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Oz: Bu caligmada, denizel ortamda bentik bolgede yasayan Mezgit ve pelajik bolgede yasayan
Hamsi baliklarinin solungaglarindan karbonik anhidraz (CA) saflastirildi ve karakterize edildi.
Mezgit balig1 solungacindan elde edilen CA enzimi, Sepharose-4B-L tirozin-siilfanilamid afinite
kolonunda 14 kat ve %19,5 verimle saflastirildi. Hamsi balig1 solungacindan elde edilen CA
enzimi ise 17 kat ve %9,5 verimle saflastirildi. Mezgit ve Hamsi baliklarinin 6zgiil aktiviteleri
sirastyla 126,4 EU mg protein! ve 1000,0 EU mg protein’! olarak belirlendi. SDS-PAG
Elektroforezi sonucunda her iki baligin solungaglarindan saflastirilan karbonik anhidrazlarin
altbirim molekiil kiitlesi yaklasik 29 kDa olan tek protein bantlarina sahip olduklar belirlendi.
Solungaglarindan elde edilen CA’larin p-nitrofenil asetat substrat1 varliginda esteraz aktiviteleri
pH 8,0’da ve 40 °C sicaklikta en yiiksek oldugu belirlendi. Mezgit ve Hamsi baliklarinin
solungaglarindan saflastirilan CA’ nin, p-nitrofenol asetat substrati varliginda Km ve Vmaks
degerleri Lineweaver-Burk grafigiyle hesapland: ve sirastyla Km degeri 0,08 mM ve 0,01 mM,
Vmaks degeri 1x107 pM dak™! ve 2,5x10° uM dak! olarak tespit edildi. Mezgit ve Hamsi
baliklarinin solungaglarindan elde edilen CA’ nin sirasiyla siilfanilamid inhibit6rii varliginda 6,0
uM ile 4,0 uM ve asetazolamid inhibitorii varliginda ise 2,0 uM ile 2,0 uM ICso degerlerine sahip
oldugu tespit edildi.

Anahtar Kkelimeler: Bentik, hamsi balig1, karbonik anhidraz, mezgit balig, pelajik.
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Benthic Fish

Abstract: In this study, carbonic anhydrase (CA) was purified and characterized from the gills
of anchovy fish living in the pelagic region and whiting living in the benthic region in marine
environment. The carbonic anhydrase from the whiting gill was purified 14 fold and 19.5% yield
using Sepharose-4B-L tyrosine-sulfanilamide affinity column. Also, carbonic anhydrase from the
anchovy gill was purified 17 fold and 9.5% yield using same column. The specific activity of
whiting and anchovy fish were determined as 126.4 EU mg protein™! and 1 000.0 EU mg protein-
1, respectively. SDS-PAG Electrophoresis showed that the carbonic anhydrases purified from the
gills of both fish had single protein bands with a subunit molecular mass of approximately 29
kDa. In the presence of p-nitrophenyl acetate substratum of gills, esterase activities were found
to be highest at pH 8.0 and 40 ° C. The values of Km and Vmax of carbonic anhydrase from the
gills of whiting and anchovy fish were calculated by Lineweaver-Burk graph in the presence of
p-nitrophenol acetate substrate and Km values were determined as 0.08 mM and 0.01 mM
respectively, Vmax value was 1x107 puM min' and 2.5x10° uM min’!, respectively. It was
determined that the CA obtained from the gills of whiting and anchovy fish had an ICso value of
6.0 uM to 4.0 uM against the sulfanilamide inhibitor, respectively and 2.0 uM to 2.0 uM, against
the acetazolamide inhibitor.

Keywords: Anchovy, benthic, carbonic anhydrase, pelagic, whiting.

1 Bu ¢alisma, yiiksek lisans tezinden dretilmistir.

This study was produced from the master thesis.
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GIRiS

Karbonik anhidraz (CA, karbonat hidroliyaz, E.C.
4.2.1.1) canli sistemlerde pH diizenleyici, su elektrolit ve
iyon transportunu diizenleyici olarak rol alan bir enzimdir.
Fizyolojik olarak karbondioksidin hidrasyonunu ve
bikarbonatin dehidratasyonunu doniisiimlii olarak katalizler.
Enzim hemen hemen biitiin dokularda mevcut olup hidrataz
aktivitesinin yaninda HCOs; ve H® olusumunda da rol
almaktadir (Wistrand, 1981; Beydemir vd., 2000;
Chegwidden vd., 2000).

Insan eritrositlerden izole edilen ilk enzimler CA 1
ve II izoenzimleridir. CA’ nin izolasyonunda en ¢ok
kullanilan yontem afinite kromatografisidir. Bu yontem
1970 lerde uygulanmaya baslanmis ve sonrasinda bu yontem
gelistirilerek CA 1 ve II izoenzimleri basarili bir sekilde
birbirinden ayrilabilmistir. Giiniimiizde CA’ nin 16 tane
izoenzimi oldugu bilinmektedir (Supuran & Scozzafava,
2001; Supuran, 2008; 2017).

CA canlilar i¢in hayati dneme sahip bir enzimdir.
CA her canli ve dokuda farkli izoenzime ve farkli kinetik
ozelliklere sahiptir. Enzimin canli organizmada nerelerde ve
hangi sekilde lokalize oldugu ve nasil fonksiyon gosterdigini
belirlemek iizere pek ¢cok organizma ve farkli dokularda CA’
nin saflastirilarak karakterize edildigi yiizlerce ¢alisma
bulunmaktadir (Beydemir vd., 2000; Soyiit, 2006; Kolayl
vd., 2011; Dinger vd., 2016). Ancak bugiine kadar mezgit ve
hamsi baliklarinin eritrositlerinde ve diger dokularinda CA
enziminin saflastirilmasi ve karakterize edilmesi lizerine
herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Ayrica pelajik ve
bentik bolgelerde yasayan balik tiirlerinin CA aktiviteleri
arasinda bir farkliligin olup olmadigini ortaya koyan bir
calisma da bulunamamistir. Mezgit denizel ortamda 30-300
m derinliklerde dip ve dibe yakin bélgelerde (Ozdemir vd.,
2018), hamsi ise giindiizleri 30-40 m derinlerde, geceleri
yiizeye yakinlarda dolasir (Satilmis ve Bat, 2010; Zehiroglu,
2014). Bu iki baligm farkli derinliklerde yasamalarindan
dolayr solunum sisteminin ilk temas yiizeyi olan
solungaclarindaki enzimlerin davraniglart da farklik olmasi
beklenmektedir. Bu hipotezden yola gikarak gerceklestirilen
bu ¢aligmada cok tiiketilen baliklardan pelajik bir balik olan
hamsi ve bentik bir balik olan mezgitin solungaglarindan
sepharose-4B afinite kolon matriksi kullanilarak CA
enzimleri saflastirildi ve karakterize edildi.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada kullanilan mezgit ve hamsi baliklari
balik¢1 teknesinden giiniibirlik satin alinarak -70 °C’de
muhafaza edildiler.

Homojenatlarimin  Hazirlanmasi:  Solungaglar
nester yardimiyla zedelenmeden dikkatlice alinarak kan ve
diger kirlilikleri elimine etmek i¢in % 0,9’luk NaCl ile 3 ‘er
defa yikandi. Her iki baliktan da elde edilen solungaglar, 3,0
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g mL"! olacak sekilde 25 mM Tris HC1/0.1 M Na;SO4 (pH=
8,7) tampon c¢ozeltisinin i¢inde blender ile pargalanarak
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar siv1 azot iginde
5 dakika bekletildikten sonra tekrar ¢dziiniinceye kadar oda
sicakliginda bekletildi. Homojenatlar buz banyosu i¢inde
5’er dakika olmak iizere sonikasyona tabi tutuldular ve elde
edilen siispansiyonlar 60 dakika 14500 rpm’de santrifijj
edildi. Siipernatant kismi enzim kaynagi olarak kullanildi
(Pullan & Noltmann, 1985; Wistrand, 2002, Candan, 2013;
Birinci, 2017).

Sepharose-4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi:
Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi
ile hazirlanir. Bu dolgu materyaline L-tirozin kovalent
olarak takilmis olup siilfanilamid diazolanarak tirozine
kenetlenmistir. Bu durumda tirozin afinite jelinin uzanti
kolunu, siilfanilamid ise enzimi spesifik olarak baglayan
kismi olusturmaktadir. Siilfanilamid CA’nin spesifik bir
inhibitorii olup jelin yapisina baglanarak enzimle yiiksek
oranda etkilesimi saglamakta ve enzimin saflastirilmasinda
en ¢ok kullanilan yontem olarak da bilinmektedir (Arslan
vd.,1996; Biilbiil vd., 2003).

Solunga¢ Homojenatlarinin Afinite Kolonuna
Tatbiki ve Eliisyonu: Hazirlanan afinite jelinin kolona
tatbikini takiben jel dengeleme tamponu (25 mM Tris/0,1 M
Na,SO4, pH 8,7) ile eliiat akis hiz1 yine 20 mL sa.”! olacak
sekilde kolon dengeye getirildi. Kolon ayni tampon iginde
24 saat +4 °C’de bekletildi.

Mezgit ve  hamsi  baliklarinin  solungag
homojenatlar1 ayr1 kolonlarda, ayni islemler yapilarak,
dengelenmis kolona tatbik edildi. Yikleme islemi

tamamlandiktan sonra sistemden yikama tamponu (25 mM
Tris/22 mM Na,SOs, pH 8,7) gegirilerek homojenattan
kaynaklanan ve istenmeyen bilesikler = kolondan
uzaklastirildi.
Kolona tutturulmus karbonik anhidraz enziminin
afinite kolonundan eliisyonu i¢in CA II eliisyon ¢o6zeltisi (0,1
M CH3;COOHNa/ 0,5 M NaClOs, pH 5,6) tatbik edilmistir
(Aslan vd., 1996). 20 mL sa.”! akis hizinda eliiatlar 5’ er mL’lik
fraksiyonlar halinde bir fraksiyon toplayict yardimiyla alindi.
Eliiatlarda CA hidrataz aktivitesi gozlenen fraksiyonlar
birlestirilerek amicon ultrafiltrasyon membrant (10.000
MWCO) kullanilarak 4.000xg’de 50 mM pH 7,5 fosfat
tamponu ile yikanarak tampon degistirildi ve enzim ¢ozeltisi
8,0 mL’ye kadar konsantre edildi (Dinger vd., 2016).

Eltatlarin protein miktarilart Lowry yontemi ile
belirlendi (Lowry vd., 1951). Standart ¢alisma grafigi 1,0
mM stok bovine serum albiimin (BSA) ¢ozeltisi seyreltilerek
hazirlandi.

Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE): Mezgit ve hamsinin solungag
homojenatlariinin Sepharose 4B afinite kolonu ile CA
enzimlerinin saflastirilmasindan sonra sodyum dodesil siilfat
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poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970) uygulanarak enzimlerin saflagsma dereceleri kontrol
edildi.

CO:-Hidrataz Aktivitesi Tayini: Metod, substrat
olarak kullanilan CO,’in hidrasyonu sonucu a¢iga ¢ikan H*
iyonundan ileri gelen pH diisiisiinden dolay1 brom timol
mavisi indikatoriinde meydana gelen renk degisim siiresinin
Olgiimiine dayanmaktadir (Maren, 1960). Ortamimn pH’min
ayarlanmasinda Veronal tamponu (0,25 M sodyum barbital,
pH 8,15) kullanild1. Substrat ¢ozeltisi olarak doygun CO,
¢oOzeltisi kullanildi.

Substrat ilavesinden hemen sonra vorteksleme
yapilarak ve ¢dzeltinin renginin karigtirma anindan itibaren
maviden sarimst yesile donmesine kadar gegen zaman
kronometre ile tespit edilir. Enzim nitesi enzimsiz
reaksiyon siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak
tamimlanir. Enzim aktivitesi Ol¢iimleri 25°C sicaklikta
gerceklestirildi. Enzim aktivitesi ise asagidaki esitlige gore
hesaplanmistir. Bu aktivite “Wilbur-Anderson Aktivitesi”
olarak bilinir (Wilbur ve Anderson, 1948).

EU= (to-tc) / tc (to . Enzimsiz denemede oOlg¢iilen siire; t. -
Enzim varliginda 6l¢iilen siire)

Esteraz Aktivitesi Tayini: CA’1n esteraz aktivitesi,
p-nitrofenil asetat (p-NFA) substratinin 25°C’ de 348
nm’deki  absorbans  degerindeki azalmayla tayin
edilmektedir (Armstrong vd., 1966 , Verporte vd., 1967).
Esteraz aktivitesi calismalari, 3 mM p-NFA substrati
varliginda 1 M Tris-SO4 Tamponunda (pH 9) 25°C’ de
Shimadzu UV-1601 marka ve model spektrofotometresi
kullanilarak gerceklestirildi.

Enzim dnitesi, 25°C° de 1 dakikadaki 348 nm’ de
absorbansda 0,001 birimlik azalmaya sebep olan enzim
miktar1 olarak belirlendi.

PH Degisiminin Karbonik Anhidraz Esteraz
Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi: Her iki solungagtan
izole edilen CA’larin farkli pH degerlerinde (pH 4,0-11,0) p-
NFA substrat1 varliginda 348 nm’ de esteraz aktivitelerine
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bakildi. Olgiilen aktivite degerleri gozlenen en yiiksek
aktiviteye gore oranlanarak bagil olarak hesaplanip,
grafikleri ¢izildi ve en yiiksek aktivitenin gozlenmis oldugu
pH degeri CA’1n esteraz aktivitesi i¢in optimal pH degeri
olarak belirlendi.

Mezgit ve Hamsi Baliklarinin Solungaglarindan
Saflastirilan CA’min Esteraz Aktivitesi I¢in Ku, Vinaks ve
Kiat Degerlerinin Belirlenmesi: Solungaglardan saflastirilan
CA’larin esteraz aktiviteleri, p-NFA substratinin en az 5
farkli konsantrasyonunda ve ii¢ tekrar calismak suretiyle
spektrofotometrik  olarak  Olglildii. Degisen substrat
konsantrasyonuna karsi hiz grafikleri Lineweaver-Burk’e
gore cizildi. Grafikten K, ve Vqs degerleri hesaplandi.

Mezgit ve Hamsi Baliklarinin Solungaglarindan
CA’min  Inhibisyon Calismasi: CA enziminin bilinen
spesifik inhibitorleri siilfanilamid ve asetazolamid ile
inhibisyon ¢aligmast yapildi. Hidrataz aktivitesine
inhibitdriin etkisi yiizde olarak hesaplandi. Inhibitor
konsantrasyona kars1 ¢izilen % inhibisyon grafiginden
yararlanilarak CA’1n hidrataz akivitesini % 50 inhibe eden
inhibitdr konsantrasyonu (ICsp) belirlendi (Karahalil, 2009;
Dinger vd., 2016) .

BULGULAR

Mezgit ve hamsi solungaglarindan elde edilen
oziitlerindeki protein miktarlari sirasiyla 7,89 mg mL™! ve
1,83 mg mL! olarak belirlendi.

Mezgit ve hamsi solungaglarindan elde edilen oziitlerdeki
CA’nm hidrataz aktivitesi mezgit igin 71,1 EU mL"!, hamsi
icin 105,6 EU mL™! olarak belirlendi.

Mezgit Balig1 solungaci 6ziitiinden saflastirilan CA’m 126,4
EU mg protein™! 6zgiil aktivite gosterdigi ve 14 kat saflastig
belirlendi (Tablo 1). Hamsi Balig1 solungaci 6ziitinden
saflagtirilan CA’mn 1.000,0 EU mg protein! 6zgiil aktivite
gosterdigi ve 17 kat saflastigi belirlendi (Tablo 2).

Tablo 1. Mezgit Balig1 solungacindan saflastirilan CA enziminin saflagtirma asamalarinin verileri.
Table 1. Data of purification steps of CA enzyme purified from whiting gill.

Toplam hacim Aktivite Toplam aktivite Protein Toplam protein Ozgiil Aktivite Verim Saflastirma
(mL) (EU/mL) (EU) (mg/mL) (mg) (EU/mg protein) katsaysi
Homojenat 25 71,1 1775,5 79 197,3 9,0 100 1
Saf CA 8 13,9 111,2 0,11 0,88 126,4 19,5 14
Tablo 2. Hamsi Balig1 solungacindan saflastirilan CA enziminin saflagtirma asamalarinin verileri,
Table 2. Data of purification steps of CA enzyme purified from anchovy gill.
Toplam hacim Aktivite Toplam aktivite Protein Toplam protein Ozgiil Aktivite Verim Saflastirma
(mL) (EU/mL) (EU) (mg/mL) (mg) (EU/mg protein) katsaysi
Homojenat 25 105,6 2640 1.8 45 58,7 100,0 1
Saf CA 8 10 80 0,01 0,08 1000,0 9.5 17
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Mersin  baligt  (Acipenser  gueldenstaedtii)
eritrositlerinden CA Sefaroz-4B-L tirozin-siilfanilamid
kolonuyla, balik kanma gore 539 kat ve %29 verimle
saflagtirilmigtir.  Mersin ~ balig1  eritrositlerinde  tek
izoenzimin oldugu ve spesifik aktivitesinin 26.943 EU mg
protein’' oldugu tespit edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayl
vd., 2011). Ayrica bir bagka calismada Mersin baligi
(Acipenser gueldenstaedtii) solungacinda CA’ nin 222,2
EU/mg protein 6zgiil aktivitesine sahip oldugu ve % 20,7
verimle ile 66 kat saflagtirildig belirtilmektedir (Candan,
2013; Dinger vd., 2016). Cipura baligmin karaciger,
solungag ve bobrek dokular1 CA enzimleri Sepharose-4B-
L-tirozin-siilfanilamid afinite kromatografisi kullanilarak
sirastyla  %9,1,  9%32,84 ve %83,6 verimlerle
saflagtirilmistir. Cipura baligimin karaciger, solungag ve
bobrek dokulari igin tiim saflastirma islemleri boyunca
saflagtirma kat sayilar1 sirasiyla yaklasik 354, 84 ve 455
olarak bulundugu ifade edilmektedir (Kaya, 2011, Kaya
vd., 2015). Gokkusag alabaligi karaciger dokusundan,
spesifik aktivitesi 4318 EU mg protein™! olan, %38 verimle
ve yaklasik 2260 kat; bobrek dokusundan, spesifik
aktivitesi 17 285 EU mg protein™! olan, %31,7 verimle ve
yaklasik 1800 kat; kas dokusundan, spesifik aktivitesi 2300
EU mg protein™! olan, %19 verimle ve yaklagik 1080 kat;
beyin dokusundan spesifik aktivitesi 2275 EU mg protein’
"olan %22,5 verimle ve yaklasik 1283 kat saflagtirilmistir
(Soyiit, 2006). Bir bagka ¢aligmada gokkusagi alabalik
eritrositlerinden CA enzimini Sepharose-4B afinite
kolonunun kullanilmasiyla 422,5 EU mg protein™! spesifik
aktivite, %20,9 verimle 222 4 kat saflastirilmiglardir (Hisar
vd., 2003). CA’m aktivitesi ile saflasma katsayisi
organizma veya doku degistikce farklilik gostermektedir.
Calismada kullanilan baliklardan elde edilen CA’ larin
eritrosit CA’ larma gore daha disiik aktiviteye sahip
olduklari fakat solungag CA’ lari ile paralellik gosterdikleri
belirlendi.

Mezgit ve Hamsi oziitlerinden elde edilen CA
SDS-poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edildi. Elde
edilen elektroforez jeli taranarak elektronik ortama
aktarildi. Yapilan SDS-PAG elektroforezleri sonucunda
her iki enzim icginde tek protein bandi gozlendi.
Elektroforez ~ kromatogramlarindan  hesaplanan  Rf
degerlerinden mezgit ve hamsi solungaglarindan
saflagtirllan her iki CA’m alt birim molekiil kiitlesi
yaklagik 29 kDa olarak hesaplandi (Sekil 1, Sekil 2).
Gokkusagi alabaligi karaciger, bobrek, kas ve beyin
dokularindan izole edilen CA enzimlerinin sirasiyla alt
birim molekiil kiitlelerinin yaklasik olarak 29,4 kDa, 28,7
kDa, 30,3 kDa ve 29 kDa oldugu belirtilmistir (Soyiit,
2006). Mersin Balig1 eritrositi (Karahalil, 2009; Kolayl
vd., 2011) ve solugancindaki (Dinger vd., 2016) CA’inin
molekiil kiitlesinin yaklagik 29 kDa oldugu tespit
edilmistir.
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Sekil 1. Mezgit solungacindan elde edilen proteinlerin SDS-
PAGE goriintiisii (1 ve 2- saflagtirilmis CA; 3- Solungag 0ziitii;
4- protein standard1 kDa cinsinden).
Figure 1. SDS-PAGE image of obtained proteins from whiting
gill (1 and 2- purified CA; 3- Gill extract; 4- protein standard as
kDa).
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Sekil 2. Hamsi solungacindan elde edilen proteinlerin SDS-
PAGE goriintiisii (1 ve 2- saflagtirilmig CA; 3- Saf CA standardy;
4- Solungag 6ziitii; 5- protein standardi kDa cinsinden).

Figure 2. SDS-PAGE image of obtained proteins from anchovy
gill (1 and 2- purified CA; 3- Gill extract; 4- protein standard as
kDa).

Her iki baligin Solungag¢ dokularindan izole edilen
CA’nin esteraz aktivitesini pNFA substrat1 varliginda en
yiiksek pH 8,0 ve 40°C’ de gosterdigi belirlendi (Sekil 3).
Mezgit balig1 solungacindan saflastirilan CA’” nin p-NFA
substrati varliginda yapilan kinetik ¢aligmasi sonucunda
Vinaks degeri 1,0x107 uM dak’!, K, degeri 0,08 mM, Ky
3,3x107 s, k! Kn 4,2x108 mM-'s'olarak hesaplandi
(Sekil 4, Tablo 3). Hamsi balig1 solungacindan saflastirilan
CA ile yapilan kinetik calismasi sonucunda V. degeri
2,5x10% uM dak™!, K,, degeri 0,01 mM, izt 1,2x10' 571, Ko/
K 12,0x10'> mM s olarak hesaplandi (Sekil 5, Tablo 3).

Mersin  Baligi eritrositinde saflagtirilan CA
esteraz aktivitesine gore pH 9,0’ da 30°C sicaklikta en
yiiksek esteraz aktivitesini gosterdigi belirtilmistir.
Enzimin K, ve Vs kinetik degerleri p-NFA substrati
kullanilarak Lineweaver-Burk grafigine gore hesaplanmis
ve sirastyla K,, 4 mM ve Vs 20 000 mM dak™!, k.o degeri
20,8 s olarak tespit edilmistir (Karahalil, 2009; Kolayh
vd., 2011). Karaca Mersini baligi solungacindan
saflastirilan CA’nin en yiiksek esteraz aktivitesini pH
6,0’da ve 40°C’de gosterdigi, kinetik ¢aligmalar sonucunda
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2,5 mM K, 5x10° pMdak™ Vs ve 144 408,6 s ki
degerine sahip oldugu belirtilmistir (Candan, 2013; Dinger
vd., 2016,). Gokkusag1 alabalik CA esteraz aktivitesi
optimal pH karaciger dokusu icin pH 8,5 olarak
belirlenirken, bdbrek, kas ve beyin icin pH 9,0 olarak
bulundugu ve tiim dokularda 40°C’de en yiiksek
aktivitenin oldugu tespit edilmistir. Gokkusagi alabaligi
karaciger, bobrek, kas ve beyin dokularindan saflastirilan
CA enziminin esteraz aktivitesinde substrat olarak
kullanilan p-NFA i¢in K, Viuaks, kiar ve 0zgiilliik sabiti (Vo)
degerleri belirlenmistir. Gokkusagi alabaligi karaciger,
bobrek, kas ve beyin dokularindan saflagtirilan CA
enzimlerinin K, degerleri sirasiyla 0,66, 0,40, 1,29 ve 0,92
mM olarak, Vs degerleri sirasiyla 0,126, 0,097, 0,173,
0,207 umol mg protein™ dak™!, k. degerleri sirasiyla 32,8,
15,2, 28,8, 43,6 s ve ozgiilliik sabitleri sirastyla 5x10%,
4x10% 2,2x10* ve 4,7x10* mM's™!' olarak belirtilmistir
(Soyiit, 2006). Hamsi balig1 solungacinin CA enzimi
mezgit balig1 solungact CA’na gore hidrataz ve esteraz
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Literatiirlerde yer alan diger CA’lara gore iki CA
ninda olduk¢a hizli katalizleme yeteneginin oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 3. Baliklarin solungaglarindan saflastirilan CA’larm pH ile
aktivitelerinin degisimi.
Figure 3. Activity changing of CAs purified from the fish gills
with pH.
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Sekil 4. Mezgit solungancindan saflastirilan CA’nin p-NFA
substrati varligindaki Lineweaver-Burk grafigi.
Figure 4. Lineweaver-Burk plot of CA purified from whiting gill
in the presence of p-NFA substrate.
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Sekil 5. Hamsi solungacindan saflagtirlan CA’nin p-NFA
substrat1 varligindaki Lineweaver-Burk grafigi.
Figure 5. Lineweaver-Burk plot of CA purified from anchovy gill
in the presence of p-NFA substrate.

Tablo 3. Saflastirilan CA’larmn p-NFA substrati varligindaki
kinetik verileri.
Table 3. Kinetic data of purified the CAs in the presence of p-
NFA substrate.

Balik Tiirii Vinaks (WM/dak) K mM, Kiar (s) Kiad K (mM's™)
Mezgit 1,0x107 0,08 3,3x107 4,2x108
Hamsi 2,5x10° 0,01 1,2x10'" 12,0x10'2

CA’m hidrataz aktivitesi iizerine CA’nin bilinen
inhibitorlerinden asetazolamid ve siilfanilamid etkisi
incelendi. Elde edilen inhibisyon grafiklerine gore Mezgit
balig1 i¢in asetazolamid ICsy degeri 2,0 uM, siilfonamid
icin 4,0 uM; Hamsi balig1 i¢in asetazolamid ICso degeri 2,0
pM, siilfonamid ig¢in 6,0 uM olarak belirlendi. Mersin
Balig1 eritrositinden saflastirilan CA’m siilfanilamid ve
asetazolamid inhibitorlerine kars1 4,0 uM ve 0,1 uM gibi
oldukga diisiik ICsy degerlerine (Karahalil, 2009; Kolayli
vd., 2011), solungacindan elde edilen CA’nin ise sirastyla
13,0 uM ve 0,1 pM ICso degerlerine sahip oldugu
belirtilmistir (Dinger vd., 2016). Her iki baliga ait
solungaglardan izole edilen CA’larin CA’m bilinen
inhibitorlerine karst oldukga duyarli oldugu gdzlendi.
Inhibisyon davramslart  yoniinden her iki bahigm
solungaglarindan izole edilen karbonik anhidrazlarin CA-
II ile benzerlikler gosterdigi goriilmektedir.

SONUC

Yapilan bu g¢alismada mezgit ve hamsi
baliklarinin yasama alanlarinin denizde farkli olmasi
miinasebetiyle solungaglardan izole edilen CA’lar1 da
davraniy  olarak  farklillk arz  ettigi  belirlendi.
Solungaglardan elde edilen CA’larin  siilfanilamid
inhibitori  bagli sepharose 4B afinite kolonundan
birbirlerine yakin saflagsma katsayisina sahip olmalarina
ragmen CA nin, fizyolojik substratt CO, ve p-NFA kars1
ilgilerinin birbirinden farkli oldugu tespit edildi.

Sonu¢ olarak, Her iki enziminde hidrataz ve esteraz
aktivitelerinin olduk¢a yiiksek oldugu, bununla birlikte
hamsi CA’sinin mezgit CA’sma gore daha hizli ¢alistigi
goriildii. Ayrica enzimin bilinen inhibitdrleri olan
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siilfanilamid ile asetazolamid kars1i her iki CA’ninda
oldukga duyarl oldugu tespit edildi.
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Abstract: Donax trunculus, known as wedge clam, is an Atlantic-Mediterranean bivalve
colonizing in fine sand beaches of the upper subtidal zone. Aim of this study is to determine the
biometric features of wedge clam in sandy beaches, where they live in high-density, and the
relationships between these features. The samples were collected for between March 2014-
February 2015 from an unexploited population from Black Sea. A total of 11045 samples were
collected during this study. The shell length, shell width, shell thickness and shell weight, total
weight and meat weight were measured. SL changes between 4.5 and 35.5 mm with an average
value of 18.6 + 8.5 mm. Average TW of the total sampling group was 1.2 + 1.1 g (0.007-4.64).
Relationships between SL and SWe, SWi and SWe, ST and SWe were found as SWe=0.0001
SL29%% (R?=0.98), SWe=0.0002SWi33%% (R?=0.97) and SWe=0.0072ST?%%8 (R?=0.89),
respectively. Average MW of wedge clam was calculated as 0.2 + 0.2 g (0.001-2.74). The
relationships between growth parameters were detailed by cluster analyses (CA), correlation
analyses and comparison analyses. Results of this study have an important contribution to the
present knowledge on the morphometric aspects and the growth parameters of the wedge clam in
the Black Sea.

Keywords: Donax trunculus, growth, morphometric, shell, length-weight relationships.

Karadeniz'deki (Tiirkiye) kum sirlaninin (Donax trunculus Linnaeus, 1758)
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DX4: maydin69@hotmail.com
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biiyiime ve morfometrik parametreleri

Oz: Kum sirlani olarak bilinen, Donax trunculus, sig kiyisal alanlarda kolinize olmus Atlantik-
Akdeniz kokenli bir ¢ift kabuklu tiirdiir. Bu ¢alismada, dalga hareketlerinin ¢ok yiiksek oldugu
kumsal alanlarda yasayan, kum girlani tiiriiniin biyometrik 6zellikleri ve bu 6zelliklerin birbiriyle
iliskileri belirlenmistir. Calisma, Giiney Karadeniz Bolgesi kiyilarinda hi¢ somiiriilmemis kum
sirlan1 popiilasyonunda 12 ay (Mart 2014-Subat 2015) boyunca periyodik 6rnekleme yapilarak
gerceklestirilmistir. Caligma siiresi boyunca 11045 adet birey orneklenmistir. Orneklenen
bireylerde kabuk boyu, kabuk eni, kabuk kalinlig1, kabuk agirligi, toplam agirlik ve et agirlig:
Olctimleri yapilmistir. Kabuk boylart 4.5 ve 35.5 mm uzunluklari arasinda degismekte olup
ortalama kabuk boyu 18.6 + 8.5 mm olarak hesaplanmstir. Toplam agirlik ortalamas ise 1.2 +
1.1 g (0.007-4.64) olarak belirlenmigtir. KB-W, KE-W ve KK-W arasindaki iliski sirasiyla
W=0.0001 KB?%% (R?=0.98), W=0.0002KE 33%3 (R?=0.97) ve W=0.0072KK 26%8 (R?=0.89)
olarak tespit edilmistir. Ortalama et agirhigt ise 0.2 + 0.2 g (0.001-2.74) olarak belirlenmistir.
Yapilan bu c¢alisma ile kum sirlaninin Karadeniz Bolgesi’ndeki popiilasyonunun biiyiime
parametreleri ve morfometrik 6zelliklerinin belirlenmesi agisindan 6nemli katkilar saglamigtir.

Anahtar kelimeler: Donax trunculus, bityiime, morfometri, kabuk, boy-agirhk iligkisi.
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INTRODUCTION

Species Donax trunculus Linnaeus, 1758 is widely
distributed from Senegal, the north Atlantic Ocean coasts of
France (Deval, 2009; Colakoglu, 2011) to the Black Sea and
the Mediterranean Sea (Bayed & Guillou, 1985; Cokaloglu,
2014). Ozden et al., (2009) reported that it is a commercially
important species that is found abundantly in the northern
Sea of Marmara. It is known that, the densest populations are
formed in sand and tidal zones, especially in high-energetic
seas (Gaspar et al., 1999). It feeds on organic material,
specially by filtering phytoplankton (Mouéza & Chessel,
1976). This species inhabits depths of 0-2 m in the
Mediterranean Sea and 0-6 m in the Atlantic, generally
forming stock in depths of 0-3 m (Gaspar et al., 2002a).
There are stocks of D. trunculus in the coast of Turkey’s
Mediterranean Sea, Aegean Sea, Sea of Marmara and the
Black Sea (Oztiirk et al., 2014). Though it is not consumed
as a food source in Turkey, it is extensively used for coastal
fisheries as bait for pole or longlines. All the production is
exported. There are legal legislations on the species in
Turkey and it is illegal to harvest between 15" April — 31t
August. Additionally, the minimum harvesting size is 2.5 cm
(BSGM, 2016).

There are various studies conducted on wedge clam
from the Atlantic Ocean (Bayed & Guillou, 1985; Bayed,
1991, 1998; Guillou & Bayed, 1991) and from the
Mediterrranean Sea (Mouéza, 1972; Mouéza & Chessel,
1976; Ansell & Bodoy, 1979; Neuberger-Cywiak et al.,
1990; Deval, 2009; Hafsaoui et al., 2016).

In this study, some biological and biometric
features of D. trunculus were examined. There is limited
information on the species from Turkey. This study will be
a first on the species for the Turkish coast of the southern
Black Sea.

MATERIAL AND METHOD

Sampling Area: Research was conducted between
March 2014 — February 2015 in supralittoral sandy habitats
between 0-1.5 m in depth, where the species is the densest,
on the coast of Ordu, Black Sea (Figure 1).

Samples were collected with a hand dredge (1.3 cm
mesh size) and sieves (1-10 mm mesh size). Samples were
preserved in seawater and were examined the same day.
Shell length (SL), shell width (SWi) and shell thickness (ST)
of D. trunculus were measured with a digital compass with
0.1 mm sensitivity. After these measurements, samples were
dried on drying paper and total weight (TW) of the
individual was measured with a Precisa sensitive scale with
a sensitivity of 0.01 g. Meat weight (MW) and shell weight
(SWe) were also measured with the same scale for condition
index. Length and weight relationship estimations were done
by using Ricker (1975)’s exponential relationship models,
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TW = a.SL? or logTW = log a + b (logSL)
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Where a (intersection point) and b (slope) are
regression constants, TW is total body weight (g) and SL is
shell length (mm). The “b” value was tested by t-test to
check whether it was significantly different from 3. When b
=3, it reflects an isometric growth, when it is b #3 it reflects
an allometric growth (positive b > 3 or negative b < 3)
(Froese, 2006; Aydin & Sozer, 2019).

Estimation of SL-SWi, SL-ST and ST- SWi
relationships were done using linear relationship models,

(SWi=a+h.SL, ST =a+h.SL, ST = a+ b.SWi)

To estimate the growth rate, SL and TW were used
with the following equations:

Shell length increase percentage = [(SLn —SLn-1) /
SLn-1] x100,

Weight increase percentage = [(TWn — TWn-1) /
TWn-1] x100

D. trunculus condition index (Cl) ratio was
estimated using TW, MW and SWe (Colakoglu & Tokag,
2011),

Cl= MW / (TW- SWe) x 100

SPSS Statistical Package and MS Office-Excel
software were used for data analyzes. Distribution of the data
was checked, and monthly averages of the data were
compared. Due to high sample numbers, Kolmogorov-
Smirnov test was chosen amongst the distribution tests and
found out that the data showed nonparametric distribution.
Nonparametric tests were used to compare monthly
averages. To determine if there were differences between
months and seasons, Kruskal Wallis test was used, and Mann
Whitney-U test was used to determine which months and
seasons were different (Aydin et al., 2014). All these tests
were conducted within 95 % confidence level on SPSS v.21
(IMB, USA). Correlation analysis were done to evaluate the
relationships between parameters. Spearman correlation
analysis was chosen because the data were nonparametric.
Cluster analysis was used for evaluation of similarities
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among variables. Ward method was used with Euclidean
Distance, and Z-score correction was also done for cluster
analysis (Tunca et al., 2016).

RESULTS

Length and weight frequency distribution: In total
11045 individuals of D. trunculus were sampled and shell
lengths ranged between 4.5 and 35.5 mm. The length and
weight frequencies of D. trunculus are given in Figure 2.
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Figure 2. D. trunculus length frequency (A) weight frequency (B).
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Monthly length frequency distribution: Monthly
length frequencies of the samples are given in Figure 3.
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Figure 3. Monthly length frequencies.

Biometric data: The average shell length was
calculated as 18.6+8.5 mm (min: 4.5 - max: 35.5). The
average total weight was 1.2+1.1 g (0.007-4.64). Biometric
measurements of all the samples are given in Table 1.

Tablel. D .trunculus biometric measurements.

SL(mm)  SWi (mm) ST (mm) TW(@)  MW(Q) SW()
N:11045 N:11045 N:11045 N:11045  N:8092  N:6903
Mean 18.648.5 10.7+4.3 55425  12+11 02402 0.7+0.7
Minimum 45 25 05 0.007 0.001 0.007
Maximum 355 20 11 4.64 2.74 2.95
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In this study, the relationship between SWi and TW
showed positive allometry (b>3), and negative allometry
between ST and TW, and SL and TW (b<3) (Figure 4).
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Figure 4. Relationships between shell width — total weight (A),
shell thickness - total weight (B), shell length — total weight (C).

Linear relationships were identified between SL
and SWi, SL and ST and SWi and ST for all the D. trunculus
samples (Figure 5).
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Figure 5. Relationships between shell length — shell width (A),
shell length — shell thickness (B) shell width — shell thickness (C).

Linear relationships were identified between SW
and MW and TW and MW. An exponential function was
fitted for the relationship between SL and MW (Figure 6).

Growth Rate: The growth rate was estimated using
SL and TW. The highest growth rate by weight was
estimated for the 10-15 mm length group (326.3 %) and the
lowest for the 35-40 mm length group (23.1 %). The highest
growth by length was estimated for 5-10 mm length group
(63.1 %) and the lowest was estimated for 30-35 mm length
group (13.0 %) (Table 2).
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Table 2. Growth performance value of D. trunculus.

SL (mm) N % Mean SL (mm) Mean TW (g) ::I:;flfs(l;’g) n w;;fz:/g)m
0-5 191 1.73 45+0.01 0.02+0.001 - -
5-10 2005 18.15 73+0.9 0.05 +0.02 63.1 160.0
10-15 1957 17.72 11.7+15 02+0.1 59.9 326.3
15-20 1704 1543 172+15 0.6+0.2 46.9 201.5
20-25 1654 14.98 221+14 1.3+03 283 116.7
25-30 2292 20.75 274+14 23+04 238 817
30-35 1232 11.16 309+1.0 31+03 13.0 325
35-40 10 0.08 351402 3.8+05 134 231

Total 11045 100 18.62+8.47 1.17+£1.12 355 1345

Condition Index: The condition index, that

represents the fullness of the soft tissue in the shell cavity of
a bivalve mollusk, is expressed as the rate of occupancy
using the method of condition index by weight, was
calculated by examining 6929 individuals. The highest
average value was estimated for May (121.3+18.2) and the
lowest was August (42.8+19.82) (Table 3).

Statistical Analyzes: The monthly average values
of the parameters are given in Table 3.

Table 3. Monthly comparison of size parameters and condition index (p <0.05)

Mar. Ap. May Jun. Jul. Aug. Sep. Oct. Nov. Dec. Jan. Feb.
A (B) © (D) (E) (F) ©) (H) ) Q) K L)
Mean 18.79 20.3 19.18 16.04 19.55 19.87 19.05 22.47 17.26 16.55 19.27 16.63
'é\g’\ Min. 4.5 45 8 8 6.5 6.5 5.5 45 4.5 5 4.5 6.5
ES Max. 34 34 355 35 35 35 335 345 35 35 34 34
c7|3 é S.D. 0.34 0.30 0.24 0.2 0.23 0.18 0.23 0.23 0.42 0.33 0.37 0.3
Dif. Acfgk Be Cheak Dii Eacfok Faek Gacek H 1 Jdil Kacefg Lii
Mean 10.80 11.52 11.07 9.63 11.27 11.45 10.96 12.76 9.87 9.56 10.91 9.54
E ©  Min 25 25 55 55 4.2 4, 35 3 3 3 25 4
= 5 Max. 19 20 19 185 19 185 185 18.6 20 19.3 17.5 19
% 5 S.D. 0.17 0.15 0.12 0.1 0.12 0.09 011 0.12 0.22 0.17 0.19 0.16
Dif. Ae‘f‘g,k BC Cb‘e,f‘g Di.j Ea‘c,f‘g,k Fa‘c.s‘k Ga‘c.s‘k H |d‘j‘| Jd,i.l Kaefg Ll,j
Mean 5.6 6 5.7 48 5.7 5.7 5.52 6.62 4.84 4.83 5.66 5
’é\@\ Min. 15 15 25 25 2 2 15 15 0.5 15 1 2
£ % Max. 11 10 10 10.5 11 11 10 10.2 11 105 10 10
5 5 S.D. 0.09 0.08 0.07 0.06 0.07 0.57 0.07 0.07 0.14 0.1 0.11 0.09
Dif. Ae‘f‘g,k Bc‘k Cb‘e.tg Di,j,l Ea‘c,f‘g,k Fa‘c,e‘k Ga‘c,e‘k H |d‘j Jd,i,l Ka.b‘e.tg Ld‘j
Mean 1.35 1.53 1.35 0.79 1.14 1.05 112 15 1.23 0.93 1.27 1
8@ Min. 0.014 0.014 0.054 0.054 0.061 0.027 0.022 0.01 0.019 0.019 0.007 0.02
E g Max. 4.64 4 4.08 4.34 4.62 4.58 3.95 422 4.28 3.9 3.77 4.4
= é S.D. 0.04 0.04 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.05 0.04 0.05 0.04
Dif. Aemg,k BC Cb‘f‘g D Ea‘f‘g,k Fa‘c.e‘k Ga‘c.e‘k H |j‘| Jl‘l Ka,e‘f‘g L
Mean 59.5 61.9 121.3 73.8 56.2 42.8 55.4 46.1 52.3 51.2 44.9 53.8
§ Min. 16.7 125 15.6 175 16.8 15.4 14.2 8.7 16.3 16.3 13 115
) % Max. 209.1 191.7 273.9 175.6 224.0 172.7 120.3 206.1 221.4 192.3 1333 260.0
Z S.D. 20.94 23.33 18.2 46.29 22.56 19.82 24.58 17.45 19.66 16.77 19.28 24.80
Dif. Ab B? c D Eli F Gli Hk 1ol Jeaid Kh Leii

Explanations: A capital and a superscript letters denote comparisons between two months. There is no statistical difference at the level of 95 % between a

capital letter and each superscript letter.

Given the morphometric data, statistically
significant largest D. trunculus values were in October
(Table 3). April and May followed October, and the lowest
values were in June. In case of condition index, it was
different and the highest statistically significance value of
condition index was May, while the lowest was August.
Seasonal comparison of SL, SWi and ST were as Spring =
Autumn > Summer > Winter, and for TW it was as Spring
> Autumn > Winter > Summer. Unlike the other
parameters, TW was found significant and a statistical
difference was found between Spring and Autumn.

In general, high correlation was found for all
months and in the total (Table 4). The highest value was
found as 1.00 (a hundred percent) in May between TW and
SWe. The lowest correlation value was 0.749, between ST

and SWe in June. June is also notable for SWe showing the
lowest correlation with other parameters. Another low
correlation was observed between MW with other
parameters in November. Given the annual comparison,
though correlation between MW and SWe values were
strong when compared to the correlation between the other
parameters, it was found to be relatively weaker.

In case of cluster analyses; there were two
different clusters, SL, SWi and ST measurements formed a
cluster and BW, SW and MW formed the other (Figure 7).
The strongest relation was observed between SL and SWi
with 10.29, value of the closest Euclid distance (Table 5).
Relatively the furthest distance to other parameters was
observed for MW. These results also show parallelism to
the annual correlation values.
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Table 4. Correlation between monthly and annual parameters.
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March April May
SL SWi ST BW SWe MW SL SWi ST BW SWe MW SL SWi ST BW SWe MW
SL 1 1 1
SWi 0.969™ 1 0.963™ 1 0.985™ 1
ST 0.954™  0.962™ 1 0.953"  0.955™ 1 0.984™  0.981™ 1
BW 0977 0972  0.963™ 1 0.968™  0.963"  0.965™ 1 0.988™  0.983™  0.983™ 1
SWe 0.893™ 0.928™ 0.949™ 0.917" 1 0.903”  0.939™  0.900™  0.899™ 1 0.998  0.998™  0.994™  10.000™ 1
MW 0.980™  0.973™ 0.921™ 0.967" 0.834™ 1 0.987" 0.976™ 0.939™ 0.954™ 0.865" 1 0.960"  0.958™ 0.935™ 0.960™ 0.954™ 1
June July August
SL SWi ST BW SWe MW SL SWi ST BW SWe MW SL SWi ST BW SWe MW
SL 1 1 1
SWi 0.969™ 1 0.963" 1 0.985" 1
ST 0.954™  0.962™ 1 0.953"  0.955™ 1 0.984™  0.981™ 1
BW 0977  0.972™  0.963™ 1 0.968™  0.963™  0.965™ 1 0.988™  0.983™  0.983™ 1
SWe 0.893™  0.928™  0.949™  0.917" 1 0.903""  0.939"  0.900™  0.899™ 1 0.998™  0.998™  0.994™  10.000™ 1
MW 0.980™  0.973™  0.921™ 0967 0.834" 1 0.987  0.976™ 0.939™ 0.954™  0.865 1 0.960  0.958™  0.935 0.960™ 0.954™ 1
September October November
SL SWi ST BW SWe MW SL SWi ST BW SWe MW SL SWi ST BW SWe MW
SL 1 1 1
SWi 0.991" 1 0.980" 1 0.985™ 1
ST 0.985™ 0.981" 1 0.963™ 0.954™ 1 0.983™ 0.976™ 1
BW 0.996™  0.991™  0.988" 1 0.993™ 0.982"  0.970™ 1 0.993™  0.987™  0.987™ 1
SWe 0.997""  0.989™  0.991™  0.998™ 1 0.975™ 0.967"  0.959™ 0.981™ 1 0.929™ 0.880"  0.882™  0.955™ 1
MW 0.959"  0.952™  0.941™ 0.963™ 0.974" 1 0.950™ 0.939" 0.931™ 0951 0.961" 1 0.854"™ 0.821™  0.819™ 0.860™  0.869" 1
December January February
SL SWi ST BW SWe MW SL SWi ST BW SWe MW SL SWi ST BW SWe MW
SL 1 1 1
SWi 0.992™ 1 0.987" 1 0.994™ 1
ST 0.989  0.986™ 1 0.973™ 0.972" 1 0.944™ 0.943" 1
BW 0.998™ 0.992"  0.991™ 1 0.995™ 0.990"  0.977™ 1 0.997" 0.996™ 0.947 1
SWe 0.975™  0.964™  0.953™ 0.986™ 1 0.984™ 0.977"  0.962™ 0.991™ 1 0.994™  0.993™  0.925™  0.998™ 1
MW 0.934™  0.919™ 0.910™ 0.939™ 0.945™ 1 0.958™ 0.955™  0.933™ 0.964™ 0.960™ 1 0.986™ 0.985"  0.910™ 0.988"  0.989™ 1
Annual
SL SWi ST BW SWe MW
SL 1
SWi 0.990™ 1
ST 0.984™  0.981™ 1
BW 0.992™ 0.988™  0.984™ 1
SWe 0.973  0.970™ 0.965™ 0.974™ 1
MW 0.978™ 0.975™ 0.968™ 0.980" 0.969™ 1
**Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
Table 5. Cluster analyses matrix of measured parameters. Black Sea by Yilmazer (2005), and from Sea of Marmara;
Shell length Shell width  Shell thickness _ Total weight _ Shell weight  Meat weight 4624 individuals by Colakoglu (201 1), 3428 individuals by
o) oW e S —— lakoglu and Tokag (2011), 2098 individuals by Deval
Shell Tength 0,000 Colakoglu and Tokag ( ), Individuals by Deva
Shel width 0288 0000 (2009) and 2558 individuals by Colakoglu (2014). Among
Shell thickness 13.629 16.125 0.000 . - . . . .
Tolweigh 25084 20429 24672 0,000 the number of individuals examined in Turkey. This study
Shell weight 31.969 35.074 31.556 22.098 0.000 iS the highest and study by Deva| (2009) SECOI’]d.
Meat weight 33.582 36.473 33.598 25.838 30.842 0.000 . ..
The shell length of D. trunculus individuals were
found between 4.5-35.5 mm in this study, where it was
Dendrogram using Ward Linkage . .
. ] Rescaledbistance lster Combine . conducted on sandy habitats of the coastal areas of Ordu in
setlenar: 1 i : ‘ : i Black Sea. The average shell length was estimated as
18.6+8.5 mm. According to the study by Yilmazer (2005)
conducted at Sile coasts of west Black Sea, the smallest
Shell_wicth 2 - . .
individual was measured to be 11.6 mm and the largest
43.1 mm. Colakoglu & Tokag (2011) estimated the average
hell_thickness . ’ -
s length 28.7 mm, and the length range as 13 - 42 mm for
N Sea of Marmara. Another study, from northern Sea of
Marmara by Deval (2009) found the length range was
e between 3-44.8 MM (Laverage= 24.7 mm). Colakoglu (2014)
reported the length range to be between 10-42 mm. The
shelweige 5 other studies from other seas reported the highest estimated
length (L) as 52.84 mm by Mazé & Laborda (1988) from
Atlantic Ocean coasts, and the lowest estimated length (L..)
Meat_weight

Figure 7. Cluster analyses dendrogram of the measured data.
DISCUSSION

Total of 11045 individuals of D. trunculus were
measured. In other studies, conducted on D. trunculus,
number of examined individuals were 995 individuals from
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as 35.9 mm by Bodoy (1982) from the Mediterranean Sea.
In another study from the Spanish coasts the length range
was found between 5 — 45 mm (Huz et al., 2002), and in
the studies from the coasts of southern Portugual the length
range was found between 8.9-44.3 mm (Laverage= 26.5 mm)
and 16-44 mm (Laverage= 27.3 mm) (Gaspar et al. 2002a),
and the maximum length as 31 mm (Gaspar et al., 2003).
In a study conducted in the southern Adriatic coasts of
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Italy, the maximum length was reported as 37 mm (Zeichen
et al., 2002). The maximum length values were found in
this study therefore, it can be said that, they are similar,
when compared with “L.” values reported from Atlantic
Ocean and Mediterranean Sea. Though when compared
with studies conducted in Sea of Marmara, the individuals
from Sea of Marmara seem to be larger than the population
from the Black Sea. In both studies from Sea of Marmara,
the average length and maximum length were reported to
be larger. This difference is due to using different sampling
gears. In this study, due to a different sampling gear,
smaller individuals were sampled which resulted in smaller
average length. Especially in Turkey, the study conducted
in Sea of Marmara indicated that individuals in Sea of
Marmara are larger from the individuals in Black Sea. It
can be said that the main reasons for this difference are
environmental variables such as salinity, temperature,
oxygen and the difference in sampling depth and gear.

The highest growth rate in length was found in 5-
10 mm length group. Neuberger-Cywiak et al., (1990)
found similar results and reported the highest growth rate
at the first 2.5 months, and Hafsaoui et al., (2016) reported
the highest growth rate within the first year. Individuals
within the length group 25-30 mm constitutes 20.75 % of
overall samples. The ratio of the individual identified as
juveniles (< 15 mm) corresponds to 40.9 % of the overall
sample. The length at maturity was identified from Algeria
by Moueza & Frenkiel-Renault (1973) as 16 mm, from
Spain by Tirado & Salas (1998) as 13.3, from Portugal by
Gaspar et al., (1999) as 13 mm, from Italy by Zeichen et
al., (2002) as 18 mm and from Sile Black Sea coast of
Istanbul by Yilmazer (2005) as 18.9 mm. The length group
within this study, which had the highest number of
individuals (25-30 mm), was found to be higher from the
reported length at maturity from other studies. Colakoglu
(2011) reported the weight range between 0.26 — 17.22 g
and the average weight as 3.04 g. In this study, the average
weight was found to be 1.2 + 1.1 g (0.007 — 4.64 g). There
is a notable difference between Colakoglu (2011) and this
study. This difference is due to difference in sampling
gears. Since metal sieves were used in this study, the
number of small sized individual was very high. A 33.5 %
of the total sampling of this study (3684 individuals) is
lower than the smallest individual reported by Colakoglu
(2011) (0.26 g).

Additionally, Colakoglu (2011) reported the
relationships between SL and TW as TW= 0.153 SL2™
(R?= 0.95), between ST and TW as TW= 0.667ST?%8 (R?=
0.93), and between SWi and TW as TW=3.12 SWi>¥* (R>=
0.86). In this study the relationships were estimated
between SL and TW as TW= 0.0001 SL2% (R?= 0.9659),
between ST and TW as TW=0.0072 ST26%8 (R?= 0.8999),
and between SWi and TW as TW= 0.0002 SWi33%9% (R?=
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0.9754). In both studies, except for the relationships
between SWi-TW, all showed negative allometry.

The “b” value of the relationship between SL and
MW was estimated as 2.9659 (b<3). The other studies from
various areas on this species also reported the “b” value
b<3 and growth as negative allometry (Guillou, 1980;
Bayed, 1990; Mazé & Laborda, 1990; Deval, 2009;
Colakoglu, 2011; Colakoglu & Tokag, 2011; Colakoglu,
2014). The studies reported as the “b” value changing
between 2.5-3.5 and value being smaller than 3 indicate
negative allometry (Ricker, 1975; Colakoglu, 2011).

In this study, a strong linear relation was observed
between SL and SWi (SWi = 0.4991 SL + 1.4455, R?=
0.98). Colakoglu (2011) reported the relationship between
SWi and SL as SWi= 0.556 SL + 0.0962 (R?=0.87). The
study conducted at the coasts of Portugal reported the
relationship between length and width as Log SWi= -
0.067+0.888 Log SL (R?>= 0.934) (Gaspar et al. 2002b).
When all these studies are compared, the strongest
relationship between SL and SWi was from this study. It is
known that the difference in regression constants can be the
result of difference in environmental factors effecting the
species growth (Parsons et al., 1990).

Colakoglu (2011) reported an exponential
relationship between SWi and SL (SWi= 0.658SL%%> (R?
= 0.918)). In this study, the regression coefficient was
found as R?= 0.98 and can be said that the linear
relationship between SWi and SL is stronger.

Colakoglu (2011) reported the condition index of
D. trunculus the highest in April (95.6) in the Marmara
Sea, and the lowest in July (53.9). However, Deval (2009)
study from the northern Sea of Marmara reported that the
condition index starts to increase in February, reaching its
highest in May and lowest in August. In this study, the
estimated condition index of D. trunculus was maximum
in May (121.3 + 18.2), and minimum in August (42.8 +
19.82). The results showed similarity with Deval (2009)
study. Since the reproduction season showed parallelism
with the period of maximum condition index value, it can
be said that the reproduction season is between May and
August. The studies conducted in other areas also reported
that the reproduction season is between May and August
(Bayed, 1990; Gaspar et al., 1999; Zeichen et al., 2002).
Similarly, the study conducted on Sile coasts of Black Sea
reported the reproduction season between May and August
(YYilmazer, 2005). Studies from other areas reported that
the reproduction period is in spring and summer seasons
(Zeichen et al., 2002; Deval, 2009), and the low growth
period is the result of low condition values of the
reproduction period.

Results of this study have an important
contribution to the present knowledge on the morphometric
aspects and the growth parameters of the wedge clam in the
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southern Black Sea region. Additionally, this study shows
importance as being the first study conducted from the
southern Black Sea.
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Abstract: In this study, it was aimed to determine the effect of environmental factors such as altitude,
geological formation and canopy cover on certain properties of fruit in the whortleberry populations in the
Firtma Valley. For this purpose, total 30 sampling plots with three replicates were taken in three different
level of altitude (1000-1200 m, 1300-1500 m, 1800-1900 m. a.s.l.), in two different geological formations
(Kagkar Granitoyidi and Catak) and in two different canopy covers (0% and 40-60%). Three sampling parcels
were chosen for sampling in each of sampling plots. Fruit characteristics such as width, height, weight, dry
matter amount of fruit were measured in fruit samples collected from sampling plots. As well as the time to
start the ripening of the fruit was determined. Obtained results showed that fruit width varied between 4.04
and 12.91 mm, fruit length ranged from 4.94 to 13.92 mm, the 100 berry weight varied between 24.61 and
87.05 g, and the total dry matter amount varied between 10.14% and 17.35%. It was determined that
ecological factors, especially altitude, significantly changed fruit characteristics. Fruit width, fruit height and
100 berry weight showed irregular change with increasing altitude. It was observed that the canopy cover
negatively affected the properties of the fruit. Pomologically, the best fruit characteristics in the populations
were found on the Catak geological formation in the second elevation level (1300-1500 m a.s.l.). The wild
Caucasian whorthleberry populations in the second elevation level should be selected as one of the genetic
resource conservation areas in the valley. Furthermore this population may have promising genotypes that
contribute to plant breeding programs.

Keywords: Altitude, canopy. Firtina valley, fruit traits, geological formation, Vaccinium arctostaphylos.

Firtina Vadisi'ndeki Vaccinium arctostaphylos L. Populasyonlarinda Ekolojik
Faktorlerin Meyvelerin Bazi1 Ozelliklerine EtKisi

*Sorumlu yazar:

Filiz YUKSEK

Directorate of Eastern Black Sea Forestry
Research Institute, General Directorate of
Forestry, 61040, Trabzon/Turkey

X filiz6153@gmail.com

Oz: Bu ¢aligmada; Firtina vadisi'ndeki ay1 tiziimii populasyonlarida rakim, jeolojik formasyon ve kapalilik
gibi gevresel faktorlerin meyvenin bazi 6zellikleri iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
nedenle, ii¢ farkli yiikselti kademesinde (1000-1200 m, 1300-1500 m, 1800-1900 m), iki farkli jeolojik
formasyonda (Kackar Granitoyidi ve Catak) ve iki farkli mesgere kapaliliginda (% 0 ve % 40-60) ticer tekrarli
olmak tizere toplam otuz adet deneme alani alinmistir. Her bir deneme alaninda 6rnekleme igin iig alt parsel
secilmistir. Deneme alanlarindan toplanan meyve 6rnekleri lizerinde; meyvenin genisligi, boyu, agirligi, kuru
madde miktar1 gibi meyve ozellikleri dl¢iilmiistiir. Ayrica meyvelerin olgunlagsmaya baslama zaman da
belirlenmistir. Arastirma sonucunda; meyve genisliginin 4.04 ila 12.91 mm, meyve uzunlugunun 4.94 ila
13.92 mm arasinda, 100 meyve agirligimimn 24.61 ile 87.05 g arasinda ve toplam kuru madde miktarinin %
10.14 ile % 17.35 arasinda degistigi tespit edilmistir. Ekolojik faktorlerin, 6zellikle de yiikseltinin, meyve
ozelliklerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degistirdigi tespit edilmistir. Yikselti arttik¢a, meyve
genisligi, meyve boyu ve 100 meyve agirligi degerlerindeki degisimin diizensiz oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
mescere kapaliliinin meyvenin 6zelliklerini olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir. Pomolojik olarak,
populasyonlardaki en iyi meyve Ozellikleri, Catak jeolojik formasyonunun ikinci yiikselti kademesinde
(1300-1500 m) bulunmustur. Ikinci rakimdaki bu dogal ay iiziimii populasyonlari, vadideki genetik kaynak
koruma alanlarindan biri olarak secilebilir. Ayrica, bu populasyon bitki yetistirme programlarina katkida
bulunabilecek umut verici genotiplere sahip olabilir.

Anahtar Kkelimeler: Firtina vadisi. jeolojik formasyon., kapalilik, meyve ozellikleri., Vaccinium
arctostaphylos, yikselti.

UV I This study was prepared by adapting a part of the PhD Thesis titled "The Investigations on Effect of Some Ecological Factors on Plant and Fruit Properties in Whortleberry (Vaccinium arctostaphylos

L.)" Populations Naturally Growing in Firtina River Basin.
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INTRODUCTION

Non-timber forest products (NTFP) have been
harvested by human populations for subsistence use and
trade over thousands of years. The harvest of wild non-
timber forest products (NTFP) represents an important
source of income to millions of people worldwide (Ticktin,
2004). While until 1990, the wood raw material was
considered the most important forest product in Turkey, in
recent years, awareness and demand towards non-wood
forest products are increasing (Fidan et al., 2013) and
especially the use and trade of natural products is increasing
(Yaldiz et al., 2010a). Also, these products contribute
significantly to the increase of local peoples income
(Yaldizet al., 2010b). So it is suggested to increase the
studies on medicinal aromatic species in sustainable rural
development and alleviating poverty (Yiksek et al., 2017).
Thus, researches on new species that would provide non-
wood raw materials from forest have been increased.
Vaccinium arctostaphylos L. which is the member of
Ericaceae family is a deciduous shrub that has been newly
discovered as medical and aromatic plant. It grows under
forest canopy and in gaps, spreads from the seaside up to
1830 meters above sea level in fir, spruce, and beech stands
in the Black Sea Region (Davis, 1978; Kayacik 1981; Ansin
& Ozkan, 2006). Many studies have been reported about its
medical and aromatic value (Ayaz et al., 2001; Hasanloo et
al., 2011; Ayaz et al., 2005; Koca & Karadeniz, 2009; Navar
& Amin, 2004; Sedaghatoor et al., 2006). However,
investigation on adaptation, propagation, and harvesting
techniques in Vaccinium arctostaphylos are insufficient. In
order to be successful in the researches conducted in this
regard, the information about the performance of the plant in
its natural habitat should be taken into consideration.
Because, the quantity and quality of the plant are not only
related with the genetic characteristics but also related with
the environmental factors (Close & McArthur, 2002; Jakola
et al., 2004; Latti et al., 2008; Zhu et al., 2010; Korner,
2007). Therefore, it is very important to know the changing
characteristics of the plant against the different ecological
factors in determining the direction and severity of the
interventions for various purposes. Effective harvesting and
production techniques can be developed by using this
information. Despite the importance of phenotypic plasticity
in fruit traits such as fruit mass being widely recognized,
remarkably little is known about the environmental factors
that affect fruit characteristics in the case of wild fruits (Pato
& Obes, 2012).

Main goal of the the study is to determine the effect
of environmental factors such as altitude, geological
formation and canopy cover on some fruit characteristics of
the whorthleberry populations in the Firtina valley.
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MATERIAL AND METHOD

The study area is located in Camlihemsin Province
(40°58'11"N -40 59'40"E and 41° 00' 42"N-40°57'05"E) in
easthern Blacksea region in Turkey (Figure 1). Climate of
study area is sub-oceanic. The mean annual temperature is
6°C and the total mean annual precipitation is 2745 mm
(Yiiksek, 2013). The study area is usually covered with snow
from December through May or June. Geologically,
experimental sites are defined as Catak and Kackar
Granitoyidi geologic formations (Gtliner, 1983; Gedik et al.,
1992; Okay & Sahintiirk, 1997; Yalginlar, 1952). The
vegetation in the study area is dominated by pure Picea
orientalis L. stands and mixed Picea orientalis L. Fagus
orientalist Lipsky stands. The canopy layer was dominated
by Picea orientalis L. in sampling plots.

The most common understory species were
Vaccinium artostaphylos L., Rhododendron ponticum L.,
Rhododendron luteum Sweet, Sorbus aucuparia L., Ilex
aquifolium L., Laurocerasus officinalis Roemer, Campanula
sp, Epigaea sp., Carex sp., Hypericum sp (Yiksek, 2013).

Figure 1. Study area (Yiiksek, 2013).

In order to determine possible differences in berry
traits, 30 sampling plots in total with three replicates were
taken in three different altitude levels (1000-1200 m, 1300-
1500 m, 1800-1900 m. a.s.l.), in two different geological
formations (Kackar Granitoyidi and Catak) and in two
different canopy covers (0% and 40-60%). All sampling
plots were similar as topographic factors (e.g. slope, hillside
and aspect). Three sub-sampling parcels were randomly
chosen in each sampling plots for obtaining data. After
ripening the fruits, mature berries were harvested from
sampling plots. Width, length, weight, and dry matter
amount of berry were determined in laboratory. Fruit weight
was measured by using a digital balance with a sensivity of
0.001 g. The length and width of berries were measured by
using a digital calliper with a sensivity of 0.01 mm. The
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amount of dry matter of the fruits was determined as % by
weight loss (Yamankaradeniz, 1982; Giinay, 2009).
Statistical analysis of the data was carried out using SPSS
for Windows version 15.0. Three-way (factorial) ANOVA
test was used to determine the effect of altitudes, geological
formations and canopy cover on berry characteristics.
Duncan tests were used to separate the averages of the

Table 1. Some properties of berries harvested from sample plots.
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dependent variables (berry characteristics) which were
significantly affected by factors.

RESULTS

The mean widths of berries harvested from sample
plots were given in Table 1.

Mean width of berry (mm) N Mean Min. Max. Stan. Dev.
Canopy Cover (%) 0 2250 9.18 4.45 12.91 +1.233
40-60 1350 7.01" 4.04 10.63 +1.324
. . Kagkar Granitoyidi 1440 779" 4.04 12.91 +1.707
Geological Formation
Catak 2160 8.76 2 5.04 12.50 +1.485
1. (1000-1200) 1440 8.03¢ 4.04 12.30 +1.870
Altitude Group (m) I1. (1300-1500) 1440 8.64° 4.06 12.91 +1.495
III. (1800-1900) 720 8.50°P 5.97 12.50 +1.306
Mean length of berry (mm) N Mean Min. Max. Stan. Dev.
0 2250 9.90° 6.50 13.92 +1.31
Canopy Cover (%) 40-60 1350 746" 494 12.94 +1.22
. . Kagkar Granitoyidi 1440 8.93°P 5.24 13.92 +1.82
Geological Formation
Catak 2160 9.02° 4.94 13.45 +1.69
1. (1000-1200) 1440 8.76 " 4.94 13.50 +1.87
Altitude Group (m) 11. (1300-1500) 1440 9.152 5.24 13.92 +1.64
II1. (1800-1900) 720 891 5.83 13.45 +1.57
Mean weight 100 berry (g) N Mean Min. Max. Stan. Dev.
0 0 450 56.43 2 31.70 87.05 +10.054
Canopy Cover (%) 40-60 225 4329 246l 69.23 +£8.068
Geological Formation Kackar Granitoyidi 270 51.42+* 24.61 87.05 +11.425
Catak 405 53.81°? 26.63 80.36 +11.201
1. (1000-1200) 270 50.67 ® 28.68 87.05 +10.696
Altitude Group (m) 11. (1300-1500) 270 5343+* 24.61 77.36 +11.708
II1. (1800-1900) 135 52.07® 26.63 76.25 +11.327
Total dry matter (%) N Mean Min. Max. Stan. Dev.
0 450 13.322 10.14 17.35 +1.73
CanopyCover (%) 40-60 225 13.09* 1021 17.13 +1.66
Geological Formation Kagkar Granitoyidi 270 13.43 2 10.23 17.18 +1.70
Catak 405 13.13 2 10.14 17.35 +1.70
1. (1000-1200) 270 13422 10.15 17.35 +1.84
Altitude Group (m) 11. (1300-1500) 270 13.54 2 10.22 17.13 +1.58
II1. (1800-1900) 135 12.30° 10.14 15.79 +1.32

*Different letters indicate significant differences between factors (P < 0.05).

Fruit width ranged between 4.04 mm and 12.91
mm. The lowest value of fruit width was obtained at 1000-
1200 meters above sea level in Kagkar Granitoyidi
geological formation under 40-60 % canopy cover. The
highest fruit width was obtained at 1300-1500 meters
above sea level in Kackar Granitoyidi geological formation
under 0 % canopy cover. The highest mean of berry width
was obtained at 1300-1500 meters above sea level under 0
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% canopy cover in Catak geological formation. Berry
width was significantly affected by canopy cover,
geological formations and altitude. Also the effect of
altitude was not linearly (Table 1).

The mean length of berries harvested from sample
plots was given in Table 1. Fruit length ranged between
4.94 mm and 13.92 mm. The lowest fruit length is in the
first group altitude, in Catak geological formation and in
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40-60 % canopy cover. The highest fruit length is in the
second group altitude in Kagkar Granitoyidi geological
formation and in 0% canopy cover. The highest mean of
berry length is 0% canopy cover, in Catak geological
formation and in the second altitude group (Table 1). Berry
length was significantly affected by canopy -cover,
geological formations and altitude. Also the effect of
altitude was not linearly (Table 1).

The mean 100 berry weight was given in Table 1.
100 berry weight ranged between 24.61 grand 87.05 g. The
lowest 100 berry weight is in the second group altitude in
Kagkar Granitoyidi geological formation and in 40-60 %
canopy cover. The highest 100 berry weight is in the first
group altitude in Kagkar Granitoyidi geological formation
and in 0% canopy cover. The highest mean of 100 berry
weights is 0 % canopy in Catak geological formation and
in the second altitude group. According to altitude group,
mean 100 berry weight first significantly increased, then
decreased (Table 1).

The total dry matter amount of berries harvested
from sample plots is given in Table 1. The total dry matter
amount of fruit ranged between 10.14 % and 17.35 %. The
only altitude has a significant influence on the total dry
matter amount of berry (Table 1). First ripen time of berry
is given in Figure 2. Altitude and canopy cover has an
influence at the mature time of berry.

211
= Canopy Cover 0%
13.10 = -
= Canopy Cover 40-60%

25.7
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26.5
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Date {Day. Month)
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" Gron up Group
Qntak. Geological Formation

1. Altitude - Adtitude 1. \lm ule
Group Gmm.

Kagkar Granitoyidi Geological Formation

Figure 2. First ripen time of berry in research area.

DISCUSSION AND CONCLUSION

In this study, it was found that fruit width varied
between 4.04 and 12.91 mm, fruit length ranged from 4.94
to 13.92 mm, the 100 berry weight varied between 24.61
and 87.05 g, and the total dry matter amount varied
between 10.14% and 17.35%. While Islam et al. (2009)
found that 100 berry weight ranged between 32.08 g and
100.5 g, Patan (2017) also found similar results to our
research. As the altitude increased, fruit width, fruit height
and 100 berry weight showed irregular change. Fruit mass
is a plastic trait influenced by environmental factors like
nutrient availability (Pato & Obeso, 2012). So it was
determined that ecological factors, especially altitude,
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change statistically fruit characteristics. Giilsoy et al.
(2013) reported that environmental factors affect the
physical properties of the fruit. Likewise Torland and Birks
(1996) found that mean seed weight are more strongly
influenced by altitude which largely reflects the climatic
severity at the site. In this research, it was observed that the
canopy negatively affects the properties of the fruit. An
increase in fruit yield was reported by Moola and Mallik
(1998) in wild velvetleaf blueberry (Vaccinium
myrtilloides Michx.) following canopy disturbance. Berry
production by V. myrtilloides does improve significantly
following artificial canopy disturbance; especially with
partial cutting. This positive effect may be in response to
increased light availability in canopy openings as indicated
by the relationship between berry production and the
number of reproductive shoots (Moola & Mallik, 1998).
Similarly, shade significantly affected the growth of the
'bluecrop' blueberry and photosynthetic capacity was
significantly depressed by shade (Kim et al., 2011).
Altitude, especially high elevation, significantly affected
the total dry matter amount of berries. This result may be
related to environmental conditions in the high elevation.
Because total dry matter amount influence fruit weight. So
fruit mass may be influenced by the number of seeds per
fruit. The number of seed is related to pollination and low
temperatures limited their seed production (Torland,
2001).

As a result, pomologically, the best fruit
characteristics in the populations were found on the Catak
geological formation at the second elevation (1300-1500 m
a.s.l.). The wild Caucasian whortleberry populations in the
second altitude group can be selected as one of the genetic
resource conservation areas in the valley. Furthermore this
population may have promising genotypes that contribute
to plant breeding programs.
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Oz: Izmit Korfezi, gerek cografi konumu gerekse Tiirkiye’nin en 6nemli sanayi alanim
barindirmast itibari ile lojistik sektoriinde ¢cok onemli bir potansiyele sahiptir. Korfez, cografi
konum olarak Istanbul ve Kocaeli sehirleri arasinda bulunmakta olup Marmara denizinin
dogusunu olusturmaktadir. Sanayi yatirimlarinin kentsel alanla i¢ ice olmasi, yogun sanayinin
getirdigi ¢evre kirliligi, gemi inga sanayisinin biiylimesi ve dolgu taleplerinin kiy1 alanlar1 ve
ekosistemler {izerindeki olumsuz baskis1 ve Petro-Kimya tesislerinin varligi nedeni ile etrafinda
kurulu bulunan 35 adet liman-iskele ve pek ¢ok sanayi tesisiyle Izmit Korfezi; ekonomik agidan
onem tagimakla beraber yogun sanayilesme ve yillik 12.000-15.000 aras1 gemi trafigi sonucu
cevresel kirlilik yoniinden risk altindadir. Korfez noktasinin birinci derece deprem kusaginda
olmasi ve bilyiik aktif faylarin varligi ise bu riski tetiklemektedir. 1999 depremi ve sonuglart
bunun en énemli gostergesidir.

Bu derlemenin amaci, evsel veya endistriyel girdilerdeki degisimlerin ve diger g¢evresel
baskilarin Korfez su kalitesine ve ekosistemine etkilerini ortaya koymak ve bu yonde alimmasi
gereken Onlemlerin belirlenerek daha sonra yapilacagi ongoriilen ¢aligmalar igin Srnek teskil
etmekte olup Korfez’de kirlilige iliskin degerlendirmelerin ortaya konulmasi, alinacak 6nlemlere
iliskin strateji ve politikalarin olusturulmasinda son derece 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: Ekolojik kalite durumu, izmit korfezi, dtrofikasyon.

Effects of the Environmental pressures in Izmit Bay
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Abstract: The Izmit Bay, as well as its geographic location to have Turkey's most important
industrial areas in the logistics sector has a very important potential. The Bay is located between
the cities of Istanbul and Kocaeli in terms of geographical location and constitutes the east of
Marmara Sea. Due to the fact that industrial investments are intertwined with urban areas,
environmental pollution caused by intensive industry, recent growth of shipbuilding industry and
negative pressure of filling requirements on coastal areas and ecosystems and the presence of
Petro-Chemical facilities in Izmit Gulf which has 35 port-pier and many industrial facilities
installed around it, is at risk as a result of intensive industrialization and 12.000-15.000 ship traffic
annually. Although being economically important, environmental pollution is noticeable. The fact
that the Bay point is in the first degree earthquake zone and the presence of large active faults
triggers this risk. The 1999 earthquake and its consequences are the most important indicators of
this.

The aim of this review paper is to find out the effects of changes in domestic or industrial inputs
and other environmental pressures on the Bay waters’ quality and ecosystem and to determine
the measures to be taken and to set an example for the studies that will be carried out in the future.
It is important that to present the Bay’s pollution assessments and develop strategies and policies
regarding the measures to be taken.

Keywords: Ecological quality status, eutrophication, izmit Bay.

25



Eyiiboglu & Eyiiboglu, 5(1), 25-37, (2020)

GIRiS

[zmit Koérfezi, Marmara Denizi'nin
Kuzeydogusunda, 50 km uzunlugunda yar1 kapali bir su
kiitlesi olup 310 km?2'lik bir alana sahiptir(Orhon vd., 1984).
Korfez, ortama aritilmadan verilen evsel ve endiistriyel
atiklar nedeniyle uzun siireden beri asir1 kirlenme baskisi
altinda olup bu durum korfezde su kalitesi iizerinde olumsuz
etki gostermekte ve ciddi besin elementi girigsine sebebiyet
vermektedir. Kirlenmenin azaltilmast ve kontrol altina
alinmast i¢in bugiline kadar bir¢ok caligma yapilmistir. Bu
baglamda 1970’li yillardan beri, Izmit Kérfeziyle ilgili
detayli bilgiler elde edilmistir. Kirlenmenin kontrol altina
alinabilmesi tedbirlerin  belirlenmesi  amaciyla
denizlerimizin osinografik yapisinin, kirlilik durumunun,
kirliligin zamana bagli olarak gdsterdigi degisimin, biyolojik
cesitliligin ve ¢esitliligi sinirlayan etkiler ile kirlilik yaratan

ve

kaynaklarin kirlilik yiikiinlin belirlenmesi
gerekmektedir(Avaz vd., 2014).
Marmara Denizi'nin bir parcasi olan Izmit

Korfezi'nde 1970 doneminden beri oOtrofikasyon olay1
yaganmaktadir. Bu zamana kadar evsel atiklar, cevrede
bulunan derelerin getirdigi kimyasal atiklar ve liman igletme
tesislerinin getirdigi atiklar, bu kirliligin artmasinda en
biiylik etkenler arasindadir. Korfezin sularina birakilan
organik kokenli atiklar, bazi balik tlirlerinin bu su
kiitlesinden uzaklasmasma veya kaybolmasma yol agmus,
buna karsin organik atiklardan yararlanan ve kirli sulardan
etkilenmeyen basta bazi algler olmak iizere, belirli tiirlerde
kiitlesel cogalmalar gézlenmeye baglanmustir.

[zmit Korfezinde, deniz kirlenmesinde énemli rol
oynayan diger bir etken de, ¢4ziinmils veya dispersiyon
halindeki petrol hidrokarbonlarin yogunlugundaki artistir.
Ozellikle gemi trafiginin belirgin bir sekilde artmaya
bagladigi  70'li senelerin baslarindan
hidrokarbonlarinin kirletici etkisi hizla devam etmistir.
Petrol hidrokarbonlari, gittikge artan deniz trafigi ve bilingli
olarak veya kaza sonucu denize birakilan atiklardan
kaynaklanmigtir. Korfez, iki tabakali bir su kiitlesine sahip
olup, iist tabaka sular1 Karadeniz kaynakli, kalinlig1 genelde
10-15 metre ve tuzlulugu yaklasitk %o 24 olan bir su
kiitlesidir. Alt tabaka sular1 ise 25-30 metre derinlikte ve
Akdeniz kaynakli, tuzlulugu yaklasik %o 38.5 olan daha
yogun bir su kiitlesidir. Etrafinda kurulu bulunan liman-
iskele ve pek ¢ok sanayi tesisiyle Izmit Korfezi; ekonomik
acidan dnem tagimakla beraber yogun sanayilesme ve gemi
trafigi  sonucu ¢evresel kirlilik  yoniinden  risk
altindadir(Avaz vd., 2014)

[zmit korfezi, tasima kapasitesinin iistiindeki
girdilere bagli olarak asir1 besin elementi planktonik aktivite

itibaren Petrol

iizerinde olumsuz sonuclar dogurarak asir1 cogalmaya neden
olmakta, sonucunda da 6zellikle korfezlerin i¢ kesimlerinde
hipoksik veya anoksik kosullar olugmaktadir ki
neticesinde de azoik sistemler ortaya ¢ikmaktadir (Balks,

bunun
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2003; Sur vd., 2006). Olumsuz durumun diizelmesi i¢in, bu
bolgelerdeki evsel ve endiistriyel atiksu uygulamalarinin
cevresel mevzuata uygun olarak diizenlenmesi 6nem arz
etmektedir.

Klorofil-a denizlerde birincil {iretimin en &nemli
gostergelerinden olup, asir1 yiikselmesi, 6trofikasyonu isaret
etmektedir. Marmara Denizi genelinde birincil iiretimin
belirlenmesi igin istasyonlarda, 151k gecirgenligi
dikkate alinarak, 50 m derinlige kadar klorofil-a dl¢timleri
yapilmistir. Klorofil-a’nin diisey dagilimma bakildiginda
genelde ylizeyde yiliksek bir atig gostermektedir. Yatay
dagilim incelendiginde ise otrofikasyonun yiiksek oldugu
Izmit Kérfezi’nde en yiiksek klorofil a dl¢iimleri yapilmistir.

Bu degerlendirme 2005-2006 ve 2009 yilinda
yapilan aragtirmalar ile benzerlik gdstermektedir. Sanayinin
oldugu yerlerde daha ¢ok temizlik amagli atik sulara karigan
deterjanli sular veya temizlik {irlinlerinin elde edildigi {iretim
fabrikalarinin atik sulari, kanalizasyon ve evsel atiksular
direk veya dolayli olarak (nehir yoluyla tasinmasi gibi)
denize ulagsmakta ve yerlesim yerine yakin olan istasyonlari
etkileyerek anyonik deterjan(AD) miktarlarini artirmaktadir.
Yiizey aktif maddelerden biri olan anyonik deterjanlar,
endiistride (iiretim yapilan fabrikalarda ve temizlik amagli)
ve evsel kullanimlar sonucu diger yiizey aktif maddelerle
birlikte kanalizasyon sistemlerine karismaktadir. Agik
istasyonlarda yiizey sularindaki yiiksek Anyonik deterjan
degerleri gemilerin kullanim sularmin denize bosaltildigina
isaret etmektedir. 2010 yilinda izmit Korfezi girisindeki

tim

istasyonda yiizey suyundaki AD, dip suyundan ve diger
istasyonlarin yiizey sularindan daha diisiiktiir fakat Izmit
Korfezi girisindeki istasyonunda dip suyu AD degeri
diger istasyonlarinin dip suyundaki AD
degerlerinden yiiksek Ol¢iilmiistiir (Sur vd.,2010).

2010 yilinda, deniz tabani yiizey sedimentinde
Olciilen metal degerlerine gore; Korfez’ de sedimentin
oldukca kirlenmis oldugu tespit edilmis olup bolgede
ozellikle liman ve tersane faaliyetlerinin yogun olmasindan
otiiri  artis  oldugu tespit edilmistir. Izmit Kérfezi
istasyonlarma ait deniz suyu Orneklerinde tespit edilen
toplam petrol hidrokarbon (DDPH; ¢oziinmiis / dagilmis)
miktarlariin  dagiliminda tespit edilen degerler kabul
edilebilir limit degerini asmanmusken, kis sonunda izmit dis
Korfez (27.3-47.3pg/L) ve Orta Korfez’de (35.2pg/L)
istasyonlar1 yiizey ve dip sularinda, limit degerin yaklasik
2.7-3.7 kat1 artiglar tespit edilmistir(Sur vd.,2010).

Ayrica atiksularin Korfezin su kalitesi tizerindeki
etkilerini izleyebilmek amaciyla su kalitesi ve tasinimi
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Korfez {izerine baski teskil
eden kirlilik kaynaklart belirlenerek Korfezin su kalitesi
agisindan durumu tespit edilmis (Morkog vd., 1995) ve
atiksu girdisinde yerlesim birimlerinden kaynakli niifusun
etkisi goriilmiistiir. izmit Korfezi’nde insan kaynakli olusan

korfezin
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otrofikasyonun kontrol edilebilmesi i¢in dncelikle, evsel ve
endiistriyel atiklarin igerisinde bulunan besin elementlerinin
ileri aritma teknikleriyle aritilmasimin gergeklestirilmesi ve
ekosisteme olan baski ve etkilerin saptanmast ve su
kalitesinin bozulmasma neden olan kirlilik riskine karsi
onlemlerin belirlenmesi gerekmektedir.

Diger taraftan Korfez’ e iligkin kirlik izleme veri ve
degerlendirmeleri yapilacak her tiirli bilimsel arastirmalara,
belirlenecek politikalara, uygulanacak yasal diizenlemelere
ya da diizeltim ¢aligmalarina 6nemli altlik olusturacaktir.

Tzmit Korfezi’nin Kirlilik Durumu: iki tabakali bir
su kiitlesine sahip Izmit Korfezi’nin hidrografik &zellikleri
genelde Marmara Denizi'ne benzemektedir. Ust tabaka
Karadeniz kaynakli olup kalinligi genelde 10-15 metre
arasinda degigsmektedir. 25-30 metre derinlikten baslayan alt
tabakay1 Akdeniz kaynakli, tuzlulugu yaklasik %o 38,5 olan
daha yogun bir su kiitlesi olugturur (Kahraman vd., 2013).

Bu iki tabaka arasinda ise haloklin olarak
adlandirilan ve iki farkli su kiitlesinin karisiminin meydana
getirdigi bir gegis tabakast mevcuttur. Bu ii¢ tabakanin
kalinligi korfezde meteorolojik kosullara bagli olarak
mevsimsel degigsim gostermektedir.

Ust tabaka kaliliginin arttig1 yaz doneminde yiizey
suyu tuzlulugu genellikle %o 22-24 iken, sicakligin diismesi
ve riizgarin etkisinin neden oldugu sonbahar- kig karisimi
sonucu yiizey suyu tuzlulugu Marmara’da oldugu gibi, Izmit
Korfezinde de artis gostermektedir. Izmit Kérfezi’nin
Korfezi ¢evreleyen kiyilarda egim degiskenlik gostermekle
beraber genel olarak dogu basenin g¢evresinde egiminin
%1’den az oldugu sdylenebilir. Korfezin biyokimyasal
Ozelliklerinin mevsimsel degisimi iki tabakali
sistemince kontrol edilmektedir.

akint1

Korfez’ de ¢oziinmiis oksijen, yere ve zamana bagli
degisim gostermektedir. Marmara Denizine benzer sekilde
Cozinmiis Oksijen(CO) degerleri Dogu kesimi harig¢
termoklin tabakasindan itibaren asagiya dogru ani bir azalma
gosterir. ki tabakali Korfez sularmin Marmara acik deniz
sistemi ile su degisiminin ¢ok zayif ve akiti rejiminin
oldukca yavas 6zellikle yaz sonlarina dogru alt ve ara tabaka
sularinda ¢dziinmiis oksijen konsantrasyonunun zaman
zaman Ol¢lim sinirmin altina diismesine neden olmaktadir.
Az tuzlu st tabaka sular1 organik maddece ve oksijence
zengindir. Alt tabaka sulari genelde Marmara dip sulari
ozelligini tasimaktadir; oksijence ¢ok fakir, fakat besin
elementlerince zengindir. Ara tabakada oksijen ¢okiisii olur
ve zaman zaman oksijensiz kosullar olusabilmektedir (Avaz
vd., 2011).

Marmara Deniz'inde Agustos 2014 de yapilan
orneklemede doygun ¢oziinmiis oksijen degerlerinin en
diisiik oldugu alan izmit Korfezidir. [zmit i¢ ve orta korfezde
yer alan istasyonlarin derin tabakalarinda ¢6ziinmiis oksijen
degeri 10% dan azdir (Beken vd., 2014). Bu sonug izmit i¢
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Korfez’de 151k gecirgenliginin diigiik oldugunun da bir
gostergesidir.

Cevre ve sehircilik Bakanligi koordinasyonunda
TUBITAK/MAM tarafindan gerceklestirilen Marmara
Denizi Biitiinlesik kirlilik izleme calismasinda (Beken vd.,
2018) I¢ korfez’ de Seki Disk Derinligi 4 m iken orta korfez’
de 6 m yi bulmustur. Yine bu calismada, izmit i¢ Kérfezde
yer alan istasyonda, yiizeyde 7,9 mg/L olan CO derisimleri
ara tabakada hizla 0,5 ve alt suda da 0,29 mg/L gibi ¢ok
diisiik degerlere inmektedir. Marmara Denizinde en diisiik
CO degerlerinin gozlendigi bolge Izmit Korfezi olup, bu
durum Korfezin yogun endiistriyel ve evsel etki alaninda
oldugunun gostergesidir. izmit Korfezi orta ve dis kesimde
yer alan istasyonlarda, yilizeyde 7,8 ile 8,1 mg/L olan CO
degerleri ara tabakada 1-2 mg/L seviyesine inmis, derin suda
da <1 mg/L seviyesinde oldugu belirlenmistir. Marmara
Denizinde en diisiik CO degerlerinin gozlendigi bolge Izmit
Korfezi olup, bu durum Kérfezin yogun endiistriyel ve evsel
etki alaninda oldugunun gostergesidir.

Izmit Korfezinde 2007-2013 yillar1 arasinda
yapilan aylik deniz izleme ¢aligmalarinda Korfez sularinin
151k gegirgenligi 1 ile 13 m arasinda degiskenlik gostermistir.
En distik Seki Disk olgtimleri Korfez’in dogusunda
gbzlenmis olup en yiiksek degerler ise yaz ve sonbahar
aylarinda 8,5 ile 13 m arasinda korfezin batisinda
Marmara’ya ¢ikis kesiminde yer alan istasyonlarda
gozlenmistir (Ediger vd., 2013). izmit Kérfezinde 2007-
2013 yillar1 arasinda fitoplankton biyokiitle gdstergesi olan
klorofil-a degerleri ise iist su kolonunda yiiksek degerlerde
olup, tabakalasmanin basladig1
degerlerin hizli diismekte oldugu belirlenmistir. 2017-2018
yillar1 arasinda, izmit Kérfezinin orta kisminda yer alan {225
/117 istasyonlarindaki dip su CO degerleri kistan yaza 1.3
mg/L’den <0.2 mg/L ‘ye gerilemistir.

[zmit Kérfezi sanayi acisindan oldukea gelismistir.
Korfezde yer alan Kocaeli ve Yalova illerinde 6nemli sanayi
faaliyetleri bulunmaktadir. S6z konusu illerde bulunan
sanayi kuruluslarindan kaynakli atiksular korfezin su
kalitesini olumsuz etkilemektedir.

derinlikten itibaren

Yerli vd., (2006) tarafindan yapilan c¢aligmada,
Izmit Koérfezi besin elementleri acisindan ii¢ kisimda
incelenmis olup batt boliimiinde, ylizeyde minimum
seviyelerdeki besin elementlerinin 20 m den itibaren artig
gosterdigi, alt sulardaki besin elementlerinin derigimlerinin
ise organik maddelerin ayrigarak inorganik maddelere
doniismesi nedeniyle daha yiiksek degerlere ulastigi
saptanmustir. Bu durumu kis doneminde uzun siiren
yagislardan sonra yazin Karadeniz’den Marmara’ya {ist
akintilarla tasman besin elementlerinin  fitoplankton
tarafindan hizla tiiketildigi i¢in yilizey suyunda az miktarda
bulundugunu sdyleyebiliriz.
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Izmit Korfezi’ nde besin elementlerinin (nitrat,
fosfat ve silikat) dagilimi iki tabakali deniz ekosistemlerinin
tipik ozelliklerini ve derinlik degisimlerini yansitmaktadir.
Izmit I¢ Koérfezde yer alan 1Z30 istasyonda, yiizeyde 0,09
olan DIP derigimleri ara tabakada hizla 0,62uMve alt suda
da 1,06uM yiikselmistir. TP degerleri yiizey, ara ve derin
suda 1,16; 1,19 ve 1,43 uM olarak belirlenmistir (Beken vd.,
2014).
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Sekil 1. Izmit I¢ Kérfez’de yer alan 1Z30 istasyonu ve Izmit Korfezi
orta ve dig kesimde yer alan 1Z2, 1Z7 ve 1Z17 nolu istasyonlari
(Beken vd., 2014).

Figure 1. IZ30 station in Izmit Inner Bay and 172, 127 and 1217
stations in the middle and outer parts of Izmit Bay (Beken et al.,
2014).

[zmit Kérfezi orta ve dis kesimde yer alan 122, 127
ve IZ17 nolu istasyonlarda yilizeyde 0,02-0,06 pM
seviyesinde olan DIP degerleri, ara tabakada 0,1-0,3 pM
civarinda, derin suda ise 0,1-1,5 uM araligindadir. TP
degerleri yiizeyde 0,3-0,5 uM, ara tabakada 0,6-0,9 uM,
derin suda 1,3-1,9 uM araliginda olup derisimlerin yiizeyden
derine dogru artmakta oldugu gdzlenmistir (Beken vd.,
2014). Son 5 yilin yaz doénemi fitoplankton bollugu
degerlerine gore en yiiksek hiicre bolluklari genel olarak
2015 yilinda goriilmiistiir. Sadece Izmit i¢ kérfezde bulunan
17230 istasyonunda (1.537.670 hiicre/L) 2018 yilinda en
yiiksek bolluk degeri tespit edilmistir. Ozetle; 2018 yili
bolluk degerlerinin 2014, 2016, 2017 yillarina kiyasla
yiiksek; 2015’e kiyasla diisiik oldugu goriilmektedir.

Su Cergeve Direktifinde su kalite parametreleri
icinde biyolojik kalite unsuru olarak fitoplanktonun 6nemli
yer tuttugu bilinmektedir. Sucul ekosistemlerin korunmasi
icin olduk¢a oOnem arz eden izleme c¢aligmalarinda
fitoplanktonun  incelenmesi ekolojik  kalite
durumunun belirlenmesinde 6nemli veriler saglamaktadir.

Fitoplanktonlar tarafindan en once tercih edilen
fosfor bilesigi olan orto-fosfat (POs-P) azota gore daha
diisiik derisimlerde bulunur. 2018 yilinda, TUBITAK/MAM
tarafindan yiiriitiilen Denizlerde Biitiinlesik Kirlilik zleme
calismasinda Sekil 2’ de verildigi iizere Korfezde 8
istasyonda izleme ¢aligsmalart gerceklestirilmistir.

[zmit I¢ Korfezde yer alan 1Z30 no’lu istasyonda,
Yiizeyde 0,09 olan DIP derisimleri ara tabakada hizla
0,62uMve alt suda da 1,06uM yiikselmistir. TP degerleri
yiizey, ara ve derin suda 1,16; 1,19 ve 1,43 uM olarak
belirlenmistir. izmit Kérfezi orta ve dis kesimde yer alan

sularin
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172,177 ve 1Z17 no’lu istasyonlarda yiizeyde 0,02-0,06 pM
seviyesinde olan DIP degerleri, ara tabakada 0,1-0,3 uM
civarinda, derin suda ise 0,1-1,5 uM araligindadir. TP
degerleri yiizeyde 0,3-0,5 uM, ara tabakada 0,6-0,9 uM,
derin suda 1,3-1,9 pM araligindadir. Derigimlerin yiizeyden
derine dogru artmakta oldugu gozlenmistir (Beken vd.,
2018).
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Sekil 2. izmit I¢ Korfez (IZ30 1725,175) ve 1zmit Orta ve Dis
Korfezde(iZ2, 127, 129, 1215 ve 1Z17)izleme istasyonlar1 (Beken
vd., 2018).
Figure 2. Izmit Inner Bay (1230, 1225, 1Z5) and Middle and Outer
Monitoring stations in Izmit Bay (122, 127, 129, 1215 and iZ17)
(Beken et al., 2018).

Izmit I¢ Kérfezde yer alan istasyonlarda yiizeyde
NH4 2-3 uM, TP ise 1 uM olarak lgiilmiistiir. [zmit orta ve
dis korfezde( 122, 127, 129, 1215 ve 1Z17) derinlige kars:
NO3+NO2-N(uM), NH4-N (uM), Si (uM), PO4-P (uM), TP
(uM) ozellikle 1Z15 istasyonunda yiiksek olup NH4-N
degerleri yiiksek ve salmimlidir. iZ17 ve 1Z7 istasyonlarinda
kis donemi de yiiksek NH4-N bulunmustur ve derin olan iZ
2 ve 1Z17 istasyonlarmin dip sularmdaki CO degerleri
kritiktir. Coziinmiis Oksijen (mg/L) degisimleri 1217 ‘de
150 m (dip 157 m) kig déneminde 1.0 mg/L, ilkbaharda 0.7
mg/L ve yazin 0.2 mg/L seviyelerinde CO Olgiilmistiir
(Beken vd., 2018).

TUBITAK/ MAM tarafindan 2000-2002 yillart
arasinda yiriitiilen izleme ¢alismalarinda,
Klorofil-a degerleri 2001 yilinin Mart ayinda Bati, Orta ve
Dogu korfezde sirasiyla yaklagik 7, 18 ve 15 ug/l olarak
Ol¢tilmiistiir. 2006 yilinda tamamlanan “Marmara Cevre
Master Plan1 ve Yatirim Stratejisi Marmara Denizi Havzasi
(MEMPHIS) projesi” kapsaminda gerceklestirilen izleme
calismasi sonuglari da bu degerlerle uyumlu bulunmus olup
bahsedilen ¢alisma sonuglarina goére hesaplanan TRIX
indeks degerinin 4,7 ile 5,9 arasinda degistigi saptanmustir.
Degerlerden de anlasilacag: lizere Korfez 6trofikasyon riski
ile kars1 karsiyadir.

2007-2008 yillarinda, Korfezde TUBITAK /MAM
tarafindan  gergeklestirilmis olan caligmalar1
kapsaminda yapilan ¢alismalarda TRIX indeks degerleri (4,1
-6,8), klorofil-a degerleri (5-20png/l) ve oksijen sonuglari
onceki caligmalara ait sonuglari desteklemektedir. Diger

en yiksek

izleme

taraftan, 2014 yilinda gergeklestirilen izleme ¢aligmalarinda
Korfez” de TRIX indeksi onceki yillarla karsilastirilmig
(Tablo 1) ve ¢ Kérfez’ in Otrofik oldugu degerlendirilmistir
(Beken vd., 2014).
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Tablo 1. Kérfez’ de istasyonlarda TRIX indeksinin, énceki yillarla
karsilastiriimasi. )
Table 1. Comparison with TRIX index figures this year and

previous years in Izmit Bay’s stations.
istasyon  Agustos 2011 Agustos 2013

Agustos 2014 Degerlendirme

iz 30 5,05 527 5,49 5-6 Kotii

122 _ 5.34 <4 ok lyi; 4-5 Iyi
1217 4,46 4,22 522 4-5 Iyi; 5-6 Kotii
127 537 4-5 lyi

Izmit Korfezi'nde kirliligi olusturan kaynaklar;
insan metabolik atiklar, deterjanlar, tarimsal faaliyet,
erozyon, endiistriyel kaynaklardir. izmit Kérfezi ¢evresinde
endiistriyel faaliyetler ¢ok yogundur. Endiistriler yogun
olarak Izmit, Gebze ve Korfez ilgelerinde toplanmuslardir.

Diger taraftan, i¢lerinde petrol ve petrol iiriinlerinin
de elleclendigi yaklasik 40 liman isletme tesisi ile birlikte
tersane ve yat ¢ekek yerleri, iskeleler, balik¢r barinaklari,
marinalarin yer aldig1 izmit Kérfezi’ nde 2013 yil verilerine
gore yillik yaklastk olarak 62 milyon ton yik
elle¢clenmektedir (Sahin, 2015).

Kimya, metal, deri, gida, tekstil, OSB (Organize
Sanayi Bolgesi), ulasim araglari, elektronik, maden,
cimento, kagit, ilag, Petrol rafinerileri ve yan iirlinler, giibre,
cimento OSB, plastik gibi ¢ok cesitli ve karisik atiksular
denize verilmektedir (Ayaz, 2019).

Izmit kérfezinde noktasal desarjlar, havza yolu ile
tasinimlar ve Karadeniz ylizey suyu girdilerine bagl besin
ve organik madde zenginlesmesi (kis karigimlart ile alt
sulardan ylizey sularina tasinimlari da ekleyince) 1sikli
ylizey sularinin O6trofikasyona maruz kalmasina neden
olabilmektedir. Bu durum, 6zellikle su dolagiminin da sinirlt
oldugu daha sig korfez sularin1 daha fazla etkilemektedir.
sonucunda,  Ozellikle  yaz-sonbahar
donemlerinde Gtrofikasyonun etkisi ile korfezde oksijen
seviyesinde ciddi disiisler goriilmektedir (ara ve alt
tabakalarda). Bolgenin uzun siiredir endiistriyel anlamda
hizl1 bir gelisme gecirmesi, yogun bir kirlenme baskisina
sebep olmustur. Kirlenmenin kontrolii ve azaltilmasi igin
1970°1i yillarda Korfez’in osinografik 6zellikleri belirlenmis
baz1 biyolojik caligmalarda bulunulmustur. Bu
caligmalarin akabinde, bir model yardimiyla da Kérfez’in
osinografisi, kirliligi ve Ozlimleme kapasitesi ile ilgili
aragtirmalar yapilmistir (Oguz ve Sur, 1986).

Kahraman vd., (2016) tarafindan Korfez'de goriilen
yogun miisilajlarm bir sonucu olarak izmit Kérfezinin su
kalitesi izleme ¢aligmalar1 2007 yilinda baslatilmistir. 2014
yilinda ve sonrasinda “Yiizeysel Su Kalitesi Yonetimi
Yonetmeligi” {izerinde c¢alisilmis olup Su kalitesini
belirleyen izmit Korfezi'nin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
parametrelerinin izlenmesi yil boyunca belirli bir derinlikte
toplam 6 deniz performans
gostermistir.

Bunun

Ve

istasyonunda mevsimsel
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Sekil 3. [zmit Korfezi rekleme noktalart _(Kahraman vd., 2016).
Figure 3. The sampling points in Izmit Bay (Kahraman et al.,
2016).

Bu galismalarin yani1 sira Kahraman vd., (2016)
tarafindan yapilan izleme programinda; sicaklik, tuzluluk,
pH, gecirgenlik, ¢ozlinmiis oksijen, oksijen satiirasyonu,
besinler, klorofil-a, fitoplankton, makrofit, bentik
omurgasizlar,  ¢okeltiler biyotada  kirleticiler
incelenmistir. Ayrica, 8§ akarsuda mevsimsel Ornekleme
yapilmis olup Korfez suyunun kalitesi siirekli izlenerek,
evsel ve endiistriyel girdilerde meydana gelen degisikliklerin
Korfez suyu kalitesi ve ckosistemi Tlizerindeki etkileri
gdzlenmistir.

izmit Korfezi'nde su kalitesinin en onemli
gostergelerinden biri olan ¢oziinmiis oksijen degerleri
siirekli bir diisiis gdstermistir. Bu diisiis Izmit Korfezi gibi
yar1 kapali havzalarda besin girdisi ve karisimin etkisiyle
besin zenginlesmesine sebebiyet vermekte olup bu da
fitoplankton artisin1 tesvik etmektedir. Fitoplanktonik
organizmalarin iireme hizlar1 ¢ok yiiksek ve yenilenme
stireleri ¢ok kisa oldugundan, ani bir besin yiikselmesinde
diger kosullar da uygun ise, kisa siirede ¢ok yiiksek
yogunluklara ulasabilmektedir.

Okay  vd,, (2001) tarafindan
degerlendirmede, Korfez’de  birincil
organizmalarin (fitoplankton) gostergesi olan Klorofil-a
degerinde ge¢mis yillara gore onemli artiglarin yagandigi
gosterilmigtir. 1999 yilinda (deprem sonrasi) iiretimde bir
diisiis kaydedilmistir. Klorofil-a seviyelerinin 1980’li
yillardan beri I¢ Koérfez’de yiiksek oldugunu sdylemek
miimkiindiir fakat Orta Korfez’de goriilen artis 6zellikli 90’11
yillardan sonra ivme kazanmistir. Izmit Korfezi gevresinde
bulunan endiistrilerden ve yerlesim birimlerinden
kaynaklanan atik sulardaki kirletici 06zellige sahip
maddelerden 6nemli bir kismi aritilmadan korfezin st
sularma verilmektedir.

Izmit i¢ korfezde su kalitesinin daha da kotii
olmasinin nedeni, dip sularin diisik oksijenle
Karadeniz’den giren iist tabaka sularmin Istanbul mega kenti
atik sular1 ile daha da kirlenerek korfeze ulagmasidir.
Korfeze Direk etkisi olan Kocaeli iline ait aritma tesislerinin
mevcut durumu ve niifus bilgisi (Kandira hari¢) géz oniine
alindiginda Korfeze yilda 7200 ton BOI, 7200 ton AKM,

Ve

yapilan
liretim  yapan

veE
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1999 ton azot (TN) ve 526 ton fosfor (TP) girmekte oldugu
sOylenebilir (Avaz vd., 2014).

Diger taraftan Iki tabakali korfez sularmin Marmara
acik deniz sistemi ile su degisiminin ¢ok zayif ve akinti
rejimi oldukga yavas olmasi 6zellikle yaz sonlarina dogru alt
ara  tabaka  sularinda oksijen
konsantrasyonunun zaman zaman Ol¢iim sinirinin altina
diismesine neden olmaktadir.

Birbirine dair gecislere bagl ii¢ basenden olusan
[zmit Kérfezi’nin dogu kesimi s13 ve egim (<%1) diisiiktiir.
Korfez, kentsel, endiistriyel kaynakli ve derelerin tagidigi

ve ¢Oziinmis

kirleticilerin siirekli etkisi altindadir. Ozellikle yaz aylarinda
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oksijen eksikligine bagli balik 6liimleri gézlemlenmektedir.
Ayrica son yillarda sik stk meydana gelen red tide (zararli
alg patlamalari) olaylar1 ve goriiniirliigiin azalmasi Korfezin
orta ve i¢c kesiminde otrofikasyon siirecinin baglamig
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle Kentsel Atiksu
Aritim1 Yonetmeligi kriterlerine gore i¢ (dogu) ve orta
basende yer alan kiyisal bolge ‘“hassas alan” olarak
tanimlanmustir. izmit Korfezi kiyisal alanlarda kentsel atik
su aritma tesisi (KAAT) durumu degerlendirilmis (Avaz vd.,
2011) ve hassas alanlara gore degerlendirilen ve olmasi
gereken KAAT aritma seviyeleri Sekil 4’ te belirlenmistir.

Doy, 1-=2

Do, 1-=3

Mewvcut KAAT Durumu ve hrilestirme ihtnsact
DDD, vweterli

Birinc il Antma, vweterli
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Ulgincil & ntma, veterli

DD, Kapasite Artirimu

Ikincil A nitma, Kapasite & rhnmn

ikincil A ritma, 2-=3

Hna Hassasivet Durumu
—tr Hassas Alan
Hassas Alan
Izlenmesi Gereken Alan
m— Potansivel Hassas Alan
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Sekil 4. Izmit Korfezi KAAT aritma seviyeleri (Avaz vd., 2011).
Figure 4. Treatment Levels of WWTP’s in Izmit Bay (Avaz et al., 2011).

“Izmit Korfezi’nin Atiklarindan ~ Armdirilmast
Projesi”, Kocaeli ve Yalova illerine bagli Yarimca-Altinova
yerlesim beldeleri arasinda kalan 27 belediye smirlari
icerisindeki endiistriyel ve evsel atiksularin aritilmadan
dogrudan korfeze ya da korfeze bosalan derelere verilmesi
nedeniyle  kirlenen izmit Kérfezi'nin  atiksularla
kirlenmesinin ~ Oniine  gegilmesi  hedeflenmistir. Bu
calismada, Korfez Kolektdr Hatti ve 8 adet Atiksu Aritma
Tesisi Projesi hayata gecirilmistir. Aritilmadan derelere,
dereler vasitasiyla da denize (korfeze) desarj olan ve
korfezdeki kirlilik yiikiini  arttiran atik sular, aritma
tesislerinde aritildiktan sonra desarj edilmeye baglanmis ve
Izmit Koérfezine akan tiim derelerin 1slah1 saglanmistir
(Onem, 2015).

Yiizey sularmin, yagan yagmur sulariyla birlikte
kontrolstiz olarak denize desarj olmasini engellemek igin
liman ve iskelelerde bariyerler yaptirilmistir. Liman ve
iskelelere 30 adet Atik su aritma tesisi yaptirilmistir. Aritma
tesisinin yapilmasma gerek duyulmayan yerlerde ise
¢oktiirme havuzlari yaptirilmstir.

Kandira ] : [wTH
ocaali A caltaca
Saka
2550
asiskele
Bt
Kocaeli  Biiyiiksehir ~ Belediyesince  Gebze
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Ilgesi’nde bir adet Atiksu Aritma tesisi yapilmustir. Izmit
Korfez’ini kusaklama mantig1 ile geviren 22 adet atiksu
aritma tesisi sayesinde % 99 aritma oranina ulasilmistir. Bu
yatirimlar neticesinde 2016 yilinda % 45 olan Ileri biyolojik
aritim oraninin 2017 yili sonunda % 65’e ulagmasi; nihai
hedef olarak da 2020 yilinda % 95 olmasi hedeflenmistir
(Bostan, 2017).

Ancak, kentsel atiksu desarjlar1 devreye girmesine
ragmen, Marmara’nin smirli atiksu Oziimleme {istiinde
anorganik+organik besin tuzlar1 girdisinin goreceli artarak
devam ettigi anlasilmaktadir. Bu olumsuz gelismeden
ozellikle Izmit Korfezi ekosistemi dip
etkilenmektedir. Marmara Denizi ekolojik durumun
diizelmesi i¢in karasal baskilarin azaltilmasina yonelik ciddi

ve sular1

yonetim planlamalarina ihtiya¢ oldugu agiktir. Ancak, bunun
gerceklesmesi, toplanmast stire¢
calismalariyla desteklenen ve dogrulanan ekosistem temelli
su kalitesi modelleme c¢alismalarinin yapilmas: ve
stirekliliginin saglanmasi ile miimkiin goriinmektedir.

diizenli veri ve
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Korfezin su kalitesi, kiy1 boélgelerinin sundugu
imkanlar nedeniyle hizla artan endiistriyel faaliyetler, deniz
tagimacilig, i¢ bolgelerden nehir ve dereler vasitasiyla gelen
tarimsal, evsel ve endistriyel kirlilik gibi gesitli
kaynaklardan olumsuz etkilenmektedir. Kirliligin kontrol
altina alinabilmesi i¢in bir strateji olusturulmalidir. Bu
amagclar dogrultusunda, 2005 yilinda Avrupa Yatirim
Bankas: ile Marmara Cevre Master Plam1 ve Yatirim
Stratejileri — MEMPIS Projesi” gerceklestirilmistir. Proje
cergevesinde, Marmara Denizi osinografisinde fiziksel,
kimyasal ve biyolojik durumun tespiti amaciyla, Marmara
Denizi Hidrodinamik ve Su Kalitesi Modeli gelistirilmistir.
Marmara Denizi Kirlilik Izleme ¢alismasi MEMPIS
Projesinin devamui niteligindedir. Bu proje ile Marmara
Denizi’nin osinografik yapisinin, deniz ortamindaki kirlilik
durumunun, kirliligin zamana bagli olarak gdsterdigi
degisimin, biyolojik-cesitliligin ve cesitliligi sinirlayan
etkilerin belirlenebilmesi ve bu etkenlere iliskin veri
setlerinin olusturulmasi amaglanmustir.

Ediger vd., (2013) tarafindan Izmit Korfezinde
2007-2013 wyillart arasinda izleme c¢aligmalarinda 1s1k
gecirgenliginin 1 ile 13 m arasinda degiskenlik gosterdigi ve
en diisiik Seki Disk 6l¢timlerinin Kérfez’in dogusunda yer
alan istasyonda, en yiiksek degerlerin ise yaz ve sonbahar
aylarinda 8,5 ile 13 m arasinda korfezin batisinda
Marmara’ya ¢ikis kesiminde yer alan istasyonlarda
gbzlendigi tespit edilmistir.

Okus ve Tas (2001) tarafindan 2002°de yapilan
calisgma, mevcut fitoplankton miktar1 ve dagiliminin
azalmasi, besin elementlerinin azalmamasi Korfez’in dogu
kesimde ciddi bir 6trofikasyonun oldugunu gostermistir.
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Kapali bir yap1 gosteren dogu kesimine gelen evsel ve
endiistriyel atik sularm, ortamdaki besin elementleri
konsantrasyonunu ciddi anlamda degistirdigi gézlenmistir.
Besin elementleri konsantrasyonunun, siirekli plankton
patlamalarinin yasandigi orta ve i¢ kisimlarda disiik
seviyede oldugu ileri siiriilmektedir. Korfezde son yillarda
gerceklestirilen ¢aligmalarda toplam fitoplankton icinde
zararl tiirlerin kayda deger bir artig gosterdigi belirlenmistir.
Bununla beraber, 2007-2008 yillarinda korfezde gdzlenen
musilaj olayt goz Oniinde bulunduruldugunda korfezde
fitoplankton yogunlugunda artis olmasi1 Korfez i¢in ciddi bir
otrofikasyon riski olusturmaktadir. Bu degisimlere bagl
olarak fitoplankton tiretimini kontrol eden besin elementleri
zaman igerisinde degisebilmektedir. Bu kapsamda Izmit
Korfezi’nde daha 6nce yapilan ¢aligmalarda sinirlayici besin
elementi 20 yil igerisinde tamamen degismistir.

2007-2012 yillar1 arasinda yiiriitiilen Izmit Korfezi
Su Kalitesinin ve Karasal Girdilerin Izlenmesi ve Kirliligin
Onlenmesine Yonelik Onerilerin  Gelistirilmesi projesi
kapsaminda Sekil 5° te verilen deniz suyu kalitesinin
yapildigt
gostergeleri olarak oksijen durumu, besin maddeleri (azotlu
ve fosforlu bilesikler, silikat), su kolonundaki 151k
gecirgenligi, klorofil-a, toplam organik karbon, askida kati
madde ve petrol hidrokarbonlar seviyesi ile fitoplankton tiir
ve cesitliligi izlenmis ve ayrica Korfezin akinti rejimi
mevsimlik olarak belirlenmistir.

Deniz ¢aligmalarina ilave olarak Korfeze girdi
saglayan 12 derede su kalite parametreleri (Toplam fosfor,
azot, kimyasal ve biyolojik oksijen ihtiyaci, toplam organik
karbon) izlenmistir.

Ornekleme noktalarinda deniz su kalitesi
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Sekil 5. 1zleme Istasyonlarmin Konumu (Ediger vd.,2013).

Figure 5. Location of Monitoring Stations (Ediger et al., 2013).

[zmit Korfezinde 2007-2013 yillar1  arasinda
fitoplankton biyokiitle gostergesi olan klorofil-a degerleri
st su kolonunda yiiksek degerlerde olup, tabakalagmanin
basladig1 derinlikten itibaren degerler hizli diismekte oldugu
belirlenmistir. Ayrica klorofil-a derisimlerinin Istanbul
Bogazindan, Canakkale Bogazina dogru azaldigi
belirlenmistir. Genel olarak Karadeniz’in etkisi altindaki
dogu baseninde fitoplankton biyo-kiitlesini temsil eden
klorofil-a derigimleri bati1 baseninde elde edilen degerlere)
oranla daha yiiksektir. Izmit Kérfezinde 2007 yilindan

giiniimiize degin gergeklestirilen aylik deniz izleme
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caligmalarinda Olgiilen yiizey klorofil-a derisimleri araligi
0,1 ile 38 pg/L olarak saptanmistir. En yiiksek klorofil-a
derisimi (38 pg/L) Subat 2010 ayinda i¢ korfezde yer alan
istasyonda gozlenirken en diisiik derisimler (0,1 pg/L) yaz
aylarinda korfezin Marmara Denizine ¢ikis kesiminde yer
alan istasyonlarin yiizeyinde gozlenmistir (Ediger vd.,
2013).

Yari kapali ve 6zel yapisit nedeniyle sularin fazla
karismadig1 Izmit Korfezi'nde otrofikasyon; su iiriinleri,
turizm ve rekreasyon degerlerinin yitirilmesiyle sonuglanan
onemli bir ekonomik sorun olarak ortaya g¢ikar. Okay vd.,
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(2001) tarafindan Karasal girdilerden kaynakli Korfez
sularina giren askida kati madde (AKM) , toplam azot (TN)
ve biyolojik oksijen ihtiyact (BOI) yiikleri hesaplanarak
1984 ve 1995 yili Olglimleri ile karsilagtirilmistir. Bu
Ol¢iimlerin sonuglarina gore, Korfezin dogusundaki atik
yiiklerinin azalmasina karsin, batisina bosalan Dilderesi’
nden 6nemli 6lgiide artis olmasi1 Korfez sularmi etkilemistir.
Bu da otrofikasyonu Izmit Kérfezi igin kalici bir hale
getirmistir. 2007 yilindan beri kesintisiz olarak Korfezde
yapilan ¢alismalar sonucunda Korfeze akan derelerin
korfeze 6nemli Olciide karasal kirlilik tasidig tespit edilmis
baz1 derelerin 1slah caligmalarinin yapilmasi gerekliligi
Onerilmistir.

Su Cergeve Direktifinde su kalite parametreleri
icinde biyolojik kalite unsuru olarak fitoplanktonun 6nemli
yer tuttugu bilinmektedir. Sucul ekosistemlerin korunmasi
icin olduk¢a Onem arz eden izleme caligmalarinda
fitoplanktonun  incelenmesi ekolojik  kalite
durumunun belirlenmesinde 6nemli veriler saglamaktadir.

Korfeze iliskin  biyolojik kalite elemanlar
(Klorofil-a, makro flora ve makrozoobentos) ile destekleyici
gostergelerden toplam fosfor, nitrat ve nitrit azotu, seki disk

sularin

e il Wit
-
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derinligine dayandirilan  ortak  ekolojik  kalite
degerlendirmesi yapilmigtir.

Bu ¢alisma ilk kez Cevre ve Sehircilik Bakanligt
Koordinasyonunda TUBITAK/MAM tarafindan yiiriitiilmiis
olan “Deniz ve Kiy1 Sular1 Kalite Durumlarinin Belirlenmesi
ve Smiflandirilmast  Projesi(DEKOS  Projesi)” ile
yapilmigtir. DEKOS Projesi ile Istasyonlarda klorofil-a
sonuglarma gore Izmit Korfezinde iki Su Yénetim Birimi
olusturulmus olup Sekil 6” da verilmektedir.

MRM16 Su ydnetim birimini temsil eden Ig
Korfezin su kalitesi Su Cer¢eve Direktifi siniflandirmasinda
“ Kot Su Kalitesi” olarak degerlendirilmistir. Bunun nedeni
bentik kalitenin daha da azalmis olmasidir. Akabinde yillara
sari olarak gergeklestirilen Denizlerde Biitiinlesik Kirlilik

Izleme Programi cergevesinde giincellenmistir. 2018
yilinda, Korfezde iki su yonetim birimini temsil eden 8
istasyonda 6rnekleme yapilmistir (Beken vd., 2018). Bentik
kalite 2017 yilinda orta (Beken vd.,2017), 2016 yilinda ise
zay1f olarak degerlendirilmistir (Beken vd., 2016). M17 su
yonetim birimini temsil eden orta ve dig korfez ise “Zay1if Su
Kalitesi” olarak Tablo 2° de degerlendirilmistir.

’L.:.. f!

Sekil 6. Izmit Korfezi Kiy1 Su Kiitleleri Ekolojik Kalite Degerlendirme(Beken vd., 2013).

Figure 6. Coastal Water Bodies Ecological Quality Assessment in [zmit Bay (Beken et al., 2013).

Tablo 2. izmit Kérfezi K1yt Su Yénetim Birimlerinin 2018 y1li Ekolojik Kalite Durum Degerlendirmesi.
Table 2. Ecological Quality Status Assessment of Coastal Water Management Units in [zmit Bay in 2018.

Su Yonetim Birimleri

TP(ngr-at/L) NOx( pgr-at/L) SDD(m) Klorofil(ng/L)
(TP ve NOx kig/ilkbahar,SDD yaz) ilkbahar(Kis)  (Yaz)Sonbahar
5,71(5,05) @.78)

MRM16: 1230,1225,1Z5C

MRM17:1217,127,122, 17215, 129 0,93/0,50
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MRM16 su yonetim biriminde yer alan i¢ korfezde;
PO4-P (uM), TP (uM) ve Coziinmiis Oksijen (mg/L)
degisimleri Sekil 7> de verilmistir. Istasyonlarin tiimiinde kis
doneminde ylizeyde NH4 2-3 uM, TP ise 1 pM olarak
6l¢iilmiistiir. MRM17 su ydnetim biriminde bulunan 6l¢iim
istasyonlarinda Sekil 8 de goriildiigi tizere kis doneminde,
Fosforlu bilesiklerin 1Z15 istasyonunda yiiksek oldugu tespit
edilmistir. IZ17 ve 1Z7 istasyonlarinda kis donemi de yiiksek

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:5, No:1, (25-37), 2020

NH4-N bulunmustur. Derin olan 1Z 2 ve 1Z17 istasyonlarinin
dip sularindaki CO degerleri diisiik olup kritik seviyededir.

iZ17 “de kis doneminde 1.0 mg/L, ilkbaharda 0.7
mg/L ve yazin 0.2 mg/L sevilerinde CO o6l¢iilmiistiir (Beken
vd.,2018). Bu su Kkalitesinin 1iyi
olmadigmin bir gostergesi olup Korfez iizerinde kara
kokenli kirleticiler ve limancilik faaliyetinden kaynakli
kirlilik etkendir.

sonuglar Korfezin
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Sekil 7. MRM16°da bulunan istasyonlara ait 2018-Kis besin elementleri ve ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonlarinin diisey dagilimlari(Beken

vd., 2018).

Figure 7. Vertical distribution of nutrients and dissolved oxygen concentrations of stations in MRM16 in 2018’s winter (Beken et al., 2018).
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Sekil 8. MRM17°de bulunan istasyonlara ait 2018-Kis besin elementleri ve ¢dzlinmiis oksijen konsantrasyonlariin diisey dagilimlari (Beken

vd., 2018).

Figure 8. Vertical distribution of nutrients and dissolved oxygen concentrations of stations in MRM17 in winter in 2018 (Beken et al., 2018).

SONUC VE TARTISMA

Yar1 kapali bir korfez olan Izmit Koérfezi
kiyilarinda ¢ok yogun endiistri kuruluslart ve bunun
yanisira yogun denizcilik faaliyetlerinin baskist kirletici
seviyelerindeki artisa sebebiyet vermektedir.
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izleme calismalar1 sonucunda Izmit
Korfezi ¢evresinde yogun endiistri faaliyetlerinden dolay1
i¢ korfezde Civa, Nikel, Bakir ve Arsenik’ te artisin oldugu
sOylenebilir. Nitekim son yillarda yapilan ¢alismalar da
bunu desteklemektedir.

Gergeklestirilen
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Izmit I¢ korfezinde (Civa, Cinko, Nikel, Bakir ve verilmektedir. Gergeklestirilen izleme ¢alismalarinda 2017
Arsenik) yogunlastigi ve sediman metal igerikleri Al ile ve 2018 yillarinda sedimanda metal ve organik
normalize edilerek, seyl ortalamasina goére hesaplanan kirleticilerin durum degerlendirmesi yapilmanustir. Izmit
metal zenginlesme faktorleri karsilastirildiginda; “yiiksek” Korfezinin bu ¢ergevede durum degerlendirmesinde 2016
zenginlesmenin Civa elementi igin gézlendigi sdylenebilir. verileri dikkate alinmistir.

Korfezde sediman 6rneklerinin metal icerikleri Tablo 3’ te

Tablo 3. Izmit Kérfezi 2016 y1li sediman 6rneklerinin metal icerikleri(mg/kg ka) (Beken vd., 2016).
Table 3. Metal contents of sediment samples (mg/kg ka) in Izmit Bay in 2016 (Beken et al., 2016).

R1 10,99 0,363 19,23 77,26 72,11 45639 459,2 47,95 28,18 139,16 1,105
iz30 R2 11,13 0,877 17,37 83,43 87,05 42223 401,7 50,95 36,87 214,71 3,133
R3 10,65 0,893 18,76 76,10 75,50 45341 430,8 45,09 33,30 243,51 3,056

1719 R1 9,28 17,18 17,18 88,97 75,83 42469 489,4 49,79 24,70 104,76 0,064
Izmit Kérfezinde genel olarak 16 PAH bileseninin akarsu bulunmaktadir. Bu akarsu ve derelerin biiyiik bir
toplamina bakildiginda Toplam petrol hidrokarbonlarinda boliimii Korfeze ulagmadan once gegtikleri bolgedeki
oldugu gibi, Izmit i¢ kdrfezde yiiksek derigimlerin oldugu birgok sanayi tesisi ve yerlesim alani tarafindan atiksularin
tespit edilmistir. Sanayinin yogun oldugu izmit Kérfezinde tasinimi amagli olarak kullanilmakta ve bu ytikler Sekil 11°
PAH kirliligi riskinin yiiksek oldugu limanlarin bulundugu de goriildiigii lizere Korfeze tasimmaktadir (Beken vd.,
bolgelerde (6rnegin Izmit Rafineri Bolgesi) drnekleme 2016).

istasyonlarinin artirilmasi gerekmektedir. PCB bilesenlerin
toplam degerleri incelendiginde ise genel olarak tiim
istasyonlarda, ekosisteme etki agisindan etki sinirinin
altinda oldugu tespit edilmistir. Sadece Izmit Kérfezi’nde
(1Z30-1Z15) ERL(Effects Ranges Low) degerinin iistiinde
toplam PCB degerlerine ulasilmistir. DDT ve tiirevlerinin
tlim istasyonlarda tlirevlerinin toplaminin ekosisteme etki
acisindan etki sinirinin {istiinde oldugu gézlenmektedir.

Diger organoklorlu pestisitler incelendiginde (a-BHC, b- j B . : o .ag" '
BHC, d-BHC, Lind Endri Aldrin) Izmi (A TS ATl ] AL
C, d-BHC, Lindane, Endrin ve Aldrin) Izmit Sekil 9. izmit korfezi metal kirliligi durum degerlendirmesi.

Kérfezinde  derigimlerinin -~ ERL  istinde  oldugu Figure 9. Metal pollution state assessment in Izmit Bay.
belirlenmistir. Toplam petrol hidrokarbon agisindan en
fazla sedimanda birikimin Izmit i¢ kérfez, rastlandig: tespit
edilmisti. =~ PCB  bilesenlerin  toplam  degerleri
incelendiginde genel olarak tiim istasyonlarda, ekosisteme
etki acisindan etki sinirmin altinda oldugu tespit edilmistir.
Sadece Izmit Kérfezi’nde (1Z30-i1Z15) ERL(Effects
Ranges Low) degerinin iistiinde toplam PCB degerlerine
ulastlmistir.

Meveut  durum  degerlendirildiginde  evsel
atiksulardan kaynakli baskiin yani sira endiistrilerden
yogun kirletici yiikiiniin geldigini ayrica, gemi trafigi ve - : -
limancilik faaliyetleri de goz 6niinde bulunduruldugunda Sesdl 10.  Izmit  korfezi

degerlendirmesi.
ciddi kirletici yiikiiniin korfez iizerinde baski unsuru Figure 10. Organic pollutants state assessment in [zmit Bay.
olusturdugunu séyleyebiliriz. Diger bir konu ise Korfezin
bulundugu havza igerisinde ¢ok sayida dere ve kiigiik

o I : E R
organik  kirleticiler ~ durum
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Sekil 11. izmit Kérfezi’ nde mansaplanan derelerin genel durumu (Onem, 20159.

Figure 11. The general state of rivers flowing in the Sea in Izmit Bay (Onem, 2015).

Diger taraftan tarim sektoriinde topragin verimini
arttirmak amaciyla uygulanan dogal ve sentetik giibrelerin
ylizey sularinda Gtrofikasyona sebep oldugu da
bilinmektedir.

Evsel ve endiistriyel atiksular i¢in temel sorun,
cevre mevzuati kapsamindaki diizenlemelerin gerek
yonetmelik hiikiimleri ve desarj limitleri bakimindan
gerekse de uygulamadaki proses se¢imi agamasinda, alict
ortam Ozelliklerinin, Korfezin 6zgiin osinografik yapist
baglaminda, goz Oniine alinmamas: olarak karsimiza
cikmaktadir. Izmit Korfezi'ne son 30 yilda karasal
girdilerin desarj edilmesi, hem suyun kalitesini hem de
ortamda yasayan canli yasami olumsuz yonde etkilemistir.
Cevrenin atiksu desarjlarindan kaynaklanan olumsuz
etkilerinden korunmasini saglamak igin aritma tesislerinin,
atiksularin ve alict ortamin diizenli olarak izlenmesi
gerekmektedir. Benzer nitelikte atiksu tireten enddistriler ve
yerlesimlerin  birbirine olan wuzakligi, cografik ve
topografik 6zellikleri ile biiyiikliikleri de dikkate alinarak
ekonomik ve teknik agidan fizibil olanlar i¢in ortak atiksu
aritma tesisinin kurulmasi esastir (Avaz vd., 2011).

Tarimsal miicadelede kullanilan ilaglarinin
baginda yer alan insektisit ve pestisitler ise toprak tipi ve
iklim faktorlerine bagli olarak yiizey ve yer alt1 sularma
karismaktadir. Ozellikle dtrofikasyon problemi gdzlenen
yerler basta olmak {izere, bu problemi dnlemek amaciyla
akarsulardaki besin madde konsantrasyonunun azaltilmasi
gerekmektedir. Ayrica diger dnemli bir husus, Sekil 12° de
verildigi lizere Korfez’de atiksu aritma tesislerinde azot

fosfor giderici ileri aritma teknolojilerinin siirekliliginin
saglanmasi yoniinde gerekli denetimlerin yapilmasi ve
takibinin saglanarak gerekli oldugu durumlarda 2872 say1li
Cevre Kanunu kapsaminda idari  yaptirimlarin

uygulanmasi 6nem arz etmektedir.

YENIKOY

Sekil 12. izmit Korfezi’ nin etrafinda bulunan Atiksu aritma
tesisleri ve Kollektor hatlari (Onem, 2015).

Figure 12. The Location of Wastewater treatment plants and
Collector lines around Izmit Bay (Onem, 2015).

Korfez” in kirlilikten korunmasi amaciyla
bolgesel diizeyde etkinlikler gerceklestirilerek bu konuda
kamuoyunun dikkatini ¢ekerek ¢evre bilinci olusturulmasi
énem arz etmektedir. Ozellikle farkindalik olusturulmasi
kapsaminda, Kamu kurumlarinin Sivil toplum kuruluslar
ile isbirligi icerisinde olmasi desteklenmelidir. Sonug
olarak, Yillara sari olarak gergeklestirilen Denizlerde
Biitiinlesik Kirlilik izleme Programi kapsaminda izmit i¢
Korfez meveut durumunu korumus olup biyolojik kalite
elemanlart degerlendirmesi ve korfezdeki baski unsurlar
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da dikkate alindiginda Zay1f Su kalitesi ve Kotii su kalitesi
olarak degisim gdstermistir.
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Oz: Ekzotermik canlilar, serbest radikallerin zararl etkilerinden korunabilmek i¢in giigli enzimatik ve

enzimatik olamayan antioksidan savunma sistemine gereksinim duyarlar. Caligmada Glukoz 6 fosfat
U5 https://oreid.org/0000-0002-7794-1058 dehidrogenez (g6pd) enzim geninin tercih edilme nedeniyse, antioksidan savunma sistemin temel
enzimlerinden birisi olmasidir. Arastirmada medaka (Oryzias latipes) g6pd geninin yapisi (ekson ve intron
dizilimleri, TATA kutusu, CAAT kutusu, Poli A kuyrugu) belirlenmis, bu genin transkribe ettigi amino asitler
tespit edilmis ve diger omurgalilarda ayni gen tarafindan iiretilen protein dizilimleri NCBI veri tabani ve
ENSEMBL veri tabanlarindan elde edilerek Bioedit programinda dizileme islemi yapilmis, benzerlik-
Ozdeslik oranlar1 % olarak hesaplanmis ve tablo olarak verilmistir. Ayrica yine elde edilen protein dizilimleri
esas alinarak, BioEdit yazilimi ve MEGAG6 programi kullanilarak, medaka (O. latipes) ve diger bazi
omurgalilar arasindaki filogenetik iligki belirlenmistir. Medaka g6pd geninde bulunan, plati balig
(Xiphophorus maculatus), zebra baligi (Danio rerio), balon baligi (Fugu rupripes), sisen balik (Tetraodon
nigoviridis) ve insan (Homo sapiens) g6pd/G6PD genlerinin kromozomlar iizerinde bulunduklart bolgeler
belirlenerek manuel olarak korunmus gen sentezi dizayn edilmistir. Teleost baliklarin stres olusturan
etmenlere karst vermis olduklart tepkiler, molekiiler ¢aligmalarla 6lgiilmesi miimkiin olan tepkilerdir ve
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¢aligmalarinda kullanilabilecek oncii veriler, bu arastirma ile bilim diinyasina sunulmustur.
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Genomic Organisation of Glucose 6 Phospate Dehidrogenese (g6pd) Gene
of Medaka (Oryzias latipes)

Abstract: Exothermic organisms need a strong enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense system
in order to be protected from the harmful effects of free radicals. The reason of Glucose 6 phosphate
dehydrogenesis (g6pd) enzyme gene is preferred in the study that this enzyme is one of the essential enzymes
of the antioxidant defense system. In the study, the structure of the medaka (Oryzias latipes) gbpd gene (exon
and intron sequences, TATA box, CAAT box, Poly A tail) was determined, amino acids transcribed by this
gene were detected and protein sequences produced by the same gene in other vertebrates were recorded using
data obtained from NCBI and ENSEMBL database, and the sequence of similarity-identity (%) was calculated
and given as a table. Furthermore, based on the obtained protein sequences, the phylogenetic relationship
between the medaka (O. latipes) and some other vertebrates was determined using BioEdit software and
MEGAG6 program. Conserved gene synthesis was designed by manually identifying the regions on the
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molecular stress response studies of fishes have been presented to the scientific world with this research.
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GIRiS

Medaka (Oryzias latipes), Dogu Asya'da yasayan
ve genellikle su, golet ve celtik tarlalari gibi tatli sularda
bulunan kiiciik bir baliktir (Hori, 2011). Medaka (Oryzias
latipes)nin fizyolojisi, embriyolojisi ve genetigi son 100
yildir yogun bir sekilde ¢alisiimakla beraber, son yillarda
bu organizmada yapilan ¢aligmalar, erken gelisim,
pigmentasyon, cinsiyet belirleme ve insan hastaliklari igin
genetik model sistemler olarak kullanilmasi ve bu baligin
biyolojik gegmisi lizerine odaklanmistir (Naruse et al.,
2011). Yamamoto (1951), ilk olarak, medaka i¢in cinsiyet
baglanti haritasini olusturmus ve cinsiyetler arasindaki
rekombinasyon sikligindaki farkliliklari tanimlamistir.
Ayrica ilk defa, baliklarda i ve ci losi arasinda otozomal
baglanti oldugunu Dbildirmistir. PCR teknolojisinin
gelismesinin ardindan, medaka, zebra baligs, kirpi balig1 ve
diger balik tiirlerinde genetik bir baglanti haritasi
olusturmak i¢in birka¢ girisimde bulunmus ve bu
deneylerin ilk asamalarinda, 6nceden herhangi bir genom
bilgisi gerektirmediginden parmak izi (finger-print) tipi
isaretleyiciler kullanilmistir. Daha sonraki asamalarda,
genomun spesifik bolgelerini, sekans bilgisi varliginda
cogaltan  tek kullanilmis ~ ve
etkinlestirilmis  tek kullanilarak
olusturulan harita ortolog genler arasindaki baglanti
iligkilerini kargilagtirmak i¢in kullanilmigtir. Ardindan
teleostlara spesifik tiim genom g¢ogaltmasi uygulanmistir
(Giglincii WGD). Son olarak, tetraodon genom projesine
ilaveten medaka genom sekanslama projesi hem medaka
hem de tetraodon i¢in yiiksek kalitede bir taslak genom
sekansi saglamigtir. Tiim bu veriler, proto-kromozomlarin
duplikasyonundan 6nce yeniden yapilanmasi ve mevcut
medaka, tetraodon ve zebra balig1 genomlarimin olusumuna
yol agtig1 potansiyel bir senaryoyu ortaya koyan ii¢iincii
WGD’yi dogrulamistir. Bu analiz ayrica, teleost (kemikli)
baliklarda mevcut ortolog genlerin korunmus gen sentezini
de tamimlamistir. Son 100 yilda medakada yapilan
aragtirmalar, c¢ok sayida Onemli biyolojik kaynak
saglamistir. {lk kaynak, kaynaklardan ilki turuncu-kirmizi
ve beyaz medaka gibi gdvde rengi mutasyonlarini
igermigtir.

Stres cevabmin Olgiilmesinin 6nemli bir kolu
nitrik oksit (NO) ve hidrojen peroksit (H>O-) gibi hiicresel
oksidasyon radikallerinin meydana getirdigi zararlardir.
Oksijen biyolojik sistemlerde, organizmalar igin elzem bir
bilesik (Buechter, 1988) olmakla beraber canli hiicrelerinin
tamamu, serbest radikaller adi verilen oldukga reaktif olan
oksijen tiirevlerini de (ROS) olusturabilmektedirler.
(Halliwell, 1991; Bartosz, 2003). Canli sistemlerde
olusturulan bu ROS’ler biyolojik olarak yararli molekiilleri
okside ederek normal hiicre ve doku fonksiyonlarinda
degisikliklere yol acabilirler. Bu oksidasyon oldukga
kompleks bir sistem olan antioksidan savunma sistemi

lokuslu  markorler

lokuslu  markorler
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(ASS) tarafindan minimize edilir. Bu sebeple, aerobik
dokularda ROS dretimi, molekil
oksidasyonu ve antioksidan tiikketiminin kararli bir durumu
stirekli olarak devam eder (Filho et al., 2000). Normalde
oksidasyon normal hiicresel homeostatik
mekanizmalart {izerindeki zararli etkileri nedeniyle hiicre
icinde siki1 bir gekilde kontrol edilir. Oksidatif dengeyle
alakali metabolik yollardaki hemostatik dengelere bagh
olan gen ekspresyonundaki diizensizlik kanser, yaglanma,
ailevi ve yasa bagli hastaliklarinin pek ¢ogu ile baglantili
olup, bu bakimdan omurgali tiirlerin biiyiik ¢ogunlugunda
stres tepkilerinin diizenlenmesinde bu genler oldukga
biliyilk 6éneme sahiptirler (Lushchak, 2011). Hiicrelerde
serbest oksijen radikallerinin diizenlenmesinde pekcok
o6nemli gen yollarmin rol oynadig bilinmektedir. Bunlar
arasinda antioksidan enzimler predominant olanlardandir.
Bu genler siiperoksit iiretiminin bir sonucu olarak
metabolik yolda H,0O, firetilmesine neden olurlar
(Trachootham et al., 2008). Hiicreler, bir takim koruyucu
mekanizmalara sahiptir ve bu mekanizmalar 6zellikle
hiicreleri serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerinden
korur. Antioksidan sistemler hiicreyi oksidatif strese karsi
korumakla yiikiimlii olup, serbest radikaller kadar
cgesitlidirler. Antioksidan enzimlerden biri olan G6PD,
temel gorevi NADPH iiretmek olan PPP’nin ilk
basamagini katalizleyen anahtar enzimdir (Pilz et al., 1984;
Keha & Kiifrevioglu, 1997; Lehninger, 2000, Aytekin &
Kargin, 2019). DNA’nin , steroidlerin, yag asitlerinin, bazi
aminoasitlerin ve indirgenmis glutatyonun sentezinde
kullanilan NADPH’lar (Bonsignore et al., 1966;
Bonsignore & Flora, 1972) ayni zamanda hiicrede hidrojen
ve elektron kaynagi olarak gorev yapmakta ve hem
biliyiime hem de iireme proseslerinde esansiyel bir bilesik
olarak gorev yapmaktadir (Kan et al., 1988). Glikoz-6-
fosfat dehidrojenaz, niikleotit dnciileri ve NADPH de dahil
olmak {izere c¢esitli temel molekiillerin {iretilmesinden
sorumlu korunmus bir yol olan pentoz fosfat yolunun ilk
enzimidir (Miclet et al., 2001). NADPH, bir¢ok oksidatif
stresin diizenlenmesinde rol oynayan enzimler tarafindan,
bir¢ok hiicresel reaksiyonda kullanilan 6nemli bir elektron
kaynagidir. Buna gore, bu yardimcr faktor, en az g

hiicrelerde ve

seviyesi,

antioksidan  yolaginda, glutation, tioredoksin ve
glutaredoxin  dongiilerinde rol oynar. Glutatyon
dongiisinde, NADPH, glutatyon disiilfit (GSSG)'e

oksidasyonundan sonra serbest radikal temizleyici molekiil
glutatyonunu  (GSH) yeniler. NADPH'den gelen
elektronlar, iki GSH molekiili serbest birakmak fiizere
GSSG'nin ayrildigr glutatyon rediiktaz tarafindan katalize
edilen reaksiyon sirasinda serbest birakilirlar. NADPH,
diger antioksidan yollaklarinda da benzer bir rol
oynamaktadir (Becker et al., 2003). G6PD enzim aktivitesi
baliklarda 6zellikle beslenme ve c¢evresel sartlarla
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degisiklik gostermektedir ve bu enzimin aktivitesinde
olabilecek olagan dis1 degisiklikler balik
metabolizmasinda 6nemli marazlara yol agabilmektedir
(Bayir, 2002).

Calismada plati balig1 (Xiphophorus maculatus),
zebra baligi (Danio rerio), balon baligi (Fugu rupripes),
sisen balik (Tetraodon nigoviridis) ve insan (Homo
sapiens) gb6pd/G6PD genlerinin kromozomlar {izerinde
bulunduklar1  bolgeler belirlenerek manuel olarak
korunmus gen sentezi dizayn edilmistir. Teleost (kemikli)
baliklarin stres olusturan etmenlere karsi vermis olduklari
tepkiler, molekiiler ¢calismalar ile dl¢iilmesi miimkiin olan
tepkilerdir.  Dolayisiyla  c¢alisgtlan  tiirlin,  genetik
Ozelliklerinin belirlenmesi bakimindan biyoteknolojik
calismalar oldukga onemlidir. Bu nedenle biyoenformatik
veri tabanlari ve programlari kullanilarak medaka (O.
latipes) g6pd geninin karakterizasyonu ve identifikasyonu
yapilmistir. Yapilan bu arastirma ile baliklarin molekiiler
stres cevabi ¢alismalarinda kullanilabilecek, oncii verilerin
bilim diinyasma sunulmas1 amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Biyoenformatik Analizler: Glukoz 6 fosfat
dehidrogenez (g6pd) geninin fonksiyonel bir gen olup

olmadigin1  belirlemek icin NCBI veri tabani
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’nda, gene ait cDNA
dizilimi kullanilarak blastma

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) islemi yapilmistir. Bu genin
fonksiyonel bir gen oldugu dogrulandiktan sonra, geninin
tamimlanmas1 ve karakterizasyonu i¢in, ENSEMBL,
NCBI, EXPASY gibi veri bankalart kullanilmistir.
Calismada g6pd genin bir tane izoformu oldugu tespit
edilmistir.

Arastirmada, medaka (O. latipes) g6pd genine ait
korunmus gen sentezi olusturmak amaciyla oncelikle bu
genin kromozom bdlgesi tespit edilmistir. Daha sonra bu
kromozom bdlgesinde bulunan diger genlerin, zebra baligi
(Danio rerio) ve insan (Homo sapiens)’da mevcut gen
bolgeleri tespit edilmis ve korunmus gen sentezi dizayn
edilmistir (Sekil 1).

CLUSTALW (Thompson et al., 1994) BioEdit
programi (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html)
kullanilarak, medaka (O. latipes) g6pd geninin diger bazi
omurgalilarla filogenetik yakiligi tespit edilmistir (Sekil
2).

Filogenetik aga¢ dizayninda zebra balig1 (Danio
rerio), balon baligt (Fugu rupripes), kirpi baligi
(Tetraodon nigroviridis), makobe ada ciklidi (Pundamilia
nyererei), insan (Homo sapiens), adi sazan (Cyprinus
carpio), dikenli balik (Gasterosteus aculeatus), fare (Mus
musculus), tavuk (Gallus gallus), elektrikli yilan baligi
sekanslar1

(Electrophorus  electricus) gbpd protein
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kullanmilmistir. Adi1 gegen canlilara ait protein dizilimleri
Bioedit programinda hizalanmis ve daha sonra MEGA6
(Tamura et al., 2013) programu kullanilarak, dis grup
olarak zebra baligi (Danio rerio) Cu/Zn superoksit
dismutaz geni (Sod/)’in kullanildig1 filogenetik agag,
maksimum olasilik metoduna goére dizayn edilmistir (Kell
etal., 2018).

Medaka (O. latipes) gbpd gen diziliminin tespiti
igin, ensembl veri bankasi kullanilmistir.
tabanindaki tek cDNA transkripti olan
ENSORLT00000015543.2  kullanilmigtir. Medaka (O.
latipes) gbpd geninin ckson ve intronlari, eksonlarin
iiretmis olduklar1 aminoasitler, g6pd geninin 5’ ve 3’ uglar1
ve bu bodlgede bulunan, transkripsiyon olaymda onemli
rolii olan yapilardan TATA kutusu ve poli A kuyrugu ile
transkripsiyonun baslangi¢ noktast (+1), dizayn etmis
oldugumuz gen yapist lizerinde gosterilmistir (Tablo 1).

Bu veri

BULGULAR

Biyoenformatik Analizler: Omurgalilarin stres
tepkileri, gerek akut gerekse kronik durumlarda karakterize
edilebilen fizyolojik yollar arasindaki farkl etkilesimleri
de kapsar. Baliklarin akut stres yamiti ¢evredeki
degisikliklerle (6rnegin zararli bir kimyasalla temas,
aniden artan sicaklik veya tuzluluk vs.) beraber degisir
(Iwama et al., 1999). Baliklarin yasam ortamlar1 olan suda
zaman zaman meydana gelen olumsuzluklardan olan pH ve
sicaklik degisimleri ve oksijen yetersizligi gibi stres
etmenleri proteinlerin fonksiyonel yapilarinin degisimine
neden olmakta ve protein katlanmalarinda agilmalar
meydana gelebilmektedir.
proteinler hiicredeki farkli proteinlerle kiimeler meydana
getirebilir.  Sonugta uyum bozuklugu dolayisiyla
proteinlerde fonksiyon kaybi gerceklesir (Basu et al.,
2000). Dolayisiyla baliklarin maruz kalma olasilig1 yiiksek
olan bu tip stres faktdrlerinin antioksidan enzim genlerinin
ekspresyonlarinda meydana getirecegi degisiklik oldukca
onemlidir. Ayrica cesitli genlerin ve proteinlerin ¢evresel
stres faktorlerine karsi cevaplarinin belirlenmesi ve farkl
seviyelerde nasil tanimlandiklarini anlamak i¢in deneysel
kanitlardan biyoenformatik ¢aligmalarin
tamamlanmig olmasma ihtiyag duyulur. Medaka (O.
latipes) model organizma olarak biiylik 6nem tasiyan bir
organizma oldugu i¢in, g6pd antioksidan enzim geninin
ayrintili biyoenformatik ¢alismasinin yapilmasi biiyiik
O6nem tagimaktadir. Yapilan bu aragtirmada, medaka
baligmin g6pd genine ait ayrintili biyoenformatik
calismalar  tamamlanarak hem  balikk  fizyolojisi
caligmalarina hem de model organizma olmasi agisindan
diger pek cok akvakiiltiir ¢alismasina sunulacak temel
biyoenformatik veriler paylasilmistir.

Bunun sonucunda ise bu

once
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Biyoenformatik ¢aligmalar kapsaminda, 6ncelikle
26pd geninin genomik verilerine ulasmak icin ENSEMBL,
UNIPROT ve NCBI veritabanlar1 kullanilmis ve
istatistiksel degerlendirmeler igin BioEdit yazilim,
BLOSUM®62 matris programi ve MEGA6 programi
bilgisayarli algoritmalar dan yararlanilmistir. Ensembl veri
tabanindan medaka baliginin g6pd genine ait cDNA
sekans1 elde edildikten sonra yine ayni veri tabani
kullanilarak bu genin ekson (13 tane) ve intronlarina (12

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:5, No:1, (38-44), 2020

tane) ulasilmistir. Genin 514 amino asit {irettigi tespit
edilmis olup, bu amino asitler ve hangi eksonlar tarafindan
iiretildigi Tablo 1° de gdsterilmistir. Intronlarinin hepsinin
gt-ag kuralim takip ettigi gorlilmiistiir. Belirlemis
oldugumuz gen yapisinda intronlar, 5’ ve 3’ uglar1 kii¢iik
harflerle, eksonlar ise biiyiik harflerle gosterilmistir.
Protein tiretimin metiyonin ile bagladig1 ve stop kodonunun

ise TAA oldugu tespit edilmistir.

Tablo 1. Medaka (Oryzias latipes) glukoz 6 fosfat dehidrogenez gen yapisi.

Table 1. Gene structure of Medaka (Oryzias latipes) gbpd gene.

ccccagtcatttbcaaagogcaaagagatttttttaaatgttctatttaattgcagtaat

ctgcagagaagagctaaaaccacgcccgcccttattactgttagaaacaggaatgtgtac
cagcagccacccatgtggacaatacacaaggcttgggaggcggagtcatagtcaaagccc
tgcccacttgtaattaccaatgacgtaagcggcttcgactgtgatgggatctcgagcgag

cactggtgagtttctcccaaaccaaTmATctctcaattctgctttgtcatttcaacag
TATA Kutusu

GGAAGT»GaranrararnnﬁTCTGﬁhnrhﬁn GCCCGGITCTIGCTGTICAGTITCAGTCTIGE
ACACACAGGCTGIGITCTGTICTGCGAGTCAGTCTTTCCTCACGGCTTARCCGGCGETTTIG
TCTCCTTIGGCTotgagll 7 et tagAGRARATGAATCGCCTTCCCCTCTCTCGCTCTG

-M--N--R--L--P--L--§--R--§——
AAGTGTTIGGAGRAACT GAGGAAGGAGCTTTACGAT GATGAGGAGTTCCACCAATCAGAT G
E--V--F--G--E--L—-R—-K--E--L--Y--D--D--E--E--F--H--0Q--5--D—-
TGCATATCTTCATCATCATGGGAGCATCGotaagl3327tgtagGEGGATCTGGCCAAGR
V--H--I--F--I--I--M--G--A--5- -G--D--L--A--F—-
AAAAGATCTACCCAACTCTTTGoCgagl 68 tocagGTGETTGTTCAGAGACGGACTCCTC
K--K—-I--Y--P--T—-L--W --W--L-—F--R--D-—G—-L--L-
CCCGAATCGACCTTTTTTGTCGGCTTTGCCCGCTCTGACTTGACCGTCGACGCCATACGA
~P--E--§—-T--F--F--V--G--F--A--R—-8--D--L--T--V--D--A--I--R-
ACCGGETGCATGCCATACATGAAGotaaal90cacagGTEECEGLACACGGAAGCAGACCG
-T--G--C—-M—-P--Y--M--K- -V--A--D--T--E--A--D--R
CTTGTCAGTCTTCTTCAGCAGGAACTCGTACATCAGTGECAAATATGCAGATGAGAGCTC
--L--§--V--F--F--5--R--N--5--¥--T--5-—G--F—-Y--A--D--E--5--§
CTTCTCCAAGCTTAACTCGCACATCCTGTCTCTCCCTGGAGGAAACGAGGCCAACCGCCT
—-F--§--FK—-L--N--§——-H--I--L--S--L--P--G--G—-N--E--A--N——-R--L
CTTCTACCTGGCCCTGCCGCCGACCGTCTACCACGACGTGACCAAAAACCTCAAACTGCA
—-F-—¥—-L--A--L--P--B--T--V-—¥--H--D--V--T--K--N--L--K—-L--Q
ATGCATGAGCACCAAgtcogoN 283t tagGEECTGGAACAGGGTCATCGTAGAAAAACCG
--C--M--§--T--K --G--W--N--R--V--I--V--E--EK--P-
TTTGEACATG ATCTTCAGAGCTCAGAGGAGCTCTCCTCCCATCTGTCTTCTCTTTTTGE
-F--G--8--D--L.--Q0--5--5--E--E--L--5--8--H--L--5--5—-L--F--A-
CGAGGACCAGATTTACCGCATCGATCATTATCTGGGCAAAGAAATGOTGCAGAATCTCAT
-E--D--Q--I--¥--R--I--D--H--Y--L—-G--K--E--M--V--Q--N—-L--M-
GGTGCTCAGyCgagl346tacagGTTTGGGAACCGAATCTTTGGACCAATCTGGAACAGA
V-——L--R- F-—G--N——R——I--F-—G--P-—I-—-W-—N—-R——
GACAGTGTGGCATGCGTTGTTCTTACTTCAAAGAACCTTTTGGCACTCAGGGGCGAGGAG
D--§--V--A-—C--V--V—-L--T--F--K--E--P--F--G--T--Q--G--R--G—-
GCTACTTTGATCGATTTTGGTATCATTCGotaagN328atcagAGATETCATGCAGAACCA
G--Y--F--D--D--F--G--I--I--R —-D--V--M--Q--N-H

CTTGCTCCAGATGCTCTGCCTGGTTGCCATGGAGAAACCAGCCTCCACAAGCTCAGATGA

——L—-L-Q M -L -C-L -V -A M -E--K -P--A -5 -T -5 -5--D--D

TGTGAGAGATGAAAAthacaNQ3catagGTAAAGGTGTTGAAGTGCATTGCTCCAGTGA

-—7--R--D--E--E-

—V-—-FK--V—-L-—K——C-—I--A--P--V——

CCATGTCTGATGTGGTGCTGGETCAATATATGEGGGAATCCAGACGGTGAAGGAGAAGCCA

T--M--5--D--V--V--L--G--Q—-¥—-M-—G--N--P--D--G--E--G--E--A-—
AACTGGGTTATCTCGATGACCCCACAGTACCTAAAGEATCCACTCAGGCTACGTTTGCCA

K--L-—G--¥--L--D--D--B--T--V——P--E--G--5--T--Q--A--T--F--A-—
CTGECTCTGCTCTATGTGCACAACGAACGCTGECATGtaaalN 650t tagGTGTTCCGTTC

T--A--V--L--Y¥--V--H--H--E--R--W--D--

G--V--P--F-

ATCCTTCGCTGTGGAAAAGCCCTGAATGAGAGGAAAGCCGAGGTGCGGCTGCAGTTCACG

-I--L--R--C--G--K--A--L--H--E--R--E--A--E--V—-R--L--Q--F--T—

GATGTCCCAGGAGACATTTTTGGAAACCAGTGTCAGAGGAATGAGCTTGTCGTTCGAGTG

-D--V--B--G--D--I--F--G--N--Q--C-—-Q--R--N--E--L--V--V--R—-V—

CAGCCCAATCGAGGCCATCTACGCCAAAATGATGAGCAAGAAACCTGGCGTTTACTTCAGT

~Q--P--N--E--A--I--Y¥-—-A--K--M—-M—-5--K--K--P--G--V--¥--F--5-

CCGGAAGAGACGGAGCTGGACCTCACATACAAGAGCAGATACAAAgtaag103caaaglt

~P--E--E--T--E--L--D--L--T--Y—-K—-5--R--¥—-K— -

ATGTGAAGCTTCCAGACGCCTACGAACGGCTCATCCTGGATGTCTTCTGTGGGAGTCAGA

D-—V--K--L--P--D--A--Y--E--R--L--I--L--D--V--F--C--G—-S§——Q——
TGCATTTCGTCCGCAGgtcagil12tgcagTGATGAACT GAGAGAAGCAT GECGGATATT

M--H--F--V--R--§

--D--E--L--R--E—-A--W--R--I--F

CACTCCTCTCCTTCATCAAATAGACAAAGAGAAGCCAAAACCAATTCCTTACAAATATGG

~—T--P--L--L--H--Q--I--D--K--E--K--P--K--P--I--F--Y--K--¥--G

AAGCCGAGGCCCGGCAGAAGCAGATGAGCTTGTACAGAGAGT TGGATTTCGCTATGAAGG

--5%--B——G--P--A--E--A--D--E--L--V-——-—-R-—V--G—-F--R—-Y--E--G
CACTTATAAGTGGGTCAACCCTCACAAACT T TAAI Lot aataagatEagaaadtaaady
-——T-—-Y¥Y-FK-——W--—V--HN—-P--H -FK-L——%—

ggggggggggggtagtcagtagcataagtgagctagcatgttgcaaaatctgggcgtctt
tgaggatggaactgtttccactgtgtggatccatcaagcagcaaaaagatgacttaaaac
aacaattctcaggtaactcagtcattcattggagctcatccatcaaacatttgtttacac
ggcatttgacatgaaaatgacgtttttcatccattcctggaaacttttaaagggaatgtt
gtggagtgatccaaaaaaaaaaaacccaggaaatattatttggtgaattaataatgggtg
gaattctattttccagggattaaggtgttaggatgatggaagtaggtgacaaaaacaggc
tttgtcatgattaggaaggacaaaccaaagaatgaaagagtaggaactgggatgtaccaa
gtagcacttagaaccttgaatgtaacacaaggatgctctcattgcattacaggattccat
tgcaatgtctttttctttccattcctagagccgagaactgttagtttgctgaaagtaaca

tgaacttattttaaagaattaattccgaaatagtcttaactgttcttctgggaatattac
gattgtattaactttocctttgagecattatttttttagttagactttcttttoccaaatgat

AL38agatgCat Lot LAt tELAATARANCCS

*Medaka balig1 (Oryzias latipes) glukoz 6 dehidrogenez (g6pd) geni. Ekzonlan biiyiik harflerle, transkripsiyonun baslama noktas +1 ile, intronlar ile 5° utr ve 3 utr bolgeleri kiigiik harfle gosterilmistir. TATA
kutusu (TAAAT) ve poli adenilasyon sinyali (AATAAA) biiyiik harflerle ve sari boyanmis olarak gosterilmistir. Stop kodonu (TAA) asterisk ile gosterilmistir.

Medaka (O. latipes) gbpd protein sekanst ile, plati
baligi (Xiphophorus maculatus), zebra baligi (Danio
rerio), balon baligi (Fugu rupripes), sisen balik (Tetraodon
nigoviridis) ve insan (Homo sapiens) g6pd protein
sekanslari kullanilarak BLOSUM®62 matriks
algoritmasinda adi gecen organizmalarin % benzerlik-
6zdeslik oranlar1 hesaplanmistir (Gromiha, 2010).

Medaka g6pd geni ile plati baligi, zebra baligi,
balon baligi, sisen balik ve insan G6PD gen ortolojisini
gormek i¢in, protein sekanslar1 Bioedit programi
kullanilarak dizilenmis ve benzerlik-6zdeslik oranlari
yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Sonugta medakanin, plati
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balig1 ile %91-96, zebra balig ile %91-95, fugu ile %89-
95, tetraodon ile %84-90 ve insan ile %77-88 benzerlik-
0zdeslik  orani gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 2).
Ensemble genom veri tabani kullanilarak, Medaka (O.
latipes) g6pd geninin 7. kromozom {izerinde, 5’ bandinin
19,213,373-19,223,770  bolgesinde bulundugu tespit
edilmis ve 7. kromozom {izerindeki diger genler ve
bulunduklar1 konum belirlenmistir. Daha sonra bu genlerin
medaka ile zebra balig1 ve insanda da bulundugu bolgeler
tespit edilerek, bu bolgelere gére korunmus gen sentezi
dizayn edilmistir (Sekil 1).
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Tablo 2. Medaka (Me) ile Plati balig1 (Pb), Zebra baligt (Zb), Balon balig1 (Fu), Tetraodon (Te) ve insan (In) G6PD genleri arasindaki
benzerlik-6zdeslik oranlari.

Table 2. Identity and similarity rate between Medaka (Me) and Platyfish (Pb), Zebrafish (Zb), Fugu (Fu), Tetraodon (Te) and Human (In)
g6pd/G6PD gene.

Me Gépd 1 --MNRLPL: FGELE ELYDDEEFHQSDVHIFITMGASGDLAK  Me Gépd 285 DEKVKVLKCIAPVTMSDVVLGQYMGNPDGEGEAKLGYLDDPTVPKGSTQATFATAVLYVH
2 copd..L Pb Gépd 284 .......... T .S..ii..... 2 T T
Zb G6pd 1 s
T Cond A Zh Gépd 284 .......... T A, VoDovannnnnnnns Kevivienrnnnannnnn X
Te G6pd, 1 Fu Gépd 285
In G6ED 1 Te Gépd 301
In G6PD 286
Me Gépd 45
b G6pd, 44
 copd 44 Me Gépd 345
Fu Gépd 45 Pb Gépd 344
Te Gépd_ 61 Zb Gépd 344
In G6PD 46 ... .. P N..I..Y...R...AD..KQSE.FF.ATPE.KLK.ED. .A.. Fu Gépd 345

Me G6pd 105 SYISGKYADESSFSKLNSHILSLPGGNEANRLFYLALPPTVYHDVTKNLKLOCMSTKGRN T GORA 8L«
In GEPD 340 ...ivinininnnrnencaanannnnns H..A....HQ..

Me Gépd 405 SKKPGVYFSPEETELDLTYKSRYKDVKLPDAYERLILDVFCGSQMHFVR-SDELREAWRT

Ie Gépd 12l -.--- N.SA. A E-A o ASGs Too8o o THE AT Pl GEPA. 04 4 ettt et ettt ¥.ANV. YQFVC
In G6PD 106 .VA.Q.D.AA.YQR....MNA.HL.SQ. ... ......... EA....THES...QT... L

e Zh GERA, 404 .eiieiiiiiiiiiaas B
Me G6pd 165 RVIVEKPFGHDLQSSEELSSHLSSLFAEDQIYRIDHYLGKEMVONLMVLRFGNRIFGRIW Fu Gépd 405 ........ T

Pb G6pd 164 ...ttt Touunnn - Te Gépd 421 ........ T e e i
In G6PD 406 T....MF.N...S...... GN...N......o.t

Ozdeslik Benzerlik

Te G6RA 181 ...t T.

In G6PD 166 .T....... Reuens DR..N.I.... (%) (%)

Me Gépd 464 FTPLLHQIDKEKPKPIPYKYGSRGPAEADELVQORVGFRYEGTYKWVNPHKL 100 100

Me G6pd 225 NRDSVACVVLTFKEPFGTQGRGGYFDDFGITRDVMONHLLOMLCLVAMEKPASTSSDDVR Pb Gépd 464 .. .T..................... S...D.. Koo 91 96
Bb Gépd, 224 Zb Gépd 463 91 95
gi 2?3‘““3‘2“3 Fu Gépd__ 464 89 95
o oo 241 Te Gopd, 480 8 90
VTIM;: EZES ;::& P In G6PD 465 77 88
*Sekildeki noktalar benzerligi, kisa ¢izgiler ise belirlenemeyen aminoasitleri ifade etmektedir.
[ MEDAKA ] [ iNSAN ] [ zZEBRA BALIGI |
COL9A= | E [ pffb2a |
pfkfb2a "‘\ OGER ,%
map3kiz ‘\\ . .
. .--‘f""' primdl -
>/ fj g
colZala \ . \ \x' Coeahaa 1l §
\ MAP3K12 Y, =
\ NS / adcy6a
5 N\ 3 )
§ X
ll{"
CACNB3 ogfr
ADCY6 col9oas
COL2A1 -
/ map3ki2z | | s
i [_' =
I i 2
PFKFB2 | COIZNLS l 5
=2
col9a3 % § - %
ogfr + § ‘ =
Sekil 1. Medaka g6pd geni korunmus gen sentezi.
Figiire 1. Conserved gene synteny of Medaka g6pd gene.

Olusturulan korunmug gen senzezi prkcbpll, priml, baz2a, cacnb3a, adcyba, gpdla, asicla,
incelendiginde, medaka g6pd geninin teleost tiim genom scube3, col2ala, naca, prkfb2a ve map3ki2 oldugu tespit
duplikasyonu sonucu meydana geldigi diisiiniilmektedir. edilirken; tiim bu genlerin korunmus olarak insanda (1, 6,
Medaka g6pd geni ile diger teleost baliklarin ve insanin 12 ve 12. kromozomlar {izerinde) ve zebra baliginda (8, 9
g6pd/G6PD  genleri arasindaki korunmus genlerin ve 23. kromozomlarda) da bulundugu goriilmiistiir.
medakada 7. kromozomda bulunan ogfi, col9a3, ncoa3, Dolayisiyla medaka g6pd geninin korunmusluk oranin
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oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 1). Kemikli
baliklarda gergeklesen tim genom  duplikasyonu
sonucunda gen kopyalarinin olustugu bilinmekle beraber,
g6pd geninin tek kopya oldugu, bu durumun ise teleost
balik genlerinde goriilen bir olay olan duplikasyon sonrast
gen kopyalarindan birinin kayboldugu diisiiniilmekte ve
korunmus gen sentezide bu tezimizi desteklemektedir.
Medaka (Oryzias latipes) gopd geni
(ENSORLTO00000015543.2) ile omurgali canlilar olan,
zebra baligt (Danio rerio), (XP_021329263.1), balon
baligt (Fugu rupripes) (XP_003963491.2), kirpi balig1
(Tetraodon  nigroviridis) (ENSTNIT00000015770.1),
makobe ada ciklidi nyererer)
(XP_005732684.1), insan (Homo sapiens)
(NP_001035810.1), adi sazan (Cyprinus carpio)
(XP_018961996.1), dikenli balik (Gasterosteus aculeatus)
(ENSGACTO00000004022.1), fare (Mus musculus)
(NP_032088.1), tavuk (Gallus gallus) (XP_024999465.1),
elektrikli ~ yilan balig1  (Electrophorus  electricus)
(XP_026875034.1) g6pd genleri arasindaki filogenetik
iliski Mega programi ve maksimum olasilik metodu
(Felsenstein, 1989) ile belirlenmistir. Zebra balig1 (Danio
rerio) sodl geni: NP _571369.1 dis grup olarak
kullanilmistir. Medakanin diger teleost baliklar ile birlikte
kiimelenme gosterdigi, insan, tavuk, fare gibi medakanin
ortologu olan canlilarin ise farkli bir bolgede kiimelendigi
goriilmiistiir (Sekil 2).

(Pundamilia

95 Zebra baligt (Danio rerio) Gépd

46 Adi sazan (Cyprinus carpio) G6pd
54 Elektrikli yilan baligt (Electrophorus electricus) G6pd
Dikenli balik (Gasterosteus aculeatus) G6pd
44 60 Balon balig1 (Fugu rupripes) Gépd

89 Kirpi balig1 (Tetraodon nigroviridis) Gépd
79 Medaka (Oryzias latipes) G6pd
72 Makobe ada ¢iklidi (Pundamilia nyererei) Gopd

Insan (Homo sapiens) G6pd
95 Fare (Mus musculus) G6pd
Tavuk (Gallus gallus) G6pd
Zebra balig1 (Danio rerio) Sodl
Sekil 2. Medaka g6pd geni ile diger teleost baliklar ve medakanin
ortologlar1 arasindaki filogenetik iligki (maksimum olasilik
metodu).

Figure 2. Phylogenetic relationship between Medaka and its
orthologs g6pd gene (Maximum likelihood method)

SONUC

Baliklardaki stres cevaplart, farkli gen gruplarinin
iretmis oldugu protein veya enzim gibi gen ifade
iirtiinlerinin etkilerini igeren ¢ok yonlii seviyeleri ortaya
cikarabilir. Dolayistyla strese tepki gdsteren bir model
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organizma ile ilgili genetik karakteristiklerin anlasilmasi
molekiiler ¢aligmalar i¢in biiyilk Onem tagimaktadir.
Baliklarin stres tdleranslar1 birbirinden farkli olabildigi
icin, stres genlerinin ifadesi baliklar arasinda farklilik
gostermekte ve dolayisiyla bu genlerin karakterizasyonu
ve tanimlanmasi, akvakiiltiir secim programlarinda, stres
toleransinin  gelistirilmesine ~ yardimer  olmak  igin
kullanilabilecek onemli veriler olarak kullanilmaktadir.
Ayrica insan basta olmak iizere pek ¢ok omurgali i¢in
bilimsel ¢aligmalarda model organizma olarak kullanilan
medaka’da antioksidan enzim genlerinden biri olan
gopd’nin  (Iwama et al, 1999) biyoenformatik
calismalarinin tamamlanmast 6nemli genetik belirtegler
saglayacaktir. Bu nedenle, ¢caligmada biyoenformatik veri
tabanlar1 ve programlar kullanarak medaka (O. latipes)’da
antioksidan genlerinden  olan
karakterizasyonu ve tanimlanmasi yapilmustir.

enzim g6pd’nin
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Oz: Yapilan calismada, Zn (30 mg/L) ve Cu (10 mg/L)’ nun tek basina ve karisim halinde toksik
etkilerinin Galleria mellonella larvalarinin hemosit tipleri ile total ve diferansiyel hemosit say1lar
iizerine etkileri incelenmistir. G.mellonella larvalarinda prohemosit, graniilosit, plazmatosit,
sfertilosit ve onositoid olmak iizere bes tip hemosit gozlenmistir. 72 saatlik etki siiresinde Zn ve
Cu’ 1 tek basina ve karisim halindeki uygulamalarinda total hemosit sayisinda (THS) azalma
meydana geldigi gozlenmistir. Prohemosit, graniilosit, sferiilosit ve 6nositoid sayilarinda ise
azalma meydana gelmis, plazmatosit sayilarinda ise artis tespit edilmistir. G.mellonella
larvalarinin  hemosit sayilarinda meydana gelen degisimler ¢evre kirliligi diizeylerini
degerlendirmede iyi bir model organizma olarak kullamlabilirligini ve bagka tiirler tizerinde de
yapilacak immiinolojik ¢aligmalara yol gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Bakir, Cinko, Galleria mellonella, hemositler.

Effects of Cu, Zn and its mixtures on Hemocyte Types and Counts of Galleria
mellonella L. Larvae (Lepidoptera: Pyralidae)

*Corresponding author’s:

Pinar OZALP

Cukurova University, Department of Biology,
Adana, TURKEY.

P: pozalp@cu.edu.tr

Mobile telephone : +90 (532) 733 98 62

Abstract: Toxic effects of Zn (30 mg /L) and Cu (10mg / L) applied singly and in mixture were
investigated on the total and differential hemocyte counts of Galleria mellonella larvae.

Five types of hemocytes were observed in G. mellonella larvae; prohemocytes, granulocytes,
plasmatocytes, spherulocytes and eunocytoids. Total hemocyte count (THC) decreased when
larvae exposed to Zn and Cu concentrations singly and in mixture for 72 hours. Prohemocytes,
granulocytes, spherulocytes and eunocytoid numbers were decreased whereas plasmatocyte
numbers were increased. Changes in the hemocyte numbers of G. mellonella larvae have shown
that it can be used as a good model organism in evaluating environmental pollution levels and it
can also lead to immunological studies on other species.

Keywords: Copper, Zinc, Galleria mellonella, Hemocytes.
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GIRiS

Cevre kirliligi dlinyanin bugiine kadar kars1 karsiya
kaldig1 ciddi problemlerden biridir. Agir metaller dogada
diisiik derisimlerde bulunmakla beraber, hizli niifus artig1 ve
buna bagl olarak artan sanayilesme dogada agir metal
derisiminin artmasina neden olmakta ve gevre kirliliginin
onemli etkenlerden biri olarak kabul edilmektedir (Chouhan
vd., 2017; Tungsoy, 2019). Metal kirliliginin baglica kaynagi
olan volkanik patlamalar, madencilik ve sanayi endiistrileri,
fosil yakitlarinin yanmasi, hidroelektrik santralleri ve tarim
sisteminin olusturdugu toksik etkiler, organizmalarda
birikerek canlilar i¢in bir tehlike olusturmaktadir (Pandey
vd., 2016). Cevre kirleticisi olarak bilinen metal ve metal
bilesikler atmosfer, hidrosfer, litosfer ve biyosfer arasinda
hareket eden tim ekosistemlerin dogal bilesenleridir
(Bargagli, 2000; Biisselberg & Florea, 2006).

Agir metaller organizmaya besin, su ve hava
yoluyla alinabilir, fakat asir1 miktarda alinan metaller
organizmada birikerek ekosistemi bozmakta ve c¢ogu
organizmanin yasami tizerinde toksik etkiler meydana
getirmektedir (Gupta, 2013; Suganya vd., 2016). Agir metal
kirliligi sadece hayvanlarda biiylime, lireme, hayatta kalma
ve metabolizma ile degil, ayn1t zamanda dogustan gelen
bagisiklik  sisteminde de
olabilmektedir. Bu nedenle bocekler gibi omurgasiz
hayvanlar, agir metal toksisitesini incelemek ve c¢evre
kirliligi diizeylerini degerlendirmek igin iyi bir model
organizma olarak kabul edilmekte (Wu & Yi, 2015), ¢evre
kontaminasyonunda da yararli biyoindikatorler olarak
kullanilmaktadir (Borowska & Pyza, 2011).

Edinilmis bir bagisiklik sisteminden yoksun olan
bocekler, enfeksiyon ajanlara karsi hizli ve etkili yanitlar
saglayarak dogustan gelen bagisiklik sistemlerine sahiptir.
Bu bagisiklik sistemleri humoral ve hiicresel yanitlar olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir (Rosales, 2011). Humoral
savunma yanit antimikrobiyal peptidler (AMPs), hemolenf
melanizasyonu ve pihtilagmasi, reaktif oksijen ve nitrojen
ara Urlinlerin tretimini igermektedir (Nappi & Ottaviani,
2000; Cerenius & Soderhall, 2004; Kanost vd., 2004;
Mastore vd., 2015; Shen vd., 2016).
yanitt cesitli hemosit tiirleri ile aracilik ettigi fagositoz,
nodiilasyon ve enkapsiilasyonla ilgilidir (Lavine & Strand,
2002; Negri vd., 2014; Wu vd., 2016). Lepidoptera takimi
ile yapilan c¢aligmalarda hemositler prohemositler,
plazmatositler, graniilositler, sferiilositler ve 6nositoidlerden
olugmaktadir (Ribeiro & Brehelin, 2006; Strand, 2008; Wu
vd., 2016).

Prohemaositler, hemosit tiplerinden bir veya daha
fazlasma farklilagabilen kok hiicreler olarak bilinmektedir
(Lavine & Strand, 2002). Plazmatositler, yabanci yiizeylere
yapisabilme Ozelligine sahiptir ve yara iyilesmesi, nodiil
olusumu, fagositoz kapsiilleme gibi  bagisiklik
yanitlarinda 6nemli bir rol oynarlar (Chapman, 1998, Lavine

zararli  etkilere neden

Hiicresel savunma

Ve
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& Strand, 2002; Levin, 2007). Graniilositler, membrana
bagli graniiller tarafindan morfolojik olarak ayirt edilirler ve
yabanci ylizeylere yapisma ve yayilma ozelligi ile fagosit
olarak da islev gormektedir (Strand vd., 20006).
Sferiilositlerin en belirleyici 6zelligi sitoplazmik boslukta
membrana bagimli sferiil (kiiresel) sekillerinin olmasidir
(Levin, 2007). Onositoidler, fenoloksidaz (PO) enziminin
ana bilesenlerini iceren yapiskan olmayan hiicrelerdir
(Lavine & Strand, 2002; Vogelweith vd., 2016 ).

Calismada kullamilan Galleria mellonella L.
(Biiylik balmumu giivesi) Pyralidae familyasi, Lepidoptera
hava
sicakligina uygun bdlgelerde yasayan, hizli bir lireme

takimma ait holometabol bir bocektir. Bu tiir,

dongiisiine sahip ve aricilik sektoriinii de ekonomik
sikintilara neden olan zararli bir tiir olarak bilinmektedir.

Farkli tlir organizmalarda agir metallerin ve
karigimlarinin  organizmaya alindiginda kan hiicreleri
tizerine toksik etkileri ile ilgili caligmalar kisitl sayidadir.
Sunulan ¢alismada, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn)’ nun tek basina
ve Kkarisim halinde farkli derisimlerinin G.mellonella
larvalarmin hemosit tipleri ve sayilar1 lizerine olan etkileri
aragtirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Larvalarin elde edilmesi: G. mellonella, 28 = 2°C
sicaklik ve %7045 bagil neme sahip laboratuvar kosullarinda
Bronksil (1961) tarafindan belirlenen yar1 sentetik besin
kiltiiriinde yetistirilen larvalardan elde edilmistir. Stok
kiltiiriin devamlilig1 besin kavanozu igerisine konulan ergin
boceklerin giftleserek besin iizerine yumurta birakmalari ile
saglanmistir. Deneylerde bu yumurtalardan ¢ikan larvalar
kullanilmustir.

Agir Metal Derigimlerimin  Hazirlanmasi ve
Larvalara Uygulanmasi: Cu (10 mg/L), Zn (30 mg/L) ve
Cu+Zn (10 mg/L+ 30 mg/L) karisimi ile hazirlanan metal
derisimleri, deneyde kullanilan peteklere daldirma metodu
ile uygulanmigtir. Hazirlanan her bir besin grubuna besinci
evredeki larvalardan 20 adet eklenmis, kontrol ve uygulama
gruplar1 72 saatlik deney siiresi tamamlanana kadar giin asir1
kontrol edilmistir. Cu, Zn ve Cu+Zn karigimi ile uygulanmis
peteklerle beslenen besinci evre G. mellonella larvalart 72
saat sonunda besin ortamindan alinmstir.

G. mellonella Larvalarimin Hemosit Tiplerinin
Belirlenmesi: Hemolenf elde edebilmek igin uygulamadan
72 saat sonra besin ortamindan alinan larvalar -20°C’de 3
dakika bekletilerek hareketlerinin yavaslamasi saglanmustir.
Larvalar %95’lik etanol ile silindikten sonra, birinci arka
bacak iistiinden ince uglu diseksiyon ignesi ile delinip
mikrokapiler tiip (SIGMA) yardimiyla 5 pl hemolenf elde
edilmistir. Hemolenf melanizasyona izin vermeden hizli bir
sekilde daha once alkolle temizlenmis lamlar {izerine
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almarak  yayilmis oda sicakliginda kurumaya
brrakilmigtir. Lamlarin  kurumasmi takiben hemositlerin
fiksasyonu i¢in lamlar 5 dakika siire ile metanol: asetik asit
(3:1) ¢ozeltisi i¢inde bekletildi ve ¢ozelti iizerlerinden
akitilarak kurumaya birakildi. Hemositlerin boyanabilmesi
icin taze olarak hazirlanan Giemsa boya ¢ozeltisi
kullanilmistir. Boyama ¢dzeltisinin hazirlanabilmesi i¢in, 3
ml giemsa boya solisyonu (MERCK Giemsa’s Azure
Eosine Methylene Blue Solution), igerisinde 57 ml PBS (pH
7.4) bulunan lam boyama kaplarina yavas¢a damlatilarak
karigtirtlmis ve 10 dakika bekletilmistir. Tespit isleminden
sonra kurutulan lamlar giemsa boya ¢ozeltisi i¢ine alinarak
15 dakika siiresince boyanmalari saglanmistir. Boyanma
stiresi sonunda lamlar saf su ile yikandi, en son PBS (Fosfat
buffer saline, Sigma) ’den gegirilmistir. Kuruma igleminden
sonra ksilolden gegirilerek tekrar kurumaya birakilmistir.
Daha sonra, entellan ile kapatilarak Leica DM750 marka
mikroskopta hemosit tipleri belirlenerek sayim islemi
yapilmistir. Total hemosit sayisinin belirlenmesinde ise,
hemolenf drneginden 4 pl alinarak, buz iizerinde bekletilen
ve igerisinde 36 ul antikoagulant (0,098 M NaOH, 0,186 M
NaCl, 0,017 M Na;EDTA ve 0,041 M Sitrik asit, pH = 4,5)
bulunan ependorf tiiplerine aktarilmistir. 1:10 oraninda
seyreltme yapilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak
Neubauer hemositometresine yiliklenmistir. Hemositler,
Leica DM750 marka mikroskopta sayilarak, bir mililitre

Ve

hemolenfteki hemosit sayist belirlenmistir. ~ Sayilan
hemositler, Jones  (1962) methodu  kullanilarak
hesaplanmuistir.

Verilerin Analizi: Verilerin istatistiksel analizi
SPSS 21.0 bilgisayar programinda SNK (Student Newman
Keul’s) testi kullanilarak yapilmistir. Ortalamalar arasi fark
0.05 olasilik seviyesinde F degerinden biiyiik oldugu zaman
onemli kabul edilmistir (p<0.05).

BULGULAR

Hemosit tiplerinin belirlenmesi: G. mellonella
larvalarinda prohemosit, graniilosit, plazmatosit, sfertilosit
ve Onositoid olmak iizere bes tip hemosit gézlenmistir (Sekil
1).

Total Hemosit Sayisi: Total hemosit sayisi, Cu ve
Cut+Zn karigimli uygulama gruplart ile Zn ve CutZn
karigimli uygulama gruplarinda kontrole oranla bir azalma
gbstermis ve bu azalma istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p<0.05) (Tablo 1).

Diferansiyel Hemosit Sayisi: Plazmatosit sayisi,
Cu ve Cu+Zn karigimli uygulama gruplart ile Zn ve Cu+Zn
karigimli uygulama gruplarinda kontrole oranla bir artig
meydana gelmis ve bu artig istatistiki agidan 6nemli kabul
edilmistir (p<0.05). 72 saatlik uygulama sonrasi larvalarin
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hemolenfinde en fazla bulunan hemosit tipinin plazmatosit
oldugu tespit edilmistir (Tablo 2).

Prohemosit sayisi, Cu ve Cu+Zn karigimli besin gruplarinda
kontrol grubuna oranla 6nemli bir azalma gézlenmistir. Zn
igeren besin grubu, Cu+Zn karigimli gruba oranla 6nemli bir
artis gostermis fakat istatistiki ac¢idan Onemli kabul
edilmemistir. Grantilosit sayis;, Cu ve Cut Zn karigimli
uygulama gruplart ile Zn ve Cu + Zn karisimli uygulama
gruplarinda kontrole oranla 6nemli bir azalma gostermis ve
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p< 0.05) (Tablo
2). Sferiilosit sayisi, Cu ve Cut Zn karigimli uygulama
gruplart ile Zn ve Cu + Zn karisimli uygulama gruplarinda
kontrole oranla bir azalma gostermis ve 6nemli bulunmustur
(p<0.05) (Tablo 2). Onositoid sayis;, Zn ve karisim
uygulama grubu (CutZn) ile Cu ve karisim uygulama
gruplart (CutZn) kendi aralarinda karsilastirildiginda
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamustir. Yapilan calismada
larvalarin hemolenfinde en az bulunan hemosit tipinin
onositoid oldugu gozlenmistir.

-9

dx. o

Sekil 1. G. mellonella larvalarindaki hemosit tipleri; a. Prohemosit,
b. Graniilosit, c.Sferiilosit, d. Onositoid, e. Plazmatosit (Olgii Bart:
10 pm; X100).

Figiire 1. Hemocyte types in G. mellonella larvae; a. Prohemocyte,
b. Granulocyte, c.Spherulocyte, d. Eunocytoid, e. Plasmatocyte
(Size Bar: 10 um; X100).

Tablo 1. G. mellonella larvalarinin hemolenfinde Cu, Zn ve
karisimlarinin  total hemosit sayist iizerine etkileri (Ortalama
+Standart Hata).

Table 1. Effects of Cu, Zn and mixtures on total hemocyte count in
hemolymph of G. mellonella larvae (Mean + Standard Error).

Total Hemosit Sayisi
Agir metal (mg/L)
(Ort + SH)*
Kontrol 176.6 +44.09 a
Cu(10 mg/L) 160.0 £57.73 b

Zn (30 mg/L)
Cu +Zn (10:30 mg/L)

725.0+ 1443 ¢
120.0 £28.86 d

*SNK; Kiigiik harfler agir metaller arasi farki gostermek i¢in kullanilmustir. Farkl
harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark bulunmaktadir (p<0.05).

SNK; Lowercase letters are used to show the difference between heavy metals. There
is a statistical difference between the data shown in different letters (p<0.05).
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Tablo 2. G. mellonella larvalarinin hemolenfinde Cu, Zn ve karigimlarinin Plazmatosit, prohemosit, graniilosit, sfertilosit ve onositoid

sayilar1 tizerine etkileri (Ortalama +Standart Hata).

Table 2. Effects of Cu, Zn and its mixtures on plasmatocyte, prohemocyte, granulocyte, spherulocyte and eunocytoid counts in hemolymph

of G. mellonella larvae (Mean + Standard Error).

Onositoid Sayisi

Agir metal (mg/L) Plazmatosit Sayisi Prohemosit Sayis1 Graniilosit Sayis1 Sferiilosit Sayis1

(Ort = SH)* (Ort = SH)* (Ort = SH)* (Ort + SH)* (Ort + SH)*
Kontrol 5653+ 13.531a 270.00+3.05 a 128.0 £10.016 a 31.33£5.206 a 19.0+0.577a
Cu (10 mg/L) 914.6+4.409 b 79.00+4.16 b 11.0£0.577 b 11.33+0.881b 1.6+£0.333 b
Zn (30 mg/L) 842.3 +29.868 ¢ 116.66 £23.49 b 37.0+0.577 ¢ 17.00£0.577b 1.3+0.333 b
Cu +Zn (1:3) 895.6 £0.666 bc 7833+1.76 b 12 341333 b 10.33+£0.333b 3.0£0.577 b

*SNK; Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistiki fark bulunmaktadir (p<0.05).

* SNK; There is a statistical difference between the data shown in different letters (P<0.05).

TARTISMA

Cevre kirliligine sebep olan metal ve metalik
bilesikler, genel olarak ekosistemlerin dogal bir
bilesenidir. Bu metaller organizmaya su, hava ve besin
yoluyla alinmaktadir. Ancak fazla miktarda alinan metal
bilesikler, organizmada birikerek bir tehlike olusturdugu
icin ekosistemi bozmakta ve bazi organizmalarin hayati
iizerinde toksik etkilere neden olmaktadir.

Bocek hemositlerinin siniflandirilmasi igin farkl
hiicre tipleri ve bunlarin ¢esitli gorevlerinin oldugu
bilinmektedir. Lepidoptera’larda genelde yaygin bes tip
hemosit prohemositler, graniilositler, plazmatositler,
sferiilositler ve Onositoidler tanimlanmistir (Ling vd.,
2005; Strand, 2008; Tan vd., 2013). Prohemositler diger
hemosit tiirlerinin 6nciisiidiir ve hemolenfte az miktarda
bulunurlar (Lanot vd., 2001). Graniilositler hemolenfte bol
miktarda bulunurlar; yabanci cisimlerin yiizeyine giiclii bir
sekilde yapisirlar, fagositoz ve enkapsiilasyon gibi de islev
gortirler. Plazmatositlerin sekli polimorfiktir; yabanci
yiizeylere asimetrik  yayilirlar ve enkapsiilasyon
reaksiyonu sirasinda kapsiil olusumuna katilirlar (Strand,
2008). Sferiilositler yapiskan olmayan hemositlerdir ve
bunlarin roli hala bilinmemektedir, ancak kutikiiler
bilesenlerin tasinmasinda yer aldiklari one silirtilmistiir.
Onositoidler fenoloksidaz (PO) kademesinin ana
bilesenlerini iceren yapigkan olmayan hemositlerdir
(Lavine & Strand, 2002; Vogelweith vd., 2016).
Boceklerde, hemositleri tanimlayabilmek ve
siniflandirabilmek  i¢in  morfolojik, fonksiyonel ve
histokimyasal &zelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir
(Brehelin & Zachary, 1986; Lavine & Strand, 2002).
Yapilan galigmada, G.mellonella besinci evre larvalarin
hemolenfindeki hemositler morfolojik olarak incelenmis
ve plazmatosit, prohemosit, sferiilosit graniilosit ve
Onositoid olmak {izere bes tip hemosit gozlenmistir.
Ashhurst ve Richards, (1964) yaptiklari caligmada G.
mellonella (Lepidoptera) larvalarinin hemolenfinde bes tip
hemosit bulundugunu ve sunulan caligmadan farkli bir
hemosit tipi olan adipohemosit oldugunu bildirmislerdir.
Benzer bir calisgmada  Culex  quinquefasciatu
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(Diptera:Culicidae) larvalarinda alt1 tip  hemosit
bulundugunu ve bu hemositlerin prohemosit, plazmatosit,
sferiilosit, graniilosit, 6nositoid ve adipohemosit oldugunu
bildirmislerdir (Brayner vd., 2005).

G. mellonella larvalarinda hemositlerin yapisal
ozellikleri ile ilgili yapilan bagka bir c¢aligmada
plazmatosit, graniiler hiicreler, sferiilositler ve énositoid
olmak {izere dort tip kan hiicresi oldugu gosterilmistir (Wu
vd., 2016). Strand ve Pech, (1995) Lepidoptera ordosuna
ait bir tiiriin hemositlerini morfolojik olarak incelediginde
prohemosit, graniilosit, plazmatosit, 6nositoid ve sferiilosit
oldugunu bildirmislerdir. Bocek tiirlerine bagl olarak
hemosit tiplerinin farklilik gosterdigi  bilinmektedir
(Gupta, 1979; Bang vd., 2014;2015).

Yapilan ¢alismada, Cu ve Zn’ nun tek basina ve
karigimlarinin total hemosit sayisinda azalma meydana
getirdigi  tespit  edilmistir.  Cevresel kosullardaki
degisikliklerden etkilenen total hemosit sayis1 patojenler,
parazitler ve ksenobiyotikler (insektisit, agir metal) gibi
stres  faktorlerinden de  etkilenerek  degisiklik
gostermektedirler (Bergin vd., 2003; Wu & Yi, 2015).
Helicoverpa armigera (Lepidoptera:Noctuidae)
larvalarmin besinine farkli derisimlerde Cd ve Cu ilave
edildiginde, diisik Cd derisiminde total hemosit sayisi
azalirken, yiiksek Cd ve Cu derisimlerinde artmustir.
Ortamdaki stres faktorleri altinda total hemosit sayisindaki
azalma nedeniyle kan hiicrelerinin dolagimdan dokulara
geemis olabilecegi diisiiniilmektedir (Sendi vd., 2018).

G.mellonella larvalarinin diferansiyel hemosit
sayilart incelendiginde; plazmatosit sayist Cu, Zn ve
CutZn karigim uygulamasi yapilan gruplarda kontrol
gruba goére bir artis gostermistir. Bu artigin  sebebi,
plazmatositlerin hemosdl duvarina metalleri yapistirma
ozelligi ile biriktirdigini ve bu kan hiicresinin metallere
kars1 direncli bir etki gostermesiyle iligkili olabilecegi
diistiniilmektedir ~ (Sendi  vd.,  2018). Ayrica
plazmatositlerin amitoz ve mitoz bdliinme 6zelliginin
olmas1 nedeni ile diger hemositlere gore hemolenfte
sayilariin ¢ok miktarda bulunabilecegi diigiiniilmektedir.
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Metal uygulamasi yapilan gruplardaki prohemosit
sayisinda azalma meydana geldigi gozlenmistir. H.
armigera (Lepidoptera: Noctuidae) larvalarinda yapilan bir
calismada, 12.5 mg/kg Cd ve Cu derisimlerinde
prohemosit azaldigini, Cd derisimlerinin
graniilosit sayisinda artig oldugunu bildirmiglerdir (Sendi
vd., 2018). Prohemositlerin metal stresine karsi bir tepki
gosterdigi ve bu hiicrelerin dolagimda bagka hiicrelere
doniisebilmesinden  dolay1r  bir meydana
gelebilecegi diigiiniilmektedir (Levin, 2007). Graniilosit
sayisi, denenen tiim uygulama gruplarinda 6nemli 6lciide
azalma gostermistir. Graniilositlerin fagositozdan sorumlu
olmasi ile igeri alinan yabanci maddeleri hidrolitik
enzimler tarafindan sindirebileceginden dolayr bu kan
hiicresinin azaldig1 diisiiniilmektedir. Sferiilosit sayisi; Cu,
Zn ve CutZn karisim uygulamasi yapilan gruplarda
azalma oldugu gozlenmistir. Onositoid sayisi ise, denenen
tim uygulama gruplari azalma meydana geldigi tespit
edilmistir. Onositoidler, bdceklerde fenoloksidaz (PO) ve
tirozin enzimi iceren yapiskan olmayan hiicrelerdir
(McFarlane, 1974; Bagatto & Shorthouse 1996; Hackman,
1974; Tarek vd., 2010; Sendi vd., 2014). Cu, dogal
bagisiklik sisteminde 6nemli bir rol oynayan fenoloksidaz
enzimi melanizasyona neden oldugundan onositoid ve
sfertilosit sayilarmin azalmasiyla iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir (Wu & Yi, 2015). Borowska ve Pyza,
(2011) Musca domestica (Diptera: Muscidae) larvalari
iizerinde yapilan calismada, larvalar her bir metalin diisiik
ve yiiksek yari- subletal dozlarma (Cu 5 ve 1000 mg/kg,
Zn 100 ve 2000 mg/kg, Cd 3 ve 50 mg/ kg, Pb 20 ve 10,000
mg/ kg) maruz birakilmislardir. Kok hiicre olarak bilinen
prohemositlerin sayis1 artarken, fagositozdan sorumlu
graniilositlerin sayisinin azaldigini bildirmiglerdir. Yapilan
baska bir caligmada Schistocerca gregaria (Orthoptera:
Acrididae) tizerine bir insektisit tiirii olan Nomoltun farkli
derisimlerinin (50, 100 ve 500 ppm) uygulanmasi
hemolenfteki prohemosit, Onositoid,
plazmatosit ve graniilosit sayilarinda bir artis oldugunu
fakat sferiilosit sayisinda azalma meydana geldigini tespit
edilmistir. Sferiilositler nomolt i¢in en duyarli hiicreler
iken, Onositoidler en az etkilenen hiicre olduklarmi
gostermistir ve sonug olarak total hemosit sayisinin
azaldigini bildirmistir (Teleb, 2011). Wu ve Yi, (2015) G.
mellonella larvalarma diisiik dozlardaki Cr ve Pb agir
metallerinin uygulanmasi sonucunda, total hemosit sayisi,

say1simnin

azalma

sonucunda

fagositik  aktivite ve enkapsiilasyonunun arttigini
bildirmislerdir.
Yapilan c¢aligmada, metal uygulanan G.

mellonella larvalarinin hemolenfinde bulunan prohemosit
sayisinin azalmasimin immiin savunma sistemine bir tepki
gosterdigini ve prohemositlerin diger hemosit tiplerine
farklilasabilen bir kok hiicre olmasi nedeniyle graniilosit,
sferiilosit ve Onositoid sayilarmin azalmasiyla iliskili
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Metallerin tek basma ve
karigim olarak uygulanmasi sonucunda, G. mellonella’ nin
bagigiklik  savunma  sistemi  iizerine  etkilerinin
belirlenmesinde elde edilen bulgular sunulan diger
calismalarla paralellik gostermektedir (Borowska & Pyza,
2011; Teleb, 2011; Sendi vd., 2018). Agir metaller, dogada
tek baslarma bulunmayip diger metallerle birlikte
bulundugu ve metallerin organizmalarda birikim diizeyleri
ile toksik etkilerinin ortamdaki diger metallere bagli olarak
degisim gostermektedir. Bu nedenle, yapilan ¢alismada Cu
ve Zn metallerinin tek basina ve karisim halinde
uygulanmasinin - model organizma G. mellonella
larvalarinin ~ bagisiklik  sistemi  iizerine etkilerinin
belirlenmesi diger tiirler ile yapilacak immiinolojik
caligmalara 151k tutacaktir.
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GIRIS

Ossa membri pelvini’de yer alan ossa cruris, gosterir (Getty, 1975; Nickel vd., 1981; Boos & Bartels
medial’de bulunan tibia ile lateral’de bulunan fibula 2002; Boos vd., 2005). Fibula biiyiik ruminantia’da
tarafindan olusur (Getty, 1975; Nickel vd., 1981; Dursun, tibia’nin proximal kisminin lateral’inde rudimenter halde
2008; Dyce vd., 2010; Konig & Liebich, 2014). Tibia’nin bulunurken, equidae’de tibia’min ortalarina  kadar
proximal’indeki condylus lateralis’e yerlesen fibula caput uzanmakta (Dursun, 2008; Crisan vd., 2009; Dyce vd.,
fibulae, collum fibulae, corpus fibulae ve distal kisimda yer 2010), carnivor ve sus’ta ise tibia ile aymi hizada
alan malleolus lateralis’ten olusmaktadir (Konig & sonlanmaktadir (Getty, 1975; Nickel vd., 1981; Dursun,
Liebich, 2014). Fibula’nin rediiksiyon derecesi tiirler 2008). Fibula ruminantia’da fotal dénemde tam olarak
arasinda hatta bireyler arasinda da nemli dlgiide degislik cartilaginous  (kikirdaksal)  sekillenmekte, ilerleyen
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zamanda tibia’nin proximal’indeki kisa uzanti (caput
fibulae) ile distal kisimda var olan os malleolare ile
birlesen ligamentum fibulare olarak adlandirilan fibroz
kordona doniismektedir. Baz1 durumlarda lig. fibulare’nin
proximal kismi parsiyel kemiklesme gdstermektedir
(Getty, 1975).

Tibia’'nin  distal bolimiinde ruminantia’da
fibula’dan bagimsiz bir kemik olan os malleolare
sekillenirken (Nickel vd., 1981; Crisan vd., 2009), equidae,
carnivor ve sus’ta tibia’min distal ucunda malleolus
lateralis denilen bir ¢ikint1 sekillenir. Bu ¢ikint1 equidae’de
tibia’ya ait iken, carnivor ve sus’ta fibula tarafindan
olusturulmaktadir (Getty, 1975; Dursun, 2008; Karan,
2012; Konig & Liebich, 2014; Bahadir & Yildiz, 2015).
Tibia ve fibula arasinda proximal’de yer alan yari oynar
(amphiarthorosis) bir eklem olan, articulatio tibiofibularis
proximalis carnivor, sus ve equidac’da bulunur. Biiyiik
ruminantia’da ise tibia ve fibula arasinda tam bir
kemiklesme mevcuttur. Tibia ile fibula’nin distal’inde yer
alan yar1 oynar eklem articulatio tibiofibularis distalis car
ve sus’ta mevcuttur. Bu eklem ruminantia’da tibia ile os
malleolare arasinda sekillenmistir (Nickel vd., 1981).

Tirler hatta bireyler arasinda birgok kemik
yapisinda farkliliklar goriilebilmektedir. Koyun (Boos vd.,
2005) ve kegide (Boos & Bartels, 2002) fibula’da,
domuzda ossa membri pelvini’de (Karan, 2012), atta
cervical vertebrae’de (Onuk vd., 2010), baz1 koyun
(Yalgin & Lok, 2009) ve kopek (Ilgiin & Ozkan, 2015)
irklar ile karaca (Onuk vd., 2013) cranium’unda, ayrica
bazi koyun rklar1 (Tagbas, 1983; Tagbas, 1984) ile tavsan
extremite kemiklerinde (Pazvant & Kahvecioglu, 2009),
sigirlarda 6n ve arka parmak kemiklerinde (Gilindemir vd.,
2020) ve tek tirnaklilarin (Giltekin, 1956) iskelet
kemiklerinde anatomik farkliliklar ¢aligilmistir. Anatomi
dersinde kullanilmak t{izere mezbahane ve kasaplardan
temin edilen biiylk ruminantia’ya ait ossa cruris
kemiklerinin birkaginda fibula’da farklilik géze ¢arpmustir.
Yapilan literatiir taramalarinda biiylik ruminantia
fibula’sina ait detayli morfometrik  verilere
rastlanilmamustir. Yapilan bu ¢aligma ile biiyiik ruminantia
fibula’sina ait morfometrik verilerin ortaya konmasi
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOT
Bu c¢aligmanin mezbahane Ve

kasaplardan temin edilen biiyiik ruminantia ait ossa cruris
ile laboratuvarimizda var olan ve ders materyali olarak

materyalini

kullanilan toplam 24 adet kemik olusturdu. Kemiklerin
makroanatomik fotograflar1 i¢in Olympos C-5060 marka
dijital ~ fotograf makinesi kullamildi.  Kemiklerin
morfometrik  dlglimleri Mitutoya Dijital Kumpas
(Mitutoyo, Japan) ile yapildi. Isimlendirmede Nomina
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Anatomica Veterinaria (2017)’dan yararlanildi. Histolojik
incelemeler i¢in sodyum sitrat ve formik asitle hazirlanan
dekalsifikasyon soliisyonu (Luna, 1968) uygulanan
materyaller rutin histolojik doku takibi prosediirlerinden
gecirilerek parafine bloklandi. Parafin bloklardan 5 p’luk
kesitler alindi ve Hematoksilen-Eozin ve Crossman
trichrome ile boyanarak histolojik inceleme saglandi.
Histolojik fotograflar Nikon Eclipse E600W 1s1k
mikroskobu altinda Nikon DS Camera Head DS-5M
goriintiileme sistemi ile ¢ekildi.

BULGULAR

Calismada kullanilan 24 adet ossa cruris’te
fibula’nin tibia’nin proksimal’inde lateral kisimda yer
aldig1 ve uzunlugunun degiskenlik gosterdigi belirlendi
(Sekil 1) Yapilan 6lgiimler sonucunda tibia’nin uzunlugu
ortalama 35,68 + 2,89 cm, eni 4,82 + 0,60 cm olarak
Olciildii. Calismada kullanilan materyallerin 4 tanesinde
fibula’nin boyu tibia’nin ortalarina kadar uzanmaktaydi ve
ortalama uzunlugu 9,77 + 4,94 cm idi. Bu materyallerde
fibula’nin distal kesimi tibia’nin lateral’inde serbest
bulunmaktayd: (Sekil 1A). Bes materyalde ise fibula
tibia’nin proximal’inde kemiksel bir ¢ikinti halinde
gozlendi ve ortalama uzunlugu 3,48 + 0,59 cm olarak
belirlendi (Sekil 1B). On materyalde, fibulamin sadece
caput kisminin olustugu goriildii ve ortalama 1,22 + 0,53
cm olarak 6l¢ildi (Sekil 1C). Kalan bes materyalde ise
fibula, goz ardi edilebilecek kadar kiiciiktii ve tibia ile
kaynagmuis olarak sekillenmisti (Sekil 1D).

Sekil 1. Farkli uzunluklardaki (A,B,C,D) fibula’nin goriiniimii.
a: tibia, b: fibula .

Figure 1. View of fibula of different lengths (A,B,C,D).

a: tibia, b: fibula.
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Tibia’nin distal’inde fibula’dan bagimsiz olan os
malleolare adi1 verilen kemik mevcuttu. Bu kemigin eni
2,39 £ 0,37 cm, uzunlugu 2,15 + 0,35 cm olarak o6l¢iildii
(Sekil 2). Histolojik boyama sonucunda tibia’nin condylus
lateralis’i ile fibula arasinda eklem sekillenmedigi ve iki
kemik arasinda syndesmosis tarzinda birlesme oldugu
belirlendi (Sekil 3). Fibula kemik yapidan olusmaktaydi
(Sekil 4).

Sekil 2. Tibia ve fibula’nin gériiniimi.

a: tibia, b:fibula, c: os malleolare

Figure 2.The view of the tibia and fibula.
a: tibia, b:fibula, c: os malleolare.

(/‘ \ ~
\ v 4

Sekil 3. Tibia ile fibula arasindaki syndesmosis birlesmenin
gorinimil.

Ok: kemik doku, *: bag doku, X10 (H&E).

Figure 3. The view of syndesmosis junction between the tibia and
fibula.

Arrow: bone tissue, *:connective tissue, X10 (H&E).
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Ok: kemik doku X4 (Crossman Trichrome).
Figure 4. The view of the bone structure of the fibula.
Arrow: bone tissue, X4 (Crossman Trichrome).

SONUC VE TARTISMA

Ossa membri pelvini’yi olusturan kemiklerden
biri olan ossa cruris, medial’de bulunan tibia ile lateral’de
bulunan fibula’dan olusmaktadir (Getty, 1975; Nickel vd.,
1981; Dursun, 2008; Dyce vd., 2010; Konig & Liebich,
2014). Fibula’nin tibia’nin proximal’inde condylus
lateralis’e yerlestigi bildirilmektedir (Getty, 1975; Nickel
vd., 1981; Dursun, 2008). Calismamizi
fibula’nin lokalizasyonu bildirilenle uyumludur.

Fibula’nin corpus’unun gelisim siirecinde tiirlere
gore degigsen oranda reduksiyona ugradig: bildirilmistir.
Equide’de corpus fibula'min tibia'nin 1/3'line kadar
uzandigy, distal kisminin ise redukte oldugu, car ve sus’ta
distal’e kadar uzadigi ve distal’de malleus lateralis’i
olusturdugu, ruminantia’da ise fibula'nin corpus’unun
tamamen rediiksiyona ugradigindan bahsedilmektedir
(Nickel vd., 1981; Karan, 2012; Konig & Liebich, 2014).
Kecide fibula'nin tibia'nin ortalarina kadar uzandigi (Boos
& Bartels, 2002), koyunda ise fibula’nin proximal ve distal
tip olmak iizere iki ¢esitten olustugu bildirilmektedir (Boos
vd., 2005). Koyunda bahsedilen proximal tipteki
fibula’nin, ke¢i ve equidae’ye benzer olarak tibia’nin
ortalarmma kadar uzandigi, distal tipteki fibula’nin ise
tibia'nin distal’inden baslayarak ayni kemigin orta 1/3 lik
kismina kadar ulastigi bildirilmistir (Boos vd., 2005).
Getty, (1975) ise fibula’nin ruminantia’da erken dénemde
ligament seklinde erigkin hayvanlarda ise kemikleserek
rediiksiyona  ugradigim1  ifade  etmistir.  Yapilan
calismamizda Getty, (1975)’e benzer sekilde rediiksiyona
ugrayan fibula’nin uzunluklarinda farkliliklar
gozlenmisgtir. DOrt materyalde fibula’min  tibia’nin
ortalarma kadar uzanmasi equidae, koyun ve kecide
bahsedilenler ile benzerlik gostermektedir. Fibula ve tibia
arasindaki proksimal baglant1 carnivor, sus ve equidae’de

olusturan
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eklemsel, koyun ve kecide ise synostosis seklinde
bildirilmistir. Yapilan ¢alismada ise iki kemik arasindaki
baglantinin syndesmosis tarzda oldugu saptandi. Ayrica
ruminantia’da (Nickel vd., 1981; Bahadir & Yildiz, 2015)
ossa cruris’in distal kesiminde fibula’dan bagimsiz olarak
bulunan os malleolare’den bahsedilmigtir. Bu durum
¢aligmamizla uyumludur.

Sonug olarak, yapilan bu ¢caligmada ruminantia’da

fibula’nin ~ farkli  uzunluklarda olabilecegi ortaya
konmustur. Bu farkliliklar ~ 6zellikle ossa  cruris
travmalarinda  ve  bu  kemiklerin  radyografik
goriintiilemelerinde dikkate almmalidir. Elde edilen
verilerin  anatomi literatiirine  katki  saglayacagi
diisiiniilmektedir.
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Determination of Some Heavy metals in Waste Water Samples with Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS)

Abstract: In this study, Cd, As, Pb, Ni and Cr metals in waste water content of different car
wash centers in Giresun province were determined by inductively coupled plasma mass
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studied.
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GIRIS

Son yillarda teknoloji ve sanayinin hizla terimdir (Duffus, 2002). Civa, kadmiyum, arsenik, krom,
gelismesine bagl olarak artan ¢evre kirliligi, insan sagligini demir, kursun, ¢inko, glimiis ve bakir agir metallere 6rnek
olumsuz yonde etkileyen en 6nemli sorunlardan biri olarak olarak gosterilebilir (Duruibe vd., 2007). Klor bazli organik
giincelligini korumaktadir. Cevre kirliliginin ana nedenleri kirleticilerin aksine, agir metaller yer kabugunda dogal
arasinda agir metal kirliligi gelmektedir. Agir metal, olarak bulunan elementlerdir. Insani faliyetler sonucu
nispeten yiiksek bir yogunluga (5 g/cm®den bilyiik) sahip dogada biriken cogu agir metal miktari, dogal kokenli
olan ve disiik konsantrasyonlarda dahi toksik etki kaynaklardan salinan agir metal miktarlaria oranla ¢ok daha
gosterebilen metal veya metaloid grubu i¢in kullanilan bir fazladir. Agir metaller farkli kimyasal ve fiziksel
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Ozelliklerinden dolayi, endiistriyel uygulamalarda yaygin
olarak kullanilirlar. Metalurji, yakma prosesleri (komiir ve
petrol) ve madencilik en dnemli agir metal kaynaklaridir
(Akieh vd., 2008; Jahromi vd., 2007). Agir metaller
biyobozunur 0&zellige sahip olmayip, insan viicuduna
yiyecekler, igme suyu ve hava yoluyla alinirlar. Bakir ve
cinko gibi baz1 agir metaller diisiik konsantrasyonlarda insan
metabolizmasi icin gerekli olmalarina ragmen, yiiksek
miktarda alindiklarinda zehirlenmelere neden olabilirler
(Vinodh vd., 2011).

Yogun trafik, endiistriyel faliyetler ve kentlesme;
g0, nehir, deniz ve igme sularinin agir metaller tarafindan
kirletilmesine neden olmakta ve bu durum insan sagligi i¢in
o6nemli bir sorun teskil etmektedir (Khajeh vd., 2017). Bu
nedenle gerek dogal su gerekse atik su numunelerinde agir
metal konsantrasyonlarinin belirlenmesi kirlilik oranin
tespiti agisindan bilyiik 6nem tagimaktadir.

Indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometresi
(ICP-MS); dogal kaynak suyu, igme suyu, deniz suyu ve atik
su numunelerinde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (ug L', ng
L") dahi elementlerin g¢oklu tayinlerine imkan veren
geligsmig bir analitik tekniktir. Bu teknikte ¢ozelti halindeki
numune, tasiyict gaz (argon) ile iyonlastirma iinitesine
(plazma) gonderilir ve bu bolgede yiiksek sicakliklarda
(~10000 Kelvin) iyonlasan elementler, kiitle/yiikk (m/z)
oranina gore bir kiitle spektrometresi (MS) iinitesinde tayin
edilirler (Montaser, 1998). Bir ICP-MS cihazinin temel
bilesenleri Sekil 1°de gdsterilmistir.

e =-

Kusdropal

sinval

plazma

Tagiyicl gaz

Analit
—3 mfz

Sekil 1. ICP-MS ¢aligma prensibi akim semasi.
Figure 1. Schematic illustration of the ICP-MS working princible.

Su 6rneklerinde gecis metallerinin yani sira lantanit
ve aktinit sinifi elementlerinin hassas sekilde tayin
edilebilmesi, buna ek olarak elementlerin izotop miktarinin
olgiilebilmesine olanak saglamasi gibi 6zellikler ICP-MS
tekniginin en Onemli avantajlar1 arasinda yer almaktadir
(Dressler vd., 2007; Maxwell III & Jones, 2009).

Bu ¢alismada, Giresun ili sehir merkezinde bulunan
bazi ara¢ yikama merkezlerinde araglarin temizlenmesiyle
cevreye salman atik su 6rneklerindeki Cd, As, Pb, Ni ve Cr
gibi agir metallerin miktarlar1 ICP-MS kullanilarak tayin
edilmistir. Ara¢ yikama merkezlerinde kullanilan suyun
potansiyel olarak atik su kabul edilebilecegi ve bu sulardaki
agir metal konsantrasyonlarinin kirlilik diizeyi hakkinda
bilgi saglayacak olmasi bu caligmanin dikkat ¢eken
ozelligidir.
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MATERYAL VE METOT

Kimyasallar ve kullanilan cihazlar: Olgiim
kaplarmin temizlenmesi ve metal standart ¢ozeltilerinin
hazirlanmasi igin kullanilan ultra saf su Direct-Q 88UV
(18,2 mQ, Milli-Q, Millipore-Merck, Darmstadt, Germany)
cihazindan temin edilmistir. Kalibrasyon c¢ozeltileri igin
gerekli olan Cd, As ve Cr elemetleri High-Purity Standards
(Charleston, SC, USA 10 mgL™); Pb ve Ni elemetlerinin
standart ¢ozeltileri ise Millipore Sigma (Darmstadt,
Germany, 1000 mgL™") firmalarindan temin edilmistir. Atik
su orneklerini toplamak i¢in gerekli numune kaplarini, olasi
bir kirlilikten arindirmak ve su numenelerini asitlendirmek
icin gerekli nitrik asit (HNOj3), Merck (65%, ultrapure
reagent, Darmstadt, Germany) firmasindan temin edilmistir.
Numunelerin siizme islemleri i¢in vakum siizme diizenegi
(Merck, Darmstadt, Germany) kullamilmstir. Olgiim
basamagina hazir hale getirilen atik su numunelerinin agir
metal icerigi ise Agilent 7700 model ICP-MS (Santa Clara,
CA 95051 United States) cihazi ile belirlenmistir.

Atk su orneklerin toplanmasi ve élciim basamagi:
Bu calisma i¢in gerekli atik su numuneleri, Giresun ilinde
yedi farkli oto yikama merkezinden toplanmugstir. Ornek
toplama islemi i¢in dnceden nitrik asitle temizlenmis 500
mL hacminde polietilen numune kaplar1 kullanilmistir. Atik
sular, oto yikama merkezlerinin akar kisimlarindan her bir
istasyon i¢in ii¢ tekrar olacak sekilde (21 adet) toplanmistir.
Atik su 6rneklerinin toplandig1 bolgeler P1, P2, P3, P4, P5,
P6 ve P7 olarak etiketlenip Sekil 2’de gosterilmistir.

Sekil 2. Atik su orneklerinin toplandig: istasyonlar, Giresun,
Tiirkiye.
Figure 2. The stations for collected waste water samples, Giresun,
Turkey.

Tim atik su ornekleri ayni giin iginde Giresun
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarina getirilerek
0,45 um gozenekli seliloz membran filtreler (Agilent
Technology, Germany) kullanilarak ayri ayri siiziilmistiir.
Herhangi bir metal ¢okmesini engellemek amaci ile siiziilen
ornekler, nitrik asit konsantrasyonu 0,1 mol L™ olacak
sekilde asitlendirilmis ve agir metal icerikleri ICP-MS cihazi
ile tayin edilmistir. Atik su numunelerinin tayin akim semasi
Sekil 3°de gosterilmistir.

ICP-MS’in 6l¢iim 6ncesi kalibrasyonu i¢in gerekli
¢oOziiniirlik, kiitle kalibrasyonu ve hassasiyet verilerinin
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optimizasyonu i¢in10 pg L' lityum (L), kobalt (Co) itriyum
(Y), seryum (Ce) ve talyum (TI) igeren tuning ¢ozeltisi
(Agilent, katalog no:5184-3556) kullanilmistir. Cihazda
okside olmus iyon kalibrasyonu CeO*/Ce* (%1,1-1,4) oranm
kullanilarak yapilmigtir. ICP-MS cihazi igin gerekli diger
calisma parametreleri Tablo 1’de gosterilmistir.

@

m %

Sekil 3. Atik su numunelerinin ICP-MS ile tayin semasi.
Figure 3. The determination scheme of waste water samples with
ICP-MS.

Kr

Tablo 1. Agilent 7700 ICP-MS ¢alisma parametreleri
Table 1. The operating parameters of Agilent 7700 ICP-MS.

Parametre Degeri, Birimi

RF gii¢ 1600 Watt (W)

Carpisma gazi Helyum (He), 5,0 mL/min
Plazma gaz akist Argon (Ar), 18,0 L/min

Nebulizatér pompast 0,1 rps
Nebulizator gaz akist 0,98 L/min
Coziinirlik(m/z) 244 amu
Omega lens 9,4V
Omega 6n gerilim 80V
Enerji ayirimi 50V
OctP RF 200 V.
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BULGULAR

Atik su numunelerinde tayini yapilacak olan
elementleri igeren kalibrasyon c¢ozeltileri hazirlanmis ve
veriler Tablo 2°de gosterilmistir. Numune igerisindeki her
bir elementin konsantrasyonu, elde edilen kalibrasyon
verilerine gore hesaplanmis ve sonuglar Tablo 3’de
gosterilmistir.

Tablo 2. Atik su 6rneklerinde tayini yapilan elementlere ait
kalibrasyon dogrusu verileri.

Table 2. The calibration curve data for the determined elements in
waste water samples.

Element Kalibrasyon arah@ Kalibrasyon denklemi Regrasyon Katsayisi
(ng L) ®)

Cd 1-500 y=2791,1x + 8187,5 0,9998

As 1-500 y=12051x +43101 0,9997

Pb 1-500 y =26693x + 127642 0,9999

Ni 1-500 y =108,04x + 4858,4 0,9947

Cr 1-500 y =9061,9x + 30786 0,9998
Olgiimlerin ~ dogrulugu  (validasyon) numune

matriksine ekleme/geri kazanim (tayini yapilmak istenilen
analitin bilinen konsantrasyonunun, numune ortamina ilave
edilerek Olclilmesi) yontemiyle belirlenmistir. Her bir
element icin elde edilen ekleme/geri kazanim degerleri
Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. ICP-MS ile atik su numunelerinde tayin edilen agir metal konsantrasyonlar1 ve ekleme/geri kazanim degerleri
Table 3. Heavy metal concentrations and addition/recovery values determined in waste water samples with ICP-MS.

istasyonlar
Element P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Numunede tayin edilen (ngL-1) TSA TSA TSA TSA TSA TSA TSA
cd Eklenen (pgL-1) 10 10 10 10 10 10 10
Bulunan (pgL-1) 9,1+0,5 9.1+0,5 8,9+0,6 9,4+0,4 9,5+0,6 9,2+0,4 9,5+0,5
% Geri kazanim 91+4 9145 89+4 94+4 95+4 9243 9543
Numunede tayin edilen (ugL-1) 3,8+0,1 8,7+0,2 2,6 5,6+0,3 11,9+0,1 1,0+0,1 15,240,3
As Eklenen (pugL-1) 10 10 10 10 10 10 10
Bulunan (pgL-1) 14+0,5 19+0,5 13+0,4 1540,5 22+0,8 10,9+0,4 24+0,9
% Geri kazanim 102+5 103+5 104+4 9443 101+6 99+4 88+4
Numunede tayin edilen (ugL-1) 13,7+0,2 26,9+0,4 2,8+0,2 15,5+0,4 4,8+0,1 6,7 £0,1 4,8+0,1
Pb Eklenen (ngL-1) 10 10 10 10 10 10 10
Bulunan (pgL-1) 2442 362 13+1 26+1 14 £1 16 £1 14 £1
% Geri kazanim 103+4 9143 96+3 105+4 9243 93+4 92+4
Numunede tayin edilen (ngL-1) 4,7+0,8 31,5¢1,1 2,9+0,1 16,3+0,8 4,6+0,2 16,2+0,7 4,7+0,1
Ni Eklenen (ugL-1) 10 10 10 10 10 10 10
Bulunan (pgL-1) 14+1 4242 12+1 26+1 15+1 27+1 14+1
% Geri kazanim 93+4 105+6 91+4 97+3 104+3 108+3 93+4
Numunede tayin edilen (ugL-1) 1,740,2 9,8+0,4 1,2+0,1 8,2+1,1 3,4+0,2 2,7+0,2 N.D
Cr Eklenen (pgL-1) 10 10 10 10 10 10 10
Bulunan (pgL-1) 12+1 201 11+£1 17+1 13+1 12+1 9+1
% Geri kazanim 10346 102+4 98+5 88+4 96+4 9343 90+3

TSA: Tayin sinirinimn altinda.

Tablo 3’de elde edilen verilerden yola cikarak
arsenik, kursun, nikel ve krom konsantrasyonlarinin,
istasyonlara gore farklilik gosterip gostermedigi tek yonlii
anova testi (IBM SPSS statistics, 12 version, SPSS Inc.,
USA) ile incelenmistir. Analizi yapilan tiim metallerin
normal dagilim gosterdigi (Kolmogorov-Smirnov K-S test)
ve buna bagli olarak da arsenik ve krom
konsantrasyonlarinin istasyonlara gore farklilik gosterdigi
(P<0,05) gozlemlenmistir. Kursun miktarinin P5 ve P7
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istasyonlarinda, nikelin ise P1, PS5 ve P7 istasyonlarinda
farklilik gostermedigi gdzlemlenmistir.

TARTISMA VE ONERILER

Endiistriyel faaliyetler sonucu dogaya salinan agir
metallerin insan ve ¢evre sagligi i¢in ciddi sorunlar
olusturdugu bilinen bir gergektir. Ozellikle endiistri
bolgelerinde ¢evreye salinan agir metal igerikli atik sularin,
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gol ve igme suyu kaynaklarini kirletmesi 6nemli cevre
sorunlarindan biridir. Bu agidan atik sularda agir metal
konsantrasyonlarinin belirlenmesi, i¢me, nehir ve gol
sularinin kirlenme derecesinin tespiti ve gerekli tedbirlerin
almmasi agisindan biiyliik 6nem arz etmektedir. Benzer
sekilde oto yikama merkezlerinde kullanilan sularin
cevreye salindigi bilinmekte ve bu atik sularin muhtemel
olarak bazi agir metalleri de igerebilecegi 06n
goriilmektedir. Bu amagla, Giresun ilinde bulunan farkli
oto yikama merkezlerinden toplanan atik
icerigindeki bazi agir metaller ICP-MS teknigi ile
belirlenmistir.

Kadmiyum, 6zellikle ¢inko-kadmiyum pillerinde
kullanilan, ¢ok diisiikk konsantrasyonlarda dahi insan ve
hayvan dokularinda birikerek toksik ozellik gosteren bir
agir metaldir. Tiitiin tirlinleri potansiyel kadmiyum kaynagi
olarak bilinmektedir (Nazari, 2009). Bu ¢alismada, ICP-
MS ile analizi yapilan atik su numunelerinde kadmiyum
tespit edilememistir. Ara¢ yikama atik su 6rneklerinde bu
metale rastlanilmamasi kadmiyumun kullanim alanlariyla
agiklanabilir.

Arsenik, deri ve ahsap korucuyu (bakir ve krom
arsenat) olarak kullanilan, Amerikan Cevre Koruma
Orgiitii (EPA) tarafindan birinci sinif toksik ve Uluslararasi
Kanser Aragtirmalar1 Ajanst (IARC) tarafindan ise
kanserojen madde sinifinda yer alan agir metaldir (Assis
vd., 2019, Gedik vd., 2019). Atik su analizi yapilan her
istasyonda arsenik metaline rastlanmistir. Arsenik, tarim
alaninda bocek oOldiirlicii ve herbisit olarak kullanilir.

sularin

Ayrica alasim ve madencilik faaliyetlerinde siklikla
kullanilmast nedeniyle atik su numunelerinde bulunma
olasilig1 yiiksek bir metaldir (Giirkan, 2015).

Kursun, kemiklere niifuz edebilen ve kolayca
beyin hiicrelerine tasinip sinir sitemini tahrip etme
Ozelligine sahip toksik bir agir metaldir. Ara¢ yikama
merkezlerinin atik su igeriklerinde kursun tespit edilmesi
bu metalin arag bataryalari, petrol {irlinleri ve boya
sanayisinde kullanilmasiyla aciklanabilir (Mansel vd.,
2019).

Nikel, solunum sistemi rahatsizliklarina yol agan
alerjik ve toksik bir metaldir.
istasyonlarda nikel metaline rastlanmistir. Nikel 6zellikle
elektro kaplama ve akiimiilatorlerde kullanilan bir metaldir
(Karve & Rajgor, 2009), bu agidan oto yikama atik sularina
karigma ihtimali yiiksektir.

Krom, deri tabaklama, 1slya
dayanikli malzemelerde kullanilmasi nedeniyle yiizey
sularina karisabilen toksik metaller arasindadir. Cok diisiik
konsantrasyonlarda Cr (III) insan saglig1 i¢in gerekli iken
Cr (V]) toksik 6zellik gosterir (Almeida vd., 2019). Atik su
analiz sonuglarinda P7 istasyonunda krom metaline
rastlanmazken, diger istasyonlarda diistik
konsantrasyonlarda krom tespit edilmistir. Krom metalinin

Analiz edilen tim

metalurji  ve
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ara¢ yikama atik sularinda gozlemlenmesi 6zellikle bu
metalin galvanik kaplama endiistrisinde kullanilmasi ile
agiklanabilir.

Mevcut ¢evre politikalari, su ekosistemlerindeki
toksik madde seviyelerini azaltmayir ve uygun atik su
aritilmasindan sonra suyun tekrar kullanilmasini tesvik
etmeyi amaglar. Boylece endiistriyel faliyetler sonucu
dogaya salinan metallerin konsantrasyonlarinin tespiti ve
su ile olan etkilesimlerinin azaltilmasi su kaynaklarinin
korunmasi agisindan son derece dnemlidir. Agir metallerin
atik sulardan uzaklastirilmasi i¢in kimyasal ¢okeltme, iyon
degisimi ve membran filtrasyonu gibi klasik yontemler
kullanilmaktadir. Bunun yaninda etkinligi yiiksek farkli
arindirma teknikleri de kullanilabilir. Ornek olarak, atik
sulardan Cr, Ni, Zn, Cu ve Cd metallerinin uzaklastirilmasi
i¢in zeloit (Alvarez-Ayuso vd., 2003); Cd, Co, Pb
metallerinin uzaklastirilmasi igin aktif karbon (Mikuta &
Puzio, 2007) etkin sekilde kullanilmistir. Bunlara ek olarak
attk su numunelerinden Pb, Ni, Cr, V elementlerinin
uzaklastirilmast i¢in dogal kaynakli adsorban olarak
solucan giibresi (Vermicompost) (Urdaneta vd., 2008), ¢ok
diistik konsantrasyonlarda
uzaklastirilmasi igin ise biyomateryal olarak su siimbiilii
bitkisi (Eichhornia crassipes) (Al Rmalli vd., 2005)
kullanilmustir. Yapilan bu ¢alismalar 1s1ginda gerek arag
yikama merkezleri gerekse diger endiistriyel fabrika atik
sularinin ¢evreye salindigi bolgelerde yiiksek adsorblama
ozelligine sahip materyaller filtre olarak kullanilip, agir
metallerin ¢evreye salinimlart Onlenebilir. Bdylece
metallerin geri kazanimlar1 da saglanarak ¢evre ve insan
saglig1 lizerindeki zararli etkileri azaltilabilir.

arsenik metalinin

SONUC

Bu calismada elde edilen verilerden, atik su
orneklerinde krom metali diisiik konsantrasyonlarda tespit
edilmisken (istasyon P7’de Cr tespit edilmemistir)
kadmiyum metaline rastlanmamigtir. Ayrica tiim istasyon
verilerinde arsenik, kursun ve nikel metalleri farkli
konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Agir metal icerigine
sahip atik sularin, icme ve kullanim sularini kirleterek
insan sagligini olumsuz yonde etkileyecegi agiktir. Bu
sonuglardan da yola ¢ikarak analizi yapilan atik sularda
toksik oOzellige sahip metallerin belirlenmesi atik su
yonetiminin ne denli nemli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Abstract: In this study, antioxidant enzyme activities effects of dietary supplementation of garlic
(Allium sativum, Limne) oil macerate, Tunceli garlic (Allium tuncelianum, Kollman) oil macerate
and onion (Allium cepa, Limne) oil macerate on antioxidant activities [catalase (CAT),
glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx) and malondialdehyde (MDA)] in sera
of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss L.) were assessed. For this aim, rainbow trout were fed
with diets containing garlic oil macerate, Tunceli garlic oil macerate, and onion oil macerate at
concentration of 10g kg™ for 21 days. The highest CAT, GR and MDA activities were observed
in onion oil macerate group, and the highest GPx activity was determined in garlic oil macerate
group. GPx levels of three experimental groups were observed higher than control group. This
study reported the effects of oil macerate on sera antioxidant capacities in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). It was found that GPx activity of garlic oil macerate group and CAT,
GR, and MDA activities of onion group in sera were significantly increased.

Keywords: Allium species, dietary supplements, enzyme activity, macerated oils, oxidative
stress biomarkers, rainbow rout.

Sarimsak (Allium sativum, Limne, Tunceli Sarimsagi (Allium tuncelianum, Kollman) ve
Sogan (Allium cepa, Limne) Masere Yaginin, Gokkusag Alabahg: (Oncorhynchus
mykiss L.)’nin Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri

*Sorumlu yazar:

Basar ALTINTERIM

Malatya Turgut Oazl University, Fisheries
Faculty, Malatya, Tiirkiye.

DX: basaraltinterim@gmail.com

Mobile telephone : +90 (506) 511 41 47

Oz: Bu calismada, sarimsak (Allium sativum, Limne) masere yagi, Tunceli sarimsak (Allium
tuncelianum, Kollman) masere yagi ve sogan (Allium cepa, Limne) masere yagimin diyet
takviyesinin, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss L.)’nin serumundaki katalaz (CAT),
glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GPx) ve malondialdehit (MDA) gibi antioksidan
aktiviteleri tizerindeki etkileri aragtirtlmistir. Bu ¢aligmada {i¢ masera yagin gokkusagi alabalig
iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, gokkusagi alabaligi, masere
sarimsak yagi, masere Tunceli sarimsak yag1 ve masere sogan yagi iceren diyetlerle 21 giin 10g
kgl'de beslendi. En yiiksek CAT, GR ve MDA aktiviteleri sogan yag1 maserasyon grubunda
gdzlendi ve en yiiksek GPx aktivitesi sarimsak yag1 maserasyon grubunda saptanmistir. Ug deney
grubunun GPx diizeyleri kontrol grubundan daha yiiksek oldugu gozlendi. Bu ¢aligmada, masere
yaglarin, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nin serum antioksidan kapasitelerindeki
etkileri bildirilmistir. Sarimsak yag1 maserasyon grubunun GPx aktivitesinin ve serumdaki sogan
grubunun CAT, GR ve MDA aktivitelerinin 6nemli 6l¢lide arttig1 bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Allium tiirleri, diyet takviyeleri, enzim aktivitesi, gokkusagi alabaligi
masere vaglar, oksidatif stres biyobelirtecleri.
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INTRODUCTION

Fish antioxidant capacities provide information
about their health status (Sinha et al., 2014). Free radicals are
named as reactive oxygen species (ROS). ROS have a good
indicator of physiological functions (Halliwell & Gutteridge,
2007). The ROS is very significant indicator that determined
the changes of physiological and biochemistry metabolism
in fish in oxidative stress (Dziewulska et al., 2008). Fish
antioxidant systems consist of enzymatic and non-enzymatic
antioxidant defenses (Martinez-Tomé et al., 2001). Catalase
(CAT), glutathione reductase (GR), selenium dependent
glutathione peroxidase (GPx), and malondialdehyde (MDA)
are natural enzymatic antioxidants. Plants are natural sources
of bioactive substances and very useful in aquaculture, and
they have antioxidant components (Lee et al., 2014; Vahedi
et al., 2015).

Garlic (Allium sativum) belongs to Liliaceae family.
Garlic contains many vitamins, allicin, ajoene, S-allyl
cysteine, diallyl disulfide, S-methyl cysteine sulfoxide, and
S-allyl cysteine organosulfur compounds (Dra’gan et al.,
2008). The active component of garlic is allicin (thio-2-
propene-1-sulfinic acid S-allyl ester). After the crushing of
garlic. It showed up by the interaction of alliin (Rabinkov et
al., 1998). Garlic has several benefits, such as antimicrobial
(Kumar & Berwal, 1998) and antioxidants (Metwally, 2009).
Garlic is effective in controlling pathogens, bacteria, and
fungi. It also increases the health of fish (Corzo-Marti'nez et
al., 2007). Garlic was studied in different forms, such as
extracts, aqueous, ethanol, and dried powder (Shin and Kim,
2004). Antioxidant properties of allicin can be attributed to
its ability to neutralize hydroxyl radicals and preventing lipid
peroxidation (Prasad et al., 1995).

Onion (Allium cepa) belongs to the same family
(Liliaceae), which contains fat, sugar, and vitamins A, C, and
B complex and includes magnesium, potassium and copper,
flavonoids, and sulfur compounds (Breu, 1996). Onion is
used as an antibacterial and antioxidant agent (Ramos et al.,
2006). Onion and garlic are rich sources of selenium (Matek
et al., 2000).

In this study, it was aimed to some antioxidant
enzyme activities (CAT, MDA GPx and GR) of rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss L., 1758) by adding 1% of garlic
(Allium sativum, Limne) oil macerate, Tunceli garlic (Allium
tuncelianum, Kollman) oil macerate and onion (Allium cepa,
Limne) oil macerate.

MATERIAL AND METHOD

This study carried out in the fisheries faculty of
Malatya Turgut Ozal University on November 2018-March
2019. Macerated garlic, macerated Tunceli garlic and
macerated onion oil products were prepared of mixtures of
whole garlic cloves and onions ground into vegetable oil was
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stored in sunflower oil (1/10) for 15 days to obtain oil
macerate, and these oils were added to commercial trout feed
at %2 ratio.

In the study, 30 rainbow trout with an average
weight of 56.21 + 2.15 g was used. During the whole study,
fish were fed twice a day for 21 days in the morning and the
evening. Feeding was applied to an average of 2% of the live
weight of fish. The feed conversion rate was determined at
the end of the study.

Blood collection was performed without feeding on
the fish, and the fish were anesthetized with the anesthetic
agent [Benzocaine (ethyl 4-aminobenzoate 99%, Sigma
Aldrich Co, USA) 30 mg/L] before blood collection. Trials
were conducted in accordance with ethical rules (Inonu
University, Faculty of Medicine, Ethics Committee of
Experimental Animals and Protocol No: 2017/A-24). Blood
samples were taken from the tail veins of the stunned fish
and transferred to the tubes. The blood samples in tubes were
waited one day at 4 "C and then centrifuged at 1000 g for 15
min to obtain serum.

The catalase (CAT) activity, the glutathione
peroxidase (GPX) activity, the glutathione reductase (GR)
activity and the malondialdehyde (MDA) activity were
evaluated with CAT, GPx, GR and MDA detection Kits,
according to the manufacturer's instructions using CAT,
GPx, GR and MDA kits (Shanghai YL Biotech Co., Ltd.,
China) by using DR-200Bc Microplate Reader (Shenzhen
Prokan Electronics, China).

Statistical Analysis: Routine statistical methods
and SPSS statistical program were used to evaluate the
obtained data. Evaluation of the captured hematological data
Kruskal Wallis and Mann Whitney U test were performed in
P<0.05 confidence interval.

RESULTS

Determination of enzyme activities: It was
determined that parameters were statistically significant
from the control group (Table 1). CAT values were
statistically significant in onion group (P<0.05) (Figure 1),
GR values were statistically significant in garlic and onion
groups (P<0.05) (Figure 2), MDA values were statistically
significant in all groups (P<0.05) (Figure 3) and GPx
parameters of all groups were not statistically significant
from the control group (P>0.05) (Figure 4).

Lowercase superscripts (a, b, ¢, d) indicate
significant differences (P<0.05) among different oils within
each experimental diet-fed group, whereas superscripts in
uppercase show significant differences (P>0.05) among diet
groups. Each value is the mean + S.E. of four individual
observations. Each value is the mean + S.E. of ten personal
views.
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Table 1. Antioxidant parameters of all groups.
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Antioxidant parameters Control Tunceli Garlic oil macerate Garlic oil macerate Onion oil macerate
CAT 12.25+0,75% 14.5242,05% 8.23+1,08° 17.85+4,33°
GR 15.25+1,12° 13.88+0,55% 8.62+0,14° 15.32+1,52
MDA 11.28+0,222 9.73+0,56 8.57+0,29" 12.14+1,19%
GPx 11.41+0,45 13.26+1,14 15.03+4,61 12.43+1,03

CAT: catalase activity, GPX: glutathione peroxidase activity, GR: glutathione reductase activity, MDA: malondialdehyde.

Serum CAT, GR, and MDA activities of onion oil
macerate were significantly higher in control group. The
serum GPx activity of garlic oil macerate was the highest
in all groups. GPx activity of all groups was higher than
control group. GR and MDA activities in the serum were
also significantly inhibited in both garlic oil macerate
group and Tunceli garlic oil macerate group compared to
the control group. While the CAT activity in the serum was
also inhibited in garlic group, CAT activity in the serum
was stimulated in Tunceli garlic group; still the highest
level of CAT was determined in onion group.
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Figure 1. Activities of superoxide dismutase catalase (CAT) in
trout serum.
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Figure 2. Activities of glutathione reductase (GR) in trout serum.
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Figure 3. Activities of malondialdehyde (MDA) in trout serum.
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Figure 4. Activities of glutathione peroxidase (GPx) in trout
serum.

DISCUSSION

ROS neutralizing activity has been connected
with the enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense
systems (Jos et al., 2005). The levels in this study showed
that CAT, MDA, and GR activities in the sera increased in
onion group that improves the enzymatic antioxidant
capacity in fish. But the action of glutathione peroxidase
(GPx) of garlic oil macerate group in contrast to other
businesses that were determined the highest level.

GPx levels were high in allicin species, which are
a source of selenium. The highest GPx activity was
detected in garlic oil macerate and afterward Tunceli garlic
oil macerate and onion oil macerate compare to fish fed
control diet. Similarly, results revealed that GPx enzyme
activity increased in which fed with 2% garlic supplement
(Nemmiche, 2017). During the production process of
macerated oil, alliin is converted to allicin. The allicin in
macerated oil does not have a stable structure and is rapidly
decomposed into components such as dithiins, ajoene, and
sulfides (Block, 1985). In another study on chicken eggs,
GPx level was determined high, but CAT level was low
that fed with garlic powder (Celebi et al., 2016). Garlic oil
showed stress suppression and negative feedback effect in
stress groups (Altinterim and Aksu, 2019). Garlic
enhanced the non-specific defense activity of fish (O.
niloticus) (Diab et al., 2002).

We have demonstrated that MDA increased
antioxidant capacity of the sera in rainbow trout, which
may especially explain the positive effects of onion oil
macerate on lipid peroxidation of fish. MDA levels of
garlic groups were determined lower than control group. In
the same trend, MDA activity in muscle tissues of fish
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groups fed with garlic was showed a significant decrease
in lipid peroxidation levels (Mahmoud et al., 2019). It
occurred that onion could be occurred in respiratory burst
activity of beluga (Teyssier et al., 2001). Additionally, a
previous study discovered that onion powder was
improved lysozyme activity of the olive flounder
(Paralichthys olivaceus) juvenile (Cho & Lee, 2012).

In summary, this study reported the effects of oil
macerate on sera antioxidant capacities in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). The changes in sera antioxidant
indices were the immunostimulatory effects of fish.
Besides it was found out from different changes of GPx
activity of garlic oil macerate group in sera that correlated
with selenium in garlic. Glutathione peroxidase consists of
four protein subunits. Each subunit contains a selenium
atom (Sen & Chakraborty, 2011).

The highest antioxidant activities (CAT, GR, and
MDA) were determined onion oil macerate group. It was
thought that immunostimulant effects of onion oil macerate
were contained from cysteine sulfoxide (CSO) with S-
propenyl-CSO as the predominant sulpur compound in
onion oil. Sulphur was a component of the antioxidant
enzymes (Keusgen et al., 2002; Ostrowska et al., 2004).

Although the blood values of fish fed with
vegetable oil supplementation have been investigated in
many studies (Altnterim et al., 2018a; 2018b; 2018c),
studies on macerated oils are almost nonexistent in the
literature. It is thought that these studies will be the pioneer
in the studies on macerated oils.

As aresult, it was found that GPx activity of garlic
oil macerated group and CAT, GR, and MDA activities of
onion group in sera were significantly increased. Thus, the
antioxidant capacity of fish is stabilized at a high level at
duration their life.

Significance Statement: There were many studies
done with vegetable oils and essential oils. On the other
hand, there were no studies with macerated oils. This was
one of the first and pioneering works in the field of
education.
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Oz: Evde yasayan kedilere ait alt iiriner sistem bulgular1 en az 80 yildan beri veteriner
literatiiriinde yer almaktadir. Felin Idiyopatik Sistitis (FIS) etiyolojisi bilinmeyen ve yaygin
goriilen bir hastaliktir. Birgok ¢aligmaya ragmen hastaligin patogenezi hakkinda bilgilerimiz hala
kisitli olmakla beraber var olan ¢ok ilgi ¢ekici ve ilging teorilerin dogrulanmaya ihtiyaci vardir.
FiS’in patogenezinde idrar kesesi, néroendokrin sistem ve kedinin yasadigi gevre arasinda
karmagik bir iliski bulunmaktadir. FIS teshisi diger Asag1 Uriner Sistem Belirtilerinin (AUSB)
dislanmasi ile konulmaktadir. Hastaligin patogenezindeki bilgilerimizin azlig1 ve etkili terap&tik
metetlarida hala prematiiredir. En iist seviyedeki ve ispatlanmis ¢alismalar ise FIS’li kediler icin
¢ok amagli terapotik iiriner mama, ¢evresel zenginlestirme ve yas mama ile beslemenin hastaligin
yonetimini destekledigini ortaya koymustur. Ote yandan kronik ve tedavi edilemeyen FiS’li
kedilerin Pandora sendromu yoniinden ele alinmalar gerekliligi de akildan ¢ikarilmamalidir.

Anahtar Kkelimeler: Felin, giincel yaklasimlar, idiyopatik sistit, tedavi.

New Trends in the Treatment of Feline Idiopathic Cystitis
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Abstract: Signs referable to the lower urinary tract of indoor-housed cats have been described in
the veterinary literature for at least 80 years. Feline idiopathic cystitis (FIC) is a common disease
of unknown etiology. Despite numerous studies, our understanding of this disease remains poor
and although there are some interesting and attractive theories about the pathogenesis of the
disease, much remains to be confirmed. Complex interactions between the Dbladder,
neuroendocrine system, and the cat’s environment seem to be involved in the pathogenesis of
FIC. FIC is diagnosed by excluding other causes of lower urinary tract signs. Along with our poor
understanding of the pathogenesis of disease, knowledge of effective therapeutic intervention is
also premature. For cats with FIC, the highest grade of evidence supports nutritional management
with a multipurpose prescription urinary diet, environmental enrichment, and feeding moist food.
On the other hand, it should be kept in mind that cats with chronic and untreated FIS should be
considered in terms of Pandora syndrome.

Keywords: Feline, idiopathic cystitis, new trends, treatment.

GIRiS

Insanlarda onceleri

Sendromu/intersitisyel Sistit (IS) olarak bilinen ancak,
sonrasinda Avrupa Intersitisyel Sistit Calisma Grubunun
Mesane Agri Sendromu (MAS)/IS olarak isim degistirdigi

Mesane sendrom, primer olarak mesanede agri, sikisma hissi ve sik
idrara ¢ikma semptomlarina dayali klinik bir tanidir.
Avrupa Uroloji Dernegi ise MAS igin iiriner enfeksiyon

veya bagka patoloji yokken, giindiiz ve gece artmig idrar

Agrili
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yapma sikli1 gibi diger semptomlarin eslik ettigi mesane
dolumuyla iligkili “suprapubik agr sikayeti” tanimini
tercih etmektedir. Amerikan Uroloji Dernegi'nin (AUD)
taniminda ise bu tiir semptomlarin en az 6 haftalik
stireklilik  gerekliligi  belirtilmistir.
baslarinda Guy Hunner bir AUD toplantisinda 17 yildan
uzun siiredir suprapubik agri, sik idrara ¢ikma, nokturi ve
aniden sikisma sikayetleri devam eden 8 hastasini sunmus
ve bu hastalarda mesane duvarlarinda kirmizi, kanamal
alanlarin oldugunu vurgulamistir. ilerleyen siirecte bu
bulgu “Hunner {ilseri” olarak bilinecektir ve giiniimiizde
halen tanida kullanilmaktadir (Aydogan, 2017).

Sonralar1 Dr. Guy Hunner’in tanimlamis oldugu
bu bulgu, Dr. Walsh tarafinca 1978 basimli “Campbell’s
Urology” kitabinda ilk kez “glomeriilasyon” olarak
tanimlanmistir (Meijlink, 2014). Sistoskopi yapilmasi
oncelikle MAS/IS ile karisilabilecek hastaliklarin (mesane
timorii, mesane taglari, divertikiiller ve yabanci cisim
varligr gibi) ekartasyonunda 6nemli bilgiler vermektedir
(Aydogan, 2017). MAS/IS’in 2 adet sistoskopi bulgusu
oldugu soylenebilir; Hunner iilseri ve glomeriilasyonlar.

Hunner {ilserleri genel olarak bir santral skar
¢evresinde hiperemik mukozal alan ve bu skardan gevreye
yayilan kiiciik vaskiiler yapilar seklinde sistoskopide
goriilmektedir (Aydogan, 2017). Glomeriilasyonlar ise
mesanede yaygin noktasal kanama odaklar1 olarak goriiliir.
Bu sistoskopik bulgular ile agri ve semptomlar arasi iliski
olmadigini gosteren calismalar yayinlanmistir (Humphrey,
2012). Aym zamanda bu bulgularn MAS/IS icin
patognomonik olmadig1 bilinmelidir.

Kronik agri sendromlarinin tedavisindeki temel
felsefe biyo-psikososyal modeldir. Bu modelde hastalarin
tedaviye aktif katilmasi, hastalarin endise diizeylerinin
azaltilmasi, dogru bilgilendirilmesi, tedavi segeneklerinin
anlatilarak hastalarin beklentinin de tedavilerin dogasima
gore ayarlamalarinin saglanmasi tedavideki en Onemli
basamaktir.

Bunlarmn disinda MAS/IS tedavi uygulamalarin;

Yirminci yiizyilin

e  Konzervatif Tedavi,

e  Farmakolojik Tedavi,

e Intravezikal Tedaviler olmak iizere oldukca genis
kapsamli tedavi icermektedir

(AUD, 2011).

Veteriner Pratikte ise 1990 yilinda ilk kez Clasper
idiyopatik AUSB olan bazi kedi hastalarin bulgularinin
kadinlarda goriilen IS ile benzerlik gosterdigini ileri
stirmiistiir. Kediler {izerinde yapilan ilk ¢aligmalarda dogal
yollarla olusan bu kronik idiyopatik AUSB’li kedilerin
insanlardaki IS benzerlik gosterdigini ortaya koymustur
(Baranowski vd., 2008; Hanno vd., 2010). 1996 yilinda ise
ilk defa Buffington vd., (1996) kronik idiyopatik AUSB’li
kedilerin artik “Felin Intersitisyel Sistitis” teshisi ile
tanimlanabileceklerini ortaya koymuslardir. Buffington

basamaklarim
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vd., (1999) “Felin Intersitisyel Sistitis” ve “Felin
Idiyopatik Sistitis” (FIS) tanimlamalarim ¢ok sayidaki
aragtirmalar1 neticesinde gerceklestirmislerdir. Ilerleyen
yillarda ise AUSB olan kedilerin aslinda tipki
insanlardakine benzer IS gibi iiriner sistem diginda da

problemlere  sahip olduklar1 ortaya konulmustur
(Buffington, 2011).

Veteriner ~ Hekimlikte ~ FiS/IS’in  teshis
edilebilmesi insan hekimligindeki gibi zorlayici

oldugundan hastaligin epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler
siirlt olmakla beraber konu ile ilgili bilimsel ¢aligmalarda
artis goriilmektedir. FIS ile ilgili ise heniiz iilkemizde
epidemiyolojik bir veri bulunmamaktadir. Etiyopatogenizi
IS’e benzeyen FiS’te tedavi secenekleri zorlayici olmakla

beraber en Onemli unsurlari nedenlerinin ortaya
konulmasini takiben;
e  Analjeziklerin Kullanilmast,
e Coklu Modal Cevresel Modifikasyonlarin
Uygulanmasi,

e  Antidepresanlarin Kullanimi,
e Hasta Sahibinin Egitilmesi yer almaktadir.

Nozoloji ve Kedilerde Pandora Sendromu:
“Nozoloji” terimi hastaliklar1 isimlendirme bilimi olarak
tanimlanmaktadir (Buffington, 2011). Hastalik anlamina
gelen Yunanca “nosos” kelimesinden iiretilmis bir s6zciik
olan “Nozoloji”nin Tirk Dil Kurumu’nda karsiligi
bulunmamaktadir. Tibbin bir dali olan nozoloji
hastaliklarin siniflandirilmasiyla ilgilenen bilim dalidir.
Hastaliklar1, etiyoloji, patogenez veya semptoma gore
Aslinda bir hastalik i¢in dogru
isimlendirmeyi yapabilmek olduk¢a zor bir durum
olabilmektedir. Bunun en 6nemli nedenin ise hastaliklarin
etiyoloji ve patogenezlerinin bilimsel ¢aligmalar ile kesin
olarak ortaya koyuluncaya kadarki siire¢te daha 6n planda
olan klinik bulgularina goére isimlendirilmelerinden
kaynaklanmasidir. Bazen bir hastalik isimlendirilmesi
yapilirken klinik bulgulara ait olan organ iliskili
isimlendirme yapilabilmektedir. Ancak bazi hastaliklarda
klinik bulgularin  kaynagi
olmayabilir ve birden fazla organ da ayni
etkilenebilir. Bu sayilan faktorlerden o6tiirii nozoloji
kedilerde idiyopatik AUSB’lerini (Osborne vd., 1999)
insanlarda goriilen IS ile 6zlestirmistir (Hanno, 2008). Her
ne kadar “Felin Urolojik Sendrom” (FUS) (Osbaldiston &
Taussig, 1970), “Felin Asagi Uriner Sistem Hastalig1”
(FAUSH) (Osborne vd., 1984), ve “Felin 1S” (Buffington
vd., 1999), giiniimiizde kedilerde AUSB’nin teshis
kriterlerini oldukga karsiliyor gibi goriinseler de artik
bircok kedide problemlerin sadece bu tanimlanan
hastaliklar olmadig1 ortaya konulmustur (Buffington,
2011). Bu terimler kedilerde sekillenen
biitiiniiyle ele almmasi yerine AUS’e odaklanarak

siniflandirilabilir.

O0zelde sanilan hastalik

anda

sorunlarin
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AUSB’ne ait belirgin bulgularin tespiti ile teshise yaklasim
icin kullanilmaktadir (Buffington, 2011). 1970 yilinda
Osbaldiston ve Taussig, (1970) kedilerde disiiri, iiretral
obstriiksiyon, iirolithiazis ve hematiiri ile karakterize
hastalik semptomlarmi “FUS” olarak tamimlamislardir.

Yazarlar yaptiklari ¢aligmalar dogrultusunda birden fazla

etkilesim sonucunda hastaligin ortaya ¢iktigini ve bir

gruptan ziyade birkag iirolojik problemi ihtiva etmesinden
dolayr hastalik adina FUS denildigini aktarmislardir

(Osbaldiston & Taussig, 1970). 1984 yilinda Osborne vd.,

(1984) ise FUS teriminin “FAUSH” terminolojisi ile

degistirilmesi gerekliligi konusunda oneride

bulunmuglardir. Osborne vd., (1984) bu onerileri kabul
gérmiis ve AUSB’nin “hetorojen nedenler”ini igeren
konsepti kaybedilmis yerine yine karmasikliga yol agan
terminolojisi “FAUSH” kabul gormiistiir. Daha 6nce de

belirtildigi tizere 1996 yilinda ilk defa Buffington vd.,

(1996) kronik idiyopatik AUSB gosteren kedilerin artik

“FIS”  teshisi ile tamimlanabileceklerini  ortaya

koymuslardir. 1999 yilinda yine Buffington vd., ¢ok

sayidaki arastirmalart neticesinde “Felin Idiyopatik

Sistitis” tanimlamalarini gergeklestirmislerdir.

Kedilerde AUSB’ne dair nozolojik
tanimlamalarinin en sonuncusu ise yine Buffington, (2011)
tarafindan ilk defa ‘‘Pandora Sendromu” terimini
kullanmaya baglamasiyla ortaya c¢ikmustir. Buffington
(2011) biyolojik olarak en uygun nozolojik bir terim
bulunana kadar kronik idiyopatik AUSB gdsteren
kedilerde bu ifadeyi kullanmay1 tercih etmistir.

Zira artik Buffington vd., (2014) AUSB olan
kedilerin sonradan aslinda farkli problemleri oldugunun da
tespit edilmesi iizerine FUS, FAUSH, FiS ya da iS
terminolojilerinin bu hastalik durumunu karsilamadiklarini
belirtmislerdir.

“Pandora Sendromu”nun kesin teshis kriterlerini
ise;

I.  Hastanin sadece belirli bir organa yonelik kronik
idiyopatik  klinik  bulgularin  degerlendirilmeye
alindig1 anda eslik eden baska organ ve sistemlere
yonelik belirtilere de sahip olmasi gerekliligidir.
Ornegin; kedilerde kronik AUS bulgularinin yaninda
farkli kombinasyonlarda gastrointestinal kanal, deri,
solunum, kardiyovaskiiler, santral sinir, endokrin ve
immun sistemlerine ait farkli bulgularin da eslik
etmesi sayilabilir (Buffington vd., 2006a; Buffington
vd., 2006b).

II.  Biiyiik 6l¢iide Santral Stres Yanit Sistemi’ni aktive
eden olaylarin 6n planda oldugu ve bu olaylarin
siddetinin artmas1 ve azalmasi neticesinde AUS’e ait
klinik bulgularin degisiklik gostermesi (Buffington
vd., 2006a; Stella vd., 2011).

68

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:5, No:1, (66-73), 2020

III.  Etkili bir ¢evre diizenlemesi ile klinik belirtilerde
gerilemenin goriilmesi (Buffington vd., 2006a; Stella
vd., 2011).

IV.  Erken hayattaki olumsuz tecriibe edinimi (terkedilme,
sahiplenilme gibi).

Buffington (2011) yukarida belirtilen kriterlere
sahip ve kronik AUSB olan kedilere “Pandora Sendrom”u
tanimmi neden yaptigim1 ise iki Onemli madde ile
aciklamaktadir. Bunlardan birincisi bu sendromda
herhangi bir organa yonelik spesifik bir klinik bulguyu
anmimsatacak bir durum olmamasidir. ikinci 5nemli nedenin
ise bu tanimlama ile asil belirtilen problemin diginda kalan
bir¢ok karamsar ve tartigma yaratan problemler biitiinii
kapsamasi1 oldugunu bildirilmektedir (Buffington, 2011).
Giliniimiizde ise arttk yaygin olarak kullandigimiz
kedilerdeki kronik idiyopatik AUSB taniminmn AUS ve
diger sistemlere ait klinik belirtileri tam anlamryla
karsilamadig1 ortaya konulmustur (Buffington vd., 2006a;
Stella vd., 2011).

Sonug olarak, Chew ve Buffington, (2013) 20 y1il1
askin calismalar1 neticesinde FiS/IS varliginin mesane ve
sinir sistemi, adrenal bezler, bakim besleme kosullar1 ve
kedinin yasadigi cevre ile iliskili oldugunu ve FIS’li
kedilerin ise mutlaka “Pandora Sendromu” yoniinden de
degerlendirilmesi gerekliligini ortaya koymuslardir.

Felin Idiyopatik Sistitisin Klinik Bulgulari: Non-
obstruktif FIS’li bir kedi klinik olarak saglikli goziikmekle
beraber asagidaki klinik bulgulara sahiptir (Grauer, 2013).
» Kiiciik ve kolaylikla tespit edilebilen bir mesaneye
sahiptir.

* Mesane duvarlarinda kalinlagma vardir.

» Abdominal palpasyonda mesane civarinda agri duyumu
vardir.

» Mikroskobik ya da belirgin hematiiri (eger gdzlenmiyor
ise anormal iirinasyonun diger davranissal nedenleri ekarte
edilmelidir) gozlenir.

FiS’li kedilerin klinik olarak dért farkli form
gosterdigi diisiiniilmektedir (Tablo 1). Bunlardan birincisi;
en yaygin olan ve pratisyen klinisyenlere %80 ila 95
oraninda getirilen akut ve kendi kendini sinirlayan, ileride
stres  kosullarinin  ciddilesmesi  halinde  tekrart
goriilebilecek epizottur (Lulich vd., 2010). Bu formda 5 ila
7 giin igeresinde kendiliginden iyilesme gergeklesir (Chew
& Buffington, 2013).

Ikinci formu ise FiS’in klinik bulgularmin bir
sonraki epizotunda tekrar goriilmesidir ki %2 ila %15
oraninda vakalarin ikinci tekrarlar1 goriilmektedir (Chew
& Buffington, 2013). Ugiincii form ise artik klinik
bulgularin asla hafiflemedigi kalici formudur ki bu
epizotun yine goriilme sikligi FIS’li kedilerde %2 ila %15
(Chew & Buffington, 2013).Ddrdiincii
muhtemel formunun ise erkek kedilerin artik FIS’e bagh

oranindadir
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iiretral obstriiksiyon ile getirildigi ve %15 ila %25 oraninda
kargilagilan epizot oldugu disiiniilmektedir (Chew &
Buffington, 2013). Birgok bilimsel arastirmada aslinda

kedilerde

FiS’in bu dordiincii formunun Veteriner

Fakiiltesi Hastanelerine getirildikleri goriilmektedir. Chew
ve Buffington, (2013) gore ise aslinda potansiyel bir
besinci formun bulundugu, bu formda ise yeterli strese
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maruz kalmalar1 halinde AUSB sekillenebilen saglikli
ozellikle erkek kedilerin olabilecegi belirtilmektedir (Stella
vd., 2011). Klinik olarak saglikli gibi goriinen FIS’li
kedilerde asir1  perianal abdominal yalanma
aligkanligina bagli olarak tity dokiilmeleri tablonun kronik
oldugu yoniinde Onemli bir vermektedir
(Karagiannis, 2015).

Ve

ipucu

Tablo 1. FiS’li kedilere ait klinik bulgu ve gériilme oranlar1 Chew & Buffington (2013) ve Grauer (2013)’ten uyarlnmugtir.
Table 1. Clinical signs and prevelance rates of cats with FIC, modified from Chew & Buffington (2013) and Grauer (2013).

FORM KLiNiK BELiRTIiLER iYILESME GORULME SIKLIGI
. Pollakiiri
Akut sistit epizotlari; stres kosullarinin . Disiiri . L .
1 artmasina bagli tekrar goriilme olasihigt . Strangiiri Kendm{ :qlplrlayan “5>7Agun icerinde tedavi ile veya %80 ila %90
. tedavisiz iyilesme gosterirler.
vardir. . Hematiiri
. Peritiri
. Pollakiiri
. . . - . Disiiri . “ . .
2 Blf yil iginde tekrarlayabilen ikinci . Strangiiri Teﬂav{ye ragmen stvres kz}yna}dan ortadan kaldirilmaz ise %2 ila %15
epizot. . tigiincii epizota gegis sekillenir.
. Hematiiri
. Peritiri
. Pollakiiri
Ugiincii  epizot artik kalict  klinik . Disiiri
3 bulgular  vardir. Birden  fazla . Strangiiri Klinik bulgular kalicidir. %2 ila %15
tekrarlayan epizotlar goriliir. . Hematiiri
. Peritiri
4 D.f)r.fjlfncu epizot, erkek  kedilerde . Uretral obstriiksiyon sekillenir. %15 ila %25
goriiliir.
5 Saglikli erkek kedileri olusturur. . Strese maruziyet sonrast AUS gosterir. Il;ljl‘lllizrnar:nl::(tacll)llrlj vert
Felin Idiyopatik Sistitiste Tedavi Secenekleri: Buffington, 2013). Butorfanol kullanilmakla beraber
FIS tedavisi hastanin muayenesindeki ilk klinik etkisinin ve potentinin buprenorfinden daha az oldugu

bulgularma baghdir. Akut AUSB gosteren kediler
genellikle 5-7 giin arasinda tedavi uygulansin ya da
uygulanmasin iyilesme gostermektedirler (Grauer, 2013).
Akut belirtiler ile getirilen kedilerin tedavilerinde ise ana
amag; stres ve sempatik outputu azaltmak ve agriy1
yonetmek olmalidir (Grauer, 2013).

ila¢ Tedavisi

Analjezik fla¢ Kullanimi: En iyi mesane agrisi
(visseral) i¢in analjezik yaklagim belirlenmistir (Chew &

bilinmektedir  (Steagall vd., 2014). Giiniimiizde
buprenorfinin tek enjeksiyon sonrasi uzun salinimli
formiilasyonu sayesinde 72 saate kadar agrida rahatlama
sagladigi bilinmektedir (Chew & Buffington, 2013).
Fentanil yamalari ise mesane agrilarinin ¢ok ciddi oldugu
durumlarda nadiren kullanilmaktadir (Chew & Buffington,

2013) (Tablo 2).

Tablo 2. FIS tedavisinde ila¢ kullanimi: Chew & Buffington (2013)’ten uyarlanmistir.
Table 1. Medical treatment in FIC, modified from Chew & Buffington (2013).

Akut Tedavi
Etken Madde Simf Endikasyon Dozaj Potansiyel Yan Etkiler
Butorfanol Sentetik kismi opoid agonisti Akut epizotlarda, analjezi 0,2-0,4 mg/kg, TID, PO veya SC Sedasyon
Buprenorfin Sentetik kismi opoid agonisti Akut epizotlarda, analjezi 0,01-0,02 mg/kg Sedasyon
BID ya da TID, PO veya SC
Asepromazin Fenotiazin derivati Sedasyon, anti-spazmotik 0,05 mg/kg, TID, SC Sedasyon, hipotansiyon
Fentanil Opoid agonist Akut epizotlarda, analjezi 25 pg/saat Solunum depresyonu, bradikardi
Prazosin a-1 adrenoreseptor antagonisti Anti-spazsmotik 2,5 mg/kedi bagina, BID, PO Sedasyon, hipotansiyon
Fenoksibenzamin a-1 adrenoreseptor antagonisti Anti-spazsmotik 0,5 mg/kedi basina, BID, PO Sedasyon, hipotansiyon
Kronik Tedavi

Etken Madde Simf Endikasyon Dozaj Potansiyel Yan Etkiler
Anmitriptilin Trisiklik anti depresean FiS 5-12,5 mg/ kedi bagina, SID, PO Sedasyon, anti kolinerjik etkiler, kilo alma,

idrar retensiyonu, iirolit olusumu
Klomipramine Trisiklik anti depresean FIS, idrar kagirma 0,5 mg/kg, SID, PO Sedasyon, anti kolinerjik etkiler
Buspiron Non-nebzodiaidin anksiyolitik FIS, idrar kagirma 2,5-5 mg/ kedi bagina, BID, PO Nadir; sedasyon, diger norolojk etkiler
Fluoksatine Selektif ~seretonin geri alim FIS, idrar kagirma 1 mg/kg, SID, PO Nadir; gida tiiketiminde arti, kusma, letarji

inhibitori
Pentosan polisiilfat sodyum GAG takviyesi FiS 50 mg/kedi bagma BID, PO Nadir; kusma, letarji
Felin yiiz feromonlarimin F3 fraksiyonu Sentetik feromon Anksiyete, FIS 1 fis, etkilenen odaya, SID ya da Bildirilmemis
oda diftizert
Antidepresan  Ila¢  Kullanimi:  Trisiklik tedavideki ~ onemli  pozitif  etkinli§inin  ortaya

antidepresan (TSA) kullaniminin bazi durumlarda etkili
olabilecegi bilinmektedir. Chew ve Buffington, (2013) son

dénemlerde FIS

tedavisinde ¢evresel

diizenlemenin
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konulmasindan sonra bu TSA
etmediklerini belirtmektedir. Aragtirmacilar bir TSA olan
amitriptillini sadece en iyi g¢evresel diizenlemelerin bile

ilaglar1

artik recete
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saglanmasina ragmen yanit alinamayan ve artik sahibi
tarafindan Otenazi istemi ile karsi karsiya kalinan
durumlarda hasta sahibinin 6tenazi istegini degistirmek
amaci ile tekrarlanan ya da artik kalict AUSB gdsteren
kedilerde semptomlarin iyilestirilmesi amaci ile
kullanilmas1 gerektigini bildirmektedirler (Tablo 2) (Chew
& Buffington, 2013).

Amitriptillin kullanimindan ise FIS baslangici
olan ya da semptomlari ¢ok nadir tekrarlanan siirecte
kacimlmalidir. flacin maksimum faydasmin saglanmasi
icin haftalar bazen aylar gerektirdigi unutulmamalidir. Zira
ani ila¢ birakimi sonucunda “Ani Birakma Sendromu”
sekillenebilmektedir.

Glikozaminoglikan Kullanimi: Cesitli caligmalar
FiS’te tedavi amaci ile Glikozaminoglikan (GAG)
kullanimimi degisik uygulama yollar ile denenmis olup
bunlarin higcbirinde plasebo grubuna gore iistiinliik tespit
edilememistir. Bir calismada FIS’li 40 adet kediye plasebo
grubu olusturmak sureti ile 6 ay boyunca giinliikk ag1z yolu
ile 125 mg N-asetil glukozamin (NAG) uygulanmistir
(Gunn-Moore & Shenoy, 2004). Calisma boyunca gruplar
arasinda ortalama saglik skorlari, aylik klinik skorlar
arasinda ise bir farklilik bulunmamistir (Gunn-Moore &
Shenoy, 2004). ikinci bir ¢alismada ise Wallius &
Tidholm, (2009) non-obstruktif 18 adet FiS’li kedide 3
mg/kg pentosan polifosfat (PPS) subkutan enjeksiyon yolu
ile 1, 2, 5 ve 10. gilinlerde uygulanmig ancak 5, 10, 14. giin
ve 2, 6 ila 12. ay kontrollerinde plasebo grubu ile klinik
bulgularin degerlendirilmesinde bir farklilik bulamamustir.
Dort tiniversitenin yer aldig1 multisentrik bir calisma ile 26
hafta boyunca giinde iki kez agiz yolu ile plasebo grubu
(0), 2, 8 ve 16 mg/kg dozda PPS verilmek iizere toplam
dort grup olusturulmustur. Sistoskopik skorlamalar dahil
olmak {izere bu gruplarm higbirinin klinik skorlamalar ve
genel hastalik iyilesmesi yoniinde istiinliik gostermedigi
ortaya konulmustur (Chew vd., 2009). Sadece sistoskopik
muayeneleri  esnasindaki  doku  yikimlanmasinin
kargilagtirlmasinda 16 mg/kg PPS alan grubun diger
gruplara goére daha az hasar belirtisi gosterdigi ortaya
konulmustur (Chew vd., 2009). Dordiincii bir ¢alismada
FiS’li kedilere 21 giin boyunca agiz yolu ile giinde bir kez
250 mg NAG uygulanmig ve 21 giin sonrasi plazma GAG
konsantrasyonlarinda artig ve subjektif olarak NAG
uygulanan kedilerde plasebo grubuna gore klinik iyilesme
oldugu belirtilmistir (Panchaphanpong vd., 2011).

Sonu¢ olarak GAG kullanimi insanlardaki
MAS/iS’te ¢esitli doz ve uygulamalarla oldukca fazla
denenmis ancak hicbirinde plasebo gruplarina gore
iistiinliik gorilmemigstir. Benzer uygulamalar Veteriner
pratikte heyecanla karsilanmig ancak ayni olumsuz
sonuglarla FIS’li kedilerin tedavi denemelerinde de
kargilagilmistir. Bu sebepten sentetik GAG kullanimlarinin
FiS’li kedilerin tedavisinde basarili olarak kullamldigina
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dair bir veri bulunmamakla beraber GAG’larin rutin tedavi
protokollerde yeri hala tartismalidir.

Cevresel Diizenleme: Suyun iiriner sistem tas
olusumunun &nlenmesinde ne kadar 6nemi varsa, ¢evresel
diizenlemenin de FiS’li kedilerde énemi oldukga biiyiiktiir
(Westropp & Buffington, 2004). Bu gériis FiS’li kedilerde
goriilen noroendokrinal anormalliklerle
konulmustur (Westropp vd., 2003).

Westropp ve Buffington, (2004) c¢evresel
diizenleme ile ev i¢inde yasayan kediler i¢in birtakim
kosullarin gerekliligini ortaya koymuslardir. Bu yaklagima
“Coklu Modal Modifikasyon” denilmektedir. Bunlarin
basinda;

ortaya

e  Yasamsal kosullara ulagim kolayligi,

e  Sahip ile etkili bir iletigim,

e Evde yasayan diger kediler ile tolere edilebilir
catigsma halleri,

e Diizeni bozmayacak degisiklik ya da degisiklikler
gelmektedir.

Westropp ve Buffington, (2004) geleneksel olarak
evde yasayan kedi sayisi i¢in dnerilen “1 + 1”” kuralin1 daha
da genisleterek 6zellikle kum kaplar1 ve diger yasamsal
gereklilikler (mama ve su kaplar1 vs.) i¢in evde yasayan her
kedi igin Onerilen saymin bir fazlasinin konulmasi
gerektigini 6nermektedirler.

Beslenme: Davranis ve etolojik ¢alismalar
kedilerin bireysel olarak sessiz bir ortamda bagka
hayvanlar tarafindan rahatsiz edilmeyen, ani hareket ya da
aktivitelerin 6rnegin ani bir hava akimi ya da bir olaymn
baslangicindan uzakta beslenmeyi tercih ettiklerini
gostermektedir (Turner & Bateson, 2000). Her ne kadar
FiS’li kediler igin su igerigi ve agizda birakmus oldugu
lezzetten dolay1 yag mama tiiketimi tercih edilse de birgok
kedi FiS’e ragmen kuru mamay1 da tercih edebilmektedir.
Bazi kedi diyetlerinin iginde yer alan ve igeriginde
fitodstrojen kaynagi olan soyamn FIS’i kotii yonde
etkiledigi diisliniilmektedir (Shir vd., 2002). Dogal kedi
beslenme davranisinda aslinda kedilerin iz siirmesi ve
avlarinin  Gstlerine  kapaklanmalari1  gerekmektedir
(Westropp & Buffington, 2004). Bu davraniglarini
kedilerin ev ortaminda devam ettirmelerine olanak
saglamak gerekmektedir. Ozellikle “Bulmaca Beslenmesi”
olarak sevdigi ya da 6dil niteligindeki gidalar1 ya da kuru
mamay1 ayr1 parcalar halinde kii¢iik kutulara ya da kedi
icin ulagilabilecek 6zel bolmelere koymak kedileri iz

siirmeleri yoniinde heveslendirecektir (Westropp &
Buffington, 2004). Ayn1 zamanda bazi kedilerin 6zel av
tercihleri  olabilmektedir. Ornegin bazilar1  kuslari

yakalamay1 tercih ederken bazilar1 fare ya da bocekleri
avlamaktan mutluluk duyabilmektedir. Bir kedinin “Av
belirleyerek sevecegi  oyuncagin
icin gilizel bir yontemi olusturmaktadir.
Boylelikle kus tiiyleri, kiigiik peliis kemirgenler ya da

Tercihi”ni onun

bulunmasi
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insekt oyuncaklar onlart mutlu kilabilir (Westropp &
Buffington, 2004).

Suya Ulasim: Aslinda kedilerin gida ile
beslenmelerinde oldugu gibi su i¢gme tercihlerinin de
oldugu bilinmektedir. Su iliskili en Onemli faktorler
arasinda suyun tazeligi, tadi, hareket hali veya su kabinin
sekli onem arz edebilir (6rn; bazi kedilerin bryiklarinin su
kabina degmeleri onlar1 hosnutsuz ya da kizgin
yapabilmektedir (Westropp & Buffington, 2004). Tipki
beslenmede aktarildigi gibi kedilerin su kaplarindaki ya da
su igme aliskanliklarinda da yapilmasi  gerekli
degisikliklerde tercih onlara birakilmalidir. Bununla
birlikte su ve mama kaplarinin diizenli temizlik ve
hijyenleri saglanmalidir (Westropp & Buffington, 2004).

Tuvaleti Diizenleme: Kedilerin kum kaplar
ozellikle birden fazla niifusa sahip kedili evlerde miimkiin
olabilen en uzun araliklara evin farkli ve bdlgelerine
yerlestirilmelidir (Horwitz, 1997). Farkli kum kaplar
kullanilacak ise tipki beslenmede oldugu gibi bunlarin da
kediler tarafindan denenmelerine miisaade etmek
gerekmektedir (Westropp & Buffington, 2004). Eger
iiriner sistem sikayeti ya da ge¢misi var ise kokusuz ve
mutlaka topaklasan bir kum 6nerilmelidir. Kum kaplarinin
diizenli temizliklerinin yapilmasi ve kumlarin yenilenmesi
gereklidir. Zira bazi kediler temiz olmayan kum
kaplarindan hi¢ hoglanmazlar ve bu durum da son derece
onemli bir stres kaynaginit olusturabilmektedir. Bazi
kediler i¢in yine kum kabinin biiyiikliigii ve sekli de 6nem
arz edebilir. Bu yiizden daima bireysel tercihlerine 6nem
vermek gerekmektedir (Westropp & Buffington, 2004).

Yasam Alani: Kediler tipki diger hayvanlar ve
sahipleri gibi etraflarindaki fiziksel yapilar ile de iliski
igerisinde olmak isterler. Kedinin sahip oldugu fiziksel
cevrenin mutlaka dikey ve yatay alana yayilmasi
gerekmektedir (Horwitz, 1997). Onlar tirmalamak,
tirmanmak, saklanmak ve dinlenmek i¢in alana ihtiyag
duymaktadirlar. Kediler tipki biiylik atalar1 gibi yiliksek
alanlardan etraflarmi izlemek isterler (Westropp &
Buffington, 2004). Ani seslerden tirkmemesi icin kedilerin
ortamlarinda radyo ¢alinmasi ya da insan ses kayitlarinin
diizenli dinletilerek aliskanlik kazanilmasi 6nerilmektedir.
Hatta gorsel uyaranlar icin video uygulamalari bile
onerilmektedir (Westropp & Buffington, 2004).

Oyun: Bazi kediler sahipleri tarafindan sevilmek
ve taranmak isterken, bazilar1 da sahipleri ile sadece
oynamaya1 tercih edebilmektedir. Aslinda kediler kolaylikla
belirli davranislarin sergilemesi agisindan egitilebilirler
(Westropp & Buffington, 2004). Bunun i¢in sahiplerinin
belirli kaliplasan davranisin beslenmeden hemen 6nce mi
sekillenip sekillenmedigine dikkat etmesi gerekir. Birgogu
ise oyuncaklar ile oynamaya baylirlar. Ozellikle de kiigiik,
haraketli av karakteristiginde olanlar onlar i¢in ¢ok
caziptirler. Bununla beraber bazilar1 ¢ok daha ozel
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oyuncaklar1 sevebilir. Bundan dolayr dogru oyuncagin
bulunmasi i¢in zaman zaman farkli alternatiflerin de
sunulmasi gerekebilir (Westropp & Buffington, 2004).

Catismanmin lyilestirilmesi: Kediler kendilerini
giivende hissetmedikleri anda giivenligi kontrol atinda
tutmak adma tehdit unsurlarina karsi yanit verirler. Bu
yanitlar esnasinda ise saldirgan, icine kapanik ya da
oldukca hasta olabilirler. Westropp ve Buffington, (2004)
ise kediler arasi catigmalarmin birden fazla kedinin
yasadigi ve saglik problemlerinin yer aldigt evlerde
yasandigimi ortaya koymuslardir. Kedilerde meydena gelen
catisma biiyiik 6l¢iide ev icindeki veya disindaki kedi
varligindan kaynaklanabilmektedir. Bu durum onlarin
evdeki  hiyerarsik  siralamalarmin  degismesi  ile
sonuglanabilmektedir (Barry & Crowell-Davis, 1999).
Aslinda kiiglik bir pratikle bile bir kediye ait ¢atigma
bulgular1 belirlenip FiS’teki potensiyel rolleri tespit
edilebilir (Westropp & Buffington, 2004). Bu noktada
hasta sahiplerine bu durum net ve acik olarak anlatilabilirse
ev ortaminda catigma halleri kolaylikla diizeltilebilir.

Feromon Kullanimi: Felin Fasiyal Feromon
(FFF) idrar piiskiirtme ve isaretleme gibi bir¢ok konuda
kedilerin  davranmigsal ~modifikasyonlarinda yardimci
oldugu diisiiniilen sentetik bir kedi feromonudur. Sempatik
sinir idrarla piskiirtme ve
isaretleme ile sonuglanan uyari sisteminin bir pargasidir ve
bu iiriinlerin sempatik sinir sistemi ¢iktisinin yogunlugunu
azalttig1 diisiiniilmektedir (Chew & Buffington, 2013). Bir
calismada hasta kedilerin hospitalize edilecekleri
kafeslerin Onceden plasebo ya da FFF ile muamele
edildikleri ve kedilerin hospitalizasyon sirasinda video ile
kayit altina alinarak beslenme ve davranis degisikliklerinin
izlendigi bildirilmistir (Griffith vd., 2000). Griffith vd.,
(2000) yapmus olduklari bu ¢alismada FFF’a maruz kalan
kedilerin yalandiklari, yiizlerini etrafa siirttiikleri, gida ve
suya ilgilerinin oldugu ve yiiriimeyi tercih ettikleri ortaya
konulmustur. Bu ¢alisma sonucunda FFF’a maruz
birakilan kedilerin diger gruba gore rahat ve uyumlu
olduklar1 belirlenmistir (Griffith vd., 2000). Chew ve
Buffington, (2013) klinik tecriibelerine gore bazi kedilerin
FFF’a daha fazla yanit verirken digerlerinden hi¢ yanit
almamadigini belirmektedirler. Bir randomize, cift-kor,
plesebo kontrollii calismada 12 adet tekrarlayan FiS’li
kedide gilinlik FFF uygulamas: ile ¢evresel
modifikasyonun denendigi ¢alismada iki ay boyunca FFF
uygulanan kedilerin FIS epizotlarinda ve klinik
bulgularinda azalma tespit edilmistir (Gunn-Moore &
Shenoy, 2004). Ancak, denek sayisinin az olmasi tedavi
denemelerinin istatiksel bir {stiinlik kazandirmasinda
etkili olmamistir (Gunn-Moore & Shenoy, 2004).

Hasta Sahibini Egitmek: Son ama belki de en
onemli olarak tipki insanlardaki ¢ocuk-ebeveyn iliskisinde
oldugu gibi kedinin merkezi sinir uyarimlarinin olumsuz

sisteminin  aktivasyonu
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yonde etkileyen digsal nedenleri hasta sahibi ile azaltma
yoluna gitmek gerekmektedir (Webster-Stratton &
Herbert, 1993).

Bu anlamda bazi Onerilen tavsiyelere uymak
faydali olabilmektedir (Brody, 2000). Ozellikle hasta
sahiplerinin kedilerine olan yaklagimlarini olumlu y6nde
degistirebilmek icin onlarin bu yoéndeki farkindaligini
arttrmak gereklidir. Bunun i¢in de Ozellikle hasta
sahiplerinin;

1. Kendilerinin Veteriner Hekimlerce yeterince
dinledikleri kanaatinde
gerekmektedir.

2. Kendileri i¢in 6nemli olan bir problem i¢in
bir ¢6ziim yolunun olusturuldugu konusunda
tatminkar olmalar1 gerekmektedir.

3. Klinikteki Veteriner Hekim ya da Veteriner
Teknisyenlerin onerileri ve endiselerinin
hasta sahiplerine iyi anlatilmasi
gerekmektedir.

4. Klinik ya da hastaneden ayrilirken kedilerinin
hastalig1 ile ilgili olduk¢ca donanimli ve
konuya  hékim  olduklarindan  emin
olmalidirlar (Chew & Buffington, 2013).

FiS’in kronik ve zorlayici bir hastalik olmasindan
dolay1 hasta sahipleri ile iletisim esnasinda iken bu dort
maddenin uygulanmasi hasta, hasta sahibi ve klinisyen
acisindan olumlu sonuglar dogmasina neden olacaktir.
Chew ve Buffington, (2013) bu konuda bir Veteriner
Teknisyen Egitim programi hazirlayarak sadece FIS’li
kedilerle ilgilenen bir ekip kurma c¢abast iginde
bulunmuslardir.

olmalar1

SONUC

Noroendokrin anormallikleri barindiran FIS’li
kedilerin ¢evresel diizenlemelere yanitlart saglikli
kedilerin varhiginda zorlagmaktadir. Bu sebepten bu
popiilasyondaki kedi ihtiyaglarinin daha fazla oldugu
bilinmeli ve ihtiyaglarinin sagliklilardan ayr1 olarak
degerlendirilmesi gerekliligi akildan ¢ikarilmamalidir.
Bununla birlikte klinisyenlerin FiS’li kedilere uygulanmasi
gerekli ¢evresel modifikasyonlarinin optimizasyonun
aslinda saglikli ev ortaminda hayatta kalmaya galisan
kedilerin ihtiyag¢larini belirlemekten oldukg¢a zor oldugunu
da bilmeleri gerekmektedir.

Sonug olarak, kronik ve zorlayict olan FIS
teshisinde her zaman kedinin yasadig1 cevre ve buna neden
olan néroendokrin uyarimlarin diizenlenmesi daima akilda
tutulmas1 gerekli bir konudur. Bu anlamda cevresel
modifikasyon uygulamalari tedavinin ana unsurudur. Ote
yandan kronik ve tedavi edilemeyen FiS’li kedilerin
Pandora sendromu yoniinden ele alinmalar1 gerekliligi de
akildan ¢ikarilmamalidir.
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Abstract: A xanthene-based colorimetric sensor, 2-((5-chloro-2-oxoindolin-3-ylidene)amino)-
3',6'-bis(diethylamino)spiro[isoindoline-1,9'-xanthen]-3-one, was designed and its metal sensing
properties was evaluated in aqueous solutions. The sensor showed colorimetric response toward
Hg?* from colorless solution to pink among various metal ions such as Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Mn?*,
Fe3*, Co%, Ni%*, Cu?*, Zn?*, AI%*, Cd?* and Pb?*. The addition of Hg?* exhibits an absorption
enhancement of the sensor based on a spirocycle ring-opening process and a subsequent
hydrolysis reaction. The detection limit of the sensor for Hg?* was found to be 7.88x107% M.

Keywords: Isatin, Mercury sensor, Rhodamine B hydrazide.

Yeni Bir Ksenten Bazh Schiff Baz1 Sensorii ile Sulu Ortamda Hg?* Tespiti

*Sorumlu yazar:

Kaan KARAOGLU

Recep Tayyip Erdogan Universitesi,
Teknik Bilimler Meslek Yiiksekokulu,
Kimya ve Kimyasal Proses Teknolojisi
Bolimii, 53100 Rize, Tirkiye

B<: kaan.karaoglu@erdogan.edu.tr
Cep telefonu : +90 (553) 425 86 08

Oz: Bir ksanten bazli kolorimetrik sensor, 2-((5-kloro-2-oksoindolin-3-iliden)amino)-3',6'-
bis(dietilamino)spiro[izoindolin-1,9'-ksanten]-3-on, bilesigi tasarlanmis ve sulu ortamda metal
tespit 6zellikleri incelenmistir. Sensdr bilesigi Na*, K¥, Mg?*, Ca?*, Mn?*, Fe3*, Co?*, Ni%*, Cu?*,
Zn?*, AI¥*, Cd?* ve Pb?* iyonlar arasinda Hg?* iyonuna renksizden pembeye degisen kolorimetrik
karsilik vermistir. Hg?* iyonlarinin ilavesi ile sensdr bilesigi spirohalka agilmasi ve ardindan
hidroliz tepkimesi vererek absorpsiyon artigt sergilemistir. Sensoriin Hg?* iyonu igin tespit
limitinin 7,88x107® M oldugu belirlenmistir.

Telefon : +90 (464) 228 00 22
Faks 1 +90 (464) 228 00 25 Anahtar kelimeler: Civa sensor, izatin, rhodamine B hidrazit.
INTRODUCTION
lon content of water is essentially crucial for system failure (Voutsadaki et al., 2010, Verep et al., 2018).
humans because deficiency or excess intake of metal ions Because of its possible damage to the ecosystem, mercury
to body causes the metabolic disorder. Bioaccumulation of should be monitored effectively in water sources. Some
mercury, one of the neurotoxic metal, causes immune sophisticated systems such as inductively coupled plasma
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mass/emission spectrometry (ICP-MS and ICP-AES),
atomic absorption spectrometry (AAS) which require
expensive instrumentation and pretreatments have been
applied to detect trace amount of mercury (Cope et al.,
1982; Jarzynska & Falandysz, 2011; Yuan et al., 2014). On
the other hand, optical techniques enable real-time and
high precisely online analysis of metal ions (Yoon et al.,
2007). Therefore, design fluorescent chemosensors for the
detection of mercury ion at the nano-molar level is of great
current interest (Aksuer et al., 2011; Cammann et al., 1991;
Farruggia et al., 2006; Zhao et al., 2011).

Colorimetric sensors such as triazine, coumarin,
quinolone, rhodamine, and chromenylium-cyanine have
been designed for detection of the transition metal ions in

aqueous media (Aksuer et al., 2011 Du et al., 2017;
Voutsadaki et al., 2010;; Wei et al, 2016).
Hydroxybenzaldehyde Schiff bases derived from

Rhodamine B, one of the most used probe structure, was
enables Cu?* sensing via coordination of transition metal
ion through phenolic oxygen and imine nitrogen atoms of
the sensor because of its large association constant (Li et
al., 2015; Tang et al.,2011; Xiang et al., 2006). Copper
sensing properties of the rhodamine B hydrazide and its
Schiff base derivatives have been investigated extensively,
while few reports have focused on mercury sensing
properties of this class of compounds (Jiao et al., 2016;
Wanichacheva et al., 2012).

In this work, a new xanthene based Schiff base
chemosensor was designed and characterized. Rhodamine
B based probe synthesized by condensation reaction
between rhodamine B hydrazide and 5-chloroisatin. The
molecular structure of the sensor was characterized by IR,
UV-vis., LC-MSMS, 'H NMR, *C NMR and mass
analysis. Spectrophotometric Hg?*—sensing properties of
the sensor among various metal ions such as Na*, K*, Mg?*,
Ca?*, Mn?*, Fe®*, Co?*, Ni%*, Cu®*, Zn?*, AI®*, Cd?*" and
Pb?* have been investigated at physiological pH.

MATERIAL AND METHOD

The aqueous solutions of Na*, K*, Mg?*, Ca**,
Mn?*, Fe3*, Co?", Ni%*, Cu?*, Zn?*, AI¥*, Cd?*, Hg?*, and
Pb?* ions were freshly prepared from their nitrate salts
except for Mn?* was prepared acetate salt. Hydrazine
hydrate was obtained from Merck and rhodamine B was
obtained from Sigma Aldrich. All the solvents were of
reagent grade and used as received.

The infrared (FT-IR) spectra of the compounds
were recorded on a Perkin Elmer Spectrum 100
spectrometer equipped with an ATR apparatus. UV/vis
experiments were performed on a Spectrocan DV 60
spectrophotometer. Heated-electrospray mass spectra (H-
ESI) were recorded using Thermo Sci. TSQ Quantum
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Access MAX Triple Stage Quadrupole mass spectrometer
and *H and *C NMR spectra were recorded on an Agilent
Technologies 400/54 spectrometer at the Central Research
Laboratory of Recep Tayyip Erdogan University.

Synthesis of sensor: Rhodamine B hydrazide (1)
was prepared according to the procedure described by
Zhangetal. (2017). A round bottom flask was charged with
an ethanolic solution of rhodamine B (2.0 g) under nitrogen
atmosphere. The solution was stirred at room temperature,
and then hydrazine hydrate (8 mL, 85%) was added drop-
wise to the solution. The reaction was carefully controlled
by TLC monitoring. The mixture was cooled to room
temperature, and the microcrystalline product was filtrated
under vacuum. Microcrystalline product was treated by 1
M hydrochloric acid then the pH of the solution was
adjusted to 8 by NaOH solution. The resulting precipitate
was filtered, washed three times with pure water, and then
purified by column chromatography (CH2Cl,:EtOH,
100:2.5, v/v). 5-Chloroisatin (0.182 g, 1.0 mmol) was
added to an ethanolic solution of 1 (0.503 g, 1.1 mmol)
under nitrogen atmosphere. The reaction mixture was
heated under reflux for 4 hours and then the solvent
removed by rotary under reduced pressure. The obtained
solid product was purified by column chromatography,
CH,CI,/EtOH (100:2.5, v/v) (Figure 1).

Yield: 42%. Color: Pale yellow. CzsH34CINsO3
(M= 620.13), ESI-MS, m/z (%): 619.67 (91%) [M+H]*,
641.78 (44%) [M+Na]*. FT-IR (cm): 1748 v(C=0), 1704
v(C=0), 1613 v(-C=N-), 1544-1449 v(Ar-H), 1214 v(C—
0).

N\NHZ

p¥oes W

1

cr—|3

Figure 1. Synthesis reaction of the sensor.

RESULTS AND DISCUSSION

Structural Characterization: The compounds
were characterized by spectroscopic techniques such as IR,
UV—Vis, H and **C NMR, mass and elemental analysis.
Characteristic FT-IR peaks corresponding to C=0 and NH
groups for 5-chloroisatin were observed at 1747 and 3179
cml, respectively (blue line in Figure 2). FT-IR spectra of
1 give a characteristic peak at 3326, 3198, and 1657 cm',
which are assignable to a N-H stretching band and a C=0
stretching bands. The disappearance of amine peaks at
3326 and 3198 cm (red line in Figure 2) and appearance
of a new peak at 1704 cm* supports the condensation of 5-
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chloroisatin with 1. IR spectrum of the sensor shows two
absorption band at 2970 and 2929 cm™ corresponding to
CH stretching. 'H and 3C NMR spectra of the compounds
have been recorded in d6-dimethylsulfoxide, and spectra
are in accordance with suggested structures (Figure 3 and
Figure 4) (Aires-de-Sousa et al., 2002; Banfi&Patiny,
2008; Binev & Aires-de-Souza, 2004; Binev et al., 2004;
Castillo et al., 2011). The characteristic proton signals
corresponding to NH, CH3 and CHj> signals were observed
at 8.670 (a broad singlet), 3.328 (a quartet) and 1.164 ppm
(a triplet), respectively. The characteristic *C NMR
signals of Cio and Ci7 corresponding spirocycle closed-
form were observed at 166.175 and 65.957 ppm,
respectively (see Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi.
for detailed information). The mass spectrum of compound
2 showed a high intensity protonated molecular ion
[M+H]* peak at m/z 619.67 (91%) and [M+Na]* peak at
m/z 641.78 (44%) (Figure 5)

5-Chlororisatin

T\WW/’—’J"

3650 3150 2650 2150 1650 1150 650
Wavenumber, cm

Figure 2. FTIR spectra of Rhodamine B hydrazide (1) and sensor
).
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Figure 3. *H NMR spectrum of 2.

Selectivity of Sensor: The selectivity experiments were
carried out by using a 1x10° M sensor and a series of
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mono-, di- and trivalent metal ions solutions in EtOH/water
mixture (1:1) at pH 7.02. Optical responses of the sensor
toward Li*, Na*, Mg?*, AI¥*, K*, Ca%*, Mn?*, Fe%*, Co?,
Ni2*, Cu?*, Zn?*, Sr?*, Cd?*, Ba®*, Hg?* and Pb?* ions were
examined at visible region, Figure 6A. An absorption
enhancement was observed at 557 nm after the Hg?*
addition. Other metal ions did not cause any significant
changes, except for Cu?* showed a considerably low
optical response to sensor solution. The present
chemosensor based on 5-chloroisatin Schiff base showed
selectivity toward Hg?*, while isatin based analog
generates optical response Cd?* and Pb?* (Xu et al., 2012).

[Karaoglu-Sen1C_APT_01

12,509

Normalized Intensity

9.8'8VT-66L LvT7

SSE VY-

LB LA LA LA A LA LA AR LA Al LA A T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20
Chemical Shift (ppm)

Figure 4. 13C NMR spectrum of 2.
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Figure 5. H-ESI mass spectra of the sensor.

The limit of detection (LOD) by the method
adopted by UIPAC was determined from the following
equation (Currie, 1995):

Limit of detection = 3 X S?d
where Sy is the standard deviation of the blank
measurements (n=10), and S is the slope of the calibration
curve (Figure 6B). LOD value for 2 toward Hg?* ion by
colorimetry was calculated as 7.88x10° M. Colorimetric
experiments showed that the analytical performance of the
sensor is sufficient for the detection of Hg?* ion in water
samples.
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equivalent of other metal ions.

The competition experiments in the presence of 5
equivalent of mono-, di-, trivalent metal ions were also
conducted and the results are shown in Figure 6C. The
competition experiments showed that while Cu?* ions
cause interference, the detection of mercury ions is not
interfered by Li*, Na*, Mg?*, AlI¥*, K*, Ca®*, Mn%", Fe®*,
Co?*, Ni?*, Zn?*, Sr?*, Cd?*, Ba®*, Hg?* and Pb?* ions.

It is expected that the binding of the Hg?* ion could take
place through electrostatic interactions between the
carbonyl oxygen of isatin and spirocycle, nitrogen atom of
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the Schiff base and Hg?* ions (Wanichacheva et al., 2012).
Sensing features of the sensor toward Hg?* were also
investigated by ESI mass analysis in methanol. A mass
peak corresponding rhodamine B methyl ester was
observed at 456.98 m/z (Figure 7). The mass study showed
that the sensor/mercury(I1) complex is not stable at sensing
media, and spirocycle undergoes Hg?* mediated hydrolysis
that resulted in the formation of rhodamine B methyl ester,
as seen in Figure 8.
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Figure 7. Mass spectra of rhodamine B methyl ester by Hg?* mediated hydrolysis of the sensor.
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Figure 8. The proposed hydrolysis reaction of the sensor.

CONCLUSIONS

In summary, synthesis, characterization, and
metal sensing properties of a new rhodamine B-based
sensor have been reported. The metal ion detection ability
of the sensor was investigated by colorimetric assays. The
spectrophotometric experiments showed that the sensor
enables selective and sensitive recognition of Hg?* ion over
competitive metal ions, such as Li*, Na*, Mg?*, Al**, K*,
Ca?*, Mn?, Fe%*, Co?*, Ni%*, Cu?*, Zn?*, Sr¥*, Cd?*, Ba?*
and Pb?*. The sensor showed linear optical response to
Hg?* ion between 1x10 to 1x10* M. LOD value for the
sensor toward Hg?* were calculated as and 7.88x10% M.
According to mass data, optical signals could be produced
by two step mechanism. First, Hg?* ion coordinates to
sensor through two carbonyl oxygen and nitrogen atom of
imine bond and then complex structure undergoes Hg?* ion
mediated hydrolysis reaction.
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Abstract: In this study, the gutted length-weight relationships and condition factor of the 4
Holothuria species (Holothuria tubulosa, Holothuria polii, Holothuria mammata and Holothuria
sanctori) living in the Aegean Sea were determined.

The sea cucumber samples were obtained between November 2014 and December 2018 by
SCUBA and Hookah diving systems in the Aegean Sea. Identification of the species were based
on morphometric characteristics only. Total gutted length (GL) and weight (GW) of each
individual were recorded with an accuracy 0.1 cm and 0.01 g, respectively.

*157: https://orcid.org/0000-0003-1163-6461

*Corresponding author’s: During the sampling period, a total number of 18248 sea cucumber individuals belonging to four
';’;:am:; QID;fNMarine Seience. Ordu species were collected and measured. Mean gutted length and weight were found to be
University, 5"2400 Turkey ' 13.20+3.44 cmand 66.34+30.93 g for H. tubulosa, 10.45+2.06 cm and 49.33+19.68 g for H. polii,
X: maydin69@hotmail.com 13.07+3.86 cm and 68.08+36.73 g for H.mammata, 18.62+3.02 cm and 102.34+21.76 g for H.
Mobile telephone : +90 (542) 435 62 80 sanctori, respectively. Negative allometric growth was estimated for all the four species with the

Fax - +90/(452) 42350 53 “p " values ranging from 1.104 to 1.804.

Keywords: Holothuria tubulosa, Holothuria polii, Holothuria mammata, Holothuria sanctori,
length-weight relationship.

Ege Denizi’ndeki 4 Farkh Deniz Hiyar Tiiriiniin Boy-Agirhk iliskisi ve
Kondisyon Faktorii

Oz: Bu calismada Ege Denizi’'ndeki 4 farkli Holothuria tiiriinin (Holothuria tubulosa,
Holothuria polii, Holothuria mammata ve Holothuria sanctori) karkas boy agirlik iliskileri ve
kondisyon faktérleri tespit edilmistir. Ornekleme Ege Denizi'nde Kasim 2014-Aralik 2018
tarihleri arasinda SCUBA veya nargile dalis sistemi ile yapilmistir. Tiir tanimlamalari
morfometrik 6zelliklerine gore yapilmustir. Total karkas boyu (GL) 0.1 cm ve total agirligi (GW)

*Sorumlu yazar: 0.01 g hassasiyetle Ol¢lilmiistiir. Dort tiire ait toplam 18248 adet birey Orneklenmis ve
Mehmet AYDIN olciilmistiir. H. tubulosa i¢in ortalama karkas boyu 13.20+3.44 cm ve ortalama karkas agirlig:
e ‘T’;f;;ey 66.34+30.93 g olarak, H. polii i¢in 10.45+2.06 cm ve 49.33+19.68 g olarak, H.mammata igin
53: maydin69@hotmail.com 13.07+3.86 cm ve 68.08+36.73 g olarak, H. sanctori i¢in 18.62+3.02 cm ve 102.34+21.76 ¢
Cep telefonu : +90 (542) 435 62 80 olarak hesaplanmigtir. Biiylime her dort tiirde de negatif allometrik, b degerleri de 1.104 to 1.804

Faks 1 +90 (452) 423 50 53 arasinda oldugu tespit edilmistir.
Anahtar kelimeler: Boy-agirhik iligkisi, Holothuria tubulosa, Holothuria polii, Holothuria

mammata, Holothuria sanctori.

INTRODUCTION

Sea cucumbers are very important component of the detritus food chain and are implied in the recycling of
marine ecosystems, because they play a crucial role in the organic matter by ingestion of sediment (Massin, 1982; Zupo
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& Fresi, 1984; Francour, 1990; Belbachir et al., 2019).
Approximately 1200 known sea cucumber species exist in
the world oceans (Conand, 1990), while 66 of them are
commercially exploited (Purcell, 2010). Sea cucumbers are
harvested and traded in more than 70 countries worldwide
(Purcell et al., 2012). Sea cucumber species (Holothuria
tubulosa Gmelin 1790, Holothuria polii Delle Chiaje 1823,
Holothuria mammata Grube 1840, Stichopus regalis Cuvier,
1817) from Mediterranean Sea are commercial target species
of fisheries since 1990s (Aydin, 2008). Recently, Turkey
acquired a leading position among Mediterranean countries
in the exports of sea cucumbers, the latter being widely
distributed across its Aegean coasts. A considerable increase
in the Sea cucumber fishery of Turkey has been observed
since 1996. The average of past seven years was 419 ton,
2017 production was approximately 855 ton (Aydin, 2017;
TURKSTAT, 2018).

Length-weight relationships are used in fisheries
management. The main objective of this study was to
determine of gutted length-weight relationship and condition
factor of four sea cucumbers species: H. tubulosa, H. polii,
H. mammata and H. sanctori Delle Chiaje, 1823 in the
coastal waters of the Aegean Sea.

MATERIAL AND METHOD

The Aegean Sea is the only area where the sea
cucumber stocks are abundant in Turkey's territorial waters
and the only field where harvesting is legal. The region is
divided into two sub-regions, harvesting is permitted 4 years
in the northern part, 4 years in the southern part (Aydin,
2019a). This study was conducted in this commercially
exploited area (Figure 1).

1 1 1 1

Black Sea
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Aegean
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==
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Figure 1. Sampling area.
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Individuals of sea cucumber species were sampled
between November 2014 and December 2018 by SCUBA
and Hookah diving systems in the Aegean Sea (Fig. 1) which
is actually a large data set obtained by the Republic of
Turkey Ministry of Agriculture and Forestry for the purpose
of stock management.
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Individuals of sea cucumber species were sampled
between November 2014 and December 2018 by SCUBA
and Hookah diving systems in the Aegean Sea (Fig. 1) which
is actually a large data set obtained by the Republic of
Turkey Ministry of Agriculture and Forestry for the purpose
of stock management.

Identification of the species was based only on
morphometric characteristics (Aydin & Erkan, 2015). Due
to its abilities to take water and release it, expel internal
organs, extraction or relaxation, the size and weight of the
sea cucumber can vary during morphometric measurements
(Aydin et al., 2011; Gonzalez-Wangtiemert et al., 2014;
Aydin, 2019a; Aydin, 2019b). In addition, being alive or
dead also causes changes in length. Therefore, the sea
cucumber must be kept alive in the seawater until the internal
organs are removed. During measurements a small
longitudinal incision (3 cm) was done on the abdominal area,
the internal organs were removed, and weight (GW) was
measured. After the internal organs are emptied, the
individual is suspended in seawater for 30-60 seconds and
the length becomes more stable. Because of this
characteristic, GW and length (GL) measurements were
carried out within one minute after the internal organs were
removed. Total gutted (removal of alimentary canal, gonads,
and respiratory trees) GL and GW of each individual were
recorded with an accuracy of 0.01 cm and 0.01 g,
respectively. The GL-GW relationships were determined for
all collected individuals by GW= aGLP equation, where GW
is weight (g), GL is length (cm) and “a” and “b” are the
Coefficients of the function obtained from regression
between GW and GL (Ricker, 1975). The “b” value was
tested by t-test to check whether it was significantly different
from 3. When b = 3, it reflects an isometric growth, when it
is b #3 it reflects an allometric growth (positive b > 3 or
negative b < 3) (Froese, 2006).

Fulton’s coefficient of condition factor (K) was
calculated by K=100*GW/GL3 equation, where GL is length
(cm) and GW is weight (g) (Le Cren, 1951; Bagenal, 1978;
Sparre & Venema, 1992; Froese, 2006).

The relationships among the variables were
identified using the regression analysis. The best appropriate
model was selected based on R? value. The observed
differences were evaluated statistically using SPSS 22.0 and
Student’s t-test (Sokal & Rohlf, 1969; Diizgiines et al.,
1983).

RESULTS

During the sampling period, a total of 18248
individuals of sea cucumber belonging to four species were
collected and measured. While number of individuals was
maximum in H. polii (9086), minimum number of
individuals (747) was obtained in H. sanctori. H. sanctori is
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also found to be the species showing the highest gutted
length and weight. Morphometric description of the data-set
used in the length-weight relationship is summarized in
Table 1.

Table 1. Summary of the gutted length (GL)—gutted weight (GW)
data from each species.

GL (cm) GW (g)
Species N Mean+SE Min-Max Mean+SE Min-Max
H. tubulosa 6414 13.20+ 3.44 4-27.3 66.34+ 30.93 7.4-225.0
H. polii 9086 10.45+ 2.06 3.4-18.0 49.33+ 19.68 6.9-135.0
H. mammata 2001 13.07+ 3.86 3.8-27.6 68.08+ 36.73 3.5-230.0
H. sanctori 747 18.62+3.02 9.0-26.9 102.34+21.76  33-185.9
Total 18248

R-squared coefficients of power regression, which is used
for modeling in this study, were found ranged between 0.752
and 0.890 for the length-weight relationships. These models
were estimated as GW = 0.779 GL'7% (R? = 0.833) for H.
tubulosa, GW = 0.682GL8% (R? = (.712) for H. polii, GW
= 0.717 GL™2 (R2 = 0.890) for H. mammata and GW =
4.029 GLMM%R2> = 0.752) for H. sanctori. Negative
allometric growth was observed for all the four species
(Table 2). The weight-length relationship graphics of H.
tubulosa, H. polii, H. mammata and H. sanctori are given in
Figure 2.

Table 2. Regression parameters of the GL-GW relationship
(GW=aGLP") of the 4 sea cucumbers.

N GW=aGL" Significant
Level
Species a b SE(b)  ClI(b) R? Pauly’s t-
testi
t = 136.3
H. tubulosa 6414 0.779 1.702 0.009 1.68-1.72 0.833 (P<0.05)
. t = 100.2
H. polii 9086 0.682 1.804 0.012 1.78-1.82 0.712 (P<0.05)
H.mammata 2001 0.717 1.752 0.012 1.74-1.78 0.890 t = 908
(P<0.05)
H. sanctori 747 4.029 1.104 0.023 1.05-1.15 0.752 t = 815
(P<0.05)

N: number, a and b: intercept and slope of the regression line SE: standard error, R?: coefficient of
determination, CI: 95% confidence interval.
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Figure 2. GL-GW relationship for H. tubulosa, H. polii, H.
mammata and H. sanctori.

In the study, the K values of the species were also
investigated, and the highest K value was observed for H.
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polii (4.45), and the lowest for H. sanctori (1.73). The
average, minimum, and maximum K values for each of the
four species are given in Table 3.

Table 3. Fulton’s coefficient of condition factor (K) for the four sea

cucumber species in the Aegean Sea.
K=100GW/GL?

N Mean (K) +SE Minimum Maximum
H. tubulosa 6414 3.07 118 1.0 13.0
H. polii 9086 4.45 1.53 1.4 17.6
H.mammata 2001 3.25 1.09 0.9 12.0
H. sanctori 747 1.73 0.71 0.8 5.5

When the K values were evaluated in relation to
GL, there were abnormal fluctuations in the graph because
the number of individuals in the 4-8 cm length group was
low. It is possible to say that K values of all four species
individuals larger than 8 cm are similar (Figure 3).

14 -

12 + el H, mammata

10 A e H . p0ON i

g . == H tubulosa
N4 et H sanctori

6 .

4 .

2 4

0 —

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
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Figure 3. Relationships between condition factor (K) and GL (cm)
for four species.

DISCUSSION

The weight-length relationships and Fulton’s
condition factor are two main parameters used in fisheries
management (Froese, 2006). The studies in the Aegean Sea
related to the weight-length relationships are summarized in
Table 4. The "b" values of the previous studies reported
negative allometric growth (except for Gonzalez-
Wangiiemert et al., 2016) for the species. Similarly,
Veronika et al., (2018) stated that negative allometric growth
for 4 different species in the coasts of Sri Lanka. Negative
allometry was also reported from a study by Venkataraman
(2007) from India. It is known that, when “b” value is
smaller than 3 it means that the species show negative
allometry and it’s a lean, long and flat bodied (Pauly, 1983).
When morphometric structure of the species is considered, it
is normal to estimate the “b” value less than 3. Though there
were many different methodologies used to measure L and
W in Table 4, the average weight of H. tubulosa from this
study was 66.51 g, Dereli et al., (2016) reported as 49.9 g,
Gonzalez-Wangiiemert et al., (2014) reported as 88.7 g,
Gonzalez-Wangiiemert et al., (2016) reported as 83.8 g,
Kazanidis et al., (2010) reported as 108.4 g, Vafeiadou et al.,
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(2010) reported as 61.8 g, Aydin & Erkan (2015) reported as
83.7 g,and Aydin & Emre (2009) reported as 78.62 g.

The average weight of H. polii was higher in every
previous study (except Aydin & Emre, 2009). The study
conducted by Aydin & Emre (2009) did not calculated
average GW, but wet weight. The average GW of H.
mammata was 68.08 g in the study. In other studies, it was
reported as 88.5 g (Gonzalez-Wangiiemert et al., 2016),
109.0 g (Gonzélez-Wangiiemert et al., 2014), 23.0 g
(Navarro et al., 2013), 109.8 g (Aydin & Erkan, 2015), 105.9
g (Aydin & Emre, 2009). It can be said that the differences
are the result of regional differences or using different
measurements.

The average weight of H. sanctori in this study was
higher than previously reported weights (Table 4). It was
observed that H. sanctori was the heaviest among the four
commercial sea cucumbers. Even though the meat ratio of
this species is higher more compared to other species, it is
not commercially used in Turkey. The reason for this is that
the species have cuvier organs, that, when threatened
releases a web of tubulars with very adhesive secretion to the
environment. This defensive mechanism of web of secretion

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Yi/:5, No:1, (80-85), 2020

is powerful enough to neutralize a fish or a crab, therefore,
the area becomes very sticky and makes it impossible for
harvest or storage (Aydin, 2013).

K is used to compare the wellbeing of an organism
and the health of the environment (Pauly, 1983). The average
K values of four species (H.tubulosa, H. polii, H. mammata
and H. sanctori) were estimated between 1.73 — 4.45. The
study on four different species (H. spinifera, B. marmorata,
S. naso and H. atra) by Veronika et al., (2018) reported
similar values, between 2.688- 4.125. These values indicate
that the species are in good physical condition.

Turkey is the most commercial sea cucumber
producing country in the Mediterranean Basin (Aydin
2019a). Average sea cucumber production for the last seven
years was 419-ton/yr and the total production of 2017 was
approximately 855 tons (Aydin, 2017; TURKSTAT, 2018).
Sea cucumber harvest has an increasing trend in the world,
and due to high fishing pressure, natural stocks are faced
with the threat of rapid collapse. It is reported that there is no
decline in the commercial sea cucumber stocks in Turkish
waters (Aydin, 2019a). The length and weight values
obtained in this study supports this concept.

Table 4. Comparison of WLRs parameters, minimum and maximum Iength weight from different geographical areas.

N Mean GL (cm) Mean GW (g) a R? Locations References
Species Min-Max Min-Max
H. tubulosa(GL-GW) 6414 13.26(4-27.3) 66.51(7.4-225) 0.779 1.702 0.833 Aegean Sea This Study
H. polii (GL-GW) 9086 10.45(3.4-18.0) 49.33(6.9-135.0) 0.682 1.804 0.712 Aegean Sea This Study
H.mammata (GL-GW) 2001 13.07(3.8-27) 68.08(3.5-230) 0.717 1.752 0.890 Aegean Sea This Study
H. sanctori (GL-GW) 747 18.62(9-26.9) 102.34(33-185.9) 4.029 1.104 0.752 Aegean Sea This Study
H. polii(L-EW) 312 16.7(10.4-25.4) 47.3(19.8-79.1) 17.4 1.77 0.14 NE Atlantic, Med. Gonzélez-Wangiiemert et al., (2016)
H. tubulosa(L-EW) 282 20.7(12.2-30.9) 83.8(25.0-159.5) -3.8 43 0.38 NE Atlantic, Med. Gonzélez-Wangiiemert et al., (2016)
H.mammata(L-EW) 298 21.2(12.4-33.5) 88.5(38.0-160.8) -31.0 5.62 0.41 NE Atlantic, Med. Gonzalez-Wangiiemert et al., (2016)
H. polii(EL-EW) 839 10.5(6.5-18.2) 37.5(17-84) 3.10 1.05 0.45 Aegean Sea Gonzélez-Wangiiemert et al., (2014)
H. tubulosa(EL-EW) 754 16.4(8-26) 88.7(30-211) 3.45 1.14 0.41 Aegean Sea Gonzélez-Wangiiemert et al., (2014)
H.mammata(EL-EW) 422 17(10-28) 109.0(30-210) 6.2 1.00 0.52 Aegean Sea Gonzalez-Wangiiemert et al., (2014)
H.mammata 280 234 Gran Canaria Island Navarro et al. (2013)
H. sanctori 2032 18.1 Gran Canaria Island Navarro et al. (2013)
H. tubulosa(L-EW) 314 29.8(13.8-49.4) 108.4(39.4-226.3) 6.71 0.81 0.58 Aegean Sea Kazanidis et al. (2010)
H. tubulosa 350 10.26(4.3-19.7) 61.8(20.3-164.4) Aegean Sea Vafeiadou et al. (2010)
H. sanctori(EL-EW) 340 18.1(11-25) 100.5(51-175.7) 2.320 1.29 0.72 Aegean Sea Aydm (2013)
H. polii(Wet W) 1558 46.3 Aegean Sea Aydm and Erkan (2015)
H. tubulosa(Wet W) 1288 83.7 Aegean Sea Aydin and Erkan (2015)
H.mammata(Wet W) 498 109.8 Aegean Sea Aydn and Erkan (2015)
H. polii(Wet W) 618 59.25(9.2-264) Aegean Sea Aydm and Emre (2009)
H. tubulosa(Wet W) 434 78.62(3-246.2) Aegean Sea Aydm and Emre (2009)
H.mammata(Wet W) 28 105.9(25.1-167.2) Aegean Sea Aydm and Emre (2009)

GL: Gutted length, GW: Gutted weight, L: Length, EL: Eviscerated length,

CONCLUSIONS

In conclusion, base data required for maximum
usage of sea cucumber stocks in a sustainable perspective,
such as length-weight relationship and condition factor
were obtained during this study. The data obtained in this
study are very important for the stock management of these
species, which are exploited and are important part of the
marine ecosystem. Therefore, this data is made available to
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EW: Eviscerated weight.

the relevant institutions for the management of stocks in
the region.
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Oz: Mandalarin diger hayvanlarda oldugu gibi bazi hastaliklarin duyarli hayvan
popiilasyonlarina ve insanlara bulastirilmasinda rol oynadiklar1 ortaya konulmustur. Bu
caligmada Amasya ili ve ilgelerinde yetistiriciligi yapilmakta olan Anadolu Mandalarindan
toplanan 140 diski 6rnegi termofilik Campylobacter tiirleri agisindan incelendi. Digki
orneklerinden termofilik Campylobacter tiirlerinin izolasyonu amaciyla standart selektif
zenginlestirme teknigi kullanildi. Campylobacter siipheli izolatlarin cins ve tiir diizeyinde
identifikasyonlari PCR ile yapildi. 140 digki 6rneginden 13 (% 9,3) termofilik Campylobacter
cins diizeyinde identifiye edildi. Identifiye edilen 13 izolatin 2 (% 15,4)’si C. jejuni, 1 (%
7,7)’i C. coli olarak isimlendirilirken, geriye kalan 10 izolat Campylobacter spp. olarak
tanimland1. C. jejuni izolatlarinda ctx (cytolethal distenting toxin) genlerinin (cdtA, cdtB ve
cdtC) tespiti mPCR ile gerceklestirildi. Izolatlarin hi¢ birinde cdt geni saptanamadi. Bu
arastirma ile bolgemizde ilk kez Anadolu Mandalarindan saglanan diski 6rnekleri termofilik
Campylobacter tiirleri yoniinden incelendi. Arastirmadan elde edilen verilerin, yoremizde
yapilacak benzer ¢aligmalara kaynak teskil edebilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Anadolu mandasi, digski, PCR, termofilik Campylobacter.

Molecular Characterization of Thermophilic Campylobacter Species Isolated
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From Anatolian Buffalo Feces

Abstract: Buffaloes as in other animals have been demonstrated to play a role in certain
diseases transmitted to susceptible animals and human populations. In this study, 140 fecal
samples collected from Anatolian Buffaloes in breeding Amasya and around were examined
for thermophilic Campylobacter species. Standard selective enrichment methods were used
for isolation of thermofhilic Campylobacter species from fecal samples. Identification of
Campylobacter suspected isolates at the genus and species levels was performed by PCR. Of
the 140 stool samples, 13 (9.3 %) thermophilic Campylobacter were identified at the genus
level. While 2 (15.4%) of the 13 isolated isolates were named C. jejuni and 1 (7.7 %) as C.
coli, the remaining 10 isolates were defined as Campylobacter spp. Detection of ctx
(cytolethal distenting toxin) genes (cdtA, cdtB and cdtC) in C. jejuni isolate was performed
by mPCR. The ctx genes were not detected in any of the isolates. Fecal samples obtained
from Anatolian Buffaloes were examined first time in our region respect to thermophilic
Campylobacter species. We concluded that the data obtained of research can constitute a
resource to similar studies in our region.

Keywords: Anatolian buffaloes, feces, PCR, thermophilic Campylobacter.
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GiRisS

Manda (Bubalus bubalis), diinya ¢apinda biiyiik
bir cogunlugu Asya kitasinda bulunan (%97,4), baslica siit,
et, deri ve i giiciinden yararlanmak amacryla yetistirilen,
Artiodactyla takiminda, Bovidae ailesinde Bubalus
simifinda bir tiirdiir. Mandalar, Afrika yabani mandasi
(Syncerus caffer) ve Asya mandasi (Bubalus bubalis)
olarak gruplandirilmaktadirlar. Evcil ve yabani formlardan
koken alan mandalarin yaklasik 74 irki bulunmaktadir. Bu
irklar kabaca, bataklik ve nehir (irmak) mandalar1 olarak
ikiye ayrilmaktadir. Tirkiye’deki mandalar, nehir
mandalarinin bir alt grubu olan Akdeniz mandalarindan
koken Anadolu
isimlendirilmektedir. Diinya capinda son verilere gore
yaklagik 194 milyon manda bulunmaktadir. Ulkemizde
Eylil 2019 verilerine gore 180,826 manda yetistirildigi,
Amasya ilinde ise yaklagik 5,974 manda bulundugu
bildirilmektedir (TUIK, 2019).

Campylobacter cinsinde simiflandirilan bakteriler,
zoonoz bakteriyel etkenler arasinda en yaygin grubu
olusturmaktadir. Giincel olarak 25 tiirde simiflandirilan
Campylobacterler igerisinde, termofilik olanlar C. jejuni,
C. coli, C. lari ve C. upsalensis insanlarda, ozellikle
gastrointestinal olmak tizere, cesitli hastaliklardan izole
edilmektedir.  Termofilik Campylobacter tiirlerinin
insanlara bulastiritlmasinda kiimes hayvanlari, ¢ig siit, igme
suyu, ¢iftlik hayvanlari ve yabani kanatli hayvanlar nemli
rol oynamaktadir (Crawshaw, 2019; Jansen vd.,
2019;Willis vd., 2017).

Termofilik Campylobacter tiirleri, hayvanlarda
¢ok genis bir yelpazede (gastroenteritis-abortus)
enfeksiyonlardan izole edilmektedir. Gastrointestinal
sistemde (barsak ve safra kesesi) kommensal olarak
bulunmakla birlikte 6zellikle koyunlarda enzootik, diger
ruminantlarda ise sporadik abortuslara neden olduklari
ortaya konulmustur (Sahin vd., 2008). Campylobacter
kokenli abortus vakalarmin ¢ogunda herhangi bir klinik
belirti olmaksizin yavru atimlart sekillenmektedir.
Hijyenik sartlarmn iyi olmadig: bélgelerde manda etlerinde
yiksek oranda  Campylobacter  kontaminasyonlari
bildirilmektedir (Rahimi vd., 2013). Bu nedenle tasiyici ve
sacict konumundaki hayvanlarda etkenin varligi ve

almakta ve mandas1  olarak

sikliginin ortaya konulmasi 6nem arz etmektedir.

Ulkemizde farkli hayvan tiirlerinde termofilik
Campylobacter tiirlerinin tespitine yonelik ¢aligmalar
Ancak, Anadolu Mandalar1 ile ilgili
arastirmalar son derece simirlidir. Bu ¢alisma, Amasya ili
ve ilgelerinde halk elinde yogun olarak yetistiriciligi
yapilmakta olan Anadolu Mandalarina ait digk
orneklerinde  termofilik ~ Campylobacter tiirlerinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirildi.

yapilmistir.
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MATERYAL VE METOT

Diski  Ornekleri: Caligmanin  materyalini
Amasya ilcelerinde yetistiriciligi yapilan Anadolu
Mandalarindan saglanan 140 adet diski 6rnegi olusturdu
(Sekil 1). Bu amagla, i¢erisinde modifiye Cary-Blair besi
yeri bulunan steril digki toplama kaplarina alinan diski
ornekleri kisa siirede ve soguk zincirde, OMU Veteriner
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina
ulastirildi. Orneklemenin yapilacagi hayvan
populasyonlarina goére mandalardaki oranin bilinmesi
(Thrusfield, 2018) icin toplam hayvan sayis1 (5974) baz
alinarak % 95 giiven araliginda % 2,34 tahmini prevalans
bazinda 140 digk: 6rnegi toplandi (Tablo 1).
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Figure 1. Origins of collected Anatolian Buffaloes stool samples.

Tablo 1. Anadolu Mandasi diski o6rneklerinin toplandigi
merkezler ve diski sayilari.

Table 1. Origins of collected Anatolian Buffaloes stool samples
and stool numbers.

Merkez Manda sayisi Alman disk sayisi
Suluova 2059 20
Tasova 1124 20
Amasya merkez 1008 20
Goyniicek 753 20
Giimiighacikdy 517 20
Merzifon 323 20
Hamamdzii 190 20
Toplam 5974 140

Besiyerleri ve Suplementler: Diski 6rneklerinden
termofilik Campylobacter tiirlerinin selektif izolasyonu
amactyla modifiye Cary-Blair besi yeri, modifiye preston
broth  (Oxoid), modified charcoal cefoperazone
desoxycholate agar (MCCD agar, Oxoid), blood agar base,
brain heart infiizyon broth besiyerleri kullanildi. Selektif
besi yeri elde etmek i¢in ise modifiye preston suplementi
(X114, Acumedia), sefoperazon+amfotersin suplamenti
(X112, Acumedia) suplementlerinden, mikroaerobik ortam
elde etmek icin ise campygen (Thermo) kitinden
yararlanildi.
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Izolasyon ve Identifikasyon: Diski 6rneklerinden
termofilik Campylobacter tiirlerinin selektif izolasyonu
ISO 10272 standartlarina gore yapildi. Bu amagla diski
ornekleri preston sivi besi yerine ekildi ve mikroaerobik
olarak 42°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Sivi
besiyerinden bir 6ze dolusu alinarak mCCD agara ekildi ve
42°C’de 5 giin siireyle mikroaerobik sartlarda inkiibe
edildi. Mikroskopik ~ ve  makroskopik  olarak
Campylobacter morfolojisine sahip bakteri kolonileri
%T7’lik  koyun kanli agara ekilerek saflagtirildi.
Campylobacter siipheli izolatlar molekiiler olarak PCR ile
cins ve tiir tayini yapilincaya kadar 200 pl’lik TE (10mM
Tris-HCI, 1mM EDTA, pH:8.0) bufferde -20 °C’de ve %
15 gliserol igeren BHI’de -70 °C’de saklandi (Wisessombat
vd., 2009).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): Anadolu
Mandalarindan toplanan digki 6rneklerinden izole edilen
termofilik Campylobacter siipheli izolatlarin tiir diizeyinde
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(C. coli, C. lari, C. jejuni ve C. upsalensis)
identifikasyonunda koloni mPCR teknigi kullanildi (Wang
vd., 2002).

izolatlardan DNA ekstraksiyonunda kaynatma
prosediirinden  yararlanildi.  Saf  olarak iiretilen
kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinarak 0.5 ml’lik steril distile
su ile siispanse edildi. Siispansiyonlar 100 °C’de 10 dakika
tutulduktan sonra 4 °C’de, 10.000 g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen stipernatantlar PCR’da templeyt DNA
olarak kullanildi.

Izolatlarin termofilik Campylobacter tiirleri
acisindan identifikasyonu ve ayriminda Wang vd., (2002)
tarafindan bildirilen primer ve PCR sartlar1 kullanildi.
Kullanilan metot C. fetus primerleri ¢ikartilarak modifiye
edildi. Boylece hipO geni (C. jejuni), glyA geni (C. coli, C.
lari ve C. upsaliensis) ve 23S rRNA internal kontrolden
olusan 5 farkli primer ¢ifti ile identifikasyon
gergeklestirildi (Tablo 2).

Tablo 2. Termofilik Campylobacter tiirlerinin mPCR ile ayriminda kullanilan primer g¢iftleri ve baz bityiikliikleri.
Table 2. Primer pairs and base sizes used for separation of Thermophilic Campylobacter species by mPCR.

Primer Boyut (bp) Sekans (5°-3° Hedef gen Gen lokasyonu

CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC . 1662-1681
323 C. jejuni hipO

CJR GCCACAACAAGTAAAGAAGC 1984-1965

CCF GTAAAACCAAAGCTTATCGTG 337-357
126 C. coli glyA

CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG 462-444

CLF 251 TAGAGAGATAGCAAAAGAGA C. lari glyA 318-337

CLR TACACATAATAATCCCACCC 568-549

CUF AATTGAAACTCTTGCTATCC . 63-82
204 C. upsaliensis glyA

CUR TCATACATTTTACCCGAGCT 266-247

23SF
23SR

650

TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG
ATCAATTAACCTTCGAGCACCG

3807-3829

C. jejuni 23S rRNA
4456-4435

Her mPCR tiipiinde 200 pM deoksiniiklosid
trifosfat (ANTP), 2.5 pl 10x reaksiyon bufferi (500 mM
Tris-HCI [pH 8.3], 100 mM KCI, ve 50 mM [NH4]2SO4),
20 mM MgCly, 0.5 uM C. jejuni ve C. lari primerleri, 1
uM C. coli primeri, 2 uM C. upsaliensis primeri; 0.2 uM
23S rRNA primeri; 1.25 U FastStart Taqg DNA polymerase
ve 5 ul templeyt DNA olacak sekilde PCR karigimi
hazirlandi. PCR tiiplerindeki son hacim 25 pl olacak
sekilde steril distile su ile ayarlandi. DNA amplifikasyonu
95°C’de 6 dakika ilk denaturasyon, 95°C’de 30 saniye
denaturasyon, 59°C’de 30 saniye baglanma (annealing), 72
°C’de 30 saniye uzama (extension) 30 siklus ve 72°C’de 7
dak. son uzama (extension) sartlarinda Termal Cycler
(Thermo) cihazinda  gergeklestirildi. Elde edilen
amplikonlar, % 0.5 etidyum bromiir iceren %1.5’luk
agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutuldu. Olusan
bantlar jel goriintiileme sisteminde (Digi-Doc-IT-
Darkroom) incelendi.

C. jejuni izolatlarinda cdt (cytolethal distenting
toxin) genlerinin mPCR ile belirlenmesinde Pickett vd.,
(1996) ve Martinez vd., (2006) tarafindan bildirilen
yontem uygulandi. mPCR’da C. jejuni i¢in kullanilan cdtA,
cdtB ve cdtC primer dizilimleri Tablo 3’de gosterildi.
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Tablo 3. mPCR’da cdt genlerinin belirlenmesinde kullanilan
primer g¢iftleri ve baz biiytikliikleri.

Table 3. Primer pairs and base sizes used in determining the cdt
genes in mPCR.

Primer Sekans (5°-3°) Boyut (bp) Hedef gen
DTA-F CTATTACTCCTATTACCCCACC 2 A
DTA-R AAT TTG AACCGC TGT ATTGCTC

DTB-F AGG AAC TTT ACC AAG AACAGCC 31 dtB
DTB-R GGT GGAGTATAGGTT TGTTGTC

DTC-F ACT CCT ACT GGA GAT TTG AAA G 39 cdic
DTC-R CAC AGC TGA AGT TGT TGT TGG C

Toplam hacim 25 pl olacak sekilde 1 XPCR buffer
(100 mM Tris-HCI, 500 mM KClI, pH 8,3), 3 mM MgCI2,
0,2 uM primer, 200 uM deoksinukleotid, 2U taq polimeraz
ve 80 ng genomik DNA mPCR karigimi hazirlandi.
Amplikasyon reaksiyonu Bio Rad thermocycler
kullanilarak 94°C’de 5 dakika ilk denaturasyon (1 siklus),
94°C’de 1 dakika denaturasyon, 54°C’de 1 dakika
baglanma (annealing), 72°C’de 1 dakika wuzama
(extension) (30 siklus) ve 72°C’de 5 dak. son uzama
(extension, 1 siklus) program dahilinde yapildi. Elde edilen
PCR irlinlerinden 10 pl alinip, ethidium bromide ile
boyanmis %2 agaroz jele aktarildi, 100V’da 2 saat
elektroforez islemine tabi tutuldu. Olusan bantlar jel
goriintiileme sisteminde (Digi-Doc-IT-Darkroom)
incelendi.
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BULGULAR

Manda diski orneklerinden termofilik
Campylobacter tiirlerinin selektif izolasyonu sonucu,
mCDD besi yerinde gri-saydam renkli sekillenen S
formundaki kolonilerden yapilan Gram boyamada tipik
olarak Gram negatif S seklinde kivrimli morfolojiye sahip
olanlar Campylobacter siipheli olarak tanimlandi. Siipheli
kolonilerden saflastirilan izolatlar cins ve tiir diizeyinde
PCR ile identifiye edildi. Boylece incelenen 140 diski
orneginden 13 (% 9,3) termofilik Campylobacter spp. izole
ve identifiye edildi. PCR ile izolatlarin 2’si C. jejuni (Sekil
2) ve I’i C. coli (Sekil 3) olarak tanimlanirken, diger Sekil 3. C. coli PCR goriintiisii (M: Molekiiler marker 100 bp,
izolatlar tr diizeyinde isimlendirilemedi ve Fermentas;1: Negatif kontrol; 2: Negatif 6rnek; 3: Pozitif kontrol;
Campylobacter spp. (Sekil 4) seklinde ifade edildi. 4: C. coli, 126 bp)

izolatl diski drneklerini Slandis Kozl . Figure 3. C. coli PCR image (M: Molecular marker 100 bp,
zolatlarn digkt orneklerinin saglandigt merkezlere gore Fermentas; 1: Negative control; 2: Negative sample; 3: Positive

dagilimi Tablo 4’de sunuldu. C. jejuni izolatlarinda ctx control; 4: C. coli, 126 bp).
(cytolethal distenting toxin) genlerinin (cdtA, cdtB ve cdtC)
tespiti mPCR ile gergeklestirildi. Izolatlarin hig birinde cdt
geni saptanamadi.

1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 121314 M

Sekil 4. Campylobacter spp. PCR goriintiisii (1-13 Pozitif
ornekler, 650 bp; 14: Pozitif kontrol; M: Molekiiler marker 100

Sekil 2. C. jejuni PCR goriintiisii (M: Molekiiler marker 100 bp, bp, Fermentas).
Fermentas; NK: Negatif Kontrol; 1 ve 2: C. jejuni, 323 bp; 3 ve Figure 4. Campylobacter spp. PCR image (1-13 Positive
4: Negatif 6rnekler). samples, 650 bp; 14: Positive control; M: Molecular marker 100
Figure 2. C. jejuni PCR image (M: Molecular marker 100 bp, bp, Fermentas).

Fermentas; NC: Negative Control; 1 and 2: C. jejuni, 323 bp; 3
and 4: Negative samples).

Tablo 4. Termofilik Campylobacter tiirlerinin izole edildigi merkezlere gore dagilimu.
Table 4. Distribution of thermophilic Campylobacter species according to the centers where they are isolated.

Merkez Diski sayis1  Campylobacter spp. (%)  C. jejuni (%) C. coli (%) C. lari (%) C. upsaliensis (%0) Toplam (%)
Suluova 20 3(15) 105 0 0 0 4(20)
Tasova 20 2 (10) 0 0 0 0 2(10)
Amasya merkez 20 2 (10) 1(5) 0 0 0 3 (15)
Goyniicek 20 1(5) 0 0 0 0 1(5)
Giimiishacikoy 20 0 0 0 0 0 0
Merzifon 20 2 (10) 0 1(5) 0 0 3(15)
Hamamozii 20 0 0 0 0 0 0
Toplam 140 10 (7.2) 2 (LA 1(0.7) 0 0 13 (9.3)
TARTISMA VE SONUC bagka klinik belirti olusturmaksizin, ishallere neden
olmaktadir (Klein vd., 2013). Pek ¢ok termofilik
Termofilik Campylobacter tiirleri pek ¢cok memeli Campylobacter tiriiniin zoonotik 6neme sahip oldugu
ve kanatli hayvan tiiriiniin normal barsak florasini belirlenmistir (Weis vd., 2014; Zhao vd., 2015).
olugturmakla birlikte 6zellikle C. jejuni ve C. coli gibi Mandalarin diger hayvanlarda oldugu gibi pek
tiirlerin, insan ve ¢ok sayida hayvan tiriinde 6nemli cok patojen etkeni tasidiklari, bazi hastaliklarin duyarlt
enfeksiyonlara yol agtiklart ortaya konulmustur (Rahimi hayvan popiilasyonlarina ve insanlara bulastirilmasinda rol
vd., 2017). Buzagilar basta olmak iizere geng hayvanlarda, oynadiklari ortaya konulmustur (Maktabi vd., 2019). Farkli
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hayvan tiirlerine ait digki 6rneklerinden termofilik
Campylobacter tiirlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu
amactyla ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Abay vd., 2014;
Adigiizel vd., 2018; Aslantag, 2019; Kim vd., 2016;
Kojima vd., 2015; Rahimi vd., 2017; Viswanathan vd.,
2017; Weis vd., 2014). Mandalara ait ¢esitli materyallerden
farkli  bakterilerin  tespitine  yonelik  caligmalar
bulunmaktadir (Ak ve Giilhan, 2018; Gandahi vd., 2010;
Nizza vd., 2010; Nuhay ve Giilhan, 2017; Saka ve Terzi
Giilel, 2018; Zimmer vd., 2010). Ancak manda
digkilarindan termofilik Campylobacter tiirlerinin tespitine
yonelik c¢aligma sayisimin sinirli oldugu goriilmektedir
(Baserisalehi vd., 2005; Boonmar vd., 2007; Hassanain,
2011; Kakkar ve Dogra, 1990; Osbjer vd., 2016). Diger
yandan, yiiriitiilen ¢alismalar daha ¢ok manda et, siit ve atik
materyallerinden termofilik Campylobacter tiirlerinin
belirlenmesine yoneliktir (Modi vd., 2015; Maktabi vd.,
2019; Rahimi vd., 2013; Serraino vd., 2013; Willis vd.,
2017). Mandalarda yapilan ¢aligmalarin sinirli kalmasinin
belki de en dnemli nedenleri; mandalarin spesifik cografik
bolgelerde lokalize olmasi ve popiilasyonunun iilkeden
iilkeye degiskenlik gostermesinden kaynaklanabilir.

Hindistan’da saglikli ve ishalli hayvanlarda
yapilan bir ¢alismada (Kakkar ve Dogra, 1990) incelenen
5 saglikli ve 25 ishalli olmak iizere toplam 30 manda disk1
orneginden 5 (% 16,7) termofilik Campylobacter tiirii izole
edilmistir. Izolatlarn tamamu ishalli hayvanlardan
gerceklestirilmis ve 3’i C. jejuni, 2’si de C. coli olarak
tanimlanmistir.

Aynmi ilkede klinik olarak saglikli evcil
hayvanlarda termofilik Campylobacter tiirlerinin tespitine
yonelik gerceklestirilen bir ¢aligmada (Baserisalehi vd.,
2005), incelenen 21 manda diskist 6rneginin 6 (%
28,6)’sinda termofilik Campylobacter spp. izole edilmistir.
Aragtirmada, izolatlarin 3’1 C. jejuni, 2’si C. coli ve 1’i de
C. lari olarak identifiye edilmistir.

Japonya’da kesimhanelerde sigir ve mandalarda
Campylobacter spp. prevalansini tespit etmek amaciyla
yapilan bir aragtirmada (Boonmar vd., 2007), mandalardan
alinan 184 sekum 6rneginin 3’tinde (% 1,6) ve 100 safranin
I’inde (% 1) Campylobacter spp. belirlenmistir. Sekal
kokenli 3 izolatin 2’si ve safradan izole edilen tek izolat C.
jejuni olarak tanimlanmusgtir.

Diger yandan, Misir’da yapilan bir galigmada
(Hassanain, 2011) incelenen 55 manda bagirsak igerigi
Orneginin tamami Campylobacter spp. agisindan negatif
bulunmustur. Benzer bir ¢aligmada (Osbjer vd., 2016)
saglikli mandalardan aliman 25 diski 6rnegi termofilik
Campylobacter ssp. agisinda incelenmis, Orneklerin
hi¢birinde kiiltiir ve PCR ile pozitiflik belirlenememistir.

Bu calismada, incelenen 140 Anadolu mandasi
digki 6rneginden 13 (% 9,3) termofilik Campylobacter cins
diizeyine identifiye edildi. izolatlarm 2’si C. jejuni ve 1’
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C. coli olarak identifiye edilirken, geriye kalan 10 izolat
caligsma kapsaminda kullanilan C. jejuni, C. coli, C. lari ve
C. upsaliensis tiirlerine  spesifik  primerler ile
tiplendirilemedi ve Campylobacter spp. olarak tanimlandi.

Manda diskilarindan termofilik Campylobacter
tiirlerinin tespitine yonelik gerceklestirilen calismalarda
farkli sonuglar alinmigtir. Bazi ¢aligmalarda etkenlerin
calisilan manda populasyonlarinda  belirlenemedigi
(Hassanain, 2011; Osbjer vd., 2016) bazilarinda ise yiiksek
seviyelerde (Baserisalehi vd., 2005; Kakkar ve Dogra,
1990) saptandigr goriilmektedir. Calisma kapsaminda
ornek alinan manda populasyonlarinda belirlenen toplam
pozitiflik oranmin farkli iilkelerde bildirilen oranlardan
genelde diisiikk oldugu goriildi. Diger yandan calisma
popiilasyonlar1 arasinda o6rnek alinan bazi manda
popiilasyonlarindan negatif
bildirim yapilan ¢aligmalarla (Hassanain, 2011; Osbjer vd.,
2016) uyumlu bulundu. izolasyon oranlarinin diger

izolasyon yapilamamasi

iilkelerdekilerden diisiik olmasi, arastirma kapsaminda
alman digki 6rneklerinin klinik olarak saglikli mandalardan
saglanmis kaynaklanabilir. Ayrica
caligmalarda kullanilan metotlarin, toplanan
merkezlerin farkli cografik alanlara ait olmasi ve
populasyon i¢i bireysel farkliliklar da
etkileyebilmektedir. Bu durum, oOnceki yillarda aym
iilkedeki calisma bulgularinda goriilebildigi gibi, farkli
iilkeler arasindaki bildirilen degerlerde de
saptanabilmektedir.

Bu caligmada Amasya ili ve ilgelerinde halk
elinde yetistiriciligi yapilan Anadolu Mandalarinin diski
orneklerinde termofilik Campylobacter tiirlerinin varligi,
yayginligi ve hedef hayvan populasyonlarindaki tasiyicilik
oranlart ilk kez incelendi. Calisma kapsamindaki bazi
Anadolu  Mandasi  populasyonlarindan  saglanan
diskilardan etken izole edilemezken, baz1 populasyonlarda
degisken oranlarda tespit edildi. Toplam hayvan
populasyonlarindan izole edilen etkenin prevalansi ise
%9,3 olarak saptandi. Zoonotik Oneme sahip etkenin

olmasindan
Ornek

sonuglari

mandalardaki tasiyicilik oranin yiiksek olmasi 6nem arz
etmektedir.

Sonug olarak, Ulkemizde diger hayvan tiirlerinde
zoonotik 6neme sahip etkenlerin belirlenmesine ydnelik
¢ok sayida caligma bulunmakla birlikte, mandalara ait
verilerin ¢ok yetersiz oldugu goriilmektedir. Yapilan
literatlir taramalarinda manda diskilarindan termofilik
Campylobacter tiirlerinin tespiti amaciyla gerceklestirilen
herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamaistir. Bu arastirma ile
bolgemizdeki manda populasyonlart smirli dahi olsa
termofilik Campylobacter tiirleri agisindan incelendi.
Zoonoz karaktere sahip etkenlerin diisiik diizeylerde de
olsa bazi manda populasyonlarinda tespit edilmesinin
onemli oldugu kanisina varildi. Bu nedenle, 6rnek alinan
manda sahipleri hastalikla ilgili olarak detaylica
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bilgilendirildi. Ulkemizin farkli bolgelerinde, manda
yetistiriciliginin yapildig1 alanlarda konuyla ilgili kapsamli
caligmalara ihtiya¢ duyuldugu sonucuna ulasildi.
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Abstract: In this study, the effects of Lactobacillus rhamnosus (ATCC 53103) used as a probiotic
supplement on the deformation rate, survival rate, weight gain, and intestinal microflora in sea
bass (Dicentrarchus labrax) were investigated. For this purpose, the probiotic agent was
incorporated into the rearing water and Artemia nauplii culture at concentrations of 106 CFU/mL
and 108 CFU/mL, respectively. The incorporation of the probiotic was carried out until the 50
day. From 50 to 125 days post-hatching, 10° CFU/g of probiotic was incorporated into the diet of
the both groups every day. The deformation rates of the larvae were recorded as 5% in the group
received the probiotic via rearing water, 2% in the group received the probiotic via Artemia
culture, and 7% in the control group (P<0.01). Survival rates of the experimental groups received
probiotics were found significantly higher than the control group (P<0.01). No significant
differences were found on the weight gain of sea bass individuals received probiotic (P>0.01).
On the other hand, It was found that the probiotic addition to Artemia culture leads to a decrease
in the number of Vibrio spp., (P<0.01). As a result, it has been determined that the addition of
probiotics to rearing water and especially Artemia culture has positive effects on the rate of larval
survival and deformation.

Keywords: Deformation, fish, microflora, probiotic, survival rate.

Levrek Baliklarinda (Dicentrarchus labrax) Probiyotik Olarak
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Lactobacillus rhamnosus Kullanimi

Oz: Bu caligmada, levrek baliklarinda (Dicentrarchus labrax) probiyotik olarak kullanilan
Lactobacillus rhamnosus (ATCC 53103)’un baliklarin deformasyon orani, yagama orani, agirlik
artist ve bagirsak mikroflorasi iizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla, probiyotik ilavesi
yetistirme suyuna 10 kob/mL ve Artemia nauplii kiiltiiriine 108 kob/mL diizeyinde yapilmis ve
50. giine kadar devam etmistir. 50. giinden sonra 125. giine kadar her giin, bu gruplardaki
baliklarin toz yemine 10° kob/g diizeyinde probiyotik ilavesine devam edilmistir. Deneme
sonunda larvalardaki deformasyon oranlari; yetistirme suyuna probiyotik ilave edilen grupta %5,
Artemia kiiltliriine ilave edilen grupta %2 ve kontrol grubunda %7 olarak tespit edilmistir
(P<0.01). Probiyotik ilave edilen deneme gruplarinin yasama orani kontrol grubuna kiyasla
onemli diizeyde yiiksek bulunmustur (P<0.01). Probiyotik ilavesinin baliklarin agirlik artist
tizerinde Onemli bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir (P>0.01). Ayrica, Artemia kiiltiiriine
probiyotik ilavesinin Vibrio spp. sayisinda 6nemli diizeyde azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(P<0.01). Sonug olarak yetistime suyuna ve 6zellikle Artemia kiiltiiriine probiyotik ilavesinin
larval yasama oran1 ve deformasyon orani iizerinde olumlu etki gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Balik, deformasyon, mikroflora, probiyotik, yasama orani.

M Produced from PhD thesis titled “The effect of using Lactobacillus rhamnosus as a probiotic on the performance of sea bass (Dicentrarchus labrax)”.
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INTRODUCTION

In parallel with the worldwide expansion of
aquaculture, there has been a dramatic increase in
microbial fish diseases. Several pathogenic and
opportunistic bacteria have caused high mortality rates
during larval first-feeding (Franke et al., 2017). Therefore,
a wide variety of antibiotics have been used in order to
prevent bacterial diseases in industrial animals (Gobi et al.,
2018). However, using large amounts of antibiotics in farm
animals have resulted in antibiotic residues in tissues, an
imbalance of normal intestinal flora, a reduction in
beneficial microbial populations in the intestines, and the
generation of antibiotic-resistant bacteria (Byun et al.,
1997; Lin et al., 2017; Marti et al., 2018; Preena et al.,
2019). Consequently, alternative methods are required to
support digestive system and immune system of fish
larvae. Among these, one of the methods which has gained
acceptance in the aquaculture industry is to control
potential pathogens through the use of probiotic bacteria
(Harzevili et al., 1998; Nikoskelainen et al., 2003; Arig et
al., 2013; Gumus et al., 2016; Goda et al., 2018).

Probiotics are defined as a viable pure or mixed
culture of microorganisms which provides benefits to the
host (Van Doan et al., 2018; Celik et al., 2019). They
prevent colonization of pathogenic microorganisms to the
intestinal epithelial cells and avoid their propagation by
producing antimicrobial metabolites. They also improve
the properties of the indigenous microflora and thus
improve the health status of the host and increase feed
conversion (Byun et al., 1997; Nguyen et al., 2017). In
aquaculture, probiotics are used to increase production,
improve water quality, decrease the use of antibiotics and
other chemicals, and increase resistance to diseases (Van
Doan et al., 2018). They are added to the water and
administered to artificial feeds and live foods, such as
artemia and rotifer (Sutthi et al., 2018). The most widely
used bacteria as probiotics are lactic acid bacteria (LAB)
(Silvi et al., 2008; Lamari et al., 2013; Piccolo et al., 2015;
Didinen et al., 2016; Ljubobratovic et al., 2017). The
normal microflora of the gastrointestinal tract of healthy
fish includes LAB. LAB inhibits the growth of various
pathogens by producing substances like organic acids and
bacteriocins (Byun et al., 1997; J6born et al., 1997).

In this study Lactobacillus rhamnosus (ATCC
53103) was added to the rearing water, live food cultures
and artificial feeds of sea bass in order to study its effects
on the deformation rate, survival rate, weight gain and
intestinal microbial flora.

MATERIAL AND METHOD

Probiotic Strain and Their Preparation: In this
study, L. rhamnosus ATCC 53103 strain which was
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obtained from a LGC Promochem Ltd. (Teddington, UK)
was used as probiotic. In order to produce probiotics that
would be used in the experiments, 200 mL Man, Rogosa
and Sharpe Agar (MRS, Merck) was put into roux bottles
and sterilized at 118°C for 15 min. in autoclave (Niive, OT
90L). Then, the medium was hardened in roux bottles
placed in a horizontal position. One mL of activated culture
was aseptically transferred into a roux bottle, and incubated
at 37°C for 18-24 hours. After the total number of bacteria
was determined in the stock probiotic culture, required
concentrations to be used in experimental groups were
prepared by sterile physiological saline solution. The
bacterial suspensions were kept at 4 °C until used within
one week.

Experimental Design: In this research, it was
carried out in the Hatko Sea Products Inc., Oren hatchery,
Milas, Mugla, Turkey in 2005. Ethics committee approval
was not required for fish at the time of the study.

Sea bass (Dicentrarchus labrax) larvae, average
weight 0.21+0.01 mg, were taken in commercial marine
hatcheries. The larvae were immediately transferred to the
larvae tanks and trials were started. The probiotic bacteria
was administered to sea bass for 125 days. The experiment
was carried out in three groups; Following the hatching, the
larvae were stocked in cylinders-conical tanks (2 m®), with
initial stocking density of 125 larvae /L.

Group 1: L. rhamnosus ATCC 53103 was added
to the rearing water and diet. Taking the volume of the
water in the rearing tanks into consideration, 10 CFU/mL
L. rhamnosus ATCC 53103 strain was added to the rearing
water from 9 to 50 days post-hatching (DAH). In this way,
the final concentration of bacteria in the tank became 108
CFU/mL during 50 DAH. Probiotics were added to the
tanks twice a day at 08:00 and 16:00 hours, prior to
Artemia nauplii addition. From 50 to 125 DAH, the fishes
were given diet containing 10° CFU/g L. rhamnosus ATCC
53103. Probiotic was sprayed on fish diet and mixed by
hand.

Group 2: L. rhamnosus ATCC 53103 was
supplied to larvae via Artemia nauplii and added to the diet.
From 9 to 50 DAH, larvae were fed with Artemia nauplii
to which 108 CFU/mL L. rhamnosus ATCC 53103 strain
was added. After the 50 DAH, the bacterial administration
was performed with diet. From 50 to 125 DAH, the fishes
were given diet containing 10° CFU/g L. rhamnosus ATCC
53103. Probiotic was sprayed on fish diet and mixed by
hand.

Control group: L. rhamnosus ATCC 53103 was
not supplied to larvae. Between 9 and 50 DAH, larvae were
fed with Artemia nauplii. From 50 to 125 DAH, the fishes
were fed with microparticle diet (300 p - 1.2 mm). Daily
feeding rate was about 3.5% of total body weight.
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Determination of Intestinal Microflora of the
Fish and Bacterial Load in Artemia Culture: After
hatching, fish samples were taken on days 20, 27, 50, 58,
86, 104 and 121 and microbiological analyzes were done.
In order to determine intestinal flora of the fish, during the
larval period, about 20 larvae and 5-10 juveniles were put
into sterile tubes (Muroga et al., 1987; Grisez et al., 1997).
They were immersed in 0.1% benzalkonium chloride saline
solution for 1 min; then, they were washed under sterile
distilled water for 30 s. After that, these fish samples were
homogenized using saline solution. Artemia nauplii used
in feeding the fish larvae were taken 1 g and were
homogenized in 9 mL saline solution (Muroga et al., 1987;
Rollo et al., 2006). Homogenates were serially diluted and
0.1 mL of appropriate dilutions was spread onto plates.
Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar was used for lactic
acid bacteria (LAB) and incubated anaerobically at 30°C
for 48 hours, Violet Red Bile Agar (VRBA, Merck) was
used for total enterobacteria (TEB) and incubated at 37°C
for 24 hours, Plate Count Agar (PCA, Merck) was used for
total aerobic mesophilic bacteria (TAMB) and incubated at
30°C for 48 hours, Blood Agar (BA, Merck) was used for
total anaerobic bacteria (TAB) and incubated at 30°C for
24 hours in a steel jar, Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose
Agar (TCBSA, Merck) was used for Vibrio spp. and
incubated at 30°C for 24 hours (Harrigan, 1998,
Nikoskelainen et al., 2001; Villamil et al., 2010; Hamza et
al., 2016).

Determination of Survival Rate, Deformation
Rate, and Weight Gain: At the end of the experiment,
survival rate of larvae was determined by counting the
larvae remaining in the tanks. For determining the rate of
deformation, at the end of the rearing period in the
hatchery, the deformed larvae were separated from the
healthy individuals. In order to do this, larvae were
anesthetized with phenoxyethanol (200 ppm) (Crespel et
al., 2017). Immobile larvae were placed on an illuminated
glass table. The individuals who had spine, mouth, fin, and
gill deformations were separated. Larvae weight was
measured using the electronic balance (0,0001 g; Shimadzu
ATX-224, Japan) at the beginning and end of the
experiment. The weight gain of fish was calculated by
following formula; Weight gain (g/fish) = Final weight —
initial weight.

Statistical Analysis: Statistical analysis was
carried out with SPSS 11.5 (Chicago, USA). The obtained
data about intestinal flora and weight gain were analyzed
using ANOVA (analysis of variance). The results were
evaluated by Duncan Multiple Comparison Test. Chi-
square analysis was used to compare the groups in terms of
survival and deformation rates. Differences among
treatments were considered significant at the P<0.01 level.
All measurements were carried out in duplicate.
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RESULTS AND DISCUSSION

Intestinal Microflora: In the inoculations made
until the 50" day, the number of TAMB were not different
between Group 1 and Group 2, but later their numbers
substantially decreased in Group 2 (P<0.01). Between 20
and 58 days, it was found that the number of TEB were
higher both in Groups 1 and 2, than the control group
during the experiment period (P<0.01). The number of
Vibrio spp. were lower in the experimental groups, to
which probiotics were added, than the control group. The
lowest number Vibrio spp. was detected in the fish in
Group 2 (P<0.01) (Figure 1a, 1b, 1c, 1d).

“Growl WGmp) #Comnl

< Grow! WGrowp? % Comel 10

Figure 1. Changes in the number of TAMB (a), TAB (b),
Enterobacteriaceae (c), and Vibrio spp. (d) in the intestinal flora
of the sea bass.

In this research, after the larvae in the
experimental groups started to receive feed, the number of
Enterobacteriaceae in their intestines increased, while the
number of Vibrio spp. decreased. The situation was just the
opposite in the control group. When experimental groups
are compared, the number of TEB in Group 2 was higher
than Group 1. The number of Vibrio spp. was lower. The
tendency of a decline in the number of Vibrio spp. indicates
that they are inhibited by the probiotic bacteria. It was
observed that more successful results would be obtained by
adding probiotic bacteria to Artemia culture. These results
were similar to many studies. For instance, in the research
conducted by Byun et al., (1997), it was determined that
the number of aerobic and anaerobic bacteria in the
intestinal flora of flounders decreased by using
Lactobacillus  spp.  whereas the number of
Enterobacteriaceae increased. Gatesoupe, (1991) showed
that in rotifer culture, the use of Lactobacillus plantarum
decreased the number of aerobic bacteria. Rollo et al.,
(2006) that the use of Lactobacillus fructivorans and L.
plantarum in artemia and rotifer cultures decreased the
number of aerobic and anaerobic bacteria as well as
Enterobacteriaceae and Staphylococcus spp. in sea bream.
Hamza et al., (2006) reported that the number of total
bacteria in the digestive system of sea bass applied
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probiotic (Virgibacillus proomii and Bacillus mojavensis)
decreased significantly. In contrast, J6born et al., (1997),
stated that when Carnobacterium spp. was used as a
probiotic, total number of aerobic bacteria increased in the
intestinal flora of rainbow trout. Similarly, Silvi et al.,
(2008) also reported that Lactobacillus delbrueckii subsp
delbrueckii strain on the intestinal microbiota of sea bass
was effective. It has been stated that total intestinal
microbiota dramatically increases except for day 22, in
particular the number of Enterobacteriaceae is affected by
probiotic therapy.

In this study, the number of Vibrio spp. in the
intestines of the fish in Group 1 and Group 2 was found to
be lower than the control group. The lowest number of
bacteria was observed in Group 2. Not all of the probiotic
bacteria added to rearing water could be taken by the fish;
however, the bacteria added to Artemia culture was filtered
by Artemia and more bacteria could be taken by the fish.
As determined in the study conducted by Reitan et al.,
(1993), it is estimated that the reason of a decrease in the
number of Vibrio spp. is that probiotic bacteria are
bioencapsulated by live feed organisms. Also, Villamil et
al., (2010) reported that Pediococcus acidilactici
transmitted via live feed inhibited Vibrio splendidus in
turbot larvae. Goda et al., (2018) reported that the
Bactozyme, a commercial product containing probiotic,
cause decrease the number of Vibrio spp. in the intestinal
flora of the sea bass. In conclusion, in this study, it was
determined that the use of L. rhamnosus, especially in
Artemia culture, prevented the colonization and
proliferation of some opportunistic pathogens.

The Number of Bacteria in Artemia Culture: It
was found that in the inoculations made from Artemia
nauplii, the number of Vibrio spp. was 7.01+0.55, TEB was
4.56+0.82 log CFU/g, and TAMB was 8.00+0.43 log
CFU/g. After the Artemia culture was incubated with
probiotic bacteria for 2 hours, 10> CFU/g lactic acid
bacteria were detected in MRS Agar.

The larval form of most fish is released in an early
ontogenetic phase. They start feeding although neither the
digestive tract nor the immune system are still fully
developed, therefore, these larvae are exposed to
gastrointestinal microbiota-associated diseases (Silvi et al.,
2008). During first feeding, the microorganisms found in
feed and water goe to larval intestine. The first colonization
in fish intestine is of great importance in terms of host
health and development. For the formation of a balanced
intestinal microflora, probiotic bacteria must be used soon
after hatching (Hamza et al., 2016).

It is a well-known fact that in the formation of the
fish intestinal flora, rearing water and the species of
bacteria on the live feed are effective. Artemia is one of the
best food sources for many species of animals which were
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cultured. However, Artemia nauplii have heavy bacterial
loads and therefore they are considered as the most
important vector which is responsible for carrying
pathogenic bacteria into rearing systems (Reitan et al.,
1993). In this research, the number of Vibrio spp. and
TAMB were 7.01 log CFU/nauplii and 8.00 log
CFU/nauplii, respectively. Hameed and Balasubramanian,
(2000) stated that the number of TAMB was 3.8x10°%-
8.1x10°% CFU/nauplii and the number of Vibrio spp. was
9.4x10%-4.3x10° CFU/nauplii. Olsen et al., (2000) also
stated that total number of bacteria was 2.4x10*
CFU/nauplii and that 58% of the total bacteria consisted of
Vibrio spp. Itis thought that this difference comes from the
fact that Artemia is a biological product and they are
obtained from different regions. In addition, during the
study period in which Artemia was used, the numbers of
bacteria found in the intestinal flora of the fish were higher
than the period during which commercial diet was used.
Therefore, it is concluded that the high bacterial load in the
larvae resulted from Artemia culture.

Survival Rate, Deformation Rate, and Weight
Gain: At the end of the experiment, the survival rates of
Group 1, Group 2, and the control group were determined
as 27.4%, 34.8% and 18.9%, respectively. The survival
rates of the experimental groups that received probiotic
bacteria were significantly higher than the control group
(P<0.01) (Figure 2a). Deformation rates of the
experimental groups are shown in Figure 2b. The
differences between the experimental groups and the
control group were regarded as significant (P<0.01). The
average weights of the fish in experimental groups are
shown in Figure 2c. In the 20™ day of experiment, the
average weights of the experimental groups were
0.214£0.01 mg while at the end of the experiment, the
average weights of the Group 1, Group 2, and the control
group were determined as 2.82+0.08 g, 2.83+0.03 g, and
2.854+0.1 g, respectively. The average weight gains were
compared between experimental groups, and no significant
differences were observed (P>0.01).
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Figure 2. The survival, deformation rate, and weight of the sea
bass larvae.
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In this study, the rate of larval survival in the
experimental groups with probiotic bacteria was higher
than the control group. The application of probiotics via
Artemia gave better survival rates. Similar results were
obtained by many researchers. For example, Silvi et al.,
(2008) and stated that the L. delbrueckii subsp. delbrueckii
strain influenced the survival rate of sea bass. Piccolo et al.,
(2015) reported that the L. plantarum strain increased
survival of sea bass. In the study carried out by Hamza et
al., (2016) two separate probiatics (Virgibacillus proomii
and Bacillus mojavensis) were mixed with the diet of sea
bass, and the survival rate was found to be significantly
higher.

Developmental conformation is a critical issue for
fish hatcheries. The skeletal deformities develop during
especially ontogenesis as far as metamorphosis (Lamari et
al.,, 2013). In many studies it was stated that these
deformities could be reduced by using probiotics (Lamari
et al., 2013; Aubin et al., 2005; Lin et al., 2017). In this
research, the deformation rate in larvae is 5% in Group 1,
2% in Group 2 and 7% in the Control Group. Tovar-
Ramirez et al., (2004) reported that the addition of
Debaryomyces hansenii to the feed of sea bass larvae
decreased deformation rates significantly. It has been
reported that skeletal deformation significantly decreased
in the pike-perch where Lactobacillus strains were used
(Ljubobratovic et al., 2017). Lamari et al., (2013)
investigated the effects of lactic acid bacteria on the
histological development of the sea bass and indicated that
the spine deformities had the highest incidence in the
Lactobacillus casei group. In another study, it was reported
that the incidence of common vertebral deformities
decreased when P. acidilactici was used in trout (Aubin et
al., 2005). Consequently, It was determined that vertebral
malformations could be prevented by the addition of
probiotic in the first stages of larval development. But, the
interaction between probiotic microorganisms, especially
lactic acid bacteria and bone conformation has not been
clarified, it probably has indirect effect and may be
associated with the inhibition of pathogenic bacteria
(Villamil et al., 2010). In addition, probiotics may
stimulate the immune system and reduce inflammation in
fish larvae, local inflammation can affect the integrity of
the spine and in this case, it can causes a risk of
deformation (Gil-Martens, 2010).

In this research, it was observed that L. rhamnosus
ATCC 53103 strain, which was added to Artemia culture
or rearing water, did not increase weight gain in sea bass
larvae. Nikoskelainen et al., (2001), reported similar results
with the use of L. rhamnosus as probiotics in rainbow
trouts. The studies carried out regarding the use of
Leuconostoc mesenteroides and L. plantarum (Vendrell et
al., 2008) in rainbow trout and the use of Lactobacillus
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lactis (Harzevili et al., 1998) in rotifer cultures also
revealed that probiotic bacteria supplements did not have a
significant effect on growth performance. Unlike these
studies, It has been reported that the body weight of fish is
increased in some studies where lactic acid bacteria are
used (Carnevali et al., 2006; Lin et al., 2017; Nguyen et al.,
2017; Goda et al., 2018). The differences in the results
obtained in these studies may be due to fish species used,
the concentration of bacteria and the mode of
administration.

As a result, the addition of probiotic bacteria to
Artemia cultures used as live feeds in larvae was found to
be more effective. The use of L. rhamnosus ATCC 53103
strain as a probiotic increased survival rate, decreased
deformation rate and significantly inhibited Vibrio spp. the
potential pathogenic agent for sea bass.
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Oz: Dogu Karadeniz Bolgesindeki 12 farkli gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
kulugkahanesindeki yavru baliklarda gaz kabarcigi hastaligi vakasina rastlanildi. Yapilan
arastirma sonuglarina gore baliklarin sularmim yiiksek ve uzak bir yerden kapali boru iginde
geldigi tespit edildi. Suyun boruyu tam olarak doldurmadigi ve direkt balik havuzlarina akitildigi
belirlendi. Yavru baliklarin bulundugu havuzlarda ¢6ziinmiis oksijen (O2) miktar1 12,6-14,5 mg/I
oldugu, saturasyonu %115,2-130,5 ve su sicaklig1 8,2-9,7°C olarak dl¢iildii. Sudaki erimis gazlar
ucurularak gaz saturasyonunun %100’{in altina diisiiriilmesi sagland1 ve gaz kabarcig1 problemi
¢oziildi. Siipersaturasyon vakalarinda, sudaki ¢oziinmils gaz giderildiginde gokkusag: alabalik
yavrularinda %10-30 araliginda bir 6liim meydana geldigi tespit edildi. Suyun siipersaturasyon
durumu ¢oziilmedigi takdirde ise 6liim oran1 %100’e yaklagtig1 goriildii.

Anahtar kelimeler: Gaz doygunlugu, gaz kabarcigi hastalii, kuluckahane y6netimi
Oncorhynchus mykiss.
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(Oncorhynchus mykiss) Fry

Abstract: Gas bubble disease was observed in juvenile fish in 12 different rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) hatcheries in the Eastern Black Sea Region. According to the results of
the research, it was determined that the waters of the fish came from a high and remote place in
a closed pipe. And also, result of the study showed that the water in the pipe was not filling up
the pipe and was observed the water was drained directly in the fish pond from the pipe. Dissolved
oxygen, oxygen saturation and water temperature values in fry fish pond were determined as 12.6-
14.5 mg/l, 115.2-130.5% and 8.2-9.7°C respectively. Molten gases in the water were blown away,
allowing the gas saturation to fall below 100%, and the gas bubble problem was solved. As a
result, the gas bubble problem was solved. In the cases of supersaturation, it was found that when
the dissolved gas in the water was removed, a death of 10-30% occurred in rainbow trout fry. If
the supersaturation status of the water is not resolved, the mortality rate has reached 100% in
rainbow trout fry.

Keywords: Gas bubble disease, gas saturation, hatchery management, Oncorhynchus mykiss.

GIRIS

Gaz kabarcig1 hastalig1 baliklarda 6nemli morbidite hastalikla iliskili bozukluklara ait ¢ok sayida yayin
ve mortaliteye neden olan ve sudaki toplam ¢dziinmiis gazin bulundugu rapor edilmistir (Grahn vd., 2007; Weitkamp &
asir1 doymus seviyeleri tarafindan olusturuldugu cesitli Katz, 1980). Asirt doymus kuyu veya kaynak suyunun

literatlirde bildirilmektedir. Dogal ve kiiltiir baliklarinda bu kullanildig1r bazi kulugkahanelerde yiiksek azot basinglari
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gaz kabarcigi hastaligina neden olmasinin yani sira,
atmosferik hava ile havalandirmanin da ciddi asin1 gaz
doygunluguna neden olabilecegi de bildirilmistir (Colt &
Westers, 1986). Cin’de ii¢ biiyilk baraj tiirbinlerinden
dokiilen suyun siipersature (%120-%140) olmasi nedeni ile
dogal ortamlardaki mersin baliklarinda 6liim meydana
geldigi rapor edilmistir (Liu vd., 2019). Cinde yukari
Yangtze nehri iizerinde inga edilen yiiksek barajlarmdaki
tirblin desarj1 tarafindan ¢ikis suyunun asirt stipersature
oldugu ve baliklarda gaz kabarcig1 hastaliginin olugmasina
neden oldugu rapor edilmistir (Wang vd., 2015) Ayrica,
yliksek barajlardan dokiillen suyun desarjinin siiper
doygunlugu (%140-150) nedeni ile baliklarin gaz kabarcigi
hastaligindan kolayca etkilendigi bildirilmistir (Shen vd.,
2019). Baliklardaki lezyonlar kan damarlari ve dokularin
icinde gaz baloncuklarinin birikimi ile sekillenmektedir.
Hastaligin nedeni genellikle kaynak/yer alti suyunda
ozellikle azotun artan kismi bir basinci, oksijen ya da azot
gazmin asirt doygunlugu hastaliga neden oldugu, ancak,
toplam ¢ozlinmiis gazin bireysel gazlardan veya degisen gaz
kombine oranindan daha 6énemli oldugu rapor edilmektedir.
Suda solunum yapan baligin kandaki gaz basinci sudaki gaz
basinct ile ayni seviyededir. Eger bu basing oksijenin ¢ok
kullanilmasindan dolay1 diismiigse ve suyun sicakliginda
diisme varsa ya da igindeki gaz miktar1 diisiik olan yeni bir
su eklenmisse bu durumda kanda erimis sivi halinde bulunan
azot gazi gaz formuna doniiserek kan damarlarinda
kabarciklarin  olusumuna neden oldugu bildirilmistir.
Baliklar ¢oziinmiis oksijeni %300’e kadar dayanabilmesine
karsin, asir1 doyma nitrojen kaynakli oldugunda ciddi ve agir
problemlere sebep oldugu bildirilmektedir (Pennell &
Mclean, 1996; Timur & Timur, 2003). Hastaliga amfibiler
ve sucul omurgasizlar yani sira biitlin balik tiirlerin duyarlt
oldugu, balik tiirlerinde ve yas gruplarinda hassasiyet farkl
oldugu; yavrular serbest yiizene kadar ¢ok hassas oldugu
bildirilmektedir. Hastalik toplam gaz basinci yaklasik %103
oldugunda kronik form ve %110-115 iizerinde akut form
meydana geldigi rapor edilmektedir. Kronik formda,
ozellikle yavru baliklarin semptom gostermeksizin yavas
yavas Oldigii ve Olimin %5 seviyelerde oldugu
bildirilmistir. Akut formun klinik semptomlar1; oryantasyon
(uyum) bozuklugu, deri alti amfizem, emboli, ¢ogunlukla
sadece tek tarafli ekzofthalmus, deride kararma olan
baliklarin su yiizeyine yakin yiizdiigli, kanamalar ve %100
ulasan yiliksek Oliim meydana geldigi rapor edilmistir.
Toplam gaz basincindaki artisa paralel olarak balik
kayiplarin da arttigi ve bazi bateriyel hastaliklarda oldugu
gibi biiylik ekonomik kayiplara neden oldugu tespit
edilmistir (Balta & Dengiz Balta, 2019). Kronik formdaki
Olimler, genellikle, amfimatéz dokunun sekunder
enfeksiyonlar1 tarafindan artis gosterdigi bildirilmistir.
Teknik islemler, 6rnegin; su pompalama, su 1sitma veya 1lik
su ile soguk suyu karistirma toplam gaz basincinin artmasina

neden oldugu bildirilmektedir. Gaz kabarcigi hastaliginin
ana sebebi nitrojen (N2) olmakla birlikte karbondioksit
(CO») ve nadiren bazi gazlar (argon) daha az 6nemli oldugu
rapor edilmektedir. Coziinmiis oksijen (DO) konsantrasyon,
akan suyun derecesine ve oksijen ¢oziniirliigline bagl
oldugu rapor edilmektedir. Oksijen ¢oziiniirligii sicaklik ve
tuzlulukla  azalirken  barometrik  basingla  arttig1
bildirilmektedir (Colt, 1984; Hitchman, 1978). Deniz
seviyesinde (BP = 760 mm Hg) 10°C’de tatli suda atmosfer
basinci ile dengede (%100 doygunluk) 11,3 mg/1 bir oksijen
konsantrasyonuna sahip oldugu bildirilmistir. Eger
doygunluk %95 ise bu durumda oksijen 0,95 x 11,3 = 10,7
mg/l olarak hesaplanirken, eger doygunluk %15,0 ise bu
durumda da 1.5 x 11,3 = 17,0 mg/l olarak hesaplandig:
bildirilmistir.

Bu calismada, gaz kabarcig1 hastaligina neden olan
suyun fiziksel ve kimyasal ozellikleri klasik yontem ve
oksijen metre ile Olgiilerek belirlenmigtir. Sulardaki
siipersaturasyonun Onlenmesi icin ¢esitli yontemlere
bagvurulmustur. Kaynak suyunun su gelis sisteminde
degisiklikler yapilarak toplam gaz doygunlugunun %100’{in
altina diisiirdligiinde hastalik semptomlarmin ortadan
kalkt1g1, 6liimlerin yavas yavas azaldigi ve baliklarin normal
davranislarina geri dondiigi tespit edilmistir.

MATERYAL VE METOT

Materyal: Bu ¢alisma, 1999-2018 yillar1 arasinda
Dogu Karadeniz bolgesindeki 4 farkli ildeki gokkusagi
alabalik ¢iftliklerinden Fakiiltemiz laboratuvarina getirilen
yavru baliklarda gaz kabarcigi hastalik semptomlari tespit
edildi. Trabzon (5), Rize (5), Artvin (1) ve Glimiishane (1)
olmak iizere toplam 12 degisik ¢iftliklerde hastalik vakasina
rastlanildi. Ozellikle, kis ve bahar aylarinda gokkusagi
alabalik ciftliklerinin kulugkahanelerdeki yavru
havuzlarinda yumurta kesesini yeni bitirmis (0,2-0,3 g) ve
yavru baliklarda (1-2 g) siddetli 6liimlere rastlanildu.

Metot: Gaz kabarcigi hastalik belirtileri gosteren
ciftliklerin su kaynaklar1 ve yavru baliklar yerinde incelendi.
Kaynak suyunu balik ¢iftliklerine kapali borularla yiiksek ve
uzak mesafelerden getirildigi goriildii. Kulugkahaneye
akitilan kaynak sularindan su 6rnekleri alinarak laboratuvara
getirildi ve klasik yontemlerle kimyasal analizleri yapildi.
Kaynak suyunun sicakligi, pH’s1, serbest oksijen seviyesi,
oksijen doygunlugu ve basinci (hektopaskal=hpa) oksijen
metre (Hach HQ40d multi) ile yerinde ol¢iidi (Sekil 1).
Kulugkahanelere gelen kaynak suyunun mesafesi, getirilis
sekli ve boru caplar1 6zellikleri incelendi.

Baliklarin muayenesi: Balik ¢iftliklerindeki yavru
tanklarindaki baliklarin sirt dstii donmiis ve karinda gaz
kabarcigi semptomu gosteren baliklarindan 10°ar adet balik
alind1 (Sekil 2). Solungag lamelleri mikroskop altinda gaz
yoniinden muayene edildi. Baliklarin bagirsak icerinden
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alman digski 6rnekleri, solunga¢ lamellerinden ve deri
ylizeyinden alman kazinti Ornekleri parazit yoniinden
mikroskobik muayenesi yapildi. Hastalikli baliklarin bobrek
ve dalaklarindan Triptik Soy Agar (TSA)’a, Triptik Soy
Broth (TSB)’a ve Anacker Ordal Agar (AOA) ve Anacker
Ordal Broth’a ekimler yapildi. Besi yerleri sogutmali etiivde
20£1°C’de inkiibasyona birakildi.

40d

Okuma k yidi

12002 HNumune no. (263)

11:4215aM §---

13.64 mg/L 11.1°C

Sekil 1. Oksijen metre (Hach Lange HQ40d multimetre) ile havuz
girisinde kaynak suyunun 6l¢iim sonuglari.

Figure 1. Measurement results of spring water at the pool entrance
with oxygen meter (Hach Lange HQ40d multimeter).

Sekil 1. Fiberglass tanklarda gaz kabarcigi hastalik semptomlari
gosteren yavru baliklarin goriintimii (Orijinal).

Figure 1. The appearance of juvenile fish showing symptoms of
gas bubbles disease in fiberglass tanks (Original).

BULGULAR

Hastallk  Semptomlari:  Balik  ciftliklerinin
kuluckahanelerindeki havuzlarda, yavru baliklarinin su
yiizeyinde sirt {istii ters bir sekilde durduklari, karin alti
siskin oldugu, yavru baliklarin yem almadigi ve balik
Olimlerinin oldugu tespit edildi. Gokkusagi alabalik
yavrularinda hastalik vakarlinda yapilan ilk muayenelerde
kulucka havuzlarindaki yavru baliklarin su yiizeyinde sirt
iistli donmiis bir sekilde su ylizeyinde bir araya toplandigi,
halsiz olduklari, yem alamadiklar1 ve baliklara yaklasilinca
su dibine kacamadiklari goézlendi. Yem kesesini yeni
bitirmis veya 1-2 g’lik yavru baliklarin karin altindaki
derinin gazla dolu seffaf balon seklinde siskin oldugu
gozlendi. Baliklarin bazilarinda renkte kararma belirlendi.

Hasta baliklara ait resimler Sekil 2°de verildi. Tanklardaki
baliklarda morbitidenin %100 oldugu goriildii. Yavru
oliimlerin giin gectikge artig1 ve saturasyonun diizeltilmedigi
takdirde oliimlerin %100 yaklastig: tespit edildi.

NN B @

Sekil 2. Gaz kabarcigi hastalik semptomlar1 gosteren yavru
baliklarin goriiniimii (Orjinal).

Figure 1. The appearance of juvenile fish with symptoms of gas
bubbles disease (Original).

Suyun fiziksel ve kimyasal ozellikleri: Karadeniz
bolgesindeki balik ciftlikleri genellikle engebeli ve dik
arazilere kurulmus olmast ve kaynak sularindan uzak
mesafelerden getirilmesi, kaynak suyunun gozesi ile
kuluckahane arasinda kot farkli bulundugu belirlendi. Balik
ciftligi kuluckahanelerine gelen kaynak sulari genellikle
kapali plastik borularla (50-75 mm capli) uzak mesafelerden
(0,5 km-5 km) getirildigi, arazinin orman ve zeminin taghk
olmas1  nedeniyle topraga  gomiilmedigi  yapilan
incelemelerde tespit edildi. Suyun kulugkahane seviyesinden
cok daha yiiksek bir yerden (yaklasik 30-50 m arasinda)
geldigi, suyun boruyu tam olarak dolduramadigi ve hava
emdigi tespit edildi. Ayrica, borularin ek yerlerinin iyi
yapistirtlmamis olmasi nedeni ile ek yerlerinden hava aldig1
belirlendi. Kaynak sularinin tazyikli, beyazims1 ve bazen
suyun kesik kesik aktigi goriildii. Bazi iireticilerin 10°C’deki
kaynak suyunun yetersizliginde 4°C’deki dere suyu ile
karistirdiklarinda bu olayin daha siddetli olustugunu
bildirdiler. Ureticilerin bazilar1 bu durumun kar sularinin
erimesinden kaynaklandigin1 ileri siirmiislerdir. Bu
durumdaki suyun yavru havuzlarina tazyikli olarak
beyazimsi renkte aktig1 goriildii. Yapilan Sl¢limlerde suya ait
fiziksel ve kimyasal degerler Tablo 1’de verildi. Oksijen
metre ile 2 nolu giftlikte 9,7°C’deki su sicakliginda en diisiik
saturasyon %114 ve 11,72 mg/l O; 6lgtilmasine karsin 9 nolu
ciftlikte 10,9°C’deki su sicakliginda en yiiksek saturasyon
%195,4 ve 19,78 mg/l O 6lgiilerek kayit edildi ve Tablo
2’de verildi. Uzak mesafelerden gelen kaynak sularina ait
gelis semast Sekil 3’de sematize edildi.

Baliklarin muayenesi: Gaz kabarcigi belirtisi
gosteren yavru baliklarin solungag¢ lamellerinin mikroskop
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altindaki muayenesinde gaz kabarcigina rastlaniimadi.
Ayrica, baliklarin deri, solunga¢ kazintilar1 ve bagirsak
iceriginin mikroskobik muayenesinde bakteriyel ve paraziter
hastalik etkenine rastlanilmadi. Hastalikli baliklarin bobrek
ve dalaklarindan yapilan ekimler 7 giin siiresince takip
edildi. TSA, TSB, AOA ve AOB’da herhangi bir bakteriyel
etkene rastlanilmadi.

H1 H2

Sekil 3. Kaynak suyunun akis semasi (A: Suyun kaynagi, H: Yavru
havuzlari).
Figure 3. Flow chart of spring water (A: Source of water, H:

Sudaki doygunlugun giderilmesi: Hastaligin
tedavisinin yapilabilmesi i¢in ilk 6nce suyun doygunluk
degerinin %100’tin altina disiiriilmesi amaglandi. Bunun
icin agiktan gelen borular miimkiinse gomdiiriildii, borularin
ek yerleri iyice hava alamayacak sekilde yapistirildi ve
suyun boruyu tam doldurmasi saglamak icin borular
degistirildi veya agiz kismui daraltildi. En 6nemlisi uzak
mesafelerden gelen su Once bir depoda dinlendirilmesi
saglandi. Bunun i¢in 1x1x1 m ebatlarinda yapilan deponun
tizerine en az 5 adet 15 cm dirsek seklinde baca yapilarak
gazlarin ucurulmasi saglandi. Kaynaktan gelen suyun
depoya dokiilirken oniine bir engel konularak fiskiye
seklinde dagitilarak gazin ugurulmasi amaglandi. Dinlenme
havuzundan ¢ikan ve yavru havuzlarina giden suyun
borusunun ¢ap1 kigiiltillerek tekrardan hava emmesi
engellendi (Sekil 4). Bazi iftliklerde dere suyu ile
depolardaki su karigtirilarak yavrulara verilmesi saglandi.
Gaz kabarcigr semptomu gosteren baliklara verilen suyun
yavru yalaklarina dokiildiigii suyun oksijen degerleri ve
saturasyon degerleri oksijen metre (Hach Lange HQ40d
multimetre) ile 6l¢iildii. Ozellikle saturasyon degeri %100 ve
altindaki degerlerin &lgildiigii havuzlarda baliklarin
davranislarinda olumlu gelismeler oldugu tespit edildi. Bu
uygulamadan sonra 3. Giinden sonra diizelme oldugu ve bir
hafta i¢inde gaz kabarcigi semptomlarina rastlanilmadigi
goriildii. Bu siire icinde gokkusagi alabalik yavrularinda
%10-30 arasinda mortalite meydana geldigi tespit edildi.

Juvenile pools). Stiper saturasyonun ¢oOziilmedigi durumlarda 6lim
oranlarinin %100 ulastig1 tespit edildi.
Tablo 1. Kaynak suyuna ait fiziksel ve kimyasal 6zellikler.
Table 1. Physical and chemical properties of spring water.
Kaynak suyuna ait Gaz kabarcig: hastaligi vakasi tespit edilen ¢iftlikler
parametreler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Mesafe (km) 2,5 1,3 1,2 2,8 31 34 3,2 35 3,8 2,7 1.2 2,9
Yiikseklik (m) 20 12 13 25 15 13 30 30 40 25 10 17
Sicaklik (°C) 72 75 8,2 78 8,8 9,5 8,9 9,7 14,4 12 10 20,9
pH 7,15 7,04 7,04 7,07 7,15 7,11 7,05 7,07 7,04 7,10 7,08 7,12
0O, (mg/l) 9,88 11,6 11,4 11,9 11,85 12,1 11,9 12,2 9,99 10,64 10,96 10,68
COs 0 75 69,5 40,3 61 0 58,2 67,1 68,04 0 0 0
HCO; 52,5 46,9 40,2 43,6 45,40 0 0 44,6 0 43,7 50,2 0
CO; 15 0,6 05 11 1,2 0 0 1,2 0 0,9 13 0,6
Alkalinite 33 42,5 53 32 455 48,5 30,6 36,4 46,6 49,1 46,6 38,5
Nitrit (ug/l) 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Nitrat (mg/l) 1,2 0 0 0 08 0 0 0 0 0 0 04
Amonyak 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ca 1,0 15 19 2,4 1,7 6,8 8,3 12 7,1 2,3 39 5,6
Mg 14 2,0 2,3 34 2,3 3,9 4,2 3,8 4.8 31 25 33
OH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Toplam sertlik 23 14 20 23 34 23 14 26 30 36 28 18

Tablo 2. Hastalik vakasi ¢ikan ¢iftliklerde yavru havuzlarinin giris suyunun oksijen degerleri.
Table 2. Oxygen values of the inlet water of juvenile pools in farms with disease cases.

Ciftlikler Serbest O, O, Doygunlugu Sicaklik Basing
1 14,58 mg/I % 125 8,9°C 880 hpa
2 11,72 mg/l % 114 9,7 °C 886 hpa
3 12,62 mg/l % 127,1 7,5°C 865 hpa
4 15,05 mg/l % 155,6 8,2°C 930 hpa
5 13,64 mg/l % 1354 9,5°C 945 hpa
6 13,64 mg/l % 1354 8,6 °C 956 hpa
7 18,62 mg/I % 186,3 9,8°C 930 hpa
8 18,01 mg/l % 180,5 10,6°C 930 hpa
9 19,78 mg/l % 195,4 10.9°C 930 hpa
10 15.61 mg/l % 156,1 11,5°C 918 hpa
11 12,90 mg/l % 118,4 11,9°C 925 hpa
12 13,88 mg/I % 139,1 9,9°C 969 hpa
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K1 K2 K3

D2

H1 H2 H3

Sekil 4. Suyun doygunlugunun giderilmesi (K: Kaynak, D:
Dinlendirme havuzu, H: Yavru havuzlar)

Figure 4. The way of saturation removal of water (K: Source, D:
Collection pool, H: Juvenil pools).

SONUC VE TARTISMA

oksijen miktar1 sudaki yagami
siirdirmek i¢in gereklidir. Bazi durumlarda balik refahi

Coziinmiis

icin en Onemli sinirlayict faktorlerden biridir. Suda
oksijenin tiiketilmesi muhtemelen en sik goriilen su
kirliligi bigimlerinin genel bir sonucudur. Sudaki oksijen
azligina maruz kalan baliklar yem tiikketmezler, su yiizeyine
yakin yiizerler, hava i¢in soluklanirlar (sazanlarda), su
girigsine toplanirlar, uyusuk, tepkisiz, kagma ve yakalama
kabiliyetlerini kaybederler ve en sonunda bogularak
olirler. Ancak, sudaki ¢oziinmiis fazla oksijen miktarlar
(asir1 doygunluk) tarafindan baliklarda meydana gelen
hasara nadiren rastlanilmaktadir. Suyun oksijen doygunluk
kritik degeri %250-300 seviyelerinde oldugu bildirilmistir.
Oksijen asirt doygunluguna yanit olarak,
baliklarin solungaglari belirgin sekilde acik kirmizi bir
renge ve solunga¢ lamellerin uglarinin yipranmis oldugu
rapor edilmistir. Bu durumdaki baliklarin sekunder mantar
enfeksiyonlarindan muzdarip olduklart ve bazilarinin da
oldiigii bildirilmistir (Svobodova vd., 1993).

Suudi Arabistan'daki bir aragtirmada dort farkli
balik ¢iftliginde gaz kabarcigi hastaligt salgiinin
goriildigi, tim vakalarda toplam su gazi basinct %111,2
ve %113,4 arasinda degisdigi, oksijen normal degerlerde
iken azot gazinin asir1 doymus oldugu bildirilmistir. i1k iki
vakanin tuzlu suda yetistirilen 52,5 g’lik tilapiayalar
(Oreochromis spilurus)’da  gerceklestigi;
birinde stokun yaklagik %50'sini etkiledi ve yaklasik
%30'Tuk bir oliimle sebep oldugu ve ikinci vakada ise
popiilasyonun yaklasik %25'ini etkiledigi ve %5’nin
o6ldiigi bildirilirken, 3. vakanin ac1 sudaki (%0,5 tuzluluk)
270 g agirhigindaki yetigkin tilapialar (Oreochromis
niloticus) arasinda salgma neden oldugu ve yaklasik %40
6lime neden oldugu, 4. salgin ise ii¢ aylik 15 g’lik orfoz

etkilenen

vakalardan

(Epinephelus fuscoguttatus) baliklar1 arasinda meydana
geldigi ve %I10'uk oOlim oramt ile sonuglandifi
bildirilmistir. Kaynak suyunun sigratilarak veya daha
diigiik gaz basinci olan bir su kaynagi kullanarak, gaz
basincin1  disiliriilmesi  ile salginlarin  hafifletildigi
bildirilmistir (Saeed & Al-Thobaiti, 1997). Bu ¢alismada,
kulugkahane suyunda siipersaturasyon vakalarinda yavru
gokkusagi alabaliklarda %100°lik morbitide ve saturasyon
problemi ¢6ziilmedigi durumlarda %100’e yakin mortalite
goriilmesine karsin saturasyonun giderilmesi durumunda
%10-30’luk mortalitenin meydana geldigi tespit edildi.
Artezyen suyu kullanilarak kiiltiirii yapilan Nil Tilapyasi
ve Melez Kirmizi Tilapya (Cichlidae, Oreochromis
spp.)’da goriilen gaz kabarcigi hastaliginda baliklarin
Agustos aymda %50’sinin etkiledigi ve gogunun 6ldigii,
ayni arastirmada tiim baliklarin Aralik ayinda etkilendigi
ve hepsi 6ldigi rapor edilmistir (Midilli vd., 2019).
Karadeniz Bolgesindeki alabalik liretiminin
stirdiirebilirligini etkileyen Siipersaturasyon toplu 6liimlere
(%80) nedeni ile onemli ekonomik kayiplara neden oldugu
tespit edilmistir (Balta & Dengiz Balta, 2019).

Suyun asir1 doygun hale gelmesinin dért yolunun
oldugu bildirilmistir. (1); Su, asir1 doygun hale gazin
normalde havada bulunandan daha yiiksek bir yiizdesini
iceren ¢Oziinmils bir gaz karisimindan ileri geldigi ve
sadece deneysel kosullar altinda bu mekanizmanm etkili
oldugu igin biiyiik bir 6nem tagimadigi ileri siiriilmistiir.
(2); Su, atmosferden daha yiiksek bir basing altinda
¢ozilmils gaz icerdigi ve asirt doygunluk vakalarinin
cogunda bu mekanizmanin etkili oldugu bildirilmistir.
Ornegin; hidroelektrik santrallerin calisma sisteminde hava
enjeksiyonu yoluyla; su ve hava su kanalinda karigtirilir ve
kanal sistemi ile c¢ikisa tasindigi bildirilmigtir. Balik
ciftliklerinde yeraltt suyu kullanimindan veya suyun
pompalanmasindan da kaynaklandig belirtilmistir. (3); Su,
ortam sicakligindan daha diisiik bir sicaklikta ¢dziinmiis
gaz igerdigi durumlarda asir1 doygun hale geldigi ileri
striilmiistiir. Su balik kiiltiirii i¢in 1sitildiginda, enerji
iireten tesislerde ve dogal sularin jeotermal 1sitmasinda
suyun sogutulmasi sirasinda asir1 doygunluga neden olur,
¢linkii artan su sicaklig1 ile gazlarin ¢6ziiniirligii azaldig
bildirilmistir. Sudaki konsantrasyonlar1 belirli  bir
sicakliktaki ¢oziiniirliklerinden daha yiiksekse, suyun
1sitilmasi gazlarin salinmasina neden oldugu bildirilmistir.
(4); Farkli sicakliklarda iki doymus su kiitlesi
karigtinnldiginda asir1 doygunluga neden olabildigi, fakat
cogu zaman gaz kabarcigi hastaliginin meydana gelmesine
neden olacak kadar yiiksek doygunluk
iretmedigi rapor edilmistir (Lindroth, 1957). Biiyiik
miktarda su kullanan kapali akan sitemlerde, su bir
yogunlagmis siitun (dar helozonik siitunlar) gaz giderci
kullanarak asir1 gazlarin ¢ikartilabildigi rapor edilmistir.
Pasif gaz gidericilerin gaz konsantrasyonunu %2100'e

seviyelerde
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indirmek i¢in kullanildigi, fakat vakumlu gaz giderme
sistemlerinin daha biiyiik bir giiven sinirt sagladigi
bildirilmistir (Colt, 1986).

Gaz kabarcigr hastaliginin  tedavisinde ilk
yapilmas1 gerekli islemin su kaynagindaki asir1 gazin
elimine (uzaklastirilmast) edilmesi gerektigi ve siipersature
olan suyun direkt yavru balik havuzlarina verilmesi
engellenmistir. Bu amagla, suyun girisindeki borunun hava
yapmayacak boyutlarda olmasi saglanmigtir. Siipersature
olmus su bir engele carptirilarak birinci depoya akist
saglanmig ve havuzun iizerine hava bacalar yerlestilerek
gazin disart atilmasi saglanmistir. Bu havuzdaki suyu 2.
depoya aktarirken kanal sistemine suyun gazini
uzaklastirmaya yardimci olmak amagiyla kanal igine tas
engeller konulmus, kanalin tizeri kapatilmig ve kanal
boyunca gaz bacalar1 birakilmistir. Baska bir ¢iftlikte uzak
mesafeden getirilen ve hava emerek siipersatiire olan su
once bir fiberglas tanka garptirilarak veya fiskiye tarzinda
dokiilerek gazin ¢ikarilmasi saglanmustir. Birinei dinlenme
tankindan suyun tasarak akmasi ve su akisinin altina tahta
yerlestirilerek suyun dagilarak i¢indeki gazin ugurulmasi
amaclanmistir. Bdylece, sudaki gazin uzaklastirilmasi ve 2.
depodaki suyun saturasyununun %100 altina diiiiriilmesi
saglandiktan sonra yavru tanklarina su verildiginde birkag
giin sonra problemin ¢6ziildiigii tespit edilmistir.

Bu c¢alisma sonuglarma gore kaynak sularimin
fiziko-kimyasal analiz sonuglari, balik ¢iftligine saglanan
suyun ¢ok iyi kalitede oldugunu gostermistir. Kaynak suyu
analizlerinde amonyagin olmamast ve ¢ok diigiik
konsantrasyonlarda, nitratlar, nitritler, kloriirler ve toplam
fosfor degerleri (veya sinirmin altindaki miktarlarda) ile
birlikte, kanalizasyon veya tarimsal atik sulart ile
kontaminasyonun  olmadigint da  gostermektedir.
Siirdiiriilebilir iiretim igin treticilerin iyi bir gdzlemci
olmalar1 ve siipersature olan suyun zamaninda tespit
etmeleri gerekmektedir. Gokkusagi alabaligi yavrularma
stipersature olan suyun direkt verilmemesi, su degerlerinin
mutlaka saturasyon yoniinden 6l¢lilmesi ve sudaki erimis
gazlarin ugurulmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Oz: Bu arastirmada, tarimsal uygulamalarda kullanilmakta olan bazi herbisidlerin Lepistes
(Poecilia reticulata) baliklar1 tizerindeki akut toksik etkileri incelenmistir. Caligmada
kullandigimiz herbisidler 6zellikle findik ve c¢ay iiretimi gibi zirai tarimda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Denemelerde ti¢ farkli herbisid (Glifosat, 2,4- Diklorofenoksiasetik Asit ve
Asetoklor) kullanilmistir. Biyodeneylerde biri kontrol olmak iizere bes ayri akvaryum
kullanilarak her birine belirli konsantrasyonlarda herbisit eklenmistir. Belirli zaman araliklarinda
glifosat, 2,4-D ve asetoklor’un lepistes (Poecilia reticulata) baliklari {izerinde akut toksik etkileri
belirlemek amaciyla gergeklestirilen ¢alismada statik yontem kullanilmigtir. Lepistes baliginin
glifosat, 2,4-D ve asetoklor’a kars1 24, 48, 72 ve 96 saat araliklarinda letal konsantrasyon (LCso)
degerleri sirasiyla 7,051; 1,201 ve 0,557 mg/L olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore lepistes
balig1 agisindan galigilan herbisidlerin akut toksik siralamasi asetoklor > 2.4-D >glifosat oldugu
sOylenebilir.
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A Research on Acute Toxic Effects of Some Herbicides on Guppies

Abstract: Acute toxic effects of some herbicides used in agricultural applications on guppy fish
(Poecilia reticulata) were investigated. The herbicides we use in the study are widely used in
industrial agriculture, especially hazelnut and tea farming. Three different herbicides
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bioassays, five different aquariums, one of which is a control, were added to each of them with
certain concentrations of herbicides. Static method was used in the study conducted to determine
the acute toxic effects of Glyphosate, 2,4-D and acetochlor on guppies (Poecilia reticulata) at
certain time intervals. Lethal concentration (LCso) values of guppy fish against Glyphosate, 2,4-
D and acetochlor at intervals of 24, 48, 72 and 96 hours were calculated as 7.051; 1.201 and 0.557

Telephone ki 0/(260)]023I85185 mg/L respectively. According to these results, it can be said that the acute toxic order of herbicides
25 SED ) 225 I studied in terms of guppy fish is acetochlor> 2,4-D> Glyphosate.
Keywords: 2,4-D, Acetochlor, glyphosate, guppy, pesticide.
GIRIS

Son yillarda iilkesel ve bolgesel capta ilerleyen
kalkinma hamlesi niifus artis1 ve yogunluguyla birlikte gida
ihtiyacinin kargilanmasi tarimsal diretimin artirilmasini ve
¢esitlendirilmesini zorunlu kilmistir. Tarimsal iiretimin
artirilmasi ve ¢esitlendirilmesi kapsaminda tarim iriinlerine
zarar veren ¢ok cesitli tiir ve Ozellikte zararlilara karst

pestisitler tercih edilmektedir. Diger taraftan halk saglig:
konularinda sehirlesmeyle birlikte ortaya ¢ikan cevresel
problemlerin ¢oziimiinde hasereyle miicadele kapsaminda
ev/isyeri/sokak vb. alanlarin ilaglanmasinda yine onemli
Olctide sentetik kimyasallar olan pestisitler tercih
edilmektedir.

miicadelede en kolay yol olan kimyasal miicadele olarak

'1,Bu ¢alisma, yiiksek lisans tezinden diretilmistir. This study was produced from the master thesis.
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Cevresel hassasiyetin artmaya baslamasiyla cevre
dostu iirtinlerin kullanimi giindeme gelmisse bile ucuz, kolay
ve geleneksel bir yontem olmasi sebebiyle pestisitler
giinlimiizde 6nemli miktarda kullanilmakta, atmosfer ve su
kaynaklart yoluyla gol ve denizlere karismaktadir. Su
kaynaklarma bulasan pestisitlerin canli  biinyesinde
akiimiilasyona ugramasi ve akabinde ise besin zincirine
karigarak biyomagnifikasyonla iist besin seviyelerinde
konsantrasyonunun artmast dnemli bir su kirliligi problemi
olarak sucul ekosistemleri ve dolayisiyla insanlar1 tehdit
etmektedir.

Pestisitler gevresel etkilerin sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. Basta insanlar olmak {izere ¢evreyi gelistirme
amact ile olusturdugumuz birgok yenilik aslinda g¢evreyi
olumsuz etkilemektedir. Buna benzer sebeplerden dolayi
olusturdugumuz etkiyi Onlemek amaci ile
kimyasallar olusturulmustur. Olusturulan bu kimyasallara
genel kapsamli olarak pestisit denilmektedir. Pestisitler

olumsuz

kullanim alanina goére smiflandirilmaya tabi tutulmustur.
Pestisitlerin kullanim alanlarimin basinda tarimsal iiretim
buna bagli olarak da bahgecilik gelmektedir. Pestisitlerin
kullanildigi  diger Onemli alanlardan biri de balik
yetistiriciligidir. sebebi  bilindigi sudaki
mikroorganizmalardir (Anonim, 2012).

Su ortaminda ¢oziilmeyen Kklorlu pestisitler
organizmalarin yaglh dokularinda birikirler ve bu birikim
beslenme ile su ortamindaki tek hiicreli canlilardan
baslayarak balik ve insanlara kadar ulasir. Insamin hem

Bunun gibi

bitkisel hem de hayvansal gidalarla besleniyor olmast ve
besin zincirinin en son halkasimi olusturuyor olmasindan
dolay1 bu tiir bilesikler insanda biiyiik bir yogunluk kazanir.

Diger kullanim alanlar1 ise; ormancilik, sehir
diizenleme (park, bahce ve oyun alanlari), endiistriyel bocek
kontrolii, insaatlarda, ev ve bahgeler, deniz ve sucul bocek
kontrolii, gida saklanmasi, hayvancilik, toplum hijyeni,
bocek kontrolii ve beseri ilag olarak kullanilmaktadir
(Anonim, 2012). Genellikle amacgli  kullanilan
pestisitler genel anlamda zararli boceklerin {irlinlere vermis

zirai

oldugu zarar1 en aza indirmek igindir. Pestisitlerin toksik
etkisi bulundugu igin kullanilmaktadir. Oldiiriicii etkiye
sahip olan bu pestisitler hemen hemen tiim dogal g¢evre
etkilenir.  Pestisitler sadece boceklere karsi degil
goriinmeyen mikroorganizmalara, yabani otlara ve diger
hayvan tiirlerine karsi da kullanilir (Giiler ve Cobanoglu,
1997).

Bitkilerin yetistirildigi tiim zirai alanlarda yabanci
otlar sorun teskil etmektedir. Bu yabancit otlardan
kurtulmanin en uygun pratik yontemi kimyasal miicadeledir.
Kimyasal ilaglama her ne kadar iyi bir yontemmis gibi
bilinse de zararli etkilere sahiptir. Zararl etkilerin en basinda
hedef dig1 bitkiler gelmektedir. Diger bir zarar ise
kimyasallarin topraga karismasi ve su ile birlikte canlilara
etki etmesidir. Herbisitlerin toprakta kalma ve suda

107

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Y1l:5, No:1, (106-114), 2020

¢oziinlirliik siireleri zarar ve yararlar1 acisindan 6nemlidir.
Bitki yiizeyine uygulanan herbisitlerin bir kism1 yapraktan
alinirken yere diisen ilacin bir kismu da kokler tarafindan
alinabilmektedir. Bu durum yabanci otlar agisindan yararh
olsa da bir sonraki sezona kadar toprakta kalabileceginden
dolayr hassas iriin hasatin da fitotoksisiteye sebep
olabilmektedir (Delen, 1990).

Glifosat Izopropilamin tuzu iilkemizin zirai
miicadele ilaglar1 satan marketlerinde Roundup, Fullot,
Glifosat, Glycol, Glysa vbg. ticari markalar adi1 altinda ve
stvi formda 480 g/L konsantrasyonda pazarlanmaktadir.
Glifosat’in ¢ikig sonrast kullanilmasi ile beraber turunggil,
findik, bag ve meyve bahgelerinde ruhsatlidir.  Tek yillik
yabanci otlar i¢in uygulama dozu 300 ml/da iken ¢ok yillik
yabanci otlarda ise 600 ml/da seklindedir. Glifosat selektif
ve rezidiiel etkisi olmayan ¢ikis seklinde iki tirlii etki
gosterir. Bunlarla birlikte ekili olmayan alanlarda 300 ml/da
konsantrasyonda tek yillik yabanci otlarin daha geng ve aktif
olarak biiyiidiigii devrede kullanilir. Bu yabani otlar; yabani
yulaf, yabani havug, Kisir brom, Kusyemi, Cimensi
miirdiimiik, Ballibaba, Kanarya otu, Misir hardali, Diigiin
cicegi, Yabani fig, Turnagagasi, Kus otu, Yabani hardal,
Ebegiimeci, Yabani Yonca, Siitlegen, Benekli darican,
Tilkikuyrugu, Yapigkan ot, Sirken, Horozibigi, Yesil
horozibigi, Semizotu, Kirmizi kokli tilkikuyrugu, Zincir
pitragi, domuz pitragidir. Turunggil, Findik, Bag, Meyve
bahgeleri ve ekili olmayan alanlarda ¢ok yillik yabanci otlar:
Kopekdisi ayrigi, Gelig, Topalak, Tarla sarmasigi, Isirgan
otu, Pelin otu da 600 ml/da yabanci otlarin aktif olarak
biiylidiigi ¢igeklenme Oncesi devrede kullanilir. Glifosat
ozellikle yeni yapilmig ve siiregelen karayolu, demiryolu
kenarlari, havaalanlari, fabrika bahgeleri, tarla kenarlar1 ve
tarihi alanlarda yabani bitkilere karst 1000 ml/da aktif
bliyiime evresinde kullanilir. Bunun yani sira 1000-1500
ml/da arasinda banketler, su ve drenaj kanallarinda yer alan
yabanci otlara karsi aktif biiylime evresinde kullanilir
(Benbrook, 2016).

Tarimsal ekimlerde verim olduk¢a onemlidir. Bu
nedenle verimi diisiiren yabani otlarin ortadan kaldirilmasi
icin {reticiler ilaglama yapilmas: uygun
goriilmektedir. Yapilan bu zirai ilaglamalarda, hemen hemen
her tarimcinin kullandig: zirai ilaglar, herbisit ad1 altinda
bitki o6ldiiriiciiler olarak da bilinmektedir. Bitki 6ldiiriicii
olarak bilinen bu herbisitler; tarimsal iiretimde ki yabanci
otlar1 6ldiirmek ve biiylimesini engellemek i¢in kullanilan
kimyasallara verilen genel addir. Herbisitlerin i¢ine birgok
madde dahil olsa da en ¢ok kullanilan pestisit tiiri
Glifosattir. Glifosat her ne kadar organik iiriinlerde
yasaklansa da zirai ilaglamada kullanilmaya devam
edilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda 6zellikle son
zamanlarda  Glifosatin ~ lizerine agirhk  verildigini
gostermektedir. Yayinlanan makale ve dergilerde giindem
haline gelen Glifosatin yararindan ¢ok zararinin oldugunu

tarafindan
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one siirmekle beraber bazi maddelerle etkilesiminin de
kanserojen etkiye neden oldugu belirlenmistir. Bunlarin en
biiylik sebebi; tarimciya insan giicii gerektirmeden daha
kolay bir tarim 6ne siirmek {izere tarim triinlerine direng
geni asilanmasindan kaynaklanmaktadir. GDO’lu iiriinler ve
Glifosat bagligi1 adi altinda birgok yaziya denk gelmis olup
genel kapsamda bitkiler kadar insanlar ve diger canlilarda ki
hormonal fonksiyonlarin bozuldugu iizerinde durulmustur.
Bunlarin yani sira Glifosat ile yapilan ilaglama sonucu suya
karisan maddenin etkisi devam ettigi siirece sudaki canlilara
da zarar vermektedir (Benbrook, 2016).

Bu herbisit tilirtinde akut toksik etkisi daha ¢ok kas
sisteminde goriilmektedir. 2,4-D’nin yiiksek dozda verilmesi
sonucunda canlilarda viicut fonksiyonlarii bozarak dliime
yol agmaktadir. Bu herbisitin uygulanmasi sonucunda tek
dozda canlida birka¢ saat igerisinde kaslarda kasilma,
viicutta istemsiz hareketsizlik, kaslarda zayiflik ve koma
goriiliir. Ayrica karaciger ve bobreklerde de rahatsizlik
goriiliir. 2,4-D’nin etkileri insanlarda da ayni sorunlara
sebep olmaktadir. Bu herbisitin akut
genellikle 6limle sonuclanir. 1962-1969 yillart arasinda
yasanan Giiney Vietnam savasinda bu herbisit ve 2,4, 5-
Trichlorophenoxyacetic asit karisimi savas aract olarak
kullanilarak askerlerin bitkilerin arkasina saklanmasini
engellemistir. (Sevim, 2011).

Literatiir Calismasi: Pestisitlerle ilgili bilimsel
literatiir incelendiginde yiizlerce pestisitin canlilar ve ¢evre
iizerindeki etkilerini inceleyen makale, kitap, dergi ve yayin
s0z konusudur (Agar vd., 1991; Giiler ve Cobanoglu, 1997,
Atamanalp vd., 2002).

Sucul organizmalar arasinda 6nemli bir yer tutan
baliklar biyotestlerde oldugu kadar toksikolojik ¢alismalar
icin de en uygun organizmalardir. Bu amagla yapilan akut
letal toksisite testleri toksik maddenin konsantrasyonunun
belirlenmesi yaninda toksik etkinin mekanizmasinin
anlagilabilmesi igin fizyolojik ve histopatolojik ¢aligmalarla
desteklenmesi gerekir (Arellano vd., 1999). Kirletici
maddelerin sucul canlilara olan toksik ve histopatolojik

zehirlenmeleri

etkileri konusunda ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Ancak
bu canlilarin larva, yavru ve ergin gibi degisik hayat
donemlerine pestisitlerin toksik ve histopatolojik etkileri ile
ilgili calismalar yeterli diizeyde degildir (Westernhagen,
1988).

Kullanilmak {izere 2006-2008 yillar1 arasinda en
¢ok tercih edilip temin edilen pestisitler; ditiyokarbamat
pestisitlerine dahil olan mankozep, thiram ve propinebin
oldugunu Delen vd. (2010) tarafindan belirtmektedirler. Bu
gruba dahil olan mankozep, etilen bisditiyokarbamat
(EBDC) pestisitidir. Bu pestisit bozulmay1 6nleme ve mantar
hastaliklarin1 tedavi etmede etkili olmasi1 nedeniyle genis
spekturumlu fungusit olarak da kullanilmaktadir (EPA,
2009; Ripley vd., 1978). Bisditiyokarbamat (EBDC)
pestisitlerin tercih edilmesinde ki en biiyiik sebep; ayni

108

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Y1l:5, No:1, (106-114), 2020

semptomlar1 tagiyan hastaliklarda tedavi edici diger
ilaclardan daha uygun maliyette olmalaridir. EBDC grubuna
ait bu pestisitlerin hidrolizi sonucu Etilen tiyo iire (ETU)
olugmaktadir (Ripley vd., 1978). Ayrica, ETU’nin farelerde
biiyiimeyi engelledigi, tiroid bezinde agirlik ve boyut
artisina neden oldugu ve dokularda hiperpilazi olusturdugu
tespit edilmistir (Seifter ve Ehrich, 1948).

Leeuwen vd., (1985)’c gore, maneb ve diger bazi
pestisitlerin  gokkusagi alabaliklarmin  erken  hayat
donemlerinin farkli asamalarina olan etkileri konusunda
yaptiklar1 bir arastirmada, kullanilan bu pestisitlere olan
hassasiyetin en fazla baligin yumurta keseli oldugu
donemden sonraki yavru balik déoneminde oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica deney siiresi boyunca bu maddelerin en
fazla baligin yumurta keseli oldugu donemde biyo-birikim
olusturduklart  saptanmistir. Hayvansal
tizerinde yapilan bir diger arastirmada ise manebin sinir
sistemindeki dopaminerjik sinir hiicrelerinde &nemli

organizmalar

hasarlara sebep oldugu, ayrica viicudun hiicresel antioksidan

sistemine zarar vererek canlinin savunma sistemini
zayiflattigi tespit edilmistir (Barlow vd., 2005).
Maneb, ve c¢evresel
sistemleri {izerinde hasara yol agarak, canlilarda sinirlilige,
uyku siiresinde azalmaya ve hareket sisteminde aksamalara
sebep olmaktadir (Morato vd., 1989). Maneb, canlilarda
DNA replikasyonu ve onarimini etkilemekte, DNA zarari ve
kromozom anormallikleri olusturarak hiicrelerde
sebep  olmaktadir. Ayrica manebin
memelilerde lireme sistemini etkiledigi, embriyo ve fetiiste
toksik etkiye neden oldugu saptanmistir (Gerber vd., 2002).
Oral yolla maneb verilen hamile farelerin ve fetiisiin
bobreklerinde kontrol grubuna oranla ¢ok yiliksek miktarda
manganez birikimi olmaktadir. Ayrica manebin fetiisiin
bobreklerinde ¢ok sayida histopatolojik degisikliklere sebep
oldugu saptanmustir (Giiven vd., 1998). Benzer bir ¢calismada
(Deveci, 2006), organometalik fungusitler propineb ve
manebin farelerin karaciger dokularinda yag damlaciklari

olusumu, hepatositlerde 6dem ve nekroz gibi Onemli

farelerin merkezi sinir

mutasyonlara

histolojik degisimlere neden oldugu, ayrica organlarda
kontrol grubuna oranla ¢ok yiliksek miktarda metal birikimi
meydana geldigi belirlenmistir. Manebin farelerin karaciger
ve bobrek dokusu iizerindeki histopatolojik etkilerinin
makroskobik ve mikroskobik diizeyde arastirildig: diger bir
calisgmada da karaciger ve bobreklerin kontrol grubuna
oranla boyutlarinin biiyiik ve renklerinin daha koyu oldugu
belirlenmistir (Ozbay vd., 1991).

N-metil karbamat grubu pestisitlerden olan
karbarilin sucul canlilar iizerine toksik etkileri konusunda
cok sayida galigma yapilmis olmasina ragmen histopatolojik
etkileri konusunda dikkate deger bir arastirma yapilmamistir
(Rao vd., 1984). Karbaril ve onun en 6nemli yikim iiriini
olan 1-naftol’un hint sazam (Cirrhinus mrigala) tizerine
toksik etkilerini arastirdiklar1 bir ¢aligmada 96 saatlik
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deneyde Dbaliklarin  beyin, solungaglar, bdbrek
kaslarindaki protein metabolizmasinin 6nemli derecede
degistigini belirlemiglerdir. Ayrica, karacigerin glikojen
iceriginde artis oldugunu ve beyinin lipit iceriginde énemli
bir azalis oldugunu tespit etmiglerdir. Kulshrestha ve Arora
(1984) karbaril ve endosiilfanin tatlisu baligi olan yilanbagin
(Channa striatus) yumurtaliklar1  tizerine  etkilerini
arastirdiklari bir ¢aligmada, pestisite maruz kalan baliklarin
yumurtaliklarindaki oosit miktarinda azalma, boyutlarinda

ve

kiiciilme, deformasyon, yumurta kesesinde bozulma,
oositlerde tikanma, kan damarlarinda genisleme ve
gonadosomatik indekste azalma meydana geldigini

saptamislardir. Ayrica, histopatolojik etkilerin pestisit dozu,
maruz kalma siiresi ve cesidine gore degistigini tespit
etmiglerdir (Tablo 8).

Karbarilin teknik ve ticari formiilasyonlar1 farkli
toksik etki gostermektedir. Bu formiilasyonlarin kedi baligi
(Clarias batrachus) ftizerine akut toksik etkilerinin
kargilagtirildigt  bir  caligmada, teknik
formiilasyonunun ticari formiilasyona gore 2,5 kat daha fazla
toksik oldugu tespit edilmistir (Sinha vd., 1991).

Tathisu karidesi (Palaemonetes pugio) larvalari
kullanilarak yapilan toksikolojik calismalarda, 96 saat siireli
test sonucunda karbaril i¢in LCsg degeri alabaliklara nazaran
¢ok daha disiik (43,02 ug/l) bulunmustur (Key vd., 2008).
Kedi baligr o6ldirtici dozun altinda karbarile maruz
kaldiginda, gonadlarinda testis ve yumurtaliklardaki
gonadosomatik indekste azalma ve nekrozlar tespit
edilmigtir. Ayrica, yumurta ve sperm olusumunda durma,
yumurtaliklarda folikiiller aras1 dem ve testislerdeki taban
zarlarinda kalinlasma oldugu belirlenmistir (Jyothi ve
Narayan, 1999).

Todd ve Leeuwen (2002), karbarilin dort farkli
konsantrasyonunu kullanarak, bu konsantrasyonlara maruz
kalan d6llenmis zebra baligi (Danio rerio) yumurtalarinda
olusan oranlarini  belirlemislerdir. ~ Arastirma
sonucunda ortalama Olim oraninin disiik oldugunu ve
kullanilan konsantrasyonlardaki karbarilin direkt olarak

karbarilin

6lim

embriyolar1 6ldiirmedigini tespit etmislerdir. Ayrica, aym
¢alismada yumurta ve embriyolarin boyutlarinin kontrol
grubuna gore ¢ok daha kii¢lik oldugu saptanmuistir.

Boran vd. (2007) karbamat grubu pestisitlerden
olan karbaril, metiyokarb ve karbosiilfanin gokkusagi
alabaliklar1 ve lepistes baliklar1 (Poecilia reticulata) iizerine
akut toksik etkilerini 96 saat siireyle ve statik test yontemi
kullanilarak arastirmislardir. Bu ¢aligma sonucunda karbaril
ve metiyokarbin gokkusagi alabaliklar1 {izerine toksik
etkilerinin lepistes baliklarina gore daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Ancak lepistes baliklarinin karbosiilfan aktif
maddesine karsi alabaliklara gore daha hassas olduklari
belirlenmistir. Test edilen baliklardaki 6liim oranlarmin,
akvaryumlardaki ¢ozeltiler icersinde bulunan aktif
maddelerin konsantrasyonuna bagli olarak 6nemli derecede
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arttigl saptanmistir. En digiik karbaril, metiyokarb ve
karbosiilfan konsantrasyonlarima maruz kalan alabaliklarin
%50’sinin 6lmesi i¢in gereken zaman sirastyla 51 saat 12
dakika, 74 saat 35 dakika ve 107 saat 57 dakika olarak tespit
edilmistir. Insektisit konsantrasyonu arttikca bu siirenin
azaldig1 goriilmiistiir (Tablo 9).

Ulkemizde toksik maddelerin suda yasayan
canlilara olan olumsuz etkilerinin belirlenmesi konusunda
yapilan calismalar daha ziyade bu canlilarin dokularindaki
pestisit kalinti miktarlarinin tespitine yoneliktir. Ozellikle
tarimsal miicadelede kullanilan pestisitlerin  baliklar
iizerinde olusturdugu toksik etkilere yonelik olarak yapilan
toksikolojik ¢aligmalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle
bu c¢aligmada, {iilkemizde yaygin olarak kullanilan
pestisitlerden glifosat, 2,4-D ve asetoklor’un Lepistes
baliklar olan  toksisitesinin  belirlenmesi
amaglanmigtir.

lizerine

MATERYAL VE METOT

Materyal: Bu ¢alismada Rize ¢evresindeki bazi su
kaynaklarinda pestisid kirliliginin belirlenmesi yaninda baz1
pestisidlerin lepistes (Poecilia reticulata) baliklar: tizerinde
akut toksik etkileri arastirilmistir. Caligmada pestisid olarak
yabanci otlarla miicadelede kullanilan Glifosat, 2,4-D ve
Asetoklor gibi  herbisidler kullanilmigtir.  Karadeniz
bolgesinde ve iilkemizin diger bolgelerinde cay, findik
tretimi yaminda bugday, dari, musir gibi bahge bitkileri
iretiminde yabanci zararli bitkilerin uzaklagtirilmasinda
kullanilan bu pestisidlerin sucul canlilar iizerinde toksik
olduklar1 bilinmektedir. Bu ¢alismada bolgemizde kullanilan
herbisidlerin genel bir test baligi olarak bilinen lepistes
(Poecilia reticulata) baliklar1 kullanilacaktir. Boylece
calismada tarimsal {iretimin 6nemli oldugu Rize ¢evresinde
yogun olarak kullanilan herbisidlerin bdlge kosullarinda
akut toksik ozellikleri ve su kaynaklarinda yapilacak pestisid
taramastyla pestisid kirliligi diizeyi hakkinda 6nemli bilgiler
edinilecektir. Biyo-denemelerde kullanilan Lepistes baligt
ve herbisidler hakkinda genel bilgiler Tablo 1 ve 2’de
verilmistir.

Metod: Bu proje ¢aligmasinda organik pestisidlerin
Rize ¢evresindeki su kaynaklarindaki durumu, lepistes
baliklart (Poecilia reticulata) tizerine akut toksik etkisi
arastirilmis olup herbisidlerin lepistes baliklarina akut toksik
etkisi statik akut toksik deneylerle gerceklestirilmistir. Ayni
kosullardaki benzer 6zellikteki gevre kosullarina sahip ancak

herbisit icermeyen kontrol akvaryumlarinda da her
akvaryumda 10 adet olacak sekilde balik bireyi
stoklanmugtir. Deney akvaryumlari farkli

konsantrasyonlarda olmak iizere kronik etki yapabilecek
diizeyde 4 farkli konsantrasyon igermektedir. Deney sonuna
kadar tim baliklarin canli kalmasina, deneme boyunca
akvaryumlarda  herbisit  konsantrasyonlarimin  stabil
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kalmasina ve deney siiresince gece giindiiz periyotlarmin
ayarlanmasina dikkat edilmistir. Deneyde kullanilacak balik
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Tablo 1. Lepistes baligi hakkinda genel bilgiler.
Table 1. General information about guppy fish.

bireylerinin  boylarinin  homojen fiziksel boyutlarda Latince Ads Poecilia reticulata
. . e . Tiirkge Ad1 Lepistes baligi
olmalarina Ozen gOsterilmistir. Biyo-deneyde o )
K larda kullaml Leoi balikl Kl 2°d Ingilizce Ad1 Guppy fish
a Vur}./un? arda Kkullantlan Lepistes baliklarl Se ! ¢ Bir deney i¢in kullanilan adet 60 adet
gosterilmis olup c¢aligmada kullanilan herbisidler ve
konsantrasyonlari (mg/1) Tablo 3’de verilmistir.
Tablo 2. Calismada kullanilan herbisidlerin 6zellikler.
Table 2. Properties of herbicides used in the study.
Ozellikler Herbisidler
zefliiide Glifosat Amin tuzu Asetoklor
Kullamilan kimyasal igerik Herbisit grup G (yabanc1 ot ilact) 2,4 D Amin tuzu Asetoklor
Ticari marka Stiper fullot 48SL Sahel-2D Roundup Star

Etken madde

Cozelti durumu Soliisyon

480 gr/L Glifosat izopropilamin tuzu

Prometrin 15% +asetoklor 25
Cozelti (1.157g/cm®)

2,4-diklorofenoksi asetik asit
Cozelti (72% SL, 86% SL)

Tablo 3. Calismada kullanilan herbisidler ve konsantrasyonlari

(mgfl).
Table 3. Herbicides and their concentrations (mg / I) used in the

study.
Herbisid Kontrol 1 2 3 4 5
Glifosat 0 2 5 10 15 25
2,4-D 0 2 5 10 25 50
Asetoklor 0 0.064 0.125 0.25 0.375 0.50
Calismada biyodeneyler sirasinda akvaryum

kosullar1 tasinabilir su kalite cihaziyla takip edilmistir.
Akvaryum sularinin agir1 kirlenmesi durumunda akvaryum
sular1 degistirilerek deney ortami yeniden olusturulmustur.
Deney ortamlarina dozlama balik eklenmesinden once
gerceklestirilmistir. Herbisitlerin lepistes baliklar1 (Poecilia
reticulata) akut kronik  toksik
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde akut toksik biyodeney
sonucunda elde edilen 6lii birey sayilart EPA Probit yontemi
kullanilarak hesaplanmistir. Rize ¢evresi su kaynaklarindan
(lyidere, Salarha ve Firtina) alinan su 6rnekleri de akredite
olmus laboratuvara pestisid analizi igin gonderilmistir.
Pestisid analizleri i¢in akredite laboratuvarda GC-MS-MS
ve LC-MS metodlar1 kullanilmigtir. Rize ve g¢evresi su
kaynaklarindan alinan su 6rneklerinde GC-MS metoduyla
76 farkli pestisitin analizleri arastirilmigtir. Arastirmada
kullanilacak herbisidler Glifosat, 2,4-D ve Asetoklor etken
maddeli pestisidlerdir. Suda Olgiilecek pestisid seviyeleri
miisaade edilebilir ulusal ve uluslararasi standartlara goére
degerlendirilecektir.

Akut toksik test yontemi (LCso Deneyi), deneyde
kullanilacak baliklar adaptasyon oOncesi incelenerek
viicutlarinin dis yiizeyinde parazit bulunup bulunmadig:
kontrol edilmistir (AFS-FHS, 2003). Daha sonra
adaptasyona alinan baliklar, 40 litrelik statik su igeren cam
akvaryumlara aktarilmistir. Pestisitlerin toksik etkilerinin
belirlenecegi akvaryumlara 10’ar adet balik konulmustur.
Baliklarin igerisinde tutulacagi sularin nominal pestisit
konsantrasyonlari, kontrol grubu dahil 6 farkh
konsantrasyon olacak sekilde sec¢ilmistir. Deneylerde
kullanilan pestisitler i¢in deneyler {i¢ paralel olacak sekilde

tizerinde ve

110

yiriitiilmiistiir. Ayrica deney siiresince meydana gelen balik
6limlerinin kullanilan pestisitler disinda baska faktorlerden
olup olmadigimi gozlemlemek amaciyla kontrol grubu
olusturulmustur.

Deney siiresince akvaryumlardaki sularin %50’si
test c¢ozeltisi icerisindeki pestisit konsantrasyonlari
degismeyecek sekilde yenilenmistir (OECD, 1992). 96 saat
devam eden test siiresince havalandirilan test sularimin
¢Oziinmiis oksijen degeri, sicaklik ve pH’s1 giinliik olarak;
toplam sertlik, alkalinite, amonyak ve nitrit miktarlar ise
haftalik olarak Olgiilmiistiir.
gozlemlerde, viicut ve operkulum hareketleri durmus olan
baliklar Olmiis kabul edilmis ve deney ortamindan
uzaklastirilmistir. Olen baliklarim tespiti icin 0, 24, 48, 72 ve
96 saatlik siirelerde gozlemler yapilmustir. Olii balik say1lart
tespit edildikten sonra SPSS Probit Analiz Yo6ntemi
kullanilarak LCsg degerleri hesaplanmistir. Elde edilen LCso
degerleri balik ve sucul omurgasizlar igin toksisite kategorisi
araliklari kullanilarak degerlendirilmistir (Tablo 4).

Deney siiresince yapilan

Tablo 4. Balik ve sucul omurgasizlar toksisite kategorisi igin nitel
tanimlayicilar.

Table 4. Qualitative descriptors for the toxicity category of fish and
aquatic invertebrates.

LCs veya ECs Kategori aciklamasi
<0.1 ppm Cok toksik

0.1-1 ppm Yiiksek toksik

>1<10 ppm Orta diizey toksik
>10<100 ppm Hafif toksik

>100 ppm Pratik olarak toksik degil

Toksikolojik Deneylerde Su Kalitesi: Deneylerde
kullanilacak organizmalarm kiiltiirlerinin yapilmasinda ve
test konsantrasyon sularimin hazirlanmasinda kullanilacak
sularin; yerlesim yerlerinden ve tarimsal alanlardan uzak,
sanayi atik sularindan etkilenmeyen, yiizey veya kaynak
sulart olmasi gerekmektedir. Toksikolojik calismalarda
kullanilacak sularin &zellikleri Tablo 5’de belirtilmistir
(APHA, 1995; EPA, 2002).
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Tablo 5. Akut toksikolojik biodeneylerde kullanilacak sularin
ozellikleri.
Table 5. Properties of waters to be used in acute toxicological

bioassays.
Parametre Sinir ve Normal Degerler
pH 6-9 (Optimal 7)

Soguksu Baliklar1 i¢in > 6 mg/L
Iliksu Baliklari i¢in > 4 mg/L
Soguksu Baliklar1 igin 12-15

Coziinmiis oksijen
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2,4-D eklenen akvaryumlarda lepistes baliklarmin yukari
asagl dogru hizli inis cikislari gdzlenmistir. Oliimlerin
basladig1 stireden itibaren baliklar dip kose bolgelerde
toplanmustir.

Tablo 6. Herbisid igeren akvaryum ortaminda biyodeneyde saatlere
gore balik 6liimleri.
Table 6. Fish deaths by hours in the bioassay in an aquarium

Stcakdik Tliksu Baliklart Igin 20-25 environment containing herbicides.
Sertlik 40-200 mg/L CaCOs Glifosat
Amonyak <20 pg/L h(saat)  Kontrol 1 2 3 4 5
24 - - - 4 10 10
Toksikolojik deneylerde kullanilacak sularin ‘7‘2 ) ) 1 5 ) )
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin 6nceden belirlenmis 96 ) ) ] ) ) )
olmast gerekmektedir. Kullanilacak suyun sicakligy, 2.4-D Amin tuzu
¢Oziinmiis oksijen miktari, alkalinitesi, sertligi ve pH h (saat)  Kontrol 1 2 3 4 5
degerinin deney dncesinde bilinmesi gerekmektedir. Ayrica 24 - - - 1 10
bu kriterlerin belirlenmesinde kullanilacak canli tiiriiniin de ;12 i 1 l 2 ;
g6z oniinde bulundurulmasi gerekir. Deney siiresince test 9 1 - 2 -
suyu sicakliginda meydana gelen degisikligin +£2°C’yi Asetoklor
gecmemesi ve ¢Oziinmils oksijen miktarinin 4 mg/I’nin h (saat)  Kontrol 1 2 3 4 5
altina diismemesi saglanmalidir (APHA, 1995; EPA, 2002). 24 - - - - -
_ g . . . 48 - - - - 1 -
Verilerin Degerlendirilmesi: Calismada akut 7 i i ) 1 ) 2
toksik Biyodeneylerde sonucglarin degerlendirilmesi EPA 9% - - - 1 2 2

Probit programiyla gerceklestirilecek olup diger verilerin
degerlendirilmesinde SPSS paket programi kullanilarak
standart istatistiksel parametreler hesaplanacaktir.

BULGULAR

Bu c¢aligmada sucul canlilara pestisit kirliliginin
etkilerinin arastirilmasina yonelik ti¢ farkli herbisitin lepistes
balig1 lizerindeki akut toksik etkilerini belirlemek iizere
caligmalar gerceklestirilmistir. Calismada glifosat i¢in 5
farkli konsantrasyon igeren akvaryumlarda tutulan balik
bireylerinin 96 saat siiresince tepkileri ve oliimler asagida
tabloda sunulmustur. Deney sonunda 30 balik o6limi
gerceklesmis olup Kontrol grubunda higbir balik 6limii
olmamustir. Diisiik konsantrasyonda Glifosat’in eklendigi
akvaryumlarda lepistes baliklarinin  dipte  toplandigi
gbzlenirken, yiiksek konsantrasyon eklenen
akvaryumlardaki baliklarda ise ilk baslarda hizlanma,
yiizeyde toplanma ve kuyruk sallamanin arttigi, 6liimiin
basladig1 siireden itibaren ise belirgin bir yavaslama
gozlenmigtir. Glifosat, 2,4-D Amin tuzu ve Asetoklor iceren
akvaryum ortaminda biyo-deneyde saatlere gore balik
oliimleri Tablo 6’da verilmistir.

Calismada 2,4-D i¢in 5 farkli konsantrasyon igeren
akvaryumlarda tutulan balik bireylerinin 96 saat siiresince
tepkileri ve oliimler asagidaki Tablo 6’da verilmistir. Deney
sonunda 22 balk olimii gergeklesmis olup Kontrol
grubunda hicbir balik Sliimii olmamistir. Deneyde diisiik
konsantrasyon eklenen akvaryumlarda hareketlerde belirgin
bir degisiklik olmamakla birlikte yiiksek konsantrasyonda

Calismada Asetoklor i¢in 5 farkli konsantrasyon
iceren akvaryumlarda tutulan balik bireylerinin 96 saat
siiresince tepkileri ve Olimler asagidaki Tablo 6’da
bulunmaktadir. Deney sonunda 9 balik 6liimii gergeklesmis
olup Kontrol grubunda hi¢bir balik 6limi olmamustir.
Deneyde diisiik konsantrasyon eklenen akvaryumlarda balik
hareketlerinde  degisme olmamustir. Fakat yiiksek
konsantrasyon eklenen akvaryumlarda baliklarin yiizeye
dogru  hareketlenip  yiizey koselerinde  toplandigt
gozlenmistir.

96 saat siiren deney sonunda kaydedilen balik 6liim
sayilart kullanilarak EPA Probit programiyla hesaplanan ve
cizilen letal konsantrasyonlar (LC) ve egrileri her bir
herbisid i¢in elde edilmistir. Herbisidler i¢in hesaplanan letal
konsantrasyon (LC) degerleri Sekil 1 ve Tablo 7’de
verilmistir.

14,00
12,00

LC/ECS0;
10,00 7,05

8,00

600 LC/EC50; 1,20

4,00

LC/ECS0; 0,56
2,00

,.\___,-___ﬂ———df
0,00
LC/EC1 LC/ECS LC/EC10 LC/EC1S LC/ECS0 LC/EC85 LC/EC90 LC/ECI5 LC/EC99

Glifosat (mg/L)  ==@=2,4-D Amin tuzu (mg/L) Asetoklor (mg/L)

Sekil 1. Calismada kullanilan herbisidlerin letal konsantrasyonlari.
Figure 1. Lethal concentrations of herbicides used in the study.



Verep & Yildiim, 5(1), 106-114, (2020)

TARTISMA VE SONUCLAR

Dogu Karadeniz bolgesinde tarimsal faaliyetlerde
zararli bitkilerle miicadelede yogun olarak kullanilan 3 farkli
herbisidin  sucul canlilara etkilerinin  incelenmesi
baglaminda glifosat, 2,4-D ve asetoklor etken maddeli
pestisitlerle 1ilgili olarak gergeklestirilen biyodeneylerde
lepistes baligi iizerinde bu maddelerin etkileri akut
toksikolojik olarak incelenmistir.
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Sonuglar degerlendirildiginde lepistes {izerinde
glifosat’in akut toksik etkisi 7,051 mg/l konsantrasyonunda
iken tiim baliklar1 6ldiirebilecek en diisiik konsantrasyonun
13,084 mg/1 oldugu ve hicbir baligin 6lmeyecegi en yiiksek
konsantrasyonun ise 3,800 mg/1 oldugu anlagilmistir. Diger
taraftan lepistes iizerinde 2,4-D maddesinin akut toksik
etkisi 1,201 mg/l konsantrasyonunda iken tiim baliklari
o6ldiirebilecek en diisiik konsantrasyonun 9,694 mg/1 oldugu
ve higbir baligin 6lmeyecegi en yiiksek konsantrasyonun ise
0,149 mg/1 oldugu anlagilmistir.

Tablo 7. Herbisid biodeneylerinde hesaplanan letal konsantrasyon degerleri.
Table 7. Lethal concentration values calculated in herbicide bioassays.

LC Glifosat 2,4 D Amin tuzu Asetoklor
Kons.(mg/L)  Giivenlik Araligi  Kons.(mg/L) Giivenlik Araligi  Kons.(mg/L) Giivenlik Araligi

LC/EC, 3,80 1,69-5,02 0,15 0,02-0,30 0,10 0,00-0,19

LC/ECs 4,56 2,46-5,75 0,27 0,07-0,48 0,17 0,01-0,25

LC/ECyo 5,02 2,99-6,21 0,38 0,13-0,61 0,22 0,02-0,31

LC/ECys 5,35 3,41-6,57 0,47 0,19-0,72 0,26 0,06-0,37

LC/ECs 7,05 5,51-8,85 1,20 0,79-1,88 0,56 0,39-5,69

LC/ECgs 9,29 7,60-13,98 3,05 1,94-8,23 1,19 0,64-354,74

LC/ECy 9,91 8,06-15,85 3,79 2,29-12,13 1,43 0,72-955,06

LC/ECgs 10,92 8,73-19,22 5,26 2,94-21,76 1,87 0,84-4154,51

LC/ECgy 13,08 10,03-27,94 9,69 4,58-66,21 3,08 1,11-65808,81

Son olarak ise lepistes tizerinde asetoklor lepistes baliklarinin zebra baliklarina gére daha toleranslt

maddesinin  akut  toksik  etkisi 0,557  mgl/l oldugu goriiniirken bu aragtirma da ise lepistes baliklarinin

konsantrasyonunda iken tiim baliklar1 oldiirebilecek en
disik konsantrasyonun 3,078 mg/l oldugu ve higbir
baligin 6lmeyecegi en yiiksek konsantrasyonun ise 0,101
mg/l oldugu anlagilmistir.

Glifosat herbisidinin lepistes {izerine akut toksik
etkileri herhangi bir c¢alisma
bulunamadigr halde diger balik tiirleri hakkinda bir¢cok
caligma vardir. Akut toksisisite ¢alismalarinda 96 saatlik
LCso degerleri yogun kullanilan gékkusagi alabaliklari
(Oncorhynchus mykiss) tizerinde 140 mg/l, Pimpehales
promelas i¢in 97 mg/l, Cyprinus carpio i¢in 620 mg/l ve
Ictalurus punctatus tiirii igin ise 130 mg/1 civarinda oldugu
bildirilmektedir (Perez vd., 2011). Bu ¢alismada lepistes

uzerine literatiirde

iizerinde glifosatin akut toksik etkisinin yukarda belirtilen
tirlerin tlimiine gore daha hassas oldugu (7,051 mg/l)
goriilmektedir.

2,4-D’nin iizerine benzer caligmalar
incelendiginde oldukg¢a Onemli farkliliklar goriilmiistiir.
Yalginkaya (2006), tarafindan yiiriitiilen bir calismada 2,4-
D’nin Lepistesin medula spinalis organina etkilerinin
arastirlldigi arastirma kapsaminda letal konsantrasyonlar
da hesaplanmis ve LCso degerinin 30 mg/l gibi yiiksek
degerde belirlenirken bu ¢alismada 1,201 mg/l degerinde
oldugu goriilmiistiir.

Asetoklor herbisidinin akut toksik etkileri i¢in ise
Lepistes ve Zebra baliklarinin incelendigi bir ¢aligmada
sirastyla ergin lepistes bireyi lizerinde 96 saatlik LCsg
degeri 1,7 mg/1 (jiivenil i¢in 1,3 mg/l) iken zebra baliginda
ise 0,37 mg/l tespit edilmistir (Kovriznych ve
Urbancikova, 1998). Bu sonuglara gore asetoklora karsi
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96 saatlik letal konsantrasyonu (LCso) degeri 0,557 mg/I
olarak bulunmustur. Béylece bu sonuglara gére daha 6nce
yiiksek olgtide toksik sinifta degerlendirilen asetoklor, bu
calismanin sonuglarina gore ¢ok yiiksek olgiide toksik
smifta oldugu goriilmektedir.

Gittikge yayginlasan cevre bilinci pestisidlerin
kullanimini sinirlamakla beraber bolgede iiretimi yapilan
cay bitkisi tariminda dogrudan herhangi bir zirai miicadele
kimyasali kullanilmadig1 bildirilmektedir. Giibre disinda
herhangi bir pestisidin  dogrudan c¢ay bitkisine
uygulanmamasi yaninda zararli otlar ve yabanci bitkilerin
iretim alani igerisinden uzaklastirilmasinda o6zellikle
findik ve ¢ay tariminda bazi herbisitlerin kullanildig:
bilinmektedir. Agirlikl olarak Glifosat herbisiti kullanilan
bu uygulamalarin su kaynaklarinda yansimalar1 bu
calismada belirlenememistir. Bu  sonuglar bolgede
kullanilan herbisitlerin uygulama alanlarinda o6ncelikle
bitkiler, toprak ve suda dagilim gosterdigini ancak su
ortamlarina geg¢is konusunda 6l¢iilen degerlerin ¢ok diisiik
diizeyde veya 6l¢tim limitlerini agmayacak diizeyde olmasi
sebebiyle sucul ortamlar etkileyebilecek bir herbisit veya
pestisit kirliliginin olmadigin1 gostermektedir. Ancak bu
tiir analizlerin bitki ve toprak ortaminda da yapilmasi ve bu
sonuglara gore gerekli tedbirlerin alinmasi olduk¢a Gnem
arz etmektedir.

TESEKKUR

Bu makale bir Yiiksek Lisans Tezinden iiretilmis
olup Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
2015.53002.103.01.04 nolu proje ile desteklenmistir.



Verep & Yildiim, 5(1), 106-114, (2020)

KAYNAKLAR

AFS-FHS. (2003). American Fisheries Society-Fish
HealthSection, Suggested Procedures For The
Detection and ldentification of Certain Finfish
and Shellfish Pathogens, 5th Edition. Fish Health
Section, American Fisheries Society, Bethesda,
Maryland, USA.

Agar, S., Aydmoglu, H., Temel, O., ikiziinal, K. & Ece,
H., (1991). Pestisit Kullaniminin Tarihgesi,
Bugiinii ve Gelecegi. Tiirkiye Entomoloji Dergisi,
15(4), 247-256, ISSN 1010-6960.

Anonim. (2012). Pestisitler Kontrolli ve Bilingli
Kullanilmali, Diinya Gida Dergisi, Nisan 2012,
Istanbul.

APHA. (1995). Standard Methods for Examination of
Water and Wastewater, 18th ed., American Public
Health Association Washington, D.C.

Arellano, A., Santoyo, S., Martin, C. & Ygartua, P.
(1999). Influence of Propylene Glycol and
Isopropyl Myristate on The In-Vitro Percutaneous
Penetration of Declofinace Sodium from Capobol
Gels. European Journal of Pharmaceutical
Sciences 7(2),129-135.

Atamanalp, M. & Yamk, T. (2002). Pestisitlerin
Cyprinidaelere Toksik Etkileri. Ege Universitesi
Su Uriinleri Dergisi, 18(3-4), 555-563.

Barlow, B.K. Lee, D.W., Cory-Slechta, D.A. &
Opanashuk, L.A. (2005). Modulation of
antioxidant defense systems by the environmental
pesticide maneb in  dopaminergic cells.
Neurotoxicology, 26(1), 63-75. DOI:
10.1016/j.neuro.2004.07.004

Benbrook C.M. (2016). Trends in Glifosat Herbicide Use
in the United States and Globally. Environmental
Sciences  Europe, 28(3), 1-15, DOI:
10.1186/s12302-016-0070-0.

Boran, M., Altinok, I., Capkin, E., Karacam, H. &
Bicer, V. (2007). Acute Toxicity of Carbaryl,
Methiocarb, and Carbosulfan to the Rainbow
Trout (Oncorhynchus mykiss) and Guppy
(Poecilia reticulata). Turkish  Journal of
Veterinary and Animal Sciences, 31(1), 39-45.

Delen, N. (1990). Pestisitler. E.U. Tarimsal Uygulama ve
Arastirma Merkezi Yayinlart: Y-3, Bornova. 1-4s.

Delen, N., Kinay, P., Yildiz, F., Yildiz, M., Altinok, H.
& Ugkun, Z. (2010). Tirkiye Tariminda
Kimyasal Savagimin Durumu ve Entegre Savasim
Olanaklari, Tiirkiye Ziraat Miihendisligi 7. Teknik
Kongre, Ankara.

Deveci, E. (2006). Histopathological effects of
organometallic maneb on testis in rats: a light and
electron microscopic study. Toxicology and
Industrial Health, 22, 395-398.

113

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Y1l:5, No:1, (106-114), 2020

EPA 1656A. (2009). Method 1656, Revision A: Organo-
Halide Pesticides In Wastewater, Soil, Sludge,
Sediment, And Tissue By Gc/Hsd, EPA-821-R-
00-017, U.S. Environmental Protection Agency.

EPA. (2002). Methods for Measuring the Acute Toxicity
of Effluents and Receiving Waters to Freshwater
and Marine Organisms, Fifth Edition, US
Environmental ~ Protection  Agency, 1200
Pennsylvania Avenue, NW Washington D.C.

Gerber, G.B., Leonard, A. & Hantson, P. (2002).
Carcinogenicity, Mutagenicity and Teratogenicity
of Manganese Compounds. Critical Reviews in
Oncology/Hematology, 42, 25-34. DOI:
10.1016/S1040-8428(01)00178-0.

Giiler, C. & Cobanoglu, Z. (1997). “Pestisitler”, Cevre
Sagligi Temel Kaynak Dizisi No:52, T.C. Saglik
Bakanligi Temel Saghk Hizmetleri Genel
Miidiirliigii, Ankara.

Giiven, K., Deveci, E., Akba, O., Onen A. & Pomerai,
D. (1998). The accumulation and histological
effects of organometallic fungicides Propineb and
Maneb in the kidneys of fetus and female rats
during pregnancy. Toxicology Letters, 99, 91-98,
DOI: 10.1016/S0378-4274(98)00128-3.

Jyothi, B. & Narayan, G. (1999). Toxic effects of carbaryl
on gonads of freshwater fish, Clarias batrachus
(Linnaeus). Journal of Environmental Biology,
20, 73-76.

Key, P.B., Chung, KW., Hoguet, J., Shaddrix, B. &
Fulton, MH. (2008). Toxicity and physiological
effects of brominated flame retardant PBDE-47
on two life stages of grass shrimp, Palaemonotes
pugio. Science of the Total Environment, 399, 28-
32, DOI: 10.1016/j.scitotenv.2008.03.021.

Kovriznych, J.A. and Urbancikova, M. (1998). Acute
toxicity of Acetochlor for zebrafish (Danio rerio)
and guppy (Poecilia reticulata). Ekologia
Bratislava, 17, 449-456.

Morato, G.S., Lemos, T. ve Takahashi, R.N. (1989).
Maneb'e akut maruziyet, faredeki baz1 davranigsal
fonksiyonlart degisim. Norotoksikol Terat, 11,
421-5.

OECD. (1992). OECD Guidelines for the testing of
chemicals. Section 2: Effects on Biotic Systems
Test No. 210: Fish, Early-Life Stage Toxicity
Test. Paris, France: Organization for Economic
Cooperation and Development.

Ozbay, G., Barlas, N. & Kolankaya, D. (1991).
Histopathological effects of the residual maneb
and zineb in the lettuces on the liver and kidney of
albino mice. Medical Journal of Islamic World
Academy of Sciences, 4(4), 336-339.


https://doi.org/10.1016/j.neuro.2004.07.004
https://doi.org/10.1016/j.neuro.2004.07.004
https://doi.org/10.1186/s12302-016-0070-0
https://doi.org/10.1186/s12302-016-0070-0
https://doi.org/10.1016/S1040-8428(01)00178-0
https://doi.org/10.1016/S1040-8428(01)00178-0
https://doi.org/10.1016/S0378-4274(98)00128-3
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2008.03.021

Verep & Yildiim, 5(1), 106-114, (2020)

Pérez, G.L., Vera, M.S. & Miranda, L. (2011). Effects
of herbicide Glifosat and Glifosat-based
formulations on aquatic ecosystems. In:
Herbicides and environment. InTech (PDF)
Glifosat toxicity for animals. Available from:
https://www.researchgate.net/publication/321822
115 Glifosat_toxicity for_animals.

Rao, T.K., Lijinsky, W. & Epler, J.L. (1984).
Genotoxicology of N-nitroso compounds, Plenum
Press, New York.

Ripley, B.D. & Cox, D.F., (1978). Residues of ethylenebis
(Dithiocarbamate) and ethylenethiourea in treated
tomatoes and commercial tomato products.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 26,
1137-1143.

Seifter, J. & Ehrich, W.E. (1948). Goitrogenic
compounds: Pharmacological and pathological
effects. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 92, 303-314.

Sevim, R. (2011). Toksikoloji: Pestisitler. Akdeniz
Universitesi Yayinlar;, Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii, Ankara, 17s.

Sinha, N., Lal, B. & Singh, T.B. (1991). Carbaryl induced
thyroid dysfunction in the freshwater catfish
Clarias  Batrachus. Ecotoxicology  and
Environmental Safety, 21, 240-247, DOI:
10.1016/0742-8413(91)90133-E.

Todd, N.E. & Van Leeuwen, M. (2002). Effects of Sevin
(carbaryl insecticide) on early life stages of
zebrafish (Danio rerio). Ecotoxicology and
Environmental Safety, 53, 267-272. DOI:
10.1006/eesa.2002.2231.

Van Leeuwen, C.J, Maas-D. lepeveen, J.L., Niebeek,
G., Vergouw, W.H.A,, Griffioen, P.Sa & Luy
ke, M.W. (1985). Differences in susceptibility of
early life stages of rainbow trout (Salmo
gairdneri) to environmental pollutants. Aquatic
Toxicology, 7, 59-78.

Westernhagen, V.H. (1988). Sublethal effects of
pollutants on fish eggs and larvae. Fish
Physiology. Academic Press, New York, XIA
253-346.

Yal¢cinkaya, M. (2006). Bir herbisit olan 24-d
(diklorofenoksiasetik asit) 'nin Poecilia reticulata
p., 1859°da Medulla spinalis iizerine etkileri.
Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ege
Universitesi, 97s.

114

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Y1l:5, No:1, (106-114), 2020


https://www.researchgate.net/publication/321822115_Glyphosate_toxicity_for_animals
https://www.researchgate.net/publication/321822115_Glyphosate_toxicity_for_animals
https://doi.org/10.1016/0742-8413(91)90133-E
https://doi.org/10.1016/0742-8413(91)90133-E
https://doi.org/10.1006/eesa.2002.2231
https://doi.org/10.1006/eesa.2002.2231

	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16



