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Abstract: Effects of copper on tissue glycogen and sera glucose levels of Clarias lazera (Valenciennes, 1840). Effects of
copper on liver and muscle glycogen and sera glucose levels of Clarias lazera (Valenciennes, 1840) were determined after
exposing the animals to 0.1, 0.5 and 1.0 ppm Cu over 7, 15 and 30 days periods. Anthron and O-toluidine methods were used for
the determination of tissue glycogen and sera glucose levels respectively. The studied copper concentrations caused significant
alterations in the carbohydrate metabolism of C. lazera by effecting tissue glycogen and sera glucose levels during the exposure
periods studied.
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Ozet: Clarias lazera (Valenciennes, 1840) ile yapilan bu arastirmada, baliklar 7, 15 ve 30 giin siirelerle bakirin 0.1, 0.5 ve 1.0 ppm
ortam derisimlerinin etkisinde birakilarak, metalin karaciger ve kas dokularindaki glikojen diizeyi ile serum glukoz diizeyi lzerine
etkilerinin belilenmesi amaglanmistir. Doku glikojen diizeyinin belilenmesinde Antron, serum glukoz diizeyinin belilenmesinde ise
O-Toluidin ybntemi kullaniimistir. incelenen bakir derisimlerinin, belirlenen siirelerde C. lazera'nin doku glikojen ve serum glukoz

duizeylerini etkileyerek karbonhidrat metabolizmasinda énemli degisimlere neden oldugu saptanmistir.
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Girig

Agir metaller, normal kosullarda yagmur, rizgar ve erozyon
gibi dogal olaylar sonucunda sucul ekosistemlerde ng/L veya
Mg/l duzeylerinde bulunur (Nussey ve ark., 1995). Ancak
insan nifusundaki hizl artis, endlstrilesme, kentlesme ve
modern tarim uygulamalari gibi temelde insan aktivitesine
dayal faktérler, adir metallerin sucul ekosistemlere katilimini
arttirmaktadir (Wepener ve ark., 2001).

Hayvansal organizmalar, gelisme ve (reme gibi
yasamsal olaylar igin belli bir derisim araliginda bakir, ¢inko
gibi agir metallere gereksinim duyarlar. Bunlarin yiiksek ve
dusik derigimleri, organizmalarda metabolik bozukluklara
neden olurken, 6zellikle yiksek derigimleri akuatik canlilarda
mortaliteye neden olmaktadir (Nussey ve ark., 1995).

Bakir hayvansal organizmalarda, kemik olusumu,
omuriligin miyelinlesmesi, hemoglobin ve metalloenzimlerin
sentezinde islev gérmekte, sitokrom oksidaz gibi hlicredeki
redoks reaksiyonlarina katilan enzimlerin baslica yapisal
bilesenini olusturur. Bakirin elektrik endustrisinde, sucul
vejetasyonu kontrol etmede, glibre ve pestisidlerin bilesiminde
tarimda yaygin bir sekilde kullanimi, sucul ortamlara katilimini
arttirarak dogal diizeyinin (0.005 pmol/L) asiimasina neden
olur (Nussey ve ark., 1995). Bakirin baliklar tarafindan
ortamdan alinimi, dokularda birikime, hiicresel veya molekuler
dizeyde yapisal ve islevsel bozukluklara neden olmaktadir
(Dethloff ve ark., 2001).

Cesitli balik tirleri ile yapilan arastirmalarda bakirin

subletal derisimlerinin uzun sireli etkisinin dokularda birikime
(Cicik, 2003) solungaglarda yapisal bozukluklara, omurgada
deformasyonlara, immin sistemin zayiflamasiyla nérolojik
bozukluklara (Stagg ve Shuttleworth, 1982), hematolojik ve
biyokimyasal parametrelerde degisimlere neden oldugu (Tort
ve Torres, 1988) belirlenmigtir.

Glukoz, omurgali hayvanlarda baslica yiksek enerjili
bilesik olup, kas ve karaciger dokularinda glikojen formunda
depo edilir. Ictalurus nebulosus (Christensen ve ark., 1972) ve
Oncorhynchus mykissde (Dethloff ve ark., 1999) subletal
derisimlerdeki bakirin serum glukoz diizeyini arttirirken, Salmo
trutta'da (Levesque ve ark., 2002) kas ve karaciger glikojen
derisimini azalti§r saptanmigtir. Glukoz ve glikojen
duzeylerindeki degisimlerin agir metallerin etkisi yani sira
aclik, hipoksik kosullar ve yogun stoklama gibi stres
faktorlerinin etkisinde de meydana geldigi belirlenmistir
(Vosyliene, 1999). Baliklarda, agir metal etkisi ve degisen
ortam kosullarinda karbonhidrat rezervleri gok ¢abuk degisim
gosterdiginden toksikolojik calismalarda yaygin bir sekilde
kulaniimaktadir.

Arastirmada materyal olarak kullanilan Clarias lazera,
Ulkemizde ozellikle Dodu Akdeniz bélgesindeki akarsu ve
drenaj kanallarinda yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Yagsam
ortamlari evsel, endUstriyel ve tarimsal aktivitelerin dogrudan
etkisi altindadir. Cevresel kosullardaki ekstrem degisimlerle
kirleticilere karsi hosgorlst yiksek ve protein kaynadi olarak
tiiketilen bir tir oimasi bakimindan énemlidir.

Agir metal etkisinde metabolik olaylarla, biyokimyasal
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parametrelerdeki degisimler, baligin fizyolojikk durumu ile
ortamdaki kirlilik dizeyini yansitacagindan bu arastirmada
bakirin 0.1, 0.5 ve 1.0 ppm ortam derisimlerinin 7, 15 ve 30
gun slrelerle C. lazerada doku glikojen ve serum glukoz
duzeyleri tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir.

Materyal ve Yontem

Deneylerde materyal olarak C. lazera tliri kullaniimistir.
Baliklar Mersin ili, Silitke ilgesinde bulunan 6zel sektdre ait
yetistirme havuzlarindan saglanmistir. Deneyler, Mersin
Universitesi, Su Uriinleri Fakiltesi uygulama birimlerinde yer
alan 25 £ 1 °C duragan sicakliga sahip, 12 saat aydinlik 12
saat karanlik fotoperiyodu uygulanan Temel Bilimler Arastirma
Laboratuvarr’nda yiitilmustiir. Laboratuvara getirilen baliklar,

bulunan 8 adet cam akvaryum igerisinde 3 ay sireyle
bekletilerek laboratuvar kosullarina uyumlari saglanmigtir.
Metabolik aktivite ile incelenen parametreler, biyikluge bagli
olarak degisim gdsterdiginden deneylerde yaklasik ayni boy
(25 + 0,50 cm) ve agirlikta (100.62 + 4.50g ) baliklar
kullaniimigtir.

Deneylerde biri kontrol digerleri deney akvaryumu olmak
Uzere her biri 40X120X40 cm boyutlarinda 4 cam akvaryum
kullaniimistir. ik G akvaryuma sirasiyla 120 L 0.1, 0.5 ve 1.0
ppm derisimlerdeki bakir ¢ozeltileri konurken, kontrol olarak
kullanilacak akvaryuma belirtilen hacimde dinlenmis gesme
suyu konmustur. Baglangigta her akvaryum igerisine 18 balik
konarak deneyler (¢ tekrarli olarak yUrutlimUs ve her tekrarda
iki balik olmak Uzere belirlenen derisimlerde her siire igin 6
balik analiz edilmistir. Akvaryum ortaminin bazi fiziksel ve

arastirmaya baslamadan &nce her biri 40X120X40 cm  kimyasal parametreleri asadida  belirtildigi  sekilde
boyutlarinda olan, igerisinde 120 L dinlenmis ¢esme suyu  saptanmigtir.

Sicaklik 24 £1°C Toplam Sertlik 230 £ 0.75 ppm CaCOs

Toplam Alkalinite 326 + 0.50 ppm CaCO; pH 7.40£0.20

Coziinmis Oksijen 6.4+0.70 mg/l Bakir Derigimi +0.01 ppm

Akvaryumlarda havalandirma, merkezi havalandirma
sistemi ile saglanmistir. Baliklar ginde bir kez toplam
biomasin %2'si kadar hazir balik yemi (Pinar yem pelet no.2)
ile beslenmigtir. Adsorbsiyon, presipitasyon ve evaporasyon
gibi nedenlerle deney c¢ozeltilerinin derisiminde zaman
icerisinde degisimler olabileceginden, deneyler siresince
deney ve kontrol akvaryumlarindaki su iki giinde bir
degistirilerek ortam yenilenmistir.

Belirlenen sireler sonunda akvaryumlardan gikartilan
baliklar, doku ve kan érneklemeleri igin 75 ppm derisimindeki
MS222 (3 amino benzoik asit etil ester) anestezik maddesi ile
bayiltilimistir. Viicut yiizeyindeki mukus ve metal rezidiilerini
uzaklastirmak amaciyla ¢esme suyu ile yikanip kurulanan
baliklardan, glukoz analizinde kullanilacak kan &rnekleri
kaudal pedinkiliin kesilmesi ile dorsal aorttan alindiktan sonra
glikojen analizinde kullanilacak kas ve karaciger dokulari ayri
ayri disekte edilmistir.

Glukoz analizinde kullanilacak her bir baligin kan
ornekleri, icerisinde her hangi bir antikoagllant madde
bulunmayan santrifijj tiplerine aktarilarak, 3500 dev/dak. da
10 dakika sireyle santriflijlenmistir. Ust faza gegen serum
orneklerinde glukoz analizi yapilmistir. Serum érneklerindeki
glukoz  derigiminin  belirlenmesinde  O-toluidin ~ yontemi
kullanilmigtir (Wedemeyer ve Yasutake, 1977). Bu amagla
serum Orneklerinden 10 pl alinarak deney tlplerine aktariimig
ve Uzerlerine 3.5 ml O-toluidin ayiraci eklenerek tlpler kaynar
su banyosunda 10 dakika sireyle bekletilmistir. Kaynar su
banyosundan ¢ikartilip sogutulan érneklerdeki glukoz derisimi
spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Glikojen derisimi belirlenecek kas ve karaciger dokulari
yas agirliklar belirlendikten sonra santrifiij tiplerine aktariimig
ve doku orneklerinden protein ve lipid ekstraksiyonunda
Wedemeyer ve Yasutake (1977) tarafindan belirlenen yontem
uygulanmigtir. Protein ve lipid bilesenleri uzaklastirilan
orneklerdeki glikojen derigiminin  belirlenmesinde antron

yontemi uygulanmistir (Plummer, 1971). Bu amagla 6rnek
¢Ozeltiden 2 ml alinarak deney tiipline aktariimis, (izerine 4 ml
antron ayiraci eklenerek kaynar su banyosunda 10 dakika
stireyle  bekletilmistir. ~ Sogutulan ~ 6rneklerdeki  glikojen
absorbans degerleri spektrofotometrede 620 nm dalga
boyunda belirlenmistir. Deney verilerinin istatistik analizinde
Student Newman Keul’s (SNK) testi uygulanmistir.

Bulgular

Bakirin belirlenen ortam derisimlerinin 7, 15 ve 30 gln
stirelerle etkisi, baliklarda mortaliteye neden olmamustir. Metal
etkisinin  baslangicinda baliklarda ylizme hareketlerinde
koordinasyon bozuklugu, besin almama, akvaryum ylizeyine
yonelme gibi davranig degisiklikleri ile viicut ylzeyinde fazla
miktarda mukus g6zlenmistir. Etkide kalma stresinin uzamasi
ile bu degisikliklerin ortadan kalktigi saptanmistir.

Bakirin belirlenen stire ve ortam derisimlerinin etkisinde
C. lazeranin kas ve karaciger dokulari glikojen ve serum
glukoz diizeylerine ait verilerin aritmetik ortalamalar ile
istatistik analiz sonuglari sirasiyla Sekil 1-3'de gosterilmistir.
Bakirin 1.0 ppm disinda incelenen ortam derisimleri 7 ve 30
gunliik etki surelerinde kas glikojen derisimini istatistiksel
bakimdan énemli dizeyde (P <0.05) dusgCrirken, 7. giinde
denenen en vyiksek ortam derisimi ve 15. glinde ortam
derisimindeki artis kas glikojen dlzeyini kontrole gdre
arttirmistir (Sekil 1).

Karaciger glikojen dlizeyi, bakirn 0.1 ppm ortam
derisiminin etkisinde, incelenen tim siirelerde kontrole oranla
onemli dizeyde azalirken (P<0.05), metalin ortam
derisimindeki artis glikojen dizeyini arttirmigtir (P<0.05) (Sekil
2). C. lazera'da 30 guin slreyle bakir etkisi, tiim derisimlerde
serum glukoz diizeyini kontrole oranla &énemli dlizeyde
dusurmustir (P<0.05) (Sekil 3).
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Sekil 1. Clarias lazera'da Kas Dokusundaki Glikojen Diizeyi (mg/g y.a.) Uzerine Bakir Ortam Derisimlerinin Siireye Bagli Etkileri. SNK; a, b ve ¢ harfleri belli bir
slirede bakir derisimine bagdl glikojen diizeyinde meydana gelen degisimleri, s, t ve x harfleri ise belli bir derisimde glikojen diizeyinde siireye bagli degdisimleri

gostermektedir. Farkli harflerle gésterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardr.
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Sekil 2. Clarias lazera'da Karaciger Dokusundaki Glikojen Diizeyi (mg/g y.a.) Uzerine Bakir Ortam Derigimlerinin Siireye Bagh Etkileri. SNK; a, b ve ¢ harfleri
belli bir siirede bakir derisimine bagli glikojen diizeyinde meydana gelen degisimleri, s, t ve x harfleri ise belli bir derisimde glikojen diizeyinde sireye bagli
degisimleri gostermektedir. Farkli harflerle gdsterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir.
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Sekil 3. Clarias lazera'da Serum Glukoz Diizeyi (mg/100 ml) Uzerine Bakir Ortam Derisimlerinin Siireye Bagli Etkileri. SNK; a, b ve ¢ harfleri belli bir siirede
bakir derisimine bagli glukoz diizeyinde meydana gelen degisimleri, s, t ve x harfleri ise belli bir derisimde glukoz diizeyinde sireye bagl degisimleri
gostermektedir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir.

Bakirin 0.5 ppm ortam derisiminin 7 glin slreyle etkisi
serum glukoz dlzeyini kontrole oranla azaltirken, incelenen
diger derisimler 7 ve 15 giinlik stirelerde glukoz derisimini
istatistiksel bakimdan énemli diizeyde arttirmigtir (P<0.05).

Tartigma

Baliklar, agir metal etkisine genellikle metabolik ve fizyolojik
olaylarin yani sira davraniglarini degistirerek tepki gosterirler.
Channa  punctatus  (Ansari, 1984), Labeo rohita
(Venkataramana ve Radhakrishnaiah, 2001) ve Oreochromis
niloticus (Ali ve ark., 2003)'da bakir etkisinin baslangicinda
yizme performansinda disme, besin almama ve operkulum
hareketlerinde artis gibi davranis degisiklikleri gozlenmistir. C.
lazera ile yuritilen bu arastirmada da bakir etkisinin
baslangicinda benzer davranis degisiklikleri belirlenmis ve
etkide kalma sUresinin uzamasi ile bu degisikliklerin normale
dondugu saptanmistir.

Belirtilen degisikliklerin metal etkisinde degisen ortam
kosullarina tepkiden yada bakirin dogrudan merkezi sinir
sistemini  etkileyerek  spontan kas  hareketlerini
yavaglatmasindan, yagsamsal olaylar igin gereksinim duyulan
enerjinin  besin  maddesi yerine stok rezervlerden
karsilanmasindan, solungaglardan metal alinimini énlemek
amaclyla oksijen diflizyon kapasitesini azaltmasindan
kaynaklandii olasidir.

Baliklarda Ureme, hipoksik kosullar, yogun stoklama ve
achgin disinda agir metal etkisi de strese neden olmaktadir
(Levesque ve ark., 2002). Baliklarda solungag dokusu epitel
hiicrelerinde bakir etkisinin neden oldugu hipertropi, hiperplasi

ve poliferasyon, metalin dolagim sistemine alinimini
engellerken, su ile kan arasindaki difizyon mesafesini
arttirdigindan doku diizeyinde hipoksiya ya neden olur (Mazon
ve ark., 2002). Hipoksik kosullar, kortizol, epinefrin ve
katekolamin gibi glukokortikoidlerin salinimini stimile ederek
glikojenlizis ile kas ve karaciger glikojen diizeyinde dismeye
ve hiperglisemiye neden olur. Cyprinus carpio (Cicik ve Engin,
2005), Heteropneustes fossilis (Singh ve Reddy, 1990) ve O.
mykiss (Dethloff ve ark., 2001)de bakirin diisik ortam
derisimlerinin uzun sureli etkisinin kas ve karaciger glikojen
dizeyini dusurrken, serum glukoz dlzeyini arttirdigi
belirlenmistir. Bu arastirmada da bakirin 0.1 ppm ortam
derisiminin 7 ve 15 glin sireyle etkisi kas ve karaciger glikojen
dizeyini dusurirken, serum glukoz diizeyini arttirdigi
saptanmistir. Glukoz ve glikojen diizeyindeki bu degisimlerin,
bakirin disuk ortam derigimlerinin etkisinde ortaya gikan
hipoksik kosullara adaptasyondan kaynaklandigi olasidir.

Cesitli balik tlrleri ile yapilan arastirmalarda akut bakir
etkisinin kas ve karaciger total protein diizeyini dusCrirken,
serbest amino asit derigimi ile glukoneogenik enzimlerin
aktivitesini arttirdigi saptanmigtir (Singh ve Reddy, 1990;
James ve Sampth, 1995). Bu arastirmada da bakirin 0.5 ve
1.0 ppm ortam derisimlerinin 7 ve 15 gln sUreyle etkisi C.
lazera'nin doku glikojen ve serum glukoz diizeyini arttirirken,
glikojen duzeyindeki artis 30. glinde devam ederken serum
glukoz dizeyini diglrmustlr. Bu degisimlerin baligin metal
etkisinde enerji kaynaklarini ekonomik kullanim amaciyla
karbonhidrat ~ olmayan  kaynaklardan  saglamasindan
kaynaklanabilir.

Sonug olarak, bakirin belirlenen slre ve ortam
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derigsimlerinin  etkisinde doku glikojen ve serum glukoz
diizeyindeki degisimler, bakirin C. lazera'da karbonhidrat
metabolizmasini etkiledigini gdsterir. Bu degisimlerin metalin
karbonhidrat ~ metabolizmasinin  endokrin  kontrolinU
etkilemesinden kaynaklanabilecegi gibi metal etkisinin neden
oldugu hipoksik kosullardan da kaynaklanabilir.
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