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 چكيده

اهي كشي پس از اوولاسيون و بررسي زمان فوق رسيدگي تخمك در م به منظور تعيين بهترين زمان تخم

cروز پس از اوولاسيون در دماي  40ها به مدت  آزاد درياي خزر، تخمك
 مولتدين  شكمي حفره در °6/0±7

ها توسط مخلوط  تيمار انجام شد و تخمك 4روزه و در  10ها با فواصل  برداري از تخمك نمونه. ماندند باقي

نظر فيزيولوژيك و بيوشيميايي مورد ها و مايع تخمداني از  مولد نر لقاح داده شدند. همچنين تخمك 8اسپرم 

هاي زمتاني بته شتدت كتاهش      مطالعه قرار گرفتند. طبق نتايج درصد چشم زدگي و تفريخ تخمك طي دوره

 در شتده  بترآورد  درصتد  33/86±82/6 و 65/90±28/6هتا بته ترتيتب از     يافت بته طتوري كته ايتن ميتزان     

 در درصتد  49/0±98/0 و 67/0±34/1ه روز پتس از اوولاستيون( بت    0-10هتاي تتازه اوولته شتده )     تخمك

 30روز پس از اوولاسيون( رسيد. به هر حال درصد ناهنجتاري لاروي تتا    30-40هاي فوق رسيده ) تخمك

مايع تخمداني به شدت كاهش و  pHروز پس از اوولاسيون ثابت بود. در طول دوره فوق رسيدگي تخمك، 

يم آسپارتات آمينوترانسفراز به شتدت افتزايش يافتت. بته     مقادير گلوكز، پروتئين، كلسيم، آهن و فعاليت آنز

گليسيريد و فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز در تخمك بر اثر فوق رسيدگي  پروتئين، تري  علاوه ميزان

تغيير كرد. در تخمك تازه اووله شده زرده داراي بافت همگن بود و قطر فضاي پري ويتلين تفاوت چنتداني  

هاي متعددي شده و قطتر فضتاي پتري     ايجاد فوق رسيدگي، زرده ناهمگن و حاوي گنجيدگي نداشت اما با

ويتلين آن در نقاط مختلف متفتاوت گرديتد، در حتالي كته تغييتري در قطتر كوريتون و وضتعيت ستورا           

ميكروپيل حاصل نشد. اين مطالعه نشان داد كه بهترين زمان استحصال تخمك از ماهي آزاد درياي خزر، در 

باشد. از بين فاكتورهاي متورد بررستي در تخمتك و متايع      مي اوولاسيون از پس روز 10 تا C6/0±7°اي دم

، پتروتئين، آستپارتات   pHتخمداني، كيفيت تخمك به ميتزان قابتل توجته بتا فاكتورهتاي متايع تخمتداني )       

ترول، گليستتيريد آهتتن و كلستتيم( و فاكتورهتتاي تخمتتك )كلستت  آمينوترانستتفراز، گلتتوكز، كلستتترول، تتتري

توان از آنها به عنوان نشتانگرهاي كيفيتت    گليسيريد، آهن و آسپارتات آمينوترانسفراز( مرتبط بود كه مي تري

 تخمك ماهي آزاد درياي خزر استفاده نمود.

 

 تخمك، اوولاسيون، فوق رسيدگي، مايع تخمداني، ماهي آزاد درياي خزر كلمات كليدي:
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 مقدمه

باشتند. پترورش    هاي پرورشي ماهيتان در سراستر دنيتا متي     ترين گونه هم( از مSalmonidsآزادماهيان )

گتردد   سال پتيش بتاز متي    150سال و در ايالات متحده آمريكا به حدود  400آزادماهيان در اروپا به بيش از 

(Whilloughby, 1999    تكثير اين ماهيان به منظور پرورش تجاري و همچنين بازسازي ذختاير آنهتا متورد .)

باشند. به جهت اهميت آنها در صيد تفريحي و همچنين مصارف خوراكي، آزادماهيتان بته فراوانتي     توجه مي

 يابند. پراكنش يافته و امروزه، تقريباً در تمامي آبهاي مساعد پرورش مي

 اي  آلاي قهتتوه زيتتر گونتته قتتزل   9( يكتتي از Salmo trutta caspiusمتتاهي آزاد دريتتاي ختتزر )  

(Brown troutاست كه پراك )  نش آن به طور عمده در سواحل غربي و جنوبي درياي خزر است. اين متاهي

هتا   هاي منتهي به درياي خزر است ولي تغيير محيط رودخانه به منظور توليدمثل نيازمند مهاجرت به رودخانه

رويته،   هاي انساني، ايجاد موانع و سدها در مسير مهاجرت اين ماهيتان و نيتز صتيد بتي     ي آلودگي به واسطه

معيت اين ماهي را در معرض خطر انقراض قرار داده است. به منظور حفاظتت از ايتن گونته ارزشتمند و     ج

حلتي   ماهيان توليدي به محيط طبيعي بعنوان راه كمك به بازسازي ذخاير آن، تكثير مصنوعي و رهاسازي بچه

د صتيد و پتس از تكثيتر و    (. بر اين اساس سالانه تعدادي مول1380مؤثر در نظر گرفته شده است )بهراميان، 

 نمايند.  هاي متصل به درياي مازندران رهاسازي مي توليد بچه ماهي، آنها را به رودخانه

ي  ي زندگي ماهي آزاد در طبيعت، معمولاً مولدين ماده جهت تخمريزي بتا استتفاده از ستاقه    در چرخه

هتاي   هايي را در ميان سنگريزه ع حفرهسازند. در واق مي reddدمي خود در كف رودخانه، شيارهايي را به نام 

سازد.  نمايند. ماهي نر در اطراف و نزديكي باقي مانده و رقبا را دور مي تميز و صاف در كف نهرها ايجاد مي

ستازد. مولتد نتر بلافاصتله      ها را در آنجا رها مي ي شيار مانند آماده شد، مولد ماده تخمك پس از آن كه لايه

هتا توستط مولتد متاده از ستنگريزه پوشتانده        پذيرد. تختم  م داده و لقاح صورت ميريزي را انجا عمل اسپرم

گذارند تا مراحل تكامل جنين  شوند و پس از آن هر دو مولد لانه را ترك نموده و آنها را به حال خود مي مي

يتك هفتته    شوند، تقريباً تا مدت ناميده مي 1و رشد لاروها صورت گيرد. لاروهاي تازه تفريخ شده كه آلوين

 (.Whilloughby, 1999مانند ) ها باقي مي ي فعال در ميان سنگريزه قبل از شروع تغذيه

ي  هاي فوليكولي(، به محوطته  ها پس از اوولاسيون )رها شدن تخمك از لايه در شرايط پرورشي تخمك

طي ايتن دوره،   مانند. در كشي، در آن جا باقي مي شكمي رها شده و تا زمان استحصال آنها توسط عمل تخم

ور هستند. به نظر  ها در مايع نيمه چسبناك و نسبتاً غليظي به نام مايع تخمداني يا مايع سلوميك غوطه تخمك

                                                 
1 - Alevin  
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ها نقش مهمي را ايفا نمايتد. بتا بته     رسد كه تركيب مايع سلوميك، در حفظ قابليت لقاح و كيفيت تخمك مي

ها ايجاد  ركيب مايع سلوميك و محتوا و ساختار تخمككشي، به تدريج تغييراتي در ت تأخير افتادن عمل تخم

هتا،   شود كه احتمالاً همين تغييرات مرفولوژيك، فيزيولوژيك و بيوشيميايي مسئول كاهش كيفيت تخمك مي

باشتند   هتا و تلفتات در مراحتل بعتدي متي      زدگتي، تفتريخ و بتروز ناهنجتاري     كاهش درصتد لقتاح، چشتم   

(Lahnsteiner, 2000چنانچه عمل ت .)هتا فتوق رستيده     كشي بيش از اين مدت به تأخير بيفتتد، تخمتك   خم

رود.  ها به طور كلتي از بتين متي    شوند. با به وجود آمدن حالت فوق رسيدگي، امكان قابليت لقاح تخمك مي

 Escaffreزمان ايجاد فوق رسيدگي، به شدت تحت تأثير دماي محيط آبي زندگي ماهي و گونه قترار دارد ) 

and Billard, 1979.) 

تتر بتوده و در تعتداد كمتتري ظتاهر       هاي ماهيان، بزرگ هاي آزاد ماهيان در مقايسه با ساير گونه تخمك

تخمتك دارد   3000تتا   1000گردنتد. بته طتوري كته يتك مولتد متاده، بته طتور متوستط تنهتا حتدود              مي

(Whilloughby, 1999لذا با توجه به محدود بودن تخمك .) اهيان نسبت به ساير ي آزاد م ها در مولدين ماده

شتود و از آن جتا كته     ها آشكارتر متي  ماهيان پرورشي، ضرورت توجه به فاكتورهاي مؤثر بر كيفيت تخمك

ي كيفيت تخمك گزارش  ترين فاكتور تعيين كننده كشي از مولدين با توجه به زمان اوولاسيون، مهم زمان تخم

گردد. در واقتع بته منظتور استحصتال      مي (، اهميت تحقيق مشخصCraik and Harvey, 1984شده است )

كشتي از مولتدين    ي زماني مناسب بين اوولاسيون و تختم  ها از جهت كيفيت، توجه به فاصله بهترين تخمك

كشتي در مولتدين    ي زماني ما بين اوولاسيون و تخم ضروري است. پژوهش حاضر به بررسي بهترين فاصله

پتردازد كته بته تبتع آن      ي بومي در معرض خطر انقراض متي  ماده ماهي آزاد درياي خزر به عنوان يك گونه

 زدگي و تفريخ نيز حاصل خواهد شد. بالاترين نر  چشم

بيني كيفيت تخمتك بتا    هاي ساده، سريع و قابل اعتماد براي پيش همچنين در آزاد ماهيان وجود آزمايش

از اوولاسيون به تتدريج تغييترات    اند. براي حصول اين امر با توجه به اين كه در طي دوره پس كمبود مواجه

شود، لذا بررسي اين تغييرات و تعيين حدود  فيزيولوژيك و بيوشيميايي در تخمك و مايع تخمداني ايجاد مي

بيني قابل اعتماد  تواند براي پيش آستانه افت كيفيت تخمك براي هر يك از فاكتورهاي متغير در اين دوره مي

 عدي آن مفيد واقع شود.از كيفيت تخمك و عملكرد مراحل ب

در اين تحقيق به منظور دستيابي به اطلاعات بيشتر در مورد فوق رسيدگي تخمك و تعيين نشانگرهايي 

بيني كيفيت تخمك در ماهي آزاد درياي خزر، تغييرات فيزيولوژيتك و بيوشتيميايي كته پتس از      جهت پيش

شود مورد بررسي قترار گرفتت. بته ويتژه      اوولاسيون تا فوق رسيدگي در تخمك و مايع تخمداني ايجاد مي
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پاسخ به سوالات زير براي درك موضوع و كمك به افزايش ميزان تفريخ در ايتن متاهي متورد توجته بتوده      

 است.  

ها پس از اوولاسيون در محوطه شكمي با توجه به ميانگين دماي موجود در مركز  باقي ماندن تخمك -1

 گذاشته و حدود آستانه افت كيفيت تخمك چه زماني است؟  ها تاثير تكثير، چگونه بر كيفيت تخمك

ويتلين و زرده با  آيا ساختار تخمك مانند سورا  ميكروپيل، كوريون، كورتيكال آلوولاي، فضاي پري -2

 كند؟  بروز فوق رسيدگي تغيير مي

خمتك در آزاد  از بين فاكتورهاي مهم بيوشيميايي تخمك و مايع تخمداني كه ارتباط آنها با كيفيت ت -3

 ;Craik and Harvey, 1984; Lahnsteiner et al., 1999ماهيتتان متتورد مطالعتته قتترار گرفتتته استتت )

Lahnsteiner, 2000    تغييرات آنها در اثر فوق رسيدگي تخمك ماهي آزاد درياي خزر چگونته بتوده و آيتا ،)

كتورهتاي مربتوط بته متابوليستم     بين اين فاكتورها و كيفيت تخمك ارتباطي وجود دارد؟ در ايتن ارتبتاط، فا  

كربوهيدرات مانند گلوكز، چربي مانند كلسترول و تري گليسيريد و پروتئين از آن جهت كه اطلاعات مهمي 

هتاي   (، كلسيم و آهن كه از يتون Lahnsteiner et al., 1999كنند ) را در مورد منابع انرژي تخمك حاصل مي

به ترتيب در شكل گيري استكلت و ختون ستازي آن نقتش      هاي متابوليكي جنين بوده و مهم جهت فعاليت

هتاي   ( و فعاليتت آنتزيم آستپارتات آمينوترانستفراز كته جتزء آنتزيم       Evans and Claiborne, 2005دارند )

 سيتوپلاستتتمي بتتتوده و بتتته عنتتتوان نشتتتانگر انستتتجام غشتتتاء پلاستتتمايي تخمتتتك مطتتترح استتتت    

(Lahnsteiner et al., 1999; Lahnsteiner, 2000مورد )  بررسي قرار گرفت. همچنين اين فاكتورها در مايع

هاي اووله شده كته هتر گونته تغييتر در تخمتك       تخمداني به عنوان محيط در برگيرنده و نگهدارنده تخمك

 ( مورد بررسي قرار گرفت.Lahnsteiner, 2000موثر باشد نيز ) pHهاي آن به ويژه  تواند بر ويژگي مي
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 ريت مولدين در تكثير مصنوعيمدي -1-1

بيني دقيتق زمتان رستيدگي جنستي، بته       در پرورش آزادماهيان مديريت كارآمد مولدين، بستگي به پيش

هتاي تكثيتر بته صتورت      ها از جهت كيفيت دارد. هم در مواردي كه تكنيك منظور استحصال بهترين تخمك

ختود صتورت    اين عمل به صتورت خودبته   القاء هورموني و تسريع در عمل تخمريزي بوده و هم زماني كه

(. همتان  Schreck and Moyle, 1990گيرد، وجود دانش صحيح مرتبط با رسيدگي گنادها ضتروري استت )  

در ذخاير طبيعي ماهيان، متفاوت است، در ماهيان پرورشي نيز بسيار متفاوت بتوده و    طور كه كيفيت تخمك

هتاي لقتاح مصتنوعي و توليتد موفتق انبتوه        تكنيتك  ممكن است به صورت يك فاكتور محدود كننده بتراي 

هتاي جنستي بتا     (. در تكثير مصنوعي حذف ستلول Aegerter and Jalabert, 2004لاروهاي ماهيان درآيد )

كند. در  كيفيت پايين نقش مهمي را در توليد ماهيان خوب و استفاده بهينه از تاسيسات تفريخگاهي بازي مي

تواند به حداكثر پتانسيل توليد خود دست يابد كه بتواند مولديني بتا كيفيتت    واقع يك مركز تكثير، زماني مي

 (.Bromage et al., 1992تخم و لارو بالا را به صورت منظم و دائم فراهم نمايد )

 

 تركيب بيوشيميايي تخمك  -1-2

 هتتاي مختلتتف، متفتتاوت استتت    تركيتتب بيوشتتيميايي تخمتتك ماهيتتان بتته طتتور كلتتي در گونتته     

(Mommsen and Moon, 2005  .) 

تخم ماهيان از پروتئين، چربي، كربوهيدرات و مواد معدني تشكيل شده است كه نسبت اين مواد به هم 

تواند متفاوت باشد. اصولاً پروتئين ماده اصلي وزن  با توجه به اندازه تخم، سن مولدها و نحوه تغذيه آنها مي

درصتد وزن خشتك تخمتك     80-90زاد ماهيتان  ( و در آ35-89دهد )% خشك تخمك ماهيان را تشكيل مي

درصد وزن خشك آن باشد. همان  3-54تواند  دهد. ميزان چربي تخمك مي اووله شده را پروتئين تشكيل مي

ريزي، تفريخ و شروع تغذيه فعال  بيني است، مقدار چربي تخمك با فاصله زماني بين تخم طور كه قابل پيش

تر باشد، ميزان چربي تخم بيشتر است. زماني كته   انكوباسيون طولاني ارتباط دارد به طوري كه هر چه دوران

شتوند.   ها مصرف مي ها و پروتئين ها، چربي كند، كربوهيدرات يابند و جنين شروع به رشد مي ها لقاح مي تخم

 (.Mommsen and Moon, 2005باشد ) ها بيشتر بعد از تفريخ مي ها و پروتئين البته مصرف چربي

سازي استت   ها تشكيل شده است حاصل فرايند وتيلوژنز يا زرده ها و چربي مجموع پروتئين زرده كه از

گليستيريدها و   كند. زرده از مقادير متفتاوت فستفوليپيدها، تتري    و انرژي لازم براي رشد جنيني را فراهم مي

 –هيپتوفيز   –هاي كبد، در اثر يتك ستيكل هيپوتتالاموس     شود. سنتز زرده توسط سلول كلسترول تشكيل مي
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هاي خارجي و محيطتي استت. ايتن     شود كه خود تحت تاثير سيگنال مي انجام گناد هورموني عصبي سيستم

تركيبات بعد از ساخت به جريان خون آزاده شده و توسط اووستيت در حتال رشتد جتذب و تحتت تتاثير       

هتاي   و احتمتالاً آنتزيم   Dن شود. ليزوزوم حاوي كاتپسي هاي زرده تبديل مي هاي آن به پروتئين فعاليت آنزيم

كند. وتيلوژنين يك گليكوفسفوپروتئين است كته   هاي زرده تبديل مي ديگر است كه وتيلوژنين را به پروتئين

Phosvitin (PV .)( و LV) Lipovitellinشتود:   بعد از جذب توسط اووسيت به دو گروه پروتئين تبديل مي

ترين تركيب  ك مولكول ليپوپروتئيني بزرگ و در واقع بزرگشود ي درصد زرده را شامل مي 20ليپوويتلين كه 

شود.  ( تشكيل ميLVL( و سبك )LVHپپتيدي سنگين ) حاصل از ويتلوژنين است و خود از دو زنجيره پلي

هتا بتراي رشتد جنينتي استت. فستويتين        عملكرد اصلي ليپوويتلين به عنوان منبع تامين آمينواسيدها و چربي

تشكيل شده كه فسفات از طريق پيوند كووالانسي و كلسيم توسط پيوند يوني بته   درصد از سرين 50حدود 

هاي متتابوليكي   گيري اسكلت و فعاليت آن متصل است. در نتيجه فسويتين مواد معدني مورد نياز براي شكل

 هتاي زرده از نظتر انتدازه و تعتداد     (. همزمان با رشد اووستيت، وزيكتول  1-1كند )شكل  جنين را فراهم مي

افزايش يافته و در اووسيت بالغ به حاشيه اووسيت حركتت كترده و بته عنتوان كورتيكتال آلتوولاي ناميتده        

 Evans andشتود )  ويتلتين رهتا متي    شوند. در هنگام لقاح تركيبات كورتيكال آلتوولاي بته فضتاي پتري     مي

Claiborne, 2005.) 

 
 (Evans and Claiborne, 2005رام فرايند توليد زرده در ماهيان استخواني ): دياگ1-1شكل 
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 مورفولوژي ديواره تخمك  -1-3

شود. لايته بيرونتي    هر اووسيت در طول مراحل اوليه رشد خود توسط دو لايه سلولي اصلي پوشيده مي

از  3لايته توستط يتك غشتاء پايته     كه ايتن دو   2شود و لايه دروني به نام گرانولوزا ناميده مي 1كه به نام تكال

شود تشتكيل يتك    ترين اتفاقاتي كه در طول رسيدگي تخمك ايجاد مي شوند. يكي از جالب يكديگر جدا مي

ناحيه قطور و بسيار تمايز يافته بين لايه سلولي گرانولوزا و اووسيت است كه شامل غشتاء تخمتك، فضتاي    

و همچنين مرحله رشدي اووستيت، قطتر ديتواره تخمتك      باشد. بر اساس گونه ويتلين و زونارادياتا مي پري

( تتا  Carassius auratusميكرون در اووسيت كاملاً تكامتل يافتته متاهي حتوض )     7-8متفاوت است و از 

رسد. بخشي از ديواره تخمك داراي ظاهري مخطط استت و   كمان مي آلاي رنگين ميكرون در قزل 30حدود 

هاي اووستيت و   ها و زائده . اين ظاهر مخطط مربوط به نفوذ ميكروكركشود ناميده مي 4تحت نام زونارادياتا

ها تشكيل شده است.  ها و پروتئين (. اين ديواره عمدتاً از كربوهيدرات2-1هاي فوليكولي است )شكل  سلول

گيري ديواره تخمك در ماهيان استخواني دقيقاً تعيين نشده است. اين مستئله كته آيتا ديتواره      مكانيسم شكل

 Hoarو يا هر دو منشاء گرفته است، هنوز مورد سوال استت )   هاي فوليكولي يا از اووسيت مك از سلولتخ

et al., 1983  .) 

 

 (Hoar et al., 1983: ساختار ديواره تخمك در ماهيان استخواني )2-1شكل 

اط از نظر ساختاري تغيير كترده و حفتره كتوچكي بته نتام      ديواره تخمك ماهيان استخواني در برخي نق

                                                 
1 - Thecal  
2 - Granulosa  
3
 - Basement membrane  

4 - Zona radiata  
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تواند بته تخمتك دسترستي يابتد. ميكروپيتل در قطتب        كند كه اسپرم از طريق آن مي را ايجاد مي 1ميكروپيل

ميكترون و قطتر    5/2حتدود   Fundulus heteroclitusحيواني قرار دارد. قطر خارجي ميكروپيل در تخمك 

رسد كه سورا  ميكروپيل به  (. به نظر ميDumont and Brummett, 1980)ميكرون است  1-5/1داخلي آن 

ترين ستلول   شود. سلول ميكروپيلار كه تخصصي هاي فوليكولي بسيار تخصص يافته تشكيل مي وسيله سلول

هاي گرانولوزا قابل تشخيص استت. ايتن ستلول     لايه فوليكولي است از نظر ظاهري به راحتي از ساير سلول

كند كه اين سلول  ثي شكل بوده و در كانال ميكروپيل قرار دارد. ساختار ويژه ميكروپيلار بيان ميبزرگ و مثل

كند بلكه نقش ترشحي نيز دارد. ايتن مستئله قابتل توجته      تنها به عنوان درپوش سورا  ميكروپيل عمل نمي

گيترد   ابي صورت مياست كه تجمع اسپرم در اطراف سورا  ميكروپيل در مراحل اوليه لقاح به صورت انتخ

(Hoar et al., 1983.) 

 

 اوولاسيون و عوامل دخيل در آن -1-4

 تعريف اوولاسيون -1-4-1

ي تناستلي   ي بدني شده و توسط روزنه ها بر اثر شكاف كيسه تخمدان وارد حفره در آزادماهيان، تخمك

هتاي   ا شتدن تخمتك از لايته   يابند. عمل ره كه در قسمت خلفي مخرج قرار دارد، به خارج از بدن انتقال مي

ي شكمي را اوولاستيون يتا    ي تخمك در تخمدان، و ورود آن به محوطه هاي نگهدارنده فوليكولي، يعني لايه

هتاي   هتاي ستلول   نامند. مطالعه با ميكروسكوپ الكتروني نشان داده است كته ميكروكترك   گذاري مي تخمك

اره تخمتك جتدا كترده و يتك فضتاي وستيع بتين        فوليكولي در زمان نزديك به اوولاسيون، خود را از ديتو 

هاي پروتئوليتيك در قطتع ارتبتاط    رسد آنزيم شود. به نظر مي هاي فوليكولي و ديواره تخمك ايجاد مي سلول

 و استت  ويتژه  فوليكولي سلول يك كه ميكروپيلار سلول همچنين. باشند داشته دخالت اووسيت –فوليكول 

 Evans andشتود )  پوشاند، در ايتن زمتان از آن جتدا متي     را مي ميكروپيل روي اووسيت رسيدگي طول در

Claiborne, 2005  .) 

 

 

 كنترل هورموني اوولاسيون -1-4-2

 Preovulationي  ، مرحلته Vitellogenesisي  در سير تكاملي روند توليدمثل در ماهيان، به دنبال مرحله

                                                 
1 - Micropyle  



 

 10 

، يتك نتوع مترگ ستلولي بايستتي در      Ovulationي  قرار دارد. براي بتروز و تكميتل مرحلته    Ovulationو 

هاي رسيده رهاستازي   هاي فوليكولي( صورت گيرد تا تخمك )لايه granulosaو  thecalهاي  هاي لايه سلول

باشتند. متثلاً در    هاي ختا  ختود متي    شوند. مراحل مختلف تكاملي داراي خصوصيات هورموني و ويژگي

، Growth Factor (GF)و  GTHI ،17β-estradiol (E2)هتتتاي  ، هورمتتتونVitellogenesisي  مرحلتتته

بته عنتوان هورمتون     GTHII، هورمتون  Ovulationي  باشند. در مقابتل در مرحلته   هاي شاخص مي هورمون

، GTHIهتاي   نيز نقش محرك براي بروز و تكميل اين مرحله را دارد. لتذا هورمتون   GnRHشاخص بوده و 

E2  وGF هاي  تأخير انداخته و هورمونهاي فوليكولي را به  عمل مرگ سلولي لايهGnRH  وGTHII   بتروز

 ;Weil and Marcuzzi, 1990; Janz and Kraak, 1997هاي مذكور تسريع مي نمايند. ) اين حالت را در سلول

Breton et al., 1998.) 

( مترشتحه از هيپتوفيز، در   GTHIمكانيسم عمل به اين صتورت استت كته ابتتدا گنتادوتروپين اوليته )      

گتردد. ايتن    را موجتب متي   E2( 17β-estradiolوماتيكي تخمدان، ترشح هورمون استتروئيدي ) هاي س سلول

 1در كبد رفتته و باعتت توليتد زرده    Hepatocyteهاي  هورمون پس از ترشح و رها شدن در خون، به سلول

آختر   ي يابد. اين تجمع تا مرحله گردد كه پس از ترشح در خون به داخل تخمك رفته و در آن تجمع مي مي

به ميزان زيادي كاهش يافته و به جاي آن ترشح  GTHIيابد. در انتهاي اين دوره ترشح  ادامه مي 2سازي زرده

 هتتتتاي فوليكتتتتولي  گتتتتردد كتتتته ختتتتود در لايتتتته  ( آغتتتتاز متتتتيGTHIIگنتتتتادوتروپين ثانويتتتته )

 شتتتود. تغييتتترات  متتتي MIH( Maturation Inducing Hormoneهتتتاي ) موجتتتب ترشتتتح هورمتتتون

 رتبط بتتا رستتيدگي اووستتيت ماننتتد آبگيتتري اووپلاستتم و شتتفاف شتتدن تخمتتك نيتتز    مورفولوژيتتك متت

 قتترار دارد. از ايتتن دستتته بيشتتترين هورمتتون تأثيرگتتذار در رستتيدگي        MIHمستتتقيماً تحتتت تتتاثير   

تشتخيص داده شتده كته     DHP (17α-hydroxy-20β-dihydroprogesterone)نهتايي تخمتك آزادماهيتان،    

 ;Peter, 1981; Scott et al., 1983گردد ) را موجب مي GVBD (Germinal Vesicle Break Down)اجراي عمل 

Scott et al., 1984; Liley et al., 1986 .) 

 

 نقش دما در ايجاد اوولاسيون -1-4-3

دما در ايجاد فرآيند اوولاسيون مؤثر است. تحقيقات نشان داده است كه نگهداري مولدين ماده متاهي آزاد  

                                                 
1 - Vitelline 
2 - Vitellogenesis 
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موجتب تستريع در    C°11در مقايسه با نگهتداري آنهتا در دمتاي     C°6در دماي ( Salmo salarاقيانوس اطلس )

 C°8عمل اوولاسيون اتفاق نيفتاده و تا زماني كته دمتا بته     C°16گردد، در حالي كه در دماي  عمل اوولاسيون مي

آلاي  قتزل  (. همچنتين در متاهي  King and Pankhurst, 2004گيترد )  تقليتل نيابتد، اوولاستيون صتورت نمتي     

، موجتب عتدم ايجتاد اوولاستيون در تعتدادي از ماهيتان       C°12كمان نگهداري ماهيان در دماي بتيش از   رنگين

 (.Pankhurst et al., 1996; Pankhurst and Thomas, 1998شود ) مي

 

 تشخيص ايجاد اوولاسيون -1-4-4

در ختون بته    DHP(17α-hydroxy-20β-dihydroprogesteroneدر روز اوولاسيون، ميتزان هورمتون )  

تتوان زمتان اوولاستيون را معتين نمتود       گيتري ايتن هورمتون متي     حداكثر ميزان خود رسيده و لذا با انتدازه 

(Springate et al., 1984در بعد عملي، اين روش هزينه )       بر بوده و تنهتا جهتت كارهتاي تحقيقتاتي متورد

ي شتكمي آنهتا    شتوند، محوطته   تر متي  يون نزديكگيرد. هر چه مولدين ماده به زمان اوولاس استفاده قرار مي

پتذير نبتوده و جهتت     گردد. ليكن، تشخيص دقيق زمان اوولاسيون از جهت ظاهري امكان تر مي تر و نرم تيره

 ,Aegerter and Jalabertباشتد )  ي آنهتا متي   ي مولدين و در واقتع معاينته   اين امر، نياز به دستكاري روزانه

ي شتكمي مولتدين متاده،     لي، اولين روزي كه با اعمال فشار آرام بته محوطته  (. در واقع، از جهت عم2004

 (.Springate et al., 1984شود ) ها خارج گردند، روز اوولاسيون در نظر گرفته مي تخمك

 

 كيفيت تخمك در آزادماهيان  -1-5

 فاكتورهاي مؤثر بر كيفيت تخمك -1-5-1

ي مولتدها، ستن آنهتا و شترايط      ون نحتوه ي تغذيته  كيفيت تخمك در آزادماهيان به عوامل متعددي چ

 هتتاي آن ماننتتتد   بهداشتتتي آنهتتا بستتتتگي دارد. بتته طتتور مثتتتال مقتتدار پتتروتئين جيتتتره و رنگدانتته       

β-هاي  ويتامين و كانتاگزانتين و كاروتنE  وC  و گروهB ها از طريق تتاثير بتر    آوري و كيفيت تخمك بر هم

 Schreckگردند ) ي اوليه مي هبود رشد لارو ماهي در مراحل تغذيهباشند و موجب ب تنفس آنها تأثيرگذار مي

and Moyle, 1990ي  ها به دليل تأثير بتاقي مانتدن آنهتا در محوطته     (. در آزادماهيان تغيير در كيفيت تخمك

 (.Aegerter and Jalabert, 2004باشد ) شكمي پس از اوولاسيون مي

ؤثر بر كيفيت تخمك صورت گرفته است و در بين مطالعات زيادي جهت مشخص نمودن فاكتورهاي م

هتاي   ها در بستياري از گونته   اين فاكتورها، فوق رسيدگي تخمك به عنوان يك فاكتور مهم مؤثر بر بقاء تخم
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كشتي از   دهند كه زمان تخم (. نتايج نشان ميGaudemar and Beall, 1998پرورشي شناسايي گرديده است )

ي كيفيتت تخمتك نستبت بته ستاير       ترين فتاكتور تعيتين كننتده    گذاري، مهم مولدين با توجه به روز تخمك

 انتتد  هتتا استتت كتته تتتاكنون متتورد مطالعتته قتترار گرفتتته  فاكتورهتتاي فيزيكتتي و شتتيميايي تركيتتب تخمتتك

(Craik and Harvey, 1984     باقي مانتدن بتيش از حتد تخمتك در محوطته .)      ي شتكمي، بتا كتاهش قابتل

د بود كه اين كاهش كيفيت به صورت كتاهش بقتاء جنتين و افتزايش     ي كيفيت تخمك همراه خواه ملاحظه

گتردد. بنتابراين،    هاي مرفولوژيك و ايجاد سطوح مختلف پلوئيدي )تري، تترا و ...( مشتخص متي   ناهنجاري

 ي جنينتتي و  هتتاي مراحتتل پتتس از اوولاستتيون كتته بتتا موفقيتتت مراحتتل توستتعه   شتتناخت دقيتتق ويژگتتي

 هتتا در ارتبتتاط استتت، ضتتروري بتته نظتتر       كيفيتتت تخمتتك تخمتتين زمتتان پتتس از اوولاستتيون و    

 (.Aegerter and Jalabert, 2004رسد ) مي

 

 تعيين كيفيت تخمك -1-5-2

هاي نارنجي تا زرد رنت  بتا    اي، تخمك آلاي درياچه در قزل Lahnshteiner et al., (1999)طبق مطالعه 

د كم رن  و سفيد كيفيت پاييني دارند. هاي با رن  زر ظاهر يكنواخت داراي كيفيت بالايي هستند و تخمك

 هاي نامرغوب باشد.  تواند تنها يك وسيله تقريبي براي تعيين تخمك ها مي اما توجه به ظاهر تخمك

ها، بدون اندازه گيري درصد لقتاح بستيار مشتكل استت. در واقتع       پيش داوري در تعيين كيفيت گامت

بينتي كيفيتت تخمتك هتا بتا كمبتود مواجته هستتند          شهاي سريع و قابل اعتماد براي پي آزمايشات و تست

(Schreck and Moyle, 1990 لتتذا انتتدازه .)   هتتا، در تعيتتين ميتتزان    گيتتري صتتحيح كيفيتتت تخمتتك 

هتا و ستطح تريپلوئيتدي ضتروري استت       زدگي، تفريخ و در نظر گرفتن نتر  ناهنجتاري   درصد لقاح، چشم

(Aegerter and Jalabert, 2004.) 

 

 تخمك فوق رسيدگي در -1-6

هتاي   هاي رسيده ي آزادماهيتان، در هنگتام اوولاستيون )آزاد شتدن تخمتك از لايته       در طبيعت تخمك

ي شكمي رها شده و تا زمان تحريك عمل تخمريزي توسط محركين  فوليكولي و سيال شدن آن( به محوطه

سبتاً غليظتي بته نتام    ها در مايع نيمه چسبناك و ن مانند. در طي اين دوره، تخمك خارجي، در آن جا باقي مي

رسد كه تركيب مايع سلوميك، در حفظ قابليت لقاح و  ورند. به نظر مي مايع سلوميك يا مايع تخمداني غوطه

(. در شترايط پرورشتي، محتركين ختارجي     Rime et al., 2004ها نقش مهمي را ايفا نمايتد )  كيفيت تخمك
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كشتي بته صتورت دستتي در      وستط عمتل تختم   ها تا زمان استحصال آنهتا ت  وجود نداشته و بنابراين تخمك

كشتي در شترايط    هاي طبيعي و عمل تختم  ريزي در محيط مانند. چنانچه عمل تخم ي شكمي باقي مي محوطه

 هتتا فتتوق رستتيده شتتده و بتته تتتدريج بتتاز جتتذب    پرورشتتي بتته هتتر دليلتتي بتته تتتأخير بيفتتتد، تخمتتك  

 (.Aegerter and Jalabert, 2004گردند ) مي

 

 ي فوق رسيدگي در تخمك پديده زمان ايجاد -1-6-1

اند  ي شكمي مولدين ماده بررسي نموده و دريافته افراد گوناگوني تأثيرات باقي ماندن تخمك را در محوطه

( Mollah and Tan, 1983هاي مختلف، متفاوت است ) مدت زماني كه تخمك در طي آن بقاء دارد، براي گونه

 (.Billard and Gillet, 1981ي حرارت محيط آب دارد ) و بستگي به درجه

دقيقته پتس از    30( در عترض  Striped bassهتاي متاهي بتس مخطتط )     به طور مثال، كيفيت تخمتك 

بينتي صتحيحي داشتته     يابد و كاركنان بخش تكثير بايستي از وقوع اوولاستيون، پتيش   اوولاسيون، كاهش مي

ي زمتاني محتدود    ي امر تكثير در ايتن دوره هاي اسپرم را برا باشند، به طوري كه ماهيان نر رسيده و يا نمونه

 (. Schreck and Moyle, 1990آماده نمايند )

همچنين زمان ايجاد پديده ي فوق رسيدگي به شدت تحت تاثير دماي محيط زندگي متاهي استت. بته    

ي حرارت، مدت زمان لازم جهت ايجاد حالت فوق رسيدگي در تخمتك كتاهش    طوري كه با افزايش درجه

 (.Mohagheghi Samarin et al., 2008يابد ) مي

 

 علائم ظاهري فوق رسيدگي -1-6-2

كمتان و متاهي آزاد    آلاي رنگتين  ها همراه است. در ماهي قزل فوق رسيدگي با ايجاد علائمي در تخمك

باشد. هر چه رن  تخمك بته نتارنجي بيشتتر متمايتل      درياي خزر، تخمك به رن  زرد مايل به نارنجي مي

ي دو گونته فتوق، يتك     كيفيت بالاتري برخوردار خواهد بود. بر روي تخمك فوق رستيده  باشد، تخمك از

گردد كه با انتدكي دقتت بته آستاني قابتل تشتخيص استت. همچنتين          تر نارنجي مشخص مي ي پررن  لكه

ي نارنجي رنت  همچنتان    شوند و ليكن لكه هاي فوق رسيده در حين لقاح و شستشو سفيد رن  مي تخمك

هاي استحصال شده از مولدين ممكن است تنها درصد كمي فوق رسيده باشتند. بتا    د. در تخمكمان باقي مي

ها در چنين مولتدي فتوق رستيده خواهنتد شتد. لتذا عمتل فتوق          گذر چندين روز به تدريج تمامي تخمك

هاي فوق رسيده در حتين   افتد. همچنين تخمك ها اتفاق نمي رسيدگي يكباره و در يك روز در تمامي تخمك
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هتاي ستالم، عمتل آب     هاي حاصل از تخمك گردند، در حالي كه در تخم سفت و سخت نمي 1آب كشيدگي

 (.Lahnsteiner, 2000گيرد ) ها در طي مدت زمان كوتاهي صورت مي كشيدگي و سفت و سخت شدن تخم

 

 ريزي اثرات باقي ماندن تخمك پس از اوولاسيون در محوطه ي شكمي بر رفتارهاي تخم -1-7

ي شكمي پس از اوولاستيون، بتر كيفيتت آن در شترايط پرورشتي،       ماندگاري تخمك در محوطه اثرات

 ;Craik and Harvey, 1984; Lahnsteiner, 2000توسط افراد متعددي متورد مطالعته قترار گرفتته استت )     

Aegerter and Jalabert, 2004; Rime et al., 2004     هتاي طبيعتي    (. لتيكن، در متورد ايتن امتر در محتيط

 طالعات كمتري صورت گرفته است. م

ي شكمي پس از اوولاسيون، در ماهيان مولتد در طبيعتت، بته خصتو       باقي ماندن تخمك در محوطه

هاي انساني باشد، به عنوان يك فاكتور مهتم در نظتر    محيطي مربوط به تأثير فعاليت زماني كه تغييرات زيست

هاي مهاجرتي براي ماهيان از جمله دلايل تأخير در شود. عواملي چون ساخت سدها و ايجاد مسير گرفته مي

 ريتتزي و ايجتتاد  انتتد. چنانچتته ايتتن دلايتتل موجتتب تتتأخير در تختتم امتر مهتتاجرت آزادماهيتتان عنتتوان شتتده 

هتاي توليتدمثلي را تحتت تتأثير قترار دهنتد        توانند الگوها و كارآيي فعاليت حالت فوق رسيدگي گردند، مي

(Gaudemar and Beall, 1998.) 

 شتتود  هتتاي طبيعتتي مشتتاهده متتي   هتتا بتته نتتدرت در محتتيط   هتتداري طتتولاني متتدت تخمتتك  نگ

و معمولاً مربوط به تأثير فاكتورهاي محيطي نظير تراكم مولدين ماده و تغييرات سرعت جريان آب در فصتل  

ي ستاخت ستدها كته     (. ليكن، توسعهManzer and Miki, 1986; Bagliniere et al., 1990باشد ) تكثير مي

باشد، ممكن است بر فرآيند تخمريزي تأثيرگتذار باشتد. در    از دلايل اصلي كاهش ذخاير آزادماهيان مييكي 

هتايي را حفتر    هاي تخمريتزي ختود را بته تتأخير انداختته، حفتره       هاي نامناسب، مولدين ماده فعاليت محيط

 نماينتتتتتد  نماينتتتتتد و بتتتتتدون آن كتتتتته تخمريتتتتتزي كننتتتتتد آنهتتتتتا را تتتتتترك متتتتتي    متتتتتي

(Crisp and Carling, 1989; Barlaup et al., 1994بنابراين موارد فوق .)    الذكر ممكن است موجتب ايجتاد

 هاي طبيعي گردد. حالت فوق رسيدگي تخمك آزادماهيان در محيط

 تتترين مستتائل در پتترورش آزادماهيتتان    آن چتته دليتتل ايجتتاد فتتوق رستتيدگي باشتتد، يكتتي از مهتتم    

ان پرورشي، تلفات بالاي ناشي از فتوق رستيدگي بستيار قابتل     (. در مورد آزادماهيLam et al., 1978باشد ) مي

(. اين امر نقش مهمي را هم بر رفتارهاي تخمريزي و هتم بتر توانتايي    Springate et al., 1984است )  ملاحظه

                                                 
1 - Hydration 
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هتا را بته    اي كته تخمتك   اي كه پيرامون اين مسأله صورت گرفت، ماهيان مولد متاده  تخمريزي دارد. در مطالعه

اي  ي شكمي نگه داشته بودند، نسبت به ماهيان مولتد متاده   ه پس از تاريخ اوولاسيون در محوطهمدت يك هفت

ي زمتاني بتين اولتين و آخترين      هاي آنها تازه اووله شده بود، ستريعتر تخمريتزي نمتوده و فاصتله     كه تخمك

 (.  Gaudemar and Beall, 1998تر بود ) ي تخمريزي كوتاه تخمريزي آنها در يك دوره

ي فعاليت تخمريزي خود مولدين نتر   توانند با تغيير در دوره دهند كه مولدين ماده مي لعات نشان ميمطا

يابند. در  را تحت تأثير قرار دهند. به طور مثال با تأخير در امر تخمريزي، مولدين نر بهتري امكان حضور مي

احاطته شتده باشتند، فعاليتت      واقع ممكن است مولدين ماده در زماني كه توسط مولدين نر نستبتاً كوچتك  

تخمريزي خود را به تأخير بيندازند تا مولدين نر بهتري جايگزين گردند. ليكن، بتا منتظتر شتدن و امتحتان     

يابد. بنابراين، مولدين  ها افزايش مي مولدين نر مختلف توسط مولدين ماده، ريسك فوق رسيده شدن تخمك

ترند، در انتخاب مولد نر تبعتي  كمتتري را قايتل     ي نزديكهاي آنها به زمان فوق رسيدگ اي كه تخمك ماده

تر رهاسازي نمايند. فوق رسيدگي با تغييترات   هاي خود را سريع آور نيست كه آنها تخمك شده و لذا تعجب

هورموني و ترشحات غدد درون ريز در ماهيان همراه است كه بر رفتارهاي تخمريزي مولتدين متاده، تتأثير    

 (.Liley et al., 1986گذارد ) مي

هاي فوق رسيده هستند، تمايل بتراي انتختاب مولتدين نتر      اي كه داراي تخمك همچنين در ماهيان ماده

اي كته از زمتان    يابد. در تصديق اين گفته بايستي عنوان نمتود كته ديتده شتده استت مولتد متاده        كاهش مي

در حالي كه مولد نتر از محتل    گذشته، به تنهايي تخمريزي نموده است، روز مي 12هايش  اوولاسيون تخمك

هاي آنها به تتازگي اوولته    اي كه تخمك لانه به دور بوده است. چنين رفتار تخمريزي، هرگز در مولدين ماده

(. همچنين پديده ي فوق رسيدگي بتر توانتايي   Gaudemar and Beall, 1998اند، مشاهده نشده است ) شده

ي  ايت بايستي عنوان نمود كه باقي مانتدن تخمتك در محوطته   تخمريزي مولدين ماده تأثير منفي دارد. در نه

گردد.  هاي طبيعي عنوان مي شكمي پس از اوولاسيون، به عنوان يك فاكتور اساسي براي آزادماهيان در محيط

ريزي مؤثر است، بلكه احتمالاً بر انتخاب مولدين نر و به موجتب   چرا كه نه تنها بر موفقيت آنها در امر تخم

 هاي آينده تأثيرگذار خواهد بود. ختار ژنتيكي نسلآن بر سا

 

ي شكمي بر مورفولوژي و تركيب بيوشيميايي  اثرات باقي ماندن تخمك پس از اوولاسيون در محوطه -1-8

 تخمك

ي تغييترات فيزيولوژيتك، مرفولوژيتك و بيوشتيميايي مترتبط بتا        هاي مختلفي در زمينه تاكنون پژوهش
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شكمي پس از اوولاسيون صورت گرفتته استت. برختي مطالعتات تغييترات      ي  ماندگاري تخمك در محوطه

ي پس از اوولاستيون را مستئول بتروز تلفتات و كتاهش       مرفولوژيك صورت گرفته در تخمك در طي دوره

(. Sakai et al., 1975;Hirose et al., 1977; Escaffre and Billard, 1979داننتد )  ها متي  بازماندگي در تخم

هاي كناري( كته توستط آب فعتال     )حفره 1دهند كه تخريب كورتيكال آلوولاي فوق نشان مينتايج مطالعات 

هاي تازه اووله شتده بته ختود     هاي فوق رسيده، مدت زمان بيشتري را نسبت به تخمك گردد، در تخمك مي

شتوند، يتك ستري تغييترات      هتا فتوق رستيده متي     اي كه تخمك دهد. همچنين در طول دوره اختصا  مي

هتاي   دهند. اين تغييرات با تجمع و تركيب قطرات چربي و مهتاجرت حفتره   يك را از خود نشان ميمرفولوژ

كمان همراه استت. در واقتع انعقتاد قطترات چربتي نشتان        آلاي رنگين كناري به سمت قطب حيواني در قزل

فتزايش  (. در ماهي حوض، فوق رسيدگي بتا ا Nomura et al., 1974ها است ) ي كيفيت پائين تخمك دهنده

ها، شكستگي در برخي نقاط كورتيكال آلووي و پراكندگي قطرات چربي در قطتب حيتواني    شفافيت تخمك

تغييتري در   Prochilodus marggraviiي  (. در حتالي كته در گونته   Formacion et al., 1992همراه است )

 (. Rizzo et al., 2003ساختار تخمك از جمله سورا  ميكروپيل در اثر فوق رسيدگي گزارش نشده است )

 كمتتان  آلاي رنگتتين هتتاي رستتيده و فتتوق رستتيده در قتتزل ي تخمتتك اي كتته پيرامتتون مقايستته مطالعتته

 باشتتد  دهتتد كتته فتتوق رستتيدگي در تخمتتك بتتا تغييتترات ذيتتل همتتراه متتي    صتتورت گرفتتته نشتتان متتي 

(Craik and Harvey, 1984  :) 

ي آب تخمتك، افتزايش در ميتزان    زماني كه نتايج به صورت مطلق عنتوان شتوند، افتزايش در محتتوا    

هتاي غيترآزاد )بانتد شتده(، پتروتئين رستوب،        هاي آزاد، آهتن و كلستيم و كتاهش در ميتزان چربتي      چربي

گردد. زماني كته نتتايج بته صتورت نستبي       فسفوپروتئين، ليپوپروتئين، چربي كل و وزن كوريون مشاهده مي

آهن و كلسيم، چربتي كتل و وزن كوريتون و     هاي آزاد، عنوان شوند، افزايش در محتواي آب تخمك، چربي

شتود   هاي غيرآزاد )باند شده(، پروتئين رسوب، فسفوپروتئين و ليپوپروتئين ديتده متي   كاهش در ميزان چربي

(Craik and Harvey, 1984  .) 

بزرگتتر بتوده و محتتواي آبتي بيشتتري را دارا هستتند        stickle backهاي فوق رسيده در ماهي  تخمك

(Lam et al., 1978     در شتت  ماهيتتان نيتتز فتتوق رستتيدگي و كتتاهش بقتتاء تختتم )   هتتا مربتتوط بتته 

 ي زرده، كتتتتاهش وزن خشتتتتك، افتتتتزايش محتتتتتواي آب و كتتتتاهش پتتتتروتئين رستتتتوب   تجزيتتتته

 (.Schreck and Moyle, 1990باشد ) مي

                                                 
1 - Cortical alveoli 
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آلاي  ي حالتت فتوق رستيدگي تخمتك در متاهي قتزل       اي كه پيرامون فاكتورهاي مشتخص كننتده   مطالعه

هتاي آب نكشتيده افتزايش     دهد كه در حين فوق رسيدگي، وزن تر تخمك ان صورت گرفته نشان ميكم رنگين

ها در حين آبكشي نيتز زيتاد شتده و ستطوح استيدهاي چترب استتري شتده و          يابد. همچنين وزن تخمك مي

هتاي آب   يابد. اما وزن خشتك هتر تخمتك، وزن تتر تخمتك      غيراستري شده به ميزان قابل توجهي كاهش مي

هتاي متالات دهيتدروژناز، استيد فستفاتاز، آستپارتات آمينوترانستفراز و         ده، مقدار پروتئين، فعاليت آنتزيم كشي

 (.Lahnsteiner, 2000كند ) ايزوسيترات دهيدروژناز و همچنين فعاليت تنفسي تخمك تغيير نمي

ويتلتين   ريي همگن بوده و فضتاي پت   شوند، زرده شامل يك توده هايي كه به تازگي اووله مي در تخمك

هتاي متجمتع زيتاد و     هاي فوق رسيده، زرده غيرهمگن بوده و با وزيكول باشد. ليكن، در تخمك كوچك مي

يابد. زماني  ها افزايش مي ويتلين نيز در اين تخمك باشد. همچنين فضاي پري ساختارهاي فيبر مانند همراه مي

هتا در طتي پتنج دقيقته      كورتيكتال وزيكتول  هاي تازه اووله شده در آب قرار گيرند، عمل ارتجاع  كه تخمك

هاي فوق رسيده، سختي ناشي از آب كشيدگي مشاهده نشده و عمق  گردد، در حالي كه در تخمك آشكار مي

(. با گذر زمان پس از اوولاسيون، بته تتدريج   Lahnsteiner, 2000باشد ) ويتلين خيلي نامنظم مي فضاي پري

 دهنتتد  هتتايي ختتود را نشتتان متتي    صتتورت لكتته هتتا ظتتاهر شتتده و بتته     قطتترات چربتتي در تخمتتك  

(Azuma et al., 2003  .) 

ي  كننتده  هاي ويژه ممانعت هاي زرده به شدت تحت كنترل آنزيم ي پروتئين هاي نرمال، تجزيه در تخمك

هتاي داراي كيفيتت    هاي پروتئوليتيك در تخمتك  توان انتظار داشت كه فعاليت باشد. در مقابل مي آز مي پروته

هاي با كيفيت پتايين بستيار    در تخمك Dفعاليت آنزيمي كتپسين  Sea bassيش يابد. مثلاً در ماهي پايين افزا

را به عنوان يك  Dتوان كتپسين  باشد. بنابراين مي هاي با كيفيت بالا مي بيشتر از فعاليت اين آنزيم در تخمك

 Sea bream. اين مسأله در متاهي  ها در نظر داشت ي قابل قبول براي كيفيت پايين تخمك انديكاتور و نشانه

 (.Rime et al., 2004نيز نشان داده شده است )

 ي پتتتس از اوولاستتتيون در متتتاهي كپتتتور معمتتتولي      تخمتتتك در دوره ATPكتتتاهش مقتتتدار  

به اثبات رسيد. اين امر موجب كاهش انرژي قابل دسترس شتده و در   Boulekbache et al., (1989)توسط 

ي شتكمي   دهد. باقي مانتدن تخمتك در محوطته    ها را تغيير مي ندي كروموزومب نتيجه تقسيم سلولي و بخش

ثابتت   ATPموجود در تخمك نداشتته و ستطح    ATPكمان تأثيري بر ميزان  آلاي رنگين ي قزل مولدين ماده

 21روز پس از اوولاسيون ادامه دارد. ليكن، به تتدريج تتا روز    14تخمك تا  ATPماند. ثبات مقدار  باقي مي

آلاي  گيتري شتده در تخمتك متاهي قتزل      انتدازه  ATPيابد. مقدار  كاهش مي ATPز اوولاسيون مقدار پس ا
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باشتد   گيتري شتده استت، متي     برابر بيش از آنچه كه در تخمك كپور معمولي اندازه 100كمان حدود  رنگين

(Aegerter and Jalabert, 2004 در ماهي .)Chinook salmon كمتان بته    گتين آلاي رن نيز نتايجي مشابه قزل

 (.Wending et al., 2000دست آمده است )

در آنهتا،   ATPدهد كه  در آزادماهيان در مقايسه با ساير ماهيان، نشان مي ATPهاي بالاي  وجود غلظت

 باشتتد  ي پتتس از اوولاستتيون مطتترح نمتتي    بتته عنتتوان يتتك فتتاكتور محتتدود كننتتده در طتتي دوره      

(Aegerter and Jalabert, 2004.) 

 

ــر -1-9 ــه   اثـ ــيون در محوطـ ــس از اوولاسـ ــك پـ ــدن تخمـ ــاقي مانـ ــر  ات بـ ــكمي بـ  ي شـ

 مايع تخمداني   تركيب           

1-9-1- pH 

مايع سلوميك به ميتزان قابتل    pHي شكمي و پس از اوولاسيون،  در طي باقي ماندن تخمك در محوطه

پس از اوولاستيون  مايع سلوميك با گذشتن زمان  pH(. كاهش Lahnsteiner, 2000يابد ) توجهي كاهش مي

تر  سريع C°12نسبت به دماي  C°17نشان داده شده است. اين كاهش، در دماي  C°17و  C°12در هر دو دماي 

مبني بتر   Rime et al., (2004)الذكر با مشاهدات  (. نتايج فوقAegerter and Jalabert, 2004افتد ) اتفاق مي

پس از اوولاسيون كه  21در روز  9/7ز اوولاسيون به در رو 1/8مايع سلوميك از  pHي  كاهش قابل ملاحظه

ي زمتاني بتين استحصتال متايع      كمان صورت گرفتت، تطتابق دارد. لتيكن، فاصتله     آلاي رنگين در ماهي قزل

ي حرارت در طول اين دوره، بايستتي متد نظتر قترار گيترد.       آن، همچنين درجه pHگيري  سلوميك و اندازه

ي  زمتاني كته درجته    Aegerter and Jalabert, (2004)ي  د بود. در مطالعته تماس با هوا نيز تأثيرگذار خواه

به ميزان بيش از  pHگيري به تأخير افتاد، در همان نمونه، تغيير در ميزان  حرارت افزايش يافت و زمان اندازه

 واحد مشاهده گرديد.  5/0

 

 اسمولاليته -1-9-2

ي مايع  ون، موجب كاهش قابل توجه اسمولاليتهي شكمي، پس از اوولاسي باقي ماندن تخمك در محوطه

 افتد. تر اتفاق مي اين كاهش سريع C°17به  C°12گردد. با افزايش دما از  سلوميك مي

ي شكمي از طريتق افتزايش    ي پايين مايع سلوميك، ممكن است به دليل ورود آب به محوطه اسمولاليته
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و يا به دليتل تغييتر در ترشتحات تخمتداني باشتد.      ها بوده  قطر منفذ تناسلي پس از رهاسازي مكرر تخمك

ي ختوب بتراي كيفيتت پتايين      تواند يتك انتديكاتور و نشتانه    ي پايين مايع تخمداني مي بنابراين، اسمولاليته

 (.Aegerter and Jalabert, 2004ها باشد ) تخمك

 

 ها غلظت پروتئين -1-9-3

كمان پس از اوولاستيون، ميتزان    آلاي رنگين ي شكمي قزل با گذر زمان و باقي ماندن تخمك در محوطه

 (.Lahnsteiner, 2000يابد ) هاي مايع سلوميك به ميزان قابل توجهي افزايش مي پروتئين

كمان يافتت شتده    آلاي رنگين هاي مربوط به مايع سلوميك قزل ذره پروتئين در نمونه 200تقريباً حدود 

ذره پروتئينتي،   20سيون، به تدريج افزايش يافته و حدود ي پس از اوولا است. تعداد ذرات پروتئيني در دوره

ي پتس از   ذره پروتئينتي در دوره  8شتوند. بته ويتژه     ما بين زمان اوولاسيون و سه هفته پس از آن ظاهر متي 

% و 260روز پس از اوولاسيون بته ميتزان    21و  7گردند، به طوري كه فراواني آنها بين  اوولاسيون ظاهر مي

هايي كه در زمان اوولاستيون در   يابد. در حقيقت، نشان داده شده است كه پروتئين افزايش مي% 500گاهي تا 

ي پتس از اوولاستيون در    مايع سلوميك وجود نداشته و يا به ميزان بسيار اندكي وجود دارند، در طتي دوره 

اوش برختي از  دهند كه زمتان پتس از اوولاستيون بتا تتر      گردند. مشاهدات نشان مي مايع تخمداني ظاهر مي

ي  هتاي اوولته   تركيبات تخمك به مايع سلوميك همراه است. به طوري كه، قطعات ويتلوژنين كه از تخمتك 

ي پس از اوولاسيون در مايع تخمداني تجمتع   اند، در طي دوره نگهداري شده در مايع سلوميك منشاء گرفته

 (. Rime et al., 2004يابند ) مي

ي شتكمي پتس از    هتا در متايع ستلوميك و در محوطته     ماندن تخمك بنابراين، هر چه مدت زمان باقي

گردد. همچنين ممكن است ظهتور   ها افزون مي اوولاسيون افزايش يابد، امكان افزايش غلظت برخي پروتئين

تدريجي برخي از ذرات پروتئيني در مايع سلوميك پس از اوولاسيون، ناشي از ضعيف شدن غشتاء ستلولي   

تتر   ش ذرات پروتئيني كوچك را داده و به عنتوان اولتين شتواهد بتراي كيفيتت پتايين      ي تراو باشد كه اجازه

 (.Lahnsteiner, 2000باشند ) ها مي تخمك

ها در مايع سلوميك، ممكن است اجازه دهد تا از آنها به  به علاوه، تجمع تدريجي برخي از اين پروتئين

در مواقعي كه زمان دقيق اوولاسيون و پس از ها و به خصو   هايي براي تخريب كيفيت تخمك عنوان نشانه

باشد، استفاده نمود. در حقيقت سطوح )ميزان( چنين قطعات پروتئينتي در متايع ستلوميك،     آن مشخص نمي

كمتان و   آلاي رنگتين  ها در قتزل  تواند به صورت يك انديكاتور و نشانگر مفيد براي تعيين كيفيت تخمك مي
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 (.Rime et al., 2004احتمالاً ساير آزادماهيان باشد )

Aegerter and Jalabert (2004) ي خود نشان دادند كته در طتي زمتان پتس از اوولاستيون،       در مطالعه

 C°17و  C°12ي آنها در دو دماي  يابد. مطالعه غلظت پروتئين مايع سلوميك به ميزان قابل توجهي افزايش مي

روتئين در هر دو دما تقريباً يكسان بوده، ليكن صورت گرفت. در روزهاي ابتدايي پس از اوولاسيون غلظت پ

 C°12بيشتتر از افتزايش آن در دمتاي     C°17با گذر زمان پس از اوولاسيون افزايش غلظت پروتئين در دمتاي  

 بود. 

گردند، مشابه همان  كشي مي آلايي كه تنها يك بار تخم تغييرات ايجاد شده در مايع سلوميك ماهيان قزل

(. بنتابراين، افتزايش غلظتت متايع     Lahnsteiner, 2000شتوند )  كشتي متي   ين بار تخمماهياني است كه چند

هاي ترشحي تخمدان است تا بته دليتل    ي پس از اوولاسيون بيشتر به دليل تغيير در فعاليت سلوميك در دوره

ا هاي متوالي و دستكاري ماهيان. در هر حال افزايش غلظت مايع سلوميك بت  كشي ها در تخم ي تخمك صدمه

 (.Aegerter and Jalabert, 2004باشد ) افزايش مدت زمان پس از اوولاسيون كاملاً مرتبط مي

 

 ها غلظت چربي -1-9-4

كمان ميتزان   آلاي رنگين ي شكمي قزل ها در محوطه با گذر زمان پس از اوولاسيون و باقي ماندن تخمك

يابتد.   زان قابتل تتوجهي افتزايش متي    اسيدهاي چرب استري شده و غيراستري شده در مايع سلوميك، به مي

همچنين در طول فوق رسيدگي تخمك اين گونه هيچ تغييري در نوع تركيبات چربي تخمتك يافتت نشتد.    

ها بوده و كلسترول و استيدهاي چترب آزاد در مقتادير     گليسيريد انواع اصلي چربي فسفاتيديل كولين و تري

 (.Lahnsteiner, 2000كمتر يافت شدند )

 

 هاي آنزيمي اليتفع -1-9-5

هاي آسپارتات آمينوترانسفراز و  كمان فعاليت آنزيم آلاي رنگين ي پس از اوولاسيون، در قزل در طي دوره

هتاي آنزيمتي صتورت     (. ستنجش Lahnsteiner, 2000يابتد )  اسيد فسفاتاز به ميزان قابل توجهي افزايش مي

 (.Rime et al., 2004نمايند ) يدروژناز را مشخص ميهاي كلاژناز، ژلاتيناز و لاكتات ده آنزيم  گرفته، فعاليت
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- Sakai et al., (1975) روز پس از اوولاستيون   7الي  5ها به مدت  نشان دادند، كه باقي ماندن تخمك

د. در ها و لاروهتا گرديت   كمان، موجب كاهش بقاء جنين آلاي رنگين ي قزل ي شكمي مولدين ماده در محوطه

روز، ميتزان درصتد لقتاح بستيار      15صورت گرفت، آنها دريافتند كته پتس از    C°13اين مطالعه كه در دماي 

هتايي   هاي ناهنجار و ضعيف، در تخمك رسد. همچنين، درصد آلوين كاهش يافته و حتي نزديك به صفر مي

 كه به مدت بيشتري در مايع سلوميك باقي ماندند، بيشتر بود. 

كمان صورت گرفت،  آلاي رنگين ي قزل كه بر روي گونه Escaffre and Billard (1979)ي  در مطالعه -

روز پتس از اوولاستيون،    15و  8هاي استحصال شده به مدت  ها در مورد تخمك نشان داده شد كه بقاء تخم

نشتان  صورت پذيرفت. ايتن افتراد، همچنتين     C°13-5/6% بوده است. اين مطالعه در دماي متغير 90بيش از 

گردنتد، بته    هاي مختلف پس از اوولاسيون از ماهي مولد ماده اخذ مي هايي كه در زمان دادند كه بقاء تخمك

 نوع گونه و نژاد آن بستگي دارد.

- Bry (1981) هتاي   كمان، براي تخمك آلاي رنگين هاي ماهي قزل زدگي تخم نشان داد، كه درصد چشم

سيون، به ميزان قابل توجهي كاهش يافت. لازم به ذكر است كته  روز پس از اوولا 9استحصال شده به مدت 

 بوده است. C°13دما در اين مطالعه 

- Mollah and Tan (1983)     هتاي مختلتف پتس از     هتايي كته در زمتان    نشان دادنتد كته بقتاء تخمتك

 گردند، به نوع گونه و نژاد آن بستگي دارد. اوولاسيون از ماهي مولد ماده اخذ مي

كمان نشان داد كه فتوق رستيدگي بتا     آلاي رنگين بر روي قزل Craik and Harvey (1984)ي  مطالعه -

هتاي غيتر آزاد،    هاي آزاد، كلسيم و آهن و كاهش چربتي  تغييرات زير همراه است؛ افزايش مقدار آب، چربي

 چربي كل و وزن كوريون تخمك.

ي شتكمي مولتدين    تخمك در محوطته  نشان داد، كه باقي ماندن Springate et al., (1984)ي  مطالعه -

كمان پس از اوولاسيون، بر مراحل مختلف رشد جنين تأثيرگذار بوده و موجب تلفات  آلاي رنگين ي قزل ماده

كشتي از   ترين زمان، جهت تخم صورت پذيرفت، مناسب C°10ي آنها كه در دماي  گردد. در مطالعه بعدي مي

% در روز اوولاستيون، بته   78زدگتي از   في گرديد. درصد چشتم روز پس از اوولاسيون معر 6الي  4مولدين، 

% در روز بيستتم پتس از اوولاستيون    56روز پس از اوولاسيون افزايش يافته و ستپس بته    6الي  4% در 100

پس از اوولاسيون  6الي  4% در روز 96% در روز اوولاسيون، به 76ها نيز از  كاهش يافت. درصد تفريخ تخم

 % تقليل يافت.48س در روز بيستم پس از اوولاسيون به افزايش يافته و سپ

- Yamazaki et al., (1989) آلاي  هتاي جنينتي را بتراي متاهي قتزل      در مطالعه خود افزايش ناهنجاري
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 روز پس از اوولاسيون، گزارش نمودند. 14كمان، به خصو  در  رنگين

ك در ماهي حتوض نشتان داد كته    بر روي فوق رسيدگي تخم Formacion et al., (1992)ي  مطالعه -

شتوند. فتوق رستيدگي بتا افتزايش       ساعت پس از اوولاسيون فوق رستيده متي   24ها در طول مدت  تخمك

ها، شكستگي در برخي نقاط كورتيكال آلوولاي و پراكندگي قطرات چربي در قطب حيواني  شفافيت تخمك

 همراه است.

متتايع تخمتتداني در زمتتان  Turbot ،pHي  ونتتهنشتتان داد كتته در گ Fauvel et al., (1993)مطالعتته  -

متايع   pHيابتد. همچنتين بتين     كاهش متي  1/7است كه اين مقدار در زمان فوق رسيدگي به  1/8اوولاسيون 

 ي نزديكي وجود دارد. تخمداني و درصد باروري رابطه

ستيدگي،  نشان داد كه در ماهي آزاد اقيانوس اطلس فتوق ر  Gaudemar and Beall (1998)ي  مطالعه -

ها و ميتزان   هاي لقاح نيافته، تلفات تخم ها دارد. آنها مشاهده نمودند كه درصد تخمك تأثير منفي بر بقاء تخم

كشي، افزايش يافت. به طتوري كته، در    ي زماني ما بين اوولاسيون و تخم لاروها، با افزايش فاصله  ناهنجاري

هتا لقتاح    % تخم1/3ها از بين رفتند،  % تخم7/16ه بود، هاي آنها به تازگي اووله شد اي كه تخمك ماهيان ماده

اي كته حتداقل متدت يتك هفتته از تتاريخ        % ناهنجاري ديده شد. اين ارقام براي ماهيان متاده 7/1نيافتند و 

% بود. لازم به ذكر استت كته دمتاي    4/5% و 7/9%، 4/25ها در آنها گذشته بود، به ترتيب  اوولاسيون تخمك

ها در محوطه ي شكمي مولدين ماده پتس   ت. در هر حال، تأثير منفي باقي ماندن تخمكبوده اس C°9مطالعه 

التذكر، تنهتا    ي فتوق  زدگي و تفريخ اثبات گرديتده استت. در مطالعته    ي چشم از اوولاسيون، بر هر دو مرحله

هتا و ميتزان    روز پس از اوولاسيون، موجتب پتايين آمتدن درصتد لقتاح و افتزايش تلفتات تختم         8گذشت 

 ها گرديد. نجاريناه

ي شتكمي مولتدين    هتا در محوطته   نشان داد كه باقي مانتدن تخمتك   Lahnsteiner (2000)ي  مطالعه -

دهتد. بته    ها را به ميزان قابل تتوجهي كتاهش متي    كمان، پس از اوولاسيون، بقاء تخم آلاي رنگين ي قزل ماده

هايي كه به متدت سته هفتته در     تخمك% در 25هاي تازه اووله شده به  % در تخمك85طوري كه اين رقم از 

هاي تازه  ي شكمي مولدين ماده باقي مانده بودند، رسيد. همچنين او نشان داد كه بقاء تخم در تخمك محوطه

 اي با پارامترهاي مربوط به مايع سلوميك در ارتباط است. اووله شده و فوق رسيده به طور قابل ملاحظه

اي، كپور علفختوار و   نشان داد كه در كپور معمولي، كپور نقره Lahnsteiner et al., (2000)ي  مطالعه -

مايع تخمتداني، همچنتين    pHي قابل توجهي بين درصد لقاح و وزن تخم آب كشيده و  ، رابطهBleakماهي 

مقدار پروتئين و فعاليت آستپارتات آمينوترانستفراز برقترار استت. امتا مقتدار پتروتئين، پپتيتدها، فروكتتور،          
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تخمك با ميزان  RNAو  DNAگلوكز و اسيدهاي چرب استري شده و غير استري شده و مجموع  گالاكتوز،

 لقاح آنها ارتباطي ندارند.

كمان صورت گرفت، نشتان داد   آلاي رنگين ي قزل كه بر روي گونه Azuma et al., (2003)ي  مطالعه -

فزايش زمان مانتدگاري تخمتك در   ي جنيني پس از لقاح، با ا كه پيشرفت تقسيمات سلولي و مراحل توسعه

دهتد. ايتن امتر، بتا شتمارش       تر شده و زمان بيشتري را به خود اختصا  مي مايع سلوميك، كندتر و آهسته

ساعت بعد از لقاح، مشخص گرديد. در واقع، كتاهش تعتداد بلاستتومرها، در     15تعداد بلاستومرها به مدت 

سلوميك نگهداري شتده بودنتد، مشتاهده گرديتد. ايتن       روز و يا بيشتر در مايع 10هايي كه به مدت  تخمك

سازد كه پيشرفت مراحل جنيني با گذشتن سن تخمك ها )افزايش باقي مانتدن آنهتا در    پديده خاطرنشان مي

هايي كه به مدت  يابد. اين مطالعه، همچنين نشان داد كه تخمك مايع سلوميك پس از اوولاسيون( كاهش مي

زدگي و تفريخ نشان  باقي ماندند، يك كاهش تدريجي را در ميزان درصد چشم تري در مايع سلوميك طولاني

هتاي استحصتال    صورت گرفت، ميانگين درصد لقاح، براي تخمتك  C°10دادند. در اين مطالعه، كه در دماي 

 % رسيد.5/35روز پس از اوولاسيون، به  14شده به مدت 

زدگتي بتراي    صورت گرفتت، درصتد چشتم    c ْ12كه در دماي  Bonnet et al., (2003)ي  در مطالعه -

 % بوده است.90روز پس از اوولاسيون بيش از  9هاي استحصال شده به مدت  تخمك

انجتام شتد،    Prochilodus marggraviiبر روي گونه  Rizzo et al., (2003)اي كه توسط  در مطالعه -

مورد  C°26و  C°18از آن در دو دماي تاثير باقي ماندن تخمك پس از اوولاسيون در حفره تخمداني و خارج 

 C°26و  C°18دقيقه در دمتاي   30ها به مدت  بررسي قرار گرفت. مطالعه آنها نشان داد كه باقي ماندن تخمك

درصد كاهش يابد. اين مقدار در مدت  30شود درصد لقاح نسبت به گروه كنترل  در داخل تخمدان سبب مي

 2رستد. همچنتين ستاختار تخمتك در طتول       درصد متي  90بيش از دقيقه به  120درصد و  50دقيقه به  60

 ها حفظ شد و سورا  ميكروپيل همچنان باز ماند.  ساعت نگهداري تخمك

نشان داد كه به طتور كلتي، بتا افتزايش زمتان مانتدگاري        Aegerter and Jalabert (2004)ي  مطالعه -

يابد.  ها افزايش مي يافته و ميزان ناهنجاري ي شكمي پس از اوولاسيون، نر  بقاء كاهش ها در محوطه تخمك

% 50ها، ايجاد حالت تريپلوئيتدي بته ميتزان زيتادي و گتاهي تتا        همچنين با افزايش زمان ماندگاري تخمك

 يابد.  افزايش مي

هاي  زدگي و تفريخ براي نمونه نگهداري شدند، درصد لقاح، چشم C°12زماني كه مولدين ماده در دماي 

روز پس از اوولاسيون استحصال گرديدند، به صورت ثابت باقي مانده و پس از آن بته   7 تخمكي كه صفر و
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هتا،   نگهداري شدند، نر  بقتاء جنتين   C°17ميزان قابل توجهي كاهش يافت. زماني كه مولدين ماده در دماي 

هش پس از اوولاسيون بته ميتزان قابتل تتوجهي كتا      7هاي تخمك استحصالي در روزهاي صفر و  بين نمونه

روز پس از اوولاسيون به وجتود آمدنتد، متدت زيتادي      14هاي استحصالي  هايي كه از تخمك يافت و جنين

نگهداري شتدند، كمتتر از بقتاء     C°17ي مراحل براي مولديني كه در دماي  ها در همه زنده نماندند. بقاء تخم

زدگتي در روز اوولاستيون    نگهداري گرديدند. به جز درصتد چشتم   C°12هاي مولديني بود كه در دماي  تخم

 دار نبود. براي هر دو دما كه تفاوت آنها معني

 C°12هاي ناهنجار، به ميزان قابل توجهي تنها يك هفته پس از تاريخ اوولاسيون در دمتاي   درصد آلوين

پس از اوولاسيون ثابت مانده و پس از آن بته ميتزان قابتل تتوجهي      14و  7افزايش يافت و در بين روزهاي 

 هتتاي ناهنجتتار بتته ميتتزان زيتتادي متتا بتتين روزهتتاي      ، درصتتد آلتتوين C°17يافتتت. در دمتتاي   كتتاهش

 بود نيز رسيد. C°12تر از آنچه در  پس از اوولاسيون كاهش يافته و به پايين 7و  0

استحصتال گرديدنتد،    C°12ها در روز اوولاسيون از مولدين نگهداري شتده در دمتاي    زماني كه تخمك

هتاي استحصتالي در    وئيدي حاصل نگرديد. لتيكن، بتا گتذر زمتان و در متورد تخمتك      هيچ گونه لارو تريپل

پس از اوولاسيون، به تدريج تعداد لاروهاي تريپلوئيد افزايش يافت. در مورد مولتديني   21و  14، 7روزهاي 

 % رسيد. 17نگهداري شدند، اين ميزان بيشتر بوده و در همان روز اوولاسيون به  C°17كه در دماي 

- Rime et al., (2004) آلاي رنگين كمتان   ي شكمي قزل نشان دادند كه باقي ماندن تخمك در محوطه

ها همراه است. همچنين،  هفته به طول بيانجامد، با كاهش تدريجي بقاء تخم 3الي  2كه ممكن است به مدت 

ن است كه تركيبات موجود هاي مرفولوژيك همراه خواهد بود. اعتقاد بر آ اين امر با افزايش ايجاد ناهنجاري

هتا در متايع    ها مهم هستند. به طوري كه، نگهداري تخمك در مايع سلوميك، براي حفظ قابليت لقاح تخمك

و فشار اسمزي مشابه مايع تخمداني ماهي، موجب كاهش ستريع قابليتت لقتاح و     pHسلوميك مصنوعي با 

صتورت گرفتت، نتر  بازمانتدگي      C°12دمتاي   الذكر كه در ي اخير گردد. در مطالعه توسعه مراحل بعدي مي

 تقليل يافت. 14% در روز 30به  7% در روز 70ها از  تخم

تتوان از مقتدار    نشتان داد كته متي    Sea breamبتر روي   Lahnsteiner and Patarnello (2004)ي  مطالعه -

نوستاكاريدها و ستياليك   فسفات و ستطوح استيدهاي آمينته، مو    -6هاي اسيدفسفاتاز، ادنيلات كيناز، گلوكز  آنزيم

 ها استفاده كرد. بيني كيفيت تخمك اسيد به عنوان نشانگر جهت پيش

كمتان نشتان داد كته درصتد      آلاي رنگين بر روي قزل Mohagheghi Samarin et al., (2008)مطالعه  -

ع بته  روز پس از اوولاسيون پايين بوده اما از روز ششتم پتس از اوولاستيون شترو     3زدگي و تفريخ تا  چشم
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روز پس از اوولاسيون به حداكثر رسيد. آنها همچنين نشان دادند كه با افزايش  9افزايش نمود. اين مقدار در 

 يابد.  هفته كاهش مي 2هفته به  3هاي با كيفيت مناسب از  حداكثر زمان استحصال تخمك C°8به  C°2دما از 

هتا پتس از    د كته بتاقي مانتدن تخمتك    دهن آلاي رنگين كمان نشان مي مطالعات مختلف بر روي قزل -

ها بتا   شود. زمان كاهش كيفيت تخمك ها مي اوولاسيون در محوطه شكمي مولدين سبب افت كيفيت تخمك

 روز پتتس از اوولاستتيون  C°13 ،7-5توجتته بتته دمتتاي مطالعتته متفتتاوت استتت بتته طتتوري كتته در دمتتاي   

(Sakai et al., 1975 در دماي ،)C°10 ،3  پتس از اوولاستيو  هفته( نSpringate et al., 1984 ،)C°17 ،1   هفتته

هفتته پتس از    C°2 ،3هفته پس از اوولاسيون و  C°8 ،2(، Aegerter and Jalabert, 2004پس از اوولاسيون )

( گزارش شده است. همچنتين بتا افتزايش بتاقي مانتدن      Mohagheghi Samarin et al., 2008اوولاسيون )

سيون، پيشرفت مراحل جنيني كاهش يافته و با روند كندي صورت ها در حفره سلوميك پس از اوولا تخمك

هتاي آزاد، كلستيم و    (. فوق رسيدگي در تخمك با افزايش مقدار آب، چربيAzuma et al., 2003گيرد ) مي

( و Lahnsteiner, 2000(، اسيدهاي چرب استري شده و غير استري شده )Craik and Harvey, 1984آهن )

( همتراه استت.   Craik and Harvey, 1984آزاد، چربي كل و وزن كوريتون تخمتك )   هاي غير كاهش چربي

همچنين فوق رسيدگي با افزايش مقدار پروتئين، فعاليت آنزيم آستپارتات آمينوترانستفراز و استيد فستفاتاز     

(Lahnsteiner, 2000  كتاهش ،)pH  ( و استمولاليتهLahnsteiner, 2000, Rime et al., 2004, Aegerter and 

Jalabert, 2004تواننتد   دار آنها با كيفيت تخمك مي ( مايع تخمداني همراه است كه به دليل رابطه بسيار معني

 8تنها گذشتت   C°9به عنوان نشانگرهاي كيفيت تخمك مطرح باشند.در ماهي آزاد اقيانوس اطلس، در دماي 

 روز پتتتتتتتس از اوولاستتتتتتتيون موجتتتتتتتب پتتتتتتتايين آمتتتتتتتدن كيفيتتتتتتتت تخمتتتتتتتك       

 (Gaudemar and Beall, 1998گرديد )
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 زمان و مكان انجام پروژه -3-1

در مركز تكثير و پرورش آزادماهيان شهيد باهنر انجام شد. اين  1386اين پروژه در پاييز و زمستان سال 

بتاهنر،  ي كلاردشت در غرب استان مازندران، واقع استت. مركتز شتهيد     ي رودبارك از منطقه مركز در محله

ي تكثيتر و پترورش ماهيتان     اي در زمينته  دولتي و متعلق به سازمان شيلات ايران بوده و از امكانات گسترده

ي متاهي آزاد دريتاي    ي مركز، بر روي گونته  هاي عمده سردآبي، در سطح خاورميانه برخوردار است. فعاليت

 باشد. (، متمركز ميSalmo trutta caspiusخزر )

 ز مشخصات مركز تكثير و پرورش آزادماهيان شهيد باهنر: برخي ا1-3جدول 

 ي كلاردشت در استان مازندران ي رودبارك از منطقه محله مكان

 1362 سال تأسيس

 نفر 44 تعداد پرسنل

 رودخانه و چشمه منبع آب ورودي

 ليتر در ثانيه )با توجه به تغييرات فصلي( 350-500 دبي آب ورودي

 متر مربع 324عدد استخر مستطيلي با مساحت كل  9 ري مولدين در بخش آزادتعداد استخرهاي نگهدا

 عدد 62 ها در بخش آزاد تعداد تراف

 عدد بچه ماهي اسمولت 000/300 ميزان توليد سالانه در بخش آزاد

 

 هاي نگهداري مولدين شرايط فيزيكي و شيميايي آب و حوضچه -3-2

شتدند.   متر نگهداري  1متر و ارتفاع  2×2ربع شكل با ابعاد هاي سيماني م جمعيت مولدين، در حوضچه

هتتا داراي ورودي و خروجتتي مستتتقل بتتوده و آب متتورد نيتتاز آنهتتا از رودخانتته و چشتتمه  كليتته حوضتتچه

متناستتب بتتا  pH=5/7گرديتتد. كيفيتتت شتتيميايي آب متتذكور، بتتا اكستتيژن محلتتول در حتتد اشتتباع و  تتتأمين

 گراد سانتي درجه 7±6/0ي بوده و درجه حرارت در طي دوره آزمايش استانداردهاي مربوط به ماهيان سردآب

 .شد گيري اندازه

 

 مشخصات مولدين -3-3

 طتول  و گرم 77/452±68/69ي پرورشي چهار ساله ماهي آزاد درياي خزر با ميانگين وزن  مولدين ماده

 دهي استفاده شدند. تخم سال اولين در متر، سانتي 66/2±62/37
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 ولدينانتخاب م -3-4

تكرار آزمايشي در نظر  10ي پرورشي ماهي آزاد درياي خزر به عنوان  عدد مولد ماده 10در اين تحقيق 

كشي صورت  روز تخم 10گرفته شدند و از هر يك، در چهار نوبت، )چهار تيمار آزمايشي( با فواصل زماني 

 دهد.  ها را نشان مي شماي كلي نحوه آماده سازي نمونه 1-3(. شكل Lahnsteiner, 2000گرفت )

ي بيهتوش   از متاده  ppm100ي مولدين موجود در يك جمعيت همگن اوليته، در محلتول    كليهدر ابتدا 

بيهوش شده و سپس مورد معاينه قرار گرفتند تا از عدم حصول رسيدگي جنسي نهتايي در   MS222ي  كننده

ي  ي شتكمي از طترف ناحيته    محوطته  آنها اطمينان حاصل شود. عمل معاينه، از طريق اعمال فشتار آرام بته  

ها از منفذ تناستلي مولتديني    اي به سمت منفذ تناسلي صورت گرفت. با اعمال همين فشار آرام، تخمك سينه

ها در آنها صورت گرفته بود، خارج گرديدند. اين مولدين، از  كه رسيدگي جنسي نهايي و اوولاسيون تخمك

هتا در آنهتا اتفتاق     ها به مولديني كه هنوز اوولاستيون تخمتك  جمعيت همگن اوليه خارج شده و بنابراين تن

روز مجدداً همتين جمعيتت متورد     10نيفتاده بود، اجازه داده شد تا در جمعيت باقي بمانند. پس از گذشت 

ي اخيتر اقتدام    توان ادعا نمود كه عمل اوولاسيون براي مولديني كه در معاينه معاينه قرار گرفت. بنابراين، مي

عتدد   10روز صورت گرفته بود. از ميان چنين مولديني، تعداد  10دهي نمودند، در فاصله زماني اين  به تخم

 مولد ماده به طور تصادفي جدا شده و به سالن تكثير انتقال يافتند.



 

 
 امترهاي بقاء و پارامترهاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي تخمك و مايع تخمدانيها جهت مطالعه پار : شماي آماده سازي نمونه1-3شكل 

2
4

 

 مولد ماده ماهي آزاد درياي خزر 10

 هاي تخمك آوري نمونه نگهداري و جمع

 روز پس از اوولاسيون 40-30
 

 روز پس از اوولاسيون 30-20
 

 روز پس از اوولاسيون 20-10
 

 روز پس از اوولاسيون 10-0

 

 ها جهت آناليزهاي  آماده سازي نمونه

 مطالعه ساختاري تخمك 

 

 آناليز بيوشيميايي تخمك

 

 آناليز بيوشيميايي مايع تخمداني 

 

 آناليز بيوشيميايي تخمك 

 گيري پارامترهاي بقاء اندازه

 گيري پارامترهاي بقاء  اندازه

 

 مطالعه

 كوريون -

 فضاي پري ويتلين -

 يكورتيكال آلوولا -

 زرده -

 سوراخ ميكروپيل  -
  

 

 

 

 تعيين

 گلوكز -

 كلسترول -

 گليسريد تري -

 كلسيم  -

 آهن -

 پروتئين كل -

 آسپارتات آمينوترانسفراز -

 
 تعيينمطالعه

 كوريون -

 فضاي پري ويتلين -

 كورتيكال آلوولي -

 زرده -

 سوراخ ميكروپيل  -

 تعيين

 گلوكز -

 كلسترول -

 گليسريد تري -

 پروتئين كل -

 كلسيم -

 آهن -

 آسپارتات آمينوترانسفراز -

- pH 
‌

 تعيين

 زدگي درصد چشم -

 درصد تفريخ -

 درصد ناهنجاري لاروي -

 

 تعيين

 زدگي درصد چشم -

 درصد تفريخ -

 درصد ناهنجاري لاروي -
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 معاينه و تكثير مولدين -3-5

عمليات تكثير مصنوعي براي مولدين انتخاب شده در چهار نوبت در يك دوره چهتل روزه بته فاصتله    

ي در نظتر گرفتته شتد، در    روز صورت گرفت. اولين نوبت تكثير، كه به عنوان اولين تيمار آزمايش 10زماني 

 هتتا را بتته متتدت    همتتان تتتاريخ معاينتته دوم انجتتام شتتد و لتتذا مولتتدين، تتتا ايتتن زمتتان، تخمتتك        

ي شكمي خود نگهداري نمودند. در نخستين نوبت تكثيتر، پتس از    روز پس از اوولاسيون در محوطه 10-0

، MS222ي  ي بيهوش كننتده  ادهاز م ppm 100انتقال مولدين به سالن تكثير و بيهوش نمودن آنها در محلول 

 هتر  از ،(تخمتك  7/500±22/136گترم تخمتك )   25طول و وزن مولدين مورد سنجش قرار گرفت. مقتدار  

 در تكثيتر،  نوبتت  دومتين  يعنتي  بعتد،  روز 10 تتا  شتد  داده اجتازه  ها تخمك بقيه به و شد استحصال مولد،

از هر مولد متاده، در هتر نوبتت تكثيتر،      شده استحصال تخمك مقدار. بمانند باقي مولدين شكمي ي محوطه

 cc1گرم تخمك/ 25گرم بوده و با روش كاملاً مشابه لقاح يافتند. مايع سلوميك جدا شد، و نسبت  25دقيقاً 

مولد  8هاي تكثير، از  آب براي لقاح به كار گرفته شد. اسپرم مورد استفاده براي هر يك از نوبت cc10اسپرم/

مساوي به خوبي مخلوط گرديد تا تكرارهاي هر تيمار آزمايشي تا حد ممكتن   نر استحصال شده و با نسبت

سلول در ميلي ليتر(. همچنين  55/248×106از كيفيت يكسان اسپرم، برخوردار باشند )تراكم اسپرماتوزوئيد= 

زمايشتي  توان ادعا نمود كه تيمارهاي آ با توجه به زياد بودن تعداد مولدين نر و مخلوط شدن اسپرم آنها، مي

ها، بعد از لقاح و آبكشي، به ستالن انكوباستيون انتقتال     نيز از كيفيت يكسان اسپرم، برخوردار گرديدند. تخم

بندي شده سالن انكوباسيون جاي گيرند. توضيح  هاي قسمت يافتند تا پس از انجام عمل هم دمايي، در سيني

هاي هتر   عدم نياز به وجود يك سيني براي تخمهاي لقاح يافته براي هر مولد و  آنكه، به دليل حجم كم تخم

بندي شدند. به اين ترتيب كه هر سيني به چهتار قستمت مستاوي تقستيم گرديتد، بته        ها قسمت مولد، سيني

ي ورود و  هاي جدا كننده در جهت جريان آب و به متوازات يكتديگر قترار گرفتته و اجتازه      طوري كه، تيغه

 خروج آب را فراهم آوردند.

هتا در   كشتي و جايگتاه قرارگيتري تختم     ها، كليه مولدين، ظروف تخم ي از اختلاط تخمجهت جلوگير

هاي هر بختش،   گذاري شدند، به طوري كه، بتوان تشخيص داد كه تخم هاي سالن انكوباسيون، علامت سيني

 مربوط به كدام مولد است.

ها اجازه  ي تخمك به بقيه هاي هر مولد، استحصال شده و گرم از تخمك 25چنان چه اشاره گرديد، تنها 

 10ي زماني مراحل تكثير  ي شكمي مولدين باقي بمانند. فاصله ي دوم تكثير، در محوطه داده شد كه تا مرحله

گرم تخمك از هر مولتد متاده استحصتال     25دوم تكثير نيز مجدداً مقدار   روز در نظر گرفته شد و در مرحله
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ي  روز در محوطته  10-20ها تا نوبت دوم تكثير، به متدت   ين تخمكتوان ادعا نمود كه ا گرديد. بنابراين مي

شكمي مولدين باقي ماندند. عمليات تكثير مصنوعي، لقاح و ساير مراحل، دقيقاً مانند آنچه كه در نوبت اول 

ي ستالن   بندي شده هاي قسمت هاي مرحله دوم نيز در سيني تكثير، صورت گرفته بود، انجام پذيرفت و تخم

هتايي كته در نوبتت ستوم و چهتارم تكثيتر از مولتدين         يون جاي گرفتند. به همين ترتيتب، تخمتك  انكوباس

ي شتكمي بتاقي    روز در محوطته  30-40و  20-30استحصال گرديدند، تا زمان تكثير به ترتيتب بته متدت    

 ها نيز عيناً مشابه نوبت اول و دوم تكثير صورت گرفت. ماندند. عمل تكثير مصنوعي براي اين تخمك

 

 ي انكوباسيون مرحله -3-6

 طتول  روز 25-28 انكوباستيون،  سالن C°2/0±7زدگي كه در دماي  ي چشم ها تا مرحله در اين تحقيق تخم

 هتاي  ستيني  به آن از پس و شده نگهداري انكوباسيون سالن ي سرپوشيده و درشت چشمه هاي سيني در كشيد،

ها ختارج   روز پس از لقاح(، از سيني 50-55از تفريخ ) پس لاروها تا شدند داده انتقال سرپوشيده و ريز چشمه

هتا يتك روز    هاي قارچي، تخم نشده و در همان جا باقي بمانند. همچنين، به منظور جلوگيري از ايجاد آلودگي

 شستشو داده شدند.  ppm1در ميان و هر بار به مدت يك ساعت توسط مالاشيت گرين با غلظت 

 

 كيفيت تخمك  گيري پارامترهاي اندازه -3-7

زدگي، درصد تفريخ  ي انكوباسيون، درصد چشم گيري شده در طي دوره در اين تحقيق فاكتورهاي اندازه

گيري هر يك از فاكتورهاي فوق، بته شترح    ي اندازه و درصد ناهنجاري لاروي بودند كه روش عمل و نحوه

 باشد. ذيل مي

 

 زدگي   گيري درصد چشم اندازه -3-7-1

هتاي چشتمه    ي چشمي در سيني ها تا زمان ظهور لكه ليات تكثير مصنوعي و لقاح، تخمپس از انجام عم

 ي سالن انكوباسيون جاي گرفتند.  درشت و سرپوشيده

ي حساسيت خارج شده، و بنابراين دستتكاري آنهتا    ها از مرحله ي چشمي، تخم بعد از نمايان شدن لكه

باشد. جهت ايتن   پذير مي زدگي امكان گيري درصد چشم زهمشكلي را ايجاد نخواهد نمود. در اين هنگام، اندا

هتا بته    هاي هر بختش از ستيني   ها صورت گرفت. به اين ترتيب كه تخم امر، اعمال شوك فيزيكي براي تخم

متري سيفون شتده و پتس از چنتدين مرتبته شستشتو بتراي        سانتي 30درون يك تشتك پر از آب، از ارتفاع 
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هاي چشمه ريز برگردانده شدند. با اعمال اين شتوك فيزيكتي،    ر به سينيخارج شدن گل و رسوبات، اين با

گردنتد. جهتت حصتول اطمينتان از      هاي چشم زده متمايز مي هاي چشم نزده كاملاً سفيد شده و از تخم تخم

هاي سفيد، شمارش و خارج شده و  دهي، تخم ساعت پس از شوك 24هاي چشم نزده،  سفيد شدن همه تخم

 زدگي محاسبه شد: ي هر گروه ثبت گرديد. بنابراين، با استفاده از رابطه ذيل، درصد چشمتعداد آنها برا

 زدگي زده(= درصد چشم هاي چشم ها/ تعداد تخم )تعداد كل تخم× 100

 

 گيري درصد تفريخ   اندازه -3-7-2

هتاي   يهاي چشم زده به سين زدگي، تخم ي چشم چنانچه عنوان گرديد، پس از جدا نمودن تلفات مرحله

هتاي   چشمه ريز انتقال يافتند تا لاروها پس از تفريخ در سيني باقي مانده و دقيقاً شمارش گردند. اگتر تختم  

هاي سيني عبور  هاي چشمه درشت باقي بمانند، لاروها پس از تفريخ، از شيارها و چشمه چشم زده، در سيني

ده و بنتابراين تنهتا از طريتق شتمارش     كرده و به داخل تراف منتقل مي شوند. لاروها در تراف مخلتوط شت  

توان درصد تفريخ را مشتخص نمتود. بته همتين دليتل،       مانند، مي هاي تفريخ نشده كه در سيني باقي مي تخم

هاي چشمه ريتز انتقتال يافتنتد و بنتابراين،      زده به سيني هاي چشم ي دقيق درصد تفريخ، تخم جهت محاسبه

ي باقي ماندند. لذا امكان شمارش دقيق تعداد لاروها فراهم آمد. لاروها پس از تفريخ، در همان بخش از سين

 درصد تفريخ طبق رابطه ذيل برآورد گرديد:

 ها/ تعداد لارو تفريخ شده(= درصد تفريخ )تعداد كل تخم× 100

 

 گيري درصد ناهنجاري لاروي اندازه -3-7-3

شامل كج شدن ستون فقرات و يا در زمان تفريخ، پس از شمارش تعداد لاروهايي كه ناهنجاري لاروي 

شد، درصد ناهنجتاري لاروي   هاي ريختي در آنها مشاهده مي دم و همچنين انحناي بدن و يا ساير ناهنجاري

 طبق رابطه ذيل محاسبه گرديد:

 )تعداد لاروهاي تفريخ شده/ تعداد لارو ناهنجار(= درصد ناهنجاري لاروي× 100

 

 ها و آنزيم تخمك و مايع تخمداني و تعيين متابوليتبرداري  نمونه -3-8

متايع تخمتداني    cc5 و( تخمتك  100±38/27گترم تخمتك )   5در هر تيمار آزمايشي، از هر مولد ماده 

نگهداري شتدند. در آزمايشتگاه    -C°20استحصال و در نيتروژن مايع منجمد شدند و تا زمان آناليز در دماي 
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دقيقته كتاملاً هموژنتايز شتد و بتدين ترتيتب        10يخته شد و بته متدت   ها داخل هموژنايزر دستي ر تخمك

سانتريفوژ گرديد و محلول فوقاني پس  g×4000دقيقه با سرعت  10ي آن تهيه گرديد. سپس به مدت  عصاره

 5بته   1( بته نستبت   38/7=pH( )McPheron and Pincus, 2007) Sorensenاز رقيق سازي با فسفات بافر 

ده شد. در تعيين پارامترهتاي بيوشتيميايي تخمتك و متايع تخمتداني از روش فوتومتريتك       براي آناليز استفا

آلمان براي آناليز پارامترهاي بيوشيميايي تخمك  Merckهاي آزمايشگاهي شركت  همچنين كيت استفاده شد.

  Ferrozine(؛ آهتن بته روش   Bauer, 1981) Arsenazoكلستيم بته روش   و متايع تخمتداني استتفاده شتدند.     

(Burtis and Ashwood, 1996؛)     فعاليت آنزيم آستپارتات آمينوترانستفراز بته روشIFCC (Bergmeyer et 

al., 1986  ؛ پتتتتتتروتئين كتتتتتتل بتتتتتته روش)Biuret (Tietz, 1986  ؛ كلستتتتتتترول بتتتتتته) 

( و گلتوكز بته   Tietz, 1986) GPOگليسيريد به روش  (؛ تريArtiss and Zak, 1997) CHOD-PAPروش 

 گيري شد. ( اندازهBurtis and Ashwood, 1996) Glucose Oxidaseروش 

 

 Arsenazoگيري كلسيم به روش  اندازه -3-8-1

 اساس آزمايش:

كند. در ايتن   خنثي روي يون كلسيم اختصاصي عمل مي pHآرسنازو از نظر شيميايي با ثبات بوده و در 

نانومتر دارد. شتدت   650جذبي در نمايد كه  روش آرسنازو با يون كلسيم تشكيل كمپلكس ارغواني رن  مي

 (.Bauer, 1981باشد ) جذب متناسب با كلسيم موجود در نمونه مي

 روش آزمايش:

 پارامترهاي لازم:

 ليتر ميلي 1حجم معرف:     حرارت: ثابت آزمايشگاه 

 ميكروليتر  10حجم نمونه:     نانومتر  600-660طول موج: 

 گيري: خواندن مقابل بلانك معرف اندازه   Drain Cellميكروكووت: از نوع 

 (Bauer, 1981گيري مقدار كلسيم ) : دستورالعمل تنظيم دستگاه اتوآنالايزر جهت اندازه2-3جدول 

 بلانك معرف استاندارد نمونه 
RGT 1 1 ليتر  ميلي 1 ليتر  ميلي 1 ليتر  ميلي 

 - - ميكروليتر 10 نمونه مورد آزمايش 

  وليترميكر RGT 2 - 10استاندارد 
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 ميكروليتر 10 - - آب مقطر

نانومتر مقابل بلانتك معترف قرائتت نماييتد      660دقيقه در حرارت آزمايشگاه جذب تست و استاندارد را در  5پس از 

 دقيقه است( 30)ثبات رن  
RGT=Arsenazo Reagent 

 محاسبه:

 × 10(                                                1-3معادله )
 ب آزمايشجذ

 (mg/dl= كلسيم )
 جذب استاندارد 

 

 

 Ferrozineگيري آهن به روش  اندازه -3-8-2

 اساس آزمايش:

كننتده   آهن وصل به ترانسفرين در محيط اسيدي به صورت يون فريك آزاد، ستپس توستط يتك احيتاء    

كند كته شتدت      ميايجاد كمپلكس آبي رن Ferrozineشود. اين يون با  داخل معرف به يون فرو تبديل مي

 (.Burtis and Ashwood, 1996آن متناسب با مقدار آهن موجود در نمونه است )

nTransferri2Fe)2(Fen Transferri 2buffer Reducing3   

complex) (blue Ferrozine Ferrous3FerrozineFe2  
 روش آزمايش:

 پارامترهاي لازم:

 ميكروليتر 1050حجم معرف:    گراد  درجه سانتي 37حرارت: 

 ميكروليتر 200حجم نمونه:     نانومتر 578-610طول موج: 

 گيري: خواندن مقابل بلانك معرف اندازه    كووت: ترجيحاً فلوسل

 (Burtis and Ashwood, 1996) گيري مقدار آهن : دستورالعمل تنظيم دستگاه اتوآنالايزر جهت اندازه3-3جدول 

 بلانك معرف استاندارد نمونه 

 - - ليتر  ميكرو 200 نمونه مورد آزمايش 

 - ميكروليتر  200 - استاندارد 
Reagent 2 1 ليتر  ميلي 2/1 ليتر  ميلي 1 ليتر  ميلي 
Reagent 3 50  ميكروليتر  50 ميكروليتر  50 ميكروليتر 

نتانومتر مقابتل بلانتك معترف      593گراد قرار دهيتد. جتذب تستت و استتاندارد را در      درجه سانتي 37دقيقه در بن ماري  10

 دقيقه تجاوز نمايد(. 15خواندن نبايد از خوانده و يادداشت نماييد )زمان 
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 محاسبه:

 × 200(                                 2-3)معادله 
 جذب آزمايش -جذب بلانك 

 (μg/dl= آهن )
 جذب استاندارد 

 IFCC( به روش ASTگيري فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز ) اندازه -3-8-3

 اساس آزمايش:

L-Aspartate Oxalacetate + 2-Oxoglutarate < -- AST --> L-Glutamate + Oxalacetate 

Oxalacetate + NADH + H
+
 <-- MDH --> L-Malate + NaD

+ 

 روش آزمايش:

 پارامترهاي لازم:

 گيري: فتومتر روي صفر تنظيم شود اندازه   گراد درجه سانتي 37حرارت: 

    نانومتر  340طول موج: 

 متر سانتي 1قطر كووت: 

 گيري فعاليت  : دستورالعمل تنظيم دستگاه اتوآنالايزر جهت اندازه4-3جدول 

 (Bergmeyer et al., 1986آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز )

 ميكروليتر 100 نمونه

 ميكروليتر  1000 2و  1محلول مخلوط شده معرف 
 

دقيقته،   3و  2و  1دقيقتاً پتس از   يك دقيقه پس از مخلوط نمودن، مقدار جذب نوري را تعيين نموده و 

 اختلاف جذب نوري از دقيقه قبل را تعيين كنيد.

 محاسبه:

تقستيم كترده،    3دقيقه را با هم جمع نمتوده و بتر عتدد     3و  2و  1مقدار اختلاف جذب نوري پس از 

 ضرب نماييد. 1985ميانگين به دست آمده را در عدد 

 

 Biuretگيري پروتئين كل به روش  اندازه -3-8-4

 اساس آزمايش:

هاي كربونيل اكسيژن و آميد نيتروژن يك كمپلكس آبي متمايل  هاي كوپريك با اتم در شرايط قليايي يون

نانومتر  520-560كند. شدت رن  حاصل متناسب با مقدار پروتئين در نمونه است كه در  به بنفش ايجاد مي
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 (.Tietz, 1986شود ) گيري مي اندازه

 روش آزمايش:

 رهاي لازم:پارامت

 ليتر ميلي 2حجم معرف:    گراد درجه سانتي 37حرارت: 

 ميكروليتر 50حجم نمونه:    نانومتر  520-560طول موج: 

 گيري: خواندن مقابل بلانك معرف اندازه    متر  سانتي 1كووت: 

 (Tietz, 1986)گيري مقدار پروتئين كل  : دستورالعمل تنظيم دستگاه اتوآنالايزر جهت اندازه5-3جدول 

 بلانك معرف استاندارد نمونه 

 - - ليتر  ميكرو 50 نمونه 

 - ميكروليتر  50 - استاندارد 

 Total Protein Reagent 2 ليتر  ميلي 2 ليتر  ميلي 2 ليتر  ميلي 

وانتده و  نتانومتر خ  540ها را در مقابل بلانك معترف در    گراد قرار داده و جذب درجه سانتي 37دقيقه در بن ماري  15

 دقيقه است. 60يادداشت كنيد. پايداي رن  

 

 محاسبه:

 × 6(                                                  3-3)معادله 
 جذب آزمايش

 (g/dl= پروتئين كل )
 جذب استاندارد 

 

 CHOD-PAPگيري كلسترول به روش  اندازه -3-8-5

 اساس آزمايش:

 شتتده از كلستتترول در مجتتاورت آنتتزيم كلستتترول اكستتيداز بتتا      در ايتتن آزمتتايش، اكستتيژن آزاد  

 دهتد. ميتزان كينتونيمين     آمينوآنتي پيرين و فنول در مجتاورت آنتزيم پراكستيداز تشتكيل كينتونيمين متي      -4

 گيتتري استتت بتتا مقتتدار كلستتترول رابطتته مستتتقيم  تشتتكيل شتتده كتته بتته صتتورت فتتتومتري قابتتل انتتدازه 

 (. Artiss and Zak, 1997دارد )

acidFatty lCholesteroOHester lCholestero
CHE

2   

22

CHO

2 OHOne3lCholesteroOlCholestero   

O4H  neQuinoneimiPhenolpyrine4AminoantiO2H 2

POD

22   

 روش آزمايش:
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 پارامترهاي لازم:

 گيري: فتومتر با بلانك روي صفر تنظيم شود اندازه گراد درجه سانتي 37يا  25تا  20حرارت: 

    نانومتر  546طول موج: 

 متر  سانتي 1قطر كووت: 

 

  (Artiss and Zak, 1997)گيري مقدار كلسترول  نظيم دستگاه اتوآنالايزر جهت اندازه: دستورالعمل ت6-3جدول 

 نمونه يا استاندارد بلانك  

 ميكروليتر  10 - نمونه يا استاندارد 

 - ميكروليتر  10 آب مقطر 

 ميكروليتر  1000 ميكروليتر  100 معرف 

 60گتراد قترار داده و حتداكثر طتي      درجته ستانتي   37دقيقه در دماي  10يا گراد(  درجه سانتي 25تا  20دقيقه در دماي محيط ) 20

 گيري نماييد.   ها را در برابر بلانك اندازه دقيقه جذب نوري استاندارد و نمونه
 

 محاسبه:

 × 200(                                                 4-3)معادله 
 جذب آزمايش

 (mg/dl= كلسترول )
 دارد جذب استان

 

 GPOگليسيريد به روش  گيري تري اندازه -3-8-6

 اساس آزمايش:

گليسيريد به روش آنزيماتيك بر اساس تعيين غلظت گليسرولي است كته از هيتدروليز    گيري تري اندازه

 (:Tietz, 1986گيرد ) هاي زير انجام مي آيد و بر طبق واكنش آنها به دست مي

acidFatty   GlycerolOH  desTriglyceri
Lipasen Lipoprotei

2   

  
Mg                              

ADP Phosphat -3-Glycerol ATP Glycerol Kinase Glycerol
 

22

GPO

2 OH Phosphate cetoneDihydroxya O  Phosphate-3- Glycerol  

OH 4  quinone Red ADPS  pyrine4AminoantiO2H 2

 Peroxidase

22   

anisidine -n - lSulfopropy-N Ethyl-NADPS 

Oxidase Phosphate -3 - GlycerolGPO 

 روش آزمايش:

 پارامترهاي لازم:
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 گيري: خواندن مقابل بلانك صفر اندازه   گراد درجه سانتي 37حرارت: 

    نانومتر  546( 520-570طول موج: )

 متر تيسان 1قطر كووت: 

 (Tietz, 1986) گليسيريد گيري مقدار تري : دستورالعمل تنظيم دستگاه اتوآنالايزر جهت اندازه7-3جدول 

 نمونه  استاندارد  بلانك  

 ليتر  ميلي 1 ليتر  ميلي 1 ليتر  ميلي 1 معرف كاري 

 - - ميكروليتر  10 آب مقطر 

 - ميكروليتر  10 - استاندارد 

 ليتر ميكرو 10 - - نمونه

گيري كنيد. رنت  نهتايي تتا يتك ستاعت بعتد        گراد اندازه درجه سانتي 37دقيقه انكوباسيون در دماي  5جذب نوري را پس از 

 پايدار است.   
 

 محاسبه:

 × 200(                                     5-3)معادله 
 جذب نوري نمونه

 (mg/dlگليسريد ) = تري
 جذب نوري استاندارد 

 

 

 Glucose Oxidaseگيري گلوكز به روش  اندازه -3-8-7

 اساس آزمايش:

 شتتود   هتتاي زيتتر انجتتام متتي    گيتتري گلتتوكز بتته روش آنزيماتيتتك بتتر طبتتق واكتتنش       انتتدازه

(Burtis and Ashwood, 1996:) 

22

Oxidase Glucose

2 OHGluconicOGlucose   

O4H  Quinone Redpyrine4AminoantiPhenolO2H 2

 Peroxidase

22   
 روش آزمايش:

 پارامترهاي لازم:

 گيري: دستگاه را در مقابل بلانك صفر نماييد اندازه  گراد سانتيدرجه  37درجه حرارت: 

   نانومتر 500( 492-550طول موج: )

 متر سانتي 1قطر كووت: 
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 (Burtis and Ashwood, 1996)گيري مقدار گلوكز  : دستورالعمل تنظيم دستگاه اتوآنالايزر جهت اندازه8-3جدول 

 نمونه  استاندارد  بلانك  

 ليتر  ميلي 1 ليتر  ميلي 1 ليتر  ميلي 1 معرف 

 - - ميكروليتر  10 آب مقطر 

 - ميكروليتر  10 - استاندارد 

 ميكروليتر  10 - - نمونه

گيري كنيد. رن  نهايي تا يك ستاعت پايتدار    گراد اندازه درجه سانتي 37دقيقه انكوباسيون در دماي  10جذب نوري را پس از 

 است.   
 

 محاسبه:

 × 100(                                      6-3)معادله 
 جذب نوري نمونه

 (mg/dl= گلوكز )
 جذب نوري استاندارد 

 

 مايع تخمداني  pHگيري  اندازه -3-9

مايع سلوميك در هر مرحله، ابتدا بدن ماهي بخصو  مخترج و بالته مخرجتي آن     pHگيري  جهت اندازه

ماهي فشار داده شد تا ادرار آن خارج شود. سپس با ماستاژ شتكم   كامل خشك شد، سپس پيش آبراه يا مخرج 

به آرامي تخمك به همراه مايع تخمداني روي يك صافي )توري ريز چشمه( ريخته شد تا مايع سلوميك جتدا  

دور  g×4000دقيقه بتا سترعت    10آوري شد. مايع سلوميك سپس به مدت  شده و در ميكروتيوپ در دار جمع

مايع  pHبرداري،  آن است جدا شود. يك ساعت بعد از نمونه  ژ شد تا اگر سلول خوني همراهدر دقيقه سانتريفو

 (.Aegerter and Jalabert, 2004گيري شد ) سلوميك توسط ميكروالكترود اندازه

 

 برداري تخمك جهت مطالعه مورفولوژي آن توسط ميكروسكوپ نوري نمونه -3-10

ي فتوق رستيدگي از    رفولوژي تخمك و تغييترات آن در طتي پديتده   در تيمار اول و آخر، براي مطالعه مو

عدد تخمك از هر مولتد در   10برداري شد. بدين صورت كه بلافاصله پس از استحصال، تعداد  ها نمونه تخمك

فستفات   gr5/6فستفات مونوستديك،    gr4درصتد،   40فرمالين  cc100درصد كه شامل  10ي فرمالين بافر  ماده

(. مراحل هيستتوتكنيك و  1385باشد، فيكس شدند )پوستي و اديب مرادي،  ب مقطر ميآ cc900سديك و  دي

هتا زيتر    آميزي به روش هماتوكسيلين و ائوزين، گسترش ميكروني انجام و پس از رن  2-5سپس تهيه مقاطع 
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 ميكروسكوپ نوري مورد مطالعه قرار گرفتند )جزئيات مراحل هيستوتكنيك در پيوست آمده است(.  

 Scanning Electron Microscopeبرداري تخمك جهت مطالعه توسط  نمونه -3-11

 ها   تثبيت نمونه -3-11-1

هاي تازه اووله شده و فوق رسيده به منظتور بررستي وضتعيت ستورا  ميكروپيتل، از       در مورد تخمك

ر مولتد  عدد تخمك از ه 10برداري شد. بدين صورت كه بلافاصله پس از استحصال، تعداد  ها نمونه تخمك

 4ستاعت در دمتاي    6-8( بته متدت   pH=3/7مول فسفات بتافر )  1/0درصد گلوتار آلدئيد در  3در محلول 

 گراد فيكس شدند. درجه سانتي

 

 ها آماده سازي نمونه -3-11-2

به اين منظور از روش عمومي آماده سازي بافت جهت مطالعه با ميكروسكوپ الكترونتي استتفاده شتد    

(Rizzo et al., 2003) باشد: كه شامل مراحل زير مي 

 ساعت 1 (C4°بار تعوي  بافر در دماي  3شستشو با فسفات بافر ) -1

 روز شبانه 1 (C4°درصد )در دماي  2فيكس ثانويه توسط اسميوم تتروكسايد  -2

 دقيقه 5 درجه 30قرار دادن نمونه در اتانل  -3

 دقيقه 15 درجه 50قرار دادن نمونه در اتانل  -4

 دقيقه 15 درجه 70دادن نمونه در اتانل قرار  -5

 دقيقه 15هر يك  (بار تعوي  2درجه ) 95قرار دادن نمونه در اتانل  -6

 دقيقه 20هر يك  بار تعوي ( 2قرار دادن نمونه در اتانل مطلق ) -7

 روز شبانه Dryer 1ها توسط  خشك كردن نمونه -8

 دقيقه mV15 2-1ها توسط طلا در  پوشش دادن نمونه -9

، تصتاويري از  Zeiss DSM-960Aهتا توستط ميكروستكوپ الكترونتي      بعد از مشاهده ستطح تخمتك  

 سورا  ميكروپيل تهيه شد. 

 

 ها طرح آماري و تجزيه و تحليل داده -3-12

طرح آماري مورد استفاده در اين تحقيق طرح كاملاً تصادفي است. در قالب اين طرح، فواصل مختلتف  

اوولاسيون، از مولدين ماده به عنوان تيمارهاي آزمايشي و مولدين به عنتوان   زماني استحصال تخمك پس از
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 تكرارهاي آن در نظر گرفته شدند. 

ليتر و فعاليتت آنزيمتي بتر حستب      ميلي 100گرم در  ها در مايع تخمداني بر حسب ميلي مقدار متابوليت

صورت عنوان شدند. به منظور ارائه مقادير ها، مقادير به دو  المللي در ليتر بيان شد. در مورد تخمك واحد بين

هتا( و واحتد    ثابت كه به اندازه تخمك بستگي نداشته باشد، اعداد بر حسب ميكروگرم )در متورد متابوليتت  

گرم از تخمك بيان شدند. بتراي مقايسته ميتانگين     ( به ازاي هر تخمك و هر ميلي المللي )در مورد آنزيم بين

هتاي بته دستت     ( استفاده شد و هم واريانسي دادهANOVAيانس يك طرفه )هاي حاصله از تحليل وار داده

هتا و از   بتراي مقايسته ميتانگين داده    Welchمورد بررسي قرار گرفت. از آزمتون   Levenآمده توسط آزمون 

ها استفاده شتد. بتراي تعيتين رابطته بتين فاكتورهتاي متورد         براي مقايسه دو به دوي ميانگين Tukeyآزمون 

ها رسم شد و براي به دستت آوردن رابطته بتين فاكتورهتاي تخمتك و متايع        دار پراكندگي دادهبررسي نمو

هتا در ستطح    تخمداني و فاكتورهاي كيفيت تخمك نيز از رگرسيون چندگانه استفاده گرديد. تمتامي تحليتل  

 درصد مورد مقايسه قرار گرفت. 95اطمينان 
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 فصل چهارم

  نتــايجنتــايج
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 ها پس از اوولاسيون بر كيفيت تخمك مكتاثير باقي ماندن تخ -4-1

 65/90±28/6زدگتي از   برداري، كيفيت تخمك به شدت كاهش يافت. درصتد چشتم   در طول دوره نمونه

 تفاوت. رسيد اوولاسيون از پس روز 30-40 در درصد 67/0±34/1 به اوولاسيون از پس روز 0-10 در درصد

( اما پتس از آن  <05/0Pدار نبود ) پس از اوولاسيون( معنيروز  20زدگي بين تيمار اول و دوم )تا  چشم درصد

( بته  <05/0Pداري كاهش پيدا كرد ) دچار كاهش شديد شد. درصد تفريخ در طول فوق رسيدگي به طور معني

 پس روز 30-40 در درصد 49/0±98/0 به اوولاسيون از پس روز 0-10 در درصد 33/86±82/6طوري كه از 

(. با اين كه درصد ناهنجاري لاروي افزايش تدريجي را با بتروز فتوق رستيدگي    >05/0P) رسيد اوولاسيون از

(. در متورد تيمتار   <05/0Pدار نبتود )  روز پس از اوولاسيون معنتي  20-30تخمك نشان داد اما اين افزايش تا 

ز بتين  مولد بته دليتل ا   9روز پس از اوولاسيون(، امكان محاسبه درصد ناهنجاري لاروي براي  30-40چهارم )

   (.1-4، شكل 1-4ها فراهم نشد )جدول  رفتن صد درصد تخم

 ها پس از اوولاسيون در حفره شكمي بر پارامترهاي بقاء تخمك  : تاثير باقي ماندن تخمك1-4جدول 

 پارامتر
 زمان باقي ماندن تخمك در محوطه شكمي پس از اوولاسيون )روز(

10-0 20-10 30-20 40-30 

 a28/6±65/90 a98/10±80/69 b32/4±54/4 b34/1±67/0 چشم زدگي )%(

 a82/6±33/86 b87/11±88/49 c87/2±92/2 c98/0±49/0 تفريخ )%(

 - a2/1±19/1 a92/1±40/2 a02/1±08/4 ناهنجاري لاروي )%(

 (<05/0Pدار ندارند ) اند، تفاوت معني اعدادي كه با حروف يكسان نشان داده شده     
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هاي مختلف در حفره شكمي  صد چشم زدگي، تفريخ و ناهنجاري لاروي در طول نگهداري تخمك در زمان: تغييرات در1-4شكل 

 ميانگين و انحراف معيار نشان داده شده است.
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 ها پس از اوولاسيون بر پارامترهاي مايع تخمداني تاثير باقي ماندن تخمك -4-2

  بترداري تفتاوت   گليسيريد در طول نمونته  از بين فاكتورهاي مورد بررسي در مايع تخمداني، مقدار تري

به شدت كاهش يافتت   pH( اما ساير فاكتورهاي مورد بررسي تغيير كرد. <05/0Pداري را نشان نداد ) معني

در حالي كه مقدار گلوكز، كلسترول، پروتئين، كلسيم، آهن و فعاليتت آنتزيم آستپارتات آمينوترانستفراز بته      

 (.2-4شدت افزايش يافت )جدول 

 

 ها پس از اوولاسيون در حفره شكمي بر پارامترهاي مايع تخمداني  : تاثير باقي ماندن تخمك2-4ول جد

 پارامتر
 زمان باقي ماندن تخمك در محوطه شكمي پس از اوولاسيون )روز(

10-0 20-10 30-20 40-30 

 a90/4±07/38 b05/6±00/62 b01/12±33/66 b50/8±67/72 (mg/100mlگلوكز )

 a20/3±13/11 a75/2±75/16 a,b04/4±67/31 b28/21±00/46 (mg/100ml)كلسترول 

 a66/0±90/9 a98/6±00/20 a75/13±30/26 a69/25±33/29 (mg/100mlگليسيريد ) تري

 a09/45±3/223 a60/55±5/277 a,b44/85±0/520 b04/274±0/650 (mg/100mlپروتئين كل )

 a62/0±30/5 b60/0±32/9 b10/1±83/9 b98/0±63/10 (mg/100mlكلسيم )

 a00/25±33/64 a,b05/303±3/502 a,b01/205±7/708 b89/413±7/971 (mg/100mlآهن )

 a13/5±67/10 a,b76/19±00/76 b00/33±00/92 c12/42±7/166 (IU/litآسپارتات آمينوترانسفراز )

pH a12/0±32/8 a44/0±22/8 b47/0±88/7 b 13/0±72/7 

 (<05/0Pدار ندارند ) اند، تفاوت معني كسان نشان داده شدهاعدادي كه با حروف ي    

 

 تاثير باقي ماندن تخمك پس از اوولاسيون بر پارامترهاي بيوشيميايي تخمك -4-3

فاكتورهاي بيوشيميايي تخمك، تغييرات زيادي را در بين مولدين در تيمارهاي مختلف نشان داد. مقدار 

(. مقتدار پتروتئين و   <05/0Pدار را در بين تيمارها نشان نداد ) عنيگلوكز، كلسترول، كلسيم و آهن تفاوت م

هتا،   گرم تخمك ثابت اما به ازاي هر تخمك به دليل اندازه غير يكسان تخمك گليسيريد به ازاي هر ميلي تري

 (. همچنين فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز هم در>05/0Pدار بود ) در برخي تيمارها تفاوت آن معني

 (.3-4گرم تخمك افزايش يافت )جدول  تخمك و هم در هر ميلي

 

 و مايع تخمداني با كيفيت تخمك  ارتباط پارامترهاي تخمك -4-4

آناليز رگرسيون چندگانه نشان داد كه درصد چشم زدگي با مقدار كلسترول، پتروتئين، كلستيم، فعاليتت    
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زدگي و  ه دارد به طوري كه رابطه بين درصد چشممايع تخمداني رابط pHآنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز و 

(. r=975/0و  >05/0Pبسيار شديد بود ) pH( و درصد چشم زدگي و r=904/0و  >05/0Pمقدار پروتئين )

زدگتي بتا مقتدار كلستترول، آهتن و فعاليتت آنتزيم         از بين فاكتورهاي بيوشيميايي تخمك نيز درصد چشتم 

(. درصد تفريخ بتا مقتدار گلتوكز، كلستترول، پتروتئين،      4-4)جدول آسپارتات آمينوترانسفراز رابطه داشت 

مايع تخمداني رابطه داشت. ارتباط درصتد تفتريخ بتا     pHكلسيم، فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز و 

pH (05/0P<  998/0و=r( كلستتترول ،)05/0P<  926/0و=r( و پتتروتئين )05/0P<  901/0و=r ًكتتاملا )

ين درصد تفتريخ بتا مقتدار كلستترول و آهتن تخمتك و بتا فعاليتت آنتزيم آستپارتات           دار بود. همچن معني

(. همچنين رگرسيون چندگانه ارتباط درصد ناهنجاري لاروي را بتا  5-4آمينوترانسفراز رابطه داشت )جدول 

 متايع  pHگليسيريد، پروتئين، آهتن و فعاليتت آنتزيم آستپارتات آمينوترانستفراز و بتا        مقدار كلسترول، تري

دار بتود. درصتد    لاروي با همته فاكتورهتاي فتوق كتاملاً معنتي       تخمداني نشان داد. ارتباط درصد ناهنجاري

گليسيريد و فعاليت آنتزيم آستپارتات آمينوترانستفراز تخمتك نيتز       ناهنجاري لاروي با مقدار كلسترول، تري

 (.6-4رابطه داشت )جدول 

 

 لاسيون در حفره شكمي بر پارامترهاي بيوشيميايي تخمكها پس از اوو : تاثير باقي ماندن تخمك3-4جدول 

 پارامتر
 زمان باقي ماندن تخمك در محوطه شكمي پس از اوولاسيون )روز(

10-0 20-10 30-20 40-30 

 (µg/eggگلوكز )

(µg/mg egg) 

a32/4±47/36 a27/5±15/18 a00/8±81/18 a28/15±37/31 

a(18/0±61/0) a(99/0±34/0) a(17/0±31/0) a(29/0±66/0) 

 (µg/eggكلسترول )

(µg/mg egg) 

a85/53±70/301 a72/35±58/279 a63/85±37/297 a44/111±60/244 

a(23/1±69/5) a(67/0±28/5) a(12/1±75/4) a(68/1±9/4) 

 (µg/eggگليسيريد ) تري

(µg/mg egg) 

a58/48±55/755 a,b51/41±60/646 a53/91±20/728 b19/88±60/545 

a(46/1±20/14) a(78/0±2/12) a(46/0±67/11) a(22/2±40/11) 

 (µg/eggپروتئين كل )

(µg/mg egg) 

a62/508±17080 a,b40/952±13581 a86/523±17094 b63/2576±11541 

a(33/22±83/320) a(97/17±25/256) a(13/21±67/275) a(36/59±50/241) 

 (µg/eggكلسيم )

(µg/mg egg) 

a88/16±19/58 a24/6±66/64 a94/12±34/76 a23/4±46/56 

a(36/0±1/1) a(12/0±22/1) a(10/0±22/1) a(26/0±19/1) 

 (µg/eggآهن )

(µg/mg egg) 

a13/491±4/1493 a5/208±5/1094 a64/71±1/1064 a04/163±70/891 

a(36/10±26/28) a(93/3±65/20) a(95/2±27/17) a(92/8±55/19) 

 (IU/eggآسپارتات آمينوترانسفراز )

(IU/mg egg) 

a003/0±011/0 a010/0±014/0 a,b030/0±042/0 b018/0±063/0 

a(0005/0±0002/0) a(0002/0±0003/0) a,b(0005/0±0007/0) b(0005/0±0013/0) 
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 (<05/0Pدار ندارند ) اند، تفاوت معني اعدادي كه با حروف يكسان نشان داده شده    

 

 زدگي با استفاده از پارامترهاي مايع تخمداني و بيني درصد چشم هاي رگرسيون براي پيش : مدل4-4جدول 

 تخمك در طول فوق رسيدگي

R مدل رگرسيون  R پارامتر
2 

F-Value 

 پارامترهاي مايع تخمداني

 x62/1- =y 562/0 990/8+73/86 750/0 كلسترول

35/182x 904/0 پروتئين كل
2
+0003/0+x52/0-=y 818/0 487/13 

 x76/14-=y 454/0 821/5+11/180 674/0 كلسيم

 x49/0-=y 571/0 325/9+77/91 756/0 آسپارتات آمينوترانسفراز

pH 975/0 25/10691+x207/185+x48/2813-= y 950/0 018/48 

 پارامترهاي تخمك

x+75/678 861/0 كلسترول
279/5-x

204/0+x80/9-=y 742/0 694/6 

 659/0 آهن

(885/0) 

98/82- x11/0=y 

(95/339-x301/0-x244/13+x35/26=y) 

435/0 

(786/0) 

925/6 

(424/14) 

 681/0 آسپارتات آمينوترانسفراز

(652/0) 

32/68 +x95/0-=y 

(13/64+x97/41-=y) 

464/0 

(425/0) 

792/7 

(649/6) 
 د  باشن زدگي به عنوان متغير وابسته و پارامترهاي آناليزي به عنوان متغير مستقل مي در مدل رگرسيون، درصد چشم

 (>N ،05/0P=40گرم از تخمك هستند ) اند بر حسب ميكروگرم به ازاي هر ميلي اعدادي كه داخل پرانتز آمده
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 بيني درصد تفريخ با استفاده از پارامترهاي مايع تخمداني و  هاي رگرسيون براي پيش : مدل5-4جدول 

 تخمك در طول فوق رسيدگي

R مدل رگرسيون  R پارامتر
2 

F-Value 

 ترهاي مايع تخمدانيپارام

 x14/2-=y 629/0 844/11 +54/168 793/0 گلوكز

x+12/134 926/0 كلسترول
259/0+ x95/5-=y 858/0 133/18 

x+97/150 901/0 پروتئين كل
20002/0+x44/0-=y 812/0 96/12 

 x094/14-=y 606/0 784/10+44/164 779/0 كلسيم

x+50/91 831/0 آسپارتات آمينوترانسفراز
2001/0+x82/0-=y 690/0 705/6 

pH 998/0 20/12586+x
229/212+x49/3269-= y 997/0 278/90 

 پارامترهاي تخمك

x+80/523 882/0 كلسترول
35/4-x

2034/0+x58/7-=y 676/0 872/4 

 676/0 آهن

(838/0) 

11/72-x09/0=y 

(14/262-x3011/0-x228/18+x24/20=y) 

457/0 

(704/0) 

588/7 

(5/9) 

 667/0 ينوترانسفرازآسپارتات آم

(636/0) 

83/53+x76/0-=y 

(36/50+x54/33-=y) 

445/0 

(404/0) 

215/7 

(098/6) 
 باشند   زدگي به عنوان متغير وابسته و پارامترهاي آناليزي به عنوان متغير مستقل مي در مدل رگرسيون، درصد چشم

 (>N ،05/0P=40گرم از تخمك هستند ) اند بر حسب ميكروگرم به ازاي هر ميلي اعدادي كه داخل پرانتز آمده
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 بيني درصد ناهنجاري لاروي با استفاده از پارامترهاي مايع تخمداني و  هاي رگرسيون براي پيش : مدل6-4جدول 

 تخمك در طول فوق رسيدگي

R مدل رگرسيون R پارامتر
2 

F-Value 

 پارامترهاي مايع تخمداني

 x19/0=y 877/0 567/35-03/1 936/0 كلسترول

 x24/0=y 923/0 997/59-2/2 961/0 گليسيريد تري

 x01/0=y 836/0 456/25-84/1 914/0 پروتئين كل

x-16/0 957/0 آهن
309/4+x

248/6-x03/0=y   

x+14/2 922/0 آسپارتات آمينوترانسفراز
20003/0+x02/0-=y 682/0 712/10 

pH 927/0 79/114+x76/13-=y 860/0 538/24 

 پارامترهاي تخمك

x+04/51) (883/0) لسترولك
293/1+x55/19-=y) (779/0) (851/8) 

 (013/6) (500/0) (x76/2-=y+63/37) (707/0) گليسيريد تري

 952/0 آسپارتات آمينوترانسفراز

(836/0) 

16/14+x3001/0-x209/0+x16/2-=y 

(45/6+x
221/38+x003/30-=y) 

907/0 

(698/0) 

048/13 

(801/5) 

 (>N ،05/0P=31باشند ) ناهنجاري لاروي به عنوان متغير وابسته و پارامترهاي آناليزي به عنوان متغير مستقل مي در مدل رگرسيون، درصد

 

 ارتباط بين متغيرهاي مورد بررسي در تخمك و مايع تخمداني -4-5

زدگي و درصد تفريخ  نشان داد كه بين درصد چشم >05/0Pآزمون ضريب همبستگي پيرسون در سطح 

دار منفي برقرار است.  زدگي و درصد ناهنجاري لاروي ارتباط معني دار مثبت و بين درصد چشم نيارتباط مع

هتاي مهتم    دار نبتود. همچنتين رابطته    اگرچه اين ارتباط بين درصد تفريخ و درصد ناهنجتاري لاروي معنتي  

 آمده است. 7-4فيزيولوژيك بين فاكتورهاي تخمك و مايع تخمداني در جدول 

 (>05/0Pهاي مهم فيزيولوژيك بين پارامترهاي تخمك و مايع تخمداني ) تباط: ار7-4جدول 

 R همبستگي 

 بين پارامترهاي بقاء تخمك

 975/0 تفريخ درصد –درصد چشم زدگي 

 -737/0  لاروي ناهنجاري درصد –درصد چشم زدگي 
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 بين پارامترهاي مايع تخمداني  

pH – 898/0 كل پروتئين- 

pH – 917/0 نوترانسفرازآمي آسپارتات- 

 871/0 آمينوترانسفراز آسپارتات –پروتئين كل 

 

 تاثير باقي ماندن تخمك پس از اوولاسيون بر ساختار تخمك از نظر بافت شناسي -4-6

 فضتاي  قطتر  و ميكترون  21/23±45/3(، قطتر كوريتون   DPO10-0هاي تتازه اوولته شتده )    در تخمك

ها كه در حاشيه تخمك در غشاء پلاسمايي  د. كورتيكال وزيكولش برآورد ميكرون 83/20±01/8 وتيلين پري

گيري شتد.   اندازه ميكرون 35/48±52/19هاي متفاوت بوده و ميانگين قطر آنها  واقع شده بودند داراي اندازه

 هتتتتاي فتتتتوق رستتتتيده    همچنتتتتين زرده داراي بافتتتتت كتتتتاملاً همگتتتتن بتتتتود. در تخمتتتتك     

(DPO40-30قطتتر كوريتتون تقريبتتاً ثابتتت بتتود ،) (ميكتترون 98/22±88/2 .)هتتا وزيكتتول كورتيكتتال قطتتر 

ميكترون تتا    3/17وتيلين داراي نوستانات زيتاد از    گيري شد. قطر فضاي پري اندازه ميكرون 45/13±23/63

هتايي كته داراي    ميكرون بود. زرده به صورت بافت ناهمگني درآمد كه در بخش اعظتم آن گنجيتدگي   2/91

 يكتتتتتترون بودنتتتتتتد، تشتتتتتتكيل شتتتتتتده بتتتتتتود م 4/97ميكتتتتتترون تتتتتتتا  69/12قطتتتتتتري از 

 (.2-4)شكل 
 

 )ب(  )الف(
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 )ج( 

: تغييرات بافتي تخمك در ماهي آزاد درياي 2-4شكل 

 خزر در دوره فوق رسيدگي
C ،ــون ــريP: كوري ــاي پ ــين،  : فض ــول، Vويتل ــال وزيك  : كورتيك

I ،گنجيدگي :Yزرده : 

فـوق   ( )ب( تخمـك H & E×  450)الف( تخمك تازه اووله شـده ) 

ويتلين و ناهمگن شدن بافـت زرده   رسيده: به اختلاف قطر فضاي پري

هاي متعدد ايجاد شده در  ( )ج( گنجيدگيH & E×  450توجه شود )

 (H & E×  450زرده در تخمك فوق رسيده )

 

همچنين مطالعه سطح تخمك توسط ميكروسكوپ الكتروني نشان داد كه تغييري در وضتعيت ستورا    

هتاي تتازه اوولته شتده      ثر فوق رسيدگي حاصل نشده است. قطر سورا  ميكروپيل در تخمكميكروپيل در ا

 گيتتتري شتتتد  انتتتدازه ميكتتترون 32/6±04/2هتتتاي فتتتوق رستتتيده  تخمتتتك در و ميكتتترون 75/1±74/6

 (.3-4)شكل 
 

 
 )الف(

 
 )ب(

 : ميكروپيل(M: تصوير الكتروني سطح تخمك ماهي آزاد درياي خزر )3-4شكل 

 ×(.5000)ب( تخمك فوق رسيده )×( 5000)الف( تخمك تازه اووله شده )

 به باز بودن سوراخ ميكروپيل در هر دو تصوير دقت شود. 
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 فصل پنجم

گيريگيري  بحث و نتيجهبحث و نتيجه
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 آزاد دريتتتاي ختتتزر در اثتتتر مانتتتدن     ايتتتن تحقيتتتق نشتتتان داد، كتتته كيفيتتتت تخمتتتك متتتاهي     

يابد. نتايج تحقيقات قبلي بته عمتل    در حفره شكمي پس از اوولاسيون و ايجاد فوق رسيدگي به شدت كاهش مي

 ;Nomura et al., 1974; Craik and Harvey, 1984, Lahnsteiner, 2000آمده نيز مويتد ايتن موضتوع استت )    

Aegerter and Jalabert, 2004; Mohagheghi Samarin et al., 2008.)     تغيير در كيفيت تخمتك بتا تغييترات

زيادي از نظر فيزيولوژيك و بيوشيميايي در تخمك و مايع تخمداني همراه است به طوري كه برخي از آنهتا  

 براي تعيين كيفيت تخمك نيز مناسب هستند.

 Scott et al., (1983)مطالعته  هاي موثر بر آن، در   تطابق دقيق زمان اوولاسيون با حداكثر سطح هورمون

نمايد كه زمان اوولاستيون تعيتين    نشان داده شده و به خوبي تاييد مي Springate et al., (1984)و همچنين 

گيتري ستطوح    باشد. لتذا در ايتن مطالعته، نيتازي بته انتدازه       شده به روش دستي )مصنوعي( كاملاً دقيق مي

اشت. همچنين از آن جا كه هدف نهايي از اين مطالعه، ارائته  هورموني جهت تاييد زمان اوولاسيون وجود ند

باشتد، زمتان اوولاستيون بتا معاينته       ها از جهت كيفيت مي يك راهكار عملي براي استحصال بهترين تخمك

 پذير باشد.  مولدين مشخص گرديد تا در بعد عملي نيز انجام آن امكان

 ه انجتتام شتتد. زيتترا در مطالعتته   روز 10كشتتي از مولتتدين بتتا فواصتتل     در ايتتن تحقيتتق، تختتم  

Mohagheghi Samarin et al., (2008) كمان كه در شرايط تقريباً مشابه در كارگتاه   آلاي رنگين بر روي قزل

گزارش گرديد.  DPO 35-28شهيد باهنر انجام شد، كاهش كيفيت تخمك ناشي از فوق رسيدگي در فاصله 

ري، حساسيت زياد مولدين ماهي آزاد و احتمتال مترگ   بردا روزه جهت نمونه 10علت ديگر انتخاب فواصل 

 هاي متوالي بود.  كشي آنها در اثر تخم

 هتتتا نتتتدارد  لازم بتتته ذكتتتر استتتت كتتته دستتتتكاري مولتتتدين، تتتتاثيري بتتتر كيفيتتتت تخمتتتك    

(Gaudemar and Beall, 1998 در واقع نشان داده شده است كه دستكاري متناوب مولدين ماده قتزل .)  آلاي

(. Lahnsteiner, 2000هتا و لاروهتا تاثيرگتذار نيستت )     سترس ناشتي از آن، بتر بقتاي تختم    كمان و ا رنگين

كشتي   آلايي كه تنهتا يتك بتار تختم     همچنين تغييرات ايجاد شده در محتواي مايع سلوميك، براي مولدين قزل

(. Lahnsteiner, 2000اند ) كشي شده گرديدند، مشابه تغييرات مايع سلوميك مولديني است كه چندين بار تخم

اوولاستيون   بنابراين تغيير در تركيب مايع سلوميك، به دليل تغيير در ترشحات تخمدان، در طتي دوره پتس از  

باشتد   هتاي متتوالي و دستتكاري مولتدين نمتي      كشتي  ها به جهت تختم  بوده و مرتبط با صدمه ديدن تخمك

(Aegerter and Jalabert, 2004لذا مي .) ها در طتي دوره پتس    يير كيفيت تخمكتوان چنين ادعا نمود كه تغ

كشي در مولدين متاده نبتوده و ناشتي از افتزايش زمتان مانتدگاري        از اوولاسيون، متاثر از تعداد دفعات تخم
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 باشد. ها در مايع سلوميك، پس از اوولاسيون مي تخمك

هتا در   تخمكهاي باكتريايي بالا رونده  تواند سبب ايجاد عفونت اگرچه عدم رعايت شرايط بهداشتي مي

هايي كه به مدت  زدگي و تفريخ براي تخمك مولدين شود اما مطالعات نشان داده است كه كاهش نر  چشم

توانند به علت تخريب كيفيت  مانند، نمي بيشتري پس از اوولاسيون، در محوطه شكمي مولدين ماده باقي مي

هتاي مترشتحه    ن داده شده است كه پروتئينهاي باكتريايي و ميكروبي باشد. زيرا نشا ها بر اثر عفونت تخمك

تواننتد يتك    ( در طي دوره پس از اوولاستيون، متي  TOPs= Trout Ovulatory Proteinsدر مايع سلوميك )

 Coffman andهاي باكتريايي داشته باشتند )  هاي اووله شده بر عليه عفونت نقش مهم را در حفاظت تخمك

Goetz, 1998; Evans and Claiborne, 2005 هتا كته پتس از اوولاستيون از      (. همچنين گروهي از پتروتئين

مايع سلوميك هاي تجزيه كننده پروتئين را در  گردند، فعاليت آنزيم طريق تخمدان به مايع سلوميك ترشح مي

هتا   پروتئين(. اين Coffman and Goetz, 1998; Evans and Claiborne, 2005نمايند ) محدود كرده و كنترل مي

تتوان يتك حفاظتت     رما و اسيديته مقاوم هستند و لذا مقاومت آنها نسبت به اين دو عامل را متي نسبت به گ

ها در نظر گرفت، چرا كه معمولاً دوره پس از اوولاسيون در ماهيتان   طبيعي در مقابل تخريب كيفيت تخمك

ن تعتدادي  مايع سلوميك همراه خواهتد بتود. همچنتي    pHسردآبي با افزايش دماي محيط و همچنين كاهش 

هاي مترشتحه از تخمتك بته متايع ستلوميك در طتي دوره پتس از اوولاستيون، از طريتق           ديگر از پروتئين

هاي  هاي پروتئاز رها شده از تخمك ها كه آنزيم هاي مختلفي در دفاع بر عليه عوامل مخرب تخمك مكانيسم

 (. Rime et al., 2004اند ) اووله شده هستند، دخيل

كشتي،   هتاي اوولته شتده توستط عمتل تختم       اوولاسيون و عدم استحصال تخمتك با گذر زمان پس از 

ها فوق رسيده شده و بنابراين قابليت لقاح را از دست خواهند داد. ايجاد حالتت فتوق رستيدگي در     تخمك

افتتد. در   ها اتفاق نمتي  هاي مولد ماده ماهي آزاد درياي خزر يكباره نبوده و همزمان در تمامي تخمك تخمك

اند. با گتذر   هاي آنها فوق رسيده شده توان مولديني را يافت كه تنها تعدادي از تخمك هنگام معاينه ميواقع، 

ها در چنين مولدي فوق رسيده خواهند شد. از نظر ظاهري، ايجتاد   چندين روز ديگر، به تدريج تمام تخمك

ه به نتايج حاصله در مطالعه باشد. با توج لكه نارنجي رن  بر روي تخمك، نشان دهنده فوق رسيدگي آن مي

Azuma et al., (2003)     ،مبني بر تجمع قطرات چربي و ظهور آنها به صورت لكه در تخمتك فتوق رستيده

توان لكه نارنجي رن  ظاهر شده بر روي تخمك را به تجمع قطرات چربي در تخمك، در طي دوره پس  مي

 از اوولاسيون نسبت داد.

هتا   اين مطالعه، به علت عدم يكسان بودن مدت زمان ماندگاري تخمكگيري درصد لقاح در  عدم اندازه
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باشد. اين امر بر زمان شروع تقسيمات سلولي و سرعت انجام ايتن   در محوطه شكمي، پس از اوولاسيون مي

هتايي كته بته متدت بيشتتري پتس از        باشد. كاهش تعداد بلاستومرها بتراي تخمتك   تقسيمات تاثيرگذار مي

(. اين پديده Azuma et al., 2003مانند، مشاهده شده است ) طه شكمي مولدين باقي مياوولاسيون، در محو

نمايد كه پيشرفت مراحل توسعه جنينتي، بتا افتزايش     تاخير در امر تقسيمات سلولي را نشان داده و تاييد مي

ايتن تتاخير   گردد. علت  تر و كندتر مي ها در محوطه شكمي پس از اوولاسيون، آهسته زمان ماندگاري تخمك

هتا توستط آب در مقايسته بتا      تر شدن زمان از بين رفتن كورتيكال وزيكتول  تر، طولاني هاي مسن در تخمك

(. بته جهتت وجتود چنتين تتاخيري در امتر       Nomura et al., 1974هاي عادي عنوان شتده استت )   تخمك

انتد،   مي باقي ماندههايي كه به مدت بيشتري پس از اوولاسيون در محوطه شك تقسيمات سلولي براي تخمك

هاي لقاح يافته در محاسبه مربوط به درصد لقاح كه به مدت مشخصي پس از  ممكن است تعدادي از تخمك

شود وارد نگردنتد. در واقتع ممكتن استت      لقاح، بر اساس وجود و يا عدم وجود تقسيمات سلولي انجام مي

زدگتي و   ا نشتان ندهنتد. درصتدهاي چشتم    اي وجود داشته باشند كه تقسيمات سلولي ر هاي لقاح يافته تخم

هاي استحصال شده به متدت   براي تخمك Azuma et al., (2003)تفريخ بالاتر از درصد لقاح كه در مطالعه 

 باشد. روز و بيشتر پس از اوولاسيون مشاهده گرديد، مويد اين مطالب مي 10

ا در مواردي كته تفتاوت در كيفيتت    اند، لذ از آنجا كه در پيدايش تخم هر دو عامل تخمك و اسپرم دخيل

ها، ضتروري استت. بته     گيرد، توجه به يكسان بودن كيفيت اسپرم براي تخمك ها مورد سنجش قرار مي تخمك

كه جهت يكسان نمتودن كيفيتت    Rime et al., (2004)و   Lahnsteiner (2000)  ،Azuma et al., (2003)جز

انتد.   اي به اين موضوع نداشتته  اده نمودند، ساير مطالعات اشارهاسپرم در مطالعه خود از اسپرم منجمد شده استف

توانتد يتك    در حالي كه نتايج حاصله به ميزان زيادي متاثر از كيفيت اسپرم بوده و عدم توجه به اين عامل، متي 

نقص عمده را در مطالعه ايجاد نمايد. در مطالعه حاضر، امكان استفاده از اسپرم منجمد شده وجتود نداشتت و   

گيري مورد استفاده قرار گرفته و مخلوطي از اسپرم آنهتا كته    عدد مولد نر جهت اسپرم 8براي هر نوبت تكثير، 

 كتتتتتتتاملاً همگتتتتتتتن گرديتتتتتتتد، جهتتتتتتتت تكثيتتتتتتتر بتتتتتتته كتتتتتتتار گرفتتتتتتتته شتتتتتتتد.  

 هتاي مختلتف تكثيتر، يكستان      توان ادعتا نمتود كته تقريبتاً كيفيتت استپرم بته كتار رفتته بتراي نوبتت            لذا مي

 (.Aegerter and Jalabert, 2004; Mohagheghi Samarin et al., 2008بوده است )

هفتتته  2حتتداقل بتته متتدت  C°8هتتا را در دمتتاي   تتتوان تخمتتك كمتتان متتي آلاي رنگتتين اگرچتته در قتتزل

(Mohagheghi Samarin et al., 2008 و در دماي )C°12-10  هفته بدون كتاهش كيفيتت    1حداقل به مدت

(، امتا در  Springate et al., 1984; Aegerter and Jalabert, 2004در حفتره شتكمي مولتدين نگهداشتت )    
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بتالا بتود و    DPO10و درصد تفريخ تتا   DPO20زدگي تا  ، درصد چشمC°7ماهي آزاد درياي خزر در دماي 

زدگتي و تفتريخ    دار مثبت بتين درصتد چشتم    پس از آن دچار كاهش شديد شد. همچنين ارتباط بسيار معني

(05/0P<  975/0و=rنشا )زدگي  ن داد كه تلفات تخم به دليل پايين بودن كيفيت تخمك غالباً تا قبل از چشم

 شود.  حاصل مي

دار نداشتت و ايتن    روز پس از اوولاسيون تفتاوت معنتي   30در اين تحقيق، درصد ناهنجاري لاروي تا 

ان، در اثتر  آلاي رنگتين كمت   نتيجه با گزارشات قبلي در مورد ثابت بتودن درصتد ناهنجتاري لاروي در قتزل    

(. هتر  Azuma et al., 2003ها پس از اوولاسيون در حفره شكمي مطابقت دارد ) روزه تخمك 14ماندگاري 

 Rizzoآلاي رنگين كمان و  در قزل Yamazaki et al., (1989)و   Sakai et al., (1975)هاي چند عكس يافته

et al., (2003)  بر روي گونهProchilodus marggravii يتان كننتده افتزايش درصتد ناهنجتاري      است كه ب

آلاي رنگتين   در قتزل   Aegerter and Jalabert (2004)باشد. مطالعته  لاروي با افزايش ماندگاري تخمك مي

استت.   گتراد  درجه سانتي 17و  12دار درصد ناهنجاري لاروي در دماهاي  كمان نيز بيان كننده تغييرات معني

دار داشتت   زدگي رابطه معني ناهنجاري لاروي تنها با درصد چشمهمچنين در ماهي آزاد درياي خزر، درصد 

در متورد   Aegerter and Jalabert (2004)هاي  و ارتباط آن با درصد تفريخ ضعيف بود كه با بخشي از يافته

 آلاي رنگين كمان مطابقت دارد.  زدگي و تفريخ در قزل ارتباط ضعيف درصد ناهنجاري لاروي با درصد چشم

به شتدت كتاهش يافتت و مقتدار      pHخمداني ماهي آزاد درياي خزر با ايجاد فوق رسيدگي، در مايع ت

گلوكز، كلسترول، پروتئين، كلسيم، آهن و فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز افزايش يافت. در حالي كه 

گلتوكز،   گليسيريد تغيير چنداني حاصل نشد. اين اولتين گتزارش در متورد تغييترات غلظتت      در مقدار تري

توانتد بتا نتتايج     گليسيريد، آهن و كلسيم در مايع تخمداني در اثر فوق رسيدگي بود كته متي   كلسترول، تري

گيرد مورد مقايسه قرار گيرد. همچنتين ايتن نتتايج تتا حتد       تحقيقاتي كه در آينده در اين ارتباط صورت مي

آلاي  روز پس از اوولاسيون در قزل 21ا كه با ايجاد فوق رسيدگي ت Lahnsteiner (2000)زيادي با مطالعات 

متايع تخمتداني و افتزايش مقتدار پتروتئين و فعاليتت آنتزيم آستپارتات          pHرنگين كمان، متوجته كتاهش   

بر روي همتين   Aegerter and Jalabert (2004)آمينوترانسفراز گرديد، مطابقت دارد. در حالي كه در مطالعه 

، افتزايش در  C°12در اثر فوق رسيدگي ثابتت مانتد و تنهتا در     C°17گونه، غلظت پروتئين مايع تخمداني در 

در متاهي   Feuvel et al., (1993)هتاي   غلظت مايع تخمداني مشاهده شد. همچنين نتايج اين تحقيتق يافتته  

آلاي رنگين كمان در مورد  در قزل Aegerter and Jalabert (2004)( و Scophthalmus maximusتوربوت )

خمداني در اثر فوق رسيدگي را تاييد نمتود. منشتاء تركيبتات موجتود در متايع تخمتداني       مايع ت pHكاهش 
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هاي اپيتليومي تخمدان و يتا ناشتي از تجزيته تخمتك باشتد.       هاي سنتتيكي و ترشحي سلول تواند فعاليت مي

 (، نشتان دهنتده نقتش لايته    Alburnus alburnusدر متاهي بليتك )   Lahnsteiner et al., (1997)تحقيقات 

 β-Dهتاي استيد فستفاتاز، پروتئتاز و      هتا، آنتزيم   اپيتليومي تخمدان در ترشح تركيباتي نظير گلوكز، پتروتئين 

شود. همچنين در آزاد ماهيان  گلوكورونيداز در مايع تخمداني است كه سبب ايجاد يك شيب يوني در آن مي

Naهاي  مايع تخمداني حاوي يون
+ ،K

Caو  +
هتا و   ل، فستفوليپيدها، پتروتئين  و گلوكز، فروكتوز، كلسترو +2

(. از طرفتي مطالعتات نشتان داده    Satia et al., 1974; Lahnsteiner et al., 1995آمينواسيدهاي آزاد است )

 3آلاي رنگين كمان يافت شده،  نوع پروتئيني كه در مايع تخمداني قزل 9است كه در طول فوق رسيدگي، از 

(. در واقتع بتا ايتن كته     Lahnsteiner, 2000ياد وجود داشته است )تاي آنها در تخمك ماهي نيز به مقدار ز

( امتا  Matsubara, et al., 1985, 1987شتود )  برخي از تركيبات پروتئيني مايع تخمداني از خون حاصل متي 

شوند كه وارد حفره شكمي آزاد ماهيتان   اكثر آنها در اثر فعاليت ترشحي تخمدان پس از اوولاسيون توليد مي

 (. Rime et al., 2004)شوند  مي

در اين مطالعه با افزايش مقدار پروتئين و فعاليت آنزيم آسپارتات آمينو ترانسفراز در مايع تخمتداني در  

دار مثبت بين مقدار پروتئين و فعاليتت   به شدت كاهش يافت. همچنين ارتباط معني pHطول فوق رسيدگي، 

هتا و آنتزيم آستپارتات     ( مشاهده شد. احتمالاً پتروتئين r=871/0و  >05/0Pآنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز )

متايع   pHآمينوترانسفراز كه در اثر دژنره شدن تخمك به مايع تخمتداني رهتا شتدند ستبب كتاهش شتديد       

 در متتاهي توربتتوت   pHتخمتتداني گرديدنتتد. ارتبتتاط منفتتي بتتين غلظتتت پتتروتئين متتايع تخمتتداني و     

(Fauvel et al., 1993و قتتزل ) آلاي رنگتتي( ن كمتتانLahnsteiner, 2000  و همچنتتين ارتبتتاط منفتتي ) 

آلاي رنگتين كمتان هتم گتزارش شتده استت        در قزل pHهاي آسپارتات آمينوترانسفراز و  بين فعاليت آنزيم

(Lahnsteiner, 2000.) 

از بين فاكتورهاي مورد بررسي در مايع تخمداني ماهي آزاد درياي خزر، بين مقدار گلتوكز، كلستترول،   

زدگتي،   با درصتد چشتم   pHليسيريد، پروتئين، كلسيم، آهن، فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز و گ تري

، پتروتئين و فعاليتت آنتزيم آستپارتات     pHدار برقرار بود. ارتباط بتين   تفريخ و ناهنجاري لاروي رابطه معني

( Lahnsteiner, 2000مان )آلاي رنگين ك آمينوترانسفراز مايع تخمداني با درصد چشم زدگي در تخمك قزل

( قتبلاً گتزارش شتده بتود. در     Fauvel et al., 1993مايع تخمداني و درصد لقاح در ماهي توربتوت )  pHو 

زدگي رابطه  مايع تخمداني و درصد چشم pH، تنها بين Aegerter and Jalabert (2004)حالي كه در مطالعه 

مايع تخمداني  pHو كيفيت تخمك گزارش نشده است.  دار وجود داشت و ارتباطي بين مقدار پروتئين معني
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از طريق تاثير بر پتانسيل ديواره تخمك و تبادلات بين تخمك و مايع تخمداني، مستقيماً بر كيفيت آن متوثر  

( و در تمام مطالعات انجام شده تاكنون از جمله تحقيتق حاضتر، كتاهش    Lahnsteiner et al., 1999است )

pH با كاهش چشمگير كيفيت تخمك همراه بوده است. به طوري كته در متاهي   8متر از به ويژه به مقدار ك ،

 33/86و  65/90، درصد چشم زدگي و تفريخ بته ترتيتب از   72/7به  32/8آزاد درياي خزر، با كاهش آن از 

مايع تخمتداني   pHدرصد كاهش يافت. همچنين به دليل ارتباطي كه بين پروتئين و  49/0و  67/0درصد به 

بتر كيفيتت تخمتك     pHرسد كه پروتئين از طريق تاثير بتر   ( به نظر ميr=-898/0و  >05/0Pجود داشت )و

تواند از  موثر است. در حالي كه آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز كه يك آنزيم محلول در سيتوپلاسم است مي

 (.  Lahnsteiner et al., 1999هاي آسيب ديده به بيرون تراوش كند ) تخمك

بين فاكتورهاي بيوشيميايي آناليز شده در تخمتك متاهي آزاد دريتاي ختزر، تنهتا مقتدار پتروتئين و        از 

گليسيريد در طول فوق رسيدگي به ازاي هر تخمك تغيير كرد و فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانستفراز   تري

ند. اين اولين گزارش در گرم از آن افزايش يافت و ساير فاكتورها ثابت ماند هم در تخمك و هم در هر ميلي

گليسيريد در تخمك در اثتر فتوق رستيدگي بتود. اگرچته بتر        مورد تغييرات غلظت گلوكز، كلسترول و تري

آلاي رنگين كمان كه بيان كننده افزايش مقدار آهن و  بر روي قزل Craik and Harvey (1984)خلاف نتايج 

ار ايتن دو فتاكتور در اثتر فتوق رستيدگي تغييتر       هاي فوق رسيده بود، در اين مطالعه مقتد  كلسيم در تخمك

توانتد   نتتايج آن نمتي   Craik and Harvey (1984)چنداني نكرد، البته به دليل تعتداد كتم مولتد در مطالعته     

در متورد   Lahnsteiner (2000)عموميت داشته باشد. به هر حال نتايج اين تحقيق با نتتايج حاصتله توستط    

كمتان مغتايرت    آلاي رنگتين  اليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز تخمك قزلثابت ماندن مقدار پروتئين و فع

 دارد. 

هاي كبد در مولتدين   در ماهيان زرده از جنس گليكوفسفوليپوپروتئين با وزن زياد است كه توسط سلول

شتود و بته    هتاي در حتال رشتد جتذب متي      شود، به جريان خون ترشح شتده و توستط اووستيت    سنتز مي

هتاي زرده كته حاصتل     (. در آزاد ماهيتان پتروتئين  Rime et al., 2004شتود )  زرده تبتديل متي  هاي  پروتئين

 دهنتتد  هتتاي اوولتته شتتده را تشتتكيل متتي    درصتتد وزن خشتتك تخمتتك  90تتتا  80وتيلتتوژنين استتت،  

(Mommsen and Moon, 2005    در آناليز تخمك ماهي آزاد درياي خزر نيز پتروتئين بيشتترين درصتد از .)

گليستيريد بيشتتر از كلستترول بتود. بررستي       ها نيز مقدار تتري  داد و از بين چربي كيل ميوزن تخمك را تش

تترين نتوع    گليسيريدها به همراه فسفاتيديل كولين اصتلي   آلاي رنگين كمان نيز نشان داد كه تري تخمك قزل

 (.Lahnsteiner, 2000ها بوده و كلسترول و اسيدهاي چرب آزاد در مقدار كمتر وجود دارند ) چربي
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گليستيريد،   زدگي و تفريخ و ناهنجاري لاروي تنها با مقدار كلستترول، تتري   در اين تحقيق درصد چشم

آهن و فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز تخمك رابطه داشت. ارتباط بين ميزان آهن تخمتك و درصتد   

در حتالي كته مطالعته     گتزارش شتده بتود.    Hirao (1954)آلاي رنگتين كمتان قتبلاً توستط      تفريخ در قتزل 

Lahnsteiner (2000)     و كيفيتت آن    هيچ ارتباطي را بين فاكتورهاي بيوشتيميايي متورد بررستي در تخمتك

 گزارش ننموده است. 

بررسي ساختاري تخمك در اثر فوق رسيدگي توسط ميكروسكوپ نوري نشان داد كه قطتر كوريتون و   

و فوق رسيده تفاوت چنتداني نداشتت بلكته بيشتترين     هاي تازه اووله شده  ها در تخمك كورتيكال وزيكول

هتاي فتوق رستيده نتاهمگن گشتته و       ويتلين و زرده مشاهده شد. زرده در تخمتك  تغيير در قطر فضاي پري

هاي فراواني شد كه از پلي ساكاريد استيدها و ليپيتدها تشتكيل شتده و در اثتر فرآينتدهاي        محتوي وزيكول

توانتد   وتيلين متي  (. نامنظم بودن قطر فضاي پريLahnsteiner, 2000وند )ش اي ايجاد مي كاتابوليكي و تجزيه

هتاي   (. يافتته Lahnsteiner, 2000به دليل به هم خوردن تعادل اسمزي بين تخمك و مايع تخمداني باشتد ) 

باشتد.   آلاي رنگين كمان مي بر روي تخمك قزل Lahnsteiner (2000)بافت شناسي اين تحقيق مشابه نتايج 

 ,.Rizzo et alبر روي تخمك ماهي حوض و  Formacion et al., (1993)با نتايج حاصل از مطالعات اگرچه

متفاوت است. در ماهي حوض با ايجاد فوق رستيدگي   Prochilodus marggraviiبر روي تخمك  (2003)

اثر فتوق  نيز تغييري در ساختار تخمك در  Prochilodus marggraviiقطر كوريون كاهش يافت و در گونه 

 رسيدگي ايجاد نشد.

هاي فتوق رستيده بتاز بتود كته مشتابه        همچنين در ماهي آزاد درياي خزر سورا  ميكروپيل در تخمك

باشتد. بستته نشتدن ستورا       متي  Prochilodus marggraviiبر روي گونه   Rizzo et al., (2003)هاي يافته

كاهش كيفيت تخمك در اثر فوق رستيدگي   ميكروپيل بيان كننده اين مطلب است كه سورا  ميكروپيل دليل

توان به تغييترات فيزيولوژيتك و بيوشتيميايي كته بته دليتل شكستتگي         باشد و اين كاهش كيفيت را مي نمي

هتاي آلتي كوچتك از طريتق جتداره تخمتك و دفسفريلاستيون         هاي زرده، از دست دادن مولكتول  پروتئين

 (.Rizzo et al., 2003شود، نسبت داد ) ها حاصل مي ها و چربي پروتئين
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توان بيان داشت، كه بهترين زمان استحصتال تخمتك پتس از     گيري كلي از اين تحقيق مي در يك نتيجه

باشتد. بته عتلاوه      متي  اوولاستيون  از پس روز 10 تا C°6/0±7اوولاسيون در ماهي آزاد درياي خزر در دماي 

متايع تخمتداني،    pHين، كلستيم، آهتن و   توان از فاكتورهاي گلوكز، كلستترول، تتري گليستيريد، پتروتئ     مي

گليسيريد و آهن تخمك و فعاليت آنزيم آسپارتات آمينوترانسفراز هتم در تخمتك و هتم در     كلسترول، تري

بيني كيفيت تخمك اين گونه استتفاده كترد. هتر چنتد بته دليتل        مايع تخمداني به عنوان نشانگر جهت پيش

تر  تخمك وجود داشت، مايع تخمداني براي اين منظور مناسبتغييرات زيادي كه در فاكتورهاي بيوشيميايي 

 است.
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 پيشنهادات

روز پس از اوولاسيون همچنان از كيفيت  10هاي ماهي آزاد درياي خزر تا   با توجه به اين كه تخمك -

شود به منظور كاهش استرس ناشي از دستكاري متتوالي مولتدها و همچنتين     بالايي برخوردارند، پيشنهاد مي

 روزه براي بررسي وقوع اوولاسيون در مولدها در نظر گرفته شود.  10هاي با كيفيت بالا، فواصل  وليد تخمت

بيني  توانند به عنوان نشانگر جهت پيش از بين پارامترهايي كه بر اساس نتايج حاصل از اين تحقيق مي -

كتاملاً در مركتز قابتل استتفاده      مايع تخمداني از بعد عملي pHرسد  كيفيت تخمك مطرح باشند، به نظر مي

گيتري   مايع تخمداني به سادگي قابتل انتدازه   pHاست. زيرا بر خلاف ساير پارامترها كه نياز به آناليز دارند، 

 است. 

از آنجا كه مدت زمان لازم براي ايجاد پديده فوق رسيدگي تخمك مستتقيماً تحتت تتاثير دمتاي آب      -

زبور در دماهاي مختلف آب انجام شود تا آستانه افت كيفيت تخمتك در  شود مطالعه م قرار دارد، پيشنهاد مي

 دماها نيز تعيين شود.  آن

آميتز مراحتل لاروي    زدگي، تفريخ و ناهنجاري لاروي، با توستعه موفقيتت   رغم آن كه نر  چشم علي -

پس از تفتريخ نيتز   شود اين مطالعه در مراحل  اي دارند، با اين وجود پيشنهاد مي رابطه مثبت و قابل ملاحظه

 ادامه يابد. 

در طرح مزبتور تنهتا برختي از پارامترهتاي بيوشتيميايي تخمتك و متايع تخمتداني جهتت معرفتي            -

، اسيدهاي چرب ATPنشانگرهاي كيفيت تخمك مورد آزمايش قرار گرفتند. استفاده از ساير پارامترها مانند 

 تري را در اين زمينه فراهم آورد.  اطلاعات كاملتواند  استري شده و غير استري شده، اسمولاليته و... مي
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 پيوست

  مراحل هيستوتكنيك به روش پارافينه كردنمراحل هيستوتكنيك به روش پارافينه كردن
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 Paraffinizationروش پارافينه كردن 

شناسي روش پتارافين استت كته شتامل مراحتل زيتر        هاي بافت هاي معمول در تهيه برش يكي از روش

 (1385باشد: )پوستي و اديب مرادي،  مي

 سازي و آغشتگي با پارافين شفاف آبگيري، .1

 گيري قالب .2

 برش بافت .3

 ها بر روي لام چسباندن برش .4

 آميزي  رن  .5

 3و آغشتگي با پارافين 2سازي ، شفاف1. آبگيري1

 دقيقه 30   درجه 80قرار دادن نمونه در اتانل  -1

 دقيقه 30   درجه 96قرار دادن نمونه در اتانل  -2

 دقيقه 60  درجه 100قرار دادن نمونه در اتانل  -3

 دقيقه 180  درجه 100قرار دادن نمونه در اتانل  -4

 دقيقه 180  درجه 100قرار دادن نمونه در اتانل  -5

 دقيقه 180  درجه 100قرار دادن نمونه در اتانل  -6

 دقيقه 30    قرار دادن نمونه در گزيلل -7

 دقيقه 30    قرار دادن نمونه در گزيلل -8

 دقيقه 60  ن خالص )به نسبت مساوي(پارافي -گزيلل -9

 دقيقه 60     پارافين خالص -10

 دقيقه 60     پارافين خالص -11

 دقيقه 30     پارافين خالص -12

 4گيري . قالب2

گيتري از دو   هاي پارافيني قرار داديم. براي قالب ها و سادگي برش، آنها را در توده براي نگهداري نمونه

                                                 
1 - Dehydration 
2 - Clearing 
3 - Embeding 
4 - Blocking 
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اي قرار داده شدند، استتفاده شتد. پتس از سترد و      ومي كه بر روي يك سطح شيشهشكل آلوميني Lقطعه فلز 

شتدند   سخت شدن پارافين به طريقي كه كمترين صدمه به توده پارافين حاوي بافت وارد گردد از قالب جدا 

 شدند.  و در يخچال قرار داده 

 1. برش بافت3

 ميكتتترون تهيتتته شتتتد   2-5هتتتايي بتتته ضتتتخامت   بتتتا استتتتفاده از دستتتتگاه ميكروتتتتوم بتتترش  

(Lahnsteiner, 2000برش .) تهيته گرديتد.    2هاي حاوي نمونه بته صتورت بترش ممتتد     هاي طولي از بلوك

هتاي   ( قرار داده شدند تا چتروك C°45هاي تهيه شده در آب بن ماري با درجه حرارت متعادل )حدود  برش

 ها برطرف گردد.  برش

 

 3ها بر روي لام . چسباندن برش4

مرغ و گليسيرين به نسبت مساوي آغشته شد. پس  ها توسط مخلوط سفيده تخم له سطح لامدر اين مرح

درجه بر روي آنها منتقل شده و سپس شتماره نمونته    45ها از سطح آب با فرو بردن لام با زاويه  از آن برش

 هتا بتراي خشتك كتردن و نگهتداري تتا زمتان        توسط قلم الماس بر روي لام حك گرديتد. پتس از آن لام  

 گراد قرار داده شدند. درجه سانتي 37آميزي در انكوباتور با درجه حرارت  رن 

 4آميزي . رنگ5

 )پوستتتي و  استتتفاده شتتد ( H & Eائتتوزين ) -آميتتزي هماتوكستتيلين  در ايتتن تحقيتتق از رنتت   

 (.1385اديب مرادي، 

 ائوزين، مراحل زير اجرا گرديد: -آميزي هماتوكسيلين براي رن 

 دقيقه 5ر گزيلل به مدت قرار دادن نمونه د .1

 دقيقه 5قرار دادن نمونه در گزيلل به مدت  .2

 دقيقه 5قرار دادن نمونه در گزيلل به مدت  .3

 دقيقه 5به مدت  100قرار دادن نمونه در اتانل  .4

 دقيقه 5به مدت  96قرار دادن نمونه در اتانل  .5

                                                 
1 - Sectioning 
2 - Serial section 
3 - Mounting 
4 - Staining 
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 دقيقه 5به مدت  96قرار دادن نمونه در اتانل  .6

 دقيقه 5به مدت  70ل قرار دادن نمونه در اتان .7

 دقيقه 1-2شستشو نمونه در آب جاري به مدت  .8

 دقيقه 30قرار دادن نمونه در هماتوكسيلين به مدت  .9

 دقيقه 1-2شستشو نمونه در آب جاري به مدت  .10

ستي استيد    ستي  1درصتد و   70ستي الكتل    ستي  99درصتد )  1عبور دادن نمونه از اسيد الكل  .11

 كلريدريك يك نرمال( با يك حركت سريع

 دقيقه 1-2شستشو نمونه در آب جاري به مدت  .12

 دقيقه 1قرار دادن نمونه در كربنات ليتيم به مدت  .13

 دقيقه 1-2شستشو نمونه در آب جاري به مدت  .14

 دقيقه 20شستشو نمونه در ائوزين به مدت  .15

 حركت 2درجه هر يك به تعداد  100، 96، 96، 70هاي با درجات  عبور دادن نمونه از الكل .16

 ثانيه 10مونه در گزيلل به مدت قرار دادن ن .17

 ثانيه 10قرار دادن نمونه در گزيلل به مدت  .18

 ثانيه 10قرار دادن نمونه در گزيلل به مدت  .19

 

 آميزي نتيجه رنگ

 شود.  ها، صورتي رن  و هسته، آبي رن  مي در اين روش، سيتوپلاسم و ساير سلول

 45آميزي شده، لامتل را بتا زاويته     رن ( بر روي برش Merckاي چسب انتلان ) پس از قرار دادن قطره

درجه بر روي آن قرار داديم به طوري كه حباب هوا بين لام و لامل به وجود نيايتد. بعتد از مطالعته توستط     

 ها تهيه شد.  هايي از نمونه ميكروسكوپ نوري فتوميكروگراف
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Physiological and biochemical study of over-ripened oocyte in the  

cultivated Caspian brown trout (Salmo trutta caspius) and determination  

of egg quality markers  

 

Abstract 

To determine the best time for egg stripping after ovulation and over-ripened oocyte in the 

Caspian brown trout (Salmo trutta caspius), the eggs were retained in the  

parental abdominal cavity for 40 days post-ovulation (DPO) at 7±0.6
°C

. Eggs were stripped 

every 10-day interval in 4 treatment and were fertilized with a pool of semen obtained from 8 

males. Also, the physiology and biochemistry of the eggs and ovarian fluids were studied. 

Results showed that the level of eyed eggs and hatched alevins declined with over-ripening 

time: that is, the expected amounts (90.65 ± 6.28% for eyeing and 86.33 ± 6.82% for 

hatching) in newly ovulated eggs (0–10 DPO) decreased to 0.67 ± 1.34% and 0.49 ± 0.98%, 

respectively, in over-ripened eggs (30–40 DPO). However, larval abnormalities remained 

constant for 30-days after ovulation. During the course of oocyte over-ripening, the pH of the 

ovarian fluid significantly decreased and the concentration of glucose, protein, calcium, iron, 

and aspartate aminotransferase activity significantly increased. Moreover, the concentration of 

protein, triglycerides, and aspartate aminotransferase activity in the eggs also changed. In the 

newly ovulated egg, the yolk consisted of homogenous tissue and its perivitelline space 

diameter had no considerable differences. With over-ripening, the yolk became 

heterogeneous, while chorion diameter and micropyle did not change. The perivitelline space 

diameter varied among different areas. The present study demonstrated that the best time to 

take Caspian brown trout eggs after ovulation at 7± 0.6
°C

 was up to 10 DPO. Among the 

studied parameters of the egg and ovarian fluid, egg quality was related to both ovarian fluid 

parameters (e.g., pH, protein, aspartate aminotransferase, glucose, cholesterol, triglycerides, 

calcium, iron) and egg parameters (e.g., cholesterol, triglycerides, iron, aspartate 

aminotransferase). Thus, these parameters can be used as a egg quality markers in this 

species. 

 

Keywords: oocyte, ovulation, over-ripening, ovarian fluid, Caspian brown trout 

 

By: Masoumeh Bahre Kazemi 

 



 

Islamic Azad University 
Science and Research Branch 

 

Physiological and biochemical study of over-ripened oocyte in the  

cultivated Caspian brown trout (Salmo trutta caspius) and 

determination of egg quality markers 

 

 

 

By: 

Masoumeh Bahr Kazemi 

 

 

Under Supervision of: 

Dr. A. Matinfar 

Dr. M. Soltani 

 

 

 

Advisor: 

Dr. B. Abtahi 

Dr. I. Pousti 

 

 
 

A thesis submitted to the Graduate Studies Office 

in the degree of Ph.D. in 

 
Fisheries Science 

 

 

 

 
November 2009 

 


