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  کننده تریس بر خصوصیات اسپرم قوچ دالاق اثر ژله رویال در رقیق
  

  2 و حسین عطارچی1آهنگرییوسف جعفری*
  وم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان، دانشیار گروه علوم دامی دانشگاه عل1

  شهر اسلامی واحد قائمارشد گروه علوم دامی دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد دانشجوی کارشناسی2

  12/6/86 :؛ تاریخ پذیرش 27/10/85: تاریخ دریافت
  

  

  چکیده
کننـده تـریس، بـر خـصوصیات         عنوان یک منبع پروتئینـی در رقیـق         ههمنظور بررسی اثر استفاده از ژله رویال زنبور عسل ب         به

کننـده تـریس بـا       مـار شـامل رقیـق      با هم مخلوط شده و سـپس تحـت شـش تی            دالاق منی سه قوچ     ،اسپرمو پیشرونده   حیاتی  
 مشاهده در هـر واحـد آزمایـشی    سههای کامل تصادفی با  درصد ژله رویال در قالب طرح بلوک 5 و 4، 3، 2،  1،  0 های غلظت

 مقـاوم بـه     هـای   پیشرونده و درصد اسپرم    های  زنده، درصد اسپرم   های مطالعه شامل درصد اسپرم   فاکتورهای مورد   . قرار گرفتند 
داری  که از نظر آماری تفاوت معنـی دادنشان حاصله نتایج . دنباش  انجماد و یخگشایی می  ازپساسمزی در قبل و کاهش فشار  

 درصـد ). >01/0P(   ژلـه رویـال و تیمـار شـاهد وجـود دارد            دارایبین تیمارهای   و پیشرونده    های زنده  میزان اسپرم در بهبود   
بـه سـطح     )34 و   32/31( از سـطح صـفر    ،  پس از انجماد و یخگشایی    یال  با افزایش درصد ژله رو    های زنده و پیشرونده      اسپرم

 56/34( درصد ژله رویـال      پنج درصد ژله رویال و تریس با        چهاربین تریس با     اما   ..فتبهبود یا ) 32/37 و   41/34(چهار درصد   
 درصد 4افزودن  آزمایش، در شرایط این دست آمده    هبا توجه به نتایج ب    . )>01/0P( داری وجود نداشت   تفاوت معنی ) 45/37و  

  .شود توصیه میاسپرم قوچ دالاق  سازی و انجماد برای رقیق ،کننده تریس ژله رویال به رقیق
  

  دالاق، قوچ ، اسپرماتوزوآیسکننده تر ، رقیقه رویال ژل:های کلیدی واژه
  

  1مقدمه
از ابتـــدای بکـــارگیری تکنیـــک تلقـــیح مـــصنوعی، 

 منـی در شـرایط      های مختلفی جهت نگهـداری     کننده رقیق
محققین استرالیایی پـس    . مایع و منجمد استفاده شده است     

های اسپرم قوچ، استفاده از      کننده از مقایسه تعدادی از رقیق    
بافر تریس، فروکتوز و زرده تخم مرغ را بـرای نگهـداری            
در شرایط مایع و اضافه کردن پنج درصد گلیسرول به بافر           

                                                 
 yjahangari@yahoo.co.uk:  مسئول مکاتبه-*

جماد، پیشنهاد نمودند  شرایط انتریس را برای نگهداری در   
بــدلیل فقــدان یــک منبــع ). 2000  ســالامون و ماکــسول،(

کننـده تـریس امکـان دارد کـه          پروتئینی در ترکیـب رقیـق     
افزودن یک منبع پروتئینی به آن موجب بهبود کیفی اسپرم          

  .شرایط نگهداری مایع و منجمد شودقوچ در 
باشد که از یک جفت غده مغزی        ای می  ژله رویال ماده  

 2بورهای کارگر پرستار بنام غده هیپوفارینژل در سـنین          زن
ملکـه  ای   تغذیـه  روزگی ترشح شده و مورد استفاده        12تا  

 مراحل اولیـه رشـد      در تمام طول عمر و نوزادان زنبور در       
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تجزیه شیمیایی ژله رویال    ). 1993اعتمادی،  (گیرد   قرار می 
درصـد   15آب،   درصـد 66نشان داد که ایـن مـاده دارای   

 1چربـی و     درصـد    5 درصـد پـروتئین،      13وهیدرات،  کرب
ژله ). 1985دیمیک و همکاران،    (درصد مواد معدنی است     

هایی همچـون    رویال یک منبع پروتئینی غنی از اسید آمینه       
ترکیب شیمیایی ضـروری    دارای  اسید آسپارتیک است که     

). 1992  هانز و سیموت،  (باشند   ها می  برای ساختمان بافت  
پیـشگیری از     در موارد ناتوانی جنسی و     مصرف ژله رویال  

حداد (های بدن در انسان توصیه شده است         پیر شدن بافت  
  ). 1987کاوه، 

از ژله رویال برای بلـوغ اووسـیت        علوم دامی   محققین  
  کـوران و  (نـد    شـرایط آزمایـشگاهی اسـتفاده نمود       گاو در 

 جایگزینی ژلـه رویـال بجـای        ،همچنین). 2005همکاران،  
 بـرای   تـر بیولوژیـک    عنوان منبع مناسـب    ه ب سرم گوساله را  

  ).2005اونال و همکاران، (ند بلوغ اووسیت پیشنهاد نمود
هـای    غلظتحاویکننده تریس    در این تحقیق اثر رقیق    

های زنـده و     میزان اسپرم متفاوت ژله رویال زنبور عسل بر       
و پـس از انجمـاد و       در شرایط مایع     ،دالاق قوچ   پیشرونده

   . گرفتزیابی قراریخگشایی مورد ار
  

  ها مواد و روش
این تحقیق در دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی           

گرگان در سه بخش آزمایشگاه تشریح و فیزیولـوژی دام،           
ایستگاه تحقیقاتی زنبـور عـسل و ایـستگاه تحقیقـاتی دام            

زمـان اجـرای ایـن تحقیـق در طـی دو فـصل              . انجام شـد  
بـرای انجـام ایـن      . ت بوده اس  1385 و بهار    1384زمستان  

 موجـود در    دالاق سـاله    2 تـا    1تحقیق از سـه راس قـوچ        
های ایـن مرکـز بـا        قوچ. ایستگاه تحقیقاتی دام استفاده شد    

گیـر الکتریکـی     روش اسپرم گیری بوسیله دسـتگاه اسـپرم       
ملکـه  تولید  ژله رویال فقط از سلول      . سازگاری داده شدند  

 ـجدید یا شـاخون کـه         کوچـک    انـدازه یـک انگـشتانه      هب
 که ملکه غیرفعال شده و یا از بین برود،         در زمانی باشد،   می

 ملکـه از     حـذف  در این آزمایش با   بنابراین  . آید بدست می 
سـاخته  هـا     در شـان  ملکه  تولید   زیادی سلول    کندو، تعداد 

هـای   موجـود در سـلول    ژله رویـال     روز،   4پس از    .ندشد
 ژلـه رویـال   هـای    نمونـه . ندآوری شـد    جمـع  تولید ملکـه،  

قـرار  در بسته   ای رنگ    دست آمده در داخل ظرف شیشه      هب
 نگهـداری  و تـا زمـان مـصرف در داخـل فریـزر               شد داده

  .گردید
ای منی قوچ که  کننده یک مرحله در این تحقیق از رقیق   

آمینومتـان،  ) هیدروکـسی متیـل   ( گرم تریس    634/3حاوی  
لیتـر    میلـی  15گرم اسید سـیتریک،     99/1گرم فروکتوز،   5/0

 واحــد 100000لیتــر گلیــسرول،   میلــی5مــرغ،  مزرده تخــ
آب گرم استرپتومایسین و      میلی 100المللی پنی سیلین،     بین

 بـود،  لیتر  میلی 100ه  کننده ب  مقطر برای رساندن حجم رقیق    
ابتدا شـش لولـه آزمـایش        .)2000مموئی،  (استفاده گردید   

کننـده   رقیق :T0:  از  زدن برچسب، بترتیب عبارت بودند     با
: T2  درصد ژله رویـال، 1 باکننده تریس   رقیق: T1 تریس،
کننـده   رقیـق : T3  درصد ژله رویال،   2 باکننده تریس    رقیق

 4 بـا کننده تریس    رقیق : T4  درصد ژله رویال،   3 باتریس  
 درصد ژلـه    5 باکننده تریس    رقیق: T5 ژله رویال و   درصد

یک ژله رویال به نسبت یک به       . رویال اختصاص داده شد   
 سـپس بـا اسـتفاده از سـرنگ         .قطـر مخلـوط شـد     با آب م  

هـای    درصد به لولـه    5 و   4،  3،  2،  1های   انسولین به نسبت  
ســازی منــی  نــسبت رقیــق .آزمــایش مربوطــه اضــافه شــد

 .کننده بود  صورت یک قسمت منی و چهار قسمت رقیق         ههب
منی اخذ شده از سه قوچ با یکدیگر مخلوط و سـپس بـه              

لیتر تقسیم   میلی 5/0شش قسمت مساوی، هریک به میزان       
ها در حمام آب گرم      کننده های حاوی منی و رقیق     لوله. شد

 سـپس بـه   ،گراد قرار داده شـدند   درجه سانتی  30در دمای   
لیتر منی یکی    میلی 0/5های آزمایش حاوی     هر یک از لوله   

 و بـرای   شـد لیتر اضافه  میلی2کننده به میزان    از شش رقیق  
هـای آزمـایش در یـک        خنک کردن منی رقیق شـده، لولـه       

و آنها را در یخچـال گذاشـته   گرفته  قرار  ظرف آب همدما   
ها به   پایوت. گراد کاهش یابد    درجه سانتی  5تا دمای آن به     

برای هر یک از تیمارها سه پـایوت        . روش دستی پر شدند   
 پایوت 18نظر گرفته شد که در مجموع    لیتری در  میلی  0/5

ینکه دمـای شـش لولـه       پس از ا  . مورد استفاده قرار گرفت   
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گـراد    درجـه سـانتی    5آزمایش حاوی منی رقیق شـده بـه         
بـرای  . هـا شـد    رسید، آنگـاه اقـدام بـه پـر کـردن پـایوت            

ها، این کار  جلوگیری از وارد آمدن شوک حرارتی به اسپرم
پـس از اتمـام مرحلـه پـر کـردن        . در یخچال انجام گرفت   

  درجــه5در داخــل یخچــال در دوبــاره آنهــا هــا،  پــایوت
 و آماده برای مرحلـه      هگراد قرار گرفتند تا خنک شد      سانتی

ها بدین صورت بود که آنها را   انجماد پایوت . انجماد شوند 
را بـه     هـا قـرار داده و آن       در سبد مخصوص حمل پـایوت     

 دقیقه در ارتفاع میانی مخـزن مخـصوص انجمـاد           7مدت  
 دقیقه قرار گرفتن در ارتفـاع    10اسپرم نگه داشته و پس از       

هـا در ازت مـایع       متری بالای سطح ازت، پـایوت       سانتی 5
  .ور گشتند غوطه

هـا، آنهـا از ازت مـایع         یک هفته پس از انجماد پایوت     
گـشایی نیـز بـدین      روش یـخ  . خارج و یخگـشایی شـدند     

روی  ها را در حمام بن ماری که بـر         صورت بود که پایوت   
 45گراد تنظیم شده بود برای مـدت          درجه سانتی  37دمای  

 بتوانند مورد ارزیابی ها ذوب شده و نیه قرار داده تا نمونه    ثا
دست آمـده از ایـن تحقیـق شـامل           ههای ب  داده .قرار گیرند 

هـای پیـشرونده و      های زنـده، درصـد اسـپرم       درصد اسپرم 
. دنباش ـ های مقاوم به کاهش فشار اسمزی می       درصد اسپرم 

های پیـشرونده، یـک قطـره        گیری درصد اسپرم   برای اندازه 
روی یک لام تمیز از      وچک از نمونه منی رقیق شده را بر       ک

روی  قرار داده و بـر    ) گراد  درجه سانتی  37(پیش گرم شده    
 ـ   گذاشتهآن یک لامل     طـور یکنواخـت در زیـر         هه تا نمونه ب

 40×آنگاه با استفاده از بزرگنمایی      . سطح لامل پخش شود   
میکروسکوپ و با بررسـی چنـد ناحیـه از لامـل، درصـد              

 ـد، مشخص گرد  شتنرونده دا پیشایی که حرکت    ه اسپرم . دی
های زنـده از رنـگ آمیـزی         گیری درصد اسپرم   برای اندازه 

آمیـزی ابتـدا     برای رنگ .  نیگروزین استفاده گردید   -ائوزین
یک قطره از منی رقیق شـده را در یکـی از دو انتهـای لام                

 و سپس یک قطـره از رنـگ را          ادهتمیز و گرم شده قرار د     
آنگاه بعد از مدت یـک      . خته شد قیق شده ری  روی منی ر   بر

دقیقه توسط لبه لام دیگـری گـسترش نـازکی از آن تهیـه              
  تـا کـاملا   انـده ممنتظـر   دقیقه 5 و سپس برای مدت  ودهمن

ــشک  ــردخ ــایی   . دگ ــتفاده از بزرگنم ــا اس ــاه ب  40×آنگ
های زنده و  میکروسکوپ در چند ناحیه از لام تعداد اسپرم    

هـای   اندازه گیری درصد اسـپرم برای  . نددمرده شمارش ش  
مقاوم به کاهش فشار اسمزی، ابتدا یک محلـول بـا فـشار             

 پـس از آن یـک       وده و م ـن میلی اسـمز تهیـه       150اسمزی  
شده به  لیتر اسپرم رقیق     میلی 0/1لیتر از این محلول با       میلی

. نددگراد نگهـداری ش ـ     درجه سانتی  37دقیقه در    30مدت  
 میکروسکوپ ارزیابی شده    40×ایی  سپس نمونه با بزرگنم   

هایی که دچار بادکردگی در قسمت دم        و آن دسته از اسپرم    
  ).1992آهنگری،  (نددگردیند، شمارش بودشده 

ها، از طرح بلوک     به منظور تجزیه و تحلیل آماری داده      
های کامل تصادفی با چند مشاهده در هر واحد آزمایـشی           

، سه بلـوک و سـه       در این طرح شش تیمار    . استفاده گردید 
علت استفاده  . داردمشاهده برای هر واحد آزمایشی وجود       

 که این طـرح در      بودهای کامل تصادفی این      از طرح بلوک  
هـای    در نتیجـه تفـاوت     .سه دوره زمـانی انجـام پـذیرفت       

احتمالی ناشی از ناهمزمانی تکرارها بـه عنـوان بخـشی از            
ی زیـر   مـدل آمـار   از   از ایـن رو،    ،آیـد  خطا به حساب می   

   ).2000یزدی صمدی،  (یددگرستفاده ا
Yijk = µ + Ti + Rj + eij + £ijk 

Yijk = مشاهده شمارهk از بلوک j و تیمار i  
µ =   میانگین جامعه  

Ti =  اثر تیمارi  
Rj =  اثر بلوکj  
eij =  خطای آزمایشی واحدj از تیمار i  

£ijk =  خطای مربوط به نمونهk از واحد آزمایشی ij  
های بدست آمده با اسـتفاده از نـرم افـزار آمـاری              داده

Minitab) 1995 (         مورد تجزیـه و تحلیـل قـرار گرفتنـد. 
 از آزمـون چنـد دامنـه        نیـز برای مقایسه میانگین تیمارهـا      

  .دانکن استفاده گردید
  

  نتایج و بحث
دو مرحله قبل از انجماد و پس از در نتایج آزمایش   

نشان  2 و 1های  و شکل 1در جدول انجماد و یخگشایی 
  . ندداده شد
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  ..)> 01/0P(  مقایسه میانگین خصوصیات حیاتی اسپرم در تیمارهای آزمایش با استفاده از آمون دانکن-1جدول 
  تیمارهای آزمایش

  خصوصیات
  تریس  )درصد(حیاتی اسپرم 

  )شاهد(

تریس با 
یک درصد 
  ژله رویال

تریس با   
دو درصد 
  ژله رویال

تریس با   
سه درصد 
  ژله رویال

تریس با 
چهار رصد 
  ژله رویال

  تریس با
پنج درصد 
  ژله رویال

 ارزش
F 

                قبل از انجماد: الف 
  88/50٭٭    a 67/75  b 33/76  c 89/76  d 67/77  e 44/78  e 56/78  اسپرم زنده

  85/39 ٭٭    a 66/72    b 22/73    c 87/73    d 54/74    e 22/75    e 32/75  اسپرم پیشرونده
  82/79 ٭٭    a 45/44    b 11/45    c 81/45    d 56/46    e 18/47    e 55/47  اسپرم مقاوم به فشار اسمزی

                پس از انجماد و یخگشایی: ب
  17/62 ٭٭    a 00/34    b 77/34    c 56/35    d 43/36    e 32/37    e 45/37  اسپرم زنده

  08/87 ٭٭    a 32/31    b 00/32    c 77/32    d 56/33    e 41/34    e 56/34  اسپرم پیشرونده
  26/63 ٭٭     a 22/6     b 00/7     c 78/7     d 44/8     e 33/9     e 46/9  اسپرم مقاوم به فشار اسمزی

  .دارندنداری  باشند، از لحاظ آماری اختلاف معنی اعداد مربوط به هر ردیف که دارای حروف مشابه می
  دار در سطح احتمال یک درصد معنی: ٭٭
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  . درصد خصوصیات حیاتی اسپرم قبل از انجماد-1 شکل
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  . از انجماد و یخگشاییپسدرصد خصوصیات حیاتی اسپرم  -2 شکل

  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

، 3، 2، 1، 0درصد اسپرم زنده در شش تیمار تریس با 
، 67/75ترتیب   درصد ژله رویال در قبل از انجماد به5 و4

 و پس از انجماد 56/78، 44/78، 67/77، 89/76، 33/76
 45/37، 32/37، 43/36، 56/35، 77/34، 00/34ترتیب  به
، 1، 0درصد اسپرم پیشرونده در شش تیمار تریس با . بود

ترتیب   درصد ژله رویال در قبل از انجماد به5 و4، 3، 2
 و پس از 32/75 و22/75، 54/74، 87/73، 22/73، 66/72

 و 41/34، 56/33، 77/32، 00/32، 32/31ترتیب  انجماد به
درصد اسپرم مقاوم به کاهش فشار اسمزی در .  بود56/34

 درصد ژله رویال 5 و 4، 3، 2، 1، 0ر تریس با شش تیما
، 81/45، 11/45، 45/44ترتیب  در قبل از انجماد به

ترتیب  به  و پس از یخگشایی55/47 و 18/47، 56/46
  .  بود46/9 و 33/9 ، 44/8 ، 78/7، 0/7 ، 22/6

نتــایج نــشان داد کــه خــصوصیات حیــاتی اســپرم در  
ار شـاهد ارتقـاء     تیمارهای حاوی ژله رویال نسبت به تیم ـ      

 افزایش غلظت ژله رویال     ،همچنین). >01/0P(یافته است   

کننده تریس، یک روند صـعودی در خـصوصیات          در رقیق 
علـت ایـن افـزایش در       . دهـد  حیاتی اسـپرم را نـشان مـی       

تـوان بـه    میانگین درصد خصوصیات حیاتی اسـپرم را مـی       
کننده تـریس بعنـوان یـک منبـع          وجود ژله رویال در رقیق    

هایی همچون اسـید آسـپارتیک      ئینی غنی از اسید آمینه    پروت
بیــان کــرد کــه دارای ترکیبــات شــیمیایی ضــروری بــرای 

  ). 1992هانز و سیموت، (باشد  ها می ساختمان بافت
دست آمده در شرایط این آزمایش،      هبا توجه به نتایج ب    

عنوان یک منبع پروتئینـی       ههافزودن ژله رویال زنبور عسل ب     
 تـریس بـرای نگهـداری اسـپرم قـوچ دالاق            کننده به رقیق 

 و  4هـای    غلظـت . شود صورت مایع و منجمد توصیه می      هب
 درصد ژله رویال بـالاترین افـزایش را در بهبـود میـزان              5

اسپرم زنده و پیشرونده نشان دادند امـا تفـاوت بـین آنهـا              
 درصـد ژلـه     4بنابراین افـزودن    ). >01/0P(دار نبود    معنی

 تریس بعنوان مطلـوبترین سـطح ژلـه         کننده رویال به رقیق  
  . شود رویال توصیه می
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Abstract 
This research work was conducted to investigate the effect of using honeybee royal jelly as a 

protein source in tris extender on survival and motility characteristics of ram spermatozoa. Three 
Dallagh rams semen samples were pooled and subjected to six treatments, tris extender plus 0, 1, 2, 3, 
4 and 5 percent of royal jelly, in a randomized complete block design with sub-samples in an 
experimental unit. Results of experiment showed that effect of royal jelly treatment improved survival 
of ram spermatozoa significantly (P<0.01). At post freezing stage, percentages of live and motile 
spermatozoa were improved with an increase of royal jelly in tris extender from 0 to 4% (34 and 31.32 
to 37.32 and 34.41). Effect of tris extender with four percentage of royal jelly and tris extender with 
five percentage of royal jelly on live and motility of spermatozoa (37.45 and 34.56) was not significant 
(P<0.01). Therefore, the addition of four percent of royal jelly in tris extender is recommended for 
dilution and freezing ram semen. 
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