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Oz: Bu calismada farkl bakir ortam derisimlerinin etkisine farkli siirelerle birakilan Cyprinus
carpio’nun solunga¢ dokusunda bakir birikimi ve bakirin Na* ve K* iyon diizeylerine etkileri
incelenmistir. Baliklar 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/L Cu derisimlerine 10, 20 ve 30 giinliik siirelerle
birakilarak solunga¢ dokularmdaki bakir birikimi ile sodyum ve potasyum iyon diizeyleri Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometrik yontemle saptanmigtir. Bakirin 1.0 mg/L derisiminin etkisinde
30. glin sonunda baliklarin timil 6lmistir. C. carpio’nun solungag¢ dokusunda bakir birikimi
derigim artisina ve siirenin uzamasina bagl olarak arttig1 belirlenmistir. C. carpio’da denenen
tiim kosullarda bakir, solungag Na* ve K* diizeyini azaltmistir
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Abstract: In this study, accumulation of copper in gill tissue of Cyprinus carpio and effect of Cu
on Na+ and K+ levels were tested at varying concentrations of copper in the medium and over
different periods of time. Fish were exposed to 0.1, 0.5, 1.0 and 5.0 mg-L-1 Cu over periods of
10, 20 and 30 days and Na+ , K+ levels and accumulation of copper in gill were determined using
atomic absorbtion spectrophotometry. At the end of the 30th day, all of the fish died under the
effect of 1.0 mg / L concentration of copper. Copper accumulation in the gill tissue of C. carpio
increased with increasing concentrations of copper in the medium and with increasing periods of
exposure. In all conditions tested in C. carpio, copper caused a decrease in gill tissue Na + and K
+ levels.

Keywords: Accumulation, Copper, Cyprinus carpio, lon distrubition.

GIRiS

Agir metaller sucul ortamda ¢ok diisiik diizeyde
bile ¢evreye zarar verdikleri gibi ayni zamanda sucul
organizmalar  tarafindan doku ve  organlarinda
birikebilmekte ve bu canlilara zarar verebilmektedirler.
Endiistri ve kentsel gelisimin ¢ok yogun oldugu bolgelerde
olusan atiklar sucul ortamlar i¢in Onemli kirlilik

kaynaklaridirlar.

"I, Bu arastirma Doktora ¢alismasindan iretilmistir.
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Agir metallerin organizmalara toksik etkileri, ya
enzimin aktif bélgesinde yararli bir metalle yer degistirerek
veya molekiil iizerinde aktif olmayan bolgeye baglanarak
yaptiklart  saptanmistir  (Viarengo, 1985). Metaller
organizmalarda, proteinlerin imidazol, amino, siilfidril ve
karboksil guruplarina baglandiklar1 belirtilmistir (Murphy
& Spiegel., 1983; Viarengo, 1985).

This study was produced from the doctora thesis.
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Bakir hemen tiim sularda eser diizeyde
bulunmaktadir. Kentsel ve endiistriyel gelisimin bir sonucu
olarak yaygin bir sekilde kullanilan bakir su ortaminin
kirlenmesine ve dolayisiyla organizmalarda birgok
hasarlara neden olmaktadir (Munoz vd., 1991). Bakirin
subletal derisimleri baliklarda biiylime, gelisme ve lireme
iizerine olumsuz etkiler yaptig1 bir ¢ok arastiric tarafindan
belirtilmigtir (Buckley vd., 1982; Hilmy vd., 1985).

Baliklarin dokularinda agir metallerin birikimi,
metalin alimim sekline, derisimine ve etki siiresine baglt
olarak degisim gostermektedir. Metallerin toksik etkileri
ve birikimleri dokularin islevsel ve fizyolojik durumlarina
bagli olarak degisim gostermektedir (Campana vd., 2003).
Metallerin tatli su baliklar1 tarafindan hizli bir sekilde
viicuda alinmasinda, solungaglarin iizerindeki biyolojik
olarak aktif bolgelerin bulunmasindan kaynaklandigi ileri
striilmektedir (McDonald vd., 2002). Baliklarda
solungaglar, solunumu saglayan, iyon alimimin ve
homeostasisini saglayan énemli bir dokudur (McDonald
vd., 1989; Pelgrom vd., 1995).

Canli organizmalarda iyonlar, protein ve lipit gibi
bir¢ok birlesiklerin yapilarinda bulunurlar, enzimatik
reaksiyonlarda kofaktor olarak gorev alirlar ve asit-baz
dengesini  saglarlar. Agir metaller hiicre
gegirgenligini degistirmesi, birgok enzimatik reaksiyonda
degisikliklere neden olmasi ve yasamsal Oneme sahip
inorganik katyonlarin diizeylerini degistirmesiyle iyon
dengesini bozmaktadir (Viarengo, 1985; Suresh vd., 1995;

zarimin

Cogun & Kargin 2019). Organizmalarda agir metaller ile
Na*ve K* gibi iyonlarin derisimleri arasinda siki bir iligki
oldugu belirlenmistir (Astorga-Espana vd., 1999).

Bu ¢aligmada; 10, 20 ve 30 giinliik siirelerle farkl
bakir derisimlerinin etkisine birakilan C. carpio’nun
solunga¢ dokusunda birikimi ve bakirin sodyum ve
potasyum iyon diizeyleri iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu arastirmada kullamilan C. carpio D.S.L
igletmesinden almmis ve iki ay siire ile 40X120X40 cm
boyutlarindaki alt1 stok akvaryum igeresinde laboratuvar
kosullarma adaptasyonlar1 saglanmustir. C. carpio
15.03£0.23 cm boy ve 38.77 £ 2.53 g. agirhga
ulasmuslardir. Deneyler 25 + 1 °C sicaklikta yiiriitiilmis,
akvaryumlar merkezi  havalandirma  sistemi ile
havalandirilmis ve giinde sekiz saat aydinlanma (8 saat
glindiiz / 16 saat gece) periyodu uygulanmistir. Baliklar,
giinde iki kez olmak tizere balik agirliginin % 1°i kadar
hazir balik yemi (Pmar Balik Yemi, Tirkiye) ile
beslenmiglerdir.

Baliklar 10, 20 ve 30 giin siirelerde bakirmn 0.1,
0.5 ve 1.0 mg/L ortam derisimlerine birakilmistir. Deneyde
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her biri 40X120X40 cm. boyutlarinda olan ve her birinin
iceresinde 18 balik bulunan 4 cam akvaryum kullanilmistir.
Akvaryumlardan ii¢iine 120°ser litre 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/L
dordiinci  akvaryum kontrol olarak kullanilmisgtir.
Deneyler ii¢ tekrarli olarak yiiriitiilmistiir ve her tekrarda
iki balik kullanilmastir.

Deney ortaminda metallerin derisiminin zamana
bagli degisimler olabilecegi i¢in deney boyunca akvaryum
sular1 ve bakir derisimleri iki giinde bir degistirilmistir.
Kullamlan bakir CuCl,. 2 H,O (Merck) olup deney
boyunca ¢ozeltinin akvaryumda homojen dagilmasi ve
¢cokelmeyi 6nlemek i¢in tri-sodyum sitratla (CsHsNazOs.
2H,O Merck ) birlikte ¢ozeltiler deiyonize su ile taze
hazirlanmistir. Bu hazirlanan ¢ozeltiden uygun derisimler
uygun seyreltmelerle akvaryumlara uygulanmistir.

Her deney siiresi bitiminde baliklar MS-222 (Etil
ester 3-amino benzoik asit) ile 0.1gL? ¢ozeltisi
hazirlanarak baliklara genel anestezi uygulanarak
bayiltilmistir (Hawkins., 1981). Daha sonra ¢esme suyu ile
iyice yikanmig ve kurutma kagidi ile yilizeylerinde bulunan
su damlaciklar1 alinmistir. Her deney siiresi bitiminde
baliklar MS-222 (Etil ester 3-amino benzoik asit) ile
0.1gL-1 ¢ozeltisi hazirlanarak baliklara genel anestezi
uygulanarak bayiltilmigtir (Hawkins., 1981). Daha sonra
¢esme suyu ile iyice yikanmig ve kurutma kagidi ile
yiizeylerinde bulunan su damlaciklar1 alinmistir. Bayilan
baliklarin solunga¢ dokularmin diseksiyonu yapilmistir.
Daha sonra bu dokular etiivde 150°C ‘de 48 saat siireyle
kurumaya birakilmislardir. Kuru agirliklart belirlenen
dokular deney tiiplerine aktarilarak iizerlerine 2 mL. nitrik
asit (Merck, % 65, O. A. : 1.40) ve 1 mL. perklorik asit (
Merck, % 60, O. A. :1.53) eklenmis (Muramoto, 1983) ve
ceker ocakta 120°C’ de 3 saat siireyle yakilmustir. Yakimi
tamamlanan Ornekler polietilen tiiplere aktarilmig ve
tizerleri deiyonize su ile 5 mL.” ye tamamlanarak bakir
analizine hazir hale getirilmistir.

Solunga¢ dokulardaki bakir analizleri Perkin
Elmer AS 3100 Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi
ile saptanmigtir. Na* ve K* derisimleri ise Philips PU
9100X marka Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi ile
(sodyum 589.0 nm ve potasyum 766.5 nm dalga boylu
emilsiyonla) elde edilen derisimlerden belirlenmistir.

Deneylerden elde edilen wverilerin istatistik
analizleri SPSS 10.0 bilgisayar programu kullanilarak
“Regresyon analizi” ve “ Student-Newman Keul’s Test
(SNK)” testleri uygulanarak yapilmistir.

BULGULAR

C. carpio’da bakirin denenen tiim derigimlerinde
ve belirlenen siireler sonunda canli kalan ve 6len balik
sayilar1 Cizelge 1°de verilmisti. 1.0 mgL?' ortam
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derisiminde 30. giin sonunda tiim baliklarin 61digi
gozlenmistir.

Tablo 1. Ortam bakir derisimi ve etkide kalma siiresinin C.
carpio’da mortalite {izerine etkisi.

Table 1. Effect of ambient copper concentration and time of
effect on mortality in C. Carpio.

SURE (giin)
10 20 30
Derisim (mgL™) Canli Olii Canli Olii Canlt Olii
0,1 6 0 6 0 6 0
0,5 6 0 6 0 6 0
1,0 6 0 6 0 0 6

10 giinliik siire sonunda C. carpio’da, ortamda
bulunan bakir derisimi arttikca solunga¢ dokularindaki
bakir diizeyinde de onemli oranlarda artma gozlenmistir
(Cizelge 2; SNK, P<0.01). En yiiksek birikimin 20 giinliik
sire sonunda 2.5 katllk bir artisa neden oldugu
gbzlenmigtir. Bu artig derigimler arasinda istatistik dnem
tagimaktadir (Cizelge 2, SNK, P<0.01).

Tablo 2. C. carpio‘da farkli ortam derisimlerinde solungag
dokusu bakir birikimi (ug Cu/g k.a.).

Table 2. Copper accumulation of gill tissue at different ambient
concentrations in C. carpio (ug Cu/ gk.a.).

0.0 0.1 05 1.0

X+8SX+ X £ SX« X £ SX « X £ 8X «
10 giin D.A ax 17.21 +0.10 bx 31.20 £0.92 cx 42.10£0.70 dx
20. giin DA ax 2355+071by  3541+159cy 54.18 +1.13 dy
30. giin D.A. ax 3355+1.35bz 38.55+0.11 ¢z

*:a, b,c ve d harfleri derigimleri belirlemek; x, y ve z harfleri giinler arasi ayrimi belirlemek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.01).

Xt Si: Aritmetik ortalama + Standart hata, D.A. : Duyarlilik diizeyinin altinda.
Solungag tim  ortam
derisimlerinde ve etkide kalinan tiim siirelerde kontrole
gore azaldigr saptanmustir (Sekil 1). Solunga¢ dokusu
potasyum diizeyi 30. giinde 0.1 mgL? Cu ortam derisimi

sodyum diizeyinin

hari¢ tim ortam derigsimi ve siirelerde kontrole gore bir
azalma gostermistir (Sekil 2).
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Sekil 1. C. carpio’da solunga¢ dokusu sodyum diizeyi iizerine
bakir ortam derisimleri ve siirenin etkisi.

Figure 1. Copper concentrations and time effect on gill tissue
sodium level in C. carpio.
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Sekil 2. C. carpio’da solungag dokusu potasyum diizeyi iizerine
bakir ortam derigimleri ve siirenin etkisi.

Figure 2. Copper concentrations and time effect on gill tissue
potassium level in C. carpio.

TARTISMA VE SONUC

Metallerin mortalite iizerine etkileri, genellikle

metallerin  alimim  mekanizmasinin  uyarilmasi  ve
eliminasyon mekanizmalarinin engellenmesi nedeniyle
metalin  hizli bir sekilde alinarak fazla miktarda
biriktirilmesi sonucu mortalitenin olustugu belirlenmistir
(Cearley & Coleman, 1974). Bu arastirmada C.carpio’da
bakirin 1.0 mg/L ortam derisiminin etkisinde kalan
baliklarin 30. giin sonunda tiimiiniin 6ldiigi gdzlenmistir.
Baliklarda mortalitenin, iyon regiilasyonunun bozulmasi,
solungaclarda engellenerek
hipoksiyanin olugmasi (Lacrox vd., 1985; Heath, 1987) ve
enzim aktivitelerinin engellenmesi (Viarengo, 1989)
sonucu olusabilecegi belirlenmistir.

Baliklarda solungaglar iyon ve gaz degisiminde

onemli rol oynayan ve ayni zamanda metal baglayict

oksijen aliiminin

proteinler sentezleyerek agir metallerin viicuda gecisini
onleyen bir dokudur (Lauren & McDonald, 1987). Bununla
birlikte agir metallerin etkisine birakilan baliklarda
solungaglar fazla miktarda mukus salgilayarak onlari
baglamakta ve metallerin viicuda girisini engellemektedir.
Ancak mukus tabakasinin tutamadigr metaller dokuya
gecerek Dbirikebilmektedir. O. mykiss ile yapilan bir
calismada diger dokularla kiyaslandiginda solungaglarin
kursunun toksik etkilerinden en fazla zarar goren bir doku
oldugu ve birikiminde yiiksek diizeyde gerceklestigi
saptanmistir (Roger vd., 2003). Arastirmamizda denenen
tim ortam kosullarinda solungaglar bakir birikiminin
yikksek  diizeyde gergeklestigi  belirlenmistir.  T.
mossambicus’da bakir ve ¢inkonun en yiiksek birikiminin
karaciger ve solungaglarda oldugu saptanmistir (Lam vd.,
1998).

Baliklar  iyon  alimmuni  iki
gecgeklestirmektedirler. Bunlardan  biri iyonlarin
taginmasinda gdrev yapan hiicreleri veya klorid hiicrelerini
bol miktarda iceren solungaglar, digeri ise bagirsaklardir
(Flik & Verbost, 1993).

organdan
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Baliklarda fizyolojik olaylarin  tam olarak
yapilabilmesi ve canliliin siirdiiriilebilmesi i¢in hiicre ici
ve hiicre dis1 arasinda iyon derisimlerindeki dengenin
stirekli olarak korunmasi gerekmektedir. Bunu saglamak
icin cesitli sistemler gelistirilmistir. Ornegin Na*,K*-
ATPaz sistemi hiicre i¢inde potasyumun, hiicre disinda da
sodyumun yiiksek derisimlerde tutulmasimi (Satyavath &
Rao, 2000), Na*,K*-ATPaz ile Ca**-Mg** ATPaz sistemi
solungaclarda ilgili iyonlarin aktif tasinmalarmi (Roger
vd., 2003), karbonik anhidraz enzimi Na* ve Ca**
iyonlarinin tagmmmalarini (McGeer vd., 2000) saglayarak
iyon dengesinin korunmasinda biiyiik 6nem tagirlar. Agir
metaller bu enzimlerin siilfidril gruplarina baglanarak bu
sistemlerin inhibisyonuna neden olabilmektedirler. Bu
inhibisyon sonucunda gerek solungaglarda gerekse hiicre
membranlarindan iyon gegisleri aksamakta ve iyon dengesi
biiyiik dl¢iide bozulmaktadir. Ornegin bakir O. mykiss’de
solunga¢ Na*,K*-ATP az aktivitesini (Wang vd., 1998),
bakir ve kadmiyum O. mykiss’de solunga¢ karbonik
anhidraz  aktivitesini  (McGeer vd., 2000), krom
Periophthalmus dispes’de solungag¢ Ca**-Mg**-ATPaz ile
Na*,K*-ATPaz aktivitelerini (Thaker vd.,1996) inhibe
etmistir.

Baliklar agir metal etkisine birakildiklar1 zaman
baliklarda iyon regiilasyonu, enerji
metabolizmasi ve solunum bozukluklari olugmaktadir
(Bjerregaard & Vislie, 1986; Depledge vd., 1995). Pelgrom
vd., (1995) O. mossambicus ile yaptiklart bir aragtirmada
bakirin etkisinde ilk olarak solunga¢ dokusu ve serum
etkilendigi, ikincil olarak da bunlar1 iyon regiilasyon
bozulmasmin izledigini Dbelirtmiglerdir. ~Arastiricilar,
yiiksek bakir derisimlerinde solungaglarda goriilen yapisal
bozukluklarin, iyon taginmasindaki azalma ve iyon
permeabilitesindeki artigin
saptamislardir. Bu arasgtirmada denenen bakir ortam
derisimleri C. carpio’nun solunga¢ Na* diizeyini derigsime
ve etkide kalma siiresine bagli olarak azaltmistir. Solungag
dokusu K* diizeyi bakir ortam derigimlerinin etkisiyle

osmoregiilasyon,

sonucu oldugunu

azaldig1 belirlenmistir.

Bu ¢aligmada elde edilen bulgular, C. carpio’nun
solunga¢ dokusu bakir birikim ve toksisitesine karsi hassas
bir tiir oldugu ve iyon regiilasyonu ile osmoregiilasyonun
bakirin etkisiyle bozuldugu belirlenmistir.
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