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   مصنوعی اسپرم بر کارایی تکثیر کننده هاي فعال اثر محلول
 )Salmo trutta caspius( آزاد دریاي خزرماهی 

  
  2پور و سمیه شمس 1حسین خارا*، 1مصطفی رضوانی

 گروه شیلات، واحد لاهیجان، دانشگاه آزاد اسلامی، لاهیجان، ایران، 1
 اه آزاد اسلامی، لاهیجان، ایرانباشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، واحد لاهیجان، دانشگ2

  17/11/97؛ تاریخ پذیرش:  15/07/97تاریخ دریافت: 
  

  چکیده
کـه   جـایی  تواند سبب افزایش لقاح گـردد. از آن  می ،باشد ترین مشخصه آن تحرك می یفیت مناسب اسپرم که مهمک

له سبب پایین آمدن کیفیت کار تکثیر أیابد و این مس ها در طول دوره تکثیر به مرور کاهش می ها و تخمک کیفیت اسپرم
ها در اواسط فصـل تکثیـر انجـام     کننده با استفاده از فعال مثلمنظور افزایش کارایی تولید حاضر به پژوهشخواهد شد، 
محلول بر اساس  7 ها کننده با ترکیبات مختلف مورد آزمایش قرار گرفته و از بین آن محلول فعال 14منظور  گرفت. بدین

آب مقطر، کننده و همچنین  محلول فعال 7اثر حاضر انتخاب شدند.  پژوهشافزایش مدت زمان تحرك اسپرم براي انجام 
مـورد   گشایی زدگی و تخم بر مدت زمان تحرك اسپرم، میزان لقاح، چشم ،عنوان شاهد فیزیولوژي و آب کارگاه به سرم

داري  لاف معنـی کننده اسپرم اخت هاي فعال . نتایج نشان داد که در مورد فاکتور تحرك اسپرم، محلولرفتبررسی قرار گ
  و  gr/L 6=NaCl ،gr/L 2/0=O2CaCl2.2H بـا ترکیـب   1  کننـده  فعـال بـا گـروه شـاهد دارنـد.      در مقایسه با هـم و 

gr/L 50/4 = CO(NH2)2 6/7 باpH= با ترکیب  6کننده  و فعالgr/L 735/0CaCl2.2H2O=  ،gr/L305/7NaCl=  
 گشایی در تیمارهاي مورد زدگی و تخم بالاترین مدت زمان تحرك را سبب گردیدند. اما میزان لقاح، چشم =7/7pHبا 

کننـده   هـاي فعـال   آن است که استفاده از محلول بیانگرداري را با گروه شاهد نشان ندادند. نتایج  بررسی اختلاف معنی
و ایـن  دار مثبتی در افزایش مدت زمان تحرك اسپرم ماهی آزاد دریاي خزر داشتند  ، تأثیرات معنیپژوهشاسپرم مورد 

  بی داشته باشد.تواند بر کارایی تکثیر مصنوعی اثر مطلو امر می
  

    اسپرم کننده محلول فعال ماهی آزاد دریاي خزر،، تحرك اسپرم، لقاح :يکلید هاي واژه
  

 1مقدمه
هاست که در جوامع مختلـف در   پروري قرن آبزي

، امـا  )Donaldson ،2001و  Lee(حال انجـام اسـت   
ــت      ــده اس ــنعتی ش ــته ص ــه گذش ــد ده ــا در چن تنه

)Melamed  ،نسل ماهیـان   کاهش). 2002و همکاران
به فکر تکثیـر و پـرورش   را بشر ، رویه دلیل صید بی به

نـداخت. از  ماهیان جهت جبران این نقیصه امصنوعی 
                                                

 h.khara1974@yahoo.comنویسنده مسئول:  *

بهبود کیفیـت مـواد تناسـلی مولـدین و کنتـرل       رو این
توانــد مـا را در دســتیابی بــه تقاضــاي   مــی ،تولیـدمثل 

پروري در جهان کمک  روزافزون و در حال رشد آبزي
). یکی از عوامل مهم 1995و همکاران،  Billardکند (

در فرآیند لقاح، اسپرم است. بنابراین کیفیـت مناسـب   
باشـد،   تـرین مشخصـه آن تحـرك مـی     اسپرم که مهـم 

 ).1381یگانـه،  ردد (تواند سبب افـزایش لقـاح گ ـ   می
 ـ     آزمـایش  خیر افتـادن لقــاح  أهـایی کـه در مـورد بـه ت
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سازي صـورت گرفتـه اسـت بـه      ها بعد از فعال گامت
دهد که میزان لقاح تابع تحرك اسپرم  وضوح نشان می

کلی اسـتفاده  طور هب). 2002و همکاران،  Liley(باشد  می
 از محلول فیزیولوژیکی ایزوتونیک مانع تغییرات ساختاري

جدید بر روي مواد  هاي پژوهش د.گرد می اسپرماتوزوآ
خصوص اسپرم نشان داده اسـت   هتناسلی ماهی کپور ب

ها مانند محلول نمکی موجب  کننده فعال استفاده از که
حفظ سـاختار تـاژك اسـپرم شـده و در نتیجـه زمـان       

، احمدیان و همکـاران ( یابد حرکت اسپرم افزایش می
اسپرماتوزوآي ماهیـان در بیضـه و پلاسـماي     ).1381

. عدم تحرك )Stoss ،1983(باشد  منی فاقد تحرك می
ســمزي دلیــل فشــار ا ماهیــان بــهاســپرماتوزوآ در کپور

)Stoss ،1983 ؛Billard  وCosson ،1986( در  و
و احتمالاً  )Billard ،1983؛ Stoss ،1983( آزادماهیان

یـون پتاسـیم    دلیل ) به1381علوي، (ماهیان خاویاري 
مدت زمان تحـرك   باشد. موجود در پلاسماي منی می

هاي متحـرك و سـرعت تحـرك     اسپرم، درصد سلول
 ـ   ه مـاهی، دمـا، ترکیـب    اسپرماتوزوآ، با توجـه بـه گون

سـازي متفـاوت    کننـده و همچنـین نسـبت رقیـق     رقیق
) و غلظــت داخلــی یــون Billard ،1986باشــد ( مــی

یابد که  کلسیم همراه با شروع تحرك اسپرم افزایش می
این نتیجـه جریـان یـون کلسـیم خـارجی بـه داخـل        

توانـد   افزایش یون کلسیم خارجی مـی  ها است. سلول
، Cossonو  Billard( القاء کندتحرك اسپرماتوزوآ را 

توان عنوان نمود که کیفیت منی یکـی   پس می )1989
توانــد درصــد لقــاح را  ســت کــه مــیاز فاکتورهـایی ا 

عنـوان توانـایی    توان از آن به تأثیر قرار دهد و می تحت
  ها نام برد.  براي باروري تخم

هـا و   با توجه بـه ایـن مطلـب کـه کیفیـت اسـپرم      
یابـد و ایـن    وره تکثیر کاهش مـی ها در پایان د تخمک

له سبب افت کیفیت تکثیـر خواهـد شـد، واضـح     أمس
تواند گامی در جهـت   می پژوهشاست که اجراي این 

تـر آن در فصـل    بهبـود فرآینـد تکثیـر و انجـام موفـق     

اثـر   بررسـی  پـژوهش هـدف از ایـن   باشـد.   تولیدمثل
کننده نمکی اسپرم بـر میـزان    هاي مختلف فعال محلول

تـا بـا یـافتن     است ح ماهی آزاد دریاي خزرد لقادرص
کننده مناسب براي اسپرم این ماهی ارزشمند کـه   فعال

، باعـث  باشد میهاي مهم اقتصادي کشور  از گونهیکی 
افزایش کارایی لقاح مصنوعی در فصل تکثیر و تولیـد  

 تر آن شود. بیش

  
  ها روش و مواد

و در مرکـز   1389حاضر در پـاییز سـال    پژوهش
ذخایر آزاد ماهیـان شـهید بـاهنر کلاردشـت      بازسازي

جهـت   مازنـدران انجـام شـد.   واقـع در غـرب اسـتان    
کننده مختلـف، ترکیبـات    هاي فعال سازي محلول آماده

مواد آزمایشگاهی مربوط به هر یک، بر حسب گرم در 
لیتر به دقت توزین شدند. سپس مواد مربـوط بـه هـر    

 ـاي ریخته شده  کننده در بشر جداگانه فعال وسـیله   هو ب
دستگاه همزن مغناطیسی، مواد را در یـک لیتـر از آب   

 pHحل نموده و سپس نسـبت بـه تنظـیم     مقطر کاملاً
 pHو با استفاده از دسـتگاه   NaOHو  HClوسیله  هب

  مورد نظر اقدام شد. pHمتر در 
 کننده متفاوت، پنج محلول هاي فعال از میان محلول

سـپرم گردیـد،   ترین مدت زمان تحرك ا که باعث بیش
 4منظور، اسپرم استحصال شده از  انتخاب شدند. بدین

ک نسبت در یک پلیت مخلـوط  ماهی مولد نر که به ی
جهت سنجیدن تحرك اسپرم بـا اسـتفاده از   شده بود، 

هاي مختلف و گروه شـاهد مـورد اسـتفاده     کننده فعال
). یـک قطـره   1385کلباسی و لرسـتانی،  قرار گرفت (

در زیـر میکروسـکوپ قـرار داده و    اسپرم را روي لام 
عنـوان   سازي آن، یک قطـره آب مقطـر بـه    جهت فعال

 ـ گروه شاهد استفاده شد و هم وسـیله کرنـومتر    هزمان ب
؛ یگانـه،  1381(علوي، مدت زمان تحرك ثبت گردید 

جهت سـنجش اثـر   ). 1991و همکاران،  Ass؛ 1381
هاي متفاوت اسپرم بر مـدت زمـان تحـرك     کننده فعال
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همانند گروه شاهد عمل شد با این تفاوت کـه   اسپرم،
هـا   کننـده  جاي آب، از فعال سازي اسپرم به جهت فعال

علـوي،   ؛1381احمدیان و همکـاران،  استفاده گردید (
) و مدت زمان تحـرك اسـپرم در   1381یگانه،  ؛1381

هـا در سـه تکـرار     کننـده  گروه شاهد و در تمامی فعال
 3هاي  (محلولدیگر کننده  محلول فعال 2گردید. ثبت 

صورت تصادفی انتخاب  ه) نیز براي تکمیل نتایج ب5و 
تـرین   کننـده کـه باعـث بـیش     فعال 5شدند. در نهایت 

 تصادفیکننده  محلول فعال 2مدت زمان تحرك شدند، 
هاي شاهد (آب کارگـاه، آب مقطـر و سـرم     و محلول

  کار رفتند.  هها ب فیزیولوژي) جهت انجام لقاح
ــولبعــد از ســاخت  ــاي فعــال محل ــده،  ه  ECکنن

 Metrohm/644ها با استفاده از دستگاه مـدل   محلول
Conductometer   سـاخت کشــور ســوئیس محاســبه

متـر مـدل    pHها با استفاده از دستگاه  آن pHگردید. 
HANNA 211 .ساخت کشور آلمان تعیین شد  

  
  گرم بر لیترها بر حسب  هاي انتخاب شده جهت انجام لقاح ترکیبات محلول -1 جدول

  مواد
  

  محلول
pH NaHCO3  MgSO4.7H2O  KCl  Glycin  Tris  CO(NH2)2  CaCl2.2H2O  NaCl  

  آب کارگاه  7/7  گروه شاهد
  آب مقطر  7  
  سرم فیزیولوژي    

  6  /.2  50/4  -  -  -  - - 6/7 1محلول 
  54/5  -  -  422/2  75/3  -  - - 4/8 2محلول 

  305/7  -  -  422/2  25/2  -  - - 9 3محلول *
  058/9  /.264  -  -  -  23/0  32/0 - 9 4ول محل

  -  -  -  -  -  -  - 401/8 8 5محلول *
  305/7  735/0  -  -  -  -  -  -  7/7  6محلول 
  9  3/0  -  -  -  2/0  -  -  9  11محلول 

  صورت تصادفی جهت تکمیل تحقیق انتخاب شدند. ههایی که ب محلول *
  

 9مـاهی مـاده و    5جهت انجام عملیات تکثیـر از  
هـاي مـاده را    ده شـد. در ابتـدا مـاهی   ماهی نـر اسـتفا  

ــ ــوده و     هب ــوش نم ــک بیه ــل میخ ــاره گ ــیله عص وس
هاي مورد نیاز جهت لقاح تهیه گردید. پـس از   تخمک

 ـ  مولـدین نـر  بیهوش کردن  طـور جداگانـه    هدر ابتـدا ب
استحصال اسپرم مستقیماً از سوراخ گیري شدند  اسپرم

تناسلی مولدین نر بعد از خشک کردن اطراف سوراخ 
دلیل احتمال  ها، به . جهت انجام لقاحاسلی انجام شدتن

عقیم بودن و یا کیفیت نامناسـب اسـپرم در بعضـی از    
مولدین و یا کیفیـت بـالاي اسـپرم در بعضـی دیگـر،      

، Billard(هاي مولدین نر با هم مخلوط گردیـد   اسپرم
هـاي   کننـده  ثیر متقابل فعالأمنظور سنجش ت به. )1983

هـاي   متفـاوت و تحـرك   هـاي  نمکی بر روي غلظـت 
گـروه بـا    3هاي مولدین مختلـف از   متفاوت در اسپرم

هـاي   هاي متفاوت اسپرم اسـتفاده شـد. اسـپرم    غلظت
تایی تقسـیم کـرده و بـا هـم      5گروه  3مولدین را به 

 A ،B ، Cپلیـت  3 اه ـ مخلـوط شـدند. از ترکیـب آن   
ــروه،   ــر گ ــد، در ه ــکیل ش ــوعتش ــار  7 در مجم تیم

) و یک گروه شاهد، هر یک بـا  هاي نمکی کننده (فعال
لقـاح در هـر    جهت انجام تکرار در نظر گرفته شد. 3

سـی توسـط    سـی  30با حجـم  دسته تخمک  3تیمار، 
هاي مخلوط شده مولدین مـاده جـدا    پیمانه از تخمک

گردید و با استفاده از تنظیف، مـایع حفـره شـکمی از    
ها جدا گردید. جداسازي مایع حفـره شـکمی    تخمک
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ري از خطا صـورت گرفـت زیـرا مـایع     جهت جلوگی
باشـد   کننـده اسـپرم مـی    حفره شکمی خود یک فعـال 

)Billard ،1983( .  
سپس هر دسـته تخمـک را جداگانـه در ظـروف     

 3/0پلاستیکی متوسط قرار داده و بـراي هـر ظـرف،    
سی اسپرم با استفاده از میکروپیپت برداشته شـد و   سی

گردیـد.  مخلـوط   هاي موجـود در آن کـاملاً   با تخمک
 3سـازي اسـپرم و انجـام عمـل لقـاح       منظور فعـال  به

سی آب مقطر در تیمار گروه شاهد به هـر ظـرف    سی
هم زده شد تا لقاح  دقیقه کاملاً 2مدت  اضافه شد و به

کننده  عمل لقاح در تیمارهاي متفاوت فعال کامل گردد.
مشابه گروه شاهد انجام شد ولـی بـا ایـن     نمکی دقیقاً

هـاي   کننـده  یمارهاي مربـوط بـه فعـال   تفاوت که در ت
جـاي آب،   هـا بـه   سـی از آن محلـول   سی 3نمکی، از 

. اسپرم و تکمیل لقاح استفاده گردید سازي جهت فعال
یافته موجود در ظروف پلاستیکی بعد  هاي لقاح تخمک

گذاري شـده   شماره هایی که قبلاً از شستشو، در آبکش
دقیقه  30مدت  بودند قرار گرفته و جهت جذب آب به

در تراف قـرار گرفتنـد و سـپس جهـت انکوباسـیون،      
طور تصادفی در انکوباتورهایی کـه از قبـل    هتکرارها ب

  رار گرفتند.آماده شده بود، ق
، در ابتدا اسپرم منظور سنجش مدت زمان تحرك به

 ـ   و سـپس   صـورت جداگانـه   همولدین نر هـر گـروه ب
ی تای 5هاي  صورت گروه هب هاي مولدین اسپرم مخلوط

 ـ  مورد ارزیابی قرار گرفت. براي ثیر گـروه  أسـنجش ت
 مقطرشاهد بر مدت زمان تحرك اسپرم، یک قطره آب 

روي لام در زیر میکروسکوپ قرار داده و یـک قطـره   
و مدت زمان تحرك اسپرم  گردیدبا آن مخلوط  اسپرم

مـان  مـدت ز  شـد. بلافاصله با استفاده از کرنومتر ثبت 
  درصـد   99 تـا  95 ركتحرك اسپرم تا زمانی کـه تح ـ 

  شـد  هـا متوقـف شـوند در نظـر گرفتـه       اسـپرم میزان 
)Ass  ،ــاران  Cosson؛ Billard ،1983؛ 1991و همک

طـول  ). 2002و همکاران،  Liley؛ 1999و همکاران، 

پایـان تحـرك    دوره تحرك موجی اسپرماتوزوئیدها تا
ایـن   .ها در نظر گرفته شـد  گروهی و موجی شکل آن

(احمـدیان و همکـاران،    هـا  کننده ها براي فعال سنجش
؛ حسـینی و  1380؛ پیکان حیرتـی و همکـاران،   1381

؛ کلباسی 1381 ؛ علوي،1379؛ علوي، 139همکاران، 
و گـروه  ) 2009و همکاران،  Alvi ؛1385و لرستانی، 

شاهد (آب مقطـر، آب کارگـاه و سـرم فیزیولـوژي)،     
هـا   تکرار در هر یک از گـروه  3عنوان  بار به 3حداقل 

جهـت انجـام انکوباسـیون    سپس ثبت شد.  محاسبه و
کار رفت. هر  هسینی ب 3تراف و  1یافته،  هاي لقاح تخم

قسمت مسـاوي تقسـیم    12سینی توسط نئوپلاست به 
هـا   بنـدي شـده سـینی    هاي تقسـیم  شد و تمام قسمت

هـاي   گـذاري شـدند و تخمـک    طور تصادفی شماره به
تصادفی بـر   طور کاملاً هیافته، پس از جذب آب، ب لقاح

شـده، در جایگـاه خـود در     هـاي معـین   حسب شماره
روز بعد از لقاح تـا بعـد از    2از  .ها قرار گرفتند سینی

 ـ  ها، تخـم  زدگی تخم مشاهده اولین چشم وسـیله   ههـا ب
 زدگی ضـدعفونی  گرین جهت پیشگیري از قارچ مالاشیت

شدند. میزان مالاشیت گرین مورد اسـتفاده بـراي هـر    
ها یـک روز در میـان    ر لیتر بود که تخمگرم د 1تراف 

دقیقـه در معـرض ایـن مـاده قـرار       60 تـا  45مدت  به
براي تعیین درصـد   گرفتند (شرایط معمول کارگاه). می

سـازي   تخمک، پـس از شـفاف  عدد  100حدود لقاح 
 هاي مشاهده شده و نمونه ،1کننده وسیله محلول شفاف هب

تند. میزان داراي کمربند عصبی مورد شمارش قرار گرف
محاسـبه شـده و ثبـت     1ها مطابق رابطه  لقاح تخمک

  گردید.
  

  ): 1995و همکاران،  Billard( 1رابطه 
  

100  یافته)  هاي لقاح ها / تعداد تخمک (تعداد کل تخمک
  = درصد لقاح

  

                                                
1-Clearing solution (Stockard's solution  ):  
Formaldehyde 5% + Acetic acid 4%  
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زدگـی از   ها تا مرحله چشـم  میزان بازماندگی تخم
  محاسبه و ثبت شد. 2طریق رابطه 

  

  :)1995و همکاران،  Billard( 2رابطه 
  

100  هاي  یافته/ تعداد تخم هاي لقاح (تعداد تخمک
  زدگی زده) = درصد چشم چشم

  

زدگــی،  آوري تلفــات در روز چشــم بعـد از جمــع 
هاي چشمه  زده پس از شمارش در سینی هاي چشم تخم

هـا و خـارج    گشایی تخـم  درشت قرار گرفتند. با تخم
درون تـراف،   شدن لارو و پوسته از چشمه سـینی بـه  

ها باقی  شده در سینی نشده و تلف گشایی تخم هاي تخم
گشـایی از   ها میزان تخـم  ماندند که پس از شمارش آن

  دست آمده و ثبت گردید. هب 3طریق رابطه 
  

  :)1995و همکاران،  Billard( 3رابطه 
  

100  زده/ تعداد لارو) =  هاي چشم (تعداد تخم  
  درصد تفریخ

  

ها و مطالعـات   شده از بررسی آوري اطلاعات جمع
افزارهــاي  میــدانی و آزمایشــگاهی بــا اســتفاده از نــرم

SPSS 13 و Excel 2003 شرح زیر مورد تجزیه  و به
در ابتدا جهـت بررسـی نرمـال    و تحلیل قرار گرفتند. 

ــع داده  ــودن توزی ــون   ب ــا از آزم  Shapiro-Wilk'sه
 هـا نرمـال بـوده    کـه توزیـع داده   استفاده گردید. زمانی

شـده   گیـري  جهت مقایسه هر یک از فاکتورهاي اندازه
آنـالیز   ماهیـان از آزمـون  هاي مختلف سـنی   گروهبین 

کـه   و زمـانی  )Oneway Anovaطرفـه (  واریانس یک

هـر یـک از   بررسـی  ها نرمال نبوده، جهت  توزیع داده
آزمــون از هــاي مختلــف ســنی  گــروهفاکتورهــا بــین 

) Kruskal-Wallis( والـیس  -ناپارامتریک کروسکال
جهت  استفاده شده است. درصد 95در سطح اطمینان 

در حالـت   بـا یکـدیگر   هـاي آزمایشـی   مقایسه گـروه 
  ویتنی استفاده گردیده است. -من غیرنرمال از آزمون

  
  نتایج

میانگین و انحراف معیار طول کل و طول چنگالی 
  ترتیـب   بـه  پـژوهش ماهیان نر مـورد اسـتفاده در ایـن    

متـــر بـــود.  ســـانتی 44/50 ± 4/9و  22/55 ± 5/10
کـل و طـول چنگـالی در ماهیـان نـر      تـرین طـول    کم
ترین طـول کـل و    متر و بیش سانتی 38و  41ترتیب  به

متـر بـود    سانتی 66و  70ب ترتی ها به طول چنگالی آن
ــدول ــط   2 (ج ــا متوس ــاده ب ــان م ــین از ماهی   ). همچن

و  2/59 ± 9/5 ترتیـب  طول کل و طـول چنگـالی بـه   
متر اسـتفاده شـد کـه حـداقل و      سانتی 8/54 ± 97/4

ــداکثر آن ــه ح ــا ب ــب  ه ــد  49-60 و 52-66ترتی بودن
  ).3(جدول 

  مولــدین نــر   میــانگین و انحــراف معیــار وزن  
  گـرم   56/1855 ± 7/877 پـژوهش مورد اسـتفاده در  

گـرم   3400و  800ترتیـب   که حداقل و حداکثر آن به
 وزنانحـراف معیـار    بود و در مولدین ماده میانگین و

 1400ر وزن گرم با حداقل و حـداکث  2060 ± 7/585
    .)3و  2 هاي ولگرم بودند (جد 2700و 

  
  )=9Nسنجی مولدین نر ماهی آزاد ( زیست -2جدول 

 انحراف معیار ±میانگین  حداکثر حداقل فاکتور

 22/55 ± 5/10 70 41 طول کل (سانتی متر)

 44/50 ± 4/9 66 38 طول چنگالی (سانتی متر)

 56/1855 ± 7/877 3400 800 وزن (گرم)
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  )=5Nسنجی مولدین ماده ماهی آزاد ( زیست -3جدول 
 انحراف معیار ±میانگین  حداکثر حداقل فاکتور

 2/59 ± 9/5 66 52 طول کل (سانتی متر)

 8/54 ± 97/4 60 49 طول چنگالی (سانتی متر)

 2060 ± 7/585 2700 1400 وزن (گرم)

  
والیس نشان داد که بین  -وسکالنتایج آزمون کر

کننده مورد بررسی از نظر فاکتور  هاي فعال محلول
داري مشاهده  مدت زمان تحرك اسپرم اختلاف معنی

 )Chi-Square ،11 = df ،00/0=P = 1/34(گردد  می
   ).1(شکل 

  

  
 رفته در پژوهشکار  هب ي اسپرمها کننده فعال زمان تحرك اسپرم در حضورمدت میانگین نمودار  -1شکل 

 
هـاي   ه در مورد انتخاب محلـول دست آمد هنتایج ب

 6 و 4، 1کننـده   نظر نشان داد که، محلـول فعـال  مورد
دار آماري نداشته و بالاترین مدت زمـان   اختلاف معنی

 11و  8، 2 کننـده  اسپرم را سبب شـدند. فعـال  تحرك 
گـروه شـاهد   . ترتیب در جایگاه بعدي قرار گرفتنـد  به

   و 24 ± 1ترتیـب   ارگـاه و آب مقطـر (بـه   یعنی آب ک
هـاي   کننـده  داري با فعـال  ثانیه) اختلاف معنی 20 ± 1

تري را  ها تحرك کم مطرح شده داشتند و نسبت به آن

دار  اختلاف معنی 10، 7هاي  کننده دارا بودند. بین فعال
آماري وجود نداشته و تحرك اسـپرم در حضـور ایـن    

   ها مشاهده نگردید. کننده فعال
والیس انجام گرفته،  -توجه به آزمون کروسکال با

هاي مورد بررسـی از نظـر فـاکتور درصـد      بین محلول
دار آماري مشـاهده   اختلاف معنیشده  گیري لقاح اندازه

  ).2شکل ) (<05/0Pنشد (
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  کار رفته در پژوهش هب ي اسپرمها کننده فعالدرصد لقاح در حضور میانگین نمودار مقایسه  -2شکل 

  
والیس در مورد اثر  -نتایج آزمون کروسکال

زدگی  هاي مورد بررسی بر میزان چشم کننده فعال
ها از نظر فاکتور درصد  ها نشان داد که بین محلول تخم

دار آماري  اختلاف معنی شده، گیري زدگی اندازه چشم
  ).3شکل ) (<05/0P( وجود ندارد

  

  
  کار رفته در پژوهش ههاي اسپرم ب کننده فعالدگی در حضور ز درصد چشممیانگین نمودار مقایسه  -3شکل 

  
ر والیس در مورد اث -نتیجه آزمون کروسکال

گشایی نشان داد  تخم درصدهاي متفاوت بر  کننده فعال
دار آماري مشاهده  ها اختلاف معنی که بین محلول

  .)4 شکل() <05/0P(گردد  نمی
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)387/13 = Chi-Square ،9 = df ،148/0 = Sig.(  

  
  کار رفته در پژوهش ههاي اسپرم ب کننده فعالگشایی در حضور  تخمدرصد  میانگین نمودار مقایسه -4شکل 

  
  بحث

هاي نمکی  کننده نتایج نشان داد که تمامی فعال
دار متفاوتی بر طول کل مدت  اسپرم، اثر مثبت و معنی

زمان تحرك اسپرم در مولدین نر با گروه شاهد نشان 
بب گردیدند. این و میزان تحرك بالاتري را س اند داده

)، لرستانی و 1379علوي ( هاي پژوهشنتیجه در 
) مشابه 1388) و حسینی و همکاران (1385همکاران (

  حاضر بوده است.  پژوهشبا 
هاي متفاوت دیده  کننده با مقایسه ترکیبات فعال

ارائه هاي متفاوت اسپرم  کننده شود که در بین فعال می
سبب بالاترین میزان تحرك ، 6و  1کننده  شده دو فعال

شاید دلیل این امر . اند ها شده در مقایسه با دیگر گروه
ها،  کنش یون کننده، برهم این باشد که در این دو فعال

 تري را براي و ... محیط مناسب pHفشار اسمزي، 
هاي اسپرم ماهی آزاد دریاي خزر در اواسط  سلول

ایجاد  ها، کننده در مقایسه با دیگر فعال فصل تکثیر
است که  باعث شدهها  باشند. اثر تجمعی یونکرده 

 تحرك امکان کنترل اثبات کنند که پژوهشگران
ترکیب  از طریقبا تغییر پتانسیل غشاء،  اسپرماتوزوآ

و همکاران،  Cosson(ثیر چندین یون وجود دارد أت
1999 .(  

ماهیان توسط کپورماهیان و  حرك اسپرم در آزادت
Billard  وCosson )1986 ( مورد سنجش قرار

مول کلسیم  گرفت. نتایج نشان داد، زمانی که یک میلی
با  =g/L 125NaCl=، Mm 20Tris: کننده به فعال

9pH=  اضافه شود، مدت زمان تحرك اسپرم فراتر از
کننده  انجامد که با مشاهده تقویت ثانیه به طول می 30
مشخص و واضح است. همچنین  نیز این امر 6

جهت واکنش آکروزومی و  ++Caگزارش شده که 
نتایج  Acipenser transmontanusتحرك اسپرم در 

 ). Clar ،1984و  Cheelمثبتی داشته است (

، یون کلسیم که 6کننده  از طرفی در ترکیب فعال
یون ضروري جهت آغاز تحرك اسپرماتوزوآ در اسپرم 

وجود ) Cosson ،1992و  Billard(آزاد ماهیان است 
، نسبت به 6کننده  دارد و این میزان در ترکیب فعال

باشد.  ، بالاتر میپژوهشهاي دیگر مورد  کننده فعال
ترین فاکتور جهت القاء و تجدید  یون کلسیم مهم

لرستانی و باشد ( مدت زمان تحرك اسپرم می
 1جا که با اضافه نمودن  ) از آن1385همکاران، 

کننده اسپرم، مدت  هاي فعال ل کلسیم به محلولمو میلی
انجامد  ثانیه به طول می 30زمان تحرك اسپرم فراتر از 
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)Billard  وCosson ،1989 ( و از طرفی وجود
کنندگی بر  هاي کلسیم و سدیم نیز اثر تقویت یون

) پس 1381یگانه، مدت زمان تحرك اسپرم دارند (
در مقایسه با  6 و 1هاي  کننده تر فعال عملکرد مناسب

 هاي وجود یون مانندگروه شاهد، به دلایل مختلف 
هاي اسپرم جهت تداوم  متفاوت و مورد نیاز سلول

تحرك، ایجاد یک محیط با فشار اسمزي مناسب و ... 
 باشد. قابل توجیه می

کارگیري  ه، با بنیز) 1383(لرستانی و همکاران 
ثیر أ، در اوایل فصل تکثیر، ت6کننده  محلول فعال

 پژوهشرا گزارش کرده بودند که  6العاده محلول  فوق
بر میزان  6حاضر، علاوه بر تأیید اثر مناسب محلول 

را  1هاي آخر فصل مولدین نر، محلول  تحرك اسپرم
نیز یک محلول مناسب جهت افزایش تداوم تحرك 

کارگیري آن در آخر فصل تکثیر، گزارش  هبراي ب
  نماید. می

ها بر طول  کننده هاي اثر فعالهمچنین در نمودار
شود که  کل مدت زمان تحرك اسپرم، دیده می

وسیله گروه شاهد (آب کارگاه و  هسازي اسپرم ب فعال
ترین مدت زمان تحرك را در مقایسه با  آب مقطر)، کم

  دهد.  ها نشان می کننده سایر فعال
جاي  هاي قدیمی لقاح مصنوعی، به در روش

شد. آب هم براي  ده میکننده از آب استفا فعال
باشد  اسپرماتوزوآ و هم براي تخمک مضر می

)Billard  وCosson ،1992 ( پس با استفاده از
ها مانند محلول نمکی نشان داده شده که  کننده فعال

کننده باعث حفظ ساختار تاژك  هاي فعال محلول
اسپرم شده و در نتیجه مدت زمان تحرك در مقایسه با 

  ).1381احمدیان و همکاران، ( رود آب بالاتر می
دست  هکننده نتایج ب نیز تأیید پژوهشنتایج این 

هاي  در رابطه با اثر محلول بالا پژوهشگرانآمده توسط 

باشد زیرا  کننده نمکی در مقایسه با آب معمولی می فعال
نمکی در  هاي کننده مدت زمان تحرك اسپرم در فعال

داري را با آن  عنیتر بوده و تفاوت م مقایسه با آب بیش
هاي متفاوت،   پژوهشدر  پژوهشگراندهد.  نشان می
هاي  را جهت تحرك سلول 9مساوي  pHمحیط با 

اند. در  اسپرماتوزوئید، محیطی مناسب ارزیابی نموده
که  6و  1هاي  حاضر محلول پژوهشکه در  حالی

مان تحرك اسپرم را سبب گشتند، بالاترین مدت ز
  را نشان دادند. 7/7و  pH 6/7ترتیب  به

 هاي کننده با مقایسه نمودار مربوط در استفاده از فعال
 هاي کننده آید که فعال دست می همتفاوت اسپرم، این نکته ب

 ثیر تقریباًأهاي مولدین نر، ت متفاوت در تمامی گروه
ها در اواسط فصل  یکسانی را بر میزان لقاح تخمک

  در میزان لقاح داري را اند و اختلاف معنی تکثیر داشته
در مقایسه با گروه شاهد خود، نشان ندادند این در 

 پژوهشدر ) 1388( حالی است که حسینی و همکاران
در  کمان آلاي رنگین مشابهی روي اسپرم ماهی قزل
هاي نمکی را  کننده لاواخر فصل تکثیر تأثیر مثبت فعا

  گشایی نشان دادند.  ها و تخم در میزان لقاح تخمک
در بررسی ) 1386(حال لرستانی و همکاران  با این

همبستگی خصوصیات کیفی اسپرم مولدین نر در 
کمان اعلام کردند که  آلاي رنگین روند تکثیر قزل

همبستگی بین مدت زمان تحرك اسپرم با میزان لقاح 
  دار نیست. زدگی معنی و چشم

چنین بیان نمود که افزایش  توان این کلی میطور هب
ها به  اسپرم، شانس رسیدن اسپرم مدت زمان تحرك

دهد که  میکروپیل و انجام عمل لقاح را افزایش می
باشد. اما از  ها می نتیجه آن افزایش میزان لقاح تخمک

و همکاران  Alavi هاي که طبق گزارش جایی آن
میزان تولید اسپرم در ابتدا و انتهاي فصل  )،2009(

اواسط  تکثیر پایین بوده و برعکس تولید اسپرم در
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میزان بالاتر  طور ثابت و یکنواخت و به هفصل تکثیر، ب
و همچنین محدودیت و کاهش تحرك اسپرماتوزوآ در 

، بنابراین مشاهده شده استابتدا و انتهاي فصل تکثیر 
هاي  که همگی محلول بیان نمودگونه  توان این می

کننده اسپرم در اواسط دوره تکثیر، لقاح را به حد  فعال
هاي شاهد شامل  ود رسانده و حتی در گروهبالاي خ

آب مقطر، آب کارگاه و سرم فیزیولوژي میزان بالاي 
  ها روي داده است. لقاح در تخمک

مدت زمان تحرك اسپرم در حضور گروه شاهد 
ترین مقدار را نشان داد  (آب کارگاه) و آب مقطر کم

ائین بودن طول کل دوره تحرك اسپرم در این پاما 
فزایش غلظت اسپرم در اواسط فصل تکثیر گروه، با ا

ها نیز در میزان  به حدي جبران شده است که این گروه
داري را  دیگر اختلاف معنی يها لقاح در بین گروه
نشان داد که غلظت اسپرم ) 1986(نشان ندهند. بیلارد 

تواند اثرات کاهش تحرك را در لقاح جبران کند.  می
توان در مقایسه  وضوح می هنتایج این گزارش را ب

با مقایسه  ، درك نمود.پژوهشهاي متفاوت این  گروه
رسد که  نظر می ها، به زدگی تخمک نتایج میزان چشم

هاي مولدین نر در اواسط دوره تکثیر از بالاترین  اسپرم
هاي  کیفیت خود برخوردار بوده و اثر محلول

کننده در مقایسه با گروه شاهد، اختلاف  فعال
چنان این روند نیز  بروز نداده است و هم داري را معنی

  قبول و مثبتی ادامه یافته است. با حد قابل
گشایی، در اواسط  با بررسی نتایج حاصل از تخم

چنان در تمامی  شود که هم فصل تکثیر، مشاهده می
داري در میزان  هاي نمکی، اختلاف معنی کننده فعال
رد. گشایی در مقایسه با گروه شاهد وجود ندا تخم

دلیل ایجاد لقاح پایداري باشد  ممکن است این عامل به
ها ایجاد  کننده که در نتیجه تحرك مناسبی که این فعال

اند حاصل شده باشد که نتیجه آن در میزان بالاتر  کرده
هاي مورد  گشایی تمامی گروه زدگی و تخم لقاح، چشم

 که اسپرماتوزوآ با توجه به این خورد. مطالعه به چشم می
تواند در تخمک  روپیل میتنها در یک نقطه یعنی میک

نظر  ) بنابراین طبیعی بهBillard ،1986( نفوذ کند
رسد که با افزایش تحرك اسپرم، میزان لقاح و در  می

زدگی بالاتر باشد که نتیجه این  مرحله بعد چشم
  باشد. ها می دار آن ارتباط، همبستگی معنی

گشایی  تخمها و  زدگی تخم جا که چشم از آن
باشند، بنابراین اختلاف  تابعی از فرآیند لقاح می

گشایی در  زدگی و تخم داري در میزان چشم معنی
  کننده متفاوت دیده نشد.   هاي فعال حضور محلول

Babiak یات کمی خصوص نیز )2006( همکاران و
 را Hippoglossus hippoglossus پلاسماي منی ماهی

 که گرفتند نتیجه و دندکر بررسی تکثیر فصل طول در
 مانند اسپرم کیفی پارامترهاي با اسپرم، غلظت افزایش
 متحرك، هاي سلول درصد اسپرماتوزوآ، تحرك
 داري اسپرماتوزوآ مستقیم و شکل موجی حرکت

 اسپرم، غلظت افزایش با و بوده، داري معنی رابطه
 پژوهش نتایج. اند یافته کاهش یادشده پارامترهاي

 تحرك دوره شیافزا با رتباطا در نیز حاضر
 فصل اواسط در اسپرم غلظت کاهش با اسپرماتوزوآ

  .نماید می دییتأ را شده یاد پژوهشگران نتایج ر،یتکث
کننده اسپرم مورد  هاي فعال استفاده از محلول

دار مثبتی در افزایش مدت  ، تأثیرات معنیپژوهش
زمان تحرك اسپرم ماهی آزاد دریاي خزر در اواسط 

تکثیر این ماهی داشته اما کیفیت بالاي اسپرم فصل 
این ماهی در اواسط فصل تکثیر یعنی بالاترین مدت 

آن  بیانگرزمان تحرك، غلظت مناسب در گروه شاهد 
است که در این دوره، تکثیر در بالاترین میزان خود 

هاي اسپرم  کننده بوده و نیازي به استفاده از فعال
یت اسپرم در اواخر باشد و در صورت افت کیف نمی

تواند  کننده می هاي فعال دوره تکثیر استفاده از محلول
روند تکثیر مصنوعی این ماهی ارزشمند و در معرض 

  خطر انقراض را بهبود بخشد.
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  سپاسگزاري
از قدردانی خویش را  دانیم لازم میبر خود 

کارشناسان مرکز بازسازي ذخائر همکاري صمیمانه 

خصوص سرکار  بهر کلاردشت باهنآزاد ماهیان شهید 
  م.یاعلام نمایپور  شمس خانم مهندس سمیه
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Abstract1 

The appropriate quality of sperm whose important feature is movement, can cause increased 
fertilization. As the quality of sperms and ova were reduced at the end of the propagation 
period, and this problem may cause quality decrease of production, this research has been 
conducted in order to increase the efficiency of reproduction fertilization, by using activating 
solution at the mid of propagation season. In this regard, firstly 14 activating solutions with 
different component have been selected and were used in preliminary studies and finally, 7 
activating solutions on the basis of compound and duration of sperm movement have been 
chose for final surveys. In order to survey of the 7 selected solution as well as distilled water, 
hatchery water (As control group) and physiology serum, on the duration of sperm movement, 
fertilization rate, eyed egg and hatching, 5 female and 9 male of rainbow trout were randomly 
select. Results showed that, among surveyed items, the activating solutions had significant 
different comparing with each other and also the control group. The highest duration of  
sperm movement were produced by the number 1 (NaCl = 6 gr/L, CaCl2.2H2O = 0.2 gr/L, 
CO(NH2)2 = 4.50 gr/L, pH=7.6) and 6 (CaCl2.2H2O = 0.735 gr/L, NaCl = 7.305 gr/L, pH=7.7) 
Activating solutions. But fertilization, eyeing and hatching rate have not significant different 
with control group. Final conclusion confirmed that, the sperm activating solutions have 
positive and significant effects on extending the time length of sperms movement of  
Salmo trutta caspius but have not significant different in surveyed items consist of fertilization, 
eyeing and hatching rates comparing with control group.  
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