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ANH HUONG THUOC TRU SAU CHUA HOAT CHAT
DIAZINON LEN HOAT TiNH ENZYME
CHOLINESTERASE O CA RO PONG (ANABAS
TESTUDINEUS): HIEU UNG CUA NHIET PO
VA OXY HOATAN

Ngé Té Linh va Nguyén Vin Cong*
ABSTRACT

Pesticide uses for rice increased greatly in the Mekong delta. Although spraying
pesticides is one of common ways to protect rice from insects, it also causes negative
effects. Climbing perch (Anabas testudineus) is often found on ricefields; therefore, fish
could not avoid of exposure to pesticides. Dissolved oxygen (DO) and water temperature
(WT) on ricefields are highly fluctuated. Three levels of WT (20, 25 & 30°C) and two
levels of DO (<2 & >5mg/L) were conducted in laboratory to assess effects of diazinon
on brain and muscle cholinesterase activity of the perch. Results indicate that WT, DO
and interaction between WT and DO did not affect on brain and muscle ChE in the
control fish. Increasing WT leaded to more ChE inhibition in diazinon treatment; DO and
interaction between DO and WT did not affect on ChE inhibition by diazinon. The study
suggests that the species is more risk of ChE inhibition in the high temperature.

Keywords: Diazinon, Cholinesterase, Anabas testudineus, Temperature, Dissolved
oxygen

Title: Effects of insecticide diazinon on activity of enzyme cholinesterase in Climbing
perch (Anabas testudineus): Effects of temperature and dissolved oxygen

TOM TAT

Phun thudc sau trong cho l0a gia ting ding ké & Pong bang séng Ciru Long. DU phun
thuéc la bién phap tot dé bdao vé lUa nhung né ciing gdy hai cho méi trwong. Cd ré dong
(Anabas testudineus) thieong xudt hién trén ruéng nén khé tranh khéi tiép xiic voi thuoc
Sau. Oxy hoa tan (DO) va nhiét d¢ nuéc (WT) ¢ rugng dao dong lon trong ngay vd tuoi
lba. Ba mirc WT (20, 25 va 30°C) va hai mirc DO (<2 va >5mg/L) duoc bé tri theo khoi
hoan toan ngdu nhién trong phong thi nghiém dé tim hiéu dnh hwong cua no dén
cholinesterase (ChE) trong ndo va thit cd khi tiép xiic véi diazinon. Két qua cho thay WT
va DO khéng anh hwong dén ChE trong ndo va thit ca ¢ doi chirng. Khi c6 diazinon, WT
lam ting trc ché ChE trong ndo va thit. DO va twong tdc giita DO va WT khéng anh
hiong dén dc tinh cia diazinon dén ca. Két qud cho thdy cd ré ¢6 nhiéu rii ro ChE bj
trc ché khi phun thuée & nhiét d cao.

Tir khoa: Diazinon, nhiét do, oxy

1 PAT VAN PE

Pong Bang Séng Cau Long ¢o téng dién tich khoang 12% ca nudc va san Xudt
khoang 50% san luong lta cd quoc gia. Nam 2006, dién tich trong lua giam 6,4
nghin ha so v&i ndm 2005 nhung nang suat tang 0,05% va san lugng tdng khoang
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0,7 nghin tan (Nguyén Sinh Cuc, 2007) va diéu nay cho thdy mirc do tham canh
trong canh tac lia ngay cang cao.

bi doi voi viéc tham canh héa trong san Xuét lua thi viéc st dung thudc bao vé
thuc vat trén dong rugng cing tang. Pa s6 nong dan Dong bang séng Ctru Long
cho rang phun cang nhiéu thudc bao vé thuc vat thi niang suat lia cang cao (Heong
et al.,, 1998). Luong thudc st dung cho doc canh lua binh quan 1,8 kg hoat
chat/ha/vu (Berg, 2001) va duogc phun 5,7 lén/vu (nim 1994) dén 8,2 lan/vu (ndm
1999) (Berg, 2001). Nhiing ndm gén déy dich ray nau, bénh vang lun va lun xoan
la gia tang O ddng bang séng Ciru Long nén thude bao vé thuc vat duge st dung
nhiéu hon. Nghién ctru ciia Lé Huy B4 va Ldm Minh Triét (2005) cho thdy khi
phun thudc bao vé thuc vat cho cay trong thi ¢d it hon 50% thudc bam trén cay,
phan con lai di vao méi trudng va cb thé bi rira troi hoan toan vao cac thuy vuc néu
c6 mua sau khi phun. Thubc bao vé thuc vat chira hoat chét diazinon ton tai nhiéu
tén thuong mai khac nhau va dugc sit dung kha phd bién trén rudng laa
(www.ppd.gov.vn). Hoat chat nay bén viing cao trong moéi truong trung tinh nhung
phan huy kha nhanh trong moéi truong kiém va acid, c¢6 dic diém giy hai chuyén
biét qua trc ché hoat tinh enzyme acetylcholinesterase & dong vat (Tomlin, 1994).

Ca r6 dong (Anabas testudineus) la loai c6 co quan ho hap khi troi, c6 thé séng noi
oxy hoa tan (DO) thap va thudong dugc tim thay 0 ruong lua (Truong Thu Khoa va
Tran Thi Thanh Huong, 1993) nén ca co nhiéu kha nang tiép xtc véi st dung
thudc bao vé thuc vat. Du chua cé sb liéu diéu tra, thong ké chinh thirc v€ san
luong ca rd trong tu nhién nhung cé 1& chung ta déu nhan thay ring san luong ca
nay trong ty nhién ngdy cang giam. Radman et al., (2002) cho thdy nong do
diazinon gay chét 50% loai c& nay sau 96 gio thi nghiém 1a 6,55ppm va sau 1 tuan
tiép xuc vé6i diazinon ¢ ndéng d6 3,75ppm thi md gan va than ca bi anh huong
nghiém trong. Tuy nhién, anh hudng cta diazinon ddi véi enzyme cholinesterase
(ChE) ciing nhu anh hudng cua cic nhan t6 nhiét do va oxy hoa tan dén doc tinh
cia diazinon thong qua do enzyme cholinesterase van chua duoc danh gia. Nhiét
d6 va DO trén rudng laa Pong bang song Ctru Long dao dong rat 16n trong ngay
va thoi gian canh tac (Vromant et al., 2001a, b). Nguyén Vin Cong va cong su
(2006) cho thiy nhiét do tang s& lam tiang anh huéng ciia diazinon 1én ChE & c4 16c
ddng nhung thay d6i DO khong lam anh huéng dang ké dén anh hudng cua thude
dén ChE. Enzyme ChE c6 chirc ning quan trong trong sinh vat séng, dic biét trong
chuyén tai cac tin hiéu than kinh (O’Brien, 1976). Khi ChE bi tc ché hon 70%
mirc binh thuong s& lam da s6 sinh vat chét (Fulton and Key, 2001) va 30% bj tc
ché duge xem 1a gi61 han sinh hoc cho sinh vat (Apreal et al., 2002).

Nghién ciru ndy duge dit ra nham danh gia anh hudng ciia nhiét do, DO dén muc
d6 trc ché ChE trong ndo va thit c4 rd khi tiép xtic v6i diazinon. Két qua s& lam co
s0 cho danh gia kha ndng ca bi &nh huong trong diéu kién bién dong nhiét o va
oxy trén thyc té dong rudng Pong bang séng Ctru Long.
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2 VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Pia diém va vit liéu nghién ctru

Nghién ctru duoc trién khai tai Phong thi nghiém Bo mdén Khoa hoc Méi truong,
Khoa Moi truong va Tai nguyén thién nhién, truong Dai hoc Can Tho.

May do oxy gThermo Qrion — buc) dugce stir dung dé do DO va nhiét do trong sué:c
qua trinh trién khai tat ca cac thi nghiém. May suc khi, khi nito va dién tr¢' ké
(Aquarium regler, Buc) dung di€u khién nhiét do va DO trong thi nghi¢m.

2.2 Héa Chit

Thubc trir siu Diazan 60EC chira 60% khdi lugng hoat chat Diazinon [6-methyl-2-
(1- methylethyl)-4-pyrimidinyl] ester va 40% chat phu gia do Cong ty dich vu bao
vé thuc vat An Giang san xuat.

Hoéa chat Na,HPO4.2H20 (Merck) va NaH2PO4.2H20 (Merck) ding pha dung dich
dém pH 7,4 va pH 8; hoa chat 5,5 dithio-bis 2nitrobenzoic acid (DTNB, Sigma
Aldrich, Ptrc) va acetylcholine iodide (Sigma Aldrich, Puc) ding dé do ChE;
aceton (Trung Qudc) dung dé rira cbi nghién trude khi nghién mau tiép theo.

2.3 Sinh vat thi nghiém

C4 16 dong (4,28 + 0,589) dwoc mua tir trai ca gidng Diing, dudng 3/2, Thanh phd
Can Tho vé thuan dudng trong bé composite 600L tai phong thi nghiém 2 tuan cho
quen moi trudng nudc may trude khi thi nghiém. Hang ngay ca dugc cho an 2 1an
(5%) khbi lwong va thay nude (30%) trude khi cho an.

2.4 Phwong phap bé tri thi nghiém
Diazinon c6 ndng d6 655ug/L (10% LC50- 96 gio) dugc pha tir diazan 60EC.

Ba mirc nhiét do 20°C, 25°C va, 30°C nam trong khoang dao dong thong thuong
trong mdt vu canh tac lta & DPBSCL (Vromant et al., 2001a, b) dugc chon dé xem
dé thi nghiém. Nhi¢t d6 20°C duoc kiém soét béng cach dung bé kiéng chira nudc
dat trong phong may lanh 24 gi¢. Nhiét d6 25°C va 30°C duoc diéu chinh bang
cach dit bé kiéng trong phong may lanh va dung dién tro ké (Aquarium regler,
Pric) dé dun néng nudc dat dén nhiét 6 can thiét.

Hai mtc DO (< 2mg/L va > 5mg/L) thudng xuét hién trén rudng lua (Vromant et
al., 2001a, b) dugc chon dé bé tri thi nghiém. Khi nito duoc suc vao nudc dé dicu
khién oxy < 2mg/L ( Hay et al., 1991; Baer et al., 2002). Luong khi nito cho vao
nude duge duy tri va didu chinh bang van diéu khién. May suc khi ding dé dam
bao DO trén Smg/L ddi véi nghiém thirc DO > 5mg/L. DO va nhiét do nudc duoc
kiém tra trudc khi b tri thi nghiém va hang gio bang may do DO (Thermo Orion —
Puc) trong sudt thoi gian thi nghiém.

Thi nghiém dugc b tri theo khdi hoan toan ngiu nhién trong 6 gio. Mdi nghiém
thirc 13p lai 6 1an, mdi 1an 13p lai 14 1 c4 dugc cho vao binh tam gi4c thity tinh 1000
mL d3 chuédn bi sin 700 mL dung dich diazinon va 1 vién d4 bot suc khi. Binh tam
giac duoc dit vao bé kinh di chuan bi nhiét d6 nhu diéu kién thi nghiém. Nghiém
thirc d6i ching ciing dugc bd tri dong thoi véi nghiém thirc ¢6 thude dé xem mirc
do trc ché hoat tinh ChE.
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Sau 6 gio thi nghiém, ca ¢ timg nghiém thie dugc bat ra dé riéng va giét ngay
bang nudc da Vfi sau d6 xu ly mau dé do ChE. Hoat tinh ChE dugc do bang may so
mau quang pho (U-2800, Hitachi, Nhat) ¢ budc song 412nm trong 200 gidy dua
theo phuong phap Ellman et al. (1961) nhu dé m6 ta boi Nguyen Van Cong va
cong su (2006). Ket qua s& dugce ghi nhan khi hé so twong quan (r?) dat tir 0,9 tro
1én.

2.5 Xir 1y s6 li¢u

S liéu dugc xir Iy thong ké bang phuong phap Gerneral linear model va one-way
ANOVA v6i Duncant test sir dung phan mém SPSS 13.0. Mirc d6 sai khac hay anh
huong c6 y nghia thong ké duoc tinh khi p<0,05.

3 KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Két qua

Mic du nhiét d6 va oxy duoc diéu khién than trong nhung két qua quan trac hang
gid cho thay hai yéu t6 nay van dao dong. Nhiét do bién dong & cac murc 1a 20,4 +
0,85°C; 24,6 + 0,40°C; 30,4 + 1,13°C. DO dao dong trong murc 1,71 + 0,38mg/L va
7,23 £0,86mg/L.

Béang 1: Bang phan tich phwong sai xem xét tac dong ciia oxy hoa tan (DO) va nhiét do (T)
Ién hoat tinh ChE & nio va thit trong trueong hgp khong c6 diazinon

Ngudn tac dong Loaimé SS df MS F P
Oxy hoa tan (DO) Nao 0,4 1 0,4 0,3 0,58
Thit 0,1 1 0,1 0,1 0,78
Nhiét do (T) Néo 3,2 2 1,6 1,3 0,30
Thit 1,5 2 0,7 0,8 0,45
Khéi (K) N&o 35 1 3,5 2,8 0,11
Thit 3,2 1 3,2 3,7 0,07
DO*T Né&o 51 2 2,5 2,0 0,15
Thit 2,2 2 1,1 1,2 0,30

SS: Téng binh phwong, MS: Trung binh binh phwong

Két qua phan tich phwong sai cho thiy cac mirc DO va nhiét d6 trong diéu kién thi
nghiém va sy tuong tic gitta hai nhan t6 nay anh hudng khong c6 ¥ nghia thong ké
(p>0,05) dén hoat tinh ChE trong ndo va thit c trong trudng hop khong co
diazinon (Bang 1).

Truong hop cé diazinon, nhiét d6 anh hudng rat co y nghia thong ké (p<0,001) dén
hoat tinh ChE trong ndo va thit c4 nhung DO va tuong tac gitta DO va nhiét d0 anh
huong khong c¢6 y nghia (p>0,05) (Bang 2). DO khong anh huéng dén hoat tinh
ChE nén s6 liéu cua 2 mirc DO d6i v6i tirng murc nhiét do dugce gop chung lai dé
so sanh anh hudng cua nhiét do 1én mirc dd tic ché ChE cua diazinon.
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Bang 2: Bang phan tich phwong sai xem xét tac dong ciia oxy hoa tan (DO) va nhiét do (T)
Ién hoat tinh ChE & nao va thit sau 6 gio' ca tiep xuc voi diazinon & nong do

65500/L
Nguon tac dong Loai md SS df MS F p
Oxy hoa tan (DO) Néo 0,2 1 0,2 0,3 0,59
Thit 2,2 1 2,2 3,0 0,09
Nhiét d6 (T) N4o 30,9 2 15,5 28,9 0,00
Thit 30,7 2 15,3 20,5 0,00
Khéi (K) N&o 3,9 1 3,9 7.4 0,01
Thit 3,4 1 3,4 4,6 0,04
DO*T N4o 0,8 2 0,4 0,8 0,46
Thit 0,6 2 0,3 0,4 0,66

SS: Tong binh phuong, MS: Trung binh binh phuwong
O nhiét d6 20°C, sau 6 gio tiép xuc v6i diazinon hoat tinh ChE trong ndo 14 8,2 +
0,6uM/g/pht va khi nhiét d6 tang 1én dén 25°C hay 30°C thi hoat tinh lan luot 13
6,4 + 1uM/g/phlt va 5,6 + 1,1uM/g/phat. Trong thit, cung thoi gian va nong do
(diazinon) tiép xuc nhu trong ndo, hoat tinh ChE & 20°C, 25°C va 30°C lan luot 13
7 = 1uM/g/phat, 5,5 + 0,9uM/g/phat va 4,9 + 0,7uM/g/phat (Hinh 1). Nhin chung,
nhiét dJ tang s€ lam tang murc do tc ché hoat tinh ChE trong nao va thit.
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Hinh 1: Anh huéng nhiét d6 1én hoat tinh ChE (trung binh + SD, n=12) trong niio va thit ctia ¢4 rd
sau 6 gio tiép xtc voi diazinon & ndng do 655ug/L. Cac chir cai khac nhau ¢ cac cot
trong cung co quan sai khac c6 y nghia thong ké (p<0,05, Duncan test)

3.2 Théo luan

Khi sinh vét sdng trong méi truong c6 doc chat cung voi diéu kién khic nghiét cua
mdi truong thi ching s& gap nhitng anh huong bat lgi vé sinh tru’O’ng, phat trién va
ca vé kha ning song sot (Heugens et al., 2001). Hai nhan t6 méi trudng can dugc
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quan tAm trude tién d6 1a nhiét d6 va DO bai vi chung dao dong trong sudt mua vu
canh tac lua.

Khi khong c6 diazinon, két qua phén tich thong ké cho thdy DO, nhiét do va su
tuong tac giita 2 nhan t6 ndy anh huéng khong cé y nghia dén hoat tinh ChE néo
va thit ca 16 (p>0,05). Ca rd 1a loai ca c6 co quan ho hap khi troi, khi DO thip cé
s& chuyén sang ho hap khi trdi. Hon nita, day 12 10ai ca nhiét déi nén c6 thé séng
trong khoang nhiét d6 tir 22°C — 30°C (www.fishbase.org). Do do, DO va nhiét do
khong anh huéng dén hoat tinh enzyme cia ca trong truong hop khong cé
diazinon. Két qua tuwong tu di dugc phat hién & ca loc dong (Channa striata)
(Nguyén Vin Cong et al., 2006).

Khi ca tiép xuc véi diazinon, DO anh huéng khong c6 y nghia thong ké (p>0,05)
dén sy tc ché ChE nhung nhiét do ting lam ting muc d6 e ché ChE (p<0,05)
(Hinh 1). C4 16 14 loai ¢4 c¢6 co quan ho hip khi troi nén khi DO mdi truong thip
ca s€ chuyen tir ho hap trong nudc sang ho hap khi troi nham cung cap da oxy cho
nhu cau ban than nén lam giam lugng diazinon xam nhap vao co thé. Su gia ting
hoat dong d6p khi troi cia ca ro dugc nhin thiy trong sudt tién trinh thi nghiém.
Biéu hién twong tu ciing duoc nhin thdy & ca léc dong (C. Striata) khi tiép xuc véi
diazinon & nong do 8pg/L suét 5gior trong hé thong sut khi (Cong, 2006) va ¢ ca
Macropodus cupanus khi tiép xuc voi thude trir sau carbaryl & noéng do lppm
(Arunachalam and Palanichamy, 1982). Nhiing két qua nay chi ra rang cé c6 co
quan ho hap khi trdi c6 thé tranh tiép xtic doc chét boi sy thay doi cach ho hap.

Trai nguoc véi nhan tb DO, nhiét do anh huong c6 ¥ nghia théng ké dén hoat tinh
ChE trong ndo va thit khi c4 tiép xtic v6i diazinon. Hoat tinh ChE trong nio ¢ 20°C
la 8,23uM/g/phut, 25°C la 7uM/g/phit (giam 15% so vdi 20°C), 30°C giam con
5,96M/g/phut (giam 30% so v&i 20°C). Tuong tu nhu két qua trén, diazinon trc
ché ChE trong nio ca loc ting gip d6i khi nhiét do ting 10°C (24°C dén 34°C)
(Cong, 2006).

Trong thit, khi nhiét d6 ting ChE ciing bi (rc ché nhiéu hon va sai khic c6 ¥ nghia
gitra cac muc nhi¢t do (p<0,05). Két qua ghi nhan dugc khi nhiét d6 tang 1én 10°C
thi ChE thit giam khoang 20%- 30%. Nhin chung, hoat tinh ChE trong ndo va thit
ca rd déu giam khoang 1,5 1an khi nhiét do ting tir 20°C I&n 30°C. Nhiéu sinh vat
s& tang trao do6i chat khi nhiét d6 tang (Qin et al., 1997). Sy gia ting nay néu xay
ra trong moi truong ton tai doc chat thi s& lam tang luong doc chat xAm nhap vao
co thé va tang chuyén hoa, phan giai doc chat (Murty, 1988). Tc do trao doi chat
tang tir 2 dén 3 1an khi nhiét do tang 10°C (Jensen et al., 1993). Jimenez et al.
(1987) cho thay khi nhiét do tang tir 13°C dén 23°C thi téc d6 hap thu, chuyén hda
va tich ty sinh hoc ctia hda chat dbi v6i ca mang xanh (Lepomis macrochirus) tiang
lan luot 13 2,7 1an, 4 1an, va 1,6 1an. Mic du trong thi nghiém nay khong do dugc
lwong hép thu, chuyén hoa hay tich tu diazinon trong co thé sinh vat nhung thong
qua sy gia ting mirc d6 e ché ChE ndo va thit khi nhiét do ting ciing c6 thé do ca
da hap thu va chuyén héa diazinon nhiéu hon do c4 phéi ting qua trinh trao d6i
chat trong co thé dé dap ung véi su thay doi dicu kién moi trurong bén ngoai.

O dong bang song Ctru Long, DO va nhiét 6 dao dong rat 16n trong ngay va theo
thoi gian sinh truéng cua lia (Vromant et al., 2001a, b). DO trén ruong Iua <
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2mg/L vao budi sang (6-7gid) va >5mg/L vao budi chiéu (14- 15gio). Nhiét do
nudce tang tr 24°C vao budi sang dén khoang 36°C vao bubi chiéu. Cac diéu kién
thi nghiém vé DO va nhiét do trong nghién ctru nay nim trong khoang dao dong
ngoai ty nhién. Vi vay, trong thyuc té dong rudng ca co thé bi anh huong dén ChE
nhiéu vao budi chiéu hon budi sang.

4 KET LUAN VA KIEN NGHI

Nhiét do tur 20 dén 30°C va oxy hoa tan trong khodang < 2mg/L va >5mg/L xay ra
dong thoi khong lam anh hudng dén hoat tinh ChE trong ndo va thit ca r6 dong.

Khi méi trudng nhidm diazinon, oxy hoa tan khéng anh huéng dén mirc do @e ché
ChE cua diazinon.

Khi nhiét do tdng s€ lam tang anh hudng cua diazinon lén hoat tinh enzyme trong
nao va thit ca ro..
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