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 مولدین مورفوهیستولوژی گناد درو  بررسی رسیدگی جنسی

 تحت تأثیر پروبیوتیک Danio rerio  ماهی زبرا 
 Lactobacillus plantarum  
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    1931تاریخ پذیرش: آبان                                                 1931مرداد   تاریخ دریافت: 

 چکیده
بررسی این تحقیق به  ،(Danio rerioماهی زبرا )های تولیدمثلی   شاخصبر  ها  ور افزایش شناخت اثرات پروبیوتیکبه منظ

ماهی زبرا در رسیدگی جنسی روند تکامل گناد و  بر Lactobacillus plantarumبیوتیک پروسطوح متفاوت یرات تأث
به ( پروبیوتیک %3 و %5/1%، 5/7%، 7های آزمایشی )  با جیرهدر چهار تیمار ماهی زبرا  027تعداد ،بدین منظورپرداخته است. 

بالاترین میزان هماوری مطلق در تیمار  ،های تولیدمثلی در این گونه  گیری شاخص  براساس اندازهروز تغذیه شدند.  07مدت 
و نیز تیمار  تیمار شاهد نسبت به را داری  تفاوت معنی دارایاین میزان که مشاهده شد  پروبیوتیک %3 جیره حاوی تغذیه شده با

ترین میزان هماوری را نسبت   مبنای شاخص هماوری نسبی، تیمار شاهد پایین     برپروبیوتیک بود.  %5/7تغذیه شده با جیره حاوی 
ه بالاترین میزان شاخص گنادی های حاصل از شاخص گنادوسوماتیک در بین تیمارها نشان دهند  دادهبه سایر تیمارها نشان داد. 

شاهد و تیمار تغذیه شده با جیره  نسبت به تیمارنسبت به سایر تیمارها بود که  پروبیوتیک %3در تیمار تغذیه شده با جیره حاوی 
. ن ندادداری نشا  تفاوت معنی% پروبیوتیک 5/1تغذیه شده با جیره حاوی دار بود اما نسبت به تیمار   معنی پروبیوتیک %5/7حاوی 

 هایدر تیمار جنسیو رسیدگی کامل گنادها تکامل    ماده نشان دهندهنر و    گناد در جنس های هیستولوژیک  بررسی همچنین
پروبیوتیک استفاده از ه کباشد   دهنده این امر می تحقیق حاضر نشان .بود% پروبیوتیک 5/1و  %3 سطوح تغذیه شده با

Lactobacillus plantarum  در مولدین  های تولیدمثلی و تکامل گنادی  درصد بهترین تأثیرگذاری را بر شاخص 3در سطح
  .داردماهی زبرا 

 

 پروبیوتیک، لاکتوباسیلوس پلانتاروم، هماوری، شاخص گنادوسوماتیک، ماهی زبرا کلیدی: لغات
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 مقدمه
پروری جایگاهی درخور توجه   فرآیند تولیدمثل در صنعت آبزی

قابل  توجه به عملکرد تولیدمثلی متغیر و غیربا  کهدارد 
همواره به عنوان یک های پرورشی   بینی بسیاری از گونه  پیش

تحقیقات  باشد.  میدر این صنعت مطرح کننده   عامل محدود
تأثیرگذار بر فرآیند تولیدمثل در  لعوامرابطه با بسیاری در 

متعددی در امر تولیدمثل دخیل  عواملآبزیان انجام شده است. 
به عنوان یک عامل  ،توان به تغذیه  باشند که از آن بین می  می
با توجه به تحقیقات صورت گرفته و تأثیرگذار اشاره کرد.  ممه

تغذیه بر  دریافت که بوضوحتوان   در رابطه با تغذیه مولدین می
رسیدن به سایز مورد  ی مراحل تولیدمثلی تأثیرگذار است.تمام

به بلوغ و  معمولاًکه  ز به منظور شروع فرآیند تولیدمثلنیا
انرژی قابل میزان در ارتباط نزدیک با  ،گامتوژنز اشاره دارد

تغذیه  ،بنابراین باشد.  دسترس در هر دو جنس نر و ماده می
فرآیندهای مختلف تولیدمثلی،  طور مستقیم بره مولدین ب

 گذارد  کیفیت تخمک و متعاقباً لاروهای حاصل تأثیر می
(Tveiten et al., 2004; Schulz et al., 2005).  استفاده از

ین به منظور تأمین نیازهای ها در جیره غذایی مولد  مکمل
مورد توجه همواره  ها  و نیز مقاومت در برابر بیماریای   تغذیه

ای از ترکیبات را   ستردههای غذایی طیف گ  مکمل .بوده است
های مخصوص بخود   ویژگیدارای  یک گیرند که هر  دربرمی

 هاهای غذایی که تأثیرات سودمند آن  باشند. از جمله مکمل  یم
پروری مشاهده شده   ر صنایع مختلف از جمله صنعت آبزید

. ندها هست  های غذایی میکروبی یا پروبیوتیک  مکمل ،است
صورت گرفته در این خصوص عمدتاً  های و آزمایشتحقیقات 

ها بر   ن اثرات و مکانیسم اثر پروبیوتیکمتمرکز بر تعیی

 Hernandez et al., 2010; Rahiman et) های رشد  شاخص

al., 2010; Lin et al., 2012)ها  ، مهار پاتوژن (Abdullah et 

al., 2011; Moreira et al., 2011; Zhang et al., 2012)  و
 ,.Varela et al., 2010; Tapia et al)کنترل استرس نیز 

ها در جیره غذایی مولدین   حضور پروبیوتیک. بوده است( 2012
میکروبی روده شده و از طریق جمعیت بازسازی و توازن  سبب

ها و تولید   دسترس، ویتامینافزایش مواد معدنی در 
بر تولیدمثل ماهیان تأثیر ها   یتگوارشی مهم و متابول  های  آنزیم

های   باکتری. (Holzapfel et al., 1998)د گذار  می
 وداران   ( بخش بزرگی از میکروبیوتای مهرهLAB)لاکتیک   سیدا

( 0030و  0030)  Gioacchiniو  دنده  را تشکیل میماهیان 
گزارش  (D. rerioتولیدمثل ماهی زبرا ) بر را اثرات مفید آنها

های هیستولوژیک انجام   بر اساس بررسیدر این مطالعات . کردند

کننده   به نقش تحریک( D. rerioشده بر تخمدان ماهی زبرا )
Lactobacillus rhamnosus  بلوغجنسی و   رسیدگیبر   

 یانتخاب باکتریایی   سویهگونه تأکید شده است.   کولی در اینفولی
گرم مثبت، یک باکتری ، (L. plantarum) در این تحقیق

اسپورزا، غیرمتحرک و تولیدکننده    هتروفرمنتاتیو، غیر
 سببعنوان مکمل غذایی که استفاده از آن به  بوداسیدلاکتیک 

ایمنی، افزایش رشد و نیز افزایش مقاومت نسبت به بیماری  ءالقا
 ;Son et al., 2009ر چندین گونه از ماهیان شده است )د

Giri et al., 2013; Dawood et al., 2015.)  در مقایسه با
( چرخه D. rerioماهی زبرا ) ،های پرورشی  بسیاری از گونه

خود و پس از طی سه ماه از شروع حیات  داردندگی کوتاهی ز
از لحاظ ( D. rerio). ماهی زبرا باشد  قادر به تولیدمثل می

ها   ( و فولیکولAsynchronousمثلی غیرهمزمان است )  تولید
شوند   در تخمدان مشاهده می ،تکامللف مختدر مراحل 

(Clelland and Peng, 2009.) عمدتاً در طبیعت این ماهی 
( تولیدمثل ماه آگوستچندین مرتبه در فصل تخمریزی )

ماهیان در تمام طول سال  ،اما در شرایط آزمایشگاهی ،نماید  می
با  .(Clelland and Peng, 2009)باشند   ریزی میقادر به تخم

ی تولیدمثلت توجه به اختلالاو نیز با  مذکوربه موارد توجه 
، در این های ارزشمند اقتصادی در شرایط اسارت  گونهموجود در 

به منظور به عنوان یک گونه مدل ( D. rerioتحقیق ماهی زبرا )
( بر L. plantarumلاکتوباسیلوس پلانتاروم )بررسی تأثیرات 

 رد استفاده قرار گرفت. مودر ماهیان توسعه گنادی و تولیدمثل 
 

 ها  مواد و روش
 ماهی و شرایط آزمایشگاهی 

با ( D. rerioماهی زبرا )این تحقیق از پیش مولدین برای انجام 
و      تکثیرمزرعه خصوصی از زبرا  ماهیان. تفاده شداسروز  00سن

اتیلنی   های پلی  با استفاده از کیسهپرورش ماهیان زینتی تهیه و 
و  0به  3اهی، حاوی آب و اکسیژن با نسبت مخصوص حمل م

پروری   به آزمایشگاه آبزیهای مجزا   بندی شده در محفظه  عایق
عفونی و   درصد( ضد 1سپس با محلول آب نمک )منتقل شدند. 

روز جهت سازگاری با شرایط آزمایشگاهی قرنطینه  31به مدت 
نظور به مجنس نر و ماده از گذراندن دوره سازگاری  پس شدند.

از  های مورفولوژیک  جلوگیری از تخمریزی، با توجه به ویژگی
جنس نر این گونه معمولاً کوچکتر بوده و شدند.  یکدیگر جدا

طلایی دارد اما جنس ماده دارای  -بدن باریکتر با نوارهای آبی
 –به رنگ آبی  تر بوده و نوارهای بدن در آن  جثه بزرگتر و پهن

 000تعداد (.Parichy et al., 2009) شود  میای مشاهده   نقره
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و طول گرم  081/0±031/0با میانگین وزن نر و ماده  ماهی
 1در قالب تصادفی کاملاً به طور متر،   سانتی 300/0±000/0
 10مخزن با حجم  01بین ( و در ماهی در هر مخزن 10) تیمار
ثابت همواره  شرایط پرورش توزیع شدند.به صورت مجزا لیتر 

و به  درصد 00هوادهی مداوم و تعویض آب به میزان بوده و 
 عوامل در طول دوره پرورشصورت روزانه انجام پذیرفت. 

به و اکسیژن محلول  pHی آب شامل دما، یفیزیکی و شیمیا
، 1/0 ±1/0، 1/00±1/0به میزان گیری و  صورت روزانه اندازه

در طول  (.3لبه صورت ثابت حفظ شدند )جدو 11/0 10/0±
 ,BioMarبا جیره غذایی پایه ) ماهیان ،سازگاریدوره 

France و پس از طی این دوره هر یک ( 0)جدول( تغذیه شدند
با جیره حاوی سطوح تحت تغذیه روز  10ارها به مدت از تیم

%( پروبیوتیک لاکتوباسیلوس 1، %1/3، %1/0، 0متفاوت )
 (.1)جدول ( قرار گرفتندL. plantarum)پلانتاروم 

 
ش رشیمیایی آب در طول دوره پرو وی امل فیزیک: عو1جدول

 (Danio rerioماهی زبرا )
Rearing. Table 1: Physicochemical Factors of Water 

During the culture period Danio rerio 
مقادیر ثبت شده در طول  شیمیایی وی عوامل فیزیک

 دوره آزمایش

 1/00±1/0 گراد( )درجه سانتی دما

pH 1/0± 1/0 

 10/0± 11/0 (mg/L)  اکسیژن محلول

 mg/L 00/0±  301/0))  نیتریت

 mg/L 1/0±0/30)دی اکسید کربن )

 100/1± 111/301 (ppm) سختی کل

 

( ماهی زبرا BioMar, France: ترکیبات جیره پایه )2جدول

(Danio rerioبر )اساس درصد وزن تر 
 Table 2: Zebra fish (Danio rerio) Basic dietary 

compounds (BioMar, France) based on fresh weight 

percentage 
 ترکیبات جیره % مقادیر

 پروتئین 11

 کربوهیدرات 03

 چربی 30

 خاکستر 8

 رطوبت 1

 
 

 سویه باکتریایی
مورد استفاده در این  (L. plantarum)لاکتوباسیلوس پلانتاروم 

 IBRC-Mی ایران )ملی ذخایر ژنتیکی و زیستتحقیق، از مرکز 

لیوفیلیزه تهیه و کشت اولیه آن در محیط به صورت ( 10817
در دمای  MRS (Man, Rogosa and Sharpe)اختصاصی 

از  بعدشد. انجام  ساعت 01راد و به مدت گ درجه سانتی 00
اده از خصوصیات مورفولوژیک و رشد ابتدا تأیید باکتری با استف

% 31زمان استفاده در حضور های بیوشیمیایی انجام و تا   تست
(vol/volگلیسرول در د )گراد نگهداری درجه سانتی -80یما 

 (.Perez-Sanchez et al., 2011) شد
 

 جیره آزمایشی
ت به مد MRSباکتری نگهداری شده در فریزر در محیط کشت 

گراد و در انکوباتور  درجه سانتی 00ساعت در دمای  01
 31ت به مد ،رشدل حصودار کشت داده شد. پس از شیکر

سانتریفیوژ  g0100با دور  گراد درجه سانتی 1دقیقه و در دمای 
سه مرتبه با سرم فیزیولوژی استریل  شده و رسوب حاصل

شستشو داده شد. در نهایت رسوب حاصل در سرم فیزیولوژی 
ظور رآمده و به مناستریل به صورت سوسپانسیون د

10)ها   کردن تعداد باکتری  استاندارد
8
colony-forming units 

(CFU)/ml  ) با نانومتر  000در طول موج  01/0میزان جذب
 Balcazar et)ز دستگاه اسپکتروفوتومتر ارزیابی شد استفاده ا

al., 2006.) یهاآزمایشی تیماری   سازی جیره  آماده جهت T2 ،
T3 و T4  از باکتری  %1و  %1/3، %1/0 سطح افزایشیسه

ژلاتین  محلول ( باL. plantarum)وم لاکتوباسیلوس پلانتار
( BioMar, France) جیره پایهبه سپس مخلوط و  (1%)

تنها از طریق  T1جیره آزمایشی تیمار همچنین  .گردید اسپری
( BioMar, France) به جیره پایه (%1)ژلاتین  محلول اسپری

به صورت روزانه به  ماهیانتا انتهای دوره آزمایش آماده شد. 
  شدند.د وزن خود و در سه نوبت تغذیه رصد 1میزان 

 
 ها  آوری نمونهجمع

مولدین از برداری   نمونهروز از انجام آزمایش  10پس از طی
هر  ءازاماهی به  1 تعداد صورت گرفت. (D. rerio)ماهی زبرا 

در تانک حاوی عصاره گل میخک با به منظور بیهوشی تیمار 
 ندقرار گرفتور   غوطهبه صورت  دقیقه 0به مدت  ppm300  دوز

(Grush et al., 2004.)  3/0طول کل با دقت سپس 
ن گناد با دقت گرم و وز 03/0وزن کل با دقت متر،   سانتی
  گیری شد.  اندازهدر آنها گرم  0003/0
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پلانتاروم ( پس از تغذیه با سطوح متفاوت لاکتوباسیلوس Danio rerioهای تولیدمثلی در مولدین ماهی زبرا ): شاخص3جدول

(Lactobacillus plantarum به مدت )روز 04 
Table 3: Reproductive indices in Danio rerio brooders after feeding with different levels of Lactobacillus plantarum for 

40 days 
شاخص   

 گنادوسوماتیک

 هماوری مطلق هماوری نسبی

 

لاکتوباسیلوس 

 پلانتاروم %

 تیمارها

   031/0±110/0 a 100/31±180/3011 a 188/11±000/010 a 0/0 T1 

  300/0±001/0 b 880/0±100/3030 b   830/00±000/030 b 1/0 T2 

  011/0±101/1 c 800/30±131/3080 c 000/3±000/ 080  c 1/3 T3 

  000/0± 100/1 c 103/33± 000/3830 c 013/1±111/ 000 c   0/1 T4 

 (>01/0pباشد )دار از لحاظ آماری میاند. حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنیبیان شده mean±SDداده ها به صورت 
Data are expressed as mean ± SD. The different letters represent a statistically significant difference (p<0.05) 

 
و نیز مشخص نمودن زمان اوج وری همابه منظور ارزیابی 

استریل  تحت شرایطماده مولدین ی از تخمدان تخمریز
ها در محلول   و سپس تخمدان گرفتبرداری صورت   نمونه

 Holden and Raitt, 1974; Smalasد )گیلسون قرار گرفتن

et al., 2016;.) تولوژیک از گناد نر و برای انجام مطالعات هیس
 ساعت در 01برداری صورت گرفت و گنادها به مدت   ماده نمونه
درصد  00درصد قرار گرفتند و سپس به الکل  30فرمالین 

های گناد آبگیری، شفاف سازی، پارافینه،   نمونهمنتقل گردیدند. 
مراحل آبگیری با استفاده آمیزی شدند.    ، برش و رنگگیری  قالب

% و در نهایت با الکل بوتیلیک به مدت 300، 01، 00از الکل 
ن ها با استفاده از تولوئ  ونهساعت انجام شد. شفاف سازی نم 30

عت نگهداری در داخل پارافین سا 0ها پس از     انجام شد. نمونه
گیری   گراد قالبدرجه سانتی 00داخل آون با دمای مایع در

 1ده مقاطع شدند. سپس با استفاده از میکروتوم از گناد نر و ما
mµ سیلنهماتوک های تهیه شده با روش  تهیه شد. برش- 

ین میکروسکوپ مجهز به دورب باآمیزی و   ( رنگH&E) ائوزین
 Drury andشدند ) تصویربرداریعکاسی بررسی و 

Wallington, 1980.)  مراحل باروری در مولدین نر و ماده به
ای   کلید پنج مرحلهروش میکروسکوپی و بر مبنای 

(Grandcourt et al., 2004)  .بررسی شد 
 

 یمثل  تولیدهای   شاخص
موجود در هر تانک  تمام ماهیان آزمایش   و پایان دورهدا در ابت

و  ppm 300با دوز پس از بیهوشی از طریق عصاره گل میخک 

صورت مجزا وزن به ( Grush et al., 2004دقیقه ) 0به مدت 
 ی مطلق، هماوری نسبی و شاخص گنادوسوماتیکهماور. شدند

 ین شدندتعی ذیلهای   تیمار با استفاده از فرمولبرای هر 
(Biswas, 1993): 

GSI = (GW/TW)×100  

AF= (n×G)/g 

RF= AF/TW 

GSI=  ،شاخص گنادیGW=  ،وزن گنادTW=  ،وزن کلAF= 
 =Gها،   میانگین تعداد تخمک در زیر نمونه= nهم آوری مطلق، 

 .هماوری نسبی =RFوزن زیر نمونه و  =gوزن تخمدان، 
 

 آماری  تجزیه و تحلیل
های آماری در این تحقیق نرم   رسیبرانجام به منظور 

های آماری به   داده گرفت و  مورد استفاده قرار  SPSS 23افزار
نرمال بودن . ندارائه گردید انحراف از معیار ± صورت میانگین

و نیز شاخص هماوری نسبی  ،هماوری مطلق ی حاصل ازها  داده
 Kolmogorov-Smirnovگنادوسوماتیک با استفاده از آزمون 

نتایج، آزمون آنالیز  رسی شدند و پس از تأیید نرمال بودنبر
ور بررسی ( به منظOne-Way ANOVAطرفه )   واریانس یک

(. Pham et al., 2010) اختلافات انجام شددار بودن   معنی
ها   دار بین گروه  جهت تعیین اختلاف معنیتست توکی سپس 

 نا( بی≥01/0p) %01اجرا و نتایج بدست آمده با سطح اطمینان 
  (.Avella et al., 2012) گردید

 
 نتایج

 .Lلاکتوباسیلوس پلانتاروم )پروبیوتیک  اثرات ارزیابی منظور   هب

plantarumبر میزان هماوری در مولدین ماهی زبرا ) (D. 

rerio )موجود در تخمدان مورد سنجش قرار  های  تعداد تخمک
ماهی ماده  30در نسبی هماوری  نیز هماوری مطلق وگرفت. 
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هماوری مطلق میزان بالاترین بر این اساس بالغ محاسبه گردید. 
این میزان ( مشاهده شد که 013/1±111/ 000) T4 در تیمار

( بیشتر >01/ 0p) T2و  T1تیمار  نسبت بهداری   به طور معنی
 T1ترین میزان هماوری مطلق در تیمار   پایینهمچنین . بود

   . نتایج حاصل از محاسبهمشاهده شد( 188/11±000/010)
در میزان هماوری نسبی  بالاترین   هماوری نسبی نشان دهنده

تفاوت این میزان بود که  T4 (103/33± 000/3830)تیمار 
نشان داد. بر مبنای  T2 (01/ 0p< )و  T1داری را با تیمار   معنی

ترین میزان   ( پایین100/31±180/3011) T1این شاخص تیمار 
 .(>0p /01)سبی را نسبت به سایر تیمارها نشان داد ن   هماوری

های حاصل از شاخص گنادوسوماتیک در   هتجزیه و تحلیل داد
در بالاترین میزان شاخص گنادی    بین تیمارها نشان دهنده

این  تیمارها بود کهبه سایر  نسبتT4(000/0±100/1 ) تیمار 
دار   معنی T2 (01/ 0p<)و  T1نسبت به تیمارهای تفاوت  میزان

داری   تفاوت معنیT3 (011/0±101/1 )بود اما نسبت به تیمار 
تأثیر پروبیوتیک    ها نشان دهنده  این داده .(>0p /01)نشان نداد 

 نیز بر بهبود و (L. plantarum)لاکتوباسیلوس پلانتاروم 
(D. rerio)ماهی زبرا ماده در مولدین مثل   افزایش کارایی تولید

 (.1ولباشد )جد  می
ماهی زبرا  شناسی گناد در مولدین نر و ماده    های بافت    بررسی

(D. rerio ) ی رسیدگی جنسی در   چهار مرحلهنشان دهنده
ماهی نر با  30گنادهای جنسی بود. بدین منظور بین تیمارها

ماهی ماده بالغ با  30( و نیز 138/0±011/0میانگین وزن )
های   بررسیی شدند. ( بررس110/0±083/0میانگین وزن )

تغییرات و ی   وپی گناد در جنس ماده نشان دهندهمیکروسک
ی جنسی در تیمارهای مختلف بود تفاوت بارز در میزان رسیدگ

 T4و  T3مراحل رسیدگی جنسی بالاتر در تیمارهای طوریکه ب
 T1تیمار  همچنین نسبت بهشاهد و  نسبت به تیمار( 3)شکل
به طور غالب تخمدان  ،T1 در تیمار( مشاهده شد. 3)شکل

تخم به    های نگهدارنده  های نابالغ بود که در لایه  حاوی اووسیت
ی مشاهده شدند. اشکال کروی، بیضوی یا چند ضلع

ادی که بخش زی ندی بزرگ بود  حاوی هسته های نابالغ  اووسیت
بزرگ را مقدار    و اطراف این هسته گرفتهاز اووسیت را در بر

 (. همچنین3)شکل احاطه نموده است سیتوپلاسمکمی 
پیش و به همین دلیل این مرحله  بود سیتوپلاسم فاقد زرده

 Stageنابالغ )   ( یا مرحلهPrevitellogenesisسازی )  زرده

I:Immatureشود.  ( نامیده می 
 

 
های جرمیک : سلولI ،PG: مرحله T1 (Aیمارهای جنسی در ت( در مراحل مختلف رسیدگیDanio rerio: میکروگراف بافت تخمدان ماهی زبرا )1شکل

های اواسط : اووسیتIII ،MV: مرحله T3  (C،×(04سازی، بزرگنماییهای مرحله پیش از زردهاووسیتII ، :PV: مرحله B) T2(، ×04اولیه، بزرگنمایی

 ×(0گنمایی های تکامل یافته، بزر: اووسیتIV ،FG: مرحله D) T4و ×( 0سازی، بزرگنمایی مرحله زرده
Figure 1: ovarian  micrograph of zebrafish (Danio rerio) at different stages of sexual maturation in T1 (A: stage I, PG: 

primary germ cells, x40  magnification), T2 (B: stage II, PV: pre vitellogenic oocytes, x40 magnification), T3 (C: stage III, 

MV: mid vitellogenic oocytes, x4 magnification) and T4 (D: stage IV, FG: full grown oocytes, x4 magnification) treatments  
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ی   های مرحله  دارای اووسیتبه طور غالب تخمدان  ،T2در تیمار 
ای مرحله پیش هستکی در ه  هستک و اووسیت -کروماتین

ه بیشتر به شکل چندضلعی دیده کود های مختلف ب  اندازه
   در این مرحله رشد کرده و هستهها   یت. اووس(3)شکل شدند  می

اندازه  هسته و   اندازهشد.   می مشاهده هابزرگتر تقریباً در مرکز آن
ش یافته بود و به طور قبل افزای   سیتوپلاسم نسبت به مرحله

 Stage)ای بزرگتر و در حال بلوغ و توسعه ه  اووسیت ،کلی

II:Early developing )های موجود در   یت اووسیتغالب
ها   اووسیت T3در تیمار . تشکیل دادند T2در تیمار  تخمدان را

های زرده که   گرانول. (3)شکل بیضوی بودند کروی شکل یا غالباً
ها   در این مرحله در اووسیت ،زی هستندسا  آغاز زرده   نشانه

ند. شو  یهای زرده م  زین وزیکولیج جایگمشاهده شدند که بتدر
اطراف در های زرده در یک یا دو ردیف   همچنین ازدیاد وزیکول

 T3های تخمدان در تیمار   غالب اووسیت هسته مشاهده شد.
. در تیمار ( رسیدگی جنسی را نشان دادندStage IIIمرحله )

T4  ی ویتلوژنیک در ها  اووسیتتخمدان به طور غالب حاوی
علت    ها به  اووسیتاغلب گیری بود. قطر   ف زردهمراحل مختل

های فولیکولی   و سلول سازی افزایش یافته بود  آبگیری و نیز زرده
این موارد . (3)شکل فاصله گرفته بودند     از اووسیت اطراف آن

باشد  ها و رسیدگی کامل تخمدان می  بیانگر تکامل اووسیت

(Ripe Stage IV: ) در تخمدان  های موجود  غالبیت اووسیتکه
ها به   این روند تخمک   با ادامهتشکیل دادند.  T4را در تیمار 

 شوند.   داخل لومن تخمدانی رها می
 ،(D. rerioنر ماهی زبرا )گناد سکوپی های میکرو  بررسی

را در میان تیمارهای  تغییرات در میزان رسیدگی جنسی
 T4و  T3ارهای رسیدگی در تیم که این میزان مختلف نشان داد

بیضه  T1در تیمار (. 0تیمار شاهد بالاتر بود )شکل در مقایسه با
های اولیه و ثانویه بود و در   حاوی اسپرماتوسیتبه طور غالب 

بیضه اسپرماتید مشاهده شد. های  بعضی از لوبول
های اولیه کوچکتر و   های ثانویه از اسپرماتوسیت  اسپرماتوسیت

. بیشتر حفرات بیضه شامل اسپرماتوسیت ثانویه باشند  تر می     تیره
های   اسپرماتوزوئید نیز در لوبول تید بود و میزان کمیو اسپرما

، T2در تیمار  .(Stage II) مشاهده شد بر  بیضه و مجرای اسپرم
 ضه افزایشهای بی  یدها و اسپرماتوزوئیدها در لوبولتعداد اسپرمات

 ندکاهش نشان داد ،ثانویههای اولیه و   و میزان اسپرماتوسیت
(Stage III .)های در تیمار T3 وT4 ضوح در اسپرماتوزوئیدها بو

حجم همچنین بر مشاهده شدند.   حفرات بیضه و مجرای اسپرم
در رسیدگی جنسی کامل و  م نسبت به بافت پیوندیاسپربالاتر 

  (.Stage IV)مشاهده شد این تیمارها 
 

 

 
 II، :SG: مرحله T1 (A( در مراحل مختلف رسیدگی جنسی در تیمارهای Danio rerioماهی زبرا ) : میکروگراف بافت بیضه2شکل 

 T4و ×( 0اسپرماتید، بزرگنمایی  IV ،:ST: مرحله C)  T3،×(04: اسپرماتوسیت، بزرگنماییIII ،SC: مرحله B) T2، ×(04اسپرماتوگونی، بزرگنمایی

(D مرحله : IV ،SZ 0یی :اسپرماتوزوئید، بزرگنما)× 
Figure 2: Testis micrograph of Zebrafish (Danio rerio) at different stages of sexual maturation in T1 (A: stage II,: SG 

spermatogonia, x40 magnification), T2 (B: stage III, SC: spermatocytes, x40 magnification), T3 (C: Stage IV: ST spermatid, 

x4 magnification) and T4 (D: stage IV, SZ: spermatozoid, x4 magnification) treatments 
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 بحث
آنها  .کنند  سیاری را تولید و ترشح میها مواد ب  لاکتوباسیلوس

لیپیدی،  ءگیرند که به غشا ممکن است در گروه موادی قرار
به محیط خارج سلولی سلولی ملحق یا  ء    سلولی یا غشا دیواره

(. در مطالعات ترنس Lebeer et al., 2008)آزاد شوند 
های   تئینترشح تعداد زیادی از پرو ،کریپتومیک و پروتئومیک

در ها   است که این مولکول کردهها تأیید   لاکتوباسیلوس راجدید 
 ;Yan et al., 2007یکپارچگی مخاط ) :سطوح مختلف از قبیل

Seth and Yan., 2008ک (، تعاملات متابولی(Marco et al., 

2006; Semova et al., 2012 رشد سلول ،)(Schlee et al., 

گذارند   میثیر تأبر ارگانیزم میزبان  ( و تولیدمثل 2008
(Gioacchini et al., 2010a,b,c; Giorgini et al., 2010; 

Gioacchini et al., 2011; Gioacchini et al., 2012; 

Gioacchini et al., 2013 .)مثل در ماهیان تحت تأثیر   لیدتو
متعددی از قبیل ذخایر انرژی بدن بوده و نسبت به  عوامل

طه با وابستگی مواد در رابتغییرات متابولیک حساس است. 
ن است که وقوع فرآیند یمثل آنچه مهم است ا    مغذی و تولید

با دسترسی ، همزمان فرآیندو در واقع آغاز این  مثل  تولید
 باشد تا این فرآیند بدرستی انجام  د مغذی میمناسب به موا

 ,.Scaramuzzi et al)تضمین گردد  ینسل بعد ءپذیرد و بقا

مغذی    مواد ،روبیوتیک ایجاد شده در رودههای پ  باکتری(. 2006
ا از طریق سنتز مواد مغذی ضروری از قبیل نیاز مولدین ر   مورد

آمیلاز، پروتئاز و  یها  آنزیم نیز واسیدهای چرب ها،   پروتئین
 (Irianto and Austin., 2002).دهند   افزایش می لیپاز

ها و اسیدهای چرب از جمله ترکیبات اصلی تشکیل   پروتئین
باشند که توسعه تکاملی تخمک و نیز افزایش   دهنده زرده می

ها در   حضور پروبیوتیک ،سازی را بدنبال دارند. بنابراین زرده
از طریق تولید ترکیباتی از قبیل  مولدینغذایی    جیره

د بر بهبو Bهای گروه   و نیز ویتامین اسیدهای چرب ،ها  پروتئین
های   گذارد و تعداد فولیکول  تأثیر میمولدین جنسی   رسیدگی

شاخص گنادوسوماتیک را بهبود  یک و همچنینویتلوژن
های اووله شده   ش تعداد تخمافزای سببنهایت بخشد که در   می
نشان داد که افزودن  حاضر بررسینتایج حاصل از د. شو  می

نحو مطلوبی بر غذایی به      ( به جیرهL. plantarum)پروبیوتیک 
( D. rerioماهی زبرا )مولدین  یلیدمثلتوهای   و شاخصکارایی 

تغذیه شده با  که در مولدین مادهبطوری گذارد  تأثیر می
داری در   و معنیافزایش بارز  ،(L. plantarum)پروبیوتیک 

مطلق، هماوری نسبی و نیز    میزان هماوری
 اهد مشاهده شد.نسبت به تیمار شگنادوسوماتیک   شاخص

مشارکت ( 0033و همکاران )  Gioacchiniهمچنین
د فولیکولی همراه با افزایش در تقویت فاز رشرا ها   پروبیوتیک

و طی مطالعات  کردند گنادوسوماتیک تأیید  شاخص
در  های ویتلوژنیک  تخمدان، افزایش فولیکول ژیکتولوهیس

 مشاهده شد با پروبیوتیکتخمدان ماهیان تحت تیمار 
(Gioacchini et al., 2010a; Gioacchini et al., 2011) .

هماوری نیز بر اووژنز و از طریق آن ها   مکانیسمی که پروبیوتیک
های   . مکانیسمباشد  می عاملشامل چندین  گذارند  تأثیر می

مئوستازی انرژی ارتباط بین هوبرقراری مسئول  ینورواندوکراین
های   ها و هورموننوروپپتایداز طریق  و هماوری هستند و

ف در سطوح مختلایجاد تعامل و هماهنگی  سببمتابولیک 
 به عنوان (HPG)گناد -هیپوفیز-محور هیپوتالاموس

-Fernandez)شوند   مییند تولیدمثل فرآ   کننده  کنترل

Fernandez et al., 2006; Castellano et al., 2009; 

Kitahashi et al., 2009; Zohar et al., 2010 .) وضعیت و
از طریق جمله ماهیان    ازها   موجود در ارگانیسمسطح انرژی 

، لپتین و نیز Kiss1 ،Kiss2های نوروپپتیدی از قبیل  هورمون
( تأثیر HPGمثل )    لیدبر محور توهای متابولیک محیطی   سیگنال

 ;Fernandez-Fernandez et al., 2006)گذارد   می

Carnevali et al., 2009; Castellano et al., 2009; 

Kitahashi et al., 2009.) از طریق ها   ارگانیسم ،واقع         در
با  و کردهکنترل دسترسی به انرژی را  ،لپتین متفاوت سطوح

در سیستم  Kisspeptinیدهای اتفعال کردن تولید نوروپپ
 ،براین اساس. کنند می ءمثل را القا  تولید ،عصبی مرکزی

ها بر تولیدمثل ماهی زبرا از طریق   مکانیسم اثر پروبیوتیک
این گونه مولدین افزایش سطح بیان لپتین در روده و مغز 

 ها Kisspeptinافزایش  سبب در ادامهکه این امر  باشد می
در سیستم عصبی  مثل  و در نهایت القا تولید شود می  Gnrh3و

 (.Gioacchini et al., 2011) مرکزی را بدنبال خواهد داشت
Sudagar (0030 ) و   Hajibeglouنتایج حاصل از تحقیق 

 Southern platyfishبهبود و افزایش هماوری در مولدین ماده 
تغذیه شده با ترکیب پروبیوتیک متشکل از میزان برابر 

Lactobacillus acidoplolus ،Lactobacillus casei ،
Enterococcus faecium  وBifidobacterium 

thermophilus  .همچنین را نشان دادGosh  و همکاران
 سبب Bacillus Subtilis پروبیوتیک ،( نشان دادند0000)

نیز گنادوسوماتیک و     تولیدمثل، افزایش شاخص       بهبود کارایی
، Guppyگونه از ماهیان زینتی شامل  1در تر هماوری بالا

Mexican molly ،Green swordtail  وSouthern 
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platyfish  با نتایج حاصل از تحقیق  موارد مذکورکه  استشده
مطالعات مطابقت دارد. ( D. rerioبر ماهی زبرا )حاضر 
تحقیق حاضر به منظور بررسی میزان تأثیر  لوژیکهیستو

بر  (L. plantarum) یلوس پلانتارومپروبیوتیک لاکتوباس
( حاکی از تأثیر D. rerioمولدین ماهی زبرا )جنسی   رسیدگی

بر این فرآیند در مولدین نر و  لاکتوباسیلوس پلانتاروممثبت 
گنادی در   جنسی و تکامل  که میزان رسیدگیبطوریماده بود 

 .Lتیمارهای تغذیه شده با پروبیوتیک لاکتوباسیلوس پلانتاروم )

plantarum) داری الگوی افزایشی را نسبت به   طور معنیه ب
 در رابطه با تأثیرنشان داد. در زمان مشابه تیمار شاهد 

مطالعات ( D. rerio) زبراماهی مثل     ها بر تولید  پروبیوتیک
 ;Gioacchini et al., 2010a,b,c) ردداوجود بسیاری 

Giorgini et al., 2010; Gioacchini et al., 2011; 

Gioacchini et al., 2012; Gioacchini et al., 2013) که 
در  های رسیده و اووله شده  تعداد تخمکافزایش قابل ملاحظه 

 تحت تأثیر پروبیوتیکرا  این گونه تخمدان مولدین
های   تعداد بالاتر تخمک .دهد  لاکتوباسیلوس رامنوسس نشان می
ه کیفیت بالاتر گامت توان ب  اووله شده در جنس ماده را می

امل جنینی مرتبط دانست که بیشترین میزان هچ و نیز تک
( Gioacchini et al., 2010a)دارد  بدنبالسریعتر را 

های اووله   در تحقیق حاضر تعداد بیشتر تخمک کهیهمانطور
تغذیه شده با  در تیمارهای ،جنسی بیشتر  رسیدگی ده و نیزش

در زمان ( L. plantarum) رومپروبیوتیک لاکتوباسیلوس پلانتا
ها   نقش پروبیوتیک .مشابه در مقایسه با تیمار شاهد مشاهده شد

رشد فولیکولی از طریق افزایش شاخص    در تقویت مرحله
در . تأیید شده است در مطالعات متعدد( GSIگنادوسوماتیک )

بیشترین میزان شاخص گنادی در تیمار تغذیه  ،تحقیق حاضر
تفاوت  ( مشاهده شد وT4پروبیوتیک )درصد  1شده با 

براساس  شاهد نشان داد. داری را نسبت به تیمار  معنی
( از D. rerioماهی زبرا )Peng (0000 ،) و   Clellandمطالعه

( و دارای Asynchronousمثلی غیرهمزمان )  لحاظ تولید
باشد که موارد   هایی در مراحل مختلف تکاملی می  فولیکول

تحقیق حاضر  های هیستولوژیک  ج حاصل از بررسیبا نتای مذکور
تعداد افزایش  ،در مطالعات متعدد نینهمچمطابقت دارد. 

با ت تیمار در تخمدان ماهیان تحهای ویتلوژنی     فولیکول
 ;Gioacchini et al., 2011)شد  مشاهده پروبیوتیک

Gioacchini et al., 2010a .) افزایش اتوفاژی در  واقع،   در
ها قبل از فرآیند اوولاسیون در مولدین ماده تغذیه شده   ولفولیک

اهش روند آپوپتوزیس در تخمدان با پروبیوتیک، همزمان با ک

ها در برقراری   این موضوع بیانگر نقش پروبیوتیک که باشد  می
تعادل بین آپوپتوزیس و اتوفاژی، تنظیم فیزیولوژی تخمدان، 

به . باشد  وپتوزیس فولیکولی مینیز مهار آپ فولیکولی و ءبهبود بقا
 ءفرآیند اتوفاژی با حفظ هموستازی سلول به بقا ،عبارت دیگر

کند و از   کمک می (کمبود مواد غذایی)فشار  سلول در شرایط پر
از  .شود  میصرفه جویی در انرژی  سبب ATPطریق تولید 

 ءدر مقایسه با آپوپتوزیس، اتوفاژی عمدتاً فرآیند بقا ،اینرو
رغم تأثیر مثبت پروبیوتیک به در این تحقیق  شود.  ب میمحسو

   های  ( بر شاخصL. plantarum) لاکتوباسیلوس پلانتاروم
 .Dجنسی مولدین ماده ماهی زبرا )  کاملتولیدمثلی و نیز ت

rerio)،  تغییرات و تمایزات تأثیر قابل توجه این پروبیوتیک بر
بیضه  تمایزات فزایشا و همزمان این گونه مولدین نردر گنادی 

ر مولدین نر تحت تیمار با د جنسی بالاتر  رسیدگینیز و 
مقایسه با تیمار شاهد مشاهده در  (L. plantarum) پروبیوتیک

هرمافرودیت و    یک گونه( D. rerio)ماهی زبرا  شد.
تکامل در آن شبه تخمدان که ابتدا گنادهای  استپروتوجینوس 

در این گونه تمایزات دوجنسی  .(Takahashi, 1977یابد )  می
در  شوند و  ها دستخوش تغییرات   دهد که تخمدان  زمانی رخ می

 altered)حد واسط به نام تخمدان تغییر یافته    ابتدا وارد مرحله

ovary )شوند )  و سرانجام به بیضه تبدیل می شدهMaack and 

Segner, 2003.) ها  حضور پروبیوتیک که این فرضیه وجود دارد 

افزایش سبب در نتیجه و  ندتأثیرگذار Sox9در گنادها بر ژن 
 شود میجنسی را در مولدین نر   و نیز رسیدگیتمایزات بیضه 

(Avella et al., 2012 .)یج حاصل از این تحقیق نتا
پروبیوتیک    کننده  نقش تقویت   دهنده  نشان

 های  شاخصبر ( L. plantarum) پلانتاروم  لاکتوباسیلوس

در مولدین نر و ماده ماهی رسیدگی جنسی نیز تولیدمثلی و 
های   بیان مکانیسمراستای گامی در همچنین و ( D. rerio)زبرا 

ها بر فرآیند تولیدمثل   بیوتیکمرتبط با چگونگی تأثیرگذاری پرو
مورد بررسی  پروبیوتیک سطوح متفاوت در این تحقیق. باشد  می
پروبیوتیک  ،دست آمدهساس نتایج با  برگرفت و  قرار

درصد  1در سطح ( L. plantarum)روم الاکتوباسیلوس پلانت
های تولیدمثلی و تکامل   شاخص بهترین تأثیرگذاری بردارای 
 بود.( D. rerioدر مولدین ماهی زبرا )گنادی 
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Abstract 

In order to increase the knowledge of the probiotic effects on reproductive indices of fish, this 

study was conducted to investigate the effects of different levels of probiotic Lactobacillus 

plantarum on gonadal development and sexual maturation in zebrafish (Danio rerio). Some 

720 zebrafish were fed the experimental diets in four treatments such as: 0%, 0.5%, 1.5% and 

3% probiotic diets for 40 days. Based on the measurement of reproductive indices in this 

species, the maximum absolute fecundity was observed in the diet containing 3% probiotic, 

which was significantly different from the control treatment and the diet containing 0.5% 

probiotic. Based on relative fecundity index, the control treatment showed the lowest 

fecundity rate compared to the other treatments. The gonadosomatic index data showed the 

utmost gonadal index in the diet containing 3% probiotic compared to the other treatments, 

which was significantly higher than the control and 0.5% probiotic treated diets, but it did not 

show any significant difference with the diet fed 1.5% probiotic. Histological examination of 

gonads in males and females showed gonads development and complete sexual maturity in 

treatments fed 3% and 1.5% probiotic levels. The present study indicates that probiotic 

Lactobacillus plantarum at 3% level will have the best effect on reproductive and gonadal 

development parameters in zebrafish.                                                                                                                                                                             
 

Keywords: Probiotic, Lactobacillus plantarum, Fecundity, Gonadosomatic index, Danio  

rerio       
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