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  چکیده
در شـرایط عـادی، عمـر    . باشـد  هـای در معـرض خطـر مـی     ک به جلـوگیری از انقـراض نسـل گونـه    یکی از کاربردهای انجماد اسپرم کم

ها  جماد و با استفاده از رقیق کنندهکه با روش ان در حالی. ها را برای مدت زمان طولانی حفظ نمود توان آن کوتاه بوده و نمیهای نر بسیار  گامت
تـوان از اسـپرم    در این صورت مـی . ایع نگهداری کردتوان این اسپرم را حداقل به مدت چندین سال در ازت م و مواد محافظ سرمای مناسب می

مولد نر تاسماهی ایرانی با استفاده از محلول رقیق کننده شامل  5در این تحقیق اسپرم بدست آمده از . قع ضروری استفاده کردذخیره شده در موا
و  12، 10، 8( زرده تخم مرغ به همراه متانول به عنوان ماده محافظ سرما در چهار غلظـت % 20میلی مول ساکاروز و  8/1میلی مول تریس،  4/23

درجـه   -196(بخـار ازت مـایع    سازی شدند و توسط لیتر ذخیره میلی 5/0با حجم ) پایوت(لاستیکی های نازک پ شده و در لوله سازی رقیق%) 15
ثانیه  25گراد به مدت  درجه سانتی 40سپس با آب . ه شدندای منجمد و در کانتینرهای ازت مایع ذخیر با شدت سرمادهی سه مرحله) گراد سانتی

. زدایی در زیـر میکروسـکوپ مـورد بررسـی قـرار گرفـت      ماتوزوئیدها پس از انجمـاد شده و درصد و زمان تحرک اسپر از حالت انجماد خارج
  درصـد و  00/7± 15/2روز نگهـداری در ازت مـایع بـه ترتیـب      7پـس از  % 8بالاترین درصد و زمـان تحـرک پـس از انجمـادزدایی بـا متـانول       

 25/1 ±56/0روز نگهـداری در ازت مـایع بـه ترتیـب      72پس از % 8ترین میزان آن با متانول که کم در حالی. ثانیه بدست آمد 14/39±30/102 
روز  72روز تـا   7هـای منجمـد شـده از     اد که افزایش زمان نگهداری اسـپرم نتایج به دست آمده نشان د. ثانیه بدست آمد 00/23±60/9درصد و

درصد در نگهداری طولانی مـدت اسـپرم تاسـماهی ایرانـی      15درصد تا  8انول از همچنین افزایش غلظت مت .ها تأثیر منفی دارد روی کیفیت آن
در  بـه عنـوان مـاده محـافظ در سـرما      در این تحقیق متـانول . ها ندارد های متحرک و مدت زمان تحرک رو به جلوی آن تغییری در درصد سلول

  .یی چندان موفقی نداشته استنگهداری در سرما کارا حرک اسپرم تاسماهی ایرانی پس ازهای مت حفظ سلول
  
  درصد تحرک، زمان تحرک ر سرما،تاسماهی ایرانی، اسپرم، متانول، نگهداری د :کلیدی کلمات
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  مقدمه
ــاد    ــرایط انجمــــ ــپرم در شــــ ــداری اســــ نگهــــ

)Cryopreservation (ــاخه ــم  شـــــــ ای از علـــــــ
Cryobiology   است که در آن به حفظ و نگهـداری

ازت مـایع بـا    معمـولاً (یین مواد بیولوژیک در دماهای پا
 ).7( شـود  پرداختـه مـی  ) گـراد  درجه سـانتی  -196دمای 

یاری در سواحل ایران نیـز  بررسی آمار صید ماهیان خاو
های اخیر تنها وضـعیت ذخـایر    دهد که در سال نشان می

گونـه   4تاسماهی ایرانی بهتر از سایر تاسـماهیان بـوده و   
. )5و3( ده اسـت ای مواجه ش دیگر، با کاهش فوق العاده

کاهش میزان صید مولدین ماهیان خاویاری دریای خزر 
های اخیر باعـث بـروز مشـکلات جـدی در امـر       در سال

تکثیر مصنوعی و بازسازی ذخایر ایـن ماهیـان بـا ارزش    
این مسئله به نوبه خود سبب کاسـته شـدن از   . شده است

تولید شـده در منـاطق مـورد     میزان رهاسازی بچه ماهیان
از طرف دیگر این کاهش صید سبب شـده  . شود نظر می

ــدین      ــداد مول ــر تع ــوان تکثی ــر، از ت ــه در فصــل تکثی ک
معدودی استفاده شود که خطر کـاهش تنـوع ژنـی ایـن     

  ).12( ماهیان را در آینده به دنبال دارد
در مورد انجماد و نگهداری طـولانی مـدت اسـپرم    
 ماهیان خاویاری مطالعات زیادی صورت نگرفته اما ایـن 

هـای اخیـر رشـد شـدیدی پیـدا کـرده        مطالعات در سال
و همکـاران درصـد    Kopeikaدر مطالعـه  ). 22( است

های لقاح یافته با اسپرم منجمد تاسماهی  باروری تخمک
روز   22پـــس از ) Acipenser sturio( آتلانتیـــک

و Tsvetkova در مطالعه ). 20( بوده است% 64حدود 
هـای لقـاح    خمـک درصـد بـاروری ت  ) 26( همکاران نیـز 

ــیبری    ــماهی سـ ــه تاسـ ــاد یافتـ ــپرم انجمـ ــا اسـ ــه بـ  یافتـ
)Acipenser baeri ( و اســترلیاد)Acipenser 

ruthenus (بـوده اسـت  % 54و % 23ترتیب حـدود  ه ب .

هـای رقیـق کننـده،     های بکار رفته در مورد محلول روش
... مراحل سرمادهی، نسبت رقت، نتـایج بدسـت آمـده و   

 Billardاهیان خاویاری توسط گونه از م 6نیز در مورد 
مطالعـاتی در زمینـه   . مرور شـده اسـت   )11(و همکاران 

انجماد اسـپرم و نگهـداری کوتـاه مـدت اسـپرم ماهیـان       
ــط    ــزر توسـ ــای خـ ــاری دریـ و  Cherepanovخاویـ

Kopeika )13( 40-90در این تحقیـق  . نیز انجام شد %
مطالعـاتی  . اسپرمهای منجمد شده دارای تحـرک بودنـد  

های اخیر بر روی نگهداری اسـپرم تاسـماهی    سالنیز در 
ــماهی )Acipenser oxyrinchus(مکزیکــی  ، تاس

و ) Acipenser brevirostrum( )25(پـوزه کوتـاه   
نیز صـورت  ) Acipenser sinensis( تاسماهی چینی

  ).23(گرفته است 
ــا نگهــداری   در ایــران مطالعــات اولیــه در ارتبــاط ب

ــدت اس ــ ــماهیان درطــولانی م ــا فشــردن   پرم تاس ــدا ب ابت
ــدین و نگهــداری اســپرم  بیضــه ــده در  هــای مول هــای زن

متأسفانه پیگیری نتایج ). 1( یخچال معمولی آغاز گردید
هـای بعـد ادامـه     بدست آمـده از ایـن مطالعـات در سـال    

نیافت تا اینکه با بررسـی رقیـق کننـده ارائـه شـده بـرای       
و مقایسه آن بـا رقیـق    Billardماهیان خاویاری توسط 

ن و آزادماهیان، مشـخص شـد کـه    های کپورماهیا نندهک
کننــده مخصــوص ماهیــان خاویــاری در انجمــاد و  رقیــق

نگهــداری طــولانی مــدت اســپرم تاســماهی ایرانــی،      
ــایع     ــیپ در ازت م ــرون و ش ــی، ازون ب ــماهی روس تاس
کارایی بیشتری داشته و اسپرم این ماهیان در رقیق کننده 

  ).4( دارند تحرک% 60-70ارائه شده حداکثر تا 
در مطالعه دیگری امکان انجماد و نگهداری اسـپرم  

گونه از ماهیان خاویاری جنوب دریـای خـزر    5مولدین 
به کمک رقیـق کننـده اختصاصـی ایـن ماهیـان بوجـود       
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  3   ... بررسی تأثیر متانول بر درصد و زمان تحرک اسپرم تاسماهی ایرانی

در % 44-60هـا، لقـاح    آمد، ضمن القای تحـرک اسـپرم  
  ).2(های مختلف نیز بدست آمد  گونه

های مهم محلول  نیفرآیند انجماد اسپرم از افزود در
باشد که شـامل دو   قیق کننده، مواد محافظ سرمایی میر

هـای   های نفوذی و محافظت کننده کننده نوع، محافظت
ــی  ــوذی مـ ــر نفـ ــند غیـ ــاید  . باشـ ــل سولفوکسـ دی متیـ

)DMSO( متانول ،)MeOH ( و اتیلن گلیکول)EG (
  ).11( باشند رایجترین مواد محافظ سرمایی می

قـات زیـادی روی کـاربرد    هـای اخیـر تحقی   در سال
انواع مواد محافظ سرمایی در انجمـاد اسـپرم ماهیـان بـه     
عمل آمده است اما متأسفانه در نحوه کاربرد این مواد و 
ــان      ــپرم ماهی ــاد اس ــد انجم ــب آن در رون ــت مناس غلظ

  .خاویاری تاکنون اتفاق نظری وجود نداشته است
متانول ماده محافظ سرمای موثری در انجماد اسپرم 

تشـخیص  ) 24(و ماهی پارو پوزه ) 16(هیان خاویاری ما
) DMSO(اما دی متیـل سولفوکسـاید   . داده شده است

باشـد کـه بـا     ترین نوع ماده محـافظ سـرما مـی    پرمصرف
از قبیل مضـر بـودن آن    DMSOتوجه به سختی کار با 

زایی آن، هزینه بالا و غیره  اصیت سرطانبرای انسان و خ
آن شدیم تا مطالعـات بیشـتری را   در مقایسه با متانول بر 

در زمینــه محافظــت ایــن مــاده پــس از انجمــاد روی      
م تاسماهی ایرانـی کـه یکـی از    های متحرک اسپر سلول
باشـد انجـام    های بـومی و بـا ارزش کشـورمان مـی     گونه
  . دهیم

Horvath  وUrbanyi )17(   درصد لقاح بهتـری
و دی متیـل اسـتات    DMSOرا با متانول در مقایسـه بـا   

)DMA (گــزارش دادنــد .Glogowski  و همکــاران
متانول را به عنوان محافظ سـرما در انجمـاد اسـپرم     )16(

و  Linhartبـا مطالعـه   . تاسماهی سیبری بـه کـار بردنـد   
ــوزه     ــارو پ ــاهی پ ــپرم م ــاد اس ــر روی انجم ــاران ب  همک

)Polyodon spathula(  این گـروه متـانول ، )یـا  % 8
ه بــرای نگهــداری را بــه همــراه مــواد رقیــق کننــد %) 10

کیفیت خوب اسپرم پس از انجمادزدایی مفیـد گـزارش   
  ).22(کردند 

ــات در    ــی حی ــتر روی بررس ــه بیش ــن رو مطالع از ای
ی و اثر مواد محـافظ  شرایط انجماد اسپرم ماهیان خاویار

هــای مختلــف روی تحــرک و قابلیــت  ســرما در غلظــت
باروری اسپرم برای تثبیت روش مناسب در روند انجماد 

از . رسـد  مـی  پرم ماهیـان خاویـاری ضـروری بـه نظـر     سا
تـوان بـه تعیـین غلظـت و درصـد       اهداف این پروژه مـی 

مناسب مـاده محـافظ سـرمای متـانول در انجمـاد اسـپرم       
تاســماهی ایرانــی، بررســی امکــان نگهــداری اســپرم      
تاسماهی ایرانی در ازت مایع و بررسی و تعیـین کیفیـت   

رماتوزوئیدهای اسپرم شامل درصد و زمـان تحـرک اسـپ   
منجمـــد شـــده تاســـماهی ایرانـــی بـــا متـــانول پـــس از 

  .انجمادزدایی اشاره کرد
  

  ها مواد و روش
از ) قره بـرون (در این تحقیق اسپرم تاسماهی ایرانی 

مولدین مجتمع تکثیر و پرورش ماهیان خاویـاری شـهید   
کیلومتری جنـوب شـرقی شـهر     25دکتر بهشتی واقع در 

درود استحصـال و مـورد   رشت در جـوار رودخانـه سـفی   
گیـری کیفیـت و    کلیه مراحل اندازه. سی قرار گرفتبرر

کمیــت اســپرم و عملیــات مربــوط بــه انجمــاد اســپرم در 
آزمایشگاه انجمـاد اسـپرم بخـش ژنتیـک و آزمایشـگاه      
فیزیولوژی انستیتو تحقیقات بین المللی ماهیان خاویاری 

  .انجام پذیرفت 1/4/87لغایت  5/1/87از تاریخ 
  
  
  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1388مجله علوم زیستی واحد لاهیجان، سال سوم، شماره سوم، پاییز    4

 12، 10، 8تیمارها شـامل متـانول    :تیمارها و تکرار
سـی  بودند که هر کدام در چهار تکرار مـورد برر % 15و 

گیـری و بررسـی کمـی و     آزمایشات اندازه. قرار گرفتند
و مـدت زمـان   ارزیـابی تـراکم و درصـد    (کیفی اسـپرم  

مولد نر تاسماهی ایرانی  16از ) تحرک اسپرماتوزوئیدها
 5مولد نر ذکـر شـده، اسـپرم     16ین انجام گرفت که از ب

مولد برای انجماد مناسب تشخیص داده شـد و عملیـات   
  .مولد انجام گرفت 5انجماد تنها بر روی اسپرم این 
ــری ــپرم گی ــپرم :روش اس ــدین  اس ــری از مول گی

تاســماهی ایرانــی، بعــد از انتخــاب مــاهی نــر رســیده بــا  
گیـری از   برای اسـپرم . ش کردن آن صورت گرفتبیهو
و دین بــا وزن کــم، ابتــدا محوطــه مجــرای تناســلی  مولــ

، اسـپرم از منفـذ   شکمی، با پارچـه کـاملاً خشـک شـده    
. آوری شـد  ی با فشـار در ظـرف آلومینیـومی جمـع    تناسل

ولـدین نـر بزرگتـر از سـرنگ     برای استحصال اسپرم از م
) Tygon(لیتـری متصـل بـه تیـوپ پلاسـتیکی       میلی 50

به مواد دفعـی و ادرار  های آلوده شده  اسپرم. استفاده شد
ــد     ــرار نگرفتن ــایش ق ــورد آزم ــا خــون م اســپرم ). 21(ی

استحصالی درون ظروف درب دار خنک ریخته شـده و  
درجـه  + 5سریعاً به یخچال آزمایشـگاه اسـپرم در دمـای    

ساعت منتقل گردیـده و تـا زمـان     3گراد به مدت  سانتی
در یخچال نگهداری ) ساعت 3حداکثر (انجام آزمایش 

  .شد
 :رزیابی کمی وکیفی اسـپرم قبـل از انجمـاد   ا

بـــا  درصـــد تحـــرک و مـــدت زمـــان تحـــرک اســـپرم
. ارزیابی گردید× 400میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی

در این بررسی درصد تحـرک اسـپرم بـه روش تخمـین     
در بررسـی  . )20و15( چشمی مورد ارزیابی قرار گرفـت 

هــا  مــدت زمــان تحــرک اســپرم، زمــان تحــرک اســپرم 
پس از مخلوط کردن و از لحظه تماس با آب،  بلافاصله

. ) 21و 14، 8( با استفاده از کرنومتر دیجیتال محاسبه شد
 pHمحلول رقیق کننده بـا   pHبه منظور یکسان سـازی 

های اسپرم کامل و تازه به طـور  نمــونه pHاسـپرم تازه، 
گیـری شـد و بـرای     متر دیجیتـال انـدازه   pHجداگانه با 

هر نمونه از  pHمحلول رقیق کننده با  pHسازی  یکسان
   ).19( اسید کلریدریک استفاده شد

پرم در تعداد اس ـ(جهت تعیین تراکم اسپرماتوزوئید 
از لام هماسـیتومتر  ) لیتـر  میلی 1یک حجم مشخص مثلاً 

ــابی اســپرماتوکریت توســط . )25و6( اســتفاده شــد ارزی
دور بـه مـدت    5000با سرعت rpm دستگاه سانتریفوژ  

  ).27(دقیقه صورت گرفت  5
قبـل   :رقیق سازی اسپرم توسط رقیق کننده ها

ها با مواد رقیـق کننـده مناسـب ماهیـان      از انجماد، اسپرم
میلـی مـول    8/1میلی مول تریس،  4/23خاویاری حاوی 

ل بـه  به همراه متـانو ) 9(زرده تخم مرغ % 20ساکاروز و 
% 15و  12، 10، 8هــای  عنــوان مــاده محــافظ در غلظــت

به طور جداگانـه رقیـق سـازی شـده و بـه      ) 23و22، 18(
برای ذخیره  .)16و11( با اسپرم مخلوط شدند 1:1نسبت 

ــایوت  ــپرم از پ ــای  اس ــی 5/0ه ــا    میل ــوی ب ــری فرانس لیت
  . های مختلف استفاده شد رنگ

ــایع    ــط ازت م ــپرم توس ــاد اس ــل  :انجم مراح
. شــگاه انجــام شــد، در آزمایســرمادهی بــه روش دســتی

متری بالای سطح ازت  سانتی 15ها در  مونهبدین ترتیب ن
دقیقه قرار گرفتـه، پـس از ایـن مرحلـه      10مایع به مدت 

دقیقه  5شده و به مدت نمونه به سطح ازت مایع نزدیکتر 
رفتـه و  متری بـالای بخـار ازت مـایع قـرار گ     سانتی 5در 

ها پس  نمونه ).20( ور شدند سرانجام در ازت مایع غوطه
درجـه   -196و رسیدن به بـرودت   از سرمادهی تدریجی

گراد برای نگهـداری طـولانی مـدت وارد تانـک      سانتی
   .ازت مایع شدند
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  5   ... بررسی تأثیر متانول بر درصد و زمان تحرک اسپرم تاسماهی ایرانی

در  :ارزیابی کیفی اسپرم پس از انجمـادزدایی 
عملیات انجام شده برای ارزیابی کیفی اسپرماتوزوئیدها 
ــرک     ــان تحـ ــدت زمـ ــرک و مـ ــد تحـ ــم از درصـ اعـ

هـا   مونـه ، نیمی از ناسپرماتوزوئید با میکروسکوپ نوری
روز از  72روز و نیمــی دیگــر پــس از  7بعــد از حــدود 

هـای   ای ایـن کـار پـایوت   بر. حالت انجماد خارج شدند
حاوی اسپرم منجمـد شـده از کـانتینر ازت مـایع خـارج      

درجـــه  40ثانیـــه در آب گـــرم  25شـــده و بـــه مـــدت 
هـا از حالـت انجمـاد     گراد گذاشـته شـد تـا اسـپرم     سانتی

  ).20( خارج گردد
کلیه داده ها بـا اسـتفاده    :وتحلیل اطلاعاتتجزیه 

ــزار   ــرم اف ــه     SPSSاز ن ــک طرف ــانس ی ــالیز واری و آن
ANOVA   ــورد ــانگین دانکــن م ــون مقایســه می و آزم

 ±SEها بـر اسـاس    میانگین. یه و تحلیل قرار گرفتندتجز
ی از مـوارد  ا و در پـاره % 95ارائه شده در سـطح   میانگین

تلافــات مقایســه دار بــودن اخ بــرای معنــی% 99در ســطح 
رسـم   SPSSاسـتفاده از نـرم افـزار     شدند و نمودارها با

  .گردید
  

  نتایج
در مطالعه حاضر ارزیابی کمی و کیفـی اسـپرم کـه    

هـای   در برگیرنده زمـان تحـرک اسـپرم، درصـد سـلول     
 pHمتحرک اسپرم، اسپرماتوکریت، تراکم و همچنـین  

ی مولـد نـر تـاس مـاهی ایران ـ     16باشد از تعداد  اسپرم می
  .آمده است 1بعمل آمده است که نتایج آن در جدول 

                                                                                        
 ارزیابی کمی و کیفی بر روی اسپرم تاس ماهی ایرانی قبل از انجماد :1جدول 

    69/267 ±31/36 )ثانیه(میانگین زمان تحرک اسپرم
  97/72 ±23/5 (%)یانگین درصد تحرک اسپرمم

  55/5 ±92/0 میانگین درصد اسپرماتوکریت
  3/0± 6/1 (mm3/106)میانگین تعداد اسپرم در
  pH 09/0± 25/9میانگین

  
  و اسپرم تازهمتانول مقایسه میانگین درصد و زمان تحرک اسپرم پس از رقیق سازی و انجماد با  :2جدول 

  )میانگین غلظت های مختلف( متانول اسپرم تازه گیریفاکتورهای اندازه
میانگین زمان تحرک اسپرم

  )ثانیه(
b 31/36 ± 69/267  a 98/8 ± 66/67  

میانگین درصد تحرک
  (%)اسپرم

b 23/5 ± 97/72  a 51/0 ± 94/3  

  
ــه       ــانس یکطرف ــه واری ــون تجزی ــه آزم ــه ب ــا توج ب

ANOVA و اســپرم تــازه از نظــر میــانگین متــانول بــین 
دار آمـاری   ف معنـی زمان و درصد تحرک اسـپرم اخـتلا  

 .)1نمودار ( )>P 01/0( وجود دارد
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  1388مجله علوم زیستی واحد لاهیجان، سال سوم، شماره سوم، پاییز    6

ه از نظـر زمـان و   دهد ک ـ آزمون دانکن نیز نشان می
و اسـپرم تـازه هرکـدام در     متـانول ، درصد تحرک اسپرم

دار  قرار داشـته و بـا هـم اخـتلاف معنـی      یک گروه مجزا
  .)2نمودار ( )>P 01/0( آماری دارند

   
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

  و اسپرم تازه) روز در ازت مایع 72و   7طی نگهداری به مدت (میانگین درصد و زمان تحرک اسپرم بین متانول  :3جدول 
(%)درصد تحرک )ثانیه(زمان تحرک   ماده نگهدارنده زمان نگهداری 

a80/0 ± 19/5 a03/14±70/94 7روز 
 وزرa52/0 ± 69/2 a56/7±62/40 72 متانول

b23/5± 97/72  b31/36±69/267  - اسپرم تازه 
  

ــه       ــانس یکطرف ــه واری ــون تجزی ــه آزم ــه ب ــا توج ب
ANOVA  ــی ــه م ــین   نتیج ــه ب ــریم ک ــانولگی ــی  مت ط

و اســپرم  روز در ازت مـایع  72و   7نگهـداری بـه مــدت   
ــان   ــانگین زم ــر می ــازه از نظ ــپرم   و درصــد ت تحــرک اس

نمودار ( )>01/0P( دار آماری وجود دارد اختلاف معنی
3(.  

دهـد کـه از نظـر زمـان و      آزمون  دانکـن نشـان مـی   
روز در یـک   72 روز و 7متـانول  ، پرمدرصد تحرک اس ـ

قـرار داشـته و    در یک گروه دیگر گروه و اسپرم تازه نیز
نمودار ( )>01/0P( دار آماری دارند با هم اختلاف معنی

4(.  
  

  

MethanolFresh sperm

دها
وئي
وز
مات
ѧѧپر
ѧѧѧѧѧѧس

ک ا
ѧѧѧѧѧر
ѧѧѧح
د ت
ѧѧѧѧѧѧѧѧ
رص

ن د
گي
ѧѧѧѧان
ѧѧѧѧمي

80.00

60.00

40.00

20.00

0.00

Error Bars: +/- 1 SE

  میانگین درصد تحرک اسپرم پس از: 1نمودار 
 رقیق سازی با متانول و اسپرم تازه 

Methanol ازهѧѧѧѧپرم تѧѧѧѧاس

دها
وئي
وز
مات
ѧѧپر
ѧѧѧѧѧس

ک ا
ѧѧѧѧر
ѧѧѧح
ن ت
ѧѧѧѧѧѧا
ѧزم

ن 
گي
ѧѧѧѧان
ѧѧѧمي

400.00

300.00

200.00

100.00

0.00

Error Bars: +/- 1 SE

میانگین زمان تحرک اسپرم پس از  : 2نمودار 
 رقیق سازی با متانول و اسپرم تازه
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  7   ... بررسی تأثیر متانول بر درصد و زمان تحرک اسپرم تاسماهی ایرانی

نѧѧام مѧѧاده نگهدارنѧѧده و زمѧѧان 
Methanol after 72 daysMethanol after7 days ازهѧѧѧѧѧپرم تѧѧѧѧѧاس

ها  
ئيد
زو
تو
رما
ѧѧѧѧپ
ѧѧѧس
ک ا

ѧѧѧر
ѧѧѧѧح
د ت
ѧѧѧѧѧѧ
ѧص
در

ن 
گي
ѧѧان
ѧѧѧѧѧي
م

80.00

60.00

40.00

20.00

0.00

Error Bars: +/- 1 SE

 
  و اسپرم تازه) روز در ازت مایع 72و  7طی نگهداری به مدت (درصد تحرک اسپرم بین متانول میانگین : 3نمودار 

 

نѧѧام مѧѧاده نگهدارنѧѧده و زمѧѧان 
Methanol after 72 daysMetanol after7 days ازهѧѧѧѧѧپرم تѧѧѧѧѧاس

ها   
ئيد
زو
تو
رما
ѧѧѧѧپ
ѧѧس
ک ا

ѧѧѧر
ѧѧѧح
ن ت
ѧѧѧѧا
ѧѧزم

ن 
گي
ѧѧان
ѧѧѧѧي
م

400.00

300.00

200.00

100.00

0.00

Error Bars: +/- 1 SE

  
 و اسپرم تازه) روز در ازت مایع 72و  7طی نگهداری به مدت (میانگین زمان تحرک اسپرم بین متانول : 4نمودار 
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  1388مجله علوم زیستی واحد لاهیجان، سال سوم، شماره سوم، پاییز    8

  مختلف میانگین درصد و زمان تحرک اسپرماتوزوئیدها در تیمارهای :4ول جد
  (%) درصد تحرک  ) ثانیه(زمان تحرک  درصد زمان نگهداری  ردیف

  متانول

  روز 7

8 ab14/39± 30/102 a 15/2± 00/7 
10 ab40/21± 00/91 a 27/1± 75/4 
12 ab22/18± 50/85 a 61/0± 50/3 
15 ab08/37± 00/100 a 96/1± 50/5 

  روز 72

8 a60/9±00/23 a 56/0± 25/1 
10 a16/15± 50/37 a 27/1± 75/2 
12 a68/18± 50/49 a 07/1± 50/3 
15 a71/16± 50/52 a 16/1± 25/3 

  c31/36±69/267  b 23/5± 97/72  -  اسپرم تازه
  

،  8هـای   متانول در غلظـت  سازی شده با اسپرم رقیق
روز و   72روز و  7 پــس از نگهــداری در% 15و 12، 10

ن و درصد تحـرک اسـپرم   ر میانگین زمااسپرم تازه از نظ
  .)>01/0P( دار آماری وجود دارد اختلاف معنی
دهد که از نظر زمان تحرک  دانکن نشان می آزمون

و  8در غلظـت  متـانول   سازی شـده بـا   اسپرم، اسپرم رقیق
نگهــداری در یــک گــروه، اســپرم  روز 72پــس از % 10

پـس  % 15و  12های  سازی شده با متانول در غلظت رقیق
سـازی   نگهداری در یک گروه، اسـپرم رقیـق   روز 72از 

 7پس از % 15و  12، 10، 8های  شده با متانول در غلظت
روز نگهداری در یک گروه و اسپرم تازه در یک گروه 

دار  ها با هم اخـتلاف معنـی   دیگر قرار داشته و این گروه
  .)>01/0P( آماری دارند
صــد دهــد کــه از نظــر در دانکــن نشــان مــی آزمــون
روز نگهـداری   7پـس از  % 10و 8 متانول، تحرک اسپرم

روز و  72پــس از  % 15و  12در یــک گــروه، متــانول   
روز نگهــداری در  72پــس از % 15و  12، 10، 8متــانول 

یک گروه و اسپرم تازه نیـز در یـک گـروه دیگـر قـرار      
دار آمـاری   ا هـم اخـتلاف معنـی   هـا ب ـ  داشته و این گروه

  .)>01/0P( دارند

ــه  ــا توج ــه     ب ــانس یکطرف ــه واری ــون تجزی ــه آزم ب
ANOVA  ــین ــانولب ــای  غلظــت و مت و  12،  10،  8ه

ــا % 15 ــانگین زم ــر می ــپرم  از نظ ن و درصــد تحــرک اس
  ).<05/0P( دار آماری وجود ندارد اختلاف معنی

ه از نظـر زمـان و   دهـد ک ـ  آزمون دانکـن نشـان مـی   
و  12، 10،  8با درصدهای  متانول، درصد تحرک اسپرم

قـرار داشـته و بـا هـم اخـتلاف       گروه دیگـر در یک  15
  ).<05/0P( دار آماری ندارند معنی

و زمان تحـرک   pHضریب همبستگی پیرسون بین 
باشد که با توجـه بـه مقـدار     می r = 339/0اسپرم برابر با 

)199/0= P ( در سـطح فراتـر از    این ضریب همبسـتگی
 05/0و  01/0در سـطح  (باشـد   دار می درصد معنی 9/19

  ).1شکل ( )دار نیست معنی
ــین     ــون ب ــتگی پیرس ــریب همبس ــد  pHض و درص

باشد که بـا توجـه    می r = -302/0تحرک اسپرم برابر با 
در سـطح   این ضریب همبسـتگی ) P =256/0(به مقدار 
و  01/0در سطح (باشد  می دار درصد معنی 6/25فراتر از 

  ).2شکل ( )دار نیست معنی 05/0
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  9   ... بررسی تأثیر متانول بر درصد و زمان تحرک اسپرم تاسماهی ایرانی

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  بحث
ادی طول عمر اسپرم تاسـماهیان بسـیار   در شرایط ع

کوتاه است و حداکثر زمان توانـایی بـاروری اسـپرم در    
ساعت بعـد از استحصـال آن    5-6دمای معمولی محیط، 

روش انجمـاد و بـا   کـه بـا    در حالی). 1( از مولد نر است
ها و مواد محـافظ سـرمای مناسـب     کننده استفاده از رقیق

مـدت چنـدین سـال در     توان این اسپرم را حداقل بـه  می
معیارهای مختلف زیادی بر روی . ازت مایع نگاهداشت

ــپرم     ــادزدایی در اس ــاد و انجم ــت انجم ــایش موفقی آزم
ایـن معیارهـا بـر روی آسـیب     . ماهیان استفاده شده است

، )های داخل سلولی تغییر مورفولوژی و اندامک(سلولی 
بـرای  . انـد  ریزی شـده  سازی پایهتحرک و ظرفیت بارور

ایی بیشتر، مطالعـات بایـد بـر روی برخـی از نکـات      کار
ــازه،   کلیــدی اصــول انجمــاد از جملــه بررســی اســپرم ت

شامل مواد محـافظ سـرما   (کننده  سازی با مواد رقیق رقیق
 و اسپرم انجمادزدایی شده صورت پـذیرد ) ها و افزودنی

هـای   صدمات بیوشیمیایی و فیزیکی وارد بر سلول). 10(
از  pHبگیری نمودن و تغییـرات  در حال یخ زدن مثل آ

ارده بـر سـلول طـی مراحـل     جمله مهمتـرین صـدمات و  

توان با افزودن  این اثرات مخرب را می. باشند انجماد می
  .مواد محافظ سرما تا حدی کاهش داد

متانول ماده محافظ سرمای موثری در انجماد اسپرم 
تشـخیص  ) 24(و ماهی پارو پوزه ) 16(ماهیان خاویاری 

  ده است داده ش
ر شده در بخش نتایج، به طور با توجه به مطالب ذک

میـانگین درصـد و زمـان تحـرک در اسـپرم گونـه        کلی
تاسماهی ایرانی با متانول پس از انجمادزدایی به ترتیـب  

ثانیه بـوده کـه در    66/67 ±98/8درصد و  94/3 51/0±
درصـد   97/72±23/5بـه ترتیـب  (مقایسه بـا اسـپرم تـازه    

از نظر درصـد و زمـان تحـرک    ) ثانیه 69/267±31/36و
ــین در . اســپرم کــاهش چشــمگیری داشــته اســت  همچن

آزمایشی که بر روی تأثیر مدت زمان نگهـداری اسـپرم   
ــر روی درصــد و زمــان تحــرک اســپرم   در ازت مــایع ب
ــانگین درصــد و زمــان   منجمــد شــده انجــام گرفــت، می

های اسپرمی که توسط متـانول منجمـد    هتحرک در نمون
روز در ازت مــایع نگهــداری شــده  7مــدت  شــده و بــه

 70/94±03/14درصــد و  19/5±80/0بودنــد بــه ترتیــب
ــه محاســبه شــد ــ. ثانی ــین می ــان همچن انگین درصــد و زم
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های اسپرمی منجمد شده توسط متانول  تحرک در نمونه
 یـــبروز نگهـــداری در ازت مـــایع بـــه ترت 72پـــس از 

ی گیـر  ثانیه انـدازه  62/40± 56/7درصد و  52/0±69/2
ده یک رونـد کاهشـی   نتایج به دست آمده بیان کنن. شد

ــی   ــان م ــه نش ــت ک ــداری    اس ــان نگه ــزایش زم ــد اف ده
روز تا  7ها از  های منجمد شده بر روی کیفیت آن اسپرم

  .  روز تأثیر منفی دارد 72
جهت تعیین غلظت مناسب از ماده محـافظ سـرمای   
انتخاب شده در انجماد اسپرم تاسـماهی ایرانـی، متـانول    

مـورد  % 15 و12، 10،  8در چهار غلظت متفاوت شـامل  
بـر اسـاس نتـایج بـه دسـت آمـده       . بررسی قـرار گرفـت  

بـه ترتیـب   % 8تحرک بـا متـانول   بیشترین درصد و زمان 
 7ثانیـه پـس از    30/102± 14/39درصد و  15/2±00/7

ــایع   ــداری در ازت م ــا  روز نگه ــزان آن ب ــرین می و کمت
ــانول  ــب % 8متـــ ــه ترتیـــ ــد و د 25/1±56/0بـــ رصـــ

ــه پــس از  60/9±00/23 روز نگهــداری در ازت  72ثانی
دار آمـاری در   اگرچه اختلاف معنـی . ع به دست آمدمای
هـای منتخـب    مقادیر به دست آمـده در بـین غلظـت    بین

اما در ایـن بررسـی متـانول بـا     ) <05/0P(وجود نداشت 
. نتــــایج بهتــــری را نشــــان داده اســــت% 15غلظــــت 

Glogowski ــاران ــانول م )16( و همکــ را در % 10تــ
) Acipenser baeri(انجماد اسپرم تاسماهی سـیبری  

 و همکـاران  Linhartبـا مطالعـه   . مناسب اعلام کردنـد 
ــاهی    )22( ــپرم مـ ــاد اسـ ــر روی انجمـ ــوزه  بـ ــارو پـ  پـ
)Polyodon spathula(  این گـروه متـانول ، )یـا  % 8

ــواد رقیــق %) 10 ــه همــراه م ــرای نگهــداری   را ب ــده ب کنن
از انجمادزدایی مفیـد گـزارش    کیفیت خوب اسپرم پس

ــد ــین . دادن ــاران Horvathهمچن ــانول  )18( و همک مت
ــاروپوزه مناســـب  % 10 ــاهی پـ ــپرم مـ ــاد اسـ را در انجمـ

علــت اخــتلاف در غلظــت مناســب از . تشــخیص دادنــد

به دست آمده در ایـن   متانول در نتایج ذکر شده با نتایج
توان نوع گونه انتخـاب شـده، اخـتلاف در     تحقیق را می

بـه کـار بـرده شـده و همچنـین       کننـده  های رقیـق  حلولم
بدین . های خاص مایع منی این گونه عنوان کرد ویژگی

درصـد   15درصـد تـا    8ترتیب افزایش غلظت متانول از 
در نگهداری دراز مدت اسپرم تاسماهی ایرانـی تغییـری   

های متحرک و مدت زمان تحـرک رو   در درصد سلول
مـاده محـافظ در   به عنـوان   متانول .ها ندارد به جلوی آن

تحـرک  (سرما باعث نگهداری و حفـظ کیفیـت اسـپرم    
شـود   تاسماهی ایرانی پس از انجماد مـی  )اسپرماتوزوئید

اما میزان تحرک به دسـت آمـده در ایـن بررسـی بـرای      
داده نشـد کـه بـا     هـا مناسـب تشـخیص    باروری تخمـک 

مطالعات بیشتری در این  نیاز بهتوجه به دلایل ذکر شده 
  .باشد مینه میز

  
  سپاسگزاری

ستیتو تحقیقـات بـین   از مسئولین محترم انبدینوسیله 
المللــی ماهیــان خاویــاری دکتــر دادمــان و همچنــین از  

تکثیــر و پــرورش ماهیــان  مرکــزهمکــاری کارشناســان 
  .خاویاری شهید دکتر بهشتی سپاسگزاری می نمائیم
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