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Background and Objectives: Dietary supplementation of trace 

minerals (zinc, copper and manganese) has positive effects on various 

aspects of reproductive performance of farm animals and it has a 

strong antioxidant effect on sperm function. Also, feeding with trace 

minerals affects the functional structure of sperm cells and increases 

the quality of sperm for cryopreservation because it may lead to cell 

damage, production of reactive oxygen species and reducing the 

antioxidant capacity of seminal plasma. The objective of this study 

was to investigate whether dietary supplementation of zinc, copper and 

manganese affected on sperm motion characteristics, percentage of 

viability, sperm membrane integrity after thawing, and flow cytometry 

tests including apoptosis, hydrogen peroxide and molecular oxygen. 
 

Materials and Methods: Ten mature Afshari rams were all fed a 

nutritionally adequate diet for 70 days, from the end of September to 

the beginning of December. Half of the rams were randomly 

designated to receive dietary supplementation with a sulfate source of 

zinc, copper and manganese once daily for 70 days, starting 1 week 

after the study began. All ejaculates were diluted with a Tris-based 

cryoprotective extender. The extended semen was subsequently loaded 

into 0. 5 mL plastic straws and then they were frozen by the bio-freezer 

machine. One week after freezing, three straws of each ram were 

thawed and evaluated for sperm motion characteristics by computer-

assisted-semen-analysis system, hypoosmotic swelling test and live 

sperm percentage. In addition, we examined hydrogen peroxide, 

molecular oxygen and apoptosis in frozen sperm. Proc Mixed was used 

for analysis of repeated measures data. 

 

Results: Motion characteristics, percentage of sperm viability and 

sperm membrane integrity after thawing in the Supplemented group 

was relatively stable and significantly higher than in the Control group 

from day 28 onwards (P<0/05). At the end of this research, the levels 

of hydrogen peroxide, molecular oxygen, early apoptosis, late 

apoptosis and necrosis in the control group were significantly higher 

than the Supplemented group (P<0/05). The average number of live 

sperm in the Supplement group increased slightly at the end of the 

research period outside the breeding season, but it was not significant 

compared to the beginning of the period, but this rate at the end of the 



 

36 

period was significantly higher than that of the Control group (P<0.05). 

 

Conclusion: The results showed that the simultaneous 

supplementation of zinc, copper and manganese elements, even after 

the reproductive season, can have beneficial effects on the quality and 

freezing ability of sperm after thawing and prevent the creation of 

reactive oxygen species and the occurrence of apoptosis. 
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 َای کلیدی: ياشٌ

 اًدوبد

 یػٌبصش هؼذً

 قَذ

 یهٌ

ًیبص )سٍی، هغ ٍ هٌگٌض( ًقؾ هطَسی ثش  هکول کشدى ثشخی اص هَاد هؼذًی کن سابقٍ ي َدف:

 ثش یقَ یتاکؼیذاً آًتی اثشات یداساٍ ّبی هختلف ػولکشد تَلیذهثلی ضیَاًبت هضسػِ داسد خٌجِ

ثبػث    ٍگزاسد تغزیِ ثب هَاد هؼذًی ثش ػولکشد اػپشم تأثیش هیّوسٌیي،  ثبؿذ.هی اػپشم کبسکشد

ِ    اػت هٌدش هوکي صیشا اًدوبد؛ ؿَدافضایؾ کیفیت اػپشم ثشای اًدوبد هی ّثبی   ثثِ تَلیثذ گًَث

 یهٌث  یپلاػثوب  تیذاًیاکؼث یآًت تیکبّؾ ظشفآػیت ثِ ػلَل اػپشم ٍ  دِیًت دسفؼبل اکؼیظى ٍ 

ًیثبص سٍی، هثغ ٍ    صهبى هَاد هؼذًی کثن  ػبصی ّنّذف اص ایي هغبلؼِ ثشسػی تأثیش هکول ؿَد.

رٍة ٍ  هبًی، دسصذ یکپبسزگی غـبی اػثپشم ثؼثذ اص   ّبی خٌجبیی، دسصذ صًذُ هٌگٌض ثش ٍیظگی

 ی ؿذُ ػلَل ثَد.ضیس ثشًبهِّبی فؼبل اکؼیظى ٍ هشگ تَلیذ گًَِ
 

گثشٍُ   ّثش  عَس تصبدفی دس دٍ گشٍُ آصهبیـی کِثِ ًظاد افـبسیقَذ  سأع 10 َا: مًاد ي ريش

خَساکی ثب هٌجثغ ػثَلفبت سٍی،     ّب هکول ثَد قشاس گشفتٌذ. دس گشٍُ تیوبس قَذ پٌح تکشاس ؿبهل

تغزیِ کشدًثذ.   آرسهبُسٍص اص اٍاخش ؿْشیَس تب اٍایل  70 ثِ هذتثبس دس سٍص  هغ ٍ هٌگٌض سا یک

ؿثذ ٍ دس   هشؽ سقیق  صسدُ تخن -کٌٌذُ اًدوبد ثش پبیِ تشیغ عَس خذاگبًِ ثب سقیقّب ثِ اػپشم قَذ

عَس خذاگبًِ ثب ایدبد خلأ کـیذُ ؿذ ٍ ػپغ تَػظ دػثتگبُ ثثبیَ   لیتشی ثِی ًین هیلیّبپبیَت

ّبی خٌجبیی اػثپشم   ّب رٍة ؿذًذ ٍ ٍیظگیفشیضس هٌدوذ ؿذًذ. یک ّفتِ ثؼذ اص اًدوبد، پبیَت

اػپشم، آصهَى تَسم ّبیپَاػوَتیک ثشای اسصیبثی یکپبسزگی غـبی اػپشم  گشضیآًبلتَػظ ػیؼتن 

 ٍ ذسٍطىیث ّ ذیپشاکؼث  ؿبهل ظىیاکؼ فؼبل ّبی گًَِشم صًذُ اسصیبثی ؿذ. ّوسٌیي، ٍ دسصذ اػپ

 .قثشاس گشفثت   یهَسدثشسػػلَل ًیض دس اػپشم هٌدوذ  ؿذُ یضیس ثشًبهِاکؼیظى هَلکَلی ٍ هشگ 

 .ؿذًذ لیتطلٍِیتدض MIXED ِیسٍ ٍ تکشاسپزیش یّبدادُ سٍؽ ثِ ّبدادُ
 

ّبی خٌجبیی اػپشم، دسصذ یکپبسزگی غـثبی اػثپشم ٍ دسصثذ     هیبًگیي تغییشات ٍیظگی َا:یافتٍ

آصهثبیؾ ثثب    28اػپشم صًذُ ثؼذ اص رٍة دس گشٍُ تیوبس تقشیجبً دس عَل دٍسُ ثبثت ثثَد ٍ اص سٍص  

داسی ثیـتش اص  عَس هؼٌی ثِ 70تب سٍص  28خبسج ؿذى اص فصل تَلیذهثل افت پیذا ًکشد ٍ اص سٍص 

اکؼیظى هَلکَلی،  ٍ ذسٍطىیّ ذیپشاکؼ. دس پبیبى ایي پظٍّؾ هقبدیش (P<05/0)ثَد  گشٍُ ؿبّذ

      ِ داسی ثیـثتش اص گثشٍُ    عثَس هؼٌثی  آپَپتَص اٍلیِ، آپَپتثَص ثبًَیثِ ٍ ًکثشٍص دس گثشٍُ ؿثبّذ ثث

. هیبًگیي ؿوبس اػپشم صًذُ دس گشٍُ هکوثل دس اًتْثبی دٍسُ   (P<05/0)هکول ثَد  کٌٌذُ بفتیدس
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اص فصل تَلیذهثل ثِ هقذاس کوی افضایؾ پیذا کشد، ٍلی ًؼجت ثِ اثتثذای دٍسُ  پظٍّؾ دس خبسج 

ِ   هؼٌی داسی ثیـثتش اص گثشٍُ ؿثبّذ ثثَد      عثَس هؼٌثی  داس ًجَد اهب ایي هیبًگیي دس اًتْثبی دٍسُ ثث

(05/0>P.) 
 

ضتی ثب خثبسج   ػٌبصش سٍی، هغ ٍ هٌگٌض صهبى ّنػبصی هکولًتبیح ًـبى دادًذ کِ  گیری: وتیجٍ

ٍ  ثؼذ اص رٍة تأثیشات هفیثذی ثگثزاسد   پزیشی اػپشمتَاًذ ثش اًدوبدهی ؿذى اص فصل تَلیذهثل

 ؿَد. ّبی فؼبل اکؼیظى ػلَل ٍ ایدبد گًَِ ؿذُ یضیس ثشًبهِهبًغ افضایؾ هشگ 
 

ٍ   ّثن  ػبصی‌هکول شیتأث(. 1403) .ک، یضدیسضب .،آ ،یذیتَض .،ف ،یصسگش استىاد: . قثَذ  یهٌث  یشپثزی هثغ ٍ هٌگٌثض ثثش اًدوبد    ،یصهثبى ػٌبصثش س

اَسکٌٌذگبى  .35-50(، 1)12، پظٍّؾ دس ًـخ

 

                                                    DOI: 10.22069/ejrr.2023.21500.1905 

                   ًَیؼٌذگبى. ©ًبؿش: داًـگبُ ػلَم کـبٍسصی ٍ هٌبثغ عجیؼی گشگبى                                
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 مقذمه

ّبی ثشتثش ثثشای   ثشای ضفظ طى یسٍؿ یاًدوبد هٌ 

اصثلاش   سًٍذ ثْجَد طًتیکثی دس هذت عَلاًی ٍ تؼشیغ

 دس(. 2008ٍ ّوکثثبساى،  Plessis Du)اػثت  دام ًثظاد  

 اکؼیظى ٍ ػشهبیی ؿَک هؼشض دس اًدوبد، هٌی عَل

ِ  گیثشد هثی  قثشاس  َّا ِ  کث ِ  ثث ِ  ضؼبػثیت  خثَد  ًَثث  ثث

ِ  ثیـثتش  تَلیذ ثِ ػلت سا 1لیپیذّب پشاکؼیذاػیَى -گًَث

 دّثثذهثثی ، افثثضایؾ)ساع( 2ّثثبی فؼثثبل اکؼثثیظى  

(Alizadeh  ،2020ٍ ّوکبساى). ػثبصی  سقیق، ّوسٌیي 

غلظثثثثت  پلاػثثثثوبی هٌثثثثی هَخثثثثت کثثثثبّؾ  

ِ  یٌّگثبه . ؿَدهیهَخَد دس آى  یّب تذاًیؼاک آًتی  کث

 تَلیثثذهثل دٌّثثذُ یبسیثث یّثثبسٍؽ عثثی دس اػثثپشم

ِ   ، دؿَیه کبسی دػت -خغش تَلیثذ ٍ دس هؼثشض گًَث

اػثپشم   ّثبی  ػلَلثشای  قشاس گشفتي ّبی فؼبل اکؼیظى

 ػبصٍکبس (.2008ٍ ّوکبساى،  Du Plessis)ٍخَد داسد 

ِ  اػثت هٌدثش   هوکي اًدوبد آػیت  اػثوضی،  تثٌؾ  ثث

 ػثلَل، تَلیثذ   داخثل  یخ ثلَس تـکیل ػشهبیی، ؿَک

 ّبیػبهبًِ دس ّبی فؼبل اکؼیظى، تغییشگًَِ ضذاص ؾیث

َ   ایثي  اص تشکیجثی  ٍ یتاکؼثیذاً  آًتثی  دفبع  دؿثشایظ ؿث

(Bilodeau  ،2000ٍ ّوکثثثبساى .)اػثثثتفبدُ اص هثثثَاد 

ّثبی پلاػثوبی    پشٍتئیيافضٍدًی هبًٌذ اػیذّبی آهیٌِ، 

ثِ هٌثی تثبصُ یثب هٌدوثذ یثک       ّب تاًاکؼیذ آًتی ٍ هٌی

اػثپشم ٍ  خٌجثبیی  سٍؽ هؼوَل اػت کثِ ثثِ افثضایؾ    

ٍ اص آػثیت اػثپشم    کٌذ هیکوک  ّب آًضینکٌتشل تشؿص 

 کٌثذ سقیثق ؿثذى ٍ اًدوثبد خلثَگیشی هثی      ثثِ ػلثت  

(Sangeeta ٍ  ،2015ّوکثثبساى.)  اخیثثش  ّثثبی ػثثبلدس

ِ   ؿثذُ  دادًُـبى  تغزیثِ ثثب هثَاد هؼثذًی دس      اػثت کث

 یشیپثز اًدوبد افضایؾ قبثلیت ػجتی اضسػِهضیَاًبت 

ٍ  Dance) ؿثثَدهثثیثثثشای لقثثبش  اػثثپشمٍ تَاًثثبیی 

هؼذًی ثِ ضفثظ دسصثذ    ّبی هکول(. 2016ّوکبساى، 

ٍ افثضایؾ خثَاف    ػثبلن ثیـتشی اص اػپشم ثب غـثبی  

                                                 
1. Lipid Peroxidation    

2. Reactive Oxygen Species (ROS) 

ٍ  Kendall) کٌثذ  هثی کوثک   ّثب آىدس  یتاکؼثیذاً  آًتی

اػثت کثِ تغزیثِ ثثب      ؿذُ دادًُـبى (. 2000ّوکبساى، 

-هثی  تثأثیش اػثپشم   ّثبی  ػلَل هَاد هؼذًی ثش ػولکشد

دس  ّثب  سیضهغثزی  (.2006ٍ ّوکبساى،  Kumar) گزاسد

هثثبل،   ػٌَاىثِ .ضیَاًبت اّلی ضیبتی ّؼتٌذ تَلیذهثل

سٍی دس ػولکشد اػپشم هْن اػت صیشا کبّؾ غلظثت  

ّثذ ٍ  د کیفیت اػپشم سا کبّؾ هی ،سٍی پلاػوبی هٌی

دس گبٍ ًثش، هکوثل سٍی    .گزاسد هیهٌفی  تأثیشثش لقبش 

ثبػ  افضایؾ ضدن هبیغ هٌی، غلظت اػثپشم، دسصثذ   

ٍ  Rowe) ؿثثَد هثثیاػثثپشم خٌجثثبیی اػثثپشم صًثثذُ ٍ 

ٍ هطثبفظتی   یتاکؼثیذاً  آًتثی اثشات . (2014ّوکبساى، 

ِ هٌگٌض دس ثشاثش پشاکؼیذاػیَى لیپیثذی دس    ّثبی  ػثبهبً

ٍ ّوکثبساى،   Chen) اػثت  ذؿثذُ ییتأهختلف  صیؼتی

2006.) 

ی صیؼثثتثثثشای ثؼثثیبسی اص فشآیٌثثذّبی  ًیثثض هثثغ 

ثثش   تَاًثذ  هثی کثِ   ی اػثت ػٌصش هغ. اػت بصیهَسدً

ٍ  Wong) ثگثزاسد  تثأثیش تَلیذ، ثلَؽ ٍ ثبسٍسی اػپشم 

خیشُ خَساکی گثبٍ ًثش   ػبصی هکول(. 2001ّوکبساى، 

هیتَکٌثذسی   ظشفیثت  ثبػ  ثْجثَد سٍی، هغ ٍ هٌگٌض  ثب

اػثثپشم، دسصثثذ اػثثپشم صًثثذُ ٍ یکپثثبسزگی غـثثبی   

ثثب  (. 2021ٍ ّوکثبساى،   Geary) ؿثَد هثی کشٍهَصٍم 

سٍی،  صهثبى  ّثن ػثبصی   هکولهب، اثشات  داًؾتَخِ ثِ 

پزیشی هٌی قَذ گثضاسؽ ًـثذُ   اًدوبدثش هغ ٍ هٌگٌض 

ػثبصی  هکوثل  تأثیش اسصیبثی اص ایي هغبلؼِّذف . اػت

ِ  ًیثبص  کثن  هثبدُ هؼثذًی  ایي ػِ  ثثش   صهثبى  ّثن  عثَس  ثث

دسصثذ  ، دسصذ اػپشم صًثذُ،  اػپشم خٌجبیی ّبی ٍیظگی

 ّثبی آصهثبیؾ ٍ ثؼذ اص رٍة یکپبسزگی غـبی اػپشم 

ِ  هشگفلَػبیتَهتشی ؿبهل  ، 3ػثلَل  ؿثذُ  یضیث س ثشًبهث

 ثَد. 5اکؼیظى هَلکَلی ٍ 4ذسٍطىیّ ذیپشاکؼ

 

 هامواد و روش

                                                 
3. Apoptosis 

4. H2O2  

5. O2  



 1403، 1، شماره 12نذگان، دوره پژوهش در نشخوارکن
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ایي آصهبیؾ اص اٍاخش ؿْشیَس تب اٍایثل   :شیآزما طرح

قثثَذ ثثثبسٍس ًثثظاد  سأع 10 .اًدثثبم ؿثثذ 1400 آرسهثثبُ

صثٌؼت فثشدٍع   ٍ افـبسی ٍاقغ دس داهثذاسی کـثت   

 100ػبل ٍ هیبًگیي ٍصًثی   5/2صًدبى ثب هیبًگیي ػٌی 

تثبیی ؿثبهل    5عَس تصبدفی ثثِ دٍ گثشٍُ    ثِ، کیلَگشم

ػٌبصثش   ػثَلفبت هطتَی هٌجثغ  ) هکولگشٍُ ؿبّذ ٍ 

ّب ثؼثذ اص قثشاس گثشفتي دس     ( تقؼین ؿذًذ. قَذگبًِ ػِ

ِ  ّوشاُ سٍص  70 ثِ هذتخبیگبُ اًفشادی   ،ثب خیثشُ پبیث

 هغبثق ثب خذاٍل اػتبًذاسد ؿذُ نیتٌظ هکول اختصبصی

، (2007) 1یهلثث قثثبتیتطق اًدوثثي اضتیبخثثبت غثثزایی

ِ آٍس آسیبًثب،   دس ؿشکت صیؼت في ؿذُِ یتْ صثَست  ثث

ّب( ّوشاُ ثثب هقثذاس کوثی     سٍص )صجصثبس دس  ػشک یک

ّثب(   خَساک )ثشای اعویٌثبى اص هصثشف کبهثل هکوثل    

ّب ػِ ثبس دس  قَذ ،دس هدوَع .(1)خذٍل  تغزیِ ؿذًذ

تغزیثِ  ثثب دػتشػثی آصاد ثثِ آة    سٍص )دس ضذ اؿثتْب(  

ی ّب ( تغزیِ قَذ0سٍص گیشی اٍل ) ثؼذ اص ًوًَِ ؿذًذ.

ػثَلفبت   هؼثذًی اختصبصثی   ثثب هکوثل   گشٍُ هکول

. (1)خثثذٍل  آغثثبص ؿثثذ ؿثثبهل سٍی، هثثغ ٍ هٌگٌثثض

هثَاد هغثزی   خیشُ پبیِ ٍ اػت، توبهی اخضای  رکش قبثل

ّبی گشٍُ ؿبّذ ّوبًٌثذ گثشٍُ   ثشای قَذ هَسداػتفبدُ

هکول ثَد ٍ فقظ ػٌبصثش سٍی، هثغ ٍ هٌگٌثض ثثشای     

 .ًذگشٍُ ؿبّذ ضزف ؿذ

ِ ّثب  قَذ :اسپرم ي اوجماد آيری جمع دٍ ّفتثِ   هثذت ثث

 ,IMV) ثشای اػتطصبل اػپشم تَػظ هْجل هصثٌَػی 

France) ّب ثؼذ اص  اػپشم توبهی قَذدّی ؿذًذ. ػبدت

اٍلیثثِ ؿثثذ ٍ  اسصیثثبثیاػتطصثثبل صیثثش هیکشٍػثثکَح 

ِ دسصذ داؿتٌذ  80ثبلای خٌجبیی کِ  ّبیی اػپشم  عثَس ثث

صسدُ -کٌٌثذُ اًدوثبد ثثش پبیثِ تثشیغ      خذاگبًِ ثب سقیثق 

ٍ  (mOsm/L) 320)اػثوَلاسیتی:   سقیق ؿثذ  هشؽ تخن

pH: 2/7( )Zargari ،دس  ( 2016ٍ ٍ ّوکثثثثثثثثثثبساى

خذاگبًثِ پثلاک    عثَس  ثِکِ  یتشیل یلیهًین ّبی  پبیَت

ثَد ثثب   ؿذُ ثجتثشای تفکیک  ّب آىّب سٍی  گَؽ قَذ

                                                 
1. National Research Council (NRC) 

ّثبی ضثبٍی   پثبیَت  ایدبد خلأ کـثیذُ ؿثذ ٍ ػثپغ   

( Aragene, Iranاػپشم دس داخل دػتگبُ ثثبیَ فشیثضس )  

ثشًبهثِ اًدوثبد    ،دػثتَسالؼول عجثق   ٍ دادُ ؿذًذ قشاس

ِ اخشا ؿذ.  اػپشم ِ  یعثَس  ثث دسخثِ   5اثتثذا دهثب ثثِ     کث

ٍ ثِ هذت یک ػبػت دس ایي  یبفتگشاد کبّؾ ػبًتی

دسخثثِ  130دهثثب ثثثبقی هبًثثذ ٍ ػثثپغ دهثثب ثثثِ هٌفثثی 

 ّثب دس پثبیَت  تیث دسًْبٍ  کبّؾ پیذا کشد گشاد یػبًت

اًدوثبد ػثِ   هذت )عَل  ًذّبی اصت رخیشُ ؿذ تبًک

 .ػبػت(

ّب ثثشای  یک ّفتِ ثؼذ اص اًدوبد، پبیَت: اسپرم یابیارز

، دسصثثذ اػثثپشم صًثثذُ ٍ یکپثثبسزگی خٌجثثبییاسصیثثبثی 

 ثؼثذ اص اًدوثبد   اسصیبثی هٌیغـبی اػپشم رٍة ؿذًذ. 

 سأعاًثضال ثثشای ّثش     6)هدوثَع  ثبس  یک سٍص 14ّش 

ِ   سٍی توبهی قَذقَذ(  عثَس خذاگبًثِ صثَست     ّثب ثث

سًٍثذُ، ػثشػت    کثل ٍ خٌجثبیی پثیؾ   خٌجثبیی  . گشفت

، ػثثشػت 2ّثثب دس هؼثثیش عثثی ؿثثذُ   ٍاقؼثثی اػثثپشم 

، ػثثشػت دس هؼثثیش هٌطٌثثی 3ّثثب الخثثظ اػثثپشم هؼثثتقین

 6خثبًجی خٌجبیی ٍ ضذاکثش داهٌِ  5، خغی ثَدى4هیبًگیي

 Sperm Class) تَػظ ػیؼتن اسصیثبثی اػثپشم   6خبًجی

Analyzer (SCA),Version 5.1; Microptic, 

Barcelona, Spain) ،     اسصیثبثی ٍ ثجثت گشدیثذ. دسصثذ

-آهیثضی اوثَصیي   ّبی صًذُ ثثب اػثتفبدُ اص سًث     اػپشم

اػپشم دس ّش ًوًَِ ثب اػتفبدُ  200ًیگشٍصیي ٍ اسصیبثی 

هثثَسد × 400اص هیکشٍػثثکَح ًثثَسی ثثثب ثضسگٌوثثبیی  

(. Evans  ٍMaxwell ،1987اسصیثثبثی قثثشاس گشفثثت ) 

 یکپبسزگی غـبی اػثپشم ثثب اػثتفبدُ اص آصهثَى تثَسم     

7ّبیپَاػوَتیک
ثثشای ایثي هٌظثَس،     .گیشی ؿثذ  اًذاصُ 

ثب  mOsm 100لیتش اص هطلَل ّبیپَاػوَتیک  هیلی 500

گثشاد   دسخِ ػثبًتی  37هیکشٍلیتش هبیغ هٌی دس دهبی  5

                                                 
1. Track velocity (VCL) 

2. Progressive velocity (VSL) 

3. Path velocity (VAP) 

4. Linearity (LIN)  

5. Lateral amplitude (ALH) 

6. Hypo osmotic swelling test (HOST) 
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یثک قغثشُ اص ًوًَثِ     دقیقثِ اًکَثثِ ؿثذ.    30 ثِ هذت

اًکَثِ ؿذُ سٍی یک لام اص قجل گثشم ؿثذُ قثشاس دادُ    

-ؿذ ٍ ثب اػتفبدُ اص هیکشٍػکَح ًَسی ثب ثضسگٌوبیی 

اسصیبثی ؿذ. پٌح هیذاى هیکشٍػکَپی )هدوَػثبً  × 400

اػثثپشم( ثثثشای تؼیثثیي دسصثثذ اػثثپشم ػثثبلن       200

 (.Jeyendran ،1992) گشفتٌذقشاس  یهَسدثشسػ
 

 ّب ی خَساکی ٍ هَاد هغزی خیشُ پبیِ ثشای ّوِ قَذاخضا -1خذٍل 

Table 1- Ingredients and nutrient composition of the basal diet fed to all rams 

 دسصذ دس هبدُ خـک

(Percent in dry matter) 

یخَساک یاخضا  

(Ingredient) 

47.6 (Alfalfa hay) یًَدِ خـک ػلف  

18.4 (Wheat straw) کبُ گٌذم 
10.71 (Barley grain (finely ground)))ُداًِ خَ )آػیبة ؿذ 

10.5 (Corn (finely ground)) )ُرست )آػیبة ؿذ 

3.0 (Soybean meal) کٌدبلِ ػَیب 
8.0 (Wheat bran) ػجَع گٌذم 

1.8   aهکول ٍیتبهیٌِ ٍ هؼذًی 

(Vitamin and mineral premix) 

(Amount) هقبدیش (Nutrient composition) هطتَای هَاد هغذی   

(سٍص/ لَگشمی)کی هصشف خـک هبدُ 2.45  

Dry matter intake (kg/day) 
 پشٍتئیي خبم )دسصذ( 12.00

Crude protein (%) 

ی/ کیلَگشم(هگب کبلشی قبثل هتبثَلیؼن )اًشط 2.97  
Metabolizable energy (Mcal/kg) 

 الیبف ًبهطلَل دس ؿَیٌذُ خٌثی )دسصذ( 49.30
Neutral detergent fiber (%) 

 کلؼین )گشم/ سٍص( 18.00

Calcium (g/day) 

 فؼفش )گشم/ سٍص( 9.00

Phosphorus (g/day) 

 سٍی )قؼوت دس هیلیَى( 19.50

Zinc (ppm) 

 هٌگٌض )قؼوت دس هیلیَى( 48.90

Manganese (ppm) 

 هغ )قؼوت دس هیلیَى( 5.00

Copper (ppm) 
a    :گشم، سٍی:  هیلی 500گشم، هغ:  هیلی 750الوللی، ٍیتبهیي ای:  ٍاضذ ثیي 11000: 3الوللی، ٍیتبهیي دی  ٍاضذ ثیي 110000هطتَا/ کیلَگشم: ٍیتبهیي آ

 گشم. هیلی 25گشم، یذ:  هیلی 5گشم، کجبلت:  هیلی 15گشم، ػلٌیَم:  هیلی 2000گشم، آّي:  هیلی 1000گشم، هٌگٌض:  هیلی 1650

کشد کِ ػٌبصش  هؼذًی اػتفبدُ ؿذُ دس گشٍُ ؿبّذ ػٌبصش سٍی، هغ ٍ هٌگٌض ضزف ؿذُ ثَد( دسیبفت هی-گشم هکول )دس هکول ٍیتبهیٌِ 49گشٍُ سٍصاًِ ّش 

 ( اػتبًذاسد ؿذُ ثَد.2007) یهل قبتیتطق اًدوي ّب هغبثق ثب خذاٍل هؼذًی ٍ ٍیتبهیي
a Content/kg: vit. A, 110000 IU; vit. D3, 11000 IU; vit E, 750 mg; Cu, 500 mg; Zn, 1650 mg; Mn, 1000 mg; Fe, 2000 

mg; Se, 15 mg; Co, 5 mg; I, 25 mg. 

Each group received daily 49 grams of supplements (In the vitamin and mineral premix used in the control group, 

zinc, copper and manganese elements were removed), which were balanced with mineral elements and vitamins 

according to the NRC (2007) tables. 

Dietary supplements: control group: supplement without Cu, Zn, and Mn; supplemented group: supplement with Cu, 

Zn, and Mn sulfate. 
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ِ ٍ  ػلَل ؿذُ یضیس ثشًبهِ هشگآصهبیؾ   ی ّثب گًَث

 (0)سٍص  فؼبل اکؼیظى ثِ سٍؽ فلَػبیتَهتشی دس اثتثذا 

اًدبم ؿذ. اسصیثبثی هثشگ    پظٍّؾ (70)سٍص  ٍ اًتْبی

 ثثب اػثتفبدُ اص کیثت   ػلَل دس اػثپشم   ؿذُ یضیس ثشًبهِ

Annexin V (Roche)   ُتَػثثثثثظ دػثثثثثتگب ٍ

اًدثثبم ؿثثذ   ((Partec PAS, Germanyفلَػثثبیتَهتش

(Oosterhuis  ،ثثثشای2000ٍ ّوکثثبساى .)  اسصیثثبثی

 ٍ ذسٍطىیث ّ ذیپشاکؼث )ی فؼثبل اکؼثیظى   ّبگًَِغلظت 

  DCFDAی هثبدُ  دس اػپشم هٌدوذ اص (اکؼیظى هَلکَلی

ِ  ایثي  ؿٌبػبیی ثشای DCHF یب گثش  ٍاکثٌؾ  ّثبی گًَث

ِ  هبدُ ایي (.2019ٍ ّوکبساى،  Shehat)اػتفبدُ ؿذ   ثث

ّثبی   آًضین تَػظ ػپغ ٍ کشدُ ّبی اػپشم ًفَرػلَل

1ػلَلی دی اػثتشیفبیذ  داخل اػتشاص
 دسٍى ٍ ؿثَد هثی  

ِ  تَػظ ؿذى اضیب اص پغ افتذ ٍهی دام ثِ ػلَل -گًَث

ًـثبى   فلَسػثبًغ  خبصیت خَد اص اکؼیظى فؼبل ّبی

 دّذ کِ تَػظ دػتگبُ فلَػبیتَهتشی ثشسػی ؿذ. هی

ّثب ثثب اػثتفبدُ اص سٍیثِ آهثبسی      دادُ :یآماار  ياکايی

Univariate (2002) افثثضاس ًثثشم SAS ِثثثش  1/9 ًؼثثخ ٍ

اػبع ًتبیح آصهَى کَلوَگشٍف اػویشًَف ٍ اسصیبثی 

ًوَداس پشاکٌذگی، کـثیذگی ٍ زثَلگی تَصیثغ ًشهثبل     

غیش  یّب دادُ صَست ًیبصثشسػی ؿذ ٍ دس  ّب هبًذُ یثبق

عثشش کثبهلاً   دس قبلثت   ّثب دادًُشهبل تصثطیص ؿثذًذ.   

 MIXED ِیسٍ ٍ تکشاسپزیش یّبدادُ سٍؽ ثِ یتصبدف

ِ  . ؿذًذ لیتطلٍِیتدض -هذل آصهبیـی ٍ اخثضای آى ثث

 :ثبؿذ یهصیش صَست 
Yijkl = µ+Ti + Sj (Ti) + Pk + (T*P) ik + eijkl 

Yijkl: ٍاثؼثثتِ شیثثهتغ، µ :کثثل يیبًگیثثه، Ti :وثثبسیت اثثثش 

: Pk ،()فثشد  َاىیض اثش :Sj (Ti) ،(اؿکبل هختلف هکول

 یخغثب : eijkl ،دس صهثبى  وثبس یت اثش: ik (T*P) ،صهبى اثش

 .وبًذُیثبق
Yij = µ + Ti + eij 

                                                 
1. De-esterified 

Yij: ٍاثؼتِ شیهتغ، µ :کثل  يیبًگیه، Ti : وثبس یت اثثش،eij  :

ثشای اص ثیي ثثشدى اثثش   اػت  رکش قبثل .وبًذُیثبق یخغب

 اص تدضیِ کٍَاسیبًغ اػتفبدُ ؿذ. اٍل یشیگ ًوًَِ

 

 

 نتایج و بحث

اػپشم ثؼثذ اص   خٌجبیی ّبی ٍیظگیهیبًگیي تغییشات  

 خٌجثثبییکثثل، دسصثثذ خٌجثثبیی دسصثثذ ؿثثبهل  رٍة
 ّب دس هؼیش عی ؿذُ ػشػت ٍاقؼی اػپشم سًٍذُ، پیؾ

 ّثب  الخثظ اػثپشم   ػثشػت هؼثتقین   ،)هیکشٍهتش ثش ثبًیِ(

 ػشػت دس هؼیش هٌطٌثی هیثبًگیي  ، )هیکشٍهتش ثش ثبًیِ(

ضذاکثش داهٌِ  ٍ خغی ثَدى دسصذ، )هیکشٍهتش ثش ثبًیِ(

دس  تقشیجثبً  گثشٍُ هکوثل  دس  )هیکشٍهتش( خبًجیخٌجبیی 

آصهثبیؾ ثثب خثبسج     28سٍص ٍ اص  عَل دٍسُ ثبثت ثثَد 

ًؼثجت ثثِ اثتثذای آصهثبیؾ ٍ      تَلیذهثلؿذى اص فصل 

 70سٍص  تثب  28سٍص اص  ٍ افثت پیثذا ًکثشد   گشٍُ ؿبّذ 

ِ  یدسضبل ثیـتش اص گشٍُ ؿبّذ ثَد. داسی هؼٌی عَس ثِ  کث

دس گثشٍُ  اػثپشم  خٌجثبیی   ّبی ٍیظگیهیبًگیي تغییشات 

تغییثشات فصثلی قثشاس     شیتثأث تطثت   28سٍص ؿثبّذ اص  

گزؿثتِ   سٍصّثبی ٍ ثثِ گثشٍُ هکوثل    ًؼجت گشفت ٍ 

ِ  70سٍص تثب   28سٍص ؿشٍع ثِ کبّؾ کشد ٍ اص   عثَس  ثث

ثثِ   70سٍص ٍ دس کوتش اص گشٍُ هکوثل ثثَد    داسی هؼٌی

. (2ٍ  1)ؿثکل   (P<05/0خَد سػثیذ )  هقذاسکوتشیي 

هبًی اػپشم ٍ یکپبسزگی غـبی اػپشم ًیثض   دسصذ صًذُ

)پبیثثبى فصثثل تَلیثثذهثل(  28دس گثثشٍُ ؿثثبّذ اص سٍص 

ؿشٍع ثِ کبّؾ کشد ٍ دس پبیثبى هغبلؼثِ ثثِ کوتثشیي     

، دسصثذ اػثپشم   ّوسٌیي(. P<05/0)هقذاس خَد سػیذ 

بی اػثپشم دس گثشٍُ هکوثل اص    صًذُ ٍ یکپبسزگی غـث 

داسی ثبلاتش ثَد ٍ ضتی  هؼٌی عَس ثِ 70تب سٍص  28سٍص 

 (P<05/0)ثب خبسج ؿذى اص فصل تَلیذهثل ثبثت هبًذ 

 صیبدی هضایبی رٍة اػپشمٍ  اًدوبد اگشزِ. (3)ؿکل 

 ؿثذُ  گضاسؽ ای گؼتشدُ عَس ثِ اهب داسد، تَلیذهثل ثشای

 ٍ اًدوثبد  ػثبصی،  خٌثک  ؿبهل اًدوبد فشآیٌذ کِ اػت
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 اػثپشم  ػولکشد دس خذی هخشة تغییشات ثبػ  رٍة

ّوسٌثثثیي،  (.2009ٍ ّوکثثثبساى،  Colásؿثثثَد ) هثثثی

ِ  اػثت  ؿذُ ؿٌبختِ یخَث ثِ  رٍة ٍ اًدوثبد  سًٍثذ  کث

ِ  اػثپشم  ؿذى ِ  تٌْثب   ًث  دس ًثبهغلَة  تغییثشات  هٌدشثث

خٌجثبیی   ٍ آکشٍصٍم ٍضؼیت غـبیی، لیپیذّبی تشکیت

اػپشم  DNA آػیت افضایؾ ثبػ  ثلکِ ؿَد، هی اػپشم

  .(2010ٍ ّوکبساى،  Said)  ؿَد هی ًیض

 

 
 ّبی گشٍُ هکول ٍ ؿبّذ. سًٍذُ ثؼذ اص رٍة دس عَل دٍسُ دس قَذ پیؾخٌجبیی کل ٍ خٌجبیی تغییشات  (SEM±) هیبًگیي -1ؿکل 

a,b  داس د یهؼٌاختلاف  دٌّذُ ًـبىًقبط پبیبًی ضشٍف هتفبٍت دس( 05/0س ػغص>P )ثبؿذ یه. 

Figure 1- Mean (±SEM) total and progressive motility end points after thawing during the study for Control (Con) 

and Supplemented (Supp) rams. 
a,bWithin an end point and a day, means without a common superscript differ (P< 0/05). 

 

 دس هَخثَد  ّثبی  اػثپشم  اص ٪50 تقشیجبً ضقیقت، دس 

 هبًٌثذ  هثی  صًثذُ  رٍة ٍ اًدوثبد  یٌثذ آفش اص پثغ  اًضال

(Bailey  ،2008ٍ ّوکبساى) .    ٍ افثضٍدى هثَاد هؼثذًی

هٌثی دس عثی اًدوثبد،     کٌٌثذُ  سقیثق اػیذّبی آهیٌِ ثثِ  

ٍ هَسفَلَطی اػپشم سا ثؼثذ اص رٍة  خٌجبیی ، هبًی صًذُ

 (.2015ٍ ّوکبساى،  Sangeeta) ثخـذ هیثْجَد 

  ِ عثَس هثرثشتشی دس ثثذى ثثشای      هَاد هؼذًی آلی ثث

ٍ گیشًثذ   قثشاس هثی   هَسداػثتفبدُ ػولکشد تَلیذی ثْیٌِ 

اػثپشم ٍ ثثبسٍسی   خٌجثبیی  ثشای ثْجَد تَلیذ هبیغ هٌی، 

(. 2014ٍ ّوکثبساى،   Rowe) اًثذ  ـٌْبدؿذُیپخٌغ ًش 

 دس ٍ سٍی اص هیبى هَاد هؼذًی کویثبة، ػٌبصثش هثغ   

هثثل دام  خَساکی ضیَاًبت تأثیش ثیـتشی دس تَلیذ خیشُ

خٌجثثبیی ّثثبی  (. ٍیظگثثیMacDonald ،2000داسًثثذ )

ّبی هؼذًی  ی تطت تأثیش هکولتَخْ قبثلعَس  اػپشم ثِ

. (2018ٍ ّوکثثبساى،  Arangasamy) گیشًثثذ قثثشاس هثثی

پظٍّؾ ثثب ًتثبیح هغبلؼثبت قجلثی دس هثَسد       ًتبیح ایي

، Tharwat) گَػثثفٌذ، ثثثض ٍ گثثبٍ دس یثثک ساػثثتب ثثثَد

ٍ  Kumar ؛2000ٍ ّوکثثثثثثثثبساى،  Kendall ؛1998

 اػپشم ثِ اًثشطی هَخثَد اص  خٌجبیی  (.2006ّوکبساى، 

سٍی فشآیٌذ  ػٌصش داسد ٍ یثؼتگ 1آدًَصیي تشی فؼفبت

آدًثَصیي تثشی    اػتفبدُ اص اًشطی سا اص عشیثق ػیؼثتن  

                                                 
1. Adenosine triphosphate (ATP) 
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کٌثثذ ٍ ّوسٌثثیي ػثثَسثیتَل    کٌتثثشل هثثی  فؼثثفبت

کٌذ کثِ   دّیذسٍطًبص ٍ لاکتبت دّیذسٍطًبص سا تٌظین هی

ٍ  El-Masry) اػثپشم داسًثذ  خٌجبیی ًقؾ اصلی سا دس 

Nasr ،2010.)  ،یکپثثبسزگی غـثثبی پلاػثثوبیی اػثثپشم

ّثبیی ّؼثتٌذ کثِ     ػبلن ثثَدى ٍ صًثذُ هبًثذى ٍیظگثی    

ِ  هؼتقیوبً پتبًؼیل ثبسٍسی ی ّثبی   ب ًتیدِ ثثبسٍسی ًوًَث

ٍ  Kasimanickamکٌٌثثذ ) ثیٌثثی هثثی  هٌثثی سا پثثیؾ 

 (2018) ّوکثبساى  ٍ Arangasamy (.2012ّوکبساى، 

دس هغبلؼِ خَد ثیبى کشدًذ هَاد هؼذًی کویبة سٍی ٍ 

کٌٌثذ.   هغ اص اػپشم ثض دس ثشاثثش ػثشهب هطبفظثت هثی    

ّوسٌیي، ثیبى کشدًذ تغزیِ اضبفی هغ ٍ سٍی آلی دس 

صًذُ هبًذى اػپشم،  هٌدش ثِهطبفظتی داؿت ٍ ثض ًقؾ 

یکپبسزگی غـثبی پلاػثوبیی ٍ آکثشٍصٍم، تطثشک ٍ     

 هکول ّوسٌیي، هصشف کبّؾ اػتشع اکؼیذاتیَ ؿذ.

ْ  قبثل ثْجَد هٌدش ثِ هٌگٌض  اص پثغ خٌجثبیی   دس یتثَخ

 گثثبٍ هٌدوثثذ اػثثپشم ّبیپَاػثثوَتیک تثثَسم ٍ رٍة

 (.1990ٍ ّوکبساى،  Magnusؿَد ) هی

 

 
، ػشػت دس هؼیش هٌطٌی هیبًگیي (VSL)ّب  الخظ اػپشم ، ػشػت هؼتقین(VCL)ّب دس هؼیش عی ؿذُ  ػشػت ٍاقؼی اػپشم (SEM±)هیبًگیي  -2ؿکل 

(VAP) خغی ثَدى ،LIN) ضذاکثش داهٌِ خٌجبیی خبًجی ٍ )(ALH) ّبی گشٍُ هکول ٍ ؿبّذ. ثؼذ اص رٍة دس عَل دٍسُ دس قَذ 
a,b  داس یهؼٌ اختلاف دٌّذُ ًـبىًقبط پبیبًی ضشٍف هتفبٍت دس ( 05/0دس ػغص>P )ثبؿذ یه. 

Figure 2- Mean (±SEM) track velocity (VCL), progressive velocity (VSL), path velocity (VAP), linearity (LIN), and 

lateral amplitude (ALH) end points after thawing during the study for Control (Con) and Supplemented (Supp) rams. 
a,bWithin an end point and a day, means without a common superscript differ (P<0/05). 
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غلظت ثبلای سٍی دس پلاػثوبی هٌثی ثثب افثضایؾ      

هشتجظ اػت، ( 1999ٍ ّوکبساى،  Fuse)اػپشم خٌجبیی 

اص دػثت دادى   ػث  کبّؾ غلظثت سٍی ثب  کِ یدسضبل

ٍ  Marzec) ؿثثَد هثثییکپثثبسزگی غـثثبی اػثثپشم   

یؾ صًذُ هبًثذى اػثپشم هوکثي    افضا(. 2012 ّوکبساى،

تثجیثت غـثبت تَػثظ سٍی ثبؿثذ کثِ اص       لیثِ دلاػت 

ٍ ػبیش اخثضای هْثن اػثپشم     ّب پشٍتئیي، ّب آًضینًـت 

ٍ ػوش ػولکشدی اػثپشم سا افثضایؾ    کٌذ هیخلَگیشی 

ِ . (Miloud  ٍKarima ،2015) دّذ هی ػٌثَاى   سٍی ثث

ّبی آًضیوی  ّبی هتؼذد، دس ٍاکٌؾ خضوی اص هتبلَآًضین

هشتجظ ثثب هتبثَلیؼثن کشثَّیثذسات، پثشٍتئیي، لیپیثذ ٍ      

هثبًی   اػیذ ًَکلئیک ًیض ًقؾ داسد ٍ هوکي اػت صًذُ

. (2000ّوکثبساى،   ٍ McCall) اػپشم سا ثْجَد ثخـثذ 

 گزاسًثذ  هی تأثیشّوگی ثش ثبسٍسی سٍی، هغ ٍ هٌگٌض 

(Wilde ،2006).   ،اػثپشم ٍ  خٌجثبیی  کیفیت هبیغ هٌثی

سٍی ٍ هثغ ثْجثَد    ّثبی  هکوثل دسصذ اػپشم صًذُ ثب 

دس  .(Gooneratne  ٍChristensen ،1997) یبثثثثذ هثثثی

 ذسٍطىیث ّ ذیپشاکؼپبیبى ایي پظٍّؾ تغییشات هیبًگیي 

داسی  هؼٌثی  عثَس  ثِدس گشٍُ ؿبّذ  هَلکَلیاکؼیظى  ٍ

(. 2)خثثذٍل  (P<05/0)ثیـثثتش اص گثثشٍُ هکوثثل ثثثَد 

دس گشٍُ هکول دس اًتْثبی دٍسُ )خثبسج اص    کِ یدسضبل

فصل تَلیذهثل( ثِ هقذاس کوی کثبّؾ پیثذا کثشد کثِ     

داس  ًؼجت ثِ اثتذای دٍسُ )اٍاخش فصل تَلیذهثل( هؼٌی

داس ثثثَد  ًجثثَد، ٍلثثی ًؼثثجت ثثثِ گثثشٍُ ؿثثبّذ هؼٌثثی  

(05/0>P).

 

 
 ّبی گشٍُ هکول ٍ ؿبّذ. ثؼذ اص رٍة دس عَل دٍسُ دس قَذتغییشات دسصذ اػپشم صًذُ ٍ یکپبسزگی غـبی اػپشم  (SEM±) هیبًگیي -3ؿکل 

a,b  داسی یدٌّذُ ػغص هؼٌ ًـبى ًقبط پبیبًیضشٍف هتفبٍت دس ( 05/0دس ػغص>P )ثبؿذ یه. 

Figure 3- Mean (±SEM) viability and Host end points after thawing during the study for Control (Con) and 

Supplemented (Supp) rams. 
a,bWithin an end point and a day, means without a common superscript differ (P<0/05). 

 

ٍ  ِیث ثبًَ آپَپتثَص  ِ،یث اٍل آپَپتَص تغییشات هیبًگیي 

ِ دس گشٍُ ؿبّذ  70ًکشٍص دس سٍص  داسی  هؼٌثی  عثَس  ثث

(. 3)خثثذٍل  (P<05/0)ثیـثثتش اص گثثشٍُ هکوثثل ثثثَد  

دس گشٍُ هکول دس اًتْثبی دٍسُ )خثبسج اص    کِ یدسضبل

فصل تَلیذهثل( ثِ هقذاس کوی کثبّؾ پیثذا کثشد کثِ     

داس  ًؼجت ثِ اثتذای دٍسُ )اٍاخش فصل تَلیذهثل( هؼٌی

داس ثثثَد  ًجثثَد، ٍلثثی ًؼثثجت ثثثِ گثثشٍُ ؿثثبّذ هؼٌثثی  

(05/0>P).  صًثثذُ دس گثثشٍُ هکوثثل دس  اػثثپشمؿثثوبس
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اًتْبی دٍسُ پظٍّؾ دس خبسج اص فصثل تَلیثذهثل ثثِ    

ٍلثی ًؼثجت ثثِ اثتثذای      ،هقذاس کوی افضایؾ پیذا کشد

ٍلثی ایثي هقثذاس دس اًتْثبی دٍسُ      .داس ًجَد دٍسُ هؼٌی

(. P<05/0داسی ثیـتش اص گشٍُ ؿبّذ ثَد ) هؼٌی عَس ثِ

اص  هیبًگیي ؿوبس اػپشم صًذُ دس گشٍُ ؿبّذ دس خثبسج 

فصل تَلیذهثل ًؼجت ثِ اثتثذای دٍسُ ٍ گثشٍُ هکوثل    

 (.P<05/0داس داؿت ) کبّؾ هؼٌی

 

 بّذ ٍ هکول ثؼذ اص اًدوبدی گشٍُ ؿّبقَذدس اػپشم  اکؼیظى هَلکَلی ٍ ذسٍطىیّ ذیپشاکؼ (SEM±) تغییشات هیبًگیي -2 خذٍل
Table 2- LSM (±SEM) of apoptosis and Flow Cytometry in Control and Supplemented rams sperm after 

cryopreservation 

P-value 
70سٍص   

Day 70 

0 سٍص  

Day 0 

× تیوبس صهبى   

Treatment 

× time 

 صهبى

Time 

 تیوبس

Treatment 

 هکول

Supplemented 

 ؿبّذ

Control 

 هکول

Supplemented 

 ؿبّذ

Control 

 

<0.05 <0.05 <0.05 94.44±0.98b 99.60±0.20a 96.76±0.89 96.60±0.61 

 هَلکَلی اکؼیظى

(دسصذ)  

 Molecular 

oxygen (%) 

<0.05 <0.05 <0.05 66.80±1.34b 74.39±2.02a 68.18±1.17 68.02±1.94 

 ّیذسٍطىپشاکؼیذ

(دسصذ)  

Hydrogen 

peroxide (%) 
a,b داسی یدٌّذُ ػغص هؼٌ ًـبى یفضشٍف هتفبٍت دس ّش سد ( 05/0دس ػغص>P )ثبؿذ یه. 

a,bWithin each row, means without a common superscript differed (P<0.05). 

 

 
 گشٍُ ؿبّذ ٍ هکول ثؼذ اص اًدوبد یّب قَذػلَل دس اػپشم  ؿذُ یضیس ثشًبهِهشگ   (SEM±)تغییشات هیبًگیي  -3 خذٍل

Table 3- LSM (±SEM) of apoptosis in Control and Supplemented rams sperm after cryopreservation 

P-value 
70سٍص   

Day 70 

0 سٍص  

Day 0 
 

× تیوبس صهبى   
Treatment 

× time 

 صهبى
Time 

 تیوبس
Treatment 

 هکول
Supplemented 

 ؿبّذ
Control 

 هکول
Supplemented 

 ؿبّذ
Control 

 

<0.05 <0.05 < 0.05 10.61±0.93b 12.22±0.50a 10.81±0.74 10.29±0.49 

 آپَپتَص اٍلیِ
(دسصذ)  

Early 
apoptosis 

(%) 

<0.05 <0.05 <0.05 18.15±0.46b 20.13±0.38a 17.72±0.50 18.25±0.40 

 آپَپتَص ثبًَیِ
(دسصذ)  

Late 
apoptosis 

(%) 

<0.05 <0.05 <0.05 53.89±0.93b 57.24±1.05a 54.17±1.00 54.72±1.04 

 ًکشٍص

(دسصذ)  

Necrosis 
(%) 

 
<0.05 

 
<0.05 

 
<0.05 

 
17.45±0.46a 

 
10.46±1.04b 

 
17.30±0.46 

 
16.74±1.01 

ؿوبس اػپشم 
(دسصذ) صًذُ  

Live (%) 
a,b داسی یدٌّذُ ػغص هؼٌ ًـبى یفضشٍف هتفبٍت دس ّش سد ( 05/0دس ػغص>P )ثبؿذ یه. 

a,bWithin each row, means without a common superscript differed (P<0/05). 

   



و همکارانی صونا زرگر... / مس و منگنس ،یزمان عناصر رو هم سازی‌مکمل ریتأث   

47 

 ثثثثِ ضؼثثثبع رٍة ٍ اًدوثثثبد عثثثی دس اػثثثپشم 
 فـثثبس ایدثثبد ثبػثث  کثثِ اػثثت، پشاکؼیذاػثثیَى لیپیثثذ

 Tvrdá) ؿَد هی ػلَل غـبی ثش یتَخْ قبثل هکبًیکی

 اػثتشع  ثب ػشهبیی ، ؿَکدسٍاقغ (.2013ٍ ّوکبساى، 

داسد.  استجثبط  فؼبل اکؼیظى ّبی گًَِ تَلیذ ٍ اکؼیذاتیَ

ِ  ثبلای غلظت هؼشض دس گشفتي قشاس فؼثبل   ّثبی  گًَث

پلاػثوب،   هیتَکٌثذسی،  غـبی دس اختلال ثبػ  اکؼیظى

ِ  هٌدش ؿَد کِ هی DNA ٍ کشٍهَصٍم ؿذى تکِ تکِ  ثث

خَاّثثذ ؿثثذ  اػثثپشم هبًثثذى صًثثذُ ٍخٌجثثبیی  کثثبّؾ

(Gadea  ٍ ،دس2011ّوکبساى .) ثثشای  ػثبدی،  ؿشایظ 
ِ  هخشة اثشات ػبصی خٌثی  ،فؼثبل اکؼثیظى   ّثبی  گًَث

 ػیؼثثتن تؼثثذادی داسای هٌثثی پلاػثثوبی ٍ اػثثپشم

اص  سا فؼبل اکؼثیظى  ّبی گًَِ کِّؼتٌذ  یتاکؼیذاً آًتی
 خلثثَگیشی داخثثل ػثثلَلی آػثثیت اص ٍ ذًثثثش هثثیثثثیي 

 ثثیي  تؼبدل ػذم .(2011ٍ ّوکبساى،  Gadea) ذکٌٌ هی
 فؼبلیثثثت ٍ فؼثثثبل اکؼثثثیظى ّثثثبی گًَثثثِ ضضثثثَس

 اػثپشم  اًدوبد آػیت اصلی دلیل اػپشم یتاکؼیذاً آًتی

 غـثبی  ،اػپشهبتَصٍویذّب خبف ػلَلی ػبختبس .اػت

 ٍ کن ػیتَپلاػن ،هیتَکٌذسی صیبد تؼذاد آى، پلاػوبیی

 دس سا ّثب  آى اػثپشم،  ػیتَپلاػثن  دس کن تاکؼیذاً آًتی
 Bollwein) کٌثذ  هی پزیش آػیت آصاد ّبی سادیکبل ثشاثش

 ،سٍی یتاکؼثثیذاً آًتثثیخثثَاف  (.2008ٍ ّوکثثبساى، 

لیت لیپیثذ  بٍ ثثش ػثی   کٌثذ  هیغـبّبی اػپشم سا تثجیت 

اص غـبّبی اػپشم هطبفظت  دِیًت دسٍ  گزاسد هی تأثیش
ثٌثثثثبثشایي، ػیؼثثثثتن ؛ (Sikka ،2001) کٌثثثثذ هثثثثی

تثب   دّثذ  هثی اخثبصُ   ّبتاکؼیذاً آًتیثِ  یتاکؼیذاً آًتی

بل فؼث  ّبی گًَِتَػظ  دبدؿذُیاپیًَذّبی کٍَالاًؼی 
خثثبًجی اػثثیذّبی زثثشة  ّثثبی صًدیثثشُاکؼثثیظى ثثثیي 

گفت کثِ   تَاى هی ،ثٌبثشایي؛ ذثـکٌ سالیپیذّبی غـبیی 

ثؼثثضایی دس ضفثثظ   تثثأثیش یتاکؼثثیذاً آًتثثیظشفیثثت 
ٍ ّوکثبساى   Towhidi) یکپبسزگی غـبی اػثپشم داسد 

اص عشیثق   تغـثب . هکول هغ ٍ سٍی ثب تثجیثت  (2013

 ّثثبی ٍاکثثٌؾاًثثذاختي  تثثأخیشدس ثثثِ  ّثثب آىتَاًثثبیی 
 ثخـثذ  هثی اػپشم سا ثْجَد  هبًی صًذُآصاد،  ّبی سادیکبل

(Cheah  ٍYang ،2011.)      ِثب تَخثِ ثثِ هغبلؼثبتی کث

اػثثپشم سا دس داخثثل ٍ خثثبسج اص فصثثل  ّثثبی ٍیظگثثی
ٍ ّوکثثبساى،  Zargari) اًثثذ کثثشدُاسصیثثبثی  تَلیثثذهثل

کثثِ  ؿثثذُ بىیثثث( 2022ٍ ّوکثثبساى،  Mahala ؛2016

ی ٍ تَلیثذهثل  ّثبی  ٍیظگثی  تَلیثذهثل فصثل  اص خبسج 

ٍ هغبثق ثب  گیشد هیقشاس  تأثیشخصَصیبت اػپشم تطت 

 رکثش  قبثثل  .یبثثذ  هثی کبّؾ  گشٍُ ؿبّذ دس ایي هغبلؼِ

ٍ  تَلیثذهثل ثب پبیبى فصل  صهبى ّن ضبضش هغبلؼِاػت 

اص اثتثذا تثب   اگشزثِ   ثثَد. ی تَلیثذهثل ؿشٍع فصل غیثش  

اػثپشم ٍ   ّثبی  ٍیظگثی تغییشی دس  ّیراًتْبی پظٍّؾ 

اهثب ًکتثِ    ،فلَػبیتَهتشی دس گشٍُ هکول هـبّذُ ًـذ
اص  ؿذى خبسجثب  ّب ٍیظگیایي اػت کِ ایي  تَخِ قبثل

ثثشخلاف   70سٍص تثب  28اص سٍص یؼٌثی   تَلیذهثلفصل 

  گفثت هکوثل   تَاى هیثٌبثشایي، ؛ ذضفظ ؿ ؿبّذگشٍُ 
 کیفثی  ّثبی  ٍیظگثی سٍی، هثغ ٍ هٌگٌثض   هؼذًی ضبٍی 

ٍ  تَلیذهثلخبسج اص فصل اػپشم سا  اص افثضایؾ   ضفثظ 
 ؿثذُ  یضیس ثشًبهِ هشگٍ فؼبل اکؼیظى  ّبی گًَِهقبدیش 

 .کٌذهیخلَگیشی  ػلَل

 
 گیری نتیجه

-ًتبیح ایي پظٍّؾ ًـبى داد کِ هکول کلی،عَسثِ 

-هثی سٍی، هغ ٍ هٌگٌثض   ًیبص کن ػٌبصش صهبى ّنػبصی 

ثؼثذ اص رٍة تثأثیشات    پثزیشی اػثپشم  تَاًذ ثش اًدوثبد 
ّبی فؼبل اکؼثیظى ٍ   ٍ هبًغ ایدبد گًَِ هفیذی ثگزاسد

ؿَد ٍ ّوسٌثیي، اص   ػلَل ؿذُ یضیس ثشًبهِثشٍص هشگ 
دس خثبسج اص فصثل   افت کیفیت اػپشم ثؼذ اص اًدوثبد  

 خلَگیشی ًوبیذ.تَلیذهثل 
 

 سپاسگساری

دکتثشی داًـثگبُ   ایي هقبلِ خضوی اص ًتثبیح سػثبلِ    

 تْشاى اػت کِ دس قبلت عثشش ًثَع ؿـثن ثثِ ؿثوبسُ     

اػثثثت.  ؿثثثذُ ٍاقثثثغ تیثثثهَسدضوب 49/6/7108017

هثثبلی ؿثثشکت  تیثثهَسدضوبایثثي پثثظٍّؾ  ،ّوسٌثثیي
آسیبًثب دس قبلثت عثشش     سٍآيفث تَػؼِ هکوثل صیؼثت   

ثثَدُ   400-8152696تطقیقبتی کثبسثشدی ثثِ ؿثوبسُ    

 اػت.



 1403، 1، شماره 12نذگان، دوره پژوهش در نشخوارکن

48 

 منابع

Alizadeh, K., Moslemipur, F., Bahri-Binabaj, F. & Mojtahedin, A. (2020). The effect of adding 

horsemint ethanol extract and cysteine into extender on fertility characteristic of frozen 

Baluchi ram semen after thawing. Journal of Ruminant Research, 8: 49-62. (In Persian). 

Arangasamy, A., Krishnaiah, M.V., Manohar, N., Selvaraju, S., Rani, G.P., Soren, N.M., 

Reddy, I.J. & Ravindra, J.P. (2018). Cryoprotective role of organic Zn and Cu 

supplementation in goats (Capra hircus) diet. Cryobiology, 81: 117-124. 

Bailey, J.L., Lessard, C., Jacques, J., Brèque, C., Dobrinski, I., Zeng, W. & Galantino-Homer, 

H.L. (2008). Cryopreservation of boar semen and its future importance to the industry. 

Theriogenology, 70: 1251-1259. 

Bilodeau, J.F., Chatterjee, S., Sirard, M.A. & Gagnon, C. (2000). Levels of antioxidant defenses 

are decreased in bovine spermatozoa after a cycle of freezing and thawing. Molecular 

Reproduction and Development: Incorporating Gamete Research, 55: 282-288. 

Bollwein, H., Fuchs, I. & Koess, C. (2008). Interrelationship between plasma membrane 

integrity, mitochondrial membrane potential and DNA fragmentation in cryopreserved 

bovine spermatozoa. Reproduction in Domestic Animals, 43: 189-195. 

. Cheah, Y. & Yang, W. (2011). Functions of essential nutrition for high quality 

spermatogenesis. Advances in Bioscience and Biotechnology, 2: 182-197.  

Chen, M.T., Cheng, G.W., Lin, C.C., Chen, B.H. & Huang, Y.L. (2006). Effects of acute 

manganese chloride exposure on lipid peroxidation and alteration of trace metals in rat brain. 

Biological Trace Element Research, 110: 163-177. 

Colás, C., Junquera, C., Pérez‐Pé, R., Cebrián‐Pérez, J.A. & Muiño‐Blanco, T. (2009). 

Ultrastructural study of the ability of seminal plasma proteins to protect ram spermatozoa 

against cold‐shock. Microscopy Research and Technique, 72: 566-572. 

Dance, A., Thundathil, J., Blondin, P. & Kastelic, J. (2016). Enhanced early-life nutrition of 

Holstein bull's increases sperm production potential without decreasing postpubertal semen 

quality. Theriogenology, 86: e682. 

Du Plessis, S. S., Makker, K., Desai, N. R. & Agarwal, A. (2008). Impact of oxidative stress on 

IVF. Expert Review of Obstetrics and Gynecology, 3: 539-554. 

El-Masry, K.A., Nasr, A.S. & Kamal, T.H. (1994). Influences of season and dietary 

supplementation with selenium and vitamin E or zinc on some blood constituents and semen 

quality of New Zealand White rabbit males. World Rabbit Science, 2: 79-86. 

Evans, G. & Maxwell, W.C.1987. Salamon’s artificial insemination of sheep and goats. 2th 

Edition, Butterworths.  

Fuse, H., Kazama, T., Ohta, S. & Fujiuchi, Y. (1999). Relationship between zinc concentrations 

in seminal plasma and various sperm parameters. International Urology and Nephrology, 31: 

401-8.  

Gadea, J., Molla, M., Selles, E., Marco, M.A., Garcia-Vazquez, F.A. & Gardon, J.C. (2011). 

Reduced glutathione content in human sperm is decreased after cryopreservation: Effect of 

the addition of reduced glutathione to the freezing and thawing extenders. Cryobiology, 62: 

40-46. 

Geary, T.W., Waterman, R.C., Van Emon, M.L., Ratzburg, C.R., Lake, S., Eik, B.A., 

Armstrong, D.R., Zezeski, A.L. & Heldt, J.S. (2021). Effect of supplemental trace minerals 

on standard and novel measures of bull fertility. Theriogenology, 172: 307-314. 

Gooneratne, S.R. & Christensen, D.A. (1997). Effect of chelating agents on the excretion of 

copper, zinc and iron in the bile and urine of sheep. The Veterinary Journal, 153: 171-178. 

Jeyendran, R.S., Van der Ven, H.H. & Zaneveld, L.J.D. (1992). The hypoosmotic swelling test: 

an update. Archives of Andrology, 29: 105-116. 

Kasimanickam, V., Kasimanickam, R., Arangasamy, A., Saberivand, A., Stevenson, J.S. & 
Kastelic, J.P. (2012). Association between mRNA abundance of functional sperm function 

proteins and fertility of Holstein bulls. Theriogenology, 78: 2007-2019. 



و همکارانی صونا زرگر... / مس و منگنس ،یزمان عناصر رو هم سازی‌مکمل ریتأث   

49 

Kendall, N.R., McMullen, S., Green, A. & Rodway, R.G. (2000). The effect of a zinc, cobalt 

and selenium soluble glass bolus on trace element status and semen quality of ram lambs. 

Animal Reproduction Science, 62: 277-283. 

Kumar, N., Dorfman, A. & Hahm, J.I. (2006). Ultrasensitive DNA sequence detection using 

nanoscale ZnO sensor arrays. Nanotechnology, 17: 2875. 

MacDonald, R.S. 2000. The role of zinc in growth and cell proliferation. The Journal of 

Nutrition, 130: 1500S-1508S. 

Magnus, Ø., Brekke, I., Åbyholm, T. & Purvis, K. (1990). Effects of manganese and other 

divalent cations on progressive motility of human sperm. Archives of Andrology, 24: 159-

166. 

Mahala, S.K., Bhalothia, S.K., Kumar, T., Mehta, J.S. & Bajia, A.K. (2022). Impact of the 

breeding and non-breeding seasons on the semen quality parameters in Magra ram. Journal 

of Pharmaceutical Innovation, 11: 2377-2380.  

Marzec-Wróblewska, U., Kamiński, P. & Łakota, P. (2012). Influence of chemical elements on 

mammalian spermatozoa. Folia Biologica, 58: 7-15. 

McCall, K.A., Huang, C.C. & Fierke, C.A. (2000). Zinc and health: current status and future 

directions. The Journal of Nutrition, 22: 1437-1446. 

Miloud, L. & Karima, B.R. 2015. Variations in semen characteristics rams of Ouled Djellal 

breed have received an important dietary supplement after regular and intensive collection. 

Asian Pacific Journal of Reproduction, 4: 13-16. 

National Research Council. (2007). Nutrient Requirements of Small Ruminants Sheep, Goats, 

Cervids, and New World Camelids. 7th edition. National Academy Press,Washington, DC, 

USA. 

Oosterhuis, G. J. E., Mulder, A. B., Kalsbeek-Batenburg, E., Lambalk, C. B., Schoemaker, J. & 
Vermes, I. (2000). Measuring apoptosis in human spermatozoa: a biological assay for semen 

quality? Fertility and Sterility, 74: 245-250. 

Rowe, M.P., Powell, J.G., Kegley, E.B., Lester, T.D. & Rorie, R.W. (2014). Effect of 

supplemental tracemineral source on bull semen quality. The Professional Animal Scientist, 

30: 68-73. 

Said, T.M., Gaglani, A. & Agarwal, A. (2010). Implication of apoptosis in sperm cryoinjury. 

Reproductive Biomedicine Online, 21: 456-462. 

Sangeeta, S., Arangasamy, A., Kulkarni, S. & Selvaraju, S. (2015). Role of amino acids as 

additives on sperm motility, plasma membrane integrity and lipid peroxidation levels at pre-

freeze and post-thawed ram semen. Animal Reproduction Science, 161: 82–88.  

SAS Institute Inc, (2002). SAS Users Guide: Statistics, Version 9.1 Edition. SAS, Inc.,Cary, 

NC, USA. 

Shehat, M.G. & Tigno-Aranjuez, J. (2019). Flow cytometric measurement of ROS production 

in macrophages in response to FcγR cross-linking. Journal of Visualized Experiments, 145: 

e59167. 

Sikka, S.C. (2001). Relative impact of oxidative stress on male reproductive function. Current 

Medicinal Chemistry, 8: 851-862. 

Tharwat, E.E. (1998). The use of zinc sulfate to improve semen characteristics and fertility of 

New Zealand white rabbit bucks during hot season. In Proceeding of the seventh conference 

of agricultural. 

Towhidi, A., Zeinoaldini, S., Ardebili, R., Dadashpour Davachi, N. & Nasiri, A.H. (2013). 

Combined n-3 Fatty Acids and Î±-Tocopherol Supplementation Improved the Ovine Sperm 

Cryosurvival. Iranian Journal of Biotechnology, 11: 238-243. 

Tvrdá, E., Sikeli, P., Lukáčová, J., Massányi, P. & Lukáč, N. (2021). Mineral nutrients and 

male fertility. Journal of Microbiology, Biotechnology and Food Sciences, 2021:1-14. 

Wilde, D. (2006). Influence of macro and micro minerals in the peri-parturient period on 

fertility in dairy cattle. Animal Reproduction Science, 96: 240-249. 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjx7Zvig77_AhUDVPEDHboCBQwQFnoECA0QAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fjournal%2F12247&usg=AOvVaw0lJkBCahQAmDBbe2VD8eNR
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjx7Zvig77_AhUDVPEDHboCBQwQFnoECA0QAQ&url=https%3A%2F%2Fwww.springer.com%2Fjournal%2F12247&usg=AOvVaw0lJkBCahQAmDBbe2VD8eNR
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi_0Imkhb7_AhUxRPEDHWHcArgQFnoECA8QAQ&url=https%3A%2F%2Ffb.cuni.cz%2F&usg=AOvVaw0-RDoIgY7LrLRxQLdeZRZH
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjI69nYhL7_AhXERvEDHVsoDs8QFnoECA8QAQ&url=https%3A%2F%2Fjn.nutrition.org%2F&usg=AOvVaw0_RYMKBu8DudasYYDj2rFc


 1403، 1، شماره 12نذگان، دوره پژوهش در نشخوارکن

50 

Wong, W.Y., Flik, G., Groenen, P.M., Swinkels, D.W., Thomas, C.M., Copius-Peereboom, 

J.H., Merkus, H.M. & Steegers-Theunissen, R.P. (2001). The impact of calcium, 

magnesium, zinc, and copper in blood and seminal plasma on semen parameters in men. 

Reproductive Toxicology, 15: 131-136. 

Zargari, S., Masoumi, R., Rostami, B., Nejatbakhsh, R. & Eskandari-Nasab, M.P. (2016). 

Morphological and biochemical characteristics of Afshari and Afshari× Booroola Merino 

cross bred rams (cross-continental cross breeding) semen before and after cryopreservation. 

Small Ruminant Research, 139: 26-29. 

 

 


