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CYPRINUS CARPJO (LINNAEUS, 1758)NUN KARACIGER ANTIOKSIDAN
ENZIiM SEVIYELER i UZERINE CHLORPYRIFOS'UN ETKILERI

Suna Gul GUNDUZ

oz

Bu calgmada, Cyprinus carpitnun karacger dokusu katalaz (CAT),
superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidazx)Ge#hzim aktiviteleri ile lipid
peroksidasyonu (LPO) tzerine chlorpyrifosun (CRKijeri arastiriimistir. C. carpio
icin CPF'nin 96 saatlik L& deseri 2.08 mg/L olarak bulunmgtur. Ayrica, her bir
CPF degimi icin davrang degisiklikleri bireysel olarak kaydedilngtir. Subletal
calisma icin CPF’nin LGydeserinin 1/4 (0.52 mg/L), 1/8 (0.26 mg/L) ve 1/1618.
mg/L)’sI oraninda degimleri secilmg olup, baliklar 1, 2, 4 ve 10 gun sireyle bu
derisimlere  maruz birakiinglardir. Deney siresince baliklarda mortalite
gozlenmemgtir. CAT, SOD, GPx enzim aktiviteleri ile LPO igcimalondialdehit
(MDA) duzeyi ve protein diuzeyleri spektrofotometrjiontemlerle incelenrsiir.
Bulgular, kontrol gruplari ile karastirilarak deerlendirilmistir. G6zlenen davragi
degisikleri, kontrole gére genel aktivitede azalma, demkaybi, dizensiz yizme ve
suyun orta kisminda uzun sure hareketsiz kalmatigilsi norotoksik 6zelliktedirler.
CPF'nin slre ve degiim artsina bgl olarak C. carpionun karacger dokusu CAT,
SOD ve GPx aktiviteleri ile MDA duzeylerinde istttksel olarak 6nemli derecede
(P<0.05)artisa neden oldgu saptanngtir.
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ABSTRACT

In this study, the effects of chlorpyrifos (CPF) the activities of catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione pielase (GPx) and lipid
peroxidation (LPO) in the liver tissue @yprinus carpiovas investigated. The 96-h
LC50 value for theC. carpiowas estimated as 2.08 mg/L. In addition, behaliora
changes at each chlorpyrifos concentration wererohéted for individuals. One-
fourth (0.52 mg/L), one-eighth (0.26 mg/L) and aneteenth (0.13 mg/L) of the 96
h LC50 value were selected as sublethal concemtiain the study. The fish were
exposed to the sublethal concentrations for 4 and 10 days. No mortality was
observed in fish during treatment periods. CAT, SAEPx enzyme activities,
malondialdehyde (MDA) levels for LPO and proteinvdls were measured
spectrophotometrically. Results were compared witntrol group. Observed
behavioral changes were typical for neurotoxinss lof activity and balance, erratic
swimming and staying motionless at a certain locatgenerally at mid-water level,
for prolonged periods compared to control group.FCBignificantly increased
(P<0.05)the CAT, SOD with GPx activities and MDA levels©f carpio in a dose-
and time-dependent manner.
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1. GIRIS

Pestisitler genellikle daha fazla Urin elde etmela@ayla tarim urlnlerine
zarar veren boceklerin ve hastalik etkeni olasitlcevektorlerin  kontroliinde
kullanilan kimyasal bilgklerdir [Abdollahi vd., 2004]. Cpu pestisitler kararh
yapisindan dolayi cevresel bozulmaya direnclidirbee nedenle etkileri oldukca
yuksektir. Bu 6zellik, onlarin d@l ekosistemlerde uzun sire etkdni
desteklemektedir. Tarimsal micadelede daha fazldabe kaliteli Grin almak igin
kullanilan birgok pestisit, bilingsiz veya gl kullaniimadg takdirde yeralti sulari,
akarsular ve denizlere gkrak Kkirlilige neden olabilmektedir. Bu kirliliklerden
dolayi, denizde ve tatli sularda sggan baliklar, memeliler, algler, kabuklu su
canlilan ve planktonik su canlilari 6lmekte ya yigam alanlarn kisitlanmaktadir
[Verep vd., 2005; Aniladevi vd. 2008; Stalin vdQQ8]. Sucul ortamlara kagan
pestisitler ve gir metaller gibi cgitli toksik kimyasallarin, canli sistemlerinde
depolanarak, yapisal ve fonksiyonel bircokgidili ge neden olduklari bilinmektedir
[Malla vd., 2009].

Gunumizde kullanilan pestisitlerin - buydk bir  kisnarganofosforlu,
karbamatli ve sentetik piretroid tiri ilderdir. Organofosforlu pestisidler, 1930’lu
yillarda Almanya’da kimyasal sayaajanlari olarak Uretilngtir. Cevrede hizli
bozulma o6zellikleri nedeniyle dinya capinda en yaygarak kullanilan insektisit
grubunu olgturmwlardir. Bu 6zellik 6nemli bir avantaj amasina kain,
genellikle hedef organizma secigilicok disuktir ve hedef olmayan bircok omurgall
ve omurgasiz turine karylksek akut toksisiteye sahiptirler. Bu nederdggok
karasal ve sucul organizma cevredeki bu siklerin etkisi ile zehirlenme riski
altindadir [Fulton ve Key, 2001{ ogu organofosforlu pestisitlerin gada kararsiz
oldugu kabul edilse de, bazi kaynaklar organik fosfoKalintilarinin drenaj
kanallarinda ve toprakta gismeden kaldiklarini belirtmektedirler. Bu organik
kirleticiler yagda ¢ozunebilirler ve besin, sediment, su yoluyleuswrganizmalarin
dokularina alinabilirler [Aniladevi vd., 2008].

Organofosforlu pestisitler genbir yelpazede zararllari kontrol etmek icin en
yaygin olarak kullanilan sentetik kimyasallardiriiniya capinda yaygin olarak
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kullanilan 6nemli organofosforlu pestisitler aratmlan chlorpyrifos (CPF) [O,0-
diethyl 0O-3,5,6-trichloropyridin-2-yl phosphorotlaite], tarimda g¢gtli zararli
bdceklerin kontroli icin kullanilan ve son yillardgerlesim bdlgelerinde de
kullanilan gery spektrumlu organafosforlu bir insektisittir [Girdterez vd., 2006].
Suda c¢oOzundrigii disuk olan CPF, organizmada asetilkolinesteraz alkuit
engellemek yoluyla dgudan sinir sistemini  etkilemektedir.  gair
organofosforlularin aksine, CPF uzun sureli kahici etkiye sahip olmakta ve §a
dokusunda birikebilmektedir [Kammerbauer ve Mong¢abti298; Chandrasekara ve
Pathiratne, 2007; Daoud vd., 2008].

Pestisitler, reaktif oksijen tarleri (ROS) olarakiinen ve oksidatif stres
olusturan bilgiklerin artmasina neden olabilirler. Pestisitlermksidatif stres
olusturmasi, son yillarda toksikoloji atarmalarini olasi toksisite mekanizmalarina

yogunlastirmistir [Valavanidis vd., 2006].

Serbest radikaller, paydmamsg bir ya da daha fazla elektron igeren
molekillerdir ve radikal olmayan bir tarin yalniztér elektron kaybetmesi ya da
kazanmasiyla olmaktadirlar [Zwart vd., 1999]. Zayif bir elektridsalana sahip
olmalaripaylagilmams elektronlarindan kaynaklanir. Bu 6zellikleri ilekgek derecede
reaktiftirler. ROS ya da oksidant terimi; sadecpestksid (Q) ve hidroksil (HO) gibi
oksijen radikallerini dgil, hidrojen peroksid (ED.) ve hipoklor6z asit (HOCI) gibi bazi
radikal olmayan oksijen tirevlerini tanimlamak amgkc kullaniimaktadir. Sgslikh
aerobik organizmalarda Uretilen ROS ve reaktif opgn turleri (RNS) gibi
oksidantlar, antioksidan savunma sistemi tarafindangede tutulur. Bu kontrol
mekanizmalarindaki okan her turli dengesizlik oksidatif stres olarak
tanimlanmaktadir [Halliwell ve Gutteridge, 1999;ee2001].

Organofosforlu insektisidlerin birgo hiicrede lipid peroksidasyonuna (LPO)
neden olmaktadir J[Altunga vd., 2003a]. Organik fosforlu byiler,
organizmalardaki  biyotransformasyonlarisirasinda @  gruplarini  acga
ctkarmaktadirlar. A@a c¢ikan bu gruplar, hiicre zdosfolipidlerinde LPO’ya ve
sonugta htcre hasarina neden olmaktadir [Mercai¥]2Qipid peroksidasyonunun

belirlenmesinde kullanilan en basit ve en vyayginntgth arakidonik asit
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endoperoksitlerinin  parcalanma Urind olan malodeiald (MDA) miktarinin
belirlenmesidir [Spiteller, 2001].

Antioksidan savunma sistemi, reaktif oksijen tliferkagl katalaz (CAT),
superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidazx)Gfthi enzimleri icermektedir.
Antioksidan savunma sistemin en dnemli 62ellsistemin tim bilgenlerinin ROS’a
karsi bir sinerji olwturacak sekilde gorev almasidir. Bu enzimler hicre
homeostazisinin dizenlenmesindeamasal bir 6neme sahiptirler ve induksiyonlari
kirleticilere kag! verilen tepkinin bir sonucudur. [Doyotte vd., 19%haudiere ve
Ferrai- lliou, 1999; Orug vd., 2004].

Reaktif oksijen turlerinin dretimini artiran pedtfisre kagl antioksidan
enzimlerin yanitlari ile ilgili cgtli calismalar gend farkhliklar gdstermektedir.
Cevresel kirleticilerin toksik etkilerinin ag@arilmasinda, cevresel risk yanitlarina
erken uyari almak ve organizmalaringldga durumunu dgerlendirmek icin
biyomarkirlar belirlenmytir. Antioksidan enzim aktiviteleri, glutatyon rek®
durumlar ve LPO uriun seviyeleri toksikolojik gexlendirmelerde en sik kullanilan
biyomarkirlardir [Oruc vd., 2004].

CPFnin ceitli hayvanlarda enzimatik antioksidan savunma esmshi
etkiledigi ve oksidatif stres okwmuna neden olgw yapilan c¢akmalarda
belirtiimektedir [Mehta vd., 2009, Radhey vd., 2D0Zssitli balik turleriyle yapilan
calismalarda, CPF’nin beyin asetilkolinesteraz inhibisyove LPO’da ara neden
oldugu bildirilmistir [De Mel ve Pathiratne, 2005; Jason vd., 20B&yitha ve
Venkateswara Rao, 2008; Sharbidre vd., 2011].

Baliklar ile yapilan cafmalar pestisitlerin induklegi oksidatif hasardan
hiicresel sistemleri korumak Uzere etkin bir aniaées sisteme sahip olduklarini
gOstermgtir [Valavanidis vd., 2006]. ROS’un hulcresel kdelere nesekilde hasar
verdigini, hicrelerin bu hasara yanitlarini, hasari déretamir mekanizmalarini ve
oksidatif stresin nesekilde hastaliklara yol agini anlamak Uzere model

organizmalar olarak kullanilabilirler [Orug vd, 2400
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Detoksifikasyon surecinde 6nemli rol oynayan kateci ksenobiyotikler ve
onlarin metabolik yan Urtnleriyle maksimum marusmi@durumuyla kan kariya
olmasinin yani sira, birikim, biyotransformasyonordarin atiimindan da sorumlu
en 6nemli organdir. Coklu doymagmyag asitleri ve oksidatif metabolik aktivite
orani gibi okside olmaya hazir maddeler ve antidsi enzimlerin seviyelerinin
distk olmasi nedeniyle, 6zellikle merkezi sinir sistdd®S’un zararl etkisine kg
oldukca duyarhdifMehta vd., 2009]

Cyprinus carpio Cyprinidae familyasindan bir tatbu balgidir ve cevresel
sartlara kag1 direnci yuksektir. Yumgak dip sedimentlerindgasayan omnivor bir
tur olup, besininin buyldk kismirsedimentten kadar. Dinyanin birgok llkesinde
kaltire ahnmgtir [http://www.fishbase.org]. C. carpiq gunimuizde Asya’nin
tamami, Avrupa’nin buyuk bikismiile Latin Amerika’nin bazbdélgelerinde kultire
alinmstir ve dunya Uzerindeggeng bir yayllim alanina sahip olmagiedeniyle
biyodeneylerde siklikl&ullaniimaktadir [Aydin ve Kdpricl, 2005].

Bu calsmada, Mersin Boélgesi tarim alanlarinda yaygin dakallanilan
organofosforlu pestisitlerden CPF'nil§. carpiohun karagier dokusunda CAT,
SOD ve GPx enzim aktiviteleri ve MDA duzeyleri Uiner etkilerinin ortaya konmasi
amaclanmgtir. CPF'nin sucul organizmalarda akut toksisitdsi ilgili az veri
bulunmakla birlikte, dinya Uzerinde gemdagilm gdsteren ve ekonomik dneme
sahip bir tir olarC. carpiolzerine etkileri hakkinda yeterli bilgi bulunmantexdr.

Bu calsmada ayrica CPFni€. carpiolizerine akut toksisitesini gosteren 96 saatlik
LCso degerinin belirlenmesi ve bu pestiside &abaliklarin davrani degisimlerinin
incelenmesi hedeflengiir. Pestisitlerin etkilerinin ortaya konulmasi sikolojik

calismalar icin 6nem tamaktadir.
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2. KAYNAK ARA STIRMALARI

Kimyasallarin toksisitesi, maruz birakilan canliritie goére dgsiklik
gostermektedir. Pestisitlerin baliklara etkilerietine yapilan agairmalar, onlarin
insan sgligl uzerine olumsuz etkilerini gerlendirmede tanisal bir 6neme sahiptir.
Ayrica balik caymalarinin sudaki kirleticilere maruz kalmanin bigistgrgesi olarak

yararli oldigu kanitlanmgtir [Oruc vd, 2004].

Serbest radikaller ve bunlari etkisiglemek icin kullanilan veya Uretilen
antioksidanlar hakkinda mevcut bilgiler arttikcanlawa olan bilimsel ilgi de her
gecen gun artmaktadir. Bu glamda, hemen her sahada yapilan sgaiarin

antioksidan 0Ozellikler ile birlikte dgerlendirme ¢abmalari da 6n plana ¢gikmaktadir.

In vivo ve in vitro deneysel camalar, akut, subakut, subkronik ve kronik
organofosforlu pestisit uygulamalarinin sonucundtaya cikan hepatotoksisite,
norotoksisite, genotoksisite, embriyotoksisite, idmotoksisite gibi etkenlerin
patogenezinde, reaktif oksijen turleri (ROS)'nmisana bali olarak, oksidadif doku
hasarina yol agtini ortaya koymsgtur. Bu calgmalarda, karager, beyin ve tiroit
gibi ¢ssitli doku Orneklerinde, serum ve eritrositlerde LR@n bir gostergesi olan
tiobarbitlrik asit reaktif madde (TBARS) seviyetele arty ve enzimatik
antioksidan savunma elemanlarindan olan CAT, SOPx,Gglukoz- 6-fosfat
dehidrogenaz (¢°DH) ve glutatyon rediktaz (GR) aktivitelerindekeggiklerin
gosterilmesiyle organofosfatlilarin toksisitesiradesidatif hasarin rol oynayabilegie
belirtiimistir [Datta vd., 1992; Dwivedi vd., 1998; Banerjes v1999; Kale vd, 1999;
Oncii vd, 2002; Altuntas vd., 2003b].

CPF, boéceklerin sinir sistemlerini bozarak olimé agan bir organofosforlu
insektisittir ve bitkilerle beslenen bdceklerin gebir bélimine etki etmektedir.
Channa punctatie CPF’nin subletal degimlerinin 24, 48, 72 ve 96 saat slreyle
etkisinde eritrosit sedimentasyon oranindsganeden oldgunu bildirilmistir [Malla
vd., 2009]. Sularda diik ¢ozunirlge sahip olan CPF’nin, yapilan gahalarda bazi
makrofitler tarafindan absorblanarak sucul cevredzaklagtirildigl belirtiimektedir
[Kidd ve James, 1991; Karen vd., 1998].
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CPF’nin siganlarin beyin, bobrek, dalak ve katecidokulari tzerindeki
oksidadif stres okumunu belirlemek amaciyla, Asetilkolin esteraz (AlhSOD,
CAT ve GPDH enzim aktiviteleri, yemlerle A, C, E vitamirauesinin koruyuculuk
Ozelligi ile birlikte aragtirilmistir. Calsma sonucunda CPF’nin sicanlarda oksidadif
strese neden olgu, antioksidan vitaminlerin de oksidadif streseskaoruyucu
etkisinin bulundgunu belirtiimktir [Radhey vd., 2007]. Benzer bir gahada,
CPF'nin sicanlarin retinasinda hicre dliumundn, datgi stres ve DNA hasarlarina
etkisi, E ve C vitaminleri ile birlikte incelengtir. CPF etkisinde hlcre 6lumu, LPO
ve DNA hasarlaninin arfis, SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinde azalma
goruldigtl  saptanngtir. Ayrica enjeksiyonla uygulanan E ve C vitamin
kombinasyonlarinin CPF’nin olumsuz etkilerini anglt bildirilmistir [Yu vd.,
2008].

Demir vd. [2011], sican eritrositlerinde CPF tamdfn olgturulan oksidatif
stresi, catechin ve quercetin’in koruyucu etkisiyhcelemglerdir. Dort haftalik
deney siresi sonunda CPF’nin subletal stiariuygulanan sican eritrositlerinde,
kontrol grubuna gore MDA diuzeyinde artsOD, CAT ve GPx aktivitelerinde
azalma belirlemsierdir. Catechin ve quercetin ile birlikte CPF uignan gruplarda,
sadece CPF uygulanan gruba gore MDA dizeyinde aza8®D, CAT ve GPx
aktivitelerinde ise argi gozlendgini belirtmiglerdir. Arastiricilar yaptiklari ¢cakma
sonucunda, catechin ve quercetin ilavesinin CPFolugturdugu oksidatif stresi

azaltici etkisi oldgunu bildirmglerdir.

Baliklar Gzerine yapilan toksikoloji camalarinda ba@in tart, baydklga,
incelenen doku ve kullanilan toksik kimyasallaresigine gore farkl sonuclar elde
edilebilmektedir. 2,4-dichlorophenoxyacetic acid va&zinphosmethyl ile bu
pestisitlerin kagimina 96 saat streyle maruz biraki@reochromisniloticus ve C.
carpio ‘da solungac, bobrek ve beyin dokularinda antidsienzim aktiviteleri ve
LPO seviyeleri tzerine etkileri ¢calimistir. Bu calgma sonucunda balik tiriine ve
uygulama grubuna goére enzim aktivitelerinde fagdnitlar old@gu saptanngtir.
Arastirmacilar, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-Dzinphosmethyl’'in oksidadif
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strese neden olgu, C. carpidnun pestisitler icin Kkirlilik calgmalarinda O.
niloticustan daha duyarl olarak kullanilabilegei 6nermglerdir [Orug vd. 2004].

15 ve 30 gunluk peryotlarla diazinon uygulamasirerun birakilan aynal
sazanin €. Carpig cesitli dokularindaki antioksidan enzim aktivéehin farkl
yanitlar verdgi rapor edilmgtir [Orug ve Usta 2007]Durmaz vd. [2006], 1, 7, 15 ve
30 gunlik peryotlarla diazinon etkisine maruz bk O. niloticusun cesitli
dokularinda antioksidan enzim ve LPO Uzerine dtikiiancelemgler, antioksidan

enzim aktivitelerinin dokulara gore gigiklik gosterdgini bildirmislerdir.

Kavitha ve Venkateswara Rao [2008], CPF’'nin 96 l#aatCs, derisiminin
Gambusia affiniste kas dokusu antioksidan enzimleri ile beyin dokusChE
aktivitesi Uzerine etkisini agarmislardir. Calsma sonucunda 96 saatlik CPF
maruziyetinin asetilkolin esteraz (AChE) inhibisyove LPO’na yol aci, 16
gunltk yenileme sirecinde ise LPO’ nun oldukca dgal CAT, SOD ve glutatyon
rediktaz aktivitelerinin  kontrol grubuna yakin gé&allgi  bildirilmi stir.
Arastirmacilar, antioksidan enzimlerin sucul canlilargeestisit toksisitesinde
biyoindikator olarak kullanilabilegni 6nermektedirler.

O. niloticis'ta CPF’nin bazi hematolojik parametreler ile fsitjig aktivite
Uzerinde akut ve subletal etkilerinin giraldigl bir calsmada, CPFnirO. niloticus
icin 96 saatlik LC50 deeri 1.023 mg/L belirlenngtir. Ayrica CPF’nin subletal
dersimlerinin O. niloticls’'un fagositik aktivitesini 6nemli derecede artgndi
hematolojik parametreler Uzerinde daha az etkisolgugu bildirilmistir [Giron-
Perez vd. 2006].

Piring zararhlarina kar kullanilan pestisitlerden CPF, dimethoate, carbar
and carbosulfan’in subletal dgmlerinin, C. carpio yavrularinda 14 gin sureyle
beyin AChE enzimine etkilerinin agtarildigl calsmada, CPF'nin gierlerine goére
daha toksik oldgu, dimethoate’'nin ise daha az toksik gidibelirlenmsgtir. CPF’nin

AChE enzimini geri dongumsuiz bir sekilde inhibe etmesi nedeniyle, piring

tarlalarindaC.carpio yetistiricili ginde carbaryl tirl pestisit kullaniimasinin daha az
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zarar verec@ Onerilmistir. [De Mel ve Pathiratne, 2005]. Bea bir ¢calsmada ise,
CPF subletal degimlerinin 96 saat sureyl®ncorhynchus kisutdm beyin ve kas
dokusunda AChE inhibisyonu ile davramesisikli gi Gzerine etkileri incelenngiir.

Beyin AChE inhibisyonu ile yliizme hizi ve besin ahdaki azalmalarin [gantili

oldugu bildirilmistir [Jason vd., 2005]. CPF, diazinon, ve carbofurasubletal
derisimlerinin, C. carpidnun beyin dokusu AChE aktivitesi Uzerine etkilénin
argstinldigr bir diger calgmada [Dembele vd. 2000], doz amtia paralel olarak

AChE aktivitesinde dnemli oranda azalmalarin gldbelirlenmitir.

Farkli buyudkliklerdekiO. niloticusta CPF ve carbosulfanin 2, 6, 10 ve 14
gun surelerle AChE uzerine etkilerinin inceletidgalismalarda [Chandrasekara ve
Pathiratne, 2007], ilk 48 saatlik sirede 3-4 cmukliygtindeki yavrulardaki AChE
aktivitesinin 10-12 cm boyundaki baliklara gore aatiiksek oldgu belirlenmitir.

14 gun suresince pestisit uygulama gruplarinda AGHdEvitesinde inhibisyon

oldugu, bu durumun balik buyikgiine gbre d@sim gosterdgi bulunmutur.

21 gun sureyle CPFnin etkisinde kalg@reochromis mossambicus
solunga¢ ve karager dokularinda histopatolojik etkilerin glugu belirtilmistir.
CPF uygulama gruplarinda solunga¢g ve kaece kontrole gore yapisal

degisiklikler gbzlemlenmgtir [Aniladevi ve Kujamma, 2008].

Catla catla, Lobeo rohitave Cirrhinus mrigaldun karacger ve beyin
dokusunda CPF’nin birikim dizeylerinin amaldigl bir bgka calgmada, 96 saatlik
LCso degerinin 1/5" i oranindaki CPF dagmmine 8 gun sireyle maruz birakilan
baliklarin beyin dokusundaki birikim dizeyinin keiger dokusuna gére daha fazla
oldugu bulunmuytur [Tilak vd., 2004].

Yapilan dger calgmalarda, tarim arazilerinin yakininda bulunan nehiyu
orneklerinde ve balik dokularinda énemli dizeydd-Gdlintilarina rastlanrgtir.
Ayrica pazara sunulan balik dGrtnlerinde yuksek daa@PF kalintilarina rastlarg
bildirilmistir [Kammerbauer ve Moncada, 1998; Sun vd., 200@tistirilen ve

avlanan baliklarda pestisit kalintilarinin @naldigl bagka bir calsmada, yettirilen
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baliklarda, avlananlara oranla %23 daha fazla CRHEntksi belirlenmi, CPF
kalintisinin gletmelere balik yemleri yoluyla ujagi, yapilan yem ve su analizleri
sonucunda belirlenngtir [Sun ve Chen, 2008].

Cypermethrin etkisinde birakilai©. carpio ve O. niloticusun bébrek
dokusunda GPx aktivitesi ve LPO’da arneydana geldi bildirilmi stir. O. niloticus
karacgerinde benzer ggsimler meydana gelmekle berabér, carpiokaracgerinde

GPx aktivitesinin azalg gosterilmitir [Uner vd., 2001].

Daoud vd. [2008],Channa punctatisa CPF’nin subletal degimlerinin
mikrontkleus frekansi ve DNA hasarlar Gzerine stkiinceledikleri bir cakmada,
CPF derimi ve siureye bgli olarak mikrontikleus okumu ve DNA hasarlarinda

artis meydana geldini gostermglerdir.

Bir piretroid insektisit tirt olan deltamethrine g8at sure ile maruz birakilan
C. punctatusla karacger, bobrek ve solunga¢ dokusu antioksidan parategtre
LPO ve protein duzeylerinin incele@lbaska bir argtirmada, en yiksek solungacta
olmak uzere tum dokularda LPO’nun ve redikte glaat(GSH) miktarinin 6nemli
derecede argil saptanmgtir. CAT aktivitesinin tim dokularda azaggl glutatyon S-
transferaz (GST) aktivitesinin ise kargei ve bobrekte artarken solungaclarda

onemli derecede azafdibulunmytur [Sayeed vd., 2003].

Diazinonun subletal daiimlerinin Poecilia reticulatanin kas ve solungag
dokularindaki AChE ve LPO seviyeleri tizerine etkiian incelendgi bir calismada,
LPO’nun son arint olan MDA seviyesinde @rtve AChE aktivitesinde ise

inhibisyona neden oldw saptannstir [Sharbidre vd., 2011].

Oncorhynchcus myki$s metil parathion ve diazinonun 24, 48 ve 72 saat
sureyle solungacg, karger ve kas dokularinda antioksidan enzim aktiviteker
etkilerinin incelendii bir calismada [kik ve Celik, 2008], LPO seviyesinde aldr
ve antioksidan enzim aktivitelerindegilgmler gbzlenmgtir.
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48 saat sire ile deltamethrine etkisinde birak@anpunctatuta LPO ve
antioksidan enzim aktivitelerinin incelegdbir ¢calismada, CAT aktivitesinin inhibe
oldugu, LPO’nun ise ar§l gosterdgi belirtiimistir [Sayeed vd., 2003]. Parves ve
Raisuddin [2006], deltametrine maruz birakilangatbaliklarindarC. punctatusin
enzimatik olmayan antioksidan yapilarinin etkil@ndve glutatyon miktarinda

azalmalar oldgu sonucuna varrglardir.

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), azinphosmetre bu pestisidlerin
kombinasyonlarinin etkisindekd. niloticusve C. carpidda solungag, bobrek ve
beyin dokularinda antioksidan sistemlerin incelgnbir ¢alismada;O. niloticusda
beyin dokusunda CAT aktivitesinin gigmedii, C. carpidda bu pestisidlerin tek
basina ve kombine uygulamalarinda, bobrekte CAT aldsmin yukseldii ve her
iki tarin solunga¢ dokularinda SOD aktivitesinin edmli derecede arfi
bildirilmi stir [Oruc vd., 2004].

Thomas vd. [2009], organofosforlu insektisitlerdegrichlorfonun Nil
Tilapyasi tzerine oksidatif stres etkisini gnadiklar bir calsmada, karager, kalp
ve solungaglarda antioksidan enzim aktivitelerililRO dizeylerini incelemgierdir.
96 saat suren cama sonucunda antioksidan enzim aktivitelerinin dakau gore
degisimler gosterdiini, LPO dizeyinin 6nemli diizeyde agiini belirtmglerdir.

Jenynsia multidentatatizerinde endosulfanin etkilerinin ginaldigl  bir
calsmada ise, beyin, karamr, solungag, kas ve barsak dokularinda antioksidan
enzim aktiviteleri ile LPO seviyelerindeki gigimler incelenmg, sonucta GPXx
aktivitesinin beyin ve solungaclarda artarken, kager, kas ve barsak dokularinda
inhibe oldgu, LPO diuzeyinin butin dokularda artgosterdgi bildirilmi stir
[Ballesteros vd., 2009].

C. carpidda fenthionun oksidatif stres etkisinin gimaildigi bir calsmada,

beyin SOD ve CAT aktivitelerinde kontrole goregdeém olmadgi belirtilmistir
[Uner vd., 2009].C. carpidda hexachlorobenzene’in etkilerinin ahaldig bir

10
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calismada [Song vd., 2006], karger SOD aktivitesinde kontrole gore 6nemli bir
degisim gorulmedgi belirtilmistir.

Diazinonun subletal deimlerinin etkisine maruz birakila®. niloticusda
solungag, bobrek, sindirim kanalinda (mide vegitsak) ve kasdokularinda
antioksidan enzim aktiviteleri ile MDA ve proteinizkyleri incelenmstir. Tam
dokularda, SOD aktivitesinin agty SOD ve oksidatif streacisindan diazinona kar
en duyarlidokunun bdbrek oldiu saptanmtir. CAT aktivitesi sindirim kanalinda
artarken dier dokularda dasmemgtir. Solunga¢ dokusunda MDA miktari
degsismezken kasta 15. ve 30. gunlerde grttsindirim kanalinda 7. gun gindaki
tum surelerde MDA dizeyinin azafgive bdbrektederisime bali olarak MDA
miktarinin 6nemli derecede agtisaptanmytir. Kas, bébrek ve sindirim kanalinda
protein miktarinin azalg@ ancak; 15. giinde sindirim kan@k solungaglarda arfi
bildirilmi stir [Durmaz vd., 2006].

Ahmad vd. [2000], Ria de Aveiro lagin bélgesindéman Dicentrarchus
labrax Orneklerinde LPO, bazi antioksidan enzimler ve DNuxasarlarini
incelemsler, kirleticilere en ¢ok maruz kalan istasyondakatadiklariD. labraxXin
solungag¢ orneklerinde lipid peroksidasyonundasave DNA butinlik kaybini

belirlemislerdir.

Cevre ve laboratuvagartlarinda tebuconazola maruz kal@n carpidda,
karacger, beyin ve kas dokularinda MDA, protein karbo@AT, GST ve AChE
aktivitelerinin incelendii bir arazi calgmasinda, tim dokularda MDA seviyesinde
artisla birlikte karacger protein karbonil ve beyin AChE aktivitelerinde @rts
belirlenmgtir. Laboratuvar c¢ajmasinda ise, tum demn gruplarinda MDA
seviyesinde argigOzlenirken, sadece en yiuksek gieriuygulama grubunda protein
karbonil dizeyinde astibelirlemglerdir. Calsma sonucunda tebuconazolun hem
arazi hem de laboratuvaartlarinda balik ggigini direkt etkiledgi Toni vd. [2011]
tarafindan bildirilmgtir.
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O. niloticusta chlorpyrifos ethylin gonadal antioksidan enzwe AChE
aktiviteleri tzerine etkisini 15 ve 30 gin sireyilecelenmgtir. Ayrica serum
estradiol, testosteron ve kortizol seviyelerinin a@tirildigl calsma sonucunda,
gonadlarda AChE aktivitesinde azalma tespit ediimi Tum calsma gruplarinda
CAT, GPx ve MDA yonunden kontrol grubuna gore onelonl fark bulunmadi,
SOD ve GST aktivitelerinde sireye ve dene bali olarak arty gozlendgi
bildirilmi stir. Serum estradiol, testosteron ve kortizol selayi kontrol grubundan
daha dguk seviyede bulunngtur. Ayni calsmada 30 gin sonunda baliklar pestisit
uygulanmayan ortamlara alinarak enzim aktivitelsi giin siureyle incelenstir.
AChE aktivitesi ve kortizol seviyelerinin bu siregtle azalmaya devam @tfi
chlorpyrifos ethylin olgturdugu stres etkisinin surgii bildirilmistir [Orug, 2010].

Ansari vd. [2011], C. punctatuseritrositlerinde cypermethrinin subletal
derisimlerinin oksidatif stres ve mikronukleus ile bokralcrelerinde kromozom
aberasyonu Uzerine etkisini gmadiklari calgmalarindan, MDA ve GSH
seviyelerinde ar§lar go6zlendgi, SOD aktivitesinde ise azalmalar offlunu
belirtmiglerdir. Cypermetrin degimine ve sureye ki olarak mikronikleus ve
kromozom aberasyonlarinin  agtti bildirilmistir. Cypermetrinin  olgturdusu
genotoksik etkilere oksidatif stresigli& ettigi belirtilmistir.

Yonar ve Sakin [2011]Cyprinus carpitda deltametrin maruziyetine kar
likopenin olumlu etkisini argirmiglardir. 14 gin stren c¢ama sonucunda kan,
karacger, bobrek ve solunga¢ dokularinda MDA, GPx, CATS@D aktiviteleri
incelenmgtir. Deltametrin uygulama grubunda MDA seviyelegndnemli derecede
artisla birlikte antioksidan enzim (GPx, CAT ve SOD) igkelerinde azalmalar
belirlenmitir. Likopen ve deltametrin birlikte uygular@igrupta ise MDA seviyesi
azalirken antioksidan enzim aktivitelerinde srtespit edilmgtir. Arastiricilar
likopenin deltametrin etkisiyle ofan oksidatif stresi 6nlemede dnemli rol oyrgaal
belirtmislerdir

Aliminyumun farkli degimlerine 96 saat sure ile maruz birakil&h
carpioda lenfosit antioksidan enzim aktiviteleri ve LP{celenmgtir. SOD

aktivitesi kontrole gore azalma gosterirken, CAT @&x aktiviteleri ile MDA
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dizeyinde aliminyum konsantrasyonunglbalarak artglar gozlenmgtir [Garcia-
Medina vd., 2010].

Cevre ve laboratuvasartlarinda imazethapyr ve imazapic denierine
maruz birakilarC. carpidda oksidatif stres parametreleri incelegntier iki grupta
da beyin ve kas MDA seviyelerinde ve kagmei CAT aktivitesinde arglar
belirlenmitir. AChE aktivitesinde ise kisa donemde gqrtuzun dénemde ise

azalmalar tespit edilrglir [Moraes vd., 2011].

Barbieri ve Ferreira [2011], organofosforlu pesliesden Folidol 600 etkisine
birakilan O. niloticusta AChE aktivitesinde inhibisyon olgunu belirtmsler,
Aminotriazole’a maruz birakila€arassius auratuga CAT ve laktat dehidrogenaz
enzim aktivitelerinin kas, karager, bobrek, beyin ve eritrositlerde incelefidoir
calismada tim dokularda CAT aktivitesi azalirken, laktahidrogenaz aktivitesinde

artislar gozlenmgtir [Vasylkiv vd., 2011].

Malathion ve CPF'ninOxya chinensige antioksidan savunma sistemi ve
AChE enzimi tzerine etkilerinin agarildigl bir calsmada ise, pestisitlerin etkisiyle
AChE aktivitesi ve MDA seviyelerinde agtig6zlendgi, antioksidan enzimlerden
SOD ve CAT enzim aktivitelerinin @ik pestisit konsantrasyonlarinda artarken,

yuksek konsantrasyonlarda azgldelirtilmistir [Wu vd., 2011].

2,4-D herbisitinin 6n maddesi olan 2,4-dichloropbléan kirk giin siresince
maruz birakilanC. auratuqdun karacgerin CAT aktivitesinin ilk 2 ginde inhibe
oldugu, SOD aktivitesinin ise 5. ginde en yukseksartigoruldigu bildirilmistir
[Zhang vd., 2005].

Peixoto vd. [2006]0. niloticus ta oxyfluorfen’in oksidadif stres etkilerini

inceledikleri bir camada degim ve sireye h#i olarak karagier katalaz

aktivitesinde dnemli aflar belirlemglerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

Arastirmada kullanilan C. carpiq Cukurova Universitesi Su Uriinleri
Fakultesi Tath Su Isletmesi'nden alinarak deneylerin yiritilgiceMersin
Universitesi, Su Urunleri Fakultesi, Temel Bilimlekrastirma Laboratuvarrna
getirilmistir. Baliklar, icerisinde dinlendirilngi musluk suyu bulunan stok tank ve
akvaryumlarda bir ay siresince laboratuvagukarinda adaptasyona birakigrue
gunde iki kez ayni saatlerdesidiklarinin %2’si kadar ticari balik yemi (Camlie,
Tarkiye) ile beslenmglerdir. Laboratuvarda, 12/12 saat aydinlik/kararmdédiyodu
uygulanmg ve akvaryumlar merkezi havalandirma sistemi ileat@ndiriimstir.
Deneyler suresince suyun sicgkle3 +1 °C, pH’si 7.5 £ 0.5, ¢coztungidksijen
seviyesi 6.70 = 0.15 mg/L, toplam sertlik 230 £9.CaCQ, alkalinite ise 154 +
0.25, mg/L CaCe@aralginda tutulmugtur.

Deneylerde %99 saflikta olan CPF (Sigma Aldrich)dailimistir.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

* Chlorpyrifos (Sigma Aldrich)
e 1-Butanol Riedel de Haen
* Amonyum Siilfat Sigma

* Asetik Asit Merck

» Bakir Klortr Sigma

« Bakir Sulfat Pentahidrat Merck

* Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma

* Disodyum Hidrojen Fosfat Merck

» Etil Alkol (Etanol) Merck

» Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Merck

* Folin Ciocalteu's Fenol Reagent Sigma

e Glutatyon Reduktaz Sigma
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3.1.2.

Hidrojen Peroksit

Ketamin

Ksalazin

Ksantin

Ksantin Oksidaz

Nitroblue Tetrazolium Klortr (NBT)
Piridin

Potasyum Dihidrojen Fosfat
Potasyum Sodyum Tartarat
Redukte L-Glutatyon
Redukte-NADPH

Sodyum Azid

Sodyum Dodesil Stilfat
Sodyum Hidroksit

Sodyum Karbonat

Sodyum Klortr
Tiobarbittirik Asit (TBA)
Trikloroasetik Asit (TCA)

Kullanilan Cihazlar ve Ber Gerecler

Sasutmali Mikrosantrifuj (Sigma,2-16K)
Derin Dondurucu (Regal, RDD 1145)

Etlv (Binder)

Merck
Pfizer (Keralar flakon)
Bayer (Rampum flakon)
Sigma
Sigma
Sigma
Riedel de Haen
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Spektrofotometre (Analytikiena-SPECORD 50)

Hassas Terazi (Mettler Toledo)

Buzdolabi (Regal, RBD 4602 NCF)

Benmari Memmert WB 22
Vorteks (REAX)
Mini santriftj (Eppendorf)
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» Distile Su Cihazi (Millipore)

* Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P1000)
* Homojenizator (IKA Ultra Turrax T-25)

e Oksijenmetre Mettler-Toledo MO 128

pH Metre (Mettler Toledo)

Spektrofotometrik Analiz Kuvetleri (Hellma)

3.2. YONTEM

3.2.1. Chlorpyrifosun 96 Saatlik lsgDegerinin Belirlenmesi

Deneme icin baliklar 50 L kapasiteli, dinlendiriknvie havalandiriingigcesme
suyu bulunan 6 adet cam akvaryumlara wérigmi slerdir. Her akvaryuma ortalama
agirhgr 20.66 + 1.21 g, ortalama total boyu 10.70 £ Octd olan 10'ar balik
konulmutur. Deneylerden 24 saat oncesinde Singh vd. [2€@@findan Onerilgi
gibi yemleme kesilm3i deney sirasinda baliklara hi¢c yemleme yapilngami %99
saflikta CPF [O,O-diethyl O-3,5,6-trichloropyridit¥yl phosphorothioate] (Sigma
Aldrich) aseton icinde c¢ozundurulerek stok cozéldizirlanmgtir. 96 saatlik 6n
denemede gegiaralikli CPF degimleri hazirlanarak ana deneyde baz alinabilecek
degerler tespit edilngitir [Anonim 1990].

On denemelerden elde edilen sonuckagimda belirlenen yeni deiimler
(0.10, 0.50, 1.50, 2.50, 3,50 mg/L) baliklara ugguhstir. Kontrol grubuna ise en
yuksek degimin seyreltimesinde kullanilan aseton hacmi kadseton verilngitir.
Baliklarda meydana gelen olumler ve davgatezisimleri, 24, 48, 72 ve 96 saat sure
ile degerlendirilmistir. Deney slresince akvaryum sicgklusiticilar kullanilarak 23
+ 1°C’de sabit tutulmgiur. Deneme %95’lik glven sinirinin belirlenmesintuer

derisim igin iki seri olarak yapilnstir.

Biyodeney slresinceC. carpio bireylerinde meydana gelen davrani

degisimleri kontrol grubu ile kanlastirilarak tespit edilmtir.
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3.2.2. Chlorpyrifosun Subletal Dgim Uygulamalari

Deneyler, her bir grup icin belirlenen streler dité alinarak, 3 seri halinde
yuratilmis ve her seride 40 cm x 100 cm x 40 cm boyutlarbé@ L kapasiteli ve
icerisinde 120 L su bulunan 4 adet cam akvaryunlakumistir. Her akvaryuma
11.02 £ 0.19 cm boyunda ve 23.36 = 1.2ZFglezinda 10 adet balik yegtrilmi stir.
Akvaryumlardan bir tanesine CPF'nin en yiksek dgleinin ¢cézindurilmesinde
kullanilan aseton miktari verilerek kontrol amdglilaniimistir. Diger U¢ akvaryuma
da CPFnin 6nceden belirlenen 96 saatlik s @egerinin 1/4, 1/8 ve 1/16’ si
degerinde olan 0.52, 0.26 ve 0.13 mglubletal degimleri uygulanmgtir.

Baliklar 1, 2, 4 ve 10 gin siure ile pestisit uygwa&ina maruz
birakilmslardir. Denemeler suresince gunira su dgisimi yapiimstir. Deney
cOzeltileri stok c¢oOzeltiden uygun seyreltmeler Ya@ak deistiriimis ve ortam
yenilenmitir. Su dgisimi, baliklarin dinlendirilmg ve havalandiriingi su bulunan
akvaryumlara aktariimalari seklinde gerceklgirilmistir.  Aktarim sirasinda
olusabilecek stresi en aza indirebilmek amaciyla kdngbundaki baliklar da
benzer sekilde temiz su iceren akvaryumlara aktarglamdir. Belirlenen deney
periyotlarinda her akvaryumdan 3’er birey alinarbkr grup icin 9 birey
kullaniimistir. Beyin omurilik b&lantisi kesilerek oldirtlen bu baliklarin kaggesi
dokulari ayr ayri buz Gzerinde duran eppendorietigpalinarak hizla -20 °C'de

dondurulmutur.

Biyokimyasal analizlere glamadan 6nce kara@@r doku 6rnekleri %o 9’luk
serum fizyolojik ¢oOzeltisi icerisinde 10000 devakika hizda 3 dakika sure ile
homojenize edilngtir. Isinma nedeniyle meydana gelebilecek enzinvagtkaybini
Onlemek Uzere ornekler buz icerisinde homojenizémeglerdir. Homojenatlar
+4°C’de 13000 rpm’de 5 dakika santrifijlenmelde edilen stpernatant, CAT, SOD,
GPx enzim aktiviteleri ile MDA ve protein dizeyleim belirlenmesinde

kullaniimistir.
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3.2.3. Biyokimyasal Analizler
3.2.3.1. Katalaz enzim aktivitesi tayini

Doku CAT aktivitesi tayini Aebi [1974] yOntemine g® yapiimstir.
Yontemin esasl, ¥D, substratinin CAT ile enzimatik yikilmasinin 240 'den

izlenmesidir.

HZOZ LZ Fbo + Q (3-1)

Kullanilan Reaktifler:

Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A): 0.681 ¢1HRO, bidistile suda
¢cOzillerek 100 mL'ye tamamlanir.

Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2.77 g N&0,.12H,0 bidistile
suda ¢Ozilerek 155 mL’ye tamamlanir.

Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7.0): A/B orani 1/1.55aaalk sekilde
karstirilarak hazirlanir ve pH 7’ye ayarlanir.

Hidrojen Peroksit Cozeltisi (30 mM): 34 %30 luk HO, 10 mL’ye fosfat

tamponu ile tamamlanir.

Deneyin Yapilgi: Kuvartz spektrofotometre kivetlerine 10 10.000 g
siipernatant fraksiyonu ve uzerlerine 1990fosfat tamponu ilave edilir. Ornek
kivetine 1 mL 30 mM KD, ilave edilir ve hemen kagtirilarak orngin
absorbansindaki azalma kore stat dakika boyunca 240 nm’de izlenir. Spesifik

aktivitesi Uinite/mg protein cinsinden hesaplanir.
3.2.3.2. Superoksit dismutaz enzim aktivitesi tayin

Deneyin PrensibiOksidatif yolla enerji Uretimi sirasinda ¢&an endojen ve
eksojen kaynakl toksik superoksit radikellerinimya ve molekller oksijene

dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim aktivitesiilgim prensibi, ksantin

varhiginda ksantin oksidazin &a cikardgl superoksit radikallerinin nitroblue
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tetrazolium (NBT) ile 560 nm’de absorblanan rengigilmesine dayanir [Sun vd.,
1988].

Kullanilan Reaktifler:

Sodyum Hidroksit Cdzeltisi (0,1 N): 0.4 g NaOH lsiile suda ¢ozulerek 100
mL’ye tamamlanir.

Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM): 4.6 mg ksantin tigoti 1 mL 0,1 N NaOH
cOzeltisinde hafif 1s1 uygulamasi ile ¢oézilerekigtite su ile 10 mL’ye tamamlanir.
Cozelti +4 °C’de bir hafta dayaniklidir.

Ksantin Cozeltisi (0,3 mM): Stok ksantin c¢ozeltdgm 1 mL alinarak
bidistile su ile 10 mL'ye tamamlanir. Her deney giaze olarak hazirlanir.

Etilendiamintetraasetik Asit Cozeltisi (0.6 mM):.32 mg NaEDTA. 2H,0
bidistile suda ¢ozilerek 100 mL'ye tamamlanir.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM): 4.24 g ,N@; bidistile suda
cozilerek 100 mL’ye tamamlanir.

BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda ¢ierek 10 mL'ye
tamamlanir.

Nitroblue Tetrazolium Klortr (NBT) Cozeltisi (0.1mM): 1.226 mg NBT
bidistile suda c¢o6zulerek 10 mL ye tamamlandi. Heney gunu taze olarak
hazirlanir.

SOD Calgsma Reaktifi: 20 mL 0.3 mM ksantin, 5 mL 0.6 mM J&®DTA, 3
mL 400 mM NaCGQs;, 1.5 mL 1 g/L BSA, 5 mL 0.15 mM NBT Kkatirilarak her
deney guni taze olarak hazirlanir.

Amonyum Silfat Coézeltisi (2 M): 26.428 g (MHESO, bidistile suda
cozilerek 100 mL’ye tamamlanir.

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L): 2 mg ksantiksmlaz sgutulmus
(NH4).SO, ¢Ozeltisinde ¢ozulerek 1 mL'ye tamamlanir.

Bakir Klorur Cozeltisi (0,8 mM): 13.64 mg CuCH,O bidistile suda

cozilerek 100 mL’ye tamamlanir.

Deneyin Yapilgi: 2.85 ml SOD reaktifi 6rnek ve kor tupiine aktariOrnek

tiptne 10Qul stipernatant ilave edilir ve her iki tipe deB&santin oksidaz eklenir.
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Tupler 25°C’de 20 dakika inkiibe edildikten sonra tiiplere 10GCuClh ¢ozeltisi
eklenir. En songama olarak da kor tipune 1Q0supernatant eklenerek kgrrilir.
Kor ve ornek tuplerinin 560 nm’de absorbanslarn ayri olctlip SOD aktivitesi

tespit edilir. Spesifik aktivite U/mg protein cinsien ifade edilir.

3.2.3.3. Glutatyon peroksidaz aktivitesi dl¢cimu

Deneyin Prensibi: GPx tarafindan katalizlenen rgakgla GSH’nin HO, ile
oksidasyonu sonucu alan GSSG’nin glutatyon rediktaz (GSSG-Rd) kataleiyl
tekrar GSH’a dongmesi sirasinda tuketilen NADPH d@mi Gzerinden 340 nm’de
olusan absorbans azalmasinin 4 dakika boyunca izleniesisibine dayanir
[Jocelyn, 1970].

2 GSH + HO, _°™* | GSSG + HD (3.2)
GSSG + NADPH + LR | 2 GSH + NADP 3B

Kullanilan Reaktifler:

Fosfat tamponu 0.05 M (pH 6.8) (5mM EDTA igerir)
Redukte L-Glutatyon ¢ozeltisi 0.15M

NADPH c¢ozeltisi 7.2 mM

Glutatyon Reduktaz ¢ozeltisi 100 U/mg protein/mL

Sodyum Azid ¢oOzeltisi 2M

Hidrojen Peroksit ¢ozeltisi 30 mM

Yontem:

GPx enzim aktivitesini dlgmek igin ¢ozeltiler koe ¥rnek olmak tzere farkli

kivetlere Cizelge 3.1.’de g0sterigglioranlarda eklenir.
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Cizelge 3.1. Glutatyon peroksidaz yontemi

Ornek (Doku Homojenizati)

Fosfat Tamponu 2.65 mL

Redikte Glutatyon ¢ozeltisi 0.1 mL

NADPH c¢ozeltisi 0.1 mL

Glutatyon Redtktaz ¢ozeltisi 0.01 mL

Sodyum Azid ¢ozeltisi 0.01 mL

Ornek 0.1 mL

Hidrojen Peroksit ¢cozeltisi 0.1 mL

Hazirlanan c¢ozelti 25 °C'de 2 dakika inkiibe edildik sonra 340 nm’deki
absorbansi 6l¢ulir ve bu ghre kagl spektrofotometre sifirlanir. Bu c¢ozelti Gizerine
0.1 ml HO, cozeltisi eklenerek 4 dakika boyunca enzim aldsiitdeki dgus

gOzlenir.

Her numune ve kontrol tlpuU icin optik absorba@®) deserleri kullanilarak,
AOD/dk deerleri hesaplanir. Daha sonra numunex®D/dk deerlerinden kontrol
degerleri ¢ikarilarak neAOD/dk degerleri elde edilir. Doku GPx aktivitesi, miligram
protein baina (U/ mg protein) spesifik aktivite cinsinden ier

3.2.3.4. Malondialdehid dl¢cimu

Lipid peroksidasyon Uriinlerinden en stabili olan MBin tiobarbutirik asit
ile reaksiyonu sonucu adan pembe kirmizi rengin absorbansinin spektrofatakne
olarak dgerlendiriimesi esasina dayanmaktadir. Busgada Ohkawa [1979]'nin

Tiobarbittirik asit reaksiyon metodu kullanikmr.

Kullanilan Reaktifler:

Stok tetrametoksipropan c¢ozeltisi: 0.92 gr tetrak&propan 1 mL'de
cozaldr.

Gunluk tetrametoksipropan ¢ozeltisi: 10 mL’lik stpbzelti 100 mL’ye distile
su ile tamamlanir. Caima sirasinda gunluk ¢ozelti tekrar 1/10 oraningaettdir.
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SDS cOzeltisi: 8.1 gr SDS tartilip 100 mL'ye dist$u ile tamamlanir ve

¢Ozuldr.
Asetik Asit ¢cozeltisi: 20 mL asetik asit distile s& 100 mL’'ye tamamlanir ve

pH’sI 3,5’e ayarlanir.
TBA c¢Ozeltisi: 0.8 gr TBA tartiip 100 mL'ye ditilsu ile tamamlanir ve

Isitilarak ¢ozuldr.
n-butanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinib mL’si 15 mL n-butanol ile

karistirihir.
Yontem:
MDA miktarini 6lgmek icin ¢cozeltiler koér ve 6rnek olmak Uzerekfatiiplere

Cizelge 3.2.’de gosterilgi oranlarda eklenir.

Cizelge 3.2. Malondialdehid yéntemi

Kor Standart Ornek
Standart (1/10 seyreltilrg)i - 50 -
(ML)
Ornek (uL) - - 50
SDS ¢6 z. (uL) 100 100 100
Asetik Asit ¢c6z. (UL) 750 750 750
TBA ¢6z. (UL) 750 750 750
Distile su (uL) 400 350 350

Tupler 95 °C’de 30 dakika sure ile inkiibe edilirudluk suyunda Sgtulur.
500 pL distile su eklenir. Cozeltiye 2.5 mL n-blahkpiridin karsimi eklenip ttpun

kapal kapatilarak kagim beyazlaincaya kadar vortekslenir. 4000 rpm’de 15 dakika

santrifijlenir. SlUpernatant fazdan 1 mL alinip 53#n'de koére kag

spektrofotometrik olarak ol¢ulur. Sonuclar standpafikten dgerlendirilir.
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3.2.3.5. Protein 6lgimu

Doku protein miktarlari CAT, SOD, GPx spesifik emzaktiviteleri ile MDA

diuzeylerini hesaplamak amaciyla gdhnistir.

Deneyin Prensibi:

Yontem alkalisartlarda proteinlerin peptid Berindaki nitrojenler ile tirozin
atiklarinin, bakir ile bakir-peptid paprotein kompleksini olgturmalari ve bakir
tarafindan okside olan halkalarin fosfotungustik-alibdik asit ayiracini (Folin-
Ciocalteu ayiraci) heteropolimolibdenum mavisindingemeleri sonucunda alan
mavi rengin siddetinin 750 nm dalga boyunda spektrofotometre@érlenmesi

prensibine dayanmaktadir [Lowry, 1951].

Kullanilan Reaktifler:

A Reaktifii 0.1 N NaOH cozeltisi kullanilarak %ZXIiNaCO; cozeltisi
hazirlanir.

B1 Reaktifi: %1’lik CuSQ.5H,0 ¢o6zeltisi hazirlanir.

B, Reaktifi: %2’lik Na-K-Tartarat ¢ozeltisi hazirlani

B Reaktifi: B, ve B esit hacimde kaktirilir.

C Reaktifii 50 mL B reaktifine 1mL A reaktifi ekldh Reaktif taze
hazirlanmali ve bekletiimeden kullaniimalidir.

D Reaktifii 1 mL Folin-Ciocalteus-Phenol Reakti®, mL distile su ile
karistirihir.

Protein standart ¢ozeltisi: 250 mg/100 mL bovinuseralbiimin (BSA) 20,
40, 80, 160, 320, 64Qug/mL protein icereceksekilde seyreltilerek caima

standartlari hazirlanir.
Yontem:

Protein 6lgmek icin c¢ozeltiler, kor ve drnek olmak Uzerekfa tiplere

Cizelge 3.3.'te gosterildi oranlarda eklenir.
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Cizelge 3.3. Protein Olcimu

Kor tipu Ornek tlpu Standart
Numune (iL) - 300 -
Distile su (iL) 300 - -
Standart (L) - - 300
C reaktifi (uL) 3000 3000 3000
Vortekslenerek karanlik dolapta 20 dakika bekletili
D reaktifi(uL) 300 300 300

Tlpler vortekslenerek 20-30 dakika oda isisindailekedilir. Spektrofotometrede
750 nm’de numunenin ve standardin absorbansi kaigedkunur. Her bir 6rnek igin
doku protein miktari, BSA standart ¢ozeltileri Hazirlanan standargesine gore ve

dilisyon faktéruyle carpilarak hesaplanir.

3.2.4.Istatistiksel Analizler

CPF'ninC. carpiobireyleri Gizerinde 96 saatlik Lgdeseri, SPSS 10.0 paket
programinda Probit Analiz yontemi ile hesaplagtm[Finney, 1971]. CAT, SOD,
GPx ve MDA dgerleri bakimindan analiz sonuclari, OneWay-Anovyaas analizi
yontemiyle, ortalamalar arasi farkin dnem kontrddiincan testi uygulanarak
yapiimstir. Deney verileri aritmetik ortalama * standaatdseklinde hesaplanmtir.
Onemlilik derecesi olarak<®.05 kabul edilmtir.
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4. BULGULAR ve TARTI SMA

4.1. BULGULAR

Bu calsmada organofosforlu pestisitlerden CPF’'rin carpio tzerine 96
saatlik LGy dezerinin etkileri davrary degisimleri ile birlikte deserlendirilmistir.
Ayrica CPF’nin C. carpio karacger dokusunda bazi antioksidan enzim ve LPO
Uzerine etkileri 1, 2, 4 ve 10 gun sureylesardmistir. Enzim aktivitelerinin U/mg

protein olarak belirtebilmek icin ise tum dokulaprotein duzeyleri 6lgtlmyidr.

4.1.1. Chlorpyrifosun 96 Saatlik L& Degeri

C. carpio icin CPF'nin 96 saatlik L& degeri 2.08 mg/L olarak tespit
edilmistir. Uygulanan CPF deiim deserleri ve guven araliklari Cizelge 4.1'de
gosterilmitir.

Cizelge 4.1.CPF'nin C. carpio icin hesaplanan 96 saat'lik lsg ve diger letal
derisim dezerleri

Probit Derisimler %95 Gulven Sinirlari
Noktalari (mg/L)
0.01 0.97625 0.30755 - 1.35887
0.05 1.21810 0.51561 - 1.58160
0.10 1.37065 0.67649 - 1.72162
0.15 1.48423 0.81024 - 1.82814
0.50 2.07820 1.61414 - 2.53648
0.85 3.15099 2.57233 - 5.59524
0.90 3.15099 2.57233 - 5.59524
0.95 3.54560 2.81288 - 7.30753
0.99 4.42398 3.28741 - 12.20117

CalsmadaC. carpioya uygulanan CPF degimlerine bl 6lim oranlari ve
davrang desisimleri 96 saat slresince kayit ediym. Sekil 4.1'de CPF

derisimlerine ba&l olarak belirlenen o6lim oranlar (%) gosterigtiv. Deney
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suresince kontrol grubunda vesdid dergimlerde (0.10 ve 0.50 mg/L) baliklarda
herhangi bir 6lum gozlenmestir. 1.50 mg/L CPF uygulanan grupta 96 saatlik stire
sonunda %20 dizeyinde 6lum gozlenirken, 2.50 mgAF @iygulanan grupta ise
%60 olum saptanmgiir. En yiksek degim olan 3.50 mg/L CPF uygulanan grupta,
deney sonunda %100 6lim belirlegtimi

M B
n Ll m =
1 ] 1 ]

e
- wm
1 1

Chlorpyrifos Dergimleri (mg/L)
[ =]
n [

=]

20 40 &0 a0 100

Lo ]

Olim orant (%)

Sekil 4.1. 96 saatlik strede CPF darilerine bgl olarak C. carpioda belirlenen
6lum oranlari (%)

Deney suresince CPF'nin balik davedam Gzerine etkileri, kontrol
akvaryumu baliklariyla karastirilarak ortaya konulmgiur. 0.10 ve 0.50 mg/L CPF
uygulanan baliklarin  hareketlerinde durgunluk mexda gelirken  6lum
gozlenmemytir. 1.50 mg/L CPF uygulanan grupta ise 24. sadgtege kaybi ve uzun
sureli hareketsiz kalma gozlergnayni grubun 48. saatinde denge kaybina ek olarak
hizli solungag¢ hareketleri, dizensiz yiizme ve duitdgu saptanngtir. 2.50 mg/L
CPF uygulanan grupta 24. saatte 3 oOlum gozlenirlsenyilizeyine inip ¢ikma,
cirpinma, titreme ve gruptan ayri yiuzme dawlani gozlenmgtir. En yiksek
derisim olan 3.50 mg/L CPF uygulanan baliklarin genelekatlerinde daha fazla
azalma ve akvaryum tabaninda yan dorpeildinde davrarlar gozlenmgtir (Sekil
4.2 a-b).
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(b)

Sekil 4.2. CPF’nin akut toksik etkisinde&l. carpidda gozlenen hareketler.
(a: Sicrama hareketi, b: Bigé&ge toplanma)

27



Giindiiz, S. G. 2012. Cyprinus carpio (L., 1758) Kamaciger Antioksidan Enzim Seviyeleri Uzerine Chlorpyitm Etkileri,
Doktora tezi, Mersin Universitesi

4.1.2. Chlorpyrifosun Subletal Dgim Uygulamalari ve Biyokimyasal Analizler

CPF'nin 96 saatlik L& degerinin (2.08 mg/L) 1/4 (0.52 mg/L), 1/8 (0.26
mg/L) ve 1/16 (0.13 mg/L)’ sI @gerinde Uc¢subletal dekim baliklara 1, 2, 4 ve 10

gln sureyle uygulanstir.

Baliklarin 10 gunlik deney sirecinde, CPF'nin stablelersimlerine gore
davrang ve morfolojileri gézlenmi, 0.52 mg/L uygulanan grupta 8. giin 1 balikta,
10. gun ise 3 balikta kuyruk omurugrdi gi gozlenmgtir (Sekil 4.3 a-b).
Hareketlerde yawtama, bir k@eye toplanma ve yem aliminda azalma tespit
edilmistir. 0.26 mg/l uygulanan grupta ise 10. giinde 1kibelkuyruk omuru grili gi
ve hareketlerinde yayi@ma go6zlennyi, deney siresince baliklarda mortalite

olmamstir.
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(b)

Sekil 4.3. CPF'nin subletal darimleri etkisindeC. carpidda gozlenen hareket ve
morfolojik desisimler (a: bir kgeye toplanma, b: kuyruk omugrdi gi)
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CPFnin 0.13, 0.26 ve 0.52 mg/L duzeylerindeki Ugrkh subletal
derisimlerinin C. carpio karacger dokusu antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA

diuzeyi Uzerine etkileri ise Cizelge 4.2-4.5'teikmarstir.

Farkli CPF ortam degimleri etkisinde kalarC. carpidda karacger dokusu
CAT enzim aktivitesinde gulinlere gbre dnemli gan gozlenmgtir. 0.13 mg/L CPF
uygulama grubunda deneyin birinci ve dérdinct gimdie kontrole gore bir fark
gorulmezken (P>0.05), gkr gunlerde istatistiksel olarak énemli (P<0.05)skar
kaydedilmitir. 0.26 ve 0.52 mg/L CPF gruplarinda CAT enzintiatesinin sureye
bagll olarak arty gosterdgi, deneyin onuncu gininde en yiksek seviyeystigla
belirlenmitir. Ayni maruz birakilma siuresinde, CPF gieninin arttiriimasi da CAT

enzim aktivitesinde 6nemli agtara neden olmyiur (Cizelge 4.2).

SOD aktivitesi incelenginde (Cizelge 4.3), 0.13 mg/L CPF uygulama
grubunda kontrole gore deney siresince herhangidgirsim gozlenmenitir.
Birinci giin tim deney gruplarinda kontrol gruburiegistatistiksel olarak énemli
bir farklihk gozlenmezken, der gunlerde 0.26 ve 0.52 mg/L CPF gruplarinda temas
suresine bgi olarak anlamli arglar saptanngtir (P<0.05).

GPx enzim aktivitesindguinlere ve CPF defm artsina gére dnemli oranda
(P<0.05) arglar gérulmigtar(Cizelge 4.4). 0.13 mg/L deneme grubunda GPxnenz
aktivitesi uygulamadan itibaren agtigosterirken, onuncu guninde kontrole yakin
seviyede bulunmygiur. Diger CPF gruplarinda deney siresince kontrole goeentin

artislar olurken, dérdiinct giinde en yuksek enzim aktsvikaydedilmgtir (P<0.05).

MDA duzeylerindeki dgisimler incelendginde (Cizelge 4.5), deneyin birinci
gunu CPF gruplarinda kontrol grubuna goére onennlfdokhlik gorilmezken, dier
gunlerde 6nemli agtlar saptanmgy istatistiksel olarak en dnemli ar0.26 ve 0. 52
mg/L CPF gruplarinda doérdinct gin gorutei (P<0.05).
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Cizelge 4.2CPF’nin subletal degimlerine maruz birakilai©. carpidnun karacger
dokusu CAT enzim aktivitelerinin (U/mg protein) tamsuresine I3

desisimleri
SURE (Gun)

Derisim 1 2 4 10

(mg/L) X + SH * X £ SH * X £ SH * X £ SH *
0.00 | 344.55+18.9¢" | 352.41+ 15.74 | 352.60+ 12.04” | 353.19+ 15.7¢"
0.13 | 373.06+19.58" | 425.31+ 12.36% | 404.04+ 18.09" | 504.89+ 22.61"
0.26 | 406.72+13.18 | 568.12+ 17.56" | 562.25+ 16.64" | 602.86 + 25.86"
0.52 634.12+27.18 | 779.60+10.58" | 973.25+ 23.54” | 989.36 + 28.64

* . Farkl harflerle gosterilen veriler arasinda (5 dlzeyinde istatistiksel ayrim

bulunmaktadir. a, b, ¢ ve d harfleri ayni strgigpede gruplar arasindaki ayrimi, x, y ve z haifiee
ayni grup icerisinde sireler arasindaki ayrimirtrattk amaciyla kullanilngtir.
X £ SH : Aritmetik ortalama + Standart hata

Cizelge 4.3CPF’nin subletal degimlerine maruz birakilai©. carpidnun karacger
dokusu SOD enzim aktivitelerinin (U/mg protein) tesnsiresine k3

desisimleri
SURE (Gun)

Derigim 1 2 4 10

(mg/L) X * SH * X = SH * X = SH * X = SH *
0.00 3.25+0.1% 3.19+0.1% 3.36 £+ 0.1 3.39 + 0.08"
0.13 3.11+0.1% 3.43+0.13" 3.20 £ 0.1¢" 3.25 + 0.06”
026 | 3.31+0.10" | 419+0.12 | 453+0.20" | 4.30+0.09”
052 | 3.40+0.16¢" | 398+0.10” | 5.32+0.18° | 5.48+0.2

* . Farkll harflerle gosterilen veriler arasinda (35 dizeyinde istatistiksel ayrim

bulunmaktadir. a, b ve c harfleri ayni sire igeds gruplar arasindaki ayrimi, x, y ve z harflee
aynli grup icerisinde sureler arasindaki ayrimirtraktk amaciyla kullanilngtir.
X £ SH : Aritmetik ortalama = Standart hata
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Cizelge 4.4CPF’nin subletal degimlerine maruz birakilai©. carpidnun karacger
dokusu GPx enzim aktivitelerinin (U/mg protein) &snsiresine I3

desisimleri
SURE (Giin)

Derisim 1 2 4 10

(mg/L) X + SH * X + SH * X + SH * X + SH*
0.00 6.35+0.35° | 6.04+0.12 6.39+ 0.3 | 6.62+0.37
0.13 13.31+0.58 | 11.68+0.79" | 16.03+0.46" | 8.55 + 0.55"
0.26 14.36 £ 1.0%° | 14.12£0.25" | 22.00 + 1.28" | 14.94 + 0.6
0.52 15.47 + 1.28 | 2254+1.73" | 32.84+3.37" | 18.54 + 0.95*

* Farkl harflerle go6sterilen veriler arasinda (P85 dizeyinde istatistiksel ayrim

bulunmaktadir. a, b, ¢ ve d harfleri ayni strgigpede gruplar arasindaki ayrimi, x, y ve z haifiee
ayni grup icerisinde sireler arasindaki ayrimirtrattk amaciyla kullanilngtir.
X £ SH : Aritmetik ortalama + Standart hata

Cizelge 4.5CPF’nin subletal degimlerine maruz birakilai©. carpidnun karacger
dokusu MDA dizeylerinin (nmol/mg protein) temas esine bgli

desisimleri
SURE (Gun)

Derigim 1 2 4 10

(mg/L) X * SH * X = SH * X = SH * X = SH *
0.00 25.22 +1.28" | 24.77 + 1.09” 2644 +1.1F 24.35 +1.08"
0.13 | 24.26+2.79 | 30.18+0.91Y | 32.49+1.16" | 33.52+1.8¢"
0.26 23.05+1.8% | 28.20+0.76° | 41.20+ 1.6 | 26.50 + 1.09"
0.52 | 22.88+1.08° | 30.09+0.37 | 66.84+4.2f | 30.38+0.90"

* Farklh harflerle gosterilen veriler arasinda (P85 dizeyinde istatistiksel ayrim

bulunmaktadir. a, b ve c harfleri ayni sire igeds gruplar arasindaki ayrimi, x, y ve z harflee
aynli grup icerisinde sureler arasindaki ayrimirtraktk amaciyla kullanilngtir.
X £ SH : Aritmetik ortalama = Standart hata
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4.1.2.1.C. carpiokaracger dokusu antioksidan enzim aktiviteleri ve mal@atdiehid

duzeyi Uzerine chlorpyrifos subletal da&mlerinin etkileri

CPFnin 0.13, 0.26 ve 0.52 mg/L duzeylerindeki Ugrkfii Subletal
derisimlerinin C. carpio karacger dokusu antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA
dlzeyi Uzerine etkileri uygulanan sire ve gari goz 6ninde bulundurularak

degerlendirilmistir.

Sureye bgl degisimler

CPF'nin subletal degimlerinin 1, 2, 4 ve 10. glnlerd€. carpidnun
karacger dokusuCAT aktivitesi Uzerine etkiler$ekil 4.4 'te gosterilmytir.

CPF, gunlere ve derm artsina gore,C.carpio karacger dokusu CAT
aktivitesini 6nemli oranda (P<0.05) artigtmi. Birinci giin en énemli artj kontrole
gore %84 oranla 0.52 mg/L CPF uygulama grubundialdrahistir. 0.26 mg/L CPF
uygulama grubunda ise %18 bir adaptanmstir.

Ikinci gun tim deneme gruplarinda CAT aktivitesindaemli artglar
gozlenmgtir (P<0.05). En d§ilk CPF uygulama grubunda (0.13 mg/L) kontrole gore
%20, 0.26 mg/L uygulama grubunda %61 sadimus, en yiksek degim grubunda
(0.52 mg/L) ise, CAT aktivitesinde %121’lik yuksedrbelirlenmgtir.

Uygulamanin dordiinct gininde ise 0.13 mg/L CPFugrda kontrole gore
onemli derecede bir gasim gdzlenmemi (P>0.05), 0.26 mg/L uygulama grubunda
ise %59’luk bir arty olurken, 0.52 mg/L uygulama grubunda oldukc¢a omémiartis
(%176) kaydedilmitir (P<0.05).

Deneyin onuncu guninde tim gruplarda kontrolee g8AT aktivitesinde
istatiksel olarak 6nemli agtar gozlenmgtir (P<0.05). Bu artlar, en digik CPF
uygulama grubunda (0.13 mg/L) % 43, ikinci uygulagmabunda (0.26 mg/L) %70
ve en yuksek desim grubunda ise (0.52 mg/L) %180’ e griastir.
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Sekil 4.4. CPF’nin subletal darmlerinin etkisine birakilaiC. carpio’nun karacger
dokusu CAT enzim aktivitesinin siireye goreidami

CPF'nin subletal degimlerinin 1., 2., 4. ve 10. gunlerd€. carpidnun
karacger SOD aktivitesi Uzerine etkileriSekil 4.5'te gosterilmgtir. SOD
aktivitesinde, en dijilk CPF uygulama grubunda (0.13 mg/L) kontrole gieeey
suresince herhangi bir gisim kaydedilmemgtir (P>0.05). Birinci giin tim deney
gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel akar onemli bir farkhilik

g6zlenmemtir (P>0.05).

Deneyin ikinci gund, 0.26 mg/L ve 0.52 mg/L CPF ulgna gruplarinda
SOD aktivitesinde kontrole gore istatistiksel olardnemli artglar belirlenmgtir
(P<0.05). Bu artlar 0.26 mg/L CPF grubunda %31 iken, 0.52 mg/L Ugma
grubunda %25 olarak kaydedilgtir.

Doérdincu gunde ise 0.26 mg/L ve 0.52 mg/L CPF wyal grubunda SOD
aktivitesinde kontrole gore sirasiyla %35 ve % 88 dulunmutur (P<0.05).
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Uygulamanin onuncu gininde 0.26 mg/L ve 0.52 md?E @ruplarinda yine
kontrol grubuna gore o©nemli agar belirlenmgtir (P<0.05). SOD enzim
aktivitesindeki yukselmeler 0.26 mg/L CPF grubun@®7, 0.52 mg/L CPF
grubunda ise %61 dizeyinde ofgdusaptannstir.
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Sekil 4.5. CPF'nin subletal degimlerinin etkisine birakilanC. carpidnun
karacger dokusu SOD enzim aktivitesinin sureye gorg gdeni

CPF'nin subletal degimlerinin 1., 2., 4. ve 10. gunlerd€. carpionun
karacger dokusu Gpx uzerine etkilegekil 4.6’da gosterilmtir.

CPF, glnlere gor€. carpiokaracger dokusu GPx enzim aktivitesini 6nemli
oranda artirngtir. Birinci giin 0.13, 0.26 ve 0.52 mg/L CPF uyguka gruplarinda
kontrole gore sirasiyla %109, %126 ve %143 oranantidar gozlenmgtir (P<0.05).

ikinci giinde CPF gruplari GPx aktivitesinde kontrgéee anlamli farkliliklar

gostermgtir (P<0.05). 0.13 mg/L CPF uygulama grubunda biriginde kontrole
gore gozlemlenen %109’'luk agtmiktari azalarak, %93 seviyesine gerilgtini 0.26
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mg/L uygulama grubunda bu ar&c134’G bulmytur. En yiuksek degim grubunda
(0.52 mg/L) ise, %273 olarak GPx aktivitesinde @ksek arty belirlenmitir.

Deneyin dordinct guininde GPx aktivitesi yonundeir QRiplar1 arasinda
onemli oranda arflar gozlenmgtir (P<0.05). 0.13 mg/L uygulama grubunda
kontrole gore %2150, 0.26 mg/L CPF grubunda %?Z24&4’lGir yukselme
kaydedilmitir. En yiksek CPF defim grubunda (0.52 mg/L) ise kontrol grubuna
gore %413 dgerinde oldukca dnemli bir agtsaptannstir.

Denemenin onuncu gininde 0.13 mg/L CPF uygulamdgugda GPXx
aktivitesi kontrole yakin bulunurken @ir deneme gruplarinda anlamh farkhliklar
gorulmistir (P<0.05). Bu artslar, 0.26 mg/L CPF uygulama grubunda %125 ve en
yuksek degim grubunda (0.52 mg/L) %180 olarak kaydedsiimni
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Sekil 4.6. CPF'nin subletal degimlerinin etkisine birakilanC. carpionun
karacger dokusu GPx enzim aktivitesinin stireye gorg deni

CPF'nin subletal degimlerinin 1., 2., 4. ve 10. gunlerd€. carpidonun
karacger dokusu MDA duzeyi tzerine etkilegekil 4.7°de gosterilmtir.
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Deneyin birinci gunu karager dokusu MDA duzeyinde CPF dgmn
gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel akar onemli bir farkhilik
gozlenmemekle (P>0.05) birlikte gir ginlerde 6nemli ggsimler kaydedilmgtir
(P<0.05).

Ikinci giin CPF desim gruplari arasinda kontrole gére onemli s
belirlenmitir (P<0.05). MDA seviyesindeki astar, 0.13 mg/L desim grubunda
%22, 0.26 mg/L uygulama grubunda %14 ve 0.52 metheg grubunda %21 olarak
saptanmytir.

Uygulamanin doérdinci guanidnde ensidki dersim (0.13 mg/L) grubunda
kontrole gore onemli bir farkhlik gozlenmezken (P85), dger gruplarda (0.26
mg/L ve 0.52 mg/L) énemli aglar belirlenmg olup (P<0.05), bu aglar sirasiyla,
%55 ve %153 olarak kaydedilgtr.

MDA dizeyinde onuncu ginde, 0.26 mg/L CPF grubukaiatrol grubuna
gore istatistiksel olarak onemli farklilik belirleremitir (P>0.05). En dgik (0.13
mg/L) ve en yiksek CPF grubunda sirasiyla %38 v&5 #iizeyinde bir yikselme
g6zlenmgtir (P<0.05).

37



Giindiiz, S. G. 2012. Cyprinus carpio (L., 1758) Kamaciger Antioksidan Enzim Seviyeleri Uzerine Chlorpyitm Etkileri,
Doktora tezi, Mersin Universitesi

MDA

=0.00
=20.13
B0.26
052

MDA Diizeyi (nmol/mg protein)

Siire (Giin)

Sekil 4.7. CPFnin sublethal degimlerinin etkisine birakilanC. carpidnun
karacger dokusu MDA dizeyinin sureye goregdgmi

Derisime bali degisimler

CPF'nin subletal degimlerinin 1., 2., 4. ve 10. gunlerd€. carpidnun
karacger dokusuCAT aktivitesi tzerine etkilerSekil 4.8 'de goOsterilmtir. Her
deney grubu kendi icerisinde ghkrlendirilmis, buna goére kontrol grubunda tim
deneme peryodunda CAT enzim aktivitesi yoniundestiggiksel olarak dnemli bir

farkhlik bulunmamgtir (P>0.05).

En dizuk CPF degiminin (0.13 mg/L) uygulanga grupta ise CAT enzim
aktivitesi birinci gline gore incelergiinde, sadece onuncu gininde énemli big art
(%35) gosterdii (P<0.05) , déer gunlerde ise birinci gline gore belirgin bir fdrk
gostermedii belirlenmemgtir (P>0.05). 0.26 mg/L deneme grubunda CAT
aktivitesi yonunden iki, dort ve onuncu gunlerdeirmi gtine gore dnemli astar
belirlenmitir (P<0.05). Bu artlar ikinci ginde %39, dordincl giunde %38 ve
onuncu gunde %49 diizeyinde gorultii. 0.52 mg/L CPF uygulama grubunda ise,
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birinci glne gore, ikinci gin %22, dordincu gun %®8 onuncu gin %56

seviyelerinde arglar kaydedilmgtir.

CAT
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0.26 0.52
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Sekil 4.8.CPF etkisindeC. carpidnun karacger dokusu CAT aktivesinde dgme
bagll degisimler

Chlorpyrifosun subletal ortam dgmlerinin C. carpio karacger dokusu
SOD aktivitesi tUzerine etkiler§ekil 4.9'da gosterilmitir. Kontrol grubu ve 0.13
mg/L CPF uygulama grubunda tim deneme siresince SOIM aktivitesi

yoniinden istatistiksel olarak dnemli farklihk géamemgtir (P>0.05). .

0.26 mg/L CPF uygulama grubunda ise SOD aktiviteser glinlerde birinci

gline gore anlamli agtar gostermy, ikinci giin %26, dordinci gin %37 ve onuncu

gln ise %29 farklihk saptangtir (P<0.05).

En ylUksek degim olan 0.52 mg/L grubunda ise, SOD aktivitesirmrigiine
gore dger surelerde adliar gézlenmg, bu artglar ikinci giin %17, dérdinci gin

%56 ve onuncu gin ise, % 61 dizeyinde ghou(P<0.05).
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Sekil 4.9. CPF etkisindeC. carpionun karacger dokusu SOD aktivesinde
derisime bali degisimler

CPF’nin subletal degimlerinin C. carpio karacger dokusu GPx aktivitesi
Uzerine etkilerSekil 4.10 'da gosterilmtir. Kontrol grubunda tim deneme slresince
GPx enzim aktivitesi yoninden istatistiksel olagaemli farkhlik gézlenmengtir

(P>0.05).

0.13 mg/L CPF uygulama grubunda GPx aktivitesiddact ginde birinci
gune gore %20'lik bir argi gbsterirken, onuncu gunde %35 dlzeyinde bir azalma

kaydedilmitir.

0.26 mg/L CPF uygulama grubunda GPx aktivitesindeethenin sadece
dordinct guninde %53 diuzeyinde bir sagbzlenirken (P<0.05), ger gunlerde

birinci giine gbre 6nemli farkhlik belirlenmegtir (P>0.05).

En yiksek degsim (0.52 mg/L) uygulama grubunda GPx aktivitesinde
denemenin sadece dérdinci guninde %112 olmak dmersli arty belirlenmitir

(P>0.05). Dger gunlerde birinci gline gore g@g@m gozlenmemitir (P<0.05).
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Sekil 4.10. CPF etkisindeC. carpidnun karacger dokusu GPx aktivesinde
derisime bali degisimler

CPF'nin subletal degimlerinin MDA dtizeyi Uzerine etkilerSekil 4.11 'de
gOsterilmitir. Kontrol grubunda tim deneme suresince MDA duzgninden
istatistiksel olarak dnemli farklilik gézlenmegtii (P>0.05) .

0.13 mg/L CPF uygulama grubunda Malondialdehit giimee denemenin
iki, dort ve onuncu gunlerinde birinci gline goreasiyla %24, %34 ve %38
dizeylerinde 6nemli aglar belirlenmgtir (P<0.05). 0.26 mg/L CPF uygulama
grubunda Malondialdehit dizeyinde yine GPx’ a benlze sekilde denemenin

sadece dordincu guninde 6nemlisgfb78) saptanngtir (P<0.05).

En yuksek CPF uygulama grubunda ise (0.52 mg/L) ohtdkldehit
dizeyinde birinci giine gore gir ginlerde dnemli ggsimler belirlenm (P<0.05),
bunlar ikinci ginde %31, doérdinct giinde %192 vencouwylnde %32 astiolarak

kaydedilmitir.
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Sekil 4.11. CPF etkisindeC. carpidonun karacger dokusu MDA dlzeyinde
derisime bali degisimler

4.1.2.2.C. carpidda chlorpyrifos etkisinde antioksidan enzimleriardlastiriimasi

CPF subletal ortam denmleri etkisinde C. carpio karacger dokusu
antioksidan enzim aktiviteleri ile MDA dizeylerind®ntrol grubu ile arasindaki

farklar % olarak dgerlendirilmistir.
Katalaz-Superoksit dismutaz

CAT ile SOD enzim aktivitelerinin sireye #@aolarak gosterdiji degisimler
Sekil 4.12- 4.14'te verilmtir.

0.13 mg/L CPF grubunda, birinci giin CAT aktivite$#n®8, ikinci gin %20
artis olurken, dordinct gin kontrole yakin seviyede gldsaptanng, onuncu
gunde ise CAT aktivitesi % 42’lik bir agtgdstermgtir. Bu deney grubundaki SOD
aktivitesinde ise tum surelerde kontrole gére heghdir desisim gdzlenmemitir

(Sekil 4. 12).
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0.26 mg/L CPF grubunda SOD aktivitesindekigidenler incelendginde
(Sekil 4.13), birinci gun kontrole gore artgorulmezken, CAT aktivitesinde %18
artis olmustur. Ikinci giin SOD %31, CAT %61, dordiinci giin SOD %3AT 659
artmstir. Dordunci gunden itibaren SOD aktivitesi azalf@&@7) gosterirken, CAT
aktivitesi artmaya (%70) devam etsmi.

0.52 mg/L CPF grubunda isggkil 4.14), SOD ve CAT enzimleri birinci giin
haricinde, benzer agtar gostermylerdir. CAT aktivitesinde gorulen agtarin SOD
aktivitesinden daha fazla olgu saptannstir. Dérdiinct ve onuncu gunlerde gorilen
artiglar CAT igin % 171 ile %180, SOD icin %58 ile %6larak kaydedilmtir.

0.13 mg/L Chlorpyrifos
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veedess SOD

Kontrole Gore Artiglar (%)
=
(o]

jm
1

Glinler

Sekil 4.12.0.13 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpionun karacger dokusu CAT
ve SOD aktivitelerinin siireye plolarak % dgisimleri
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0.26 mg/L Chlorpyrifos
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Sekil 4.13.0.26 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpidnun karacger dokusu CAT
ve SOD aktivitesinin stireye laolarak % dgisimleri

0.52 mg/L Chlorpyrifos
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Sekil 4.14.0.52 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpidnun karacger dokusu CAT
ve SOD aktivitesinin stireye glaolarak % dgisimleri
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Katalaz-Glutatyon peroksidaz

CAT ile GPx enzim aktivitelerinin farkli CPF dgrnlerinde @ zamanli

olarak gosterdji degisimler Sekil 4.15- 4.17°de verilngiir.

0.13 mg/L CPF grubundaki ggimler incelendginde Sekil 4.15), birinci
gun CAT aktivitesinde %8, ikinci giin %20 arblurken, dordinci ginde kontrole
yakin seviyede oldiu saptanmtir. Onuncu gunde ise CAT aktivitesi %42’lik bir
artis gostermgtir. GPx aktivitesindeki d&simler incelendginde, birinci gin %109,
ikinci gun %93, dordincu gun %150 yukselme gorigiarkonuncu ginde kontrol

grubuna yakin bulunnstur.

0.26 mg/L CPF grubunda goOzlenenggenler incelendginde Sekil 4.16),
GPx aktivitesinin CAT aktivitesinden daha yuksekrs#tigi gorulmektedir. Birinci
gun CAT aktivitesi %18’lik bir yikselme gosterirke@Px aktivitesi %126 artrtir.
En yiksek artini dordincl giinde gosteren GPx aktivitesi kontgdlee %244 farkl
bulunmuytur. Bu giinden sonra GPx enzim aktivitesindelgligozlenmg ve onuncu
glnde birinci giine yakin bir der aldgl (%125) belirlenmitir. CAT aktivitesi ise
dordinci gun %59’dan, onuncu gin %70’e yukgelgibralmstdr.

0.52 mg/L CPF grubunda is8€kil 4.17), GPx ve CAT enzim aktiviteleri en
yuksek artyr dordinci gunde gOstergterdir. GPx aktivitesinde goérilen a
(%413), CAT aktivitesinden (%176) ¢cok daha fazldugl saptannstir. Dordincu
ginden sonra CAT aktivitesi artmaya devam ederkeRx aktivitesi azalng)

onuncu gunde her iki enzim aktivitesi ayngde (%180) gosterngierdir.
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Sekil 4.15. 0.13 mg/L CPF demmi etkisindeC. carpionun karacger dokusu CAT
ve GPx aktivitesinin sureye gaolarak % dgisimleri

0.26 mg/L Chlorpyrifos
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Sekil 4.16.0.26 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpidnun karacger dokusu CAT
ve GPx aktivitesinin slreye glaolarak % dgisimleri
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Sekil 4.17. 0.52 mg/L CPF dgmmi etkisindeC. carpionun karacger dokusu CAT
ve GPx aktivitesinin sureye gaolarak % dgisimleri

Glutatyon peroksidaz- Superoksit dismutaz

GPx ile SOD enzim aktiviteleriningezamanl olarak gostergi degisimler
Sekil 4.18- 4.20'de verilmgiir.

0.13 mg/L CPF grubunda, GPx aktivitesinde birindn 0109, ikinci gin
%93, dordunct gun %150 yikselme goérulirken, onugidnde kontrol grubuna
yakin bulunmgtur. Bu deney grubundaki SOD aktivitesinde ise tdgirelerde

kontrole gore bir d@sim gozlenmenitir (Sekil 4. 18).

0.26 mg/L CPF grubunda is€dkil 4.19), SOD aktivitesinde birinci gin
kontrole gore argigorilmezken, GPx aktivitesinde %126 oraninda thig almustur.
Ikinci giin SOD aktivitesi %31, GPx aktivitesi ise 341 dordinci giin SOD %35,
GPx %244 ary gozlenmgtir. D6rdlinct ginden itibaren SOD ve GPx aktivitelde
azalma gorulmgi SOD aktivitesi %27’ ye, GPx aktivitesi ise %128viyesine
gerilemitir.

0.52 mg/L CPF grubunda isgdkil 4. 20), SOD enzim aktivitesi glinlere gére
artmaya devam ederken, GPx aktivitesi dérdincl efindonra azalmaya
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baslamistir. Dordiinct giin GPx aktivitesinde kontrole goré1%, SOD aktivitesinde
ise % 58 aktivite tespit edilgionuncu ginde GPx aktivitesi %180, SOD aktivitesi
ise % 61 ark sergilemstir.

0.13 mg/L Chlorpyrifos
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Sekil 4.18.0.13 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpidnun karacger dokusu GPx
ve SOD aktivitesinin sureye glaolarak % dgisimleri
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300
£ 250
ke
£ 200 -
S
<L
L 150 -
9 —— GPx
%] _
s 100 ceeders SOD
g

50 -
3 ...... ¥ CLLLLEELEEL ALY Areeerennn..... "

0 A T T 1
1 2 4 10
Gunler

Sekil 4.19.0.26 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpionun karacger dokusu GPx
ve SOD aktivitesinin sureye glaolarak % dgisimleri
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Sekil 4.20. 0.52 mg/L CPF demmi etkisindeC. carpionun karacger dokusu GPx
ve SOD aktivitesinin sureye glaolarak % dgisimleri

Katalaz-Malondialdehid

CAT enzim aktivitesi ile MDA dizeyinin se zamanli olarak gostergi
desisimler Sekil 4.21- 4.23'de verilngtir.

0.13 mg/L CPF grubund&sékil 4.21), birinci gun CAT aktivitesinde %8,
ikinci giin % 20 ary olurken, dordinct gun kontrole yakin seviyede gldwnuncu
glnde ise CAT aktivitesinin % 42’lik bir agtgosterdgi saptanmgtir. MDA dizeyi
ise deneyin birinci ve dordincu gunlerinde kontrgékin olup, ikinci gin % 22,

onuncu gun ise % 37 oraninda bir gkiaydedilmitir.

0.26 mg/L CPF grubunda is8gkil 4.22), CAT aktivitesi ve MDA dlizeyi
karsilastirildiginda, birinci gin MDA dizeyinde kontrole gore fagkrilmezken,
CAT aktivitesi %18 artngy, ikinci ve dordincl gunlerde sabit kam©o59-60),
onuncu gunde ise %70’e argiwr. MDA dulzeyi doérdincu gin %14 iken, onuncu
gun kontrole yakin seviyede belirlerytm.
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0.52 mg/L CPF grubundes€kil 4.23), MDA dizeyinde kontrole goére bir
degisim gorilmezken, CAT aktivitesi %84 artgostermgtir. CAT aktivitesi deney
suresince artmaya devam ederek dordinci ginde %hi®cu ginde ise %180
artis seviyesine ukamistir. MDA seviyesi ise ikinci gin %21 agtigostermy,
dordinctu gunde en yiksek duzeyine (%143) gkmanuncu gun azalarak %25
seviyesine dgttigl gozlemlenmtir.

0.13 mg/L Chlorpyrifos
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Sekil 4.21.0.13 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpionun karacger dokusu CAT
aktivitesi ve MDA duizeyinin sureye piaolarak % dgisimleri

0.26 mg/L Chlorpyrifos
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Sekil 4.22.0.26 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpionun karacger dokusu CAT
aktivitesi ve MDA duzeyinin sureye Blaolarak % dgisimleri
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Sekil 4.23.0.52 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpionun karacger dokusu CAT
aktivitesi ve MDA diizeyinin sureye paolarak % dgisimleri

Superoksit dismutaz- Malondialdehid

SOD enzim aktivitesi ile MDA dlzeyininsezamanli olarak gostergi

degisimler Sekil 4.24- 4.26'da verilngtir.

0.13 mg/L CPF grubund&€kil 4.24), SOD aktivitesi tim deney sirelerinde
kontrole gore herhangi @deim gostermenstir. Deneyin birinci gini MDA
dizeyinde kontrole go6re bir fark gortlmezken, ikingiinde %22 bir ar
kaydedilmgtir. MDA dizeyi dordinct gun kontrole yakin sevigedlup, onuncu
gln %37 ary gostermgtir.

0.26 mg/L CPF grubundaS€kil4.25), SOD aktivitesi ile MDA seviyeleri
karsilastirildiginda, birinci gin her ikisinde de kontrole gorekfduk ¢cikmamstir.
ikinci giin SOD %31, MDA ise %14 aytgosterirken, dordincu giin SOD %35,
MDA %50 arts gostermgtir. Dérdinct gunden itibaren SOD aktivitesindeMBA
dizeyinde azalma gortlerek, onuncu gin SOD % ZX¥yesne inerken, MDA

seviyesi kontrole yakin bulunngiur.
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0.52 mg/L CPF grubundaki gigimler incelendginde §ekil 4.26), birinci ve
ikinci gunlerde her iki parametre de birbirlerinakyn seyir gdstermgiierdir. Buna
gore birinci gtin SOD aktivitesi ile MDA seviyeldgontrole gore yakin bulunurken,
ikinci giin SOD aktivitesinde %25, MDA'da %21 argdzlenmgtir. SOD aktivitesi
gunlere gore artmaya devam ederken, en ylUksekl gf%61) onuncu gunde
gostermgtir. MDA seviyesi ise, dordincu gin en yiksek digee (%143) olup,
onuncu gun %25 seviyesinde belirlegtini
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Sekil 4.24.0.13 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpidnun karacger dokusu
SOD aktivitesi ve MDA dizeyinin sireyednolarak % dgisimleri
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Glutatyon peroksidaz- Malondialdehid

GPx enzim aktivitesi ile MDA duzeyinin sezamanl olarak gostergi
degisimler Sekil 4.27- 4.29'da verilngtir.

0.13 mg/L CPF grubunda GPx aktiviteSekil4.27), birinci gin %109 iken,
MDA duizeyinde herhangi bir @&sim gozlenmemitir. Ikinci giin GPx %93, MDA
dizeyi ise %22 bulunmgtur. Dérdinct giin GPx %150 yikselme gostgymnuncu
gunde kontrol grubuna yakin bulungtwr. MDA duzeyi ise dordincu gin kontrole
yakin seviyede olup, onuncu gin %37 sagtistermgtir.

0.26 mg/L CPF grubunurSékil 4.28), GPx aktivitesi ve MDA diizeyinin
zamana bgl degisimleri kasilastinldiginda, en yuksek seviyeler dérdinct ginde
gorulmistir. MDA miktarinda birinci gtin kontrole gore farkk ¢cikmazken, GPx
aktivitesi %126 artmgtir. DOordunci gin GPx aktivitesi kontrole gore %Z2drts
gostermgtir. Ayni sekilde MDA dizeyi de %50 farkh bulunmgwr. Bu ginden
sonra GPx enzim aktivitesindegdi§ gézlenmg ve onuncu gun birinci giine yakin bir
deger aldgl (%125) belirlenmgtir. MDA dizeyi de onuncu gin kontrole yakin
seviyede belirlenngtir.

0.52 mg/L CPF grubunda is&&kil 4.29), GPx aktivitesi ve MDA seviyeleri
en yuksek argt dordinci gun gostergherdir. GPx aktivitesinde gorulen agin
(%413), MDA seviyesinden daha fazla (%143) @ausaptanngtir. DOrdincu
ginden sonra GPx’te goérilen azalmayla birlikte MD3Aviyesinde de azalma
gorulmistir. Onuncu gunde belirlenen ggler GPx icin % 180, MDA icin %25
olarak kaydedilmytir.
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Sekil 4.28.0.26 mg/L CPF degimi etkisindeC. carpidnun karacger dokusu GPx
aktivitesi ve MDA diizeyinin sureye paolarak % dgisimleri
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4.2. TARTSMA

4.2.1.C. carpidda Chlorpyrifos’un 96 Saatlik L& Degeri

Pestisitler tarimsal faaliyelerde zararhlarin ketiini kontrol etmek amaciyla
dinya Uzerinde vyaygin olarak kullaniimaktadir. Weal faaliyetlerin
gelistiriimesine paralel olarak pestisitlerin yaygin lamimi ve ekosisteme rastgele
yayllmasindan dolayl cevresel etkileri oldukc¢a i1gdmaktadir [Aniladevi ve
Kujamma, 2008].

Pestisitlerin neden olgu balik 6lumleri genellikle degime, balgin maruz
kalma suresine ve deneysel faktorlereslbalarak deisiklik gostermekte olup,
baligin turine, bulyuklgine, o maddeye hassasiyeti ve cinsiyetine gobre de
farkhliklar gostermektedir [Singh vd., 2009]. uBgalsmada,C . carpio igin
CPF'nin 96 saatlik LG, deseri 2.08 mg/L olarak belirlentir. Calisma
bulgularimiza benzer olarak Dalvi ve Davis [1998), g’ lik Ictalurus punctatusa
yaptiklari akut toksisite ¢amasinda CPF icin 96 saatlik kg&deserini 2.077 mg/L
bildirmislerdir. Diger balik turleri Gzerinde yapilan gahalar ile kagilastirildiginda
farkll sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. 80 giigindaki O. niloticusta yapilan akut
toksisite cajmasinda ise CPF’'nin 96 saatlik tfdlegeri 1.023 mg/LG. affinisicin
0.3 mg/L,C. punctatusgin ise 0.811mg/L olarak belirlengtir [Giron-Pérez vd.,
2006; Venkateswara vd., 2005; Daoud vd., 2008].

Bir maddenin akut toksisite geri balik tirlerine gére degstigi gibi, ayni
turtn farkh bayuklukteki bireyler arasinda daggklik gostermektedir. De Mel ve
Pathiratne, [2005], 110-340 mgdigindaki C. carpio yavrularinda yaptiklari bir
calismada, % 40 saflgkndaki ticari CPF'nin 96 saatlik L§g degerini 0.008 mg/L
olarak belirlemglerdir. Baska bir argtirmada %20 etkin madde iceren CPF’nin, 6 g
agirhgindaki C. carpidda 24 saatlik LGy deseri 5.28 mg/L olarak bildirilmtir
[Ramesh ve Saravanan, 2008]. Bu gaada ise %99 safliktaki CPF'nin juverdl
carpioda 96 saatlik LGy degeri 2.08 mg/L olarak belirlenrgtir. Bu sonuclar,
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CPF'nin toksik etkisinin saflik derecesine, balikylikligl ve ortamsartlarina gore
degistigini gbstermektedir.

Davrang degisiklikleri, potansiyel toksik etkilerin en duyarliebrtecleridir.
Deney suresince CPF’nin balik davegam Gzerine etkileri, kontrol akvaryumu
baliklariyla kagilastirilarak ortaya konulmgur. Kontrol grubu test siresince normal
davranglar gostermitir. Kontrol grubuna goére daha az hareketlilik, gerkaybi,
dizensiz yuzme ve uzun sureli hareketsiz kalma glbvrang dezisimleri
gozlenmgtir. Davransg dezisimleri uygulamadan bir saat sonraslaanistir. En digtk
derisim olan 0.10 mg/L’'de kontrol grubundakine benzevrdaslar gozlenmgtir.
0.50 mg/L'ye maruz kalan baliklar ara sira denggbkaa @grarken, 1.50 mg/L’lik
derisimde bu olay siklgmaya balamis, 2.50 mg/I'lik dersimde ise hareketsiz kalma,
titreme, ylzeye inip ¢cikma hareketleri gozlegtini En yiksek degim (3.50 mg/L)
uygulanan baliklar genel hareketlerde daha faziénae uzun streli ve hareketsizce
akvaryumun dip kisminda uzanma ve aniden hareksteng, akvaryum tabaninda
yan donme seklinde davraniar gostermglerdir. Bu sonuclar Kavitha ve
Venkateswara, [2007]'nun sonuclariyla benzerlik tgiaektedir. G. affiniste
CPF'nin subletal degimlerinin yizme hizina etkilerinin incelerglibir ¢alismada,
yuzme hizinda ginden gine azalmalar gogildielirtiimistir. Bu bulgularin
CPF'nin norotoksik etkisiyle ikili oldugu disintulmektedir [Venkateswara vd.,
2005].

Tarim ilaglari tim abiyotik ortami 6zellikle de ge topra kirletmektedirler.
Yeralti sularinin ve g@er su kaynaklarinin bu yolla kirlenmesi, sucul ongealar ve
baliklar icin potansiyel bir tehdit ofturmaktadir [Selvi vd., 2004]. Gi
insektisitlerin akut ve kronik toksisiteleri Uzeeingalsmalarin arttirilmasi, sucul
ekosisteme etkilerinin argamasi igin gerekli olmaktadir. Bu ¢ginadan elde edilen
veriler, ginimuzde tarim alanlarinda yaygin olakakanilan CPF'ninC. carpio
Uzerine akut toksisitesinin oldukca yuksek @dou, bu gibi insektisitlerin
kullaniminin kontrol altina alinmasi gergi gostermektedir. Ayrica davrani
degisikliklerinin, olasi toksik etkilerin belirtegleri larak toksisite ¢cagmalarinda

kullaniimalarinin faydali olaga distintlmektedir.
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4.2.2. Chlorpyrifos’un Subletal Dgmmlerinin C. carpidnun Antioksidan Enzim
Aktiviteleri ve Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkile

Antioksidan enzim aktiviteleri ve LPO toksikolojikalismalarda siklikla
tercih edilen biyomarkirlardir. Oksidatif stres MeO’nun artgl, koruyucu enzimatik
antioksidanlarin aktivitelerini etkileyebilmektedive bu durum oksidatif stres

artisinin hassas bir gostergesidir [Orug vd., 2004].

Superoksit anyon radikalleri, hidrojen peroksit weroksil radikalleri gibi
reaktif oksijen turleri, oksijen tiketen organizeraltarafindan surekli olarak
uretilmektedir. Ksenobiyotiklere veya toksik kiitgtere maruz kalmak bu endojen
ve eksojen ROS’lar arasinda bir dengesizlikstitarak, organizmalarda gadan
oksidatif hasara veya antioksidan savunma sistesmmdzayiflamaya neden olabilir
[Valavanidis vd., 2006]. SOD, CAT ve GPx gibi aksadan enzimleri iceren
savunma sistemleri ROS elumlarini azaltmaya gdimlidir [Van der Oost vd.,
2003]. Dger organizmalar gibi baliklar da ROS’ u yok edenziererin
koruyuculigunda, yuksek ROS seviyeleriyle miicadele etmek{€uaig vd., 2007].

Bu calsmada, organofosforlu pestisitlerden CPF’nin subldexisimlerinin
C. carpio karacger dokusu bazi antioksidan enzim aktiviteleri il®Q. Gzerine
etkileri argtinlmistir. CPF'nin C. carpid da oksidatif strese neden oy
antioksidan enzimlerin sireye gba olarak verdgi yanitlardan ankalmaktadir.
Ayrica LPO’ nun son urint olan MDA dizeyindekigdgmler de CPF etkisini
gostermektedir. Organofosforlu pestisitlerle yapi@iger calsmalarda, kullanilan
pestisit, balik tiri ve dokuya gore antioksidan imnaktiviteleri ile LPO’ da
gozlenen dgisimlerin streye bgh olarak farkhlik gosterdii bildirilmi stir [Orug¢ vd.,
2004; Durmaz vd., 2006; Metha vd., 2008k lve Celik, 2008; Sharbidre vd., 2011].
Ayrica, baliklarin oksidatif stres yanitlari ve iaksidan potansiyeli, tirlerin yam
alani ve beslenme gkianlklarina bglh olarak da dgismektedirfAhmad vd., 2000].

Antioksidan savunma sistemin en 6nemli 6zelsistemin tim bilgenlerinin

ROS’a kas! bir sinerji oluturacaksekilde gorev almasidir [Chaudiere ve Ferrai-
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lliou, 1999]. Antioksidan enzimler oksidatif strearafindan indiklenen anahtar
bilesenlerdir. Bu nedenle, hiicre homeostazisinin dinemndésinde ygamsal bir
Ooneme sabhiptirler ve induksiyonlddirleticilere kagi verilen tepkinin bir sonucudur
[Doyotte vd., 1997].

CAT enzimi prokaryotik ve okaryotik butin canhllardiaygin birsekilde
bulunan antioksidan bir enzimdir. Biyolojik ve bkimyasal sistemlerde CAT,
toksik ve ylkseltgen etkiye sahip hidrojen perokdidcrelerden uzakifirmada
onemli rol oynamaktadir [Aydemir ve Kuru; 2003]. BOve GPx gibi 6nemli
antioksidan enzimler de olgu gibi CAT enzimi de oksidatif stresten
etkilenmektedir [Cimen vd., 2005].

Bu calsmada, CPF etkisiyle CAT aktivitesinde glinlere veigiimlere gore
onemli artglar gbzlenmgtir. CPF’nin uygulama gruplarinda birinci giindeibatren
CAT aktivitesinde olgan artglar, dersim ve sureye b#i olarak devam etngiir.
Cevre ve laboratuasartlarinda imazethapyr ve imazapic’e maruz birakia
carpioda oksidatif stres parametreleri Moraes vd. [20tBtafindan incelenmi her
iki pestisit grubunda da karger CAT aktivitesinde artlar belirlenmitir.
Organofosforlu insektisit olan methyl parathionhsat stresince 2 mg/L etkisinde
birakilanBrycon cephalomun kas, kara@er ve solungaclarinda CAT aktivitesinde
onemli derecede astisaptanmgtir [Monteiro vd., 2006]. Peixoto vd., [2006].
niloticus ta oxyfluorfen’in oksidadif stres etkilerini intedikleri bir calsmada
derisim ve sureye h#i olarak karagier katalaz aktivitesinde agiar belirlemglerdir.
Ritola vd., [2002], CAT enzim aktivitesindeki gtarin, HO, Uretiminin artmasi
nedeniyle olabilegagni belirtmiglerdir. Alves vd., [2002], CAT enzim
aktivitesindeki artin, pestisitler tarafindan afturulan pro-oksidanartlara adaptif
bir yanit olarak gercek$@igini ileri sirmilerdir. Bu calgmada CAT aktivitesinde
gorulen arglarin pestisit toksisitesi sonucu artapddnedeniyle oldgu belirlenmg,
bu bulgular benzer ¢camalarda da bildirilmgtir [Oruc vd., 2004; Peixoto vd., 2006;
Moraes vd., 2011]
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SOD enzimi, stperoksit anyonunuy{(Oenzimatik olarak hidrojen peroksit ve
molekiler oksijene donturdr. Metabolik gamalarda dretimi oldukca fazla olan
superoksit, hicre ici aktivitesini gk tutarak hiicresel £Oduzeylerinin kontroliinde
ve hicreleri @ radikalinin etkilerinden korumada gorev alir. CHx& SOD enzimleri
birbirleriyle yakin iliskidedirler. GPx ve CAT enzimleri de bu Uurtnlerin
detoksifikasyonunda rol alir. ROS elumlari Gzerine inhibisyon etkisinden dolayi
SOD ve CAT enzimleri oksijen toksisitesine «asavunmanin ilk ve en énemli
basamaindadirlar [Pandey vd., 2003; Van der Oost vd. 3200

Bu calsmada en ddilk CPF grubunda (0.13 mg/L) SOD aktivitesi deney
suresince kontrole gore farkli ¢cikmam. Ayni sekilde birinci gin tim deney
gruplarinda SOD aktivitesinde glgim goérilmemgtir. Hexachlorobenzene etkisinde
juvenil C. carpidda karacger ve beyinde oksidatif stres parametreleri incdiig@rbir
calismada 5. ve 1(guinlerde karagerde SOD aktivitesinde @siklik gozlenmedii
saptanmytir [Song vd., 2006]Bu durumu CAT ve GPx aktivitesinde gorulen gain
nedeniyle oldgu seklinde aciklanglardir. Bu ¢alymada CPF'nin en dik dergim
(0.13 mg/L) grubunda tim surelerde SOD aktivitesidegisikli ge neden olmamasi

uygulanan degimin etki icin yeterli olmamasina gianabilir.

Antioksidan enzimlerin aktivitesi, ksenobiyotikleriuygulama suresi ve
derisiminin yani sira turlerin hassasiyetine ghaolarak da ary veya azalma
gosterebilir. Ksenobiyotiklerin ofturdugu antioksidan aktivitede agtolmasi genel
bir kural olmamaktadir [Oru¢ ve Usta 200Q. carpidda fenthionun oksidatif stres
Uzerine etkisinin agarildigi bir calsmada, beyin SOD ve CAT aktivitelerinde
kontrole gore dgisim olmadg bildirilmistir [Uner vd., 2009]. Bununla birlikte Hai
vd. 1997 yaptiklari bir caymada,C. carpio ve Ictalarus nebulosusia dichlorvos
etkisinde karager SOD ve CAT aktivitelerinin agtigosterdgini bildirmislerdir.
Arastirmacilar, bu argin pestisit etkisiyle, okan reaktif oksijen metabolitlerinin
artisl sonucu oldgu seklinde aciklama yaplardir (Hai vd. 1997).

GPx, GSH'In oksidasyonu vyoluyla ,8,nin  H,O'ya indirgenmesini

katalizleyen enzimdir. Enzim, hayvan dokularindggya olarak bulunmaktadir ve
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hidrojen donori olarak GSH’a spesifiktir. Bununlalikte, H,O,'den baka diger
peroksitlere de etki etmektedir. Linolenik ve liaid asit peroksidasyon trunleri gibi
yag asidi hidroperoksitlerinin, diik oranlarda kolesterolf#hidroperoksit ve bunun
yaninda in vitrocalismalarda enzim aktivitesini 6lgmek tzere siklikldl&alan t-
butil ve kiimen hidroperoksitler gibi sentetik higevoksitlerin de GSH-igaml
indirgenmelerini  katalizlemektedir [Halliwell ve @aridge, 1999]. GPxXler

oksidatif strese kar savunmada dnemli rol oynamaktadirlar [Cnubben2@01].

Bu calsmada CPF etkisine maruz kal@n carpidda karacger dokusu GPx
enzim aktivitesinde kontrole gére dnemli orandaskant belirlenmgtir. Glnlere gore
en oOnemli artin dordinct gun gercekkesi saptanmygtir. Bu calgmada GPx
aktivitesinde tim surelerde CAT aktivitesine goahal fazla arglar géralmigtir. En
yuksek artgin goruldigt 4. gin 0. 13 mg/L CPF grubunda CAT aktivitesi tkoh
grubuna yakin iken, GPx aktivitesinin kontrol grabdan % 150 agi gOsterdgi
saptanmytir. Onuncu gin ise tam tersi hiekilde GPx aktivitesi kontrole yakin
bulunurken, CAT aktivitesinde agtbelirlenmitir. GPx spesifik aktivitesinin, artan
CAT enzim aktivitesi nedeniyle substrat wamasisonucu azalngiolabilecesi ileri
surtlmigtar [Durmaz vd., 2006].

2,4-diklorofenol etkisindeC. auratu&da karacger GPx aktivitesinin art#
belirlenmitir. Bu artsin GPx’in CAT’a oranla HO,'in detoksifikasyonunda daha
etkili bir antioksidan enzim olmasindan kaynaklatesdegi belirtilmistir [Zhang ve
ark., 2005]. GPx enzim aktivitesindeki grtoksidatif stres durumuna karkoyma
mekanizmasinda izlenen adaptasyon olarak acikiamrfBanerjee vd., 1999; Demir
vd., 2011 ]. Bu cajmada GPx aktivitesinde gozlenen qrti oksidatif stresten
kaynaklanan lipid hidroperoksitlerini detoksifiyéme amacli [Banerjee vd., 1999]

oldugu disinulmektedir.

LPO cok iyi tanimlanngl bir hiicresel hasar mekanizmasi olup doku ve
hiicrelerde oksidatif stresin bir indikatori olakaklaniimaktadir [Dorval vd., 2003].
LPO membran fosfolipidlerindeki doymagnyag asitlerinin oksijen ile reaksiyona

girerek, lipid hidroperoksitlerini okiurmalarindaki olaylar dizisidir. Bir dizi
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reaksiyon sonucu MDA, bazi aldehitler, konjuge tkenucucu hidrokarbonlar gibi
drtnler ortaya ¢ikmaktadir. LPO gostergesinistltan peroksidasyon uriinlerinden
MDA'nin olcimu, tiyobarbdtirik asit ile reaksiyonosucu yapilmaktadir [Slater,
1984; Sushil, 1989].

Serbest radikallerin lipid molekullerine vegdizararin en yaygin gosterimi,
LPO’un en 6nemli trini olan MDA'dir. Uc ya da dataala cift ba iceren y&
asitlerinin  peroksidasyonunda MDA meydana gelir.us@h MDA, hicre
membranlarindan iyon alerisine etki ederek membrandaki Bilderin capraz
baglanmasina yol acarak, iyon gecirggniin ve enzim aktivitesinin dgsimine
neden olabilmektedir [Hagihara vd., 1984]. OP dikler, organizmalardaki
biyotransformasyonlasirasinda @ gruplariacga cikarmaktadirlar. Aga c¢ikan bu
gruplar, hiicre zafosfolipidlerinde LPO ve sonucta hiicre hasarinaeeneaimaktadir
[Altuntas vd., 2003b; Mercan, 2004].

Bu calsmada karager dokusunda 6lcilen MDA duzeylerinde; CPF subletal
derisim gruplarinda kontrole gore birinci gin herhangi farklihk gb6zlenmezken,
denemenin gier gunlerinde argi ve azalmalar kaydedilgtir. En 6nemli arglar
denemenin dérdincu gunu 0.26 mg/L ve 0.52 mg/L GRIplarinda saptangtir.
Cypermethrin etkisindeC. carpio ve O. niloticusda karacger ve bdbrek dokusu
MDA diizeyinde ary meydana geldi bildirilmistir [Uner vd., 2001]. Ballesteros
vd., [2009]Jenynsia multidentatda endosilfan etkisinde karger, beyin, kas ve
solungag¢ dokularinda LPO dizeyinin 6nemli orandia gosterdgini bildirmislerdir.
O. mykis&e metil parathion ve diazinonun 24, 48 ve 72 ssiateyle solungac,
karacger ve kas dokularinda antioksidan enzim aktivitekeretkileri incelendii
calsmada, MDA miktarinda ve antioksidan enzim aktiwatelde degim ve siureye
bagli olarak artma ve azalmaklinde etkilgimler gozlenmgtir [Isik ve Celik, 2008].
Organofosforlu CPF etkisind€. carpio karacger dokusunda MDA miktarinda
sureye gbre meydana gelen @axte degisimlerin, antioksidan enzim aktiviteleriyle
aralarindaki ilskiye bagsli oldugu benzer ¢cajmalarda da bildirilmgtir [Orug ve Usta
2007;  Hernandez-Moreno vd., 2010; Moraes vd., ROJshakumary ve
Vijayammal, [1996 a] ve Baskaran vd., [1999], LPfDnlerindeki argin, SOD ve
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CAT gibi antioksidan enzim aktivitelerindeki azalnha iliskili olabilecegi serklinde
aciklama yapmlardir. CAT ve SOD aktivitelerindeki azalma, stigesio ve peroksit
radikallerinin birikimine neden olarak hidroksil difzalinin Gretimi sonucunda

LPO’yu arttirabilmektedir [Ashakumary ve Vijayammab96 b].
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5. SONUC ve ONEHLER

Bu calsmadaC. carpioi¢cin CPF’'nin 96 saatlik L& degeri 2.08 mg/L olarak
tespit edilmgtir. Deney suresince gozlenen davsatsisikleri, kontrole gore genel
aktivitede azalma, denge kaybi, diizensiz yizmeuyersorta kisminda uzun sire

hareketsiz kalma gibi tipik noérotoksik 6zelliktedagu goralmigtar.

CPF subletal degimlerinin deney baliklarinin davranive morfolojileri
Uzerine etkileri incelendinde kuyruk omur griligi saptanmgtir. Bu durumun
CPF’nin norotoksik etkisinden dolay! gtugu disiintilmektedirileride CPF lizerine

yapilacak ¢capmalarda konunun AChE aktivitesiyle desteklenmegil&h olacaktir.

CPF subletal ortam deninleri etkisindeC. carpio karacger dokusu CAT,
SOD ve GPx enzim aktivitelerinde ve LPO Urlnlerirgieeye ve degime bali
olarak dgisimler meydana gelngiir. Bu veriler, organofosfath insektisit olan
CPF’ninC. carpidda oksidatif strese neden olglinu gostermektedir.

Bu calsmadan elde edilen veriler, gunimizde tarim alamdar yaygin

olarak kullanilan CPF’nin akut toksisitesinin oldak yiksek oldgunu,

insektisitlerin kullaniminin kontrol altina alinmagerektgini géstermektedir.
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