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شماره ۷۱ ، تابستان ۱۳۸۵

استفاده از عصاره دانه گياه Azadirachta indica عليه 
مژكداران تک سلولي مهاجم در محيط پرورش متراكم جلبک 

Dunaliella tertiolecta تک سلولي

چكيده 
 Dunaliella tertiolecta عليه آلودگي جلبك تك سـلولي Azadirachta indica  (Juss) تاثيرعصاره دانه گياه سـنجد تلخ با نـام علمي
(Butcher) با مژكداران تک سـلولي مهاجم در شـرايط آزمايشگاهي مورد مطالعه قرار گرفت. بدين منظور غلظت كشنده مژکداران 
و نيمه كشـنده جلبک تحت تاثير عصاره اسـتخراج شـده از دانه گياه، در شرايط بهينه رشد جلبك بررسي شد. آزمايش نشان داد 
 EC۵۰ عصاره بر روي مژکداران در غلظت ۴ – ۳/۶ ميلي گـرم درليتر طي ۲۴ صورت مي گيرد درصورتي که LC۱۰۰ ،اثـر کاملا کشـنده
جلبک طي ۲۴ ساعت در غلظت ۱۰ ميلي گرم در ليتر مي باشد. همچنين در بررسي تاثير همزمان عصاره روي مژک داران و جلبک 
تک سـلولي در يک نمونه آلوده شـده مشـخص شـد عصاره در دزهاي بالاتر از ۵-۴ ميلي گرم در ليتر در۲۴ساعت توانايي حذف 
کامـل آلودگـي و ترميم تـوده جلبك آلوده را دارد، در حالي کـه در همين دز بازماندگي توده جلبکي بيش از ۸۰٪ مي باشـد. نهايتاً 
بررسـي تاثير طولاني مدت عصاره بر روي نمونه آلوده شـده نشان داد که اين عصاره در ۷۲ ساعت هيچ تاثير منفي بر توده جلبکي 

نداشته است. 
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In this research effect of Azadirachta indica (Juss) seed extract upon predator ciliates in intensive unicellular algal mass 
culture of Dunaliella tertiolecta (Butcher) under laboratory condition were studied. For this propose, LC 100 of ciliates 
and EC 50 algae in the optimum Lab. condition were examined. Results show that a 24-h LC 100 at 4mg/l seed extract was 
found for the ciliate whereas at 24h EC50 10 mg/l had the best result for the ciliate. But at investigation of seed extract 
effect upon the of unicellular algae and ciliate both to gathers at one contaminated sample show that The application 
dose for use of this extract with useful effect in completely elimination of ciliates is over than 4 - 5 mg/l. Finally study 
in long time effect of seed extract upon the mortality, motion and body shape of algae cells showed that this extract is 
able to recover contaminated algal population and had no harmful effect on the algae cells at 72 hour.

Keywords: Azadirachtin، Azadirachta indica, Ciliate, Dunaliella sp., Protozoan, EC50, LC 100. 

مقدمه
ــلولي  ــك س ت ــبز س ــك جلب از ــي مختلف ــاي گونهه
و بتاكاروتن ــع ترين منب غني ــوان عن ــه ب Dunaliella sp.
سخت پرورش در غذايي ماده ترين اصلي عنوان به همچنين
فراوان محققين توجه ــورد م Artemia sp. قبيل از ــتاني پوس
بهراحتي كه شور آب جلبك اين ــت(۱۹،۱۰). اس گرفته قرار
امروزه .(۱۳) ميكند تحمل را ۱۰ -۱۰۰ ppt ــوري ش دامنه
انبوه در تانكرهاي بهصورت جهان ــورهاي كش از در بسياري
كاملاً ــورت بهص خاكي و ــي بتون ــتخرهاي اس اتيلني، ــي پل

ــود(۱۹). ميش ــتداده تجاريکش خالصو
با آلودگي در خطر ــه هميش ــي ــتمهاي پرورش سيس چنين
سلوليهاي و تک ــرها كلادوس روتيفرها، از جمله مهاجمان انواع
جمعيت ــند(۲۲،۲۰،۱۳). ميباش پروتوزوان ــاخه ش از داري مژک
جمله حمله مهاجماني از معرض در ــلولي که س تک جلبكهاي
گرفتهاند سلولي قرار تك جلبكهاي از تغذيه کنننده داران مژک
مدت يك طي از ــس نگيرند پ ــرار ق ــد رش بهينه ــرايط ش در اگر
مي روند بين از و ــده ش ــط مژك داران تغذيه توس بلافاصله ــاه كوت
تمامي ــردن ك ــتريل اس هواي ورودي و ــيون فيلتراس .(۱۹،۱۶)
تا ميتواند مداربسته سيستمهاي در ــت كش محيطهاي ظروف و
روش اما اين ــردد(۲۰،۱۹) گ آلودگي ــار و انتش مانع ايجاد حدي
مقرون و مقدور پرورشي روباز ــتخرهاي اس در و بالا حجمهاي در
تغييرات تحمل مژكداران قابليت اين از طرفي نميباشد. بهصرفه
دليل همين ــه ب دارند ــز ني را ۱۶ -۱۵۰ppt ــوري از ش ــيع وس
حذف کار جهت راه ــک ي عنوان به ــوري ش ــترس اس از نميتوان
چنين با مقابله راههاي يكي از کرد (۱۳). استفاده مژکدار مهاجمان
حذف مهاجمان بر علاوه که ــت اس موادي پيدا كردن مهاجماني
اين از پيش باشند. ها داشته جلبک کميبر روي بسيار منفي تاثير
آمونياك مستقيم غير افزايش موجب pHافزايش طريق از محققان
و (Brachionus sp.) حذف روتيفرها به موفق و ــده ش يونيزه غير
پرورش جلبکهاي محيط از (Diaphanosoma sp.) ــرها كلادوس
اضافه با محققان از تن دو سال۱۹۹۱ در گرديدند(۲۰). سلولي تک
در پروتوزوان به حذف موفق هيپوكلريت ميلي گرم ۷ تا ۵ نمودن
تاثير .(۲۲) شدند Chlorella sp. سلولي تک جلبک متراكم كشت

جنسهايي ازجلبكهاي آلودگي هاي درمان در ــز ني مترونيدازول
هيپوكلريت، ــه، گن گنه ــولفات س همچنين .(۱۶) ــلولي س ــک ت
متراكم آلودگيهاي كشت روي بر هيدروژن و پروكسيد فرمالدئيد
مورد اين از ــش پي ــيها پارامس ــا ب Dunaliella salina (Dunal)
عنوان به گنه گنه ــولفات س و مترونيدازول و گرفته قرار ــي بررس
ميكروآلگها پرورش آلودگي سيستمهايي درمان در موثر داروهاي

شد(۱۳). پيشنهاد
Azadirachta indica گياه دانه تاثير عصاره همين راستا در
Dunaliella tertiolecta ــلولي س تك آلودگي جلبك دركنترل
دولپهاي گياه اين گرفت. مطالعه قرار مورد مهاجم مژكداران با
بنام ايران در و ــوده ب ــورهند بوميكش ،Meliaceae ــواده خان از
با نام گياه اين ۱). عصاره ــکل (ش معروف ميباشد تلخ ــنجد س
كه (۲ (شكل ميباشد ترپنوئيد تري تركيبات از Azadirachtin
۱۹۶۸ سال در Butterworth توسطMorgan و بار اولين براي
روغن .(۱۱) شد ــازي س جدا Azadirachta indica از دانه گياه
۴۰۰۰ Neem سابقه تجاري نام با نيز گياه شده اين استحصال

دارد. بيماريها درمان در ساله
بوده قارچي ضد و ــي باكترياي ضد خواص داراي تركيب ــن اي
اثر ــتن كمترين داش علت به ــر اخي ــالهاي س در و (۱۵،۱۲،۸،۵)
نامطلوبدرمحيط سميتبررويپستانداران وهمچنينعدم تاثير
موذي ــرات دفع حش طبيعي در آفت كش به عنوان يك ــت زيس
قارچي نتايج بررسي اثرات ضد .(۷) ــت اس گرفته قرار توجه مورد
داد که زميني) نشان بادام Puccinia (زنگ sp. بر روي اين عصاره
ضد خواص با داروي بيولوژيک عنوان يک ترکيب به اين از ميتوان
باکتريال آنتي تاثيرات زمينه مطالعه در .(۱۵) نمود استفاده قارچي
حاکي از باکتري نيز ۱۰۵ گونه جنس و هفت بر روي ــن عصاره اي
(۲۶،۵). هدف بود اينگياه باکترياييعصاره خواص جالبتوجهضد
روي بر فوق گياه عصاره ــميت ــي اثرس بررس تحقيق اجراي اين از
محيطهايکشتجلبک هايتکسلوليميباشدکهدرنهايتبتوان
و مهاجم مژک داران حذف در موثر ماده يک به عنوان عصاره ازاين
براساس درمانکشتهايآلودهجلبکهايتکسلوليسودجست.
تاثيرعصارهگياهسنجد مطالعاتانجامگرفتههيچگزارشي مبنيبر

نشد. پيدا مهاجم مژکداران و جلبكها انبوه كشت بر تلخ
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سازندگي و پژوهش و سازندگي۸۴ ۸۵پژوهش

۱۳۸۵ تابستان ،۷۱ شماره

روشها و مواد
جلبك كشت

ــتفاده اس ۳۰ ppt ــوري ش با اروميه آب درياچه از جلبک پرورش جهت
بوسيله شدن، فيلتر از پس ۲۵۰ ppt شور آب ابتدا كه صورت بدين گرديد.
Walne كشت  محيط از شد. ــانده رس در ليتر ۳۰ گرم ــوري به ش مقطر آب
ــلولي س تك جلبكهاي نياز مورد ضروري مواد كننده تامين عنوان به ــز ني
ــط ــت توس محيطهاي كش و آب تجهيزات، كليه گرديد (۱۹،۱). ــتفاده اس
طبق و ــده ش ــتريل اس ۱۵ دقيقه به مدت درجه ۱۲۰ ــاي در دم ــوكلاو ات
ادامه ليتري ــج پن ارلنهاي مرحله تا جلبك ــرورش پ ــتاندارد اس روشهاي

يافت.

مصنوعي آلودگي ايجاد
غير و آب هوا ــق از طري راحتي به داران ــژک م اين اينکه به ــه توج ــا ب
عمل ترتيب اين به نمونه آلوده ايجاد و جهت تهيه ميشود منتقل ــتريل اس
به صورت ليتر ميلي در ــلول س ميليون يک با تراکم جلبکي نمونه ــد که ش
استفاده بدون هوا پمپ با و شده تلقيح استريل غير درياي آب با ــتقيم مس
تراکم مدت ــس از اين پ ــد. ش هوادهي مدت دو هفته ــي به فيلترهواده از
هاي جلبک ــمارش ش لام بورکر( لام ــيله بوس دار مژک هاي ــلولي س تک
ليتر هر ميلي دار در مژک ۵۰۰۰ تراکم به سپس ) شمارش و ــلولي تک س

شد(۱۹). رسانده

گياه دانه از الكلي عصاره استخراج
آن عصاره سپس شده و آسياب كاملاً خرد در گياه خشک دانه ۵۰ گرم
استخراج ٪۹۶ ۱۰۰ اتانول ml متوالي توسط سه مرحله در مستقيم روش با
درجه ۴۰ دماي و در روتاري بوسيله فوق محلول دوم اتانول مرحله در شد.
اتانول از کامل به طور گياه وعصاره ــده تبخير ش ۱۰۰ mmHg خلا و تحت
و در تاريكي در زمان مصرف تا شده خالص عصاره الکلي سپس جدا گرديد.

شد. نگهداري گراد سانتي + ۴ دماي

عصاره از مختلف دزهاي تهيه
نظر در خالص محلول ٪۱۰۰ عنوان به گياه ــده از ش ــتخراج اس عصاره
ثابتي حجم در فوق عصاره نمودن حل با نياز مورد غلظتهاي و شده گرفته
رقتهاي نياز( دز مورد ــبه محاس با که بدين ترتيب گرديد. تهيه آب مقطر
خالص شده) الکلي عصاره از گرم در ليتر ميلي ــب حس بر عصاره از مختلف
کمي آب مقطر ــدار در مق خالص ــاره عص از ــده ش ــبه محاس به مقدار ابتدا
درون آزمايش در ابتداي شده تهيه همگن سپس محلول و ــده ش حل کاملاً
تيمار) هر از تکرار جلبک (هر نمونه ليتر ميلي حاوي ۵ که آزمايش لولههاي

شد. ريخته هست

داران و مژک جلبک بر سميت عصاره بررسي
ــرايط ش تحت آزمايش و لولههاي درون در ــميت عصاره س حد مطالعه
با گراد ــانتي س درجه ۲۰ دماي و ( لوکس ۲۰۰۰ – ۵۰۰۰) اپتيمم نوري

گرفت. صورت ليتر ميلي جلبک در هر سلول ميليون يك تراكم
ــتوک جلبک پنج ميلي ليتراس LC مژکداران، ــن۱۰۰ جهت تعيي ــدا ابت
دزهاي تاثير تحت تكرار سه تيمار و هشت مژکدار در ۵۰۰۰ تراکم با آلوده

گرم در ليتر) ميلي ۱/۲-۱/۶-۲-۲/۴-۲/۸-۳/۲-۳/۶-۴ ) مختلفي از عصاره
با Invert ــکوب ميکروس ــيله ــاعت بوس ۲۴ س از پس نتيجه و گرفته ــرار ق
در مژکداران وجود عدم گرفت. قرار ــي مورد بررس ۲۰ و ۱۰ نمايي ــت درش
دوم جهت درتست شد. آنان تلقي مرگ به عنوان آنها تحرک عدم محيط و
ميليون يک تراکم با سالم جلبک ليتر ميلي پنج جلبک، EC ۵۰ اندازهگيري
-۲۴-۳۲ تيمار( دزهاي درهشت ــاعت ۲۴ س مدت به ليتر ميلي در ــلول س
(نمونه شاهد نمونه يک و عصاره) از ليتر در گرم ميلي ۲-۴-۸ -۱۲-۱۶-۲۰

گرفت. قرار آزمايش مورد تکرار سه در همگي ( عصاره بدون جلبک
بر عصاره مدت طولاني و همزمان اثر ــي بررس جهت ــوم س درآزمايش
و مژکدار ۵۰۰۰ تراکم با آلودهاي نمونه مژکداران، و جلبک سلولهاي روي
۷۲ مدت به همزمان هر ميلي ليتر به صورت در جلبک ــلول يک ميليون س
آزمايش اين قرارگرفت. در ــاره ازعص مختلف غلظت ۱۲ تاثير تحت ــاعت س
انتهاي دوره در و شروع تست از پيش و مژکداران جلبک تراكم سلولهاي
نمونه به ــبت نس و ــمارش ش بورکر لام ــيله بوس ٪۱ از تثبيت با لوگول پس

محاسبه شد. درصد به ( عصاره از استفاده بدون آلوده نمونه شاهد (

نتايج
کشت محيط هاي در مهاجم داران ازمژک مختلفي گونه هاي و ــکال اش
شناسايي مژکدار نمونه يک ميشود. مشاهده سلولي تک هاي جلبک آلوده
که داراي مژکدار اين ميشود. ديده ۳ شکل- در آلوده جلبك در نمونه شده
در سريع شيوع بسيار ) و ديگر گونههاي به نسبت از ٪۹۵ ( بيش فراواني بالا
تخم مرغي شکل به ميباشد سلولي تک جلبکهاي کشت انواع محيطهاي
جلبک با مقايسه در شيار دهاني بدنه انعطاف پذير و و ميکرون سايز۱۰۰ با

است. شناسايي قابل کاملاً ميکرون ۱۵ تا ۸ با اندازه دوناليلا
طي ليتر ميلي گرم در ۴ تا ۳/۶ غلظت در عصاره نشان داد که آزمايش

       Azadirachta indica شکل ۱- برگ و دانه گياه 
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گرديد. مهاجم مژکداران تمامي انهدام موجب کامل بهطور ساعت ۲۴
جلبک سلول هاي عصاره روي ساعته ۲۴ غلظت سميت دوم آزمايش در
مورد ( عصاره از استفاده بدون ( نمونه شاهد نمونه با درمقايسه تيمار ۸ در

.( شکل ۵ ) گرفت بررسي قرار
ــاعت س مدت ۲۴ در D.tertiolecta جلبک LC ۵۰ که ــان داد نش نتايج
دز LC ۵۰ جلبک و کامل افتراق به توجه با مي باشد. ۱۰ ميلي گرم در ليتر
بهصورت عصاره سميت سوم درآزمايش ساعت، ۲۴ طي مژکداران LC ۱۰۰
مورد ــاعت س ۷۲ مدت در داران مژک و ــک دوناليلا روي جلب بر ــان همزم

.(۶ گرفت(شکل قرار بررسي
در گرم ميلي تا۵ دزهاي بالاتر از۴ عصاره در كه داد ــان ــيها نش بررس
آلودگي از اثري ــاعت س ۲۴ پس از آلودگي بوده و کامل قادر به حذف ليتر
۷۲ همچنين عصاره طي نشد. مشاهده ــي آزمايش نمونههاي از يک در هيچ
۳ گذشت از پس حتي روي توده جلبک نداشته و منفي بر تاثير هيچ ساعت
يعني ميباشد. ٪۷۰ از بيش فوق غلظت در جلبك سلول هاي بازماندگي روز
دورههاي در جلبک تلفات سلولهاي مابين درصد معنيداري اختلاف هيچ
عصاره از يکساني تحت تاثير غلظت هاي ــاعت ) س ۷۲ و زماني (۲۴ مختلف

.( p  ≤۰/۰۵ ) مشاهده نگرديد

بحث
مهاجم ــژكداران م كنترل در A.indica ــاه گي دانه از عصاره ــتفاده اس
تحقيق اين ــار در ب براي اولين ــلولي س تك جلبكهاي ــوه انب هاي ــت كش
اين اثر نحوه و موثر دز با رابطه در ــاس اطلاعاتي اس همين ــد. بر ش گزارش

نشد. پيدا سلولي تک جلبک هاي روي بر ماده
اول درآزمايش عصاره ــتقل مس تاثير که ــان داد نش حاضر تحقيق نتايج
در اما ــت. هس ٪۱۰۰ در ليتر ميليگرم ۳/۶ – ۴ دز در ــرروي مژک داران ب
ليتر، در گرم ميلي ۱۰ دز در ــالم س جلبک بر نمونه ــتقل عصاره مس تاثير
عصاره همزمان تاثير بررسي ميباشد. ٪ ۵۰ از بيش جلبکي توده بازماندگي

غلظتهاي بالاتر داد نشان ( شده آلوده نمونه ) داران مژک و روي جلبک بر
مژک کامل حذف باعث ــاعت ۲۴ س از عصاره طي ليتر در گرم ميلي از۴-۵
تراکم مدت باز ماندگي همين در حاليکه در ــت ميشود کش از محيط داران
بر طولاني مدت عصاره  تاثير ــي بررس ــد. مي باش از ٪۸۰ بيش جلبکي توده
در عصاره که داد ــان ساعت هم نش جلبکها طي ۷۲ حرکت و ــد روند رش
قدرت بالاتر دزهاي در اما ندارد جلبکها بر تخريبي اثر هيچ مدت طولاني
به کروي مرغي تخم از جلبکها و شکل يافته کاهش جلبکها و تکثير رشد
سلولهاي جلبک کند شده و جلبکها حرکت در اين حالت تبديل ميشود.
اين دليل ميکنند. چرخش به ــروع ش کروي مدار با خاص محدوده در يک
روي بر Azadirachtin ــتقيم مس تاثير به را ميتوان ارادي ــر غي رفتار ــوع ن
.(۴) دانست ــاء سلول ها غش فعال در پديده انتقال در موثر يوني کانالهاي
سيستم به حمله با ( گوانين (سولفات گنه گنه سولفات همانند ماده اين زيرا
نهايت موجب مرگ در و ــده ش ــلولي در ديفوزيون س اختلال موجب عصبي
که مترونيدازول همانند است قادر عصاره اين ظاهرا .(۱۳) ميشود ــلولي س
سلولي تک جلبک كشت در Amhelidium sp. مانند داراني تاژک كنترل در
روي بر تخصصي ــيار بس بهصورت دارد ــي خوب ــرد کارب Scenedesmus sp.
چنين به بالاي جلبکها مقاومت .(۲۱ ،۱۶) كند تاثير ها ــم ارگانيس بعضي
ــلولهاي س ارگانيک ــموليت هاي اس بالاي ميزان ــي از ناش عمدتاً را موادي
تنظيم ترکيب عمدهترين عنوان به گلسيرول و ميدانند دريايي جلبکهاي

ميباشد(۱۴، ۱۸). مطرح گياهي درسلولهاي اسمز کننده کنترل
کاهش مقابل نور خورشيد و در Azadirachtin ــيده شدن از طرفي اکس
ديگري دليل ميتواند کشت محيط از آن خودبخود وحذف عصاره سميت اثر
( ۲۳،۸) باشد جلبک سلولهاي روي مدت طولاني در تاثير منفي آن عدم بر
تک جلبکهاي کشت انبوه در ماده از اين ــتفاده اس براي را راه که مي تواند
کند زيرا هموارتر جانبي بدون ايجاد عوارض ــاني، انس مصارف براي ــلولي س
کاملاً جلبک بيومس نمودن خشک و عملآوري مراحل در ماده اين سميت
Azadirachta ارزان ــتحصال اس و ــت کش امکان توجه به با ميرود. ــن بي از

ترپنوئيد تري ترکيبات از Azadirachtin فرمول شيميايي – ۲ شکل
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تك جلبك شده تمام با قيمت در مقايسه اقليمي ايران ــرايط ش در indica
عصاره از استفاده ،( دلار خشك ۸۰ ( هر کيلوگرم بيومس دوناليلا ــلولي س
آلودگي در کامل حذف در ليتر جهت ۶ ميلي گرم تا ۵ غلظت با ــاه گي ــن اي

ميشود. توصيه سلولي دوناليلا تک متراكم جلبک پرورش سيستمهاي
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