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OZET

Bu c¢alismada organofosfatli insektisit trichlorfonun pullu sazan (Cyprinus
carpio)’nin beyin ve karaciger dokusundaki asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesi ve
bazi kan parametreleri lizerine olan etkisi arastirildi. Trichlorfonun Cyprinus carpio
tizerinde ki LCsp degeri belirlendi ve LCsp degerinin %10°u ve %20’si sublethal doz olarak
baliklara 21 giin siireyle banyo tarzinda uygulandi. Trichlorfonun sublethal dozlari
uygulanan baliklardan ve kontrol grubu baliklardan 3., 7., 14., ve 21. gilinlerde kan, beyin
ve karaciger Ornekleri alindi. Alinan bu Orneklerde, AChE aktivitesi, Hematokrit ve
Lokokrit diizeyleri, Eritrosit ve Lokosit sayilari, Hemoglobin miktari, Ortalama Eritrosit
Hacmi (MCV), Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MHC) ve Ortalama Eritrosit Hemoglobin
Konsantrasyonu (MCHC) belirlendi.

Trichlorfon uygulanan baliklarin AChE aktvitesinde azalma oldugu tespit edildi
(p<0,05). Ayrica trichlorfon etkisine birakilan baliklarda Hematokrit ve Lokokrit diizeyleri,
Eritrosit ve Lokosit sayilari, Hemoglobin miktar, MCV, MHC ve MCHC degerleri kontrol
grubu baliklarina gore diisiik bulundu (p<0,05).

Anahtar Kelimeler: Trichlorfon, Organofosfat, AChE, Cyprinus carpio.



SUMMARY

In this study, the effects of trichlorfon, which is an organophosphate insecticide, on
acetylcholinesterase (AChE) enzyme activity in brain and liver tissues and some blood
parameters of scaled carp were investigated. LCsg value of trichlorfon on Cyprinus carpio
was determined and scaled carps were exposed to 10 % and 20 % sublethal concentrations
of LCso value for 21 days. Blood, brain and liver samples were taken from exposed fish
and control group fish, on days 3, 7, 14 and 21. AChE activity, hematocrit and leucocrit
levels, erythrocyte and leukocyte counts, hemoglobin level, Mean Corpuscular VVolume
(MCV), Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH), and Mean Corpuscular Hemoglobin
Concentration (MCHC) were determined from these samples taken.

It was determined that AChE activity of trichlorfon applied fish decreased
significanty compared with control group (p<0.05). In addition, hematocrit and leucocrit
levels, erythrocyte and leukocyte counts, hemoglobin level, MCV, MHC and MCHC
values were lower compared to those in the control group (p<0.05).

Key Words: Trichlorfon, organophosphate, AChE, Cyprinus carpio.
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1. GIRIS

Onemli bir hayvansal protein kaynagi olan su iiriinleri, insanlar igin beslenme
degeri ve protein kalitesi bakimindan ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle sucul
alanlarin kirliligi 6nemli bir sorun olarak goriilmektedir. Pestisitlerin zararlilarin
kontroliinde kullanilmasi etkili bir metot olarak kabul edilmektedir. Ama bu kimyasallar
cevredeki diger tiirler i¢in oldukga toksiktir. Hedef dis1 organizmalarin zehirlenmesine
neden olan bdyle kimyasallarin kullanilmas1 diinya ¢apinda giderek artan bir endisedir
(Rao vd., 2003).

Pestisitlerin  kullanimi, tarimsal {iretim, akuakiiltir ve toplum sagligindaki
faydalarimin farkina varildik¢a giinden giine artmaktadir (Atamanalp ve Yanik, 2001).
Ancak tarim alanlarindaki gelisigiizel kullanimlari sonucunda genis bir alanda biraktiklar
kalintilarla su, toprak, hava kirlenmesine neden olarak, ekolojik sistemin dengesini
bozmaktadir. Boylece de ticari dnemleri biiyiik olan baliklari da i¢ine alan bir¢ok hedef
dis1 organizma zarara ugramaktadir (Vural, vd., 1984; Orug ve Uner, 1999).

Sucul ortamlardaki pestisit kirliligi, yagmur sularmin bu bilesikleri tarimsal
alanlardan sucul ortamlara tagimasiyla oldugu kadar, pestisit spreylerinin hava
kosullarima bagli olarak bu ortamlara taginmasiyla da olmaktadir (Sekil 1.1). Ayni
zamanda evsel ve endiistriyel uygulamalardan sonra yiizey akintilar1 ve drenaj kanallari
araciligiyla nehirlere veya gollere ulagmakta ve sucul canlilari etkilemektedir (Karaca
vd., 2005). Buralardan da besin zinciri yoluyla insana ulagsmaktadir. Ekosistemde {iriin
kaybina neden olan zararli, hastalik ve yabanci otlara kars1 yapilan ilaglamalarda atilan
ilacin % 0.015-% 6.0°s1 hedef alinan canli {izerine ulagsmakta ve yeterli etki alinmakta,
geri kalan kismi ise hedef olmayan organizmalara ve topraga ya da dogal ekosisteme

stiriklenmektedir (Karaca vd., 2005; Yildiz vd., 2005).
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Sekil 1.1. Pestisitlerin ekosistemde dolagimi ( Karaca vd., 2005).

Pestisitlerin zararli etkilerinin siddeti pestisitin tiiriine, uygulama sekline ve
tarimsal arazinin tipine bagl: olarak degismektedir. Pestisitler, balik ve diger sucul canlilar
gibi hedef dis1 organizmalarda iireme potansiyelinin azalmasi, 6liimler, hedef olmayan
organizmalarda dayaniklilik olusmas: sonucu insanlara hastalik tasiyan zararlilarin
kontrolsiiz gogalmasi, ekosistemin yapisi ve tiir sayilarinin degismesi gibi olumsuz etkilere
yol agmaktadir (Karaca vd., 2005; Yildiz vd., 2005)

Ayrica pestisitlerin baliklarin dokularinda meydana getirdikleri hasarlar, baliklarda
duyarliliga yol agarak mevsimlik 1s1 degisimlerine ve acliktan gereginden fazla
etkilenmelerine neden olurlar (Toros ve Maden, 1991).

Bu c¢alismada, Pullu Sazan (Cyprinus carpio)’a farkli yogunluklarda uygulanan
trichlorfonun asetilkolinesteraz enzimi ve bazi kan parametreleri {izerinde nasil bir etki
yaptiginin ~ 6grenilmesi  amaglanmistir.  Calismada  trichlorfonun,  sazanlarin
asetilkolinesteraz enzim aktivitesi tizerinde etkisinin olup olmadigi incelenerek sinir
sistemini nasil etkilediginin ortaya ¢ikarilmasi, ayrica hematokrit ve lokokrit diizeyleri,
eritrosit ve lokosit sayilari, hemoglobin diizeyi, ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama
eritrosit hemoglobini (MCH), ortalama eritrosit hemoglobini konsantrasyonu (MCHC) gibi

bazi kan parametreleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



Bu tez cahsmasi; Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim

Birimi (FUBAP) tarafindan SUF.11.02 numarah proje olarak desteklenmistir.

1.1. Pestisitlerin Simiflandirilmasi

Besin maddelerinin iiretimi, tiiketimi ve depolanmalar1 sirasinda besin degerini
bozan ve besinleri yok eden, zarar veren hasereleri, mikroorganizmalar1 ve diger
zararhlar (pestleri) yok etmek i¢in kullanilan kimyasal savas maddelerine pestisitler
denir Ekonomik zehirler smifina giren pestisitler kimyasal yapilarma gore
organoklorlular, karbamatlar, organofosfatlar ve piretroidler, etki ettikleri canli grubuna
gore ise insektisitler, herbisitler, fungusitler, mollusitler, nematositler, rodentisitler ve
akarisitler olarak gruplandirilir. Ote yandan pestisitler, etkili maddelerinin kokenlerine
gore inorganik, dogal organik (bitkisel maddeler ve petrol yaglari vb.) ve sentetik organik
(klorlu hidrokarbonlar, organik fosforlular ve diger sentetik organik maddeler) olarak da
siiflandirilirlar (Giiley ve Vural 1976; Vural, 2005).

1.1.1. Organofosfath Pestisitler

Organofosfat (OP)’l1 bilesikler giiniimiizde en ¢ok kullanilan pestisit grubu olup,
kullanilmakta olan pestisitlerin %80 ’ninden fazlasini olusturmaktadir (Aydin ve Kopriicii,
2005; Ural ve Saglam, 2005; Vural, 2005).

Almanya’da 1930’1u yillarda kimyasal savas ajan1 olarak tiretilen OP’l1 pestisitler
son derece zehirli olmalarina ragmen genellikle cevrede kalici degillerdir; giines 15181, hava ve toprakla temas

ettiklerinde hidroliz olarak parcalamirlar. Bu nedenle diinya ¢apinda en yaygin olarak kullanilan
insektisit grubu olmustur. OP’11 bilesikler hizli pargalanma 6zellikleriyle 6nemli bir avantaj
saglamaktadir. Ancak hedef organizma spesifiklikleri ¢cok disiiktiir ve hedef olmayan
bir¢ok omurgali ve omurgasiza kars1 yiiksek akut toksisiteye sahiptir. Bu nedenle bir¢ok
karasal ve Sucul organizma ¢evredeki bu bilesiklerin etkisiyle zehirlenme riski altindadir
(Fulton ve Key, 2001; Costa, 2006; O’Brien, 1967).

OP’l1 pestisitler ¢ok diisiik konsantrasyonlarda, 6rnegin nanogram diizeyinde bile
sucul omurgali ve omurgasizlarda toksik etkiler olusturabilirler. Ozellikle baliklar OP’l1
toksikantlara karsi ¢ok duyarlidirlar (Hai vd., 1997).

OP’l1 pestistlerin hepsi hidroliz olarak suda ¢6ziinebilen bilesiklere doniistirler. Cogu OP
pestisitler yagda ¢oziiniirliigii yiiksek bilesiklerdir. Hizla viicut dokularina dagilirlarak,
karaciger ve bobrekte yiiksek yogunlukta birikirler. Yagda ¢oziiniirliigii yiiksek olanlar



kan-beyin engelini kolaylikla gecerler ve bu nedenle merkezi sinir sistemi iizerinde
etkilidirler (Joshi vd., 2005).

Biitin OP’li  pestisitler, asetilkolinesretaz (AChE) inhibisyonuna neden olan
norotoksikantlardir (Aytug vd., 1976; Giiley ve Vural 1976; Kirby vd., 2000; Traves-
Brown, 2000; Chandrasekara ve Pathiratne, 2005; Vural, 2005). En onemli 6zellikleri
hedef enzim niteligindeki kolinesteraz enzimiyle yapisal biitiinlesmeye giderek enzimi
inhibe etmeleridir. Bunlar kolinesteraz enziminin substrati olan asetilkolini taklit ederler.
Boylelikle canlilarda sinirsel uyarilarin tasinmasini engellerler (O’Brien, 1969; Cakir ve
Sarikaya, 2004; Cakir ve Yamanel, 2005). OP’li pestisit diazinon’un Micropterus
solmaides (Pan ve Dutta, 1998) ve Lepomis macrohirius (Dutta vd., 1992)’un beyin
dokusunda AChE inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir. Malathion etkisinde
Brachydanio rerio (Ansari ve Kumar, 1984) ve Channa punctatus’da beyin dokusunda
(Inbaraj ve Haider, 1998), Tilapia mossambica’da ise beyin, karaciger, kas ve solungag
dokusunda AChE’nin 6nemli derecede inhibe oldugu bildirilmistir. Fenitrothion’un
Anguilla Anguilla’da beyin dokusunda AChE aktivitesinde konsantrasyona ve siireye
bagli olarak AChE inhibisyonuna neden oldugu saptanmistir (Sancho vd., 1998). Diger
OP’l1 pestisitlerden, methidathion’un C. carpio’da karaciger ve beyin dokusunda AChE
aktivitesinde %80-90 oraninda diisiise yol ac¢tigi bildirilmistir (Rodriguez-Fuentes vd.,
2000).

Ayrica organofosfastl insektisitler eritrositlerin membran 6zelliklerini degistirerek
eritrosit fonksiyonun engellemektedir (Shakoori vd., 1991). Organofosfatl insektisitlerin
baliklarin hematolojik parametreleri lizerine etkisini arastiran birgok ¢alisma vardir; Benli
ve Giilen (2009), Fenitrothion un 96 saat siireyle 5 pg/L, 50 ug/L ve 100 pg/L’lik
konsantrasyonlarinin etkisinde kalan Tilapia (Oreochromis niloticus)’nin hematokrit
degerlerinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Mishra ve Srivastava (1983),
Heteropneustes fossilis’te malathionun 2, 6, 12, 48 ve 96 saat siireyle 7.60 ppm etkisinde,
hemtokrit degerinde ve hemoglobin miktarinda 6énemli derecede azalma oldugunu tespit
etmiglerdir. Diazinonun 32,5 mg/I’lik konsantrasyonuna 96 saat siireyle birakilan C.
carpio’nun eritrosit sayist, hemoglobilin diizeyi ve hematokrit degerinin kontrol grubuna

gore azaldig1 belirlenmistir (Svoboda vd., 2003).



1.1.1.1 Trichlorfon

Trichlorfon, C4HgCl304P kimyasal formiiliine sahip (Sekil 1.2), OP’11 bir pestisittir.
En cok kullanilan bilesiklerden biri olan trichlorfon orta derecede toksiktir. Normal
kullanim kosullarinda ¢ok hizli bir sekilde diklorvos formuna hidrolize olur. Diklorvos ¢ok
daha toksiktir ve balik, yengeg¢ ve karides gibi hedef dis1 organizmalar i¢in potansiyel bir
tehdittir (Traves-Brown, 2000; Chang, 2006; Guimaraes vd., 2007).

CH4 O o
~
P\ Cl,l
u:Hgt:u/ cCH — & —¢Cl
| |
oH

Sekil 1.2. Trichlorfonun kimyasal formiili

Trichlorfon tarim alanlarindaki uygulamalardan sonra topraktan sizarak veya asman
toprak ile siiriiklenerek dogal sulara karigmaktadir. Kiiltiir balik¢ilifinda Monogenea ve
Arthropolarin yol actig1 paraziter hastaliklarin kontroliinde kullanilan trichlorfon, baliga
banyo ya da oral yolla uygulanmaktadir. Suya karisan ve baliklara banyo ydntemiyle
uygulanan trichlorfon baliklarin deri ve solungaglarinda absorbe edilerek balik viicuduna
ge¢mekte letal ve subletal etkilere yol agmaktadir (Guimaraes vd., 2007) . Trichlorfon
etkisinde kalan Oreochromis nilotucus’un kas dokusunda (Guimaraes vd., 2007), diklorvos
uygulanan T. mossambica’nin ise beyin ve karaciger dokusunun (Rath ve Misra, 1981)

AChE aktivitesinde dnemli derecede azalma meydana geldigi tespit edilmistir.

1.2. Asetilkolinesteraz (AChE)
Asetilkolin  (ACh), baliklarin sinir ve ndromuskular sistemlerindeki baslica
norotransmitterdir (Payne vd., 1996; Kirby vd., 2000). ACh’nin kolin ve asetata hidrolizini



katalizleyen enzime ise AChE denir (Aksoy, 1982; Ganong, 1995; Vale, 1998; Noyan,
2008).

Norotransmitter madde bir uyarilmis sinir hiicresinden sinaps igerisine salinarak
sonraki Sinir hiicresinin reseptor bolgesine baglanip sinir impulsunun diger hiicreye
gecmesine neden olur. Bir sonraki impulstan dnce ACh, AChE tarafindan hidrolize
edilmesi gerekir. ACh hidrolize edilmesiyle asetat ve kolin meydana gelir (Sekil 1.3). Iste
bu enzimin aktivitesini bozan maddeler sinir impuls iletiminin bozulmasina ve bunu
takiben belli fonksiyonlarin aksamasina neden olurlar (Vural, 1984; Lehninger vd., 1993;
Noyan, 2008).

Akson Terminali
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Sekil 1.3. Asetilkolin (ACh) ve Asetilkolinesteraz (AChE) dongiisii (URL- 1, 2012).

AChE aktivitesi OP’l1 insektisit kirliliginin 6lgiimiinde yiiksek spesifiteye sahip bir
biyobelirtegtir (Kirby vd., 2000; Torre vd., 2002; Feng vd., 2007).

OP’l1 bilesikler, canlilarda toksisite mekanizmalarini, ilk olarak, AChE’yi
inhibisyona ugratarak(Sekil 1.4) gergeklestirmektedir (Giiley ve Vural, 1976; Vural, 1984).
Inhibisyon, enzimin aktif bolgesi ile OP’li insektisit arasinda kurulan kovalent bag
sonucunda ndrotransmitterin dogal katabolizmasinin engellenmesiyle gerceklesir (Barr ve
Needham, 2002). Inhibisyona bagli olarak sinapslarda asir1 ACh birikimi sonucunda,

nikotinik ve muskarinik reseptorlerin aktivasyonlar1 artar ve kolinerjik sistem siirekli



uyarilir (Giiley ve Vural, 1976; Vural, 1984; Hazarika vd., 2003). Sinir ve kas liflerinin
asir1 uyarilmasi tetani, felg ve sonugta 6liime neden olabilir (Kirby vd., 2000). AChE

enzimi baslica beyinde, sinir hiicrelerinde, kasta ve eritrositlerde bulunur.

Normal Organofosfathlarin
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Sekil 1.4. Organofosfathi pestisitlerin, asetilkolinesteraz (AChE) iizerine etkisi (URL- 1,
2012).

1.3.Baliklarda Hematopoetik Sistem
Baliklarin kani, yapi olarak, diger omurgalilarinkinden farkli olmamakla beraber
miktar olarak degisebilmektedir. Baliklarda, genellikle omurgalilara goére daha az
miktarda kan vardir. Ortalama kan miktarlar1 2-4 ml/100g balik agirligi olmakla beraber
daha fazla olabilmektedir. Petromyzontidae’lerde 8,5 ml/100g, Myxinidae’lerde 17
ml/100g, Elasmobranchi’lerde 6-8 ml/100g, Salmon’larda 5-7 ml/100g balik agirlig:
oldugu belirlenmistir (Timur 2008). Diger omurgalilarda oldugu gibi, baliklarda kan, kan
hiicreleriyle plazmadan olusur. Berrak bir sivi olan plazmanin i¢inde kan hiicrelerinden
ayr1 olarak ermis halde anorganik iyonlar, kan proteinleri, glikoz, lipoitler, amino asitler,
vitaminler, atilacak maddeler, erimis gazlar ve enzimler bulunur (Demir, 2006; Timur,
2008).
Baliklarda kan yapimi ¢esitli organlarda gergeklesir. Eritrositler, baliklarin ¢ogunda
temel olarak bobrek ve dalakta sekillenirler. Lokositler, kemikli baliklarin ¢ogunda
bobrekte olugmakla beraber kikirdakli baliklarda bu gorevi 6zel leyding orgam

yiiklenmigtir. Bu organ genellikle sindirim borusunun geperiyle iliskilidir ve 6zofagus



boyunca bulunur. Diger baliklarda mezenteryum, orbita (goz cukurlar1), meninks ve
kraniyum’un tabani gibi ¢esitli yerlerde benzeri doku bulunabilir. Bazi tiirlerde dalakta
trombositler olusur (Demir, 2006; Timur, 2008).

Baliklarin kan hiicreleri eritrosit (alyuvar)’ler, 16kosit (akyuvar)’ler ve trombositler
olmak tizere, baslica {i¢ tiptir. Eritrositler, karakteristik renklerini, renksiz olan protein
globin ve demir kapsayan kirmizi-sari pigment “hem”den olusan hemoglobinden alirlar.
Bazi tiirlerde birden fazla hemoglobin tipi bulunmaktadir. Alyuvarlar, diger hiicrelere
oranla balik kaninda en fazla sayida bulunan kan hiicresi olup en onemli gorevleri
icerdikleri hemoglobin sayesinde solungaglardan dokulara O, ve dokulardan solungaclara
CO, tasimalandir. Alyuvarlarin %33’inii olusturan ve bir solunum pigmenti olan
hemoglobin O, ve CO, tasima disinda kan pH’nin sabit tutulmasinda tampon goérevi de
yapmaktadir. Balik kaninda hemoglobin konsantrasyonu g/100ml olarak ifade edilir ve
genellikle 7-10 g/100ml arasindadir. Hematokrit kan hiicreleri hacminin kan hacmine
oranidir. Anemi, polistemi durumlarini belirlemek i¢in hematokrit degeri saptanir.
Hematokrit deger, plazma hacmine ve alyuvar biiyiikligine baghdir. Alyuvarlar ve
dolayistyla hematokrit ve hemoglobin konsantrasyonu mevsime, 1stya ve baligin sagligina
gore degisir (Yilmaz, 1984; Yigit, 2001; Demir, 2006;; Timur, 2008; Basusta Girgin,
2010).

Akyuvarlar, viicudun hastaliklara karsi o6nemli bir savunma mekanizmasini
olusturmaktadir. Akyuvarlar, alyuvarlar kadar fazla olmayip genellikle baliklarin ¢ogunda
mm?® ‘te 150.000°den azdir. Bir tiirde bile sayilar1 olduk¢a biiyiik farkliliklar gosterir.
Ornegin sazanda (Cyprinus carpio) sayilarinin 32.000 ile 146.000 arasinda degistigi
bildirilmistir (Noyan, 2008; Timur, 2008).

Hematoloji balik bilimi ile ilgili olarak baliklarin ekolojik, fizyolojik durumlarinin
belirlenmesinin yan1 sira su ortamlarinda hizla artan pestisit kaynakli kirlenmenin baliklar
tizerindeki stres diizeyini belirlemede de yararlanilan bir bilim dahdir (Azizoglu ve
Cengizler 1996; Atamanalp vd., 2003 a).

Baliklarin hematolojik parametreleri balik yetistiriciliginde baliklarin fiziksel
durumlarinin  belirlenmesinde, stres ve hastaliklarin  kontroliinde yaygin olarak
kullanilmakta ve ¢evre sartlarindaki degisikliklere kisa siirede cevap verdiginden dolay1
toksikolojik ¢alismalarda yayginlasarak faydalanilmaktadir. Bu parametreler organizmanin

klinik statiisii hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Atamanalp vd., 2003 b).



1.4. Pullu sazan (Cyprinus carpio)

Diinyadaki balik familyalar1 igerisinde en fazla tiire sahip olan familyalar
sazangiller (Cyprinidae)’dir. Bu familyanin en karakteristik tiirii Cyprinus carpio diinyada
en ¢ok iiretilen ve yetistiricilikte alabaliktan sonra diinyada en genis dagilim alanina sahip
tatl su tiiriidiir (Sekil 1. 5). Ulkemizde Ege, Marmara, Karadeniz, I¢ Anadolu ve Dogu
Anadolu’nun biiyiik bir kismina yayilmistir (Celikkale, 2002).

Iliman boélgelerde sicak sularda yasasa da sicakligin 1 °C'ye diistiigii sularda bile
yagsamini devam ettirebilen tiirlerdir. Sicakligin 4-30 °C arasinda oldugu ortamlara
kolaylikla adapte olabilen sazanin en iyi gelistigi sicaklik 24-26 °C’dir. Yiiksek adaptasyon
yetenegi, yetistiricilik sartlarina kolay uyumunun yaninda, sazan yetistiricilikte bu kadar
one ¢ikaran 6zelligi beslenme aligkanligidir. Herbivor beslenen sazanlar bitkisel proteinleri
hayvansal proteinlere ¢evirerek insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Celikkale,
2002).

Sekil 1.5. Pullu sazan (Cyprinus carpio) (Orijinal).



2. MATERYAL VE METOT

2.1.Materyal

2.1.1. Balik ve Akvaryumlar

Arastirmanm materyali olan pullu sazanlar (Cyprinus carpio) DSI IX. Bolge
Miidiirliigii Keban Su Uriinleri Sube Miidiirliigii'nden temin edilerek (Sekil 2.1), Firat
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarma canli olarak getirildi.
Arastirmada 102 + 4,15g agirliginda, 17,1 £ 1,2 cm uzunlugunda toplam 430 adet pullu
sazan kullanildi. Deneysel ¢alisma baslamadan 6nce baliklar laboratuvardaki havuzlarda
20 giin siireyle tutularak adaptasyonlari saglandi. Adaptasyon siiresi boyunca baliklar
glinde iki kez ticari bir yem ile beslendi. Calismada 80x30x40 cm boyutlarinda 80 litrelik

cam akvaryumlar kullanildi. Temizlenen akvaryumlar merkezi havalandirma sistemiyle
havalandirildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.1. Pullu sazanlarin temin edildigi yer (Orijinal).
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Sekil 2.2. Denemenin yapildig1 akvaryumlar (Orijinal).

2.1.2. Trichlorfon
Calismada hayvanlarda ektoparazitlerin kontroliinde kullanilan ve %75 oraninda
trichlorfon igeren Neguvon’un suda ¢oziinen toz formiilasyonu kullanildi. Trichlorfon,

zirayi ilaglar satan bir isletmeden satin alindi.
2.1.3. Arastirmada Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Arac¢-Geregler

Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 2.1°de, kullanilan arag¢ ve geregler

ise Tablo 2.2 ‘de verilmistir.
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Tablo 2.1. Aragtirmada kullanilan kimyasal maddeler

Benzokain Ethyl-4-aminobenzoat
Asetilkolin iodide

5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid)
Etopropazin

Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,)
Sodyum siilfat (Na,SOy)
Monopotasyum fosfat (Kh,PO,)
Sodyum Kloriir

Methyle violet

Sodyum bikarbonat

Potasyum siyanid (KCN)

Potasyum ferrisiyanid [KsFe(CN)e]
Sodyum dihidrojen fosfat

Sodyum hidrojen fosfat

Bakar siilfat

Sodyum potasyum tartarat

Sodyum karbonat (Na,COs)

Folin-Ciocalteu
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Tablo 2.2. Arastirmada kullanilan arag ve geregler

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)
Beher (25. 50 100 ml)

Erlen (25, 50, 100, 250 ml)
Cam Tiip (16x100mm)
Hematokrit kapillar tiip
EDTA’l1 tiip

Eritrosit pipeti

Lokosit pipeti

Thoma lam1

Spektro kiiveti (kuvartz)
Mikro pipet (10-100, 100-1000 ul)
Mavi ve sar1 pipet ucu
Muayene eldiveni

Hassas terazi (0.01g ve 0.001 hassasiyetli)
-20°C sogutucu
Homojenizator

Distile su cihazi

Manyetik karistirict
Vorteks

Hematokrit santrifiij
Sogutmal1 santrifiij

Benmari

Spektrofotometre
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2.2. Metot

2.2.1.Trichlorfon’un C. carpio iizerindeki LCs; degerinin belirlenmesi
Trichlorfonun pullu sazan (Cyprinus carpio) uzerindeki Letal Konsantrasyonun
(LCsp) belirlenmesinde OECD (1999) tarafinan hazirlanmis olan balik akut toksisite

testleri kilavuzundan yararlanildi.

Deney gruplarinin olusturulabilmesi igin her biri 10 adet balik igeren dokuz adet 80

L’lik akvaryum hazirlandi. Bu akvaryumlardan biri kontrol grubu olarak segildi ve klorsuz

¢esme suyuyla dolduruldu. Neguvon’un (%75 trichlorfon igeren) baliklara uygulanacak

olan konsantrasyonlar1 (12,5 mg/L, 25 mg/L, 37,5 mg/L, 50 mg/L, 67,5 mg/L, 75 mg/L,

100 mg/L ve 125 mg/L) 80 L igin hesaplanip, hassas terazide tartildi ve suda

coziindiiriilerek belirlenen akvaryumlara eklendi. Kullanilan suyun sicakligi, pH degeri ve

oksijen doygunluk diizeyi giinliik olarak diizenli bir sekilde 6lgiildii. Trichlorfon’nun C.
carpio tizerindeki LCso degerini belirlemek tizere denemeler ti¢ tekrarli yapildi.

Baliklarin genel durumu 24., 48., 72. ve 96. saatler sonunda kontrol edildi. SPSS 12

paket programda probit analizi kullanilarak trichlorfonun pullu sazan iizerindeki LCsg

degeri belirlendi.

2.2.2.Baliklara Trichlorfon’un Subletal Konsantrasyonlarimin Uygulanmasi

LCso degerinin belirlenmesinden sonra her biri 30 balik iceren 80 L’lik 3 farkli
akvaryum hazirlandi. Bu akvaryumlardan biri kontrol grubu olarak se¢ildi ve klorsuz
¢esme suyuyla dolduruldu. Diger iki akvaryuma ise probit analizi ile belirlenen
trichlorfonun LCsy degerinin %10°u (D1; 6,1988 mg/L) ve %20’si (D2; 12,3977 mg/L)
olacak sekilde 80 L i¢in hesaplanan miktarlar1 tartildi ve suda eritilerek akvaryumlara
eklendi. Trichlorfonun subletal konsantrasyonlar1 baliklara 21 giin silireyle uygulandi.
Deneme siiresi boyunca trichlorfon uygulanan akvaryumlarin soliisyonlar1 iki giinde bir

yenilendi ve baliklar giinde bir kez ticari bir yem ile beslendi.

2.2.3. Kan, Beyin ve Karaciger Orneklerinin Ahinmasi
Denemenin 3., 7., 14., ve 21. giinleri sonunda, trichlorfon uygulanan gruplar ile
kontrol grubu baliklardan kan, beyin ve karaciger 6rnekleri alindi. Benzokain ile anestezi

edilen baliklarin, kuyruk yiizgeci kesilerek kaudal vena’dan kan drnekleri EDTA’l1 tiiplere
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alindi (Sekil 2.3). Kan 6rneklerinin alinmasinin ardindan otopsi yapilarak (Arda vd., 2005),
beyin ve karaciger ornekleri alindi. Kan 6rnekleri hemen islenirken, beyin ve karaciger

dokular1 folyoya sarilarak analizler yapilana kadar -20°C de saklandi.
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Sekil 2.3. Kan orneklerinin alinmasi. a. Kan 6rneklerinin EDTA’l tiiplere alinmasi. b. Kan 6rneklerinin
hematokrit tiiplere alinmasi (Orjinal).

2.2.4. Beyin ve Karaciger Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Beyin ve karaciger dokularindan 0,5 gram tartildi (Sekil 2.4.a) ve 1/10
agirlik/hacim (w/v) oraninda, 0.25 M siikroz iceren, pH 7,4 olan 0.05 M sodyum-fosfat
tamponu ile sulandirilarak homojenize edildi (Sekil 2.4.b). Homojenatlar sogutmali
santrifijde 3500 rpm’de +4°C’de 30 dakika santrifiijlendikten (Sekil 2.4.c) sonra
slipernatantlar alindi. Siipernatantlar baliklarda protein diizeyi ve AChE aktivitesinin

belirlenmesi i¢in kullanildi.

Sekil 2.4. Siipernatantlarin hazirlanmasi. a. dokularin tartilmasi, b. homojenizasyon islemi, c. santrifiij islemi
(Orijinal).
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2.2.5. Asetilkolinesteraz (AChE) Aktivitesinin Belirlenmesi

AChE, asetiltiyokolinin tiyokolin ile asetata pargalanmasi reaksiyonunu katalizleyen bir
enzimdir. AChE aktivitesi, tiyokolin ile 5,5 ditiyo-bis (2- Nitrobenzoik asit) (DTNB)
arasindaki reaksiyonun sonucunda olusan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin verdigi sar1 rengin
yogunlugunun, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede Slgiilmesiyle belirlendi (Ellman
vd., 1961).

2.2.5.1.AChE Aktivitesnin Belirlenmesinde Kullanilan Ayiraclar
1. 0.1 M Na-K Fosfat Tamponu (pH8.0)
2. 0.1 M Na-K Fosfat Tamponu (pH 7.0)
3.0.01M DTNB
4. 8.52 x 10-3 M Etopropazin (BChE inhibitérii, giinliik olarak hazirlandi)
5. 0.0015 M Asetilkoliniyodiir (giinliikk olarak hazirlandi)
2.2.5.2. AChE Aktivitesinin Belirlenmesi Yontemi
AChE aktivitesini 6l¢mek i¢in yukarida siralanmis olan ayiraglar kor ve ornek
kiivetlerine Tablo 2.3°deki siraya gore ilave edildi. Kor ve Ornek tiiplerine Oncelikle
stipernatantan 200 pl alinarak birakildi. Her iki tiipe 100 ul DTNB ilavesi yapildiktan
sonra, kor tiipiiniin i¢cine 2700 pl 0,1 M pH 8,0 fosfat tamponu koyularak 3000ul’lik bir
karisim elde edildi. Ornek tiipiine ise 50 pl 8,52x10°M Etopropazin, ve 2550ul fosfat
tamponu ilave edildi. Bu haliyle kor ve drnek karigimlart 30 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben érnek karisimimni igine 100 ul 0,015M Asetilkoliniyodiir ilave
edilerek kor ve 6rnek numuneleri 412 nm dalga boyunda 0. ve 5. Dakikadaki absorbanslari

okundu.
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Tablo 2.3. Asetilkolinesteraz Yontemi

Cozelti ve Ayiraclar Kor (ul) Ornek (ul)
Fosfat tamponu 2700 2550
(0,2M, pH 8,0)

Ornek 200 200
DTNB (0,01M)
(0,1M, pH 7,0 Na-K 100 100
Fosfat)
Etopropazin 50
(8,52x10°M)
Calkalanir ve 30 C’de 5dk inkiibe edilir.
Asetilkoliniyodiir —- 100
(0,015M)
TOPLAM 3000 3000

2.2.5.3. AChE Aktivitesinin Hesaplanmasi

Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde kullanilarak AChE aktivitesi

hesaplandi.

AD Vt
AChE Aktvitesi U/mL = - X Vo x 13,6

Belirlenen AChE aktivitesi ve protein diizeyi asagidaki formiilde yerlerine
koyularak spesifik AChE aktivitesi belirlendi.

Spesifik AChE Aktivitesi U/mg protein = AChE Aktivitesi/Protein Diizeyi
AD = 5. ve 0. dakikalar arasindaki absorbans farki
t = Zaman
Vt= Toplam hacim
V6 = Ornek hacmi

2.2.6. Protein Diizeyinin Belirlenmesi
Beyin ve karaciger dokularindaki protein diizeyleri AChE spesifik enzim

aktivitesini hesaplamak amaciyla ¢alisildi. Protein diizeyinin belirlenmesinde bluret

yontemi kullanildi (Lowry, 1951).
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2.2.6.1. Protein Diizeyinin Belirlenmesinde Kullanilan Ayiraclar
1. Alkali Na,COg3 ¢ozeltisi
2. Bakir siilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢ézeltisi
%1 CuS0,4.5H,0
%2 Na-K tartarat
Kullanilacagi zaman bu ¢ozeltiler esit hacimde karistirilarak hazirlandi.
3. Alkali ¢ozelti (Giinliik olarak hazirlandi.): 50 mL alkali Na,COg3 ¢6zeltisi ImL bakir
stilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi ile karistirilarak hazirlandi.

4. Folin-Ciocalteu ayiract: 1 mL Folin-Ciocalteu 1.5 mL saf su olacak sekilde hazirlandi.

2.2.6.2. Protein Diizeyinin Belirlenmesi Yontemi

Beyin siipernatantlar1 1/50, karaciger siipernatantlar1 ise 1/200 oraninda saf suyla
sulandirildi. Ve analizde ornek olarak, sulandirilan doku siipernatantlar1 kullanildi.
Dokulardaki protein miktarin1 6lgmek i¢in hazirlanan ¢o6zeltilerden kor ve Ornek
kiivetinin igine 0,5ml alkali bakir ¢ozeltisi koyulup, kor kiivetine 0,5ml safsu, 6rnek
kiivetine ise 0,5ml sulandirilmis doku siipernatantindan ilave edildi ve ¢alkalanarak oda
sicakliginda 10 dakika beklemeye birakildi. Sonra her iki tliplin i¢ine 2 ml Folin-
Ciocalteu ilave edilip galkalandi ve benmaride 55 °C’de 5 dakika inkiibe edildi (Tablo
2.4). Bu islemlerden sonra ornekler ve kor 650 nm dalga boyunda havaya karsi
spektrofotometrede okundu. Elde edilmis olan 6rnek absorbans degerleri sulandirma
oranlar1 da dikkate alinarak, asagida verilen formiil yardimiyla hesaplanarak dokularin

protein degerleri belirlendi.

Tablo 2.4. Protein diizeyinin belirlenmesi

Cézeltiler Kér (ml) Ornek (ml)
Ornek - 0,5ml
Saf su 0,5ml B
Alkali bakir ¢ozeltisi 0,5ml 0,5ml
Calkaland1 ve oda sicakligindal0 dk. bekletildi
Folin-Ciocalteu 2ml 2ml
Calkalandi ve 55° C’de 5 dk. inkiibe edildi.
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Omek ve kor kiivetlerinin 650 nm dalga boyunda havaya karsi absorbanslari
okundu. Daha sonra okunan Ornek absorbanslari ve dokularin sulandirilma oranlar

asagidaki formiil kullanilarak dokularin protein diizeyleri belirlendi

Protein diizeyi = 0,4 X Okunan absorbans degeri x Sulandirma orant

2.2.7. Hematokrit ve Lokokrit Diizeyleri
Farkli konsantrasyonlardaki trichlorfonun uygulandigi baliklar ile kontrol grubu
baliklarin kuyruk yiizgegleri kesilerek elde edilen kanlardan heparinli hematokrit kapillar
tiiplere 2/3 oraninda dolduruldu (S$ekil 2.4.b). Tiipler Niive marka hematokrit santrifiijde
12500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi (Sekil 2.5.). Santrifiijden sonra hematokrit ve
l6kokrit miktar1 hematokrit cetvel ilizerine konularak okundu ve yiizdeleri hesaplandi

(Konuk 1981, Siwicki ve Anderson 1993).

Sekil 2.5. Hematokrit sanrifiij

2.2.8. Eritrosit ve Lokosit Sayilar:
Eritrosit pipetinin 0,5 isaretine kadar ¢alismada kullanilan baliklarin kanlarindan,
101 isaretine kadar ise Natt-Herrick ¢ozeltisinden cekildi. Hazirlanmis olan karisimdan
bir damla hiicre sayma kamarasina damlatildi ve dagilmas: beklendi. Sonra bes biiyiik
kare (80 kiigiik kare) icindeki eritrositler ile tim kiigiik karelerdeki 16kositler sayildi.
Belirlenen eritrosit sayis1 10.000 ile 16kosit sayis1 ise 1000 ile ¢arpilarak bir milimetrekiip

kandaki eritrosit ve 1okosit miktar1 belirlendi (Konuk, 1981; Imren ve Turan, 1985).
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2.2.9. Hemoglobin Diizeyi
Trichlorfonun farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi deneme gruplar ile kontrol
grubu baliklarin kanlarindan spektrofotometre tiiplerine 0,02 ml birakildi. Uzerine 5 ml

Drabkin’s  soliisyonu eklendi. Karistim 10 dakika karanlikta bekletildi  ve

spektrofotometrede (Sekil 2.6) 540 nm dalga boyunda okunarak hemoglobin diizeyi
belirlendi (Naziroglu, 2001).

-,
Sekil 2.6. Spektrofotometre

2.2.10. Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV)
Trichlorfon verilen baliklar ile kontrol baliklarinin hematokrit degerleri

belirlendikten sonra ortalama eritrosit hacmi asagidaki formiile gére hesaplandi (Konuk,
1981; imren ve Turan, 1985).
MCV (1®)=Hematokrit x 10 / mm?* deki eritrosit say1st
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2.2.11. Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH)

Tiim deneme grubu ve kontrol grubu baliklarinin hemoglobin miktarlari tespit
edildikten sonra ortalama eritrosit hemoglobini asagidaki sekilde hesaplandi (Konuk, 1981;
Imren ve Turan, 1985).

MHC (pg)=Hemoglobin x 10 / mm® deki eritrosit says
2.2.12. Ortalama Eritrosit Hemoglobini Konsantrasyonu (MCHC)

Deneme gruplar ile kontrol grubu baliklarina ait kanlarin eritrositlerinin1 00 ml’si i¢cinde ne kadar

hemoglobin oldugunu gosteren MCHC asagidaki formiile gore hesaplandi (Konuk, 1981; imren ve Turan,
1985).

MCHC(%) = 100 x Hemoglobin / Hematokrit

2.2.13. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 16.0 (SPSS
Inc.) paket programi kullanilarak, ANOVA tek yonlii varyans analizi, Duncan’s testi
uygulandi (Zar, 1984). Grafiklerin olusturulmasinda Excel 2010 programindan
yararlanildi.
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3. BULGULAR

Deneme siiresince su sicakligi 18+ 1°C, oksijen miktar1 5,3 + 1 mg/L ve pH 7,4- 7,9
arasinda Olgiildii. Arastirma boyunca sicaklik, oksijen ve pH’da 6nemli bir degisiklik
goriilmedi. Deneme siiresince kontrol grubu ve tirchlorfon uygulanan baliklarda herhangi

bir 6liim meydana gelmedi.

3.1. Trichlorfon’un LCsy Degeri

Triclorfon’un 12,5 mg/L ve 25 mg/L’lik konsantrasyonlarmin etkisinde kalan
baliklarda 96 saat sonunda herhangi bir etkilenme ve 6liim olmadi. Trichlorfonun diger
konsantrasyonlarinin uygulandigi baliklarda yiizme aktivitelerinde yavaslama, su ylizeyine
yakin yiizme, renkte solma, titreme, ¢irpinma goriildii ve ilerleyen saatlerde akvaryumun
tabaninda solunum fonksiyonu devam eder durumda yan yatarak hareketsiz kaldiklar
tespit edildi. 96 saat sonunda 37,5 mg/L tirchlorfon’da 2 adet, 50 mg/ L ve 67,5 mg/ L’ de
4 adet ve 75 mg/ L’ de ise 6 adet baligin 6ldigi saptandi. 100mg/ L ve 125mg/ L
trichlorfonun etkisindeki baliklarin ise 96 saat sonunda tamaminin 6ldiigii gozlendi. Elde
edilen verilerle yapilan Probit analizi sonucunda pullu sazanda (C. carpio) trichlorfonun

LCso degeri 61,98 mg/1 olarak bulundu.

3.2.Trichlorfonun Subletal Konsantrasyonlarin Uygulanmasi

Trichlorfonun LCsg degerinin %10 (D1) ve %20 (D2) sinin uygulandig: baliklarda
kontrol grubuna goére ylizme aktivitesinde yavaslama goriildii. Denemenin 3., 7., 14. ve 21.
giinlerinde baliklarda hareketsiz kalma, akvaryum tabaninda toplanma, zaman zaman ani
yiizme hareketi ve kasilmalar gozlendi. Trichlorfonun subletal konsantrasyonlarinin
uygulandig1 baliklarda deneme siiresince 6lim goriilmezken 17. ve 21. giinlerde alinan

karaciger orneklerinde rengin soldugu ve yesilimsi kahverengi oldugu goriildii.

3.3. AChE Aktvitesindeki Degisimler

C. carpio’da trichlorfon uygulamasinin beyin ve karaciger dokusunda spesifik
AChE aktvitesi lizerine etkisi arastirildi.

Beyin dokusundaki AChE aktvitesinde, kontrol grubuna goére denemenin 3.
giiniinde trichlorfonun subelthal konsantrasyonlarinin uygulandigt D1 ve D2 grubu
baliklarda sirasiyla %49 ve %50 azalma gozlenirken, karacigerdeki AChE aktivitesinde ise

sirastyla %33 ve % 35 azalma tespit edildi.
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Denemenin 3. giiniinde kontrol grubu ile D1 ve D2 grubu baliklarin beyin ve
karaciger dokularindaki AChE aktiviteleri arasinda farkin 6nemli oldugu saptandi (p<0,05)
(Tablo 3.1, Tablo 3.2, Sekil, 3.1, Sekil 3.2).

Beyin AChE aktivitesinde denemenin 7. giinde kontrol grubuna gore D1 ve D2
grubundaki baliklarda sirasiyla %51 ve %34 azalma meydana geldi. Karacigerde ise
kontrol grubuna gore AChE aktivitesinde sirasiyla %24 ve %35 azalma goézlendi (Tablo
3.1, Tablo 3.2, Sekil 3.1, Sekil 3.2). Denemenin 7. giiniinde kontrol ile D1 ve D2 grubu
baliklarin beyin ve karaciger dokularindaki AChE aktiviteleri arasindaki farkin 6nemli
oldugu belirlendi (p<0,05).

Denemenin 14. giinde beyinde AChE aktivitesinde kontrol grubuna gére D1 ve
D2 grubu baliklarda sirasiyla % 11 ve % 7 azalma tespit edildi. Karacigerde ise kontrol
grubu baliklarma goére D1 ve D2 grubu baliklarin AChE aktivitesinde sirasiyla %30 ve
%31 oraninda azalma saptandi.14. giinde kontrol grubu baliklar ile D1 ve D2 grubu
baliklarin beyin dokusundaki AChE aktiviteleri arasinda farkin 6nemli olmadig1 saptandi.
Kontrol grubu ile trichlorfon uygulanan baliklarin karaciger dokusundaki AChE
aktiviteleri arasinda farkin 6nemli oldugu tespit edildi (p<0,05).

Denemenin 21. giiniinde beyin ACHE aktivitesinde kontrol grubu baliklarina gore
D1 ve D2 grubu baliklarda sirasiyla %14 ve %17 azalma gozlendi. Karacigerde ise kontrol
grubu baliklarina gére D1 ve D2 grubu baliklarin AChE aktivitesinde sirastyla %32 ve
%16 oraninda azalma tespit edildi (Tablo 3.1, Tablo 3.2, Sekil 3.1, Sekil 3.2). 21. giinde
kontrol grubu ile D1 ve D2 grubu baliklarin beyin ve karaciger dokularindaki AChE
aktiviteleri arasinda farkin 6nemli oldugu saptand: (p<0,05) (Tablo 3.1, Tablo 3.2).

Denemenin 3. ve 7. giinlerinde kontrol grubu baliklarmna gére D1 ve D2
grubundaki baliklarda beyin AChE aktivitesinde %50’ ye varan azalma tespit edilirken,
14. ve 21. giinlerde ise AChE aktivitesindeki azalmanin %11 - %17 arasinda oldugu
gozlendi (Tablo 3.1, Sekil 3.2).
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Tablo 3.1. Trichlorfon uygulanan C. carpio’nun beyin dokusundaki spesifik AChE aktivitesinde zamana

bagli degisimler
Giinler K D1 D2
(U/mg protein) (U/mg protein) (U/mg protein)
R 0,0727 + 0,0144P b
3. Giin 0,1429 + 0,007 0,0721 + 0,006™
0,0686 = 0,011 0,0916 + 0,0055¢
7. Giin 0,1390 = 0,018™2
0,1238 +0,018B72 0,1298 + 0,0142
14. Giin 0,1396 + 0,025
0,1481 + 0,020%2 0,1273 +0,0165° 0,1228 +0,012°P
21. Giin

= K kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCsy degerinin % 10’unun uygulandig1 grup, D2: Trichlorfonun
LCso degerinin % 20’sinin uygulandigi grup.
= a, b, c: Ayni satirda ayni harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir

(p>0,05).

= A, B, C: Aym siitunda ayni harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 3.2. Trichlorfon uygulanan C. carpio’nun karaciger dokusundaki spesifik AChE aktivitesinde zamana

bagli degisimler
Giinler K D1 D2
(U/mg protein) (U/mg protein) (U/mg protein)
3. Giin 0,125240,013"2 0,0842 + 0,024™P 0,0808 + 0,0214P
7. Giin 0,1263 + 0,001 0,0966 + 0,015"P 0,0945 + 0,007°8°
14. Giin 0,1187 £ 0,026™2 0,0830 = 0,012°P 0,0809 £ 0,0114P
21. Giin 0,1224 + 0,027°2 0,0830 + 0,0124P 0,1026 = 0,0185°¢

= K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCsy degerinin % 10’unun uygulandigi grup, D2: Trichlorfonun
LCso degerinin % 20’sinin uygulandigi grup.
= a, b, c: Ayni satirda ayn harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir

(p>0,05).

= A, B, C: Aym siitunda ayni harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05).
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Sekil 3.1. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun beyin dokusundaki spesifik AChE
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Sekil 3.2. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun karaciger dokusundaki spesifik AChE
aktivitesindeki zamana bagl degisimler

3.4. Hematokrit ve Lokokrit Diizeyleri

Trichlorfonun subletal konsantrasyonlarinin uygulandigi baliklarla kontrol grubu
baliklarin kuyruk ytizgreleri kesilerek aliman kan ornekleriyle yapilan testler sonucunda
hematokrit ve 16kokrit yiizdelerindeki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubu baliklarinda ¢aligsma siiresince hematokrit degerlerinin % 41,4 + 3,82
ile %46 + 4,20 arasinda, 16kokrit degerlerinin ise %2,20 + 0,67 ile %2,30 + 0,61 arasinda
oldugu belirlendi.
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Trichlorfonun LCsy degerinin %10’unun uygulandigi D1 grubu baliklarda
hematokrit degerin 3. giinde %42,00 + 4,58 iken, 21. giinde %31,25 + 6,10°e diistigi tespit
edildi (Tablo 3.3 ve Sekil 3.3 ). DI grubu baliklarda l6kokrit deger ise 3. giinde %1,92 +
0,42 iken, bu deger 21. giinde %1,17 + 0,52 olarak bulundu.

Trichlorfonun LCsy degerinin  %20’sinin uygulandigt D2 grubu baliklarda
hematokrit degerin 3. giinde %39,00 + 4,98 iken, 21. giinde %28,00 £+ 2,84 oldugu tespit
edildi. Lokokrit deger ise 3. ve 21. giinde sirasiyla %1,90 + 0,64 ve %1,15 + 0,73 olarak
bulundu.

Denemenin 3. ve 7. giinlerinde D1 grubundaki baliklarin hematokrit degerlerinin
kontrol grubundan farkli olmadig1 (p>0,05), ancak 14. ve 21. giinlerde kontrol grubundan
diisiik oldugu tespit edildi. D2 grubundaki baliklarin hematokrit degerlerinin, denemenin
biitiin giinlerinde kontrol grubundan farkli oldugu (p<0,05), ve bu farkin istatistiksel olarak
onemli oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 3.3, Sekil 3.3).

Denemenin 3, 7, 14 ve 21. gilinlerinde D1 ve D2 grubu baliklarin 16kokrit degerleri
kontrol grubundan diisiik bulundu. (p<0.05) (Tablo 3.4, Sekil 3.4).

Tablo 3.3. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun hematokrit degerlerindeki zamana bagh
degisimler

Giinler (I)< D1 D2

(%) (%) (%)
3.Giin 453 +3,9772 42,00 £ 4,58"%® 39,00 + 4,98”P
7.Giin 46,2 + 4,10M2 40,00 + 3,987 37,00 + 5,02°P
14.Giin 41,4 +3,82°8 28,5 + 4,878° 28,00 + 3,855°
21.Giin 46,00 + 4,20™? 31,25+ 6,108° 28,00 + 2,848°

= K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCs, degerinin % 10’unun uygulandigi grup, D2: Trichlorfonun
LCso degerinin % 20’sinin uygulandigi grup.

= a, b, c: Aymi satirda ayni harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir
(p>0,05).

= A, B, C: Aym siitunda aym harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05).
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Sekil 3. 3. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun hematokrit degerlerinde

zamana bagli degisimler.

Tablo 3.4. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun Iokokrit degerlerindeki zamana bagh

degisimler.
Giinler K D1 D2
(%) (%) (%)
3.Giin 2,25 £ 0,65 1,92 + 0,42AP 1,90 + 0,64°P
7.Giin 2,20 + 0,672 1,13 +0,575° 1,10+ 0,618°
14.Giin 2,24 +0,70"2 1,15+ 0,485° 1,11 +0,605°
21.Giin 2,30+ 0,6142 1,17 +£0,528° 1,15+0,738°

= K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCsy degerinin % 10’unun uygulandigi grup, D2: Trichlorfonun

LCso degerinin % 20’sinin uygulandigi grup.

= a, b, c: Ayni satirda ayni harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir

(p>0,05).

= A, B, C: Aym siitunda aym harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark

bulunmamaktadir (p>0,05).
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degisimler
3.5. Eritrosit Sayilari

Trichlorfonun subletal konsantrasyonlarinin 21 giin boyunca uygulandig: baliklarin
eritrosit sayilarinda asagidaki degisimler tespit edildi.

Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14., ve 21. giinlerde eritrosit sayisinin 1,50 + 0,11 x
108 /mm?®- 1,55 + 0,13 x 10° /mm®arasinda oldugu belirlendi.

Trichlorfonun LCsp degerinin %10’unun uygulandigi D1 grubu baliklarda eritrosit
sayist 3. giinde 1,50 + 0,13 x 10%mm? iken, 21. giinde bu say1 1,32 + 0,21 x 10%mm?
olarak bulundu (Tablo 3.5).

Trichlorfonun LCsy degerinin %20’sinin uygulandigi D2 grubu baliklarin eritrosit
sayisi 3. giinde 1,44 + 0,10 x 10%mm? iken, 21. giinde bu saymm 1,23 + 0,14 x 10°
/ mm3degerine diistiigii saptandi (Tablo 3.5).

Denemenin 3. ve 7. giinlerinde kontrol grubu ile D1 ve D2 grubu baliklarin eritrosit
sayilar1 arasindaki farkin 6nemli olmadigi goriildii (p>0,05).

Denemenin 14. ve 21. giinlerde ise D1 ve D2 grubu baliklarin eritrosit sayilarinin
kontrol grubu baliklara gore diisiik oldugu ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli
oldugu saptand1 (p<0,05) (Tablo 3.5, Sekil 3.5).
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Tablo 3.5. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun eritrosit sayilarinda zamana bagh

degisimler
. K D1 D2
Giinler (x10°/mmd) (x10°/mmd) (x10°/mm?®)
3.Giin 1,540,117 1,50 + 0,132 1,44 + 0,102
7.Giin 1,55 +0,13"° 1,52 +0,117° 1,42 + 0,092
14.Giin 1,50 +0,1142 1,25 +0,185" 1,22 +0,128°
21.Giin 1,53 + 0,122 1,32 +£0,218° 1,23 +0,148"

= K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCs, degerinin % 10 unun uygulandigi grup, D2: Trichlorfonun
LCso degerinin % 20’sinin uygulandigi grup.

= a, b, c: Ayni satirda ayn1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir
(p>0,05).

= A, B, C: Aym siitunda aymi harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05).
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Sekil 3. 5. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun eritrosit sayilarinda zamana bagh
degisimler

3.6. Lokosit Sayilar

Trichlorfonun subletal konsantrasyonlarinin 21 giin siireyle uygulandigi baliklarin

16kosit sayilarinda asagidaki degisimler belirlendi.
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Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14., ve 21. giinlerdeki 16kosit sayis1 40,00 + 3,95 x
10°/mm®- 43,00 + 4,45 x 10° /mm®arasinda bulundu.

Trichlorfonun LCsp degerinin %10 unun uygulandigi D1 grubu baliklarda 16kosit
sayist 3. giin 31,4 + 5,61 x 10° /mm?® ve 21. giinde bu say1 26,25 + 4,05 x 10*/mm? olarak
tespit edildi.

Trichlorfonun LCsy degerinin %20’sinin uygulandigi D2 grubu baliklarin 16kosit
sayist 3. giinde 28,44 + 4,12 x 10° iken, 21. giinde bu say1 23,00 + 3,71 x 103/mm?
diizeyine indi.

Denemenin 3., 7., 14. ve 21. giinlerinde kontrol grubu baliklar1 ile D1 ve D2 grubu
baliklarin 16kosit sayilari arasindaki farkin 6nemli oldugu saptandi (p<0,05). Trichlorfon
uygulanan baliklarda denemenin biitiin giinlerinde 16kosit sayisinin azaldig1 gortildii (Tablo

3.6, Sekil 3.6).

Tablo 3.6. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun 16kosit sayilarinda zamana bagli degisimler

Giinler 3K 3 :E)l 3 ,?2 3
(x10°/mm?°) (x10°/mm?) (x10°/mm°)
3.Giin 41,00 + 3,877 31,4+ 5,61 28,44 + 4,12°°
7.Giin 42,00 + 4,012 32,2+ 6,03°P 27,25 +£2,91°°
14.Giin 43,00 + 4,45™2 27,00 + 3,95%P 26,8 + 2,95P
21.Giin 40,00 + 3,952 23,00 +3,718° 23,00 +3,718°

= K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCs degerinin % 10 unun uygulandigi grup, D2: Trichlorfonun
LCso degerinin % 20’sinin uygulandig1 grup.

= a, b, c: Ayni satirda ayn1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir
(p>0,05).

= A, B, C: Aymi siitunda ayni harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05).
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3.7. Hemoglobin Diizeyi

Kontrol grubu baliklari ve trichlorfonun subletal konsantrasyonlariin uygulandigi
baliklarin hemoglobin diizeylerinde asagidaki degisimler belirlendi.

Kontrol grubu baliklarda ¢alisma boyunca hemoglobin diizeyi 7,82 + 0,65 g/100ml
ile 8,16 £ 0,84 g/100ml arasinda belirlendi (Tablo 3.7).

Trichlorfonun LCsy degerinin %10’unun uygulandigi D1 grubu baliklarda
hemoglobin miktar1 3. giinde 7,46 £+ 0,62 g/100ml iken 7. giinde 5,44 + 0,27 g/100 ml
degerine indi (Tablo 3.7, Sekil 3.7).

Trichlorfonun LCsy degerinin  %20’sinin  uygulandigi D2 grubu baliklarinda
hemoglobin miktar1 3. giinde 7,39 = 0,11 g/100ml ve 7. giinde bu deger 4,59 + 0,53
0/100ml olarak bulundu.

Denemenin 3. giliniinde kontrol grubu baliklar1 ile tirchlorfonun subletal
konsantrasyonlarinin uygulandigi baliklarin hemoglobin diizeyleri arasinda farkin 6nemli
olmadig1 belirlendi (p>0,05). Denemenin 7., 14. ve 21. giinlerinde ise D1 ve D2 grubu
baliklarin hemoglobin diizeylerinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu ve aralarindaki

farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptandi (p<0,05), (Tablo 3.7, Sekil3.7).
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Tablo 3.7. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C.
degisimler

carpio’nun hemoglobin degerlerinde zamanda bagl

Giinler K D1 D2
(9/100ml) (9/100ml) (9/100ml)
3.Giin 8,16 = 0,60 7,46 + 0,622 7,39 +0,11°2
7.Giin 8,16 + 0,60 5,44 +0,27°° 4,59 + 0,538
14.Giin 7,82 + 0,652 5,78 + 0,618" 544 + 0,518
21.Giin 8,33 £ 0,722 6,8 + 0,328P 5,95 + 0,448°

= K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCsy degerinin % 10’unun uygulandig1 grup, D2: Trichlorfonun

LCso degerinin % 20’sinin uygulandigi grup.

= a, b, c: Ayni satirda ayn1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir

(p>0,05).

= A, B, C: Aym siitunda aymi harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark

bulunmamaktadir (p>0,05).
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Sekil 3. 7. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun hemoglobin degerlerinde zamana bagl

degisimler

3.8.0rtalama Eritrosit Hacmi (MCV)

Trichlorfonun subletal konsantrasyonlarinin 21 giin siireyle uygulandigi baliklarin

ortalama eritrosit hacminde (MCV) asagidaki degisimler belirlendi.

32



Kontrol grubu baliklarda MCV degeri ¢alisma boyunca 276 + 32,78 p®ile 300,65 +
35,12 p® arasinda bulundu.

Trichlorfonun LCs degerinin %10 unun uygulandigi D1 grubu baliklarda 3. giinde
MCYV degeri 280 + 18,67 u°, 21. giinde ise bu deger 236,74 + 21,47 u® olarak belirlendi.

Trichlorfonun LCsp degerinin %20’sinin uygulandigi D2 grubu baliklarin 3. giinde
MCV degeri 270,83 + 18,75 p® iken, 21. giinde 227,67+27,40 p® degerine diistiigii tespit
edildi.

Denemenin 3. giiniinde kontrol ile D1 ve D2 grubundaki baliklarin MCV degerleri
arasinda farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05), ancak 7,. 14. ve 21. giinlerde bu farkin 6nemli
oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 3.8, Sekil 3.8). Trichlorfon uygulanan baliklarin MCV

degerlerinde zamana bagli olarak azalma meydana geldigi tespit edildi.

Tablo 3.8. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun MCV degerlerinde zamana bagh
degisimler

Giinler K3 Dg- Dg

() () ()
3.Giin 294,15 + 5,642 280,00 +£18,67°2 270,83 + 8,75
7.Giin 298,06 + 22,452 263,15 + 24,124 260,56 + 14,87
14.Giin 276,00+ 32,78"* 228,00 + 15,44%° 229.5 +15,108°
21.Giin 300,65 + 5,122 236,74 £ 2147%° 997 671 27.408°

e  K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCsy degerinin % 10’unun uygulandig: grup, D2: Trichlorfonun
LCsp degerinin % 20’sinin uygulandig1 grup.

= a, b, c: Ayni satirda ayni1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir
(p>0,05).

= A, B, C: Aym siitunda ayni harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05).
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3.9. Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MHC)

Trichlorfonun subletal konsantrasyonlarinin  uygulandigi baliklarin  ¢aligma
sliresince ortalama eritrosit hemoglobinindeki (MHC) degisimler Tablo 3.9’de verilmistir.

Kontrol grubu baliklarda 3., 7., 14., ve 21., giinlerde MHC degerinin 52,13 +4,18 -
54,44 + 4,72 pg arasinda oldugu saptandi.

Trichlorfonun LCsy degerinin %10’unun uygulandigi D1 grubu baliklarda 3. giinde
MHC degeri 49,73 + 3,15 pg iken, 7. giinde 35,78 + 2,26 pg degerine indi.

Trichlorfonun LCsg degerinin %20’sinin uygulandigi D2 grubu baliklarda 3. giinde
MHC degeri 51,31 + 2,12 pg iken, bu deger 7. giinde 30,19 + 3,17 pg olarak tespit edildi.

Kontrol grubu baliklar ile D1 ve D2 grubu baliklarin MHC degerleri arasindaki
farkin 3. ve 21. giinlerde 6nemli olmadig: tespit edilirken (p>0,05), 7. ve 14. giinlerde
farkin 6nemli oldugu saptandi (p<0,05). Ancak, trichlorfon farkl: iki konsantrasyonunun
uygulandig1 baliklarin MHC degerlerinde 7. giinde bariz bir azalma meydana gelirken, 14.
ve 21. giinlerde bu azalmanin yerini artisa biraktig1 gozlendi (Tablo 3.9, Sekil 3.9).
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Tablo 3.9. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C.

carpio’nun MHC degerlerinde zamana bagh

degisimler
Giinler K D1 D2
(P9) (P9) (P9)
3.Giin 52,98 + 3,852 49,73 £ 3,15%* 5131 42,127
7.Giin 52,64 + 5,05 35,78 +2,26%" 30,19 + 3,178°
14.Giin 52,13 + 4,18"2 46,24 + 3,78™® 44,15 + 1,49"°
21.Giin 54,44 + 47272 S1.514 4,014 48,37 +2,314P

= K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCs degerinin % 10’unun uygulandigi grup, D2: Trichlorfonun

LCso degerinin % 20’sinin uygulandig1 grup.

= a, b, c: Ayni satirda ayni1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir

(p>0,05).

= A, B, C: Aymt siitunda aym harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark

bulunmamaktadir (p>0,05).
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Sekil 3. 9. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun MHC degerlerinde zamana bagli degisimler

3.10. Ortalama Eritrosit Hemoglobini Konsantrasyonu (MCHC)

Kontrol grubu ve trichlorfonun subletal konsantrasyonlarini uygulandigi baliklarin

caligsma siiresince MCHC degerlerinde asagidaki degisimler tespit edildi.
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Kontrol grubu baliklarda MCHC degerinin galisma siiresince %17,66 + 2,74 - %
18,88 + 2,45 arasinda oldugu belirlendi.

Trichlorfonun LCsp degerinin %10’unun uygulandigi D1 grubu baliklarin MCHC
degeri 3. giinde % 17,76 + 1,72 iken, 7. giinde % 13,6 £ 2,07 e diistigii tespit edildi.

Trichlorfonun LCsy degerinin %20’sinin uygulandigr D2 grubu baliklarin MCHC
degeri 3. giinde % 18,94 + 2,85 iken, 7. giinde bu deger %12,40 + 1,98 olarak bulundu.

Denemenin 3. ve 14. giinlerinde kontrol ile D1 ve D2 grubu baliklarin MCHC

degerleri arasinda farkin 6nemli olmadigi belirlendi (p>0,05). Ancak 7. giinde ve 21. giinde

belirlenen degerler arasindaki farkin 6nemli oldugu saptandi (p<0,05) (Tablo 3.10, Sekil

3.10).

Tablo 3.10. Kontrol grubu ve trichlorfon uygulanan C. carpio’nun MCHC degerlerinde zamana bagh

degisimler
Giinler K D1 D2
(%) (%0) (%0)
3.Giin 18,01 £2,314° 17,76 £ 1,722 18,94 + 2,852
7.Giin 17,66 + 2,74 13,6 +2,07°° 12,40 + 1,98%"
14.Giin 18,88 + 2,452 20,28 +2,11¢2 19,42 + 0,892
21.Giin 18,10 + 3,417 21,76+ 1,87°° 19,42 + 1,214

= K: kontrol grubu, D1: Trichlorfonun LCsy degerinin % 10’unun uygulandigi grup, d2: Trichlorfonun

LCso degerinin % 20’sinin uygulandig1 grup.

= a, b, c: Ayni satirda ayn1 harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamaktadir

(p>0,05).

= A, B, C: Ayni siitunda ayni harflerle gosterilen gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark

bulunmamaktadir (p>0,05).
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4. TARTISMA

Letal konsantrasyon -50 (LCsp), toksik maddenin etkisine birakilmis organizmalarin
%50’sini oldiiren konsantrasyon olarak tanimlanmis olup, toksik etkinin istatistik olarak
giivenilir bir tayin sekli olarak kabul edilmistir (Parlak vd., 2009). EPA, trichlorfonun
LCso degerini, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) i¢in 0,43 mg/L, gol alabaligi
(Salmo tritta abanticus) i¢in 0,55 mg/L, kaynak alabalig1 (Salvelinus fontinalis) i¢in 0,24
mg/L ve kanal yaym baligt i¢in 0,88 mg/L (%98 etken madde) olarak bildirmislerdir
(Gross vd., 1997). Anton ve Ariz (1994), trichlorfonun C. carpio iizerindeki LCs degerinin
89,92 + 6,3 mg/L oldugunu Carrasius auratus igin ise bu degerin 46,90 + 1,17mg/L
oldugunu saptamiglardir. Bu ¢alismada ise organikfosfatli insektisit trichlorfonun C. carpio
tizerindeki LCsp degeri 61,98 mg/1 olarak belirlenmistir.

Trichlorfonun subletal konsantrasyonlarinin uygulandigi bu ¢alismada, C.
carpio’nun beyin ve karaciger dokusundaki AChE aktvitesinde 6nemli bir azalmanin
meydana geldigi tespit edilmistir. Trichlorfonun D1 ve D2 konsantrasyonlarinin
uygulandigi C. carpio’nun beyin dokusundaki AChE aktvitesinin, denemenin 3. giinde
kontrol grubuna gore sirasiyla %49 ve %50 oranlarinda inhibe oldugu belirlenirken,
denemenin 14. ve 21. giinlerinde ise beyin AChE aktivitesinin kontrol grubuna gdre inhibe
oldugu, ancak inhibisyon oraninin 3. ve 7. glinlerdekinden daha diisiik oldugu saptanmustir.
Denemenin 3. giinlinde D1 ve D2 grubu baliklarinin karaciger dokusundaki AChE
aktivitesi de kontrol grubuna gore sirasiyla %33 ve %35 iken, 21. glinde %32 ve %16
oraninda azalma tespit edilmistir. AChE aktivitesinde meydana gelen azalma
antikolinesteraz olan organofosfatl insektisitlerin inhibitér  etkilerinden
kaynaklanmaktadir. Trichlorfon uygulanan baliklarda 7. giinden sonra AChE aktivitesinin
kontrol grubu degerlerine ulagmasi, baliklarda negatif bir adaptasyonun meydana gelerek,
pestisite kars1 bir direng gdstermesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak 21.
giinde trichlorfon uygulanan gruptaki baliklarin AChE aktivitesinde meydana gelen
azalma, negatif adaptasyon siiresinin sona erdigini, pestisite kars1 gosterilen direncin 14.
giinden sonra kirildigini ve inhibisyonun tekrar basladigini géstermektedir.

Yapilan cesitli ¢alismalarda da pestisitlerin AChE aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir;
Chandrasekara ve Pathiratne, (2005), 24 saat sonunda C. carpio’da organofosfatl insektisit
tirchlorfonun, beyin dokusundaki AChE aktivitesinin %52 ve %357 oraninda azalmasina

neden oldugunu saptamislardir. Guimares vd., (2007), 96 saat sonunda trichlorfonun
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Oreochromis niloticus’un kas dokusundaki AChE’nin %85 oraninda inhibe oldugunu
bildirmislerdir. Feng vd., (2008), trichlorfonun farkli konsantrasyonlarinin (0.0001,0.001,
0.01, 0.1 ve 1g/L) 90 dakika sonunda Tilapia nilotica’ nin AChE aktivitesinde %95’ e
varan azalmaya neden oldugunu bulmuslardir. Sahib vd., (1980) 2 ppm malathion etkisinde
birakilan Tilapia mossambica’da beyin karaciger, kas ve solunga¢ dokusunda AChE
aktivitesinde 60 saat siirede onemli derecede azalma meydana geldigini tespit etmislerdir.
Diklorvos derisimi ve uygulama siiresi artttkga T. mossambica’nin beyin ve karaciger
dokusunda, AChE aktivitesinin azaldig1 ortaya koyulmustur (Rath ve Misra, 1981). Bu
calismada da AChE aktivitesi ile ilgili olarak elde edilen sonuglarin, pestisitlerle yapilmig
olan diger calismalarin sonuglariyla benzer bulunmustur. Beyin ve karaciger dokusunda
AChE aktvistesinde meydana gelen azalmanin organofosfatli insektisitlerin inhibitor
etkisinden ileri geldigi belirlenmistir.

Baligin fizyolojik durumunun izlenmesi ve hastaliklarinin tanisi igin hematolojik
parametrelerin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle bu calismada bazi kan
parametrelerindeki degisimler arastirilmistir.

Hematokrit diizeyi baligin hematopoetik aktivitesinin bir gostergesidir. Anormal
hematokrit degerleri bir saglik probleminin var oldugunu gostermektedir (Benli ve Giilen,
2009). Denemenin biitiin giinlerinde, trichlorfonun LDso degerinin %10°u ve %?20’sinin
uygulandig1 baliklarin hematokrit degerleri kontrol grubu baliklardan diisiik bulunmustur
(p<0,05). Pestisitlerle yapilan cesitli ¢aligmalarla baliklarin hematokrit degerinde meydana
gelen degisimler tespit edilmisitir;  Svoboda vd., (2001), organikfosfatli diazinon
uygulanan C. carpio’nun hematokrit degerinin kontrol grubunda diisik oldugunu
bulmuslardir. Yonar vd., (2012), klorpirifos uygulanan C. carpio’nun hematokrit
degerlerinde kontrol grubuna gore azalma oldugunu tespit etmislerdir. Benli ve Giilen
(2009), organofosfath pestisitlerden fenitrothionun etkisinde kalan Oreochromis niloticus’
ta hematokrit degerinin kontrol grubuna gore azaldigini saptamistir. Svoboda vd., (2003),
Deltametrin uygulanan C. carpio’nun eritrosit sayisinda kontrol grubuna gore azalma
oldugunu tespit etmiglerdir. Trichlorfonun subletal konsantrasyonlarinin uygulandigr bu
caligmada ise; C. carpio’nun hematokrit diizeyinde meydana gelen azalma, yukarida
verilmis olan ¢aligsmalarin bulgulariyla benzer bulunmustur.

Lokokrit degeri; kandaki 16kositlerin yiizde hacmini veren ve baliklarin saglik
durumlar1 hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan bir parametredir. Bu ¢alismada kontrol

grubu ile trichlofon uygulanan gruplarin 16kokrit degerleri arasinda farkin 6nemli oldugu
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belirlendi. (p<0,05). Chandrasekara ve Pathiratne, (2005), trichlorfonun farkli iki
konsantrasyonunun uygulandigi C. carpio’nun 16kokrit degerlerinde diisiis meydana
geldigini bildirmislerdir.

Yonar vd., (2012) Kklorpirifosun C. carpio’nun 16kokrit degerlerinde kontrol grubuna gore
azalmaya neden oldugunu saptamislardir. Bu ¢alismada da trichlorfon uygulanan baliklarin
16kokrit degerinin kontrol grubundan diisiik oldugu tespit edilmistir.

Kontrol grubu ile trichlorfon uygulanan gruplardaki baliklarin eritrosit sayilarinin
denemenin 14. giinlinden itibaren azalmaya basladig1 belirlendi. Svoboda vd., (2001), 96
saat siireyle diazinon uygulanan baliklar kontrol grubu baliklar ile karsilastirildiginda
eritrosit sayilarinin diisiik oldugunu bulmustur. Yonar vd., (2012), klorpirifosun iki farkli
konsantrasyonunun uygulandigi C. carpio’da eritrosit sayisinin kontrol grubuna gore diisiik
oldugunu tespit etmislerdir. Vani vd., (2011), Deltametrinin subletal konsantrasyonunun
uygulandigr Catla catla’nin eritrosit sayilarmin kontrol grubundan diisiik oldugunu
belirlemislerdir. Kopriicii vd. (2006), organofosfatli pestisit diazinon etkisindeki Silurus
glanis’in eritrosit sayisinin siireye ve derisime bagl olarak azaldigini bildirmislerdir. 96
saat siireyle deltametrin etkisinde birakilan C. carpio’nun eritrosit sayisinda azalma oldugu
saptanmistir (Svoboda vd., 2003). Trichlorfonun subletal konsantrasyonlariin uygulandigi
pullu sazanlarin eritrosit sayilarinin kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmasi,
pestisitlerle yapildig: bildirilen yukaridaki calismalarin sonuglariyla benzerlik gostermistir.

Denemenin biitiin giinlerinde kontrol grubu ile trichlorfon uygulanan baliklarin
l6kosit sayilar1 arasinda farkin 6nemli oldugu saptandi (p<0,05). C. carpio iizerinde
denenen trichlorfon (Chandrasekara ve Pathiratne, 2005), ve diazinonun (Svoboda vd.,
2001) lokosit sayilarinda 6nemli azalmalara neden oldugu belirlenmistir. Kopriicti vd.
(2006), diazinonun Silurus glanis’in l6kosit sayisinda diistise yol ac¢tigini bildirmislerdir.
Vani, vd., (2011), deltametrinin subletal konsantrasyonunun uygulandigi C. catla’nin
16kosit sayisinda azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada, trichlorfonun
subletal konsantrasyonlarmin uygulandigi C. carpio’nun 16kosit sayilarinin denemenin 3.
giiniinden itibaren azalmaya basladig1 ve deneme boyunca bu degerin kontrol grubundan
diisiik oldugu saptanmistir. Bu sonug pestisitlerle yapilan ¢alismalarla paralellik
gostermistir.

Svoboda vd., (2001), diazionun subletal konsantrasyonunun 96 saat siireyle
uygulandigt C. carpio’da hemoglobilin diizeyinin kontrol grubu baliklardan diisiik

oldugunu bildirmiglerdir. Vani vd., (2011), deltametrinin C. catla’nin hemoglobin
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diizeyinde azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir. Svoboda vd., (2003), deltametrinin
Yonar vd., (2012), 10 giin boyunca klorpirifos etkisinde kalan C. carpio’nun hemoglobin
miktarinin kontrol grubuna gore diisilk oldugunu bildirmislerdir. Trichlorfonun subletal
dozlarinin 21 giin boyunca uygulandigi bu arastirmada C. carpio’nun hemoglobin
miktarinda, denemenin 7., 14. ve 21. giinlerinde kontrol grubuna gore azalma oldugunun
belirlenmesi Svoboda vd. (2001,2003), Vani vd. (2001) ve Yonar vd. (2012)’nin yapmis
olduklar1 ¢alismalardaki bulgularla benzer bulunmustur.

Eritrosit indeksleri (MCV, MHC, MCHC) anemi tiplerinin belirlenmesinde
yardimci olurlar. MCV degerlerinin artmas1 durumunda makrositer, azalmasi durumunda
ise, mikrositer anemi, MHC degerlerinin artmasi durumunda hiperkrom, azalmasi
durumunda ise hipokrom aneminin oldugu sdylenir (Irmak vd., 1971; Naziroglu, 2001).
Pestisitlerle yapilan baz1 ¢aligmalarda (Svoboda vd., 2001; Svoboda vd., 2001), pestisit
uygulamasi1 sonucunda baliklarin eritrosit indekslerinde (MCV, MHC ve MCHC) kontrole
gore herhangi bir degisimin olmadigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonunda elde edilen
veriler degerlendirildiginde, denemenin 14. giiniinden itibaren trichlorfonun subletal
konsantrasyonlarinin  uygulandigi baliklarda mikrositer aneminin meydana geldigi
belirlenmistir. Trichlorfon uygulanan D2 grubu baliklarda 7. giinden itibaren mikrositer
hipokrom anemi sekillendigi tespit edilmistir. Trichlorfon uygulanan baliklarin MCHC
degerinin denemenin 7. giiniinde azaldigi denemenin diger giinlerinde kontrol grubuyla
trichlorfon uygulanan baliklarin MCHC degerleri arasinda farkin 6nemli olmadig1 saptandi
(p<0,05).

Organikfosfatli bilesiklerin etkisinde kalan baliklarda hematopoezisin azalmasini
takiben anemi olustugu kanitlanmistir (Svoboda vd., 2001). Bu c¢alismada kontrol
gurubuna gore trichlorfon uygulanan baliklarin kan parametrelerinde meydana gelen

diisiislin nedeni, pestisitin hematopoetik dokularda olusturdugu zararli etkiye baglanmistir.
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5. SONUC

Bu ¢alismada, zirayi miicadelede insektisit, hayvancilik ve su iriinleri sektoriinde
ise ektoparaziter olarak kullanilan organofosfatli insektisit trichlorfonun C. carpio’
tizerindeki LCsy degeri hesaplanmis olup, AChE aktivitesi ve bazi hematolojik
parametrelere olan etkisi incelenmistir.

Trichlorfon etkisinde birakilan baliklarda AChE aktivitesi kontrol grubuna gore
diisiik bulunmustur. AChE  aktivitesinde meydana gelen diisiise bagli olarak
trichlorfonun C. carpio iizerinde ndrotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Trichlorfonun diisilk konsantrasyonlardaki etkisini belirlemek i¢im AChE
aktivitesinin Onemli bir yardimer enzim oldugu saptanmistir. AChE aktivitesinin
organofosfat pestisit kirliliginin belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
ortaya konmustur.

C. carpio’nun kan parametrelerine bakildiginda, trichlorfonun hematopoetik
organlarda hasara yol agarak, C. carpio’nun hematokrit ve lokokrit sayisi, hemoglobin
miktari, eritrosit ve 10kosit sayilarinda kontrole gore azalmaya neden oldugu saptanmistir.
Eritrosit hacminde meydana gelen azalmaya bagli olarak mikrositer anemi, hemoglobin
miktarinda meydana gelen azalmaya bagli olarak hipokrom anemi meydana geldigi tespit
edilmistir.

Tarim alanlarinda kullanilan pestisitlerin su ortamina ulagsmasi basta baliklar olmak
tizere hedef dis1 bir¢ok sucul organizmanin zarara ugramasina neden olmaktadir. Bu
nedenle, organizmalar {izerinde mutajenik, teratojenik veya kanserojenik etkileri oldugu
bilinen pestisitlerin bu zararlarin1 miimkiin oldugunca azaltacak onlem ve uygulamalara
onem verilmelidir.

Bu c¢alismada elde edilen bulgularla, trichlorfonun C. carpio iizerindeki LCsg
degeri, AChE aktivitesi ve kan parametreleri iizerine olan etkileriyle ilgili yeni bilgiler
saglamasi bakimindan biyokimyasal toksikoloji alaninda 6nemli bulunmustur. Ayrica
bulgular iilkemizde ekotoksikolojik risk degerlendirme caligmalarinda ve g¢evre koruma

caligmalarinin kirlilik izleme programlarinda kullanilabilecektir.
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