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Ozet: Bahgelik baraji, Kayseri ilinde bulunan Zamant: nehri iizerine insa edilmistir. Bu baraj sulama, taskin kontrolii,
enerji Giretimi ve igme suyu i¢in kurulmustur. Ayrica burada gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tiretimi de
yapilmaktadir. Bu ¢alismada, komet yontemi ve mikroniikleus teknigi ile Bahgelik barajinin farkl istasyonlarindan
yakalanan gokkusagi alabaliklarinda olasi genetik hasarin arastirilmasi amaglandi. Bu calisma i¢in, Bahgelik
Baraji’nin bes ayr1 noktasindan, alt1 balik yakalandi. Baliklarin kan &rnekleri, her birinin kuyruk venasindan heparinli
tiiplere alinmis olup; servikal dislokasyonun ardindan baliklarin karaciger ve bobrek dokulart ¢ikartildi. Komet, doku
ornekleri iizerinde, mikroniikleus teknigi ise kan numuneleri iizerinde gerceklestirildi. Caligmada, kafeste yetistiricilik
yapilan baliklarda, komet ve mikroniikleus degerlerinin diger gruplara gore anlaml farkliliklar gosterdigi belirlendi.
Sonug olarak kafes yetistiriciligi yapilan baliklarda genetik hasarin daha belirgin oldugu, bu degisimin kafese bagl
stres ve beslenme kosullari ile iligkili olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Alabalik, gen, komet, microniikleus, toksisite

Genotoxicological Analysis of Naturally Captured and Cultured Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) in
Pinarbasi District of Kayseri

Summary: Bahgelik dam were built on the river of Zamanti which located in Kayseri province. This dam was
established for irrigation, flood control, the production of energy and drinking water. Also rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) production is done in this place. In this study was aimed to investigate of possible genetic damage on rainbow
trout which have been captured from different stations on Bahgelik dam with the method of comet and micronucleus
technique. For this study, six fish were caught from five different points of the Bahgelik dam. Blood samples of the
fish are taken into heparinised tubes from the tail vein of each; liver and kidney tissues of fish were removed after
cervical dislocation. Comet was carried out on tissue samples, and the micronucleus technique was carried out on
blood samples. In the study, comet and micronucleus values of conducted in fish cage aquaculture, were shown
significant differences compared to the other groups. As a result, the fish which grown in cage culture may be more
pronounced with genetic damage, depending on the cage stress and concluded that these changes may be associated
with nutritional conditions.
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Gokkugagi alabaliklarinda genotoksisite...

Giris

Balik insan beslenmesinde icerdigi esansiyel
yag asitleri, aminoasitler ve yliksek kalite-
li protein ile 6nemli bir yer tutmaktadir (12).
Alabalik, tatli su ve deniz iiriinleri yetistiricili-
ginde 6nemli bir yere sahip olup (6) lilkemiz-
de de goller ve biiyiik baraj gollerinde yaygin
olarak yetistirilmektedir (5). Diisiik sermayeye
ihtiya¢ duyulmasi, balik hasadi ve yemlemenin
kolay yapilmasi s6z konusu baligin yetistirici-
ligini yayginlagtirmaktadir (11).

Kimyasal ve birtakim fiziksel stres faktorleri
canlilarin enzim, karbonhidrat, hormon ve pro-
tein mekanizmalarini etkileyerek fizyolojik ve
biyolojik degisikliklere yol agmakta olup (9),
bahsedilen degisikliklerden biri de genetik ha-
sardir. Geligen teknoloji, endiistriyel etkiler ve
niifus artis1 ile beraber sucul ortamlarda gevre
kirliligi ve genotoksik etkili kimyasallar balik
iretimi i¢in de dnemli bir tehdit halini almistir.
Cevre kirleticilerinin sucul ortamlarda 6zellik-
le sedimentte, zamana bagli olarak artan dii-
zeylerde biriktigi bildirilmektedir (16).

Gerek yetistiriciliginin yaygin olmasi ve ge-
rekse dogada yaygin olarak bulunan gékkusagi
alabaliginin (Onchorynchus mykiss) sucul or-
tamlarda ¢evre kirleticilerinin etkilerini ortaya
koyan onemli bir biyolojik belirte¢ olabile-
cegi bildirilmektedir (11). Canlilarda olusa-
bilecek olas1 hasarin ya da hasar derecesinin
belirlenmesinin ¢evresel belirte¢ olmasi agi-
sindan deger tasidig1 gibi, arastirilan canlinin
yasadig1 ortamdaki devamliligi hakkinda fikir
vermesi nedeniyle 6nem tasimaktadir (9). Bar
liklar, kimyasallara maruziyette memelilere
benzer sonuglar vermesi ve diisiik konsantra-
syonlardaki kirleticilere ve mutajenlere diger
canlilardan daha duyarli olmalari nedeniyle
genotoksisitenin ve yasadiklari ortamlardaki
kimyasal kontaminasyonun derecesinin deger-
lendirilmesinde model bir sistem olarak kabul
gormektedir (13).
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Tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) olarak da
bilinen komet yontemi DNA hasarmnin 6l¢iimii
icin kullanilan hizli, basit ve hassas bir yon-
temdir (3). Bu teknik klinik arastirmalardan
genetik toksikoloji ve molekiiler epidemiyolo-
ji gibi toksikolojinin pek ¢ok alaninda dnemli
uygulama alanlarina sahiptir (7). Diger geno-
toksisite testlerine oranla diisiik diizeylerdeki
DNA hasarmin tayininde daha hassas olmasi,
az sayida hiicrenin yeterli olmasi, ¢esitli doku
hiicre tiplerinde uygulanabilmesi, ¢ok diisiik
diizeydeki DNA hasarini bile ayirt edebilmesi
yontemin avantajlarindandir (9,18,20).

Genotoksisite calismalarinda DNA diizeyin-
de olusan hasarin tespiti i¢in kullanilan yon-
temlerden birisi mikroniikleus teknigidir. Bu
teknik hayvan lenfositlerinde kimyasal karsi-
nojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak
kullanilmaktadir (19). Mikroniikleuslar (MN)
hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢i-
kan, esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromo-
zom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. MN sayisindaki artis,
cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal
ve yapisal kromozom diizensizliklerinin endi-
rekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(14,19).

Bahgelik baraj golii, Zamanti nehri lizerinde
kurulan ve Kayseri il sinirlart icerisinde bu-
lunan, sulama, tagkin 6nleme, enerji ve igme
suyu lretimi amaglariyla degerlendirilen bir
g0l olup, barajda ayriyeten gokkusagi alabaligi
iiretimi de yapilmaktadir. Baraj gdliiniin alani
12 km?, yiiksekligi 65 m’dir (10).

Barajin 6zellikle Emegil bolgesinde ve Orense-
hir civarindaki alanlarda yogun tarimsal iiretim
yapilmaktadir. Yine Potuklu istasyonu civarin-
da ve baraj icerisinde kafeslerde iiretim yapi-
lan istasyonlara yakin bolgelerde de tarimsal
iiretim alanlar1 bulunmakta, tarimsal kaynakli
kirleticiler su ortamina katilabilmektedir. Bah}
celik barajinin su kalitesinin ve baliklardaki
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cesitli parametrelerin incelendigi calismalarda,
barajin mezotrofik karakterde bir gol oldugu ve
barajda yogun bir kirlilik baskisinin olmadig:
bildirilmektedir (4).

Bu calisma ile Bahgelik barajinin balik ye-
tistirilen c¢esitli istasyonlarinda yetistiriciligi
yapilan ve ortamdan dogal olarak yakalanan
gokkusagi alabaliklarindaki olas1 genetik hasar
durumunun komet yontemi ve mikroniikleus
teknigi ile incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem

Calisma Erciyes Universitesi Yerel Etik Ku-
rulundan (EU HADYEK) alinan onay sonrasi
etik kurul yonergesine uygun bir sekilde yii-
rutiilmiis (12.03.2014, 14/044); calisma ig¢in
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligindan ge-
rekli arastirma izni alinmistir. Calismada ¢l
baraj goliindeki belirli noktalardan (Emegil,
Orensehir ve Potuklu-Yukar1 Karagdz), ikisi de
havuz ve kafes yetistiriciligi yapilan istasyon-
lardan olmak tizere bes bolgeden 6rneklemeler
yapilmistir. Bu kapsamda her bdlgeden altisar
gokkusag1 abalig1 (O. mykiss) (ortalama 20-
25 cm boyunda ve 250-300 g agirlikta) olmak
iizere toplam 30 adet balik yakalanmistir. Tu-
tulan baliklar ayn1 ortam suyunda laboratuvara
getirilmis ve oncelikle baliklarin her birinden,
heparinli Vakutainer tiiplere kuyruk venasin-
dan kan ornekleri alinmis; servikal dislokas-
yonun ardindan baliklarin karaciger ve bobrek
dokular1 ¢ikartilmistir (4).

Komet Analizi

Baliklardan elde edilen doku 6rneklerinin bir
serisine Martinez-Tabche ve ark. (15) tarafin-
dan belirtilen yontem modifiye edilerek komet
teknigi uygulanmistir. ilk asamada dokular
parcalama tamponu ile homojenize edilerek
15 dk 1000 g’de santrifiij edilmis, siipernatant
uzaklastirilmis ve pellet yeniden parcalama
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tamponu ile resiispanse edilmistir. Tam kan 6r-
negi herhangi bir 6n islem yapilmaksizin kulla-
nilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu veya
tam kan ornekleri 37°C’de %0.5°lik diisiik eri-
me noktali agar (Low Melting Agaroz-LMA)
ile birlikte 6nceden tizeri %1°lik yiliksek erime
noktali agar (High Melting Agaroz-HMA) ile
kaplanmis lamlar iizerine aktarilmistir. Buz
iizerinde bekletilerek katilasmasi saglanan pre-
paratlara ticlincii tabaka olarak %0.5’lik LMA
eklenmistir. Preperatlar lizis soliisyonu (2.5 M
NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10 mM Tris, %l
sodyum sarkosinat, %1 Triton X-100, %10
DMSO, pH:10) igerisinde en az bir saat bek-
letilerek hiicrelerin parcalanmasi saglanmastir.
Sonraki asamada preparatlar alkali tampon (10
N NaOH ve 200 mM EDTA, pH >13) iceri-
sinde elektroforez tankinda 20 dk bekletilmis
ve takibinde 25 V, 300 mA’de 25 dk kosturul-
mustur. Ardindan lamlar nétralizasyon tampo-
nu (0.4 M Tris, pH 7.5) ile muamele edilerek
saf metanolde fiske edilmis ve kurumaya bi-
rakilmistir. Kuruyan preparatlar 6rnek basina
60 pl ethidium bromide boyasi kullanilarak
boyanmis ve floresan atagmanli mikroskopta
Comet Assay IV programi kullanilarak bas yo-
gunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu,
kuyruk momenti ve kuyruk gocii parametreleri
yoOniinden analiz edilmistir.

Mikroniikleus Analizi

Mikroniikleus teknigi Carrasco ve ark. (2)
bildirdigi yonteme gore ¢alisilmistir. Parcala-
ma tamponu ile seyreltilen kan drnekleri lam
izerine yayilarak sirasiyla metanol ve %5’lik
Giemsa ile muamele edilmistir. Kuruyan pre-
paratlar 151k mikroskobunda goriintiilenerek
her bir 6rnek i¢in 2000 eritrosit sayilmistir.

Komet sonuglarinda verilerin normalligi Sha-
piro-Wilk’s testi kullanilarak degerlendirildi.
Gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesinde
tek yonlii varyans analizi ve post-hoc Tukey
testi kullanildi. Kandaki mikroniikleus olusum
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sonuclarinin  degerlendirilmesi ise Kruskal
Wallis testi ile yapildi. Istatistiksel degerlen-
dirmeler 0.05 6nemlilik degerinde yapilds. Is-
tatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 22.0
(IBM Corp., Armonk, New York, ABD) paket
programu ile gergeklestirildi.

Bulgular

Calisma komet analizlerinde kafes grubu kan
ve karaciger kuyruk uzunlugu degerleri ile
Kafes ve Orengehir gruplarinda bdbrek kuy-
ruk uzunlugu degerinde diger gruplara gore
yiikselmenin oldugu; kafes grubu kan, karaci-
ger ve bobrek bas yogunlugu degerlerinde ise
diger gruplara gore azalma; kafes grubu kan,
karaciger ve bobrek kuyruk yogunlugu dege-
rinde diger gruplara gore artis, ayrica Kafes ve
Orensehir kuyruk yogunlugu degerinde diger
gruplara gore azalma; kafes grubu kan, kara-
ciger ve bobrek kuyruk momenti degerinde
diger gruplara gore yiikselme; diger gruplarla
karsilastirildiginda kafes grubu kan, karaciger
ve bobrek kuyruk goeii degerinde de yiikselme
oldugu gozlenmistir (Tablo 1).

Mikroniikleus degerleri incelendiginde, en
yiiksek kan mikroniikleus degerlerinin kafes
grubunda oldugu, bunu sirastyla Emegil, Oren-
sehir, Potuklu ve havuz grubunun takip ettigi
gozlenmistir (Tablo 2).

Tartisma ve Sonug

Calismada komet analizlerinde Kafes gru-
bu kan kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu,
kuyruk momenti ve kuyruk gdcii degerlerinin
diger gruplara gore yiiksek seyrettigi, bas yo-
gunlugu degerinin ise azaldigi goézlenmistir.
Kan mikroniikleus degerlerine bakildiginda
da Kafes grubunda mikroniikleus olusumu-
nun diger gruplara gore 6nemli derecede faz-
la oldugu goriilmiistiir. Bu ¢calismada 6zellikle
Kafes grubu kan komet ve mikroniikleus para-
metrelerinin diger gruplara gore anlamli farkli-
liklar gostermesi, bu gruptaki baliklarda diger
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gruplara gore daha belirgin bir genetik hasa-
rin olduguna isaret etmektedir. Teknolojinin
gelisimi, endiistriyel etkiler ve niifus artigi ile
beraber sucul ortamlarda ¢evre kirliligi ve ge-
notoksik etkili kimyasallarin balik tiretimi i¢in
onemli bir tehdit oldugu bildirilmektedir (16).
Belirtilen etkiler sebebiyle sucul ortamlarda da
kirletici olarak bulunabilen ve genotoksik et-
kileri oldugu bilinen pestisit, agir metal, petrol
uriinleri atiklar1 ve endiistriyel atiklar organiz-
mada reaktif oksijen tlirevleri tiretmeleri nede-
niyle DNA molekiiliinde yapisal degisikliklere
yol agabilmektedirler (8). Cevre kirleticilerinin
ozellikle sedimente yogun olarak tutunmasi,
zamana bagli olarak sedimentte artan diizeyler-
de birikmesi nedeniyle sucul canlilar genotok-
sik etkili kimyasallara degisik oranlarda maruz
kalabilmektedirler (16). Kafes grubunda bulu-
nan baliklar, kafeste yetistirilme nedeniyle ce-
sitli stres faktorlerine maruz kalmakta (4); yine
kafeste yetistirilmede baliklar disaridan verilen
yemlerle beslenmekte, yemleme sonucu askida
kalan yemlerin zamanla dibe ¢cokmesi nedeniy-
le 6zellikle zemindeki ortamin oksijen yogun-
lugunda azalmalar goriilebilmektedir. Bu ¢alig-
mada da kafes grubundaki baliklarda komet ve
mikroniikleus parametrelerindeki degisimlerin
diger gruplara gore daha belirgin olmasi, belir-
tilen nedenlerle birlikte bolgedeki tarimsal fa-
aliyetler sonrasi ortama yansiyan kirleticilerle
(9) de iliskili olabilir.

Kan mikroniikleus sonuglar1 incelendiginde en
diisiik mikroniikleus sayilariin Havuz grubun-
da oldugu goriilmektedir. Bu durum 6rnekleme
yapilan havuzun su taze su kaynagina en yakin
yere konumlandirilmasi, havuzdaki yetistirme
sartlarinin daha kontrollii olmasi, havuzun bu-
lundugu alandaki kontaminasyon kaynaklari-
nin az olmasi ile iliskilendirilebilir.

Dokulardaki komet degerleri incelendiginde
kafes grubu kan ve karaciger kuyruk uzunluk
degerleri ile Kafes ve Orensehir gruplarinda
bobrek kuyruk uzunlugu degerinin diger grup-
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Tablo1. Kan, karaciger ve bobrek drneklerinde komet sonuglar1 (Ort £ Std hata; n=6, p<0,05)

Istasyonlar n Kan Karaciger Bobrek
Kuyruk uzunlugu Emegil 6 12.22+0.10 12.24+0.23 ° 12.40+£0.17 °
Havuz 6 11.53+0.10 * 11.24+0.15° 9.9240.11 *
Kafes 6 25.5+0.36 ° 24.79+0.45° 38.74+0.66 ©
Orensehir 6 12.940.15 ® 17.76+£0.4 23.76+0.4°
Potuklu 6 11.08+0.11 * 10.76+0.14 ° 11.37+0.2 °
P degeri P<0.01 P<0.01 P<0.01
Bas yogunlugu Emegil 6 95.49+0.36 ° 88.56+0.65° 90.58+0.56 °
Havuz 6 95.69+0.26 " 94.95+0.41° 94.47+0.35 ©
Kafes 6 87.18+0.65 * 79.76+1.03 ° 67.33£1.33°
Orensehir 6 93.24+0.47° 88.91+0.68 ° 80.09+0.94 °
Potuklu 6 95.27+0.37" 94.8+0.39 " 91.82+0.44 °
P degeri P<0.01 P<0.01 P<0.01
Kuyruk yogunlugu Emegil 6 4.51+0.36 * 11.44+0.65* 9.42+0.56 ™
Havuz 6 4.31+0.26 ° 5.05+0.41° 5.53+0.35 °
Kafes 6 12.65+0.63 ° 20.23+1.03° 32.67+1.33 ¢
Orensehir 6 6.75+0.47 ° 11.08+0.68 * 19.9+0.94 ™
Potuklu 6 4.72+0.37 ° 5.198+0.39 ° 8.17+£0.44*
P degeri P<0.01 P<0.01 P<0.01
Emegil 6 0.32+0.03 ° 0.83+0.06 ° 0.66+0.05 °
Havuz 6 0.29+0.02 ° 0.35+0.04 0.3440.03 *
Kuyruk momenti Kafes 6 1.66+0.1° 3.12+0.22° 6.44%0.36 °
Orengehir 6 0.48+0.03 * 1.28+0.11* 2.72+0.18°
Potuklu 6 0.32+0.03 ° 0.34+0.034 ° 0.55+0.03 *
P degeri P<0.01 P<0.01 P<0.01
Emegil 6 1.02:0.08 ° 3.33+£0.20° 2.57+0.15°
Havuz 6 1.010.08 * 1.26£0.11° 0.97+0.08 *
Kuyruk gégii Kafes 6 6.54+0.29 ° 8.39+0.48 ° 18.67+0.8
Orengehir 6 2.33+0.12° 3.89+0.27 °* 8.99+0.4 °
Potuklu 6 1.19+£0.1° 2.03+0.11° 2.7340.15°
P degeri P<0.01 P<0.01 P<0.01

a,b,c: Ayni siitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.
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Tablo 2. Kan mikroniikleus sonuglari (Median; n=6)

Group Mikroniikleus
Median Minimum ve Maksimum degerleri

Emegil 12.5° (9-15)

Havuz 3 (1-4)
Kafes 26.5°¢ (17-43)
Orensehir 7° (4-15)

Potuklu 6® (1-9)

P degeri P<0.05

a,b,c: Ayni siitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

lara gore yiiksek seyrettigi; Kafes grubu kara-
ciger ve bobrek bas yogunlugu degerlerinde ise
diger gruplara gore daha belirgin bir azalma-
nin oldugu; Kafes grubu karaciger ve bobrek
kuyruk yogunlugu degerinde diger gruplara
gore onemli derecede bir azalmanin oldugu,
ayrica Kafes ve Orensehir kuyruk yogunlugu
degerinde diger gruplara gore azalma ile Ka-
fes grubu karaciger ve bobrek kuyruk momenti
degerinde diger gruplara gore yilikselmenin ol-
dugu; Kafes grubu karaciger ve bobrek kuyruk
gocii degerinin de diger gruplarla gore yliksek
seyrettigi goriilmiistiir. Bu bulgular da Kafes
grubunda bulunan baliklardaki genetik hasarin
diger gruplara gore daha fazla oldugu sonucu-
nu desteklemektedir.

Kan Orneklerinde komet ve mikroniikleusla
belirlenen DNA hasari, organizmanin genel
durumunu ortaya koymasi agisindan 6nem ta-
stmaktadir. Calismada kan 6rneklerinde komet
ve mikroniikleus degerleri ile birlikte karaciger
ve bobrek komet parametrelerindeki degisim-
ler 6zellikle Kafes grubundaki baliklarda hem

sistemik hem de organ bazli bir DNA hasarinin
oldugunu ortaya koymaktadir.

Organizmalarda homeostazisin saglanmasi
ve sonraki nesillere saglikli aktarimlar
yapilabilmesii¢in DNA’ninyapisininkorunmasi
son derece onemlidir. Sucul canlilarin ¢evresel
kirleticilere maruz kalmasi sonucu hiicresel
stresin indiiklenmesi ile genotoksik etkiler
ortaya c¢ikabilmektedir. Mutasyonal etkiler
pek cok generasyonda ortaya ¢ikmayabilir
olsa da, populasyonun gen havuzunu
etkileyebilmektedirler (17). Bu nedenle balik
yetistiriciligi yapilan sucul ortamlarin kirlilik
yoniinden degerlendirilmesinde su kalitesinin
yanisira  baliklarda  ¢esitli  biyokimyasal,
hematolojik ve gen hasar1 parametrelerinin
rutin olarak izlenmesi Onerilmektedir (1).
Her ne kadar Bahgelik barajinin mezotrofik
karakterde bir g6l oldugu ve barajda yogun bir
kirlilik baskisinin olmadigi bildirilmekteyse
de (4), Bahgelik barajindaki kirlenme
durumu ve ortamda bulunan baliklarda gen
diizeyindeki toksik etkilerin detayli olarak
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ortaya konabilmesi i¢in farkli mevsimlerde
ve aylarda, farkli bolgelerden ve daha cok
balikk Ornegi alinarak kapsamli bir calisma
yapilmasi; bu calismalarla es zamanl olarak
balik dokulari, su ve sediment 6rneklerinin de
kirleticiler yoniinden incelenmesinin yararl
olacagi diisiiniilmektedir.
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