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  چکیده

تر نمودن تحقیقات و نیز بهبود هاي جنسی ماهیان امري غیر ممکن است لذا جهت آساندر خارج از فصل تکثیر، تهیه و دستیابی به سلول
تحقیقاتی و مدیریت تکثیـر   هايفعالیتافزایش زمینه  ها در بهترین کیفیت جهتمدیریت تکثیر ماهیان، اقداماتی در جهت نگهداري این سلول

 ± 3/5طـول  آزاد دریـاي خزربـا متوسـط    مـاهی  مولـد نـر   11در ایـن بررسـی    . حفاظـت انجمـادي اسـت   آن  ینتر مهمصورت گرفته است که 
بـا   گـرم   3/631 ± 6/21وزن و متـر  سـانتی  1/36 ± 1/7سـفید بـا متوسـط طـول     نر ماهی  مولد 23گرم و  3/523 ± 7/24و وزن  مترسانتی8/37

پـس از تهیـه نمونـه اسـپرم، فاکتورهـایی چـون درصـد تحـرك، مـدت تحـرك، تـراکم،            . ندمورد ارزیابی قرار گرفترسیدگی جنسی  مناسب 
حـاوي   بـا محلـول رقیـق کننـده     3:  1بـه نسـبت   دریاي خـزر  هاي اسپرم ماهیان آزاد پس از این مرحله نمونه. گیري شداندازه pHاسمولالیته و 

نیـز بـه    دریاي خـزر  اسپرم ماهیان سفید. منجمد گردیدرقیق شده و با روش دستی  زرده تخم مرغ% 10متانول و % 10مول گلوکز، 3/0ترکیبات 
مول گلوکز، میلی 350و %4کول مول تریس، پلی اتیلن گلیمیلی 30میلی مول گلوکز،  350با دو محلول رقیق کننده شامل ترکیبات 3:  1نسبت 

هـا طـی مـدت آزمـایش در     تمامی نمونه .شدبه روش اتوماتیک منجمد  Planner Kryoرقیق و با دستگاه گلیسرول % 2مول تریس و میلی 30
گیري مدت و درصد با اندازه ها آنکیفیت شده، از انجماد خارج ها نمونهماه بعد از اولین تاریخ انجماد،  3تا  1سپس  .ازت مایع نگهداري شدند

هاي اسپرم ماهی آزاد یک و سه ماه بعد از انجماد نسبت به اسپرم تازه درصد تحرك در نمونه نتایج نشان داد. رد ارزیابی قرار گرفتتحرك مو
 داري را با نمونه تـازه نشـان  لیکن مدت تحرك علی رغم کاهش عددي در نمونه منجمد شده تفاوت معنی. داري کاهش یافته استبطور معنی

هاي اسپرم یک و سه ماه بعد از انجماد نسبت به اسپرم تازه ماهیان سفید نشان داد که درصد تحرك و مدت زمان تحرك در نمونهنتایج در . دندا
از  تر کم داريمعنیهاي اسپرم بعد از سه ماه انجماد بطور همچنین درصد تحرك و مدت زمان تحرك نمونه. شده است تر کمداري بطور معنی

در ارزیابی ماندگاري اسپرم ماهی سفید از دو ماده محافظ سـرما شـامل   . تنها یک ماه در شرایط انجماد نگهداري شده بودندهایی بود که نمونه
کول اضافه شده بـود  گلیاتیلن ها آنهایی که به نتایج نشان داد که نمونه اسپرم. استفاده شد% 4کول با غلظت گلیو اتیلن% 2گلیسرول با غلظت 

گلیسـرول   هـاي حـاوي  این در حالی بود کـه در نمونـه  .  ها مشاهده نشددن از انجماد همگی مرده بودند و تحرکی در این اسپرمبعد از خارج ش
امري بسیار مهم است کـه در رونـد فرآینـد انجمـاد      اينهگوهاي تفاوترسد به نظر می ،با توجه به نتایج. حفظ شده بود کاملاًماندگاري اسپرم 

  . ر قرار گیردمد نظباید اسپرم 
  

 .زاد دریاي خزر، زمان تحركآ، ماهی دریاي خزر انجماد اسپرم، ماهی سفید :کلمات کلیدي
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  مقدمه
حرکــت اســپرم معیــاري مهــم در تعیــین کیفیــت و  
قابلیت باروري منی است و پارامترهاي مختلفـی در ایـن   

تـرین معیـار   رایـج . گیرنـد ارزیابی مورد استفاده قرار مـی 
هاي متحرك در این خصوص تعداد سلولمورد استفاده 

و نیز مدت زمان فعال شدن حرکت اسپرم تا رسـیدن بـه   
 Sadiqul Islam and(توقــف نســبی حرکــت اســت 

Akhter, 2011 .(  ــدگان و ــپرم خزنــ ــرخلاف اســ بــ
ــد     ــمینال  فاق ــراي س ــان در مج ــپرم ماهی ــتانداران، اس پس
تحرك است و با قرار گرفتن در مجاورت آب شروع به 

خاصــیت اســمزي و ترکیبــات مــایع  . کنــدحرکــت مــی
مانع از تحرك اسـپرم در مجـراي اسـپرم     معمولاًسمینال 

در حرکـت اسـپرم مــاهی    ).Billard, 1986( گـردد مـی 
ــمزي،    ــار اس ــون فش ــواملی چ ــرارت و  pHع ــه ح ، درج

هاي سدیم، پتاسیم، کلسیم و منیزیوم دخالت غلظت یون
  ). Morisawa et al., 1983(دارند 

ــت انج ــپرم حفاظ ــادي اس ، )Cryopreservation( م
هاي مهم جهت حفظ و نگهداري ذخایر یکی از فناوري

گونه مـاهی   200ست که تا به امروز در بیش از اژنتیکی 
بـین   در. )Billard et al., 2004( صـورت گرفتـه اسـت   

زاد ماهیـان و کپـور ماهیـان در ایـن     آمختلـف   هايگونه
ین تحقیقـات در  تـر  شبی .اندزمینه بسیار مورد توجه بوده

رنگــــین کمــــان  آلايقــــزلآزاد ماهیــــان در مــــاهی 
)Oncorhynchus mykiss(ايآلاي قهوه، قزل )Salmo 

trutta( ي نهـري آلا، قـزل )Salvelinus fontinalis( و ،
پورکاظمی و ( انجام شده است) S. alpinus( ماهی چار
 Lahnsteiner et al.,1996; Cabrita ؛1391همکاران 

et al., 1998; Martínez- Parámo et al., 2009 .( در
-ین تحقیقـات بـر روي گونـه   تر بیشگروه کپور ماهیان 

 اي و کپور نقـره ) Cyprinus carpio(هاي کپور معمولی

)Hypophtalmichthys militrix (اسـت گرفته  صورت 
)Horváth and Urbanyi, 2000; Alvarez et al., 

2008; Maisse et al., 2008; Viverious and 
Komen, 2008 1384 ،برادران نویري و همکاران ؛( .  

 زیـادي  هـاي گـزارش  تکنیـک  این مزایاي علیرغم

دارد  وجـود  انجمـاد  طـی  اسـپرم  کیفیت کاهش مبنی بر
و قابلیـت  تـوان بـه کـاهش تعـداد     که در ایـن زمینـه مـی   

 Horvath and Urbanyi( اشـاره نمـود   هـا  آنتحـرك  

2000; Fraser et al., 2006 .( دلایلـی کـه    ینتر مهماز
تـوان بــه  گــردد مـی موجـب کـاهش کیفیــت اسـپرم مـی    

، و گرمـایی  بـه شـوك سـرمایی    اسـپرم  حساسیت سـلول 
استرس اسـمزي و تشـکیل بلورهـاي یـخ در سیتوپلاسـم      

لذا در روند  .)Cabrita et al., 2005(سلول اشاره نمود 
هـاي  انجام انجماد اسپرم براي به حداقل رساندن آسـیب 

هـا و مـاده   رقیق کننـده دو گروه ترکیبات شامل وق از  ف
 ایـن  دو گـروه مـواد    . شـود اسـتفاده مـی  محافظ از سرما 

هاي حرارتی سرد و گرم شوك سلول اسپرم را در برابر 
و  دهیدراتاســیون حــاد و ذوب،در طــی فرآینــد انجمــاد 

 محافظـت نمـوده،   ها مانند کاتالاز عملکرد برخی آنزیم
شده و مانع هاي آبی ها در محلولروتئینپایداري پسبب 
طی مرحلـه قبـل   در سیتوپلاسم یخ بلورهاي گیري شکل

علی رغم محاسن ذکر  ).Chao, 1996( شوندمیاز فریز 
شده، سمیت این ترکیبات یکی از عوامل محدود کننده 
اصلی در موفقیت آمیـز بـودن انجمـاد اسـپرم در ماهیـان      

رونـد  از گذرانـدن  و در واقع کیفیـت اسـپرم پـس    است 
بـه عبـارت   ). Muchlisin, 2005( یابدانجماد کاهش می

دیگر کیفیت اسپرم بعد از این فرآیند بـه عـواملی چـون    
کیفیت اولیه اسپرم، نوع مواد رقیق کننده، مواد محـافظ،  
روش انجماد و مدت زمانی که تحت این شرایط اسـپرم  



 59  ... زاد دریايو آ)  Rutilus frisii kutum(ارزیابی کیفیت اسپرم ماهیان  سفید

 تبــاط بســیار نزدیکـــی دارد  ارداري شــده اســت   نگهـ ـ
)Cabrita et al., 2005( .   

) Rutilus frisii kutum( دریـاي خـزر   ماهیان سفید
آمـار صـید طـی    % 70بیش از (صید شده  گونه ینتر مهم

دریـاي خـزر    ماهیـان اسـتخوانی  از  ) 89 - 93هـاي  سـال 
کاهش شدید صید ایـن مـاهی در   . )1394فضلی، ( است

هـاي طبیعـی   به خاطر از بین رفتن محل 1350اواخر دهه 
 آن  سبب گردید کـه تکثیـر مصـنوعی   ،  ها آنریزي تخم

بـا جـدیت بیشــتري پیگیـري شـود و بــه همـین سـبب بــا       
رشـته   10تصویب طرح تکثیر مصنوعی مـاهی سـفید در   

، عملیـات  1361هاي جنوبی دریاي خزر در سـال   از رود
در ایران  1362بازسازي ذخایر ماهی سفید رسماٌ از سال 

و ایـن امـر تـاکنون     )1374، صـیاد  رضـوي (آغاز گردید
 Salmon trutta(آزاد دریـاي خـزر    مـاهی . ادامـه دارد 

caspius( هاي نادر آزاد ماهیان اسـت کـه   یکی از گونه
میـزان صـید ایـن    . کنـد تنها در دریاي خزر زنـدگی مـی  

به حـدود صـفر    1360تا اوایل  1350دهه ماهی از اواخر 
ن ای ـ 1999و این امر سبب شد تا در سال  نزول پیدا کرد

هـاي در  در فهرسـت گونـه   IUCNماهی از نظر سـازمان  
  ).1386 ،سعیدي و همکاران( معرض خطر قرار گیرد

از آنجایی کـه حفاظـت انجمـادي اسـپرم یکـی از        
هاي مهم در امر حفظ و نگهداري ذخـایر ژنتیکـی   روش
تهیه یک روش استاندارد واحد که بتـوان از   و نیز  است

شـدنی  ن اسـتفاده نمـود   هـاي ماهیـا  آن براي تمـام گونـه  
اي لذا در این بررسی تلاش شده تا مطالعـه اولیـه  نیست، 

اولیه و نیز  پروتکل اجراییدستیابی به یک در خصوص 
نـد بـر کیفیـت اسـپرم ایـن ماهیـان       تاثیراتی که ایـن فرآی 

  . گذارد مورد مطالعه و بررسی قرار گیرد می
  
  

  هامواد و روش
در اوایل آبان ماه ماهی آزاد مولد نر عدد  24تعداد 

و بـه  صـید  چشمه کیله منطقه دوهزار تنکابن  نهاز رودخا
 منتقلمرکز تکثیر و پرورش ماهیان سردآبی کلاردشت 

آمـادگی جهـت    و داشـتند ارزیابی اولیه  شدند و پس از 
ماهی نر جهت نمونـه بـرداري انتخـاب     11اسپرم دهی ، 

فید عدد ماهی س 56تعداد . )Sarvi et al., 2006( شدند
هاي شیرود تنکابن تهیـه گردیـد و پـس از    نر از رودخانه
نمونه بـرداري انتخـاب    نر جهتماهی  32، ارزیابی اولیه

  .)1386 ،فارابی و همکاران(شدند 
ابتدا ماهیان مولد نر با استفاده از عصاره گل میخک 

، دقیقـه  10ین نر آزاد به مدت حدود مولد(بیهوش شدند
و مولدین نـر   گراد سانتیه درج 1/9 - 4/9در دماي آب 

 5/13-1/14دقیقه، در دماي آب  7به مدت حدود  سفید
پـس از بیهوشـی ماهیـان فـوق ابتـدا      ). گـراد  سانتیدرجه 

با یـک پارچـه تمیـز     ها آنبیومتري شده و منطقه تناسلی 
ماسـاژ ملایـم ناحیـه شـکمی     خشک گردیـد و بـا    کاملاً

 3نـر آزاد و   لیتـر از هـر مولـد   میلی 2میزان ( نمونه اسپرم
هـاي  نمونـه  .تهیـه گردیـد  ) لیتر از هر مولد نر سـفید میلی

کمــی و کیفــی  هــايبررســیاستحصــال شــده تــا زمــان 
شمارش سلولی، بررسی درصد تحرك، شدت تحرك (

 نگهداري شـدند  گراد سانتیدرجه  1-3در دماي ) pHو 
)Sarvi et al., 2006 1386، فارابی و همکاران(.  

نمونـه اسـپرم بـا اسـتفاده از     ارزیابی درصد تحـرك  
 Hamilton thrown  )Hamiltonسیستم میکروسـکوپ 

Co., USA ( که مجهز به سیستم نرم افزاري به نـامCasa 
تعیــین تــراکم بــا شــمارش . انجــام شــد 1:10و بــا رقــت 

و با استفاده  1: 1000به نسبت  سازيرقیقمستقیم پس از 
از  مـدت زمـان تحـرك نیـز پـس     . از لام توما انجام شـد 

ــا       ــه ت ــا آب رودخان ــاس ب ــه تم ــرك از لحظ ــاي تح الق



 1395پاییز ، دهم، شماره سومنشریه توسعه آبزي پروري، سال   60

بـا کرونـومتر محاسـبه     هـا  اسـپرم % 90تحرکی بیش از  بی
گیري فشار اسمزي مایع سمینال بـا اسـتفاده از   اندازه. شد

) Vapor Pressure 5520 )Vapro Co., USAاسمومتر 
در نهایت میانگین اعـداد بدسـت آمـده از    . گردید انجام

ها در نظر ن مبناي فشار اسمزي در نمونههر نمونه به عنوا
 Yavas and Bozkurt, 2011; Tuset et(گرفتـه شـد   

al., 2008(.  
استحصالی از ماهیان آزاد  انجام انجماد اسپرم جهت

کننـده  ابتدا دماي نمونه اسپرم و مـاده رقیـق   ،دریاي خزر
هـر نمونـه   . پایین آورده شد گراد سانتیدرجه  4تا دماي 

بـا محلـول   ) اسـپرم : رقیـق کننـده   ( 1:  3ت اسپرم به نسـب 
زرده % 10متـانول و  % 10مـول گلـوکز،   3/0(رقیق کننده

نمونـه تنظـیم شـده     pHآن بر حسب   pHکه ) تخم مرغ
هـاي  نمونـه ). Sarvi et al., 2006(بود مخلوط گردیدند

شدند لیتري منتقل میلی 5/0هاي انجماد فوق سپس به نی
)Ninhaus-Silveria et al., 2006  .(  پس از هم دمـایی

 2انجمـاد بـه روش دسـتی و بـا رعایـت فاصـله        ،ها نمونه
انجـام  دقیقـه   10متر از سطح ازت مـایع بـه مـدت    سانتی

نــرخ ســرمادهی بــا اســتفاده از بخــار ازت مــایع . گردیــد
ت زهـا در ا در نهایـت نمونـه   .بـود  ºC min-1 30معـادل   

  .مایع قرارگرفتند
استحصالی ازماهیان سـفید  انجام انجماد اسپرم براي 

ابتـدا دمـاي نمونـه اسـپرم و مـاده رقیـق       نیـز   دریاي خزر
هـر  . پایین آورده شد گراد سانتیدرجه  4کننده تا دماي 

بـا دو  ) اسـپرم : رقیـق کننـده   ( 1:  3نمونه اسپرم به نسبت 
مـول  میلی 30 میلی مول گلوکز، 350(کنندهمحلول رقیق
مول گلوکز، میلی 350(و %) 4ول کگلیاتیلنتریس، پلی

آن بــر  pHکــه ) گلیســرول% 2میلــی مــول تــریس و  30
ــد   pHحســب   ــود مخلــوط گردی ــه تنظــیم شــده ب . نمون

لیتـري  میلـی  5/0هاي انجمـاد  هاي فوق سپس به نی نمونه

ها اقدام بـه انجمـاد   پس از هم دمایی نمونه.  منتقل شدند
ــتگاه   )Planer Kryo )Planer Co. Englandدر دس

هــا در رك مخصــوص هــاي حــاوي نمونــهنــی. گردیــد
کاهش دامنه حرارتـی دسـتگاه از   . دستگاه قرار داده شد

تـا   -20و از  ºC min-1 5  گـراد  سـانتی درجه   -20تا  20
هـا بـه   نمونـه . بـود  ºC min-1 10 گـراد  سـانتی درجه  -40

نگهداري  گراد سانتیدرجه  -40در دماي  هدقیق 5مدت 
  .مایع قرار گرفتند شده و در نهایت داخل ازت

هاي اسپرم ماهیان آزاد جهت انجمـاد زدایـی   نمونه 
ــه  30بــه مــدت   ــا دمــاي  ثانی درجــه  25در حمــام آب ب

هـا  براي تحریک فعالیت اسـپرم . قرار گرفتند گراد سانتی
 ,.Sarvi et al(اسـتفاده گردیـد    NaCl %3/0محلول از 

هـاي اسـپرم ماهیـان سـفید جهـت انجمـاد       نمونه. )2006
درجـه   35در حمام آب با دماي ثانیه  20 به مدتایی زد

هـا  براي تحریک فعالیت اسـپرم . ندقرارگرفت  گراد سانتی
 Yavas and(اســتفاده گردیــد NaCl% 3/0از محلــول 

Bozkurt, 2011; Rani and Munuswamy 2014  .(  
هاي بدسـت آمـده از درصـد تحـرك و مـدت      داده

وارد   SPSSزار اسپرم در نرم اف ـ هايسلولزمان تحرك 
ــالیز داده ــراي آن ــه   و ب ــک طرف ــانس ی ــالیز واری ــا از آن ه

ANOVA هـا از تسـت   و براي مقایسه میانگینDuncan 
ها بصورت انحراف معیـار  استفاده شده و در نهایت داده

  .)Zar, 1994(میانگین گزارش شد ±
  

  نتایج
در این بررسی طول و وزن ماهیان آزاد نربه ترتیـب  

گــرم و طــول و  3/523 ±7/24و متــریســانت 8/37 3/5±
ــه ترتیــب   ــر ب ــان ســفید ن ــر ســانتی 1/36 ±7وزن ماهی مت

ــود  3/631 6/21± ــرم ب ــازه   . گ ــپرم ت ــابی اس ــایج ارزی نت
  .آمده است 1مولدین نر آزاد و سفید در جدول 
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  ها آننتایج خصوصیات مولدین نر آزاد و سفید و اسپرم استحصالی از : 1جدول 

)اسپرم استحصالی  مولد ml) درصد تحرك(%) )ثانیه(مدت تحرك    
 تراکم

(109/mL) 
 اسمولالیته

(OsmKg-1  )  
pH 

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

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

  

 
  Casaبرنامه نمایی از اسپرم تازه مورد ارزیابی با  : 1شکل 

  
در ماهیـان آزاد   منجمـد شـده   يهـا  اسـپرم  ارزیابینتایج  

هاي اسـپرم یـک و   نشان داد که درصد تحرك در نمونه
-سه ماه بعد از انجماد نسبت به اسـپرم تـازه بطـور معنـی    

مـدت  لیکن ). 2شکل ( )>P 05/0( شده بود تر کمداري 
داري بـین  رغم کاهش عددي تفاوت معنـی تحرك علی

). 3شـکل  ( هاي منجمد شده و تازه وجود نداشـت نمونه
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  مقایسه مدت زمان تحرك اسپرم ماهی آزاد  : 3شکل                       مقایسه درصد تحرك اسپرم ماهی آزاد: 2شکل             

  در نمونه تازه، یک و سه ماه بعد از انجماد                                ماه بعد از انجماد سهدر نمونه تازه، یک و                   
  

هـاي منجمـد شـده در ماهیـان     نتایج  ارزیابی اسـپرم 
سفید نشان داد که درصد تحرك  و مدت زمان تحرك 

هاي اسپرم یک و سه ماه بعـد از انجمـاد نسـبت    در نمونه

ــی   ــازه بطــور معن ــه اســپرم ت ــر کــمداري ب ــت ت ــوده اس  ب
)05/0P< ()چنین درصـد تحـرك   هم). 5و  4 هايشکل

هـاي اسـپرم بعـد از سـه مـاه      و مدت زمان تحرك نمونـه 
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هایی بود که تنهـا  از نمونه تر کمداري انجماد بطور معنی
ــد     ــده بودن ــداري ش ــاد نگه ــرایط انجم ــاه در ش ــک م    ی

)05/0 P<( .   در ارزیابی ماندگاري اسپرم مـاهی سـفید از
و % 2دو ماده محافظ سـرما شـامل گلیسـرول بـا غلظـت      

نتـایج نشـان داد   . استفاده شد% 4کول با غلظت گلیناتیل

کـول اضـافه   گلـی اتیلن ها آنهایی که به که نمونه اسپرم
شده بود بعد از خارج شدن از انجماد همگی مرده بودند 

ایـن در حـالی   .  ها مشـاهده نشـد  و تحرکی در این اسپرم
هایی کـه گلیسـرول اسـتفاده شـده بـود      بود که در نمونه

  . حفظ شده بود کاملاًاسپرم ماندگاري 
  
  
  
  
  
  
   

  
  مقایسه مدت زمان تحرك اسپرم ماهی سفید : 5شکل                              مقایسه درصد تحرك اسپرم ماهی سفید :4شکل       
  نمونه تازه، یک و سه ماه بعد از انجماد در                                              در نمونه تازه، یک و سه ماه بعد از انجماد          
 

  بحث
کیفیت اسپرم منجمد شده بستگی به عوامل مختلفی 

درجـه  (دارد که در درجه اول مرتبط به خـود مـایع منـی   
و در درجـه دوم  ) رسیدگی جنسی و کیفیت اولیه اسپرم

تغییر دامنـه  ( مرتبط به فاکتورهاي دخیل در روند انجماد
از .  هسـتند ) مواد محافظ از سـرما کننده و حرارتی، رقیق

ها اشـاره  کنندهعوامل در این مسیر باید به رقیق ینتر مهم
اي کننـده در این بررسی در هـر دو مـاهی از رقیـق   . نمود

هـاي برپایـه   از رقیـق کننـده  . برپایه گلـوکز اسـتفاده شـد   
گلوکز در بسیاري از ماهیان مانند کپور معمـولی، گربـه   

مـاهی آزاد   و ) Clarias gariepinus(مـاهی آفریقـایی  
. آمیـزي اسـتفاده شـده اسـت    بطور موفقیـت  ردریاي خز

تـوان بـه نقـش    را مـی  کننده بر پایه گلوکزموفقیت رقیق
بـه عنـوان یـک مـاده خـوب محـافظ سـرما و نیـز          هـا  آن

 کمک کننده به حفـظ پایـداري غشـا اسـپرم نسـبت داد     
)Horváth et al., 2003; Sarvi et al., 2006 .(  

کننـده اسـپرم مـاهی    در این بررسـی در مـاده رقیـق    
گـزارش  . آزاد از متانول و زرده تخم مـرغ اسـتفاده شـد   

شده است که زرده تخم مرغ پوششی در سـطح دیـواره   
کنـد و بـه ایـن ترتیـب موجـب      سلولی اسپرم ایجـاد مـی  

عملکـرد  . گرددکاهش لیز سلولی طی فرآیند انجماد می
مشـخص نشـده اسـت     کـاملاً اختصاصی زرده تخم مرغ 

لـیکن عنـوان شـده کـه ایـن مـاده واجـد لیپـوپروتئنی بــا         
چسـبد و یـا   دانسیته کم است که به غشا سلول اسپرم می

اسـت کـه اسـپرم را در تـرمیم دیـواره       هایی یچربواجد 
زرده تخـم   یرتـأث اما این . کنداش کمک میآسیب دیده

هـاي آزاد  مرغ بسیار اختصاصـی اسـت و در همـه گونـه    
متـانول  . بر کیفیت اسپرم ندارد یرتأثن به یک میزان ماهیا

محـافظ سـرمایی اسـت کـه در بسـیاري از       ینتـر  متداول
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ــه ــورد   گون ــزي م ــان بطــور موفقیــت آمی هــاي آزاد ماهی
مطالعات نشان داده اسـتفاده از  . استفاده قرار گرفته است

دي متیـل    متانول اثرات سمی بسیار اندکی در مقایسه بـا 
بــر اســپرم دارد و در مقایســه بــا ) DMSO(سولفوکســاید

DMSO هاي رقیق شده بـا متـانول بطـور معنـی    ، اسپرم-

ایـن  . انـد ي داشتهتر بیشداري قابلیت تحرك و باروري 
امر شاید مربوط به کم نمودن آب سلول توسـط متـانول   
باشدکه به این ترتیـب موجـب افـزایش مقاومـت سـلول      

  ). Jodun et al., 2006(گردداسپرم در برابر انجماد می
هـاي اسـپرم مـاهی    در این مطالعه مشخص شد نمونه

گلی کول رقیق شده بودند همگـی  سفید که با پلی اتیلن
هایی که با گلیسرول رقیـق  از بین رفتند در حالیکه نمونه

مطالعـات نشـان داده اسـت کـه     . شده بودند زنده ماندند
گلیسرول یکی از نفوذپذیرترین ترکیبات محـافظ سـرما   

بـدلیل نفـوذ   . سمی است یرتأث ینتر کمداخل سلول با  به
موجب پایـداري   ،که این ماده به داخل سلول داردعالی 

ممانعـت از تشـکیل    موجـب   دیواره سـلولی شـده و نیـز   
 Yavas(گرددمیهاي یخ در سیتوپلاسم اسپرم کریستال

and Bozkurt, 2011.(  
 در این بررسی براي القا تحرك در اسپرم ماهیـان از 

ــه  ــه در نمون ــول   آب رودخان ــازه و از محل ــاي ت % 3/0ه
NaCl  بعد از مرحله خارج شدن از انجماد استفاده شـد .

ــوگیري از حرکــت اســپرم   اصــولاً خــارج از جهــت جل
از محلـول ممانعـت   ) هـا بیضـه (ساختار اندام تولیـد مثلـی  

کننده از تحرك که فشـار اسـمزي مشـابه مـایع سـمینال      
مطالعات ). Billard et al., 1995(گردداستفاده میدارد 

نشان داده است که فشار اسمزي مایع سمینال در ماهیـان  
اسـت   OsmKg-1 346 – 230آب شیرین و یا رودکوچ 

)Alavi and Cosson, 2006 .(   بنابراین جهـت تحریـک
اسپرم در این گروه از ماهیان نیاز به ایجـاد یـک شـوك    

را بـا  هیپواسموتیک اسـت یـا در آزاد ماهیـان ایـن کـار      
بنــابراین . دهنــدکــاهش غلظــت یــون پتاســیم انجــام مــی
کــه  NaCl% 3/0اســتفاده از آب رودخانــه و یــا محلــول 

دارد و یـک محلـول    OsmKg-1 96فشار اسمزي در حد 
توانـد بـه عنـوان بهتـرین محـیط      هیپواسموتیک است می

فعال سـازي جهـت اسـپرم تـازه و یـا ایجـاد تحـرك در        
 شـده اسـت اسـتفاده نمـود    اسپرمی که از انجماد خـارج  

)Nahidozzaman et al., 2012 .(  
در ایــــــــن بررســــــــی از دو روش دســــــــتی و 

ــتگاه (اتوماتیــک ــتفاده از دس ــودن  ) اس ــد نم ــراي منجم ب
در روش دسـتی دامنـه کـاهش    . ها استفاده گردیـد نمونه

ــود در  -ºC min-1 30در اســپرم مــاهی آزاد  حــرارت ب
کـه  ) دسـتگاه با اسـتفاده از  ( حالیکه در روش اتوماتیک

براي نمونه ماهی سفید استفاده شد،  دامنه کاهش درجه 
و از  ºC min -1 5 گراد سانتیدر جه  -20تا  4حرارت از 

 ºC min-1 10ایـن دامنـه    گـراد  سانتیدر جه  -40تا  -20
مرحلـه در   ینتـر  مهـم مطالعات نشان داده است کـه  . بود

ــرارت   ــاد، ح ــد انجم ــاي رون ــیشه ــر ب ــه  -40از  ت درج
هاي یخ در ایجاد کریستال معمولاًزیرا . است گراد تیسان

گیرد و زمانی که دماي نمونـه بـه   این مرحله صورت می
را  هـا سـلول تـوان  رسـید، مـی   گـراد  سانتیدرجه  -40به 

 اصــولاً. ین آســیب در ازت مـایع قـرار داد  تـر  کـم بـدون  
موفقیت یک روند مناسب کاهش دما بستگی به عوامـل  

لول، ســایز ســلول، ترکیــب غشــا مختلفـی ماننــد نــوع س ــ
سلولی، نوع ماده محـافظ از سـرما و غلظـت آن، مـدت     
زمان هم دما سازي و تداخلات بین ایـن فاکتورهـا دارد   

)Friedler  et  al., 1988; Yao et al., 2000.(  
تغییرات دمایی در زمان انجـام رونـد    یرتأثبه غیر از  

د نیـز عامـل   ها از انجماانجماد، نحوه خارج نمودن نمونه
در . هـاي اسـپرم اسـت   دیگري بر ماندگاري سـلول  مؤثر
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این بررسی براي خارج نمودن نمونه اسپرم ماهی آزاد از 
بـه   گـراد  سـانتی درجـه  25انجماد از حمام آب بـا دمـاي   

هـاي  ثانیه و براي از انجماد خارج نمودن نمونـه  30مدت
ــا دمــاي   درجــه   35اســپرم مــاهی ســفید از حمــام آب ب

مطالعـات  . ثانیه اسـتفاده گردیـد   20به مدت   رادگ سانتی
نشان داده است که بهترین دما براي ذوب اسپرم منجمـد  

در مدت  گراد سانتیدرجه  25شده آزاد ماهیان حرارت 
ثانیه است و در این حالت نمونه اسپرم در مقایسـه بـا    30

و بـه مـدت    گراد سانتیدرجه  30اي که در حرات نمونه
داري میزان تحرك رفته است بطور معنیثانیه قرار گ 25

). Lahnsteiner, 2000( بـوده اسـت   تـر  بـیش و لقاح آن 
براساس مطالعات مشخص شده که موفقیت آمیـز بـودن   
نتیجه از انجمـاد خـارج نمـودن اسـپرم کپـور ماهیـان بـا        

 گــراد ســانتیدرجـه   30 – 40اسـتفاده از دامنــه حرارتــی  
ي مناســب در اســتفاده از زمــان و دمــا. آیــدبدســت مــی

هـاي یـخ تـا    ریستالکمرحله ذوب از شکل گیري مجدد 
حدود زیـادي ممانعـت نمـوده و در عـین حـال موجـب       

هاي آنزیمی سلول اسـپرم در بهتـرین   گردد تا فعالیت می
 ,Yavas and Bozkur( حالــت خــود حفــظ گــردد 

2011 .(  
نتـایج ایــن بررسـی نشــان داد کــه بـا افــزایش زمــان    

رك و مدت زمان آن در مقایسه انجماد میزان درصد تح
مطالعات پیشین نشان . یابدبا نمونه اسپرم تازه کاهش می

داده است که کیفیت اسپرم پس از انجماد در مقایسه بـا  
ي برخـوردار اسـت و ایـن    تـر  کـم نمونه تـازه از کیفیـت   

مسئله با بررسـی میـزان تحـرك اسـپرم، درصـد لقـاح و       
ثبـات رسـیده   مطالعات ریز سـاختاري سـلول اسـپرم بـه ا    

 Ogier de Baulny et al., 1997; Cabrita et( اسـت 

al., 2005; Li et al., 2010  .(   مطالعـات فلوسـیتومتري
آلا نشـان داد کـه تنهـا بخـش     بر روي اسپرم مـاهی قـزل  

اسپرم بعد از خارج شدن از انجمـاد   يها سلولاندکی از 
داراي غشا سـلولی سـالم   %) 18در بهترین حالت حدود (

 Ogier de Baulny(لیت طبیعی میتوکندري هستندو فعا

et al., 1997 .(     در اولـین قــدم بایـد توجـه داشـت کــه
موجـب وارد   هـا  کننـده  یـق رقفرآیند انجماد و استفاده از 

. گـردد آوردن استرس اسمزي و اکسیداتیو به اسپرم مـی 
هاي آزاد اکسیژنی که طی ایـن فرآینـد بوجـود    رادیکال

یون چربــی دیــواره ســلول، آینــد ســبب پراکسیداســمــی
آسیب دیدن قطعـه میـانی و سـاختار آکسـونمی تـاژك      

هـاي آزاد اکسـیژن   همچنـین وجـود رادیکـال   . شـوند می
ــد   اخــتلال در عملکــرد میتوکنــدري ایجــاد نمــوده، تولی

ATP در نهایت مجموعه مشـکلاتی   .دهندرا کاهش می
اشـاره شـد سـبب کـاهش درصـدتحرك و       ها آنکه به 

آن شده و در آخر کـاهش بـاروري و    کوتاه شدن زمان
ــد     ــدنبال دارن ــده را ب ــد ش ــپرم منجم ــا اس ــق ب ــاح موف  لق

)Cabrita et al., 2005; Li et al., 2010.(  
اسـپرم  حساسـیت   رسـد به نظر مـی  ،با توجه به نتایج

تحـت فرآینـد   ماهیـان سـفید    نسبت به اسپرمماهیان آزاد 
ا ب ـ.  مطالعـات نشـان داده اسـت    . متفـاوت اسـت  انجماد 

توجه به تنـوعی کـه در شـرایط محـیط زنـدگی ماهیـان       
هـاي اساســی در  وجـود دارد، ایـن مســئله سـبب تفــاوت   

شـده و در نتیجـه    ها آنخصوصیات شکلی و فیزیولوژي 
هاي ادبتاسیون خـود بـا   را مجبور نموده تا مکانیسم ها آن

شرایط محیطی را توسعه دهند و به این ترتیب بتوانند در 
همـین  . لف بقـا خـود را حفـظ کننـد    شرایط محیطی مخت

هاي مختلـف ماهیـان   سبب شده تا اسپرم گونهنیز  مسئله 
هـاي انجمـاد اسـپرم    هاي متفاوتی را بـه پروتکـل  واکنش

  ).Day and Stacey, 2007. (نشان دهند
رسد تهیه یـک  با توجه به آنچه گفته شد به نظر می

راي روش استاندارد واحد انجماد اسپرم که بتوان از آن ب
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تمام ماهیان آب شیرین و دریا استفاده نمود بسیار سخت 
است، زیرا موفقیت آمیز بودن این فرآیند بر اساس نـوع  

کننده، روند انجماد و سیستم خارج ساختن از مواد رقیق
انجماد در هر گونـه مـاهی و حتـی از یـک مـاهی نـر تـا        
ماهی نر دیگر در همان گونه متفاوت اسـت و در انجـام   

ر ضروري اسـت شـرایط هـر گونـه بطـور خـاص       این کا
لـذا ضـروري اسـت تـا     . مورد مطالعه و بررسی قرارگیرد

هـاي  هکننـد مطالعات تکمیلی در جهـت شناسـایی رقیـق   
مناسب براي ماهیان ارزشمند دریاي خزر و نیـز ارزیـابی   

هـاي  هـا بعـد از بـازه   ماندگاري و کیفی بـودن اسـپرم آن  
مـاد مـورد بررسـی و    تر تحـت شـرایط انج  زمانی طولانی

  . تحقیق قرار گیرد
  

  سپاسگزاري
این تحقیـق حاصـل قسـمتی از پـروژه ایجـاد بانـک       

کــه بــا حمایــت مــالی  انجمــاد اســپرم ماهیــان اســتخوانی
در . موسسه تحقیقات علـوم شـیلاتی کشـور اجراگردیـد    

این جا ضروري است که از مسـاعدت مسـئولین محتـرم    
ــه، پژ   ــد در موسس ــاران ارجمن ــه، همک ــکده موسس وهش

اکولوژي دریاي خزر و  موسسـه تحقیقـات بـین المللـی     
کـه مـا را در انجـام ایـن تحقیـق       تاسماهیان دریاي خـزر 

 . یاري نمودند تقدیر و تشکر نماییم
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