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 )Oncorhynchus mykiss♀ × Salmo trutta caspius♂(ماهيان هيبريد  يسازگار

  متفاوت آب يهايم به شوريدر انتقال مستقتريپلوئيد 
  1ساحل سلطان كريمي و 3، مهدي فروزنده2، صابر خدابنده*1، محمدرضا كلباسي1خسرو رحيمي

  شيلات نور، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم دريايي، گروه 1
  نور، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم دريايي، گروه بيولوژي دريا 2

  گروه بيوتكنولوژيدانشكده پزشكي،  ، دانشگاه تربيت مدرس،تهران 3

  25/1/89: تاريخ پذيرش   25/3/87 :تاريخ دريافت

  چكيده

در انتقال مستقيم ) ماده(ي رنگين كمان و قزل آلا) نر(سازگاري ماهيان هيبريد تريپلوئيد حاصل از آميزش ماهي آزاد درياي خزر 
روند تغييرات اسمولاليته پلاسماي خون ، پراكنش و تعداد . مورد بررسي قرار گرفتدر هزار  18و  12، 6 به آب با شوريهاي

با روشهاي اسمومتري، بافت شناسي،  بافت آبشش Na+-K+-ATPaseآنزيم  1bαسلولهاي كلرايد و همچنين بيان ژن زير واحد 
با آب شور نشان داد كه  نروزه سازگاري ماهيا 10نتايج حاصل پس از طي دوره . ايمونوهيستوشيمي و بيان ژن بررسي گرديد

و  77ترتيب ه ب ءميزان بقا در هزار 18و  12هيچ گونه تلفاتي نداشته ولي در تيمارهايدر هزار  6ماهيان هيبريد تريپلوئيد در تيمار 
سطوح مختلف شوري تغييري در الگوي پراكنش سلولهاي كلرايد ايجاد نشد و ه قال گونه مذكور بدنبال انته ب .بود درصد 60

برخي تغييرات ريخت شناسي خاص از  در مطالعه بافت شناسي،. پايه و بين لاملا پراكنش داشتند ،وي لاملار ربسلولهاي كلرايد 
نتايج مطالعات ايمونوهيستوشيمي نشان داد، كه  . د مشاهده گرديدجمله پيوستگي لاملا در نتيجه انتقال به شوري در ماهيان هيبري

آنزيم  1bαتغييرات بيان ژن زير واحد . وجود دارد در هزار 18بيشترين تعداد سلولهاي كلرايد لاملايي و بين لاملايي در تيمار 
Na+-K+-ATPase نظر مي رسد ماهيان هيبريد توانايي ه بنتايج تحقيق ه توجه ببا . نشان نداد را در ماهيان هيبريد روند منظمي

  .دارندن را لازم در مقابله با شوري و سازگاري با آن

 قزل يماه خزر، يايآزاد در يماه ، ايمونوهيستوشيميبيان ژن،  ، سلولهاي كلرايد، يديپلوئيهيبريداسيون، تر :يكليده هاي واژ
  ن كمانيرنگ يآلا

  kalbassi_m@modares.ac.ir :يلكترونيكپست ا 09112204336: نويسنده مسئول، تلفن*

  مقدمه
، يكي از Oncorhynchus mykissقزل آلاي رنگين كمان 

منظور توسعه فعاليتهاي ه باشد كه ب يماهيان سردآبي م
پروري به بسياري از مناطق جهان، از جمله  شيلاتي و آبزي
دو واريته اصلي از آن بنامهاي . )3(ده است ايران معرفي ش

آلاي ساكن  و قزل (Steel head)آلاي مهاجر يا پولادسر  ل قز
در آبهاي مناطق وسيعي از (Kamloops)  در آب شيرين

واريته آب شيرين در مقايسه با  )47(جهان پراكنده هستند 

ي شور و آلاي پولادسر از رشد كمتري خصوصاً در آبها قزل
 5/4وزن حدود ه ندرت به برخوردار است و بلب شور 

آلاي پولادسر  كه قزل كيلوگرم و يا بيشتر مي رسد، در حالي
پس از طي يك دوره سه ساله تغذيه در آب دريا عموما در 

ماهي  .)47(كيلوگرم قابل برداشت خواهد بود  7- 10اوزان 
كه همانند ساير  Salmo trutta caspius آزاد درياي خزر

اي از رشد نسبتاً كندي در  آلاي قهوه هاي قزل زيرگونه
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مقايسه با قزل آلاي رنگين كمان در مرحله پرورش در آب 
با اين وجود، همانند برخي ديگر از شيرين برخوردار است، 

اي نظير قزل آلاي  آلاي قهوه هاي مهاجر قزل زير گونه
دريايي، داراي قابليت رشد بسيار شگرفي در آبهاي شور و 

مي باشد؛ بنحوي كه گزارشهايي از صيد ماهيان لب شور 
  .كيلوگرمي نيز وجود دارد 30حدود 

توليد تريپلوييد، هيبريد تريپلوييد و ذخاير تك جنسي آزاد 
. ثر استؤماهيان در پرورش اقتصادي آنها بسيار م

ويژه ماده ه عقيم و هيبريد هاي تريپلوييد، ب تريپلوئيدهاي
ا و لذ رسند نمي كيولوژيزيف ك ويآناتوم بلوغ جنسي هها ب

يكي  آميخته گري .)4( واجد رشد بيشتري خواهند گرديد
از تكنيكهاي مهندسي ژنتيك مي باشد كه در آبزي پروري 

و هدف از آن عمدتاً توليد  قرار مي گيردمورد استفاده 
كلي از مزيت بيشتري در مقايسه با  به طوراست كه  نتاجي

ورشي برخوردار باشند انواع والد تحت شرايط خاص پر
كه القاي تريپلوئيدي در  ،مطالعات مختلف نشان داد .)4(

اي آزادماهيان، منجر به افزايش  هاي بين گونه آميخته
دراين حالت، ) 46( گردد بازماندگي آنها تا حد قبولي مي

واسطه ه بچه ماهيان توليدي ب بودن عقيماطمينان كافي از 
وئيدي نيز وجود خواهد گري و تريپل اثر متقابل آميخته

در مطالعات انجام شده توسط  ،همچنين )19 ( داشت
به اثر شوري بر روي نرخ رشد ماهيان اشاره شده  ،محققان
تغييرات شوري از كه  آنجا از )52 ،36 ،29، 11،20(است

، متابوليسم و پراكنش آبزيان ءگذار بر بقا تأثيرعوامل مهم 
مراحل مختلف زندگي بنابراين بقاي جانور در  ،مي باشد

بستگي به توانايي تنظيم اسمزي آن آبزي دارد تا بدين 
وسيله بتواند بر استرس شوري غلبه كرده و به زندگي خود 

در شوري بيشتر از شوري ايزواسمتيك و در  .ادامه دهد
آب دريا ماهي با ورود دائمي يونها به بدن خود و از دست 

اين ماهيان  ،ابرايندادن آب به طريق اسمزي مواجه است بن
كرده و در مبارزه  يكم آببا نوشيدن آب دريا با مشكل 

ن يحل ا يبرا. شود يون مواجه ميعوض با مشكل تراكم 
، مكانيسمهاي انتقال فعال در سلولهاي كلرايد آبشش مشكل

NaCl  كليه و را به خارج دفع مي كندSo4-2  وMg+2  و
 .)5( ي كندخارج دفع مه ديگر يونهاي دو ظرفيتي را ب

سلولهاي كلرايد، سلولهاي انتقال دهنده يون در آبشش 
ن يوني زماهيان هستند كه نقش مهمي را در نگهداري توا

نقش اين سلولها از جذب  )56و  42( مي كنند ءبدن ايفا
 يون تا ترشح يون با توجه به شوري محيط تغيير مي كند

اين سلولها سلولهايي بزرگ، تخم مرغي شكل، . )26(
 داراي حفره راسي بوده و غني از ميتوكندري مي باشند

ه حركات يوني در اين سلولها ب .)51و  50، 28، 27، 21(
كمك آنزيمهاي مختلفي انجام مي شود كه مهمترين آنها، 

 Na+-K+-ATPase. )55( مي باشد Na+-K+-ATPase آنزيم
 pنوع  ATPaseهترودايمري از اعضاي خانواده ژنهاي 

ا دارد، اين زير واحد ها ب βو  αزير واحد است كه  دو 
خارج ه داخل و سديم به يكديگر براي پمپ فعال پتاسيم ب

 سلول خلاف جهت شيب غلظت فعاليت مي كنند
  )35( همكاران و Mackie 2005ر سال د.  )24،22،13،8(

با مطالعه خانواده هاي ماهي آزاد اقيانوس اطلس دريافتند 
پس از انتقال مستقيم به آب  α1bزير واحد  mRNAكه بيان 

زير  mRNAدريا افزايش يافت و اين در حالي بود كه بيان 
در تحقيق انجام شده توسط . كاهش داشت α1aواحد 

Bystriansky  بيان ) 2006(و همكارانmRNA   در
-+Na+-Kژن ) 1bαو   α )1aαايزوفرمهاي زير واحد 

ATPase  زگاري با در سه گونه از آزاد ماهيان در طول سا
در هر سه گونه سطوح . آب شور مورد بررسي قرار گرفت

mRNA  1براي ايزوفرم هايaα   بلا فاصله بعد از انتقال به
معني داري  به طور 1bα آب شور كاهش يافت در حالي كه

و همكاران طي  Singer ،2006در سال  .)7( افزايش يافت
) Oncorhynchus mykiss( تحقيقي قزل آلاي رنگين كمان

ه ب در هزار 11تدريجي در معرض شوريهاي  به طوررا 
 23روز و در شوري  2 به مدتدر هزار  17روز،   1مدت 

 5روز قرار دادند، پس از يك دوره  2مدت ه ب در هزار
آبشش يك افزايش  α Na+-K+-ATPaseروزه زير واحد 

 .)48( موقتي در هنگام رويارويي با شوري نشان داد
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زوم معرفي گونه هاي جديد به صنعت به بحث ل توجهبا 
در  )1(آبزي پروري ايران و توليد ماهيان هيبريد تريپلوئيد 

هر دو و اين موضوع كه القاي تريپلوئيدي و شوري  كشور
شمار مي روند و از ه ثري جهت رشد ماهي بؤعامل م

سوي ديگر ماهي آزاد درياي خزر، گونه ارزنده بومي از 
تا  تلاش گرديدر اين تحقيق رشد كمي برخوردار است، د

با سازگار كردن ماهيان مورد مطالعه به شوريهاي متفاوت و 
بررسي  م شوري و تريپلوئيدي از طريقأبررسي  اثر تو

 Na+-K+-ATPaseتغييرات سلولهاي كلرايد و بيان ژن 
ثر در جهت امكان سنجي بهبود وضعيت اقتصادي ؤگامي م

  .شته شودبردا ين آبزياو پرورشي 

  هااد و روشمو
ماهيان مورد  :تهيه و سازگاري ماهيان مورد مطالعه

ش شامل نسل تريپلوئيد حاصل از آميزش ماهي آزاد يآزما
با ميانگين وزني (درياي خزر و قزل آلاي رنگين كمان 

با استفاده  )1(از كارگاه شهيد باهنر كلاردشت ) گرم63/10

درصد  70درصد آب  30از كيسه هاي پلاستيكي شامل 
عدد ماهي در هر كيسه به آزمايشگاه  30اكسيژن با تراكم  

ي دانشگاه تربيت ماهيان سردابي دانشكده علوم درياي
آب شيرين آداپته  روز در14 به مدتمدرس منتقل و 

تكرار  3(عدد ماهي  30مار تعداد يهر ت يسپس برا. شدند
ليتري حاوي  100پس از بيومتري به تانك هاي ) عددي 10

در هزار و آب شيرين  18و  12، 6ي هاي آب با شور
مصنوعي  به طورشوري ها . نوان شاهد منتقل شدندعب

غذادهي  .) 2(ساخته شد مطابق تركيب نمك درياي خزر 
با استفاده از پلت هاي غذايي شركت چينه و ميزان تعويض 

  .در نظر گرفته شد درصد 20روزانه آب 

به نوري  طي دوره آزمايش، دوره: شرايط محيط آزمايش
 ،pHساعت تاريكي، ميانگين  12ساعت نور و  12 صورت

محدوده و  mg/L 5/8، ميانگين ميزان اكسيژن برابر 8/7
  .بوده استدرجه سانتي گراد  10- 6/11 ييدما

  ترادف پرايمرهاي مورد استفاده در تحقيق -1جدول

Target 
Sequence 

Forward primer 
5΄-3΄ 

Reverse primer 
5΄-3΄ 

Gene 
Bank 
Acc. 
number 

O.mykiss 
Na+,K+-
ATPase 
α1b 

CTGCTACATCTCAACCAACAACATT 
Tm:67/8º 
GC : 40 % 

ACCATCACAGTGTTCATTGGAT 
Tm: 66/8º 
GC: 43/5 % 

AY319390 
 
 

Salmo 
salar 
EF1α 

GAGAACCATTGAGAAGTTCGAGAAG 
Tm:68/3º 
GC: 42/9 % 

GCACCCAGGCATACTTGAAAG 
Tm: 67/1º 
GC: 53/2 % 

AF321836 

 
  

 (mOsm/L)نتايج سنجش اسمولاليته در ماهيان مورد مطالعه و آب محيط آزمايش -2جدول

 18pptآب  ppt 12آب  6pptآب آب شيرين  

  12   195        340  349                  (mOsm/L)اسمولاليته آب
 298 d (mOsm/L)اسمولاليته پلاسما در ماهيان هيبريد

  
312c  

    
329  b  a332  

  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1390 ،1، شماره 24جلد                                                                                مجله زيست شناسي ايران                                         

132 

 

پس از طي دوره ده روزه آزمايش، ماهيان پس از بيهوشي با 
، وزن كشي شده، طول )mg/L 150(عصاره گل ميخك 

كل، چگالي و استاندارد آنها اندازه گيري شد و در ادامه 
ه ، مقداري از خون بعمل آمده يري باز آنها خون گ Ĥًسريع

ار دست آمده براي سنجش اسمولاليته مورد استفاده قر
گسترش جهت تعيين پلوييدي از آنها همچنين  و گرفت

منظور انجام ه سپس آبشش آنها ب .خوني تهيه شد
آزمايشات بافت شناسي و ايمونوهيستوشيمي در محلول 
بوئن و جهت انجام آزمايشات مربوط به بيان ژن آنزيم 

Na+-K+-ATPase نمونه ها  .در ازت مايع فيكس شد اًسريع
جهت آبگيري و  ر محلول بوئند بعد از فيكس شدن
 پس از آن .شدند درصد قرارداده 70نگهداري در اتانل 

 و نگهداري در پارافين مايع، ها نمونه يگير مراحل آب
از ميكروتوم  با استفادهسپس و  انجام شد قالب گيري

بر روي  برشها. گرديداز آنها تهيه  يكرومتريم 3 يبرشها
 37دماي  با ونآ، در چسبانده شده آلبومينه شدهلامهاي 

براي . شدندنگهداري  ساعت 24 به مدت درجه سانتيگراد
 آب ي ويمطالعه بافت شناسي نمونه ها بعد از پارافين زدا

 يائوزين رنگ آميز -ن ليگيري با استفاده از هماتوكسي
معمولي مطالعه و عكس  شده و با ميكروسكوپ نوري

  .)38،28،27( شدندبرداري 

براي اندازه گيري فشار اسمزي از  :نجش اسمولاليتهس
، 13مدل) (osmometer(دستگاه اتوماتيك اسمومتر 

,Nr,9610003 co. Germany(بدين ترتيب  .، استفاده گرديد
كه با استفاده از ميكروسمپلر نمونه هاي پلاسماي حاصل از 

ميكروليتر  100ميزان حداقل ه خون ماهيان مورد آزمايش ب
سي انتقال داده شد و  سي 1.5جدا شده و به تيوپ هاي 

قبل از اندازه . اندازه گيري شد) mOsmol/L(فشار اسمزي 
گيري ، ابتدا دستگاه با آب مقطر روي عدد صفر و با 

اين . كاليبره شد 300محلول نمكي مخصوص روي عدد 
  .بر اساس نقطه انجماد عمل مي كند دستگاه

  
 Oncorhynchus mykiss♀ × Salmo♂(و و پايه لاملاي آبششي ماهيان هيبريد تريپلوئيد نتايج بررسي سلولهاي كلرايد واقع در ر -3جدول

trutta caspius (خطاي استاندارد مي باشند ±اعداد ارائه شده بر اساس ميانگين  .شوري در سطوح مختلف.  
  ‰18آب  ‰12آب  ‰6آب آب شيرين فاكتور هاي مورد سنجش

ملاميانگين  مساحت سطح مقطع برش خورده  لا
)m2µ(    N= 150      

2/24± 3/245 
a 

29/5 ± 5/146 
c 

8 /12± 4/179 
b 

3/18± 9/208 
ab 

ميانگين مساحت  سطح مقطع برش خورده
   m2µ(     N= 150(سلولهاي كلرايد روي لاملا 

2/2± 2/35 
a 

7/1± 91/33 
a 

4/2± 36 
a 

9/2± 64/37 
a 

ميانگين مساحت سطح مقطع برش خورده
    m2µ(N=150(ايد  بين لاملايي سلولهاي كلر

7/2 ± 3/49 
a 

4/1± 35 
c 

52/2± 3/42 
b 

34/3± 95/38 
bc 

 ميانگين تعداد سلولهاي كلرايد لاملايي

N= 150        
34/0±1/4 

a 
22/0± 2  

b 
22/0± 26/1 

c 
27/0± 52/3 

a 
 ميانگين تعداد سلولهاي كلرايد بين و پايه لاملا

N=150  

11/0± 3/2  
c 

16/0± 47/3 
A 

13/0± 69/2 
b  

13/0± 39/3 
a 

 
  هيبريدتريپلوئيد در ماهي EF1αنسبت به ژن كنترل داخلي  Na+-K+-ATPaseآنزيم  1bαميزان بيان ژن زير واحد  -4جدول

  ‰18آب  ‰12آب  ‰6آب آب شيرين گونه ماهي
54/4±23/0 ماهي هيبريدتريپلوئيد  bc06/0±69/3  a12/0±91/4  c15/0±36/4  ab 
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سي از بافتها مشابه روش كار بافت شنا :ونوهيستوشيميايم
منظور مطالعات ايمونوهيستوشيمي ه برش گيري شد ولي ب

 )Poly-L-Lysine( نهيزيلا -الوي لامهاي پلي ر برشها بر
لامها سپس توسط گزيلن پارافين زدايي شده . قرار گرفتند

) 100و  95، 90و سپس توسط سري افزايشي الكل اتانول 
 PBS )Phosphateپس از آن در محلول . ري شدندگي آب

Buffer Saline( سپس  هدقيقه شستشو داده شد 5 به مدت
و  PBS+ NaCl+ Tween20دقيقه در محلول  20 به مدت

قرار داده  PBS+ Regilerدقيقه در محلول  20 به مدتنيز  
دقيقه در محلول  3 به مدتدو مرتبه هر بار پس سشده و 

PBS سپس محلول آنتي كور . دندشستشو داده شI 
)IgGα5 ( رقيق شده با محلولPBS+Regiler )10  برابر

 I  +500ميكروليتر آنتي كور  500 به صورت) رقيق شده
) برابر رقيق شده PBS+Regiler )10ميكروليتر محلول 

لامها . يدميكروليتر اضافه گرد 100لام، هر لام  10براي 
 37در دماي  ساعت 2 به مدتسپس در محفظه مرطوب 

س از آن لامها دو پ. درجه سانتي گراد نگهداري شدند
شستشو  PBSدقيقه توسط محلول  5 به مدتمرتبه هر بار 
) I )FITCپس از آن توسط محلول آنتي كور . داده شدند

) برابر رقيق شده PBS+Regiler )10رقيق شده با محلول 
 ميكروليتر II  +993ميكرو ليتر آنتي كور  7 به صورت

لام،  10، براي )برابر رقيق شده PBS+Regiler )10محلول 
 1 به مدتلامها سپس . يكروليتر اضافه شدم 100هر لام ه ب

درجه سانتي گراد و در محفظه مرطوب  37ساعت در دماي
در نهايت پس از شستشوي لامها در . نگهداري شدند

لامها  ،دقيقه 5 به مدتدو مرتبه و هر بار  PBSمحلول 
مونتاژ شده و ) Mount Aqueous )Sigma بچس توسط

مورد مطالعه  Leicaتوسط ميكروسكوپ نوري فلورسنت 
ه سري از لامها كه ب است كه يك ذكره لازم ب. قرار گرفتند

 جاي آنتي كور اول،ه نوان لامهاي شاهد انتخاب شدند بع
اضافه گرديد  PBS+Regilerبرابر رقيق شده 10محلول 

)32، 29(.  
  
  
  
  
  
  
  
  

 تصوير بافت شناسي از بافت آبشش ماهيان هيبريد تريپلوئيد - 1 كلش

B :400نمايي بزرگ (يك فيلامنت شامل تعداد زيادي تيغه هاي ريز آبششي كه به دو طرف آن چسبيده است رتصويA   :1000تصويري با بزرگ نمايي 
 : ،  مويرگ: Cگلبول قرمز، : RBC : اختصارات.تصوير نشان داده شده انداز يك لاملاي آبششي، سلولهاي كلرايد، سنگفرشي، پيلار، خوني و مويرگ در 

P ،سلول پيلارCC : ،سلول كلرايد:E  ،بافت پوششي:F  ،فيلامنتL  :لاملا(  
  

عدد  6تعداد  :نمونه برداري جهت مطالعات مولكولي
براي انجام ) عدد ماهي از هر تكرار2(ماهي از هر تيمار 

بيومتري شدند و پس از خون  آزمايشات مولكولي ابتدا
پس از . گيري از ماهيها، از آبشش آنها نمونه برداري شد

) كل آبشش(نمونه برداري، نمونه هاي بافت آبشش آنها 
سرعت در ازت مايع ه ب RNAجهت جلوگيري از تجزيه 

ي كل موجود در نمونه ها با استفاده از  RNA .فيكس شد
پس از بررسي استخراج شده و  )Qiagene( كيت كياژن

B

mµ80 

L 

A
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ژل ي استخراج شده با استفاده از  RNA كمي و كيفي
تيمار شده و  DNaseاسپكتروفتومتري، توسط   UVآگارز و

جهت . مورد استفاده قرار گرفتند cDNAجهت ساخت 
ه ب PCR . از كيت سيناژن استفاده گرديد cDNA ساخت

 .)35( انجام شد Semi Quantitative)(صورت نيمه كمي 
عنوان كنترل داخلي انتخاب ه ب  EF1αحقيق، ژندر اين ت

-+Na+-Kژن آنزيم   1bαژن مورد بررسي، زير واحد . شدند

ATPase باشد كه توالي  ميmRNA ي اين ژن در ماهي
 ncbiدر سايت اينترنتي  O.mykiss قزل آلاي رنگين كمان

  .)1جدول( )43( ثبت گرديده است

ه از نرم افزار داده ها با استفاد: تجزيه و تحليل آماري
مقايسه و تحليل آماري   )Spss ver. 11/5 (سنجش آماري 

. ابتدا داده ها مورد سنجش تست نرماليتي قرار گرفت. شد
 One Wayوسيله آزمون ه سپس داده هاي نرمال ب

ANOVA  و زير واحد هاي  درصد 95در سطح اطمينان
در مورد داده . مربوطه مورد ارزيابي و سنجش قرار گرفت

بررسي  Kruskalvalisاي غير نرمال داده ها ابتدا توسط ه
سپس  ،فاوت معني دار انجام گرفتوجود يا عدم وجود ت

 Mann whitny Uظور شناسايي اين تفاوت از آزمون منه ب
سپس آزمونهاي مربوط به چهار تيمار بيان . استفاده گرديد

مورد بررسي و تجزيه و  ANOVAژن از طريق آزمون 
  .ي قرار گرفتتحليل آمار

  جينتا
به ماهيان مورد مطالعه  :نرخ بقاي ماهيان مورد مطالعه

روز با آب شيرين محيط آزمايش سازگار شدند و  14 مدت
طي اين مدت هيچ گونه تلفاتي در آنها مشاهده نشد، اما 

 23ميزان ه فته نگهداري در آب شور تلفاتي بطي يك ه
در  18مار درصد درتي 40و  در هزار 12درصد در تيمار

عمدتاً در  ‰18و  12ماهيان تيمارهاي  .مشاهده شد هزار
كف تانك بي حركت مي ماندند و علائم حياتي بسيار 

و تنها با خارج كردن آنها از تانك حركت  هضعيفي داشت

مختصري نشان مي دادند، و گاهي در آنها حركات 
  .ديده شدنيز چرخشي شديد 

يج سنجش نتا :ولاليته پلاسماي خونسنجش اسم
يد ؤنتايج مذكور م .آورده شده است 2اسمولاليته در جدول

ميلي اسمول در  340تا  12افزايش ميزان اسمولاليتي آب از 
تمام اسمولاليته پلاسماي ماهيان در  همچنين ليتر بود

با يكديگر اختلاف معني داري   سطوح مورد آزمايش 
   .نشان دادند

  

نتايج  : شيميمطالعات بافت شناسي و ايمونوهيستو
 هر طولي برش مطالعات بافت شناسي نشان داد كه در

 دو همچنين و خوني رگهاي شامل مركزي محور يك رشته،

 زيادي تعداد). A1شكل(مي شود  لاملا مشاهده رديف

در  .مشاهده مي شوند رگها داخل در خوني سلولهاي
قسمت داخلي كمان آبششي خار آبششي قرار گرفته است 

رشته هاي آبششي توسط بافت پوششي  .باشند كه كوتاه مي
، پوشانده شده اند كه بافت پوششي متشكل از سلولهاي 
سنگ فرشي ، سلولهاي پيلار و سلولهاي كلرايد مي باشد 

سلولهاي سنگ فرشي بيشترين تعداد سلول را  .)B1شكل (
در بافت پوششي به خود اختصاص مي دهند، سلولهاي 

 روش ز هم جدا مي كند درپيلار كانالهاي خوني را ا

 با اتصال به آنزيم  IgGα5 بادي آنتي ايمونوهيستوشيمي،

Na+-K+-ATPase  و به واسطه داشتن خاصيت فلئورسانس
موجب گرديد تا سلولهاي كلرايد مورد مطالعه به سهولت 

به ويژه سلولهاي خوني كه به (مشاهده و از سلولهاي ديگر 
، A3شكلهاي (ردند تفكيك گ) رنگ زرد مشاهده مي شوند

B3(.  در اين تحقيق سلولهاي كلرايد در روي لاملا و
سلولهاي . همچنين در منطقه بين و پايه لاملا مشاهده شدند

كلرايد اغلب به صورت چند تايي در پايه لاملا و معمولاً 
شكلهاي ( به صورت منفرد بر روي لاملا مشاهده شدند

A2 ،B2،C 2 ،D2 .(هيستوشيمي در نتايج مطالعات ايمونو
  .آورده شده است 3جدول 
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 -رنگ آميزي با هماتوكسيلين( بافت آبشش هيبريد تريپلوئيد ماهي آزاد درياي خزر و قزل آلاي رنگين كمان در سطوح مختلف شوري  -2شكل
در  12، آب)B( در هزار 6، آب)A(ر گرفته در آب شيرين بافت آبشش هيبريد تريپلوئيد ماهي آزاد درياي خزر و قزل آلاي رنگين كمان قرا). ائوزين

  لاملا:  Lفيلامنت، : F سلول كلرايد، : CCسلول پيلار، : P مويرگ، : Cگلبول قرمز، : RBC : اختصارات)  D( در هزار 18، آب)C( هزار
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  تصوير ايمونوهيستوشيمي ازآبشش ماهي هيبريد تريپلوئيد - 3شكل
تصوير ايمونوهيستوشيمي :  Bشكل .400يمونوهيستوشيمي از آبشش ماهي هيبريد تريپلوئيد قرار گرفته در آب شيرين، بزرگ نمايي تصوير ا: Aشكل 

  .فيلامنت:  Fگلبولهاي قرمز، : RBCسلولهاي كلرايد، : CC   .‰18از آبشش ماهي هيبريد تريپلوئيد قرار گرفته در آب 
  

C
C

cc 

c

C

C

F 

   

L

L 

A B 

C D

P 
40µm 40µm 

40µm 

40µ

F

40µm 

CC RBC 

40µm 

CC شکلA  Bشکل 

F 
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-+Na+-Kآنزيم  1bαبررسي تغييرات بيان ژن زير واحد 

ATPase: 1 برآورد ميزان نسبي بيان ژن زير واحدbα آنزيم 
Na+-K+-ATPase )NKA( )نسبت به بيان ژن EF-1α (

 كه بيشترين ميزان ميانگين سطوحداد  نشان) 4 شكل(
mRNA آنزيمي NKA  وجود  در هزار 12در ماهيان تيمار
به آب نسبت  در هزار 12مار يان تيان ژن ماهيالبته ب. داشت

ماهيان تيمار . )P>0/05( دار نداشت يش معنين افزايريش
با عدم تفاوت معني داري نسبت به تيمار شاهد  در هزار 18

قرار  NKA در رتبه سوم از نظر ميزان نسبي بيان ژن
 NKA آنزيم 1bα  بررسي نسبي بيان ژن زير واحد. داشتند

شيرين در مقايسه با ماهيان تيمار آب  در هزار 6در تيمار 
و  در هزار 6بين ماهيان تيمار  يكه تفاوت آمار نشان داد

 معني دار بود درصد 95آب شيرين در سطح اطمينان 
)P<0/05) (4 جدول.(  

  بحث
تريپلوييدي در  ءالقا :تحمل شوري گونه هاي مورد مطالعه

واسطه ايجاد تغييرات كروموزومي و همچنين ه ماهيان ب
اره اي تغييرات تغييرات سلولي منجر به بروز پ

عملكرد ماهيان تريپلوييد در مقابله . فيزيولوژيكي مي گردد
عنوان ه ب. با تغييرات محيطي متفاوت گزارش گرديده است

مثال اظهار مي شود كه مرگ و مير ماهيان تريپلوئيد در 
شرايط زير حد نرمال مانند كاهش اكسيژن يا دماي بالا 

 Taylorديگر  از سوي .)41 ،23، 9( افزايش مي يابد
اظهار مي نمايند كه مقاومت ماهيان قزل ) 2007(وهمكاران 

آلاي تريپلوييد در انتقال به آب دريا در مقايسه با ماهيان 
در خصوص انتقال گونه  .)49( ديپلوييد يكسان بوده است

هيچ تلفاتي مشاهده نشد اما در در هزار  6مذكور به آب 
درصد  40و  23يب بترت در هزار 18و  12انتقال به آب 

در مورد عدم مقاومت ، مي توان . داشتوجود تلفات 
لحاظ ه هيبريد توليد شده باظهار نمود كه احتمالا ماهيان 

فيزيولوژيكي مقاومت خوبي در سازگاري به شوري نداشته 

، اين تريپلوئيدي در گونه مذكور ءالقاواسطه ه همچنين بو 
  .باشدشده مت عدم مقاو گرديده و منجر بهعامل تشديد 

-+Na+-Kآنزيم  1bαبررسي تغييرات بيان ژن زير واحد 

ATPase:  مطالعاتMadsen  1995و همكاران در سال 
بر روي قزل آلاي قهوه اي نشان داد كه سطوح ايزوفرمهاي 

آبشش در اثر  Na+-K+-ATPase ژن  , αزير واحد 
در تحقيقي كه  .)33( انتقال به شوري دچار تغيير مي شود

بر روي چندين ) 2005 ،و همكاران Mackie(ط توس
خانواده از آزاد ماهيان انجام شد مشاهده گرديد كه ميزان 

آبششي در تيمار شوري  1bα Na+-K+-ATPaseبيان ژن 
بيش از تيمار آب شيرين بوده است و اين روند افزايشي 

بيشتر  .)35( روز دوره آزمايش مشاهده شده است 30طي 
سازگاري آزادماهيان آنادروم به آب رد مطالعاتي كه در مو

-+Na+-Kيك افزايش در فعاليت  ،شور بحث كرده اند

ATPase  كه  )37 ،15، 14(آبششي را گزارش كردند
  . نشان دهنده سازگاري موفقيت آميز آنها مي باشد

همكاران بيان كردند در ماهي و  Richard ،2003در سال 
در  28 ه آب با شوريقزل آلاي رنگين كمان در اثر انتقال ب

 ميآنز 1b αافزايش درزير واحدروزه  30ك دوره ي يط هزار
 Na+-K+-ATPase  د اما يگردنسبت به آب شيرين مشاهده

روز اول پس از انتقال  5در  در هزار 40انتقال به شوري 
در  .)43( بر روي بيان اين زير واحد نداشت يتأثيرهيچ 

 م يآنز 1bα واحد زير هيبريدها مشاهده شد كه بيان ژن

Na+-K+-ATPase  آبششي روند منظمي را طي نكرده، و
بيشترين ميزان بيان ژن زير  در هزار 12آب ماريت ماهيان
 6كه در تيمار  در حالي. را از خود نشان دادند 1bα واحد

علي رغم افزايش ميزان شوري يك روند كاهشي  در هزار
احتمال . شود مشاهده مي 1bαدر ميزان بيان ژن  زير واحد 

با توجه به نيازشان در  در هزار 6مي رود ماهيان تيمار 
 1bαروزهاي قبل از نمونه برداري ميزان توليد زير واحد 

خود را افزايش داده و اقدام به توليد آنزيم مربوطه كرده اند 
مي تواند  ‰6درصد ماهيان هيبريد تيمار  100و بقاي 
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و  Bystrianskyر مطالعه ييد كننده اين امر باشد چنانچه دأت
روز پس از  1 در Archtic char، ماهيان )2006(همكاران 

روز پس  2انتقال به شوري، ماهيان قزل آلاي رنگين كمان 
روز پس از انتقال به  4از انتقال به شوري و آزاد اطلس 

در .  )7 ( را افزايش دادند 1bαشوري ميزان بيان ايزوفرم 
با  شت كهروند نرخ افزايشي دا نيز اين در هزار 12 تيمار

 در هزار 12در تيمار  يدرصد 23 مشاهده تلفات توجه به
با . نظر مي رسيده ين افزايش اندكي دور از انتظار باشايد 

از ماهياني بود  در اين تحقيقتوجه به اينكه نمونه برداري 
كه تا پايان دوره زنده مانده بودند و تمام ماهيان باقي مانده 

نظر مي ه وضعيت ظاهري خوبي داشتند ب در هزار 12ر تيما
ماهيهاي باقيمانده توانسته بودند اين كه اين بخش از رسد 

توانايي را در خود ايجاد كرده و با اين شوري خود را 
مشابه  1bαافزايش مشاهده شده در زير واحد  .سازگار كنند

  αبا ساير مطالعات است كه در آن سطوح زير واحد  
Na+-K+-ATPase  در شوري افزايش يافته است و در ماهي

نيز  )34 ،53( و در قزل آلاي قهوه اي )10 ،48( آزاد اطلس
  .مشاهده شده است

  

    
  
  
  
  
  
  
  
  
  

نيمه كمي نمونه هاي تيمارهاي مختلف شوري در هيبريد تريپلوئيد ماهي آزاد درياي خزر نر و قزل آلاي   PCRباندهاي حاصل از واكنش  - 4شكل 
باندهاي  قطعه ): B. (در تيمارهاي مختلف شوري آب Na+-K+-ATPaseژن آنزيم   α1bباندهاي قطعه تكثير شده از زير واحد )(A .ن كمان مادهرنگي

  EF1αتكثير شده از ژن كنترل داخلي 
  

انتظار مي رفت با افزايش شوري بيان  در هزار 18 در تيمار
يابد  آبششي افزايش 1bα Na+-K+-ATPase ژن زير واحد

در درصد تلفات  40با وجود  در اين تحقيقسوي ديگر  از
نمونه هاي باقي مانده از  بقيه، در هزار 18هيبريدهاي تيمار 

نظر مي رسيدند، بنابراين مي ه نظر ظاهري كاملاً بيمار ب
عدم را توان يكي از اين عوامل عدم سازگاري با آب شور 

ت در از سوي ديگر تغييرا دانستافزايش بيان ژن 
مورفولوژي آبشش در طول انتقال به آب شور ممكن است 

. قرار دهد تأثيررا تحت  Na+-K+-ATPaseالگوي بيان ژن 
آبشش ماهي متشكل از سلولهاي مختلفي است مانند 
سلولهاي سنگفرشي و سلولهاي غني از ميتوكندري 

، كه اخيراً دو گروه مشخص از سلولهاي )سلولهاي كلرايد(
و شواهد مشخصي  )17، 16 ،18(ي شده اند كلرايد شناساي

وجود دارد كه اين گروه سلولهاي كلرايد ممكن است در 
نقل و انتقال يون نقشهاي متفاوتي داشته باشند و تغييراتي 
همچون ازدياد سلولها در طول انتقال به شوري عامل 

ي رنگينهيبريد تريپلوئيد قزل آلا
كمان و ماهي آزاد درياي 

 ژن كنترل داخلي زير واحد(خزر
EF1α(

B  هيبريد تريپلوئيد
ژن   α1bزير واحد(

  آنزيم
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در  .)7 (باشد  Na+-K+-ATPaseتغييرات بيان ژن 
ل ن در بررسي مقاومت قزو همكارا  Taylor 2007سال

سطوح ه ب ميآلاهاي تريپلوئيد و ديپلوئيد در انتقال مستق
قزل آلاي ان يماهشوري به اين نتيجه دست يافتند كه 

با آب شور  ندرنگين كمان صرف نظر از پلوئيدي آن قادر
آنها اثر پلي . دنطي يك هفته سازگار شو) در هزار 35(

و پاسخهاي ايمني در پلوئيدي را بر تنظيم اسمزي، استرس 
قزل آلاي بدون مهاجرت در طول سازگاري به آب شور 

آنها قزل آلاي ديپلوئيد و . مورد آزمايش قرار دادند
و بالعكس به  در هزار 35مستقيماً به آب شور را تريپلوئيد 

 5مير كمتر از  ميزان مرگ و. آب شيرين منتقل كردند
پلاسما و  افزايش معني دار در اسمولاليته. بود درصد
  .)51(آبشش مشاهده شد  Na+-K+-ATPase  فعاليت

سلولهاي كلرايد در بافت  و تعداد بررسي پراكنش
 كور ياستفاده از آنت :مختلف يمارهايتآبششي ماهيان 

IgGα آنزيم يابي مكان جهت Na+-K+-ATPase  و در واقع
 سخت بسياري از آبزيان از جمله  در ديكلرا يسلولها

 سالمون ، )28(گوپيماهي  ، ) 39، 29، 28، 27( پوستان

 ،)55 ( كمان رنگين قزل آلاي ،)25 ( ماهي خامه) 27(  چام
به عنوان روشي موفق گزارش شده  )44، 39( دريايي باس

 نيز د يبريان هيماه آبشش يرو حاضر تحقيق نتايج. است 

  Na+-K+-ATPaseميباآنز بادي آنتي اين كه داد نشان
 به قادر و كرده توليد اي ملاحظه قابل يمونوفلوئورسانسا

 حضور محل يعبارت به و آنزيم حضور محل شناسايي

   .باشد مي يونوسيت يسلولها

مورد مطالعه هم بر روي  گونهدر  مونوفلورسنتيا سلولهاي
. بين و پايه لاملا پراكنش داشتند لاملا و هم در منطقه

ي بررسي روي ماهيان مختلف بيانگر آن است كه سلولها
كلرايد معمولاً روي لبه آوران رشته ها و در ناحيه قاعده 
لاملا فراوان ترند و روي بافت پوششي لاملا يافت نمي 

و همكاران نشان دادند  Witters،1996در سال . )12( شوند
 به طور كلرايد سلولهاي كمان، رنگين آلاي قزل ماهي كه در

 در .)57( اند گرفته قرار آبششي لاملاي بين ناحيه در كلي

 هالين يوري ماهي در و شيرين آب استنوهالين  نماهيا

 يونوسيت سلولهاي حضورن يريش آب به شده داده سازگار

در  .)45، 55( است شده گزارش نيز آبششي هاي تيغه روي
در  ييد لاملايكلرا يان وجود سلولهاياز ماه ياريبس

 اما )31، 30(مزمن گزارش شده است  يمواجهه با استرسها
 يد در تماميكلرا يسلولها مشاهدهدر مطالعه حاضر 

ن يا يونيم يبه نقش تنظ يآبشش يغه هايت يرو مارهايت
  .كند يك اشاره ميتوپراسميپو و هايه يطهايدر محسلولها 

محيط آب شيرين و د در يكلرا يش تعداد سلولهايافزا
 يماه باشد كه ين علت ميبه ا در هزار 18همچنين آب 

بنا بر اين نيازش به  گرفته،اسمتيك فاصله محيط ايزو از 
تنظيم اسمزي افزايش مي يابد و سلولهاي كلرايد خود را 

در    و همكاران Varsamose افزايش مي دهند، در مطالعه
مشاهده شد كه انتقال باس دريايي به آب  2002سال 

شيرين يا به آب با شوري دو برابر آب دريا با افزايش 
چنين افزايشي در . يد همراه بوده استتعداد سلولهاي كلرا

بسياري از گونه هاي يوري هالين از آب شيرين به آب 
تعداد سلولهاي كلرايد بين  .)55(شور رخ داده است

 در هزار 18و  6لاملايي نيز بيشترين تعداد را در تيمار 
ن مشاهده شد يريمار آب شين تعداد در تيكمتر نشان داد و

سلولهاي كلرايد بين لاملايي در اين امر است كه  ؤيدم و
 قياس با لاملايي در محيط آب شيرين نقش كمتري دارند

علي رغم اينكه بيشترين تعداد  در هزار 18در تيمار . )54(
سلولهاي كلرايد لاملايي را دارند و همچنين سلولهاي 
كلرايد از مساحت سطح مقطعي بالايي برخوردارند اما 

با توجه به اينكه لاملاها . داردنيز وجود مرگ ومير در آنها 
مكانهايي براي تبادل اكسيژن و دي اكسيدكربن مي باشند، 
ازدياد سلولهاي كلرايد لاملايي ، منجر به كاهش نقش لاملا 

در  براي تنفس مي شود و اين امر مشابه حالتي است كه
مشاهده شده در قزل آلاي رنگين كمان  باس دريايي و

يكديگر وابسته ه نتقال يون و گاز بدر واقع ا. )6 ،40(است 
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ازدياد سلولهاي كلرايد لاملايي ، مسير هاي ارتباطي . اند
خون و آب را ضخيم تر مي كند از اين رو اثر منفي بر 

مبحث قابل توجه . )42( روي انتقال گاز هاي تنفسي دارد
در شوري بالا علي رغم  د هايبريه ديگر اين است كه شايد

دازه سلولهاي كلرايد، ميزان آنزيمشان كم افزايش تعداد و ان
 نتايج. باشد و باعث كاهش توانايي تنظيم اسمزي آنها شود

 يماه يور بر 1998در سال  Fujioو Shikano تحقيق 
 به ماهي اين سازگاري دوره در كه نشان داده است يگوپ

سلولهاي  اندازه و تعداد تنها نه شيرين، آب و دريا آب
 براي زين ماهي آبشش درآنزيم  حضور نميزا يونوسيت بلكه

 .)49( است ضروري  Na+K+-ATPase يوني تنظيم عملكرد
ان ژن يمطالعه بطريق از هر حال تكميل مطالعه حاضر ه ب

بررسي بدشكليهاي احتمالي ن يو همچن NKCCم يآنز
ل عدم يدلاماهيان ، مطالعه فراساختار طريق از  آنهاآبشش 

را بهتر قابل بالا يهايشوراري به سازگن گونه در يا ييتوانا
   .نمايد يم قضاوت

توانايي  ماهيان هيبريدمي توان اظهار نمود كه مجموع در 
را نداشته چرا كه  لازم در مقابله با شوري و سازگاري با آن

 18و هم در شوري  در هزار 12اين ماهيان هم در شوري 
اما با توجه به . تلفات قابل توجهي داشتند در هزار

تحقيقاتي كه در زمينه توانايي رشد بيشتر اين ماهيان نسبت 
, درافشان(عمل آمده است ه به ماهي آزاد درياي خزر ب

در صورتي كه توليد انبوه آنها مد نظر قرار گيرد , )1385
بهتر است در آب شيرين پرورش داده شوند و يا بر روي 

 به آب شوراز آب شيرين انتقال تدريجي يا پله اي آنها 
 .)1(عمل آيده مطالعات تكميلي ب

لات يو ش يولوژيشگاه بياز آزما: تشكر و قدرداني
ن يو همچن ت مدرسييي، دانشگاه تربايدانشكده علوم در

ت يدانشگاه ترب و يدانشكده پزشك يوتكنولوژيشگاه بيآزما
د يشه آزاد ير ماهيثمركز تكمديريت و پرسنل از  ،مدرس

ار خانم دكتر رجب زاده ن از سركيو همچن باهنر كلاردشت
 يخاطر كمكهاه ب ينادر ان ويپرمهندس ان يآقا نيهمچن و
  .گردد يم يتشكر وقدردان ار سودمندشانيبس

  منابع
دستكاريهاي كروموزومي ماهي آزاد درياي . 1385، .درافشان، س- 1

آلاي رنگين  و قزل Salmo trutta caspius خزر
. F1 نسلجهت پرورش   Oncorhynchus mykissكمان

 .دانشگاه تربيت مدرس. رساله دكتري شيلات

گزارش ساليانه انستيتو تحقيقات بين . 1377، .، بهمني، م.كاظمي، ر- 2
 .بخش فيزيولوژي و بيوشيمي. المللي ماهيان خاوياري

انتشارات موزه طبيعت و حيات . ماهيان آبهاي داخلي ايران، .1378- 3
  ص 378 ،.ا. عبدلي، ع .وحش ايران

4- Bartley, D.M., Rana, K., A.J. Immink., 2001. 
The use of inter-specific hybrids in aquaculture 
and fisheries. Rev. Fish Biol. Fisher. 10: 325-
337. 

5- Beyenbach, K. B., 2004. Kidneys sans 
glumeruli. AJP -Renal, 286: 81- 827.  

6- Bindon, S. D., Gilmour, K. M., Fenwick, J. C., 
Perry, S. F., 1994. The effect of brancial 
chloride cell proliferation on respiratory 
function in the rainbow trout Oncorhynchus 
mykiss. J. Exp. Biol. 197: 47-63. 

7- Bystriansky, J. S., Richards, J. G., Schulte, P. 
M., Ballantyne, J. S., 2006. Reciprocal 
expression of gill Na+-K+-ATPase α subunit 
isoforms α1a and α1b during seawater acclimation 

of three salmonid fishes that vary in their 
salinity tolerance. J. Exp. Biol. 209: 1848-1858. 

8- Chow, D. C., Forte, J. G., 1995. Functional 
significance of the b-subunit for heterodimeric 
P-type ATPase. J. Exp. Biol. 198: 1–17 

9- Cotter, D., O’Donovon, V., O’Maoileidigh, N., 
Rogan, G., Roche, N., Wilkins, N. P., 2000. An 
evaluation of the use of triploid Atlantic salmon 
(Salmo salar) in minimizing the impact of 
escaped farmed salmon on wild populations. 
Aquaculture, 186- 61–75. 

10- D’Cotta, H., Valotaire, C., Le Gac, F. and 
Prunet, P., 2000. Synthesis of gill Na+-K+-
ATPase in Atlantic salmon smolts- differences 
in mRNA and protein levels. Am. J. Physiol. 
278- 101-110. 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1390 ،1، شماره 24جلد                                                                                مجله زيست شناسي ايران                                         

140 

 

11- Dendrinos, P., Thorpe, J.P., 1985. Effects of 
reduced salinity on growth and body 
composition in the European bass Dicentrarchus 
labrax L. Aquaculture. 49, 333–358. 

12- Evans, D. H., Piermarini, P. M. Choe, K. P., 
2005. The Multifunctional Fish Dominant Gill- 
Site of Gas Exchange, Osmoregulation, Acid-
Base Regulation and Excretion of Nitrogenous 
Waste. Physiol. Rev., 85- 97-177. 

13- Ewart, H. S., Klip, A., 1995. Hormonal 
regulation of the Na+,K+-ATPase- mechanisms 
underlying rapid and sustained changes in pump 
activity. Am. J. Physiol. 269- 295–311. 

14- Finstad, B., Fleming, I. A., Mckinley, R. S., 
2002. Sea water tolerance and gene expression 
in two strains of Atlantic Salmon smolts. Can. J. 
Fish. Aquat. Sci. 59- 125–135. 

15- Folmar, L. C., Dickhoff, W. W., 1979. Plasma 
thyroxin and gill Na+-K+-ATPase changes 
during seawater acclimation of Coho salmon, 
oncorhynchus kisutch. Comp. Biochem. Physiol. 
63A, 329-332. 

16- Galvez, F., Reid, S. D., Hawkings, G., Goss, G. 
G., 2002. Isolation and characterization of 
mitochondria-rich cell types from the gill of 
freshwater rainbow trout. Am. J. Physiol. 282- 
658-668. 

17- Goss, G., Perry, S. Laurent, P. 1995. Ultra 
structural and morphometric studies on ion and 
acid- base transport processes in freshwater fish. 
in- Wood and Shuttleworth, eds. Cellular and 
molecular approaches to fish ions regulation. 
Academic Press, 257-284.  

18- Goss, G. G., Adamia, S., Galvaz, F., 2001. 
Peanut lectin binds to a subpopulation of 
mitochondria-rich cells in the rainbow trout gill 
epithelium. Am,. J. Physiol. 281- 1718-1725. 

19- Gray, A. K., Evans, M. A., G. H. Thorgaard., 
1993. Viability and development of diploid and 
triploid salmonid hybrids. Aquaculture 112- 
125-142. 

20- Gaumet, F., Boeuf, G., Severe, A., Le Roux, A., 
Mayer-Gostan, N., 1995. Effects of salinity on 
the ionic balance and growth of juvenile turbot. 
J. Fish Biol. 47- 865–876. 

21- Guner, Y., Ozdem, O., Cagirang, H., Altunk, 
M., Kizak, V., 2005. Effects of salinity on the 
osmoregulatory functions of the gills in Nile 
Tilapia (Oreochromis niloticus). Turk. J. Vet. 
Anim. Sci. 29- 1259-1266. 

22- Horisberger, J. D., Lemas, V., Kraehenbuhl, J. 
P., Rossier, B. C., 1991. Structure-function 
relationship of Na+K+-ATPase. Ann. Rev. 
Physiol. 53- 565–584. 

23- Hyndman, C. A., Kieffer, J. D., Benfey, T. J., 
2003. Physiology and survival of triploid brook 
trout following exhaustive exercise in warm 
water. Aquaculture, 221, 629–643. 

24- Jaunin, P., Jaisser, F., Beggah, A.T., Takyasu, 
K., Mangeat, P., Rossier,. C., Horisberger, J. D. 
Geering, K., 1993. Role of the transmembrane 
and extracytoplasmic domain of β subunits in 
subunit assembly, intracellular transport and 
functional expression of Na+,K+-pumps. J. Cell. 
Biol. 123- 1751–1759. 

25- Karnaky, K. J., Kinter, L. B., Kinter, W.B., 
Stirling, C. E., 1976. Teleost chloride cell. II. 
Autoradiographic localization of gill Na+,K+-
ATPase in Killfish Fundulus heteroclitus. J. 
Cell. Biol. 70- 157-177 

26- Katoh, F., Kaneko, T., 2003. Short-term 
transformation and long-term replacement of 
branchial chloride cells in killifish transferred 
from seawater to freshwater, revealed by 
morphofunctional observations and a newly 
established ‘time-differential double fluorescent 
staining’ technique. J. Exp. Biol 206- 4113–
4123.  

27- Khodabandeh, S., Kutnik, M., Aujoulat, F., 
Charmatier, G., CharmantierDauky, M., 2005a. 
Ontogeny of the antennal glands in the crayfish 
Astacus leptodactylus (Crustacea, Decapoda). 
lmmunolocalization of Na+K+-ATPase. Cell. 
Tissue. Res. 319- 153-16.  

28- Khodabandeh, S., Charmantier, G., Blasco, c., 
Grousset, E., CharmantierDauky, M., 2005b. 
Ontogeny of the antennal glands in the cray fish 
Astacus leptodactylus (Crustacea. Decapoda)- 
Anatomical and cell differentiation. Cell Tissue 
Res, 319- 153-165.  

29- Khodabandeh, S. 2006. Na+,K+-ATPase in the 
gut of the Zygoptera lschnura elegans and 
Anisoptcra Libel/lila Lydia larvae (Odonata)- 
activity and immunocytochemical localization. 
J. Zoot. Studies. 45- 53-63.  

30- Kuwaye, T. T., Okimoto, D. K., Shimoda, S. K., 
Howerton, R. D., Lin, H. R., Pang, P. K.T., 
Grau, E. G., 1993. Effect of 17α-
methyltestosterone on the growth of the 
euryhaline tilapia, Oreochromis mossambicus, 
in fresh water and sea water. Aquaculture. 113, 
137–152. 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1390 ،1، شماره 24جلد                                                                                مجله زيست شناسي ايران                                         

141 

 

31- Laurent, P., Perry, S. F., 1991- Environmental 
effects on fish gill morphology. Physiol. Zool. 
64- 4-25 

32- Lignot, J. H., Charmantier-Daures, M., 
Charmantier, G., 2001. Immunolocalization of 
Na+,K+-ATPase in the organs of the branchial 
cavity of the European Lobster fJomarus 
gammarus (Crustacea,  

33- Madsen, S. S., Jensen, M. K., Nohr, J., 
Kristiansen, K., 1995. Expression of Na+-K+-
ATPase in the brown trout Salmo trutta- in vivo 
modulation by hormones and seawater. Am. J. 
Physiol.269- 1339- 1345. 

34- Marshall, W. S., 2002. Na+, Cl-, Ca2+ and Zn2+ 
transport by fish gills- retrospective review and 
prospective synthesis. J. Exp. Zool. 293- 264 – 
283 

35- Mackie, P., Wright, P. A., Globe, B. D., 
Ballantyne, J. S., 2005. Osmoregulation and 
gene expression of Na+-K+-ATPase in families 
of Atlantic salmon (Salmo salar) smolts. Can.J. 
Fish. Aqua. Sci. 62- 2661-2672. 

36- McKay, L.R., Gjerde, B., 1985. The effect of 
salinity on growth of rainbow trout. 
Aquaculture. 49- 325–331. 

37- McCormick, S. D., Saunders, R. L., 1987. 
Preparatory physiological adaptations for marine 
life in salmonids- Osmoregulation, growth and 
metabolism. Am. Fish. Soc. Symp. 1- 211–229. 

38 - Mortoja, R., Mortoja-Pierson, M., 1967. 
Initiation aux techniques de I histologe animale. 
Masson et Cie, Paris, 345.  

38- Nebel, C., NegreSadargues, G., Blasco, C., 
Chamantier, G., 2005. Morphofunctional 
ontogeny of the urinary system of the European 
sea bass Dicentrarchus labrax. Anat Embryol., 
209- 193-206 

39- Nenel, C., Romestand, B., Negro-Sadargues, G., 
Grousset, E., Aujoulat , F., Bacal, J., 
Bonhomme, F., Charmantier, G., 2005. 
Sifferential fresh water adaptation in juvenile 
sea-bass Dicentrachus labrax- involvement of 
gills and urinary system. J. Exp. Biol. 208- 
3859-3871. 

40- Ojolick, E. J., Cusack, R., Benfey, T. J., Kerr, S. 
R., 1995. Survival and growth of all-female 
diploid and triploid rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss) reared at chronic high 
temperature. Aquaculture, 131, 177–187. 

41- Perry, S. F., 1998. The chloride cell- structure 
and function in the gills of freshwater fishes. 
Annu. Rev. Physiol. 59, 325–347. 

42- Richards, J. G., Semple, J. W., Bystriansky, J. 
S., Schulte, P. M., 2003. Na+/K+-ATPase 
alphaisoform switching in gills of rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss) during salinity transfer. 
J. Exp. Biol. 206, 4475- 4486. 

43- Roche, H., Chaar, K., Pe´re`s, G., 1989. The 
effect of a gradual decrease in salinity on the 
significant constituents of tissue in the sea bass 
Dicentrarchus labrax Pisces. Comp. Biochem. 
Physiol. 93A, 785–789. 

44- Sakamoto, T., Uchida, K., Yokota, S., 2001. 
Regulation of the iontransporting mitochondrion 
rich cell during adaptation of teleost fishes to 
different salinities. Zool. Sci. 18- 1163–1174. 

45- Scheerer, P.D., G.H. Thorgaard., 1983. 
Increased survival in salmonid hybrids by 
induced triploidy. Can. J. Fish. Aquatic Sci. 40- 
2040-2044. 

46- Sedgwick, S.D., 1995. Trout farming handbook. 
Oxford, Fishing News Books/Blackwell 
Science, 164 p. 6th ed. 

47- Singer, T. D., Raptis, S., Sathiyaa, R., Nichols, 
J. W., Playle, R. C., Vijayan, M. M., 2006. 
Tissue-specific modulation of glucocorticoid 
receptor expression in response to salinity 
acclimation in rainbow trout. Com. Bioche. . 
Physiol. Part B, 146- 271–278.   

48- Shikano, T. and Fujio, Y., 1998a. 
Immunolocalization of Na+/K+-ATPase and  
morphological changes in two types of chloride 
cells in the gill epithelium during seawater and 
freshwater adaptation in a euryhaline teleost, 
Poecilia reticulata.J. Exp. Zool. 281- 80 -89. 

49- Shikano,T., Fujio, Y., 1998b. Relationships of 
salinity tolerance to immunolocalization of 
Na+,K+-ATPase in the gill epithelium during 
seawater and freshwater adaptation of the 
guppy, Poecilia reticulate. Zool. Sci. 15- 35-41 

50- Taylor, J. F., Needham, M. P., North, B. P., 
Morgan, A., Thompson, K., Migaud, H., 2007. 
The influence of ploidy on saltwater adaptation, 
acute stress response and immune function 
following seawater transfer in non-smolting 
rainbow trout, General. Comp. Endocrin. 152- 
314–325. 

51- Teskerezic, E., Teskerezic, Z., Tomec, M., 
Modrusan, Z., 1989. A comparison of growth 
performance of rainbow trout Salmo 
gairdneri.in fresh and brackish water in 
Yugoslavia. Aquaculture. 77-1–10. 

52- Tipsmark, C. K., Madsen, S. S., Seidelin, M., 
Christensen, A. S., Cutler, C. P., Cramb, G., 
2002. Dynamics of Na+,K+,2CI- cotransporter 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 1390 ،1، شماره 24جلد                                                                                مجله زيست شناسي ايران                                         

142 

 

and Na+,K+-ATPase expression in the branchial 
epithelium of brown trout  and Atlantic salmon 
(Salmo salar). J. Exp Zool , 293- 106-118. 

53- Uchida, K., Kaneko, T., Yamauchi, K., Hirano, 
T., 1996. Morphometrical analysis of chloride 
cell activity in the gill filaments and lamellae 
and changes in Na+,K+-ATPase activity during 
seawater adaptation in chum salmon fry. J Exp, 
Zool. 276- 193-200.  

54- Varsamos, S., Diaz,,T. P., Charmantier, G., Flik, 
G., Blasco, C., Connes, R., 2002. Branchial 

chloride cells in sea bass (Dicentrarchus labrax) 
adapted to fresh water, seawater, and doubly 
concentrated seawater. J. Exp. Zool , 293- 12-
26.  

55- Wendelaar Bonga, S. E., 1997. The stress 
response in fish. Physiol.Rev. 77 - 591–625. 

56- Witters, H., Berckmans, P., Vangenechten, C., 
1996. Immunolocalization of Na+-K+-ATPase in 
the gill epithelium of rainbow trout, 
Onchorhynchus mykiss. Cell Tissue RES. 283- 
461-468. 
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(Oncorhynchus mykiss♀ × Salmo trutta caspius )♂  In Direct 

Transferring to Different Salinity Level 
Rahimi Kh.1, Kalbassi M.R.1, Khodabandeh S.2, Frozandeh M.3 and Soltankarimi S.1 

1 Fisheries Dept., Faculty of Marine Sciences, Tarbiat Modares University, Noor,  I.R. of IRAN 
2 Marine  Biology Dept., Faculty of Marine Sciences, Tarbiat Modares University, Noor, I.R. of IRAN 

3 Biotechnology Dept., Faculty of Medicine, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of IRAN 

Abstract 

Adaptation of triploid hybrid fish (Oncorhynchus mykiss ♀ × Salmo trutta caspius )♂  
studied in direct transportation to 6,12 and 18 ppt (salinity according to Caspian sea 
salinity). Osmolality of blood plasma, distribution and number of chloride cells as well 
as gene expression of Na+-K+-ATPase α1b subunit has studied by osmometry, histology, 
imunohistochemistry and gene expression methods. 10 days after transition to different  
salinity levels no mortality was seen in 6 ppt, but in 12 ppt and 18 ppt survival rat was 
77% and 60% respectively After fish transferring Chloride cell distribution pattern did 
not change and Chloride cells were distributed on filaments, between lamella and on 
lamella in all treatments. In histology studies some morphological changes such as 
lamella connection has seen. Immunohistochemistry studies showed that maximum 
number of lamellar and inter lamellar chloride cell are in 18 ppt. changes of Na+-K+-
ATPase α1b subunit gene expression didn’t show regular trend. According to results 
seems that triploid hybrid fish don’t have necessary ability for salinity tolerance.  

Keywords: gene expression, imunohistochemistry, hybridizing, chloride cell, Salmo 
trutta caspius 

  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir

