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Ozet: Ham petrol ve tiirevleri, 6zellikle hidrokarbonlar basta olmak iizere karmasik kimyasal karisimlardan olusmaktadur.
Cikarldig1 kaynaga ve kullanima gore bilesimindeki maddeler 6nemli farkliliklar gosterir. Cevreye yayilan zararh atiklarin
sucul canlilara ulagsma ve sucul ekosistemi olumsuz etkileme potansiyeli mevcuttur. Ham petrol ve tiirevleri ile ilgili ¢ok
sayida sagilma ve sizinti meydana gelmistir. Bu olaylara tropikal baliklarm genotoksik yanitina iligkin bilginin yetersiz
olmasi ve deniz baliklarina dair bilginin daha fazla olmas1 g6z Onilinde bulundurularak; bu ¢alismada ham petroliin suda
¢ozilinebilen kisimlarinin tropik bir balik olan P. sphenops iizerindeki akut maruziyetiyle [40% (h/h); 24, 48, 72 v 96 sa]

meydana gelebilecek genotoksik potansiyelin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Sonuglar, ham petroliin suda ¢oziinebilen kisimlarina maruz birakilan baliklarin eritrositlerinde genotoksik hasar meydana
getirdigini gostermistir. Ham petroliin suda ¢oziinebilen kisimlarina akut maruziyet sonucunda, P.sphenops'ta mikronukleuslu
ve anormal nukleuslu eritrositlerin frekanslarinin, negatif kontrol grubundaki (aym1 zamanda temiz suya maruz birakilan
baliklar) degerlerle karsilastirildiginda, anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Artan maruziyet siiresine paralel
olarak, mikronukleuslu ve anormal nukleuslu eritrositlerin sayisi artig gostermistir. Elde edilen bu sonuglar, ham petrole akut
maruziyetin P.sphenops'un eritrositleri lizerinde genotoksik etkisi oldugunu, mikroniikleus testinin tamamlayici yoni

sebebiyle de hem kullanigh hem de ham petroliin genotoksik etkisinin degerlendirilmesinde faydali oldugunu géstermistir.

Anahtar kelimeler: Ham petrol, Genotoksisite, Poecilia sphenops, Nukleus anomalileri, Mikronukleus.
The genotoxic effects caused by water soluble fractions of crude oil in Poecilia sphenopS

Abstract: Bu calismada; Crude oil and derivatives consist of complex chemical mixtures, mainly hydrocarbons. Their
composition varies considerably with source and use. Harmful effluents discharged into the environment have the potential to
reach waterbodies and disturb aquatic ecosystems. Numerous spills and leakages involving crude oil and its derivatives have
recently occurred in the world. Considering the lack of information regarding the genotoxic response of tropical fish to these
events and the predominance of information regarding saltwater fish, which offers no genuine comparisons, it was aimed to
evaluate the genotoxic potential of water soluble fraction of crude oil (WSF) on the tropical fish P. sphenops under acute

[40% (v/v); 24, 48, 72 and 96 h] exposure, using the micronucleus test in the present study.

The results indicated genotoxic damage in erythrocytes of the fish exposed to WSF. The relative frequencies of
micronucleated and abnormal nucleated erythrocytes for P. sphenops exposed to WSF under acute was significantly higher
than their respective negative controls (fish exposed to clean water for the same period). In parallel with increased exposure
time, the micronucleated and abnormal nucleated erythrocytes were increased in number. Taken these results showed that
acute exposure to crude oil produce genotoxic effects on the erythrocytes of P. sphenops and that the micronucleus test

proved to be both suitable and useful in the evaluation of the genotoxicity of crude oil due to their complementary action.

Keywords: Petroleum, Genotoxicity, Poecilia sphenops, Nucleus abnormalities, Micronuclei.
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Giris

Yogun insan aktivitelerinin deniz ve kiyi

ckosistemleri  lizerinde  ciddi  tahribat
olusturma riski her gecen giin artmaktadir.
Ham petroliin suda ¢6ziinebilen kisimlari ¢ok
ucucu ve  toksik  oOzellikler  tasiyan
hidrokarbonlar igerir. i¢erikleri kaynagina ve
kullanimina gore biiyiik Olclide degisiklik
gosterir. Acik deniz platformlarindaki iiretim
ozellikle de

tesislerinden  ve nakliye

stireclerindeki  yayilimlardan kaynaklanan
ham petrol kirliligi hem agik denizleri kirletir,
hem de onemli yumurtlama ve kulugkalama
alanlart olan nehir

agizlart ve kiyisal

bolgelere  ulasarak  buralardaki  yasamu
olumsuz etkiler (Ramachandran vd., 2006).
Yakin ge¢miste Exxon Valdez, Amoco Cadiz
tanker kazalar1 ve Meksika Korfezinde olusan
ve her giin okyanusa binlerce varil ham petrol

karismasina neden olan petrol platformu

kazasit gibi ¢ok carpict Orneklerden da
hatirlanacagi tiizere, ham petrol kiyisal
kesimler i¢in olaganiisti zarar verici

olabileceginin en yakin 6rnekleridir (Mcginn,
1999; Marty vd.,2003; Marti’nez-Go’mez ve
ark., 2006-2009-2010; Lavarias ve ark.,
2006-2011; 2010;
Rodrigues ve ark., 2010; Kakkar ve ark.,
2011; Upton, 2011; Goodbody-Gringley vd.,
2013; Perhar ve Arhonditsis, 2014).

Crone ve Tolstoy,

Bu noktalardan hareketle disi ve erkek

Poecilia sphenops (moli) 6rneklerinde ham

petrolden kaynaklanan sorunlarin
belirlenebilmesi i¢in, mikronukleus test
yontemiyle ham  petroliin  genotoksik
potansiyelinin degerlendirilmesi
amaclanmugtir.

Materyal and Metot
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say1l1 onay1 ile gergeklestirilmistir.

Ticari akvaryumculardan temin edilen kirk
adet ergin P. sphenops Ornegi dinlendirilmis
sebeke suyu ile doldurulan onar litrelik cam
akvaryumlarda 15 giin boyunca laboratuvar
ortamina alistirllmistir. Onar baliktan olusan
iic deneme grubu (%10, %20 ve %40
konsantrasyonlarda) ile bir kontrol grubuna
ayrilmig; deneme gruplar1 24, 48, 72 ve 96

saat siirelerle ham petroliin suda ¢oziinebilen

kisimlarina maruz birakilmstir.

Mikronukleus ve  morfolojik  nukleus
anomalilerinin olusumunu ortaya koyabilmek
amaciyla tercih edilen mikronukleus testi i¢in
herbir maruziyet sliresi sonunda MS 222
uygulanarak uyusturulan Poecilia sphenops
(moli) orneklerinin kaudal venlerinden alinan
birer damla kan Omneginden {cer adet
periferik kan yayma preparati yapilip ii¢ giin

stireyle havada kurumaya birakilmistir.

Kurutulan preparatlar metanol ile fiske

edilmek ilizere yatay bir diizenek {lizerine



dizilmistir.  Ardindan =~ Wright  boyasi
damlatilarak boyanmis, sonrasinda da distile
su eklenmistir. Preparatlar distile su ile
yikandiktan ~ sonra  ksilende  tutulmus,
kuruduktan sonra entellan ile kapatilip 151k
eritrositlerde

mikroskobunda incelenerek,

meydana gelen morfolojik  degisimler

belirlenmistir. ~ Preparatlar  hazirlandiktan
sonra saymmlarin daha kolay yapilabilmesi
icin her preparat rastgele dort bolgeye ayrilip,
her bolgeden 250 eritrosit hiicresi 1s1k
mikroskobunda incelenmistir.

Mikronukleuslu  ve  morfolojik  nukleus

diizensizlikleri tasiyan hiicrelerin  sayim
islemi ii¢ kez tekrarlanmig, her 6rnekten 3000
hiicre, dort farkli deneme siiresi (24, 48, 72
ve 96 saat) oldugundan her konsantrasyon

icin 12.000 hiicre sayimi1 gerceklestirilmistir.
Bulgular

Kontrol grubundan alinan kan orneklerinin
151k mikroskobik

formda nukleusa

incelemelerinde  oval

sahip oval eritrositler
gozlenmistir (Sekil 1). Deneme grubundan
alman kan  Orneklerinin  mikroskobik
incelemelerinde ¢esitli nukleus anomalileri

(mikronukleus, centikli nukleus, tomurcuklu
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nukleus, loblu
gozlenmistir (Sekil 2-4).

nukleus, binukleus)

! -
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Sekil 1. Kontrol grubu - P. sphenops’da periferik

10 pm

eritrositler.

Elde edilen sonuglar ham petroliin suda
¢Oziinebilen kisimlarina maruz birakilan
P.sphenops'un  eritrositlerinde  genotoksik
hasar meydana geldigini gostermistir. Ham
petroliin suda ¢oziinebilen kisimlarina akut
sonucunda,

maruziyet P.sphenops'ta

mikronukleuslu ve anormal nukleuslu

eritrositlerin frekanslarinin, kontrol

grubundaki degerlerle karsilastirildiginda,
anlaml derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Sekil 1-4). Artan maruziyet sliresine paralel
olarak, mikronukleuslu ve anormal nukleuslu

eritrositlerin sayisi artig gostermistir.
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Sekil 2 a, b. Deneme grubu - Periferik eritrositlerinde ¢entikli (—) ve tomurcuklu nukleus («) varlig1.
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Sekil 3. Deneme grubu - Periferik eritrositlerde loblu Sekil 4. Deneme grubu — Periferik eritrositlerde
nukleus (—) varlig1. binukleus (*) ve ¢entikli nukleus (<) varligmin

yamnisira farkli tonda refle veren nukleus (O) varligi.

Gozlenen nukleus anomalilerinin normal dagilim gosterdigi  goriilmiistiir
(mikronukleus, centikli nukleus, tomurcuklu (P>0,05). Verilerin homojenite (Test of
nukleus, loblu nukleus, binukleus) sayisal Homogenity of Variances — P>0,05)
kayitlar1 yapilmis, bu sayisal degerlerden gosterdigi goriilmustiir.

yola  ¢ikarak  verilerin  anlamlandirilip

Elde edilen verilerin konsantrasyon gruplari
giiclendirilmesi adma PASW Statistics 18 vom &b
i B . arasinda nukleus anomalilerinin
paket programinda islenerek degerlendirme
. . . ... karsilagtirabilmesi amaciyla Two Way Anova
yapilmistir. Verilerin Shapiro-Wilk Testi ile



Testi uygulanmig; Tukey HSD Testi ile

konsantrasyon gruplart arast ve deneme

stireleri  arasinda ayrt ayn  istatistiki

degerlendirme yapilmigtir. Buna gore tiim

konsantrasyonlar arast farklarin  anlaml
oldugu gorilmiis (P<0,05 oldugundan);
yalmizca %10 konsantrasyonluk deneme

grubu ile kontrol grubu arasindaki sonuglar
anlamli bulunmamigtir (Tablo 1). Deneme
siresi baglaminda 96 saatlik deneme siiresi
verileri ile diger deneme siireleri (24, 48, 72
saat) arasindaki farklar anlamli bulunmus,
ancak diger deneme siirelerinin birbirleri
arasindaki fark anlamli bulunmamistir (Tablo

2).

Periferal kan incelenmesi halen devam
ederken, eritrositlerde mikronukleus
varliginin ~ yamisira  morfolojik  nukleus

diizensizlikleri de gézlenmistir.
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Tartisma ve Sonug¢
Mikronukleus testi terimi, ilk kez 1970’1

ile Heddle
Genotoksik etkiyi

yillarda Boller ve Schmidt
tarafindan Onerilmistir.
belirlemede en ¢ok kullanilan ydntemlerden
biridir. Baz1 kromozom anomalilerinin tespit
edilmesinin zor oldugu diger metodlara gore
daha uygun olmasi, daha ¢ok sayida hiicrenin
incelenebilmesi ve istatistiksel olarak daha
anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar
saglamas1 nedeniyle, hem in vivo hem de in
vitro olarak farkli ajanlarin  mutajenik
etkilerini degerlendirmek amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir (Katalay ve Parlak,
2004; Giiner ve Muranli, 2011; Ozkan vd.,

2009-2011).
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Tablo 1. Two Way Anova Testi ile konsantrasyonlar arasi istatistiksel degerlendirme

Multiple Comparisons
ANM_SYS
Tukey HSD
(I)KON (9) KON 95% Confidence Interval
Mean Difference
(1) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
%40 %20 7,75° 1,626 ,005 2,68 12,82
| %10 15,00° 1,626 ,000 9,93 20,07
kontrol 20,00 1,626 ,000 14,93 25,07
%20 %40 2,75 1,626 ,005 12,82 2,68
- %10 7,25° 1,626 ,007 2,18 12,32
i kontrol 12,25° 1,626 ,000 7,18 17,32
%10 %40 -15,00° 1,626 ,000 -20,07 9,93
- | %20 7,25 1,626 ,007 12,32 2,18
kontrol 5,00 1,626 ,054 -,07 10,07
kontrol %40 -20,00° 1,626 ,000 25,07 14,93
- | %20 -12,25° 1,626 ,000 17,32 7,18
%10 -5,00 1,626 ,054 -10,07 ,07
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 5,285.
*_ The mean difference is significant at the ,05 level.

Tablo 2. Two Way Anova Testi ile deneme stireleri arasi istatistiksel degerlendirme

Multiple Comparisons
ANM_SYS
Tukey HSD
(I) GUN (J) GUN 95% Confidence Interval
Mean Difference (I-
Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
4.GON 3.GON 5,25° 1,626 ,043 18 10,32
- | 2.GON 6,75° 1,626 011 1,68 11,82
1.GUN 8,75" 1,626 ,002 3,68 13,82
3.GUN 4.GUN -5,25% 1,626 ,043 -10,32 -18
h 2.GUN 1,50 1,626 794 -3,57 6,57
. 1.GUN 3,50 1,626 ,208 -1,57 8,57
2.GON 4.GUN -6,75" 1,626 ,011 11,82 -1,68
- 3.GUN -1,50 1,626 794 -6,57 3,57
1.GUN 2,00 1,626 ,625 -3,07 7,07
1.GUN 4.GUN -8,75* 1,626 ,002 -13,82 -3,68
- | 3.6UN -3,50 1,626 ,208 8,57 1,57
2.GUN 2,00 1,626 ,625 7,07 3,07
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 5,285.
*_ The mean difference is significant at the ,05 level.




Teleostlar diisiik

duyarh

derisimlerdeki
genotoksinlere olduklarindan
biyoindikator olarak uygun organizmalardir.
Ayrica, insanlar i¢in potansiyel olarak
teratojenik, karsinojenik ve mutajenik bazi
maddelerin degerlendirilmesinde, bu toksik
ajanlara kars1t daha yiiksek omurgalilara
benzer cevaplar verirler. Mikronukleus
yontemi, baliklar i¢in uygun bir yoOntem
olmast bakimindan en ¢ok tercih edilen
metodlardan biridir. Mikronukleus testi,
baliklarda genellikle kolay elde edilebilen
periferal  kan eritrositlerinde  incelenir.
Eritrositlerin yaninda, solunga¢ ve karaciger
hiicresi gibi baska hiicre tipleri de eritrositlere
alternatif olarak kullanilsa da mikronukleus
yontemi i¢in bu dokularin hiicrelerinin
kullanilmasi, karaciger hiicrelerinin mitotik
indekslerinin - diisiik olmast ve solungag
hiicrelerinin de analiz i¢in hazirlanmasimin
kolay olmamasi nedeniyle tercih edilmez

(Minisi vd., 1996; Yilayaz, 2006).

Periferal eritrositlerin kullanildig

caligmalarda hiicre hazirlama ve deney

hayvanlarindan  doku  ¢ikarilmast  gibi

karmasik  islemler  olmadigindan  ve
hematopoietik dokularin mitotik oran1 yiiksek
oldugundan genotoksik ajanlarin etkilerine
hizli cevap verdiginden tercih sebebidirler
(Campana vd., 1999; Kogak, 2005; Yirtict,

2007; Yilayaz, 2008).

Mikronukleus testi, klastojenik aktiviteyi
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incelemede olduk¢a duyarli ve yararli bir
yontem olarak kabul edilmesi nedeniyle
tercth  edilmigtir.  Genotoksik  ajanlarin
canlilarda, mikronukleus olusumu yaninda,
hiicrelerin ~ ve  ¢ekirdegin  morfolojik
ozelliklerinde de degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir (Campana vd., 1999; Demirel
ve Zamani, 2002; Parlak, 2007; Cakal Arslan
vd., 2009; Galindo ve Moreira, 2009; Sumak,

2009; Ortiz et al. 2011; Kankaya vd., 2012).

Mikronukleuslar hiicrenin mitoz bdlinmesi
sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik
kromozom fragmanlarindan kdken alan
olusumlardir. Mikronukleus sayisindaki artis,
hiicrelerde  olusturdugu

cesitli  ajanlarin

sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Klastojenler
kromozom kiriklar1 olusturarak mikronukleus
olusumuna katkida bulunmaktadirlar (Sengiin

vd., 2003).

Gliniimiizde, hizli endiistrilesmeye baglh
olarak cevresel kirliligin giderek artmastyla,
canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana
maruz kalmakta dolayisiyla gili¢li toksik,
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etme ve
onlemler alma ithtiyaci kacinilmaz
olmaktadir. Bu nedenle, mikronukleus testi
sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom

analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha
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fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel mikronukleus testinin tamamlayict yoni

yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi sebebiyle de hem kullamigli hem de ham

avantaj1 saglamasiyla yaygm kullanim alami petroliin genotoksik etkisinin

bulan bir teknik olmustur (Yavuz, 2005). degerlendirilmesinde ~ faydali  oldugunu
gostermistir.

Sayisal ve yapisal kromozom

diizensizliklerinin indirckt gdstergesi olarak TesekKiir
degerlendirilen bakimindan mikronukleus

testi, organizmay1 etkileyen ¢esitli fiziksel ve Ham petrol temini konusunda yardimlarim

kimyasal ajanlarin  sitogenetik etkilerini esirgemeyen Tiipras A.5.’ye, Calismamin

belirlemek icin yapilabilecek biyiik capli yapilabilmesi icin her tirlii olanaklarindan

tarama ¢aligmalarinda giivenle kullanilabilir. faydalanmamu saglayan Ege Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Zooloji Anabilim
Elde edilen bu sonuglar, ham petrole akut pajy'na tesekkiir ederim. Ozel olarak bu
maruziyetin ~ P.sphenops'un  eritrositleri calismada emegi gecen calisma

iizerinde  genotoksik  etkisi  oldugunu, arkadaslarimiza cok tesekkiir ederiz.
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