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 چکیده
اهی مرش در لارو وله گوابافتی ل تکاملن نسبی ژن پپسینوژن و همچنین مهم )پپسین، تریپسین(، بیا هایفعالیت پروتئازهدف این مطالعه، بررسی 

ساز نزیمهای آمعده حاوی گرانولروز پس از تفریخ( بود. نتایج نشان داد که بخش برون ریز لوزال 40صبیتی از زمان تفریخ تا ابتدای دوره نوجوانی )
یپسین پیش از باز پیدایش زودهنگام فعالیت تر یی بسیار توسعه می یابد.گشاپس از تخم 14در خلال جذب کیسه زرده مشخص است و در روز 

پس از تفریخ(  30و  16ی ریزی ژنتیکی نسبت داده شد. فعالیت تریپسین الگویی نوسانی )با دو پیک در روزهاشدن دهان، به فرآیندی با برنامه
شکیل معده وله گوارش تلایز در بود. قابل توجه ترین تم تغذیه لاروه در خلال نشان داد که این نوسان همزمان با بلع غذا و در پاسخ به تغییر جیر

شکل کامل با تبدیل  به 25گشایی بود. معده در روز پس از تخم 12های عضلانی مخطط و ایجاد غدد معدی در روز اولیه احاطه شده با سلول
شخیص نبود و به شکل پس از تفریخ قابل ت 12پپسینوژن تا پیش از روز  بیان نسبی ژن ای مخطط به صاف تکوین یافته بود.های ماهیچهسلول
ع تغییر در نو ایش مطابق باپس از تفریخ مشخص گردید. بیان آن به شکل نمایی در طول مرحله لاروی افزایش یافت و این افز 14داری از روز معنی

ص سینوژن، مشخیان ژن پپبدو روز پس از آغاز با بیان ژن پپسینوژن بود و همراستا  بود. فعالیت آنزیم پپسین ریزجیرهجیره از غذای زنده به 
دت افزایش داشت. افزایش پس از تفریخ( تا انتهای دوره آزمایش به ش 30تا  25از جایگزینی غذای زنده با غذای خشک )بین روزهای و پس  گردید

فیزیولوژی  تغییر در مرحله جایگزینی غذای زنده با غذای خشک، بیانگرکاهش در فعالیت تریپسین پس از اتمام با پیشرونده پپپسین همزمان 
روز  ده اولیه ازمع دایشپیهضم پروتئین در لارو ماهی صبیتی بود. نتایج نشان داد که با  در لارو ماهی صبیتی و حرکت به سمت شکل بالغهضمی 

یتی رو ماهی صبان در لاآنتوژنتیک زودهنگام پپسین و تریپسین، می تو گشایی، با بیان زودهنگام ژن پپسینوژن و نیز تکاملام پس از تخم 12
ی غذای لارو ها را با غذای خشک تغذیه کرد و بدین طریق امکان کاهش مصرف غذای زنده با بکار گیرگشایی،ام پس از تخم 25پیش از روز 

 خشک وجود دارد.
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Abstract 
This study aims to assay the main protease (pepsin and trypsin) activity and pepsinogen relative gene expression, as 
well as histological development of digestive tract in Sobaity (Sparidentex hasta) from hatching up to 40days post- 
hatching (DPH). The results showed that exocrine pancreas, including zymogen granules, differentiated during yolk sac 
absorption and further developed at 14 DPH. The early appearance of trypsin before mouth opening is attributed to a 
genetically programmed process. The trypsin activity showed fluctuated pattern (with two peaks at 16 and 30 DPH), 
coincident with food intake, and related to diet shifting during larval feeding. The most obvious differentiation in the 
digestive tract was the formation of an incipient stomach surrounded by striated muscle fibers and the development of 
the gastric glands at 12 DPH. The stomach fully developed at 25 DPH with the transition from striated to smooth 
muscle cells. The pepsinogen relative gene expression was not detectable before 12 DPH and meaningfully detected at 
14 DPH. The pepsinogen expression augmented exponentially coinciding with shifting diet from live to microdiet. 
Pepsin activity trend was considerably parallel to pepsinogen and started two days after pepsinogen, subsequently 
increased sharply during the weaning period (25-30 DPH) up to the end of the study. The progressive activity of pepsin 
synchronized with a decrease in trypsin activity after weaning indicates a change in the digestive physiology of Sobaity 
larvae moving toward the adult-type protein digestion pattern. The study concluded that the appearance of the incipient 
stomach at 12 DPH, early pepsinogen expression, and ontogenetic development of pepsin and trypsin, make it possible 
to feed Sobaity larvae by inert diet before 25 DPH to reduce the live food consumption and improve the weaning 
efficiency. 
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 مقدمه
آگاهی از ظرفیت گوارشی با مشخص کردن فعالیت 

ها و ارزیابی سیر تکامل آنها در خلال دوره لاروی آنزیم
تواند به عنوان شاخصی برای تعیین نوع و مقدار مواد می

ها با آنغذایی جای گیرنده در ریزجیره برای جایگزینی 
 ,.Alvarez-González et alغذای زنده به کار آید )

2010; Yúfera and Darias, 2007 ؛ تعیین کننده)
ظرفیت لارو برای هضم و جذب انواع مختلف مواد مغذی 

 های ترکیبی باشدموجود در غذاهای زنده و یا ریزجیره
(Gisbert et al., 2009; Tong et al., 2012) ؛ زمان

های مصنوعی را دقیق حرکت از سوی غذای زنده به جیره
( و Jimenez-Martinez et al., 2012مشخص کند )

همچنین انتقال زود هنگام مناسب به غذای دستی را 
. (Uscanga-Martínez et al., 2011امکان پذیر سازد )

های گوارشی نشان دهنده معمولاً فعالیت بالای آنزیم
زمانی است که لارو ماهی از نظر فیزیولوژیکی آمادگی 

شرایط  تغذیه خارجی دارد یا بیانگر زمانی است که در
(. Douglas et al., 2000ای قرار دارد )خوب تغذیه

های خاصی مانند ارزیابی حضور و میزان فعالیت آنزیم
بینی کننده تریپسین به عنوان شاخص تکامل لارو و پیش

 ;Tong et al., 2012گردد )بقای لارو محسوب می

Suzer et al., 2007a ترشح تریپسین در بافت .)
 Cahu andافتد )به بلع غذا اتفاق میپانکراس در پاسخ 

Zambonino-Infante, 2001 بنابراین به طور .)
مشخص فعالیت این پروتئاز نشانه قطعی توانایی لارو برای 

-های ساختگی میاستفاده از غذای زنده و تاحدی جیره

باشد. پروتئاز گوارشی تریپسین یک شاخص کوتاه مدت 
ی لارو و ابزاری امناسب منعکس کننده شرایط تغذیه

سودمند برای مطالعه نیازهای غذایی در لارو ماهیان 
 (.Kamaci et al., 2010باشد )دریایی می

گشایی بسیاری از ماهیان دریایی استخوانی در زمان تخم
-معده ندارند و عملکرد معده را در پایان دوره لاروی به

رسد (. به نظر میFeng et al., 2008aآورند )دست می
های گوارشی به ویژه هماهنگی بین فعالیت تمام آنزیم که

طور پروتئازها در خلال تکامل لاروی، شکل هضم را به
ای از شکل درون سلولی به برون سلولی تغییر پیشرونده

(. Zambonino-Infante et al., 2008دهد )می

موفقیت این تغییر با حضور فعالیت پپسین در معده 
(Salze et al., 2012)  و بیان ژن پپسینوژن به عنوان

 Feng etگردد )شاخص تمایز و کارایی معده مشخص می

al., 2008bطور چشمگیری ( که در ماهیان استخوانی به
گردد پس از زمان تغذیه با غذای ساختگی آغاز می

(Darias et al., 2007 معده کاملاً تکامل یافته نیز به .)
ی سازگاری به عنوان اندامی کمک کننده و مهم برا

های ترکیبی خشک در لارو و بچه ماهی پس از جیره
 ;Feng et al., 2008b) شوددگردیسی در نظر گرفته می

Wu et al., 2011)های . در مطالعات متعدد روش
مولکولی و بیوشیمیایی برای تشریح روابط بین رونویسی 

مانند باس شنی ژن آنزیم گوارشی خاص و فعالیت آن ژن 
(، Alvarez-González et al., 2008;2010)خالدار 

(، سی باس Galaviz et al., 2012)سرخوی گلی خالدار 
 Galaviz(، توتوآبا )Srichanun et al., 2013آسیایی )

et al., 2015) ( وگربه ماهی هندیMir et al., 2018) 
های توانایی دنبال کردن بیان ژن .ترکیب شده است

ونویسی، تخمینی دقیق و های گوارشی در سطح رآنزیم
های صحیح از کارایی دستگاه گوارش را فارغ از نشانه

دهد های موجود در غذای زنده ارائه میگر آنزیممداخله
که ممکن است در سنجش بیوشیمیایی تشخیص داده 

(. همچنین مشخص شده Murray et al., 2006شوند )
 است که برای دستیابی به ظرفیت گوارشی لارو در حال

زیرا  باشدمفید میهای گوارشی تکامل، سنجش بیان ژن
مطالعات بافت شناسی به تنهایی انعکاس دهنده فعالیت 

 ,.Galaviz et alباشد )تواند واقعی دستگاه گوارش نمی

2015 .) 
صبیتی، ماهی بسترزی متعلق به مناطق گرمسیری با نام 

از  Sparidentex hasta (Valenciennes,1820)علمی 
ماهی شکلان ماهیان و راسته سوفنواده شانکخا
(Bauchot and Smith, 1984 )باشد که بومی می

و خورهای بندر امام و ماهشهر بوده و در استان خوزستان 
و  از بازارپسندی بسیار بالایی برخوردار استکشور کویت 

 در شرایط پرورشی از رشد نسبتاً سریعی برخوردار است
(1999 et al.,Teng .) وجود افزایش رغبت برای تولید  با

این گونه، مشکلات مربوط به مراحل پرورش لاروی و 
گذاری مربوط به پرورش غذای های بالای سرمایههزینه

سازی آن در این بخش همچنان پابرجاست. زنده و غنی
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در ارتباط با پروتئازی بنابراین، آگاهی از ظرفیت هضمی 
غذای میکرونایز شده  چگونگی به کار گیری غذای زنده و

خشک در مراحل پرورش لاروی این گونه ضروری است. 
لذا، در این مطالعه بررسی ظرفیت هضمی پروتئازهای 

گشایی تا قلیایی و اسیدی لارو ماهی صبیتی از زمان تخم
روز پس از پایان نسبی دوره  10روزگی ) 40انتهای 

معده های گوارشی گیری فعالیت آنزیملاروی( با اندازه
گیری رونویسی ژن )پپسین( و پانکراس )تریپسین(، اندازه

و ارتباط آن با فعالیت آنزیم پپسین و « پپسینوژن»
همچنین تکوین لوله گوارش از دیدگاه بافت شناسی 

 پرداخته شد.

 هامواد و روش .2
 . تکثیر و پرورش لارو1.2

نمونه های لارو ماهی صبیتی مورد استفاده از طریق 
یمه طبیعی مولدین صبیتی در کارگاه تکثیر تکثیر ن

ماهیان دریایی واقع در روستای بندر معلم از توابع بندر 
لنگه در غرب استان هرمزگان تأمین شد. پس از انجام 
عمل لقاح در مخزن، صبح روز بعد تخمهای لقاح یافته 

( جمع آوری شد و پس از ضدعفونی μ 150توسط توری )
ای انتقال یافت. یتری استوانهل 300و شمارش به مخازن 

روش پرورش لاروها بر اساس روش توصیه شده پیشین 
با اندکی تغییر  (Teng et al., 1999)برای ماهی صبیتی 

-قطعه در لیتر ذخیره 80صورت گرفت. لاروها با تراکم 

ه زرده تغذیه کردند. سازی شدند و به مدت دو روز با کیس
سلول در  5/0-1×610ریزجلبک نانوکلروپسیس با غلظت 

گشایی به پس از تخم 16لیتر از روز اول تا روز میلی
 مخزن پرورش لارو افزوده شد. 

 5-10، به مقدار S-type) 10روتیفر از روز دوم تا روز 
به  L-type) 20تا روز  10لیتر( و از روز عدد در میلی

 16لیتر( و ناپلی آرتمیا از روز عدد در میلی 10-16مقدار 
گشایی پس از تخم 30لیتر( تا روز عدد در میلی 7-2)
لیتر( به لاروها داده شد. زمان آغاز عدد در میلی 13)

و  25جایگزینی تدریجی غذای زنده با غذای دستی روز 
گشایی به تدریج با مقادیر رو پس از تخم 30پایان آن روز 

غذای زنده و رو به افزایش غذای خشک همراه به کاهش 
تا پایان دوره پرورش با تنها  30بود. سپس لاروها از روز 

میکرون تغذیه شدند. نوردهی با  100غذای دستی با قطر 

ها با دوره های فلورسنت بالای سر مخزناستفاده از لامپ
ساعت )روشنایی: تاریکی( انجام شد. در  12:12نوری 

-رش لارو، میانگین شاخص های فیزیکوطول دوره پرو
 ± ppt 5/0(، شوری )mg/l 5/0 ± 6شیمیایی: اکسیژن )

 گردید.( ثبت ºC 1± 21( و دما )7/7-1/8اچ )(، پی34
 

 های گوارشی.سنجش فعالیت آنزیم2.2

برای سنجش فعالیت آنزیمی، نمونه برداری از لاروها در 
، 20، 16، 14، 10، 5، 2، 0سه تکرار زیستی در روزهای 

گشایی انجام گرفت. در بعد از تخم 40و  35، 30، 25
گرفت و برای های شبانه هیچ غذادهی صورت نمیساعت

-کاهش خطای تأثیر محتوی آنزیمی غذای زنده، نمونه

گرفت گیری صبح هنگام پیش از آغاز تغذیه انجام می
(Kolkovski, 2001 با توجه به رشد لاروها، از روز اول .)

عدد لارو، در روزهای  100برداری تعداد نمونه 16ز تا رو
تعداد  40و  35، 30لارو و در روزهای  80تعداد  25و  20
گیری شدند، سپس در نیتروژن مایع عدد لارو نمونه 60

درجه  -70ور و پس از آن به فریزر منجمد غوطه
-(. نمونهGisbert et al., 2009منتقل شدند ) سانتیگراد

ازت مایع درون هاون چینی پودر و با  توسطها ابتدا 
کلریدسدیم  M 15/0( با محلول w/v 10 :1نسبت )

دقیقه در دمای 15مخلوط و همگن شدند. سپس به مدت 
دور سانتریفیوژ شدند تا  g 15000گراد در درجه سانتی 4

روشناور حاوی عصاره خام آنزیمی جدا شود. برای تعیین 
روشناور حاوی عصاره فعالیت ویژه، پروتئین محلول در 

 Lowryبه دست آمد ) mg ml-1خام آنزیمی بر اساس 

et al., 1951.) 
سنجش فعالیت کل و ویژه آنزیم تریپسین با استفاده از  

-پی-آرژینین-اِل-بنزویل»سوبسترای اختصاصی 
 Torrissen etنانومتر ) 410در طول موج « نیتروآلینید

al., 1994سترای کازئین در ( و پپسین با استفاده از سوب
 nm 720 (Rungruangsak- Torrissen etطول موج 

al., 2006.صورت پذیرفت ) 

 . سنجش بیان ژن پپسینوژن3.2
برداری برای بررسی بیان ژن تا روز ششم پس از نمونه
گشایی به صورت روزانه، از روز ششم تا بیستم پس از تخم
از  پس 40تا  20گشایی یک روز در میان و از روز تخم
با توجه به  گشایی هر پنج روز یک بار صورت گرفت.تخم
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برداری نمونه 25افزایش اندازه لاروها، از روز اول تا روز 
تعداد  40و  35، 30قطعه لارو، در روزهای  100تعداد 

( به صورت Galaviz et al., 2012عدد لارو ) 20
گیری و بلافاصله در نیتروژن مایع منجمد تصادفی نمونه

 درجه سانتیگراد -C80°ور و پس از آن به فریزر هغوط
 .منتقل شدند

صورت  بایوزولکاربرد محلول استخراج با  RNAاستخراج 
  RNAهاینمونهو کمیت  کیفیّت بررسی برایپذیرفت. 

افقی با مشاهده زیر از روش الکتروفورز به ترتیب 
دستگاه نانودراپ  از( و 28Sو   18Sواحدهای ریبوزومی )

و   و موج  طول در نور جذب نسبتتعیین برای 

پس  شد. استفاده  ng/μl بر حسب  RNAغلظتتعیین 
بدست  RNAهای احتمالی از DNAحذف از انجام تیمار 

( DNase« )بونوکلئازیر یدئوکس»ماده با استفاده از  آمده
 تساخبرای  iScript cDNA synthesisاز کیت ، 

cDNA  به طور خلاصه،  .شداستفادهμl 10  ازRNA 
 iScriptاز بافر  μl 4با  DNase Iتیمار شده با 

reaction mix  به همراهμl 1  از آنزیمiScript 

Reverse Transcription  وμl 5 عاری از آب 
RNase/DNase  تا حجم نهایی به با هم ترکیب شدند

μl20 ط شرکت روش ارائه شده توسسپس طبق . برسد
درجه  25دقیقه در دمای  5 به مدت ها، نمونهسازنده

-درجه سانتی 42دمای  دقیقه در 30گراد، سپس سانتی

گراد درجه سانتی 85 دقیقه در دمای  5 در نهایت وگراد 
 قرار داده شدند.

های مربوط به بیان ژن کد کننده برای نرمال سازی داده
-بتا»تی، ژن آنزیم پپسین در مرحله لاروی ماهی صبی

به عنوان ژن مرجع در نظر گرفته شد. به منظور « اکتین
اکتین در ماهی -طراحی آغازگرهای مربوط به ژن بتا

های مشابه هم خانواده صبیتی، ابتدا توالی این ژن در گونه
آن شامل توالی با طول کامل در سیم دریایی سفید، 

Diplodus sargus  :با شماره دسترسی(
JN210581نک قرمز، (، شاPagrus major 

(226150.1JN ،سیم دریایی سرسیاه ،)
Acanthopagrus schlegelii (491380.1AY و )

 Sparus aurataتوالی جزئی در سیم سرطلایی، 
(362763AY ،و دنتکس معمولی )dentex Dentex 
(414528.1DQ از بانک ژن )«NCBI » استخراج

گیری از برنامه گردید و بعد از همردیف کردن آنها با بهره
Clustal omega نواحی حفاظت شده این ژن مشخص ،

گردید. سپس با استفاده از نرم افزار طراحی آغازگر 
Primer 3 بر اساس نواحی حفاظت شده، آغازگرها ،

طراحی شدند  bp 161برای تکثیر این ژن به طول 
 (. 1)جدول 

 
  تین و پپسینوژنبرای تکثیر ژن بتااک شده آغازگرهای استفاده - 1جدول 

 (ºCدمای اتصال ) آغازگر نام ژن
ه انداز

قطعه 
(bp) 

 'AGCCAACAGGGAGAAGATGA3'5 یناکت-بتا
5'CATAGATGGGCACTGTGTGG3' 

4/58 
5/60 

161 

 'CAGCCCTTGTGGCTTTCTCCG 3'5 پپسینوژن
5'TCAGTTTAATGAAAAGGCAGCTA3' 

7/60 
1/53 

1259 

 'AATCAACTGGATCCCCCTGT3'5 پپسینوژن
5'CCAACCCAGGAGTTCATGTT3' 

4/58 
4/58 

174 

 
همین روند برای طراحی آغازگرهای مربوط به ژن 

-اختصاصی پپسینوژن با استفاده از توالی این ژن در گونه

های مشابه هم خانواده صبیتی شامل توالی طول کل در 
)با شماره  Diplodus sargusسیم دریایی سفید، 

سیم دریایی  2(، پپسینوژن 163285.1EUدسترسی: 

(، شانک 678431.1AB) Pagrus majorقرمز، 
(، و 163284.1EU) Sparus auratusسرطلایی، 

  Pagrus pagrusتوالی جزئی در سیم دریایی معمولی، 
 
(073424.1DQ از بانک ژن )NCBI  .صورت پذیرفت
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 bp 1259ای با طول ابتدا آغازگرها برای ایجاد قطعه
و توالی یابی این قطعه، طراحی شدند و پس از تکثیر 

از روی  bp 174آغازگرهای مورد نظر برای ایجاد قطعه 
 طراحی گردید. Real time PCRآن به منظور 

-Realدستگاه  برای بررسی بیان نسبی ژن پپسین از 

Time (مدلABI StepOne plus™ Real-Time 

PCR Applied Biosystem ) های به همراه پلیت
 Real-time PCRکیت چاهکی مخصوص آن و  48

EvaGreen  استفاده گردید. برای هر نمونه به ترتیب
 μg/ml 100 ،μl 5/0با غلظت  cDNAاز  μl 1 مقدار 

با غلظت  رو به عقب و رو به جلو هر یک از آغازگرهایاز 
μM 10 ، μl14  عاری از آبDNase  و در نهایت μl 

 μl)تا رسیدن به حجم نهایی  EvaGreenاز کیت  4
 در نظر گرفته شد. ( 20

شرایط آزمایش مرحله اول یک چرخه شامل واسرشته 
 15به مدت گراد درجه سانتی 95سازی اولیه در دمای 

چرخه شامل واسرشته سازی در  40دقیقه، مرحله دوم 
ثانیه، اتصال  15به مدت گراد درجه سانتی 95دمای 

ه و ثانی 20به مدت گراد درجه سانتی 60آغازگر در دمای 
 وثانیه،  20به مدت گراد درجه سانتی 72سط در دمای ب

منحنی ذوب یک چرخه شامل واسرشته سازی در دمای  
ی ، اتصال در دماثانیه 15به مدت گراد درجه سانتی 95
ی ثانیه و واسرشته ساز 60به مدت گراد درجه سانتی 60

قه دقی 15به مدت گراد درجه سانتی 95انتهایی در دمای 
   بود.
 Efficiency adjusted روشبا ن بیان ژن میزا

TCΔΔ  به صورتCT∆∆-2 محاسبه گردید (Livak 

and Schmittgen, 2001). 
 

 بافت شناسی .4.2
به منظور بررسی بافت شناسی، لاروها در سری اتانول قرار 

ور شدند. بیست داده شدند و سپس در پارافین غوطه
 LeicaRM 2125( توسط میکروتوم )μm 4برش طولی )

RT جدا شد و پس از آبگیری توسط روش )
هماتوکسیلین، ائوزین رنگ آمیزی شد. مقاطع بافتی زیر 
میکروسکوپ نوری مشاهده شدند و پس از عکس برداری 

 بررسی شدند. Quick Photo Micro 2.3با نرم افزار 
 

 
 تجزیه و تحلیل آماری داده ها.5.2

رم ها با نمهای فعالیت آنزیتجزیه و تحلیل آماری داده
 ( و بیان ژن پپسینوژن توسط نرم16)نسخه  SPSSافزار 

ال افزار آنالیز بیان نسبی ژن انجام گرفت. پراکنش نرم
اسمیرنوف و  -ها با استفاده از آزمون کولموگرافداده

وش سنجیده شد. ر ها با آزمون لِوِنهمگن بودن واریانس
( و آزمون چند ANOVAطرفه )تجزیه واریانس یک

( جهت مقایسه تفاوت آماری بین Tukeyامنه توکی )د
 از میانگین فعالیت ویژه هر آنزیم و برای بیان نسبی ژن

ها و ژن مرجع در بر اساس اختلاف نمونه ΔΔCTروش 
-های مختلف نمونهلاروهای نمونه برداری شده در زمان

گیری استفاده شد. سطح معنی داری در تمامی آزمونها 
5% (05/0p <و د ) انحراف  ±اده ها به صورت میانگین

 معیار بیان شدند.

 . نتایج3
 . آنزیم های گوارشی 1.3

( در لارو ماهی صبیتی 1فعالیت ویژه تریپسین )شکل 

گشایی پیش از باز شدن هرچند اندک ولی در زمان تخم

 ± U mg protein 32/0-1دهان قابل تشخیص بود )

گشایی تغییر م( و مقدار آن تا روز پنجم پس از تخ76/0

(، اما پس از آن به شکل p < 05/0داری نداشت )معنی

معناداری در خلال تکامل لاروی به ویژه پس از تغذیه 

(. همانند فعالیت کل، p < 05/0خارجی افزایش یافت )

فعالیت ویژه تریپسین نیز الگوی نوسانی از خود نشان داد 

رگ مشاهده طوریکه در فعالیت ویژه این آنزیم دو قله بزبه

 U mg) 14گردید، اولین قله کوچکتر بین روزهای 

1-protein 77/0 ± 78/5 1) 16( و-U mg protein 

 U mg) 30( و دیگری بزرگتر در روز 67/5 ± 46/0

1-protein 21/0 ± 55/6 منطبق با انتهای دوره )

جایگزینی غذای زنده با غذای خشک مشاهده گردید 

(05/0 > p ؛ سپس فعالیت آن)طور معناداری در روز به
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( و تا U mg protein 25/0 ± 95/3-1کاهش یافت ) 35

 ± U mg protein 25/0-1گشایی )پس از تخم 40روز 

فعالیت ویژه پپسین )شکل  (.p <05/0( ثابت ماند )74/3

 U)گشایی قابل تشخیص نبود پس از تخم 14( تا روز 2

1-mg protein 00/0 ± 06/0امل (، اما همگام با تک

(. p < 05/0داری همراه بود )افزایش معنیبا لاروی 

گشایی پس از تخم 16نمودار فعالیت ویژه پپسین در روز 

 U mg protein-1داری مشخص گردید )به شکل معنی

 20( و پس از یک کاهش مشخص در روز 27/0 ± 03/0

(1-U mg protein 00/0 ± 19/0 دوباره با شیب ،)

 Uبه بیشترین حد خود ) 40روز  تندی افزایش یافت و در

1-mg protein 01/0 ± 16/1 رسید )(05/0> p.)

 

گشایی، حروف پس از تخم 40انحراف معیار( در لارو ماهی صبیتی تا روز  ±)میانگین  ( آنزیم تریپسینU mg protein-1روند فعالیت ویژه ) نمودار -1شکل

 .استبرداری زهای نمونهدار بین رومتفاوت لاتین بیانگر وجود تفاوت معنی

 بیان ژن پپسینوژن .2.3

میزان بیان نسبی ژن پپسینوژن در مرحله لاروی ماهی 

-ها بر اساس بیان ژن بتاسازی دادهصبیتی، پس از نرمال

( به همراه فعالیت آنزیم آن نشان داده 2اکتین در شکل )

مشخص است، بیان ژن کد کننده  چنانچهشده است. 

به شکل نیمه کمی در مراحل اولیه آنزیم پپسینوژن 

گشایی قابل تشخیص نبود، پس از تخم 12لاروی تا روز 

داری بیان گردید به شکل معنی 14اما پس از آن در روز 

نشان داد و سپس همزمان را افزایش تدریجی  25و تا روز 

با پایان زمان جایگزینی غذای زنده با غذای خشک )از 

بعد( و ارائه غذای خشک به  گشایی بهپس از تخم 30روز 

تنهایی تا انتهای دوره پرورش با افزایش ناگهانی همراه 

(. ارتباط بیان ژن پپسینوژن و فعالیت p < 05/0بود )

آنزیم پپسین مثبت و افزایشی و پس از بیان ژن، فعالیت 

با پایان مرحله  30آنزیم آغاز شده است. در روز 

دار بیان ژن با جایگزینی غذای زنده با غذای خشک مق

افزایش ناگهانی همراه بود که به دنبال آن مقدار فعالیت 

آنزیم پپسین نیز نسبت به روزهای پیشین به بیشینه 

 فعالیت خود رسید.

 بافت شناسی .3.3
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ویژگی لارو یک روزه صبیتی داشتن یک کیسه زرده   

بزرگ حاوی مواد ائوزینوفیلیک، بدون مخرج و دهان می 

رو درونی وابسته به کیسه زرده است. در تغذیه لا باشد.

این مرحله، لوله گوارش تمایز نیافته درست پشت کیسه 

های پوششی زرده جای گرفته است و دارای سلول

 (.A. 3)شکل  است ای مطبقستوانها

 

انحراف معیار( در لارو ماهی صبیتی تا روز  ±)میانگین  ( با آنو ارتباط بیان نسبی ژن پپسینوژن )( ,○U mg protein-1)فعالیت ویژه آنزیم پپسین  - 2شکل 

 برداری است.دار بین روزهای نمونهحروف متفاوت لاتین بیانگر وجود تفاوت معنی ،گشاییپس از تخم 40

پس از تخم  1-3در خلال جذب کیسه زرده )روزهای 

های عضلانی مشاهده و بخش برون گشایی(، اولین رشته

د ساز مشخص شدنهای آنزیمگرانول ریز لوزالمعده حاوی

(. دهان و مخرج در روز چهارم پس از تخم B. 3)شکل 

 های قدامی،گشایی منطبق با تکامل اولیه روده به بخش

. (C. 3خلفی و حفره حلقی دهانی مشخص گردید )شکل 

 تند.های لوزالمعده بیشتری در این مرحله توسعه یافسلول

های سنگفرشی سلول اپی تلیوم بافت حلقی دهانی با

 های لوله گوارشی تاساده پوشش داده شدند. دیگر بخش

اولین  .(D. 3مخرج شامل بافت پوششی مطبق بود )شکل 

های آبشی های جامی در حلق ظاهر شدند و رشتهسلول

گشایی پس از تخم 5های کبدی در روز اولیه و سلول

  مشاهده شدند.

بخش قدامی، میانی و  روزه، لوله گوارش به سه 8در لارو  

(. E. 3خلفی تمایز یافت و حاوی ذرات غذایی بود )شکل 

گشایی، پس از تخم 8-10از وقایع دیگر در خلال روزهای 

های چربی و های کبدی حاوی واکوئولحضور سلول

ای های رودهای در سلولهای فوق هستهتشکیل واکوئول

ا تشکیل های ستونی ساده بافت پوششی روده ربود. سلول

های مخاطی طولی مشاهده خوردگیدادند و اولین پیچ

روزه، قابل توجه ترین تمایز  12در لارو (. F. 3شد )شکل 

( احاطه A. 4در لوله گوارش تشکیل معده اولیه )شکل 

های عضلانی مخطط و ایجاد غدد معدی بود شده با سلول

(. به علاوه، واکوئول های فوق هسته ای B. 4)شکل 

و  C. 4های روده مشاهده شدند )شکل نی در سلولفراوا

Dهای جامی شکل در روده انتهایی زیاد شدند ( و سلول

پس از تفریخ، لوله  14-18در خلال روزهای  . (4)شکل 

گوارش تغییرات ساختاری مهمی نداشت پیچ خوردگی 

روده بیشتر و لوزالمعده بزرگتر شد که روده را فراگرفته 

های های چربی فراوانی در سلولئولبود. همچنین، واکو

ای مشاهده شدند و غدد معدی های رودهکبدی و سلول

باشد. نیز زیادتر شدند که نشانگر معده در حال تکامل می

خوردگی بیشتر معده و افزایش روزه، پیچ 20در لارو 

معده در    (.Bو  A. 5اندازه معده قابل مشاهده بود )شکل 
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ای های ماهیچهتبدیل سلول به شکل کامل با 25روز 

خوردگی معده مخطط به صاف تکوین یافته بود. پیچ

بیشتر شد و غدد معدی در ناحیه خلفی معده هویدا شد 

گشایی به بعد، پس از تخم 35(. از روز Dو  C. 5)شکل 

تمایز بافتی بیشتری رخ نداد. تنها، افزایش سریع در تعداد 

که با دیواره عضلانی غدد معدی و اندازه معده ایجاد شد 

  .ضخیمی پوشانده شده بود

 

D.)   

در جعبه سفید روی عکس به ترتیب نشانگر سن لاروهای یک، سه، چهار، هشت و ده  Fو  A ،B ،C ،D ،Eبرش طولی لارو در روزهای مختلف. حروف  -.3شکل 

: رشته عضلانی، MF: پانکراس برون ریز، EP: چشم، E: حلق، B: روده قدامی، AIج، : مخرAائوزین(. حروف روی لارو بیانگر:  -)رنگ آمیزی هماتوکسیلیناند روزه

M ،دهان :GT ،لوله گوارش :MI ،روده میانی :PI ،روده خلفی :SNVای و های فوق هسته: واکوئولYاند.: کیسه زرده 
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ائوزین(.  -)رنگ آمیزی هماتوکسیلین روزه 12طولی لارو  برش -4شکل 

: GC، : کمان آبششیGA: مری، E: روده قدامی، AI رو بیانگر:حروف روی لا

: SNV: روده خلفی و PI: کبد، L: معده اولیه، ISهای جامی، سلول

 ند.اای های فوق هستهواکوئول

 

در جعبه سفید  Bو  Aبرش طولی لارو در روزهای مختلف. حروف -5شکل

ست و پنج لارو بی Dو Cروی عکس نشانگر سن لاروهای بیست روزه و 

: غدد GC: روده قدامی، AI ائوزین(. -)رنگ آمیزی هماتوکسیلینروزه است 

: P: نوتوکورد، N: رشته عصلانی، MF: روده میانی، MI: کبد، Lمعدی، 

 .است : معدهS: روده خلفی و PIلوزالمعده، 

 . بحث 4  

ها را تحت تأثیر قرار مهمترین عواملی که تکامل آنزیم 

های گوارشی، پاسخ به تغییر نوع غذا، دامدهد، ظهور انمی

ریزی شده اند و طور ژنتیکی برنامهتغییراتی که به

 ,.Cara et alهمچنین تغییرات ناشی از سوبستراست )

گیری (. این عوامل به طور مشخصی منجر به شکل2007

گردند که روندی افزایشی یا می هاالگویی در فعالیت آنزیم

-کاهشی در سطح فعالیت آنها را در طول زمان نشان می

زمان آغاز فعالیت  (.Martínez et al., 1999دهد )

تواند به مرحله آنزیم تریپسین وابسته به گونه است و می

تکاملی لارو و نوع تغذیه خارجی بستگی داشته باشد 

(García-Gasca et al., 2006 در .) ،این مطالعه

فعالیت ویژه تریپسین در لارو ماهی صبیتی اولین بار در 

گشایی مشخص گردید و پس از آن به شدت زمان تخم

افزایش یافت که با پیدایش بافت لوزالمعده از بعد باز 

 18-14شدن دهان و بزرگتر شدن آن فاصله روزهای 

پس از تفریخ منطبق بود. همچنین این افزایش با ارائه 

های ی زنده در ارتباط بود همانطورکه در دیگر گونهغذا

 ,.Suzer et alشانک ماهیان مانند سیم پوزه دراز )

2007a( و دنتکس معمولی )Gisbert et al., 2009 )

های ماهیان دریایی غیر شانک ماهیان مانند یا دیگر گونه

( مشاهده شده Chen et al., 2006ماهی دم زرد )شاه

است. گرچه فعالیت آنزیم تریپسین اولین بار در در شانک 

( و در پاندورای معمولی Suzer et al., 2007bقرمز )

(Suzer et al., 2006)  .در روز سوم مشخص گردید

دلیل حضور این آنزیم پیش از باز شدن دهان )باز شدن 
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تواند دهان در روز چهار( در لارو ماهی صبیتی احتمالاً می

ریزی شده ژنتیکی مربوط مهبه یک فرآیند از پیش برنا

(. Zambonino-Infante and Cahu, 2001باشد )

گشایی، پس از تخم 20همانند لارو ماهی صبیتی در روز 

ای در فعالیت ویژه تریپسین در سیم کاهش قابل ملاحظه

(، پاندورای معمولی Cara et al., 2003دریایی سفید )

(Suzer et al., 2006 و سیم دریایی پوزه دراز )

(Suzer et al., 2007aگزارش شده است جا ) ییکه

فعالیت ویژه در خلال اولین هفته نسبتاً بیشتر بود و پس 

از آن به طور ناگهانی و به شدت کاهش یافت. به نظر 

رسد که توالی افزایش و کاهش در فعالیت تریپسین و می

گیری دو پیک در روند فعالیت آن که به ترتیب شکل

منطبق با ارائه روتیفر و ریزجیره در لارو ماهی صبیتی 

، عمدتاً با بلع غذا در ارتباط باشد و در پاسخ به تغییر است

( و Cara et al., 2007) جیره در خلال دوره پرورش

 ,.Suzer et alهمچنین بلوغ غشاء پرزهای روده )

( باشد. از آنجاییکه ارتباط قوی بین فعالیت 2006

-Zamboninoقلیایی وجود دارد ) اچتریپسین و پی

Infante and Cahu, 2001 این آنزیم پیش از ،)

دگردیسی و تکامل غدد معدی برای هضم پروتئین از 

 Perez-Casanova etاهیمت بالایی برخودار است )

al., 2006; Zambonino-Infante and Cahu, 

(. به این معنا که، تغییر پیشرونده مشاهده شده در 2008

فعالیت آنزیمی از فعالیت پروتئازهای قلیایی به اسیدی در 

خلال تکامل لاروی انعکاس دهنده این موضوع است که 

های اصلی گوارشی پروتئازهای قلیایی به طور دائمی آنزیم

باشند و اشاره بر تغییرات موقتی برای هضم پروتئین نمی

شکل هضم و ظهور پروتئازهای مختلف از تریپسین به  در

 Lazoکیموتریپسین و از کیموتریپسین به پپسین دارد )

et al., 2007 بنابراین، جای تعجب نیست که فعالیت .)

گشایی کاهش یابد، پس از تخم 40تریپسین در روز 

های دیگر مانند دنتکس معمولی ههمانطورکه در گون

(Gisbert et al., 2009 سیم دریایی پوزه دراز ،)

(Suzer et al., 2007a( شانک قرمز ،)Suzer et al., 

2007b( و درام قرمز )Lazo et al., 2007 نیز پس از )

تکمیل دگردیسی و آغاز فعالیت پپسین، فعالیت تریپسین 

ها در لارو ماهیان عمدتاً کاهش یافته است. هضم پروتئین

توسط پروتئازهای قلیایی )مانند تریپسین و 

-کیموتریپسین( و پپتیدازهای سیتوسولیک صورت می

(. Zambonino-Infante and Cahu, 2001یرد )گ

در خلال مراحل لاروی، پپتیدازها ظرفیت محدودی برای 

های بزرگی را دارند که توسط فعالیت هضم مولکول

شوند. ها در روده خلفی جذب میپینوسیتوزی انتروسیت

های دارای معده، شکل بالغ فرآیند هضم روی در گونه

باشد و در نهایت در یغذا، با هضم اسیدی همراه م

ها است. اولین زمان برگیرنده هضم برون سلولی پروتئین

مشخص شدن غدد معدی در لاروها از چندین روز تا 

گشایی متغیر است و تعداد این چندین هفته پس از تخم

یابد، غدد ترشح کننده آنزیم به شکل تهاجمی افزایش می

طور کامل یا بهتلیوم معده بسته به گونه که اپیبه صورتی

 ,.Elbal et alشود )جزئی با این غدد پوشانده می

(. اساساً، ترشحات غدد پپسینوژن و اسید 2004

اچ اسیدی در هیدروکلریدریک، باعث ایجاد محیطی با پی

گردد لومن معده و تبدیل شدن پپسینوژن به پپسین می

(Yúfera et al., 2012 و آغاز فعالیت پپسین به )

شود کارایی معده در نظر گرفته می عنوان شاخص

(Zambonino-Infante and Cahu, 2001 .)

همچنین زمانیکه تغذیه لارو، در حال تغییر از سمت 

غذای زنده به سمت غذای خشک است، تکامل معده 

کند. توالی می نقش مهمی را در ظرفیت هضمی لارو بازی
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زمانی پیدایش غدد گوارشی و بلوغ معده در میان 

-Falkباشد )ها متفاوت میها و حتی بین گونهخانواده

Petersen, 2005 تکامل غدد گوارشی معدی آخرین .)

باشد و حضور این رخداد مهم در تکامل لوله گوارش می

غدد و ترشح آنزیم پپسین که منجر به دستیابی به هضم 

شود، مشخصه خاصی از های بزرگ پروتئین میولمولک

باشد پایان دوره لاروی و آغاز مرحله نوجوانی می

(Rønnestad et al., 2013 در این مطالعه، در .)

مراحل بسیار اولیه لاروی ماهی صبیتی همانند لارو 

که هضم پروتئین با بسیاری از ماهیان دریایی، زمانی

سین و کیموتریپسین انجام پروتئازهای قلیایی مانند تریپ

 Lazo et)باشد )گردد، پپسین قابل تشخیص نمیمی

al., 2007; Zambonino-Infante and Cahu, 

در میان شانک  (. اولین زمان حضور فعالیت پپسین2007

باشد. ماهیان و همچنین غیر شانک ماهیان متفاوت می

درحالیکه فعالیت پپسین اولین بار در لارو ماهی صبیتی 

گشایی تشخیص داده شد، در پس از تخم 14از روز 

(، در Suzer et al., 2007b) 28شانک قرمز از روز 

(، Suzer et al., 2007a) 32م پوزه باریک از روز سی

 ,.Gisbert et al) 19در در دنتکس معمولی از روز 

 Galaviz et) 20(، سرخوی گلی خالدار از روز 2009

al., 2012 پس از  18( و در سی باس آسیایی از روز

( قابل مشاهده Srichanun et al., 2013گشایی )تخم

  بود.

در این مطالعه، مشاهدات بافت شناسی در صبیتی نشان 

های دریایی باس دریایی گونه و دیگر گونهداد که بین این 

( و سرخوی Giffard-Mena et al., 2006)اروپایی 

مشابهت وجود ( Galaviz et al., 2012گلی خالدار )

، زمانیکه تکوین حفره حلقی دهانی، روده قدامی و دارد

خلفی، مخرج و کبد همزمان با باز شدن دهان و آغاز 

رخداد تکوینی در  باشد، هرچند اینتغذیه خارجی می

لوله گوارش لارو صبیتی با تأخیری یک روزه یعنی بین 

های گفته گشایی نسبت به گونهپس از تخم 4-5روزهای 

ای که در های فوق هستهشود. واکوئولشده ایجاد می

گشایی پیدا پس از تخم 10روده خلفی صبیتی از روز 

 Santamarı́a etشوند، در لارو دنتکس معمولی )می

al., 2004رسد در ( نیز مشاهده شده است و به نظر می

فرایند هضمی در زمانی که هنوز معده تشکیل نشده است 

-ها با پیدایش معده ناپدید مینقش دارند. این واکوئول

پس  12شوند. پیدایش معده اولیه در لارو صبیتی در روز 

گشایی همراه با غدد معدی بود، درحالیکه در لارو از تخم

وی گلی خالدار معده و غدد معدی اولین بار به سرخ

گشایی دیده شد و پس از تخم 20و  18ترتیب در روز 

اندازه معده و تعداد غدد تا انتهای دوره لاروی با افزایش 

(. از سویی دیگر، Galaviz et al., 2012همراه بود )

این پیدایش معده و غدد در لارو کوبیا به ترتیب در 

 Salzeگشایی مشخص گردید )از تخم پس 8و  6روزهای 

et al., 2012 مطالعات پیشین ایجاد غدد معدی را به .)

دانند که عنوان رخدادی مهم در تکوین لوله گوارش می

نشان دهنده انتقال از حالت لاروی به نوجوانی در نظر 

بنابراین، ترشح  (.Peña et al., 2003شود )گرفته می

گشایی در پس از تخم 14 پروتئاز اسیدی پپسین از روز

لارو ماهی صبیتی، بیانگر آغاز زودهنگام تکامل معده 

(Zambonino-Infante et al., 2008 در این گونه )

شواهد ایجاد معده کاملاً تکامل یافته در لارو باشد. می

صبیتی نشانگر این موضوع است که لارو دارای توانایی 

ن برای هاست و ظرفیت آهضم برون سلولی پروتئین

تغییر تغذیه از غذای زنده به خشک افزایش یافته است. 

هرچند، اشاره شده است که پیدایش غدد معدی لزوماً 

ها مانند شانک قرمز گواه عملکرد معده در برخی از گونه
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(Darias et al., 2005نمی ) باشد و زمانی غدد کارا

K/+H+- شوند که بیان ژن پپسینوژن و پمپ پروتون )می

ATPase( نیز اتفاق افتاد باشد )Darias et al., 

برداری زودهنگام از شواهد موجود مبنی بر نسخه(. 2007

-کند. بهژن پپسینوژن در این گونه ایده فوق را تقویت می

طوریکه به دنبال آغاز بیان ژن پپسینوژن در این گونه از 

گشایی، با اختلاف دو روز فعالیت پس از تخم 12روز 

ین، هرچند اندک، در لارو ماهی صبیتی آنزیم پپس

دار ژن پپسینوژن تشخیص داده شد و به دنبال بیان معنی

پس از آن، مقدار فعالیت آنزیم پپسین نیز با افزایش 

داری تا انتهای دوره پرورش همراه بود. چنین الگوی معنی

توالی زمانی بین بیان ژن پپسینوژن و تاخیر در ترشح 

و ماهی سرخوی گلی خالدار آنزیم پپسین، در لار

(Galaviz et al., 2012 و سی باس آسیایی )

(Srichanun et al., 2013 ) ،نیز مشاهده شده است

چنانچه در لارو این ماهیان بیان ژن پپسینوژن اولین بار 

گشایی مشخص شد، اما اولین پس از تخم 18در روز 

 24و  20پیک در فعالیت آنزیم پپسین به ترتیب تا روز 

گشایی مشخص نگردید. گفتنی است، شروع پس از تخم

ناگهانی افزایش بیان ژن پپسینوژن در این مطالعه از روز 

گشایی منطبق با افزایش ناگهانی دوباره پس از تخم 25

گشایی )پایان پس از تخم 30فعالیت آنزیم پپسین از روز 

باشد. مرحله جایگزینی غذای زنده با غذای خشک( می

ماهی توتوآبا نیز به دست آمده است  ای درهچنین نتیج

که افزایش بیان ژن پپسینوژن منطبق با تغییر جیره از 

. این (Galaviz et al., 2015غذای زنده به خشک بود )

کنند که فرآیند بیان هایی را تقویت مینتایج چنین ایده

ژن پپسینوژن در مراحل اولیه تکامل لاروی به برنامه 

ای رو و در مراحل بعدی به محرک تغذیهریزی ژنتیکی لا

(. Lazo et al., 2011شامل غذای خشک وابسته است )

های های آنزیمپس از اتمام دگردیسی، بیان ژن

-پروتئولیتیک، ظرفیت گوارشی را برای مصرف پروتئین

دهند که در نتیجه منجر به افزایش های جیره افزایش می

 ,.Canada et alگردند )رشد سوماتیک لارو می

های در لارو ماهی صبیتی همانند لارو گونه (.2017

 ,.Galaviz et alباس دریایی سفید ) مختلف مانند

( و Srichanun et al., 2013باراموندی ) ،(2011

که معده ( زمانیMir et al., 2018گربه ماهی هندی )

گردد، گردد و پپسین در فرآیند هضمی وارد میکارا می

یابد. کاهش فعالیت تریپسین ن کاهش میفعالیت تریپسی

گیری غدد معدی و نقش مهمتر پپسین در به دلیل شکل

هاست که این موضوع بیانگر تغییر در شکل هضم پروتئین

فیزیولوژی هضمی لارو صبیتی به سمت شکل بالغ هضم 

 ,.Uscanga- Martínez et alباشد )ها میپروتئین

-Vegaاهیان دورادو )(. اما در مواردی چون لارو م2011

Orellana et al., 2006 و سرخوی گلی خالدار )

(Galaviz et al., 2012 فعالیت تریپسین پس از )

افزایش فعالیت پپسین کاهش نیافته و تا انتهای دوره 

باشد. چون ماهیان از پرورش لاروی همچنان بالا می

دیدگاه فیزیولوژیکی تنوع بسیار زیادی دارند، این تناقض 

ن فعالیت دو آنزیم تریپسین و پپسین به طور کامل بی

اثبات نشده است. احتمالًا دلیل این تفاوت در این است 

که هضم اسیدی که در بعضی از ماهیان حتی زمانی

های پانکراسی مانند تریپسین گیرد به آنزیمصورت می

(. در حالیکه در این Galaviz et al., 2012نیاز باشد )

پپسینوژن تا انتهای دوره پرورش روند مطالعه بیان ژن 

همراه آن فعالیت آنزیم پپسین کرد و بهافزایشی دنبال می

نیز با افزایش روبرو بود، در لارو سرخوی گلی خالدار 

(Galaviz et al., 2012( و باراموندی )Srichanun 

et al., 2013 فعالیت آنزیم پپسین در انتهای دوره )
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یی قرار داشت که بیان ژن پرورش درحالی در سطح بالا

احتمالاً دلیل افزایش بیان   پپسینوژن کاهش یافته بود.

ژن پپسینوژن در انتهای دوره آزمایش در لارو ماهی 

صبیتی این است که مقدار آنزیم پپسین موجود برای 

ها همچنان کافی نبوده است و به دلیل نوع هضم پروتئین

برداری از نسخهو مقدار پروتئین موجود در جیره خشک، 

ژن پپسینوژن ادامه داشته است و مقدار بیان ژن را در 

های یافتهسطح بالایی نگه داشته است. روی هم رفته، 

مولکولی، بیوشیمیایی و بافت شناسی درباره تکامل 

        هضمی پروتئازی لارو ماهی صبیتی، بیانگر آن است که 

دور لاروی  امکان جایگزینی غذای زنده با خشک از اواسط

پس از تفریخ فراهم است. این کار باعث  18یعنی روز 

های افزایش رشد، کاهش مصرف غذای زنده و هزینه

خواهد تولید خواهد شد که از دیدگاه اقتصادی به صرفه 

 بود.
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