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  چكيده 

ماهي نر  23گرم و  3/523 ± 7/24سانتيمتر و  8/37 ± 3/5ماهي نر آزاد  با متوسط طول و وزن  11در اين بررسي 

. تمام اين مورد ارزيابي قرار گرفت گرم  3/631 ± 6/21سانتيمتر و  1/36 ± 1/7سفيد با متوسط طول و وزن 

ر بودند. در ابتدا پس از تهيه نمونه اسپرم، كيفيت آن ماهيان در معاينه اوليه از رسيدگي جنسي مناسب برخوردا

مورد ارزيابي قرار گرفت. در اين بخش فاكتورهايي چون درصد تحرك، مدت تحرك، تراكم، اسمولاليته و 

pH با محلول رقيق كننده حاوي  3:  1آزاد به نسبت اسپرم ماهيان گيري شد. پس از اين مرحله نمونه هاي اندازه

رقيق شده و با روش دستي فرآيند انجماد صورت   )0.3M Glucose, 10% Methanol,10% egg  yolk(  تركيبات

  ازت مايع انتقال داده شد.  هگرفت و در نهايت اسپرم منجمد شده ب

  mM  glucose,  30 350(با دو محلول رقيق كننده شامل تركيبات  3:  1نمونه هاي اسپرم ماهيان سفيد نيز به نسبت 

mM  Tris  and 4% Polyethylene glycol  ) 350) و mM  glucose,  30  mM  Tris  and 2% Glycerol  ( و با رقيق شد

به روش اتوماتيك منجمد و در نهايت در ازت مايع قرار داده شد. اسپرم ماهيان  Planner Kryoاستفاده از دستگاه 

ده و كيفيت آن با اندازه گيري مدت و درصد تحرك ماه بعد از اولين تاريخ انجماد، از انجماد خارج ش 3تا  1

  مورد ارزيابي قرار گرفت. 

نتايج بررسيها نشان داد كه حجم مني استحصالي در ماهيان آزاد بيشتر از ماهيان سفيد بود. همچنين درصد 

اسمولاليته تحرك، مدت تحرك و ميزان تراكم اسپرم در مني ماهيان آزاد بيشتر از ماهيان سفيد بود ليكن ميزان 

اسپرم ماهيان آزاد كمتر از ماهيان سفيد بود. در ارزيابي اسپرم منجمد شده نيز معلوم گرديد، با گذشت  pHو 

زمان ميزان درصد تحرك و مدت تحرك اسپرم هر دو گونه ماهي در مقايسه با نمونه تازه آن كاهش يافته است. 

سفيد از انجماد خارج شده كمتر از اين فاكتورها در همچنين درصد تحرك و مدت تحرك نيز در اسپرم ماهيان 

  نمونه آزاد بود. 

اضافه شده بود بعد از خارج شدن از انجماد اتيلن گليگول نتايج نشان داد نمونه اسپرم ماهي سفيد كه به آنها 

گاري اسپرم اضافه شده بود، ماندگليسرول تحرك نداشته و همگي مرده بودند. در حاليكه نمونه هايي كه به آنها 

   و سلولهاي اسپرم تحرك داشتند. كاملا در آنها حفظ شده بود

فرآيند  درسد تفاوتهاي گونه اي امري بسيار مهم است كه بايد در رونبا توجه به نتايج بدست آمده، به نظر مي

و واحد جهت  به نتايج، استفاده از يك پروتكل منفردانجماد اسپرم كاملا مد نظر قرار گيرد. همچنين با توجه 

يت در اين امر شدني نيست زيرا واكنش سلولهاي اسپرم در برابر عوامل شيميايي كه بعنوان رقيق كننده به قموف

  آنها افزوده ميشود متفاوت است.

لذا ضروري است جهت دستيابي به اطلاعات مناسب جهت حفظ سلولهاي جنسي ماهيان ارزشمند درياي خزر با 

مطالعات تكميلي در خصوص خصوصيات اسپرم هر گونه، رقيق كننده هاي مناسب و  استفاده از روش انجماد،

  نيز فرآيند انجماد انجام گيرد.
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 مقدمه – 1

  كليات- 1 – 1

ميلادي بوجود آمد. مطالعات اوليه در مورد افزايش طول  1853فكر نگهداري اسپرم براي نخستين بار در سال 

م گرفت و بعدها تحقيقات در مورد دستيابي به تكنيكهاي جديد گسترش انجا 1عمر اسپرم در شرايط غير انجماد

يافت. اين سبب شد كه بعد از آن چندين روش نگهداري اسپرم ماهيان مورد بررسي و استفاده قرار گيرد كه 

شامل نگهداري در محيط مغذي با گازهاي اشباع، نگهداري در حرارت زير صفر و منجمد كردن به همراه 

) گزارش كردند كه تركيبات خاصي وجود دارد كه مي تواند از 1949و همكاران(  Polgeبود. خشك نمودن

 در نگهداري ايجاد كريستال يخ در سيتوپلاسم سلول ممانعت به عمل آورد. همين مسئله سبب شد تا روش

در سال  Blaxterن بار اوليبيشتر مورد توجه قرار گيرد. در اين زمينه تحقيقات ادامه يافت تا اينكه  پايين حرارت

ماه زنده  6) را به مدت Clupea harengusاسپرم شگ ماهي (نگهداري در حرارت پايين  توانست با روش  1953

   ).Kerby, 1983; Kopeika et al. 2007نگه دارد(

لاني مدت تكنيكي است كه به عنوان بهترين ابزار براي نگهداري طويا انجماد اسپرم  2نگهداري در سرما بنابراين 

 200بيش از در تاكنون انجماد اسپرم بطور موفقيت آميزي در جهت نگهداري اسپرم . داسپرم ماهي پيشنهاد ميگر

   .)Gwo, 2000گونه از ماهيان دريايي در دنيا گزارش شده است ( 40گونه از ماهيان آب شيرين و 

كه از نظر حفظ و بهبود بخشي ژنتيكي انجماد اسپرم نه تنها بخاطرصنعت تكثير و پرورش مورد توجه است بل

  ذخاير نيز بسيار با اهميت است. فوايد اين تكنيك را ميتوان بدين ترتيب نام برد:

(در مواردي كه تاخير رسيدگي جنسي بين نر و ماده وجود  هر دو جنسدسترسي به سازي قابليت  هم زمان – 1

  دارد)

  استفاده از كل حجم اسپرم موجود  – 2

  ه صرفه اسپرم در هر زمان و مكانتهيه ب – 3

  ساده نمودن مديريت گله مولدين – 4

  نقل و انتقال سلولهاي جنسي در بين مراكز تكثير و پرورش ماهيان – 5

  ).Cabrita et al. 2010ايجاد يك ذخيره يا بانك سلولي جهت برنامه به گزيني و حفظ گونه ها( – 6

 طيف در نر گامتهاي زيرا است پستانداران جنسي سلولهاي از وتمتفا بسيار ماهيان نر جنسي سلولهاي اصولا

 سازي فعال عامل يك به نياز بلكه شتهدا بيروني محيط در فقط را  سازي بارور قابليت تنها نه ماهيان از وسيعي

 اين زا بعد و داشت نخواهد تحرك نگيرد قرار آب با مواجهه در هنگاميكه تا ماهيان اسپرم كه معني اين به دارند

ماهيان تقريبا در . )Day and Stacey, 2007(نمايدمي  حفظ كمي بسيار زمان مدت در تنها را خود تحرك مرحله

                                                           
1
  - non-freezing state 

2
   - cryopreservation 
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تمام اكوسيستم آبي كره زمين كه شامل دامنه اي از آب شيرين تا آب درياچه هاي بسيار شور و از آبهاي مناطق 

وجه به تنوعي كه در شرايط محيط زندگي ماهيان وجود قطبي تا آبهاي داغ صحراي كاليفرنيا زندگي ميكنند. با ت

 نمودهمجبور را و در نتيجه آنها  شدهدارد، اين مسئله سبب تفاوتهاي اساسي در خصوصيات شكلي و عملي آنها 

بتوانند در شرايط محيطي مختلف به اين ترتيب  وتا مكانيسمهاي ادبتاسيون خود با شرايط محيطي را توسعه دهند 

به واكنشهاي متفاوتي را تا اسپرم گونه هاي مختلف ماهيان  شدههمين مسئله سبب  .ا حفظ كنندر خود بقا

  . )Day and Stacey, 2007(پروتكلهاي انجماد اسپرم نشان دهند. 

اگرچه موفقيتهاي زيادي در تهيه دستورالعملهاي انجماد اسپرم ماهيان بدست آمده با توجه به آنچه گفته شد، 

ه يك روش استاندارد معين كه بتوان از آن براي تمام گونه هاي ماهيان آب شيرين و دريا استفاده است، ليكن تهي

مسئله مربوط به اين واقعيت است كه انجماد اسپرم هر گونه ماهي شرايط خاص اين  و نمود بسيار سخت است

) 2007و همكاران( Kopeikaط بطور مثال دستورالعمل كلي كه براي انجماد اسپرم ماهيان توسخود را دارا است. 

معرفي گرديد هنگاميكه براي گونه هاي مختلف ماهي مورد استفاده قرار گرفت دچار دستكارهاي متعددي 

  ). Chewand Zulkafli, 2012خصوصا در تركيب محيط مصرفي نگهداري اسپرم تحت شرايط انجماد گرديد(

  

  خصوصيات اسپرم ماهيان – 1 – 2

براي  مشخصر ماهيان بسيار متنوع است. به همين دليل امكان ايجاد يك گروهبندي شكل و ساختار اسپرم د

ك ياسپرم در ماهيان از  تعداد تاژك ، وجود ندارد. نظير آنچه كه در پستانداران موجود استآنها ساختار اسپرم 

اندام محل  و تار، تعدادو از نظر ساخ در آنها ديده شده  طيف وسيعي از شكل و اندازه  تا دو تاژك متغيير است. 

 Sadiqul. اصولا ساختار اسپرم در ماهيان متاثر از روش توليد مثل آنها است(نگهداري نيز بسيار متفاوت هستند

Islam and Akhter, 2011 .( يك شكل كلي مشابه در تمام گونه تقريبا اسپرمها سلولهاي بسيار كوچكي هستند و

  .)1 – 1 مياني و دم(تاژك) تشكيل شده است(شكلبخش سر،  هاي ماهي دارند. اين سلول از سه بخش
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  الكتروني  ميكروسكوپ نمايي از   - 1 – 2شكل              نمايي شماتيك از اسپرم شامل سر،  -  1 – 1شكل 

  )     Tinca tincaماهي( اسپرم لاي                                       بخش مياني و دم                          

   

(شامل كروموزومها و هسته ازاين بخش  . سر: قطر سر اسپرم در ماهيان مختلف اندازه اي متفاوتي دارد -الف

تشكيل شده است. و در بعضي گونه ها آكروزوم  بخش وسيعي از سر را اشغال ميكند) كه اطلاعات ژنتيكي

. )  1 – 1 شكل(گيردميدر بخش قدامي سر اسپرم قرار  يك ساختار غشايي است كه بر روي هستهآكروزوم 

معمولا سر اسپرم  ).Ginsburg, 1968 (اندازه و شكل سر اسپرم تابعي از اندازه قطر ميكروپيل تخمك مي باشد

مانند  . ليكن موارد استثنا نيز وجود دارد)µm 4 – 2(ماهيان در مقايسه با اندازه كلي اسپرم بسيار كوچك است

كه اسپرم آنها  )Polyodon spathula، ماهيان خاوياري و پهن ماهي()Gibson et al., 1983(ار ماهي اروپايياسپرم م

 با يا بدون آكروزم توانندرسد كه ميمي µm2و  µm10قطر آن به ترتيب به  و طولو سر كشيده اي داشته 

  ). Cherr and Clark, 1984; Xu and Xiong, 1988; Dilauro et al., 1998, 1999, 2000, 2001(باشند

 – 1(شكل به بخش سر الحاق شده استكه بخش مياني: قسمت مياني حاوي سنتريول و ميتوكندري است  –ب 

. بخش مياني اسپرم دژي لازم براي حركت دم را فراهم ميكننرميتوكندريها در قاعده دم قرار گرفته اند و ان ). 1

نسبت به ان است با اين تفاوت كه اسپرم ماهي از ميتوكندري كمتري ماهيان مشابه بخش مياني اسپرم پستاندار

 2003و تاژك نيز از بخش مياني توسط يك كانال سيتوپلاسمي جدا مي شود( برخوردار استاسپرم پستانداران 

Lahnsteiner .( ماهي سوف متفاوت است. براي مثال مختلف بين ماهيان در تعداد ميتوكندري در اين بخش نيز

 20بيش از  Idud melanotusتنها يك ميتوكندري دارد در حاليكه ماهي  )Perca fluviatilisانه اي (رودخ

عدد متغيير  10تا  2ور ماهيان از پو تعداد ميتوكندريها در اسپرم ك ميتوكندري در بخش مياني اسپرم خود دارد

اوياري و استخواني بخش ميتوكندريايي در قسمت مياني اسپرم ماهيان خ. )Sadiqul Islam and Akhter, 2011(است
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گفته  3كاملا قابل تشخيص است در حاليكه بخش سنتريولي چندان واضح نيست و به آن كانال داخل هسته اي

  ). Ginsberg 1968شود(مي

ضروري براي حركت و نفوذ اسپرم به تخمك جهت بسيار تاژك: بعنوان دم اسپرم، تاژك اندام حركتي  –ج  

  ) . 1 – 1(شكل رور است. بسته به نوع گونه و محتويات آكسونم، طول تاژك متغيير استايجاد تخم با

 )Silurus glanis( اروپايي، در گربه ماهي µm 6/2حدود  )Oncorhynchus kisuth(طول تاژك در ماهي آزاد كوهو

جفت  2 تاژك خود تركيبي ازمتغيير است.  µm 60 – 36و در گونه هاي كپور ماهي از  µm 94حدود 

-ميشناخته نيز  9+  2جفت ميكروتيوب محيطي است كه تحت عنوان ساختار  9ميكروتيوب مركزي و 

مژك دار و يوكاريوت و تركيب مولكولي آكسونم به خوبي در بين سلولهاي  9+  2 . اين ساختار)3(شكل شود

داخل بهم اتصال دارند و  جفت ميكروتيوب از 9. تاژك دار از تك ياخته گان گرفته تا انسان حفظ شده است

  ). 1 - 3دو جفت ميكروتيوب مركزي نيز بهم مرتبط هستند(شكل 

در تاژك اسپرم گربه ماهي اروپايي، ماهي آزاد كوهو و كپور معمولي وجود  9+  2اين خصوصيت، يعني ساختار

اسپرم آنها ديده وجود دارد و دو ميكروتيوب مركزي در تاژك  9+  0دارد. ليكن در مارماهي شكلان ساختار 

    .)Sadiqul Islam and Akhter 2011(شودنمي

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  نمايي شماتيك از مقطع عرضي تاژك اسپرم ماهي  -  1 – 3شكل 

  

  ويژگيهاي مني ماهيان  – 1 – 3

اي و مايع سمينال است. مايع سمينال(پلاسما سمينال) دار مني در واقع مجموعه اي از سلولهاي جنسي(اسپرم)

بخشي نها نقش حمايت از اسپرم را به عهده دارند وآاز مجموعه تركيباتي است كه بخشي از ي منحصر بفردتركيب

شوند. مطالعات بر روي خصوصيا مني جهت فهم سيستم توليد مثلي و اسپرم مي جب بهبود عملكردوديگر م

                                                           
3
  - interanuclear channel 
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ند امري بسيار ضروري است. افتاصلي كه در حركت اسپرم و طي روند باروري اتفاق مي فرآيندهاي بيوشيميايي

هاي مختلف ماهيان ارزيابي شده و روشهاي نگهداري كوتاه و بلند مدت توانايي توليد مثلي گونهبا اين اطلاعات 

از مهمترين ). Kowalski et al., 2003; Itoh et al., 2003; Ingermann et al.,2002(تصحيح ميگردد انمني ماهي

برخلاف اسپرم خزندگان و پستانداران، اسپرم ماهيان در وري تحرك است. خصوصيات اسپرم جهت قابليت بار

4سمينالمجراي 
خاصيت اسمزي و تركيبات مايع سمينال معمولا مانع از تحرك اسپرم در بدون تحرك است.   

شود و حاوي يونهايي است كه توليد مي اين مايع توسط مجراي اسپرم.)Billard 1986ميگردد(  5مجراي اسپرم

). مطالعات مختلف ارتباطات Ciereszko 2008( گرددبيضه ميبقا اسپرم بعد از آزاد شدن از بافت  جب حفظ ومو

يان مانند ماهي آزاد اقيانوس ههاي مااز گونهمتعددي را بين تركيب مايع سمينال و حركت اسپرم در بعضي 

هي آزاد چينوك نشان داده اطلس، كپور معمولي، ماهي سيم، قزل آلاي رنگين كمان، قره برون و ما

  ).Sadiqul Islam and Akhter 2011(است

ارزيابي اين و پارامترهاي مختلفي در  حركت اسپرم معياري مهم در تعيين كيفيت و قابليت باروري مني است

ن ترين معيار مورد استفاده در اين خصوص مدت زمان مورد نياز براي فعال شدد. رايجنگيرمورد استفاده قرار مي

در  .)Stoss 1983شود(نيز گفته مي  6حركت اسپرم تا رسيدن به توقف نسبي حركت است كه به آن دوره تحرك

، درجه حرارت و pHماهي چهار عامل كليدي دخالت دارندكه شامل فشار اسمزي(اسمولاليتي)، اسپرم  حركت

پتاسيم و كلسيم از اهميت بيشتري  يونهايغلظت يونهاي سديم، پتاسيم، كلسيم و منيزيوم است كه در بين آنها 

و در نهايت  تاژك. اين عوامل موجب دپلاريزه شدن غشا سلول اسپرم شده و قابليت تحرك برخوردار هستند

  ).Morisawa et al., 1983(دهندحركت اسپرم را تحت تاثير قرار مي

  

ه درجه حرارت محيط دوره تحرك، قابليت باروري و سرعت اسپرم بستگي ب تاثير درجه حرارت: –الف 

از ). Williot etbal., 2000تانك نگه داري گله مولدين نر دارد(فعال سازي اسپرم و به تبع آن به درجه حرارت 

ي منجر به كوتاه شدن دوره باشد، افزايش حرارت محيطآنجايي كه منابع انرژي اسپرم ماهيان بسيار محدود مي

و كاهش رت محيط موجب طولانيتر شدن دوره تحرك شده و برعكس كاهش حراافزايش سرعت  تحرك و

در حرارت  اين مسئله كاملا تاييد شده است كه اسپرم ماهي كپور معمولي ).Stoss 1983(ميگردد سرعت اسپرم 

در كپور دوره تحرك طولانيتري دارد. درجه سانتيگراد  30يا  26درجه سانتيگراد نسبت به درجه حرارت  20

 30درجه سانتيگراد به مراتب طولانيتر از زماني است كه اسپرم در حرارت  20دماي علفخوار دوره تحرك در 

ديده شده كه دوره سيبري در ماهيان خاوياري ) Jezierska and Witeska 1999(درجه سانتيگراد قرار گرفته است

                                                           
4
  - seminal tract 

5
 - sperm duct 

6
  - motility duration 
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ره تحرك اسپرم بطور محسوسي دويابد درجه سانتيگراد افزايش مي 17به  10تحرك اسپرم هنگاميكه حرارت از 

  ).Williot et al., 2000(يابدكاهش مي

  

خارج و داخل سلولي به اندازه تركيب يوني  pHاين موضوع كاملا به اثبات رسيده است كه  :pHتاثير  –ب 

محيط خارج احتمالا  Márián et al.,1997 .(pHو طول دوره تحرك اسپرم موثر است( شروعمحلول فعال سازي در 

غشايي و در نهايت نحوه تحرك اسپرم  لل سلولي را تحت تاثير قرار داده كه در نتيجه پتانسيغلظت پروتون داخ

مايع سمينال معمولا  pH. در قزل آلاي رنگين كمان )Boitano and Omoto 1991, 1992(دهد ميرا تحت تاثير قرار 

آغاز شود. به عبارت ديگر   pH 9 – 6تواند در محيطي با حركت اسپرم ماهي كپور معمولي مياست.  5/7 – 5/8

pH  داخلي اسپرم حدود يك واحد كمتر ازpH خارجي آن است)Gatti et al., 1990; Redondo-Muller et al., 1991; 

Perchec-Poupard et al., 1997.(  

  

  تاثير يونها –ج 

I – ا فشار اسمزي فاكتور يون پتاسيم: در بين عواملي كه قبلا از آنها ياد شد، غلظت يون پتاسيم در تركيب ب

كند و اجازه ميدهد كه اسپرم در آزاد ماهيان، ماهيان خاوياري و پهن است كه حركت اسپرم را كنترل ميكليدي 

 Linhart et al 2003a,b,c; Alavi and Cosson 2005; Krasznai et al(حركت خود را آغاز كنند )paddle fish(ماهيان 

است كه مقدار ميلي مولار غلظت يون پتاسيم خارج سلولي در مجراي مشخص شده  1938. از )2000 ,1995

ي تحرك ماندن اسپرم آزاد ماهيان است. اين نظريه بعدا توسط محققين ديگر مورد سمينال عامل اوليه جهت ب

د تواند در محيط فاقد يون پتاسيم آغاز شوبررسي قرار گرفت و آنها نشان دادند كه حركت اسپرم آزاد ماهيان مي

. اين گروه و غني سازي محيط با يون پتاسيم مانع از تحرك اسپرم شده و شرايطي مشابه مايع سمينال ايجاد كند

سريعا در آنها  cAMPبعد از قرار گرفتن اسپرم در محيط فاقد يون پتاسيم ميزان از محققين همچنين نشان دادند 

به  cAMP. هرچن غلظت خارج سلولي يون پتاسيم و سدرافزايش يافته و بعد از چند ثانيه به يك ميزان ثابت مي

 .آن دو هنوز نامشخص استعنوان يك عامل موثر در حركت اسپرم شناخته شده است ليكن چگونگي ارتباط 

، يون Tetraethylammonium   ،nonyltriethylammonium استفاده از مسدودد كننده اي كانالهاي پتاسيمي مانند

). Alavi and Cosson 2006(تحرك در اسپرم ماهيان ممانعت به عمل آورند  شروعد از تواننباريم و سزيم مي

كه  نظريهاين  ، با تغيير غلظت يون پتاسيمبه اسپرم از نتايج ذكر شده در بالا در خصوص القا حركت بنابراين، 

ه عبارت ديگر تاييد ميگردد. بممانعت از حركت اسپرم آزاد ماهيان كاملا مرتبط با يون پتاسيم است 

غشا مستقيما با انتقال بين غشايي يون پتاسيم ايجاد شده و موجب آغاز حركت در اسپرم آزاد هيپرپلاريزاسيون 

   .)Kho et al., 2001(شودماهيان مي
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هاي كانالهاي پتاسيمي در كپور ماهيان نيز يون پتاسيم حركت و سرعت اسپرم را افزايش ميدهد و بلوكه كننده

. قابليت اثرات يون پتاسيم بر روي تاژك بدون غشا نيز دنشوتاژك اسپرم ميتوجهي مانع تحرك بطور قابل 

شود. تحقيقات بررسي شده است و مشخص گرديد كه حركت آكسونم مستقيما با غلظت اين يون كنترل مي

 مانايي حركت اسپركه غلظت يون پتاسيم در رقتهاي مورد استفاده براي انجماد اسپرم به شدت تونشان داده است 

  .)Alavi and Cosson 2006(دهدكپور ماهيان را تحت تاثير قرار مي

)كاملا شناسايي نشده paddle fishماهيان خاوياري و پهن ماهيان( تاكنون مكانيسم تنظيم كننده حركت در اسپرم

هيان دارد. در به مكانيسمهاي موثر در حركت اسپرم آزاد مااست اما مشخص است كه شباهت بسيار زيادي 

 كه غلظت پتاسيم مايع سمينال اصلي ترين مهار كننده حركتاند) نشان داده 2004و همكاران( Alaviاي مطالعه

  .سپرم ماهي قره برون استا

II – ها مانند كپور ماهيان تحريك تواند با تغيير غلظت يون كلسيم در بعضي گونهتحرك اسپرم مي:كلسيم يون

و  Krasznaiخارج سلولي يون كلسيم شرط لازم براي آغاز حركت اسپرم زنده است.  شود زيرا غلظت سلولي

 مول كلريد كلسيم به محلول 10- 4ثانيه بعد از افزودن  30) متوجه شدند كه حركت اسپرم 2000همكاران (

آنها ودراز بين مي Triton X – 100همچنين وقتي غشا اسپرم با افزودن كند. شناوري حركت خود را آغاز مي

يك بلوكه كننده كانالهاي  7مول يون كلسيم نشان دادند. ورامپيل 10- 5و  10-6تحرك شديدي را در برابر 

، NaClميلي مول  140به اسپرم بالغ نيمه رقيق شده كپور با محلول فيزيولوژيكي( با افزوده شدن  كلسيمي است كه

و اين ممانعت با مانع تحرك اسپرم شده است )HEPESميلي مول 20و  CaCl2، ا ميلي مول KClميلي مول  10

كه ) همچنين نشان دادند 2000و همكاران (  Krasznai افزايش غلظت داخل سلولي يون كلسيم كامل ميگردد. 

سرازير شدن يون كلسيم داخل سلولي از خلال كانالهاي اختصاصي منجر به القا آزاد سازي يون كلسيم داخل 

كند. به غير از ورامپيل فعال مي 8ه و تحرك اسپرم را از طريق سيستم كالمودوليناز منابع ذخيره آن شد يسلول

نيز مانع از  )10و خانواده كنوتوكسين 9ديگر بلوكه كننده هاي اختصاصي كانالهاي كلسيمي (مانند فلوناريزين

 Krasznai etد(شومانع آغز تحرك اسپرم ميافزايش يون كلسيم داخل سلولي در كپور معمولي شده و در نتيجه 

al. 2003نيز معلوم شده است كه يون كلسيم داخل سلولي براي فعال سازي حركت اسپرم مورد نياز  11). در تيلاپيا

پروبهاي فلورسنت حساس شده يه . )Morita et al. 2003تواند طول دوره تحرك آن را نيز طولاني نمايد(استو مي

- و يا گروهي از اسپرمها مين كلسيم داخل سلولي يك اسپرم يون كلسيم نشان داده است كه افزايش غلظت يو

و منابع داخلي آن سبب افزايش تواند منجر به آغاز تحرك اسپرم شود. مشاركت يون كلسيم داخل سلولي 

كه وقتي حركت اسپرم آغاز شد، اين گردد غلظت يون كلسيم داخل سلولي ميگردد اين موضوع سبب مي

                                                           

7  - Verapamil 

8 - Calmodulin 

9 - Flunarizine 

10 - Conotoxin family 

11  - Oreochromis mossambicus 
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ميلي  3/0 – 4/0شود حاوي . آب رودخانه اي كه اسپرم به آن وارد مياقي بماندحركت تثبيت شده و پايدار ب

ي موجود در غشا مول يون كلسيم است كه اين مقدار براي سرازير شدن كلسيم از خلال كانالهاي كلسيم

  ). Sadiqul Islam and Aktar, 2011(اسپرم در شرايط طبيعي و معمول كافي استپلاسمايي 

  

  سمزي بر تحرك اسپرم:اثر فشار ا –د 

- موجب تحريك حركت در اسپرم مي13يا بالا 12قرار گرفتن اسپرم در معرض محيطي با فشار اسمزي پايين

شوند تحركشان آغاز اسپرم ماهيان آب شيرين هنگاميكه با يك محلول هيپواسموتيك رقيق مي. )4(شكل شود

مني آنها با محلولهاي هنگاميكه ، )14قناتشود. اسپرم كپور ماهيان(ماهي حوض، كپور معمولي و ماهي مي

NaCl ، KaCl)مانيتول  يا گلوكز با فشار اسمزي يكسان با مني ،OsmKg
شوندهمچنان بدون ) رقيق مي300 1-

  مانند. در حاليكه اسپرم در محيط حاوي همين تركيبات ولي با فشار اسمزي كمتر از مايع سمينالتحرك باقي مي

)OsmKg
كه اسپرم تحت فشار اسمزي مايع  دهدد شروع به حركت ميكند. اين مسئله نشان مي) رقيق شو>200 1-

كه  در شروع تخمريزي به داخل آب شيرينماند و است كه در مجراي اسپرم بدون تحرك باقي مي سمينال

ب دريا ). مواجهه اسپرم با آMorisawa et al. 1983(است، حركت خود را آغاز ميكندكاهش اسمولاليته  همراه با

 ,Oda and Morisawa(گردد ميحركت در اسپرم ماهيان دريايي كه هيپراسموتيك است نيز موجب تحريك 

1993; Takai and Morisawa, 1995(.  

بدون تحرك است، ليكن  OsmKg-1 300در حدود فشار اسمزي  باپرم پفك ماهي دريايي در مايع سمينالي اس

) شروع به OsmKg-1 1200(گيردهنگاميكه اسپرم در مواجهه با افزايش اسمولاليته محيط پيرامون خود قرار مي

خاطر افزايش غلظت داخل تواند ب). اين شوك هيپراسموتيك ميTakai and Morisawa, 1995حركت ميكند(

 ,Oda and Morisawa, 1993; Takai and Morisawa(داخل سلولي باشد pHو كاهش سلولي يونهاي پتاسيم و كلسيم 

دهد. اخيرا ماهيان مختلف جهت آغاز تحرك اسپرم نشان ميرا در بين  تفاوتهااي از ). اين موارد مجموعه1995

عادت به آبهاي بسيار شور دارد در طيف  براي زندگيكه  15مشخص شده است كه تحرك اسپرم ماهي مداكا

هيپوتونيك، ايزوتونيك و هيپرتونيك با  OsmKg-125 ،(HBSSوسيعي از تغييرات فشار اسمزي شامل آب ديونيزه(

در تيلاپيا نيز كه عادت به . )Yang and Tiersch, 2009افتد(اتفاق مي OsmKg-1 686 – 92ته هايي شامل اسمولي

 Morisawa(محدودتر است فشار اسمزي، تحرك اسپرم تابع همين شرايط است منتها دامنه آبهاي شوردرزندگي 

and et al. 1983 .(  

  
    

                                                           

12  - Hypo- osmotic 

13  - Hyper - osmotic 

14  - Crucian carp 

15  - Oryzias latipes 
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  چگونگي تاثير شوك اسمزي بر روند آغاز تحرك در اسپرم ماهي سيم دريايينمايي شماتيك از   - 1 – 4شكل

)Zilli et al., 2012(  

  

 

  آشنايي با اصول اوليه انجماد اسپرم – 1 – 4

مهمترين اصل در انجماد اسپرم ايجاد دهيدراتاسيون سلولي و به حداقل رساندن ضايعات ناشي از كريستالهاي يخ 

تواند در ارتباط با فرآيند فريز شدن توپلاسم و ديواره سلول اسپرم است. بيشترين آسيب ناشي از انجماد ميدر سي

و از فريز درآمدن سلول طي روند انجماد اسپرم رخ دهد، زيرا طي مرحله فريز شدن شوك سرمايي و طي از 

. آسيب ناشي از سرما طي مرحله قبل فريز درآمدن شوك گرمايي ايجاد شده ميتواند به سلول اسپرم آسيب بزند

- تا صفر درجه سانتيگراد است رخ مي -40كه در دامنه حرارتي بين 17و مرحله پس از درآمدن از فريز 16از فريز

 ). با توجه به آنچه گفته شد در روند انجام انجماد اسپرم براي به حداقلMuchlisin, 2005(، ايجاد ميگردددهد

به تركيباتي است كه استفاده از آنها در اين فرآيند امري ضروري است. اين تركيبات  رساندن آسيب به اسپرم نياز

  نامند.مي 19و ماده محافظ از سرما 18هارا تحت عنوان رقيق كننده

  

                                                           

16  - Pre - freezing 

17  - Post - thawing 

18  - Extender 

19  - Cryoprotectants 
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اند زيرا رقيق كننده ها در فرآيند انجماد اسپرم بسيار مورد بررسي و تحقيق قرار گرفته رقيق كننده ها: –الف 

اي است كه غلظت اسپرم را كم نموده و دون آنها تقريبا غيرممكن است. يك رقيق كننده مادهفرآيند انجماد ب

 شود حجم بيشتري از اسپرم جهت انجام تكثير مصنوعي و يا ساير فعاليتهاي تحقيقاتي بدست آيدموجب مي

)Muchlisin, 2004(. نها بخش كوچكي از اصولا مني ماهي از ويسكوزيته بالايي برخوردار است و در مواردي ت

كنند. آنها نه تنها ها نقش حياتي در انجماد بازي ميآن جهت انجام تكثير مصنوعي مورد نياز است. رقيق كننده

براي رقيق نمودن اسپرم مورد نياز هستندبلكه معمولا موجب القا تحرك اوليه در اسپرم شده و قدرت باروري 

  . )Muchlisin, 2005(دهنداسپرم منجمد را افزايش مي

  

ها، مواد محافظ در برابر سرما نيز نقش بسيار مهمي در انجماد مانند رقيق كننده ب: ماده محافظ از سرما:

كنند تا سلول اسپرم از كنند. در واقع اين مواد كمك مياسپرم خصوصا در انجمادهاي طولاني مدت بازي مي

ه و نيز از دهيدراتاسيون حاد ممانعت به عمل شوكهاي حرارتي سرد و گرم در طي فرآيند انجماد محافظت شد

اين مواد ممانعت از عملكرد برخي آنزيمها مانند كاتالاز نموده و در عين حال موجب پايداري آورند. مي

گيري يخ طي مرحله قبل از فريز شوند اما در توانند مانع شكليپروتئينها در محلولهاي آبي ميشوند. همچنين م

. بايد در نظر داشت كه اين )Chao, 1996براي سلولي كه فريز نشده است كشنده و سمي باشند(همين حال ميتوانند 

پروتئينها شده و در نهايت موجب مرگ توانند اثرات مضرداشته و در حراتهاي بالا سبب دناتوره شدن مواد مي

يت آميز بودن انجماد سلولي شوند. متاسفانه سميت اين تركيبات يكي از عوامل محدود كننده اصلي در موفق

از آنجايي كه سلولهاي اسپرم بسيار حساس بوده و به راحتي تحت تاثير  .)Muchlisin, 2005( اسپرم در ماهيان است

، مطالعات زيادي در اين خصوص صورت گرفته تا بهترين رقيق گيرندرقيق كننده ها و مواد محافظ سرما قرار مي

لعات نشان داده است كه طي فرآيند انجماد چنانچه از مواد محافظ سرما كننده و ماده محافظ معرفي گردد. مطا

در هنگاميكه روند انجماد اسپرم بسيار يابد.استفاده نشود ميزان بازمتندگي اسپرمهاي زنده به شدت كاهش مي

گيرد افزودن اين مواد به مني موجب محافظت سلولهاي اسپرم در برابر سرما كند و آرام صورت مي

كه در ماهيان مختلف مورد نمونه هايي از مواد رقيق كننده  1.  در جدول )Chao, 1996; Muchlisin, 2005(دميگرد

  ، آورده شده است.مورد استفاده استمحافظ سرما  موادي كه به عنوان  2در جدول واستفاده قرار گرفته 
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  هاي مختلف ماهيرم در گونههاي استفاده شده جهت انجماد اسپاي از رقيق كنندهمونهن - 1 - 1جدول

)Day and Stacy, 2007.(  

Medium ingredients                                 Quantity 
  

Fish species 

42 mg NaCl  Carp (Cuprinus Carpio 
6 mg  KCl   
18 mg CaCl2·6H2O  
62 mg MgSO4·7H2O  
280 mg NaHCO3  
137 mg Sucrose  
1.5 g D-Mannitol  
1.697 g Tris-oxymethyl- aminomethane basis 
56 mg Glutathione red  
5 mg Polyvinyl alcohol  
12.0 mL Hen egg yolk  
Adjust pH 8.1 HCl  
up to 100 mL H2O  
19.6 mL Ethylene glycol  
0.05 M Tris-HCl buffer  Sturgeon fish 
20% Egg yolk  
25% (after dilution 1:1final 

concentration 12.5%) 
DMSO  

600 mg NaCl  Salmonid fish 
315 mg KCl  
15 mg CaCl2·2H2O  
20 mg MgSO4·7H2O  
470 mg HEPES  
Up to 100 mL H2O  
Methanol  Methanol  
1.5 g Bovine serum albumin  
0.5 g Sucrose  
7 mL Hen egg yolk  

  

  ماهي مختلف هايگونه در انواع مواد استفاده شده به عنوان محافظ سرما در مطالعات مختلف - 1 – 2جدول 

)Muchlisin, 2005(  

Sucrose  Ribose  Phenol  Maltose  Glycerol 

monoacetate  
Dimethyl 

acetamide  
Acetamide  

Triethylene glycol  Serine  Pluronic 

polyols  
Mannitol  Glycine  Dimethyl 

formamide   )L( Aline  
Trimethylamine 

acetate  
Sodium 

bromide  
Polyethylene 

glycol  
Mannose  Hydroxyethyl 

starch  
Dimethyl 

sulphoxide  
Albumin  

Urea  Sodium 

iodide  
Polyvinyl 

pyrrolidone  
Methanol  Inositol  Erythritol  Ammonium 

acetate  
Valine  Sodium 

nitrate  
Proline  Methyl 

acetamide  
Lactose  Ethanol  Chloroform  

Xylose  Sodium 

sulfate  
Propylene 

glycol  
Methyl 

formamide  
Magnesium 

chloride  
Ethylene 

glycol  
Choline  

  Sorbitol  Pyridine-N-

Oxide  
Methyl 

urea  
Magnesium 

sulfate  
Formamide  Dextrans  
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پروسه انجماد اسپرم موفقيت خود را تا حدود زيادي مديون كيفيت اسپرم اوليه  كيفيت اسپرم اوليه: –ج 

و كيفيت آن با نزديك  آيداز ماهيان مولد بدست ميدر ميانه فصل تكثير يك اسپرم باكيفيت  بطوركلياست. 

ان و ساير گونه ها به اثبات رسيده اين موضوع در قزل آلا، شگ ماهي .يابدشدن به پايان فصل تكثير كاهش مي

مطالعات نشان داده است كه . مهمترين ابزار جهت شناسايي كيفيت اسپرم ارزيابي قدرت تحرك آن است. است

% است. براي مثال در ماهيان خاوياري 80حداقل ميزان تحرك در ارزيابي مناسب بودن اسپرم جهت انجماد 

 (Kopeika, 1999انجماد نيست% است به هيچ عنوان مناسب 40متر از استفاده از اسپرمي كه دامنه تحرك آن ك

(Cherepanov and.   

گرفتن و مدفوع ماهي در زمان  رموضوع مهم ديگر در حفظ كيفيت اسپرم ممانعت از آلوده شدن آن با آب، ادرا

دادن ناحيه شكمي گرفتن اسپرم از ماهي آزاد سالمون كه با فشار دقتي در شده كه بياسپرم است. نشان داده 

آلودگي اسپرم با ادرار موجب تغيير در . ماهي رقيق گردد ر% با ادرا80اسپرم تا  كه هموجب گرديدانجام شده 

. آلودگي ادرار با اسپرم به نسبت گرددمياسمولاليته، كاهش در غلظت يون پتاسيم و در نهايت تحرك اسپرم 

جماد اسپرم در مقايسه با اسپرم عاري از ادرار شده بعد از ان% موجب تقليل تحرك اسپرم تا يك سوم 25

آلودگي اسپرم با خون و مدفوع نيز موجب كاهش كيفيت اسپرم ميگردد و اين امر . )Lahnsteiner, 2000است(

وجود آلودگيهاي باكتريايي نيز تاثير مستقيمي بر دهد. زمان ماندگاري اسپرم تحت شرايط انجماد را كاهش مي

 ,Day and Stacyگذارد و در مواردي آنتي بيوتيك تراپي در اين خصوص توصيه شده است(مي كيفيت اسپرم

2007( . 

  

  تحقيقات انجام شده در خصوص انجماد اسپرم در صنعت آبزي پروري -1 – 5

انجماد اسپرم در ماهيان تكنيكي است كه بدون شك در بخشهاي مختلف تحقيقاتي و توليدي بسيار كاربردي 

زمينه دستورالعملهاي اختصاصي براي بعضي از ماهيان آب شيرين كه عمدتا شامل آزاد ماهيان، است. در اين 

ماهيان خاوياري، كپور ماهيان و گربه ماهيان هستند، تهيه شده است و در دهه هاي اخير نيز تحقيقات قابل 

تكميل شده و به عنوان  صورت گرفته است. اخيرا بسياري از اين دستورالعملها يملاحظه اي در ماهيان درياي

دانش فني پايه جهت ايجاد پروتكل هاي اختصاصي براي ديگر گونه هاي ماهيان آب شيرين و دريايي مورد 

  ).  Cabrita et al., 2008استفاده قرار گرفته است(

ه )، قزل آلاي قهوOncorhynchus mykissبيشترين تحقيقات در آزاد ماهيان در ماهي قزل آلاي رنگين كمان (

 Lahnsteiner) انجام شده است (S. alpinus)، و ماهي چار(Salvelinus fontinalis)، قزل الاي نهري(trutta Salmoاي(

et al.,1996; Cabrita et al., 1998; Martínez- Parámo et al., 2009  بيشترين دستورالعملهاي تهيه شده  در خصوص .(

 Husoوط به گونه هاي تجاري و در حال انقراض مانند فيل ماهي (تكنيك انجماد اسپرم در ماهيان خاوياري مرب

huso) ماهي استرلياد ،(Acipenser ruthenus)ماهي خاوياري رنگ پريده ،(Scaphirhynchus albus ماهي خاوياري ،(
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 .Aرون() و ماهي ازون بA. gueldenstaedii)، تاس ماهي روسي(A. sturio)، ماهي خاوياري اروپايي(A. baeriسيبري(

brevirostrum.بوده است ( )Horva´th et al., 2008.(  در اين زمينه فعاليتهاي انجام شده در گربه ماهيان عمدتا مربوط

) بوده و اين دو گونه مورد توجه خاص Silurus glanisو اروپايي( )Clarias gariepinusبه دو گربه ماهي آفريقايي(

  . )Cabrin et al., 2010(بوده اند

روه كپور ماهيان بيشترين تحقيقات در خصوص تكنيكهاي انجماد اسپرم بر روي گونه هاي كپور در گ

 Horváth and) صورت گرفته است(militrix Hypophtalmichthys) و كپور نقره اي(Cyprinus carpioمعمولي(

Urbanyi, 2000; Alvarez et al., 2008; Maisse et al., 2008; Viverious and Komen, 2008.(  

تحقيقات موفقيت آميزي در خصوص انجماد اسپرم ماهيان پرورشي دريايي صورت گرفته است كه مهمترين 

 ,.Suquet et al., 1998; Chereguini et al) (Scophthalmus maximus)ماهي توربوت  گونه هاي مورد تحقيق شامل

  (Sparus aurata)ماهي سيم دريايي سرطلايي  (2003

Fabbrocini et al., 2000; Cabrita et al., 2005( )باس دريايي اروپاييDicentrachus labrax) (Fauvel et al., 1998; 

Sansone et al.,2002)مار ماهي اروپايي ،(Anguilla Anguilla)مار ماهي ژاپني ،(A. japonica) (Tanaka et al., 2002; 

Asturiano et al., 2003)ماهي باس راه راه ،(Morone saxatilis ()He and Woods, 2003 سيم دريايي پوزه ،(

 ,.Babiak et al) (hippoglossus  Hippoglossus)، ماهي كفشكDiplodus puntazzo) (Taddei et al., 2001)باريك(

 Epinephelus)، ماهي گروپر سياه(Rideout et al., 2003) (Pleuronectes americanus)، ماهي فلاندر زمستاني(2006

marginatus)گروپر مالابا ،(E. malabaricus) (Gwo, 1993; Cabrita et al., 2009( ) و ماهيان روغني كادGadus 

morhua)و هادوك (Melanogrammus aeglefinus( )Rideout et al., 2004 .ميباشند ( 
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  مواد و روشها – 2

  )Salmon trutta caspius(و انجام انجماد اسپرم ماهي آزاد درياي خزر  نمونه برداري – 2 – 1

   و سفيد درياي خزر آزاد ماهيان  اسپرم انجماد جهت مورد نياز مواد - 2 – 1 – 1

  ليتري ميلي 20 ، 10 ، 5 ، 2/5 هاي سرنگ -

  صافي كاغذ -                                                         سمپلر سر -

     پايوت -                                                         ولامل لام -

  مقطر آب  -                                                          مايع ازت -

  يخ -                                                   فيزيولوژي سرم -

       )Dimethyl-sulphoxide)DMSO -                                                 مرغ تخم زرده -

-Dimethyl-acetamid)DMA(                                  - متانول                           

  هپس-                                                           گليسرول -
Tris-Hcl -                                                                             NaCl - 

MgSo4,7H2o-                                                                  CaCl2,2H2o- 

Bovine Serum Albomine)BSA-(                               - ساكارز  

  NaHCo3 -                                                               گلوكز -
Na2HPo4 -                                                                           Glycine-   

NaoH-                                                                                  HCl  
  عصاره گل ميخك-                                                     پلاستيكي پليت -

  ليتري 40 مايع ازت تانك -                                               نوري ميكروسكوپ -

  گرم 10 دقت با معمولي ترازوي -                                         ليتري 8 مايع ازت تانك -

    2-10×1و 3-10×1 دقت با ديجيتال ترازوي -

  Planer Kryoدستگاه  -                                     لاندا 100 و10 و0.5  سمپلر  -

  مترPH -                                                         هماتوسيتومتر -

  ليتري ميلي 25 پيپت -                                                    ايي جيوه دماسنج -

  ايي شيشه بشر  -                                                                 يخچال -

  پنس -                                                                  قيچي -

   اسمومتر -                                                        يونوليتي جعبه -

  بن ماري -                                                             كرنومتر -

  Casaنرم افزار  -                           Hamilton thrown ميكروسكوپ سيستم -
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  آزمايش انجام محل – 2 - 1 – 2

 اين ازاحداث اصلي هدف. بود كلاردشت باهنر شهيد ماهيان آزاد وپرورش تكثير مركز آزمايش انجام محل

 ذخاير وبازسازي حفظ منظور به اسمولت اندازه در خزر درياي آزاد ماهي بچه سازي ورها وپرورش مركز،تكثير

 20 ماهي بچه قطعه100000 سازي ورها مركز،توليد اوليه دربرنامه. است بوده خزر درياي ارزش با گونه اين

 سال در كه است بوده نظر مورد خزر درياي به منتهي مناسب هاي رودخانه ودر سال هر در آزاد ماهي گرمي

 نياز مورد آب. است يافته ارتقائ اوليه مدرن برنامه بربر 3 از بيش به رقم ،اين كارگاه امكانات افزايش با عدب هاي

 فصول در رودخانه از ورودي دبي. گردد مي تامين كارگاه مجاور وچشمه رودخانه منبع دو از مجتمع اين

 آب دماي. باشد مي ثانيه در ليتر 50 زني چشمه از ورودي آب ومقدار ثانيه در ليتر 500 تا 300 سال مختلف

 گراد سانتي درجه 12 تا11 بين نيز چشمه آب گرادودماي سانتي درجه17 تا صفر بين مختلف فصول در رودخانه

  ).1384 مغانلو سروي(باشد مي گراد سانتي درجه17-10 نيز انكوباسيون آب دماي ، است متغير

 
   انتخاب مولدين نر - 2 – 1 – 3

 مولدين( كلاردشت سردآبي ماهيان پرورش و تكثير مركز به شده منتقلنر مولد ماهي آزاد د عد 24تعداد 

 11 ، دهي اسپرم جهت آمادگي بررسي از انتخاب و مورد ارزيابي اوليه قرار گرفتند. پس) شده صيد تازه وحشي

  ماهي نر جهت نمونه برداري انتخاب شدند. 

  

  بيومتري و اسپرم گيري – 2 - 1 – 4

سانتيگراد درجه  1/9 - 4/9 آب دماي در ، دقيقه 10 حدود مدت به ميخك گلعصاره تدا ماهيان با استفاده از اب

منطقه تناسلي آنها با يك پارچه تميز كاملا خشك شده و بيومتري شدند. پس از بيهوشي ماهيان فوق ابتدا بيهوش 

. در حين كار رامي ماساژ داده شدآ شكمي ماهيان بهليتر) ناحيه ميلي 2گرديد. جهت تهيه نمونه اسپرم (به ميزان 

 زمان تا شده استحصال هاي . نمونهتا نمونه هاي اسپرم با ادرار و يا مدفوع ماهي آلوده نگردد  دكاملا دقت گردي

 درجه 1-3 دماي در) pH و تحرك شدت تحرك، درصد بررسي سلولي، شمارش( كيفي و كمي هاي بررسي

  .ندشد نگهداري گراد سانتي

  

  

  

  

  

  

  

  نمايي از جمع آوري اسپرم – 2 – 1شكل
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  ارزيابي نمونه هاي اسپرم  - 2 – 1 – 5

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

با  1: 3000ازي به نسبت پس از رقيق س تعيين تراكم با شمارش مستقيم (لام هماسيتومتر). آزمايشگاه انجام شد 

آب القاي تحرك از لحظه تماس با  ازو با استفاده از لام توما انجام شد. مدت زمان تحرك نيز پس آب رودخانه 

. اندازه گيري فشار اسمزي مايع سمينال با % اسپرمها با كرونومتر محاسبه شد90تا بي تحركي بيش از رودخانه 

انجام گرديد. در نهايت ميانگين اعداد بدست آمده از هر نمونه به عنوان  Vapor Pressure 5520استفاده از اسمومتر 

  .)Sarvi et al., 2006; Tuset et al. 2008(مبناي فشار اسمزي در نمونه ها در نظر گرفته شد

  

  انجام انجماد اسپرم  – 2 - 1 – 6

:  3هر نمونه اسپرم به نسبت پايين آورده شد.  درجه سانتيگراد 4ابتدا دماي نمونه اسپرم و ماده رقيق كننده تا دماي 

آن بر  pH) كه   0.3M Glucose, 10% Methanol and 10% egg  yolkبا محلول رقيق كننده((رقيق كننده : اسپرم)  1

 5/0به ني هاي انجماد  سپس ). نمونه هاي فوقSarvi et al., 2006(ه بود مخلوط گرديدنمونه تنظيم شد pHحسب  

پس از هم دمايي نمونه ها اقدام به انجماد به روش دستي  . )Ninhaus-Silveria et al., 2006(ي منتقل شدندميلي ليتر

دقيقه گرديد. نرخ سرمادهي با استفاده از بخار ازت  10سانتي متر از سطح ازت مايع به مدت  2و با رعايت فاصله 

 ºC min 30~مايع معادل 
درجه سانتي گراد) قرار  – 196شده در ازت مايع (بود. در نهايت نمونه هاي منجمد  1-

 30درجه سانتي گراد به مدت    25گرفتند.انجماد زدايي نمونه ها جهت بررسي هاي بعدي در حمام آب با دماي 

  .)Sarvi et al., 2006( استفاده گرديدNaCl 0.3% . براي تحريك فعاليت اسپرمها از محلولثانيه صورت گرفت

  

  )Rutilus frisii kutum(داري  و انجام انجماد اسپرم ماهي سفيد درياي خزرنمونه بر – 2 – 2

  مكان نمونه برداري – 2 – 2- 1

شهرستان رودخانه شيرود يكي از مهمترين رودخانه هاي غرب مازندران جهت صيد مولدين ماهي سفيد در 

تنكابن واقع است. رودخانه هاي منطقه تنكابن عمدتا از دامنه كوه هاي البرز كه در جنوب تنكابن واقع است 

كليو متري  7كيلومتر در  36سرچشمه گرفته كه پس از طي مسير، به درياي خزر مي ريزد. رودخانه شيرود بطول 

خانه برف و چشمه هاي متعدد موجود در نواحي غرب شهرستان تنكابن جريان دارد. منبع تامين آب اين رود

% است. 1% و در مناطق جلگه اي 12كوهستاني منطقه است. شيب متوسط اين رودخانه در مناطق كوهستاني 

بستر اين رودخانه در نواحب بالا دست تخته سنگ و قلوه سنگهاي بزرگ و در ناحيه مصب قلوه سنگ و سنگ 

ميليون متر مكعب بوده و كمترين و بيشترين دبي آن طي يك  94/3رودخانه ريزه است. متوسط دبي سالانه اين 

  )1391يعقوب زاده صفري و متر مكعب بر ثانيه بوده است( 8/6و  8/2دوره پنج ساله به ترتيب 




ح �������� /  ١٨� ��� ��ارش �

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  موقعيت جغرافيايي رودخانه تنكابن – 2 – 2شكل 

  

  انتخاب مولدين نر - 2 - 2 – 2

ماهيان مورد ارزيابي اوليه . ) 2 – 3(شكل تنكابن تهيه گرديد ودشيراز رودخانه هاي عدد ماهي سفيد نر  56تعداد 

جهت نمونه برداري ) 2 – 3(شكل  ماهي نر  32،  دهي اسپرم جهت آمادگي بررسي از قرار گرفتند و پس

  انتخاب شدند. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  خزر درياي جنوبي هحاشي در واقع شيرود رودخانه مصب در سفيد ماهي مولدين صيد -  2 – 3شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  درياي خزرنر  در ماهي سفيد  (Epithelial tubercles)تكمه هاي لذت   - 2 – 4شكل
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  بيومتري و اسپرم گيري - 2 – 2 – 3

درجه سانتيگراد  5/13 - 1/14 آب دماي در ، دقيقه 7 حدود مدت به ميخك گل عصارهابتدا ماهيان با استفاده از 

هوشي ماهيان فوق ابتدا بيومتري شده و منطقه تناسلي آنها با يك پارچه تميز كاملا خشك بيهوش شدند. پس از بي

ليتر) ناحيه شكمي ماهيان به آرامي ماساژ داده شد. در حين كار ميلي 3گرديد. جهت تهيه نمونه اسپرم (به ميزان 

 زمان تا شده استحصال هاي نمونه آلوده نگردد.و خون  مدفوع  ،كاملا دقت گرديد  تا نمونه هاي اسپرم با ادرار

 درجه 1-3 دماي در) pH و تحرك شدت تحرك، درصد بررسي سلولي، شمارش( كيفي و كمي هاي بررسي

  .شدند نگهداري گراد سانتي

 

  ارزيابي نمونه هاي اسپرم  - 2 – 2 – 4

قيقات اصلاح نژاد دام نمونه هاي فوق در كنار يخ جهت انجام ادامه كار به آزمايشگاه انجماد اسپرم مركز تح

 Hamilton thrownاستفاده از سيستم ميكروسكوپ  با اسپرم نمونه تحرك درصد ارزيابيكشور انتقال داده شد. 

)Hamilton, USAنام به افزاري نرم سيستم به مجهز ) كهCasa شمارش با تراكم تعيينشد.  انجام 1:10 رقت با و 

مدت زمان تحرك نيز پس از  .شد انجام توما لام از استفاده با و 1: 1000 نسبت به سازي رقيق از پس مستقيم

. اندازه % اسپرمها با كرونومتر محاسبه شد90القاي تحرك از لحظه تماس با آب رودخانه تا بي تحركي بيش از 

ين انجام گرديد. در نهايت ميانگ Vapor Pressure 5520گيري فشار اسمزي مايع سمينال با استفاده از اسمومتر 

 ,Yavas and Bozkurt(اعداد بدست آمده از هر نمونه به عنوان مبناي فشار اسمزي در نمونه ها در نظر گرفته شد 

2011; Tuset et al, 2008  .(  

  

  انجام انجماد اسپرم  – 2 - 2 –5

:  3اسپرم به نسبت درجه سانتيگراد پايين آورده شد. هر نمونه  4ابتدا دماي نمونه اسپرم و ماده رقيق كننده تا دماي 

 )  mM  glucose,  30  mM  Tris  and 4% Polyethylene glycol 350(دو محلول رقيق كننده (رقيق كننده : اسپرم) با 1

نمونه تنظيم شده بود مخلوط  pHآن بر حسب   pHكه )  mM  glucose,  30  mM  Tris  and 2% Glycerol 350و (

ميلي ليتري منتقل شدند.  پس از هم دمايي نمونه ها اقدام به  5/0هاي انجماد گرديد. نمونه هاي فوق سپس به ني 

هاي حاوي نمونه ها در رك مخصوص دستگاه قرار داده شد. كاهش گرديد. ني  Planer Kryoدر دستگاه انجماد 

 ºC min 5درجه سانتيگراد   -20تا  20دامنه حرارتي دستگاه از 
 ºCراداين دامنه درجه سانتيگ -40تا  -20و از  1-

min 
درجه سانتيگراد نگهداري شده و در نهايت داخل  -40دقيق در دماي  5بود. سپس نمونه ها به مدت  10 1-

  35نمونه ها جهت بررسي هاي بعدي در حمام آب با دماي  درجه سانتي گراد) قرار گرفتند. – 196(ازت مايع

استفاده NaCl  0.3%ي تحريك فعاليت اسپرمها از محلولگرفت. براقرار ثانيه  20درجه سانتي گراد به مدت  

  ).  Yavas and Bozkurt, 2011; Rani and Munuswamy 2014گرديد (
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  آماري آناليز  - 2 – 2 – 6

 براي و  وارد SPSS افزار نرم در اسپرم سلولهاي تحرك زمان مدت و تحرك درصد از آمده بدست هاي داده 

 در و شده استفاده Duncan تست از هاميانگين مقايسه براي و ANOVA طرفه يك اريانسو آناليز از ها داده آناليز

  ).Zar, 1994(شد گزارش ميانگين ± معيار انحراف بصورت ها داده نهايت
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  نتايج - 3

  ارزيابي نمونه هاي اسپرم تازهخصوصيات مولدين و نتايج  – 3 – 1

گرم و طول و وزن  3/523 ±7/24سانتيمتر و 8/37 ±3/5 يببه ترتطول و وزن ماهيان آزاد نردر اين بررسي 

مولدين نر آزاد و  تازه نتايج ارزيابي اسپرمبود. گرم  3/631 ±6/21 سانتيمتر 1/36 ±7 ماهيان سفيد نر به ترتيب

  آمده است.  3 – 1 – 1در جدول  سفيد

  
  الي از آنهانتايج خصوصيات مولدين نر آزاد و سفيد و اسپرم استحص  – 3 – 1 – 1جدول 

 مولد
اسپرم 

 (mlاستحصالي )

درصد 

 تحرك(%)

مدت تحرك 

 (ثانيه)

 تراكم

(10
9
/mL) 

 اسمولاليته

(OsmKg
-1  )  

pH 

5/4 ±4/3  آزاد    28± 5/39  7/6± 3/37  8/0± 6/3  8/13± 6/282   3/0± 35/7  

5/3±9/0  سفيد   24±7/36  8/7±5/33  6/0±9/1  8/15± 6/341   5/0± 65/7  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  Casa نمايي از اسپرم تازه ماهي سفيد مورد ارزيابي با برنامه – 3 – 1شكل 

   

  شده منجمد اسپرمهاي بررسي نتايج - 3 – 2

 موردماه پس از انجماد  3و1طي مدت  زدايي انجمادس از اسپرمها پ و مدت زمان تحرك تحركدرصد  بررسي

 تحرك درصد كه داد نشان نتايج ه است.آمد – 3 – 2 – 1قرار گرفت كه نتايج آن در جدول  ارزيابي و سنجش

 -  1 شكل(بود شده كمتر داريمعني بطور تازه اسپرم به نسبت انجماد از بعد ماه سه و يك اسپرم هاي نمونه در

 وجود تازه و شده منجمد هاينمونه بين داري معني تفاوت عددي كاهش رغم علي تحرك مدت ليكن). 3

 سه و يك اسپرم هاي نمونه در تحرك زمان مدت و  تحرك درصد سفيد ليكن در ماهيان ).3 - 2 شكل(نداشت

 درصد همچنين). 3 - 4و  3 – 3 شكل(شده بود كمتر داريمعني بطور تازه اسپرم به نسبت انجماد از بعد ماه
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 نمونه از كمتر داري معني بطور انجماد ماه سه از بعدماهي سفيد  اسپرم هاينمونه تحرك زمان مدت و تحرك

  .بودند شده نگهداري انجماد شرايط در ماه يك تنها كه بود ييها
  

   شده انجمادزدايي اسپرم تحرك خصوصيات مقايسه – 3 – 2 – 1جدول 

 خزر دريايو سفيد  آزاد انماهيبا اسپرم تازه در  

  

 مدت تحرك (ثانيه) درصد تحرك(%) گذشت زمان (ماه) مولد

 ماهي آزاد

5/39 ±28  اسپرم تازه a 7/6± 3/37 a 

4/27 ± 2/9 پس از يك ماه b 7/6 ± 8/31 a 

ماه 3پس از   2/10 ± 7/22 b 5/4 ± 2/29 a 

 ماهي سفيد

7/36±4/2  اسپرم تازه a 8/7±5/33  
a 

1/26 ± 5/3 پس از يك ماه  
b 3/9 ± 1/25  

b 

ماه 3پس از   23/5 ± 7/16  
c 7/3 ± 9/19  

c 

  ).P < 0.05(باشدميدار وجود علائم نامتشابه در هر ستون نشانه تفاوت معني        

  

  

  

  

  

  
 
 

  

  

  

  در نمونه تازه، يك و دو ماه بعد از انجمادماهي آزاد مقايسه درصد تحرك اسپرم  – 3 – 1نمودار 
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  مقايسه مدت زمان تحرك اسپرم ماهي آزاد در نمونه تازه، يك و دو ماه بعد از انجماد – 3 – 2نمودار 

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  در نمونه تازه، يك و دو ماه بعد از انجماد سفيدتحرك اسپرم ماهي  ددرصمقايسه  – 3 – 3نمودار 
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  مقايسه مدت زمان تحرك اسپرم ماهي آزاد در نمونه تازه، يك و دو ماه بعد از انجماد – 3 – 4نمودار 

  

ي كول % و اتيلن گل2در ارزيابي ماندگاري اسپرم ماهي سفيد از دو ماده محافظ سرما شامل گليسرول با غلظت 

اضافه شده بود بعد از  اتيلن گلي كول% استفاده شد. نتايج نشان داد كه نمونه اسپرمهايي كه به آنها 4با غلظت 

در اين اسپرمها مشاهده نشد.  اين در حالي بود كه در نمونه  يو تحرك ه بودندخارج شدن از انجماد همگي مرد

  املا حفظ شده بود. استفاده شده بود ماندگاري اسپرم ك كه گليسرول هايي
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  بحث – 4

كيفيت اسپرم منجمد شده بستگي به عوامل مختلفي دارد كه در درجه اول مرتبط به خود مايع مني(درجه 

تغيير دامنه فاكتورهاي دخيل در روند انجماد(و در درجه دوم مرتبط به   رسيدگي جنسي و كيفيت اوليه اسپرم) 

ا) هستند.  از مهمترين عوامل در اين مسير بايد به رقيق كننده ها اشاره حرارتي، رقيق كننده و مواد محافظ از سرم

از رقيق كننده هاي برپايه گلوكز اي برپايه گلوكز استفاده شد. نمود. در اين بررسي در هر دو ماهي از رقيق كننده

هي آزاد درياي خز بطور )، ما Clarias gariepinusدر بسياري از ماهيان مانند كپور معمولي، گربه ماهي آفريقايي(

را ميتوان به نقش آنها به عنوان يك ماده  گلوكزموفقيت آميزي استفاده شده است. موفقيت رقيق كننده بر پايه 

 ,.Horváth et al. 2003; Sarvi et alخوب محافظ سرما و نيز كمك كننده به حفظ پايداري غشا اسپرم نسبت داد(

2006 .(  

ق كننده اسپرم ماهي آزاد از متانول و زرده تخم مرغ استفاده شد. گزارش شده است در اين بررسي در ماده رقي 

كه زرده تخم مرغ پوششي در سطح ديواره سلولي اسپرم ايجاد ميكند و به اين ترتيب موجب كاهش ليز سلولي 

ه كه عملكرد اختصاصي زرده تخم مرغ كاملا مشخص نشده است ليكن عنوان شدطي فرآيند انجماد ميگردد. 

چسبد و يا واجد چربيهايي است كه اين ماده واجد ليپوپروتئني با دانسيته كم است كه به غشا سلول اسپرم مي

اسپرم را در ترميم ديواره آسيب ديده اش كمك ميكند. اما اين تاثير زرده تخم مرغ بسيار اختصاصي است و در 

سپرم ندارد. متانول متداول ترين محافظ سرمايي است همه گونه هاي آزاد ماهيان به يك ميزان تاثير بر كيفيت ا

كه در بسياري از گونه هاي آزاد ماهيان بطور موفقيت آميزي مورد استفاده قرار گرفته است. مطالعات نشان داده 

) بر اسپرم دارد و در DMSOدي متيل سولفوكسايد(  استفاده از متانول اثرات سمي بسيار اندكي در مقايسه با

اند. اين ، اسپرمهاي رقيق شده با متانول بطور معني داري قابليت تحرك و باروري بيشتري داشته DMSOا مقايسه ب

باشد كه به اين ترتيب موجب افزايش مقاومت سلول امر شايد مربوط به كم نمودن آب سلول توسط متانول 

  ). Jodun et al, 2006(اسپرم در برابر انجماد ميگردد

شد نمونه هاي اسپرم ماهي سفيد كه با پلي اتيلن گلي كول رقيق شده بودند همگي از بين در اين مطالعه مشخص 

گليسرول رفتند در حاليكه نمونه هايي كه با گليسرول رقيق شده بودند زنده ماندند. مطالعات نشان داده است كه 

ت. بدليل نفوذ عالي كه اين يكي از نفوذپذيرترين تركيبات محافظ سرما به داخل سلول با كمترين تاثير سمي اس

ماده به داخل سلول دارد موجب پايداري ديواره سلولي شده و نيز ممانعت از تشكيل كريستالهاي يخ در 

  ).Yavas and Bozkurt, 2011آورد(سيتوپلاسم اسپرم به عمل مي

% 3/0زه و از محلول در اين بررسي براي القا تحرك در اسپرم ماهيان از آب رودخانه در نمونه هاي تاآنچه كه 

NaCl  در بعد از مرحله خارج شدن از انجماد استفاده شد. اصولا تحرك اسپرم خارج از ساختار اندام توليد

- ها) با استفاده از محلول ممانعت كننده از تحرك كه فشار اسمزي مشابه مايع سمينال دارد صورت ميمثلي(بيضه

اده است كه فشار اسمزي مايع سمينال در ماهيان آب شيرين و يا ). مطالعات نشان دBillard et al. 1995گيرد(
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OsmKgرودكوچ 
). بنابراين جهت تحريك اسپرم در اين گروه از Alavi and Cosson, 2006است(  230 – 346 1-

ماهيان نياز به ايجاد يك شوك هيپواسموتيك است يا در آزاد ماهيان اين كار را با كاهش غلظت يون پتاسيم 

  كه فشار اسمزي در حد NaCl% 3/0. بنابراين استفاده از آب رودخانه و يا محلول ميدهندانجام 

 OsmKg
واند به عنوان بهترين محيط فعال سازي جهت اسپرم تدارد و يك محلول هيپواسموتيك است ميـ 96 1-

  . )Nahidozzaman et al. 2012تازه و يا ايجاد تحرك در اسپرمي كه از انجماد خارج شده است استفاده نمود(

استفاده گرديد. در ها براي منجمد نمودن نمونهدر اين بررسي از دو روش دستي و اتوماتيك(استفاده از دستگاه) 

 ºC min در اسپرم ماهي آزادروش دستي دامنه كاهش حرارت
بود در حاليكه در روش اتوماتيك( با استفاده  -30 1-

 ºCدر جه سانتيگراد  -20تا  4از كاهش درجه حرارت دامنه  فاده شد، كه براي نمونه ماهي سفيد استاز دستگاه) 

min 
 ºC minدر جه سانتيگراد اين دامنه  -40تا  -20و از  5 1-

بود. مطالعات نشان داده است كه مهمترين  10 1-

ي يخ در اين درجه سانتيگراد است. زيرا معمولا ايجاد كريستالها -40حرارتهاي بيشتر از  ،مرحله در روند انجماد

توان سلولها را بدون درجه سانتيگراد رسيد، مي -40گيرد و زماني كه دماي نمونه به به مرحله صورت مي

كمترين آسيب در ازت مايع قرار داد. اصولا موفقيت يك روند مناسب كاهش دما بستگي به عوامل مختلفي 

ظ از سرما و غلظت آن، مدت زمان هم دما مانند نوع سلول، سايز سلول، تركيب غشا سلولي، نوع ماده محاف

به غير از تاثير تغييرات دمايي   .) Friedler  et  al. 1988; Yao  et  al. 2000( سازي و تداخلات بين اين فاكتورها دارد

در زمان انجام روند انجماد، نحوه خارج نمودن نمونه ها از انجماد نيز عامل موثر ديگري بر ماندگاري سلولهاي 

درجه 25رم است. در اين بررسي براي خارج نمودن نمونه اسپرم ماهي آزاد از انجماد از حمام آب با دماي اسپ

  35ثانيه و براي از انجماد خارج نمودن نمونه هاي اسپرم ماهي سفيد از حمام آب با دماي  30سانتي گراد به مدت

  ثانيه استفاده گرديد. 20درجه سانتي گراد به مدت  

درجه سانتيگراد  25آزاد ماهيان حرارت منجمد شده شان داده است كه بهترين دما براي ذوب اسپرم نمطالعات  

درجه سانتيگراد و به  30ثانيه است و در اين حالت نمونه اسپرم در مقايسه با نمونه اي كه در حرات  30در مدت 

. )Lahnsteiner 2000شتر بوده است(ثانيه قرار گرفته است بطور معني داري ميزان تحرك و لقاح آن بي 25مدت 

براساس مطالعات مشخص شده كه موفقيت آميز بودن نتيجه از انجماد خارج نمودن اسپرم كپور ماهيان با استفاده 

آيد. استفاده از زمان و دماي مناسب در مرحله ذوب از درجه سانتيگراد بدست مي 30 – 40از دامنه حرارتي 

تا حدود زيادي ممانعت نموده و در عين حال موجب ميگردد تا فعاليتهاي  گيري مجدد كريستالهاي يخ شكل

  ). Yavas and Bozkur, 2011آنزيمي سلول اسپرم در بهترين حالت خود حفظ گردد(

نتايج اين بررسي نشان داد كه با افزايش زمان انجماد ميزان درصد تحرك و مدت زمان آن در مقايسه با نمونه 

مطالعات پيشين نشان داده است كه كيفيت اسپرم پس از انجماد در مقايسه با نمونه تازه يابد. اسپرم تازه كاهش مي

 ريزاز كيفيت كمتري برخوردار است و اين مسئله با بررسي ميزان تحرك اسپرم، درصد لقاح و مطالعات 

 ). Ogier de Baulny et al. 1997; Cabrita et al. 2005; Li et al 2010سلول اسپرم به اثبات رسيده است(ساختاري 



 ٢٧/   ��ه��ن ا����ا��ا��م ا
��د 	��� ا����د 
 

مطالعات فلوسيتومتري بر روي اسپرم ماهي قزل آلا نشان داد كه تنها بخش اندكي از سلولهاي اسپرم بعد از خارج 

 Ogier%) داراي غشا سلولي سالم و فعاليت طبيعي ميتوكندري هستند(18(در بهترين حالت حدود از انجماد  شدن

de Baulny et al. 1997ين قدم بايد توجه داشت كه فرآيند انجماد و استفاده از رقيق كننده ها موجب وارد ). در اول

- بوجود مي. راديكالهاي آزاد اكسيژني كه طي اين فرآيند ميگرددآوردن استرس اسمزي و اكسيداتيو به اسپرم 

شوند. ميسونمي تاژك كسبب پراكسيداسيون چربي ديواره سلول، آسيب ديدن قطعه مياني و ساختار آ آيند

-ميكاهش را  ATPتوليد  ايجاد نموده،اختلال در عملكرد ميتوكندري همچنين وجود راديكالهاي آزاد اكسيژن 

حرك و كوتاه شدن زمان آن شده دتدر نهايت مجموعه مشكلاتي كه به آنها اشاره شد سبب كاهش درصدهند.

  ).Cabrita et al. 2005; Li et al 2010ل دارند(و لقاح موفق با اسپرم منجمد شده را بدنباكاهش باروري و در آخر 

تمام ماهيان  رسد تهيه يك روش استاندارد انجماد اسپرم كه بتوان از آن برايبا توجه به آنچه گفته شد به نظر مي

آب شيرين و دريا استفاده نمود بسيار سخت است، زيرا موفقيت آميز بودن اين فرآيند بر اساس نوع مواد رقيق 

در هر گونه ماهي و حتي از يك ماهي نر تا ماهي نر ديگر روند انجماد و سيستم خارج ساختن از انجماد كننده، 

شرايط هر گونه بطور خاص مورد مطالعه و در همان گونه متفاوت است و در انجام اين كار ضروري است 

 براي ماهيانمناسب  ايههرقيق كنندشناسايي بررسي قرار گيرد. لذا ضروري است تا مطالعات تكميلي در جهت 

تحت زماني طولانيتر  هايبازهبعد از  آنها و كيفي بودن اسپرمنيز ارزيابي ماندگاري و ارزشمند درياي خزر 

  .شرايط انجماد مورد بررسي و تحقيق قرار گيرد
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Abstract 
 In this study, 11 male of Caspian trout (Salmo truta caspius) (with mean length and weight 37/8 ± 5/3 cm and 

523/3 ± 24/7 respectively) and 23 male of Caspian kutum (Rutilus frisii kutum) (with mean length and weight 

36/1 ± 7/1 cm and 631/3 ± 21/6 g respectively) were evaluated. All the fish were good at the initial examination 

of sexual maturity. After sperm sampling, their quality were tested. In this step, the parameters such as motility, 

duration of mobility, density, pH and osmolality were measured. After this stage, the sperm samples of Caspian 

trout in the ratio 1: 3 were diluted with the aqueous solution containing compounds (0.3M Glucose, 10% 

Methanol, 10% egg yolk) and the freezing process was done manually and the sperm was frozen in liquid 

nitrogen. The sperm samples of Caspian kutums were diluted (ratio of 1: 3) with two soluble diluent containing 

compounds (350 mM glucose, 30 mM Tris and 4% Polyethylene glycol) and (350 mM glucose, 30 mM Tris and 

2% Glycerol) and were frizzed automatically by Planner Kryo instrument and placed in liquid nitrogen. The 

sperm samples were thawed 1 to 3 months after the date of first freezing and their quality were assessed by 

measuring percent and timing motility. 

The results showed that the obtained semen volume of Caspian trout was more than Caspian kutum. Moreover, 

percentage of motile sperm, timing motility and sperm density of Caspian trout were higher than those of 

Caspian kutum but osmolality and pH of Caspian trout were lower than those of Caspian kutum. Over time, the 

percentage of sperm motility and mobility for both species declined compared with fresh samples. After thawing, 

percentage of motile sperm and timing motility of Caspian kutum were lower than those factors Caspian trout. 

The results showed that the sample of Caspian kutum sperm that were diluted by ethylene glycol after thawing 

and were immotile ll of them. However, the samples were diluted by glycerol, after thawing, were alive and 

motile. According to the results, it seems very important species differences that must be fully considered in the 

process of freezing sperm. The use of a single protocol would not be successful in cryopreservation because the 

reaction of sperm against to chemical agents is variable. Therefore, it is essential to get the right information to 

protect valuable Caspian fish by using cryopreservation. Further studies on the characteristics of each species, as 

well as the freezing process take appropriate diluent. 
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