
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 9911سال هشتم، شماره دوم، تابستان 
 

  مقاله پژوهشی

های کبد و آبشش بافتدر  DNAاثر ژنوتوکسیک کارباریل بر شکستگی 

 از استفاده با Aphanius kavirensis (Aphaniidae)گورماهی کویری 

 فازی منطق

 

9، سهیل ایگدری9هادی پورباقر
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 98 شهریورتاریخ پذیرش:  98 تیرتاریخ دریافت: 

 چکیده
 یندر این راستا، ا .است دهش آن سمی اثرات به نسبت نگرانی افزایش باعث کاربامات سموم بالای مصرف

 گورماهی آبشش و کبد هایبافت DNA شکستگی بر کارباریل ژنوتوکسیک سم اثر بررسی منظور به مطالعه

 هایغلظت با روز 9 آزمایش دوره طول. آمد به اجرا در آزمایشگاهی شرایط در Aphanius kavirensis کویری

 و پنجم اول، روزهای در کبد و آبشش از گیرینمونه و کارباریل بود گرم در لیتر سممیلی 5/1 و 1 ،5/0 ،0

 شتداری ندابا افزایش غلظت سم رابطه معنی DNAگرفت. نتایج نشان داد که درصد شکستگی  صورت نهم

(05/0<P .) معنی یکاهشاثر بر روی سطح آسیب  مواجههزمان  مدتاما( 05/0داری داشت>P روند تغییرات .)

نحوی که بیشترین آسیب در بافت آبشش به متفاوت بود  در طی زمان در بین دو بافت کاملا DNAدر آسیب 

 DNAداری در درصد شکستگی وز پنجم مشاهده شد و پس از آن کاهش معنیدر روز اول و در بافت کبد در ر

هایی در هر دو ساختار برای ترمیم آسیب در هر دو بافت در روز نهم مشاهده شد که نشان دهنده مکانیسم

در این گونه در اوایل قرارگیری در معرض  DNAبیشترین شکستگی در مجموع، . استوارد شده توسط سم 

 د.شواین شکستگی به مرور زمان ممکن است کمتر یا محو  نرخ کهکش مشاهده شد آفت

 شکستگی، کارباریل، ژنوتوکسیک، زمان، بازسازی. کلیدی: واژگان

 گروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج، ایران.دانشیار  -1

 ، گروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج، ایران.ارشد محیط زیستکارشناس  -2

 ، گروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج، ایران.شیلات ارشد کارشناس -3

 soheil.eagderi@ut.ac.ir نویسنده مسئول: *
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 مقدمه

سموم و مواد شیمیایی  واسطه آلودگی آب به

ت های آبی اسیکی از مشکلات امروزه اکوسیستم

Varo et al., 2008)ها در این آلایندهکه  (، چرا

، دریاچه، تالاب و دریا وارد نهایت به رودخانه

 گذارندمیتاثیر منفی بر آبزیان  و دونشمی

(Chapman et al., 1998;Hoffman et al., 

2003; Suter, 2007 کارباریل (. سم(L-

napthyl N-methylcarbamate,) (سوین ،

Carbarylهای کاربامات کش( از جمله حشره

(Carbamate است که ) منظور مقابله با به

های گیاهی، سبزیجات خانگی، حشرات و آفت

مزارع برنج و تعداد زیادی از درختان میوه 

دلیل سمیت پایین بر روی به شود و استفاده می

های اخیر کاربرد ، در سالدارانهرهمگیاهان و 

طور چشمگیری افزایش یافته است. این به آن 

های سطحی و در آب زیادیسم قابلیت نفوذ 

 ,Todd and Van Leeuwanزیرزمینی دارد )

( و همچنین قدرت تاثیر آن بر موجودات 2002

 (.Cox, 1993) استغیر هدف زیاد 

ماهیان استخوانی شاخص مناسبی برای 

 که ، چراهستندهای آبی آلودگی اکوسیستم

با  شباهت زیادیها ای بیوشمیایی آنهپاسخ

 (.Banaee et al., 2013) داردپستانداران 

، کلیه و شهای شیمیایی آبشسموم و آلاینده

کنند، بنابراین این کبد ماهیان را تحریک می

 سنجش برایتوانند یک ابزار مفید ها میبافت

ها( بر بیگانهها )زیستXenobioticتاثیرات 

 ,.Bernet et alباشند )های آبی اکوسیستم

عنوان یک شاخص به ند نتواها می(. ماهی1999

های محیطی و تخمین کیفیت مناسب آلودگی

 Dautremepuitsآب مورد استفاده قرار گیرند )

et al., 2004; Flores-Lopes and 

Thomaz, 2011با مواد  (، زیرا مستقیما

ه بصورت رواناب کشاورزی یا به شیمیایی که 

واسطه استفاده از مواد به صورت غیرمستقیم 

 ,.Ateeq et al) گیرندقرار میغذایی در ارتباط 

2002.) 

عنوان یک شاخص به  DNAشکستگی 

محیطی در ماهی و دیگر آبزیان مطالعه  آلودگی

( Mitchelmore and Chipman, 1998شده )

جلب کرده  خودبه را  پژوهشگرانو توجه زیاد 

(. وقتی که Benton et al., 2001) است

تواند سبب ترمیم نشود، می DNAشکستگی 

از بین رفتن عملکرد  مانند یهایبیماری

های تومورزا سازی ژنها، فعالپروتئین

(Oncogene Activationنقص ،) های

( Chromosomal Aberrationsکروموزومی )
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و بسیاری از نواقص دیگر که شانس بقای موجود 

 د.شو(، Kurelec, 1993دهد )را کاهش می

 Aphanius kavirensisگورماهی کویری 

زاد خانواده کپورماهیان های بومیکی از گونه

است. کپورماهیان دندانی  Aphaniidaeدندانی 

شیرین توانایی بالایی در تحمل دامنه  آب

دارند را وسیعی از شرایط شوری و درجه حرارت 

های به محیط تادهد اجازه می هاکه به آن

مختلفی از جمله آبگیرهای صحرایی و 

 Helfmanهای آب شور سازگار شوند )باتلاق

et al., 2009با هایها در محیط(. این ماهی 

 زیست توانایی دیگری هایگونه که بالا شوری

 ,.Al-Daham et al) شوندمی یافت ندارند،

به کش کارباریل (. در حال حاضر آفت1977

از بین بردن برخی  منظوربه ای صورت گسترده

آفات کشاورزی در ایران مورد استفاده قرار 

، با این (Poorbagher et al., 2016)گیرد می

ها در زمینه بررسی تاثیرات کارباریل حال مطالعه

ها در ایران ماهی ویژه های غیرهدف بهبر گونه

بسیار اندک است. گورماهی کویری یکی از 

که مطالعات کمی در زمینه  استهای مقاوم گونه

عنوان به  هاها و استفاده از آنتاثیر آلودگی

 ،رو لودگی صورت گرفته است. از اینشاخص آ

این مطالعه با هدف بررسی اثرات ژنوتوکسیک 

کش کارباریل بر روی بافت کبد و آبشش آفت

ه بگورماهی کویری و امکان استفاده از این گونه 

محیطی به اجرا  عنوان یک شاخص آلودگی

 درآمد.

 

 هاروش و مواد
 بردارینمونه

جنسی در این وجود دو شکلی با توجه به 

گورماهی برداری از ماهیان جنس نر گونه، نمونه

با حدود ( Aphanius kavirensisکویری )

 4±8/0گرم و طول  1±3/0 میانگین وزن

( 1392 متر در فصل تابستان )مردادماهسانتی

توسط تور ساچوک از چشمه علی دامغان انجام 

مطالعات بعدی در  برایماهیان صید شده  .شد

شیلات های هوادهی شده به آزمایشگاه تانک

ل منتقدانشگاه تهران  طبیعی دانشکده منابع

 یبراها پس از انتقال به آزمایشگاه، شدند. ماهی

با هوادهی  روز در مخازن 14مدت به سازگاری 

مناسب نگهداری و با استفاده از دافنی و غذای 

( تغذیه شدند. آب ، فرانسهBiomar)تجاری 

کلرزدایی شده  تازهروزانه با آب صورت به مخازن 

د. پس از پایان دوره سازگاری، شمیتعویض 

 تیمار شامل 4صورت تصادفی در به ها ماهی

گرم میلی 5/1و  1، 5/0های صفر )شاهد(، غلظت

لیتری  20های در لیتر سم کارباریل در آکواریوم

حاوی  وانهر کدام با سه تکرار توزیع شدند. هر 
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عدد ماهی بود و هوادهی در تمامی طول  10

دوره آزمایش ادامه داشت. غلظت سم در هر روز 

اساس مقادیر مورد  بردرصد  100با تعویض آب 

ها غذادهی ماهی .دشمیمجددا تنظیم نظر 

دوره نوری طی شد. مشابه دوره سازگاری انجام 

 12ساعت تاریکی و  12صورت به آزمایش 

ری گینمونه رفته شد.ساعت روشنایی در نظر گ

ها در روزهای اول، پنجم و نهم انجام شد از ماهی

ماهی از هر تیمار برداشت  3و در هر بار تعداد 

 شد.

 

 سازی بافتآماده

های کبد و آبشش هر ماهی های بافتنمونه

ها قرار داده درصد تثبیت و در تیوب 99در الکل 

 Prelysisاز میکرولیتر  100سپس  .شدند

Buffer  از آنزیممیکرولیتر  10و Ributinase 

 (Jafarian et al., 2011) دشبه هر تیوب اضافه 

 55 ساعت در درجه حرارت 3مدت به ها نمونهو 

قرار داده شدند تا بافت مورد گراد درجه سانتی

 د.شونظر به خوبی هضم 

 

 DNAاستخراج 

 100با  هنمونهر گرم از میلی 50 حدودا

میکرولیتر  5و میکرولیتر بافر پروتئاز مخلوط 

اضافه شد و سپس در حمام آب  پروتئیناز به آن

 3تا  1مدت به گراد درجه سانتی 55با دمای 

 طبق دستور DNAاستخراج  قرار گرفت. ساعت

-CinnaPure) العمل شرکت سازنده کیت

DNA ،Cat. No. PR881613 ،سیناژن ،

میکرولیتر  100طور خلاصه، به انجام شد. ایران( 

میکرولیتر از محلول لیز کننده  400از نمونه با 

ارس، پ نوژن )پدیده ترکیب و با دستگاه ورتکس

و به آن محلول رسوب دهنده شد مخلوط ایران( 

درجه  -20در دمای ها نمونهافزوده شد. سپس 

با بعد دقیقه نگهداری و  20مدت به گراد سانتی

سانتریفوژ دقیقه  3برای  rpm12000دور 

مایع رویی در ادامه د. شدن)پارس تجهیز، ایران( 

و و سپس بافر شستش به تیوب دیگر منتقل شد

سانتریفوژ در  . مجددادشها اضافه به آن

rpm12000  انجام شد، بافر دقیقه  10به مدت

 و شدتخلیه  (، ایران)کیت سیناژنشستشو 

ها در حمام آبی قرار داده شدند تا میکروتیوب

خشک شوند. به ماده خشک شده، بافر حل 

ها نهنمود و شاضافه  )کیت سیناژن، ایران(کننده 

طور کامل حل  در حمام آب قرار داده شدند تا به

سانتریفوژ با دور دقیقه  3شوند. سپس 

rpm12000 انجام شد. DNA  استخراج شده بر

درصد قرار داده شد و با استفاده  1 زروی ژل آگار

د. کمیت و کیفیت شالکتروفورز  TBEاز بافر 

DNA   استخراج شده با استفاده از دو روش

اسپکتروفتومتری و الکتروفورز افقی ژل آگارز 
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 Gelها با استفاده از سیستم شد و از ژل بررسی

Doc® عکس( برداری شدLee et al., 2012). 

( 1شکل )ها از ژلبرداری بعد از عکس

 ImageJافزار منحنی به دست آمده توسط نرم

های هر نمونه به سه قسمت تبدیل شد و داده

قانون قرار گرفت و میزان  22ماهی در یکی از 

تعیین  1تا  0شکستگی بر حسب عددی بین 

، مقدار شکستگی 100شد. با ضرب این اعداد در 

 بر حسب درصد به دست آمد.

 

 هاداده تحلیلاستخرج و 

بر  DNAاز حرکت  به دست آمده گسترش

د شروی ژل با استفاده از منطق فازی کمی 

(Poorbagher et al., 2016 برای این منظور .)

وارد و منحنی  ImageJافزار تصاویر ژل به نرم

سطح زیر  دست آمد.به ها تراکم پیکسل آن

به  Javaمنحنی با استفاده از یک ماکرو به زبان 

مساحت هر قسمت با  و تقسیم شدسه قسمت 

 ImageJافزار در نرم Wandاستفاده از ابزار 

د. هر مساحت کل زیر منحنی تقسیم شمحاسبه 

 .ها استانداردسازی شدد و بدین طریق دادهش

از هر نمونه در محاسبات  DNAمقدار اولیه 

 If-thenاگر ) -قانون اما 22تاثیری نداشت. 

Rules که هر چه  طوریبه د، ش( تعریفDNA 

شکسته شده  DNAد، مقدار شاز چاهک دورتر 

 بههای د. سپس دادهشبیشتر در نظر گرفته 

 د.شزدایی از استنتاج فازی، فازی دست آمده

 

 

آبشش  5/9و  9، 5/0، 0های ترتیب غلظت: به9-4 .تیمارها DNA از الکتروفورز به دست آمدهباندهای  :9شکل 

و  9، 5/0، 0های ترتیب غلظتبه 1-92 ؛آبشش روز پنجم 5/9و  9، 5/0، 0های ترتیب غلظتبه 5-8 ؛روز اول

 آبشش روز نهم. 5/9
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آزمون زدایی شده با استفاده های فازیداده

آزمون توکی در و پسواریانس دو طرفه تحلیل 

. این درصد بررسی شدند 95سطح اطمینان 

 انجام شد. SPSS 15افزار تحلیل با نرم

 

 نتایج

اساس نتایج، مدت زمان مواجهه با سم  بر

 DNAاثرات متفاوتی بر میزان درصد شکستگی 

های کبد و آبشش داشت. یک از بافت در هر

بافت کبد در همه  DNAمیزان شکستگی 

داری بیشتر طور معنیبه ها در روز پنجم غلظت

از روزهای اول و نهم بود. به عبارت دیگر میزان 

از روز پنجم به نهم، کاهش  DNAشکستگی 

(. همچنین 2شکل  ؛P<05/0)داری داشت معنی

از نظر مقدار  5/1میزان شکستگی در غلظت 

ای هداری با غلظتبیشتر بود ولی تفاوت معنی

 دیگر نداشت.

 

 

های مختلف سم کارباریل طی زمان در بافت کبد گورماهی غلظتدر  DNAتغییرات میزان شکستگی  :2شکل 

هر تیمار است در دار نشان دهنده وجود اختلاف معنی تروف متفاوح .خطای استاندارد( ±)میانگین  کویری

(05/0>P.)  
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غلظت سم بر روی سطح  آسیب  ،طبق نتایج

DNA  در بافت آبشش بین تیمارهای مختلف

دار نبود. بیشترین آسیب غلظت سم معنی

DNA های این بافت در روز اول در سلول

به داری مشاهده شد و پس از آن کاهش معنی

 طوریبه ترتیب در روزهای پنجم و نهم داشت، 

که کمترین آسیب مربوط به روز نهم بود )شکل 

3.) 

در بافت  DNAبیشترین میزان شکستگی 

کبد در روز پنجم و در بافت آبشش در روز اول 

نتایج همچنین نشان داد که اثر  .مشاهده شد

در بین  DNAغلظت بر روی میزان شکستگی 

عبارت به (، P<05/0د )دار نبودو بافت معنی

ها و در غلظت DNAمیزان آسیب  دیگر

های ذکر شده بین دو بافت مشابه بود زمان

 (.4)شکل 

 

 

های مختلف سم کارباریل طی زمان در بافت آبشش در غلظت DNA: تغییرات میزان شکستگی 9شکل 

دار در هر خطای استاندارد(. حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی ±)میانگین  گورماهی کویری

 (.P<05/0تیمار است )
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در دو بافت کبد و آبشش گورماهی کویری  DNA: مقایسه اثر زمان بر روی میزان شکستگی 4شکل 

 (.P>05/0دار است )وجود اختلاف معنیعدم نشان دهنده  مشابهخطای استاندارد(. حروف  ±)میانگین 

 

 بحث

نشان داد که میزان  مطالعهاگرچه نتایج این 

های مورد ها و زماندر غلظت DNAآسیب 

بررسی بین دو بافت کبد و آبشش تفاوت 

ولی مقادیر آن در بافت کبد  ،داری نداشتمعنی

از نظر مقدار بیشتر بود که این یافته مشابه نتایج 

Ahmed  طور کلی  به( است. 2013)و همکاران

 DNAمیان دو بافت در میزان شکستگی  تفاوت

ود های موجمستوان مرتبط با توانایی مکانیرا می

و های ترمیم مکانیسمها در فعال ساختن در آن

یا دفع سموم شیمیایی در نظر گرفت. همچنین 

تواند به تفاوت در ظرفیت بافت ها میاین تفاوت

 طوربه باشد، مرتبط در تجمع مواد شیمیایی 

مثال کبد مقدار زیادی از مواد شیمیایی را در 

در نتیجه در زمان مواجهه کند و میخود ذخیره 

با سموم آسیب بیشتری در بافت آن مشاهده 

( بیان 2010و همکاران ) Nwaniشود. می

بین  DNAداشتند که تفاوت در سطح آسیب 

 Channa punctatusهای ماهی سرماری بافت

ش کربوسولفان کدر مواجهه با آفت

(Carbosulfanرا می ) علت تنوع در به توان

های بافت DNAنواحی پایدار بازی که در  تعداد
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مختلف متغیر است و متفاوت بودن سطوح پایه 

علت تنوع در به ها بین انواع سلول DNAآسیب 

میزان فعالیت سیستم ترمیم برش، فعالیت 

ها مرتبط اکسیدانمتابولیک و میزان آنتی

و همکاران  Guilhermeنست. مطالعه دا

 Anguila anguila( بر روی مارماهی 2010)

فسات کش رانداپ گلیپس از مواجهه با آفت

(Roundup Glyphosate نیز نشان داد که )

تفاوت سطح آسیب ژنومی بین بافتی تحت تاثیر 

عواملی مثل گونه، نوع و غلظت سم و زمان 

دار بین معنیعلاوه عدم تفاوت به مواجهه است. 

شاید به  پژوهش حاضردو بافت مورد مطالعه در 

 هایغلظتاین دلیل باشد که اختلاف در بین 

که بتواند است قدر زیاد نبوده  مختلف سم آن

 د. شوهای متفاوت سبب ایجاد پاسخ

نتایج همچنین نشان داد که تاثیر زمان در 

های مختلف مواجهه با سموم بر روی بافت

که بیشترین آسیب در  طوریبه  متفاوت است،

بافت کبد در پنج روز پس از مواجهه و بیشترین 

آسیب در بافت آبشش یک روز پس از مواجهه با 

رسد آبشش در نظر می بهسم مشاهده شد. 

مقایسه با کبد در زمان کوتاهی پس از مواجهه، 

 کند، ولی کبدغلظت بالاتری از سم را ذخیره می

مقادیر پس از مواجهه،  تریدر مدت طولانی

کبد ، زیرا داردبالاتری از سم را در خود نگه می

عنوان جایگاه مهم برای تجمع مواد در نظر به 

(. همچنین Yilmaz, 2003شود )گرفته می

Aramphongphan و Laovitthayanggoon 

ند که بیشترین آسیب در بافت د( نشان دا2009)

ساعت مواجهه با آلاینده  99کبد، پس از 

مشاهده شد و میزان آسیب در بافت آبشش در 

 زمان کوتاهتری خود را نشان داد. 

 DNAنتایج نشان داد که میزان شکستگی 

 9در هر دو بافت کبد و آبشش پس از گذشت 

 سم کارباریل . بنابراین احتمالاروز کاهش یافت

های مورد بررسی باعث ایجاد و زمان هالظتغدر 

که آسیب  طوریبه  .شودمیهای سازگاری پاسخ

این مشاهدات که  بودناشی از سم ترمیم شده 

( روی 2005و همکاران ) Henaoمشابه نتایج 

در مواجهه ( .Oreochromis sp)تیلاپیا  ماهی

( و Cypermethrinکش سایپرمترین )با آفت

( است. همچنین در Diazinonدیازینون )

( بر 2002و همکاران ) Sharmaای که مطالعه

انجام دادند،  Mystus vittatusماهی روی گربه

ها در همه بافت DNAبیشترین میزان آسیب 

یک روز پس از مواجهه با سم مشاهد شد ولی 

میزان آسیب تا روز هفتم کاهش یافت. دو پدیده 

که  هاییلولترمیم شکستگی و از بین رفتن س

تواند ها وارد شده است، میآسیب زیادی به آن

ند شوبه مرور زمان باعث کاهش سطح آسیب 
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(Banu et al., 2001اگرچه مکانی .)م ترمیم س

DNA پستانداران مورد  ها به اندازهدر ماهی

 ولی رابطه معکوس بین ،مطالعه قرار نگرفته است

ممکن است  DNAزمان مواجهه و میزان آسیب 

هایی باشد که به خاطر مسمومیت با آلاینده

توانند در فرآیندهای آنزیمی مرتبط با ایجاد می

 Rank، اختلال ایجاد کنند )DNAآسیب در 

and Jensen, 2003.)  فعالتواند میدلیل دیگر 

های متابولیته مانند شدن ژن آنزیم

Cytochrome P450 های مختلف در بافت

آلی  هایم دفاعی را علیه آلایندهسباشد که مکانی

 (.Wong et al., 2001کند )فعال می

های مطالعه حاضر نشان داد که غلظت

مختلف سم کارباریل تاثیر شدیدی بر شکستگی 

DNA رسد در گورماهی نداشت. به نظر می

عنوان اندیکاتور سم  استفاده از این گونه به

کارباریل مناسب نباشد، زیرا مطالعه روی اثر 

 بود.  DNAزمان حاکی از ترمیم 
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Abstract  

A high rate of pesticide use has increased the concern regarding the toxic 

effects of pesticides. In this respect, the genotoxic effects of carbamate in the liver 

and the gill of Aphanius kavirensis have been investigated. The experiment was 

run for up to nine days. The specimens were exposed to 0, 0.5, 1 and 1.5 mg.L-1 

of carbamate and the gill and liver of the specimens were sampled at 1, 3 and 5 

days after the start of the experiment. The results showed that the pesticide 

concentration had no significant effect on DNA breakage (P>0.05). But, exposure 

duration had a significant effect on DNA breakage (P<0.05). There were 

dissimilar trend in DNA breakage of the gill and liver. The highest rate of DNA 

breakage in the gill was found at day 1 and in the liver at day 5. A decrease in the 

percentage of DNA breakage was found in two organs after day 9 indicating that 

there was a mechanism in both organs to recover the damaged DNA. In 

conclusion, the highest rate of DNA breakage in this species was found in initial 

stages of exposure to the pesticide and the rate of the breakage may be decreased 

or disappeared over time. 

Key words: Breakage, Carbaryl, Genotoxicity, Time, Recovery. 
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