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OZET

Bu ¢alismada, Dogu Anadolu Bélgesi’'nde, anestezik etkisinden yararlanilarak yerli alabaliklarin
avlanmasinda kullanilan sigwr kuyrugu (Verbascum spp.) bitkisinin etkili maddesi olan saponinin
iki farkli dozunun (150 mg kg™ ve 300 mg kg) ilave edildigi yemlerle 45 giin beslenen gokkusag
alabaliklart  (Oncorhynchus mykiss) 'nda bazi enzim (GR ve G6PD) aktiviteleri, HSI
(hepatosomatik indeks) ve canli agirlik artisi iizerine etkileri incelenmistir. Calisma sonunda GR
ve G6PD enzim aktiviteleri S150 ve S300 gruplarinda kontrol grubuna oranla diistis gostermis,
GRdeki diigiis istatistiki olarak onemli bulunurken, G6PD 'deki diisiis 6nemli bulunmamistir. HSI
ve canli agirlik artisi parametrelerinde en yiiksek deger kontrol grubunda bulunmugtur. S150
grubundaki biiyiime orani S300 grubundan daha yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Gokkusag: alabaligi, Saponin, Enzim aktivitesi, HSI, Biiyiime.

ABSTRACT

Saponin is the active matter of Verbascum plant which used in fisheries in East Anatolia of
Turkey, utilizing with the anesthetic specifications of plants. In this study the effects of saponin on
the enzyme activities (GR and G6PD), hepatic-somatic index and growth rate of rainbow trout

*Bu makale Mehtap (CENGiZ) BAYIR’m “Saponinin Gékkusagi Alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) Kan Parametreleri ve Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri” adli yiiksek lisans tezinden
hazirlanmig 6zgiin bir ¢aligmadir.
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were researched. Fish were fed with the two doses of saponin (150 mg kg-1 and 300 mg kg-1)
added feeds for 45 days. At the result of the experiment, decrease obtained in all parameters, GR
and G6PD enzyme activities, HSI and live weight gaining of rainbow trout according to the
doses.

Keywords: Rainbow trout, Saponin, Enzyme, HSI, Growth.
GIRIS

Sigir kuyrugu ilk olarak 1700’1i yillarin ortalarinda Amerika’da Virjinya’da balik zehri
olarak kullanilmis ve 1839’da Michigon’da tibbi bir bitki olarak tanimlanmistir. Bu
bitki; astim, spazmodik okstiriik, diyare ve akciger problemleri gibi atesli hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir (Tiirker ve Camper, 2002).

Sigir kuyrugu iki yillik bir bitkidir. Ik yilda genis rozet seklinde, kalin, mat ve oval
yapraklar1 ¢ikar. Bu yapraklar kisin kar altinda da canliliklarm siirdiiriirler. Tkinci yil
dallanma olur. Goévdede ¢igeklenme baglar. Daha kiigiik, mat, oval dallanmamis diger
yapraklarda cikar. Kurak yerlerde, bos arazilerde, aga¢ kenarlarinda bulunur. Iyi drenajli
alkali topraklari tercih eder. Fakir topraklarda yetismez. Ayrica giinesi seven bir
bitkidir. Ana gdvdeye yapisik yogun sekilde stoklanmis sar1 ¢igekleri vardir. Bes erkek,
bir disi orgami vardir. Icerdigi kumarin nedeniyle memelilere toksik olmayan sigir
kuyrugu dogal bir insektisittir ve baliklar i¢in zehirleyici etkiye sahiptir. Etkili maddesi
saponindir (Schwartz, 2000).

Saponinler genellikle sindirim sisteminde parcalanirlar ve kan dolasimina gegerek
toksik olurlar. Bunun yanmi sira, baliklar saponini direk solungaglarindan dolasim
sistemine de alabilirler. Toksin, baligin solunum organlarinda etkili olur. Saponinler
ayn1 zamanda eritrositlerin pargalanmasina neden olarak toksinin hizli yayilmasina yol
acarlar. Zehrin etkisi gii¢lii olmasina ragmen genellikle oldiiriicii degildir. Baliklar
toksin bulunmayan sulara konuldugunda tekrar normal hale donebilirler. Bu yiizden
balik¢ilar sersemleyip yiizeye c¢ikan baliklari bir an 6nce toplamalidirlar. Saponinler
birgok balik tiirinde bulunan glikozit (glikoz {ireten) grubu olup, suya

karigtirildiklarinda  kopiirme  ozellikleriyle bilinirler. Saponinler suyun yiizey
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geriliminden daha diisiik olduklarindan kii¢iik stabil baloncuklar formunda bulunurlar.
Bitki suya carpilir ve daha sonra su ¢alkalanir, olusan kdpiigiin miktar1 bulunan saponin
miktarinin iyi bir gostergesidir. Saponinler endiistride, yangin sondiirme tiiplerinde, dis
macunlarinda, sivi sabunlarda, sampuanlarda, kozmetik sanayiinde, bira ve diger

iceceklerde yaygin olarak kullanilirlar (Kritzon, 2003).

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD, EC 1.1.1.49) enziminin temel gérevi NADPH
tiretmek olan pentoz fosfat yolunun ilk basamagini katalizlemektir. Dolayisiyla bu
enzim pentoz fosfat yolunun ilk ve kilit enzimidir (Lehninger ve ark., 1993, Slenzka ve
ark., 1994, Keha ve Kiifrevioglu, 1997). Bu yolla iiretilen NADPH’lar genel olarak; yag
asitlerinin, steroidlerin, bazi aminoasitlerin, indirgenmis glutatyonun ve DNA’nin

sentezinde kullanilirlar (Bonsignore ve ark., 1966, Bonsignore ve Flora, 1972).

Glutatyon ve glutatyon tiirevleri baliklarda oksidatif strese karsi savunma gorevi yapan

onemli bilesiklerdir (Stephensen ve ark., 2002).

Baliklarda G6PD enzim aktivitesi 6zellikle beslenme ve ¢evre sartlarina gore degisiklik
gostermektedir. Oysa CA (karbonik anhidraz) enzim aktivitesi ile beslenme ve diger
sartlar arasinda bir iliskinin varligina karsin birbirlerinden etkilenme smirlari ve bu

smirlarin iligkilerinin boyutlar1 tam olarak netlesmemistir (Bayir, 2002).

Viicut radikallere karsi kendi savunma sistemini kurar. Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik oksijen radikali
yakalayicilari, askorbat (C vitamini), iirat ve rediikte glutatyon gibi hidrofilik radikal
tutucular, tokoferoller (E vitamini), flavonoidler, karotenoidler (A vitamini) ve
ubikuinol gibi lipofilik radikal tutucular, glutatyon rediiktaz, dehidroaskorbat reduktaz
ve tiyorediiksin rediiktaz gibi antioksidanlari yenileyen enzimler ve diger indirgenleri

yenileyen hiicresel mekanizmalar vardir (Dogan, 2002).

Bu calismanin amaci; baliklara anestezik etkisi olan sigir kuyrugu (Verbascum spp.)

bitkisinden elde edilen ticari saponinin 150 mg/l (S150) ve 300 mg/l (S300) dozlarinin
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gokkusag1 alabalig1 (O. mykiss)’'nda HSI, biiylime, eritrositlerdeki GR ve glukoz-6-

fosfat dehidrogenez (G6PD) enzim aktiviteleri {izerine etkilerini belirlemektir.
MATERYAL ve YONTEM

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Bolimii Alabalik Yetistirme ve
Arastirma Merkezi’'nden temin edilen 2 yasgh ortalama agirliklart 227 gr, daha 6nce
enfeksiyon ge¢irmemis ve toksik maddeye maruz kalmamig olan gokkusagi alabaliklar
(O.mykiss) deneme Oncesi 21 giin adaptasyon igin bekletilmistir. Daha sonra baliklar
markalandiktan sonra markalama islemi sirasinda ortaya c¢ikan stresin ortadan
kaldirilmasi i¢in 14 giin daha bekletilmistir. Baliklar deneme siiresince 600 1 hacimli
taze su akisi ve kirli su tahliyesi olan fiberglas tanklarda stoklanmigtir. Her giin kirli su
tahliyesi yapilip, yeterli olmayan durumlarda tanklar sifonlanmistir. Her tanka 7’ser

balik stoklanmustir. Deneme siiresince su sicakligi 11,5+2,5 °C olarak 6lgiilmiistiir.

45 giin siiren demede; kontrol grubu baliklart ticari pelet yemle, birinci grup baliklar
300, ikinci grup baliklar 150 mg/l dozda saponin i¢eren yemle beslenmislerdir (Francis
ve ark., 2001). Yemleme, canli agirliklarmin %1,5’u kadar giinde iki 6giin (8 ve 18

saatlerinde) esit sekilde bdliinerek yapilmustir.

Kan o6rneklerinin alinmasinda 10 ml kapasiteli ve 21 numara igneli plastik enjektorler
kullanmilmistir (Mawdesley-Thomas, 1972; Blaxhall ve Daisley,1973; Bridges, ve ark.,
1976; Clarence ve Hickey, 1982; Satake ve ark., 1986; Hughes, ve ark., 1991).

Baliklarin kan oOrnekleri, aniis ylizgecinin hemen arka kismindan, kana mukoza
karigmamasi i¢in iyice kurulandiktan sonra 21 numara igneli plastik enjektorle kaudal
venadan girilerek alinmistir (Knoph ve Thorud, 1996; Val ve ark., 1998). Kan 6rnekleri
heparinli enjektorlerle alinmis ve ayni giin igerisinde ilgili laboratuarlara taginarak

gerekli analizler yapilmustir.
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Baliklar ferdi olarak tartilmis ve agirliklar kaydedildikten sonra makas, pens ve bisturi
kullanilarak baliklarin karacigerleri ¢ikartilmigtir. Hepatosomatik indeksleri tek tek

hesaplanmustir.

Karaciger Agirligi
HSI= x100
Viicut Agirlig:

Baliklarin canli agirlik artist asagidaki formiilden hesaplanmustir:

Canli Agirlik Artist (%) = (Deneme Sonu Ortalama Agirlik (g) —Deneme Baslangict
Ortalama Agirlik / Deneme Baslangici Ortalama Agirlik(g) ) x 100 ( Siddhuraju ve
Becker, 2003).

SAS (1996) paket programinin GLM prosediirii ile varyans analizi yapilarak muamele
gruplart arasi farklar istatistiksel olarak test edilmistir. Ayrica gruplara ait ortalamalar

Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile analiz edilmistir.
BULGULAR, TARTISMA ve SONUC

Calisma sonunda olgiilen G6PD ve GR enzim aktivitelerine ait bulgular ve istatistiki

analiz sonuglar1 Tablo 1’de verilmistir.

Cizelgeden de goriilebilecegi gibi deneme sonunda gerek GR gerekse G6PD enzim
aktiviteleri hem S150 hem de S300 grubunda kontrol grubuna nazaran disis
gostermistir. Ancak bu diislis sadece GR enzim aktivitesinde istatistiki olarak 6nem
tagimaktadir (p<0,05). G6PD enzim aktivitesi yoniiyle gruplar arasinda 6nemli bir fark

bulunmamustir.
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Tablo 1. Calisma sonunda deneme gruplarinda elde edilen GR ve G6PD enzim

aktivitesine ait bulgular ve istatistik analiz sonuglari

. Glukoz 6- .
Deneme Glutatyon Onem Fosfat Onem
Gruplan Rediiktaz Seviyesi Dehidrogenaz  Seviyesi
Kontrol 5 3,67+0,58" * 19,72+2.86 Onemsiz
S150 5 2,62+0,27° * 15,86+3,19 Onemsiz
S300 5 1,49+1,55% * 13,34+8,79 Onemsiz

X +SD= Ortalama=Standart Sapma. (a-b): Aymi s.L:itundaki farkly harfler istatistiki
olarak birbirinden farkl gruplari géstermektedir. Onemsiz: p>0,05, *: p<0,05.

Daha o6nce yapilan pek cok arastirma cesitli toksik kimyasallarin baliklardaki enzim
aktivitelerini 6nemli derecede etkiledigini gostermistir (Kolayli ve Keha 1999, Lopes ve
ark. 2001, Otto ve ark. 1996, Orug ve Uner 2002, Erdogan ve ark. 2004). Yapmis
oldugumuz ¢alismada saponin igerikli yemlerle beslenen her iki grubun baliklarinda da
(S150 ve S300) G6PD enzim aktivitesi kontrol grubuna oranla diisiik ¢ikmis; fakat bu

diisiis istatistiki olarak 6nemli bulunmamustir.

G6PD pentoz fosfat yolunun ilk basamagini katalizleyen anahtar enzimdir (Pilz ve ark.,
1984, Lehninger, 2000). Pentoz fosfat yolunun temel gérevi NADPH {iretmektir (Keha
ve Kiifrevioglu, 1997). Bu yolla iiretilen NADPH’lar genel olarak; yag asitlerinin,
steroidlerin, bazi aminoasitlerin, indirgenmis glutatyonun ve DNA’nin sentezinde
kullanilmaktadir (Bonsignore ve ark., 1966, Bonsignore ve Flora, 1972). Ayrica
NADPH biiyiime ve iireme proseslerinde esansiyel olup bu proseslerde elektron ve
hidrojen kaynagi olarak gorev yapar (Kan ve ark., 1988). G6PD aktivitesinde meydana

gelebilecek aksakliklar balik metabolizmasinda ¢ok 6énemli hasarlara yol acacaktir.

Saponinin gokkusagi alabaligi (O. mykiss) diyetlerinde G6PD aktivitesi {izerine
olumsuz etkileri oldugu, fakat ¢ok 6nemli aktivite kayiplarinin yaganmadigi ¢alismamiz

sonucunda belirlenmistir.
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Yapilan ¢aligmada kontrol grubunun GR degeri 3,67+0,58 iken diger iki grup diisiis
gostermis ve S150 1,62+0,27; S300 grubu ise 2,49+1,55 olarak belirlenmistir. Gruplar

arasindaki bu fark istatistiki analizler sonucunda 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Akuatik organizmalarin sagligi cesitli toksikantlarin neden oldugu oksidatif stresten
dolay1 tehlikeye girebilmektedir. Pentoz fosfat yolu (PPP) eritrositlerdeki NADPH’1n
tek kaynagidir. NADPH ise proteinler, niikleik asitler ve membran lipidlerini igeren
hiicrelerin bir kismindaki serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif stresten hiicreleri
korur (Ozmen 2004). GR enzim aktivitesindeki azalma muhtemelen in vivo sartlarda
PPP’de ki GO6PD aktivitesinden kaynaklanan NADPH uygunlugunun degisiminden
kaynaklanmaktatir. Ciinkii GR aktivitesi NADPH’in kullanilabilirli§ine baglidir
(Halliwell 1991).

HSI ve canli agirlik artisina (%) ait sonuglar Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo 2. Deneme gruplarma ait HSI ve canl agirlik artis1 degerleri ve bu degerlerin
istatistik analiz sonuglari

Deneme . Onem Canh Agirlik  Onem
Gruplari n HSI Seviyesi n Artis1 (%) Seviyesi
Kontrol 5 1,32+0,39 Onemsiz 4829+11,40°  *

S150 5 1,2320,21 Onemsiz 4 3124417040

$300 5 1,16+0.29 Onemsiz |+ 27,61£1697° *

X +SD= Ortalama+Standart Sapma. (a-b): Farkli harfler istatistiki olarak birbirinden
farkli gruplari géstermektedir. *: p<0,05.

HSI degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik ¢ikmazken
canli agirlik artis1 degerleri bakimmdan deneme gruplari birbirinden farkli bulunmustur
(p<0.05). Hem HSI hem de canli agirlik artig1 parametrelerinde en yiiksek deger kontrol
grubunda bulunmustur. S150 grubundaki biiylime orant S300 grubundan daha yiiksektir.

Bu rakamlara gdre saponinin bliylimeye olumsuz etkileri oldugu goriilmektedir. Ayrica
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S150 grubundaki HSI’nin S300 grubundan daha yiiksek oldugu da ¢aligmanin baska bir

sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Calisma neticesinde HSI degeri ile diyetteki saponin miktar1 arasinda olumsuz bir
etkilesimin oldugu ancak bu etkilesimin istatistiki olarak bir manasmin olmadigi
belirlenmistir. Bu sonuglar Siddhuraju ve Becker (2003)’in Nil tilapiasinda yapmus
oldugu calisma ile paralellik gostermektedir. Ayrica HSI degeri ile karkasta belirlenen
ham yag degerleri arasinda olumlu bir iliskinin varligi da ortaya ¢ikmaktadir. Soyleki
hem ham yag hem de HSI degeri diyetteki saponin ile ters orantilidir. Daha nce yapilan
calismalar bu durumun sindirilemeyen karnbonhidratlardan kaynaklandigini

gostermektedir (Siddhuraju ve Becker, 2001, 2003).

Farkli bitkilerden elde edilen saponinler salmonlarda yem degerlendirme oranini
diistirmekte ve bu nedenle de baliklarin agirlik artis hizlarinin 6nemli derecelerde
azalmasina neden olmaktadir (Bureau ve ark., 1998). Ayni durum diger bazi balik
tiirleri i¢inde gecerlidir (Francis ve ark., 2001, 2002, Hossain ve ark., 2001, Alonso ve
ark., 1998, 2000).

Caligma neticesinde kontrol grubunun canli agirlik artist S300 grubundan yiiksek
bulunurken S150 grubu bu iki grup arasinda bir deger almistir. Gruplar arasindaki bu
farklilik istatistik analizler sonucunda 6nemli bulunmustur. Bu sonug diger salmonlarda
elde edilen sonuglarla paralellik gostermekte olup diyette bulunan saponinin miktar
arttikga baliklardaki canli agirlik artisi diismektedir. Bu durum ise muhtemelen

saponinin anti-niitrient etkisinden kaynaklanmaktadir (Hossain ve ark., 2001).
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SUMMARY

Saponin is the active ingredient of the common mullein, Verbascum spp., a biennial
weed widely found in the temperate areas of the world including North America,
Australia, and New Zealand, as well as all over Europe and Asia. This biennial plant is

an erect, low growing rosette of bluish gray green color in the first year. In the second
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year, flowering plants grow up to 5-10 ft in height, including the conspicuous flowering
stalk (Semenza ve ark., 1978; Turker ve Camper, 2002). Saponins, one of a group of
glycosides found in many plant species, have known foaming properties when mixed
with water. They lower the surface tension of water, allowing the formation of small
stable bubbles. The amount of foam created by a crushed plant sample, shaken with
water in a jar, is a good indication of the amount of saponins present (Kritzon, 2003). A
wide variety of plant species contain saponins in leaves, stems, seeds, bark, blossoms,
fruit and roots (Price ve ark., 1987). Newinger, (1994) identified saponins as the main
active compounds present in the most effective fish poisoning plants in Africa.

In most vertebrates, saponins normally break down in the digestive system and must
enter the bloodstream to be toxic. However, fish take up saponins directly into the
bloodstream through their gills. Even though the effects of the poison are powerful, they
are not usually fatal. Fish that are washed away into untainted water typically will
revive and can return to their pre-toxic condition. Because of this, fishermen who use
saponin as a fishing technique have to gather the stunned fish quickly as they float to
the surface. The aim of this research was to determine the effect of saponin on on the
enzyme activities (GR and G6PD), hepatic-somatic index and growth rate of rainbow
trout (O. mykiss). The study focused on rainbow trout, a native species that is common
from northern Mexico to southern Alaska, west of the Rockies. This fish prefers clear,
cool, and high quality water and it sometimes migrates to the ocean where it spends
several years of its life. This species is easily identified by the broad reddish band or
“rainbow” that runs along its sides from head to tail (Ladewig ve Morat, 2002). The
rainbow trout is also one of the most cultured rainbow trout in the world, including
Turkey, and one of the most economically important with respect to aquaculture.

In this study fish were fed with two different doses (150 mg/kg and 300 mg/kg) of
saponin which have anasthetic effects on fish in order to determine the effect of saponin
on wieght gain, hepatosamatic index (HSI) and 6-phospate dehydrogenase (G6PD) and
glutathione reductase (GR) enzyme activity in rainbow trout (O. mykiss). At the end of

the study following result were obtained.
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In the parameters of HIS and initial weight gain the highest value in control groups and
growth rate of S150 was higher than S300 group.

GR enzyme activity was statically different from control group (p<0.05), but G6PD
enzyme activity was not statically different among groups. The highest enzyme activities

in both GR and G6PD were in control group and the lowest activity was in S300 group.



