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OZET

Bu arastirmada Civa (I1) Kloriir’iin (HgCl2) O. mykiss iizerindeki hematolojik ve genotoksik
etkisinin belirlenmesi amaclanmistir. Biyodeney 3 tekrarli yapilmis olup, kontrol ve deney grubu
akvaryumlarma 10’ar balik konulmustur. Akut toksisite deneyinde literatiir bilgisine gére 96 saatlik
LCso degeri 0,814 mg/L belirlenmis ve bu degerin 1/10’u olan 0,0814 mg/L sublethal
konsantrasyon olarak uygulanmistir. Deney siireci sonunda baliklardan alinan kan orneklerinden
mikroniikleus testi (MN) yapilmis ve hematokrit yiizdesi belirlenmistir. Her baliga ait kan 6rnegi
11500 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek hematokrit yiizdesi tespit edilmistir. Kan 6rneklerinden
preparatlar hazirlanmis ve mikroskopta her preparatta 1000 hiicre sayilarak mikroniikleus (MN)
testi yapilmistir. Kontrol grubunda MN testi ortalama degerleri; mikroniikleus 8,20, ¢entikli 10,80,
tomurcuklu 7,60, loblu 16,60 ve biniikleus 13,80 olarak tespit edilmistir. Deney grubunda ise
ortalama degerler; mikroniikleus 23, c¢entikli 25, tomurcuklu 24,25, loblu 27 ve biniikleus 29,50
olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gore deney grubunda MN testi sonuglarinda artis olmustur.
Baliklarda saglik gdstergesi olarak bilinen hematokrit seviyesi kontrol grubunda %35,59 iken deney
grubunda %32,69 degerine diigmiistiir. Bu sonuglara gére HgCl, nin baliklar {izerinde hematolojik
ve genotoksik etkiye neden oldugu anlasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Civa (I1) Kloriir, hematokrit, mikroniikleus testi, Oncorhynchus mykiss

HEMATOLOGICAL AND GENOTOXIC EFFECTS OF MERCURY (1) CHLORIDE ON
ONCORHYNCHUS MYKISS

ABSTRACT

The target this study was the determination of the hematological and genotoxic effect of HgCl. on
O. mykiss. The bio-experiment was made in 3 replicates and 10 fish were placed in the control and
experiment group aquariums. The 96 hour LCso was given in acute toxicity experiment as 0.814
mg/L in the literature and the sublethal concentration was taken 0.0814 mg/L as 1/10 of this value.
The micronucleus test performed on the blood samples taken from the fish at the end of the
hematocrit. The blood sample from each fish was centrifuged at 11500 rpm for 4 minutes to
determine the percentage of hematocrit. The micronucleus test was performed counting 1000 cells
on the preparations of blood under light microscope. The mean values of MN test in the control
group were found to be as follow: micronucleus 8.20, notched 10.80, bud 7.60, lobed 16.60 and
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binucleus 13.80. The corresponding values of the experimental group were micronucleus 23,
notched 25, bud 24.25, lobed 27 and binucleus 29.50. The MN test results were found to increase in
experimental group compared with the control group. The hematocrit level known as the health
indicator of fish was found to be 35.59% for the control group decreased to 32.69% for the
experimental group. These results reveal that HgCl. causes hematological and genotoxic effects on
fish.

Key words: Mercury (1) Chloride, hematocrit, micronucleus test, Oncorhynchus mykiss

1. GIRIS

Son yillarda teknolojinin gelismesiyle birlikte insanlarin suya miidahalesi artmistir. Bunun
sonucunda sucul ekosistemlerde Onemli diizeyde kirlilik artisi olmus ve ekolojik dengede
bozulmalar meydana gelmistir. Ekolojik dengeyi bozan kirletici unsurlarin basinda; bazi organik
maddeler, endiistriyel atiklar, petrol ve tiirevleri, yapay tarimsal giibreler, deterjanlar, radyoaktivite,
pestisitler, inorganik tuzlar, yapay organik kimyasal maddeler, agir metaller ve atik 1s1 olarak
bilinen maddeler gelmektedir (Kayhan vd., 2009). Cevresel kirlenme, su ve baliklar i¢in 6nemli
tehditler olusturmaktadir. Sucul ortamin Onemli organizmalarindan olan baliklar insan
beslenmesinde igerdigi aminoasitler, esansiyel yag asitleri ile 6nemli yer tutmaktadir (Karatas vd.,
2008). Bu tehditlerden en onemlisi agir metal kirliligidir. Sucul ortamda bulunan agir metaller
baliklar tarafindan biinyelerine solungaglar, viicut yiizeyi ve sindirim sistemi ile almmaktadir.
Normal kosullarda civa, aliiminyum, kadmiyum, ¢inko gibi agir metallerin dogadaki oranlar1 diisiik
olup enzimatik aktiviteler i¢in bu metallerin belli konsantrasyonlarda bulunmasi gereklidir. Fakat
agrr metallerin dogal ortamdaki konsantrasyonu arttiginda organizmalar iizerinde toksik etki
yapmaktadir. Agir metaller canlilarda belirli sinir degerlerin iizerine ¢iktiginda enzimlerin yapisi
bozulabilmektedir (Yazkan vd., 2004). Genellikle agir metaller baliklarda negatif olarak strese yol
acar ve ¢ogu durumlarda 6liimlerine neden olurlar (Celik, 2006). Agir metaller, sublethal ortam
derisimlerinin etkisinde baliklarin karaciger, bobrek ve dalak gibi metal metabolizmasi ve metal
detoksifikasyonu ile ilgili organlarda yiiksek diizeyde birikmektedir (Kayhan vd., 2009).

Civa agir metaller arasinda toksik etkisi oldukga yiiksek olan metallerden biridir. Toksik etkiye
neden olan bu agir metal konsantrasyonu arttigi zaman canlmin 6liime neden olabilmektedir.
Ayrica, baliklarin kan paremetrelerinde degisikliklere ve fizyolojilerinde diizensizliklere neden
olarak, gelisim evrelerini olumsuz etkilemektedir. Kirletici kimyasallarin canlilar tizerindeki
etkilerini belirleyebilmek i¢in akut toksisite testleri yapilmaktadir. Agir metallere maruz kalan
baliklarda hematokrit diizeyi ve niikleus yapilar1 degisime ugramaktadir (Konen, 2007). Baliklarin
niikleus diizeylerindeki degisikliklerin tespitinde yaygin olarak mikroniikleus testi kullanilmaktadir
(Simoniello vd., 2009).

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, tam kromozom veya
asentrik kromozom yapilarindan kdken alarak olusmaktadir. MN sayisindaki artig, farkli etkenlerin
hiicrelerde olusturdugu kromozom diizensizliklerinin gostergesi olarak degerlendirilmektedir. MN
testi sitogenetik bozulmanin tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla
sayida hiicre sayilabilmesi ve istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilebilmesi nedeniyle
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (Demirel ve Zamani, 2002).

Baliklarm saglik gostergelerinde hematolojik tespitler arastiricilar tarafindan yaygin olarak
kullanilmaktadir (Heath, 1987). Balik yetistiriciligi faaliyetlerinde baliklarin morfolojik durumlari,
hastaliklar1 gibi olumsuz etkilerin tespitinde hematolojik parametrelerden yaygin olarak
yararlanilmaktadir. Baliklarda hematolojik parametreler ¢evre sartlarindaki degisikliklere kisa
stirede cevap verdiginden dolayi toksikolojik ¢aligmalarda da kullanilmaktadir. Bu parametrelerden
hematokrit diizeyindeki degisim organizmanin saglik durumu hakkinda énemli bilgiler vermektedir
(Bridges vd., 1976; Sharma ve Gupta, 1994; Atamanalp, 2003).

Year 3 (2019) Vol:8 Issued in MARCH, 2019 www.ejons.co.uk

N



EJONS International Journal on Mathematic, Engineering and Natural Sciences 155N 2602 - 4136

Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi Alabaligi) Salmonidae familyasina ait ekonomik degeri yiiksek
bir tiir olup diger balik tiirleri arasinda besin olarak daha fazla tercih edilmektedir. O. mykiss’in
gerek yetistiriciliginin yaygmn olmasi gerekse dogada yaygin olarak bulunmasi nedeniyle sucul
ortamlarda cevre kirleticilerinin etkilerini ortaya koyan dnemli bir biyolojik belirte¢ olabilecegi
bildirilmektedir (Hartavi vd., 1998).

Yanik ve Atamanalp (2001) bazi alabalik tiirlerinde agir metallerin toksik etkisini ve viicuttaki
birikimini arastirmiglardir. Caligmada civanin 6nemli toksik etkisinin oldugu belirtilmektedir.
Aragtirilan metallerin etki derecesine gore Hg > Cd > Cu seklindeyken, viicutta birikme bakimindan
siralamanm Hg > Pb > Cr, Cd oldugu ifade edilmektedir.

Celik (2006) Oncorhynchus mykiss de civanin kan parametreleri lizerine etkilerini arastirmustir.
Calismada kan degerlerinin farkli ¢evresel faktorlere ve kimyasallarin etkisine bagli olarak
hassasiyet gosterdigini ve hematokrit oraninda ise dnemli azalma oldugunu tespit etmistir.

Bu calismada Civa (Il) Kloriir’in O. mykiss eritrositlerindeki etkileri ve balik sagligi
gostergelerinde bagvurulan hematokrit diizeyi iizerindeki etkisi arastirilmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢aligmada 14,58+1,40 cm ortalama boy ve 33,72+13,12 g ortalama agirhiga sahip 40 adet O.
mykiss kullanilmistir. Baliklar alabalik yetistirme tesisinden temin edilmis olup, deneyden &nce
laboratuvar kosullarina adaptasyon igin 15 giin boyunca 33x48x48 cm boyutlarinda 7 adet cam
akvaryum igerisinde bekletilmistir. Uygun sicakligi saglayabilmek i¢cin buz kaliplarindan
yararlanilmistir. Baliklara deneyden 2 giin 6nce ve deney sirasinda yem verilmemistir. Daha sonra
kontrol ve deney grubu akvaryumlarmna (25x49x18 cm boyutlarinda) 10’ar balik konulmustur.
Biyodeney 3 tekrarli olarak uygulanmistir. Akvaryum sularinin oksijen, elektriksel iletkenlik ve
sicaklik degerleri gibi parametreleri YSI marka oksijen metre ve HANNA marka pH metre
kullanilarak ol¢iilmiistiir. Kontrol grubunda; sicaklik 21,32+0,34, ¢6zlinmiis oksijen 7,46+0,18,
doymus oksijen 95,88+2,24, iletkenlik 1061,28+16,53, pH 8,01+0,18; deney grubunda ise; sicaklik
21,5+0,37, ¢oziinmiis oksijen 7,24+0,13, doymus oksijen 93,56+2,83, iletkenlik 1044,85+31,37 ve
pH 7,87+0,21 olarak Ol¢iilmiistiir. Bu arastirmada toksik madde olarak Civa (Il) Kloriir (HgCly)
kullanilmistir. Akut toksisite deneyinde Verep vd. (2007) tarafindan O. mykiss’de Civa (I1) Klortir
icin belirtilen 96 saatlik LCso degerinin (0,814 mg/L) 1/10’u olan 0,0814 mg/L sublethal
konsantrasyon olarak uygulanmuistir.

Hematokrit testi igin deney siiresinin bitiminde (96 saat) baligin solunga¢ kapagi kaldirildiktan
sonra 1 ml kapasiteli enjektor ile kalbe girilerek 1,5-2 ml civarinda kan alinmustir. Kanin
pihtilasmasini 6nlemek igin enjektorler islem 6ncesinde heparin ile muamele edilmistir. Alinan kan
ornekleri 1,1 mm ¢apli 75 mm uzunlugundaki mikrohematokrit tiiplerine steril sartlarda tiipiin 2/3’
iinli doldurana kadar alinmis ve tiipiin ucu macun ile kapatilmistir. Hematokrit tiipli, santrifiij
cthazmin tablasindaki oluga kapali ucu disar1 gelecek sekilde yerlestirilmis, karsisindaki oluga
baska bir baliktan alman kan 6rnegi yerlestirilmistir. Hematokrit santrifiijiine yerlestirilen tiipler
11500 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir. Kan santrifiij edildiginde plazma ile eritrositler birbirinden
ayrilarak eritrositler dibe ¢Okmiistiir. Kirmizi kan hiicreleri (eritrositlerin) hacmi total kanin
hacmine oranlanarak hematokrit yiizdesi tayin edilmistir (Snieszko, 1972; Conroy, 1972; Blaxhall
ve Daisley, 1973; Jones ve Pearson, 1976).

Baliklardan alinan kan 6rnekleri, {i¢ ayr1 lama ince bir tabaka olacak sekilde yayilmistir. Hazirlanan
preparatlar havada kurutulduktan sonra %95’lik etanolde 20 dk fikse edilmistir. Fikse edilen
preparatlar tekrar havada kurutulduktan sonra %5’lik Giemsa soliisyonunda 20 dk boyunca
bekletilerek boyanmistir. Boyama igleminden sonra preparatlar distile sudan gecirilerek fazla
boyanin atilmasi saglanmis ve kurumaya birakilmistir. Daha sonra her preparattan 1000 hiicre
sayilarak mikroniikleus degerlendirilmesi yapilmistir.
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3. BULGULAR

O. mykiss bireylerinde Civa (I1) Kloriir’iin etkisi kapsaminda eritrositlerdeki niikleus bozulmalar1 ve
hematokrit diizeyi tespit edilmistir. Mikroniikleus testi sonucunda kontrol grubunda ortalama
degerler; mikroniikleus 8,20, ¢entikli niikleus,10,80, tomurcuklu niikleus 7,60, loblu niikleus 16,60
ve biniikleus 13,80 olarak tespit edilmistir. Deney grubunda ise ortalama degerler; mikroniikleus 23,
centikli niikleus 25, tomurcuklu niikleus 24,25, loblu niikleus 27 ve biniikleus 29,50 olarak tespit
edilmistir. Mikroniikleus testi sonucunda kontrol grubunda en yiiksek deger loblu niikleusta 16,60
bulunurken, deney grubunda ise en yiiksek deger biniikleusta 29,50 olarak belirlenmistir (Tablo 1
ve Sekil 1).

Mikroniikleus testi mikroskop goriintiileri Sekil 2-4’de goriilmektedir. Civa (1) Kloriir O. mykiss
bireylerinin eritrositlerinde etkili olmus ve niikleuslarin yapilarint olumsuz etkilemistir. Kan
orneklerinde hematokrit seviyeleri kontrol grubunda ortalama %35,59 olup, deney grubunda
%32,69 olarak belirlenmistir. Civa (1) Kloriir O. mykiss bireylerinin balik sagligi gostergelerinde
basvurulan hematokrit diizeyinin diismesine neden olmustur.

Tablo 1. Mikrontikleus Testi

Niikleus (Ort + SS)
. . Centikli ~ Tomurcuklu  Loblu -
Mikroniikleus Niikleus  Niikleus Niikleus Biniikleus

Kontrol Gr. 8,20+2,38 10,80+4,43 7,60+4,66

Deney Gr. 23,00+2,44 25,00+2,58 24,25+1,70

16,60+3,84 13,80+6,37

27,00+1,41 29,50+3,87
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Sekil 1. Mikroniikleus Testi
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Sekil 4. Biniikleus (5)
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4. TARTISMA VE SONUC

Agir metallerin sucul ortamdaki genotoksik etkilerinin tespitinde mikroniikleus testinden (MN)
yararlanilmaktadir. Bu c¢alismada Civa (Il) Kloriir’e maruz kalan O. mykiss bireylerinin
eritrositlerindeki MN frekansinin kontrol grubundaki bireylere gore yiiksek oldugu bulunmustur.
Eritrositlerdeki bozulmalarda kontrol grubuna gore en fazla degisimin deney grubunda g¢entikli
niikleusta oldugu (24,25) anlasilmistir. Cevre kirletici unsurlarin basinda gelen agir metal kaynakli
kirlilik diizeyi ve organizmadaki birikimi ¢esitli faktorlerin etkisiyle de yiiksek seviyelere ulasabilir.
Degisik yollarla canli biinyesine alinan agir metaller her organ ve dokuda farkl diizeyde birikirler
(Kayhan vd., 2009). Baliklarda agir metal birikimi, doku ve organlar arasinda ayrim gostermekle
birlikte genellikle metabolik bakimdan aktif doku ve organlarda yiiksek derisimler de meydana
gelmektedir (Amiard vd., 1987).

Civa Kloriir’iin 1 pg/L, 5 pg/L ve 10 ng/L konsantrasyonlarma maruz birakilan Carassius auratus
auratus iizerindeki genotoksik etkilerinin arastirildigr bir calismada solunga¢ ve yiizgeg epitel
hiicrelerinin MN frekansinda artis meydana geldigi, MN testinin genotoksik ve sitotoksik
degerlendirmeler i¢in uygun bir test oldugunu belirtilmektedir (Cavas, 2008). Metil civanin
Colossoma macropomum’un periferal eritrositleri iizerinde uzun siire maruziyetten sonra MN
degerlerine gore potansiyel olarak olumsuz etki gosterdigi ifade edilmektedir (da Rocha vd., 2011).
Civa Kloriir’tin 1, 3, 5, 7 ppm konsantrasyonuna yedi giin siireyle maruz birakilan Clarias
gariepinus’un bobrek dokusundan ve periferal kaninda yapilan MN testine gore genotoksik etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir (Mahboob vd., 2014).

Baliklarin eritrosit niikleuslarinin ¢evresel kirleticilere karsi duyarli oldugu, konsantrasyon
artiglarina gére MN’nin artis gosterdigi, anlagilmistir. Farkli arastiricilarin sonuglar1 da bu durumu
desteklemektedir. Ayrica bu sonuglar MN testinin genotoksik calismalar i¢in kullanigh bir test
oldugu gostermektedir.

Bu ¢alismada Civa (Il) Kloriir’iin 96 saat siireli sublethal konsantrasyonuna (0,0814 mg/L) maruz
birakilan gokkusagi alabaligmmin hematokrit diizeyi %35,59°dan 9%32,69’a diigmiistiir. Cesitli
kimyasallarin ¢ok diisiik diizeylerinin bile organizmalarda genotoksik olabilecegi belirtilmektedir
(Atl Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Sucul canlilardaki genotoksik etkilerin tespitinde baliklar
kullanilmaktadir. Baliklar insanlar i¢in ¢ok onemli alternatif besin kaynaklar1 oldugundan 6zellikle
agir metallerin toksisitesi agisindan ilgilenilen canlilar arasindadirlar (Al-Sabti, 1992).

Hematokrit diizeyi baliklarda saglik gostergesi olarak kullanilan 6nemli bir parametredir. Saglikli
gokkusagi alabaliklar1 icin hematokrit degerinin %19,0-41,3 arasinda oldugu, bunu ortamin
fizikokimyasal parametrelerinin etkiledigi belirtilmektedir (Kocabatmaz ve Ekingen, 1984). Toksik
maddelere maruz kalan baliklarin hematokrit diizeylerinde diisiis oldugu bildirilmektedir (Reddy ve
Bashamohideen, 1989). Giil vd. (2004) civanin Leuciscus cephalus tizerindeki toksik etkisine iliskin
calismalarinda, yiizme performansinda diisiis ve diizensizlik, besin alamama, operkulum
hareketlerinde artis gibi davranis degisiklikleri oldugunu belirlemislerdir. Safahieh vd. (2010)
civanin 96 saat siireyle sublethal derisimlerine maruz birakilan Acanthopagrus latus’da hemoglobin
ve hematokrit diizeyinin arttig1 buna karsilik 16kosit, lenfosit ve eozinofil sayilarinda azalma oldugu
bildirilmektedir. Kirubagaran ve Joy (1992) Civa Kloriir’iin Clarias batrachus’da testis seminifer
tiibiillerinde kiigiilme, leydig hiicrelerinde piknosis, gonad gelisiminde gerileme gibi biyolojik
engellere neden oldugu belirtilmektedir. Bakir (Cu) ve Civanin (Hg) etkisine birakilan Oreochromis
mossambicus’da diisiik derisimlerde hematokrit diizeylerinde bir degisikligin olmadigi, hemoglobin
diizeyinin ise arttigi belirtilmistir (Cyriac vd.,1989). Agir metallerin baliklar iizerindeki toksik
etkilerine iliskin olarak, birlikte ya da yalniz etkilerinin sonuglar1 farliliklar gostermektedir. Bu
caligma ve diger arastiricilarin sonuglarma gore Civa (I1) Kloriir’iin O. mykiss bireyleri lizerindeki
toksik etkisinin hematokrit diizeyini ve eritrositlerin niikleus yapilarini 6nemli diizeyde etkiledigi
anlasilmistir.

Agir metallerden civanin gesitli besinler araciligiyla diisiik diizeylerde, ancak ilerleyen zaman
icerisinde siirekli olarak alinmasi canlilarda birikime neden olarak besin zinciri araciligiyla insan
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saghigmmi etkileyecektir. Bu nedenle sucul organizmalardan baliklarin agir metallere maruziyeti
sonucunda biinyelerindeki birikim ve dokularindaki degisimlerin arastirilmasi, bu metallere karsi
hassasiyeti olan ve 6nemli diizeyde etkilenme olasilig1 bulunan tiirlerin saptanmasi, balik doku ve
organlarinda fizyolojik ve islevsel bozukluklarin tespiti agisindan 6nem tagimaktadir.
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