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Gammaridlerin Boraksa Karsi1 Tepkisi ve Akantosefal Parazitlenme Oranina Bagh

Japon Bahg Diskisimin Incelenmesi
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Oz

Bu ¢aligmada, Boraksin gammaridler tizerindeki LCs degeri ve toplanan gammarid 6rneklerinin Kizilirmak (Avanos)’ta akantosefal
parazitler tarafindan parazitlenme oram belirlenmistir. 20-2000 ppm boraks dozlarina 24 saat siire ile maruz kalan gammaridler
tizerinde LCso degeri 813,53 ppm olarak belirlenmistir. Irmaktan, plastik elek ile toplanan 600 bireyden %7 sinin akantosefal
parazitler tarafindan parazitlendigi saptanmigtir. On adet sistakant iceren disekte edilmis gammarid viicut pargalari bir adet Japon
baligina yedirilmistir. Yedirilen on sistakantin da disar1 disk: ile sistakant evrede atildiklar: tespit edilmistir. Viicutlarinda parazit
sistakanti bulunan gammarid hemositleri boyanmis ve hemositleri arasinda akantosefal parazitlerin yumurtalarinin varligi giemsa

boyama teknigi ile gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akantosefal sistakant, Gammarid, Japon baligi, Kizilirmak (Avanos), Parazitleme orani.

Gammarids Reaction to Borax and Investigation of Japanese Fish (Carassius

auratus) Feces Depend on Acanthocephal Parasitisim Rate

Abstract

In this study, LCs, value of borax on Gammarids was determined and also parasitism rate of acanthocephal parasites in Kizilirmak
(Avanos) determined from collected gammarid samples. The LCs, value was determined as 813,53 ppm on gammarids exposed to
20-2000 ppm borax for 24 hours. It was obatined that 7% of 600 individuals were parasitized by acanthocephaly parasites that we
collected from river by plastic sieve. Gammarid body parts that containing cystacanths (10 cystacanths) fed to one Japanese fish.
Ten cystacanths were found to be excreted with feces to the outside as cystacanth stage. Gammarids that have parasite cystacanths

inside their bodies, cystacanth eggs were observed between its hemocytes with Giemsa staining technique.

Keywords: Acanthocephal cystacanth, Gammarid, Japanese fish, Kizilirmak (Avanos), Parasitisim rate.
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1. Giris

Boraks (sodyum borat) (Na,0,B,05.10H,0), molekiil agirligi 327,759 olan [1] ve gegmisteki
kullanimi Eski Yunanlilar ve Romalilar’da temizlik maddesi, Misirhilar’da 6lii mumyalama materyali,
Cin’de milattan 300 yil kadar Oncesine kadar da glaziirlerin yapiminda kullanilan bir maddedir [2].
Giinlimiizde ise hafif, gerilmeye direngli ve kimyasal etkilere dayanikli olmasi sayesinde plastik
sanayinde, roket yakitlarinda, tarimda ve deterjan iiretiminde kullanimi mevcuttur [3]. Borik asit ve
boraks cesitli alanlarda yogun olarak tiiketilmesi nedeniyle o6zellikle endiistriyel sanayi atiklari ile
aritilmadan sucul ekosistemlere giris yapabilmektedir [4].

Amphipoda ordosu i¢inde yer alan Gammaridae familyasi biiyiik bir grubu temsil etmektedir.
Diinya genelinde 210’dan fazla cins ve 1350°den fazla tiir ile temsil edilen bu familyaya ait tiirler
tatlisularda dagilim gostermektedirler [5-7].

Parazitler yeryiiziinde ¢ok yaygin olarak bulunurlar. Enfekte ettigi bireyi strese sokma, davranig
bozukluklarina yol agma ve konagi toksik maddelere karsi daha duyarsiz hale getirmek suretiyle konak
iizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedirler [8]. Ornegin, akantosefal (dikensi basl kurtlar)
parazitlerin (Polymorphus Luhe, 1911 ve Pomphorhynchus Monticelli, 1905) konak amfipod iyeler
lizerinde (Gammarus pulex (Linnaeus, 1758) gibi) davramis degisikligine neden oldugu bildirilmistir.
Parazitler, konaklarim1 omurgali predatorlerine (kus ve baliklar) karst daha savunmasiz kilmaktadir.
Ornegin, parazitli bireyler geotaktik hareket yerine fototaktik hareket etme egilimleri gosterirler ve
nehirde su yiizeyine ¢ikan gammaridler bu yiizden balik ve kuslar tarafinda kolayca av olabilirler [9].
Akantosefal parazitlerin 6zellikle sistakant safhalar1 konak davranigini degistirmektedir [10].

Gammaridler, bulunduklar1 ekosistem igerisinde dip kisimlarda bulunan ¢iirlimiis materyallerle
beslenirler. Bu agidan, hem kus diskilar1 araciligi ile sucul ekosisteme birakilan parazit yumurtalarina
hem de aritma faaliyetlerinin yetersiz kaldig1 yerlerde boraks gibi ¢esitli kimyasal maddelerin kirliligine
maruz kalmaktadirlar [11]. Letal konsantrasyon 50 (LCsy), toksik maddeye maruz birakilmis
organizmalarmm %50’sini  6ldiiren konsantrasyondur [12]. LCs, degerinin bilinmesi, toksik etkisi
arastirilacak madde ile yapilacak bilimsel ¢alismalarda subletal dozlarin belirlenmesi agisindan 6nem arz
etmektedir.

Bu calismada, gammaridler iizerinde boraksin 24 saat siire icerisindeki akut LCsy degerinin
saptanmast ve Avanos il¢esinde soz konusu canlinin akantosefal parazitler tarafindan parazitlenme
oranimin ortaya ¢ikarilmast ile il igerisinde bulunan Kizilirmak’ta parazitli gammarid bireylerini tiiketen
balik ve ordeklerde gelecekte ortaya c¢ikabilecek hastalik ve toplu 6liim vakalarina karsi koruma

stratejilerinin gelistirilmesi ve bu konuda farkindalik olusturulmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

Orneklerin toplanmast:

Boraksin, gammaridler iizerindeki 24 saatlik akut LCsy degerlerinin belirlenmesi ve Kizilirmak
(Avanos’ta) akantosefal parazitler tarafindan parazitlenme oranlarinin belirlenmesi g¢aligmalar1 igin
gerekli olan gammarid bireyleri; 2017 Nisan ay1 igerisinde, tas koprilye yakin taglik kiy1 kesimler olmak
tizere toplamda 5 survey calismasi yapilarak, plastik elek ile toplanmistir (GPS koordinati: 38.7161761,
34.84362,21) (Sekil 1 ve 2.) .
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Toplanan bireyler, canliliklarimin devami igin igerisinde 1rmak suyu bulunduran 1L cam
kavanozlarda, Avanos Meslek Yiiksekokulu’'nda bulunan organik tarim laboratuvarina getirilmistir.
Yapilan toksisite ¢aligmasinda, toplanan 6rneklerin 1slak agirliklari (mg) hassas tartida tartilmis ve boy
Olgtimleri (mm) yapilmustir (Tablo 1). Bireyler, familya diizeyinde toplanmis olup, cins, tiir ve cinsiyet

ayrimlar1 yapilmamistir.

Sekil 1. Kizilirmak (Avanos), rmak kenart ve gammarid drneklerinin toplandigi nehir kiy1 kesimi.

LCs degerlerinin belirlenmesi:

Toplanan drneklerden, parazitli ve parazitsiz olan bireylerin ayrimi yapildiktan sonra, ilk olarak
parazitsiz bireyler kullanilmak sartiyla boraksin gammaridler tizerindeki akut LCsq degerinin belirlenmesi
caligmas1 yapilmistir. Bunun i¢in kontrol grubu (400ml saf su) ve deney gruplarimn (20, 200, 900, 2000
ppm 400 ml saf su-boraks karigimlari) her biri i¢in parazitli olmayan 40 adet gammarid bireyi hava
motoru ile yeterli oksijen saglanacak sekilde 1L hacimli cam fanus igerisinde 24 saat boyunca laboratuvar
ortaminda bekletilmistir. Bir arada bekletilen 40 adet gammarid arasinda, 24 saat sonucunda pargalanmig
vaziyette 6len bireyler de goriilmiistiir. Bireylerin kendi arasinda olan predasyon faaliyeti nedeniyle 6len
bu bireyler, boraks kaynakli % oliim oranlari hesaplamalarma dahil edilmemistir. Boraks uygulamasi
sonucunda gergeklesen % Oliim oranlar1 ve predasyon sonucu 6len birey sayilari Tablo 1’de verilmistir.
Yirmi dort saat sonucunda, doz bagimli veriler diiz bir hat sekline (MS Excel 2010 versiyon)
donistiiriilerek, egim uyumlu dogrusal regresyon analizi yapilmstir [13] (Sekil 3).

Parazitlenme oranlarinin belirlenmesi:

Parazitlenme oranlarinin belirlenmesi i¢in toplamda 600 adet gammarid bireyi (boraks deneyinde

kullanilan 200 adet birey bu sayiya dahil edilmistir) sayilmistir. Bu bireyler 6ldiiriilmeden, stereo (TTT-
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Echnic) mikroskop altinda parazitli olup olmadiklar1 (20x) (Sekil 3.a) incelenmistir. Akantosefal parazit
larvas1 ve/veya sistakanti bulunduran bireyler parazitli olarak not edilmistir. Son olarak sistakant ve
parazit larvast bulunduran bireylerin %’si (sistakant ve larva evresi toplanarak yiizde alinmustir) tespit
edilmigtir.

Japon bahg diskisinda sistakantlarin bulunma durumunun incelenmesi:

Sistakant bulunan 10 adet gammarid bireyinden, sistakantin bulundugu kisimlar 7 mm uzunlukta
olacak sekilde diseksiyon makasi ile Kesildi. Sistakantli gammarid pargalari, 3 giin boyunca (1.giin 4,
ikinci glin 3, Giglincli giin 3 sistakantli parga olmak iizere) 1 adet Japon baligina yedirildi. Bu ¢aligma,
g6zlem amaciyla yapilmis olup daha fazla balik ve daha fazla parazit ile de yapilabilir. Son olarak, balik
diskilarinda sistakantlarin bulunma durumu incelendi.

Akantosefal parazit yamurtalarinin Giemsa boyama teknigi ile boyanmasi:

Bu calisma i¢in standart Giemsa boyama teknigi uygulanmis olup, islemler asagidaki islem
sirasina gore yapilmustir;

-Bir adet gammarid bireyi bagin arka kismindaki ilk segmentten bocek ignesi ile delinmistir.

-Delme islemi sonrasinda hemolenfin melanizasyonuna izin vermemek igin 3 mikrolitre
hacminde hemolenf hizli bir sekilde mikro pipet ucu ile mikroskop lamima yaydirilmstir.

-Yapilan bu yayma (smear), 10 dakika boyunca kurumaya birakilmustir.

-Daha sonra 5 dakika %70’lik etanol igerisinde bekletilmistir. Slayt, etanolden ¢ikarildiktan
sonra 7 dakika kurumaya alinmstir.

-Hemolenfin bulundugu lam, 20 dakika boyunca Giemsa soliisyonu igerisinde bekletilmistir.

-Slayt saf su igerisinde durulanarak 15 dakika oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

-Kuruyan slaylatlar, sedir agaci yagi damlatilarak, 1600x biiyiitemede 151k mikroskobunda

incelenmistir (Sekil 4a).

3. Bulgular

Boraksin, gammaridler tizerindeki akut LCs, (24 saat) degerinin tespitinde kullanilan kontrol ve
deney gruplarina ait bireylerin agirlik ortalamalar1, boy ortalamalari, % 6liim oranlarina ait verileri ve
predasyon sonucu dlen birey sayilart Tablo 1°de verilmistir. Yirmi dort saat sonucunda, doz (x ekseni) ve
% Oliim orani (y ekseni) bagimli verilerin diiz bir hat sekline (MS Excel 2010 versiyon) doniistiirilmesi
ile elde edilen egim uyumlu dogrusal regresyon analizi grafigi Sekil 3’te verilmistir.

Tablo 1. Boraksin gammaridler tizerindeki LCso (24 saat) degerinin tespitinde kullanilan
kontrol ve deney gruplarina ait bireylerin agirhik ve boy ortalamalari, standart sapma degerleri, % 6liim oranlar

Predasyon yiiziinden

Boraks Agirlik Ort. (mg) ve Boy Ort. (mm) ve Oliim oranlar1 (%) 6len birey sayilar (40

Dozu (ppm) S:S. S:S. birey icerisinden)
0 65,40 + 40,20 14,51 +3,39 13,51 3
20 58,67 + 38,83 8,33 +3,57 11,11 4
200 78,02 +25,92 16,85 +2,82 21,05 2
900 61,75+ 38,15 10,51 +2,96 61,53 1
2000 59,50 + 29,26 13,97 +£3,14 100 0
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Sekil 3. Dozlara gore gergeklesen % o6liim oranlart ve LCso degeri hesaplamasinda kullanilan y denklemi.

Sekil 3’te yer alan y denklemine gore, LCsq degeri; 813,53 ppm olarak belirlenmistir.

Toplanan bireylerden, giemsa teknigi ile boyanan parazit yumurtasinin gériintiisii Sekil 4a’da,
sistakant bulunduran gammarid bireyinin goriintiisii Sekil 5a’da, diger bir sistakant evrede olan (proboscis
ve boyun bolgesi disarida) parazit goriintiisii Sekil 5d’de, sistakantli gammarid pargast ve onunla beslenen
Japon baligina ait goriinti Sekil 5e’de, balik digkist igerisinde bulunan parazit sistkantinin stereo
mikrokop goriintiisii Sekil 5f°de ve 151k mikroskobu goriintiisii Sekil 5g’de verilmistir.

Ayrica parazitlerle ilgili olarak baska kaynaklardan da goriintiilere Sekil 4 ve 5’te yer verilmistir.
Buna gore; Sekil 4b’de Polymorphus minutus (Zeder, 1800) yumurtalarina [14] ve Sekil 5b’de
Echinogammarus stammeri (S. Karaman, 1931)’yi konak bagirsagma yerleserek enfekte eden
Polymorphus minutus larvasima [11], Sekil 5c’de ise E. stammeri’yi parazitleyen Pomphorhynchus laevis
(Zoega in Miiller, 1776) (ok) ve Polimorphus minutus sistakant1 (ok bas1) verilmistir [11]. Son olarak,
Sekil 5h’ta ise Polimorphus minutus sistakantimin 6n viicudunun ve proboscis yapilarmin bulundugu

goriintiiye [11] yer verilmistir.

Sekil 4. a. Giemsa boyas ile boyanmus parazit yumurtasi (1600x), b. Polymorphus minutus yumurtalari [14].
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500 mikron

400 mikron

Sekil 5a. Konak bagirsagina yerlesmis, sistakantli gammarid bireyi (20x), b. Echinogammarus stammeri’yi konak
bagirsagina yerleserek enfekte eden Polymorphus minutus larvasi (15x) [11],c. E. stammeri’yi parazitleyen Pomphorhynchus laevis
(ok) ve Polimorphus minutus sistakant: (ok bast), (sagdaki parazitin renginin koyu olmasinin nedeni yogun turuncu
pigmentasyondur) (27x) [11], d. Sistakant evrede olan (proboscis ve boyun bolgesi disarida) parazit goriintiisii (40x), e.Sistakanth
gammarid parcasi ve onunla beslenen Japon baligina ait goriintii, f. Balik digkisi igerisinde bulunan parazit sistkantinin stereo
mikrokop goriintiisii (20x), g. balik digkis1 igerisinde bulunan parazit sistkantinin 151k mikroskobu goriintiisii (100x), h. Polimorphus
minutus sistakantinin 6n viicuduna ve proboscis yapilarina ait gérintii (62x) [11].

Avraziden toplanan 600 bireyden, 558 bireyin herhangi bir parazit sistakanti bulundurmadigi, 41
bireyin ise sistakant evrede, 1 bireyin ise larval evrede parazit bulundurdugu tespit edilerek, akantosefalan
parazitlenme orani gammaridler igin %7.00 olarak belirlenmistir.

Farkli zamanlarda toplamda on adet canli sistakant evrede parazit igeren gammarid pargasi
yedirilen Japon baliginda, giinliik olarak takip edilen balik diskilarinin mikroskopta incelenmesi
sonucunda 10’unun da sistakant evrede diski ile disar1 atildig: tespit edilmistir (Sekil 4c¢,d) .

Son olarak, parazitli olan 1 adet gammarid bireyinden alinan 3 mikrolitrelik hacimdeki hemolenf

preperatinda, 28 adet akantosefal parazit yumurtasi sayimi yapilmistir.

4, Tartisma ve Sonug¢

Omurgalilar iizerinde gergeklestirilen boraks ile ilgili toksisite ¢alismalarinda;

Sprague-Dawley ratlarinda akut LDs, degeri erkeklerde 4,5 g/kg, disilerde ise 4,08 g/kg, Long-
Evans erkek ratlarinda 3.5 g/kg, disilerinde ise 4.08 g/kg oldugu belirtilmektedir. Her iki bilesigin 1750
ppm bor ve 5250 ppm bor bozlari biiyiimede baskilanmaya, gonadlarda dejenerasyona, kuyruk ve
pencede cilt pihtilagsmasina, gida kullanim verimliliginin azalmasina neden oldugu anlasilmigtir [15].

Zebra baliginda (Danio rerio (Hamilton, 1822)), meydana getirdigi genotoksik etkilerin doz ve
zaman bagimli bir durum oldugu, periferal kan hiicrelerinde DNA hasariin 24 saat 1ppm ve 96 saat 64

ppm dozuna maruz kalan bireylerde goriildiigii bildirilmistir [16].
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Omurgasiz canlilar {izerinde goriilen ve galismamizda elde ettigimiz LCsy degerine en yakin
deger Coptotermes formosanus Shiraki (Isoptera: Rhinotermitidae) iscileri tizerinde borik asit uygulamasi
sonucunda elde edilen 721 mg/kg (721 ppm) degeridir [17]. Ancak ¢aligmamizda kullanilan gammaridler
cins ve tir diizeyinde teshis edilemedigi i¢in farkli cins ve tiirlerin boraksa karsi gostermis olduklart
direng hakkinda bilgi verilememistir. 2000 ppm boraksa, 24 saat boyunca maruz kalan gammaridlerin
%100’tiniin  6lmesi, s6z konusu konsantrasyonun c¢alismada kullanilan tiim bireyler i¢in diger
konsantrasyonlara goére en 6liimciil konsantrasyon oldugu gérilmistiir (Sekil 3).

Gammarid bireylerinde tespit edilen oliimlerin nedeni [18-19]’un ¢aligmasinda oldugu gibi
aciklanabilir. S6z konusu ¢aligmada, bor iceren bilesiklerin, tamamen iyonik inhibitorler olarak islev
gorebilecegi ve hiicresel sistemlerde membran stabilitesini olumsuz etkileyebililecegi agiklanmustir.
Borun biyokimyasal mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Bu konuda ¢esitli hipotezler one siiriilmistiir.
Bu hipotezlerden birisine gbre bor; hiicre zar1 gegis sinyallerini ve zar ge¢is hareketlerini redoks
tepkimelerine etki ederek diizenleyici iyon gorevi gérmektedir. Hayvan deneylerinde, Borun hiicre dist
kalsiyum taginmasina etki ettigi ve hiicre i¢i kalsiyumun trombinler tarafindan aktive edilerek serbest
kalmasini sagladigi gorillmistiir [20].

Giiniimiizde, bor memelilere kars1 diisiik toksik etki gosteritken (cogunlugu diski ile
atilabilmektedir) eklembacaklilara kargi daha toksik oldugu igin insektisit olarak kullanilmaktadir [21].
Memelilerde, boraksin gastrointestinal sistem, dolasim sistemi, merkezi sinir sistemi ve s6z konusu
sistemlerin organlarini etkiledigi de bilinmektedir. Ayrica deri ve solunum sisteminde tahriglere neden
olabilmektedir [22].

Catoren ve Kunduzlar (Kirka-Eskisehir) Baraj Goletlerindeki Sazanlarin (Cyprinus carpio L.,
1758) dokularinda bor birikiminin arastirildigi bir ¢alismada, borun sucul ortamda besin zinciri vasitasiyla
balik dokularina tasindigi ve biriktigi tespit edilmistir. Catoren barajindan toplanan baliklarda, balik
dokularinda; bor kas-beyin-karaciger yoniinde, Kunduzlar barajindan toplanan baliklarin dokularinda ise
kas-karaciger-beyin yoOniinde artarak biriktigi belirtilmistir. Catéren barajinda bor kirliliginin
Kunduzlar’a gore daha fazla oldugu, bunun balik biiytimesini engelledigi de ¢aligmalarinda bildirilmistir
[23].

On adet canli sistakant1 yutan Japon baliginda ise sistakantlarin hepsi digk: ile disar1 atilmustir.
Sistakantlarin disar1 atilmasinin nedeni, bu tip parazitlerin, gammaridleri ara konak, kus ya da balik gibi
omurgalilar1 ise kesin konak olarak kullanmasi nedeniyle olabilir. Kizilirmak (Avanos)’ tan toplanan
bireylerde parazit sistakanti ve larvasi (Polimorphus sp. olabilir) iceren gammarid sayisi orani oldukga
diisiik ¢ikmustir. Parazitlenme yiizdesinin diistik ¢ikmasi, akantosefal bir parazit olan Pomphorhynchus
laevis ve Polymorphus minutus 2 gammarid tiiriinii orta diizeyde konak olarak kullanmasi ile
aciklanabilir. Bu tiirler G. pulex, ve G. roeseli (Gervais, 1835) 'dir. Ancak kesin konak olarak ise P. laevis
baliklari, P. minutus sucul kugslari kesin konak olarak kullanmaktadirlar [24]. Calismamizda sayimi
yapilan bireyler familya diizeyinde tanimlanmustir. Dolayisiyla toplanan 6rnekler igerisinde G. pulex ve
G. roeseli tirlerinin sayisinin olduk¢a az oldugu ya da bu bireylerde parazitlenmenin ¢ok az
gergeklesmesinden dolayr %parazitlenme orami oldukca diisiik ¢ikmig olabilir. Mevcut familyanin
binlerce tiirii bulundurdugu diigtiniiliirse parazitlenme oranin %7 oraninda ¢ikmasimin nedeni daha iyi

anlagilmaktadir. Ayrica, Bauer vd. tarafindan [24], her akantosefal parazitin, biyolojik dongiileri
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icerisinde farkli kesin konaklari kullanmasindan dolayi, Japon baligina yedirilen sistakantlar (Sekil 5e)
konak sindirim ve bosaltim sistemine entegre olamamis ve bu yiizden digki ile digsar1 atilmis olabilir.
Caligmamiza benzer olarak, diisik orandaki parazitlenme orani, Rokitna Nehiri’nden toplanan
Dikeragammarus roesel bireylerinde goriilmiistir. Bu tir %1 oranda P. minutus tarafindan
parazitlenmistir [25]. Ayrica, calismamizda sadece bir adet larval evrede, 41 adet sistakant evrede parazit
agirlikli olarak elde edilmistir. Brown ve Pascoe’nin [9] ¢alismasinda, ¢alismamizla uyum gosterecek
sekilde, G. pulex’ten elde edilen P. laevislerin %20’sinin larva igerdigini, %80’inin ise sistakantlardan
olustugunu rapor etmiglerdir. En son ki ¢aligmamizda, sistakant igeren gammarid bireyinin 3 mikrolitrelik
hemolenfinde 28 adet akantosefal parazit yumurtasi tespit edilmesi, parazitlerin c¢ogalmast ve
gammaridlerin viicudunda yayilmasi konusunda bize fikir vermektedir.

Sonug olarak bu ¢aligmanin, literatiir boslugunu doldurmada ve gammarid tiir teshislerinin ve
parazit tiir teshislerinin yapilmasi ile daha fazla veri elde edilmesiyle iilkemizde benzer konuda ¢alisan

arastirmacilarin ilgisini bu konuya ¢ekmede etkili olacagi kanisindayiz.
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