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  آبشش بچه ماهی هاي کبد وروي بافت بررسی اثرات غلظت تحت کشنده کادمیوم بر
  )Cyprinuscarpio(کپور معمولی 

  
  4حامد کلنگی میاندره و 3، محمد هرسیج2، سهراب بوذرپور1صدیقه نمرودي*

شناسی، استادیار گروه زیست2، شناسی، دانشگاه گنبدکاووسارشد زیست دریا، گروه زیستآموخته کارشناسیدانش1
  ،گروه شیلات، دانشکده شیلات، دانشگاه گنبدکاووس استادیار3، دانشگاه گنبدکاووس

  نگرگا طبیعی منابع و ورزيکشا معلو هنشگادا ن،بزیاآ ورشپر و تکثیر وهگراستادیار 4
  10/12/1395 ؛ تاریخ پذیرش: 4/10/1395تاریخ دریافت: 

  1چکیده
 در معمولی کپور ماهیآبشش  بافت کبد و برکادمیوم تحت کشنده یون  سمیت اثر پژوهش این در  

بچه ماهی کپور معمولی در مجاورت غلظت پس از قرارگیري  .است شده بررسی آزمایشگاهی شرایط
)50 CL1/0(  کمان دوم آبشش سمت راست  از کبد و 14 و 7 و 3 و 1گیري در روزهاي نمونهکادمیوم

پس از بررسی شدت و زمان پاتولوژیک مورد بررسی قرار گرفت.  هیستو ز نظر ضایعاتا انجام شد و
 شود وهاي التهابی ایجاد میآسیبمواجهه، شود که در ساعات اولیه بروز عوارض این طور استنباط می

 برخی ازماهی کپور این توانایی را دارد که  کبد که ، مهم اینکندهاي تخریبی بروز میآسیبدر ادامه 
 ر روزکه درا کنترل کند به طورياي) ها و هیپرتروفی هسته(هایپر تروفی هپاتوسیتهاي التهابی آسیب
با بیشتر شدن زمان مواجهه  هاي التهابی در آبشش، اما آسیبرسدها به حداقل میاین آسیبسوم 

آبشش  در بافت کبد واي هاي تخریبی هیچ فرایند تعدیل کنندهدر برابرآسیبشدت بیشتري پیدا کرد. 
  .یابدها افزایش میو با افزایش زمان مواجهه شدت آسیب مشاهده نشد

  

  کبد ،آبشش ،کادمیوم ،هیستو پاتولوژیک ،ماهی کپور معمولی کلیدي: هايواژه
                                                             

 asnamroodi@yahoo.com مسئول مکاتبه:* 
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  مقدمه
د و جاري شدن شونتهیه می م بالاومیزان کادمی با رویه کودهاي شیمیایی فسفره کهمصرف بی  

بیشتر شود، ها باعث ورود کادمیوم به آب میها در حوضه آبریز رودخانهپساب صنعتی کارخانه
هاي شیرین، ممکن است به سرعت جذب مواد معلق شده و در اکوسیستمهاي کادمیوم ورودي به آب

 304سالانه  گردد.می مهلکیهـــاي آبی منتشر شوند و تجمع آن در بدن موجودات زنده باعث بیماري
شود. بیشترین آلودگی از سوي همسایگان شمالی این دریا است که به تن کادمیوم وارد دریاي خزر می

بالاترین میزان صید کند (خیاط، گوهري). ها به سمت ایران پیشروي میآلودگی دلیل شیب خزر این
 >سفید >کفال >ترتیب مربوط به ماهی کپورسال مورد بررسی به 10ماهی در استان گلستان در طی 

شموشکی،  (محمدنژاد .باشددرصد از میزان کل صید می  47/0  و 54/29 ،76/33، 23/39 با میزان کلمه
رق خزر بیشتر از ماهیان دیگر صید کپور در جنوب ش استناد به این منبع میزان مصرف و) با 1392

   باشد. ها داراي اهمیت میپذیري آن در برابر آلایندهاست، بنابراین میزان آسیب
 باشندمی هاهلایندآ ايبر فهد امندا لیناو و نددار ارقر جیرخا محیط اوممد ضمعر در بششهاآ  
 امندا انعنوبه کبد. شوندمی هابششآتخریب  و سیبآ سبب هکوتا تمد در هاهلایندآ معمولاً ،ینابنابر

 سنگین اتفلز لایندگیآ تأثیر و گرفته ارقر هاهلایندآ تأثیر تحت هابافت سایر از بیش ییزداسم لمسئو
 یناشدت  و انمیز) 1999روچا و مونتیرو، ( کندمی وزبر يکبد یکژهیستوپاتولو اتتغییر رتصوبه

 سایر و دنبو هلایندآ ضمعر در نماز تمد ،ماهی گونه ،فلز غلظت و عنو به مستقیم بستگی اتتأثیر
 یکژهیستوپاتولو اتتغییر سیربر لیلد همین به) 2000همکاران،  (پاریس پالاکیوس و دارد. هارفاکتو
  . باشدمی کادمیوم بر ماهی کپور تأثیر یابیارز ايبر مطمئن و قیقد ياهشیوآبشش  و کبد

  
   هاروش و مواد
به مدت دو  تهیه و کپور ماهیبچه  قطعه 100 تعداد کردکويپرورش  تکثیر و از مرکز تحقیقاتی  

آماده یون کادمیوم  )CL 1/0(50غلظت  محلول کلرید کادمیوم با نگه داري شدند.آزمایشگاه هفته در 
کادمیوم براي بچه  50CL غلظت میزان، ها در این محلول قرار داده شدتعدادي از ماهی و شد

  .)2012همکاران،  مکاوي وباشد (می )mg/l64/4-10( رمگ 10 تا 8ماهیان با وزن کپور
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با ضربه سپس  و هوشبیگل میخک  با استفاده از ها پس از صید شدنماهیبراي تهیه نمونه بافتی،   
سمت راست هر ماهی جدا آبشش  ،دوم یکمان آبشش و پس از کالبد شکافی کبد و نددشکشته به سر

  . شددرصد فیکس  10محلول فرمالین دار حاوي  نشانمیکروتیوب  در جداگانهنمونه  هر وشد 
اتمام کار  پس از وتیمار)  4( انجام شد 14 و 1 ،3 ،7روزهاي  دربا سه تکرار گیري مونهن  

 تهیه) 2011صدیق مرواستی،  پاستی و( مقاطع بافتی بر اساس روش پارافینه هانمونه از گیري،نمونه
ها بر اساس روش هماتوکسیلین آمیزي آنمیکرون بوده و رنگپنج  هاي بافتی تهیه شدهبرش .شد

 توسطکبد  و هاي آبششبر روي بافت کادمیومگردید. بررسی اثرات تخریبی  ائوزین انجام
   میکروسکوپ نوري انجام شد.

  
  نتایج

ها باشند و هسته آندرشت و برخی نیز چند وجهی می نسبتاًهاي کبدي بیشتر کروي شکل و سلول  
هاي سینوزوئید هاي میکروسکوپیک مویرگهمچنین در بررسی باشند.یوکروماتین و کناري می عموماً

در ، نمونه بافت کبد شاهد در )Aتصویر  1 (شکل باشد.صورت فضاهاي روشن قابل مشاهده میبه
هاي بافتی زیر ها آسیباما در سایر تیمار اي مشاهده نشد.ملاحظهطول دوره پژوهش هیچ تغییر قابل 

ها، هیپر پس از یک روز مواجهه با یون کادمیوم ضایعات بافتی هیپرتروفی هپاتوسیت مشاهده شد.
صورت پراکنده مشاهده ها مشاهده شد. تجمع چربی و پر خونی نیز بهاي براي تمام سلولتروفی هسته

  )Bتصویر  .1شود. (شکل در بعضی نقاط دیده می همراه تورم ابريشد. آتروفی به 
  

  
 H - هاي خونسینوزوئید حاوي سلول S-در این تصویر. باشدبافت کبد نمونه شاهد می.  Aتصویر -1 شکل
بافت کبد پس از یک روز . Bتصویر  -ورید مرکزي V-مجراي صفرابی  B-هاي هپاتوسیت با هسته مرکزي سلول

هیپرتروفی  Nh– پر خونی  Bcتجمع چربی L-ها هیپرتروفی هپاتوسیت HH با کادمیوم در این تصویرمواجهه 
  .تورم ابري  Cl-آتروفیA -ايهسته
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 شود واي به ندرت مشاهده میهایپر تروفی هسته ها ومواجهه سه روزه هایپر تروفی هپاتوسیت در   
پرخونی بیشتر، رکود صفرا نیز  کمتر داده است،جاي خود را به واکوئل زایی سیتوپلاسمی با نسبت 

صورت پراکنده با مقدار فراوانی خیلی کم هاي نکروز وپیکنوزه شدن هسته بهشود. پدیدهمشاهده می
چربی،  ). پس از یک هفته مجاورت با یون کادمیوم شدت تجمعC تصویر 2(شکل  باشدمشهود می

 زایی سیتو پلاسمی بیشترها، واکوئلپیکنوزه شدن هسته سلولها، آتروفی، نکروز، پرخونی سینوزئید
 همین شوند،کنند و به هم متصل میهاي پیکنوزه شده کنارهم تجمع پیدا میطوري که هستهشود بهمی

  ). D تصویر 2 (شکل صورت پراکنده مشاهده شدها نیز بهطور تجمع ملانو ماکروفاژ
  

  
 7بافت کبد در مواجهه  D تصویر دهد.مواجهه سه روزه با کادمیوم را نشان میبافت کبد در  C تصویر -2 شکل

واکوئل زایی سیتو  Cvپر خونی،   Bcرکود صفرا، BSنکروز،  Nجمع چربی، ت L، دهدروزه با کادمیوم را نشان می
  .ماکروفاژهاتجمع ملانو  M ،هاسلولپیکنوزه شدن هسته  Pآتروفی، A ، هاهمجوشی هسته NFپلاسمی، 

  
بعد از گذشت دو هفته مواجهه کادمیوم، نکروز، آتروفی، پیکنوزه شدن، تجمع چربی و   

شود و این امر باعث ها نا منظم میشوند و سینوزئیدها میزایی باعث از بین رفتن هپاتوسیتواکوئل
ماهی کپور هاي التهابی که جز برخی از آسیبه) ب3 (شکل شود.هاي بیضی شکل میزایش سلول

ایش زمان مواجهه ها با افزها را دارد و فقط در روزهاي اولیه مشاهده شد، بقیه آسیبتوانایی کنترل آن
  . )1 (جدول شدت یافتند
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  ،نکروز N، تجمع چربی L دهد،روزه با کادمیوم را نشان می 14بافت کبد در مواجهه .  Eتصویر -3 شکل

Bc  ،پر خونیP ايیکنوزه شدن هستهپ،O  هاي بیضی شکل، زایش سلولM تراکم ملانوماکروفاژها.  
  

 بر  (+++)تا )–( براساس روش نیمه کمی با استفاده از امتیازات از کبدساختارهاي  غییرات بافتیت  
 )++(تغییر خفیف،  )+(تغییر،  بدون )-(تغییرمورد ارزیابی قرار گرفت. در این روش  اساس درجه

  ) 2013روي و همکاران، ( باشدتغییر شدید می )+++(تغییر متوسط و 
  

  .یون کادمیوم )50LC 1/0(اثرات هیستو پاتولوژیکی کبد ماهی کپور معمولی در غلظت  -1 جدول
  هانمونه

  هیستوپاتولوژیک تغییرات
مواجهه   شاهد

  یک روزه
مواجهه 
  سه روزه

مواجهه 
  هفت روزه

مواجهه 
  چهارده روزه

  -   -   +  +++  -   هاهیپر تروفی هپاتوسیت
  -   -   -   +++  -   هیپر تروفی هسته سلول

  ++  ++  +  +  -   آتروفی
  ++  ++  +  +  -   تجمع چربی

  ++  ++  +  +  -   ریزي (پر خونی)خون
  +  +  +  +  -   تورم ابري

  +++  ++  +  -   -   واکوئل زایی سیتو پلاسمی
  +++  ++  +  -   -   نکروزسلولی

  ++  ++  +  -   -   رکود صفرا و تراکم ملانوماکروفاژها
  +  -   -   -   -   هاي بیضی شکلسلولزایش 
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  .روزه با یون کادمیوم 14 هاي هیستوپاتولوژیک کبد ماهی در مواجههفراوانی نسبی آسیبدرصد  -4 شکل

  
روز هیچ تغییر  14طی  شود.دیده می )L( هاي آبششیتیغه و )F( هاروي هر کمان آبششی رشته رب  

). پس از Aتصویر  4 (شکل بافت آبشش ماهی کپور مشاهده نشد هاي شاهدنمونه اي درقابل ملاحظه
آنوریسم (گرزي شدن)  هاي آبششی،پرخونی رشتههاي مواجهه یک روزه با کلریدکادمیوم، پدیده

هاي آبششی قابل رویت هتیغبرخی از  با شدت کم درادم زیر اپی تلیالی و  هاي آبششیبرخی از تیغه
  ). B تصویر 5 (شکل باشدمی
  

  
طبیعی در نمونه  هاي آبششییا تیغه لامیناها L هاي آبششی وها یا رشتهفیلامنت A  )x 10(، Fتصویر در -5 شکل
ادم زیر   Eآنوریسم، A آبشش ماهی پس از مواجهه یک روزه با کلریدکادمیوم، )B، )x40 در تصویر باشند.می شاهد

  باشد.اپی تلیالی می
    
کند و ادم بیشتري هاي بزرگتر بروز میگرز آنوریسم با پراکندگی بیشتر وپس از مواجهه سه روزه   

هاي چسبیدن تیغهشود، هاي آبششی نیز ایجاد میبر این خونریزي تیغهقابل مشاهده است، علاوه
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). پس از گذشت یک هفته مجاورت C تصویر 5 (شکل (فیوژن) هم به ندرت مشاهده شد آبششی
یشتر مشاهده ا شدت بآنوریسم، ادم و خونریزي بهاي پدیده کادمیوم) 50LC1/0آبشش با غلظت (

هاي دو رشته بین تیغهها را درگیر کرده، ششی بیشتر تیغهشود. فیوژن نه تنها در طول یک رشته آبمی
ها و نکروز هم به ندرت مشاهده هاي پیکنوزه شدن هسته سلول. پدیدهشودمجاور هم مشاهده می

پراکندگی  ها با شدت وآسیب ودر روز چهاردهم مواجهه، همه عوارض ). D تصویر 6 (شکل شودمی
  ). 2 (جدول یابندمی تکثیربیشتر هاي مخاطی لشود و سلومشاهده میبیشتري 

 

   

  
 Fادم زیر اپی تلیالی،   E،آنوریسمA آبشش ماهی پس از مواجهه سه روزه با کلریدکادمیوم،  ،C تصویر -6شکل 

روزه  14 پس از مواجهه E تصویر و باشدپس از مواجهه هفت روزه می D تصویر و باشدخونریزي می BCفیوژن، 
  .یکنوزهپ Pنکروز،   Nباشد،می
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  )50LC 1/0( ماهی کپور در مواجهه با کادمیوم در غلظتآبشش امتیازدهی نیمه کمی ساختار بافت  -2 جدول
  هانمونه

  اثرات هیستوپاتولوژیک
  شاهددر
  دوهفته

  نمونه مواجهه
  یک روزه

  نمونه مواجهه
  سه روزه

  نمونه مواجهه
  هفت روزه

  نمونه مواجهه
  چهارده روزه

  ++  ++  +  +  -   آنوریسم
  ++  +  -   -   -   روزنک

  +++  +++  ++  +  -   ادم زیر اپی تلیالی
  +++  ++  +  -   -   فیوژن

  +++  +++  ++  +  -   خون ریزي (پر خونی)
  ++  +  -   -   -   هاپیکنوزه شدن هسته سلول

  +  -   -   -   -   هاي مخاطیسلولافزایش 
  

  
  .روزه با یون کادمیوم 14هاي هیستو پاتولوژیک آبشش ماهی در مواجهه فراوانی نسبی آسیب -7 شکل

  
   بحث

رو حساسیت آن به است از اینهاي مصرفی ساحل نشینان خزر ماهی کپور از مهمترین گونه
هاي خطرناکی هاي اقتصادي و در بلند مدت بیماريماهی آسیبکادمیوم و تجمع کادمیوم در بدن 

هاي متابولیکی مهمی است که در فعل و انفعالات بدن جمله بافت افت کبد ازبکند. ایجاد می
زدائی  سمیتباعث تجمع و ذخیره فلزات،  با زدایی مواد زائد نقش بسزایی دارد. چرا که کبدمسمومیت

هار و جلوگیري از جذب کلسیم یکی از م .)2001همکاران،  (ونگ و باشد.می و توزیع مجدد به بافت
تعادل یونی  تواندباشد. کادمیوم همچنین میسمیت ناشی از کادمیوم در ماهی می هاي کلیديمکانیسم
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ساختار آبشش ماهیان آسیب جدي  را به واسطه تغییر در قابلیت نفوذپذیري غشاها مختل کرده و به
  )1990استیوبینگ،  لی و( وارد کند

از شود ماهی مشاهده میآبشش  وکه در مراحل اولیه مواجهه با کادمیوم در بافت کبد هایی آسیب
هاي توان به دو گروه تقسیم کرد، پدیدهبراساس درجه مشاهده میو  هستند التهابی هايآسیبجمله 

ناتوانی سلول در نگه داشتن تعادل دلیل اي در کبد که بهها و هیپرتروفی هستههیپر تروفی هپاتوسیت
کند، ولی در می ها بروزدر تمام سلول شود، از همان روز اول شروع شده و تقریباًیونی ایجاد می

هاي کبد ماهی کپور توانایی برقراري تعادل یونی سلول شود؛ احتمالاًروزهاي بعد کمتر مشاهده می
و  ها در کبدمانند پرخونی سینوزوئید هاي التهابیگروه دوم آسیب جدید در شرایط بحرانی را دارد.

درجه مشاهده آن  از همان روز اول مواجهه مشاهده شد ودر آبشش که  آنوریسم و ادم زیر اپی تلیالی
 ط مساعد محیطییکه در صورت شرا رسدنظر میطور بهاینداري نکرد، با افزایش زمان تغییر معنی

  .د یافتهبهبود خوا
 غلظت هاي داخلی کپور رودخانه آمور بررسی شد و در کبد بالاترینسنگین در اندامغلظت فلزات 

 کبدي، هايسلول از قبیل واکوئولیزاسیون هیستوپاتولوژیک تغییرات را گزارش نمودند. کادمیوم
پیکنوزه شدن  کبدي، هايسلول در نامنظم هسته زیادي تعداد وجود متعدد، هايهپاتوسیت هایپرتروفی

 تشخیص هاکبد آن در ادم و) کانونی فاصله موارد برخی در( کبدي هايسلول منتشر اي، نکروزهسته
در شرایط آزمایشگاهی حساسیت این ماهی به کادمیوم با غلظت ) 2012(سیاسینا و همکاران،  .شد داده

 در عمده طوربه هیستوپاتولوژیک همین تغییرات و ساعت بررسی شد 96گرم در لیتر در میلی 35تا  5
عنوان مکانیسم دفاعی سلول در برابر تشکیل واکوئل به )1993(سوینیا و همکاران،  گزارش شد. کبد

ها در فعالیت آوري عناصر مضر و جلوگیري از تداخل آنمواد مضر است که این مکانیسم مسئول جمع
کپور از روز سوم این هاي کبد ماهی در هپاتویست )1973مولندرف، ( باشدها میبیولوژیکی این سلول

زایی پدیده مشاهده شد و با افزایش زمان مواجهه بر میزان بروز آن افزوده شد، افزایش واکوئل
فرایند آتروفی که  کند.باشد که آسیب متابولیکی را بیان میها سیگنالی از فرایند تخریبی میهپاتوسیت

ها در معرض یون رگیري هپاتوسیتباشد، با قراهاي آن همراه میاندامک باکوچک شدن سلول و
شود. افزایش تجمع باشد زیرا با افزایش زمان مواجهه بادرجه بیشتري مشاهده میکادمیوم در ارتباط می
باشد، که در مواجهه با ها نیز یک تغییر متابولیکی در مواجهه با فلزات سنگین میچربی در هپاتوسیت

اي یعنی متراکم شدن پیکنوزه شدن هسته سلولی و نکروزهاي از جمله آسیب کادمیوم هم مشاهده شد.
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شوند، پس از مواجهه سه روزه با کادمیوم مشاهده ها میکروماتین، که منجر به از بین رفتن هپاتوسیت
ها اضافه شد. مجاري عبور صفرا بر اثر التهاب بسته شد و با افزایش زمان مواجهه بر درجه مشاهده آن

ها با افزایش زمان مواجهه بر مشاهده شد و پدیده تراکم ملانو ماکروفاژسوم وز ر ازشده و رکود صفرا 
هاي اول پر خون شده ها در روزهاي مجاري عبور صفرا مشاهده شد. سینوزوئیداثر از بین رفتن سلول

انی ها، سینوزوئیدهاي نا منظم به فراوهاي دیواره آنولی با افزایش زمان مواجهه با فرو ریختن سلول
با  اي بروز کرد وبعداز مواجهه یک هفته هاهمجوشی هسته و هاشود، تجمع هسته سلولمشاهده می

هاي زیادي هاي هپاتوسیت آسیبروزه سلول 14مواجهه  در افزایش زمان مواجهه بیشتر مشاهده شد.
  هاي بیضی شکل ایجاد شد. ها، سلولبا از بین رفتن هپاتوسیت دیده و

مانند هاي التهابی /ه) در آبشش ماهی آسیب50LC  1( مواجهه با کادمیوم با غلظتپس از یک روز 
هاي در مواجهه سه روزه پدیده کند.بروز می هاي آبششیگرزي شدن سرتیغهادم زیر اپی تلیالی و 

به شود، ادم با شدت بیشتري مشاهده میشود، هاي آبششی و فیوژن هم مشاهده میپرخونی تیغه
انجامد، آنوریسم با گرزهاي بزرگتر و حجیم تر، پر خونی نیز در جدا شدگی اپی تلیوم می طوري که به

 هدـش دیجاا گیدلوآ ضمعر در که ستا سیبیآ لینادم زیر اپی تلیالی او. شودسطح وسیع تري دیده می
 اـهسیبآ سایر رکنا در علائم ینا د،شو دیلـتب موـپیتلیا شدگی اجد به نداتومی تشد یشافزا با و

 اررـق که مسافتی م،پیتلیوا شدگیاجد مثلاً. نددگر بوـمحس اعیـفد يهاممکانیز انعنوبه ننداتومی
فیگیویردو فیناندسیت و ( داده یشازــفا را دـکن ادـپی راه ونیـخ ناـجری به تا نماید طی گیدلوآ تـسا

 اهشـک هاهلایندآ با ستما ايبر راسطح جذب آبشش  شـبشآهاي تیغه چسبندگی و )2007 همکاران،
  )2012(سانتوس و همکاران،  دهدیـم

هاي ها و تیغه(گرزي شدن)، ادم زیر اپی تلیالی، پرخونی رشته در مواجهه هفت روزه آنوریسم
ها به هاي آبششی مشاهده شد، فیوژن در طول فیلامنت باعث چسبندگی همه تیغهآبششی و فیوژن تیغه

(گرزي شدن)، ادم زیر اپی  هاي آنوریسممشاهده پدیده برعلاوه زهم شد. در مواجهه چهارده رو
 افزایش تکثیرهاي پیکنوزه شدن هسته، نکروز و تلیالی، پرخونی وفیوژن با درجه بیشتر، پدیده

  هاي مخاطی مشاهده شد.سلول
امتیازدهی آسیب به یک میزان  هاي بافتی از نظر نوعآسیباز آنجایی که در بررسی آماري تمامی 

ها در نظر گرفته شده بود، تفاوت روش ارزش یکسانی براي آن عبارت دیگر در اینشده بودند و یا به
توصیفی نیز  صورتهتواند ملاك قرار گیرد و نیاز است که بمورد مطالعه نمیهاي تیمار آماري بین
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هاي کند اما آسیباختلال میهاي سلول را دچار هاي التهابی فعالیتآسیبمورد مقایسه قرار گیرند. 
هاي تخریبی بروز آسیبفراوانی شود. اگر چه هاي متابولیکی بافت میتخریبی منجر به توقف فعالیت

  بیشتر است.هاي التهابی است ولی اثرات متابولیکی آن کمتر از آسیب
 ستنباط کرد،توان اهاي مشابه میمطالعه پژوهش این پژوهش ودست آمده از هبا توجه به نتایج ب

 تروسیع شدیدتر وي تخریبی هاماهی کپور هر چه زمان بیشتري در معرض کادمیوم قرار بگیرد آسیب
  .باعث مرگ ماهی شود تواندمی شود ومی
  

  سپاسگذاري
ومحیط  گروه شیلات گروه شیلات دانشگاه گنبد کاووس و شناسی وبا تشکر از گروه زیست

  گان، که مرا در این پژوهش همراهی نمودند.زیست دانشگاه کشاورزي ومنابع طبیعی گر
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