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Abstract: The preservative effect of humic acid versus cadmium toxicity on brown trout was investigated (Salmo trutta fario Linneaus, 1792), in terms of some
hematological parameters in this study. Fish had been exposed to cadmium chloride or/and humic acide (2 ppm Cd, 2ppm Cd+5 ppm humic acid and control) for
7 days. At the end of the trial period, change of hematological parameters; hemoglobin, hematocrite, erythrocyte, mean carpuscular hemoglobin (MCH), mean
cell volume (MCV) and mean carpuscular hemoglobin concentration (MCHC) were observed. Statistical analyses showed that the differences in all values but
RBC, hematocrite, platelet counts, MCV and MCH were important at p<0.05.
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Ozet: Bu calismada, kahverengi alabaliklarda (Salmo trutta fario Linneaus, 1792) kadmiyum toksisitesine kargi humik asitin koruyucu etkisi bazi hematolojik
parametreler agisindan arastiriimistir. Baliklar kadmiyum ve/veya humik asite (2ppm Cd, 2ppm Cd+ 5 ppm humik asit ve kontrol) 7 giin boyunca maruz
birakilmiglardir. Deneme periyodu sonunda hematolojik parametrelerden hemoglobin, hematokrit, eritrosit, eritrosit bagina dlisen ortalama hemoglobin miktari
(MCH), ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) degerlerinde meydana gelen degisimler
incelenmistir. Istatistiki agidan tiim parametrelerde gruplar arasi fark belirlenmis olsa da kirmizi kan hiicresi (RBC), hematokrit, trombosit sayisi, MCV ve MCH

parametreleri p <0.05 seviyesinde énemli bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Kadmiyum, Agir metal, Humik asit, Kahverengi alabalik, Hematoloji

GIRIS

AJir metallerin sucul ortamlara girigleri; tarimsal ve
endistriyel faaliyetlerden, yagmur ve ylzey sulari ile
tasinimdan ve kirli su aritimi gibi yollarla olmaktadir. Bu
metallerin sucul organizmalara gegisleri ise suyun yogunlugu,
sertlik, osmotik basing, pH, serbest oksijen miktari gibi gesitli
faktorlere bagh olmakla birlikte besin zinciri yolu ile de
gerceklesmektedir (Atamanalp vd. 2012).

AJir metaller konsantrasyonlarina bagli olarak sucul
organizmalarda strese neden olmaktadirlar.  Akuatik
ortamlarda, bu stres faktdrlerinin olusturdugu degisimlerin
gozlemlenmesinde  baliklar  yaygin  olarak  kullanilan
biyoindikatorlerdir. Cinki balik kani; stres sonucu gelisen
sekonder yanitlarda, cevresel ve insan kaynakli stres
faktorlerinin etkileri ve ekosistem sagligi adina su ortamindaki
kirleticiler ve bunlarin baliklar (zerindeki stres dizeyini
belirlemede sikca kullanilir (Kayhan vd. 2009; Atamanalp vd.
2012). Baliklarda hematolojik parametrelerin degisiminde balik
tlrlnin yaninda; mevsim ve sicakiigin, dreme donemi ve
beslenme durumunun, balik baylkligu ve adirliginin, yasin,
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ayrica suyun tuzlulugunun, hastaliklarin, toksik maddelerin,
agir metal ve sanayi atiklarinin, stres faktorlerinin de etkili
oldugu bildirilmistir (Celik ve Bircan, 2004).

Kadmiyum, yaygin olarak bulunan ve agir metallerin
icerisinde toksik etki géstermesi bakimindan ilk siralarda yer
alan dénemli bir metaldir. Kadmiyumun dustk derigimleri,
akuatik canllarda birgok fizyolojk ve biyokimyasal
parametrelerin  bozulmasina neden olmaktadir. Fizyolojik
parametrelerdeki bozukluklarin dizeyi, metalin alinimi ve
organizmadaki birikimine bagll olmakla birlikte ortamin
fizikokimyasal yapisi ile de degisim gdstermektedir (Goss ve
Wood, 1988; Katalay ve Parlak, 2004).

Humik asitler; organik maddelerin toprak icerisindeki
pargalanma driinleri olan karbonhidrat, amino asit ve fenoller
gibi bazi maddelerin meydana getirdigi humustan kéken alan
humik, fulvik, ulmik asit, humin ve bazi mikro minerallerden
olusmaktadir (Stevenson, 1994; Ying vd. 2001; Rung vd.
2001). Humat bilesiklerinin, sindirim kanalinda optimum pH
olusumunu  saglayarak  patojen  mikroorganizmalarin
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cogalmalarini engelledigi, viral partikillerin hiicre ylzeyine
yapismalarini engelleyerek antiviral etki gésterdikleri, kalsiyum
ve gesitli iz minerallerden yararlanmayi artirdigi, yapisinda
bulunan humik ve fulvik asitler sayesinde kursun ve civa gibi
agir metallerle patojenik bakterilerin toksinleri arasinda selat
olusturarak detoksifikasyonlarinda rol oynadigi bildirilmistir
(Cetin vd. 2006).

Bu calismada, kahverengi alabaliklarda (Salmo trutta
fario) kadmiyum toksisitesine  karsi  humik  asitin
detoksifikasyon etkisi hematolojik parametreler agisindan
arastinimigtir.

MATERYAL VE YONTEM

Aragtirma Yeri ve Balik Materyali

Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiltesi igsu Baliklari
Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen 140 + 15g
agirhgindaki, Oncesinde herhangi bir enfeksiyon yada
toksisiteye maruz kalmamis kahverengi alabaliklar (Salmo
trutta fario) Su Uriinleri Fakiiltesi toksikoloji arastirma
Unitesinde denemeye alinmiglardir. Deneme siresince
baliklara ticari alabalik peletleri ile serbest yemleme
yapiimistir.

Su Materyali ve Aragtirma Tanklar

Atatiirk Universitesi Su  Uriinleri  Fakltesi Akvaryum
Baliklari Yetigtirme ve Arastirma Merkezindeki, mevcut sehir
sebekesinden gelen su, aktif karbonlu filtre sistemiyle kloru
giderildikten sonra kullanilmigtir (Schmidtke ve Carson, 1999).

Filtre sisteminden gegirilen su, kg baliga 0,5 I/dak'dan az
olmamak sartiyla tanklara dagitiimistir (Stickney, 1991,
Celikkale,1994) ve arastirma boyunca su sicakhgi 11,5 + 1,5
°C olarak élgtilmiistur.

Arastirmada 1 m gap ve 1 m derinligi olan, su tahliyesi
egik boru sistemiyle yapilan fiberglas tanklar kullaniimigtir
(Bricknell vd. 1999). Ugii deneme digeri kontrol olmak iizere 4
tankta 8 er adet balik stoklanmistir. Deneme siresince
baliklarin tanktan disari sigramasini dnlemek icin tanklarin
Uzeri aglarla kapatiimistir.

Kimyasal Materyali ve Deneme Siiresi

Arastirmada Sigma Uretimi olan (C-2644) kadmiyum klorit
(CdCl2)" in 2 ppm’lik dozu ve humik asitin 5 ppm’lik dozlari saf
suda ¢ozindtrulerek ayri ayr ve birlikte olarak (Talas vd.
2008; Wood vd. 2011) Salmo trutta fario’ larda 7 giin boyunca
denenmistir. Kimyasal uygulamasindan énce, baliklarin yeni
ortama aklimasyonlari igin 14 giin beklenmistir.

Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hematolojik Analizler

Baliklardan kan ornekleri anestezi uygulamaksizin anal
ylzgecin hemen arka kismindan plastik enjektorle kaudal
venadan girilerek yaklagik 3 ml alinmistir (Atamanalp vd.
2002).

Hemoglobin miktarinin tayini

0,02 ml kan 6rnegi ile 5 ml Drabkin soliisyonu (0,198 ¢
KsFe(CNe), 0,052 g KCN, 1 g Na2COs) yavas hareketlerle alt
ust edilerek homojen bir karigim saglanmig 10 dk. inklibasyon

sonrasinda dipteki ¢okelti bir kirdanla gikarip atilarak 540
nm'de transmittans (%T) degeri Olclimistir. Elde edilen
degere karsilik gelen hemoglobin miktari standart tablodan
bakilarak tespit edilmis ve g/100 cm3 olarak yazilmistir
(Blaxhall ve Daisley, 1973; Atamanalp, 2000; Ugar, 2010).

Hematokrit tayini

Kan ornekleri 1,1 mm capl, 7 mm uzunlugundaki
mikrohematokrit tiiplerine alindiktan sonra tipln bir ucu cam
macunuyla kapatilarak hematokrit santriflijinde 10500 rpm
devirde 5 dk cevrildikten sonra bulunan deger skaladan
okundu ve toplam kanin %'si olarak kaydedildi (Atamanalp,
2000; Ugar, 2010).

Eritrositlerin gokme hizi

Eritrosit ¢dkme oraninin tespitinde antikoagulantli kan
ornekleri 1,1-1,2 mm c¢apinda ve 7 cm uzunlugundaki
hematokrit tiplerine alinip 1 saat slreyle dik pozisyonda (90°)
bekletildikten sonra ayrigan serum kismi milimetrik kagit
yardimiyla élgilmistir. Elde edilen sonug mm/saat cinsinden
kaydedilmistir (Atamanalp, 2000; Ucar, 2010).

Eritrosit sayisinin tespiti

Eritrosit pipetiyle 0,5 ¢izgisine kadar cekilen taze kan, 101
cizgisine kadar Dacie's solisyonu (%40 formaldehit, 31,3 g
trisodyum sitrat ve 1 g brillant cresyl blue) ile tamamlanarak
1/200 oraninda sulandiriimistir. lyice calkalanan karisim, 1-2
dk. Dacie's solisyonunda boyanmaya birakilmis ve
homojenize olmamis ilk 4-5 damla pipetten bosa akitildiktan
sonra thoma laminin kamarasina doldurulmustur. Thoma lami
Uzerinden mikroskopta 1/5 mm? sayllarak g¢ikan deger
108/mm3 cinsinden kaydedilmistir (Blaxhall ve Daisley 1973;
Atamanalp 2000; Ucar, 2010).

Lokosit ve Trombosit sayisinin tespiti

Eritrosit ~ sayisinin  tespitindeki  metodun  aynisi
uygulandiktan sonra Iokositler igin 4 mm?2, trombositler igin ise
tim kareler sayilarak bulunan sonuglar 103mm? cinsinden
hesaplanmistir (Blaxhall ve Daisley 1973; Atamanalp, 2000;
Ucar, 2010).

istatistiki Analizler

Deney verilerinin istatistik analizinde SPSS paket
programi kullanilarak varyans analizi uygulanmistir (Bingél ve
Kocamis, 2010).

BULGULAR VE TARTISMA

Sucul canlilar yagsam ortamlarinda gelisen herhangi bir
stres faktdriine kargl reaksiyon gosterirler. Bu faktdrler
icerisinde agir metal kirliligi dnemli yer tutar. Baliklarda toksik
etkili kimyasallar solunga¢ ve gastrointestinal sistem araciligi
ile vicuda alindiktan sonra kan hicreleri ve eritropoietik
dokularda yapisal ve islevsel bozukluklara neden olurlar
(Witeska ve Baka, 2002). Cesitli balik tirlerinde yapilan
calismalarda (Duran, 2011) kadmiyumun hiicre zarinda
anomalilere sahip eritrosit sayisinda artisa neden oldugu
bildirilmistir.

Kadmiyum toksisitesine kargi humik asit detoksifikasyon
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etkisinin arastinldigi kahverengi alabaliklara (Salmo trutta
fario) ait hematolojik parametreler Cizelge 1'de verilmistir. Bu
galismamizda RBC degeri agisindan kadmiyum ve humik
asitin ayri uygulamalari kontrole nazaran yiksek degerler
vermis olsa da humik asittkadmiyum grubu 0.91+0.20
(108/mm3) ile en dlstik degere sahiptir. Kadmiyum ve humik
asitin ayri ayri uygulandigi gruplara oranla kadmiyum+humik
asit grubu 0.91+0.20 (108/mm3) ile kontrole daha yakin deger
vermistir. Sonuglarimiza paralel olarak Cyprinus carpio’da
Cdun 10 ppm’lik derisiminin 3 saat streyle etkisinin
incelendigi calismada eritrosit sayisinin arttigi saptanmistir
(Witeska, 2001). Benzer calismalarda, Ezzat vd. (1974) bu
degerin Tilapia zilli' de 1,8 x10%/mm3, Satake vd. (1986) zirhli
kedi baligi (Hypostomus paulinus)’nda 0,66-2,01x108/mm3
araliginda oldugunu, Favaretto vd. (1978), kiltire alinmig
vatoz bali§l (Hypostomus regani)' nda 0,69x106/mm3, Torres
vd. (1986), noktall vatoz baligi (Hypostomus punctatus)'nda
1,00x108/mm3  Santhakumar  vd.  (1999),  Anabas
testudineus'da 4,09x108/mm?3 oldugunu Atamanalp (2000)
rapor etmistir.

Bu calismada trombosit sayisi kontrol ve Cd+humik asit
gruplarinda sirasiyla 1.274£0.66 x 104/mm3 ve 1.37+1.11 x
104/mm?3 olarak belirlenmis, bu iki grup arasindaki fark
istatistiki olarak onemli bulunmamistir. Atamanalp (2000),
trombosit degerinin stresten 6nemli derecede etkilendigi ve
gokkusagi alabaliklarinda stresten dnce 2,1x104/mm3 olarak
tespit edilen bu degerin stresten sonra 4,3x104/mm3'e
yukseldigini bildirmistir. Satake vd. (1986) bu degerin zirhli
kedi baligi (Hypostomus pulinus)’nda 1,657+0,341x104/mms3
oldugunu ifade etmiglerdir.

Kan hicrelerinden eritrosit sayisi ile kan hicrelerinin
seruma orani olan hematokrit diizeyi, kanin oksijen tagima
kapasitesi ve eritropoietik dokularin islevini yansitmasi
acisindan  6nemli  bir parametredir (Witeska, 2005).
Aragtirmamizda en yiksek ortalama hematokrit degerini
58.42+10.41 ile Cd grubu, en dislik degeri ise 33.80+£31.91
humik asit grubu vermistir. TUm gruplar arasinda fark istatistiki
olarak &énemli bulunmustur. Humik asit uygulamasi séz
konusu parametre agisindan olumlu sonuglar vermis ve
kadmiyum ile birlikte kullaniminda detoksifikasyon &zelligi
gostermistir. Sonugclarimiza paralel olarak Witeska (2004),
sazanlarla  (C.caprio) yaptigi calismasinda, baliklari
kadmiyumun 10 ppm’ lik konsantrasyonuna 1 saat sire ile
maruz birakmig ve bu slre sonunda hematokrit diizeyinde
artisin  oldugunu  bildirmistir. Singh ve Tandon (2009),
yaptiklari bagka bir galismada farkli agir metallere maruz
birakilan baliklarda belirlenen eritrosit ve % Hb iceriginin
distigani bildirmislerdir. Bu durum Cd+humik asit grubunda
kaydedilen azalisa paralellik gdstermektedir Baliklarda
hematokrit oraninin  balik tiirline gore degistigi  gesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir. Arastirmada elde
edilen ortalama hematokrit orani; gdkkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss) (Kocabatmaz ve Ekingen, 1984,
Atamanalp, 2000), ¢in ot sazani (Ctenopharyngodon idella)
(Shakoori ve di§. 1996); Tilapia mossambica (Aziz vd. 1993),

Heteropneustes fossilis (Kumar vd. 1999) tirleri icin elde
edilen degerlerden ylksek bulunmustur.

Kontrol grubundaki baliklardan alinan kan &rneklerinde
ortalama  I6kosit sayisi  2,41£0,92x104/mm3  olarak
belirlenmistir. Muamele gruplarina ait I6kosit sayisi, Cd,
Cd+Humik  Asit ve humik asit igin sirasiyla
2.80+1.73x104mm3,  3.11+1.30x104/mm3,  2.59+1.45x10¢
/mm3 olarak tespit edilmistir. Lokosit sayisi, muamele gruplari
icerisinde en dlsik humik asit grubunda belirlenmistir.
Arastirma sonucunda elde edilen ortalama degerlerden,
kontrol grubu ile muamele gruplari arasindaki farklihigin
istatistiksel olarak énemsiz oldugu bulunmustur. Elde edilen
veriler Atamanalp (2000) ve Santhhakumar vd. (1999)‘dan
farkl degerlerdir.

Hemoglobin degeri en yliksek kontrol grubunda 10.98+3.2
g/dl olarak belirlensede ortalama hemoglobin degerleri
bakimindan gruplar arasindaki fark énemli bulunmamistir.

Tablo 1. Arastirmaya ait sonuglar ve istatistiksel analiz bulgulari

Parametre Muamele Ortalama£SS

Kontrol 0.99+0.36°
Cd 1.27+0.56°

6 3
RBC (10°MM®) ¢ frumik Asi 0.9120.20°
Humik Asit 362161
Kontrol 2.4140.922
cd 2.80£1.73

4/mm3
WBC (10mmms) = e Humik Asit 3.11+1.30°
Humik Asit 2.50+1 452
Kontrol 1.27+0.66>
Trombosit Cd 0,85+0,600
(104mm?) Cd+ Humik Asit 137110
Humik Asit 4.56+2.6°
Kontrol 10.98+3.22
. Cd 8.17+3.50°
Hemoglobin (g/d) - = mik Asi 82042415
Humik Asit 9.02+2.967
Kontrol 0.16+0.112
cd 0.18+0.152
ESR (mm/h) Ca+ Humik Asi 0.160.087
Humik Asit 0.250.272
Kontrol 56.83+12.21a
. Cd 584241041

0,
Hematokrit (%) - ¢ 1 Humik Asit 46,50+20.16%
Humik Asit 33.80+31 910
Kontrol 657.81+81.592
cd 593.30+99.922
3
MCV (um?) Cd+ Humik Asit 510.98+92 51
Humik Asit 196.97+109.46°
Kontrol 122.17+45,922
cd 68.67+20.65"
MCH (pg) Cd+ Humik Asit 90.31+24 .89
Humik Asit 28.86+15.27°
Kontrol 19.46+2.772
Cd 14.47+33%
0,

MCHC (%) Ca+ Humik Asit 213723147
Humik Asit 165543717

*p<0,05, OD: Istatistiki olarak fark belirlenmedi, ayni harfler arasinda

istatistiki olarak fark yok, SS: Standart Sapma

Elde edilen sonuglar Torres vd. (1986) ve Atamanalp (2000)'in
rapor ettikleri degerlerden dusuk belirlenirken Aziz vd. (1993)
verilerine paralellik gostermektedir. Benzer sekilde ESR
degerleri tim gruplar arasinda ortalama deger olarak yakin
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sonuglar vermis ve bu parametre de istatistiki olarak dnemsiz
bulunmustur (p>0.05). ESR degeri Atamanalp (2000)’ den
duslk belirlenmis fakat McCarty vd. (1973), tarafindan saglikli
alabaliklar igin verilen (0,0-8,0 mm/h) degerlerle uyumludur.

Hematolojik parametreler cevresel stresorlerin  neden
oldugu degisimlerin belirlenmesinde, balik sagligini takip igin
kullanilan énemli indikatorlerdir. Genel bir kaide olarak MCV,
MCH, hemoglobin ve hematokrit kirleticilerin - bulundugu
ortamlardan yakalanan baliklarin kanlarinda énemli dlciide
artis gosterirler (Duran, 2011; Adeyemo vd. 2010). Bu
durumun aksine calismamizda, MCV, MCH ve hematokrit
degerleri, tim muamele gruplarinda kontrole nazaran oldukga
dustk belirlenmis ve gruplar arasi fark istatistiki olarak onemli
bulunmustur. Buna ragmen MCHC degerleri agisindan gruplar
aras! fark onemsiz olarak kaydedilmistir. MCHC degerleri
kontrol, Cd, Cd+humik asit ve humik asit gruplarinda sirasiyla
19.46+2.77, 14.47+3.39, 21.37+3.14, 16.55+3.71 olarak
belirlenmis ve gokkusagi alabaligi (O. mykiss) (Atamanalp,
2000), tath su kefali (Leuciscus cephalus) (Hasiloglu ve
Atamanalp, 2002), ot sazani (C. idella) (Mughal vd. 1993),
cipura (Sparus aurata) (Pages vd. 1995), somon (Salmo salar)
(Sandnes vd. 1988) ve sazan baligi (C. carpio) (Yamawaki vd.
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1986) tlrlerinden elde edilen degerlere benzer degerler
vermistir.

Sucul ortamlar dogal ve sentetik kirleticilerin sonlanma
noktalari oldugundan bu ortamlardaki agir metal birikimi
biyolojik yasami tehdit etmektedir. Sucul organizmalar
dzelliklede baliklar fizyolojik ve kimyasal degisikliklere oldukga
duyarlidirlar. Bu nedenle metal ve metal karisimlarinin baliklar
Uzerine olan olumsuz etkilerini belirlemek ekosistemin
gelecedi ve besin zincirinin her halkasindaki canlilar igin
oldukca dnemlidir (Firat, 2007). Bu ¢alismada S. trutta fario
hematolojik parametrelerinin agir metallere karsi oldukga
duyarli ve kirleticilere verilen tepkilerin belirlenmesine yararli
biyomarkirlar oldugu belirlenmistir.

Son zamanlarda cevresel kirleticilerin biyolojik sistemler
Uzerindeki toksik etkilerini aydinlatmak icin yapilan galismalar
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