ماهي شيپ ،  110ميلي ليتر از اسپرم تاسماهي ايراني،   1010طي اجراي اين پروژه 

ان كاهش تحرك اسپرمهاي ميز. ميلي ليتر اسپرم فيلماهي منجمد و نگهداري شد  80ميلي ليتر اسپرم ازون برون و

درصد متفاوت بود، اما اين كاهش تحرك پس از وارد  5/52تا  10منجمد شده در مقايسه با نمونه هاي تازه بين 

ماه تفاوت معني داري را با اولين لحظه ورود به ازت مايع نشان  7شدن به فاز ازت مايع در تمامي نمونه ها پس از 

  ). P >005/0(نداده است 

صيد شده در رودخانه سفيدرود نشان داد كه تراكم اسپرم در مونه هاي اسپرم مولدين تاسماهي ايراني نبررسي 

  بيشتر از تراكم اسپرم مولدين غير رودخانه اي اين گونه استمعني داري نمونه هاي رودخانه اي بطور 

 )05/0 P <(  . ون برون  نسبت به اسپرم ماهي ازانجمادزدايي شده اسپرم همچنين مقايسه كاهش ميزان تحرك
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نشان مي دهد كه اسپرم ازون برون نسبت به تحمل شرايط انجماد تحمل تاسماهي ايراني انجمادزدايي شده 

  .بيشتري دارد

  %2/58و %   4/27لقاح آزمايشي تخم تازه با اسپرم منجمد ازون برون و تاسماهي ايراني به ترتيب 

  .را نشان داد) ساعت 4پس از (

  انجماد اسپرم، درصد تحرك، بانك اسپرم، ماهيان خاوياري، درياي خزر: يكلمات كليد
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  مقدمه -1

بهره برداري بهينه  افزايش چشمگير و رو به رشد جمعيت جهان، ضرورت توليد غذاي بيشتر و سالم تر و همچنين

ه ريزي جهت اين موضوع از دو ديدگاه برنام. و دراز مدت از منابع زيستي موجود را دو چندان كرده است

  .مديريت منابع و جستجو و ارايه راهكارهاي فني نوين، مطابق با جغرافياي زيستي هر كشور، قابل بررسي است

  بر كسي پوشيده نيست كه ذخاير با ارزش ماهيان خاوياري در جهان ، ازجمله درياي خزر ، بشدت در حال 

  اين امر به دليل اثر فعاليت هاي . ); 1376Ivanov & Vlasenko, 2001پوركاظمي، (كاهش مي باشد 

از ). Lahnsteiner et al., 2004 1380برادران نويري، (مختلف انساني در چند دهه اخير شتاب بيشتري گرفته است 

جمله اين عوامل تاثير گذار مي توان به تخريب بستر رودخانه هاي محل زيست و تخمريزي طبيعي اين ماهيان 

 ,Chebanov & Billard(، سد سازي بر روي رودخانه ها ); Billard & Lecointre, 2001 1376پوركاظمي، (

2001 ;Lenhardt et al., 2004 ( صيد بي رويه و نظارت كمرنگ بر آن ،) ،افزايش بار )1377رضواني گيل كلايي ،

 ,Chebanov & Billard(همزمان با افزايش تقاضاي مصرف در بازار جهاني ) Williot et al., 2002(آلاينده ها به دريا 

  .اشاره نمود) 2001

 1985تن در سال  28500آمار صيد حاكي از آن است كه ميزان صيد قانوني ماهيان خاوياري در درياي خزر از 

چنين كاهش صيدي را مي توان در آبهاي ). Pourkazemi, 2006(كاهش يافته است  2005تن در سال  1345به 

گونه هاي ماهيان خاوياري كه محل  به همين علت، كليه). Holcik et al., 2006(ساير كشورها نيز مشاهده نمود 

زيست طبيعي آنها در درياي خزر و حوضه آبريز اطراف آن مي باشد، در فهرست ماهيان در معرض خطر 

ميلادي در فهرست هاي  1997همچنين اسامي اين ماهيان از سال ). IUCN, 2007(قرار دارند  IUCN 1سازمان 

 & Ivanov(قرار گرفته است   CITES 2تلف كنوانسيون بين المللي نظارت بر تجارت گونه هاي در معرض خطر مخ

Vlasenko, 2001 ; Raymarkers, 2002   .(  

بررسي آمار صيد ماهيان خاوياري در سواحل ايران نيز نشان مي دهد كه در سال هاي اخير تا حدي وضعيت 

اميدوار كننده بوده و ذخاير سايرگونه ها ، با كاهش فوق العاده اي ) Acipenser persicus(ذخاير تاسماهي ايراني 

                                                 
1
. International Union for Conservation of Nature and Natural Resources 

2
. Convention on International Trading in Endangered Species of Wild Fauna and Flora 
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اين موضوع با توجه به نتايج حاصل از گشت ). 1377تقوي مطلق،  ; 1377مقيم و فضلي، (مواجه شده است 

               ليه عليرغم آنكه كاهش صيد ك. نيز تاييد شده است 1383-84ارزيابي ذخاير ماهيان خاوياري طي سالهاي 

گونه هاي ماهيان خاوياري قابل صيد در حوضه خزر در اين مطالعه در تركيب گونه اي نمونه برداري شده كاملاً 

مشخص است، اما نتايج نشان مي دهد كه همچنان غالبيت گونه اي در نمونه هاي صيد شده با تاسماهي ايراني 

درصد صيد را تاسماهي  60درصد و در زمستان بيش از 80يش از بطوري كه در آبهاي ايران در تابستان ب. است

نتايج حاصل از گشت ارزيابي ذخاير  در خزر شمالي و خزر مياني نيز مويد آن است . ايراني تشكيل داده است

صيد اين مناطق را تشكيل داده است ) زمستان -تابستان(درصد  5/71-5/86كه در همين سالها تاسماهي ايراني 

  ).1386 توكلي،(

آمار مقايسه اي صيد ماهيان خاوياري در حوضه درياي خزر ، به تفكيك كشورهاي حاشيه اين دريا طي سالهاي 

  .آمده است 1مختلف در نمودار شماره 

  

  

  

  

  

  
  

  آمار مقايسه اي صيد ماهيان خاوياري درياي خزر در : 1نمودار 

  )  Pourkazemi, 2006(به تفكيك كشورهاي حاشيه  1950 -2004سالهاي 

  

 ,Raymarkers ; 1377بهمني، ) ( گونه پاروپوزه 2گونه تاسماهي و  25(گونه ماهيان خاوياري  حال حاضر جهان  27از 

گونه با موفقيت مورد تكثير مصنوعي قرار گرفته اند  19، تاكنون با تلاش محققين مختلف كشورهاي گوناگون، )2002
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)Bauer, 1997 .(  با توجه به تحمل كمبود اكسيژن ، سرعت رشد بالاتر و رسيدگي جنسي زودتر از اين ميان، تعدادي

)Williot et al., 2005 ( مورد توجه آبزي پروران قرار دارند)Birstein, 1993.(  

فيلماهي ، ازون برون، شيپ، تاسماهي ايراني و تاسماهي (درياي خزر كاهش ميزان صيد مولدين ماهيان خاوياري 

اخير باعث بروز مشكلات جدي در امر تكثير مصنوعي و بازسازي ذخاير اين ماهيان با ارزش  در سالهاي) روسي 

 له به نوبه خود سبب كاسته شدن از ميزان رهاسازي بچه ماهيان توليد شده در مناطق مورد نظرئاين مس. شده است

تعداد مولدين معدودي از طرف ديگر اين كاهش صيد سبب شده كه در فصل تكثير ، از توان تكثير . مي شود

  . )Blesbois & Labbe, 2003( ژني اين ماهيان را در آينده به دنبال دارد عخطر كاهش تنواين امر استفاده شود كه 

تعداد مولدين نر صيد شده بيشتر از تعدادي است كه براي پوشش دادن لقاح  ً در طول فصل تكثير، عمدتا

اسپرم دهي تعدادي از مولدين نر از  ه لازم است و در نتيجه پتانسيلتخمكهاي استحصالي از مولدين ماده صيد شد

از طرف ديگر گاهي با وجود مولدين نر مناسب، مولد ماده مناسب در مراكز تكثير وجود نداشته . مي رود دست

وجود  همچنين در پاره اي از موارد با. كاهش مي يابد بدين ترتيب امكان استفاده از اسپرم مولدين موجود نيز و

آمادگي مولدين ماده جهت تخم دهي، مولد نر با كيفيت جهت استحصال اسپرم و انجام عمليات لقاح وجود 

در اين پروژه در نظر است ضمن ايجاد يك مركز نگهداري طولاني مدت اسپرم ماهيان خاوياري، از . ندارد

مواقع لازم ، جهت تامين احتمالي  اسپرم  با كيفيت و مازاد مصرف مولدين بصورت منجمد نگهداري شده و در

اين پروژه، جزو پروژه هاي مصوب . اسپرم مورد نياز مراكز تكثير مصنوعي اين ماهيان ، در اختيار آنان قرار گيرد

مورد  2006پروژه ارايه شده براي سال  31بوده كه از بين ) CEP(بين المللي محيط زيست درياي خزر  برنامه

  .استبه مرحله اجرا در آمده ) IFRO(مشترك با موسسه تحقيقات شيلات ايران  و بصورتتصويب قرار گرفته 
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  انمروري بر خصوصيات كلي تاسماهي: 1-1

به راسته بزرگتري از ماهيان بسيار قديمي كره زمين  به نام تاسماهي شكلان ) Acipenseridae(خانواده تاسماهيان 

)Acipenseriformes  ( ميليون سال پيش مي رسد  200به بيش از تعلق دارند كه قدمت آنها) ،بدن ). 1382كيوان

 2رديف پلاكهاي جانبي،  2(اين ماهيان كشيده و دوكي شكل بوده و از پنج رديف پلاكهاي استخواني طولي 

در بين اين رديفها معمولاً برجستگيهاي .  پوشيده شده است) رديف پلاكهاي پشتي 1رديف پلاكهاي شكمي و 

اين ماهيان داراي يك عدد باله ). Sokolov & Berdichevskii, 1989(  تي نامنظم نيز ديده مي شوداستخواني پوس

پشتي بوده و باله دمي در اين ماهيان شكافدار و دو قسمتي بوده و بخش بالايي آن حجيم تر و طويلتر از بخش 

آذري تاكامي و (ديده مي شود گاهي فلسهاي لوزي شكل گانوييد هم بر روي دم . است) heterocercal(پاييني 

سر، پوشيده از پلاكهاي استخواني با منشا پوستي است و دهان شكمي، عرضي و  استوانه ). 1353, كهنه شهري

سبيلك بصورت عرضي  4در زير دهان ، . اي بوده و مي تواند به صورت قابل جهش به طرف جلو حركت كند

. شيميايي بكار رفته و از نظر كليد شناسايي نيز اهميت دارندقرار دارند كه در جستجوي غذا و سنجش تركيبات 

  ).   Holcik, 1989(متر گزارش شده است 6طول بدن اين گروه از ماهيان از يك متر تا بيش از 

اين ماهيان عمدتاً مهاجر بوده و جهت تخمريزي و توليد مثل از دريا به رودخانه ها مهاجرت مي نمايند و پس از 

  تغذيه تاسماهيان از موجودات كفزي و). 1382كيوان، (اً به دريا بر مي گردند تخمريزي مجدد

از نظر پراكنش طبيعي . متري زيست مي نمايند 100 -150سخت پوستان و ساير ماهي ها بوده و در اعماق 

  مختص نيمكره شمالي بوده و در شمال و شرق آسيا، آمريكاي شمالي و اروپا پراكنده اند

)Birstein & DeSalle, 1998 .( اخيراً به منظور فعاليت هاي آبزي پروري ، توسط انسان به آبگير هاي ساير مناطق

سال گزارش شده   8 -100عمر گونه هاي مختلف اين ماهيان بطور معمول بين . جهان نيز گسترش پيدا كرده اند

سال در نظر گرفته مي   7 -20فو سن بلوغ جنسي با توجه به گونه هاي مختلف در گونه ها و زيستگاههاي مختل

گونه از ماهيان خاوياري جهان ، شش گونه در درياي خزر و حوضه ولگا  27از مجموع ). Holcik, 1989(شود 

  ). Holcik, 1989(درصد خاويار جهان را توليد مي كردند  90زندگي مي كنند كه تا دو دهه قبل بيش از 
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  خصوصيات اسپرم در ماهيان خاوياري: 2-1

در مايع مني بي تحرك بوده و پس از تماس با ) teleosts(پرم ماهيان خاوياري همچون اسپرم ماهيان استخواني اس

 ;Linhart et al., 1995(آب يا ساير فعال كننده ها تحرك خود را آغاز كرده و بسرعت رو به جلو حركت مي كند 

Alavi et al., 2004 .(م اما تفاوتهاي زيادي همچون وجود آكروزو)Dettlaff et al., 1993; Ciereszko et al., 1996( ،

، مدت زمان نسبتاً زياد تحرك آنها )Cherr & Clark, 1984(هسته كشيده و قطعه مياني با ميتوكندريهاي زياد 

)Cosson et al., 2000; Linhart et al., 2006 ( و تفاوت در محتواي بيوشيميايي مايع مني)Piros et al., 2002 (بين 

  خصوصيات مورفومتريك و فيزيولوژيك اسپرم ماهيان خاوياري با اسپرم انواع ماهيان استخواني ديده 

براي مثال .حجم اسپرم دهي اين ماهيان نيز در مقايسه با مولدين ماهيان استخواني ، بسيار بيشتر است. مي شود

براي فيلماهي  ml1000ي و بيش از  براي تاسماهي ايران ml 500براي ماهي ازون برون،   ml 200اسپرم دهي 

تعداد اسپرماتوزواي توليد و آزاد شده توسط مولدين نر در ماهيان ). Dettlaff et al., 1993(گزارش شده است 

  . خاوياري بسيار بيشتر از تخمك هاي آزاد شده  توسط مولدين ماده آنهاست

شده درون سلول، كاهش تحرك پيدا كرده و پس از القاي تحرك اوليه، اين اسپرم ها با صرف انرژي ذخيره 

).  1385نظري و همكاران، (نوع حركت آنها بشكل حركت دوراني، نامنظم و سپس حركت درجا تغيير مي يابد 

قابليت حفظ قدرت تحرك در اسپرم  ماهيان خاوياري نسبت به مدت زمان تحرك در اسپرم ماهيان استخواني از 

  ).Dettlaff et al., 1993(دقيقه است، به مراتب بيشتر است  1-3ماهيان كه در حد جمله مولدين كپورماهيان و آزاد

  

  آنتكنيك انجماد اسپرم و قابليت هاي : 3-1

ميزان موفقيت هر . در رابطه با حفظ و نگهداري اسپرم، روشهاي مختلفي توسط محققين مختلف ارايه شده است

ع روشهاي مورد استفاده همچون محلولهاي رقيق كننده متنوع، يك از روشها، بر اساس نوع گونه مورد نظر و تنو

نسبت هاي رقت، نوع و مقدار مواد محافظ سرما ، شدت سرمادهي و مدت زمان و شرايط نگهداري در ازت مايع 

صرف نظر از نتايج بدست آمده ، اين روش  قابليت ها ي بالقوه متنوعي را در ). Stoss, 1983(بسيار متنوع است 
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ر پرورش دهندگان آبزيان از يك طرف و مديران ذخاير شيلاتي دنيا از طرف ديگر قرار مي دهد كه برخي اختيا

  :از مهمترين كاربردهاي آن را مي توان بشرح ذيل عنوان كرد

و  نژادهايي از   )Endangered species(كمك به جلوگيري از انقراض نسل انواع گونه هاي در معرض خطر  −

  ).Cosson et al., 1995(خزانه ژني آنها از نظر جمعيتي و تكاملي اهميت دارند آبزيان كه نگهداري

كمك به تكثير گونه هايي كه رسيدگي جنسي همزمان مولدين در آنها كمتر ديده مي شود و يا در طول  −

 Cosson & Linhart  1996(فصل تكثير كيفيت مولدين وحشي بدست آمده رضايت بخش نيست 

  Lahnsteiner et al., 2004.( 

در اختيار بودن اسپرم زايا در تمام طول سال و امكان لقاح هاي آزمايشي بخصوص براي كشورهايي كه در  −

 ).Christ et al., 1996; Urbanyi et al., 2003(زمان مشخصي از سال شرايط آب و هوايي متنوعي دارند 

زينه هاي نگهداري مولدين در به وجود آمدن امكان نگهداري اسپرم به جاي مولدين نر و كاهش ه −

استخرهاي جداگانه ، هزينه هاي تغذيه و كاهش اثرات نامطلوب استرس بر كيفيت اسپرم استحصالي 

 ).Kerby, 1983(مولدين كارگاهي 

تهيه و نگهداري اسپرم از نژادهاي با ارزش يا مولدين با سابقه خاص مثل نرهاي زيستگاه خاص يا نرهاي  −

 ).Lahnsteiner et al., 2004 Babiak et al., 1997 ;1384برادران نويري،  ( وموزوميبا سابقه دستكاري كر

كنترل و بهبود خزانه ژني مولدين تكثير شده بخصوص در شرايط ناكافي بودن تعداد يا نامناسب بودن  −

 ).Russel, 1996 ; Blesbois & Labbe, 2003(كيفيت مولدين وحشي 

  

  ا ر با تاكيد بر نتايج آنهسوابق تحقيق در خارج كشو: 4-1

گونه از ماهيان با لقاح خارجي مورد انجماد قرار گرفته  و هر ساله بر اين تعداد اضافه  200تاكنون اسپرم بيش از 

در مورد انجماد و نگهداري طولاني مدت اسپرم ماهيان ).  Billard et al., 1995; Linhart et al., 2006(مي شود 

، مطالعات زيادي صورت نگرفته اما اين مطالعات در سالهاي اخير به دليل كاهش شديد  خاوياري در سالهاي دور
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ذخاير طبيعي آنها ، گسترش آبزي پروري اين ماهيان در جهان و افزايش قيمت جهاني گوشت و خاويار 

  ).Linhart et al., 2006(استحصالي از تاسماهيان رشد شديدي پيدا كرده است 

نيز ... ر مورد محلولهاي رقيق كننده، مراحل سرمادهي،  نسبت رقت، نتايج بدست آمده و روشهاي به كاررفته د

در مورد گونه هاي ماهيان خاوياري درياي خزر و تاسماهيان ساير مناطق جهان همچون تاسماهي سيبري 

)A.baeri( تاسماهي آتلانتيك ،)A.sturio ( و تاسماهي درياچه اي)A.fulvescenc ( توسط ،Billard   و همكاران

مرور شده و گفته شده كه در نمونه هاي مورد بررسي، درصد سلولهاي متحرك پس از انجمادزدايي بين ) 2004(

  ). Billard et al., 2004(درصد متغير بوده است  60تا  10

 Cherepanovمطالعاتي در زمينه  انجماد اسپرم و نگهداري كوتاه مدت اسپرم ماهيان خاوياري درياي خزر توسط  

& Kopeika, 1996 در اين تحقيق بدون آنكه اشاره اي به گونه هاي كار شده صورت گيرد ، گزارش . نيز انجام شد

 و همكاران، توانستند از اسپرم منجمد Kopeika. اسپرمهاي منجمد شده داراي تحرك بودند% 40 – 90شده كه 

و همكاران نيز در سال  Kopeika et al., 2000  .(Tsvetkova( لقاح بگيرند% 64روز  22تاسماهي آتلانتيك پس از 

  . لقاح گرفتند% 54و % 23با انجماد اسپرم تاسماهي سيبري و استرلياد به ترتيب  1996

مولد تاسماهي سيبري را با تكنيك  3و همكارانش نمونه اسپرم استحصالي از  Glogowskiميلادي  2002در سال 

در آزمايش اين گروه . منجمد كرده و بلافاصله مورد آزمايش لقاح قرار دادندسرمادهي دستي با بخار ازت مايع 

درصد بود  2/18و  6/29دو محلول رقيق كننده مختلف مورد استفاده قرار گرفته و درصد لقاح بدست آمده  

)Glogowski et al., 2002.(  

  ، تاسماهي )A.oxyrinchus(در سالهاي اخير بررسي هايي بر روي نگهداري اسپرم تاسماهي مكزيكي 

محققين چيني پس از انجماد . نيز صورت گرفته است) A. sinensis(و تاسماهي چين ) A.brevirostrum(پوزه كوتاه 

 ,.Liu et al(لقاح گزارش كردند% 1/68ساعت مورد استفاده قرار داده و  24اسپرم تاسماهي چيني آنرا پس از 

كي پس از رقيق سازي با محلول رقيق كننده و نگهداري در يخچال تا در حالي كه اسپرم تاسماهي مكزي). 2006

تحرك داشته است % 20روز حفظ كرده ، اما با انجماد در ازت مايع فقط  21تحرك اوليه خود را پس از %  65
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)Park & Chapman, 2005  .(  ،درصد لقاح  64اسپرم منجمد پاروپوزه) را نشان ) سلولي 32بررسي شده تا مرحله

  ).Linhart et al., 2006(داد 

صورت گرفته و نشان داد كه ) استرلياد نر  ×فيلماهي ماده (تحقيق ديگري در زمينه انجماد اسپرم ماهي بستر 

) روش پلت(استفاده از پايوت هاي مخصوص اين كار در مقايسه با روش سرمادهي مستقيم بر روي يخ خشك 

  .)Shin et al., 2007(كارايي بيشتري دارد 

  

  كشور با تاكيد بر نتايج آنها داخل سوابق تحقيق در : 5-1

در ايران ، مطالعات اوليه در ارتباط با نگهداري طولاني مدت اسپرم تاسماهيان در ابتدا با فشردن بيضه هاي 

  ).1353آذري تاكامي و كهنه شهري، (مولدين و نگهداري اسپرمهاي زنده در يخچال معمولي آغاز گرديد 

ه پيگيري نتايج بدست آمده از اين مطالعات به دليل عدم احساس نياز به كاربردهاي آن، در سالهاي بعد متاسفان 

و مقايسه آن با رقيق   Billardادامه نيافت تا اينكه با بررسي رقيق كننده ارايه شده براي ماهيان خاوياري توسط 

مخصوص ماهيان خاوياري در انجماد و  كننده هاي كپورماهيان و آزاد ماهيان، مشخص شد كه رقيق كننده

، ماهي )A.gueldenstaedtii(، تاسماهي روسي)Acipenser persicus(نگهداري طولاني مدت اسپرم تاسماهي ايراني 

در ازت مايع،  كارايي بيشتري داشته و اسپرم اين ماهيان در ) A.nudiventris(و ماهي شيپ ) A.stellatus(ازون برون 

نتايج اين بررسي نشان داد كه رقيق ). 1375عابدي، (تحرك دارد % 60-%70ه شده حداكثر تا رقيق كننده اراي

كننده مخصوص ماهيان خاوياري بهتر ازرقيق كننده هاي معرفي شده مخصوص ماهيان گرمابي و سردآبي در 

اده از ازت همچنين تفكر استف. نگهداري طولاني مدت اسپرم تاسماهيان روسي، ايراني و شيپ جواب مي دهد

  .مايع و سرمادهي تدريجي در اين مطالعه پايه ريزي گرديد

گونه ماهيان خاوياري جنوب درياي خزر به  5در مطالعه ديگري، امكان انجماد و نگهداري اسپرم مولدين هر 

ي در اين    بررس. كمك رقيق كننده اختصاصي اين ماهيان و با استفاده از روش سرمادهي دستي ، به وجود آمد

برادران (بدست آمد %  27 -% 60ضمن القاي تحرك اسپرمها پس از انجماد آنها، در گونه هاي مختلف لقاح 

ني هاي مخصوص در ضمن مشخص گرديد كه در اين نوع مطالعات استفاده از). 1382نويري و همكاران، 
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ي اين بررسي همچنين ط. انجماد اسپرم نسبت به ظروف اپندورف و سرنگهاي معمولي كارايي بيشتري دارد

رقيق كننده مخصوص اين   مشخص گرديد اسپرم كليه تاسماهيان جنوب درياي خزر را مي توان به كمك 

اين مطالعه . ماهيان  در ني هاي انجماد، منجمد كرد و جهت لقاح در شرايط كمبود يا ضعف مولدين بكار گرفت

ت تحرك و لقاح پس از انجماد زدايي بيشتري از خود همچنين نشان داد كه اسپرم هاي با كيفيت بالاتر ، قابلي

  ).1382برادران نويري و همكاران، (نشان مي دهند 

پس از تلاشهاي فراوان و تهيه سيستم سرمادهي وانجماد قابل كنترل از كشور فرانسه، تكنيك انجماد اسپرم 

عليپور و (امه ريزي به اجرا در آمد ماهيان خاوياري جنوب درياي خزر به كمك دستگاه فريزر اتوماتيك قابل برن

و طي آن مشخص شد كه كارايي اين دستگاه به منظور دستيابي به يك تكنيك تعريف شده از ) 1380همكاران، 

نظر نسبت رقت، دقت در شدت سرمادهي و بسته بندي ني هاي انجماد بسيار بالاست و جهت اجراي روش 

  . ليت تكرار پذيري زياد كاربرد داردتعريف شده انجماد براي كليه آبزيان با قاب

  

  اهداف پروژه: 6-1

انجماد اسپرم و نگهداري طولاني مدت نمونه هاي مناسب از مولدين نر پنج گونه ماهيان خاوياري صيد شده  -1

  )پنج ليتر از هر يك به ميزان يك ليتر، كلا ً(در جنوب درياي خزر 

  مصرف مراكز تكثير در طول فصل تكثير ماهيان خاوياري نگهداري طولاني مدت نمونه هاي اسپرم مازاد -2

انجماد اسپرم مولدين گونه هاي با ارزش ماهيان خاوياري وارد شده به رودخانه هاي منتهي به جنوب درياي  -3

  خزر در صورت امكان

  گسترش استفاده از تكنيك انجماد اسپرم در مديريت ذخاير ماهيان خاوياري در مقياس كاربردي و  -4

  پايه گذاري يك مركز رفرانس بانك اسپرم در منطقه
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  مواد و روشها -2

  زمان و مكان انجام كار: 1-2

  خرداد سالهاي -طي مدت اجراي پروژه كه شامل دو فصل تكثير ماهيان خاوياري در فروردين

  تصاوير شماره(پس از بررسي هاي اوليه ) 1تصوير شماره (مي شد، مولدين صيد شده  1385 -1386

به مجتمع تكثير و پرورش ماهيان خاوياري شهيد دكتر بهشتي رشت انتقال يافته و پس از تزريق هورموني ) 2و  3

  .مورد ارزيابي و نمونه برداري قرار گرفتند 

نمونه هاي استحصال شده جهت بررسي هاي كمي و كيفي به آزمايشگاههاي انجماد اسپرم، ژنتيك و فيزيولوژي 

  .المللي ماهيان خاوياري دكتر دادمان رشت منتقل شدند انستيتو تحقيقات بين

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 هت صيد مولدينپره كشي عرضي رودخانه سفيدرود ج  -1تصوير 
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اسپرم گيري در محل از مولدين رودخانه  -2تصوير 

  سفيدرود

  بررسي كيفيت اسپرم مولدين صيد شده  از رودخانه در محل تكثير  -3تصوير 
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  مولدين: 2-2

عدد  25مولد نر انواع ماهيان خاوياري شامل  34عمليات نمونه برداري و بررسي كميت و كيفيت اسپرم از 

اين مولدين شامل مولدين . هي صورت گرفتعدد فيلما 3عدد شيپ و  2عدد ازون برون ،  4تاسماهي ايراني، 

تحويلي به صيدگاههاي ماهيان خاوياري جنوب درياي خزر بوده و پس از تحويل به مركز تكثير و پرورش 

ماهيان خاوياري شهيد بهشتي، مدتي را در استخرهاي نگهداري مولدين گذرانده و سپس براي تكثير مورد 

مولدي كه طي اين مدت براي عمليات تكثير استفاده شد، از   34از ميان ). 4تصوير شماره (استفاده قرار گرفتند

  .، اسپرم گيري بعمل آمد) Kopeika & Kopeika, 2008% (70مولد با كيفيت مناسب و تحرك بيش از  18

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  تزريق هورمون: 3-2

  هيپوفيز حل شده عصاره mg/kg  3-2استحصال اسپرم از مولدين مورد نظر، پس از تزريق عضلاني  

 ,.Dettlaff et al(انجام گرفت ) با توجه به دماي آب(ساعت  7 -12در سرم فيزيولوژي ، با سركشي مدام و پس از 

اسپرم گيري پس از خشك نمودن ناحيه مخرجي با دستمال خشك و تميز با كمك فشار شكمي در ). 1993

  

 تزريق هورمون به مولدين نگهداري شده در  -4تصوير 

 حوضچه هاي مجتمع شهيد بهشتي 
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 ,.Horvath et al(ا آب، ادرار يا مدفوع صورت گرفت  و بدون اختلاط ب) 5تصوير شماره (ظرفهاي از قبل آماده 

2005 ; Williot et al., 2005.(  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  ارزيابي  اسپرم هاي استحصالي : 4-2

شمارش سلولي، بررسي درصد تحرك، شدت (نمونه هاي استحصال شده پس از بررسي هاي كمي و كيفي 

  نگهداري شدند) درجه سانتي گراد 3-4 دماي(جهت رقيق سازي در يخچال معمولي ) pHتحرك و 

)Park & Chapman, 2005 .(  

در  1:10زير ميكروسكوپ معمولي و با رقت ) X 400( چشمي بررسي با  نمونه اسپرم درصد تحرك ارزيابي 

راكم تعيين ت .)6تصوير شماره ( )Kopeika et al., 2000; Sarosiek et al., 2004; Cosson , 2008(آزمايشگاه انجام شد 

 ,Park & Chapman() 7تصوير شماره (  1:3000پس از رقيق سازي به نسبت  )لام هماسيتومتر(با شمارش مستقيم 

2005; Alavi et al., 2008 ( و ارزيابي اسپرماتوكريت  پس از سانتريفوژrpm 5000   دقيقه صورت گرفت  5به مدت

)Williot et al., 2000.(  

 

  لدين نر مناسباسپرم گيري از مو  -5تصوير 
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  400نمونه اسپرم ماهيان تاسماهي ايراني با بزرگنمائي    -6تصوير 

 

 رقيق سازي نمونه ها به منظور تعيين تراكم  -7تصوير 
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بطور مجزا با  و قبل از اختلاط با نمونه اسپرم تازه، هر نمونه   pHمحلول رقيق كننده  پس از بررسي   pHظيم  تن

HCl   انجام گرفت)Tsvetkova et al., 1996; Horvath et al., 2006.(  

 

  خصوصيات رقيق كننده: 5-2

 & Cherepanov. (بود%  DMSO 15 ساكارز، mM 4/23تريس،  mM 118محلول رقيق كننده مورد استفاده  شامل 

Kopeika, 1996; Dzuba et al., 1999; Kopeika et al., 2000 .( در تهيه اين محلول ابتدا نمكهاي مورد نياز در آب حل

نمونه اسپرمها به ). 8تصوير شماره (دقايقي قبل از مصرف به آن اضافه مي گرديد   DMSOشده و ماده محافظ سرماي 

) 9تصوير شماره ) (;Billard et al., 2004 Glogowski et al., 2002(با اين رقيق كننده مخلوط شدند  1:1 آرامي و به نسبت

  .نگهداري شدند) درجه سانتي گراد 4دماي (و جهت هم دمايي يك ساعت در يخچال معمولي 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 تهيه محلول رقيق كننده اسپرم ماهيان خاوياري  -8تصوير 
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  شدت سرما دهي: 6-2

پس از تنظيم دستگاه ) 10تصوير شماره (ميلي ليتر 5/0با حجم ) پايوت ها( انتقال نمونه ها بداخل ني هاي انجماد

). 12تصوير شماره (انجام شد ) فرانسه   IMVشركت (و با كمك  دستگاه پر كن خودكار ) 11تصوير شماره (

پس از هم دمايي نمونه هاي رقيق شده، با كمك ) Drokin & Kopeika, 1999(سپس سرمادهي چند مرحله اي 

 1، 2و  3هر گونه بطور مجزا بشرح جداول شماره و براي  ± C/min° 1/0تگاه فريزر قابل برنامه ريزي با دقت دس

خصوصيات تنظيم دمايي ). Glogowski, et al., 2002;  Linhart et al., 2006; Kopeika & Kopeika, 2008(اجرا شد 

  ).13تصوير شماره (سان بود مراحل چندگانه سرمادهي براي هر گونه در تمام آزمايشها يك

  

  

 

 رقيق سازي اسپرم با محلول رقيق كننده  -9تصوير 
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 نواع ني هاي انجماد و محفظه هاي مورد استفاده ا  -10تصوير

  

 آماده سازي سوزن ها و شيلنگ هاي ارتباطي دستگاه پر كن  -11تصوير 
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  )Billard et al., 2004( شدت سرمادهي نمونه اسپرم در فيلماهي: 1جدول شماره 
  نوع ماهي    فيلماهي  

  دماي سرمادهي  )ºC(شروع   )ºC(پايان   )ºC/min(شدت 

 Iمرحله   5  -10  2

 IIمرحله   -10  -70  20

 IIIمرحله   -70  -90  30

 IVمرحله   -90  -196  بلافاصله

  
  )Billard et al., 2004( شدت سرمادهي نمونه اسپرم در ماهيان شيپ و ازون برون: 2جدول شماره

  نوع ماهي    و  ازون برون شيپ  

  دماي سرمادهي  )ºC(شروع   )ºC(پايان   )ºC/min(شدت 

 Iمرحله   5  -9  5/3

 IIمرحله   -9  -70  25

 IIIله مرح  -70  -90  30

 IVمرحله   -90  -196  بلافاصله

  

  

  

 دستگاه پر كننده خودكار جهت انتقال نمونه  -12تصوير

 رسپرم  رقيق شده به ني هاي انجماد 
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  )Baradaran Noveiri et al., 2006( شدت سرمادهي نمونه اسپرم در تاسماهي ايراني:  3جدول شماره
  نوع ماهي    تاسماهي ايراني  

  دماي سرمادهي  )ºC(شروع   )ºC(پايان   )ºC/min(شدت 

 Iمرحله   5  -15  3

 IIمرحله   -15  -70  20

 III مرحله  -70  -90  25

 IVمرحله   -90  -196  بلافاصله

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  انجماد زدايي و لقاح :7-2

و جهت نگهداري طولاني مدت بطور ) 14تصوير شماره (در مرحله آخر، نمونه هاي منجمد ، جمع آوري شده 

و  16تصاوير شماره (شدند ) درجه سانتي گراد -196(مجزا وارد محفظه هاي جداگانه  تانك هاي ازت مايع 

 20درجه سانتي گراد به مدت  40اين نمونه ها جهت ارزيابي هاي بعدي و لقاح آزمايشي در حمام آب گرم ). 15

  ).17تصوير شماره (مورد انجمادزدايي قرار گرفتند  )Tsvetkova et al., 1996; Lahnsteiner et al., 2004(ثانيه 

 : (Dettlaff et al., 1993 )با شرايط ذيل انجام گرفتماهي تاسماهي ايراني و ازون برون  لقاح آزمايشي در دو

 

 سيستم سرمادهي تدريجي قابل برنامه ريزي  -13تصوير 
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ml 1  گرم تخمك ازون برون 100اسپرم اوليه براي لقاح 

 ml 7/1  گرم تخمك تاسماهي ايراني 170اسپرم اوليه براي لقاح  

درجه سانتي گراد بصورت نمونه برداري تصادفي  15 -16ساعت در آب  24و  4بررسي درصد لقاح پس از 

 . در زير استريوميكروسكوپ صورت گرفت X 10با بزرگنمايي ) 18اره تصوير شم(

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
 

 سرمادهي چند مرحله اي
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 انتقال نمونه ها به داخل  ازت مايع: 15تصوير 

 

  ليتري جهت نگهداري درازمدت نمونه ها 230تانك ازت   -16تصوير 
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 انجمادزدائي نمونه ها در حمام آب گرم  -17تصوير 

 

 بررسي درصد لقاح پس از لقاح آزمايشي -18تصوير 
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  بررسي هاي آماري: 8-2

  ).Linhart et al., 2006(براي هر آزمايش بر اساس فرمول ذيل محاسبه شد ) Fr(در صد لقاح 

100 × Fr =[ (Et - Ed)/Et ]  

Fr  = ، درصد لقاحEt  = ، تعداد  كل تخمهاEd  =تخمهاي لقاح نيافته  

در جاهايي كه به تعداد نمونه هاي مورد بررسي  اشاره . ميانگين  ارايه شده است  ±   SDتمامي داده ها بر اساس

 (2003)ي نرم افزارها  مقايسه هاي آماري  با كمك. نشده ، حداقل موارد سنجش شده ، سه تكرار بوده است

Excell   و(ver.11) SPSS  05/0 توسط آزمونهاي دانكن و در سطح معني دار P <  انجام گرفت.  
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  نتايج -3

عدد از مولديني كه هم اكنون اسپرم آنها بصورت منجمد در تانكهاي ازت  18تاريخ نمونه برداري و حجم اسپرم 

  .مي باشد 4جدول شماره مايع آزمايشگاه انجماد اسپرم انستيتو موجود است ، بشرح 

 

  تاريخ و مقادير اسپرم منجمد شده ماهيان خاوياري با خصوصيات درصد تحرك آنها:  4جدول 

 )ml(حجم منجمد شده  )%(تحرك اوليه  نام گونه تاريخ آزمايش رديف

 30 80 ازون برون 24/2/85  1

 30 80 ازون برون 24/2/85 2

 80 80 فيلماهي 7/1/86 3

 50 90 سماهي ايرانيتا 22/1/86 4

 60 > 90 تاسماهي ايراني 22/1/86 5

  50 90 تاسماهي ايراني 3/2/86 6

 60 > 80 تاسماهي ايراني 3/2/86 7

 50 < 90 تاسماهي ايراني 11/2/86 8

 60 > 90 تاسماهي ايراني 11/2/86 9

 170 90 تاسماهي ايراني 18/2/86 10

 110 70 تاسماهي ايراني 18/2/86 11

 10 70 ازون برون 25/2/86 12

 20 80 ازون برون 25/2/86 13

 170 70 تاسماهي ايراني 25/2/86 14

 110 50 شيپ 25/2/86 15

 95 70 تاسماهي ايراني 30/2/86 16

 75 > 70 تاسماهي ايراني 30/2/86 17

 60 70 تاسماهي ايراني 2/3/86 18

  

 .بود 5شده بشرح جدول شماره  ميزان كل اسپرم منجمد شده از ماهيان مولد تهيه

 
  حجم كل اسپرم منجمد شده به تفكيك هر گونه:  5جدول شماره 

 )n(تعداد ماهي  )ml(حجم اسپرم منجمد و نگهداري شده  نام گونه

 1 80 فيلماهي

 12 1010 تاسماهي ايراني

 4 90 ازون برون

 1 110 شيپ

 0 - تاسماهي روسي

 18 1290 جمع
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 .آمده است 6يان مولد مورد بررسي به تفكيك گونه نيز در جدول شماره همچنين تعداد ماه

 
  تعداد كل مولدين بررسي شده و مورد استفاده در اين پروژه به تفكيك گونه و سال نمونه برداري:  6جدول 

  شيپ  تاسماهي ايراني  ازون برون  فيلماهي  

  -  -  2 -  1385فصل تكثير 

  2  25  2 3  1386فصل تكثير 

اد بررسي جمع تعد

  )مولد 34(شده 
3 4  25  2  

جمع تعداد استفاده 

 )مولد 18(شده 
1 4 12 1 

 

مورد استفاده مورد ارزيابي قرار گرفت و نتايج بدست خصوصيات بيومتريك و شاخص هاي نمونه اسپرم مولدين 

 :شرح ذيل بود آمده به

 

  ولدين تاسماهي ايرانيم نمونه اسپرم ازريابي شده خصوصيات بيومتريك و شاخص هاي:  7جدول 

 نام گونه
تراكم اسپرم 

)10
9
/ml( 

 اسپرماتوكريت

(%) 
pH 

  وزن

)kg( 

  طول كل

)cm( 

217/1  يرانياتاسماهي   4 18/9  9/17  145 

  186/1  5 02/9  2/18  144 

*  276/3  8 5/8  5/16  144 

* 888/6  6/16  97/7  3/18  160 

* 888/0  3 34/7  6/17  150 

* 792/3  13 71/7  5/18  164 

  236/1  4 23/8  - - 

  700/2  3/7  48/8  - - 

  232/2  6 82/8  3/15  149 

  586/2  7 44/8  - - 

  116/4  14 69/8  - - 

  920/2  10 7/8  15 148 

 5/150  ± 5/7 175/17 ± 4/1 42/8  ±  54/0 16/8 ± 3/4 75/2  ±  68/1  )12(ميانگين  

  .ه سفيدرود مي باشندنمونه هاي مشخص شده، مولدين صيد شده خاص رودخان:  *
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 :مشخصات بيومتريك و ازريابي اسپرم مولدين مورد استفاده ازون برون نيز در جدول زير خلاصه شده است

 
  مولدين ازون برون نمونه اسپرم ازريابي شده خصوصيات بيومتريك و شاخص هاي:  8جدول 

 نام گونه
تراكم اسپرم 

)10
9
/ml( 

 اسپرماتوكريت

(%) 
pH 

  وزن

)kg( 

  كلطول 

)cm( 

708/0  ازون برون  9/0  1/8  1/8  105 

  636/0  1 8 9 111 

  140/1  6/1  58/9  26/14  123 

  298/1  7/1  56/9  6/11  112 

 75/112 ± 5/7 74/10 ± 78/2 81/8 ± 88/0 3/1 ± 4/0 95/0  ± 32/0  )4(ميانگين  

  

 .آمده است 8دول شماره نيز در ج) از هر كدام فقط يك نمونه(كيفيت اسپرم مولدين فيلماهي و شيپ 

  
  مولدين فيلماهي و شيپ نمونه اسپرم ازريابي شده خصوصيات بيومتريك و شاخص هاي:  9جدول 

 نام گونه
تراكم اسپرم 

)10
9
/ml( 

 اسپرماتوكريت

(%) 
pH 

  وزن

)kg( 

  طول كل

)cm( 

131/2  فيلماهي  2 57/8  83 217 

116/1 شيپ  2 11/9  - - 

  

 2رك نمونه هاي اسپرم تازه و نمونه هاي  منجمد شده در نمودار شماره ميزان و چگونگي كاهش درصد تح

با گذشت  انواع ماهيان خاوياري مورد مطالعه، تحرك اسپرم هاي مشخص شده كه نمودار در اين . آمده است

  .روزه به چه ترتيب تغيير كرده است 30و فواصل  زمان
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  رك نمونه اسپرم هاي منجمد شده مولدين ماهيان خاوياريچگونگي و ميزان تغيير درصد تح:  2نمودار 

 روز بعد 90:  4   ،روزبعد  60:  3   ،بلافاصله پس از انجماد :  2  ،تحرك اوليه :  1

  

 :صورت گرفته و نتايج بشرح ذيل بودازون برون و تاسماهي ايراني لقاح آزمايشي اسپرم هاي منجمد در دوگونه 

 

  پرم انجمادزدايي شده با تخم مولدين ازون برون و تاسماهي ايرانينتايج لقاح اس:  10جدول 

  )ساعت 24(درصد لقاح   )ساعت 4(درصد لقاح   مدت زمان نگهداري  نوع ماهي

  3/14  7/24  روز 5سال و  2  ازون برون

  7/43  2/58  روز 11سال و   5  تاسماهي ايراني
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  بحث -4

تيد مختلف در رابطه با نگهداري دراز مدت اسپرم تاسماهيان يافته هاي بدست آمده از مطالعات محققين و اسا

مختلف نشان داد كه اين تكنيك، يك روش كاربردي جهت جلوگيري از به هدر رفتن اسپرم مازاد مصرف و 

و امكان استفاده ازاسپرم هاي منجمد در ) Blesbois & Labbe, 2003(حفظ اسپرم مولدين با شناسنامه خاص بوده 

ترسي به مولدين نر مناسب در فصل تكثير و يا امكان انجام آزمايشهاي لقاح خارج از فصل تكثير را زمان عدم دس

  ).  Billard et al., 2004(مهيا مي سازد 

، مشخص مي گردد كه ميانگين درصد تحرك اسپرم كليه مولدين مورد استفاده ، 2با توجه به نمودار شماره 

  اين ميزان كاهش براي  تاسماهي ايراني. وجهي را نشان مي دهدبلافاصله پس از انجماد كاهش قابل ت

اما مقدار كاهش تحرك . است% 10و براي شيپ % 45،  براي فيلماهي % 7/33 ± 7، براي ازون برون% 5/52 ± 5

ماه تفاوت معني داري را با اولين لحظه ورود به  7پس از وارد شدن به فاز ازت مايع در تمامي نمونه ها پس از 

  ). P >005/0(زت مايع نشان نداده است ا

  ;Billard et al., 2004(  است كاهش تحرك و قابليت لقاح در اسپرم منجمد شده بسياري از ماهيان گزارش شده

Linhart et al., 2006; Cosson, 2008( . از جمله موارد كاهش نسبي يا شديد درصد لقاح و قدرت باروري نمونه

، تاسماهي سيبري ) Mims et al., 2000(اسپرم هاي پس از انجماد زدايي، مي توان به ماهيان خاوياري پاروپوزه 

)Tsvetkova et al., 1996; Glogowski et al., 2002 ( ،تاسماهي آتلانتيك )Kopeika et al., 2000(،  تاسماهي مكزيك

)Park & Chapman, 2005  ( و تاسماهي آمريكا)Ingermann et al., 2002 (ماهيان خاوياري مورد در . اشاره نمود

 Cherepanov(، تاسماهي روسي )Dzuba et al., 1999(شيپ و ازون برون  ماهيان دردرياي خزر نيز قبلاً به اين مورد 

& Kopeika, 1996  (  ،فيلماهي)Cherepanov & Kopeika, 1996 ( استرليادو); Jahnichen et al., 1999 Tsvetkova et 

al., 1996( اين كاهش باروري را مي توان با افزايش ميزان داشته اند كه اعلام محققين مختلف . اشاره شده است

  .)Lahnsteiner et al., 2004 ; Alavi et al., 2008 (جبران كردتازه تخم لقاح براي انجمادزدايي شده  اسپرم
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مولد نرتاسماهي ايراني مشخصاً از داخل رودخانه سفيدرود صيد شده و به مركز تكثير انتقال  4از آنجايي كه 

يافتند، خصوصيات كمي و كيفي اين مولدين بطور جداگانه با ساير نمونه هاي مولدين تاسماهي ايراني مورد 

ات گذشته هنگام كار با چند مولد، به جهت سهولت كار نمونه در تعدادي از مطالع). 7جدول(مقايسه قرار گرفت 

 Glogowski et(اسپرمهاي استحصالي از مولدين مختلف با يكديگر مخلوط شده و سپس مورد انجماد قرار گرفتند 

al., 2002 .( با توجه با اينكه خصوصيات نمونه مايع پلاسما و اسپرماتوزواي هر مولد از نظر pH  ،اسمولاريته ،

 ,.Cosson et al., 2000; Ingermann et al.,2002; Alavi et al(تركيبات يوني و تراكم اسپرم منحصر به فرد مي باشد

گفته شده كه قرار . ، اين كار سبب مي شود كه نمونه هاي با كيفيت بهتر كارايي خود را از دست بدهند) 2004

ين تر از اسپرم اوليه ، سبب كاهش تحرك اسپرماتوزوا پاي pHدادن نمونه اسپرم هاي استحصالي در محلولهاي با 

لذا در اين تحقيق براي نخستين بار در اين زمينه ، تنظيم ). Alavi & Cosson, 2005(در ماهيان خاوياري مي شود 

pH اختلاط اسپرم با رقيق كننده و مراحل انجماد براي هر نمونه بطور مجزا صورت گرفت ،.  

مولدين اين مولدين رودخانه اي تاسماهي ايراني از نظر كميت تفاوت معني داري با ساير نمونه هاي اسپرم اسپرم 

و اين امر نشان مي دهد كه تراكم اسپرم مولدين رودخانه اي بيش از ) 3نمودار شماره ( )P < 0.05(داشتند گونه 

جنسي در مولدين نر  اين موضوع مي تواند نشانگر كامل شدن مراحل رسيدگي .مولدين غير رودخانه اي است

اين مورد كه نمونه اسپرم با تحرك اوليه بهتر، پس از انجماد زدايي منجر به افزايش درصد . رودخانه اي باشد

 Linhart et(لقاح نسبت به اسپرم اوليه مي شود، قبلاً در مورد پاروپوز هاي شمال آمريكا گزارش گرديده است 

al., 2006.(  
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  سه تراكم اسپرم مولدين رودخانه اي و غير رودخانه اي تاسماهي ايرانيمقاي:  3نمودار 

  

هم در تحرك اوليه و هم پس از ، رودخانه اي از نظر كيفيت تحرك تاسماهي ايراني نمونه هاي اسپرم مولدين 

رك در اين كاهش كيفيت تح ) .P > 0.05(تفاوت معني دار نداشتند ي غير رودخانه اي انجمادزدايي با نمونه ها

. درصد بود 52درصد و در نمونه اسپرمهاي مولدين غير رودخانه اي در حد  53نمونه هاي رودخانه اي در حد 

منحني كاهش ميزان تحرك براي نمونه هاي رودخانه اي و غير رودخانه اي با شيب يكسان و موازي هم بوده 

 ).4نمودار شماره (است 

  

  

  

  

  

  

  
  كاهش درصد تحرك اسپرم در اسپرم تازه و منجمد شده مولدين منحني مقايسه ميزان:  4نمودار 

  رودخانه اي و غير رودخانه اي تاسماهي ايراني 
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رابطه معني داري با ميزان ) r = 0.97(و ازون برون ) r = 0.94(تاسماهي ايراني  يتراكم اسپرم در نمونه ها

، )1384عليپور، )(r = 0.90(اري فيلماهي چنين همبستگي بالايي در ماهيان خاوي. اسپرماتوكريت نشان داد 

  r = 0.79(و تاسماهي ايراني ) Alipour et al., 2007)(r = 0.92(، ازون برون )Linhart et al., 2000)(r = 0.93( پاروپوزه

د ارتباط وجوقبلاً  .نيز تاييد شده است) r = 0.88)(Baradaran Noveiri et al., 2006; Baradaran Noveiri et al., 2007و 

 Oncorhynchus mykiss, O.kisutch, Salmo salar, Siganus guttatus, Coregonusقوي بين اين عوامل در ماهيان 

clupeaformiss , Perca fulvescens , Gadus morhua      وHippoglossus hippoglossus گزارش شده است نيز 

)Rakithin et al., 1999 ;  Tvedt et al., 2001;   Liley et al., 2002( . رابطه رياضي تراكم اسپرم با اسپرماتوكريت در

  :بشرح ذيل محاسبه شد) 6نمودار شماره (و ازون برون ) 5نمودار شماره (مولدين تاسماهي ايراني

 10(تراكم اسپرم +   1453/1:   تاسماهي ايراني 
9
/ml( × 5171/2  = اسپرماتوكريت(%)  

 10(تراكم اسپرم +   1351/0:        ازون برون 
9
/ml( × 232/1  = اسپرماتوكريت(%) 

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  چگونگي رابطه تراكم اسپرم با اسپرماتوكريت در مولدين تاسماهي ايراني:  5نمودار 

  

y = 2.5171x + 1.1453

R2 = 0.8939
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  چگونگي رابطه تراكم اسپرم با اسپرماتوكريت در مولدين ازون برون:  6نمودار 

  

نسبت %) 75/33كاهش ميانگين تحرك (ماهي ازون برون انجمادزدايي شده اسپرم مقايسه كاهش ميزان تحرك 

نشان مي دهد كه اسپرم ازون برون %) 5/52كاهش ميانگين تحرك (تاسماهي ايراني انجمادزدايي شده به اسپرم 

اين موضوع با مقايسه اسپرم هاي  .) 7نمودار شماره (نسبت به تحمل شرايط انجماد تحمل بيشتري دارد 

 ).2نمودار شماره (ادزدايي شده اين دو ماهي در ماههاي چهارم تا هشتم تحقيق نيز ديده مي شود انجم

  

  

  

  

  

  

  
  چگونگي ميزان كاهش درصد تحرك اسپرم انجمادزدايي شده مولدين :  7نمودار 

  تاسماهي ايراني و ازون برون

  

y = 1.232x + 0.1351

R2 = 0.9541
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  داري با ميزان تحرك اوليه آنها تراكم اسپرم در نمونه هاي تاسماهي ايراني مورد بررسي ارتباط معني

r( نداشت
2
معني دار  اسپرم ماهي ازون برون نيزنمونه هاي در تراكم اسپرم و تحرك اوليه آن رابطه همچنين ). 0.095= 

r( نبود
2
  ).Williot et al., 2000(تاسماهي سيبري نيز گزارش شده است پس از بررسي اسپرم  يموضوعچنين   ).16 .0= 

مايع سمينال در نمونه هاي تازه اسپرم هاي استحصالي ماهيان با توجه به زمان    pHتركيب محتوا واز آنجايي كه 

  pHو بخصوص تغيير ) Williot et al., 2000; Atse et al., 2002(و درجه حرارت محيط بطور مدام در حال تغيير بوده 

) Ciereszko, 2008(هاي مورد نظر داشته باشدمي تواند نقش مهمي در القاي تحرك قبل از عمليات انجماد بر سلول

  pHنمونه ، جهت دستيابي به كارايي بيشتر مطابق با  رقيق كننده مورد استفاده براي هر   pH، در اين تحقيق 

اين كار قبلاً در انجماد اسپرم تاسماهيان بي سابقه بوده و محققين مختلف تنها به . نمونه اسپرم تازه تنظيم گرديد 

  ).Alavi et al., 2008(اندازه گيري شده در نمونه ها اكتفا مي نمودند  pHدوده ذكر مح

بهترين تراكم و تحرك در اسپرم مولدين تاسماهي ايراني با توجه به نتايج بدست آمده مي توان اظهار نمود كه 

بين نمونه هاي  و در اين صيد شده درمحدوده زماني هفته آخر فروردين وتا هفته اول ارديبهشت ديده مي شود

 .صيد شده از داخل رودخانه كيفيت بالاتري  دارند

طي مدت اجراي پروژه، پس از استحصال تخمك به روش برش مجراي تخمداني از يك مولد ماده ازون برون 

ساله از مولدين وحشي موفق به لقاح  2سانتي متر، به كمك اسپرم منجمد  126كيلو گرمي با طول  9پرورشي 

ساعت بعد از لقاح  40درصد پس از  3/14و )  ساعت   4پس از % ( 4/27كور شده و درصد لقاح تخمكهاي مذ

  ).1385برادران نويري و همكاران، (بدست آمد كه تاييدي بر صحت روش به كاررفته مي باشد 

فت كه ساله تاسماهي ايراني با تخمك تازه استحصال شده نيز انجام گر 5همچنين يك مورد لقاح اسپرم منجمد 

بود كه نشان دهنده كارايي روش و سيستمهاي به كار رفته  در اين مطالعه % 4/43درصد لقاح بدست آمده معادل 

  ).Baradaran Noveiri et al., 2007(است 

  همچنين از ديدگاه مديريت ذخاير مي توان به اين تكنيك به عنوان يك گزينه عملي در بازسازي ذخاير 

برادران نويري (آمده از اين تحقيقات در چهاردهمين كنفرانس سراسري زيست شناسي ايران نتايج بدست . نگاه كرد
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و اولين همايش ) Baradaran Noveiri et al., 2007(، اولين همايش بين المللي بيولوژي اسپرم ماهيان ) 1385و همكاران، 

  .ارايه گرديده است) 1387، برادران نويري و همكاران(ملي علوم دام و آبزيان دانشگاه آزاد اسلامي 

با پايه گذاري مركز انجماد ، نگهداري و حفظ اسپرم مناسب از مولدين مناسب ماهيان خاوياري، مي توان در 

مواقع لزوم از هدر رفتن پتانسيل تكثير اين ماهيان با ارزش جلوگيري به عمل آورده و پس از نگهداري نمونه 

تكثير اقدام به ارايه اسپرمهاي مورد نياز از هر يك از مولدين به اين هاي مناسب، در صورت نياز كارگاههاي 

اين روش يك ابزار . مراكز نمود تا بازده تكثير و رهاسازي بچه ماهيان مورد نظر در اين مراكز افزايش يابد

مولدين  مديريتي جديد را در اختيار مسئولين بازسازي ذخاير شيلاتي كشور قرار مي دهد تا از پتانسيل تكثير

بيشتري استفاده شود و همكاران بخش اجرا نيز بتوانند با آموزش هاي لازم در اين خصوص از امكانات فراهم 

  .شده بهره ببرند

  با توجه به تهيه امكانات موجود ، توانايي انجام مراحل انجماد و نگهداري طولاني مدت اسپرم انواع 

زمايشگاه انجماد اسپرم انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان گونه هاي آبزيان و گروههاي ديگر جانوري در آ

همچنين اين تجهيزات علاوه بر اين كه امكان توسعه تبادل اسپرم با ساير . خاوياري دكتر دادمان، مهيا شده است

كشورها را فراهم نموده است، افق انجام تحقيقات گسترده تر در زمينه انجماد تخمك، انجماد جنين، نگهداري 

در حال حاضر بانك اسپرم ماهيان . را نيز به ايجاد كرده است... سلولهاي بنيادي، انجماد سلولهاي سوماتيك و 

خاوياري بومي در تعدادي از كشورها از جمله روسيه، اكراين، مجارستان و جمهوري چك پايه ريزي شده است 

)Flajshans et al., 1999; Linhart, et al., 2006.(  

و امكاناتي كه در طي اجراي اين پروژه فراهم گرديده،  توانمنديهاي تكنيكي در جهت حفظ و با تجهيزات 

  بهبود خزانه ژني ماهيان خاوياري جنوب درياي خزر گسترش يافته اند كه در زير به برخي از آنها  اشاره

  :مي شود

 خزرنگهداري اسپرم منجمد بيشتراز ماهيان خاوياري درياي به وجود آمدن امكان  -

 ماهيان خاوياري يتكثيرغير انجماد و نگهداري اسپرم مولدين توان  -

 كليه رودخانه هابا ارزش مولدين از جمع آوري و نگهداري اسپرم امكان  -
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 ....، قزل آلاي خال قرمز،  ارزش همچون ماهي آزاد انجماد اسپرم ساير ماهيان با -

 )غير از آبزيان( معرض خطر حيات وحش ايران انجماد اسپرم گونه هاي درپتانسيل كار بر روي  -

گسترش فعاليتهاي جاري در بعد انجماد سلولهاي جنسي، جنين، سلولهاي سوماتيك و سلولهاي امكان توسعه  -

 بنيادي آبزيان 

 با ساير مراكز تبادل اسپرم بعنوان يك فعاليت بين المللي و تجاريپايه ريزي توان  -
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  تشكر و قدرداني

از زحمات آقايان دكتر عباسعلي مطلبي، رياست محترم موسسه تحقيقات شيلات ايران، دكتر محمد  بدين وسيله

در ايران،  CEPپوركاظمي، رياست محترم انستيتو و مشاور پروژه ، دكتر حميدرضا غفارزاده ، رياست محترم دفتر 

دكتر همايون حسين ،  دكتر مصطفي شريف روحاني، معاونت محترم پژوهشي موسسه تحقيقات شيلات ايران

، دكتر احمد غروقي رييس ، رياست محترم بخش آبزي پروري مؤسسه تحقيقات شيلات ايرانصحافيزاده 

محترم بخش بيوتكنولوژي موسسه تحقيقات شيلات ايران، دكتر محمود بهمني، معاون محترم تحقيقاتي انستيتو ، 

مهندس عباس توكل ، مسئول محترم و  درياي خزردكتر علي محمدي ، مشاور محترم دفتر برنامه محيط زيست 

بخاطر تلاشهاي فراوانشان در تصويب و حمايت از مراحل اجرايي طرح و برنامه مؤسسه تحقيقات شيلات ايران 

  .پروژه سپاسگزاري مي گردد

طلوعي ، رياست محترم مركز تكثير و بازسازي ذخاير شهيد  حسين مهندس محمدهمچنين از حمايت هاي 

مهندس و  مهندس عليرضا عباسعليزاده ، معاونت محترم مركز تكثير و بازسازي ذخاير شهيد بهشتي،  بهشتي

در مراحل  حسين محمدي پرشكوه ، مسئول محترم بخش تكثيرمركز تكثير و بازسازي ذخاير شهيد بهشتي

  .اجرايي پروژه قدرداني مي نمايد

مهندس اسماعيل شعباني ، معاونت اري صميمانه  مجري و همكاران پروژه ، از زحمات ، حمايت ها و همك

مهندس  ، مهندس محمد رضا نوروز فشخامي، مسئول محترم بخش ژنتيك انستيتو، مالي انستيتو محترم اداري

جناب آقاي نقي آبيار، مسئول محترم امور مالي ، كاظمي، مسئول محترم بخش فيزيولوژي انستيتو.. رضوان ا

 .كمال تشكر و امتنان را دارند مدي، مسئول محترم طرح و برنامه انستيتومهندس شهرام مح و  انستيتو
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Abstract 
Sturgeon stocks are drastically decreasing in Caspian Sea during recent decades. This project has been proposed 

to collect the excess sperm of Caspian Sea Southern part sturgeon breeders, to cryopreserve and hold them for 

further use. 

During two spawning seasons (2006-2007), sperm quality and quantity analysis were conducted on 34 different 

male sturgeons of which 12 Persian sturgeon, 4 stellate sturgeon, 1 beluga and 1 ship sturgeon with better quality 

were chosen to cryopreserve. 

After dilution of fresh sperm with sturgeon sperm diluent (115 mM Tris, 23.4 mM sucrose and 15% DMSO) at 

the ratio of 1:1, the 0.5 ml straws were filled using special filling and sealing apparatus and frozen with a multi 

step freezing rate. To access the further quality and fertilization test, samples were thawed at 40 °C for 20 

seconds. 

During the project performance, 1010 ml of Persian sturgeon sperm , 110 ml of ship sturgeon sperm , 90 ml of 

stellate and 80 ml of beluga sperm were cryopreserved. The reduction of frozen-thawed sperm motility in 

comparison with fresh samples showed 10-52.3 % decrease, but there was not any significant differences 

between samples after 7 months preservation in liquid Nitrogen (P < 0.005). 

River caught Persian sturgeon samples showed higher sperm density in comparison with nonriverine breeders (P 

< 0.05). Data showed that stellate sturgeon sperm showed better resistance to freezing condition in comparison 

with Persian sturgeon spermatozoa. 

Fertilization tests (4 hours after fertilization)showed 27.4% and 58.2% fertilization rate in frozen-thawed stellate 

and Persian sturgeon spermatozoa, respectively. 

Key Words: spermatozoa, cryopreservation, percentage of motility, sperm bank, sturgeon, Caspian Sea 
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