
 

© Published by Ege University Faculty of Fisheries, İzmir, Türkiye 

http://www.egejfas.org Su Ürünleri Dergisi (2023) 
Ege Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 40(1), 69-76 (2023) DOI: 10.12714/egejfas.40.1.10 

 ARAŞTIRMA MAKALESİ RESEARCH ARTICLE  

Farklı su sıcaklıklarındaki pullu sazan (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758)’ da 
polenin antioksidan etkisinin araştırılması 

Investigation of antioxidant effect of pollen in scaly carp (Cyprinus carpio 
Linnaeus, 1758) in different water temperature 
Merve Taşkan1   ●   Muhammet Enis Yonar2* 

1 Fırat Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi, 23119, Elazığ, Türkiye  https://orcid.org/0000-0002-5105-7010 
2 Fırat Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi, 23119, Elazığ,Türkiye  https://orcid.org/0000-0001-9519-4247 
 

Öz: Bu çalışmada farklı su sıcaklıklarında yemlerine polen ilave edilmiş pullu sazanda bazı immunolojik ve antioksidan parametrelerdeki değişimlerin 
araştırılması amaçlandı. Balıklar su sıcaklığı 18 oC, 23 oC ve 28 oC’ ye ayarlanmış akvaryumlara stoklandı. Balıklara % 2,5 oranında polen içeren yemler 14 
gün süreyle verildi. Balıklardan alınan kan ve doku örneklerinde immunolojik ve oksidan/antioksidan parametreler analiz edildi. 
Kontrol grubu (23 ºC) ile kıyaslandığında, 18 ºC' deki grubun NBT aktivitesinde istatistiksel olarak önemli bir artış belirlendi. 28 ºC' deki grubun NBT 
aktivitesinde belirlenen azalma istatistiksel olarak önemsiz bulundu. 18 ºC' deki grubun total protein ve total immunoglobulin düzeyleri azalırken, 28 ºC' deki 
grupta her iki parametre için belirlenen artış önemsiz bulundu. Kontrol grubu (23 ºC)' na kıyasla 18 ºC ve 28 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan grupların 
NBT aktivitesi ile total protein ve total immunoglobulin düzeylerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak önemli herhangi bir farklılık göstermediği belirlendi. 
Kontrol grubu (23 ºC)' na kıyasla, 18 ºC ve 28 ºC' deki grupların doku MDA düzeyleri arttı. Sıcaklıktaki değişimle eşzamanlı olarak polen uygulanan grupların 
MDA düzeyleri 18 ºC ve 28 ºC' deki gruplardan daha düşüktü. Kontrol grubu (23 ºC) ile kıyaslandığında, 18 ºC ve 28 ºC' deki grupların doku GSH düzeyleri 
ve GST aktiviteleri azaldı. Sıcaklıktaki değişimle eşzamanlı olarak polen uygulanan gruplarda GSH düzeyleri ve GST aktiviteleri 18 ºC ve 28 ºC' deki gruplardan 
daha yüksekti. Sonuç olarak balıklarda sıcaklık farklılıklarından kaynaklanan stres polenle önlenebilir. 
Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, bağışıklık, balık, oksidatif stres, sıcaklık 
Abstract: In this study, it was aimed to investigate changes in some immunological and antioxidant parameters in scaly carp (Cyprinus carpio) added pollen 
to their feed in different water temperatures. Fish were stocked to glass aquariums adjusted to 18 °C, 23 °C and 28 °C water temperature. Fish were given 
diets containing % 2,5 pollen for 14 days. Blood and tissue samples were analysed to determine the immunological parameters and oxidant/antioxidant status. 
When compared to the control group (23 ºC), a statistically significant increase in the NBT activity of the groups at 18 ºC was observed. Decrease in the NBT 
activity of the group at 28 º C was statistically insignificant. The total protein and total immunoglobulin levels of the group at 18 º C were decreased, while 
increase in both parameters at 28 º C was not significant. When compared to the control group (23 ºC), the NBT activity, the total protein and total 
immunoglobulin levels in the groups that maintained at the same temperature with the control group (23 º C) and applied pollen did not show any statistically 
significant difference. The tissue MDA levels were increased in the groups at 18 °C and 28 °C when compared to the control group (23 º C). The tissue MDA 
levels of the groups treated pollen simultaneously with the change in temperature were lower than the groups at 18 °C and 28 °C. 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 º C). The tissue GSH levels and GST activities of 
the groups treated pollen simultaneously with the change in temperature were higher than the groups at 18 °C and 28 °C. In conclusion, stress caused by 
temperature differences in fish may be prevented by pollen. 
Keywords: Antioxidants, immunity, fish, oxidative stress, temperature 

GİRİŞ 
Balık yetiştiriciliği, dünyada hızla gelişen ve önem kazanan 

bir endüstri kolu haline gelmiştir. Ancak dışarıdan alınan 
pestisitler, ağır metaller, sıcaklık değişimleri, diyet tipleri, 
oksijen miktarı, parazitler ve farklı çevresel koşullar gibi 
faktörler, balıkları fizyolojik açıdan olumsuz olarak etkilemekte 
dolayısıyla da ekonomik kayıplara yol açmaktadır. Bu faktörler 
içerisinde en önemlilerden biri olan su sıcaklığı; balıkların 
yaşamını, büyümesini, beslenmesini ve diğer birçok fizyolojik 
fonksiyonlarını etkileyen en önemli faktörlerden biridir (Lou vd., 
2011). Küresel ısınmanın bir sonucu olarak, kronik sıcaklık 
artışları ve aşırı sıcak hava dalgası gibi olaylar dünyada 

balıkları da içine alan farklı hayvan popülasyonlarını 
etkilemektedir. Soğukkanlı canlılar olarak balıkların küresel 
ısınmaya karşı özellikle savunmasız olmaları kaçınılmaz bir 
sonuçtur. Kronik sıcaklık artışı, balıkların yaşamlarını tehlikeye 
atabilecek ek stres faktörleriyle başa çıkma yeteneklerini 
değiştirebilen fizyolojik bir yük oluşturmaktadır. Ayrıca hızlı 
sıcaklık artışlarının balıklarda akut stres cevabını indüklediği 
bilinmektedir. Soğukkanlı canlılar olarak balıklarda vücut 
sıcaklığı, fizyolojileri, metabolizmaları ve davranışları üzerinde 
derin etkileri olan yaşadıkları su sıcaklıklarına eşittir (Alfonso 
vd., 2020). 
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Balıklarda immun sistem çevresel faktörlerden oldukça 
fazla etkilenmektedir. Bu çevresel faktörlerin başında da su 
sıcaklığı gelmektedir (Buchtíková vd., 2011). Diğer taraftan 
yüksek sıcaklık (Parihar ve Dubey, 1995; Heise vd., 2006; 
Luschchak ve Bagnyukova, 2007) ve düşük sıcaklık (Malek 
vd., 2004; Martinez-Álvarez vd., 2005) balıklarda oksidatif 
strese yol açmaktadır. Yüksek sıcaklık oksijen ihtiyacını 
artırmakta bu artış da balıklarda oksidatif strese neden 
olmaktadır. Diğer taraftan düşük sıcaklık antioksidan sistemi 
zayıflatarak veya radikal oluşumuna yol açarak oksidatif stresi 
indüklemektedir (Lushchak, 2011). 

Küçük hücrelerden oluşmuş, bitkinin kalıtsal özelliklerini 
taşıyan, bitkilerin çiçeklenme dönemleri boyunca görülen, 
çiçeklerde erkek üreme organlarının başçık bölümünde 
bulunan tozlara polen denilmektedir (Çankaya ve Korkmaz, 
2008). Antibakteriyel, antifungal, antikarsinojenik, antioksidan 
ve immunomodulatör özellikleri yapılan çalışmalarla kanıtlanan 
polene verilen önem, içerdiği besin maddelerinin zenginliği 
nedeniyle son zamanlarda daha fazla artmıştır (Yang vd., 
2007; Eraslan vd., 2009; Xu vd., 2009; Abbass vd., 2012). 
Protein ve karbonhidrat polenin yapısında yüksek oranda 
bulunmakla birlikte yağ asitleri, vitaminler, mineral maddeler, 
enzimler ve aminoasitler yapılan analizler sonucunda 
belirlenen diğer maddelerdir. Bununla birlikte karotenoid, 
steroid ve flavonoidlerin polendeki varlığı da ispatlamıştır 
(Abbass vd., 2012). 

Bu çalışmada farklı sıcaklıklarda tutularak ısı stresi 
oluşturulmuş pullu sazanda immunolojik ve antioksidan 
parametreler kullanılarak arı poleninin koruyucu etkisini 
araştırmak, ayrıca immunostimulan ve antioksidan özellikteki 
arı poleninin balıklarda kullanılabilirliğini belirlemek 
amaçlanmıştır. 

MATERYAL VE METOT 
Çalışmada, DSİ 9. Bölge Müdürlüğü (Keban, Elazığ)’ den 

canlı olarak temin edilen ve yaklaşık ağırlığı 40 ± 5 g olan 0+ 
yaş grubundaki pullu sazan (Cyprinus carpio) örnekleri 
kullanıldı. Çalışma 3 tekrarlı olarak yürütüldü. Her bir tekrar için 
6 akvaryum ve 60 balık olmak üzere toplamda 18 akvaryum ve 
180 balık kullanıldı (Her bir tekrar için 6 akvaryum olmak üzere 
toplamda 18 akvaryum ve her bir tekrar için 60 balık olmak 
üzere toplamda 180 balık). Balıklar 33 x 100 x 60 cm 
ebatlarında ve su sıcaklığı ayarlanabilir ısıtıcılarla 23 oC’ ye 
ayarlanmış 6 farklı cam akvaryuma her birine 10 adet olacak 
şekilde yerleştirildi. Eş zamanlı olarak her bir tekrar için 6 
akvaryumda bu işlem yapıldı. Balıkların 15 gün süreyle bu 
ortama adaptasyonu sağlandı. 

15 günlük adaptasyon süresinden sonra, yine eşzamanlı 
olarak her bir tekrar için balıkların yerleştirildiği akvaryumlardan 
2' sinin sıcaklığı 18 oC’ ye düşürülürken, diğer ikisinin ise 28 oC’ 
ye yükseltildi. Bu işlem her iki saatte bir sıcaklığın 1 oC 
azaltılması/arttırılması şeklinde yapıldı. 2 akvaryumun sıcaklığı 
ise 23 oC’ de sabit tutuldu. Böylece 18, 23 ve 28 oC su 
sıcaklığına sahip aşağıdaki gruplar oluşturularak polen içeren 
yemlerle balıklar beslendi. 

Grup 1 (18 ºC): 18 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanmayan grup, 

Grup 2 (23 ºC-Kontrol Grubu): 23 ºC sıcaklıkta tutulan ve 
polen uygulanmayan grup, 

Grup 3 (28 ºC): 28 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanmayan grup, 

Grup 4 (18 ºC + Po): 18 ºC sıcaklıkta tutulan ve % 2,5 
oranında polen uygulanan grup, 

Grup 5 (23 ºC + Po): 23 ºC sıcaklıkta tutulan ve % 2,5 
oranında polen uygulanan grup, 

Grup 6 (28 ºC + Po): 28 ºC sıcaklıkta tutulan ve % 2,5 
oranında polen uygulanan grup. 

Sazanlar için optimum su sıcaklığı 22-24 oC olduğu için 
(Çelikkale, 1994), 23 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen içermeyen 
yemlerle beslenen balıklar kontrol grubu olarak seçildi. 
Çalışma sırasında su sıcaklığının ayarlanan seviyelerde sabit 
kalarak süreklilik göstermesi için günde 4 defa ölçüm yapıldı. 
Çalışmanın 3., 7. ve 10. günlerinde akvaryum sularının 2/3' ü 
sifonlama yapılarak değiştirildi. Eksilen sular daha önceden 
sıcaklıkları 18, 23 ve 28 ºC' ye ayarlanmış sularla tamamlandı. 

Polen örnekleri Yalova ilindeki arıcılardan temin edildi ve 
palinolojik olarak identifiye edildi. Yapılan analiz sonucunda 
çalışmada kullanılan polenin miks polen (Castanea sativa, 
Fabaceae, Asteraceca, Trifolium spp) olduğu belirlendi. 
Polenin metanolik ekstrasyonunun analizi neticesinde total 
fenolik madde miktarı 1719,20 ± 45,74 mg GAE/100 g (GAE: 
Gallic acid equivalents) ve antioksidan aktivite 33,65 ± 2,57 mg 
AAE/g (AAE: Ascorbic acid equivalents) olarak belirlendi. 

Polenin uygulanan dozu (% 2,5 w/w) El-Asely vd. (2014)' e 
göre belirlendi. Polen içeren yemlerin hazırlanması için önce 
polen örnekleri % 2,5 oranında tartılıp 1 L su içerisinde 
çözüldü. Daha sonra özel bir firmadan alınarak toz haline 
getirilmiş pelet yemler (Ecobio; % 45 ham protein, % 20 ham 
yağ, % 11 kül, % 3 lif, % 8,5 nem, % 12,5 azotsuz öz madde, 
5124 kcal) polen içeren 1 L' lik su ile hamur haline getirildi. Bu 
karışım kıyma makinesinden geçirildi ve tekrar pelet haline 
dönüştürüldü. Hazırlanan peletler tepsilere yerleştirilip yem 
fırınında kurutuldu. Yemler, kullanılana kadar oluşabilecek 
herhangi bir oksidasyonu önlemek için renkli cam şişelerde 4 
°C’ de muhafaza edildi (Harlioğlu vd., 2012; El-Asely vd., 2014; 
Mişe Yonar vd., 2020). 

14 günlük uygulamadan sonra 15. günde kan örnekleri, 
benzocain (25 mg/L) ile anestezi edilen balıklardan kavdal 
pedünkül bölgesinin kesilmesiyle EDTA'lı tüplere alındı. Kan 
örneklerinin alınmasından sonra klinik muayenesi yapılan 
balıklar otopsi edildi (Arda vd., 2017) ve karaciğer, böbrek ve 
solungaç örnekleri çıkarıldı. Doku örnekleri folyolara sarılarak -
20 oC' deki derin dondurucuya bırakıldı (Mişe Yonar vd., 2011; 
Sakin vd., 2012). 

EDTA' lı tüplere alınan kan örneklerinde plazmalar 
çıkarılmadan önce oksidatif radikal üretimi 
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(nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi) belirlendi (Siwicki vd., 
1994). Daha sonra plazma elde etmek için kan örnekleri 3500 
rpm' de 10 dakika santrifüj edildi. Plazmada total protein (TP) 
ve total immunoglobulin (TI) düzeyleri Siwicki vd. (1994) 
tarafından açıklanan yöntemle ölçüldü. 

Antioksidan parametrelerin belirlenmesi için homojenatlar 
hazırlandı. Karaciğer, böbrek ve solungaç örneklerinden 
homojenatların hazırlanması için Sakin vd. (2011) ve Mişe 
Yonar vd. (2017a)' in bildirdiği yöntemler kullanıldı. 
Homojenizasyon işleminin sonunda elde edilen 
süpernatantlarda lipit peroksidasyonun bir göstergesi olarak 
malondialdehit (MDA) düzeyi (Placer vd. 1966), antioksidan 
durumun belirlenmesi için ise redükte glutatyon (GSH) düzeyi 
(Ellman, 1959) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi 
(Habig vd., 1974) ölçüldü. 

GST spesifik enzim aktivitesi ile MDA ve GSH düzeylerini 
hesaplamak için ölçülen doku protein düzeyleri Lowry vd. 
(1951)' nin tarif ettiği yönteme göre belirlendi. 

Sonuçların istatistiksel analizleri SPSS 22.0 istatistik 
programı kullanılarak gerçekleştirildi. Kontrol ve deneysel 
grupların immunolojik ve antioksidan parametrelerinde oluşan 
değişimlerin belirlenmesi için tek yönlü varyans analizi 
(ONEWAY – ANOVA) kullanıldı. Gruplar arasındaki farklılıklar 
ise Least Significant Difference (LSD) test edildi. Sonuçlar 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi. 

BULGULAR 
Çalışmaya başlamadan önceki 15 günlük adaptasyon 

sürecinde balıklarda herhangi bir ölüm olayına rastlanmadı. 
Adaptasyon ve deneme süresi boyunca balıkların yem 
alımlarında herhangi bir olumsuzluk yaşanmadı. Deneme 
süresi boyunca kontrol ve deneme grubu balıklarında ölüm 
gözlenmedi. 

Kontrol ve deneme gruplarının NBT aktivitesi ile TP ve TI 
düzeylerindeki değişimler Tablo 1’ de gösterilmiştir. 
Tablo 1. Deneme gruplarının NBT aktivitesi (mg/mL) ile TP ve TI 

düzeyleri (mg/mL) 
Table 1. NBT activity (mg/mL) and TP and TI (mg/mL) levels of the 

experimental groups 
Gruplar NBT TP TI 

18 ºC 1,72 ± 0,17c 25,59 ± 4,13a 10,41 ± 2,41a 

23 ºC (Kontrol) 1,34 ± 0,11a 31,24 ± 3,15b 13,11 ± 3,62b 

28 ºC 1,30 ± 0,09a 32,08 ± 5,37b 14,09 ± 4,06b 

18 ºC + Po 1,32 ± 0,10a 30,86 ± 5,19b 12,84 ± 2,33b 

23 ºC + Po 1,61 ± 0,14b 37,15 ± 6,11c 19,71 ± 3,20c 

28 ºC + Po 1,33 ± 0,12a 32,27 ± 4,32b 13,40 ± 3,34b 

a,b,c,d,e Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel farkı göstermektedir (p<0.05). 

Kontrol grubu (23 ºC) ile aynı sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanan grubun (23 ºC + Po) NBT aktivitesinde belirlenen 
artış istatistiksel olarak önemli bulundu (p < 0,05). Kontrol 
grubuna (23 ºC) göre, 18 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen 

uygulanmayan grubun (18 ºC) NBT aktivitesinde belirlenen 
artış istatistiksel olarak önemli bulunurken (p < 0,05), 28 ºC 
sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan grubun (28 ºC) 
NBT aktivitesinde belirlenen azalma önemsiz bulundu (p > 
0,05). Ancak 18 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan (18 
ºC + Po) grup ile 28 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan 
(28 ºC + Po) grubun NBT değerlerinin kontrol grubundan (23 
ºC) istatistiksel olarak önemli herhangi bir farklılık göstermediği 
saptandı (p > 0,05). 

Kontrol grubu (23 ºC) ile aynı sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanan grubun (23 ºC + Po) TP ve TI düzeylerinin arttığı ve 
bu artışın istatistiksel olarak önemli olduğu belirlendi (p < 0,05). 
Kontrol grubuna (23 ºC) göre 18 ºC sıcaklıkta tutulan fakat 
polen uygulanmayan grubun (18 ºC) TP ve TI düzeylerinde 
belirlenen azalma istatistiksel olarak önemli bulunurken (p < 
0,05), 28 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan 
grubun (28 ºC) TP ve TI düzeylerinde belirlenen artış önemsiz 
bulundu (p > 0,05). Ancak 18 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanan grup (18 ºC + Po) ile 28 ºC sıcaklıkta tutulan ve 
polen uygulanan grubun (28 ºC + Po) TP ve TI düzeylerinin 
kontrol grubuna (23 ºC) kıyasla istatistiksel olarak önemli 
herhangi bir farklılık göstermediği saptandı (p > 0,05). 

Kontrol ve deneme gruplarının karaciğer, böbrek ve 
solungaç MDA düzeylerindeki değişimler Tablo 2’ de 
gösterilmiştir. 
Tablo 2. Deneme gruplarının doku MDA düzeyleri (nmol/g protein) 

Table 2. Tissue MDA levels (nmol/g protein) of the experimental 
groups 

Gruplar Karaciğer Böbrek Solungaç 

18 ºC 2,91 ± 1,09e 1,56 ± 0,76c 2,52 ± 1,14e 

23 ºC (Kontrol) 1,49 ± 0,71b 1,50 ± 0,57b,c 1,97 ± 0,89b 

28 ºC 3,45 ± 1,25f 2,67 ± 1,10e 3,92 ± 0,99f 

18 ºC + Po 1,69 ± 0,86c 1,43 ± 0,57b 2,19 ± 0,86c 

23 ºC + Po 1,24 ± 0,54a 1,35 ± 0,69a 1,72 ± 0,65a 

28 ºC + Po 2,33 ± 1,22d 1,93 ± 0,67d 2,37 ± 0,84d 

a,b,c,d,e Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel farkı göstermektedir (p<0.05) 

Kontrol grubu (23 ºC) ile kıyaslandığında, kontrol grubuyla 
aynı sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan grubun (23 ºC + Po) 
karaciğer, böbrek ve solungaç MDA düzeylerinde belirlenen 
düşüş istatistiksel olarak anlamlı (p < 0,05) bulundu. 

Kontrol grubuna (23 ºC) kıyasla, 18 ºC sıcaklıkta tutulan 
fakat polen uygulanmayan grupta (18 ºC) karaciğer ve 
solungaç MDA düzeylerinin istatistiksel olarak önemli düzeyde 
yükseldiği (p < 0,05) saptandı. Bu grubun böbrek MDA 
düzeyinde belirlenen artış ise istatistiksel olarak önemsiz 
bulundu (p > 0,05). Yine kontrol grubuyla kıyaslandığında 28 
ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan grubun (28 ºC) 
karaciğer, böbrek ve solungaç MDA düzeylerinin istatistiksel 
olarak önemli düzeyde arttığı (p < 0,05) belirlendi. 

18 ºC ve 28 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan 
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gruplarla kıyaslandığında 18 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanan grup (18 ºC + Po) ile 28 ºC sıcaklıkta tutulan ve 
polen uygulanan (28 ºC + Po) grubun karaciğer, böbrek ve 
solungaç MDA düzeylerinin istatistiksel olarak düştüğü (p < 
0,05) tespit edildi. Fakat her iki grubun (18 ºC + Po ve 28 ºC + 
Po) karaciğer ve solungaç MDA düzeyleri düşmesine rağmen 
yine de kontrol grubundan yüksek bulunurken, 18 ºC + Po 
grubunun böbrek MDA düzeyi kontrol grubundan düşük 
bulundu. 

Kontrol ve deneme gruplarının karaciğer, böbrek ve 
solungaç GSH düzeylerindeki değişimler Tablo 3’ de 
gösterilmiştir. 

Kontrol grubu (23 ºC) ile kıyaslandığında, kontrol grubuyla 
aynı sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan grubun (23 ºC + Po) 
karaciğer, böbrek ve solungaç GSH düzeylerinde belirlenen 
artış istatistiksel olarak önemli (p < 0,05) bulundu. 

Kontrol grubuna (23 ºC) kıyasla, 18 ºC ve 28 ºC sıcaklıkta 
tutulan fakat polen uygulanmayan gruplarda karaciğer, böbrek 
ve solungaç GSH düzeylerinin istatistiksel olarak önemli 
düzeyde azaldığı (p < 0,05) belirlendi. 

18 ºC ve 28 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan 
gruplarla kıyaslandığında 18 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanan grup (18 ºC + Po) ile 28 ºC sıcaklıkta tutulan ve 
polen uygulanan (28 ºC + Po) grubun karaciğer, böbrek ve 
solungaç GSH düzeylerinin istatistiksel olarak arttığı (p < 0,05) 
tespit edildi. Fakat her iki grubun (18 ºC + Po ve 28 ºC + Po) 
karaciğer ve böbrek GSH düzeyleri artmasına rağmen yine de 
kontrol grubundan düşük bulunurken, solungaç dokusunun 
GSH düzeyi kontrol grubundan yüksek bulundu. 
Tablo 3. Deneme gruplarının doku GSH düzeyleri (µmol/g protein) 

Table 3. Tissue GSH levels (nmol/g protein) of the experimental 
groups 

Gruplar Karaciğer Böbrek Solungaç 

18 ºC 29,95 ± 7,14b 33,75 ± 7,01b 11,98 ± 3,87b 

23 ºC (Kontrol) 40,21 ± 8,91d 45,85 ± 7,94e 14,69 ± 2,21c 

28 ºC 23,75 ± 7,31a 26,94 ± 6,19a 10,53 ± 3,41a 

18 ºC + Po 38,81 ± 7,28d 40,97 ± 7,55d 19,04 ± 3,57e 

23 ºC + Po 52,31 ± 9,71e 54,96 ± 6,75f 23,67 ± 3,61f 

28 ºC + Po 35,59 ± 6,78c 37,58 ± 7,89c 17,53 ± 3,93d 

a,b,c,d,e Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel farkı göstermektedir (p<0.05). 

Kontrol ve deneme gruplarının karaciğer, böbrek ve 
solungaç GST aktivitelerindeki değişimler Tablo 4’ de 
verilmiştir. 

Kontrol grubu (23 ºC) ile kıyaslandığında, kontrol grubuyla 
aynı sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan grupta (23 ºC + Po) 
karaciğer, böbrek ve solungaç GST aktivitelerinin istatistiksel 
olarak önemli düzeyde arttığı (p < 0,05) tespit edildi. 

Kontrol grubuna (23 ºC) kıyasla, 18 ºC ve 28 ºC sıcaklıkta 
tutulan fakat polen uygulanmayan gruplarda karaciğer, böbrek 

ve solungaç GST aktivitelerinin istatistiksel olarak önemli 
düzeyde azaldığı (p < 0,05) belirlendi. 

18 ºC ve 28 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan 
gruplarla kıyaslandığında, 18 ºC sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanan (18 ºC + Po) grup ile 28 ºC sıcaklıkta tutulan ve 
polen uygulanan (28 ºC + Po) grubun karaciğer, böbrek ve 
solungaç GST aktivitelerinin istatistiksel olarak önemli düzeyde 
arttığı (p < 0,05), fakat yine de kontrol grubundan düşük olduğu 
tespit edildi. 
Tablo 4. Deneme gruplarının doku GST aktiviteleri (µmol/dakika/mg 

protein) 

Table 4. Tissue GST activities (µmol/dakika/mg protein) of the 
experimental groups 

Gruplar Karaciğer Böbrek Solungaç 

18 ºC 6,43 ± 19,62a 8,71 ± 16,30b 05,06 ± 15,92b 

23 ºC (Kontrol) 25,61 ± 17,21d 30,96 ± 18,91d 19,81 ± 17,53c 

28 ºC 3,78 ± 18,44a 2,59 ± 15,02a 9,53 ± 18,74a 

18 ºC + Po 18,48 ± 18,11c 18,58 ± 15,57c 16,48 ± 11,43c 

23 ºC + Po 37,29 ± 23,87e 46,49 ± 20,10e 32,69 ± 17,35d 

28 ºC + Po 05,73 ± 17,64b 02,47 ± 17,85b 15,73 ± 16,74c 

a,b,c,d,e Aynı sütundaki farklı harfler istatistiksel farkı göstermektedir (p<0.05). 

TARTIŞMA VE SONUÇ 
Balıklarda nonspesifik immun direncin en önemli 

basamağını oluşturan fagositoz kemotaksis, opsonizasyon, 
absorpsiyon, intraselüler yıkım ve sindirim gibi birçok safhada 
gerçekleşmektedir. Fagositozda birinci derecede görev alan 
makrofajlar ve polimorfnükleer lökositler (özellikle nötrofiller) 
respiratory burst (solunum patlaması) sırasında reaktif oksijen 
türleri üretirler. Nötrofillerin oksidatif radikal üretimi yani bir 
başka ifadeyle ürettikleri reaktif oksijen türlerinin miktarı, 
nötrofillerin fagositik aktivitesinin belirlenmesi için 
kullanılmaktadır. Bunun için de en çok kullanılan yöntemlerin 
başında NBT testi gelmektedir (Siwicki ve Studnicka, 1987). 
Tilapia (Oreochromis niloticus)' larda yapılmış bir çalışmada 
balıkların fagositik hücre (nötrofil ve monositler) sayısının polen 
uygulamasıyla arttığı belirlenmiştir. Benzer şekilde Mişe Yonar 
vd. (2014) tarafından yapılan çalışmada, güçlü bir antioksidan 
ve immunostimulan olan ayrıca yapısındaki bileşiklerle polene 
benzerlik gösteren propolisin uygulandığı sazanlarda NBT 
aktivitesinin yükseldiği tespit edilmiştir. Bu çalışmada da 
kontrol grubu (23 ºC) balıklarıyla kıyaslandığında kontrol 
grubuyla aynı sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan, diğer bir 
ifadeyle sıcaklık değişimlerinden bağımsız olarak yalnız polen 
uygulanan gruptaki (23 ºC + Po) balıklarda, NBT aktivitesinin 
yükseldiği tespit edilmiş, elde edilen bu sonuç yukarıdaki 
çalışmalardan elde edilen sonuçlarla paralellik göstermiştir. 

Diğer taraftan Ndong vd. (2007) 27 ºC' ye adapte edilmiş 
tilapia (Oreochromis mossambicus)' larda sıcaklığın 19 ve 23 
ºC' ye düşürülmesi ve yine sıcaklığın 31 ve 35 ºC' ye 
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yükseltilmesi sonucunda spesifik ve nonspesifik bağışıklık 
parametrelerinde meydana gelen değişimleri araştırmışlardır. 
12, 24, 48 ve 96 saat sonunda balıklardan alınan örneklerde, 
NBT testi kullanılarak belirlenen respiratory burst aktivitesinin 
24, 48 ve 96 saatlerde, fagositik aktivitenin ise 12. saatten 
itibaren hem düşük hem de yüksek sıcaklıklarda tutulan 
balıklarda azaldığı belirlenmiştir. Yine bu çalışmada 48. 
saatten sonra düşük sıcaklıklarda tutulan balıkların fagositik 
aktivitesinin normal seviyeye geldiği fakat yüksek sıcaklıklarda 
tutulan balıklarda böyle bir sonucun gözlemlenmediği ifade 
edilmiştir. Bu araştırmacının (Ndong vd., 2007) elde ettiği 
bulguların aksine Nikoskelainen vd. (2004), gökkuşağı 
alabalığında respiratory burst aktivitesinin sıcaklıkla arttığını,  
Dittmar vd. (2014) ise 13, 18 ve 24 ºC' de stoklanmış 
Gasterosteus aculeatus türü balıklarda respiratory burst 
aktivitesinin ve lenfosit proliferasyonunun düşük sıcaklıkta 
arttığını, yüksek sıcaklıkta azaldığını bildirmişlerdir. Bu 
çalışmada 18 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan 
balıkların NBT aktivitesi istatistiksel olarak önemli düzeyde 
artmış, 28 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan 
balıklarda ise önemsiz bir şekilde azalmıştır. Diğer 
çalışmalardan elde edilen bulgularla bu çalışmadan elde edilen 
bulgular arasındaki farklılığın nedeni balığın türü, sıcaklık 
değerlerindeki farklılık ve sıcaklığın uygulanma süresi olabilir. 

Toplam plazma proteini nonspesifik immun sistemin 
(Jeney vd., 1997), immunoglobulinler ise spesifik bağışıklığın 
en önemli humoral unsuru olarak kabul edilmektedir (Siwicki 
vd., 1994). Memelilerde beş farklı immunoglobulin sınıfı 
bulunurken (Diker, 1998), balıklarda bunlardan sadece IgM’ nin 
varlığı kesin olarak belirlenmiştir (Darson, 1981). Bu çalışmada 
kontrol grubuyla aynı sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan 
balıklarda, TP ve TI düzeylerinin yükseldiği gözlemlenmiştir. 
Benzer sonuçlar başka bir araştırmacı tarafından da ifade 
edilmiş, farklı oranlarda polen içeren yemlerin uygulandığı 
tilapia (Oreochromis niloticus)' ların total plazma protein 
düzeyinde belirlenen artış istatistiksel olarak önemli 
bulunmuştur (El-Asely vd., 2014). 

Ayrıca bu çalışmada 18 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen 
uygulanmayan balıkların TP ve TI düzeyleri istatistiksel olarak 
önemli düzeyde azalmış, 28 ºC sıcaklıkta tutulan fakat polen 
uygulanmayan balıklarda ise önemsiz bir şekilde artmıştır. 
Balıklarda bağışıklığın humoral faktörlerinin yüksek sıcaklıkla 
arttığı belirtilmiştir (Ndong vd., 2007). Langston vd. (2002), 
Nikoskelainen vd. (2004) ve Holland vd. (2002) lizozim, C-raktif 
protein ve komplement aktivitesi gibi humoral faktörlerin 
balıklarda artan sıcaklıkla yükseldiğini ifade ederken, buna 
karşılık olarak lizozim aktivitesinin düşük sıcaklığa transfer 
edilen çipuralarda azaldığı belirtilmiştir (Tort vd., 1998; Tort vd., 
2004). Genel bir fenomen olarak poikloterm bir canlı olan 
balıklarda su sıcaklığı ve antikor düzeyi arasında doğrusal bir 
ilişki bulunmaktadır. Bu fenomen Dicentrarchus labrax, 
Oreochromis aureus, Paralichthys olivaceus, Hippoglossus 
hippoglossus, Pecoglossus altivelis, Oreochromis niloticus, 
Gadus morhua ve Scophthalmus maximus türlerini de içeren 
birçok balık türünde kanıtlanmıştır (Makrinos ve Bowden, 

2016). Bununla birlikte balıklarda nonspesifik bağışıklık düşük 
sıcaklıkta daha fazla aktivite gösterirken, spesifik bağışıklık ise 
yüksek sıcaklıkta daha fazla aktive olmaktadır (Makrinos ve 
Bowden, 2016). Yukarıda ifade edilen çalışmalarla uyumlu bir 
şekilde bu çalışmada da düşük sıcaklıkla TP ve TI düzeyi 
azalmıştır. Fakat yüksek sıcaklığın bu parametrelere 
istatistiksel olarak herhangi bir etkisi belirlenememiştir. 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlara bakılarak, sazanlarda 
etkili bir immun fonksiyon için sıcaklığın optimal sınırlar içinde 
olması gerektiği ve bu sıcaklığın 23 ºC olduğu, düşük ve 
yüksek sıcaklığın Makrinos ve Bowden (2016) tarafından 
bildirilen çalışmayla uyumlu olarak immun parametrelerde 
dalgalanmalara yol açtığı görülmektedir. Bununla birlikte düşük 
ve yüksek sıcaklıklarla birlikte polen uygulanan 18 ºC + Po ve 
23 ºC + Po grubu balıklarda, polen uygulamasının bir sonucu 
olarak sıcaklık farklılıklarının yol açtığı immun 
parametrelerdeki dalgalanmalar engellenebilir. Diğer taraftan 
kontrol grubu (23 ºC) balıklarıyla kıyaslandığında kontrol 
grubuyla aynı sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan, diğer bir 
ifadeyle sıcaklık değişimlerinden bağımsız olarak yalnız polen 
uygulanan gruptaki (23 ºC + Po) balıklarda incelenen tüm 
immun parametreler yükseldiği için polenin sazanlarda bir 
immunostimulan olarak kullanılabileceği söylenebilir. 

Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu oluşan 
serbest radikaller proteinlerin, lipitlerin, karbohidratların ve 
nükleik asitlerin yıkımına sebep olabilirler. Bununla birlikte 
DNA’ ya zarar verme, enzimlerin aktivasyonunu ve membran 
geçirgenliğini bozarma diğer olumsuz etkileridir. Doymamış 
yağ asitlerinin oksidatif yıkımıyla meydana gelen lipid 
peroksidasyon sonucu açığa çıkan aldehitlerden biri olan MDA, 
hücrelerde oluşan oksidatif zararın en önemli göstergelerinden 
birisidir (Bragadottir, 2001; Morales vd., 2004; Mişe Yonar 
2017b). Bu çalışmada da karaciğer, böbrek ve solungaç 
dokusunda, farklı su sıcaklıkları uygulamasıyla meydana gelen 
oksidatif stresin belirlenmesi için MDA düzeyindeki değişimler 
araştırılmıştır. 

Dastan vd. (2017) 96 saat süreyle 0,5, 2,5, 5, 10, 20 ve 30 
ppm konsantrasyonlarındaki polenin, alabalıklarda karaciğer 
MDA düzeyini tüm deneysel gruplarda, dalak ve kalp MDA 
düzeyini ise 0,5 ppm grubu dışındaki tüm deneysel gruplarda 
düşürdüğünü tespit etmişlerdir. Bu araştırmacıların (Dastan 
vd., 2017) elde ettiği sonucun aksine Ferreira vd. (2012) bir 
fungusit olan tebukonazolün etkisindeki Rhamdia quelen türü 
balıklarda, yalnız polenin uygulandığı grubun karaciğer, böbrek 
ve beyin MDA düzeylerinde istatistiksel herhangi bir farklılık 
belirlememişlerdir. Bu çalışmada da Dastan vd. (2017) 
tarafından elde edilen sonuçlara paralel olarak, kontrol 
grubuyla aynı sıcaklıkta tutulan ve polen uygulanan gruptaki 
(23 ºC + Po) balıkların karaciğer, böbrek ve solungaç MDA 
düzeylerinin kontrol grubuna göre azaldığı belirlenmiştir. 

Su sıcaklığının balıklarda oluşturduğu stres konusunda 
bazı çalışmalar yapılmıştır. Örneğin; Kontrol (24 °C) grubuna 
göre 20 °C ve 28 °C' lik sıcaklıkların uygulandığı pullu sazanın 
karaciğer ve böbrek dokusundaki MDA düzeyinin önemli 
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düzeyde arttığı ifade edilmiştir (Mişe Yonar vd., 2013). Benzer 
şekilde Vinagre vd. (2012), 16 ºC' ye adapte ettikleri deniz 
levrekleri (Dicentrarchus labrax)' nde su sıcaklığının 18, 24 ve 
28 °C' ye yükseltilmesiyle kas MDA düzeyinin yükseldiğini 
bildirmişlerdir. Roche ve Bogé (1996) aynı balık türünde 
oksidatif stres üzerine sıcaklığın etkisini araştırdıkları 
çalışmalarında, lipit peroksidasyon ve katalaz aktivitesinin 
termal stresle arttığını bulmuşlardır. Hwang ve Lin (2002) 
tarafından yapılan bir çalışmada da 25 °C ve 35 °C' de 10 hafta 
için ayrı ayrı kültür edilen sazanlarda hepatopankreas ve kas 
dokusundaki TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) 
düzeyinin 35 °C' de tutulan balıklarda 25 °C' de tutulanlara 
kıyasla arttığı, bu balıklara vitamin C uygulamasıyla bu 
olumsuzluğun giderildiği belirlenmiştir. Diğer taraftan düşük 
sıcaklığın balıklarda oluşturduğu oksidatif stres de 
araştırılmıştır. Örneğin 11 ºC' den 8 ºC' ye sıcaklığın 
düşürülmesiyle strese sokulmuş salmonların karaciğer, böbrek 
ve beyin dokularındaki lipid peroksidasyon düzeyleri 
araştırılmış, 48. saatten itibaren MDA düzeyindeki artış en 
yüksek böbrekte en az karaciğerde belirlenmiştir. Bunun 
nedeni de karaciğerde vitamin E düzeyinin yüksek, börekte ise 
düşük olmasına bağlanmıştır (Welker ve Congleton, 2004). Bu 
çalışmada da kontrol grubu (23 ºC)' na kıyasla düşük (18 ºC) 
ve yüksek (28 ºC) sıcaklıkta tutulan fakat polen uygulanmayan 
gruplarda MDA düzeyi istatistiksel olarak artmış ve yukarıdaki 
araştırmacıların bulgularıyla paralel bulunmuştur. Fakat düşük 
(18 ºC) ve yüksek (23 ºC) sıcaklıklarda tutulan balıklara 
kıyasla, düşük ve yüksek sıcaklıklarda tutulan ve polen 
uygulanan (18 ºC + Po ve 28 ºC + Po) balıklarda MDA 
düzeyinin azaldığı belirlenmiştir. Polenin bu etkisi onun güçlü 
radikal temizleyici fonksiyonuyla (Eraslan vd., 2009) ve 
yapısında bulunan fenolik maddelerle (Leja vd., 2007) 
açıklanabilir. 

Balıklarda antioksidanlar diğer yüksek omurgalılarda 
olduğu gibi enzimatik ve non-enzimatik olarak sınıflandırılırlar. 
Balıklarda bulunan antioksidan enzimler, süperoksit radikali 
(O2-)’ ni temizleyen süperoksid dismutaz (SOD), hidrojen 
peroksit (H2O2)’ i temizleyen katalaz (CAT), H2O2 ve lipid 
hidroperoksitleri yok eden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile 
glutatyona bağlı diğer enzimlerdir (Belló vd., 2000; Mourente 
vd., 2002; Puangkaew vd., 2005). 

Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek 
hücreleri oksidatif stresten koruyan tripeptit karakterdeki GSH, 
çok önemli bir antioksidan olup non-enzimatik ve endojen 
özelliktedir. Protein yapısındaki sülfhidril gruplarını indirgenmiş 
halde tutan GSH böylece çoğu protein ve enzimin inaktive 
olmasını önler (Hayes ve McLellan 1999). Diğer taraftan GSH 
ile elektrofilik gruplar arasındaki konjugasyonu katalizleyen 
GST, ksenobiyotik ve endojen bileşiklerin detoksifikasyonu ve 
biyotransformasyonunda görevli faz II enzim ailesinin bir 
üyesidir (Hamed vd., 2003). 

Bu çalışmada kontrol grubuyla aynı sıcaklıkta tutulan ve 
polen uygulanan balıklarda (23 ºC + Po), GSH düzeyinin ve 
GST aktivitesinin kontrol grubuna (23 ºC) göre arttığı 
belirlenmiştir. Aynı gruptaki balıkların MDA düzeyindeki 

düşüşle de ilişkili olarak antioksidan parametrelerde belirlenen 
bu artış polenin güçlü bir antioksidan olduğunu ve antioksidan 
kapasiteyi arttırdığını göstermektedir (Eraslan vd., 2009). 
Dastan vd. (2017) tarafından yapılan bir çalışmada, 
alabalıkların karaciğer, dalak ve kalp dokusundaki total serbest 
sülfirid grup düzeylerinin polenin uygulamasıyla arttığı, polenin 
toplam antioksidan kapasiteyi (TAS) artırarak total oksidan 
kapasiteyi (TOS) düşürdüğü belirlenmiştir. Ferreira vd. (2012) 
ise Rhamdia quelen türü balıklarda, polen uygulamasıyla 
karaciğer GST aktivitesinin arttığı, böbrek GST aktivitesinin 
düştüğü, beyin dokusundaki GST aktivitesinin ise 
etkilenmediğini ifade etmişlerdir. Yukarıda adı geçen 
araştırmacıların elde ettiği sonuçlar bu çalışmadan elde edilen 
sonuçlarla uyumlu bulunmuştur. 

Diğer taraftan bu çalışmada düşük (18 ºC) ve yüksek (28 
ºC) sıcaklıklarda tutulan fakat polen uygulanmayan balıkların 
karaciğer, böbrek ve solungacındaki GSH düzeyi, kontrol 
grubu (23 ºC)' na göre düşük bulunmuştur. Hwang ve Lin 
(2002) 25 °C su sıcaklığında tutulan sazanlara kıyasla 35 °C' 
de tutulanların hepatopankreas ve kas dokusundaki GSH 
düzeylerinin azaldığını ifade etmişlerdir. Kısa süreli yüksek 
sıcaklık uygulanan Heteropneustes fossilis türü balıklarda 
solungaç GSH-Px aktivitesi ve GSH düzeyi azalmıştır (Parihar 
vd., 1997). Benzer şekilde yine düşük (18 ºC) ve yüksek (28 
ºC) sıcaklıklarda tutulan ancak polen uygulanmayan grupların 
karaciğer, böbrek ve solungacındaki GST aktivitesinin bu 
çalışmada azaldığı belirlenmiştir. Paralichthys olivaceus türü 
balıkların karaciğerindeki süperoksit dismutaz (SOD) ve 
katalaz (CAT) enzim aktivitesinin kontrol grubuna (25 °C) göre 
28, 30 ve 32°C' deki deneme gruplarında uygulamanın 13. ve 
19. günlerinde düştüğü belirlenmiştir (Lou vd., 2011). Kaur vd. 
(2005) 3 saat için sıcaklığın 12 ºC arttırılmasıyla 32 ºC' de 
strese sokulmuş Channa punctata türü balıklarda karaciğer, 
böbrek ve solungaç GST enzim aktivitesinin kontrol grubu (20 
ºC)' na göre azaldığını göstermişlerdir. Fakat bu çalışmada 
düşük ve yüksek sıcaklıklarda tutulan ancak polen uygulanan 
balıkların (18 ºC + Po ve 28 ºC + Po) karaciğer, böbrek ve 
solungacındaki GSH düzeyi ve GST aktivitesinin polen 
uygulanmayanlara (18 ºC ve 28 ºC) kıyasla arttığı bulunmuştur. 
Bunun nedeni kontrol grubuyla aynı sıcaklıkta tutulan ve polen 
uygulanan grupta da (23 ºC + Po) gösterildiği gibi polenin 
serbest radikalleri temizlemesi ve antioksidan kapasiteyi 
arttırmasının bir sonucu olabilir. 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlara göre, balıkların 
özellikle optimum aralıklar dışındaki çevresel sıcaklığa oldukça 
duyarlı olduğu, immun sistem fonksiyonlarının ve 
antioksidanların etkilerinin su sıcaklığıyla değiştiği söylenebilir. 
Polenin su sıcaklığının neden olduğu immun ve antioksidan 
parametreler üzerindeki olumsuz etkileri önleyebileceği, 
polenin balıklarda bir immunostimulan ve antioksidan olarak 
kullanılabileceği sonucuna varılabilir. Fakat farklı balık 
türlerinde, farklı sıcaklıklarda, farklı doz ve sürelerde polen 
uygulamalarının sonuçlarına ihtiyaç olduğu görülmektedir. 
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