Doğu Anadolu Bölgesi Araştırmaları; 2006                                            Özden BARIM ÖZ ve Fulya BENZER

KEBAN BARAJ GÖLÜ’NDEKİ TATLISU ISTAKOZ (ASTACUS LEPTODACTYLUS ESCH. 1823)’LARININ MALONDIALDEHIT DÜZEYLERİ VE GLUTATYON PEROKSİDAZ AKTİVİTELERİ ÜZERİNE CİNSİYETİN ETKİSİ
*Özden BARIM ÖZ,   **Fulya BENZER
*Fırat Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi – ELAZIĞ 

** Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsü – ELAZIĞ 

obarim@firat.edu.tr   ,   fulyabenzer@yahoo.com.tr

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________
ÖZET
Bu çalışmada, Keban Baraj Gölü (Elazığ)’nden avlanan Astacus leptodactylus türü kerevitlerin hepatopankre-as, gonat ve kas dokularında malondialdehit (MDA) düzeyleri ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri üzerine cinsiyetin etkisi araştırıldı. Kerevitler Kasım 2005 tarihinde yakalandı. A. leptodactylus’ların dokula-rındaki MDA düzeyleri ve GSH-Px aktiviteleri, spektrofotometrik olarak incelendi. MDA düzeyleri erkek-lerde; hepatopankreas, gonat ve kasda sırasıyla 5,76±0,47, 2,01±0,06, 0,54±0,03 nmol g-1 doku, dişilerde ise; 2,73±0,17, 10,55±0,40, 0,60±0,04 nmol g-1 dokudur.  Bu dokulardaki GSH-Px aktivitesi  sırasıyla erkeklerde; 5,43±0,28, 6,98±0,27, 5,55±0,27 U g-1 protein, dişilerde; 6,67±0,30,  5,69±0,34, 5,95±0,17 U g-1 proteindir. Araştırmada dişiler ve erkekler arasındaki MDA düzeyleri ve GSH-Px aktivitelerinde hepatopankreas (p<0,001, p<0,01) ve gonatlarda (p<0,001, p<0,01) önemli farklılığın olduğu belirlendi. Kasda bu parametrelerde hiçbir değişikliğe rastlanılmadı (p(0,05).
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THE EFFECT OF SEX ON MALONDIALDEHYDE LEVELS AND GLUTATHIONE PEROXIDASE ACTIVITIES OF FRESHWATER CRAYFISH ((ASTACUS LEPTODACTYLUS ESCH. 1823) IN THE KEBAN DAM LAKE
ABSTRACT
In this study, the effect of sex on malondialdehyde (MDA) levels and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities in hepatopancreas, gonad and muscle of freshwater crayfish (A. leptodactylus) catched from Keban Dam Lake (Elazığ) was investigated. Freshwater crayfish were catched November 2005. Spectrofotometric method was used to determine the MDA levels and GSH-Px activities. MDA levels in males were 5,76±0,47, 2,01±0,06, 0,54±0,03 nmol g-1 tissue respectively in hepatopancreas, gonad and muscle, 2,73±0,17, 10,55±0,40, 0,60±0,04 nmol g-1 tissue in females. GSH-Px activities in this tissues were 5,43±0,28, 6,98±0,27, 5,55±0,27 U g-1 protein respectively in males, 6,67±0,30,  5,69±0,34, 5,95±0,17 U g-1 protein in females. This study was found an impact significantly of MDA levels and GSH-Px activities in hepatopancreas (respectively  p<0,001, p<0,01) and gonads (respectively  p<0,001, p<0,01) between male and female crayfish. In this parameters in muscle didn’t have statistically significant (p(0,05).
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1. GİRİŞ
Krustaselerden olan tatlısu istakozları (kere-vit) Arthropoda (eklembacaklılar) filumunun Crus-tacea (kabuklular) sınıfının Decapoda (onayaklılar) takımında toplanırlar (1,2). Tatlısu istakozunun (Astacus leptodactylus) birçok ülkede sevilerek tü-ketilmesi nedeniyle, ekonomik değerinin her geçen gün yükselmesi, diğer taraftan bilinçsiz avlanma, sulardaki kirlenme ve son yıllarda etkili olan kerevit vebası (Aphanomyces astaci) nedeniyle 1985’den sonra doğal stokların hızla azalması (yıllık olarak 5000 tondan 200 tona), bu ürünün verimini artırmak için araştırma yapma gerekliliğini ortaya koymuştur. Özellikle; Avrupa, Amerika ve Avustralya’da üreti-len yavrularla yeni tatlısu istakozu kaynaklarının oluşturulmasına başlanılmıştır (3,4).

Moleküler oksijen bütün canlılar için toksik etkili olup, ortamda oksijen derişiminin artması ile toksik etki görülmeye başlar. Canlılarda oksijenin tek değerlikli indirgenmesi ile önce süperoksit radi-kali (O˙2¯) bunun dismutasyonu ile hidrojen peroksit (H2O2) oluşur. Bu iki bileşik ortamdan hemen te-mizlenmezse, hidroksil radikali (OH˙) ve singlet oksijen (1O2) üretirler. Reaktif oksijen türlerinin olu-şumu ve bunların meydana getirdiği etkileri önle-mek için vücutta birçok savunma mekanizması oluşmuştur (5,6). Bunlar antioksidanlar (süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), α-tokoferol vs.) olarak bilinirler. An-tioksidatif savunma mekanizması serbest radikalle-rin üretilmesi ile yok edilmesi arasındaki dengeyi sağlar. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksi-yonunu engelleyerek ve reaktif oksijen türlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (6,7,8). Lipid peroksidasyon membranda bulunan (fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapısında yer alan) poliansature yağ asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafından peroksitler, alkoller, aldehid-ler, hidroksi yağ asitleri, etan ve pentan gibi çeşitli ürünlere yıkılması reaksiyonudur (9,10). 
Hepatopankreas, sindirim enzimlerinin (pro-teinaz, lipaz vs.) üretildiği, çeşitli sentezlerin yapıldığı ve fazla miktarda alınan besinlerin, bazı ağır metal ve kalsiyumun depolandığı yerdir. Bu organ kerevitlerin karaciğeri olarak isimlendirilir ve krustaselerin bulundukları fizyolojik şartların belir-lenmesinde oldukça önemlidir. Gonat ise eşey hüc-relerinin meydana geldiği organdır (11,12,13,14).
Bu çalışmada, Keban Baraj Gölü Ağın yöre-sinde bulunan A. leptodactylus’ların hepatopankre-as, gonat ve kaslarındaki MDA düzeyi ve GSH-Px aktivitesi üzerine cinsiyetin etkisi araştırıldı. 

2. MATERYAL VE METOT
Araştırmada kullanılan tatlısu istakozları (A. leptodactylus) Keban Baraj Gölü Ağın yöresinden temin edildi (Şekil.1). Doğal şartlardan yakalanan erkek ve dişi tatlısu istakozlarının ağırlıkları ve karapaks uzunlukları arasında istatistiksel olarak önemli bir farkın olmamasına dikkat edildi (p(0,05).
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Şekil 1. Tatlısu İstakozlarının Yakalandığı Keban Baraj Gölü Ağın Yöresi

Çalışmada 21 erkek, 24 dişi kerevit kullanıl-dı. Laboratuara getirilen tatlısu istakozlarının canlı ağırlık tartımı 0,01 g hassasiyetli dijital terazi, karapaks uzunlukları 1 mm taksimatlı ölçüm tahtası ile yapıldı. Daha sonra kerevitler -20 (C’de dondu-ruldu. Bir hafta sonra kerevitler kesilerek dokularda (hepatopankreas, gonat ve kas) MDA düzeyi ve GSH-Px aktiviteleri belirlendi.  

Dokularda malondialdehid düzeyi Ohkawa ve ark. (15) tarafından modifiye edilen yönteme göre spektrofotometrik olarak ölçüldü. Bu yöntem üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin perok-sidasyonunda son ürün olarak oluşan malondialde-hitin (MDA) tiobarbitürik asit ile reaksiyona girerek oluşturduğu kompleksin pembe renginin 532 nm’de okunması esasına dayanır. 

GSH-Px aktivitesi Beutler (16) metoduna göre tayin edildi.  GSH-Px, kümen peroksit varlığın-da indirgenmiş glutatyonun (GSH) yükseltgenmiş glutatyona (GSSG) dönüşmesini katalizler. Kümen peroksidin bulunduğu ortamda oluşan GSSG, glutat-yon redüktaz (GR) ve indirgenmiş nikotinamid ade-nin dinükleotid fosfat (NADPH) yardımıyla GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH’ın NADP+’ ye yükseltgenmesi sırasında absorbans farkının 340 nm’de okunması ile ölçüldü.

İncelenen parametrelere ait değerlerin ortala-ma ve standart hatalarının hesaplanmasında kulanı-lan One Way Anova Testi’nin yapılması için “SPSS(10.0” paket programı kullanıldı (17).

3. BULGULAR
Çalışmamızda karapaks uzunlukları arasında önemli bir farklılığın olmadığı (p>0,05) erkek (44,24±0,58 mm) ve dişi (44,67±0,83 mm) bireyler-de cinsiyete bağlı olarak MDA ve GSH-Px aktivite-lerinde değişimler gözlenmiştir. Hepatopankreas-daki MDA düzeyinin erkek bireylerde (5,76±0,47 nmol g-1 doku) dişi (2,73±0,17 nmol g-1 doku) birey-lerden oldukça yüksek olduğu tespit edilen çalışma-mızda (p<0,001), gonatlarda tam tersi bir durumun olduğu görüldü. Bu dokudaki MDA değeri erkek bireylerde 2,01±0,06 nmol g-1 doku, dişi bireylerde 10,55±0,40 nmol g-1 doku olarak belirlendi (p<0,001). Kerevitlerin GSH-Px aktivitesinde tam tersi bir durumun olduğu tespit edildi. Hepatopank-reasda bu değer erkek bireylerde 5,43±0,28 U g-1 protein, dişi bireylerde 6,67±0,30 U g-1 protein ola-rak belirlenirken, gonatlarda erkek bireylerde  6,98± 0,27 U g-1 protein, dişi bireylerde ise 5,69±0,34 U g-1 protein  olduğu görüldü. Kasda MDA düzeyi ve GSH-Px aktivitesinde herhangi bir değişim gözlen-medi (p>0,05) (Tablo 1).
Tablo 1. Erkek ve dişi kerevitlerin MDA düzeyi ile GSH-Px aktivitesi arasındaki ilişki.
	Parametreler
	Erkek
	Dişi
	P

	Karapaks uzunluğu (mm)
	44,24±0,58
	44,67±0,83
	p>0,05

	Ağırlık (g)
	22,951,01
	21,88±1,05
	p>0,05

	MDA (nmol g-1 doku)
	
	
	

	Hepatopankreas
	5,76±0,47
	2,73±0,17
	p<0,001

	Gonat
	2,01±0,06
	10,55±0,40
	p<0,001

	Kas
	0,54±0,03
	0,60±0,04
	p>0,05

	GSH-Px (U g-1 protein)
	
	
	

	Hepatopankreas
	5,43±0,28
	6,67±0,30
	p<0,01

	Gonat
	6,98±0,27
	5,69±0,34
	p<0,01

	Kas
	5,55±0,27
	5,95±0,17
	p>0,05

	n
	21
	24
	


4. TARTIŞMA VE SONUÇ

Köksal (18) ve Harlıoğlu (19) kerevitlerin Ekim-Aralık aylarında çiftleştiğini, 6-8 hafta sonra ise çiftleşme ile spermlerin yumurtlama esnasında döllenme işlevinde kullanıldığını bildirmişlerdir. Bu çalışmada, Kasım ayında Keban Baraj Gölü Ağın yöresinden yakalanan A. leptodactylus’ların gonatla-rında yumurta ve spermin olduğu görüldü. 
Serbest oksijen radikalleri içerdikleri çiftleş-memiş elektronları nedeni ile yüksek aktivite götse-rirler ve bu nedenle lipid, protein ve DNA molekülü ile reaksiyona girme yeteneğine sahiptirler. Ancak ortamdaki GSH-Px gibi doğal antioksidanlar perok-sidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve reaktif oksijen türlerini toplayarak protein yıkımı, lipid pe-roksidasyon gibi olumsuzluklara engel olurlar (5,6). Arun ve ark., (20), Macrobrachium malcolmsonii türü karideslerin hepatopankreaslarındaki GSH-Px aktivitesini inceledikleri çalışmada bu aktivitenin oksidatif strese karşı karidesi koruduğunu bildirmiş-tir. Çalışmamızda da hepatopankreas ve gonatlarda GSH-Px aktivitelerinin yüksek olduğu durumlarda MDA düzeyinin düşük olduğu gözlenmiştir. 
Çalışmada hepatopankreasdaki MDA düzeyi erkek bireylerde 5,76±0,47 nmol g-1 doku, dişilerde 2,73±0,17 nmol g-1 doku olarak belirlenirken bu de-ğer gonatlarda erkek bireylerde 2,01±0,06 nmol g-1 doku, dişilerde 10,55±0,40 nmol g-1 doku kasda ise erkek bireylerde 0,54±0,03 nmol g-1 doku, dişilerde 0,60±0,04 nmol g-1 doku olarak tespit edildi. Kolaylı ve ark. (21) karaciğerde bu değeri Salmo gairdneri’ lerde 35,10±8,60 nmol g-1 doku, Gadus merlangus’ larda 164.20±2,02 nmol g-1 doku, Alosa fallax nilotica’larda 101,8±10,02 nmol g-1 doku, Sarda sarda’larda 236±18,8 nmol g-1 doku, Mullus barbutus’larda 284,3±45,5 nmol g-1 doku, Marcon ve ark(22) Colossoma macropomum’larda 101,5± 14,7 nmol g-1 doku olarak saptamışlardır. Ayrıca bu çalışmada GSH-Px aktivitesi hepatopankreasda erkek bireylerde 5,43±0,28 U g-1 protein, dişi birey-lerde 6,67±0,30 U g-1 protein olarak belirlenirken, gonatlarda erkek bireylerde  6,98±0,27 U g-1 pro-tein, dişi bireylerde 5,69±0,34 U g-1 protein, kasda ise erkek bireylerde 5,55±0,27 U g-1 protein, dişiler-de 5,95±0,17 U g-1 protein olduğu görüldü. Kolaylı ve ark.(21) karaciğerde bu aktiviteyi Salmo gairdneri’lerde 509±81 U g-1 protein, Gadus merlangus’larda 472,12±105,6 U g-1 protein, Alosa fallax nilotica’larda 1525±268 U g-1 protein, Sarda sarda’larda 1945±414 U g-1 protein, Mullus barbutus’larda 754,8±151,4 U g-1 protein, Arun ve Subramanian(23) hepatopankreas ve kasda Macrobrachium malcolmsonii’lerde sırasıyla 1,60± 0,002 nmol min-1 mg-1 protein, 0,53±0,004 nmol min-1 mg-1 protein, Yılmaz ve ark.(24) kasda Cyprinus carpio’larda Hasırcılar istasyonunda 447,06±30,88 U mg-1 protein, Boran istasyonunda 463,29±26,62 U mg-1 protein, İmikuşağı istasyo-nunda 523,18±65,68 U mg-1 protein olarak tespit etmişlerdir. Veriler arasındaki farklılıklar türlerin, örneklerin alındığı dönemlerin, çevre şartlarının ve kullanılan yöntemlerin farklı olmasına bağlanabilir.

A. leptodactylus’ların hepatopankreas, gonat ve kaslarındaki MDA düzeyi ile GSH-Px aktivite-lerinin incelendiği bu çalışmada hepatopankreas ve gonatlarda erkek ve dişi bireylere ait değerler ara-sında istatistiksel açıdan önemli derecede fark bu-lundu. Rikans ve Hornbrook(25), yaşa bağlı antiok-sidan koruma ve lipid peroksidasyon ile ilgili yaptı-ğı araştırmada tür, soy, cinsiyet ve doku özelliğinin bu değerler üzerinde etkili olduğunu belirlemiştir. Çalışma sonucunda elde edilen değerler araştırmacı-ların bulgularıyla uyum sağlamaktadır.
Hepatopankreasdaki MDA değeri erkek bi-reylerde yüksek, dişi bireylerde düşük bulunurken gonadlarda bu aktivitenin dişi bireylerde erkeklere oranla önemli derecede (p<0,001) yüksek olduğu belirlendi. Veriler arasındaki bu farklılık kerevitlerin çiftleşme dönemine girmesine bağlanabilir.
Sonuç olarak yapılan bu çalışmada, gonatlar-da yumurta ve spermlerin bulunduğu Kasım ayında MDA düzeyleri ve GSH-Px aktivitelerinde erkek ve dişi bireyler arasında hepatopankreas ve gonat doku-larında istatistiksel olarak önemli farklılıkların oldu-ğu saptanmıştır. Kültür şartlarında yapılan yetiştiri-cilik çalışmalarında bu farklılıkların göz önüne alın-ması, kerevitlere verilecek yemlere ilave edilecek antioksidan maddelerin miktarı hakkında bilgi vere-cektir. Kerevitlerin serbest radikal hasarı ve antiok-sidan enzim düzeylerinin daha iyi irdelenmesi için farklı dönemlerdeki kerevitlerin MDA düzeyleri ve GSH-Px aktivitelerinin araştırılmasına ihtiyaç vardır.
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