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ÖZET
Bu çalışmada organofosforlu  insektisitlerden biri olan chlorpyrifos ethyl’in  Barbus rajanorum mystaseus üzerindeki genotoksik etkilerinin belirlenmesine çalışılmıştır. Bunun için eritrosit mikronukleus testi kullanıl-mıştır. Çalışmada 96 saat süreyle 125, 150, 175, 200 ve 225 ppm’lik dozlarda chlorpyrifos ethyl’e maruz bı-rakılan 24 adet Barbus rajanorum mystaseus bireyinin kanındaki eritrositlerde mikronukleus oluşum frekans-ları hesaplanmıştır. Sonuçta en yüksek mikronukleus frekansı 225 ppm’lik doza maruz bırakılan B. Rajano-rum mystaseus bireylerinde tespit edilmiş ve doz artışına bağlı olarak mikronukleuslu eritrosit sayısında artma olduğu gözlenmiştir.
Anahtar Kelimeler:Mikronukleus Testi, Genotoksik Etki, Chlorpyrifos Ethyl, Barbus rajanorum mystaseus.
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THE INVESTIGATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF CHLORPYRIFOS ETHYL (PESTICIDE;INSECTICIDE) ON Barbus rajanorum mystaseus (HECKEL,1843) BY ERYTHROCYTE MICRONUCLEUS ASSAY
ABSTRACT
In this study, erythrocyte micronucleus assay has been used in order to investigate the genotoxic effects of chlorpyrifos ethyl, an organophosphorus insecticide, on Barbus rajanorum mystaseus. Micronucleus frequencies in the erythrocytes of 24 Barbus rajanorum mystaseus, treated with 125, 150, 175, 200 and 225 ppm doses of chlorpyrifos ethyl, for 96 h, has been calculated. As a result, the highest micronucleus frecuency has been determined in the specimens treated with 225 ppm  chlorpyrifos ethyl and dose related increase was observed in the frequencies of micronucleated erythrocytes.
Key Words: Micronucleus Assay, Genotoxic Effect, Chlorpyrifos Ethyl, Barbus rajanorum mystaseus.
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1.GİRİŞ
Günümüzde artarak kullanılmakta olan pes-tisitlerin birinci derecede hedef olmayan canlılar üzerinde de genotoksik etkilere yol açtığı bilinmek-tedir (Tardriff,1988). Pestisitler çeşitli yollarla su ortamlarına ulaştıklarında içerisindeki balık ve di-ğer canlılara zarar vermektedirler. Pestisitler su ortamlarına uygulama sırasında veya tarım ve or-man sahalarındaki pestisit uygulaması sonrası yağ-mur suları, drenaj suları, yüzey akışları ve sulama suları ile taşınmaları sonucunda su ortamlarına ulaş-makta ve buradaki organizmalara zararlı olmakta-dırlar (Tuncer,1987). Balıklar su ortamından solun-gaçları vasıtasıyla bu kimyasalları absorbe etmeleri yada bulaşık materyalleri besin olarak tüketmeleri sonucu pestisitle bulaşabilir yada zehirlenebilirler (Toros ve maden,1991). Gerek yeraltı gerekse yer-üstü su kirliliğine neden olan kaynaklardan bir tane-si de tarımsal faaliyetler içerisinde yer alan ve za-rarlılarla mücadelede kullanılan pestisitlerdir (Yıldız ve diğ., 2005). Pestisitler bitki zararlıları olan organizmaları yok etmek için kullanılan sente-tik yada organik bileşiklerdir. Kültür bitkileri yetiş-tirilen arazilerde yabancı otlar, böcekler ve diğer zararlılarla mücadelede kullanılan pestisitler daha sonra çeşitli şekillerde yeraltı su kaynaklarına ve buradan da göllere ve denizlere karışmak suretiyle akuatik ortamlarda yaşayan canlılara zarar verecek bir kirlilik meydana getirirler (Karacan, 2007). Akuatik ortamlar ve bu ortamlarda başta balıklar olmak üzere yaşamakta olan canlılar pestisitlerden birinci derecede etkilenmekte ve sözkonusu  pesti-sitler bu organizmalar üzerinde genotoksik etkilere neden olmaktadırlar. Akuatik ortamlardaki geno-toksisite araştırmalarında kimyasal ögelerin klasto-jen etkilerinin belirlenmesi amacıyla memeliler için hazırlanmış olan çeşitli testler farklı şekillerde mo-difiye edilerek başta balıklar olmak üzere midyeler ve diğer kabuklular gibi akuatik canlılar üzerinde kullanılmaktadır (Burgeot et all., 1995; Sanchez-Galan et all., 1998; Majone et all., 1990; Heddle et all., 1983). Balıklar, akuatik ortamlarda yaşamakta olan canlılar içerisinde laboratuvar ortamlarında kolaylıkla muhafaza edilebilmeleri ve yetiştirilebil-melerinden dolayı sözkonusu bu testlerin kullanıl-ması açısından oldukça önemli bir yere sahiptir. Bununla beraber balıklar genellikle yüksek sayıda ve küçük yapıda kromozomlara sahip olduklarından dolayı, metafaz çalışmalarında klastojen etkilerin belirlenmesinde çeşitli güçlükler ortaya çıkabilmek-te ve bu noktada mikronukleus testi, klastojen etkilerin araştırılmasında daha pratik ve kullanışlı bir metod olarak önem kazanmaktadır (Al-Sabti and Metcalfe, 1995).
Mikronukleus, kromozomlarda kırılma sonu-cunda meydana gelen sentromerli ya da asentrik fragmanların bölünme sonunda kromatin hale geç-meleri ile oluşan yapılar olup, bu yapılar ana nuk-leusdan ayrı olarak hemen yanında yer alan küçük yapılardır (Al-Sabti, 1991). Mikronukleus testi pra-tik ve ucuz olması açısından diğer metodlara göre genotoksisite araştırmalarında sıkça tercih edilen bir metotdur(Minisi et all., 1996;Poongothai, 1996).
 Barbus rajanorum mystaseus Elazığ bölge-sinde ekonomik önemi olan ve Keban Baraj Gölü’ nde oldukça çok bulunan balık türlerinden biridir (Yılayaz ve Bitmiş, 2002). Dolayısıyla çalışmada bölgede ve özellikle de Keban baraj gölü etrafında-ki ova bölgesi olarak adlandırılan ve tarım yapılan alanlarda yaygın olarak kullanılan bir insektisit olan chlorpyrifos ethyl (0,0-diethyl 0-(3,5,6-trichloro-2-pyridyl) phosphorothioate)’in (E.T.İ.M., 2004) B.rajanorum mystaseus üzerinde genotoksik etkisi-nin eritrosit mikronukleus testi ile belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmada hepsi aynı sürede ve farklı konsantrasyonlarda insektisite maruz bırakı-lan balıkların eritrositleri mikronukleus oluşum fre-kansları bakımından incelenmiş ve bulgular ista-tistiki olarak değerlendirilmiştir.
2.MATERYAL VE METOT
2.1. MATERYAL
Barbus rajanorum mystaseus örnekleri Ke-ban baraj gölü’nün ova bölgesindeki önceden belirlenmiş olan istasyonlarda yakalanmış ve canlı halde laboratuvara getirilmişlerdir. Örnekler bir hafta süreyle laboratuvardaki akvaryumlara uyum-ları sağlandıktan sonra deneye alınmışlardır. Deney için balıklarda cinsiyet ayrımı gözetilmeksizin yaşları 1+ , ağırlıkları 83-97 g , total boyları 17,5-23 cm olan ve her doz grubu için 4 Barbus rajanorum mystaseus bireyi kullanılmıştır.
2.2. METOT
2.2.1. Pestisitin Uygulanması

Barbus rajanorum mystaseus örnekleri, 80x 35x45cm  ebatlarında olan ve daha önceki çalış-malara dayanılarak belirlenen  125, 150, 175, 200 ve 225ppm’lik dozlarda chlorpyrifos ethyl ihtiva eden akvaryumlara alınarak 96 saat süreyle insek-tisite maruz bırakılmışlardır(Sergene ve diğ., 1999).
2.2.2. Preparatların Hazırlanması

Uygulama süresi sonunda eritrosit inceleme-leri için, her bir doza maruz bırakılan ortamdaki balıkların her birinden kan alınarak 3’er adet yayma kan preparatı hazırlanmıştır. Kan, balıkların kaudal venalarından alınmış ve alınan bu kandan bir damla lam üzerine damlatıldıktan sonra kanın lamel ile iyice yayılıp kurutulmaları sağlanmıştır. Preparat-lar, fiksasyon için 20 dakika süreyle saf etanol ile muamele edilip kurutulduktan sonra % 5’lik gimsa solüsyonuyla da 30 dakika boyama için muamele edilerek havada kurutulup incelenecek hale getiril-mişlerdir (Kocabatmaz ve Ekingen, 1984).
2.2.3. Preparatların İncelenmesi

Preparatlar hazırlandıktan sonra mikroskop altında eritrositlerdeki mikronukleus sayımları için tarama işlemine tabi tutulmuşlardır. Her bir prepa-ratta 1000 tane eritrosit taranarak, bunların sitoplaz-ması içerisinde ana nukleus yanında küçük mikro-nukleuslar içeren eritrositler kaydedilmiştir. İncele-me sırasında yalnızca ana nukleus ile aynı kırınımı gösteren yapılar mikronukleus olarak sayılmışlar-dır. Mikronukleusa benzeyip ancak şüphelenilen durumlarda mikroskobun daha yüksek büyütmesiy-le inceleme yapılmış, böylece yanıltıcı mikronukle-us benzeri görünümler kayda alınmayıp kesin so-nuçlar belirlenmiştir (Al-Sabti, 1991). Daha sonra sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. İsta-tistiksel değerlendirmeler SPSS bilgisayar yazılımı kullanılarak tek yönlü varyans analizi (Anova) ile yapılmıştır. İkili karşılaştırmalar için ise t testi kullanılmıştır. İstatistiki sonuçlar ve önem düzeyleri tablo 1. ve tablo 2.’de gösterilmiştir
3.BULGULAR
Yapılan sayımlar sonucunda uygulanan in-sektisit doz artışına bağlı olarak mikronukleuslu eritrosit frekansında artış olduğu saptanmıştır. Buna göre kontrol grubunda belirlenen mikronukleuslu eritrosit frekansı %0.05 iken 225 ppm’lik doz gru-bunda bu sayının %2.47’ye yükseldiği ve doz artışı ile birlikte mikronukleuslu eritrosit sayısı arasında paralel şekilde artan bir ilişkinin olduğu görülmüş-tür. Yapılan istatistiki değerlendirmelerde ise balık-lara uygulanan doz grupları arasındaki farklılıkların anlamlı olduğu (P<0,0001) gözlenmiş ve her bir de-ney grubunda belirlenen ortalama ertrosit mikro-nukleus frekanslarının ve bunun yanında farklı doz-lardaki insektisit uygulaması sonunda belirlenen değerlerin kontrol grubuna göre önem düzeyleri Tablo 1’de verilmiştir. Doz grupları arasındaki ikili karşılaştırmalar ve belirlenen farklılıkların istatis-tiksel önem düzeyler ise Tablo 2’de verilmiş olup, buna göre ikili karşılaştırmalarda 125ppm-175ppm, 125ppm-200ppm, 125ppm-225ppm, 150ppm-200 ppm, 150ppm-225ppm ve 175ppm-225ppm’lik uy-gulamalar arasındaki farklılıkların istatistiksel olarak anlamlı (P<0,05) olduğu belirlenmiştir.
Tablo 1. Farklı uygulama dozlarında belirlenen ortalama MN frekansları ve kontrol grubu ile arala-rındaki farklılıkların önem düzeyleri (MN frekansları ortalama ± SH olarak verilmiştir).
	Uygulanan Doz (ppm)
	% MN Frekansı
	Önem Düzeyleri

	Kontrol
	0.05 ± 0.10
	-

	125
	1.24 ± 0.33
	P<0.0001

	150
	1.33 ± 0.12
	P<0.0001

	175
	1.75 ± 0.18
	P<0.0001

	200
	2.30 ± 0.27
	P<0.0001

	225
	2.47 ± 0.16
	P<0.0001


Tablo 2. Doz grupları içerisinde yapılan ikili karşılaştırmalarda belirlenen farklılıkların istatistiksel önem Düzeyleri.
	125 - 150 ppm
	P>0,05

	125 - 175 ppm
	P<0.05

	125 - 200 ppm
	P<0.05

	125 - 225 ppm
	P<0.05

	150 - 175 ppm
	P>0.05

	150 - 200 ppm
	P<0.05

	150 - 225 ppm
	P<0.05

	175 - 200 ppm
	P>0.05

	175 - 225 ppm
	P<0.05

	200 - 225 ppm
	P>0.05


4.TARTIŞMA VE SONUÇ 
Balıklar, son yıllarda su ortamlarında geno-toksisitenin belirlenmesinde indikatör organizmalar olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte bazı geno-toksik ajanların insanlar üzerindeki olası etkilerinin tahmininde de test organizması olarak yine balıklar kullanılabilmekte ve nitekim detoksifikasyon meka-nizmalarında benzerlikler görülmektedir (Stegeman and Lech, 1991). Dolayısıyla balıklar insanların alternatif besin kanaklarının önemli bir bölümünü oluşturduklarından meydana gelebilecek toksik etkilerle özellikle ilgilenilmektedir(Al-Sabti, 1992). 
Araştırıcılar, bir çok kimyasal ya da fiziksel etmenlerin su ortamlarındaki genotoksik etkilerinin belirlenmesinde eritrosit mikronukleus (MN) testin-den yararlanmışlardır.
Sergene ve diğ. (1999), yapmış oldukları ça-lışmada organofosforlu bir insektisit olan methami-dophos’un Clarias lazera üzerine olan genotoksik etkilerini eritrosit mikronukleus testi ile belirlemiş-ler ve buna göre kontrol grubundaki balıklarda mikronukleuslu eritrosit frekansını %0,18, 100 ppm ’lik en düşük doza maruz bırakılan balıklarda %1,92 ve en yüksek 200ppm’lik doza maruz bıra-kılan balıklarda ise %3,26 olarak bulmuşlar ve doz artışı ile birlikte mikronukleuslu eritrosit sayısında bir artış ilişkisinin olduğunu tespit etmişlerdir. Yıla-yaz (2005) ise organofosforlu bir insektisit olan parathion methyl’in Barbus rajanorum mystaseus üzerine olan genotoksik etkisini eritrosit mikronuk-leus testi ile belirlemiş ve buna göre kontrol gru-bundaki balıklarda mikronukleuslu eritrosit frekan-sını %0.09, 125ppm’lik en düşük doza maruz bıra-kılan balıklarda %1.35, 225 ppm’lik en yüksek doza maruz bırakılan balıklarda ise %2.65 olarak bulmuş ve doz artışı ile MN’lu eritrosit sayısı arasında artan bir ilişkinin olduğunu tespit etmiştir. 
Bu çalışmada ise yine organofosforlu bir insektisit olan chlorpyrifos ethyl’e maruz bırakılan Barbus rajanorum mystaseus bireylerinde mikro-nukleuslu eritrositler incelenmiş ve mikronukleuslu eritrosit frekansı kontrol grubunda %0.05 iken 125 ppm’lik en düşük doza maruz bırakılan balıklarda %1.24, 225 ppm’lik en yüksek doza maruz bırakı-lan balıklarda ise %2.47 olarak tespit edilmiş olup, doz artışına paralel olarak mikronukleuslu eritrosit frekansında bir artışın olduğu gözlenmiştir. Dolayı-sıyla çalışmadaki sonuçlar uygulanan pestisitin Barbus rajanorum mystaseus bireyleri üzerinde bir genotoksik etki meydana getirdiğini göstermekte-dir. Bununla birlikte elde edilen sonuçların, aynı balık türünde Yılayaz (2005)’ın yapmış olduğu ça-lışmada uyguladığı insektisit olan parathion methyl’ in genotoksik etki sonuçları arasında bir paralelliğin olduğu görülmektedir.
Bahari et all.(1994), 9 Gy’lık radyasyona maruz bıraktıkları Clarias gariepinus’un eritrosit-lerinde 96 saat sonunda en yüksek eritrosit MN frekansını %0,4, ve mitomisin C’ye maruz bıraktık-ları C.gariepinus’larda ise %0,6 olarak belirlemiş ve bunun yanı sıra doz artışına bağlı olarak mik-ronukleuslu eritrosit frekansında artış olduğunu bildirmişlerdir. Al-Sabti (1994) ise yapmış olduğu çalışmada Carassius auratus’da selenyum, civa ve metil civa’nın eritrositlerde mikronukleus oluşumu-nu indüklediğini göstermiş ve 50 ng/5ml konsant-rasyonunda Hg2+’ya maruz bırakılan C.auratus bi-reylerinin eritrositlerindeki MN frekansını %69,3 aynı konsantrasyonda metil civaya maruz bırakılan bireylerde %13,1 ve 1000 ng/5ml’lik konsantras-yonda selenyum IV’a maruz bırakılan balıklarda ise % 69,2 olarak belirlemiştir.

Bunların yanı sıra su kirliliğinin belirlenmesi amacıyla direkt olarak doğal ortamlardan toplanan balıklarla yapılan çalışmalarda da eritrosit mikro-nukleus testinden faydalanılmakta olup nitekim Al-Sabti (1992), yapmış olduğu çalışmada düşük doz-lardaki iyonize radyasyonun genotoksik etkilerini belirlemek amacıyla radyoaktif maddelerle konta-mine olmuş göllerden topladığı balıklara eritrosit MN testini uygulamıştır. Çalışmada 137Cs kon-santrasyonunu 8,195 Bq/kg olarak belirlediği balık-larda eritrosit MN frekansını %2,1 ve 137Cs kon-santrasyonunu 3,244 Bq/kg olarak belirlediği, dola-yısıyla radyoaktif kirlenmenin daha az olduğu böl-gelerde yaşayan balıklarda eritrosit MN frekansını ise %0,5 olarak tespit etmiştir.

Değişik çalışmalardan elde edilen sonuç-larda çalışılan bölgeye, maruz kalınan kirleticiye, çalışılan canlı türüne, canlının genetik yapısı gibi çeşitli faktörlere bağlı olarak farklılıklar gözlene-bilmektedir. Ancak neticede bir kirleticiye maruz kalan balıkların genetik yapısında küçük ya da büyük oranlarda bir değişikliğin olduğunu eritrosit MN testi göstermektedir.

Bu çalışmada bölgede ve de Keban Baraj Gölü etrafındaki ova bölgesi olarak bilinen bölge-deki tarım arazilerinde çok kullanılan organofosfor-lu bir insektisit olan chlorpyrifos ethyl’in düşük ve yüksek dozlardaki uygulamaları B. rajanorum mys-taseus’a genotoksik etki yaptığı eritrosit MN testi ile saptanmıştır. Ülkemizde çeşitli yasaklamalara ve her pestisit için kullanılacak doz miktarının belli oranlarda olmasına rağmen, tarım üreticileri bu çeşit kimyasallardan bilinçsizce ve gelişigüzel bir şekilde yararlanmakta ve sonuçta çevre kirliliğiyle birlikte besin zincirine bağlı olarak insana kadar uzanan bir yolun oluşmasına neden olmaktadırlar. Dolayısıyla bu gibi çalışmalar yurdumuzda akuatik ortamlardaki genotoksisite araştırmalarında balıkla-rın indikatör organizmalar olarak kullanılması ba-kımından yararlı olacak ve gerek laboratuvar gerek-se doğal ortamlarda balık eritrositlerinde yapılacak in-vivo MN uygulamalarından alınacak sonuçlarla akuatik ortamlardaki toksik maddelerin genotoksik etkileri hakkında daha kolay ve ucuz bir yöntemle bilgi sağlanacaktır. 
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