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 چكيده

 20پذیری استپرماتوزوآ، آزمایاتی بتا     های انجماد اسکد در جکرۀ غذایی خروس بر شاخص ر اضزودن گوانکدینواستکشمنظور ارزیابی اث به
انجتام شتدی    هفته قط ه خروس گل  مادر گوشتی سوی  تجاری راس در قاوب طرح کاملاً تصادضی با چهار تکمار و پنج تلرار در هاع

گکری  اسپرم یشدند تهذیه اسکد گوانکدینواستکش ملم  از درصد 18/0 ، و12/0، 06/0(، شاهد)صفر  سطوح حاوی های جکر  با ها خروس
درجت    پتنج  کننتد ، بترای ت تادل دمتایی در دمتای       های منی بته رقکتق   پ  از اضزودن نمونه هفتهی و به روش ماوش شلمی انجام شدی

اد منتق  شدند و در م رض بختار ازت قترار گرضتنتد، و    های انجم های حاوی منی به داخ  نی گراد قرار داد  شدندی سپ  نمونه سانتی
متانی،   روند ، زند  های جنبایی ک ، جنبایی پکش گاایی اسپرماتوزوآ، ضراسنجه پ  از ضرایند انجماد و یخب د در ازت مایع ذخکر  شدندی 

درصتد، در مقای ته بتا ستایر     18/0 و 12/0گکری و مقای ه شدی مکانهکن جنبایی کت  در ستطل    غاا انداز  شناسی، و یلپارچهی  ریخع
شتاهد داشتتند و در     داری بتا تکمتار   ها اختلاف م نی روند ، تمامی تکمار ی همننکن در مکانهکن جنبایی پکش(P<05/0)سطوح بکاتر بود 

متانی، ریختع شناستی، و     هتای زنتد    ی تفتاوتی در ضراستنجه  (P<05/0)درصد، به ن بع سایر ستطوح بکاتتر بتود    18/0و  12/0سطل 
هتا در   خروس  اسکد در جکرۀ لپارچهی غاای اسپرماتوزوآ مااهد  نادی نتایج حاص  از آزمایش ناان داد که اضزودن گوانکدینواستکشی

 شودی گاایی می های جنبایی اسپرماتوزوآ پ  از ضرایند انجماد و یخ ثکرگذار اسع و باع  بهبود ضراسنجهأتأمکن انرژی اسپرماتوزوآ ت
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 مقدمه

شدن آن بته   های اخکر و تبدی  توس   پرورش طکور در سال

مرغ،  صن تی بزرگ و ض ال از نظر تهک  گوشع سفکد و تخ 

و در رضع ن بی بحران کمبود پروتئکن حکوانی، ب کار متؤثر  

مفکد بود  و توان ته اسع از نظر تأمکن مواد غتذایی نقتش   

ای داشتتته باشتتدی بتترای پکاتترضع ایتتن صتتن ع بتته      ارزنتتد 

ها، انتخاب بهترین نژادهتا،   شدن هزینه راهلارهایی برای ک 

وری نکاز اسعی در این زمکنه باتوجه به سه   و اضزایش بهر 

بتون بته   هتا و ماتللات مر   ها در هزینه ب کار بارز خروس

هتای متادر، بحت      مدیریع همزمان مرغ و خروس در گله

مصتنوعی    ها و استتفاد  از روش تلقتکل   جداسازی خروس

توان از یش انزال  مطرح اسعی در روش تلقکل مصنوعی، می

هتای   مرغ استفاد  کرد و هزینه 20خروس برای بارورکردن 

تتتوان از  ی در ایتتن روش متتی[2و  1]د تووکتتد را کتتاهش دا

 اتوزوای تتتاز  و یتتا منجمتتد استتتفاد  کتترد، امتتا   استتپرم

 موجتب  متایع  صورت به سازی ذخکر  زمانی های محدودیع

 ی [3] اسع شد   اسپرماتوزوآ انجماد به سوی گرایش

 استپرماتوزوای  ستال استع کته بته انجمتاد      50حدود 

های گونتاگونی در ایتن راستتا     توجه شد  و روش پرندگان

 انجمتتتاد لیاصتتت اهتتتداف یاز[4]مطاو تتته شتتتد  استتتع 

نقت    و متدت، حمت    نههداری طتولانی  طکور اسپرماتوزوای

هتای   آسان، و نکازنداشتن به نههداری پرنتدۀ نتر در واحتد   

بتتر ایتتن، استتتفاد  از  پتترورش طکتتور بتتود  استتعی اضتتزون 

ها در گله  اسپرماتوزوای منجمد باع  کاهش انتقال بکماری

هتای   نکز خواهد شد و برای حفظ و ایجاد بانش ژنومی گله

های برتر، و پرندگان در حال انقراض نکز اهمکع  لاین، نژاد

تجتاری از    اکنتون رونتد استتفادۀ    امتا هت    ،[5] دارد زیادی

استتپرماتوزوای منجمتتد و تلقتتکل مصتتنوعی در صتتن ع    

مرغداری ب کار اندک اسع و یا در ب کاری از موارد انجتام  

ری قابلکتع انجمادپتذی   ،شود که از دلای  شایان ذکر آن نمی

و باروری ک  در گله در مقای ته بتا    [6]پایکن اسپرماتوزوآ 

 5]توان نام بترد   درصد( را می90گکری طبک ی )بالای  جفع

هتتای  منظتتور بهبتتود شتتاخص ی مطاو تتات مت تتددی بتته[7و 

کننتتد ، بهبتتود  انجمادپتتذیری ازطریتتق تهککتتر محتتک  رقکتتق

هتا   ها به جکترۀ ختروس   های انجماد، و اضزودن ملم  روش

اضزایش ککفکع استپرماتوزوآ پتکش و پت  از انجمتاد     برای 

 انجام شد  اسعی

( ترککبی اسع که در کبتد  GAAاسکد ) گوانکدینواستکش

وستتتکله آنتتتزی    و کلکتتت  پرنتتتدگان وجتتتود دارد و بتتته  

تران فراز، از آرژنتکن و گلای تکن    گلای کن آمکدینو ت آرژنکن 

  وستتکل  استتکد بتته  شتتودی گوانکدینواستتتکش  ستتاخته متتی 

متکونکن و توست  آنتزی  گوانکدینواستتات     ت ال ت نوزی آد ت اس

شتود و   متک  تران فراز متکلته و بته کتراتکن تبتدی  متی      ت ان

ض تفات   درنهایع بتا انتقتال یتش ض تفر از آدنتوزین تتری      

(ATP تبتتدی  بتته ترککتتبِ بتتا انتترژی بتتالای ض تتفوکراتکن )

استکد بته    در آزمایای اضزودن گوانکدینواستکشی [8]شود  می

درصتد،  12/0و  06/0هتای گوشتتی در ستطل     وجهجکرۀ ج

اضزایش   داری غلظع کراتکن را در گوشع سکنه طور م نی به

درصد از این ملم  12/0و  08/0ی همننکن اضزودن [9] داد

داری موجتب   طتور م نتی   های مادر گوشتی به به جکرۀ مرغ

 ی [10] درآوری شد اضزایش باروری و جوجه

هتتای ستترتووی و    کتتراتکن و ض تتفوکراتکن در ستتلول  

باتوجته  ی [11] های زایندۀ بکا  موش یاضع شد  اسع سلول

صتورت   که شتل  ذخکترۀ انترژی در استپرماتوزوآ بته      به این

نقش کلکدی متابووک   انرژی و ارتبان  [8]ض فوکراتکن اسع 

ی [13و  12] آن با ض فوکراتکن در استپرماتوزوآ ماتاهد  شتد   

کراتکن ض تفات در متایع منتی     ت احتمالاً تقویع سامان  کراتکن

لازم اسپرماتوزوای ختروس   ATPتواند به تأمکن  خروس می

هتای   کنتد و شتاخص  گاایی کمش  یخ ت  پ  از ضرایند انجماد

ی هدف از پتژوهش حاضتر،   انجمادپذیری آن را بهبود بخاد

ستاز   عنتوان پتکش   به  اسکد مطاو   تأثکر اضزودن گوانکدینواستکش

هتتا بتتر انجمادپتتذیری  ختتوراکی ختتروس کتتراتکن در جکتترۀ

 اسپرماتوزوای آنها اسعی
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 ها مواد و روش

 20این آزمایش در قاوب طرح کاملاً تصتادضی بتا ت تداد    

خروس گل  مادر سوی  تجاری راس با چهار تکمار ه قط 

متدت هاتع    تلرار بهج و پنج خروس در هر تکمار و پن

ی جکرۀ شاهد 1های آزمایای شام    تکمارهفته انجام شدی 

ی جکترۀ حتاوی   2استکد(،   )ضاقد اضزودنی گوانکدینواستتکش 

ی جکتترۀ 3استتکد،  درصتتد اضزودنتتی گوانکدینواستتتکش06/0

ی 4استکد، و   دنی گوانکدینواستتکش درصد اضزو12/0حاوی 

استکد   درصد اضزودنی گوانکدینواستتکش 18/0جکرۀ حاوی 

 2754ها بر پایت  ذرت و ستویا و بتا انترژی      بودندی جکر 

ککلوکتتتتاوری بتتتتر ککلتتتتوگرم استتتتتفاد  شتتتتدند و    

اسکد جایهزین متادۀ خنثتی )ماسته(، در     گوانکدینواستکش

هتا پت  از هفتع روز     (ی ختروس 1ها شد )جتدول   جکر 

مدت هاع هفته )از  دهی، به پذیری به اسپرم ورۀ عادتد

 های ضوق تهذیه شدندی   هفتهی( با جکر 37تا  29

 
 شده تأمین مغذی مواد و آزمایشی جیرۀ . تركیب1جدول 

 ترککب جکر 
 مقدار

 )درصد(

 00/69 ذرت

 50/8 کنجاو  سویا

 19/19 سبوس گندم

 40/1 کل ک  ض فات دی

 32/0 نمش

 80/0 صدف

 11/0 ال متکونکن دی

 25/0 ملم  م دنی

 25/0 ملم  ویتامکنه

 GAA 18/0ماسه+

  شد  مواد مهذی محاسبه

 2754 )ککلوکاوری در ککلوگرم( انرژی قاب  متابووک  

 12 پروتئکن )درصد(

 7/0 کل ک  )درصد(

 35/0 ض فر )درصد(

 15/0 سدی  )درصد(

 45/0 لایزین )درصد( ال

 29/0 درصد(ال متکونکن ) دی

 49/0 متکونکن+سک تئکن )درصد(
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ها، زمانی  خروس  پ  از گذشع سه هفته از آغاز تهذی 

، [14] کتته یتتش دورۀ استتپرماتوژنر در ختتروس کامتت  شتتد

هفتته( و بته روش متاوش     5صورت هفتهی ) گکری به اسپرم

از هتر پتنج    هتا صتورت گرضتعی    شلمی از تمتام ختروس  

گکری انجام و  مان اسپرمز صورت ه  خروس در هر تکمار به

شدی منتی پت     سری اً به آزمایاها  منتق  و با ه  مخلون می

کننتدۀ بلت توی  شتام      شدن در محک  رقکق برابر رقکق 20از 

گترم در وکتتر(، ستدی  گلوتامتات      7/12پتاسک  ض تفات )  دی

استتات   گرم در وکتر(، سدی  5گرم در وکتر(، ضروکتوز ) 61/8)

گرم در وکتر(، پتاسک  سکترات  9/1ری  )گرم در وکتر(، ت 3/4)

گرم در وکتتر(،   6/0گرم در وکتر(، مونوپتاسک  ض فات ) 64/0)

درصد گلک رول برای 5گرم در وکتر(، و  34/0کلراید منکزی  )

مدت دو ساعع در داخ  یخنال با دمای پنج  ت ادل دمایی به

های حتاوی   ی سپ  نمونه[15]گراد قرار داد  شد درج  سانتی

وکتری منتق  شتدند و   مکلی 25/0های انجماد  ی به داخ  نیمن

 بته هفع دقکقه در م رض بختار ازت قترار گرضتنتد، ستپ      

متدت   منتق  و بته  گراد( سانتی -196)تانش حاوی ازت مایع 

گاایی مایع منی،  شدندی برای یخ ساعع نههداری  48حداق  

 مدت سته دقکقته در آب چهتار    ها از ازت مایع خارج و به نی

گراد قرار داد  شتدند، ستپ  محتتوای آنهتا بته       درج  سانتی

گاتایی،   پت  از یتخ  شتدندی   هتا تخلکته   داخ  مکلروتکتوج 

متتانی، و  هتتای جنبتتایی، یلپتتارچهی غاتتا، زنتتد  ضراستتنجه

 شناسی اسپرماتوزوآ ارزیابی شدی ریخع

 سک ت روندۀ اسپرماتوزوآ با  جنبایی ک  و جنبایی پکش

 ;CASA; CEROS version 12.3)استپرم   آناوکز کامپکوتری

Hamilton-Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA) 
هتا   صورت درصدی از ک  استپرم  بررسی و تحلک  شد و به

مکلکتون استپرماتوزوآ در    20بکان شدی بدین منظور، غلظتع  

 تتورم  وکتر استفاد  شدی یلپارچهی غاا ازطریق آزمون مکلی

( Hypo-osmotic swelling testهکپواستتموتکش )هاستتع؛ 

هتا بکتان شتد     صورت درصد از ک  استپرم  و به ارزیابی شد

گترم در وکتتر( و    9ی محلول هاسع شتام  ضروکتتوز )  [16]

 100گتترم در وکتتتر( بتتا استتمولاوکت    9/4ستتکترات ستتدی  )

شناستی   ی ریختع [17] اسمول بر ککلوگرم استفاد  شتد  مکلی

 5/62اسپرماتوزوآ با استتفاد  از محلتول هتانلوک )شتام      

 150وکتر محلول ساوکن ستدی ،   مکلی 150وکتر ضرماوکن،  مکلی

وکتر آب دوبار تقطکرشد (  مکلی 500وکتر محلول باضر، و  مکلی

صورت درصد اسپرماتوزوای بهنجار از ک   ارزیابی شد و به

متانی استپرماتوزوآ پت  از     ی زنتد  [18] ها بکتان شتد   اسپرم

رنت   روزین )شام  نه ت گاایی با استفاد  از رن  ائوزین یخ

گترم در   100گرم در وکتر(، رن  نهتروزین )  7/16ائوزین )

ارزیتابی شتد و    گرم در وکتتر((  29وکتر(، و سدی  سکترات )

هتا بکتان    صورت درصد اسپرماتوزوای زند  از ک  استپرم  به

 کته  استع  صورت به این آمکزی رن  این ی اساس[19]شد 

در  کنتد،  متی  وذنف مرد  اسپرماتوزوای داخ  به ائوزین رن 

 (ی1گکرد )شل   رن  نمی زند  که اسپرماتوزوای حاوی

 
 شود گیرد، متمایز می و از اسپرماتوزوای زنده كه رنگ نمی كند میمانی؛ رنگ ائوزین به درون اسپرماتوزوای مرده نفوذ  . آزمون زنده1شکل 
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(، روی  متدل  1/9)ن خ   SASاضزار آماری  ها با نرم داد 

هتا توست     تجزیه و مکتانهکن  1راساس مدل خطی عمومی ب

  ای دانلن مقای ه شدندی آزمون چنددامنه

(1) Yij=µ+Li +eij     

 شتتدۀ هتتای ارزیتتابی  ضراستتنجه Yijدر ایتتن رابطتته   

اثتتر  eijو  تکمتار،  اثتر   Liمکتانهکن جام تته،   µاستپرماتوزوآ،  

 خطای آزمایش اسعی

 

 نتایج و بحث

های جنبتایی   بر شاخصهای آزمایای  نتایج مربون به تکمار

ارائته شتد     2روند ( در جدول  )جنبایی ک  و جنبایی پکش

هتای آزمایاتی بتر جنبتایی کت  و جنبتایی        اسعی اثر تکمار

کته درصتد    طتوری  ، بته (P<05/0)دار بتود   روند  م نی پکش

هتایی کته جکترۀ     مکانهکن جنبایی ک  اسپرماتوزوای خروس

اسکد  نواستکشدرصد از اضزودنی گوانکدی18/0و  12/0حاوی 

درصد و تکمار شتاهد بکاتتر   06/0دریاضع کردند، از سطل 

روندۀ  ی همننکن درصد مکانهکن جنبایی پکش(P<05/0)بود 

درصد به ن تبع ستطل   18/0و  12/0اسپرماتوزوآ در سطل 

شاهد و سطل   درصد و تکمار شاهد بکاتر بود و تکمار06/0

ی (P<05/0)دار داشتتند   درصد نکز با ه  اختلاف م نی06/0

بتتتر ایتتتن استتتاس، مقتتتدار بهکنتتت  مصتتترف اضزودنتتتی   

های جنبتایی   منظور اضزایش شاخص اسکد به گوانکدینواستکش

درصد اسعی 12/0گاایی، سطل  پ  از ضرایند انجماد و یخ

حفظ جنبایی اسپرماتوزوآ و ض اوکع زیاد این ستلول باعت    

 ATPهتای بتدن بته     شد  اسع که در مقای ه با سایر سلول

ض تفات   دۀ بکاتری نکاز داشته باشدی آدنتوزین تتری  او ا ضوق

(ATPترککبتتی اساستتی در ستتلول استتپرماتوزوآ بتته )  شتتمار

آید که منبع انرژی سلول اسع و بترای ض فوریلاستکون    می

ها  کنندۀ عمللرد پروتئکن عنوان کوضاکتور تنظک  ها به پروتئکن

در اثتتر انجمتتاد استتپرماتوزوآ،   ی[12]شتتود  مح تتوب متتی

پذیری، و ترککبتات   غاایی از قبک  سکاوکّع، نفوذ ضاکتورهای

کته پت  از    طتوری  گکرنتد، بته   تتأثکر قترار متی    وکپکدی تحع

گاایی مکزان ستکاوکّع غاتا و مقتدار ترککبتات وکپکتدی       یخ

یابد و این خود سبب کاهش قدرت  اسپرماتوزوآ کاهش می

و  7] شتود  متانی استپرماتوزوآ متی    جنبایی، باروری، و زند 

تتأثکر   اسپرماتوزوآ در اثر انجماد تحتع  ATPی ی محتوا[20

استکد توست  آنتزی      ی گوانکدینواستتکش [21]گکترد   قرار متی 

شود  تبدی  می متک  تران فراز به کراتکن ت گوانکدینواستات ان

های سرتووی موش شناستایی   بکان ژن این آنزی  در سلولو 

  ی[8]شد  اسع 

های جنبایی، احتمالاً  مملن اسع علع اضزایش ضراسنجه

ض فوکراتکن در پی اضزایش کراتکن در سلول   اضزایش ذخکرۀ

اضتزایش  تواند سبب  اسپرماتوزوآ و یا مایع منی باشد که می

گاتایی   انرژی قاب  دسترس پت  از ضراینتد انجمتاد و یتخ    

 شودی اوبته این مطلب نکاز به تحقکق بکاتر داردی اسپرماتوزوآ 

 
 اسپرماتوزوآ ۀروند ( بر جنبایی كل و جنبایی پیشGAA) اسید گوانیدینواستیکهای آزمایشی  . اثر تیمار2جدول 

 SEM P-value 18/0سطل  12/0سطل  06/0سطل  شاهد ضراسنجه

00/34 جنبایی ک  )درصد( a
 00/38 a 00/47 b

 00/50 b 62/20  0001/0  

00/24 روند  )درصد( جنبایی پکش a
 00/31 b 00/40 c

 00/42 c 00/20  0001/0  

a-bاسع دار م نی ردیف هر در ناماابه   تفاوت ارقام با حروف (05/0>P)ی 

SEM  ها خطای استاندارد مکانهکن 
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های یلپارچهی غاا،  ای بر ضراسنجههای آزمای اثر تکمار

متانی استپرماتوزوآ پت  از ضراینتد      شناستی، و زنتد    ریخع

(ی در اثر انجماد 3جدول )دار نبود  گاایی م نی انجماد و یخ

مقدار ترککبات وکپکدی و در پی آن یلپارچهی غاا کتاهش  

غاتای   هتای  ض تفووکپکد  در کتاهش  همننتکن ی [7]یابتد   می

نک ع  چرب ی اسکدها درونی ابووک  مت دوک  به اسپرماتوزوآ

 انترژی  مکنأت جهع در غاا های ض فووکپکد که رتصو این و

 یهتر، د بکان ی به[3] دشو می یابد، رد کاهش می اسپرماتوزوآ

استپرماتوزوآ   بتر  انجماد تأثکرات برای دیهری دلای احتمالاً 

کنندۀ  عنوان محاضظع ی استفاد  از گلک رول به[3]وجود دارد 

کنندۀ اسپرماتوزوای طکور، تأثکر منفتی بتر    ی در رقکقانجماد

های غاایی،  اسللع سلووی، غاای دولای  وپککدی، پروتئکن

رو   ی از ایتن [6] کوکتاوک  ستطل غاتا دارد    و ساختار گلی

شتد  بتر یلپتارچهی     های استفاد  نبودن اثر تکمار داری م نی

از دوک  انجماد و استفاد   بهغاا در این پژوهش مملن اسع 

 باشدی کنند  گلک رول در مایع رقکق

 هتای  گونه بکن انجماد، شرای  در اسپرماتوزوآ مانی زند 

 مکتزان  بته  تفتاوت  ایتن  کته  اسع پرندگان متفاوت مختلف

 ای گونته  تفاوت این همننکن گرددی یم باز غاا آنها سکاوکّع

 محتتوی  در ای گونته  بتکن  تفتاوت  از ناشتی  غاا سکاوکّع در

دوکت  اینلته    ی بته [7]استع   غاایی های نپروتئک و کل ترول

ض تتتفوکراتکن از  ت م تتتکر بکوشتتتکمکایی تتتتأمکن کتتتراتکن  

اسکد در اضزایش ذخکرۀ انرژی اسپرماتوزوآ،  گوانکدینواستکش

تأثکرگذار اسع بنابراین مملن اسع در محتوی کل ترول و 

ای نداشته باشدی از این  های غاایی اثر شایان توجه پروتئکن

متانی پت  از    تن تهذی  این اضزودنی بتر زنتد   رو، تأثکرنداش 

پتذیر باشتدی    توانتد توجکته   گاتایی متی   ضرایند انجماد و یتخ 

رستد کته    نظر متی  گونه به براساس نتایج تحقکق حاضر، این

درصتد در  12/0اسکد در سطل بهکن   اضزودن گوانکدینواستکش

هتتای جنبتتایی  هتتا ستتبب بهبتتود ضراستتنجه  ختتروس  جکتترۀ

 شودی گاایی می رایند انجماد و یخاسپرماتوزوآ پ  از ض

 
 مانی اسپرماتوزوآ و زنده ،شناسی ( بر یکپارچگی غشا، ریختGAA) اسید گوانیدینواستیکهای آزمایشی  . اثر تیمار3جدول 

 SEM P-value 18/0سطل  12/0سطل  06/0سطل  شاهد ضراسنجه

 8094/0 76/13 44/24 59/25 70/26 97/25 یلپارچهی غاا )درصد(

 7722/0 25/17 91/83 47/85 17/83 96/82 پرماتوزوای بهنجار )درصد(اس

 6805/0 26/41 23/54 87/52 45/49 37/51 اسپرماتوزوای زند  )درصد(

 SEM  ها خطای استاندارد مکانهکن 
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