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0z: Bu calismada farkli su sicakliklarinda yemlerine polen ilave edilmis pullu sazanda bazi immunolojik ve antioksidan parametrelerdeki degisimlerin
arastirimasi amaglandi. Baliklar su sicakligi 18 °C, 23 °C ve 28 °C’ ye ayarlanmis akvaryumlara stoklandi. Baliklara % 2,5 oraninda polen iceren yemler 14
giin stireyle verildi. Baliklardan alinan kan ve doku érneklerinde immunolojik ve oksidan/antioksidan parametreler analiz edildi.

Kontrol grubu (23 °C) ile kiyaslandiginda, 18 °C' deki grubun NBT aktivitesinde istatistiksel olarak énemli bir artis belirlendi. 28 °C' deki grubun NBT
aktivitesinde belirlenen azalma istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu. 18 °C' deki grubun total protein ve total immunoglobulin diizeyleri azalirken, 28 °C' deki
grupta her iki parametre igin belirlenen artis 6nemsiz bulundu. Kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla 18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan gruplarin
NBT aktivitesi ile total protein ve total inmunoglobulin dizeylerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak nemli herhangi bir farklilik gostermedigi belirlendi.
Kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla, 18 °C ve 28 °C' deki gruplarin doku MDA dizeyleri artti. Sicakliktaki dedisimle eszamanli olarak polen uygulanan gruplarin
MDA diizeyleri 18 °C ve 28 °C' deki gruplardan daha diistiktti. Kontrol grubu (23 °C) ile kiyaslandiginda, 18 °C ve 28 °C' deki gruplarin doku GSH diizeyleri
ve GST aktiviteleri azaldi. Sicakliktaki degisimle eszamanli olarak polen uygulanan gruplarda GSH diizeyleri ve GST aktiviteleri 18 °C ve 28 °C' deki gruplardan
daha yiksekti. Sonug olarak baliklarda sicaklik farkliliklarindan kaynaklanan stres polenle énlenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, bagisiklik, balik, oksidatif stres, sicaklik

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 °C), a statistically significant increase in the NBT activity of the groups at 18 °C was observed. Decrease in the NBT
activity of the group at 28 ° C was statistically insignificant. The total protein and total inmunoglobulin levels of the group at 18 © C were decreased, while
increase in both parameters at 28 ° C was not significant. When compared to the control group (23 °C), the NBT activity, the total protein and total
immunoglobulin levels in the groups that maintained at the same temperature with the control group (23 ° 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 © 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 ° 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

GIRiS

Balik yetistiriciligi, dinyada hizla gelisen ve 6nem kazanan ~ baliklari da icine alan farkli hayvan popiilasyonlarini

bir enddstri kolu haline gelmistir. Ancak disaridan alinan
pestisitler, agir metaller, sicaklik degisimleri, diyet tipleri,
oksijen miktari, parazitler ve farkli gevresel kosullar gibi
faktorler, baliklari fizyolojik agidan olumsuz olarak etkilemekte
dolayisiyla da ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu faktorler
icerisinde en dnemlilerden biri olan su sicakligi; baliklarin
yasamini, blyimesini, beslenmesini ve diger bircok fizyolojik
fonksiyonlarini etkileyen en dnemli faktdrlerden biridir (Lou vd.,
2011). Kuresel 1sinmanin bir sonucu olarak, kronik sicaklik
artiglari ve asiri sicak hava dalgasi gibi olaylar diinyada

etkilemektedir. Sogukkanl canlilar olarak baliklarin kiresel
Isinmaya karsi 6zellikle savunmasiz olmalari kaginilmaz bir
sonugtur. Kronik sicaklik artigi, baliklarin yasamlarini tehlikeye
atabilecek ek stres faktdrleriyle basa cikma yeteneklerini
degistirebilen fizyolojik bir yiik olusturmaktadir. Ayrica hizli
sicaklik artislarinin baliklarda akut stres cevabini indikledigi
bilinmektedir. Sogukkanli canlilar olarak baliklarda viicut
sicakhii, fizyolojileri, metabolizmalari ve davraniglari (izerinde
derin etkileri olan yasadiklari su sicakliklarina esittir (Alfonso
vd., 2020).
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Baliklarda immun sistem cevresel faktorlerden oldukga
fazla etkilenmektedir. Bu gevresel faktdrlerin basinda da su
sicakligi gelmektedir (Buchtikova vd., 2011). Diger taraftan
ylksek sicaklik (Parihar ve Dubey, 1995; Heise vd., 2006;
Luschchak ve Bagnyukova, 2007) ve distk sicaklik (Malek
vd., 2004; Martinez-Alvarez vd., 2005) baliklarda oksidatif
strese yol agmaktadir. Ylksek sicaklik oksijen ihtiyacini
artirmakta bu artis da baliklarda oksidatif strese neden
olmaktadir. Diger taraftan diisik sicaklik antioksidan sistemi
zayiflatarak veya radikal olusumuna yol agarak oksidatif stresi
indiklemektedir (Lushchak, 2011).

Kiigik hiicrelerden olugsmus, bitkinin kalitsal 6zelliklerini
taslyan, bitkilerin ciceklenme donemleri boyunca gdrilen,
giceklerde erkek Ureme organlarinin basgik bolimiinde
bulunan tozlara polen denilmektedir (Cankaya ve Korkmaz,
2008). Antibakteriyel, antifungal, antikarsinojenik, antioksidan
ve immunomodulatdr dzellikleri yapilan ¢alismalarla kanitlanan
polene verilen 6nem, icerdigi besin maddelerinin zenginligi
nedeniyle son zamanlarda daha fazla artmistir (Yang vd.,
2007; Eraslan vd., 2009; Xu vd., 2009; Abbass vd., 2012).
Protein ve karbonhidrat polenin yapisinda yiksek oranda
bulunmakla birlikte yag asitleri, vitaminler, mineral maddeler,
enzimler ve aminoasitler yapilan analizler sonucunda
belirlenen diger maddelerdir. Bununla birlikte karotenoid,
steroid ve flavonoidlerin polendeki varli§i da ispatlamistir
(Abbass vd., 2012).

Bu calismada farkli sicakliklarda tutularak 1si stresi
olusturuimus pullu sazanda immunolojik ve antioksidan
parametreler kullanilarak ari poleninin koruyucu etkisini
arastirmak, ayrica immunostimulan ve antioksidan ézellikteki

arl  poleninin  baliklarda  kullanilabilirligini  belirlemek
amaglanmistir.
MATERYAL VE METOT

Calismada, DSI 9. Bélge Midiirligii (Keban, Elazig)’ den
canli olarak temin edilen ve yaklasik agirligi 40 £ 5 g olan 0+
yas grubundaki pullu sazan (Cyprinus carpio) ornekleri
kullanildi. Calisma 3 tekrarli olarak ydrGtdldd. Her bir tekrar igin
6 akvaryum ve 60 balik olmak tizere toplamda 18 akvaryum ve
180 balik kullanildi (Her bir tekrar igin 6 akvaryum olmak (izere
toplamda 18 akvaryum ve her bir tekrar i¢in 60 balik olmak
Uzere toplamda 180 balik). Baliklar 33 x 100 x 60 cm
ebatlarinda ve su sicakii§i ayarlanabilir isiticilarla 23 °C’ ye
ayarlanmis 6 farkli cam akvaryuma her birine 10 adet olacak
sekilde yerlestirildi. Es zamanli olarak her bir tekrar igin 6
akvaryumda bu iglem yapildi. Baliklarin 15 giin sireyle bu
ortama adaptasyonu sagland..

15 gunlik adaptasyon siresinden sonra, yine eszamanli
olarak her bir tekrar igin baliklarin yerlestirildigi akvaryumlardan
2'sinin sicakligi 18 °C’ ye dustrllurken, diger ikisinin ise 28 °C’
ye yukseltildi. Bu islem her iki saatte bir sicakigin 1 °C
azaltilmasi/arttiriimasi seklinde yapildi. 2 akvaryumun sicakligi
ise 23 °C’' de sabit tutuldu. Bdylece 18, 23 ve 28 °C su
sicakligina sahip asagidaki gruplar olusturularak polen igeren
yemlerle baliklar beslendi.

Grup 1 (18 °C): 18 °C sicaklikta tutulan ve polen
uygulanmayan grup,

Grup 2 (23 °C-Kontrol Grubu): 23 °C sicaklikta tutulan ve
polen uygulanmayan grup,

Grup 3 (28 °C): 28 °C sicaklikta tutulan ve polen
uygulanmayan grup,

Grup 4 (18 °C + Po): 18 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5
oraninda polen uygulanan grup,

Grup 5 (23 °C + Po): 23 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5
oraninda polen uygulanan grup,

Grup 6 (28 °C + Po): 28 °C sicaklikta tutulan ve % 2,5
oraninda polen uygulanan grup.

Sazanlar igin optimum su sicakhigi 22-24 °C oldugu igin
(Celikkale, 1994), 23 °C sicaklikta tutulan ve polen igermeyen
yemlerle beslenen baliklar kontrol grubu olarak segildi.
Calisma sirasinda su sicakliginin ayarlanan seviyelerde sabit
kalarak stireklilik gdstermesi igin giinde 4 defa élglim yapildi.
Galismanin 3., 7. ve 10. glnlerinde akvaryum sularinin 2/3' i
sifonlama yapilarak degistirildi. Eksilen sular daha énceden
sicakliklari 18, 23 ve 28 °C' ye ayarlanmis sularla tamamlandi.

Polen 6rnekleri Yalova ilindeki aricilardan temin edildi ve
palinolojik olarak identifiye edildi. Yapilan analiz sonucunda
calismada kullanilan polenin miks polen (Castanea sativa,
Fabaceae, Asteraceca, Trifolium spp) oldugu belirlendi.
Polenin metanolik ekstrasyonunun analizi neticesinde total
fenolik madde miktar 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
gore belirlendi. Polen iceren yemlerin hazirlanmasi igin dnce
polen &rnekleri % 2,5 oraninda tartiip 1 L su igerisinde
¢Oziildi. Daha sonra 6zel bir firmadan alinarak toz haline
getirilmis pelet yemler (Ecobio; % 45 ham protein, % 20 ham
yad, % 11 kil, % 3 lif, % 8,5 nem, % 12,5 azotsuz 6z madde,
5124 kcal) polen iceren 1 L' lik su ile hamur haline getirildi. Bu
karisim kiyma makinesinden gegirildi ve tekrar pelet haline
donistlrildi. Hazirlanan peletler tepsilere yerlestirilip yem
finninda kurutuldu. Yemler, kullanilana kadar olusabilecek
herhangi bir oksidasyonu énlemek icin renkli cam siselerde 4
°C’ de muhafaza edildi (Harlioglu vd., 2012; El-Asely vd., 2014;
Mise Yonar vd., 2020).

14 glnlik uygulamadan sonra 15. giinde kan érnekleri,
benzocain (25 mg/L) ile anestezi edilen baliklardan kavdal
peduinkil bolgesinin kesilmesiyle EDTA'I tuplere alindi. Kan
orneklerinin alinmasindan sonra klinik muayenesi yapilan
baliklar otopsi edildi (Arda vd., 2017) ve karaciger, bobrek ve
solungag érnekleri ¢ikarildi. Doku 6rnekleri folyolara sarilarak -
20 °C' deki derin dondurucuya birakildi (Mise Yonar vd., 2011;
Sakin vd., 2012).

EDTA' |1 tlplere alinan kan d&rneklerinde plazmalar
cikariimadan once oksidatif radikal Uretimi
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(nitrobluetetrazolium-NBT aktivitesi) belirlendi (Siwicki vd.,
1994). Daha sonra plazma elde etmek igin kan érnekleri 3500
rom' de 10 dakika santrifiij edildi. Plazmada total protein (TP)
ve total immunoglobulin (TI) dizeyleri Siwicki vd. (1994)
tarafindan agiklanan yontemle 6lgildu.

Antioksidan parametrelerin belirlenmesi igin homojenatlar
hazirlandi. Karaciger, bobrek ve solungag 6rneklerinden
homojenatlarin hazirlanmasi igin Sakin vd. (2011) ve Mise
Yonar vd. (2017a)" in bildirdigi yontemler kullanild.
Homojenizasyon  igleminin ~ sonunda  elde  edilen
sipernatantlarda lipit peroksidasyonun bir gostergesi olarak
malondialdehit (MDA) diizeyi (Placer vd. 1966), antioksidan
durumun belirlenmesi igin ise rediikte glutatyon (GSH) diizeyi
(Ellman, 1959) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi
(Habig vd., 1974) élgilda.

GST spesifik enzim aktivitesi ile MDA ve GSH diizeylerini
hesaplamak igin dlgilen doku protein dizeyleri Lowry vd.
(1951)" nin tarif ettigi ydnteme gére belirlendi.

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

BULGULAR

Calismaya baglamadan onceki 15 glnlik adaptasyon
stirecinde baliklarda herhangi bir 6lim olayina rastlanmadi.
Adaptasyon ve deneme siresi boyunca baliklarin yem
alimlarinda herhangi bir olumsuzluk yasanmadi. Deneme
sliresi boyunca kontrol ve deneme grubu baliklarinda 6lim
gbzlenmedi.

Kontrol ve deneme gruplarinin NBT aktivitesi ile TP ve Tl
duizeylerindeki degisimler Tablo 1’ de gdsterilmistir.

Tablo 1. Deneme gruplarinin NBT aktivitesi (mg/mL) ile TP ve TI
dlzeyleri (mg/mL)

Table 1. NBT activity (mg/mL) and TP and Tl (mg/mL) levels of the
experimental groups

Gruplar NBT TP Tl

18°C 1,72+£0,17¢ 2559 £4,132 1041+ 2,412
23°C (Kontrol) 1,34 £0,112 31,24 £3,150 13,11 £ 3,620
28°C 1,30 £ 0,092 32,08 £5,37° 14,09 + 4,060
18°C +Po 1,320,102 30,86 £5,19° 12,84 £2,33
23°C +Po 1,61 £0,140 37,15+£6,11¢ 19,71 £3,20
28°C +Po 1,33+£0,122 32,27 £4,320 13,40 + 3,340

abede Ayni stitundaki farkli harfler istatistiksel farki géstermektedir (p<0.05).

Kontrol grubu (23 °C) ile ayni sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan grubun (23 °C + Po) NBT aktivitesinde belirlenen
artis istatistiksel olarak dnemli bulundu (p < 0,05). Kontrol
grubuna (23 °C) gore, 18 °C sicaklikta tutulan fakat polen

uygulanmayan grubun (18 °C) NBT aktivitesinde belirlenen
artis istatistiksel olarak énemli bulunurken (p < 0,05), 28 °C
sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan grubun (28 °C)
NBT aktivitesinde belirlenen azalma 6nemsiz bulundu (p >
0,05). Ancak 18 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan (18
°C + Po) grup ile 28 °C sicaklikta tutulan ve polen uygulanan
(28 °C + Po) grubun NBT degerlerinin kontrol grubundan (23
°C) istatistiksel olarak 6nemli herhangi bir farklilik gdstermedigi
saptandi (p > 0,05).

Kontrol grubu (23 °C) ile ayni sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan grubun (23 °C + Po) TP ve Tl diizeylerinin arttigi ve
bu artigin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (p < 0,05).
Kontrol grubuna (23 °C) gore 18 °C sicaklikta tutulan fakat
polen uygulanmayan grubun (18 °C) TP ve TI diizeylerinde
belirlenen azalma istatistiksel olarak énemli bulunurken (p <
0,05), 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan
grubun (28 °C) TP ve Tl diizeylerinde belirlenen artis 6nemsiz
bulundu (p > 0,05). Ancak 18 °C sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan grup (18 °C + Po) ile 28 °C sicaklikta tutulan ve
polen uygulanan grubun (28 °C + Po) TP ve Tl dizeylerinin
kontrol grubuna (23 °C) kiyasla istatistiksel olarak onemli
herhangi bir farklilik gostermedigi saptand (p > 0,05).

Kontrol ve deneme gruplarinin karaciger, bdbrek ve
solunga¢ MDA dlzeylerindeki degisimler Tablo 2’ de
gosterilmistir.

Tablo 2. Deneme gruplarinin doku MDA diizeyleri (nmol/g protein)

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

groups

Gruplar Karaciger Bobrek Solungag
18°C 2,91+1,09 1,56 £ 0,76¢ 2,52 +1,14e
23°C (Kontrol) 1,49 £0,71b 1,50 £ 0,57b¢ 1,97 £ 0,89
28°C 3,45+ 1,25 2,67 £1,10¢ 3,92 +0,99
18°C +Po 1,69 £ 0,86¢ 1,43 £0,57° 2,192 0,86
23°C +Po 1,24 £ 0,54 1,35 £ 0,69 1,72 £ 0,652
28°C +Po 2,33 +1,22¢ 1,93 £0,67¢ 2,37 £0,84¢

abede Ayni stitundaki farkll harfler istatistiksel farki gdstermektedir (p<0.05)

Kontrol grubu (23 °C) ile kiyaslandiginda, kontrol grubuyla
ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan grubun (23 °C + Po)
karaciger, bobrek ve solungag MDA dlizeylerinde belirlenen
dusUs istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) bulundu.

Kontrol grubuna (23 °C) kiyasla, 18 °C sicaklikta tutulan
fakat polen uygulanmayan grupta (18 °C) karaciger ve
solungag MDA dlizeylerinin istatistiksel olarak dnemli diizeyde
yikseldigi (p < 0,05) saptandi. Bu grubun bdbrek MDA
dizeyinde belirlenen artis ise istatistiksel olarak Gnemsiz
bulundu (p > 0,05). Yine kontrol grubuyla kiyaslandiginda 28
°C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan grubun (28 °C)
karaciger, bobrek ve solungag MDA dizeylerinin istatistiksel
olarak énemli diizeyde arttigi (p < 0,05) belirlendi.

18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan
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gruplarla kiyaslandiginda 18 °C sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan grup (18 °C + Po) ile 28 °C sicaklikta tutulan ve
polen uygulanan (28 °C + Po) grubun karaciger, bobrek ve
solunga¢ MDA diizeylerinin istatistiksel olarak distigi (p <
0,05) tespit edildi. Fakat her iki grubun (18 °C + Po ve 28 °C +
Po) karaciger ve solungag MDA duzeyleri digsmesine ragmen
yine de kontrol grubundan yiiksek bulunurken, 18 °C + Po
grubunun bdbrek MDA dlizeyi kontrol grubundan disuk
bulundu.

Kontrol ve deneme gruplarinin karaciger, bobrek ve
solungag GSH diizeylerindeki degisimler Tablo 3" de
gOsterilmistir.

Kontrol grubu (23 °C) ile kiyaslandiginda, kontrol grubuyla
ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan grubun (23 °C + Po)
karaciger, bobrek ve solungag GSH dizeylerinde belirlenen
arti istatistiksel olarak 6nemli (p < 0,05) bulundu.

Kontrol grubuna (23 °C) kiyasla, 18 °C ve 28 °C sicaklikta
tutulan fakat polen uygulanmayan gruplarda karaciger, bobrek
ve solungag GSH diizeylerinin istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde azaldigi (p < 0,05) belirlendi.

18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan
gruplarla kiyaslandiginda 18 °C sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan grup (18 °C + Po) ile 28 °C sicaklikta tutulan ve
polen uygulanan (28 °C + Po) grubun karaciger, b6brek ve
solunga¢ GSH dlizeylerinin istatistiksel olarak arttigi (p < 0,05)
tespit edildi. Fakat her iki grubun (18 °C + Po ve 28 °C + Po)
karaciger ve bdbrek GSH dlizeyleri artmasina ragmen yine de
kontrol grubundan disik bulunurken, solunga¢ dokusunun
GSH duizeyi kontrol grubundan ylksek bulundu.

Tablo 3. Deneme gruplarinin doku GSH diizeyleri (umol/g protein)

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

ve solungag GST aktivitelerinin istatistiksel olarak Gnemli
diizeyde azaldigi (p < 0,05) belirlendi.

18 °C ve 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan
gruplarla kiyaslandiginda, 18 °C sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan (18 °C + Po) grup ile 28 °C sicaklikta tutulan ve
polen uygulanan (28 °C + Po) grubun karaciger, bobrek ve
solungag GST aktivitelerinin istatistiksel olarak dnemli dizeyde
arttigi (p < 0,05), fakat yine de kontrol grubundan distik oldugu
tespit edildi.

Tablo 4. Deneme gruplarinin doku GST aktiviteleri (umol/dakika/mg
protein)

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

groups

Gruplar Karaciger Bobrek Solungag

18°C 29,95 +7,140 33,757,010 11,98 + 3,870
23°C (Kontrol) 40,21 +8,91¢ 45,85 +7,94¢ 14,69 £2,21¢
28°C 23,75 +7,31a 26,94 £ 6,19 10,53 £ 3,412
18°C +Po 38,81 +£7,28¢ 40,97 £ 7,554 19,04 + 3,57¢
23°C +Po 52,31 £9,71¢ 54,96 + 6,75 23,67 £ 3,611
28°C +Po 35,59 +6,78¢ 37,58 7,89 17,53 £ 3,93¢

abede Ayni stitundaki farkli harfler istatistiksel farki géstermektedir (p<0.05).

Kontrol ve deneme gruplarinin karaciger, bobrek ve
solungag GST aktivitelerindeki degisimler Tablo 4’ de
verilmigtir.

Kontrol grubu (23 °C) ile kiyaslandiginda, kontrol grubuyla
ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan grupta (23 °C + Po)
karaciger, bobrek ve solunga¢ GST aktivitelerinin istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde arttigi (p < 0,05) tespit edildi.

Kontrol grubuna (23 °C) kiyasla, 18 °C ve 28 °C sicaklikta
tutulan fakat polen uygulanmayan gruplarda karaciger, bébrek

Gruplar Karaciger Bobrek Solungag
18°C 6,43 + 19,622 8,71 + 16,30 05,06 + 15,92
23°C (Kontrol) 25,61+17,21¢ 30,96 £18,91¢ 19,81 +17,53¢
28°C 3,78+ 1844a 2,59 +15,022 9,53 + 18,742
18°C +Po 18,48 +18,11c 18,58 £15,57¢ 16,48 + 11,43¢
23°C +Po 37,29+2387¢  4649+20,10¢ 32,69 + 17,359
28°C +Po 0573 +17,64> 0247 £17,85° 1573 + 16,74¢
abede Ayni stitundaki farkli harfler istatistiksel farki géstermektedir (p<0.05).
TARTISMA VE SONUG

Baliklarda nonspesifik immun direncin en OGnemli
basamagini olusturan fagositoz kemotaksis, opsonizasyon,
absorpsiyon, intraseltler yikim ve sindirim gibi bircok safhada
gerceklesmektedir. Fagositozda birinci derecede gérev alan
makrofajlar ve polimorfniikleer I6kositler (6zellikle nétrofiller)
respiratory burst (solunum patlamasi) sirasinda reaktif oksijen
tirleri Gretirler. Notrofillerin oksidatif radikal Gretimi yani bir
baska ifadeyle urettikleri reaktif oksijen tirlerinin miktari,
nétrofillerin ~ fagositik  aktivitesinin ~ belilenmesi igin
kullaniimaktadir. Bunun igin de en gok kullanilan ydntemlerin
basinda NBT testi gelmektedir (Siwicki ve Studnicka, 1987).
Tilapia (Oreochromis niloticus)' larda yapilmis bir ¢alismada
baliklarin fagositik hiicre (nétrofil ve monositler) sayisinin polen
uygulamasiyla arttigi belirlenmistir. Benzer sekilde Mise Yonar
vd. (2014) tarafindan yapilan galismada, gliclii bir antioksidan
ve immunostimulan olan ayrica yapisindaki bilesiklerle polene
benzerlik gdsteren propolisin uygulandidi sazanlarda NBT
aktivitesinin yukseldigi tespit edilmistir. Bu galismada da
kontrol grubu (23 °C) baliklariyla kiyaslandiginda kontrol
grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan, diger bir
ifadeyle sicaklik degisimlerinden bagimsiz olarak yalniz polen
uygulanan gruptaki (23 °C + Po) baliklarda, NBT aktivitesinin
yukseldigi tespit edilmis, elde edilen bu sonug yukaridaki
calismalardan elde edilen sonuglarla paralellik géstermistir.

Diger taraftan Ndong vd. (2007) 27 °C' ye adapte edilmis
tilapia (Oreochromis mossambicus)' larda sicakligin 19 ve 23
°C' ye dusirilmesi ve yine sicakhdin 31 ve 35 °C' ye
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yukseltiimesi sonucunda spesifik ve nonspesifik bagisikiik
parametrelerinde meydana gelen degisimleri arastirmiglardir.
12, 24, 48 ve 96 saat sonunda baliklardan alinan érneklerde,
NBT testi kullanilarak belirlenen respiratory burst aktivitesinin
24, 48 ve 96 saatlerde, fagositik aktivitenin ise 12. saatten
itbaren hem dusik hem de yiiksek sicakliklarda tutulan
baliklarda azaldi§i belirflenmistir. Yine bu calismada 48.
saatten sonra disiik sicakliklarda tutulan baliklarin fagositik
aktivitesinin normal seviyeye geldigi fakat yliksek sicakliklarda
tutulan baliklarda béyle bir sonucun gézlemlenmedigi ifade
edilmistir. Bu arastirmacinin (Ndong vd., 2007) elde ettigi
bulgularin aksine Nikoskelainen vd. (2004), gékkusad
alabaliginda respiratory burst aktivitesinin sicaklikla arttigini,
Dittmar vd. (2014) ise 13, 18 ve 24 °C' de stoklanmis
Gasterosteus aculeatus tiri baliklarda respiratory burst
aktivitesinin ve lenfosit proliferasyonunun diisiik sicaklikta
arttigini, yuksek sicaklikta azaldigini bildirmiglerdir. Bu
calismada 18 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan
baliklarin NBT aktivitesi istatistiksel olarak énemli diizeyde
artmig, 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan
baliklarda ise &nemsiz bir sekilde azalmistir. Diger
galismalardan elde edilen bulgularla bu ¢alismadan elde edilen
bulgular arasindaki farkliligin nedeni baligin tird, sicakhk
degerlerindeki farklilik ve sicakligin uygulanma siresi olabilir.

Toplam plazma proteini nonspesifik immun sistemin
(Jeney vd., 1997), immunoglobulinler ise spesifik bagisikligin
en énemli humoral unsuru olarak kabul edilmektedir (Siwicki
vd., 1994). Memelilerde bes farkli immunoglobulin sinffi
bulunurken (Diker, 1998), baliklarda bunlardan sadece IgM'’ nin
varligi kesin olarak belirlenmistir (Darson, 1981). Bu ¢alismada
kontrol grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan
baliklarda, TP ve Tl dizeylerinin yikseldigi gozlemlenmistir.
Benzer sonuglar baska bir arastirmaci tarafindan da ifade
edilmig, farkli oranlarda polen igeren yemlerin uygulandigi
tilapia (Oreochromis niloticus)' larin total plazma protein
dizeyinde belirlenen artis istatistiksel olarak  énemli
bulunmustur (EI-Asely vd., 2014).

Ayrica bu galismada 18 °C sicaklikta tutulan fakat polen
uygulanmayan baliklarin TP ve Tl dlizeyleri istatistiksel olarak
onemli diizeyde azalmig, 28 °C sicaklikta tutulan fakat polen
uygulanmayan baliklarda ise 6nemsiz bir sekilde artmistir.
Baliklarda bagisikligin humoral faktdrlerinin yiiksek sicaklikla
artti§i belirtilmistir (Ndong vd., 2007). Langston vd. (2002),
Nikoskelainen vd. (2004) ve Holland vd. (2002) lizozim, C-raktif
protein ve komplement aktivitesi gibi humoral faktorlerin
baliklarda artan sicaklikla yikseldigini ifade ederken, buna
karsilik olarak lizozim aktivitesinin diisiik sicakliga transfer
edilen gipuralarda azaldigi belirtilmistir (Tort vd., 1998; Tort vd.,
2004). Genel bir fenomen olarak poikloterm bir canli olan
baliklarda su sicakligi ve antikor diizeyi arasinda dogrusal bir
iliski bulunmaktadir. Bu fenomen Dicentrarchus labrax,
Oreochromis aureus, Paralichthys olivaceus, Hippoglossus
hippoglossus, Pecoglossus altivelis, Oreochromis niloticus,
Gadus morhua ve Scophthalmus maximus tirlerini de igeren
birgok balik tirinde kanitlanmistir (Makrinos ve Bowden,

2016). Bununla birlikte baliklarda nonspesifik bagisiklik diistik
sicaklikta daha fazla aktivite gosterirken, spesifik bagisiklik ise
yiksek sicaklikta daha fazla aktive olmaktadir (Makrinos ve
Bowden, 2016). Yukarida ifade edilen galismalarla uyumlu bir
sekilde bu galismada da distk sicaklikla TP ve Tl diizeyi
azalmigtir. Fakat vyliksek sicakligin bu parametrelere
istatistiksel olarak herhangi bir etkisi belirlenememistir.

Bu calismadan elde edilen sonuclara bakilarak, sazanlarda
etkili bir immun fonksiyon igin sicakligin optimal sinirlar iginde
olmasi gerektigi ve bu sicakligin 23 °C oldugu, dusik ve
yiksek sicakligin Makrinos ve Bowden (2016) tarafindan
bildirilen ¢alismayla uyumlu olarak immun parametrelerde
dalgalanmalara yol actig1 gortlmektedir. Bununla birlikte dlistk
ve yliksek sicakliklarla birlikte polen uygulanan 18 °C + Po ve
23 °C + Po grubu baliklarda, polen uygulamasinin bir sonucu
olarak  sicaklik  farkiliklarinin ~ yol  agtigi  immun
parametrelerdeki dalgalanmalar engellenebilir. Diger taraftan
kontrol grubu (23 °C) baliklariyla kiyaslandiginda kontrol
grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan, diger bir
ifadeyle sicaklik degisimlerinden bagimsiz olarak yalniz polen
uygulanan gruptaki (23 °C + Po) baliklarda incelenen tiim
immun parametreler yikseldigi icin polenin sazanlarda bir
immunostimulan olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu olusan
serbest radikaller proteinlerin, lipitlerin, karbohidratlarin ve
nikleik asitlerin yikimina sebep olabilirler. Bununla birlikte
DNA’ ya zarar verme, enzimlerin aktivasyonunu ve membran
gegirgenligini bozarma diger olumsuz etkileridir. Doymamis
ya§ asitlerinin oksidatif yikimiyla meydana gelen lipid
peroksidasyon sonucu agida ¢ikan aldehitlerden biri olan MDA,
hiicrelerde olusan oksidatif zararin en dnemli gostergelerinden
birisidir (Bragadottir, 2001; Morales vd., 2004; Mise Yonar
2017b). Bu calismada da karaciger, bobrek ve solungag
dokusunda, farkli su sicakliklari uygulamasiyla meydana gelen
oksidatif stresin belirlenmesi igin MDA dlizeyindeki degisimler
arastiriimstir.

Dastan vd. (2017) 96 saat sireyle 0,5, 2,5, 5, 10, 20 ve 30
ppm konsantrasyonlarindaki polenin, alabaliklarda karaciger
MDA duzeyini tim deneysel gruplarda, dalak ve kalp MDA
dlzeyini ise 0,5 ppm grubu disindaki tim deneysel gruplarda
duslrdigind tespit etmiglerdir. Bu aragtirmacilarin (Dastan
vd., 2017) elde ettigi sonucun aksine Ferreira vd. (2012) bir
fungusit olan tebukonazoliin etkisindeki Rhamdia quelen tlr(
baliklarda, yalniz polenin uygulandigi grubun karaciger, bdbrek
ve beyin MDA diizeylerinde istatistiksel herhangi bir farklilik
belirlememiglerdir. Bu calismada da Dastan vd. (2017)
tarafindan elde edilen sonuglara paralel olarak, kontrol
grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen uygulanan gruptaki
(23 °C + Po) baliklarin karaciger, bobrek ve solungag MDA
dlzeylerinin kontrol grubuna gére azaldigi belirlenmistir.

Su sicakliginin baliklarda olusturdugu stres konusunda
bazi caligmalar yapilmistir. Ornegin; Kontrol (24 °C) grubuna
gbre 20 °C ve 28 °C' lik sicakliklarin uygulandi§i pullu sazanin
karaciger ve bobrek dokusundaki MDA diizeyinin 6nemli
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duzeyde arttigi ifade edilmistir (Mise Yonar vd., 2013). Benzer
sekilde Vinagre vd. (2012), 16 °C' ye adapte ettikleri deniz
levrekleri (Dicentrarchus labrax)' nde su sicakliginin 18, 24 ve
28 °C' ye yiikseltiimesiyle kas MDA dizeyinin yikseldigini
bildirmiglerdir. Roche ve Bogé (1996) ayni balik tirlinde
oksidatif stres Uzerine sicakigin etkisini arastirdiklari
calismalarinda, lipit peroksidasyon ve katalaz aktivitesinin
termal stresle arttigini bulmuslardir. Hwang ve Lin (2002)
tarafindan yapilan bir calismada da 25 °C ve 35 °C' de 10 hafta
icin ayri ayri kultlr edilen sazanlarda hepatopankreas ve kas
dokusundaki TBARS (thiobarbituric acid reactive substances)
diizeyinin 35 °C' de tutulan baliklarda 25 °C' de tutulanlara
kiyasla arttigi, bu baliklara vitamin C uygulamasiyla bu
olumsuzlugun giderildigi belirlenmistir. Diger taraftan disik
sicakligin  baliklarda olusturdugu oksidatif stres de
arastirilmistir. Oregin 11 °C' den 8 °C' ye sicakligin
dustrilmesiyle strese sokulmus salmonlarin karaciger, bobrek
ve beyin dokularindaki lipid peroksidasyon dizeyleri
arastirilmig, 48. saatten itibaren MDA dizeyindeki artis en
yiksek bdbrekte en az karacigerde belirlenmistir. Bunun
nedeni de karacigerde vitamin E diizeyinin yiiksek, borekte ise
duslk olmasina baglanmistir (Welker ve Congleton, 2004). Bu
calismada da kontrol grubu (23 °C)' na kiyasla disik (18 °C)
ve yuksek (28 °C) sicaklikta tutulan fakat polen uygulanmayan
gruplarda MDA diizeyi istatistiksel olarak artmis ve yukaridaki
arastirmacilarin bulgulariyla paralel bulunmustur. Fakat diisiik
(18 °C) ve yiiksek (23 °C) sicakliklarda tutulan baliklara
kiyasla, disik ve yiiksek sicakliklarda tutulan ve polen
uygulanan (18 °C + Po ve 28 °C + Po) baliklarda MDA
diizeyinin azaldigi belirlenmistir. Polenin bu etkisi onun glglu
radikal temizleyici fonksiyonuyla (Eraslan vd., 2009) ve
yapisinda bulunan fenolik maddelerle (Leja vd., 2007)
agiklanabilir.

Baliklarda antioksidanlar diger yliksek omurgalilarda
oldugu gibi enzimatik ve non-enzimatik olarak siniflandiriliriar.
Baliklarda bulunan antioksidan enzimler, slperoksit radikali
(O2) ni temizleyen siperoksid dismutaz (SOD), hidrojen
peroksit (H202)' i temizleyen katalaz (CAT), H202 ve lipid
hidroperoksitleri yok eden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile
glutatyona bagli diger enzimlerdir (Bello vd., 2000; Mourente
vd., 2002; Puangkaew vd., 2005).

Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif stresten koruyan tripeptit karakterdeki GSH,
gok onemli bir antioksidan olup non-enzimatik ve endojen
oOzelliktedir. Protein yapisindaki stlfhidril gruplarini indirgenmis
halde tutan GSH bdylece gogu protein ve enzimin inaktive
olmasini énler (Hayes ve McLellan 1999). Diger taraftan GSH
ile elektrofilik gruplar arasindaki konjugasyonu katalizleyen
GST, ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonu ve
biyotransformasyonunda gorevli faz Il enzim ailesinin bir
Uyesidir (Hamed vd., 2003).

Bu galismada kontrol grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve
polen uygulanan baliklarda (23 °C + Po), GSH diizeyinin ve
GST aktivitesinin  kontrol grubuna (23 °C) gére arttigi
belirlenmistir. Ayni gruptaki baliklarin MDA dlzeyindeki

dususle de iliskili olarak antioksidan parametrelerde belirlenen
bu artig polenin glicli bir antioksidan oldugunu ve antioksidan
kapasiteyi arttirdigini  gostermektedir (Eraslan vd., 2009).
Dastan vd. (2017) tarafindan vyapilan bir ¢alismada,
alabaliklarin karaciger, dalak ve kalp dokusundaki total serbest
slfirid grup duizeylerinin polenin uygulamasiyla arttigi, polenin
toplam antioksidan kapasiteyi (TAS) artirarak total oksidan
kapasiteyi (TOS) dustrdigi belirlenmistir. Ferreira vd. (2012)
ise Rhamdia quelen turi baliklarda, polen uygulamasiyla
karacier GST aktivitesinin arttigi, bobrek GST aktivitesinin
dustligli, beyin dokusundaki GST aktivitesinin ise
etkilenmedigini ifade etmiglerdir. Yukarida adi gegen
arastirmacilarin elde ettigi sonuglar bu galismadan elde edilen
sonuglarla uyumlu bulunmustur.

Diger taraftan bu calismada distik (18 °C) ve yuksek (28
°C) sicakliklarda tutulan fakat polen uygulanmayan baliklarin
karaciger, bdbrek ve solungacindaki GSH diizeyi, kontrol
grubu (23 °C)' na gore disiik bulunmustur. Hwang ve Lin
(2002) 25 °C su sicakhiginda tutulan sazanlara kiyasla 35 °C'
de tutulanlarin hepatopankreas ve kas dokusundaki GSH
dizeylerinin azaldigini ifade etmiglerdir. Kisa streli yiuksek
sicaklik uygulanan Heteropneustes fossilis tiiri baliklarda
solungag GSH-Px aktivitesi ve GSH diizeyi azalmistir (Parihar
vd., 1997). Benzer sekilde yine dlstik (18 °C) ve yiiksek (28
°C) sicakliklarda tutulan ancak polen uygulanmayan gruplarin
karaciger, bdbrek ve solungacindaki GST aktivitesinin bu
calismada azaldigi belirlenmistir. Paralichthys olivaceus tliri
baliklarin karacigerindeki stiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) enzim aktivitesinin kontrol grubuna (25 °C) gdre
28, 30 ve 32°C' deki deneme gruplarinda uygulamanin 13. ve
19. guinlerinde distigu belirlenmistir (Lou vd., 2011). Kaur vd.
(2005) 3 saat igin sicakhgin 12 °C arttiriimasiyla 32 °C' de
strese sokulmus Channa punctata tiri baliklarda karaciger,
bdbrek ve solungag GST enzim aktivitesinin kontrol grubu (20
°C)' na gore azaldigini géstermislerdir. Fakat bu galismada
dustk ve yiksek sicakliklarda tutulan ancak polen uygulanan
baliklarin (18 °C + Po ve 28 °C + Po) karaciger, bobrek ve
solungacindaki GSH diizeyi ve GST aktivitesinin polen
uygulanmayanlara (18 °C ve 28 °C) kiyasla artti§1 bulunmustur.
Bunun nedeni kontrol grubuyla ayni sicaklikta tutulan ve polen
uygulanan grupta da (23 °C + Po) gosterildigi gibi polenin
serbest radikalleri temizlemesi ve antioksidan kapasiteyi
arttirmasinin bir sonucu olabilir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gére, baliklarin
ozellikle optimum araliklar digindaki gevresel sicakliga oldukga
duyarll  oldugu, immun sistem fonksiyonlarinin  ve
antioksidanlarin etkilerinin su sicakligiyla degistigi soylenebilir.
Polenin su sicakliinin neden oldugu immun ve antioksidan
parametreler Uzerindeki olumsuz etkileri dnleyebilecedi,
polenin baliklarda bir immunostimulan ve antioksidan olarak
kullanilabilece@i sonucuna varilabilir. Fakat farkli balik
tirlerinde, farkli sicakliklarda, farkli doz ve slrelerde polen
uygulamalarinin sonuglarina ihtiyag oldugu gortimektedir.
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