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 مقاله: نوع

 پژوهشی

 چکیده

از  رسد.میرسیدگی نهایی به  ریزی تخم، کمی پیش از Iتخمک متوقف شده در مرحله پروفاز میوز 

با تحریک  یایی، القای رسیدگی نهایی تخمکها در زمینه تکثیر مصنوعی خیارهای درجدیدترین روش

در بازه زمانی محدودی از  جا که زمان مناسب برای عصاره گیری. از آناستموجود عصاره بافت عصبی 

. هدف این تحقیق، مقایسه اثر القایی بالایی داردبه روش انجماد اهمیت  عصاره سازی ذخیرهباشد، سال می

 Holothuriaعصاره عصبی خیار دریایی در دو حالت تازه و منجمد در رسیدگی نهایی تخمک در گونه 

arguinensis رایط در شin vitro پرتغال برداشت و در  -باشد. خیارهای دریایی از سواحل فارومی

بدن  ازی خارج شده هار فصل تولیدمثل استخراج شد.. تخمکجانور د عصبیآزمایشگاه عصاره بافت 

قرار  ذوب شده پس از انجماددر معرض عصاره  یادر معرض عصاره تازه و  ،دقیقه 09به مدت  موجود ماده

ها به عنوان در تخمک GVBDتکرار صورت گرفت. میزان بروز پدیده  3. هر یک از تیمارها با گرفتند

رسیدگی نهایی تخمک در نظر گرفته شد. بر اساس القای شاخص عملکرد القایی عصاره بافت عصبی در 

اره از عص توان میو  نیافتهاین گونه پس از انجماد کاهش  عملکرد القایی عصاره بافت عصبیایج، نت

 استحصال شده در فصل تولیدمثل، برای مدت طولانی استفاده نمود. 

 مقاله: تاریخچه
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 هـمقدم

به  ها گونهو چربی کم در بسیاری از  ینپروتئن بالای . میزاشوند میبا ارزش تلقی  های گونهخیارهای دریایی از جهات زیادی  

مناسبی برای تغذیه انسانی در بسیاری از  های گونهرا تبدیل به  ها آنعلاوه وجود مقادیر مناسب ویتامین و مواد معدنی، 

همچنین خیارهای  .(Bordbar et al., 2011; Omran, 2013; Roggatz et al., 2016; Wen et al., 2010)کشورها نموده است 

که دلیل آن خواص ضد باکتریایی، ضد قارچی، ضد سرطانی  هستنددریایی در پزشکی مدرن و نیز طب سنتی بسیار ارزشمند 

 Chen, 2003; Farouk et al., 2007; Han et al., 2009; Hawa et al., 1999; Sugawara et) باشد می ها آن اکسیدانی آنتیو 

al., 2006) دریایی در گذشته آشکار شده است. برهم  های اکوسیستم. از طرف دیگر، نقش مهم اکولوژیک خیارهای دریایی در

رسوبات  های لایهو افزایش نفوذ اکسیژن به  تر کوچک، تبدیل مواد رسوبی و ارگانیک به ذرات آلی زدن بستر دریا، بازیافت مواد 

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک  sudagar_m@yahoo.com 
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. در نتیجه این موجودات برای تعیین کیفیت باشد میدریایی  های اکوسیستمملکردهای خیارهای دریایی در کف از جمله ع

 Bruckner)ند بخش قابل توجهی از بایومس اکوسیستم را ارائه دهند توان میدارای اهمیت بوده و  ها گونهبرای سایر  ها زیستگاه

et al., 2003).  

شده است آن  های گونهافزایش تقاضای بازار برای خیارهای دریایی و فشار صید منجر به کاش جمعیت بسیاری از 

(Domínguez-Godino et al., 2015; Friedman et al., 2011; Huang et al., 2018; Ivy and Giraspy, 2006). به دلیل 

 نظمی بید منجر به اختلال عملکرد اکوسیستم و توان میان و بالغ، کاهش این موجودات اهمیت بالای خیارهای دریایی جو

برای حفظ جمعیت وحشی  مؤثرید راه توان می پروری آبزیدر این شرایط،  .(Purcell et al., 2013)گردد  یشبکه غذایی دریای

 Domínguez-Godino and González-Wangüemert, 2018; Huang et al., 2018; Ivy and)و کاهش فشار صید شود 

Giraspy, 2006) د یک چالش محسوب گردد، توان میت خوب آوردن تعداد کافی تخم لقاح یافته با کیفی به دست. از آنجا که

 دریایی استدر پرورش خیارهای  کننده تعییندسترسی به تعداد کافی تخم لقاح یافته طی مدت طولانی یک گام مهم و 
(Battaglene et al., 2002) . 

 ,.Battaglene et al) گیرد میاده از شوک حرارتی انجام در حال حاضر در تکثیر خیار دریایی، خروج  تخمک و اسپرم با استف

2002; Chen, 2003; Domínguez-Godino and González-Wangüemert, 2018; Domínguez-Godino et al., 2015; Ivy 

and Giraspy, 2006; Laxminarayana, 2005; Yamano et al., 2015) دیگری برای القای خیارهای  های روش، هرچند

 Domínguez-Godino et al., 2015; Hu et)به تحریک جلبکی  توان میکه از جمله  اند رفتهدریایی به خروج گامت ها به کار 

al., 2013،  شدت نور(Fujiwara et al., 2010) کاربرد جریان آب قوی پس از خشکی محیط و تحریک با استفاده از افزودن ،

 های روشاز سایر  تر معمولگرچه شوک حرارتی  .(Hu et al., 2010; Hu et al., 2013; Ivy and Giraspy, 2006)گناد نر 

غیر کارآمد  نسبتاًد توان میاین روش  ها گزارشبرخی  بنا براما  گیرد میالقایی بوده و در حال حاضر در مراکز مورد استفاده قرار 

. (Eeckhaut et al., 2012; Fujiwara et al., 2010; Yamano et al., 2015)باشد  بینی پیش یرقابلغ ریزی تخمبوده و نرخ 

مورد  های روش. از جدیدترین (Léonet et al., 2009) باشد می ریزی تخموابسته به فصل  کاملاًهمچنین موفقیت این روش 

 . باشد میخیار دریایی، استفاده از عصاره بافت عصبی خیارهای دریایی  های تخمکاستفاده در القای رسیدگی نهایی 

  دهد میرخ  ریزی تخماز متوقف شده و ادامه تقسیمات بلافاصله قبل  I در خیارهای دریایی تخمک رشد یافته در پروفاز میوز

(Battaglene et al., 2002; Eeckhaut et al., 2012; Kato et al., 2009; Maruyama, 1985).  طبق تحقیقات عصاره بافت

در  In vitroدارای فعالیت شبه گنادوتروپیک بوده و کاربرد عصاره تازه به صورت  ریزی تخمعصبی خیارهای دریایی در فصل 

و علت این ویژگی، حضور  گردد میبه ادامه تقسیمات میوزی و رسیدگی نهایی تخمک  خیار دریایی منجر های گونهبرخی 

 کنند میعمل  (Gonad Stimulatimg Substance-GSS) پپتیدهای کوچک است که به عنوان ماده محرک رشد گناد

(Maruyama 1985; Fujiwara et al., 2010; Kato et al., 2009). نظر، عصاره  ی به هدف موردبا توجه به اینکه برای دستیاب

، چنانچه عصاره قابلیت نگهداری به صورت انجماد را ( تهیه گرددریزی تخمدر فصل مناسب )هنگام  بایست میبافت عصبی 

موجود در عصاره باید  مؤثردر دسترس خواهد بود اما با توجه به ماهیت پروتئینی ماده  تری طولانیداشته باشد برای مدت 

 مخرب بر عملکرد پپتید موردنظر نخواهد داشت.  تأثیرد که فرآیند انجماد و ذوب اطمینان حاصل کر

که از سواحل پرتغال  باشد میگونه ارزشمند نواحی شمال شرقی اقیانوس اطلس  Holothuria arguinensisخیار دریایی گونه 

یای مدیترانه نیز گسترش یافته است و پراکنش آن به سمت در شود میتا مراکش و موریتانی از جمله جزایر قناری یافت 

(González-Wangüemert and Borrero-Pérez, 2012; Rodrigues, 2012) . این گونه در بسترهای ماکروجلبکی، شنی و بر

بزرگ با  نسبتاًاین گونه . (Domínguez-Godino et al., 2015) شود میمتر یافت  22تا  صفرروی علفزارهای دریایی در اعماق 

نسبت مناسب پروتئین به  به دلیل ،(González-Wangüemert and Borrero-Pérez, 2012) متر میلی 802طولی بالغ بر 

د گزینه مناسبی برای مصرف انسانی )در برخی کشورها( تلقی توان میپایین  یدراتکربوهچربی، میزان بالای پروتئین و چربی و 

  .(Domínguez-Godino et al., 2015)گردد 
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در عصاره بافت عصبی و در نتیجه کارآیی آن  مؤثر  یدیپپتهدف از این تحقیق مشاهده اثر انجماد کوتاه مدت بر عملکرد ماده 

و مقایسه آن با اثرات عصاره تازه در این گونه در  Holothuria arguinensisدر القای رسیدگی نهایی تخمک خیار دریایی 

 .  باشد می In vitroشرایط 

 ها وشرمواد و 

 .Domínguez-Godino et al) باشد میتابستان  های ماهطی  H. arguinensisطبیعی خیارهای دریایی گونه  ریزی تخمفصل 

2015; Marquet et al., 2014). علفزار در  بسترهای( در مناطق جزر و مدی از 8300)تیر ماه  2989در جولای  ها نمونه

در کیسه حاوی آب دریا ذخیره شده  ها نمونهور پرتغال برداشت شدند. هر یک از شهر فارو در جنوب کش Ria Formosaمنطقه 

دانشگاه آلگارو انتقال یافتند. خیارهای  CCMARسسه ؤوابسته به م Ramalhete پروری آبزیو در داخل مخازن سرد به مرکز 

ده و هر دو روز یک بار با جلبک خشک ش یدار نگهدریایی در مرکز نامبرده داخل مخازن حاوی آب دریا با سیستم آب گردشی 

 سنجش شد.   گراد سانتیدرجه  23تا  22 ها نمونه داری نگه. دمای آب مخازن در زمان شدند میتغذیه 

که  باشد میرشته شعاعی  2شاخه خارپوستان شامل یک حلقه دهانی و  های گونهسیستم عصبی خیارهای دریایی همانند سایر 

طبق تحقیقات گذشته هر  .(Mashanov et al., 2009) گیرند میطولی قرار  های ماهیچهدر امتداد  از حلقه دهانی مشتق شده و

در تحقیق  .(Kato et al., 2009) باشد میدو قسمت حلقوی و شعاعی بافت عصبی دارای فعالیت یکسان شبه گنادوتروپیک 

های عصبی شعاعی جانور با ایجاد برش طولی در بدن همانند روش شرح داده شده توسط  حاضر به دلیل سهولت کار، بافت

Maruyama  استخراج شد. بافت جدا شده وزن شد و در حجم برابر با آب دریایی 8002در سال ،Herbst  هموژن شد. آب

 (NaCl ،77/7  %KCl، 2/8  %MgSO4.7H2O ،88/7  %CaCl2 ،740/7  %NaHCO3%  6/2) دارای فرمول  Herbstیایی در

به  rpm 83999بافت عصبی هموژن شده، با دور  .(Maruyama, 1985)ثابت گردد  2/0در حد  بایست میآن  pHکه  باشد می

شعاعی  های عصبسانتریفیوژ شد. مایع شفاف رویی جدا و به عنوان عصاره  گراد سانتیرجه د 4دقیقه در دمای  29مدت 

(Radial Nerve Extract-RNE)  عصاره در نظر گرفته شد. بخشی از این عصاره  لیتر میلی یکبافت در  گرم میلی یکبا غلظت

فریز و ذخیره شد. در  گراد سانتیدرجه  -29دمای بلافاصله در القای رسیدگی نهایی اووسیت ها استفاده شده و بخش دیگر در 

 ساعت بود.  یکبلافاصله استفاده شد، فاصله آماده شدن آن تا تماس با اووسیت ها کمتر از  RNEمواردی که 

اووسیت ها، بخشی از تخمدان توسط ایجاد برشی در منطقه شکمی جانور از بدن خارج شد. در زیر لوب  دنآوردست ه برای ب

شدند تا  داری نگهساعت در آب دریا  یکبار با آب دریا شسته شد. سپس اووسیت ها به مدت  3ها از تخمدان خارج و اووسیت 

. اووسیت هایی که دارای درصد غیرقابل اغماضی از رسیدگی شوندبررسی  یخود بهاز نظر بروز پدیده رسیدگی نهایی خود 

و سایر اووسیت ها تا زمان استفاده در داخل آب دریا باقی ماندند. لازم  شدندبودند از روند آزمایش خارج  خودی خودبهنهایی 

 ساعت بود.  2/8در آزمایش کمتر از  ها آنبه ذکر است که مدت زمان خروج اووسیت ها از تخمدان تا استفاده 

منجمد  RNEر معرض تازه و یک بار د RNEتیمار در دمای اتاق، یک بار در معرض  3دقیقه در قالب  09اووسیت ها به مدت 

آب دریا(. همچنین برای هر تیمار  %899) T0و آب دریا(  RNE %29و  RNE %29)T100 (RNE %899،)  T50 قرار گرفتند.

  (.Kato et al., 2009)بود  ها آندر  GVBDتکرار در نظر گرفته شد. معیار رسیدگی نهایی اووسیت ها، درصد بروز  3

با استفاده از آزمون  تیمارهاویلک مورد سنجش قرار گرفت و اختلاف بین -آزمون شاپیروتوسط  ها دادهنرمال بودن توزیع 

خطای استاندارد  ±به همراه آزمون چند دامنه توکی سنجیده شد. نتایج به صورت میانگین  (ANOVA)واریانس یک طرفه 

 انجام شد. α=92/9 داری معنیبیان شدند. تمامی آنالیزهای آماری در سطح 

  جـنتای
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 8استفاده از عصاره تازه و منجمد شده اعصاب شعاعی خیار دریایی بر میزان رسیدگی نهایی تخمک )درصد( در شکل  تأثیر

بر میزان  زیادی تأثیرنشان داده شده است. همان گونه که در شکل نیز قابل مشاهده است، درصدهای مختلف عصاره تازه 

 در گروه کنترل مربوط به تیمارهای عصاره تازه، این مقادیر از. ار شاهد دارندرسیدگی نهایی تخمک )درصد( در مقایسه با تیم

شد و بررسی آماری نشان داد که تفاوتی از نظر  گیری اندازه 09درصد در دقیقه  04/2±49/8 ، تا29در دقیقه  99/8±09/2

همچنین در گروه کنترل  .(P> 92/9) دقیقه وجود نداشت 09و  09، 09، 49، 29 های زماندرصد رسیدگی تخمک بین 

شد که این  گیری اندازهدرصد  24/4±99/8دقیقه  29مربوط به تیمارهای عصاره منجمد نیز درصد رسیدگی تخمک در زمان 

را نشان داد. آنالیز آماری در این گروه نیز تفاوت  04/0±99/2دقیقه مقدار  09مقدار با روندی تقریباً یکنواخت در زمان 

 .(P > 92/9)دقیقه نشان نداد  09و  09، 09، 49، 29 های مانزبین  داری معنی

درصد و  44/2±43/9در تیمارهای عصاره تازه و منجمد به ترتیب  29، درصد رسیدگی تخمک در دقیقه 29در تیمار 

، 28/39±98/8به ترتیب  09و  09، 49 های دقیقهدرصد بود. این مقدار در تیمارهای عصاره تازه در  80/9±22/3

همچنین در تیمارهایی (. P< 92/9) بود دار معنیدرصد بود که روند این افزایش از نظر آماری  90/28±02/9و  90/9±34/30

 00/42±83/8، 04/22±00/2به ترتیب  09و  09، 49 های زمان، درصد رسیدگی تخمک در شدکه از عصاره منجمد استفاده 

 .(P< 92/9)بود  دار معنیدرصد بود که روند افزایشی آن  38/40±92/9و 

 

         

 

 

 

مشاهده  09تا دقیقه  29نیز این روند افزایشی، در هر دو گروه تیماری استفاده از عصاره تازه و منجمد از دقیقه  899در تیمار 

ر درصد و د 28/29±30/9دقیقه برابر با  29شد. در گروه تیماری استفاده از عصاره تازه، درصد رسیدگی تخمک در زمان 

درصد بود. در گروه تیماری استفاده از عصاره  20/00±09/2و  93/08±03/2، 22/40±44/9به ترتیب  09و  09، 49 های زمان

و  09، 49 های زماندرصد بود. این مقدار برای سایر  43/28±39/8 ، میانگین درصد رسیدگی تخمک،29منجمد نیز در دقیقه 

 . مشاهده شد درصد 49/90±02/9و  88/09±88/2، 00/20±04/8 به ترتیب 09

نشان داده شده است. همان گونه  2در شکل  ها آندر تیمارهای مختلف و مقایسه بین  09درصد رسیدگی تخمک در دقیقه 

مقدار در گروه کنترل  ، کمترین مقدار درصد رسیدگی تخمک در گروه کنترل مشاهده شد. اینشود میکه در شکل دیده 

درصد بود که از نظر آماری تفاوتی بین این دو  94/9±94/9صد و در گروه کنترل عصاره منجمد در 02/9±40/9 عصاره تازه

در عصاره تازه   29برای گروه تیماری  09همچنین میانگین درصد رسیدگی تخمک در دقیقه  .(P> 92/9)میانگین دیده نشد 

تازه عصب شعاعی تحت تاثیر عصاره  Holothuria arguinensisمیزان رسیدگی نهایی تخمک )درصد( خیار دریایی . 1شکل 

 )الف( و عصاره منجمد شده عصب شعاعی )ب(.
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اری بین این دو میانگین تفاوتی را از نظر درصد بود که مقایسه آم 83/28±90/2درصد و در عصاره منجمد  94/3±30/23

درصد   20/02±99/8 نیز در عصاره تازه میانگین درصد رسیدگی تخمک 899در گروه تیماری  .(P> 92/9)آماری نشان نداد 

آمد که همچنان تفاوت آماری بین این دو میانگین وجود  به دستدرصد  20/90±92/2و در گروه استفاده از عصاره منجمد 

 .(P> 92/9)ت نداش

 

 

 

  بحث

و دارویی خیارهای دریایی امروزه آشکار است و دلیل اصلی کاهش ذخایر آن در نقاط  ای تغذیهاهمیت اقتصادی، اکولوژیک، 

 .(Bruckner et al., 2003; Roggatz et al., 2016)مختلف دنیا ناشی از فشار صید به سبب اهمیت و افزایش تقاضای آن است 

در القای رسیدگی  مؤثرجدید و  نسبتاًبه عنوان روش  ها آنمختلف تکثیر، استفاده از عصاره بافت عصبی  های روشدر بین 

 . (Kato et al., 2009; Huang et al., 2018) نهایی تخمک، در حال گسترش است

، لازم است که عصاره در زمان خاص که زمان ها تخمکالقایی عصاره عصبی در رسیدگی نهایی  تأثیربرای دستیابی به حداکثر 

، باشد میاستخراج گردد و از آنجا که زمان مذکور نسبت به کل سال زمان کوتاهی  باشد میپیک فعالیت تولیدمثلی موجود 

انجماد عصاره عصبی خیار  تأثیر. در تحقیق حاضر، رسد میضروری به نظر  تر طولانیعصاره برای مدت  داری نگهتلاش برای 

 و مقایسه آن با اثرات عصاره تازه بررسی شد.  ها تخمکدریایی در القای رسیدگی نهایی 

معرض آب دریای تازه و در دیگری آب دریای  در ها تخمک ها آندر این مطالعه دو گروه کنترل وجود داشت که در یکی از 

در  دار معنیاز دو گروه افزایش  یک هیچدقیقه در  09تا  29از دقایق  رفت میمنجمد قرار گرفتند. همان گونه که انتظار 

رخ داد که این مسئله به رسیدگی نهایی  ها تخمکصورت نگرفت. رسیدگی نهایی در تعداد کمی از  ها تخمکرسیدگی نهایی 

که در اولین تحقیقات صورت گرفته در همین زمینه مشاهده شده بود  ای پدیده؛ شود میارتباط داده  خودی خودبه

(Maruyama, 1985.)  خیار دریایی  های تخمکدر تحقیق مذکور، درH. leucospilota  ندرتاًساعته با آب دریا، 2/8در تماس 

 .شود میدر نظر گرفته  القاکنندهبا ماده  رسیدگی نهایی رخ داد که این تعداد کم، غیر مرتبط

 ها تخمک، در هر دو گروه استفاده شده از عصاره تازه و منجمد، با افزایش زمان میزان بروز رسیدگی نهایی در 29در تیمار 

 های تخمکر ، با وجود بالاتر بودن میزان رسیدگی د09افزایش یافت. با مقایسه نتایج حاصل از دو گروه مذکور در پایان دقیقه 

 رغم یعلکه  صورت نیبدمشاهده شد.  899مشابه در تیمار  های یافتهدر نتایج مشاهده نشد.  دار معنیگروه عصاره تازه، افزایش 

در گروه عصاره تازه، میزان اختلاف بین دو گروه از نظر آماری قابل اغماض بوده  ها تخمکبالاتر بودن میزان رسیدگی نهایی 

های عصبی پس از جدا شدن از بدن جانور و سپس ذوب و  ، انجماد بافت8002در سال  Maruyamaهای  هاست. بر اساس یافت

مقایسه میزان رسیدگی نهایی  .2شکل 

تخمک )درصد( خیار دریایی 

Holothuria arguinensis  09بعد از 

دقیقه تیمار شدن با استفاده از عصاره تازه 

شعاع عصبی )ستون سیاه( و یا عصاره 

 منجمد شده شعاع عصبی )ستون راه راه(. 
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. در تحقیق یاد شده مقداری از بافت گردد میدر بافت عصبی ن مؤثراستخراج عصاره از آن، موجب کاهش اثرات القایی ماده 

پس از  Stichopus japonicusو  H. leucospilota، H. pervicax، H. moebi، H. pardalis گونه خیار دریایی شامل 2عصبی 

درجه و سپس ذوب، هموژن شده و سپس  -29جدا شدن از بدن جانور، به صورت تازه و بخش دیگری پس از انجماد در دمای 

نین در کار رفت. نتایج حاصل تفاوتی در عملکرد القایی دو نوع عصاره استخراج شده نشان نداد. همچه برای تهیه عصاره ب

عصبی  یها بافتصورت گرفت،  Apostichopus japonicusبر روی گونه ( 2990)و همکاران  Katoکه توسط  یا مطالعه

 شدند. عصاره حاصل داری نگه -09دمای  درو سپس تا زمان استفاده  شدبلافاصله پس از استخراج از بدن وارد نیتروژن مایع 

 Inمنجر به القای  زیآم تیموفقمیکرولیتر به طور  299افت عصبی یک جانور در بیک هشتصدم ها در غلظت  ذوب این بافت از

vitro  شد. در تحقیق حاضر، بافت عصبی به صورت تازه در تهیه عصاره به کار رفت و انجماد پس از  ها تخمکرسیدگی نهایی

 آماده سازی عصاره انجام شد. 

 Gonad Stimulating) گردد می ها تخمکالقای رسیدگی نهایی در  در عصاره بافت عصبی خیار دریایی که موجب مؤثرماده 

Substance)  برای اولین بار باشد مییک پروتئین .Maruyama (8002)  ماده مذکور پروتئینی با وزن  احتمالاًعنوان نمود که

 های گونه های تخمکسیدگی نهایی بر ر الزاماً. همچنین ماده موردنظر برگرفته از یک گونه ، باشد میمولکولی چند کیلو دالتون 

 ,.Katow et al)ارد د هایی تفاوتمختلف خیار دریایی  های گونهدر  GSS ماده احتمالاًندارد. بنابراین  تأثیردیگر خیار دریایی 

آمده در تحقیق کنونی، شاید بتوان عنوان نمود که انجماد و ذوب کوتاه مدت عصاره بافت  به دستبر اساس نتایج  .(2009

 عصبی اثر مخرب بر پروتئین یاد شده ندارد. 

در تحقیقات صورت گرفته، اطلاعات چندانی در مورد مقایسه اثرات القایی عصاره تازه با عصاره انجماد یافته بافت عصبی وجود 

اثری  H. arguinensisندارد. با توجه به نتایج مشاهده شده در این مطالعه، انجماد کوتاه مدت عصاره بافت عصبی خیار دریایی 

این گونه در مقایسه با عصاره تازه نداشته و  های تخمکموجود در عصاره در القای رسیدگی نهایی  مؤثربر عملکرد پروتئین 

عصاره مذکور را پس از تهیه، منجمد نمود و در مراحل بعد بدون کاهش اثر، آن را در القای رسیدگی نهایی  توان میبنابراین 

عصاره منجمد شده طی زمان طولانی، نیاز  یالقاکنندگ تأثیربه کار برد. مشاهده کاهش احتمالی  In vitroبه صورت  ها تخمک

 . باشد میبه تحقیقات بیشتری 
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