T.C.
KAFKAS UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

AZOTLU GUBRENIN Capoeta capoeta capoeta (GULDENSTTEAD
1772)’NIN KARACIGER, BAGIRSAK, SOLUNGAC, BOBREK
HISTOPATOLOJIiSI VE SERUM PROTEINLERi UZERINE
ETKILERI

Seda VURAL

YUKSEK LISANS TEZIi

Damisman

Yrd. Do¢. Dr. Mubhittin YILMAZ

KARS

2011






Bu tez ¢alismas1 2011 — FEF — 10 numarali proje ile Kafkas Universitesi Arastirma

Fonu tarafindan desteklenmistir.

T.C.
KAFKAS UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

AZOTLU GUBRENIN Capoeta capoeta capoeta (GULDENSTTEAD
1772)’NIN KARACIGER, BAGIRSAK, SOLUNGAC, BOBREK
HISTOPATOLOJIiSI VE SERUM PROTEINLERi UZERINE
ETKILERI

Seda VURAL

YUKSEK LISANS TEZi

Damisman

Yrd. Do¢. Dr. Mubhittin YILMAZ

KARS

2011



T.C. Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisit Biyolojt Anabilim Dali Yiiksek Lisans
Sgrencisi Seda VURAL’m Yid. Dog¢. Dr. Mubhittin YVILMAZ® in damgmanhfinda yitksek
lisans tezi olarak hazrladign “Azotlu Giibrenin Capoeta Capoera Capoeld {Guldensttead
1772) mn  Karacigef. Bagirsak, Solungag, Bobrek 1listopatolojisi ve Serum Proteinieri
Ulzerine Ltkileri” adh bu galigma. yapilan tez savunmasi Sinavi sonunda jiri tarafindan
Lisanststii Egitim Yonetmeligi uyannca degerlendirilerek o.ﬂ...b:c[-ajtr ........... ile kabul

edilmistir.

Adi Sovad:

Baskan MediDos R WK‘-’(E:;‘%MJYIP%
Uye :.‘lca'.vmﬂ.-..l‘.-‘es...I‘rﬂu.f?n.‘c....&&7153::\3‘
Uye Mrd. Do O ‘L.;sw,c. A= YN
Bu tezin kabulii, Fen Bilimleri Enstitisii Yonetim Kurulunun et 20100 glin Ve L a—

sayih karar ile onaylanmgtir.

Doc. Dr. Muzaffer ALKAN

Enstiti Mudiiri



ONSOZ

Bu calisma, Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda

yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada; Azotlu giibrenin Capoeta capoeta capoeta (Guldensttead 1772)’nin
karaciger, bagirsak, solungag, bobrek histopatolojisi ve serum proteinleri iizerine

etkileri incelenmistir.

Tez konumun seciminde, tezimin hazirlanmasinda ve sonuglandirilmasinda yol
gosterici olan, yogun calismalarindan bana zaman aymrarak engin tecriibe ve
birikimlerinden yaralanma firsat1 veren, degerli yonetici danigman hocam Sayimn Yrd.
Dog¢. Dr. Muhittin YILMAZ’ a ve laboratuar calismalarimin yiiriitilmesinde ve
sonuclandirilmasinda yakin ilgilerini, destek ve katkilarmi esirgemeyen degerli
hocam Yrd. Dog. Dr. Yusuf ERSAN’a, arkadaslarim Ars. Gor. Duygu Tanrikulu ile
doktora Ogrencisi Evren Kog¢’a ve de her zaman yanimda olup, desteklerini

esirgemeyen aileme tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Ayrica ¢alismami maddi yonden destekleyen Kafkas Universitesi Arastirma Fonu

(2011- FEF — 10 numaral proje)’na tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Bu calismada, Azotlu giibrenin Capoeta capoeta capoeta (Guldenstteadt 1772)’nin
karaciger, bagirsak, solungag, bobrek histopatolojisi ve serum proteinleri iizerine
etkileri arastirildi. Kars Cayi’ndan yakalanan baliklar 300 litrelik tanklara konularak
10 giin siireyle ortama adaptasyonlar1 saglandi. Daha sonra her grupta 12 adet balik
bulunan 3 grup olusturuldu. 1. gruptaki baliklar normal su ortaminda, II. ve III.
gruptaki baliklar ise sirastyla 15 ve 30 mg/L giibre igeren su ortamlarinda 15 giin
siireyle bekletildi. Bu siire sonunda elektroforetik ve histopatolojik caligmalar i¢in
baliklardan kan ve doku ornekleri alindi. Elde edilen serum ornekleri Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)’nde vyiiriitiildi. Doku
ornekleri ise %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edilerek rutin histolojik
yontemlerle parafin bloklar hazirland1 ve 3-5 p kalinliginda kesitler alind1 ve elde
edilen kesitlerin tamam1 hematoksilen ve eosin boyama metoduna gére boyanarak

151k mikroskobunda incelendi.

Serum numunelerinin SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegraminda kontrol
grubundaki baliklarin protein bantlarma gore, 15mg/L ve 30mg/L azotlu giibre
uygulamasi sonucunda 118 kD, 89 kD, 53 kD, 49 kD, 45 kD ve 26 kD’luk protein
bantlarinda kontrol grubuna gore kalmlagsmalar meydana geldigi, 100 kD, 60 kD ve
34 kD’luk protein bantlarmin inceldigi, 31kD’luk protein bandinin inhibe oldugu ve
68,5 kD’luk protein bandmin yeni sentezlendigi saptandi.

Azotlu giibre uygulamasi ile olusturulan gruplardan elde edilen karaciger, bagirsak,
solunga¢ ve bobrek dokularinda yapilan histopatolojik incelemelerde doz artisiyla

orantili olarak dejenerasyon, nekroz ve yangisal hiicre infiltrasyonlari tespit edildi.

Sonug¢ olarak, 15 ve 30 mg/L azotlu giibre uygulamasinin Capoeta capoeta
capoeta’da toksik etkilere neden oldugu ve sucul ortamlara azotlu giibrenin fazla

miktarda bulasmasinin zararh olacagi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Azotlu giibre, Capoeta capoeta capoeta, serum protein, SDS-

PAGE, azot, histopatoloji.



ii

ABSTRACT

In this study, the effects of nitrogen fertilizer on Capoeta capoeta capoeta species
(Guldenstaedt 1772) were searched by electrophoretic and histopathological
methods. The fish caught from Kars River were put into 300 liters tanks and they
were enabled to adapt into the medium for 10 days. Later, they were divided into 3
groups. The fish in the 1** group were held in normal water, 2™ and 3™ groups were
held in the water containing 15 mg/L and 30 mg/L nitrogen fertilizer respectively for
15 days. At the end of this period blood and tissue samples were taken from the fish
for electrophoresis and histopathological examinations. Serum samples obtained
were carried out in Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE). Tissue samples were fixed in %10 formaldehyde solution and paraffin
blocks were prepared by routine histological methods and section 3-5 p thickness
were performed and all of the sections were stained according to hematoxylin and

eosin method and investigated under light microscope.

In SDS-PAGE examination of Serum proteins, it was determined that in group
applied 15 and 30mg / L nitrogen fertilizer was thickened in protein bands of 118
kD, 89 kD, 53 kD, 49 kD, 45 kD ,26 kD and it was determined that in group applied
15 and 30mg / L nitrogen fertilizer was narrowed in protein bands of 100 kD, 60 kD
and 34 kD. Also it was confirmed (determined) that in group applied 15 and 30 mg /
L nitrogen fertilizer was disappeared in protein band 31 kD, however, it was
determined that in group applied 15 and 30 mg / L nitrogen fertilizer was took place
a new protein band of 68,5 kD. In histopathological examination, an increasing level
of degeneration, necrosis and inflammation cell infiltration was observed in the
tissues of the liver, intestine, gill and kidney tissues in experimental fish groups in

proportion with the increasing of dose.

As a result, it was concluded that applications of 15 and 30 mg / L nitrogen fertilizer

could be toxic for health of Capoeta capoeta capoeta.

Key Words: Nitrogen fertilizer, Capoeta capoeta capoeta, serum protein, SDS-

PAGE, nitrogen, histopathology.



iii

CiZELGELER DiZiNi

Sayfa No
Cizelge 2.2.2. : Su yetistiricilik sistemlerinde baslica azot formlari 8
Cizelge 3.4.1: Total protein tayin prosediirii 17

Cizelge 3.5.9.1: Degisik Konsantrasyonlarda Ayirma Jeli Hazirlama Prosediiric 21

Cizelge 3.5.9.2: Degisik Konsantrasyonlarda Stoklama Jeli Hazirlama Prosediirii 21



RESIMLER DiZiNi

Resim 2.3.2: Siraz balig1 (Capoeta capoeta capoeta)

Resim 4.1: Azotlu giibreye maruz birakilan Capoeta capoeta

capoeta nin SDS-PAGE yontemiyle elde edilen serum proteinlerinin

elektroforegrami

Resim 4.2: Kontrol grubu karaciger dokusu

Resim 4.3: 15mg/L azotlu giibre uygulanan karaciger dokusu

Resim 4.4: 30mg/L azotlu giibre uygulanan karaciger dokusu

Resim 4.5: Kontrol grubu bagirsak dokusu

Resim 4.6: 15mg/L azotlu giibre uygulanan bagirsak dokusu

Resim 4.7: 30mg/L azotlu giibre uygulanan bagirsak dokusu

Resim 4.8: Kontrol grubu solunga¢ dokusu

Resim 4.9: 15mg/L azotlu giibre uygulanan solunga¢ dokusu

Resim 4.10: 30mg/L azotlu giibre uygulanan solunga¢ dokusu

Resim 4.11: Kontrol grubu bobrek dokusu

Resim 4.12: 15mg/L azotlu giibre uygulanan bobrek dokusu

Resim 4.13: 30mg/L azotlu giibre uygulanan bobrek dokusu

v

Sayfa No

13

28

28

29

30

30

31

32

32

33

34

34

35



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

kg Kilogram
gr Gram

mg Miligram
ug Mikrogram
L Litre

ml Mililitre

pl Mikrolitre
m Metre

cm Santimetre
mm Milimetre
n Mikron
rpm Devir / dakika
° Derece

C Santigrant
sn Saniye

dk Dakika

pm Mikromol
M Molar
ppm Milyonda bir kisim
% Yiizde

kD Kilodalton



\% Voltaj

mA Amper

N Azot

N, Serbest azot
NH; Amonyak

NH, Iyonize olmus amonyak
NO; Nitrit

NO;5 Nitrat

P Fosfor

C Karbon

K" Potasyum

NaCl Sodyum klortir
HCI Hidroklorik Asit

CH;COOH Asetik asit

Kisaltmalar
SDS-PAGE Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

TEMED N,N,N',N' - Tetra methylethylen diamine

dH,O Distile su
Org-N Organik azot
TA-N Toplam amonyak azotu

MHI Mononiikleer hiicre infiltrasyonu



1.GiRiS

Cevre, doga ve insan tarafindan bigimlenen 6geler ve kosullar biitiiniidiir. Insan ve
cevre birbirini tamamlayan, karsilikli etkilesim i¢cinde olan kavramlardir. Fakat son
zamanlarda insan-doga iligkilerinin olumsuz yonden c¢esitli boyutlara ulastigi
goriilmektedir. Ciinkii insanoglu varolusundan itibaren kendi yasamsal ve kiiltiirel
faaliyetleri i¢in dogal cevresini kirletmis, degistirmis ve dogadaki dengeleri
bozmustur [1]. Cagimizda dogal dengeyi, insan ve hayvan sagligim tehdit eden en
onemli tehlikelerin basinda ¢evre sorunlar1 gelmektedir. Hizla artan diinya niifusunun
beslenmesi, gelisen endiistrilerin ve daha uygar yasama diizeyi saglama amaci ile
siirdiiriilen cabalarin istenilmeyen bir sonucu olarak ortaya c¢ikan giliniimiizde de
giderek artan boyutlarda 6nemini korumaktadir [2]. Hayatin temel 6geleri olan hava,
su ve toprakta olusan kirlilik insan hayatmi ve gelecegini olumsuz ydnde
etkilemektedir. Ozellikle dogal su kaynaklarinda meydana gelen kirlilik, su
kaynaklarmin siirekliligini etkileyecek boyutlara ulagmistir. Boylece suyun fiziksel,
kimyasal ve biyolojik Ozellikleri olumsuz yonde degismistir [1]. Dogal dengeyi
bozan kirletici unsurlar; organik maddeler, endiistriyel atiklar, petrol tiirevleri, yapay
tarimsal giibreler, deterjanlar, radyoaktif maddeler, pestisitler, inorganik tuzlar,

yapay organik kimyasal maddeler ve atik 1s1 seklinde gruplandirilabilirler [3].

Yapay giibrelerin kullanilmaya baslanmasindan sonra giibrelerin  toprak
verimliligine, Uretilen besin maddelerinin niteligine ve cevreye etkisi {izerindeki
tartigmalar stiriip gitmektedir. Giibrelerin kullanilma alani ve kullanilan miktarlarmin
artmasi, bu tartismalar1 daha da alevlendirmis ve gilibreler ¢evre sularmin
kirlenmesinde temel unsur olarak gosterilmeye baslanmistir. Primer kirlenme olarak
adlandirilan, sularm bitki besin maddeleri ile kirlenmesinin son senelerde arttigi
bununla ilgili olarak da sularin niteliginin diistiigii bilinen bir gercektir. Sularin temel
kirleticisi olarak da nitrat ve Ozellikle fosfat goriilmektedir. Ciinkii bu iki besin
maddesi su florasinin gelismesinde temel unsur olarak goriilmektedir. Sulardaki bitki
besin maddesi oranimnin yiikselmesi algler ve diger su bitkilerinin gelismesine ve

sirekli olarak organik madde iiretilmesine neden olur. Sular kendi kedini



temizlerken, organik maddelerin parcalanmasi i¢in suyun oksijeni kullanilmakta ve

sulardaki oksijen azalmasiyla sekonder su kirlenmesi ortaya ¢ikmaktadir.

Azotlu giibrelerin nitrat kaynagi olarak sularm kirlenmesinde temel etken olmasi akla
yakin gelmektedir. Zira azotlu gilibreler masraf-fayda yoniinden, faydanin agir
basmasi ve devlet tarafindan cesitli onlemlerle desteklenmesi nedeniyle; kullanma

alaninin hizla artmasi toprak verimliligini de arttirmastir [4].

Azotlu iirlinler farkli hayvan gruplarinda bosaltim, asit-baz dengesi, osmoregiilasyon
ve yiizme yetenegi gibi degisik fizyolojik fonksiyonlarda son {iriin olarak
goriilmektedir. Buna ek olarak ortalama % 25 civarinda azotlu iiriin yemlerle (%11-
36) ya da diger besleyicilerle (organik ve inorganik giibreler) de ortama
katilabilmektedir. Bu sekillerde ortama katilabilen azot atiklar1 birikerek havuzlarin
asimilasyon kapasitesinin iistline ¢ikar. Su kalitesinin bozulmasma neden olan bu

olay ayn1 zamanda sucul organizmalar i¢in toksik etki yapmaktadir [5].



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1.Giibre/Giibreleme

Tohumun ¢imlenmesinden olgunluk devresinin sonuna kadar, bitki tarafindan
topraktan somiiriilen veya toprak iistii organlar1 tarafindan alinabilen organik veya
inorganik tabiatli olan, bitkilerde gelismeyi uyaran maddelere “giibre” ; bu
maddelerin topraga, govdeye veya yapraklara verilmesine de “giibreleme” denir [6].

Giibrelemenin baslica iki amac1 vardir. Bunlar;
1- Topraklar1 bitki besin maddelerince zenginlestirmek,

2- Topraklarin fiziksel ve biyolojik 0Ozelliklerini diizeltmek suretiyle
yetistirilecek bitkiye daha 1yi bir gelisme ortami saglamaktir [7]. Niifus
artigina paralel olarak azalan tarim topraklari1 nedeniyle birim alandan
alinacak iirlin miktarinin arttirilmasi amaciyla giibreleme, sulama ve tarim

ilact uygulamalar1 yapilmaktadir [8].

Geligmis tilkelerde niifus artis1 % 0.5 diizeyinde iken gelismekte olan tilkelerde bu
oran % 2.5’e kadar ¢ikabilmektedir. Imkanlarin daha smirl oldugu gelismekte olan
iilkelerde, artan niifusun ihtiyaglarmi karsilamak amaciyla kimi zaman giivenlik ve
cevre kirliligi gibi, etkileri uzun silire sonra ortaya ¢ikabilecek konular daha az
dikkate alinmakta ve bunun sonucu olarak tarimsal alanlarda kontrolsiiz giibre ve ilag

kullanimi1 glindeme gelebilmektedir.

Tarim topraklari, bitki besin maddelerinin bitkiler tarafindan alinmasi, yikanmasi ve
erozyona ugramasi sonucu zamanla fakirlesmektedir. Bu nedenle; tarimsal {iretimin
en 6nemli kaynagi olan toprak; giibreleme, zararlilarla miicadele, isleme, sulama gibi
tarimsal islemler ile verimli hale getirilmeye calisilmaktadir. Topragin verimliligini
stirdiirebilmesinde bitkilerce kaldirilan besin maddelerinin topraga takviye edilmesi
yani giibrelenmesi onemli konulardan birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Giibreler

bu nedenle yillardir 6nceligini korumaktadir [9].



Ulkemizde 1950'li yillardan sonra ve o6zellikle 1960l yillarda tarimda yaygin
kullanim alan1 bulan suni giibrelerin tarimsal verimi artirdigi tartisilamaz ama
ekolojik agidan rasyonelligi heniiz kanitlanmis degildir. Ancak sularda deterjan, suni
gilibre ve pestisit atiklarindan kaynaklanan alglerin asir1 iiremesi ve otrifikasyon;
otrifikasyonun derecesine gore yumurta birakilmasi, yumurtanin doéllenmesi ve
baliklarin beslenmesini olumsuz yonde etkilerken, sularda ¢6ziinmiis oksijeni
azaltarak c¢oziinmiis oksijen ihtiyaci fazla balik tiirlerinin yok olmasina da neden

olmaktadir. [10].

Giibrelerden kaynaklanan kirlilik kapsaminda tlizerinde en fazla durulmasi gereken ve
en fazla risk unsuruna sahip olan kirlilik ¢esidi sulardaki nitrat kirliligidir. Cilinkii
nitrat, tarimsal tretimde kullanilan giibrelerle giin gectikge artan miktarlarda
kullanilmakta ve toprakta birikmektedir. Biriken bu nitrat kosullara gore degisen
miktarlarda  yikanarak toprak derinligine hareket etmektedir. Toprakta
mikroorganizmalar tarafindan nitrifikasyonla giibre nitrata doniigiir ve nitratin negatif
yiiklii olmas1 nedeniyle yikanarak taban suyuna ulasir. Ideal kosullarda bile topraga
uygulanan azotlu giibrelerin ancak % 50’sinin bitkiler tarafindan kullanildigi, % 2-
20’sinin buharlasma yoluyla kaybedildigi, % 15-25’inin killi toprakta bulunan
organik bilesikler ile birlestigi ve geri kalan % 2-10’luk kismmin yiizey ve yer alt1
sularmna karigtig1 ifade edilmektedir. Sulardaki yiiksek nitrat seviyesi, canliligin
azalmasma, Oli cocuk dogumlarina, disiik dogum agirhiklarina ve ¢iftlik
hayvanlarinda diisiik agirliklara neden olmaktadir. Nitrat iyonu insan viicudu igin
toksik degildir. Fakat nitratin indirgenmesi ile olusan nitrit iyonlar1 bebeklerde,
methemoglobin adi verilen bir hastaliga neden olmakta ve oliime kadar varabilen
sonuglar dogurabilmektedir. Nitratin toksik karakteri {izerinde ¢aligan arastirmacilar
birim alanda kullanilan azot miktarlar1 ile mide kanserinin neden oldugu 6lim

vakalar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirtilmistir [9].



2.2. Azot

Azot, periyodik cetvelde N simgesi ile gosterilen bir element olup atom numarasi 7
dir. Renksiz, kokusuz, tatsiz ve atil bir gazdir. Azot, diinya atmosferinin yaklagik
%78'ini olusturur ve tiim canli dokularinda bulunur. Azot ayrica, aminoasit,

amonyak, nitrik asit ve siyaniir gibi 6nemli bilesikler de olusturur [11].

Azot canli yapismin temel elementlerinden birisidir ve canli materyallerin kuru
agirliklarinin % 5’ini olusturmaktadir. Azotun ¢ogunlugu proteinlerde aminoasitler

olarak bulunur ve canlilarin besininin vazgecilmez bir bilesenini olusturur [5].

Canli metabolizmasinda genetik 6zeliklerin nesilden nesile gegisini saglayan azot
elementi atmosfer ile yer kabugunun iist kismin1 kaplayan toprak arasinda dinamik
bir denge ile dongiisiinii tamamlamaktadir. Azotun ana kaynagi atmosferde gaz
halinde bulunan dilimidir. Biyolojik yolla fikse edilen (baglanan) azot canlilarin
organik dokularmin bilesimine girmekte ve yitirilen bu dokular daha sonra
parcalanarak organik, inorganik ve gaz formunda bilesiklere doniismektedirler.
Toprakta bulunan organik bagli azotun NH4 formuna doniismesi amonifikasyon adini
alirken amonyumun NO;- ve NOs- e doniismesine nitrifikasyon denir. Bu islemin
tamami ise azot mineralizasyonu olarak tamimlanir. Toprakta bulunan azotun
tamamina yakin1 organik formdadir. Maksimum nitrifikasyon i¢in topraktaki
optimum sicaklik 25-35 °C ve pH 6-8 arasmda olmalidir. Mantarlar gibi
mikroorganizmalarin etkili oldugu cok asidik topraklarda da nitrifikasyon olay1
gerceklesebilir. Bu olayda olusan nitritin hemen nitrata donlismesi istenir. Ciinkii
nitritin toprakta artis1 zararhidir. Toprakta bagl bulunan organik formdaki azotun
yarayighh hale gelmesi amonifikasyon ve nitrifikasyon olaylarinin sonucudur.
Topraga azot kazandirmanin bir baska yolu da yine topraktaki mikroorganizmalar
tarafindan  olmaktadir. = Atmosferin  serbest halde  bulunan  azotunun
mikroorganizmalar araciligiyla biyokimyasal olarak organik forma doniistiiriilmesi
tarimda Biyolojik Azot Fiksasyonu olarak adlandirilir. Yapilan arastirmalar en iyi N,
baglanmasmin baklagil bitkilerinin bulundugu topraklarda oldugunu ortaya

koymustur [12].



Azotlu iirlinler farkli hayvan gruplarinda bosaltim, asit-baz dengesi, osmoregiilasyon
ve yiizme yetenegi gibi degisik fizyolojik fonksiyonlarda son iirtin olarak
goriilmektedir. Buna ek olarak ortalama % 25 civarinda azotlu iiriin yemlerle (%11-
36) ya da diger besleyicilerle (organik ve inorganik giibreler) de ortama
katilabilmektedir. Bu sekillerde ortama katilabilen azot atiklar1 birikerek havuzlarin
asimilasyon kapasitesinin iistliine ¢ikar. Su kalitesinin bozulmasma neden olan bu

olay ayn1 zamanda sucul organizmalar i¢in toksik etki yapmaktadir.

Canli bilinyesinin yani1 sira besin maddelerinde ve 6lii organizmalarda bulunan azot,
dogada, atmosfer-su sisteminde azot ¢evrimi dedigimiz bir dongii i¢inde siirekli bir
dolanim halindedir. Bu nedenle azot bilesiklerinin su kirliligi agisindan 6nemli bir
kilit rolii vardir. Bunlarin basinda 6trofikasyon, O, bilangosunun etkilenmesi ve igme
sularindaki toksikolojik sorunlar gelir. Su ortaminda bulunan azot bilesiklerini azot,
organik azot, iyonize olmamig amonyak, amonyum, toplam amonyak, nitrit ve nitrat

olusturmaktadir.

Akuatik ortamda amonyak ve nitrit en toksik azotlu bilesiklerdir. Nitritten farkli
primer olarak balik tarafindan iiretilmesi dolayisiyla, amonyagin ve olusturdugu

toksisitenin bilinmesi ¢ok énemlidir [5].
2.2.1. Azot Cevirimi

Atmosferde bol miktarda (% 78) azot (N;) bulunmasma karsilik canlilar bunu
dogrudan alip kullanamaz. Canlilar, azotu ancak azot bilesikleri (azotlu maddeler)
halinde alir. Bu amagla hayvanlar aminoasitlerden, bitkiler ¢oziinmiis azot

tuzlarindan azot gereksinimlerini karsilar.
Azot dongiisii, asamali olarak asagidaki gibi gerceklesir:

- Olen organizmalarin yapisindaki azot bilesikleri topraga karisir. Bir yandan da

hayvanlarin bosaltim artig1 olan amonyak gibi azotlu maddeler de dogaya verilir.

- Toprak ve sularda bulunan bakteriler bu azot bilesiklerini pargalar. Parcalama
sirasinda ¢esitli maddelerin yaninda amonyak (NHs) ve serbest azot (N;) olusarak

ortama karisir.



- Amonyak, kimyasal tepkimelerle amonyum tuzlarma doniisiir.

- Bazi 6zel bakteriler, amonyum tuzlarini nitrit (NO,) ve nitratlara (NO3) doniistiiriir.
Baklagillerin koklerindeki gibi azot baglayici bakterilerle algler, havanin serbest
azotunu nitrit ve nitratlara doniistiiriir. Bu arada simsek ve yildirim da havadaki

azottan nitrat olusumunu saglar.

- Suda kolayca coziinen nitratlar, bitkilerin kokleriyle alinip kullanilir. Kullanilan
azotla bitkilerin protein, niikleik asit gibi azotlu maddeleri iiretilir. Bunlarm bir kism1
bitkilerle beslenen hayvanlarm viicuduna geger. Azot oksitleri vb. gazlarin yapay

olarak bol miktarda tiretilip kullanilmasi, ozon tabakasinin incelmesine neden olur.

Yukarida siralandig1 gibi canlilarla cansiz ¢evre arasinda azot dongiisii gerceklesir.
Azotun asil kaynagi olan atmosferdeki azotun azalmamasi, azot dongiisii ve dogal

dengenin bozulmamasi i¢in;
- Giibre liretiminde hava azotunun asir1 kullanilmasi engellenmeli,

- Fosil yakitlarin asir1 kullanilmasi yerine gilinesten, riizgardan enerji iireten alternatif

enerji kaynaklariin kullanilmasi saglanmalidir [13].



2.2.2. Azot Tirleri:

Cizelge 2.2.2. : Su yetistiricilik sistemlerinde baslica azot formlar1 [5].

Form Sembol Sucul Ortamdaki Rolii

Azot N, Etkisiz gazdir. Atmosferden su igine ve
disma hareket eder, 6nemi yoktur.

Organik Azot Org -N Serbest amonyagin par¢alanmasiyla olusur.

Iyonize olmamis | NH;3 Sucul hayvanlar i¢in olduk¢a toksiktir.

amonyak Yiiksek pH diizeyinde daha ¢ok ortaya
cikmaktadir.

Iyonize olmus | NH," Cok yiiksek konsantrasyonlar1 disinda

amonyak toksik degildir. Diisiik pH diizeylerinde

(Amonyum) daha c¢ok ortaya ¢ikmaktadir.

Toplam amonyak NH;+NH," Iyonize ve iyonize olmamis amonyagin
toplamidir. Cogunlukla amonyak testlerinde
toplam amonyak azotu olarak 6l¢iim yapilir.
Nitrifikasyon bakterileri ile nitrite doniistir.

Nitrit NOy Sucul  hayvanlar i¢in  toksiktir  ve
nitrifikasyon bakterileri ile nitrata doniistir.

Nitrat NOs Cok yiiksek konsantrasyonlar1 disinda
toksik degildir. Su bitkileri tarafindan

kullanilabilir.




Amonyak (NH3): Amonyak dogal sularda genellikle amonyum azotu (NH4) halinde
bulunur ki buna serbest veya tuz halindeki amonyak denir. Sularda amonyak,
kimyasal ve fiziksel olaylar veya mikroorganizma faaliyetleri sonucunda olusur.
Kimyasal ve fiziksel olaylar sonucunda olusan amonyagin sagliga zarari yoktur.
Ancak mikroorganizma faaliyetleri sonucunda olusan amonyak organik madde
kaynakli olma ihtimali bakimindan tehlikelidir. 0.5ppm'den biiylik deger de amonyak
kirliligin belirtisidir.

Nitrit (NO,™") : i¢me suyunda kesinlikle istenmez. Giines 15181 ve bazi bakteriler

nitratlar1 nitrite dondistiirtr.

Nitrat (NO3) : Azotlu organik bilesiklerin son ylikseltgenme iirtinleridir. Kuyu
sularinda nitrat genelde daha fazla bulunur. Ozellikle bebeklerde blue-baby denilen
hastaliga neden olur. Viicudu morarmaya baslayan bebeklerde bu hastalik 6liime dahi

neden olabilir.

Nitratlar suya topraktan ge¢cmis olabilir. Fakat amonyak ve nitritten kaynakliysa
tedbir alinmalidir. Ciinkii nitritlerin mevcudiyeti suda kirlenmeyi ifade eder. Nitritler
yiiksek miktarda organik madde ile bulunursa daha biiyilk bir kirlenme s6z
konusudur. Amonyak ta bazi bakteri tiirlerinin ¢ogalmalarmna sebep olur ki bunlar

suya kotii koku verirler.

Bu azot tiirleri alic1 ortama asir1 miktarlarda verildiklerinde organizmalar tarafindan
kullanilirlar. Bu alic1 ortam igerisinde 6trofikasyona (alg patlamasi sonucu oksijen
azlig1) sebep olur. Biriktirme haznelerinde alg patlamasini dnlemek i¢cin hazneye
giren N,P,C konsantrasyonlarini azaltmak ve 15181 kontrol etmek gerekir. Ayrica
haznedeki algleri ¢esitli kimyasal maddelerle 6ldiirmek de ¢6ziim yollarindan biridir.

Ancak haznedeki canli hayat1 da g6z 6niinde bulundurulmalidir [14].
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2.2.3. Azot’un Yol Actigi Kirlilik

Azot, canlilarm yapisin1 olusturan temel elementlerden biridir. Gerek canli
bilinyesinde, gerek besin maddelerinde ve gerekse Olii organizmalarda bulunan azot,
dogada azot dongiisii icerisinde siirekli dinamik bir haldedir. Evsel atik sular
iilkemizde su ortamima ¢ogunlukla dogrudan karistigindan atik suya kisi basma 8-15
g/giin azot brrakilmaktadir [15]. Endiistriyel tesislerden endiistri tiirtine bagli olarak
onemli miktarda azot, su ortamma verilmektedir. Azot yiikii veren baslica endiistri
kuruluslari; giibre, nitroseliiloz, gida, deri, bira ve su endiistrileri ve mezbahalardir.
Nitrat iyonlar1 topraktan kolaylikla yikanarak suya gecmekte, boylece tarimsal drenaj

suyu icerisinde dnemli miktarda nitrat iyonu bulunmaktadir.

Yiizeysel sulardan temin edilen icme sularinda amonyum konsantrasyonunun yiiksek
olmas1 halinde bircok giicliikle karsilasiimaktadir. igme suyunun temini amaciyla
kullanilacak olan yiizeysel sularda amonyum konsantrasyonun 0,2-1,5 mg/L arasinda

olmas istenmektedir. [gme sularinda nitrat konsantrasyonlar1 4,5 mg/L’ yi astiginda

saglik problemleri ¢ikmaktadir. Yiiksek NO; konsantrasyonlarinda, yetigkinlerde
barsak, sindirim ve idrar sistemlerinde iltihaplanmalar goriilmektedir. I¢me
sularindaki yiiksek nitrat konsantrasyonlar1 bebeklerde methaemoglobin hastaligina
neden olmaktadir. Altr aydan kiiciik bebeklerde mide asitleri olusturmaktadir. Ayrica
baliklar ve diger su hayvanlar1 i¢in nitratin toksite sinir1 3-13 g/L, nitritin 20-30
mg/L’dir. Amonyak, keskin kokulu, renksiz bir gaz olup, suda yasayan canlilar
iizerinde zehir etkisi yapmaktadir. Amonyak ¢ogu sularda biyolojik aktif bir bilesiktir
ve azot iceren organik maddenin biyolojik olarak ayrismasi sonucu meydana
gelmektedir. Suda ¢6zlindiiglinde amonyagin bir kismi su ile reaksiyona girer ve
amonyum iyonlar1 olusur. Amonyum iyonu ise amonyak kadar toksik bir etkiye
sahip degildir [16]. Sudaki serbest NHj3, baliklarda merkezi sinir sistemi ile kan
dolasimin1i  olumsuz yonde etkilemektedir. 0.2-2 mg/LL arasindaki NH;

konsantrasyonlarinin baliklar i¢in zararl oldugu bildirilmistir [17].



2.3. Capoeta capoeta capoeta (Guldenstaedt 1772)’nin Sistematikteki Yeri

Regnum (Alem) : Animalia
Subregnum (Alt alem) : Metazoa
Phylum (Sube) : Chordata
Subphylum (Alt sube) : Vertebrata
Superclass (Ust sinif) : Pisces

Class (Sinif) : Osteichthyes
Subclass (Alt sinif) : Actinopterygii
Superordo (Ust takim) : Teleostei

Order (Takim) : Cypriniformes
Family (Aile) : Cyprinidae
Genus (Cins) : Capoeta

Species (Tiir) : Capoeta capoeta
Subspecies (Alttiir) : Capoeta capoeta capoeta [18].

11

2.3.1 Familya ve Cins Ozellikleri

Ulkemizde yasayan kemikli baliklarin, dzellikle de tatli su baliklarmnm biiyiik bir
kismmi olusturan bu familya, Kura-Aras Havzasinda da oldukca yaygindir. Bu
baliklarda bas c¢iplak, viicut ise sikloit tip pullarla oOrtiiliidiir. Agizda maksiller
(maxiller) dis bulunmaz. Baz: tiirlerde agiz protraktil karakterde (koriiklii) olup, tipk1
bir koriiklii hortum seklinde ileriye dogru uzayip kisalabilir. Yag yilizgeci (adipdz
doku) bulunmaz. Bu familyanin en karakteristik 6zelligi olarak farinks dislerinin
varlig1 gosterilebilir. Bu disler genellikle operkulumun altinda ve 4. solungag

yaylarinin gerisindeki faringien kemikler iizerinde olup sira, say1 ve sekilleri tiirlere



12

gore biiylik farkliliklar gosterir. Bu nedenle, cinslerin ve tiirlerin ayiriminda énemli
diagnostik Ozellikler olarak dikkate alinirlar. Sirtta daima tek dorsal yiizgec vardir.
Ventral yiizgegler ise, biitliin cins ve tiirlerde abdominal tiptedir. Hava keseleri
mevcut olup, daima bir bogumla iki loba ayrilmistir. Ayrica pneumatofor adi verilen
bir kanal sayesinde 6zofagus ile devamli irtibat halindedir. Omur seridinin ilk dort
omuru birbiriyle az ¢ok kaynasarak Weber kemikleri denilen 6zel bir formasyon
meydana getirmislerdir. Mide civarinda pilorik ¢ekum denilen kor bagirsaklar
bulunmaz. Genellikle biyiksiz iseler de bazen bir veya iki ¢ift biyik tasiyan
temsilcilerine rastlanmaktadir. Agiz konumu itibariyle terminal, yukariya yonelik

veya alt durumlu olabilir.

Cogunlukla siiriiler halinde yasarlar. Ureme zamani ilkbahar ve yaz aylaridir. Bu
zamanda Ozellikle erkeklerin daha parlak ve siislii bir goriiniim kazandigi, 6zellikle
bas ve viicutlar1 tizerinde kiiciik lireme tiliberkiillerinin meydana geldigi dikkati

¢cekmektedir.

Ekonomik 6nemi olan bu familyanin bazi temsilcileri ¢abuk biiyiimeleri, yapay
dollenme yoluyla yetistirilmelerinin nispeten kolay olmasi gibi nedenlerle dogal

yasam alanlarinin disindaki birgok iilkelere insanlar tarafindan tasimmislardir.

Esas itibariyle, Eski Diinya Kitalar1 adini verdigimiz Asya, Avrupa ve Afrika’ da
yayilis gostermektedirler. Bununla beraber, Amerika’nin Kuzeye yakin bolgelerinde
de bulunmaktadirlar. Daha da genellestirecek olursak, Madagaskar, Avustralya, Yeni
Zelanda, Giiney Amerika, Kuzey Kanada ve Alaska, Gronland ve Izlanda harig
olmak {izere biitiin diinyaya dagilmislardir. Madagaskar ve Amazon civarindaki
mevcudiyetleri insanlar tarafindan ¢esitli maksatlar i¢in tagnmalariyla miimkiin
olmustur. Bu familya diinya yiiziinde 15000°e¢ yakin tir ile temsil edilirse de,

Tiirkiye’de 30 cins ve 70 tiiri yasamaktadir [18, 19].
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2.3.2. Alttiir Capoeta capoeta capoeta (Guldenstaedt 1772)

-

Resim 2.3.2: Siraz balig1 (Capoeta capoeta capoeta)

Viicut yuvarlak olup, kismen iri pullarla ortiilmiistiir. Bas, boyun, maksimal viicut
yiiksekliginden biraz daha biiyiik veya ona esit olabilir ve kuyruksuz viicut boyunda
4,3-4,8 defa bulunur. Uzerleri boynuzsu bir madde ile ¢evrelenmis ve iyi gelismis
dudaklar vardir. Agiz koselerinde bir ¢ift kisa biyik yer alir. Dorsal’in serbest kenar1
hafifce igeriye dogru kavisli ve sonuncu basit 1simnin kaideden itibaren 2/3’i testere

seklinde dislenmistir. Ayn1 1s1n1n serbest ucu ise, tirtiksiz, ince ve esnektir.

Renk sirtta koyu esmer, karin bolgesinde kirli saridir. Heniiz erginlik cagina
ulagsmamig geng fertlerde viicut lizerinde siyahimsi renkli kiiciik benekler goriiliirse
de erginlerde bu benekler tamamen kaybolur ve biitiin viicut homojen bir goriiniis

kazanir. Uzunlugu en fazla 70 cm kadardir.

Esas yayilig alan1 Aras ve Kura nehir sistemleri olan bu irk memleketimizde sadece
Kuzeydogu Anadolu bolgesinde yagamakta olup, s6z konusu nehirlerin smirlarimiz
icerisinde kalan kaynak ve kollarinda bilinmektedir. Eti lezzetli olup, insan gidasi

olarak kullanilir. Bu nedenle memleketimiz i¢in ekonomik 6nemi vardir [19].
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2.4. Cahsma Alam1 Hakkinda Genel Bilgi

Kars Cay1 farkli isimlerle amilan yan kollarin birlesmesinden olusur. Bunlar,
Sarikamig Cayi, Keke¢ Cayi, Katranli Cayi, Bayburt Suyu, Susuz Cayi, Cildir
Golayagi, Karahan Cay1 ve Tazekent Suyudur.

Uzunlugu 93 kilometre olan Kars Cay1’nin en uzun kolu Sarikamis Cay1’dir. Soganl
Daglar’nin Asit Tepe (2350 m) eteklerinden dogan Sarikamis Cayi, Sarikamig
Ilcesi’ni gectikten sonra Kars Cay1 adin1 alir. Kars Cayr’nim su potansiyeli agisindan
en onemli kolu Keke¢ Cay1’dir. Katranli Cay1 ve Bayburt Suyu ile birlestikten sonra
Selim Ilgesi Killik Diizii mevkiinde Kars Cay1’na karisir. Bu noktadan itibaren dogu
yoniinde akismni siirdiiren Kars Cay1 Kars Ili’nin icinden gegerek Kuzeyden gelen

Susuz Cay1 ve Cildir Golii ayagini da alarak Arpagay Baraj Golii’ne dokiiliir [20].
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Deney Diizenegi

Bu calismada boyutlar1 yaklasik olarak ayni olan 36 adet Capoeta capoeta capoeta
kullanildi. Bu baliklar Kars Cay1’ndan yakalanarak laboratuar ortaminda 300’er L’lik
tanklara alindi. 10 giin siireyle ortama adaptasyonlar1 saglandiktan sonra her grupta
12 balik olmak iizere 3 ayr1 grup olusturuldu ve I. gruptaki baliklar normal su
ortaminda, II. ve III. gruptaki baliklar ise sirasiyla 15 ve 30 mg/L, %33’liikk azotlu
giibre (% 16.5 Nitrat azot % 16.5 Amonyum azot) igeren su ortamlarinda 15 giin
siireyle bekletildi. Ozellikle segilen baliklarin saglik durumlarmin iyi olmasina dikkat
edildi. Calisma siiresi sonunda elektroforetik ve histopatolojik caligmalar igin
baliklardan kan ve doku 6rnekleri alindi. Alinan kan numuneleri +4 °C ve 3000 rpm’
de 10 dk santrifiij edilerek serumun ayrilmasi saglandi. Elde edilen serumlar analizler
yapilincaya kadar —20 °C' de saklandi. Numunelerin protein konsantrasyonlar1 biiiret
yontemi ile 6l¢iildii [21]. Doku 6rnekleri ise histopatolojik inceleme i¢in %10’ luk

formalin sollisyonuna alinarak tespit edildi.
3.2. Histopatolojik Calismalar

Formalin soliisyonunda 48 saat tespit edilen karaciger, bagirsak, bobrek ve solungag
doku orneklerinden 2-4 p kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlerin tamami

Hematoksilen — eosin boyama yontemi ile boyanarak 1sik mikroskobunda (Olympus

BX51, JAPAN) incelendi.
3.3. Baliklarda Kan Alma Yontemi

Baliklarin kalplerinden ve kuyruklarindan yeterli miktarda kan alabilmek ig¢in

asagida belirtilen islemlerden yararlanilir.

Canli: Kan alinacak numune canli iken basi yukarida ve kuyrugu asagida olacak
sekilde tutulur ve bir vurusta kuyrugu kesilerek dorsal aort damarindan kan alimi

gerceklestirilir.
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3.3.1. Kuyruktan Kan Alinmasi

Baliklar, baglarinin hemen arkasindan kuyruk kismi asagida kalacak sekilde statife
bagl bir kiskagla tespit edilirler. Pediinkiil hemoskiilatér ile kan damarlarini
kapatamayacak sekilde sikistirilip hareketsiz hale getirildikten sonra keskin bir bigak
ile kuyruk tek darbede kesilir ve dorsal aorttan akmakta olan kan normal plastik

tiiplere direkt alinir.

Hangi yontemle olursa olsun, baliktan kan alma islemi en fazla 45 saniyede

tamamlanmalidir.

3.4. Total Protein Tayini

Serum Ornekleri 1:10 oraninda serum fizyolojik ile sulandirildiktan sonra Biiiret

metoduna gore total protein tayini yapildi [22].

Cizelge 3.4.1. Total protein tayin prosedirii.

Cozeltiler 1-Kor tiipii 2-Standart tiipii =~ 3-Numune
tupt

Albumin standardi (10mg/ml) -- 0.1 ml --
Serum (Numune) -- -- 0.1 ml
%00,9 NaCl 1.4 ml 1. 3ml 1.3 ml
Biiiret ¢ozeltisi 1.5 ml 1.5 ml 1.5ml

Cizelge 3.4.1' de verilen siraya gore kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Bir
numarali tlip protein tasimayan “kor tiipiidiir”. Tiipler hazirlanirken biiiret ¢ozeltisi
en son ilave edildi ve iyice karistirildi. Oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra
kor tiipii ile spektrofotometre 540 nanometre dalga boyunda sifir absorbansa
ayarlandi. Daha sonra standart ve numunelerin absorbanslar1 6lgiildii. Elde edilen

absorbanslardan asagida belirtilen formiillere gore total protein miktar1 hesaplandi.
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Numunenin Protein Konsantrasyonlarinin Hesabi:

Numunenin Absorbansi

Numune Protein Konsantrasyonu (mg/ml): x10

Standardin Absorbansi
3.5. Elektroforetik Calismalar

Biiiret metoduna gore total protein tayini yapilan serum numuneleri Sodyum Dodesil
Stilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), vertikal slab jel elektroforez
sistemi kullanilarak Laemmli [23] ve O’Farrell [24] metotlarina gore yapilmistir. Bu

uygulama i¢in asagidaki ¢ozeltilerin hazirlanmasi yeterlidir.
3.5.1. % 30’luk Akrilamid Cozeltisi

7.5 g Akrilamid ve 200 mg Bisakrilamid hassas terazide tartilarak bir miktar distile
suda eritildi. Total hacim 25 ml' ye tamamlandi. Bu ¢ozelti oda sicakliginda koyu
renkli sisede 2-3 ay dayaniklidir. Akrilamid ¢6zeltisinin norotoksik etkili olmasi

nedeniyle calisirken eldiven kullanild.

SDS-Poliakrilamid jel soliisyonu i¢in pH ve molariteleri farkli stoklama ve aymrma jel

tamponlar1 hazirland.
3.5.2. Stoklama Jel Tamponu ( 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 )

1.5 g Tris ve 100 mg SDS hassas terazide tartilarak yaklasik 10 ml dH,O’ da eritildi.
Daha sonra pH’ s1 6.8 olana kadar HCI ¢ozeltisinden (1M) ilave edildi (yaklasik 1 M
HCI’ den 7ml). Total hacim dH,O ile 25 ml' ¢ tamamlandi ve +4°C* de muhafaza
edildi.
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3.5.3. Ayirma Jel Tamponu ( 3 M Tris-HCI, pH 8.8)

9.075 g Tris ve 0.2 g SDS (Sodyum dodesil siilfat) hassas terazide tartilarak 7.5 ml
dH,O' da eritildi. Daha sonra tamponun pH' s1 1 M HCI ¢6zeltisi ile 8.8' e ayarlandi.
Total hacim dH,O ile 25 ml’ ye tamamland1 ve +4°C” de muhafaza edildi. 1 M HC1
cozeltisi, 11.7 M’lik stok HCI'den 8.55 ml alind1 ve total hacim dH,O ile 100 ml’ ye

tamamlanmak suretiyle hazirland:.
3.5.4. Yiiriitme Tamponu ( 0.025 M Tris, 0.192 M Glisin , pH: 8.3)

3.03 g Tris, 14.4 g Glisin ve 1g SDS hassas terazide ayr1 ayri tartildi ve ilk 6nce Tris
ve Glisin 750 ml dH,O’ da eritildi, sonra SDS eklenerek pH 8.3' e ayarlandi. Total

hacim distile suyla 1000 ml’ ye tamamlanarak +4 °C’de muhafaza edildi.
3.5.5. Numune Tamponu (0.0625 M Tris- HCI, pH: 6.8)
Stacking jel tamponu 1.25 ml

(0.5 M Tris- HCL, pH 6.8)

SDS 195 mg
Gliserol (%99’1uk ) 1 ml

2- Merkaptoetanol 0.5 ml
Bromophenol blue -2 mg

Distile suyla 10 ml” ye tamamland1 ve +4°C' de muhafaza edildi.
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3.5.6. Jelin Boyanmasi islemi
Boyama islemi i¢in 6nce Coomassie blue ¢ozeltisi hazirlandi.

Boyama ¢ozeltisi:

Coomassie Brilliant Blue R.250 125 mg (%0.025)
Ethanol 200 ml (%40)
Asetik Asit (CH;COOH) 35 ml (%7)

Total hacim distile suyla 500 ml’ e tamamlandi. Hazirlanan bu boyama soliisyonu
20-40 defa kullanilabilir. Jeller bu boya soliisyonunda 2-4 saat bekletilmek suretiyle
boyanirlar. Her jel icin kendi hacminin 5-10 kati hacminde boya soliisyonu
kullanildi. Boyama esnasinda hafifce ¢alkalama islemi jellerin daha iyi boyanmasini
sagladi. Boyama islemi ¢alkalamali benmari su banyosunda 56-60°C” de bekletilmek
suretiyle daha kisa siirede (20 dk) tamamlanabilir. Bu esnada sik sik ¢alkalama iglemi

yapilmalidir.

Bu yontem her ¢izgide 0.1-0.5 mg proteini boyayabilir.
3.5.7. Jelden Boya Cikarma islemi

Jeli boyadan ¢ikarma isleminde iki metot vardir. Bunlar;
1. Metot;

Methanol %40’ Iik

Asetik asit (CH;COOH) %7’lik

Bu soliisyonda jeller 1 saat siireyle bekletilerek ve ara sira ¢alkalamak suretiyle boya
cikarma islemi gerceklestirilir. Protein bantlar1 disindaki jel kisimlarinin daha iyi

beyazlamasi isteniyorsa siire daha uzun tutulmalidir.
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2. Metot;
Methanol %5
Asetik asit (CH;COOH) %7.5

Calismamizda boyadan ¢ikarma isleminde ikinci metod kullanildi. Bu soliisyonda
jellerin boyadan ¢ikarma islemi bir gecede tamamlandi. Ancak, bu siire ic¢inde

boyadan ¢ikarma soliisyonu 2-3 defa degistirilerek daha iyi sonug elde edildi.
3.5.8. Diger Kimyasallar ve Ozellikleri
1. TEMED (N,N,N',N' - Tetra methylethylen diamine):

Hazir preparat olarak minimum %99’luk hazir ¢ozeltisi bulunmaktadir. Bu ¢ozelti

koyu renkli sisede +4 °C’de konsantre halde siiresiz bekletilebilir.

2. %1’lik Amonyum persiilfat: Poliakrilamid jel ¢6zeltisine polimerizasyon i¢in ilave
edilen bir ajandir. Karisima ¢ok az ilave edilmesi nedeni ile Sml’lik veya daha az
hacimde, 6zellikle deneyden hemen dnce hazirlandi. Bu ¢6zeltinin stabil olmamasi

nedeniyle her deneme i¢in tazesi hazirland1.
3.5.9. Kesikli Tampon Sistemli Jelin Hazirlanmasi

Kesikli jel sistemi, proteinlerin stoklandigi ve birbirinden ayrildigi iki farkli

konsantrasyonda iki ayr1 jelden olugsmaktadir.

Bu jelin hazirlanmasi i¢cin ayirma ve stoklama ¢ozeltileri gereklidir.
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3.5.9.1. Ayirma Jelin Hazirlanmasi

Cizelge 3.5.9.1: Degisik Konsantrasyonlarda Ayirma Jeli Hazirlama Prosediirii.

Ayirma jelin son konsantrasyonlari (%)

Stok ¢ozeltisi (ml) 20 17.5 15 12.5 10 75 5
Poliakrilamid ¢ozeltisi (%30) 20 17.5 15 12.5 10 75 5
Ayirma jel tamponu 3.75 3.75 3775 3775 3.75 3.75 3.75
%1 Amonyum persiilfat 075 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
TEMED 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Distile Su 549 799 10.49 12.99 15.49 17.9 20.49

Toplam hacim 30 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu jel hazirlanirken dikkat edilmesi
gereken husus; %]1°lik amonyum persiilfatin ¢ozeltiye en son katilmasidir. Ciinkii
cozeltiye amonyum persiilfat ilavesinden sonra polimerizasyon iglemi baglamakta ve

kisa siirede gerceklesmektedir.

3.5.9.2. Stoklama Jelin Hazirlanmasi

Cizelge 3.5.9.2: Degisik Konsantrasyonlarda Stoklama Jeli Hazirlama Prosediirii

Stoklama Jelin Son Konsantrasyonlar1 (%)

Stok ¢ozeltiler (ml) 6 5 4 3

% 30 Poliakrilamid 2 1.67 1.33 1
Stok Jel Tamponu 2.5 2.5 2.5 2.5
% 1 Amonyum persiilfat 0.5 0.5 0.5 0.5
TEMED 0.075 0.075 0.075 0.075

Distile Su 4.925 5.265 5.595 6.425
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Total hacim 10 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu ¢ozeltiyr de hazirlarken %1'lik

amonyum persiilfat'in en son ilave edilmesine dikkat edilmelidir.
3.5.10. Ayirma Jelin Plaga Dékiilmesi islemi

Plaga ilk 6nce ayirma jel dokiiliir. Proteinlerin birbirinden ayrilmast %10’luk ayirma

jelde yapilmistir. %10'luk jel ¢6zeltisi icin;

%30'luk Poliakrilamid ¢ozeltisi 10 ml

Ayirma jel tamponu 3.75 ml
%1'lik Amonyum persiilfat 0.75 ml
TEMED 0.01 ml
Distile Su 15.49ml

Yukaridaki miktarlar 30 ml jel ¢6zeltisi hazirlamak i¢in gerekli olan miktarlardir.
Ayirma jel cozeltisinin toplam hacminin 10 ml olmasi yeterlidir. Bunun i¢in
yukaridaki miktarlar 2/3 oraninda azaltildi. Beher igerisine 1:2 aymrma jel tamponu

konuldu ve arkasindan 5.163 ml dH,O ilave edildi. Daha sonra 0,0033 ml TEMED

ilave edildi. Eger jel kalmlhigi 1 mm' den kiicik ise ortamdaki oksijen
uzaklastirilmalidir. Bunun i¢in ¢6zeltiyi bir ka¢ dakika vakum etmek yeterlidir. Aksi
takdirde ortamdaki oksijen polimerizasyonda gecikmeye neden olacaktir.
Polimerizan ajan olarak % 1'lik amonyum persiilfat kullanilmistir. Amonyum
persiilfat ilave edildikten sonra ¢ozelti hafifce karistirildi. Hazirlanan ayirma ¢ozelti
10 ml'lik enjektore alind1 ve vakit kaybetmeksizin diizenekteki bosluga doldurulma
islemine gecildi. Ayrma jel c¢ozeltisi kopiirtiilmeksizin diizenekteki isaretli yere
kadar dolduruldu. Jelin iist yiizeyinin keskin ve diizgiin bir ¢izgi haline geldikten
hemen sonra hava ile temasini kesmek i¢in jel yiizeyinde ince bir tabaka olusturacak
kadar dH,O ilave edildi. %1'lik Amonyum persiilfat, 50 mg alinarak 5 ml dH,O' da

cozmek suretiyle hazirlandi. Polimerize olan ayirma jelin {izeri naylon bir posetle

hava almayacak sekilde kapatildi ve +4 OC' de bir gece bekletildi. Boylece

polimerize olmamis akrilamid ve bisakrilamidlerin polimerizasyonu saglandi. Tam
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polimerizasyon sonrasi akrilamid ve bisakrilamidin norotoksititesi ortadan kalkar,

dolayisiyla bu asamadan sonra jellerle direk temasta hi¢ bir sakinca yoktur.
3.5.11. Stoklama Jelin Plaga Dokiilmesi Islemi

Proteinlerin stoklanmasi %4'liik stoklama jel {izerinde yapilmistir. %4'liik stoklama
jel soliisyonu hazirlamak i¢in, bir mikropipetle asagidaki ¢ozeltilerden uygun

miktarlarda alind1 ve total hacim 3,5 ml'ye tamamlanda.

Buna gore;

%30'luk Akrilamid ¢6zeltisi 0.468 ml
Stoklama jel tamponu (pH 6.8, 0.5 M) 0.833 ml
%1'lik Amonyum perstilfat 0.25 ml
TEMED 0.015 ml
Distile Su 1.95 ml
Toplam Hacim: 3.5ml

Jel yiizeyindeki distile su bosaltild1 ve iki jelin kolay kaynagmasi i¢in ayirma jel
ylizeyi stoklama tamponla yikandi. Daha sonra numune yilikleme ¢ukurlarini
olusturmak i¢in tarak cam levhalar arasina yerlestirildi. Taragin kenarindan stoklama
jel cozeltisi bir enjektorle yavas yavas plaga aktarildi. Ancak jel i¢inde hava
kabarcig1 bulunmamasina dikkat edildi. Bu arada tarak yerlestirildikten sonra protein
uygulanacak kanallar cam kalemle isaretlendi. Stok stoklama jel soliisyonu
polimerize olduktan sonra tarak alind1 ve kanal araliklar1 da bir lanset yardimiyla
diizeltildi. Protein yilikleme ¢ukurlar1 yiiriitme tamponuyla bir ka¢ defa yikanarak jel
artiklar1 temizlendi. Sonra elektroforez tanklar1 yliriitme tamponu ile (Tris-Glisin pH
8.6) dolduruldu ve plaktaki lastik conta ve klempler ¢ikarildi. Jel tanka yerlestirilerek
plagin alt kisminda olusan hava kabarciklar1 enjektor yardimiyla uzaklastirildi. Bu

islemlerden sonra serum numunelerinin hazirlanmasima gegildi.
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3.5.12. Serum Numunelerinin Sulandirilmasi ve Jele Yiikleme islemi

1 ve 5 numaral jel cukuruna molekiil agirliklar1 bilinen standart proteinler aplike
edildi. 2 numarali jel ¢ukuruna kontrol grubu numunesi, 3 numaral jel ¢ukuruna
15mg/LL. dozda azotlu giibre verilen Capoeta capoeta capoeta numunesi 4 numarali
jel cukuruna, 30 mg/L dozda azotlu giibre verilen Capoeta capoeta capoeta serum
numuneleri uygulandi. Standart olarak molekiil agirliklar1 farkli olan 4 protein
kullanildi. Bunlar; karbonik anhidraz (29 kD), tripsinojen (18 kD), yumurta albumini
(45 kD), sigir albumini (66 kD) ’dir. Bu standart proteinlerin her birinden 1' er mg
alind1 ve 1 ml dH»O' da 1 mg/ml'lik standart hazirlandi. 1mg/ml standarttan 200 pl

alinip 200 ul dH»O ile sulandirildi. Boylece son protein konsantrasyon 0.5pg/pl

oldu. Daha sonra sample tamponla 1/2 oraninda sulandirildi. Jele bu standart

proteinlerin her birinden 5 pg uyguland.

Daha sonra total protein konsantrasyonu bilinen serum numuneleri total
proteinlerinin gr/dl cinsinden miktarlarma gore sulandirilmasi islemine geg¢ildi.
Capoeta capoeta capoeta’dan alman serum numuneleri sulandirilarak son protein

konsantrasyonlar1 4 pg/ul’ye ayarlandi.

En sonunda her bir numune tiipiinden 200 pl serum alind1 ve her birinin iizerine 200
pl sample tampon ilave edilerek son protein konsantrasyonu 2pg/ul' ye ayarlanmis

oldu.

Hazirlanan serum numuneleri bir beher igerisine bir miktar su konularak 100 °C’de 3
dk siireyle kaynatildi. Numune tamponundaki 2-merkaptoethanol proteinlerdeki
disiilfit baglarin1 agar ve denatiire olmalarmi saglar. Boylece serum proteinleri tek
polipeptidler haline gelmis olur. Her jel cukuruna 20' ser pl numune uygulandi.
Boylece 40 pg protein jele yiiklenmis oldu. Numuneler plaktaki yerlerine
uygulandiktan sonra proteinler 200 V ve 30 mA' de yiirtitiildii.

Elektroforez de proteinleri yiirtitme islemine yaklasik 2,5 saat devam edildi. Siirenin
sonunda jel tanktan alinarak boyama soliisyonda boyama islemine gecildi. Bu arada

plak tizerindeki stoklama jeli kesilerek atildi. Jeli i¢inde 250 ml boyama soliisyonu
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olan bir kaba birakildi. Jel, 56-60 °C'ye ayarlanmis su banyosunda 20-30 dk inkiibe
edildi. Bu esnada kap i¢indeki boya ¢ozeltisi hafifce ¢alkalanarak jelin daha cabuk

boyanmasi saglandi.

Bu islem tamamlandiktan sonra her jel, boyadan ¢ikarma islemi i¢in %5 metanol ve
%7,5 asetik asit bulunan bir kaba alinarak protein bantlar1 disindaki jel kisimlarmin
seffaflasmasi saglandi. Bu islem, jellerin su banyosunda 55-60°C’° de 60-70 dk
bekletilmek suretiyle yapildi. Bu esnada jeller hafif¢e calkalandi. Ancak, boyadan
cikarma islemi esnasinda boyadan cikarma ¢ozeltisi bir kag defa yenilendi. Bu
islemlerden sonra jeller %7’lik asetik asit icinde muhafaza edildi. Sonra jellerin
fotograflar1 ¢ekildi. Proteinlerin molekiiler agirligt Weber ve ark. (1972)’larinin

metoduna gore hesaplandi [25].
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4.BULGULAR

Calisma siiresi i¢inde hayvanlarin davraniglarinda yavaslama ve yem alim istediginde
azalma gozlendi. Yem alim isteginin azaldigmi tank dibinde biriken yemlerden
anlasildi. Ayrica, azotlu giibre uygulamasinin 14. giiniinde 4 balik 6ldiigl tespit

edildi.

Serum numunelerinin SDS-PAGE’ den elde edilen elektroforegraminda 15 mg/L ve
30mg/L azotlu glibre uygulamasi sonucunda 118 kD, 89 kD, 53 kD, 49 kD, 45 kD ve
26 kD’luk protein bantlarinda kontrol grubuna gore kalinlagsmalar, 100 kD, 60 kD ve
34 kD’luk protein bantlarinda incelmeler, 31 kD’luk protein bandinin inhibe oldugu

ve 68.5 kD’luk protein bandinin ise yeni sentezlendigi saptandi (Resim 4.1.).

Azotlu giibre uygulamasi ile olusturulan gruplardan elde edilen karaciger, bagirsak,
solunga¢ ve bobrek dokularinda yapilan incelemelerde doz artisiyla orantili olarak
dejenerasyon, nekroz ve yangisal hiicre infiltrasyonlar1 tespit edildi. Kontrol grubu
deneklerinden alman doku ornekleri normal goriinimdeydi. Calisma gruplarinda
karaciger dokusunda kontrol grubuna kiyasla doz artisiyla orantili olarak vakuolar
dejenerasyon, nekroz, hiperemi ve portal bolgelerde mononiikleer hiicre
infitrasyonlar1 gozlendi (Resim 4.8.). Bobrek dokularinda korteksde proksimal tubul
epitellerinde hidropik ve/veya vakuolar dejenerasyon, bazi tubullerin limenlerinde
hiyalin silindirleri ile intertubuler bdlgelerde hafif derecede mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 dikkati cekti (Resim 4.13). Bagirsak dokularinin histopatolojik
incelemelerinde villuslari apeksindeki epitellerde hidropik dejenerasyon, nekroz ile
yer yer deskuamasyon belirlendi. Lamina propriada ise hafif mononiikleer hiicre
infiltrasyonu goriildii (Resim 4.15). Solunga¢ dokularinda, sekonder lamellerde
siklikla flizyon gozlenirken, doz artisina bagli olarak clara ve epitelyum hiicrelerinde

nekroz tespit edildi (Resim4.11).
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89 kD
80 kD

71 kD
68.5 kD
60 kD

<+—66 kD

53 kD
49 kD

45 kD

<+«— 45kD

34 kD

31 kD
26 kD

«—29kD

<«——— 18 kD

Resim4.1. Azotlu giibreye maruz birakilan Capoeta capoeta capoeta’nin
SDS-PAGE yontemiyle elde edilen serum proteinlerinin elektroforegrama. a.
Kontrol grubu, b. 15mg/L azotlu gilibre uygulanan grup, c. 30mg/L azotlu
giibre uygulanan grup, d. Standart proteinler.



Resim4.2. Karaciger dokusu kontrol grubu. H-E. 10x

Resim 4.3. 15mg/L azotlu giibre uygulanan karaciger dokusu. Nekroz
(N), Piknotik dejenerasyon (Siyah ok), Vakuolar dejenerasyon (Beyaz
ok) ve MHI (Y1ildiz). H-E. 20X

28



Resim 4.4. 30mg/L azotlu giibre uygulanan karaciger dokusu. Nekroz
(N), Hiperemi (H), MHI (yildiz), Piknotik dejenerasyon (Siyah ok) ve
Vakuolar dejenerasyon (Beyaz ok). H-E. 20X

29
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Resim 4.5. Kontrol grubu bagirsak dokusu. H-E. 20X

Resim 4.6. 15mg/L uygulanan bagirsak dokusu. Deskuamasyon (beyaz
ok), bag dokuda MHI (yildiz) ve hidropik dejenerasyon (siyah ok).
H-E. 40X

30



Resim 4.7. 30mg/L azotlu giibre uygulanan bagirsak dokusu (H-E 20x)

deskuamasyon (ok), nekroz (N) ve MHI’lar (yildiz) gozlenmektedir.

31



32

N s
- - .
i g T
2N
= .
“vﬂ. - p 3R T
% - T -
b e -
- P~ -\ - -
- .
- PR A
o e B .
-l -~
.‘.
- - e .
Ny, i s
— ¢
- 2 = & o
o N = W .
5 -
..l‘ - -
P
i A- 5 - > -

Resim 4.8. Kontrol grubu solunga¢ dokusu. H-E. 20X

Resim4.9. 15mg/L azotlu giibre uygulanan solunga¢ dokusu. Sekonder
lamellerde fiizyon (yildiz), clara hiicrelerinde nekroz (beyaz ok) ve epitel

hiicrelerinde nekroz (N). H-E. 40X
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Resim 4.10. 30mg/L azotlu giibre uygulanan solunga¢ dokusu.

Sekonder lamellerde flizyon (yildiz), clara hiicrelerinde nekroz (ok) ve

epitelyum hiicrelerinde nekroz (N). H-E. 40X



Resim 4.11.Bobrek dokusu kontrol grubu. H-E. 20X

Resim 4.12. 15mg/L azotlu giibre uygulanan bobrek dokusu. Vakuolar
dejenerasyon (Beyaz ok), MHI (Siyah ok) ve Hiyalin silindiri (Y1ldiz).
H-E. 40X

34



b
Resim 4.13. 30mg/L uygulanan bobrek dokusu. Hidropik dejenerasyon
(Beyaz ok), MHI (Siyah ok) ve Hiyalin silindirleri (Y1ldiz). H-E. 20X

s e

35
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5. TARTISMA VE SONUC

Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss) iizerine yapilan bir calismada azot
uygulamasi ile histolojik olarak baligin bobreginde, deri, solungaclar, karaciger ve
pankreas dokularinda lezyonlar meydana geldigi, epidermiste bosluklu epithelial
hiicreleri olustugu, mikrokistik dilatasyon, ve mukus hiicresinde intraselliiler 6dem,
karacigerde siskinlik ve lenf bezi yapisim1 kaybetmeyen hepatositlerle birlikte
hematopoetik dokularin, bdbregin proximal tubullerinde nekroz ve vakuoler
dejenerasyonlar tespit edilmis ve dolayisiyla da en ¢ok etkilenmis organlarin, deri,
karaciger ve bobrek oldugu bildirilmistir [26]. Yine gokkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) 2 saat stire ile 0.1 mg/L NHs’e maruziyet sonucu lamella
ylizeyinin tamamen, filament ve lamella epitelinin ise yiizeysel olarak katlandigi,
ayni konsantrasyonda 24 saat sonunda ise filament iizerindeki 2 ya da 3 lamellada
telangiektazi goriilmiistiir. 0.5 mg/L NHi’e maruz kalmis solungacglarin
lamellalarinda daha fazla kivrilma ve katlanma meydana geldigi, 24 saat sonunda ise
epiteldeki deformasyonlarmm daha derin cukurlar seklinde oldugu gozlenmistir.
Ayrica mukus ve klorit hiicrelerde artma ile mukus hiicrelerinde sekil bozuklugu
saptanmistir [27]. Kanada Ontorio’da gokkusagi alabaligi ¢iftliklerinde Nisan- Mayis
aylarinda suda amonyagin toksik diizeylere gelmesi (> 0.04 NH3-N mg/L) sonucu 48
saat icerisinde 450-500 gr’lik 13000 pazarlik baliktan 4000°nin 61diigii bildirilmis,
patolojik inceleme sonucu solunga¢ lamellalarinda telangiektazi ve bdbrekte
kongesyona rastlamiglardir [28]. Bu c¢alismada da sekonder lamellerde siklikla
fiizyon gozlenirken doz artisina bagh olarak clara ve epitelyum hiicrelerinde nekroza

rastlandi. Bu bakimdan yukaridaki literatiirle hemen hemen uygun oldugu gézlendi.

Subletal amonyak konsantrasyonlarinin Tilapia (Oreochromis niloticus) ve Sazan
(Cyprinus carpio) baliklarinda biliyiime ve kan parametreleri ile dokulara etkisinin
arastirildigr bir ¢calismada, amonyaga maruz kalan Nil tilapia ve sazan baliklarmin
solungag, karaciger ve bobreklerinde su sicakligi ve amonyak konsantrasyonuna
bagl olarak degisen oranlarda histopatolojik bulgular kaydedilmistir. Her iki tiirde
solunga¢ dokularinda hiperemi, sekonder lamellalarda klorit hiicre proliferasyonu,

fizyon ve telangiektazi; karacigerlerde pasif hiperemi, albumin ve hidropik
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dejenerasyon; bobreklerde hiperemi, kanama, glomerulonefritis saptanirken, sazan
baliklarinda kimi bobrek tubul epitellerinde nekroza varan bozukluklar saptanmistir.
Yine pullu sazan (Cyprinus carpio) baliklar1 lizerinde yapilan bir arastirmada, 20-
22°C’de 24 saatlik periyotta LCso degerleri 12.3 mg/L TA-N (4.55 mg/L NH3-N)
olarak saptanmistir. Yapilan histopatolojik incelemeler sonucu solungaglarda
hiperemi, 6dem ve anevrizma; bdbrekte tubul ve glomerulide dejeneratif
degisiklikler, Bowman kapsiiliinde genisleme, hiperemi, kongesyon ile hemoraji;
karacigerde hiperemi, dejenerasyon ve bazi nekrotik alanlar en yaygin goriilen
lezyonlar olarak belirlenmistir [5]. Mevcut calismada baliklarin, bobrek dokularinda
korteksde proksimal tubul epitellerinde hidropik ve/veya vakuolar dejenerasyon, bazi
tubullerin liimenlerinde hiyalin silindirleri ile intertubuler bolgelerde hafif derecede

mononiikleer hiicre infiltrasyonlar:1 dikkat ¢ekmektedir.

20 giin siireyle, yaklasik 2.5 aylik olan cipura (Sparus aurata) yavrularmin
kullanildig1 kronik toksisite caligmasinda, amonyagin biiyiime ve yasama orani
iizerine etkisi incelenmistir. 20 giinlin sonunda 13 mg/LL TA-N’ na maruz kalan
cipura yavrularinda agirlik kazanci kontrol grubuna goére % 39 oraninda azaldigi
gozlenmistir. Yasama oranlar1 ise 15.7 mg/L TA-N’ na maruz kalan cipura
yavrularinda kontrol grubuna gore % 50 oraninda diistiigii saptanmistir. Ayni
deneyde arastiricilar, her amonyak konsantrasyonundan iki baligin solungag,
karaciger, bobrek ve dalaklarmi histolojik olarak incelemislerdir. Amonyaga maruz
kalan baliklarda karaciger hiicrelerinin merkezinde bir miktar yag vakuolizasyonu ve
hiicre sitoplazmasinin ¢ogunlukla graniiler oldugunu saptamislardir. Karaciger
dokusundaki bu lezyonlar 8.2 mg/LL TA-N ve 13 mg/L TA-N dozlarinda arasinda
gozlenmistir. Ayrica karacigerde hepatositlerde bir miktar atrofi, sitoplazmada
ayrisma ve yag vakuolasyonu goriilmiistiir. Solungac, bobrek ve dalakta ise herhangi

bir patolojik bulguya rastlanmamistir [29].

Sibirya Mersin baliklarinda (Acipencer baeri) yapilan c¢alismada, 24 saatlik LCsy
degerleri agirhigi 60 mg olan baliklarda 1 mg/L, 10-270 g arasinda olanlarda 1.7
mg/L ve ortalama 450 gr olan baliklarda ise 2.5 mg/L olarak saptanmistir. Bunun

yaninda serum K ve hematokrit konsantrasyonlarinin amonyaga bagl olarak dnemli
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Olgtide arttig1 belirlenirken, solungac lamellarinda hiperplazi, hipertrofi ve nekrozlar

saptanmistir [30].

Mevcut c¢alismada baliklardan alinan karaciger, bagirsak, solungag ve bobrek
dokularinda hiicre dejenerasyonlari, yer yer izlenen MHI’lar ve nekrozlar

bakimidan yukarida belirtilen literatiirlerle uygunluk gosterdigini sdyleyebiliriz.

Sonug¢ olarak, 15 ve 30 mg/L’lik dozlarda %33’liik azotlu giibreye maruz kalan
Capoeta capoeta capoeta’nin karaciger, bagirsak, bobrek ve solunga¢ dokularinda
histopatolojik dejenerasyonlara sebep oldugu ve bu hasarin siddetinin de doz artigina
bagl olarak arttig1 gozlendi. SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegramda ise
kontrol grubuna gore deney gruplarindaki bazi serum protein bandlarinda
kalilasmalar ve incelmeler oldugu gériildii. Ilaveten, 68.5 kD’luk protein bandmin
her iki grupta da sentezlendigi ve 31 kD’luk proteinin ise her iki grupta da inhibe
oldugu gozlendi. Azotlu giibre uygulamasina karsi, baligin bagisiklik kazanmak
amaciyla serum proteinlerinde bu degisikliklerin meydana geldigi diisiiniildii. Buna
ilaveten, her iki azotlu giibre uygulamasinda, baligin karaciger, solungac, bagirsak ve
bobrek dokularma siddetli bir sekilde hasara yol agtig1 gézlendi. Bu calismada, 14.
giinde 4 balik 6ldi. Bunun sebebi Non-Protein Azot (NPN) zehirlenmesinden
kaynaklandig1 sonucuna varildi. Bu ¢alismanin histopatolojk olarak degerlendirilen
sonucunda yiiksek miktarda azotlu giibrenin sucul ortamdaki canlilar i¢in toksik
etkiye yol agtig1 ve bilingsiz giibrelemenin canli hayatinda olumsuzluklara neden

oldugu diistiniilmektedir.
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