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 ها در کیفیت اسپرماتوزوآي  تاس ماهی ایرانیبررسی تأثیرات یون
)Acipenser persicus Borodin, 1897 (هاي مختلفتحت شوري  

  
  4، شهروز برادران نویري3، حبیب وهاب زاده2، عباسعلی زمینی1*لاله شیدایی

  1616:صندوق پستی ایران، لاهیجان، ،دانشکده منابع طبیعی،گروه شیلات دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان، -3و2، 1
  41635-3464:صندوق پستی ایران، المللی ماهیان خاویاري دکتر دادمان، بخش ژنتیک، رشت،تحقیقات بین موسسه -4

  
  

  1391آبان  4: تاریخ پذیرش    1391تیر  13:  تاریخ دریافت
  

  چکیده
، اسپرم مولدین نر که مواد تناسلی استحصالی از مولدین تفاده بیشتر ازبا توجه به کاهش ذخایر ماهیان خاویاري در دریاي خزر و لزوم اس

غلظـت   تأثیر فاکتورهاي محیطی نظیر درجه شوري واین فعالیت تحت .یابددر بیضه حالت غیر متحرك دارد با ورود به محیط آبی تحرك می
در مرکـز تکثیـر و    1388حقیـق کـه در فـروردین و اردیبهشـت     طی این ت. پیش نیاز و لازمه تحرك اسپرم است ، کهباشدو غیره می pH ،یونی

 5مولـد نـر در    4ماهیان خاویاري دکتر دادمان رشت انجام پذیرفت، مواد تناسلی استحصالی از  موسسهپرورش ماهیان خاویاري شهید بهشتی و 
میـزان   .گـرم در هـزار  بررسـی شـدند     6ر هزار و گرم د 4گرم در هزار ، 2، )شاهد(گرم در هزار 0/ 6گرم در هزار ،  صفرتیمار مختلف شوري 

درصد تحرك اسپرم در تیمار شوري . گیري شدهاي مورد استفاده و مایع سمینال اسپرم مولدین نر اندازههاي سدیم، پتاسیم و کلسیم محلول یون
، 75/78،50/77، 75/73، 00/65زار  بـه ترتیـب  گـرم در ه ـ  6گرم در هزار و  4گرم در هزار ،  2، )شاهد(گرم در هزار  6/0گرم در هزار ،  صفر

بیشـترین درصـد تحـرك    . گیري شداندازه ثانیه 00/225،  75/333،  25/391،  00/295، 00/135و زمان تحرك اسپرم به ترتیبدرصد  75/68
سـپرم در تیمارهـاي مختلـف    رك اگرم در هزار در مقایسه با سایر تیمارها حاصل شد و بین درصد تح 2اسپرم و زمان تحرك اسپرم در شوري 

  ).≥05/0P(، اختلاف معنی دار آماري مشاهده شد شوري
  

   .یون شوري، مایع سمینال، تحرك اسپرم، تاس ماهی ایرانی، :کلیدي کلمات
  

                                            
   .(Laleh_sheidayi@yahoo.com(عهده دار مکاتبات  *

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
23

54
5.

13
91

.6
.2

.4
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

qu
de

v.
lia

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
17

 ]
 

                             1 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23223545.1391.6.2.4.8
http://aqudev.liau.ac.ir/article-1-103-fa.html


 1391 زمستان، دوم، سال ششم، شماره توسعه آبزي پروريمجله   38

  مقدمه
ماهی   Acipenser persicusماهی ایرانی تاس
 Acipenserمتعلق به جنس  ،)Anadramous( رودکوچ

که پراکنش وسیعی  ،است Acipenseridaeو خانواده  
 ,.Alavi, et al(هاي ساحلی دریاي خزر دارددر آب

2004a .(رفتن ذخایر این ماهیان به علت از بین میزان
، کاهش تکثیر طبیعی، تخریب زیستگاه طبیعی

رویه کاهش یافته تر از همه صید بیاکوسیستم و مهم
میزان صید  ).1353 آذري تاکامی و کهنه شهري،( است
تن  28500ماهیان دریاي خزر از تحصال تاسو اس

به کمتر از  1985تن خاویار در سال  3000گوشت و 
 2003تن خاویار در سال  5/10تن گوشت و  500

ماهی ایرانی صید شده هر چند تعداد تاس. است رسیده
ست و از روند صعودي داشته ا 2002تا  1993از سال 

میلیون عدد  2ماهیان از کرد بچه تاس سوي دیگر رها
ولی در مجموع صید قانونی  ،میلیون افزایش داشته 20به 

 تاس ماهیان دریاي خزر روند نزولی داشته است
لقاح یکی از در این بین ). 1386 پورعلی و همکاران،(

ترین مراحل تکثیر طبیعی و یا مصنوعی است که حساس
در طی آن اسپرماتوزوئیدهاي تحریک شده در تماس 

و مقدمات تشکیل تخم را فراهم  قرار گرفتهها با تخمک
-هاي مناسب لقاح و نگهداري سلولشرو. آورندمی

هاي جنسی به منظور افزایش کارایی تکثیر مصنوعی در 
 ,Billard and Cosson( ماهیان امري ضروري است

ترین مشخصه آن تحرك کیفیت اسپرم که مهم) . 1992
بلیت لقاح سمن کننده قاپارامتر کلیدي تعییناست یک 

 Billard and Cosson, 1992; Lahnsteiner, et(است 

al., 1996 .(ماهیان مانند سایر اسپرماتوزوآي تاس
ماهیان استخوانی در بیضه و دستگاه تناسلی غیر 

ز رهاسازي در محیط خارجی متحرك است و تنها بعد ا

بنابراین تعیین  .)Alavi, et al., 2002( شود فعال می
 ,+Na+, K(ها ي محیطی نظیر یونهافاکتور

Ca2+,….( ،pH  و اسمولاریته بسیار مهم بوده و پیش
 ,Alavi and Cosson(نیاز و لازمه تحرك اسپرم است

2002; Billard, et al., 1995 .( در چنین شرایطی غشاء
سلول دپلاریزه شده و روي توانایی تاژك اسپرم براي 

شود میحرکت تأثیر گذاشته و موجب تحرك حرکت 
)Morisawa, et al., 1983.( در میان عوامل بالا دو

رك اسپرم و ظرفیت آن را کنترل فاکتور اصلی تح
کنند، این فاکتورهاي کلیدي، محتواي پتاسیم در  می

 Alavi, et( وتاس ماهیان) Stoss, 1983( سالمونیده

al., 2004a; 2004b( و اسمولاریته در کپور ماهیان 
)Perchec, et al., 1995a, 1995b (و ماهیان دریایی 
)Krasznai, et al., 2003 (وجود یون کلسیم . باشدمی

خارجی براي شروع فعالیت اسپرم در سالمونیده 
)Billard, et al., 1995b; Christen, et al., 1987( ،

و ماهیان  )Krasznai, et al., 2000( کپورماهیان
 .تضروري اس) Linhart, et al., 2002( خاویاري

سماي سمینال موجب افزودن کلرید سدیم به پلا
با ). Marshal, et al., 1993(شودتحرك اسپرم می

افزایش بیش از حد یون سدیم، طول دوره تحرك و 
 یافت د اسپرماتوزوآي متحرك کاهش خواهدتعدا

)Morisawa, et al., 1983.( هاي سدیم، وجود یون 
پتاسیم را خنثی تواند اثر منفی یون و منیزیم میکلسیم 

هاي دو ظرفیتی بیشتر که در این بین نقش یون نماید
ن بسیاري از محققی). Cosson, et al., 1999( است

سازي ترین محیط کشت براي فعالمعتقدند که مناسب
اسپرماتوزوآي این دسته از ماهیان در آب شیرین یا آب 

 ;Beljajev, 1957( شودپیدا می) %2بیش از (لب شور 

Drabkina, 1961; Ivlev,1940; Toth, et al., 
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 Linhart, et(  %3- 2سایر محققان درجه شوري ). 1997

al., 2002; Tanasijcuk and Vonokov, 1955, 
را براي  %8تا  %4-3یا درجه شوري بالاتر از )1956

مطالعه . انداسپرماتوزوآي ماهی مناسب دانسته تحرك
تواند در پرم میتورهاي محیطی روي کیفیت استأثیر فاک

هاي فعال کننده یا بازدارنده جهت ریزي محلولپایه
اصلاح لقاح مصنوعی یا انجماد اسپرم بسیار حایز 

در این تحقیق  ).Alavi, et al., 2009( اهمیت باشد
ها،  غلظت یون شوري و میزانسعی شد تا با بررسی 

بهترین دامنه  ،یی تکثیراثرات و نوسانات آن بر کارا
آید  دسته ن تکثیر در تاس ماهی ایرانی بتریوفقبراي م

صد لقاح سازي تکثیر و افزایش دربهینه و در جهت
  .استفاده گردد

  
  هامواد و روش

در  1388تحقیق حاضر در فروردین و اردیبهشت 
ماهیان خاویاري و بازسازي ذخایر پرورش  ،مرکز تکثیر

ماهیان خاویاري دکتر موسسه شهید دکتر بهشتی و 
 تیمارهاي مختلف شوري. دمان رشت انجام پذیرفتدا

گرم  4، گرم در هزار 2گرم در هزار، ) آب مقطر( صفر
از ترکیب آب دریا درساحل  گرم در هزار 6در هزار و 

با آب کارگاه  )گرم در هزار 5/13با شوري (کیاشهر 
 گرم در هزار 6/0از آب کارگاه با شوري . آمددسته ب

تنظیم شوري توسط . شد تفادهبه عنوان شاهد اس
از  .گرفتساخت ژاپن صورتVITAL  سنج شوري

 .انتخاب شدندمیان ماهیان صید شده مولدین مناسب 
تحصال و جهت بررسی اس ،گاه اسپرم ماهیانآن

در این . گرفتمورد استفاده قرار خصوصیات اسپرم
 02/13±48/0مولد نر بامیانگین وزنی  4تحقیق از 
متر سانتی 87/155±28/7 لیمیانگین طو کیلوگرم و

گرم در  صفر شوري هاي مورد نظرمحلول. استفاده شد
گرم در  4، گرم در هزار 2، گرم در هزار 6/0 ،هزار

 ;Alavi, et al., 2002( گرم در هزار 6هزار و 

Cosson, et al., 2000(  ظرف آماده شد و در  5در
ماهیان خاویاري دکتر  موسسهآزمایشگاه انجماد اسپرم 

پس از  .شد ان به بررسی کیفیت اسپرم پرداختهدادم
استحصال اسپرم بلافاصله اسپرم هر مولد را به 

هاي مختلف سنجش آزمایشگاه انتقال داده تا در محلول
 هاي متحرك بلافاصله بعد از فعالدرصد اسپرم .شود

 Alavi( شدن صد در صد به صورت چشمی انجام شد

and Cosson, 2006.( ولد با رقیق اسپرم هر م
ها در زیر توسط هر کدام از محلول1:300سازي

 مورد بررسی قرار 40نوري با عدسی  میکروسکوپ
مدت زمان تحرك ). Noveiri, et al., 2005( گرفت

ها متوقف ن سلولدرصد میزا 100که اسپرم تا زمانی
) Alavi and Cosson, 2006( شد شوند در نظر گرفته

ثانیه به صورت چشمی  سنج بر حسب توسط زمان و
کلسیم مایع  پتاسیم، هاي سدیم،میزان یون. ثبت گردید

هاي مورد اسپرم مولدین نر و همچنین محلول سمینال
جهت  .گیري شداندازه استفاده با روش کلریمتریک

 Flameهاي سدیم و پتاسیم از گیري میزان یوناندازه

photometer لیز گیري کلسیم از اتو آناو جهت اندازه
 ).Alavi and Cosson, 2005( تکنیکال استفاده شد

صورت پذیرفت و میانگین  تکرار 3تمام آزمایشات در 
به عنوان شاخص در  تکرار براي هر نمونه 3

  . شد نظرگرفته
، آنالیز  SPSSها توسط نرم افزار آنالیز داده

میانگین و آزمون مقایسه ) ANOVA( واریانس یکطرفه
مورد بررسی قرارگرفت و % 95 نانسطح اطمی دانکن در

  .رسم گردید SPSSها با استفاده از نرم افزار نمودار
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  نتایج
هاي پتاسیم، کلسیم و نتایج حاصل از ارزیابی یون

 4سدیم در تیمارهاي مختلف شوري و مایع سمینال 
نشان  2و 1 هايدر جدول مولد نر تاس ماهی ایرانی

زیه واریانس با توجه به آزمون تج. است شده  داده
یکطرفه بین میانگین پتاسیم در تیمارهاي مختلف شوري 

). ≥01/0P( اختلاف معنی دار آماري وجود داشت
ب مقطر و شاهد همچنین آزمون دانکن نشان داد که آ

دیگر هر کدام در گروهی هاي در یک گروه و تیمار
 داشته و با هم اختلاف معنی دار آماري دارندمجزا قرار

)05/0P≤ .(بین  اساس آزمون تجزیه واریانس یکطرفه بر
تیمارهاي مختلف شوري اختلاف میانگین کلسیم در 

و نتایج آزمون ) ≥01/0P( دار آماري وجود داشتمعنی
قرار  دانکن نشان داد که هر تیمار در گروهی مجزا

 دار آماري دارندداشته و با هم اختلاف معنی
)05/0P≤.(  مختلف  بین میانگین سدیم در تیمارهاي

به دست آمد دار آماري شوري اختلاف معنی
)01/0P≤ ( و آزمون دانکن نیز نشان داد که آب مقطر و

هر کدام در گروه مجزا  گرم در هزار 6و2،4شوري 
شاهد . دار آماري دارندو با هم اختلاف معنی داشتهقرار

دار داراي اختلاف معنی گرم در هزار 6و4نیز با شوري 
  ).≥05/0P( باشدآماري می

   
  )میلی مول در لینر( هاي پتاسیم، کلسیم و سدیم در تیمارهاي مختلف شوري میانگین یون: 1جدول

 S.E±میانگین یون سدیم S.E±میانگین یون کلسیم S.E±میانگین یون پتاسیم  تیمار

  a00/0±10/0  a01/0±01/0  a25/0±75/1  آب مقطر
  a 05/0±15/0  b 01/0±51/1  ab 50/13±50/22  )آب کارگاه(شاهد 

  b00/0±30/0  c01/0±31/2  b00/1±00/39  2شوري 
  c00/0±70/0  d01/0±11/3  c00/2±00/64  4شوري 
  d 00/0±10/1  e 00/0±58/3  d 00/1±00/89  6شوري 

 
  

 پتاسیم، کلسیم و سدیم مایع سمینال اسپرم مولدین نر :2جدول

  
  
  
  
 
  

آزمون تجزیه واریانس یکطرفه  با توجه به نتایج
میانگین درصد تحرك اسپرم در آب مقطر 

درصد،  75/73±54/5 درصد، شاهد 89/2±00/65
 4 درصد، شوري 75/78±27/4 گرم در هزار 2شوري 

 S.E±میانگین  فاکتور

  40/87±84/12  )در لیترمیلی مول ( سدیم موجود در مایع سمینال

  76/0±14/0  ) میلی مول در لیتر ( کلسیم موجود در مایع سمینال

  80/6±27/1  ) میلی مول در لیتر ( پتاسیم موجود در مایع سمینال
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گرم در  6درصد و شوري 50/77±79/4 گرم در هزار
گیري شد که بین اندازهدرصد  75/68±25/1 هزار

م در هزار و آب گر 2درصد تحرك اسپرم در شوري 
آزمون .شد دار آماري مشاهدهمقطر اختلاف معنی

حرك اسپرم در دانکن نیز بیانگر افزایش درصد ت

که با تیمار آب  طوريه ب بود گرم در هزار 2شوري 
ولی با سایر  ،)≥05/0P( دار داشتهمقطر اختلاف معنی

همچنین سایر  .دار نشان ندادتیمارها اختلاف معنی
 شکل( دار آماري نداشتندبا هم اختلاف معنی تیمارها

1.(
   

  

  
  شوريمقایسه میانگین درصد تحرك در تیمارهاي  :1شکل

  
آزمون تجزیه واریانس یکطرفه  با توجه به نتایج

میانگین زمان تحرك اسپرم در آب مقطر 
ثانیه،  00/295±08/105شاهد  ثانیه، 76/91±00/135

 ثانیه، شوري 25/391±38/113 گرم در هزار 2شوري 
گرم  6ثانیه و شوري  75/333±96/115 گرم در هزار 4

شد و آزمون  دهمشاه ثانیه 00/225±20/135 در هزار
داد که بین میانگین زمان تحرك اسپرم در نشاندانکن 

دار آماري تیمارهاي مختلف شوري اختلاف معنی
اما بیشترین زمان تحرك ). <05/0P(وجود نداشت 

   .)2 شکل( شدمشاهده 2 شوريدر اسپرم 

صد بین شوري و در )r( ضریب همبستگی پیرسون
که با توجه به  ،شدبامی 108/0تحرك اسپرم برابر با 

فراتر از  ضریب همبستگی در سطح) P )767/0 مقدار
 .)3 شکل( )<05/0P(باشد دار میدرصد معنی 7/76

ان بین شوري و زم )r( ضریب همبستگی پیرسون
 P که با توجه به مقدار بود 287/0تحرك اسپرم برابر با 

 2/42فراتر از  ضریب همبستگی در سطح) 422/0(
  .)4شکل( )<05/0P( استدار درصد معنی
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  )ثانیه(مقایسه میانگین زمان تحرك در تیمارهاي شوري :2شکل

 
 

                      
  تحرك اسپرم درصدارتباط بین شوري و میانگین  :4 شکل                 تحرك اسپرم    زمانارتباط بین شوري و میانگین  :3 شکل      
  
  

  بحث
ها بـر تکثیـر و پـرورش    یون کنترل شوري و غلظت

ویژه ارتباط آن با بقاء، درجـه خـروج از تخـم،    ه ماهی ب
کارایی تغذیه و تأثیرات آن بر رشد امري ضروري است 

هـا  تأثیرات سینرژتیک بین یـون  ).2001،دپشیبیلارد و (
-اسپرم را توسط ظرفیت غشایی کنتـرل تواند تحرك می

 ,.Cosson, et al., 1999; Linhart, et al(نمایـد  

ــد مــایع     ). 2002 ــیرین همانن ــان آب ش ــوري در ماهی ش
 Turner( دهـد مـی تخمدانی تحرك اسـپرم را افـزایش   

and Montgomerie, 2002; Urbach, et al., 2005( 
و با توجه به ارتباط بین درصد تحرك اسـپرم و سـرعت   

کـه  ، هنگـامی )Rurangowa, et al., 2004(آن با لقاح 
گـذار  شوري در لقـاح بسـیار تأثیر  شوند ها رها میگامت

کـه نسـبت اسـپرم بـه تخمـک      باشد خصوصـاً زمـانی  می
  .اندك باشد

Toth   گزارش کردند که در ) 1997( و همکاران
از فعالیت اسپرم میلی مول و بالاتریون سدیم  40غلظت 

) Acipenser fulvescens(اي ماهی دریاچهتاس
) 2002(و همکاران    Linhart.شودجلوگیري می

) A.baeri( گزارش کردند که در تاس ماهی سیبري
میلی مول پتاسیم  1/0حضور عدم تحرك اسپرم در 

گزارش کرد که با توجه به ) 1379(علوي  .شدمشاهده 
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بالا بودن یون پتاسیم موجود در پلاسماي منی نیاز به 
سازي آن با آب حاوي یون کلسیم به میزان مورد رقیق

در حقیقت افزایش یون کلسیم خارج سلولی نیاز است 
 .تواند اثر آنتاگونیستی در مقابل یون پتاسیم داشته باشدمی

Cosson   پارامترهاي تحرك اسپرم را ) 2000(و همکاران
 ماهیو تاس) Polyodon spathula( در پدل فیش

Shovelnose  )Scaphirhynchus platorynchus (
درصد تحرك  100تا  90بررسی نمودند و دریافتند که  

-4اسپرماتوزوآي پدل فیش در آب مقطر با مدت زمان 
درصد تحرك اسپرماتوزوآي  95ا ت 80دقیقه و  6

دقیقه  3- 2با مدت زمان   Shovelnoseماهی تاس
سازي در محلول ر دو گونه بعد از رقیقو در ه باشد می

با  NaClمول میلی 20و  Tris-HClمول میلی 20نمکی 
2/8= pHها صد درصد تحرك اسپرم ر اکثریت نمونهد
 9آمد و مدت زمان تحرك اسپرم بالاتر از دسته ب

 ماهیدقیقه در تاس 5یقه در پدل فیش و دق

Shovelnose هاي حاصل شد و آسیب کمتري به سلول
  .آمددسته رم در مقایسه با آب مقطر باسپ

با توجه به نتایج حاصله در تحقیق انجام شده    
، )درصد 75/78( میزان درصد تحرك اسپرم بیشترین

گرم در  2در شوري ) ثانیه 25/391( زمان تحرك اسپرم
 +mM/l K+ 3/0 ، mM/l Ca2هزار با غلظت یونی 

31/2 ،mM/l Na+ 39 آمددسته ب. Alavi  و همکاران
)2004a (حرك اسپرم و زمان تحرك ماکزیمم ت

 +mM/l Kماهی ایرانی را درغلظت بافري اسپرم تاس
2/0، mM/l Ca2+ 3 ،mM/l Na+ 25  عنوان نمودند .

-داراي سدیم باعث تحرك اسپرم تاس محیط شناي

ماهیان به کنترل آن شده و اسپرماتوزوآي تاسماهیان و 
خارج سلولی حساس است که این  +Naمیزان بالاي 

آي آزاد الف با نتایج مربوط به اسپرماتوزویافته مخ

 +Naمیزان کم یا صفر  ماهیان و کپور ماهیان که به
 ,.Alavi, et al( باشدخارج سلولی حساس هستند، می

2004b .(جایی که یون کلسیم نقش مهمی در  از آن
عنوان بارور، پاسخ ه ها بزنجیره واکنش لقاحی در تخم

کند ها ایفا میسازي آنزیمبه عمل لقاح و فعال
)Yamamato, 1961 (تواند به کاهش کاهش آن می

افعه در غشاء انجامیده و منافذ غشایی را افزایش نیروي د
دهد در نتیجه تخم آب بیشتري را جذب نموده و یون 
کلسیم که یون مورد نیاز براي واکنش آکروزومی 
کورتیکال و لقاح است را توسط قانون انتشار دفع نماید 

 ,.Alavi, et al( کند یند لقاح اختلال ایجادآو در فر

تواند حساسیت ها میت بین یونفعل و انفعالا). 2003
را کاهش  +Kو تأثیرات بازدارندگی  +Naاسپرم به یون 

بنابراین یک رابطه مستقیم بین خصوصیات  .دهد
بیوشیمیایی سمینال پلاسما و قابلیت لقاحی اسپرم وجود 

، یونیدارد و پارامترهاي متفاوتی نظیر ترکیبات 
ل تغییرات دلیه نمایند و ب خصوصیات غشاء را تعدیل می

بنابراین . شوداي اسپرم متحرك مینی درون یاختهیو
تحرك اسپرم ناشی از ترکیب یونی محیط است 

)Alavi, et al., 2005 ( که در راستاي نتایج تحقیق
گرم در هزار با محتواي یونی  2حاضر بوده و شوري 

-ماهی ایرانی میتکثیر مصنوعی تاسذکر شده جهت 

تکثیر و با گسترش جهانی  .شودتواند در نظرگرفته
 هاي مؤثر و کافی افزایشماهیان، نیاز به گامتپرورش 

یافته و موفقیت تولید مثل بستگی به فراهم بودن 
لذا در مراکزي چون مرکز . ها با کیفیت بالا است گامت
شهید  و بازسازي ذخایر ماهیان خاویاريپرورش  ،تکثیر

اده گیري شده استفبهشتی که از آب رسوبدکتر 
شود، باید حداقل حدود مناسب عوامل طبیعی تعیین  می

طبق نتایج حاصله ). Androsov, et al., 1990( شود
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افزایش  گرم در هزار راهکار مناسبی جهت 2شوري 
هاي تکثیر و در کارگاه باشدماهی میکارایی تکثیر تاس

دف افزایش کارایی و پرورش ماهیان خاویاري با ه
  .شودتکثیر توصیه می

 
  سپاسگزاري

 ،تکثیر مرکزبدین وسیله از همکاري کارشناسان 
ماهیان خاویاري شهید دکتر و بازسازي ذخایر پرورش 

المللی تحقیقات بین موسسهئولین محترم بهشتی و مس
  . نماییمیان خاویاري دکتر دادمان تشکرمیماه
  

    منابع
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