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Ozet: Bu calismada, in vivo etkide farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan
tilapia (Oreochromis mossambicus, L.1758) baliginin eritrosit morfolojisinde meydana
gelen degisimler arastirilmistir. Baliklar diigiik (0,5 mg L), orta (2,5 mg L) ve yiiksek (5
mg L) kursun konsantrasyonlarina semi-statik olarak 14 giin boyunca maruz birakilmistir.
Deneme sonunda orta ve yiikksek doz kursuna maruz birakilan gruplarda kontrol grubuna
gore Onemli degisimler gérillmiistir (p<0,05). Orta ve yiiksek dozlarda kursun eritrosit
¢ekirdek alani, uzunlugu ve genisliginde kontrole gore 6nemli azalmaya neden olurken,
sitoplazma alan1 ve hiicre genisliginde kontrol grubuna gore dnemli bir artma gostermistir
(p<0,05). Artan kursun konsantrasyonlarinin O. mossambicus eritrosit hiicre morfolojisinde

hipertrofi, anizositoz ve karyopiknozise neden olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kursun, Oreochromis mossambicus, Eritrosit Morfolojisi

Changes in Erythrocyte Morphology of Tilapia (Oreochromis mossambicus)

Exposed to Lead

Abstract: In this study, changes of erythrocyte morphology of Tilapia (Oreochromis
mossambicus, L.1758) exposing to the different concentrations of lead have been
investigated. Fish were exposed to low (0,5 mg L™), medium (2,5 mg L™) and high (5 mg
L™ lead concentrations semi-statically during 14 days. At the end of the experiment,
important changes in the treatment groups exposed to medium and high lead concentrations
were shown than the control group (p<0.05). Medium and high doses of lead red blood
cell nucleus area, an important reduction in the length and width compared to the control,
while the width of the cell cytoplasmic space and the control group showed a
significant increase (p<0.05). It was concluded that increasing lead concentrations might
cause hypertrophy, anisocytosis and cariopicnosis in erythrocyte cell morphology of O.

mossambicus.
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10



Arastlrmaﬂ?esearch Article Kursuna Maruz Birakilan Tilapia
Kaya H, Akbulut M (Oreochromis mossambicus)’nin Eritrosit
Morfolojisinde Goriilen Degisimler

1. GIRiS

Sucul organizmalarda herhangi bir fizyolojik gdrevi bulunmayan kursun, yer kabugunda
dogal olarak bulunan agir metallerdendir (Eisler, 1988). Kursun aquatik ekosistemlere ko-
miir, petrol, pestisit, akii, boya ve pil gibi giinliik hayatta yogun olarak kullanilan maddeler
sonucu girmektedir. Antropojenik aktiviteler sonucu sulara ulagan kursun tim aquatik or-
ganizmalar i¢in toksiktir (Wong ve ark., 1978). Kursun toksisitesi, canlinin fizyolojik du-
rumuna, tiriine, suyun fiziko-kimyasal parametrelerine bagli olarak degisebilmektedir.
Genel olarak kursun; yiiksek su sicaklig1 ve diisiik pH’da, nispeten yumusak sularda, canli-
nin en geng yasam sathasinda ve uzun siire kursuna maruz kalindiginda daha fazla toksik
etki gostermektedir (Eisler, 1988).

Sucul ekosistemlere ulasan kursun, baliklar tarafindan solungaglar ve sindirim yolu ile
alinabilir. Alinan kursun emilerek kan dolagimina girer ve % 95°i kirnizi kan hiicrelerine
absorbsiyonla baglanir. Kirmizi kan hiicrelerinden plazmaya daha sonra hiicreler arasi alana
gegen kursun hiicre dokusuna ya da hiicre igi alanlara diffiize olur. Yumusak dokulara ko-
laylikla gegebilen kursun; bobrek, beyin, solungag, kemik ve karaciger gibi dokularda biri-
kim yapar (Berman, 1980).

Kursun baliklarda baglica hematolojik ve norolojik hasarlara sebep olur (De Michele,
1984). Kursunun ilk etki mekanizmasi hematopoetik sistem {iizerinde goriiliir. Delta
aminolevulinik asit dehidrataz enzim aktivitesinde inhibisyona neden olan kursun hemog-
lobin sentezinde diizensizliklere yol agarak eritrositlerin yasam omriinii azaltir ve bunun
sonucunda da anemi goriiliir (Hodson, 1976; Demayo ve ark., 1982; Schmitt ve ark., 1984;
Ruparelia ve ark., 1989).

Toksik maddelere maruz birakilan baliklarin kan hiicrelerinin morfolojik 6zelliklerindeki
degisimleri belirlemek, balik sagliginin degerlendirilmesinde onemli bir parametredir
(Hinton, 1993). Agir metaller eritrosit membranlar1 yoluyla hiicre transportuna hasar verir.
Ayn1 zamanda, toksik maddeler eritrosit membranini degistirerek gorevlerini olumsuz ola-
rak etkiler (Hawkey ve ark.,1991; Akahori ve ark., 1999; Cavas ve ark., 2005, Tomova ve
ark., 2009).

Bu caligmada, farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia, O. mossambicus
baligimin eritrosit morfolojik 6zelliklerinden g¢ekirdek alani, uzunlugu, genisligi ile sitop-
lazma alani, hiicre genisligi ve uzunlugu arastirilmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM
Deneme Bahg

Denemede kullanilan tilapia (Qreochromis mossambicus) baliklar1 (n=144) Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii Laboratuarindan
temin edilmistir.

Deneme Dizayni

Baliklar, her biri 45x28x80 cm boyutlarinda igerisinde 80 L dinlenmis Canakkale 1li cesme
suyu bulunan 12 stok akvaryumunda 2 ay boyunca ortam kosullarina adapte edilmistir.
Baliklar laboratuar kosullarina adaptasyon siiresince hazirlanan balik yemleriyle (Protein
/yag %35/ %10) beslenmistir. Deneme 3 tekerriirlii olarak dizayn edilmis olup her akvar-
yuma 12 adet balik konulmustur. Denemeler baglamadan 24 saat 6nce yemleme kesilmistir.
Deney siiresince baliklar viicut agirliklariin %2’si kadar yem ile giinde iki defa beslenmis-
tir. Denemede baliklar 14 giin boyunca kontrol (sadece dinlendirilmis ¢esme suyu), 0,5, 2,5
ve 5 mg L™ Pb(NOs), konsantrasyonlarina maruz birakilmustir. Konsantrasyonlar literatiir
bilgileri goz 6niinde bulundurularak belirlenmistir (Ay ve ark., 1999). Deneme yari-statik
olarak dizayn edilmis olup her giin suyun %75’i sabah, %25’i aksam olacak sekilde degi-
simi yapilmistir. Her su degisiminden sonra ayni oranda Pb(NO3), ¢ozeltisi su ile beraber
akvaryumlara ilave edilmistir (Smith ve ark., 2007). Denemede kullanilan dinlendirilmis
cesme suyunun fiziko-kimyasal parametreleri Tablo 1 de verilmigtir. Denemede 0. giin
(herhangi bir kimyasal uygulamas: olmadan) ve 14. giinde olmak lizere iki defa 6rnekleme
yapilmigtir.
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Tablo 1. Denemede kullanilan akvaryum suyunun fiziko-kimyasal 6zellikleri

Parametre Deger Birim Yontem

Sicaklik 25,4+0,3 °C YSI 556 MPS prob

Coziinmiig oksijen 6,31+0,11 mg L* YSI 556 MPS prob
HANNAC200

pH 7,15+0,04 unit (HI 83200) fotometre

Thermo aquamate
Toplam amonyak 0,141+0,02 mg L* VIS- spektrofotometre

Thermo aquamate
Sertlik 125462 mg CaCO, L™ VIS spektrofotometre

Pb(NO3), Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Akvaryumlara Uygulanmasi

Denemede Merck marka (Darmstadt/Germany) Pb(NOj), agir metal tuzu kullanilmigtir.
Belirlenen konsantrasyonlari hazirlamak igin ultra saf su igerisinde ana stok ¢ozelti hazir-
lanmis ve buradan da uygun seyreltmeler yapilarak deneme konsantrasyonlari elde edilmis-
tir. Deneylerde Pb(NOs), ¢ozeltisinin akvaryumlarda homojen dagilmasi ve akvaryum
tabanina ¢okmesini 6nlemek amaciyla trisodyum sitrat dihidrat (C¢HsNaz07.2H,0) ¢ozel-
tisi kullanilmustir.

Kan Orneklerinin Alinmasi ve incelenmesinde Kullanilan Yéntemler

Denemede periyotlarinda alinan baliklara MS222 ile anestezi uygulanmis (Smith ve ark.,
2007), kana mukoza karismamast amaciyla iyice kurulanip temizlendikten sonra, 5 ml’ lik
plastik enjektorle kaudal venadan girilerek baliga zarar vermeden kan alinmstir (Val ve
ark., 1998). Kirmizi kan hiicre dl¢limleri (sitoplazma, ¢ekirdek alani, genisligi ve uzunlugu)
yayma preparasyonlardan Novel XS2 107T marka mikroskop kullanilarak Image Pro Plus
Vers. 6.0 analiz programinda yapilmigtir. Her bir deneme grubu i¢in on balik (n=10) alin-
mis ve her 6rnek igin yiiz (n=100) hiicre incelenmistir.

Istatistiksel Degerlendirme

Denemede elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Minitab 13.0 istatistik programi
kullanilarak yapilmistir. Verilere tek yonlii varyans analizi uygulanmis, farkli olan gruplar
Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir. Gruplar arasi farklar p<0,05 olarak
degerlendirilmistir (Logan, 2010).

3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

0. mossambicus’ da farkli kursun konsantrasyonlarinin 0 ve 14. giinlerde eritrosit morfolo-
jisi tizerine yaptig etkiler Tablo 2 ve Tablo 3’de gosterilmistir.

Elde edilen bulgulara gore eritrosit ¢ekirdek alaninda, uzunlugunda ve genisliginde ikinci
hafta sonunda orta ve yiikksek doz gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli bir azalma (p<0,05) gézlenmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Kursunun O. mossambicus’ da eritrosit ¢ekirdeginde meydana getirdigi degisimler

Zaman Kontrol Diisiik Doz Orta Doz Yiiksek Doz
(Giinler) (0) (0,5mg LY (25mg L% (5mg LY
. 33,952+
;5,) Alam Oet 1,062
e (14.giin) 32,998+ 32,202+ 27,856+ 25,542+
= & 0,981° 0,680 1,512° 0,981°
i . 7,857+
= (0.giin)
Z 0,059
o Uzunluk
& (14.giin) 7,844+ 7,904+ 7,638+ 7,423+
5 g 0,119% 0,049° 0,078 0,071°
. 5,530+
(0.giin)
Genislik 0,203
enist (14.gin) 5,397+ 5,269+ 4,963+ 4,792+
g 0,247° 0,079 0,061% 0,055°

*Aym satir ve Ozellikte farkli harflerle gosterilen konsantrasyonlarin ortalamalari arasindaki farklar 6nemlidir

(p<0,05). n=10 (balik), n=100 (hiicre) ortalama + standart hata.

Eritrosit sitoplazma bulgularinda, sitoplazma alaninda orta ve yiiksek dozda kontrol grubu-
na gore istatistiksel olarak 6nemli bir artma (p<0,05) tespit edilmistir (Tablo 3). Hiicre
uzunluk bulgulari deneme baslangict ve sonunda herhangi bir istatistiksel fark (p>0,05)
gostermemistir (Tablo 3). Hiicre genislik bulgularinda ise sitoplazma alan bulgularina para-
lel olarak ikinci hafta sonunda orta ve yiiksek dozda kontrole gbre onemli bir artma
(p<0,05) meydana gelmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Kursunun O. mossambicus’ da eritrosit hiicresinde meydana getirdigi degisimler

Zaman Kontrol Diisiik Doz Orta Doz Yiiksek Doz
(Giinler) (0) (05mgL?  (25mgL?Y (5mg L™
(0.giin) 186,568+
Sitoplazma £ 1,668
Alam . 186,941+ 184,711+ 197,337+ 206,388+
(14.giin)
© gy 2,189° 2,939° 3,387° 3,694°
S . 19,668+
= (0-giin) 0,488
= Uzunluk :
2 (14.giin) 19,124+ 19,104+ 19,850+ 20,088+
£ -sun 0,415 0,436 0,257 0,252
= (0.giin) 13,459+
Genislik 0,283
(14.giin) 13,661+ 13,742+ 15,392+ 16,604+
-sun 0,190 0,455" 0,564 0,517

* Ayni satir ve Ozellikte farkli harflerle gosterilen konsantrasyonlarin ortalamalart arasindaki farklar 6nemlidir

(p<0,05). n=10 (balik), n=100 (hiicre) ortalama + standart hata.

Bu ¢alismada O. mossambicus’ da 14 giin siireyle kursun uygulamasi sonucunda 2,5 ve 5
mg L™ konsantrasyonlarda eritrosit hiicre morfolojilerinde bazi degisimler belirlenmistir.
Kursuna maruz birakilan baliklarin sitoplazma ve eritrosit hiicre genisligindeki artis
hipertrofiye neden olmus olabilir. Ayrica, baliklarin eritrosit hiicre gekirdeginde kiigiilme
meydana gelmesi ve yuvarlak sekil goriilmesi karyopiknosiz ve hiicre esitsizligi olan
anizositoz ile agiklanabilir. Tomova ve ark. (2009), tarafindan yapilan bir ¢aligmada farkli
¢inko konsantrasyonlarina maruz birakilan Carassius gibelio baliginda eritrosit hiicre sekil-
lerinde bu ¢alismaya benzer olarak hipertrofi, karyopiknosiz ve anizositoz goriilmiistiir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda baliklarda kursunun eritrositlerde olusturdugu hasarlar rapor
edilmistir. Hofer (1992), kursun kirliligi olan Alpin Goliinde Salvelinus alpinus tiiriinde
eritrosit membran hasarlar1 ve amitoza rastlamigtir. Kursun ilaveli yemlerle beslenen
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Hoplias malabaricus’un eritrositlerinin seklinde degisiklik ve hiicre alaminda artma tespit
edilmistir (Oliveira Riberio ve ark., 2006). In vitro kosullarda kursuna maruz birakilan
Anas platyrhynchos’da apoptozis hizinda artma meydana gelmistir (Romero ve ark., 2009).
Diger bir caligmada Witeska ve ark. (2010), Cyprinus carpio’da kursunun eritrosit anomali
olusumunu arttirdigin1 ve ¢alisma sonuna kadar yeni hiicrelerin olusmadigini belirtmistir.

Elde edilen sonuglardan kursunun, O. mossambicus tiiriiniin eritrosit ¢ekirdeginde hasara
neden oldugu tespit edilmistir. Bu baglamda eritrosit morfometrik dl¢timleri aquatik ¢evre-
de etkili olan kursun kirliginin izlenmesinde alternatif yontemlerden biri olarak kullanilabi-
lir.
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