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  ماهي ايرانيبررسي تاثير فلز سنگين كروم بر پارامترهاي حركتي اسپرم تاس
)Acipenser persicus(  
  و گلي نوريمحمد رضا ايمانپور ، *شيدا گلي

  ، دانشكده شيلات، گروه شيلاتدانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعيگرگان، 

  7/8/91 :تاريخ پذيرش  3/10/90 :تاريخ دريافت

  چكيده

در ) Acipenser persicus(ماهي ايراني پارامترهاي حركتي اسپرم تاس تاثير فلز سنگين كروم بر هدف از اين مطالعه بررسي
. آوري ودر مجاورت يخ به آزمايشگاه منتقل شدماهي ايراني جمعتاس 10بدين منظور مايع مني . شرايط آزمايشگاهي بود

گرم بر ليتر كروم قرار گرفتند سپس ميلي 5و  1/0هاي ساعت در معرض غلظت 72و  48، 24، 4، 0،2هاي اسپرم به مدت   نمونه
 2گرم بر ليتر بعد از ميلي 5نتايج نشان داد كه غلظت كروم . گيري شدهاي متحرك و مدت زمان تحرك اسپرم اندازهدرصد اسپرم

و  48م بر ليتر بعد از گرميلي 1/0ساعت انكوباسيون، منجر به توقف كامل حركت اسپرماتوزوئيدها شد در حالي كه غلظت كروم 
هاي متحرك را هر دو غلظت كروم درصد اسپرم).  P>05/0(داري كاهش داد طور معنيساعت، مدت زمان تحرك اسپرم را به 72

بنابراين با توجه به اهميت تحرك اسپرم در توليد مثل، قرارگيري اسپرماتوزوئيدها در معرض كروم . نيز تحت تاثير قرار داد
  .قيت توليد مثل را كاهش دهدتواند موف مي

  هاي متحرك، تحرك اسپرم ماهي ايراني، كروم، درصد اسپرمتاس :هاي كليديواژه

 golisheyda@gmail.com: پست الكترونيكي  ، 09181708278: تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه 
ماهيان به عنوان ماهيان در معرض خطر انقراض دسته تاس

ها اخيرا به دليل صيد ن ماهيجمعيت اي. اندبندي شده
هاي طبيعي به علاوه افزايش رويه، تخريب زيستگاه بي

بالا بودن سن بلوغ جنسي . ها در حال كاهش استآلودگي
ها، تجمع فلزات سنگين در اندامها زمينه را براي اين ماهي

هاي در سال. سازدتوليد مثلي فراهم مي هايويژه اندامبه
پرم در شرايط آزمايشگاهي جهت بررسي اخير استفاده از اس

متاسفانه . ها افزايش يافته استاثرات اين نوع آلودگي
اطلاعات در مورد تاثير فلزات سنگين بر سيستم توليد مثلي 

  ).18(باشدماهيان محدود ميتاس

امروزه فلزات سنگين منبع مهم آلودگي براي موجودات 
ترين شايع در اين ميان كروم يكي از). 6(آبزي هستند 

محلول هاي زيست محيطي است كه به صورت ناآلودگي

افزايش صنايع و . ها، گياهان و خاك وجود دارددر صخره
هاي مربوط به تكامل بشر منجر به ديگر فعاليت

پذيري كروم شده است كه به آساني از خاك به  انحلال
فرم شش  .شودهاي زيرزميني و آبهاي سطحي شسته ميآب

روم به عنوان شكل سمي آن مطرح است، از اين ظرفيتي ك
تواند به آساني از غشاي سلول عبور كند، وارد نظر كه مي

كروم در . گرددشود و به فرم سه ظرفيتي تبديل ميسلول
هاي داخل سلولي متصل شده و در اين فرم به مولكول

گردد نهايت موجب ايجاد جهش و تغييرات ژنتيكي مي
مثلي جنس نر ماهي نسبت به اثرات سيستم توليد ). 11(

). 19 (باشدتر از جنس ماده ميمضر فلزات سنگين حساس
- كيفيت اسپرم معمولاً توسط شدت تحرك، درصد اسپرم

هاي متحرك و مدت زمان حركت رو به جلوي اسپرم 
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ها با فلزات سنگين تماس ماهي). 5(گردد ارزيابي مي
شده و در  موجب كاهش شديد پارامترهاي حركتي اسپرم

هاي بالا در كمتر از يك دقيقه به طور كامل حركات غلظت
توانايي لقاح در ماهي به ). 22( سازد اسپرم را متوقف مي

قابليت اسپرم در حركت سريع و مناسب براي پيدا كردن 
بنابراين ). 12(تخم بعد از رها سازي در آب بستگي دارد 

ير در سرعت سنگين به دليل ايجاد تغيآلودگي به فلزات
داري در موفقيت حركت اسپرم ممكن است كاهش معني

 هاي جنسيبه دليل اينكه سلول). 18(لقاح ايجاد كند 
تواند به صورت شود و ميبيشتر ماهيان وارد آب مي

مستقيم قبل از باروري در معرض آلودگي قرار گيرد، 
بنابراين ارزيابي اثرات مضر آلودگي فلزات سنگين روي 

اگر چه مطالعاتي در مورد ). 12(آيد به نظر مهم مي هاماهي
، اما )14و13(ها بر تخمك ماهيان انجام شده تاثير آلاينده

تواند شاخص زيستي مناسبي محسوب تخمك ماهيان نمي
شود، زيرا بررسي كيفيت آن متضمن گذشت زمان و 

پذيري است هاي حاصل از آزمايش لقاحبدست آوردن داده
پرم فاكتوري كليدي در توليد مثل و لقاح كيفيت اس). 5(

بنابراين اولين قدم در ). 16(شود موفق محسوب مي
ارزيابي ميزان بازدهي توليد مثل ماهيان در مواجهه با 

ها ي آنها، بررسي وضعيت تحرك اسپرماتوزوآآلاينده
بر هاي اسپرماسپرم ماهيان در بيضه و لوله). 21(باشد  مي
از ورود به محيط آبي با جذب آب و  حركت بوده و پسبي

اما  ،آوردتنظيم اسمولاريته، قابليت حركت را به دست مي
 7(دهد در كمتر از سه دقيقه حركات خود را از دست مي

اين قابليت اسپرم ماهيان، شرايط مناسبي را جهت ). 20و
انجام آزمايشاتي كه نياز به انكوبه كردن اسپرم با مواد 

. سازدهاي مختلف دارد، فراهم ميمختلف و در زمان
هاي حركتي توان اسپرم آنها را بدون تغيير در فاكتور مي

براي مدتي همراه با فلزات سنگين در خارج از بدن انكوبه 
ها توسط مواد فعال كننده كرد و سپس با فعال نمودن اسپرم

دار نسبت به ضبط حركات و در زير ميكروسكوپ دوربين
  ). 20(نمود  آناليز آنها اقدام

ماهيان، با توجه به طولاني بودن دوره توليد مثلي تاس
ها مشكل و پر هزينه بررسي اثرات آلودگي بر كيفيت گامت

ي حاضر تلاش شده است كه باشد، بنابراين در مطالعهمي
هاي حركتي اسپرم قره اثرات فلز سنگين كروم بر پارامتر

 . برون در شرايط آزمايشگاهي بررسي شود

   هامواد و روش
فروردين و ارديبهشت سال  ماهي ايراني درمولدين تاس

از صيد در سواحل جنوب شرقي درياي خزر  ، بعد1390
به مركز تكثير و پرورش ماهيان خاوياري شهيد مرجاني 

ماهي ايراني نر با طول عدد تاس 10منتقل گرديدند، سپس 
كيلوگرم  13 ±3/1 متر و وزنسانتي 150±7 متوسط

ساعت بعد از تزريق با  24ها شد و مايع مني آنتخاب ان
ها با عصاره هيپوفيز و حصول اطمينان از فعال بودن آن

آوري ليتري جمعميلي 5هاي استريل استفاده از سرنگ
ماهي ايراني به محض تماس از آنجا كه اسپرم تاس. گرديد

آوري مايع قبل از جمع) 9(گردد با آب شيرين فعال مي
جهت جلوگيري از آلوده مايع مني با خون و ادرار، مني، 

. بدن و سوراخ تناسلي ماهيان با دستمال خشك گرديد
سپس با فشار آرام به ناحيه شكمي، مايع مني جمع آوري 

  .دگردي

درجه  4به صورت جداگانه در دماي  ي تهيه شدههانمونه
ساعت  3مدت كمتر از  درگراد نگهداري شد و سانتي

آزمايشات مربوطه به آزمايشگاه منتقل جهت انجام 
  .گرديدند

مايع مني همه ماهيان را با هم مخلوط كرده و سپس با 
- ليتري از آن را در ميكروتيوبميلي 1ميكروسمپلر مقادير 

 4دقيقه در دماي  3ليتري ريخته و به مدت ميلي 5/1هاي 
. دور در دقيقه سانتريفوژ گرديد 2000درجه و با دور 

آوري و به جمع) سوپرنتنت(رويي حاصله سپس مايع 
 10مول تريس، ميلي 20(، محلول نگهدارنده 1:1نسبت 
. به آن اضافه شد) PH= 8مول كلريد پتاسيم، ميلي
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هاي حاوي اسپرم و محلول نگهدارنده تا زمان ميكروتيوب
 .گذاري با فلز كروم در يخچال نگهداري شدنددر معرض

گراد به درجه سانتي 4مايي هاي اسپرم در شرايط دنمونه
هاي ساعت در معرض غلظت 72و  48، 24، 0،2،4مدت 

در اين مدت، . گرم بر ليتر كروم قرار گرفتندميلي 5و  1/0
 .شددارنده حفظ ميها توسط ماده نگهتحرك اسپرم

ها براي اندازه گيري به منظور فعال نمودن حركت اسپرم
رك از محلول هاي متحطول دوره تحرك و درصد اسپرم

 2ميلي مول نمك،  20ميلي مول تريس،  10(فعال كننده 
 1با نسبت رقيق سازي ) =5/8PHميلي مول كلسيم كلريد،

. استفاده شد) درجه سانتي گراد22(در دماي اتاق  2000به 
ثانيه بعد از شروع  7حركت اسپرم با تاخير زماني كمتر از 

سي چشمي فعاليت، با ميكروسكوپ فازكنتراست و با عد
گيري ميزان حركت براي هر اندازه). 23(ثبت گرديد  40

-براي اندازه. تيمار و در هر زمان، در سه تكرار انجام شد

هاي متحرك پس از ثبت توسط دوربين، گيري درصد اسپرم
صدم ثانيه توسط نرم افزار آدوب پريمر  20با فاصله زماني 

)Adobe Premiere (هاي رمعكس برداري شد و درصد اسپ
 .گيري شدمتحرك اندازه

بررسي نتايج از طريق آزمون آناليز : هاتجزيه و تحليل داده
مقايسه ميانگين تيمارها با استفاده از  يكطرفه و واريانس

 .درصد صورت گرفت 5ر سطح اطمينان آزمون دانكن د
 .انجام شد EXCELافزار با استفاده از نرمنيز رسم نمودارها 

  نتايج
 اثر كه داد نشان انسيوار زيآنال جدول از لحاص جينتا

 اسپرم تحرك بر آنها متقابل اثر و كروم غلظت زمان،
   .)1جدول ( بود دار يمعن

  آناليز واريانس طول دوره تحرك اسپرم -1جدول 
مجموع مربعات F value سطح معناداري ميانگين مربعات درجه آزادي  منبع

 زمان 5 72/26079 6/130398 64/34 00/0

 غلظت كروم 2 17/75967 34/151934 53/154 00/0

اثر متقابل زمان 10 06/3751 6/37510 92/4 00/0

   
 گيريهاي مختلف اندازهبرون تحت تاثير غلظت كروم در زمانطول دوره تحرك اسپرم ماهي قره -2جدول 

)ساعت(زمان  0 2 4 24 48 72  

  تيمار
6/10±7/29 ef 57±7de 7/157 ± 6/28 bc 3/175 ± 5/17  bc 3/201 ± 2/36 ab a 2/55 ±224 شاهد 

74/8±7/42 ef 7/49 ± 5/12 e 154± 6/37 c 3/159 ± 1/10 bc 7/168 ± 9/42 bc 3/161 ± 3/11 bc 1/0كروم

0±0f 0±0f 0±0f 0±0f 3/30 ± 8/17 ef 7/91 ±22d 5كروم 

  ).α =05/0(باشد دار مي دهنده عدم اختلاف معنيحروف مشابه نشان. اندانحراف معيار بيان شده ±ميانگين مقادير به صورت
در لحظـه اول تمـاس    طبق نتايج حاصل از آزمون دانكـن، 

گرم بر ليتر كروم، طـول  ميلي 5و  1/0اسپرم با غلظت هاي 
دوره تحرك اسپرم در هر دو گروه نسبت بـه گـروه شـاهد    

در حالي كـه بـا   ).  >05/0p(داري را نشان داد يكاهش معن
گذاري، طـول دوره تحـرك اسـپرم    افزايش زمان در معرض

گرم بر ليتر نسبت به گروه شاهد كاهش ميلي5تنها در تيمار 
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 2بطـوري كـه بعـد از    ).  >05/0p(داري را نشـان داد  معني
ساعت، طول دوره تحرك اسپرم در اين تيمار به صفر رسيد 

  .)2جدول (

بررسي روند تغيير دوره تحرك اسپرم در تيمار، با غلظت 
گرم بر ليتر نشان داد ميزان تحرك اسپرم در ميلي 1/0كروم 

ساعت بعد از در  24ساعت و  4ساعت،  2هاي صفر، زمان
اما ). < 05/0P(داري نداشتند گذاري اختلاف معنيمعرض
داري در مدت زمان تحرك ساعت كاهش معني 48بعد از 

و تا پايان دوره آزمايش )  >05/0p(سپرم مشاهده شد ا
 ).1شكل ) (< 05/0P(داري را نشان نداد تغيير معني
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  .هاي مختلفگرم بر ليتر كروم در طي زمانميلي 1/0نمودار طول دوره تحرك اسپرم درتيمار با غلظت  -1شكل

بررسي روند تغيير دوره تحرك اسپرم در تيمار با غلظت 
گرم بر ليترنشان داد اين غلظت تاثير نسبتاً ليمي 5كروم 

ها فقط در شديدتري روي تحرك اسپرم داشت و اسپرم

ساعت قابليت تحرك داشتند و بعد از  2هاي صفر و زمان
  ).2شكل (آن به صورت كامل متوقف شدند 
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  .هاي مختلفانگرم بر ليتر كروم در زمميلي 5نمودار دوره تحرك اسپرم در تيمار با غلظت  -2شكل 

و  1/0هاي متحرك در هر دو تيمار با غلظت درصد اسپرم
گذاري معرضاوليه در  در لحظاتليتر كروم گرم برميلي 5

داري كاهش يافت كه اين طور معنينسبت به گروه شاهد ب
ليتر كروم نسبت به گرم برميلي 5كاهش در تيمار با غلظت 

اما . داري بالاتر بوديطور معنليتر بگرم برميلي 1/0غلظت 

ساعت تا پايان دوره آزمايش، درصد  2بعد از گذشت 
-گرم برميلي 5هاي متحرك تنها در تيمار با غلظت اسپرم

طوري نشان داد ب را ليتر كروم نسبت به گروه شاهد كاهش
در . ساعت اين ميزان به صفر رسيد 2كه بعد از گذشت 

رليتر كروم اختلاف گرم بميلي 1/0حالي كه تيمار با غلظت 
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طبق . )< 05/0P( داري را با گروه شاهد نشان ندادمعني
ها در مواجه با كروم نتايج حاصله حساسيت اسپرماتوزوئيد

توجه بوده و با افزايش در دقايق اوليه انكوباسيون قابل
داري هاي متحرك كاهش معنيغلظت كروم، درصد اسپرم

گرم ميلي 5ي كروم برا. را نسبت به گروه شاهد نشان داد
ساعت انكوباسيون هيچ اسپرمي قابليت  2بر ليتر بعداز 

گرم بر ليتر فقط در ميلي 1/0اما در كروم . حركت نداشت
ساعات اوليه انكوباسيون حساسيت بالا بود و با شاهد 

هاي بعدي طوريكه در زماندار داشت، باختلاف معني
شكل (ان نداد داري را با شاهد نشانكوباسيون تفاوت معني
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 .هاي مختلف كرومهاي متحرك در غلظتنمودار تغيير درصد اسپرم -3شكل 

 گيريو نتيجهبحث 

هاي جنسي سلولتوانند طرق مختلف مي بهفلزات سنگين 
شدت اين اثرات و  .را تحت تاثير قرار دهند آبزيان

هاي مختلف و نسبت به انواع ها در گونهحساسيت اسپرم
آلاي در قزل ).17( تواند متغيير باشدسنگين ميفلزات 

تخمك كه اسپرم و ) Oncorhynchus mykiss(رنگين كمان 
گرم در ليتر كروم قرار ميكرو 5آنها در معرض غلظت 
 داري در درصد لقاح مشاهده شدگرفته بود كاهش معني

ميكروگرم  266تا  0هاي اين در حالي بود كه غلظت ).8(
داري در درصد لقاح ماهيان در ليتر كروم تفاوت معني

ايجاد نكرده بود ) Oncorhynchus tshawytscha(چينوك 
در پستانداران از جمله همچنين تحقيقات انجام شده ). 11(

ها با اكسيد موشي تغذيه ها نشان داده است كه،موش
ن باعث كاهش گرم بر كيلوگرم وزن بدميلي 10كروم 

هاي موجود در اپيديديم و افزايش دار در تعداد اسپرممعني
  .)19( هاي غير طبيعي و ناقص شده بودتعداد اسپرم

آبزيان بعد از رهاسازي در آب فرصت زيادي براي  اسپرم
تواند تحت موفقيت لقاح آنها مي بنابراين. ماني ندارندزنده

 ).11(قرار گيرد  تاثير فلزات سنگين موجود در محيط آبي
 تحرك قدرت كه بيان شده است متعددي در مطالعات

 محصولات و آزاد راديكالهاي افزايش صورت در هااسپرم

 Lipidها پراكسيداسيون چربي( LPO نهايي روند

Peroxidation, LPO ( كاهش داريمعني بطوردرمحيط 

 زيادي عملكردي اختلالات LPO رتأثي بدنبال ).2( يابدمي

 كاهش به توانمي كه گردد،پديدار مي اسپرم هايسلولدر 

 سلول، غشاء در جدي اختلالات تحرك اسپرم و قدرت

 DNAها و ايجاد شكستگي در مهار فعاليت آنزيم
ي صورت طبق مطالعه ).3(نمود  اشارههاي اسپرم  سلول

فلز سنگين كروم، با افزايش  زي و همكارانگرفته توسط 
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هاي آنتي و كاهش فعاليت آنزيمسلول اسپرم  LPOسطح 
همچنين . دشواعث مهار قدرت حركتي اسپرم مياكسيدان ب

ورود اين فلز به درون سلول اسپرم و اتصال آنها با 
هاي موثر در حركت مناسب و متقارن هاي پروتئين رشته

در متابوليسم سلول اسپرم هاي موثر اسپرم يا با آنزيم
كت اسپرم و به دنبال حر د باعث كاهش يا توقفتوان مي

 ).18(درصد لقاح شوند  آن كاهش

در اين مطالعه اثرات سمي كروم بر تحرك اسپرماتوزوئيدها 
 5كاملا مشهود بود، و نشان داده شد كه كروم با غلظت 

تاثير شديدتري بر  1/0گرم بر ليتر نسبت به غلظت ميلي
 2ها در تحرك اسپرم. تحرك اسپرماتوزوئيدها داشته است

داري كاهش گذاري به صورت معنيعت اول در معرضسا
كه ) 18( يافته بودند كه اين نتايج با نتايج زي و همكاران

تاثير فلزات سنگين كروم و كادميوم را بر تحرك اسپرم 
بررسي كرده ) Acipenser ruthenus(ماهي استرلياد تاس

-حساسيت نسبتاً بالاي اسپرماتوزوئيد. بودند همخواني دارد

هاي نسبت به غلظت بالاي كروم زماني كه درصد اسپرمها 
تواند به دليل كاهش ميزان متحرك كاهش يافته بود مي

هاي ذخاير انرژي، تحليل قدرت ميتوكندريايي و ناهنجاري
  ). 24(حركت و اختلالات متابوليسمي باشد

مطالعات صورت گرفته در ديگر فلز سنگين از جمله مس 
گرم ميلي 100هاي بالاي در غلظت نشان ميدهد كه اين فلز

گذاري بر ميزان تحرك اسپرم در ماهي در ليتر قادر به تاثير
Dicentrarchus labrax  در غلظت  نيز كادميوم .شده است

گرم در ليتر باعث توقف تعدادي از پارامترهاي ميلي 1
 )Clarias gariepinus (حركتي اسپرم گربه ماهي آفريقايي

گرم در ليتر توقف ميلي 100در غلظت و ) 15(بود شده 
آلاي رنگين كمان، استورژن و كامل را در اسپرم قزل

هاي صورت گرفته در مورد بررسي. بوداسترلياد ايجاد كرده 
تواند باعث ايجاد جيوه نيز نشان داده است كه جيوه مي

هاي تنفسي اسپرم، قطع ارتباط سر اسپرم اختلال در مكانيزم
در . )10(ي و در نهايت مرگ سريع آنها شود ي ميانبا قطعه

آلاي زلدر ق ي سر اسپرمبعضي از مطالعات افزايش اندازه
و گربه ) Cyprinus carpio(رنگين كمان، كپور معمولي 

در اثر تماس با فلزات سنگين گزارش شده  ماهي آفريقايي
  .)1(است 

 - علاوه بر شاخص طول دوره تحرك اسپرماتوزوآي ماهيان
آميز عنوان ي از خصوصيات مهم در لقاح موفقيتكه يك

ها و يا به عبارتي توجه به شاخص تراكم اسپرم - شده است
تواند نتايج قابل قبولي در هاي متحرك، نيز ميدرصد اسپرم

همان . )4(ارزيابي كيفيت اسپرماتوزوآي ماهيان فراهم سازد
رك نيز تحت طور كه نتايج نشان داد درصد اسپرم هاي متح

) گرم بر ليترميلي 5(و در غلظت بالا  اثير كروم قرار گرفتت
انكوباسيون هيچ اسپرمي قابليت ساعت  2بعد از گذشت 
  .حركت نداشت

اگرچه اثرات كوتاه مدت فلزات سنگين روي سيستم توليد 
طور دقيق مشخص ماهيان در محيط طبيعي بثلي تاسم

اده از نيست، اما بر اساس مطالعات صورت گرفته، با استف
تواند اثرات احتمالي اسپرم در شرايط آزمايشگاهي نيز مي

فلزات سنگين را روي پارامترهاي حركتي اسپرم پيش بيني 
با توجه به نتايج حاصل از اين مطالعه، اهميت . )18( كرد

ماهيان هاي طبيعي تاسجلوگيري از آلوده شدن زيستگاه
غلظت  ز بالا رفتننسبت به كروم و همچنين جلوگيري ا

لازم و هاي توليد مثلي اين ماهيان، كانم اين تركيبات در
  . رسدضروري به نظر مي

  تشكر و قدرداني

وسيله از همكاري صميمانه مسئولين مركز تكثير و بدين
خصوص جناب رش ماهيان خاوياري شهيد مرجاني بپرو

هاي جناب چنين از راهنماييهم ،آقاي مهندس شهرياري
ي جوهري و سركار خانم مهندس مرضيه آقاي دكتر سيد عل

  . گرددابوالفتحي تشكر مي
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A study on effect of Chromium on sperm motility of Persian 
Sturgeon (Acipenser persicus) 
Goli S., Imanpoor M.R. and Noori G.  

Fisheris Dept., Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources,, Gorgan, I.R. of Iran 
Abstract 

This study was conducted to determine the effects heavy metal of Chromium on the 
motility parameters of Acipenser persicus sperm in vitro. For this evaluation semen 
samples were collected from 10 adult male broodstocks and were transported to the 
Central laboratory In the vicinity of ice. Then Sturgeon sperm were exposed for 0, 2, 4, 
24, 48 and 72h to Chromium at0.1 and 5 mg L− 1 concentrations. After this times 
percentage off motile spermatozoa and Duration of motility measurement . The results 
revealed that 5 mg L− 1 concentration of Chromium stay of motility after 2 h Incubation 
whiles The consentration of 0.1 mg L− 1 Chromium significantly decreased sperm 
motility (p<0.05) in 48 and 72 h. Percentage of sperm motility significantly reduced in 
initial incubation and not significant at another time. In conclusion, changes of sperm 
motility influence the reproduction efficiency and can reduce the reproductive success. 

Key words:  Acipenser persicus, Chromium, Percentage of sperm motility, sperm 
motility 

 

 

  

 

  


