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  چكيده
امروزه اصلاح نژاد ماهيان به فعاليت هايي فراتر از تكثير جمعيتهاي تصادفي گسترش يافته است.  بهيود پتانسيل هاي ژنتيكي مي 

تواند از طريق فعاليتهاي مانند ايجاد  نژادهاي خاص ژنتيكي، هيبريدگيري و دستكاري گامت ها صورت پذيرد. در اين ميان برخي 

علاوه بر اين در مواقع وجود محدوديت در حمل ماهيان زنده، مي  ازمند استفاده از تكنيك انجماد اسپرم هستند.از اين فعاليتها ني

ميان جمعيتها و مكان هاي مختلف استفاده نمود. در اين ن يك ابزار كارامد در تبادل ژني توان از تكنيك انجماد اسپرم به عنوا

جود در مركز تحقيقات ژنتيك و اصلاح نژاد ماهيان سردآبي شهيد مطهري ياسوج پروژه در ابتدا كيفيت اسپرم در مولدين مو

و انجام پژوهش  رنگين كمان با سرما نسبت به پژوهش و كاربرد روشهاي محافظت از اسپرم ماهي قزل آلاي بررسي شد.  در ادامه 

قزل  يمطالعه جهت انجماد اسپرم ماه ينو در امحلول انجماد انتخاب شد  يبترك 6بر اساس منابع موجود  هاي مربوطه اقدام شد.

گرم تخم با اسپرم منجمد شده در پايوت هاي  25جهت ارزيابي قابليت لقاح مقدار قرار گرفت.  يكمان مورد بررس ينرنگ يآلا

در آزمايش ديگر د بررسي قرار گرفته شد. ذوب اسپرم هاي منجمد شده نيز مورميلي ليتر لقاح داده شدند. علاوه بر اين، دماي  5/0

مركز  يطدر شرا يماه يندر ا يريزمان اسپرم گ يننشان دادند كه بهتر يجنتامحافظت كننده هاي مختلف مورد بررسي قرار گرفت. 

از  ينباشد. همچن يبهمن ماه م يدوم آبان ماه تا انتها يمهن ي، طياسوجمطهر  يدسردآبي شه يانو اصلاح نژاد ماه يكژنت يقاتتحق

 2) و 9/56(% 1شماره  يباز ترك ماه 3بعد از  انجماد دراز مدت اسپرم يج لقاح حاصل ازنتا ينمورد استفاده بهتر تيباترك ينب

ثانيه  30به مدت  C25°همچنين بر اساس نتايج بررسي ميزان لقاح اسپرم هاي ذوب شده دماي  بدست آمد. )2/57(%

ي باشد. در ارتباط با انتخاب نوع محافظت كننده نيز بهترين دما جهت ذوب اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان م

گليسرول با  1و % DMSO  5و تركيب % DMSO 5و همچنين% 1متانول همراه با محلول شماره  10استفاده از %

در مجموع در اين مطالعه انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان با  بهترين نتايج لقاح را همراه داشت. 2محلول شماره 

به  C25°دماي همراه با محافظت كننده هاي ذكر شده و ذوب اسپرم هاي منجمد شده در  2و  1تفاده از محلول هاي شماره اس

  پيشنهاد مي شود.  ثانيه 30مدت 

  ، رقيق كننده، محافظت كننده.رنگين كمان قزل آلايانجماد اسپرم،   : هاي كليدي واژه
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  مقدمه -1

هاي تجارتي آزاد ماهيان است، كه به طور گسترده اي در يكي از مهمترين گونه  ماهي قرل آلاي رنگين كمان

 بر اساس آمار سازمان خواروباركشاورزي سازمان ملل متحدهاي جهان پرورش داده مي شود. بسياري از كشور

)FAO, 2010( 2009ر سال عمده ترين ماهيان سردآبي پرورشي د ميزان توليد آزادماهيان پرورشي جهان به عنوان 

درصد از كل  07/3تن توليد ضمن تامين  73642تن بوده است كه ايران در همين سال با  2395910بيش از 

جهان را در زمينه توليد قزل آلا در آب چهارم مقام  بعد از كشورهاي شيلي، تركيه و نروژآزادماهيان پرورشي، 

ت آبزي پروري سردآبي ايران طي ده سال اخير شيرين به خود اختصاص داده است. اين در حالي است كه صنع

 1388تن در سال  73642به حدود  1379تن در سال  9000توجهي داشته و ميزان توليد از حدود  رشد قابل

درصد نسبت به پيش بيني هاي انجام شده در برنامه چهارم توسعه كشور  20بطور متوسط حدود  رسيده است كه

تن رسيد و پيش بيني شده  91519به عنوان سال اول برنامه پنجم به  1389ر سال مقدار د بيشتر بوده است . اين

  .)1390(عليزاده،  تن برسد 150000مقدار حدود  است تا پايان اين برنامه به

زيادي در سياستگذاري ها و  ماهي قزل آلا به عنوان تنها گونه پرورشي سردآبي موجود كشور از اهميت بسيار

در مورد اين ماهي ابعاد  حقيقاتي و اجرايي برخوردار مي باشد. لذا اهداف تحقيقاتي و اجراييبرنامه ريزي هاي ت

قزل آلا ايفا مي  متعدد و گسترده اي داشته كه هر يك نقش زيادي در فرآيند توليد در مزارع تكثيروپرورش

. در اين توليد است كند. هدف نهايي در مورد اين محور اصلي، افزايش كارآيي توليد و كاهش هزينه هاي

سازي ها و مراكز علوم شيلاتي كشور بخشي از تحقيقات خود را معطوف بهينهخصوص بسياري از دانشگاه

شرايط تكثير، پرورش، اصلاح نژاد، بيماري شناسي، تغذيه و فيزيولوژي اين ماهي نموده اند. .با توجه به استعداد 

بوير احمد، ومحال و بختياري، مازندران، لرستان،  كهگيلويهرهايي چون چهاهاي داخلي استانكشور ما در آب

و نياز به توليد تخم چشم زده و بچه  سردآبيغربي و ... در زمينه توسعه پرورش ماهيان فارس، همدان، آذربايجان

زل آلاي ها و ساير نقاط كشور ضروري بود كه مطالعات جامعي در رابطه با انجماد اسپرم ماهي قماهي اين استان

هاي توليد بچه ماهي را كاهش رنگين كمان صورت گيرد تا در آينده نزديك بتوان با گسترش اين تكنيك هزينه

هاي اصلاح نژاد، اسپرم ماهيان مولد نر قزل آلاي رنگين كمان را در اختيار داد. از طرف ديگر با انجام طرح

مواد تناسلي مولدين به نسل بعد توارث مي يابد، لذا از آنجا كه صفات ارثي از طريق مراكز تكثير قرار داد. 

برخورداري از اسپرم با كيفيت مطلوب حفظ و نگهداري آن در شرايط مناسب، از عوامل مهم موفقيت در تكثير 

هاي در اين راستا انجماد اسپرم به عنوان ابزاري كارآمد در اختيار مديران كارگاه اين ماهي محسوب مي شود.

ي آن مي توان سلول هاي زنده، بافت ها،  انجماد بلند مدت تكنيكي است كه بواسطه گرفته است.تكثير قرار 

ي زماني ) براي يك دوره سانتي گراددرجه  -196اندام ها، رويان، لارو و ... را در دماي خيلي پايين (معمولا در 

 به منظور تكثير مصنوعي استفاده از اين تكنيك براي نگهداري و ايجاد بانك اسپرم نامشخص، نگهداري نمود.

  .مي شود
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  اهميت انجماد گامت ها -1 -1

تنوع گونه اي و افزايش توليد آبزيان نيازمند توسعه تكنيكهاي نوين مي باشد. انجماد اسپرم ماهيان نقش مهمي را 

 ستدر توسعه آبزي پروري ايفا مي كند و در دنيا تحقيقات زيادي بر روي اين موضوع صورت گرفته ا

)Lahnsteiner et al. 1992; Tanaka et al. 2002(از زمان كشف گليسرول . )Pogle et al. 1949(  و دي متيل

واع مختلف سلول و بافت منجمد به عنوان مواد نگهدارنده، ان  )Lovelock and Bishop 1959( سولفوكسايد

ي ارزش آبزي پروري بالايي هستند متمركز ه انجماد بر روي آزادماهيان كه داراباند.اغلب مطالعات مربوط   شده

  .)Gwo, 2000( شده اند

انجماد اسپرم گامت هاي ماهيان به عنوان ابزار مهمي هم در حفاظت شيلاتي و هم آبزي پروري مطرح است. 

مي تواند به عنوان  اسپرم و انجماد )Knapp, 2000( تعداد گونه هاي در حال انقراض در حال افزايش مي باشد

ي براي ذخيره مواد ژنتيكي و حفظ تنوع ژنتيكي عمل كند. در آبزي پروري، گامتهاي منجمد شده بايد به ابزار

منظور نگهداري پتانسيل ژنتيكي مولدين موجود در مراكز تكثير استفاده شود. انجماد اسپرم با كاهش تعداد 

. )Richardson et al. 1999( شد مولدين نر نگهداري شده در مراكز تكثير سبب افزايش بهره اقتصادي خواهد

، حمل و نقل آسان هر دو جنسگامت هم زمان سازي قابليت دسترسي به علاوه بر اين، انجماد گامتها، باعث 

  ). (Carolsfeld et al. 2003; Rideout et al. 2003  نتاج نر هاي بهگزيني شده مي شود شگامت ها و افزاي

  Stossترين راه براي ذخيره بلندمدت سلولهاي زايا مي باشد.  احتدر حال حاضر، انجماد اسپرم ماهيان ر

)a1983 (هاي بر اساس دادهAshwood-Smith  وWhittingham مدت زمان ماندگاري اسپرم در هنگام نگهداري در ،

شتر از سال تخمين زد. بنابراين بازه زماني مورد نياز جهت دوره نگهداري خيلي بي 32000تا  200نيتروژن مايع را 

اسپرم مي باشد. موفقيت هاي بدست آمده در انجماد اسپرم ماهيان مختلف به  1زمان كافي در راستاي ايجاد بانك

خوبي كاربردي بودن انجماد اسپرم را نشان مي دهد و اينكه روش انجماد را مي توان به طور مستقيم يا با كمي 

برد. علاوه بر ايجاد بانك سلول هاي زايا، مي توان از تغيير براي نگهداري جمعيت هاي مختلف ماهيان به كار 

اسپرم هاي منجمد به عنوان جزئي از برنامه هاي توليد ذخاير عاري از بيماري و همچنين برنامه هاي اصلاح نژاد 

  استفاده نمود.

سپرم به منظور در توسعه بانك اسپرم ماهيان آگاهي از دو نكته مهم بايد مدنظر قرار گيرد. اول اينكه، بانك ا  

ايجاد يك بانك ژنتيكي مطرح مي باشد. حتي در صورتي كه به طور مستقيم باعث افزايش تعداد ماهيان در 

دوم اينكه انجماد اسپرم  طبيعت شود، با اين حال مشكلات جمعيتي يك ذخيره از ماهيان را حل نخواهد كرد.

  داراي يك پتانسيل پروسه مخرب مي باشد.

پرم آبزيان از تكنيكهاي پيشرفته جهاني است و مزاياي متعددي دارد كه از آن جمله مي توان امروزه انجماد اس

موارد ذيل را ذكر كرد:  دستكاري تخم در زمان تكامل جنين با استفاده از بانك اسپرم منجمد، مديريت ژنتيكي 

                                                 
1
 - repository 
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غير جنسيت يافته، امكان استفاده از تكثير، امكان ايجاد دورگه هاي انتخابي، امكان استفاده از اسپرم ماهيان نر ت

زمان  رقاح يافته با استفاده از اسپرم د، مديريت توليد انبوه تخم ل IPNو  IHN هاي ويروسي اسپرم عاري از بيماري

دلخواه، مطالعات دورگه گيري و.... انتقال و جابه جايي اسپرم، صرفه جويي و كاهش هزينه هاي مربوط به خريد 

تغذيه ماهيان مولد نر قزل آلا را كاهش خواهد داد به طوريكه پرورش دهندگان مي توانند در غذا، نگهداري و 

  فصل تكثير، اسپرم مورد نياز خود رااز محل هاي فروش اسپرم منجمد شده خريداري نمايند. 

  تفاده شودانجماد اسپرم را مي تواند به عنوان يك ابزار مديريتي قوي براي نيل به اهداف زير اس.به طور كلي

تكثير دو نژاد بهاره يا پاييزه يك ماهي كه امكان  براي: هم زمان سازي قابليت دسترسي به هر دو جنس -1

  ). Blaxter,1953دسترسي به هر دو جنس در يك زمان وجود ندارد، مي توان از اين روش بهره برد (

سپرم از آنها مشكل مي باشد، مي توان گونه هايي كه بدست آوردن ا براي: استفاده از كل حجم مني موجود -2

چنين براي استحصال اسپرم از ).همOhta,1996  &Izawaاز اين تكنيك استفاده كرد(مانند مارماهي ژاپني (

دم  درهايي كه در شرايط اسارت اسپرم كافي توليد نمي كنند نيز مي توان از اين روش بهره برد(مانند فلان  گونه

  ).Clearwter and Crim 1995 ,( زرد)

تخم ريزي خارج از فصل توليدمثل در بسياري از گونه هاي ماهي  القاء : آسان نمودن نگهداري مولدين -3

) ولي اين كار پر هزينه خواهد Bromage, 1995پرورشي از طريق دستكاري دوره ي نوري و دمايي قابل اجراست(

تمام سال وجود داشته باشد، دستكاري فصل تكثير  زمانيكه اسپرم هاي منجمد شده در ).Suquet et al., 2000بود(

. همچنين با انجماد اسپرم كاهش تعداد مولدين نر نگهداري شده در تنها به ماهيهاي مولد ماده محدود مي گردد.

از كاهش  يريجلوگ جهينر و در نت نيكاهش اثرات استرس حمل و نقل بر مولدكارگاهها را خواهيم داشت. 

  نيز از مزاياي اين تكنيك است. حمل و نقل نيا جهياسپرم در نت يايكار

زماني كه سلول هاي جنسي مولدين را در محل هاي مختلف جمع  در:  حمل ونقل آسان سلول هاي جنسي -4

.علاوه بر اين از اين روش براي معرفي ، آوري مي كنند، با اين روش جا به جايي آنها راحت تر انجام مي گيرد

  ط طبيعي به ذخاير پرورشي نيز مي توان استفاده كرد.ژن هاي مختلف از محي

كيفيت اسپرم در طول فصل توليدمثل در بسياري از گونه هاي  كاهش: جلوگيري از كاهش كيفيت اسپرم -5

). تكنيك انجماد اسپرم امكان جمع آوري اسپرم در زماني كه بالاترين Rana, 1995ماهي گزارش شده است(

  فراهم مي كند. را كيفيت را دارا هستند،

از تعداد محدودي از مولدين در كارگاه هاي  استفاده: حفاظت از تغييرپذيري ژنتيكي جمعيت هاي بومي -6

تكثير، كاهش هتروزيگوسيتي را در پي خواهد داشت. اسپرم هاي منجمد شده از نژادهاي بهگزيني شده را مي 

انك ژني موجود در اسپرم هاي منجمد شده مي توان همچنين از ب توان به ذخايرگونه هاي پرورشي معرفي نمود.

  جمعيت ماهيهاي در معرض خطر و جلوگيري از آميزش خويشاوندي استفاده كرد. يكيبراي حفظ تنوع ژنت
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بر موارد ذكر شده، در ماهيهاي هرمافروديت پروتوژينوس(مانند هامور)، امكان بدست آوردن اسپرم تنها  علاوه

جود دارد از اين رو براي تكثير مصنوعي اين ماهيان داشتن ذخاير اسپرمي بسيار مفيد و سالگي و 10تا  5در سنين 

  ).Suquet et al., 2000  حتي ضروري مي باشد(

  كنترل و بهبود خزانه ژني مولدين كارگاهي موجود و كاربردهاي خاص تحقيقاتي در طول مراحل انجماد -7 

  در معرض خطر  يانقراض نسل گونه ها زا يريكمك به جلوگ -8 

  شود  يم دهيدر آنها كمتر د يجنس يدگيرس يهمزمان ،يعيطب طيكه در شرا يگونه هائ ريكمك به تكث -9

  تمام طول سال  يبودن اسپرم برا اريكمك به در اخت -10

  يستيتنوع ز جاديو ا يشاونديخو ياز تلاق يريجلوگ -11 

 نيپس از مرگ جانور. ا ياسپرم ها حت ينگهدار يبرا يبانك اسپرم بصورت بانك ژن هيو هدف مهم تر، ته

و  يناگهان يماريب وعيدر معرض خطر مثلا با ش ياسپرم گونه ها رهيذخ يموثر برا يبعنوان راهكار نيروش همچن

مثل نشت نفت و روغن  يحوادث ناگهان ايمعمول و  يها ينظم يبا هر گونه از ب ايرفتن گونه و  نياز ب جهيدر نت

  . كند يم هياز اسپرم را ته داريمنبع پا كيباشد كه  يم

  

  تكنيك انجماد اسپرم  -2-1

). Tiersch and Mazik, 2000( انجماد شامل سردكردن، ذخيره منجمد و انجمادزدايي مواد و سلول هاي زنده است

هدارنده نفوذ تلفات سلولي همراه با فرايند انجماد و سرمازدايي را مي توان تا اندازه اي با افزودن تركيبات نگ

نقش اين مواد حفاظت از سلول يا محتويات ). Bromage and Roberts, 1995و نفوذ پذير آلي خنثي نمود ( 1ناپذير

مواد نگهدارنده نفوذ پذير بايد در طي فرايند انجماد  سلول در برابر سرماي ايجاد شده در مرحله ي انجماد است. 

، حلاليت 2يريپذيخي شوند. انتخاب نگهدارنده بر اساس نفوذاز طريق آب زدايي سبب كاهش كريستال هاي 

بالا در آب و سميت سلول مي باشد. بنابراين در زمان ارزيابي ماده نگدارنده هر دو عامل كارايي حفاظت 

). جنبه هاي مختلف انجماد اسپرم، Chao and Liao, 2001كنندگي و تحمل سميت سلول، بايد مدنظر قرار گيرند (

يايي، دامنه ء پلاسمايي اسپرم، عملكرد ميتوكندريب شيميايي رقيق كننده ها و تاثيرات آنها بر روي غشاشامل ترك

تحمل اسمزي، هدايت هيدروليك و پرمبيليتي و سميت ماده نگهدارنده، بيانگر اين است كه اسپرم هر گونه 

هر دو عامل كيفيت گامت ها و ). Woods et al., 2004داراي خواص كرايوبيولوژيكي منحصر بفرد مي باشد (

  تكنيك انجماد بر روي موفقيت لقاح گامتهاي منجمد شده تاثير گذارند.

تهيه پروتكل انجماد به توليد گامتهايي با يكپارچگي ساختاري و عملكردي مشابه با گامتهاي معمولي و سالم 

ب كاهش موفقيت لقاح خواهد كمك خواهد كرد. آسيب به فراساختار اسپرماتوزوآ در طي فرآيند انجماد سب

). اسپرم هاي جمع آوري شده در ابتدا و انتهاي فصل توليد مثل ممكن است از كيفيت Ciereszko et al., 2006شد (

                                                 
1
 - non-permeating  

2
 - permeability 
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). دليل پايين بودن كيفيت اسپرم در آغاز فصل توليد مثلي Billard and Cosson, 1992پاييني برخوردار باشند (

). حتي اگر كيفيت Billard., 1986مي تواند بر اثر پيرشدن صورت پذيرد ( نامشخص است ولي در انتهاي فصل

اسپرم عالي باشد، ممكن است مدفوع و اوره در اسپرم جمع آوري شده مشاهده شود، كه منجر به تغيير 

بر  ). تحقيقاتSuquet et al., 2000پارامترهاي كيفي اسپرم و در نهايت تاثير بر روي موفقيت انجماد خواهد شد (

روي تركيب مايع سمينال، اسپرماتوژنزيز و ذخيره اسپرم و ارتباط آنها با فصل تخمريزي در اجراي بهتر فرايند 

انجماد خيلي مهم مي باشد. براي مثال، تركيب محلول هاي رقيق كننده كه براي جلوگيري از تحرك 

مايع سمينال باشد. اسپرماتوژنزيز و  اسپرماتوزوآ استفاده مي شود، بايد طوري طراحي شود كه مشابه خصوصيات

ذخيره اسپرم بايد بيانگر وضعيت بلوغ گامتها باشد، بنابراين زمان مناسب براي جمع آوري گامتها قبل از انجماد 

مشخص خواهد شد كه نهايتاً منجر به توليد گامتهاي باكيفيت خواهد شد. مايع سمينال از طريق حفظ خواص 

) و پشتيباني از متابوليسم اسپرماتوزوآها، شرايط مناسب ذخيره DNAتحرك و انسجام عملكردي اسپرماتوزوآ ها (

  آنها را در سيستم توليد مثلي فراهم مي سازد.

  

  1رقيق كننده ها -1 -2 -1

كنترل بهتر شرايط فيزيكوشيميايي را در طول زمان نگهداري  يك محلول فيزيولوژيك مي باشد كهرقيق كننده 

قيق كننده هاي مورد استفاده در محلول انجماد از لحاظ پيچيدگي از تركيبات پيچيده مشابه ر فراهم مي كنند.

زي ساده متغير مي باشند. تحقيقات نشان داده اند كه تركيب اين كيب پلاسماي مني تا يك محلول گلوكتر

رقيق كننده تنها  محلول نقش مهمي در قدرت بارورسازي اسپرم بعد از انجماد دارد و به نظر نمي رسد كه يك

وجود داشته باشد كه بارورسازي را در تمام گونه ها به حداكثر برساند. مطالعات مختلف نشان داده اند كه 

نقش اين مواد جلوگيري از تحرك اسپرم قبل از . )Cloud and Patton, 2008تركيبات پيچيده تر لزوماً بهتر نيستند (

يك رقيق كننده ي ايده آل بايستي داراي خصوصياتي به  است. سلول ATPانجماد و جلوگيري از هدر رفتن 

ظرفيت بافري مناسب داشته باشد و حاوي مواد مغذي، آنتي اكسيدان ها وآنتي   شرح زير باشد: ايزوتونيك باشد،

كه رقيق كننده هاي قندي اغلب به دليل نقشي كه به   بيوتيك ها باشد. اين تركيبات يا قندي هستند يا نمكي،

وان محافظت كننده هاي خارجي دارند و همچنين تثبيت كنندگي غشا، موفقيت بيشتري را به همراه دارند. عن

از جمله رقيق كننده ها و  .را در گونه هاي مختلف دارد 1:20 تا 1:1نسبت اسپرم به رقيق كننده، دامنه ي بين 

، لسيتين، مانيتول،  NaCl، NaHCO3ا نام برد: تركيباتي كه به همراه آن ها استفاده شده است مي توان موارد زير ر

-D  ، زرده ي تخم مرغ، گليسين، آب درياي رقيق شده،KHCO3 ،Mounib ،KClگلوتاتيون،   فروكتوز، سوكروز،

sorbitol ،Ringer ،kurokura-1 ،D-15 ،Cortland،روغن معدني، بافر فسفات و... .  ، گلوكز  

قورباغه و  Ringerاست كه خود به دو نوع   NaHCO3و  NaCl ،KCl ،CaCl2 داراي تركيبات Ringerي رقيق كننده

است و  MgCl2، گلوكز و NaCl ،KCl ،CaCl2(بافر)،  HEPESقورباغه داراي تركيبات Ringerماهي تقسيم مي شود. 
                                                 

1 - extenders 
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Ringer ماهي داراي تركيبات NaCl ،KCl ،CaCl2 ،MgSO4 ،NaHCO3 ،NaH2PO4 ،Na2HPO4  وD-Glucose  باشد مي 

)Kato et al., 1982.(  

جهت انتخاب يك رقيق كننده مناسب بايد معيارهايي مد نظر قرار گيرند كه از آن جمله مي توان به موارد زير 

  اشاره نمود: 

  و در دسترس باشند. يهقابل ته يكننده به آسان يقرق يمياييمواد ش يباتترك -1 

آن كمك  يدر حفظ اسپرم و نگهدار يمن يپلاسما يآل يرغ و يآل يباتبه ترك يكبا دارا بودن خواص نزد -2 

  كند.

 يبتواند پاسخ مناسب ياموفق باشد و  يزن هيانمشابه آزاد ما يرم گونه هاپاس يكننده ها در نگهدار يقرق ينا -3

  بدهد.

پس از ذوب و  يخبا  ييقت با اسپرم، بعد از هم دمارانجماد بتواند همه مراحل اعم از زمان  يطبر اساس شرا -4

  را در اسپرم سبب گردد. ييدرصد تحرك بالا

  

   1محافظت كننده ها -2 -2 -1

نقش اين مواد حفاظت از سلول يا محتويات سلول در برابر سرماي ايجاد شده در مرحله ي انجماد است. اين مواد 

تال هاي يخي داخل سلول به خارج سلول راكاهش داده و از سرعت رشد كريس آب از شيميايي سرعت انتشار

در آب و قابليت نفوذ به داخل سلول را  اين مواد بايستي داراي سميت پايين و قابليت حلاليت بالا مي كاهد.

چون بيشتر اين ها براي سلول سمي هستند براي كاهش اثرات سمي اين مواد بايد به كندي و در  داشته باشند.

رقيق شده باشند. از   فه كردن هم بايد به خوبي با رقيق كننده،دماهاي پايين تر به اسپرم اضافه شوند و قبل از اضا

)، DMSOاند مي توان موارد زير را نام برد: دي متيل سولفوكسيد ( جمله ي اين مواد كه در مطالعات استفاده شده

ترهالوز   )، فرماميد،DMAدي متيل استاميد (  )، متانول،PVP)، پلي وينيل پروليدون (EGاتيل گليكول (  گليسرول،

  و... .

اتيلن، پروفيلن گليكول،  معمولا محافظت كننده ها را به دو گروه نفوذ پذير و نفوذناپذير تقسيم مي كنند.

گليسرول، دي متيل سولفوكسيد و متانول جزء محافظت كننده هاي نفوذ پذير مي باشند. از جمله دلايل استفاده 

ه داخل اسپرم و واكنش بين آنها با فسفوليپيدهاي غشاء اسپرم از اين نوع محافظت كننده ها سرعت نفوذ آنها ب

). دي متيل سولفوكسيد رايج ترين محافظت كننده مورد استفاده در Ogier de Baulny, 1997( بيان شده است

انجماد اسپرم ماهي مي باشد كه قابليت نفوذ پذيري آن متاثر از دما نيست و ميزان سميت آن بين گليسرول كه 

بته غلظت بالا دي متيل ). الThomas et al., 2003، قرار دارد(تانول كه بيشترين سميت را داراستسميت و م حداقل

 سمي بوده و مدت تحرك اسپرم برخي از گونه ها در غلظت بالاي اين ماده كاهش يافته است سولفوكسيد

                                                 
1 - cryoprotectants 
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)Leung, 1987; Gwo, 1993سولفوكسيد و گليسرول، پروپانتيل ). دي متيل سولفوكسيد، گليسرول، مخلوط دي م 

و پلي اتيلن گليكول براي انجماد اسپرم آزاد ماهيان مورد استفاده قرار گرفت كه در اين  دديول، دي متيل استامي

درصد دي متيل سولفوكسيد و يك درصد گليسرول مؤثرترين محافظت كننده گزارش  5ميان مخلوط 

ماهيان متانول تاثير معني دار در انجماد اسپرم هايي دارد كه نسبت در آزاد  ).Lahnsteiner et al., 1996aگرديد(

با وجود اين، متانول در انجماد اسپرم ماهيهاي  ).Lahnsteiner et al., 1997aاسپرم به تخم در هنگام لقاح پايين باشد(

  ). Suquet et al., 2000دريايي بي تاثير بوده و يا اثر اندكي دارد(

) يا ليپوپروتئين ها (زرده ي تخم BSAمحافظت كننده هاي نفوذناپذير ازقبيل پروتئين ها( در ماهيهاي آب شيرين

 ,Scott and Boynesمرغ)، ساكارز و گلوكز براي جلوگيري از وارد شدن آسيب به غشاء پلاسمايي رايج مي باشد(

رك اسپرم ماهي قزل آلا ). اين مواد سبب افزايش مقاومت غشاء در برابر استرس هاي اسمزي و افزايش تح1980

  ).Rana et al., 1995رنگين كمان بعد از انجماد زدايي مي شود(

  

  از كشور با تاكيد بر نتايج آنها سوابق تحقيق در داخل و خارج  -3-1

ت باروري آن ايجاد نمي گردد امكان ليبسيار پايين تغييري در قاب يدمابا كشف اين نكته كه با انجماد اسپرم در 

و همكاران در   Polgeاسپرم به مدت طولاني و حمل و نقل آن به تمام نقاط دنيا فراهم گرديد. وقتي كه نگهداري 

گليسرول را براي محافظت اسپرم گاو نر و اثرات مضر سرما و انجماد به كار برد، يك گام اساسي در  1948سال 

دريافت كه بعد از انجماد  1949 جهت نگهداري و حفظ اسپرم حيوانات برداشته شد. همين دانشمند در سال

  ).Stoss, 1984اسپرم ماكيان با حضور گليسرول مي توان اسپرم را متحرك نگه داشت (

 Brown et( انجماد اسپرم در حجم هاي زياد نخستين بار در پستانداران از جمله گاو و گوسفندگزارش شده است 

al., 1991; Torreta et al., 1996( .Blaxter )1953ماه  6لين كسي بود كه توانست اسپرم ماهي هرينگ را به مدت ) او

در بين ماهيان كارهاي پژوهشي بسيار زيادي براي انجماد اسپرم و تخمك انجام ).  Kerby, 1983زنده نگهدارد  (

با اين وجود پيشرفت جالب  .هاي زيادي در طي اين مطالعات به دست آمده استو پيشرفت پذيرفته است

قياس تجاري صورت نگرفته است و عملي كردن اين تكنيكها به صورت تجارت هنوز داراي توجهي در م

مشكلات عملياتي بزرگي مي باشد. بزرگترين اين مشكلات شامل انجماد در شرايط مزرعه پرورشي و كار با 

نگهداري در  گونه ي ماهي به روش 200تا به امروز اسپرم قريب به ). Tiersch, 1995حجم زيادي از اسپرم است(

، اسپرم را مي توان از چند ساعت سانتي گراددر شرايط دمايي صفر درجه  سرما، مورد سنجش قرار گرفته است.

ي مورد آزمايش، نگهداري نمود. با توجه به يافته هاي تئوريك، با استفاده از  تا چند روز، بسته به نوع گونه

سال ، بدون كاهش در كيفيت آنها  32000تا  200ن از تكنيك نگهداري در سرما، سلول هاي جنسي را مي توا

با وجود انجماد اسپرم در بين گونه هاي مختلف ماهي، تا به امروز در  .)suquet et al., 2000نگهداري نمود ( 

انجماد تجاري تخم ماهي هنوز موفقيت چنداني حاصل نشده است. اندازه ي بزرگ، ساختار پيچيده، وجود 

    ).Thomas, 2003( وذپذيري متفاوت از موانع اصلي در انجماد تخم ماهيان مي باشدچندين غشاء با نف
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در گونه هاي مختلف آب شيرين  از جمله قزل الاي رنگين  دستورالعمل هاي انجماد اسپرم در حجمهاي زياد 

، قزل )Wheeler and Thorgaard, 1991; Steinberg et al., 1995; Conget et al., 1996; Lahnsteiner et al., 1997a( كمان

 Salvelinus( )، قزل آلاي قطبيSalmo trutta lacustris( )، قزل آلاي درياچه ايSalmo trutta farioآلاي خال قرمز (

alpines() ،Lahnsteiner et al., 1997a;  Richardson et al., 2000(، )Polyodon spathula( )Brown and Mims, 1999(   ،

) و Fauvel et al., 1998( Dicentrachus labraxماهيان دريايي نيز  و در  )Silurus glanis( )Bart et al., 1998اسبله (

Pleuronectes ferrugineus)  (al., 1999 Richardson et.مورد آزمايش قرار گرفته است  (  

 ;Alderson and Macneil, 1984( تدر آزاد ماهيان نيز انجماد اسپرم به طور گسترده اي مورد مطالعه قرار گرفته اس

Baynes and Scott, 1987; Holtz, 1993; Piironen, 1993 Lahnsteiner et al., 1995, 1997a; Babiak et al., 2001; 

Cabrita et al., 2001(  و به اين منظور رقيق كننده هاي مختلفي از محلول هاي فيزيولوژيكي پيچيده نمكي كه

مول مورد  6/0مول، ساكاروز  3/0ا دارند  تا محلول هاي ساده قندي از جمله گلوكز نقش پلاسماي سمينال ر

به عنوان يز عمدتا از  دي متيل سولفوكسايد ). در بين نگهدارنده ها نSarvi et al., 2006استفاده قرار گرفته است (

  عامل محافظت كننده سرما استفاده مي شود. 

Truscott و Idler  )1969درجه  4يدند تحرك اسپرماتوزوئيد هاي ماهي آزاد اطلس را در دماي ) موفق گرد

روز حفظ  6سانتيگراد با استفاده از رقيق كننده هاييكه بر اساس اجزاي معدني پلاسماي اسپرم بود به مدت 

  كردند.

، اي مختلفو تأ ثير رقيق كننده هدر مورد قزل آلاي رنگين كمان نيز مطالعاتي بر روي انجماد بلند مدت اسپرم 

pH  ) و ظرفيت اسپرم بر روي انجماد توسطStoss and Holtz,1981a,b بررسي هايي  1989) انجام شد و در سال

صورت گرفت. استفاده از پايوت هاي  Schmidtروي تأثير زمان اسپرم گيري در كيفيت اسپرم قابل انجماد توسط 

 1991در سال   Thorgaardو Wheeler  كه توسط بزرگ در انجماد اسپرم قزل آلاي رنگين كمان تحقيقي بود

بر روي نگهداري كوتاه مدت و همچنين  Mcnivenو  Gallantبه اسامي   دو دانشمند 1991انجام گرديد. در سال 

  اثر دي متيل استاميد به عنوان محافظت كننده در انجماد اسپرم قزل آلاي رنگين كمان بررسي هايي انجام دادند.

توسط  1996، روي اسپرم قزل آلاي رنگين كمان در سال ه كامپيوتري داراي برنامه انجمادگااستفاده از دست

Conget  استفاده از متانول به عنوان محافظت كننده  و نگهداري بلند مدت اسپرم صورت گرفتو همكارانش .

نتايج  گرديد. انجام) a1997( و همكارانش Lahnsteinerكه توسط قزل آلاي رنگين كمان بررسي هايي است 

نشان مي دهد كه اسپرمهاي حاصله داراي محدوده هاي مختلف قابليت بارورسازي  صورت گرفته مطالعات

هستند كه دليل اين تفاوت استفاده از پروتكل هاي مختلف انجماد توسط اين افراد مي باشد و همين امر انتخاب 

   ).Cabrita et al., 2001( يك روش مناسب را براي استفاده وسيع الطيف مشكل كرده است

انجماد اسپرم در ايران سابقه چنداني ندارد و در سال هاي اخير مطالعاتي در مورد انجماد اسپرم بعضي از ماهيان 

ان درياي خزر نظير فيل ماهي، اخير مطالعاتي روي انجماد اسپرم پنج گونه از تاسماهي طي دو دههشده است. در 
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يراني و چالباش  صورت گرفته است و هم اكنون نيز طرح جامع انجماد اسپرم ، تاس ماهي اشيپ، ازون برون

  خاوياري در فصول غير تكثير در قالب دو پروژه در انستيتو تحقيقات ماهيان خاوياري در حال انجام است. نماهيا

 1377ز در سال ) نيCyprinus carpioو اسپرم ماهي كپور معمولي ( )1375(عابدي، خاويارياسپرم ماهيان  انجماد

) نيز با همكاري انستيتو Rutilus frisi kutumتوسط برادران نويري گزارش گرديده است. در مورد ماهي سفيد (

در قالب پروژه دانشجويي انجماد اسپرم اين گونه  1377تحقيقات ماهيان خاوياري و دانشگاه گرگان در سال 

، با تركيب كلريد كلسيم،  Kurokuraي كه رقيق كننده نتايج اين تحقيق نشان داد. مورد بررسي قرار گرفت.

كربنات سديم، كلريد منيزيم، كلريد پتاسيم، كلريد و آب مقطر بهترين محلول رقيق كننده براي انجماد اسپرم 

  .اين ماهي مي باشد

ج از در مورد انجماد اسپرم روي ماهي قزل آلاي رنگين كمان مي توان گفت علي رغم سابقه طولاني در خار

)  صورت 1380كشور و حتي توليد تجاري در اكثر كشورها، در ايران تنها مطالعه اي توسط شكيبي دريا كناري(

گرفته است.  در اين مطالعه امكان نگهداري كوتاه مدت و بلند مدت اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان مورد 

ساعت نگهداري شده در يخ به دست  24اسپرم بررسي قرار گرفت. كه در نگهداري كوتاه مدت بهترين نتيجه با 

رقيق كننده مختلف استفاده كرد كه بهترين نتايج از رقيق كننده  16آمد و براي نگهداري بلند مدت اسپرم وي از 

بدست آمد. نتايج اين مطالعه نشان مي دهند كه  Tris < 0.05 ،Egg yolk 10 cc ،DMSO 9cc  ،Glucose 5.4 با تركيب 

  25/68ساعت نگهداري در يخ خرد شده متوسط به  24وري اسپرم در نگهداري كوتاه مدت پس از قابليت بار

درصد به دست آمده  41/38و  23/62، 04/64روز به ترتيب  30و  7، 3درصد و در انجماد طولاني مدت پس از 

  است.
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  مواد و روش ها -2

  زمان و محل انجام آزمايش -1-2

بي شهيد مطهري  آدر مركز تحقيقات ژنتيك و اصلاح نژاد ماهيان سرد  28/10/88يخ اجراي اين تحقيق از تار

  كيلو متري جنوب شهر ياسوج شروع گرديد.  26ياسوج وابسته به موسسه تحقيقات شيلات ايران،  واقع در 

  

  وسايل و مواد مورد نياز -2-2

  رنگين كمان مواد و وسايل مصرف نشدني جهت اجماد اسپرم ماهي قزل آلاي -1-2-2

گرم،  10ي با دقت معمول ي، ترازويمعمول ، ميكروسكوپ نوري، يخچالمختلف يتانك ازت در حجم ها

ست ، همزنكرنومتر،  ضد يخ،دستكش  جيوه اي،، دماسنج ديجيتال و گرم) 0001/0حساس (با دقت  ترازوي

، بشر، انواع ارلن مايرقيچي، انواع ، كلمن،)يونوليتسرد كننده( يومتري،  جعبهب يتومتر، تختههموس ، لامسمپلر

، چان برزنتي، تراف و سيني، انواع لوله آزمايش، انواع استوانه مدرج، پي ست، پتري ديش، دماسنج، پنس، سيني

  هاي پلاستيكي. كاسه

  

  جماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كماننمواد و وسايل مصرف شدني جهت ا -2-2-2

 يدر حجم ها يكروليتر، سرنگم 1000تا  5/0 يتر، سرسمپلرل يليم 5و  2، 1 يوبت، 5/0پايوت  ، ازت مايع

 ، پارافيلم، پايوتلام و لاملي، صاف ، كاغذماژيك ضد آب، دستكش ضد يخ مگنتين، انسول ، سرنگمختلف

 يمياييش موادو ساير  گلوكز، اسيد استيك، اتانول، DMSO، تخم مرغ، آب مقطر، فرانسه)  IMV( يترل يليم 5/0

  يازرد نمو

  

 انتخاب مولدين مناسب و آماده سازي آنها براي اسپرم گيري -2-3

زمان رسيدن به سن بلوغ به دلايل مختلفي از جمله اختلافات ژنتيكي، تغذيه اي، ميزان سطوح اكسيژن آب، 

بر وجود ساير افراد جمعيت و شرايط محيطي به طور چشمگيري متفاوت مي باشد. در هنگام اسپرم گيري علاوه 

موارد ذكر شده سن ماهي و تغيير فصول نيز بايد مورد نظر قرار گيرد.  مولدين مورد استفاده در اين پروژه پس از 

 3 ، از بين جمعيت مولدينمعيارهايي از قبيل سلامت ظاهري ماهي و كيفيت گامت ها چند بار بهگزيني بر اساس

مولد گرفته  هرجراي آزمايش ابتدا دو ميلي ليتر اسپرم از به منظور دقت بيشتر در ا مركز  انتخاب شدند. ساله 4و 

(از جمله درصد اسپرم هاي  شد و پس از آناليز اسپرم آنها بهترين مولدين از لحاظ شاخص هاي كيفي اسپرم

انتخاب شدند. همچنين براي تهيه مولد ماده پس از انجام بيومتري از  )حجم اسپرممتحرك، غلظت اسپرم ها و 

سپس ماهيان به تانك هاي   .ندبر اساس شاخص هاي ظاهري انتخاب شد عدد) 120( بهترين آنها، مولدين بين

قبل از اسپرم گيري  ساعت در اين محيط نگهداري شدند. 24ليتري انتقال داده شده و به مدت  220گلاس  فايبر

   .گرم و ثبت شدو وزن مولدين نر به ترتيب بر حسب سانتي متر و طول
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  ي اسپرم و آماده سازي اوليه جمع آور -4-2

آوري جمع عملبهترين زمان جمع آوري اسپرم در فصل تخمريزي طبيعي ماهي مي باشد و بر همين اساس، 

 يريگجهت اسپرم .گرفتصورت  (نيمه دوم آبان ماه تا پايان بهمن ماه) اسپرم در طول فصل توليدمثل مولدين

م و پارافيلم خوب پوشانده شده، سپس اسپرم هر ماهي بطور جداگانه ميلي ليتري با كاغذ آلومينيو 10ابتدا ظروف 

منتقل  يشگاهبه آزما يخ يتكه ها يقرار داده شدند و بر رو يپلاستك يها يسهاخذ گرديد. ظروف نمونه ها در ك

بر  يمقبه طور مست يدنبا يمن ينباشد، بنابرا يبه صورت جامد م ريزرف يمعادل دما يدر دما يخشدند. از آنجا كه 

راه حل ساده  يك. يننداسپرم بر اثر كاهش دما صدمه بب يقرار داده شود چون ممكن است سلول ها يخ يرو

 يانباشد. در اغلب ماه ياسپرم م يو نمونه ها يخ ينروزنامه ب يهلا يكاز صدمه قرار دادن  يريجهت جلوگ

كرد.  ينگه دار ياديمدت زمان ز يگراد برا يدرجه سانت 4تا  0 يدر دما يري،توان بعد از اسپرم گ ياسپرم را م

به صورت جداگانه استفاده شد. جمع آوري اسپرم  يپس از بررس يعدد ماه 5تا  4معمولاً جهت انجماد، اسپرم 

با دقت فراوان صورت پذيرفت، و موارد  از مولدين براي حفظ كيفيت اسپرم به منظور انجماد و ذخيره سازي آنها

  :ته شدمد نظر قرار گرف زير

به اين منظور بايد محدوده منفذ ادراري  جمع آوري اسپرم بدون هيچ آلودگي به ادرار، مدفوع، خون يا فلس •

) و به آرامي با ماساژ شكمي از Christ et al, 1996تناسلي مولدين هنگام اسپرم گيري با حوله كاملاً خشك شده (

اي خوني با نمونه هاي حاوي ادرار يا مدفوع جهت انجماد ). نمونه هKurokura et al, 1984آن ها اسپرم تهيه شد(

  ).Baynes & Scott, 1987مورد استفاده قرار نگرفتند( 

نگهداري اسپرم جمع آوري شده در بهترين شرايط با فراهم نمودن هوا يا اكسيژن براي تنفس در طول انجام  •

  .عمل استحصال اسپرم

در طول جمع آوري و انتقال در محيط  سانتي گراده ي درج 4نگهداري دماي اسپرم جمع آوري شده در  •

 كار.

. اسپرم هاي جمع آوري شدنداسپرم هاي استحصال شده از مولدين به لوله هاي سرد شده توسط يخ انتقال داده  

در يخچال نگهداري شده و قبل از آغاز مراحل بعدي، كيفيت اسپرم مورد  ادي مراحل انجم شده براي ادامه

  . گرفته شدبررسي قرار 

  

  بررسي و ارزيابي كيفيت  اسپرم  -2 -5

 يبه دو منظور صورت م يفيتك يابياز برنامه انجماد مطرح است. ارز ياسپرم به عنوان بخش مهم يفيتك يابيارز

 يتقابل يابيشود و دوم به منظور ارز يختهنامناسب قبل از انجماد دور ر يفيتاسپرم با ك ينكها يكي يرد،گ

موجود جهت ارزيابي كيفيت اسپرم و  اتپرم بعد از ذوب شدن. پارامترهايي كه بر اساس امكاناس يبارورساز

متحرك، مدت زمان  يلقاح،  حركت، درصد اسپرم ها يزانمورد مطالعه قرار گرفتند شامل م يبارورساز يتقابل
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ي، پس از همدمايي با . بررسي اين فاكتورها در زمان هاي مختلف شامل پس از اسپرم گيرتحرك و تراكم بودند

  يخ، بعد از رقيق سازي و همچنين پس از ذوب اسپرم صورت گرفت.

  

 حركت -1-5-2

گيري با توجه به غلظت بالاي اسپرم، ابتدا اسپرم را رقيق نموده تا بتوان اسپرم ها را به صورت پس از اسپرم

ررسي نمود. اسپرم را با سرم انفرادي مشاهده كرد و شكل و نوع فعاليت آن ها را در زير ميكروسكوپ ب

) و قطره اي از آن را روي لام ريخته و با يك لامل، 1:20درصد مخلوط كرده (به نسبت  7/0تا  6/0فيزيولوژي 

مخلوط را  كاملاً روي لام پخش كرده و گسترش تهيه گرديد. پس از آن نمونه ها در زير ميكروسكوپ با 

در صد اسپرم هاي فعال از طريق مشاهده ). Geffen and Evans, 2000مورد مطالعه قرار گرفت( 400بزرگنمايي

 ,.Aas et al(  ثانيه پس از فعال شدن داراي حركت رو به جلوباشند، تخمين زده شدند 10نسبت اسپرم هايي كه 

1991 .(  

  

  تراكم اسپرم -2-5-2
ضروري به نظر مي رسيد. تراكم از آنجا كه نسبت اسپرم به تخمك بايد تعيين مي شد، لذا برآورد تراكم اسپرم 

اسپرم از طريق شمارش اسپرم ها بر روي لام هماسيتومتر تخمين زده شد. به منظور رسيدن اسپرم ها به تراكم قابل 

رقيق سازي شد.  تعداد متوسط  1000به  1درصد  با نسبت  7/0تا  6/0شمارش، نمونه ها در سرم فيزيولوژيك 

ه بار شمارش بدست آمد. تراكم اسپرم با در نظر گرفتن ميزان رقيق سازي به اسپرم ها براي هر ماهي پس از س

). جهت رقيق سازي، Geffen and Evans, 2000صورت تعداد اسپرم ها در يك ميلي ليتر مني بيان شده است (

يزيولوژيك ميلي ليتر سرم ف 100ميلي ليتر) را توسط ميكروسمپلر برداشته و با  1/0ميكروليتر اسپرم ( 100مقدار 

خوب مخلوط و محلول حاصل را چند بار تكان داده تا اسپرم ها كاملاً يكنواخت شده و يك محلول همگن 

بدست آيد. سپس توسط پيپت پاستور قطره اي از محلول ار روي لام هماسيتومتر ريخته و آن را خوب پخش مي 

قه صبر نمود تا اسپرم ها به طور يكنواخت دقي 10نمايند( قبل از شروع شمارش اسپرم در زير ميكروسكوپ بايد 

اقدام به شمارش اسپرم انجام  100پراكنده گردند و اسپرم و محلول از حركت باز ايستند). با درشت نمايي 

خانه بزرگ  16رديف يعني  4پذيرفت. جهت شمارش اسپرم ها از بين كل خانه هاي موجود در لام هماسيتومتر (

خانه را به صورت كاملاً تصادفي  5قسمت مساوي كوچكتر تقسيم شده اند)  16ه كه هر يك از اين خانه ها ب

انتخاب و شمارش شد. از خانه هاي بزرگ هنگام شمارش دو ضلع را مي توان به صورت دلخواه انتخاب نمود 

خانه  5كه اسپرم هاي روي آن حاشيه كه ضلع مماس است را مي شمارند و عدد بدست آمده حاصل از شمارش 

 ):1388زرگ و با استفاده از فرمول زير تعداد كل اسپرم محاسبه گرديد(محمدي و براتي، ب

)1-2(فرمول          X = A )1000 ×4000( / 80 

X تعداد كل اسپرم در ميلي متر مكعب =  
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A  خانه كوچك 80= اسپرم هاي شمارش شده زير لام هماسيتومتر در  

mm= عدد ثابت (حجم مربع هاي كوچك به  4000
3(  

  = ضريب رقت محلول1000

  )5×16= تعداد مربع هاي شمارش شده لام هماسيتومتر ( 80

  براي محاسبه تعداد سلول ها در يك سي سي، تعداد سلول هاي شمارش شده در هزار ضرب مي گردد:

  1000 x * تعداد سلول ها در يك ميلي ليتر =  

  

  انجماد اسپرم يندفرا  -6-2

م، اسپرم ها در ارتباط با يكسري  فاكتور ها، عوامل و تركيبات پيچيده و نامتعارف قرار در طي فرايند انجماد اسپر

در  3به  1به نسبت  يبه منظور انجماد اسپرم، منگيرند كه در شرايط فيزيولوژيكي معمول ديده نمي شوند.  مي

 يگلوكز كه دارا يهكننده بر پا يقرق يك) 1شد.  يقباشد، رق يمحلول انجماد كه متشكل از دو جزء م

ماده  يك)  2ماده تثبيت كننده غشاء و بافر، و  يك يباشد و حاو يم يمن يپلاسما يكاسموت ياتخصوص

تنها نمونه هاي داراي  كند. يم يريانجماد جلوگ ياتعمل يدر ط يخ يها يستالكر ايجادمحافظت كننده كه از 

اسپرماتوزوآ در  12*  109) و تراكم بالاي Chao, 1982; Steyn and Van Vuren, 1987درصد ( 80تحرك بالاي 

  ).   Drokin et al., 1998ميلي ليتر در اين پروژه استفاده شد (

  

  مناسب محلول انجمادانتخاب  -1-6-2

بر اساس مرور و بررسي مطالعات صورت گرفته بر روي انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان، تركيبات 

  :مورد بررسي قرار گرفتنده رقيق كننده به عنوان تركيبات پاي زير 

و  MgSO4.7H2oگرم  يليم CaCl2. 2H2o  ،20گرم  يليم KCl ،15گرم  يليم NaCl ،315ميلي گرم  600 .1

 100و سپس افزودن آب مقطر تا  8/7تا  pHميلي ليتر آب مقطر تنظيم  80، در  Hepesگرم  يليم 470

 pH ساكاروز. تا %5/0 زرده تخم مرغ و BSA ،7% %5/1 ،متانول %10 ميلي ليتر و در نهايت اضافه كردن

= 8/7 )Lahnsteiner et al., 1995; Lahnsteiner et al., 1996a, b, c; Lahnsteiner et al., 2002; Salte et al., 

2004; Lahnsteiner and Mansour, 2008; Lahnsteiner et al., 2011(. 

گرم  KCl، 84/5گرم  NaH2PO4 ، 61/2گرم  Mg(SO4).7H2O ،26/0گرم  CaCl2.2H2O، 22/0گرم  102/0 .2

NaCl ،10/0   ،ميلي ليتر محلول 10 گرم گلوكز، 10 گرم اسيد سيتريك KOH )ml 100/g 27/1 ( 20و 

 ,.pH – 8/7  )Erdahl et al., 1984; Cabrita et alبا زرده تخم مرغ  %10 و Hepes، 7% DMSO ميلي ليتر بافر

1999; Cabrita et al., 2001; Robles et al., 2003; Cabrita et al., 2005 ; Herra´ez et al., 2008; Robles et al., 

2008; Pe´rez-Cerezales et al., 2010 .( 
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، NaHCO3گرم  NaH2PO4 ،1/0گرم  KCl ،041/0گرم  CaCl2 ،72/0گرم  NaCl ،023/0گرم  188/0 .3

 ).Tris Base) .Cortland® medium  %10و  گليسرول %10 گرم گلوكز، MgSO4.7 H2O ،1/0گرم  023/0

 )pH = 7.5( 05/0 <يستر، آب مقطر ليتريليم DMSO، 100 %9زرده تخم مرغ و  %10گرم گلوكز،  4/5 .4

 Alderson and MacNeil, 1984; Scheerer and Thorgaard, 1989; Wheeler and، 1379(شكيبي دريا كناري، 

Thogaard, 1991;  Tekin et al. 2003a; Ninhaus-Silveira, A. et al., 2006; Young et al., 2009.( 

ميلي ليتر آب مقطر (شكيبي دريا  100گرم) و  72/11( DMSO %10گرم)،  54/20مول ساكاروز ( 6/0 .5

 ).;Holtz, 1993 1379كناري، 

(شكيبي  DMSO ،(pH = 7.5)ميلي ليتر  10ميلي ليتر آب مقطر و  100گرم گلوكز،  NaCl ،4/5گرم  75/0 .6

 ).1379دريا كناري، 

براي آماده سازي محلول انجماد مواد شيميايي مورد نياز و آب مقطر استفاده شد.  زرده تخم مرغ به صورت تازه 

مورد  و بافرهاي محلول ها و با دقت آماده گرديد (سفيده تخم مرغ باعث به هم چسبيدگي و اسپرم ها مي شود).

در  ييكشت جهت همدما يطمح يحاو ارلن ماير و ظروف مورد استفاده از جمله سمپلر آماده شدند.قبلاً نياز 

ميلي ليتر تهيه شدند. آماده سازي محلول  100تمام تركيبات در حجم قرار داده شدند.  C° 4 يخ يظروف محتو

  انجماد در طي سه مرحله صورت گرفت:

  مرحله اول: حل كردن اجزاء رقيق كننده محلول در آب مقطر

  .HCL، و NaOHتوسط آب مقطر،  pHمرحله دوم: تنظيم 

  مرحله سوم: اضافه كردن مواد نگهدارنده 

اثر اين تركيبات بر  .همدما شدند  C° 4 در آب و يخ يقهدق 5به مدت  انجمادمحلول هاي  ،پس از اختلاط

سه ماه بعد از انجماد  اه وم بعد از انجماد، يك روز 3فاكتورهاي تحرك اسپرم قبل و بعد از انجماد در زمانهاي 

  بررسي شد و بهترين رقيق كننده انتخاب شد.

  

  انتخاب محافظت كننده مناسب -2-6-2

 يباتانجماد) و بعد از انجماد ترك يقبل از انجماد (بعد از اختلاط اسپرم با محلول ها يهاول يها يبررس يدر ط

انتخاب محافظت كننده مناسب مورد استفاده قرار انجماد اسپرم و  يينها يشهايانتخاب و در آزما 2، 1شماره 

  گرفتند.

 DMSO )5% ،10%دو گروه محافظت كننده نفوذ پذير شامل تاثير به منظور ارزيابي محافظت كننده هاي مختلف 

تركيب  )%15و  %10، %5(دي متيل استامين  ،)%15و  %10، %5(متانول  ،)%15و  %10، %5()، گليسرول%15و 

و  ،)%15و  0% ،10%( BSA ، )%20و  %7، %0( و نفوذ ناپذير شامل زرده تخم مرغ )5%( DMSO و )%1( گليسرول

مورد  بر روي ميزان تحرك اسپرم )2و  1(شماره  خبتدر تركيب با رقيق كننده هاي من )، %10و  %5(ساكاروز

  ارزيابي قرار گرفتند. 



 / )�ارش �&�%� $�ح ه�� �! � ���  ,١

  رقيق سازي اسپرم و قرار دادن آنها در پايوت ها -2 -6 -3

كه اين نسبت بر اساس مطالعات صورت گرفته بر روي انجماد  استفاده شد 3:1كردن اسپرم از نسبت  يقهت رقج

 Stoss et al., 1978; Stoss and Holtz., 1981a, b; Wheeler and( اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان انتخاب شد

Thorgaad., 1991; Holtz, W., 1993; Lubbe and Maisse., 1996; Ogier de baulny et al., 1997; Lahnsteiner, 2000; 
Babiak et al., 2001; Cabrita et al., 2001; Lahnsteiner et al., 2002; Ninhaus - Silveira et al.,. 2002; Robles et al., 

2003; Buzkurti et al., 2005; Cabrita et al., 2005; Young et al., 2009(. م بايد غلظت اسپرم مد در رقيق سازي اسپر

سلول اسپرماتوزوآ در ميلي ليتر  2-3×  109نظر قرار گرفته شود. غلظت اسپرم در محلول رقيق كننده بايد بيشتر از 

  ). Lahnsteiner et al., 1996aمني باشد (

وط آب و جهت رقيق كردن نمونه هاي اسپرم، ابتدا اسپرم ها و محلول هاي رقيق كننده به طور جداگانه در مخل 

با  در ادامه). Babiak et al., 1997دقيقه همدما شده و سپس مخلوط شدند ( 10درجه سانتيگراد) به مدت  4يخ ( 

مخلوط شدند.  يبه خوب  C 4°سرد شده در دماي  كشت يطاسپرم با مح ،يخشده در  ياستفاده از سمپلر نگهدار

قرار گرفت. با توجه به حساس  يم مورد بررسكشت تحرك اسپر يطقبل و بعد از مخلوط كردن اسپرم با مح

 يطو مخلوط كردن با مح ييهمدما ياتو عمل يريكمان كل زمان اسپرم گ ينرنگ يقزل آلا يبودن اسپرم ماه

  .گرفتورت كشت به سرعت ص

و روش  1در انجماد اسپرم ماهيان از روش هاي مختلفي از جمله روش پلت هاي يخي، روش استفاده از پايوت

ميلي ليتر ساخت  5/0 ، كه در اين پروژه از پايوت هاي)Thomas, 2003(ه از ويال يا سرنگ استفاده مي شوداستفاد

اين روش به دليل حفظ كيفيت اسپرم پس از انجماد زدايي و كاهش فرصت فرانسه استفاده شد.   IMVشركت 

براي  است. مودهرواج بيشتر ي پيدا نكريستاليزه شدن دوباره ي اسپرم در طول انجماد زدايي ، در سال هاي اخير 

ميلي ليتر استفاده شد. ثبت نمونه ها از طريق شماره هاي موجود بر  10و  5پر كردن پايوت ها از سرنگ هاي 

روي پايوت ها صورت گرفت. سر پايوت ها توسط خمير مجسمه سازي و چسب حرارتي بسته شد. در ادامه 

  رد شده قرار گرفتند تا همدمايي صورت گيرد.دقيقه بر روي يخ خو 5پايوت ها به مدت 

  

  جماد ان -4-6-2

قبل از شروع فرايند انجماد ابتدا جعبه مخصوص انجماد بر اساس سانتي متر درجه بندي شد، سپس توسط 

) از ازت مايع پر شد. Lahnsteiner and Mansour, 2008سانتي متري ( 5/5نيتروژن مايع سرد مي شود و تا ارتفاع 

دقيقه طول خواهد كشيد تا درون جعبه به خوبي سرد شود و شرايط پايدار شود. بعد از اين مرحله  30تا  15حدود 

سانتي متري بالاي سطح نيتروژن مايع شناور شدند، و در انتها بعد از  2پايوت ها بر روي قالب هاي يونوليتي در 

پايوت ها تا  ).Robles et al., 2003( ل داده شدند تقاندر دقيقه) به درون آن ا C 63°دقيقه (نرخ انجماد  10گذشت 

اثر تركيبات مختلف بر ليتري موجود در مركز انتقال داده شدند.  47زمان استفاده به درون تانك ازت 

                                                 
1
 - Straw 
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و يك تا سه ماه بعد از انجماد بررسي  بعد از انجماد روز 3فاكتورهاي تحرك اسپرم بعد از انجماد در زمانهاي 

   ق كننده انتخاب گرديد.شد و بهترين رقي

لازم به ذكر است كه نرخ دقيق انجماد به دليل كمبود امكانات تعيين نشد و نرخ هاي انجماد ذكر شده بر اساس 

  ساير مطالعات بيان شده است. 

  

  1انجماد زدايي -6-2 -5

شرايط نرمال و  عدم اعمالاسپرم هاي منجمد شده از مهم ترين مراحل فرآيند انجماد اسپرم مي باشد و  ذوب

به منظور تعيين بهترين دماي  ).Lahnsteiner, 2000اپتيمال باعث كاهش معني دار درصد لقاح تخم مي شود. (

 30به مدت  C25° ،)1379ثانيه (شكيبي دريا كناري،  90به مدت  C 5°هاي ذوب دماذوب، بر اساس منابع موجود 

  ;Cabrita et al., 2001; Robles et al., 2003; Salte et al., 2004; Herra´ez et al., 2008; Robles et al., 2008ثانيه (

Pe´rez-Cerezales et al., 2010(  و°C 37  ثانيه 30به مدت )Lubbe and  Maisse 1996; Ogier de baulny et al., 1997 (  

 پايوت هاي  ه شد.آماد درجه حرارت هاي مختلفبا  ابتدا آبانتخاب شدند. جهت ذوب اسپرم هاي منجمد، 

شدند و طي اين مدت به آرامي قرار داده  تعيين شده هايدر حمام آب با دمافوراً   حاوي اسپرم هاي منجمد شده

تكان داده شدند.  بعد از ذوب پايوت ها و خشك كردن آنها، با بريدن قسمت انتهايي پايوت ها، اسپرم جهت 

  ر گرفت.  لقاح و يا بررسي ميكروسكوپي مورد استفاده قرا

  

  ارزيابي قدرت بارورسازي اسپرم ها -2 -7

درصد موفقيت لقاح در ارتباط با غلظت اسپرم مي باشد و از طرف ديگر تمام اسپرم هاي منجمد شده  كه از آنجا

خود را حفظ نمي كنند، لذا لازم است كه در هنگام انجام عمل لقاح ميزان  اوليه در طول فرآيند انجماد كيفيت

جهت ارزيابي تاثيرات اسپرمهاي منجمد شده  هاي تازه باشد.پرم هاي ذوب شده بالاتر از اسپرمتراكم اس

فاكتورهايي از جمله درصد لقاح، درصد چشم زدگي، ميزان بازماندگي و درصد هچينگ و همچنين تاثيرات آن 

  تا دوران لاروي مورد ارزيابي قرار گرفت.

  

  عمليات تكثير-1-7-2

آلا پس از معاينه به درون سالن تكثير انتقال  يافتند، در سالن تكثير پس از بيهوشي با گل مولدين مناسب قزل 

ميخك، ابتدا بيومتري شده سپس با پارچه اي تميز خشك نموده و توسط ماساژ شكمي اقدام به تخم كشي از 

ستفاده گرديد، بدين ماهي ها شد. جهت تعيين تيمار و تكرار طبق طرح اوليه پروژه از كاسه هاي پلاستيكي ا

عدد پايوت  5 اسپرم هاي موجود در از ذوب تخم ريخته شد و سپسگرم  25ترتيب كه درون هر كاسه حدود 

به  دقيقه 1به مدت  كمخلوط اسپرم و تخم. شد ستفادها تخمك ها جهت لقاح )ميلي ليتر اسپرم 5/2 (حدود

                                                 
1
 - Thawing 
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 5به مدت  تخمهاي لقاح يافته چشمه اضافه شد. آرامي هم زده شدند و سپس جهت تكميل فرايند لقاح آب تازه

. بعد از اين زمان تخم ها را به تدريج شدند در همين حالت نگه داشتهجهت جذب آب و سفت شدن  دقيقه

شسته تا زائدات آن خارج شده و آب حاوي تخم ها كاملا شفاف گردد. در مرحله بعد به منظور سفت شدن 

دقيقه  45كننده سالن انكوباسيون را اضافه كرده و اجازه داده تا حدود تخم ها مقداري از آب چشمه تامين 

تخمهاي مرده به صورت روزانه جمع آوري و ثبت  ). Nilsson and Cloud,1993فرآيند جذب آب طول بكشد (

  شدند. براي هر دو گروه اسپرم هاي تازه و منجمد شده درصد لقاح در روز هشتم (اندام زايي) ارزيابي شد.  

  

  تعيين درصد لقاح -2-7-2

عدد تخم از هر واحد آزمايشگاهي برداشته و در يك پتري ديش حاوي محلول  30روز پس از لقاح تعداد  8

دقيقه تخم هاي لقاح يافته به  5) قرار داده و بعد از گذشت  1:1:1اسيد استيك، متانول و آب مقطر ( با نسبت  

   از تخم هاي لقاح نيافته تشخيص داده  شدند راحتي از طريق حضور يك كمربند عصبي واضح

)Springate et al., 1984; Geffen and Evans., 2000; Ottesen et al.,  2009, .(   

  تعداد تخم هاي لقاح يافته = درصد لقاح    ×100تعداد كل تخم ها/                )2-2(فرمول    

  

  تعيين درصد چشم زدگي تخم ها -3-7-2

وز بعد از لقاح پس از چشم زدگي تخم ها، تخم هاي پاره و سفيد شده از تخم هاي سالم جدا ر 18تا مدت 

گرديد (سيفون كردن) و نسبت به تميز كردن سيني ها و تراف ها اقدام شد و سپس دوباره تخم ها در همان محل 

ها با استفاده از رابطه  قبلي خود برگردانده شده تا تخم ها تفريخ گردند. در اين مرحله درصد چشم زدگي تخم

  زير محاسبه گرديد:

  تعداد تخم هاي چشم زده= درصد چشم زدگي تخم هاي لقاح يافته ×100تعداد تخم هاي لقاح يافته/   )3-2(فرمول 

  

  تعيين درصد تفريخ  -4-7-2

زرده به روز پس از لقاح، تفريخ تخم ها صورت گرفت كه در اين مرحله لاروها با دارا بودن كيسه  32حدود 

صورت پهلو به پهلو درون سيني ها به حالت خوابيده قرار گرفتند. براي تعيين درصد تفريخ از طريق نمونه 

برداري اقدام به شمارش لاروهاي تفريخ شده گرديد، كه درصد تفريخ لاروها از رابطه زير محاسبه 

  ):Ottesen et al., 2009گرديد(

  تعداد لاروهاي تفريخ شده= درصد تفريخ لاروها  ×100م هاي چشم زده/تعداد تخ                )4-2(فرمول 
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  طي مراحل انكوباسيون و توليد لارو -8-2

پس از انجام عمليات لقاح، هنگامي كه تخم ها به خوبي آب جذب نمودند، با استفاده از پوآر اقدام به جمع 

دن) و تخم هاي لقاح يافته به سالن انكوباسيون تخم با آوري تخم هاي سفيد و لقاح نيافته گرديد (سيفون كر

سيني بود  4ليتري كه هر كدام حاوي  10انتقال داده شدند و در تراف هاي تحقيقاتي  ،C º1± 8/10دماي آب 

توزيع گرديدند. در اين تحقيق براي از بين بردن اثرات دوره انكوباسيون سيني هاي مربوط به هر تكرار در تراف 

بخش بهداشت مركز به  دستورالعملدر طول دوره انكوباسيون ضدعفوني بر اساس ا قرار داده شدند. هاي مجز

صورت گرفت. در طول مدت  ppm 5/0با دوز  1روش شستشو به صورت روزانه توسط مالاشيت گرين

ر گرفتند. انكوباسيون براي جلوگيري از اثرات نور با استفاده از پوشش كارتن پلاست تخم ها در تاريكي قرا

  روز طول كشيد نگهداري شدند.  50همچنين جهت نمونه برداري،  لاروها تا زمان شروع تغذيه فعال كه حدود 

 پارامتر( pH و دما محلول ، اكسيژن مورد سه آب شيميايي و فيزيكي پارامترهاي ميان از پروژه اجراي طي در

 به pH و روزانه صورت به آب دماي و محلول اكسيژن گيري اندازه. شدند گيري آب) اندازه كيفيت كليدي

  .شد مي گيري اندازه يكبار هفته هر نيز آب دبي. بود هفتگي صورت

  

  آناليز آماري -2 -9

جهت مقايسه تحرك اسپرمها قبل از انجماد و بعد از ذوب  t-test آزمون SPSS.17 آناليز آماري با استفاده از برنامه

جهت مقايسه تحرك  LSD) آزمون تعقيبي ANOVAو ( ز واريانس يك طرفهبا دو روش مختلف انجماد و آنالي

در نظر درصد  05/0گرفت سطح معني داري  از انجماد و بعد از ذوب با سه محيط مختلف انجام اسپرمها قبل 

 هاي مختلف محيط مختلف و با نمونه ها قبل از انجماد و بعد از ذوب طي دو روش CSF گرفته شد و ميزان

  گرديد. مقايسه

  

                                                 
1 -Malachite green 
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  نتايج -3
  

  نتايج زسيت سنجي مولدين -1-3

گيري و تكثير ابتدا بيومتري از مولدين صورت گرفت و مشخصات طولي و وزني آنها در اين پروژه قبل از اسپرم

سانتي متر و ميانگين  51/42 ±76/0متوسط استاندارد طولميانگين مولدين نر مورد استفاده داراي   ثبت گرديد.

  .ندگرم بودكيلو 580/1 ±68/0وزني 

  

شهيد  سردآبيژنتيك و اصلاح نژاد ماهيان تحقيقات ماهيان مركز  ارزيابي كيفي اسپرم -2-3

  مطهري ياسوج

ميانگين تعداد اسپرم در ميلي  عدد مولد نر مورد بررسي قرار گرفت. 20به منظور ارزيابي كيفي اسپرم، ماهيانه 

) و اسفند بهمن ،آبان، آذر، دي مهر، (ماههاي شش ماه دو سالطول ليتر مني ماهي قزل آلاي رنگين كمان در 

از آنجا كه در اكثر ماههاي سال ماهيان فاقد اسپرم بودند  .)3-1(جدول  عدد برآورد شد 79/13 ± 09/1 * 109

شده  هاي ارزيابيحداقل تعداد اسپرم در نمونه تراكم اسپرم تنها در طول فصل تكثير ارائه شده است.لذا متوسط 

 12 * 109داراي تراكم بالاي  لازم به ذكر است كه تنها نموهاي. بود 49/26 * 109و حداكثر آن  15/5 * 109

رم در ماههاي آذر، پميانگين تعداد اس ).Drokin et al., 1998اسپرماتوزوآ در ميلي ليتر در اين پروژه استفاده شد (

  )p>05/0(ودبيشتر ب عدي و بهمن به طور چشمگيري از ساير مواق

). به طوريكه بيشترين حجم p>05/0ماههاي مختلف اختلاف معني داري را با هم نشان دادند(حجم اسپرم نيز در 

به  ماه اسفندو كمترين آن در ميلي ليتر   14/10 ± 21/0به ميزان  در آذر ماه در نمونه هاي مورد مطالعه اسپرم

   مشاهده شد.ميلي ليتر 12/2 ± 52/0ميزان 
  

ماهيان نر  قزل آلاي  اسپرم انحراف معيار)  ±(ميانگين و حجم )انحراف معيار ±ميانگين ( راكمت -3 -1 جدول

در طول سال  شهيد مطهري ياسوج  سردآبيرنگين كمان در مركز تحقيقات ژنتيك و اصلاح نژاد ماهيان 

1389  

  اسفند  بهمن  دي  آذر  آبان  مهر  
 *Cell/ml ۱۰۹تراکم اسپرم 

  اف معيار)انحر ±(متوسط 

a57/1± 70/7  b83/1± 38/11 c02/4 ± 16/18 c45/4 ± 70/17 c32/3 ± 19/16 b17/2± 61/11 

 a52/0 ± 12/5  b38/1± 69/5 c21/2 ± 14/7 d50/1 ± 49/7 e32/2 ± 93/6 f71/2± 41/4  (ميلي ليتر) حجم اسپرم

غير مشترك نشان دهنده وجود اختلاف معني حروف مشترك در هر رديف نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني دار و حروف  

    ) مي باشد.P>05/0دار (

دانكن استفاده شد و  Post Hocو  One-Way ANOVAجهت مقايسه تحرك اسپرم در ماههاي مختلف از آزمون 

با استفاده شد.  1نمونه هاي مستقل T از آزمون دن روند اختلافنمو بعد از مشاهده معني داري، براي مشخص
                                                 

1 - Independent Samples T Test 
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تنها در  تحرك اسپرم تازه ماهيان قزل آلاي مورد مطالعه ،رم دهي ماهيان مركز از  شهريور ماهشروع اسپ توجه به

نتايج نشان دادند كه ميزان تحرك در ماههاي مهر و  ).3-1(نمودار شش ماه دوم سال مورد بررسي قرار گرفت

شايان ذكر  ).p>05/0( بوددي و بهمن  آبان، آذر،ديگر يعني ماههاي  ماه 4اسفند به طور معني داري كمتر از 

) در اين پروژه Chao, 1982; Steyn and Van Vuren, 1987درصد ( 80تنها نمونه هاي داراي تحرك بالاي است 

اساس مراحل عملي اجراي پروژه انجماد اسپرم در طول فصل تكثير طبيعي اين ماهي يعني  همين بر. استفاده شد

  انتخاب گرديد.   1389واخر بهمن تا ا 1389از اوايل آذر ماه 

  

  
ماهيان نر  قزل آلاي رنگين كمان در مركز تحقيقات ژنتيك و تحرك درصد اسپرم هاي م -3 -1نمودار 

  1389در طول سال  شهيد مطهري ياسوج  سردآبياصلاح نژاد ماهيان 

  

  

  از انجماد مختلف بر تحرك اسپرم قبل انجماد يمحلول هاتاثير   -3-3

تحرك اسپرم  بر تحرك اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمانمختلف  انجماد يمحلول هاارزيابي اثرات به منظور 

بررسي شد. در اين مرحله پس از اختلاط   3به  1با نسبت  مختلف محلول هاي انجمادتازه پس از تركيب با 

ميزان  .شدند كميزان تحر منجر به كاهشهر شش تركيب تركيبات مختلف با اسپرم، مشاهده گرديد كه 

كمتر از همه  6) و در تركيب شماره %5/76بيشتر از بقيه ( 2در تركيب شماره قبل از انجماد  تحرك اسپرم

، )p>05/0( به طور معني داري كاهش داشت ر تمام تركيب هادنتايج نشان دادند كه ميزان تحرك ) بود. 9/43%(

نشان  3-2 جدولهمانطور كه نسبتاً خوب بود.  6ره به جز تركيب شما در صد اسپرم هاي متحركبا اين وجود 

تركيب  6با  اسپرم پس از اختلاط ،)يدشد يلي(تحرك خ 4از صفر (فاقد تحرك) تا  يبر اساس نمره ده مي دهد

 در حد متوسط بود و در ساير موارد ميزان تحرك 6تنها پس از استفاده از تركيب شماره  ميزان تحركمختلف 

  . خوب بود
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 ،قبل از انجماد ماهي قزل آلاي رنگين كمان مختلف بر تحرك اسپرم محلول هاي انجماد يرتاث -3 -2جدول 

  هاي زير مخلوط شد) با رقيق كننده 3: 1(اسپرم تازه با نسبت  ماه بعد از انجماد 3، يك ماه و روز 3

محلول 

  انجماد

تحرك اسپرم مختلط با محلول 

  )%( انجماد قبل از فرايند انجماد

بعد روز  3 ك اسپرم تحر

  )%از فرايند انجماد (

 يك ماهتحرك اسپرم 

  )%انجماد ( يندبعد از فرا

بعد  ماه 3تحرك اسپرم 

  )%انجماد ( ينداز فرا

1  c5/2 ± 6/73  g2/1 ± 1/48  f5/3 ± 2/51  h8/2 ± 9/45  

2  b1/2 ± 5/76 i7/3 ± 7/41 k4/2 ± 1/39 j1/4 ± 8/40 

3  e7/1 ± 2/68 o2/5 ± 5/16 q6/3 ± 1/9  s8/4 ± 5/3 

4  d8/0 ± 6/71  l4/4± 9/31 m7/3± 8/20 n6/1± 6/18 

5  e4/3 ± 3/68 r2/6 ± 3/7 s5/4 ± 1/4 t
 < 1 

6  i6/2 ± 9/43 q5/4 ± 8/9 p9/5 ± 3/11 r5/3 ± 4/6 

 - - - a7/3 ± 3/94  شاهد

) p>05/0نده وجود اختلاف معني دار (نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني دار و حروف غير مشترك نشان دهك رف مشتحرو

  مي باشد.  

  

  مختلف بر تحرك اسپرم در زمان هاي متفاوت بعد  از انجماد انجماد يمحلول هاتاثير   -4-3

Cدر دماي ، روز، يك ماه و سه ماه 3به مدت در ازت مايع  نگهداري اسپرم ها پس از
º25  ذوب  ثانيه 30به مدت

نسبت به  شدند. نتايج نشان دادند كه ميزان تحرك بعد از انجماد استفاده لقاح جهت تعيين ميزان تحرك و شده و

كاهش پيدا كرد. اين كاهش در تمام تيمار ها مشاهده شد با ابن تفاوت  معني داري به طورقبل از انجماد  زمان 

انجام عمليات لقاح ميزان تحرك قابل قبولي جهت  2و  1استفاده از تركيبات شماره  در تيمار اول و دوم باكه 

ميزان تحرك در نمونه  يير ناپذير بود. تغماه بعد از انجماد  3مشاهده شد، به طوري كه اين ميزان تحرك حتي تا 

به طوري كه  .)p>05/0(به طور معني داري كاهش داشت 6و  5، 4، 3هاي اسپرم منجمد شده با تركيبات شماره 

      . )3-2(جدول  رسيد درصد 1ماه به كمتر از  3بعد از  5كيب شماره منجمد شده با ترميزان تحرك در نمونه هاي 

  

  اسپرم منجمد 1قدرت بارورسازي -5-3

Cروز ، در دماي  3اسپرم ها پس از نگهداري در ازت مايع به مدت 
º25  هاي اسپرم ثانيه ذوب شده و 30به مدت

براي ارزيابي تاثير هر  شدند. استفادهان ك قزل آلاي رنگين كمتخمجهت لقاح با  عدد پايوت 5حاصل از ذوب 

نتايج نشان  آزمايش لقاح اسپرم هاي منجمد براي هر تركيب در سه تكرار اجرا شد. ،كدام از محلول هاي انجماد

حاصل از اسپرم هاي منجمدشده در تمامي موارد به طورمعني داري  درصد لقاح, چشم زدگي و تفريخ دادند كه

 لقاح تخمك، اين مطالعهي مختلف به ذكر است كه در دوره هاي زمان لازم .)p>05/0(كمتر از گروه شاهد بود

                                                 
1
 - Fertilization potential 
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محلول  با اين حال، تركيب خاصي به عنوان گروه شاهد در نظر گرفته شد.با اسپرم معمولي و بدون استفاده از 

و  يقاح, چشم زدگدرصد ل كه نتايج قابل قبولي را جهت مطالعات بعدي ارائه دادند، به طوري 2و  1هاي شماره 

  2محلول شماره  يبرا و %4/71و  %2/73، %1/78 به ترتيب حدود 1تخمهاي حاصل از لقاح اسپرم شماره  يختفر

پس از نگهداري اسپرم ها در ازت مايع بررسي آماري نشان مي دهد كه  بود. %6/69و  %7/71، %1/76به ترتيب

درصد لقاح, چشم زدگي و تفريخ در ، به طوري كه د داردها وجووز، اختلاف معني داري ميان تيمارر 3بعد از 

تيمار  اببيشتر و در مقايسه  )5و  4، 3، 2به ساير محلول هاي انجماد ( شماره  نسبت 2و  1محلول هاي شماره 

   .)p>05/0( شاهد به طور معني داري كمتر بود 

ن دو تركيب جهت بررسي و انتخاب مناسب اي، 2و  1بالا بودن نتايج لقاح حاصل از تركيبات شماره  با توجه به

   مورد استفاده قرار گرفتند.  ترين دماي ذوب و همچنين انتخاب مناسبترين محافظت كننده ها
  

ميزان لقاح، چشم زدگي و تفريخ ماهي قزل آلاي رنگين مختلف بر  محلول هاي انجماد يرتاث -3 -3جدول 

  روز بعد از انجماد . 3 كمان

  جمادروز بعد از ان  3

  درصد تفريخ  يچشم زدگ درصد  درصد لقاح  محلول انجماد

1  d2/1 ± 2/78 c6/0 ± 2/73 d3/0 ± 4/71 

2  e1/0 ± 1/76  c4/0 ± 7/71 e1/0 ± 6/69 

3  l9/6± 7/28 i1/4± 9/27 k7/0± 5/25 

4  i3/8 ± 3/45  f4/2 ± 5/42  i1/3 ± 3/40  

5  m6/5 ± 2/18 j0/1 ± 5/17 m8/2 ± 0/17 

6  o4/2 ± 6/14 k4/0 ± 2/14 n8/1 ± 9/13 

 b0/1 ± 1/93 b1/0 ± 7/90 c0/1 ± 9/85  شاهد

  بعد از انجماد ماه 1

  درصد تفريخ  يچشم زدگ درصد   درصد لقاح  محلول انجماد

1  g9/1 ± 2/63 d6/5 ± 3/57 g3/3 ± 1/54 

2  f9/2 ± 1/66  d7/4 ± 9/57 f7/3 ± 5/55 

3  m4/4± 5/18 k9/3± 0/14 no3/0± 2/13 

4  k3/3 ± 3/35  h3/2 ± 1/30  j5/2 ± 8/29  

5  r5/0 ± 6/8 n1/1 ± 2/7  r8/0 ± 0/7 

6  s4/0 ± 76/6 o8/0 ± 3/5 s8/0 ± 6/4 

 a8/0 ± 5/96 a7/6 ± 8/92 a0/5 ± 3/91  شاهد

  بعد از انجماد ماه 3

  درصد تفريخ  يچشم زدگدرصد   درصد لقاح  محلول انجماد

1  h9/5 ± 9/56 e5/1 ± 5/54 gh9/1 ± 5/53 
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2  h0/2 ± 2/57  e5/2 ± 6/54 h1/3 ± 7/52 

3  n6/2± 8/15 l1/2± 4/12 o7/2± 4/12 

4  j1/2 ± 3/36  g7/2 ± 7/35  l1/3 ± 3/33  

5  p5/1 ± 7/10 m9/0 ± 2/9 p0/2 ± 7/8 

6  q8/0 ± 74/9 m9/0 ± 9/8 q2/1 ± 2/7  

  c5/4 ± 3/90 b8/3 ± 3/89  b7/4 ± 2/88  شاهد

نشان دهنده عدم وجود اختلاف  ستون (ستون مرتبط با فاكتورهاي مختلف لقاح، چشم زدگي و تفريخ) در هر حروف مشترك

  ) مي باشد.  p>05/0معني دار و حروف غير مشترك نشان دهنده وجود اختلاف معني دار (

  

  

  نتايج مربوط به تعيين بهترين درجه حرارت ذوب -6-3

 30به مدت  C25°ثانيه،  90به مدت  C5°هاي ذوب دماد شده، در ترين دماي ذوب اسپرم هاي منجم تعيين مناسب

كه در  2و  1ثانيه صورت گرفت. براي اين منظور از محلول هاي انجماد شماره  30به مدت  C37°ثانيه و 

د انتخاب شده بودند، استفاده شد. گروه شاهد نيز با لقاح آزمايشات اوليه به عنوان بهترين محلول هاي انجما

عدد پايوت جهت لقاح  5از تعداد ا اسپرم مولدان مركز و بدون اعمال شرايط دمايي در نظر گرفته شد. تخمك ب

 بار تكرار شد. 3ب براي هر نمونه گرم تخمك استفاده شد. جهت افزايش سطح اطمينان، آزمايش ذو 25

آمد. استفاده از حمام آب با ثانيه بدست  30به مدت   C 37°كمترين ميزان لقاح در زمان ذوب اسپرم ها در دماي 

      ه جهت ذوب اسپرم هاي منجمد نتايج قابل قبولي را نسبت به ساير تيمارها نشان دادند.ثاني 30به مدت  C 25°دماي

  لقاحدرصد بر اساس نتايج  : تعيين مناسب ترين دماي ذوب اسپرم هاي منجمد3-4جدول 

  C 5  °C 25  °C 37°  دماي ذوب

  30  30  90  )مدت زمان ذوب (ثانيه

 d3/1 ± 6/36 b5/0 ± 9/72 e3/0 ± 7/29  1محلول انجماد شماره 

  d4/1 ± 4/37  c7/0 ± 4/61  f6/0 ± 9/26  2محلول انجماد شماره 

 a6/0 ± 2/78 a7/0 ± 6/79 a0/1 ± 4/79  شاهد

د اختلاف معني دار نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني دار و حروف غير مشترك نشان دهنده وجو در جدول حروف مشترك

)05/0<p  .مي باشد (  

  

  از انجماداسپرم قبل  قابليت بارورسازيبر  مختلف هايكنندهمحافظتتاثير    -3 -7

و  1دو محلول انجماد شماره اسپرم، از  يبارورساز يتقابلبه منظور ارزيابي تاثير محافظت كننده هاي مختلف بر 

زرده تخم  BSA ،%7 5/1%شاملهمراه محافظت كننده هاي نفوذ ناپذير به  1محلول انجماد شماره استفاده شد.  2

گروه  .نديه استفاده شدكننده پا يقبه عنوان رق زرده تخم مرغ 10%به همراه  2ساكاروز و محلول شماره  5%مرغ و 
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گرفته شاهد نيز بدون اعمال هر گونه تيماري بر روي اسپرم تازه مولدين ماهي قزل آلاي رنگين كمان در نظر 

   شد.

در تمام موارد ميزان لقاح قبل از انجماد، داراي اختلاف معني دار با گروه شاهد بود. با اين حال، استفاده از رقيق 

متانول در مقايسه با ساير تيمارها نتايج بهتري ارائه دادند و بعد  %10و  DMSO ،5 %10و  5همراه با  1كننده شماره 

لازم به  منجر به حصول درصد لقاح بالايي شد.گليسرول  1%و  DMSO 5%كيب و تر گليسرول 10%و  5 از اينها

با كمترين ميزان لقاح همراه  )7/17%( 15%و گليسرول ) 9/8%( 15%يد استام يلمت يدذكر است كه استفاده از 

  بود.

با درصد لقاح  نيز گليسرول %1و  DMSO %5و تركيب  DMSO %10و  5همراه با  2رقيق كننده شماره استفاده از  

يسرول با گل  %10و  5علاوه بر اين استفاده از كه با ساير تركيبات اختلاف معني داري نشان داد. بالايي همراه بود

دي  %15همراه با  2در نقطه مقابل استفاده از رقيق كننده شماره  نيز نتايج لقاح نسبتاً بالايي داشت. 2رقيق كننده 

  ). 3-3رين ميزان لقاح اسپرم قبل از انجماد بودند(جدول ) داراي كمت5/16متيل استاميد (
دقيقه بعد  5اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان  بر روي قابليت بارورسازي: تاثير محافظت كننده هاي مختلف نفوذپذير 3-5جدول 

  رقيق سازياز 

  تيمار  1محلول شماره   2محلول شماره 
b9/0 ± 5/76  de1/0 ± 1/67  DMSO 5%  
c7/0 ± 7/71 cd5/1 ± 5/69 DMSO 10%  
i3/3 ± 1/56 ih9/0 ± 1/59  DMSO 15% 

def1/4± 7/66 ef5/2± 9/64   5گليسرول%  
ef9/1 ± 3/64 fg3/1 ± 6/63  10گليسرول%  
k0/2 ± 8/37 l0/3 ± 7/17  15گليسرول%  
gh5/1 ± 7/60 c4/2 ± 1/71   5متانول%  
j1/1 ± 7/46 b4/2 ± 8/76  10متانول%  
k4/0 ± 3/38 j0/1 ± 3/47  15متانول%  
ih2/3 ± 7/57 j2/3 ± 3/45 5يد استام يلمت يد% 
k4/3 ± 6/35 j5/2 ± 2/48 10يد استام يلمت يد% 

l9/0 ± 5/16 m4/1 ± 9/8 15يد استام يلمت يد% 

c6/2 ± 4/71  h4/2 ± 6/59 DMSO 5%  1+ گليسرول%  
a2/4 ± 6/93  a3/1 ± 6/93  (اسپرم تازه) شاهد  

) p>05/0مشترك نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني دار و حروف غير مشترك نشان دهنده وجود اختلاف معني دار ( حروف

  مي باشد. 
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  هاي مختلف بر قابليت بارورسازي اسپرم بعد از انجمادكنندهمحافظتتاثير    -3 -8

اسپرم ها شد.  با اين حال، در نمونه  فرايند انجماد در تمامي موارد منجر به كاهش معني دار ميزان بارورسازي

متانول و  10%تا  5و  DMSO 10%حاوي  1هاي اسپرم منجمد شده قابليت بارورسازي اسپرم در رقيق كننده شماره 

) به %1) و گليسرول (DMSO )5%گليسرول و تركيب  DMSO ،5% %10و  5حاوي  2همچنين رقيق كننده شماره 

از  ركيبات بودند و خود اين تركيبات با اختلاف معني داري را با هم نشان ندادند.ت طور معني داري بيشتر از ساير

و تركيب  DMSO %5همراه با  2متانول و رقيق كننده شماره  %10همراه با  1اين ميان استفاده از رقيق كننده شماره 

DMSO )5%) 0/67%و  8/64%،  6/64% ) داراي بالاترين ميزان بارورسازي بودند (به ترتيب%1) و گليسرول .(

همراه با تركيبات مذكور به عنوان تركيبات مناسبي جهت انجماد اسپرم  2و  1استفاده از رقيق كننده هاي شماره 

  . )4-3(جدول  ماهي قزل آلاي رنگين كمان مي باشد

دي  %15و  10، 5متانول و  15%گليسرول،  %15و  10، 5همراه با  1در نقطه مقابل استفاده از رقيق كننده شماره 

گليسرول،   %15و  10همراه با  2متيل استاميد داراي كمترين ميزان لقاح بعد از انجماد بودند. رقيق كننده شماره 

  دي متيل استاميد نيز ميزان لقاح پايين بود.  %15و  10متانول و 15%
  

ظت كننده هاي مختلف نفوذپذير بر روي قابليت بارورسازي اسپرم ماهي قزل آلاي : تاثير محاف3-6جدول 

  رنگين كمان يك ساعت بعد از انجماد

  تيمار  1محلول شماره   2محلول شماره 
bc7/1 ± 8/64  h1/1 ± 6/43  DMSO 5%  
de7/1 ± 4/60 cde2/2 ± 4/61 DMSO 10% 
g0/1 ± 2/48 h3/1 ± 2/42  DMSO 15% 
e6/3 ± 1/60  ij0/1 ± 7/31  5گليسرول%  
j0/1 ± 2/28 n7/1 ± 3/8  10گليسرول%  

o8/3 ± 1/4 o1/2 ± 1/2   15گليسرول%  
f0/1 ± 3/54  bcde3/2 ± 9/62  5متانول%  
i3/4 ± 1/35  bcd2/2 ± 6/64   10متانول%  
k3/3 ± 1/21 l7/2 ± 0/17   15متانول%  
h0/1 ± 4/41 k3/3 ± 8/21  5يد استام يلمت يد% 
m8/2 ± 6/12 o1/3 ± 8/1 10يد استام يلمت يد% 

o7/2 ± 5/2 o9/1 ± 1/1  15يد استام يلمت يد% 
b7/1 ± 0/67  g1/2 ± 4/48  DMSO 5%  1+ گليسرول%  
a0/2 ± 1/92 a7/1 ± 1/92  (اسپرم تازه) شاهد  

) P>05/0لاف معني دار (حروف مشترك نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني دار و حروف غير مشترك نشان دهنده وجود اخت

  مي باشد. 
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  بحث و نتيجه گيري -4
  

  بررسي نتايج مربوط به فاكتورهاي كيفي اسپرم ماهيان مركز -1-4

كه گزارشات مشابهي ماهيان مركز شهيد مطهري ياسوج از مهر ماه تا فروردين ماه بود. طول دوره اسپرم دهي 

مولدين يكي از مراكز در ) 1987(  Mocciaو  Munkittrich ) و همچنينHoltz) ،1984و  Buyukhatipoglu توسط

علاوه  ، ارائه شده است.درجه سانتي گراد نگهداري شده بودند 12تا  4كه در دماي  اي كانادنتاريوواايالت ثير كت

در ساير مواقع سال از جمله ماههاي شهريور و بر اين بر اساس مشاهدات صورت گرفته در مولدين مورد مطالعه 

 13هفته تا  5متغيري از طول دوره اسپرم دهي از  محدوده) Gjerd )1984يبهشت نيز اسپرم دهي مشاهده شد. ارد

(اكتبر تا  رم دهي را از مهر ماه تا بهمناسپ دوره) نيز طول 1995همكارانش (و  Lahnsteiner هفته بيان كرده است.

و  Munkittrich) و همچنين 1984، (Holtzو  Buyukhatipogluاين مطالعه مويد نظر  گزارش كرده است. فوريه)

Moccia )1987(  كمتر تخمين مي زنند. مي باشد كه اظهار كرده اند كه برخي محققين طول دوره اسپرم دهي را  

ا ساير مطالعات انجام است، بم كه در اين مطالعه به دست آمده پارامترهاي كيفي اسپر ازاي  در ابتدا مقايسه 

ميانگين تعداد اسپرم در متغير بوده است.  49/26 * 109در مهرماه تا   15/5 * 109اسپرم از   تراكم خواهد شد.

ميلي ليتر مني ماهي قزل آلاي رنگين كمان در طول شش ماه دو سال (ماههاي مهر، آبان، آذر، دي، بهمن و 

 * 109 غلظت اسپرم از )،1379شكيبي دريا كناري (در مطالعه  عدد برآورد شد. 79/13 ± 09/1 * 109اسفند) نيز 

) در 1385سير و همكارانش (گزارش شده است.  5/14 * 109 متغير بود و ميانگين آن نيز   15/25 * 109تا  91/4

و در گروه تكثير  8/2 * 109 تراكم اسپرم را در گروه فتوپريوديك  بررسي اسپرم قزل آلا در مركز تكثير نمرود

) در بررسي مقايسه اي نتايج تكثير مولدين قزل آلاي 1388ند. محمدي (ا بدست آورده  36/8 * 109طبيعي

ميليارد در ميلي ليتر  18و  26سازگارشده در آب لب شور بافق با آب شيرين ياسوج تراكم اسپرم را به ترتيب 

رد ميليا 18/12تا  06/5) تراكم را در سنين مختلف از 1388اسپرم بدست آورده است.  شمس پور و همكاران (

بدست  76/1*109ميزان اين فاكتور را  2005و همكارانش در سال  Rainisدر ميلي ليتر اسپرم برآورد كردند. 

، 1ساله كه با فواصل متناوب  3و  2با بررسي تراكم اسپرم در نرهاي  )Holtz) ،1984و   Buyukhatipogluآورده اند.

) در 2007و همكارانش ( Aralرا تخمين زده اند.  4/35* 109تا  7/7 * 109هفته بررسي شده اند، مقادير   4و  2

   06/6* 109بررسي كيفيت اسپرم قزل آلا در سد درياچه آتاترك در تركيه تراكم اسپرم را به طور متوسط 

ميليارد بدست  9/8± 8/3ليتر مني  نيزتراكم سلول اسپرم در ميلي) Evans  )2000و  Geffenارزيابي كرده اند. 

اسپرم در ميلي ليتر مايع مني براي تراكم   8/11 * 109در ماهي قزل آلاي رنگين كمان مقدارآورده اند. 

  Akhanو  Canyurtنيز  2008گزارش گرديد. در سال  1993در سال  Dabrowskiو  Ciereszkoاسپرماتوزوآ توسط 

  برآورد كردند.  87/9* 109تراكم اسپرم را در ماهي قزل آلا 

اكم اسپرم در مطالعات مختلف مي تواند دلايل متفاوت داشته باشد كه از آن جمله مي اختلاف در برآورد تر

 ,.Rurangwa et al)، نوع روش و دستگاه مورد استفاده براي ارزيابي (Tvedt et al., 2001توان به نوع پيپت كردن (
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 Rurangwa etي متغير است () اشاره كرد. همچنين تراكم در بين گونه هاي همنوع و در طول فصل توليد مثل2004

al., 2004براي مثال  در ماهي قزل آلاي رنگين كمان ،( )Buyukhatipoglu and Holtz, 1984 () و كپورمعمولي; 

Christ et al., 1996; Lubzens et al., 1997اتوزآ كاهش پيدا ) با نزديك شدن به انتهاي فصل توليد تراكم اسپرم

داراي تراكم بالا هستند بيشترين تحرك و يا بالاترين ميزان بارور سازي را كند. هميشه اسپرم هايي كه  مي

بنابراين تراكم اسپرم را نمي توان به عنوان يك ). Geffen and Evans., 2000; Williot et al., 2000( نخواهند داشت

ص ماهي مقياس ويژه و حساس قدرت بارورسازي اسپرم محسوب كرد و ممكن است در درون يك گونه مشخ

ر نيز محدوده هاي به دست آمده قابل مقايسه و مطابق با ساير در مطالعه حاضنيز دارا ي اختلافات فاحش باشد. 

    مطالعات بوده است.

). به طوريكه بيشترين حجم p>05/0حجم اسپرم نيز در ماههاي مختلف اختلاف معني داري را با هم نشان دادند(

ميلي ليتر و كمترين آن در اسفند ماه به   14/10 ± 21/0در آذر ماه به ميزان  اسپرم در نمونه هاي مورد مطالعه

 يندر ا يبدست آمده متوسط حجم اسپرم استحصال يجاساس نتا برمشاهده شد. ميلي ليتر  12/2 ± 52/0ميزان 

 ي،نگهدار طيشرا ،به سن يمولد بستگ ياناسپرم در ماه يفيتحجم و ك .بوده است ميلي ليتر 49/6 ±52/0 مطالعه

از آنجا كه كيفيت اسپرم با پيشرفت فصل توليد و  آنها دارد. يكيساختار ژنت يو حت ينمولد يهآب، تغذ يفيتك

  رم جهت لقاح استفاده نمود.پدر انتهاي فصل بايد از حجم بيشتر اسلذا  )Billard, 1992( مثل نزول خواهد كرد

درصد در ماههاي آبان،  100د تحرك در مهرماه تا درص 14در مطالعه حاضر درصد اسپرم هاي متحرك از  

متوسط درصد اسپرم هاي متحرك در اين مطالعه در طول دوره شش ماه توليد و مثل  .متغير بود آذر، دي و بهمن

گونه  3در مطالعه اي به بررسي پارامترهاي كيفي  2005و همكارانش در سال  Rainis براورد شد.  26/78حدود 

 100ي مزارع ايتاليا پرداخته اند كه درصد اسپرم هاي متحرك در ماهي قزل آلاي رنگين كمان از ماهيان پرورش

بدست  1/66درصد اسپرم هاي متحرك  2005و همكارانش در سال  Lahnsteinerدرصد بوده است. در تحقيق 

م هاي داراي آمده است كه دليل كم بودن اين ميزان درصد تحرك دقت زياد در بررسي بوده بطوري كه  اسپر

 2002و همكارانش نيز در سال  Wagnerحركت موضعي در گروه اسپرم هاي متحرك محسوب نشده است. 

و همكارانش  Aralبدست آورده اند.  83±6درصد اسپرم هاي متحرك را در ماهي قزل آلاي رنگين كمان 

 25/73اسپرم هاي متحرك را ) در بررسي كيفيت اسپرم قزل آلا در سد درياچه آتاترك در تركيه درصد 2007(

درصد  100درصد اسپرم هاي متحرك را در ماهي قزل آلا )Evans )2000و  Geffen درصد تخمين زده است.

  بدست آورده اند.  

بررسي نتايج بيان شده و مقايسه آن با نتايج تحقيق حاضر مويد اين مطلب است كه معمولا درصد اسپرم هاي 

هري ارزيابي كيفي اسپرم مطرح است، يعني اين كه افراد مختلف با در نظر متحرك به عنوان يك فاكتور ظا

گرفتن معيارهاي مختلفي اين فاكتور را تخمين مي زنند. در طبقه بندي ظاهري كيفيت اسپرم معمولا اسپرم هاي 

مي  درصد در زمره اسپرم هاي داراي تحرك فوق العاده طبقه بندي 75الي  70داراي درصد تحرك بالاتر از 
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بالا بوده است  ماههاي آبان تا بهمن  يق حاضر درصد اسپرم هاي متحرك در). در تحقGuest et al., 1976شوند (

   كه بر اساس نمره بندي همگي جزء اسپرم هاي داراي تحرك شديد طبقه بندي مي شوند.

  

  از انجماد و بعد قبل انجماد مختلف يمحلول ها بررسي -2-4

را در طول زمان نگهداري كنترل بهتر شرايط فيزيكوشيميايي  يزيولوژيك مي باشد كهيك محلول فرقيق كننده 

مشابه تركيبات پيچيده  لحاظ پيچيدگي از رقيق كننده هاي مورد استفاده در محلول انجماد از كنند. فراهم مي

تركيب اين  تحقيقات نشان داده اند كه زي ساده متغير مي باشند.كتا يك محلول گلو تركيب پلاسماي مني

و به نظر نمي رسد كه يك رقيق كننده تنها  محلول نقش مهمي در قدرت بارورسازي اسپرم بعد از انجماد دارد

به حداكثر برساند. مطالعات مختلف نشان داده اند كه  وجود داشته باشد كه بارورسازي را در تمام گونه ها

  .)Cloud and Patton, 2008ات پيچيده تر لزوماً بهتر نيستند (تركيب

دقيقه  5به مدت  پس از همدمايي هاي انجماد مختلفشده در محلولهاي رقيقدرصد تحرك اسپرم بررسي نتايج

ي انجماد مورد تحرك اسپرم ها پس از اختلاط با تمام محلول ها يزانم نشان مي دهند كه  C° 4در آب و يخ 

از جمله  كاهش داشت. به طور معني داري)، 3/94شاهد ( يبا درصد تحرك در نمونه ها يسهدر مقا مطالعه

اسپرم  يتوان به از دست رفتن انرژ يذكر شده است م ييكاهش درصد تحرك در مرحله همدما يكه برا يليدلا

در زمان  يهستند ول ييدرصد تحرك بالا يدر ابتدا اسپرم ها دارا ينكها يعنيمرحله اشاره كرد،  يندر ا

   روند. يم يندهند و از ب ياز دست م يخاز  يناش يا به جهت سرمااسپرم ها توان خود ر يي،همدما

حال اسپرم در  ينانجماد مورد استفاده قبل از انجماد، با ا يمحلول ها ياندار م يبا وجود مشاهده اختلاف معن

شده در  يقتحرك در اسپرم رق يزانكه م يرا از خود نشان دادند به طور يهمه محلول ها از خود تحرك خوب

  5/76تا   3در محلول شماره  2/68ه موارد از يو در بق يددرصد رس 9/43و به حدود  يهكمتر از بق 6حلول شماره م

يك دليل مناسب جهت توجيه حفظ كيفيت در تمام اين محلول ها به تاريخچه  بود. يرمتغ 2در محلول شماره 

 ,.Lahnsteiner et al توسط محلول شماره يك گردد.بر مي موفقيت آميز ابن محلول ها در مطالعات قبلي استفاده

1995; Lahnsteiner et al., 1996a; Lahnsteiner et al., 2002; Salte et al., 2004; Lahnsteiner and Mansour, 2008; 

Lahnsteiner et al., 2011.  توسط 2محلول شماره  است.به طور موفقيت آميزي مورد استفاده قرار گرفته شده 

Erdahl et al., 1984; Cabrita et al., 1999; Cabrita et al., 2001a, b; Robles et al., 2003; Cabrita et al., 2005 ; 

Herra´ez et al., 2008; Robles et al., 2008; Pe´rez-Cerezales et al., 2010  جهت انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي

محلول معروف كورتلند مي باشد كه در اغلب مطالعات  3محلول شماره  رنگين كمان به كار گرفته شده است.

انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين  متعددز در مطالعات ني 4محلول شماره مورد استفاده قرار گرفته شده است. 

 ,Alderson and MacNeil, 1984; Scheerer and Thorgaard، 1379شكيبي دريا كناري، كمان استفاده شده است (

1989; Wheeler and Thogaard, 1991;  Tekin et al. 2003a; Ninhaus-Silveira, A. et al., 2008; Young et al., 2009(. 

مورد استفاده قرار گرفته شده  Holtz, 1993 و 1379 ي،كنار يادر يبيشك نيز توسط  6و  5تركيب هاي شماره 

  است.
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ثانيه ذوب  30به مدت  C º25ماه و سه ماه، در دماي  روز، يك 3اسپرم ها پس از نگهداري در ازت مايع به مدت 

شدند. نتايج نشان دادند كه ميزان تحرك بعد از انجماد نسبت به  استفادهشده و جهت تعيين ميزان تحرك و لقاح 

زمان  قبل از انجماد به طور معني داري كاهش پيدا كرد. اين كاهش در تمام تيمار ها مشاهده شد با ابن تفاوت 

ميزان تحرك قابل قبولي جهت انجام عمليات لقاح  2و  1تيمار اول و دوم با استفاده از تركيبات شماره  كه در

ماه بعد از انجماد مشاهده نشد.  ميزان  3مشاهده شد، به طوري كه تغيير محسوسي در ميزان تحرك حتي تا 

 طور معني داري كاهش داشتبه  6و  5، 4، 3تحرك در نمونه هاي اسپرم منجمد شده با تركيبات شماره 

)05/0<p( 1ماه به كمتر از  3بعد از  5. به طوري كه ميزان تحرك در نمونه هاي منجمد شده با تركيب شماره 

   ).     3-2درصد رسيد (جدول 

دي از جمله موار را مي توان به 2و  1يج حاصله در اين مرحله دلايل برتري تركيبات شماره الذا بر اساس نت

ر تركيب ها نيز محيط يسا ،. علاوه بر اينتركيب پلاسماي مني اشاره كرد باركيب اين محلول ها مشابهت ت

در  2001و همكارانش در سال  Babiak مناسب جهت انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان را دارند.

بدست  يجالب يجده نتااسپرم منجمد ش يبارورساز يتقابل يبر رو ييكننده و همدما يقرق يبترك يراتتاث يبررس

كننده، نوع محافظت كننده و حضور  يقرق يفاكتورها ميانمتقابل  يواكنش ها يدر تمام موارد بررسآوردند. 

 يكننده بر رو يقرق يعملكرد چندفاكتور يانگركه ب، يدمشاهده گرد يدشد يشياثرات افزا زرده تخم مرغ،

فاكتورها به  ينكه هر كدام از ا يوقت يجهباشد. در نت يد ماز انجما يمقاومت اسپرماتوزوآ در مقابل صدمات ناش

ت انجماد ارائه يموفق يبر رو يرشاندر مورد تاث يممكن است اطلاعات كل يرند،قرار گ يمورد بررس ييتنها

اختلافات مشاهده شده در  يحجهت توض يمناسب يهمختلف، توج يفاكتورها يانم يندهند. احتمالاً برهم كنش ها

و همچنين رقيق كننده هاي استفاده شده  مختلف ينگزارش شده توسط محقق يكننده ها يقاجزاء رق بودن يدمف

 ازيبارورس يتقابل يكننده بر رو يقزرده تخم مرغ به رق %10اضافه كردن  يرمثال، تاث يباشد. برا در اين بررسي

مول گلوكز  3/0زمان استفاده از  باشد. در يكننده مورد استفاده م يقنوع رق يرتحت تاث يداًاسپرم منجمد شد

در  باشد. يم يدموثر و مف Erdahl and Grahamكننده  يقكه در صورت استفاده از رق يكاملاً مضر بوده در حال

م بررسي اين محلول ها در نواحي ع مي توان اذعان نمود كه به كارگيري محلول هاي انجماد مختلف مستلزومجم

پروتكل واحد جهت فرايند هاي دخيل در انجماد اسپرم ( از جمله مولدين جغرافيايي مختلف و بر اساس يك 

، همدمايي يا عدم همدمايي، روش انجماد استاندارد و ثابت، مورد استفاده، خصوصيات كيفي و كمي اسپرم

بر اساس . و در نهايت توسعه يك پروتكل واحد در اين زمينه مي باشد )روش ذوب و لقاح يكسان و مناسب

 ;Babiak et al., 1999; Holtz, 1993) و همچنين داده هاي ساير محققين (2001و همكارانش ( Babiakمطالعه نتايج 

Lahnsteiner et al., 1995; Lahnsteiner et al., 1997   نوع رقيق كننده بدون در  ) مي توان نتيجه گرفت كه ارزيابي و

بر اساس نظر  مفيدي ارائه نخواهند كرد. به طور كلي نظر گرفتن برهم كنش هاي ميان ساير فاكتورها اطلاعات

Babiak ) نوع رقيق كننده در انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان به عنوان فاكتور  ) 2001و همكارانش

ج لقاح و آب شير نيز نتاي DMSO  %10حياتي مطرح نيست. به طوريكه حتي اسپرم هاي منجمد شده در تركيب 
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هيچ گونه تعبير مناسبي را نمي توان از نوع رقيق كننده مورد آمده است. لذا بر اين اساس بدست  %40بالاي 

از   بدست آمده  ميزان تحرك و لقاحدر اين مطالعه بر اساس آناليز برهم كنش ها و نتايج اوليه  استفاده ارائه داد.

  .برتر انتخاب شد يكننده ها يقبه عنوان رق محلول 2مختلف  يها محلول ينب

  

  تعيين بهترين درجه حرارت ذوب -3-4

به طور كلي به منظور جلوگيري از تشكيل دوباره بلورهاي يخي، نرخ يا سرعت ذوب بايد بالا باشد 

)Lahnsteiner., 2000.( ) پايوت ها در آب گرمBaynes & Scott 1987; Wheeler and Thogaard, 1991لت ها ) و پ

در حاليكه شرايط انجماد در گونه هاي مختلف  .)Lahnsteiner., 2000(ندب مي شومستقيماً در محلول لقاح ذو

) اذعان Lahnsteiner., 2000 .(Lahnsteiner )2000ذوب خاص گونه نيست (آزادماهيان متفاوت است، با اين حال 

ايط ماهيان مي باشد و انحراف خفيف از شرذوب حساسترين پارامتر در طي مراحل انجماد اسپرم آزاددارد كه 

يا دماي ذوب ثانيه و  5ي كه زمان ذوب براي هنگام. اپتيمم به طور معني داري درصد لقاح را كاهش خواهد داد

حساسيت اسپرم  رد.خواهد ككند، تحرك و بارورسازي اسپرم به طور معني داري كاهش پيدا ير تغي C5°به ميزان

از آنجا كه تمام پايوت ها مي شود و در نتيجه يدگي كار جهت دستكاري تعداد زياد به شرايط ذوب منجر به پيچ

 تلقيح تعداد زياد تخمك با مشكل روبرو خواهد شد.پايوت ها بايد در شرايط يكسان و ثابت نگهداري شوند لذا 

  C10-8°ثانيه در دماي 20علاوه بر اين، نگهداري اسپرم منجمد شده حتي براي مدت زمان بسيار كوتاه در حدود 

ي دار ميزان بارورسازي خوهد شد. اين عدم ثبات در كيفيت اسپرم مي تواند ناشي از تغييرات عنمنجر به كاهش م

    در ساختار، فيزيولوژي و متابوليسم سلول هاي اسپرم باشد.

ثانيه بدست آمد.  30به مدت   C 37°در مطالعه حاضر، كمترين ميزان لقاح در زمان ذوب اسپرم ها در دماي 

ثانيه جهت ذوب اسپرم هاي منجمد نتايج مشابهي را با گروه شاهد  30به مدت  C 25°با دماي استفاده از حمام آب

  .نشان داد

صفر در مطالعات مختلف انجماد اسپرم ماهي قزل آلا دماهاي ذوب مختلفي به كار گرفته شده است. كه از  

-Pe´rez)، 2011همكارانش (و  Lahnsteiner  درجه متغير بوده است. در تشابه با اين مطالعه 80درجه سانتي گراد تا 

Cerezales ) 2010و همكارانش،( Herra´ez ) 2008و همكارانش،( Lahnsteiner and mansour  )2008( ،Robles  و

 a, bو همكارانش ( Cabrita )،2003و همكارانش ( Robles )،2004و همكارانش ( Salte )،2008همكارانش (

2001 ،(Lahnsteiner  و همكارا) بهترين دما جهت ذوب اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان را  )1995نش

 30تا  5نتايج مشابهي در دماهاي  Thogaard و   Wheelerدر مطالعه . ثانيه بدست آورده اند 30به مدت  C 25°دماي

ما ها نشان دوطرفه هيچ گونه اختلاف معني داري را ميان اين د t-testآزمون درجه سانتي گراد بدست آوردند و 

به طور معني داري از ساير دما ها متفاوت بود و ميزان لقاح پاييني  C0°تنها اسپرم هاي ذوب شده در دماي نداد. 

را با توجه به كاهش ميزان خطا در اين دما جهت  C5°محققين با توجه به نتايج كار خود دماي اين را ارائه داد. 

بهترين دما و زمان ذوب اسپرم ماهي قزل آلا را   )1379(ا كناري شكيبي دري ادامه كار خود انتخاب نمودند.
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در مجموع مي توان به اين نتيجه رسيد كه در مطالعه حاضر بر اساس ثانيه بدست آورد.  90به مدت  C 5°دماي 

ثانيه بهترين دما جهت ذوب اسپرم  30به مدت  C  25°فعاليت اسپرم هاي ذوب شده دماي بررسي ميزان نتايج و 

اهي قزل آلاي رنگين كمان مي باشد كه در تطابق با اكثر مطالعات انجماد اسپرم صورت گرفته شده در اين م

  ماهي مي باشد. 

  
  ذوب مختلف استفاده شده در انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان يا: دماه 4-1 جدول

  منبع  مدت زمان ذوب (ثانيه)  )C°دماي ذوب (

25  30  Lahnsteiner et al., 2011, Pe´rez-Cerezales et al., 2010, 
Herra´ez et al. 2008, Robles et al., 2008, Salte et al., 
2004, Robles et al., 2003, Cabrita et al., 2001a, b    

10  10  +20  Young et al., 2009  

70  3  Ninhaus-Silveira, A. et al., 2006, Ninhaus-Silveira, A. et 

al., 2002  

50  10  Cabrita et al., 2005  

30  30  Bozkurt et al., 2005, Lahnsteiner et al., 2002,   

37  30  Ogier De Baulny et al., 1997, Labbe and  Maisse 1996 

  

   1 شمارهدر تركيب با رقيق كننده  هاي مختلفكنندهمحافظتتاثير بررسي   -4-4

 ميزان لقاحمنجر به كاهش معني دار  تمام موارد  لف محافظت كننده درمطالعه حاضر استفاده از انواع مخت در

با اين حال، در نمونه هاي اسپرم منجمد شده  ). p> 05/0در مقايسه با گروه شاهد شدند ( اسپرم ها قبل از انجماد

داري بيشتر  متانول به طور معني %10تا  5و  DMSO %10حاوي  1قابليت بارورسازي اسپرم در رقيق كننده شماره 

متانول داراي بالاترين ميزان  %10همراه با  1از اين ميان استفاده از رقيق كننده شماره  .تركيبات بود از ساير

  ). %6/64بارورسازي بودند (

ه تركيبات محافظت كننده ژنتايج بدست آمده از قدرت بارورسازي اسپرم ها قبل و بعد از انجماد بيانگر تاثير وي

حفظ كيفيت اسپرم ها  اسپرم منجمد شده مي باشد. همان طور كه نتايج نشان مي دهند با وجود در حفظ كيفيت

عنوان به قبل از انجماد، در اغلب موارد تركيبات محافظت كننده منجر به حفظ كيفيت اسپرم هاي منجمد نشدند. 

 باعث كاهش DMSO %5كردن  اضافه داراي نتايج متفاوتي بودند. %10و  %5به ميزان  DMSOاضافه كردن  مثال،

منجر به  DMSO %10در حاليكه ، بعد از انجماد) 6/43%به قبل از انجماد  1/67(از % درصدي ميزان لقاح شد 24

نتايج  متانول% 10و  5 از سوي ديگر استفاده از  .)4/61به % 5/69(از % درصد لقاح بعد از انجماد شد 8كاهش 

  شد. 17به %تانول باعث كاهش چشمگير درصد لقاح م 15لقاح بهتري را ارائه دادند و %

Lahnsteiner ) و همكارانشa1996 ،1995  ،تركيب ) بر اساس آناليز ميزان تحرك و رنگ آميزي حياتي اسپرم

DMSO  و گليسرول را به عنوان يك محافظت كننده خيلي موثر جهت انجماد اسپرم ماهيان قزل آلاي رنگين
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اين محققين  زل آلاي درياچه اي، قزل آلاي جويباري و ماهي سفيد معرفي كردند.كمان، قزل آلاي قهوه اي، ق

نتايج بهتري  DMSOو  DMAنشان دادند كه متانول در مقايسه با ) Lahnsteiner et al. 1997aدر ادامه مطالعات خود (

) a1997و همكارانش ( Lahnsteiner مطالعه را به عنوان حفاظت كنندگي اسپرم منجمد آزاد ماهيان ارائه داد. 

نشان داد كه استفاده از متانول به عنوان محافظت كننده منجر به افزايش بيشتر كيفيت اسپرم ماهيان قزل آلاي 

رنگين كمان، قزل آلاي درياچه اي، قزل آلاي قهوه اي و ماهي چار بعد از انجماد مي شود. در مجموع نتايج 

 ل به عنوان موثرترين ماده محافظت كننده اسپرم آزاد ماهيان مي باشد.مطالعه اين محققين حاكي از كاربرد متانو

Lahnsteiner ) به اين نتيجه رسيد 2000در مطالعه مروري داده هاي موجود در ارتباط با انجماد اسپرم آزاد ماهيان (

مي شد  % گليسرول به عنوان محافظت كننده داخلي استفاده1و  DMSO% 10كه در مطالعات قبلي از تركيب 

)Lahnsteiner et al. 1995 1996b متانول جايگزين تركيب قبلي شده است. 10)، در حالي كه در مطالعات اخير %

 .Lahnsteiner et al. 1996aاين جايگزيني به خاطر افزايش معني دار نرخ لقاح توسط اين محافظت كننده مي باشد(

1997a.( 10استفاده از % در مطالعه حاضر در تطابق با مطالعه ذكرشده DMSO  متانول نتايج لقاح بالايي 10و  5و %

  هم نشان ندادند.  و اختلاف معني داري را با را نشان دادند

)  كه گزارش داد در آزادماهيان متانول در Lahnsteiner )2000در تضاد با نتايج مطالعه حاضر و همچنين نتايج 

در مطالعه است.  Lahnsteinerدر زمان استفاده از رقيق كننده موثرترين محافظت كننده  DMSOو  DMAمقايسه با 

Richardson ) با استفاده از رقيق كننده ) 2000و همكارانشLahnsteiner ،اسپرم منجمد شده با DMA  داراي تحرك

ه اين اختلاف مي تواند به اين حقيقت برگردد ك بود. DMSOبيشتري نسبت به اسپرم هاي منجمد شده با متانول و 

اين محقق تاثيرگذاري محافظت كننده را تنها از طريق اندازه گيري پارامترهاي تحرك اسپرم مورد آزمايش قرار 

 McNiven, et al., 1993; Richardson et(بر خلاف نظر ساير محققين داد و قابليت بارورسازي را مد نظر قرار نداد.

al. 2000; Babiak, et al., 2001كه اذعان داشته اند( DMA  به عنوان يك محافظت كننده موفق در حفاظت از اسپرم

.، در آزادماهيان در طي فرايند انجماد در زمان استفاده از  هر دو نوع رقيق كننده نمكي و گلوكزي مي باشد

  نتايج ضعيفي را به همراه داشت. 1مطالعه حاضر استفاده از اين محافظت كننده به همراه محلول شماره 

در (محلول نمكي)  1ايج حاصل از استفاده تركيبات محافظت كننده مختلف همراه با محلول شماره در مجموع نت

در نسبت هاي  DMAو عدم كارايي گليسرول و  % متانول10و  5و  10DMSOبيانگر موثر بودن %اين مطالعه، 

    مختلف مي باشد.

  

  2ننده شماره هاي مختلف در تركيب با رقيق ككنندهمحافظتبررسي تاثير   -5-4

 گليسرول 1و % DMSO 5تركيب % همچنين گليسرول و DMSO ،%5% 10و  5همراه با  2استفاده از محلول شماره  

گلوكزي نيز رقيق كننده با استفاده از  )2001( و همكارانش Babiakنتايج مطالعات نتايج لقاح بالايي را نشان داد. 

د جهت انجماد اسپرم ماهي قزل آلا بصورت پلت مي باشد. درصد تاييدكننده امكان كاربرد دي متيل سولفوكساي

+   Erdahl and Graham %) بعد از لقاح با اسپرم منجمد شده در محلول 9/72بالاي لاروهاي داراي شناي فعال (
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10 %DMA  +10.زرده تخم مرغ نشان دهنده موفقيت بسيار بالاي اين پروتكل مي باشد %  McNiven و همكارانش

در مقايسه با ساير محافظت كننده ها از جمله گليسرول،  DMSOدر آزاد ماهيان ) نيز اذعان داشته كه 1993(

اين نتايج بيانگر انعطاف پذيري  متانول، اتيلن گليكول و پروپيلن گليكول بيشتر مورد استفاده قرار مي گيرد.

DMSO  حفظ غشاء سلول مي باشد.در محلول گلوكز و  

 اسپرم منجمد شده ماهي چار قطبي نتايج ضعيفي را به همراه داشت،  ضر كه استفاده از متانولبر خلاف مطالعه حا

داراي درصد بالاتري  DMSOو  DMAدر زمان استفاده از متانول در مقايسه با استفاده از در رقيق كننده گلوكزي، 

  تحرك و لقاح و چشم زدگي بودند. 

) اظهار كرده اند كه با وجود 1993و همكارانش (McNiven  ،حاضر در ارتباط با گليسرول نيز برخلاف مطالعه

اينكه گليسرول در انجماد اسپرم پستانداران به طور گسترده اي استفاده مي شود، با اين حال به خاطر عدم توانايي 

رانش و همكا Babiakغشاء سلول آزاد ماهيان در انجماد اسپرم آزاد ماهيان موثر نمي باشد. حفظ انسجام در 

) در تطابق با مطالعه حاضر با استفاده از رقيق كننده گلوكزي به اين نتيجه رسيدند كه گليسرول نيز بعد از 2001(

  مول گلوكز در انجماد اسپرم مفيد واقع بود.   3/0تركيب با 

   

   2و  1محافظت كننده هاي مختلف در تركيب با رقيق كننده هاي شماره مقايسه  -6-4

 ;DMSO )Legendre and Billard, 1980; Stoss and Holtz, 1983b, c; Boyens and Scott, 1987ختلف در مطالعات م 

Holtz, 1993) گليسرول ،(Piironen, 1993 تركيب ،(DMSO ) و گليسرولLahnsteiner et al. 1995 1996a پروپان ،(

) جهت انجماد اسپرم آزاد ماهيان مورد McNiven et al., 1993)، دي متيل استاميد(Lahnsteiner et al. 1996aديول (

پروتكل يكساني جهت انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين  تاكنونوجود  با اين استفاده قرار گرفته شده اند.

و DMSO 5% و 2متانول همراه با تركيب شماره 10% حاضر نشان داد كه استفاده از همطالعنشده است.  منشركمان 

       بهترين نتايج را به همراه داشتند. 2همراه با تركيب شماره گلوكز  1و % DMSO 5همچنين تركيب %

Mansour ) و همكارانa, b2006( منجمد  هاياسپرم يتحرك و بارورساز يزانمكه  ندنشان داد در مطالعه خود

رم هاي منجمد اسپ در مقايسه باحاوي متانول  مطالعه حاضر) 2(مشابه محلول شماره  شده در رقيق كننده گلوكزي

به طور معني همراه با متانول در مطالعه حاضر)  1(مشابه محلول شماره  Lahnsteinerشده در رقيق كننده پيچيده تر 

 2003و همكارانش در سال  Tekinنتايج مطابق با نتايج بدست آمده حاصل از مطالعه  نايبيشتري مي باشد.  داري

رقيق  3اين رقيق كننده اسپرم را با هم مقايسه كردند.  3اين محققين  در ماهي قزل آلاي رنگين كمان مي باشد كه

به عنوان محافظت كننده بود.  DMSOهمراه با  Monibو رقيق كننده  Lahnsteinerكننده شامل گلوكز، رقيق كننده 

كه از بيشترين ميزان تحرك و قدرت بارورسازي اسپرم منجمد شده هنگامي حاصل شد اين محققين دريافتند كه 

گلوكز مي تواند به عنوان رقيق كننده اسپرم، حفاظت از صدمات حاصل از رقيق كننده گلوكزي استفاده شد. 

  ). Leung & Jamieson, 1991(داراي تاثير حفاظت كنندگي خارجي است تغييرات اسمولاريته و همچنين
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Babiak  بر روي قابليت  يهمدمايتركيب رقيق كننده و  اتدر بررسي تاثير 2001و همكارانش در سال

اثرات افزايشي شديد نوع رقيق كننده، نوع محافظت بارورسازي اسپرم منجمد شده نتايج جالبي بدست آوردند. 

مشاهده  اين فاكتورها ي متقابل درجه اولموارد بررسي واكنش هادر تمام  ،كننده و حضور زرده تخم مرغ

صدمات ناشي از بر روي مقاومت اسپرماتوزوآ در مقابل  گرديد كه بيانگر عملكرد چندفاكتوري رقيق كننده

در نتيجه وقتي كه هر كدام از اين فاكتورها به تنهايي مورد بررسي قرار گيرند، ممكن است  انجماد مي باشد.

. احتمالاً برهم كنش هاي ميان فاكتورهاي موفقيت انجماد ارائه ندهند اطلاعات كلي در مورد تاثيرشان بر روي

ارش شده اجزاء رقيق كننده هاي گز بودن فيددر متوضيح اختلافات مشاهده شده مناسبي جهت  توجيه ،مختلف

زرده تخم مرغ به رقيق كننده بر روي قابليت  %10براي مثال، تاثير اضافه كردن توسط محققين مختلف باشد. 

مول  3/0در زمان استفاده از شد. شديداً تحت تاثير نوع رقيق كننده مورد استفاده مي بابارورسازي اسپرم منجمد 

   موثر و مفيد مي باشد. Erdahl and Grahamتفاده از رقيق كننده سمضر بوده در حالي كه در صورت ا گلوكز كاملاً

نفوذپذير از استفاده از محافظت كننده هاي  اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان باانجماد انجماد موفقيت آميز 

و گليسرول  DMSOو تركيب  )Lahnsteiner et al., 1997a، متانول () DMSO )Stoss and Holtz, 1981a, bجمله 

)Lahnsteiner et al., 1995(  .صورت گرفته شده استMcNiven )ثابت كردند كه دي متيل ) 1993و همكارانش

يق كننده ها را مي باشد، اما اين محققين تمام رق استاميد جهت انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان مفيد

و  Babiakنتايج مطالعات مقايسه با ساير مطالعات را محدود كردند. تنظيم كردند و درنتيجه  5/7برابر  pHدر 

جهت انجماد اسپرم ماهي قزل آلا نيز تاييد كننده امكان كاربرد دي متيل سولفوكسايد  )2001( همكارانش

نشان بعد از لقاح با اسپرم منجمد شده  )%9/72ي فعال (بصورت پلت مي باشد. درصد بالاي لاروهاي داراي شنا

مول گلوكز در انجماد اسپرم  3/0گليسرول نيز بعد از تركيب با  دهنده موفقيت بسيار بالاي اين پروتكل مي باشد.

) در آزمايش ديگري بعد از اضافه كردن زرده تخم مرغ به اين نتيجه 2001و همكارانش ( Babiakمفيد واقع بود. 

يدند كه اضافه كردن زرده تخم مرغ جهت انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان مفيد مي باشد كه در رس

  ) مي باشد. Scott )1987و  Boynesراستاي نتايج بدست آمده توسط 

و  Babiak هبر اساس نتايج مطالعهيچ گونه تعبير مناسبي را نمي توان از نوع رقيق كننده مورد استفاده ارائه داد. 

 ,.Babiak et al., 1999; Holtz, 1993; Lahnsteiner et alداده هاي ساير محققين (همچنين و  )2001( همكارانش

1995; Lahnsteiner et al., 1997a    برهم ) مي توان نتيجه گرفت كه ارزيابي ونوع رقيق كننده بدون در نظر گرفتن

در انجماد اسپرم نخواهند كرد. به طور كلي نوع رقيق كننده كنش هاي ميان ساير فاكتورها اطلاعات مفيدي ارائه 

 اسپرم هاي منجمد شده در حتيماهي قزل آلاي رنگين كمان به عنوان فاكتور حياتي مطرح نيست. به طوريكه 

  بدست آمده است.  %40نيز نتايج لقاح بالاي و آب شير  DMSO  %10 تركيب

در هيچكدام از اين  ، با اين حالم ماهي قزل آلاي رنگين كمانگزارشات انجماد اسپراعمال دقت در با وجود 

مشاهده و گزارش افزايش معني دار در نتيجه به نظر مي رسد كه مشابهي به دست نيامده است. نتايج  مطالعات

به تغييرات ايجاد شده در روش اعمال شده مربوط نباشد. احتمال دارد كه اغلب اين عملكرد اسپرم منجمد 
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تغييرات بيولوژيكي مواد مورد استفاده  حاصلموجود در نتايج لقاح بدست آمده از اسپرم هاي منجمد تناقضات 

) به وجود اختلاف در كيفيت اسپرم منجمد شده در نرهاي مختلف اشاره كرده Billard )1980و  Legendreباشند. 

نتايج ضعيفتري نسبت به ابتداي فصل  بيان كرده اند كه اسپرم هاي منجمد شده در اواخر فصل توليد و مثلاند و 

  دارند. 
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     نهايينتيجه گيري  -5

 يابرتر انتخاب شد. انتخاب و  يكننده ها يقبه عنوان رق 2و 1هاي شماره  محلولمختلف  يها محلول يناز ب

  بوده است: يرز يلكننده به دلا يقحذف رق

  كننده. يقبا رق يبترك ةن در لحظآ يابياسپرم و ارز يفيتك يبررس -1

  .يخبا  ياسپرم بعد از هم دما يفيتك يبررس -2

  از انجماد. يكساعتاسپرم پس از ذوب بعد از گذشت  يفيتك يبررس -3

در مقايسه با ساير محلول ها  نسبت به زمان بعد از انجمادميزان تحرك در كاهش  2و 1ماره شمحلول هاي  تاثير

 هلذا در ادامه مطالعبعضاً نتايج خيلي پاييني را ارائه دادند.  6و  5، 4، 3محلول هاي شماره  به طوري كه كمتر بود،

بر اساس ارائه بهترين نتايج لقاح در  2و  1علاوه بر اين تركيبات شماره  استفاده شد. 2و 1از تركيبات شماره 

تركيب هاي يج حاصل از ميزان لقاح بر اساس نتازمانهاي مختلف بعد از انجماد جهت ادامه كار انتخاب شدند. 

ثانيه  30به مدت  C25°استفاده از حمام آب با دماي بهترين درجه حرارت ذوب  ،در اين مطالعه 2و  1شماره 

قزل آلاي رنگين كمان به دست آمد، كه در ادامه تحقيق از اين دما جهت ذوب جهت ذوب اسپرم هاي منجمد 

ي اسپرم، از دو بارورساز يتقابلابي تاثير محافظت كننده هاي مختلف بر به منظور ارزي اسپرم ها استفاده شد.

به همراه محافظت كننده هاي نفوذ ناپذير  1استفاده شد. محلول انجماد شماره  2و  1محلول انجماد شماره 

به عنوان  زرده تخم مرغ 10%به همراه  2ساكاروز و محلول شماره  5%زرده تخم مرغ و  BSA ،%7 5/1%شامل

  يه استفاده شدند.  كننده پا يقرق

همراه با محافظت كننده هاي مختلف نيز منجر به  2و  1تركيب هاي شماره نتايج حاصل از لقاح به طور كلي، 

انجماد اسپرم ماهي قزل آلاي رنگين كمان شد. تركيب اول مربوط به محلول تركيب جهت استفاده در  3ارائه 

  مي باشند. 2ه محلول رقيق كننده شماره و دو تركيب ديگر مربوط ب 1شماره 

و  MgSO4.7H2oگرم  يليم CaCl2. 2H2o  ،20گرم  يليم KCl ،15گرم  يليم NaCl ،315ميلي گرم  600 .1

 100و سپس افزودن آب مقطر تا  8/7تا  pHميلي ليتر آب مقطر تنظيم  80، در  Hepesگرم  يليم 470

  pH = 8/7% ساكاروز. تا 5/0% زرده تخم مرغ و BSA، 7% 5/1ميلي ليتر و در نهايت اضافه كردن  

 % متانول 10همراه با 

 KCl ،84/5گرم  NaH2PO4  ،61/2گرم  Mg(SO4).7H2O ،26/0گرم  CaCl2.2H2O ،22/0گرم  102/0 .2

) و KOH )ml 100/g 27/1ميلي ليتر محلول  10گرم گلوكز،  10گرم اسيد سيتريك،    NaCl ،10/0گرم 

 .DMSO 5%همراه با   pH – 8/7% زرده تخم مرغ با 10و  Hepes ميلي ليتر بافر 20

 KCl ،84/5گرم  NaH2PO4  ،61/2گرم  Mg(SO4).7H2O ،26/0گرم  CaCl2.2H2O ،22/0گرم  102/0 .3

) و KOH )ml 100/g 27/1ميلي ليتر محلول  10گرم گلوكز،  10گرم اسيد سيتريك،  NaCl ،10/0گرم 

 گليسرول. 1و % DMSO 5همراه با تركيب %  pH – 8/7زرده تخم مرغ با  %10و  Hepesميلي ليتر بافر  20
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  هاپيشنهاد

كه  كنند يم نر  مبادرت به نگهداري مولدين كمان ينرنگ يمولد قزل آلا يماهيردر حال حاضر مراكز تكث-1

 يكه فقط برااستحصال اسپرم ( يبرا يگرد يجار يها ينهغذا، استخر، آب و هز يلاز قب ياديز ينهامر هز ينا

 يشو افزا يبچه ماه يدتول يها ينهكاهش هز يبرابنابراين، باشد) در بر خواهد داشت.  يم يازمورد ن يرفصل تكث

آنها  ياراختو در  يهقزل آلا منجمد را ته يتوان اسپرم ماه يلازم، م يزيهايبا برنامه ر يردرآمد مراكز تكث يزانم

  قرار داد.

بر اساس  ، اسپرم در بين مولدين در طول سال و حتي در يك دوره مشخصبا توجه به اختلاف كيفيت  -2

، برنامه بهگزيني و اصلاح نژاد ماهي قزل آلاارتباط با كيفيت و كميت اسپرم صورت گرفته در  مطالعات متعدد

ماهي،  مولدين نر قزل آلا تدوين و اجرايي شود. به نظر مي رسد كه با حجم اطلاعات مرتبط با كيفيت اسپرم اين

  مطالعه مروري جامع و كاربردي كردن اين مطالعات در سطح كشور مكفي باشد. تنها يك 

و ضرورت انجام اين كار در مورد مولدين نر،  بر اساس برنامه ملي اصلاح نژاد ماهي قزل آلا در سطح كشور -4

ش هاي ظاهري و غيرعلمي در حال حاضر تمام ارزيابي ها از شاخص هاي كمي و كيفي اسپرم با استفاده از رو

ياسوج به دستگاه  سردآبيژنتيك و اصلاح نژاد ماهيان صورت مي گيرد. بنابراين تجهيز مركز تحقيقات 

  كامپيوتري اسپرم آناليزر و ساير دستگاههاي مرتبط ضروري به نظر مي رسد.

 يم يشنهادپد. بنابراين با توجه به اجراي دستي اين پروژه در مراحل مختلف، خطاهاي زيادي در كار ايجاد ش

مورد استفاده  يامر مهم بصورت صنعت ينو ا يداريانجماد اسپرم خر يمجهز به برنامه ها يوترگردد دستگاه كامپ

  قرار گيرد.
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Abstract: 

 
breeding has moved beyond the point of simply propagating random stock. Genetic potential can be improved by 
establishing and crossing genetically defined strains, crossing species and manipulating gametes. Some of these 
activities require cryopreservation of semen. Cryopreserved sperm could also be a means of exchange of genetic 
material between locations and populations when transportation of live fish is restricted. In this study we had a 
survey on rainbow trout sperm quality in Genetic and Breeding Center for Coldwatwr Fishes, Shahid Motahari, 
Yasouj. Then Cryopreservation trials on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) sperm were carried out using six 
basic extenders. Egg batches of 25 g were inseminated with semen frozen in five 0.5-ml straws. Thowing 
temperature of cryopreserved sperm also was tested. In anather trial we investigate different cryoprotectant. The 
result showd that the best period for sperm collection in this center was from Novamber to January. The best 
extender based on sperm motility parameters were extender 2 and 1 with 57.2 and 56.9% fertilisatin rates, 
respectively. So this two extender were used in the further experiments. The best thowing temperathre was 25°C  
in 30s. Testing different cryoprotectant, adding 10% methanol to extender 1  gave the highest fertilization rate 
(64.6%) among cryoprotectant that used with this extender. In the other extender (2) adding 5% DMSO and 
mixture of 5% DMSO and 1% glycerol gave the highest fertilization rates (64.8% and 67.0%, respectively). In 
conclusion using extender 1 and 2 with mentioned cryoprotectant and thowing rate of 25°C  in 30 s was 
recammended for rainbow trout sperm cryopreservation. 
 
Key words: Sperm Cryopreservation, Rainbow trout, Extender, Cryoprotectant. 
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