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0z

Klorpirifosun su ekosistemleri tzerindeki toksik etkileri {izerine yapilan bu ¢alismada, Capoeta umbla
tlrd baliklari model organizma olarak kullanilmistir. Baliklara farklh konsantrasyonlarda (55-110 pg/L) ve stirede
(24 ve 96 saat) klorpirifos uygulanarak, beyin dokusunda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) seviyesi ve antioksidan savunma sisteminin 6nemli enzimlerinden olan katalaz (CAT) ve
glutatyon rediktaz (GR) aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, klorpirifosun baliklarda oksidatif stresi
tetikleyerek hicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu artirdigini ve antioksidan savunma sistemini baskiladigini
gostermistir. Bu durum, klorpirifosun su ekosistemlerindeki canlilar Gzerindeki olumsuz etkilerini ve gevresel
riskini vurgulamaktadir.

Anahtar kelimeler: Klorpirifos, Capoeta umbla, katalaz, antioksidan.

Antioxidant Response in Brain Tissuse of Capoeta umbla Exposed to Chlorpyrifos

ABSTRACT

In this study on the toxic effects of chlorpyrifos on aquatic ecosystems, Capoeta umbla fish were used as
a model organism. By applying chlorpyrifos to fish at different concentrations (55-110 pg/L) and durations (24
and 96 hours), malondialdehyde (MDA) levels, an indicator of lipid peroxidation in brain tissue, and catalase
(CAT) and glutathione reductase (GR) activities, which are important enzymes of the antioxidant defense
system, were determined. The results obtained showed that chlorpyrifos triggered oxidative stress in fish,
increased lipid peroxidation in cell membranes, and suppressed the antioxidant defense system. This situation
emphasizes the negative effects of chlorpyrifos on living organisms in aquatic ecosystems and its
environmental risk.
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GIRIS

Bircok tatli su ekosistemi, herbisitler ve bocek ilaglari gibi her yerde bulunan ve bolgesel ve kiresel
olarak yayilabilen endustriyel, evsel ve tarimsal kimyasallarla kirlenmistir (Jin ve ark., 2010). Klorpirifos [(O, O-
dietil O-(3,5,6-trikloro-2-piridinil) fosforotioat)] ise tarimsal ve evsel zararhlari kontrol etmek igin yaygin olarak
kullanilan organofosfath bir pestisittir. Pestisitler, tarim arazilerinin drenaji, riizgar striiklenmesi ve hatta kasitli
puskirtme yoluyla su ekosistemlerine ve balik ciftliklerine girebilir (Dar ve ark., 2022; Saha ve ark., 2021;
Sharma ve ark., 2021). Klorpirifos suda nispeten kararl bir bilesik olmasina ragmen, suyun fiziksel ve kimyasal
kosullarinin, ultraviyole isinlarinin  ve mikroorganizmalarin aktivitesinin etkisiyle 8-53 gilin sonra
parcalanabilmektedir (Lu ve ark., 2006). Klorpirifosun baliklar icin oldukga zehirli oldugu ve bunun solungaclar,
deri ve sindirim sistemi yoluyla hizla emilebildigi bildirilmistir (Hatami ve ark., 2019). Dogal su ortamlarinin
kimyasal bilesimindeki degisiklikler tatli su faunasini, dzellikle baliklari etkileyebilir. insanlarin balik tiikketmesi
nedeniyle, pestisitlerin baliklar Uzerindeki etkileri, pestisitlerin insan saghgina olan olumsuz etkilerinin
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degerlendirilmesinde 6nemli bir 6neme sahiptir (Begum ve Vijayaraghan, 1996). Son calismalar, baliklardaki
pestisit toksisitesinin reaktif oksijen tirlerinin (ROS) artan Uretimiyle iliskili olabilecegini ve bunun da oksidatif
hasara yol acabilecegini gostermistir. ROS' lar elektron tasima zinciri, enzimler ve redoks doénglisiinin
Urlnleridir ve Uretimleri ksenobiyotikler tarafindan artirilabilir. Oksidatif stres, ROS' lar hlicresel savunmalari alt
Ust ettiginde ve proteinlere, zarlara ve DNA'ya zarar verdiginde ortaya c¢ikar. Oksidatif stres, pro-antioksidan
dengesinin bozulmasi olarak tanimlanir ve potansiyel hasara yol agar (Oruc ve ark., 2004; Trasande ve ark.,
2011). Son yillarda, hem gevresel kaliteyi hem de organizmalarin adaptasyonunu izlemek igin bir ara¢ olarak
biyobelirteclerin kullanimina giderek daha fazla vurgu yapilmaktadir. Oksidatif savunma sistemi, oksiradikal
aracih yanitlarin biyokimyasal biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyeli nedeniyle kapsamli bir sekilde
cahsilmistir (Kelly ve ark., 1998; Van der QOost ve ark., 2003). Tim organizmalarda ROS 'larin detoksifikasyonu
icin ana antioksidatif enzimler, katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR)" dir. Bu enzimlerin oksiradikallerle
reaksiyonlari baliklarda incelenmistir (Avci ve ark., 2005). Balik dokusunda bulunan antioksidan enzimler
(6rnegin, katalaz, glutatyon rediktaz) ve lipid peroksidasyon riinleri (malondialdehit) gibi biyokimyasal
parametreler, pestisitlere maruziyetin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan oksidatif stresi degerlendirmek igin
potansiyel biyobelirtecler olarak kabul edilmektedir (Ahmad ve ark., 2000; Almeida ve ark., 1997; Kelly ve ark.,
1998). Bu biyobelirtecglerin olcllmesi, su ekosistemlerindeki pestisit kirliliginin etkilerini belirlemek, risk
degerlendirmesi yapmak ve uygun onlemleri almak agisindan biylik énem tasimaktadir. Bu nedenle, farkl su
ortamlarinda yasayan farkl balik tlrlerinde pestisitlere maruziyetin antioksidan sistem Uzerindeki etkilerinden
birine katki yapmak amaciyla yapilan bu ¢alismada klorpirifosa maruz kalan Capoeta umbla' nin beynindeki
antioksidan yaniti MDA) seviyesi ve antioksidan savunma sisteminin énemli enzimlerinden olan CAT ve GR
aktiviteleri ile belirlenmeye ¢alisiimigtir.

Bu calismanin amaci, segilmis oksidatif stres parametreleri kullanilarak, klorpirifos’ un subletal
maruziyetinin Capoeta umbla baliklari Gzerindeki olumsuz etkilerini degerlendirmektir.

MATERYAL ve METOT

Capoeta umbla baliklar (92.7-121.4 gr) Murat Nehri'nden (Bingdl) yakalanarak, Bingdl Universitesi,
Ziraat Fakdltesi, Su Uriinleri B&limi, Su Uriinleri Yetistiriciligi Laboratuvarina getirilmistir. Laboratuvarda 600
L'lik fiberglas tanklara aktariimistir. 21 giin boyunca baliklar sirekli akan musluk suyunda dinlendirilmistir.
Calismada baliklar agirliklarinin %2’si kadar ticari yemle giinde 2 kez beslenmistir. Suyun ¢6ziinmus oksijen
degeri, pH degeri, sicaklik, alkanite ve toplam sertlik (CaCOs) degerleri sirasiyla, 8.02 £ 1.04 mg/L, 8 £0.3,15+ 4
oC, 137 + 9 mg/L ve 151 * 34 mg/L olarak tespit edilmistir. LCso degerini belirlemek icin klorpirifos, 60 L’lik
tanklarda 200, 300, 400, 500 ve 1000 pg/L kullaniimistir. 96 saatlik LCso degeri bilgisayar programi SPSS 20.0 ile
hesaplanmistir. Daha sonra LCsg  degerinin %12.5 ve %25’lik miktari (55 ve 110 pg/L) baliklara 24 ve 96 saat
uygulanmistir. Deneme (g tekerrirli olarak yapilmistir. Bu uygulamalar sirasinda herhangi bir balk 6limu
gerceklesmemistir.

CAT aktivitesi, 1 M Tris—HCI, 5 mM EDTA (pH 8.0), 10 mM H,0, ve H,0 karisimini iceren Beutler, (1984)
yontemine gore belirlendi. MDA igerigi, 95 °C'de tiyobarbiturik asitle aerobik kosullarda (pH 3.4) inkiibasyondan
sonra o6l¢lldu. Bu reaksiyonlarla olusan pembe renk, spektrofotometrik olarak 532 nm dalga boyunda olctldi
(Ohkawa ve ark., 1979). Spesifik aktivite, miligram protein basina aktivite birimi olarak tanimlandi. Protein
icerigi, standart olarak sigir serum albimini kullanilarak Lowry ve ark., (1951) tarafindan belirlenen yonteme
gore belirlendi. GR aktivitesi ise Beutler, (1984) yontemine gore belirlenmistir.

istatistiksel analizler SPSS 20.0 yazihmi ile gerceklestirilmistir. Veriler ortalama + ortalama standart
hatasi olarak ifade edilmistir. Konsantrasyon ve zamanin farkli deney gruplar Uzerindeki etkisini
degerlendirmek igin tek yonli ANOVA kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlar ve farkli zaman araliklari igin
kontrol ve tedavi gruplar arasindaki farklarin anlamhhigini incelemek icin Tukey testi yapiimistir. Farklar p <
0.05' te anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Klorpirifos’ a maruz birakilan Capoeta umbla baliklarinin beyin dokularindaki (n=10) antioksidan enzim
aktivitesi ve MDA igerigi cizelge 1, 2 ve 3’ de dzetlenmistir. 24 ve 96 saat saat maruziyetin sonunda, beyin
dokularindaki CAT ve GR aktivitesi, kontrol grubuyla kiyaslandiginda klorpirifos’ un artan konsantrasyonuyla
azalirken, buna karsilik, MDA igerigi ise artan konsantrasyon nedeniyle artig gostermistir.

1150



Turk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 11(4): 1149-1153, 2024

Cizelge 1. CAT (U mg™! protein) aktivitesindeki degisim

Zaman (saat)

Gruplar (pg/L) 24 %
Kontrol 2.89 +0.36° 3.11+0.27°
55 2.65 +0.33° 2.31+0.21°
110 1.96 +0.19° 1.21+0.17°

*Ayni sutuinda farkli harfleri tagtyan ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05).
Cizelge 2. GR (U mg™! protein) aktivitesindeki degisim

Zaman (saat)

Gruplar (pg/L) " 96
Kontrol 36.58 £0.33° 37.06 £ 0.41°
55 35.04 £ 0.53? 38.4 £0.53?
110 28.11 +0.34° 25.36 £ 0.39°

*Ayni sutlinda farkh harfleri tagiyan ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05).

Cizelge 3. MDA (nmol mg™* protein) seviyesindeki degisim

Zaman (saat)

Gruplar (pg/L) 2 9%
Kontrol 2.96 £0.29° 3.14+£0.271°
55 3.47 +0.31° 3.81+0.33°
110 3.85+0.36° 4.33 +0.36°

*Ayni sutinda farkli harfleri tagiyan ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0.05).

Galismanin elde edilen sonuglara gére antioksidan savunmalar reaktif oksijen tirlerini temizleyebildi ve
dokulardaki oksidatif hasarin artmasini 6nleyebildi. Klorpirifos maruziyetini takiben lipid peroksidasyonundaki
artis, lipid peroksidasyonuna yol acan c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu artiran ROS' larin
indiksiyonuna atfedilebilir (Liu ve ark., 2008; Valavanidis ve ark., 2006). Yiksek klorpirifos konsantrasyonlu
tedavi gruplarinda, ikincil bir lipid peroksidasyon (riini olan MDA igerigi, kontrol baliklarina kiyasla fazla
artmistir; bu da tedavi edilen baliklarda biylk miktarda lipid peroksidasyonun meydana geldigini
gdstermektedir. Diger tiirlerde de benzer sonuglar bildirilmistir. Ornegin klorpirifos maruziyeti sazan baliginin
karaciger dokusunda MDA igeriginde 6nemli bir artisa neden oldugu raporlanmistir (Jin ve ark., 2010). Bu
calismada klorpirifos maruziyetinin Capoeta umbla baliginin beyin dokusunda lipid peroksidasyonunu artirdigi,
bunun da uygulanan konsantrasyonlarda klorpirifos’ un peroksidatif doku hasarini arttirdig1 gostermektedir.

Lipid peroksidasyonu, pestisitlerin neden oldugu hiicre zari hasarinin ilk adimi olup, hicresel
bilesenlerdeki oksidatif hasarin degerli bir gostergesi olarak kabul edilir (Monteiro ve ark., 2000). Yapilan
¢alismalar (Orug, 2010) klorpirifos’ un balik turlerinde MDA seviyelerini tetiklemedigi bildirilmistir. Bu sonug
¢alismamizin sonuglariyla ¢akismaktadir. Bu farkhhgin, klorpirifos konsantrasyonundaki farkhhklardan, maruz
kalma siresinden veya balik tirii ve blyukliginden kaynaklanabilecegi gibi, esas olarak konsantrasyona ve
maruz kalma siiresine gore degisiklik gostermektedir.

Bircok organizmanin, aktive edilmis ROS 'larin zararl etkilerine karsi kendilerini korumak icin benzersiz
sistemleri vardir. Bu ¢alismada, beyindeki CAT ve GR aktiviteleri klorpirifos maruziyetinden sonra azaldi. Diger
organizmalar gibi balklar da sistemlerindeki yliksek ROS seviyeleriyle, speroksit anyonlarini H,0,'ye ve
ardindan H,0 ve O,'ye donlstlren GR ve CAT gibi koruyucu ROS temizleyici enzimlerle miicadele edebilir (Kirici,
2021; Kirici ve ark., 2017; Kirici ve ark., 2020; Kirici, Demir, ve ark., 2016; Kirici ve ark., 2017; Kirici ve ark., 2021;
Kirici, Kirici, ve ark., 2016; Kirici, Kirici, ve ark., 2017; Kirici ve ark., 2019). Bu nedenle, klorpirifos maruziyetinin
neden oldugu bu enzimlerin aktivitesindeki bir azalmanin, ROS' larin hiicreden atilmasina katkida bulunmasi
mimkandr.

Balik tirlerinde pestisit kaynakli inhibisyon ve CAT aktivitesinde indiiksiyon calisilmistir. Furadanin
adaptif bir yanit olarak CAT aktivitesinde bir artisa neden oldugu bildirilmistir (Alves ve ark., 2002). Baska bir
¢alismada (Hai ve ark., 1997) Diklorvosun Ictalurus nebulosus' ta CAT aktivitesini konsantrasyona bagh olarak
artirdig ortaya konmustur. Buna karsin Heteropneustes fossilis’ te monokrotofos uygulamasi CAT aktivitesinde
azalmaya neden olmustur (Thomas ve Murthy, 1976). Farkh bir calismada (Sayeed ve ark., 2003) ise deltametrin
maruziyeti Channa punctatus' un karaciger, bobrek ve solungag¢ dokularinda CAT aktivitesinde 6nemli bir
azalmaya neden oldugu raporlanmistir. Monokrotofosa maruz birakilan Gambusia affinis baliklarinda CAT, SOD
ve GR antioksidan enzim aktivitesinde 6nemli bir indiksiyon gorildiigiu ve 16. glinde kademeli olarak kontrol
seviyelerine geri dondigu raporlanan calisma da (Kavitha ve Rao, 2007) literatiirde mevcut. Antioksidan

1151



Turk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 11(4): 1149-1153, 2024

enzimlerin 6nemli bir 6zelligi, kirletici kaynakl strese énemli bir adaptasyon olabilecek oksidatif stres kosullari
altinda indiiklenebilirlikleridir (Li ve ark., 2007).

SONUC ve ONERILER

Baliklar, su ekosistemlerindeki pestisit kirliliginin etkilerini degerlendirmek icin kullanilan énemli bir
model organizmadir. Balik dokularindaki antioksidan sistemdeki degisiklikler ve lipid peroksidasyon seviyeleri,
pestisitlerin neden oldugu oksidatif stresin bir sonucu olarak ortaya c¢ikan biyokimyasal degisiklikleri
yansitmaktadir. Bu biyobelirtegler, pestisitlerin sucul organizmalar lizerindeki toksik etkilerini anlamak ve bu
etkileri azaltmak igin gerekli &nlemleri almak acgisindan 6nemli bilgiler saglamaktadir. Bu nedenle, bu
parametreler, su ekosistemlerinin saghgini degerlendirmek ve pestisitlerin cevresel riskini belirlemek icin
onemli bir arag olarak kullanilmaktadir. Ancak, farkli balk tdrleri, yaslari ve maruz kaldiklari pestisit tiirlerine
bagh olarak antioksidan sistemlerinin yaniti farklilik gosterebileceginden, bu konuda daha fazla arastirmaya
ihtiyac duyulmaktadir.
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