Firat Univ. Journal of Science
24(2), 111-116, 2012

Firat Univ. Fen Bilimleri Dergisi
24(2), 111-116, 2012

Linuron Uygulanan Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
Yavrularinda Lipid Peroksidasyon ve Bazi Antioksidan
Parametrelerdeki Degisimlerin Arastirilmasi

*M. Enis YONAR' Muammer KIRICI* Unal iSPiR'
"Firat Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Hastaliklar Bilim Dal1, 23119, Elazig.
?Bingol Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Su Uriinleri Boliimii, Bingdl.
meyonar@gmail.com

(Gelis/Received: 20.03.2012; Kabul/Accepted: 08.05.2012)

Ozet

Bu calismada linuron uygulanan yavru gdkkusagi alabaliklarinda oksidatif stres ve bazi antioksidan
parametrelerdeki degisimler arastirildi. Linuronun farkli konsantrasyonlari baliklara 96 saat siireyle uygulandi.
Uygulama siiresince alinan 6rneklerde malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri ile katalaz
(CAT) aktivitesindeki degisimler arastirildi. Linuron uygulamasiyla MDA diizeyinin 6nemli oranda arttif1 (p <
0,05), CAT aktivitesi ile GSH seviyesinin ise azaldigi belirlendi (p < 0,05). Sonugta linuronun baliklarda
oksidan/antioksidan dengeyi bozarak oksidatif strese neden oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Linuron, Pestisit, Oksidatif stres, Lipit peroksidasyon, Antioksidan sistem.

The Investigation of Changes in Lipid Peroxidation and Some Antioxidant
Parameters in Fry Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Exposed to
Linuron

Abstract

In this study, changes in oxidative stress and some antioxidant parameters in fry rainbow trout applied linuron
were investigated. Fish were exposed to different concentrations of linuron for 96 hours. Changes in
malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione (GSH) levels and catalase (CAT) activity were investigated in
samples taken during the experiment. Results obtained showed that linuron significantly (p < 0,05) increased the
level of MDA. The level of GSH and CAT activity were significantly (p < 0,05) reduced in rainbow trout fry
exposed to linuron. Linuron was found to cause oxidative stress by disturbing oxidant/antioxidant balance.

Keywords: Linuron, Pesticide, Oxidative stress, Lipid peroxidation, Antioxidant system.

1. Giris baliklar1  etkilemektedir.  Baliklarda toplu

Oliimlere neden olabilecegi gibi biiylimelerinde

Pestisitler genellikle daha fazla iiriin elde
etmek amaciyla tarim Triinlerine zarar veren
boceklerin - ve hastalik etkeni olan ¢esitli
vektorlerin kontroliinde kullanilan bilesiklerdir
[1]. Pestisitlerin tarim alanlarindaki gelisigiizel
kullanimlar1 sonucunda bozulan ekolojik denge
sebebiyle, ticari onemleri biiyiik olan baliklar1 da
icine alan bircok hedef dis1 organizma zarara
ugramaktadir [2]. Pestisitler yagmur ve drenaj
sulari, yiizey akiglari ve sulama sular1 yoluyla, su
kanallarinda yasayan bitkilere karst
kullanilmasiyla ve sulara yapilan direkt
uygulamalar sonucunda sulara karigsmakta ve

azalma, hastaliklara kars1 duyarli hale gelme gibi
sonuclar dogurarak strese yol agmakta ve balik
popiilasyonlarini olumsuz etkilemektedir. Ayrica
pestisitler balik viicudunda birikerek insanlara
kadar ulasabilmektedirler [3,4].

CoHoCILN,O, kimyasal formiiliine sahip
olan linuron (3-(3,4-dichlorophenyl)-1-methoxy-
I-methylurea) bir herbisit olup, tarimsal alanda
genis  sekilde kullanilmakta ve  etkisini
fotosentezi engelleyerek gostermektedir. Akuatik
habitatlarda 1 pl L' konsantrasyonlara kadar
bulunabilmektedir [5]. Linuronun kimyasal
yapist Sekil 1' de gosterilmistir.
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Sekil 1. Linuronun kimyasal yapisi

Lipid peroksidasyon, membranda bulunan
doymamig yag asitlerinin, serbest oksijen
radikalleri  tarafindan  peroksitler, alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan
gibi cesitli {riinlere yikilmasi reaksiyonudur.
Lipidlerin oksidasyonu sonucu lipid peroksil
radikali, lipid alkoksil radikali, alkil radikali,
lipid aldehid gibi peroksidasyon iiriinleri
meydana gelir. Lipid hidroperoksitlerinin yikimi
ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan
aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize
edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan
diffuze olup hiicrenin diger bdliimlerine hasari
yayarlar. Lipid peroksidasyonunun en onemli
iriinii malondialdehit (MDA)' tir. Olusan MDA
hiicre membranlarinda iyon aligverisine etki
ederek  membrandaki  bilesiklerin  ¢apraz
baglanmasina yol acar ve iyon gegirgenliginin ve
enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz
sonuclara neden olur. Ug veya daha fazla ¢ift bag
ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiyobarbitiirik asitle Olgiilebilen MDA lipid
peroksid seviyelerinin Olgiilmesinde  siklikla
kullanilir. MDA yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir
fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir [6,7].

Organizmalar  olusan  serbest  oksijen
radikallerinin hasarina karsi endojen koruyucu
antioksidan savunma sistemlerine sahiptirler.
Biitiin aerobik organizmalar gibi baliklarda da
oksidatif stresi ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 6nlemek igin viicutta birgok savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antioksidan
savunma sistemleri olarak bilinirler ve enzimatik
karakterdeki siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile
enzimatik olmayan rediikte glutatyon (GSH), A,

112

E, C vitaminleri, selenyum ve melatonin gibi
maddelerden olusurlar [8,9].

Bu calismada farkl linuron
konsantrasyonlarinin etkisinde kalan gokkusagi
alabalig1 yavrularinda, MDA ve GSH diizeyleri
ile CAT aktivitesinde olusan degisimler
Olgiilerek meydana gelen oksidatif stresin
irdelenmesi amaglanmustir,

2. Materyal ve Metot

Aragtirmanin  uygulama kismi  Bingol
Universitesi Ziraat Fakiiltesi' nde, laboratuar
boliimii ise Firat Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi' nde gergeklestirildi. Calismada
kullanilan ortalama 0,5 g agirligindaki yavru
gokkusag1 alabaliklari, yerel bir isletmeden
temin edilerek daha 6nceden hazirlanan 50 litre
hacmindeki 4 farkli akvaryuma her birinde 20
balik olacak sekilde yerlestirildi. Baliklar deneye
baglamadan once bir hafta siireyle bu ortama
adapte edildi. Calisma iki tekrarli olarak
yuritildi (her bir tekrar i¢in 80, toplamda 160
balik). Linuronun ticari bir formiilasyonu
(Afalon dispersion, 450 g/L linuron) arastirmada
kullanildi.  Linuronun  stok  soliisyonlar1
denemenin yiriitildiigli akvaryum suyunda
¢oziilerek hazirlandi ve bu soliisyonlar deneysel
konsantrasyonlarin elde edilmesinde kullanildi.

Akvaryumlardan biri kontrol grubu (K)
olarak secilirken diger ii¢ akvaryuma 1 pL (D1),
2 uL (D2) ve 4 uL (D3) konsantrasyonlarinda
linuron 96 saat sireyle  uygulandi.
Akvaryumlardan her 24 saate bir 5 balik biitiin
halinde alindi. Boylece 24., 48., 72. ve 96.
saatlerde Ornekleme yapildi. Alman Ornekler
folyolara sarildi ve - 20 °C de saklandi. Deneme
siiresince baliklara yemleme yapilmadi. Test
sollisyonlar1 her giin yenilendi. Bu siire
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icerisinde baliklarda herhangi bir 6lim olay1
gozlenmedi. Calisma siiresince su sicakligi 14 +
2°C, ¢oziinmiis oksijen diizeyi 8.1 £ 0.4 mg L™
ve pH 7.1 + 0.4 olarak 6l¢iildii.

Homojenatlarin hazirlanmasi i¢in ornekler
serum fizyolojik (% 0,09 NaCl) ile yikandi. iki
stizgec kagidi arasinda suyu alindiktan sonra
%1.15°’lik  KCl  iginde 1:10  oraninda
sulandirilarak homojenize edildi. Elde edilen
homojenatlar 50 ml’lik propilen tiiplerde
sogutmali santrifiijde 3200 rpm’de +4 °C’de 10
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlar
alimdi. Alman orneklerin MDA diizeylerinde
meydana gelen degisimler Placer ve dig.
[10’den modifiye edilen ydnteme gore
spektrofotometrik olarak olgiildii. Kan ve
dokulardaki CAT aktivitesi Aebi [11]’e gore
tayin edildi. Protein tayini ise Lowry [12]’nin
bildirdigi metoda gore belirlendi. GSH diizeyi
Elman [13] tarafindan bildirilen metotla yapildi.

Denemede elde edilen sonuglarin
istatistiksel analizleri SPSS 10 istatistik programi
kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol ve deneme
grubu baliklarinin incelenen parametrelerinde
meydana gelen degisimlerin istatistiksel analizi

varyans ve Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile
belirlendi.

3. Bulgular

Kontrol grubuna goére deneme grubu
baliklarmin MDA ve GSH diizeyi ile CAT
aktivitesindeki degisimler Sekil 2, 3 ve 4' de
verilmisgtir.

MDA diizeyi 24., 48., 72. ve 96. saat
sonunda kontrol grubundan istatistiksel olarak
yiiksek bulundu (p < 0,05).

Kontrol grubu ile deneme gruplarinin CAT
aktiviteleri karsilastirildiginda 24. ve 48. saatte
CAT aktivitesinde gozlemlenen degisimlerin
istatistiksel ~ olarak  herhangi bir farklilik
gostermedigi (p > 0,05) fakat 72. ve 96. saatte bu
aktivitede belirlenen azalmanin 6nemli oldugu
tespit edildi (p < 0,05).

Uygulama siiresince her 1ii¢ deneme
grubunda da GSH diizeyinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemli oranda azaldig:
saptandi (p < 0,05).
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Sekil 2. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin MDA diizeyindeki degisimler.
*: Kontrol grubundan farki géstermektedir (p < 0,05).
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Sekil 3. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin CAT aktivitesindeki degisimler.
*: Kontrol grubundan farki géstermektedir (p < 0,05).
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Sekil 4. Kontrol ve deneme grubu baliklarni GSH diizeyindeki degisimler.
*: Kontrol grubundan farki géstermektedir (p < 0,05).

4. Tartisma ve Sonug

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan
denge arasindaki degisiklikler —sonucunda
meydana gelmekte ve reaktif oksijen tiirleri
lehindeki artiglar  oksidatif hasar  olarak
tanimlanmaktadir. Serbest radikaller yiiksek
aktivitelerinden dolay1 hiicre zarinda bulunan
doymamig yag asitleri ile etkileserek lipit
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peroksidasyonu baglatabilmektedir. Olusan lipit
peroksitler kolaylikla yikimlanarak basta MDA
olmak lizere bir¢ok sekonder fiirlinler meydana
getirebilmektedir [14-17].

Pestisitler serbest radikal olusumuna yol
acarak veya serbest radikalleri inhibe eden
antioksidan enzimleri etkileyerek oksidatif strese
neden olmaktadirlar [18]. Lipid peroksidasyon
pestisitlerin neden oldugu toksik etkilerden
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biridir [19]. Farkli arastirmacilar tarafindan
ylriitiilen caligmalarda herbisitlerin baliklarda
oksidatif stres olusturdugu ifade edilmistir.
Ornegin; Ozcan Oru¢ ve dig. [19] 2,4-D ve
azinophosmethyl' in tilapia ve sazanlarin farkli
dokularinda  lipid peroksidasyon diizeyini
arttirdigini ifade etmislerdir. Miron ve dig., [20]
ise clomazone, quinclorac ve metsulfuron methyl
herbisitlerinin baliklarda oksidatif strese yol
actigini belirtmiglerdir. Yapilan bu ¢alismada ise
linuron uygulanan baliklarda MDA diizeyinin
onemli diizeyde arttig1 dolayisiyla baliklarda
oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir.

CAT oksidatif strese karst savunmada
antioksidan sistemin dncelikli bir komponentidir.
CAT (H,0,:H,0, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6)
yapisinda 4 tane hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Goérevi H,O,’i oksijen ve suya
parcalamaktir [11]. Onemli bir antioksidan
enzim olan CAT pestisitlerin toksik etkilerine
kars1 farkli reaksiyonlar gosterebilmektedir [18].
Moraes ve dig. [21] clomazone ve propanil
herbisitlerinin ~ etkisi  altindaki ~ baliklarin
karaciger dokusunda CAT aktivitesinin arttigini
belirtmislerdir.  Benzer  sekilde,  Pereira
Maduenho ve Martinez [22] de clomazone
uygulanan  baliklarin  karacigerinde = CAT
aktivitesinin yiikseldigini saptamiglardir. Diger
taraftan Crestani ve dig. [23], clomazone maruz
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