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۶۷ 

   ماهي افزايش ميزان لقاح در بر فعال کنندههاي  محلولثيرتأ
  )Oncorhynchus mykiss(آلاي رنگين كمان قزل

  

  ۳، محمد رضا كلباسي۲ محمد رضا احمدی،*۱رضا لرستانی

  
 ، تهراندانشگاه تربيت مدرسدانشكده منابع طبيعي و علوم دريايي،  دانش آموخته كارشناسي ارشد شيلات، ‐۱

  دانشگاه تهران دامپزشکی،كدهدانشدانشيار  ‐۲

 ، نورانشگاه تربيت مدرس ددانشكده منابع طبيعي و علوم دريايي، استاديار گروه شيلات، ‐۳

  

  چکيده
بر مدت زمان تحرك )  و آب معمولي۲، ۱های هفعال کنندمحلول (در اين تحقيق اثر سه محلول فعال كننده اسپرم 

محلولهاي فعال كنندة اسپرم اختلاف معناداري را . مان بررسي شدآلاي رنگين كاسپرم و ميزان باروری ماهي قزل 

فعال بالاترين مدت زمان تحرك اسپرم در .  مدت زمان تحرك اسپرم در مقايسه با هم نشان دادنددر خصوص

 .بود)  ثانيه ۰۱/۲۶±/.۲۴( و كمترين ميزان در حضور آب ) ثانيه۰۸/۹۱±۲( ۲ ةکنند

 علاوه بر بالاتر بودن از فعال کنندة آب، اختلاف معناداري را با آن ۲ ةدفعال کننميزان باروری حاصل از 

نشان نداد  و آب ۲ فعال کنندهبا  اختلاف معناداري را) ۰۴/۸۵±۷۳/۱( ۱ ةفعال کنند اين ميزان در  اما.نشان داد

يشترين ميزان و با ب) ۸۵/۸۶±۴۵/۱( ۲ ةفعال کنندميزان باروری با استفاده از .  دو قرار داشتبلکه حد واسط آن

 .كمترين ميزان بود )۴۵/۸۲±۵۸/۱ (استفاده از آب
 

  .، تحرك، اسپرم، باروري، قزل آلاي رنگين كمان، كلاردشتفعال کننده :كليد واژگان

  

  

 کارايی ،مثللدان و كنترل توليد بهبود كيفيت مواد تناسلي مو

مطالعه . ]۲، ۱[ دده را افزايش میدر آبزي پروريتکثير 

 آگاهي از .]۳[ آغاز شد ۱۹رم ماهيان از قرن شناسي اسپتزيس

 ]۴[دانش جديد در گرايشهاي مختلف زيست شناسي اسپرم 

شهاي لقاح مصنوعي در ماهي و  مهمي در كنترل روعامل

در حال حاضر، . ]۵[شود هاي در حال انقراض تلقي ميگونه

 به منظور بهبود در آزمايشگاههاي مختلف ی بيشتریهاپژوهش

مثل در سطوح آبزي پروري اقتصادي يند لقاح و كنترل توليد فرا

  .]۵[ ال  اجراستو بازسازي ذخاير در ح

ماهيان دوره كوتاه خصوصيت قابل توجه در توليد مثل آزاد 

در مجاورت اسپرم تا زمان قرار نگرفتن . زندگي گامتهاست

 ثانيه ۳۰ط به مدت ز آن فقا پس  غير متحرك است؛آب

 دهداگر چه اغلب مطالعات نشان مي. ]۶[ماند میمتحرك باقي 

 دقيقه پس از فعال  در فاصله چندد ماهيان به ظاهر آزااسپرم

، نمكي يا مايع حفره شکمی ةفعال کنند هايسازي با محلول

دهد، اما محققان لقاحي خود را از دست ميتحرك و قابليت 

 بين ،براي تحرك اسپرمرا تري هاي طولانيزيادي دوره

  .]۷[د ناه، ثبت کرد روز۷چندين ساعت تا 

  بعدها گامت ۱ در مورد به تاخير انداختن لقاحآزمايشهای انجام شده

    مقدمه‐۱

_____________________________________________________________________________________________________________________  

  E-mail: reza_lorestany@yahoo.com، ۰۸۳۵۴۲۲۵۸۵۳: تلفن: ل مقالهؤوسنويسندة م *

1. Delayed Insemination of Gamets 
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۶۸ 

دهد که ميزان لقاح بشدت ، بوضوح نشان مياز فعال سازي

روي بر اساس تحقيقات جديد . ]۸[ تابع تحرك اسپرم است

م اين ماهي، استفاده مواد تناسلي ماهي كپور، بخصوص اسپر

نمكي به علت حفظ ساختار تاژك  فعال کنندههاي از محلول

دهد؛ پس بتدريج با را افزايش مي حركت اسپرم اسپرم، زمان

هاي ، محققان برای لقاح از محلول تلقيح مصنوعيبهبود فنون

هدف از . ]۹[استفاده كردند  به جاي آب نمکیفعال کنندة 

بر  نمکی فعال کنندههای اجرای اين تحقيق بررسی اثر محلول

آلای ايش مدت زمان تحرک اسپرم و ميزان باروری در قزلافز

  .استرنگين کمان 

  

   مواد و روش کار‐۲
در مركز تكثير و پرورش ۱۳۸۲حقيق حاضر در آبان ماه سال ت

برای آماده سازي . ان شهيد باهنر كلاردشت انجام شدآزاد ماهي

بوط مر مختلف، تركيبات مواد شيميايی ةفعال کنندهاي محلول

 سپس ؛)۱جدول ( بدقت توزين شد g/Lبه هر يك، بر حسب 

 ،ايدر بشر جداگانه فعال کنندهمواد مربوط به هر با ريختن 

 از آب مقطر L ۱ه وسيله دستگاه همزن مغناطيسي مواد در ب

 و HCl  ،NaOHها با کمک  محلولpHبه طور کامل حل و 

  .تنظيم شدمتر  pHدستگاه 

  

   عمليات تكثير‐۳
 ماهي نر ۱۵ ماده و  ماهي۸ عمليات تكثير از منظور اجرایبه 

 MS ۲۲۲ وسيله مادهه بدر ابتدا ماهيان ماده . استفاده شد

 برای. بيهوش و تخمكهاي مورد نياز برای لقاح تهيه شدند

هاي يط تكثير براي تمام تيمارها تخمكيكسان شدن شرا

يل  به دل.]۱۱[استحصال شده از ماهيان ماده مخلوط شدند 

ت نامناسب اسپرم در بعضي از  يا كيفياحتمال عقيم بودن

بالاي اسپرم در بعضي ديگر، اسپرمهاي يا كيفيت مولدان 

 آب،(  تيمار ۳در مجموع . گرديدندن نر با هم مخلوط مولدا

  . تكرار انجام شد۲۷و ) ۲ و ۱تقويت کننده 

با  mL۵۰ دسته تخمك ۹ لقاح در هر تيمار، برای اجری

 تخمكهاي مخلوط شده مولدان ماده جدا و برای پيمانه از

 از  استفاده از تنظيف، مايع حفره شکمیخطا با جلوگيری از

 خود يك فعال كننده زيرا مايع حفره شکمیتخمكها جدا شد 

  .]۷[ اسپرم است

با قرار دادن هر دسته تخمك به طور جداگانه در سپس 

 با  اسپرمmL۵/۰ براي هر ظرف، ظروف پلاستيكي متوسط،

استفاده از ميكروپيپت برداشت و با تخمكهاي موجود در آن 

سازي اسپرم و انجام به منظور فعال. به طور کامل مخلوط شد

 ۱  فعال کنندهmL۵ ، آب در تيمار گروه شاهدmL۵عمل لقاح 

وان تيمار دوم  به عن۲  فعال کنندهmL۵به عنوان تيمار اول و 

 دقيقه برای ۲ت به هر ظرف اضافه شد؛ پس از آن به مد

سپس برای حذف  .تکميل لقاح به طور کامل هم زده شد

ها، تخمهاي موجود در هر ظرف، اسپرمهاي اضافه و پوسته

و عد يك تراف آبگيري در مرحله ب. دقت شستشو شدندب

هاي لقاح يافته تخمك. يمي از آب در آن ايجاد شدجريان ملا

ار گرفتن در  پلاستيكي بعد از شستشو، با قرموجود در ظروف

جذب آب به مدت گذاري شده برای آبكشهاي از پيش شماره

  ).شرايط معمول كارگاه( دقيقه در تراف قرار گرفتند ۳۰

    

 ]g/L ]۱۰ بر حسب هاآزمايش انجام  محلول انتخاب شده برای۲تركيبات    ۱جدول
  

 مواد                   

  محلولها
NACL  CACL2.2H2O TRIS  GLYCIN  PH  

  ۴/۸  ۵۷/۳  ۴۲۲/۲  -  ۵۴/۵  ۱ول فعال کننده محل

  ۷/۷  -  -  ۷۳۵/۰  ۳۰۵/۷  ۲محلول فعال کننده 
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۶۹ 

  سنجش مدت زمان تحرك اسپرم ‐۴
 سنجش مدت زمان تحرك مخلوط اسپرمهاي مولدان منظوره ب

پس ثير گروه شاهد بر مدت زمان تحرك اسپرم، و سنجش تأ

 وپ،ي لام در زير ميكروسكرو آبيك قطره از قرار گرفتن 

 مدت زمان تحرك اسپرم . با آن مخلوط شداسپرميك قطره 

 مدت زمان تحرك . با استفاده از كرنومتر ثبت گرديدبلافاصله

متوقف  %۹۹-۹۵ سلولها به ميزان كه تحرك اسپرم تا زماني

فعال  اين آزمايش براي .]۱۲، ۸، ۷[ در نظر گرفته شد ،شوند

 ۳ بار به عنوان ۳، حداقل )آب( و گروه شاهد ۲ ،۱هاي کننده

  .تكرار صورت پذيرفت

  

  ها انكوباسيون تخم‐۵
 سيني ۹ تراف و ۳هاي لقاح يافته، برای انجام انكوباسيون تخم

هر سيني به . سيني قرار داده شد ۳كار رفت و در هر تراف ه ب

 و تمام قسمتهاي قسمت مساوي تقسيم ۳نئوپلاست به وسيلة 

. گذاري شدند شمارهتقسيم بندي شده سينيها به طور تصادفي

بدون شناسايی قبلی هاي لقاح يافته، پس از جذب آب، تخمك

 بعد از مشاهده  از لقاح تا روز پس۲. ها قرار گرفتندسينيدر 

ه وسيله مالاشيت گرين برای پيشگيري ها باولين تفريخ، تخم

ميزان مالاشيت گرين مورد . عفوني شدنداز قارچ زدگي ضد 

تخمها يك روز در ميان به  . بودg/L۱استفاده براي هر تراف 

شرايط (گرفتند  دقيقه در معرض اين ماده قرار ۶۰-۴۵مدت 

  ).معمول كارگاه

  

  محاسبه ميزان لقاح ‐۶
  پس از شفاف سازي تخم ۹۰در حدود  روز پس از لقاح ۷ -۶

هاي داراي مونه و ن، مشاهده شد١وسيله محلول شفاف کنندهه ب

_______________________________________________________ 
1- Clearing solution (Stockard's solution):  Formaldehyde 5%+     
     Acetic acid 4% 

قاح مطابق رابطه ذيل  لرصدد .كمربند عصبي شمارش شدند

  .]۱۳، ۴[ محاسبه و ثبت شد

  

  ميزان لقاح = )هاي لقاح يافتهتعداد تخمک/تعداد کل تخمکها* (۱۰۰

  

 تجزيه و تحليل آماري  ‐۷
مطالعات ميداني و اطلاعات جمع آوري شده از بررسيها، 

 و به شرح زير تجزيه spssآزمايشگاهي با استفاده از نرم افزار 

 آزمون  به وسيلةهاابتدا تأييد نرمال بودن داده. ندو تحليل شد

ل هايي كه نرماداده. گرفت صورت ٢اسميرنف -فکولموگرا

هاي برای سنجش محلول. نبودند با روشهاي معمول، نرمال شدند

 از ، ميزان لقاح و مدت زمان تحرك اسپرمبر فعال کنندهمتفاوت 

ها  از آزمون چند نو برای مقايسه ميانگياليز واريانس يک طرفه آن

  .استفاده شد% ۹۵ي دانكن در سطح ادامنه

  

  نتايج ‐۸
) ۲ ةکنندفعال و ۱ ةکنندفعالآب، (هاي متفاوت اسپرم كنندهاثر فعال

  بر مدت زمان تحرك اسپرم 

ت زمان  بين مد،نتايج تجزيه واريانس يک طرفه نشان داد

رم وت فعال كننده اسپهاي متفاتحرک در استفاده از محلول

. )=۰۱/۰P≤ ,۲, df=۲۹۹/۲۹۵۸f( داری وجود دارداختلاف معنا

اي دانكن، دست آمده از آزمون چند دامنهه نتايج باساس بر

 ؛)≥۰۵/۰P( بوداسپرم اختلاف معناداري هاي متفاوت كنندهفعالبين 

و آب كمترين  ) ثانيه۰۸/۹۱±۲( بيشترين ۲ ةفعال کننديعنی 

 ۱ فعال کننده. حرك را باعث شدمدت زمان ت)  ثانيه±۰۱/۲۶/.۲۴(

 ۲ فعال کننده  بااداري را اختلاف معننيز ) ثانيه ۸۸/۳±۴۲/۸۴(

  ).۱نمودار() ≥۰۵/۰P( ددانشان و آب 

_______________________________________________________ 
2. Kolmogorov-Smirnov 
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۷۰ 

رم ـدة اسپـكننولهاي فعالـر محلـاث ‐۹
  بر ميزان لقاح) ۲ و ۱کنندة آب، فعال(

هاي متفاوت ميزان لقاح حاصل از استفاده فعال كننده

 دهندف معناداری را با يکديگر نشان میاسپرم اختلا

)۰۵/۰P≤ ,۲  df=۹۰۸/۳f= .( ،نتايج آزمون دانكن نشان داد

؛ )≥۰۵/۰P (  با گروه شاهد اختلاف معناداري دارد۲فعال کنندة 

 اختلاف معناداري را با فعال ۱ اين در حالي است كه فعال کنندة

ستفاده از فعال ميزان لقاح با ا. )P≤۰۵/۰( و آب نشان نداد ۲کنندة 

و با استفاده از آب ) ۸۵/۸۶±۴۵/۱( بيشترين ميزان ۲ کنندة

 ۱اين ميزان در فعال کنندة ). ۴۵/۸۲±۵۸/۱( ميزان بود كمترين

اختلاف معناداری را نسبت به دو فعال کننده ديگر ) ۷۳/۱±۰۴/۸۵(

  ).۲نمودار ( نشان نداد 
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c
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  های متفاوت بر مدت زمان تحرک اسپرم  فعال کنندهتأثير   ۱نمودار
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 بر ميزان لقاحهای متفاوت فعال کنندةاثر محلول   ۲نمودار
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۷۱ 

  

ديده ) ۱جدول  (۲ و ۱ي هاهفعال کنندبا مقايسه تركيبات 

 آغاز تحرك  يون ضروري برای كهشود يون كلسيممي

 ، در]۳[  استي قزل آلاي رنگين كمانرم ماهاسپرماتوزوآ در اسپ

 يون كلسيم مهمترين عامل. جود دارد و۲ فعال کنندهتركيب 

از آنجا . ]۱۰[ باشدمي مدت زمان تحرك اسپرم تمديد و برای القا

 اسپرم، كلسيم به محلولهاي فعال كنندة mm۱ كه با اضافه کردن

 ]۱۴[مدانجا مي ثانيه به طول۳۰تر از مدت زمان تحرك اسپرم فرا

 تقويت كنندگي نهاي كلسيم و سديم نيز اثرو از طرفي وجود يو

 پس عملكرد مناسبتر ،]۱۵[ان تحرك اسپرم دارند بر مدت زم

 فعال کننده بر مدت زمان تحرك اسپرم نسبت به ۲ فعال کننده

بر افزايش مدت زمان تحرك اسپرم  فعال کننده و اثر اين دو ۱

  .وجيه است با گروه شاهد قابل تدر مقايسه

pH   دارد موفقيت لقـاح    ميزان   در   زيادی ثير محيط لقاح تأ

 مايع منـي يـا مـايع        pHشرايط قليايي مشابه يا بالاتر از        .]۱۶[

تحرك و لقاح بيشتر در اسـپرماتوزواي آزاد         باعث   حفره شکمی 

 ]۳[ ۵/۷بالاتر از   معمولاً  نيز   مايع مني    pH .]۱۷[ماهيان مي شود    

 ـ .]۱۹،  ۱۸[ اسـت    ۶۵/۸ - ۲۵/۸يز   ن حفره شکمی مايع   pHو   ا  ب

مني و مايع    مايع   pH با   ۲ و   ۱ فعال کننده هاي   محلول pHمقايسه  

 در حدود   ۲ ةفعال کنند  pH كه   شود، مشاهده مي  حفره شکمی 

pH    و   مايع منيpH  نيز برابر با     ۱ ةفعال کنند pH    حفـره   مـايع

 عملكرد مناسب اين دو محلـول در مقايـسه بـا            . است شکمی

 زيرا ايـن دو     نيستهد در تحرك اسپرم دور از انتظار        گروه شا 

وي يون كلسيم و يون      مناسب، حا  pHمحلول علاوه بر داشتن     

تواننـد عمـل جلـوگيري      يونهاي سديم و كلسيم مي    . اندسديم

 تحـرك اسـپرم كـاهش دهنـد         نده پتاسيم را در مايع مني بر      كن

تـي  رفيهـاي دوظ  پيشگفته بـراي يون   اثر  ر اين ميان    د. ]۲۱،  ۲۰[

وجود يون کلـسيم در ترکيـب        به دليل    و مانند كليسم شديدتر  

.  بهتر بود  ۱ فعال کننده  در مقايسه با     ، عملکرد آن  ۲ ةفعال کنند 

  تحرك، نقش تنظيمـي دارد      كلسيم در رفتار اسپرم بعد از آغاز      

كه با افزايش غلظـت خـارج سـلولي يـون كلـسيم،              طوريه  ب

 نزديـك بـودن     .]۳[  زمان تحرك اسپرم افزايش مي يابـد       مدت

pH   بـه    ۲ ةفعال کننـد pH   ي مزيـت ديگـري را نيـز         مـايع من ـ

و  فعـال کننـده    pH و آن وارد نشدن شوك اخـتلاف         داراست

  .مايع مني  به سلولهاي اسپرم است

وسيله ه  شود كه فعال سازي اسپرم ب      ديده مي  ۱در نمودار   

ــا    ــسه ب ــان تحــرك را در مقاي ــدت زم ــرين م ــال آب كمت فع

از قرار گرفتن   اسپرماتوزوآ بعد   . دهدنشان مي  ۲ و ۱ يکنندهها

در جهـت نـابودی    در معرض آب تغييرات ساختاري سـريعي        

ن مي دهد و به اين دليل عمر گامتها در آب بـسيار كوتـاه               نشا

در ها مانند محلول نمكـي      فعال کننده با استفاده از    . ]۲۲[است  

 ةفعـال کننـد   هـاي   اسپرم ماهي كپور نشان داده شد كـه محلول        

و در نتيجـه     شـوند مكي باعث حفظ ساختار تاژك اسپرم می      ن

  .]۹[رود  تحرك در مقايسه با آب بالاتر ميمدت زمان

 در سـال   ١بـيلارد ييد كننـده نتـايج      نتايج اين تحقيق نيز تأ    

 زيــرا مــدت زمــان  اســت،۱۳۸۱ و احمــديان در ســال ۱۹۹۲

هـا در مقايـسه بـا آب عـلاوه بـر            فعال کننده تحرك اسپرم در    

 ٢رورانگـوا . نيز با آن نشان داد داري را    بودن، تفاوت معنا   بيشتر

و همكـاران در سـال       ٣لايلـی  و   ۲۰۰۴و همكاران نيز در سال      

 مـان تحـرك اسـپرم در مـاهي قـزل آلاي            دامنه مدت ز   ۲۰۰۲

نمودار . ]۲۳، ۸[ ثانيه گزارش کردند۳۰را كمتر از    رنگين كمان   

ن لقـاح    ميـزا   بـر  ۲ ةفعـال کننـد   دار   نشاندهندة اختلاف معنا   ۲

يـزان بـالاتر    م ۲ة  فعال کننـد   نسبت به گروه شاهد است؛ يعنی     

  .ه استلقاح را باعث شد

 در مقايـسه    ۲ ةفعال کنند افزايش ميزان لقاح با استفاده از       

واضـح  . توان به دلايل متعددي توجيه کرد     با گروه شاهد را مي    

ان تحـرك اسـپرم، شـانس رسـيدن          افـزايش مـدت زم ـ     است  

دهـد؛  ل و انجام عمل لقاح را افـزايش مـي         كروپيها به مي  اسپرم

جا كـه   از آن . فزايش ميزان لقاح تخمكهاست   نتيجه آن ا  بنابراين  

) ميكروپيـل (نفـوذ اسـپرماتوزوآ     نقطه منحصر به فردي بـرای       

) mm۳( يـک اسـپرماتوزوآ     طول مـسير حرکـت    وجود دارد و    

ــاهتر  ــر تخمــك ازكوت ــك اســت،) mm۶-۴( قط ــابراين ي  بن

_______________________________________________________ 
1. Billard 
2. Rurangwa 
3. Liley 
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در نزديكي تخمك شانس رسيدن بـه ميكروپيـل         اسپرماتوزوآ،  

س واضح است افـزايش مـدت زمـان تحـرك           پ .]۲۲[را ندارد 

  .کندا را به ميكروپيل زيادتر مياسپرماتوزوآ شانس رسيدن آنه

م سازي اسپرم استفاده شود، هبرای فعالآب  اززماني كه 

 در تخمك سوراخ .بيننداسپرماتوزوآ و هم تخمك صدمه مي

صل از واكنش لايه وسيله توليدات حاه  بسرعتميكروپيل ب

شود، وري در آب ايجاد ميبيروني كه بسرعت بعد از غوطه

 اين ی نمکیهافعال کنندهدر استفاده از اما . شوديبسته م

ن ماده احتمال تركيدن تخمكهاي مولدا.  وجود نداردمشكلات

کشی هنگام تخم نازك تخمك در آنها ه دليل پوستةجوان ب

از % ۱ين مطلب كه هرگاه بيشتر از با عنايت به ا.  استزياد

 با توجه به ر نيست؛ همچنينها بتركند، لقاح ديگر ميستخمك

ب ، امكان كسی نمکیهاهفعال کننداين امر كه مهمترين مزيت 

وسيله زرده ه ها ب تخمك بالا هنگام آلوده شدنميزان لقاح

لقاح در پس بالا بودن ميزان  حاصل از شكستن تخمكهاست،

توجيه  شاهد به خوبي قابل  در مقايسه با گروه۲ ةفعال کنند

ه تواند ب حتي ميی نمکیهافعال کننده استفاده از .]۲۲[است

لقاح باشد و عفوني كننده در مراحل اوليه عنوان يك عامل ضد

براساس نتايج . ]۲۲[انتقال بيماري را هنگام لقاح كاهش دهد

در مقايسه با گروه ) ۸۵/۸۶±۴۵/۱ (۲ ةفعال کنندمشهود، 

دهد و ان میداری را نشاختلاف معنا) ۴۵/۸۲±۵۸/۱(شاهد 

ها در مقايسه در ميزان لقاح تخمک% ۴۰/۴باعث افزايش حدود

های قابل ؛ با در نظر گرفتن کل تخمکبا گروه شاهد می شود

لقاح در مراکز تکثير قزل آلای رنگين کمان، رقم قابل توجهی 

  . در کشور افزوده خواهد شدبه ميزان توليد لارو
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