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چكيد ه 
   هدف از اين تحقيق، بررســی نحوه عملكرد عصاره های مورد و آنغوزه بر درصــد تفريخ و بقاء لارو قزل آلای رنگين کمان در 
مراحل اوليه رشد و تكامل در مقايسه با مالاشيت گرين می باشد. اين تحقيق، در کارگاه تكثير و پرورش روستای دلخان سپيدان 
شــيراز انجام گرفت. ميزان تفريخ و نيز ميزان بقاء لاروها بعد از جذب کيسه زرده، تحت تاثير تيمارهای عصاره مورد با غلظت 
400 ميلی گرم بر ليتر و آنغوزه با غلظت40 ميلی گرم بر ليتر به مدت30 دقيقه شستشــوی روزانه با سه تكرار مورد سنجش قرار 
گرفت. گروه کنترل مثبت در معرض2 ميلی گرم بر ليتر مالاشــيت گرين به مدت 20 دقيقه شستشوی روزانه قرار گرفت و گروه 
کنترل منفی )شاهد( بدون هرگونه مداخله دارويی به کار گرفته شد. نتايج حاصله نشان داد که در ميزان تلفات تخم در مرحله 
تفريخ در گروه شــاهد بطور معنی داری بيشــتر از تيمارهای مورد آزمايش بود )P>0/05( به علاوه ميزان تلفات در تيمار مورد 
بطور معنی دار کمتر از مالاشيت گرين و آنغوزه بود )P>0/05(. همچنين ميزان تلفات تخم بين تيمارهای آنغوزه و مالاشيت گرين 
تفاوت معنی داری را نشــان نداد )P<0/05(. نتايج تلفات لاروها بعد از جذب کيســه زرده نشان داد که ميزان تلفات لاروها در 
گروه های تيمار آنغوزه و شــاهد به طور معنی داری بيشتر از گروه های تيمار مورد و مالاشيت گرين بوده است )P>0/05(. نتايج 
حاصل از اين مطالعه نشان می دهد که اســتفاده از عصاره مورد به ميزان 400 ميلی گرم بر ليتر، موجب افزايش درصد تفريخ و 

بازماندگی لاروها بعد از جذب کيسه زرده گرديد و قابل رقابت با مالاشيت گرين می باشد. 
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The present study investigated the effects of Myrtus communis and Ferula assafoetida extracts on percentage of hatch-
ing and survival rate in the early growth stages of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) larvae compared with mala-
chite green (MG). This study was carried out in Dalkhan propagation and cultivation farm, in Sepidan, Shiraz. To 
assess the percentage of hatching and survival rate in the early growth stage, Myrtus communis was used at 400 mg/L 
and Ferula assafoetida at 40 mg/L for 30 minutes per day and MG as the positive control at 2 mg/L for 20 minutes per 
day. Normal control without any treatment was also included. Each treatment trial was provided in three replicates. 
The obtained results showed that the mortality level in normal control was significantly higher than other groups in the 
hatching stage (p<0.05). Also, the mortality rate in eggs treated with Myrtus communis was significantly lower than 
both MG and Ferula assafoetida groups (p<0.05). No significant different was seen between MG and Ferula assa-
foetida groups (p>0.05). In addition, the mortality rate of the produced larvae was significantly higher in both Ferula 
assafoetida group and normal control groups than other two groups (p<0.05). The results showed that use of Myrtus 
communis at 400 mg/L is able to significantly improve the rate of rainbow trout eggs and larvae survival during incuba-
tion period. It can be compatibe with MG.

Key words: Oncorhynchus mykiss; Myrtus communis plant; Ferula assafoetida plant;
 hatching percentage, survival percentage 

مقدمه
صنعــت تکثیر و پرورش آبزیان به ویژه ماهی قزل آلای رنگین كمان در اكثر 
نقاط كشــور در حال توسعه بوده و از جمله مشکلات اساسی در این زمینه، 

تلفات بالای دوران انکوباسیون تخم در مراكز تکثیر می باشد )۱4(.
یکــی از مهم ترین عوامل مشــکل زا در دوران انکوباســیون تخم قزل آلای 
رنگین كمان، آلودگی هــای قارچی، باكتریایی و انگلی آبزیان اســت كه به 
منظور كنترل این آلودگی ها تا مدت ها استفاده از مالاشیت گرین به عنوان 
تركیبــی موثر در كارگاه های تکثیر قزل آلا مطرح بوده اســت. مالاشــیت 
گریــن یکی از فرآورده های آنیلین اســت كه به عنوان یک تركیب جهش زا 
و ســرطان زا )تولید رادیکال آزاد( شــناخته شده اســت لذا استفاده از این 
دارو برای ماهیانی كه به مصرف انســان می رســند مورد تایید اداره نظارت 
بر دارو و غذای ایالات متحده (FDA) قرار نگرفته اســت ولی متاســفانه در 
كشور ما در سطح استخر های پرورش ماهی و سالن های تکثیر ماهیانی كه 
مورد تغذیه انســان قرار می گیرند عملًا به كار گرفته می شــود )۱3( لذا به 
دنبال اثرات زیست محیطی بسیار نامطلوب مالاشیت گرین و دیگر تركیبات 
شیمیایی در كارگاه های تکثیر و پرورش آبزیان، استفاده از انواع عصاره ها و 

اسانس های گیاهی به عنوان جایگزین های مناسب طبیعی مورد توجه قرار 
گرفته است )۱4(.

   گیاه مورد (Myrtus communis) در نواحی شــمال ایران، فارس، كرمان، 
بندرعبــاس، یزد و گیلان غرب رویش دارد. تركیبات شــیمیایی اســانس 
این گیاه شــامل ترپینولــن (Terpinolen) ، ســینئول (Cyneol) ، لینالول 
 (Linalil scetat) و لینالیــل اســتات (Terpineol)ترپینئــول ، (Linalole)
می باشــد. خصوصیت ضد باكتریایی و قارچی عصاره محلول در آب، عصاره 
محلول در دی كلزو متان و عصاره محلول در روغن ذرت گزارش شده است 

 .)۱0(
   گیاه آنغــوزه (Ferula assafoetida) از گیاهان دارویی مهم تیره چتریان 
(Umbelliferea) اســت كه عمدتا این گیاه در اراضی بایر و خشک و آهکی 
مناطق گرم آســیا انتشار می یابد. در ایران در مناطق خراسان، بلوچستان و 
نواحی مختلف جنوب ایران می روید. تركیبات شــیمیایی ریشه گیاه آنغوزه 
شامل مواد زیتوتانول (Zytonanol) ، فرولیک اسید (Feolic acid) ، اسانس 
روغنی فرار، پینن (Pinen)، آزولن (Azolen) می باشد. صمغ این گیاه دارای 

اثرات ضد میکروبی، ضد التهابی و خواص آنتی اكسیدانی است )3،9(.
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 Zataria multiflora) مطالعاتی در زمینه اثرات اســانس آویشن شــیرازی
Bioss) بر میزان تفریخ تخم قزل آلای رنگین كمان و درصد بقاء لارو )۱۱،۱4( 
و اسانس شمعدانی (Geranium herbarum) در كنترل آلودگی های قارچی 
تخم ماهی قزل آلای رنگین كمان )۱۱( صورت گرفته است. نتایج حاصل از 
مطالعه Soltani و همکاران )۱4( نشــان داد كه استفاده از اسانس آویشن 
شیرازي، به میزان ۷0 میلي گرم در لیتر، موجب بقاي تخم و افزایش درصد 
تفریخ و بازماندگــي لاروها تا وزن یک گرمي گردید. تركیبات شــیمیایی 
این اســانس شــامل تیمول (thymol)، كارواكرول (carvacrol)، زاترینال 
 ،(betulic acid) اسید بتولیک  ،(oleanolic acid) اسید اولئانولیک ،(zatrinal)
 ،(monoteropenoid) مونوتروپنوئید ،(rosmarinic acid) اســید رزمارینیک
سسکوئیترپنوئید (sesquiterpenoids)، پیسیمن (p- emene) و وای ترپینن 
 Sharif می باشــد. همچنین نتایج بدســت آمده از تحقیق (y- terpinene)
Rohani و همکاران )۱۱( نشــان داد كه حداقل غلظت مهار كننده اسانس 
نسبت به ساپرولگنیا 4/۸ و نسبت به فوزاریوم ۱۸/۲ میکروگرم در میلي لیتر 
 ،(neoisoment) بود. تركیبات شیمیایی این اسانس شــامل نئوی سومنت
فوروپلارون (furopelarone) و فوروپلارگون (furopelargone) می باشــد. از 
آن جایی كه تاكنون مطالعه ای در زمینــه تاُثیر احتمالی عصاره های مورد و 
آنغوزه در دوران انکوباسیون تخم ماهی قزل آلای رنگین كمان صورت نگرفته 
است، لذا مطالعه حاضر، به منظور ارزیابی مقایسه اثرات عصاره  های مذكور با 
مالاشیت گرین بر درصد تفریخ و بقاء لارو قزل آلای رنگین كمان در مراحل 

اولیه رشد انجام گرفته است.

مواد و روش  ها
این بررســی در آبان ماه ۱39۲ در كارگاه تکثیر و پرورش روســتای دلخان 
واقع در ۲0 كیلومتری شهرســتان سپیدان شیراز صورت گرفت. گیاه مورد 
و آنغــوزه از عطاری شــیراز تهیه و پس از تایید نــام علمی آن با مطالعات 
میکروســکوپی )6( در مجاورت هوا خشــک و سپس پودر شدند. سپس به 
3 گرم از هر كدام از پودرهــای مورد و آنغوزه 3 میلی لیتر آب مقطر اضافه 

گردید و به مدت ۲4 ساعت روی شیکر قرار گرفتند. محلول مورد نظر جهت 
حذف ذرات بزرگتر دكانته و ذرات كوچکتر با عبور از صافی غشــایی با مش 
0/4۵ میکرومتــر حذف گردید )روش نفوذی اصلاح شــده(. عصاره حاصل 
پس از ۱۲ ساعت در دستگاه دسیکاتور در شرایط خلاء كاملًا خشک و پودر 
خشک حاصل، پس از توزین، در آب مقطر حل گردید و بعنوان عصاره آبی 

مورد استفاده قرار گرفت )۱(. 
در ادامه از 6 عدد ماهی نر و ۱۲ عدد ماهی ماده قزل آلای رنگین كمان پس 
از اطمینان از رسیدگی جنسی، در سالن انکوباسیون، پس از بیهوش شدن 
در ۱۵0 میلی گرم بر لیتر عصاره گل میخک، اســپرم و تخمک اســتحصال 

شد )شکل ۱( . 
لقاح به روش خشــک و ســپس عمل جذب آب تخم ها با آب سالن تکثیر 
انجام شــد. تخم های تازه لقاح یافته در تراكم ۷000 عدد تخم به ازای هر 
ســینی تخم، در تراف های فایبر گلاس با حجم آب یکسان قرار داده شدند 

)شکل ۲(.
هر تراف حاوی سه سینی و هر سینی دارای ۷000 تخم بود. تراف ها شامل 
تیمــار مورد و آنغوزه بــه ترتیب با غلظت 400 و 40 میلی گرم بر لیتر و هر 
كدام با ســه تکرار، به مدت 30 دقیقه در روز به صورت حمام جاری بودند. 
شــروع عملیات از 4۸ ســاعت بعد از شروع انکوباســیون تخم ها، تا مرحله 
چشــم زدگی بود. تیمار مالاشــیت گرین )مرک( نیز مانند تیمارهای قبلی 
بــه میزان ۲ میلی گرم بر لیتر به مــدت۲0 دقیقه در روز اجرا گردید. تیمار 
شــاهد )شاهد منفی( نیز به شــرح فوق ولی بدون هر گونه داروی افزودنی 

مورد استفاده قرار گرفت.
در طول آزمایش دمای آب 0/۱±۱۲درجه ســانتی گراد و اكسیژن ۸±0/۲ 
میلی گرم بر لیتر بود. پــس از خواباندن تخم ها در داخل تراف ها، تا مرحله 
چشــم زدگی از جمــع آوری تلفات خــودداری نموده و پــس از آن روزانه 
تخم های تلف شــده با دقت ســیفون و شــمارش و در پایان میزان درصد 
تفریخ تخم ها محاســبه شد. همچنین لاروهای حاصل از هر تیمار به آرامی 
وارد تشــت شده و شــمارش گردیدند و پس از جذب كیسه زرده از داخل 

شكل1- استحصال تخمک و اسپرم از مولد قزل آلای رنگين کمان
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ســینی های تراف به داخل تراف و ترافهــا به حوضچه های بتونی موجود در 
سالن تکثیر انتقال داده شدند )شکل 3(. در پایان، تعداد لاروهای زنده بعد 

از جذب كیسه زرده محاسبه شد. 
مجموعــه تخم های بدســت آمده به طــور تصادفی بــه گروه های مختلف 
دسته بندی شدند. تجزیه و تحلیل آماری داده های مربوط به تغییرات درصد 
تفریــخ، تعداد تخــم، لاروها و درصد بقاء لاروها بعد از جذب كیســه زرده 
به كمــک روش آنالیز واریانس یکطرفه (ANOVA) در ســطح اعتماد %۵ 

)P=0/0۵( انجام شد. 
نتايج

نتایج میــزان درصد تفریخ تخم های قزل آلای رنگین كمان درمان شــده با 
عصاره مورد بــا غلظت 400 میلی گرم بر لیتر به مــدت 30 دقیقه بر روز، 
آنغوزه با غلظت 40 میلی گرم بر لیتر به مدت 30 دقیقه بر روز، مالاشــیت 
گریــن ۲ میلی گرم بر لیتــر به مدت ۲0 دقیقه بر روز و شــاهد در نمودار 

۱ نشــان داده شــده اســت. با توجه به نتایج حاصل، میزان درصد تفریخ 
بــرای تیمارهای مورد، آنغوزه و مالاشــیت گرین به ترتیب ۸۷/۸9±0/۱۷، 
0/۱۱±۷۷/۲۸ و 0/۲9±۷۷/۵9 درصد بود. مقایسه آماری این نتایج نشان 
می دهد كه میزان درصد تفریخ در تیمار مورد به طور معنی داری بیشــتر از 
تیمارهای دیگر بود )P>0/0۵(. تفاوت معنی داری بین میزان درصد تفریخ 
در تیمار آنغوزه و مالاشیت گرین وجود نداشت )P<0/0۵(. كمترین میزان 

درصد تفریخ در تیمار شاهد مشاهده شد. 
  نتایج تعداد تخم و لاروهای اولیه حاصل از تخم های قزل آلای رنگین كمان 
درمان شــده با عصاره مورد، آنغوزه، مالاشــیت گرین و شاهد در نمودار ۲ 
نشــان داده شده اســت. نتایج حاصل نشان داد كه با توجه به یکسان بودن 
تعداد تخم در تیمارهای مختلف، بیشترین تعداد لاروهای حاصل مربوط به 
تیمار مورد )۱6/0۲±۱۷3۵6( بود كه اختلاف معنی داری با ســایر تیمارها 
نشــان داد )P>0/0۵(. همچنیــن تفاوت معنی داری بیــن تعداد لاروهای 

شكل3- انتقال لاروها از سينی به تراف و قرار گرفتن تراف در حوضچه بتونی

شكل2- انكوباسيون تخمها درتراف های فايبر گلاس

عصاره های مورد و آنغوزه ...

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


شماره 113، نشريه د امپزشكی، زمستان 1395

79
در

پژوهشوسازندگی

نمودار 1- تغييرات ميزان درصد تفريخ تخم های قزل آلای رنگين کمان درمان شده با عصاره مورد )400 ميلی گرم بر ليتر(، 
آنغوزه )40 ميلی گرم بر ليتر(، مالاشيت گرين )2 ميلی گرم بر ليتر( و شاهد منفی )ستون های دارای حروف مشابه از لحاظ 

 .)P<0/05( آماری تفاوت معنی داری ندارد

نمودار2- تعداد تخم قبل از تفريخ و لاروهای حاصل از تخم های درمان شده با عصاره مورد )400 ميلی گرم بر ليتر(، آنغوزه 
)40 ميلی گرم بر ليتر( ، مالاشيت گرين )2 ميلی گرم بر ليتر( و شاهد. )ستونهای دارای حروف مشابه از لحاظ آماری تفاوت 

                .)P<0/05( معنی داری ندارد
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و یا تركیباتی كه عوارض ســوء زیســت محیطی را بــه حداقل میزان خود 
می رسانند توجه مراكز تکثیر را به خود جلب نموده است.

بر اســاس نتایج حاصل از این مطالعه درصد تفریخ در گروه شــاهد منفی 
بیشتر از سایر تیمارها بود )P>0/0۵(. مقایسه درصد تفریخ بین تیمار مورد، 
آنغوزه و مالاشیت گرین نشــان می دهد كه درصد تفریخ در تیمار مورد به 
طور معنی داری بیشتر از تیمار مالاشیت گرین بوده است. به علاوه مقایسه 
درصــد تفریخ در بین تیمارهای مالاشــیت گرین و آنغوزه نشــان می دهد 
كه این دو تیمار با هم اختلاف معنی داری نداشــتند )P<0/0۵(. همچنین 
نتایج حاصل از این مطالعه نشــان داد كه درصد بقــاء لارو در تیمار مورد 
در مقایســه با تیمار مالاشــیت گرین و آنغوزه بطور معنی داری بیشتر بوده 
اســت )P>0/0۵(. به علاوه مقایسه میزان بقاء لاروها در تیمارهای آنغوزه و 
مالاشیت گرین بیانگر بقاء بیشــتر در مالاشیت گرین می باشد كه اختلاف 
Sharif Rohani و همکاران  .)P>0/0۵( معنی دار با تیمار آنغوزه نشــان داد
)۱۲( نشــان دادند كه اســتفاده از غلظت های ۲۵، ۵0 و ۱00میلی گرم بر 
لیتر اســانس شمعدانی ۱ ساعت در روز منجر به مهار رشد قارچ ساپرولگنیا 
در تخم های قزل آلای رنگین كمان شــد كه بــا نتایج حاضر همخوانی دارد. 
همچنین Soltani و همکاران )۱4( نشــان دادند كه استفاده از غلظت ۷0 
میلی گرم بر لیتر اسانس آویشن شیرازی به مدت ۱ ساعت در روز منجر به 
۸6/06 درصد بقاء تخم تا مرحله چشم زدگی، 63/94 درصد از چشم زدگی 
تا مرحله بلوغ و ۸9/۱3 درصد تا تولید لارو یک گرمی شــد كه می تواند به 

عنوان یکی از جایگزین های مالاشیت گرین مورد استفاده قرار گیرد.

نمودار3- تغييرات ميزان درصد بقاء تا مرحله جذب کيسه زرده در لاروهای حاصل از تخم های قزل آلای رنگين کمان 
درمان شده با عصاره مورد )400 ميلی گرم بر ليتر( ، آنغوزه )40 ميلی گرم بر ليتر( ، مالاشيت گرين )2 ميلی گرم بر ليتر( و 

 .)P>0/0۵( شاهد منفی. ستونهای دارای حروف مشابه از لحاظ آماری تفاوت معنی داری ندارند

حاصل از تیمار آنغوزه و مالاشــیت گرین كه بــه ترتیب 4/۱۵±۱۵۱49 و 
.)P>0/0۵( ۵/۱3±۱۵3۱۸ بود مشاهده شد

نتایج حاصله از میزان درصــد بقاء لاروهای قزل آلای رنگین كمان تا مرحله 
جذب كیســه زرده برای تیمارهای درمان شــده با عصاره مــورد، آنغوزه، 
مالاشــیت گرین و شاهد در نمودار 3 نشان داده شده است. بر اساس نتایج 
فوق میزان درصد بقاء لاروها در تیمارهای مورد، آنغوزه و مالاشــیت گرین 
بترتیب 0/0۸± 94/49، 0/0۸±۸۲/۱9 و 0/0۸±۸9/36 درصد بود درحالی 
كه كمترین میزان درصد بقاء لارو در تیمار شــاهد منفی مشــاهده شــد. 
مقایسه آماری بین تیمارهای مختلف نشــان می دهد كه اختلاف معنی دار 
بین همه تیمارها وجود داشــت )P>0/0۵(. بیشترین میزان درصد بقاء لارو 

.)P>0/0۵( در تیمار مورد مشاهده شد

بحث
صنعت تکثیر و پرورش ماهی قزل آلای رنگین كمان در اكثر نقاط كشور در 
حال توســعه بوده و یکی از مشکلات اصلی این صنعت، تلفات بالای دوران 
انکوباســیون تخم به دلیل آلودگی قارچ ساپرولگنیا است به گونه ای كه این 
قارچ ســالیانه 6۵ درصد تولید تخم ماهیان قزل آلای رنگین كمان در كشور 
را از بین می برد )۱۱(. در این راســتا اگر چه اســتفاده از مالاشیت گرین تا 
مدت هــا به عنوان یــک تركیب موثر در كنترل آلودگــی قارچی در دوران 
انکوباســیون تخم قزل آلای رنگین كمان مطرح بــوده ولی به دلیل عوارض 
سوء آن روی انسان و انواع آبزیان )۱0،۱4(. یافتن داروی جایگزین طبیعی 
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مطالعات انجام شــده تاكنون بیانگر اثرات ضد باكتریایی، ضد التهابی و ضد 
آنتی اكسیدانی آنغوزه می باشــد. همچنین گزارش هایی مبنی بر اثر اسانس 
مورد بر علیه باكتری اشریشــیا كلی (Escherichia coli)، استافیلوكوكوس 
 Candida) و كاندیــدا آلبیکانــس (Staphylococcus aureus) اورئــوس

albicans) ارائه شده است )۵،۸،۱0،۱۵(.
عصــاره گیاه مورد و آنغوزه شــامل تركیبات پلی فنولیــک بوده كه اغلب 
ضد باكتری و قابض پوســت می باشــند. دو ماده مهم همولوگ به نام میر 
توكومولــون ɪ وɪɪ از آن جدا شــده كه اثرات ضــد میکروبی به خصوص بر 
ضد باكتری های گرم مثبت داشــته اند )۵،9(. تركیبات پلی فنولیک، چربی 
دوست بوده و می تواند تغییراتی در ساختار اسیدهای چرب غشاء میکروبی 
ایجاد كند )۲،4،۷(. این تغییرات منجر به قابلیت نفوذپذیر غشاء پلاسمایی و 
رها شدن محتویات سلول می گردد )4(. خصوصیات ضد ویروسی گیاه مورد 
توســط Moradi و همکاران )۵( گزارش شــده است. اطلاعات در خصوص 
تاثیر ضد عفونی كنندگی این عصارها )مورد و آنغوزه( به عنوان ضد قارچ در 
مراكز تکثیر و پرورش ماهی بســیار اندک بوده و به مطالعات بیشــتری در 
مورد نقش و اهمیت هر یک از تركیبات شــیمیایی موجود در این عصاره ها 
و دسترســی به غلظت مناســب آن ها نیاز است. در كل نتایج حاصل از این 
مطالعه نشان می دهد كه اســتفاده از عصاره مورد به میزان 400 میلی گرم 
بر لیتر، موجب افزایش درصد تفریخ و بازماندگی لاروها بعد از جذب كیسه 

زرده گردید و قابل رقابت با مالاشیت گرین می باشد. 
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