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 نشخواركنندگان در  پژوهش نشريه

 1396 ،سوم شماره ،پنجم جلد
http://ejrr.gau.ac.ir 

 

 انجماد شرایط در دالاق قوچ منی کیفیت بر هالوز تره قند مختلف سطوح و مختلف ی ها کننده رقیق اثرات
 

 2چمنی راه رضا و 2باش قره محمد آشور ،2لو مصطفی یوسف ،1آخوندی آیدین*
 گنبدکاووس دانشگاهگروه علوم دامی، دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی،  استادیار2و  ارشد  کارشناسی لفارغ التحصی1

 29/3/96 ؛ تاریخ پذیرش:4/1/96 تاریخ دریافت:

 1چکیده
 حفظ جهت مهم های روش از یکی شود. می استفاده منجمد اسپرم از معمولاً ای مزرعه حیوانات مصنوعی تلقیح درهدف: و سابقه

 اسبپرم  کیفیبت  حفبظ  سبب   تواند می باروری کمک های روش از یکی عنوان به که است اسپرم انجماد ژنتیکی ذخایر نگهداری و

 منجمبد  و مایع شرایط در منی نگهداری و حفظ جهت مختلفی های کننده رقیق مصنوعی، تلقیح تکنیک کارگیری هب ابتدای از شود.

 ایب   از هبد   منظبور  ببدی   برخوردارنبد.  اسپرم مانی زنده در زیادی اهمیت از ها دهکنن رقیق ماهیت و ترکی  است. شده استفاده

 هبالوز  تبره  قنبد  مختلف سطوح و بوقلمون تخم زرده-تریس و مرغ تخم زرده -تریس شیر، های کننده رقیق اثرات بررسی پژوهش

  .بود گشایی یخ -انجماد فرآیند از پس دالاق قوچ منی کیفیت بر مولار( میلی 120 و 100 ،80 )صفر،

 

 آوری جمع مصنوعی مهبل از استفاده با ساله 3 تا 2 دالاق قوچ رأس چهار از منی های نمونه پژوهش ای  در ها: روش و مواد

 نمودند. دریافت را هالوز تره قند مختلف تیمارهای و شدند سازی رقیق مختلف، های کننده رقیق در ها نمونه سپس .گردید

 در سپس و شدند خنک گراد سانتی درجه 4 دمای در دقیقه 150 مدت به و شدند لیتری  میلی 5/0 های پایوت وارد منی های نمونه

 گشایی یخ از پس شدند. منتقل ازت حاوی تانک به سازی ذخیره برای شده منجمد های پایوت .گردیدند منجمد مایع نیتروژون

 گرفتند. ارقر یابیارز ردمو طبیعی اسپرم و غشاء سلامت مانی، زنده ،اسپرم تحرک صددر شامل اتوزوآاسپرم کیفی  های فراسنجه

 هالوز تره قند مختلف سطوح شامل تیمارها شد. انجام تصادفی کاملاً طرح از استفاده با 4×3 فاکتوریل صورت به آزمایش ای 

 بودند. بوقلمون( تخم زرده -تریس و مرغ تخم زرده -تریس )شیر، مختلف های کننده رقیق و مولار( میلی 120 و 100 ،80 )صفر،

 قرار لیتحل و هیتجز مورد ANOVA رویه با (1/9 مدل) SAS آماری افزار نرم از استفاده با پژوهش ای  از آمده دست به های داده

 .شد انجام درصد 1 خطای سطح در توکی آزمون توسط ها داده  یانگیم سهیمقا ند.گرفت

 

 و غشباء  سبلامت  مانی، زنده ،اسپرم تحرک درصد بر هالوز هتر قند مختلف سطوح تأثیر که داد نشان حاضر پژوهش نتایج ها: یافته

 سبلامت  درصبد(،  73/68±61/1) مانی زنده درصد(، 33/42±59/1) اسپرم تحرک بیشتری  (.>01/0P) بود دار معنی طبیعی اسپرم

 تبأثیر  آمبد.  دسبت  هبب  هالوز تره قند مولار میلی 120 سطح در درصد( 66/79±25/1) طبیعی اسپرم و درصد( 06/66±35/1) غشاء

 اسبپرم  تحرک بیشتری  (.>01/0P) بود دار معنی طبیعی اسپرم و غشاء سلامت ،مانی زنده اسپرم، کتحر درصد بر نیز ها کننده رقیق

 85/73±08/1) طبیعبی  اسبپرم  و درصبد(  30/53±17/1) غشاء سلامت ،درصد( 25/71±39/1) مانی زنده ،درصد( 38/1±50/42)

 آمد. دست هب بوقلمون تخم زرده -تریس کننده رقیق در درصد(

                                                           
 aidin6925@yahoo.com :مسئول مکاتبه*
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 مبولار  میلبی  120 افبزودن  ،دالاق قوچ منی سازی رقیق در شده رزیابیا هایشاخص همه گرفت  نظر در با ،بطور کلی گیری: نتیجه

 نشان گشایی یخ -انجماد فرآیند از سپ تیمارها دیگر به نسبت بهتری خپاس بوقلمون تخم زرده -تریس کننده رقیق در ترهالوز قند

 داد.
 

 دالاق قوچ منی، کننده، رقیق ،هالوز تره انجماد، کلیدی: های واژه

 مقدمه

 بر مختلف های دام و است نموده فتپیشر چشمگیری سرعت با اخیر دهه چند در دنیا در اهلی حیوانات پرورش

 طور به اهلی حیوانات ژنتیکی اصلاح سرعت پیشرفت اند. یافته بهبود بیشتر تولید منظور به شان زندگی طبیعت حس 

 پیشرفت بیاورند، وجود به بیشتری نتاج ها دام قدرچ هر که طوری هب است، وابسته ها آن ولد و زاد میزان به مستقیم

 به سبتن معی  مدت در گوسفند و گاو ولد و زاد بودن پایی  دلیل به بود. خواهد بیشتر نیز ها آن ژنتیکی اصلاح سرعت

 پیشبرد در مؤثری ابزار مصنوعی تلقیح راستا ای  در باشد. می طیور از کمتر ها آن ژنتیکی اصلاح سرعت پیشرفت طیور،

  (.5) باشد می دامپروری صنعت موفقیت و

 برتر نژادهای اسپرم از استفاده طریق از ژنتیکی پتانسیل بهبود برای باروری کمک های روش از یکی مصنوعی تلقیح

 از یکی عنوان  به اسپرم انجماد شود. می استفاده منجمد اسپرم از معمولا ای، مزرعه حیوانات مصنوعی تلقیح در .باشد می

 مصنوعی،  تلقیح تکنیک کارگیری هب ابتدای از (.29) کند می کمک اسپرم کیفیت حفظ به باروری کمک های روش

 ماهیت و ترکی  است. شده استفاده منجمد و مایع یطشرا در منی نگهداری و حفظ جهت مختلفی های کننده رقیق

 تعدادی مقایسه از پس استرالیایی محققی  (.28 و 16 ،9) برخوردارند اسپرم مانی زنده در زیادی اهمیت از ها کننده رقیق

 و مایع شرایط در نگهداری برای را مرغ تخم زرده و فروکتوز تریس، بافر از استفاده قوچ، اسپرم های کننده رقیق از

  (.28) نمودند پیشنهاد انجماد شرایط در نگهداری برای را تریس بافر به گلیسرول درصد پنج کردن اضافه

 انتقال و حفظ مطلوب های روش زمینه در تحقیقات از بخشی ها آن انقراض از جلوگیری و بومی های دام حفظ برای

 ای  به نیل جهت در اسپرم نگهداری های روش بهبود با توان یم بنابرای  یابد. می اختصاص آینده های نسل به ها ژن ای 

 و ذخیره است. اسپرم انجماد ژنتیکی، ذخایر نگهداری و حفظ جهت مهم های روش از یکی بود. تأثیرگذار اهدا 

 گسترش و کند می تسهیل دورتر مناطق از را اسپرم آمیز     فقیتوم انتقال تر، طولانی های دوره در اسپرم مناس  نگهداری

 خواص کاهش با سرمایی شرایط در نگهداری طی در اسپرم سازد. می پذیر امکان را بهتر ژنتیکی ذخایر از استفاده

 تلقیح از استفاده توسعه در نامطلوب عامل یک تواند می امر ای  که شود می روبرو باروری و تحرک مثل خود حیاتی

 های آسی  (.8) باشد می تازه اسپرم باروری نصف پایی  دماهای در شده نگهداری اسپرم باروری (.28) باشد مصنوعی

 دیگر و آکروزوم بودن غیرطبیعی مورفولوژیک، های نقص سرمایی، نگهداری علت به غشاء غیرساختاری و ساختاری

 ماهاید در شده نگهداری اسپرم باروری بودن تر پایی  عمده عوامل از توانند می دما کاهش طی در نامطلوب تغییرات

  (.5) باشند پایی 

 اکسیداتیو تنش و یخ های کریستال تشکیل اسمزی، تنش سرمایی، شوک مثل هایی آسی  موج  ذوب -انجماد فرآیند

 دلایل از (.13) شود می اسپرم باروری و زیست قابلیت دادن دست از و انجمادی آسی  موج  نهایت در که شده

 یک از استفاده هنگام که باشد می انجماد حی  در سلول داخل در خی کریستال تشکیل اسپرم کیفیت کاهش اصلی

 آور زیان اثرات کاهش برای (.5) رسد می حداقل به شده سازی غنی نفوذناپذیر قندهای با که ایزوتونیک کننده رقیق

 (.30) دکر استفاده کننده رقیق اسمزی فشار افزایش و قند با گلیسرول ترکی  از توان می قوچ منی در گلیسرول
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 رافینوز ساکارز، های قند با مکمل های کننده رقیق (.1) دارد سینرژیسم اثر رافینوز و هالوز تره مانند قندهایی با گلیسرول

 فشار یک ایجاد با و دارند انجماد های آسی  برابر در اسپرم های سلول از محافظت برای زیادی تمایل هالوز تره و

 انجماد فرآیند طی در سلولی داخل یخ های کریستال تشکیل کاهش باعث انجماد زا قبل سلول از آب خروج و اسمزی

 شوند می اسپرم غشاء سیالیت افزایش باعث و داشته تعامل پلاسمایی غشاء های فسفولیپید با ها قند ای  (.20) شوند می

 و گلوکز واحد دو از متشکل ساکاریدی دی هالوز تره قند (.13) دهند می افزایش انجماد زمان در را اسپرم بقای و

 بررسی دارد. وجود ها باکتری برخی و مخمرها ها، قارچ در زیاد بسیار غلظت با که باشد می کننده احیا غیر های قند

 ترکیبات مقاومت کننده تقویت و بالا کارآیی با کننده محافظت یک عنوان به هالوز تره که کرد اثبات مخمرها محتوای

  (.15) کند می عمل پلاسمایی غشاء قبیل از سلولی

 است شده داده نشان و باشد می اهلی حیوانات منی های کننده رقیق در ولامتد ترکی  یک مرغ تخم زرده حاضر حال در

 درجه تغییر به مربوط های آسی  برابر در آکروزوم و پلاسمایی غشاء محافظ عنوان به اسپرم انجماد بر مفیدی اثر که

 باشند فاکتورهایی است ممک  مرغ تخم زرده در کم چگالی با های پروتئی  لیپو و کلسترول ها، پیدفسفولی دارد. حرارت

 دارد وجود متعددی های گزارش (.2) باشند ذوب -انجماد فرآیند در سرمایی شوک بربرا در اسپرم حفاظت باعث که

 اسیدهای از مختلفی ترکیبات دارای مرغ یا کبوتر بلدرچی ، اردک، مانند پرندگان مختلف های گونه از تخم زرده که

  (.31 و 23 ،7) باشد داشته اسپرم انجماد در مختلفی اثرات تواند می که است کلسترول و فسفولیپیدها چرب،

 هد  بنابرای  است، داشته دنبال به را متفاوتی نتایج اسپرم کننده رقیق عنوان به مختلف ترکیبات از استفاده که ییآنجا از

 قوچ منی کیفیت بر بوقلمون، تخم زرده -تریس و مرغ تخم زرده -تریس شیر، های کننده رقیق اثرات بررسی یقتحق ای 

 دالاق قوچ منی کیفیت بر مولار( میلی 120 و 100 ،80) هالوز تره قند مختلف سطوح افزودن اثرات همچنی  بود. دالاق

 های کننده رقیق از استفاده با دالاق قوچ اسپرم کیفیت ودبهب پژوهش ای  از هد  کلی طور هب گرفت. قرار بررسی مورد

  باشد. می گشایی یخ -انجماد فرآیند از پس هالوز تره قند افزودن و مختلف

 

 ها روش و مواد

 طبیعی منابع و کشاورزی دانشکده گوسفند پرورش تحقیقاتی ایستگاه در حاضر پژوهش: منی مایع آوری جمع

 بالغ دالاق قوچ رأس چهار از پژوهش انجام برای گردید. انجام 1394 سال زمستان و یزپای در کاووس گنبد دانشگاه

 سبوس و ذرت دانه گندم، کاه یونجه، از مخلوط کاملاً جیره با اه قوچ شد. استفاده گرم کیلو 75-80 وزن با ساله 3-2

 (.25) شدند تغذیه خشک ماده وگرمکیل در خام پروتئی  درصد 5/12 و متابولیسمی انرژی مگاکالری 3/2 دارای گندم

 هفته در بار دو منی های نمونه طریق ای  از و شدند دهی عادت مصنوعی مهبل وسیله به گیری اسپرم روش با ها قوچ

  گردید. آوری جمع

 از پس شد. آوری جمع شده نتخابا یها قوچ از مصنوعی، مهبل با منی های نمونه: منی نمونه اولیه ارزیابی

 عایق سکفلا درون آزمایشگاه به انتقال زمان تا اسپرم به آسی  از جلوگیری برای منی آوری جمع های لوله یگیر نمونه

 آزمایشگاه به (دقیقه 15-20 ممک  زمان )حداقل بلافاصله و .ندشد داده قرار گراد سانتی جهدر 37 دمای دارای آب با

 از منی ظاهری کیفیت تعیی  و مورفولوژی تحرک، غلظت، حجم، تعیی  .ندگرفت  قرار اولیه ارزیابی مورد و شدند منتقل

 نمونه نبودن مطلوب صورت در و شد می انجام مطلوب های نمونه تعیی  منظور به که باشد می اولیه های ارزیابی جمله

 تفادهاس هموسیتومتر لام از غلظت تعیی  برای و شده بندی درجه های لوله از منی حجم تعیی  برای .گردید می حذ 
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 موجی تحرک و شد داده قرار گرم تمیز لام روی بر نشده رقیق منی نمونه از قطره یک موجی تحرک تعیی  برای شد.

 منی نمونه ابتدا پیشرونده تحرک درصد تعیی  برای اولیه ارزیابی در (.20 و 10) گردید امتیازبندی 5 تا صفر از اسپرم

 قطره یک سپس و شد رقیق فیزیولوژی( سرم حجم 20 و منی نمونه حجم 1) فیزیولوژی سرم با 20 به 1 نسبت به

 از استفاده با و شد داده قرار آن روی بر تمیز لامل یک و ریخته گرم تمیز لام روی بر شده رقیق نمونه از کوچک

 گردید تعیی  ،داشتند پیشرونده حرکت که هایی اسپرم درصد لام از ناحیه چند در نوری میکروسکوپ ×40 نمایی بزرگ

 لیتر، میلی 2 تا 5/0 بی  منی حجم شد. استفاده هانکوک محلول از طبیعیغیر اسپرم درصد تعیی  برای (.22 و 20)

 انزال هر در درصد 10 از کمتر طبیعیغیر اسپرم ورفولوژیم و درصد 70 از بیش تحرک ،5/2×109 از بیشتر غلظت

 جلوگیری منظور به ها نمونه بودن مناس  از اطمینان و اولیه رسیبر از پس شد. می  گرفته نظر در طبیعی اسپرم عنوان به

 شدند. مخلوط هم با منی های نمونه فردی اثرات از

 (.27) شد هیهت 1 جدول براساس (Aldrich-Sigma، USA ،252859) تریس پایه کننده رقیق: منی مایع سازی رقیق

pH دستگاه با ترتی  به که بود زاسم میلی 320 اسمولاریته و 7 حدود پایه  کننده رقیق pH گیری اندازه اسمومتر و متر 

 .(27 و12 ،3) چرب کم هموژنیزه و پاستوریزه شیر -1 شامل: که شدند تهیه مختلف های هکنند رقیق سپس (.1) ندشد

 زرده درصد 16 حاوی تریس پایه محیط -3 و مرغ تخم زرده حجمی( )حجمی/ درصد 16 حاوی تریس پایه محیط -2

 حوسط سپس و شدند تقسیم آزمایش لوله چهار به ها کننده رقیق از کدام هر بعد مرحله در (.26) بود بوقلمون متخ

 حاوی های لوله به (Sigma-Aldrich، USA ،0167) هالوز تره قند مولار( میلی 120 و 100 ،80 )صفر، مختلف

 با قسمت هر در و شدند تقسیم مساوی قسمت سه به شدن مخلوط از بعد منی های نمونه شدند. اضافه ها کننده رقیق

 در سازی رقیق .گردیدند رقیق کننده( رقیق حجم 20 و منی نمونه حجم 1) 20 به 1 نسبت به مذکور های کننده رقیق

 انجام یخچال محیط در ها پایوت کردن پر سازی رقیق از پس شد. انجام گرم آب حمام گراد سانتی درجه 37 دمای

 سرنگ از استفاده با و دستی روش به ها آن کردن پر که شد استفاده لیتری میلی 5/0 پایوت از منظور  ای به که گردید

 و شد داده قرار شده رقیق منی حاوی آزمایش لوله داخل در پایوت باز انتهای که ترتی  ای  به گرفت. صورت انسولی 

 بسته آن طر  یک خود، به خود پایوت یمانیس انتهای به نمونه رسیدن با شد. کشیده پایوت داخل به سرنگ با

 تا شدند داده قرار یخچال در دقیقه 150 مدت به ها پایوت سپس شد. بسته دستی صورت به آن دیگر طر  و شود می

 در که است ها نمونه تدریجی شدن سرد یخچال در ایوتپ دادن قرار از هد  .برسد گراد سانتی درجه 4 به ها آن دمای

 انجام )گلیسرول( محافظ سرما ماده توسط اسپرم یها سلول گیری آب و سدر می تعادل به محیط با ماسپر زمان ای 

 شود. می 

 ها پایوت ،تعادل دمای به رسیدن از بعد گرفت. انجام دستی روش به ها پایوت انجماد: گشایی یخ و ها پایوت انجماد

 ور غوطه مایع نیتروژن در دقیقه 10 گذشت از پس و هگرفت قرار نیتروژن بخار سطح بالای متری سانتی 4 فاصله به

 مایع نیتروژن حاوی تانک مخزن در گشایی یخ زمان تا تیماری گروه هر به مربوط های پایوت نهایت در شدند.

 داده قرار گراد سانتی درجه 37 دمای در گرم آب حمام در ثانیه 45 مدت به ها پایوت گشایی یخ برای .ندشد نگهداری

 بگیرند. قرار ارزیابی مورد و شوند ذوب ها نمونه ات شدند
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 گشایی یخ -انجماد فرآیند از پس ها نمونه ارزیابی

 بر پایوت هر از شده رقیق منی نمونه از کوچک قطره یک اسپرماتوزوآ، تحرک درصد تعیی  منظور به: اسپرم تحرک

 زیر یکنواخت طور هب نمونه تا شد گذاشته یزتم لامل یک آن روی بر سپس شد. داده قرار شده گرم تمیز لام روی

 تصادفی صورت به دار دوربی  نوری میکروسکوپ ×40 نمایی بزرگ از استفاده با بعد مرحله در شود. پخش لامل سطح

 عنوان به مشاهدات از حاصل میانگی  .گردید تعیی  داشتند، پیشرونده حرکت که هایی اسپرم درصد دید میدان 10 در

 .(27 و 22 ،20 ،10) شد. ثبت سپرما تحرک درصد

 رنگ، ساخت برای شد. استفاده روزی گن و ی زئوا آمیزی رنگ از زنده اسپرم درصد گیری اندازه برای: اسپرم مانی زنده

 و نموده حل مقطر آب لیتر میلی 50 در را آنیدرات سیترات سدیم گرم 45/1 نگروزی ، گرم 5 ائوزی ، گرم 85/0

 عبور فیلتر از بار دو محلول محیط، دمای به محلول دمای رسیدن از پس شد. جوشانده دقیقه 20 آمده دست هب محلول

 انتهای دو از یکی در پایوت هر از شده رقیق منی قطره یک آمیزی رنگ برای .شد ریخته تیره ای شیشه در و شد داده

 سپس و گردید تهیه آن از نازکی شگستر و ریخته آن روی رنگ قطره یک سپس شد داده قرار شده گرم و تمیز لام

 نوری میکروسکوپ ×40 نمایی بزرگ از استفاده با بعد مرحله در شود. خشک تا شد گذاشته انکوباتور داخل در لام

 از حاصل میانگی  .گردید عیی ت اسپرم 200 حداقل بودن مرده -زنده دید میدان 10 در تصادفی صورت به دار دوربی 

 رنگ پلاسمایی، غشاء بودن پذیر آسی  و اسپرم مرگ صورت در .شد ثبت اسپرم مانی زنده درصد عنوان به مشاهدات

 شود. می دیده رنگ قرمز باشد، می آکروزوم فاقد که اسپرم سر تحتانی قسمت و کرده نفوذ اسپرم داخل به ائوزی  قرمز

 و شود می ها سلول داخل به رنگ وذنف مانع و بوده سالم و نخورده دست پلاسمایی غشاء اسپرم، بودن زنده صورت در

  (.27 و 10) بود خواهد مشاهده قابل نگروزی ، رنگ از حاصل تیره زمینه در رنگ فاقد صورت به سالم اسپرم

 و Revell روش با مطابق هاست محلول از اسپرم غشاء سلامت بررسی برای: اسپرم پلاسمایی ءغشا یکپارچگی

Mrode 100 در فروکتوز گرم 351/1 و آنیدرات سیترات سدیم گرم 735/0 شامل هاست محلول (.23) شد استفاده 

 هاست محلول از لیتر میکرو 100 به منی نمونه از لیتر میکرو 10 مقدار ها پایوت گشایی یخ از بعد بود. مقطر آب لیتر میلی

 بر شده انکوبه نمونه از هقطر 3 حداقل ،گراد سانتی درجه 37 دمای در انکوباسیون دقیقه 30 گذشت از پس شد. اضافه

 میکروسکوپ ×40 نمایی بزرگ از استفاده با سپس د.ش داده قرار ها نآ روی رب تمیز لامل و ریخته لام از نقطه سه روی

 یکپارچه غشاء دارای اسپرم درصد و شمارش اسپرم 200 حداقل دید میدان 10 در تصادفی صورت به دار دوربی  نوری

  .(26) دش محاسبه

 شامل هانکوک محیط .شد استفاده هانکوک محلول از طبیعی مورفولوژی با اسپرم ارزیابی برای: اسپرم ناسیش ریخت

 آب لیتر میلی 500 و بافر محلول لیتر میلی 150 سدیم، نمکی محلول لیتر میلی 150 درصد(، 37) فرمالی  لیتر میلی 5/62

 گرمی 682/21 شامل نخست محیط است. شده تشکیل جداگانه محیط دو از خود بافر محلول است. تقطیر بار دو

 در  پتاسیم فسفات گرم 254/22 از دوم محیط و تقطیر بار دو آب لیتر میلی 500 در آنیدرات فسفات هیدروژن سدیم

 از لیتر میلی 80 با نخست محیط از لیتر میلی 200 کردن مخلوط با است. شده تشکیل تقطیر بار دو آب لیتر میلی 500

 به ها پایوت در موجود منی نمونه هر از قطره چند ارزیابی برای شود. می تهیه بافر محلول لیتر میلی 280 م،دو محیط

 و شد ریخته لام روی بر محلول ای  از قطره یک شد. اضافه هانکوک محلول از لیتر میلی یک حاوی های میکروتیوب

 تصادفی صورت به دار دوربی  نوری میکروسکوپ ×40 یینما بزرگ از استفاده با و گرفت قرار آن روی آرامی به لامل
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 شامل غیرطبیعی اسپرم شد. محاسبه طبیعی  اسپرم درصد و شد شمارش اسپرم سلول 200 حداقل دید میدان 10 در

 .(14) شد گرفته نظر در دم های آسی  و غیرطبیعی میانی بخش چسبیده، سرهای آکروزوم، بودن غیرطبیعی

 پژوهش ای  از آمده دست به های داده باشد. می 4×3 فاکتوریل صورت به آزمایش آماری طرح: آماری تحلیل و تجزیه

SAS آماری افزار نرم از استفاده با
ANOVA رویه با و (1/9 مدل) 1

 سهیمقا گرفت. قرار تحلیل و تجزیه مورد 2

 انجام تیمار هر در تکرار 5 تصور هب آزمایش .شد انجام درصد 1 خطای سطح در توکی آزمون توسط ها داده  یانگیم

 باشد: می زیر صورت به طرح آماری مدل .گرفت

Yijk= µ + αi + βj + (αβ)ij + eijk 
 

 .انجماد شرایط در قوچ منی نگهداری برای تریس کننده رقیق ترکیب -1 جدول

Table 1. Tris diluent composition for storage of ram semen in frozen condition. 
 (diluent components) کننده رقیق اجزای (The 100 mL)  لیتر میلی 100 در

  Tris (g) )گرم( تریس 3.876
 Fructose (g) )گرم( فروکتوز 0.523

  Citric acid (g) )گرم( سیتریک اسید 2.123
 Chicken egg yolk (mL) لیتر( )میلی مرغ تخم زرده 16
 Glycerol (mL) لیتر( )میلی گلیسرول 5.3

 Penicillin (IU) سیلی  پنی 100000
 Streptomycin (mg) گرم( )میلی استرپتومایسی  100
  Distilled water to volume (mL) لیتر( )میلی حجم تا مقطر آب 100

 

 
 .(×100) میکروسکوپ زیر در شده آمیزی رنگ  اسپرم -1 تصویر

Image 1. Stained sperm under the microscope. 
 

 
.(×40) میکروسکوپ زیر در هاست محلول در اسپرم -2 تصویر  

Image 2. Sperm in Host solution under the microscope. 

                                                           
1- SAS, 1996. SAS/STAT Software 

2- ANOVA )Analysis of variance( 
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 .(×40) میکروسکوپ زیر در هانکوک محلول در اسپرم -3 تصویر

Image 3. Sperm in Hancock solution under the microscope. 
 بحث و نتايج

 گشایی یخ -انجماد فرآیند از پس اسپرم های فراسنجه

 درصد بر ها کننده رقیق و هالوز تره قند مختلف سطوح تأثیر که داد نشان حاضر پژوهش نتایج متحرک: اسپرم درصد

 درصد بر ها کننده رقیق و هالوز تره قند مختلف سطوح متقابل اثر که حالی در (.P<01/0) بود دار معنی متحرک اسپرم

 قند رمولا میلی 120 و 100 ،80 صفر، سطوح در متحرک اسپرم درصد میانگی  (.P>05/0) نبود ارد معنی متحرک اسپرم

 33/42) اسپرم تحرک درصد بیشتری  (.2 )جدول ندبود درصد 33/42 ،33/34 ،33/33 ،66/38 ترتی  به هالوز تره

 مولار میلی 80 سطح در درصد( 33/33) اسپرم تحرک درصد کمتری  و هالوز تره قند مولار میلی 120 سطح در درصد(

 به بوقلمون تخم و مرغ تخم زرده -تریس شیر، های کننده رقیق در متحرک اسپرم درصد میانگی  آمد. دست هب قند

 کننده رقیق در درصد( 50/42) اسپرم تحرک درصد بیشتری  (.2 )جدول ندبود درصد 50/42 ،75/41 ،25/27 ترتی 

  آمد. دست هب شیر کننده رقیق در درصد( 25/27) اسپرم تحرک درصد  کمتری و بوقلمون تخم زرده -تریس

 درصد بر ها کننده رقیق و هالوز تره قند مختلف سطوح تأثیر که داد نشان حاضر پژوهش نتایج زنده: اسپرم درصد

 اسپرم درصد بر ها کننده رقیق و هالوز تره قند مختلف سطوح متقابل اثر که حالی در (.P<01/0) بود دار معنی زنده اسپرم

 به هالوز تره قند رمولا میلی 120 و 100 ،80 صفر، سطوح در زنده اسپرم درصد میانگی  .(P>05/0) نبود دار معنی زنده

 در درصد( 73/68) اسپرم مانی زنده درصد بیشتری  (.2 )جدول ندبود درصد 73/68 ،26/59 ،46/55 ،46/62 ترتی 

 قند مولار میلی 80 سطح در درصد( 46/55) اسپرم مانی زنده درصد کمتری  و زهالو تره قند مولار میلی 120 سطح

 ترتی  به بوقلمون تخم و مرغ تخم زرده -تریس شیر، های کننده رقیق در زنده اسپرم درصد میانگی  آمد. دست هب

 کننده رقیق در درصد( 25/71) اسپرم مانی زنده درصد بیشتری  (.2 )جدول ندبود درصد 25/71 ،15/70 ،05/43

 آمد. دست هب شیر کننده رقیق در درصد( 05/43) اسپرم مانی زنده درصد کمتری  و بوقلمون تخم زرده -تریس

 بر ها کننده رقیق و هالوز تره قند مختلف سطوح تأثیر که داد نشان حاضر پژوهش نتایج سالم: غشاء با اسپرم درصد

 ها کننده رقیق و هالوز تره قند مختلف سطوح متقابل اثر که حالی در (.P<01/0) بود دار معنی اسپرم ءغشا سلامت درصد

 و 100 ،80 صفر، سطوح در ءغشا سلامت درصد میانگی  .(P>05/0) نبود دار معنی اسپرم ءغشا سلامت درصد بر

 صددر بیشتری  (.2 )جدول ندبود درصد 06/66 ،26/44 ،33/43 ،06/50 ترتی  به هالوز تره قند رمولا میلی 120

 درصد( 33/43) ءغشا سلامت درصد کمتری  و هالوز تره قند مولار میلی 120 سطح در درصد( 06/66) ءغشا سلامت

 و مرغ تخم زرده -تریس شیر، های کننده رقیق در ءغشا سلامت درصد میانگی  آمد. دست هب قند مولار میلی 80 سطح در

 درصد( 30/53) ءغشا سلامت درصد بیشتری  (.2 )جدول دنبود درصد 30/53 ،25/52 ،25/47 ترتی  به بوقلمون تخم
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 دست هب شیر کننده رقیق در درصد( 25/47) ءغشا سلامت درصد کمتری  و بوقلمون تخم زرده -تریس کننده رقیق در

  آمد.

 و هالوز تره قند مختلف سطوح تأثیر که داد نشان حاضر پژوهش نتایج :طبیعی مورفولوژی با اسپرم درصد

 و هالوز تره قند مختلف سطوح متقابل اثر که حالی در (.P<01/0) بود دار معنی طبیعی اسپرم درصد رب ها دهکنن رقیق

 و 100 ،80 صفر، سطوح در طبیعی اسپرم درصد میانگی  .(P>05/0) نبود دار معنی طبیعی اسپرم درصد بر ها کننده رقیق

 اسپرم درصد بیشتری  (.2 )جدول ندبود درصد 66/79 ،53/77 ،86/55 ،00/73 ترتی  به هالوز تره قند رمولا میلی 120

 سطح در درصد( 86/55) طبیعی اسپرم درصد کمتری  و هالوز تره قند مولار میلی 120 سطح در درصد( 66/79) طبیعی

 تخم و مرغ تخم زرده -تریس شیر، های کننده رقیق در زنده اسپرم درصد میانگی  آمد. دست هب قند مولار میلی 80

 در درصد( 85/73) طبیعی اسپرم درصد بیشتری  (.2 )جدول ندبود درصد 85/73 ،40/71 ،30/69 ترتی  به بوقلمون

 آمد. دست هب شیر کننده رقیق در درصد( 30/69) طبیعی اسپرم درصد کمتری  و بوقلمون تخم زرده -تریس کننده رقیق
 

 .گشایی های اسپرم پس از انجماد و یخ های مختلف بر فراسنجه کننده و رقیقهالوز  مقایسه میانگین اثر سطوح مختلف قند تره -2جدول 

Table 2. Mean comparisons of different levels of sugar trehalose and different extenders on parameters of sperm after 

freezing and thawing. 

 تغییر منابع
(Sources Change) 

 تحرک درصد

(Motility) (%) 

مانی زنده درصد  

)Viability( 
(%) 

غشاء سلامت درصد  

(Membrane integrity) 

(%) 

طبیعی اسپرم درصد  

(Sperm normality) 

(%) 

 مولار( میلی) هالوز تره سطوح

Trehalose levels (mM) 
    

0 38.66b 
62.46b 

50.06b 
73.00b 

80 33.33c 
55.46c 

43.33c 
55.86c 

100 34.33c 
59.26b,c 

44.26c 
77.53a 

120 42.33a 
68.73a 

66.06a 
79.66a 

SE 1.59 1.61 1.35 1.25 
P value 

0.0001 (diluents) ها کننده رقیق
 

0.0001
 

0.0001 0.0001 

 27.25b (Milk) شیر
43.05b 

47.25b 
69.30b 

 مرغ تخم زرده -تریس
(Tris-chicken egg yolk) 

41.75a 
70.15a 

52.25a 
71.40a,b 

 بوقلمون تخم ردهز -تریس
(Tris-turkey egg yolk) 

42.50a 
71.25a 

53.30a 
73.85a 

SE 1.38 1.39 1.17 1.08 
P value 0.0001

 
0.0001

 
0.0001 0.0001 

a-c دار است  تفاوت اعداد در هر ستون، با حرو  غیر مشابه معنی(01/0>P). 
)a-c difference between the numbers in each column, with dissimilar letters is significant( (P<0.01). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1396( 3)ه ، شمار(5)كنندگان  نشريه پژوهش در نشخوار
 

9 

 و انجماد از پس اسپرم های فراسنجه بر مختلف های کننده رقیق و هالوز تره قند مختلف سطوح متقابل اثر میانگین مقایسه -3 جدول

 .گشایی یخ

Table 3. Mean comparisons interaction of different levels of sugar trehalose and different extenders on parameters 

of sperm after freezing and thawing. 

 تغییر منابع
(Sources Change) 

 تحرک درصد

(Motility) 

(%) 

مانی زنده درصد  

)Viability( 
(%) 

غشاء سلامت درصد  

(Membrane integrity) 

(%) 

طبیعی اسپرم درصد  

(Sperm normality) 

(%) 

 شیر در صفر هالوز تره
 (Trehalose 0 in milk) 

 

27.00
 

 
45.20 

 

40.00
 

 

70.00
 

 مرغ تخم زرده در صفر هالوز تره
(Trehalose 0 in egg yolk) 

 

44.00
 

 

 

73.20
 

 

56.20
 

 

74.40
 

 بوقلمون تخم در صفر رافینوز
 (Trehalose 0 in Turkey egg yolk) 

 

45.00
 

 

69.00
 

 

54.40
 

 

74.60
 

 شیر در 80 هالوز تره
(Trehalose 80 in milk) 

 

24.00
 

 

38.00
 

 

44.00
 

 

54.80
 

 مرغ تخم زرده در 80 هالوز تره
(Trehalose 80 in egg yolk) 

 

38.00
 

 

67.40
 

 

61.40
 

 

55.00
 

 بوقلمون تخم زرده در 80 هالوز تره
(Trehalose 80 in Turkey egg yolk) 

 

38.00
 

 
61.00 

 

58.20
 

 

57.80
 

 شیر در 100 هالوز تره
  (Trehalose 100 in milk) 

 

23.00
 

 
38.80 

 

43.60
 

 

75.80
 

  مرغ تخم زرده در 100 هالوز تره
(Trehalose 100 in egg yolk) 

 

39.00
 

 

65.00
 

 

45.20
 

 

76.40
 

  بوقلمون تخم زرده در 100 هالوز تره
(Trehalose 100 in Turkey egg yolk) 

 

41.00
 

 

74.00
 

 

45.00
 

 

80.40
 

 یرش در 120 رافینوز
 (Trehalose 120 in milk) 

 

35.00
 

 

50.20
 

 

65. 20
 

 

76.60
 

 مرغ تخم زرده در 120 رافینوز
 (Trehalose 120 in egg yolk) 

 

46.00
 

 

75.00
 

 

43.20
 

 

79.80
 

 بوقلمون تخم زرده در 120 رافینوز
(Trehalose 120 in Turkey egg yolk) 

 

46.00
 

 
81.00 

 

65.40
 

 

82.60
 

SE 2.76 2.78 2.34 2.17 
P value 0.3592

 
0.0788

 
0.0778 0.9401 

a-c دار است  تفاوت اعداد در هر ستون، با حرو  غیر مشابه معنی(01/0>P) 

)a-c difference between the numbers in each column, with dissimilar letters is significant( (P<0.01) 

 

 فشار یک ایجاد با هالوز تره و رافینوز ساکارز، قندهای حاوی های کننده رقیق که کردند گزارش (1998) همکاران و لیو

 و شوند می انجماد فرآیند طی در سلولی داخل یخ های کریستال تشکیل کاهش باعث سلول از آب خروج و اسمزی

 پیوند لتشکی غشاء فسفولیپیدهای قطبی سر گروه با و کنند می نفوذ اسپرم پلاسمایی غشاء به قندها ای  همچنی 

  (.21) کنند می جلوگیری غشاء لیپید به آسی  از نتیجه در و دهند می هیدروژنی

 شده انجام های آزمایش دارد. وجود متعددی های گزارش منی های کننده رقیق در مختلف قندهای از استفاده زمینه در

 پایه کننده رقیق در اسپرم یفیتک بهبود  دهنده نشان (2013) همکاران و نجفی و (2014) همکاران و بهلول توسط

 استفاده هالوز تره قند مولار میلی 100 و 50 صفر، سطوح از مطالعات ای  در بودند. هالوز تره قند حاوی سویا لسیتی 
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 قند مولار میلی 100 حاوی پایه کننده رقیق در غشاء یکپارچگی و اسپرم مانی زنده و تحرک درصد بالاتری  که شده

 مختلف های غلظت افزودن اثر (2011) همکاران و جعفراوغلی دیگری  مطالعه در (.24 و 6) آمد تدس به هالوز تره

 قدرت بر مرغ تخم  زرده -تریس  پایه کننده رقیق در هالوز تره و رافینوز ،ساکارز قندهای مولار( میلی 100 و 70 ،50)

 شاهد گروه به نسبت اسپرم کیفیت نظر از ها ندق حاوی های کننده رقیق  همه که کردند بررسی را قوچ اسپرم باروری

 همکاران و آیس  آزمایشی در (.18) آمد دست هب رافینوز یا هالوز تره مولار میلی 100 و 70 با مطلوب نتایج بودند. بالاتر

 اسپرم باروری قدرت بر را مرغ تخم  زرده -تریس پایه کننده رقیق در هالوز تره قند مختلف سطوح افزودن اثر (2002)

 بالاتر سطوح در مطالعات ای  در (.1) آمد دست به هالوز تره مولار میلی 100 و 50 با مطلوب نتایج کردند. بررسی قوچ

  است. شده حفظ بهتر اسپرم کیفیت مولار( میلی 100) قند

 از تر پایی  هالوز تره مولار میلی 100 و 80 سطح دو در مانی زنده و تحرک درصد که ای  وجود با حاضر پژوهش در

 شده حفظ بهتر اسپرم کیفیت قند سطح افزایش با ،هالوز تره قند مختلف سطوح بی  در کل در ولی ندبود شاهد تیمار

 قند مولار میلی 120 سطح در اسپرم مانی زنده و تحرک درصد داشت. مطابقت بالا آزمایشات نتایج با مورد ای  در که

 در مانی زنده و تحرک درصد کمتری  .داد نشان داری معنی افزایش شاهد مارتی و سطوح سایر به نسبت و بود بالاتر

 سلامت درصد نشد. مشاهده مولار میلی 100 و 80 سطح دو بی  چندانی اختلا  که آمد دست به مولار میلی 80 سطح

 سطح رد طبیعی اسپرم و غشاء سلامت درصد بالاتری  که ندشد بیشتر قند سطح افزایش با نیز طبیعی اسپرم و غشاء

 آمد. دست هب مولار میلی 80 سطح در طبیعی اسپرم و غشاء سلامت درصد تری  پایی  و هالوز تره مولار میلی 120

 اسپرم کننده محافظت عوامل از لاکتوز و شیر پروتئی  شود. می استفاده گسترده طور هب قوچ منی مایع در شیر کننده رقیق

 طی سرمایی شوک برابر در اسپرم محافظت برای اجزایی شیر پایه کننده رقیق ابرای بن باشند. می سرمایی شوک برابر در

 شیر صورت به که باشد می گاو شیر طبیعی  کننده رقیق قوچ اسپرم سازی رقیق برای (.27) دارد ذوب -انجماد فرآیند

 بیشتری ماندگاری که ریلیزهاست شیر کشورها از بعضی در شود. می استفاده اسپرم کردن رقیق برای پودر یا چرخ پس

 در کننده رقیق عنوان  به بز و گاو شیر از استفاده اثر ای مطالعه در (2011) همکاران و آری (.27) شود می استفاده دارد

 شیر و چربی بدون گاو شیر کننده رقیق در تحرک درصد بالاتری  داد نشان نتایج کردند. بررسی را قوچ اسپرم انجماد

 و شیر لسیتی ، کننده رقیق سه اثرات (2014) همکاران و فولادوند .(3) بود تریس کننده رقیق به سبتن چرب نیمه بز

 از استفاده که داد نشان پژوهش ای  نتایج که کردند بررسی را سرد شرایط در قوچ منی نگهداری بر مرغ تخم زرده

 کند نمی ایجاد اسپرم کیفیت در داری معنا کاهش رشی و مرغ تخم زرده حاوی های کننده رقیق با مقایسه در سویا لسیتی 

(12.) 

 اسپرم انجماد طی در پرندگان مختلف های گونه تخم زرده محافظتی اثر (2010) همکاران و کولاکسیز آزمایشی در

 بوقلمون، غاز، خانگی، )مرغ پرندگان مختلف های گونه تخم زرده با همراه پایه کننده رقیق کردند. بررسی را قوچ

 مقایسه در را اسپرم مانی زنده و تحرک نظر از محافظتی اثر بهتری  کبک تخم زرده بود. کبک( و ژاپنی بلدرچی  ردک،ا

 با مرغ تخم زرده جایگزینی اثر (2013) همکاران و علی طال  آزمایشی در (.19) داد نشان دیگر تخم زرده پنج با

 کردند. بررسی را آزمایشگاهی شرایط در باروری بر آن تأثیر و چقو منی های کننده رقیق در دیگر منابع از هایی زرده

 رقیق اردک( و بوقلمون شترمرغ، )کبک، پرندگان مختلف های گونه تخم زرده با همراه پایه کننده رقیق با منی های نمونه

 پایه کننده رقیق با مقایسه در را بلاستوسیت تشکیل تعداد توجهی قابل طور هب کننده رقیق در ها زرده ای  از استفاده شدند.

  (.32) داد افزایش
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 زرده به نسبت نر اس  اسپرم روی بر بوقلمون تخم  زرده محافظتی اثر که کردند گزارش (2006) وب و هومز

 بوقلمون تخم  زرده در کلسترول و چربی پروتئی ، سطح بودن بالا دلیل به تواند می آن علت که باشد می بیشتر مرغ تخم

 تحرک درصد بالاتری  که داشتند مثبت تأثیر اسپرم  های فراسنجه بر مختلف های کننده رقیق تحقیق ای  در (.17) باشد

 نتایج با که آمد دست هب بوقلمون تخم زرده -تریس کننده رقیق در طبیعی اسپرم و غشاء سلامت مانی، زنده اسپرم،

 شیر کننده رقیق در طبیعی اسپرم و غشاء سلامت مانی، هزند اسپرم، تحرک درصد کمتری  داشت. مطابقت بالا آزمایشات

 اختلا  بوقلمون تخم زرده -تریس و مرغ تخم زرده -تریس کننده رقیق دو در اسپرم  های فراسنجه بی  آمد. دست هب

 با بوقلمون تخم و مرغ تخم زرده -تریس های کننده رقیق بی  اسپرم  های فراسنجه ولی نشد مشاهده داری معنی

  .دادند نشان داری معنی تفاوت شیر کننده قرقی

 توان می مختلف های کننده رقیق اثر مورد در شده انجام مطالعات بررسی و تحقیق ای  در آمده دست هب نتایج به توجه با

 در همچنی  و شیر کننده رقیق به نسبت مرغ تخم زرده -تریس کننده رقیق در قوچ اسپرم کیفیت که گرفت نتیجه

 تواند می آن دلیل که شود می حفظ بهتر مرغ تخم زرده -تریس به نسبت بوقلمون تخم زرده -تریس دهکنن رقیق

 تخم  زرده در کلسترول و چربی پروتئی ، سطح بودن بالا همچنی  و مرغ تخم زرده در موجود لسیتی  و لیپوپروتئی 

 باعث انجماد فرآیند طی در سرمایی، شوک شدن وارد که کردند گزارش (2000) همکاران و بایلی باشد. بوقلمون

 نسبت اسپرم تحرک درصد تحقیق ای  در (.5) شود می اسپرم تحرک درصد و سلولی تنفس متابولیکی فعالیت کاهش

 عبارتی به باشد. ذوب -انجماد فرآیند طی در سرمایی شوک ایجاد تواند می آن دلیل که بود کمتر مانی زنده درصد به

 از استفاده که داد نشان تحقیق ای  نتایج کلی طوره ب دهد. می قرار ثیرأت تحت بیشتر را ماسپر تحرک سرمایی شوک

 -تریس کننده رقیق از استفاده همچنی  و ببرد بالا را دالاق قوچ منی کیفیت تواند می هالوز تره قند مولار میلی 120 سطح

 دالاق قوچ اسپرم نمودن  رقیق برای مرغ( تخم ردهز -تریس یا )شیر معمول های کننده رقیق جای به بوقلمون تخم زرده

 باشد. ثرؤم آن مانی زنده و تحرک بر

 بالاتر مقادیر گردد می پیشنهاد آوریم دست هب را کننده رقیق در هالوز تره قند از استفاده میزان حداکثر بتوانیم که ای  برای

 استفاده مورد کننده رقیق بهتری  آوردن دست هب برای نی همچ و گیرد قرار استفاده مورد هالوز تره قند مول میلی 120 از

 گیرد. قرار استفاده مورد دیگر پرندگان تخم زرده گردد می پیشنهاد دالاق قوچ منی برای
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Abstract4 
Background and objectives: Frozen semen is usually used in artificial insemination of farm 

animals. Sperm cryopreservation is one of the important methods for maintaining and 

preserving genetic resources, which as one of the methods of assisted reproductive, can 

maintain the quality of sperm. Since beginning the time of artificial insemination technique, 

different diluents have been used to maintain and preserve semen in liquid and frozen condition. 

Composition of extenders and their nature are of great importance in the viability of sperm. To 

this end, the aim of this research was to evaluate effects of milk, Tris-chicken egg yolk and 

Tris-turkey egg yolk extenders and different levels of trehalose sugar (0, 80, 100 and 120 mM) 

on Dalagh ram semen quality after the freezing-thawing process. 

 
Materials and methods: In this research, semen samples were collected from four Dalagh rams 

in the age of 2-3 years using artificial vagina. Then samples were diluted in different extenders 

and received different trehalose sugar treatments. Semen samples were aspirated into 0.5 ml 

straws and cooled to 4°C within 150 min and then they were frozen in liquid nitrogen. Frozen 

straws were transferred to a tank containing liquid nitrogen. After thawing, spermatozoa quality 

parameters including the percentage of sperm motility, viability, membrane integrity and sperm 

normality were evaluated. This experiment was carried out in 4 × 3 factorial arrangement in 

completely randomized design. Treatments were included different levels of trehalose sugar (0, 

80, 100, 120 mM) and different extenders (milk and Tris-chicken egg yolk and Tris-turkey egg 

yolk). The obtained data from this study were analyzed by ANOVA procedure of Statistical 

Analysis System SAS (version 9.1). Comparison of data means were performed by Tukey test at 

the level of 1% error. 

 
Results: The results of this research showed the effects of different levels of trehalose sugar, on 

the percentage of sperm motility, viability, membrane integrity and sperm normality were 

significant (P<0.01). The highest sperm motility (42.33±1.59%), viability (68.73±1.61%), 

membrane integrity (66.06±1.35%) and sperm normality (79.66±1.25%) were obtained in 120 

mM trehalose sugar. The effects of extenders, on the percentage of sperm motility, viability, 

membrane integrity and sperm normality were also significant (P<0.01). The highest sperm 

motility (42.50±1.38%), viability (71.25±1.39%), membrane integrity (53.30±1.17%) and sperm 

normality (73.85±1.08%) were obtained in Tris-turkey egg yolk extender. 

 

Conclusion: In general, considering all the indices evaluated for the dilution of Dalagh ram 

semen, the addition of 120 mM trehalose sugar in Tris-turkey egg yolk extender showed a better 

response than the other treatments after the freezing-thawing process. 
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