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 چکیده

دار شده از چهـار راس قـوچ بـالغ    اسپرم پوشش. دار شده بعد از ذخیره سازي بودقوچ به اسپرم پوششهدف این مطالعه بررسی اثر افزودن مایع منی 
هـا  نمونـه  C5ساعت نگهـداري در   68بعد از . ها تجمیع و بعد به سه بخش مساوي تقسیم شدندنمونه .در فصل تولید مثل جمع آوري شد) ساله 3-5(

مایع رو حذف ) -E-S(هاي بخش دوم مایع منی اضافه شد، در نمونه% 10مایع رو حذف شد و ) +E-S(ش اول هاي بخسانتریفیوژ شدند و بعد در  نمونه
 Cبعد از چهار ساعت نگهـداري در  . رسوب با مایع رو مخلوط شد) -E+Sشاهد، (هاي بخش سوم شد و رقیق کننده تریس گلوکز اضافه شد و در نمونه

هـا شـکم زایـش دوم    زایی در مـیش  نتایج نشان داد نرخ بره. ، تلقیح شدند )ساله 3-1(هاي تالشی فحل در  میش ، نمونه ها از طریق دهانه گردن رحم5
بیشـتر  %) 81/10( -E+Sاز تیمـار  % 10حـدود  %)32/24( -E-Sزایی در تیمار اگرچه نرخ بره. بود%) 12/5(هاي شکم زایش اول بیشتر ازمیش%) 91/18(

زایی تیمارهاي داري بین درصد نرخ بره همچنین، تفاوت معنی. وجود نداشت-E+S و  -E-Sهاي زایی تیماردرصد نرخ بره داري بین بود ولی تفاوت معنی
E-S+ )4/5 (% وE+S- نرخ بره زایی در تیمار . وجود نداشتE-S- طور معنی داري بیشتر از تیمار ه بE-S+  بنابراین این تحقیـق نشـان داد کـه    . بود

 .ع منی قوچ  به اسپرم پوشش دار شده بعد از ذخیره سازي وجود نداردامکان افزودن مای
  

 .اسپرم پوشش دار شده، باروري، ذخیره سازي منی، مایع منی :کلیدي هاي واژه
  

   1 مقدمه

هـاي  اهمیت استفاده از روش تلقیح مصـنوعی در اجـراي برنامـه   
ه هاي اهلـی بـر کسـی پوشـید    اصلاح نژادي و مدیریت تولید مثل دام

در حال حاضر نتایج باروري بدسـت آمـده از تلقـیح مصـنوعی     . نیست
گشایی شده قوچ در گردن رحم و مهبل میش رضایت بخش اسپرم یخ

در شرایط کنونی کشور احتمالا تنها راه کـار عملـی بـراي    ). 7(نیست 
سـازي   هاي گوسـفند  ذخیـره  استفاده از روش تلقیح مصنوعی در گله

انـد کـه   مطالعـات نشـان داده  . است C5ر منی قوچ به صورت مایع د
شـدت کـاهش   سـاعت بـه   72بعد از  C 5باروري منی ذخیره شده در

بنابر این بهبود روش هاي ذخیره سازي منی به صـورت  ). 20(یابد می
  .رسدمایع ضروري به نظر می

مایع منی مخلوطی از ترشحات بیضه و غدد ضمیمه جنسی اسـت  
مخلوط شـده و بـه دسـتگاه تناسـلی مـاده      که در زمان انزال با اسپرم 
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مایع منی و اجزاي تشکیل دهنده آن نـه تنهـا تـامین    . شودمنتقل می
هاي اسپرم از هاي غذایی اسپرم است بلکه در کنترل فعالیتکننده نیاز

جمله تحرك، ظرفیت پذیري، واکنش آکروزومی و لقـاح نقـش دارنـد    
سپرم و مایع منی هـیچ  قبل از انزال دو بخش اصلی منی یعنی ا). 14(

هـاي  گونه اختلاتی ندارند و تنها در هنگام جفت گیري طبیعی سـلول 
اسپرم و مایع منی با هم مخلوط شـده و بـه مهبـل دام مـاده منتقـل      

ها در دسـتگاه تناسـلی از یـک    تحرك رو به جلو اسپرم). 14(شوند  می
گـر  سو و ساختار بلند و پر پیچ خم گردن رحم در گوسفند از سـوي دی 

سبب شده است که این بخش از دستگاه تناسلی ماده به عنـوان یـک   
بنـابراین  ). 22(سد عمل کند و مانع ورود مایع منی به داخل رحم شود 

اسپرم پس از مخلوط شدن با مایع منی در شرایط جفت گیري طبیعی، 
و انتقال به مهبل دام ماده با حرکت رو به جلـو از گـردن رحـم عبـور     

  ).18(ایع منی جدا خواهد شد کند و از م می
در ذخیره سازي و عمل آوري منی زمان مجاورت اسـپرم و مـایع   

گزارش شده اسـت  . یابدمنی به صورت ناخواسته به شدت افزایش می
سازي منـی،  اثـر مخربـی بـر مانـدگاري      که مایع منی در زمان ذخیره

از  هاي موجود در مایع منـی بلافاصـله پـس    پروتئین). 23(اسپرم دارد 
انزال به سطح اسـپرم متصـل شـده و بـا القـا خـروج فسـفولیپیدها و        

که در نتیجه  شوندکلسترول از غشا پلاسمایی موجب ناپایداري آن می
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جدا سازي سریع مـایع منـی   ). 18( یابدقدرت ماندگاري آن کاهش می
دار کردن اسپرم با رقیق کننده حاوي زرده تخم از طریق روش پوشش

در این روش مدت زمان مواجهه اسپرم و ). 5(است  مرغ روش مناسبی
مایع منی از طریق جمع آوري اسپرم در لوله حاوي رقیق کننده تریس 

مطالعــات در شــرایط  ).23( رســدزرده تخـم مــرغ بــه حــداقل مـی   –
آزمایشگاهی به منظور انجماد اسپرم نشان داده اسـت کـه اسـتفاده از    

حرك اسپرم گاو و گوسفند دار کردن اسپرم سبب بهبود تروش پوشش
همچنین مشخص شده است کـه اسـتفاده از روش    ).24و  5(شود می

نگـام جمـع آوري منـی سـبب کـاهش      دار کردن اسـپرم در ه پوشش
  شودهاي ناشی از شوك سرما بر زنده مانی اسپرم قوچ میآسیب

هدف مطالعه حاضر بررسی اثر حذف مـایع منـی قبـل از ذخیـره     
کمی (دن مایع منی پس از سه روز ذخیره سازي سازي در سرما و افزو
  .بر باروري قوچ تالشی است) قبل از تلقیح مصنوعی

 
  هامواد و روش

مـواد  .  انجام شد 1390این پژوهش طی تابستان و زمستان سال 
گلـوکز، فروکتـوز، اسـید    -Dتـریس،  : شیمیایی مورد اسـتفاده شـامل  

، )AppliChem, Germany(سـیتریک مونوهیـدرات، گلوتارآلدهیـد    
، اسید کاپروئیـک  )AppliChem, Germany(بنزامید  هوخست بیس

)Merk, Germany(  488، آلکســافلور )Molecular Probes, 
USA( جنتامایسین ،)سدیم کلراید، )شرکت داروسازي کاسپین تامین ،

پتاسیم کلراید، سدیم دي هیـدروژن فسـفات، پتاسـیم دي هیـدروژن     
، زرده )Merk, Germany(یـدرات  فسفات، تري سـدیم سـیترات ده  

 .تخم مرغ و آب مقطر بودند
  
  دام ها

راس قوچ تالشی بالغ، بارور و سالم بـا   4این پژوهش با استفاده از 
راس مـیش   112کیلـوگرم و   50±5سال و متوسـط وزن   5-3سنین 

شکم زایـش در ییلاقـات گردنـه المـاس از توابـع       3-1نژاد تالشی با 
ها عـلاوه بـر دو سـاعت    قوچ. ن انجام شدشهرستان تالش استان گیلا

، NRC(، بر اسـاس جـدول کمیتـه ملـی تحقیقـات      چراي آزاد در روز
گرم کاه  620گرم جو و  590گرم یونجه خشک،  1300روزانه ) 1985

برنج به صورت خرد شده در سه وعـده صـبح، ظهـر و شـب دریافـت      
بـه  ) مکمـل مـواد معـدنی   (همچنین نمک و آجر لیسـیدنی  . کردند می

هفته قبل از تلقیح  4ها  میش. ها قرار داده شد صورت آزاد در اختیار دام
گـرم کنسـانتره    500مصنوعی علاوه بر چراي آزاد روي مرتع، روزانـه  

نمـک و   5/0%تفاله چغندر قنـد،   12%سبوس،  20%جو،  67%شامل (
در دو وعده غذایی صـبح و عصـر دریافـت    ) مکمل مواد معدنی %5/0

 .کردند
  

  وري و آماده سازي منیجمع آ
ساعت قبل از تلقیح مصنوعی به وسـیله واژن   72جمع آوري منی 

 1گیري کـه حـاوي    مصنوعی متصل به لوله آزمایش مخصوص اسپرم
 -)هیدروکسـی متیـل  (-گرم تریس 258/3 [فروکتوز -تریسلیتر  میلی

ــان،  ــرم  93/0گــرم اســید ســیتریک مونوهیــدرات،  870/1آمینومت گ
در ) لیتـر  گـرم در میلـی   میلی 50(لیتر جنتامایسین یلیم 5/0فروکتوز و 

/ حجم(زرده تخم مرغ درصد  15با  =pH] 7میلی لیتر آب مقطر، 100
به دلیل نیاز به حجـم زیـاد منـی بـراي تلقـیح      ). 24(انجام شد  )حجم

سه نوبـت متـوالی بـا فاصـله      درمصنوعی، جمع آوري منی از هر قوچ 
هـا در فلاکـس حـاوي     بلافاصله نمونه). 9(دقیقه انجام شد  10زمانی 

در . قرار داده شده و بـه آزمایشـگاه منتقـل شـدند     C33°آب با دماي 
هاي منی به صورت جداگانه از نظر کیفیت تحـرك و   آزمایشگاه نمونه

هـایی   ها مورد بررسی قرار گرفتند و نمونـه  غلظت اسپرم موجود در آن
 ـ   2×109که داراي غلظت کمتر از  لیتـر و تحـرك    یسـلول در هـر میل

اسپرم هاي بدست آمده ). 9(بودند حذف شدند % 70پیشرونده کمتر از 
دقیقــه  10بــه مـدت   g×700از هـر قـوچ تجمیــع شـد و بــا سـرعت     

بـا  ) اسـپرم (رسوب . حذف شد) مایع منی(سانتریفیوژ شد و مایع رویی 
آمینو  -)متیلهیدروکسی(-یستر [گلوکز-تریسکننده  استفاده از رقیق

 جنتامایسین ،گرم 996/1گرم ، اسید سیتریک مونوهیدرات 634/3متان
درصـد   20حـاوي   =pH] 7میلی لیتر آب مقطر، 100در گرم  میلی 50

ــرغ و  ــم م ــد  03125/0زرده تخ ــک درص ــید کاپروئی  ,Merck(اس
Germany ( هر . لیتر رقیق شد اسپرم در هر میلی 800×106تا غلظت

هـوازي در   اد شـرایط بـی  به سه قسمت تقسیم شد و براي ایج ـ نمونه
بندي شد و سرسوزن محکم به سرنگ  لیتري بسته میلی 2هاي  سرنگ

متصل شد و با استفاده از پلی ونیل الکل سوراخ سوزن کـاملا مسـدود   
دستگاه  با استفاده از C5°تا  در دقیقه C25/0°ها با سرعت  نمونه. شد

و  سرد  )Test Chamber EG53AH, KATO, Japan(سرد کننده 
  .ندشدذخیره 

، )سـاعت قبـل از انجـام تلقـیح مصـنوعی      4(سـاعت   68پس از 
. سانتریفیوژ شدند C5°دقیقه در  10به مدت  g×700ها با قدرت  نمونه

مایع ) +E-S(به منظور حذف زرده و افزودن مایع منی در قسمت اول 
گلوکز اضافه شد تا غلظت -کننده تریس رویی حذف و به رسوب رقیق

گلوکز حـاوي  -لیتر رسید سپس تریس در هر میلی 6/1×109اسپرم به 
به نمونه اضافه شـد تـا   ) حجم به حجم( 1:1مایع منی به صورت  %20

لیتر و مایع منی به  سلول در هر میلی 800×106غلظت نهایی اسپرم به 
 )-E-S(به منظور حـذف زرده تخـم مـرغ در قسـمت دوم     . رسید% 10

گلوکز اضافه شـد تـا   -تریس کننده مایع رویی حذف و به رسوب رقیق
قسمت . لیتر رسید سلول در هر میلی 800×106غلظت نهایی اسپرم به 

بعد  از سانتریفیوژ، رسوب با مایع رویـی مخلـوط   ) -E+Sشاهد، (سوم 
گـذاري شـده    میکرولیتـري علامـت   250هـاي   ها در پایوت نمونه. شد
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. دود شـد ها با استفاده از پلی ونیـل الکـل مس ـ   بندي و سر پایوت بسته
 C5°حاوي آب با دماي  کهاي هر سه تیمار با استفاده از فلاس پایوت

ــیح مصــنوعی طــی   ــام تلق ــراي انج ــاعت  4ب ــد از  72(س ســاعت بع
 .)21(به محل نگهداري گله منتقل و تلقیح شدند ) گیري نمونه

  
  تلقیح مصنوعی

ها بطور تصادفی به سه گروه تقسیم شدند و هـر سـه گـروه    میش
سـازي فحلـی سـیدر      بـه منظـور همزمـان   . ین بودنـد شامل تمام سـن 

گرم  میلی 330که حاوي  [Eazi-breed, New Zealand]گوسفندي 
ها قرار داده  هورمون پروژسترون بود به وسیله اپلیکاتور در مهبل میش

گـرم هورمـون    میلـی  2روز سیدرها خارج شد و مقـدار   14پس از . شد
طور عضلانی به هر مـیش  به ) IU400(کوریونیک گنادوتروپین اسب 

هاي فحـل تلقـیح    ساعت پس از تزریق هورمون، میش 52. تزریق شد
راس علائم فحلی را  111راس میش سیدر گذاري شده  112از . شدند

  .نشان دادند و تنها یک راس میش علائم فحلی را نشان نداد
عمل تلقیح مصنوعی توسط یک تکنسین با تجربه بـا اسـتفاده از   

 200×106هـا حـاوي    ، چـراغ قـوه و  پـایوت   1اسپیکولومتفنگ تلقیح، 
ترین نقطه  منی در عمیق. اسپرم در ابتداي دهانه گردن رحم انجام شد

ممکن تخلیه شد و از نفوذ اجباري ابزار تلقـیح بـه درون گـردن رحـم     
. ها نداشـت  تکنسین تلقیح هیچ اطلاعی از محتواي پایوت. اجتناب شد

تلقیح، شماره گوش میش، خصوصیات اطلاعات هر میش شامل تاریخ 
ظاهري میش ، سن میش، وضعیت زایـش و تـاریخ زایـش بـه طـور      

 . جداگانه ثبت شد
  

  تجزیه و تحلیل نتایج
زایـی بـا    مدل رگرسیون لوجستیک چند متغیره براي آنالیز نرخ بره

افـزار    نـرم  GENMODاستفاده از روش حداکثر درست نمایی رویـه  
SAS ی رگرسیون لوجستیک مـورد اسـتفاده بـه    مدل کل. استفاده شد

  :بود) 1معادله (شرح زیر 
Logit (π)=α + β1x1 + β2x2 + … + βnxn۱ 

 βnتـا   1βپـارامتر عـرض از مبـدا و     αزایـی،   احتمال بره πکه 
بـراي اثـرات مسـتقل    ) برآورد پارامترها(ضرایب رگرسیون لوجستیک 

)x1  تاxn (د استفاده بـراي  مدل مور. دخیل شده در مدل آماري بودند
زایی شامل اثرات ثابت کلاس شکم زایش میش، تیمار و  آنالیز نرخ بره

 1هـا بـر اسـاس متغیـر پاسـخ گسسـته        زایی مـیش  نرخ بره. قوچ بود
شـکم زایـش   . کدگذاري شـدند ) زایی عدم بره(و صفر ) زایی موفق بره(

-E+S- ،E(، تیمارهـا شـامل   )شکم اول، دوم و سوم(شامل سه سطح 
S- وE-S+ (اثرات توسط . قوچ مورد استفاده بود 4اثر قوچ نیز شامل  و

                                                             
1- Speculum 

هاي حـداقل مربعـات اثـرات     میانگین. آزمون شدند 2آزمون مربع کاي
مورد استفاده قـرار   05/0ها در سطح  مذکور براي مقایسه دو به دو آن

  .بود% 5دار  داري براي بیان تفاوت معنی گرفت و سطح معنی
 )2معادلـه  (بـا اسـتفاده از فرمـول زیـر     زایـی   میانگین درصد بره

  :محاسبه شد

 زایی میانگین درصد بره= 
  تعداد بره متولد شده

 تعداد میش تلقیح شده

 
  نتایج و بحث

، -E+S(تیمـار  اثر سطوح مختلف متغیرهاي مورد مطالعـه شـامل   
E-S-  وE-S+(،  شکم زایش میش)راس 4(ها و قوچ) از اول تا سوم (

هاي موجود در  نتایج نشان داد بین نمونه. ه شده استآورد 1در جدول 
هـاي هـر    هاي موجود در هر گروه شکم زایش و انزال هر تیمار، میش

 ).P>05/0، 1جدول(داري وجود داشت  قوچ تفاوت معنی
کمتـرین نـرخ    و بـود -E-S زایی مربوط به تیمار  برهبیشترین نرخ 

مقایسـات دو بـه دو   ). 2جـدول  (شد  مشاهده +E-Sزایی در تیمار  بره
داري وجـود   معنـی  تفـاوت +E-S و -E-S ر تیمارها نشان داد بین تیما

-E و-E+S داري بین تیمـار   تفاوت معنی). P>05/0، 3جدول(داشت 
S-   و تیمارهـايE+S-  وE-S+  05/0(هده نشـد  مشـا>P .(  اگـر چــه

بیشـتر بـود ولـی     -E+S از تیمـار % 10ود حـد  -E-Sر باروري در تیما
  .داري بین  باروري این دو تیمار وجود نداشتتفاوت معنی

مشخص شده است، انجام سانتریفیوژ بلافاصله پس از سرد کردن 
داري بـر بـاروري    و قبل از انجماد بدون حذف زرده تخم مرغ اثر معنی

، اسـتفاده  C 4به علاوه در طول ذخیره سازي منی در). 9(منی ندارد 
ــازه و تعــویض رقیــق کن ــا اســتفاده از روش از رقیــق کننــده ت نــده ب

و  17(سانتریفیوژ سبب بهبود ماندگاري اسپرم سگ و اسب شده است 
طی ذخیره سازي منی به صورت مایع در سرما، تجمع مواد زائـد  ). 26

حاصل از متابولیسم اسپرم و نیاز به مواد مغذي جدیـد اجتنـاب ناپـذیر    
تفاده در هاي موجود در زرده تخم مورد اس ـ از طرفی چربی). 17(است 

توانند به عنوان سوبسترا در فرآیند اکسیداتیو سـبب   ها می رقیق کننده
بنابراین افـزایش بـاروري بـه دنبـال     ). 1(تولید بیشتر مواد سمی شود 

سانتریفیوژ و استفاده از رقیق کنند جدید شاید به دلیل حذف مواد مضر 
 .حاصل از متابولیسم اسپرم باشد

بار در هنگام عمل آوري منی، حذف در تحقیق حاضر براي اولین 
زرده تخم مرغ قبل از افزودن مـایع منـی انجـام شـد تـا اثـر واقعـی        

 . ترکیبات مایع منی بر اسپرم ذخیره شده روشن شود
 
 

                                                             
2- Chi-square 
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 زایی و قوچ بر نرخ بره سن میشمیانگین حداقل مربعات اثر تیمار،  - 1 جدول

Table 1- Least squares means of effects of ram, treatment and age of ewe  
Source of variation  
 estimates SE Chi-squares P-value   منابع تغییر

  قوچ
Ram 

1 2.64 0.81 10.84 0.0012 
2 2.41 0.78 9.33 0.0023 
3 2.45 0.61 16.18 <0.0001 
4 1.62 0.51 10.35 0.0013 

  1تیمار
Treatment1 

E+S- 2.41 0.59 16.35 <0.0001 
E-S- 1.3 0.43 8.9 0.0028 
E-S+ 3.12 0.77 16.28 <0.0001 

  سن میش
Age of ewe (year) 

<1.5 3.26 0.77 17.64 <0.0001 
1.5-2.5 1.7 0.48 12.44 0.0004 
2.5-3.5 1.88 0.53 12.54 0.0004 

1E+S- : ،حاوي زرده تخم مرغE-S- : ،حذف زرده تخم مرغ E-S- :زودن مایع منیحذف زرده تخم مرغ و اف 
1E+S-: containing egg yolk, E-S-: removing egg yolk, E-S+: removing egg yolk and adding seminal 
plasma 

 
اسپرم در  200×106زایی متعاقب تلقیح مصنوعی  زرد تخم مرغ بر نرخ برهمابع منی و خذف % 10، افزودن  C 5دار شده در سه روز ذخیره سازي اسپرم پوششاثر  - 2جدول 

 دهانه گردن رحم
Table 2- Effect of three days storage of coated spermatozoa at 5 ○C, adding 10 % seminal plasma and removing egg 

yolk on lambing rates by cervical insemination of 200× 106 sperm  
  زاییبره

Lambing 
 تلقیح شدههاي تعداد میش

Number of inseminated ewe  
 1تیمار
Treatment1  Percentage  Number  

10.81  4  37  E+S- 
24.32  9  37  E-S- 

5.4  2  37  E-S+ 
1E+S- : ،حاوي زرده تخم مرغE-S- : ،حذف زرده تخم مرغ E-S- :حذف زرده تخم مرغ و افزودن مایع منی  

1E+S-: containing egg yolk, E-S-: removing egg yolk, E-S+: removing egg yolk and adding seminal plasma 
 

  زایی مقایسه میانگین حداقل مربعات تیمارهاي مختلف بر نرخ بره -3جدول
Table 3- The comparison of least squares means of treatments on lambing rate  

P-value  Chi-square  S.E  Estimate  1تیمار 
Treatment1  

0.10  3.68  0.68  -1.12  E+S- - E-S- 
0.45  0.57  0.93  0.7  E+S- - E-S+ 
0.03  4.56  0.85  1.82  E-S-  - E-S+ 

1E+S- : ،حاوي زرده تخم مرغE-S- : ،حذف زرده تخم مرغ E-S- :حذف زرده تخم مرغ و افزودن مایع منی  

1E+S-: containing egg yolk, E-S-: removing egg yolk, E-S+: removing egg yolk and adding seminal plasma 
 

شـده قـوچ     دار سازي اسپرم پوشـش  ذخیرهسه روز نتایج نشان داد 
مایع منی بعد از حذف زرده تخـم مـرغ سـبب    % 10افزودن و  C5°در 

تا کنـون مطالعـات انجـام شـده در خصـوص       .شود میکاهش باروري 
اه بررسی افزودن مایع منی بر باروري اسپرم با نتـایج متناقضـی همـر   

 .بوده است
گشایی شـده قـوچ در حضـور     مایع منی به اسپرم یخ% 20افزودن 

داري  زرده تخم مرغ پس از تلقیح در دهانه گردن رحم اثر معنـی % 15
مایع منی به اسپرم رقیق % 30همچنین افزودن  ).7(بر باروري نداشت 

زرده تخـم مـرغ سـبب کـاهش     % 5شده قوچ با شیر پس چرخ حاوي 
مـایع منـی بـه    % 25افـزودن  . )21(اروري شده اسـت  داري در ب معنی

داري  اسپرم خوك قبل از انجماد بدون حذف زرده تخم مرغ اثر معنـی 
از . )10(بر تحرك و سلامت غشاي پلاسـمایی اسـپرم نداشـته اسـت     

درصـد مـایع منـی بـه      30تا  20طرفی گزارش شده است که افزودن 
هانـه گـردن رحـم    گشـایی و تلقـیح از طریـق د    اسپرم قوچ پس از یخ

دلیل نتایج متنـاقض بـه دسـت    . )19(است موجب بهبود باروري شده 
هـاي مـایع    داخل اثر زرده تخم مرغ با پروتئینتآمده احتمالا مرتبط با 
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هاي زرده تخـم   لیپوپروتئینهاي زیرا بر اساس بررسی .)18(منی است 
پایـداري را تشـکیل    يهـا  هاي مـایع منـی کمـپلکس    مرغ با پروتئین

سـازي   گزارش شده است با افزایش نرخ رقیـق همچنین . )3(دهند  می
هاي حاوي زرده تخـم مـرغ عملکـرد اسـپرم      کننده اسپرم قوچ با رقیق

به همـین دلیـل پیشـنهاد شـده     . )16(یابد  گشایی بهبود می پس از یخ
شود  به غلظت زرده تخم مرغ توجه ،در هنگام افزودن مایع منیاست 

توانـد   هاي مایع منـی بـا اسـپرم مـی     پروتئین مجاورتاز طرفی، . )24(
همچنین گزارش شـده  . )18( سبب بروز آسیب در غشا پلاسمایی شود

اسـپرم  ر در روند انجمـاد و یـخ گشـایی    آثار مض داراياست مایع منی 
در  رسد کاهش بـاروري  به نظر میبنابر این  .است) 23(و بز  )24( قوچ

 کافی عدم حمایتلا در نتیجه احتما اثر حذف زرده و افزودن مایع منی
اجزاي مـایع  بعضی از  هاي محیطی و آثار مضر  از اسپرم در برابر تنش

  قوچ باشدپوشش دار شده منی بر اسپرم 
زایی مربوط به شکم زایش اول  در این تحقیق، کمترین درصد بره

زایـی مربـوط بـه شـکم      و بیشترین درصد نرخ بره) سال 5/1کمتر از (
-مقایسه دو به دو شـکم ). 4جدول (بود ) سال 5/2ا ت 5/1(زایش دوم 

زایـی بـین شـکم     هاي زایش نشان داد تفاوت میانگین درصد نرخ بره
و ) P= 5،07/0جـدول  (داري داشـته   زایش اول و دوم تمایل به معنی

و سـوم   )سـال  5/1کمتـر از  (بین شکم زایـش اول   داري تفاوت معنی
) سال 5/2تا  5/1(ش دوم بین شکم زای و همچنین )سال 5/3تا  5/2(

ولـی نـرخ    )P<5،05/0جدول (مشاهده نشد ) سال 5/3تا  5/2(و سوم 
سایر مطالعات ایـن  . زایی در شکم اول کمتر از شکم زایش دوم بود بره

گزارش شده است سن مـیش در نـرخ   ). 4و  2(کنند  نتایج را تایید می
ن رحـم در  نقص در تولید موکوس کانال گرد). 25(زایی موثر است  بره

طی دوره فحلی و متعاقبا نقص در انتقال اسـپرم در دسـتگاه تناسـلی    
شوند دلیل باروري پایین  هاي جوان که براي اولین بار آبستن می میش

بعلاوه نیازهاي ). 13(هاي با سنین بالاتر است  آنها در مقایسه با میش
تنی بالاي انرژي براي رشد بدن و ناکافی بودن انرژي لازم براي آبس ـ

  ).4(ها است  هاي جوان دلیل دیگر باروري پایین این دام در میش
هاي مورد استفاده در این  نتایج حاصل از مقایسه دو به دو اثر قوچ

داري را نشـان نـداد    زایـی، تفـاوت آمـاري معنـی     تحقیق بر نـرخ بـره  
)05/0>P ( که با نتایج دانوان و همکاران)احتمـالا  . همخـوانی دارد ) 6

زایـی در ایـن    دار اثر قوچ بر نرخ بـره  ده نشدن تفاوت معنیدلیل مشاه
 ).9(است ها  ها و  میش پژوهش مربوط به تعداد کم قوچ

هـاي موجـود در    ها و میش در این آزمایش تفاوت فردي بین قوچ
) 8(ایـوانس  . دار بـود  زایـی معنـی   هر گروه شکم زایش از نظر نرخ بره

ا از نظر باروري در پی تلقـیح  ه داري بین میش اعلام کرد تفاوت معنی
). 8(ها است  هاي فردي میش مصنوعی وجود دارد که مربوط به تفاوت

زایی بین منی تهیه شده از هر قـوچ   به علاوه قسمتی از تفاوت نرخ بره
مشخص شـده  . )6(مربوط به ترکیب منی تهیه شده در هر انزال است 

هاي  بین انزالاست که ترکیب مایع منی بین نرهاي یک گونه و حتی 
زایی را در پی داشته  تواند تفاوت در نرخ بره یک نر متفاوت بوده که می

  ).12(باشد 
در مطالعه حاضر براي ایجاد وضعیتی تقریبا مشابه با جفت گیـري  

دار کردن گیري مایع منی با کمک روش پوششطبیعی، در زمان نمونه
حذف شد و کمی قبل از تلقیح مصنوعی مجددا مایع منـی بـه اسـپرم    

دار شده اضافه شد ولـی نتـایج نشـان داد کـه بـاروري اسـپرم        پوشش
ساعت ذخیره سازي در سرما در حضور و یا  72دار شده پس از  پوشش

باروري اسـپرم انزالـی قـوچ    . عدم حضور مایع منی رضایت بخش نبود
ساعت در سرما بـه ترتیـب    72و  48، 24به مدت  سازي پس از ذخیره

 ).20(گزارش شده است % 15 – 20و % 25 – 30، 45% – 50

  
  C 5○سازي در  ساعت ذخیره 72دارشده در دهانه گردن رحم پس از  اسپرم پوشش 200× 106از تلقیح مصنوعی  زایی حاصل اثر سن میش بر نرخ بره -4جدول

Table 4- Effect of age of ewe on the lambig rate of inseminated ewe with 200 × 106 coated spermatozoa after 72 h 
storage at 5 ○C  

  سن میش
Age of ewe (year) 

 تلقیح شدههاي تعداد میش
Number of inseminated ewe 

  زاییبره
Lambing 

Number  Percentage  
<1.5  39 2 5.12 
1.5-2.5 37 7 18.91 
2.5-3.5 34 6 17.64 

 
 زایی بر نرخ بره هاهاي مختلف میشسنتفاوت میانگین حداقل مربعات  -5جدول

Table 5- The comparison of least squares means of different ages of ewes on lambing rate 
  سن میش
Age of ewe (year) 

Estimate  S.E  Chi-square  P-value  
1.5 and 2.5 1.56 0.87 3.22 0.07 
1.5 and 3.5 1.38 0.88 2.44 0.11 
2.5 and 3.5 -0.17 0.66 0.07 0.79 
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سایر مطالعات نیز کاهش بـاروري اسـپرم قـوچ را بعـد از ذخیـره      

شده است که بـه ازاي هـر   اند و مشخص سازي در سرما را تایید کرده
 %35تـا   10سازي اسپرم قوچ در سرما بـاروري بـه میـزان    روز ذخیره 
سازي انجام فرآینـد گلیکـولیز سـبب    طی ذخیره ). 22(یابد کاهش می

). 15(شود  تولید اسید لاکتیک و اسیدي شدن محیط اطراف اسپرم می
افزایش اسید لاکتیک سـبب افـزایش میـزان کلسـیم داخـل سـلولی       

افزایش کلسیم داخل سـلولی سـبب تسـریع در فرآینـد     ). 56(شود  می
راین کاهش باروري اسـپرم پوشـش دار   بناب) 11(شود  پیري سلول می

شده بعد از سه روز ذخیـره سـازي در سـرما احتمـالا بـه دلیـل بـروز        
 .تغییرات مخرب ناشی از شرایط ذخیره سازي است

  
  گیري کلی نتیجه

 C 5روز در  3ذخیره سازي اسـپرم پوشـش دار شـده بـه مـدت      
مـایع منـی بـه    % 10شود و افزودن سبب کاهش چشمگیر باروري می

 .سپرم پوشش دار شده نیز سبب بهبود باروري نخواهد شدا
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Introduction Artificial insemination (AI) has only been used as a supplement to natural mating. AI, when 

used in conjunction with accurate progeny testing schemes, can substantially increase the rate of genetic progress 
compared with that of natural service. Moreover, the use of AI causes the limitation of the transmitted diseases. 
Cervical insemination with frozen-thawed ram semen has not been widely adopted, probably because of the 
relative poor fertility obtained. Thus using fresh and diluted semen is only approach for performing AI. 

AI is currently limited by the poor fertility achieved after cervical insemination with the storage of liquid 
semen at sub-ambient temperature. The success of this procedure in sheep is restricted by the short length of time 
that ram sperm can be stored in a liquid state. Moreover, the effect of cooling on sperm differs depending on 
species. It is also well known that ram spermatozoa are more sensitive to cold-shock stress than those of other 
species. 

Seminal plasma, as physiological secretion, is a complex mixture of secretions originating from testis, 
epididymis and accessory sex glands which is mixed with epididymal sperm at ejaculation; it serves as the 
carrier of sperm to the female genital tract. This mixture contains numerous factors such as organic and 
nonorganic material which play an important role in the final maturation of the spermatozoa through hormonal, 
enzymatic and surface-modifying events. During natural mating, a mechanism may be activated to separate 
spermatozoa from seminal plasma. After being ejaculated into the vagina, sperm swim through cervical mucus 
and enter the uterus within minutes (>30 min); cervical mucus acts as a barrier for seminal plasma. In the 
artificial insemination industry, seminal plasma with all the useful and harmful components is not removed from 
semen and is in contact with sperm throughout cooling, freezing and storage. 

On the other hand, it was demonstrated that the auto-destructive activity of seminal plasma was decreased 
which may be reduced by coating spermatozoa for less than 5 min during collection with the commercial diluent 
supplemented with egg yolk. The detrimental effect of lipid efflux induced by seminal plasma may be abolished 
by decreasing the time of the contact between seminal plasma and sperm. 

The objective of this study was to determine whether coating method, as a collection method, can improve 
fertility of ram spermatozoa after 72 h storage.  

Materials and Methods Experiment was conducted to evaluate the effect of seminal plasma on coated 
spermatozoa fertility by using 111 ewes, aged between 1 and 3 years. Semen from four mature, healthy and 
fertile Thaleshi rams, aged between 2 and 5 years, were used for AI. The animals were housed at the Faculty of 
Agricultural Sciences, Education Research and Practice Farm, University of Guilan, South of Rasht (it is located 
at 37° 12´ North latitude and 49° 39´ East longitude) and fed daily with alfalfa hay and 0.5 kg of concentrate, 
and provided salt lick and water ad libitum. Semen was collected throughout the breeding season (August, 2011) 
by using an artificial vagina. Ejaculates from each ram were collected in a tube containing 5 ml of coating 
medium (269 mM Tris (Hydroxymethy1) aminomethane, 52 mM D-Fructose, 89 mM Citric Acid, 2000 IU/ml 
penicillin G and 0.4 mg/ml streptomycin pH=7.0) at72 h before insemination. Two or three consecutive 
ejaculates fromeach ram were collected. The ejaculates were placed in a water bath (35○C) immediately after 
collection. Semen quality was assessed, and to be accepted as a donor, and the ejaculation of each ram 
ejaculation had to fulfill the following demands concerning semen quality: volume ≥ 0.5 ml, macroscopic good 
visual mass activity (sperm motility ≥ 75%), sperm concentration ≥ 3 × 109⁄ml and normal sperm morphology ≥ 
90%. Coated ejaculates were centrifuged for 10 min at 700 × g at room temperature and the supernatant was 
removed. The pellets were diluted by Tris-glucose up to 800 × 106 sperm/mL then they were split into three parts 
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(E-S+, E-S-and E+S-) and incubated at 5 C. After 68 h‚ samples were centrifuged by 700 × g 10 min at 5 C. In 
E-S+, supernatant was removed and added 10% crude seminal plasma. In E-S-‚ supernatant was removed and 
added Tris-glucose. In E+S-‚ pellet was mixed with supernatant. Samples were packaged into straws‚ incubated 
at 5 C for 4 h and inseminated 72 h after collection. Ewes were allocated to three groups and inseminated after 
synchronizing estrus by using CIDER (14 d) and injection hCG (400 IU).  

Results and Discussion The results showed that the lambing rate was higher in ewes of second parity 
(18.91%) than ewes of first parity (5.12%). There was no significant difference between E-S- (24.32%) and E+S- 
(10.81%) although the percentage of lambing rate was higher about 10 % in E-S- than E+S-. There was no 
significant difference between E-S+(5.12%) and E+S- on lambing rate. The pair-wise comparison of the lambing 
rates between the three groups showed significant higher results for E-S- compared with E-S+. Therefore, 
fertility of coated spermatozoa was not improved by adding 10% crude seminal plasma after three days storage 
at 5 C. 
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