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هاي مرتبط با استرس و رشد ماهی  هورمون کورتیزول و بیان ژنمقایسه پارامترهاي رشد، 
در دو سیستم باز و  Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)کمان  آلاي رنگینقزل

  بازگردشی
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   25/12/96یرش: پذیخ تار؛  21/10/96یخ ارسال: تار
 1چکیده

بازگردشی طی سالهاي اخیر رو به گسترش بوده ولی اثـرات اسـتفاده از آب   پرورش ماهی در سیستمهاي 
اي خوبی مشخص نیست. هدف از این مطالعه، مقایسه عملکرد رشد، استرس و بیان ژنهاي ماهیچـه  برگشتی به

 ) در دو سیستم باز و بازگردشی است. به این منظور،O. mykissکمان (آلاي رنگینمرتبط با استرس و رشد قزل
لیتر بر دقیقه بـه ازاي   1کیلوگرم بر مترمربع و تراکم بارگذاري  44آلاي جوان تمام ماده با تراکم نگهداري قزل

% آب تـازه ورودي و  66% آب تازه ورودي) و بازگردشـی (بـا کـاهش    100هر کیلوگرم ماهی در دو سیستم باز (
لظت آمونیاك کل در سیسـتم بازگردشـی   روز مورد مطالعه قرار گرفت. غ 60مدت  جایگزینی آب برگشتی) به

دار وزن کـل ماهیـان را در سیسـتم    داري نشان داد. نتایج، کـاهش معنـی  نسبت به سیستم باز افزایش معنی
% در مقایسه با تیمار سیستم باز نشان داد. در تیمار بازگردشی، طول کل، چنگالی و 5/6بازگردشی و به میزان 

ه، کاهش و ضریب چاقی، افزایش داشت که این اختلافهـا از لحـاظ آمـاري    استاندارد و همچنین، نرخ رشد ویژ
داري را در سیستم بازگردشی نسبی نشان داد. مواجهه با آب دار نبود. ضریب تبدیل غذایی افزایش معنیمعنی

) را HSP70( 70اي ژن پروتئین شوك حرارتی برگشتی، افزایش مقادیر هورمون کورتیزول خون و بیان ماهیچه

                                                   
 نویسنده مسئول:*
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هاي فـاکتور  اي ژنداري در بیان ماهیچهدر تیمار بازگردشی نسبت به تیمار باز موجب شد. هیچ اختلاف معنی
دهد ) مشاهده نشد. نتایج این مطالعه نشان میMHC) و زنجیره سنگین میوزین (IGF-1( 1رشد شبه انسولینی 

یش میزان استرس مـاهی را موجـب   که استفاده از آب برگشتی کاهش اندك برخی از عملکردهاي رشد و افزا
اي بررسی شده در ایـن مطالعـه   شود و این کاهش رشد، مجزا از تغییر در بیان ژنهاي مرتبط با رشد ماهیچهمی

  است.  
  

  HSP70 ،IGF-1 ،MHC، سیستم باز، سیستم بازگردشی، O. mykiss: کلیدي هاي واژه
  

   مقدمه
هـاي   حیاتی را مورد تهدید قرار داده است و در سالبحران جهانی کمبود آب شیرین، تمامی اشکال 

هاي بشري و تغییرات اقلیمی رو بـه تشـدید بـوده اسـت. از     اخیر، به جهت رشد مصارف انسانی، فعالیت
شناسـی مـاهی همچـون    هاي زیسـت پروري نیز، اهمیت کمیت و کیفیت آب بر تمامی جنبهمنظر آبزي

اي توسـط  طـور گسـترده   مـل مـزارع پـرورش مـاهی بـه     ابقاء، رشـد و سـلامت و همچنـین، ظرفیـت ح    
 ,.Ellis et al., 2002; Blancheton et al(متخصصین و فعالان بخش مـورد تأییـد قـرار گرفتـه اسـت      

2007.(  
هاي اخیر رشد و توسـعه چشـمگیري    ، در سالRAS(1پروري بازگردشی (آوري سیستمهاي آبزيفن

ها، فقط درصد انـدکی از آب   است. در این نوع از سیستم داشتهیافته  ویژه کشورهاي توسعه در جهان به
شود و مابقی آب مورد نیاز، از تصفیه و بازگردش فاضلاب خروجی از استخرها تأمین موجود تعویض می

که در سیستم باز، آب ورودي فقـط یـک مرتبـه از     ). درحالیTimmons and Losordo, 1994شود (می
هاي جدیدي را با کاهش نیازمندي به  هاي بازگردشی ظرفیت شود. سیستمداخل استخرها عبور داده می

آب تازه ورودي، ارتقاء امنیت زیستی کارگاه و سلامت ماهیان و نیز تولید سازگار با محیط زیست ایجاد 
). توسعه این شیوه Roque d’Orbcastel et al., 2009 a,b; Summerfelt et al., 2004 a,bکرده است (

هاي اخیر کشور و در نتیجه کاهش دبـی منـابع آبـی، آلـودگی روز     سالیکاملاً منطبق با خشکپرورشی 
هاي جاري، ضرورت حفظ محیط زیسـت و افـزایش توجیـه اقتصـادي مـزارع پـرورش مـاهی        افزون آب

  باشد.   می
در سیستم بازگردشی، ظرفیت تولیدي به ازاي واحد سطح بایسـتی بـالا باشـد کـه مسـتلزم تـراکم       

اي بالاي مرتبط با طراحـی  هاي سرمایهباشد تا هزینهبالا در مخازن یا استخرهاي پرورشی می 2ارينگهد
). تـراکم نگهـداري   Roque d’Orbcastel et al., 2009a,bو سـاخت چنـین تأسیسـاتی جبـران شـود (     

                                                   
1- Recirculating aquaculture systems (RAS) 
2- Stocking density 
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شـود. همچنـین، حفـظ شـرایط رشـدي بهینـه در       توده به ازاي واحد حجم آب تعریف میصورت زي به
توده تولیدي وابسته بـوده  ستم بازگردشی امري ضروري است چراکه سود خالص تا حد زیادي به زيسی

). از طرف دیگـر،  Andrade et al., 2015باشد ( رعت رشد ماهی و تراکم نگهداري میکه عملکردي از س
و زاي مـزمن، باعـث ایجـاد اسـترس، کـاهش رشـد        عنوان یک عامل اسـترس  هافزایش تراکم نگهداري، ب

کاهش کیفیت آب همچون کاهش اکسیژن و تجمع مدفوع ماهیان، آمونیاك، دي اکسید کربن، نیتریت 
 ,.Timmons and Losordo, 1994; Roque d’Orbcastel et alشـود ( هـا مـی  هاي بـاکتري و متابولیت

2009a,bشـود.  هاي بازگردشی نیز، باعـث کـاهش کیفیـت آب سیسـتم مـی      ). بازگردش آب در سیستم
افزاید و بر مصرف ها را میش کیفیت آب تولید استرس نموده و حساسیت ماهیان نسبت به بیماريکاه

  ). Ellis et al., 2002; North et al., 2006a,bغذا، رشد و سلامت ماهیان اثر سوء دارد (
بیشتر ترکیباتی که توسط ماهی بـه آب افـزوده    در یک سیستم بازگردشی کامل (مداربسته)، تقریباً

زیسـتی، ضـدعفونی، تهویـه و     رسیب، فیلتراسیون فیزیکـی، فیلتـر  ـــ(ت اییـــتیماره امـانج اـب شودمی
اي هـاي سـرمایه  دلیل هزینه ایران، بهشود. اما در اي حذف میدهی) در واحدهاي مجزاي تصفیه اکسیژن

 1بازگردشـی نسـبی  واقـع، یـک سیسـتم    درشود و طور کامل اجرا نمی هها ببالا و پیچیدگی، این سیستم
دهـی وجـود دارد. مطالعـه پاسـخ     شامل واحدهاي ترسیب مواد، تصفیه فیزیکی و هـوادهی یـا اکسـیژن   

تـري را نسـبت بـه    ها، اطلاعات دقیقزا و تغییرات شرایط محیطی در سطح ژنماهیان به عوامل استرس
هاي مـرتبط بـا رشـد مهـم     دهد. انجام این نوع از مطالعات در سطح بیان ژندست می هدیگر مطالعات ب

هاي  ). پروتئینVideler, 2011پروري است (ویژه در بافت ماهیچه سفید که هدف اصلی در آبزي هب است
هاي سلولی با حفاظت بسیار بالا هسـتند و در بـین آنهـا،    اي از پروتئین) خانوادهHSPs( 2شوك حرارتی

HSP70 ولی همچــون تــرمیم و انهــدام ثیرگــذاري اســت کــه بســیاري از اعمــال مختلــف ســل عضــو تأ
و از آسیب یا آتروفـی  ) Basu et al., 2002( عهده داردشده را برهاي تغییرشکل یافته یا تخریب پروتئین
 ـIwama et al. 2004کنـد ( زاي محیطی جلوگیري میاي در پاسخ به عوامل استرسماهیچه عـلاوه،   ه). ب

داران همچون ماهیـان  نقش کلیدي در رشد و نمو تمامی مهره )IGFs( 3فاکتورهاي رشد شبه انسولینی
 ـ IGFبرعهده دارند و مسیر هشداردهی  اي و حفـظ  بـراي تنظـیم رشـد و نمـو ماهیچـه       IGF-1ویـژه  هب

اي کـه روي بیـان   ). مطالعهDuan et al., 2010اي بالغین بسیار مهم است (هموستازي بافتهاي ماهیچه
را در کبـد و   IGF-1 ) انجام شد، کاهش بیـان ژن Solea senegalensisماهیان کفشک سنگال (ژن بچه
HSP70  روز نگهداري در تراکم بالا نشـان داد (  60را در کبد و کلیه طیSalas- Leiton et al., 2010.( 

                                                   
1. Partial RAS 
2. Heat shock proteins 
3. Insulin-like growth factors (IGFs) 
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) MLC(3زیرواحـد زنجیـره سـبک (    4و 2)MHC(شامل دو زیرواحد زنجیره سنگین ( 1همچنین میوزین
 ـ و مهمترین عضو ساختاري عضله اسکلتی تلقی میعنوان فراوانترین  هب عنـوان شـاخص    هشود و امـروزه ب

 ,Overturf and Hardyویژه رشد عضله در ماهیان معرفی شده است ( همناسبی براي مطالعات رشدي ب

2001 .(  
هاي بازگردشـی نسـبی، کـاهش رشـد و      آلاي پرورش یافته در سیستمگزارشاتی وجود دارد که قزل

توجـه  بادهند. یافته در سیستم باز از خود نشان میبیماري را در مقایسه با ماهیان پرورشحساسیت به 
هـاي بسـیاري از   آوري بـالاتر و دغدغـه  هـایی بـا تولیـد و فـن     به ضـرورت حرکـت بـه سـمت سیسـتم     

برگشتی بر رشـد و سـلامت مـاهی، ایـن مطالعـه بـه        تولیدکنندگان پیرامون اثرات مبهم استفاده از آب
طور عمده همراه بـا   هپردازد که بی اثر استفاده از آب برگشتی بر استرس و رشد در سن پرواري میبررس

باشد. هدف از تحقیق حاضر، مقایسه یک سیستم بازگردشی نسبی با کـاهش  هاي بالاتر میتجربه تراکم
تم بـاز بـا   % آب تازه ورودي و جایگزینی آب برگشتی به جاي آن (دو بار بازگردش آب) با یک سیس ـ66

یکسان در محیط کارگـاهی بـر برخـی از پارامترهـاي رشـد، هورمـون       4پرورشی و تراکم بارگذاري تراکم
) و رشـد  HSP70اي مـرتبط بـا اسـترس (   هاي ماهیچـه عنوان شاخص استرس) و بیان ژن هکورتیزول (ب

)IGF-1  وMHCباشد.   کمان میآلاي رنگین) در ماهی قزل  
  

  ها مواد و روش
از شرکت آکوالنـد فرانسـه در    )O. mykiss( کمان آلاي رنگینزده تمام ماده قزلابتدا، تخم چشمدر 

(شهرستان کاشمر) منتقل گردید. پـس   2خریداري شده و به کارگاه حدواسط صدف 1395تیرماه سال 
رهاي ماهیان حاصله به اسـتخ ها تا وزن یک گرم در محیط سرپوشیده نگهداري شدند. بچهاز تفریخ تخم

گرم) نگهداري و ماهیان در بهمـن مـاه    270±8اي مرکز در محیط باز منتقل و تا مرحله جوانی (آبراهه
واقـع   1کمان صـدف  آلاي رنگینجهت انجام آزمایش اصلی به مرکز حدواسط و پرورش قزل 1395سال 

اسـتخرهاي   در شهرستان تربت حیدریه منتقل شدند. پس از انجـام آداپتاسـیون مقـدماتی، ماهیـان در    
هـاي زمـانی   سازي شدند. طـی بـازه  ر مترمربع ذخیرهدکیلوگرم  12هشت ضلعی مرکز با تراکم تقریبی 

آلاي توده و دو بـار در روز بـا خـوراك اکسـترود قـزل     % زي3/1آداپتاسیون و آزمایش، ماهیان به مقدار 
  صورت دستی تغذیه شدند. کمان (اسکرتینگ، ایتالیا)، به رنگین

                                                   
1. Myosin 
2. Myosin heavy chain (MHC) 
3. Myosin light chain (MLC) 
4. Loading density 
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، جریـان  1به  3مترمکعب، نسبت قطر به عمق  5/4ذکور از جنس سیمان، با حجم کل استخرهاي م

 2500صورت مرکزي بودند که فقط به میزان  هاي ساعت و یک لوله زهکش به گردشی منطبق بر عقربه
هفته آداپتاسیون و در روز شروع آزمـایش، ماهیـان    4متر). پس از حدود  7/0لیتر آبگیري شدند (عمق 

متر) به دو نوع سیسـتم از نـوع بـاز و     سانتی 1/33±1/0گرم و میانگین طول  5/404±10وزنی (میانگین
 40بازگردشی نسبی با استخرهاي هشت ضلعی مشابه مرحله آداپتاسیون، منتقـل و بـا تـراکم یکسـان     

نـد  لیتر بر دقیقه به ازاي هر کیلوگرم مـاهی، زمـان ما   1کیلوگرم بر مترمکعب و تراکم بارگذاري مشابه 
  سازي شدند. دقیقه و در سه تکرار ذخیره 20هیدرولوژیکی 

و هـدایت   2/7اچ گراد، پیدرجه سانتی 5/13آب ورودي هر دو سیستم از آب چشمه (درجه حرارت 
گردید که قبـل ورود بـه سـوله، در حوضـچه     متر) کارگاه تأمین میمیکروموس بر سانتی 700الکتریکی 

گرفت. در سیسـتم بـاز، آب ورودي   اسپلش تحت هوادهی و تهویه قرار میذخیره آب، توسط دو دستگاه 
شد. در سیستم دوم یـا سیسـتم بازگردشـی نسـبی،     پس از خروج از استخر، به زهکش اصلی منتقل می

% کاهش و بجاي آن، براي ثابت نگهداشتن تراکم بارگذاري، از آب 66آب ورودي به هر استخر به میزان 
  .شدخرها استفاده میبرگشتی خود همان است

ترتیـب وارد   در این سیستم آب خروجی، قبل از بازچرخش و ورود مجـدد بـه همـان اسـتخرها، بـه     
میکرونـی) و اسـتخر هـوادهی     100حوضچه ترسیب، واحد فیلتراسیون مکانیکی (میکرواسـکرین فیلتـر   

شـد. در  دد مـی (توسط دیفیوزر) شده و پس از پمپاژ روي برجک هوادهی به داخـل اسـتخر پمپـاژ مج ـ   
شـد.  داخل استخرهاي هر دو سیستم نیز هوادهی توسط سنگ هوا متصل به پمپ دمنده هوا انجام مـی 

کیلوگرم بر مترمربـع حفـظ گردیـد کـه نزدیـک بـه        44تراکم نگهداري مورد آزمون پس از رسیدن به 
راکم، تعـداد معینـی   منظور حفظ ت  باشد. بهدهی در کشور میهاي استخرهاي فاقد اکسیژنبیشینه تراکم
مـدت دو مـاه    شـدند. آزمـایش بـه   سنجی از استخرها خارج میطور هفتگی و با انجام زیست از ماهیان به

  پس از انتقال به سیستم باز و بازگردشی نسبی ادامه یافت. 
طور مرتب  هطی مدت آزمایش، پارامترهاي فیزیکوشیمیایی آب خروجی استخرهاي هر دو سیستم ب

بـار   4صـورت   هشدند که عبارت بودند از: درجه حرارت ب ـگیري میول زمانی مدنظر اندازهاساس جدو بر
متـر  طور روزانه با استفاده از اکسی ه)، اکسیژن محلول بChinaطی روز با استفاده از دماسنج دیجیتالی (

)YSI 550, YSI inc, USAمتـر ( طور روزانه با استفاده از مولتی هاچ ب)، پیAZ instrument, Taiwan ،(
) و Hanna instrument, USAروز در میـان (  یک ،HI700سنج مدل آمونیاك با استفاده از دستگاه رنگ

  ). AZ instrument, Taiwanمتر (هدایت الکتریکی هر دو هفته یکبار با استفاده از مولتی
سـاعته در   24برداري از ماهیان با قطع غذاي گردید. نمونهطور روزانه ثبت می همرگ و میر ماهیان ب

مـاهی بـا    6عدد ماهی از هر تکـرار (  2صبح با برداشت تصادفی  9ام از آغاز آزمایش، در ساعت  60روز 
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گـرم   میلی 200انجام شد. پس از بیهوش نمودن ماهیان توسط محلول  ازاي هر تیمار) توسط تور دستی
سـنجی شـدند و   طول (کل، چنگالی و اسـتاندارد) و وزن زیسـت  بر لیتر پودر گل میخک، ماهیان از نظر 

سی انجام گرفت کـه فـوراً داخـل لولـه محتـوي      خونگیري از سیاهرگ دمی به میزانی نزدیک به دو سی
انعقاد ریخته شده و جهت انجـام سـانتریفیوژ بـه آزمایشـگاه خصوصـی دامپزشـکی در تربـت         ماده ضد

انجـام شـد و پلاسـماي     1500دقیقه با دور  10مدت  هاي خون بهحیدریه منتقل شد. سانتریفیوژ نمونه
حاصله براي سنجش هورمون کورتیزول پلاسما با اسـتفاده از کیـت الایـزا مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت        

)Diagnostics Biochem Canada Inc, Ontario, Canada.(  همچنین، یک قطعه کوچکی (یک گرم) از
شو با سرم فیزیولوژیک انسـانی، داخـل    وشده که پس از شست عضله سفید سمت چپ بدن استحصال 

هـاي بافـت   آز گذاشته شده و در تانک ازت منجمـد گردیـد. نمونـه   اندي –آز میکروتیوپ عاري از آران
نگهـداري شـد.    گـراد  درجه سانتی -80 اي براي بررسی بیان ژن در فریزرانماهیچه تا زمان استخراج آر

  هاي زیر مورد محاسبه قرار گرفتند: اساس فرمولد و تغذیه بررش پارامترهاي مرتبط با
=تعداد نهایی ماهیان  تعداد اولیه ماهیان /× 100   نرخ بقا   

 لگاریتم طبیعی وزن نهایی) = نرخ رشد ویژه –تعداد روزهاي پرورش / (لگاریتم طبیعی وزن اولیه ×  100
 / وزن کل = ضریب چاقی فولتون 3طول چنگالی×  100                 

  تفاضل وزن نهایی و وزن اولیه / غذاي مصرف شده = ضریب تبدیل غذایی
  

گرم بافت عضله سفید منجمـد بـا اسـتفاده از کیـت اسـتخراج و طبـق       میلی 50اي از اناستخراج آر
احتمـالی  ). براي حذف آلـودگی  NucleoSpin Machery-Nagelدستورالعمل شرکت سازنده انجام شد (

اي تخلـیص شـده   ان). کیفیت و کمیـت آر NucleoSpinانجام شد ( DNase Iاي، تیمار با آنزیم انبا دي
نـانومتر   280/260گیري نسبت جـذب در  و اندازه درصد 5/1ترتیب با انجام الکتروفورز روي ژل آگارز  به

  ). Thermo Scientific, Wilmington, DE, USAبا دستگاه نانودراپ مورد بررسی قرار گرفت (
عنـوان الگـو بـا اسـتفاده از کیـت       هاستخراجی ب RNAمیکروگرم از  2اي مکمل، انديبراي ساخت 

 C ºتبـدیل و در   cDNA) و طبق دستورالعمل شرکت سـازنده بـه   Thermo scientific, USAمربوطه (
آلاي نگهداري شد. طراحی آغازگر مناسب براي هر ژن مدنظر براساس توالیهاي موجود براي قـزل  - 20

و بـا   NCBIو ژن مرجـع بتـااکتین) در بانـک ژن     MHCو  HSP70 ،IGF-1هاي هدف  کمان (ژن رنگین
 ر گرفـت ییـد قـرا  و بـا انجـام بلاسـت مـورد تأ     ) صورت پذیرفت 4(نسخه  3استفاده از نرم افزار پرایمر 

)http://bioinfo.ut.ee/primer3/.( جدول)آغازگرهاي مورد نظر توسط شرکت ماکروژن کره جنـوبی  1 .(
 HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix×5کمی با اسـتفاده از مسـترمیکس (   PCRساخته شدند. 

Plus, no ROX; Solis BioDyne Inc. دستگاه رییل تایم () وQiagen, Germany و آغازگرهاي مذکور (
دقیقـه و   10مـدت   گراد بـه درجه سانتی 95سازي اولیه در کمی شامل مرحله واسرشت PCRانجام شد. 
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ثانیه، اتصال در  20مدت  گراد بهدرجه سانتی 95سازي در چرخه تکثیر شامل واسرشت 40سپس انجام 

ثانیـه و یـک    20مـدت   گراد بهدرجه سانتی 72ثانیه و بسط نهایی در  20گراد به مدت درجه سانتی 60
  مرحله توقف انجام شد.

 
مرتبط با استرس و رشد  يها ژن یانبدر بررسی  کمی PCRآغازگرهاي مورد استفاده براي مطالعه  -1جدول 

  )O. mykiss( کمان ینرنگ آلايقزل یماه
 ژن )5          3پسرو (            )5          3پیشرو (                  

TGTGTCTCCTGTACCCACACC 
GAACAAATCCTTCAACCCAGAG 
CCAGCACATGTCTAAGTTCAGG 
CTTGCAGCCTTAAGTCTTGGTC 

GCCTCTCTCTCCACACACAAAC 
TTGAAGTAGGCAGGGACTGTG 
TCTGAGCTTGTTGACCTGAGTC 
GGCACCCTAATCACCTCTGAC 

IGF-I 
HSP70 

MHC 
β-ACT 

   .کمان آلاي رنگینو بتااکتین در قزل HSP70 ،IGF-1 ،MHCهاي آغازگرهاي پیشرو و پسرو براي ژنهاي  توالی -
  

شد. میزان بیـان  قرائت میزان نور فلئورسانس در انتهاي هر چرخه توسط دستگاه ریل تایم انجام می
ثبت شد. منحنی اسـتاندارد بـراي ژن هـاي هـدف و رفـرنس بـر پایـه         1تیصورت سیژن در دستگاه به

رسـم شـد. سـپس     1:200و  1:50، 1:20، 1:10هاي مختلف اي مکمل در رقتانمقادیر مشخص از دي
. )Radonić et al., 2004(محاسبه گردیـد   E% = (10 [-1/slope] - 1)×100بر مبناي رابطه  PCRراندمان 

 CTΔΔ-2براي آنالیز مقدار بیان نسبی ژنهاي هدف مـورد نظـر نسـبت بـه ژن مرجـع بتـااکتین از رابطـه        
)Livak and Schmittgen, 2001(  کالیبراتور ژناستفاده شد که در این رابطه ΔCt − هدف ژنΔCt  =ΔΔCt  و

  بود. ΔCt = Ct ژن هدف − Ctژن مرجع
هـاي آب و  هـاي حاصـله بـراي نمونـه    تصادفی انجام شد. میانگین داده آزمایش در قالب طرح کاملاً

هـاي آزمـایش    . دادهمورد مقایسـه قـرار گرفـت    t-studentفاکتورهاي مورد مطالعه با استفاده از آزمون 
افزار اکسل و جهـت  ها از نرماند. براي پردازش دادهخطاي استاندارد نشان داده شده ±صورت میانگین  هب

  استفاده شد. SPSS16 افزار ها از نرم میانگینالیز و مقایسه انجام آن
  

  نتایج
گیري شده آب استخرهاي پرورشی در دو سیسـتم بـاز و   میانگین فاکتورهاي فیزیکوشیمیایی اندازه

شـود بـه جـز میـزان آمونیـاك کـل و       ذکر شده است. همانطور که ملاحظه مـی  2بازگردشی در جدول 
شـده طـی دوره   گیـري دار دیگري در هیچکـدام از فاکتورهـاي انـدازه   معنی آمونیاك غیریونیزه، اختلاف

                                                   
1-  Cycle of threshold 
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گرم بر لیتـر  میلی 5/8میانگین اکسیژن خروجی هر دو سیستم بالاي  ).p <05/0(آزمایش مشاهده نشد 
  بود.

  
روزه فاکتورهاي فیزیکوشیمایی آب اسـتخرهاي هشـت ضـلعی در دو سیسـتم بـاز و       60میانگین  -2جدول 

 آلايقزل یمرتبط با استرس و رشد ماه يها ژن یانو ب یزولرشد، هورمون کورت يپارامترهارسی بر بازگردشی
  )O. mykissکمان ( ینرنگ

  فاکتور سیستم باز سیستم بازگردشی
4/0 ±14 
0/5 ±6/7 
2/0 ±1/7 
02/0± 65/0* 
002/0± 001/0* 

18±680  

3/0±14 
5/0 ±7/7 
0/1± 2/7 
02/0 ±22/0 
0002/0± 0009/0 

15±700   

  گراد) درجه حرارت (درجه سانتی
  گرم بر لیتر) اکسیژن محلول (میلی

  اچپی
  گرم بر لیتر) آمونیاك کل (میلی

  گرم بر لیتر) آمونیاك غیریونیزه (میلی
  متر) هدایت الکتریکی (میکروموس بر سانتی

استفاده از معادلـه مربوطـه برحسـب     باشد. غلظت آمونیاك یونیزه نشده با خطاي استاندارد می±دادهاي ارائه شده میانگین
  ). Johansson and Wedborg, 1980اچ و درجه حرارت محاسبه گردید (مقادیر پی

  
و  5/2ترتیـب   روزه آزمایش در سیستم باز و بازگردشی نسـبی بـه   60مرگ و میر ماهیان طی مدت 

اسـت. نتـایج حاصـله    نشـان داده شـده    3درصد بود. پارامترهاي مرتبط با رشد ماهیان در جـدول   5/3
کـه   طـوري  دهد، بـه دار وزن کل ماهیان را در تیمار بازگردشی نسبت به تیمار باز نشان میکاهش معنی

سـنجی  ). نتـایج حاصـل از زیسـت   p>05/0% در پایان آزمایش کاهش نشان داد (5/6وزن کل به میزان 
دارد را در تیمـار بازگردشـی   متري طول کل، چنگالی و اسـتان سانتی 79/0طور میانگین کاهش  طول، به

همچنـین، در   ).p <05/0(دار نبـود  نسبت به تیمار باز نشان داد ولی این اختلاف از نظـر آمـاري معنـی   
ترتیـب   دار در تیمـار بـاز و بازگردشـی و بـه     برداري، درصد نرخ رشد ویژه فاقد اختلاف معنیپایان نمونه

داري را در تیمار بازگردشی در مقایسه با تیمـار بـاز   بود. ضریب چاقی فولتون تغییر معنی 68/0و  75/0
داري را نشـان داد  نشان نـداد. درمقابـل، ضـریب تبـدیل غـذایی در تیمـار بازچرخشـی افـزایش معنـی         

)05/0<p 3، جدول.(    
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متر)، نرخ رشد ویـژه،   وزن اولیه و نهایی (گرم)، طول اولیه و نهایی کل، چنگالی و استاندارد (سانتی -3جدول 

جـوان در دو سیسـتم بـاز و     )O. mykiss(کمان  آلاي رنگین ضریب چاقی فولتون و ضریب تبدیل غذایی قزل
  بازگردشی نسبی

ضریب تبدیل 
  غذایی

ضریب چاقی 
 فولتون

درصد نرخ رشد 
 ویژه

طول استاندارد 
  نهایی

طول چنگالی 
 سیستم  وزن نهایی  طول کل نهایی  نهایی

15/1 a 

21/1 b 

02/0 ±  23/1  
02/0 ±  24/1  

03/0  ± 76/0  
03/0  ± 68/0  

24/0 ±  6/35  
31/0 ±  8/34  

27/0 ±  2/37  
15/0 ±  01/37  

25/0 ± 4/38  
31/0 ±  6/37  

6/7 ± 15/635 a 

7/8 ±  5/593 b 

  باز
  بازگردشی نسبی

  انحراف از معیار می باشد.  ±دادهاي ارائه شده میانگین 
  

دار مقادیر هورمون کورتیزول پلاسما را در تیمـار بازچرخشـی   نتایج حاصل از آزمایش افزایش معنی
). نتایج حاصل از بررسی بیـان سـه   1، شکل  p>05/0برداري نشان داد (نسبت به تیمار باز در روز نمونه

نشـان داده شـده    2کمان در شـکل   ي رنگینآلاشد در عضله سفید ماهیان قزلژن مرتبط با استرس و ر
کیلوگرم بـر مترمربـع    44روز نگهداري ماهیان در تراکم  60ماهیچه سفید طی  HSP70است. بیان ژن 

 ـ    در سیستم بازگردشی مورد آزمون، افزایش معنی کـه   طـوري  هداري را نسبت بـه تیمـار بـاز نشـان داد ب
در  IGF-1الـف). مقـادیر بیـان ژن     2، شـکل  p>05/0% افزایش داشت (7/83میزان به  mRNAمقادیر 

داري را اخـتلاف معنـی   tتیمار بازگردشی نسبت به تیمار باز کاهش یافت ولی نتایج از حاصل از آزمون 
 MHCب). در پایــان، مقــادیر بیــان ژن  2، شــکل p <05/0در بــین دو تیمــار آزمایشــی نشــان نــداد (

، p < 05/0داري بـود ( تیمار بازگردشی نسبی در مقایسه با تیمار باز فاقد اخـتلاف معنـی   اي در ماهیچه
  ج). 2شکل 

  
  

  کمـان  آلاي رنگـین ) در قـزل =5n-6خطاي استاندارد، ±تغییرات مقادیر کورتیزول پلاسما (میانگین -1شکل 
)O. mykiss بر مترمربـع و تـراکم بارگـذاري    کیلوگرم  44روزه مواجهه با تراکم نگهداري  60) جوان طی دوره

دار بـین دو تیمـار در روز   دهنده اخـتلاف معنـی   مشابه در دو سیستم باز و بازگردشی نسبی (علامت * نشان
  )).    p> 05/0باشد ( برداري می نمونه
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 خطاي استاندارد، ± (ج) عضله سفید (میانگین MHC(ب) و   IGF-1(الف)، HSP70ژن  mRNAبیان  -2شکل 

6-5 n=کمان ( آلاي رنگین) قزلO. mykiss کیلوگرم بر  44روزه مواجهه با تراکم نگهداري  60) جوان طی دوره
دار دهنده اختلاف معنی مترمربع و تراکم بارگذاري مشابه در دو سیستم باز و بازگردشی نسبی (علامت * نشان

  )).     p> 05/0باشد (برداري میبین دو تیمار در روز نمونه
  

  گیري و نتیجه بحث
هـاي مفیـد در جهـت افـزایش تولیـد مـاهی بـه ازاي مقـدار آب ورودي،         اگرچه یکـی از اسـتراتژي  

زا باعث کاهش کیفیـت   ولی افزایش ذرات جامد، زائدات متابولیکی و عوامل بیماري استبازچرخش آب 
سیسـتم ایـن    ). فاکتورهاي فیزیکوشیمیایی آب سنجش شده در هر دوPiedrahita, 2003شود (آب می

و میـر پـایین و    کمان قرار داشت کـه مـرگ   آلاي رنگینشده براي قزلتحقیق، در محدوده مجاز توصیه
باشد. ازطرفی، برگشـت آب در سیسـتم بازگردشـی ایـن     عدم بروز بیماري تا حدي مؤید این مطلب می

اسـتخرها شـده   گرفتگی بیشتر آستر سیمانی داخـل  مطالعه، موجب کدورت بیشتر آب و همچنین جرم
رغم افزایش مقادیر آمونیـاك کـل در سیسـتم بازگردشـی طراحـی شـده، غلظـت آن در سـاعت         بود. به
برداري مربوطـه  گرم بر لیتر نرسید. نمونهمیلی یکها به بالاتر از حد مجاز % سنجش90برداري در  نمونه

چراکـه نـرخ ترشـح    ساعت پـس از وعـده غـذایی صـبح انجـام پـذیرفت        2صبح و تقریباً  11در ساعت 
). بـراي  Gelineau et al., 1998دهـی افـزایش مـی یابـد (    ساعت پـس از خـوراك   11تا  2آمونیاك در 

گرم بر  میلی 1-5/1و براي آمونیاك کل  025/0تا  002/0آزادماهیان، محدوده سالم آمونیاك غیریونیزه 
تواند دلیل افزایش شی نسبی می). عدم وجود فیلتر زیستی در سیستم بازگردColt, 2006باشد ( لیتر می

  غلظت آمونیاك کل آب حاصل از متابولیسم ماهیان باشد.  
% وزن کل ماهیان  5/6% آب ورودي در سیستم بازگردشی این مطالعه، موجب کاهش 200برگشت 

گیـري مشـاهده نگردیـد. طـی     هـاي مـورد انـدازه    داري در طولروزه شد ولی تغییر معنی 60طی دوره 
 56تـا   1داري در وزن کل طـی بـازه زمـانی    کمان، تغییرات معنیآلاي رنگینوزه روي قزلر 77مطالعه 
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روز،  77تـا   57روز آزمایش بین دو سیستم باز و بازگردشی کامل مشاهده نشد هرچند در بـازه زمـانی   

 Roque d’Orbcastelد (ش ـ% وزن در تیمار باز در مقایسه با تیمار بازگردشی کامل مشاهده 17کاهش 

et al., 2009a,b  هـاي مـاهی آزاد اقیـانوس اطلـس      ). همچنین، اختلافی در عملکردهاي رشـد اسـمولت
)Salmo salar ماه  4) بین دو سیستم باز و بازگردشی کامل طی مدت نگهداري در آب شیرین و پس از

ر ). بـرخلاف مطالعـه حاضـر، د   Kolarevic et al., 2014هـاي دریـایی مشـاهده نشـد (     انتقال به قفـس 
داري در غلظـت آمونیـاك آب بـه جهـت اسـتفاده از      هاي بازگردشی کامل مذکور، تغییر معنـی  سیستم

فیلترزیستی بین تیمارهاي بازگردشی و باز وجود نداشت. واکنش اولیه ماهی بـه افـزایش آمونیـاك آب    
). Wendelaar Bonga, 1997شـود (  ایجاد پاسخ استرسی است که باعث کاهش یا توقف مصرف غذا می

هـاي آمونیـاك    کمان و توربوت حین افزایش غلظـت آلاي رنگینداري را در قزلمصرف غذا کاهش معنی
%) 5/6). کاهش وزن (Wicks and Randall, 2002; Person-Le Ruyet et al., 1997دهد (آب نشان می

شی نسبی و دهنده حفظ پتانسیل رشد طولی در سیستم بازگرد دار طول ماهیان نشانبدون تغییر معنی
ناشـی از   لاغرتر بودن ماهیان است. در نتیجه، کاهش وزن کل در سیسـتم بازگردشـی حاضـر، احتمـالاً    

هایی بالاتر آمونیاك، ذرات معلق و  اي به جهت تجربه کاهش کیفیت آب ناشی از غلظتاختلالات تغذیه
مطالعه، مشاهده گردیـد کـه وعـده    باشد. حین هاي تولید شده توسط ماهیان می سایر متابولیت احتمالاً

شد و حتی در چند مورد مصرف غذایی در تیمار باز در مقایسه با بازگردشی در زمان کمتري مصرف می
شـد  توده بویژه در وعده غذایی عصر، با سرعت کمتري انجـام مـی  % زي65/0خوراك اکسترود به میزان 

  از خوراك روي سطح آب شناور بود.   دقیقه از ساعت غذادهی، مقدار اندکی 10که حتی باگذشت 
اختصاصی، در تیمار پاسخ استرسی غیرعنوان  هدر این مطالعه، مقادیر هورمون کورتیزول پلاسما، ب

بازگردشی نسبی نسبت به تیمار باز افزایش نشان داد. افزایش کورتیزول، شاخص پاسخ به استرس 
از گذشت چند ساعت تا چند روز به سطوح  پس ) که غالباWu et al., 2007ًوارده در ماهیان است (

). اما در سیستم بازگردشی، کورتیزول حتی پس Zahedi et al., 2013 and 2014یابد (اولیه تقلیل می
دهنده حفظ پاسخ استرسی در ماهیان یا پاسخ به تغییرات  ماه هنوز بالاتر بود که نشان 2از گذشت 

گذشت زمان به جهت تصفیه ناقص آب در  جدید محیطی است. افزایش کاهش کیفیت آب با
تواند دلیلی براي حفظ مقادیر کورتیزولی در دراز مدت باشد. لازم به هاي بازگردشی نسبی می سیستم

ذکر است که تنها برخی از مهمترین فاکتورهاي آب در اینجا مورد بررسی قرار گرفت و تغییر بسیاري 
اي تولیدي ماهیان طی بازگردش آب محتمل است که هاز فاکتورهاي کیفی آب و همچنین متابولیت

تواند دلیلی بر تداوم پاسخ استرسی مشاهده شده باشد. با این وجود، افزایش دراز مدت کورتیزول را می
  ).   Veillette and Young, 2004توان مرتبط با مکانیزم سرکوب ایمنی در ماهیان دانست (می
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اي بـراي نخسـتین بـار در ایـن     هاي ماهیچـه سطح بیان ژن مقایسه دو سیستم باز و بازچرخشی در
جـز افـزایش    دست دهد که بـه  ههاي دخیل در تغییر رشد ب مطالعه انجام شد تا درك بهتري از مکانیزم

سـایر   mRNAعنوان نشانگر استرس در تیمار بازگردشی نسبی، تغییري در مقـادیر   هب HSP70بیان ژن 
را در دو سـطح   HSP70هاي نگهداري بالا بیان مشاهده نگردید. تراکم ايهاي مرتبط با رشد ماهیچهژن

mRNA )Gornati et al., 2004) و پروتئین (Küçükbay et al., 2009توجه بـه تـراکم  کند. با) القاء می 
کی یکسان در دو تیمار این مطالعه، افزایش بیـان  ینگهداري و بارگذاري، سرعت آب و زمان ماند هیدرول

شود که ایجاد شـرایط استرسـی   اي، مرتبط با تغییر فاکتورهاي کیفی دانسته میماهیچه HSP70نسبی 
هـاي  مرتبط بـا حفاظـت و تـرمیم پـروتئین     HSP70آلاهاي جوان نموده است. افزایش بیان را براي قزل

 ـ  HSP70). این افزایش بیـان  Locke et al., 1991; Kilgore et al., 1998اي است (ماهیچه ا همخـوان ب
دهنـده ایجـاد شـرایط استرسـی در سیسـتم بازگردشـی       افزایش مقادیر کورتیزول پلاسما، بخوبی نشان
هاي ثالثیه استرسی همچون  صورت پاسخ هتواند در نهایت بنسبی با گذشت زمان است که همچنین، می

نسـبت بـه   توجه به افزایش حساسـیت ماهیـان   با). Yarahmadi et al., 2016نقصان ایمنی تجلی یابد (
طرف و مشاهده حساسیت بالاتر ماهیـان بـه     زا در شرایط مواجهه با استرس مزمن از یکعوامل بیماري
و کورتیزول در وساطت ایمنـی   HSP70هاي بازگردشی از طرف دیگر، نقش  زا در سیستمعوامل بیماري

  طی این شرایط استرسی مزمن نبایستی از نظر دور نگهداشته شود.   
آلاي مـدت و همچنـین گرسـنگی در قـزل    طـی اسـترس طـولانی   IGF-1 بیـان ژن  کاهش رشـد و  

زاي محیطـی و  . همچنین، اثر عوامل استرس(Montserrat et al., 2007)کمان گزارش شده است  رنگین
خیر ). تأWilkinson et al., 2006اثر دارد (IGF-1 -فیزیکی بر عملکردهاي رشدي و محور هورمون رشد

اسـت   IGF-1گلوکوکورتیکوئیدهاي مثل کورتیزول مـرتبط بـا کـاهش مسـتقیم بیـان      رشد ناشی از اثر 
)Wood et al., 2005 بیان ژن .(MHC داري را در دو تیمار باز و بازگردشی نسبی نشـان  تغییرات معنی

) نشان داد که اسـترس اعمـال   Paralichthys adspersusاي روي کفشک نیک (نداد. در مقابل، مطالعه
 ,.Valenzuela et alشود (اي میماهیچه MHCرت افزایش تراکم نگهداري باعث تغییر بیان صو هشده ب

دار کورتیزول پلاسما در تیمار بازگردشی نسـبی، کـاهش   رغم افزایش معنی مطالعه حاضر، به). در 2017
دهنده این است که استرس حاصله از این میزان اي مشاهده نشد که نشانماهیچه MHCو  IGF-1بیان 

را موجب شود کـه همخـوان بـا رشـد      MHCو  IGF-1از برگشت آب، در حدي نبود که تغییر بیان ژن 
  قدي یکسان ماهیان تا پایان آزمایش است.   

% در نیازمنـدي بـه آب تـازه، کـاهش     66جـویی  رغم صرفهشده بهسیستم بازگردشی نسبی طراحی
وزن کل ماهیان را احتمالا به جهت کاهش کیفیت آب و کاهش رانـدمان تبـدیل غـذایی     %)5/6اندك (

) HSP70شود. بازگردش آب موجب تغییر فاکتورهـاي استرسـی (هورمـون کـورتیزول و ژن     موجب می
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تواند دلیلی براي افـزایش حساسـیت ماهیـان در    هاي ایمنی، می توجه با نقش آنها در پاسخکه با گردید

هاي بازگردشی باشد. از دیدگاه مدیریت تولید، کاهش رشد مشاهده شـده در   ها در سیستمريبرابر بیما
توجـه   باوري ناشی از بازگردش آب (هاي بازگردشی نسبی بایستی همراه با افزایش تولید و بهره سیستم

هـایی  هـاي ن  گیـري  دیده شود و بر این اساس تصمیم بی کشور)آهاي آبی بیشتر مزارع سردبه محدودیت
 براي تولید در مقیاس تجاري صورت پذیرد.  

  
  تشکر و قدردانی

نویسندگان این مقاله مراتب تقدیر و تشکر خود را از جناب آقایان دکتر بهـزاد محمـدي و مهنـدس    
زاده (دانشـگاه  ولی (آزمایشگاه دامپزشکی ثامن)، دکتر محسن نواري، دکتر یاسر سلحشور و محسـن شاه

زاده و مهنـدس خسـرو شیرقاضـی (شـیلات      حیدریـه)، مهنـدس محمدرضـا مهـدي    علوم پزشکی تربت 
خراسان رضوي) و مهندس محمدرضا عباسپور (جهادکشاورزي تربت حیدریه) به جهت مساعدتهایی که 

دارند. همچنین از آقایان عرفان زاهـدي و امیرعبـاس هـادوي و    جهت انجام این تحقیق نمودند، ابراز می
-زاده بـراي کمکهـاي بـی   آقایان رضاییان، فرزانه، پرهیزگار و قلی 2و  1صدف پرسنل زحمتکش مزارع 

  .گردددریغشان صمیمانه تشکر می
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