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TILAPIA (Oreochromis niloticus) BALIGI DOKULARINDA PROTEIN VE Pb
DUZEYLERI UZERINE Pb VE Pb+Zn KARISIMININ ETKisi

0oz

Baliklar ekosistem icerisinde insanlar tarafindan tiketilen
6nemli bir protein kaynagidir. Bu calismada Afrika kokenli tatli su
cipurasi Oreochromis niloticus’un solungac¢ ve kas dokularinda kursunun
(Pb) toksik etkisi incelenmistir. Baliklar 7, 14 wve 28 glunlik
siirelerle Pb (0.1 ve 0.5 mg/L Pb) ve Pb+Zn (¢inko) (0.1+0.5 mg/L Pb+Zn
ve 0.5+2.5 mg/L Pb+Zn) konsantrasyonlarina maruz birakilmistir.
Dokularin protein miktarz Uu.v spektrofotometrik yontem ile
incelenmistir. Dokulardaki Pb Dbirikimi ise Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometresiyle belirlenmistir. Pb ve Pb+Zn etkisinde
dokulardaki Pb birikimi kontrol grubuna gdre ©Onemli bir sekilde
artarken protein diizeyi azalmistir. Pb birikimi solungacta daha fazla
bulunmustur. Calisilan tim sirelerde Zn’nin O. niloticus dokularinda
Pb birikimini onemli Olc¢iide azalttidi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Oreochromis niloticus, Kursun, Cinko,

Protein Diizeyi, Toksisite

THE EFFECT OF Pb AND Pb + Zn MIXTURE ON PROTEIN AND Pb LEVELS OF
TILAPIA FISH (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT
Fish is an important source of protein consumed by people in the
ecosystem. In this study, African freshwater fish Oreochromis

niloticus were investigated to lead (Pb) toxicity in gill and muscle
tissues. Fish were exposed to Pb (0.1 and 0.5 mg/L Pb) and Pb+Zn
(0.1+0.5 mg/L Pb+Zn and 0.5+2.5 Pb+Zn mg/L) concentrations at 7, 14

and 28 days. Tissue ©protein levels were determined by U.V.
spectrophotometric method. The Pb accumulations in the tissues were
determined by Atomic Absorption Spectrophotometer. While Pb

accumulation significantly decreased to compare with the control
group, the protein level increased in the tissues under the effects of
Pb and Pb+Zn. Pb accumulation was higher in the gills. Zn was found to
significantly reduce Pb accumulation in O. niloticus tissues, studied
at all times.
Keywords: Oreochromis niloticus, Lead, Zinc,
Protein Level, Toxicity
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Endistriyel ve tarimsal prosesler, nufus artisi, fosil
yakitlarin yaygin bir sekilde kullanilmasi ile artan asit yadmurlari,
sel ve toprak erozyonu gibi dofal afetler metallerin akuatik ortamda
artmasina neden olmaktadir [23, 15]. Besin zincirine ulasan metaller
kimyasal veya biyolojik olarak vicuttan atilmamakta ve birikime neden
olmaktadairlar. Pb, akuatik organizmalar icin ¢cok toksik olup,
dokulardaki birikimi sonucu besin yoluyla insanlara transfer
edilmektedir [11]. Zn biyolojik olarak ©Onemli bir 1z elementtir.
Bircok enzimatik reaksiyonda kofaktdr olarak gdrev yaparak hiicresel
metabolizmada o6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak sirekli ve asiri Zn
alinimi toksik etkilere neden olabilmektedir. Akuatik canlilar
tarafindan agir metallerin ortamdan alinimi besin, solungacglar ve tim
vicut ylzeyinden absorbsiyon yollari ile gercgeklesmektedir. Baliklarda
metal birikimi organ yapisina bagdli olarak dedismektedir [15].

Hayati solunum ve osmoregiilasyon organlari olan solungaclar
yuksek oranlarda metalleri biriktirmektedir. Metallerin tetikledigi
hiicresel hasar, solunum yuzey alanini kiculterek solunum
fonksiyonlarini bozmaktadir [12 ve 23]. Kas dokusu metabolik aktivite
bakimindan diger dokulara godre daha az aktif olmasina radmen sucul
organizmalarda tiiketilebilir kisim olmalari nedeniyle Dbu dokudaki
metal birikiminin ve protein diizeyinin incelenmesi 6nemlidir.
Proteinler Thiicre homeostasisini sirdirmek ic¢cin temel fizyolojik
olaylari kapsamakta ve sucul organizmalarda enerji kaynadi olarak
kullanilmaktadir [15]. Baliklarda proteinler; vyapisal bilesenler,
biyokatalizdrler ve hormonlar olarak Dbluylimede ve farklilasmada
6nemlidirler. Bundan dolayi balik protein miktarindaki degisiklikler
baliklarin Dbiyolojik durumunun izlenmesinde Dbiyoindikatdor olarak
kullanilabilmektedir [3].

2. CALISMANIN ONEMi (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Ekonomik de§eri olan baliklar besin =zincirinin ist seviyesinde
bulunan insanlar tarafindan tiketildigi igcin bunlarin metal
birikimlerinin ve protein degerlerinin incelenmesi O&nemlidir. Ayrica
baliklar c¢evresel faktdrlere karsi hemen tepki gdsterdikleri ic¢in
kirlilik belirlenmesinde indikator olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadair. Bu c¢alismada; laboratuvar kosullarinda toksik
etkili olan Pb'nin tek basina ve Zn ile birlikteki etkisi sonunda O.
niloticus’un solunga¢ kas dokularinda farkli siireler (7, 14 ve 28 giin)
sonunda Pb birikiminin ve protein dizeylerinin 6lclilmesi
amaclanmistir.

3. DENEYSEL CALISMA (EXPERIMENTAL METHOD)

Arastirmada kullanilan Oreochromis niloticus'lar, c.0. Su
Uriinleri Fakiiltesi balik yetistirme havuzlarindan alinip laboratuvara
getirilmistir. Baliklar igerisinde dinlendirilmis ¢esme suyu bulunan
akvaryumlar icerisinde iki ay siire 1ile adaptasyona birakilmistir.
Deney basinda baliklar 12.85+0.78 cm boy ve 27.15£0.85 g agirliga
ulasmistir. Deneyler 25+1°C sicaklikta ylurGtulmiis, akvaryumlar merkezi
havalandirma sistemi ile havalandirilmis ve ginde sekiz saat
aydinlatma periyodu uygulanmistir. Baliklar, laboratuvara kosullarina
adaptasyonlari siresince hazir Dbalik yemiyle (Pinar Balik Yemi,
Tirkiye) beslenmistir. Deney ortam suyunun kimyasal ©&6zellikleri;
toplam sertlik, 368.52+5.75 mg/L CaCOjz; pH, 8.11+0.69, cozinmiis
oksijen, 7.3140.32; akvaryum 1sisi, 21.08+0.89°C olarak Olctlmistiir.
Deneyler, Pb ve Pb+Zn karisiminin ortam konsantrasyonlari dikkate
alinarak iki seri olarak yuUritilmistiir. Baliklar birinci seride Pb’nin
0.1 ve 0.5 mg/L konsantrasyonlarina, ikinci seride Pb+Zn karisiminin
0.140.5 mg/L ve 0.5+2.5 mg/L ortam konsantrasyonlarinin etkisine 7, 14
ve 28 gln sirelerle birakilmistir. Her birinin igerisinde 18 balik
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bulunan 3 akvaryum kullanilmistir. Her seride {ciinci akvaryuma
dinlendirilmis c¢esme suyu konularak kontrol olarak kullanilmistir.
Deneyler ¢ tekrarli olarak yiridtilmistiir ve her tekrarda iki balik
kullanilmistir. Deneme siiresi sonunda baliklarin solunga¢ ve kas
dokulari dissekte edilerek $%$0.59’1uk soduk NaCl ¢dzeltisi ile
yikanmistir. Dokular analizler icin -80°C’ye konmustur. Metal analizi
yapilacak dokular etiivde 150°C’de 48 saat siireyle kurutulduktan sonra
agirliklari alinmistir. Daha sonra tip ic¢ine alinarak izerlerine 2 ml
nitrik asit ve 1 ml perklorik asit eklenmis [19] ve c¢eker ocakta
120°C’de 3 saat siireyle yakilmistir. Yakim islemi tamamlanan dokularin
izerleri damitik su ile 5 ml’ye tamamlanmistir. Pb dizeyleri Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometresiyle (Perkin Elmer 3100) belirlenmistir.
Protein dlzeyinin Dbelirlenmesi ic¢in dokular {zerine agirliklarinin
1/10"u oraninda homojenizasyon tamponu eklenerek (250 mM sukroz, 20 mM
Trizma-Baz, 1mM EDTA- pH 7.8) 9500 rpm’de 1.5 dk slreyle buz istiinde
homojenize edilmistir. Homojenatlar 10.000 g’de +4°C’de 20 dk santrifiij
edilmis ve elde edilen sipernatantlarda protein diizeyi Lowry metodu
[16]ile spektrofotometrik olarak Dbelirlenmistir. Deney sonug¢larinin
istatistik analizleri “Regresyon Analizi” ve “Student-Newman Keul’s
Test (SNK)” testleri uygulanarak yapilmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA (FINDINGS AND DISCUSSIONS)

28 ginliik deney sonunda yiiksek Pb ve Pb+Zn konsantrasyonlarinin
etkisinde kalan baliklarda mortalite gdzlenmemistir. Akuatik
organizmalar agir metal bulunan ortamlarda yasayabilmek ig¢in c¢esitli
adaptasyon ve detoksifikasyon mekanizmalari gelistirmislerdir [13].
Metallerin birikimi, dizenlenmesi ve immobilizasyonunu saglamak icin
metal baglama proteinleri, lizozom, granil, membran baglanma bdlgeleri
gibi hiicre i¢i sistemler gelismistir. Toksik metaller bu hiicre ici
fraksiyonlara Dbaglanarak detoksifiye edilmektedir [17, 24 ve 25].
Belirli Dbir ortam konsantrasyonunda uygulama periyodunun uzamasiyla
dokularda Pb birikiminin arttidi kaydedilmistir. 0.1 mg/L Pb ortam
konsantrasyonundaki baliklarda Pb birikimi 28. giinde 7. gline oranla
yaklasik olarak solunga¢ dokusunda 1.5, kas dokusunda ise 3 kat kadar
daha yliksek oldugu bulunmustur (P<0.05). Dusiik Pb ve Pb+Zn
karisimlarinda 7 wve 14 giunlik sireler arasinda solunga¢ dokusunda Pb
diizeyleri arasinda Onemli fark gdzlenmezken (P>0.05) 28 ginlik siire
sonunda Onemli artis gbzlenmistir (Tablo 1-2) (P<0.05). Cesitli balik
tirleriyle yapilan calismalarda dokulardaki Pb birikiminin
konsantrasyonuna ve etkide kalinan siireye Dbagli olarak arttiga
belirtilmistir [2, 4 ve 6]. Al-Asgah ve ark., [1] O. niloticus 1ile
yaptiklari bir calismada metal birikiminin metalin konsantrasyonuna,
uygulama slresine ve organ cesidine gdre degistigini bildirmislerdir.

Tablo 1. Pb ve Pb+Zn karisiminin etkisine 7, 14 ve 28 gln slireyle
birakilan O. niloticus’un solunga¢ dokusundaki Pb dizeyi (pg Pb/g
k.a.)

(Table 1. The levels of Pb in the gill tissue of O. niloticus exposed
to Pb and Pb+Zn mixtures for 7, 14, and 28 days(pg Pb/g k.a.)

Stire (Gln)
Metal Konsantrasyonlari (mg/L) 7 T2 o8
Kontrol 0.0 0.0 0.0
0.1 Pb 23.42+1.57 ax 28.41+3.75axy 35.83+2.10 ay
0.1 Pb+0.5 Zn 17.14+0.75 bx 21.43+1.75 bx 28.41+2.28 by
Kontrol 0.0 0.0 0.0
0.5 Pb 29.21+1.85 ax 38.25+2.27 ay 46.21+1.55 az
0.5 Pb+2.5 Zn 21.41+1.85 bx 29.42+1.08 bx 38.18+2.39 by
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Bu calismada O. niloticus’un solunga¢ ve kas dokularinda Pb
birikimi ©o6nceki c¢alismalarla uyumlu olarak ortam konsantrasyonlari ve
siireye badli olarak artmistir. Bu durum metallotiyonein gibi metal
baglayici proteinlerin ve glutatyon gibi tripeptidlerin metalleri
baglayarak dokularda tutmalarindan kaynaklanabilmektedir.

Tablo 2. Pb ve Pb+Zn karisiminin etkisine 7, 14 ve 28 glin silireyle
birakilan O. niloticus’un kas dokusundaki Pb diizeyi (pg Cu/g k.a.)
(Table 2. The levels of Pb in the muscle tissue of 0. niloticus
exposed to Pb and Pb+Zn mixtures for 7, 14, and 28 days(ug Pb/g k.a.)

Metal Konsantrasyonlari Stire (Gin)
(mg/L) 7 14 28
Kontrol 0.0 0.0 0.0
0.1 Pb 6.67+0.61 ax 11.33+0.43 ay 20.97+0.69 az
0.1 Pb+0.5 Zn 4.28+0.30 bx 7.28+1.41 bx | 13.70+0.76 by
Kontrol 0.0 0.0 0.0
0.5 Pb 13.58+2.12 ax 22.35+2.51 ay | 34.21+3.14 az
0.5 Pb+2.5 Zn 5.17+1.21 bx 8.66+0.73 bx | 18.94+2.01 by

a ve b harfleri konsantrasyonlar; x, y ve z harfleri ise slireler arasi ayirimi
belirlemek amaci ile kullanilmistir. Farkli harflerle gdsterilen veriler
arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim vardir.

(Aritmetik Ortalama + Standart Hata) (Tablo 1-2)

Calisilan her bir slirede Pb konsantrasyonunun artmasi
dokulardaki Pb birikimini de arttirmistir. Belirli bir ortam
konsantrasyonu dikkate alindiginda dokulardaki Pb birikiminin farkla
oldugu goézlenmistir. 0.5 mg/L Pb ortam konsantrasyonunda, solungac
dokusundaki Pb diizeyi kas dokusuna oranla yaklasik olarak 7, 14 ve 28.
ginlerde sirasiyla 2 - 2 ve 1 katlik artis gdstermistir (Sekil 1 A, B,
C) (P<0.05). Bu durum, genis bir yiizey alani olan solungag¢larin dis
ortam 1ile direkt temas halinde olmasindan ve stresle birlikte artan
mukusun metalle kompleks olusturmasindan kaynaklanabilmektedir.
Aquatik organizmalarda adir metal birikimi ortamda Dbaska metalin
bulunmasina bagli olarak degismektedir [8 wve 10]. Zn uygulamasinin O.
niloticus’un solunga¢ ve kas dokularinda toksik etkiye neden olan Pb
birikimini oOnemli bir sekilde azalttidi gdzlenmistir. 7, 14 ve 28
gtunlik siireler sonunda 0.5 +2.5 mg/L Pb+Zn karisimindaki baliklarda
Pb birikimi 0.5 mg/L Pb etkisindeki baliklara oranla yaklasik olarak
sirasiyla solungacta %26, %23, %17; kasta %62, %61, %45 oraninda
azalmistir (P<0.05) (Tablo 1-2). Bir c¢ok akuatik canlida Zn’nin agir
metal toksisitesini azalttidi arastiricilar tarafindan belirtilmistir
[14, 7, 21 ve 5].

Bu c¢alismada Pb ve Pb+Zn karisimlarinin etkisinde kalan
baliklarin solungag¢ ve kas dokularinda Onemli oranda Pb birikimi
kaydedilmistir. Bu birikim tek basina Pb etkisinde daha fazla
olmustur. Analiz sonuclarinda bir metalin dokulardaki birikiminin
baska bir metalin ortamda bulunmasi ile azaldigdi gdrilmektedir. Bu
durum metallerin dokulardaki baglanma bdlgeleri ig¢in rekabetlerinden
kaynaklanabilmektedir.
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Sekil 1. Pb ve Pb+Zn karisimlarinin etkisinde A;7. ginde, B;14. gilinde;
C;28. ginde 0. niloticus'un dokularindaki Pb diizeyinin
karsilastirilmasi (pg Cu/g k.a.)
(Figure 1. Comparison of Pb levels in the Pb and Pb+Zn mixtures
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Kargin ve Cogun [14] T. nilotica 1ile Zidar ve ark., [26]
Porcellio scabe ile yaptiklari arastirmalarda Zn uygulamasinin
dokulardaki Ccd birikimini 6nemli bir sekilde azalttidini
bildirmislerdir. Duran ve ark., [8] Clarias gariepinus'a Cu, 4Zn, Cd,

Pb metallerinin tek Dbasina ve karisim halinde uygulanmasiyla
dokulardaki Dbirikim diizeyini incelemislerdir ve en distik metal
birikimini kas dokusunda tespit etmislerdir. Metal karisimlarinin
etkisinde tek basina metal etkisine gdre birikim daha az c¢ikmistir.
Arastirmacilar bu durumun metal karisiminin antagonistik etki
yaptigdini, bunun iz elementler ve toksik elementler arasindaki
rekabetten kaynaklandigini ileri sitrmiislerdir.
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2
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3 C b
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(B)
Sekil 2. Pb ve Pb+Zn karisiminin farkli slirelerde O. niloticus’un
A;solungag, B;kas dokularinda protein diizeyine etkileri.
a, b, c harfleri belli bir siirede gruplar arasi ayrimi gdstermektedir
(P<0.05)

(Figure 2. The effects of Pb and Pb+Zn mixtures on protein levels of
A; gill, B;muscle of 0. niloticus at the different periods.
Letters a, b and c¢ indicate differences among groups for a certain
period)
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Pb ve Pb+Zn karisimlarin etkisinde dokulardaki protein dlzeyi
kontrole gbre azalmistir. Protein diizeyindeki bu azalma denenen tim
surelerde konsantrasyon artisina paralel olarak daha yiksek olmustur.
Solungag¢ protein dizeyi 28 glnlik etki sonunda kontrole gdre yaklasik
olarak 0.1 mg/L Pb konsantrasyonunda 3 kat, 0.5 mg/L Pb
konsantrasyonunda 7 kat azalma gdstermistir. Diisik ve yliksek Pb ortam
konsantrasyonlarinin etkisinde 1ise kontrole gdre vyaklasik olarak
sirasiyla 7. glinde %27, $48; 28. glinde ise %20, %45 azalma olmustur

(P<0.05). Solungacgta dusuk ortam konsantrasyonlarinin etkisinde
stireler arasinda ve gruplar arasinda ©o6nemli fark gdzlenmemistir
(P>0.05) (Sekil 2 A). Palaniappan ve ark., [20] adir metallerin
etkisinde olan yenilebilir Dbalik dokularinda protein igeridinin
azaldigini bildirmislerdir. Kas protein dizeyi yiksek Pb
konsantrasyonunda 7, 14 wve 28 gunlik siire sonlarinda kontrole gdre
yaklasik olarak sirasiyla%$57-%59-%85; yiksek Pb+Zn

konsantrasyonlarinda ise %32-%31-%45 oraninda azalma olmustur.

Kas protein miktari 28 gilinltik siire sonunda 0.5 mg/L Pb ortam
konsantrasyonunda 7. ve 14. glinlere gbre vyaklasik 3 kat azalma
gosterirken diJer ortam konsantrasyonlarinda slireler arasinda O&nemli
fark gdzlenmemistir (P>0.05) (Sekil 2 B). Calismalar, metale maruz
kalan Dbaliklarin kas dokularinda ©protein miktarinin azaldigini
gostermektedir [23, 18 wve 9]. Yapilan c¢alismada solunga¢ ve kas
protein diizeyi Pb ve Pb+Zn karisiminin konsantrasyonuna ve uygulama
periyodundaki artisina baglzi olarak azalmistir ve dogrudan Pb
etkisinde azalma daha fazla olmustur. Bu durum kirleticilerin hiicre
niikleoproteinleri wve niikleik asitler ile reaksiyona girmesi sonucu
protein sentezinin ve hilcresel bitinligin etkilenmesinden
kaynaklanabilmektedir [22]. Pb, Pb+Zn karisimlarinin etkisinde O.
niloticus'un dokularinda meydana gelen Pb birikimi detoksifikasyon
mekanizmalari 1ile, protein dizeylerindeki dedisimler de metallerin
tetikledigi stres kosullarinda, enerji gereksiniminin artmasindan
kaynaklanabilmektedir.

5. SONUC VE ONERILER (CONCLUSION AND RECOMMENDATIONS)

Bu arastirmada Pb ve Pb+Zn konsantrasyonlarinin 7, 14 ve 28 gln
siireler sonunda O. niloticus'un solunga¢ ve kas dokularinda metal
birikimi ile protein dizeylerindeki dedisimlerin, bu balik ig¢in Pb
toksisitesinin bir Dbelirte¢ olarak kullanilabilirligi wve Zn'nin bu
durumu nasil etkileyecedi incelenmistir. Pb birikiminin dokularda
ortam konsantrasyonunun ve uygulama periyodunun artmasina badli olarak
arttig1l saptanmistir ve birikimin solungag¢ta kastan daha fazla oldugdu
kaydedilmistir. Deneme stiresince protein dizeyi ortam
konsantrasyonunun ve uygulama periyodunun artmasina bagli olarak
azalmistir. Pb'nin Dbelirlenen konsantrasyonlari etkisinde dokularda
meydana gelen birikim balikta strese bagli olarak enerji
gereksinimindeki artisa neden olmustur. Bu durum da protein
dizeylerinde azalma ile sonuc¢lanmistir. Metallerin toksik etkilerinin
belirlenmesi ig¢in kullanilan dokulardaki metal Dbirikimi wve protein
dizeyinin vyaninda oksidatif stres parametreleri de incelenebilir.
Cesitli metal etkilerinde dokulardaki metal birikimleri wve protein
dizeyleri farkli sucul organizmalarda da arastirilabilir.
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