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Abstract

Oncorhynchus mykiss is amongst the most important species in internal water fish breeding. O. mykiss having very high
economical value is largely used in acute toxicity tests. The target of this study is to elucidate the genotoxic effect of CuCI2 upon
O. mykiss. The bio assay was carried out in triplicate. The 96h LC50 value was found to be 0.48 mg/L (0.43-0.54 mg/L) from the
literature and the sublethal concentration was taken as 0.048 mg/L as the 1/10 of this value. The blood samples taken for the
determination hematocrit level were centrifuged at 11500 rpm for 4 minutes. Micronucleus test (MN) was carried out using blood
preparations obtained. The mean MN values of the experimental group were found to be higher than those of control group. The
hematocrit level of the control and the experimental groups were found to be 29.91 % and 25.01 % respectively. The study reveals
that the MN frequencies of O. mykiss species in the experimental group was observed to be higher than those of experimental
group while the hematocrit level of the control group was found to be higher than the experiential group. These data clearly show
that the CuClI2 has a high level toxic effect upon O. mykiss.
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Ozet

Oncorhynchus mykiss, i¢ su balik¢giliginin en énemli tiirleri arasindadir. Ekonomik degeri yiiksek olan O. mykiss akut toksisite
testlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada Bakar (II) Klortir’iin (CuCl2) O. mykiss lizerindeki genotoksik etkisinin
belirlenmesi amaglanmistir. Biyodeney ii¢ tekrarli yapilmistir. Akut toksisite deneyinde 96 saatlik LC50 degeri olarak literatiir
bilgisine dayali 0,48 mg/L’nin (0,43-0,54 mg/L) 1/10’u 0,048 mg/L sublethal konsantrasyon olarak kullanilmistir. Deney
bitiminde hematokrit diizeyi i¢in kan Srnekleri 11500 rpm’de 4 dakika santrifiij edilmistir. Preparat hazirlanmis ve mikroniikleus
(MN) testi yapilmustir. Deney grubunda MN ortalama degerleri kontrol grubuna gore yiiksek olarak bulunmustur. Kan
orneklerinde hematokrit seviyesi kontrol grubunda ortalama % 29,91 iken deney grubunda % 25,01 olarak belirlenmistir. Bu
calisma sonucunda; deney grubundaki O. mykiss bireylerinin eritrositlerindeki MN frekansinin kontrol grubuna goére yiiksek
oldugu, hematokrit seviyesinin ise kontrol grubuna gore deney grubunda diistiigii anlagilmistir. Bu sonuglar Bakir (IT) Kloriir’iin
yiiksek diizeyde toksik etkisi oldugunu gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Akut toksisite, Oncorhynchus mykiss, hematokrit, mikroniikleus
Not: Bu ¢aligma “2nd International Water Congress, 5nd National Water Congress, 29 October-1 November 2018, Afyonkarahisar, Turkey”
kongrede poster bildiri olarak sunulmustur.

omuriligin miyelinlesmesi, hemoglobin ve metalloenzimlerin
sentezinde islev gérmektedir. Bakirin elektrik endiistrisinde,
sucul vejetasyonu kontrol etmede, giibre ve pestisitlerin
bilesiminde, tarimda yaygm bir sekilde kullanimi, sucul
ortamlara katilimini arttirarak dogal diizeyinin agilmasina
neden olur [8]. Bakirin baliklar tarafindan ortamdan alinarak
dokulardaki birikimi, hiicresel veya molekiiler diizeyde
yapisal ve islevsel bozukluklara neden olmaktadir [9]. Cesitli
balik tlirleri ile yapilan arastirmalarda bakirin sublethal
derisimlerinin uzun siireli etkisinin dokularda birikime [10],
solungaglarda yapisal bozukluklara, omurgada
deformasyonlara, immiin sistemin zayiflamasiyla norolojik
bozukluklara  [11], hematolojik ve  biyokimyasal
parametrelerde degisimlere neden oldugu belirlenmistir [12].

GIRIS

Giliniimiizde hizl1 niifus artig1 ve buna bagli olarak artan
sanayilesme, dogada diisiik derisimlerde bulunan
kadmiyum (Cd), bakir (Cu), ¢inko (Zn), civa (Hg) ve kursun
(Pb) gibi agir metallerin ortamdaki derigimini arttirmigtir [1;
2]. Cevre sartlarina dayanikli olan agir metaller canlilarin
viicudundan atilamadigi icin birikmektedir. Bu durum
biyoakiimiilasyon; ¢evredeki agir metallerin zamanla
organizmada birikmesi ve biyomagnifikasyon; besin zinciri
boyunca kiiciik canlilardan daha biiyiik canlilara dogru
gittikce katlanarak birikmesi seklinde gerceklesmektedir
[3]. Dolayisiyla agir metallerin tiim ekosistem agisindan bir
tehdit olusturdugu bilinmektedir [2].

Canli organizmalarda enzimatik aktiviteler i¢in agir
metallerin ~ belirli konsantrasyonlarda ~ bulunmast
gerekmektedir. Fakat biyomagnifikasyon sonucunda artan
konsantrasyon organizmalarda toksik etkiye neden olmakta
ve enzimleri inhibe etmektedir [4; 5].

Besin zincirinin 6nemli protein kaynaklarindan olan sucul
canlilar ekolojik dengenin korunmast ve insan sagligi
agisindan énemli rol oynamaktadir. Ozellikle baliklar, agir
metallerin etkilerinin belirlenmesinde ayr1 bir 6nem
olusturmaktadir ~ [1].  Baliklar  ¢evresel  ortamdaki

Maden ocaklari, metal ve kagit endistrisi atik sulari, degisikliklere ok hizli bir sekilde cevap verebilirler.
giibreler, fosil yakitlar, pestisitler ve kimyasallar agir Arastirmacilar baligin saghik durumunun ve agir metallere
metallerin ana kaynaklaridir [1; 2]. Bu kaynaklardan sizan kars1 toleransinin belirlenmesinde kan parametrelerinin iyi bir
agir metallerin bﬁyﬁlf ‘bir leInl' z}tmos.ferden, erozyonla yontem oldugunu belirtmektedir [13].
taginarak veya cesitli insan aktiviteleriyle sucul ortama Bu parametrelerden alyuvar sayisi, hematokrit ve

ulasma.tkt'a‘c?lr ,[2,]' . Aglr metaller  direkt "ol"arak sudan hemoglobin miktar1 oksijen gereksinimi belirlemek, 16kokrit
almabildigi _gibi m.d 1r.ekt ola}rak daha kug:uk. ballkla‘r, ve akyuvar sayisi ise baligin bagisiklik sistemi hakkinda fikir
omurgasizlar veya bitkisel besinlerden de alinabilmektedir edinmek igin kullanimaktadir [14: 15]. Tiirden tiire farklilik
[6]. ) ) gostermekle birlikte baliklarda genel hematokrit degeri % 20-

Y@ryﬁziindek.l sularm neredeyse tamami bir miktar 45 arasindadir [16]. Cevredeki olumsuz degisimler hematokrit
bakir icermektedir. Genel olarak toprakta 2-100 Hg L':.L* diizeyinin diismesine sebep olmaktadir [17]. Farkli balik
suda ise 1,4-10,0 pg L-1 bakir bulunur [7]. Esansiyel bir tirlerinde agir metal maruziyeti sonucu hematokrit
metal olan bakir hayvansal organizmalarda, kemik olusumu, diizeylerindeki  degisimlere yonelik cesitli calismalar



Uzel, Giilesir, Ug, Kus, Tasdemir, Giil | IJABES, 1(2): 1-4, 2019, www.ijabes.com

yapilmustir.

Mikroniikleus testi, farkli maddelerin genotoksik
etkisinin aragtirilmasinda kullanilan yaygin bir yontemdir.
Hiicre boliinmesi sirasinda hasara bagli olarak olusan
¢ekirdek dis1 yapilar mikroniikleuslari olusturmaktadir.
Interfaz hiicrelerinde mikroniikleus sayimmi metafaz
analizlerine gore cok daha kolay ve hizli bir yontemdir.
Genotoksik maddelere maruz kalan baliklarda eritrositlerin
mikroniikleus diizeylerinde anlamli bir artis oldugu
goriilmiistiir [ 18].

Bu arastirmada Salmonidae familyasina ait bir tiir olan
Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) kullanilmistir. O.
mykiss, tiknaz viicutlu bir balik olup ¢ok sayida beneklere
sahiptir. Yanal ¢gizgisinin gokkusagi renginde olusuyla ayirt
edilmekte ve bu nedenle gokkusagi alabaligi olarak
bilinmektedir [19]. Ulkemizde yetistiriciligi 1970°1i yillarda
baglamistir. Kuzey Amerika kdkenli olan O. mykiss,
ilkemizde son yillarda i¢ su balik yetistiriciliginde
ekonomik degeri artmis ve en cok tercih edilen tiirler
arasinda yer almustir. Diger alabalik tiirlerine gore cevre
kosullarina daha iyi uyum saglamasi, 7-8 mg/L oksijen
iceren sularda yasamasi, evcil olup elden beslenmeye uygun
olmasi1 ve diger alabalik tiirlerinin uyum gosteremedigi
yiiksek sicakliktaki sulara bile dayanabilmesi nedeniyle
yetistiricilikte tercih edilmektedir. Her mevsim, her yerde
kolayca temin edilebilen O. mykiss kisa siireli akut toksisite
testleri i¢in tavsiye edilmektedir. Gokkusagi alabaligi su
sicakligina karst oldukga toleransli oldugu igin 26 °C’ye
kadar olan sularda da yasayabilmektedir [20].

Dethloff vd. [21] 3, 7, 14 ve 21 giin siireyle, yaklasik 6,
16 ve 26 ng/L’lik bakira maruz biraktiklar1 alabaliklarda
kan parametrelerini incelemislerdir. Bagdonas ve Vosyliene
[22] bakirin LC50 degerinin lethal dozun 1/4’{ine, 1/8’ine
ve 1/16’sina maruz birakilan alabaliklarda 96 saat sonunda
kan parametrelerindeki degisimi arastirmislardir. Dethloff
vd. [9] bakir kirliligi olan bdlgelerde, bakirin ortamdaki
diizeyi arttikga hematokrit degerinin de arttigin1 ve kronik
bakira maruz kalan baliklarda oksijen tasima kapasitesinin
distiiglini bildirmislerdir.

Bu aragtirmada bakir kaynagi olarak Bakir (II) Kloriir
(CuClI2) kullanilmustir.  Akut toksisite kapsaminda
belirlenmis olan 96 saatlik LC50 degeri kullanilmistir. Bu
LC50 degerine gore sublethal doz hesaplanarak CuCl2’e
maruz birakilan O. mykiss eritrositlerindeki niikleus
degisiklikleri mikroniikleus testi ile tespit edilmis ve
hematokrit diizeyi belirlenmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢aligmada materyal olarak alabalik iretim tesisinden
temin edilen 14,58+1,40 cm boy ve 33,72+13,12 g agirligina
sahip O. mykiss bireyleri kullanilmistir. Deneyden &nce
baliklar 15 giin siireyle ortama adaptasyon igin
dinlendirilmis akvaryum suyunda bekletilmis ve gilinasiri
yemlenmistir. Deneyden dnceki 2 giin ve deney siiresince
baliklara yem verilmemistir. Kontrol ve deney grubu olarak
25%49x18 cm boyutlarindaki akvaryumlara 10’ar balik
konulmusgtur. Biyodeney 3 tekrarli olarak uygulanmustir.
Akvaryum suyunun bazi oOzellikleri o6l¢iilmiis, kontrol
grubunda ortalama sicaklik 21,10+0,62°C, oksijen
7,55+0,27 mg/L, iletkenlik 1044,72+20,40 ms/cm ve pH
7,97+0,22 olarak belirlenmistir. Deney grubunda ise
sicaklik 21,56+0,42°C, oksijen 7,05+0,16 mg/L, iletkenlik
1040,85+28,30 ms/cm ve pH 7,88+0,17 olarak
belirlenmistir. Biyodeneyde toksik madde olarak Bakir (II)
Kloriir (CuCl2) kullanilmistir. Hematokrit ve mikroniikleus
tespitleri i¢in deney grubuna literatiir bilgisine dayali 96
saatlik LC50 degeri olan 0,48 mg/L (0,43-0,54)’nin [23]
1/10°u 0,048 mg/L sublethal konsantrasyon olarak
uygulanmustir.

Baliklardan 96 saat sonunda 1 ml kapasiteli heparin ile

muamele edilmis enjektdr kullanilarak 1,5-2 ml civarinda kan
alinmigtir. Mikroniikleus testi i¢in alinan kan &rnekleri yayma
yontemiyle preparatlara uygulanmis ve % 95’lik etanolde 20
dk fikse edilmistir. Daha sonra % 5’lik Giemsa boyasinda 20
dk boyunca bekletilmis ve distile su ile yikanarak incelemeye
hazirlanmustir.

Hematokrit testi i¢in alinan kan 6rnekleri 1,1 mm ¢apli 75
mm uzunlugundaki mikrohematokrit tiiplerine 2/3’{inii
dolduracak sekilde konulmus ve tiiplin ucu macun ile
kapatilmistir. Tiipler hematokrit santrifiijiine yerlestirilerek
11500 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir. Kirmizi kan hiicreleri
(eritrositlerin) hacmi total kanmn hacmine oranlanarak
hematokrit seviyesi tayin edilmistir [24; 25; 14; 26; 27].

BULGULAR

Mikroniikleus testi i¢in mikroskop sayim sonuglar1 ve
goriintiileri Tablo 1 ve Sekil 1-4’de verilmistir. Niikleus
bozulmalarinda deney grubu sonuglarina goére en yiiksek
deger biniikleusda 33,50, en diisiik deger ise ¢entikli niikleus
da 15,50 olarak bulunmusgtur. Kan orneklerinde ortalama
hematokrit seviyeleri kontrol grubunda % 29,91 iken deney
grubunda % 25,01 olarak tespit edilmistir.

Tablo 1. Mikroniikleus testi (Ort + SS)

Mikrontikleus  Centikli ~ Tomurcuklu Loblu Biniikleus
Niikleus Niikleus Niikleus
Kontrol Grubu  13,60+3,13 9,60+3,71 9,80+5,12 13,40+6,84 11,60+7,50

Deney Grubu 23,00=1,41 15,50+0,71  24,0024,24  27,00+£5,66  33,50+4.,95

35,00 335
OKontrol

30,00 ODeney 27

25,00 23

24
20,00
15,5

15,00 13,60 134

os 116
10,00 56 .
5,00
0,00

Mikroniikleus Centikhi

Sekil 1. Mikroniikleus Testi Sonucu

Tomurcuklu Loblu Biniikleus

s Ve,

> . &£

Sekil 2. Loblu Niikleus (1) Biniikleus (2) Tomurcuklu
Niikleus (3)
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Sekil 3 Mikrdnﬁkleus “)

Sekil 4. Centikli Niikleus (5)

SONUC ve TARTISMA

Agir metallerin baliklarin saglik parametreleri lizerine
etkisi ile ilgili cok sayida galisma yapilmistir. Bagdonas ve
Vosyliené¢ [22], bakirin alabalik igin 96 saatlik LC50
degerini 0,65 mg/L olarak bulmuslar ve 96 saat siireyle
lethal dozun 1/4’line, 1/8’ine ve 1/16’sina maruz
birakmislardir. Calisma sonunda alyuvar sayisi, hemoglobin
seviyesi ve hematokrit degerlerinde 6nemli bir degisim
olmadigini, akyuvar sayisinin ise bir diisiis gosterdigini
tespit etmislerdir. Dethloff vd. [21], 3, 7, 14 ve 21 giin
stireyle, yaklasik 6, 16 ve 26 pg/L’lik bakira maruz
biraktiklart alabaliklarda bazi kan parametrelerini incelemis
ve hemoglobin seviyesinin 21 giin sonunda {i¢
konsantrasyonda da belirgin bir farklilik gostermedigini
saptamglardir. Hematokrit seviyesi ise 7. giine kadar 3
konsantrasyonda da artig gdstermis ancak 21. giin kontrol
grubu degerlerine diigmiistiir.

Dethloff vd. [9], bakir kirliligi gozlenen bolgelerde
alabaliklarin  kan  parametrelerinde  kirlilik  arttikca
hematokrit degerinin arttigin1 gézlemlemisler ve kronik
bakira maruz kalan baliklarda oksijen tasima kapasitesinin
diismesine yol agabilecegini bildirmislerdir. Tort vd. [28],

Scyliorhinus canicula’da yaptiklari ¢calismada baliklari 2, 4, 6,
8 ve 16 (24 saatlik LC50 degeri) mg/L’lik bakira yaklasik 48
saat siireyle maruz birakmiglar ve hematokrit seviyesinin
diistiiglini tespit etmiglerdir. Gioda vd. [29] Leporinus
obtusidens’de yaptig1 ¢alismada baliklar1 45 giin boyunca
bakir (CuSO4.5H20) igin lethal konsantrasyonun % 10 ve %
20’sine maruz birakmuglar ve deneme sonunda hematokrit
seviyesinin diistiigiini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada Bakir (1)
Kloriir maruziyetinin O. mykiss bireylerinde hematokrit
seviyesinin diismesine sebep oldugu tespit edilmistir. Bu
caligmadaki sonuglar Tort vd. [28] ve Gioda vd. [29]’nin
calismalartyla benzerlik, Dethloff vd. [9; 21]’in sonuglariyla
ise farklilik gostermektedir.

Bagdonas ve Vosyliené [22] bakir ve ¢inkonun
Oncorhynchus mykiss iizerindeki genotoksik etkilerini
mikroniikleus testiyle belirlemislerdir. Bakir ve ¢inkoya 96
saat silireyle maruz biraktiklart baliklarda mikroniikleus
frekansiim kontrol grubuna oranla anlamli olarak arttigini
saptamiglardir. Bu g¢aligmada 96 saat Bakir (II) Kloriir’e
maruz birakilan O. mykiss bireylerinde mikrontikleus frekansi
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus olup, Bagdonas ve
Vosyliené [22] ile benzerlik gostermektedir.

Bu arastirma sonuglarina gore Bakir (IT) Kloriir’tin toksik
etkisinin yiksek oldugu, baliklarin kan parametrelerinde
o6nemli degisimlere neden oldugu belirlenmistir. Baliklarda
onemli saglik gostergesi olan hematokrit diizeyini diigiirdiigi,
eritrositlerde bozulmalara sebep olarak cesitli mikronukleus
yapilart olusturdugu anlasilmistir. Agir metallerin canlilar
iizerindeki etkilerinin  belirlenmesine yonelik yapilan
caligmalar son derece 6nemli olup ayni zamanda kirliligin
onlenmesine yonelik calismalara olan ihtiyact da ortaya
koymaktadr.
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