LIMNOFISH-Journal of Limnology and Freshwater Fisheries Research 6(2): 144-152 (2020)

Journal of Limnology and Freshwater Fisheries Research

(/7
@.;/ / http:/ /www.limnofish.org

B ==

Baliklarda Genotoksik Hasarin Belirlenmesine Yonelik Bir Arastirma:
Capoeta banarescui Ornegi
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6z MAKALE BiLGiSi

Melet Irmagi, Ordu ilinin ana igme suyu kaynagidir. Yukar1 Melet Havzas1 findik ARASTIRMA MAK ALESI
tariminda kullanilan pestisitlerden kaynakli agir metal ve diger kirleticilerin etkisi

altindadir. Bu calismada, Yukar1 Melet Havzasindan mevsimsel olarak su, Gelis :12.02.2020
sediment ve Capoeta banarescui bireylerinin baz1 dokularinda aliiminyum (AI*3), Diizeltme  :26.03.2020
nikel (Ni*?), arsenik (As*®), krom (Cr*3), kadmiyum (Cd*?), kursun (Pb*%), )

mangan (Mn*?), demir (Fe*3), kobalt (Co*?), bakir (Cu*?), g¢inko (Zn*?) Kabul  28.03.2020
konsantrasyonlar1 belirlenmis ve bu elementlerin genotoksik potansiyellerinin Yayim :27.08.2020
tespiti amaciyla mikroniikleus (MN) testi ve comet testi uygulanmustir. Suda Al,
As, Fe, Cu; sedimentte Pb ve baliklarin kas dokusunda As, Pb, Mn bazi ulusal ve
uluslararas1 limit degerlere goére yiiksek bulunmustur. Eritrositlerdeki MN
frekans1 en yiiksek yaz mevsiminde (%02,20) tespit edilmistir (P>0,05). Comet
testi sonuglarina gore, eritrosit hiicrelerindeki DNA hasarindan dolay1 olusan
kuyruk boyu degerleri ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis mevsimlerinde sirasiyla
21,03 pm, 21,40 pm, 20,47 pm ve 9,02 pm olarak tespit edilmistir ve en yiiksek
DNA hasar1 yaz mevsimindedir (P<0,05). Kuyruktaki %DNA degeri de kuyruk
boyu degerlerini desteklemektedir (P<0,05). Bu ¢alisma, Yukari Melet
Havzasinda yasayan C. banarescui tirinde yapilan ilk genotoksisite
degerlendirme ¢aligmasidir. MN testi ve comet testi parametreleri, Yukar1 Melet
Havzasinin agir metaller ve gesitli kirleticilerin genotoksik etkisi altinda oldugunu
ortaya koymustur.
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The Study on Determination of Genotoxic Damage in Fish: Capoeta banarescui

Abstract: Melet River is the main drinking water resource of Ordu province. The Upper Melet Basin is under the effects of heavy
metal and other pollutants originating from pesticides which used in hazelnut farming. In this study, the concentrations of aluminium
(AI*3), nickel (Ni*?), arsenic (As*3), chrome (Cr*3), cadmium (Cd*?), lead (Pb**), manganese (Mn*?), iron (Fe*3), cobalt (Co*?),
copper (Cu*?), zinc (Zn*?) were seasonally determined in water, sediment and some tissues of Capoeta banarescui from the Upper
Melet Basin and micronucleus (MN) and comet testi were applied to determine the genotoxic potential of these elements. Al, As,
Fe, Cu in water, Pb, in sediment and As, Pb, Mn in fish muscle were found in high concentration according to some national and
international limit values. The MN frequency in erythrocytes was found as the highest value (%02.20) in summer (P>0.05).
According to comet assay results, the tail length values due to DNA damage in erythrocyte cells were determined as 21.03 pum,
21.40 pm, 20.47 um and 9.02 pm in spring, summer, autumn and winter, respectively and the highest DNA damage was in summer
(P<0.05). The values of %DNA in tail was also supported the tail length values (P<0.05). This research was the first genotoxicity
assessment study of C. banarescui inhabiting the Upper Melet Basin. MN test and comet assay parameters revealed that the Upper
Melet Basin is under the effect of heavy metals and various pollutants.
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bunun diginda benzine katilan kursun tiirevleri,
aritimi1 yapilmamis olarak akarsulara verilen atik
sular icerisindeki kadmiyum, bakir, nikel, krom ve
cinko gibi zehirli elementler, akarsularda ciddi ve
tehlikeli ~ diizeylerde bir kirliligin ~ kaynagini
olusturmaktadir (Toroglu vd. 2006). Baliklar, sucul
ekosistemlerdeki besin zincirinin en ustiindedir ve
kirlenmis  sulardaki  toksik iz  elementleri
biriktirebilirler (Mansour ve Sidky 2002; Zhuang vd.
2013). Baliklarin bulunduklari ortamda ¢evresel
kirleticilere =~ maruz  kalmast ya  dogrudan
genotoksisiteyle sonuglanir ya da genellikle hiicresel
stresin uyarilmasiyla genotoksik hasar meydana gelir
(Klobucar vd. 2010).

Son yillarda, genotoksisitenin tespitinde hassas
bir indikatér olarak DNA tek dizi kiriklarinin
Olciimiine ilgi  gosterilmektedir. Bu amagla
yararlanilan comet testi basit, ¢ok yonli, hizli
uygulanabilme (Cavas 2011; Giiner ve Gokalp
Muranli 2013), goriilebilme ve DNA hasarlarim
belirlemede olduk¢a hassas olmasi bakimindan
degerli bir arag olarak goriilmektedir (Dhawan vd.
2009; Factori vd. 2014). Mikroniikleus (MN) testi
ise, kimyasal ve fiziksel ajanlar yoluyla tetiklenen
sitogenetik hasar1 belirlemede yaygin bigimde
kullanilmaktadir. Ozellikle, sucul ortamda var olan
bilesiklerin genotoksik niteliklerini tespit etmeye izin
Verir.

Ordu ilinin en biiyilik akarsuyu olan Melet Irmag1
Orta ve Dogu Karadeniz boliimleri arasinda dogal bir
sinir - olugturmaktadir ve uzunlugu 161 km’dir
(Anonim 2016). Irmak jeolojik konumu itibariyle
maden  yataklarinca  zengin  bir  bolgede
bulunmaktadir ve bu bdlgede dzellikle bakir (Cu*?),
kursun (Pb**), giimiis (Ag"), ¢inko (Zn*?), demir
(Fe*?), altm (Au*™) ve mangan (Mn*?) maden
yataklar dikkat ¢ekmektedir (Anonim 2011). Bu
calismanin temel amaci, Yukar1 Melet Havzasinin
suyu ve sedimentinde var olan metalloid ve agir
metallerin Capoeta banarescui’nun dokularinda
birikmesinin yaninda, hiicre diizeyinde DNA’da
meydana getirebilecegi genotoksik etkilerin ortaya
konmasidir. Balik eritrositlerinde mikroniikleus ve
comet testleri kullanilarak irmak suyunun genotoksik
potansiyelinin belirlenmesi amaglanmustir.
Hiicrelerde meydana gelen genetik degisiklikler,
genotoksik birer belirte¢ oldugundan ve Ordu ilinin
ana igme suyu olarak yararlanilan Melet Irmagi’nin
bu anlamda Oneminden dolayi, bu testlerin
sonuglarindan elde edilecek bilgilerin 6nemi
tartisilmazdir. Genotoksik etkiye sahip agir metaller
gibi maddelerin bulundugu ortamlardan
uzaklastirilmast ve su ortamina karigmasinin oniine
gecilmesi adina da, bu calismadan elde edilecek
sonuglarin erken bir uyarn1 sistemi olarak
kullanilabilecegi diisliniilmektedir.

Materyal ve Metot

Bu calismada, Melet Irmag1 {izerinde yer alan
Topcam Baraji’nin iist bolgesi olan Yukar1 Melet
Havzasinin agir metal konsantrasyonunu tespit etmek
amaciyla, farkli bolgelerden mevsimsel olarak su,
sediment ve 70 adet Capoeta banarescui ornegi
almmustir. Orneklemeler, Melet Irmag: {izerinde yer
alan Topgam barajimin iist bolgesi olan Yukar1 Melet
Havzasinda, findik bahgelerinde yogun bir sekilde
giibreleme ve ilaglama faaliyetlerinin yapildig
arazilerin bulundugu, pestisit girdisi olan ve pek fazla
yerlesim alan1 bulunmayan bolgede yapilmustir.

Suyun fiziko-kimyasal parametrelerinin
belirlenmesi amaciyla Ocak 2015 - Aralik 2016
tarihleri arasinda mevsimsel olarak sicaklik (°C), pH,
iletkenlik (us/cm), tuzluluk (%), ¢6ziinmiis oksijen
(CO) (mg/L), oksijen doygunlugu (OD) (%), toplam
¢oziinmils kati madde miktar1 (TDS) (mg/L) ve
diren¢ (kQ.cm) degerleri Hach Lange marka ¢oklu
Olcim cihazi ile arazide Olglilmiistiir. Ayni giin
igerisinde, laboratuvara getirilen su Orneklerinde
nitrit azotu (mg/L), nitrat azotu (mg/L), stilfat (mg/L)
ve fosfat (mg/L) seviyeleri spektrofotometrik yontem
ile belirlenmistir.

Agir metal analizleri i¢in, su akisinin azaldig
bolgelerden polietilen siselere su numuneleri
almmustir. Aynit bolgeden mrmagin dip kismindan
alman sediment Ornekleri de prosediirlere uygun
sekilde agir metal analizine hazir hale getirilmistir
(Dural ve Goksu 2006). Baliga ait kas, solungag,
karaciger dokularindan yaklasik olarak 0,5 g’lik
numuneler alinarak prosediirlere uygun olarak agir
metal analizine hazir hale getirilmistir (Ciftci vd.
2011). Su, sediment ve dokularda analiz edilen
elementler Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Al, Ni, As, Cr, Cd,
Pb seklindedir. Orneklerin element igerikleri,
Giresun Universitesi Merkez Aragtirma
Laboratuvari’nda bulunan Bruker marka 820-MS
model ICP-MS Spektrometresi ile belirlenmistir.

Irmakta varlhigir tespit edilen elementlerin C.
banarescui  bireylerinin ~ (n=20) eritrositleri
iizerindeki olast genotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla mikroniikleus (MN) ve comet testleri
kullanilmigtir. Genotoksisite analizleri ig¢in her
mevsimde 5 birey degerlendirilmistir. Baliklar
laboratuvara canli olarak getirilmistir. Her bir birey
once dekapite edilmis (Yazict ve Sisman, 2015)
ardindan kan 6rnekleri dogrudan baligin kalbinden,
miidahale Oncesinde heparinize edilmis siringalar
yardimiyla alimmustir. Daha sonra baliklarin
diseksiyon islemleri gergeklestirilmistir. Comet testi
alkali kosullarda (pH > 13,0) Singh vd. (1988)’nin
bildirdigi prosediir modifiye edilerek uygulanmistir
(Tice vd. 2000). Hazirlanan preparatlar Etidyum
bromiir ile boyanmis ve floresan mikroskobunda
(Leica) TXR filtresi kullanilarak incelenmistir.
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Comet testinde kullanilan kuyruk boyu, ortalama
kuyruk yogunlugu (%), kuyruktaki % DNA
miktar1 (% DNArt) ve kuyruk momenti
parametrelerinin  degerleri TriTek CometScore
2.0 yazilimi kullanilarak Olclilmiis ve
hesaplanmistir. Her birey i¢in 100 eritrosit hiicresi
degerlendirilmistir. ~ Mikroniikleus  testi  igin,
her bir bireyden bir damla kan lam {izerine
damlatilarak derhal ince bir tabaka halinde
yayma preparat hazirlanmistir.  Yayilan kan
tabakas1 kuruduktan sonra, lamlar 20 dakika etanol
icerisinde bekletilmis ve daha sonra %5’lik Giemsa
sollisyonu ile boyanmasi saglanmigtir. Her birey icin
2000 eritrosit hiicresi sayilmistir (Boettcher vd.
2010).

Suyun fiziko-kimyasal parametrelerinin, su,
sediment ve balik dokularindaki element
seviyelerinin, mikroniikleus ve comet testi verilerinin
mevsimsel ve yillik degerlerine ait tanimlayici
istatistikleri hesaplanmistir. Mevsimler arasindaki
farkliliklarin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) kullanilmustir. MN testi verileri ile
comet testi parametreleri arasinda korelasyon analizi
yapilmistir. Ayrica, irmak suyunda en yliksek
miktarda belirlenen Al, As ve Cr elementlerinin MN
frekans1 ve comet testi parametreleri ile arasindaki
korelasyon da incelenmistir. Istatistiksel testler
MINITAB 16 paket programi kullanilarak
uygulanmustir.

Bulgular

Bu calismada, mevsimsel olarak toplanan su,
sediment ve C. banarescui 6rneklerinin kas, solungag
ve karaciger dokularinda Al, Ni, As, Cr, Cd, Pb, Mn,
Fe, Co, Cu, Zn konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Orneklenen C. banarescui bireylerinin ortalama boy
ve agirhik degerleri sirasiyla 15,42 £ 0,278 cm ve
39,36 + 2,330 g’dur.

Su numunelerinin element konsantrasyonlar1 Su
Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi ve Yeriisti Su
Kalitesi ~ Yonetmeligi’nde  belirtilen  element
konsantrasyonu  degerleriyle  karsilastirilmigtir
(SKKY 2004; YSKY 2012). Mevsimsel olarak
omeklenen sediment numunelerinin  element
konsantrasyonlar1 yer kabugu igeriginde dogal olarak
bulunan element konsantrasyonu degerleriyle
karsilagtirilmistir (Turekian ve Wedepohl 1961). Su
ve sedimentin metalloid ve agir metal
konsantrasyonlart1  ile suyun fiziko-kimyasal
parametrelerinin sonuglar1 Tablo 1’de verilmistir.
Suda konsantrasyonu SKKY (2004) ve YSKY
(2012)’ndeki limit degerlerin iizerinde tespit edilen
metalloid ve agir metal konsantrasyonlar ilkbahar

mevsiminde aliiminyum (Al; 52,008 pg/L) ve demir
(Fe; 312,773 ng/L), yaz mevsiminde arsenik (As;
22,223 pg/L) ve demir (Fe; 253,661 pg/L), sonbahar
mevsiminde aliiminyum (Al; 28,768 pg/L), arsenik
(As; 27,230 pg/L) ve demir (Fe; 210,037 pg/L), kis
mevsiminde ise demir (Fe; 268,130 ng/L) olarak
belirlenmistir. Cr ve Cu ise yillik olarak
degerlendirildiginde belirtilen limit degerlerin
iizerinde tespit edilmistir. Yaz, sonbahar ve kis
mevsimlerinde Pb, yer kabugu degerini (Turekian ve
Wedepohl 1961) agsmamis olsa da bu degere (20,0
ug/g) ¢ok yakin konsantrasyonda tespit edilmistir
(Tablo 1).

Baliklara ait kas dokusundaki agir metal
konsantrasyonlart Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO
1983), Diinya Saglik Orgiiti (WHO 1989); Tiirk
Gida Kodeksi Bulasanlar Yénetmeligi (TGK 2002);
Uluslararas1 Atom Enerjisi Kurumu (IAEA 2003) ve
Avrupa Komisyonu (EC 2008)’na gore insan
tiiketimi i¢in maksimum kabul edilir
konsantrasyonlarla karsilastirilmistir. Baliklarin kas,
karaciger ve solungaglarindaki metalloid ve agir
metal konsantrasyonlarinin  mevsimsel olarak
degerleri Tablo 2’de sunulmustur. Sonbahar ve kis
mevsimlerinde baliklarin  kas dokusunda Mn
konsantrasyonlar1 bazi ulusal ve uluslararasi
standartlarda belirtilen limit degerleri gecmistir
(Tablo 2). Baliklarin kas dokusundaki As
miktarlarinin da belirtilen sinir degerin {izerinde
oldugu tespit edilmistir (FAO 1983). Baliklarin kas
dokusundaki Pb miktarlarinin yaz, sonbahar ve kig
mevsimlerinde belirlenen sinir degerlerin {izerinde
(WHO 1989; TGK 2002; EC 2008), ilkbahar
mevsiminde ise IAEA (2003)’nin bildirdigi limit

konsantrasyonla esdeger oldugu belirlenmistir
(Tablo 2).

C. banarescui bireylerinin eritrosit hiicrelerinde
yapilan  analizler sonucunda tespit edilen
mikroniikleus olusumu Sekil 1°de ve ortalama
mikroniikleus (MN) frekanslar1 Tablo 3’te
verilmistir. C. banarescui bireylerinin

eritrositlerindeki mikroniikleus frekans: ilkbaharda
%0 2,10, yaz mevsiminde %o 2,20, sonbaharda %, 1,60
ve kis mevsiminde %o 0,40 olarak tespit edilmistir.

Buna gore, C. banarescui  bireylerinde
gbzlemlenen mikronukleuslarin frekansi
yaz > ilkbahar > sonbahar > kis seklinde
degismektedir. C.  banarescui  6rneklerinin

eritrositlerinde belirlenen mikroniikleus frekansi
degerleri mevsimsel olarak karsilastirildiginda,
ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis mevsimlerindeki
degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (P>0,05) (Tablo 3).
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Tablo 1. Suyun fiziko-kimyasal parametreleri, su ve sedimentte metalloid ve agir metallerin mevsimsel konsantrasyonlari
(L.D.A.: Limit degerin altinda) (Ort. + S.H.)

Table 1. Physico-chemical parameters of water, seasonal concentrations of metalloid and heavy metals in water and
sediment (L.D.A .: below limit value) (Mean. = S.H.)

Fiziko-kimyasal

Parametreler ilkbahar Yaz Sonbahar Kis Yillik Ortalama
Sicaklik (°C) 22,1 28,3 10,7 5,0 16,53 £5,30
pH 7,94 8,20 7,62 8,58 8,09 + 0,203
CO (mg/L) 7,03 7,40 10,11 10,09 8,66+ 0,836
OD (%) 90,1 107,4 102,0 100,0 99,88 + 3,61
Tuzluluk (%o) 0,13 0,18 0,14 0,15 0,15+0,010
TDS (mg/L) 143,4 185,9 148,3 147,1 156,18 £9,96
Iletkenlik (us/cm) 280 376 298 302 314,0 +£21,2
Direnc¢ (kQ.cm) 3,32 2,73 3,42 3,25 3,18+ 0,154
NO2'N (mg/L) 0,006 0,005 0,003 0,007 0,01 +0,0008
NO3z'N (mg/L) 0,5 8,4 0,4 0,4 2,43 +£1,99
SO42(mg/L) 8 19 28 18 18,25 + 4,09
PO43(mg/L) 1,18 0,65 4,07 0,26 1,54 £ 0,864
P20s (mg/L) 0,88 0,49 3,04 0,20 1,15+ 0,644
lr\n/[:ttsll Ilgrld ve Agir ilkbahar Yaz Sonbahar Kis Su (ug/L)

Al 52,008** 2,710 28,768** 10,322 23,500 + 11,000**
As 17,387 22,223* 27,230* 18,348 21,300 + 2,240*
Cr 0,889 3,878** 0,929 0,749 1,612 £ 0,757**
Cd L.D.A L.D.A L.D.A L.D.A. L.D.A

Pb L.D.A L.D.A L.D.A L.D.A. L.D.A

Mn 16,810 L.D.A 1,794 13,569 8,010 + 4,220
Fe 312,773* 253,661** 210,037** 268,130** 261,200 + 21,200**
Co L.D.A L.D.A L.D.A L.D.A. L.D.A

Cu 1,186 2,323** 1,884** 2,329** 1,931 + 0,269**
Zn 5,295 L.D.A L.D.A 6,448** 2,740 = 1,820
Ni 1,187 2,227 0,465 1,062 1,235+ 0,366

*: SKKY (2004)’ne gore yiiksek degerler; **: YSKY (2012)’ne gore yiiksek degerler

Metalloid ve Agir

metaller Ilkbahar Yaz Sonbahar Kis Sediment (ug/g)
Al 4093,95 5903,33 4500,66 3286,02 4446,00 + 547
As 5,02 7,00 5,63 4,33 5,49 + 0,567
Cr 3,04 4,25 5,14 3,88 4,08 + 0,434
Cd 0,11 0,17 0,20 0,25 0,18 + 0,030
Pb 16,01 19,42* 19,41* 19,02* 18,47 +£ 0,824
Mn 296,00 306,18 342,75 291,31 309,10+ 11,7
Fe 10653,76 12230,09 12417,23 12031,46 11833,00 £401
Co 5,23 5,84 5,25 4,62 5,24+ 0,249
Cu 12,09 14,53 12,41 17,78 14,21 + 1,31
Zn 53,58 62,27 69,54 73,46 64,72 + 4,37
Ni 4,05 5,35 6,51 3,38 4,82 + 0,695

*: (Turekian ve Wedepohl 1961)’un bildirdigine gore sinirdaki degerler
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Tablo 2. C. banarescui bireylerinin dokularindaki mevsimsel agir metal ve metalloid konsantrasyonlar1 (ng/g) (E.M.:

Eser miktarda; L.D.A: Limit degerin altinda) (Ort.£S.H.)

Table 2. Seasonal heavy metal and metalloid concentrations in the tissues of C. banarescui individuals (ug/g) (E.M .:

Trace amount; L.D.A: below limit value) (Avg. + S.E.)

Element Mevsim Kas Karaciger Solungac
Al 1,75+ 0,180 15,80 + 5,300 2,88 +0,474
Cr 0,35+ 0,076 0,47 £ 0,201 0,33 + 0,047
As 0,39 £ 0,046* 1,35+ 0,482 0,77 £ 0,041
Cd 0,02 £ 0,006 0,05+ 0,018 0,08 £ 0,033
Pb 0,12 + 0,009** 1,42 £ 0,663 0,69+ 0,120
Mn flkbahar 0,78 £ 0,094 2,27+0,822 8,52 +2,390
Fe 28,11 £ 1,830 195,00 £ 73,400 155,60 = 42,900
Co E.M. 0,02 £ 0,007 0,03 £ 0,005
Cu 0,48 £ 0,036 3,02+ 1,000 2,50+ 1,180
Zn 15,23 £ 4,830 28,80 £ 12,000 26,70 £ 5,670
Ni 0,16 + 0,034 1,07 + 0,354 0,31+ 0,038
Al 1,32+0,216 11,71 £ 5,340 10,41 £ 5,630
Cr 0,21 +£ 0,069 0,66 + 0,458 0,18 £ 0,061
As 0,47 £0,117* 1,66 + 0,514 0,79 £ 0,163
Cd E.M. 0,02 + 0,005 E.M.

Pb 0,13 £ 0,027** 0,44 + 0,078 0,60+ 0,231
Mn Yaz 1,27 + 0,408 4,94 £1,190 6,21 £2,930
Fe 39,90 + 17,700 163,20 + 54,100 99,50 + 40,500
Co E.M. 0,03 + 0,008 0,02 +0,011
Cu 0,44 +£ 0,091 2,54+ 0,601 0,610,137
Zn 10,23 £ 2,900 16,61 £ 4,720 11,42 £3,250
Ni 0,14 +£ 0,044 0,54 +0,174 0,18 £ 0,063
Al 8,82 £ 5,630 6,01 £1,410 16,60 £ 9,780
Cr 0,52+0,115 0,78+ 0,114 0,60 + 0,109
As 1,32 +£0,386* 2,08 £ 0,457 2,32+0,526
Cd 0,01 0,008 0,10 + 0,045 0,04 +£0,014
Pb 1,53 +1,290** 0,79+ 0,122 0,95+0,218
Mn Sonbahar 4,07 £ 2,620%*/*** 13,18 £2,720 14,83 + 4,790
Fe 74,60 + 42,900 519+314 248,80 + 82,200
Co 0,02+0,010 0,09+ 0,016 0,07 £ 0,029
Cu 0,77 £ 0,294 3,93+0,513 1,16 + 0,348
Zn 11,40 £ 3,710 31,19 £2,110 34,80 £ 9,740
Ni 0,31+ 0,205 0,81+0,276 0,56+ 0,103
Al 10,92 4,11 10,16 + 1,68 17,95 + 2,96
Cr 0,27 + 0,02 0,47 £ 0,04 0,63+0,10
As 0,99 £ 0,07* 1,05+ 0,18 2,70 £ 0,45
Cd E.M. 0,04 £ 0,007 0,03+0,011
Pb 0,49 + 0,176** 0,77 £ 0,361 1,34+ 0,129
Mn Kis 4,67 £ 1,53**[*** 5,51+1,02 14,83 £1,20
Fe 70,40 £ 22,80 193,90 £ 14,60 218,30 +£ 14,90
Co 0,02 + 0,004 0,03 + 0,003 0,04 £ 0,003
Cu 0,43 £0,03 3,27+0,21 1,25+0,21
Zn 10,82 +1,91 41,90 + 15,30 27,35+3,67
Ni 0,19 + 0,06 1,37+ 0,26 0,57 +£ 0,07

* limit degerin tizerindedir (*FAO 1983; **[AEA 2003; *** WHO 1989 / TGK 2002 / EC 2008).

C.  banarescui  bireylerinde  comet  testi
parametrelerinin  sonuglari Tablo 3’te verilmistir.
DNA hasarimin miktarin1 yansitan kuyruk boyu
degerleri  ilkbahar, vyaz, sonbahar ve ki
mevsimlerinde sirasiyla 21,03 + 1,19 um; 21,40 +
1,07 um; 20,47 + 1,30 pm ve 9,02 + 1,65 pm olarak
tespit edilmistir. Ilkbahar, yaz ve sonbahar
mevsimlerinde DNA hasariin kis mevsimine gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0,05). %DNA~

degeri kis mevsiminde

11,51 + 1,51 olarak

belirlenirken, ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimleri
icin swrastyla 2991 + 2,17; 34,04 + 2,16 ve
29,40 £ 2,01 olarak hesaplanmigtir. DNA hasarinin
bir diger gostergesi olan %DNAt degeri de
ilkbahar, vyaz ve sonbahar mevsimlerindeki
DNA hasarinin  kis mevsimine gore daha
yiiksek  oldugunu  gostermektedir  (P<0,05)
(Tablo 3).
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MN testi verileri ile comet testi parametreleri
arasinda pozitif korelasyon belirlenmis olup,
korelasyon degerleri sirasiyla MN  frekansi-
kuyruktaki %DNA arasinda 0,97; MN frekansi-
kuyruk boyu arasinda 0,96; MN frekansi-kuyruk
yogunlugu arasinda 0,83 ve MN frekansi-kuyruk
momenti arasinda 0,85 olarak hesaplanmuistir. Ayrica,
bu caligmada suda yiliksek konsantrasyonda tespit

edilen Al, As ve Cr elementlerinin MN frekans1 ve
comet testi parametreleri ile arasinda pozitif
korelasyon belirlenmistir. Sedimentteki Al ve As
konsantrasyonu ile MN frekansi ve comet testi
parametreleriyle arasindaki korelasyon sudakinden
daha yiiksek olmasina ragmen, Cr elementi icin
bu korelasyon degeri daha diisiik olarak
belirlenmistir.

Tablo 3. C. banarescui bireylerinin eritrosit hiicrelerindeki MN frekansi ve degerlendirilen comet testi parametrelerinin

degerleri (Ort.+S.H.)
Table 3. MN frequency in erythrocyte cells of C. banarescui individuals and values of evaluated comet test parameters
(Avg. £ S.E.)
ilkbahar Yaz Sonbahar Kis
MN Frekansi (%o) 2,108+ 0,579 2,208+ 0,682 1,602+ 0,660 0.40%+ 0.292 P>0,05
Kuyruk Boyu (um) 21,032 +1,19 21,408+ 1,07 20,472 +1,30  9,02°* + 1,65 P<0,05
Kuyruk Yogunlugu (%) 26,632+ 1,78 26,342+ 2,13 21,232+ 1,96 20,732+ 2,63 P>0,05
Kuyruktaki % DNA 29,912+ 2,17 34,042 £ 2,16 29,402 + 2,01 11,51 + 1,51 P<0,05
Kuyruk Momenti 0,3102+ 0,034  0,3472+ 0,035 0,2912+ 0,029  0,271%+ 0,053 P>0,05

C. banarescui 6rneklerinin eritrosit hiicrelerinde
olusan DNA hasarlarini tespit etmek iizere hazirlanan
preparatlar, floresan mikroskop altinda
degerlendirilmistir. Incelemeler esnasinda, floresan
mikroskop altinda gozlemlenen ve hasarsiz olarak
nitelendirilen hiicrelerin  ortasinin  parlak ve
kenarlarinin daha az yogun oldugu gbzlemlenmistir.
Hiicrelerde olusan DNA hasarinin derecesine bagh
olarak ise kuyruk olusumlar1 gbze c¢arpmaktadir.
Incelenen preparatlarda gdzlemlenen ve dlgiimleri
alman eritrosit hiicrelerinin istasyonlara gore

mevsimsel degisimleri Sekil 2b-e’de sunulmustur.
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Sekil 1. Eritrosit hiicrelerindeki mikroniikleus olusumu
(Kontas 2018’den diizenlenmistir)

Figure 1. Micronucleus formation in erythrocyte cells
(edited from Kontag 2018)

Sekil 2. Farkli derecelerde etkilenen eritrosit hiicrelerinin
comet analizi (a) ve genel goriintiisii (b; ilkbahar, c;
yaz, d; sonbahar, e; kig) (Kontas 2018’den
diizenlenmistir)

Figure 2. Comet analysis (a) and general view (b; spring,

¢; summer, d; autumn, e; winter) of erythrocyte cells
affected at different degrees (edited from Kontas 2018)
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Tartisma ve Sonug¢

Bu calisma, Yukar1 Melet Havzasmin su,
sediment ve havzada yasayan C. banarescui tiiriiniin
kas, solunga¢ ve karaciger dokularindaki agir metal
birikimine bagli olarak ortaya ¢ikan genotoksik
hasarin belirlenmesi {izerine yapilmus ilk ¢aligmadir.
Organizmanin genetik materyali olan DNA’da
hasarlara yol acabilecek agir metaller gibi ajanlar,
DNA molekiiliiniin yapisinda veya fonksiyonunda
degisiklikler meydana getirirler ve farkli seviyelerde
etkiler  olusturarak  sitogenetik  degisiklikler
olustururlar. Bununla beraber, agir metaller, nehir
suyunun fiziko-kimyasal dengesini de bozmaktadir.
Bu calismada genel olarak suda As, Al, Fe ve
sedimentte Pb elementlerinin birikimlerine bagh
olarak baliklarin kas dokusunda As ve Pb’un tiim
mevsimlerde limit degerleri astigi, solungag ve
karacigerlerinde ise belli konsantrasyonlarda birikim
gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 1,2). As elementi
canlilar igin esansiyel olmayan bir metalloid olup
toksik  ozellige sahiptir. Arsenik elementinin
muhtemel toksik etkisi mikroniikleus ve comet
testlerinin sonuglari ile ortaya konmustur. Baliklarin
eritrosit hiicrelerinde gozlemlenen MN
olusumlarmin (Sekil 1) ve MN frekanslarindaki
degisimlerin (Tablo 3), benzer sekilde comet testi
parametreleriyle tespit edilen (Tablo 3), DNA
kiriklarmin bir sonucu olarak eritrosit hiicrelerinde
meydana gelen kuyruk olusumlarinin (Sekil 2b-e),
mevsimsel olarak degisen konsantrasyonlardaki
metalloid ve agir metallerden kaynaklanabilecegini
diigiindiirmektedir. DNA hasarinin  biiyiikliigiine
bagh olarak, kuyruktaki DNA miktar1 ve yogunlugu
degismektedir. Bu durum, hiicrede olusan kuyrugun
uzunlugu ve kuyruktaki % DNA miktar1 degerleriyle
ortaya konulmustur (Tablo 3). Comet testi
parametrelerinin  sonuglarma benzer sekilde MN
frekans1 sonuglar1 da ilkbahar, yaz ve sonbahar
mevsimlerinde, ki mevsimine gore daha yiiksek
degerlere sahiptir. MN testi verileri ile comet testi
parametreleri arasinda  kuvvetli bir  pozitif
korelasyonun varligi da saptanmistir. Bu durum
genotoksisite testlerinden elde edilen verilerin birbiri
ile destekledigini gostermektedir.

Su sicakliginin ilkbahar ve yaz mevsimlerinde
daha yiiksek olmasi, sudaki metalloid ve agir metal
konsantrasyonlariyla beraber hiicreyi etkilemis
olabilir. Genel olarak agir metallerin yiiksek sicaklik
degerlerinde daha toksik etki gosterdigi kabul
edilmektedir (Ergoniil ve Altindag 2011). Ayrica, yaz
mevsiminde As, hem suda hem de kas dokusunda
yiiksek degerdedir. Eritrosit hiicresindeki kuyruk
boyu, kuyruktaki % DNA miktar1 ve kuyruk momenti
degerleri yaz mevsiminde diger mevsimlere gore
daha yiiksek hesaplanmigtir (Tablo 3).

Suda ilkbaharda Al ve Fe, yaz mevsiminde As ve
Fe, sonbahar mevsiminde ise Al, As ve Fe belirtilen
limit degerlerin iizerindedir (Tablo 1). Sonbahar
mevsiminde metalloid ve agir metal yiikii daha fazla
olsa da ilkbahar mevsiminde belirlenen MN
frekansinin sonbahar mevsimine gore daha yiiksek
bulunmasinin sebebi, su sicakligindaki artigin
yaninda pestisit kullannminin - bu  mevsimde
yogunlagmasiyla agiklanabilir. Bu etkenler muhtemel
genotoksik etkiyi yiikseltmis olabilir. Pestisitlerin
bakir (Cu), arsenik (As), kursun (Pb), mangan (Mn)
ve ¢inko (Zn) elementleri i¢in kaynak olusturdugu ve
sucul ¢cevrede kontaminasyona yol ac¢tig1 daha 6nceki
calismalarda bildirilmistir (Aonghusa ve Gray 2002;
Summak 2009). Tim bu sonuglar, Yukari Melet
Havzasinin, tagidig1 agir metal yiikiine bagh olarak,
genotoksik  bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica, agir metallerle kontamine
olmus sulara maruz kalmis sucul organizmalar
iizerinde yapilan diger genotoksik calismalarda da
agir metallerin sebep oldugu DNA hasar
bildirilmistir (Vargas vd. 2001; Matsumoto vd. 2006;
Barbosa vd. 2009; Yadav ve Trivedi 2009).

Okusluk (2008) Mogan Golii'nde yasayan
Cyprinus carpio bireylerinde tespit ettigi bazi comet
testi parametrelerinin (kuyruk uzunlugu, kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti) sonuglarini, kontrol
grubu bireyleriyle karsilastirdiginda agir metal etkisi
altindaki su sisteminde yasayan bireylerin eritrosit
hiicrelerinde genotoksik hasarin arttigini belirtmistir
(P<0,05). Yukart1 Melet Havzasinda yasayan C.
banarescui tiirii igin mevsimsel olarak degisen agir
metal konsantrasyonuna bagli olarak, ilkbahar (21,03
um), yaz (21,40 um) ve sonbahar (20,47 pm)
mevsimlerindeki DNA hasarmin artis1 kuyruk boyu
ve kuyruktaki %DNA degerleri ile ortaya konmus ve
kis mevsiminde DNA hasarinin daha az oldugu
bulunmustur (P<0,05). Metalloid ve agir metal
kontaminasyonu ile ilgili olarak yapilmig 6nceki
calismalar, Yukar1 Melet Havzasinda yasayan C.
banarescui  bireylerinin  eritrosit  hiicrelerinde
hesaplanan MN frekansi ve comet testi parametreleri
sonuglart  bakimmdan  bulgularimizi  destekler
niteliktedir. Karasu Nehri (Erzurum)’nde yapilan
calismada, 6zellikle agir metal bakimindan daha kirli
olan istasyonlarda genotoksik hasarin arttig1
bildirilmistir. Leuciscus cephalus, Capoeta capoeta,
Gobius niger, Salmo trutta tiirlerinde su kirliliginin
genotoksik etkilerinin arastirildigit bu ¢alismada
(Yazic1 2012), mikroniikleus frekansinda artis basta
olmak tizere, hiicre cekirdeginde meydana gelen
morfolojik bozukluklar1 da genotoksisite gdstergeleri
olarak degerlendirmistir.

Yukar1 Melet Havzasi, dogal ve antropojenik
kaynaklardan gelen bir agir metal kirliligi baskisi
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altindadir. Havza iizerinde etkisi olan tiim
antropojenik, tarimsal, dogal ve yapay etkiler hem
irmagin dogal yapisint hem de suyun kalitesini
olumsuz yonde etkilemektedir. Yapilan bu ¢aligmada
da bu etkinin varlig1 genotoksisite testleriyle ortaya
konmustur. Arastirma bulgulari, cevresel
kirleticilerin ~ sebep oldugu kontaminasyonun
sonuglarin1 gdrmede hassas parametreler olarak
kullanilan comet ve mikroniikleus testlerinin nemini
vurgulamaktadir. Melet Irmagi Ordu ili i¢in ana igme
suyu kaynagidir. Bu nedenle, su kaynaginin
korunmasi ve devamliligt igin, findik tariminda
kullanilan pestisitler, evsel atiklar ve diger kirletici
kaynaklarin ¢evreye birakilmasiyla ilgili olarak
halkin bilinglendirilmesi gereklilik arz etmektedir.
Yukar1 Melet Havzasinda yasayan C. banarescui
bireylerinde tespit edilen genotoksik etkilerin varligi
diisiiniildiigiinde, ileride yapilacak ¢aligmalarin
kapsam ve yontemlerinin de yukaridaki durumlar goz
oniinde bulundurularak gelistirilmesi ve
uygulanmasi, daha kuvvetli veriler elde edilmesi
bakimindan 6nem arz etmektedir.
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