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 چکیده

سازی و انجماد با و نسبت جنسیت اسپرم گاو هلشتاین در طول فرآیند رقیق مرغ و آندرومد بر کیفیت منیزرده تخم -کننده مختلف تریس رقیقدو  اثر
مدت چهار هفته در قالب نژاد هلشتاین در سن چهار سالگی و بهبررسی شد. این آزمایش با استفاده از چهار گاو نر  real- time qPCRاز تکنیک استفاده 

استفاده از . شدند تکثیر -Y و -X کروموزوم های توالی از خاصی قطعات جداسازی برای ترتیب به SRY و PLP های ژن. تصادفی انجام شد کاملاًطرح 
کننده آندرومد موجب افزایش گشایی را بهبود داد. استفاده از رقیقماد و یخمرغ، کیفیت منی در انجزرده تخم -در مقایسه با تریس کننده آندرومدرقیق
( در حالت مایع و فرایند انجماد شد.  =66/0±13/0( ،)000/0P) SRYدار بیان ژن ( و کاهش معنی =61/0±34/6( ،)06/0P) PLPدار بیان ژن معنی

 SRYدار بیان ژن ( و افزایش معنی> 01/0±4/0( ،)0006/0P) PLPدار بیان ژن مرغ باعث کاهش معنی زرده تخم -کننده تریس استفاده از رقیق
(00/0±60/6( ،)006/0P= در حالت انجماد شد. بر ) زرده  -کننده آندرومد و منی منجمد شده با تریسشده با رقیقرقیق نتایج، استفاده از منی اساس

 شود.ه گاو شیری میزایی و نرزایی در گلسبب افزایش مادهترتیب  مرغ بهتخم

 
 .Y، کروموزوم SRY، ژن PLPمرغ، ژن زرده تخمآندرومد،  ها:کلید واژه
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Abstract 
The effects of two different extenders were investigated (Tris- egg yolk and Andromed extenders) on semen quality and sex ratio during the 
dilution and freezing process in Holstien bull by using the real-time qPCR technique. The experiment was conducted using four 4-years old 
Holstien bulls for a period of four weeks in a completely randomized design. The PLP and SRY genes were amplified to isolate the specific 
fragments of X- and Y- chromosome sequences, respectively. Using Andromed diluent in comparison with Tris- eggs yolk improved semen 
quality during freezing and thawing. Using Andromed extender significantly increased the PLP gene expression (1.43±0.16), (P= 0/01) and 
reduced SRY gene expression (0.64±0.11), (P= 0/009). Using Tris- egg yolk extender led to a significant reduced in expression of PLP gene 
(0.3±0.06), (P< 0/0001) and s increased SRY gene expression during freezing (1.19±0.05), (P= 0/001). Based on the results, sperm dilution 
with Andromed extender and frozen semen with Tris-egg yolk increase birth of female and male in dairy cow herd, respectively. 
 
Keywords: Andromed, PLP gene, SRY gene, Y- chromosome, egg yolk. 
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 مقدمه

های بسیاری برای پیشرفت تکنولوژی انجماد تاکنون تلاش

است، با این وجود موفقیت این فناوری  اسپرم انجام شده

مانی و جنبایی بعد از کاهش زنده با مشکلاتی از جمله

مانی و گشایی مواجه است، زندهفرایند انجماد و یخ

گشایی متأثر از عوامل جنبایی اسپرم پس از انجماد و یخ

متعددی از قبیل کیفیت منی و نوع و غلظت ترکیبات 

[. بنابراین، استفاده از 4باشد ]می کنندهموجود در رقیق

های ها را در برابر آسیبپرمکننده مناسبی که اسرقیق

مانی و جنبایی گشایی محافظت کرده و زندهانجماد و یخ

گشایی حفظ کند، بسیار حائز اهمیت ها را بعد از یخآن

کننده مورد استفاده طی فرآیند انجماد، [. نوع رقیق0است ]

اسپرم در ارتباط است، اساساً انجماد  DNAبا آسیب 

شود و انجماد مطرح می DNAعنوان عامل آسیب به  به

تواند توانایی اسپرم در طی فرایند انجماد و شوک بهینه می

افزایش داده و منجر به بهبود کیفیت اسپرم در  را سرمایی

[. نقش ترکیبات 61گشایی شود ]طی فرآیند انجماد و یخ

 ثابت شده DNAمرغ بر کیفیت اسپرم و سلامت زرده تخم

مرغ حفاظت خوبی را در [. اجزای زرده تخم10است ]

مرغ کند. زرده تخمفرایند انجماد برای اسپرم ایجاد می

( است که LDLهای با چگالی کم )دارای لیپوپروتئین

بعد از  DNAاثرات مفیدی بر کیفیت اسپرم و سلامت 

[. مشکلات 14گشایی دارد ]یخ -فرآیند انجماد

تمایل  های حاوی منابع حیوانی منجر به افزایشکننده رقیق

برای استفاده از منابع گیاهی شده است، آندرومد، 

بر پایه بافر تریس بوده و حاوی لسیتین  ایکننده رقیق

باشد و برای سویا، سیتریک اسید، قند و گلیسرول می

 [.8شود ]انجماد منی استفاده می

دهنده یک پتانسیل امروزه پیش انتخاب جنسیت، نشان

و رضایت تقاضای بازار بزرگ در جهت پیشرفت ژنتیکی 

های گذشته انتخاب جنسیت، بر است. بسیاری از تکنیک

تمرکز داشتند که این  Yو  Xجداسازی فیزیکی اسپرم 

های جداسازی، بر اساس اختلاف در تحرک، روش

ها بوده و اغلب ژن سطح اسپرمو آنتی DNAمحتوای 

 چنین هم[. 68اثرات نامطلوبی بر کیفیت منی داشتند ]

های دیگری برای جداسازی اسپرم گزارش شده روش

است که شامل شیب غلظت، گرادیان آلبومین، شنا به 

سمت بالا و گرادیان پرکل )جداسازی بر پایه تفاوت در 

ها بجز باشد، نتایج این روشها( میچگالی اسپرم

است. امروزه استفاده از بخش نبودهفلوسایتومتری رضایت

ی ارزیابی نسبت جنسیت ، برا Real time qPCRروش

های مایع منی پیشنهاد شده است، با استفاده از این اسپرم

تر و با دقت طور آسان هتوان نسبت جنسیت را بتکنیک می

 [. 1درصد ارزیابی کرد ] 00

 ناحیه ،Yکروموزوم موجود در  هاییکی از ژن

 SRY (Sex- related یا ژن Y کدکننده جنسیت کروموزوم

Yاین ژن روی بازوی کوتاه کروموزوم باشد( می ،Y 

مانی بر زنده SRYنزدیک به سانترومر قرار دارد. ژن 

توان نقش آن بر نسبت مؤثر است، لذا می Y کروموزوم

 [.68] را بررسی نمود Yو  Xهای جمعیتی کروموزوم

 PLP (Proteolipidپروتئین یا ژن پروتئولیپید  اخیراً

protein )  برای شناسایی کروموزومX پیشنهاد شده  

 های عصبی و غیرعصبی افتاست. این ژن در همه ب

 های غیرعصبی در طی  شود و در تمام بافتبیان می

 [. با توجه به 10] شودتکثیر طبیعی، مانع آپوپتوز می

و تغییر در نسبت  DNAکه انجماد موجب تخریب  این

نسبت جنسیت شود، این تغییر در جنسیت اسپرم می

 ها یا فرایند انجماد کنندهممکن است تحت تأثیر رقیق

 هدف از این پژوهش، بررسی اثر  [.60قرار گیرد ]

 -های آندرومد و تریسکنندهانجماد با استفاده از رقیق

مرغ بر نسبت جنسیت اسپرم در گاو هلشتاین زرده تخم

 بود.



 Real-time qPCR کیتکن با نیهلشتا گاو اسپرم تیجنس نسبت و یمن تیفیبرک مختلف هایکنندهقیرق با  انجماد اثر
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 هامواد و روش

از  DNAتمام مواد مورداستفاده برای استخراج 

اسپرماتوزوئیدها از شرکت مرک آلمان تهیه شدند. جهت 

کیت تجاری  از Real time-qPCRانجام واکنش 

Amplicon (Cat. NO: 5000830-1250 ) .استفاده شد

گیری و انجماد منی در مرکز تولید مواد ژنتیکی دام نمونه

کیلومتری  43ر ملاثانی در و طیور خوزستان، واقع در شه

شرقی اهواز انجام شد. مراحل مربوط به استخراج  شمال

DNA  و سایر مراحل آزمایشگاهی، در آزمایشگاه دانشگاه

علوم کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان انجام شد. از 

چهار گاو بالغ نر نژاد هلشتاین در سن چهار سالگی 

هفته با استفاده از مدت چهار هفته، به تعداد یک بار در  به

ها  گیری نمونهگیری شد. پس از اسپرممهبل مصنوعی اسپرم

گراد درجه سانتی 43ماری با دمای به سرعت به داخل بن

با استفاده از میکروسکوپ  هاتحرک اسپرممنتقل شدند و 

گیری شد و  گراد اندازهدرجه سانتی 43نوری، در دمای 

د تحرک برای ادامه درص 30تر از  های دارای بیشنمونه

 [.0با هم مخلوط شدند ] آزمایش انتخاب و 

شده به دو بخش  آوریهای منی جمعسپس نمونه

کننده آندرومد تقسیم شدند، یک بخش با استفاده از رقیق

تب، آلمان( و  بخش دیگر با استفاده از بافر تریس )مینی

های رقیق شدند. رقیق کننده آندرومد حاوی ترکیب چربی

سیتریک، قند،  منشأ گیاهی، فسفولیپیدها، اسیدبا 

کننده تریس ها، بافرها و گلیسرول بود. رقیقاکسیدان آنتی

گرم  63گرم در لیتر(، اسیدسیتریک ) 10/40حاوی تریس )

[ و مقدار 1گرم در لیتر( بود ] 0/61در لیتر( و فروکتوز )

درصد گلیسرول، پنی  4/0لیتر زرده تخم مرغ، میلی 61

 600المللی، استرپتو مایسین  بین واحد 600000 سیلین

لیتر( به آن اضافه  میلی 600گرم، آب مقطر تا حجم  میلی

های ها در پایوتسازی، بخشی از نمونهشد. پس از رقیق

مدت  ها بهشده، سپس پایوت بندیلیتری بسته نیم میلی

گراد قرار گرفتند، چهار ساعت در دمای چهار درجه سانتی

گراد( منتقل درجه سانتی -601تانک ازت )دمای سپس به 

ها از تانک ازت خارج و در پایوت ،دو هفتهشدند. پس از 

  گشایی شدند.گراد( یخ درجه سانتی 43حمام آب گرم )

pH خصوصیات کیفی اسپرم نظیر های منی و نمونه

مانی و سلامت غشا در طی سه مرحله قبل جنبائی، زنده

دمای گشایی در سازی و بعد یخرقیقسازی، بعد از رقیق

برای ارزیابی یکپارچگی  گراد بررسی شد.درجه سانتی 43

 -آمیزی ائوزینمانی( از رنگغشای پلاسمایی )زنده

های مرده، نیگروزین استفاده شد. در این روش، اسپرم

های کنند، ولی اسپرمرنگ ائوزین را به خود جذب می

یابی نمونه ده میکرولیتر گیرند. برای ارز زنده رنگ نمی

وسیله سمپلر بر روی یک لام گرم تمیز قرار داده  اسپرم به

آمیزی، زیر میکروسکوپ با ها پس از رنگشد. لام

 100ارزیابی شدند. از هر لام تعداد  ×6000بزرگنمایی 

های رنگی )مرده( و اسپرم شمارش شد و درصد اسپرم

 نشده )زنده(، محاسبه شد. رنگ

وسیله آزمایش تورم شای پلاسمایی اسپرم، بهفعالیت غ

میکرولیتر از نمونه  40هایپواسموتیک بررسی شد. مقدار 

میکرولیتر از محیط هایپواسموتیک، مخلوط و  400منی با 

گراد انکوبه شد. درجه سانتی 43دقیقه در دمای  40سپس 

میکرولیتر از مخلوط روی لام ریخته و پس از  60سپس، 

شدن آن، در زیر  سترش( روی لام و خشکتهیه اسمیر )گ

، ارزیابی شد. از ×300میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 

های اسپرم شمارش و درصد اسپرم 100هر لام، تعداد 

های دارای غشای فعال( خورده )اسپرمدارای دم گره

های منجمد محاسبه شد.  دو هفته پس از انجماد، پایوت

ثانیه قرار  10تا  40مدت  گراد بهدرجه سانتی 43در آب 

گرفته و خصوصیات کیفی اسپرم مطابق با مرحله پیش از 

شوی و شست منظوربهدر این تحقیق  انجماد تعیین شد.

در  های مرده و سایر مواد اضافی اسپرممنی و حذف سلول
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 گشایی،سازی و بعد یخسازی، بعد رقیقمرحله قبل رقیق

[. 60] استفاده شد)شنا به سمت بالا(  Swim up تکنیک از

از اسپرماتوزوئیدهای زنده  DNAسپس جهت استخراج 

، از پروتکل استخراج Swim upشده با تکنیک  جداسازی

از  DNA[، و برای تعیین خلوص 60نمکی استفاده شد ]

 ژل آگارز یک درصد استفاده شد.

عنوان ژن نرزایی روی به SRYژن  پژوهش حاضر،در 

بیس پیر و توالی رفت  80با طول قطعه  Yوم کروموز

F:5´CTCAGACATCAGCAAGCAGC-3´ برگشت و 

R:5´-GTAGTCTCTGTGCCTCCTCA-3´  و با شماره

 PLPژن  چنین هم انتخاب شد. AJ009913-1بانک ژنی 

پیر و توالی  بیس 00زایی با طول قطعه عنوان ژن ماده به

و  ´F:5´GAGGGAGGGTGGATCATAGA-3 رفت

  ´R:5´-:CCTCTGGGACCTTCAACAAT-3برگشت 

انتخاب شد، از ژن  EU581861-1و با شماره بانک ژنی 

عنوان ژن مرجع استفاده به ( PARگیرنده پروتئیناز فعال )

بیس پیر و توالی رفت  30شد. این ژن دارای طول قطعه 

F:5´-GCCATCACATCTGAGACCAC-3´ و برگشت 

R:5´-GACTCAGCATCTCGAAGCAA-3´ ره و با شما

 [.6مورد استفاده قرار گرفت ] AC234910-2بانک ژنی 

 موردنظر، با های ژن اختصاصی تکثیر تأیید منظور به

در  PCR شده، ابتدا واکنش طراحی پرایمرهای از استفاده

، کشور Thermalcycler Mini)مدل دستگاه ترمال سایکلر 

 پس از طی مراحل ذکرشده، واکنش .گرفت آلمان( انجام

Real-time PCR های برای نمونهDNA  حاصل از

، PLPهای اسپرماتوزوئید با دو تکرار آزمایشی برای ژن

SRY و ژن مرجع ،PAR ( با استفاده از دستگاهStep one 

Plus Real Time PCR Systemآمریکا( در  ، کشور

( مراحل انجام 6های مجزا انجام شد. )جدول  پلت

 دهد.را نشان می ای پلیمرازهای زنجیرهواکنش

 Real-timeهای حاصل از داده وتحلیل تجزیهجهت 

PCR افزار ابتدا با استفاده از نرمStep-one ABI یک ،

 Wordصورت فایل گزارش از کلیه اطلاعات موجود به

 Excelافزار استخراج شده و سپس به نرم( 2013)نسخه 

انتقال داده شد. برای بررسی و تحلیل  (2013)نسخه 

حاصل  (CTمراحل فوق مقادیر مربوط به چرخه آستانه )

افزار از تکرارهای بیولوژیکی و تکنیکی هر نمونه وارد نرم

Excel منظور محاسبه درصد نسبی ژن  شد. بهPLP  و

SRY شده، میانگین آوریدر اسپرماتوزوئیدهای جمع CT 

( و 4و  1، 6برای تکرارهای تکنیکی محاسبه شد )روابط 

ها، میزان برای تمامی نمونه CT∆ین میزان پس از تعی

تغییرات آن ژن در یک نمونه نسبت به نمونه دیگر 

(Foldchange)  ( محاسبه شد.3با استفاده از )رابطه 

 CT=  CT(Target) – CT(Refrence)∆(                    6رابطه 

 CT=  CT(PLP) – CT(PAR)∆(                          1رابطه 

 CT=  CT(SRY) – CT(PAR)∆                          (4 رابطه

  = Fold change                                          ( 3رابطه 

.
  (                      )      

  (                      )       
  

 

.   (                      ) 

 
 Real- time PCR. چرخه دمایی مورداستفاده در واکنش 2جدول 

 زمان دما  هاتعداد چرخه مراحل
 دقیقه 60 00 سازی اولیه واسرشت 6 مرحله اول
 ثانیه 40-60 00 سازی واسرشت 30 مرحله دوم

 ثانیه 40 10 اتصال پرایمر  
  سوممرحله 

 
 بسط

 )رسم منحنی تفکیک(
31 

00-00 
 ثانیه 40
 ثانیه 60
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 SASافزار های حاصل با استفاده از نرمتجزیه داده

انجام و  GLM( و با استفاده از رویه آماری 3/0)نسخه 

ای دانکن با سطح ها با استفاده از آزمون چنددامنهمیانگین

 realهای مربوط به پنج درصد مقایسه شدند، دادهاحتمال 

time روش  بهt-test  (. 0مقایسه شدند )رابطه 

  Yij= µ+ ti+ eij(                                     0رابطه 

 ، میانگین کل؛µ ، مقدار هر مشاهده؛Yij در این رابطه، 

Tiاثر تیمار؛ و ، eij ،.اثر خطای آزمایشی است 

 

 بحثنتایج و 

مرغ و زرده تخم -کننده تریسنتایج بررسی اثر دو رقیق

های کیفی اسپرم گاو هلشتاین بعد از آندرومد بر فراسنجه

( ارائه شده است. تحرک اسپرم، 1سازی در )جدول رقیق

های مورد کنندهمانی و سلامت غشا تحت تأثیر رقیقزنده

  (.>00/0Pاستفاده در مقایسه با گروه کنترل افزایش یافت )

مرغ بر کننده آندرومد و زرده تخممقایسه اثر رقیق

گشایی های کیفی اسپرم بعد از فرایند انجماد و یخفراسنجه

 PHمانند تحرک، زنده مانی، سلامت غشا و ناهنجاری و 

مانی، ( گزارش شده است. تحرک، زنده4در )جدول 

منی هنگام استفاده از  pHاسپرم و  یسلامت غشا

تر از  میزان ناهنجاری آن کم آندرومد بالاتر و کننده رقیق

 (.>00/0Pمرغ بود )زرده تخم -کننده تریسرقیق

به شکل مناسبی تکثیر  PARو  PLP ،SRYهای ژن

آنالیز منحنی ذوب که یکی از  چنین هم(. 6شدند )شکل 

-Realهای حاصل از واکنش مراحل اصلی در بررسی داده

time PCR (، نمودارهای الف، ب و 1کل باشد، در )شمی

و  PLP ،SRYشود. نمودار قله ذوب ژن ج مشاهده می

PAR دهد.تکثیر اختصاصی قطعات مورد نظر را نشان می 

 Real timeنتایج آنالیزهای آماری اطلاعات حاصل از 

PCR  ارائه شده  0و  3 های جدولدر تحقیق حاضر در

 تکنیک کهنشان داد  3شده در جدول  است، نتایج ارائه

Swim up دار ژنمنجر به افزایش معنی SRY (06/0P= ) 

شد. علاوه بر این،  PLP (03/0P= ) دار ژنو کاهش معنی

مایع،  کننده تریس در حالتمرغ به رقیقافزودن زرده تخم

نداشت، اما  PLPو  SRYداری روی بیان ژن  اثر معنی

منجر به کننده آندرومد به منی در حالت مایع افزودن رقیق

دار و افزایش معنی SRY (000/0P= )دار ژن کاهش معنی

 . شد PLP (06/0P= )ژن 

 
 میانگین( ± )خطای استانداردگاو هلشتاین های کیفی اسپرم مرغ و آندرومد بر فراسنجهزرده تخم -کننده تریس. اثر دو رقیق1جدول 
 pH ناهنجاری )درصد( سلامت غشا )درصد( مانی )درصد(زنده تحرک )درصد( 

 b60/6±10/31 b61/1±00/83 c60/6±10/33 ab33/0±30/3 06/0±01/1 شاهد

 a03/6±0/80 a33/6±00/06 b18/1±10/86 a33/0±30/0 000/0±08/1 مرغزرده تخم -تریس

 a04/6±00/01 a30/6±10/06 a18/6±00/06 b33/0±30/4 003/0±01/1 آندرومد
a-c: تفاوت ارقام در هر ستون با حروف نامشابه معنی( 00/0داری است>P.) 

 
گشایی گاو هلشتاین بعد از فرایند یخ های کیفی اسپرممرغ و آندرومد بر فراسنجهزرده تخم -کننده تریس. اثر دو رقیق3جدول

 میانگین( ± )خطای استاندارد
 pH ناهنجاری )درصد( )درصد(سلامت غشاء  مانی )درصد(زنده تحرک )درصد( 

 b41/6±30/34 b10/6±10/11 b10/6±30/00 b11/0±30/60 a06/0±01/3 مرغزرده تخم -تریس

 a16/1±00/03 a41/6±00/33 a10/6±00/33 a13/0±00/1 b01/0±83/1 آندرومد
a-cتفاوت ارقام در هر ستون با حروف نامشابه معنی :( 00/0داری است>P.) 
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  ای پلیمراز بر روی ژل آگارز دو درصدالکتروفورز محصولات واکنش زنجیره. 2شکل 

 

      
 

 
 )نمودار ج( PAR)نمودار ب( و  SRY)نمودار الف(،  PLPهای . منحنی ذوب ژن1شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Real-time qPCR کیتکن با نیهلشتا گاو اسپرم تیجنس نسبت و یمن تیفیبرک مختلف هایکنندهقیرق با  انجماد اثر

 

 2318پاییز   3شماره   12دوره 

824

 

مرغ و آندرومد بر زرده تخم -کننده تریس. اثر رقیق3جدول 

 میانگین( ±)خطای استاندارد  PLP و  SRYبیان ژن 
 SRY PLP 

 b6 b6 6شاهد

Swim up
2 a64/0±43/6 c66/0±30/0 

 b61/0±06/0 b61/0±03/0 مرغزرده تخم -تریس

 c66/0±13/0 a61/0±34/6 آندرومد

a-cتفاوت ارقام در هر ستون با حروف نامشابه معنی :( 00/0داری است>P.) 

6 . Arbitrray unit (AU)عنوان شاهد در نظر گرفته  به 6طور اختیاری عدد به

 [.63شود ]می

 انجام شد. های مردهشوی منی و حذف سلولو شست منظوربه .1

 

، انجماد 0با توجه به نتایج گزارش شده در جدول 

مرغ منجر به زرده تخم -کننده تریسمنی با استفاده از رقیق

و کاهش  SRY (006/0P= )دار در ژن افزایش معنی

(، برخلاف نتایج >0006/0Pشده است ) PLPدار ژن معنی

مرغ، استفاده از زرده تخم -کننده تریسحاصل از رقیق

 SRYژن  دارکننده آندرومد، موجب کاهش معنیرقیق

(001/0P= ) دار ژن و افزایش معنیPLP (001/0P= )  بعد

 .گردیدگشایی یخ -از فرآیند انجماد

 

زرده  -کننده آندرومد و تریس. اثر افزودن رقیق4 جدول

 -بعد از فرایند انجماد PLPو  SRYمرغ بر بیان ژن تخم

 میانگین( ±گشایی )خطای استاندارد  یخ
 SRY PLP 

 b6 b6 6شاهد

 a00/0±60/6 c01/0±40/0 مرغزرده تخم -تریس

 c61/0±16/0 a60/0±34/6 آندرومد

a-c ارقام در هر ستون با حروف نامشابه معنی: تفاوت( 00/0داری است>P.) 

6 .Arbitrray unit (AU) عنوان شاهد در نظر گرفته  به 6طور اختیاری عدد به

 [.63]شود می

 

 Swimنشان داد که تکنیک 3نتایج مندرج در جدول 

up   منجر به افزایش درصد اسپرم حامل کروموزمY  و

شود که دلیل می Xکاهش درصد اسپرم حامل کروموزم 

بیان کرد که اسپرم حامل کروموزم  گونهتوان اینآن را می

Y تری دارند و  تر آنها، شنای سریعبدلیل اندازه کوچک

که تر است، درحالی حرکت آنها به سمت بالای لوله سریع

تمایل دارند در قسمت پایین لوله  Xاسپرم حامل کروموزم 

 DNAحاوی  Xار گیرند، اسپرم حامل کروموزم قر

است که منجر  Yی نسبت به اسپرم حامل کروموزم تر بیش

شود و سرعت اسپرم حامل تر میبه مهاجرت کند

 [.3] است Xاز اسپرم حامل کروموزم  تر بیش Yکروموزم 

، در بین دو 3شده در جدول  با توجه به نتایج ارائه

کننده استفاده شده در حالت مایع، فقط رقیق کنندهرقیق

کننده آندرومد منجر به تغییر نسبت جنسیت شد. رقیق

مرغ های خاص نسبت به زرده تخمآندرومد دارای ویژگی

بودن از مواد حیوانی که  است که عبارت است از عاری

بودن از هرگونه هورمون،  تواند منبع آلودگی باشد و عاری می

تفاوت ترکیبات  چنین همهای مختلف است، باکتری و دارو

های دیگر و اثر محافظتی بالای آن نسبت به کنندهآن با رقیق

تواند دلیل تفاوت مشاهده شده در ها میکنندهدیگر رقیق

دست آمده باشد. برخی از محققین طی آزمایش روی  نتایج به

 Xهای حامل کروموزوم اسپرم انسان گزارش دادند، که اسپرم

های  تری در ناحیه سر نسبت به اسپرم دارای دانسیته بیش

ها در لایه هستند، بنابراین این اسپرم Y حامل کروموزوم

که در صورتیتحتانی بعد از سانتریفیوژ قرار گرفته، 

تر،  کم DNAدلیل مقدار  به Yهای حامل کروموزوم  اسپرم

 [.16گیرند ]تر در لایه رویی قرار می بیش

ها تواند بر مکان و توزیع پروتامیناسپرم میانجماد 

اثرگذار باشد، اگرچه این اثرات پس از پایان انجماد از بین 

های دی سولفیدی سیستئین با روند اما تعامل پلمی

ها به منزله اسکلت استخوانی کروماتین پس از پروتامین

[. میزان آسیب 10شود ]گشایی نیز مختل میفرایند یخ

اسپرم، به توانایی خود اسپرم نیز بستگی دارد، با  واردشده به
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یک نگرانی محسوب  DNAشدن  قطعه که قطعه توجه به آن

باشد، از شود، تأثیر آن بر عملکرد تولیدمثلی اسپرم بارز میمی

توان به افزایش اسپرم، می DNAجمله علل اصلی آسیب 

بندی سطح استرس اکسیداتیو، کمبود پروتامین در طی بسته

تواند با کروماتین و نیز آپوپتوز اشاره نمود و این نقایص می

[. 11میزان لقاح و باروری در افراد نابارور مرتبط باشد ]

شده در این زمینه، مکانیسم اثر انجماد بر  مطالعات انجام

کنند، کروماتین ویژه کروماتین را بررسی می هسته اسپرم به

و P1 ) دتاً پروتامینها، عمو نوکلئوپروتئین DNAاسپرم از 

P2[ نوع 14( و درصد کمی هیستامین تشکیل شده است .]

های بین گونه P2به  P1نسبت  چنین همها و پروتامین

تواند بر میزان مقاومت هسته مختلف یکسان نیستند که می

گشایی اثرگذار باشد، تاکنون نسبت به فرایند انجماد و یخ

را  DNAشدن  طعهق هایی که علت افزایش قطعهمکانسیم

نظر  پس از انجماد توضیح دهد، مشخص نشده اما به

 DNAرسد که در ارتباط با افزایش آسیب اکسیداتیو  می

باشد. انجماد اسپرم باعث تغییر در ساختار کروماتین، 

های مهم دخیل در لقاح و رشدونمو جنین اختلال در ژن

 اسپرم و تغییر در آسیب غلاف اطراف هسته چنین همو 

ها و در نهایت اختلال در بین غلاف و ثبات پروتئین اکتین

  [.10شود ]اسکلت اکتینی می

گزارش شده است که فرآیند انجماد موجب تغییر 

درصد کاهش  40صورت حداقل نسبت جنسیت اسپرم به 

 ZFX درصد افزایش در ژن 10و حداکثر  SRY در ژن

شود. این تنوع و اختلاف در نسبت زایی( می )ژن ماده

ممکن است  Yو  Xاسپرماتوزوئیدهای حامل کروموزوم 

ها و یا تحت تأثیر عملیات کننده دلیل استفاده از رقیق به

مختلف روی مایع منی در طی فرایند انجماد، ایجاد شود، 

شود می  Yانجماد منجر به کاهش اسپرم حامل کروموزوم

 Yی اسپرم حامل کروموزوم کننده حساسیت بالاکه بیان

[ که با نتایج پژوهش ما 66نسبت به فرایند انجماد است ]

در تیمار منجمدشده با آندرومد مطابقت داشته اما با نتایج 

مرغ مطابقت ندارد. طبق های منجمدشده با زرده تخمنمونه

های مختلف طی کنندهپژوهش حاضر استفاده از رقیق

 متفاوتی روی نسبت جنسیت دارد.فرایند انجماد اثرات 

دلایل تفاوت نسبت اسپرماتوزوئیدهای حامل کروموزوم 

X  وYشده نیست، اگر  ، بین منی تازه و منجمد شناخته

دارای حساسیت  Y و Xهای حامل کروموزوم اسپرم

تواند تفاوت متفاوت نسبت به انجماد باشند، می

 [.13شده در نسبت جنسیت را توضیح دهد ] مشاهده

دست آمد که علاوه بر  در پژوهش حاضر این نتیجه به

کننده مورد استفاده جهت انجماد فرایند انجماد، نوع رقیق

مؤثر  Yو  Xبر نسبت اسپرماتوزوئیدهای حامل کروموزوم 

های رقیق کردن منی موجب کاهش غلظت بوده است.

اکسیدانی طبیعی اسپرم شده، در نتیجه ترکیبات آنتی

شوند، وقتی اسپرماتوزوآ طی پذیر می ها آسیباسپرم

گیرند، شرایط محافظت سرمایی در معرض آسیب قرار می

افزایش  ROSهای آزاد اکسیژن( برای تولید )رادیکال

های طبیعی در اکسیدان یابد و از طرف دیگر کمبود آنتی می

[. 64نماید ]پذیرتر میها را آسیب شده اسپرممنی رقیق

شده و  های استفادهکنندهکیبات رقیقدلیل تفاوت در تر به

در  Yو  Xهای حامل کروموزوم تفاوت در تحمل اسپرم

متفاوت  ،های مختلفومیر در محیط محیط اسپرم، مرگ

بوده که نتیجه آن تغییرات متفاوت در نسبت جنسیت منی 

شود که در نتایج مربوط به احتمال داده می است.

دلیل اثر محافظتی کم  مرغ به زرده تخم -کننده تریس رقیق

کننده آندرومد، افزایش خطر آلودگی آن نسبت به رقیق

کننده، اکسیدان در این رقیقمیکروبی و عدم استفاده از آنتی

نسبت  Xهای حامل کروموزوم تری از اسپرم درصد بیش

طی فرایند انجماد از بین  Yبه اسپرم حامل کروموزوم 

و افزایش  PLPت ژن دار نسبرفته که منجر به کاهش معنی

شده باشد. با توجه به نتایج ارائه  SRYدار نسبت ژن معنی
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زرده  -کننده تریس، استفاده از رقیق4شده در جدول 

منی شده است، با افزایش  pHمرغ منجر به افزایش  تخم

pH مانی اسپرم حامل کروموزوم درصد زندهX  کاهش

  ت. شده اس PLPیابد که منجر به کاهش نسبت ژن می

، نشان 4کننده آندرومد در جدول نتایج مربوط به رقیق

در طی  Yهای حامل کروموزوم داد که درصدی از اسپرم

فرایند انجماد از بین رفته است، چرا که اسپرم حامل 

در  Xاسپرم حامل کروموزوم  نسبت به Yکروموزوم 

. استفاده از [63پذیرتر است ] محیط اسیدی آسیب

 pHکننده آندرومد طی فرایند انجماد منجر به کاهش  رقیق

های حامل دنبال آن افزایش مرگ و میر اسپرم و به

شد. احتمالاً دلیل دیگر کاهش نسبت  Yکروموزوم 

ها حساسیت بالای آن Yهای حامل کروموزوم  اسپرم

علت تغییراتی که  نسبت به فرایند انجماد باشد. اسپرم به

شود، مستعد گشایی متحمل میطی فرایند انجماد و یخ

های اسمزی، مکانیکی و اکسیداتیو است. راهکاری آسیب

ها به اکسیدان که امروزه پیشنهاد شده است، افزودن آنتی

ها جلوگیری نماید باشد تا از این آسیبکننده منی میرقیق

مرغ در حفظ  که اثر اصلی زرده تخم[. با توجه به این61]

های با چگالی وط به بخش لیپوپروتئینها مربانجمادی سلول

باشد، لذا استفاده از لسیتین سویا در کم مانند لسیتین می

عنوان ماده تجاری قابل کننده تجاری آندرومد به ترکیب رقیق

تواند کیفیت محیط کننده منی میدسترس در محیط رقیق

  [.3قبولی افزایش دهد ] انجمادی را تا حد قابل

توان گفت که احتمالاً شده می ارائه با توجه به مطالب

کننده آندرومد منجر به کاهش اکسیدان موجود در رقیق آنتی

اکسیداسیون و آپوپتوز اسپرماتوزوئیدهای حساس شده ولی 

اکسیدان استفاده نشده، پس  مرغ آنتیکننده زرده تخمدر رقیق

با  چنین همومیر در آن هم بالاتر بوده است.  درصد مرگ

کننده آندرومد با  توجه به تفاوت فسفولیپید موجود در رقیق

مرغ، اختلاف کننده زرده تخمفسفولیپید موجود در رقیق

توان تا حدودی به ایجادشده در نتایج نسبت جنسیت را می

 کننده نسبت داد.اختلاف ترکیبات دو رقیق

آمده از این مطالعه نشان داد  دست طورکلی، نتایج به به

های مختلف اثرات متفاوتی روی نسبت کنندهرقیقکه 

جنسیت اسپرم در حالت مایع و پس از فرآیند انجماد و 

شده با که، استفاده از منی رقیق گشایی دارند و اینیخ

زرده  -کننده آندرومد و منی منجمدشده با تریسرقیق

زایی و نرزایی  ترتیب سبب افزایش ماده مرغ بتواند بهتخم

 وشیری گردد. در گله گا
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