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OZET

Bu calismada farkli sicakliklarda polen uygulanmis pullu sazanda bazi immunolojik
ve antioksidan parametrelerdeki degisimlerin arastirilmasi amaclandi. Bu amagla, baliklar
su sicakligr ayarlanabilir termostatli 1siticilarla 23 °C’ ye ayarlanmis 6 farkli cam
akvaryuma stoklandi. Onbes giinliik adaptasyon siiresinden sonra, baliklarin yerlestirildigi
akvaryumlardan 2' sinin sicakligi 18 °C’ ye diisiiriiliirken, diger ikisinin ise 28 °C’ ye
yiikseltildi. Bu gruplara % 2,5 oraninda polen 14 giin siireyle verildi. Kan ve doku
(karaciger, bobrek ve solungag) Ornekleri deneme sonunda baliklardan alindi ve
immunolojik parametreler (oksidatif radikal tiretimi (nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi),
total protein ve total immunoglobulin diizeyleri) ile oksidan/antioksidan parametreler
(malondialdehit ve rediikte glutatyon diizeyleri ile glutatyon-S-transferaz aktivitesi) igin
analiz edildi.

Kontrol grubu (23 °C) ile ayn1 sicaklikta tutulan ve polen uygulanan grubun (23 °C
+ Po) NBT aktivitesi, total protein ve total immunoglobulin diizeyleri artt1 (p < 0,05).
Kontrol grubu (23 °C) ile kiyaslandiginda, 18 °C' deki grubun NBT aktivitesinde
istatistiksel olarak oOnemli bir artis belirlendi (p < 0,05). 28 °C' deki grubun NBT
aktivitesinde belirlenen azalma istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu (p > 0,05). 18 °C' deki
grubun total protein ve total immunoglobulin diizeyleri azalirken (p < 0,05), 28 °C' deki
grubun total protein ve total immunoglobulin diizeyinde belirlenen artis 6nemsiz bulundu
(p > 0,05). Kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan (18 °C + Po ve 28 °C + Po) gruplarin NBT aktivitesi, total protein ve total
immunoglobulin diizeylerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli herhangi bir
farklilik gostermedigi belirlendi (p > 0,05).

Kontrol grubu (23 °C) ile aynm sicaklikta tutulan ve polen uygulanan grubun (23 °C
+ Po) doku MDA diizeyleri azald1 (p < 0,05). Kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla, 18 °C ve
28 °C' deki gruplarin doku MDA diizeyleri artti (p < 0,05). Sicakliktaki degisimle
eszamanli olarak polen uygulanan gruplarin (18 °C + Po ve 28 °C + Po) MDA diizeyleri 18
°C ve 28 °C' deki gruplardan daha diisiiktii (p < 0,05). Kontrol grubu (23 °C) ile ayni
sicaklikta tutulan ve polen uygulanan grubun (23 °C + Po) doku GSH diizeyleri ve GST
aktiviteleri kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla artt1 (p < 0,05). Kontrol grubu (23 °C) ile
kiyaslandiginda, 18 °C ve 28 °C' deki gruplarin doku GSH diizeyleri ve GST aktiviteleri
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azaldi (p < 0,05). Sicakliktaki degisimle eszamanli olarak polen uygulanan gruplarda (18
°C + Po ve 28 °C + Po) GSH diizeyleri ve GST aktiviteleri 18 °C ve 28 °C' deki gruplardan
daha yiiksekti (p < 0,05).

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, Bagisiklik, Balik, Oksidatif stres, Sicaklik.
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SUMMARY

Investigation of Antioxidant Effect of Pollen in Scaly Carp (Cyprinus Carpio
Linnaeus, 1758) in Different Water Temperature

In this study, it was aim to investigate changes in some immunological and
antioxidant parameters of pollen treated scaly carp (Cyprinus carpio) in different
temperatures. For this purpose, fish were stocked to six different glass aquarium which was
adjusted to 23 °C water temperature with adjustable thermostat heaters. After fifteen days
adaptation period, temperatures of the two aquarium were dropped to 18 °C, while
temperatures of the other two were upgrade to 28 °C. These groups were given to % 2,5
pollen for 15 days. Blood and tissue (liver, kidney, and gills) samples were collected at the
end of the experiment and analysed to determine the immunological parameters (oxidative
radical production (nitroblue tetrazolium-NBT activity), total plasma protein and total
immunoglobulin levels) and oxidant/antioxidant status (malondialdehyde and reduced
glutathione levels and glutathione-S-transferase activity).

The NBT activity, the total protein and total immunoglobulin levels in the group
(23 °C + Po) that maintained at the same temperature with the control group (23 ° C) and
applied pollen were increased (p <0.05). When compared to the control group (23 °C), a
statistically significant increase in the NBT activity of the groups at 18 °C was observed (p
< 0.05). Decrease in the NBT activity of the group at 28 ° C was statistically insignificant
(p > 0.05). The total protein and total immunoglobulin levels of the group at 18 © C were
decreased (p < 0,05), while increase in the total protein and total immunoglobulin levels of
the group at 28 ° C was not significant (p > 0,05). When compared to the control group (23
°C), the NBT activity, the total protein and total immunoglobulin levels in the groups (18
°C + Po ve 28 °C + Po) that maintained at the same temperature with the control group (23
° C) and applied pollen did not show any statistically significant difference (p > 0.05).

The tissue MDA levels in the group (23 °C + Po) that maintained at the same
temperature with the control group (23 ° C) and applied pollen were decreased (p <0.05).
The tissue MDA levels were increased in the groups at 18 °C and 28 °C when compared to
the control group (23 ° C) (p < 0.05). The tissue MDA levels of the groups (18 °C + Po ve

28 °C + Po) treated pollen simultaneously with the change in temperature were lower than
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the groups at 18 °C and 28 °C. The tissue GSH levels and GST activities in the group (23
°C + Po) that maintained at the same temperature with the control group (23 ° C) and
applied pollen were increased (p < 0.05). The tissue GSH levels and GST activities were
decreased in the groups at 18 °C and 28 °C when compared to the control group (23 ° C) (p
< 0.05). The tissue GSH levels and GST activities of the groups (18 °C + Po ve 28 °C + Po)
treated pollen simultaneously with the change in temperature were higher than the groups
at 18 °C and 28 °C.

Key words: Antioxidants, Fish, 1mmunity, Oxidative stress, Temperature.
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1. GIRIS

Gerek tlilkemizde gerekse diinya da giin gegtikge artan insan niifusu insanlarin besin
ihtiyaclarinin da artmasia neden olmustur. Bu durum, besin kaynaklarinin sinirli olmasi
ve icerdigi yliksek protein miktar1 bakimindan su iiriinlerinin biiyiik kismini olusturan
baligin 6neminin artmasini saglamistir. Su iiriinlerinin yetistirilmesinde énemli bir faktor
olan su kaynaklari, gelisen teknoloji ile birlikte artan sanayilesmenin sonucu kirlenmekte
ve bunun sonucu olarak bu kaynaklarda dogal olarak yasayan balik popiilasyonlarinin
sagligint olumsuz yonde etkilemektedir. Bu durum su kaynaklari bakimindan zengin
bircok iilkede oldugu gibi iilkemizde de dikkatleri kiiltiir balik¢iligina yoneltmistir.

Balik yetistiriciligi, diinyada hizla gelisen ve 6nem kazanan bir endiistri kolu haline
gelmistir. Ancak disaridan alinan pestisitler, agir metaller, sicaklik degisimleri, diyet
tipleri, oksijen miktari, parazitler ve farkli cevresel kosullar gibi faktorler, baliklari
fizyolojik a¢idan olumsuz olarak etkilemekte dolayisiyla da ekonomik kayiplara yol
acmaktadir. Bu faktorler igerisinde en onemlilerden biri olan su sicakligi; baliklarin
yagsamini, biiyiimesini, beslenmesini ve diger bir¢ok fizyolojik fonksiyonlarini etkileyen en
onemli faktorlerden biridir (Lou vd., 2011). Ciinkii baliklar poikiloterm (sogukkanli)
canlilar olduklar i¢in viicut silari, i¢cinde bulunduklart su sicakligi ile aymidir ve bu
nedenle de su sicakliginin degisimesiyle dogrudan tim yasamsal faaliyetler
etkilenmektedir.

Baliklarda immun sistem c¢evresel faktorlerden oldukca fazla etkilenmektedir. Bu
cevresel faktorlerin basinda da su sicakligi gelmektedir (Buchtikova vd., 2011). Diger
taraftan yiiksek sicaklik (Parihar ve Dubey, 1995; Heise vd., 2006; Luschchak ve
Bagnyukova, 2007) ve diisiik sicaklik (Malek vd., 2004; Martinez-Alvarez vd., 2005)
baliklarda oksidatif strese yol agmaktadir. Yiiksek sicaklik oksijen ihtiyacini artirmakta bu
artis da baliklarda oksidatif strese neden olmaktadir. Diger taraftan diisiik sicaklik
antioksidan sistemi zayiflatarak veya radikal olusumuna yol acarak oksidatif stresi
indiiklemektedir (Lushchak, 2011).

Kiictik hiicrelerden olusmus, bitkinin kalitsal 6zelliklerini tasiyan, bitkilerin
ciceklenme donemleri boyunca goriilen, ciceklerde erkek iireme organlarimin basgik
boliimiinde bulunan tozlara polen denilmektedir. Polen c¢icekli bitkilerin erkek cinsiyet

hiicreleri olup, disi organin tozlagmasini saglar. Polen arilarin biiyiimesi ve salgi bezlerinin



geligsmesi icin gerekli olan baglica protein kaynagidir ve ar1 kolonisinin yavru iireterek
devamliligint saglamasi ancak polenle miimkiindiir. Genellikle sar1 renkli olan polenler
kremden siyaha kadar degisen farkli renklerde alabilirler (Cankaya ve Korkmaz, 2008).
Antibakteriyel, antifungal, antikarsinojenik, antioksidan ve immunomodulator 6zellikleri
yapilan ¢aligmalarla kanitlanan polene verilen 6nem, icerdigi besin maddelerinin zenginligi
nedeniyle son zamanlarda daha fazla artmistir (Yang vd., 2007; Eraslan vd., 2009; Xu vd.,
2009; Abbass vd., 2012). Protein ve karbonhidrat polenin yapisinda yiiksek oranda
bulunmakla birlikte yag asitleri, vitaminler, mineral maddeler, enzimler ve aminoasitler
yapilan analizler sonucunda belirlenen diger maddelerdir. Bununla birlikte karotenoidler,
steroidler, flavonoidler ve renk maddelerinin polendeki varligi da ispatlamistir (Abbass
vd., 2012).

Bu c¢alismada farkli sicakliklarda tutularak 1s1 stresi olusturulmus pullu sazanda
immunolojik ve antioksidan parametreler kullanilarak ar1 poleninin koruyucu etkisini
aragtirmak, ayrica immunostimulan ve antioksidan Ozellikteki ari poleninin baliklarda
kullanilabilirliligini belirlemek amac¢lanmaistir.

Bu tez calismasi; Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi

(FUBAP) tarafindan SUF.16.07. nolu proje olarak desteklenmistir.

1.1. Literatiir Bilgisi

1.1.1. Su Sicakhig:

Gol, akarsu ve deniz gibi i¢inde yasayan canlilara dogal bir yasam alan1 olusturan
sularm 6zellikleri fiziksel, kKimyasal ve biyolojik faktorlerin etkisi altindadir. Suyun fiziksel
ozellikleri igerisinde yer alan sicaklik, tiim canli organizmalarda oldugu gibi baliklarda da
biitlin yasamsal faaliyetleri dogrudan etkilemektedir (Cirik ve Cirik, 1990; Tanyolag, 2004;
Dikel, 2009).

Canlilarin hayatlari1 devam ettirebilmeleri igin gerekli sicaklik dereceleri her
canliya gore degismektedir. Baliklarin sicakliga toleranslar tiirlere gore farklidir. Dar bir
sicaklik araliginda yasayan baliklara stenoterm, genis sicaklik araliginda yasayan baliklara
ise euroterm balik denilmektedir. Stenoterm tiirler ¢evredeki sicaklik degisimlerine,

euroterm olanlardan daha az dayaniklidirlar (Avsar, 2005; Tanyolag, 2004).



Sicaklik baliklar i¢in fizyolojik agidan kilit bir rol oynamaktadir. Ovaryum ve
yumurta gelisimi, bagisiklik sisteminin ¢alismasi, canli agirlik kazanimi, osmoregiilasyon
gibi bir¢ok yasamsal faaliyet su sicakliginin etkisi altindadir (Dikel, 2009).

Baliklar poikilotermik yani degisken sicaklikli canlilardir. Bagka bir ifadeyle bu tiir
canlilarin viicut 1silar iginde bulunduklari su sicakligi ile aynidir. Bunun bir sonucu olarak
baliklarin i¢inde bulundugu su sicakligi degisince viicut isilar1 da degismektedir. Tiim
biyokimyasal islemler sicakliga bagl olarak gergeklestigi i¢in sicaklikta olusacak her 10 °C
lik bir yiikselme tlire ve tiirliin yasamsal alanina bagli olmak sartiyla biyokimyasal siireci
yaklasik iki katina ¢ikarmaktadir. Diger taraftan oksijen ve oksijen tiiketimi de sicaklikla
etkilenmektedir. Oksijen tliketimi sicakligin maksimum noktasina kadar bir artis
gosterdikten sonra sicaklik artis1 devaminda orantili bir sekilde azalir ve 6ldiiriicti sicaklik
noktasinda biter (Dikel, 2009).

Sazanlar i¢in optimum su sicakligi 23-24 °C arasindadir. Bu sicakligin altinda
tireme sans1 bulunmamaktadir. 20 °C' nin tizerindeki sicakliklarda yem aldigindan devamli
bliylimektedir. Bu nedenle sicakligin diisiik oldugu yerlerde 3-4 yilda pazar boyuna
ulasirken bu siire sicak iilkelerde 1-1,5 yila inmektedir. Bu agidan Tiirkiye' de sazan
tiretimi agisindan ¢ok uygun kosullar mevcuttur (Cagiltay, 2007). Su sicakliginin 27-28 °C
ve lizerine ¢ikmasi gelisme ve yem alinimi lizerine negatif etki yaptigindan baliklar

olumsuz etkilenmektedir (Alpbaz, 2005).

1.1.2. Polen

Kisaca cigek tozu anlamina gelen polen, disi organin tozlagmasini saglayan, farkli
renklerde olabilen, ¢cok ¢ekirdekli haploit kromozoma sahip ¢icekli bitkilerin erkek iireme
organinda olusan erkek gametofitler olarak tanimlanabilir (Giilhan, 2014; Fisne, 2016;
Timerdem 2016). Vejetatif ve generatif olarak iki hiicreden olugsmus n kromozomlu
mikrospor ana hiicresinin mayoz boliinme gegirmesiyle polenler olugsmaktadir (Fisne,
2016). Mayoz bolinme sonucu olusan dort haploid hiicre yani tetrattan ayrilan
mikrosporlar polen tanesi olarak isimlendirilirler (Tiimerdem, 2016).

Polenin temel vazifesi ayni tiriin disi lireme organina ulasarak ovaryumdaki
yumurtanin dollenmesini gerceklestirmek ve bu sayede neslin devamliligini saglamaktir.
Cicekler agmaya basladiginda, c¢icekler arasindaki tozlasma da baharla birlikte

baslamaktadir. Polenlerin ¢icegin disi organina tasinmasi olarak bilinen tozlasma olayini,



biiyiik oranda bocekler yapmaktadir. Bocekler icerisinde de poleni en etkili sekilde
toplayan bal arilaridir ve topladiklar1 polene kendi salgilarin1 da eklediklerinde ar1 poleni
olusur (Fisne, 2016). Bu nedenle polinasyon i¢in cicekli bitkiler arilara, arilar da
yasamlarmi devam ettirebilmek ic¢in gerekli besinleri karsilamada cigeklere ihtiyag
duyarlar. Yapilan arkeolojik arastirmalarda bu iki canli grubunun birlikte evrimlestigini
gosteren kanitlar bulunmustur. Nektar ve polen toplamak igin bir¢ok ¢igegi ziyaret eden
arilar topladiklar1 nektarlar1 karbonhidrat kaynagi, polenleri ise protein kaynagi olarak
kullanirlar. Bal arilar i¢in polen kaynagi bulunduklari ortamin dogal florasidir (Giilhan,
2014).

Polen insan metabolizmasi igin gerekli olan ¢ok degerli besin maddelerinin
bircogunu icermektedir. Protein ve karbonhidratca zengin olmasinin yaninda yiiksek
derecede vitamin (A, B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12, C, D, E ve K vitamini) ve mineral
madde (kalsiyum, fosfor, demir, bakir, potasyum, magnezyum, manganez, silis, siilfiir,
sodyum, nikotinamid, iyot, klorin, bor, molibden, aliminyum, titanyum, ¢inko ve nikel)
icermektedir (Giilhan, 2014). Kimyasal analizler sonucunda polenin aminoasitleri (sistin,
lisin, triptofan, histidin, fenilalanin, arjinin, metiyonin, 16sin, izoldsin, glutamin ve valin),
proteinleri, karbonhidratlari, lipidleri (doymus ve doymamis yag asitlerini; palmitik,
myristik, linoleik, oleik, stearik ve diger asitler), sekerleri (fruktoz, sukroz ve glukoz) ve
suyu icerdigi belirlenmistir. Bunun yaninda c¢esitli madensel tuzlar, karotenoidler,
steroidler, esansiyel yag asitleri ve hormon benzeri biiylime faktorleri, diastaz, fosfataz ve
amilaz gibi degerli enzimler ile renk pigmentleri de polende tespit edilen maddelerdir.
Diger taraftan ar1 polenin yapisindaki flavonoidler ile fenolik bilesiklerin giiclii bir
antioksidan, antimikrobiyal, antiinflammatuvar, antikarsinojen, vazodilator, antiallerjik,
antiviral, ¢evresel kontaminantlara kars1 koruyucu fonksiyonlara sahip olma gibi c¢esitli

biyolojik aktiviteler gdsterdigi belirlenmistir (Giilhan, 2014).

1.1.3. Baliklarda immun Sistem

Baliklarda immun sisteminin en 6nemli organlari 6n bobrek, timus ve dalaktir.
Omurganin iki yanina yerlesmis olarak bulunan bébrek, 6n ve arka bobrek seklinde iki lob
halindedir. Onemli bir hematopoetik organ olan ve antikorlarm iiretildigi 6n bobrek,
yiiksek vertebratlardaki kemik iligi ile morfolojik olarak benzerlik gostermektedir.

Baliklarda kemik iligi bulunmamaktadir. Solungaglarin dorsolateral bdlgesinde bulunan,
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bir ¢ift lobdan olusan ve dnemli bir lenfoid organ olan timus, T hiicrelerinin gelismesinin
basladigi yerdir. Timus bir taraftan lenfositlerin ¢ogalmasini saglarken, diger taraftan
viicudun kendi antijenlerine karsi reaksiyon verebilen lenfositleri yok etmektedir. Ayrica
timus antikor cevabina da yardimeci olmaktadir. Kirmizi ve beyaz pulpadan olusan dalak
onemli bir lenfoit organdir. Organin 6nemli bir bolimiinii olusturan kirmizi pulpa,
makrofaj ve lenfosit hiicre populasyonunu kontrol etmektedir (Ellis, 1981; Ellis, 1988; Van
Muiswinkel, 1992; Dalmo vd., 1997; McL Pres ve Evensen, 1999; Sakai, 1999;
Magnadottir vd., 2005; Magnadottir, 2006). Bu organlarin disinda karaciger, deri, mukus
ve gastrointestinal sistemin bagisiklikla ilgili gorevleri farkli arastirmacilar tarafindan
aciklanmistir (Ellis, 1981; Demir, 1992; Arda vd., 1994; Dalmo vd., 1997; Magnadottir,
2006)

Baliklarda bagisiklik diger canlilara benzer sekilde spesifik ve non-spesifik
bagisiklik olarak ikiye ayrilmaktadir (Ellis, 1981; Van Muiswinkel, 1992; Dalmo vd.,
1997).

Baliklarda spesifik bagisikligin en Onemli elamanlarini  olusturan ve B
lenfositlerinin bagkalasimi sonucu olusan immunuoglobulinlerden yalnizca IgM’ nin
varlig1 kesin olarak kanitlanmistir. Oysa memelilerde IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD olmak
lizere bes immunoglobulin smifi bulunmaktadir (Darson, 1981; Tizard, 1992; Arda vd.,
1994; Diker, 1998). Ayrica Carassius carassius’ larda IgG benzeri (Roberts, 1978),
Myxinidae ailesine ait baliklarda ise IgN olarak isimlendirilen ve IgM' ye benzer ikinci bir
immunoglobulinin var olabilecegi aciklanmistir (Tizard, 1992).

Baliklarda  non-spesifik  bagisikligin  kilit  hiicreleri,  graniilositler ve
monositler/makrofajlardir. Baliklarda da memelilerde oldugu gibi nétrofil, eozinofil ve
bazofil olmak f{izere {i¢ farkli graniilosit bulunmaktadir (Ellis, 1977; 1981; Dalmo vd.,
1997). Baliklarda non-spesifik savunma mekanizmalarimin en Onemli elemanlarini
fagositik hiicreler olusturmaktadir. Fagositik hiicreler, makrofajlar ve ndétrofillerdir.
Viicuttaki hemen hemen biitiin immunolojik aktivitelerde direkt yada dolayli onemli
gorevler iistlenen makrofajlar, bir¢ok dokuda bulunurlar ve 6zellikle 1-10 pm boyutundaki
partikiilleri, hiicresel atiklar1 ve viicuttaki 6lii ve hasta hiicreleri viicuttan uzaklastirirlar.
Fagositik hiicrelerin ikincisi noétrofiller ise baliklarda bobrek ve az miktarda dalakta
bulunur (Ellis,1981; Diker, 1998). Memeli nétrofillerine histokimyasal ve morfolojik
olarak benzeyen balik noétrofillerinin fagositik aktivitesi kesin olarak agiklanmis olsa da

baz1 celiskili ifadeler de bulunmaktadir (Ellis, 1977; 1981). Ornegin; Ellis (1976) pisi

5



baliklarinda (Pleuronectes platessa) notrofillerin karbon taneciklerini fagosite edemedigini
bildirmis, bunun aksine Finn ve Nielson (1971) gokkusagi alabaliginda deneysel olarak
olusturulan yara iltihaplanmasinda makrofajlarin ve nétrofillerin fagositozunu kesin olarak
gostermislerdir. Diger taraftan gokkusagi alabaligi epidermisinde fagositik hiicrelerin
birkag tipinin varlig1 tespit dilmistir (Peleteiro ve Richards 1990).

Memelilerde fagositlik hiicrelerin ger¢eklestirdigi solunum patlamasi (respiratory
burst) aktivitesine benzeyen bir savunma baliklar da goriilmektedir. Fagositik hiicreler bir
uyartyla karsilastiklart zaman hizli oksijen (O,) tiikketimine bagli olarak metabolik
aktivitelerinde bir artig gézlenir. Bu artis “metabolik” veya “respiratory burst (RB)” olarak
ifade edilmektedir (Babior, 1978). Kemotaktik hareketinin baglangicindan itibaren
baslayan ve fagositoz olaymnin sonuna kadar devam eden RB, O tiiketimindeki belirgin
artts ve bunun sonucu olarak siiperoksid (O7,) radikalinin aktivasyonu ile karakterizedir
(Diker, 1998).

Ayrica baliklarda sitokinler, interferonlar ve yirmi serum proteinin olusturugu
komplement sistem, NK hiicreleri (dogal 6ldiiriicii hiicreler), tripsin, lizozim, CRP(C-
reaktif protein), seruloplazmin, lizozim, transferin, Kitinaz, katepsin, ve proteinaz
inhibitorleri gibi c¢esitli antimikrobiyal maddeler non-spesifik humoral bagisiklikta
gorevlidir (Jolles ve Jolles, 1984; Grinde vd., 1988; Murai vd., 1990; Nakanishi vd., 1991;
Dalmo vd., 1997; Ellis, 1999, Jiang vd., 2004; Lange vd., 2004a; Lange vd., 2004b;
Magnadottir vd., 2005).

1.1.4. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron
bulunduran atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ya da
oksidan molekiiller olarak da isimlendirilen serbest radikaller, normal hiicresel
metabolizma sirasinda olugmaktadirlar. Eslenmemis elektronlar nedeniyle degisken, kisa
omiirlii ve oldukga reaktif olan serbest radikaller, kararli hale gelebilmek igin hiicrenin
diger bilesiklerinden elektron koparir ve elektronu koparilan bilesik radikal haline gelir. Bu
reaksiyonlar zincirleme devam eder ve sonugta hiicreler zarar goriir. Yani diger bir ifadeyle
serbest radikaller etkilesime girdigi maddenin yapisini bozar (Lushchak, 2014).

Serbest radikaller, elektron eksiklikleri yiiziinden baska molekiillerle kolayca

elektron aligverisi yapabilen ve molekiiler oksijenden su olusuncaya kadar olusan
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radikaller (siiperoksid radikali (O2"), hidroksil radikali (OH), alkoksil radikali (RO’) ve
peroksil radikali (ROO)) ve elektron eksigi bulunmamasina ragmen baska molekiillerle
radikallerden daha zayif bir sekilde birlesebilen non-radikaller (hidrojen peroksit (H20,),
lipit hidroperoksit (ROOH) ve hipokloréz asit (HOCI)) seklinde ikiye ayrilirlar
(Cheeseman ve Slater, 1993; Benzer, 2001).

Viicutta antioksidanlarin yetersiz kalmas1 durumunda hiicre iginde serbest radikaller
birikmekte ve s6z konusu radikaller yiiksek reaktif olmalar1 sebebiyle niikleik asitler,
proteinler ve yaglar gibi hiicre bilesenlerine de zarar vermektedirler. Serbest radikaller
tarafindan en fazla hasara ugrayan bilesikler poliansatiire yag asitlerinin fosfolipit
gruplaridir. Lipit peroksidasyon herhangi bir serbest radikalin bir doymamis yag asidine
saldirmas1 ve metilen grubundan bir hidrojenin uzaklastirilmasiyla baslamaktadir. Bu
reaksiyon sonucunda karbon merkezli lipit radikali olusur. Lipit radikali molekiiler oksijen
ile reaksiyona girerek lipit peroksit radikali olusturabilir. Bu radikal diger yag asitleriyle
beraber yeni lipid radikallerinin olusumuna neden olurken ve olay kendi kendine
katalizlenerek siirer (Lushchak, 2014). Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan lipid
hidroperoksitlerinin yikimlanmasiyla biyolojik olarak son derece olan aktif aldehitler
olusur (Kose ve Dogan, 1992; Akkus, 1999; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999; Benzer, 2001).
Bu aldehidler hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan
diffuze olarak hiicrenin diger boliimlerine hasar verirler. Lipid peroksidasyonun sonucu
olusan en Onemli irlinlerden birisi malondialdehit olup, olusan MDA hiicre
membranlarinda iyon aligverisini etkileyerek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasi,
iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuzluklara yol acar. MDA'
nin Olc¢lilmesi lipid peroksiyonun seviyesinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir
(Morales vd., 2004).

Serbest radikallerden kaynaklanabilecek oksidatif hasari onlemek igin, viicutta
olusan savunma mekanizmalarina antioksidanlar denir. Fizyolojik olarak normal sartlarda
serbest radikallerin dolagimi antioksidanlar tarafindan etkili bir sekilde kontrol edilerek
hiicre hasar1 kontrol altinda tutulmaktadir. Ancak, biyolojik sistemlerde serbest radikallerin
olugsmas1 ve antioksidan seviye arasindaki dengenin serbest radikallerin olusumu tarafina
kaymast sonucunda, diger bir ifadeyle antioksidanlarin yetersiz kalmast durumunda
oksidatif stres olugmaktadir (Cakir Atabek, 2012). Bu dengenin korunmasi ve oksidatif
hasarin engellenmesi i¢in antioksidan savunma mekanizmalar1 sistemler biiylik bir 6nem

tasimaktadir. Antioksidan savunma mekanizmalari, Dbirincil ve ikincil savunma



mekanizmalar olarak ikiye ayrilmaktadir. Birincil savunma mekanizmasinda antioksidan
bilesikler ve antioksidan enzimleri yer almaktadir. Antioksidan bilesikler, glutatyon, [3-
karoten, iirik asit, C ve E vitaminleri, antioksidan enzimler ise SOD (siiperoksit dismutaz),
CAT (katalaz), GSH-PX (glutatyon peroksidaz), GST (glutatyon-S-transferaz) ve GR
(glutatyon rediiktaz)' den olusmaktadir. Lipolitik ve proteolitik enzimler de ikincil
savunma mekanizmasini olugturur ve her iki grupta bulunan enzimler, hasar goren, degisen
ya da bozulan yag veya proteinlerin temizlenmesinde ikinci bir savunma hatti gibi gérev

yaparlar (Kaya, 2005).



2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Cahisma Alani ve Bahk

Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi' nde yiiriitiilen bu ¢alismada, 33 X 100 x 60
cm boyutlarindaki 18 akvaryum kullanildi (Sekil 2.1).

Calismada, DSI IX. Bolge Miidiirliigii Keban Su Uriinleri Sube Miidiirliigii’nden
temin edilen, yaklasik agirligit 40 £ 5 g olan 0+ yas grubundaki 180 adet pullu sazan
(Cyprinus carpio) kullanildi.

2.1.2. Polen

Aricilardan temin edilen polen &rnekleri, Erciyes Universitesi Seyrani Ziraat
Fakiiltesi' nden Prof. Dr. Sibel SILICI tarafindan palinolojik olarak identifiye edildi. Yapilan
analiz sonucunda ¢alismada kullanilan polenin miks polen (Castanea sativa, Fabaceae,

Asteraceca, Trifolium spp) oldugu belirlendi.
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Sekil 2.1. Calismada kullanilan akvaryumlar

2.2. Metot

2.2.1. Cahismada Kullanilan Yemlerin Hazirlanmasi

Polen iceren yemlerin hazirlanmasi i¢in 6nce polen drnekleri % 2,5 oraninda tartilip
1 L su igerisinde ¢oziildii. Daha sonra 6zel bir firmadan alinarak toz haline getirilmis pelet
yemler polen igeren 1 L' lik su ile hamur haline getirildi. Bu karigim kiyma makinesinden
gecirildi ve tekrar pelet haline doniistiiriildii. Hazirlanan peletler tepsilere yerlestirilip yem
firminda kurutuldu. Yemler kullanilana kadar 4 °C’ de muhafaza edildi (El-Asely vd.,
2014).

2.2.2. Deneysel Uygulama
Calismada canli olarak temin edilen pullu sazan (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758)
ornekleri, 33 x 100 x 60 cm ebatlarinda ve su sicaklig1 ayarlanabilir 1siticilarla 23 °C’ ye

ayarlanmig 18 farkli cam akvaryuma her birine 10 adet olacak sekilde yerlestirildi (Sekil
2.1).

10



15 giinliik adaptasyon siiresinden sonra, baliklarin yerlestirildigi akvaryumlardan 2'
sinin sicaklig1 18 °C’ ye diisiiriiliirken, diger ikisinin ise 28 °C” ye yiikseltildi. Bu islem her
iki saatte bir sicakligin 1 °C azaltilmasi/arttirilmasi seklinde yapildi. Boylece 18, 23 ve 28

°C su sicakligina sahip asagidaki gruplar olusturularak polen uygulandi.

Grup 1 (18 °C): 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan grup,
Grup 2 (23 °C-Kontrol Grubu): 23 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan grup,
Grup 3 (28 °C): 28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan grup,
Grup 4 (18 °C + Po): 18 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 oraninda polen uygulanan grup,
Grup 5 (23 °C + Po): 23 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 oraninda polen uygulanan grup,
Grup 6 (28 °C + Po): 28 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 oraninda polen uygulanan grup.

Calisma sirasinda su sicakliginin ayarlanan seviyelerde sabit kalarak stireklilik
gostermesi i¢in giinde 4 defa 6lglim yapildi.

Sazanlar i¢in optimum su sicaklig1 22-24 °C oldugu i¢in (Celikkale, 1994), 23 °C
sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar kontrol grubu olarak secildi. Polenin
uygulanan dozu (% 2,5 w/w) ise El-Asely vd. (2014)' e gore belirlendi.

Calisma 3 tekrarli olarak yiirtitiildii ve her bir tekrar icin 60 adet olmak {izere
toplamda 180 balik kullanildi. Calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Bagkanlig1 tarafindan onaylandi (Protokol No: 2015/112, Karar No: 203).

Aragtirma 15 giin siirdii ve ¢aligmanin 3., 7. ve 10. giinlerinde akvaryum sularinin
2/3' i sifonlama yapilarak degistirildi. Eksilen sular daha 6nceden sicakliklar1 18, 23 ve 28

°C' ye ayarlanmig sularla tamamlandi.

2.2.3. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Calismanin sonunda kan Ornekleri, benzocain (25mg/L) ile anestezi edilen
baliklardan kavdal pediinkiil bolgesinin kesilmesiyle EDTA'll tiiplere alindi. Kan
orneklerinin alinmasindan sonra klinik muayenesi yapilan baliklar otopsi edildi (Arda vd.,
2005) ve karaciger, bobrek ve solungag ornekleri g¢ikarildi. Doku o6rnekleri folyolara
sarilarak - 20 °C' deki derin dondurucuya birakilds.

EDTA' I tiiplere alinan kan orneklerinde plazmalar ¢ikarilmadan 6nce oksidatif

radikal tiretimi (nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi) belirlendi. Daha sonra plazmada total
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protein (TP) ve total immunoglobulin (TI) diizeylerinin belirlenmesi igin kan 6rnekleri
3500 rpm' de 10 dakika santrifiij edildi.

Antioksidan parametrelerin belirlenmesi i¢in homojenatlar hazirlandi. Karaciger,
bobrek ve solunga¢ Orneklerinden homojenatlarin hazirlanmasi i¢in Yonar (2008)' in
bildirdigi yontem kullanildi. Homojenizasyon isleminin sonunda elde edilen
stipernatantlarda lipit peroksidasyonun bir gdstergesi olarak malondialdehit (MDA) diizeyi,
antioksidan durumun belirlenmesi i¢in ise rediikte glutatyon (GSH) diizeyi ve glutatyon S-

transferaz (GST) aktivitesi belirlendi.

2.2.4. Oksidatif Radikal Uretimi (Nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi)

Kanin 0,1 ml' si mikrotiter tabaklara birakildiktan sonra iizerine % 0,2' lik NBT
solusyonundan birakilarak siispanyon hazirlandi. Oda sicakligindaki 30 dakikalik
inkiibasyonun ardindan bu siispansiyondan 0,5 ml alinarak cam deney tiiplerine birakildi
ve lizerine N, N-dimetyhl formamidden 1 ml eklendi. Tiplerin 3000 g' de 5 dakika
santrifiijiinden sonra tistte kalan tabaka 540 nm’de spektrofotometrede okundu (Siwicki
vd., 1994).

2.2.5. Toplam Protein (TP) Diizeyi

Biiiret yontemiyle TP diizeyi belirlendi. Bunun i¢in 0,9 ml distile su igeren
spektrofotometrik tiiplere 0,1 ml plazma ve bunlarin {izerine de 4 ml biiiret ¢ozeltisi ilave
edildi. Karanlikta 30 dakika beklenildikten sonra tiipler spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda okundu (Siwicki vd., 1994).

2.2.6. Toplam immunoglobulin (TI) Diizeyi

TI diizeyi, TP diizeyinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan yontemle 6lgiildii. Fakat bunun
igin  plazma ornekleri %  12’lik  polietilenglikolle  ¢oktiiriildii.  Orneklerin
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okunmasindan sonra elde edilen sonuglarin
protein degerinden ¢ikarilmasiyla toplam immunoglobiilin diizeyi bulundu (Siwicki vd.,

1994)
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2.2.7. Malondialdehid (MDA) Diizeyi

Karaciger, bobrek ve solunga¢ dokusundaki malondialdehit (MDA) diizeylerinde
olusan degisimler, Placer vd. (1966)' nin modifiye edilen yoOntemine gore
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bunun i¢in 0,25 ml doku 6rneginin lizerine 2,25 ml
renk ayiract (2-Thiobarbituric acid (TBA) ve Trikloroasetik asit (TCA)) eklendi. 3000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilen karisim, 20 dakika kaynar su banyosunda bekletildikten

sonra 532 nm’ de okundu.

2.2.8. Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyi

Ellman (1959) tarafindan bildirilen yontem kullanilarak GSH diizeyi 6lgiildii. Buna
gore, coktliricii soliisyonla (metafosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA),
sodyum kloriir (NaCl)) 3000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilen karaciger, bobrek ve

solunga¢ orneklerinden alinan siipernatantlara Ellman ayiraci ve disodyum hidrojen fosfat

(Na;HPQ,) ilave edildi. Karisim 412 nm’de kore karsi spektrofotmetrede okundu.

2.2.9. Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesi

Habig vd. (1974) tarafindan bildirilen yontem kullanilarak GST aktivitesindeki
degisimler ol¢iildii.

2.2.10. Protein Diizeyi

GST spesifik enzim aktivitesi ile MDA ve GSH diizeylerini hesaplamak i¢in

Olciilen doku protein diizeyleri Lowry vd. (1951)' nin tarif ettigi yonteme gore belirlendi.
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2.2.11. istatistiksel Analizler

Sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 22.0 istatistik programi kullanilarak
gergeklestirildi.  Kontrol ve deneysel gruplarin  immunolojik ve antioksidan
parametrelerinde olusan degisimlerin belirlenmesi i¢in tek yonlii varyans analizi
(ONEWAY — ANOVA) kullanildi. Gruplar arasindaki farkliliklar ise Least Significant
Difference (LSD) test edildi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterildi. Grafikler

EXCEL programi kullanilarak ¢izildi.
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3. BULGULAR

Calismaya baslamadan onceki 15 gilinliik adaptasyon siirecinde pullu sazanlarda
herhangi bir 6liim olayina rastlanmadi. Adaptasyon ve deneme siiresi boyunca yem
alimlarinda herhangi bir aksaklik yasanmadi. Deneme siiresi boyunca kontrol ve deneme
grubu baliklarinda 6liim gézlenmedi. Su sicakliginin ayarlanan seviyelerde sabit kaldig1 ve

degisiklik gdstermedigi tespit edildi.

3.1. Oksidatif Radikal Uretimindeki (Nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi)
Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarinin NBT aktivitesinde asagidaki degisimler tespit

edildi (Tablo 3.1 ve Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Deneysel gruplarin oksidatif radikal iiretimi (NBT aktivitesi, mg/mL), total protein (TP, mg/mL)
ve total immunoglobulin (T1, mg/mL)) diizeylerinde belirlenen degisimler.

Gruplar NBT TP TI
18 °C 1,72 +0,17° 25,59 +4,13° 10,41 £2,41°
23 °C (Kontrol) 1,34+ 0,113 31,24 £3,15° 13,11 £ 3,62°
28 °C 1,30 £ 0,09° 32,08 +5,37° 14,09 + 4,06°
18 °C + Po 1,32 +0,10° 30,86 + 5,19 12,84 +2,33°
23°C + Po 1,61 +0,14° 37,15+6,11° 19,71 + 3,20°
28 °C + Po 1,33+£0,12° 32,27 +432° 13,40 + 3,34°

18 °C: 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan grup,

23 °C: 23 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan grup (kontrol grubu),
28 °C: 28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan grup,

18 °C + Po: 18 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 oraninda polen uygulanan grup,
23 °C + Po: 23 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 oraninda polen uygulanan grup,
28 °C + Po: 28 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 oraninda polen uygulanan grup.
abede Ayn siitundaki farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

Kontrol grubu (23 °C) baliklarinda NBT aktivitesi 1,34 + 0,11 mg/ml olarak
belirlendi. Kontrol grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan gruptaki (23 °C +
Po) baliklarin NBT aktivitesinin 1,61 + 0,14 mg/ml' ye yiikseldigi tespit edildi. Bu artis
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p < 0,05). 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen



uygulanmayan baliklarda NBT aktivitesi sirasiyla 1,72 + 0,37 ve 1,30 + 0,09 mg/ml olarak
belirlendi. 18 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan baliklarin NBT aktivitesinde
belirlenen artis istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (p < 0,05), 28 °C sicaklikta tutulan
fakat polen uygulanmayan baliklarin NBT aktivitesinde belirlenen azalma Onemsiz
bulundu (p > 0,05). Kontrol grubuna kiyasla 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan
(18 °C + Po) ve 28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (28 °C + Po) baliklarin NBT
aktivitesi sirastyla 1,32 + 0,10 ve 1,33 £+ 0,12 mg/ml olarak bulundu. Bu degerlerin kontrol
grubundan istatistiksel olarak onemli herhangi bir farklilik gostermedigi saptandi (p >

0,05).
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Sekil 3.1. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda NBT aktivitesi

3.2. Toplam Protein (TP) Diizeyindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarimin TP diizeyinde asagidaki degisimler tespit
edildi (Tablo 3.1 ve Sekil 3.2).

Kontrol grubu (23 °C) baliklarinda TP diizeyi 31,24 + 3,15 mg/ml olarak belirlendi.
Kontrol grubuyla aymi sicaklikta tutulan ve polen uygulanan gruptaki (23 °C + Po)
baliklarin TP diizeyinin 37,15 + 6,11 mg/ml' ye yiikseldigi saptandi. Bu artis istatistiksel
olarak onemli bulundu (p < 0,05). 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen
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uygulanmayan baliklarda TP diizeyi sirasiyla 25,59 + 4,13 ve 32,08 + 5,37 mg/ml olarak
tespit edildi. 18 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan baliklarin TP diizeyinde
belirlenen azalma istatistiksel olarak énemli bulunurken (p < 0,05), 28 °C sicaklikta tutulan
fakat polen uygulanmayan baliklarin TP diizeyinde belirlenen artis 6nemsiz bulundu (p >
0,05). Kontrol grubuna kiyasla 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (18 °C + Po) ve
28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (28 °C + Po) baliklarin TP diizeyi sirasiyla
30,86 = 5,19 ve 32,27 + 4,32 mg/ml olarak bulundu. Bu degerlerin kontrol grubundan
istatistiksel olarak onemli herhangi bir farklilik gostermedigi saptandi (p > 0,05).
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Sekil 3.2. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda TP diizeyi

3.3. Toplam immunoglobulin (TT) Diizeyindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarimin TI diizeyinde asagidaki degisimler tespit
edildi (Tablo 3.1 ve Sekil 3.3).

Kontrol grubu (23 °C) baliklarinda TI diizeyi 13,11 + 3,62 mg/ml olarak saptandi.
Kontrol grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan gruptaki (23 °C + Po)
baliklarin TI diizeyinin 19,71 + 3,20 mg/ml' ye yiikseldigi belirlendi. Bu artis istatistiksel
olarak o6nemli bulundu (p < 0,05). 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen
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uygulanmayan baliklarda TI diizeyi sirasiyla 10,41 £ 2,41 ve 14,09 £ 4,06 mg/ml olarak
bulundu. 18 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan baliklarin TI diizeyinde
belirlenen azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (p < 0,05), 28 °C sicaklikta tutulan
fakat polen uygulanmayan baliklarin TI diizeyinde belirlenen artis 6nemsiz bulundu (p >
0,05). Kontrol grubuna kiyasla 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (18 °C + Po) ve
28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (28 °C + Po) baliklarin TI diizeyi sirasiyla
12,84 + 2,33 ve 13,40 £ 3,34 mg/ml olarak bulundu. Bu degerlerin kontrol grubundan
istatistiksel olarak onemli herhangi bir farklilik gostermedigi saptandi (p > 0,05).
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Sekil 3.3. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda TI diizeyi

3.4. Malondialdehid (MDA) Diizeyindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarmin karaciger, bobrek ve solungag MDA
diizeylerinde asagidaki degisimler tespit edildi (Tablo 3.2. ve Sekil 3.4.).

Kontrol grubu (23 °C)' yla kiyaslandiginda, kontrol grubuyla ayn1 sicaklikta tutulan
ve polen uygulanan gruptaki (23 °C + Po) baliklarin karaciger, bobrek ve solungag MDA
diizeylerinde belirlenen diisiis istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) bulundu.

Kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla, 18 °C sicaklikta tutulan fakat polen

uygulanmayan baliklarda karaciger ve solungag MDA diizeylerinin istatistiksel olarak
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onemli diizeyde yiikseldigi (p < 0,05) saptandi. Bu grubun bobrek MDA diizeyinde
belirlenen artis ise istatistiksel olarak dnemsiz bulundu (p > 0,05). Yine kontrol grubuyla
kiyaslandiginda 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan baliklarin karaciger,
bobrek ve solungag MDA diizeylerinin istatistiksel olarak énemli diizeyde arttig1 (p < 0,05)
belirlendi.

18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan gruplarla
kiyaslandiginda 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (18 °C + Po) ve 28 °C
sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (28 °C + Po) baliklarin karaciger, bobrek ve solungag
MDA diizeylerinin istatistiksel olarak diistiigii (p < 0,05) tespit edildi. Fakat her iki grubun
(18 °C + Po ve 28 °C + Po) karaciger ve solunga¢ dokusundaki MDA diizeyi diismesine
ragmen yinede kontrol grubundan yiiksek bulunurken, 18 °C + Po grubunun bobrek MDA

diizeyi kontrol grubundan diisiik bulundu.

Tablo 3.2. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda karaciger, bobrek ve solungag malondialdehid (MDA,
nmol/g protein) diizeylerinde belirlenen degisimler.

Gruplar Karaciger Bobrek Solungag¢
18 °C 2,91 + 1,09° 1,56 +0,76° 2,52 £ 1,14°
23 °C (Kontrol) 1,49 +0,71° 1,50 +0,57°° 1,97 + 0,89°
28 °C 3,45+ 125" 2,67 +1,10° 3,92 +0,99"
18 °C + Po 1,69 + 0,86° 1,43+ 0,57 2,19 + 0,86°
23 °C + Po 1,24 + 0,54 1,35 +0,69° 1,72 £0,65°
28 °C + Po 2,33 +1,22° 1,93 £0,67° 2,37 +0,84°

18 °C: 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar,

23 °C: 23 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar (Kontrol grubu),

28 °C: 28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar,

18 °C + Po: 18 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen igeren yem verilen grup,
23 °C + Po: 23 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen igeren yem verilen grup,
28 °C + Po: 28 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen igeren yem verilen grup.
abede Ayn siitundaki farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).

19



45 -

3,5

B Karaciger
B Bobrek
B Solungag

MDA Diizeyi (nmol/g protein)

18°C 23°C 28 °C 18°C+Po 23°C+Po 28°C+Po
Gruplar

Sekil 3.4. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger, bobrek ve solungag MDA diizeyleri.

3.5. Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger, bobrek ve solunga¢c GSH
diizeylerinde asagidaki degisimler tespit edildi (Tablo 3.3 ve Sekil 3.5).

Kontrol grubu (23 °C)' yla kiyaslandiginda, kontrol grubuyla ayni sicaklikta tutulan
ve polen uygulanan gruptaki (23 °C + Po) baliklarin karaciger, bobrek ve solungagc GSH
diizeylerinde belirlenen artis istatistiksel olarak 6nemli (p < 0,05) bulundu.

Kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla, 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen
uygulanmayan baliklarda karaciger, bobrek ve solunga¢c GSH diizeylerinin istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde azaldig1 (p < 0,05) belirlendi.

18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan gruplarla
kiyaslandiginda 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (18 °C + Po) ve 28 °C
sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (28 °C + Po) baliklarin karaciger, bobrek ve solungag
GSH diizeylerinin istatistiksel olarak arttig1 (p < 0,05) tespit edildi. Fakat her iki grubun
(18 °C + Po ve 28 °C + Po) karaciger ve bobrek dokusundaki GSH diizeyi artmasina
ragmen yinede kontrol grubundan diisiik bulunurken, solunga¢ dokusunun GSH diizeyi

kontrol grubundan yiiksek bulundu.
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Tablo 3.3. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda karaciger, bobrek ve solungag¢ rediikte glutatyon (GSH,
umol/g protein) diizeylerinde belirlenen degisimler.

Gruplar Karaciger Bobrek Solungac¢
18 °C 29,95 + 7,14° 33,75+ 7,01° 11,98 + 3,87°
23 °C (Kontrol) 40,21 + 8,91° 45,85 + 7,94° 14,69 +2,21°
28 °C 23,75 + 7,31 26,94 + 6,19° 10,53 + 3,41°
18 °C + Po 38,81 + 7,28" 40,97 + 7,55° 19,04 + 3,57°
23°C +Po 52,31+9,71° 54,96 + 6,75 23,67+ 3,61
28 °C + Po 35,59 + 6,78° 37,58 +7,89° 17,53 + 3,93°

18 °C: 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar,

23 °C: 23 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar (Kontrol grubu),

28 °C: 28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar,
18 °C + Po: 18 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen igeren yem verilen grup,
23 °C + Po: 23 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen igeren yem verilen grup,
28 °C + Po: 28 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen i¢eren yem verilen grup.

abede Ay siitundaki farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 3.5. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda karaciger, bobrek ve solungag GSH diizeyleri.
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3.6. Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesindeki Degisimler

Kontrol ve deneme grubu baliklarinin karaciger, bobrek ve solungag GST
aktivitelerinde asagidaki degisimler tespit edildi (Tablo 3.4. ve Sekil 3.6.).

Kontrol grubu (23 °C)' yla kiyaslandiginda, kontrol grubuyla ayn1 sicaklikta tutulan
ve polen uygulanan gruptaki (23 °C + Po) baliklarin karaciger, bobrek ve solungag GST
aktivitelerinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde arttig1 (p < 0,05) tespit edildi.

Kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla, 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen
uygulanmayan baliklarda karaciger, bobrek ve solungag GST aktivitelerinin istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde azaldig1 (p < 0,05) belirlendi.

18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan gruplarla
kiyaslandiginda, 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (18 °C + Po) ve 28 °C
sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (28 °C + Po) baliklarin karaciger, bobrek ve solungag
GST aktivitelerinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde arttig1 (p < 0,05), fakat yinede
kontrol grubundan diisiik oldugu tespit edildi.

Tablo 3.4. Kontrol ve deneme grubu baliklarinda karaciger, bobrek ve solungag glutatyon-s-transferaz (GST,
pumol/dakika/mg protein) aktivitelerinde belirlenen degisimler.

Gruplar Karaciger Bobrek Solungag
18 °C 96,43 + 19,62° 98,71 + 16,30 105,06 + 15,92°
23 °C (Kontrol) 125,61 +17,21¢ 130,96 + 18,91° 119,81 + 17,53
28 °C 93,78 + 18,44 92,59 + 15,02° 99,53 + 18,74
18 °C + Po 118,48 £ 18,11° 118,58 + 15,57° 116,48 + 11,43°
23°C+Po 137,29 + 23,87° 146,49 + 20,10° 132,69 + 17,35
28 °C + Po 105,73 + 17,64 102,47 + 17,85 115,73 + 16,74°

18 °C: 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar,

23 °C: 23 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar (Kontrol grubu),

28 °C: 28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanmayan baliklar,
18 °C + Po: 18 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen i¢ceren yem verilen grup,
23 °C + Po: 23 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen igeren yem verilen grup,
28 °C + Po: 28 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5 (w/w) oraninda polen igeren yem verilen grup.
abede Avm siitundaki farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Baliklarda nonspesifik immun direncin en 6énemli basamagini olusturan fagositoz
kemotaksis, opsonizasyon, absorpsiyon, intraseliiler yikim ve sindirim gibi bir¢cok sathada
gerceklesmektedir.  Fagositozda birinci derecede gorev alan makrofajlar  ve
polimorfniikleer l6kositler (6zellikle noétrofiller) respiratory burst (solunum patlamasi)
sirasinda reaktif oksijen tilirleri iiretirler. Notrofillerin oksidatif radikal {iretimi yani bir
baska ifadeyle drettikleri reaktif oksijen tiirlerinin miktari, nétrofillerin fagositik
aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Bunun i¢in de en ¢ok kullanilan
yontemlerin basinda NBT testi gelmektedir (Siwicki ve Studnicka, 1987). Tilapia
(Oreochromis niloticus)' larda yapilmis bir ¢alismada baliklarin fagositik hiicre (n6trofil ve
monositler) sayisinin polen uygulamasiyla arttigi belirlenmistir. Benzer sekilde Mise
Yonar vd., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, gii¢lii bir antioksidan ve immunostimulan
olan ayrica yapisindaki bilesiklerle polene benzerlik gosteren propolisin uygulandigi
sazanlarda NBT aktivitesinin yiikseldigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada da kontrol grubu
(23 °C) baliklartyla kiyaslandiginda kontrol grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan, diger bir ifadeyle sicaklik degisimlerinden bagimsiz olarak yalniz polen
uygulanan gruptaki (23 °C + Po) baliklarda, NBT aktivitesinin yiikseldigi tespit edilmis,
elde edilen bu sonu¢ yukaridaki c¢alismalardan elde edilen sonuglarla paralellik
gostermistir.

Diger taraftan Ndong vd. (2007) 27 °C' ye adapte edilmis tilapia (Oreochromis
mossambicus)' larda sicakligin 19 ve 23 °C' ye diisiiriilmesi ve yine sicakligin 31 ve 35 °C'
ye ylikseltilmesi sonucunda spesifik ve nonspesifik bagisiklik parametrelerinde meydana
gelen degisimleri arasgtirmiglardir. 12, 24, 48 ve 96 saat sonunda baliklardan alinan
orneklerde, NBT testi kullanilarak belirlenen respiratory burst aktivitesinin 24, 48 ve 96
saatlerde, fagositik aktivitenin ise 12. saatten itibaren hem diisiik hem de yiiksek
sicakliklarda tutulan baliklarda azaldigi belirlenmistir. Yine bu ¢calismada 48. saatten sonra
diisiik sicakliklarda tutulan baliklarin fagositik aktivitesinin normal seviyeye geldigi fakat
yiiksek sicakliklarda tutulan baliklarda boyle bir sonucun goézlemlenmedigi ifade
edilmistir. Bu arastirmacinin elde ettigi bulgularin aksine Nikoskelainen vd. (2004),
gokkusagi alabaliginda respiratory burst aktivitesinin sicaklikla arttigni, Dittmar vd.,

(2014) ise 13, 18 ve 24 °C' de stoklanmis Gasterosteus aculeatus tiirii baliklarda



respiratory burst aktivitesinin ve lenfosit proliferasyonunun diigiik sicaklikta arttigini,
yiiksek sicaklikta azaldigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada 18 °C sicaklikta tutulan fakat
polen uygulanmayan baliklarin NBT aktivitesi istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artmus,
28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan baliklarda ise Onemsiz bir sekilde
azalmistir. Diger ¢alismalardan elde edilen bulgularla bu ¢alismadan elde edilen bulgular
arasindaki farkliligin nedeni baligin tiirii, sicaklik degerlerindeki farklilik ve sicakligin
uygulanma siiresi olabilir.

Toplam plazma proteini nonspesifik immun sistemin (Jeney vd., 1997),
immunoglobulinler ise spesifik bagisikligin en 6nemli humoral unsuru olarak kabul
edilmektedir (Siwicki vd., 1994). Memelilerde bes farkli immunoglobulin simifi
bulunurken (Diker, 1998; Arda vd., 1994), baliklarda bunlardan sadece IgM’ nin varligi
kesin olarak belirlenmistir (Darson, 1981; Tizard, 1992). Bu ¢alismada kontrol grubuyla
ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan baliklarda, TP ve TI diizeylerinin yiikseldigi
gbozlemlenmistir. Benzer sonuglar bazi aragtirmacilar tarafindan da ifade edilmistir.
Ornegin; farkli oranlarda polen iceren yemlerin uygulandigi tilapia (Oreochromis
niloticus)' larin total plazma protein diizeyinde belirlenen artis istatistiksel olarak énemli
bulunmustur (El-Asely vd., 2014). Benzer sekilde Yonar (2008), oral ve enjeksiyon
yoluyla 2,5 mg, 5 mg ve 10 mg/kg balik oraninda propolis uyguladig: bir ¢alismasinda,
alabaliklarin toplam immunoglobulin diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttigin1 bulmustur.

Ayrica bu galigmada 18 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan baliklarin
TP ve TI diizeyleri istatistiksel olarak onemli diizeyde azalmis, 28 °C sicaklikta tutulan
fakat polen uygulanmayan baliklarda ise Onemsiz bir sekilde artmustir. Baliklarda
bagisikligin humoral faktorlerinin yiiksek sicaklikla arttigi belirtilmistir (Ndong vd., 2007).
Langston vd. (2002), Nikoskelainen vd. (2004) ve Holland vd. (2002) lizozim, C-raktif
protein ve komplement aktivitesi gibi humoral faktorlerin baliklarda artan sicaklikla
yiikseldigini ifade ederken, buna karsilik olarak lizozim aktivitesinin diisiik sicakliga
transfer edilen ¢ipuralarda azaldigi belirtilmistir (Tort vd., 1998; Tort vd., 2004). Genel bir
fenomen olarak poikloterm bir canli olan baliklarda su sicaklig1 ve antikor diizeyi arasinda
dogrusal bir iligki bulunmaktadir. Bu fenomen Dicentrarchus labrax, Oreochromis aureus,
Paralichthys olivaceus, Hippoglossus hippoglossus, Pecoglossus altivelis, Oreochromis
niloticus, Gadus morhua ve Scophthalmus maximus tiirlerini de igeren bir ¢ok balik

tiirinde kanitlanmistir. Bununla birlikte baliklarda nonspesifik bagisiklik diisiik sicaklikta
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daha fazla aktivite gosterirken, spesifik bagisiklik ise yliksek sicaklikta daha fazla aktive
olmaktadir (Makrinos ve Bowden, 2016). Yukarida ifade edilen ¢alismalarla uyumlu bir
sekilde bu calismada da disiik sicaklikla TP ve TI diizeyi azalmistir. Fakat yiiksek
sicakligin bu parametrelere istatistiksel olarak herhangi bir etkisi belirlenememistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara bakilarak, sazanlarda etkili bir immun
fonksiyon icin sicakligin optimal sinirlar i¢inde olmasi gerektigi ve bu sicakligin 23 °C
oldugu, diisiik ve yiiksek sicakligin immun parametrelerde dalgalanmalara yol agtigi
(Makrinos ve Bowden, 2016) soylenebilir. Bununla birlikte diisiik ve yiiksek sicakliklarla
birlikte polen uygulanan 18 °C + Po ve 23 °C + Po grubu baliklarda, polen uygulamasinin
bir sonucu olarak sicaklik farkliliklarinin yol agtigi immun parametrelerdeki dalgalanmalar
engellenebilir. Diger taraftan kontrol grubu (23 °C) baliklariyla kiyaslandiginda kontrol
grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan, diger bir ifadeyle sicaklik
degisimlerinden bagimsiz olarak yalniz polen uygulanan gruptaki (23 °C + Po) baliklarda
incelenen tim immun parametreler yiikseldigi i¢in polenin sazanlarda bir immunostimulan
olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu olusan serbest radikaller proteinlerin,
lipitlerin, karbohidratlarin ve niikleik asitlerin yikimina sebep olabilirler. Bununla birlikte
DNA’ ya zarar verme, enzimlerin aktivasyonunu ve membran gegirgenligini bozarma diger
olumsuz etkileridir. Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimiyla meydana gelen lipid
peroksidasyon sonucu ac¢iga ¢ikan aldehitlerden biri olan MDA, hiicrelerde olusan
oksidatif zararin en O6nemli gostergelerinden birisidir (Bragadottir, 2001; Benzer, 2001;
Morales vd., 2004; Fontagné vd., 2006). Bu calismada da karaciger, bobrek ve solungag
dokusunda, farkli su sicakliklar1 uygulamasiyla meydana gelen oksidatif stresin
belirlenmesi icin MDA diizeyindeki degisimler arastirilmistir.

Dastan vd., (2017) 96 saat stireyle 0,5, 2,5, 5 10, 20 ve 30 ppm
konsantrasyonlarindaki polenin, alabaliklarda karaciger MDA diizeyini tiim deneysel
gruplarda, dalak ve kalp MDA diizeyini ise 0,5 ppm grubu disindaki tim deneysel
gruplarda disiirdiigiinii tespit etmislerdir. Bu arasgtirmacilarin elde ettigi sonucun aksine
Ferreira vd. (2012) bir fungusit olan tebukonazoliin etkisindeki Rhamdia quelen tiirii
baliklarda, yalniz polenin uygulandigi grubun karaciger, bobrek ve beyin MDA
diizeylerinde istatistiksel herhangi bir farklilik belirlememislerdir. Bu ¢alismada da Dastan

vd. (2017) tarafindan elde edilen sonuglara paralel olarak, kontrol grubuyla ayni sicaklikta
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tutulan ve polen uygulanan gruptaki (23 °C + Po) baliklarin karaciger, bobrek ve solungag
MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldig1 belirlenmistir.

Su sicakliginin baliklarda olusturdugu stres konusunda bazi ¢aligmalar yapilmistir.
Ornegin; Kontrol (24 °C) grubuna gére 20 °C ve 28 °C' lik sicakliklarin uygulandigi pullu
sazanin karaciger ve bobrek dokusundaki MDA diizeyinin 6nemli diizeyde arttig1 ifade
edilmistir (Mise Yonar vd., 2013). Benzer sekilde Vinagre vd. (2012), 16 °C' ye adapte
ettikleri deniz levrekleri (Dicentrarchus labrax)' nde su sicakliginin 18, 24 ve 28 °C' ye
yiikseltilmesiyle kas MDA diizeyinin yiikseldigini bildirmislerdir. Roche ve Bogé (1996)
ayni balik tiiriinde oksidatif stres {izerine sicakligin etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda,
lipit peroksidasyon ve katalaz aktivitesinin termal stresle arttigini bulmuglardir. Hwang ve
Lin (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada da 25 °C ve 35 °C' de 10 hafta i¢in ayr1 ayr1
kiiltiir edilen sazanlarda hepatopankreas ve kas dokusundaki TBARS (thiobarbituric acid
reactive substances) diizeyinin 35 °C' de tutulan baliklarda 25 °C' de tutulanlara kiyasla
arttigi, bu baliklara vitamin C uygulamasiyla bu olumsuzlugun giderildigi belirlenmistir.
Diger taraftan diisiik sicakligin baliklarda olusturdugu oksidatif stres de arastirilmistir.
Ornegin 11 °C' den 8 °C' ye sicakhigm diisiiriilmesiyle strese sokulmus salmonlarin
karaciger, bobrek ve beyin dokularindaki lipid peroksidasyon diizeyleri arastirilmis, 48.
saatten itibaren MDA diizeyindeki artis en yiiksek bobrekte en az karacigerde
belirlenmistir. Bunun nedeni de karacigerde vitamin E diizeyinin yiiksek, borekte ise diisiik
olmasina baglanmistir (Welker ve Congleton, 2004). Bu c¢alismada da kontrol grubu (23
°C)" na kiyasla diisiik (18 °C) ve yiiksek (28 °C) sicaklikta tutulan fakat polen
uygulanmayan gruplarda MDA diizeyi istatistiksel olarak artmis ve yukaridaki
arastirmacilarin bulgulariyla paralel bulunmustur. Fakat diistik (18 °C) ve yiiksek (23 °C)
sicakliklarda tutulan baliklara kiyasla, diisiik ve yiiksek sicakliklarda tutulan ve polen
uygulanan (18 °C + Po ve 28 °C + Po) baliklarda MDA diizeyinin azaldig1 belirlenmistir.
Polenin bu etkisi onun giiglii radikal temizleyici fonksiyonuyla (Eraslan vd., 2009) ve
yapisinda bulunan fenolik maddelerle (Leja vd., 2007) agiklanabilir.

Baliklarda antioksidanlar diger yiiksek omurgalilarda oldugu gibi enzimatik ve non-
enzimatik olarak smiflandirilirlar. Baliklarda bulunan antioksidan enzimler, siiperoksit
radikali (O2)’ ni temizleyen siiperoksid dismutaz (SOD), hidrojen peroksit (H,0,)’ i
temizleyen katalaz (CAT), H,O, ve lipid hidroperoksitleri yok eden glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ile glutatyona bagli diger enzimlerdir (Bello vd., 2000; Mourente vd., 2002;
Puangkaew vd., 2005).
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Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif stresten
koruyan tripeptit karakterdeki GSH, ¢ok onemli bir antioksidan olup non-enzimatik ve
endojen Ozelliktedir. Protein yapisindaki siilfhidril gruplarini indirgenmis halde tutan GSH
boylece ¢ogu protein ve enzimin inaktive olmasinmi onler (Hayes and McLellan 1999).
Diger taraftan GSH ile birlikte elektrofilik gruplar arasindaki konjugasyonu katalizleyen
GST, ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda
gorevli faz II enzim ailesinin bir lyesidir (Hamed vd., 2003). Bu c¢alismada kontrol
grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan baliklarda (23 °C + Po), GSH
diizeyinin ve GST aktivitesinin kontrol grubuna (23 °C) gore arttig1 belirlenmistir. Ayn1
gruptaki baliklarin MDA diizeyindeki diisiisle de iliskili olarak antioksidan parametrelerde
belirlenen bu artis polenin gii¢lii bir antioksidan oldugunu ve antioksidan kapasiteyi
arttirdigim1 gostermektedir (Eraslan vd., 2009). Dastan vd. (2017) tarafindan yapilan bir
calismada, alabaliklarin karaciger, dalak ve kalp dokusundaki total serbest siilfirid grup
diizeylerinin polenin uygulamasiyla arttigi, polenin toplam antioksidan kapasiteyi (TAS)
artirarak total oksidan kapasiteyi (TOS) diistirdiigii belirlenmistir. Ferreira vd. (2012) ise
Rhamdia quelen tiirii baliklarda, polen uygulamasiyla karaciger GST aktivitesinin arttigi,
bobrek GST aktivitesinin  diistiigli, beyin dokusundaki GST aktivitesinin ise
etkilenmedigini ifade etmislerdir. Yukarida ad1 gecen arastirmacilarin elde ettigi sonuglar
bu ¢alismadan elde edilen sonuclarla uyumlu bulunmustur.

Diger taraftan bu calismada diisiik (18 °C) ve yiiksek (28 °C) sicakliklarda tutulan
fakat polen uygulanmayan baliklarin karaciger, bobrek ve solungacindaki GSH diizeyi,
kontrol grubu (23 °C)' na gore diisiik bulunmustur. Hwang ve Lin (2002) 25 °C su
sicakliginda tutulan sazanlara kiyasla 35 °C' de tutulanlarin hepatopankreas ve kas
dokusundaki GSH diizeylerinin azaldigini ifade etmislerdir. Kisa siireli yliksek sicaklik
uygulanan Heteropneustes fossilis tiirii baliklarda solungag GSH-Px aktivitesi ve GSH
diizeyi azalmistir (Parihar vd., 1997). Benzer sekilde yine diisiik (18 °C) ve yiiksek (28 °C)
sicakliklarda tutulan ancak polen uygulanmayan gruplarin karaciger, bobrek ve
solungacindaki GST aktivitesinin bu ¢alismada azaldigi belirlenmistir. Paralichthys
olivaceus tiirii baliklarin karacigerindeki siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
enzim aktivitesinin kontrol grubuna (25 °C) gore 28, 30 ve 32°C' deki deneme gruplarinda
uygulamanin 13. ve 19. giinlerinde diistiigii belirlenmistir (Lou vd., 2011). Kaur vd. (2005)
3 saat i¢in sicakligin 12 °C arttirilmasiyla 32 °C' de strese sokulmus Channa punctata tiirii

baliklarda karaciger, bobrek ve solunga¢g GST enzim aktivitesinin kontrol grubu (20 °C)' na
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gore azaldigint gostermislerdir. Fakat bu ¢alismada diisiik ve yliksek sicakliklarda tutulan
ancak polen uygulanan baliklarin (18 °C + Po ve 28 °C + Po) karaciger, bobrek ve
solungacindaki GSH diizeyi ve GST aktivitesinin polen uygulanmayanlara (18 °C ve 28
°C) kiyasla arttig1 bulunmustur. Bunun nedeni kontrol grubuyla ayn sicaklikta tutulan ve
polen uygulanan grupta da (23 °C + Po) gosterildigi gibi polenin serbest radikalleri

temizlemesi ve antioksidan kapasiteyi arttirmasinin bir sonucu olabilir.
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5. ONERILER

Bu calismadan elde edilen sonuglara gore, diisik ve yliksek sicaklik immun
parametrelerde dalgalanmalara sebep olmustur. Bununla birlikte Sicakligin azalmasi ve
artmasi karaciger, bobrek ve solunga¢ dokusunda MDA diizeyini arttirarak oksidatif strese
yol agmistir. Ayrica Sicakligin azaldigr ve arttigi gruplarin karaciger, bobrek ve
solungacinda GSH diizeyi ve GST aktivitesi kontrol grubuna gore azalmistir. Fakat polen
uygulamasinin  bir sonucu olarak sicaklik farkliliklarinin = yol ag¢tigi  immun
parametrelerdeki dalgalanmalar giderilmistir. Yine sicakliktaki degisimle eszamanli olarak
polen uygulanan gruplarda MDA diizeyi, buna bagli olarak da oksidatif stresin siddeti
kismen engellenmistir. Diger taraftan sicakligin azaldigi ve arttigi gruplara polen
uygulanmasiyla karaciger, bobrek ve solungag dokusunun GSH diizeyi ve GST aktivitesi,
uygulanmayanlara kiyasla artmistir. Kontrol grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan baliklarin hem immunolojik ve hem de antioksidan parametreleri kontrol
grubuna gore yiikselmis, polenin bu parametreleri olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir.

Bu sonuglar sicaklik farkliliklariin baliklarin fizyolojisi lizerine giiclii etkilerinin
oldugunu tekrar kanitlamistir. Ayrica;

Baliklarin 6zellikle optimum araliklar disindaki ¢evresel sicakliga oldukga duyarl
oldugu,

Immun sistemin ve antioksidanlarimn etkilerinin su sicakligiyla degistigi,

Polenin su sicakliginin neden oldugu immun ve antioksidan parametreler
tizerindeki olumsuz etkileri dnleyebilecegi,

Polenin baliklarda bir immunostimulan ve antioksidan olarak kullanilabilecegi
sonucuna varilabilir.

Fakat farkli balik tiirlerinde, farkli sicaklik ve siireler icin farkli dozlarda ve polen

uygulamalarinin sonuglarina ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.
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