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	مقایسه تجمع فلزات سنگین مس، روی و کادمیوم و بررسی تغییرات متالوتیونین به‌عنوان نشانگر زیستی آلودگی در بافت آبشش خرچنگ شبح (Ocypode saratan) در دو بازه زمانی پیش مانسون (اردیبهشت) و پس مانسون (آبان) در جنگل‌های حرای خلیج چابهار و گواتر در سال 1398 انجام شد. نتایج نشان داد که در هر دو بازه زمانی الگوی تجمع فلزات در بافت آبشش خرچنگ شبح به‌صورت روی>مس>کادمیوم است. میانگین غلظت فلزات مس، روی، کادمیوم در فصل پیش مانسون و پس مانسون در ایستگاه چابهار به ترتیب 83/3 ± 6/173، 1/3±43/186، 008/0±095/0 و 15/4±7/156، 8/2±13/175، 003/0±026/0 و در ایستگاه گواتر میانگین غلظت فلزات مس، روی، کادمیوم در پیش مانسون و پس مانسون به ترتیب 4/6±03/237، 8/1±8/231، 003 /0±048/0 و 34/6±9/205، 13/2±2/253، 015/0±037/0 میکروگرم بر گرم وزن خشک به دست آمد. میانگین میزان متالوتیونین در فصل پیش مانسون و پس مانسون در ایستگاه چابهار به ترتیب 01/0±02/2 و 06/0±1/0 و در ایستگاه گواتر نیز به ترتیب 02/0±2 و 02/0±12/0 میکروگرم بر گرم وزن تر بدست آمد.  بررسی میزان متالوتیونین نشان داد که در فصل پیش مانسون بالاتر از پس مانسون بود. در مقایسه میزان متالوتیونین  بین دو ایستگاه چابهار و گواتر اختلاف معنی‌داری بدست نیامد (05/0<P). اما در هر دو ایستگاه به‌صورت جدا بین دو فصل پیش مانسون و پس مانسون نشان‌دهنده وجود اختلاف آماری معنی‌داری بود (05/0>P). بررسی همبستگی متالوتیونین با فلزات نشان داد که هیچ‌گونه همبستگی بین متالوتیونین با فلزات مورد مطالعه وجود ندارد. بنابراین، طبق مشاهدات تغییرات غلظت متالوتیونین در این گونه متاثر از فلزات سنگین نبوده و میتواند ناشی از تغییرات شرایط محیطی فصول باشد.
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مقدمه
اکوسیستم‌های مانگرو تقریباً 75٪ از خطوط ساحلی جهان را که بین 30 درجه شمالی تا 30 درجه جنوبی قرار دارند، پوشش می‌دهند. مانگروها جزء اکوسیستم‌های جزر و مدی در مناطق گرمسیری، نیمه گرمسیری و معتدل جهان هستند که در خطوط ساحلی رشد می‌کنند [1]. پراکنش مانگرو در ایران از شرقی‌ترین بخش دریای عمان در کشور، در خلیج گواتر شروع می‌شود و با حرکت به غرب خلیج‌فارس و زیادشدن عرض جغرافیایی در رویشگاه نایبند در استان بوشهر پایان می‌یابد. دریای عمان پهنه‌ آبی است که خلیج‌فارس را از طریق تنگه هرمز به دریای عرب متصل می‌کند. دارای اهمیت ترانزیتی بالایی است و بندر چابهار مهم‌ترین بندر اقیانوسی ایران در قسمت شمالی این دریا واقع‌شده است. دریای عمان دارای یکی از مهم‌ترین اکوسیستم‌های آبی جهان ازنظر تنوع زیستی و منابع شیلاتی، منابع نفتی مهم است. در سال‌های اخیر به علت افزایش جمعیت شهرها، گسترش صنایع و افزایش تردد کشتی‌ها، لنج‌های قدیمی، قایق‌های صیادی، سوخت‌گیری و تعمیرات آن‌ها در اسکله‌ها باعث بروز آلودگی‌های زیست‌محیطی در نقاط مختلف دریای عمان شده است [2]. اکوسیستم‌های حرا در معرض انواع آلاینده‌ها و عوامل انسانی هستند. رواناب‌های پساب، پساب‌های صنعتی، فعالیت‌های جوی و دریایی از عوامل عمده در این زمینه هستند. فلزات سنگین مانند مس، روی، منگنز، کادمیوم، کروم، سرب و جیوه به‌ویژه در این اکوسیستم‌ها مهم هستند [3، 4 و 5]. این دریا به علت مجاورت با اقیانوس هند تحت تأثیر بادهای موسمی این اقیانوس قرار دارد که عامل مهمی در تغییرات میزان آلاینده‌ها بخصوص فلزات سنگین در آب‌ها، رسوبات و آبزیان آن دارد. همچنین، در تابستان که اوج مانسون تابستانه است قایق‎ها و لنج‎های صیادی در اسکله‎ها جهت تعمیرات توقف داشته که این امر به‌مرور زمان موجب آلودگی‎های شدید توسط فلزات سنگین می‎شود [6]. خلیج چابهار به عنوان بزرگ‌ترین خلیج در دریای عمان بوده دارای ساختار امگایی شکلی  بوده که چرخش آب در آن محدود است و به همین دلیل دارای اهمیت ویژه‎ از نظر زیست‌محیطی است. خرچنگ‌ها نقش مهمی در اکوسیستم‌های ساحلی از قبیل جنگل‌های حرا ایفا می‌کنند. این موجودات تأثیر زیادی ازنظر اکولوژیکی بر ساختار و کارکرد جنگل‌های حرا دارند و با پخش کردن جوانه و فروبردن آن در خاک، به رشد این درختان کمک می‌کنند [7]. یکی از روش‌های پایش فلزات استفاده از نشانگرهای زیستی است. جانداران هنگامی‌که در معرض تنش یون‌های فلزی قرار می‌گیرند مکانیسم‌های دفاعی متفاوتی برای حفاظت خود در برابر اثرات منفی این یون‌ها و ترکیباتشان دارند. نشانگر زیستیها به چندین دسته طبقه‌بندی می‌شوند شامل سیتوکروم P450، استیل کولین استراز، پایداری غشا لیزوزومی، افزایش پروکسی زوم، القا ویتلوژنین، آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی مانند کاتالاز (CAT)، گلوتاتیون-ترانسفراز (GST) و گلوتاتیون ردوکتاز (GR) و سنتز متالوتیونین است که می‌توانند هم به‌عنوان منعکس‌کننده معرض آلاینده‌ بودن باشند و هم اثرات سمیت در موجود را نشان [8]. هدف پژوهش حاضر بررسی تجمع فلزات سنگین (روی، مس و کادمیوم) و متالوتیونین در بافت آبشش خرچنگ شبح، در دو منطقه جنگل‌های حرای گواتر و چابهار بین دو فصل پیش مانسون و پس مانسون، بررسی ارتباط بین غلظت فلزات بافت آبشش و غلظت نشانگر زیستی متالوتیونین می‌باشد.
مواد و روش‌ها
به‌منظور مطالعه تغییرات غلظت فلزات سنگین و میزان متالوتیونین خرچنگ شبح در فصل پیش مانسون (اردیبهشت سال 98 و پس مانسون (آبان سال 98) نمونه‌برداری از جنگل‌های حرای خلیج گواتر و خلیج چابهار در امتداد سواحل جزر و مدی دریای عمان انجام شد (شکل 1). 
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شکل 1. موقعیت جغرافیایی مناطق موردمطالعه

برای نمونه‌گیری از خرچنگ شبح گودال‌هایی به عمق 50 الی 100 سانتی‌متر حفر و نمونه‌های خرچنگ جمع‌آوری شدند. از هر ایستگاه 30 نمونه خرچنگ در پیش مانسون و 30 نمونه بعد از مانسون به‌صورت دستی و تصادفی جمع‌آوری شد. سپس، تمام نمونه‌ها به صورت زنده به آزمایشگاه دانشگاه دریانوردی و علوم دریایی چابهار منتقل شدند. ابتدا جهت زدودن آلودگی سطحی با استفاده از آب دیونیزه کاملاً شستشو داده شدند. پس از گذشت زمان کافی برای خروج آب اضافه تمامی نمونه‌ها کدگذاری و سپس بیومتری آن‌ها انجام شد. طول کل(کاراپاس) نمونه‌ها توسط کولیس با دقت 01/0 میلی‌متر و وزن کل آن‌ها با استفاده از ترازوی دیجیتال با دقت 1/0 گرم اندازه‌گیری شد و در نهایت برای جداسازی بافت آبشش، خرچنگ‎ها تشریح و تا زمان انجام آزمایش، نمونه‌های بافت در دمای 20- درجه سانتی‌گراد جهت اندازه‌گیری غلظت فلزات سنگین و دمای 80- درجه سانتی‎گراد جهت سنجش میزان آنزیم‌ها قرار داده شدند [9].
سنجش فلزات 
بخشی از نمونه‌های بافت آبشش(10نمونه از هر منطقه) توسط آون در دمای 65 درجه‌ سانتی‌گراد، تا رسیدن به وزن ثابت خشک شدند.  سپس با هاون چینی نمونه‌های خشک شده پودر و عمل هضم شیمیایی توسط 6 میلی‌لیتر اسید نیتریک غلیظ، به ازای یک گرم پودر از هر بافت انجام شد [10]. پس از صرف زمان حداقل 3 ساعت، جهت انجام عمل هضم مقدماتی در دمای اتاق، برای هضم کامل نمونه‌ها از پلیت داغ در دمای 140 درجه سانتی‌گراد به مدت 5 ساعت استفاده شد. پس از اتمام عمل هضم، نمونه‌ها در معرض گرما قرار گرفت و قبل از این‌که به‌طور کامل خشک شوند از روی پلیت داغ برداشته شدند. نمونه‌ها با اسید نیتریک رقیق شدند، سپس توسط کاغذ صافی واتمن 42 میکرون صاف گردیده و پس از انتقال به بالن‌های حجم‌سنجی 25 میلی‌لیتری با آب مقطر به حجم رسانده شد [11]. جهت اندازه‌گیری فلزات در نمونه‌های حاصل از هضم شیمیایی توسط دستگاه طیف‌سنج جذب اتمی مدل Varian AA200 ساخت استرالیا استفاده شد که سیستم شعله آن برای اندازه‌گیری مس و روی و سیستم کوره گرافیتی برای اندازه‌گیری کادمیوم به‌کاربرده شد. لازم به ذکر است که تمامی محلول‌های استاندارد مصرفی بسته به نوع فلز مورد آنالیز، از استاندارد مادر (Merck) آلمان با غلظت 1000 قسمت در میلیون تهیه  شدند.
سنجش متالوتیونین
اندازه‌گیری میزان متالوتیونین بر اساس روش تغییر یافته اسپکتروفتومتری Viarengo و همکاران 1999 انجام شد [12]. طبق پروتکل، به نمونه‌های سخت‌پوستان هموژن شده با نسبت ثابت یک گرم بافت،3 میلی‌لیتر بافری که شامل ساکاروز 5/0 مولار، 20 میلی مول اسیدکلریدریک تریس (6/8 (pH= 006/0 میلی مول لئوپپتین (سیگما)، 5/0 میلی مول PMSF (سیگما) به‌عنوان عوامل جلوگیری کننده از تجزیه پروتئین و بتا مرکاپتواتانول (سیگما) 01/0 به‌عنوان یک عامل احیاء کننده اضافه شد. محلول هموژن شده در دور g30000 برای 20 دقیقه به سانتریوفیوژ یخچال دار منتقل شد. در این مرحله سانتریفیوژ محلولی با دو فاز تشکیل شد که مایع بالایی حاوی پروتئین متالوتیونین است. به ازای 1 میلی‌لیتر مایع حاوی پروتئین متالوتیونین در هر لوله 05/1 میلی‌لیتر اتانول سرد (20- درجه) و 80 میکرولیتر کلروفرم اضافه شد. نمونه‌ها برای 10 دقیقه در دمای 4-0 درجه سانتی‎گراد در دور g6000 سانتریفیوژ شدند. رسوب باقی‌مانده حاوی پروتئین متالوتیونین با بافر هموژن کننده شامل اتانول 87 درصد و کلروفرم 1 درصد، شسته شدند که این امر سبب خارج ساختن تیول‌های سولفید می‌شود، سپس مجدداً سانتریوفیوژ شدند [13]. به رسوب مقدار 150 میکرولیتر محلول 25/0 مولار کلرید سدیم و 150 میکرولیتر از محلول یک نرمال اسیدکلریدریک- 4 میلی مول EDTA اضافه شد. قبل از آنالیز با دستگاه، 43/0 میلی مول از DTNB را در بافر فسفات 2/0 مول 8pH  و کلرید سدیم 2 مول حل گردید و به نمونه‌ها اضافه شد، محلولها در دمای اتاق و در محل تاریک نگهداری شدند. در مرحله پایانی نمونه‌ها در دمای اتاق برای مدت 5 دقیقه در دور 3000 سانتریوفیوژ شدند و سپس توسط دستگاه اسپکتروفتومتری مدل 2100– UVدر طول‌موج 412 نانومتر سنجیده شدند.  برای تعیین غلظت متالوتیونین از منحنی استاندارد و مرجع گلوتاتیون (GSH) استفاده می‌شود. محلول مادر را به‌صورت 1 میلی‌گرم بر میلی‌لیتر در کلرید سدیم 25/0 نرمال آماده کرده و حداقل 3 استاندارد مرجع 20، 40، 80 میکرولیتر و یک شاهد از آن تهیه شد. به هرکدام از استاندارها و لوله شاهد مقادیر مختلفی از کلرید سدیم 25/0 نرمال و EDTA، محلول DTNB اضافه شد. در محاسبه نهایی میزان متالوتیونین با فرض 30 درصد سیستئین صورت گرفت [14].

نتايج
نتایج حاصل از زیست‌سنجی طول و عرض کاراپاس و وزن کل نمونه‌های خرچنگ شبح ایستگاه‌های مورد مطالعه در دو فصل پیش مانسون و پس مانسون در جدول1 ارائه شده است. طبق نتایج به‌دست‌آمده بیشترین طول، عرض و وزن نمونه‌ها در فصل پس مانسون برای خرچنگ‌های ایستگاه گواتر ثبت شد.

جدول 1. میانگین (±انحراف معیار) فاکتورهای زیست سنجی شده خرچنگ شبح در مناطق نمونه برداری در دو فصل پیش مانسون و پس مانسون
	
	حرای چابهار
	حرای گواتر

	
	پیش مانسون
	پس مانسون
	پیش مانسون
	پس مانسون

	طول کاراپاس (cm)
	2/0±34/1
	42/0±55/2
	9/0±52/3
	17/0±25/5

	عرض کاراپاس(cm) 
	15/0±12/1
	41/0±32/2
	76/0±14/3
	17/0±5

	وزن(g) 
	4/0±86/2
	80/3±7
	5/14±56/19
	54/6±81/51



بررسی تجمع زیستی فلزات سنگین در بافت‌ آبشش خرچنگ شبح، جنگل‌های حرای چابهار
طبق نتایج به دست آمده مشخص شد غلظت فلز روی در هر دو فصل پیش مانسون و پس مانسون در بافت آبشش ایستگاه چابهار بالاتر از دو فلز دیگر بود و کمترین میزان نیز برای فلز کادمیوم ثبت شد (شکل ۲). همچنین، مشخص شد که غلظت هر سه فلز در فصل پیش مانسون بالاتر از پس مانسون است. آزمون t-test نشان داد که هر کدام از فلزات سنگین روی، مس و کادمیوم در بافت آبشش خرچنگ شبح ایستگاه چابهار بین دو فصل پیش مانسون و پس مانسون با یکدیگر دارای اختلاف آماری معنی داری بودند (05/0P<).

شکل۲. مقایسه میانگین غلظت فلزات سنگین مس، روی و کادمیوم در بافت آبشش خرچنگ شبح در دو فصل پیش مانسون و پس مانسون در جنگلهای حرای چابهار.حروف ناهمسان نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار است. میله خطا نشان دهنده انحراف معیار است.

بررسی تجمع زیستی فلزات سنگین در بافت‌ آبشش خرچنگ شبح، جنگل‌های حرای گواتر
نتایج حاصل از میزان تجمع زیستی فلزات در بافت آبشش خرچنگ شبح در دو فصل پیش مانسون و پس مانسون در جنگل‌های حرای گواتر در شکل۳ نشان داده شده است. طبق بررسی‌های انجام شده غلظت فلز روی در فصل پیش مانسون پایین تر از فصل پس مانسون بود. اما غلظت دو فلز مس و کادمیوم در فصل پیش مانسون بالاتر از پس مانسون بود. همچنین، در هر دو فصل بیشترین میزان برای فلز روی و کمترین میزان برای فلز کادمیوم گزارش شد. بررسی آزمون t-test نشان داد که دو فلز روی و مس در بافت آبشش خرچنگ شبح ایستگاه گواتر بین دو فصل پیش مانسون و پس مانسون با یکدیگر دارای اختلاف آماری معنی داری بودند (05/0P<). اما، فلز کادمیوم بین این دو فصل با یکدیگر فاقد اختلاف آماری معنی دار بودند (05/0P>).

شکل3. مقایسه میانگین غلظت فلزات سنگین مس، روی و کادمیوم در بافت آبشش خرچنگ شبح در دو فصل پیش مانسون و پس مانسون در جنگلهای حرای گواتر.حروف ناهمسان نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار است. میله خطا نشان دهنده انحراف معیار است.

بررسی میزان متالوتیونین در دو ایستگاه چابهار و گواتر
نتایج اندازه‌گیری میزان متالوتیونین خرچنگ شبح در دو ایستگاه چابهار و گواتر بین دو فصل پیشمانسون و پس مانسون در شکل ۴ ارائه شده است. بررسی‎های حاصل نشان داد که در هر دو ایستگاه میزان متالوتیونین در فصل پیش مانسون بالاتر از پس مانسون است. نتایج آزمون t-test نشان داد که میزان متالوتیونین بین دو فصل پیش مانسون و پس مانسون در جنگل‌های حرای چابهار دارای اختلاف آماری معنی‌دار بود (05/0P<). بررسی آزمون t-test برای متالوتیونین در جنگل‎های حرای گواتر بین دو فصل پیش مانسون و پس مانسون نشان دهنده وجود اختلاف آماری معنی دار بود (05/0P<).

شکل ۴.  مقایسه میانگین غلظت متالوتیونین در دو فصل پیش مانسون و پس مانسون در خرچنگ شبح جنگل‌های حرای چابهار  و گواتر. حروف ناهمسان نشان دهنده وجود تفاوت معنی داری است. میله خطا نشان دهنده انحراف معیار است.
[bookmark: _Hlk59806456]
مقایسه فلزات بافت‌ آبشش خرچنگ شبح، بین دو ایستگاه گواتر و چابهار در پیش و پس مانسون
بر اساس جدول 3، مقایسه آماری تجمع فلز روی بین ایستگاه چابهار و گواتر در هر کدام از فصول پیش مانسون و پس مانسون نشان دهنده وجود اختلاف معنی‌داری می‌باشد (05/0P<) . نتایج آزمون برای بررسی تجمع زیستی فلز مس بین دو ایستگاه چابهار و گواتر در هر دو فصل نشان دهنده وجود اختلاف آماری معنی‌دار بود (05/0P<). بررسی اختلاف آماری غلظت فلز کادمیوم بین دو ایستگاه گواتر و چابهار در فصل پیش مانسون نشان دهنده وجود اختلاف آماری معنی‌داری (05/0P<) و در فصل پس مانسون نشان دهنده عدم اختلاف آماری معنی‌دار بین دو ایستگاه بود (05/0P>). 

جدول2. مقایسه میانگین (انحراف±معیار) غلظت فلزات بین فصول پیش و پس مانسون و بین جنگل‌های حرای گواتر و چابهار در خرچنگ شبح (میکروگرم بر گرم وزن خشک)

	
	روی(Zn)
	مس(Cu)
	کادمیوم(Cd)

	
	چابهار
	گواتر
	چابهار
	گواتر
	چابهار
	گواتر

	پیش مانسون
	b1/3±43/186
	a8/1±8/231
	b 83/3±6/173
	 a4/6±03/237
	b 008 /0±095/0
	a 003 /0±048/0

	پس مانسون
	b 8/2±13/175
	a 13/2±2/253
	b 15/4±7/156
	a 34/6±9/205
	a 003/0±026/0
	a 015 /0±037/0



مقایسه میزان متالوتیونین خرچنگ شبح، بین دو ایستگاه گواتر و چابهار در پیش و پس مانسون
نتایج آزمون t-test برای میزان متالوتیونین بین دو ایستگاه چابهار و گواتر در هر کدام از دو فصل پیش مانسون و پس مانسمون نشان دهنده عدم وجود اختلاف آماری معنی‌دار بود (05/0P>) (جدول 4).


جدول 4.  مقایسه میانگین (انحراف±معیار) غلظت متالوتیونین در خرچنگ شبح جنگل‌های حرای گواتر و چابهار در پیش و پس مانسون (میکروگرم بر گرم وزن خشک)
	
	متالوتیونین

	
	چابهار
	گواتر

	پیش مانسون
	a 01/0±02/2
	a 02/0±2 

	پس مانسون
	a 06/0±1/0 
	a 02/0±12/0



همبستگی میان غلظت فلزات سنگین با میزان متالوتیونین
 طبق آزمون پیرسون همبستگی بین داده‌ها بررسی شد و داده‌هایی که ضریب همبستگی آن‌ها بالای 7/0 بود دارای همبستگی قوی بودند (جدول 5). در این بررسی بین فلز مس و روی همبستگی قوی مثبت معنی‌دار و بین فلز کادمیوم با دو فلز مس و روی همبستگی متوسط منفی و معنی‎دار وجود داشت. اما هیچ گونه همبستگی بین متالوتیونین با فلزات مس، روی و کادمیوم وجود نداشت.

جدول 5.  همبستگی میان غلظت فلزات سنگین و متالوتیونین بافت آبشش خرچنگ شبح
	کادمیوم
	مس
	روی
	
	

	
	
	
	ضریب همبستگی
	روی

	
	
	
	معنی‌داری
	

	
	
	**783/0
	ضریب همبستگی
	مس

	
	
	00/0
	معنی‌داری
	

	
	*597/0-
	*588/0-
	ضریب همبستگی
	کادمیوم

	
	04/0
	04/0
	معنی‌داری
	

	388/0-
	377/0-
	083/0
	ضریب همبستگی
	متالوتیونین

	27/0
	22/0
	81/0
	معنی‌داری
	



بحث 
داشتن اطلاعات کافی در رابطه با تجمع فلزات سنگین در آبزیان جهت مدیریت و کنترل آن‌ها برای جلوگیری از انتقال به زنجیره غذای دریایی و سلامت انسان ضروری هستند. آبزیان فلزات سنگین را از طریق آبشش، سطح بدن و توسط رژیم غذایی در بدن خود جمع می‌کنند [15]. در مطالعه حاضر بافت آبشش خرچنگ شبح به دلیل اینکه در معرض مستقیم آلودگی‌ها قرار دارد و تمامی آلاینده‌ها را به‌صورت مستقیم از محیط اطراف و آب جذب می‌کند به‌عنوان اندام‎ هدف مورد مطالعه قرار گرفت.  این مطالعه در فصل پیش و پس مانسون در جنگل‎های حرای منطقه گواتر و چابهار صورت گرفت. جنگل‎های حرا در واقع، زیستگاه و پرورشگاه و پناهگاه آبزیان و جزء اکوسیستم‎های مهم و از نظر منابع غذایی، تنوع زیستی و وجود گونه‎های کمیاب در این مناطق دارای اهمیت زیادی هستند و جزء مناطق حساس نسبت به آلاینده‏ها و پاکسازی آن‌ها هستند [1]. از نظر زیست محیطی، یکی از عملکردهای حرا، جذب کننده آلودگی فلزات سنگین است.  مطالعه‌ زارع زاده و رضایی (1395) در رابطه با فلزات سنگین موجود در جنگل‌های حرای استان بوشهر، نشان داد که فلزات سنگین در جوامع مانگرو علاوه بر تهدید درختان حرا باعث اثرات مخربی بر جوامع زیستی آن‌ها نیز خواهد داشت. به علت وجود مقادیر بالای مواد آلی در بستر اکوسیستم‌های مانگرو و وجود میزان زیاد رس، این مناطق محل مناسبی برای جذب فلزات سنگین هستند [16].
نتایج برسی مطالعه حاضر در هر دو فصل پیش مانسون و پس مانسون نشان داد که الگوی تجمع فلزات در بافت آبشش خرچنگ شبح O. saratan به‌صورت روی>مس>کادمیوم است. همچنین، مشخص شد که غلظت فلز مس و روی در مطالعه حاضر بسیار بالاتر از فلز کادمیوم بود و علت آن نیز به دلیل این است که دو فلز مس و روی جزء فلزات ضروری برای تمامی موجودات هستند. از بین دو ایستگاه تجمع زیستی فلزات در ایستگاه گواتر بالاتر از ایستگاه چابهار به دست آمد. اما، فلز کادمیوم با تفاوت اندکی در ایستگاه چابهار بالاتر از گواتر به دست آمد. با این اطلاعات مشخص شد که آلوده‌ترین ایستگاه، ایستگاه گواتر است. همچنین، طبق نتایج به‌دست‌آمده از غلظت فلزات بین دو فصل پیش مانسون و پس مانسون، مشخص شد که غلظت تمامی فلزات بجزء برای فلز روی در ایستگاه گواتر (که غلظت آن در فصل پس مانسون بالاتر از فصل پیش مانسون می‌باشد)، در فصل پیش مانسون بالاتر از فصل پس از مانسون بود.
مطالعه صورت گرفته توسط لقمانی (1395) در رابطه با غلظت فلزات در فصول مانسون نشان داد که در منطقه مورد مطالعه افزایش تلاش صیادی در فصل پیش مانسون یکی از دلایل اصلی تجمع بیشتر فلزات در این منطقه در فصل پیش مانسون میباشد. در فصل مانسون باران‌های شدید، وزش باد، گردوغبار رخ می‌دهد [17]. این جریانات بر روی دریای عمان تأثیر زیادی گذاشته و یکی از عوامل اصلی نوسانات در غلظت فلزات است  در مطالعه پاکزاد توچایی و همکاران (2013) عنوان شده که علت افزایش غلظت فلزات در جنگل‌های مانگروی گواتر در فصل پیش مانسون به دلیل افزایش رواناب‌های رودخانه باهوکلات به این منطقه است [18]. تغییرات فصلی در فلزات سنگین در سخت‌پوستان ممکن است متغیرتر از ماهی‌های دریایی باشد [18]. مطالعه صورت گرفته توسط Liu و همکاران (2020) در بافت آبشش خرچنگ آبی ژاپنی(Portunus trituberculatus) در سواحل Zhejiang چین نشان داد که غلظت فلزات مس، روی و در مطالعه آن‌ها بسیار پایین‌تر و میزان کادمیوم با میزان این فلز در فصل پیش مانسون در ایستگار چابهار با مطالعه حاضر حدودا همخوانی داشت [19].Baki  و همکاران (2018) به بررسی تجمع زیستی فلزات سنگین در سه گونه خرچنگ (Portunus sanguinolentus, Thalamita crenata, Matula victor) در جزیره Saint Martin واقع در بنگلادش پرداختند. غلظت فلزات مس و روی مطالعه آن‌ها بسیار پایین‌تر از مطالعه حاضر اما غلظت فلز کادمیوم بیشتر  بود [20]. مقایسه مطالعه انجام شده توسط Jerome و همکاران (2017) در بافت آبشش خرچنگ Callinectes amnicola از تالاب Lagos در نیجریه نشان داد که غلظت فلزات مس و روی در مطالعه آن‌ها بسیار پایین‌تر از مطالعه حاضر بود [21] اما، غلظت فلز کادمیوم حدودا با مطالعه حاضر همخوانی داشت. همچنین غلظت فلز مس در مطالعه آن‌ها برخلاف مطالعه حاضر بیشتر از فلز روی بود. غلظت فلزات در بافت‎های مختلف موجودات آبزی با طیف وسیعی از عوامل محیطی و بیولوژیکی تغییرات فصلی همراه است [22] بافت آبشش معمولاً غلظت فلزات موجود در آب‌های اطراف را منعکس می‌کند [23] این اندام مستقیماً در تماس با آب و مواد معلق است، بنابراین می‌تواند مواد مختلفی را از محیط اطراف جذب کند. همچنین از انواع عملکردهای فیزیولوژیکی مانند تنظیم اندازه‌گیری و تبادل گاز استفاده می‌کنند. به دلیل این عملکردها، آبشش‎ها تأثیر قابل توجهی در تبادل فلزات سمی بین خرچنگ و محیط آن دارند [23]. بررسی مطالعه Bakker و همکاران (2017) که بر روی غلظت فلزات بر روی آبشش خرچنگ Limulus Polyphemus در جزیره Long بود، نشان داد که غلظت فلز مس مطالعه آن‌ها با میزان مس در فصل پیش مانسون در ایستگاه چابهار و فلز کادمیوم مطالعه حاضر همخوانی داشت [24]. غلظت فلز کادمیوم در مطالعه آن‎ها بیشتر از مطالعه حاضر بود. بااین‌وجود آن‌ها بیان داشتند که تجمع فلزات مطالعه آن‌ها در خرچنگ مورد نظر در سطح ایمن برای مصرف قرار ندارد و علت بیشتر آلودگی فلزی در این منطقه را فاضلاب‌های صنایع و فاضلاب خانگی دانستند. تجمع زیستی فلز و اثرات منفی مرتبط با آن پدیده‌های پیچیده‌ای هستند، زیرا به چندین عامل جذب، توزیع، ذخیره و دفع بستگی دارد [24]. در بین فلزات غیرضروری، کادمیوم به یکی از کانون‌های سم‌شناسی آب تبدیل شده است. منشأ بیشتر این فلز در اکوسیسستم‌های آبی توسط فعالیت‌های انسانی است که میزان زیادی از آلاینده‌های منشأ این فلز امروزه به اکوسیستم‌های حرا تخلیه می‌شود [25].Cogun  و همکاران (2017) بیان کردند ازآنجاکه کادمیوم جزء فلزات غیر ضروری است، بنابراین هیچ نقشی متابولیکی و عملکردی برای متابولیسم در سخت‌پوستان ندارند و محتوای بافتی این فلزات تنظیم نشده  در نتیجه توسط ارگانیسم تنظیم نمی‌شوند. بنابراین در مطالعه حاضر مقدار Cd در خرچنگ شبح منعکس کننده سطح محیطی این فلز است. فلزات غیرضروری هیچ نقش متابولیکی در سخت‌پوستان ندارند. به همین دلیل، حتی در مقادیر کم نیز سمی هستند.  مطالعات گسترده انجام شده نشان داد که تولید پروتئین متالوتیونین (MT) در زمان آلودگی در آبزیان باعث اتصال آن به فلزات سنگین جهت کاهش آن‌ها می‌شود. بررسی میزان متالوتیونین در مطالعه حاضر نشان داد که با تفاوت اندکی میزان آن در فصل پیش مانسون بالاتر از پس مانسون بود. اما، مقایسه میزان متالوتیونین بین دو ایستگاه تفاوت خاصی را نشان نداد و میزان این پروتئین در هر دو ایستگاه در خرچنگ شبح دارای تفاوت بسیار اندکی بود. همچنین بررسی آماری نشان دهنده عدم معنی‌داری به صورت جدا در دو فصل پیش مانسون و پس مانسون بین دو ایستگاه چابهار و گواتر با یکدیگر بود (05/0P>). برسی آماری متالوتیونین در هر دو ایستگاه به‌صورت جدا بین دو فصل پیش مانسون و پس مانسون نشان‌دهنده وجود اختلاف آماری معنی‌داری بود (05/0P<). بررسی همبستگی متالوتیونین با فلزات مورد مطالعه نیز نشان داد که این میزان متالوتیونین هیچ گونه همبستگی با فلزات مورد مطالعه ندارد. طبق مشاهدات مشخص شد که این پروتئین در زمان آلودگی برای کاهش سمیت آلاینده‌ها شروع به سنتز می‌کند و افزایش فلزات نیز باعث افزایش پروتئین متالوتیونین شده بود. بر این اساس، در مطالعه Cenov و همکاران (2018)، بیان کردند که الگوی فصلی محتوای MT به‌طورکلی متناقض بود و بین خرچنگ‌های کوچک و بزرگ گونه Nephrops norvegicus متفاوت بود، درحالی‌که تفاوت‌های مربوط به جنسیت کمتر مشخص بود [26]. علاوه بر این، Boudet و همکاران (2013) الگوهای مختلف تغییرات فصلی را برای محتوای MT در میگوی سفید Palaemonetes argentines از سایت دریایی آلوده و غیر آلوده گزارش کردند [27]. در یک مطالعه صورت گرفته قدیمی توسط Canli و Furness (1993) بر روی میگوی Nephrops norvegicus بیان کردند که فلز کادمیوم و دیگر فلزات سنگین میل ترکیبی زیادی برای اتصال به MT دارند [28]. اما در مطالعه آن‌ها بیان کردند که کادمیوم دارای همبستگی ضعیفی با متالوتیونین است که با نتیجه مطالعه حاضر در رابطه با کادمیوم مطابقت نداشت. فلزات مس و روی در صورت تجمع بیش‌ازحد، از توانایی اتصال و پتانسیل القایی بالایی به پروتئین متالوتیونین برخوردار می‌شوند [29]. مطالعه صورت گرفته توسط Yang و همکاران (2019) بیان کرد متالوتیونین موجود در خرچنگ Sinopotamon henanense دارای عملکرد سم‌زدایی مناسب برای فلز کادمیوم بود و باعث تنظیم هموستازی فلزات اساسی مانند فلز روی می‌شود [30]. Yang و همکاران (2019) بیان کردند که عناصر اساسی برای رشد و بقای ارگانیسم ضروری هستند، اگرچه غلظت بیش‌ازحد آن‌ها سمی می‌باشند [30]. آن‌ها نتیجه گرفتند که اگرچه متالوتیونین می‌تواند تحمل نسبت به مس و روی را توسط باکتری اشرشیاکولای نوترکیب را افزایش دهد. اما، تغییر غلظت مس و روی در واسطه‌ها کاهش نمی‌یابد. آن‌ها بیان کردند که متالوتیونین در فرآیندهای فیزیولوژیک سخت‌پوستان در واقع به‌عنوان پذیرنده فلز روی در نظر گرفته می‌شود. بنابراین میل ضعیف متالوتیونین خرچنگ مورد مطالعه آن‌ها به فلز روی ممکن است برای ذخیره و انتقال فلز روی مفید باشد که متالوتیونین بدون متیلاسیون فراهم می‌کند که برای فرآیند اکسیداتیو موجودات مفید است [31]. علاوه بر این، مس همچنین یک عنصر ضروری مهم برای سخت‌پوستان است زیرا در سنتز هموسیانین شرکت می‌کند و همولنف ارگان اصلی سنتز هموسیانین است [31]. بنابراین، نتیجه گرفته شد که متالوتیونین درخرچنگ S. henanense ممکن است یک ایزوفرم متالوتیونین باشد و ممکن است تنظیم تعادل مس در هموستازی را باعث شود، زیرا متابولیسم مس برای تقاضای انتقال دهنده‌های اکسیژن حاوی مس در سخت‌پوستان و پروتئین‌های Cu-thionein مهم است و در متابولیسم مس نقش مهمی دارد [32]. درواقع گزارش‌های مختلف از متاوتیونین نشان‌دهنده افزایش میزان پروتئین متالوتیونین در زمان افزایش فلزات است. مطالعه صورت گرفته توسط Cosson و همکاران (2000) دوکفه‌ای Crassostra gigas را در معرض فلزات مختلفی قرار داد آن‌ها بیان کردند که تمامی فلزات باعث افزایش معنی‌دار متالوتیونین در بافت آبشش بودند [33]. مطالعات صورت گرفته توسط Paul-Pont و همکاران در سال 2010 بر روی صدف Cerastoderma edule بیان کردند که القا فلز کادمیوم باعث سنتز پروتئین متالوتیونین می‌شود که با نتایج مطالعه حاضر مطابقت داشت [34]. اما مقایسه تحقیقات گسترده انجام شده در شرایط آزمایشگاهی با محیط طبیعی نشان داده است که بررسی همبستگی میزان پروتئین متالوتیونین با غلظت فلزات در شرایط آزمایشگاهی بیشتر از محیط طبیعی مشهود می‌باشد که علت آن را تفاوت در تحریک سنتز ایزوفرم‌های پروتئین متالوتیونین در غلظت‌های مختلف فلزات در شرایط آزمایشگاهی می‌باشد. اما در محیط طبیعی این پروتئین علاوه بر فلزات تحت تأثیر عوامل مختلف محیطی مانند شرایط فیزیکی و شیمیایی آب، فصول مختلف، میزان تغذیه آن‌ها، حضور آلاینده‌هایی مانند آفت‌کش‌ها و آنتی‌بیوتیک‌ها قرار دارد. همچنین لقمانی و همکاران (1396) بیان کردند که غلظت‌هایی که از فلزات در شرایط آزمایشگاهی به‌کاربرده می‌شود دارای مقادیر بالا و غیرمعمول نسبت به میزان آن‌ها در شرایط طبیعی است [35]. متالوتیونین‌ها پروتئین‌هایی با وزن مولکولی کم هستند که به‌عنوان مهم‌ترین عوامل دفاعی بی‌مهرگان برای بی‌حرکتی فلزات، به‌ویژه در سخت‌پوستان در نظر گرفته‌شده است [36] بر این اساس، گویا خرچنگ‌ها درست پس از چند روز از قرار گرفتن در معرض فلزات، مکانیسم‌های دفاعی خود را تولید می‌کنند که متالوتیونین بیشتری تولید می‌کند. Ladhar-Chaabouni و همکاران (2012) بیان کردند که فاکتورهای زیستی و غیرزیستی به علت ایجاد اثرات قابل توجه متفاوت در تغییرات متالوتیونین باعث ایجاد تردید در تجزیه‌وتحلیل نتایج مطالعات این پروتئین در محیط طبیعی گردد به همین علت نتایج حاصل از تغییرات متالوتیونین در یک‌گونه و یک منطقه قابل‌تعمیم با همه مناطق نیست [37]. Amiard و همکاران (2006) بیان کردند شرط اصلي براي مناسب دانستن يك نشانگر زیستی در سنجش تغییرات محيطي مناطق مختلف، داشتن ارتباط همبستگي خطي معنی‌دار مستقيم بين غلظت فلزات سنگين و نشانگر زیستی موردمطالعه در بدن موجود است [29]. 
نتیجه گیری
نتایج مطالعه نشان داد که بین میزان پروتئین متالوتیونین و غلظت فلزات در واقع هیچ گونه همبستگی وجود نداردكه ميتواند به دليل ناپايدار بودن شرايط محيطي و غالب بودن فاكتورهاي زيستي و غيرزيستي بر تأثير فلزات در القاء متالوتيونين باشد.  همچنین مشخص شد که متالوتیونین در اثر افزایش آلاینده‌ها جهت کاهش اثر ‎آن‌ها در بدن موجودات سنتز می‌شود. 
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	Study of changes in metallothionein concentration of ghost crab (Ocypode saratan) in Gwater and Chabahar mangrove forests in two periods of pre-monsoon and post-monsoon
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	The aim of this study was to compare the accumulation of heavy metals copper, zinc and cadmium and to investigate the changes of metallothionein as a biomarker of contamination in the gill tissue of the ghost crab Ocypode saratan in the two time periods before Monsoon (May) and after Monsoon (November) in mongrove forests. Chabahar and Gwater Bay was done in 2019. The results of the study showed that in both pre-Monsoon and post-Monsoon seasons the pattern of metal accumulation in the gill tissue of the ghost crab is zinc> copper> cadmium.The mean concentrations of copper, zinc and cadmium were obtained in the pre-monsoon and post-monsoon seasons at Chabahar station, 173.6 ± 3.83, 186.43 ± 3.1, 0.095 ± 0.008, respectively and 156.7±4.15 ،175.13 ± 2.8, 0.026 ±0.003 and in Gwater station the average concentrations of copper, zinc, cadmium in the two pre-Monsoon and post-Monsoon seasons were respectively 237.03 ± 6.4, 231.8 ± 1.8, 0.048 ± 0.003 and 205.9 ± 6.34, 253.2 ±  2.13, 0.037 ± 0.015 μg/g dry weight. The mean levels of metallothionein in pre-monsoon and post-monsoon season in Chabahar station were 2.02 ± 0.01 and 0.1 ± 0.06, respectively, and in goiter station were 2 ± 0.02 and 0.12 ± 0.02, respectively. Comparison of metallothionein levels between Chabahar and Gwater stations was not significant (P<0.05). But in both stations separately between the two pre-Monsoon and post-Monsoon seasons, there was a significant difference (P<0.05). Correlation between metallothionein and metals showed that there was no correlation between metallothionein and the studied metals. Therefore, according to the observations, changes in the concentration of metallothionein in this species are not affected by heavy metals and can be due to changes in the environmental conditions of the seasons.
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