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Oz: Bu Arastirmada, fungisit propiconazole’un 0.5 ppb ve 2.5 ppb derisim etkilerinde 7 giin ve 28 giin siirelerde Oreochromis
niloticus’un karaciger dokusunda, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon S transferaz (GST)
antioksidan sistem enzim aktiviteleri ve oksidatif stres parametreleri glutatyon (GSH) ve tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS)
miktarlarindaki degisimler spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.

Caligmamizda karaciger dokusunda GSH miktar1 ve GSH-bagimli GPx ve GST aktivitesi 7. giinde artarken; 28. giinde GSH
miktarinda azalma ve GST aktivitelerinde artis belirlenmistir. SOD ve CAT aktiviteleri 7. giinde artarken 28. giinde azalmigtir. TBARS
diizeylerinde propiconazole etkisinde siireye ve derigsime bagli olarak artis gostermektedir.

Caligma sonuglarina gére propiconazole etkisinde O. niloticus’da antioksidan sistem enzim aktivitelerinde ve oksidatif stres
parametrelerindeki degisimler propiconazole’un hepatotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Fungisit, propiconazole, Oreochromis niloticus, karaciger, antioksidan sistem, glutatyon.

Effects of Fungicide Propiconazole on Oxidative Stress Parameters and
Antioxidant System Enzymes in Liver of Oreochromis niloticus

Abstract: In this research, 0.5 ppb and 2.5 ppb effect of fungicide propiconazole in 7 days and 28 days periods in liver tissue of
Oreochromis niloticus, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione S transferase (GST)
antioxidant system enzyme activities and oxidative stress parameters glutathione (GSH) and thiobarbituric acid reagents (TBARS) were
determined by spectrophotometric methods.

In our study, GSH levels and GSH-dependent GPx and GST activity increased in 7 days. In 28 days, decrease in GSH and increase in
GST activities were determined. SOD and CAT activities increased in 7 days and decreased in 28 days. In TBARS levels, the time and
concentrations -related increase in the effect of propiconazole

According to the results of the study; The effect of propiconazole on antioxidant enzyme activity and oxidative stress parameters in O.
niloticus was determined to cause hepatotoxic effect.

Keywords: Fungicide, propiconazole, Oreochromis niloticus, liver, antioxidant system, glutathione.
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GIRIiS

Fungisitler, klinik ila¢ olarak ve tarimsal alaninda
pestisid olarak meyve, misir ve diger bitkiler i¢in tedavi ve
koruyucu olarak kullanilmaktadir (Chen vd., 2008; Li &
Randak, 2009). Tarim alanlarinda g¢esitli zararlilara karsi
kullanilan fungisitler uygulama sirasinda yiizeysel ve yeralti
karigarak  hedef zararlilar disinda  diger
organizmalara ve ¢evreye de zarar verebilmektedir (Konwick
vd., 2006). Propiconazole (PPC;x-(1-[[2-(2,4-
dichlorophenyl)-4-propyl-1,3-dioxolan-2-ylJmethyl]-1H-
1,2,4-triazole, TILT) triazol sistemik fungisit alt grubu ve
conazole fungisitler grubu tiyesidir.

Azol igeren fungisitler lipofilik o6zellikte olup,
canlida sitokrom P450 (CYP450) inhibitorii olarak toksik
ozellik gostermektedir (De Jong vd., 2011). Yarilanma
Omriinin uzun olmasi ve tarimda ¢ok fazla kullanilmasi

sularma

sonucu yer altt ve yiizey sularla akuatik eckosisteme
tasinmakta ozellikle baliklar ve besin zinciri yoluyla insana
kadar ulasabilmesi nedeniyle Onemli bir tehdit haline
gelmektedir (Van de Steene & Lambert, 2008; Bordagaray
vd., 2011). Yeralt1 sularinda 0.17-0.24 pg/L (Van de Steene
& Lambert, 2008), yiizey sularinda 0.012-12 pg/L (Li vd.,
2010a) ve yiyecek kalintilarinda 0.08-0.20 mg/kg (Torres vd.,

1997; Battaglin vd.,, 2011) PPC konsantrasyonlari
belirlenmistir.
Su kirliliginin  canlilar  {zerindeki etkilerini

belirlemek icin baliklar biyoindikatér olarak kullanilmaktadir
ve akuatik ortamda olusan kirliligin belirlenmesinde 6nemli
bir rol almaktadir (Van der Oost vd., 2003). Birgok ¢evresel
stresor canlilarda reaktif oksijen sistemini (ROS) sitiimiile
edebilmekte ve sonucunda oksidatif strese neden olmaktadir
(Li vd., 2010b, 2011c; Toni vd., 2011). ROS’un asir1
olusumu sonucunda oksidatif stres olusumunu nétralize
edilmesi i¢in canlida antioksidan sistem mekanizmasi
geligmigtir.  Antioksidan sistem enzimleri; siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon  S-transferaz  (GST) olup bunlar ayrica
detoksifikasyonda da gorev alan enzimlerdirler. Enzimatik
olmayan antioksidanlardan glutatyon (GSH; L-y-glutamil-L-
sisteinil-glisin ) hiicre icerisinde GSH bagimli enzimlere
baglanarak toksisite olugumunu Onlemeye c¢alisan bir
tripeptiddir. Lipofilik 6zellik gosteren PPC toksisitesine karsi
oksidatif stres parametresi olan lipid peroksidasyon iiriinii
malondialdehid (MDA) miktari, tiyobarbitiirik asit tepkimesi
ile olusan sekonder iriinii tiyobarbitiirik asit reaktif
maddelerinin  (TBARS) miktarmin 6lgiilmesiyle elde
edilmektedir (Sturve vd., 2008; Zhang vd., 2008; Li vd.,
2010a).

Bu ¢aligmanin amaci fungisit PPC etkisine akut (7
giin) ve subakut (28 giin) siirelerle birakilan Oreochromis
niloticus’un  karaciger dokusunda antioksidan sistem
enzimleri (SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktiviteleri) ve
oksidatif stres parametlerine (TBARS ve GSH diizeyleri)
etkilerinin belirlenmesidir.
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MATERYAL ve METOT

Deney hayvani olan O. niloticus baliklar1 Cukurova
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi yetistirme havuzlarindan
almmistir.  Laboratuvara  getirilen  deney
dinlendirilmis musluk suyu i¢eren ve merkezi sistemle
havalandirilan cam akvaryumlarda (40x120x40cm) icerisinde
laboratuar kosullarina 2 hafta uyumlar1 saglanmigtir. Yerel
Etik Kurul ilkelerine uygun bir sekilde arastirma yapilmistir.

hayvanlari

Suyun &zellikleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Deney ve stok akvaryumlarda kullanilan suyun 6zellikleri.

Suyun ézellikleri

Sicaklik 19.89+0.64°C
6.34+0.45 mg/L
239+2.75 mg/L CaCO3
Toplam sertlik 262+13.78 mg/L CaCO3

pH 7.76+0.7

Coziinmils oksijen

Alkalinite

Laboratuvar sicakligr 23+1 °C’de tutulmus ve 12
saat aydinlatma periyodu uygulanmustir. O. niloticus’lar bu
stirenin sonunda 12.64 + 0.32 cm boy ve 34.27 + 1.08 gr
agirlikta ortalama degerlere ulagsmislardir. Baliklar, giinde iki
kez olmak tizere balik agirliginin % 1’i kadar hazir balik
yemi (Pinar Balik Yemi, Tirkiye) ile beslenmislerdir.

Toksik kimyasal olan PPC etken maddesi ticari adi Bumper
(25 EC) Adama marka sirketten elde edilmistir.

Toksisite denemeleri ile PPC’nin 0.5 ve 2.5 ppb derigimleri
belirlenmistir.

Deneylerde 40x40x40 cm boyutlarinda 3 cam
akvaryum kullanilmigtir. Akvaryumlarin her birine S50L su ve
12 adet balik konmustur. 3 akvaryumdan birincisi kontrol,
ikincisi PPC’nin 0.5 ppb ve {iglincii akvaryum ise PPC’nin
2.5 ppb derigimlerinin etkisine 7 ve 128 giinliik siirelerle
birakilmistir. Uygulanan toksik kimyasal miktarinda degisimi
onlemek i¢in her giin su degisimi ve toksik madde eklemesi
yapilmistir. Deney siireleri olan 7 ve 28. giinlerin sonunda
her gruptan 6 balik ¢ikarilarak dekapitasyon yontemiyle
6ldiiriilen baliklardan karaciger dokulari disekte edilmistir.
Karaciger dokusu % 0.59 NaCl oraninda fizyolojik tuz
cozeltisi ile yikandiktan sonra biyokimyasal
yapilana kadar -80 °C’ye kaldirilmustir.

Karaciger dokusu %1.17 KCl igeren pH 7.4, 0.1M
sodyum-fosfat tamponunda, 1/10 (w/v) oraninda seyreltilerek
4 dk homojenize edilmistir. Homojenatlarin +4 °C’de 16000
rpm’de 20 dakika santrifiijinden sonra elde edilen
siipernatant ile CAT (Beutler, 1975), SOD (McCord &
Fridovich, 1969), GPx (Beutler, 1984), GST (Habig vd.,
1974) enzim aktiviteleri ve TBARS (Ohkawa vd., 1979),
GSH (Beutler, 1975), protein (Bradford, 1976) miktarlar
spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.

Istatistiksel Analiz: Deneylerden elde edilen
verilerin istatistik analizleri SPSS 22.0 programinda “One-
way ANOVA Duncan test ve Student t test kullanilarak”
p<0.05 6nem derecesinde belirlenmistir (Kinnear & Gray,
1995).

analizler
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BULGULAR

Bu aragtirmada O. niloticus, PPC’nin subakut
dozlarinda 7 ve 28 giinliik siirelerle karaciger dokusunda
SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktiviteleri ile GSH ve
TBARS miktarlarinda olusan degisimler belirlenmistir.

PPC etkisinde SOD aktivitesi 7 giinliik stirede 0.5
ppb ve 2.5 ppb etkisinde kontrole gore sirayla %14 ve %26
artis, 28 giinliik siirede ise %39 ve %62 azalig gostermistir.
Siireye bagli olarak her iki derisimde de %48 ve %71
diizeylerindeki azalma istatiksel olarak énemlidir (Tablo 2;
p<0.05). CAT aktivitesi, tim derigimlerde ve siirelerde
onemli bir azalma gostermistir. Siireye bagl istatiksel olarak
o6nemli bir fark belirlenmemistir (Tablo 2; p>0.05).

GPx aktivitesi, PPC etkisinde 7 giinliik siirede 0.5
ppb ve 2.5 ppb PPC etkisinde kontrole gore sirastyla %14 ve
%43 diizeylerinde artarken, 28 giinliik siirede ise %4 ve %3
diizeylerinde artig gostermistir. Siireye bagli olarak 0.5 ppb
PPC etkisinde %3 artig belirlenirken, 2.5 ppb PPC etkisinde
%19 azalma belirlenmistir (Tablo 3; p<0.05). GST aktivitesi,
7 giinliik stirede 0.5 ppb ve 2.5 ppb PPC etkisinde kontrole
gore sirayla %21 ve %28 artig gosterirken, 28 giinliik siirede
%45 ve %93 artis istatiksel olarak onemlidir. Siireye bagh
olarak her iki derisimde de %17 ve %47 azalma istatiksel
olarak 6nemlidir (Tablo 3; p<0.05).

Tablo 2. O. niloticus’da karaciger dokusunda PPC’nin SOD (U/mg
protein) ve CAT (U/mg protein) enzim aktivitelerine etkileri.

SOD CAT
7. Giin 28. Giin 7. Giin 28. Giin
Kontrol 5.55+0.11ax 5.42+0.16ax 144.17+0.62ax 143.02+0,66ax
0.5ppb PPC  6.3240.08bx  3.3140.09by  113.1340.42by  108.65+2.85by
2.5 ppb PPC 7.01£0.05¢x 2.06+0.12¢cy 93.35+0.37cx 91.84+0.82cx

a, b ve c harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri ise bir grubun farkli
siireler arasindaki ayrimimi belirtmek amaciyla kullamlmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler
arasinda p<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6). X =+ Sx :Aritmetik
ortalama+Standart hata.

Tablo 3. O. niloticus’da karaciger dokusunda PPC’nin GPx (U/mg
protein) ve GST (umol/dk/mg protein) enzim aktivitelerine etkileri.

GPx GST
7. Giin 28. Giin 7. Giin 28. Giin
Kontrol 0.047+0.0007ax 0.054+0.0005ax 5.36+0.18ax 5.25+0.18ax
0.5 ppb PPC 0.054+0.0005bx 0.056+0.0004by 6.48+0.11bx 7.59+0.13by
2.5 ppb PPC 0.068+0.0003cx 0.055+0.0006aby 6.89+0.04cx 10.14+0.22¢cy

a, b ve ¢ harfleri aym siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri ise bir grubun farkh
siireler arasindaki ayrimimi belirtmek amaciyla kullamlmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler
arasinda p<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6). X £ Sx :Aritmetik
ortalama+Standart hata.

GSH miktar1, PPC etkisinde 7 giinliik siirede 0.5 ppb
ve 2.5 ppb etkisinde kontrole gore sirasiyla %59 ve %47 artis
gosterirken, 28 giinliik siirede %4 ve %21 azalig gostermistir.
Siireye bagli olarak 0.5 ppb ve 2.5 ppb etkisinde sirasiyla
%39 ve %46 azalma istatiksel olarak 6nemlidir (Tablo 4;
p<0.05).

TBARS miktari, PPC etkisinde 0.5 ppb ve 2.5 ppb
etkisinde 7 ve 28 giinliik siirelerde kontrole gore sirayla %69,
%103 ve %84, %156 artis gostermistir. Siireye bagl olarak
0.5 ppb ve 2.5 ppb etkisinde sirasiyla %7 ve %24 artis
istatiksel olarak ©nemli olarak bulunmusturr (Tablo 4;
p<0.05).

45

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:4, No:1, (43-47) 2019

Tablo 4. O. niloticus’da karaciger dokusunda PPC’nin GSH
(umol/mg/protein) ve TBARS (nmol/mg protein) miktarlarina
etkileri.

GSH TBARS

7. Giin 28. Giin 7. Glin 28. Giin
Kontrol 0.052+0.0130ax 0.053+0.0010ax 2.07+0.056ax 2.02+0.055ax
0.5 ppb PPC 0.083+0.0005bx 0.051+0.0019ay 3.50+0.028bx 3.73+£0.074by
2.5 ppb PPC 0.077+0.0008cx 0.042+0.0002by 4.19+0.040cx 5.20+0.025¢cy

a, b ve ¢ harfleri ayni siire igerisinde gruplar arasindaki ayrimi, x ve y harfleri ise bir grubun farkli
stireler arasindaki ayrimini belirtmek amaciyla kullanilmugtir. Farkli harflerle gosterilen veriler
arasinda p<0.05 diizeyinde istatistiksel ayrim bulunmaktadir (N=6). X + Sx: Aritmetik
ortalama=Standart hata.

SONUC ve ONERILER

Antioksidan sistem enzimleri, dokularda c¢esitli
cevresel faktorler ve kimyasallarin olusturdugu ROS
olusumuna karst koruyucu gorev istlenmektedir. Aym
zamanda strese karsi hassastirlar ve cevresel ve kimyasal
stresorlere karst farkli tepkiler gostermektedirler (Hermes-
Lima, 2004; Lushchak, 2011). ROS’un potansiyel toksik
etkilerini minimize edebilmek i¢in canlilarda enzimatik
antioksidan sistem enzimleri gelismistir. SOD, CAT, GPx ve
GST gibi antioksidan sistem enzimleri oksijen radikalleri ve
tiirevlerini inhibe etmektedirler (Li vd., 2010a). SOD,
superoksit anyon (O,") radikalini H,O ve hidrojen peroksit
(H20,) radikallerine doniistirmektedir (Nordberg & Arner,
2001). CAT ve GPx birlikte hareket ederek H.O, (CAT ve
GPx) ve diger hidroperoksitlerin (GPx) detoksifikasyonunda
gorev almaktadir (Gate vd., 1999). Calismamizda, PPC
etkisinde karaciger dokusunda 7. giinde SOD ve GPx
aktivitesinde artig, CAT aktivitesinde ise azalis belirlenmistir.
Farkli bir fungisit mancozeb sublethal dozlarinin etkisinde
Carassius auratus’da karaciger dokusunda SOD ve CAT
enzim aktivitesi artis gosterirken, GPx enzim aktivitesi
sadece yliksek konsantrasyonda artig gostermistir (Atamaniuk
vd.,, 2013). Oncorhynchus mykiss kas dokusunda
propiconazole etkisinde 96 saatte SOD, CAT, GPx enzim
aktivitelerinde kontrol grubuna gore artis, beyin dokusunda
ise kas dokusunun aksine azalma belirlenmistir (Li vd.,
2011). Arastiricilar, propiconazole’un ROS olusumu iizerine
etkilerinin antioksidan sistem enzimleri tarafindan dokularda
farklt mekanizmalarla detoksifike edildigini bildirilmislerdir
(Li vd., 2010c). PPC’ninde dahil oldugu triazole grubuyla
yapilan caligmalarda etkide kalan baliklarda ROS’un asiri
iretiminden kaynakli oksidatif strese nedeniyle CAT
aktivitesinin azaldigi1 bildirmislerdir (Bagnyukova vd.,
2005) Calismamizda, karaciger dokusunda 28. giinde SOD,
CAT ve GPx enzim aktivitelerindeki azalis uzun siire olusan
toksik etkiye karsi antioksidan sistem elemanlarinin karsi
koyamadigi ve yetersiz kaldigi bu nedenle propiconazole’un
oksidatif stres olusturdugunu desteklemektedir.

Karaciger, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve
metabolik iretim siiresinde katabolik siireci gergeklestiren
ana organdir, bunun sonucu olarak antioksidan sistem
elemanlarida diger organlara gore en fazla karacigerde
bulunmaktadir (Lushchak vd., 2005). Baliklarda hepatik GSH
bir¢ok c¢aligmada olusan toksisite sonucunda indiiklendigi
bildirilmistir (Pena-Llopis vd., 2003). ROS
detoksifikasyonunda hidroperoksit ve lipid peroksit
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radikallerinin GPx enzimi ile GSH oksidayonu sonucunda
detoksifike edilir. GSH-bagimli diger bir enzim olan GST,
cesitli elektrofilik substratlart GSH’in  tiyol grubuyla
konjugasyonunu katalizlemektedir. Boylece daha az toksik
hale gelen elektrofilik bilesiklerin hiicre disina atilmasi
hizlandirllir  (Hayes vd., 2005; Zhang vd., 2004).
Calismamizda GSH, TBARS miktarlart ve GST enzim
aktivitesi PPC etkisinde artig gostermistir. GSH miktarinda
28. giinde azalis karaciger antioksidan sisteminin yetersiz
kalmasi sonucunda oldugu, ayrica lipid peroksidasyonunun
artist nedeniyle GST’nin katalizledigi GSH konjugasyon
miktarinin artisi sonucu GSH diizeyinde azalma oldugu
diistiniilmektedir. Baliklarda yapilan c¢alismalarda, lipid
peroksidasyonunun artig1 nedeniyle olusan oksidatif stres
kosullarinda hiicrede yapisal biitiinligiin  kaybolmasi,
TBARS miktarinda olusan degisimler ile gdsterilmistir
(Calabrese vd., 2000; Oakes & Van der Kraak, 2003; Verma
vd., 2007).

Channa punctata’da propiconazole 0.5 ppm ve 5
ppm etkisinde 96 saat siirede karaciger, solungag, bdbrek
dokularinda lipid peroksidasyonu miktarinda artis, GSH
miktarinda 6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir
(Tabassum vd., 2016) O. mykiss’de propiconazole’un 0.2
ppb, 50 ppb ve 500 ppb konsantrasyonlarinda 7, 20 ve 30
giinliik siirelerde karaciger, solungag, kas dokularinda lipid
peroksidasyonunun onemli derece artis gosterdigi, GSH
miktarinin tim siirelerde azaldigi fakat 30 giinden sonra
kontrole gore 500 ppb etkisinde karaciger dokusunda adaptif
yanit olusturdugu bildirilmistir. GST enzim aktivitesi artig
gostererek PPC etkisinde uzun siireli etkide oksidatif strese
cevap olusturdugu bildirilmistir. (Li vd., 2010d). Fungisit
mancozeb etkisinde C. auratus’da solunga¢ dokusunda
sublethal dozlarda GST enzim aktivitesi tiim derigimlerde
kontrole gore artig gostermistir (Kubrak vd., 2012) Yapilan
aragtirmalarda GST enzim aktivitesinin GSH miktarinin
diisiistine bagl olarak degisim gosterebilecegi, GSH ve GST
arasindaki korelasyonun sinirlayicisinin GSH miktar1 oldugu
bildirilmistir (Zhang vd., 2004).

Subletal propiconazole derigsimlerinin etkisinde O.
niloticus’da  karaciger dokusunda antioksidan sistem
enzimleri SOD, CAT, GPx ve GST aktivitesinde siireye ve
konsantrasyona bagli oksidatif stres yoniinde degisimler
meydana gelmistir. Oksidatif stres parametreleri olan TBARS
ve GSH miktarinda meydana gelen degisimler propiconazole
toksisitenin antioksidan enzimler tarafindan giderilemedigini
gostermektedir.
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