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Ozet: Bu ¢alismada; su kirliginin Dreissena polymorpha tiirii iizerinde olusturabilecegi muhtemel oksidatif stres,
su ve canlida agir metal birikimi ve canlida biyomarkirlar birarada kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagla,
Sarigay lizerinde kurulu olan Atikhisar Baraj1 ve Saricay’dan D. polymorpha bireyleri toplanmistir. Toplanan D.
polymorpha 6rneklerinin tiir tayini yapildiktan sonra agir metal (Cu, Fe, Cd, Pb, Zn ve Mn) ve oksidatif stress
gostergesi olan biyomarkir (Glutatyon, TBARS) analizleri yapilmistir. Yapilan agir metal analizlerine gore
Atikhisar Baraji’nda metal kirliligi belirlenmezken, Saricay’dan alinan drneklerde belirli diizeyde kirlilik tespit
edilmistir. Sarigay’da su kalitesinin bozulmasina paralel olarak D. polymorpha bireylerinde glutatyon (GSH)
seviyesinde Atikhisar Baraji’na gore artiglar goriilmiistiir. Saricay’dan toplanan canlilarda belirlenen TBARS
seviyeleri Atikhisar Baraji’'ndan yakalanan bireylere gore daha yiiksek olsa da, bulgular istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir. Bu sonuglar, su kirliliginin D. polymorpha tiiriinde oksidatif strese neden oldugunu ve
canlinin buna telafi mekanizmalarini ¢alistirarak tepki verdigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Su kirliligi, Dreissena polymorpha, Biyomarkir, Atikhisar Baraj1, Sarigay

Determination of Heavy Metal Accumulation and Susceptibility to Oxidative Stress on Dreissena
polymorpha caught from Polluted and Unpolluted Areas

Abstract: In this study, the possible oxidative stress of water pollution was assessed on Dreissena polymorpha
using both biomarkers in organism and heavy metal accumulation in water and organism. For this aim, D.
polymorpha individuals were collected in Atikhisar Reservoir and Sarigcay. Heavy metals (Cu, Fe, Cd, Pb, Zn
and Mn) and biomarkers (Glutathione, TBARS) as an indicator of oxidative stress were analyzed, after the
organisms were made species identification. According to the results of the heavy metal analysis, while heavy
metal pollution was not determined in Atikhisar Reservoir, a certain level of pollution was found in the samples
of Saricay. In parallel with deteriorate of the water quality in Saricay, glutathione (GSH) levels in D.
polymorpha were increased compared to Atikhisar Reservoir. Although TBARS levels which were analyzed in
the individuals in Sarigay were determined higher than individuals in Atikhisar Reservoir, the results were not
statistically significant. These results showed that water pollution caused oxidative stress on D. polymorpha and
this organism responded by running the compensate mechanism for it.

Keywords: Water pollution, Dreissena polymorpha, Biomarker, Atikhisar Reservoir, Sarigay

Giris Organizmalarin kirleticilere uzun silireli maruz
kalmas1 sonucu bu maddeler ilk olarak canlilarin
doku ve organlarinda birikim gostermektedir.
Ikincil olarak ise geri doniilemeyecek molekiiler
diizeyde olumsuz degisikliklere neden
olabilmektedir. Agir metaller gibi bircok kimyasal
kirletici oksidatif strese neden olan reaktif oksijen

Giliniimiizde dogal dengeyi, insan ve hayvan
hayatini tehdit eden en 6nemli tehlikelerin basinda
cevre sorunlart  gelmektedir. Ekosistem-insan
dengesinin bozulmasimna yol agan bu sorunlarin
baglica nedenleri; hizla gelisen niifus artisi,

sanayilesme ve ¢evre faktoriiniin gbéz ardi
edilmesidir. Ozellikle metallerden ve pestisitlerden
olusan toksik maddeler; dogal veya antropojenik
yollarla sucul ekosisteme taginabilmeleri, cevre
kosullarma dayanikli olmalar1 ve kolaylikla besin
zincirine girerek biyomagnifikasyon gostermeleri
sebebiyle kimyasal Kkirleticiler arasinda ayri bir
onem tasimaktadir (Kaya, 2012).

tiirlerinin (ROS) {iretilmesine olanak saglamaktadir
(Stohs ve Bagghi,1995).

Organizmalar, hiicresel bilesenlerde oksidatif hasari
en aza indirmek i¢in, antioksidan savunmalar
gelistirmis olup; enzimatik ya da enzimatik
olmayan antioksidanlar ile artan ROS {iretimine
uyum saglayabilmektedir (Livingstone, 2003). Asir1
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ROS iiretimi sonucu olusan antioksidan savunma
mekanizmasinin  yetersizligi, Onemli  enzim
inaktivasyonunu da igeren oksidatif hasarlara,
protein bozulmalarina, DNA hasarlarina ve lipid
peraksidasyona neden olabilmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999). Ozellikle oksidatif stresin ana
mekanizmalarindan biri olan lipid peroksidasyon;
doku hasarina, hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina
ve hiicre membranlarindaki  fiziko-kimyasal
ozelliklerin degisimine neden olmaktadir. Sonugta
hiicrenin  hayati  fonksiyonlarinda  hasarlar
goriilmektedir (Rikans ve Hornbrook, 1997).

Zebra midye (Dreissena polymorpha)
(Pallas,1771), tatli su eckosistemlerinde, agir
metallerin  (Kraak ve ark., 1991; Johns ve
Timmerman, 1998), organik bilesiklerin (Becker ve
ark., 1992) ve organik mikro Kkirleticilerin
(Hendricks, 1998) degerlendirilmesinde basariyla
kullanilan biyoindikatér bir tirdir (Camusso ve
ark., 2001). Suyu siizerek beslenen D. polymorpha
bireyleri, larval asamada planktonik olduklart i¢in
genis yayilim gosterirler. Sesil olarak yasayan ergin
bireyleri bulaniklik, aci su ekosistemi ve birgok
kirleticiye kars1 toleranslidir.

Saricay, Kaz Daglarindan dogup, 6zellikle
Atikhisar Baraji’ndan sonra tarim arazileri ve
yerlesim yerlerinin i¢inden ge¢mektedir. Sarigay
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iizerinde kurulmus olan Atikhisar Baraji ise
Canakkale  {linin  igme  suyu ihtiyacim
karsilamaktadir. Giinlimiize kadar, Atikhisar Baraji
ve Saricay’da agir metal kirliginin omurgasiz
fizyolojisi lizerine etkilerini ve agir metal birikimini
inceleyen bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu
calismada suda ve omurgasiz canli dokuda agir
metal analizleri ile dokuda biyomarkir analizleri
birlestirilerek canlinin kirlilige verdigi fizyolojik
tepkiler Ol¢iilmiistiir.

Materyal ve Metot

Atikhisar Baraji; su taskinlarini dnleme, tarimsal
sulama ve igme suyu teminini saglamak amaciyla
Sarigay lizerine kurulmustur (Akbulut ve ark.,
2010). Saricay ise, mevsimlere gore debisi ve su
tasima kapasitesi degisen bir caydir. 15-1300 m*/s
akis hizina ve 40 km uzunluga sahip olan ¢ay;
Kazdagi’'ndan dogup Canakkale sehir merkezini
gecerek Canakkale Bogazi’na dokiilmektedir. Bu
nedenle evsel, endiistriyel ve tarimsal kirlilige
maruz kalmaktadir (Akbulut ve ark., 2010). 2012
yilinin  yaz mevsiminde yapilan c¢aligmada
belirlenen iki ornekleme istasyonu Sekil 1’de
gosterilmistir. Atikhisar Baraji 1. istasyon (S1),
Sarigay ise II. istasyon (S2) olarak secilmistir.
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Sekil 1. Atikhisar Baraj1 ve Sarigay, Canakkale

Secilen bu istasyonlardan su Ornekleri alinmig ve
bentik makro omurgasizlar toplanmigtir. Canlilar
taglarin iizerinden ve altindan elle toplanmustir.
Daha sonra oOrneklerin, Olympus marka stereo
mikroskop altinda teshisleri yapilmistir. Su
orneklerinin alinmasinda 1 ve 2 litrelik polietilen

kaplar kullanilarak 4°C’de muhafaza edilmis ve 24
saat i¢inde analizler gerceklestirilmistir.

Metal analizleri (Su ve Organizma)

Alinan su 6rnekleri laboratuvara getirildikten sonra
451’ luk siringa filtre ile siiziilmiistiir. Siiziilen
orneklerin metal tayinleri Varian Liberty Sequential
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marka ICP-OES cihazinda yapilmustir.
Organizmalarin yag agirliklar1 alindiktan sonra 100
°C etiivde 24 saat kurutulmustur. Etiivden alinan
orneklerin kuru agirhiklart tartilmis ve yakma
iinitesine alinarak 5 ml nitrik asit ilavesiyle hot-
plate iizerinde 70 °C ’de 2 saat boyunca yas yakma
islemine tabi tutulmustur. Orneklerin tamamm
homojen olarak yakildiktan ve sogutulduktan sonra
45w’ luk siringa filtreden siiziilerek saf su ile 25
ml’ye tamamlanmistir (Smith ve ark., 2007). Daha
sonra Orneklerin, dokudaki metal tayini Varian
Liberty Sequential marka ICP-OES cihazinda
yapilmistir.

Biyomarkir Analizleri

Tiyobarbiturik Asit ile Tepkimeye Giren Maddeler
(TBARS)

TBARS analizi Camejo ve ark., 1998 metoduna
gore  yapilmigtir.  Kisaca, tiim  ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra mikroplaka igerisine ilk 6nce
her bir kuyucuga 140 pl fosfat buffer koyulmustur.
Uzerine 50 ul TCA ilave edilmistir. Bunlarin
iizerine her bir standart ve 6rnekten 200 pl aliarak
3 tekerriirli olmak iizere hiicrelere koyulmustur.
Daha sonra 75 pul TBA ilave edildikten sonra
mikroplakanin {izeri kapatilarak 60°C’de etiivde 1
saat  inkiibe edilmistir. Sonra  mikroplaka
okuyucusunda (Thermo scientific mikroplaka
okuyucu) 530 nm dalga boyunda okutulmustur.
Sonuglar ayn1 dokulardan protein analizi (Bradford,
1976) yapilarak protein icerisindeki TBARS olarak
yorumlanmustir.

Glutatyon(GSH)

GSH analizi (Owens ve Belcher, 1965) metoduna
gore yapilmustir. Mikroplaka okuyucuda yapilan
deneyde, plakanin tim kuyucuklarina ilk olarak 20
pl DNTB konulmustur. Sonra ilk kuyucuklara 40’ar
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pl - kor ornek ve standartlar, digerlerine
homojenattan konulmustur. Daha sonra tim
kuyucuklarin tizerine 20 pl Glutatyon reduktaz ve
260 wl buffer ilave edilmistir. Tim kimyasallar
dengelendikten sonra multipipetle reaksiyonu
baglatan 20 ul NADPH ilave edilmistir. Kinetik
enzimin  baglangic  ve  bitis  asamalarini
gozlemleyebilmek i¢in 10 dk boyunca her 10 sn’ de
bir okuma alinmistir. Analiz sonuglar1 reaksiyonun
durdugu  noktadaki  absorbanstan  basladig1
noktadaki absorbansin ¢ikarilmasi ile elde
edilmigtir (Owens ve Belcher 1965). Ayni
orneklerden protein analizide yapilarak sonuglar
protein igerisindeki GSH olarak verilmistir.

Istatistiksel Analizler

Calismada o6lgiilen her bir  parametre
ortalamatstandart hata olarak  gosterilmistir.
Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
SPSS 19.0 programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Istasyonlardan alman su ve
doku 6rneklerindeki metal seviyeleri ile biyomarkir
sonuglarini karsilastirmak igin Student t-testi analizi
yapilmistir. Gruplar arasindaki fark p<0,05 olarak
degerlendirilmistir (Logan, 2010).

Sonuglar

Atikhisar Baraji’'ndan (S1) ve Saricay’dan (S2)
alman su orneklerinde Ol¢iilen metal
konsantrasyonlar1 Tablo 1’ de verilmistir. Atikhisar
Baraji’ndan alinan su Orneklerinde kursun ve
kadmiyum Olgiilebilir smirlarin altindadir. Ayrica
su orneklerindeki metal diizeyleri Saricay’da daha
yilksek konsantrasyonlarda hesaplanmistir. Bu
sonuglara  goére; incelenen tim  metallerin
istasyonlar arasindaki fark:i istatistiksel olarak
o6nemli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 1. Atikhisar Baraji ve Sarigay’dan alman su 6rneklerinde belirlenen metal konsantrasyonlari (mg L™)

Zn Pb Cd

Fe Cu Mn

Atikhisar 0,118+0,016 o.d 6.d

0,375+0,037  0,021£0,001  0,037+0,006

Saricay 0,414+0,004* 0,025+0,003* 0,002+0,001* 0,887+0,043* 0,047+0,002* 0,110+0,011*

(Yildiz ile gosterilen istasyonlar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir, p<0,05). 6.d: Olgiilemeyecek diizeyde

S1 ve S2 istasyonlarindan toplanan zebra
midyelerdeki metal konsantrasyonlari, Sekil 2 ‘de
kargilagtirtlmali  olarak verilmigtir. S1 ve S2
istasyonlarinda ol¢iilen ¢inko metali sirasiyla; 64,69
pg gt 93,12 pg gt olarak tespit edilmis olup;
istasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,05). Kursun; S1 istasyonunda 1,67
ng g, S2 istasyonunda 2,93 ng g’l olarak 6l¢iilmiis
ve istasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak

6nemli bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte S1
ve S2 istasyonlarinda Olglilen metal degerleri
sirastyla; bakir icin 41,74 pg g™ ve 57,69 ug g
mangan i¢in 52,32 pg g’ ve 78,45 ug g*; demir
icin 14825 pg gt ve 179,67 pg g olarak
bulunmustur. Zebra midye dokularinda Cu, Mn ve
Fe metalleri i¢in istasyonlar arasi farklar 6nemlidir
(p<0,05). Diger taraftan, S1 ve S2 istasyonlarindan
toplanan zebra midye Orneklerindeki kadmiyum
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birikimleri sirasiyla 1,86 pg g7, 2,32 pg g* olarak
Olglilmiis  olup; istasyonlar arasindaki fark
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istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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Sekil 2. Atikhisar Baraj1 ve Sarigay’dan toplanan Dreissena polymorpha bireylerindeki agir metal
konsantrasyonlarinin t-testi ile karsilastirilmasi (Y1ldiz ile gosterilen istasyonlar arasindaki farklar istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0,05).

S1 ve S2 istasyonlarindan toplanan zebra
midyelerin  dokularinda hesaplanan GSH ve
TBARS seviyeleri Sekil 3 ‘te karsilagtirmali olarak
gosterilmistir. S1 istasyonundaki midyelerin GSH
seviyeleri 147,11  nmol/mg  protein;  S2
istasyonundaki midyelerin GSH seviyeleri 224,50
nmol/mg protein olarak Olgiiliirken, istasyonlar
arasindaki  fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte S1 ve S2
istasyonlarindan alman zebra midyelerin TBARS
seviyeleri sirasiyla; 1,342 ve 1,524 nM/mg protein
olarak hesaplanmugtir. Sarigcay’dan toplanan zebra
midyelerde TBARS seviyesi daha yiiksek ¢iksa da
bu deger istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir
(p>0,05).
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Sekil 3. Atikhisar Baraj1 ve Sarigay’dan toplanan Dreissena polymorpha bireylerindeki GSH ve TBARS
diizeylerinin t-testi ile karsilastirilmasi (Y1ldiz ile gosterilen istasyonlar arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlamlidir, p<0,05).
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Tartisma

Bu caligmada Sarigay’dan toplanan D. polymorpha
bireylerinde ve alinan su numunelerinde tespit
edilen agir metal diizeyleri Atikhisar Baraji
orneklerine gore daha yiikksek bulunmustur. Bu
sonuglar; Saricay’in Atikhisar Baraji’ndan sonra
sehrin iginden gegen kisminin evsel ve endiistriyel
kirlilige maruz kalmasindan ve iklim sartlarina
bagl olarak akintinin az olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Zebra midye suyu siizerek beslenen ve genellikle
toksikantlar1  besinlerle  beraber alan  bir
organizmadir. Atilim, depolama ve detoksifikasyon
mekanizmalarinin alinimi karsilamadig1
durumlarda; viicuda giren metaller, bu canlilarin
farkli doku ve organlarinda birikim gdstermektedir
(Kalay ve ark, 2004). Bir¢ok organizma antioksidan
savunma sistemleri, detoksifikasyon mekanizmalari
ve oksidan-antioksidan  dengesini  koruyarak
hiicresel temel bir savunma mekanizmasi
gelistirmistir. Enzim aktiviteleri, cevresel stres
kosullarina verilen ilk cevaplar oldugu i¢in en hizli
belirtegler olarak kabul edilmektedir (Depledge ve
Fossi, 1994). Kirleticilerin  organizmalardaki
toksisitesinde  serbest radikal prosesleri ve
antioksidan savunma sistemi arasindaki iliskinin
6nemli oldugu bildirilmektedir (Livingstone, 2001).
Bu c¢alismada; Sarigcay’da sudaki ve omurgasiz
canlidaki agir metal yiikiiniin artigina paralel olarak
antioksidan  savunma  sisteminin  6nemli bir
basamagini olusturan GSH diizeyinde Onemli
derecede artma goriilmiistiir. Sarigay’da su ve
dokuda olgiilen yiiksek metal seviyelerinin ROS
iretiminde artisa neden oldugu ve bu 1limh
oksidatif stres kosullarinda canli dokularinda GSH
seviyelerinin yiikseldigi goriilmektedir. Llobregat
Nehri’nde (Kuzeydogu-ispanya) yapilan benzer bir
caligmada (Barata ve ark., 2005), agir metal
kirliliginin bulundugu boélgelerde temiz bolgelere
gore Hydropsyche exocellata tiiriinde oksidatif stres
olusumuna ve antioksidan enzim akvitelerinde ciddi
oranlarda degigsimlere rastlamiglardir. Piediluco
Golii’nde (italya) yapilan diger bir calismada (Elia
ve ark., 2007), Lophopus crystallinus tiiriinde
antioksidanlardan glutatyon, glutatyon-S-transferaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon reduktaz ve
katalazda meydana gelen artiglarin yiiksek diizeyde
tespit edilen agir metal kirliligi ile iligkili oldugu
bildirilmistir. Stohs ve Bagghi (1995); demir (Fe),
bakir (Cu) ve mangan (Mn) gibi geg¢is metallerinin
fenton reaksiyonlariyla anyon ve  hidrojen
peroksitin yiiksek reaktivitedeki hidroksil radikaline
dontigiimiinii kolaylastirarak lipid peroksidasyon
baslangicin1  tetikleyebilecegini  bildirmektedir.
Ayrica kadmiyum (Cd) ve kursun (Pb) gibi canli
fizyolojisinde rolii bulunmayan diger metallerin
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dolayli olarak oksidatif strese neden olabildigi
belirtilmektedir. Bu metaller glutatyon stoklarim
tiketereck ya da indiikklenmis metal iyonlarinin
yerine redoks metal iyonlarinin ge¢mesiyle etkili
olmaktadirlar (Stohs ve Bagghi, 1995).

Bu c¢aligmada, Sarigay’dan toplanan zebra
midyelerde Atikhisar Baraji’ndan toplananlara gore
TBARS diizeyinde hafif artmalar goriilmiistiir. Bu
artiglar lipid peroksidasyonun baslangici olarak
yorumlanabilir. Oksidatif stres serbest oksijen
radikallerini arttirir ya da antioksidan savunma
sistemini  bozar. Oksidatif stresten etkilenen
antioksidanlar uyarilarak veya inhibe olarak ROS
olusumu ve hiicre hasarin1 koruma kapasitelerini
kaybedebilirler ~ (Kavitha ve Rao, 2009).
Kirleticilerin lipid peroksidasyona ve dokularda
negatif  fizyolojik  etkilere  sebep  oldugu
bilinmektedir (Datta ve ark.,1992). Calismamizda,
Sarigay’dan toplanan bireylerde artan GSH ve
TBARS diizeyleri oksidatif stres olusumunu
gostermektedir. GSH’da meydana gelen artiglar
serbest  oksijen  radikallerinin  temizlenmeye
calisildigini  gosterse de, lipid peroksidasyon
olusumu ROS’un tam olarak temizlenemedigi
seklinde yorumlanabilir.

Aquatik  ekosistemlerde,  oksidan-antioksidan
seviyelerinde goriilen degisimler direk agir metal
kirliligi ile iligkili olabilecegi gibi metallerle
beraber etki yapabilen diger ¢evresel stres faktorleri
de bu degisimlerde etkili olabilir. Cozinmiis
oksijen diizeyi, sicaklik, tuzluluk ve organik
kirleticilerin ~ varligt  gibi  g¢evresel faktorler
organizmalarin  oksidan-antioksidan  durumunu
degistirebilmektedir (Livingstone, 2003). Ileride
yapilacak caligmalarda, bu stres faktorleri de goz
Oniinde  bulundurularak, wuzun sireli izleme
calismalar1 yapilmasi gerekmektedir.
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