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Oz

Fenol ve fenolik bilesikler, hayvanlarda ciddi sikintilara neden olan gevresel ksenobiyotiklerdir. Fenol
dogada antropojenik etkiye sahip olup 6nemli problemlere neden olmaktadir. Bu ¢alisma, fenollin sazan
(Cyprinus carpio) eritrositlerinde olasi genotoksik etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Calismada
ortalama agirliklari 0.474 + 0.04 g olan baliklar kullanilmistir. Baliklar 24, 48, 72, 96 saatler boyunca 0 (kontrol),
5, 10 ve 20 ppm fenol ile muamele edilmistir. Eritrositlerdeki mikronukleus (MN) ve nlkleer anormallik (NAs)
olusumu incelenmistir. Eritrositlerde, MN ve NAs konsantrasyonuna bagli olarak bir artisin oldugu gortlmustir.
Mikronikleus testindeki sonuglar, fenoliin gli¢li mutajenik bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir (p<0.05).
Fenol tath su ekosistemlerinde yiksek risk tasiyan bir kirletici oldugundan, akuatik ortamlarin gevresel risk
degerlendirmesinin saptanmasi icin daha ayrintili galismalar yapiimalidir.

Anahtar kelimeler: Sazan, Cyprinus carpio, Fenol, Mikronukleus, Nikleer Anormal

Investigations of Abnormalities in Peripheral Blood Erythrocytes of Carp (Cyprinus carpio)
Exposed to Phenol

Abstract

Phenol ve phenolic compositions are xenobiotics stressful environmental agents to which animals are
expose to serve anemia because of phenol and have become environmental problem owing to anthropogenic
effect on the nature. This study was conducted to investigate of the possible genotoxic effects of phenol on
erythrocytes of carp (Cyprinus carpio). The fish used in this study were an average weight of 0.474+0.04 g.
Fishes were treated with 0 (control), 5, 10 ve 20 ppm of phenol during 24, 48, 72, 96 hours. Fish were analyzed
for induction of micronucleus (MN) and nuclear abnormalities (NAs) in erythrocytes. Results showed exposure
condensation dependent increases in the frequencies of NAs and MN. Our results in the micronucleus test also
indicated that phenol is potentially mutagenic (p<0.05). Further comprehensive studies should be done for the
decision of the environmental risk assessment for aquatic life since phenol is a high risk contaminant of
freshwater ecosystems.

Key words: Carp, Cyprinus carpio, Phenol, Micronucleus, Nuclear abnormalities

Girig ortamina giren c¢ok sayidaki kimyasal bilesik, deniz
ve tath su organizmalari icin tehlikeli etkilere neden
olabilmektedir. Endustriyel atiklar herhangi bir
islemden gecmeden sulara rastgele bosaltilmakta
ve organizmalarda ciddi sorunlar olusturmaktadir.

Su kirliligi, insan ve diger canlilari etkileyen
ve dogal kaynaklari bozan ginimuiziin en 6nemli
sorunlarindan biridir (Inyinbor ve ark., 2018). Su
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Tath suya karisan kirleticiler sudaki ¢6zinmis
oksijen miktarinin azaltmasi nedeniyle baliklarda
mortalite gorilebilmektedir (Black, 1955;
Stegeman ve ark., 1992; Khan ve ark., 2000; Garg
ve ark., 2009; Mishra ve Poddar, 2013; Abu Aita,
2014).

Tim bu olumsuz etkilere ragmen organik

bilesiklerin  karasal  organizmalar  (zerindeki
ekotoksikolojik etkileri hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Sucul organizmalar toksikolojik

maddeler ile hayatlari boyunca sirekli olarak karsi
karsiya kalmaktadir. Bazi organik Kkirleticilerin
baliklar ve diger canlilara olan akut ekotoksititeleri
arastirilmistir. Ancak bu veriler tek basina, cevresel
etki ve risk degerlendirilmesi ile ilgili konular
aciklamak igin yeterli olmayabilir (Escher, 2001;
Traas ve Van Leeuwen, 2007; Ma ve ark., 2019).

Fenol ve fenolik bilesikler anemiye neden
olan bir ksenobiyotiktir. Fenol ekosistem lizerinde
antropojenik etki gosterdiginden dnemli bir ¢cevre
kirleticisi olarak kabul edilmektedir (Hori ve ark.,
2006; Zaki ve ark., 2011).

Son yillarda baliklar indikatdr organizmalar
olarak genotoksisitenin belirlenmesinde
kullanilmaktadir ~ (Stegeman ve ark., 1991).
insanlarin alternatif besin kaynaklarinin 6nemli bir
bolimiini olusturan baliklarda meydana
gelebilecek toksik etkiler 6nem arz etmektedir (Al-
Sabti, 1992).

Baliklarda mikronutkleus, eritrositler,
solungaglar, bobrek, karaciger ve ylizgeg¢ hiicreleri
gibi farkli hiicre tiplerinde gorsellestirilmistir.
Kompleks hiicre preparasyonunu ve canlilarin
oldirtlmesini engelledigi icin periferal eritrositlerin
kullanimi daha yaygindir (Bolognesi ve Hayashi,
2011).

Mikroniikleus (MN) testi, laboratuvar ve
saha kosullari altinda genotoksisitenin bir 6lgtsi
olarak kullaniimaktadir. Baliklardaki mikroniikleus
testi, cevresel maddelerin sulu ortamlardaki
klastojenik ve anojenik etkilerini tespit etme
potansiyeline sahiptir. Birkag yazar tarafindan tarif
edilen loblu, kabarcikli ve ¢entikli cekirdekler gibi
nikleer anormalliklerin  (NAs) olusumu, balik
eritrositlerinde sitotoksik, genotoksik, mutajenik
veya kanserojen aktivite ile maruz kalmanin bir
sonucu olarak balik eritrositlerinde rapor edilmistir
(Heddle ve ark., 1983; Al-Sabti ve Metcalfe, 1995;
Fenech ve ark., 2003; Cavas ve Kénen, 2007; Cavas
ve Kénen, 2008; Kumar ve ark., 2009; Machado Da
Rocha ve ark., 2009).

Fenollin sazan yavrularinda periferik kan
eritrositlerindeki etkisi Uzerine herhangi bir
¢alismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada Fenol’lin
5, 10 ve 20 ppm dozuna 24, 48, 72, 96 saat sire ile
maruz  birakilan  sazan  (Cyprinus  carpio)
yavrularinin  periferik kan eritrositlerine olan
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genotoksik  etkisinin

yapilmistir.

arastinlmasi  amaciyla

Materyal ve Metot

Balik ve deneysel plan

Sazan, Cyprinus carpio, (ortalama agirhgi
0,474%0,04 g), Devlet Su isleri 9. Bélge Mudurl(igi
Keban Balik Uretimi Sube Miidirligiinden temin
edilmistir. Ortam sartlarina adaptasyonlarinin
saglanmasi icin 2 hafta beklenilmistir. Cam
akvaryumlara konan baliklara bir hava pompasi
vasitasiyla stirekli olarak hava verilmistir. Balklar
ticari bir balik yemi ile glinlik olarak beslenmistir.
Cozlinmus oksijen, sicaklik, pH, amonyum ve nitrit
diizeyleri ¢alisma boyunca kontrol edilerek kabul
edilebilir degerler arasinda olmasi saglanmistir.

Baliklar her grupta 20 balik olacak sekilde
4 gruba ayrilmistir. Birinci gruba, kontrol grubu
olarak herhangi bir islem yapilmamistir. Diger Ug¢
gruba ise sirasiyla 5, 10 ve 20 ppm fenol ilave
edilmis ve baliklar 96 saat icin bu dozlara maruz
birakilmistir. Deney iki tekerriir olacak sekilde
yapilmistir. Her grupta 20 balik olmak Uzere
toplamda 160 balik kullanilmistir. Baliklar 96 saat
sonra anestezik bir madde (50 ppm, benzokain) ile
anestezi edilmis ve kan alma islemine gecilmistir.

Mikroniikleus testi

Anestezi altindaki bahgin kuyrugu kesildi
ve kanin bir damlasi lam Uzerine damlatilarak kan
preperati yapilimistir. Metanol ile 10 dakika fiske
edildi ve oda sicakhginda kurutulmustur. Daha
sonra %5 Giemza solisyonu kullanilarak 20 dakika
icin boyama islemine gecilmistir. Isik mikroskobu
altinda toplamda 1000 eritrosit sayilmis ve Fenech
ve ark., (2003) yaralanilarak mikronukleus dizeyi
tespit edilmistir.

istatistik analiz

Kolmogorov-Simirnov testi ile verilerin
normal dagihma uydugu tespit edildikten sonra,
farkliliklari ortaya cikarmak icin parametrik testler
kullanilmistir.  Ortalama  degerler  arasindaki
farkhhklar tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve
Bonferroni testleri ile karsilastirilmistir. Tim veriler
ortalama = st ve art hata olarak verilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bu calismada; Fenol’iin 5, 10 ve 20 ppm
dozuna 24, 48, 72, 96 saat sire ile maruz birakilan
sazan (Cyprinus carpio) yavrularinin periferik kan
eritrositlerine olan toksik etkisi arastirilmistir.
Eritrositlerdeki mikronukleus (MN) ve nikleer
anormallik (NAs) olusumu incelenmistir.
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Kontrol ve 5 ppm fenol uygulanan
gruplardaki baliklarda beslenme davranislarinda
degisim, ylzme ve herhangi bir fiziksel
deformasyon ve 6lim kaydedilmemistir. Ancak 10
ve 20 ppm fenole maruz kalan baliklarda 48 saat
sonra hiperaktivite, dizensiz ylzme ve denge
kaybi; 72 saat sonra ise solunum glcligi olustugu
gozlenmistir. Fakat mortalite olusmamistir.

Ulkemizde arastirmacilar, su ortamlarinda
bircok  kimyasal etmenin  baliklar  {zerine
genotoksik etkilerinin belirlenmesinde eritrosit MN
testinden yararlanmislardir (Al-Sabti, 1994; Bahari
ve ark., 1994). insektisitler icinde Organofosforlu
grubundan olan Methamidophos’un Clarias lazera
baliginda meydana getirdigi genotoksik etkisini
arastirmistir.  Baliklarda mikronukleuslu eritrosit
frekansi kontrol grubunda % 0.18, en disik dozda
(100 ppm) % 1.92 ve en yiiksek (200 ppm) dozda
ise % 3.26 olarak bulmuslardir (Sergene ve ark.,

1999). VYilayaz (2005)te vyapilan c¢alismada
Parathion methyl maruz kalan B. rajanorum
mystaceus  mikronukleus olusum  frekanslari
incelenmistir.  Kontrol grubundaki baliklarda

mikronukleuslu eritrosit frekansini % 0.09, 125
ppm’lik dozda % 1.35, 225 ppm’lik en yiiksek dozda
ise % 2.65 olarak belirlemistir. Diger bir ¢alismada
ise parathion methyl’e maruz birakilan C.trutta
bireylerinde mikronukleuslu eritrositlerin olusum
frekanslari incelenmistir kontrol grubunda % 0.08,
125ppm’lik grupta % 1.29, 225ppm’lik grubta ise %
2.56 olarak bulunmustur (Yilayaz, 2006). Bu
¢alismada ise Fenol'e maruz kalan sazan (Cyprinus
carpio) yavrularinin periferik kan eritrositlerdeki
MN Olgllmustir. Baliklarda eritrositlerindeki MN
sikhgl kontrol grubunda; 1.72 (24 saat), 1.73 (48
saat), 1.72 (72 saat), 1.70 (96 saat); 5 ppm
grubunda 1.69 (24 saat), 1.75 (48 saat), 1.69 (72
saat), 1.73 (96 saat); 10 ppm grubunda, 1.76 (24
saat), 1.83 (48 saat), 1.93 (72 saat), 2.28 (96 saat);
20 ppm grubunda, 1.98 (24 saat), 2.08 (48 saat),
2.49 (72 saat), 3.81 (96 saat) olarak belirlenmistir

(Cizelge 1). Tim deneysel gruplarda MN diizeyinin
kontrol grubuna gbre bir artis gosterdigi
gorilmektedir. Bu artis tiim gruplarda istatistiksel
olarak farkli bulunmustur. Sonucgta uygulanan
Fenol’un Cyprinus carpio Uzerinde genotoksik bir
etki meydana getirdigi ve bununla beraber
arastirma sonuglarinin daha 6nce yapilmis olan
¢alisma bulgulariyla bir paralellik igerisinde oldugu
gorlalmustar.

Fenol uygulanan gruplarda MN dizeyinin
doza bagli olarak arttigi tespit edilmistir. Buna gore
en ylksek MN dizeyine 20 ppm fenol grubunda
rastlaniimis olup diger gruplardan istatistiki olarak
anlamh bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 1). 10 ve 20
ppm fenol gruplarinda MN diizeyi 24 saatte artis
gosterip deneyin sonuna kadar artisini gdstermistir.
Buna ragmen 5 ppm fenol grubundaki baliklarda
goriilen MN insidansi 48 saat sonra artis gostermis
olup bu artisini deney sonuna kadar korumustur.
Bu calismada elde edilen sonuglar, Imidacloprid,
Aficida® ve Endosulfan insektisitlerine maruz
birakilan  Oreochromis niloticus, Cnesterodon
decemmaculatus ve Carassius carassius'taki MN
testi ile degerlendirilmesi gibi farkh balik tirleri
kullanilarak vyapilan diger pestisit calismalarini
desteklemektedir (Candioti ve ark., 2010; Dar ve
ark., 2015; Ansoar-Rodriguez ve ark., 2015). Bu
calismalar, pestisitlerden etkilenebilecek sucul
ekosistemlerin biyo-izlenmesi igin bir model olarak
balik ve MN testinin etkinligini géstermektedir.

Nikleer anormallik (NAs) olusumunda
Fenol ve fenolik bilesiklerin Urettigi reaktif oksijen
turlerinin etkili oldugu distintilmektedir. Calismalar
reaktif oksijen tilrlerinin hem endojen hem de
eksojen uyaricilar sonucu Uretildigini
gostermektedir (Fuchs-Tarlovsky, 2013).
Eritrositlerde rastlanan NAs sikligi 10 ve 20 ppm
fenol uygulanan gruplarda kontrol grubuna oranla
fazla bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 2). NAs sayisi
20 ppm fenol uygulanan grubunda 96 saatte
6nemli derecede artis gostermistir (Sekil 1).

Cizelge 1. Fenole maruz kalan sazan yavrularinda eritrositlerindeki mikrontklei sikhg

24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Kontrol 1.72+0.14 1.73+0.16 1.72+0.12 1.70+0.11
5 ppm 1.69+0.08 1.7540.14* 1.69+0.09 1.7340.13*
10 ppm 1.76£0.11* 1.8310.17* 1.934£0.19* 2.28+0.20*
20 ppm 1.98+0.09* 2.08+0.13* 2.4910.14* 3.81+0.17*
*Kontrol grubuna gore p<0.05
Cizelge 2. Fenole maruz kalan sazan yavrularinda eritrositlerindeki ¢ekirdek anomalileri

24 saat 48 saat 72 saat 96 saat

Kontrol 0.11+0.01 0.12+0.01 0.11+0.01 0.14+0.02
5 ppm 0.12+0.01 0.12+0.02 0.09+0.01 0.131£0.03
10 ppm 0.24+0.01* 0.22+0.03* 0.24+0.02* 0.23+0.02*
20 ppm 0.24+0.03* 0.31+0.01* 0.45+0.02* 0.96+0.08*

*Kontrol grubuna gore p<0.05
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(A)
Sekil 1. Fenole maruz kalan sazan yavrularinda eritrosit gérintumi. (A) normal eritrosit (B) mikronuklei 6zellik
gOsteren eritrosit

Sonug ve Oneriler

Bu ¢alismada sazan yavrularinda fenol uygulamasi
sonrasinda periferik kan eritrositlerinde gorilen
MN diizeyi g6z 6nilinde bulundurulursa fenoliin
baliklar i¢in kuvvetli bir toksik madde oldugu acikca
soylenebilir. Bununla birlikte fenol ve diger kirletici
maddelerin mutajenik ve genotoksik etkilerinin
ortaya konmasi igin daha ayrintih ¢alismalarin
yapilmasina ihtiyag vardir. Ozellikle, bu gibi
kirleticilerin ~ baliklarda ve  diger  akuatik
organizmalarda DNA metabolizmasi tzerine etkileri
Gzerine ¢alismalara 6nem verilmelidir.

Tesekkiir: Makale 05-08 Eylil 2017 tarihlerinde
Tiflis -Glrcistan’da dizenlenen “2nd International
Science Symposium  (ISS2017)” sozli  olarak
sunulmustur.

Etik Kurul Onay: Bu makale yer alan hayvan deneyi
icin  “Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu”nun Tarih: 27.1.2017 Toplanti No 2017-1,
Dosya No: 2017-1 ve Karar No:2017/01 sayih karari
ile Etik Kurul Onayi almistir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale yazarlari aralarinda
herhangi bir c¢ikar catismasi olmadigini beyan
ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti: Yazarlar
makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini
beyan ederler.
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