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  تأثيرات استفاده از بتاگلوكان و عصاره جلبك بررسي  :پروژه / ح      طر

Sargassum glaucescens  و  Padina boergesni در پيشگيري از بيماري لكه سفيد 

(WSD) ميگوي سفيد هندي  

  2-027-200000-05-0000-86009: كد مصوب

                1  بابك قائدنيا:با مسئوليت اجرايي 

 كميته علمي فني مؤسسه تحقيقات شيلات ايران مورد  در18/9/1387در تاريخ 

                .تأييد قرار گرفت

  معاون تحقيقاتي موسسه تحقيقات شيلات ايران 

  

ر فوق ليسانس دي بوده و داراي مدرك تحصيلتهران در شهرستان  1353متولد سال   بابك قائدنياآقاي   -1

بررسي تأثيرات استفاده از بتاگلوكان و عصاره : طرح / باشد و در زمان اجراي پروژه  ميقارچ شناسي رشته 

ميگوي  (WSD) در پيشگيري از بيماري لكه سفيد Padina boergesni  و  Sargassum glaucescens  جلبك

  سفيد هندي

  �اهگايست      �مركز      ■پژوهشكده     �در ستاد 

  . است مشغول فعاليت بودهكارشناس ارشد بخش بهداشت و بيماريها ا سمت ب
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  چكيده

 كه در خليج فارس  و Padina boergeseni و Sargassum glaucescensاين مطالعه دو گونه جلبك قهوه اي در 

سواحل استان بوشهر به وفور يافت مي شوند، جمع آوري شده و پس از عصاره گيري با آب گرم، اقدام به 

 سفيد يهاي جلبكهاي نامبرده بر ميگوهابراي بررسي تأثير هر يك از غلظت. ديلئوفليزه كردن عصاره حاصل گرد

 pptبا شوري (، پس از استرس زدايي در ايستگاه تحقيقاتي شغاب، در آب درياي ) گرمي32/11±20/1(هندي

 ميلي گرم در ليتر از عصاره هر يك از جلبكها ، 500 و 300، 100حاوي غلظت هاي  ) C 1± 25○ و دماي 39

 ميزان پروتئين پلاسماي ،( THC)تعداد هموسيت كل(اكتورهاي ايمني غوطه ور شدند و ميزان بازماندگي و ف

ميگوهاي سفيد هندي، مورد )  فعاليت فاگوسيتي، فعاليت باكتري كُشي و توانايي پاكسازي باكتريايي،(TPP)كل

 گرم بر 20 و 10، 2 گلوكان با تيمارهاي 6و1 3و1علاوه بر اين استفاده خوراكي از بتا. بررسي قرار گرفت

يلوگرم غذاي كنسانتره، بر سيستم ايمني و پيشگيري از بيماري لكه سفيد ويروسي بر روي ميگوهاي سفيد ك

  و 300نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه غوطه ور ساختن ميگوهاي سفيد هندي در . هندي بررسي شد

 ساعت، يا تغذيه 3 الي 2به مدت   P.boergeseniو  S.glaucescens ميلي گرم در ليتر عصاره آب گرم جلبك 500

 در افزايش  روز،14 گلوكان به مدت 6و1 3و1 گرم بر كيلوگرم بتا 10كردن ميگوها با جيره غذايي حاوي 
THC ،TPP،علاوه بر اين .   مؤثر مي باشدياي فعاليت فاگوسيتوزي، فعاليت باكتري كشي و توانايي حذف باكتر

 ميلي گرم بر ليتر از عصاره آب گرم جلبك 500 و 300، 100حاوي  ساعت در آب درياي 3غوطه وري به مدت 

S.glaucescens  بود،پيش از مواجهه با ويروس لكه سفيد، در افزايش ميزان بازماندگي ميگوهاي سفيد هندي موثر.  
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  دمه  مق-1

 1374 سال بوشهراز استان يپرورش يگويم برداشت زانيم شود، يم استنباط 1 شماره نمودار از كه يهمانطور

 يوزن نيانگيم. ديرس تن 5600 به 1383 سال در كه يبطور است، بوده برخوردار يمناسب رشد از 1383 تيلغا

 يول باشد، يم الير ارديليم هزار 160 بر بالغ آن ياقتصاد ارزش كه است بوده گرم 18 يال 17 بايتقر شده اعلام

 تن رسيده است و ارزش اقتصادي آن 500 به حدود (WSD) ديسف لكه يماريب وعيش و بروز ليبدل 1384 سال در

  . ميليارد ريال كاهش يافت90به حدود 

  

  

    

  

  
  گوي پرورشي استان بوشهري ميزان توليد م-1نمودار شماره 

  .1383 از ابتدا تا بروز بيماري لكه سفيد در سال 

  

  هم . اين زمينه را توجيه مي نمايد اين آمار ضرورت توجه بيشتر به بيماريها و انجام طرح هاي  تحقيقاتي در

 پيشگيرانه را يريتياكنون تمامي بررسيهاي انجام گرفته درزمينه بيماري لكه سفيد، لزوم بكارگيري ابزارهاي مد

مديريت بيماري، معضل عمده برسرراه پايداري صنعت . سازد خاطرنشان مي ريها بيماساير و آنبراي كنترل 

ربناست صنعت پرورش ميگو به رشد وپويائي خود ادامه دهد بايد براي كنترل اگ. تكثير و پرورش ميگو است

راهبردهاي مديريتي كارآمد ونوآور و پرورش با تمهيد ابزارهاي خاص . بيماريها، جايگاه ويژه اي قائل بود

  .مديريتي، نقش بسيارمهمي را در حصول اين مهم ايفا مي نمايد

 دراز مدت صنعت پرورش ي گذار بر حيات اقتصادي وپايدارتأثير و نيست كه بيماري، مشكل درجه يك شكي

 همواره مديريتي، گاهاز ديد.  تفاوتي  نداردي صنعت دراين زمينه با ديگرفعاليتهاي كشاورزاين. ميگو است

قصور در انجام اغلب  .  از وقوع استپس بهتر از تلاش براي مبارزه ودرمان آنها يماريها،پيشگيري از ب

   ين امثالِ. شودل مي ـــ سبب بروز فجايع ومشكلات لاينح،هاي ساده براي جلوگيري از عوامل بيماريزاپيشگيري
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  كه گسترش اين ويروس در شود مي فرض چنين.  است(WSV) دي لكه سفروسي در پرورش ميگو، ومورد

. صورت گرفته است ميگوهاي آلوده در آن منطقه جابجائي طريق  ازصنعت پرورش ميگو در جنوب شرق آسيا، 

 در آمريكاي لاتين نيز به همين ويرورس لكه سفيد به اين نتيجه رسيد كه انتشار سريع توان به گذشته مي نگاهي با

 بنابراين مبارزه  استگرفته آلوده از طريق بنگاههاي اقتصادي صورت  ميگوهايِنشده يعني انتقال كنترل دليل

هاي پرورشي، منوط به شناسايي هرچه بيشترِ برهمكنشِ بين عوامل دقيق و كارآمد با عوامل بيماريزاي ميگو

  . بيماريزا و سيستم ايمني ميگوها مي باشد

 مـي رود،    ز بروز بيماريهاي ويروسي بكار        كي از تركيباتي كه بدليل خاصيتِ ضد ويروسي آن براي پيشگيري ا           ي

 جلبكهـاي قهـوه سـواحل خلـيج فـارس بـه       تركيبات پلي ساكاريدي سولفاته است كه مي توان ايـن تركيـب را از   

  . آساني جدا سازي كرد

 درصـد ازميـزان   60با توجه به ميزان برداشت ميگوهاي پرورشي در ايران و بويژه در استان بوشهر كه نزديـك بـه            

توليد ميگوهاي پرورشي كل كشور را شامل مي شود و با توجه به اشتغال زايي اين صنعت و همچنين چشم انـداز                      

ي آتي، در مورد تأمين منابع غذايي، بررسي راهكارهايي براي بهداشت و بهبود شـرايط تكثيـر و پـرورش                    سال ها 

ميگوهاي پرورشي ضروري مي نمايد، چرا كه عوامل پاتوژن موجود در پيرامون ميگوهاي پرورشي، بعنوان يـك                 

يـستم ايمنـي، ميگوهـا را در        در اين طرح تلاش بر اين است كه با بهبود كارايي س           . استرس مهم محسوب مي شود    

  . اري نموده وتأثير استرسهاي گوناگون كاهش يابديبرخورد با اين عوامل نامطلوب 

  

  كلياتي در خصوص سيستم ايمني سخت پوستان-1-1

در ابتدا بمنظور يادآوري مطالعات انجام شده در خصوص سيستم ايمني سخت پوستان، مـرور كوتـاهي در منـابع                    

اگر چه در توصيف سيستم ايمني بي مهرگان اغلب ذكر مي شـود كـه بـي مهرگـان واجـد                     . موجود ارائه مي شود   

. ا بـسيار كارآمـد و پيچيـده اسـت         سيستم ايمني ساده تري نسبت به مهره داران مي باشند ولـي سيـستم ايمنـي آنه ـ                

اسـت كـه آنهـا      مهرگان تقريباً در تمامي زيستگاههاي موجود در كره زمين زندگي مي كننـد و ايـن بـه آن معن                    بي

بقاء و تكامل بي مهـره گـان در طـي ميليـون هـا          . قادرند از عهده مبارزه و مقابله با طيف وسيعي از پاتوژنها برآيند           

  . (Millar and Ratcliffe, 1994)سال دليلي بر كارآيي سيستم دفاعي آنها مي باشد 
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ت زا شـكل گرفتـه اسـت كـه عبارتنـد از             طي روند تكامل، دو مكانيسم دفاعي دورني جهت مقابله با عوامل عفون           
سيستم ايمني ذاتي را در تمامي جانورانِ پرسلولي مي توان يافـت            ). سازگار(و ايمني اكتسابي    ) طبيعي(ايمني ذاتي 

مهمترين مكانيسم هاي ايمني سلولي در      . مي باشد  (Humoral)و همورال    (Cellular)اين سيستم شامل عوامل سلولي      
-Cell)نيسم هـاي مهـاجم عبارتنـد از فاگوسـيتوز، كپـسوله شـدن، سايتوتوكسيـسيتي سـلولي                   مواجهه با ميكروارگا  

Mediated Cytotoxicity)  و لخته شدن(Bachère, 2000) .   ،فاكتورهاي ايمني همورال مانند پروتئين هاي لختـه شـونده
ب بـه همـراه ايمنـي سـلولي         ، آنزيم هاي هيدروليتيك و پپتيدهاي ضد ميكروبي، اغل        )مثل لكتين ها  (آگلوتينين ها   

از نظر فيلوژني، ايمني اكتسابي جوانتر بوده و فقط در مهره داران يافت مي شود و                . توليد شده و فعاليت مي نمايند     
  .(Millar and Ratcliffe, 1994)بواسطه سلولهاي لنفوسيتي عمل مي كند

  
  مطالعه سيستم ايمني-1-1-1

ني مهره داران صورت گرفته است كه منجر به شناسايي انـواع سـلولهاي    سيستم ايمپيرامونمطالعات بسيار وسيعي  
علاوه بر ايـن    . خوني و دسته بندي هاي گوناگون بر اساس كارآيي هاي ايمونولوژيك يا مرفولوژيك شده است              

جداسازي، خالص سازي و شناسايي پروتئين هاي دفاعي، بسياري از عملكردهاي سيستم ايمني را روشـن سـاخته                  
در مقابل، تنوع بسيار زياد بي مهرگان و دانش اندك ما در زمينه مكانيسم هاي دفاعي و كارايي هموسـيت                    . است

به گونـه اي كـه مؤيـد دانـسته          (هاي آنها، موجب شده است كه دسته بندي هموسيت ها بر اساس مرفولوژي آنها               
 ايـن، هموسـيت هـا، سـلولهاي بـسيار           افزون بـر  . كاري غير ممكن بنمايد   ) هاي ما از فيلوژني بي مهرگان مي باشد       

 تغييــرات قابــل ملاحظــه اي در آنهــا رخ مــي دهــد (haemocoal)فعــالي بــوده و پــس از خــارج شــدن از هموكُــل 
(Bauchau, 1981)، لذا مطالعه و شناسايي اين سلولها بسيار مشكل تر از بررسي عملكرد سلولهاي خوني مهره داران 

 و بـه    proPoب لخته شدن سريع، دگرانوله شدن سلولي ، فعال شدن سيـستم             فعال شدن هموسيت ها موج    . مي باشد 
 ناپايدار بودن و اندك بودن .( Soderhall and Jahannson, 1992)دنبال آن توليد مولكولهاي متصل شونده مي گردد

 مـشكل  بسياري از پروتيئن هاي دفاعي بي مهرگان، كار جداسازي يك پروتيئن خاص از سيستم دفـاعي را بـسيار         
   .( Soderhal et al, 1990)مي نمايد 

در سال هاي اخير تلاش هاي فراواني جهت بكارگيري مواد ضد انعقادي و محـيط هـاي كـشت نـوين بـه منظـور                     
 كـه فرصـتهاي بـسيار مناسـبي را جهـت      ( Bachere, 2000)نگهداري هموسيت ها  در حالت طبيعي صورت گرفتـه  

  علاوه بر اين، شناسايي ژنهاي كدُ كننده تركيبات ايمني و .  فراهم ساخته است راin vitroانجام مطالعات درشرايط
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كلون كردن آنها و سپس مطالعه بيان اين ژن ها در هنگام ظهور يك عفونت يا شبيه سازي كـردن يـك عفونـت،            
  .( Gross et al., 2001)منجربه فهم بهتري از عملكرد سيستم دفاعي بي مهرگان شده است 

  ملكرد سيستم دفاعي سخت پوستانع -2-1-1

داشتن يك پوشش سخت كوتيكولي ، كه گاهي حاوي تركيبات ضد ميكروبي نيز مي باشد، سد فيزيكي مناسبي                  
هموسيت ها نقش   . محسوب مي گردد كه مي توان آن را به عنوان دفاع خارجي در سخت پوستان در نظر گرفت                 

اگر چه سه گروه مختلف سـلولي بـه طـور كلـي توصـيف               .  كنند بسيار مهم و كليدي در دفاع درون بافتي ايفا مي         
شده است ولي تا كنون طبقه بندي جامعي براي هموسـيت هـاي ميگوهـاي پنائيـده در دسـترس نبـوده و حتـي در         
مقلات سالهاي اخير نيز تفاوتهايي در اين دسته بندي ها و بيان نتايج مشاهده مي شود و بطور كلي مـي تـوان ايـن                         

  :( Bauchau, 1981)لي عبارتند ازسه گروه سلو
، كه كوچكترين سلولها بوده و نسبت هسته به سيتوپلاسم در آنهـا بالاسـت و         )هيالين(سلولهاي شفاف    -١

  .گاهي تعداد اندكي گرانول هاي سيتوپلاسمي در آنها ديده مي شود
لولهاي شفاف مـي    ، كه بزرگترين سلولها بوده و هسته آنها كوچكتر از س          )گرانولار(سلولهاي دانه دار     -٢

 .باشد، و سيتوپلاسم آنها مملو از گرانول است

 .، كه از نظر اندازه، بين سلولهاي شفاف و گرانولار مي باشند)سمي گرانولار(سلولهاي نيمه دانه دار  -٣

چشم اندازي شماتيك از مهمترين فاكتورهاي مربوط به سيـستم دفـاعي سـخت پوسـتان كـه تـاكنون                    
  .ئه شده است ارا1شناخته شده در شكل 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   تصوير شماتيك از عملكرد چند فاكتور-1تصوير
  مهم مربوط به سيستم دفاعي سخت پوستان
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اولين و ضروري ترين فرآينـد دفـاع درونـي، شناسـايي ميكروارگانيـسم هـاي مهـاجم مـي باشـد كـه كـه توسـط                            

 فرض بر اين ،( Vargas- Albores and Yepiz – Plascencia-2000)هموسيت ها و پروتئين هاي پلاسما انجام مي شود 

سـيعي از پـاتوژن هـا را شناسـايي          است كه سيستم ايمني بي مهرگان، الگوهاي مولكولي ثابـت متعلـق بـه طيـف و                

ناميـده   (PRPs)چندين نوع از پروتئين هايِ شناسايي، تعريف شده اند كه بنام پروتيئن هاي شناسايي الگـو                 . كند مي

  قادرند بخشهاي كوچكي از هيدراتهاي كـربن موجـود در تركيبـات ديـواره سـلولي                  PRP پروتيئن هاي . شوند مي

 گلوكـان قـارچي     3وβ 1باكتريايي يا    (PG)يا پپتيدوگليكان هاي     (LPS)ميكروارگانيسم را مانند ليپوپلي ساكاريدها      

 ها جزء لكتين ها محسوب PRPي از برخ. ( Söderhäll et al. 1996, Vargas- Albores et al., 1997) را شناسايي نمايند 

. ( Söderhäll et al., 1996 and Kopácek et al., 1993)مي شوند و مي توانند مستقيماً به عنوان آگلوتنين يا اپسونين عمل نمايند

فعـال شـدن هموسـيت هـا        . به تركيبات ميكروبي، جايگاه ثانويه اي جهت اتصال سلولي فعال مي شود            PRPپس از اتصال    

  ).1تصوير (( Vargas- Albores and Yepiz Yepiz – Plascencia-2000)  ز مرحله اتصال ثانويه، اتفاق مي افتدپس ا

                پروتئين هاي دفاعي كه تاكنون از ميگوهاي خانواده پنائيده جدا سازي و شناسايي شده اند عبارتند از

(Vargas- Albores and Yepiz – Plascencia-2000 ):   

  . گلوكان3وβ-1پروتئين متصل شونده به  -1

 .(Proxinectin)پروكسي نكتين  -2

 .(Kazal inhibitor)بازدارنده كازال  -3

 ترانس گلوتاميناز -4

 پروتيئن لخته شونده -5

6- proPo  

پس از شناسايي مواد بيگانه، بواسطه فرآيند كيموتاكتيك، هموسيت ها به محلي كه تهاجم اتفاق افتاده است 

 اين امر باعث بروز التهاب مي گردد و شبيه به فرآيندي      است كه در مهره داران ديده مهاجرت مي كنند كه

باز بودن سيستم چرخش خون، سيستم دفاعي سريع و   كارآمدي را طلب مي نمايد كه واكنش هاي . مي شود

 .,Srylunyalucksana and Söderhäll) ( 2000زنجيره اي فاگوسيتي نقش مهمي را دراين زمينه ايفا مي كنند 

  مواد اوليه و پيش سازهاي آنزيمي جهت ) به محض فعال شدن(هموسيت ها مسئول سنتز، ذخيره سازي و ترشح 
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فرآيند لخته شدن، تركيبات بيگانه را به دام انداخته و از .  مي باشند proPoلخته شدن و واكنش هاي    زنجيره اي 

در ش لخته شدن وابسته به ترانس گلوتاميناز در سخت پوستان، واكن. سردرگمي هموسيت ها جلوگيري مي نمايد

. ( Kopácek et al., 1993 and Hall et al., 1999)شناسايي شده است (Pacifastacus leniusculus)خرچنگ آب شيرين 

ته شدن لخ، واكنش )1تصوير (از هموسيت ها يا بافت ها رها سازي مي شود (T Gase) هنگامي كه ترانس گلوتاميناز  

، پلي مريزاسيون پروتئين لخته شونده TGase و عمل كاتاليزوري (Ca2t)با حضور يون كلسيم . تحريك مي گردد

  . ( Kopácek et al., 1993 and Yeh et al., 1998)در پلاسما شكل گرفته و تركيبي ژل مانند تشكيل مي شود

 .leniusculus) (P سيعي در خرچنگ آب شيرين در سخت پوستان نيز به طور بسيار وproPOسيستم فعال كننده 

 نقش بسيار برجسته اي در شناسايي غيرخودي، ارتباط proPOپروتئين هاي سيستم . مورد بررسي قرار گرفته است

 غير يproPOبه محض فعال شدن و دگرانوله شدن هموسيت ها، . بين هموسيت ها و توليد ملانين ايفا مي نمايند

 موجب كاتاليز شدن اكسيداسيون PO فعال شده و آنزيم (PPA) فعال كنده پروفنل اكسيدار فعال تحت تاثير آنزيم

ادامه يافتن واكنش و طي شدن مراحل واسطه، ). 1تصوير (گام به گام فنل و تبديل آن به كوئينون ها مي گردد

  .منجر به توليد ملانين مي گردد
  .( Söderhäll et al. 1996; Söderhäll and Cerenius, 1998) كيل مي شوند در خلال اين فرآيندها، فاكتورهاي ضدميكروبي نيز تش

ملانين رنگدانه اي به رنگ قهوه اي تيره مي باشد كه  با محاصره كردن عوامل بيماريزا از تماس آنها با ميزبان جلوگيري مي 
  .وپودها مشاهده كردمكانهاي ملانيزه را مي توان اغلب بر روي سطح يا در زير كوتيكول آرتر. نمايد

اين تركيب دو .  مي باشد(Proxinectin) شركت مي كند، پركسي نكتين Poفاكتور مهم ديگري كه در سيستم 
پروكسي نكتينِ مربوط به سخت پوستان در . عملكرد متفاوت شامل اتصال سلولي و فعاليت پراكسيدازي دارد

ورت غير فعال مي باشند در گرانول ها ذخيره مي هموسيت ها سنتز مي شود ودر شرايطي كه هموسيت ها به ص
. در صورت تحريك شدن هموسيت ها، پروكسي نكتين آزاد شده و در خارج سلول فعال مي گردد. گردد

گيرنده هاي غشايي موجود بر روي هموسيت ها نقش بسيار مهمي را در عملكرد اتصال سلولي پركسي نكتين 
اتصال سلولي موجب اتصال،  فاگوسيتوز ، كپسوله شدن، تشكيل ندول و  .( Johannson, 1999)بازي مي نمايد 

آگلوتيناسيون مي گردد و در كنار خاصيت پراكسيدازي، موجب كشتن ميكروارگانيسم مهاجم مي گردد 
  ).2 و نمودار شماره 1تصوير (
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  اتصال سلولي

  دگرانوله كردن
                  اعمال نسبت داده شده به       انتشار

                         پروكسي نكتين    اپُسونيزه كردن
  كپسوله كردن

  
                     فعاليت هاي منسوب به پروكسي نكتسن در سخت پوستان-2نمودار شماره

در هموسيت هاي ميگـو نيـز ماننـد         . فاگوسيتوز عبارت است از بلعيده شدن ذرات بيگانه كوچك توسط سلولهاي خاص           

 مهره داران، هموسيت ها پس از بلعيـدن ذرات بيگانـه، بـا اسـتفاده از راديكالهـاي اكـسيژن كـه خاصـيت            سلولهاي خوني 

اگـر مقـادير   . Hsieh, 1994;  Muvroz et al., 2000  (Soug and (سايتوتوكسيك دارند، موجب مرگ ذرات بيگانه مي شـوند 

وارد شده به انـدازه اي بـزرگ باشـند كـه يـك هموسـيت                 عوامل بيگانه    يا  فراواني از عوامل بيگانه وارد بدن ميگو شوند         

نتواند آن را ببلعد، چندين هموسيت با يكديگر همكاري كرده و عوامل بيماريزا را محاصره مي كنند كه به اين دو پديده                      

  ).( Söderhäll, 1996به ترتيب تشكيل ندول و كپسوله كردن گفته مي شود 

اين تركيبات به منظور كنترل     .  مختلف، مي باشد   يدارندههاي آنزيمها يكي ديگر از محصولات هموسيت ها، باز        

واكنش هاي زنجيره اي پروتئيناز و جلوگيري از فعاليت بيش از حد آنها و اجتناب از آسيب رساندن آنها به بافت                    

ستان شناسـايي   نيز در سخت پوKazalو  Serpin  بازدارنده هاي سرين پروتئيناز از خانواده . ميزبان توليد مي شوند

 ماكروگلوبولين كه از پروتئين هـاي متـصل شـونده بـه     – α2 ذخيره شدن ن علاوه بر اي.( Kanost, 1999)شده است 

 .( Armstrong and Quigley, 1999)طيف وسيعي از پروتئازها مي باشد نيز در گرانوا هاي هموسيت ها گزارش شـده اسـت   

همي در توليد و آزاد سازي آگوتنينين ها، مانند لكتين ها كه پپتيدهاي ضـد  افزون بر موارد ذكر شده، هموسيت ها نقش م    

هموسـيت هـا مولكولهـاي     .( Kopácek, 1993) ايفـا مـي كننـد    ،( Destoumieux et al., 1997, 2000)باكتريـايي مـي باشـند    

، )سيداز و پروتئازهـا   ليـزوزوم، اسـترازها، فـسفاتاز، فـسفوليپاز، پراك ـ        (سايتوتوكسيك، مانند آنزيم هاي ليزوزومي      

 به منظور مؤثر بودن سيستم دفاعي، تمامي تركيبات متنوع مربوط بـه  .( Millar and Ratcliffe, 1994)توليد مي كنند 

  .سيستم ايمني بايد با يكديگر همكاري نمايند
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   كاربرد محرك هاي سيستم ايمني در سخت پوستان -3-1-1

كنندگي سيستم ايمني كاري بسيار دشوار بوده و مطالعات علمي          انتخاب يك تركيب مناسب با خاصيت تحريك        

. نيز بندرت اطلاعات جامع و كاملي جهت برنامه ريزي مناسب در اين خصوص در اختيار محققان قرار مي دهنـد                   

بنابراين مي توان چنين استدلال كرد كه كليد حل اين مشكل توجه كردن به دانش موجود در مورد محرك هاي                    

 بايـد بـه     ر مـورد بررسـي مـي باشـد يـا             اختصاصي است كه به عنوان ادجوانت براي مهره داران عالي ت ـ           ايمني غير 

نكتـه  . واكنشگرهايي كه در شرايط آزمايشگاهي توان آنها در تحريك سيستم ايمني اثبات شده است متوسل شد               

 راحتـي اسـتفاده شـود، مـؤثر         اي نيز كه بايد بيش از ساير موارد در نظر گرفت يك تحريك كننده مناسب بايد به                

  .( Raa et al., 1992)باشد و سميت آن براي ميزبان اندك باشد

    :( Soderhall, and Cerenius, 1992)محرك هاي سيستم ايمني را مي توان به طور كلي در شش گروه دسته بندي كرد

  باكتريهاي زنده ) 1

 )باكترين يا آنتي ژن باكتريايي(باكتريهاي كشته شده  ) 2

  هاگلوكان ) 3

 پيپتيدوگليكان ها ) 4

 .(LPS)ليپوپلي ساكاريدها  ) 5

 تركيبات شيميايي ) 6

 يـا سـاير باكتريهـاي    (.Vibrio sp)باكتريهاي زنده اي كه اغلب مورد استفاده قـرار مـي گيرنـد گونـه هـاي ويبريـو       

باكتريهاي كشته شده يا بـاكترين نيـز اغلـب از طريـق خـشك كـردن در خـلاء و                     . بيماريزاي ضعيف تر مي باشند    

 كشتن به كمك حرارت يا فرمالين از باكتريهايي كه بيماريزاهـاي شـناخته شـده مـي                  ،(Freeze-dry)سرماي شديد   

. اين دو دسته به تقليد از روش هاي تهيه واكسن در پستانداران مورد استفاده قرار مي گيرنـد                 . باشند تهيه مي شوند   

لي سـاكاريد هـا اغلـب از ديـواره سـلولي باكتريهـا يـا                بر خلاف اين دو گروه، پپتيدوگليكانها، گلوكان ها و ليپوپ         

  .( Soderhall, and Cerenius, 1992)قارچهاي غير بيماريزا تهيه مي شوند

 رغم برخي گزارشها، تاكنون در سيستم ايمني سخت پوستان وجود  گلوبولين يا سيـستم كمپلمـان تأييـد نـشده                      به

  ه ژنوم سخت پوستان بسيار كوچكتر از آن است كه داراي ن نيز بر اين عقيده هستند كياست و برخي از محقق
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 به عبارت ديگرسخت پوستان فاقد سـاختارهاي لازم جهـت ايمنـي    ( Klein, 1998)چنين پيچيدگي هاي ژني باشد 

  .اختصاصي، ثانويه و يادآور مي باشند و لذا تعريف كردن واكسن براي اين جانوران كاري منطقي بنظر نمي رسد

از محركهاي سيستم ايمني بايد به منظور فعـال كـردن سيـستم ايمنـي ذاتـي                 ) پروفيلاكتيك(ستفاده پيشگيرانه   بنابراين ا 

(innate)                         باشد و از اين رو فرض بر اين است كه محرك هاي سيستم ايمني موجب تقويت و بهبود بقاء جـانور و فعـال 

  .( Raa et al., 1992) خودي مي گردند كردن مكانيسم هاي مقابله كننده با تهديد هاي ناشي از ذرات غير

 

  مروري بر منابع -2-1

تاكنون در داخل كشور مطالعه اي در زمينه كاربرد عصاره آب گرم جلبك هاي قهوه اي و بررسي تاثيرات آن 

بر سيستم ايمني و در پيشگيري از بيماري لكه سفيد در ميگوهاي پرورشي انجام نشده است، ولي در خارج از 

العات فراواني در اين خصوص صورت پذيرفته است و محققين مختلف با توجه به نيازي كه احساس كشور، مط

در زير . كرده اند و با توجه به گونه جلبك و ميگوي پرورشي منطقه خود مطالعاتي را طراحي و اجرا نموده اند

  .خير است بيان مي شودخلاصه از اين مطالعات كه بازگو كننده روند بررسي هاي انجام شده در سالهاي ا

 در سال .Sung et al، 1994در سال  Sung et al ، 1990در سال  Sungو  Song مطالعات انجام شده توسط  

هاي سيستم ايمني براي ميگوهايي كه در مراحل  دهد كه استفاده از محرك  در تايوان نشان مي1998

 .گردد اوليه زندگي هستند باعث بهبود رشد و كاهش تلفات مي

 Nicoletti ها با   گلوكان6و1 3و1 بيان كردند بدليل واكنش بسيار دقيق بتا 1992 و همكاران در سال

هاي موجود بر روي سلولهاي فاگوسيت كننده، حتي در صورت تزريق اين تركيبات به جانوران  گيرنده

مي عليه هاي آلژيك و واكنش هاي س شود و هيچگونه واكنش تحمل خوبي از طرف جانوران ديده مي

 .شود  گلوكان ديده نمي6و1 3و1بتا 

 Schwab تر بوده و  ها از باكتريهاي مضر نيز بسيار سمي  فرم خالص شده پتپيدوگليكان1993 در سال

 . باشــــد امكان ايجاد آرتريت توسط آنها مي
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 و گلوكان خالص بسيار هدفمند عمل كرده و بصورت 6و1 3و1دهد كه بتا  مطالعات نشان مي 

گذارد  تأثير مي) ها(NK-Cellصاصي بر ماكروفاژها، گرانولوسيت و سلولهاي كشنده طبيعي اخت

(Engstad, 1994; Engstad & Robertsen 1993 ). 

 Raa ها كه در حال حاضر مطالعات زيادي روي آنها   گلوكان6و1 3و1 اعلام كرد  بتا 1996 در سال

افزايش سيستم غير اختصاصي در حيوانات خونگرم، انجام شده است توانايي فعال كردن ماكروفاژها و 

ها تأثير مستقيمي بر   گلوكان6و1 3و1ها، بتا   ها و پپتيدوگليكانLPSماهيان و ميگو را دارند و بر خلاف 

ها و توليد آنتي بادي عليه  هاي توليد كننده آنتي بادي نداشته و لذا موجب تحريك لنفوسيت لنفوليست

 .دهند شوند و از اين رو توانايي جاندار را در توليد آنتي باديها به هدر نمي  نمي گلوكان6و1 3و1خود بتا

 Hashino  از عصاره محلول در آب داغ جلبكي بنام 1998و همكاران در سال Sargassum horneri 

ساكاريد سولفاته استخراج كردند كه قند اصلي آن فوكوس است و داراي خاصيت ضد ويروس  پلي

نكته  هاي هرپس سيمپلكس تيپ يك، سيتومگالوويروس و ويروس ايدز مي باشد  ويروسضدقوي 

جالب توجه اين است كه برخلاف تركيبات ضدويروس ديگر اين تركيب علاوه بر مهار عفونت 

ويروس در مراحل اوليه و جلوگيري از نفوذ و اتصال ويروس به داخل سلول، پس از ورود ويروس به 

 . ويروسي خود را اعمال مي كندسلول ميزبان نيز اثر ضد 

آنها نشان دادند كه تيمار . انجام شد) Juadee)1998  و Kidchakanمطالعات مشابه در تايلند نيز توسط  

ها بمنظور مقاومت در   گلوكان بر روي ميگو موجب بهبود توانايي هوموسيت6و1 3و1غوطه وري در بتا 

 .تريهاي زنده را از همولمف حذف نمايندتوانند باك برابر بيماري شده و آنها  بهتر مي

   Itami  اي   از جلبك قهوه2002در سال و همكارانشCladosiphan okamuranus فوكوئيدان را استخراج 

 روز 4  استفاده كردند و  Kurumaكردند كه يك پلي ساكاريد سولفاته است و از آن در غذاي ميگوي 

 غوطه ور كردند و بر اساس نتايج آنها WSVوسپانسيوني از پس از اولين سري غذا دهي ميگو ها را در س

 .دوز بالاي فوكوئيدان در پيشگيري از بيماري لكه سفيد ويروسي موثرتر مي باشد
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 Zhu از عصاره محلول در آب داغ 2003 و همكاران نيز در سال Sargassum patens  پلي ساكاريد سولفاته

 و  قوي بر عليه ويروس هاي هرپس سيمپلكس تيپ يكضد ويروسكه داراي اثرات  استخراج كردند

  .دو مي باشد

 استفاده خوراكي فوكوئيدان استخراج شده از 2004در سال  و همكاران   Chotigeatبر اساس گزارش     

. بر پنئوس مونودون گردد WSD مي تواند سبب كاهش اثر Sargassum polycystumجلبك     قهوه اي 

 گرمي مخلوط كردند و قبل از مواجهه وپس 12-15 گرمي و 5-8غذاي ميگو هاي آنها فوكوئيدان را با 

غذا دهي ميگوها را با غذاي تيمار شده انجام دادند در صد  WSV روز از مواجهه با 10از گذشت 

آنها همچنين .  درصد بود93 و 46 گرمي به ترتيب 12-15 گرمي و 5-8بازماندگي در ميگوهاي بيمار

 به ترتيب بر باكتري هاي ويبريو هاروي، mg/ml 6 و 12  (MIC) فوكوئيدان با غلظت مشاهده كردند كه

 .استافيلوكوك ارئوس و اشريشيا كلي اثر بازدارندگي دارد

نتيجه   بر روي دوپامين انجام داده اند به اين2005و همكاران در سال  Chengدر مطالعه ديگري كه  

 دوپامين به آنها تزريق شده است نسبت به mol/shrimp6-10  رسيدند كه ميگوهاي وانامي كه به ميزان

كي از منابع عمده براي ي. گروه شاهد كه سالين به آنها تزريق شده بود، سيستم ايمني فعالتري دارند

استخراج مواد دارويي، جلبك هاي دريايي هستند كه توجه محققين را در سراسر جهان به خود جلب 

اي سولفاته و بخصوص فوكوئيدان يكي از موادي مي باشد كه از جلبك نموده است، پلي ساكاريد ه

هاي دريايي استخراج شده وداراي اثرات ضد ويروسي، ضد باكتريايي و ضد انگلي مي باشد و در 

 . درمان سرطان ها نيز از آن استفاده شده است

 Yeh  از عصاره آب گرم جلبك 2005و همكاران در سال Sargassum duplicatum  به صورت غوطه وري

 استفاده كردند V.alginoliticusو تزريقي براي تحريك سيستم ايمني ميگوي ليتوپنئوس وانامي آلوده به 

و سيتم ايمني ميگو را از طريق بررسي تعداد هموسيتهاي كل، انفجار تنفسي، سيتم پروفنل اكسيداز و 

ساس گزارشهاي آنها عصاره اين جلبك سبب فعاليت فاگوسيتي هموسيتها مورد مطالعه قرار دادند و بر ا

 .تحريك سيستم ايمني و افزايش بازماندگي ميگوهاي آلوده در مقايسه با گروه شاهد مي گردد
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  مواد و روشها -2

 روش هاي مورد استفاده جهت بهبودِ مقاومتِ ميگو در شرايط مختلف ةيكي از مشكلات عمده بر سر راه مطالع

در اين مطالعه فاكتورهاي (ب فاكتورهاي مناسب جهت تعيين سلامت ميگو است و تيمارهاي مختلف، انتخا

 (TPP) و ميزان پروتئين پلاسماي كل (THC)مربوط به سيستم ايمني بطور اعم و دو فاكتور تعداد هموسيت كل 

رفته بطور اخص براي اين منظور در نظر گرفته شده است، دو فاكتور اخير بعنوان شاخصهاي سلامتي ميگو پذي

 در اين مطالعه سعي بر اين بوده كه تأثير يا تأثيرات حاصل از استفاده از يك .( Sanchez et al,. 2001)شده اند

محرك سيستم ايمني در افزايش توانايي جلوگيري از بروز بيماري، علاوه بر روش مواجهه با عامل بيماريزا و 

ين پارامترهاي مربوط به سيستم ايمني در همولمف بررسي ميزان بازماندگي، از طريق اندازه گيري يا تعي

  .ميگوهاي تيمار شده نيز ارزيابي گردد

  

 P.boergeseni و S.glaucescensهاي   بررسي تأثيرات عصاره آب گرم جلبك-1-2

  تهيه عصاره از جلبك هاي مذكور  -1-1-2

  : براي اين منظور مراحل زير بطور مجزا براي هر جلبك انجام شد

 صورت قيقا كمك با 1384 سال ماه بهمن اواسط در كار نيا ها، جلبك ييشناسا و يآور جمع) 1

             از منطقه ساحلي و بين اسكله جفره تا اسكله جلالي و جلبك  Sargassum glaucescensجلبك و رفتيپذ

Padina boergeseni به زيتم يكيستپلا يها سهيك و ظروف در و شده يآور جمع) 2 ريتصو (عباسك خور از 

 به يا نمونه جلبك، ةگون هر از نيبرا علاوه. ديگرد منتقل كشور يگويم پژوهشكده يشناس كروبيم شگاهيآزما

 آن به گونه حد در ها جلبك ييشناسا جهت و شد هيته دور، يآبها پژوهشكده توسط شده شنهاديپ روش

  . ديگرد ارسال پژوهشكده
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  عباسك خور از Padina boergeseniبك جل يآور جمع -2 ريتصو

 كروبيم    شگاهيآزما به شده منتقل يها جلبك منظور نيا يبرا  اتاق، يدما در كردن خشك و شستشو) 2

 شگاهيدرآزما قبل از كه يزيتم لونينا يرو بر و شد شسته يجار آب با ابتدا در كشور يگويم پژوهشكده يشناس

 وجود به توجه با كه است ذكر به لازم. شوند خشك كاملاً تا شدند داده قرار ساعت 48 مدت به بود شده پهن

 از پس شده يآور جمع يجلبكها ش،يدرآزما خطا جاديا امكان و موجود يها روزنامه در سرب باتيترك

  .شدند داده قرار لونينا يرو بر شدن، خشك بمنظور شستشو،

 ،)3 ريتصو (ساعت 3 مدت به زهيونيد آب تريل يليم 300 در شده خشك يجلبكها از گرم 20 جوشاندن) 3

 بمنظور و تهران در افشان بهار يخصوص شگاهيآزما در شده استخراج عصاره كردن زهيلئوفل لزوم به توجه با

 انجام مذكور شگاهيآزما در بعد به مرحله نيا از جلبكها، از شده استخراج باتيترك در رييتغ هرگونه از يريجلوگ

  .شود اقدام عصاره كردن زهيلئوفل به نسبت عاًيسر يريگ عصاره از پس بتوان تا شد
  

  
  
  
  
  
  
  
  

   زهيونيد آب تريل يليم 300 در جلبك از كدام هر از گرم 20 جوشاندن -3 ريتصو
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  .ديگرد استفاده لياستر گاز از منظور نيا يبرا حاصل، عصاره كردن لتريف) 4

 و ( Barkhordar and Ghiasseddin, 2004)جلبكها توسط نيسنگ اتفلز كيولوژيب عيتجم و جذب ييتوانا به توجه با)5

 ،( Lorenzon et al., 2001) گوهايم يمنيا ستميس بر وهيج و وميكادم مس، سرب، مثل ينيسنگ فلزات شده اثبات يمنف يرهايتاث

 و ديگرد هيته يا نمونه ون،يلتراسيف و يريگ عصاره از پس شده، استخراج يها عصاره در سرب زانيم يريگ اندازه بمنظور

   .گرفت قرار يبررس مورد افشان بهار شگاهيآزما در مربوطه بخش توسط

  يجلبك عصاره از خشك پودر هيته يبرا شده لتريف عصاره كردن زهيلئوفل) 6

 آب در ها جلبك نيا از كي هر عصاره از تريل در گرم يليم 500 و 300 ،100 يها غلظت يساز آماده)7

  . ميگوهاكردن ماريت بمنظور ايدر

  

    بررسي تأثيرات هريك از غلظت هاي جلكبك هاي نامبرده بر ميزان بازماندگي ميگوها-2-1-2

 يقاتيتحق ستگاهيا به) 4 ريتصو (گويم پرورش مزارع از يگرم 32/11±20/1يهند ديسف يگويم قطعه 1500

 يبرا گوهايم نيا از. شدند ييزدا استرس هفته 2 مدت به يتريل هزار چهار يها تانك در و افتهي انتقال شغاب

  .ديگرد استفاده طرح نيا يمارهايت يتمام انجام
  
  

  
  
  

 بمنظور) الف(يپرتاب تور از استفاده -4ريتصو
 در موجود يگوهايم از يتصادف يريگ نمونه

   و انتقال يبرا يپرورش ياستخرها
  )ب (شغاب يقاتيتحق ستگاهيا در ونيآداپتاس

 الف

  
  
  
  

 ب
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 نيا در  رات،ييتغ نيا از يمنيا ستميس يريرپذيتأث و يانداز پوست هنگام در كيولوژيزيف راتييتغ هب توجه با

 و Promwikorn روش اساس بر (هستند ،C مرحله ،يانداز پوست دو نيب مرحله در كه ييگوهايم مطالعه، از بخش

 كه يتريل 300 يها تانك به  ) 1ه جدول شمار( نظر مورد يمارهايت انجام يبرا و شده انتخاب ) 2004 همكاران،

  .  افتندي انتقال باشند يم ايدر آب تريل  150 يحاو

 

  

  

  

  

بررسي تأثير غوطه وري در مقادير مختلف عصاره آب گرم جلبك هاي  تيمارهاي مربوط به -1جدول شماره 

 ساعت در غلظت هاي 4مورد مطالعه و مواجهه يا عدم مواجهه با ويروس لكه سفيد در هر تيمار، ميگوها به مدت 

براي آلوده كردن  ( WSD ) اثر بيماري لكه سفيد بر غوطه ور مي شوند و سپس از ميگوهاي تلف شده مذكور

كه پس از انجام  (WSD اثر  بربراي تهيه سوسپانسيون ويروسي از ميگوهاي تلف شده. ها استفاده مي شدميگو

پس از يخ زدايي و . براي آلوده كردن ميگوها استفاده مي شود)  و مثبت شدن نتيجه، منجمد شده اندPCRتست 

 ميكروني، 45/0ز فيلتراسيون  و محتويات سفالوتراكس، با استفاده امذكورهموژنيزه كردن عضله ميگوهاي 

 ميكروليتر از سوسپانسيون ويروسي صاف شده به ميگوها تزريق گرديد و 100باكتري زدايي شده و به ميزان 

 روز،  بصورت 14 و سپس به مدت ساعت 24 و 12، 6 گذشت ازميزان بازماندگي ميگوها در هر تيمار پس 

  .ديروزانه، بررسي و ثبت مي گرد

  :ها بر پارامترهاي سيستم ايمني ميگو هاي مختلف هريك از جلبك أثيرات غلظت بررسي ت-3-1-2

 مربوط يبا توجه به حساس بودن سيستم ايمني و تاثير استرسهاي گوناگون بر روي عملكرد اين سيستم،  تيمارها

 150اريوم هاي به تعيين يا اندازه گيري فاكتورهاي سيستم ايمني، در آزمايشگاه انجام گرفت و تيمارها در اكو

  .آماده شدند2 ليتر آب دريا بودند، طبق جدول شماره 100ليتري كه حاوي 

  

 تعداد ميگوmg/lعصاره آب گرم جلبك  مواجهه با ويروس
 3 × 10 شاهد منفي

 3 × 10 شاهد مثبت

 3 × 10 100 مثبت

 3 × 10 300 مثبت

 3 × 10 500 مثبت
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   تيمارهاي مربوط به بررسي تاثير غوطه وري در-2جدول شماره 
  از جلبكها بر پارامترهاي سيستم ايمني ميگوغلظتهاي مختلف هر يك

 ساعت، پس ازآغاز غوطه وري، اقدام به آسپيراسيون همولنف و اضافه كردن 4 و 3، 2، 1پس از زمانهاي صفر، 

به منظور ارزيابي تأثير تيمارهاي غوطه وري بر عملكرد سيستم . ديگرد ) Alseverمحلول ( تركيب ضد انعقاد 

فعاليت فاگوسيتي هموسيت ، ( TPP)ميزان پروتئين پلاسماي كل، ( THC)داد هموسيت كل ايمني، فاكتورهاي تع

  .ها،  فعاليت باكتري كشي همولنف و توانايي پاكسازي باكتريايي تعيين و اندازه گيري شد

ز  براي اين منظور ا. از سينوس شكمي و از بند دوم نسبت به نمونه برداري همولنف اقدام شد، THCبراي تعيين 

 mM Na citrate, 336 mM NaCl,  9 27  شامل Alseverمحلول (  آنتي كوآگولانتml 4/0 كه حاوي ml 1سرنگ  

mM EDTA,115 mM glucose, وpH 4.6(درجه سانتيگراد و 4 با دماي pH 2/7مي باشد et al., 2004 ) Jiang  ( استفاده

  mlريل مخصوص سانتريفيوژ كه از قبل حاوي پس از نمونه برداري محتويات سرنگ به اپندروف است. گرديد

 ميكروليتر از اين سوسپانسيون بر روي لام هموسيتومتر 25افت و ي آنتي كوآگولانت استريل بود انتقال مي 4/0

 ساعت 1همولنف باقي مانده در اپندورف ها تا ). 5تصوير ( شمارش مي شد40×قرار ميگرفت و با بزرگنمايي 

 يخ  قابل نگهداري بوده و از آن براي اندازه گيري ساير فاكتورهاي سيستم ايمني استفاده پس از نمونه برداري در

كه براي اندازه گيري ميزان پروتئين در مايعات بدن،  Biuret نيز از روش روتين TPPبراي اندازه گيري . مي شود

  .( Acharya et al., 2004)  بهره گرفته شد ،درآزمايشگاه هاي تشخيص طبي نيز استفاده مي شود
  
  

  
 نمايي از اسلايد هموسيتومتر در زير -5تصوير 

  40× ميكروسكوپ با بزرگنمايي 
  

  

 تعداد ميگو mg/lغوطه ور شدن در عصاره آب گرم جلبك 
 3 × 10 شاهد

100 10 × 3 

300 10 × 3 

500 10 × 3 
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 ميكروليتر از همولنف آماده شده درون اپندروف را بر روي اسلايد 25بمنظور اندازه گيري فعاليت فاگوسيتوزي 

  به  Vibrio harveyi ميكروليتر باكتري 25سپس .  در دماي اتاق انكوبه شدmin 30افته و يشيشه اي تميز انتقال 

سپس اسلايدها را .  در دماي اتاق انكوبه شدmin 30 سلول در ميلي ليتر به اسلايد اضافه گرديد و 1 ×108غلظت 

.  تثبيت شدmin 1در محلول آنتي گواگولانت، به مدت % 4با آنتي كواگولانت شستشو داده و با گلوتارآلدئيد 

 تثبيت min 1  با آب مقطر شستشو داده شد و با اتانل مطلق به مدت min 1دها به مدت در مرحله بعد اسلاي

 رنگ آميزي كرده و min 5اسلايدها را در مجاورت هوا خشك كرده و سپس با تولوئيدن بلو به مدت . گرديد

 پس از اين مراحل اسلايد ها با كمك ميكروسكوپ نوري و با. رنگ اضافه با آب جاري حذف گرديد

و تعداد هموسيت هايي كه ) 6تصوير ( هموسيت شمارش شد200 مورد مطالعه قرارگرفته و 100×بزرگنمايي 

 درصد فاگوسيتوز از فرمول زير .( Jiang et al., 2004 and Lui et al., 2004)باكتري را هضم كرده اند، ثبت مي شد 

  :محاسبه گرديد

  100× ) تعداد كل هموسيهاي مشاهده شده/ ها را هضم كرده اند تعداد همويست هايي كه باكتري=( درصد فاگوسيتوز
  
  

  
  
  
  
  

  هندي هموسيت هاي ميگوي سفيد -6صوير ت
  Vibrio   harveyi در حال فاگوسيتوز باكتريهاي 

  

  TSB (Tryptic Soy Broth)در محيط كشت  Vibrio harveyi اندازه گيري فعاليت باكتري كشي، باكتري يبرا

 كشت داده شد و باكتريها پس از رشد كردن با كمك C° 25 بمدت يك شب در دمايNaCl % 5/1حاوي 

شستشو % 2جمع آوري شده و با استفاده از سرم استريل )  دقيقه5 دور در دقيقه به مدت 2000(دستگاه سانتريفيوژ 

  .  شدندرقيق ) 7تصوير (nm 540 در طول موج 1/0و براي تهيه سوسپانسيون باكتريايي با تراكم نوري 
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   دستگاه اسپكترومتر جهت تهيه سوسپانسيون-7تصوير 
  nm 540 در طول موج  1/0باكتريايي با تراكم نوري 

  

 دقيقه سانتريفيوژ شده و سپس 10  به مدت g× 800همولنف آسپيره شده به همراه آنتي كواگولانت با سرعت 

.  ميكروليتر همولنف فاقد سلول انكوبه مي شد100ه به همراه  ميكروليتر از سوسپانسيون باكتريايي تهيه شد100

پس از ).  درجه سانتيگراد25 ساعت در 3( براي انكوباسيون از ميكروتيوب هاي استريل استفاده مي گرديد 

 جامد منتقل مي شد و كلني TCBS ميكروليتر از هر كدام از ميكروتيوب ها به محيط كشت 100انكوباسيون 

  .( Yeh et al., 2005)انجام مي گرفت ) 8تصوير (كانت
  

  
  
  
  
  
  

  
   شمارش كلني هاي رشد كرده بر روي محيطهاي– 8تصوير 

  كشت تلقيح شده، به كمك دستگاه كلني شمار
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بـه هـر ميگـو و گذشـت      Vibrio harveyi بـاكتري  1 ×105براي تعيين توانايي پاكسازي باكتريايي، پـس از تزريـق   

 ميكروليتر همولنف از سينوس شـكمي ميگـو آسـپيره شـده و بـه اپنـدروف اسـتريل                    100ساعت از زمان تزريق،     3

  (Van Harrevald's Solution) محلول استريل سرد شده ml 9/1حاوي 

VHSسپس بر روي محيط كشت .  منتقل مي شودTCBS ساعت شمارش مي شود 18 جامد كشت شده و پس از 

(Yeh et al., 2005 ).  

  
  
  
  

  
  

  Vibrio harveyi هاي باكتري-9تصوير 
 TCBSدر محيط 

  

 -2-1-4  روش تهيه ويروس و مواجهه

براي آلوده كردن )  منجمد شده اند،PCRكه پس از انجام تست (از ميگوهاي تلف شده بر اثر بيماري لكه سفيد 

و پس براي تهيه سوسپانسيون ويروسي، ميگوهاي ذكر شده در ابتدا يخ زدايي مي شد . ميگوها استفاده مي گرديد

بمنظور .  ميكروني فيلتر   مي شد45/0از هموژنيزه كردن عضله ميگوهاي ذكر شده، با استفاده از فيلتر ميلي پور 

 ميلي ليتر از سوسپانسيون ويروسي تهيه شده در 1/0فعال كردن ويروس موجود در لاشه هاي فريز شده، به ميزان 

 مشاهده تلفات در اين ميگوها، از لاشه اين ميگوها براي ابتدا به تعدادي از ميگوهاي تزريق مي شد و در صورت

  .تهيه سوسپانسيون ويروسي جهت تزريق به ميگوهاي تيمارها استفاده مي گرديد
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   تغذيه ميگوها با لاشه هاي ميگوهاي مبتلا به بيماري لكه سفيد-10تصوير 
  بمنظور فعال سازي ويروس لكه سفيد جهت مواجهه ميگوها

  

   خوراكي6و1 3و1بررسي تأثير بتا  -2-2

  گلوكان6 و 13 و 1 تهيه غذاي حاوي بتا -1-2-2 

 كردن اضافه از پس كه شد يم عمل يا گونه به ديبا شده پلت يغذا به رشد محرك باتيترك كردن اضافه يبرا

  :شد استفادهآگار از منظور نيا يبرا نشود حل آب در غذا ، شده پلت يغذا به يمنيا ستميس محرك مواد

  شده پلت يغذا كردن پودر  .1

 )خشك وزن درصد 5/3 (آب افزودن  .2

 گراديسانت درجه 80 گرم آب حمام در يده حرارت  .3

  .4 بالا دور با همزن با كردن مخلوط

  گلوكان6و1 ،3و1 بتا كردن اضافه   .5

  .6 بالا دور با همزن با كردن مخلوط

 )خشك وزن درصد 1/0 تا 05/0 ( قابض بعنوان آگار افزودن  .7

.  .8 بالا دور با همزن با كردن مخلوط

 روز شبانه كي مدت به گراديسانت درجه 4 يدما در ينگهدار  .9

 گراديسانت درجه 15 يمنف يدما به انتقال .10

 به ليتبد .11 نظر مورد قطعات
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 اندازه استاندارد طبق لذا شد، يم استفاده يگرم 32/11 ±20/1 يوزن نيانگيم با يگوهايم از مطالعه نيا در چون

  .شد گرفته نظر در درصد 5/0 حدود در يپودر مواد اكثر حد و متريليم  2/2 × 5 غذا قطعات

 

   بر بازماندگي و پارامترهاي سيستم ايمني ميگوهاگلوكان 6و1 3و1 بتا يحاو يغذابررسي تاثير  -2-2-2

 بتا يحاو يغذاثير براي بررسي تا.  بسته شد3براي انجام اين بخش از مطالعه، تيمارها بصورت جدول شماره 

              شركت به متغلق High Dose High Purified Beta 1,3/1,6 Glucan محصول از شده هيته (گلوكان 6و1 3و1

WPS southeastern Pharmaceutical, USA 14 بر پارامترهاي سيستم ايمني، تيمارها به مدت )خلوص درصد 87 با 

 روز، در ابتدا از هر 14 تغذيه شدند و پس از گذشت گلوكان 6و1 3و1 بتا يحاو يغذاروز در چهار نوبت با 

، اقدام به جمع آوري همولنف شد Cكدام از تكرارها، از سه ميگو، كه در مرحله بين دو پوست اندازي، مرحله 

ايمني،  گلوكان بر روي سيستم 6و1 3و1و براي ارزيابي تأثير تغذيه انجام شده با غذاي حاوي مقادير متفاوت بتا 

 ميكروليتر از سوسپانسيون ويروسي تهيه شده به هر ميگو تزريق 100مورد استفاده قرار گرفت و  سپس به ميزان 

 و سپس بصورت روزانه به مدت ساعت 24 و 12، 6  گذشت ازشد و ميزان بازماندگي ميگوها در هر تيمار پس 

  .دي روز  بررسي و ثبت گرد14
 
  

  
  
  
  
  
  

   تيمارهاي مربوط به بررسي تأثيرات تغديه ميگوهاي-3جدول شماره 
  .گلوكان بر سيستم ايمني و ميزان بازماندگي6و1 3و1سفيد هندي با غذاي حاوي بتا 

  

  گلوكان6و1 3و1تغذيه با غذاي حاوي بتا 
 )گرم بر كيلوگرم

 ميگو
)  

 تعداد

 3 × 13 شاهد 

2 13 × 3 

10 13 × 3 

20 13 × 3 
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  نتايج -3

 بر شاخص هـاي   S.glaucescens وري در غلظت هاي مختلف عصاره آب گرم جلبكتاثير غوطه  -1-3

 :ايمني و بازماندگي ميگوهاي سفيد هندي

 ميلـي گـرم در ليتـر از عـصاره آب گـرم      500 و 300 در ميگوهـاي غوطـه ور شـده در غلظـت     TPP و   THCميزان  

 ميلـي گـرم در ليتـر پـس از           100ظـت    ساعت و در مورد تيمـار غوطـه وري در غل           1 پس از    S.glaucescensجلبك  

 5 و 4جدولهاي شـماره  ( را نسبت به ميگوهاي شاهد نشان دادند( p < 0.05) ساعت، افزايش معني داري 2گذشت 

  ). 4 و 3ونمودارهاي شماره 

  
  

   در ميگوي سفيد هندي(105cell/ml×)ت كلي تعداد هموس-4جدول شماره 
   . Sargassum glaucescens برحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

  
  
  
  
  
  
  

  ر ميگوي سفيد د(105cell/ml×) تعداد هموسيت كل-3نمودار شماره 
   . S.glaucescensهندي برحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك

  
  
  
  

  غلظت هاي غوطه وري
)mg/l( 

 (h) و زمان غوطه وري (105cell/ml×)تعداد هموسيت كل
0                        1                           2                        3                       4 

 83/71±17/3 43/74±85/4 03/74±51/3 36/75±95/4 36/74±00/4 شاهد
100 96/3±33/71 42/3±36/85 95/5±03/85 95/5±53/107 36/5±86/103 
300 40/3±56/74 43/9±40/101 90/4±66/108 45/4±33/114 67/3±90/108 
500 49/4±10/75 78/5±16/120 39/6±30/129 74/5±03/127 85/4±76/117 

Sargassum glaucescens عصاره آب گرم جلبك

0

20

40

60

80

100

120

140

0 1 2 3 4
(h) زمان غوطه وري

To
ta

l H
ae

m
oc

yt
e 

C
ou

nt
(×

10
5  c

el
ls

/m
l)

Control 100 mg/l 300 mg/l 500 mg/l



     گزارش نهايي طرح تحقيقاتي/ 24

  
  در ميگوي سفيد هندي (mg/ml) پروتئين پلاسماي كل-5جدول شماره 

  S.glaucescensبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك
  

   
  
  
  
  

 در ميگوي سفيد هندي (mg/ml) پروتئين پلاسماي كل-4نمودار شماره 
  . S.glaucescensبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

  

 300در ميگوهاي سفيد هندي غوطه ور شده در غلظت          ) 5 و نمودار شماره     6جدول شماره   (ليت فاگوسيتوزي   فعا

 ساعت و در مورد تيمـار غوطـه         2 پس از    S.glaucescens ميلي گرم در ليتر از عصاره آب گرم جلبك           500و  

  را نـسبت بـه   ( p < 0.05) ساعت، افزايش معني داري 3 ميلي گرم در ليتر پس از گذشت 100وري در غلظت 

  .ميگوهاي شاهد نشان داد
  

  غلظت هاي غوطه وري
)mg/l( 

 (h)و زمان غوطه وري )  درصد(فعاليت فاگوسيتي 
0                        1                          2                         3                         4 

 27/10±45/1 65/10±64/1 85/9±64/1 18/10±65/1 24/10±83/1 شاهد
100 56/1±62/9 04/2±03/10 64/0±46/12 48/2±13/16 37/2±96/16 
300 19/2±36/10 07/2±70/11 27/2±87/16 61/1±95/18 18/1±69/18 
500 47/1±06/10 23/2±01/12 67/1±71/16 76/1±02/18 62/2±51/18 

  نديدر ميگوي سفيد ه) درصد( فعاليت فاگوسيتي -6جدول شماره 
  S. glaucescensبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

  غلظت هاي غوطه وري
)mg/l( 

 (h)  و زمان غوطه وري (mg/ml)پروتئين پلاسماي كل
0                         1                            2                          3                          4 

 16/69±86/10 22/74±93/10 85/73±42/9 37/76±53/10 16/77±35/12 شاهد
100 14/8±73/70 88/7±54/86 09/7±12/107 09/7±58/106 35/7±74/100 
300 97/12±10/76 72/9±85/110 47/6±90/108 79/9±59/110 06/13±73/103 
500 01/11±79/78 65/6±82/108 75/10±11/110 74/11±63/107 78/7±17/102 

Sargassum glaucescens  عصاره آب گرم جلبك
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  Sargassum glaucescens عصاره آب گرم جلبك
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در ميگوي سفيد هندي ) درصد( فعاليت فاگوسيتي -5نمودار شماره 
  S.glaucescensبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

در ميگوهـاي  ) 7 و 6اره  و نمودارهاي شم8  و   7جدولهاي شماره   (فعاليت باكتري كشي و توانايي حذف باكتري        

 100 سـاعت در غلظـت    2 ميلي گرم در ليتر يا به مدت         500 و   300 ساعت در غلظتهاي     1سفيد هندي كه به مدت      

  را ( p < 0.05) غوطه ور شده اند، تفاوت معنـي داري  S.glaucescensميلي گرم در ليتر از عصاره آب گرم جلبك 

  .سبت به ميگوهاي شاهد نشان دادندن
  

Sargassum glaucescens عصاره آب گرم جلبك
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  در ميگوي سفيد هندي) درصد( فعاليت باكتري كُشي -7جدول شماره 
  S.glaucescensبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

  
  
  
  

  
  
  

در ميگوي سفيد هنـدي     ) درصد( فعاليت باكتري كُشي     -6نمودار شماره   
   S.glaucescensبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

  

  هاي غوطه وريغلظت 
)mg/l( 

 (h)و زمان غوطه وري ) درصد(فعاليت باكتري كشُي 
0                        1                           2                         3                         4 

 67/9±88/2 33/8±05/3 67/7±05/3 67/7±15/1 33/8±51/3 شاهد
100 15/1±67/8 21/3±67/9 50/4±33/18 03/5±67/19 08/8±33/19 
300 04/4±67/9 00/5±00/18 00/8±00/20 04/4±67/33 96/10±33/34 
500 51/2±67/9 02/6±67/19 35/6±67/20 14/8±67/32 55/6±00/32 
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Sargassum glaucescens عصاره آب گرم جلبك
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  غلظت هاي غوطه وري
)mg/l( 

 (h)و زمان غوطه وري )  درصد(توانايي حذف باكتري 
0                         1                          2                         3                          4 

100 - 60/9±67/17 13/5±67/36 02/7±33/56 57/7±33/64 

300 - 96/10±33/34 71/9±33/47 85/5±67/58 50/5±67/71 

500 - 32/8±67/41 02/8±33/58 11/6±67/66 85/5±67/74 

  ر ميگوي سفيد هنديد) درصد( توانايي حذف باكتري -8جدول شماره 
  S.glaucescensبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

  
  
  
  

  
  
  

در ميگوي سفيد هندي ) درصد( توانايي حذف باكتري -7نمودار شماره 
  S.glaucescensبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

  
  

  شده مواجهه داد(Fenneropenaeus indicus) ميزان بازماندگي ميگوهاي سفيد هندي -9جدول شماره 
 حاوي عصاره آب گرم ة ساعت غوطه وري در آب دريايِ هوادهي شد3 با ويروس لكه سفيد، پس از 

   . S.glaucescensجلبك 
  

 ساعت در غلظتهاي 3هاي گروه شاهد منفي و مثبت و همچنين ميگوهاي تيمار شده، كه به مدت  در ميگو

  1غوطه ورشدند و در پايان اين مدت  S.glaucescens ميليگرم در ليتر از عصاره آب گرم جلبك500 و 100،300

عصاره آب  و تعداد ميگوهاي زنده در هر تكرار) درصد(، ميزان بازماندگي )روز(زمان سپري شده پس از مواجهه 
  گرم
mg/l 

تعداد 
 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 ميگوها

  شاهد منفي
(saline) 

10 × 3 100 100 100 100 100 
8/5±7/96  

)10 
8/5±7/96  

)10 
8/5±7/96  

)10 
8/5±7/96  

)10 
8/5±7/96  

)10 
8/5±7/96  

 )10 و 9، )10 و 9، )10 و 9، )10 و 9، )10 و 9، )10 و 9، 10(

10±40  
)4 

8/5±3/53  
)5 

8/5±7/56  
)5 

10±60  
)5 

8/20±7/66  
)5 

5/11±7/76  
)7 

8/5±86  
8 

10±90  
)8 

10±90  
)8 

  شاهد مثبت
(virus) 

10 × 3 100  
8/5±7/96  

 )3 و 5، )9 و 10، )9 و 10، )9 و 10، )9 و 9، )9 و 7، )9 و 6، )7 و 6، )6 و 6، )5 و 6، 10(

10±7/80  
)8 

8/5±7/86  
)8 

10±90  
)8 

8/5±93  
)9 

8/5±7/96  
)9 

100 10 × 3 100 
8/5±7/96  

)9 
8/5±3/63  
)7 

8/5±3/63  
)7 

8/5±3/73  
)7 

8/5±3/73  
 )6 و 6، )9 و 7، )8 و 7، )8 و 7، )6 و 6، )10 و 10، )10 و 10، )10 و 9، )10 و 9، )9 و 9، 7(

10±80  
)9 

10±80  
)9 

8/5±3/83  
)9 

0±90  
)9 

300 10 × 3 100 100 100 100 100 100 
10±3/93  

 )7 و 8، )9 و 9، )9 و 9، )8 و 8، )7 و 8، 10(

8/5±7/76  
)9 

0±80  
)9 

500 10 × 3 100 100 100 100 100 100 100 100 
8/5±7/86  
 )7 و 8، )8 و 8، )7 و 8، 9(
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به غير از گروه شاهد منفي كه بجاي سوسپانسيون .(ليتر از سوسپانسيون ويروسي به هر ميگو تزريق شد ميلي0/

  روزه پس از تزريق، ميانگين بازماندگي بترتيب به 14،درپايان دوره )ويروسي سرم فيزيولوؤي دريافت نمودند

 يك طرفه در هفته     ANOVAآناليز  .درصد رسيد  7/76±8/5 و 10±40،8/5±3/63،10±80،  8/5±7/96 8/5±7/76

اول پس از تزريق سوسپانـسيون ويروسـي اخـتلاف معنـي داري را نـشان نـداد ولـي در پايـان هفتـه دوم اخـتلاف                      

تزريـق  در پايـان هفتـه دوم پـس از    .  نـشان داد ( p < 0.001, df = 14)داري را بين گـروه شـاهد مثبـت و منفـي      معني

 ميليگرم در ليتر عصاره     100سوسپانسيون ويروسي،ميانگين بازماندگي در ميگوهاي شاهد مثبت با ميگوهاي تيمار           

 500 و تيمـار  (  p = 0.001, df = 14)گـرم در ليتـر عـصاره جلبـك       ميلـي 200تيمـار  ،( p = 0.027, df = 14)جلبـك  

  .داري را نشان داد ف معني اختلا(  p = 0.003, df = 14)گرم در ليتر جلبك  ميلي
 
  
شاخصهاي  در  P.boergeseni تاثير غوطه وري در غلظتهاي مختلف عصاره آب گرم جلبك -2-3

 :ايمني و بازماندگي ميگوهاي سفيد هندي

 ميلي گرم در ليتر از عـصاره آب گـرم           500 و   300،  100 در ميگوهاي غوطه ور شده در غلظت       TPP و   THCميزان  

را نسبت بـه ميگوهـاي شـاهد نـشان دادنـد        ( p < 0.05) ساعت، افزايش معني داري 2پس از  P.boergeseniجلبك 

فعاليت فاگوسيتوزي در ميگوهاي سفيد هندي غوطه ور        ).  9 و   8 و نمودارهاي شماره     11 و   10جدولهاي شماره   (

 سـاعت و در     2ز  پـس    ا      P.boergeseni ميلي گرم در ليتر از عصاره آب گـرم جلبـك             500 و   300شده در غلظت    

  ( p < 0.05) ساعت، افزايش معني داري 3 ميلي گرم در ليتر پس از گذشت 100مورد تيمار غوطه وري در غلظت 

  ).10 و نمودار شماره 12جدول شماره (را نسبت به ميگوهاي شاهد نشان داد 

  
 

   در ميگوي سفيد هندي(105cell/ml×) تعداد هموسيت كل-10جدول شماره 
  P.boergeseniبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك  

  

  غلظت هاي غوطه وري
)mg/l( 

 (h) و زمان غوطه وري (105cell/ml×)تعداد هموسيت كل
0                        1                            2                          3                         4 

 50/77±95/9 76/76±53/10 20/78±44/7 23/77±18/11 66/74±20/10 شاهد

100 35/8±46/73 75/4±40/82 06/3±26/81 37/7±63/84 60/5±83/85 

300 72/7±96/76 92/10±13/84 31/5±23/96 76/5±30/103 79/10±53/100 

500 75/7±80/75 06/16±73/86 34/9±56/102 21/8±03/108 32/11±53/100 
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Padina boergeseni عصاره آب گرم جلبك
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   در ميگوي سفيد هندي( 105cell/ml×)يت كل تعداد هموس-8نمودار 

   .P.boergeseni برحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك  
 
 
 
 

  در ميگوي سفيد هندي (mg/ml) پروتئين پلاسماي كل-11جدول شماره 
   .P.boergeseniبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك  

  
 

 

 
 
 
 
 
 

  
   در ميگوي سفيد هندي(mg/ml) پروتئين پلاسماي كل-9نمودار شماره 

  .P.boergeseniب گرم جلبك برحسب زمان غوطه وري در عصاره آ
  

  

  غلظت هاي غوطه وري
)mg/l( 

  (h) و زمان غوطه وري (mg/ml)پروتئين پلاسماي كل
0                          1                            2                          3                          4 

 39/75±28/13 71/70±18/10 23/72±03/7 57/75±50/8 35/77±11/13 شاهد

100 97/11±82/74 34/15±16/82 10/18±10/90 17/13±21/92 39/17±33/103 

300 07/17±87/78 82/9±34/87 50/9±59/101 19/13±71/102 52/17±84/105 

500 92/13±87/78 47/11±11/92 87/16±61/100 73/12±25/102 90/19±81/96 
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Padina boergeseni عصاره آب گرم جلبك
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Control 100 mg/l 300 mg/l 500 mg/l

  غلظت هاي غوطه وري
)mg/l( 

 (h)و زمان غوطه وري )  درصد(فعاليت فاگوسيتي 
0                        1                           2                         3                         4 

 84/10±04/4 46/11±46/3 60/11±80/2 12/10±46/3 66/11±46/3 شاهد

100 78/3±25/10 43/2±81/10 82/1±25/12 88/3±16/15 67/3±24/17 

300 53/3±64/10 81/3±43/11 24/4±17/13 06/2±78/18 73/0±54/18 

500 10/3±17/11 66/2±60/11 23/2±22/16 87/0±17/18 47/1±46/18 

  در ميگوي سفيد هندي) درصد( فعاليت فاگوسيتي -12جدول شماره 
   .P.boergeseni غوطه وري در عصاره آب گرم جلبكبرحسب زمان

  
  
  

  
  
  

  
  در ميگوي سفيد هندي) درصد( فعاليت فاگوسيتي -10نمودار شماره 

  .P.boergeseniبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 
  

  
  غلظت هاي غوطه وري

)mg/l( 
 (h)و زمان غوطه وري ) درصد(فعاليت باكتري كشُي 

0                         1                           2                         3                         4 
 00/9±00/2 67/8±52/1 00/7±73/1 33/8±52/1 67/8±08/2 شاهد

100 00/1±00/9 52/1±67/8 72/4±66/13 29/5±00/20 72/4±67/20 

300 51/2±33/9 73/1±00/12 00/7±00/18 50/7±33/33 84/9±00/32 

500 30/2±67/9 08/2±67/13 42/6±67/19 50/6±67/32 65/6±33/35 

  در ميگوي سفيد هندي) درصد( فعاليت باكتري كُشي -13جدول شماره 
   .P.boergeseniبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 
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Padina boergeseni عصاره آب گرم جلبك
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  در ميگوي سفيد هندي) درصد( فعاليت باكتري كُشي -11نمودار شماره 
   .P.boergeseniبرحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 

  
  
  

Padina boergeseni عصاره آب گرم جلبك
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  غلظت هاي غوطه وري
)mg/l( 

 (h)و زمان غوطه وري )  درصد(توانايي حذف باكتري 
0                        1                           2                         3                         4 

100 - 35/6±67/17 29/9±33/20 63/7±67/19 55/6±00/34 

300 - 72/4±33/25 01/10±67/33 64/9±00/43 05/13±67/50 

500 - 02/7±33/26 50/7±67/35 50/6±67/48 11/13±00/55 

  در ميگوي سفيد هندي برحسب) درصد( توانايي حذف باكتري -14جدول شماره 
  P.boergeseni .زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك

  
  

  
  
  
  
  
  

  در ميگوي سفيد هندي) درصد( توانايي حذف باكتري -12نمودار شماره 
 P.boergeseni .برحسب زمان غوطه وري در عصاره آب گرم جلبك 
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 سـاعت غوطـه   2در ميگوهاي سـفيد هنـدي پـس از    ) 11 و نمودار شماره     13جدول شماره   (فعاليت باكتري كشي    

 ، تفـاوت معنـي   P.boergeseniدر ليتـر از عـصاره آب گـرم جلبـك         ميلي گرم    500 و   300،  100وري در غلظتهاي  

 2 را نسبت به ميگوهاي شاهد نشان دادند ولي توانـايي حـذف بـاكتري در ايـن ميگوهـا پـس از       ( p < 0.05)داري 

 ، تفــاوت مــذكور ميلــي گــرم در ليتــر از عــصاره آب گــرم جلبــك 500 و 300ســاعت غوطــه وري در غلظتهــاي

  ).12 و نمودار شماره 14جدول شماره ( را نسبت به ميگوهاي شاهد نشان دادند( p < 0.05)اري معني
  
  

  عصاره آب گرم و تعداد ميگوهاي زنده در هر تكرار) درصد(، ميزان بازماندگي )روز(زمان سپري شده پس از مواجهه 
mg/l 

تعداد 
 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 ميگوها

  شاهد منفي
(saline) 

10 × 3 100 100 100 100 100 100 100 100 
8/5±7/96  

 )9 و 10، 10(

8/5±7/96  
 )9 و 10، 10(

8/5±7/96  
 )9 و 10، 10(

  شاهد مثبت
(virus) 

10 × 3 100 100 100 100 100 
8/5±7/96  

 )10 و 9، 10 (

8/5±3/93  
 )9 و 9، 10(

8/5± 0/90  
 )9 و 9، 9(

0/0± 0/90  
 )9 و 9، 9(

8/5±7/86  
 )9 و 8، 9(

8/5±3/83  
 )9 و 8، 8(

100 10 × 3 100 100 100 100 
8/5±7/96  

 )9 و 10، 10(

8/5±3/93  
 )9 و 10، 9(

8/5±7/90  
 )9 و 9، 8 (

8/5±7/86  
 )9 و 9، 8(

8/5±7/86  
 )9 و 9، 8(

8/5±7/86  
 )9 و 9، 8(

8/5±0/80  
 )9 و 7، 8(

300 10 × 3 100 100 100 100 
8/5±7/96  

 )10 و 10، 9(

8/5±7/96  
 )10 و 10، 9(

8/5±7/96  
 و 10، 9(

10( 

8/5±7/96  
 )10 و 10، 9(

8/5±3/93  
 )10 و 9، 9(

0/10± 0/90  
 )10 و 9، 8(

0/10± 0/90  
 )7 و 8، 9 (

500 10 × 3 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
8/5±7/96  

 )10 و 9، 10(

 مواجهه داده (Fenneropenaeus indicus)  ميزان بازماندگي ميگوهاي سفيد هندي -15جدول شماره
 حاوي عصاره آب گرم ة ساعت غوطه وري در آب درياي هوادهي شد3شده با ويروس لكه سفيد، پس از 

  .P.boergeseniجلبك 
  

هـاي     سـاعت در غلظـت     3در ميگوهاي گروه شاهد منفي و مثبت و همچنين ميگوهاي تيمـار شـده كـه بـه مـدت                     

متـر     ميلي 1/0ر ليتر غوطه ور شدند و در پايان اين مدت،          د P.boergeseniگرم عصاره جلبك       ميلي 500 و   100،300

به غير از گروه شاهد منفي كه بجاي سوسپانـسيون ويروسـي سـرم              (از سوسپاسيون ويروسي به هر ميگو تزريق شد       

  روزه پس از تزريق سوسپانسيون ويروسي، بازماندگي بترتيب به 14،در پايان دوره )فيزيولوؤي در يافت نمودند

ــيد  7/96±8/5 و 0/90 0/10±، 8/5±0/80، 8/5±3/83 ،8/5±7/96 ــد رس ــاليز. درص ــه  ANOVA آن ــك طرف  ي

  اختلاف معني داري را پس از گذشت دو هفته از تزريق سوسپانسيون ويروسي حتي بين شاهد مثبت و منفي  

 (p = 0.288, df = 14) نشان داد.    
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 :خص هاي ايمني و بازماندگي ميگوهاي سفيد هندي گلوكان بر شا6و1 3و1تاثير تغديه با غذاي حاوي بتا  -3-3

 ، فعاليت فاگوسيتوزي، فعاليت باكتري كشي و توانايي حذف باكتري در  ميگوهاي تغذيه شـده                 THC  ،TPPميزان  

 گلوكان  نسبت به ميگوهـاي شـاهد و تيمـار تغذيـه     6و1 3و1  گرم بر كيلوگرم  بتا     20 و   10با جيره غذايي حاوي     

 16جدولهاي شماره (  را نشان دادند( p<0.05) گرم بر كيلوگرم،  افزايش معني داري 2ي حاوي شده با جيره غذاي

 ) . 17 تا 13 و نمودارهاي شماره 20تا 

  
  

اضافه  كردن مقادير م ختلف بتا 1و3 1و6 گلوكان به جيره غذايي
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   در ميگوي سفيد هندي(105cell/ml×) تعداد هموسيت كل-16جدول شماره 
 (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1برحسب مقادير بتا 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 در ميگوي سفيد هندي برحسب (105cell/ml×) تعداد هموسيت كل-13نمودار شماره 
 (g/kg)  در جيره غذايي گلوكان موجود6و1 3و1مقادير بتا 

 
 
 

  
  

  

 (105cell/ml×)تعداد هموسيت كل (g/kg) گلوكان موجود در جيره غذايي 6و1 3و1مقادير بتا 
 38/79±45/12 شاهد

2 07/12±41/79 

10 24/20±37/101 

20 90/18±35/111 
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ختلف بتا 1و3 1 و6 گلوكان به جيره غذايي اضافه  كردن مقادير 
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   در ميگوي سفيد هندي(mg/ml) پروتئين پلاسماي كل-17جدول شماره 
  (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1برحسب مقادير بتا 

 
 

 
  

 
  
  
  

  در ميگوي سفيد هندي (mg/ml) پروتئين پلاسماي كل-14نمودار شماره 
  (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1سب مقادير بتا بر ح

  

  
  

  در ميگوي سفيد هندي بر حسب) درصد( فعاليت فاگوسيتي -18جدول شماره 
  (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1مقادير بتا 

  
  
  
  
  

 )درصد(فعاليت فاگوسيتي  (g/kg) گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1مقادير بتا 
 01/11±32/2 شاهد

2 77/2±24/11 
10 85/4±38/17 
20 19/4±55/18 

 (mg/ml)پروتئين پلاسماي كل (g/kg) گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1مقادير بتا 
 22/74±96/13 شاهد

2 89/14±75/76 
10 44/16±49/108 
20 84/18±66/113 
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اضافه  كردن مقادير مختلف بتا 1و3 1و6 گلوكان به جيره غذايي  
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  در ميگوي سفيد هندي) درصد( فعاليت فاگوسيتي -15نمودار شماره 
  (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1مقادير بتا  بر حسب 

  
  

اضافه  كردن مقادير مختلف بتا 1و3 1و6 گلوكان به جيره غذايي
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  در ميگوي سفيد هندي) درصد( فعاليت باكتري كُشي -19جدول شماره 

  (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1 بر حسب مقادير بتا 
  
  
  
  
  
  
  
  

  در ميگوي سفيد هندي) درصد( فعاليت باكتري كُشي -16نمودار شماره 
  (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1برحسب مقادير بتا 

 )درصد(فعاليت باكتري كُشي  (g/kg) گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1مقادير بتا 
 89/10±10/3 شاهد

2 38/4±00/11 
10 20/9±55/26 
20 86/8±55/27 
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اضافه  كردن مقادير مختلف   بتا 1و3 1و6 گلوكان به جيره غذايي
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  در ميگوي سفيد هندي) درصد( توانايي حذف باكتري -20جدول شماره 
  (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1بر حسب مقادير بتا 

  
  

  
  
  
  
  
  

  
  وي سفيد هنديدر ميگ) درصد( توانايي حذف باكتري -17نمودار شماره 

  (g/kg)  گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1برحسب مقادير بتا 
  
  

  
 مواجهه داده شده با (Fenneropenaeus indicus) ميزان بازماندگي ميگوهاي سفيد هندي -21جدول شماره 

  . گلوكان6و1 3و1 روز تغذيه با غذاي كنسانتره حاوي مقادير مخلف بتا 14ويروس لكه سفيد، پس از 
  

 )درصد(ري كُشي فعاليت باكت (g/kg) گلوكان موجود در جيره غذايي6و1 3و1مقادير بتا 
 - شاهد

2 23/10±55/23 
10 87/16±11/60 
20 39/15±55/62 

  تغذيه با جيره حاوي  و تعداد ميگوهاي زنده در هر تكرار) درصد(، ميزان بازماندگي )روز(زمان سپري شده پس از مواجهه 
   گلوكان6و1 3و1بتا 

(g/kg) 

 تعداد ميگوها
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

  د منفيشاه
(saline) 

10 × 3 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

  شاهد مثبت
(virus) 

10 × 3 100 100 100 100 100 100 
8/5±3/93  
)9 

0/10±0/80  
)9 

8/5±3/83  
)9 

8/5±7/86  
)9 

0/0± 0/90  
 )7 و 8، )10 و 9، )9 و 9، )9 و 8، )8 و 8، 9 (

8/5±7/86  
)9 

8/5±7/86  
)9 

8/5±7/86  
) 9 

0/0± 0/90  
)9 

2 10 × 3 100 100 100 100 100 100 
8/5±7/96  

 )9 و 8، )9 و 10، )9 و 9، )9 و 8، )9 و 8، 10(

0/10± 0/90  
) 8 

8/5±3/93  
) 9 

8/5±3/93  
)9 

10 10 × 3 100 100 100 100 100 100 100 
8/5±7/96  

 )10 و 9، )10 و 10، )10 و 9، )10 و 9، 9(

8/5±7/96  
)9 

8/5±7/96  
)9 

20 10 × 3 100 100 100 100 100 100 100 100 
8/5±7/96  

 )10 و 10، )10 و 10، )10 و 10، 9(



     گزارش نهايي طرح تحقيقاتي/ 36

در ميگوهاي گروه شاهد منفي كه به مدت دو هفته با غذاي فاقد بتاگلوكان تغذيـه شـدند و در پايـان ايـن مـدت                          

 روزه پـس  14متر سرم فيزيولوژي استريل به آنها تزريق شد، تـا پايـان دوره     ميلي1/0بجاي سوسپانسيون ويروسي، 

شد ولي در گروه شاهد مثبـت كـه بـه مـدت دو هفتـه بـا جيـره                از تزريق سرم فيزيولوژي استريل، تلفات مشاهده ن       

متر از سوسپانسيون ويروسـي تهيـه شـده بـه       ميلي1/0غذايي فاقد بتا گلوكان تغذيه شدند و پس از پايان اين مدت           

 روزه پـس از تزريـق سوسپانـسيون ويروسـي،           14در پايـان دوره     .آنها تزريق شده، از روز دهم تلفات مشاهده شد        

، 0/80±0/10 گـرم بـر كيلـوگرم بترتيـب بـه            20 و   2،10بازمانـدگي در گـروه شـاهد مثبـت و تيمارهـاي             ميانگين  

 يـك طرفـه اخـتلاف معنـي داري را پـس از          ANOVAآناليز  . درصد رسيد  7/96±8/5 و   0/10±0/90، 8/5±7/86

  .( p >0.05, df= 14)گذشت دوهفته از تزريق سوسپانسيون ويروسي،بين مقادير بدست آمده نشان داد
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  نتيجه گيري بحث و -4

ميگوها مانند ساير بي مهرگان، بمنظور دفاع ومقابله دربرابر يك عفونت، كاملاً به سيستم ايمني غير اختصاصي 

ازاين رو بنظر نمي رسد كه . خود وابسته هستند وفاقد حافظه ايمنولوژيك شناخته شده درمهره داران مي باشند

 رغم اين موضوع، پرورش دهندگان ميگو به تجربه به. در برابر يك بيماري حساس نمايدواكسن بتواند ميگوها را

 پرورش ميگو و مشاهده ميزان مرگ ومير يدريافته اند كه پس از وقوع يك بيماري ويروسي اوليه دراستخر ها

اين مكانيزم . ددست مي آورن بالايي دربرابر آن ويروس خاص ببالا، ميگو هاي مزارع آلوده، مقاومت اختصاصي

ايمني اختصاصي گرچه وابسته به ايمونوگلوبولين ها تشخيص داده نشده است، ولي داراي حافظه ايمونولوژيك 

. كوتاه مدت بوده و زمينه بسيار مهمي براي تحقيق درباره ايمني اختصاصي دربرابر بيماري ها، درميگو مي باشد

هستند كه هموسيت ها را فعال كرده و بنابراين جانوران را تحريك كننده هاي سيستم ايمني تركيبات شيميايي 

   .( Bachère, 2000)نمايد يها، قارچ ها و انگل ها مقاوم ميدر برابر عفونت هاي ايجاد شده توسط ويروس ها، باكتر

ا همزمان با افزايش دانش ما در مورد رابطه بين شرايط محيطي و بيماري، سيستم هاي مديريتي اهميت بيشتري ر

به پارامترهاي محيطي دادند ولي علي رغم اعمال مديريت هاي بهداشتي كامل، برخي از استرسها مثل استرس 

علاوه بر اين ميگوها ممكن است در . هنگام انتقال لاروهاي ميگو از هچري به مزرعه اجتناب ناپذير مي باشد

ش بيني نشده اي در آب ورودي ت پيمزرعه تحت تأثير استرس هايي بر اثر شرايط آب و هوايي و يا مشكلا

هي را كاهش داده و با تجويز در حال حاضر در چنين شرايطي، پرورش دهندگان ميزان غذاد. گيرندقرار

در اين وضعيت . بيوتيك تلاش مي كنند كه  ميزان باكتريهاي فرصت طلب در استخر را كاهش دهند آنتي

دن ميگو را به گونه اي بهينه كرد كه بتواند به خوبي در برابر ترجيح داده مي شود كه مكانيسم دفاعي موجود در ب

براي كارآمد بودن هر روش كنترلي در مديريت بيماري بايد . عفونت هاي فرصت طلب مقاومت نمايد

برخي از . بكارگيري آن روش بخشي از سيستم مديريت بهداشتي جامعي باشد كه در استخر اعمال مي شود

محرك هاي سيستم ايمني .  دارندته بوده و نياز به امكانات عالي و اكولوژيك مناسبيسيستم هاي موجود پيشرف

  .توانند نقش مهمي در چنين سيستمهايي بازي كنند مي

مطالعات وسيعي بر روي گونه هاي مختلف جلبك هاي قرمز و قهوه اي و تاثير عصاره حاصل از اين جلبك ها 

  مت گونه هاي مختلف ماهي و ميگو در برابر بيماريهاي باكتريايي و  ايمني و افزايش مقاو-بر شاخص هاي خوني
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از جلبك هايي كه علاوه  بر  پزشكي، در دامپزشكي و آبزي پروري نيز مورد يكي . ويروسي انجام گرفته است
 مي باشد، از عصاره محلول در آب داغ اين جلبك و ساير  Sargassumتوجه و بررسي قرار گرفته است، جنس

اين قند  مي باشد Fucose  هاي قهوه اي، پلي ساكاريدِ سولفاته اي استخراج مي شود كه قند اصلي آن جلبك
 در تعدادي از تركيبات موكوپلي ساكاريدي و L-fucoseبصورت ايزومر يك منوساكاريد غير معمول است و 

 بين جلبكهاي قهوه اي موجود  درPadina و Sargassum دو جنس .( Zhu et al., 2003)موكوپروتئيني حضور دارد 
 در. در سواحل استان بوشهر، بيشترين فراواني را داشته و از اين رو براي اين مطالعه مورد نظر قرار گرفتند

 پلي ساكاريد سولفاته استخراج كردند Sargassum horneri و همكارانش از عصاره آب گرم Hashino 1998سال
يك،  سيمپلكس تيپ عليه ويروسهاي هرپساصيت ضد ويروس قوي بر كه قند اصلي آن فوكوز است و داراي خ

 ديگر، ينكته جالب توجه اين است كه برخلاف تركيبات ضد ويروسسيتومگالوويروس و ويروس ايدز مي باشد 
 در مراحل اوليه و جلوگيري از نفوذ و اتصال ويروس به داخل سلول، ياين تركيب علاوه بر مهار عفونت ويروس

مطالعات اخير نشان مي دهد كه . د ويروس به سلول ميزبان نيز اثر ضد ويروسي خود را اعمال مي كندپس از ورو
اين تركيبات سولفاته تاثير بسيار خوبي در پيشگيري از عفونت هاي ويروسي ميگو از جمله بيماري لكه سفيد در 

ت زيادي روي تغيير تركيبات  نكته اي كه بايد در نظر داشت اين است كه مطالعا.ميگوهاي پرورشي دارد
 گونه هاي پيراموناين چنين مطالعاتي نيز بايد . جلبكهاي مختلف در فصول و شرايط متفاوت انجام شده است

 بايد تأثير  ،HPLCغالب خليج فارس صورت پذيرد علاوه بر اين با تهيه فراكسيونهاي مختلف با روش 
  .فراكسيون نيز ارزيابي گرددهر

 Itami از جلبك قهوه اي 2002در سال ن و همكارا Cladosiphan okamuranus فوكوئيدان استخراج كردند و از ،

 روز پس از اولين سري غذا دهي، ميگوها را در سوسپانسيوني از 4 استفاده كردند و Kurumaآن در تغذيه ميگوي 

گيري از بيماري لكه سفيد  غوطه ور كردند و اعلام نمودند كه دوز بالاي فوكوئيدان در پيشويروس لكه سفيد

 انجام پذيرفت اعلام شد كه 2004 و همكاران در سال  Chotigeatدر مطالعه كه توسط . ويروسي مؤثرتر مي باشد

 در كاهش ابتلاء ميگوهاي Sargassum polycystumاستفاده خوراكي از فوكوئيدان استخراج شده از جلبك 

   از عصاره آب گرم جلبك2005 همكارانش در سال  وYeh. پرورشي به بيماري لكه سفيد موثر است

Sargassum duplicatum  به صورت غوطه وري و تزريقي براي تحريك سيستم ايمني ميگوي وانامي آلوده به

V.alginoliticus اي كل، انفجار تنفسي،ــــاستفاده كردند و سيستم ايمني ميگو را از طريق بررسي تعداد هموسيته  
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سيداز و فعاليت فاگوسيتي هموسيتها مورد مطالعه قرار دادند و بر اساس گزارش آنها عصاره اين  سيتم پروفنل اك

. جلبك، سبب تحريك سيستم ايمني و افزايش بازماندگي ميگوهاي آلوده در مقايسه با گروه شاهد مي گردد

چه ميزان افزايش  و همكارانش مطابق دارد گرYahيافته هاي مطالعه حاضر با نتايج اعلام شده از سوي 

  . وهمكارانش مي باشدYahفاكتورهاي ايمني تعيين شده اندكي كمتر از ميزان تعيين شده توسط 

 توانايي 1996و همكاران در  Raa. ها انجام شده است  گلوكان6و1 3و1 بتا درمورددر دهه اخير مطالعات زيادي 

ات خونگرم، ماهيان و ميگو را توسط اين فعال كردن ماكروفاژها و افزايش سيستم غير اختصاصي در حيوان

ها،  ساكاريدها و پپتيدوگليكانتركيب بررسي نمودند آنها دريافتند كه اين تركيب در ماهي ها بر خلاف ليپوپلي 

ها و توليد آنتي  هاي توليد كننده آنتي بادي نداشته و لذا موجب تحريك لنفوسيت تأثير مستقيمي بر لنفوليست

. دهند شوند و از اين رو توانايي جاندار را با توليد آنتي باديها به هدر نمي  گلوكان نمي6و1 3و1بادي عليه خود بتا

 گلوكان خالص بسيار هدفمند عمل كرده و بصورت اختصاصي بر 6و1 3و1دهد كه بتا  مطالعات نشان مي

 & Engstad, 1994; Engstad )گذارد تأثير مي) ها(NK-Cellماكروفاژها، گرانولوسيت و سلولهاي كشنده طبيعي 

Robertsen 1993; Engstad & Robertsen 1994 )  . در مطالعه اي كه توسطNicoletti 1992 و همكاران در سال 

هاي موجود بر روي  با گيرنده  گلوكان6و1 3و1صورت پذيرفت، مشخص گرديد بدليل واكنش بسيار دقيق بتا 

ن تركيبات به جانوران تحمل خوبي از طرف جانوران ديده سلولهاي فاگوسيت كننده، حتي در صورت تزريق اي

در سال . . شود  گلوكان ديده نمي6و1 3و1هاي آلرژيك و اثرات سمي عليه بتا  شود و هيچگونه واكنش مي

2003 Cheng گلوكان بصورت خوراكي براي بهبود سيستم ايمني ميگوي ببري سياه آلوده 3و1 و همكاران از بتا 

 گرم بر كيلوگرم 10 گلوكا ن به ميزان 3و1آنها بيان داشتند كه تيمار خوراكي با بتا . تفاده كردندبه لكه سفيد اس

 روز، موجب افزايش معني داري در توانايي سيستم ايمني و بقاي ميگوي ببري سياه آلوده به لكه  20به مدت 

  .ارانش مطابقت دارد و همكChengنتايج حاصل شده از مطالعه حاضر با يافته هاي . سفيد مي شود

ر شاخصهاي ايمونولوژيك و فيزيولوژيك در د تأثير فاكتورهاي مختلف درمورددر اكثر مطالعات انجام شده 

ت كل و ميزان پروتئين كل پلاسما داراي بيشترين يسخت پوستان و به ويژه در ميگوها، دو شاخصِ تعداد هموس

ور با محيط پيرامون خود و نشان دهنده وضعيت فيزيولوژيك تغييرات بوده و آيينه تمام نمايي از برهمكنش جان

  نِ مختلف ــ از اين رو محققي.( Sanchez et al,. 2001)ند ـــجانور در پاسخ به استرس هاي مختلف محيطي مي باش
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ي  قابل قبول براةاساس يافته هاي چند ساله خود در خصوص هر گونه از ميگوهاي پرورشي، اقدام به تعيين دامنبر

 ميگوها، از اين دو شاخصِ كمي وضعيت سلامتياين دو شاخص نموده اند و بر اساس آن بجاي بيان كيفيِ 

گرچه نتايج حاصل از اين مطالعه با مطالعات مشابه همخواني دارد و لي مشاهده مي شود كه . استفاده مي نمايند

ي شاهد، كمتر از موارد گزارش شده در در بعضي موارد ميزان شاخص هاي ايمني اندازه گيري شده در ميگوها

با توجه به انجام مكرر و دقيق پروتكل مربوط به هر كدام از اين روش ها، مي توان به . مطالعات مشابه مي باشد

 بر فرآيندهاي استرساين نتيجه رسيد كه برخي از فاكتورهاي فيزيكي يا شيميايي مانند شوري، بعنوان يك 

 سازگاري جانور با محيط پيرامون خود اثر گذاشته و موجب بروز چنين كاهشي فيزيولوژيكِ سازش پذيري و

اگرچه در طول انجام آزمايش تلاش شد كه فاكتورهاي قابل كنترل مانند شوري، اكسيژن، دماي آب و . شده اند

. باشد ثابت و يكسان ( Rodrıguez and moullac, 2000) پوست اندازي ةدماي هواي سالن، رژيم نوري و مرحل

 قسمت در هزار مي باشد، در مراحل 40باتوجه به اينكه شوري آب دريا در سواحل استان بوشهر در حدود 

 دريا با همان شوري طبيعي استفاده گرديد تا با اطمينان بيشتري بتوان نتايج ةاجرايي اين پروژه نيز از آب فيلتر شد

خود بعنوان يك )  قسمت در هزار41 تا 38(ميزان شوري اين . بدست آمده را به شرايط طبيعيِ منطقه تعميم داد

  . استرس محسوب مي شود

 در. پوست اندازي پديده اي است كه در بسياري از گونه هاي بي مهرگان از جمله سخت پوستان اتفاق مي افتد

 پديده براي اين. اين پديده، پوسته فرسوده و قديمي، از بدن جانور جدا شده و كوتيكول نو جايگزين آن مي شود

در يك جانور سالم چرخه پوست اندازي . رشد پست لاروها در تمامي مراحل زندگي، فرآيندي ضروري مي باشد

در روند پوست اندازي تغييرات معني داري . چندين بار در طول حيات آن انجام مي شود، تا جانور بتواند رشد نمايد

 جانور مشاهده مي شود، لذا در مطالعات فيزيولوژيك و سيستم در ساختار بدن، فيزيولوژي، بيولوژي و رفتارشناسي

معيارهاي گوناگوني بمنظور مرحله بندي . ايمني از ميگوهايي استفاده مي شود كه در يك مرحله پوست اندازي باشند

اد مي شود فرآيند پوست اندازي مورد استفاده قرار گرفته است، ولي آنچه كه امروزه به آن بيش از ساير مطالعات استن

ري ارائه شده در مطالعه يدر اين مطالعه نيز از كليد تصو.  مي باشد( Drach, 1963)تغيير در بخش هاي زاينده خارها 

Promwikorn) 2004 ( كه بر اساس معيار هاي بيان شده توسطDrachبا توجه به ثبات بيشتر فاكتورهاي .  تهيه شده است  
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، در اين مطالعه نيز از ميگوهايي كه در ( Chen and Cheng, 1993) ست اندازي پوCفيزيولوژيك و ايمني در مرحله 

  . يعني مرحله بين دو پوست اندازي استفاده گرديدCمرحله 

علاوه بر موارد ذكر شده، به اين مطلب نيز بايد توجه نمود كه جلبكها توانايي جذب و تجمع بيولوژيك برخي مواد و 

 مي توانند اشكال گوناگون فلزات سنگين را از يوم، مس، نيكل و جيوه را دارا بوده و فلزات سنگين مانند سرب، كادم

 مطالعاتي .( Tsui et al., 2006 and Freitas, et al.,  2008) طريق متيلاسيون جذب نموده و آنها را از محيط حذف نمايند

سعيدي  ؛1383 برخوردار و غياث الدين(فراواني بر روي اين دو گونه جلبك بعنوان شاخص زيستي فلزات در داخل 

 انجام شده ( Zolotukhina and Radzhinskaya, 1995; Dulymamode et al., 2001)كشور و خارج از ) 1386و همكاران 

                          با توجه به اثرات نامطلوب و اثبات شده فلزات سنگين، بر كارآيي سيستم ايمنيِ ميگوهاي پرورشي. است

(Lorenzon et al., 2001 )، كه در آن ميانگين سالانه سرب در آبهاي 1379 و با توجه به نتايج حاصل از مطالعه اميدي در سال

 ميكروگرم در ليتر اعلام كرده است، در اين مطالعه اقدام به اندازه گيري ميزان فلز سرب 25/3 استان بوشهر را ساحلي

 و همكاران تأثير Lorenzon در مطالعه. جلبك سارگاسوم و پادينا گرديددر عصاره آب گرم تهيه شده از هر دو 

در مطالعه آنها مشخص شد كه . با فلزات سنگين مورد بررسي قرار گرفته است)  ساعت96(مواجهه كوتاه مدت 

 در آب درياي حاوي حاوي جيوه، كادميوم، مس، كروم، روي و سرب Palaemon elegansور ساختن ميگوهاي  غوطه

 16البته آنها اعلام نمودند كه پس از . مي شود) هموسايتوپني( ساعت، موجب كاهش در تعداد هموسيتها 8به مدت 

علاوه بر اين آنها بيان كردند كه فلز . ساعت غوطه وري تعداد هموسيتها به زمان صفر يعني به مقدار اوليه بازگشت

دليل اندازه گيري سرب در ( در گردش هموسيتي داشته سرب بيشترين تأثير را در كاهش تعداد هموسيتهاي موجود

و پس از آن بترتيب روي، جيوه، كروم و كادميوم در اين خصوص موثر ) جلبكهاي مورد آزمايش در بررسي حاضر

 نشان داد كه Nadafi et al., 2007نتايج اندازه گيريهاي انجام شده در آزمايشگاه بهار افشان تهران و به روش . هستند

  . ميلي گرم بر گرم مي باشد7/15 و3/22بترتيب P.boergeseni و S.glaucescensان تجمع فلز سرب در جلبكهاي ميز

، امكان فعال نگهداشتن ويروس لكه سفيد در لاشه درجه سانتيگراد -80به دليل در اختيار نداشتن فريزر 

، درجه سانتيگراد -20فته در دماي  ه3 آنها مثبت بود، براي مدت بيش از PCRميگوهاي تلف شده اي كه تست 

ميسر نبود و لذا در هر مورد قبل از استفاده از لاشه ها جهت تهيه سوسپانسيون ويروسي، در ابتدا عضله و 

  ه ــده و براي تغذيــ، يخ زدايي شدرجه سانتيگراد -20محتويات سفالوتوراكس  لاشه هاي  فريز شده در دماي  
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ر يك اكواريوم مجزا نگهداري مي شدند، استفاده مي شد و پس از بروز علائم و ميگوهاي استرس ديده اي كه د

با توجه به عدم . ايجاد تلفات، از لاشه ميگوهاي تلف شده براي تهيه سوسپانسيون ويروسي استفاده مي گرديد

 6و1 3و1   و بتاP.boergeseniوجود اختلاف معني دار بين شاهد منفي و مثبت در بررسي تاثير عصاره جلبك 

گلوكان، بر ميزان بازماندگي ميگوها، بنظر مي رسد انجام مكرر اين عمل و نگهداري لاشه ميگوهاي مبتلا به 

، موجب پيدايش نوعي سازگاري بين  سوش مورد استفاده و سانتيگراد درجه -20  بيماري لكه سفيد در دماي

 رغم نظر مشاورين محترم و بهلذا . ه استميگوي سفيد هندي و همچنين  كاهش قدرت بيماريزايي ويروس شد

مجري اين پروژه مبني بر تمديد زمان اجرا بمنظور تهيه نمودن ويروس فعال لكه سفيد و تكرار مراحل پاياني، 

بدليل عدم موافقت سازمان محترم تحقيقات و آموزش وزارت جهادكشاورزي، فاز پاياني اين پروژه نيز با سوش 

  .موجود انجام شد

 ميلي گرم در ليتر عصاره 300حاصل از اين مطالعه نشان داد كه غوطه ور ساختن ميگوهاي سفيد هندي در نتايج 

 ساعت، يا تغذيه كردن ميگوها با جيره غذايي 3 الي 2 به مدت  P.boergeseniا ي S.glaucescensآب گرم جلبك 

اليت فاگوسيتوزي، فعاليت باكتري  فع،THC ،TPP  گلوكان در افزايش6و1 3و1 گرم بر كيلوگرم بتا 10حاوي 

 ميلي 500 و 300، 100 ساعت در 3علاوه بر اين غوطه وري به مدت . كُشي و توانايي حذف باكتري  مؤثر باشد

براي اظهار . ، در افزايش ميزان بازماندگي ميگوهاي سفيد موثر است S.glaucescensگرم بر ليتر از عصاره جلبك 

 6و1 3و1 و همچنين تاثير استفاده خوراكي از بتا P.boergeseni در عصاره جلبك نظر در مورد تاثير غوطه وري

گلوكان بر افزايش ميزان بازماندگي و پيشگيري از بيماري لكه سفيد، به تكرار مطالعه با سوش فعال ويروس لكه 

  .سفيد نياز مي باشد
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  دهاپيشنها

بعنوان  TPP و THCتوان از دو شاخص كميِ  همانطور كه در بخش بحث و نتيجه گيري بيان شد، مي  .1

لازمه اين كار اين است كه تعيين ميزان اين دو شاخص در تمامي پروژه هاي . شاخص هاي سلامتي استفاده كرد

مربوط به بخشهاي تكثير و پرورش و بهداشت و بيماريهاي ميگو الزامي شده، تا با جمع آوري و تعيين دامنه 

 فاكتورها با شاخص هاي فيزيكي و شيميايي  و شرايط محيطي منطقه، بتوان از اين مناسب براي هر يك از اين

 .شاخصها با ضريب اطمينان بيشتري بهره برد

 مطالعات وسيعي بر روي اثرات تغذيه اي جلبك هاي قهوه اي در خارج از كشور انجام شده و تأثيرات  .2

 خشك اين جلبكها، بر روي جانوران و آبزيان استفاده خوراكي از عصاره هاي آب گرم، اتانولي و بيوماس

با توجه به همجواري كشور ما با خليج فارس و . مختلف كه ارزش صنعتي دارند مورد بررسي قرار گرفته است

امكان بهره برداري صحيح از اين منبع غذايي ارزشمند و با توجه به تأثيرپذيري جلبك ها از محيط اطراف و 

ر شرايط گوناگون، انجام مطالعات بيشتر بر روي تاثير عصاره هاي مختلف جلبكها بر تغيير در محتويات آنها د

 .ميگوهاي پرورشي سودمند مي باشد

انجام تيمارهاي غوطه وري براي ميگوهاي مولد امكانپذير مي باشد و با توجه به بروز مرگ و مير در  .3

از ذخيره سازي، بررسي امكان استفاده لاروهاي ذخيره شده در استخر هاي پرورشي پس از گذشت هفته سوم 

ابي ميزان تأثير آن يخوراكي از عصاره هاي اين جلبك ها در جيره غذايي مورد استفاده در ماه اول پرورش و ارز

 .بر شاخص هاي سلامتي، سيستم ايمني و پيشگيري از بروز بيماري ضروري      مي نمايد

 6و1 3و1ر آن زمان علي رغم تمام تلاشها، خريداري بتا  آغاز گرديد و د1385اين پروژه در اواسط سال  .4

گلوكان در كشور ميسر نشد و پس از هماهنگي با سازمان دامپزشكي كشور و اطمينان از عدم واردات اين 

تركيب و درنتيجه ممكن نبودن تهيه اين تركيب در داخل كشور نسبت به تهيه و انتقال اين تركيب از خارج از 

د كه با تلاش اينجانب و پيگيريها و مساعدتهاي جناب آقاي دكتر شريف پور و همكار محترم كشور اقدام گردي

ايشان جناب آقاي دكتر حاجي زاده كه در كشور انگلستان مشغول به تحصيل بودند، اين مهم با مشكلات فراوان 

  . در بيرمنگام انگلستان ابتياع شدWPSامكان پذير گرديد و دارو از نمايندگي شركت 
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 گلوكان از مخمر ساكارومايسس سرويزيه در دانشكده 6و1 3و1 استخراج بتا 1386خوشبختانه در سال 

با توجه به بومي شدن استخراج اين . دامپزشكي دانشگاه تهران و زير نظر آقاي دكتر خسروي انجام گرفته است

زيولوژي و سيستم ايمني ميگوهاي تركيب، انجام بررسي هاي كاملترو دقيق تر بر روي اثرات اين تركيب بر في

 .  پرورشي ارزشمند مي نمايد

انجام بررسي هاي كامل و دقيق بر روي ميزان فعاليت هاي ضد باكتريايي و ضد قارچي و در صورت  .5

امكان ضد ويروسي عصاره هاي مختلف جلبك هاي حاشيه خليج قارس مي تواند در انتخاب يك تركيب 

  .ضدعفوني كننده كمك كننده باشد
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  واژه نامه
  

  THC,Total haemocyte Count ....................................................................................................................تعداد هموسيت كل

  TPP, Total Plasma Protei.. ...............................................................................................................ميزان پروتئين كل 
    ..…WSD, White Spot Diseas............................................................................................................بيماري لكه سفيد

  WSSV, White Spot Syndrom Virus......................................................................................سندروم لكه سفيدويروس 
    PRP, Pathern Recognition Protei......... .............................................................................هاي تشخيص الگو پروتئين

  proPO, pro Phenol Oxidease.................................................................................................................پروفنل اكسيداز
  PPA, Pro PhenolOxidase Activator..... ...............................................................................فعال كننده پروفنل اكسيداز

   …………LPS, LipoPolySaccharide....................................................................................................ليپوپلي ساكاريد
  PCR, Polymerase Chain Reaction........................................................................................اي پلي مراز واكنش زنجيره

  TSB, Tryptic Soy Broth................................................................................................يك سويمحيط كشت مايع تريپت
  TCBS, ThioSulphate Bile Soucrose Agar......................................محيط كشت جامد تيوسولفات صفرا سوكوروز آگار

  VHS, Van Harrevald's Solution.............................................................................................................هاروالدمحلول 
  df, degree of freedom.................................................................................................................................درجه آزادي

  NK cell, Natural Killer Cell............................................................................................................يسلول كشنده طبيع
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  تشكرو قدر داني

از كليه همكاران مؤسسه تحقيقات شيلات ايران آقايان دكتر عيسي شريف پور و دكتر مصطفي شريف روحاني 

كه با راهنمايي هاي خردمندانه خود به انجام هر چه بهتر اين پروژه كمك كردند وآقاي دكتر علي حاجي زاده 

 گلوكان از كشور انگلستان صميمانه تشكر نموده و از تمامي همكاران 6و1 3و1همكاري در تهيه بتا براي 

... پژوهشكده ميگوي كشور بويژه خانم ها فاطمه محسني زاده و پريسا حسين خضري و آقايان قاسم غريبي، نظرا

حمات زيادي را در عملياتي فاطمي، رسول حاجي زاده، سياوش صفرپور، مهران ارشد و حسين رشيد زاده كه ز

ن پروژه متقبل شدند تشكر و سپاسگزاري مي شود و همچنين ياد و خاطره دوست و همكار پرتلاش يشدن ا

از آقاي مهندس قرنجيك، . خود، در پژوهشكده ميگوي كشور، مرحوم مختارحق نجات را گرامي مي داريم

 جلبكهاي مورد بررسي را انجام دادند و از ةيين گونهمكار ارجمند در مركز تحقيقات شيلاتي آبهاي دور، كه تع

دكتر افتخاري و پرسنل تلاشگر ايشان در شركت پژوهشي توليديِ بهار افشان تهران كه در عصاره گيري، 

  . لئوفليزاسيون و تعيين ميزان فلزات سنگين در عصاره جلبكي بدست آمده همكاري نمودند، قدرداني مي شود
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Abstract 
In this study two species of algae, Sargassum glaucescens and Padina boergeseni that found plenteously in 
Persian Gulf and Bushehr coast, were collected and hot water extracts of them were lyophilized. F. indicus 
(11.32±1.20 g), after two weeks adaptation in Shoghab research station were immersed in seawater (39 ppt and 
25±1 ○C) containing hot-water extract of each brown algae, S.glaucescens and P.boergeseni, at 100, 300 and 500 
mg/l concentration, Survival rate and immunological parameters (total haemocyte count (THC), total plasma 
protein (TPP), Phagocytic activity, bacterial clearance efficiency and bactericidal activity) were examined.  In 
addition effect of dietary administration of beta 1, 3 1, 6 glucan on prevention of White Spot Disease and 
immunological parameters of shrimp were investigated. According to results, immersion in seawater containing 
300 and 500 mg/l  concentration of algal hot-water extract after 2 and 3 hours or oral administration of beta 1,3 
1,6 glucan at level of 10 g/kg  diet for 14 days significantly enhanced THC, TPP, Phagocytic activity, bacterial 
clearance efficiency and bactericidal activity. Immersion in seawater containing 100, 300 and 500 mg/l hot-water 
extract of S.glaucescens after 3 hours, improved the survival rate of WSSV-infected   F. indicus. 
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