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Oz: Calismamizda bakirm farkli ortam derisimlerinde (0.1, 0.5, 1.0 ve 5.0 mg/L) Oreochromis
niloticus'un kas dokusunda bakir ve iyon parametrelerinin diizeyleri (Na*, K*, Ca**ve Mg**) 10,
20 ve 30 giinliik siirelerle arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla balik kas dokusundaki bakir
iyon diizeyleri Atomik Absorbsiyon Spektrometrik (AAS) yontemle belirlenmistir. Yapilan
calismada O. niloticus kas dokusunda bakir birikimi tiim ortam derigimlerinde ve etkide kalma
stiresinin uzamasiyla arttigi saptanmigtir. O. niloticus kas dokusunda bakir etkisinde iyon
diizeyleri incelendiginde, denenen ortam derigsimlerinde ve siirelerinde sodyum diizeyinde
herhangi bir degisim olmazken, magnezyum diizeyinde bir artisa, potasyum ve Kkalsiyum
diizeylerinde ise bir azalmaya neden olmustur.
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Abstract: In our study, it was aimed to investigate the levels of copper and ion parameters (Na*,
K*, Ca*™ and Mg**) in the muscle tissue of Oreochromis niloticus at different copper medium
concentrations (0.1, 0.5, 1.0 and 5.0 mg / L) for 10, 20 and 30 days. For this purpose, copper
levels and ion levels in fish muscle tissue were determined by Atomic Absorption Spectrometric
(AAS) method. In the study, it was determined that copper accumulation in O. niloticus muscle
tissue increased at all ambient concentrations and with prolonged exposure time. When the ion
levels under the influence of copper in O. niloticus muscle tissue were examined, there was no
change in sodium level in the tested environment concentrations and durations, while it caused
an increase in magnesium level and a decrease in potassium and calcium levels.

Keywords: Accumulation, copper, ion, muscle tissue, Oreochromis niloticus.

GIRIS sunucu su ortaminda diizeyleri giderek artmakta ve ciddi

risk olarak kendini gostermektedir. Bu riskler sadece

Cevre kirleticisi olarak son yillarda dikkat ¢eken karasal ortamda degil sucul ortamlarda da kendini

agir metaller endistride yogun bir sekilde kullanim gostermektedir. Agir metallerin canliya olan toksik etkisi

Ul Bu arastirma Doktora ¢alismasindan tiretilmistir.

This study was produced from the doctoral thesis.
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enzimin aktif bolgesine, molekiil tizerinde aktif olmayan
bolgeye baglanti yapmak ve proteinlerin imidazol, amino,
stilfidril ve karboksil guruplarina baglanarak yaptiklar
belirtilmistir (Murphy & Spiegel., 1983; Viarengo, 1985;
Cogun & Kargin 2020).

Tiim hiicrelerde pikomolar diizeyde bulunan bakir
bir iz elementi olarak simiflandirilmaktadir. Bakir tiim
canlilar i¢in gerekli bir element olup, yaklasik 30 enzimin
kofaktor olarak bakiri kullandigt belirlenmistir (Arellano
vd., 1999). 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 iireme
tizerine olumsuz etkiler yaptigi bir ¢ok arastirici tarafindan
belirtilmistir (Buckley vd., 1982; Hilmy vd., 1985).

Baliklarin dokularinda agir metallerin birikimi,
metalin almim sekline, derisimine ve etki siiresine bagli
olarak degisim gostermektedir. Metallerin toksik etkileri
ve birikimleri dokularin islevsel ve fizyolojik durumlarina
bagli olarak degisim gostermektedir (Campana vd., 2003).

Akuatik organizmalarda agir metallerin subletal
etkilerinin hizli ve dogru bir sekilde belirlenebilmesi i¢in
baliklarin, bu metallere karsi fizyolojik ve biyokimyasal
tepkilerinin aragtirilmas: gerekmektedir (Campana vd.,
2003). Canli organizmalarda iyonlar, protein ve lipit gibi
birgok birlesiklerin yapilarinda bulunurlar, enzimatik
reaksiyonlarda kofaktor olarak gérev alirlar ve asit-baz
dengesini saglarlar. Agir metaller hiicre
gecirgenligini degistirmesi, bircok enzimatik reaksiyonda
degisikliklere neden olmasi ve yasamsal oneme sahip
inorganik katyonlarin diizeylerini degistirmesiyle iyon
dengesini bozmaktadir (Viarengo, 1985; Suresh vd., 1995).
Agir  metaller kemikli baliklarin  osmoregiilator
sistemlerinde iyon taginmasini baski altinda tutmakta
(Olson vd., 1973; Thaker vd., 1996) ve bunun sonucu
gesitli organlarda yapisal hasarlar olusturmaktadir.
Organizmalarda agir metaller ile Na*, K*, Ca™ ve Mg*™
gibi iyonlarin derigsimleri arasinda siki bir iligki oldugu
belirlenmistir (Astorga-Espana vd., 1999; Cogun, 2008).

Bu calismada; 10, 20 ve 30 giinliik siirelerle
bakirin farkli derisimlerine birakilan O. niloticus kas
dokularinda bakir birikimi ve kas dokusunda iyon
diizeyleri tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

zarmin

MATERYAL VE METOT

Arastirmamizda Oreochromis niloticus baliklar
Cukurova {iniversitesi Su Uriinleri Fakiiltesi yetistirme
havuzlarindan alimmis ve iki ay siire ile 40X120X40 cm
boyutlarindaki bes (5) stok akvaryum igerisinde
laboratuvar kosullarna adaptasyonlart saglanmistir.
Baliklar bu siirenin sonunda 14.72 + 0.44 cm boy ve 37.87
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+ 1.19 g agirhga ulasmuslardir. Deneyler 20 + 1 °C
sicaklikta yiiriitiilmiis, akvaryumlar merkezi havalandirma
sistemi ile havalandirilmis ve giinde sekiz saat aydinlanma
(8 saat giindiiz / 16 saat gece) periyodu uygulanmistir.
Baliklar, giinde iki kez olmak iizere balik agirliginin % 1’1
kadar hazir balik yemi (Pmar Balik Yemi, Tiirkiye) ile
beslenmiglerdir.

Deneyler, 10. 20 ve 30 giin siirelerde bakirmn 0.1,
0.5, 1.0 ve 5.0 mg/L ortam derisimlerine birakilmistir.
Deneylerde 40X120X40 cm. boyutlarinda olan igerisinde
18 balik bulunan 5 cam akvaryum kullanilmistir. Bu
akvaryumlardan her birine 120’ser litre olacak sekilde su
ve ilk dort akvaryuma 0.1, 0.5, 1.0 ve 5.0 mg/L bakir
¢ozeltileri, son besinci akvaryuma ise kontrol baliklari
konulmustur. Deneyler ii¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir ve
her tekrarda iki balik kullanilmistir.

Deney stiresince ortam suyunun bazi fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri toplam sertlik 268.81+0.29 ppm
CaCOs, pH 8.42+0.02 ve ¢oziinmiis oksijen 7.21+0.09 mg/
L olarak ol¢iilmiistiir.

Kullanilan bakir CuCl,. 2 H,O (Merck) olup
deney boyunca ¢ozeltinin akvaryumda homojen dagilmasi
ve ¢Okelmeyi Onlemek igin tri-sodyum sitratla
(CsHsNa3z0O7. 2H,0 Merck ) birlikte ¢ozeltiler de iyonize su
ile taze hazirlanmistir. Bu hazirlanan ¢ozeltiden uygun
derisimler uygun seyreltmelerle akvaryumlara iki giine bir
uygulanmustir.

Her deney siiresi bitiminde baliklar alinmis ve
daha sonra ¢esme suyu ile iyice yikanmig ve kurutma
kagidi ile yiizeylerinde bulunan su damlaciklart alinmistir.
Baliklarin kas dokulariin diseksiyonu yapilmigtir. Daha
sonra kas dokusu etiivde 150°C ‘de 48 saat siireyle
kurumaya birakilmiglardir. Kuru agirliklari belirlenen kas
dokusu deney tiiplerine aktarilarak {izerlerine 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 yakilmistir. Yakimi
tamamlanan Ornekler polietilen tiiplere aktarilmig ve
iizerleri deiyonize su ile 5 mL’ ye tamamlanarak iyon
analizine hazir hale getirilmistir. Na*, K¥, Mg* ve Ca* iyon
diizeyleri kas dokusu kuru agirligina bagli olarak bu
orneklerden uygun seyreltmeler yapildiktan sonra
belirlenmistir. Kas dokusundaki bakir birikimi ve iyon
analizleri Perkin Elmer AS 3100 Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometrik yontemlerle saptanmustir.

Deneylerden elde edilen verilerin istatistik
analizleri “ Regresyon analizi” ve “ Student-Newman
Keul’s Test (SNK)” testleri uygulanarak yapilmistir

BULGULAR

Bakir ortam derisimleri etkisinde O. niloticus
balik kas dokusunda bakir birikim diizeyleri Cizelge 1 de,
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kas dokusu Na*, K*, Ca* ve Mg* iyon diizeyleri Sekil 1-
4de verilmistir.

Kas dokusunda ortamda bulunan bakir derisimi
arttitkga bakir birikiminde de Snemli diizeylerde artma
gozlenmis ve bu artig istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (Cizelge 1; SNK, P<0.01). 10. giine oranla 30
glinlik slire sonunda tiim ortam derisimlerinde bakir
diizeyleri artmis ve bu artis istatiksel olarak 6nemli oldugu
saptanmigtir.

O. niloticus’un 10, 20 ve 30 giin siire sonunda kas
dokusu sodyum diizeyi {izerine bakir derisimlerinin etkisi
Sekil 1°de verilmistir. Denenen tiim siirelerde artan bakir
derigimlerinin O. niloticus’un kas dokusundaki sodyum
diizeylerine etkisi istatistik olarak Onemsiz oldugu
belirlenmistir. (Sekil 1; SNK, P>0.01). 30. giinde O.
niloticus’un kas dokularinda 0.1 mg ortam derisimi
etkisinde sodyum diizeyinde bir azalmanin oldugu
gozlenmistir.

Tablo 1. O. niloticus ‘da farkli ortam derisimlerinde ve etkide
kalman siirelerde kas dokusu bakir birikimi (ug Cu/g k.a.).
Table 1. Copper accumulation of muscle tissue at different media

concentrations and periods in O. niloticus (ug Cu/ g k.a.).
DERISIM (mg Cu.L?)

0.0 0.1 0.5 1.0 5.0
Siire (Giin)

X £8x * X+sx* X+sx* X+sx* X+sx*
10 0.56+0.04@ 3.42+0.22%° 5.25+0.24* 8.71+0.51 9.59+0.55%
20 0.56+0.07@ 5.65+0.36"° 8.04+0.52¢ 9.51+0.29< 10.2640.10
30 0.57+0.04% 5.04+0.50"° 8.30+0.32¢ 10.1740.17%¢ 12.27+0.30¢

*:a, b, c,d ve e harfleri derisimleri belirlemek; x ve y harfleri giinler aras1 ayrim belirlemek amaciyla kullanilmigtir,
Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.01).

X £ SX. Aritmetik ortalama + Standart hata

Denenen her 1ii¢ siire sonunda potasyum
diizeylerine bakir derigimlerinin etkisi Sekil 2 ‘de
verilmistir. 10. glinde denenen ortam derisimleri kas
dokusunda potasyum diizeyine etkisi dnemsizdir. 20 ve 30
giinliik siireler sonunda yiiksek bakir ortam derigimlerinde
kas dokusu potasyum diizeylerinde azalma gozlenmistir.

Kas dokusu kalsiyum diizeyleri Sekil 3°de
verilmistir. Bakirin diisiik derisimleri hari¢ denenen diger
ortam derigimlerinde kas dokusunda kalsiyum diizeyi tiim
stirelerde azaldig1 gozlenmistir. Bu azalma yiiksek ortam
derisimlerinde  istatiksel  olarak  6nemli  oldugu
saptanmigtir.

O. niloticu’un kas dokusunda magnezyum diizeyi
tizerine bakir ortam derigsimlerinin etkisi Sekil 4°‘de
verilmistir. 10 ve 20 giin siire sonunda kas dokusu
magnezyum diizeyine bakir ortam derisimlerinin etkisi
onemsizdir ve kas dokusu magnezyum diizeylerinde
kontrole gore bir istatistik ayrim saptanmamustir (Sekil 4;
SNK, P>0.01). 30. giin sonunda ise O. niloticus kas
dokularinda magnezyum diizeyi kontrole gére artmis ve bu
artig istatiksel olarak énemlidir.
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Sekil 1. O. niloticus ‘da bakirin kas dokusu sodyum diizeyi
tizerine etkisi (mg Na*/g k.a.).

Figure 1. The effect of copper on muscle tissue sodium level in
O. niloticus (mg Na*/g k.a.).
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Sekil 2. O. niloticus ‘da bakirm kas dokusu potasyum diizeyi
tizerine etkisi (mg K*/g k.a.).

Figure 2. The effect of copper on muscle tissue potassium level
in O. niloticus (mg K*/g k.a.).

05
04
03
0.2

0,1

Magnezyum Iyon dizeyi (mg Mg*/g k.a.)

10. Gun 20. Giin
Sire (Gun)

0.5 ppm

30. Gan

OKaontrol 0.1 ppm a1.0 ppm @50 ppm

Sekil 4. O. niloticus ‘da bakirin kas dokusu magmezyum diizeyi
tizerine etkisi (mg Mg**/g k.a.).
Figure 4. The effect of copper on muscle tissue magnesium level
in O. niloticus (mg Mg */g k.a.).
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TARTISMA

Caligmamizda denenen tiim siire ve ortam bakir
derisimlerinde olim gdzlenmemistir. Sucul
organizmalarda stres ortaminda besin alimiminin azaldigi
saptanmistir. Buckley vd., (1982) Oncorhynchus kisutch
ile yaptig1 bir arastirmada bakirin yiiksek derigimlerinde
tutulan baliklarda besin alimimin azaldigi gozlemislerdir.
Aragtirmamizda  deney yiiksek  ortam
derigimlerinin  etkisinde bulunan baliklarin kontrol
baliklarina oranla hareketsiz olduklar1 ve verilen yemleri
almadiklar1 gézlenmistir.

Agir metallerin su organizmalar1 tarafindan
solunum, besin ve direkt temas yoluyla alinan metaller ya
proteinlere baglanirlar ki bu durumda inaktif halde
bulunurlar veya baglanmazlar yani serbest veya aktif halde
(Campana vd., 2003). Agir metallerin
organlardaki birikimleri etkide kalinan siire ve ortam
derisimine bagl olarak degisim gostermektedir. Brung vd.,
(1973) yaptiklar1 bir ¢alismada Ictalurus nebulosus’da
dokulardaki bakir birikiminin etkide kalinan siire ve ortam

siiresince

bulunurlar

derisimine bagli olarak arttig1 saptanmistir. Ayni sekilde
Carassius auratus’da kursun birikimiyle ilgili yapilan bir
calismada ortamdaki kursun derigiminin artigina paralel
olarak dokudaki birikiminde arttig1 saptanmistir (Tao vd.,
1999). Bu arastirmada kas dokusunda bakir birikimi siire
ve ortam derisiminin artisina bagli olarak arttig1
saptanmigtir. Bunun biiylik bir olasilikla bakir stirekli
olarak solungaclardan alinarak hedef dokuya tagmmasi
nedeniyle olabilecegi diisliniilmektedir.

Baliklarda osmolaritenin ve plazmanin osmotik
basmcinin korunmasindan sorumlu mineraller olan Na*,
K*, Ca** ve CI gibi iyonlar bir¢ok fizyolojik olaylar igin
gereklidir (Stouthart vd., 1995). Baliklar canliliklarinin
devamliligin1 ve homeostasiyi tam olarak siirdiirebilmesi
i¢in hiicre i¢i ve hiicre dis1 arasinda iyon derisimlerindeki
dengenin siirekli olarak korunmasi gerekmektedir. Bunu
saglamak icin gesitli sistemler gelistirilmistir Bu sistemler
icerisinde ATPazlar énemli bir yer tutmaktadir. Na*,K*-
ATPaz sistemi hiicre i¢inde potasyumun, hiicre diginda da
sodyumun yiiksek derisimlerde tutulmasini (Satyavath &
Rao, 2000), Na,K-ATPaz ile Ca-Mg ATPaz sistemi
solungaclarda ilgili iyonlarin aktif taginmalarini1 (Sloman
vd., 2003), karbonik anhidraz enzimi Na ve Ca iyonlarinin
tasinmalarint  (McGeer vd., 2000) saglayarak iyon
dengesinin korunmasinda biiyik Onem tagirlar. Agir
metaller bu enzimlerin siilfidril gruplarina baglanarak bu
sistemlerin inhibisyonuna neden olabilmektedirler. Bu
inhibisyon hiicre membranlarindan iyon
gecisleri aksamakta ve iyon dengesi biiyiik Olgiide
bozulmaktadir. Wang vd., (1998) yaptiklari bir arastirmada
bakir etkisinde O. mykiss baliklarinda Na*,K*-ATP az
aktivitesini inhibe etmis ve hiicre i¢i ve dis1 iyon diizeyini

sonucunda
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etkilemistir. Cogun ve Kargin (2019) yaptiklart bir
caligmada agir metallerin O niloticus balikk iyon
diizeylerinde 6nemli etkileri oldugunu gézlemlemislerdir.

Bu aragtirmada denenen bakir ortam derisimleri
kas dokusu Na*diizeyi denen tiim metal derisiminden
etkilenmemis, sadece 30. gin 0.1 mg/L bakir
derisimlerinde kontrole gore bir azalma gozlenmistir. Pane
vd., (2003) yaptiklar1 bir aragtirmada nikel etkisinde kalan
O. mykiss’de kas dokusu Na* diizeyinin kontrol baliklarina
gore pek degismedigini belirlemiglerdir.

Baliklarda potasyum hiicrede klor iyonu ile iligkili
olarak fizyolojik adaptasyonda rol almaktadir. Lauren &
McDonald, (1986) S. gairdneri ile yapmig oldugu
caligmada ortamdaki bakirm artis1 ile viicut K* ve CI”
diizeylerinde azalmalarin daha fazla oldugu belirtilmistir.
Civanin etkisine birakilan Carcinus means’da K* ve CI~
diizeylerinde degisiklikler, baligin Na*/K* -ATP az
aktivitesinin inhibisyonundan kaynaklandigi belirtilmistir
(Bjerregaard & Vislie, 1985). Calismamizda O. niloticus
kas dokusu K* diizeyleri tiim ortam derisimlerinde ve
denenen tiim siirelerde azalma gozlenmistir. Bu azalma
bakirin Na*/K* -ATP az sistemlerinin inhibisyonundan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Baliklarda bakir (Shephard & Simkiss, 1978) Ca**
-ATP az’in tagima gorevini engellemesi neden ile doku ve
serumda Ca*™* diizeyinde degisiklilerin olusmasina neden
olmaktadirlar. Bu aragtirmada denenen yiiksek bakir ortam
derisimlerinde kas dokusu Ca**diizeyi kontrole gore bir
azalma gostermistir. Arastirmamizda kas dokusu Ca™*
diizeyinde azalmanmn saptanmasi, solungag
dokusunda Ca** taginmasini engellemesinden
kaynaklanabilir. C. means’da bakir, Ca™ -ATP az1 direkt
engellemesi veya indirekt olarak Na*/ Ca™ pompasini
bozmast sonucu aktif Ca™ taginmasinm engellemektedir
(Bjerregaard & Vislie, 1986).

Magnezyum canlilar igin protein sentezi gibi
fizyolojik islevlerde gerekli bir mineraldir. Mg** iyon
derisimi hiicresel diizeyde membranda bulunan Mg**-ATP
az tarafindan kontrol edilmekte ve agir metallerin Mg** -
ATP az’1 inhibe etmesi sonucu Mg™ dizeyi
degisebilmektedir (Flik vd., 1993). Bu arastirmada kas
dokusu bakir Mg** diizeylerinde meydana gelen
degismeler, Mg**-ATPaz sisteminin inhibisyonu sonucu
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak bu ¢aligmada elde edilen bulgular,
O. niloticus kas dokusunda bakir birikimi tim ortam
derisimde ve etkide kalma siiresinin uzamasiyla arttig
saptanmugtir. O. niloticus kas dokusunda bakir etkisinde
iyon diizeyleri incelendiginde, magnezyum diizelerinde
tim ortam derisim ve etkide kalman siirelerde arttigi,
potasyum ve kalsiyum diizeylerinde ise yiiksek bakir ortam
derisimlerinde bir azalmaya neden olmustur. Bu sonuglar
O. niloticus’un bakir birikimi ve toksisitesine karsi direngli

bakirin
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bir tir oldugunu ve osmoregiilasyonun iyi oldugunu
gostermektedir.
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