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در میگوی سفید غربی و فاکتورهای رشد  Lژن کاتاپسین تغییرات بیان  ارزیابی

(Litopenaeus vannamei) متفاوت هایتحت تاثیر بایوفلاک 
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 چکیده

های داخل سلولی هستند. هدف این تحقیق ارزیابی تغییرات ها جزء اصلی سیستم پروتئولیتیک لیزوزومی و مسئول تجزیه پروتئینکاتاپسین

های متفاوت تحت تاثیر بایوفلاک (Litopenaeus vannamei)( و فاکتورهای رشد در میگوی سفید غربی CTSL) Lمیزان بیان ژن کاتاپسین 

جیره  + (، بایوفلاک ملاس25P) %25جیره با پروتئین  با استفاده از سطوح مختلف پروتئینی بود. چهار تیمار بایوفلاک مشتمل بر بایوفلاک خرما +

و یک تیمار شاهد  (15M) %15با پروتئین  جیره + ( و بایوفلاک ملاس15P) %15جیره با پروتئین  + (، بایوفلاک خرما25M) %25با پروتئین 

 مخزن 15طور تصادفی در گرم( به 37/5 0±/33قطعه میگوی جوان ) 35روزه  35تکرار بود. در یک دوره  3% پروتئین( با  38بدون بایوفلاک )

( در CTSL)  Lزان بیان ژن کاتاپسینمنظور برآورد تاثیر بایوفلاک بر میسازی گردید. بهقطعه در متر مکعب( ذخیره 175لیتری )تراکم  300

نسبت  عنوان ژن کنترل داخلی استفاده شد. در تمام تیمارهای بایوفلاکبه Beta actinو از ژن  Real time PCRهپاتوپانکراس میگو از تکنیک 

 (.<05/0P)ن میزان بیان را نشان داد بالاتری 25Pکه تیمار  ، هرچند(>05/0Pمشاهده گردید ) CTSLژن داری در میزان بیان افزایش معنیبه شاهد 

و  25Pدست آمده، ضریب تبدیل غذایی مطلوب، نرخ رشد و بازماندگی( در میگوهای تیمار چنین بالاترین میزان پارامترهای رشد )وزن بههم

تیمارهای بین جیره در  بنی یا میزان پروتئینتغییر منابع کربا  CTSLنتایج نشان داد میزان بیان ژن  (.>05/0P)ها در تیمار شاهد دیده شد ترین آنکم

رسد فناوری بایوفلاک با اثرات مثبت خود بر گوارش و ایمنی، سبب نظر میبه(. <05/0P) ی با یکدیگر نداشتندداراختلاف معنیبایوفلاک، 

 در این گونه شده است. CTSLافزایش بیان ژن 

  ه خرما، ملاس، رشدمیگوی وانامی، ژنتیک، بایوفلاک، شیر کلمات کلیدی:

 Abas1351@gmail.com :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

( با تولید بیش از Litopenaeus vannameiمیگوی سفید غربی )       

پوستان در دنیا مقام نخست تولیدات میگو و سایر سخت تن میلیون 5/3

 ینون هایاز روشیکی  (.FAO ،2016)خود اختصاص داده است را به

که  است( Biofloc) بایوفلاک تکنولوژیاستفاده از  یاندر پرورش آبز

سبب توسعه پایدار صنعت پرورش میگو، افزایش تولید در واحد سطح 

. گرددگیر خروج پساب سبب بهبود محیط زیست میو با کاهش چشم

این تکنولوژی که نام دیگر آن سیستم پرورش بدون تعویض آب 

(Zero Exchange Water است، شامل )که در آن باشد می یطیمح

(، Enterobacterو  Bacillus، Clostridium )مثل تروفهترو هاییباکتر

یان، کوپهآغازها، قارچ یی، نماتودها،غذا هایزئوپلانکتون ها،جلبک یزر

خورده  یغذا ی،پرورش یانحاصل از آبز یمواد دفع، پودها و روتیفرها

قابل استفاده  ییو به مواد غذا یهرا تجز یهیاگ-یجانور یاینشده و بقا

تاثیرات مثبت بایوفلاک  .(2014و همکاران،  Ekasari) کنندیمتبدیل 

و همکاران  Schveitzerدر بهبود رشد میگو به اثبات رسیده است. 

( به استفاده از بایوفلاک در پرورش میگوی سفید غربی در 2013)

ها، کیفیت های مختلف پرداخته و اثرات آن را بر فعالیت میکروبتراکم

( 2014و همکاران )  Jatobaآب و میزان تولید مثبت ارزیابی نمودند.

های بایوفلاک و نیمه متراکم را سطوح مختلف پروتئین در سیستم

برای پرورش میگوی سفید غربی مطالعه و میگوهای پرورش یافته در 

تیمارهای بایوفلاک را دارای پارامترهای رشد بهتری ارزیابی نمودند. 

Anand ( به بررسی اثر جایگزینی پودر بایوفلاک2014و همکاران )  با

های پودر ماهی در جیره و تاثیر آن بر پارامترهای رشد و فعالیت آنزیم

علاوه بر جیره شاهد )بایوفلاک  آنان پرداخت. مونودون میگوی در هضمی

پودر بایوفلاک ساخته و با  %12و  8، 4هایی با میزان صفر(، جیره

ری بردابرخی از محققین بر روی بهره چنینهم نمودند. آزمایش موفقیت

از بایوفلاک جهت ارتقای فاکتورهای رشد و کاهش هزینه غذا در 

 و همکاران، Zokaeifar( و میگو )2015و همکاران،  Poliaماهی )

اند. در هایی انجام و نتایج آن را مثبت ارزیابی نموده( پژوهش2012

های ( تاثیر نسبت2016و همکاران ) Khanjaniداخل کشور نیز 

ع مختلف کربنی را بر کیفیت آب و عملکرد مختلف غذادهی و مناب

چنین لاروهای میگوی سفید غربی بررسی نمودند. همرشد پست

Najdegerami ( تاثیر بایوفلاک را بر روی 2015و همکاران )

قد کپورماهیان انگشت های گوارشی و بافتپارامترهای رشد، آنزیم

منظور به ایهمطالع( 1395مثبت ارزیابی نمودند. عظیمی و همکاران )

 یوفلاک،اگیری بروی شکلکربوهیدرات بررسی اثرات سطوح مختلف 

مصرف غذایی و عملکرد رشد کپور ، وضعیت نیتروژن و فسـفات

مثبتی در پارامترهای تاثیرات  و انجام یوفلاکاسیستم بدر  معمولی

کاهش و  ماهیشد ، افزایش رغذایی کاهش ضریب تبدیلکیفی آب، 

بایوفلاک سبب افزایش رشد، کاهش  اهده نمودند.مشمصرف آب  مقدار

(. در Pan ،2012و  (Xuشود ضریب تبدیل غذایی و بهبود ایمنی می

های مختلفی ازجمله: ملاس، شکر، مطالعات گذشته کربوهیدرات

عنوان منبع نشاسته، گلیسرول، استات، کازاوا، پودر ذرت، آرد گندم به

و  Crab؛ 2017همکاران، و  Khanjaniکربنی استفاده شده است )

(. تا کنون گزارشی درخصوص Lotz ،2014و Ray ؛ 2012همکاران، 

منظور تامین کربن مورد نیاز سیستم بایوفلاک خرما به استفاده از شیره

ترین ( یکی از شناختهCTSL) Lدر دنیا ارائه نشده است. کاتاپسین 

 همراههب که باشدمی جانوران در سیستئین لیزوزومی پروتئازهای

از پروتئازهای  papainبه فوق خانواده پاپایین ) Sو   B ،Hکاتاپسین

-ها در پروتئولیز لیزوزومی پروتئینسیستئین( تعلق دارند. کاتاپسین

 B ،Hهای های داخلی و درون سلولی اهمیت زیادی دارند. کاتاپسین

 ،S وL   ون کیلو دالت 30پروتئازهای مونومری با وزن مولکولی کمتر از

ها نقش مهمی در (. این آنزیم1996و همکاران،  Le Boulayهستند )

یازده نوع  .(Grath ،1999تنظیم مراحل زندگی جانداران دارند )

جزء اصلی سیستم  Lکاتاپسین شناخته شده است که کاتاپسین 

های چنین در پروتئینپروتئولیتیک لیزوزومی است. کاتاپسین هم

ها ( در سلولScavengerخوار )عنوان مردههبسلولی تغییر یافته و بین

کند های سرطانی عمل میهای ناخواسته و سلولجهت حذف پروتئین

(Glenn  ،2005و همکاران). ها نقش فیزیولوژیک متنوعی در مقابل آن

شوند. ژن دارند و سبب بلوغ پپتیدازهای خارج سلولی نیز میآنتی

در هضم  L (CTSL)تاپسین برخی از مطالعات حاکی از نقش مهم کا

پوستان (. در سختLeung ،2007و  (Huپوستان است غذا در سخت

های گوارشی مثل هپاتوپانکراس در میگوی سفید غربی این ژن از غده

تر، افزایش نشان جداسازی شده و میزان بیان آن در جانوران بزرگ

ایسه های شاخص مورد استفاده برای مقداده است. یکی از بهترین ژن

باشد می Lرشد و افزایش وزن در میگوی سفید غربی، کاتاپسین  میزان

(. 2013و همکاران،   Jungگردد )در هپاتوپانکراس بیان می که عمدتاً

Le Boulay ( میزان بیان پروتیئنازهای کاتاپسین 1996) و همکارانL 

اندازی را در هپاتوپانکراس میگوی سفید غربی در طول مرحله پوست

اند. د مطالعه قرار داده و آن را در این فرآیند تاثیرگذار دانستهمور

Glenn ( بر روی تعداد 2005و همکاران ) SNP(Single 

https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus
https://en.wikipedia.org/wiki/Clostridium
https://en.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
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nucleotide polymorphisms در ژن کاتاپسین در میگوی سفید )

غربی تحقیق نموده و تعداد آن را در میگوی سفید غربی و مونودون 

( خصوصیات آنزیمی 2003ران )و همکا Aokiیک عدد ذکر نمودند. 

 Pandalusو مولکولی پروتئینازهای کاتاپسین را در میگوی شمالی 

borealis  .مورد مطالعه قرار دادندHu  وLeung (2006 ارتباط هضم )

غذا و میزان بیان ژن کاتاپسین در هپاتوپانکراس میگوی سفید غربی 

تغییرات بیان  منظور ارزیابیرا مطالعه نموده است. پژوهش حاضر به

ژن کاتاپسین و فاکتورهای رشد در میگوی سفید غربی تحت تاثیر 

های مختلف انجام شده و برای اولین بار در دنیا از شیره بایوفلاک

 ضایعات خرما برای تامین منبع کربوهیدرات بایوفلاک استفاده گردید. 

 

 هامواد و روش
کشاورزی  در دانشکده 1394این پژوهش در تابستان        

ساعت  12هفته، با رژیم نوری  5دانشگاه خلیج فارس بوشهر در مدت 

حاوی  مخازنساعت تاریکی انجام و پرورش میگو در  12روشنایی و 

 منظور تقویتبایوفلاک و بدون بایوفلاک )شاهد( مقایسه گردید. به

 کربن نسبت بایوفلاک، جهت تشکیل هتروتروف هایباکتری فعالیت

، Avnimelech) شد گرفته نظر در 20تا 15سیستم بین  در نیتروژن به

های ملاس و شیره ضایعات . برای این منظور از کربوهیدرات(1999

تکرار  3تیمار و  5(. در این تحقیق از 1خرما استفاده گردید )جدول 

لیتری )پس از ضدعفونی با  300فایبرگلاس  مخزن 15و در مجموع 

لیتر از آب پر شده بودند. تعداد  200تا کلر( استفاده شد که هر کدام 

 مخزن 6برای بایوفلاک خرما و  مخزن 6برای تیمار شاهد،  مخزن 3

قطعه میگو  120کار رفت. با احتساب تراکم برای بایوفلاک ملاس به

 35 مخازنقطعه در متر مکعب(، در هر یک از  175در متر مربع )

گوها از سه نوع جیره سازی گردید. برای تغذیه میقطعه میگو ذخیره

( استفاده گردید. در تهیه %38و  25، 15های متفاوت )با پروتئین

 (Copy right 1999, release 6.1, USA)افزار های آزمایش از نرمجیره

Lindo  استفاده گردید و اجزای آن از شرکت هووراش بوشهر تهیه

 از: (. تیمارها عبارت بودند1396گردید )عباس زاده و همکاران، 

)شاهد(: پرورش میگوی سفید غربی با استفاده از غذای میگو  1تیمار 

: پرورش 2تیمار ، (Controlدرصد و بدون بایوفلاک ) 38با پروتئین 

میگوی سفید غربی با استفاده از بایوفلاک ملاس + غذای میگو با 

: پرورش میگوی سفید غربی با 3تیمار ، (25Mدرصد ) 25پروتئین 

ایوفلاک خرما + غذای میگو با پروتئین استفاده از ب

: پرورش میگوی سفید غربی با استفاده از 4تیمار ، (25Pدرصد ) 25

: 5تیمار ، (15M) درصد 15بایوفلاک ملاس+ غذای میگو با پروتئین 

پرورش میگوی سفید غربی با استفاده از بایوفلاک خرما + غذای میگو 

آب دریای فیلتر شده  با مخازنسپس . (25Pدرصد ) 15با پروتئین 

لیتر پر  200)شنی( برای حذف ذرات بزرگ و موجودات مزاحم تا 

%(  1دو لیتر ) مخزنشده و جهت تسریع در تشکیل بایوفلاک به هر 

 37/5±33/0از استوک بایوفلاک اضافه شد. میگوهای جوان به وزن 

گرم از مزرعه پرورشی دلوار بـه سالن منتقل و پس از ضدعفونی و 

 مخزن 15طور تصادفی در ساعت( به 72ندن دوره قرنطینه )گذرا

بایوفلاک  مخزن 6بایوفلاک خرما،  مخزن 6 شامل که شدند سازیذخیره

شاهد حاوی آب فیلتر شده دریا بدون بایوفلاک بود.  مخزن 3ملاس و 

آن با آب  %50صورت مرسوم و روزانه شاهد، تعویض آب به مخازندر 

( 22و  14، 8د. غذادهی در سه نوبت )ساعات گردیفیلتر شده تعویض 

(. 2014و همکاران،  Liuدرصد وزن کل بدن انجام گرفت ) 4میزان به و

 144ترتیب پروتئین، به %15و  %25گرم غذا در تیمار  100برای هر 

( 14گرم از شیره خرما و ملاس بعد از وعده دوم غذایی )ساعت  86و 

ها شامل: یمیایی آب و نوسانات آناضافه گردید. پارامترهای فیزیکوش

، شوری و نور روزانه ثبت شدند. پارامترهای رشد اچپیاکسیژن، دما، 

ی هاشاخصسنجیده شد.  مختلف تیمارهای های مرسوم درروش مطابق

 تیمارهای مختلف با استفاده از کیت، روش در نیترات و نیتریت آمونیاک،

های دستورالعمل با و  2150Unico مدل اسپکتروفتومتر و نسلریزاسیون

 .(Standard Methods ،2005) گیری شدندمربوطه اندازه
  

 آنالیز تقریبی ترکیبات قندی مورد استفاده :جدول 

 شیره خرما ملاس ترکیبات %

 45/64±33/0 27/62±48/0 ماده خشک

 85/4± 05/0 17/9±12/0 پروتئین

 8/2±04/0 24/1±03/0 چربی

 31/79±23/0 34/74±11/0 کربوهیدرات

 75/0±07/0 53/0±04/0 فیبر

 26/12±09/0 7/14±14/0 خاکستر
   

در بافت هپاتوپانکراس از  CTSLمنظور ارزیابی میزان بیان ژن به

 CtΔΔ ای(، روش مقایسهReal time PCR) حقیقی زمان در PCR آزمون

، ساخت کشور استرالیا( استفاده شد. -300Rotor- Gene, RG )دستگاه

وش آزمون براساس کاربرد رنگ سایبرگرین انجام شد. در این مطالعه ر

عنوان ژن کنترل داخلی )خانه گردان( استفاده و به Beta actinاز ژن 
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در بافت هپاتوپانکراس  CTSLبا توجه به بیان ثابت آن، میزان بیان ژن 

 CTSL میزان بیان ژنمیگوهای تیمارهای آزمایش ارزیابی گردیدند. 

های شاهد و نرمال شده در مقایسه س بیان نسبی نسبت به نمونهبر اسا

اندازه گرفته شد. این شدت بیان میزان افزایش را در  بتااکتینبا ژن 

صورت چند برابر شدن هب ،باشدمی 1های شاهد که با نمونه ایسهمق

 Cathepsin L (132( اختصاصی ژن Primerآغازگر ) دهد.نشان می

bp, AN: X99730.1)  و ژنBeta actin 137 bp, AN: AF300705.2) )

کنترل درونی )خانه گردان( در این مطالعه استفاده گردید  عنوان ژنبه

(Cesar  وYang ،2007 توالی آغازگرها در جدول .)مشخص شده  2

های این تحقیق، توسط آغازگرقابل ذکر است که سنتز تمامی  است.

ی از هپاتوپانکراس میگوها گیرنمونه انجام گرفت. سیناکلون شرکت

روز تغذیه  35قطعه میگو از هر تیمار( پس از  3 در هر تکرار )مجموعاً

های هپاتوپانکراس تهیه های آزمایشی صورت گرفت. نمونهبا جیره

تا زمان انجام آزمایشات در فلاکس نیتروژن مایع )دمای منفی  شده

 گراد( قرار گرفت. درجه سانتی 176

 
 

 **(. 2015 ،و همکاران Zhao؛ *2014و همکاران،  Qianلی پرایمرهای استفاده شده در این تحقیق )توا :2 جدول
Reverse primer Forward primer Gene 

5- GTTCTTGACCAGCCAGTAG -3 5- GCCGTCCTTCCAGTTCTA -3 CTSL* 

5- GGAATGAGGGCTGGAACAGG-3 5- TGGACTTCGAGCAGGAGATG -3 Beta actin** 

بافت هپاتوپانکراس تیمارهای آزمایشی با استفاده  RNAسپس 

سیناژن طبق دستور شرکت سازنده استخراج  RNXTM (plus-) کیت از

استخراج شده با محاسبه  RNAشد. آزمون تعیین کیفیت و کمیت 

 با استفاده از اسپکتروفتومتر انجام شد.  D260/OD280دانسیته نوری 

، آنمعکوس از روی  DNAز سنت ، برایRNA استخراج از بعد

 Primer Random (pmol 10)یک میکروگرم ابتدا مخلوطی شامل

Hexamers ,RNA وddH2o  میکرولیتر در یک میکروتیوب  10 تا حجم

دقیقه در دور  1استریل روی یخ آماده شد. پس از سانتریفیوژ کوتاه )

12000 gگراد قرار داده شد. درجه سانتی 70دقیقه در  5مدت (، به

از این مرحله میکروتیوب حاوی مخلوط فوق روی یخ قرار داده  پس

 1x Reaction buffer ،(100 U) RNAaseشد و مخلوطی شامل 

inhibitor،(0.4mM) dNTP mix  ،(200U) M-MuLV وddH2O   تا

میکرولیتر به آن اضافه شد. نمونه فوق پس از مخلوط کردن  20حجم 

دقیقه  60(، برای مدت g 12000 دقیقه در دور 1و سانتریفیوژ کوتاه )

قرار داده شد. سپس واکنش با گراد درجه سانتی 42در درجه حرارت 

 10مدت به گرادسانتی درجه 70حرارت  درجه نمونه در تیمار استفاده از

 دارینگه گراددرجه سانتی -20 دمای در حاصل  cDNAو متوقف دقیقه

ستاندارد مورد استفاده ا PCR هایواکنش در شده ساخته cDNA گردید.

مورد  Beta actinو  CTSLجهت آزمایش آغازگرهای  قرار گرفت.

ساخته  cDNAمعمولی با استفاده از کتابخانه  PCRاستفاده، ابتدا یک 

 PCR و واکنش عنوان الگو طراحیبه هپاتوپانکراس هایشده از بافت

 (Mastercyclerمسترسایکلر، گرادیانت دستگاه از استفاده استاندارد با

eppendorf, Germany) چنین تست کنترل برای آلودگی شد. هم انجام

DNA  با استفاده از جفت آغازگرها )بتااکتین و کاتاپسین( وRNA 

مراز ای پلیمحلول واکنش زنجیره تهیه شرایط گرفت. انجام عنوان الگوبه

ای رهمیکرولیتر بافر واکنش زنجی 5/2لیتر شامل: میلی 25کلی  با حجم

میکرولیتر از مخلوط  MgCl2 (50mM ،)1میکرولیتر  5/1مراز، پلی

dNTP (10mM ،)1  )میکرولیتر از هر یک از الیگونوکلئوتید )آغازگرها

)سیناژن( انجام شد. جزئیات برنامه چرخه  Taq DNA میکرولیتر 3/0و 

ترتیب ذیل بود: واسرشت اولیه در حرارتی در دستگاه مسترسایکلر به

دقیقه، تعداد چرخه حرارتی کل  5مدت به گراددرجه سانتی 94 دمای

ثانیه در  20ترتیب سازی، اتصال و تکثیر بهدور با برنامه واسرشت 35

ثانیه در  40، گراددرجه سانتی 60ثانیه در  30، گراددرجه سانتی 94

مدت به گراددرجه سانتی 72و تکثیر نهایی در  گراددرجه سانتی 72

در  PCRمخصوص واکنش  سپس ترکیباتدقیقه انجام گرفتند.  5

از  تریکرولیم 2XSYBR Mix ،5/0 تریکرولیم 25/6 شامل یقیحق زمان

 تریکرولیم Taq Polymerase ،5/0از  تریکرولیم 1/0 آغازگرها، از کدام هر

 یهاچاهک در DNase از عاری آب تریکرولیم cDNA Template، 65/4 از

نمونه مورد نظر  حاوی که مخصوص داردرپوش یتریلیلیم 1/0 مخصوص

 دستگاه در حرارتی چرخه برنامه جزئیات ند.شد افزوده بودند،

3000Rotor- Gene, RG- ترتیب ذیل بود: واسرشت اولیه در دمای به

دور  40دقیقه، تعداد چرخه حرارتی کل  2مدت به گرادسانتی درجه 94

درجه 94ثانیه در  15ترتیب سازی، اتصال و تکثیر بهبا دمای واسرشت

درجه  72ثانیه در  30، گراددرجه سانتی 60ثانیه در  30، گرادسانتی

دقیقه.  5مدت به گراددرجه سانتی 72ایی در و تکثیر نه گرادسانتی
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، مورد Real time- PCRهایسازی دادهبرای کمی CTΔΔ-2رابطه 

 . (Rasmussen ،2001) استفاده قرار گرفت
ΔΔCT= (CT target gene – CT reference gene) in treated group 

- (CT target gene – CT reference gene) in control group. 

 Betaو ژن کنترل یا رفرنس نیز  CTSLجا در این (Targetژن هدف )

actin  .بودtreated group تیمارهای بایوفلاک وcontrol group  تیمار 

ای ذیهتیمار تغ 5با  کاملاً تصادفی طرح در قالب حاضر تحقیق شاهد بود.

 از انها و اطمینتکرار اجرا گردید. پس از استخراج داده 3متفاوت و 

قایسه ماسمیرنوف(،  -کولموگراف آزمون از استفاده )با هاآن بودن نرمال

زمون صفات مورد آزمایش از طریق تجزیه واریانس و مقایسه میانگین آ

  افزاررمنهای فوق از نالیزانجام گردید. برای انجام آ %5دانکن در سطح 

SPSS  استفاده گردید.  17نسخه 

 نتایج
 5/29-3/30ار، دما بین قسمت در هز 36-5/36شوری در دامنه 

گرم در لیتر قرار داشت. میلی 02/5-6 اکسیژن و 8/7-01/8 اچپی درجه،

( غذادهی شدند. 22و  14، 8)ساعات  وزنشان %4میزان به روزانه میگوها

ها ترین آنشاهد و کم مخزنترین میزان آمونیاک و نیتریت در بیش

(. عملکرد 1396ران، زاده و همکاگیری شد )عباساندازه 15P در تیمار

 وزن در تیمار افزایش ترینآمده است. بیش 3جدول  رشد در فاکتورهای

25P (51/0±27/7 )گرم(  96/5±14/0) شاهد تیمار در ترین آنکم و گرم

 (. >05/0Pدار بود )تیمارها نیز اختلاف معنی بقیه در و است آمده دستبه

انحراف از معیار( ±روز )میانگین  35در طول  عملکرد رشد در تیمارهای مختلف :3جدول           

 اهدش 15P 15M 25P 25M فاکتور
 0/95bc 11/58±0/56ab 12/93±0/49c 12/27±0/36bc 10/89±0/37a±12/02 )گرم( وزن نهایی

 0/81ab 6/07±0/26a 7/27±0/51b 6/79±0/24ab 5/96±0/14a±6/75 )گرم( افزایش وزن

 0/16ab 1/21±0/05a 1/45±0/1b 1/36±0/04ab 1/19±0/03a±1/35 )گرم/هفته( نرخ رشد

 1/65ab 82/86±2/86ab 86/67±4/36b 83/81±3/30ab 80±2/86a±83/81 )درصد( بازماندگی

 11/82b 109/96±1/14a 128/43±10/84b 124/16±11/92ab 120/98±3/14ab±128/07 )درصد( شاخص وزن بدن

 19/84b 176±12/11 a 229/82±12/22c 203/36±1/99b 166/86±2/34a±202/23 )گرم(دست آمده هوزن ب

 0/15b 2/12±0/01a 2/36±0/14b 2/30±0/15ab 2/27±0/04ab±2/35 ضریب رشد ویژه
 0/12a 1/9±0/14b 1/32±0/09a 1/5±0/14a 1/84±0/21b±1/47 ضریب تبدیل غذایی

 .(p>05/0دار هستند )مشابه فاقد تفاوت معنی حرف یک حداقل دارای هایمیانگین ردیف هر در

25P 25، %25: بایوفلاک خرما + جیره با پروتئینM 15، %25: بایوفلاک ملاس+ جیره با پروتئینP 15، %15: بایوفلاک خرما + جیره با پروتئینM بایوفلاک ملاس + جیره با پروتئین :

 پروتئین بدون حضور بایوفلاک(. %38و تیمار شاهد ) 15%
 

بازماندگی  درصد ترینبیش (،45/1±1/0) رشد نرخ ترینبیش چنینهم

 گرم( در تیمار 82/229±22/12آمده ) دستبه و وزن %( 36/4±67/86)

25P (، 19/1±03/0) رشد نرخ برای ترتیببه شاهد تیمار در هاآن ترینکم و

 86/166±34/2دست آمده )%( و وزن به 80±86/2درصدبازماندگی )

( 43/128±84/10) بدن وزن شاخص درصد ترینبیش شد. محاسبه گرم(

دست به 15M ( در تیمار96/109±14/1ترین آن )و کم 25Pدر تیمار 

25P (14/0±36/2 ) ترین ضریب رشد ویژه در تیمارآمده است. بیش

ترین ضریب کم شد. محاسبه 15M (01/0±12/2) آن در تیمار ترینکم و

ترین آن در تیمار ( و بیش09/0±32/1) 25P تبدیل غذایی در تیمار

اساس که بر PCRموفقیت آنالیز ( سنجش گردید. 84/1±21/0)شاهد 

RNA  است، وابسته به خلوص، کیفیت و کمیت مناسبRNA  تام

 S23و S18باندهای مشخص  RNAبا الکتروفورز استخراج شده است. 

(RNA  بر روی ژل آگارز مشاهده گردید. شکل )نتایج  1ریبوزومی

منظور تایید  به دهد.نشان می درصد 2بر روی ژل اگارز را الکتروفورز 

های طراحی شده برای آغازگرژن و مناسب بودن  تکثیر اختصاصی

 cDNAبر روی  PCRابتدا واکنش  ،گیری بیان ژن کاتاپسیناندازه

 (.2)شکل شده از هپاتوپانکراس میگوی سفیدغربی انجام گردید ساخته

 
 استخراج شده RNA: الکتروفورز نمونه 1شکل 
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 از  (PCR) در هپاتوپانکراس میگوکاتاپسین بیان ژن  :2شکل 

 درصد 2ها بر روی ژل آگارز نمونه
 

برای اطمینان از تکثیر  Real Time-PCRپس از پایان تکثیر در        

، برنامه ذوب از از طریق منحنی ذوب  pcrو تایید واکنش  اختصاصی

منحنی  د وگراد برای دستگاه تنظیم شدرجه سانتی 99درجه به  50

دهنده نشان 3ذوب برای نمونه توسط دستگاه ترسیم گردید. شکل 

است که محور  کاتاپسینو  بتااکتینمنحنی ذوب برای هر دو نمونه 

X  ها افزایش درجه حرارت و محورY ها میزان کاهش تشعشع دریافتی

(Emissionرا نشان می ) .دهند 
 

 
 ینکاتاپسین و بتااکتمنحنی ذوب ژن  :3شکل 

کند محصول بوده و ثابت می pcrدهنده انجام صحیح  واکنش نشان )وجود یک قله 

 باشد(.باند میحاصل یک تک
 

پس از  در میگوهای تیمارهای بایوفلاک CTSLژن میزان بیان 

. طبق (4)شکل  ندشدمقایسه  شاهد میگوهای تیماربا  ،روز تغذیه 35

داری در میزان افزایش معنی در تمام تیمارهای بایوفلاکنتایج این 

مشاهده گردید در مقایسه با تیمار شاهد  Lژن کاتاپسین بیان 

(05/0P< .)تغییر منابع کربنی یا ژن با این میزان بیان  با این وجود

اختلاف  بایوفلاک، مختلف تیمارهایبین جیره در  میزان پروتئین

ن بیان متعلق در عین حال بالاترین میزا ی را نشان ندادند.دارمعنی

 (.<05/0P)بود  25P به تیمار
 

 
در هپاتوپانکراس  کاتاپسینمقایسه بیان نسبی ژن :  4شکل

میگو در تیمارهای مختلف آزمایشی )نرمال شده در مقایسه با 

 عنوان کنترل داخلی(به بتا اکتینژن 
ف ف مشابه فاقد اختلاحداقل یک حر یداراهای گروه  ()بر حسب چند برابر شاهد

: 25M، %25: بایوفلاک خرما + جیره با پروتئین 25P .(P>05/0د )تندار هسمعنی

: بایوفلاک خرما + جیره با پروتئین 15P ،%25بایوفلاک ملاس+ جیره با پروتئین 

15% ،15Mپروتئین  %38و تیمار شاهد ) %15+ جیره با پروتئین : بایوفلاک ملاس

 بایوفلاک(. حضور بدون

 

 بحث
های مناسب برای رشد در محیط میگوی سفید غربی از گونه       

داری بین اختلاف معنی .(2014و همکاران،  Correiaa) بایوفلاک است

اچ و رژیم نوری( در پارامترهای فیزیکوشیمیایی آب )دما، شوری، پی

(. 1396زاده و همکاران، بین تیمارهای مختلف دیده نشد )عباس

ی، افزایش وزن، نرخ رشد )گرم در هفته(، ترین میزان وزن نهایبیش

نرخ بازماندگی، شاخص وزن بدن و افزایش بایومس مربوط به تیمار 

ها در تیمار ترین آن( و کم25P) %25بایوفلاک خرما با پروتئین جیره 

اساس تحقیقات داری بودند. بردارای اختلاف معنی که گردید ثبت شاهد

و همکاران،  Samocha؛ 2014و همکاران،  Krummenauerدیگران )

( نیز بایوفلاک حاوی مواد افزاینده رشد بوده و سبب افزایش 2007

دلیل فقدان مواد بازماندگی و کاهش ضریب تبدیل غذایی می شود. به

 های هتروتروف در تیمار شاهد در که باکتریجاییقندی و از آن

ن نبوده و ترین تعداد وجود دارند، بنابراین قادر به نیتریفیکاسیوکم

ترین میزان بالاترین میزان آمونیاک در آن دیده شد. کم
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پروتئین، وجود مواد قندی و ارجحیت مواد قندی شیره خرما نسبت 

های هتروتروف، سبب حذف آمونیاک و به ملاس برای رشد باکتری

رسد نظر می( گردید. به15P)حداقل شدن آن در تیمار بایوفلاک خرما 

زتی سبب کاهش استرس، تغذیه بهتر و رشد کاهش ترکیبات مضر ا

گردد. بهبود پارامترهای رشد در تر در تیمارهای بایوفلاک میبیش

ترکیبات مضر آمونیاکی  کاهش دلیلبه احتمالاً بایوفلاک دارای تیمارهای

(، ترکیبات محرک ایمنی، 2012و همکاران،  Gaoتر )آب و استرس کم

کیبات غذایی مفید دیگر در وجود غذای زنده گیاهی و جانوری و تر

(. برخی آزمایشات 2014و همکاران،  Jatobaباشد )قالب بایوفلاک می

 Ballesterاند )نیز بیان کرده %10 پروتئین با را بایوفلاک سیستم موفقیت

که میزان رشد و بازماندگی در تیمارهای جاییاز آن (.2010 و همکاران،

توان نتیجه گرفت که ر بود، میتاین تحقیق از شاهد بیش بایوفلاک در

کند بلکه باعث بایوفلاک نه تنها کمبود پروتئین جیره را جبران می

، Pan و Xuگردند )بهبود ایمنی و در نتیجه افزایش بازماندگی نیز می

ها وجود دارد. ر پستانداران نیز، کاتاپسین در بسیاری از بافتد(. 2013

ل مقدار زیادی کاتاپسین بیان های ریه، کبد، کلیه و طحادر بافت

شود که نه تنها قادر به تخریب پروتئین داخل سلولی است بلکه می

(. Gruenstein ،1987و  Doughtyدر رشد سلول نیز دخالت دارد )

افزایش  نتایج این تحقیق نشان داد که در تمام تیمارهای بایوفلاک

شاهد رخ داده  ژن کاتاپسین نسبت به تیمارداری در میزان بیان معنی

های متفاوت در این افزایش بیان فارغ از میزان پروتئین جیره .است

تیمارهای مختلف بایوفلاک رخ داده است. با توجه به نقش کاتاپسین 

رسد میزان پروتئین دریافتی در تیمارهای نظر میبه هاپروتئین هضم در

ح شده تری آنزیم ترشتر از شاهد بوده که میزان بیشبایوفلاک بیش

%(  38جیره شاهد ) در تر پروتئینمیزان بیشتوجه به چنین باهم است.

توان گفت میزان نهایی پروتئین دریافتی خالص توسط میگو در می

ها( تر بودن میزان پروتئین در جیره آنوجود کم تیمارهای بایوفلاک )با

تواند های میکربی میدر دسترس بودن دایمی فلاک تر بوده است.بیش

دیگری بر این امر باشد. زیرا میگو در تیمارهای بایوفلاک قادر  دلیل

ها ها، باکتریاز آغازیان، جلبک )که عمدتاً هاطور مداوم از فلاکاست به

اند و خصوصیات ها با میزان پروتئین بالا تشکیل شدهو زئوپلانکتون

مفید غذای زنده را در مقایسه با جیره دستی دارند( تغذیه نماید، 

و  کاتاپسین برای هضم آن ترشح گردد ئین جذب نماید و لزوماًپروت

وعده در  3این در حالی است که غذای دستی در تیمار شاهد فقط 

و  Glennشبانه روز در اختیار میگوهای این تیمار قرار گرفته بود. 

( افزایش میزان بیان ژن کاتاپسین 2005همکاران )

اند. استفاده از بایوفلاک انستهرا در میگوی سفید غربی با رشد مرتبط د

گردد. در برخی سبب افزایش رشد، بهبود ایمنی و کاهش استرس می

هایی مانند مطالعات ثابت شده است وقتی میگوی وانامی تحت استرس

شوری و سرما قرار بگیرد سطح فعالیت فاگوسیتوز و میزان بیان ژن 

(. در این 2015و همکاران،  Zhaoیابد )ها کاهش میکاتاپسین در آن

)بایوفلاک با منبع کربنی شیره خرما( با بهترین  25P مطالعه تیمار

کاتاپسین بود. شیره خرما  ژن ترین میزان بیانعملکرد رشد دارای بیش

آلفا توکوفرول(،  و اسکوربیکاسید آ، )ویتامین ویتامین زیادی میزان دارای

فنل، آنتوسیانین و مواد معدنی، چربی، پروتئین، رنگدانه، فلاونوئید، 

گردند دیگر مواد افزاینده رشد است که سبب کاهش استرس نیز می

(Boudries  ،؛ 2007و همکارانBiglari  ،؛ 2008و همکارانAllaith ،

موجود در بایوفلاک در افزایش  هایاین تاثیر ارگانیسم (. علاوه بر2008

و  Zhang)اثبات رسیده است رشد و ایمنی میگو در تحقیقات دیگر به

تر (. قند موجود در شیره خرما بر خلاف ملاس بیش2013همکاران، 

تر از ساکارز تشکیل ای چون گلوکز و فروکتوز و کماز قندهای ساده

تر مورد ها و آغازیان آن را آسانشود باکتریشده است که باعث می

 Al Farsiتر افزایش دهند )استفاده قرار داده و جمعیت خود را سریع

سلولی و سایر آغازیان تغذیه کننده (. این موجودات تکLee ،2008و 

ها غذایی مفید برای میگو بوده و تاثیر زیادی در رشد، ایمنی و از آن

رسد بایوفلاک سبب کاهش نظر میکاهش استرس در میگو دارند. به

 استرس و افزایش ترشح کاتاپسین در این میگو شده است.

میزان رونویسی در هپاتوپانکراس است کاتاپسین دارای بالاترین 

(Hu  وLeung ،2006). کاتاپسین  مهم حاکی از نقش مطالعات اخیرL 

باشد پوستان می( و هضم در سختScavengerخواری )عنوان مردهبه

(Turk  ،2000و همکاران). سرطانی، شیره خرما دارای خواص ضد

چربی خون محافظ دستگاه گوارش، کبد، سیستم عصبی و کاهنده 

رسد شیره خرما با اثرات نظر می(. به2014و همکاران،  Raniaاست )

جمله هپاتوپانکراس زمینه ترشح های گوارشی و ازمثبت خود بر اندام

تر کاتاپسین را فراهم آورده است. خانواده کاتاپسین سبب از بین بیش

های مضر گردیده و از این طریق سبب ها و ویروسبردن باکتری

 .(2007و همکاران،  Robalinoگردد )نی بهتر و افزایش رشد میایم

افزایش ایمنی در محیط بایوفلاک در مطالعات اخیر به اثبات رسیده 

(. افزایش میزان بیان ژن و 2014و همکاران،  Krummenauerاست )

 بهبود رشد در تیمارهای بایوفلاک ممکن است با این امر مرتبط باشد. 

نقش مهمی در   apoptosisن از طریقچنیهم  Lکاتاپسین

(. کاتاپسین در 1996و همکاران،  Le Boulayاندازی دارد )پوست
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معده، روده، چشم، ماهیچه، تخمدان، تخم، هسته اووسیت و اسپرم 

شود که دارای اثرات فیزیولوژیک مهم دیگری غیر میگو نیز یافت می

های بافت برابر 10 سهپاتوپانکرا باشند. میزان بیان آن دراز گوارش می

آنزیم صورت پیشدیگر است. این آنزیم در معده، روده و تخمدان به

و همکاران،  Huشود )صورت بالغ دیده میو در هپاتوپانکراس به

که در جاییاندازی نیاز دارد و از آن(. میگو برای رشد به پوست2006

تسهیل و تیمارهای بایوفلاک با افزایش ترشح کاتاپسین این فرآیند 

تواند دلیلی دیگر بر افزایش رشد در این تیمارها تسریع شده است، می

 باشد.

با تاثیر بر رشد و  نتایج این مطالعه نشان داد بایوفلاک مستقیماً

مستقیم با افزایش بیان ژن کاتاپسین سبب اثر ایمنی میگو و غیر

توجه ( و بهبود پارامترهای رشد گردیده است. با Synergyافزایی )هم

تر شیره ضایعات خرما و ترکیبات مفیدتر آن نسبت به به قیمت ارزان

ملاس، برای استفاده در تکنولوژی بایوفلاک ارجحیت دارد. بهتر است 

های متفاوت کربن در مطالعات آتی از شیره ارقام مختلف خرما، نسبت

به نیتروژن و منابع کربنی بومی و ارزان دیگر نیز استفاده و با هم 

 ایسه شوند. مق
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