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Abstract: Histochemical Structure of the Gills of Sander (Sander lucioperca) in Karacaéren Dam Lake. In this study, it was
aimed to determine that glycoconjugates features of gills of sander fish (Sander lucioperca) living these lake as physicochemical
properties and heavy metal effects on rates of Karacadren Il Dam Lake. It was determined that acidic and O-sulphated ester
glycoconjugates were showed strong reaction in mucus cells in all regions of the gill. Carboxylic and neutral glycoconjugates of the
gills were not observed only the mucus cells oriented in the secondary lamellae. As a result of the applied staining methods was
found to be more than the number of combined with a mixture of mucus cells.
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Ozet: Bu calismada Karacadren Il Baraj Goliiniin fizikokimyasal ve agir metal oranlan verilerek bu gélde yasayan Sudak baligi
(Sander lucioperca) solungaglarinin glikokonjugat dzelliklerinin belirlenmesi amaglandi. Solungacin butin bélgelerindeki mukus
hiicrelerinin asidik ve O-siilfat esterli glikokonjugatlara karsi gugli reaksiyon gosterdigi belirlendi. Karboksilli ve nétral
glikokonjugatlarin solungaglarin sadece sekonder lamellerindeki mukus hiicrelerinde gézlenmedigi saptandi. Uygulanan kombine

boyama yéntemleri sonucunda karigim halinde bulunan mukus hicrelerinin sayisinin fazla oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Glikokonjugat, histokimya, Karacadren, Sander lucioperca, solungag

**Bu arastirma Yiksek lisans tezi olup BAP YL-2033 no'lu proje ile desteklenmistir.

Girig

Baliklarda solungaglar hava ile kan arasinda gaz degisimini
saglayan yapilar olarak (Geldiay ve Balik, 1999; Sarihan ve
Cengizler, 2006); akcigerler gibi kanin oksijence zenginlestigi
yerlerdir (Timur, 2006). Suyla dogrudan temas eden bu
yapilarin epitelinde bulunan mukus hiicreleri tarafindan
salgilanan mukus maddesi, patojen mikroorganizmalara karsl
fiziksel bir bariyer olusturmasinin yani sira lubrikasyon,
solunum, iyon regtlasyonu ve diflizyon gibi slreglerde de rol
oynar (Shephard, 1994; Domeneghini ve dig. 2004; Zayed ve
Mohamed, 2004).

Balik solungaglarinin histokimyasal yapisini belirlemek
uzere yapilan histolojik (Tao ve dig. 1999; Rodriquez ve dig.
2002; Roberts ve Powell, 2003; Arellano ve dig. 2004; Calabro
ve dig. 2005; Diaz ve dig. 2005; Cinar ve dig. 2008; Cinar ve
dig. 2009) ve lektin histokimya calismalari (Burkhardt-Holm,
1997; Xu ve di§. 2001; Jung ve dig. 2002; Mittal ve di§. 2004)
sonucunda mukus bilesenleri olan musinlerin karakterleri
ortaya konmustur.

Bu calismada Karacadren Il Baraj Goli'nin
fizikokimyasal ve agir metal oranlari verilerek bu gdlden
toplanan Sudak bali§i (Sander lucioperca) solungaglarinin
glikokonjugat dzelliklerinin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Yontem

Galismada 2010 yii Mart ayinda Karacadéren Il Baraj
GOli'nden toplanan 5 adet eriskin (+2) Sudak baligi (Sander
lucioperca) drnedine ait solungaglar materyal olarak kullanildi.
Solungag Ornekleri 24 saat slreyle %10" luk formaldehit
solusyonunda tesbit edildi. Yikama isleminden sonra rutin
histolojik doku takibinden gegirilen Ornekler parafinde
bloklandi. Parafin bloklardan 6-7um kalinhdinda alinan
kesitlere  genel histolojk  yapinin  belirlenmesi  igin
Hematoksilen-Eosin (Culling ve dig. 1976) boyama yontemi
uygulandi. Caligilan bolgelerin glikokonjugat Ozelliklerinin
belirlenmesi i¢in de asadida belirtilen boyama yontemleri
kullanildi:

1. Nétral glikokonjugatlarin belirlenmesinde Periyodik
asit-Shiff (PAS) metodu (McManus, 1948);

2. Asidik glikokonjugatlarin belilenmesinde Alsiyan
Blue (AB) pH 2.5 metodu (Lev ve Spicer, 1964);

3. Nétral ve asidik glikokonjugat kompozisyonunun
karsilastiriimasinda PAS/AB pH 2.5 metodu (Mowry,
1956);

4. Guglu sulfath glikokonjugatlarin belilenmesinde AB
pH 0.5 metodu (Lev ve Spicer, 1964);
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5. O- slilfat esterli glikokonjugatlarin belirlenmesinde
AB pH 1.0 metodu (Lev ve Spicer, 1964);

6. Silfath asidik glikokonjugatlarin belirlenmesinde
Aldehit Fuksin (AF) metodu (Gomari, 1952);

7. Siilfath ve asidik glikokonjugat kompozisyonunun
karsilastinimasinda AF/AB pH 2.5 metodu (Spicer
ve Mayer, 1960);

8. Siyalik asitli glikokonjugatlarin  belirlenmesinde
KOH/PAS (Saponifikasyon) metodu (Culling ve dig.
1976);

9. Sdlfath glikokonjugatlarin belirlenmesinde

Metilasyon/AB pH 2.5 metodu (Spicer, 1960);

10. Karboksilli  glikokonjugatlarin  belirlenmesinde
Metilasyon/KOH/AB pH 2.5 metodu (Spicer ve Lillie,
1959).

Hazirlanan preparatlar Olympus CX 41 tipi 1s1k
mikroskobunda incelenecek ve ilgili kisimlardan fotograf
cekimi yapildiKirlilik derecesinin tayini icin balik érneklerinin
toplandii bolgeden alinan su Orneklerinin fizikokimyasal
analiz sonuglari Devlet Su isleri (DSI) ve agir metal analizleri
Proaktif Su A.S.” den temin edildi.

Bulgular

Karacadren |l Baraj Goli'nden alinan su &rneklerinin analiz
sonuglari Tablo 1°de agir metal analiz sonuglari ise Tablo 2'de
verilmigtir. Karacadren |l Baraj Géli'nden temin edilen
baliklara ait solungag mukus hicrelerinin primer ve sekonder
lameller ile primer uglardaki yogunluklari Tablo 3'de, bu
hiicrelerin  uygulanan boyama ydntemlerine gdsterdikleri
reaksiyon giddeti ise Tablo 4'de verilmistir. Calisilan 6rneklerin
solungaglarinda primer ve sekonder lamellerin uglarinda gok
sayida geniglemis kan damarina rastlandi.  Primer lamel
uglarinda ayrica tat tomurcuklari (Sekil 1) gézlendi.

Sekil 1. Primer lamel ucunda tat tomurcudu (ok). HE. Bar: 50 um.

PAS metodu uygulamasinda primer lamellerin uglarinda
yerlesim gdsteren mukus hlcre sayisinin orta yogdunlukta
oldugu ve guclu reaksiyon gosterdikleri belirlendi. Primer
lamellerin orta (Sekil 2) ve dip (Sekil 3) bolgelerinde daha
yogun olarak bulunan mukus hicrelerinin reaksiyonlari da
gucliydl. Sekonder lamellerde ise bu boyama yontemine
kars! reaksiyon g6zlenmedi.
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Sekil 2. Primer lamelin orta kisminda yogun olarak bulunan ve glglii reaksiyon
gosteren PAS (+) (oklar) mukus hiicreleri. PAS. Bar: 50 pm.
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Sekil 3. Primer lamelin dip blgesinde yodun olarak bulunan ve giiglii reaksiyon
gosteren PAS (+)mukus hiicreleri (oklar). PAS. Bar: 50 pm.
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Tablo 1. Alinan su numunelerine ait analiz sonuglari

SIMGE BiRIM PARAMETRELER KARACAOREN Il BARAJ GOLU

T °C Sicaklik 22
pH N IN 8,12
EC Mohm/cm Elektriksel iletkenlik 374
TDS mg/l Toplam ¢ézlinen madde 232
SS mg/l Askidaki katilar 3
Turb NTU Bulaniklik 4
Col Pt-Co Renk 5
Cl mg/l Klortr 8,86
NH3-N mg/l Amonyum Azotu 0,013
NO2-N mg/l Nitrit azotu 0,006
NO3-N mg/l Nitrat azotu 0,190
DO mg O/l Gozlinmis oksijen 9,0
BOD5 mg/l Biyokimyasal oksijen ihtiyaci 6,0
TH mg/l Toplam Sertlik 186,5
0-PO;4 mg/l Orta-Fosfat 0,00
S04 mg/l Silfat 10,2
Na mg/l Sodyum 9,6
K mg/l Potasyum 1,6
Ca mg/l Kalsiyum 48,90
Mg mg/l Magnezyum 15,79
COoD mg/l Kimyasal Oksijen ihtiyac! 6,2
TKN mg/l Toplam Kjeldahl Azotu 0,62
Top.P mg/l Toplam Fosfor 0,049
Top.N mg/l Toplam Azot 1,020

Tablo 2. Alinan su numunelerinde agir metal analiz sonuglari

Ornek Cu Pb Zn Fe Al Mn Cr Cd Hg B
Karacagréel?jll Baraj 004 | 005 0,07 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Cu, bakir; Pb, kursun; Zn, kalay; Fe, demir; Al, aliminyum; Mn, manganez; Cr, krom; Cd, Kadmiyum; Hg, civa; B, bor.

Tablo 3. Sudak baligi solungaglarin primer ve sekonder lameller ve primer uglarda dagilim gdsteren mukus hiicreler yogunlugu

Boyama Metotlar Mukus Hiicrelerin Yogunlugu
Primer dip Primer orta Primer ug Sekonder lamel
PAS +++ ++4+ ++ -
ABpH25 +++ +++ +++ +
AB*+
AB pH 2.5/PAS K+++ K+++ K+++ AB+
ABpH 1.0 +++ +++ +++ +
AB pH 0.5 +++ +++ +++ +
AF +++ +++ +++ +
K+++ K+++
AF/AB pH 2.5 K+++ K+++ Fr
KOH/PAS R B +++ ,
Metilasyon/AB pH 2.5 +H+ e e ¥
Metilasyon/KOH/AB pH 2.5 +H+ . . -

PAS: Periyodik asid-Schiff, AB: Alsiyan blue, AF: Aldehit fuksin, K: Karigim
+++ yodun, ++ orta, + az, - yok, * baskin
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Tablo 4. Sudak baligi solungaglarin primer ve sekonder lamellerde ve primer uglarda dagilim gdsteren mukus hiicrelerin farkli boyama ydntemlerine karsi
gosterdigi reaksiyon siddeti

Mukus Hiicrelerin Boyanma Ozelligi

Boyama Metotlari Primer dip Primer orta Primer ug Sekonder lamel
PAS +++ +++ +++
ABpH2.5 +++ +++ +++ +++
AB pH 2.5/PAS AB,K AB, K AB,K AB, K
ABpH 1.0 +++ +++ +++ +++
ABpHO0.5 +++ ++ ++ +++
AF ++++ ++++ ++++ ++++
AF/AB pH 2.5 K K K K, AF
KOH/PAS - - +Ht
Metilasyon/AB pH 2.5 +Ht + ++ +t
Metilasyon/KOH/AB pH 2.5 +Ht +Ht +Ht -

PAS: Periyodik asid-Schiff, AB: Alsiyan blue, AF: Aldehit fuksin, K: Karigim
++++ gok glicld, +++ glclii, ++ orta, + zayif, - negatif, * baskin

AB pH 2.5 uygulamasina (+) yanit veren mukus
hiicrelerinin  primer lamellerin  uglarinda ok, sekonder
lamellerde ise az sayida oldugu ve gugli reaksiyon
gosterdikleri saptandi. Bu ybntemle solungacin primer
lamelleri boyunca yerlesen ¢ok sayida mukus hicresinin hem
asidik, hem de nétral glikokonjugatlar igerdigi, ayrica primer
lamel uglarindaki (Sekil 4) az sayida hiicrede de AB pH 2.5
(+) glikokonjugat bulundugu sonucuna varildi. Sekonder
lamellerde ise AB pH 2.5 (+) baskin hicrelere rastlandi
(Sekil 5).

Sekil 5. Sekonder lamellerde AB pH 2.5 (+) baskin mukus hiicresi (ok). AB pH
2.5/PAS. Bar: 50um.

AB pH 1.0 boyama ydénteminde solungacin primer lamel
uclarinda yerlesim gdsteren cok sayida mukus hicresinin
gucli reaksiyon gosterdigi belirlendi. Sekonder lamellerde
(Sekil 6) az sayida bulunan bu hiicrelerin gigli reaksiyon
gosterdigi tesbit edildi. Primer lamellerin orta ve dip
Sekil 4. Primer lamel ucunda nétral ve asidik glikokonjugatlari birlikte iceren mukus b0|ge!ermde" yOgu,n olarak bulunan mukus hticreleri de guglu

hiicresi (oklar). AB pH 2.5/PAS. Bar: 50 pm. reaksiyon gosterdi.
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Sekil 6. Sekonder lamellerde giiclti AB pH 1.0 mukus hiicresi (ok). AB pH 1.0. Bar:
50 pm.

AB pH 0.5 metodu ile primer lamellerin ug ve orta
bélgelerindeki mukus hiicrelerinde orta yogunlukta, sekonder
lamellerde ve primer lamellerin dip bélgelerindeki hiicrelerde
ise guclu reaksiyon gézlendi. AB pH 0.5 (+) hicrelerin primer
lamellerin timlnde cok, sekonder lamellerde ise az sayida
oldugu tespit edildi. AF uygulamasi sonucunda solungacin
biitiin bolgelerinde ¢ok gugli reaksiyon izlendi. Primer lamel
boyunca yogun olan mukus hiicrelerinin sekonder lamellerde
oldukga az sayida oldugu tespit edildi. AF/AB pH 2.5 metodu
ile de, primer lameller boyunca ve sekonder lamellerde AF ve
AB (+) glikokonjugatlari iceren mukus hiicrelerinin ¢ok sayida
oldugu (Sekil 7), ayni zamanda sekonder lamellerde az sayida
hiicrede ise sadece AF (+) glikokonjugat bulundugu gézlendi.

Sekil 7. Primer lamel ucunda AF ve AB (+) glikokonjugatlari esit miktarda iceren
mukus huicreleri (oklar). AF/AB pH 2.5. Bar: 50 ym.

KOH/PAS metodu sonucunda sadece primer uglardaki
cok sayida mukus hiicresinde gugli reaksiyon belirlendi.
Metilasyon/AB pH 2.5 uygulamasinda solungag primer
lamellerinin  u¢ ve orta bolgelerinde bulunan mukus
hiicrelerinde orta, primer lamellerin dip kisimlari (Sekil 8) ile
sekonder lamellerdeki hiicrelerin ise gugli reaksiyon
gosterdigi belirlendi. Bu hucrelerin primer lameller boyunca
cok, sekonder lamellerde ise az sayida olduklari tesbit edildi.

L .WMQ

L |

Sekil 8. Primer lamelin dip bdlgesinde gliglii reaksiyon gdsteren mukus hiicreleri
(oklar). Metilasyon/AB pH 2.5. Bar: 50 pm.

Metilasyon/KOH/AB pH 2.5 boyama yéntemi sonucunda
solungaclarin primer lamellerinde pozitif reaksiyon gdsteren
mukus hicrelerinin ¢ok sayida ve reaksiyon siddetinin de
gucli oldugu sonucuna varildi. Sekonder lamellerde ise bu
hiicrelere rastlanmadi.

Tartigma ve Sonug

Solungag epitelinde yerlesen mukus hiicreleri sayisal ve
morfolojik agidan pH, tuzluluk, sicaklik, yiksek amonyak
konsantrasyonu ve agir metaller gibi farkli ortam sartlarindan
etkilenirler. Yapilan farkli calismalarda mukus hiicre sayisinin
bakteriyal solngag hastaligi (Ferguson ve dig., 1992), amoebik
solunga¢ hastaliyi (Roberts ve Powell, 2003), yliksek
amonyak konsantrasyonu (Ferguson ve dig., 1992), tuzluluk
(Bordas ve dig., 2003), asidite (Ledy ve dig., 2003), yiksek
basing ve distik sicaklik (Dunel ve dig., 1996) gibi farkli
degiskenlere gore artig gosterdigi bildirilmistir.

Calabro ve dig., (2005) Coelorhynchus coelorhynchus
solungaglarinin primer ve sekonder lamellerinde PAS (+)
hicreler bulundugunu bildirmiglerdir. Dicentrarchus labrax
(Diler ve Cinar, 2009a), Gara rufa (Diler ve Cinar, 2009b) ve
Aphanius anatoliae sureyanus (Diler ve Cinar, 2010)
tirlerinde primer lamellerdeki mukus hiicrelerinin  guglu
PAS(+) reaksiyon, buna karsin Solea senegalensis tiriinde
bazi mukus hiicrelerinin zayif reaksiyon gosterdigi bildirilmistir
(Arellano ve dig., 2004). Sunulan galismada ise primer
lamellerdeki mukus hicrelerinde PAS (+) hicrelerin gugli
reaksiyon gosterdigi ortaya konmustur.

Pleuronectes platessa L., Platichthys flesus L. ve Salmo
gairdneri richardson (Fletcher ve dig., 1976); Micropogonias
furnieri (Diaz ve dig., 2001; Diaz ve dig., 2005); Dicentrarchus
labrax (Diler ve Cinar, 2009a) ve Gara rufa (Diler ve Cinar,
2009b) primer ve sekonder lamellerdeki mukus hicrelerinin
hem nétral, hem de asidik glikokonjugatiar esit miktarda
bulundurduklari ~ rapor  edilmektedir.  Bunun  yanisira
Odontesthes bonariensis tirinde mukus hiicrelerin sadece
asidik glikokonjugat icerdikleri dne sirliimistir (Vigliano ve
dig., 2006). Cyprinus carpio  solungaglarinda da asidik
glikokonjugatlarin baskin oldugu bildirimektedir (Ginar ve dig.,
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2008). Sunulan calismada, AB pH 2.5/PAS uygulama
sonuglarina gére primer ve sekonder lamellerdeki bazi
hicrelerde asidik ve notral glikokonjugatlar esit miktarda

degerlendirilirken, sadece asidik glikokonjugatlar igeren
hiicrelerin de bulundugu belirlenmistir.
KOH/PAS  uygulamasi  sonucunda  Micropogonias

furnieri (Diaz ve dig., 2005), Cyprinus carpio (Ginar ve did.,
2008), Aphanius anatoliae sureyanus (Diler ve Ginar, 2010)
primer lamellerdeki mukus hicrelerin orta siddette reaksiyon
gosterdigi, Gara rufa (Diler ve Cinar, 2009b) primer ve
sekonder lamellerdeki mukus hticrelerinin bu ydnteme karsi
gucli reaksiyon verdikleri kaydedilmistir. Bu galismada ise
solungaglarin  sadece primer lamel uglarindaki mukus
hiicrelerinde glclii reaksiyon gésterdigi ortaya konmustur.

Cynoscion  guatucupa (Diaz ve dig., 2005)
solungaglarinda mukus hucrelerinin AB pH 1.0 ve 0.5
uygulamalari sonucunda orta; Solea senegalensis (Arellano
ve dig., 2004) bazi mukus hiicrelerinde gliclli; Gara rufa (Diler
ve Cinar, 2009b) ve Pseudophoxinus antalyae tlriinde ise
bazi mukus hiicrelerinde zayif reaksiyon izlendigi rapor
edilmistir (Cinar ve dig., 2009). Cyprinus carpio (Ginar ve dig.,
2008) solungaclarinda ise durum daha da karmasiktir, AB pH
0.5 ve 1.0 uygulamalarina kargl primer lamellerin orta,
sekonder lamellerin zayif siddette reaksiyon gosterdigi
belirtilmistir. Bu farkli raporlara ek olarak, Aphanius anatoliae
sureyanus tirinde yapilan ¢alismada (Diler ve Cinar, 2010)
primer lamellerdeki mukus hucrelerinin AB pH 0.5 ve 1.0
uygulamasina reaksiyon gdstermedigi; Dicentrarchus labrax
(Diler ve Cinar, 2009a) solungaglarinda da AB pH 1.0 (+)
hiicrelerin bulunmadidr bildirimektedir. Sunulan galismada ise
solunga¢ mukus hicrelerinin  gogunda glclii reaksiyon
izlenmistir.

Cyprinus carpio (Cinar ve dig., 2008) solungaglarinda
ise stlfatli asidik glikokonjugatlar iceren mukus hiicrelerinin
primer lamellerde orta, sekonder lamellerde zayif siddette
reaksiyon gosterdigi bildirilmektedir. Diler ve Cinar (2010)
Aphanius anatoliae sureyanus tiirlinde ayni ydnteme karsi
primer lamellerdeki mukus hicrelerinin - zayif reaksiyon
verdigini belitmektedirler. Diler ve Cinar ise (2009b) Gara
rufa’da primer lamellerin ug bdlgelerindeki ¢ogu hiicrenin
zayIf, sekonder lameller arasinda kalan az sayidaki hicrenin
ise orta siddette reaksiyon verdigini kaydetmektedirler.
Sunulan galismada solungaglarin bitiin bolgelerindeki mukus
hiicrelerinde ¢ok gi¢lii reaksiyon g6zlenmistir.

Dicentrarchus labrax (Diler ve Cinar, 2009a), Gara rufa
(Diler ve Cinar, 2009b) ve Aphanius anatoliae sureyanus
(Diler ve Cinar, 2010) primer lamellerdeki bazi hiicrelerde
asidik glikokonjugat iceriginin diger glikokonjugata gére
baskin; Pseudophoxinus antalyae (Cinar ve dig., 2009)
sadece AB pH 2.5 (+), Cyprinus carpio (Ginar ve dig., 2008)
ve Odontesthes bonariensis (Vigliano ve dig., 2006) ise
sadece AF (+) reaksiyon verdidi belirtilmistir. Bu galismada ise
solunga¢ mukus hiicrelerinde hem asidik, hem de siilfatli
glikokonjugatlarin esit yogunlukta bulundugu belirlendi.

Sonug olarak Karacadren Il Baraj Goli'nden toplanan
baliklarin solungaclarina uygulanan histokimyasal
yontemlerle, glikokonjugatlarin primer lamellerdeki mukus
hiicrelerinde sayisal ve reaksiyon siddeti bakimindan
sekonder lamelere oranla oldukga yogun olduklari tespit edildi.
Ayrica, primer ve sekonder lamel uglarda cok sayida
genislemis kan damarina ve primer lamel uglarda tat
tomurcuklarina rastlaniimasi, Karacadren Il Baraj Goli'nin
fizikokimyasal ~degerleri ve agir metal oranlarindan
kaynaklaniyor olacagi kanisindayiz.
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