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 از آنـزيم تريپـسين اسـتفاده شـد؛     )Acipenser persicus(يافتة تاسماهي ايراني  هاي لقاح در اين تحقيق به منظور رفع چسبندگي تخم

ها با گل  وشوي تخم   شست(زمان لازم براي رفع چسبندگي و درصد بازماندگي جنيني با روش سنتي رفع چسبندگي                 نتايج مربوط به مدت   
بعـد از لقـاح و   . شناسي آنزيم و ذرات رس در ديوارة خارجي دور تخم انجام شد همچنين، مطالعة تطبيقي تأثيرات بافت. مقايسه شد ) رس

هـا   بخشي از تخم  . قرار گرفتند ) 12 و IU/ml 6،3،1( غلظت متفاوت آنزيم تريپسين      4 دقيقه در معرض     30ها به مدت      بار آبكشي، تخم   2
هاي يادشده و    هايي در غلظت     تيمار با آنزيم   4وشو شدند؛ تيمارهاي آزمايش شامل        منزلة شاهد با گل رس شست       زمان به   دتطي همين م  

 بـار در    1. يافته در نظر گرفته شدند       تخم لقاح  150 تكرار و براي هر تكرار       3هر تيمار در    . بودند) تيمار شاهد (شويي     تيمار مربوط به گل    1
هـاي   ها به منظور بررسـي     برداري شد و اين تخم      ها نمونه   دقيقه تا زمان پايان رفع چسبندگي از تخم        10س، هر   لحظة شروع آزمايش سپ   

 سـاعت بعـد از لقـاح درصـد     60. شـدن چـسبندگي ثبـت شـد      در هر يك از تيمارها زمان رفع      . شناسي در محلول بوئن تثبيت شدند       بافت
بيـشترين ميـزان بازمانـدگي    . ين سالم و طبيعي در هر يك از تيمارها شمارش شد      هاي داراي جن   بازماندگي جنيني با سنجش ميزان تخم     

داري از تيمـار شـاهد        به طـور معنـي     ANOVA حاصل شد كه با استناد به نتايج آزمون          IU/ml 6 درصد در غلظت     9/86±19/2جنيني  
 درصـد بـه ترتيـب در        0/77±75/2 درصد و    3/77±26/2 درصد،   1/77±1/2 درصد،   2/75±88/0ميزان بازماندگي   ). ˂05/0P(بالاتر بود   
 دقيقـه و  6هـا   كمترين زمان لازم بـراي رفـع چـسبندگي تخـم    .  و تيمار شاهد به دست آمد      IU/ml 1  ،IU/ml 3  ،IU/ml 12تيمارهاي  

 دقيقـه بـوده     23 و   11،  15،  19 و گروه شـاهد بـه ترتيـب          IU/ml 1  ،3  ،6هاي   اين زمان براي غلظت   .  بود IU/ml 12مربوط به غلظت    
هـا   در اين بررسي. وشو با گل رس نشان نداد گونه آسيب فيزيكي را در تيمار شست شناسي لاية چسبندة دور تخم هيچ بررسي بافت . است

ه در تيمارهاي آنزيمي با افزايش زمان نسبت معكوس دارد و در زمان يكسان اين ضخامت با غلظـت                   مشخص شد ضخامت لاية چسبند    
تواند با موفقيت براي حذف واقعي لاية چـسبنده در تاسـماهي ايرانـي               با توجه به نتايج اين تحقيق، آنزيم تريپسين مي        . آنزيم ارتباط دارد  

  . دقيقه است11دادن عمل در دوز ذكرشده   است كه زمان انجامIU/ml 6دوز پيشنهادي براي رفع چسبندگي، . استفاده شود
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  مقدمه .1
 خاوياري از جملـه تاسـماهي ايرانـي     ي ماهيان ها تخم

)Acipenser persicus (كـه   دارنـد  يهاي متعـدد  لايه
 Cherr and  (اسـت ژلاتينـي   لايـة تـرين آنهـا    خـارجي 

Clark, 1985 .(ــة ــش لاي ــذكور پوش ــيي م   و ژلاتين
ي شناس ـ  ريخـت نامحلول در آب اسـت كـه از لحـاظ           

ــي ــار  اســتشــكل  كرك ــراكم داراي ب ــور مت ــه ط  و ب
عملكردهاي متفاوتي از جملـه آغـاز       . استالكتريكي  

. شود هاي اكروزومي به اين لايه نسبت داده مي        فعاليت
)  نيـز مـشهور اسـت   Jelly coatكه به (آناليز اين لايه 

نشان داده است كه تركيـب آن در ماهيـان خاويـاري            
ــشكل از  ــروتئ 1/88مت ــد پ ــد 9/11ن و ي درص  درص

پيوسـته و بـه صـورت        هـم   كـه بـه    استكربوهيدرات  
 ,Cherr and Clark(انـد   هاي گليكـوپروتئيني  مولكول

پوشش ژلاتيني دور تخمك بعد از تمـاس بـا          ). 1984
كنـد    و حالت چـسبنده پيـدا مـي        شود  ميه  آب هيدرات 

)Kowtal et al., 1986 .(   در نتيجه اين امكـان فـراهم
ي بـه بـستر يـا       ريـز   تخـم ها در مكان      تخم كهشود   مي

 ,Riehl and Patzner(اجسام موجود در آب بچسبند 

 انكوباسـيون   ةها طي مرحل    اما چسبندگي تخم   ،)1998
باشـتگي و  ان. كنـد  مضر است و مشكلاتي را فراهم مي    

ها به يكديگر در چنين شرايطي منجـر بـه           اتصال تخم 
هـا    بالا به علت كمبود اكسيژن و رشد قارچ        ومير  مرگ
بـراي  ). Monaco and Doroshov, 1983(شـود   مـي 

ــان     ــر ماهي ــز تكثي ــت، در مراك ــن حال ــاب از اي اجتن
 لقـاح بـا گـل رس         از ها بلافاصله بعـد    خاوياري تخم 

كه از آن تحت عنوان     (اين عمل   . شوند  مي وشو  شست
به صورت دستي و طي دقـايق       ) شود  ياد مي  شويي  گل

 كـه در نتيجـه مـستلزم      شـود   انجـام مـي    طولاني   نسبتاً

براي ). ibid (ستها دستكاري شديد و درازمدت تخم    
هاي  پروري روش  رفع چسبندگي تخم ماهيان در آبزي     

 Demska-Zakes et( شده است متعددي به كار گرفته 

al., 2005(توان بـه رفـع چـسبندگي      از آن جمله مي؛
هـا يـا مـواد شـيميايي ماننـد           ها با انـواع محلـول      تخم

 Kowtal et al., 1986; Al Hazzaa(سولفيت سـديم  

and Hussein, 2003( اسيد تانيك ، )Al Hazzaa and 

Hussein, 2003; Demska-Zakes et al., 2005( ،
 Cherr and Clark, 1984; Kowtal(كارباميد و نمك 

1986; Al Hazzaa and Hussein, 2003 (  و پـودر
 Khan et al., 1986; Billard 1995; Linhart et( شير

al., 2003 ( هاي حاوي   از محلول،همچنين. كرداشاره
هـاي ماهيـان     آنزيم پروتئاز براي رفع چسبندگي تخـم      

 ,Linhart et al., 2000, 2002(اسـتفاده شـده اسـت    

2003; Mansour et al., 2009( .   با توجه بـه ماهيـت
گليكوپروتئيني پوشش ژلاتينـي، برخـي پروتئازهـا در         

از مزايــاي . انــد  شــناخته شــدهمــؤثررفــع چــسبندگي 
زمـان رفـع     استفاده از آنزيم كـاهش چـشمگير مـدت        

ــه     ــسبت ب ــريخ ن ــد تف ــزايش درص ــسبندگي و اف چ
 Linhart et (است) شويي گلمانند (هاي سنتي  روش

al., 2003 .( آنزيم تريپسين در تأثيراتتحقيق در اين 
. رفع چسبندگي تخـم تاسـماهي ايرانـي بررسـي شـد      

 آنـزيم تريپـسين و      تـأثير  ةهدف از اين تحقيق مطالع ـ    
هـاي   تعيين دوز مناسب آن در رفـع چـسبندگي تخـم          

 نتايج آن با    مقايسة ، ايراني همچنين  تاسماهي يافتة  لقاح
ــم   ــسبندگي تخ ــع چ ــايج رف ــنتي   نت ــا روش س ــا ب ه

  . با گل رس بوده استووش شست
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  ها مواد و روش. 1
  مراحل ميداني و آزمايشگاهي .2.1

مراحل ميداني اين تحقيق در مجتمع تكثير و پرورش          
گـيلان و در     -ماهيان خاوياري شـهيد بهـشتي رشـت       

 جفت مولـد    5تخمك و اسپرم از     . انجام شد فروردين  
وزن مولـدين   .  تاسماهي ايراني برداشت شد    ةنر و ماد  

 و حـداكثر    65حـداقل   ( كيلـوگرم    2/71يانگين  ماده م 
ــا  ) 76 ــل آنه ــانگين طــول ك ــانتي 6/177و مي ــر س  مت

 .سنجش شـد  ) متر  سانتي 183 و حداكثر    171حداقل  (
 نـسبت  بـه  كارگـاه  آب بـا  اسـپرم  سـازي  رقيق از بعد

1:200) Kowtal et al., 1986(  ــيو ــه ش ــاح ب  ة لق
 بـار آبكـشي     2بعـد از لقـاح و       . انجام شد  خشك نيمه

 تيمـار و هـر      5ها عمليات رفع چـسبندگي طـي         خمت
 عـدد   150براي هر تكرار    . انجام شد  تكرار   3تيمار با   

يك تيمار شامل روش سـنتي      . تخم در نظر گرفته شد    
درصـد گـل     10ها با سوسپانسيون     ي تخم وشو  شست
ــامل 4و ) Sakowics, 1928(رس  ــار شـــ  تيمـــ
 دوز مختلف آنزيم تريپـسين     4ها با    ي تخم وشو  شست

) IU/ml1 ،3 ،6 دمـاي آب  . در نظر گرفته شد) 12 و
هـاي   در زمان استفاده در مخلوط گـل رس و محلـول          

 درجـة  18(حاوي آنزيم برابـر بـا دمـاي آب كارگـاه            
تريپسين مـورد اسـتفاده بـه صـورت         . بود) گراد  سانتي

  بـود  مـؤثر  ة مـاد  IU 180 قرص و هر قـرص حـاوي      
)Sigma Chemical Company: TRYPSIN-1mg(. 

هاي مورد نظـر،     هاي تريپسين با دوز     محلول ةبراي تهي 
بــا ) PBS) Phosphate-Buffered Saline از محلــول

pH 6/7  ها در دقايق    برداري از تخم   نمونه.  استفاده شد
ــروع مراحــل  30 و 20، 10صــفر،  ــد از ش ــه بع  دقيق

بعـــد از . انجـــام شـــداجرايـــي رفـــع چـــسبندگي 

 75( بـوئن    تثبيـت هـا در محلـول       برداري، تخـم   نمونه
 ليتـر   ميلـي  25 اشـباع،  پيكريـك  اسيد محلول ليتر ميلي

تثبيـت و   ) گلاسيال استيك اسيد ليتر  ميلي 5  و فرمالين
 و تـا    نددرصد شد  96روز وارد الكل اتانول      3بعد از   

. ندزمان بررسـي در آزمايـشگاه در آن نگهـداري شـد       
زمان لازم براي رفـع       به منظور بررسي مدت    ،همچنين

ها در محلول به طور مـداوم        ضعيت تخم چسبندگي، و 
ها آزادانـه در محلـول        كه تخم   را بررسي شد و زماني   

ــهوشــو شــست ــد ب ــة  حركــت كردن ــع منزل ــان رف  زم
 دقيقـه از    30بعد از طي    . چسبندگي در نظر گرفته شد    

ــايش، تخــم  ــا مجــدداً شــروع آزم ــشوه  و وارد يي آب
 ساعت  60بعد از طي    . انكوباتورهاي يوشچنكو شدند  

هـا از نظـر درصـد         انكوباسيون، تخم  ةوع مرحل از شر 
 ,Monaco and Doroshov ( شدندنمو جنيني سنجش 

ــرار  . )1983 ــر تك ــور از ه ــن منظ ــراي اي  تخــم 50ب
محلـول  (سـاز    برداري شد و در محلـول شـفاف        نمونه

Davidson ،3   ــانول ــم ات ــد95حج ــم 2 ، درص  حج
 حجـم   3 ،حجم اسـيد اسـتيك گلاسـيال      1 ،فرمالدهيد

 ،سـپس ). Noori et al., 2010(اده شـد  قـرار د ) آب
 از لحـاظ وجـود   Leica MZ6هـا در زيـر لـوپ     تخم

 و وجود كمان    ندبررسي شد ) نوتوكورد(كمان عصبي   
 معيار بازماندگي جنـين مـد نظـر قـرار           منزلة  عصبي به 

شـده در    هـاي تثبيـت     نمونه ،در پايان ). 1شكل(گرفت  
  و بعـد از ندمحلول بـوئن بـه آزمايـشگاه منتقـل شـد         

ي بـا روش كلاسـيك      شناس ـ  بافـت  مراحـل    دادن  انجام
)Busacker et al., 1990 (شده از  از مقاطع بافتي تهيه

ــم ــاح  تخ ــاي لق ــه  ه ــخامت  (يافت ــا ض ــرون5ب )  ميك
 تخمـك   7از هر تكرار    . شدهاي ديجيتالي تهيه     عكس

 بخش مختلف آن عكس     10و در مورد هر تخمك از       
 Leica با كمك ميكروسكوپ نوري ،سپس. تهيه شد
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DMLSافــزار   و نيــز كــاربرد نــرمImage Analyzer 
 ، چـسبنده  لاية و ضخامت     شدند هاي تخم بررسي   لايه
گيـري    اندازه ،پذير از مراحل آزمايش   تأثير لاية منزلة  به
  ).4  تا2 هاي شكل (شد

   

     

      
            

          
   

  
   تشكيل طناب عصبي در تخم تاسماهي ايراني.1شكل 

   ساعت بعد از لقاح60

  
  ي تخم تاسماهي ايرانيشناس بافت مقطع .3شكل 

  )دقيقه صفر( بعد از لقاح و تماس با آب 100با بزرگنمايي 

      

    
 

  آنزيمتأثيرهاي تحت   چسبنده در گروه كنترل و گروهلاية وضعيت مقايسة .4شكل 

A : گروه تيماريIU/ml1 ،B : گروه تيماريIU/ml3 ،C : گروه تيماريIU/ml6 ،D : گروه تيماريIU/ml12 ،E : شويي گروه گل(گروه كنترل(  

  
شناسي تخم تاسماهي ايراني با  مقطع بافت. 2شكل 

وشوي تخم با سوسپانسيون   بعد از شست100نمايي  بزرگ
لاية زونارادياتا اول، : L1سيتوپلاسم داخل اووسيت، : C. رس
L2 :ارادياتا دوم، لاية زونL3 : ،لاية زونارادياتا سومJ (L4) :

  هارمچلاية چسبنده يا لاية زونارادياتا 

            
            

        
  

             
        

           
     

            

         
             

           
            

           
ً       
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  نتايج. 3
هــا نتــايج در مــورد زمــان رفــع چــسبندگي تخــم

 
             در
    تيمارهاي مختلف نـشان داد كـه كمتـرين زمـان لازم

IU/ml 12مربوط به تيمار
      
6 تريپسين و برابر با

  
 دقيقه

. بوده است 
     
IU/ml 6اين اتفاق براي غلظت

   
ة در دقيقـ

 

11
  
ــت ــراي غلظ ــIU/ml 3، ب 15 ة در دقيق

 
ــراي    و ب

IU/ml 1غلظت
  
19 ة در دقيق

         
   رخ داد كـه نـسبت بـه

. تر بود  ساير تيمارها طولاني
      
ضـمن اينكـه چـسبندگي

ــ) گــل رس(هــا در گــروه كنتــرل  تخــم 23 ةدر دقيق
 

  ).5شكل (برطرف شد 
بنابراين،

   

بافت بررسي

  

شناس ـ

  

لايـة ي

    

 ژلاتينـي دور
 تخم

  

لايـة ها نشان داد كه ضخامت

   

     مـذكور در ابتـداي

µm 59/1كار برابر با

  

.  بوده است

   

10اين ميزان

   

 دقيقـه
   در غلظــتµm 36/1بعــد از شــروع آزمــايش بــه 

IU/ml1 ،µm 68/0 در غلظـــت IU/ml 3 ،µm 37/0    

IU/ml 6در غلظت

  

،µm 24/0

    

              IU/ml 12 در غلظت

 µm 55/1آنزيم تريپـسين و نيـز بـراي گـروه شـاهد
 در نمونه . رسيد

    

20هاي تخم كه

       

     دقيقه بعـد از شـروع

ندآزمايش برداشـت شـد

    

لايـة  ضـخامت

    

 ژلاتينـي در
، 37/0 بــه ترتيــب IU/ml 12 و 6، 3، 1هــاي  غلظــت

33/0

  

،30/0

   

µm 21/0 و

      

 µm 32/1 و در گروه شاهد
. سنجش شد 

ً

نهايتا

  

30 ة در دقيق

   

لاية ضخامت

  

 ژلاتيني
 در گروه 

       

26/0هاي يادشده به ترتيب به مقادير

  

،23/0 ،
µm 20/0 و 21/0

  

ــه ــاهد ب ــروه ش    µm 23/1 و در گ

(رسيد

  

 در بررسي ). 6شكل

    

مقايسةهاي آماري با

  

   قطر

لايةنهايي

   

 چسبنده در هر

        

 يـك از تيمارهـا، اخـتلاف
 معني

     

) گل رس (دار بين گروه شاهد

   

 با ساير گـروه

  

هـا
  .شدمشخص 

 

  رفتن چسبندگي در تيمارهاي مختلف آزمايشي زمان ازبين  مدت.5شكل 

  

        
       

   آناليز آماري.2.2
افـزار آمـاري     و نـرم Excelافزار  با نرم ها نتايج بررسي

SPSSروش بـــاهـــا ابتـــدا  ادهد.  پـــردازش شـــدند 
بودن بررسي   ف از لحاظ نرمال   و اسميرن -فوكولموگر
 بــا اســتفاده از روش آنــاليز واريــانس ، ســپسشــدند

هاي آزمايشي بـا     هاي گروه  داده) ANOVA(طرفه   يك
هـاي بـه      ذكر اسـت كـه داده      شايان. هم مقايسه شدند  

 Arcsinصورت درصد قبل از آزمون از طريـق روش          
دار در بين    اختلافات معني . شدند  آزمون ،تبديل سپس 

 دانكــن اي ههــا بــا اســتفاده از آزمــون چنددامنــ گــروه
  .شدندارزيابي 
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  هاي مختلف ها و زمان  ژلاتيني دور تخم در گروهلاية ضخامت .6شكل 

  

  
  هاي مختلف  ميزان بازماندگي گروه.7شكل 

  
بررسي درصد بازماندگي جنينـي نـشان داد        نتايج  

 تيمار ذكرشده مربـوط     5كه حداكثر اين ميزان در بين       
 و برابــر بــا IU/ml 6بــه تيمــار تريپــسين بــا غلظــت 

 درصد بود كه به طور معناداري بـا سـاير           19/2±9/86
درصـد بازمانـدگي جنينـي در       . ها تفاوت داشت   گروه

 2/75±88/0 بــه ترتيــب IU/ml 12 و 3، 1تيمارهــاي 
 درصـد بـود     3/77±26/2 درصد و    1/77±1/2درصد،  

 0/77±75/2(كه بـا يكـديگر و نيـز بـا گـروه شـاهد               

  ).7شكل (دار نداشتند  اختلاف معني) درصد
بــا رســم نمودارهــاي مربــوط بــه ارتبــاط زمــان و 
ضخامت لاية چسبنده كه در مورد هـر تيمـار بـه طـور              

هـاي   خص شـد كـه در غلظـت       جداگانه رسم شد، مـش    
زمان و كـاهش ضـخامت لايـة          مختلف آنزيم بين مدت   

چسبنده ارتباط وجود دارد؛ به طـوري كـه، بـا افـزايش             
غلظت آنـزيم، رونـد كـاهش ضـخامت لايـة چـسبنده             

  ).12 تا 8اشكال (رود  تر و با شيب بيشتر پيش مي سريع
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   IU/ml1 بنده در تيمار تريپسين با غلظت  چسلايةبرداري و ضخامت   ارتباط بين زمان نمونه.8شكل 

  
   IU/ml3  چسبنده در تيمار تريپسين با غلظت لايةبرداري و ضخامت   ارتباط بين زمان نمونه.9شكل 

  
   IU/ml6  چسبنده در تيمار تريپسين با غلظت لايةبرداري و ضخامت   ارتباط بين زمان نمونه.10شكل 
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   IU/ml12  چسبنده در تيمار تريپسين با غلظت لايةبرداري و ضخامت   ارتباط بين زمان نمونه.11شكل 

  
  )گل رس( چسبنده در تيمار شاهد لايةبرداري و ضخامت   ارتباط بين زمان نمونه.12شكل 

  
مـورد زمـان رفـع چـسبندگي،       نتايج آزمـايش در   

 چــسبنده و ميــزان بازمانــدگي لايــةضــخامت نهــايي 
 خلاصه در جـدول     جنيني مربوط به هر تيمار به طور      

  ).1جدول (زير قيد شده است 
 اي از نتايج در هر يك از تيمارها  خلاصه.1جدول 
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  گيري بحث و نتيجه. 4
ــم  ــسبندگي تخ ــع چ ــصنوعي   رف ــدمثل م ــا در تولي ه

  بحرانـي اي شده در ماهيـان آب شـيرين مرحلـه         كنترل
 ،1984در ســال ). Linhart et al., 2000(ســت ا

 لايــةشــدن  شــح و هيدراتــهمحققــان دريافتنــد كــه تر
كـه  -گليكوپروتئيني تخمك مـاهي خاويـاري سـفيد         

 به نـوعي بـه پروتئـاز        -مسئول ايجاد چسبندگي است   
 و در عين حال تحت تـأثير        استتريپسين وابسته    شبه

  ).Cherr and Clark, 1984 (يستكيموتريپسين ن
ــم   ــسبندگي تخ ــع چ ــايش رف ــن آزم ــاي  در اي ه

ا آنزيم تريپسين با موفقيت      ايراني ب  تاسماهي يافتة  لقاح
 اين عمل   دادن  حداقل زمان لازم براي انجام    . انجام شد 

 ايــن آنــزيم IU/ml 12 دقيقــه بــود كــه در غلظــت 6
از نظر درصد بازمانـدگي جنينـي بهتـرين        . حاصل شد 

 به دست آمـد كـه بـه طـور           IU/ml6نتايج در غلظت    
از ايـن   . هـا بـالاتر بـود       از نتايج ساير گروه    يدار معني

 بـراي رفـع     IU/ml6تـوان گفـت غلظـت        يدگاه مـي  د
. هاي تاسماهي ايرانـي مناسـب اسـت        چسبندگي تخم 

 11زمـان    اين غلظت تريپسين قادر اسـت طـي مـدت         
  .دكنها را رفع  دقيقه چسبندگي تخم

 ،)Linhart et al., 2003 (بــر اســاس تحقيقــات
هـاي ماهيـان     استفاده از آنزيم در رفع چسبندگي تخم      

نظر درصد بازمانـدگي تفـاوت نـشان        چنانچه حتي از    
زمـان انجـام     كـاهش محـسوس مـدت   علـت ندهد به  

 ،هـاي سـنتي    رفع چسبندگي، نـسبت بـه روش    ةپروس
در مورد  ) آلكالاز(استفاده از آنزيم    . داراي مزيت است  

ــراي ) Cyprinus carpio(مــاهي كپــور  زمــان لازم ب
 دقيقه در روش سـنتي      70فرايند رفع چسبندگي را از      

 در  ؛ دقيقه كـاهش داد    21به  )  با پودر شير   ووش  شست(

 از نظــر ميــزان بازمانــدگي بــين دو روش ،كــه حــالي
 ،همچنـين .  مـشاهده نـشد    يدار مذكور تفـاوت معنـي    

مـاهي   هاي گربـه   كاربرد آنزيم در رفع چسبندگي تخم     
نـشان داد كـه زمـان رفـع     ) Silurus glanis(اروپايي 

 3 بـه  30از ها نيز با كاربرد آنـزيم   چسبندگي اين تخم  
  ).Linhart et al., 2002(يابد  دقيقه كاهش مي

زمـان رفـع چـسبندگي در صـورت          كاهش مدت 
 11 و   IU/ml 12 دقيقه در غلظت     6( آنزيم   كارگيري  به

ــه در غلظــت  ــل IU/ml 6دقيق ــه در 23 در مقاب  دقيق
هاي حاصل از ايـن تحقيـق نيـز          در يافته ) روش سنتي 
لاتينـي در    ژ لايـة علت كاهش ضـخامت     . مشاهده شد 

تماس با آنزيم تريپسين ماهيـت گليكـوپروتئيني ايـن          
 پروتئـاز، در    منزلـة    بـه  ، كه آنـزيم تريپـسين     استلايه  

ايـن بخـش از     . كنـد  تماس با آن مانند حلال عمل مي      
هماهنـگ  ) Clark) 1984 و   Cherrهـاي    نتايج با يافته  

 ژلاتينـي   لايـة  زيرا اين محققان دريافته بودند كه        ،بود
تريپـسين    خاوياري به نـوعي پروتئـاز شـبه        در ماهيان 

 هر چه غلظت     طبق انتظار، . دهد العمل نشان مي   عكس
انجام تر    ژلاتيني سريع  لايةشدن   آنزيم بيشتر باشد حل   

  .شود مي
ماهي اروپايي و نيز     استفاده از آنزيم در تكثير گربه     

از (هـا    ماهي علاوه بر كاهش زمان دستكاري تخم        لاي
ــا شــير و رس در وشــو ستشــ ســاعت در روش 1  ب

) ماهي به چند دقيقـه     ماهي و نيز رس تنها در گربه       لاي
 Linhart( افزايش ميزان بازماندگي را نيز به دنبال دارد 

et al., 2003 .(  غلظــت و زمــان مــاهي لايدر مـورد 
 2 در مـدت  IU/ml10مناسب كـاربرد آنـزيم آلكـالاز      

 1/88در اين صـورت نـرخ تفـريخ بـه            كه   استدقيقه  
ست كه در همين شـرايط       ا اين در حالي  . درصد رسيد 

 30كاربرد روش سنتي شير و گل رس به نرخ تفـريخ            
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زمان لازم براي رفع     درصد انجاميد، ضمن اينكه مدت    
ــدود   ــنتي ح ــسبندگي در روش س ــه و در 60چ  دقيق

 ,.Linhart et al( دقيقـه بـوده اسـت    2روش آنزيمي 

فـزايش   ا IU/ml6در اين آزمايش در غلظـت       ). 2000
دار ميــزان بازمانــدگي نــسبت بــه روش ســنتي  معنــي

.  درصـد بـوده اسـت      1/89مشاهده شـد و ميـزان آن        
 IU/ml6 استفاده از آنزيم تريپسين با غلظـت         ،بنابراين

هاي تاسماهي ايرانـي موجـب       در رفع چسبندگي تخم   
  .شود افزايش درصد بازماندگي مي

 بـه منظـور تعيـين اثـر         ،يشناس ـ  بافتهاي   بررسي
 نــشان داد كــه ، ژلاتينــيلايــةيم و ذرات رس بــر آنـز 

ــي ضــخامت   ــاهش جزئ ــةذرات رس موجــب ك  لاي
اين كاهش ضخامت در گروه كنتـرل       . شود ژلاتيني مي 

 30 و بعد از گذشت      شتروندي آرام دا  ) ذرات رس (
اين در  .  ميكرون رسيد  23/1 ميكرون به    59/1دقيقه از   

ر  ژلاتيني د  لايةصورتي بود كه روند كاهش ضخامت       
بعـد  .  تندتر بوده اسـت    تيمارهاي آنزيم تريپسين نسبتاً   

 لايـة  دقيقه از شروع آزمايش ضـخامت        10از گذشت   
 رسـيد، در    36/1 تريپسين به    IU/ml1مذكور در تيمار    

 ژلاتيني لايةكه طي همين زمان كاهش ضخامت    حالي
 ؛در ساير تيمارهاي تريپسين بسيار شديدتر بوده است       

 ـ   ،به طـوري كـه      دقيقـه در    10ه بعـد از      ضـخامت لاي
 و  37/0،  68/0 به ترتيب    12 و   IU/ml 3  ،6تيمارهاي  

روند كـاهش ضـخامت در      .  ميكرون بوده است   24/0
 تا پايـان آزمـايش      10 ةتيمارهاي تريپسين بعد از دقيق    

ادامه داشت و در نهايت ضخامت لايه براي تيمارهاي         
IU/ml 1  ،3  ،6   21/0،  23/0،  26/0 به ترتيب به     12 و 

 لايـة علـت كـاهش ضـخامت      .  ميكرون رسيد  20/0و  
ژلاتينــي در تمــاس بــا آنــزيم تريپــسين ماهيــت      

 ، كـه آنـزيم تريپـسين      اسـت گليكوپروتئيني اين لايـه     

 پروتئاز، در تمـاس بـا آن ماننـد حـلال عمـل              منزلة  به
 هر چه غلظت آنزيم بيشتر باشد        كند و طبق انتظار،    مي
  .ودش انجام ميتر   ژلاتيني سريعلايةشدن  حل

بررسي نمودارهاي مربـوط بـه كـاهش ضـخامت         
 چسبنده در ارتباط بـا ميـزان غلظـت آنـزيم طـي              ةلاي

 همـة دهـد كـه در       نـشان مـي    بـرداري  هاي نمونه  زمان
هاي تيماري كاربرد آنزيم باعث كاهش ضخامت        گروه
 نزولي را در    يشود و اين مقدار روند      چسبنده مي  لاية

رسـي نمودارهـاي    بـا بر  . دهد ارتباط با زمان نشان مي    
 كـه هـر چـه       كـرد گونه اسـتنباط     توان اين  مربوط مي 

 اين روند با شـيب بيـشتري        ،غلظت آنزيم بيشتر باشد   
 لايـة  آنزيم در حـذف      تأثير و در حقيقت     رود  پيش مي 

طور كه در نمودارهـاي      همان. شود چسبنده بيشتر مي  
 لايـة شود، بيشترين روند كـاهش        مشاهده مي  13 تا   9

شود و با كـاهش       ديده مي  زيادهاي   چسبنده در غلظت  
  .شود كاسته ميغلظت آنزيم از شدت اين روند 

ي تطبيقـي بـين تيمـار       شناس ـ  بافتهاي    در بررسي 
هاي دور    با تيمارهاي تريپسين در مورد لايه      شويي  گل
 چسبنده، ديده شده اسـت كـه        لاية به خصوص    ،تخم

ها كه عامـل آن       خارجي تخم  ةآسيب فيزيكي به ديوار   
 با ذرات رس بوده باشد در هيچ موردي از          شوو  شست

 كـه ايـن امـر ثابـت          اسـت  مقاطع بافتي وجود نداشته   
 بـا ذرات رس اگـر بـه طريـق           وشـو   شستكند كه    مي

 تخــم وارد ةدرســت اعمــال شــود آســيبي بــه ديــوار
 چـسبنده در تيمـار      لايـة  تفاوت بـين     يگانه. آورد نمي
ي شناس ـ  بافت و تيمارهاي تريپسين به لحاظ       شويي  گل

 بـوده   شويي  گلمربوط به ضخامت بيشتر آن در تيمار        
  .است

 كـه   كـرد ي ثابت   شناس  بافتهاي    بررسي ،همچنين
ــع چــسبندگي تخــم  ــر  رف ــا در اث ــا وشــو شــسته  ب
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 چسبنده در اثر    لاية حذف   سببسوسپانسيون رس به    
ايـن  . نيـست مدت يـا خـراش       سايش فيزيكي طولاني  

ــافتي  بررســيبــاادعــا   هــاي ميكروســكوپي مقــاطع ب
 لايـة  ةشـويي و مـشاهد     هاي مربوط به تيمار گل     نمونه

طبق نتايج ايـن    . شد كامل اثبات    چسبنده به طور نسبتاً   
 بعـد از    شـويي   گـل هاي مربوط به تيمار       تخم ،آزمايش

 با سوسپانسيون رس و رفع كامل وشو شست دقيقه  30
 لايـة  هنـوز    ،چسبندگي، برخلاف تيمارهـاي آنزيمـي     

 2 هاي  شكل(كامل دارا بودند     چسبنده را به طور نسبتاً    
 Image Analyzerافـزار   نتايج خروجـي از نـرم  ). 3 و

 چـسبنده بعــد از  لايـة  كـه ضـخامت   كـرد نيـز تأييـد   
 رفع چسبندگي به ميزان كم كـاهش        ة پروس دادن  انجام

 جـدول   ؛6شكل   (بوديافت و بخش اعظم آن موجود       
هـاي حاصـل از      در مقاطع بافتي مربوط به نمونـه      ). 1

شد كـه ذرات رس بـه طـور           مشاهده شويي  لگتيمار  
، از آنجـا    )2شـكل   (اند    چسبنده شده  لايةانبوه جذب   

انـــد  كـــه ذرات رس داراي بـــار الكتريكـــي منفـــي
)Ardekani, 1388( دور تخــم نيــز ة چــسبندلايــة و 

ــار الكتريكــي   ,Cherr and Clark (اســتداراي ب

رسد در مكانيسم رفـع چـسبندگي        ، به نظر مي   )1984
 با ذرات رس، بار الكتريكـي       وشو  شست روش با   تخم

 بار الكتريكـي موجـب   ،دخيل باشد به اين صورت كه   
 چسبنده و پوشش اين لايـه       لاية از طريق جذب رس   

 رس از تمـاس     ، به طـوري كـه     ؛شود ميبا ذرات رس    
 و  كنـد   مـي گيـري    مستقيم لايه با سطوح مختلف پيش     

 تخـم   ةرفـتن حالـت چـسبند      اين امـر موجـب ازبـين      
براي تأييـد ايـن فرضـيه تحقيقـات بيـشتري           . شود مي

  .مورد نياز است
رغـم ايـن     بـه   كـه  دهد نتايج اين تحقيق نشان مي    

ــات     ــاري تركيبـ ــان خاويـ ــه در ماهيـ ــت كـ حقيقـ

 اما بعـد از رفـع       اند،  گليكوپروتئيني مسئول چسبندگي  
 چـسبنده دور    لايـة ها هنوز بخـشي از       چسبندگي تخم 

مورد  ص درشود، اين امر به خصو  تخمك مشاهده مي  
 اينكه بخش   علتتيمار گل رس جالب توجه است به        

 دقيقه هنوز موجود    30 اوليه بعد از     ة چسبند لايةاعظم  
هــاي   در بررســي،همــان گونــه كــه ذكــر شــد. اســت

هـا ديـده شـد كـه ذرات رس           ميكروسكوپي اين تخم  
 لايـة جـذب   )  وجود بـار الكتريكـي     سبب به   احتمالاً(

 ، بنـابراين  ؛ده اسـت  چسبنده شده و سطح آن را پوشان      
 مكانيسم رفع چسبندگي با گـل رس بـه ايـن            احتمالاً

صورت است كه ذرات رس هماننـد عـايق از تمـاس            
 و  كننـد   مـي مستقيم لايه با سطوح اطـراف جلـوگيري         

در مورد  . شوند موجب رفع حالت چسبندگي تخم مي     
 تريپـسين   ،طور كه ذكـر شـد       همان ،تيمارهاي آنزيمي 

 ضـخامت   علـت  و به اين     كند مي چسبنده را حل     لاية
يـك   گرچه در هيچ  . يابد تيمارهاي تريپسين كاهش مي   

 لايـة از تيمارها ضـخامت نهـايي بـه صـفر نرسـيد و              
 شد،چسبنده حتي بعد از رفع كامل چسبندگي ناپديد ن   

شدت كاهش يافت و به صورت بقاياي        اما ميزان آن به   
چنـين  .  ديـده شـد    L3 اوليـه در اطـراف       ة چسبند لاية

هاي حاصل از مطالعات مشابه در ايـن         در يافته حالتي  
هـاي    كـه بعـد از تيمـار تخـم       شـد زمينه نيز مـشاهده     

 ،هـاي مختلـف بازدارنـده       بـا محلـول    ،تاسماهي سفيد 
 آن در بخش خارجي تخم نمايان       ةچسبندگي باقيماند 

 ).Cherr and Clark, 1984 (بوده است

هـاي    رفع چسبندگي تخـم    گفتتوان    مي بنابراين،
آميز  هي ايراني با محلول آنزيم تريپسين موفقيت      تاسما
 IU/ml 6 و بهترين غلظت آنزيم براي اين عمل         است
 آنـزيم   IU/ml 6ها با محلول     ي تخم وشو  شست. است

 دقيقـه بـه طـور كامـل         11زمـان     تريپسين طي مـدت   
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 و منجر به بازماندگي     كند  ميها را رفع     چسبندگي تخم 
 رفـع   ايـن روشِ  . شـود   درصد مي  1/89جنيني برابر با    

 روش  نـشيني چسبندگي از نظر بيولوژيك قابليـت جا      
  .ست را داراشويي گل

  تشكرتقدير و 
 از مسئولان مجتمع تكثير ماهيـان خاويـاري         در پايان، 

 به ويژه   ، كل شيلات استان گيلان    ةشهيد بهشتي و ادار   
 براي همكاري در اجـراي ايـن        ،آقاي مهندس طلوعي  

مـدرس بـراي     تربيـت همچنـين از دانـشگاه      و  تحقيق  
هاي ايـن كـار قـدرداني و تـشكر           گرفتن هزينه  برعهده

  .كنيم مي
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